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OZET

Mert POLAT
BOBREK VE URINER SISTEM KONJENITAL ANOMALISI
(CAKUT) TANISI ALAN HASTALARDA STAT3
POLIMORFIZMLERININ (c.-1915C>G, ¢.1671C>T, c.-1-
13666T>C, ¢.273+314A>G/T) SIKLIKLARININ BELIRLENMESI
Tibbi Genetik Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, 2019

Konjenital bobrek ve iiriner kanal anomalisi (CAKUT) embriyonik ddonemde meydana
gelen konjenital bobrek malformasyonlarmin tamamini igerir ve tiim konjenital
malformasyonlarin yaklasik %20-30'unu olusturur. CAKUT, bobrek agenezisi, bobrek
displazisi, bobrek hipoplazisi, hidronefroz, hidroiireter ve vezikoiireteral reflii dahil
olmak iizere idrar yolu morfogenezindeki bozukluklardan kaynaklanan yapisal
malformasyonlar1 kapsar. Simdiye kadar CAKUT fenotipi ile iligkili oldugu diisiiniilen
36 farkli gen saptandi. Bununla birlikte, CAKUT veya ekstra bobrek belirtisi olan
CAKUT hastalarinin sadece %20'sinde s6z konusu 36 gende mutasyon tespit edildi.
Bu veriler CAKUT'ta yiiksek genetik heterojenitenin varligin1 géstermektedir.

STAT3, STAT protein ailesinin bir liyesidir. STAT protein ailesi kanser gelisimi,
inflamasyonun diizenlenmesi, immiin yanit, apoptoz ve erken embriyonik gelisim gibi
cok farklt mekanizmalarda gorev almaktadir. STAT3'lin bobrek gelisiminde rol
oynadig1 ve bobrek hastaliklari ile iliskili oldugu gosterilmistir. Calisma kapsaminda
STAT3 geninde yer alan dort farkli tek niikleotid polimorfizminin (SNP) CAKUT
tanis1 alan hastalardaki goriilme sikliklar aragtirildi. Bu SNP'lerden rs1053004 genin
3’ kodlanmayan bolgesinde (UTR), rs4796793 ise 5° UTR da yer alir. rs744166 ekzon
1 ve ekzon 2 arasindaki intronik bolgede, rs3816769 ise ekzon 3 ve ekzon 4 arasindaki
intonik bolgede yer alir. rs744166 ve rs4796793 polimorfizmleri PZR-RFLP, ve
rs1053004 ve rs3816769 polimorfizmleri ise gercek zamanli PZR yontemi ile ¢alisildi.
Hasta ve kontrol grubunun se¢imi Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi-Ankara

Hastanesi Pediatrik Nefroloji Bilim Dali ile ortak olarak gerceklestirilmistir. Bu tezde
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KA17/341 numarali projede kullanilan 0-18 yas arasindaki 145 CAKUT tanili hasta
ve 128 kontrol 6rnegi kullanildi. Istatistik analizler, calismaya dahil edilen
polimorfizmlerin, konjenital bobrek ve firiner kanal anomalisi (CAKUT) ile

istatistiksel olarak anlamli bir iliskisi olmadigin1 gosterdi.

Anahtar kelimeler: Konjenital bobrek ve tiriner kanal anomalisi, CAKUT, STATS3,
rs1053004, rs744166, rs3816769, rs4796793
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ABSTRACT

Mert POLAT
DETERMINATION OF THE FREQUENCY OF STAT3
POLYMORPHISMS (c.-1915C>G, ¢.1671C>T, ¢.-1-13666 T>C,
c.273+314A>G/T) IN PATIENTS WITH KIDNEY AND URINARY
SYSTEM CONGENITAL ANOMALY (CAKUT)
Department of Medical Genetics
Master’s Thesis, 2019

Congenital anomalies of the kidney and urinary tract (CAKUT), collectively refers to
various structural malformations characterized by renal developmental disorders in the
embryonic period and this malformation accounts for approximately 20-30% of all
congenital malformations. CAKUT includes various structural malformations
resulting from abnormalities in the morphogenesis of the urinary tract, including renal
agenesis, renal dysplasia, renal hypoplasia, hydronephrosis, hydroureter, and
vesicoureteral reflux. Currently, 36 genes found to be related to CAKUT phenotype.
However, only 20% of CAKUT patients have mutations in these 36 genes. These data
indicate the presence of high genetic heterogeneity in CAKUT.

STAT3 is a member of the STAT protein family. The members of this protein family
have roles in different cellular mechanisms such as cancer, inflammation, immune
response, apoptosis, and early stage of embryonic development. It has been shown that
STAT3 plays a role in kidney development and is associated with renal diseases. In this
study, four different single nucleotide polymorphisms (SNP) localized in the STAT3
gene was investigated in patients diagnosed with CAKUT. rs1053004 is located in the
3’ untranslated region (UTR) of the gene and rs4796793 is located in the 5 "UTR.
rs744166 is located in the intronic region between exon 1 and exon 2, and rs3816769
is in the intronic region between exon 3 and exon 4. We used PCR-RFLP method for
the analyses of rs744166 ve rs4796793, and melting curve analyses for rs1053004 and
rs3816769.
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The selection of the patient and control groups was made in collaboration with Baskent
University Faculty of Medicine Department of Pediatric Nephrology. In this study, we
used previously isolated DNA samples (From KA17/341). Total of 145 CAKUT
patients between 0-18 years old, and 128 control individuals enrolled in this study. As
a result of statistical analysis, no polymorphism was found to be related to congenital
anomalies of the kidney and urinary tract (CAKUT).

Keywords: Congenital anomalies of the kidney and urinary tract, CAKUT, STATS3,
rs1053004, rs744166, rs3816769, rs4796793
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1. GIRIS

Konjenital bobrek ve tiriner kanal anomalisi (CAKUT), bobrek gelisimindeki
bozukluklar ile birlikte ortaya ¢ikan malformasyonlarin tamamini i¢eren hasta grubuna
verilen genel bir addir. Renal displazisi, renal hipoplazi, hidronefroz, hidroiireter ve
vezikoiireteral reflii gibi malformasyonlar1 igerir ve bu malformasyonlar tiim
konjenital malformasyonlarin yaklasik %20-30'unu olusturur. Her 1000 canl
dogumun 3-6’sinda CAKUT goriilmektedir [1-3].

Giinlimiize kadar 36 genin CAKUT gelisimi ile iligkili oldugu gosterilmistir.
CAKUT’un birden fazla farkli hastalik tablosu i¢cermesi ve igerisinde bulunan hasta
gruplarmin farkli marformasyonlara sahip olmast nedeni ile yiiksek klinik
heterojeniteye sahiptir. Ayrica, CAKUT hastalarinin sadece yilizde yirmisinde s6z
konusu 36 gende mutasyon saptanmustir [4, 5]. Bu sonu¢ CAKUT’ta yiiksek
heterojenitenin var oldugu goriisiinii destekelemektedir. Konjenital bobrek ve iiriner
kanal anomalisi (CAKUT) nefrogenezde meydana gelen bozukluklar sonucu ortaya
¢ikar. Bobrek gelisiminde birgok biiytime faktorii, matriks molekiilleri, transkripsiyon
faktorleri gibi elemanlar gorev alir. PAX2, EYAL, SIX1, SIX2, SALL1, FOXC1, WT1
ve HOX11 genleri gibi erken bobrek gelisiminde 6nemli rol oynayan genlerin ¢ogu,
mezenkimde ifade edilir [6]. Bu genlerin yaninda GDNF, RET, RK MAP kinaz, PI3K,
ETV4, ETV5, MET, MMP1, SPRY genlerinin birbirleri ile etkilesimleri de bobrek
gelisiminde 6nemli rol oynar [7-16]. Bu asamalarda meydana gelecek bir bozukluk
CAKUT tablosunun ag1ga ¢ikmasina sebep olabilir.

STATS, bir transkripsiyon faktorii olarak omurgali gelisiminde, inflamasyonda
ve bagisikligin kontrolii dahil olmak iizere farklilasmis doku fonksiyonlarinda kilit role
sahiptir [17]. STAT3 varyasyonlarinin insanda, otoimmiinite ve kanser gibi
hastaliklarla iliskili oldugu gosterilmistir [18, 19]. Ayn1 zamanda STAT3’iin bobrek
gelisimi ve anomalileri ile de iligkili olabilecegini gdsteren ¢ok sayida yayin
bulunmaktadir.

Talbot ve arkadaglar1 farelerin renal tiibiil epitel hiicrelerinde 7. giinde STAT3

geninin ifadelenme seviyesinin yiikseldigini bildirmistir. Bu donem bdobrek



gelisiminin en aktif oldugu donemdir. Bunun yaninda STAT3 geninin tiibiilogenez i¢in
gerekli oldugu raporlanmistir. Bir baska calismada ise Takakura ve arkadaglari
otozomal dominant polikistik bobrek hastaligi (ADPKD) ile STAT3 geninin iliskisini
arastirmiglardir. Otozomal dominant polikistik bobrek hastaligi (ADPKD) polikistin-
1'i (PC1) kodlayan PKD1'deki mutasyonlarin neden oldugu kalitsal bir hastaliktir.
Takakura ve arkadaslart PKD1 geninin ifadelenmesinin baskilandigi polikistik bobrek
hastalig1 modeli olan farelerde STAT3 ifadelenmesini arastirmiglardir. STAT3 inhibe
edici pirimetamin verilen farelerde renal kist olusumunun durdugunu raporlamiglardir
[20, 21].

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda STAT3’lin ifadelenmesinin diizenlenmesi ile
iligkili oldugu diistiniilen rs1053004, rs4796793, rs744166, rs3816769 polimorfizmleri
konjenital bobrek ve iiriner kanal anomalisi (CAKUT) tanisina sahip hastalarda
incelendi ve CAKUT ile iliskisi belirlenmeye ¢aligildi. Bildigimiz kadari ile STAT3
geni ilizerinde bulunan rs1053004, rs4796793, rs744166, rs3816769 SNP’ler ile
konjenital bobrek ve iiriner kanal anomalisi (CAKUT) ile ilgili yapilan bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Calisma sonucunda hasta ve kontrol gruplar1 arasinda allel
siklikliklart agisindan anlamli fark bulunmamistir. Bununla birlikte bulgularina gore
alt gruplara ayrilan hastalar kontrol grubu ile karsilastirildiginda hidronefroz alt
grubunun kadinlarda, Vezikoiireteral refliinlin ise erkeklerde daha yiiksek siklikla

gbzlendigi belirlendi (p<0,001)



2. GENEL BiLGILER

Konjenital bobrek ve tiriner kanal anomalisi (CAKUT) renal agenezisi, renal
displazisi, renal hipoplazi, hidronefroz, hidrotireter ve vezikoiireteral reflii de dahil
olmak iizere idrar yollarinin morfogenezindeki bozukluklardan kaynaklanan cesitli
yapisal malformasyonlar1 igerir. Tiim konjenital malformasyonlarin yaklasik %20-

30'unu olusturur [1-3].

2.1. Uriner Sistem Anatomisi

Organizmanin kendisine zararli olan atik lriinler iiretmesi metabolizmanin
kagiilmaz bir sonucudur. Bu metabolik atiklarin viicuttan atilmasi tiriner sistemin
gorevidir. Uriner sistem viicuttaki metabolik atiklarin temizlemesinin yaninda viicutta
asit baz dengesinin, elektrolit dengesinin ve kan basincinin diizenlenmesinde gorev
alir. Boylelikle viicuttaki homeostazin saglanmasinda énemli rol oynar. Uriner sistem

toplamda 4 ana unsurdan olusur. Bunlar; bobrekler, tireterler, mesane ve iiretradir [22].

2.1.1. Bobrek

Bobrekler fasulye seklinde olup karin arka duvarinda T12 (torakal 12) ve L3
(lumbal 3) vertebra seviyeleri arasinda omurganin iki yaninda retroperitoneal olarak
yerlesmistir. Bobregin fonksiyonlari;

e Kani siizerek metabolik atiklar1 viicuttan atar.

e Sivi ve elektrolit dengesinin diizenlenmesinde rol oynar. Bobrekler su, potasyum,
sodyum ve kalsiyum gibi eloktrolitleri koruyarak veya ortadan kaldirarak kanda
¢Oziinen konsantrasyonu veya ozmolariteyi diizenler.

e Viicuttaki asit baz dengesini diizenler. Bobrekler, hidrojen ve bikarbonat
iyonlarinin kan i¢indeki seviyelerini ayarlayarak kanin pH’sinin uzun siireli olarak
diizenlenmesinde yardimet olur.

e Kan hacmini kontrol edip, diizenleyerek kan basincinin kontroliinde dogrudan rol

oynar.



e Eritropoetin hormonunu serbest birakarak kemik iligindeki kirmizi kan hiicresi
liretiminin diizenlenmesinde rol oynar.

e Glukoneogenez siirecinde yeni glikoz iiretilmesinde rol oynar [22, 23].

2.1.2. Ureter

Ureterler, idrar1 bobreklerden idrar kesesine tasir. Uzunluklar1 yaklasik 25-30
cm’dir. Her bir ireterin kiigiik bir mukoza kanali vardir ve iireterin mesaneye
acilmasinda bir kapak islevi goriir. Bu sayede mesane kasildiginda idrarin iiretere geri

gelmesi engellenir[23, 24].

2.1.3. Mesane

Mesane, idrar1 gegici olarak depolayan piiriizsiiz, katlanabilir, kasl bir kesedir.
Iki kalca kemigini baglayan kikirdak yapi (Symphysis pubis) ile hemen arkasindaki
pelvik retroperitoneal yerlesimdedir.

Mesanenin posterior tabanindan mesane boynuna dogru uzanan kas yapisina
trigon denir. Enfeksiyonlar bu bolgede devam etme yoneliminde oldugu i¢in trigon
klinik olarak Onemlidir. Mesane oldukca hassas bir yapidir. Mesane dolarken
biiziigmiis mukoza diizlesir ve epitel incelir. Mesanede en ¢ok 700 ile 800 mL idrar

hacmine ulasilabilir [23, 24].

2.1.4. Uretra

Uretra, idrar yolunun u¢ kisminda yer alan ince duvarli bir tiiptiir. Uretranin
temel islevi idrar1 mesaneden viicudun disina bosaltmaktir. Uretranin uzunlugu ve
islevi iki cinsiyet arasinda farklilik gostermektedir. Erkeklerde tiretranin uzunlugu 20
cm’dir. Erkeklerde tiretra 3 boéliimden olusur. Bunlar: prostat, membrandz ve
stingerimsi iiretra. Erkek tiretrasinin 2 islevi vardir. Hem idrar1 hem de spermi viicuttan
disar1 tasir. Bu nedenle iiretra erkeklerde hem iiriner sistemin hem de tireme sisteminin
bir parcasidir. Kadinlarda ise 3-4 cm uzunlugunda olup vajinal a¢ikligin 6niine kadar

uzanir. Tek islevi ise idrart mesaneden viicudun disina iletmektir [22, 23].



