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KISALTMALAR
AMP: Antimikrobiyal peptit
CAMP: Katelisidin antimikrobiyal peptit
DMSA: Dimerkaptosiiksinik asit
IYE: idrar yolu enfeksiyonu
LPS: Lipopolisakkarit
RFLP: Restriksiyon fragmentleri uzunluk polimorfizmi
SD: Standart sapma
SNP: Skar negatif pyelonefrit
SPP: Skar pozitif pyelonefrit
TLR: Toll-like reseptor
TNP: Tek niikleoitid polimorfizmi
UTR: Translasyona ugramayan bdlge
VDBP: Vitamin D baglayici protein
VDR: Vitamin D reseptor
VDRE: Vitamin D’ye yanit veren elemanlar
VUR: Vezikoiireteral reflii
1,25 (OH); D: 1,25-dihidroksi D vitamini
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I. GIRIS VE AMAC

Idrar yolu enfeksiyonu (IYE) cocuklarda sik goriilen enfeksiyonlar arasindadir.
Cocukluk c¢ag1 populasyonunun %10’unu etkilemekte ve Onemli morbiditeye yol
acmaktadir (1). Semptomatik IYE’ler; mesaneye ve iiretraya lokalize alt IYE (sistit, iiretrit)
ve iireter, toplayici sistem ve parankim (pyelonefrit) enfeksiyonu gibi iist IYE olarak
smiflandirilabilir (2). Bu tiir bir smiflandrmanin 6nemi renal parankim enfeksiyonu
durumunda renal skar riski olmasi, bu nedenle daha yogun tedavi ve daha uzun siireli takip
gerektirmesidir (3).

Uriner sistem hasarinda inflamasyon kaskat1 bakterinin iiroepitelyal hiicrelere
baglanmasiyla baglar. Bu hiicrelerin aktivasyonu sonucu inflamasyon mediyatdrleri salinir
ve epitelyal hiicrelerde kemokin reseptdr ekspresyonu artar. Epitelyal bariyer altinda
inflamatuvar hiicre birikimi, makrofaj aktivasyonu, akut faz reaktan proteinlerinin salinimi
ve mesengial hiicrelerde proliferasyon baslar (4). Pyelonefriti takiben gelisen renal skarin
patogenezi halen tam olarak anlagilamamistir. Bununla beraber vezikoiireteral reflii varligi,
yas, tlropatojen bakterilerin virulansi, Ttroepitelin inflamatuvar cevabi ve bunu
etkileyebilecek inflamatuvar genlere iliskin genetik polimorfizmlerin renal skar
olusumunda rolii bulunmaktadir.

Gram negatif bakterilerin dig membraninda bulunan lipopolisakkaritler (LPS) konake¢1
cevabin aktive ederken, nitrik oksit ve sitokin tiretimini indiikler (4). Vaskiiler endotelyal
hiicreler LPS ve bir¢ok sitokinin kritik hedefleridir. Vaskiiler endotelin LPS ile
aktivasyonu endotelyal hiicrelerde 16kosit adhezyon molekiilleri, sitokinler ve kemokinleri
iceren ¢esitli proinflamatuvar molekiiliin iiretimine sebep olur (5). LPS'ye karsi olusan
inflamatuvar cevap spesifik LPS baglayan proteinler, CD14 ve Toll-like reseptorler (TLR)
arasi etkilesim sonucu ortaya ¢ikar. LPS aracili immiin cevabin aktivasyonunda biitiin bu
molekiillerin ekspresyonu gereklidir (4). Bu inflamatuvar progesi izleyerek kemotaksis,
fagositoz, lizozomal enzimler ve siiperoksid salinimi, peroksid ve hidroksil radikallerinin
sentezi, tiibiiler iskemi ve reperflizyon hasar1 gerceklesir. Biitiin bu inflamatuvar kaskat
patojenik bakterinin eliminasyonunu saglayan 6nemli bir konak¢1 yanitidir ancak bazen
parodoksal olarak renal skarla sonug¢lanan ve makrofajlarin temel rol oynadigi doku

fibrozisine neden olabilmektedir. Konak¢1 ve bakteri arasindaki kompleks mekanizmalarin
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anlagilmas1 renal skar patogenezindeki bilinmeyen noktalar1 daha iyi anlamamizi
saglayabilir.

Bazi inflamatuvar molekiillerin gen polimorfizmleri IYE’ye yatkinlhkta ve renal skar
olusumunda Onemli olabilmektedir. Daha Onceki calismalarda farelerde TLR-4 gen
polimorfizminin ve insanlarda TGF-B, IL-6 ve IL-8 gen polimorfizmlerinin IYE’ye
yatkilik, enfeksiyonun siddeti, iroepitelin bakteriye kasi inflamatuvar cevabr ve
postenfeksiyoz renal skar olusumunda etkili oldugu gosterilmistir (4, 6-8). Sonugta gelisen
renal skar cocuklarda hipertansiyon ve bobrek fonksiyonlarinda kayipla birlikte renal
yetmezlige yol agmaktadir.

Vitamin D serum kalsiyum ve fosfor hemostazini saglamanin yani sira immiin sistem
modulasyonunda da etkili bir hormondur. Vitamin D reseptorii (VDR) vitamin D'nin
biyolojik islevlerinde aracilik eden bir niikleer proteindir (9). VDR monositler, aktive B ve
T lenfositler tarafindan eksprese edilir, monosit ve makrofajlar1 aktive ederken, lenfosit
proliferasyonu ve immiinglobulin olusumunu baskilar. VDR gen lokusu insanlarda
12q13.1 bolgesinde bulunmaktadir, 100 kilobaz kadar biiytikliiktedir ve cesitli dokuya
spesifik transkriptler olusturabilen bir gendir (10). VDR geninde 200°den fazla
polimorfizm oldugu tahmin edilmektedir. VDR geni i¢indeki polimorfizmlerden 6zellikle
4’1 sik rastlanan ve cesitli metabolik diizenlenmelerle iligkisi gosterilen polimorfizmlerdir.
Bunlar Fokl, Bsml, Apal ve Taql polimorfizmleridir. Bunlardan Bsml, Apal, Tagql
polimorfizmleri genin 3’translasyona ugramayan bdlgesine (UTR=untranslated region)
yakin bulunmaktadir. Bunlar poly A bdlgesindeki polimorfizm ile baglant1 gdstererek
mRNA stabilizasyonunu etkilemektedir. Fokl polimorfizmi translasyonu basglatic1 kodon
polimorfizmidir ve D vitaminine yanit elemanlar1 ile yapilan transkripsiyonel aktivite
calismalari1 bu polimorfizmin VDR fonksiyonunu etkiledigini gostermistir (11).
1,25(OH),Ds proinflamatuvar bir transkripsiyon faktorii olan niikleer faktor-kB (NF-
kB)min etkilerini inhibe eder. Mikrodamar endotelyal hiicrelerinin in vitro vitamin D
tedavisi sonucu gram negatif bakteriyel LPS aracili NF-«xB aktivasyonu ve sitokin
salmiminm baskilandig1 gosterilmistir (5). Buradan yola c¢ikilarak mikrobiyal ajanlara
kontrolsiiz immiin yanit veren ve postenfeksiydoz inflamatuvar yanit aracili komplikasyon
gelistiren kisilerde 1a,25-(OH),Ds sinyalinde disfonksiyon olabilecegi 6ne siiriilebilir.

VDR fonksiyonunda bazi VDR alelleriyle sonuclanan hafif degisikliklerin
enfeksiyonlara direnci veya yatkilig: etkiledigi bilinmektedir. Bu arastrmada VDR gen
polimorfizmlerinin IYE gegirip gegirmeme, IYE klinigi (alt IYE-pyeloneftit) ve renal skar

olusumunda roliiniin arastirilmasi amaglanmaistir.
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II. GENEL BILGILER

1. IDRAR YOLU ENFEKSIYONU

1.1. Tanim

IYE normal sartlar altinda steril olan idrar ve idrar yollarmin bakteri, mantar, virus gibi
mikroorganizmalarla enfekte olmasi seklinde tanimlanmaktadir (3). Bu tanimlama
icerisinde enfeksiyonun lokalizasyonu (alt-iist), klinik semptomlarin olup olmamasi
(semptomatik, asemptomatik), enfeksiyonun seyri (akut, tekrarlayan) mikroorganizmanin
cinsi gibi kriterlerin yer almas1 6nerilmektedir.

1.1.1. Klinik Tamimlamalar

IYE enfeksiyonun lokalizasyonuna gore de siniflandirilir ve bu smiflama klinik olarak
onemlidir.

a)Sistit

Enfeksiyonun mesane ve Tlretra gibi alt idrar yollarmna lokalize olmasidir. Ana
semptomlar diziiri, sik idrar yapma, sikigma, suprapubik agri gibi lokalize edici
semptomlardir (3, 12).

b)Akut pyelonefrit

Atesle beraber yan agrisi ana yakmmadir, bobrek parankimi ve toplayici sistemin
enfeksiyonlarini tantmlamak i¢in kullanilir (3, 12).

1.2. IYE Epidemiyolojisi

IYE cocukluk cag1 enfeksiyonlar1 i¢inde iist solunum yolu enfeksiyonlarindan sonra
ikinci sirada yer alan bakteriyel enfeksiyondur (12-16). IYE’nin ¢ocuklardaki gercek
insidansmi tahmin etmek giictiir. Okul ¢ocuklarinda yapilmis genis ¢apl idrar inceleme
taramalarinda genellikle asemptomatik bakteriiiri insidansi kizlarda 9%0.7-1.95, erkeklerde
%0.04-0.2 olarak saptanmustir (12). Kunin ve arkadaslar1 kiz ¢cocuklarin yiiksek okuldan
mezuniyet anina kadar %5’inde bakteriiiri gelisecegini belirtmistir (17). Semptomatik iIYE
icin yasam boyu risk kiz cocuklarda 3-5 kat daha fazladir (12). Ilk IYE insidans1 yasamm
ilk bir yilinda en yiiksektir. ilk bir yilda tan1 alan enfeksiyonlarin ¢ogunlugu akut
pyelonefrittir (3). Nedeni bilinmemekle birlikte ilk aylarda erkek cinsiyette daha sik
saptanip, 3—6.aydan sonra kiz cinsiyette siklik artmaktadir (18, 19). Ilk 3 ayda erkek:kiz



oran1 2:1°den 5:1°e degismektedir (20-22). Iki yasin altinda atesli siit cocuklarinda cinsiyet
ayrimi yapilmaksizin genel goriilme siklig1 %3-5 arasinda bildirilmistir (23-25).

Cesitli epidemiyolojik ¢caligmalara gore yasam boyu goriilme sikligi kizlarda %3,3-7,8;
erkeklerde %1,1-1,8 olarak bildirilmistir (26-29).

1.3. Yineleyen IYE

IIk IYE sonras1 hastalarin %30-40’1nda, 6zellikle de vezikoiireteral reflii (VUR) , {iriner
obstriiksiyon, mesane divertikiilii gibi iiriner sistemin anatomik anomalilerinde tekrarlayan
IYE goriilebilir (30, 31). IYE olan yenidoganlarin yaklasik %25’inde yineleme goriiliir.
Genel olarak kiz ¢ocuklarinda yineleme riski erkek c¢ocuklarina gore daha fazladir.
Yineleyen IYE’lerin de 1/3’ii belirtisiz seyir gostermektedir (26, 27, 32). Iseme
disfonksiyonu, mesane instabilitesi, konstipasyon diger risk faktorleridir (12).

1.4. idrar Yolu Enfeksiyonlarinda Sorumlu Etkenler

IYE’lerde tiim yas gruplarinda en sik saptanan etkenler Gram negatif enterik
bakterilerdir. Escherichia coli (E.Coli) ilk idrar yolu enfeksiyonlarmin %80-90’nundan
sorumlu olan etkendir (3). Yineleyen enfeksiyonlarin %70-90'mmda E.coli'nin etken oldugu
bildirilmektedir. Diger sik rastlanan etkenler arasinda Klebsiella, Proteus, Staphyloccus
saprophyticus, Enterobacter spp ve Morganella morganii yer alir (3, 14, 23, 26, 33-39).
Pseudomonas aureginosa, Enterococcus, Staphylococcus ve Grup B streptokoklar da
IYE nin ¢ocuklarda goriilen diger nadir etkenleri arasinda yer alir. Grup B streptokoklar
yenidoganlarda IYE’ nin hemen en sik nedeni iken, staphylococcus saprophyticus tipik
olarak addlesan kizlarda sik goriiliir (36).

Fungal enfeksiyonlara daha nadir rastlanmakla birlikte siklikla Candida tiirleri etkendir.
Hastalarm biiyiik kismin1 uzun siire foley kateter takilan, genis spektrumlu antibiyotik
kullanan, diabetes mellituslu olan ve kortikosteroid kullanan hastalar olusturur (3, 12).

1.5. IYE Patogenezi

Normal sartlar altinda iiretranin distal ucu hari¢ iiriner sistem sterildir. Bakterilerin
iriner sisteme invazyonunda ve yayilimmda iki yol mevcuttur; asendan yol veya
hematojen yol. IYE’lerin %99°u asendan yolla meydana gelir. Hematojen yayilim nadir
goriilmekle birlikte, daha ¢ok sepsis durumunda ve siklikla Staphylococcus aereus ile
olusur (40, 41).

A.Hematojen Yol

[YE'nin insanlarda hematojen yolla iiriner traktusa ve bobrege ulasmasi oldukga

nadirdir. Tiim enfeksiyonlarin %1'inden daha azi1 hematojen yolla yayilim sonucu ortaya



cikmaktadir (12). Etken siklikla Staphylococcus aeureus’tur ve olusan enfeksiyon fokal
renal lezyonlara (pyelonefrit, intraparankimal abse, perinefrik abse) yol agar.

B. Periiiretral Bakteri Florasi ve Asendan Yol

Normal kosullarda tiretra, periiiretral bolge ve vajen girisindeki flora, iropatojen olarak
tanimlanan aerob ve anaerob patojenlerle kolonize olmustur. Bu bélgede ozellikle
iretranin  distal  pargasinda  Laktobasiller,  koagiilaz  (-)  Staphylococcus'lar,
Cornybacteriumlar ve %25 oraninda aerobik bakteriler bulunmaktadir (3, 12, 42). Bu
bakteriler patojenik mikroorganizmalara kars1 normal savunmadan sorumludurlar. IYE
gelisimindeki ilk basamak bu flora dengesinin bozulmasi ve gram (-), 6zellikle E.coli ile
kolonizasyonun gelismesidir. Bu durum antibiyotik kullanimi, beslenme durumu,
hormonal, metabolik 6zellikler, kisisel hijyen aligkanliklar1 sonucu ortaya ¢ikabilmektedir
(43, 44). IYE gelisiminde ikinci basamak kolonize olan iiropatojen bakterilerin transiiretral
gecis ile mesaneye ulagsmasidir. Bakterilerin {iretradan mesane igine ulagsmasini etkileyen
faktorlerin basinda anatomik 6zellikler gelmektedir. Kiz ¢ocuklarda iiretranin kisa ve diiz
olusu ve ayrica aniise olan yakinlig1 kizlarda IYE'nin daha sik goriilmesini agiklayan en
onemli nedenlerden birisidir. Erkeklerde prostatik sekresyonlar giiclii bir antibakteriyel
etkinlik gosterir. Prostatik sekresyon igindeki i1siya dayanikli, ¢inko igeren katyonik
proteinler enfeksiyonun engellenmesinde etkendir (3, 12, 43). Uretra ve mesaneye
uygulanan girisimler bakteri girigini kolaylastirmaktadir.

1.6. Cocuklarda idrar Yolu Enfsiyonuna Yatkinhk

Bazi cocuklar IYE gecirmeye yatkindir ve sik tekrarlama gdsterir. Mikroorganizmalarin
IYE olusturabilmesinde patojene ve konaga ait dzellikler ve hazirlayic1 faktorler etkilidir

1.6.1. Bakteriye Ait Faktorler

1.6.1.1. Bakteriyel Virulans Faktorleri:

1)Bakteri sayis1: Bakteri sayisi arttikca enfeksiyonun meydana gelmesi kolaylasir.

