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OZET

PODOSITOPATILERDEN NEFROTIK SENDROMDAKI
PROTEINURI ILE PODOSIT GENLERININ
MUTASYON VE EKSPRESYONILISKIiSI

ALIZADA, Giinel

Doktora Tezi, Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danigsmani: Prof Dr. Sabire KARACALI
Ikinci Danigman: Prof. Dr. Afig BERDELI

Temmuz 2013, 73 sayfa

Nefrotik sendrom (NS), glomeriiler kapiller duvarin segici gegirgenliginin
degismesi ve idrarda protein kacagini onleyen roliinii kaybetmesi ile karakterize
olan cocukluk c¢aginin kronik hastaligidir. Cocukluk ¢agi idiopatik nefrotik
sendromun yonetiminde ve izleminde patolojik tan1 kadar tedaviye klinik yanit da
onemlidir. Tiim patolojik tipleri steroid tedavisine gosterdigi yanit ile steroid
duyarli, bagimli ve direngli olarak siniflandirilir. Steroid direngli nefrotik
sendromlarda kronik bobrek yetmezligine ilerleme siktir ve SRNS grubu hastalar
icinde transplantasyon sonrasi renal graftte hastalik rekiirrensi olusabilmektedir.
Podosit hiicreleri slit membranin lizerinde yeni bir protein belirlenmistir ve bu
proteini kodlayan gen haritalanmis ve TRPC6 olarak isimlendirilmis olan bir
kalsiyum kanal reseptoriidir ve mutasyonunun FSGS tip 2 ye yol actigi
bildirilmistir. Bu ¢alismada, Tiirk popiilasyonunda nefrotik sendromlu hastalarda
TRCP6 gen mutasyon taramasinin yapilmasi ve fenotipe iliskisinin aragtirilmasi
amaglanmistir. Calismaya 50 SRNS, 25 saglikli kontrol bireyler dahil edilmistir.
TRPC6 gen mutasyon taramasi tiim ekzonlarda direkt DNA dizi analizi ile

yapilmistir. Yapilmis ¢alisma sonucunda hi¢ bir mutasyona saptanmamustir.

Anahtar kelimeler: Steroide Direngli Nefrotik Sendrom (SDNS), Fokal
Segmental Glomeruloskleroz (FSGS), Minimal Lezyon Hastaligi (MLH), TRPC6
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ABSTARCT

RELATION BETWEEN PROTEINURIA AND PODOCYTE GENE
MUTATIONS AND EXPRESSIONS IN NEPHROTIC SENDROM, AS ONE
OF THE PODOCYTOPATHIES

ALIZADA, Gunel

PhD in Biology Department
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sabire KARACALI
Prof. Dr. Afig BERDELLI

July 2013, 73 pages

Nephrotic syndrome (NS), is a chronic childhood disase which is
characterized by the change of selective permeability of glomerular capillary and
the loss of prevention role of protein leakage in the urine. In the management and
follow up of childhood nehprotic syndrome, clinical response to treatment is
important as much as pathological diagnosis. All pathological diagnostic types are
classified as steroid sensitive, steroid dependent and steroid resistant according to
response to steroid treatment. Progression to chronic renal failure is common in
SRNSs and recurrence may be seen in the renal graft after transplantation. A new
protein has been described in slit membrane of podocytes. The gene coding for
this new protein is a calcium channel receptor named TRPC6. Mutations in
TRCP6 are known to cause FSGS type 2.

In this study, TRCP6 gene mutation is investigated in nephrotic syndrome
patients for the first time in Turkish population. Study population will includes 50
SRNS patients and 25 healthy controls. TRPC6 gene mutation screening is
performed by direct DNA sequencing of all exons. We have not identified any

mutations in our group of patient.

Keywords: Steroid Resistant Nephrotic Syndrome (SDNS), Focal segmental
glomerulosclerosis (FSGS), Minimal lesion disease (MLH), TRPCS.
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1.GIRIS VE AMAC

Nefrotik sendrom (NS), glomeriiler kapiller duvarin segici gegirgenliginin
degismesi ve idrarda protein kagagini Onleyici roliinii kaybetmesi ile karakterize
olan cocukluk caginin kronik hastaligidir. Agir proteiniiri, Hipoalbiiminemi,
Odem, Hiperlipidemi ile izlenmektedir. Nefrit bulgularinin veya bobrek disi
hastaligin eslik etmedigi, nedeni belli olmayan (idiyopatik) nefrotik sendromun en
sik goriilen seklidir. Cocukluk yas grubu nefrotik sendromlarin %85'ini idiyopatik
NS (INS) olusturmaktadir (Ozgakar vd., 2004).

Baslica primer idiyopatik nefrotik sendrom tipleri;
1. Fokal segmental glomeriiloskleroz (FSGS),
2 Minimal lezyon hastaligi (MLH),

3. Membran6z glomerulonefrit (MGN)
4

Membranoproliferative glomerulonefrit (MPGN),

Histolojik olarak istatistik degerlendirilmelere gore hastalarin %77'sinde
MLH, %?23'tinde ise FSGS, MPGN, MGN gibi diger bobrek patolojileri
gorilmektedir (ISKDC, 1981).

INS'un simiflandiriimasinda steroid tedavisine verilen yanita gére steroide
yanitli NS (SYNS) ve steroid direngli NS (SDNS) olmak iizere iki gruba ayrilir.
Giiniimiizde, yapilan istatistik hesaplamalar gore INS'lu ¢ocuklarin %27'si SDNS

olarak tanimlanmaktadir.

Hastaligin histolojik 6zellikleri cografik ve etnik koken ile degisiklik
gosterir. SDNS'un arkasinda farkli histomorfolojik degisiklikler olsa da en baskin
histoloji FSGS'dur. FSGS, cocukluk cagi nefrotik sendromlar1 arasinda 6nemi
giderek artan ve prognozunun kotiiliigli nedeniyle kronik bobrek yetmezligi

nedenleri arasinda 6ne ¢ikmakta olan bir patolojidir.



Hastaligin merkezinde birincil sorun masif proteiniirinin ortaya ¢ikmasidir.
Proteiniiri hem klinik prognostik faktor olarak hem de progresiv renal fonksiyon
kaybini ongdrebilme agisindan olduk¢a 6nemlidir. Proteiniirinin patogenezinde
primer glomeriiler hata, dolasimdaki permeabilite faktorleri-inhibitorleri ve olasi
immiinolojik mekanizmalar sorumlu tutulmustur. Glomeriiler hastaliklarin
cogunlugunda da bu glomeriiler kapiller duvarin segici gegirgen Ozelligindeki
degisiklikler ile glomeriiler filtrasyon bariyerini olusturan yapilardaki
anormallikler sonucu meydana gelmektedir. Glomeriiler filtrasyon bariyeri,
iizerinde ¢ok sayida porlar bulunan kapiller endotel hiicreleri, bunu disardan
destekleyen glomeriilar bazal membran (GBM) ve visseral epitel hiicrelerinden
(podosit) olusur (Sekil 1). Bu bariyerin en aktif bileseni podositler arasi hiicre
hiicre iligkisini saglayan slit membrandir (SD) (Kawachi, H., vd., 2006). SD
tizerinde (nefrin, podosin, NEPH, FAT, ZO-1, P-cadherin), podosit ile GBM
arasinda (alfa-aktinin 4, laminin), podosit hiicre sinyal iletiminde (CD2AP, aktinin
vb) ve podosit kontraktilitesinde gorev alan pek ¢ok protein tanimlanmigtir. Bu
proteinlerin yapisinda ya da birbiri ile olan iligkilerindeki bozukluk podosit ayaks1
c¢ikintilarinda silinmeye neden olarak proteiniiriye sebep olmaktadir (Ozcakar vd.,

2004).

Sekil 1 : Glomeriiler filtrasyon bariyeri (GFB)

(Mbller C. C., 2009)



Glomeriilar filtrasyon bariyerini olusturan proteinlerde olusan ve yapisal
degisikliklere sebep olan genetik nedenler son yillarda pozisyonel klonlama

yaklasimlariyla tanimlanmaya baglanmustir.

GFB'deki proteinlerin ekspresyon farkliliklarinin tanimlanmasi glomeriiler
hastaliklarinin  bir kisminin patofizyolojisinin  anlagilmasimma biiyiik katki
saglanmistir. Bugiline kadar tanimlanmis genetik defektleri derlersek tamami gen
transkripsiyonu, slit diafram, aktin temelli hiicre iskeleti ve adezyon kompleksleri
dahil kritik podosit fonksiyonel yapilarinin normal isleyisini ve diizenini etkiler

(Kitano, Y., Yoshikawa, N. ve Nakamura, H., 1993).

Steroid direngli nefrotik sendromda proteiniiri olusumuna yol acan
molekiiler mekanizmanin arastirilarak, hastalarin tedavi se¢iminde, bu tedaviye
yanitin Onceden tahmin edilebilmesinde, izlemede gelisebilecek son donem
bobrek yetmezligini ve bobrek transplantasyon kararinda yol gdsterici bir kriter
olarak kullanilmasi gerekmektedir. Sonu¢ olarak tedavide remisyonu saglamak
kadar tekrarlarin en aza indirilmesi de 6nemlidir ve tedavi bu durum goéz Oniine

alinarak planlanmalidir. (Zenker, M.,2009)

Elde edilecek sonuglar, literatiir verileri ile beraber ilerde artacak hasta
sayilar ile heterojen bir klinik gdsteren bu hasta grubunda tedavi ve prognoz
hakkinda onceden bilgi edinme firsati saglayacak ve yontemini kolaylastiran

protokoller olusmasina katkida bulunacaktir.



2. GENEL BILGILER

Nefrotik Sendrom, ilk kez 15. yiizyilda bildirilmistir (Eddy ve Symons,
2003). Odem ve proteiniiri birlikteligi uzun zamandir bilinmesine karsin, ancak
1827'de Richard Bright, bu bozuklugun bobrege bagli olarak ortaya ¢ikabilecegini
bildirmis ve hastalik uzun siire onun adiyla anilmistir. Sonrasinda Volhard ve Fahr

bilateral bobrek hastaligini siniflandiran nefrosis terimini kullanmislardir (ISKDC,

1981).

Bobrek onemli endokrin organ olarak Renin, eritropoetin, 1-25
dihidroksikole kalsiferol, prostaglandin ve kinin salgilar. Birgcok hormon igin de
(steroidler, antidiiretik hormon, vs) hedef organi gorevi yapar. Bobrek diisiik
agirlikli proteinleri katabolize ederek; amonyogenez ve glikoneogenez gibi bazi

metobalik fonksiyonlara ev sahipligi yapar.

Glomerulun yapist ii¢ ana hiicre tipi (epitel, mezangial ve endotelyal
hiicreler) ve ekstraselliiler olarak da, filtrasyon fonksiyonu olan iki ekstraselliiler

bolgeden (glomeriil bazal membran ve mezengial matriks) olugsmaktadir.

Glomertiiler bazal membran kollajen ve glikoprotein elemanlarindan
olugsmaktadir. Glikoproteinler sialik asit icerirler. Glomeriiler bazal membranin
50°A biiytikliigiinde molekiillere gecirgen oldugu halde, 36°A biiyiikliigiindeki
albliimini gecirmemesi bazal membranin gec¢irgenliginde elektriksel yiike gore
segici olan roliinii gostermektedir. Glomeriiler endotel hiicreleri, sialik asit

tabakas1 ve bazal membran, negatif yiiklii (anyon) yiikliidiir (Anthea et al., 1993).

Podosit olarak da adlandirilan glomeriiler visseral epitelyal hiicreler,
glomeriiler bazal membranin dis yiiziinii kaplayan olduk¢a 6zellesmis hiicrelerdir.
Proteiniiri ile seyreden biitiin nefrotik sendromlarda podositlerde hasar vardir
(Camici, 2007). Podositler ayakgikliklarla bazal membrana dayanirlar, bunlar
ozellikle albumini itici olan negatif yiikliidiir (Candiano, 2001). Podositler ve
podositler aralarindaki slit diaframin negatif yiikii, salgiladiklar1 protein gibi

maddelerle (podosin, nefrin, alfa-actinin, kadherin FAT, CD2AP vs) saglanir.
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Sekil 2. Podosit yapisi

Podosit ayaksi1 ¢ikintilar1 arasindaki slit diafram, filtrasyon bariyerinin son
noktasidir. Protein filtirasyon baryeri 30-40 nm genisliginde bir membrandir ve
filtrasyon yarigint meydana getirir, ayrica podosit ayaksi ¢ikintilarinin birbiriyle
iligkilerini saglar (Sekil 2). Proteiniirinin baslica nedeni olan podosit hasarina
genetik mutasyon disinda immiinolojik etkenler, viral enfeksiyon ve
glomeriildeki  anormal  hemodinamik  degisiklikler ~ yol acabilmektedir.
Podosit  sayist  yasla beraber ve toksinlerle azalma  gOstermekte
glomeriilosklerozda ve IgA nefropatisinide azalmakta ve hastaligin ilerleyeceginin
bir 6n tahmini Ol¢iisii olarak gosterilmektedir (Camici, 2007; Kawachi et al.,
2006).



3. TANIM

Nefrotik sendrom glomeriiler kapiller duvarin segici gegirgenliginin
degismesi sonucunda idrarda protein kacagini onleme yetenegini kaybetmesi ile
karakterize olunan 6dem ve hipoalbuminemi ( <2.5 g/dl) eslik ettigi ¢ocukluk
caginin kronik hastalifidir (Eddy and Symons, 2003; Gbadegesin and Smoyer,
2008).

Podositlerin proteiniiride ¢ok onemli rolleri vardir. Hiicre govdesi, ana
cikintilar ve ayaksi cikintilar olmak {izere ii¢ boliimden olusmaktadir. Ayaksi
cikintilar1 GBM ile direkt iliskilidedir. Komsu hiicrelerin ayaksi ¢ikintilar ile
birlikte filtrasyon yariklarini olustururlar. Bu yariklar diyafram ile baglanirlar.
Podosit gen degisimleri (nefrin, podosin, a-actinin) yani sira podosit membran
antijenlerine kars1 olusan antikorlar (MN), hemodinamik etkilenme (diyabet),
toksinler (steroid dis1 antiinflamatuar ilaclar), infeksiyonlar (insan immiin
yetmezlik viriisii) podositlerde hasar olusturabilmektedir. Bobrek hasar1 ne olursa
olsun eger podosit kaybi varsa glomeriiloskleroz ile sonuglanmaktadir (Mundel
and Shankland, 2002).

Glomertilar ~ filtrasyon  bariyerini  olusturan  proteinlerin  yapisal
anormalliklerine neden olan genetik nedenler son 10 yil tanimlanmaya
baslanmistir. Bugiine kadar tanimlanmis genetik defektlerin tamami gen
transkripsiyonu yada slit membran, aktin temelli hiicre iskeleti ve adezyon
kompleksleri dahil kritik podosit fonksiyonel yapilarinin normal isleyisini ve
diizenini etkiler. Bu genler icerisinde resesif nefrin ( NPHS1), podosin ( NPHS2),
fosfolipaz C epsilon 1 ( PLCEL1), dominant Wilms tumor geni (WT1), alfa-
aktinin-4 (ACTN4), ' 'transient receptor potential cation 6 (TRPC6), CD2-assosiye
protein (CD2AP) bulunmaktadir (Sekil 3).



GBM

Sekil 3: Podosit lizerindeki yapilar

(Machuca E., 2009)



Nefrotik sendrom ve Proteiniiri ile iligkili podosit proteinlerini (nefrin,
podosin, a-actinin gibi) kodlayan genlerdeki degisimlerin saptanmasi ile glomeriil
filtrasyon bariyerinin kapsami ve podositlerle ilgili daha fazla bilgi elde edilmistir.
Bu gen degisimlerinin bazi dogumsal ve ailevi NS'lerden sorumlu oldugu
gosterilmistir (Tablo 1) (Eddy and Symons, 2003; Pollak, 2003; Khoshnoodi and
Tryggvason, 2001). Glomeriiler podositlerin zarar gérmesi glomeriiler filtrasyon
bariyerlerin degisilmesiyle sonuglanir ve ultrafiltrasyondan protein kagagi
gerceklesir. SD'deki proteinlerin yapisal bozuklugu (nefrin, podosin, CD2AP),
podosit ve GBM iligkisinin bozuklugu, podositin negatif elektriksel yiikiin
degismesi, proteiniiriye yol agabilir (McBryde et al., 2001).

Tablo 1: Nefrotik sendromla iliskili genler ve yaptiklari hastaliklar

Gen Protein Bolge KalitLtti Hastahk
NPHS1 Nephrin Otozomal Fin Tipi Konj enital
19qI3.1 Resesif NS
NPHS2 Podosin Otozomal Steroide
1925-32 Resesif Direngli NS
ACTN4 a-acnnin-4 Otozomal
19913 Dominant FSGS1
TRPC6 'transient receptor Otozomal
potential
Cation 6 lIg21-22 Dominant FSGS2
WT1 Wilms tumoru- Wilms tumoru
Otozomal
lpl3 Dominant
CD2AP CD2-associated [6p12 Otozomal FSGS3
protein Dominant




Nefrotik diizeyde proteiniiri hastaligt tanimlamada oOnemli yer tutar.
Giinliik protein atiliminin 40 mg/m /saat ya da 50 mg/kg'm ya da spot idrar
proteinin idrar kreatinine oraninin 2mg/mg lizerinde olmasi nefrotik proteiniiri

olarak tanimlanmistir (Gbadegesin and Smoyer, 2008).