2.2. Dogumsal Bobrek Anomalileri

Uriner sistem iiyelerini etkileyen yapisal ve fonksiyonel diizensizlikler
CAKUT baslig1 altinda toplanmaktadir. Bunlar:

Renal agenezi: Tek veya her iki fetal bobregin gelismedigi dogumsal
malformasyondur.

Renal displazi: Metanefrik dokunun anormal farklilasmasi sonucu ortaya g¢ikan
bozukluklara bagl olarak bobrek parankim dokusunun anormal gelismesidir. Renal
ageneziden farki bobrek gelisiminin ilerleyen safhalarindaki duraksamalardan
kaynaklanmaktadir [25].

Renal hipoplazi: Boébregin yapisal olarak normal olup biiylikliigiiniin normal bir
bobrekten daha kiigiik olmasi durumudur [26].

Hidronefroz: Bobregin toplayict sistemlerinin geniglemesi durumudur [27].
Vezikoiireteral reflii: idrarin mesaneden iiretere dogru geri kagmasi1 durumudur [28].
Bu malformasyonlara sahip hastalarda tekrarlayan {iriner sistem enfeksiyonu
goriilmektedir.

Konjenital bobrek ve {iiriner kanal anomalisi (CAKUT) pediatrik bobrek
hastaliginin son dénemde 6nde gelen nedenini olusturmaktadir. Prevelansinin 1.000
dogumda 3 ile 6 arasinda degistigi tahmin edilmektedir [2]. Tedavi edilmeyen
pediatrik bobrek hastaliklar1 biiylime, gelisme, kardiyovaskiiler morbidite, mortalite
ve geng yaslarda psikolojik sorunlarin artmas ile iligkilidir. Bu etkileri nedeni ile
topluma, ekonomiye ve saglik sistemine 6nemli yiik getirmektedir [29]. Dogumsal
bobrek ve tiriner kanal anomalilerinin dogum Oncesi tan1 yiizdesi diisiiktiir. Konjenital
bobrek ve dliriner kanal anomalisinin (CAKUT) gelisimine neden olan faktorlerin
anlagilabilmesi hastaligin smiflandirmast ve prognozunun tahmin edilebilmesi igin
onemlidir [30]. Konjenital bobrek ve iiriner kanal anomalisi hastalarinin yaklagik
%10'unun yakin akrabalarinda da bobrek anormallikleri bulundugu ancak bunlarin
siklikla bulgu vermedigi belirtilmektedir. Bu nedenle kalitsal olgularin gozden
kagabildigi ve ailesel CAKUT goriilme oraninin oldugundan diisiik tahmin edilebildigi
belirtilmektedir [31]. Tiim bunlar gz 6niine alindiginda CAKUT’ un gelismesinde
etkili olan faktorlerin agiklanmasi 6nemli bir hale gelmektedir.

Konjenital bobrek ve iiriner kanal anomalisinin nispeten yaygin ve ¢ogunlukla

sporadik olarak gozlemlenmesi, CAKUT gelisiminde de novo mutasyonlarin énemli



rol sahibi oldugunu diisiindiirmektedir [32]. Bugiine kadar 36 genin CAKUT klinigi
ile iliskili oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte CAKUT veya ekstra renal bulgularla
seyreden CAKUT hastalarinin sadece %20’sinde s6z konusu 36 gende mutasyon
saptanmistir. Bu veriler CAKUT ta yliksek genetik heterojenitenin varligini isaret
etmektedir [4, 5]. Konjenital bobrek ve iiriner kanal anomalisinin patogenezinde rol

oynadigi bilinen genler ile ilgili bilgiler Tablo 1 ve Tablo 2’de 6zetlenmistir.

Tablo 1. Konjenital bébrek ve tiriner kanal anomalisi (CAKUT) gelisimi ile iligkili genler.

GEN HASTALIK OMIM # | KALITIM
PAX2 Renal bozukluklar (oligomeganefroni, hipodisplazi, VUR ve 120330 oD
kistler)
Bilateral bobrek hipodisplazisi, bobrek agenezisi, VUR,
RET tireteral obstriiksiyon, megaureter, dubleks bobrek, bobrek 191830 OR
anormallikleri ve Hirschsprung hastalig
EYAlL Brankio-Oto Sendromu 602588 oD
SALL1 | Townes-Brocks Sendromu, Brakio-Oto Renal Sendromu 107480 oD
SIX1 Brankio- Oto Sendromu, Brakio-Oto Renal Sendromu 608389 oD
SIX2 Renal hidroplazi 604994 NA
BMP4 Sendromik mikroftalmi, orofasiyal yarik 112262 oD
GATA3 | Hipoparatiroidizm, bobrek displazisi. 146255 oD
ROBO2 | VUR 610878 NA
SLIT2 Kistik displastik bobrekler, tek tarafli bobrek agenezisi. 603746 NA
SRGAP1 | Kistik displastik bobrekler, tek tarafli bobrek agenezisi. 606523 NA
WNT4 Miillerian aplazi, hiperandrojenizm 158330 oD
FGF20 Renal hipodisplazi 605558 OR
AGT Renal tiibiiler disgenezi 106150 OR
REN Renal tiibiiler disgenezi 179820 OR
ACE Renal tiibiiler disgenezi 106180 OR
AGTR1 | Renal tiibiiler disgenezi 106165 OR
UMOD Mediiller kistik bobrek hastaligi tip 2, ailesel hiperiiremik 191845 NA
nefropati ve glomeriilosistik bobrek hastalig1.
TRAP1 | CAKUT 606219 NA

Bobrek kistleri ve diyabet sendromu, bobrek hipodisplazisi,
HNF1B | multikistik displastik bobrek, kistik bobrek hastalig, tek 189907 oD

bobrek, oligomeganetoni




GEN HASTALIK OMIM # | KALITIM
PKHDL Otozomal resesif polikistik bobrek hastaligi ve polikistik 606702 OR
bobrek
KAL1 VUR 300836 | X Bagimli
HOXA13 | VUR 142959 oD
NIPBL VUR, Cornelia de Lange sendromu 608667 oD
Bobrek ve idrar yollarinin konjenital anomalileri birlikte veya
PBX1 harici isitme kaybi, anormal kulaklar veya gelisimsel 176310 oD
gecikme.
CHD7 CHARGE sendromu, Agenezi,hipodisplazi, hidronefroz 608892 oD
FRAS1 | Agenezikistik displazi,hipoplazi, hidronefroz 607830 OR
FREM1 | Agenezikistik displazi,hipoplazi, hidronefroz 607830 OR
DSTYK | Bobrek ve idrar yollariin konjenital anomalileri 612666 oD
PEX Kistik diplazi, hidronefroz 602136 OR
DHCR7 | UP darlik, hidronefroz, VUR 270400 OR
GPC-3 Mediiller kistik displazi 312870 | X Bagimli
HSPG2 | Hidronefroz 224410 OR
ESCO2 | Agenezi, hipodisplazi, hidronefroz 268300 OR
JAG1 Agenezi,hipoplazi, kistikdisplazi,VUR 118450 oD
WT1 Timor,nefromegali 194070 oD

NA: Bilinmiyor, OD: Otozomal Dominant, OR: Otozomal Resesif




Tablo 2 Fare ve insan bobreginin gelisiminde ve CAKUT olusumunda rol oynayan genler [33]

Farede Bobrek
Gelisiminde ve CAKUT
Olusumunda Rol

Oynayan Genler

Insanda Bébrek
Gelisiminde ve CAKUT
Olusumunda Rol

Oynayan Genler

Yerlesme ve ireter tomurcuk gelisiminin

baslamasi

Bmp4,
Emx2,
Eyal,
Foxcl,
Foxc2,
Gdnf,
Gfral,
Greml,
Hoxall,
Hoxc11,
Hoxd11,
Six1,
Six2,
Ret,
Hs2st,
Isl1,
I1tgas8,
Lhx1,
Liml,
Osrl,
Pax2,
Pax8,
Robo2,
Salll,
Spryl,
Wil

BMP4,
EYAL,
GATAS3,
PAX2,
RET,
ROBO2,
SALL1Z,
SIX1,
SIX2

Pretubular
Aggregate

Renal
vesicle

S-shaped
Body

Mezenkimalden epitele gecisi

Bmp4,
Bmp7,
Eyal,
Fgf20,
Fof8,
Fof9,
Lim1,
Osrl,
Six2,
Smad4,
Tcf21,
Tgfb2,
Wnt4,
Wnt96

FGF20,
WNT4




Farede Bobrek
Gelisiminde ve CAKUT
Olusumunda Rol

Oynayan Genler

insanda Bébrek
Gelisiminde ve CAKUT
Olusumunda Rol

Oynayan Genler

Dallanma Morfojenezi

Agt (Angiotensin),
Agtr (Agt- Receptor),
Bmp4,

Bmp7,

Ffgrl,

Ffgr2,

Gpc3 (Glpican3),
Grem1 (Gremlin),
Hoxall,

Hoxcll,

Hoxd11,

Met,

Pod1,

Pten,

Rara,

Spry1l,

Wntl11

AGT,
AGTR

Glomerulus

Henlé's Loop

Nefronun Sekillenmesi ve Uzamasi

Agt-Reseptar,

Agt (Angiotensin),
Jagl,

Notch2,

Pax2,

Umaod,

Wil

UMOD




2.3. Nefrogenez ve CAKUT fliskisi

CAKUT!' un patogenezi, ¢evresel veya genetik nedenlere bagli olarak normal
nefrogenezin bozulmasina dayanir [34].

Nefrogenez, fetiisde 5. haftada baslar ve insanlarda dogum Oncesinde
tamamlanir. Bu silire¢ bobrek ve idrar yollarinin gelisimini baglatan karmasik
etkilesimleri ve sinyalizasyon siireglerini igerir [3, 35]. Yetiskin memelilerde
bobrekler ve list liriner sistem, iireter tomurcugun (UB) kaudal Wolf kanalindan dorsal
metanefrik mezensime uzanarak farklilasmaya baslayan gelisim siireci sonucunda
gelisir [26]. Bobrek gelisiminin ilk isareti, ara mezoderm, metanefrojenik mezenkim
ve nefrik kanaldan tiiretilen iki doku arasindaki etkilesimdir. PAX2, EYAL, SIX1, SIX2,
SALL1, FOXC1, WT1 ve HOX11 genleri gibi erken bobrek gelisiminde 6nemli rol
oynayan genlerin ¢cogu mezenkimde ifade edilir. Insanlarda bu genlerde olusan
mutasyonlarin bobrek hastaliklariyla iligkili oldugu gosterilmistir [6]. Yetiskin bobrek
(metanefroz) gelismeden Once, embriyonun iki gegici bobregi (pronefroz ve
mezonefroz) vardir. Metanefroz kalici bobregi olusturur [36] (Sekil 1). Daha 6nce
belirtildigi gibi nefrogenez sirali ve karsilikli hiicre ve doku etkilesimleri ile
diizenlenir. Nefrogenez siirecinde Wolf kanalinin formasyonu, tireter tomurcugu (UB)
ve metanefrik mezensim (MM) hiicreleri arasindaki etkilesimin gerceklesmesi ve
distal iireterin olgunlagsmasi gozlenir [37, 38]. Nefrogenez sirasinda, renin-anjiyotensin
sistemini (RAS) kodlayanlar da dahil olmak iizere birden fazla gen agi, UB'nin
dogrudan olgunlagsmasinin yani sira olgun nefronlarin olusumu ve gelisimi ile ilgilidir
[39]. GDNF/RET sinyalleri primer tomurcuk olusumu sirasinda ve bobrek gelisimi
boyunca UB dallanmasi i¢in 6nemlidir [8, 10, 16]. RET sinyalleri, ERK/MAP kinaz,
PI3K ve PLCy yollar1 gibi birgok yol tarafindan aktive edilir [12]. Yapilan birkag
caligmada gosterildigi gibi, bu yolaklar UB dallanmasma katkida bulunur [15].
GDNF/RET sinyal iletiminin en 6nemli fonksiyonlarindan biri UB olusumu sirasinda
ETV4, ETV5, MET, MMP1, SPRY1 ve WNT1 gibi genlerin ifadelenmelerinin
arttirilmasidir [7, 13]. ETV4 ve ETVS ifadelenmesinden yoksun olan farelerde bobrek
gelisimi olmadig1 gosterilmistir. Hayvan deneylerinde RET, ETV4/5 veya SPRY1
genlerinin hiicre gégiinde rol oynadiklar gosterilmistir. ETV4 ve ETV5 yoluyla RET
aktivasyonunun nefrik kanalda hiicre diizenlemelerini baslattigi ve bu bolgedeki en

yilksek RET sinyal seviyesine sahip hiicrelerin tercihen ilk iireter tomurcuk ucunu
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olusturmak {izere go¢ ettigi gosterilmistir [9]. Yapilan diger caligmalarda GDNF/RET
ve SPRY1 olmadan gelisen bobreklerde Onemli dallanma anormallikleri oldugu
gosterilmistir [9].

Erken metanefrik gelisim siirecinde Fibroblast Biiyiime Faktorleri (FGF)’nin
onemli bir yeri vardir. Bu reseptorler embriyonik giin E10.5 ve E11.5 civarinda
metanefrik mezenkimde ve iireter tomurcugunda ifade edilir. FGFR1 ve FGFR2
bobrek gelisiminde Onem tasiyan 2 reseptOrdiir [14]. Reseptorlerden birinin
eksikliginde bobrek gelisim bozuklugu pek goriilmese de ikisinin de eksik olmasi
durumunda bdbrek agenezisi ortaya ¢ikar. Her iki reseptoriin eksikliginde PAX2, SIX2
ve SALLL'in ifadelenme seviyelerinde diisiis meydana gelir. Ayn1 zamanda,
embriyonik giin E11.5'te GDNF ifadelenme seviyelerinin azalmasina neden olur.
FGFR1 ve FGFR2 eksikligi olan metanefrik mezenkimde, embriyonik giin E10.5'te
EYAL, SIX1 ve WT1'i ifade edilir. Bununla birlikte, bu asamadaki mutantlarda PAX2,
SIX2 ve SALL1 genlerinin ifadelenmedigi gosterilmistir. Bu bulgu FGF’nin s6z konusu
transkripsiyon faktorlerinin iizerinde tetkikleyici bir roli oldugunu gostermektedir
[11]. Yapilan diger bir ¢alismada ratlarda insan rekombinant FGF7 veya FGF10’un
asir1 ifadelenmesinin tireter kokenli toplama kanallarinda kist olusumuna yol acgtig
gosterilmigtir [11].

Nefrogenezde en Onemli yolaklardan birisi de WNT sinyal yolagidir.
Embriyonik bobrekte bir dizi WNT ailesi iiyesi ifade edilir. Simdiye kadar yapilan
caligmalarda WNT-2b, -4, -5b, -6, -7b, -9b ve -11'in bobrek gelisimi sirasinda ifade
edildigi gosterilmistir [40, 41]. WNT4, dreterde epitel olusumu igin metanefrik
mezensimdeki hiicrelerden ifadelenir [42]. WNT7b, toplama kanali epitelinde
ifadelenir ve kortiko mediiller aks olusumunda rol oynar [43].