2)Bakteri ozellikleri: Normal kolon florasinda bulunan iiropatojen olmayan E.Coli’ye
kiyasla liropatojen E. Coli baz1 spesifik viriilans 6zelliklerine sahiptir;

a) Bakteriel Adezyon (Adezin): Adezyon ozellikleri IYE gelistirme potansiyelini
belirleyen en onemli ozelliklerdir. Adezyon icin bakteri ylizeyinde bulunan spesifik
reseptorler (adezin veya fimria) ile konak hiicre reseptorleri arasinda spesifik bir etkilesim
olmas1 gerekmektedir. Fimbrialar E.Coli’nin {iiroepitelyal hiicreler iizerindeki spesifik
glikolipid reseptdrlerine baglanmasini saglar. Uropatojen E.Coli’nin 3 dnemli fimbriasi
vardir; Tip 1 fimbria, Tip 2 fimbria (p fimbria) ve Dr hemaglutin. Tip 1 fimbria mannoz-

sensitif hemagliitinasyon gosterir ve mesane epitelyal hiicrelerine baglanir (43). P fimbria
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mannoz-diren¢li hemagliitinasyon gosterir ve akut pyelonefritle iligkilidir. Dr hemaglutinin
ise sistit gelisimi ile iligkilidir (45).

b) Hemolizin ve sitotoksik protein: Eritrositler basta olmak iizere polimorfoniikleer
l16kositler ve renal tiibiiler hiicreler i¢inde toksik olan hemolizin iireten E.Coli tiirleri akut
pyelonefrit gelisimi ile iligkilidir. Benzer sekilde bir sitotoksik protein olan colicin iireten
suglar da artmis virulans gosterir ve pyelonefrite yol acabilir (46-48).

c) Aerobaktin: Uropatojen E.Coli’lerde siklikla bulunan demir baglayan bir proteindir.
Aerobik metabolizmanin devami, ¢ogalma i¢in gereklidir. Akut pyelonefrite neden olan
kokenlerde aerobaktin diizeyi asemptomatik bakteriiiri yapan kokenlerdekilerden daha
yiiksek bulunmustur.

d) Kapsiiler polisakkarit: Tiim bakteriler i¢cin 1iyi bilinen bir viriilans faktoriidiir.
Kompleman aktivitesi ve fagositoza karsi koruyucu etki gosterir.

e) Endotoksin: Gram negatif bakteri hiicre duvarindan kaynaklanir, inflamatuvar yaniti
baslatir, ayrica iiriner peristaltizmi azaltarak enfeksiyonun yayilimini kolaylastirir.

f) Hareketlilik: Hareketli bakteriler idrar akimina ragmen yukar1 dogru ilerleyerek {ist
iiriner sisteme kolayca yerlesebilmektedirler.

g) Ureaz: Proteus gibi baz1 bakterilerin yaptig1 IYE ile {ireaz iiretimi arasinda paralellik
saptanmistir.

h) Serotipler: E.Coli 3 major antijen igerir ve bunlar invazivlikle iliskilidir ve susun
virulansmi belirler; O antijen (hiicre duvar1 dis membranda bulunur), K antijen (kapsiil
antijeni), H antijen veya flajellar antijen. 150’den fazla O antijen ve 50’den fazla K ve H
antijen tanimlanmistir. Bazi1 O antijen serogruplarma (1, 2, 4, 6, 7, 8, 16, 18, 25 ve 75)
sahip E.Coli suslar1 pyelonefrit gelisimi ile iliskilidir (49, 50).

1) Bakteriyel genetikler: E.Coli virulans faktorlerini kodlayan genlerin ¢ogu DNA’nin
patojenisite adalar1 (PAls) olarak bilinen 6zel parcalar1 lizerinde kodlanir (51, 52). Bu
viriilans faktorleri 6zellikle anatomik ya da fonksiyonel bozuklugu olmayan kisilerde
goriilen enfeksiyonlarda 6nemlidir. VUR ya da baska iiriner anomalisi olan hastalarda bu
faktorlere sahip olmayan bakteriler de enfeksiyon etkeni olabilir.

1.6.2. Konaga Ait Faktorler

1.6.2.1. Konak inflamatuvar Yamti

IYE’ nin siddet ve sonucunu belirleyen &nemli bir belirte¢ bobrek ve iiriner sistemde
konak tarafindan bakteriye karsi olusturulan yangisal yanittir (53). Bu yanit patojen
bakterinin liriner sistemden uzaklastirilmasi i¢in gerekli iken diger taraftan bu yanitin fazla

olmasi durumunda renal skar gelisimi s6z konusu olabilmektedir. Uropatojen bakteriler
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iiroepitel hiicrelerine yapistiktan sonra bu hiicreleri uyararak yangisal bir yanit olustururlar
ve sitokin ve kemokin salinimi baslar. IYE’li ¢ocuklarm idrarmda IL-8 ve IL-6
konsantrasyonlar1 artmis olarak bulunmustur (54, 55). P fimbriaya sahip E.Coli ile olan
enfeksiyonlarda idrarda bu mediyatorler artmistir (56). P fimbriali E.Coli, epitel
hiicrelerinden sitokin ve kemokin saliminda TLR 4 ara yolunu kullanir (57). IL-8, bir diger
adiyla CXC kemokin, notrofil ve diger yangisal hiicrelerin enfeksiyon bdlgesine gdciinii
diizenler (58). Bunu yaparken iiroepitel hiicreleri tizerinde bulunan CXR1 ve CXR2 olarak
bilinen iki ayr1 reseptore baglanir. Enfeksiyon durumunda bu reseptorlerin ekspresyonu
artar, daha fazla IL-8 baglanmasina yol agar ve daha fazla notrofil migrasyonu olur.
Notrofiller damar disma ¢ikar, lamina propria ve epitelyal bariyeri gecerek iiriner liimene
gecer ve piyiiriye neden olur (59). Notrofiller bakterileri 6ldiriir ve enfeksiyonun
temizlenmesine yardim eder. Frendeus ve arkadaslari kemokin reseptor ekspresyonunu
arastirmus ve tekrarlayan 1YE’si olan cocuklarin nétrofillerinde hiicre yiizeyi CXCR1
ekspresyonu ve CXCRI1 spesitik mRNA diizeyini diisiik saptamislardir (60).

Bu sonuglar akut pyelonefrit yatkinliginda konak molekiiler faktorlerin onemli rolii
oldugunu diistindiirmiistiir.

1.6.2.2. Uriner Anatomi

Kizlarda iiretranin kisa olmasi nedeniyle asendan yol ile bakterilerin yayilimi1 daha
kolay olup erkeklere oranla IYE’ye daha yatkindirlar. Bu hipotez akla yatkin gdziikse de
herhangi yazili bir kanit yoktur. Dar iiretra ¢ap1 da kizlarda yatkinlik i¢in sebep olarak
bildirilmis olmasma ragmen internal iiretral capin bakteriiirik ve nonbakteriiirik ¢ocuklarda
farkli olmadig1 gosterilmistir (61, 62). Bu nedenle normal {iretra anatomisinin bakterinin
mesaneye iletimindeki rolii net olarak anlasilmamistir (12).

1.6.2.3. Prepisyum ve Siinnet

Bir ¢ok data siinnetli erkeklerde IYE riskinde dramatik azalma gostermistir (63, 64).
Yine hayatin ilk sekiz haftasinda atesli IYE geciren erkek bebeklerin %75’inin siinnetsiz
oldugu gosterilmistir (14). Siinnetsiz ¢ocuklarda IYE sikliginm siinnetli ¢ocuklardan 3-7
kat daha fazla oranda saptandigi bildirilmistir (65-68). Siinnetin IYE sikligmni
azaltmasindaki rolii tam olarak aciklanamasa da prepisyumun enteropatojen bakteriler i¢in
bir konak olabilecegi, bakterilerin non-keratinize prepisyum mukozasina tutunma
yeteneklerinin artmasi olasi hipotezler arasindadir (69-71).

1.6.2.4. iseme Disfonksiyonu

Normal {iriner sistem anatomisi ve Uriner sistemin intakt norojenik kontroliine sahip

cocuklarda anormal iseme paterni iseme disfonksiyonu olarak tanimlanir. IYE ve iseme
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disfonksiyonu arasindaki iliski iy1 bilinmektedir (28, 72-76). Bu hastalarda mesanenin tam
bosaltilmamas1 mesanede iiropatojen bakterilerin akiimiilasyonuna ve proliferasyonuna yol
acar ve IYE’ye yatkimlik olusturur (72, 75).

1.6.2.5. Uriner Obstriiksiyon

IYE’li ¢ocuk popiilasyonunda iiriner obstriiksiyon insidans1 %10 gibi yiiksek oranda
saptanmistir (26). Normal sartlarda virulansi az olan patojenler iiriner obstriiksiyon
durumunda enfeksiyon etkeni olabilirler (21, 23).

1.6.2.6. Vezikoiireteral Reflii

VUR idrarin mesaneden iiretere ve bazen renal pelvise, kalikslere ve toplayici sisteme
geri kagigidir. Primer VUR f{iriner sistemi etkileyen en sik konjenital anomalidir (12). VUR
ve renal skar olusumu arasindaki iliski 1yi bilinmektedir. VUR derecesi arttik¢a renal skar
insidans1 ve siddeti artar. Tekrarlayan IYE gecirenlerde renal skar insidansi daha da artar
(77). VUR’un renal skar olusturmadaki rolii arastirilirken intrarenal reflii patogenezi 6ne
sirtilmiistiir (78). Buna gore renal papillanin tipi intrarenal refliiyii etkiler. Basit
papillalarda toplayici1 kanallar konveks bir ylizeye acilir ve pelvis i¢i basing arttiginda
toplayict kanal agizlar1 kapanir ve reflii engellenir. Bilesik papillalar ise basit papillalarin
birlesiminden olusur, konkav bir sinir ile pelvise acilir, pelvis i¢i yiiksek basing varliginda
idrarmn tiibiillere ge¢mesine izin verir. Bir diger deneysel veriye gore ise steril VUR tek
basma skar olusumunda etkisizdir, bu skarlarin gelisiminde enfeksiyonun 6nemli rolii
vardir (79, 80). Bu goriis primer VUR’da intrarenal refliintin %5-15 olmasi ve antibiyotik
profilaksisi ile IYE’nin engellendigi durumlarda VUR’da renal skar insidansinmn ve
siddetinin azalmasi ile desteklenmektedir (79, 81-83).

1.6.2.7. Kan Grubu

Kan grubu antijenleri eritrosit ve iiroepitel hiicrelerin yiizeylerinde yer alan
karbonhidrat yapisinda molekiillerdir. Bu antijenler fimbriali bakterilerin iiroepiteller
iizerinde yer alan karbonhidrat reseptorlerine baglanmasini etkileyebilir (12). Jantausch ve
arkadaslar1 Lewis (Le)(a-b-) fenotipindeki ¢ocuklarda IYE rolatif riskini 3.2 olarak
bildirmistir (84). Bunun aksine Albarus ve arkadaslar1 kan gruplar1 ve IYE’ye yatkinlik
arasinda bir iliski saptamamuistir (85). Bu konuda daha ileri arastirmalara ihtiya¢ vardir.

1.6.2.8. Bobrek Tas1

Uriner sistemde yer alan taslar obstriiksiyon yaparak enfeksiyona yatkilik saglamasi
yani sira, obstrilksiyon yapmadan, iiriner sistem epitelinde yaptigi irritasyon sonucu
bakterilerin tutunmasmi ve kolonizasyonunu saglayabilirler. Bakterilerin tasin igine

yerlesik olmasi ve antibiyotiklerin tasin i¢ kisimlarmna ulasmasinin zorlugu nedeniyle tas
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varliginda enfeksiyonun eradikasyonu zordur. Taslar enfeksiyonun tekrarlamasina neden
olur (86, 87).

2.VITAMIN D, VITAMIN D RESEPTORU VE VDR GEN POLIMORFiZMLERI

Vitamin D, normal bir kemik gelisimi ve kalsiyum-fosfor homeostazi i¢in gereklidir
Aragtirmalar, vitamin D’nin hormonal sistemlerle yakin iligskisi oldugunu, hiicre
farklilagmasi, cogalmasi ilizerinde 6nemli etkileri oldugunu ortaya koymustur. D vitamini
eksikligi kanser, enfeksiyonlar, otoimmiin hastaliklar, hipertansiyon ve diyabet ile iligkili
bulunmustur. D vitaminin aktif formu olan 1,25(OH), D3 biyolojik yiiksek affiniteli VDR
varligim gerektirir (9). Hiicresel reseptoriine baglanma sonrasi biyolojik etkilerine aracilik
edecek genlerin transkripsiyonlarmi regiile eder.

2.1. Vitamin D Metabolizmasi

Vitamin D diyetle elde edilir veya deride glines 1sinlarinin etkisi ile iiretilir. Metabolik
aktivasyonunda ilk basamak 25.karbonun primer olarak karacigerde hidroksilasyonudur.
Ikinci basamak esas olarak bdbreklerde olan 25-hidroksivitamin D’den 1,25(0OH),Ds
olusumudur (9).

Vitamin D metabolitleri lipofiliktir ve plazmada proteinlere bagli olarak taginir. Bu
tasiyict proteinlerden en Onemlisi vitamin D baglayici proteindir (VDBP) (88). VDBP
multifonksiyonel, yiiksek oranda eksprese edilen, polimorfik bir serum proteinidir (89).
Dolasan vitamin D bilesiklerinin %99°dan fazlas1 proteine baghdir. Aktif vitamin D
bilesiklerinin biyolojik aktivitesi serbest hormon konsantrasyonu ile iliskilidir (90-92).

Steroid bir hormon olan 1,25(0OH),D; reseptorii VDR ’ye baglanur.

2.2. VDR

1,25(0OH),D5’lin ¢ogu biyolojik aktivitesi yiiksek afiniteli reseptor olan VDR varligini
gerektirir (9). Hiicre siklusu, apoptoz ve farklilasmay1 igeren pek ¢cok kompleks genlerin
transkripsiyonunu bu ligand reseptor kompleksi regiile etmektedir (10). VDR niikleer bir
reseptordiir. VDR gen lokusu insanlarda 12q13.1 bdlgesinde bulunur, 11 eksonu kapsar ve
>100 kb uzunlugundadir (sekil 1) (10). VDR, steroid-tiroid-retinoid asit reseptor iist
ailesine ait 50-60 kDa’lik bir seliiler polipeptittir ve retinoid X reseptorii (RXR) ile
heterodimerik bir kompleks olusturur. Vitamin D; aracili etkiler, ligand-VDR-RXR
kompleksinin, vitamin D iligkili genlerin promoter bolgelerinde bulunan, vitamin D’ye
yanit veren elemanlar (vitamin D responsive elements=VDRE) olarak adlandirilan
bolgelere baglanmasi ile ortaya c¢ikar (93). VDR hedef hiicrelerdeki niikleer DNA ile
iligkilidir ve bir dizi biyolojik cevaba veya selektif gen transkripsiyonunu baskilamaya

aracilik eden spesifik RNA kodlayici proteinlerin sentezini baglatir (9).
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VDR lokusunun genom organizasyonu ile yapilan analizde, VDR geninin kendisinin
oldukca biiylik olup (100 kb den fazla), bir¢ok dokuya spesifik transkripsiyon yapma
yetenegi olan genis promotor bolgesinin oldugu ve tip 2 kollajen alfa 1 (COL2A1) geninin
hemen altinda bulundugu gosterilmistir (sekil 1), (94, 95).

<+—— TELOMER SENTROMER =——>
PAC 228P16 PAC 1057120
“ » e >
0 30 60 90 120 150 Kbp
S ) O i
PFK VATPazSENP1 COL2A1 VDR HDAC7
—1 O I 1 1 1 [ | [ 1 [ |
ﬁ

Sekil 1. Kromozom 12q13.1 iizerindeki VDR-COL2A1 lokusunun genomik yapisi ve

228P16 ve 1057120 PAC klonlarmin pozisyonunun detayl fiziksel haritasi.

Ok, VDR geninin transkripsiyon yoniinii gostermektedir. PFK:fosfofruktokinaz; VATPaz: Vakiiolar ATPaz;
SENP1= sentrin/SUMO’ya 6zgii proteaz; HDAC7=histon deasetilaz 7

2.3. VDR Gen Polimorfizmleri
2.3.1. Gen Polimorfizmi
Gen polimorfizmi, aym1 genin DNA dizisindeki degisikliklerdir. Bir veya daha fazla
bazin diziye katilmasi (insersiyon), diziden baz eksilmesi (delesyon) veya bir bazin digeri
ile yer degistirmesi (substitiisyon) sonucu meydana gelebilir. Polimorfizm bir genin
populasyonda %1 veya daha fazla siklikla rastlanan ¢esidinin (alellerinin) bulunmasini
tanimlamak i¢in kullanilir. Bundan daha az rastlanan aleller mutasyon olarak adlandirilir
ve polimorfizmlere gore ¢ok daha nadirdir.
Polimorfizmler iki ana grupta incelenmektedir:
1. Tek niikleotid polimorfizmi/ TNP (Single niicleotid polymorphism: SNP)
2. Degisen sayida DNA dizilerinin tekrar1 (Variable number tandem repeat:
VNTR)
a-Tek Niikleotid Polimorfizmi (TNP) = SNP
TNP’ler tek bir niikleotidin degismesi ile meydana gelen ve insan genomunda en ¢ok

goriilen polimorfizmlerdir. TNP’ler genomda yaklasik her 1000 bazda bir tane olacak
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siklikla bulunurlar. TNP’ler, molekiiliin ekspresyon seviyesini veya protein yapisinda
meydana getirebilecegi degisiklikler yoluyla da fonksiyonunu etkileyebilirler (96).

b-Mikrosatellitler

VNTR’nin en sik incelenen bir alt tipi “kisa tekrar edilen dizi= mikrosatellit” tir.
Mikrosatellitler genomda tekli, ikili, ticlii, dortlii tekrarlanan ardisik kisa DNA dizileridir
(TGTG... TG, CAACAA...CAA, AAATAAAT...AAAT gibi). Mikrosatellitler
popiilasyonlarda bireyden bireye farkli sayida niikleotid tekrarlari gosterirler ve genom
icerisinde rastgele dagilmiglardir (97).