3.1 Fizyolojik Protein Atilim

Plazma proteinlerinin 1/3'i albumin, digerleri ise, globulinler olusturur.
Molekiil agirligi (MA) 40 kDa'dan kiigiik olan plazma proteinleri glomeriiler bazal
membrandan direkt gectikten sonra proksimal tiibiiler hiicreleri tarafindan geri
emilir (Candiano, 2001). Molekiiler agirligt 69 kDa olan albumin cok diisiik

miktarlarda filtre edilir.

Glomeriiler kapiller duvar (GKD) yiiksek ultrafiltrasyon kapasitesine sahip
bir membrandir ve bu bariyerden protein gecisinin engellenmesi ancak kismen
anlagilabilmistir. Membran kiiciik soliitlere ayni zamanda suya oldukca
gecirgendir ancak daha biiyiik molekiillerin gecisine karst 6nemli bir engel
olusturur. Glomeriiler kapiller duvar; vaskiiler endotelial hiicreler, glomertiiler
bazal membran (GBM), epiteliyal hiicreler (podosit) ve bu podosit hiicreleri
arasindaki slit diyaframdan (SD) olusur (Kim et al., 2005). Bu katmanlardan
molekiillerin gecisi biiytikliiklerine, yiiklerine ve konfigilirasyonlarina gore
degisiklik gostermektedir. Makromolekiillerin glomeriiler kapiller duvardan
(GKD) filtre olmas: glomeriiler bariyerin biytlklik secgici ve yik secici
ozelliklerine gore belirlenmektedir (Hodson et al. , 2004).

Herhangi bir molekiiliin glomeriiler kapiller duvardandan filtre olunmasi
molekiiliin biiylikligi ile ters orantilidir. Endotel hiicrelerinin biiyiikliik segici
bariyere katkis1 yoktur. Endotel hiicrelerinin arasinda bulunan pencereler kanin
sekilli elemanlarinin gecisini engeller ancak makromolekiillerin filtrasyonuna

engel olamazlar.
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Endotel agikliklardan plazma proteinleri kolaylikla gegerek bir direng ile
karsilasmadan GBM'a ulasir. Ozellikle kiigiik molekiil agirlikli proteinler, GBM
boyunca ekstraseliiler olarak gegerek SD'a ulasir. Biiyilk molekiil agirlikhi
proteinlerin gecisini siirlayan GBM, fibrillerden olusan bir ag seklindedir ve i¢
ice gecen fibriller, ufak delikli bir filtre islevi goren fonksiyonel porlar
icermektedir. GBM biiyiikliik se¢ici bariyerin major kismini olusturmasina karsin,
son yillarda yapilan ¢alismalar podositlerin ayaksi ¢ikintilarinin (foot processes)
arasimni kapatan ve slit diyafram (SD) adi verilen ince bir membran iizerinde
yogunlasmaktadir. Podositler, glomeriiler filtrasyon bariyerinin en dis kismin
olustururarak, glomertiler kapilleri tarak disleri seklinde sarar. Her bir tarak digini,
birbirine komsu podositlerin ayaksi ¢ikintilart olusturur. GBM ile iliskili podosit
ayaks1 ¢ikintilar statik olmayip, kontraktif bir sistem igerir. SD, ayaks1 ¢ikintilarin
birbiri ile iligkisini saglar. Filtrasyon delikleri igeren bir koprii olan SD, GBM ile
yakin iligkili bir membrandir ve glomeriil filtrasyon bariyerinin biyolojik aktif
bilesenidir. Giiniimiizde SD'nin molekiiler yapist ve fonksiyonu ile ilgili

calismalar siirmektedir.

Podosit hasarinda Aktin sitoskeleton

Cinmeniiac capiliany imen

Sekil 4. Podosit hasarinda degisiklikler

(Matovinovié M., 2009)
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SD'da varligr gosterilen proteinlere her giin bir yenisi eklenmektedir (neftin,
CD2AP, podosin, Nephl) (McBryde et al., 2001). GBM'nin temel yapisini
kollagen tip 1V, nidogen, laminin, heparan siilfat proteoglikanlar (Sekil 4)
olusturur (ISKDC, 1981). Endoteliyal hiicreler ve GBM, yapilarinda bulunan
heparan siilfat proteoglikanlar1 nedeniyle negatif yiik tasirlar. Podositler ve ayaks1
cikintilarin  yiizeyleri de negatif yiiklii sialoproteinlerle kaplhdir. Bu yapilar,
nedeniyle giiclii negatif elektrik yiikii tasiyan ayaksi ¢ikintilarin birbirine
yapismasi da engellenmis olur. Dolagimdaki makromolekiillerin biiyiik kismi
fizyolojik pH'da anyonik 6zellik tasidiklarindan, albumin gibi biiyiik anyonlarin
gecisi bu sekilde engellenir (McBryde et al., 2001). 40 kDa'm altinda olan ve
serbestce filtre olan proteinler 6zellikle proksimal tiibiilde reabsorbe sonra da
katabolize edilmektedirler. Diisiikk molekiil agirlikli proteinler, peptidler,
hormonlar (insiilin gibi), Ig par¢aciklari (hafif zincir, -2 mikroglobulin) ve cesitli
enzimler (lizozim, amilaz gibi) primer olarak bobrekte katabolize edilir. Bu
proteinler, tubiillerin reabsorbsiyon ve metabolize etme kapasitesini asacak
sekilde filtre olursa idrarda saptanabilirler (Eddy and Symons, 2003; Habashy et
al., 2003).

Podositlerdeki molekiiler 4 temel bozukluk, proteiniiriye yol agabilir;

1. SD'deki proteinlerin yapisal bozuklugu (nefrin, podosin, CD2AP gibi),
2. Podosit ve GBM iliskisinin bozuklugu (podosin-GBM adezyonu),
3. Podosit-actin (hiicre iskeleti) ve etkili proteini p actinin 4 bozuklugu,

4. Podositin apikal yiiziindeki negatif elektriksel yiikiin degismesidir.

Hastaligin erken evresinde benzer histopatolojik degisiklikler gozlendigi i¢in
INS'un siniflanmasinda steroid tedavisine verilen yanita gére yapilan simiflama
klinik pratikte daha kabul gérmiistiir. Buna gére INS'lu hastalar, steroid yanitlh NS
(SYNS) ve steroide direngli NS (SDNS) olarak iki ana kategoride
degerlendirilmislerdir (Hodson et al., 2004; Kim et al., 2005). SDNS yaklasik
%10 oraninda bildirilse de (McBryde et al., 2001; ISKDC, 1981) giiniimiizde,
INS'Iu ¢ocuklarin %27'si SDNS olarak tanimlanmaktadir (Kim et al., 2005).
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Steroid tedavisine olan yanita gore, hastanin klinik durumunu degerlendirmede

bazi tanimlamalar yapilmistir (Gbadegesin and Smoyer, 2008).

Steroide Direncli NS (SDNS): Iki farkl1 sekilde tanimlama yapilmaktadir.

Society of French Speaking Pediatric Nephrologists'e gére (Niaudet, 1994): Dort
haftalik 60 mg/m /giin (2 mg/kg/giin) prednizolon tedavisi ve ardindan 3 kez

intravendz pulse metilprednisolon tedavisine ragmen remisyon saglanmamasi.

Steroid Yamth NS (SYNS): Dért hafta boyunca 60 mg/m?/giin prednizolon
tedavisi ile idrar proteininin ardigik 3 giin ya da 1 hafta i¢inde bakilan 3 ayr1 idrar

tetkikinde < 4 mg/m /saat olmas1 veya dipstik ile 0 veya eser olmasi.

3.2 Epidemiyoloji

Idiopatik NS'un insidansi 100.000 c¢ocukta 2-2.7 olgu, prevalansi ise
100.000 ¢ocukta 12-16 olgu olarak bildirilmistir (Eddy and Symons, 2003).
Hastaligin goriilmesinde kiiciik ¢ocuklarda erkek cinsiyet orani (erkek/kiz: 2/1)
daha yiiksek olarak gbzlense de ergen ve erigkin yas gruplarinda kiz ve erkeklerde
hastalik esit oranda bildirilmektedir. Ozellikle son yillarda yapilan bébrek biyopsi
aragtirmalarinda FSGS olgularinin arttign gdzlenmistir. Ingiltere'de yasayan Asya
kokenli gocuklarda INS, Avrupa kokenli cocuklara gore 6 kat daha fazla
bulunmustur (Sharples et al., 1985). Buna karsin Afrikali ¢ocuklarda ise INS
insidans1 diisiik bulunmustur (Abdurrahman et al.,1990). Bonilla- Felix M ve ark.
(Bonilla et al., 1999 ) c¢alismasinda, FSGS, Amerika'da yasayan hastalarda;
Ispanyollarda Kafkaslarda %18 ve Afrikali Amerikalilarda % 47 oraninda
bildirilmis ve histopatoloji {izerinde 1rk 1ile iliskili faktdrlerin  Gnemi
vurgulanmigtir. Hastaliga en sik 2 yasinda rastalnirken, olgularin %70-80'i 6

yasindan once basvurmaktadir (Arneil, 1971).

3.3 Etiyoloji

Cocukluk yas grubu NSun bilyiik cogunlugunu INS olusturmaktadir.
FSGS; idiopatik ve sekonder olabilir. Ayrica FSGS'nin ailesel ve sporadik formu

tanimlanmistir. Ailesel formu farkli fenotipik ve genotipik ozellikler tasir.
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FSGS'de olgularin ¢ogu idiyopatik olmakla birlikte MLH'dan progresyon en
onemli neden olarak goriilmekte ve bazi arastirmacilara gore aymi klinik
patolojinin farkli spektrumlari temsil etmektedirler. Yasamin ilk 3 ayinda
goriilen NS, konjenital NS (KNS) olarak adlandirilir ve c¢ogunlukla genetik
kokenlidir, 3-12 ayda gozlenen NS'da da %40 genetik nedenler s6z konusudur
(Arneil, 1971; Bustin and Dorudi, 1998). idiyopatik NS yasammn 1. yilindan

itibaren artarken sekonder NS olgularina da 10 yas sonrasinda rastlanir.

3.4  Patogenez

Tim nefrotik sendromlu hastalarda merkez anormallik masif proteiniirinin
ortaya ¢ikmasidir. Podositlerin kopmasi ve alttaki bazal membrandan ayrilmasiyla

olusan genisleme erken bir ultrastriiktiirel lezyondur.
Patogenezde rol oynayan etkenler dort ana grupta ele alinmaktadirlar:

Hemodinamik etkenler
Humoral etkenler

Genetik predispozisyon

M W Do

Podosit zedelenmesi

Podositlerdeki fiizyon, adezyon ve kopmalar, Bowman Kkapsiilii ve
pariyetal epiteliyal hiicreler arasinda sinesilere yol agar. Sonugta olusan bu

segmental skleroz global sklerozise dogru ilerlemektedir (Kalman, 2004).

3.4.1 Primer glomeriiler hasarlanma

Bobregin birincil asil gorevi kani glomertillerden filtre ederek sivi ve artik
driinlerin atilimin1 saglarken kan proteinlerinin biiyiikk boliimiinii ve kan
hiicrelerini dolasima geri vermektir. Bu filtrasyon gorevi glomeriiler filtrasyon
bariyeri ile gercgeklestirilir (Gbadegesin and Smoyer, 2008). Slit diyafram (SD)
olarak bilinen 6zellesmis hiicre-hiicre baglantilar1 ile iliski i¢indedir. Ayrica
negatif yiklii heparin siilfat proteoglikandan olusan GBM, negatif yiiklii
molekiilleri pasajdan aynmi biytikliikteki pozitif yiikli molekiillere gore
smirlandirp uzak tutar. Nefrotik sendrom, GBM'nin negatif yiikiinde kayip
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olugsmast sonucunda ortaya c¢ikar (Kitano et al., 1993). Bunun yaninda 42A
capindan ya da 200 kDA'dan biiyiikk olan molekiiller filtrasyon bariyerini
gecemezler. Filtrasyon bariyerindeki bu sinirlandirma podosit ayaksi ¢ikintilarin
ve SD'1n biitiinliigline ve GBM'nin elektriksel yiikiine baghdir (Gbadegesin and
Smoyer, 2008). ilk defa 1974'de, Rodewald ve Karnowsky, elektron
mikroskobunda (EM) tavsan ve sican bobreklerinde, SD'in molekiiler yapisini ve
kompozisyonunu gostermislerdir (Rodewald and Karnovsky, 1974). Fermuar
modeline benzetilen SD; podosit ayaks1 ¢ikintilar arasinda uzanan 11nm kalinlikta
fibrillerdir. Bu fibriller orta noktada hi¢ bosluk birakmadan birlesirken; kenar
bolgelerde 4><14nm filtrasyon porlar1 olusturmaktadir. SD; bobrekteki en 6nemli
bliytlikliik selektif filtrasyon bariyeri olarak kabul edilmektedir. Bundan dolay1
giinimiizde SD'nin molekiiler yapisi ve fonksiyonu iizerinde ¢alismalar
yapilmakta ve yeni proteinler tanimlanmaktadir. Podosit ve SD yapisinda rol alan
proteinlerde fonksiyon kaybi sonucu ortaya ¢ikan podosit ayaksi ¢ikintilarinda

birlesme veya silinme esas bozukluktur.

4. FOKAL SEGMENTAL GLOMERULOSKLEROZ (FSGS)

Fokal segmental glomeriiloskleroz (FSGS), cesitli nedenlere bagli olarak
gelisen glomeriil hasarinin ortak histolojik bir bulgusudur. Hastaligin erken
donemlerinde sadece bir kisim glomeriil segmental olarak etkilenirken, diger
glomeriiller normaldir. Hastalik ilerledik¢e diffiiz ve global glomertiiloskleroz

gelismektedir.

Birbirinden farkli birgok mekanizma ile ortaya g¢ikabilen FSGS seyrinde
lezyonlarin bazi glomeriillerin baz1 segmentlerde goriildiigii asemptomatik
proitniiriden NS’ye kadar bir¢ok klinik tabloya yol acabilen bir sendromdur.
FSGS her yasta goriilebilmekle beraber siyah irkta en stk NS yapan hastaliktir.
1957 yilinda Arnol Rich garip histloji bulgular1 olan ¢ocuk izlemlemisti. Bu
cocuklarin bobrek biyopsilerinde bazi glomerllerde segmental progresif fibrozis

saptamustir. [lerleyen yillarda bu FSGS olarak adlandirilmistir.
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Kalitsal, ge¢ baslangichh FSGS genellikle OD gecis gdsteren heterojen
bir gruptur. Etkilenen aile bireylerinde 3 tane hastalik yapici lokus tanimlanmistir:
bunlar sirasiyla ACTN4, TRPC6 ve CD2AP olup; FSGS1, FSGS2 ve FSGS3’e

neden olurlar

41  FSGS Tip 1 (ACTN-4 geni)

Ik kez 1998'de OD gegis gosteren geg baslangich FSGS 19. Kromozomda
bir lokusda (19q13) yer alan ACTN-4 geninde tanimlanmistir (Weber, 2008 ;
Kaplan et al., 2000). ACTN-4 geni (OMIM 604638) hiicre motilitesinde podosit
hiicre biitiinliigiinii saglayan aktin paketlenmesinde 6nemli goreve sahip olan a-
actinin-4'd  kodlar. Ayn1 zamanda ACTN4 podositlerin ayaksi ¢ikintilarinin
olusumunda rol oynamaktadir. Alfa aktinin-4 podositlerde yiiksek oranda
eksprese olup ayaksi g¢ikintilarda F-aktin filamanlariyla ¢apraz bag olusturur.
Hastaliga neden olan mutasyonlar alfa-aktinin-4'in F aktine olan ilgisini
arttiracagindan glomeriiler podositlerdeki aktin filamanlarinin normal diizenini
bozarak glomeriiler secici gegirgenligi etkiler. Kaplan ve ark. (Kaplan et al.,2000)
3 farkli ailenin bireylerinde ACTN-4 mutasyonlarin1 tanimlamiglardir. Bu
hastalarda ergen donemde hizla baslayan proteiniiri ve eriskin donemde FSGS ile
bobrek yetmezligi saptanmistir. Ancak gilinlimiizde kalitsal FSGS'ler arasinda

sadece %4'i FSGS Tip 1 ile karsilasilmaktadir (Weins et al., 2005).

