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ÖZET 
 
Övünç, B. Çocukluk dönemi steroide dirençli nefrotik sendroma sebep 
olan yeni genlerin bulunması. Hacettepe Üniversitesi Sağlık Bilimleri 
Enstitüsü Tıbbi Biyoloji Programı Doktora Tezi, Ankara, 2012. Steroide 
dirençli nefrotik sendrom (SDNS) nadir bir hastalık olmakla birlikte çocukluk 
ve genç erişkinlik döneminde son dönem böbrek yetmezliğinin en sık ikinci 
sebebidir. Ancak genetik heterojenitenin varlığı ve hastalığın nadir 
gözlenmesi (<%1), yeni bir genin bulunmasına ciddi sınırlamalar 
getirmektedir. Tez çalışmasında, homozigotluk haritalaması tekniği (total 
genome homozygosity mapping) ile eksom saptama (whole human exome 
capture) ve yüksek ölçekli dizileme (massively parallel re-sequencing) 
tekniklerinin birleştirildiği bir yaklaşım ile yeni genlerin bulunması 
hedeflenmiştir. Hasta grubunu oluşturan 2056 aile, SDNS’e yüksek oranda 
sebep olduğu bilinen NPHS1, NPHS2, LAMB2, PLCE1 ve WT’deki 
mutasyonlar açısından DNA dizi analizi ile taranmış ve 310 ailenin hastalık 
sebebi bu genlerdeki bir mutasyonla aydınlatılmıştır. Geri kalan 1746 aile 
arasından seçilen ve ebeveynler arasında akrabalık olduğu bilinen 85 aile 
homozigotluk haritalaması tekniği kullanılarak Affymetrix 250K (StyI) SNP çip 
ile taranmıştır. Homozigotluk analizlerinde hastalıktan etkilenen iki veya daha 
fazla çocuğun olmasının, hastalığa sebep olduğu düşünülen geni içeren 
homozigot bölgenin daraltılmasına yardımcı olması nedeniyle, bu 85 aile 
arasından birden fazla hastalıktan etkilenen kardeşin olduğu 19 aile 
seçilmiştir. Bu 19 aile arasından bir aile (A 2410) etnik kökeni, klinik bulguları 
ve tedaviye cevap özellikleri açısından dikkat çekmiş ve eksom saptama ve 
yüksek ölçekli dizileme ile analiz edilmiştir. A2410-21 ve A2410-22 kardeşleri 
için parametrik olmayan LOD değerleri, iki kardeş birlikte hesaplanmış ve 
kromozom 3, 10, 14, 17, 21 ve 22’de ortak atadan kalıtılan homozigotluğu 
işaret eden cZLR peak’leri bulunmuştur. Eksom saptama ve yüksek ölçekli 
dizileme, referans diziden farklı 1968 varyant göstermiştir. Sonuçlar veri 
bankalarıyla karşılaştırıldığında bu varyantların 48 tanesinin SNP olmadığı 
saptanmıştır. Bu 48 varyant arasından 11 tanesinin sinonim olmadığı ve 
homozigot segmentlere yerleşmiş olduğu bulunmuştur. Bu varyantlardan 
sadece bir tanesi insersiyon/delesyon varyasyonudur. Bu sayede CUBN 
(Cubilin) geninin 53’üncü eksonunda bir bazçiftlik homozigot delesyonun 
(c.8355delA) çerçeve kaymasına neden olarak kodlanan proteinin erken 
sonlandırılmasından (p.S2785fsX19) sorumlu olduğu bulunmuştur. DNA dizi 
analiziyle mutasyonun hastalıktan etkilenen kardeşlerde homozigot; 
ebeveynlerinde ise heterozigot olarak varlığı gösterilmiştir. 1000 Genom 
Projesi veri bankasıyla karşılaştırılarak mutasyonun kontrol bireylerde 
olmadığı görülmüştür. Ayrıca Mısır populasyonuna etnik olarak eş olan 
sağlıklı 92 Türk bireyi kontrol amacıyla DNA dizi analizi ile incelenmiş ve bu 
bireylerde mutasyon bulunmamıştır. 
 
 
Anahtar kelimeler: Nefrotik sendrom, CUBN, homozigotluk haritalaması, 
eksom saptama, yüksek ölçekli dizileme 
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ABSTRACT 
 
Övünç, B. Identification of novel genes causing steroid resistant 
nephrotic syndrome of childhood. Hacettepe University Institute of 
Health Sciences, Ph.D. Thesis in Medical Biology, Ankara, 2012. Steroid 
resistant nephrotic syndrome (SRNS), despite being a rare disease, is the 
second most common cause of end stage kidney failure in childhood and 
early adulthood. However the heterogeneity and rarity (<1%) of disease 
causing genes cause significant limitations in identification of a new gene. In 
this thesis work, identification of a novel gene is aimed via a new approach 
which combines total genome homozygosity mapping technique with whole 
human exome capture and massively parallel re-sequencing techniques. 
2056 families consisting the cohort were screened via direct DNA 
sequencing for mutations in NPHS1, NPHS2, LAMB2, PLCE1 and WT1 
genes that are known to cause SRNS at a high proportion and the cause of 
SRNS is identified in 310 families. Out of the remaining 1746, 85 families 
with known parental consanguinity were chosen to be analyzed by total 
genome homozygosity mapping technique via Affymetrix 250K (StyI) SNP 
chip. In homozygosity analysis, the presence of two or more siblings affected 
by the disease aids in the narrowing of the homozygous segments that are 
believed to harbor the disease causing gene, therefore 19 families that have 
multiple affected siblings were chosen among 85 families. One family 
(A2410) drew attention based on ethnic roots, clinical properties and 
response to treatment properties amongst 19 families and analyzed with 
whole human exome capture and massively paralel re-sequencing. Non 
parametric LOD scores were calculated together for siblings A2410-21 and 
A2410-22 and cZLR peaks pointing homozygosity by descent were found on 
chromosomes 3, 10, 14, 17, 21 and 22. Whole human exome capture and 
massively paralel re-sequencing showed 1968 variants from reference 
sequence and 48 of them were found not to be SNP’s by comparing to the 
databases. 11 out of these 48 were found to be non-synonymous changes 
and harboring in the homozygous segments. Only one of these variants was 
an insertion/deletion variation. Therefore one basepair homozygous deletion 
in CUBN (Cubilin) gene exon 53 (c.8355delA) was found that leads to early 
termination of protein (p.S2785fsX19) via causing a frameshift mutation. The 
presence of the mutation in homozygous state in affected siblings and in 
heterozygous state in the parents were shown by direct DNA sequencing. 
The absence of the mutation in healthy controls was verified by comparison 
with 1000 genome database. Also the mutation was not found when 92 
healthy Turkish control individuals that are ethnic matching to Egyptian 
population were analyzed by DNA sequencing. 
 
Key Words: Nephrotic syndrome, CUBN, total genome homozygosity 
mapping, whole human exome capture, massively parallel re-sequencing 
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1. GİRİŞ 
 

Nefrotik sendrom (NS) idrarda protein kaybı (>4 mg/m2/gün), serum 

albuminin azalması (hipoalbuminemi) ve bunlara bağlı olarak hücreler arası 

boşluğa sıvı birikimi (ödem) ile karakterize kronik bir böbrek hastalığıdır. 

İdiopatik NS standart steroid tedavisine cevap verip vermemesine göre 

steroide duyarlı veya steroide dirençli nefrotik sendrom olarak sınıflandırılır 

(1). 

Steroide dirençli nefrotik sendrom (SDNS) nadir bir hastalık olmakla 

birlikte çocukluk ve genç erişkinlik döneminde son dönem böbrek 

yetmezliğinin en sık ikinci sebebidir. Bilinen bir tedavisi yoktur. Hastalık hızla 

ilerleyerek hastayı yaşamının devamı için diyaliz veya böbrek nakline bağımlı 

bıraktırır (1). 

SDNS’in primer sebebi (etyolojisi) ve hastalık mekanizması 

(fizyopatolojisi) yıllardır anlaşılmaya çalışılmakla birlikte halen tam olarak 

aydınlatılamamıştır. Klasik olarak immünolojik nedenli olduğu düşünülen 

hastalığın, geçtiğimiz on yılda nadir bir tek gen hastalığı olduğu gösterilmiştir. 

Şimdiye kadar çocukluk çağı SDNS’inden yüksek oranda NPHS1 (2), NPHS2 

(3-5), LAMB2 (6-7) ve PLCE1 (8) genlerindeki resesif ve WT1 (9) genindeki 

dominant mutasyonların sorumlu olduğu bulunmuştur. Bu genlerdeki resesif 

mutasyonlar hastalığın bir bölümünü açıklamış olsa da (yaşamın ilk 3 ayında 

%85; ilk bir yılında %66: ilk bir yılın sonrasında %15-28) çocukluk ve 

genç erişkinlik SDNS’i halen moleküler olarak büyük ölçüde açıklanamamıştır 

(10). 

Çocukluk ve genç erişkinlik SDNS’ine sebep olan ancak  henüz 

tanımlanmamış birçok genin varlığı homozigotluk haritalaması tekniği (total 

genome homozygosity mapping) ile saptanmıştır (11). Ancak bu genlerin 

heterojenliği ve hastalığın nadir gözlenmesi (<%1), yeni bir genin 

bulunmasına ciddi sınırlamalar getirmektedir (11). Bu tez çalışmasında, 

homozigotluk haritalaması tekniği ile eksom saptama (whole human exome 

capture) ve yüksek ölçekli dizileme (massively parallel re-sequencing) 

tekniklerinin birleştirildiği yeni bir yaklaşım ile yeni genlerin bulunması 
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hedeflenmiştir. Araştırmanın sonucunda nefrotik sınırda proteinürisi olan iki 

kardeşte, CUBN geninin 53’üncü eksonunda çerçeve kaymasına neden olan 

bir baz çifti uzunluğunda homozigot bir delesyon bulunmuş (c.8355delA; 

p.S2785fsX19) ve proteinürinin sebebi olarak yeni bir gen tanımlanmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 
 
2.1. Çocukluk Dönemi Steroide Dirençli Nefrotik Sendrom 

Nefrotik sendrom (NS) idrarda protein kaybı (>4mg/m2/gün), serum 

albuminin azalması (hipoalbuminemi) ve buna bağlı olarak hücreler arası 

boşluğa sıvı birikimi (ödem) ile karakterize kronik bir böbrek hastalığıdır. 

İdiopatik NS standart steroid tedavisine cevap verip vermemesine göre 

steroide duyarlı veya steroide dirençli nefrotik sendrom olarak sınıflandırılır 

(1).  

Steroide dirençli nefrotik sendrom (SDNS) nadir bir hastalık olmakla 

birlikte çocukluk ve genç erişkinlik döneminde son dönem böbrek 

yetmezliğinin en sık ikinci sebebidir (1). Bilinen bir tedavisi yoktur. Hastalık 

hızla ilerleyerek hastayı yaşamın devamı için diyaliz veya böbrek nakline 

bağımlı bıraktırır.  

Klasik olarak immünolojik nedenli bir hastalık olarak tanımlanan 

SDNS, primer sebebi (etyolojisi) ve hastalık mekanizması (fizyopatolojisi) 

yıllardır anlaşılmaya çalışılmasına rağmen günümüzde halen tam olarak 

aydınlatılamamıştır. Ancak yakın geçmişte resesif kalıtılan NPHS1 (2), 

NPHS2 (3-5), LAMB2 (6,7), PLCE1 (8), SMARCAL1 (12), COQ2 (13), 

PDSS2 (14,15), COQ6 (16) ve SCARB2 (17) ile dominant kalıtılan WT1 (9), 

ACTN4 (18), CD2AP (19) ve TRPC6 (20) mutasyonlarının SDNS’e sebep 

olduğu gösterilmiştir. Bunlar arasından  WT1 haricinde dominant kalıtılanlar 

erişkin dönem SDNS’ine sebep olmaktadır. WT1 mutasyonları ise çocukluk 

çağı SDNS vakalarının yaklaşık %5’lik bir bölümünü açıklamaktadır (10). 

Çocukluk çağı SDNS vakalarının büyük bir bölümü, resesif tek gen 

mutasyonlarıyla açıklanmaktadır. Yapılan bir çalışmada, yaşamın ilk 3 ayında 

ortaya çıkan SDNS vakalarının %85’i ve yaşamın ilk yılında ortaya çıkan 

SDNS vakalarının %66’sı, dört genden birindeki (NPHS1, NPHS2, LAMB2 

veya WT1) mutasyonlarla açıklanabilmiştir (10). Çocukluk çağı SDNS’ine en 

yüksek oranda (%28) resesif NPHS2/podosin mutasyonlarının neden olduğu 

gösterilmiştir (10). NPHS1/nephrin mutasyonları, SDNS fenotipine ek olarak 

konjenital nefrotik sendroma (prenatal ya da hayatın ilk 3 ayında ortaya çıkan 
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nefrotik sendrom) (21,22), LAMB2/laminin-β2 genindeki mutasyonlar SDNS 

fenotipine ek olarak göz anormalliklerine (6,7) ve PLCE1/phospholopase-Cε1 

genindeki mutasyonlar SDNS fenotipine ek olarak difüz mezanjiyal skleroz 

fenotipine (8) neden olmaktadır. Yukarıda bahsedilen ve resesif kalıtılan 

NPHS1, NPHS2, LAMB2 ve PLCE1 genleri haricinde çocukluk çağı 

SDNS’ine sebep olan diğer resesif genlerdeki mutasyonlar çok nadir olarak 

görülmekte (<%1) ve oldukça ayırıcı fenotipik özellikler göstermektedir. 

SDNS fenotipine ek olarak SMARCAL1 mutasyonu kemik anormallikleri ve 

immün yetmezlikle seyreden Schimke İmmüno-Osseöz Displazi’sine (12); 

COQ2 (13), PDSS2 (14,15) ve COQ6 (16) mutasyonları nörolojik bulgular ve 

duyma kaybı ile seyreden mitokondrial hastalık fenotipine; SCARB2 (17) 

mutasyonları myoklonik epilepsi fenotipine neden olmaktadır.  

SDNS’e sebep olan genlerin haritalanması ve tanımlanmasının 

hastalık patogenezi (23-28), tanı ve tedavisinin anlaşılabilmesi üzerinde 

büyük etkisi olmuştur (29). Moleküler genetik testler sayesinde hastalığın 

erken tanısı ve klinik çalışmalarda etyolojik sınıflandırılmanın yapılmasında 

(30-32); genotip-fenotip (33-41) ve genotip-tedaviye cevap (42-46) 

korelasyonlarının kurulmasında; SDNS tedavisi için yeni moleküler hedeflerin 

bulunması (47,48), hayvanlarda hastalık modellerinin geliştirilmesi (49-52) ile 

SDNS tedavisi için yeni ilaç (16,53) geliştirilmesinde önemli katkılar 

sağlamıştır. 

SDNS’e sebep olan genlerin tanımlanması ile glomerüler işlevin temel 

bileşenleri ortaya çıkarılmıştır. Renal glomerüler kapillerler 3 hücre 

tabakasından oluşur: pencereli endotel, bazal membran ve podosit epitelyal 

hücre tabakası. Podositler nöron benzeri hücrelerdir, dallanan hücresel 

çıkıntıları (primer, sekonder ve tersiyer prosesler) ile glomerüler kapillerin 

dışını sarar. Tersiyer prosesler (foot process), komşu hücrenin tersiyer 

prosesleriyle bağlantı kurar. Bu bağlantılar glomerüler slit membranı 

oluşturur. Glomerüler slit membran böbreğin filtrasyon fonksiyonu ve 

proteinin kanda kalmasının sağlanması için kritik öneme sahiptir. Nefrotik 

sendromda bu membranın yapısı bozulmuştur. Şekil 2.1’de iki podosit 

tersiyer prosesi birbirine glomerüler slit mambran ile, glomerüler bazal 
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mambrana ise integrinler ile bağlanmış şekilde görülmektedir. Glomerüler 

işlevinde kritik öneme sahip olduğu gösterilmiş bileşenler kırmızı renktedir 

(Nefrin, Podosin, Aktinin alfa-4, TRPC6, CD2AP, PLCE1, LAMB2) (26). 

Mutasyonları SDNS’e sebep olan bütün gen ürünleri ya podosit slit membran 

veya onun komşuluğunda ifade edilirler (NPHS1/nephrin, NPHS2/podocin, 

LAMB2/laminin-β2, PLCE1/phospholopase-Cε1, ACTN4/actinin-α4, 

CD2AP/cd2-associated protein, TRPC6/transient receptor potential channel 

6).  Bunların glomerüler fonksiyondaki kritik görevleri pozisyona bağlı 

klonlama ile gösterilmiştir (2,3,6,18-20). SDNS’e sebep olan genlerin 

bulunması hastalığın fizyopatolojisinin immünolojik kökenli olduğu 

paradigmasını yıkmış, SDNS’de tedaviye kısmi cevap veren ilaçların (örneğin 

siklosporin A) aslında glomerüler slit membran sinyal bileşenleri üzerine 

direkt etki ettikleri gösterilmiştir (24). 