2.3.2. Polimorfizmlerinin Onemi

Bir polimorfizmin etkisi, o polimorfizmin yerlesimine baghdir. Genin kodlanan
bolgesinde meydana gelen farkliliklar protein dizisini etkileyebileceginden protein yapist
ve fonksiyonu degisebilir. Ayrica proteinin kodlayan bdlgenin disinda, genin sonundaki
diizenleyici bolgede veya intronik dizilerde de pek ¢ok niikleotid degisiklikleri goriilebilir.
Genin promoter bdlgesinde transkripsiyon faktdrlerinin baglanmasi i¢in uygun DNA
motifleri vardir. Bu bdlgede meydana gelen polimorfizmler transkripsiyon faktorlerinin
baglanmalarin1 veya baglanma etkinliklerini degistirebilir. Boylece genin transkripsiyon
aktivitesi artabilir veya azalabilir. mRNA kopyasmin kaliciligimi ve dayanikliligini ise
3’UTR bolgesi etkiler. Bu bodlgedeki polimorfizmler, mRNA kaliciligint diizenleyen
proteinlerin mRNA’ya baglanmasini ve sentez edilen protein miktarmin degigsmesine sebep
olabilir.

2.3.3. VDR Polimorfizmleri

Insan popiilasyonunda dogal olarak birgok VDR gen polimorfizmi olusmaktadir, rklar
ve etnik gruplar arasinda onemli farklar bulunur (10, 98, 99). Bunlarin ekspresyonlar1
azalmig kemik yogunlugu, hiperparatiroidiye yatkinlik, hiperkalsiiiri, vitamin D tedavisine
direng, enfeksiyonlara, otoimmiin hataliklara, kansere yatkmnlik ile iligkilidir (11, 100-104).
Ekzonik bolgede bulunan ve proteindeki aminoasit dizilimini degistirmeyen
polimorfizmler sinonim polimorfizmler olarak adlandirilir. Bu polimorizmler enzim kesim
bolgesini degistirebilir ve bu durumda restriksiyon fragmentinin uzunluk polimorfizmi
(Restriction Fragment Length Polymorphism=RFLP) adin1 alirlar. VDR geni i¢inde farkl
restriksiyon enzimleri ile birka¢ RFLP saptanmistir. En sik ¢alisilanlar ekson 8 ve ekson
9’u ayrran intronda yer alan Bsml, Apal ve Taq!l’dir (9). Bir diger 6nemli polimorfizm olan
Fokl (baslangic kodon) polimorfizmi 3 aminoasit daha uzun bir VDR proteini ile
sonuglanir (Sekil 2), (105). Intronik dizideki degisimlerin protein ekspresyonunu

etkileyebilecegi distliniilmektedir (106). VDR geninin “translasyon baslangi¢c”
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bolgesinde yer alan Fokl polimorfizmi ise VDR proteininin fonksiyonunu olas1

degistirebilen bir yapisal degisiklikle sonuglanir.

p 100 kb R
_ KODLAMA _ _
| 5 PROMOTOR | EXONLARI 3’ REGULATOR
1
I l
f ead b Ce 3 456 7893 UIR
sl HHH .
T A A
Cdx2 FoklI*
G/A CrT UTR
CIT il polimorfizmleri

[ ] l I

RFLP: Bsml Tru9l EcoRV Apal Tagl*
bp: AIG GIA G/A GIT T/C

Sekil 2. VDR geninin exon-intron yapis1 ve bilinen polimorfizmlerin pozisyonu.
* Bu polimorfizmlerin kodlama dizisinde oldugunu belirtmektedir.

2.3.3.1. Fokl Polimorfizmi

Genin 2. ekzonunda bulunur. Baz degisikligi baslangic kodonu (ATG) i¢indedir ve
T->C degisikligi vardir. Caligmalar diger VDR polimorfizmleri ile baglanti1 dengesizligi
(linkage disequibrium=LD) gostermedigini ortaya koymaktadir. Fonksiyonel bir
mutasyondur (107). Bu polimorfizmin F aleli 424, f aleli 427 aminoasit uzunlugunda
protein kodlar. Kisa, 424 aminoasitlik proteinin transkripsiyonel aktivite agisinda daha
aktif oldugu ileri siiriilmektedir (107).

2.3.3.2 3’ UTR Polimorfizmleri (Bsml, Apal, Taql)

Bsml, Apal, Taql polimorfizmleri genin 3 UTR bdlgesinde 8. intronda ve 9. ekzonda
bulunurlar. Yapilan caligmalar bu polimorfizmlerin LD gosterdiklerini ortaya koymaktadir
(108). Fonksiyonel olmayan polimorfizmlerdir (10). Bu bdlgede bulunan polyA
polimorfizmi ile Bsm polimorfizminin de LD gosterdikleri belirtilmektedir. Bu
polimorfizmlerden Bsml icin BB ve Tagl tt genotiplerini tasiyanlarda barsaktan Ca
absorbsiyonunun daha az oldugu saptanmistir (109). Bu bolgedeki polimorfizmler

tiiberkiiloza yatkinlik gibi g¢esitli enfeksiyon hastaliklarinda, tip I diyabetes mellitusda,
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osteoporozda, riketsde arastirilmig ve bazi risk genotipleri ve haplotipleri ortaya konmustur

(110-112)
3. D VITAMINI - IMMUN SISTEM - iYE ILISKISi

VDR T lenfositler, notrofiller, antijen sunan hiicreler (makrofaj, dendritik hiicreler, vb.)
gibi immun sistemin ¢ogu hiicresinde bulunur (113). Vitamin D’nin enfeksiyon, otoimmiin
hastalik, transplantasyon toleransmi kontrol etmedeki etkinligi, 1,25(OH),Dj;’iin monosit-
makrofaj, antijen sunan hiicreler, dendritik hiicreler ve lenfositler iizerindeki
diferansiasyon etkilerine baglanabilir (9). Vitamin D3’ iin immun hiicre fonksiyonlarini
etkiledigi in vitro ortamlarda da gosterilmistir (114).

1,25(OH),Ds-VDR fonksiyonu ile enfeksiyona karst dogal ve kazanilmis bagisiklik
arasinda nedensel bir iliski vardir; vitamin D-eksikligine bagh riketsde gegmiste mekanik
etkilere baglanmis ancak su an vitamin D eksikligine bagli oldugu anlasilmis rekiirren
enfeksiyonlar siktir (118) ve kronik bobrek yetmezligine bagl 1,25(OH),Ds eksikligine
siklikla bozulmus immiin defans eslik eder (119). VDR fonksiyonunda bazi VDR alelleriye
sonu¢lanan hafif degisiklikler mikobakteriyel ve viral enfeksiyonlara direnci veya
yatkinlig: etkiler (9).

1,25(OH),D; antijen sunan hiicrelerin en potenti olan dendritik hiicrelerin
maturasyonunu inhibe eder ve T Ilenfositler iizerine direk etki ederek T hiicre
proliferasyonunu engeller (93). VDR’lerin, T lenfositlerde yiiksek konsantrasyonda mevcut
oldugu gosterilmis, aktive T lenfositlerinin 6nemli miktarda VDR igerdigi saptanmistir
(113, 117). Antijen ile uyarilmis insan ve miirin T lenfositlerinin proliferasyonlar1 ve
sitokin sekresyonlari, invitro 1,25(OH),Ds’lin eklenmesiyle inhibe edilir (93). Bu da
1,25(0OH),Dslin T hiicre aracili immiin yanitlar iizerinde modiilator etkileri oldugunu
gostermektedir.

B lenfositlerinde, VDR sergilenmesi tam olarak gosterilemedigi i¢in, B hiicre
fonksiyonlar1 tizerinde etkisi olmadig1 diistiniilmektedir (118).

Vitamin Ds; miyeloid serinin diferansiasyonunda rol oynar. Bir¢ok yayin immatiir
monositlerin olgun makrofajlara doniismesini Vitamin Dj;’iin sagladigim gostermektedir
(119). Bu hormon; fagositoz, bakteri dldiirme ve kemotaksis gibi makrofaj aktivitilerini de
artirir (114) ve monosit benzeri diger hiicrelerden TGF- iiretimini artirmaktadir. TGF-3
immiin hiicrelerde hiicre tipine, ¢evreye, diferansiasyon ve aktivasyon durumuna goére

inhibitdr ve stimiilator olabilir (120). Vitamin D3, siklin bagimli kinaz inhibitorii olan p
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21’in gen transkripsiyonunu indiikler ve boylece monositlerden direk olgun makrofajlara
diferansiasyonu saglar (121). 1,25(OH),Ds ayrica antibakteriyel, antitiimoral ve antiviral
etkilerinde kritik rol oynayan bir transkripsiyon faktorii olan C/EBPP (CCAAT/enhancer-
binding protein-beta)’y1r indiikler. C/EBPB’nin indiiksiyonu, monositlerin makrofajlara
farklilasmasinda, bakteriyel enfeksiyonlara karsi korunmada ve tiimor gelisiminin
engellenmesinde rol oynar (122).

1,25(0OH),Ds, hiicre i¢i patojenlere karsi antimikrobiyal aktivitede onemli rol oynayan
TLR’lerin koreseptorii olarak gorev goren CD14’ilin ekspresyonunu da indiikler (123).
Ekstrarenal 1 a-hidroksilaz (CYP27B1) aktive makrofajlar ve dendritik hiicrelerce ekprese
edilir ve primer olarak immiin yanitlarla 6zellikle de gama interferon ve TLR paternini
tantyici reseptOr agonistlerince diizenlenir. Bu durum immiin sistemi dolasan 25-hidroksi
vitamin D diizeylerine cevapli hale donistiiriir (124). Liu ve arkadaslar1 mikro-dizi
calismalarinda  bakteriyel  lipopeptidlerle  uyarilan insan  makrofaj TLRI1/2
heterodimerlerinin hem CYP21B hem VDR ekspresyonunu indiikledigini gostermistir
(Sekil 3). Bu calisma immiin cevabin dolasimdaki 25-hidroksi-vitamin D diizeylerine
bagimli oldugunu acikca gostermistir (125). Benzer sekilde TLR4/CDI14 reseptor
kompleksinin lipopolisakkaritlerce uyarilmasi da CYP27B1 ekspresyonunu indiikler (124).
CD14, TLR-4 ile birlikte, makrofajlarca, bakteriyel LPS’ye yonelik immiin yanitin
indiiklenmesinde 6nemli rol oynamaktadir (125). TLR’nin LPS ile uyarilmasi, katelisidin
antimikrobiyal peptid (cathelicidin antimicrobial peptid=CAMP) ve defensin B2 gibi
antimikrobiyal peptidlerin (AMP) ekspresyonunu uyarir (126). AMP’ler bakteriyel, fungal
ve viral ataga kars1 dogal bagisikligin dnciileridir ve direk olarak patojen membranlarinin
biitiinliiglinii bozarak etki ederler (124). Enfeksiyonlara karsi primer savunmada rol
oynayan, CAMP ve defensin B2 genlerinin promoter bdlgeleri, VDRE bdlgeleri
icermektedir (127). TLR ailesinin gorevi Okaryotlarda olmayan patojenlerin iizerindeki
molekiiler yapilar: tammmaktir. Patojenlerin iizerindeki bu molekiiler yapilara patojen iligkili
molekiiler paternler (PAMPs=pathogen associated molecular patterns) denir. TLR’nin
PAMPs’lar1 tanimasi, kemokin ve sitokinleri indiikleyerek hem dogal hem kazanilmis
bagisikligi tetiklenmesine yol acar (128). Bu veriler insan makrofajlarinda TLR aracili
antimikrobiyal yolaklarin aktivasyonunun VDR ve 1,25(OH),D; aracili oldugunu agikca

vurgulamaktadir.

1,25(0OH),Ds, LPS ile birlikte veya tek basina, notrofillerde de CAMP sergilenmesini
indiiklemektedir (117). CAMP, antibiyotige direncli patojenlere kars1 savunmada temel rol
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oynamaktadir ve hayvan modellerinde de sepsise karsi direnci arttirdigi gosterilmistir
(129).

Katelisidin idrarda diisiik seviyelerde bulunur ancak IYE’li ¢ocuklarin idrarinda
katelisidin konsantrasyonlar1 yiiksektir. Enfeksiyonsuz dokuda tiibiiler epitel tarafindan
siirekli olarak sentezlenir ve depolanmadan tiibiiler limene salinir. Katelisidin-yoksun
(genetik olarak knock-out) hayvanlarda normallere gore daha yiiksek oranda asendan
enfeksiyon goriilir (130). AMP ekspresyonunun 1,25(OH),D; ile indiiklenmesi ve
1,25(OH),Ds ile TLR sinyali arasindaki iligki vitamin D doygun durumun bir¢ok bakteriyel
ve viral patojene karsi genis koruma saglayacagi konusunda potansiyel molekiiler temeli
olusturmaktadir (124).

VDR geni birgok hastalik i¢cin aday lokustur. Vitamin D sentezleme yetenegindeki
varyasyonlar, VDR gen polimorfizmleri enfeksiyonlara yatkinlikta etkili faktor olabilir. Bu
arastrmada VDR gen polimorfizmlerinin IYE gecirip gegirmeme, IYE klinigi (alt IYE-
pyelonefrit) ve renal skar olusumunda roliiniin arastirilmasi amaglanmistir. Bu c¢alisma

konusu tip literatiiriinde bu konudaki ilk arastirma olmasi agisindan 6nem tagimaktadir.

Sekil 3. TLR ve vitamin D sinyal arasindaki etkilesimin sematize reprezentasyonu.
Mavi oklar monosit/makrofajlarda olamayan, keratinositlerde akti olan yolaklar1

belirtmekte.
27B1=CYP27B1; lipopep=triasil lipopeptid
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III. GEREC VE YONTEM

Calisma Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi etik kurul komitesinden izin almarak
Cocuk Nefrolojisi polikliniginde 2008-2010 yillar1 arasinda yapildi. Idrar yolu enfeksiyonu
tanist alan 92 c¢ocuk ve kontrol grubu olarak da daha 6nce idrar yolu enfeksiyonu gegirme
Oykiisii ve ciddi sistemik hastalifi olmayan 105 c¢ocuk calismaya alindi. Olgularin
ebeveynlerine calisma hakkinda yazili bilgi veren “Bilgilendirme formlar1’ verildi ve
yazili izinlerinin oldugu “Onam formlar1” okutularak imzalatildi. Her hastaya ¢alismaya
baslarken arastirma formlar1 doldurulup, hastanin adi-soyadi, cinsiyeti, adres ve telefon
numaralar1 gibi kimlik bilgileri kaydedildi.

Dislama Kriterleri

Norojenik mesane, renal anomaliler (VUR, hidroureter, vb.), mesane ve iiretra
anomalileri, santral sinir sistemi malformasyonlar1 (myelosel, meningomyelosel, tethered
kord, vb.) olan hastalar ¢calisma dis1 birakilda.