4.2  FSGS Tip 2 (TRPCG6 geni)

1999'da, OD gecis gosteren ge¢ baslangich FSGS tip 2 igin 11.
kromozomda 1g21-q22 yerlesimli bir lokusun varligindan séz edildi (Sekil-5).
Bundan 6 sene sonra 2005'de sorumlu gen TRPC6 (transient receptor potential
cation channel) tanimlandi (Weber, 2008; Reiser et al., 2007). Istatistiki
arastirmalar sonucu belli olmustur ki FSGS Nefrotik Sendromlu hastalarin
%23’{inli olusturur. TRPC6, G protein ile iliskili reseptorler ile reseptor tirozin
kinazlarm aktivasyonundan sonra hiicre icin kalsiyum konstantrasyon artigini
saglayan bir kalsiyum kanalidir. Podositte SD'a yakin yerlesimli oldugu gosterildi.
TRPC6 podosit slit por ile iliskili olup muhtemelen "slit diafram" sinyal olaylarina

katilmaktadir. Eriskin bireylerde gosterilen bu mutasyonun erken baslangich
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SDNS'da rol oynadigi bildirildi. Ancak, bir katyon kanalinin disfonksiyonun
podosit gelisimi ve glomeriiler filtrasyon bariyer fonksiyon kaybina nasil yol
actig1 halen tam olarak agiklik kazanmamistir. TRPC6 gen mutasyonunun SD'da
nefrin ve podosinle olan iligkisinden yola ¢ikarak intraselliiler ve interseliiler
iligkilerde SD'da podosin ve nefrinin dolayli olarak fonksiyonunu bozdugu
distiniilmektedir. TRPC6 gen mutasyonlarinin, podosit hiicre i¢i kalsiyum

konsantrasyonunu etkiledigi diisiiniildii (Weber, 2008).
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Sekil 5: TRPC6 Kromozomu

43  FSGS tip 3 (CD2AP)

1999'da, OD gecis gosteren geg baslangicli FSGS tip 3'e neden olan
CD2AP geni 6p12 yerlesiminde gosterildi. (Pollak, M.R., 2003)
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5. TRANSIENT RESEPTOR POTANSIYEL (TRP ) AILESI

1986 yilinda ilk defa meyve sinegi Drosophila melanogaster gérme
sisteminde varlig1 gosterilen “Transient receptor potential, TRP” iyon kanal
proteinlerinin yeni bir kalsiyum homeostaz mekanizmasi giindeme gelmistir.
D.melanogaster’deki fotoreseptdr protein rodopsinin 1sik ile aktivasyonu G-
proteini araciligr ile, IP3 olusumuna ve sonugta siirekli bir membran
depolarizasyonuna neden olmaktadir. Depolarizasyon, iki farkli kondiiktanstan
biri kalsiyuma, digeri sodyum ve kalsiyumun ikisine birden gegirgen
kaynaklanmaktadir. Bu yolaklar hiicreye Ca™ girisi Ca™ - bagimhi 1s1k
adaptasyonu yoniinden onemlidir. Sonug¢ olarak biyolojik mekanizmalara iligkin
birbirinden bagimsiz yapilan ¢ok sayidaki ¢alisma TRP siiperailesinin varligini
ortaya ¢ikarmustir. (Clapham, D . E., Runnels, L. W., Strubing, C. 2001)

Onceleri uyarilamayan hiicrelerin kalsiyum homeostazinda islevsel oldugu
diisiiniilen baz1 TRP kanal proteinlerinin aracilik ettigi Ca*? girisi “store-operated
calcium entry, SOCE”nin uyarilabilen hiicreler i¢in de kritik oldugu bulunmustur.
SOCE’de islev goren TRP’ler hiicreici Ca* depolarmmin bosalmas1 ile
uyartlmaktadir. Bu da hiicrenin dis uyarilarin yani sira igsel gereksinimler
dogrultusunda da membran iyon gegirgenligini degistirebilecegi olgusunu ortaya
koymustur. TRP kanallariin bir¢ok fizyolojik olayda hiicresel algilayicilar olarak
onemli islevleri oldugu onerilmektedir. TRP kanallarinin c¢evresel uyarilardaki
degisiklikleri ayrimsal olarak belirleyen evrensel biyolojik sensorler olduklar
diisiiniilmektedir. TRP kanallar ile ¢aligmanin en biiyiik zorlugu ise farmakolojik
modiilatorlerinin bulunmamasidir. Multimerik iyon kanalim1 olusturan iiyelerin
dokuya veya strese bagli olarak degisim gostermesi TRP aragtirmalarin1 daha da
karmagik duruma getirmektedir. TRPC proteinlerinin aktivasyon mekanizmasi ve

fizyolojik islevi tam olarak bilinmemektedir.

TRP ailesini amino asid benzerliklerine gore 7 alt grub mevcuttur: TRPC
(klasik ya da canonical, TRPC 1-7), TRPM (melastatin, TRPM 1-8), TRPV
(vanilloid reseptér, TRPV 1-6), TRPA (ankyrin zengin protein, TRPA1), TRPP
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(polisistin), TRPML (mukolipin), TRPN (NOMPC, “no mechanoreceptor
potential” C).

Memelilerde toplam yedi adet TRPC proteini (TRPC1-7) belirlenmistir
(Tablo 2). TRPC ailesi dizi ve islevsel benzerliklerine gore 3 alt gruba
ayrilmaktadir: TRPC1/4/5, TRPC3/6/7 ve TRPC237. (Yu-Juei, Joost G.J and
Rene J.M Bindels 2007)

TRPC1 doku dagilimi gosteren bir proteindir. Kas, beyin, kalp, testis,
over, endotel hiicreleri ve salgi bezlerinde ekpresyon olmaktadir. TRPC1
proteininin  subseliiler lokalizasyonu ile 1ilgili olarak TRPC1’in hiicre
membraninda kompartmantalize olduguna iliskin genel bir algilama vardir.
TRPC1 proteinindeki E576K (E, glutamik asit; K, lizin) ya da D581K (D, aspartik
asit) mutasyonlarin SOCE’yi azaltirken Na+ akimini degistirmemesi bu bolgenin
Ca+2 selektivitesi i¢in onemli oldugunu gostermektedir. Bu tlir mutasyonlarin

Cat2 gecirgenligini etkileyebilecegi diisiiniilemez.

TRPC3 beyin, diiz kas ve kalp kas1 hiicrelerinde eksprese olmaktadir.
TRPC3 diasil gliserol (DAG) ile aktive olan TRPC3/6/7 alt gruba dahildir. DAG
ile uyarilma TRPC6 nin aksine yiiksek bir yapisal aktiviteye sahiptir.

TRPC4 proteini diiz kas ve endotelyumda eksprese edilmektedir. TRPC4
geninin siRNA araciligi ile baskilandigr zaman SOCE’ nin azaldig1 bildirilmistir.
Bagka bir ¢alismada katyon kanallarinin 6nemli bir komponenti oldugunu
gostermislerdir (Lee-Kwon W. 2004). Kalp hiicrelerinde yaptiklart aragtirma
soucunda SERCA2 ekspresyonundaki azalmaya paralel olarak TRPC4 ve TRPC5
ekspresyonlarinda belirgin bir artis gézlenmistir buna sebep ise SERCA2 genini
siRNA ile susturulmasidir. Yaslanma iizerinde yapilan deneysel ¢aligmada yash
sicanlarda TRPCI proteininin ekspresyonu azalirken TRPC6 ekspresyonu
artmistir. Vaskdiler hiicre kiiltiirlinde siRNA ile TRPC1 genini baskilanilan bir
diger ¢calismamizda da benzer sonuglar elde edilmistir (Erag Y, Selli Cve Tosun
M, 2009).
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Tablo 2: TRPC Kanallar1 i¢in Onerilen Aktivasyon Mekanizmalar, Islevleri

Ve lliskili Oldugu Hastaliklar

Gen Aktivasyon Islevi ili;klll oldugu Kaynaklar
mekanizmasi hastahklar
TRPC1  SOC? Pirkinye hicrelerinde  Astim, kronik (41-47)
eksitator postsinaptik  obstriiktif akciger
akimin olugumu, hastah, B
mekanosensor, hiicrelerinde bagegtk
bilydme yanit yetersizligi,
konisinin kalp hipertrofisi,
yonlendirilmesi ndrodejeneratif
bozuklukiar,
Duchenne kas
distrofisi
TRPC2 SOC?. DAG Feromon algilama Hayvanlarda kargi (48, 49)
cinsi tammada
bozukluk, davranig
bozuklugu
TRPC3  SOC, DAG, BDNF-aracili idiyopatik pulmoner (50-52)
ekzositoz ndronal farklilagma, arteryal
vazomotor iglev, hipertansiyon, kalp
solunum yolunun hipertrofisi, esansiyel
dizenlenmesi, hipertansiyon
bilylime konisinin
yonlendirilmesi
TRPC4 SOC? vazomotor iglev, Endotelyum-badimh (53, 54)
mikrovaskiler gevseme ve
gecirgenlik endotelyal bariyer
iglevinde bozukluk
TRPC5 SOC?, Biiylime konisinin (55)
ekzositoz yonlendirilmesi, beyin
geligimi
TRPC6 DAG Vazomotor iglev, idiyopan'k pulmoner (46, 47, 50, 56-58).
diz kas kasilmasi, arteryal
trombosit hipertansiyon. kalp
agregasyonu, hipertrofisi,
mekanosensor Duchenne kas
distrofisi,
glomeriloskleroz,
Alzheimer hastaligi
TRPC7 SOC?. DAG Badigik yanit - (59)

?: SOCC bilesiminde olup olmadig kesinlik kazanmamistir.

TRPC6 en fazla akciger dokusunda yaygin olan ve depodan bagimsiz bir
sekilde reseptor aracili aktive olan DAG-duyarli bir katyon kanalidir. Katyon
vezikiillerde tutulur ve

kanallar hiicre membraninin altindaki reseptor

aktivasyonuna yanit olarak hizla hiicre membranma taginir. TRPC6 nin

aktivasyonu DAG (Fosfolipaz C aracigiyla uyarilir) ile gerceklesir. Diasilgliserol,
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bir gliserol molekiiliine ester baglar ile kovalent bagli iki yag asidi zincirinden
olusmus bir gliserittir. Biyolojik sinyalizasyonda diasilgliserol ikincil mesajci
olarak calisir. Fosfolipaz C (PLC) enzimi tarafindan fosfatidil inositol-bisfosfat
(PIP2) adli fosfolipitin hidroliz iiriintidiir. Bu enzim hiicre zarina bagl olup ayni
reaksiyon ile inositol trifosfat (IP3) iiretir. (Sekil 6 ) IP3 sitozola dagilmasima
karsin, DAG hidrofobik olmasi nedeniyle plazma zarinda kalir. IP3 diiz
endoplazmik retikulumdan kalsiyum iyonlarinin salinmasina neden olur, DAG ise
protein kinaz C (PKC)nin fizyolojik aktivatoriidiir. Membranda DAG olusumu,
PKC'nin hiicre zarindan sitozola translokasyonunu kolaylastirir. Hiicrede DAG

TRPC3/6/7'in aktivatoridir.

Phospholipase C

Extracellular '/)”)2 / BAG
% — —» i
Intracellular ® 5 _
Protein
j Kinase C

IPs — @

® e
Phosporylation
IP5 Sensitive of Substrates
Ca?* Channel

Endoplasmic
Reticulum

Sekil 6: TRPC6’nin DAG Ile Aktivasyonu

(Wikipedia, 2006)

TRPC6 podosin ve lipid kompleksinde kiimelenmis sekilde bulunur ve
ayn1 zamanda nefrinle karsilikli etkilesme halindedir. Nefrin gibi, TRPC6 da
protoonkogen protein tirozin kinaz FYN ile fosforilasyonunun bir hedeftir. Bu da
TRPC6 kanal iletkenligini genisletir ve kalsindrin tarafindan defosforilasyon

olunmaktadir. FSGS ile ilgili bazt TRPC6 mutantlar TRPC6 aracili kalsiyum
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sinyalleri gelistirmek i¢in gosterildi ancak glomeriiler hasarin mekanizmalar1 tam
olarak anlasilamamustir. (sekil 7) Bir nephrin-fyn-TRPCG6 sinyal kompleksi silit
diyafram biitlinliigiinii izlenmesi dahil olacaktir. Bu sinyal diiglimleri podosit ayak
stirecindeki kalsiyum-bagimli sinyal kaskadlari ile ilgili olabilir. Bu da dinamik,
kasilmis podosit aktin i¢inde adaptiv degisiklikleri uyarir. TRPC6 fonksiyonun bu
sekilde degistirilmesi sonradan ilerleyici hasara yol agabilen podosit sitoiskletini
bozabilir. Bagka bir ¢alismaya gore podositteki hiicreicindeki apoptoz vastasiyla
Ca’* artis1 podositopatiyaya neden olmaktadir. Hastalik kosullari altinda, TRPC6
fonksiyon degisikligi dogrudan podositin sitoskletal yanitin1 etkileyen ve bu
sebeple podosit yaralanmasi ve podosit ayakciklarin silinme sirasinda 6nemli bir

rol oynamaktadir. (Mukerji N., D, Amodaran T. V. ve Winn M. P., 2007)

4 Podocyte
FP
=
GBM

collagen IV laminin
—

Sekil 7: SD’de Nefrin-podosin-TRPC6 iligkisi

(Zenker M., 2009)
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TRPC6’nin kesfi yeni glomeriiler arastirma i¢in olanaklar yaratti. TRPC6
mutasyonlar1 glomeriiler hastaligin kalitsal bi¢imlerinin anlasilmasi yolunda
onemli ipuglar1 saglayabilir. FSGS hastalarinin genotiplendirilmesi TRPC6
mutasyonunun agiklanmasina sebep olacaktir (Clemens C. Moller, Jan Flesche
and Jochen Reiser, 2009 ).
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6. TEDAVI VE iZLEM

Idiopatik Nefrotik Sendrom tedavide steroide verdigi yanita gore steroide
yanith nefrotik sendrom (SYNS) ve steroide direngli nefrotik sendrom (SDNS)
olmak iizere iki gruba ayrilir. Giinlimiizde idiopatik NS'min prognozunu genetik,
cevresel ve epidemiyolojik bir¢ok faktore ragmen steroid tedavisine yanit ya da
direncin belirledigi kabul edilmektedir (Eddy and Symons, 2003). Bu nedenle
steroid yanith, ancak bagimli veya sik atakli hastalarda remisyonun devami

amactyla bir¢ok tedaviler denenmistir.

Cocuk Bobrek Hastaliklar1 Calisma Grubu (ISKDC), ilk tani1 sonrasi
hastalarin 6nemli bir boliimiiniin steroide yanit verdigini saptamistir. Buna gore
baslangigtaki 8 haftalik steroid tedavisine %78 oraninda yanit alinmaktadir. Bu
olgularin %91.8'i minimal lezyon hastaligt (MLH), kalan %8.2 ise diger
histopatolojilere sahiptir. Hastalar histopatolojik kategorilere ayrildiginda
baslangi¢ steroid tedavisine minimal degisiklik hastalig1 %93.1, fokal segmental
glomeruloskleroz (FSGS) %29.7, membranoproliferatif glomerulonefrit (MPGN)
%6.9 oraninda yanit vermektedir. (Habashy D., 2003)

7.GEREC VE YONTEMLER

7.1Calisma Grubu

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghg ve Hastaliklart Anabilim
Dal1 pediatrik Nefroloji Bilim dalinda izlenen veya Molekiiler Tip Laboratuvarina
baska merkezlerden Podosin analizi i¢in gonderilen SDNS 6n tanili 50 hasta ve

25 saglikli kisi ¢alisma grubunu olusturmustur.

Calisma Izmir 1 nolu Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylanmis (Kayit No:
11-7/16) ve ¢alismada yer alan hastalarin  tiimiiniin ebeveyinleri  genetik

caligmalar i¢in bilgilendirilmis goniillii olur formunu imzalamiglardir (EK 1).
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Calismaya 2-12 yasl hastalar dahil edilmistir. Hastalarin detayli anamnezi, 6z ve
soygecmisleri alinarak basvuru sikayetleri ve muayene bulgulari, analiz sonuglari

ile olgu rapor formunda yer almistir.
Calismaya Alinma Kriterleri:
Anazarka tarzinda 6dem ,

Proteiniiri - 40 mg/m2/saat ve ya istii
Hipoalbuminemia , 2.5gr/l den diistik
Hipelipidemi

AN N N N

4 hafta 2mg/kg/giin standart steroid tedavisine yanit vermeyen hastalar

steroid direncli nefrotik sendrom olarak kabul edildi.

7.2 Yontem. Denatiirasyon ve Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR; hedeflenmis DNA molekiilii i¢inden kisa DNA dizisini invitro
kosullarda klonlanlanmas: islemidir. Ik kez Kaliforniya'da Dr. Kary Banks Mullis
tarafindan 1980'lerde kesfedildi. Dr. Kary Banks Mullis PCR'1n kesfi ve kimyanin
Nobel ddiiliinii almistir (McPherson and Moller, 2000). Bu yontemde ¢ogaltilmasi
(replikasyon) istenen DNA ornegi, replikasyon igin gereken maddelerle birlikte
bir tiipe konarak, ii¢ degisik 1s1da bir déngii (siklus) icerisinde tutulur. ilk basamak
DNA'nin denatiirasyonudur. DNA'nin iki zinciri 94-95°C'de birbirinden ayrilir
(denatiirasyon). Ikinci basamak baglanmadir (yapisma = annealing). Ortama
konmus ve sadece ¢ogaltilmak istenen DNA bdlgesine 6zgiil iki primer, sicakligin
(50-70°C'ye) diistiriilmesiyle, ilk basamakta ayrilmis olan kalip DNA'nin 6zgiil
olduklar1 bolgelerine baglanirlar. Ugiincii basamak primerlerin uzamasidir (sentez
= extension). Optimum sentez sicaklig 72-74°C olan Thermus aquaticus (Taq)
polimerazi (ya da 1siya dayanikli bagka polimerazlar) bu 1sida hedef DNA'ya
yapismis primerlerin 3' ucundan baslayarak istenen DNA bolgesinin sentezini
yapar (Sekil 8).