STAT ailesinin bir iiyesi olan STAT3, nefrogenez, inflamasyon, gliogenez,
hepatogenez, T hiicresi proliferasyonu ve onkogenez dahil olmak iizere cesitli
biyolojik siireglerde gorev alir [17]. Barasch ve arkadaslari standart bir indiiksiyon
modeli kullanarak, tireter tomurcuk hiicrelerinin, bobrek mezensim hiicrelerini, epitel
hiicrelerine doniistliren faktorleri salgiladigini ve nefron olusturdugunu gostermistir.
Bu faktor saflagtirilip smiflandirildiginda l6semi inhibe edici faktér (LIF) olarak
tanimlanmustir. LIF'in epitel onciileri (PAX2, WNT4 ifade eden hiicreler) iizerinde

etkisini incelemek i¢in metanefrik mezenkim hiicreleri in vitro’da FGF2 ile kiiltiire
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edilmistir. Kiiltiir ortammna LIF’in eklenmesinden sonra STAT3'iin aktivasyonu
(GP130 aktivasyonunun bir hedefi) takip edilmistir. LIF ile 1 saat inkiibe edilen
hiicrelerde fosforlanmis STAT3'lin, hiicrelerin ¢ekirdeginde belirgin bir sekilde var
oldugu ve sitokinin epitel Onciillerinde ikinci haberci sinyalini dogrudan aktive
edebilecegi gosterilmistir [44]. Bienaimé ve arkadaglarinin yapmis olduklari bir
caligmada bobrek hasari sonrasi tiibiiler hiicrelerde STAT3 transkripsiyon faktoriiniin
aktive edildigi gézlemlenmistir. Tiibiiler hiicrelerde STAT3'in interstisyel fibrozisin
gelisimindeki rolii farkli genetik kokenli ve genetigi degistirilmis farelerde nefron
rediiksiyon modeli kullanilarak ¢alisilmistir. Nefron azalmasi tiibulointerstisyel lezyon
gibi renal lezyon egilimli farelerin tiibiiler hiicrelerinde STAT3 aktivasyonuna neden

olurken, direngli farelerde STAT3’{in aktive olmadig1 gosterilmistir [45].
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Sekil 1. Bobrek gelisimi asamalarina sematik genel bakis ve asamalarda rol oynayan genler [46].

2.4. STAT3 Geninin Bobrek Uzerindeki Etkisi

Talbot ve arkadaslarinin fareler iizerinde yaptiklari ¢aligmada dogumdan
sonraki 7. Giinde STAT3 geninin renal tiibiil epitel hiicrelerinde oldukga aktif oldugu
gosterilmistir. Bu donem bdobrek gelisiminin en aktif oldugu donemdir. STAT3
aktivitesinin dogumdan sonraki 14. Giinde baskilandigi ve yetiskin bobreklerde
STATS3 aktivitesinin neredeyse tespit edilemez oldugu bildirilmistir [21].

Civa kloriir (HgCl2) gibi civa igeren bilesiklerin uygulanmasi, nefrotoksin ile
indiiklenen Akut Bobrek Hasar1 (AKI)’nin incelenmesi igin kullanilan bir modeldir.
Farelerde HgCl: ile indiiklenen akut bobrek hasarinda, IL-6 araciligi ile STAT3’{in
aktive oldugu gosterilmistir. Nechemia ve arkadaslart bunun yaninda farelere HgCl2

uygulamasindan o6nce STAT3 aktivasyonunun hayvanlar1 akut bdbrek hasari
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(AKI)’dan korudugunu ve hayatta kalma ile sonuglandigini géstermistir. Bu ¢alismada
renal tiibiiler epitel hiicrelerinde renal IL-6 ifadelenmesi ve STAT3 aktivasyonunun,
hasarin gelisimi sirasinda 6nemli 6l¢lide arttig1 bildirilmistir. IL-6 hedef hiicrelerde IL-
6 reseptoriine (IL-6R) baglanir ve sinyal hiicre i¢inde yer alan gpl30 {iizerinden
aktarilir. Bu ¢alismada saglikli farelerde renal parankim i¢indeki IL-6R ifadelenmesi
incelendiginde IL-6R ifadelenmesinin diisiik seviyede oldugu belirlenmistir. Gp130
tiim hiicrelerde ifadelenirken IL-6R sadece hepatositler ve bazi 16kositler dahil olmak
lizere viiclitta az sayida hiicrede ifadelenmektedir. IL-6R’nin ifadelenmedigi
hiicrelerde sitokin yanit olusmaz. Reseptoriin hiicre disinda ¢oziiniir halde bulunan
sIL-6R formu IL-6’y1 IL-6R ile benzer afinite ile baglayabilir. Bu islem trans-
sinyallesme olarak adlandirilmaktadir [47]. Nechemia ve arkadaglarinin ¢alismasinda
yaralanma sirasinda serum sIL-6R diizeylerinin ii¢ kat arttig1 gosterilmistir. IL-6’nin
bir IL-6/sIL-6R fiizyon proteini ile trans-sinyallesmesinin uyarilmasi sonucunda renal
tiibiiler epitelde STAT3’1 aktive oldugu ve AKI’yi 6nledigi tespit edilmistir [48]. Bir
baska ¢alismada ise kiiltiire edilmis proksimal tiibiil hiicrelerinde STAT3 iin, renal
iskemik hasarin belirteci olan ATP-tiikkenmesine cevap olarak aktive edildigi tespit
edilmistir. Bunun yaninda STAT3iin asir1 ifadelenmesi ise bu sistemde apoptozdan
korumaya neden oldugu gosterilmistir [49]. Kuratsune ve arkadaslarinin ¢alismasinda
ise STAT3’lin hem tiibiil epitel hiicrelerinde hem de interstisyel hiicrelerde aktif
oldugu gosterilmistir [50]. Pang ve arkadaglarinin yapmis oldugu bir ¢alismada ise
interstisyel fibroblastlarda yiiksek diizeyde STAT3 aktivasyonu oldugu bildirilmistir
[51]. Kronik bobrek hastaligt modeli olarak adriamisin kaynakli nefropatiye cevap
olarak renal STAT3’iin aktive oldugu gosterilmistir, ancak aktive hiicre tipleri
tanimlanmamustir [52]. Bu modelde JAK2 inhibitérii olan AG490 ile tedavinin
STAT3’li baskilandigi ve uzun siireli bobrek fonksiyon bozulmasinin engellendigi
gosterilmistir [52]. He ve arkadaslar1 2004 yilinda bir HIV-1 proteini olan Nef’in
(Negative Regulatory Factor) SRC-iliskili sinyal yolaginit ve RAS-MAPK1-2 ve
STAT3 molekiillerini aktive ederek podosit proliferasyonunu uyardigmi ve
podositlerin  yeniden farklilagmasina neden oldugunu gostermislerdir. Bu
aktivasyonun, HIV iligkili nefropati (HIVAN) gelismesi ile sonuglandiginm
gostermisglerdir [53].
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Otozomal Dominant Polikistik Bobrek Hastaligi (ADPKD), sivi dolu kist
gelisimi ile tanimlanir ve bobrek fonksiyon kaybina neden olur. Otozomal dominant
polikistik bobrek hastaligi (ADPKD), ¢ogunlukla polikistin-1’i (PC1) kodlayan
PKD1’deki mutasyonlarin neden oldugu kalitsal bir hastaliktir. Takakura ve
arkadaglart STAT3 ifadelenmesinin PKD1 geninin ifadelenmesinin baskilandigi
polikistik bobrek hastaligi modeli olan farelerde arastirdilar. Calismada polikistik
bobrek hastaligi olusumu olan farelere anti parazitik bir bilesik olan pirimetamin
verilerek renal kist olusumunun olup olmayacagi test edildi. Sonug olarak pirimetamin
ile yapilan tedavi sonucunda fare modellerinde renal kist olusumunun bloke edildigi
gosterildi. Bu calisma sonrasinda pirimetaminin STAT3 aktivitesinin bir inhibitori
oldugu tanimlandi [20].

Ozetle yapilmis olan calismalar STAT3 {in bobrek gelisiminde ve bobrekte

ortaya ¢ikan anomalilerde 6nemli bir molekiil oldugunu géstermektedir.

2.5. STAT3 Geni
Onyedinci kromozomun uzun kolunun, 21’inci bandinda yer alan STAT3 geni
24 ekzondan olusur. [54]. Translasyon baglatma kodonu ekzon 2’de durdurma kodonu

ise ekzon 24’de yer almaktadir [55].
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Sekil 2. STAT3 genin kromozom tizerindeki yeri [56].

STATS3, inflamasyon, immiin yanit, apoptozis, epidermal biiyiime faktoriiniin
(EGF) diizenlenmesinde ve erken donem embriyonik gelisimde rolii olan STAT
ailesinin bir tyesidir [57, 58]. Miyoshi ve arkadaglar1 2001 yilinda northern blot
yontemi Kullanarak yaptiklar: ¢alismada STAT3’lin karaciger, kalp, bobrek, akciger,
dalak, beyin, testis ve kas gibi farkli dokularda ifadelenmesi oldugunu saptamislardir
[55].
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Bugiine kadar 7 adet STAT proteini belirlenmistir. Bunlar STAT1, STAT2,
STAT3, STAT4, STATSa, STATSb ve STAT6 dir [59]. STAT proteinlerinin yedi adet

korunmus fonksiyonel bolgesi bulunmaktadir. Bunlar;

=,

Transkripsiyonel Transkripsiyonel Artinci

Aktivasyon ve Mitokondrial Bélge

JAK, SRC, RTK,PIK3CA vb MTOR, MAPK1, ROS, vb.
\\\}/.’_'/:‘ — e '
130 320 490 580 680 Om
STAT3
NH2 COCH
Amino Ug Bdlge NH2 Kivlmig Bélge DNA Baglanma Bdlgesi  Baglayici Bolge SH2Bdlge  Transaktivasyon Bolge

Sekil 3. STAT3 geninin yapisi

1. Amino ug¢ bolge (NH2): Cok iyi korunmus bir bdlgedir. Fosforile olmayan
STAT’lar arasinda homotipik dimer olusumunu saglamaktadir.

2. Kivrilmis bolge (coiled-coil): Diizenleyici proteinlerle iliskilidir. Cekirdek
girig-¢ikisinin kontrol siirecinden sorumlu tutulmaktadir.

3. DNA baglama bolgesi (DBD): Cekirdek giris-¢cikisinin diizenlenmesinden
sorumlu tutulmaktadir.

4. Baglayici bolge (LK): DNA baglayict motif i¢in gorev yapar.

5. SH2 bolge: En ¢ok korunmus bolgedir. Aktif STAT dimerlerinin olusumunun
yant sira, reseptor zincirinde 6zel i¢ go¢ hareketine aracilik eder.

6. Tirozin aktivasyon bolgesi: SH2 bolgesine benzerlik gosterir ve inaktif
homodimerin dis ylizeyinde bulunur. Aktif bir uyum icin gerekli kritik yapisal
degisiklikleri yonetir.

7. Transkripsiyonel aktivasyon bodlgesi (TAD): STAT aile lyeleri arasinda
farklilik gostermektedir. Hedef genlerin transkripsiyonel aktivasyonunu diizenler [60,

61] .

STAT3’iin bobrek gelisimi ve anomalileri ile iliskili olabilecegini gosteren ¢ok
sayida yayin bulunmaktadir. GDNF, RET, WNT, HOX11 gibi bobrek gelisiminde rol
oynayan genler STAT3 geninin ifadelenmesinde ve aktivasyonunda da rol
oynamaktadir. STATS3, tirozin 705 veya serin 727 fosforilasyonuyla transkripsiyonel

olarak aktive edilebilir [62]. Mutasyonun tipine bagli olarak, onkogenik RET geni,
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STAT3'"lin 6zgiil tirozin 705 veya serin 727 fosforilasyonunu indiikleyebilir [63, 64].
Onkogenik RET kaynakli STAT3 fosforilasyonuna aracilik eden sinyal yolaklari hiicre
tipleri arasinda farklilik gosterir. Ornegin tiroit kanseri hiicrelerinde tek basina
onkogenik RET geninin STAT3 fosforilasyonunu indiiklemek i¢in yeterli oldugu
gosterilmistir [65]. Bunun yaninda diger hiicre modellerinde mutant RET geninin
liganddan bagimsiz oldugunu goésteren SRC / JAK / STAT3 yolunu aktive ettigi
gosterilmistir [66].

Zhou ve Too’nun 2013 yilinda yaptig1 bir calismada STAT3 geninin GDNF
ligand ailesinin (GFL) bir tiyesi olan Neurturin (NRTN) ile aktive edilip edilmeyecegi
arastirilmistir. NRTN'nin serin 727'yi indiikledigini ancak primer kortikal néron ve
noronal hiicre hatlarinda STAT3'lin tirozin 705 fosforilasyonunu gostermedigini
gozlemlemislerdir. Bunun yaninda STAT3 fosforilasyonuna spesifik olarak GFRa2c
ve RET9 izoformlarinin aracilik ettigi raporlanmistir [67]. Bu bulgular GDNF ve RET
genlerinin STATS3 aktivitesinin kontroliinde rol oynadigini gostermektedir.

STAT3 birgok dokuda hiicre sag kalimini diizenlemektedir. STAT3 ve
WNT/B-katenin'in anormal aktivasyonu, genellikle malignitelerde meydana gelir ve
iki yolun birbirini diizenleyecek sekilde hareket ettikleri kanser hiicre hatlarinda
gosterilmistir [68, 69]. Yapilan son ¢alismalar, neoplastik olmayan hiicrelerde STAT3
ve WNT sinyalleri arasinda bir iligki oldugunu gostermektedir [70]. WNT ligandlari,
WNT3A, WNT5A ve WNT6’nin, fare embriyonik kok hiicrelerinde STAT3
ifadelenmesinde artisa neden oldugu gosterilmistir. Bu veri WNT ligandlarinin
STAT3 geninin ifadelenmesinde rol oynadigin1 géstermektedir [70].

STAT3 geninde var olan polimorfizmlerin STAT3 geninin ifadelenmesini veya
diger genlerle etkilesimini degistirebildigi gosterilmistir. Bu calismada STAT3
geninin ifadelenmesinde etkili olabilecek 4 polimorfizm incelendi. Bu polimorfizmler
rs1053004, rs744166, rs4796793, rs3816769dur.