Cahsma Grubu

Pyelonefrit tanis1 ates yiiksekligi ve/veya kostovertebral ac1 hassasiyeti varligi, yasa gore
uygun yontemlerle alinmis idrar kiiltliriinde anlamli bakteriiiri (orta akim idrar 6rneginde
tek bir bakteri tiiriinden >10° CFU/ml iireme veya bebeklerde kateterle alimmis orneklerde
50,000 CFU/ml iireme) saptanmasi ve enfeksiyon bulgularini takiben ilk hafta icinde
cekilen DMSA sintigrafisinde hipoaktivite gosterilmesi ile konuldu. Sistit tanis1 diziiri, sik
idrar yapma, sikisma, suprapubik agri gibi lokalize edici semptomlar1 olan ¢ocuklarda
anlamli bakteriliri varligi ile konuldu. Pyelonefrit grubundaki hastalara antibakteriyel
profilaksi bagland1 ve 6 ay sonra kontrol DMSA sintigrafileri ¢ekildi. Kontrol DMSA’da
ayn1 bolgede hipoaktif alan sebat eden hastalar skar pozitif pyelonefrit (SPP) grubunu,
hipoaktif alan diizelen hastalar ise skar negatif pyelonefrit (SNP) grubunu olusturdu (Sekil
4). Kontrol grubu olarak da daha once idrar yolu enfeksiyonu ge¢irme Oykiisii ve sistemik

hastalig1 olmayan 105 ¢ocuk ¢alismaya alindi.
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Calisma grubu

Kontrol

[ iYE ] (
. J L
I 1
[ Pyelonefrit ] [ Sistit ]
( Skar (+) SPP ]
f Skar (-) SNP ]

Sekil 4. Caligma grubunun belirlenmesi

Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Hastalardan EDTA’l1 tiipe 2 cc kan alindi. Kontrol grubundan da baska tetkikler i¢in

kan alinirken 2 cc EDTA’l tiipe kan ayrildi. Kanlar -80°C’de saklandi, tiim 6rneklerin

toplanmasi sonrasi kanlar VDR gen polimorfizmleri ¢aligilmak tizere uygun kosullarda Ege

Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dalina nakledildi. Ekspresyon ¢alismasi

icin 24 ¢ocugun idrar drnekleri taze idrar olarak hemen alindi, Celal Bayar Universitesi

Biyokimya laboratuvarinda cDNA elde edilerek VDR gen ekspresyonlar1 ¢alisilmak {izere

uygun kosullarda Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dalina

nakledildi. Caligmaya alinan ¢ocuklarin EDTA’11 tiipe alman periferik kan lenfositlerinden

DNA izole edildi. VDR gen polimorfizmlerinden Apal, Bsml, Taql ve Fokl sistit,

pyelonefrit (skar negatif ve skar pozitif) ve kontrol grubu olgularinda calisild.

Polimorfizmler Ege Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dalinda ¢alisildi.
Kandan DNA izolasyonu

Gerekli Alet ve Kimyasallar Listesi

Invisorb spin blood kit (INVITEK)
Filtreli tiipler

Receiver tiipleri

Eppendorf tiipler

Proteinaz K

Lysis buffer A

Binding buffer B6
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Wash buffer I

Wash buffer II

Elution buffer D

Etanol(%95-99)

Otomatik pipetler (1-10 pl ve 10-100 pl, Epphendorf)

Steril sar1 ve beyaz pipet uglar1 (Brand)

1.5 mI’lik Eppendorf tiipleri (Axygen)

Eppendorf tiip tasiyicilari
Vorteks (Heidolph Reaks Top)
Santrifiij (Sigma 1-15)

Su banyosu (Niive BM 302)

Steril eldiven

DNA izolasyonlar1 Invitek Blood DNA Isolation Kit yardimiyla belirtilen protokole

uygun olarak toplanan EDTA’l1 kanlardan gergeklestirildi,

1.
2.
3.
4.

200 pl kan EDTA’ tiiplerden 1,5’luk ependorf tiiplerinin i¢ine aktarilir.
Uzerine 200 pul Lysis Buffer eklenir.
20 pl proteinaz K konulur ve 10-15 saniye vortekslenir.

Tipler 10 dk 56°C’de 350- 400 rpm’de sallanma durumunda inkiibasyona

birakilir. (Bu arada her hasta i¢in 200 pl olacak sekilde elution buffer ependorf tiiplere

konulup 56°C’ye birakilir; elution buffer’in 1lik olmasi gerekmektedir).

3.
6.
7.

Inkiibasyondan sonra her birine 400ul binding buffer eklenir.
Her biri 10 saniye vortexlenir.

Karigmis olan kanlar sar1 2’lik filtreli tiiplere aktarilir (~830 ul), 1 dk oda

sicakliginda inkiibe edilir.

eklenir.
1.
12.
13.
14.
15.

8.
9.

10.

12000 rpm’de 2 dk santrifiij edilir
Filtreler diger 2’lik sar1 tiiplere aktarilir.

Yeni filtreleri aktardigimiz sari tiiplerin her birine 500 ul Wash buffer 1

12000 rpm’de 1 dk santrifiij edilir.

Filtrenin altindaki kan dokiiliir, filtreler ayni tiiplere tekrardan konur.
800ul Wash buffer 2 ayni ependorflara eklenir.

12000 rpm’de 1 dk santrifiij edilir.

Filtrenin altindaki kan dokiiliir, filtreler ayni tiiplere tekrardan konur.
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16.
17.
18.
19.
20.
21.

13500 rpm’de 4 dk santrifiij edilir.

Filtreler beyaz 1,5’luk ependorflara aktarilir.
200 pl elution bufter her bir filtreli tiibe konur.
10000 rpm’de 1 dk santrifiij edilir.

Filtreler atilir.

Elde edilen DNA’lar kendilerine ait DNA saklama kutularmma konulur ve

-20° C’ de saklanir.
DNA Amplifikasyonu

Gerekli Alet ve Kimyasallar Listesi
Termal Cycler (GeneAmp PCR System 9700)
Mikropipetler (1-10 pl ve 10-100 pl)

Steril sar1 ve beyaz pipet ucu (Brand)

0.5-1.5 mI’lik Ependorf tiipleri (Axygen)
0,2 ul lik PCR tiipleri (Axygen)

Otoklav (Hirayama)

Ependorf tastyicilari
Buz kalib1

Steril eldiven

Deiyonize su

DNA Taq polimeraz ve tampon (MBI- Fermentase)

100 mM Tris HCL (pH: 8.8-25° de)
500 mM KCL
%0.8 Nonidet P40

dNTP karisimi (MBI- Fermentase)

20 mM dATP
20 mM dGTP
20 mM dCTP
20 mM dTTP

Primerler:

Fokl polimortfizmi icin kullanilan primer dizisi) (Thermo Electron Corporation)

Forward: 5'-CCCTGGCACTGACTCTGCTC-3',
Reverse: 5'-GGAAACACCTTGCTTCTTCTCC-3'.
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*Primer dizilerinden 100 pMol olacak sekilde stok hazirlanir. PCR islemi sirasinda 5 pMol’de hazirlanan

dilusyondan 1pl. kullanilir.
Tagql polimorfizmi i¢in kullanilan primer dizisi) (Thermo Electron Corporation)
Forward: 5'-CCTGTGCCTTCTTCTCTATCC-3'
Reverse: 5-TCATGCTGCACTCAGGCT-3'

*Primer dizilerinden 100 pMol olacak sekilde stok hazirlanir. PCR iglemi sirasinda 5 pMol’de hazirlanan

dilusyondan 1pl. kullanilir.

Bsml polimorfizmi i¢in kullanilan primer dizisi) (Thermo Electron Corporation)
Forward: 5~ AGTGTGCAGGCGATTCGTAG-3',
Reverse: 5-ATAGGCAGAACCATCTCTCAG-3'".

*Primer dizilerinden 100 pMol olacak sekilde stok hazirlanir. PCR iglemi sirasinda 5 pMol’de hazirlanan

dilusyondan 1pl. kullanilir.

Apal polimorfizmi i¢in kullanilan primer dizisi) (Thermo Electron Corporation)
Forward: 5~ AGCATGGACAGGGAGCAA-3'
Reverse: 5-GGATAGAGAAGAAGGCACAGG-3'

*Primer dizilerinden 100 pMol olacak sekilde stok hazirlanir. PCR iglemi sirasinda 5 pMol’de hazirlanan
dilusyondan 1pl. kullanilir.

Reaksiyon Karisim

Her bir 6rnek i¢cin hazirlanan total PCR reaksiyon karistmi 25 mikrolitredir(pl) 'dir. H>O,
10X buffer, MgCl, (25mM), dNTP (4x25 p mol), primerler ve Taq polimerazdan olusan

karigim her bir reaksiyon tiiptine dagitild1 ve en son DNA 6rnekleri eklendi.

Fokl polimorfizmi icin;

H,0O - 16.5 pl
Buffer — 2.5 ul
MgCI2 — 1.5'ul
dNTP - 1wl

Primer F — 1,5ul
R — 1,5 pl

Taq polimeraz — 0.3 ul

DNA —  100ng
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Taql polimorfizmi icin;

H,O

Buffer

MgCI2

dNTP

Primer F —
R —

Taq polimeraz

DNA

— 13.75 ul
— 2.5ul
— 2'ul

— 1l
1,25ul

1,25 ul

— 0.3 ul
— 100 ng

Bsml polimorfizmi icin:

H,O

Buffer

MgCI2

dNTP

Primer R —
F —

Taq polimeraz

DNA

— 11.75 wl
— 2.5ul
— 1.875'ul
— 1l
1,25ul

1,25 ul

— 0.3 ul
— 100 ng

Apal polimorfizmi icin;:

H,O

Buffer

MgCI2

dNTP

Primer R —
F —

Taq polimeraz

DNA

— 14.75 ul
— 2.5ul
— 1.5 ul
— Iul
1,25ul

1,25 ul

— 0.3 ul
— 100 ng

* lgili bolgeler PCR aletinde cogaltildi (Sekil 5).
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Sekil 5. PCR aleti (Gene Amp PCR System 9700).

izlenen PCR Program
FokI polimorfizmi igin;
Denatiirasyon 94 °c 5 dakika 1 dongii
Denatiirasyon 94 °¢ 30 saniye
Baglanma 56 "¢ 30 saniye 35 dongi
Uzama 72 ¢ 45 saniye
Final Uzama 72 ° ¢ 5 dakika 1 dongii
Amplifikasyon iiriinleri PCR programu bittikten sonra +4 °C’ de saklandu.

Tagql polimorfizmi icin;

Denatiirasyon 94 °c 2 dakika 1 déngii

Denatiirasyon 94 °¢ 45 saniye

Baglanma 56 "¢ 45 saniye 25 dongi
Uzama 72 ¢ 45 saniye

Final Uzama 72 ° ¢ 10 dakika 1 dongii

Amplifikasyon iiriinleri PCR programu bittikten sonra +4 °C’ de saklandu.
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Bsml polimorfizmi icin;

Denatiirasyon 94 °c 2 dakika 1 déngii

Denatiirasyon 94 ¢ 45 saniye

Baglanma 56 "¢ 45 saniye 30 dongii

Uzama 72 ¢ 45 saniye

Final Uzama 72 ° ¢ 10 dakika 1 dongii

Amplifikasyon tiriinleri PCR programu bittikten sonra +4 ° ¢’ de saklandi.
Apal polimorfizmi icin;

Denatiirasyon 94 ° C 2 dakika 1 déngii

Denatiirasyon 94 °C 30 saniye

Baglanma 57°C 30 saniye 30 dongii

Uzama 72 °C 30 saniye

Final Uzama 72 ° C 10 dakika 1 dongii

Amplifikasyon tiriinleri PCR programu bittikten sonra +4 ° ¢’ de saklandi.

Agaroz Jel Elektroforezi

Gerekli Alet ve Kimyasallar Listesi

Yatay elektroforez

Giic kaynagi

Mikrodalga firm

Erlen mayer

Meziirler (50 ml, 100 ml, 500 ml)

Pipetler (2 ml, 1.5 ml, 10 ml)

Pens ve cesitli boyutta cam siseler

Agaroz (Sigma, A5093 Lot SIK01131)
Etidyum bromiir (Sigma)

Orange G (Biological Industries Lot 204804)
DNA markir (Fermentas, O’Range Ruler 100bp DNA Ladder)
Deiyonize su

Goriintiileme cihazi

Hassas tart1

pH metre
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Ortam Tamponlarinin Hazirlanmasi

10x TBE Cozeltisinin Hazirlanmasi (500ml.)

Trizma-Base 54.5gram tartildi (Merck Lot No: K30010187-220) ve 27.8gram Borik
Asit tartildi (Sigma Lot No: 20K0161). EDTA 0.5M.'ik (Sigma lot No. 91K0133)
¢ozeltisinden 20ml. alind1 ve 500ml.'ye tamamlandi. Cozelti +4°C’de saklandi.

10x TBE'den 0,5x TBE Cozeltisinin Hazirlanmasi (1000 ml)

Su 950ml ve 50ml 10x TBE karistirilmak suretiyle hazirlandi. Cozelti +4°C’de saklandi.

Yiikleme Tamponlan

Agaroz jel elektroforezi igin

0,1 gr Orange G
45 ml 1XTBE
55 ml Gliserol * +4 derecede saklanr.

Agaroz Jel Elektroforezi

PCR diiriinleri amplifikasyonun kontrolii %3'lik agaroz jelde yapildi. 100 ml'lik erlen
icerisine 3 gr agaroz ve 100 ml 0,5XTBE kondu ve karigim berraklagincaya kadar
mikrodalga firinda eritildi. Berraklastiktan sonra 15 pl etidyum bromiir eklenip karistirildi
ve hazirlanan tabaga dokiildii. Jel donduktan sonra tizerine 0,5XTBE tampon ilave edilip
tarak ¢ikarildi ve 0,5XTBE tamponu bulunan elektroforez tankina yerlestirildi. Bir parca
parafilm tizerinde 4 pl yiikkleme tamponu ve 6 pl PCR irini karigtirilip jeldeki
kuyucuklara yiiklendi. 100 voltta 3 cm yiriitiildiikkten sonra jel goriintiilleme sisteminde
(VilberLourmat, Marne La Valle’e, France) incelendi ( Sambrook et al, 1989;
Westermeier, 1997)

Cogaltilan bolgelere iliskin PCR goriintiileri Sekil 6, 7, 8, 9’da verilmistir.

Sekil 6. VDR geni Fokl polimorfizmi i¢in PCR goriintiisii
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Sekil 7. VDR geni Apal polimorfizmi i¢in PCR goriintiisii

Sekil 8. VDR geni Bsm! polimorfizmi i¢in PCR goriintiisii

Sekil 9. VDR geni Taq! polimorfizmi i¢in PCR goriintiisii

DNA’nin Enzimatik Kesim Islemi

Gerekli Alet ve Kimyasallar Listesi

e Etiv

e Mval2691 (Bsml) enzimi ve 10x buffer R (Fermentas ER0962)

e Apal enzimi 5000 u (10 u/ul) ve 10x buffer tango (Fermentas ER1415)

e Tagl enzimi 3000 u (10 u/pl) velOx buffer Taq!l (Fermentas ER0671)

e BseGI (Fokl) 2500 u (10 u/pl) ve 10x buffer Tango ( Fermentas ER0871)

e Distile su

PCR firiinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinden amplifikasyonun olusum kontroli
yapildiktan sonra enzimatik kesim islemi yapildi. VDR geni Bsml polimorfizmi i¢in
cogaltilan bolge PCR iiriinii 191 baz ¢ifti(bg)’dir. Mval1269I enzimi ile PCR firtiinii spesifik
bolgeden kesildiginde 115 bg ve 76 b¢ uzunlugunda PCR iiriinii elde edilir. VDR geni
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Apal polimorfizmi i¢in ¢ogaltilan bolge PCR {iriinii 236 b¢’dir. Apal enzimi ile PCR iiriini
spesifik bolgeden kesildiginde 173 bg ve 63 b¢ uzunlugunda PCR iiriinii elde edilir. VDR
geni Tagql polimorfizmi i¢in ¢cogaltilan bdlge PCR iiriinii 246 bg’dir. Tagl enzimi ile PCR
iirtinii spesifik bolgeden kesildiginde 181 bg¢ ve 65 b¢ uzunlugunda PCR {iriinii elde edilir.
VDR geni Fokl polimorfizmi i¢in ¢ogaltilan bolge PCR iiriinii 265 b¢’dir. BseGI enzimi
ile PCR iiriinii spesifik bolgeden kesildiginde 196 b¢ ve 69 b¢ uzunlugunda PCR iiriinii
elde edilir.
Kesim Kosullar:

Bsml enzim kesimi:

PCR irtinii 10 pl

Buffer 2 ul 37°C de 3,5 saat
Enzim 1 ul inkiibasyon
H,O 3 ],ll

Apal enzim kesimi:

PCR firiinii 8 ul

Buffer 0.8 ul 37°C de 2 saat
Enzim 0,8 ul inkiibasyon
H,O 4 ul

Taql enzim kesimi:

PCR {iriini 9 ul

Buffer 2 65°C de 2 saat
Enzim 2 ul inkiibasyon
H,O 4 ul

Fokl enzim kesimi:

PCR {iriini 9 ul

Buffer 2 55°C de 3 saat
Enzim 1 pul inkiibasyon
H,O 3 ].Ll
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DNA Dizi Analizi:

Enzimle kesilen orneklerin dogrulugunu kontrol edebilmek icin DNA dizi analizi
islemleri ABI Prism 3100 cihazt kullanilarak BigDye Terminator V1.1 kiti ile
gergeklestirildi. YOontemin basamaklar1 asagida belirtildigi gibidir:

1. Elde edilen PCR fiiriinlerinin Invitek PCR Rapid ile kit protokoliine uygun olarak
purifikasyonu gerceklestirildi:

- PCR iiriiniiniin iizerine 130 pl Buffer P eklenir

- Filtreli tiipe aktarilir

- 1 dakika inkiibe edilir

- 30 saniye 10000 devirde santrifiij edilir

- Uzerine 700 ul Wash Buffer ilave edilir

- 30 saniye 10000 devirde santrifiij edilir

- Tiipler bosaltilip 3 dakika maksimum devirde santriftij edilir

- Filtrenin altindaki tiipler atilir ve yeni son lriiniin birikecegi tiiplere alinir

- 25 ul Elution Buffer filtrelerin iizerine ilave edilir

- 3 dakika inkiibasyondan sonra 1 dakika 10000 devirde santrifiij edilir

- Filtreler atilir, piirifiye iirtin alttaki tiipte toplanir

2. BigDye Terminator V1.1 ile cyclesequencing gergeklestirildi. Bu islem i¢in standart
PCR konsantrasyonlart: 8 pl BigDye terminator, 0.5 pl primer, 4 pl PCR iiriinii ve 7.5 pl
ddH,0. PCR islemi 96°C’ de 10 saniye, 50°C” de 5 sn, 60°C’ de 4 dakika (25 siklus)
kosullarinda gergeklestirildi.