Yeni sentezlenen DNA da bir sonraki dongiide kalip olarak kullanilir ve
bu DNA pargalar1 geometrik olarak artar. Teoride 6zgiill DNA pargasi; siklus
sayis1 (n) ve baslangigtaki hedef sayisia (t) bagh olarak yaklasik tx2" sayisina
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ulagir. Hedef sayisi, enzim, dNTP, primer konsantrasyonu ve ¢ogaltilan bolgenin
birikmesi gibi nedenlerle {iriin miktar1t formiildeki sayiya ulasmaz. Fakat
milyonlarca kopyalik ¢ok yiiksek yogunluga ulasan hedef DNA molekiiliiniin
PCR sonras1 agaroz jel elektroforezi gibi bir yontemle gosterilmesi oldukga

kolaydir (Kubista et al. , 2006).

¢ 59
DENATURASYON
94°C-97°C v o g 5
[ g ¥
UZAMA
g 72°C
=
N
BAGLANMA
47°C-60°C
CIFT ZINCiR DNA
25°c
ZAMAN

Sekil 8: PCR sicaklik dongiisii:
(1) Cift iplikli DNA'nm ayrilmasi i¢in sicaklik yaklasik 95°C ye yiikselmistir,
(2) primerin baglanmasina izin verilmesi i¢in sicaklik primere gore diigiiriilmiistiir,
(3) sicaklik 72°C' ye ayarlanarak polimeraz primerin uzamasi saglar.

7.3 DNA Analizi (Sekanslama)

DNA dizi analizi, gen yapisi ve genetik kontrol mekanizmalar1 hakkinda
bir ¢ok bilgi edinmemizi saglamistir. 1960’11 yillarda baslayan DNA dizi analizi
ile ilgili arastirmalar baslica su sekilde gelismistir (Maxam, A., Gibert, W. 1977).
DNA dizi analizleri yada sekanslama DNA birincil yapilarinin tayininde ve
niikleotid baz diziliminin belirlenmesinde kullanilan yontemdir. Analiz bir

niikleik asit dizisinin digerine hibridizasyonuna dayanir.

1977 yilinda Allan MAXAM- Walter GILBERT ve Frederick SANGER
tarafindan iki farkli DNA dizi analizi yontemi bulunmustur. 1982 yilinda
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Akiyoshi WADA DNA dizi analizinin otomatik olarak yapilmasini dnermis ve

robotlar gelistirilmeye baglanmaistir.

DNA Dizi Analizinde giinlimiizde birbirinden farkli iki yontem kullanilmaktadir.

Bu iki yontem;

1- Maxam ve Gilbert’in kimyasal kirilma yontemi (Maxam et al.,1977).

2- Sanger-Coulson’un zincir sonlanma yontemi. (Sanger et al.,1977).

Bu iki yontemden Sanger — Coulson’un yontemi giiniimiizde daha yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu yontemde dizisi saptanacak olan DNA ipligi yeni
sentezlenecek iplik i¢in kalip olarak kullanilir. Yéntemin temeli DNA polimerazin
dNTP’lerin (deoksiriboniikleozit trifosfat) yanisira deoksiribozun 3’ pozisyonunda
OH grubu tasimayan ddNTP’ leri de (dideoksiriboniikleozit trifosfat) substrat
olarak kullanabilmesine dayanir. Sentezlenen DNA’ ya bir sangddNTP’ nin
katilmasi 3’ pozisyonunda OH grubu olmadigi i¢in sentezi durdurur. Sekanslama
yapilirken dort ayri reaksiyon karigimi hazirlanir. Ve bu her bir karisim kalip
DNA zinciri, bir primer, dNTP’ lerin dordii ve az miktarda ddNTP’ lerden birini
igerir. Ozgiil zincir sonlanmasi i¢in her bir reaksiyonda farkli bir ddNTP bulunur.
Reaksiyonlarin her birinde ¢ok az miktarda modifiye niikleotit kullanildig1 igin
yeni zincir sentezi rastgele sonlanarak bir dizi DNA fragmenti meydana gelir
(Klug et al., 2000). Bu fragmentlere elektroforez uygulanir. Sanger yontemin

Manuel ve Otomatik Sekans yontemleri mevcuttur.

7.3.1. Otomatik DNA dizi analizi

Artan analiz sayisi, uzun zaman ve Yyiiksek is giicii gerektirir. Bu
gelismeler sonucunda otomasyon kaginilmaz olmustur. Otomatik DNA dizi
analizleri zaman kazanci yaninda, standart ¢alisma kosullari ve elde edilen
sonuglarin degerlendirilmesinde de yarar saglamistir. Otomatik DNA dizi analiz
cihazlart basit olarak, sabit bilgisayarda yiiklii programlar ile bu programlarin
yonettigi elektroforez sistemini icerir. Elektroforetik {initelerde bulunan lazer 151k
kaynag1 ile monokromatik bir 151k olusturulur. S6z konusu DNA’ nin bulundugu

jelmatriks bu monokromatik 1sik ile taranir. Elektroforez siiresince DNA’ya
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baglanan floresan boya 151k ile taranan bolgeye geldiginde uyarilir. Uyarilan boya
kendi icin karakteristik olan dalga boyunda 15181 geri yansitir. Yansiyan bu 151k
demeti bir detektor tarafindan kaydedilir. Bu veriler bilgisayar programlari ile
degerlendirilerek sonuclar grafiksel ya da matematiksel olarak bilgisayar ekranina
aktarilir. DNA dizi analizi cihazlarinda 6 bazdan 1000 baza kadar giivenli okuma

yapilabilmektedir (Sambrook et al., 1989).

Otomatik dizi analizi cihazlar1 Jel Sistemli Cihazlar (ABI Prism 370, 373,
377) ve Kapiler Sistemli Cihazlar (ABI Prism 310, 3100, 3700). ABI Prism 310
Kapiler sistemli cihaz iki ana pargadan olusur. Birinci kisim veri tinitesidir. Veri
linitesi bir bilgisayar sisteminden olusmustur. Bu bilgisayarda, ikinci kisim ile
baglantiyr kuran ve ikinci kismi1 kontrol eden programlar yiikliidiir. Ikinci kisim
analizin yapildig1 elektroforez kismidir (Perkin E, 2000). Cihazin ¢alisma
prensibi: Cihaz komutu alinca uygun sicakliga ayarlanir. Kapilerin serbest ucu
distile su tiipiine girer, bir dizi islem sonras1 polimer kapiler igerisine tek tarafli
yayilir. Kapilerin serbest ucu 6rnek i¢ine girer. Olusan elektriksel alan sonucu
DNA pargalar1 kapiler boruya tasimir ve akimin kesilmesiyle kapilerin serbest ucu
distile su i¢ine doner. Kapillerin serbest ucu temizlenerek yiiriitme ¢o6zeltisine
doner. Cihaza ters akim verilir, DNA pargalar1 kapilerin serbest ucundan polimer

bloga ardindan lazer iinitesine geger ve yaydigi floresan 1sikla tespit edilir.

Otomatik dizi analizinde en sik olarak ABI Prism Big DyeTM Terminator
Reaksiyon Kiti kullanilir. Bu PCR kitinin &zelligi tiim PCR kimyasallart ile

beraber, floresan boyali ddNTP"ler ile Tag DNA Polimeraz enzimini de tek bir
karisim halinde bulundurmasidir. Bu ddNTP’lerin her biri farkli bir floresan boya
ile isaretlenmistir. Bu sayede tek bir reaksiyonla dizi analizi yapilabilir. Kit —15
ile —25 °C arasinda saklanir. Kit tiim kalip DNA’ lar i¢in ortak bir PCR protokolii

icerir ve PCR siiresi ortalama 2,5 saattir.
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Tablo 3: ABI Prism Big DyeTM terminator reaksiyon kitinde ddNTP” lerin isaretlendikleri

floresan boya isimleri ile bunlara karsilik gelen renkler

ddNTP Florans Boya Renk
A dR6G Yesil
T dROX Kirmizi
C dR110 Mavi
G DTAMRA Siyah
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8. METOD

8.1. DNA lzolasyon

Hastalardan EDTA’l tiipe alinan 1ml periferik kandan 200ul alinarak
genomik DNA elde edildi. Bu yontem i¢in Invitrogen Purelink Genomic Blood
DNA Purification DNA izolasyon mini kiti kullanilmistir. DNA eldesi islemleri
kit prospektiisiine gore yapildi. Genomik DNA eldesinin asamalarinda kullanilan

soliisyonlarin amaglar su sekildedir:

Hiicre lizis soliisyonu ile hiicre zarinin uzaklagtirilip hiicre igeriklerinin
aciga ¢ikmasini, proteinaz K ile tiim hiicresel ve niikleer histon proteinlerin ve
RNA’nin uzaklastirilmasini saglar. Alkolle DNA’nin membranda presipitasyon
basamagi ile yikamasi gergeklestirlir. Membrana baglama basamaklari sonucunda
alkol, protein ve membran lipid kontaminasyonlarindan uzaklastirilmis halde en
son uygulanan eliisyon basamaginda DNA’nin saf olarak eldesi saglanir. Eliisyon

tampon ¢ozeltisi ile membrana bagl kalan niikleik asidin %85-100’1 elde edilir.

Invitrogen Purelink Genomic Blood DNA Purification (K1820-01) DNA

izolasyon mini Kit prosediirti:

Hazirlama

. Su banyosu 550°C'ye ayarlanr.

. Her hasta i¢in 1,5 ml'lik ependorf, spin ve kolon tiipler hazirlanir.

. Etil alkol saf olmasi i¢in yeni olarak hazirlanir. (%95>)
Prosediir

. Steril bir ependorf tiipiine 200ul donmus ya da taze kan 6rnegi
konur

. Uzerine 20 ul Proteinaz-K eklenir.

. 20 ul Rnase A ekleyin ve vortekslenir, oda sicakliginda 2 dakika
inkiibe edilir.

. 200 pl Genomik/Lysis tamponundan eklenir ve homojen olana
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kadar vortekslenir.
. Protein sindirimini hizlandirmak i¢in 550C'de 10 dk. su banyosunda
inkiibe edilir.

. 200 pl %96-100"1ik etil alkol eklenir, 5 saniye kadar vortekslenir.

. Ependorftaki lizattan toplama tiiplerine ~640 pl eklenir.

. 8.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edilir. Kolonlar1 atilir ve temiz tiipe
yerlestirilir.

. 500 pl Wash Buffer 1 ilave edilir.

. 8.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edildikten sonra kolonlar1 atilir ve temiz

tiipe yerlestirilir.

. 500 pl Wash Buffer 2 ilave edilir.

. 3 dakika maksimum hizda santrifiij edilir. Kolonlar1 atilir ve temiz tiipe
yerlestirilir.

. 25-200 pl (ort. 100 pl) Elution Buffer eklenir, 1-2 dakika oda 1sisinda
bekletilir.

. Maksimum hizda 1 dakika santrifiij edilir.

. Elde edilen DNA toplama tiipinde birikmistir, burdan mikropipetle

ependorfa aktarilarak +4C0'de ya da -200C"de saklanilarak, gerekirse diliie

edilerek kullanilir.

8.2. DNA'min Kontrolii

2 ul (100 ng) DNA ¢ozeltisi %1 lik agaroz jelde elektroforez islemine tabi
tutulmustur. Elektroforez islemi i¢in agarozdan 2 gr tartilarak 100 uL 1 XTBE
tapon ¢oOzeltisinden manyetik boncuk ile kariltinlip mikrodalga firinda
eritilmesinin ardindan homojen goriiniime ulasmis ve 60 C’ye sogutulmustur.
Uzerine 10 ug/mL konsantrasyonunda etidyum bromide (Sigma Co., S.Louis,
MA, USA) solisyonundan 10 uL ialve edilmistir. Bu soliisyon DNA
interkalasyon yapmakta ve DNA’y1 UV 1sik altinda gortiniir kilmaktadir. Tank
iizerine soliisyonunun eklenmesinin ardindan PCR-DNA molekiilii 2 uL Loading
DYE (2 orange G+4PCR iiriinii) karistirilarak jele yiiklenmistir. Jeldeki DNA, UV
transiluminatdriinde baz sayis1 bilinen standart DNA markir ile karsilikli olarak

yiiklenip, Syngene InGeneous jel kamera sistemi kullanilarak goriintiilenmistir.
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DNA safliginin dlgiilmesi i¢in, NanoDrop Spektrofotometre cihazinda 260/280
nm dalga boyunda 6l¢iim yapilmistir. Kontrolii tamamlanan DNA molekiilleri,

DNA sekans analizine baslamak tizere +4 C’de saklanmustir.

8.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

TRPC6 geni icin her bir ekzona 6zgiil olan oligoniikleotid primerler ile
PCR amplifikasyonu gergeklestirilmistir (Tablo 4). PCR islemi igin toplamda 25
ul olacak sekilde; igerisinde; 1ul genomik DNA , Gene Amp Gold Buffer (15
mmol/l Tris-HCI, pH 8.0, 50 mmol/IKCI), 2.5 mmol MgCl, hazirland1 her
birinden 50 pmol/l dGTP,dATP, dTTP ve dCTP, 5 pmol forward ve reverse
primer ve 1.0U Ampli Taq Gold polimeraz eklenmistir.

PCR reaksiyonu 1 ul (100 ng) genomik DNA, Enhancer Buffer (20 mM
Tris (pH 8.3), 50 mM KCIl, 1.5 mMMgCl2) 2.5 uL, d NTP mix karigim1 0.5 uL
(0.2 mM), forward primer 1 uL (10 pmol/ul), reverse primer 1 ul (10 pmol/ul)
(Invitrogen) , 1.0 U PlatiniumTag DNA Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA),

deiyonize su ile 25 uL total voliime tamamlanmustir.

MyGene Gradient Thermal Cycler cihazinda gradient programinda PCR
amplifikasyonu gerceklestirilmistir.

TRPC6 genin PCR isleminde kullanilan forward ve revers primerler NCBI
Reference Sequence: NM_004621.5 National Institute of Health’in web
sayfasindaki (www.ncbi.nih.gov) RefSeqGene  genbank (NCBI Reference
Sequence: NG_011476.1) ve protein database referans (NP_004612.2)

dizilerinden alinmustir.
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Tablo 4. TRPC6 genin PCR’da kullanilan primer listesi

Exon Forward (5°—3°) Revers (5°—3’)

1 AGTGGGCGAGCCACTTG GGACTCGGCCACTCCTG

2a TTAGACGTGAAGTTCTTGGAATC AACCGTGTCCCATCTTCATC
2b AAAGGTTATGTTCGGATTGTGG AACCGTGTCCCATCTTCATC

AAAGGTTATGTTCGGATTGTGG

GCTGGTAAATACACCTTGACTCTG

4 ACAGCCAGGCTCCGTCTC CAACCCTTTATCCTTATTTAGCACC
5 TGTATTTCATTGGAAAGCATGG AACCCAACTGTGATTCCCTG
6 GGAGATCATTGGAATGTGCAG TGGTGCACTGTATCATGCTG

TTATAGAACAGCTAAGGCTGAATG

CAGTAACCGAACTACTACTGACATCT
G

8 AGACTTCCATTCGAAAACCG CCAAAACATTATCCCATGGAC
9 CCCATCCTTGCAGCAATC TGTTGCATTTGGAAGCAAAG
10 CACAATGTTAAAAGCATCCCAG AAAGGGATGTGGCATAGTGG
11 TGTTGGAGAATTAGACGAAATGG TGCTTCTGAACATCTGTCCC

12 TGGCAGCCACAAAGTCTAAG TGTAAGGTTTGCCTTTTCAATG
13 TCCAAAGGGCTCACTACAGG TGTACGCATCTCTGCAGCTC
14 TTTCCTCCTGTCCCACAGTC CACAGAGCAGGCAAGAAGG

15

AGTGTCTGCCTGAAAATGGG

TGTAAATGCTCCCAGAAATGG
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8.4 PCR Uriinlerinin Purifikasyonu

Elde edilen PCR iiriinleri, agaroz jel elektroforezinde kontrol edilmis
pozitif PCR fragmanlari Exo-SAP enzim karigimi (Amersham Life Science,UK)
kullanarak purifiye edilmistir (5:1 oraninda). Saflastirilmis PCR f{iriinleri yeniden
agaroz jel elektroforezine tabi tutularak jelde goriintiilenmistir. Gerekli goriildigi

takdirde amplifikasyon tiriinii (Nanodrop )Spektrofotometrede kantite edilmistir.

8.5 DNA Dizileme

Saflagtirilmig PCR iirlinleri BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems
U.S.A) kiti kullanilarak DNA dizileme oncesi niikleotidlerin floresan isaretlemesi
icin ikinci PCR analizine (Cycle-Sequencing PCR) tabi tutulmustur. Cycle-
Sequencing PCR isleminden sonra elde edilecek olan 2. tur PCR firiinlerinin,
BigDyeXT kiti (Applied Biosystems U.S.A) kullanilarak presipitasyonlari
yapilmistir. Presipite edilerek yeniden saflagtirilmis PCR iiriinleri ABI 3130XL
Genetic Analyser otomatik DNA sekans sistemine yiiklenerek nukleotid dizileri

okunmustur.