2.5.1. STAT3 geni polimorfizmleri

2.5.1.1. rs1053004 (c.1671C>T): STAT3 geninin 3> UTR bolgesinde yer
almaktadir. 3 UTR bolgesinde genellikle transkripsiyon sonrast gen ifadelenmesini
diizenleyebilen  diizenleyici  elementler bulunmast nedeniyle STAT3’iin

ifadelenmesinde rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir [71]. Literatiirde rs1053004
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polimorfizminin bazi miRNA’larin (miR 423-5p, hsa-miR-31-5p, hsa-miR-99b-3p)
baglanmasim etkiledigi bildirilmektedir [72-74]. Iran popiilasyonunda yapilan
calismada rs1053004 GG genotipine sahip kisilerde kardiyopulmoner bypass sonrasi
olusan akut bobrek hasarmin goériilme oraninda azalma oldugu bildirilmistir.
rs1053004 AG genotipinin ise kardiyopulmoner bypass sonrasi olusan akut bobrek

hasarinin goriilme oranini arttirdigi goézlenmistir [72].

2.5.1.2. rs744166 (c.-1-13666T>C): Ekzon 1 ve ekzon 2 arasinda intronik
bolgede yer alan c.-1-13666T>C polimorfizminin STAT3 ifadelenmesinde ve
transkriptin kirpilmasinda etkili olabilecegi belirtilmektedir [75, 76].

2.5.1.3.rs4796793 (c.-1915C>G): STAT3 genin 5° UTR kisminda var olan c.-
1915C>G polimorfizminin STAT3 ifadelenmesini ve STAT3 geninden {iretilen
transkriptin stabilitesini etkileyebilecegi belirtilmektedir [77].

2.5.1.4. rs3816769 (c.273+314A>G/T): Bir diger intronik polimorfizm olan
c.273+314A>G/T ise STAT3’lin asir1 ifadelenmesine neden oldugu gosterilmistir
[78].

2.6. Polimorfizm
Polimorfizm kelime anlami olarak ¢esitlilik demektir. Bir toplumunda saptanan
genetik cesitlilik ise genetik polimorfizm olarak ifade edilir [79]. Polimorfizmler

genetik yapida meydana gelen ve goriilme siklig1 %1 °den yiiksek olan degisimlerdir.
[80].

2.6.1. Tek niikleotid degisimi

Tek niikleotid degisimleri (SNP’ler) genomda tek bir niikleotid degismesi
sonucu ortaya c¢ikan DNA dizi varyasyonlaridir. Insan genom dizileri
karsilagtirildiginda, ortalama olarak 1000 niikleotidde 1 farklilik gdsterdigi
saptanmistir. Bu varyasyonlarin ¢ogu yaygin ve nispeten zararsizdir. Polimorfizmlerin
cogunlugu, tek niikleotid polimorfizmleri veya SNP'ler olarak adlandirilan tek bir
niikleotidin degisikligine baglidir [81]. Geri kalan polimorfizmler biiyiik Slciide
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insersiyon veya delesyon sonucunda olusur. Degisiklik kiigiik oldugunda indel veya

biiyiik oldugunda kopya sayis1 varyasyonlart (CNV'ler) olarak adlandirilir [81].

2.6.2. Protein olusumu iizerine SNP’lerin etkileri

SNP’ler DNA iizerinde bulundugu yer ve olus sekline gore, proteinlerin yapisi
ve islevleri tizerinde degisik roller oynayabilmektedirler. Bu durum su sekilde
Ozetlenebilir;
1. Tek niikleotid degisimi, protein kodlanan bélgede amino asit degisimine neden
olmayan bir SNP ise iiretilen proteinin yapisinda veya fonksiyonunda higbir degisiklik
olmayacaktir.
2. Tek niikleotid degisimi, bir genin dretimi ile ilgili promotor bolgede veya
tiretilen transkriptin olgunlagmasi sirasinda gorev alan konsensus dizilerinde meydana
geliyorsa, olusan mRNA seviyesi ve stabilligi bozulabilecegi i¢in gen ifadelenme
seviyesinde de farkliliklar olacaktir [82].

Sonug olarak polimorfizmler genlerin ifadelenmesinin kontroliinii veya olusan
transkriptin transferinden protein sentezine kadar yasam dongilisiinii etkileyebilir. Bu

nedenle polimorfizmlerin etkilerinin anlasilmasi 6nemlidir.

2.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Kary Mullis tarafindan 1985 yilinda gelistirilmis olup 1993 yilinda bu bulus
Kary Mullis’e kimya alaninda Nobel o6diliinii kazandirmistir. Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) tabanli yaklasimlar, molekiiler biyoloji ve genetik alaninda ¢ok
genis kullanim alanina sahiptir.

PZR periferik kan, cilt, sag, tiikiiriik gibi ¢esitli hiicre ve dokulardan elde edilen
kaynak DNA’da belirli bir bolgenin ¢ogaltilmasinda kullanilmaktadir. Her bir PZR
testi, ortalama 100-150 ng kalip DNA, primerler, niikleotidler ve DNA polimerazinin
varhigimmi gerektiri. DNA polimeraz, PZR {iriiniinii Sentezlemek i¢in kullanilan
enzimdir. Deoksiriboniikleotidler DNA'da bulunan dort bazi (adenin-A, timin-T,
sitozin-C ve guanini-G) icerir. Bunlar, elde edilen PZR iiriiniinii olusturmak i¢cin DNA
polimeraz tarafindan kullanilan yap1 bloklar1 olarak iglev goriir. Reaksiyondaki
primerler, c¢ogaltilacak olan DNA f{iriiniinlinde hedef bolgenin saptanmasi ve

cogaltilmas: icin hedef DNA'ya tamamlayic1 oligoniikleotidlerdir. Bunlar, DNA
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polimerazin ¢aligabilmesi i¢in serbest 3°’OH ucu olusturur [83]. PZR ii¢ asamadan

olusmaktadir.

Erime (Denatiirasyon): Bu evrede DNA ipliklerini birlestiren hidrojen baglari 1s1
enerjisi ile kirilir. DNA molekiilii tek iplikli hale gelir. Bu 1s1 genellikle 95-100°C
araligindadir [84].

Baglanma (Annealing): Bu evrede ¢ogaltilmak istenilen DNA bolgesine 6zgiil olan
oligoniikleotidler, erime evresinde ayrilan DNA zincirlerinde kendisine komplementer
olan niikleotid dizisiyle hibridize olur. Primerler, hedef DNA ipliginin
amplifikasyonunu baslatmak i¢in kullanilir [85, 84]. Bu islem i¢in uygun 1s1 40-60 °C
araligindadir. [79]

Uzama (Amplifikasyon): Bu evrede DNA polimeraz enzimi 5’- 3’ yoniine dogru
dNTP ekleyerek, primerlerden itibaren hedef bolgenin ¢ogaltilmasini saglar. Sonunda
hedef DNA’nin iki zincirli kopyasi elde edilmis olur. Uzama enzimin optimum ¢aligma
sicaklig1 olan 1s1 derecesinde gergeklesir. Bu genellikle 72°C’dir [79]. Bu 3 evrenin
tamamu bir PZR dongiisiinii olusturur. Bir dongii ortalama 3-5 dakika kadar siirer ve
tim PZR genellikle 20 ile 40 dongii olacak sekilde tekrarlanir. Amplifikasyonun tek
bir dongiisii sonunda olusan iriinler 6ncekinin iki katidir. Dongii sayisin1 “n” olarak
kabul edecek olursak “2"” ¢ogaltilan hedef dizinin sayisini verir. 20 dongiiniin sonunda

yaklasik 1 milyon DNA kopyasi elde edilir. [80, 84]

2.8. Restriksiyon Fragmani Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

Restriksiyon Fragmani Uzunluk Polimorfizmi (RFLP), bilinen genetik
degiskenlerin varligin1 arastirmak i¢in kullanilan basit, ucuz, dogru ve yaygimn bir
laboratuvar teknigidir. Bu yontemde restriksiyon endoniikleaz adli enzimler kullanilir.
Restriksiyon endoniikleazlar kisa DNA dizilerini 6zgiil olarak taniyip bu diziler
icindeki 6zgiil bolgeleri kesen enzimlerdir. Kesim tirlinlerine bakilarak analiz yapilir.

[86]

2.8.1. Restriksiyon endoniikleazlar
Restriksiyon enzimleri 6zgiil kisa DNA dizilerini tanir ve keser. Restriksiyon

endoniikleazlar bakterilerde dogal bagisiklik sisteminde gorev alir [87]. Bu
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endoniikleazlar sayesinde bakteriler bakteriyofaj DNA’s1 gibi yabanct DNA’y1 keser
ve etkisiz hale getirir [88, 87]. Restriksiyon enzimlerinin isimleri, izole edilen
bakterinin cins ismin ilk harfi ve tiir isminin ilk iki harfinden olusmaktadir.
Tanimlanan ilk restriksiyon endoniikleaz, Haemophius influenzae bakterisinden elde
edilen Hindll enzimidir. 3 tip restriksiyon endoniikleaz vardir [89].

Tip 1: DNA’nin bir iplik¢igi lizerinde bulunan 6zgiil dizileri tanirlar fakat tanima
dizileri haricinde tesadiifi olarak keser [90].

Tip 2: DNA iizerinde bulunan 6zgil dizileri tanirlar ve yakin bdlgeden ya da dizi
icinden keser. Rekombinant DNA teknolojisinde en ¢ok tercih edilen tiptir [91].

Tip 3: Tip 1 enzimlerine benzer 6zellige sahiptirler fakat kesim yapma 6zellikleri daha
zayiftir. DNA {izerinde bulunan 6zgiil dizileri tanimalarina ragmen kesimi farkli bir

bolgede yaparlar [92].

2.9. Real Time PCR (Erime Egrisi -Melting Curve- Analizi)

SNP / mutasyon tespiti i¢in kullanilan ger¢cek zamanli PZR-temelli yontemdir.
Bu yontemle gen dizisi degisiklikleri saptanabilmektedir [93]. Melting curve analizi
mutasyonlarin tespiti i¢in esnek ve giicli bir tarama yoOntemi olarak kabul
edilmektedir, bunun yaninda zaman alic1 bir yontem degildir. [94] Bu yontemde genel
olarak standart PZR yonteminde kullanilan bilesenler kullanilmakla birlikte farkli
olarak florasan 1g1ma yapabilen “prob”lar kullanilmaktadir [95, 94]. Problar, ilgili
varyant1 kapsayacak sekilde tasarlanmistir, ancak amplifikasyon islemine katilmaz.
Prob, hedef diziye hibridize oldugunda fléresan 1s1ma yaymaktadir. Probun hibridize
oldugu bolgedeki dizi degisiklikleri, probun hedef diziden ayrilmasi igin gerekli olan
sicaklik derecelerinin degisiklik gdstermesi ile sonuglanmaktadir. Bdylece hedef

dizideki degisiklikler erime sicakliklarina bakilarak saptanabilmektedir [96].
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Etik Kurul Onay1
Bu ¢alisma (Proje No: KA 18/189) Baskent Universitesi Tip ve Saglik
Bilimleri Arastirma Kurulu ve Etik Kurulu tarafindan onaylanmis ve Baskent

Universitesi Arastirma fonunca desteklenmistir.

3.2. Hasta Grubu

Calismamizda KA17/341 numarali projede kullanilan hasta ve kontrol
gruplar1 kullanilmistir. Calismaya Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Ankara
Hastanesi Pediatrik Nefroloji Bilim Dali’nda takip edilmekte olan 0-18 yas
arasindaki 145 CAKUT tanili hasta dahil edildi. Kontrol grubu igin hastalar
genel pediatri poliklinigine basvuran kisilerden segilmistir. Kontrol grubuna
herhangi bir iriner sistem anomalisi bulunmayan benzer yas ve cinsiyetteki
128 hasta alind1.

Hasta alt gruplar1 hidronefroz, vezikoiireteral reflii, idrar yolu
enfeksiyonu, kronik bobrek yetmezligi, renal hipoplazi ve agenezi olarak
belirlendi. Hasta bilgileri ek A’da verilmistir.

Calisma ve kontrol grubundaki hastalarin izinleri onam formu okutulup

imzalatilarak alinmistir.

3.3. Yontem

Tez caligmasinda; STAT3 geninde bulunan ¢.-1915C>G, ¢.1671C>T,
€.-1-13666T>C, c.273+314A>G/T varyantlarin saptanmasi ve bu varyantlarin
CAKUT hastasi ve kontrol grubu bireylerindeki allel sikliklarinin belirlenmesi
icin agagida belirtilen arag-gerecler ve yontemler kullanilmistir.

rs744166 ve rs4796793 numarali polimorfizmler restriksiyon fragmani
uzunluk polimorfizmi (RFLP) yontemiyle rs1053004 ve rs3816769 numarali

polimorfizmler ise melting curve yontemi ile analiz edildi.
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3.3.1. Kullanilan kimyasal malzemeler

Bolgeye 6zgii primerler (2 ¢ift)

HpyF10VI (Mwol) Restriksiyon endoniikleaz enzimi, Thermo Scientific™
Katalog No: ER1732

Alul Restriksiyon endoniikleaz enzimi, Thermo Scientific™ Katalog No:
ER0012

Boélgeye 6zgii Real time probu TIB Molbiol Katalog No: TIB RS1053004
Boélgeye 6zgii Real time probu TIB Molbiol Katalog No: TIB RS3816769
FastStart TIB 40-9999-02

Agaroz Serva Katalog No: :11404

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

Orange G

EtBr (Etidyum Bromur)

dNTP Thermo Scientific™ Katalog No: 10297018

Hotstart Taqg DNA Polimeraz giagen Katalog No: 203203

DNA molekiil agirlik belirteci 50bg¢ Thermo Scientific™ Katalog No:
SMO0373

DNA molekiil agirlik belirteci 100b¢ Thermo Scientific™ Katalog No:
SM0242

3.3.2. Kullanilan alet ve cihazlar

Real-time PCR Cihaz1 (Bio-Rad CFX96™)

PZR Cihaz1 (Veriti™ 96-Well Thermal Cycler)
Yatay elektroforez tanki (Cleaver Scientific)
Elektroforez gii¢ kaynagi (Consort)

Jel goriintiileme sistemi (Syngene InGenius LHR)
Mikro Pipet takimi (Eppendorf)

Nanodrop 2000c (Thermo Scientific, USA)

Buz makinesi (Elektrolux)

Mini santrifiij (Biosan combispin FVL-2400N)
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e Derin dondurucu (Argelik)
e Ependorf Tiipii (1,5 ml lik)
e PZR tipleri (0,2 ml ve 0,5 ml)

e Etiv

3.3.3. DNA ornekleri

Bu c¢alismada kullanilan DNA o6rnekleri ve hasta grubunun se¢imi
Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Ankara Hastanesi Pediatrik Nefroloji Bilim
Dal1 ile ortak olarak gerceklestirilmistir. Calismada kapsaminda KA17/341
numarali proje kapsaminda periferik kandan izole edilmis ve arsivlenmis DNA

ornekleri kullanilmistir.

3.3.3.1. DNA izolasyon yontemi
DNA ornekleri EDTA’L tiiplere alinan periferik kan 6rneklerinden Invitrogen
PureLink™ Genomic DNA Mini Kiti kullanilarak izole edilmistir. Uygulanan yontem

su sekildedir;

1. 1,5 mI’lik ependorf tiiplere 20 ul RNAz, 20 pl proteinaz K ve 200 ul periferik
kan konuldu.