 

 

 

 

Şekil 2.1. Nefrin, Podosin, Aktinin alfa-4, TRPC6, CD2AP, PLCE1, 

LAMB2’nin podositlerdeki yerleşimi. 

Podosin

LAMB2 
PLCe1 

TRPC6

Nefrin

LAMB2 
Aktinin - αααα4

CD2AP
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SDNS’e sebep olan genlerin tanımlanması, hastalığın tedaviye cevap 

korelasyonlarının kurulabilmesine imkan sağlamıştır. Örneğin, 

NPHS2/podocin mutasyonu taşıyan nefrotik sendromlu vakaların standart 

steroid tedavisine dirençli olduğu, ancak böbrek nakli sonrasında hastalığın 

tekrarlama olasılığının daha düşük olduğu (%8’e kıyasla %30) gösterilmiştir 

(5). İlginç bir bulgu olarak, PLCE1 resesif mutasyonuna sahip iki hasta 

steroid veya siklosporin A tedavisine tam yanıt vermiş, bu bulgu PLCE1 ile 

genetik etkileşime giren potansiyel modifier genlerin aranmasına imkan 

sağlamıştır (8). 

SDNS’e sebep olan genlerin belirlenmesi, SDNS tedavisi için yeni 

moleküler hedeflerin bulunması (47,48); hayvanlarda hastalık modellerinin 

geliştirilmesi (49-52) ile SDNS tedavisi için yeni ilaç geliştirilmesine imkan 

sağlamıştır (16,53). Resesif hastalık mekanizmasının çalışılması, gen 

knockdown/knockout ile hayvanlarda modelleme imkanı vererek oldukça 

güçlü bir çalışma yapmaya olanak tanır. Fare ve zebrafish gibi hayvan 

modelleri yüksek verimli ilaç taramasını ve tedavi için yeni moleküler 

hedeflerin tanımlanmasını sağlar. Yapılan çalışmalarda zebrafish hastalık 

modellerinin geliştirilmesi ile SDNS tedavisi için yeni ilaç geliştirilmesi 

sağlanmıştır. 

Yukarıda bahsedildiği gibi SDNS’e sebep olan bir çok gendeki 

mutasyonun tanımlanması pek çok ilerlemeye neden olduğu halde, SDNS’e 

sebep olan genlerin bazılarının henüz tanımlanmamış olması hastalığın 

etyoloji, patogenez, erken tanı ve tedavi imkanlarının geliştirilmesinde önemli 

bir sorun olarak öne çıkmaktadır. 

Çocukluk ve genç erişkinlik SDNS’inin moleküler patolojisi büyük 

ölçüde açıklanamamış haldedir ve bu oran yaşla birlikte artmaktadır. Resesif 

mutasyonlar 0-3 ayda ortaya çıkan SDNS’in %85’ini oluştururken bu oran ilk 

bir yılda %66’ya, hayatın ilk bir yılı sonrasında ise %15 ile %28’lik bir orana 

düşmektedir (10). Çocukluk ve genç erişkinlik SDNS’ine neden olan ancak 

henüz ortaya çıkartılamamış yeni genlerin varlığı homozigotluk haritalaması  

tekniği ile gösterilmiştir (11). Yapılan çalışmada, çocukluk çağı SDNS tanısı 

konmuş 250 aile homozigotluk haritalaması tekniğiyle incelenmiştir. Bu 250 
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ailenin 100’ünde (%40) yeni homozigot aday bölgeler olduğu gösterilmiştir. 

Bu da SDNS’e sebep olan ancak henüz tanımlanmamış en az 20 tane daha 

genin varlığını işaret etmektedir.  

Çocukluk ve genç erişkinlik SDNS’ine neden olan ancak henüz ortaya 

çıkartılamamış yeni genlerin varlığı bilinmesine rağmen, bu genlerin 

heterojenliği ve nadir gözlenmesi (<%1), yeni bir genin bulunmasına ciddi 

sınırlamalar getirmektedir. Protein kodlayan genler insan genomunun sadece 

%1’ini oluşturmasına rağmen mutasyonların %85’ini barındırmaktadır (54). 

Bugüne dek sebebi açığa çıkartılmış 2600 Mendel hastalığı arasında, tüm 

genom ölçekli ilişkilendirme çalışmaları ile tanımlanan sık risk varyantlarının 

hastalık riskinde sadece küçük bir etkisi olduğu gösterilirken (55,56), Mendel 

hastalıklarının çoğunun protein kodlayan genom bölgeleri ya da canonical 

splice site’ta olan nadir mutasyonlardan kaynaklandığı gösterilmiştir (54). 

Ancak genomdaki her bir kodlayan bölgeyi teker teker analiz etmek oldukça 

zahmetli ve zaman alıcıdır. Bu araştırmalar genomun tüm kodlayan 

bölgelerinin (eksom) dizilenmesi fikrini hayata geçirmek için yeni bir teknoloji 

geliştirilmesine fikir vermiştir. Eksom saptama ve yüksek ölçekli dizileme, 

hedef bölgelerin hibridizasyonunu tüm eksom ölçeğine taşımaktadır. Bu 

metodun hastalıklara neden olan genlerin bulunmasında önemli bir 

potansiyeli olduğu yapılan çalışmalarda gösterilmiştir (57-61).  

SDNS’e sebep olan yeni bir genin tanımlanması, tedavisi mümkün 

olmayan bu hastalığın etyolojisinin ve fizyopatolojisinin aydınlatılmasına, 

mekanizmasının açıklığa kavuşmasına, hastalığın taranmasına, erken 

tanısına, hastalığın tedavisi için moleküler hedeflerin ortaya çıkmasına ve ilaç 

tedavisi imkanlarının gelişimine yardımcı olacaktır. 

2.2.  Çocukluk Dönemi Steroide Dirençli Nefrotik Sendroma Neden Olan 
Genlerin Araştırılması 

2.2.1.  Homozigotluk Haritalaması 
Resesif tek gen hastalığından etkilenen bireyin hastalığa neden olan 

gendeki mutasyon açısından homozigot olması gereklidir. Dolayısıyla 

hastalıktan etkilenen bireyin ebeveynlerinin hastalığa neden olan geni 
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heterozigot olarak taşıması beklenir. Aralarında akrabalık olan ebeveynlerin 

nadir bir hastalığa neden olan aynı heterozigot alele sahip olması 

durumunda, sözkonusu alelin çok büyük ihtimalle her iki ebeveynin ortak bir 

atasından kaynaklandığı düşünülür. Ebeveynlerin ortak atasının sahip olduğu 

alel nesilden nesile aktarılarak önce ebevenlere sonra hasta bireye 

taşınmıştır. Dolayısıyla nadir bir resesif hastalığa sahip ve ebeveynleri 

arasında akrabalık olan bir birey çok büyük ihtimalle homozigot hastalık 

alellerini ortak atadan kalıtılarak alacaktır (identical by descent). Ayrıca 

mutasyona çok yakın yerleşimli kromozomal segment cross-over ile 

rekombinasyona uğramayacağı için bu bölgedeki SNP genetik belirleyiciler 

de ortak atadan kalıtılarak homozigot kalacaklardır. Şekil 2.2’de hastalığa 

neden olan geni çevreleyen kromozomal segmentler, genin her iki tarafında 3 

SNP genetik belirleyici ile gösterilmiştir. Değişik SNP genetik belirleyiciler 

farklı renklerle temsil edilmektedir. Her ne kadar her ebeveyn-çocuk 

aktarımında, ebeveyn gametlerinde cross over ihtimali olsa da, mutasyonun 

yakınındaki genetik belirleyiciler birbirlerine olan yakın yerleşimleri nedeniyle 

rekombinasyona uğramayacak ve ortak atadan kalıtılarak eş kalacaklardır. 

Pozisyona bağlı klonlama, bu bölgenin polimorfik genetik belirleyicilerle 

yapılacak tüm genom taraması ile homozigot olarak tanımlanması prensibine 

dayanır (62). Bu homozigot genetik belirleyiciler çok nokta analizinde 

(multipoint analysis) LOD değer peak’i olarak tespit edilerek, hastalığa neden 

olan genin tespitine olanak sağlayacaktır (63) (Şekil 2.3). Pozisyona bağlı 

klonlama hastalığın ortak atadan kalıtıldığı ailelerin incelenmesiyle başlar. 

Homozigotluk haritalaması ile ortak kalıtılan genomik bölgeler tanımlanmaya 

çalışılır. Böylece aranılan gen belli bir kromozom bölgesine indirgenir. Başka 

ailelerde de cross-over’ların gözlenmesi ile genin bulunduğu bölge 

daraltılmaya, aday gen sayısı azaltılmaya çalışılır. Son olarak hastalıktan 

etkilenen bireylerde fonksiyon kaybına neden olan mutasyonların 

gösterilmesi ile hastalığa neden olan mutasyonun bu genden kaynaklandığı 

ispatlanır. Bu teknik kullanılarak şimdiye dek birçok resesif hastalık geni 

ortaya çıkartılmıştır (8,16). Ebeveynler arasındaki akrabalık derecesinin uzak 

olması cross-over için daha fazla olasılık olmasına ve etkilenen bireyin 
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hastalığa neden olan geni daha az sayıda ve daha kısa homozigot 

segmentler içinde barındırmasına neden olurken, yakın akrabalık durumunda 

etkilenen bireyde daha fazla sayıda ve daha uzun homozigot segmentler 

görülmesi beklenir (11,64).  

 

 
Şekil 2.2. Ortak atadan kalıtılarak homozigotluk. 

  

 

Şekil 2.3. Pozisyona bağlı klonlama tekniği.  

Genetik 
haritalama

Fiziksel 
haritalama

Transkript 
haritalama

Gen dizi 
analizi 

Aday genler Bölgenin 
klonlanması 

Aile ağacı Kromozomal 
yerleşim 

Hastalığa neden 
olan mutasyon 

= normal allele

= mutated allele

Markers next to the 
disease gene are identical 
(homozygous) by descent

= normal allele

= mutated allele

Markers next to the 
disease gene are identical 
(homozygous) by descent

Normal allel  
Mutant allel 

Hastalığa sebep olan genin yakınındaki 
genetik belirleyiciler ortak atadan 
aktarıldıkları için homozigottur. 
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2.2.2. SDNS’e Neden Olan Yeni Genlerin Bulunmasında 
Homozigotluk Haritalaması Tekniğinin Uygunluğu 

SDNS’e neden olan yeni genlerin bulunmasında homozigotluk 

haritalaması tekniğinin uygulanabilir olması için resesif kalıtılan SDNS 

genlerindeki mutasyonların birleşik heterozigottan ziyade homozigot 

mutasyon olması gerekmektedir. Daha önce yapılan bir çalışmada, SDNS’e 

sahip tüm dünya ölçekli bir hasta grubunda hastalığa neden olan ve resesif 

kalıtılan 2 gendeki (NPHS1 ve NPHS2) mutasyonlar tespit edildiğinde, 

NPHS1 bi-alelik mutasyonlarınn %67’sinin (42,45) ve NPHS2 bi-alelik 

mutasyonlarının %45’inin (10) homozigot olduğu gösterilmiştir. Bu nedenle 

SDNS’e neden olan yeni bir genin tanımlanması için bu araştırmada 

homozigotluk haritalaması tekniğinin kullanılması planlanmıştır.  

Ebeveynleri arasında akrabalık bulunan ya da etnik kökeni akraba 

evliliğinin sık görüldüğü bir bölge olan (inbred)  bireylerde, resesif hastalık 

genlerindeki homozigot mutasyonların hemen hemen her zaman ortak bir 

atadan kalıtılan homozigot SNP genetik belirleyici segmentlerinde yerleştiği 

ve bu nedenle homozigotluk haritalaması tekniğiyle haplotip bloklarının 

yerinin tespitinin mümkün olduğu daha önceki bir çalışmayla gösterilmiştir 

(62). Bu çalışmada bağlantı analizi için parametrik LOD değeri hesaplaması 

kullanılmıştır. Başka bir araştırmada ise ebeveynleri arasında akrabalık 

bulunmayan ya da etnik kökeni akraba evliliğinin sık görülmediği bir bölge 

olan (outbred) bireylerde de resesif hastalık genlerindeki homozigot 

mutasyonların homozigotluk haritalaması tekniğiyle belirlenebileceği 

gösterilmiştir (11). Bu araştırmada bağlantı analizi için parametrik olmayan 

LOD değeri hesaplaması kullanılarak, parametrik LOD değeri hesaplaması 

için gerekli olan birkaç kuşaklı geniş ailelerin kullanılması kısıtlamasının 

üstesinden gelinmiştir (11). Bu araştırmada resesif böbrek hastalığına neden 

olan 13 farklı gende (Nephronophitisis (NPHP) genleri: NPHP1-9; NPHP 

benzeri fenotip genleri: AHI1, MKS3 ve SDNS genleri: NPHS1 ve NPHS2) 

homozigot mutasyona sahip olan ve ebeveynleri arasındaki akrabağlık 

düzeyi birinci derece kuzen evliliğinden outbred  bireylere kadar geniş bir 

dağılımda olan 72  bireyde, 250K SNP çip ile homozigotluk haritalaması 
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çalışması yapılmıştır. 72 bireyin 67’sinde (%93) hastalığa neden olan 

gendeki homozigot mutasyon, içinde bulunduğu homozigot haplotip 

tarafından oluşturulan parametrik olmayan LOD değer peak’i ile tespit 

edilebilmiştir. Hastalığa neden olan gendeki homozigot mutasyonun 

parametrik olmayan LOD değer peak’i ile tespit edilemediği 5 bireyde ise, 

genin bulunduğu homozigot haplotipin uzunluğunun mutasyon tespit sınırının 

altındaki bir kısalıkta (2.1 megabaz’dan daha kısa) olmasından dolayı 

homozigot haplotipin  LOD değer peak’i oluşturmadığı gözlenmiştir. Aynı 

çalışmada homozigotluk haritalamasının homozigot mutasyonları 

saptamadaki özgüllüğü yani LOD değer peak’lerinin homozigot olmayan 

bireylerde de sıklıkla görülüp görülmediği (yanlış pozitiflik), homozigot 

mutasyona sahip bireylerin ebeveynlerinden oluşan 20 kişilik bir gurubun 

homozigot haritalanması ile araştırılmıştır. Araştırmada ebeveynlerin 

%65’inin (13/20) LOD değer peak’ine sahip olmadığı bulunmuştur. Bu 

nedenle tekniğin %65 özgül olduğu düşünülmüştür. Özgüllüğünin %65 

olması; yanlış pozitif bir LOD değer peak’inin şans eseri iki bireyde birden 

aynı bölgeye lokalize olup yanlış bir aday bölge işaret etme olasılığının 

yaklaşık 1:1000 (0.35 x 0.35 = 0.1225) olması nedeniyle gen tanımlanması 

için bir risk teşkil etmediği düşünülmüştür (11). 

2.2.3. Eksom Saptama ve Yüksek Ölçekli Dizileme 
Çocukluk ve genç erişkinlik SDNS’ine sebep olan ancak henüz ortaya 

çıkartılmamış genlerin varlığı homozigotluk haritalaması tekniği ile 

gösterilmiştir (11). Ancak bu genlerin heterojenliği ve nadir gözlenmesi 

(<%1), yeni bir genin bulunmasına ciddi sınırlamalar getirmektedir. Yakın 

zamanda insan genomumun tüm kodlayan bölgelerinin dizilenebilmesi bu 

durumu dramatik bir şekilde değiştirmiştir (57-61). Modern teknolojik bir 

devrim olan eksom saptama ve yüksek ölçekli dizileme ile belirli bir genomik 

bölgedeki tüm DNA dizi değişiklikleri gözlenebilmektedir. 

Bu çok avantajlı tekniğin zorluğu ise, normal genomik referans dizisine 

göre çok sayıda varyant tespit etmesi ve hastalığa neden olan mutasyonun 

tespitinin güçleşmesidir.  
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2.2.4.  Homozigotluk Haritalaması ile Eksom Saptama ve Yüksek 
Ölçekli Dizileme Verilerinin Birleştirilmesi 

Resesif hastalık genlerindeki homozigot mutasyonların hemen hemen 

her zaman ortak bir atadan kalıtılan homozigot SNP genetik belirleyici 

segmentlerinde yerleştiği ve bu nedenle homozigotluk haritalaması tekniğiyle 

haplotip bloklarının yerinin tespitiyle yeni genlerin bulunmasının mümkün 

olduğu daha önceki çalışmalarla gösterilmiştir. Ancak pozisyona bağlı 

klonlama tekniği ile belirlenen bölgedeki aday genlerin çokluğu ve bunların 

tek tek analiz edilmesinin oldukça masraflı olması ve pratik olmaması, yeni 

gen tanımlanmasında önemli bir hız kesici faktör olmuştur. 