3. Elde edilen PCR iiriinleri sekans 6ncesi son kez piirifiye edildi.

- Bu asamada PCR iiriinleri 1,5 ml’ lik eppendrof tiiplere alinir, iizerine 50 pl %100
etanol ve 2 ml sodyum asetat koyulur

- Ornekler -20°C’ de 15 dakika bekletilir

- Tiipler 13500 rpm’ de 20 dakika santrifiij edilir

- Pelete dokunmadan iizeri atilir

- Her tiipe 250 ul %70 etanol eklenir

- Tiipler 13500 rpm’ de 5 dakika santrifiij edilir

-Tiipler ters ¢evrilip kurumaya birakilir

-Kuruyan tiiplere 20 ul formamide ilave edilir

4. Elde edilen tiriinlerin 10 ul’ si genetik analizore yiiklendi
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5.Yiiriitiilen orneklere ait diziler www.genome.ucsc.edu ve

www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/ sitelerinden elde edilen normal dizilerle karsilastirilarak

sonuglar yorumlandi.

Ekspresyon Analizi
Total RNA izolasyonu

Gen ekspresyonunu degerlendirmek amaciyla 24 pyelonefrit hastasnin idrar

orneklerinden total RNA izolasyonu yapildi. Total RNA izolasyonu i¢in High Pure RNA

Isolation Kit’i (Roche Applied Science, Mannheim, Germany) kullanild1.

1.

2
3.
4

9]

10.

11

12

14.

15.

16.

Alman 6rnekler bekletilmeden en yiiksek devirde 8 dakika santrifiij edildi.
Cokmiis olan pellet lizerinde kalan idrar dokiildii

Uzerine 200 ul PBS eklenerek en yiiksek devirde 8 dakika satrifiij edildi.

. Pellet iizerinde kalan kisim dokiildii. Tekrar 200 pul PBS eklenerek pellet

kaldirild1 ve karigim karigim 1,5 ml’ lik eppendorf tiiplere aktarildi.

Eppendorf tiipteki hiicreler 2000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasinda ortam dokiiliip iizerine 400 pl Lizis baglama tamponu
eklenip pipetaj yapild.

En yiiksek devirde 2 dk santrifiijde dondiiriiliip siipernatan yeni eppendorf
tiiplerine alind1.

Sonra iizerine 200 pl alkol eklendi.

Bu karisim pipetle 1yice resiispanse edildikten sonra filtreli tiipe aktarildi.

13,000 rpm’ de 30 saniye santrifiij edildikten sonra, filtrenin altina gegen

siipernatant atild1.

. 90 ul DNAz inkiibasyon tamponu + 10 ul DNAz’dan olusan karisim hazirlandi,

sonra tamamu filtreli tiipe aktarildi ve 15 dakika oda sicakliginda inkiibasyona

birakild..

. Inkiibasyon sonrasinda, DNA parcalanir, filtrede sadece total RNA kalir.
13.

Inkiibasyonu tamamlanmis hiicrelerin iizerine 500 pl Yikama Tamponu I
eklenip, 8000 rpm’ de 15 saniye santrifiij yapilip, stipernatant atildu.

500 pl Yikama Tamponu II eklenip, 8000 rpm’ de 15 saniye santriflij yapilip,
siipernatant atild1.

Hiicrelerin tizerine 300 pl Yikama Tamponu II eklenip, 13.000 rpm’de 2 dakika
santrifiij yapildi.

Filtre, yeni bir Eppendorf tiipe aktarildi. 50 pl eliisyon tamponu eklenip, 8000
rpm’de 1 dakika santrifiij yapild.
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17. Santrifiij sonras1 1,5 ml tiipte kalan total RNA’ dir.

Revers Transkriptaz RT-PCR

cDNA Sentezi

Total RNA’lar1 elde edilen idrar 6rneklerinden 1-5 pg/ml olacak sekilde Transcriptor
First Strand ¢cDNA Synthesis Kit (Roche Diagnostics) kullanilarak cDNA sentezleri 2
asamada gergeklestirildi. RNAz ve DNAz icermeyen PCR tiiplerindeki total revers
transkriptaz reaksiyon voliimii 20ul olacak sekilde isleme baslandi.

1.Basamak

Total RNA’s1izole edilen 6rneklerden;

2 ul H,O

1 ul Anchored oligo (dT);s

10 pl total RNA kullanilarak 65°C’de 10 dakika ependorf tiipler PCR cihazinda inkiibe
edildi.

2.Basamak

Inkiibasyon sonrasinda PCR cihazindan alinan 6rnekler buz iizerine yerlestirildi ve;

4 pul Transcriptor RT Reaction Buffer (5X)

0.5 pl Protector RNase Inhibitor (40U/ pl)

2 ul Deoxynucleotide Mix (10mM)

1 Wl DTT

1.1 pl Transcriptor Reverse Transcriptase eklendi.

Ornekler 30dakika 55°C’de PCR cihazinda inkiibe edildi.

Elde edilen cDNA &rnekleri VDR gen ekspresyonlari galisilana dek -20°C’ye kaldirildi.

Real-time Online Revers Transkriptaz RT-PCR ve Tagman Protokolii

Real-time Online RT-PCR gen ekspresyon {iriiniinii kantite etme amaciyla kullanilan
molekiiler bir metottur. PCR reaksiyonlarinda sicaklik dongiilerini saglamak i¢in kullanilan
cithazlarin (thermocycler), hassas 6l¢iim aletleri ile birlestirilmesi sonucu gercek zamanl
PCR yontemi gelistirildi. Bu yontem sayesinde, DNA ve RNA oOrnekleri kalitatif ve
kantitatif olarak kisa silirede analiz edilebilmekte, ¢ok sayida 6rnek son derece diisiik
kontaminasyon riskiyle glivenle caligilabilmektedir. Ger¢ek zamanli PCR / RT-PCR’ da
iirlinlerin analizi reaksiyon esnasinda yapilmaktadir. Bu nedenle, agaroz jel elektroforezi,
PCR iirlinliniin mor 6tesi 151k altinda goriintiilenmesi gibi islemlerin uygulanmasma gerek
kalmamaktadir.

Real-time Online PCR / RT-PCR iiriinlerinin kalitatif ve kantitatif analizlerinde diziye

Ozgiin problardan yararlanilmaktadir. Boylece sonuglar aninda alinmakta, kontaminasyon
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riski azalarak tiim islemler sicaklik dongiileri baslayinca otomatik olarak devam
etmektedir.

Gen Ekspresyon Analizlerinde Kullanilan Primer ve Problar

Ilgili ~ Primer ve  problar web  tabanli  ProbeFinder  Software’ i
(www.universalprobelibrary.com) kullanilarak dizayn edildi (Tablo 1).

Tablo 1. VDR ve GAPDH Primer/Prob Sekanslar1 5°-3°

VDR prob FAM -cct gee ggce tea aac get gtg- TAMRA
VDR ileri primer ctc atc tgt cag aat gaa ctc ctt
VDR geri primer tca cca agg aca acc gac g
GAPDH prob FAM-caa gct tcc cgt tct cag cc-TAMRA
GAPDH ileri primer gaa ggt gaa ggt cgg agt ¢
GAPDH geri primer gaa gat ggt gat ggg att tc

TagMan PCR Protokolii

PCR, Denatiirasyon, Amplifikasyon ve Sogutma asamalarini icermektedir.

Gen Ekspresyonun Degerlendirilmesi

Gergek zamanli RT-PCR’ da firiinlerin analizi reaksiyon esnasinda yapilmaktadir. Bu
nedenle, agaroz jel elektroforezi, DNA bantlarinin mor 6tesi 151k altinda goriintiilenmesi
gibi islemlerin uygulanmasina gerek kalmamaktadir. Ger¢cek zamanli PCR iiriinlerinin
kalitatif ve kantitatif analizlerinde, diziye 6zgiin olmayan floresan boyalardan ya da diziye
Ozgiin problardan yararlanilmaktadir. Boylece sonuglar aninda alinmakta, kontaminasyon
riski azalarak tiim islemler sicaklik dongiileri baglayinca otomatik olarak devam
etmektedir. LightCycler, gercek zamanli (real-time) bir PCR cihazidir. Bu cihazda,
amplifikasyon iirlinlerinin artis1 es zamanl olarak takip edilebilmektedir. Oldukg¢a hizl
1sitma ve sogutma kapasitesi sayesinde, 3040 PCR dongiisii, 30 — 40 dakika i¢inde
yapilabilmektedir. Sistemde, erime egrisi analizi sayesinde, diziye 6zgiil hibridizasyon
problarinin tek zincirli DNA” ya hibridizasyonu izlenebilmektedir. Arastirilan gen bolgesi,
o bolgeye ozgiil iki primer ile amplifiye edildikten sonra, olusan amplikon, bir sonraki

dongiiniin annealing asamasinda 6zgiil hibridizasyon problari ile tespit edilmektedir. Oligo
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1, 3’ ucundan fluorescein (dondr boya) ile oligo 2 ise, 5° ucundan LCRed640 (alic1 boya)
ile isaretlendi. Annealing asamasinda iki oligoniikleotid, DNA fragmanina bas—kuyruk
pozisyonunda baglanmaktadir. Oligoniikleotidler bu pozisyonda hibridize olduklarinda iki
florasan boya birbirine ¢ok yaklasmis olmaktadir. Floresan ile isaretli 1. oligo, LC
cthazmin 151k kaynagmdan yayilan 470 nm’ deki mavi 151k ile uyarilmakta ve uzun dalga
boyunda (530 nm) yesil florasan 151k yaymaktadir. Iki probun birbirine ¢ok yakin
bulunduklar1 annealing asamasinda 530 nm’ de yayilan enerji, ikinci hibridizasyon
probuna aktarilarak onu uyarmakta ve farkl bir dalga boyunda (640 nm) kirmiz1 florasan
151k yayilmasma neden olmaktadir. Iki prob arasindaki bu enerji transferi, Floresan
Rezonans Enerji Transferi yani FRET olarak tanimlanmaktadir. PCR’ dan sonra herhangi
ek bir manuel isleme ihtiya¢ yoktur ve buna bagl olarak, kontaminasyon riski de en aza
indirgenir.

Iki pl ¢cDNA, Light Cycler PCR Master Mix’ ten 7ul kullanilarak, PCR ile amplifiye
edilir. PCR sirasinda, mRNA primerler ile amplifiye edildi. Tagman sisteminde, 5° ve 3’
uglarmdan florokrom maddelerle isaretli prob kullanilmaktadir. Probun 5° ucunda raportor
florokrom  (6-karboksifloresein=6-FAM), 3’ ucunda ise baskilayic1 florokrom (6-
karboksi-tetrametil-rodamin=TAMRA) bulunmaktadir. Prob tek sarmal hale getirilen
hedef molekiil iizerinde, primerlerin baglanma bdlgesinin arasinda kalan yere
baglanmaktadir. Prob-hedef molekiil arasindaki hibridizasyon devam ettigi siirece raportor
florokrom maddenin sinyal olusturmasi, 3 uctaki baskilayici florokrom tarafindan
engellenmektedir. Primerlerin hedef niikleik aside baglanmasini takiben baglatilan primer
uzamasi probun baglandig1 noktaya kadar geldiginde, sentezin devam edebilmesi i¢in Taq
DNA Polimeraz enzimi 5’—3’ ekzoniikleaz aktivitesini kullanarak probu 5’ uctan yikmaya
baslar. Boylece raportor florokrom serbest hale gecer ve sinyal olusturur. Her siklusta
iretilen amplikon miktarma paralel olarak sinyal siddeti de artmaktadir. Kalip DNA’ya
hibridizasyondan sonra yansitilan fliloresan Light Cycler cihazi ile 6lgiiliir. Ayr1 bir PCR’
da yapilan ayni cDNA preperasyonu kullanilarak, gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz
(GAPDH) ¢cDNA’ s1 house keeping gen olarak kullanilir. Bunun iirlinii RNA kontrolii ve
rolatif kantitasyon i¢in kullanilir. Her bir 6rnegin kantitasyonu, 6rnegin fliioresan rezonans
enerjisi Light Cycler Kantitasyon Software’t (LCQuant, Roche Diagnostics) kullanilarak
olciiliir. Incelenecek drnekte, genlerin mRNA miktarmin dlciilmesi i¢in rdlatif kantitasyon
kullanilir. Amplifiye edilen DNA’ nin kantitasyon analizi, kantitasyon software (Relative
Quantification software Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) ile

hesaplanmaktadir. PCR swasinda elde edilen amplikonlar, dogrudan LightCycler
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cithazinda, logaritmik artisa gectikleri dongii sayisina gore degerlendirilmektedir. Bunun
icin once konsantrasyonlar1 bilinen GAPDH’ 1n 7 farkl standardi ile (108,107, 106, 105,104
10° ve 10%) bir standart amplifikasyon egrisi olusturulur. Calisilan Srnekteki gecis
noktasma (CP) gore cDNA’ nin rdlatif miktar1 kantitasyon yazilimi tarafindan
belirlenmektedir (Sekil 10). Hedef gen kopya sayismin logaritmasmin referans
(housekeeping) gen kopyasi logaritmasina orani ilgili genin ekspresyonunun rélatif orani

(RR) ifade etmektedir.

Log (Hedef gen kopya sayisi)

RR=
Log (Referans gen kopya sayisi)
Target Amplification Curves Reference Amplification Curves

Fluorescence (640)
& @ &
2 &
————
—
—

! ‘ Cp
I 008
N ) E N\
o ) LY e e
O g _I__L:}-’/ 'an,W‘

0 2 4 6 © 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48
Cycles.

O 2 4 6 6 10 12 14 16 18 20 22 2¢ 25 25 30 32 34 35 3B 40 42 44 46 4
Cycles

A b

Sekil 10. (a) Hedef gen, (b) Housekeeping gen gecis noktasi

Istatistiksel Analiz

Veriler SPSS 16.0 programmna aktarildi ve istatistikleri bu programda yapildi
Ortalamalar + standart sapma (SD) olarak belirlendi. Tiim gruplarm tanimlayici ve siklik
analizleri yapildi. Gruplarin karsilagtirilmasinda ki-kare testi ve Mann-Whitney testi
kullanildi. Coklu degisken analizler i¢in binary logistic regresyon modeli kullanild:.

VDR polimorfizmleri ve idrar yolu enfeksiyonu arasindaki iliskiyi degerlendirmek i¢in
ki-kare testi kullanildi. Verilen VDR genotipi i¢in IYE risk analizinde ki-kare testi
kullanilarak Odds ratio(OR) ve %95 giiven araligi(CI) hesapland:.
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Alel siklig1 populasyondaki test alel sayismin total alel sayisina boliinmesi ile
hesaplandi, gruplar arasindaki fark ki-kare testi ile hesaplandu.

P< 0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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IV. BULGULAR

Calismaya alinan 92 IYE’li cocugun 76’s1 (%82,4) kiz, 16’s1 (%17,6) erkek olup, yas
ortalamas1 7.3£3,6 yil (6 ay-15 yas) idi. Kizlarin yas otalamasi 7,543,2; erkeklerin yas
ortalamas1 6,24+4,9 olup her iki cinsiyet i¢in yas ortalamalar1 arasinda anlamli fark yoktu
(p=0,16).

Kontrol grubunda 105 ¢ocuk vardi. 69 (%65,7) kiz, 36 (%34,3) erkek cocugun, yas
ortalamasi 14,14+2,2 yild1.

IYE’li cocuklar ilk bagvuru bulgularina gdre oncelikle sistit veya pyelonefrit olarak
gruplandirilmist1. Sistit grubunda 30 hasta vardi; yas ortalamasi 8,4+3,3 yildi. Pyelonefrit
grubunda 62 hasta vardi, yas ortalamas1 6,7+3,6 yil idi.