DNA dizileme sonucunda niikleotid degisimleri, NCBI Reference
Sequence: NM_004621.5 National Institute of Health’in web sayfasindaki
(www.nchi.nih.gov) RefSeqGene genbank (NCBI Reference Sequence:
NG _011476.1) ve protein database referans (NP_004612.2) dizileri ile
karsilastirilmistir (Sekil 9).
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9 DEGERLENDIRME

Sonuglar SEQSCAPE 2.0 bilgisayar programi ile yapilmistir. Mega 4
programiyla veriler karsilastirilmistir (sekil 10 ve sekil 11).

Data Edit Search  Alignm=nt  ‘Web Seguencer Dsplay Hep

(D@ (S W ool | MM Iy (e a

DM Sequences | Tranzlated Praobein Sequercesl

a[e [« [« [« [« [« [ [ [s [¢ [ [ s [s [ [s e [ [ = e[ = s o s s [s ] e o [ e e e e e e [ e e e e e [ fe e e e [ e R [ | = e[ = [ [sfe e [l o e e [ e e e

TRPCE-3R-HASTA-1

TRPCe-3R-HASTA-2  |BBE ETE |
TRPCE-3R-HASTA-3

TRPCE-3R-HASTA-4

TRPCE-3R-HASTA-5
TRPCE-3R-HASTA-6&
TRPCE-3R-HLSTA-7
TRPCE-3R-HASTA-8
TRPCE-3R-HASTA-9
[ TRPCE-3R-HASTA-10
TRPCE-SR-HASTA-1L
TRPCE-GR-HASTA-12
TRPCE-3R-HASTA-13
TRPCE— 3R HASTA-13
TRPCE-GR-HASTA-13
TRPCE-3R-HASTA-16
TRPCE-3R-HASTA-17
TRPCE-3R-HASTA-18
TRPCE—3R-HASTA-19
TRPCE-3R-HASTA-20
TRPCE-3R-HASTA-2L
TRPCE-3R-HASTA-2Z
TRPCE-GR-HASTA-23
TRPCE-3R-HASTA-23
TRPCE-GR-HASTA-23
TRPCH-3R-HASTA-26
TRPCE-3R-HASTA-27
TRPCE-GR-HASTA-Z8
TRPCE—3R-HASTA-29
TRPCE-3R-HASTA-30
TRPCE-3R-HASTA-3L
TRPCE-3R-HASTA-32

TRPC 6-30-HASTA-33
TRPC 6- 3R-HASTA-34
TRPC - 38-HASTA-35
TRPC 6-3R-HASTA-36
TRPC 6-30-HASTA-37
TRPC 6-30-HASTA-38
TRPC - 38-HASTA-39
TReC6-3R-HASTA-40 [{E

TRPC 6-30-HASTA-41

e serwee- AR EREEAA
TReC6-3R-HAsTA-43 [{EJ
TRPC 6- 3R-HASTA-44
TRPC6-3R-HASTA-45 [{E
TRPC6-3R-HASTA-46 [{E
TRPC 6-30-HASTA-47
TRPC - 38-HASTA-48
TRPC6-3R-HASTA-49 [{E

TRrC6-3R-HasTa-50 AR BEEREE EHERRR

Sekil 10: 50 hastamin 3.eksonun nukleotit dizisinin Mega4 programi vasitasiyla kargilagtirilmasi
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2 M4: Alignment Explorer (C:\Documents and Settingslalizada\Desktopigiine \HASTA GRUBU VERILERIYmegaktrpcé-1.mas)

Data Edit Search  Alignment  Web  Sequencer Display  Help
b= EE = & o WO dh #4243 # Bn ¥ B X |mE A

DA Sequences I Translated Pratein S equences ]

ST T FFITT = ST T T T =1 ST T FITTFRF T BEs [ T
TRFCE-1-HASTA-1 TCTECCCG

rrecs-1-meao (BBBAEEREABAREBRAARETc o cc o ABERATEE AN A RS S 1AeRSARE NG A AR AEAREEARBAR AT
TRPCE-1-HAsTA-3  |HEH BE B HE
TRPCe-1-HAsTA-4 |HEE
TRPCE-1-HAsTA-5  |HEH
TRPCE-1-HAsTA-6  |HEE
TRPCE-1-HASTA-7 |HEHE
TRPCE-1-HASTA-5  |HBH
TRPCE-1-HAsTa-9  [HEE
TRPCE-1-HasTA-10 [HEH
TRPCE-1-HasTA-11 [HEE
TRPCE-1-HAsTA-12 [HEE
TRPCE-1-HASTA-13 [HEE
TRPCE-1-HasTA-14 [HEHE
TRPCE-1-HAsTA-15 |[HEH

TRPCe-1-HAsTA-16 [HEE

TRPCE-1-HasTA-17 [HEH Hrcrccccc
rerca-1mema-1c BRRBERBEABARNARERNT =7 c < B
rrecs-1-mema-10 |BBHAEEREABARBBRAABE T Tooc oo B
TRPCE-1-HasTA-20 [HEH BErcrcccccEE
TRPCe-1-HAsTA-2L [HEE TCTCCCCE
TRPCE-1-HAsTA-22 |HEH TCTCCCCG
TRPCE-1-HASTA-23 [HEH TCTCCCCG
TRPCE-1-HAsTA-24 [HEE TCTCCCCG
TRPCE-1-HA3TA-25 |HEH BErtcrccces
TRPC6-1-HASTA-26 [HEE rcrocooofl
TRPCE-1-HASTA-27 [HEH Bfrtcrcoces
TRPCE-1-HASTA-25 [HEE BErcrccces
TRPCE-1-HASTA-29 II TCTCCCCG

TRPC6-1-HASTA-30 TCTCCCCGI
TRPCE-1-HASTA-31 Hrcrocoosff I

TRPCE-1-HASTA-32 rcroccooBE

Foce-1 e s ||||||||||||||||||mccccGIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIiIIIIIIIMM
TRPCA-1-HASTA-34 TCTCCCCG
TRECE-1-HASTA-35
TRECE-1-HASTA-37
TRPCA-1-HASTA-35
TRFCE-1-HASTA-39
TRECE-1-HASTA-41
TRECE-1-HASTA-42
TRPCA-1-HASTA-43
TRFCE-1-HASTA-44
TRECE-1-HASTA-45
TRECE-1-HASTA-46
TRPCA-1-HASTA-47
TRFCE-1-HASTA-45
TRECE-1-HASTA-49
TRPCE-1-HASTA-50

[ G GG GG G 5 G GG 1 631Gy
(5o e o il o o
=
=]
(]
=
(]
(]
(]
(]
[]
e
&)
e

BErcroccccBEE

Sekil 11: 50 hastanin 1. Eksonun nkleotid dizisinin Mega 4 programi vastasiyla karsilastiriimasi
(Pro15Ser) tek nukleotid polimorfizmi
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10. BULGULAR
10.1 DNA Sekans Analizi Bulgular:

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim
Dal1 pediatrik Nefroloji Bilim dalinda izlenen veya Molekiiler Tip Laboratuvarina
baska merkezlerden Podosin analizi i¢in gonderilen SDNS 6n tanili 50 hasta ve

25 saglikli kisi ¢alisma grubunu olusturmustur.

Calismaya dahil edilen SDNS’Iu hastalarda yapilan genetik incelemeler
sonucunda hastalikla iliskili TRPC6 gen mutasyonuna rastlanmamuistir. Ancak 50
hasta bireylerinde farkli polimorfizmler saplanmistir. 50 hastanin 30 bireyinde
c.171 + 20 A>G; ¢.171 + 86 G>C homozigot ve heterezigot intronik degisim, 8
bireyinde Ala404Val, 16 bireyinde Asn561Asn, 2 bireyinde Phe843Phe, 12
hastada Pro15Ser polimorfizmi ve 6 bireyin 3°UTR bolgesinde 552T>G nukleotid
degisimi izlenmistir. izlenen nukleotit degisimleri saglikli hasta ekzonlar ile

karsilastirlimistir.

Prol5Ser tek nukleotid polimorfizmi TRPC6 genin 1. Eksonun 43.
nukleotit pozisyonunda C>T (CCC>TCC) vyerdegisimi heterezigot olarak
saptanmistir. Bu nukleotid yerdegisimi Prolinl5Serin aminoasit mutasyonuna
neden olmaktadir. Belirtilen pozisyonlardaki prolin serin degisimi C-T

transisyonundan ileri gelmektedir.

Ala404Val tek nukleotid polimirfizmi TRPC6 genin 4. Eksonun 1211.
nukleotit pozisyonunda C>T (GCG>GTG) yerdegisimi heterezigot ve homozigot
olarak saptanmistir. Bu baz degisimi Alanin404Valin aminoasit mutasyonuna

sebep olmaktadir ve alanin valin degisimi C-T transisyonundan ileri gelmektedir.

Asn561Asn polimorfizmi TRPC6 genin 6. Eksonunda 1683. nukleotit
pozisyonunda T>C yerdegisimi (AAT>AAC) heterezigot ve homozigot olarak
saptanmigtir. Asparajin asparajin sinonim aminoasit yerdegisimi T-C primidin

grup transisyonundan ileri gelmektedir.
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Phe843Phe polimorfizmi TRPC6 geninin 11. eksonunda 2529. nukleotid
pozisyonunda C>T yerdegisimi (TTC>TTT) heterezigot olarak saptanmistir. Bu
nukleotid yerdegisimi fenilalanin fenilalanin sinonim aminoasit degisimine neden

olmaktadir.

TRPC6 genin 1. intron bolgesinde IVS 171420 A>G ve 171+86 G>C

heterezigot ve homozigot nukleotid yerdegisimi saptanmustir.

TRPC6 genin 3’UTR bolgesinde 552 T>G heterezigot nukleotid

yerdegisimi saptanmistir.

Heterezigot ve homozigot polimorfizmli hastalar ve higbir polimorfizm ve
mutasyon tasimayan bireylerin DNA sekans analizi elektroforegram sonuglari
gosterilmistir (Tablo 5, sekil 12, 13, 14, 15,16, 17, 18, 19).
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Sekil 12: 1.hastanin 1. Ve 2. Eksonlarinin DNA sekans analizi elektroforegrami
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Sekil 13: 1.hastanin 2.2. Ve 3. Eksonlarinin DNA sekans analizi elektroforegrami
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Sekil 14: 1.hastanin 4. Ve 5. Eksonlarinin DNA sekans analizi elektroforegrami
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Sekil 15: 1.hastanin 6. Ve 7. Eksonlarinin DNA sekans analizi elektroforegrami
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Sekil 16: 1.hastanin 8. Ve 9. Eksonlarinin DNA sekans analizi elektroforegrami
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Sekil 17: 1.hastanin 10. Ve 11. Eksonlarinin DNA sekans analizi elektroforegrami
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Sekil 18: 1.hastanin 12. Ve 13. Eksonlarinin DNA sekans analizi elektroforegrami
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Sekil 19: 1.hastanin 3’UTR bolgesinin DNA sekans analizi elektroforegrami
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Yaptigimiz calisma sonucunda hastalikla iligkisi bilinmeyen ve proteini

nasil etkiledigini bilmedigimiz DNA varyantlar1 tanimlanmaigtir.

Calisma sonucunda 7.Hastanin 1-ci intronunda [VS-171+20a/g
heterezigot, 171+86 g/c heterezigot intonik nkleotid degisimi izlenmistir (sekil
20). 6. Hastanin 4. Eksonunda Ala404Val (GCG>GTG) tek nukleotid degisim

tanimlanmustir. Diger hi¢bir eksonlarinda nukleotid degisimi saptanmamuistir.

9. hastanin 1. Eksonunda Pro15Ser (CCC>TCC) heterezigot tek nukleotid
polimorfizm, l.intronunda c171+20a/g homozigot,c171+ 86 g/c homozigot nukleotid
degisim, 4. Eksonunda Ala404Val (GCG>GTG) homozigot tek nukleotid polimorfizm,

6. Eksonunda Asn561Asn (AAT>AAC) sinonim aminoasit degisimi saptanmistir (Sekil
21).

10. hastanin l.intronunda c171 +20a/g heterezigot.,c171+86 g/c heterezigot
nukleotid degisimi ve 6. ecksonunda Asn561Asn (AAT>AAC) sinonim aminoasit
degisimi saptanmistir (Sekil 22, Sekil 27).

11.,12. ve 13. Hastanin 1. eksonunda Prol5Ser (CCC>TCC) heterezigot tek
nukleotid polimorfizm, 1. Intronunda c171+20a/g heterezigot, c171+86 g/c

Heterezigot nukleotid degisimi tanimlanmustir (Sekil 25).

14. hastanin 1l.intronunda c¢171+20a/g heterezigot,c171+86 g/c heterezigot
nukleotid degisimi, 4. Eksonunda Ala404Val (GCG>GTG) heterezigot tek nukleotid
degisimi ve aymi zamanda 3’UTR boélgesinde 552 T>G Het. nukleotid degisimi
saptanmustir ( Sekil 28).

15. hastanin l.intronunda c171+20a/g heterezigot,c171+86 g/c heterezigot
nukleotid degisim, 4. Eksonunda Ala404Val (GCG>GTG) heterezigot tek nukleotid

degisimi tanimlanmisgtir.

16.ve 17. Hastanin 1.intronun da 171+20a/g heterezigot, c171+86 g/c heterezigot

nukleotid degisimi izlenmistir.
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18. ve 19. Hastanin 4. Eksonunda Ala404Val (GCG>GTG) heterezigot tek
nukleotid degisimi ayni zamanda 6. Eksonunda Asn561Asn (AAT>AAC) heterezigot

sinonim aminoasit degisimi saptanmigtir.

20. hastanin l.intronunda 171+20a/g heterezigot,c171+86 g/c heterezigot
nukleotid degisimi ve 4. Eksonunda Ala404Val (GCG>GTG) heterezigot tek nukleotid

degisimi tanimlanmaistir.

21.,23.,34,35.,40 ve 42. hastanin l.intronunda 171+20a/g heterezigot,c171+86
g/c heterezigot nukleotid degisimi saptanmigtir.

26., 32ve 38. hastanin 1.ecksonunda Prol15Ser (CCC>TCC) heterezigot tek

nukleotid polimorfizm tanimlanmustir.

27. ve 33. hastanin 1.intronunda 171+20a/g heterzigot, c171+86 g/c heterezigot
nukleotid degisimi, 6.ecksonda Asn561Asn heterezigot sinonim aminoasit degisimi

saptanmistir.

29. hastanin 1l.intronunda 171+20 a/g heterezigot, c171+86 g/c heterezigot
nukleotid degisimi, 3’UTR kisminda 552 T>G heterezigot nukleotid degisimi

tanimlanmustir.

30. ve 31. Hastalarin 1.intronunda 171+20a/g heterezigot,c171+86 g/c heterezigot
nukleotid degisimi, 6.eksonunda Asn561Asn sinonim aminoasit degisimi ayni zamanda

3’UTR kisminda 552 T>G heterezigot nukleotid degisimi saptanmustir.

36. ve 39.hastanin 1.eksonunda Prol5Ser (CCC>TCC) heterezigot nukleotit
degisimi, l.intronunda 171+20a/g heterezigot,c171+86 g/c heterezigot nukleotid
degisimi, 6.eksonunda AsSn561Asn sinonim aminoasit degisimi aynm1 zamanda 3’UTR

kisminda 552 T>G heterezigot nukleotid degisimi saptanmustir.

43 hastanin 1.eksonunda Prol5Ser (CCC>TCC) heterezigot nukleotit degisimi,
2.eksonunda 171+20a/g Hom.,c171+86 g/c homozigot nukleotid degisimi, 6.eksonunda

Asn561Asn (AAT>AAC) sinonim aminoasit degisimi tanimlanmustir.
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44 hastanin  l.intronunda 171+20a/g heterezigot,c171+86 g/c homozigot
nukleotid degisimi ayn1 zamanda Asn561Asn (AAT>AAC) homozigot sinonim aminoasit

degisimi saptanmustir. (sekil 23)

45.hastanin 1.intronunda 171 +20a/g heterezigot, c171 +86 g/c homozigot
nukleotid degisimi aym1 zamanda Asn561Asn (AAT>AAC) heterozigot sinonim

aminoasit degisimi saptanmistir.

46. ve 47. Hastalarin l.intronunda 171+20a/g Het.,c171 +86 g/c Het. nukleotid
degisimi, Asn561Asn (AAT>AAC) heterozigot sinonim aminoasit degisimi ayni
zamanda 1l.eksonunda Phe843Phe (TTC>TTT) sinonim aminoasit degisimi

tamimlanmustir (Sekil 24).

50.hastanin 1.eksonunda Prol5Ser (CCC>TCC) heterezigot nukleotit degisimi,
lintronunda 171 + 20a/g homozigot, c171 + 86 g/c homozigpt nukleotid degisimi,
4.eksonunda Ala404Val heterezigot tek nukleotid polimorfizmi, 6.eksonunda Asn561Asn
(AAT>AAC) heterezigot sinonim aminoasit degisimi tanimlanmistir (Sekil 26).