2. Ornekler karistirildi ve kisaca ¢oktiiriildii.

3. Karisimin tizerine 200 pl Genomic/Lysis Binding Buffer ilave edilerek

karistirma ve ¢oktliirme islemi uygulandi.

4. 55°C derecede kuru 1s1 blogunda 10 dakika inkiibe edildi.

5. Karigimin tizerine 200 pl %100 etanol ilave edildikten sonra karistirma ve
coktlirme islemi uygulandi.

6. Tiipteki karigimin tamami kolona aliip 11.000 rpm’de 1 dakika ¢oktiiriildii.
7. Alt tiip atilip kolon temiz tiipe yerlestirildi. 500 pl yitkama tamponu soliisyonu
kolona ilave edilip 11.000 rpm’de 1 dakika ¢oktiiriildii.

8. Alt tiip atilip kolon temiz tiipe yerlestirildi. 500 pl yikama tamponu 2 kolona
ilave edilip 14000 rpm’de 3 dakika ¢oktiirtildii.

9. Filtre temiz bir 1,5 ml ependorf tiipe yerlestirilip lizerine 100 pl eliisyon
tamponu ilave edildi. Bir dakika oda sicakliginda bekletildi.

24



10.  Bekleme isleminden sonra 14.000 rpm’de 1 dakika ¢oktiiriildii. Filtre atildiktan
sonra DNA elde edilmis oldu.

3.3.3.2. DNA’nmin konsantrasyon ve safligimin él¢iimii

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

3.3.4. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
Elde edilen DNA o6rneklerine Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) uygulanda.

Kullanilan primerler, iiriin uzunluklari ve TM dereceleri tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3. STAT3 geninde bulunan SNP’ler i¢in kullanilan primer dizileri, amplikon uzunluklari ve
TM dereceleri.

PCR Amplikon ™

SNP Forward/ Reverse Primer Dizileri »
Uzunlugu(bg) C)
FWD:5’- TCTGGTAGACACAGCTCAGTATGG 3’
0
rs4796793 | Rrv:5- CCATAGTCGCAGAGGTAGATTTTA -3° 502 be 57°C

FWD:5’- TCAGCTGGAGTACAAACCCTG -3’
rs744166 RV: 5’- TTACAGAGCTACATGTGATGGGA -3’ 329 be 60°C

FWD: Forward, RV: Reverse

Tablo 4. STAT3 geninde bulunan rs4796793 ve rs744166 polimorfizmleri i¢in uygulanan PZR igerigi

Konsantrasyon Son Konsantrasyon
10X Standart Taq Reaksiyon Tamponu 10x 1x
10 mM dNTPs 10mM 0.1 mM
Forward Primer 10uM 0.4 uM
Reverse Primer 10uM 0.4 uM
Taq DNA Polymerase 10uM 0.03 U/ul
DNA 100 ng
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Uygulanan termal profiller ise su sekildedir;

94 =C.
94 =C.
57°C.
68 °C.
68 °C.

+4eC

5dk
30 sn
30 sn 40 Déngii

30 sn
30 sn

Sekil 4. ¢.-1-13666T>C (rs744166) icin uygulanan termal profil

94 °C.
94 °C.
60°C.
68°C.
68°C.
+4°C

5dk
30 sn
30 sn 40 Dongii
30 sn
30 sn

Sekil 5. ¢.-1915C>G (rs4796793) i¢in; uygulanan termal profil

Elde edilen PZR iiriinleri jel elektroforez yontemi ile kontrol edildi.

Agaroz jel elektroforezi sonucunda beklenilen uzunlukta iiriin boyu olan PZR

tiriinleri ile bir sonraki asamaya gecildi.
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A

B

Sekil 6. STAT3 geninde PZR-RFLP yontemi ile analiz edilen rs744166 ve rs4796793 polimorfizmleri
icin PZR ile elde edilen amplikonlara ait agaroz jel elektroforezi goriintiisii (A) STAT3 geni c.-1-
13666 T>C (rs744166) PZR iriinlerinin jel elektroforez gorintisi. c¢.-1-13666T> C (rs744166)
bolgesini iceren amplifikasyon trini (329 bp). (B) STAT3 geni ¢.-1915C>G (rs4796793) PZR
arinlerinin jel elektroforez gorintisi. ¢.-1915C>G (rs4796793) bolgesini iceren amplifikasyon dirini
(502 bp). (100 bp: 100 bg¢ molekiil agirlik belirteci)

3.3.5. Restriksiyon fragmam uzunluk polimorfizmi (RFLP)

Tablo 5. RFLP analizinde kullanilan restriksiyon endoniikleaz enzimleri, kesim paternleri,
inkiibasyon siireleri ve inkiibasyon sicaklik dereceleri.

SNP

Restriksiyon
Endoniikleaz

Kesim Paternleri (b¢)

Inkiibasyon Siiresi

Inkiibasyon Sicakhig

rs744166

Alul

T

216,101, 8,4

CT

317, 216, 101, 8, 4

16 saat

CcC

317,8,4

37 °C

rs4796793

Mwol

CcC

302, 200

GC

502, 302, 200

15 dakika

GG

502

60 °C

b¢: baz ¢ifti
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Tablo 6. rs744166 ve 1s4796793 numarali SNP’ler i¢in uygulanan RFLP reaksiyonu igerigi

rs744166 rs4796793
(Alul) (Mwol)
Enzim 1 ul 1 ul
10X Tampon 2 ul 2 ul
PZR Uriinii 10 ul 10 ul
Niikleaz icermeyen su 7 ul 7 ul

PCR iiriinleri, hazirlanan bu kesim igerikleri ile 37°C’de 16 saat
(rs744166), 60 °C’de 15 dakika (rs4796793) kesime maruz birakildi. Kesim

tiriinleri agaroz jel elektroforezi yontemi ile analiz edildi.

3.3.6. Jel elektroforezi

RFLP isleminden sonra kesim iiriinleri jel elektroforezi yontemi ile analiz
edildi. Uriinlerdeki kesim paternlerine gére homozigot, heterozigot veya yabaml tipte
(wild type) allel olduguna karar verildi.
Uygulanan yontem su sekildedir;
1. RFLP sonrasi1 kesim tiriinleri %2’lik agaroz jel ile analiz edildi.
2. %2 lik agaroz jel i¢in 2 gram agaroz tartilip 100 ml 0.5X TBE tampon ¢ozeltisi
ile sulandirildu.
3. Hazirlanan ¢o6zeltiyi homojen hale getirebilmek i¢in mikrodalga firin

kullanildi. (Yaklasik 1 dk)

4, Bu islem sirasinda kopiiriip tagma ihtimaline kars1 ¢ozelti ara ara kontrol edildi.
5. Siire sonunda ¢6zelti homojen hale geldi ise sogumaya birakildi.
6. Iliklasan ¢ozeltinin igerisine 2 pl Etiyum bromiir (EtBr) eklendi ve homojen

halde dagilmasi i¢in bir stire karistirildi.

7. Jelin polimerize olmasi i¢in hazirlanan tabaga dokiildii ve yiikleme yapilmasi
icin kuyucuklar olusturmak tizere tarak takildu.

8. Jel, polimerize olmasi igin yaklasik 20 dakika bekletildi.

9. Kullanilacak tankin i¢in 0.5X TBE eklendi.

10.  Polimerize olan jelden, kuyucuklara zarar vermemeye 6zen gosterilerek tarak
¢ikartildi.
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11.  RFLP sonrast yapilan elektroforez islemi igin ilk kuyuya DNA ladder
yiiklendi. Ikinci kuyuya kesilmemis PZR iiriinii yiiklendi (uncut). Uciincii kuyuya

homozigot, dordiincii kuyuya ise heterozigot oldugunu bildigimiz iiriinii yiikledik.

Geriye kalan kuyulara ise 6rnekler yiiklendi.

502 bg
302 be
200 bg

Sekil 7. 154796793 (502 bg) Mwol restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesim paternlerinin goriintiisii.
(Uncut kesilmemis PZR {iriinii (502 bg), CC genotipi (302, 200 bg), GC genotipi (502, 302, 200 bg)
be¢:baz ¢ifti
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329 bg
317 bg

216 bg

101 bg

Sekil 8. rs744166 (329 bg) Alul restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesim paternlerinin goriintiisii.
(Uncut kesilmemis PZR iriinii (329 bg), TT genotipi (216,101 bg), CT genotipi (329,317,216,101 bg)
be: baz gifti

3.3.7. Real time PZR (Melting Curve)
Her kuyucuk i¢in 20 pl hacminde real time PCR reaksiyon karigimi

hazirlandi. Karigim su sekildedir;

Tablo 7. STAT3 genide bulunan rs1053004 ve rs3816769 i¢in Melting Curve reaksiyon igerigi

Konsantrasyon Son Konsantrasyon
FastStart DNA Master @ 10x 1x
Reagent Mix 2,5mM 0.1 mM
MgCl, 25mM 1 mM
H20 10uM 0.4 uM
DNA 100 ng
Toplam Hacim 25pl

@ LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe (Roche Diagnostics)
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Melting curve analizi, 95°C'de 10 dakika denatiirasyonun, ardindan
hibridizasyon ve ardindan 0,5°C/s’lik artis hiz1 ile 40°C’den 75°C’ye kademeli
sicaklik artis1 ile gerceklestirildi. Melting curve analizi sirasinda sadece FAM
kanalindan gelen floresans her asamada 6lgiilmiistiir. Her prob i¢in Tm degeri,

karsilik gelen erime egrisinin tepe noktasi tanimlanarak otomatik olarak elde
edildi.

Tablo 8. rs1053004 numarali SNP’de bulunan genotiplerin melting curve yontemi ile saptanmig
goruntiist.

-ARFUYT
a1

H
SRFU)
~A(RFU)AT

8

A: CC genotipi TM: 62,35, B: CT genotipi TM: 62,35 ve 68,99, C: TT genotipi TM: 68,99

Tablo 9. rs3816769 numarali SNP’de bulunan genotiplerin melting curve yontemi ile saptanmig
goruntusu.

e [¢ Melt Peak Meit Peak
00 \ o / P 1400
/ /\ /
200 34 / { 00 / 1200 \
/ \ / [ [
B 1000 / \ . 00 T T _ 1000
s [ \ 5 s o 2.
g 800 / \ 2 / 2 a0 /
b J \ g « g,
§ oo / 5 o0
400 . \ / 400
/ 00
0 bt - s 200
" -
T ———— — 2 —
) 50 L 0 50 60 70 o % ;)
Temperature, Celsius Toinpoitint; Colaiis Temperature, Celsius

A: TT genotipi TM: 50,05, B: TC genotipi TM: 50,05 ve 58,33, C: CC genotipi TM: 58,33

3.3.8. Istatistiksel analiz

Calismada tanimlayic1 istatistik olarak sayisal degiskenler icin
parametrik  test varsayimlari  saglanmadigindan = medyan(minimum-
maksimum); kategorik degiskenler i¢in frekans (n) ve yiizde (%) verilmistir.
Kategorik veriler arasinda bagimlilik durumunun degerlendirilmesinde
varsayimlara bagli olarak Pearson Ki-kare testi ya da Fisher-Freeman-Halton

Kesin Testi kullanilmistir. Hastalarda allel gruplar1 arasinda incelenen
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Ol¢iimler acisindan anlamli farklilik olup olmadigi parametrik olmayan
testlerden Kruskal-Wallis Testi ile analiz edilmistir. Tiim analizlerde I. Tip hata
olasiligi 0,05 olarak belirlenmistir. Analizlerin tamami IBM SPSS V25

programi kullanilarak yapilmistir.
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4. BULGULAR

Calisma grubu hasta ve kontrol grubu dahil 273 kisiden olugmaktadir.

Hasta ve kontrol grubundaki kisilerin yas aralign O ile 18 arasinda

degismektedir.

Hasta grubunda 75 erkek 70 kiz bulunmaktadir. Kontol grubunda ise 68
erkek 60 kiz bulunmaktadir.

Tablo 10. Hasta ve kontrol gruplarinin cinsiyete gore dagilimi

Kontrol Hasta Toplam
60 70 130
Cinsiyet
68 75 143
Toplam 128 145 273

K: Kadin E: Erkek

Tablo 11. Hasta grubunun aldiklari tanilara gore gruplandirilmasi

- Tam Yas1
Say1 (n) (%) | Cinsiyet (E / K) (Ortalami)
Hidronefroz 32 (%22,1) 2418 (2~fg’931 ';\f{l)
Vezikoiireteral reflii 41 (%28,3) 14/ 27 ( 4~§%:§L’6i§{1)
Kronik bobrek yetmezligi | 21 (%14,4) 15/6 (7~S993687§¥1)
Renal hipoplazi, renal 0 ~73,4 Ay
displazi, renal agenezi 20 (%13,8) 1377 (6,1249 Y1l)
- . ~55,9 Ay
Idrar yolu enfeksiyonu 31 (%21,4) 9/22 (4.6665 Y1l)
~60.16 Ay
0
Toplam 145 (%100) 75/70 (5.0175 Y1l)

Konjenital bobrek ve tiriner kanal anomalisi (CAKUT) basligr altinda

toplanan hasta grubumuzda hidronefroz tanisi alan 32, vezikoiireteral reflii

tanis1 alan 41, kronik bobrek yetmezligi tanisi alan 21, renal hipoplazi, renal

displazi, renal agenezi tanisi alan 20, idrar yolu enfeksiyonu tanisi alan 31 hasta

vardir.
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CAKUT tanist almis hastalarin ve kontrol bireylerinin rs1053004 nolu

SNP igin saptanan genotip frekanslarinin dagilimi Tablo 12°de verilmistir.

Tablo 12. rs1053004 numarali SNP’de saptanan genotip frekanslarinin hasta ve kontrol gruplari
arasindaki dagilimi

Genotip Kontrol Hasta p degeri
CcC 13 (%10,2) 13 (%9,0)
rs1053004 CT 57 (%44,5) | 70 (%48,3) 0.816
TT 58 (%45,3) | 62 (%42,8)

Tablo 13. rs1053004 numarali SNP’de saptanan allel frekanslarinin hasta ve kontrol gruplari
arasindaki dagilimi

Allel Kontol (n) Hasta (n)
C 83 96
rs1053004
T 173 194

Hasta ve kontrol gruplari ile rs1053004 genotipleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir bagimlilik yoktur (p=0, 816). Kontrol grubunun %44,5’i CT genotipine
sahipken hasta grubunun %,48,3°1i CT genotipine sahip oldugu gériilmektedir. Kontrol
grubunun %45,3’i TT genotipine sahipken hasta grubunun %42,8’i TT genotipine
sahip oldugu goriilmektedir. Kontrol grubunun %10,2’si CC genotipine sahipken hasta
grubunun %9,0’u CC genotipine sahip oldugu goriilmektedir.