Pyelonefritli hastalar 6 aylik izlem sonrasinda ¢ekilen DMSA sintigrafilerine gére SNP
veya SPP olarak iki grupta incelendi, bu gruplarda sirasiyla 14 ve 48 hasta vardi. Yas ve
cinsiyet dagilimlar1 Tablo 2°de goriilmektedir.

Tablo 2. IYE grubunun alt gruplarinda yas ve cinsiyet dagilimi

i .a 079 I |
Yas + SD 8,8+2.9 6,1+3,6 8,4+3,3
Cinsiyet

Kiz 11(%78,6) 40(%83.3) 25(%83.3)

Erkek 3(%21,4) 8(%16,7) 5(%16,7)

Idrar kiiltiirlerinde en sik izole edilen etken E.coli idi.

Tiim calisma grubunda (IYE grubu ve kontrol grubu) bakilan vitamin D reseptor
polimorfizmlerinin (Bsml, Foql, Apal, Taql) genotip siklig1 Tablo 3, 4, 5 ve 6’da verildi.
Restriksiyon bdlgesinin varligi kii¢iik harfle, yoklugu biylik harfle gosterildi: Bsml
bolgesi i¢in “b” ve “B”, Fokl bolgesi i¢in “f” ve “F”, Apal bdlgesi i¢in “a” ve “A”, Taql
bolgesi i¢cin “t” ve “T” gibi. bb, FF, AA, TT wild tip; Bb, Ff, Aa, Tt heterozigot; BB, ff, aa,
tt 1se homozigot olarak tanimlandi. Digerlerinden farkli olarak VDR ekspresyonu BB

genotipinde diisiiktiir, BB homozigot olarak adlandirmaktadir.
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VDR Gen Polimorfizmlerinin IYE ve Kontrol Grubunda Dagilimi

Bsml Gen Polimorfizmi

Bsml polimorfizm genotip dagilimi (bb, Bb, BB) IYE ve kontrol grubu arasinda
benzerdi, iki grup arasinda istatiksel farklilik bulunmadi (p= 0,30), (Tablo 3). Ancak Bb
genotipinde IYE riski hafif yiiksekti (OR=1,46). Yine BB genotipi istatiksel olarak anlaml1
olmasa da IYE i¢in koruyucu etkili olarak bulundu (OR=0,88).

Tablo 3. Hasta ve kontrol grubunda Bsm/ gen polimorfizmi genotipinin dagilimi ve IYE

riski ile iligkisi

bb n 31 23 1,00 - - -
% 29,5 25,0
Bsml gen Bb n 48 52 1,46 0,74 2,84 0,26
polimorfizmi % 45,7 56,5 0,30
BB n 26 17 0,88 0,39 1,99 0,76
% 24,8 18,5

*ki-kare testine gore

FoklI gen polimorfizmi

FokI polimorfizmi ac¢isindan IYE gegiren ¢ocuklar ve kontrol grubu arasinda istatiksel
anlamli farklilik saptand: (p=0,00), (Tablo 5). Ff genotipinde IYE riskinde 3,44 kat artis
saptand1 (p=0,00). ff genotipinde de IYE gegirme riski 3,94 kat artmaktayd: (p=0,00),
(OR=3,94; %95 CI 1,71-9,09).

Tablo 4. Hasta ve kontrol grubunda Fokl gen polimorfizmi genotipinin dagilimi ve IYE

riski ile iliskisi

% 35,2 13,0
FokI gen Ff n 43 48 3,44 1,59 7,43 0,00
polimorfizmi % 41,0 52,2 0,00
ff n 25 32 3,94 1,71 9,09 0,00
% 23,8 34,8

*ki-kare testine gore
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Taql Gen Polimorfizmi

Tagl genotipinin (TT, Tt, tt) IYE ve kontrol grubu arasinda karsilastirilmas1 sonucunda

iki grup arasinda istatiksel farklilik bulunmadi (p=0,43), (Tablo 4). Ancak hem Tt

genotipinde hem de tt genotipinde IYE riskinde hafif bir artis vardi (OR sirasiyla 1,48 ve

1,31).

Tablo 5. Hasta ve kontrol grubunda Tagl gen polimorfizmi genotipinin dagilimi ve iYE

riski ile iliskisi

Taql gen Tt

polimorfizmi

TT n ! 33
% 44,8 35,9
n 45 47
% 42,9 51,1

tt n 13 12
% 12,4 13,0

1,00

0,43

1,48

0,81

2,72

0,19

1,31

0,53

3,24

0,55

*ki-kare testine gore

Apal gen polimorfizmi

Apal polimorfizminin Aa ve aa genotipleri kontrol grubunda artmis bulunarak IYE igin

koruyucu etkili olarak bulundu (p=0,00), (Tablo 6).

Tablo 6. Hasta ve kontrol grubunda Apal gen polimorfizmi genotipinin dagilimi ve IYE

riski ile iliskisi

Apal gen Aa

polimorfizmi

----

L Ln 1

AA] o | 22 52 00| - § -
%| 21,0 56,5
n | 71 37 022 01| 041 0,00
%| 62,6 40| OO0

aa | 0| 12 3 000 002] 041 0,00
% 11,4 3,3

*ki-kare testine gore
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VDR Gen Polimorfizmlerinin IYE Alt Gruplarinda Degerlendirilmesi

Bsml Polimorfizmi

Bsml polimorfizmi agisindan SPP, SNP ve sistit gruplari arasinda istatiksel anlamli fark

saptanmazken (p=0,16), (Tablo 7), her grubun kontrol grubu ile karsilastirilmasi

yapildiginda sistit grubu ve kontrol grubu arasinda anlamli fark vardi (Tablo 10), (p=0,01).

Tablo 7. BsmlI polimorfizmi genotip dagiliminm IYE alt gruplar1 arasinda dagilimi

0,16

bb n 3 14 6
% 21,4 29,2 20,0
Bsml gen Bb n 7 23 22
polimorfizmi % 50,0 49,9 73,3
BB n 4 11 2
% 28,6 22,9 6,7

*ki-kare testine gore

Kontrol grubu ve SPP grubunun Bsml/ polimorfizimi agisindan karsilastirilmasinda

istatiksel farklilik olmadig1 halde (p=0,81), Bb ve BB genotipinde SPP riskinde sirasiyla

1,5 ve 1,59 kat artis mevcuttu (sirasiyla OR= 1,50 ve 1,59), (Tablo 8).

Tablo 8. Bsml polimorfizmi genotip dagiliminin SPP ve kontrol gruplar1 arasindaki

iliskisi

Bsml gen Bb

polimorfizmi

o
% 29,5 21,4
n 48 7
% 45,7 50,0
BB n 26 4
% 24,8 28,6

0,81

1,00 - - -
1,50 0,36 6,27 0,57
1,59 0,32 7,75 0,56

*ki-kare testine gore
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Kontrol grubu ve SNP grubunun Bsml polimorfizimi agisindan karsilastirilmasinda

istatiksel anlamli farklilik saptanmadi (p=0,96), (Tablo 9).

Tablo 9. Bsml polimorfizmi genotip dagiliminin SNP ve kontrol gruplar1 arasindaki

iligkisi

Bsml gen Bb

polimorfizmi

bb n 31 14 1,00 [ - - -
% 29,5 29,2
n 48 23
% 45,7 47,9 0,96 0,93 036 241 0.89
BB n 26 11
% | 248 22,9 1,06 | 047 236| 0,88

*ki-kare testine gore

BsmlI polimorfizminin kontrol grubu ve sistit grubu arasinda karsilagtirilmasi sonucunda

istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu bulundu (p=0,01). Bb genotipi sistit riskini 2,36
kat arttirryordu (Tablo 10).

Tablo 10. Bsml polimorfizmi genotip dagilimimin sistit ve kontrol gruplar1 arasindaki

iligkisi

Bsml gen Bb

polimorfizmi

0,01

bb n 31 6
% 29,5 20,0
n 48 22
% 45,7 73,3
BB n 26 2
% 24,8 6,7

1,00 - ; ;
236 086| 649| 0,08
039 0,07 213| 0727

*ki-kare testine gore
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FoklI gen polimorfizmi

Fokl polimorfizmi agisindan SPP, SNP ve sistit gruplar1 arasinda istatiksel anlamli

farklilik bulunmadi (p=0,71), (Tablo 11).

Tablo 11. Fokl polimorfizmi genotip dagilimmin I'YE alt gruplar1 arasinda dagilimi

I | I
1 || |
FF n 3 7 2
% 21,4 14,6 6,7
Fokl gen Ff N 7 24 17
polimorfizmi % 50,0 50,0 56,7
ff n 4 17 11
% 28,6 35,4 36,7

0,71

*ki-kare testine gore

SPP ile kontrol grubu arasinda Fokl polimorfizmi agisindan istatiksel anlamli fark

saptanmadi1 (p=0,59), ancak Ff genotipinde SPP riski 2 kat, ff genotipinde ise 1,97 kat
artmig olarak bulundu (Tablo 12).

Tablo 12. Fokl polimorfizmi genotip dagilimmnin SPP ve kontrol gruplari arasindaki

iligkisi

FF n 37 3
% 35,2 21,4
Fokl gen Ff n 43 7
polimorfizmi % 41,0 50,0
ff n 25 4
% 23,8 28,6

0,59

1,00 - - -
2,00 0,48 8,32 0,33
1,97 0,40 9,58 0,39

*ki-kare testine gore
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SNP grubu ile kontrol grubu arasinda Fokl polimorfizmi agisindan istatiksel anlamli

fark vardi (p=0,01). Ff genotipinde SNP riski 2,95 kat, ff genotipinde ise 3,59 kat artmuist1

ve bu artiglar istatiksel olarak anlamliydi (Tablo 13).

Tablo 13. Fokl polimorfizmi genotip dagiliminin SNP ve kontrol gruplar1 arasindaki

iligkisi

Fokl gen Ff

polimorfizmi

FF n 37 3
% 35,2 21,4
n 43 7
% 41,0 50,0
ff n 25 4
% 23,8 28,6

0,01

1,00 - ; ;
205 1,14 7.62| 002
3,590 1,30 992| 001

*ki-kare testine gore

Sistit grubu ve kontrol grubu arasinda da Fokl polimorfizmi agisindan anlamli farklilik

saptand1 (p=0,00). Ff genotipinin sistit riskini 7,31 kat arttrdig1 gorildi (p=0,00). ff
genotipinde ise sistit riski 8,14 kat artmis bulundu (p=0,00), (Tablo 14).

Tablo 14. Fokl polimorfizmi genotip dagilimimin sistit ve kontrol gruplar1 arasindaki

iligkisi

Fokl gen Ff

polimorfizmi

FELn 37 3 00| - - -
% 35,2 21,4
n® ’ 0,00
% | 41,0 500 000| 73! 1,58 | 33,76
ff n 25 4
% | 238| 286 814 1,66 39,90 | 0,00

*ki-kare testine gore
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Apal Gen Polimorfizmi

Apal polimorfizmi SPP, SNP ve sistit gruplar1 arasinda farkli bulunmadi (p=0,96),
(Tablo 15). Ancak Apal polimorfizmi agisindan kontrol grubunun her iic grupla
karsilagtirilmasinda istatiksel farklilik oldugu bulundu (sirasiyla p=0,01; p=0,00; p=0,00).
Apal polimorfizminin IYE gecirme riski acisindan koruyucu faktér oldugu saptandi.
Ciinkii wild tip olan “aa” polimorfizmi kontrol grubunda tiim IYE grubu ve alt gruplarda
daha ytiksek orandayd:.

Tablo 15. Apal polimorfizmi genotipinin IYE alt gruplar1 arasinda dagilimi

I | e—
——— | || |
AA n 8 27 17
% 57,1 56,2 56,7
Apal gen Aa n 6 19 12 0.96
polimorfizmi % 42.9 39,6 40,0
Aa n 0 2 1
% 0 4,2 3,3

*ki-kare testine gore

Apal polimorfizmi Aa ve aa genotipleri SPP agisindan koruyucu olarak saptandi (p
sirasiyla 0,00 ve 0,04), (Tablo 16).

Tablo 16. Apal polimorfizmi genotip dagilimimnin SPP ve kontrol gruplar1 arasindaki

iliskisi

AA n 22 8 1,00 - - -
% 21,0 57,1
Aa n 71 6
Apal gen % 62,6 42.9 0,01 0,23 0,07 0,74 0,00
polimorfizmi aa n 12 0
o 11,4 0 0,73 0,59 0,91 0,04

*ki-kare testine gore
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Benzer sekilde Apal polimorfizmi Aa ve aa genotipleri SNP ve sistit agisindan da

anlamli olarak koruyucu saptandi (p=0,00), (Tablo 17 ve 18).

Tablo 17. Apal polimorfizmi genotip dagilimmin SNP ve kontrol gruplar1 arasindaki

iligkisi
.1 1. 0 n 1
AA n 22 27 1,00 - - -
% 21,0 56,2
Aa n 71 29
Apal gen o, 62,6 39.6 0,00 0,21 0,10 0,46 0,00
polimorfizmi aa n 12 P
o, 11,4 42 0,13 0,27 0,67 0,00

*ki-kare testine gore

Tablo 18. Apal polimorfizmi genotip dagiliminin sistit ve kontrol gruplar1 arasindaki

iligkisi

AA n 22 17 1,00 - - -
% 21,0 56,7
Aa n 71 12
Apal gen o, 62.6 40,0 0,00 0,21 0,09 0,52 0,00
polimorfizmi aa n 12 1
o, 11,4 33 0,10 0,01 0,91 0,01

*ki-kare testine gore
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Taql Gen Polimorfizmi

Taql polimorfizmi agisindan SPP, SNP ve sistit gruplar1 arasinda anlamli farklilik
saptanmadi (p=0,93), (Tablo 19).

Tablo 19. Tagl polimorfizmi genotipinin IYE alt gruplar1 arasinda dagilin

I | I
—— =
TT n 6 16 11
% 42,9 33,3 36,7
Taql gen Tt N 6 25 16
polimorfizmi % 42.9 52,1 53,3
tt n 2 7 3
% 14,3 14,6 10,0

0,93

*ki-kare testine gore

Tagql polimorfizmi agisindan IYE alt gruplarindan sistit, SPP ve SNP gruplarinm kontrol

grubu ile karsilagtirilmasinda istatiksel anlamli farklilik saptanmadi (Tablo 20, 21, 22).

Tablo 20. Tagl polimorfizmi genotip dagilimmnin SPP ve kontrol gruplari arasindaki

iligkisi

0,977

TT n 47 6
% | 448 42,9
Taql gen Tt n 45 6
polimorfizmi % 42.9 42,9
tt n 13 2
% 12,4 14,3

1,00 - ; ;
1,04 031| 347| 0094
1200 021| 669 083

*ki-kare testine gore
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Ancak Tt genotipi SNP ve sistit grubunda hafif artmusti, tt genotipi ise SNP grubunda
hafif artmusti, bu farklar istatistiksel olarak anlamli kabul edilecek diizeyde degildi (OR
srrasiyla 1,63; 1,51; 1,58), (Tablo 21, 22).

Tablo 21. Tagql polimorfizmi genotip dagiliminin SNP ve kontrol gruplar1 arasindaki

iliskisi
TT n 47 16 1,00 - - -
% 44,8 1333
Taql gen Tt n 45 75
polimorfizmi % 429 |51 0,41 | 0,63 0,21 | 1,86 | 0,40
tt n 13 7
0,95
A 124 | 14.6 1,03 0,36 |2,92

*ki-kare testine gore

Tablo 22. Tagql polimorfizmi genotip dagilimmin sistit ve kontrol gruplar1 arasindaki

iliskisi
TT n 47 11 1,00 - - -
% 44,8 36,7
Taql gen Tt n 45 16
polimorfizmi A 42.9 533 0,596 1,51 0,63 3,62 0,34
tt n 13 3
0,98
A 12.4 10,0 0,98 0,23 4,06

*ki-kare testine gore

VDR gen polimorfizmleri agisindan bulunan farkhiliklarm IYE ve kontrol grubu
arasinda yas veya cinsiyetten etkilenip etkilenmedigini belirlemek i¢in ¢oklu degisken
analiz yapildi, polimorfizmlerdeki farkliligin grup degisiminden etkilendigi, yas ve cinsiyet

degiskeninden etkilenmedigi goriildii.
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VDR Geni Alel Sikhiklarinin Kontrol ve IYE Grubunda Dagihm

Hasta ve kontrol grubunda alel sikliklar1 degerlendirildiginde “f” alel frekans dagilimi
hasta grubunda anlamli olarak yiiksekti (p=0,00). Apal polimorfizminde “a” alel frekans
dagilimi ise konrol grubunda anlaml olarak yiiksekti (p=0,00), (Tablo 23).