1.,2.3.,4.5.,8.,22.,24.,25.,28.,37.,41. Ve 48. Hastada yapilan DNA dizileme

sonucunda higbir eksonunda nukleotid degisimi izlenmemistir.
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Sekil 20: 7. Hastanin intron bélgesinde heterezigot nukleotid yerdegisimi (c.171+20 A>G)
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Sekil 21: 9. Hastanin intron bolgesinde homozigot nukleotid yerdegisimi (c.171+20 A>G)
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Sekil 22: 10. Hastanin intron bdlgesinde heterezigot nukleotid yerdegisimi (c.171+86 G>C)
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Sekil 23: 44. Hastanin Intron bélgesinde homozigot nukleotid yerdegisimi (c.171+16 G>C)
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TAT AAGGAGBGCT CAGAAGATTT TCAT  CTAAATAGT I TTCAATAATC CCTCCLCAATGA
240 250 260 270 280

TTC>TTT
Phedd4iPhe

Sekil 24: 47. Hastanin 11. eksonundaki Phe843Phe843 polimorfizmi (TTC>TTT)

T T N O 1 O T OO O 10 I 0 IO 0 O O O O O O OO
TCGG6GCCCCG GAGBGGGGEGCAGTTCTTCCCGGGBGBOCGECTGLCCEGEAGCCGBGCTGCECGLOCGGBLOGECC
180 190 200 210 220
CCC>TCC
ProibSer

Sekil 25: 12. Hastanin 1.eksonunda Prol15Ser heterezigot polimorfizmi (CCC>TCC)
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Sekil 26: 50. Hastanin 4. eksonunda A404V heterezigot polimorfizm (GCG>GTG)
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Sekil 27: 10. Hastanin 6.eksonundaki N561N heterezigot polimorfizm (AAT>AAC)



oA T T S AT AC o G T T AT AT e s s a T GG
220 230

L

240

b

SULIRARNLIVETISUNY YA RN Y

[Gle T TacaTcocTa

250

TG T AL 2280 TTT TOCT AT TOAT
260 270

J U T VN WV B LULJU }

Sekil 28: 14. Hastanin 3' UTR+552 T>G Heterezigot nkleotid degisimi.
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11. TARTISMA VE SONUCLAR

Idiopatik NS'un insidans1 100.000 ¢ocukta 2-2.7 olgu olarak bildirilmekte
ve son 30 yildir bu oranda degisiklik olmamaktadir, ancak giiniimiizde farklilik
olarak bildirilen SDNS'lu olgularin tiim INS olgular1 i¢inde %10 oranindan
%?27'lere yiikselmesidir (Kim et al, 2005; McBryde et al., 2001). Podosit ve GBM
iligkisinin bozuklugu, podositin kontraktilite bozuklugu, podositin negatif

elektriksel yiikiin degismesi, proteiniiriye yol agabilir (McBryde et al., 2001).

Podosit hiicreleri slit membranin iizerinde yeni bir protein belirlenmistir ve
bu proteini kodlayan gen haritalanmis ve TRPC6 olarak isimlendirilmis olan bir
kalsiyum kanal reseptoriidir ve mutasyonunun FSGS tip 2’ye yol actigi
bilinmektedir. Steroid direncli nefrotik sendromda proteiniiri olusumuna yol agan
molekiiler mekanizmanin arastirilarak, hastalarin tedavi se¢iminde ve tedaviye
yanitin dnceden tahmin edilebilmesinde ve izlemde gelisebilecek son donem
bobrek yetmezligini ve bobrek transplantasyonun kararinda yol gosterici bir

prediktif kriter olarak kullanilmustir.

P1120Q Mutasyonu, ilk kez Winn M.P ve ark. tarafindan tanimlanmustir.

(Winn, 2005) Calismaya, otozomal dominant FSGS’li hastalar dahil edilmistir.
Genetik tarama Yeni Zellandali hastalara yapilmis ve ayrica, bilinen bir bobrek
hastalig1 olmayan Kafkas kontrolleri bir grup taranmistir. Tarama soncunda 11.
kromozomda mutasyon saptamistir. TRPC6 geni, 2. ekzonu iizerinde tanimlanan
bu missense mutasyon 335. niikleotitte C>A degisimi ile TRPC6 proteinin
fonksiyonunda Onemli bir hasara neden olmaktadir. 112 pozisyonunda
Prolin(Pro,P) Glutamine (GIn,G) degisilmistir. Fiziko-kimyasal 6zelliklerine
bikilirsa hidrofobik olan prolin amino asiti hidrofilik olan glutamin amino asitine
degisilmistir. P112Q mutasyonun etkisinin TRPC6 fonksiyonunda belirlemek i¢in
Winn ve ark. mutant (TRPC6P112Q) ve ya wild-type (WT) TRPCG6 ile transfekte
olunmus HEK 293 hiicresinde arastirmalarin1 yapmiglar ve diagilgliserol (DAG)
TRPC6 igin giiclii bir aktivator oldugu 6grenmislerdir. Calismalar sonucunda
FSGS2’ye neden olan TRPC6 geni belirlenmistir. Bu ¢alisma TRPC6 kronik
bobrek hastaligi tedavisinde faydali bir tedavi hedefi olabilmesi olasiligin

yiikseltmistir.
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R895C Mutasyonu, ilk kez 2009 de Jochen Reiser ve ark. (Reiser J
et.,al., 2009) tarafindan 2983. niikleotitte C>T degisimi sonrasinda olusan bir

missense mutasyon olarak tanimlanmistir. Bobrek hastaligit  TRPC6 gen
varyasyonu roliinii arastirmak icin, ailesel FSGS olan 71 pedigre probandlarinda
(propositus) TRPC6 genindeki degisiklikler icin DNA sekans yontemiyle tarama
yapilmigtir. Taranmis bu 71 hastanin % 49 Bati Avrupa, % 5 Afrika ve % 27
Ispanyol kokenliydi. Kodlanmis gen iiriiniinde akraba olmayan bes ailede farkli
heterozigot dizi varyantlar1 tespit edilmistir: R895C, N143S, S270T, K874Stop
ve E897K. R895C mutasyonunda hidrofilik arjinin (R) hidrofilik 6zel amino asiti
sisteinle (C) yer degisimi izlenmistir (R895C, p.Arg895Cys). Bu mutasyon
TRPC6 geninin C-terminal intraselliiler domain bolgesindedir. Her iki ucu ile
protein-protein etkilesiminde yer almaktadir. R§95C mutasyonu FSGS2’ye neden
olmaktadir. Proteiniiri ile sonuglanan bir bobrek patolojisidir. R895C mutasyonu
TRPC6 kanllarinda Ca giris regulesini etkilediginden in vivo Ca miktarinin

artimasina sebep olmakdadir.

E897K mutasyonu, ilk kez Jochen Reiser ve ark. (Reiser J., 2009)

tarafindan 2698. niikleotitte G>A degisimi sonrasinda olusan bir missense
mutasyon olarak tanimlanmistir. Hidrofilik glutamik asit hidrofilik lizine
degisoistir. TRPC6 nin C terminali intraselliiler olarak yerlesmekte ve her iki ucu
ile protein-protein etkilesiminde yer almaktadir. R895C mutasyonu gibi
E897K’de FSGS2’ye neden olmaktadir. TRPC6 kanllarinda Ca giris
diizenlenmesini etkilediginden in vivo Ca miktarinin artimasma sebep

olmakdadir.

N143S mutasyonu, ilk kez Jochen Reiser ve ark. (Reiser J., 2009)

tarafindan 428. niikleotitte A>G degisimi sonrasinda olusan bir missense
mutasyon olarak tanimlanmustir. Hidrofilik asparajin hidrofilik serin amino asitine
degismistir. Serin amino asiti hdcre icinde 6nemli yere sahiptir. Bu amino asit
proteinin 3 boyutlu katlanmasini degisip veya diizeltebilir. Bu yolla gerceklesen
islev sayesinde de sitoplazma ve nukleusa bilgi iletimi saglanir. TRPC6 nin N-
terminali intraselliller olarak yerlesmekte ve her iki ucu ile protein-protein

etkilesiminde yer almaktadir. 2. ankirin ANK tekraridir.
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S270T _mutasyonu, ilk kez Jochen Reiser ve ark. (Reiser J., 2009)

tarafindan 808. niikleotitte T>A degisimi sonrasinda olusan bir missense
mutasyon olarak tanimlanmustir. Hidrofilik serin hidrofilik treonin amino asitine
degismistir. Serin ve treonin amino asitleri hiicre iginde 6nemli yere sahiptir. Bu
amino asit proteinin 3 boyutlu katlanmasini degisip veya diizeltebilir. Bu yolla
gerceklesen islev sayesinde de sitoplazma ve nukleusa bilgi iletimi saglanir.
TRPC6 nin N-terminali intraselliiler olarak yerlesmekte ve her iki ucu ile protein-

protein etkilesiminde yer almaktadir.

K874Stop veya K874X mutasyonu, ilk kez Jochen Reiser ve ark.

tarafindan tanimlanmistir. TRPC6 nin C-terminali intraselliiler olarak yerlesmekte
ve stop kodona neden oldugu icin podosini trunkasyona gotiirmekte ve TRPC6

proteinin C terminali kaybolmaktadir.

N143S, S270T and K874Stop mutasyonlart R895C ve E897K
mutasyonlarin aksine TRPC6 kanllarinda in vivoda Ca miktarmin artimasina

sebep olmamakdadir (Reiser J et.,al., 2009).

M132T mutasyonu, ilk kez 2009 senesinde Saskia F. ve ark. tarafindan

495. niikleotitte T>C degisimi sonrasinda olusan bir missense mutasyon olarak
tammmlanmustir. (Saskia F. H et.al.,, 2009) Hidrofobik metyonin hidrofobik
triptofan amino asitine degismistir. Metil grupu ve kiikiirt atomu i¢eren metiyonin
ozel hidrofobik bir amino asitti. TRPC6 nin N-terminali intraselliiler olarak
yerlesmekte ve her iki ucu ile protein-protein etkilesiminde yer almaktadir. Ikinci
ankirin ANK tekraridir. Wild tip kanalin aksine M132T mutasyon kanal

inaktivasyonu gostermemistir.

N143S ve M132T mutasyonlar TRPC6 proteinin N intraselular ucundan
ayn1 Ankirin etki alani i¢inde yer almaktadir, her iki mutasyon kanal fonksiyonu
ile ilgili etkisi arastirmak amaglanmistir. Bu nedenle, Ca®* kanal aktivasyonunu
artisin1  belirlemek i¢in M132T/N143S mutasyonlarin etkisini test etmislerdi.
M132T mutant tek basma biiylik bir artis gdstermemistir. Diger mutasyonlarla
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kiyaslama da M132T mutasyonu daha az Ca®" kanalina etki etmektedir. Az da
olsa bu mutasyonlu hastalarda Ca®* artiginin olmasi erken baslangich FSGS’ye
neden olabilir. (Saskia F. H et., al.,2009)

2009 senesinde Sheila S. ve ark. tarafindan 130 Ispanyol hastalar arasinda
yeni bir c¢alisma yapilmistir. Bu hastalardan 115-i akrabalik iligkisi olmayan
FSGS’li hastalardan olugmustur. Calisma sonucunda 3 yeni heterezigot missense

mutasyon tanimlanmistir: G109S, L780P ve N125S (Santin et., al., 2009)

G109S mutasyonu, 2. ekzonda 325. niikleotitte G>A degisimi sonrasinda
olusan bir missense mutasyon olarak tanimlanmistir. Ne hidrofilik ne de
hidrofobik amino asit olan 6zel glisin amino asiti hidrofilik aminoasite yer
degismistir. Birinci ankirin tekraridir. TRPC6 nin N-terminali intraseliiler olarak

yerlesmekte ve her iki ucu ile protein-protein etkilesiminde yer almaktadir.

L 780P mutasyonu, 9. ekzonda 2339. niikleotitte T>C degisimi sonrasinda

olusan bir missense mutasyon olarak tanimlanmistir. Hidrofilik 16sin amino asit
0zel prolin aminoasite yer degigmistir. Birinci ankirin tekraridir. TRPC6 nin C-
terminali intraselliller olarak yerlesmekte ve her iki ucu ile protein-protein

etkilesiminde yer almaktadir.

N125S mutasyonu, 2. ekzonda 374. niikleotitte A>G degisimi sonrasinda

olusan bir missense mutasyon olarak tanimlanmistir. Hidrofilik asparajin amino
asit hidrofilik serin aminoasite yer degismistir. Birinci ankirin tekraridir. TRPC6
nin N-terminali intraselliiler olarak yerlesmekte ve her iki ucu ile protein-protein

etkilesiminde yer almaktadir.

L780P mutasyonu FSGS’ye neden olan TRPC6 gen mutasyonlar Kklinik
fenotip agisindan 6zel yere sahiptir. Nedeni TRPC6 genindeki bu mutasyon klinik

fenotipe yol vermek i¢in uzun bir zaman alir.
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R1750 mutasyonu, ilk kez 2013 senesinde Julia M. Hofstra ve ark.
tarafindan (Hofstra et.,al., 2013) 2. ekzonda 524. niikleotitte G>A degisimi

sonrasinda olusan bir missense mutasyon olarak tanimlanmustir. Hidrofilik arjinin
hidrofilik glutamin amino asitine degismistir. TRPC6 nin N-terminali intraselliiler
olarak yerlesmekte ve her iki ucu ile protein-protein etkilesiminde ve Ca®* kanal
aktivitesinin regulesinde yer almaktadir. Ugiincii ankirin ANK tekraridir. Bu
ankrin 3 tekrarinda bulunan ilk mutasyondur. R175Q otozomal dominant FSGS’li
hastalarda biiyiik olasilikla sorumlu mutasyondur. N ve C uglarda olusan
mutasyonlar daha fazla duyarli oldugu bilinmektedir. p.Argl75GIn mutasyon

hiicre yiizey ekspresyonunda artim gozlenmemistir.

2011 senesinde Gigante M. ve ark. italyan populyasyonunda c¢alisma
yapmiglar. Caligma grupuna 33 erken baslangicli SDNS’lu ve gec baslangich
otozomal dominant FSGS’li Italyan hasta dahil edilmistir. Calisma sonucunda 3
heterezigot missense mutasyon (c.374A>G_p.N125S, c¢.653A>T p.H218L,
€.2684G>T_p.R895L) tanimlanmistir. Bu mutayonlarla beraber ayrica 11 hastada
P15S ve A404V polimorfizmleri de bulunmustur. (Gigante et., al., 2011)

N125S mutasyonu, 4 ve 14 yaslh 2 nefrotik sendromlu hastada izlenmistir.

374. niikleotitte A>G degisimi sonrasinda olusan bir missense mutasyon olarak
tanimlanmistir. Bu mutasyon ayn1 zamanda ispanyol hasta grupunda da
izlenmigtir. Hidrofilik asparajin hidrofilik serin amino asitle yer degismistir.
TRPC6 proteinin N terminal ucunda bulunmaktadir ve brinci ankrin tekraridir.
Protein fonksiyonunda nontolerant degisim gostermektedir. Yaptiklar1 ¢aligma
sonucunda bu mutasyonun varligi yiiksek olasikli patojenik durumdur. (Gigante

et.al., 2011)

H218L mutasyonu, italyan grubunun tanimladigi 2. mutasyondur

(Gigante et.al., 2011). 653. niikleotitte A>T degisimi sonrasinda olusan bir
missense mutasyondur. TRPC6 proteinin N terminal ucunda bulunmaktadir ve
dordiincii ankrin tekraridir. Hidrofilik histidin hidrofobik histidin amino asitle yer
degismistir. Bu yer degisimiyle olusan mutasyon da ilk kez izlenmistir. Bu

mutasyon 8 yasindan beri steroid direngli nefrotik sendrom hastast olan 18 yasl
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eriskin oglan ¢ocukta bulunmustur. Renal biyopsi sonucunda bu hastada podosit

ayakciklarinda silinme gozlemlenmistir.

R895L mutasyonu, italyan grubunun tanimladigi 3. mutasyondur. 13.

ekzon 2684. niikleotitte G>T degisimi sonrasinda olusan bir missense
mutasyondur (Gigante et.al.,, 2011). TRPC6 proteinin C terminal ucunda
bulunmaktadir. Guanin timin amino asitiyle yer degismistir. Bu yer degisimiyle
olusan mutasyon da ilk kez izlenmistir. Bu mutasyon 1 yasindan beri steroid
direncli nefrotik sendrom hastasi oglan ¢ocukta bulunmustur. R895L mutasyonu
R895C, E897K ve Q889K mutasyonlar gibi karboksilin terminel ucunda
yerlestiginden burdaki mutasyonla protein ekspresyonunu ve Ca®" artigini

hizlandirmaktadir.

R895L ve H218L mutasyonlar1 podosit kalsiyum girigini yiiksek diizeyde
bozmaktadir. Bu da FSGS 2’ye neden olmaktadir.

2011 senesinde Obeidova L. ve ark. Grubu tarafindan Pragdaki Charles
Universitesin’de eriskinlerde TRPC6 degisimleri ile ilgili bir calisma yapilmistir.
Bu calisma grupuna 64 FSGS’li hasta (30 erkek, 34 kadin) dahil edilmistir.
Calisma 2 sene siirmiistiir. 64 hastanin 31-i steroid direngli, 33 hasta ise steroid
duyarli hastalardan olusmustur. Yapilan genetik amalizler sonucunda hi¢ bir
mutaysona rastlanmamistir. Fakat 2 SNP polimorfizmi p.P15S, c.43C>T ve
p.A404V, c.1211C>T tanimlanmstir.