CAKUT tanist almis hastalarin ve kontrol bireylerinin rs3816769 nolu

SNP’de saptanan genotip frekanslarinin dagilimi Tablo 14’de verilmistir.

Tablo 14. rs3816769 numarali SNP’de saptanan genotip frekanslarinin hasta ve kontrol gruplar
arasindaki dagilimi

Genotip Kontrol Hasta p degeri
TT 56 (%43,8) | 68 (%46,9)
rs3816769 TC 65 (%50,8) | 65 (%44,3) 0.491
cC 7 (%5,5) 12 (%8,3)
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Tablo 15. rs3816769 numarali SNP’de saptanan allel frekanslarinin hasta ve kontrol gruplari
arasindaki dagilimi

Allel Kontol Hasta
T 177 201
rs3816769
C 79 89

Hasta ve Kontrol gruplart ile rs4796793 genotipleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir bagimlilik yoktur (p=0, 491). Kontrol grubunun %50,8’i TC genotipine
sahipken hasta grubunun %,44,8’i TC genotipine sahip oldugu gériilmektedir. Kontrol
grubunun %43,8’1 TT genotipine sahipken hasta grubunun %46,9’u TT genotipine
sahip oldugu goriilmektedir. Kontrol grubunun %5,5°1 CC genotipine sahipken hasta
grubunun %38,3’li CC genotipine sahip oldugu goriilmektedir.

CAKUT tanist almis hastalarin ve kontrol bireylerinin rs4796793 nolu

SNP’de saptanan genotip frekanslarinin dagilim: Tablo 16°da verilmistir.

Tablo 16. rs4796793 numarali SNP’de saptanan genotip frekanslarimin hasta ve kontrol gruplar
arasindaki dagilimi

Genotip Kontrol Hasta p degeri
GG 5 (%3,9) 6 (%4,1)
rs4796793 CG 51 (%39,8) | 47 (%32,4) 0.440
ccC 72 (%56,3) | 92 (%63,4)

Tablo 17. rs4796793 numarali SNP’de saptanan allel frekanslarinin hasta ve kontrol gruplari

arasindaki dagilimi

Allel Kontol Hasta
C 195 231
rs4796793
G 61 59

Hasta ve Kontrol gruplari ile rs4796793 genotipleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir bagimlilik yoktur (p=0, 440). Kontrol grubunun %56,3’ii CC genotipine
sahipken hasta grubunun %,63,4’ti CC genotipine sahip oldugu goriilmektedir.
Kontrol grubunun %39,8’i CG genotipine sahipken hasta grubunun %324’ CG
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genotipine sahip oldugu goriilmektedir. Kontrol grubunun %3,9’'u GG genotipine

sahipken hasta grubunun %4,1°1 GG genotipine sahip oldugu goriilmektedir.

CAKUT tanis1 almis hastalarin ve kontrol bireylerinin rs744166 nolu

SNP’de saptanan genotip frekanslarinin dagilimi Tablo 18’de verilmistir.

Tablo 18. rs744166 numarali SNP’de saptanan genotip frekanslarinin hasta ve kontrol gruplari

arasindaki dagilimi

Konrol Hasta p degeri
TT 11 (%8,6) 15 (%10,3)
rs744166 TC 63 (%49,2) 66 (%45,5) 0.788
CC 54 (%42,2) 64 (%44,1)

Tablo 19. rs744166 numarali SNP’de saptanan allel frekanslarinin hasta ve kontrol gruplari arasindaki

dagilimi
Kontol Hasta
T 85 96
rs744166
C 171 194

Hasta ve Kontrol gruplari ile rs744166 genotipleri arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir bagimlilik yoktur (p=0,788). Kontrol grubunun %8,6’si TT
genotipine sahipken hasta grubunun %10,3’i TT genotipine sahip oldugu
goriilmektedir. Kontrol grubunun %49,2°si TC genotipine sahipken hasta
grubunun %45,5’i TC genotipine sahip oldugu goriilmektedir. Kontrol
grubunun %42,2’si CC genotipine sahipken hasta grubunun %44.1,3’1 CC
genotipine sahip oldugu goriilmektedir.

Allel ve genotip goriilme sikliklarini hasta ve kontol gruplarinda Hardy-
Weinberg dengesi ile uyumlulugu test edildi [97] (Tablo 20). rs3816769
polimorfizmi ig¢in kontrol grubunda saptanan genotip dagiliminin Hardy-
Weinberg dengesi ile uyumlu olmadigi onun disindaki biitiin genotip

dagilimlarinin uyumlu oldugu saptandi.
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Tablo 20. Genotip goriilme sikliklarini hasta ve kontol gruplarinda Hardy-Weinberg denge methoduna

gore hesaplanmasi. <0,05 olan deger Hardy-Weinberg dengesinden saptigini gostermektedir.

Kontrol Hasta
rs1053004 0,85 0,28
rs3816769 0,03 0,52
rs744166 0,22 0,74
rs4796793 0,27 0,99

CAKUT genel baslig1 altinda toplanan hastalar almis olduklar tanilara
gore alt gruplara ayrildi. Boylelikle hasta kontrol gruplari arasindaki
karsilagtirmalarin daha homojen olan hasta grubu ile kontrol grubu arasinda
yapilmas1 saglanmaya calisildi. CAKUT alt gruplart ile kontrol grubu
karsilastirildiginda alt gruplar ile kontrol bireylerinin tasidiklari genotipler
arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark saptanmamustir.

Hasta alt gruplarinin ve kontrol grubundaki kisilerin rs1053004 nolu
SNP’de saptanan genotip frekanslarinin dagilimi Tablo 21°de verilmistir.

Hasta alt gruplart (Tim hastalik gruplari-Kontrol) ile rs1053004
genotipleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir bagimlilik yoktur (p=0,635).
Ornegin kontrol grubunun %44,5’i CT genotipine sahipken Hidronefroz
grubunun %40,6’s1 CT genotipine, Vezikoiireteral reflii grubunun %48,8’1 CT
genotipine, idrar yolu enfeksiyonu grubunun %41,9’u CT genotipine, kronik
bobrek yetmezligi grubunun %38,1°1 CT genotipine ve renal hipoplazi, displazi

ve agnezi grubunun %80,0’1 CT genotipine sahip oldugu goriilmektedir.

37



Tablo 21. Hasta alt gruplari (Tiim hastalik gruplari-Kontrol) ile rs1053004 genotiplerinin dagilima.

S 3
g g —~ —~ (_EU g
= 2 S S S g =
2 S o G = G I 5
S = o o ~ > T &
& < T S z v g £
e 13 6 0 3 4 0
(102%) | (18.8%) | (0,0%) | (9.7%) | (19,0%) | (0,0%)
S 57 13 20 13 8 16
2 cT
S (44,5%) | (40,6%) | (48.8%) | (41,9%) | (38,1%) | (80,0%)
wn
= . 58 13 21 15 9 4
(%45,3) | (%40,6) | (%51,2) | (%48,4) | (%42,9) | (%20,0)

IYE: Idrar yolu enfeksiyonu, KBY: Kronik bobrek yetmezligi, VUR: Vezikoiireteral reflii

Hasta alt gruplari (Tim hastalik gruplari-Kontrol) ile rs3816769
genotipleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir bagimlilik yoktur (p=0,635).
Ornegin kontrol grubunun %50,8’inde CT genotipine sahipken hidronefroz
grubunun %46,9’u CT genotipine, vezikoiireteral reflii grubunun %41,9’u CT
genotipine, idrar yolu enfeksiyonu grubunun %41,9’u CT genotipine, kronik
bobrek yetmezligi grubunun %38,1°1 CT genotipine ve renal hipoplazi, displazi

ve agnezi grubunun %55,0’1 CT genotipine sahip oldugu goriilmektedir.
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Tablo 22. Hasta alt gruplari (Tiim hastalik gruplari-Kontrol) ile rs3816769 genotiplerinin dagilimu.

—
S G LS
< N 3 = S g =
—~ ~—~
c h= S S S a =

o — [<b] — ~ ~—~~ I fa—

= o c c = = P

- ust o ~ &= — [5]

g E 5 o > g &

) S 2 D E m s O

) N4 T > = N xr <
56 13 23 16 8 8

TT

(%43,8) | (%40,6) | (%56,1) | (%51,6) | (%38,1) | (%40,0)

. 65 15 18 13 8 11
(50,8%) | (46,9%) | (43,9%) | (41,9%) | (38,1%) | (55,0%)

rs3816769

7 4 0 2 S 1

= (%5,5) | (%12,5) | (%0,0) | (%6,5) | (%238) | (%5,0)

IYE: Idrar yolu enfeksiyonu, KBY: Kronik bobrek yetmezligi, VUR: Vezikoiireteral reflii

Hasta alt gruplar1 (Tim hastalik gruplari-Kontrol) ile rs4796793
genotipleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir bagimlilik yoktur. Ornegin
kontrol grubunun %56,3’tinde CC genotipine sahipken hidronefroz grubunun
%S53,1’1 CC genotipine, vezikotireteral reflii grubunun %63,4’ti CC genotipine,
idrar yolu enfeksiyonu grubunun %67,7°si CC genotipine, kronik bdbrek
yetmezligi grubunun %66,7’si CC genotipine ve renal hipoplazi, displazi ve

agnezi grubunun %70,0’1 CC genotipine sahip oldugu goriilmektedir.

39



Tablo 23. Hasta alt gruplari (Tiim hastalik gruplari-Kontrol) ile rs4796793 genotiplerinin dagilimu.

S 2
— = T o~
S S 38
< N S = < = =
= 2 S S < 2 £
e 5 2 G g g | I35
G S S > > o S 5
o v T > Z Y r <
e 72 17 26 21 14 14
. (%56,3) | (%53,1) | (%63,4) | (%67,7) | (%66,7) | (%70,0)
2 s 51 12 15 9 9 5
(2]
5 (39,8%) | (37.5%) | (36,6%) | (29,0%) | (29,0%) | (25,0%)
1S
5 3 0 1 1 1
GG
(39%) | (9.4%) | (0,0%) (3,2%) (3,2%) (5,0%)

IYE: Idrar yolu enfeksiyonu, KBY: Kronik bobrek yetmezligi, VUR: Vezikoiireteral reflii

Hasta alt gruplarinin ve kontrol grubundaki kisilerin rs744166 nolu

SNP’de saptanan genotip frekanslarinin dagilimi Tablo 24’de verilmistir.

Hasta alt gruplart (Tim hastalik gruplari-Kontrol) ile rs744166

genotipleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir bagimlilik yoktur. Ornegin

kontrol grubunun %42,2’sinde CC genotipine sahipken hidronefroz grubunun

%37,5’1 CC genotipine, Vezikoiireteral reflii grubunun %56,1’i CC genotipine,

idrar yolu enfeksiyonu grubunun %45,2’si CC genotipine, kronik bobrek

yetmezligi grubunun %38,1°’1 CC genotipine ve renal hipoplazi, displazi ve

agnezi grubunun %35,0’1 CC genotipine sahip oldugu goriilmektedir.
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Tablo 24. Hasta alt gruplari (Tiim hastalik gruplari-Kontrol) ile rs744166 genotiplerinin dagilimu.

S s
_ ~—~~ N —~~
o c ‘_U \O
S '~ < < < g <
= S > S < 8 =
g 5 2 g € g I3
S £ = x - > g 5
= ]
© < T S = 2 r &
T 11 4 2 2 5 2
(%8,6) (%12,5) | (%4,9) | (%65) | (%23,8) | (%10,0)
[{e}
S 63 16 16 15 8 11
3 TC
% (%49,2) | (%50,0) | (%39,0) | (%48,4) | (%38,1) | (%55,0)
- 54 12 23 14 8 7
(%42,2) | (%37,5) | (%56,1) | (%452) | (%38,1) | (%35,0)

IYE: Idrar yolu enfeksiyonu, KBY: Kronik bobrek yetmezligi, VUR: Vezikoiireteral reflii

Cinsiyete gore hastalik goriilme sikliklar1 analiz edildiginde istatistiksel
olarak anlamli farklilik oldugu gozlemlendi. Tablo 25° de cinsiyet ve hastalik

goriilme sikliklar1 verilmistir.

Tablo 25. Genel hasta grubu ve kontrol grubu arasinda hastalik goriilme sikliginin cinsiyete gore
dagilimi

Kontrol Hasta
o 60 (%46,9) 70 (%48,3)
Cinsiyet
E 68 (%53,1) 75 (%51,7)

K: Kadin E: Erkek

Genel hasta grubu ve kontrol grubu arasinda hastalik goriilme sikliginin
cinsiyete gore dagilimina baktigimizda istatistiksel olarak anlamli bir sonug
bulunamamastir.

Hasta alt gruplarina bakildiginda ise bazi endikasyonlarin cinsiyete baglh
goriilme sikliklarinda bir farklilik oldugu gézlenmektedir. Vezikoiireteral reflii tanili

hastalarmin %65,9’unu, idrar yolu enfeksiyonu tanili hastalarin %71’ini kadinlar
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olustururken hidronefroz tanili hastalarin %75’ini, kronik bobrek yetmezligi tanili

hastalarin %71,4’linii, renal agenezi, displazi ve hipoplazi tanili hastalarin %65’ini

erkekler olusturmaktadir.

Tablo 26. Hasta alt gruplari ile kontrol grubu arasindaki cinsiyet dagilimi

S 2
s || | . |.|zsg
= S S S S g =
2 3 2 G 2 G Ty
7] bt o —_
£ € 5 04 E E S <
O g T S = % g
60 8 27 22 6 7
K
(%46,9) | (%25,0) | (%65,9) | (%71,0) | (%28,6) | (%35,0)
68 24 14 9 15 13
E
(%53,1) | (%75,0) | (%34,1) | (%29,0) | (%71,4) | (%65,0)
Toplam 128 32 41 31 21 20

IYE: Idrar yolu enfeksiyonu, KBY: Kronik bobrek yetmezligi, VUR: Vezikoiireteral reflii

Hasta grubunda genotip ile cinsiyet arasinda bir iligki olup olmadigi incelendi.
Elde edilen sonuglara gore hastalarin cinsiyeti ile genotipleri arasinda anlaml bir fark

bulunamad:.
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Tablo 27. rs744166, rs4796793, rs1053004 ve numarali SNP’lerdeki genotipler ile cinsiyet arasindaki

dagilim
SNP Genotip Kadin Erkek p degeri

TT 4 (%6,7) 7 (%10,3)

rs744166 TC 31 (%51,7) 32 (%47,1) 0,729
cc 25 (%41,7) 29 (%42,6)
cc 36 (%60,0) 36 (%52,9)

rs4796793 CG 20 (%33,3) 31 (%45,6) 0,585
GG 4 (%6,7) 5 (%3,9)
CT 25 (%41,7) 32 (%47,1)

rs1053004 T 20 (%33,3) 28 (%41,2) 0,570
cC 4 (%6,7) 8 (%11,8)
TC 31 (%51,7) 34 (%50,0)

13816769 TT 27 (%45,0) 29 (%42,6) 0.607
cC 2 (%3.3) 5 (%7.4)

Genotip gruplar1 arasinda tan1 yast acisindan anlamli bir farklilik olup

olmadigi incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore hastalarin tan1 yasi agisindan

genotip gruplart arasinda anlamli bir fark bulunamadi.