Eksom saptama ve yüksek ölçekli dizileme teknikleri ile belirli bir 

genomik bölgedeki tüm DNA dizi değişiklikleri gösterilebildiği için nadir 

genlerin tanımlanmasında teknolojik devrim niteliğindedir. Ancak bu tekniğin 

çok sayıda varyantı tespit etmesi nedeniyle hastalığa neden olan 

mutasyonun bu varyantlar arasından tespiti oldukça güçtür. 

Bu nedenle araştırmada homozigotluk haritalaması tekniği ile eksom 

saptama ve yüksek ölçekli dizileme tekniklerinin birleştirildiği bir yaklaşımın 

kullanılması planlanmıştır (61). Bu sayede eksom saptama ve yüksek ölçekli 

dizileme ile ortaya çıkan çok sayıdaki varyasyonun yarattığı arka plan’ın 

(background), homozigotluk haritalaması tekniğiyle filtrelenerek aday bölge 

sayısının azaltılacağı ve filtrelenen varyantın mutasyon olma özgüllüğünün 

artacağı düşünülmüştür. 

Aynı aile içinde aynı resesif hastalıktan etkilenen bireyler hastalığa 

sebep olan gendeki mutasyon için ortak atadan kalıtılarak eş olacak ve 

hastalığa sebep olan genin yakınındaki genomik bölgeler de hastalığa sebep 

olan genle birlikte değişmeden aktarılacaktır. Dolayısıyla hasta bireylerin 

tamamının homozigotluk haritalaması sonucu hastalığa sebep olan genin 

içinde bulunduğu haplotip bloğunun oluşturduğu LOD değer peak’ine sahip 

olması gerektiği düşünülmüştür. Bu durumda, hastalığa sebep olan genin, 

hasta bireylerin hepsinin ortak olarak sahip olduğu LOD değer peak’lerinde 

olması beklenir.  
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Bu sayede eksom saptama ve yüksek ölçekli dizileme ile ortaya çıkan 

çok sayıdaki varyasyonun, sadece hasta bireylerin hepsinin ortak olarak 

sahip olduğu LOD değer peak’lerinde olması durumunda hastalığa sebep 

olan mutasyon olabileceği varsayımıyla filtrelenmesi planlanmıştır.  

2.3. Amaç 
Çocukluk ve genç erişkinlik SDNS’ine sebep olan ancak henüz ortaya 

çıkartılmamış genlerin bulunması doğrultusunda ilk basamak olarak, klinik 

incelemeler sonucunda çocukluk çağı SDNS fenotipine sahip olduğu 

belirlenen aileler, çocukluk çağı SNDS’ine yüksek oranda sebep olduğu 

bilinen genlerdeki (NPHS1, NPHS2, LAMB2, PLCE1 ve WT1) mutasyonlar 

açısından direkt DNA dizi analizi ile taranmıştır. Bu 5 gen haricinde çocukluk 

çağı SDNS’ine sebep olan SMARCAL1, COQ2, PDSS2, COQ6 ve SCARB2 

resesif mutasyonları çok nadir olarak görülmekte (<%1) ve oldukça ayırıcı 

fenotipik özellikler göstermektedir (SMARCAL1- Schimke Immüno-Osseöz 

Displazi; COQ2, PDSS2,COQ6- nörolojik bulgular ve duyma kaybı ile 

seyreden mitokondrial hastalık; SCARB2- myoklonik epilepsi). Araştıma 

grubunda bu özelliklere sahip bireyler bulunmaması nedeniyle, bu genlerin 

taranması yapılmamıştır. Araştırma grubundan, hastalıkları genetik olarak 

açıklanmış hastaların dışlanması, grubun geri kalan kısmından seçilecek 

ailelerde ileri inceleme yapılması ve hastalıktan sorumlu olabilecek olan yeni 

genlerin bulunmasını sağlayacak ilk basamağı oluşturmuştur. 

Araştırmanın ikinci basamağında SDNS’e sebep olduğu bilinen 

genlerdeki mutasyonlara sahip olmadığı yönünde filtrelenmiş olan ve 

ebeveynleri arasında akrabalık olduğu bilinen 85 aile, homozigotluk 

haritalaması ile ileri analize gönderilmiştir. 

Araştırmanın üçüncü basamağında ise, homozigotluk haritalaması ile 

analiz edilmiş 85 ailenin içinden seçilen bir aile eksom saptama ve yüksek 

ölçekli dizileme ile analiz edilerek SDNS’e neden olabilecek gen saptanmaya 

çalışılmıştır.  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 
 
3.1. Gereçler 

3.1.1. Araştırma Grubu 
Son 13 yılda Pediatrik Nefroloji Laboratuvarı, Michigan Üniversitesi, 

Ann Arbor, ABD’ye çocukluk çağı SDNS mutasyon analizi için tüm dünyadan 

gönderilen 2191 kişi (2056 farklı aileden gelen) araştırma grubunu 

oluşturmuştur. Hastaların çalışmaya katılımı Institutional Reviews Board 

Michigan Üniversitesi, ABD tarafından onaylanmıştır. SDNS tanısı pediatrik 

nefrologlar tarafından özelleşmiş merkezlerde kabul edilen kriterlere göre 

yapılmıştır (Arbeitsgemeinschaft fur Padiatrische Nephrologie). Kan 

örnekleri, aile ağacı bilgileri ve klinik bilgiler www.renalgenes.org adresinden 

ulaşılabilecek olan standart bir anket formu ile toplanmıştır (Bkz. EK 1. Klinik 

Bilgi Formu). Aynı adreste aydınlatılmış onam formu da bulunmaktadır (Bkz. 

EK 2. Aydınlatılmış Onam İngilizce/Türkçe).  

3.1.2. Mutasyon Analizi  

Genomik DNA İzolasyonu 

•  Puregene DNA pürifikasyon kiti (Gentra) 

•  %100 isopropanol (Sigma Aldrich) 

•  %70 etanol (Sigma Aldrich) 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

•  2X Taq PCR Master Mix Kit (Qiagen)  

•  **PrimerForward (100 µM) (Integrated DNA Technologies)  

•  **PrimerReverse (100 µM) (Integrated DNA Technologies)  

NPHS1 geninin 1. eksomu yüksek GC nükleotit oranına sahip olması 

nedeniyle, amplifikasyonu için dH2O yerine “Q solution” (Qiagen, Germany) 

kullanılmıştır. 

**Çalışmada kullanılan tüm primerler Primer3 Input (version 0.4.0) 

programı ile tasarlanmıştır. 
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Agaroz Jel Elektroforezi 

•  10X Tris Borat EDTA tampon pH 8.3 (Sigma Aldrich) 

•  Agaroz (Sigma Aldrich) 

Yükleme Tamponu 

•  Gliserol (Merck) 

•  Distile su 

•  Orange G (Merck) 

•  Etidyum bromür (Sigma Aldrich) 

•  50 bç DNA Moleküler ağırlık belirteci (Promega) 

DNA Dizi Analizi 

•  Big Dye Terminator v3.1 Tampon (5X) (Applied Biosystem) 

•  Big Dye Terminator Mix v3.1 (Applied Biosystem) 

•  5 M Sodyum Asetat (Sigma Aldrich) 

•  %99 Etanol (Sigma Aldrich) 

•  %70 Etanol (Sigma Aldrich) 

•   Hi-Di Formamid (Applied Biosystem) 

3.1.3. Homozigotluk Haritalaması 
GeneChip Human Mapping 250K (StyI) Array (Affymetrix) genotipleme 

için, örneklerin işlenmesi, hibridizasyonu ve taranması, üretici firmanın 

protokolu takip edilerek University of Michigan Core Facility’den hizmet alımı 

şeklinde gerçekleştirilmiştir (www.michiganmicroarray.com). 

Homozigotluk Haritalaması için Kullanılan Yazılımlar 

•  GENEHUNTER yazılımı: Non-parametric likelihood ratio z-scores” 

(ZLR scores) hesaplanması (alel paylaşımının hesaplaması). 

•  ALLEGRO yazılımı: homozigot segment tespiti. 

•  GNUPLOT yazılımı: ZLR değerleri genom boyunca genetik 

uzaklığa göre, kromozom pozisyonları p kolundan q koluna (soldan 

sağa) uzanacak şekilde işaretlenmesi (http://www.gnuplot.info/). 

•  ALOHOMORA yazılımı: ZLR değerleri insan genom dizilerinde her 
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100,000 nükleotitte bir genetik belirleyici kullanılarak minor alel 

frekansları >0.2, >0.3 ve >0.4 olan 3 farklı koşulda hesaplanması. 

3.1.4. Eksom Saptama ve Yüksek Ölçekli Dizileme 

Eksom Saptama 

•  NimbleGen 2.1M Human Exome Array (Roche/NimbleGen) 

Saptanan DNA Parçacıklarının Yüksek Ölçekli Dizileme İçin 
Hazırlanması 

•  DNAse-1 endonükleaz (Roche) 

•  Bal31 eksonükleaz (New England Biolabs) 

•  EGTA (Sigma Aldrich) 

•  PZR pürifikasyon kit (Qiagen) 

•  20 mM Tris-HCL (pH 7.5) (Sigma Aldrich) 

•  2 mM CaCl2 (Sigma Aldrich) 

•  20 mM MnCl2 (Sigma Aldrich) 

•  EDTA (Sigma Aldrich) 

Yüksek Ölçekli Dizileme 

•  DNA kütüphanesi oluşturulması: Genomic DNA sample prep kit 

(Illumina).  

•  Illumina Genome Analyzer II: University of Michigan Core 

Facility’den hizmet alımı şeklinde gerçekleştirilmiştir 

(www.michiganmicroarray.com). 

•  Genome Analyzer Pipeline 1.5: Görüntü analizi ve bazların 

çağırılması (Illumina). 

•  FASTQ: Çağırılan her baz için DNA dizi bilgisinin ve kalite 

değerlerinin incelenmesi (Illumina). 

•  CLC genomics workbench (CLC-bio):Filtrelenmiş yüksek kalitedeki 

dizilerin insan referans genomuyla karşılaştırılması.  
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3.2. Yöntemler 

3.2.1. Ailelerde Mutasyon Analizi Yapılacak Genlerin Belirlenmesi 
Araştırma grubunun klinik özellikleri doğrultusunda, hangi hastada 

hangi genin mutasyon analizi yapılacağına karar verilirken aşağıdaki strateji 

izlenmiştir. 

1.Araştırma grubunun tümü çocukluk çağı SDNS’inden en yüksek 

oranda sorumlu olan NPHS2/podocin (%10-28) ve WT1 (%5) mutasyonları 

açısından taranmıştır. NPHS2’nin tüm 8 eksonu ve WT1’in yalnızca 8 ve 

9’uncu eksonları DNA dizi analizi ile mutasyon analizine tabi tutulmuştur 

(WT1’in sadece 8 ve 9’uncu eksonundaki mutasyonların SDNS’e sebep 

olduğu gösterilmiştir) (9). NPHS2 DNA dizi analizinde kullanılan primerler 

Tablo 3.1’de verilmiştir. WT1 dizi analizinde kullanılan primerler Tablo 3.2’de 

verilmiştir. 

 

Tablo 3.1. NPHS2’nin çoğaltılmasında kullanılan PZR primerleri. 

Ekson 
numarası Primer 

Ayrışma derecesi 
(Tm °C) 

Ampilikon 
Uzunluğu (bç) 

5’-AGTCCACAGCTCCACCAAGAC-3’ 60.41 
Ekson 1 

3’-AGGTTGCTGGGTTCCTAACTTAC-5’ 59.99 
408 

5’-AATACCAAGAATTGGACCAACAG-3’ 57.48 
Ekson 2 

3’-CAGAAAACAGAAGTGAGAATGGG-5’ 60.2 
244 

5’-CTTATGCCAAGGCCTTTTGAAG-3’ 60.20 
Ekson 3 

3’-ATCTGCATGGGTTGAAGAAATTG-5’ 60.31 
205 

5’-AGAAAGGTGAAACCCAAACAGC-3’ 59.08 
Ekson 4 

3’-ATCATTTTGTCCACGGTAGGTAG-5’ 57.39 
218 

5’-TCTAACCCCACATAGGAAAGGAG-3’ 60.33 
Ekson 5 

3’-GGATGGAACTGGCCATAGAAG-5’ 61.23 
364 

5’-CTTAGTACAGAACAATGGCCACC-3’ 59.57 
Ekson 6 

3’-TGGCTGTAAGATATTAGGTGATTTG-5’ 58.71 
299 

5’-GACAGCAGTAGAGAGGCTTGC-3’ 59.40 
Ekson 7 

3’-AATGGACAGTAAGGAAGCAAAGG-5’ 60.12 
255 

5’-AGTAGATGCTCAGTGCTTGTCTG-3’ 59.74 
Ekson 8 

3’-GAATGAGGACAGAGTGTCTCCC-5’ 60.01 
463 
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Tablo 3.2. WT1’in çoğaltılmasında kullanılan PZR primerleri. 

Ekson 
numarası Primer 

Ayrışma derecesi 
(Tm °C) 

Ampilikon 
Uzunluğu (bç) 

5’-ATTCACCCACCCACCCAC-3’ 61.52 
Ekson 1-1 

3’-TGAAGGAGTGAGGCGGC-5’ 61.11 
507 

5’-TGTGCCCTGCCTGTGAG-3’ 60.59 
Ekson 1-2 

3’-TAAGAGCTGCGGTCAAAAGG-5’ 60.51 
475 

5’-TGGTTCAGACCCACTGCC-3’ 60.69 
Ekson 2 

3’-GGAGAGGAGGATAGCACGG-5’ 59.77 
252 

5’-GGCTCAGGATCTCGTGTCTC-3’ 59.95 
Ekson 3 

3’-GTGCCTCCAAGACCCTGC-5’ 61.83 
324 

5’-TCCATTGCTTTTGAAGAAACAG-3’ 59.38 
Ekson 4 

3’-CTTTGAAATGGTTCAAACAGG-5’ 57.27 
217 

5’-CACTGGATTCTGGGATCTGG-3’ 60.47 
Ekson 5 

3’-GCCAGTCAGCAAGGCCTAC-5’ 60.96 
186 

5’-ATTTCCAAATGGCGACTGTG-3’ 60.89 
Ekson 6 

3’-GGCCGGTAAGTAGGAAGAGG-5’ 60.09 
217 

5’-CAGTGCTCACTCTCCCTCAAG-3’ 60.18 
Ekson 7 

3’-CTGGAAAAGGAGCTCTTGAAC-5’ 58.19 
289 

5’-GTTGCCTTTAATGAGATCCCC-3’ 58.97 
Ekson 8 

3’-GAATCATGAAATCAACCCTAGCC-5’ 59.39 
215 

5’-GGAAATCTAAGGGTGAGGCAG-3’ 60.43 
Ekson 9 

3’-AGTCTTTTCCAATCCCTCTCATC-5’ 58.57 
226 

5’-AATTCAGAGTGGGTGCCTTG-3’ 60.11 
Ekson 10 

3’-GAGGAGTGGAGAGTCAGACTTG-5’ 58.12 
305 

 

2. Araştırma grubu içinden SDNS ortaya çıkış yaşı hayatın ilk 3 ayında 

gerçekleşen hastalarda NPHS2/podocin ve WT1’e ek olarak NPHS’in tüm 29 

eksonu DNA dizi analizi ile mutasyon analizine tabi tutulmuştur (SDNS ortaya 

çıkışı hayatın ilk 3 ayında gerçekleşen hastalarda NPHS1 mutasyonları %88 

oranında görülmektedir) (10). NPHS1 dizi analizinde kullanılan primerler 

Tablo 3.3’de verilmiştir. 
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Tablo 3.3. NPHS1’in çoğaltılmasında kullanılan PZR primerleri. 