A404V polimorfizmi, SDNS hastalarda %22.9, SSNS hastalarda %29.4
oranla bulunmaktadir. P15S polimorfizmi ise SSNS lu hastalarla kiyaslamada
SDNS hastalda daha ¢ok tanimlanmistir. (%29 SDNS, %]12.1 SSNS). Bu
polimorfizmlerle beraber 1 hastada T296T, 36 hastada N561N, 1 hastada Y705Y,
1 hastada T714T, 16 hastada F843F ve 48 hastada Q904Q polimorfizmleri tespit

edilmistir. Fakat bunlarin hig biri hastaliga sebebiyet vermemistir.
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Yapilan uzun siireli calisma sonucunda hi¢ bir hastaliga sebep olan
mutasyon bulunmamistir. Ancak 43C>T polimorfizmin FSGS hastalarinda olasi
etkisini 6yrenmek i¢in daha biiyiik bir kalabalik hasta populyasyonunda arastirma
yapilmasi 6ngoriilmiistiir (Obeidova et. al., 2011).

0889K mutasyonu, ilk kez Zhu B. ve ark tarafindan 2008 senesinde

yaptiklar1 ¢alismayla tanimlamiglardir. Calismaya 1997-2007 yillar1 arasinda 106
aileden 31 ailesel FSGS oOykiisii olan ¢in aileleri dahil edilmistir. 2664.
nukleotidde C>A degisimi tespit edilmistir. TRPC6 proteinin sitoplazmatik C
terminelinde yer almaktadir. Hidrofilik glutamin hidrofilik lizin amino asitle yer

degisimi yapmustir. ( Zhu et., al., 2009)

L395A mutasyonu, ilk defa 2011 senesinde Mir ve ark. tarafindan 395.

niikleotitte A>T degisimi sonrasinda olusan bir missense mutasyonu olarak
tanimlanmistir.  Arastirma grupuna 25  SDNS hastalar dahil edilmistir.
Bunlardan 9-u ailesel, 16-s1 ise sporadik SDNS hastalar idi. Kontrol gurou
olarak da 50 saglkl tiirk hastalar secilmistir. 9 hastada (4 ailesel, 5 sporadik)
hi¢ bir mutasyona rastlanmamistir. L395A mutasyonu sadece 1 hastada,
intornik nukleotid degisimi (c¢.171 + 16 A>G and c.171+ 86G>C) , 6 hastada
ve missense amino asid degisimi (A404V ve N561N) 9 hastada tanimlanmustir.
Bu polimorfizmler 5 ailesel ve 11 sporadik hasta grupunda gozlemlenmistir.
Belirtilen polimorfizmler DNA varyasyonlar1 veritabaninda daha Once
tanimlanmis oldugundan dolay1 patolojik olmadigi diisiiniiliiyor. A404V ve
N561N ayni1 zamanda c.171 +16 A>G; ¢.171 +86 G>C polimorfizmler se¢ilmis
olan 50 saglikli grupda da izlenmistir. (Mir S.et.al., 2011)

L395A mutasyonu TRPC6’nin sitoplazmik N-terminal intraselular
kuyrugunda yer almaktadir ve bu da protein protein etkilesiminde rol
oynamaktadir. Bu mutasyonda hidrofobik Losin amino asiti hidrofobik Alanin

amino asitine yer degismistir.

TRPC6’da bu yeni L395A mutasyonu hem ailesel hem de sporadik
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hastalarin patogenizinde Onemli rola sahiptir. Sonug¢ olarak, hastaliga neden
olan bu mutasyonlarin analizi FSGS patogenezinde yeni anlayislar

saglayacaktir.

Tirkiye ve diinya c¢apindaki yapilan c¢alismalart g6z Onilinde
bulundurarak doktora calismamda, proteiniiri ile seyr edilen hastaliklardan
olan nefrotik sendrom etyopatogenezine agiklik getirmek ve molekiiler alt
gruplarin1 saptamak i¢in podosit TRPY proteinlerini kodlayan genlerden
TRPC6 gen mutasyon analizini yapmak ve ayrica yapilan tedavi protokollerini
kontrol etmek amaglanmistir. Buna istinaden Ege Universitesi Tip Fakiiltesi
Cocuk Sagligi Hastaliklari Anabilim Dali pediatrik Nefroloji Bilim dalinda
izlenen ve ya Molekiiler Tip Laboratuvarina baska merkezlerden Podosin
analizi i¢in gonderilen SDNS 6n tanili 50 hasta ve 25 saglikli kisi ¢alisma
grubunu olusturulmustur. SDNS 6n tanili 50 hastanin 29 kadin 21°i erkek

bireyden olusmaktadir.

Yapilan ¢alismamiz sonucunda hastalikla iligkisi bilinmeyen ve proteini
nasil etkiledigi bilmedigimiz DNA varyantlari saptanmistir. Caligma sonucunda
bazi polimorfizmler tanimlanmistir. Polimorfizmin etkisi, o polimorfizmin
yerlesimine baghdir. Genin kodlanan bodlgesinde yani ekzonunda olusan
farkliliklar protein dizisini etkileyebileceginden proteinin yapisi ve fonksiyonu
degisebilir. Ayrica proteini kodlayan bolgelerin disinda, genin sonundaki
diizenleyici bolgede veya intronik dizilerde de niikleotid degisiklikleri

gortlebilir.

Calismamizda, TRPC6 ile iliskili bulunan nukleotid degisimlere gore
Ala404Val (8 olgu), Asn561Asn (16 olgu), Pro15Ser ( 12 olgu), Phe843Phe (2
olgu), c¢171+20a/g ,c171+86 g/c ( 30 olgu) ve 3' UTR+552 T>G ( 6 olgu)

olarak saptanmistir.

Sonug olarak TRPC6 proteinin SD’daki rolii ve 6zellikle SD’da yer alan
diger protinler ve podosit hiicre iskeletini olusturan proteinlerle etkilesimi ve bu

veriler goz Oniine alindiginda ilk NS klinigi ile gelen ¢ocukta hizli bir sekilde
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TRPC6 gen mutasyon analizi yapilarak hastanin tedavi ve prognozu hakkinda

bilgi edinilip hastanin yonetilmesi gerektigi kanisindayiz.



61

KAYNAKLAR DIZIiNi

Abdurrahman, M.B., Aikhionbare, H.A., Babaoye, F.A., Sathiakumar, N.
and Narayana, P.T., 1990, Clinicopathological features of childhood nephrotic

syndrome in Northern Nigeria, Q J Med, 75: 563-576.

Arneil, G.C., 1971, The nephrotic syndrome, Pediatr Clin North Am, 18:547-559.

Barratt, T.M., 1998, Congenital nephrotic syndrome. In: Davison A, Cameron
JS, Griinfeld JP, Kerr DN, Ritz E, Winearls CG (eds), Oxford Textbook of
Clinical Nephrology (2nd ed), Oxford Medical Publications, New York,
pp. 2450-2455.

Benzing, T., 2004, Signaling at the slit diaphragm, JAm Soc Nephrol, 15:1382-
1391.

Bonilla F.M., Parra C. and Dajani T., 1999, Changing patterns in the
histopathology of idiopathic nephrotic syndrome in children, Kidney Int,
55: 1885-1890.

Brodehl, J., Krohn, H.P. and Ehrich, J.H., 1982, The treatment of minimal
change nephrotic syndrome (lipoid nephrosis): cooperative studies of the
Arbeitsgemeinschaft fur Padiatrische Nephrologie (APN), Klin Padiatr,
194: 162165.

Bustin, S.A. and Dorudi, S., 1998, Molecular assessment of tumour stage and
disease recurrence using PCR-based assays, Mol Med Today, 4(9):389-96.

Camici, M., 2007, Urinary detection of podocyte injury, Biomedicine &
Pharmacotherapy, 61, 245 - 249.

Candiano, G., Musante, L. and Zennaro, C., 2001, Inhibition of renal
permeability towards albumin: a new function of apolipoproteins with
possible  pathogenetic  relevance in  focal glomerulosclerosis,
Electrophoresis, 22: 1819-1825.



62

KAYNAKLAR DIZINi (devam)

Caridi, G., Trivelli, A., Sanna-Cherchi, S., Perfumo, F. and Ghiggeri, G.M.,
2010, Familial forms of nephrotic syndrome, Pediatr nephrol, 25: 241-252.

Chaplin, B.E., Rasmussen, R.P., Bernard, P.S. and Wittwer, C.T., 1999,
LightCycler TM hybridization probes the most direct way to monitor PCR
amplification and mutation detection, Biochemical; 1:5-8.

Clapham, D . E., Runnels, L. W., Strubing, C., 2001, The TRP ion channel
family. Nat. Rev. Neurosci. 2, 387-396.

Dandapani, S.V., Sugimoto, H. and Matthews, B.D., 2007, Alpha-actinin-4 is
required for normal podocyte adhesion, J Biol Chem, 282: 467-477.

Eddy, A.A. and Symons, J.M., 2003 Nephrotic Syndrome in Childhood, Lancet,
362:629-639.

Fuchshuber, A., Jean, G., Gribouval, O., Gubler, M.C., 1995, Mapping a gene
(SRN1) to chromosome 1g25-g31 in idiopathic nephrotic syndrome
Confirms a distinct entity of autosomal recessive nephrosis, Hum Mol-
Genet, 4: 2155-2158.

Gbadegesin, R. and Smoyer, W.E., 2008, Nephrotic syndrome, In geary
Schaefer D.F., (eds)., Comprehensive Pediatric Nephrology, 1st ed.; p: 205-
213.

Ghossein, R.A. and Rosai, J., 1996, Polymerase chain reaction in the detection
of micrometastases and circulating tumor cells, Cancer, 78: 10-16.

Gigante, M., Caridi, G., Montemurno, E., Soccio, M., D’Apolito, M., Cerullo,

G., Aucella, F., Schirinzi, A., Emma, F., Massella, L., Messina, G., De Palo,

T., Ranieri, E., Ghiggeri, G. M., Gesualdo, L., 2011, TRPC6 mutations in
children with steroid-resistant nephrotic syndrome and atypical phenotype.
Clin. J. Am. Soc. Nephrol. 6, 1626



63

KAYNAKLAR DIZINI (devam)

Gut, M., Leutenegger, C.M., Huder, J.B., Pedersen, N.C. and Lutz, H., 1999,
One-tube fluorogenic reverse transcription polymerase chain reaction fort he
quantitation of feline coronaviruses, J Virol Methods, 77: 37-46.

Habashy, D., Hodson, E.M. and Craig, J.C., 2003, Interventions for steroid-
resistant nephrotic syndrome: a systematic review, Pediatr Nephrol, 18: 906-
912.

Hill, W.E., 1996, The polymerase chain reaction; application for the detection of
foodborne pathogens, Critical Reviews in Food Science and Nutrition,
36: 23-173.

Hodson, E.M., Habashy, D. and Craig, J.C., April 19. 2004, Interventions for
idiopathic steroid-resistant nephrotic syndrome in children, Cochrane
Database of Systematic Reviews Apr 19(2): CD003594.

Hofstra JM, Lainez S, van Kuijk WH, Schoots J, Baltissen MP, Hoefsloot

LH, Knoers NV, Berden JH, Bindels RJ, van der Vlag J, Hoenderop JG,

Wetzels JF, Nijenhuis T., 2013, New TRPC6 gain-of-function mutation in a non-
consanguineous Dutch family with late-onset focal segmental
glomerulosclerosis. Nephrol Dial Transplant.

International study of kidney disease in children, 1981, Primary
nephrotic syndrome in children: Clinical significance of histopathologic
variants of minimal change and of diffuse mesengial hypercellularity: A report
of the International Study of Kidney Disease In Children. Kidney Int, 20: 765-
771.

Kaplan, J.M., Kim, S.H. and Nort, K.N., 2000, Mutation in ACTN4, encoding
alpha-actinin-4, cause familial focal segmental glomerulosclerosis, Nat Genet,
24: 251255.



64

KAYNAKLAR DIZINi (devam)

Kawachi, H., Miyauchi, N., Suzuki, K., Han, G.D., Orikasa, M. and Shimizu,
F., 2006, Role of podocyte slit diaphragm as a filtration barrier, Nephrology
(Carlton); 11: 274-281.

Kevin D. McBryde, M.D, David B. Kershaw, M.D, and William E. Smoyer,
M.D, 2001, Pediatric Steroid-Resistant Nephrotic Syndrome, Curr Probl Pediatr;
31:275307.

Khoshnoodi, J. and Tryggvason, K., 2001, Congenital nephrotic syndromes,
Curr Opin Genet Dev; 11:322-327.

Kim, J.M., Wu, H. and Green, G., 2003, CD2- associated protein
haploinsufficient is linked to glomerular disease susceptibility, Science; 300:
1298-1300.

Kim, J.S., Bellew, CA., Silverstein, D.M., Aviles, D.H, Boineau, F.G. and
Vehaskari, V.M., 2005, High incidence of initial and late steroid resistance in
childhood nephrotic syndrome, Kidney Int, 68: 1275-1281.

Kitamura, A., Tsukaguchi, H. and Hiamoto, R., 2007, A familial childhood-
onset relapsing nephrotic syndrome, Kidney Int, 71: 946-951.

Kitano, Y., Yoshikawa, N. and Nakamura, H., 1993, Glomerular anionic sites
in minimal change nephrotic syndrome and focal segmental

glomerulosclerosis, Clin Nephrol, 40:199-204.

Klug, S.W., Cummings, W.R., 2000, Concept of Genetics, Prentice Hall, New
Jersey 745 p..

Koop, K., Eikmans, M., Baelde, H., Kawachi, H., Deheer, E., Paul, L. and
Bruijn, J., 2003, Expression of Podocyte-Associated Molecules in Acquired
Human Kidney Diseases. J Am Soc Nephrol, 14:2063-2071.



65

KAYNAKLAR DIZINI (devam)

Kubista, M., Andrade, J.M., Bentsson, M., Forootan, A., Jonak, J. and Lind,
K., 2006, The Real-Time PCR, Mol Aspects Med, 27: 95-125.

Kubista, M., Stalberg, A. and Bar, T., 2001, Light-up probe based real time g-
PCR, Genomics and Proteomics Technologies, 1st ed., Proceedings of SPIE,
53-8.

Lee, L.G., Connell, C.R. and Bloch, W., 1993, Allelic discrimination by nick-
translation PCR with fluorogenic probes, Nucleic Acids Res, 11;21(16):3761-
6.

Lowik, M.M., Groenen, P.J. and Pronk, 1., 2007, Focal segmental
glomerulosclerosis in a patient homozygous for a CD2AP mutation, Kidney
Int, 72: 1198-1203.

Machua E., Benoit G. And Antignac C., 2009, Genetics of nephrotic syndrome:
connecting molecular genetics to podocyte physiology, Human Molecular

Genetics, Vol. 18, Review Issue 2

Matovinovi¢ M.S., 2009, Podocyte injury in glomerular diseases, Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine 20-01

Maxam, A., Gibert, W. 1977, A new method of sequencing DNA. Proceedingsof
the National Academy of Sciences, 74, 560-4

McBryde, K.D., Kershaw, D.B. and Smoyer, W.E., 2001, Pediatric steroid
resistant nephrotic syndrome, Curr Probl Pediatr, 31: 275-307.

McPherson, M.J. and Maéller, S.C., 2000, PCR, Heredity, 86: 513-514.

Moller C. C., Flesche J. and Reiser J., 2009, Sensitizing the Slit Diaphragm
with TRPCG6 lon Channels. Nephrol 20, 950-953



66

KAYNAKLAR DIZINi (devam)

Mukerji, N., D amodaran, T. V., Winn, M. P., 2007, TRPC6 and FSGS: the
latest TRP channelopathy. Biochim. Biophys. Acta 1772, 859-868.

Mundel, P. and Shankland, S.J., 2002, Podocyte biology and response to injury,
J AmSoc Nephrol, 13:3005-3015.

Mir, S., Yavascan, O., Berdeli, A., Sozeri, B., 2012, TRPC6 gene variant in
Turkish children with steroid-resistant nephrotic syndrome. Nephrol. Dial.
Transplant. 27, 205-209.

Niaudet, P., 1994, Treatment of childhood steroid resistant idiopathic nephrosis
with a combination of cyclosporine and prednisone, French Society of
Pediatric Nephrology, J Pediatri, 125: 981-986.

Nordgard, O., Kvaloy, J.T., Farmen, K.R. and Heikkila, R., 2006, Error
propagation in relative real-time reverse transcription polymerase chain
reaction quantification models: The balance between accuracy and precision,
Analytical Biochemistry, 356 (2): 182-193

Obeidova. L., Reiterova, J., Lnémi¢ka P., Stekrova J., Safrankova H.,
Kohoutova M., Tesar V. 2012, TRPC6 Gene Variants in Czech Adult Patients

with Focal Segmental Glomerulosclerosis and Minimal Change Disease, Folia
Biol (Praha), 58(4):173-6.

Ozcakar, B.Z., Yalcinkaya, F. ve Ekim, M., 2004, Inherited Podocyte Diseases,
Nefroloji Dergisi; 13 (3) 125-129.