Tablo 28. rs744166 nolu SNP’de genotip goriilme sikliklar1 ve tan1 yaglari verilmektedir

TT TC CcC
(n=15) (n=66) (n=64) p degeri
(min-maks) (min-maks) (min-maks)
rs744166 | Tam Yasi 7 (0,008-17) 2 (0,008-18) 3(0,008-16) 0,324

Gruplar arasinda (TT, TC, CC) tam1 yas1 dagilimi agisindan anlamli
farklilik bulunmamaistir (p=0,324).
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Tablo 29. rs4796793 nolu SNP’de genotip goriilme sikliklari ve tan1 yaglar1 verilmektedir

CC CG GG
(n=92) (n=47) (n=6) p degeri
(min-maks) (min-maks) (min-maks)
rs4796793 Tan1 Yasi 3(0,008-16) 2 (0,008-18) 1.5 (0,008-13) 0,741

Gruplar arasinda (CC, GC, GG) tan1 yast dagilimi acisindan anlamli
farklilik bulunmamastir (p=0,741).

Tablo 30. rs1053004 nolu SNP’de genotip goriilme sikliklar1 ve tani yaslar1 verilmektedir

CT TT CC
(n=70) (n=62) (n=13) p degeri
(min-maks) (min-maks) (min-maks)
rs1053004 | Tam Yasi 3(0,008-18) 3(0,008-16) 2 (0,008-17) 0,792

Gruplar arasinda (TT, CT, CC) tam1 yas1 dagilimi agisindan anlamli
farklilik bulunmamaistir (p=0,792).

Tablo 31. rs3816769 nolu SNP’de genotip goriilme sikliklari ve tan1 yaslar1 verilmektedir

TC TT CcC
(n=65) (n=68) (n=12) p degeri
(min-maks) (min-maks) (min-maks)
rs3816769 | Tam Yast | 3(0,008-18) | 2.5(0,008-16) | 3.5(0,008-17) 0,832

Gruplar arasinda (TC, TT, CC) tam1 yas1 dagilimi agisindan anlamli

farklilik bulunmamustir (p=0,832)
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5. TARTISMA

Konjenital bobrek ve iiriner kanal anomalisi (CAKUT) bobrek agenezisi,
bobrek displazisi, renal hipoplazi, hidronefroz, hidroiireter ve Vezikoiireteral reflii de
dahil olmak iizere idrar yollarinin morfogenezindeki bozukluklardan kaynaklanan
cesitli yapisal malformasyonlari igerir [3]. Her bir fenotip kendi basina nadir olmakla
beraber, fenotipler bir arada degerlendirildiginde her 1000 canli dogumun 3-6’sinda
CAKUT gozlenmektedir [4]. Olgularin yaklasik %50’sinde alt {iriner sistem anomalisi
mevcuttur. Diyaliz veya bobrek nakli gerektiren kronik bobrek hastast (KBH)
cocuklarin yaklagik %50'sinde klinigin CAKUT nedeniyle ortaya ¢iktig
belirtilmektedir [98, 5].

Bugiine kadar yaklastk 36 genin CAKUT klinigi ile iliskili oldugu
gosterilmistir. Bununla birlikte CAKUT veya ekstra renal bulgularla seyreden
CAKUT hastalarinin sadece %20’sinde s6z konusu 36 gende mutasyon saptanmistir
[4, 5]. Bu veriler CAKUT ta yiiksek genetik heterojenitenin varligini isaret etmektedir.

Insan bobreginin gelisimi besinci haftada intermediate mezodermden koken
alan nefrik kanalda (NK), iireterik tomurcugun (UT) gelismesi ile baslar. Ureterik
tomurcukdaki epitel hiicreler ile ¢evresindeki mezenkimal hiicreler etkileserek {iriner
sistemi olustururlar. Bu asamada bir¢ok biliylime faktorii, matriks molekiilleri ve
transkripsiyon faktorleri gorev alir. PAX2, EYAL, SIX1, SIX2, SALL1, FOXC1, WT1
ve HOX11 genleri gibi erken bobrek gelisiminde ¢ok 6nemli rol oynayan genlerin
cogu, mezenkimde ifade edilir. Insanlarda bu genlerin bir kisminda olusan
mutasyonlar bobrek hastaliklariyla iligkilidir [6, 36, 35].

STATS3, bir transkripsiyon faktorii olarak omurgali gelisiminde, inflamasyonda
ve bagisikligin kontrolii dahil olmak iizere farklilasmis doku fonksiyonlarinda kilit role
sahiptir. Insanda STAT3 varyasyonlarinin otoimmiinite ve kanser gibi hastaliklarla
iliskili oldugu gosterilmistir [18, 19]. Timor gelisimi ve organ gelisimi; hiicre
biiyiimesi, boliinmesi, farklilasmasi ve damar yapilarinin yeniden yapilandirilmasi
dahil pek ¢ok yonden benzer adimlart paylasir. Bu nedenle, erigkin yasamda malign
olusumlara sebep olabilen degisiklikler embriyonik donemde olustugunda morfogenez

ve organogenez hatalarma sebep olabilmektedir [99]. Ornegin renin-angiotensin
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sistem (RAS) hiicre dis1 hacim ve tuz metabolizmasinin kontroliinde, kan basincinin
diizenlenmesinde ve bobrek gelisiminde dolayli olarak gorev alir. Bunun yaninda
RAS’da meydana gelebilecek bir hata kanser olusumuna neden olabilmektedir [100].

STAT3’iin bobrek gelisimi ve anomalileri ile iligkili olabilecegini gésteren ¢ok
sayida yayin bulunmaktadir. GDNF, RET, WNT, HOX11 gibi bobrek gelisiminde rol
oynayan genler STAT3 geninin ifadelenmesinde rol oynamaktadir. STAT3 geninin
ifadelenmesinde ortaya c¢ikacak hatalarin bobrek gelisiminde ve bdbrekte ortaya
cikacak hastaliklarla iliskili olabilecegi gdsterilmistir.

STAT3 geninin 3’ UTR bolgesinde yer alan rs1053004 (¢.1671C>T) numaral
SNP’nin STAT3’iin ifadelenmesini etkileyebilecegi diistiniilmektedir. 3’UTR
bolgesinde genellikle transkripsiyon sonrasi gen ifadelenmesini diizenleyen
elementlerin baglanma bolgeleri yer alir. rs1053004 numarali SNP’nin bulundugu
konumda ¢ok sayida miRNA’nin baglanma bolgesinin bulundugu rapor edilmistir. Bu
miRNA’lardan bazilar1 miR423-5p, hsa-miR-31-5p, hsa-miR-99b-3p’dir. Literatiirde
yer verilmeyen fakat in slico analizler sonucu buldugumuz miRNA’lar ise hsa-mir-
4633, hsa-miR-4433-3p, hsa-mir-513a-1, hsa-mir-4285, hsa-miR-3676-5p, hsa-mir-
3612, hsa-mir-99a’dir [101]. Belirtilen miRNA’larin bobrekte ifadelendigi rapor
edilmistir [102].

mMiR423-5p ile ilgili yapilan ¢alismalarda prostat kanserini baskiladigi bunun
yaninda asir1 ifadelenmesi ile tlimor yiikiinii, lokal invazyonu ve uzak beyin
metastazini biiyiik olgiide artirdigi raporlanmigtir [103, 104]. Bunun yaninda yapilan
diger bir ¢calismada ise miR423-5p’in STAT3 geninin ifadelenmesini etkileyebilecegi
rapor edilmistir [72].

Mir ve arkadaglar1 2018 yilinda miRNA423 ve rs6505162 numarali SNP’nin
meme kanseri tizerindeki etkKisini arastirmislardir. Calismanin sonucunda miRNA-423
TT genotipine ve T alleline sahip kisilerde ileri evre meme kanseri ve metastaz
goriildiigii raporlanmistir [105]. miR-31'in ifadelenmesinin baskilandigi gastrik kanser
hiicrelerinde p-STAT3’lin arttig1 gdsterilmistir. Bu bulgular miR-31"in, gastrik kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini ve gociinii baskilamak ve apoptozu tesvik etmek igin
STAT3’lin ifadelenmesini diizenledigini gostermektedir [106].

miRNA’larin genlerin ifadelenmesinin kontroliinde rol oynadiklari artik
bilinmektedir. Ancak gen icinde ve 5’ UTR’da yer alan rs4796793, rs744166 ve
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rs3816769 numarali SNP’ler i¢in yapilan in silico analizler sonucunda bu bdolgelere

secici olarak baglanan miRNA saptanmamustir.

5.1. STAT3 (c.1671C>T) rs1053004 Polimorfizmine Ait Bulgular

Zhu ve arkadaglar1 2016 yilinda rs1053004 ve rs1053005 SNP’lerinin pankreas
kanseri ile iliskisini arastirmiglar. Calismada Cin popiilasyonunda 774 pankreas
kanseri vaka ve 777 kontrol kullanilmistir. Sonucu dogrulamak i¢in 940 vaka ve 1398
kontrol igeren ikinci bir grup olusturulmustur. Calisma sonucunda rs1053004 C> T
polimorfizminin pankreas kanseri riskinin azalmasi ile anlamli derecede iliskili oldugu
bulunmustur. Ikinci grupta yapilan ¢alismada sonucun dogrulugu teyit edilmistir.
rs1053004 CC genotipini tasiyan bireylerde, TT genotipini tasiyan bireylere kiyasla
pankreas kanseri riskinin daha diisiik oldugu rapor edilmistir. rs1053004 numarali
SNP’nin STAT3 ifadelenmesindeki etkisine baktiklarinda ise rs1053004 SNP’ye sahip
kisilerde pankreas dokusunda STAT3 ekspresyonunun rs1053004 numaralt SNP’ye
sahip olmayanlara oranla daha yiiksek oranda oldugu saptanmistir [74].

Iran popiilasyonunda yapilan calismada rs1053004 GG genotipine sahip
kisilerde kardiyopulmoner bypass sonrasi olusan akut bobrek hasarinin goriilme
oraninda azalma oldugu bildirilmistir. rs1053004 AG genotipinin ise kardiyopulmoner
bypass sonrasi olusan akut bobrek hasarimin goriilme oranini arttirdigr gézlenmistir
[72]. Bu calismada rs1053004 numarali SNP’nin STAT3 ifadelenmesinde etkili
olabilecegini rapor eden sonuglarin bulunmasi nedeni ile rs1053004 numarali SNP
calismamiza dahil edilmistir.

Roodi ve Hashemi’nin 2018 yilinda yaptiklart meta analiz ¢alismasinda ise
rs1053004 numarali SNP ile insanda kanser gelisimi arasindaki iligski arastirilmistir.
Calismada 4,605 kanser vakasi1 ve 5,248 kontrol kullanilmistir. Calisma grubundaki
bireyler Asya kokenlidir. Calismanin sonucunda rs1053004 numarali SNP’nin kansere
neden oldugunu kanitlayan bir bulgu bulunamamustir [107].

Bizim yapmis oldugumuz calismada ise rs1053004 numarali SNP’de bulunan
genotiplerin dagilimina bakarsak gerek genel hasta grubu gerekse hasta alt gruplarinda

genotip dagilimlart arasinda anlamli bir farklilik bulunmamaktadir.
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5.2. STAT3 (c.-1915C>G) rs4796793 Polimorfizmine Ait Bulgular

Genin 5’ UTR kisminda var olan ¢.-1915C>G (rs4796793) polimorfizminin
STAT3 ifadelenmesini ve STAT3 geninden iretilen transkriptin stabilitesini
etkileyebilecegi belirtilmektedir [77].

Zhao ve arkadaslar1 2015 yilinda yaptiklari ¢alismada STAT3 geninde bulunan
rs4796793 ve STAT5b geninde bulunan rs6503691 SNP’lerinin meme kanseri
tizerindeki etkisini arastirmiglardir. Calisma sonucunda rs4796793'in GG genotipinin
meme kanseri riskinin azalmasi ile iligkili oldugunu ve STAT3 rs4796793'te CG + GG
genotipini tasityan bireylerin daha az siklikla meme kanseri oldugu rapor edilmistir
[108].

Gong ve arkadaglar1 2018 yilinda yaptiklari ¢alisma ile STAT3 geninde bulunan
rs4796793 numarali SNP’nin akciger kanseri {lizerindeki etkisini arastirmiglardir.
Calismada 498 hasta 213 kontrol kullanilmistir. STAT3'te bulunan rs4796793 numarali
SNP’nin akciger kanseri prevalanst ile anlamli derecede iligkili oldugunu
saptamiglardir. STAT3 rs4769793 G alel tasiyicilarinda STAT3  geninin
ifadelenmesinde ve akciger kanseri goriilme sikliginda artis egilimi oldugu
gosterilmistir [109].

Bizim yapmis oldugumuz ¢aligmada ise rs4796793 numarali SNP agisindan
gerek genel hasta grubu gerekse hasta alt gruplarinda genotip dagilimlar1 arasinda

anlaml bir farklilik bulunmamaktadir.

5.3. STAT3 (c.-1-13666 T>C) rs744166 Polimorfizmine Ait Bulgular

Ekzon 1 ve ekzon 2 arasinda intronik bolge yer alan ¢.-1-13666T>C (rs744166)
polimorfizminin STAT3 ifadelenmesinde ve transkriptin kirpilmasinda etkili
olabilecegi belirtilmektedir [75, 76].

Yuan ve arkadagslar1 Cin popiilasyonunda gastrik kanser ve STAT3’de bulunan
rs744166 numarali polimorfizmin iliskisini arastirmislardir. Calismada 209 hasta, 294
konrol grubu kullanilmigtir. TC ve CC genotipine sahip kisilerde TT genotipine sahip
kisilere oranla daha az gastrik kanser goriilldiigii saptanmistir [76].

[ran popiilasyonunda kardiyopulmoner bypass sonrasi olusan akut bdbrek
hasart ile ilgili ¢alismada rs1053004 polimorfizminin yaninda rs744166 polimorfizmi

de arastirilmistir. rs744166 polimorfizminde yer alan genotip sikligina bakildiginda
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akut bobrek hasar1 olan ve olmayan gruplar arasinda bir fark bulunamamistir [72].
SNP’lerdeki genotip siklikliklar: etnik kokenlere gore degisiklik gosterebilir. rs744166
numarali SNP’yi arastirmamizin nedeni farkli etnik kdkende bu SNP’nin STAT3
geninin ifadelenmesinde anlamli sonug verebilme potansiyelidir. Ancak c¢alisma
grubumuzda hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel a¢idan anlamli bir fark

bulunmadi.