Tablo 23. Hasta ve kontrol grupunda VDR geni alel frekans dagilimi

Alel sikhg1 Alel Kontrol IYE
(n=105) (n=92) p
n (%) n (%)
B 100 86
BsmlI 47,7 46,8
0,86
b 110 98
52,3 53,2
Fokl F 117 72
55,7 39,1
0,00
f 93 112
443 60,9
Apal A 115 141
54,8 76,6
0,00
a 95 43
45,2 23,4
Taql T 139 113
66,2 61,4
0,32
t 71 71
33,8 38,6
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VDR Ekspresyon Sonuclari

Calismaya katilan 24 hastanin idrar 6rneklerinde VDR ekspresyonu bakildi. Hastalarin

hepsi pyelonefrit geciren hastalardi. 9 hasta SPP grubunda, 15 hasta SNP grubunda idi.

Hastalarda VDR polimorfizmleri genotip sikliklari ile idrar VDR ekspresyonu arasinda
anlaml1 iliski saptanmadi (Tablo 24, 25, 26, 27), (Sekil 11).

Tablo 24. Bsml polimorfizmi ve VDR ekspresyonu arasindaki iliski

5

bb 0,5792 0,4728 -0,0078 1,1663
Bb 11 0,1449 0,7091 -0,3314 0,6213
BB 8 0,3914 0,4613 0,0056 0,7771

0,38

Tablo 25. Fokl polimorfizmi ve VDR ekspresyonu arasindaki iliski

| |l
FF 3 0,2182 1,0782 -2,4601 2,8967
Ff 16 0,3141 0,5700 0,0104 0,6179
ff 0,3880 0,4669 -0,1916 |  0,9678

0,93

Tablo 26. Apal polimorfizmi ve VDR ekspresyonu arasindaki iligki

AA

11

0,3490

0,6298

-0,0740

0,7721

Aa

13

0,2909

0,5873

-0,6393

0,6458

Tablo 27. Tagl polimorfizmi ve VDR ekspresyonu arasindaki iliski

N | I | VI | M—

I | I | ENCTEERERS NSO IS
T 11 0,3848 0,5374 | 0,0237 | 0,7459
Tt 10 0,2833 0,5695 | -0,1241 | 0,6907
it 3 0,1852 10496 | 2,4222 | 2,7926

0,86
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Hastalarda VDR polimorfizmleri genotip sikliklar ile idrar VDR ekspresyonu arasinda
anlamli 1iligki saptanmazken, genotiplere gore idrarda VDR ekspresyon degerleri
ortalamalarina bakildiginda istatistiksel olarak anlamli olmasa da hemen tiim
polimorfizmler i¢in mutant alelleri tasiyan genotiplerde VDR ekspresyon diizeyi

ortalamalarinin diisiik oldugu goriildii (Sekil 11).

- | B &

RR

BSML apal

RR
RR

tagl

Sekil 11. VDR polimorfizmleri genotip dagilimlar:1 ve VDR ekspresyonu iliskisi
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VDR ekspresyonu calisilan hastalar SPP ve SNP olarak gruplandiginda her iki grup
arasinda VDR ekspresyonu a¢indan anlamli fark yoktu (p=0,57), (Tablo 28), (sekil 12).

Tablo 28. VDR ekspresyonu IYE gruplar1 arasindaki iliski

Sekil 12. SPP ve SNP gruplar1 arasinda VDR ekspresyon iligkisi
Grup 1=skar pozitif pyelonefrit, grup 2=skar negatif pyelonefrit

48

I e e
SPP 9 0,2266 0,6957 -0,3081 0,7613 0,57
SNP 15 0,3721 0,5434 0,0712 0,6731
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V. TARTISMA

IYE ¢ocuklarda sik goriilen bir enfeksiyon hastaligidir. DMSA calismalari febril IYE’de
cocuklarin %55-75’inde renal parankimin etkilendigini gostermistir. Bu cocuklarin
yaklagik 9%20-40’1 kalici renal hiicre hasar1 yani renal skar gelistirir (4). Acikca
gosterilmistir ki [YE’li gocuklarda dikkatli radyolojik inceleme, uygun tedavi ve izlem IYE
komplikasyonlarinin insidansin1 dramatik olarak azaltmaktadir. Arastirmacilar i¢in
gelecekteki hedef IYE ve renal skar gelistirme riski yiiksek olan ¢ocuklarm belirlenmesi
icin erken belirteglerin ve genetik faktorlerin belirlenmesi olmalidir.

Bu tez calismasinda IYE’li ¢ocuklarda ve saglikli kontrol grubunda VDR gen
polimorfizmleri ve bir kistm IYE’li cocugun idrar &rneklerinde VDR ekspresyonu
arastirilmstir.

Epidemiyolojik ¢aligmalar vitamin D eksikliginin kanser, otoimmiin ve enfeksiydz
hastaliklarin artis1 ile iliskili oldugunu gostermektedir. Vitamin D eksikligi ve enfeksiyon
hastaliklar1 arasindaki iliski, solar radyasyonun tiiberkiiloz hastalarinda yararli oldugunun
fark edildigi 19.yiizyila yani yaklasik 100 yil 6ncesine dayanir (124).

Vitamin D terimi vitamin D, ve vitamin D;‘li kapsar. Biyolojik olarak aktif vitamin D
biiylik oranda CYP2R1 ve CYP27Al1’in katalize ettigi hepatik 25-hidroksilasyon ile
gretilir. Olusan 25-hidroksi-vitamin D uzun yar1 6dmre sahiptir ve dolasimdaki major
vitamin D metabolitidir (124). Konsantrasyonu vitamin D’nin aktif formu olan
1,25(0OH),D; ‘ten 1000 kat fazladir (89). 25-hidroksi vitamin D CYP27B1’in katalizledigi
la hidroksilasyon ile 1,25-dihidroksivitamin D’ye doniislir. 1a hidroksilasyonun major
yeri bobreklerse de bilesigin fizyolojik aktivitelerinin 6nemli bir boliimiinden sorumlu bir
kismi da periferik dokularda olusur. Vitamin D baslangigta kalsiyum homeostazinda etkili
bir ajan olarak diisiiniilse de, bugiin vitamin D’nin immiin sistem regiilasyonu dahil bir¢ok
etkiye sahip oldugu anlasilmistir (124). Deri yeterli UVB 1smina (290-320 nm) maruz
kaldiginda endojen vitamin D {iretimi i¢in hormonal kaskat aktive olur. Giines 15181 ayrica
VDR ekspreyonunu da indiikler (89). Vitamin D’nin aktif metaboliti olan 1,25(OH), Ds
onemli bir immiinomodiilatuvar hormondur, makrofajlar1 aktiflestirerek fagositozu artirir
ve immiin cevabi etkiler (131). 1,25(0OH), D; potent immunmodiilatuvar etkilerini VDR

araciligiyla yapar (92).
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Immiin sistemin enfeksiyon hastaliklarma yatkmlik/direng kontroliinde, genetik
faktorlerin roliiniin anlasilmasi koruyucu ve tedavi edici 6nlemlerin gelistirilmesi agisindan
onemlidir (89). Serum vitamin D seviyesi ve latent tiiberkiiloz enfeksiyonu veya hastalik
gelisim riski arasindaki iliski Avustralya’da yasayan Afrikali gogmenlerde gosterilmistir
(132). Vitamin D’nin potansiyel koruyucu etkileri en fazla tiiberkiiloz enfeksiyonuna kars1
dikkati cekse de baska bakteriyel ve viral enfeksiyonlara karsi da yararli oldugu konusunda
bilgiler birikmektedir. Kii¢iik ancak izlemeye deger bir calismada antiosteoporotik olarak
vitamin D tedavisi alan yash kadinlarda tedavi almayan kontrol grubuna gore Helicobacter
pyvlori enfeksiyon orant anlamli olarak diisik bulunmustur (133). Yine ¢ok sayida
calismada, bircogunun viral oldugu alt ve iist solunum yolu enfeksiyonlarinda vitamin
D’nin potansiyel koruyucu roliinden bahsedilmektedir (134-136). Hindistan’da yapilan bir
calismada subklinik vitamin D eksikligi siddetli alt solunum yolu enfeksiyonu ile iliskili
bulunmustur (137). Yine Etiyopya’daki ¢cocuklarda klinik vitamin D eksikliginin pndmoni
riskinde 13 kat artisa neden oldugu gdosterilmistir (138). Bir Fin ¢alismasinda geng askeri
birliklerde 40 nM (16 ng/ml) altindaki serum 25-hidroksi vitamin D degerleri ile akut

solunum enfeksiyonlar1 (siniizit, tonsilit, otit, bronsit, pndmoni, faranjit, larenjit) arasinda

iligki saptanmistir (139).

Vitamin D fizyolojisi ve enfeksiyon hastaliklar1 arasindaki iliski VDR’y1 kodlayan gen

polimorfizmleri ile ilgili genetik ¢alismalarla da desteklenmistir (Tablo 29), (140).

Tablo 29. VDR polimorfizmleri ve enfeksiyoz hastaliklar arasindaki genetik iliski

Yazarlar / Y1l Calisma bolgesi | Fenotip Test Iliski
edilen
TNPler
Bellamy R. et Gambia Pulmoner TB, Taql Taql tt genotipi TB
al., 1999 (141) kronik (p=0.01) ve kronik hepatit B enfeksiyonu
hepatit B (p=0.01) i¢in koruyucu faktor
Wilkinson R.J. United Kingdom | TB Taql, Tagl TT/Tt genotipi+ vitamin D3 (VD)
et al., 2000 (142) | (Gujarati Asians) Bsmli eksikligi TB i¢in risk faktorii (OR=2.8,
Fokl 95% CI=1.2-6.5).
FoklI ff genotipi+VD eksikligi TB i¢in risk
faktorii (OR=5.1, 95% CI=1.4-18.4).
Selvaraj P. et Hindistan Pulmoner TB Taql Kadinlarda Tagl TT genotipi koruyucu
al., faktor, tt genotipi risk faktori (p<0.02 her
2000 (143) ikisi igin)
Liu W. et al., Cin Cumhuriyeti | Pulmoner TB Fokl Fokl ff genotipi pulmoner TB ile iligkili
2003 (144) (OR=3.66, 95%CI=1.48-9.07)
Barber Y etal., | Ispanya (Avrupa | HIV/AIDS Bsml Bsml BB genotipi hastaligm hizli
2001 (145) orijinliler) progresyonu proresyonu ile iliskili (OR=2.4,
95%CI=1.3-4.7).
Roy S et al,, Hindistan Tiberkiiloid lepra, | Tagl Tagql tt genotipi tiiberkiiloid lepra ile
1999 (146) lepromatdz lepra (OR=3.22, 95%CI=1.47-7.13), Tagl TT
genotipi lepromatdz lepra ile iligkili
(OR=1.67, 95%CI=1.02-2.75).
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Bircok VDR polimorfizmi vardir, bunlardan Fokl polimorfizmi translasyon baslangic
kodonunda 3 kodon kaymaya neden olurken, Apal, Taql ve Bsml 3’UTR bdlgesindedir.
Genetik calismalar VDR polimorfizmlerini ¢esitli sayida enfeksiyon hastaligi ile
iligkilendirmistir. Peru’da yapilmis bir ¢alismada 7aqgl ve Bsml RFLP’lerinin pulmoner
tiiberkiiloz ile iliskili oldugunu géstermistir (147). 2005 yilind Lewis ve arkadaslarinin
yapmis oldugu metaanalizde tiiberkiiloz riskinin Fokl ff genotipinde FF‘e gbre arttigi
bulunmustur (131). Gujarat Asyalilarinda Fokl RFLP ff genotipi 25-hidroksi vitamin D
eksikligi olan hastalarda pulmoner tiiberkiiloz yayginligi ile iliskili saptanmistir (142).

Cocuklarda yapilmis bir analizde ff genotipi alt solunum yolu enfeksiyonu (6zellikle
viral brongiolit) i¢in FF genotipine goére 7 kat farkli saptanmistir (148). VDR
polimorfizmleri HIV enfeksiyonu ile de iligkili bulunmustur (145, 149).

Bu tez calismasmda ise IYE’li ¢ocuklarda arastirilan VDR polimorfizmlerinden Fokl
kontrol grubundan farkli bulunmus;“f” alel siklig1 hasta grubunda anlaml olarak yiiksek
saptanmustir. Ff ve ff genotiplerinin IYE icin risk faktorii oldugu goriilmiistiir. Sistit ve
pyelonefrit riskinin Fokl Ff ve ft genotiplerinde FF’e gore belirgin arttigi gorilmiistiir.
Ayrica istatiksel olarak anlamli olmasa da skar pozitif piyonefritli hastalarda Ff ve ff
genotiplerinde yaklasik 2 kat artis saptanmustir. Bu sonu¢ IYE’ye yatkinlik yani sira renal
skar gelisimi agisindan da bu polimorfizmin 6nemli olabilecegini diisiindiirmiistiir. Ancak
SPP gubunda hasta sayisinin az olmasi nedeni ile bu hipotezin daha genis sayida hasta
gruplar ile yapilacak arastirmalarla desteklenmesi gerektigi diistiniilmiistiir.

2015 Afrika’li olgunun dahil edildigi bir vaka-kontrol calismasinda, tiiberkiiloz
hastalarinda Tag! polimorfizmi i¢in homozigot olma orani (genotip tt) diisiik seviyede
bulunmustur (141). VDR polimorfizmleri ayrica bir bagka mikobakteriyel ajanin yol agtig1
lepra ile de iliskili bulunmustur (150). Bengal’li hastalarda VDR polimorfizmi tt genotipi
tiiberkiiloid lepra ile iliskili iken TT genotipi lepromatdz lepra ile iliskili saptanmistir
(146). Bu tez ¢alismasinda Tagql polimorfizm genotipleri ile IYE arasinda anlamli iligki
saptanmamustir. Ancak hem Tt hem tt genotipinde IYE riski istatistiksel olarak olmasa da
hafif yiiksek bulunmustur.

Insan mesanesi VDR ligandlar1 i¢in potansiyel hedeftir ve iyi bilinen VDR ligand-
sensitif doku olan prostata benzer VDR ekspresyonuna sahiptir (151). Bu tez calismasinda
Bsm1 polimorfizmi Bb genotip ile sistit riski arasinda anlaml iligki saptanmistir. Bb ve BB
genotiplerinde SPP riskinde de hafif artis goriilmiistiir. Fokl polimorfizminde oldugu gibi

renal skar olusumu acisindan daha genis sayida skar pozitif pyelonefritli hasta gruplarinda
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arastirmalara ihtiya¢ vardir. Yine Bb genotipi tiim IYE grubu ele alindiginda IYE riskinde
hafif artis oldugu dikkati gekmistir.

Yapilan caligmalarda Apal polimorfizmi ile enfeksiyona yatkinlik arasinda dikkat ¢ekici
bir iliski saptanmamustir. Bu ¢alismada ise Aa genotipi hem tiim IYE grubunda hem de her
IYE alt grubu ayri degerlendirildiginde anlamli olarak koruyucu bulunmustur. “a” alel
siklig1 da kontrol grubunda anlamli olarak ytliksek saptanmustir.

IYE’li hastalardan pyeloneftit grubunda VDR polimorfizm genotipleri ile idrarda VDR
ekspresyonu arasindaki iligki incelenmistir. VDR gen polimorfizmi ile VDR geni
ekspresyonu arasinda anlamli iligki bulunmamistir. Ayrica skar pozitif ve skar negatif
pyelonefrit gruplarinda da hastalarin VDR ekspresyonu ile anlamli bir iliski
saptanmamistir. Ancak genotiplere gore idrarda VDR ekspresyon degerleri ortalamalarina
bakildiginda istatistiksel olarak anlamli olmasa da hemen tiim polimorfizmler i¢in mutant
alelleri tasiyan genotiplerde VDR ekspresyon diizeyi ortalamalarmin diisiik oldugu goze
carpmaktadir. VDR ekspresyon deger araligi ¢ok genis oldugu i¢in ya da standart sapmalar
fazla oldugu icin yorum yapmak zor olmakla birlikte daha c¢ok olgu sayisini igeren
calismalarla idrarda VDR polimorfizmleri ile VDR ekspresyonu iliskisinin daha kesin
olarak ortaya konulabilecegini diistiniilmiistiir.