Perkin E., ABI 310 Genetic Analyzer Manuel, 2000



67

KAYNAKLAR DIZINI (devam)

Pollak, M.R., 2003, The genetic basis of FSGS and steroid resistant nephrosis,
Seminars InNephrology, 23:141-146.

Radice, G.L., Ferreira-Cornwell, M.C. and Robinson, S.D., 1997, Precocious
mammary gland development in P- cadherin-deficient mice, J Cell Biol, 139:
10251032.

Ramachandran, C. and Melnick, S.J., 1999, Multidrug resistance in human
tumors-molecular diagnosis and clinical significance, Mol Diagn, 4(2):81-94.

Reiser, J., Polu, K. R., Moller, C. C., Kenlan, P., Altintas, M. M., Wei, C.,

Faul, C., Herbert, S., Villegas, I., Avila-Casado, C., McGee, M., Sugimoto, H.,

Brown, D., Kalluri, R., Mundel, P., Smith, P. L., Clapham, D. E., Pollak, M.

R., 2005, TRPC6 is a glomerular slit diaphragm-associated channel required for
normal renal function. Nature Genet. 37, 739-744.

Rodewald, R. and Karnovsky, M.J., 1974, Porous substructure of the
glomerular slit diaphragm in the rat and Mouse, J Cell Biology, 60: 423-433.

Reiser, J., Polu, K.R. and Moller, C.C., 2007, TRPC6 is a glomerular slit
diaphragm-associated channel required for normal renal function, J Am Soc
Nephrol, 18: 2936

Sambrook, J. Fritsch, E.F., Maniatis, T. 1989 Molecular Cloning, a laboratory
manual. Cold spring harbor laboratory Press New York

Santin, S., Ars, E., Rossetti, S., Salido, E., Silva, 1., Garcia-Maset, R.,
Giménez, 1., Ruiz, P., Mendizabal, S., Luciano Nieto, J., Peiia, A., Camacho,
J. A, Fraga, G., Cobo, M. A,, Bernis, C., Ortiz, A., de Pablos, A. L., Sanchez-
Moreno, A., Pintos, G., Mirapeix, E., Fernandez-Llama, P., Ballarin, J.,
Torra, R., Zamora, 1., Lopez-Hellin, J., Madrid, A., Ventura, C., Vilalta, R.,
Espinosa, L., Garcia, C., Melgosa, M., Navarro, M., Giménez, A., Cots, J. V.,



68

KAYNAKLAR DIZINi (devam)

Alexandra, S., Caramelo, C., Egido, J., San José, M. D. M., de la Cerda, F.,

Sala, P., Raspall, F., Vila, A., Daza, A. M., Vazquez, M., Ecija, J. L.,

Espinosa, M., Justa, M. L., Poveda, R., Aparicio, C., Rosell, J., Muley, R.,

Montenegro, J., Gonzalez, D., Hidalgo, E., de Frutos, D. B., Trillo, E., Gracia,

S., de los Rios, F. J. G., 2009, TRPC6 mutational analysis in a large cohort of
patients with focal segmental glomerulosclerosis. Nephrol. Dial. Transplant.
24, 3089-3096

Sanger, F., Nicklen, S., Coulson, A.R., DNA sequencing with chain-
terminating inhibitors. 1977, Proceedings of the National Academy of Sciences,
74, 5463-7.

Saskia F. H., Clemens C. M., Jianyang D., Lixia Y., Bernward H., Gil C,,
Christopher N. V., Peter F. H., Jochen R. and Friedhelm H., 2009, A Novel
TRPC6 Mutation That Causes Childhood FSGS, PL0oS ONE 4(11): e7771

Schmid, H., Henger, A., Cohen, C.D., Frach, K., Grone, H., Schlondorff, D.

and Kretzler, M., 2003, Gene expression profiles of podocyte-associated
molecules as diagnostic markers in acquired proteinuric diseases, J Am Soc
Nephrol, 14:29582966.

Schwarz, K., Simons, M. and Reiser, J., 2001, Podocin, a raft- associated
component of the glomerular slit diaphragm, interacts with CD2AP and
nephrin, J Clin Invest, 108: 1583-1587.

Shalhoub, R.J., 1974, Pathogenesis of lipoid nephrosis: a disorder to T-cell
function. Lancet; 2: 556-560.

Sharples, P.M., Poulton, J. and White, R.H., 1985, Steroid responsive nephrotic
syndrome is more common in Asians, Arch Dis Child, 60: 1014-1017.

Shih, N.Y., Li, J. and Karpitski, V., 1999, Congenital nephrotic syndrome in
mice lacking CD2-associated protein, Science, 286: 312-315.



69

KAYNAKLAR DIZINI (devamm)

Kalman, S., 2004, Cocukluk ¢aginda steroide direngli nefrotik sendromda énemli
bir neden olan fokal segmental glomeriilosklerozda tedavi yaklasimlari,
Giilhane Tip Dergisi, 46 (2): 183 - 188.

Tyogi, S. and Kramer, F.R., 1996, Molecular beacon: probes that fluoresce upon
hybridization, Nat. Biotechnology, 14, 303- 308.

Van Der Velden, V.H., Hochhaus, A., Cazzaniga, G., Szczepanski, T., Gabert,

J. and Van Dongen, J.J., 2003, Detection of minimal residual disease in
hematologic malignancies by real-time quantitative PCR, Leukemia; 17:
(10)13-34.

Weber, S., 2008, Hereditary nephrotic sydrome. In Geary DF, Schaefer F (eds).
Compherensive Pediatric Nephrology. 1st ed., p: 219-228.

Weins, A., Kenlan, P. and Herbert, S., 2005, Mutational and biological analysis
of alpha-actinin-4 in focal segmental glomerulosclerosis. J Am Soc Nephrol,
16: 3694-3701.

Wittwer, C.T., Herrmann, M.G., Moss, A.A., Rasmussen, R.P., 1997,
Continuous fluorescence monitoring of rapid cycle DNA amplification,
Biotechniques, 22: 130-1, 134-8.

Winn, M. P., Conlon, P. J., Lynn, K. L., Farrington, M. K., Creazzo,T.,

Hawkins, A. F., Daskalakis, N., Kwan, S. Y., Ebersviller, S., Burchette, J. L.,

Pericak-Vance, M. A., Howell, D . N., Vance, J. M., Rosenberg, P. B., 2005, A
mutation in the TRPCG6 cation channel causes familial focal segmental
glomerulosclerosis. Science 308, 1801-1804.



70

KAYNAKLAR DIZINi (devam)

Winn MP, Daskalakis N, Spurney RF et al., 2006, Unexpected role of TRPC6
channel in familial nephrotic syndrome: does it have clinical implications? J
Am Soc Nephrol; 17: 378-387

Yuan, H., Takeuchi, E., Taylor, G.A., McLaughlin, M., Brown, D. and
Salant, D.J.,2002, Podocyte slit-diaphragm protein nephrin is linked to the actin
cytoskeleton. Am J Physiol, 282: 585-591.

Zenker, M., Machuca, E. and Antignac, C, 2009, Genetics of nephrotic
syndrome: new insights into molecules acting at the glomerular filtration
barrier. JMol Med 2009, 87: 849-857.

Zhu, B., Chen, N., Wang, Z. H., Pan, X. X, Ren, H., Zhang, W., Wang, W.
M. 2009, Identification and functional analysis of a novel TRPC6 mutation

associated with late onset familial focal segmental glomerulosclerosis in

Chinese patients. Mutat. Res. 664, 84-90.



71

OZGECMIS

Giinel ALIZADA
Telefon: +90 (533) 023 19 82

Adres : Kazim Dirik Mah. 190 sok no 12 daire 16 Bornova, Izmir / TURKIYE
E-mail : alizadegunel@gmail.com

Dogum Tarihi : 14.03.1985

Dogum Yeri : Bakii/ AZERBAYCAN

Uyrugu: Azerbaycan

Medeni Durumu : Bekar

Egitim Bilgileri :
Doktora
2008 — 2013 Ege Universitesi Molekiiler Biyoloji Anabilim Dal1
Podositopatilerden Nefrotik Sendromdaki Proteintiri
ile Podosit Genlerinin Mutasyon ve Ekspresyon
Miskisi
86/100
Prof.Dr.Sabire KARACALI ve Prof.Dr.Afig
BERDELI
2005 — 2007 Yiiksek Lisans
Bakii Devlet Universitesi Genetik
5/5
Dissertation : ¢Farkliploidli dut bitkilerinin
kuraklik stresine devamlilik dereceinin tayini ve
genetik sistemde bas vermis degiskenliklerin
Oyrenilmesi’’
Prof.Dr. Ellada AKHUNDOVA
2001 — 2005 Lisans

4315 Bakii Devlet Universitesi Biyoloji



72

Arastirma Alanlari:
DNA izolasyon
Polymerase Chain Reaction (PCR)

DNA Sequencing

Projede Yaptig1 Gorev:

“’Podositopatilerden Nefrotik Sendromdaki Proteiniiri ile Podosit Genlerinin

Mutasyon ve Ekspresyon Iliskisi’> Ege Universitesi Bilimsel Arastirma Projesi
03/2012

Ulusal Hakemli Dergilerde Yayimlanan Makaleler:

Morus L. Tiiriinde Ploidligin Artmastyla iliskili DNA Fraksiyonlarmin
Degismesi, EM.AKHUNDOVA, G.I.ALIZADA, N.S.KALANTAROVA,
S.U.HACIYEVA, Bakii Devlet Universitesi AMEA Genetik Enistitiisii,
“’Uygulamal1 Biolojinin Problemleri’’ konusunda Devlet Bilimsel Konferansin
Materialar1 2007

“’Dut Bitkisinin Azploidli Tiir ve Cinslerinde DNA Yapisinin Ozellikleri’’
G.I.ALIZADA Bakii Devlet Universitesi, AMEA Genetik Enistitiisii,

“’Uygulamal1 Biolojinin Problemleri ©* konusunda Devlet Bilimsel Konferansin
Materialar1 2007

Sertifikalar
Discussion Meeting on Siloglycobiology 26-27 Kasim 2011
Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji AD. — Ebiltem & Tubitak

Destegi ile

Kanser Biyolojisi ve Immunolojisi Kursu 29-30 Mart 2012
Ege Universitesi & Kanserle Savas Arastirma Uyg.Merkezi

Kanser Biyoloji ve Genetigi Sempezyumu 31 Mart 2013

Ege Universitesi Bilim Teknoloji Toplulugu (EBILTET) ve Ege Universitesi
Bilim Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi (EBILTEM)

The 2nd International Students’ Stem Cell Congress 24-25-26 May 2013

Hiicre Tedavi ve Rejeneratif Tip Dernegi, Tiirk Kok ve Ege Universitesi



73

“Ornek Hekim Olmaya Dogru2’’ Azerbaycanli Geng Hekimlerlerin ve Tip
Egitimi Alan Ogrencilerin Ikinci Tiirkiye Formu

3-4 Kasim 2012

Tesekkiirname

“Ornek Hekim Olmaya Dogru2” Azerbaycanli Geng Hekimlerlerin ve Tip
Egitimi Alan Ogrencilerin ikinci Tiirkiye Formu Teskilat Uyesi

3-4 Kasim 2012

Yabanc Dil
Azerbaycanca
Tirkge
Ingilizce

Rusca

Bilgisayar Becerileri:
MS Office Programlar1 (Etkin), Finch TV, SPSS, Fax, Fotokopi

Hobiler
Yiizme, Piyano Calmak, Kitap Okumak



EKLER



EK1

T.C.
EGE UNIVERSITESI TIP FAKULTESI KLINIK
Ege Universitesi Tip Fakultesi Dekanhg: 2.Kat. Erzene Ankara Cad. 35100 Bornova / IZMIR

Tel:0 232 390 4219 - 373 78 81 Fax: 0232 390 21 34
e-mail: aetikk@mail.ege.edu.tr www.aek.med.ege.edu.tr

ARASTIRMA BASVURUSU ONAY BELGESI

RMALAR ETIK KURULU

PROTOKOL KODU

PROTOKOL ADI

Podositopatilerden Nefrotik Sendromdak: Proteiniri ile Podosit
Genlerinin Mutasyon ve Ekspresyon lliskisi.

SORUMLU ARASTIRICI UNVANI/ ADI

Prof. Dr. Afig BERDELI

ARASTIRMA MERKEZI|

DESTEKLEYICI FIRMA

EUTF. Cocuk Saghg: ve Hastaliklan AD

FAZI

llag Digt

TEK ﬂﬂERKEZg
BelgeAdi

cok Merkez

[uLusal B

ULUSLARARASIC]

Tarihi / Degisiklik No. Su

ARASTIRMA PROTOKOLU 23. ©6.2011

BILGILENDIRILMIS GONULLU OLURU 02. 98. 2ol

OLGU RAPOR FORMU —
3 N (e e - i A RS S z;"'zj 4 2
': “*| Yukarida basvuru bilgileri verilen arastirma basvuru dosyasi ve belgeler aragtirmanin gerekge, amag,
3 1y $ ve yor i dikkate alinarak Kurulumuzca incelenmis; adi gegen arastirmaya aragtirma
4 giderierinin g&nilllye ve/veya bagh bul igu yal givenlik kur Sdetilmedigi kogullarda
® etik agidan sakinca olmadigina ve Ege Universitesi Senatosu tarafindan 26.10.2010 tarihinde onaylanan

ve yururiige giren Ege Universitesi Tip Fakiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Yénergesi geregince
Kurulumuz karannin Saghk Bakanhgi'na iletilerek Bakanlik izni sonrasi galismaya baslanmasina oy birligi

ile karar verilmisgtir.

Cocuk Saghg: Hst. E.U. Tip Fakultesi
ve GCocuk Kan Hst| Cocuk Saghg: ve Hst. AD.
Prof. Dr. Aytal ONAL . i E.U. Tip Fakaltesi aE v E
Bagkan Yardimcis Tibbi Fanmakolojl Tibbi Farmakoloji AD. K v H OoH
Prof. Dr. Suna TOKSAVUL Protetik Dis E.U. Dig Hek. Fakultesi K OE v E
Oye Tedavisi Protetik Dis Tedavisi AD v H OH
E. U. Tip Fakoitesi Ruh
Prof. Dr. Hayriye ELBI Ruh Saghg ve OE v E 4
Oye Hastaliklan Sagliive Hestaligan K vH | OR
Prof. Dr. Bllent SEMERCI Uroloji E U.Tip Fakattesi E OE OE TOPLANTIYA
ye Uroloji AD. v H v H KATILMADI
Prof. Dr. Zeliha KERRY ,. EU. Eczacilik Fakultesi i ff - OE TOPLANTIYA
Farmakoloji AD K v H v H KATILMADI
Prof. Dr. Siheyla ALTUG 0ZSOY Halk Saghg: EU. Hemsirelik Yoksek K e aE TOPLANTIYA
Oye Hemgireligi Okulu AD v H v H KATILMADI
Prof. Dr. Zeki KARASU Ig Hastaliklan ve E.U. Tip Fakiltesi E OE . E
Oye G j IgF AD v H oH
Prof. Dr. Osman ZEKIOGLU Patoloji E.U. Tip Fakaltesi E OE v E A
Oye o) Tibbi Patoloji AD v H aH
Dog. Dr. Yasemin AKCAY e 2 E.0. Tip Fakoltesi OE "
Oye Tibbl Biyokimya Tibbi Biyokimyg/AD. K v H OH
V5N
P Sl _o:a" 1 Belge Kodu | Rev. Tarihi / No.su: | Sayfa |
[ 2 - | 15 03.11.2010/04 | 31/126 |




T.C.

EGE UNIVERSITEST TIP FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU
Ege Universitesi Tip Fakilltesi Dekanligi 2 Kat. Erzene Ankara Cad. 35100 Bornova / IZMIR
Tel:0 232 390 4219 - 373 78 81 Fax: 0232 390 21 34

e-mail: aetikk@mail.ege.edu.tr www.aek.med.ege.edu.tr

ARASTIRMA BASVURUSU ONAY BELGESI

KARAR BILGILERI

 KararNo-:  11-TM6

Dog. Dr. Gagatay USTON
Oye

Tip Tarihi ve Etik ED. Tip Fakultesi
Tip Tarihi ve Etik AD

Dog. Dr. §afak TANER E. U. Tip Fakaltesi OE | v E
Oye Halk Saghd Halk Sagig AD. /H | OH
Dog. Dr. Ayse EROL ) E.U. Tip Fakattesi OE | vE

ve Famakolof Fammakoloji AD. 7H | OH

E.U. Tip Fakiltesi

‘5;‘; Do Dr. Timur KOSE Biyoistatistk | Biyoistatistik ve Tibbi oh |z
Bilisim AD.
EU. Doner Sermaye
3‘;;019" TORKOGLU Avikat Isetme Mudarioga v | Be
Hukuk Barosu
Uzm. Ecz. Ebru BEDIR Eczaci E.U. Tip Fakiltesi Tibbi OE | OE
Raportsr Famakoloji AD. “H | #H
Fatma BOYOKAKKUS Ziraat Mahendisi Emeli OE | v E
Uye YH | OH

* Aragtima ile lligki
** Toplantida Bulunma

P ——

}l Aragtirma Bagvurusu Onay Belgesi

SiE
xm
as
Im




	kapak.pdf
	kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk.pdf
	1.pdf