Ekson numarası Primer 

Ayrışma 
derecesi 
(Tm °C) 

Ampilikon 
Uzunluğu 

(bç) 
5’-AAGGGAGGAGAGTAACGGAAAG-3’ 61.17 

Ekson 1-2 
3’-GATCACTCTGGGAGACACGAG-5’ 61.78 

521 

5’-GGATCAGAGCCTGAGACCCTC-3’ 58.93 
Ekson 3-4 

3’-GAACACACACCCTTCCCACTC-5’ 59.86 
556 

5’-CCATGCTCCCCAGAATCTATC-3’ 60.17 
Ekson 5 

3’-GGTTCCCATGGGGAAAATTAG-5’ 58.23 
196 

5’-TCTCTAGGCTCCAATTCTCACTG-3’ 57.02 
Ekson 6-7 

3’-ACACACAGATGGTTCTCTGAGG-5’ 59.64 
539 

5’-ACTGCAGTGGCTGAAGGTGAG-3’ 58.97 
Ekson 8 

3’-CTGAGATCTTTGGCATCCAGTAG-5’ 59.29 
310 

5’-TGGGCTGGTCTGTGAGAAATC-3’ 59.66 
Ekson 9 

3’-TTCCCTATCCACGAGTCATGC-5’ 60.84 
286 

5’-CTCTAGCACGATGGATAGGGG-3’ 60.05 
Ekson 10-11 

3’-CAAGATTCTGAAGGAGAGAAGGG-5’ 60.84 
489 

5’-TCACTCAGTTCCACTCCCCAC-3’ 60.94 
Ekson 12 

3’-GAGGAGCGAGACTCAGAGGTTAG-5’ 60.20 
324 

5’-GAGAAATCTGGGAGCACCTTC-3’ 61.33 
Ekson 13-14 

3’-AAGACCCAAGGAGTAGTTTAGGG-5’ 59.12 
558 

5’-CAACTTTAACCCTTGAACCTGTG-3’ 59.79 
Ekson 15-16 

3’-GAGCTCCCACAATGAGGAGAC-5’ 60.66 
494 

5’-CTAAGACATCCCTCCCACCTG-3’ 59.92 
Ekson 17 

3’-GGAACTCACAGTCAAGAAACCAC-5’ 60.38 
262 

5’-GGCTAGGAGAATGAGGCTACAG-3’ 60.00 
Ekson 18-19 

3’-CTTCCTTCTCTGCAGGGACTC-5’ 59.62 
558 

5’-TGGATAGATAGGCAGACGGTTAC-3’ 59.05 
Ekson 20 

3’-CCTCACACATACACAGAACTTCC-5’ 61.13 
275 

5’-CTAGGGAAAACCTGGACAGAATC-3’ 59.43 
Ekson 21-22 

3’-TTCACCATACTACCCTACACATCC-5’ 59.20 
508 

5’-ATGAATCTAATAGGCTTAAGAAGAGG-3’ 59.35 
Ekson 23 

3’-TAAGCAGCTGTGACTACAAGCAG-5’ 59.65 
207 

5’-ACTTGGTCAGGGCTACACTTTC-3’ 61.02 
Ekson 24-25-26 

3’-ACAAACAAAGCCCTTTCCATC-5’ 59.54 
607 

5’-ATCAGGTTGATCATTGCCCTTC-3’ 60.46 
Ekson 27-28 

3’-TAGGAGGTAGGCTCCCAGCAC-5’ 59.7 
442 

5’-GAAGTTAAGCAGGGGCATGTATC-3’ 59.92 
Ekson 29 

3’-TTGGGTTTTATGGAGCTCACC-5’ 59.93 
324 

 

 



 

 

20

3. Araştırma grubu içinden SDNS fenotipi ve böbrek biyopsisi difüz 

mezanjiyal skleroz histolojisi gösteren hastalarda NPHS2/podocin ve WT1’e 

ek olarak PLCE1’in tüm 31 eksonu DNA dizi analizi ile mutasyon analizine 

tabi tutulmuştur. PLCE1 mutasyonu, SDNS ve böbrek biyopsisi difüz 

mezanjiyal skleroz histolojisi gösteren hastalarda gösterilmiştir (8). Şekil 

3.1’in ‘A’ penceresinde normal olgun glomerül histolojisi gösterilmektedir. ‘B’ 

penceresinde LAMB2 veya PLCE1 gen mutasyonunda görülen difüz 

mezanjiyal glomerüloskleroz histopatolojisi, küçük, tam gelişmemiş glomerül 

ve boşluklu podositlerin sklerotik glomerüler ağı taç şeklinde sardığı 

gösterilmektedir. ’C’ penceresinde gestasyonel gelişimi 28 hafta seviyesinde 

olan podositler’in DMS benzeri histoloji gösterdiği izlenmektedir. 

PLCE1  dizi analizinde kullanılan primerler Tablo 3.4’te verilmiştir. 

 

 

Şekil 3.1. Normal glomerül, difüz mezanjiyal glomerüloskleroz ve 

gestasyonel gelişimi 28 hafta seviyesinde olan glomerüllerin histolojik 

karşılaştırılması. A. Normal olgun glomerül; B. LAMB2 veya PLCE1 gen 

mutasyonunda görülen difüz mezanjiyal glomerüloskleroz histopatolojisi; C. 

Gestasyonel gelişimi 28 hafta seviyesinde olan podositler’in DMS benzeri 

histoloji gösterdiği izlenmektedir. 
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Tablo 3.4. PLCE1’in çoğaltılmasında kullanılan PZR primerleri. 

Ekson 
numarası Primer 

Ayrışma 
derecesi 
(Tm °C) 

Ampilikon 
Uzunluğu 

(bç) 
5’-CTTTGGGAGGACTTGTGTATCTG- 59.20 Ekson 1_1 3’-ATGGAAGGTCTGTCTAGTTCCAG-5’ 59.24 585 

5’-CTGCAACAACATATTGAGAAACC-3’ 61.03 Ekson 1_2 3’-AAAAGGTCTTGGCAGCTTGAC-5’ 59.48 555 

5’-ACCTGTAAACTGATGGAATTGGC-3’ 60.72 Ekson 2 3’-CAATTATGACAATGGAAATTTGG-5’ 58.30 590 

5’-AGTGTTTGCACTTGGAGCATC-3’ 60.14 Ekson 3 3’-TGAACTTAATTTTCCATCAGGAG-5’ 57.45 501 

5’-CAAGTAAATATCTGTTGCAGGGG-3’ 60.92 Ekson 4 3’-TATGCTTGAAAATCACTTACGGG-5’ 60.12 435 

5’-CAGGACCTACAGGTCTTTCATTTC-3’ 59.20 Ekson 5 3’-GGACAATTAATTCAGTGCCATTC-5’ 59.96 376 

5’-GAATTTAGGCTCCTTGCTGTAAAC-3’ 59.72 Ekson 6 3’-AGACAGGGCCTGATGAGACAG-5’ 60.83 397 

5’-CTAGCCAAGTATGTTATCCAGGC-3’ 58.23 Ekson 7 3’-AAGTAGGAAACAACTCATCAACAGG-5’ 59.98 340 

5’-GTGAAAATGTCTTTGGGTTGTTC-3’ 59.51 Ekson 8_1 3’-CCATGTATACAGCCTTCACTGC-5’ 61.25 461 

5’-GACAATAGCACCTTGACCTGG-3’ 60.07 Ekson 8-2 3’-AGTAACTGTCAGAGCTGGGAGC-5’ 60.94 458 

5’-CATTAATATATTTACTTCCCCATTGC-3’ 58.38 Ekson 9 3’-ATGTTCACCATACAGCGGTCC-5’ 58.44 313 

5’-GAACTAAAGCAGTGATGGGAGAG-3’ 58.59 Ekson 10 3’-AAATGTTTGCAATGCTTAAATCAC-5’ 59.48 325 

5’-TTGTATTTGGTTCTGAGGGAAAG-3’ 59.53 Ekson 11 3’-TGTAAAGATATGCCCTTCCACAC-5’ 60.25 297 

5’-AAGTCTGGTGGGACAGAATCAC-3’ 57.89 Ekson 12-13 3’-GAGTTTGTGTGACTGGACCTCTG-5’ 58.03 491 

5’-GAACTTTGCAAAAGATGCTGG-3’ 60.39 Ekson 14 3’-GTCCCAGATTTAAAGGCTTTGG-5’ 58.6 406 

5’-AAAATGATGTGGTGGTTTCTTTC-3’ 59.24 Ekson 15-16 3’-TAAGCTCTTCAAAGGAGTCTGGG-5’ 60.23 477 

5’-CTACATGCTGGGTTTAGTTCGAG-3’ 59.83 Ekson 17 3’-GATGGTACCACTCTACTCCAGC-5’ 57.35 267 

5’-TTCTGTGGCTATAACTACCCTGC-3’ 59.72 Ekson 18 3’-CCAATGACAATTGCAAAACAAG-5’ 59.56 238 

5’-CAGCTTCTTTCCTAGTTCCTCTTC-3’ 60.90 Ekson 19 3’-ATTGGTCTATGGAATGAAAAGCC-5’ 59.79 472 

5’-AACGATTGTGTTAAACATCAGGG-3’ 58.01 Ekson 20 3’-GTATTACTGGTCTTTGGCGCTC-5’ 59.34 321 

5’-TAGCTCTTAAGTGAAGCATTGGG-3’ 58.99 Ekson 21 3’-TATCACCAAGTGAACTTTGGCAG-5’ 59.66 262 

5’-ATAAAAGAGCTTTGGGAATCCAG-3’ 61.10 Ekson 22 3’-TTTTGAGAGTGTTCACAATGCC-5’ 59.68 278 

5’-AATGTTGAGTTGCCTTGCTTG-3’ 58.93 Ekson 23 3’-GGGAAGTGCTTAGACAGTAAAATATC-5’ 58.06 270 

5’-TGCTATGACTGTTTACTGGGATG-3’ 59.17 Ekson 24 3’-TACTCTCACATATGGTGTGCCC-5’ 60.58 480 

5’-TAAGGTGATACTTAAGCGACAAAG-3’ 57.02 Ekson 25 3’-CAAAACCAGTTCGTTTTCAGG-5’ 59.85 290 
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Tablo 3.4. (devam) PLCE1’in çoğaltılmasında kullanılan PZR primerleri. 

Ekson 
numarası Primer 

Ayrışma 
derecesi 
(Tm °C) 

Ampilikon 
Uzunluğu 

(bç) 
5’-AGCAGTGAGGTGCAGAGGTTG-3’ 61.15 Ekson 26 3’-TAAGGAAATTCTGGCATCCATC-5’ 59.76 39 

5’-ACTTCCAGGAGCATCTTCTTTTC-3’ 59.06 Ekson 27 3’-CCCACCTTCAGTGTAGCAATC-5’ 59.36 243 

5’-GCACCTCTGTATCAAATAGAGCTTAG-3’ 59.13 Ekson 28 3’-CACACAGGCATTTATACACACAC-5’ 58.03 282 

5’-TGAACACCATGAAAGTTGATTTG-3’ 57.13 Ekson 29 3’-AATTTCAGGGAGGTTGTGAGTG-5’ 57.92 350 

5’-TCTACATCACCAAGATACAAGCTC-3’ 57.51 Ekson 30 3’-GGAACTTCACTCATAAAATGAGCC-5’ 60.36 353 

5’-TATAGAATGAATGCAAATGTTGGAG-3’ 59.09 Ekson 31 3’-TCTCCTAAATTTCACCAGCTTCC-5’ 58.32 373 

5’-GTGTCATGTGACAGAGGAACCTG-3’ 58.29 Ekson 32 3’-GTTTAAGTTAAGCCCTGTTCCAG-5’ 60.07 312 

 

4. Araştırma grubu içinden SDNS fenotipi ve böbrek biyopsisi difüz 

mezanjiyal skleroz histolojisi göstermesine ek olarak Pierson sendromu 

benzeri göz anomalileri olan hastalarda, NPHS2/podocin ve WT1’e ek olarak 

LAMB2’nin tüm 32 eksonu DNA dizi analizi ile mutasyon analizine tabi 

tutulmuştur (LAMB2 mutasyonu, SDNS ve böbrek biyopsisi difüz mezanjiyal 

skleroz histolojisi gösteren ve göz anomalileri olan hastalarda gösterilmiştir) 

(Şekil 3.1) (6,7). LAMB2 dizi analizinde kullanılan primerler Tablo 3.5’te 

verilmiştir. 
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Tablo 3.5. LAMB2’nin çoğaltılmasında kullanılan PZR primerleri. 

Ekson 
numarası Primer 

Ayrışma derecesi 
(Tm °C) 

Ampilikon 
Uzunluğu (bç)

5’-AAAGACCCACAGGCAGAGTTG-3’ 60.88 Ekson 1-2 3’-GGGATTAGAATCAGTGCCTCAG-5’ 60.10 517 

5’-CTACTGCATCGTCAGTCACCTG-3’ 59.92 Ekson 3-4 3’-CTCAAGGAGGCTGTGTTAAGGAG-5’ 59.99 430 

5’-GAGCTATTTGAGGGCAGTCTTG-3’ 60.79 Ekson 5-6 3’-GGAAGCACCCAAAATAGTTACTG-5’ 60.33 477 

5’-TGTATAGGAGGTCTTTCAAGGTG-3’ 61.25 Ekson 7-8 3’-GATACAGCCTGGGTTTTAGGG-5’ 61.46 534 

5’-TCTTACCCTTGTGACCTGGTTC-3’ 59.82 Ekson 9 3’-CAATTTAGACAGCAGTCCAGCTC-5’ 59.04 304 

5’-GACTGGCAGTGAGCTAGTTGAG-3’ 59.58 Ekson 10-11 3’-ACTGGCATAGATGTGACACCC-5’ 59.81 555 

5’-TAAGACGTGTGGTTGGGATTTC-3’ 59.83 Ekson 12-13 3’-CAGTCATAGACGTGTCCACCC-5’ 60.44 443 

5’-GTGATATCTAGCTTTGGCAGGAG-3’ 61.10 Ekson 14-15 3’-AACAGATGAATGAGCTGTGGG-5’ 60.89 486 

5’-CCCAGATGATTTGTACAGGGC-3’ 58.02 Ekson 16 3’-CTATCCCTCAAGTCCCACACC-5’ 60.07 263 

5’-AGTGCTAAGGCAAGTGCTCTG-3’ 60.43 Ekson 17-18 3’-GAGAGAACAGTAATGGGAAGGAG-5’ 57.97 553 

5’-CCACCTAGACTCCCACTACTCAC-3’ 59.86 Ekson 19-20 3’-CACGGTTAAGAGGAAGCTGTG-5’ 59.68 618 

5’-AGGCTATACGGGTGAGTGGATG-3’ 61.09 Ekson 21 3’-CCAAGATGAGCACAGTAGTCAAG-5’ 59.10 350 

5’-AGAGCTGTCACCGTGAGTATGAG-3’ 60.50 Ekson 22-23 3’-AAAGAGCAGAGCACAGAGTTAGG-5’ 60.10 561 

5’-CCAGGGTAGATGGAGGACTTC-3’ 59.75 Ekson 24 3’-ACATCTGTCAGGTCTGCCTCG-5’ 61.94 512 

5’-GAAGGGCCTAAGAATACATGGTG-3’ 60.19 Ekson 25 3’-ATAGGCACCTAAATTGGGCAGAG-5’ 59.14 318 

5’-AACTTCCTGGGTGAGTTGTTAGC-3’ 60.12 Ekson 26 3’-CCCAGTGCTAGGTCTGCTGTAG-5’ 60.30 374 

5’-GCAGGTGGGTGTAGATGTTCC-3’ 58.00 Ekson 27 3’-TGAACCAAGGGAGATACAGACAC-5’ 59.5 472 

5’-GTACATGTCCTGAGTCCATACCC-3’ 59.84 Ekson 28-29 3’-GGTGAGCCAAAGGTTACACAG-5’ 59.68 604 

5’-GACATCAGTGGGACAAGGTTATG-3’ 59.96 Ekson 30-31 3’-AAGGGCAGGTGTCAGTTTAGG-5’ 59.86 568 

5’-GCTACAGGGTAAGAAATGGGG-3’ 60.72 Ekson 32 3’-GTTCACACTGGTTTATTGGGG-5’ 58.32 303 

 

3.2.2. Mutasyon Analizi  

Genomik DNA İzolasyonu 
Periferik kan örneklerinden DNA izolasyonu, Puregene DNA 

pürifikasyon kiti (Gentra, Minneapolis, MN) aracılığıyla firmanın sağladığı 

protokol takip edilerek yapılmıştır. 
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1. 3 ml tam kan örneği 9 ml RBC liziz solusyonu ile 15 ml’lik 

santrifüj tübünde karıştırılıp oda sıcaklığında 5 dk inkübe edildi. 

2. Beyaz kan hücrelerini çöktürmek için örnekler 2000g’de 2 dk 

santrifüj edildi. 

3. Supernatan dökülüp, pellet vortekslenerek çözüldükten sonra 

üzerine 3 ml hücre liziz solüsyonu eklendi. 

4. Karışım 2000 g’de 10 saniye vorteks ile karıştırılıp 37°C’de 48 

saat inkübe edildi. 

5. Örnek buz üzerine 3 dk süreyle konularak oda sıcaklığına 

getirildi. 