5.4. STAT3 (c.273+314A>G/T) rs3816769 Polimorfizmine Ait Bulgular

Domanska ve arkadaslarimin 2013 yilinda yaptiklar1 ¢alismada STAT3’te
bulunan rs3816769 ve rs744166 SNP’lerinin kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri
ile iligkisi aragtirllmigtir. Calisma grubunda 71 hasta 104 kontrol bulunmaktadir.
rs3816769 TT genotipine sahip kisilerde STAT3 geninin ifadelenmesinin artirdigini
raporlamisladir. Ote yandan CC genotipine sahip kisilerde ise STAT3 ifadelenmesinin
azaldig1 raporlanmistir. Bu da rs3816769 numarali SNP ile STAT3 lin ifadelenmesi
arasinda bir iliski olabilecegini gostermektedir [78].

Bizim yapmis oldugumuz calismanin sonuglarina bakacak olursak hasta ve
kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Hasta alt
gruplarinin kendi aralarindaki genotip sikliklar1 birbirine yakin oldugu igin hasta alt
gruplarinda da herhangi bir anlamli sonu¢ bulunmamastir.

Bunlarin yaninda yapilan istatistiksel analizler cinsiyet ve hasta alt gruplari
arasinda anlamli bir iliski bulunabilecegini gostermektedir (p<0,001). Kadinlarin
%25’inde hidronefroz, %65,9’unda vezikotireteral reflii oldugu goériilmektedir. Diger
taraftan tan1 yasi ile genotip siklilar1 arasinda anlamli bir iliski saptanmamustir.

Yapmis oldugumuz c¢alisma bildigimiz kadariyla alaninda yapilan ilk
caligmadir. Bildigimiz kadartyla STAT3 geni {izerinde bulunan rs1053004, rs4796793,
rs744166, rs3816769 SNP’ler ile konjenital bobrek ve {iriner kanal anomalisi
(CAKUT) arasindaki iliskiyi arastiran bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Konjenital bobrek ve tiriner kanal anomalisi (CAKUT) ile iliskilendirilebilecek
olas1 aday genlerdeki mutasyon ve polimorfizmlerin belirlenip, fonksiyonel etkilerinin
tanimlanmasi hastaligin patogenezinin aydinlatilmasina ve tanisinin daha hizli ve

dogru sekilde konulmasina katki saglayacaktir.
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CAKUT ile ilgili yapilan ¢alismalara baktigimizda 36 gen iligkili bulunmus
olup, bu 36 genin de toplam hastalarin yaklasik %20’si ile iligkili oldugu gosterilmistir.
Bu sonug¢ bize CAKUT un gelismesinde etkili olan heniiz bilinmeyen genlerin ve
mekanizmalarin etkili oldugunu gostermektedir. Biitiin bu gostergeler ele alindiginda
biiyiik hasta gruplarinda yapilacak tiim ekzom analizlerinin CAKUT ’un altinda yatan
biyolojik mekanizmayr anlamamiza saglayacak degerli bilgileri verecegine

inanmaktayiz.
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6. SONUC VE ONERILER

1. STAT3 geninde bulunan ¢.-1915C>G, ¢.1671C>T, c.-1-13666T>C,
€.273+314A>G/T tek niikleotit polimorfizmleri ile konjenital bobrek ve
tiriner kanal anomalisi (CAKUT) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
iliski belirlenmemistir.

2. Genel hasta grubu ve kontrol grubu arasinda hastalik goriilme sikliginin
cinsiyete gore dagilimina baktigimizda istatistiksel olarak anlamli bir sonug
bulunamamaistir. Bununla birlikte hasta alt gruplar1 arasinda hastalik goriilme
sikliginin cinsiyete gore dagilimina baktigimizda istatistiksel olarak anlamli
bir farklilik vardir (p<0,001). Kadinlarin %25’inde hidronefroz, %65,9’unda
vezikotireteral refliioldugu goriilmektedir.

3. Belirli SNP’ler yerine tim STAT3 geninin analiz edilmesinin CAKUT ile
STAT3 geninin iliskisinin arastiritlmasinda daha faydali olacaktir.

4.  CAKUT hasta grubu pek ¢ok bobrek malformasyonunu igeren hasta alt
gruplarina sahiptir. Belirli bir hasta alt grubunun segilmesi ve yeterli
orneklem biiytikligline ulasilmasi durumunda daha anlamli sonuglarin elde
edilebilmesi miimkiindiir.

5. Caliymamizda hasta alt gruplarinda hastalik goriilme oranlarinin kadinlarda
erkeklere gore daha sik goriildiigi saptanmistir. Cinsiyet farkindan dolay:
hastaligin goriilme siklig1 degistigi icin hormonal seviyeler dikkate alinarak
ilgili genlerin ¢aligilabilecegini diisiinmekteyiz.

6. Tek niikleotid degisiklikleri (SNP’ler) genotip dagilimi agisindan etnik
kokenler arasinda farklilik gostermektedir. Bir etnik kokende hastaliga sebep
olmayan genotip diger toplumlarda hastalik ile iliskili olabilir. Hastaliga
sebep olan veya olabilecek genetik faktorlerin yaninda gevresel etkenler de
hastaliklara sebep olmaktadir. Bu durumlar géz oniine alindiginda ¢alismada
elde edilen verilerin daha biiyiik bir 6rneklem grubu ile etnik kdken ve

cevresel faktorler goz oniinde bulundurularak incelenmesini dnermekteyiz.
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8. EKLER

Ek A: Hastalarin Cinsiyet, Yas, Endikasyon Bilgileri

Hasta Cinsiyet Tam Endikasyon

No Yas1
(Y1)

1 K 2 Kronik Bobrek Yetmezligi

2 E 0,083 Kistik Bobrek Hastaligi

3 K 2 Vezikoiireteral reflii

4 K 0,25 Uriner Sistem Enfeksiyonu

5 E 16 Vezikotireteral refli

6 E 5 Hidronefroz

7 E 0,166 Hidronefroz

8 E 14 Kronik Bobrek Yetmezligi

9 K 1 Uriner Sistem Enfeksiyonu

10 E 1 Hidronefroz

11 K 2 Renal Displazi

12 E 0,5 Hidronefroz

13 E 4 Kronik Bobrek Yetmezligi

14 E 0,333 Polikistik Bobrek

15 E 11 Kiigiik Bobrek Tek Tarafli

16 K 2 Vezikoiireteral reflii

17 E 16 Kronik Bobrek YetmezIligi

18 E Bileteral UV darlik,Hidronefroz,
> Kronik Bobrek Yetmezligi

19 E 11 Son Dénem Bobrek Hastaligi

20 E 8 Kronik Bobrek Yetmezligi

21 E 0,083 Hidronefroz

22 E 1 Hidronefroz

23 K Vezikoiireteral reflii, Uriner Sistem
4 Enfeksiyonu

24 K 10 Kontrakte Bobrek

25 E 0,083 Hidronefroz

26 K 8 Vezikoiireteral reflii

27 K 0,25 Vezikotreteral reflii

28 K 9 Kronik Bébrek Yetmezligi

29 K 5 Vezikoiireteral reflii

30 E 0,083 Hidronefroz
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31 K 0,75 Vezikoiireteral reflii
32 E 0,333 Hidronefroz
33 E 0,416 Hidronefroz
34 K 8 Vezikoiireteral reflii
35 E Soliter bobrek, Uriner Sistem
3 Enfeksiyonu
36 E 0,083 Uriner Sistem Enfeksiyonu
37 0,166 Hidronefroz
38 K ; Diizelmis VUR, Uriner Sistem
Enfeksiyonu
39 K 17 Kronik Bobrek Yetmezligi
40 K 2 Vezikoiireteral reflii
41 K 0,25 Hidronefroz
42 K 0,083 Hidronefroz
43 E 1 Hidronefroz, PUV
44 E 6 Kronik Bobrek Yetmezligi
45 E 0,166 Uriner Sistem Enfeksiyonu
46 K 2 Vezikotireteral refli
47 K 3 Vezikoiireteral reflii
48 K 8 Tekrarlayan Idrar Yolu Enfeksiyonu
49 K Uriner  Sistem  Enfeksiyonu,
0,166
Hidronefroz
50 K Tekrarlayan Idrar Yolu
3 Enfeksiyonu, Bilateral
Vezikoiireteral reflii
51 0,166 Son Dénem Bobrek Hastaligt
52 Vezikolireteral refli, Kronik
o Bobrek Yetmezligi
53 K Vezikotireteral refld, Kronik
° Bobrek Yetmezligi, Bobrek Nakli
54 K 9 Vezikotireteral reflii, Bobrek Nakli
55 0,166 Vezikotreteral reflii
56 E 025 Kronik Bobrek Yetmezligi, Bobrek
Nakli
57 E 4 Renal Agenezi, unilateral
58 E 4 Kronik Bobrek Yetmezligi
59 E 18 Tekrarlayan Idrar Yolu Enfeksiyonu
60 E 2 Tekrarlayan Idrar Yolu Enfeksiyonu
61 E 0,083 Vezikoiireteral reflii
62 E Vezikotireteral reflii, Kronik Bobrek
18 Yetmezligi, Bobrek Nakli
63 E 3 Hidronefroz

59




64 K 14 Kronik Bobrek Yetmezligi,
Vezikoiireteral reflii
65 K 9 Uriner Sistem Enfeksiyonu,
Hidronefroz
66 E Vezikotireteral reflii,Kronik Bobrek
3 Yetmezligi, Bobrek Nakli
67 K 1 Uriner Sistem Enfeksiyonu
68 E ] Kronik Bobrek Yetmezligi, Idrar
Yolu Enfeksiyonu
69 0,416 Hidronefroz
70 0.083 Konjenital ~Hidronefroz, Uriner
Sistem Enfeksiyonu
71 E Vezikoiireteral reflii, Uriner Sistem
! Enfeksiyonu
72 K 9 Uriner Sistem Enfeksiyonu
73 K 8 Uriner Sistem Enfeksiyonu
74 K 1 Uriner Sistem Enfeksiyonu
75 K 4 Hidronefroz
76 K 0,666 Uriner Sistem Enfeksiyonu
77 E 8 Bobrek Tasi, Hidronefroz
78 K 3 Hemolitik Uremik Sendrom
79 E 8 Uriner Sistem Enfeksiyonu
80 E 16 Kronik Bobrek Yetmezligi
81 E 2 Bobrek Tast
82 E g Bobrek Tasi, Tekrarlayan Hemotiiri,
Flask Noropatik Mesane
83 E Polikistik Bobrek, Kronik Bobrek
10 Yetmezligi
84 K Kronik Bobrek Yetmezligi, Bobrek
! Nakli, idrar Yolu Enfeksiyonu
85 K 6 Uriner Sistem Enfeksiyonu
86 E 1 Renal Agenezi, Kronik Bobrek
Yetmezligi
87 E 0,416 Hidronefroz
88 E 0,083 Hidronefroz, Vezikotireteral reflii
89 K 0,166 Hidronefroz, Vezikotireteral reflii
90 K 0,416 Hidronefroz, Vezikoiireteral reflii
91 K Hematiiri, Uriner Sistem
! Enfeksiyonu
92 E 1 Vezikoiireteral reflii
93 K 0,333 Vezikoiireteral reflii
94 K 2 Uriner Sistem Enfeksiyonu
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95 E 0,083 Hidronefroz, Vezikotireteral refli
96 E 13 Hidronefroz
97 E 7 Son Dénem Bobrek Hastaligi
98 E 0,083 Vezikotireteral refli
99 K 0,083 Uriner Sistem Enfeksiyonu
100 K ; Uriner Sistem Enfeksiyonu, izole
Proteiniiri
101 E 16 Bobrek Fonksiyonlarinin Anormal
Calismalari
102 K 1 Kronik Bobrek Yetmezligi
103 E Konjenital Hidronefroz,
‘ Vezikoiireteral reflii
104 E 0.916 Hidronefroz, Uriner  Sistem
Enfeksiyonu, Bobrek Tasi
105 E 10 Kronik Bobrek Yetmezligi,
Hidronefroz, Renal Agenezi
106 K Hidronefroz, Kronik  Bobrek
o8 Yetmezligi, idrar Yolu Enfeksiyonu
107 K Idrar Yolu Enfeksiyonu,
0,083
Hidronefroz, Hipotiroidizm
108 E 0.166 Vezikoiireteral reflii, Idrar Yolu
Enfeksiyonu
109 K 0,583 Hidronefroz
110 E 1 Hidronefroz
111 K 2 Vezikoiireteral reflii, Uropati ile
112 E 2 Uriner Sistem Enfeksiyonu
113 K 10 Uriner Sistem Enfeksiyonu
114 K Kronik Bobrek Yetmezligi,
> Vezikoiireteral reflii
115 E 0,083 Hematiiri, Uriner Sistem
Enfeksiyonu
116 K 1 Uriner Sistem Enfeksiyonu
117 K 1 Idrar Yolu Enfeksiyonu, Dermatit
118 E Kronik Bobrek Yetmezligi,
3 Hipotiroidizm, TOF
119 E 1 Uriner Sistem Enfeksiyonu, Alerjik
Urtiker
120 K 14 Akne Vukgaris, Bobrek Tast
121 E Uriner Sistem Enfeksiyonu, Bobrek
6 Tas1
122 E 0,083 Polikistik Bobrek
123 K 1 Vezikoiireteral reflii, Uropati ile
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124 7 Renal Agenezi
125 Uriner Sistem Enfeksiyonu, Aort
4 Koarktasyonu
126 Akut Nefritik Sendromu, Bobrek
® Tas1
127 Idrar Yolu Enfeksiyonu, Bobrek
> Tas1
128 0.583 Hidronefroz, Idrar Yolu
Enfeksiyonu, Konjenital Hidrosel
129 10 Sol UP darlik,Hidronefroz
130 1 Renal Agenezi
131 ) Renal Displazi, Idrar Yolu
Enfeksiyonu
132 Uriner Sistem Enfeksiyonu, Flask
13 Noropatik Mesane
133 Vezikoiireteral reflii, Uriner Sistem
i Enfeksiyonu
134 9 Vezikoiireteral reflii
135 Kronik Bobrek Yetmezligi, Bobrek
3 Nakli
136 Hidronefroz, Kistik Bobrek
! Hastalig1, Medular Kistik Bobrek
137 8 Vezikotireteral refli
138 Vezikoiireteral reflii, Uriner Sistem
8 Enfeksiyonu
139 Vezikoiireteral reflii, Uriner Sistem
3 Enfeksiyonu
140 2 Vezikoiireteral reflii
141 Vezikotireteral reflii, Izole
? proteiniiri, Puberte Prokoks
142 15 Kronik Bobrek Yetmezligi, Bobrek
Nakli, Idrar Yolu Enfeksiyonu
143 6 Uriner Sistem Enfeksiyonu
144 12 Uriner Sistem Enfeksiyonu
145 3 Uriner Inkontinans, Uriner Sistem

Enfeksiyonu
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