Pediatrik popiilasyonda IYE skar olusumuna, tekrarlayan enfeksiyonlara ve kalic1 renal
fonksiyon bozukluguna ilerleyebilir. Idrar yollarma gelen mikroorganizmalar baslangigtaki
yapismadan Tamm-Horsfall gibi siirekli salgilanan proteinlerce korunur. Tamm-Horsfall
proteinleri Escherichia coli’nin epitelyal adezyonunu onleyerek anti-infektif rol oynar.
Uroepitele yaklasan organizmalar laktoferrinle karsilasir, laktoferrin hem lokal demir
konsantrasyonlarmi tiiketir hem de mikrobiyal membrana baglanarak membran hasar1
olusturur (130). AMP’ler tiim dogada yaygin olarak bulunur ve bazi bakterilerde,
mantarlarda, bitkilerde ve ¢ok  hiicreli hayvanlarda saptanmistr. AMPler
mikroorganizmanin zarina hizli ve dliimciil bir sekilde etki eder. AMP’ler profesyonel
fagositik hiicrelerce ve mikroorganizma ile karsilasmakta olan tiim epitel hiicrelerince
iretilir. Bazilar1 siirekli eksprese olurken, bazilar1 sadece oganizma hasar gérdiiglinde veya
mikroorganizma ile karsilastiginda eksprese olur. Insanda en iyi cahisilmis AMPler
defensinler ve katelisidindir. Laktoferrin ve lipokalin de antimikrobiyal proteinlerdir,
demir ve esansiyel mikrobiyal besinlerin saglanmasini kisitlarlar. Katelisidin bir gen ile
temsil edilir, tiim epitelyal yiizeylerde eksprese olur. Genellikle ekspresyonu lokal hasar
veya enfeksiyon ile wuyarilir. o-defensinler (HNP 1-4) notrofillerde yiiksek
konsantrasyonlarda bulunur. B-defensinler (HBD1-4) iiroepitel boyunca yaygin olarak
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bulunur. Tiim defensinler ve katelisidin insan iiriner sisteminde eksprese olur (130).
Defensinlerin bobregi korumadaki rolii ile ilgili en gii¢lii delil defensin geninin silindigi
farede idrar sterilitesinin saglam kontroliindeki kadar saglanamamasi ve bu farelerin
%30’unda mesane idrarinda Staphylococcus suslarmin bulunmasidir (152). Hem HBD1
defensin hem de katelisidin siirekli olarak salgilanir ve tiroepitelin hemen yakinindaki sivi
tabakanin bakterisidal 6zelliklerine katkida bulunurlar. Bakteriler bu defansi asabilirse
indiiklenebilir AMP’ler, HBD2 defensin ve daha fazla katelisidin uyarilir. Uroepitel ¢ok
miktarda katesidilin sentez ve sekresyon kapasitesine sahiptir. Katelisidin ve HBD2
indiiksiyonu 1ile koordine olarak ve AMP’lerin kemoatraktan 6zelliklerine bagli olarak
lokal lokositler agiga cikar. Bolgeye gelen monositler sitokinleri sentezleyerek epitel
hiicrelerince daha fazla AMP ekspresyonuna yol agar. Eger mikroorganizmalar bu erken
defanslar1 gecebilirse tiroepitel bakteri yapismasma ve hasara duyarl hale gelebilir. TLR-
aracilt yolaklarla ve heniiz karakterize olmamis reseptorlerle bakteriyel yapisma ve
invazyon ayni zamanda hiicresel hasar, IL-8 gibi sitokinlerin ve lipokalin gibi AMP’lerin
iretimini ve sekresyonunu uyarir. IL-8 hizli bir sekilde notrofil gociine yol agarak,
antienfektif etki saglarken lokal epitel hasarina da yol acar. Seliiler hasarin indiikledigi
lipokalin mikrobiyal sideroforlar1 sekestre ederek antimikrobiyal defans saglar. Defansin
bu basamaklar1 da basarisiz olursa yogun nétrofil gocii daha agresif bir hal alir ve olay
normal mikroanatominin bozulmasi ile sonucglanir. Eger bu hiicresel cevap olusamazsa
sistemik enfeksiyon olusur (130).

Yapilmis arastirmalarda cesitli epitel hiicrelerdeki AMP genlerinin ¢esitli besinler ve
vitaminlerle indiiklenebilecegi gosterilmistir. Ornegin katelisidin vitamin D ve kisa-zincirli
yag asitleri ile indiiklenebilir (127, 153-156).

Katelisidini kodlayan gen ekspresyonu vitamin D bagimlidir ve VDR bélgesine sahiptir
(153).

Akut enfeksiyon sirasinda tiroepitelin diger bir defans mekanizmasi1 kemokinlerin ve
sitokinlerin lokal iiretimidir. Proinflamatuvar sitokinlerin salmimi (IL-1, IL-6 ve IL-8),
inflamatuvar hiicrelerin c¢agrilmasi ve ikinci bir sitokin patlamasi ile sonuglanir.
Bakteriiirisi olan ¢ocuklarda IL-1, TNF-a, IL-6 ve IL-8 idrar konsantrasyonlar1 artmustir.
IL-6 gen polimorfizmleri IYE’ye yatkinlikla iliskili bulunmustur (4).

Sonug olarak VDR ve IYE arasindaki iliskide katelisidin gibi baz1 konak antimikrobiyal
protein iiretiminin stimiilasyonu etkili olan mekanizmalar arasindadir. Bu caliymada da
VDR gen polimorfizmlerinin IYE riski ile iliskili oldufunun saptanmasi bu goriisii

desteklemistir.
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Idrar yolu enfeksiyonunda ortaya ¢ikan inflamatuvar yanit iki yonlii etkiye sahiptir. Bu
inflamatuvar yanit bir yandan patojen bakterinin eradikasyonu i¢in gerekirken ayni
zamanda doku zedelenmesi ve kalici1 skara yol acgabilir (4). Vitamin D adaptif immiin
cevabin inflamatuvar kolu iizerinde baskilayici etkilere sahiptir. Mycobacterium
tuberculosis ile karsilasan makrofajlarda vitamin D proinflamatuvar sitokinler IFN-y ve
TNF-a iiretimini azaltirken ayn1 zamanda katelisidin iiretimini uyarir (130). Inflamasyonun
geri-doniigsiiz  hasara yol acabilecegi bobrek gibi bir organda non-inflamatuvar
antimikrobiyal defansin 6nemli oldugu One siiriilmiistiir (130). LPS’ler gram-negatif
bakterilerin dis zarinda bulunur. Konak cevabini aktive ederler, hem in vivo hem in vitro
nitrit oksit ve sitokin iiretimini indiiklerler. LPS’ye in vivo cevap sepsis ile iliskili multi
organ yetmezlige ve diger komplikasyonlara yol agar. LPS’ye inflamatuvar cevap spesifik
LPS-baglayici protein, CD14 reseptor ve TLR-4 etkilesimi ile yonetilir. LPS ile uyarilmis
immiin ve konak cevabin aktivasyonunda tiim bu molekiillere gerek vardir (4).
Mikrodamar endotelyal hiicrelerinin in vitro vitamin D tedavisi sonucu gram negatif
bakteriyel LPS aracili NF-xB aktivasyonu ve sitokin salinimini baskilandigi gosterilmistir.
1,25(OH),Ds proinflamatuvar bir transkripsiyon faktorii olan niikleer faktor-xB (NF-
kB)mnin etkilerini inhibe eder. Mikrobiyal ajanlara kontrolsiiz immiin yanit veren ve
postenfeksiydz inflamatuvar yanit aracili komplikasyon gelistiren kisilerde 1a,25-(OH),Ds
sinyalinde disfonksiyon olabilecegi 6ne siiriilebilir (5).

Gen polimorfizmleri ve renal skar iliskisi kisa bir siiredir ¢alisilmakta olsa da renal
skar/IYE olan hastalarda genetik ¢esitliligin oldugu kesin bir gecektir. TLR-4, TGF-p, IL-8
polimorfizmleri renal skar olusumu ile iligkili bulunmustur (4, 6-8). Her ne kadar VUR
gibi baz1 anatomik anomaliler [YE nin tekrarlamas1 ve renal skar riskini arttirtyor olsa da
bircok hastada bu risk faktorleri bulunmamaktadir. Bu nedenle gelecekte yiiksek riskli
cocuklarm belirlenmesinde genetik analizler degerli klinik bilgiler saglayabilecektir. VDR
ve renal skar olusumu arasindaki iliskide TLR4’in down-regiilasyonu, T hiicre
proliferasyonun veya TNF-a sentezinin supresyonu etkili olan mekanizmalar arasindadir.
Bu ¢alisamanin sonuglar1 da IYE’ya yatkinlik yani sira renal skar gelisimi agisindan da bu
polimorfizmin 6nemli olabilecegini diistindliirmiistiir.

Ozet olarak VDR polimorizmleri ve IYE arasindaki gdzlenen iliskiler vitamin D’nin
enfeksiyonlara karst immiin cevabi module ettigi bilgisi ile uyumludur. Bu bulgularin
klinik yarar1 veya halk saglig1 agisindan 6neminin kesin olarak sekillendirilmesinden 6nce
bu sonuglarin daha biiyiik 6rnek biiyiikliigii ile dogrulanmas: gereklidir. IYE’ye konak

cevabinda, dolasan vitamin D metabolitleri ve VDR etkilesiminin detaylandirilmasinin
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yararli olacagi disiiniilmiistiir. Ayrica VDR polimorfizmleri bu arastirilan dordiiniin
disinda birgok TNP’ler icermektedir, giivenilir genotipleri belirlemek i¢in aile-merkezli

genis caligmalar gereklidir.
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SONUCLAR VE ONERILER

1. VDR geni Bsml polimorfizmi agisindan Bb genotipinde sistit riskinde istatiksel
anlamli artis vardi. Istatiksel anlamli olmasa da Bb genotipinde IYE riski hafif
yiiksekti; BB ve Bb genotiplerinde renal skar riski biraz artmisti.

2. Fokl polimorfizmi degerlendirilmesinde; Ff ve ff genotiplerinde IYE riskinde
istatiksel anlamli artis saptandi. Ff ve ff genopleri renal skar riskini yaklagik 2 kat
artirmaktaydi. Yine Ff ve ff genotiplerinde skar negatif piyelonefrit ve sistit riskinde
istatiksel anlamli belirgin artis bulundu.

3. Apal polimorfizminin IYE icin koruyucu bir faktdr oldugu goriildii. Aa ve aa
genotipleri hem piyelonefrit hem sistit i¢in anlamli olarak koruyucu idi.

4. Tagl polimorfizmi IYE ve kontrol grubunda benzer bulundu ancak istatiksel olarak
anlamli olmasa da Tt ve tt genotiplerinde I'YE riski hafif artnust1.

5. “f’alel siklig1 IYE grubunda anlaml yiiksekti.

6. “a” alel frekans dagilimi kontrol grubunda anlamli olarak daha fazlaydi.

7. VDR polimorfizmleri genotip sikliklar1 ile idrar VDR ekspresyonu arasinda anlamh
iliski yoktu. Ancak mutant alelleri tasiyan genotiplerde VDR ekspresyon diizeyi

ortalamalari diisiiktii.

Sonug olarak; bu ¢alismada c¢ocuklarda sik goriilen ve 6nemli morbiditeye yol acan
idrar yolu enfeksiyonuna yatkinlikta ve renal skar gelisiminde VDR gen
polimorfizmlerinin etkili faktorler arasinda oldugu gosterilmistir. Daha once Tirk
popiilasyonunda ve literatiirde IYE’li ¢ocuklarda VDR geninin polimorfizmleriyle ilgili
yapilmis herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Immiin sistem modiilasyonunda etkileri
giderek daha iyi belirlenen VDR geninin renal enfeksiyonda etkisinin belirlenmesi tedavi

ve koruyucu hekimlik alanlarinda yeni yaklasimlar ortaya koyabilir.
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OZET
COCUKLARDA IDRAR YOLU ENFEKSIYONUNDA VITAMIN D RESEPTOR
GEN POLIMORFiZMi

Idrar yolu enfeksiyonu (IYE) ¢ocuklarda sik goriilen enfeksiyonlar arasindadir. Akut
enfeksiyon swrasinda patojen bakteriye karsi konak savunmanm 6nemli bir pargasi olan
inflamatuvar cevap paradoksik olarak doku fibrozuna yol acarak konaga zararli hal alabilir.
Vitamin D’nin immiin sistem regiilasyonu dahil bir¢ok etkiye sahip oldugu ve Vitamin D
eksikligi ile enfeksiyon hastaliklar1 arasinda iliski oldugu bilinmektedir. Vitamin D potent
immunomodiilatuvar etkilerini VDR aracilifiyla yapar. Bazi VDR alelleriye sonug¢lanan
hafif degisikliklerin enfeksiyonlara direnci veya yatkinlig1 etkiledigi bilinmektedir. Bu
calismada cocuklarda sik goriilen ve dnemli morbidite nedeni olan IYE’de ve buna bagli

renal skar gelisiminde VDR gen polimorfizminin arastirilmasi amaglanmaistir.

IYE tanis1 alan 92 cocuk ve kontrol grubu olarak da daha once IYE gegirme oykiisii
olmayan 105 ¢ocuk ¢aligmaya alindi. VDR gen polimorfizmlerinden Fokl, Bsml, Apal ve
Taql hasta ve kontrol grubu olgularinda calisildi. 24 hastanin idrar 6rneginde VDR
ekspresyonu ¢alisildi.

Bsml polimorfizm genotip dagilimi IYE gegirenler ile kontrol grubu arasinda benzerdi.
FoklI polimorfizmi agisindan IYE gegiren ve kontrol grup arasinda istatiksel anlamli fark
saptand1 (p=0,00). ff genotipinde IYE gecirme riski istatiksel anlaml1 fazlayd: (p=0,00) ve
IYE riski 3,94 kat artmaktaydi (OR=3,94; %95 CI 1,71-9,09). Apal polimorfizmi ise
kontrol grubunda istatiksel olarak anlamli derecede yliksekti, koruyucu faktor olarak
degerlendiridi (p=0,00). Taql genotipinin IYE gecirenler ile kontrol grubu karilastiriimasi
sonucunda iki grup arasinda istatiksel anlaml fark bulunmadi ancak hem Tt genotipinde
hem de tt genotipinde IYE riskinde hafif bir artis vardi. Hastalarda VDR polimorfizmleri
genotip sikliklar1 ile idrar VDR ekspresyonu arasinda anlamlr iliski saptanmadi.

Bu ¢alismanm sonuglar1 IYE’ye yatkmlik ve renal skar gelisimi agisindan VDR gen
polimorfizminin 6nemli olabilecegini diisiindiirmiistiir. VDR polimorfizmleri ve IYE
arasindaki gozlenen iliskiler vitamin D’nin enfeksiyonlara karsi immiin cevabi module
ettigi bilgisi ile uyumludur. Bu bulgularin kesin olarak sekillendirilmesinden 6nce bu
sonuclarin daha biliylik O©rnek biyiikligi ile dogrulanmasmmin uygun olacagi
diistiniilmiistiir.

Anahtar Sézciikler: Idrar yolu enfeksiyonu, renal skar, vitamin D reseptdr gen

polimorfizmi, VDR ekspresyonu

57



ABSTRACT
VITAMIN D RECEPTOR GENE POLYMORPHISM IN CHILDREN WITH
URINARY TRACT INFECION

Urinary tract infection (UTI) is among common infectious diseases in children.
During acute infection inflammatory response to the pathogenic bacteria, one of the
important part of host defense, paradoxically can cause tissue fibrosis and finally become
harmful to host. It is known that vitamin D has a lot of action including immune system
modulation and there is a relation between vitamin D deficiency and infectious diseases.
Vitamin D performs its potent immunomodulator effects through VDR. It is known that
small alterations leading to some VDR alleles effect resistance or susceptibility to
infections. In this study it is aimed to examine VDR gene polymorphisms in UTI, which is
common and cause of important morbidty in children, and in renal scar formation due to
this.

92 patients diagnosed as UTI and 105 children without history of UTI before as a
control group were evaluated. The VDR gene Bsml, Fokl, Apal ve Taql polymorphisms
were evaluated in both patients and control groups. In urine samples of 24 patients VDR
expression was studied.

Bsml polimorphism genotype distribution was similar between patient and control
groups. There was a significant difference between patient and control groups in Fokl
polimorphism (p=0,00). In ff genotype risk of UTI was significantly increased (p=0,00)
and the risk was 3,94 times higher (OR=3,94; %95 CI 1,71-9,09). Apal polimorphism was
significantly increased in control group (p=0,00) and evaluated as a protective factor. In
comparison of Taql genotype between patient and control groups there was no statistically
significant difference but in both Tt and tt genotypes there was minimal increased risk of
UTI. There was no significant association between VDR polymorphism genotype
frequencies and urine VDR expressions in patients.

Results of this study suggest that VDR gene polymorphism can be important for
susceptibility to UTI and renal scar formation. Associations between VDR polymorphisms
and UTI is in accordance with the knowledge of vitamin D modulates immune response
against infections. Before designing these results firmly, it is thought to confirm these
results in a larger sample will be appropriate.

Key Words: Urinary tract infection, renal scar, vitamin D receptor gene polymorphism,

VDR expression
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