6. Hücre çözeltisine 1 ml protein çökeltme solüsyonu eklendi. 

7. Karışım 20 sn vorteks ile karıştırldı. 

8. Karışım 2000 g’de 5 dk santrifüj edildi.  

9. Süpernatan 15ml’lik santrifüj tüpüne transfer edildi ve üzerine 3 

ml %100 isopropanol eklendi. 

10. Karışım 50 defa alt-üst edilerek DNA’nın beyaz çökeltiler şeklinde 

görülmesi sağlandı. 

11. 2000 g’de 3 dk santrifüj edilerek DNA çöktürüldü ve %70 etanol 

ile yıkandıktan sonra kurutuldu. 

12. DNA pellet’i üstüne 250 µl distile su eklenerek çözülmesi 

sağlandı ve kullanılıncaya kadar  -20°C’de saklandı. 

Mutasyon Analizi 
Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) “exon-flanking” primerler 

aracılığıyla saflaştırma basamağı gerektirmeyen bir protokol aracılığıyla 

yapılmıştır. Saflaştırma basamağı, hibridizasyon sırasında reaksiyonda 

kullanılmamış olarak kalan primerlerin veya primer-dimer’lerin reaksiyondan 

uzaklaştırılmasını amaçlamakta ve dizi analizi okunmasını güçleştiren arka 

plan’ın (background) önlenmesini sağlamaktadır. Bu protokolde daha az 

primer, daha fazla DNA örneği ve daha fazla sayıda PZR döngüsü 

kullanılarak primer’lerin tamamen tüketilmesi ve dizileme sonucu oluşan 

background’un önlenmesi başarılmıştır. Bu hem araştırma basamaklarından 

birini eksilterek çalışmanın daha seri yapılabilmesine imkan sağlamış, hem 
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de çalışmanın maliyetini düşürmüştür. 

  

Saflaştırma Gerektirmeyen PZR Reaksiyon Ana Karışımı 

H2O* 4 µl 

2xQiagen Mastermiks 6 µl 

Genomik DNA (20-50 ng/µl) 2 µl 

PrimerForward (100 µM)  0.015 µl 

PrimerReverse (100 µM)  0.015 µl 

PZR Ana Karışım Toplam 12 µl 
*NPHS1 ekson 1’in yüksek GC nükleotit oranına sahip olması nedeniyle 

çoğaltılmasını kolaylaştırmak için H2O yerine Q solution (Qiagen, Germany) 

kullanılmıştır. 

 

PZR Reaksiyon Koşulları 

PZR reaksiyonu için Applied Biosystem 9700 cihazı kullanılmıştır. 

Sıcaklık Zaman  Döngü 

94 °C 3 dak. 1X 

94 °C 30 sn.    

60 °C 45 sn. 32X  

68 °C 60 sn. 

68 °C 7 dak. 1X 

4 °C Bekle 

 

PZR örnekleri TBE tampon ile hazırlanmış %2’lik agaroz jelde 5 µl 

örnek yüklenerek analiz edilmiştir 

Geriye kalan 7µl PZR ürününe 133 µl H2O eklenerek ürün 20 kat 

sulandırılmıştır (1 pmol/µl). Bu çözelti ileri saflaştırma basamaklarına ihtiyaç 

duymadan DNA dizi analizine gönderilmiştir. 

DNA Dizi Analizi 

DNA dizi analizi için SEQUENCHER 3.8� (Gene Codes, Ann Arbor, 

MI) yazılımı kullanılmıştır. NPHS2 dizi analizinde ekson 1 ve 6 için reverse 

primerler, ekson 2, 3, 4, 5, 7, 8 için forward primerler kullanılmıştır. NPHS1, 
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LAMB2, PLCE1’in tüm eksonlarının ve WT1’in 8. ve 9. eksonlarının 

dizilenmesi için forward primerler kullanılmıştır. DNA dizi analizi sonuçları 

gen bankasındaki kontrol diziler ile karşılaştırılmıştır (NPHS1: NM_004646, 

NPHS2: NM_014625, WT1: NM_024426, PLCE1: NM_016341, LAMB2: 

NM_002292). 

i)  Bulunan varyantlar, öncelikle “Genome Reference Consortium 

h36/hg18” veri bankasıyla (http://genome.ucsc.edu) karşılaştırıldı 

ve bilinen SNP’ler olup olmadıkları teyit edildi. 

ii)  Bulunan varyantların yanlış anlamlı (missense) veya 

delesyon/insersiyon tipinde olması durumunda, bu varyantların 

daha yüksek olasılıkla mutasyon olabileceği düşünüldü ve evrimsel 

korunum ve kontrol populasyon taramasında bu varyantlara 

öncelik verildi. 

iii)  Varyantların evrimsel korunumu UCSC genome browser 

(http://genome.ucsc.edu) ile kontrol edildi ve evrimsel olarak sıkı 

korunmuş bölgelerdeki nükleotit değişikliklerinin daha yüksek 

olasılıkla mutasyon olabileceği düşünüldü. Varyantların mutasyon 

olarak sınıflandırılabilmesi için, bölgenin nükleotit diziliminin en 

az Danio rerio’ya kadar korunmuş olması gerekliliği düşünüldü. 

iv)  Varyantların sebep olacağı aminoasit değişiminin proteinin yapısı 

ve fonksiyonu üzerine etkisi olup olmadığı “PolyPhen” 

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/) ve “PolyPhen2” 

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) değerleriyle tespit edildi. 

v) Varyantların polimorfizm olma olasılıkları, araştırma grubunun yaş 

ve etnik özelliklerini temsil edecek şekilde seçilmiş 80 sağlıklı 

kontrol bireyinin NPHS1, NPHS2, LAMB2, PLCE1 ve WT1 için 

dizilenmesi ile oluşturulan polimorfizm veri bankasıyla ve 1000 

genom projesi verisiyle (www.1000genomes.org) karşılaştırılması 

ile dışlandı. 
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vi) Tüm mutasyonlar tamamlayıcı DNA ipliğinin dizilenmesiyle 

doğrulandı. 

vii) Ebeveynlerin kan örneklerinin temin edilebildiği hallerde, ebeveyn 

örneklerinde DNA dizi analiziyle mutasyonların segregasyonu teyit 

edildi. 

3.2.3.  Homozigotluk Haritalaması ile İncelenecek Ailelerin 
Belirlenmesi 

Homozigotluk haritalaması tekniğiyle yapılan yeni gen tanımlamaları 

şimdiye kadar daha çok ebeveynler arasında yakın akrabalık olan ailelerde 

başarılmıştır. Ebeveynler arasında yakın akrabalık olması durumunda 

çocuklarda gözlenen homozigot segmentlerin uzun olması, bölgenin SNP 

genetik belirleyici setleriyle belirlenmesini kolaylaştırır. Bu nedenle, 

çocukluk çağı SDNS’ine neden olduğu bilinen genlerdeki mutasyonlar 

açısından DNA dizi analizi ile taranmış ve mutasyona rastlanmamış olan 

1746 aile arasından, ebeveynler arasında akrabalık olduğu bilinen 85 aile 

homozigotluk haritalaması ile ileri analize gönderilmiştir. 

3.2.4. Homozigotluk Haritalaması 
Ebeveynler arasında akrabalık olduğu bilinen 85 aile homozigotluk 

haritalaması tekniğiyle, Affymetrix GeneChip Human Mapping 250K (StyI) 

Array kullanılarak incelendi. Örnekler University of Michigan Core Facility’de 

üreticinin standart protokolu izlenerek işlendi, hibridize edildi ve tarandı 

(www.michiganmicroarray.com). Alel paylaşımı analizi için, yüksek orandaki 

alel paylaşımını iyi bir şekilde tahmin edebildiği gösterilmiş olan parametrik 

olmayan Z-değeri  (Non-parametric likelihood ratio z-scores) (ZLR scores) 

(63) GENEHUNTER (65) programının modifiye bir versiyonu kullanılarak 

hesaplandı. Homozigot segmentler ALLEGRO (66) programında ZLR 

değerleri kullanılarak tespit edildi. Parametreler, hastalık alel frekansı olarak 

0.001 ve genetik belirleyici alel frekansı Affymetrix tarafından belirlenen 

şekilde kullanıldı. ZLR değerleri hesaplanırken ebeveynlerin asıl akrabalık 

dereceleri ne olursa olsun, birinci dereceden kuzen olduğu varsayımı 

kullanıldı. Hastalıktan etkilenen tek hasta birey olması durumunda, 
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parametrik olmayan ALLEGRO hesaplamalarının yapılabilmesi için gerçekte 

varolmayan bir kardeş hesaplamaya katıldı. ZLR değerleri genom boyunca 

genetik uzaklığa göre, kromozom pozisyonları p kolundan q koluna (soldan 

sağa) uzanacak şekilde GNUPLOT yazılımı kullanılarak işaretlendi 

(http://www.gnuplot.info/). 

ALOHOMORA (67) programı aracılığıyla, ZLR değerleri insan 

genomik DNA dizisinde her 100,000 nükleotitte bir genetik belirleyici 

kullanılarak minor alel frekansları >0.2, >0.3 ve >0.4 olan 3 farklı koşulda 

hesaplandı. Minor alel frekanslarının >0.2, >0.3 veya >0.4 olduğu 3 koşuldan 

ikisinde ZLR peak’inin 2.0 değerini geçmesi durumunda sabit ZLR peak’i 

(consistent ZLR peak) (cZLR) olarak isimlendirildi ve hastalığa neden olduğu 

bilinen homozigot mutasyonun yerinin bu cZLR peak’i ile gösterildiği 

düşünüldü. Aynı strateji, resesif böbrek hastalığı yapan 13 farklı gende 

(Nefronofitizis (NPHP) genleri: NPHP1-9; NPHP benzeri fenotip genleri: 

AHI1, MKS3 ve SDNS genleri: NPHS1 ve NPHS2) homozigot mutasyonuna 

sahip olduğu bilinen 72 birey’in 250K SNP çip ile homozigot haritalandığı bir 

çalışmada kullanılmış ve cZLR peak’lerinin 72 bireyin 67’sinde (%93) 

hastalığa neden olan gendeki homozigot mutasyonu tespit edilebildiği ve 

haplotip inspeksiyonu sırasında da ilgili bölgede devamlılık gösteren 

homozigot segmentlerin bulunduğu gösterilmiştir (11). Hastalığa neden olan 

gendeki homozigot mutasyonun cZLR peak’i ile tespit edilemediği 5 bireyde 

ise genin bulunduğu homozigot haplotipin uzunluğunun mutasyon tespit 

sınırının altındaki bir kısalıkta olduğu gözlenmiştir. Ancak bu çalışmada 

homozigotluk haritalaması ile incelenmek üzere seçilen bireylerin ebeveynleri 

arasında akrabalık olması nedeniyle, bireylerdeki homozigot haplotipin 250K 

SNP çip’in tespit alt limiti olan 2.1 magabazdan çok daha uzun olacağı, bu 

nedenle tekniğin yüksek bir duyarlılıkla homozigot bölgeleri göstereceği 

düşünülmüştür. Aynı çalışmada homozigotluk haritalamasının homozigot 

mutasyonları saptamadaki özgüllüğü (cZLR peak’lerinin homozigot olmayan 

bireylerde de sıklıkla görülüp görülmediği) %65 olarak gösterilmiştir. 

Özgüllüğün %65 olmasının; yanlış pozitif bir cZLR peak’lerinin şans eseri iki 

farklı bireyde birden aynı bölgeye lokalize olup yanlış bir aday bölge işaret 
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etme olasılığının yaklaşık 1:1000 (0.35X0.35=0.1225) olması nedeniyle gen 

tanımlanması için önemli bir risk teşkil etmediği düşünülmüştür (11).  

3.2.5. Eksom Saptama Tekniğiyle İncelenecek Ailelerin 
Belirlenmesi 

SDNS’e sebep olduğu bilinen genlerde mutasyon taşımadığı 

gösterilmiş ve ebeveynler arasında akrabalık olduğu bilinen 85 aile, 

araştırmanın bir önceki basamağında homozigotluk haritalaması ile incelendi. 

85 ailenin tümünde hastalığa neden olan geni barındırabileceği düşünülen 

cZLR peak’leri gözlendi. Ailelerde en az 8 en fazla 66 tane cZLR peak’i 

gözlendi. Bu çalışmada bir ailenin tüm cZLR peak’lerinin gösterdigi 

homozigot segmentlerin toplam genetik uzunluğunun 16 ile 130 megabaz 

arasında olduğu gözlendi. 1 megabazlık bölgede ortalama 6 gen ve 1 gende 

ortalama 25 eksom olduğu düşünülürse; 16 megabazlık bölgede yaklaşık 96 

gen ve 2400 eksom; 130 megabazlık bölgede yaklaşık 780 gen ve 19,500 

eksom bulunacaktır. Bu aday genlerin sayıca fazlalığı, veri bankalarının 

kullanımı ile gen ifade bilgileri, işlevleri ve evrimsel korunumları açısından 

araştırılarak azaltılmaya çalışılsa bile, mutasyon analiziyle taranması uygun 

bulunan çok sayıda aday genin varlığını korumasına neden olmaktadır. Bu 

da bölgedeki aday genlerin DNA dizi analiziyle taranmasını oldukça zahmetli 

ve pahalı kılmaktadır. Bu nedenle çalışmada, aday gen yaklaşımı yeni 

genlerin tanımlanması için uygulanabilir bir seçenek olarak görünmemiştir. 

Homozigotluk analizlerinde iki veya daha fazla çocuğun ya da 

kuzenlerin kullanılması, hastalığa sebep olduğu düşünülen geni içeren 

homozigot bölgenin daraltılmasına yardımcı olmakta ve hatalı lokasyon 

bulma şansını azaltmaktadır. Bu 85 aile arasından hastalıktan etkilenen iki 

veya daha fazla çocuğun ya da kuzenlerin olduğu 19 aile bulunmaktadır. Bu 

nedenle araştırmanın bir sonraki aşamasında eksom saptama tekniğiyle 

incelenecek aile birden fazla hastalıktan etkilenen kardeşin olduğu bu 19 aile 

arasından seçilmiştir. 

Bu 19 aile arasından bir aile (A 2410) bazı özellikleri açısından dikkat 

çekmiştir; 

- Aile etnik köken olarak Mısır’dan gelmektedir. Mısır, akraba 
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evliliğinin sık olması nedeniyle resesif hastalıkların sık görüldügü 

bir bölgedir. 

- Ailede hastalıktan etkilenen iki kardeş bulunmaktadır (A2410-21 ve 

A2410-22). 

- Kardeşler klinik tanılarını erken çocukluk döneminde almışlardır 

(A2410-21: 5 yaşında; A2410-22: 4 yaşında iken). 

- A2410-22’nin, hipospadias (üretral açıklığın penisin ventral yönüne 

açıldığı konjenital bir defekt) operasyonu öncesinde yapılan rutin 

idrar analizi sırasında proteinüri’ye sahip olduğu bulunmuştur. A 

2410-22’nin idrar proteini 790 mg/gün, serum kreatinini: 0.4 mg/dl, 

serum proteini: 6.5 g/L, serum albumini: 4.2 g/L olarak bulunurken 

kreatinin klirensi ve C3 seviyesi 2,5 yaş için normal olarak 

bulunmuştur. 

- A2410-21, kardeşinde proteinüri bulunması üzerine test edilmiştir. 

A2410-21’in idrarda proteini 380 mg/gün, serum kreatinini: 0.4 

mg/dl, serum proteini: 6.8 g/L, serum albumini: 3.5 g/L bulunurken 

kreatinin klirensi ve C3 seviyesi 5 yaş için normal olarak 

bulunmuştur. 

- Her iki kardeş de anjiyotensin dönüştürücü enzim inhibitörü 

“angiotensin converting enzyme (ACE) inhibitors” ile tedavi edilmiş 

ancak idrardan protein kayıplarında herhangi bir azalma 

olmamıştır. Kardeşlerin her ikisinde de proteinuri miktarı 

dalgalanmakta, bazen nefrotik sınır olan günde 2 g/gün’e kadar 

yükselmekte ve harhangi bir tedavi uygulanmadan normale 

dönmektedir. Ancak kardeşlerde ödem oluşumu gözlenmemiş, 

immunosüpresif tedavi başlanmamış, renal biyopsi yapılmamıştır.  

- A2410-22’nin aynı zamanda 5 aylıktan itibaren kompleks parsiyel 

nöbet geçirdiği ve bu nedenle karbamazepin ile tedavi edildiği 

bilinmektedir. Ancak son 1 yıldır karbamezapin tedavisi altında 

nöbet geçirmemiştir. 
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Yukarıda belirtilen özellikleri dolayısıyla A2410 ailesi eksom saptama 

tekniğiyle incelenmek üzere seçilmiştir. A2410-22 bireyinin kan örneğinden 

izole edilmiş olan DNA miktarının, A2410-21’e kıyasla daha yüksek olması 

nedeniyle A2410-22 bireyinin eksom saptama ile analize gönderilmesi 

planlanmıştır. 

3.2.6. Eksom Saptama ve Yüksek Ölçekli  Dizileme 
NimbleGen 2.1M Human Exome Array, konsensus kodlanan DNA 

dizisinden (consensus coding sequence) (CCDS) yaklaşık 18,673 protein 

kodlayan geni oluşturan 180,000 eksonu ve 551 mikro-RNA’yi hedefleyen 

oligonukleotitler içerir. A2410-22 bireyinin genomik DNA’sı (10 µg) 

NimbleGen 2.1M Human Exome Array (Roche/NimbleGen) ile protokole 

uygun olarak hizmet alımı ile çalışılmıştır.  

Saptanan DNA Parçacıklarının Yüksek Ölçekli Dizileme İçin 
Hazırlanması 
Yakalanan DNA parçacıklarına büyük ölçekli paralel dizileme için 

gerekli gelişigüzel (random) başlangıç pozisyonları oluşturmak, NimbleGen 

bağlantı (linker) dizilerini yok etmek ve parçacıkların ölçüsünü Illumina 

genom analizcisi (Illumina Genome Analyzer) için uygun olan boyuta 

indirgemek için, yakalanmış ve PZR ile çoğaltılmış olan 500-700 baz çifti 

uzunluğundaki DNA parçacıkları DNAse-1 (Roche) endonükleaz ve Bal31 

(New England Biolabs) eksonükleazlarla modifiye edilmiştir. Modifikasyon şu 

şekilde yapılmıştır: 

- DNA (5 µg) 2 unite Bal31 eksonukleazla 30°C’de 200 µl’lik 

reaksiyonda kesildi. 

- Reaksiyon son konsantrasyonu 20mM olacak sekilde EGTA 

eklenerek durduruldu ve hemen takiben 65°C’de 10 dakika süreyle 

ısıyla inaktivasyonu yapıldı.  

- Qiaquick PCR column purification (Qiagen) ile saflaştırma yapıldı. 

- Elde edilen DNA (yaklaşık 2 µg), 1 unite DNAse-1 (Roche) ve 

reaksiyon çözeltisi (2Xreaksiyon çözeltisi 20 mMTris-Cl (ph 7.5), 2 

mM CaCl2 ve 20 mM MnCl2) ile 16°C’de 3 dakika inkübe edilerek 
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ileri kesime uğratıldı. 

- Reaksiyon 2µl EDTA (500 mM) eklenerek durduruldu ve hemen 

takiben 65°C’de 10 dakika süreyle ısıyla inaktivasyonu yapıldı.  

Yüksek Ölçekli  Dizileme 
DNA parçacıklarından DNA kütüphanesi oluşturulması (library 

construction), Genomic DNA sample prep kit, Illumina aracılığıyla üretici 

firmanın protokolu izlenerek yapıldı. Parçacıklar %1.5’lik agaroz jel üzerinde 

yürütüldü ve 150-200 baz çifti olacak şekilde parçalara ayrıldı. Parçacıklar 

saflaştırıldı ve komplementer bağlayıcı özgül primerler kullanılarak PZR 

çoğaltılması yapıldı. Her bir örneğin miktar ve uzunluğu Bioanalyzer 2100, 

Agilent ile analiz edildi. Tek iplik DNA parçacıkları yüzen bir hücre yüzeyine 

bir küme istasyonunda bağlandı ve 46 döngü PCR köprü çoğaltılması yapıldı. 

Parçacıklar Illumina Genome Analyzer II platformunda iki sıra halinde 

dizilendi. Görüntü analizi ve bazların çağırılması (base calling) Genome 

Analyzer Pipeline 1.5 programının belirli parametreleri kullanılarak yapıldı. 

Çağrılan her baz için DNA dizi analizi bilgisi ve kalite değerleri Illumina’ya 

spesifik FASTQ dosyası indirilerek incelendi. Filtrelenmiş yüksek kalitedeki 

dizilerin insan referans genomu hg19’la karşılaştırılması ve varyantların 

çağrılması CLC genomics workbench, CLC-bio programı aracılığıyla yapıldı.  

Homozigotluk Haritalaması ile Eksom Saptama Verilerinin 
Birleştirilmesi 
Araştırmada çocukluk çağı steroide dirençli neftrotik sendroma neden 

olan yeni bir genin homozigotluk haritalaması tekniği ile eksom 

saptama/yüksek ölçekli dizileme tekniklerinin birleştirildiği bir yaklaşım ile 

bulunması planlanmıştır (61). Bunun için homozigotluk haritalaması ve 

eksom saptama/yüksek ölçekli dizileme teknikleriyle bulunan varyantlar 

aşağıdaki şekilde filtrelenmiş, daha sonra da iki tekniğin birleştirilmesiyle 

filtrelenen varyantın mutasyon olma özgüllüğünün artacağı düşünülmüştür. 

Homozigotluk haritalaması ile ortaya çıkan çok sayıda homozigot 

bölgelerin sayısının indirgenmesi için ise hastalıktan etkilenen birden fazla 

bireyin olduğu ailelerin öncelikle incelenmesi planlanmıştır. Bir aile içinde 
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hastalıktan etkilenen birden fazla bireyin olması durumunda hastalığa sebep 

olan mutasyonun, hasta bireylerin hepsinin ortak olarak sahip olduğu 

homozigot haplotip bloklarında gömülü olması beklenir. Bu düşünceyle 

hastalıktan etkilenen birden fazla bireyin olduğu ailelerde, 

kardeşlerin/kuzenlerin homozigotluk haritalaması verilerinin birlikte 

hesaplanmasıyla, bireylerin homozigot haplotip bloklarının çakıştığı bölgeler 

gösterilerek hastalığa neden olan genin arandığı genomik bölge 

daraltılmıştır. 

Eksom saptama/yüksek ölçekli dizileme tekniğinin verdiği çok sayıdaki 

varyantın filtrelenmesi için ise öncelikte varyantlar arasından SNP olarak 

tanımlanmış olanlar ayrılmıştır. SNP olarak tanımlanmamış varyantlar 

arasından insersiyon/delesyon ve yanlış anlamlı varyantların hastalığa neden 

olan mutasyon olma olasılığının yüksek olduğu düşünülmüştür. 

Araştırmanın son aşamasında, homozigotluk haritalaması ile eksom 

saptama/yüksek ölçekli dizileme teknikleriyle ulaşılan veriler, kendi içlerinde 

bahsedilen şekilde filtrelemeyi takiben birleştirilmiştir. Hastalığa neden 

olduğu düşünülen varyantın şu kriterlerlere uyması durumunda, hastalığa 

neden olan mutasyon olma olasılığının yüksek olduğu düşünülmüştür. 

•  Eksom saptama/yüksek ölçekli dizileme tekniğiyle referans DNA 

dizisinden varyant olarak gösterilmiş olması. 

•  Varyantın hastalıktan etkilenen birden fazla bireyin olduğu 

ailelerde, kardeşlerin/kuzenlerin homozigotluk haritalaması 

verilerinin birlikte hesaplanmasıyla, bireylerin homozigot haplotip 

bloklarının çakıştığı bölgelerde yerleşmiş olarak bulunması. 

•  Varyantın veri bankalarıyla karşılaştırıldığında SNP olarak 

tanımlanmamış olması. 

•  Varyantın insersiyon/delesyon /yanlış anlamlı olması. 
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4. BULGULAR 
 
4.1. Mutasyon Analizi 

I) Çalışma ile araştırma grubunu oluşturan 2056 ailenin 310’unun 

(%15) hastalık etyolojisi çocukluk çağı SDNS’ine sebep olan ve otozomal 

resesif kalıtılan NPHS1, NPHS2, LAMB2 ve PLCE1 bialelik veya dominant 

kalıtılan WT1 monoalelik mutasyonlarla açıklanmıştır. Bu veri çocukluk 

çağı SDNS’inin %15-32’sinin bu 5 gendeki mutasyonlarla açıklandığını 

belirten önceki çalışmalarla paralellik göstermektedir (10). 

II) Araştırma grubunun içinden SDNS ortaya çıkış yaşı hayatın ilk 3 

ayında gerçekleşen (congenital nephrotic syndrome) (CNS) 27 aile, 

NPHS2/podocin ve WT1’e ek olarak NPHS1 tüm 29 eksonu için DNA 

dizileme tekniğiyle mutasyon analizine tabi tutulmuştur (SDNS 

ortaya çıkışı hayatın ilk 3 ayında gerçekleşen hastalarda NPHS1 

mutasyonları %88 oranında görülmektedir) (10). 16 ailenin NPHS1 bi-alelik 

mutasyonuna sahip olduğu gösterilmiştir (%60). Bu oran CNS’in NPHS1 

mutasyonlarıyla %88 oranında açıklandığını belirten önceki çalışmalardan 

daha düşük bulunmuştur (42,45). Bu ailelerden 11’i homozigot, 5’i birleşik 

heterozigot mutasyona sahiptir. Bu çalışmada NPHS1’de 3 yeni mutasyon 

tanımlanmıştır. Yeni mutasyonlar Tablo 4.1’de koyu karakterlerle 

gösterilmiştir. NPHS1’de tanımlanan bir yeni homozigot ve iki yeni 

heterozigot mutasyon için hasta birey ve sağlıklı kontrol bireyin DNA dizi 

analizi Şekil 4.1’de gösterilmiştir. NPHS1’de bulunan yeni yanlış anlamlı 

mutasyonların evrimsel olarak en az Danio Reiro’ya kadar korunduğu 

gösterilmiştir (Tablo 4.2). 
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Tablo 4.1. NPHS1’de yeni tanımlanan mutasyonlar.  

Hasta 
Numarası 

NPHS1 mutasyonu 
(Ekson: nükleotit değişikliği; aminoasit değişikliği) 

Homozigot mutasyonlar 
A3236 II-1  IVS 7nt+1 G>T* 
Birleşik Heterozigot Mutasyonlar 

Ex22: c.2930 A>G; p.Y977C* A3322 II-2 
Ex27: c.3478 C>T; p.R1160X 
Ex22: c.2930 A>G; p.Y977C A3322 II-3 
Ex27: c.3478 C>T; p.R1160X 
Ex22: c.2930 A>G; p.Y977C A3322 II-4 
Ex27: c.3478 C>T; p.R1160X 
Ex22: c.2930 A>G; p.Y977C A3322 II-5 
Ex27: c.3478 C>T; p.R1160X 

Tek Heterozigot Mutasyonlar 
A3237 II-1 EX6; c. 644 T>G; p. L215R* 
* Bu çalışmada tanımlanan yeni mutasyonlar 
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Şekil 4.1. NPHS1’de  yeni tanımlanan mutasyonlar için hasta bireyin ve 

sağlıklı kontrol bireyin DNA dizi analizi. 
 

Tablo 4.2. NPHS1’de yeni tanımlanan yanlış anlamlı mutasyonların evrimsel 

korunumu.  

Evrimsel Korunum Poly1 Poly2 1,000 genomNPHS1 yeni yanlış 
anlamlı mutasyonlar  hg18 Mm Xt Dr Ci Ce Dm    
Ekson 22: c.2930 A>G; 
p.Y977C  41022158 Y Y Y Yok E Y 2,565 0,994 Bulunmamaktadır

Ekson 6: c. 644 T>G; 
p.L215R 41032360 L L L Yok L Y/I 2,565 0,998 Bulunmamaktadır

hg 18: NCBI36/hg18 (http://genome.ucsc.edu) 
Yok: ortolog bulunmamaktadır; Mm: fare; Xt: X.tropicalis; Dr: Danio rerio; Ci: Ciona 
intestinalis; Ce: Caenorhabditis elegans; Dm: Drosophila melanogaster; Poly1: PolyPhen1 
değeri (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/); Poly2: PolyPhen 2 değeri 
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2); 1,000 genom: 1,000 genom projesi 
(http://www.1000genomes.org); Polyphen 1 değeri: 0-1.4: hasar verici değil, 1.4-2: düşük 
ihtimalle hasar verici, >2: yüksek ihtimalle hasar verici; PolyPhen 2 değeri: 0-0.7: hasar verici 
değil, 0.7-0.9: düşük ihtimalle hasar verici, 0.9-1.0: yüksek ihtimalle hasar verici. 

Lys           Leu             Arg  Lys           Val          Arg Sağlıklı Kontrol Bireyi 

A 3322;c.2930 A>G;p.Y977C Arg Tyr/ Cys Glu Arg Cys Glu Sağlıklı Kontrol Bireyi 

‐ 
1 A 3237 II ; c.644 T>G; p.L215R 

Leu Leu/Arg Val  Leu Leu Val  Sağlıklı Kontrol Bireyi 

A3236 II-1; IVS 7+1 G>T

A3237 II-1;c.644 T>G;pL215R 
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III) Araştırma grubunun tümü, 2056 aile, çocukluk çağı SDNS’inden en 

yüksek oranda sorumlu olan NPHS2/podosin (%10-28) mutasyonları 

açısından genin tüm 8 eksonunun DNA dizilemesi ile taranmıştır. 237 ailenin 

NPHS2 bi-alelik mutasyonuna sahip olduğu gösterilmiştir (%11.5). Bu 

oran çocukluk çağı SDNS’inin %10-28’inin NPHS2 mutasyonlarıyla 

açıklandığını belirten önceki çalışmalarla paralellik göstermektedir (10). Bu 

ailelerin 165’i homozigot, 72’si birleşik heterozigot mutasyona sahiptir. 

IV) Araştırma grubunun tümü, 2056 aile, çocukluk çağı SDNS’inden 

ikinci en yüksek oranda sorumlu olan ve diğer çocukluk çağı SDNS’ine 

neden olan tek gen sebeplerin aksine dominant kalıtılan WT1 mutasyonları 

açısından genin 8 ve 9’uncu eksonlarının DNA dizilemesi ile taranmıştır 

(WT1 geninin sadece 8 ve 9’uncu eksonundaki mutasyonların SDNS’e sebep 

olduğu gösterilmiştir) (9). 46 ailenin WT1 tek alelinde mutasyonuna sahip 

olduğu gösterilmiştir (%2.2). Bu oran çocukluk çağı SDNS’inin %5’inin WT1 

mutasyonlarıyla açıklandığını belirten önceki çalışmalardan daha düşük 

bulunmuştur (10). 

V) Araştırma grubunun içinden SDNS fenotipi ve böbrek biyopsisi 

difüz mezanjiyal skleroz histolojisi gösteren 15 aile NPHS2/podocin ve WT1’e 

ek olarak PLCE1’in tüm 31 eksonu için DNA dizileme tekniğiyle mutasyon 

analizine tabi tutulmuştur (PLCE1 mutasyonu, SDNS ve böbrek biyopsisi 

difüz mezanjiyal skleroz histolojisi gösteren hastalarda gösterilmiştir) (8). 7 

ailenin PLCE1 bi-alelik mutasyonuna sahip olduğu gösterilmiştir (%0.3). Bu 

oran çocukluk çağı SDNS’inin <%1’inin PLCE1’deki mutasyonlarla 

açıklandığını belirten önceki çalışmalarla paralellik göstermektedir (10). Bu 

ailelerin 7’si de homozigot mutasyona sahiptir. 

VI) Araştırma grubunun içinden SDNS fenotipi ve böbrek biyopsisi 

difüz mezanjiyal skleroz histolojisi göstermesine ek olarak Pierson sendromu 

benzeri göz anomalileri olan 9 aile, NPHS2/podocin ve WT1’e ek olarak 

LAMB2’nin tüm 32 eksonu için DNA dizileme tekniğiyle mutasyon analizine 

tabi tutulmuştur (LAMB2 mutasyonu SDNS ve böbrek biyopsisi difüz 

mezanjiyal skleroz histolojisi gösteren ve göz anomalileri olan hastalarda 

gösterilmiştir) (6,7). 4 ailenin LAMB2 bi-alelik mutasyonuna sahip olduğu 
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gösterilmiştir (%0.2). Bu oran çocukluk çağı SDNS’inin <%1’inin LAMB2 

mutasyonlarıyla açıklandığını belirten önceki çalışmalarla paralellik 

göstermektedir (10). Bu bireylerin 2’si homozigot, diger 2’si birleşik 

heterozigot mutasyona sahiptir. 

4.2. Homozigotluk Haritalaması 
I) SDNS’e sebep olan yeni genlerin tanımlanması için, SDNS’e sebep 

olduğu bilinen genlerdeki mutasyonlar açısından DNA dizi analizi ile taranmış 

ve mutasyon taşımadığı görülmüş 1746 aile arasından, ebeveynler arasında 

akrabalık olduğu bilinen 85 aile homozigotluk haritalaması tekniğiyle 

Affymetrix 250K (StyI) SNP çip ile taranmıştır. 85 ailenin tümünde hastalığa 

neden olan geni barındırabileceği düşünülen cZLR peak’leri gözlenmiştir. 

Ailelerde en az 8 en fazla 66 tane cZLR peak’i gözlenmiştir. Bu veri, resesif 

tek gen mutasyonu nedeniyle böbrek hastalığına sahip olan ve ebeveynlerin 

akraba olduğu bilinen ailelerden gelen bireylerin homozigotluk haritalaması 

sonucu minimum 8 maksimum 60 cZLR peak’i bulunduğunun gösterildiği 

daha önceki bir çalışmayla uyumluluk göstermektedir (11). 

II) Şimdiye kadar homozigotluk haritalaması tekniğiyle yeni gen 

tanımlamaları daha çok ebeveynler arasında akrabalık olan ailelerde 

başarılmıştır. Ebeveynlerin yakın akraba olması durumunda hastalıktan 

etkilenen çocuklarda oluşan uzun homozigot segmentler bölgenin SNP 

genetik belirleyici setleriyle belirlenmesini kolaylaştırır. Ancak bu durumda 

hasta bireyde homozigot segmentlerin çok sayıda ve uzun segmentler 

halinde olması, çok sayıda pozisyonel aday gen ortaya çıkmasına neden 

olmakta ve mutasyon analizi ile verimli gen tanımlanmasını güçleştirmektedir. 

III) Bu çalışmada ailelerin tüm cZLR peak’lerinin gösterdigi homozigot 

segmentlerin toplam genetik uzunluğunun 16 ile 130 megabaz arasında 

olduğu gözlenmiştir. 1 megabazlık bölgede ortalama 6 gen ve 1 gende 

ortalama 25 ekson olduğu düşünülürse; 16 megabazlık bölgede yaklaşık 96 

gen ve 2400 ekson; 130 megabazlık bölgede yaklaşık 780 gen ve 19,500 

ekson bulunacaktır. Bu aday genlerin sayısı veri bankarının kullanımı ile gen 

ifade bilgileri, işlevleri ve evrimsel korunumları açısından araştırılarak 

azaltılmaya çalışılsa bile, mutasyon analiziyle taranması uygun bulunan çok 
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sayıda aday genin varlığını koruması, bölgedeki aday genlerin DNA dizi 

analiziyle taranmasını oldukça zahmetli ve pahalı kılmaktadır ve bu 

nedenle yeni genlerin tanımlanması için uygulanabilir bir seçenek olarak 

görünmemektedir. Bu açıdan pozisyona bağlı klonlama tekniğinin, tamamının 

analizine imkan vermeyecek ölçüde fazla sayıda aday gen vermesi nedeniyle 

resesif hastalıklarda yeni gen tanımlaması amacıyla yapılmış önceki 

çalışmalarda karşılaşılan zorluk, bu çalışmada da gözlenmiştir. 

4.3.  Eksom Saptama ve Yüksek Ölçekli Dizileme 
I) A2410-22 bireyinin genomik DNA’sının NimbleGen 2.1M Human 

Exome Array, Roche/NimbleGen ile saptanması ile hedeflenen eksonlarda 

yaklaşık 200 kat çoğalma sağlanmıştır.  

II) Saptanmış ve düzenlenmiş DNA parçacıklarının Illumina Genome 

Analyzer II platformunda iki sıra (lane) halinde dizilenmesi sonucunda 78 

bazçifti uzunluğunda 29.5 milyon tek uçlu okuma vermiştir. 

III) Filtrelenmiş yüksek kalitedeki okumaların 20.1 milyonu (%68) 

hedeflenen eksonlarla eşleşmiştir. Ortalama kapsanma (coverage):14 kat; 

ortanca kapsanma: 11 kat olarak bulunmuştur. Hedeflenen tüm 180,000 

eksonun yalnızca %2.2’si kapsanmamıştır. Bunu takiben CLC genomics 

workbench yazılımı tek nükleotit varyantların veya kısa insersiyon/ 

delesyonların çağrılması için kullanılmıştır. Homozigot varyantları tespit 

etmek üzere tüm varyantlar arasından sadece alel frekansı %80’den fazla 

olanlar çağrılmıştır. Bu şekilde varyantlardan sadece homozigot olanlar 

çağrıldığında, referans DNA dizisinden farklı 1968 varyant bulunmuştur. Bu 

varyant DNA dizilerinin en az 5 kez kapsandığı görülmüştür.  

4.4. Homozigotluk Haritalaması ile Eksom Saptama ve Yüksek Ölçekli 
Dizileme Verilerinin Birleştirilmesi 
I) A2410-21 ve A2410-22 kardeşleri için parametrik olmayan LOD 

değerleri, iki kardeş birlikte olarak hesaplanmıştır. Bu durumda kromozom 3, 

10 (iki farklı bölge), 14, 17, 21 ve 22’de ortak atadan kalıtılarak 

homozigotluğu (homozygosity by descent) işaret eden 7 adet cZLR peak’i 

bulunmuştur (Şekil 4.2). Bu bölgelerin toplam genetik uzunluğu 132 
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megabazdır. ALOHOMORA dosyasının vardiği cZLR peak değerleri ile 

homozigotluk haritalarının karşılaştırılması Tablo 4.3’te gösterilmiştir. Tablo 

4.3’te görüldüğü üzere cZLR peak değerleri ile homozigotluk haritasında 

gözlemlenen bölgelerin genetik sınırları birbirine çok yakındır. Kromozom 

10’daki homozigot segment bilinen bir SDNS geni olan PLCE1’in genomik 

lokasyonuyla çakıştığı için, A2410-22 bireyinde PLCE1 geninin tüm ekson ve 

ekson-intron sınırları DNA dizi analiziyle incelenmiş ve PLCE1’de mutasyon 

olmadığı gösterilmiştir.  

 

Şekil 4.2. A2410-21 ve A2410-22 bireylerinin birlikte hesaplanan parametrik 

olmayan LOD değerlerinin işaret ettiği homozigot bölgeler.  

 

Tablo 4.3.  A2410-21 ve A2410-22 bireylerinin birlikte hesaplanması ile 

bulunan cZLR peak değerleri ile homozigotluk haritalarının 

karşılaştırılması.  
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II) A2410-22'nin eksom saptama tekniğiyle incelenmesi sonucu 

referans dizilerinden farklı, en az az 5 kez kapsanan ve yalnızca homozigot 

olan 1968 varyant bulunmuştur. Bunlar arasından 48 tanesi veri bankalarında 

SNP olarak tanımlanmamıştır.  

Eksom saptama tekniğiyle ortaya çıkarılan varyantlar arasından 

homozigotluk haritalaması ile homozigot olduğu gösterilmiş bölgelere 

filtrelenen varyantlar Tablo 4.4’te gösterilmiştir. Bunlar arasından 11 

tanesinin sinonim olmadığı gözlenmiştir. Sinonim olmayan varyantlar Tablo 

4.4’te sarı renkle işaretlenmiştir. Bu varyantlardan sadece 1 tanesi (CUBN) 

insersiyon/delesyon varyasyondur.  CUBN varyantı Tablo 4.4’te kırmızı 

renkle işaretlenmiştir.  

Şekil 4.3’te CLC yazılımı CUBN 53’üncü eksondaki bir baz çifti 

uzunluğundaki homozigot delesyonu (c.8355 delA) göstermektedir. Şekilin 

yukarısındaki DNA dizisi kromozom 10'un pozitif ipliğini göstermektedir, 

ancak CUBN negatif iplikte kodlandığı için, CUBN bir baz çifti uzunluğundaki 

adenin (A) delesyonu, timin (T) delesyonu şeklinde gözükmektedir. Bu 

sayede CUBN (cubilin) geni 53’üncü eksondaki bir bazçifti homozigot 

delesyonun (c.8355delA) çerçeve kaymasına neden olarak kodlanan 

proteinin erken sonlanmasından (p.S2785fsX19) sorumlu olduğu 

bulunmuştur. 
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Tablo 4.4. A2410-22'nin eksom saptama tekniğiyle incelenmesi ile elde 

edilen varyantlar arasından homozigotluk haritalaması ile 

homozigot olduğu gösterilmiş bölgelere filtrelenen varyantlar. 
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Şekil 4.3. CLC yazılımında CUBN 53'üncü eksonunda bir baz çifti 

uzunluğundaki homozigot delesyonun görünümü (c.8355 delA). 

 

III) Bulunan varyasyonun mutasyon olduğunun doğrulanması için 

A2410-22 bireyi DNA dizi analizi ile CUBN mutasyonu yönünden incelenmiş 

ve CUBN (c.8355delA) homozigot delesyonuna sahip olduğu gösterilmiştir. 

CUBN DNA dizi analizi için kullanılan primerler Tablo 4.5’te verilmiştir. 

Hastalıktan etkilenen diğer kardeşin (A2410-21) ve ebeveynlerinin (A2410-11 

ve A2410 -12) DNA örnekleri dizi analizine alınmış ve bulunan CUBN 

(c.8355delA; p.S2785fsX19) mutasyonun hastalıktan etkilenen diğer 

kardeşte de (A2410-21) homozigot; ebeveynlerinde ise heterozigot olarak 

varlığı gösterilmiştir (Şekil 4.4). Mutasyonun varyasyon olma ihtimali veri 

bankası ile test edilmiş ve kontrol bireylerde olmadığı 1000 genome project 

veri bankasıyle karşılaştırılarak görülmüştür. Ayrıca etnik olarak eş 92 sağlıklı 

kontrol bireyin ilgili mutasyon için DNA dizi analizi ile incelenmesi sonucu da 

mutasyon sağlıklı bireylerde bulunmamıştır. 
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Tablo 4.5. CUBN’in çoğaltılmasında kullanılan PZR primerleri. 

Ekson 
numarası Primer 

Ayrışma 
derecesi 
(Tm °C) 

Ampilikon 
Uzunluğu 

(bç) 
5’-GTTCTCCAAAATCCCATGCTC-3’ 60.01 Ekson 1 
3’-GCTATTTGGGAAAACTGGTGAG-5’ 59.93 

258 

5’-GGACTAGGCTAATTCCTCACCAG-3’ 60.40 Ekson 2 
3’-AGGGAGGCTGAAGACAGGTTG-5’ 62.14 

642 

5’-GGCAAGATCTTAGTGCTTAAAGTAG-3’ 57.28 Ekson 3 
3’-TGGTATATCCCCTACAAAACGG-5’ 59.96 

297 

5’-GCAGAGGGCATTAGGACAATATG-3’ 59.43 Ekson 4 
3’-TCATCCATTCACCTTCAAAATAAG-5’ 59.39 

235 

5’-GTAACATGCGTTTTGTTGCTG-3’ 60.03 Ekson 5  
3’-AATATGCCTGATGATTCCAAGG-5’ 58.54 

232 

5’-ACGTATCATGTGAATGTTCGCTC-3’ 60.26 Ekson 6 
3’-ACTATGGGATGTTTTAGGCCTTC-5’ 57.99 

235 

5’-TTGATATTAAGAGACAGGCACTGG-3’ 59.69 Ekson 7 
3’-AGGAGGAGGAGGAGCTACTAACC-5’ 59.75 

259 

5’-GAAATGTTCAAAGGCTTTTCTTG-3’ 58.29 Ekson 8 
3’-GAAAGAAAATTGGTTCTGGCAC-5’ 59.19 

297 

5’-TTTTATAGTTCCTTAGGTGGAGAAGG-3’ 59.53 Ekson 9 
3’-TATTCCTATGTCTGTGTTCCCTG-5’ 60.35 

353 

5’-AATCCTAGACAGGCTTTGTCCTC-3’ 59.28 Ekson 10  
3’-GATGTTGAATTGGTTTAGAAGGTC-5’ 58.14 

228 

5’-GGATGTTGGTGGATCCTTGTC-3’ 59.51 Ekson 11 
3’-TCTTGACATTCCTGAATCCTATAAC-5’ 57.83 

270 

5’-CATGGCACTACATTCCTATTATTTG-3’ 58.93 Ekson 12 
3’-TCTGTTGAGGGACTCACTAAAGG-5’ 59.66 

368 

5’-GTTTATCAGCAGCAGGGTTACAG-3’ 60.42 Ekson 13 
3’-GTCTAGCCAAAATAATGGCACTC-5’ 59.05 

394 

5’-TGCCTAGGAAGTGGGAGAAATAC-3’ 60.23 Ekson 14 
3’-GGGCAACAGAGTAAGACCTTGTC-5’ 58.85 

493 

5’-AAACAAAGTTTGGCTTCTTACGC-3’ 62.05 Ekson 15  
3’-CAGCTAATATTTTGGGGTCATCC-5’ 59.54 

319 

5’-ATTTGGATGTGATGGGGAAAC-3’ 57.19 Ekson 16 
3’-CAGTCAGTCATCCTCTGAATCAC-5’ 58.02 

341 

5’-GGGTGAATAAAATGGATATGTGC-3’ 59.22 Ekson 17 
3’-TCTTTTGAAGACCACCACTCTG-5’ 58.85 

323 

5’-CAGCATTTCATGTTATTGCATTG-3’ 60.50 Ekson 18  
3’-CAGTTAATTCATCCCCGCAAG-5’ 58.09 

315 

5’-TCTCCTCAGGCAGTATTAGATTTTG-3’ 58.21 Ekson 19 
3’-AACAGATTTGAAGACAACAACCC-5’ 59.42 

357 

5’-CTGTGGTTTCAGGGGAATGAG-3’ 60.82 Ekson 20 
3’-CTTAGTTGCCACTTAAGATAACCTG-5’ 57.81 

573 

5’-CCTTTTAATTTGAAATCCAGGTAG-3’ 57.50 Ekson 21 
3’-TGAAGCAGGAAATCAGTGAAG-5’ 58.09 

340 

5’-TTGTGTTTTAAGGTTGATGAGAGG-3’ 59.58 Ekson 22 
3’-GCTATTAGCACTGTTTTGCAATG-5’ 61.03 

370 
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Tablo 4.5. (devam) CUBN’in çoğaltılmasında kullanılan PZR primerleri. 

Ekson 
numarası Primer 

Ayrışma 
derecesi 
(Tm °C) 

Ampilikon 
Uzunluğu 

(bç) 
5’-CACATTCCAGAATGGCTTATTG-3’ 59.47 Ekson 23 
3’-GGAGCTTTGCAGAGAATTTCC-5’ 61.69 

426 

5’-TAATGTTTGCAATCCCAAAGTTC-3’ 58.60 Ekson 24 
3’-ATCCCAGAATCAAGAAACCAATC-5’ 59.84 

342 

5’-AAAAGATTCAATTTCCCCAGAAG-3’ 58.43 Ekson 25 
3’-AAAATAAGTGCATTGTGCGTTG-5’ 59.61 

304 

5’-TTATTTCATGGCTATTCTTTTGTG-3’ 57.52 Ekson 26 
3’-TCACTGAATTGCAACTCTCTCAG-5’ 60.05 

675 

5’-CTTTCACTATGAAAATACTGCACC-3’ 57.14 Ekson 27 
3’-GGTGGTTGGTGTGTTATAGATGC-5’ 60.36 

511 

5’-AGGAACAGCTTTTGCTACTTGTG-3’ 59.67 Ekson 28 
3’-TGGTATTGTTTCTAAGTTTGGAACTG-5’ 59.88 

344 

5’-GGTTTTCTCCTAAATTAAGCATTG-3’ 57.63 Ekson 29 
3’-CCATGTCTACCAAATGATCACC-5’ 57.33 

412 

5’-ATAATCATAGAACCCAAGGAGCC-3’ 59.34 Ekson 30 
3’-GTGTAGCCTTCATACGTTTTCCC-5’ 60.18 

292 

5’-TAATGGATTATTTTCGAGCATCC-3’ 57.64 Ekson 31 
3’-GCTTATATGGCAGTGTTTTGACC-5’ 59.92 

295 

5’-AGTTCGTGGAATACAGGCCTTC-3’ 60.07 Ekson 32 
3’-TCATTTCACTGTTGCACCAAAC-5’ 59.09 

297 

5’-TTGTACGGTCAGTAGAAATGAAAAG-3’ 59.27 Ekson 33 
3’-CATAGACTGACCTTCCCACAGAC-5’ 60.56 

253 

5’-TCTCCCTGTATGTTTTATTTGCC-3’ 60.14 Ekson 34  
3’-CGGATCTATAAATAAAGCACAGCC-5’ 60.34 

240 

5’-CTAGAAACAGCGGTCTCTGCC-3’ 60.54 Ekson 35 
3’-AGAGTCCCCAATAACAAACCAAG-5’ 59.74 

266 

5’-CATTGATAATGGCTCTAGCGTTC-3’ 60.13 Ekson 36 
3’-ACGTACACTATGAGTTGCCCATC-5’ 59.92 

307 

5’-AAAAGTGAACGGGTTAACCTAGC-3’ 59.20 Ekson 37 
3’-CTCTCCCTTGCCCTTATTGAG-5’ 57.02 

398 

5’-AAAGTCCATCCTTTTCAACACC-3’ 60.09 Ekson 38 
3’-TGCTTGAATAGACGTTACCTTGG-5’ 60.52 

363 

5’-TTCTCTGGCAGTATGTGTTTTAAG-3’ 57.73 Ekson 39 
3’-ATCTGAACATATGGTGGAAGGG-5’ 60.32 

481 

5’-TCTTTTCAGTAGAGGGCTGTCAC-3’ 59.94 Ekson 40 
3’-GAGGCAGTATGCAAGTCTGATG-5’ 59.66 

400 

5’-TTGTTCCCTTTCTTTCAACG-3’ 57.85 Ekson 41 
3’-GAGGAGATGAGATAACATGGGATT-5’ 59.71 

216 

5’-TAAATAACCGACCTTTGTTTCTTTGT-3’ 58.26 Ekson 42 
3’-ATTAGAAAGGGTAGCAGCAAGACCTAC-5’ 58.94 

238 

5’-AGTTGATGAAATTTTAATTTGTCTTTCC-3’ 59.64 Ekson 43 
3’-AAGAAAATTTTATATCAAAGAAGATCAAGC-5’ 60.52 

274 

5’-ACTGATTTAAGTGTGTTTGCTCACAG-3’ 59.74 Ekson 44 
3’-AAAAATACTAACTTGGGGTAGGAAAAA-5’ 57.69 

248 
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Tablo 4.5. (devam) CUBN’in çoğaltılmasında kullanılan PZR primerleri. 

Ekson 
numarası Primer 

Ayrışma 
derecesi 
(Tm °C) 

Ampilikon 
Uzunluğu 

(bç) 
5’-GTAAGTAAGGTTGTCATTATCAAAATAAGC-3’ 58.74 Ekson 45 
3’-ATGTACCCCTGAACCTAAAATAAAAGTT-5’ 59.85 

249 

5’-CAATCTTTCTTGCTTGCTTGC-3’ 60.15 Ekson 46 
3’-AACACCCAAAAGAGAGCAGA-5’ 57.51 

300 

5’-AAAGGAAATCAATCACTTGGACA-3’ 59.86 Ekson 47 
3’-GCAGGTGCTCAATGTTGTGT-5’ 59.76 

233 

5’-GCTTTTTCCCCACGTCAG-3’ 59.21 Ekson 48 
3’-GCGGCAGGGAACACTTAC-5’ 59.25 

218 

5’-GGATTGTGTGCCTGAAGGTT-3’ 59.97 Ekson 49 
3’-GGGGGCATTTACAACATCCT-5’ 60.94 

237 

5’-TGTATCAATGATGGCACTTGG-3’ 61.02 Ekson 50  
3’-TCAGCCACAACCAATTAAAAA-5’ 58.62 

294 

5’-TGTTGCAGTTAACAGAGACACAC-3’ 59.84 Ekson 51 
3’-AAATTTCTAGATATCAGCCACAACC-5’ 59.05 

507 

5’-ACTTACTTTGGCATTATCGGTTC-3’ 57.85 Ekson 52 
3’-GGACAGGCTATTGTGGTTCTATTG-5’ 59.61 

252 

5’-CAAAATTAAACGATTTGTAAGGGC-3’ 58.84 Ekson 53 
3’-GCCTGATGTAAAGTAGGTACAAAATG-5’ 59.46 

385 

5’-TGTTCCTTCTGTAGCAGTCTTGAG-3’ 60.11 Ekson 54 
3’-GCTTAAACACTAATGTTCACAAAACC-5’ 59.48 

328 

5’-GCATTAAAATATTGATGGGAAACC-3’ 59.84 Ekson 55 
3’-CTGCCTGTGACAACCACACTC-5’ 60.79 

275 

5’-CCATTTGGAATATCTCAGGGAAC-3’ 60.20 Ekson 56 
3’-AACTGGATTTAGCCACTCTACAAC-5’ 58.00 

338 

5’-ATGGCCTTAATTGTTTGTGTAGG-3’ 59.05 Ekson 57 
3’-TGAATCGCAGTGAAAACTCTTTG-5’ 59.02 

337 

5’-TTTCCATGCTGGGACTAATCG-3’ 60.99 Ekson 58 
3’-ATGAGAATCAGTGCCCTCCATC-5’ 60.33 

268 

5’-CAAATTTGGCTAAACTTTTGAACTG-3’ 60.40 Ekson 59 
3’-AAAGCAATCATAATCAGGTGGG-5’ 60.16 

502 

5’-TGTACAATGTAAGGTCGGTTCTG-3’ 59.07 Ekson 60 
3’-TCCTGTAACGATATAAACTGGAATAC-5’ 58.54 

348 

5’-GAAGTAATGAATTGTTTTTCTTCTCA-3’ 57.32 Ekson 61 
3’-GGGCATTCTTTTCAGTGCAT-5’ 60.08 

258 

5’-GCTTTTTCCTCCCTCTCCAG-3’ 60.32 Ekson 62 
3’-TTCATCATGGCTTCATTACTTCA-5’ 59.13 

284 

5’-TTTGGCTCCCATTTCATTTC-3’ 59.88 Ekson 63 
3’-AGATGAAGTTCCTGGCCTCA-5’ 59.80 

191 

5’-TGCGTACATTAATTATGCCTATTTTT-3’ 59.36 Ekson 64 
3’-TCATTCAAACGATATTCAAATGC-5’ 59.00 

246 

5’-TTAATAATGAATGACTCCTTCCTAAAG-3’ 57.70 Ekson 65 
3’-CCTCATGTTTTTCTCACAGTGC-5’ 59.78 

243 

5’-TCCTGTCCTGTTTTCCTTGC-3’ 60.23 Ekson 66 
3’-AACAAATGGGAATATAAAATGTTTG-5’ 57.56 

293 

5’-GGCTAACATTCCTAGAAAAACG-3’ 57.20 Ekson 67 
3’-GCAGAGGGAAAGTGCTGAGT-5’ 59.60 

218 
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Şekil 4.4. A2410 ailesinde CUBN ekson 53: c.8355delA (p.S2785fsX19) 

mutasyonu. 

 

IV) CUBN mutasyonuna sahip başka ailelerin varliğini araştırmak için, 

çocukluk çağı SDNS’ine sahip olan ve homozigotluk haritalaması yapılmış 

araştırma grubu, CUBN lokusunda homozigot olup olmadıkları açısından 

araştırılmıştır. Araştırma grubu içinden 4 bireyin (A155-21, A849-21, A1605-

21 ve A2591-21) Affymetrix GeneChip Human Mapping 250K StyI çip 

platformunda haritalanması sonucu CUBN lokusunda en az 2 megabazlık 

homozigot segment içerdiği bulunmuştur. Ancak bu bireylerin DNA dizi 

analizi sonucunda CUBN’de mutasyon bulunmamıştır. 

 

A2410 II-2 (c.8355delA)(H) 

Sağlıklı Kontrol 

A2410 I-1 (c.8355delA)(h) A2410 I-2 (c.8355delA)(h) 

A2410 II-1 (c.8355delA)(H) 

* * 

* *

Sağlıklı Kontrol 
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5. TARTIŞMA 
 

Araştırmada homozigotluk haritalaması ve eksom saptama/yüksek 

ölçekli dizileme tekniklerinin birleştirilmesiyle iki kardeşin proteinüri sebebinin 

CUBN bir baz çifti uzunluğunda homozigot delesyon olduğu gösterilmiştir ve 

CUBN resesif mutasyonlarının proteinüriye neden olan yeni bir gen olduğu 

bulunmuştur. 

CUBN (CUBN: OMIM ID #602997) mutasyonları, megaloblastik 

aneminin monogenik bir türü olan ve hatalı intestinal vitamin B12 

absorbsiyonu ve/veya defektif renal tübüler protein reabsorbsiyonundan 

kaynaklanan Imerslund-Grösbeck sendromuna (IGS; OMIM ID#261100) 

sebep olmaktadır. Çalışmada proteinuriden sorumlu olarak CUBN 

mutasyonlarının bulunması, aralıklı proteinürinin CUBN mutasyonu taşıyan 

IGS’li bireylerde çok nadir olması nedeniyle, nefrotik sınırda proteinüriye 

neden olması aslında beklenmedik bir bulgudur. CUBN’in böbreğe olan etkisi 

yakın zamanda knockout fare modelinde araştırılmıştır (68). Proksimal tübül 

hücrelerinin reseptör protein amnionless’i plazma membranına cubilin’in 

olmadığı durumda lokalize edemediği ve fonksiyonel membran reseptör 

kompleksi oluşumu için amnionless ve cubilin’in birbirlerine bağlı olduğu 

gösterilmiştir. Ayrıca cubilin proteininin ablasyona uğradığı farelerde, 

proksimal tübüler hücrelerden albümin geri emiliminin azaldığı ve 

proteinüriye sebep olduğu gösterilmiştir. Bu nedenle proksimal tübüler 

hücrelerden albümin geri alımı için cubilin’in esansiyel olduğu belirtilmiştir 

(68). Yakın zamanda yapılan bir genom ölçekli ilişkilendirme çalışmasında da 

CUBN’deki bir yanlış anlamlı varyantın (I2984V) idrar albümin-kreatinin 

oranıyla ve mikroalbuminüriyle olan ilgisi gösterilmiştir (69). 

Yapılan çalışmada, homozigotluk haritalaması ile eksom 

saptama/yüksek ölçekli dizileme tekniklerinin birleştirildiği bir yaklaşımın, tanı 

konamamış genetik hastalık sahibi bireylerin değerlendirilmesi için bir araç 

olarak kullanılabileceği gösterilmiştir. Kullanılan teknik ile CUBN’de yeni bir 

delesyon türü mutasyon tanımlanmış, megaloblastik anemi bulguları 

göstermediği için tanıda IGS’den şüphelenilmemiş bir ailede proteinürinin 
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sebebi olarak CUBN resesif mutasyonu gösterilmiştir. IGS, CUBN 

mutasyonunun tüm klinik özelliklerini temsil etmektedir. Kardeşlerin henüz 

küçük yaşta oldukları için megaloblastik anemi bulgularını göstermediği 

düşünülmüştür. Araştırma, moleküler genetiğin klinik tanıdan daha duyarlı ve 

doğru bir tanısal yöntem olduğuna bir örnek teşkil etmektedir.  

Araştırmada elde edilen veriler, hastalığın tedavisine yön vermiştir. 

Daha önce yayınlanan bir çalışmada, megaloblastik anemi, selektif proteinüri 

ve füniküler myelosis nörolojik bulgusu olan 15 yaşındaki Alman kökenli bir 

kız çocuğunda CUBN mutasyonu varlığı ile IGS tanısı konduğu ve bu 

hastanın intravasküler vitamin B12 tedavisi ve takiben aralıklı intramusküler 

vitamin B12 enjeksiyonları ile nörolojik bulgulari 2 ay içinde tamamen 

düzeldiği, hematolojik bulgularının 5 ay içinde normale döndüğü ve 

proteinürinin devam etmesine ramen renal fonksiyonun gerilemediği 

belirtilmiştir (70). Bu araştırmada CUBN mutasyonu tespit edilen çocukların 

da benzer şekilde vitamin B12 tedavisinden fayda görebileceği 

düşünülmüştür. 

Araştırma ayrıca proteinüri sahibi bireylerin tanısı konulurken IGS’in 

de tanıda göz önünde bulundurulması gerektiğini, bu sayede potansiyel 

olarak tedavi edilebilir vakaların tanımlanabileceğini göstermiştir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 
 

Doktora tez çalışması kapsamında elde edilen sonuçlar aşağıda 

belirtildiği şekilde özetlenmiştir. 

•  Çalışma ile araştırma grubunu oluşturan 2056 ailenin 310’unun 

(%15) hastalık etyolojisi çocukluk çağı SDNS’ine sebep olan ve 

otozomal resesif kalıtılan NPHS1 (16 aile), NPHS2 (237 aile), 

LAMB2 (4 aile) ve PLCE1 (7 aile) bialelik veya dominant kalıtılan 

WT1 (46 aile)  monoalelik mutasyonlarla açıklandı.  

•  Araştırma grubu içinden SDNS ortaya çıkış yaşı hayatın ilk 3 

ayında gerçekleşen 27 ailede NPHS1’de 3 yeni mutasyon 

tanımlandı (IVS 7+1 G>T, c.2930 A>G, c. 644 T>G). Bu bulgular 

Nephron Clinical Practice dergisinde yayınlandı (Bkz. Ek 3). 

 
“Ovunc, B., Ashraf, S., Vega-Warner, V., Bockenhauer, D., Soliman 
Elshakhs, NA., Joseph, M. ve diğerleri. (2012) Mutation Analysis of 
NPHS1 in a Worldwide Cohort of Congenital Nephrotic Syndrome 
Patients. Nephron Clin Pract, 120(3):139-146.” (71). 
 

•  SDNS’e sebep olan yeni genlerin tanımlanması için, SDNS’e 

sebep olduğu bilinen genler öncelikle DNA dizi analizi ile tarandı ve 

mutasyon saptanmayan 1746 aile arasından, ebeveynler arasında 

akrabalık olduğu bilinen 85 aile homozigotluk haritalaması ile 

incelendi ve cZLR peak’lerinin gösterdiği homozigot segmentlerin 

toplam genetik uzunluğunun 16 ile 130 megabaz arasında olduğu 

belirlendi.  

•  85 aile arasından birden fazla hastalıktan etkilenen kardeşin 

olduğu 19 aile seçildi ve 19 aile arasından bir aile (A 2410) etnik 

köken, klinik özellikleri ve tedaviye cevap özellikleri açısından 

dikkat çekiçi olduğu için eksom saptama/yüksek ölçekli dizileme ile 

ileri analiz edildi. 



 

 

57

•  A2410-21 ve A2410-22 kardeşleri için parametrik olmayan LOD 

değerleri, iki kardeş birlikte olarak hesaplandı ve kromozom 3, 10, 

14, 17, 21 ve 22’de homozygosity by descent’i işaret eden cZLR 

peak’leri bulundu. 

•  A2410-22 bireyi eksom saptama/yüksek ölçekli dizileme tekniğiyle 

incelendi, elde edilen veriler analiz edildikten sonra tanımlanan 

varyant sayısı 48’e indirildi. Bu 48 varyant arasından 11 tanesininin 

sinonim olmadığı ve homozigot segmentlere yerleşmiş olduğu 

tanımlandı. Bu varyantlardan sadece bir tanesinin delesyon olduğu 

belirlendi. Bu sayede CUBN (cubilin) geni 53’üncü eksondaki bir 

bazçifti uzunluğundaki homozigot delesyonun (c.8355delA) 

çerçeve kaymasına neden olarak kodlanan proteinin erken 

sonlandırılmasından (p.S2785fsX19) sorumlu olduğu bulundu. 

•  DNA dizi analiziyle mutasyonun hastalıktan etkilenen kardeşlerde 

homozigot; ebeveynlerinde ise heterozigot olarak varlığı gösterildi. 

Mutasyonun kontrol bireylerde olmadığı 1000 genome project veri 

bankasıyle karşılaştırılarak görüldü. Ayrıca etnik olarak eş 92 

sağlıklı kontrol bireyin ilgili mutasyon için DNA dizi analizi ile 

incelenmesi sonucu da mutasyon sağlıklı bireylerde bulunmadı. Bu 

veriler Journal of American Society of Nephrology dergisinde 

yayınlandı (Bkz. Ek 4). 

 

“Ovunc, B., Otto, E.A., Vega-Warner, V., Saisawat, P., Ashraf, S., 
Ramaswami, G.ve diğerleri. (2011) Exome sequencing reveals cubilin 

mutation as a single-gene cause of proteinuria. J Am Soc Nephrol, 
22(10):1815-1820.” (72) 
 

Öneriler 

•  Bu araştırmada çocukluk çağı SDNS’ine sebep olan yeni bir gen 

homozigotluk haritalaması ile eksom saptama/yüksek ölçekli 

dizileme tekniklerinin birleştirilmesiyle tanımlanmıştır.  
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•  Araştırmanın sonuçları doğrultusunda, ebeveynleri arasında 

akrabalık bulunan ailelerden gelen ve henüz tanı almamış 

hastaların değerlendirilmesinde homozigotluk haritalaması ile 

eksom saptama/yüksek ölçekli dizileme tekniklerinin birleştirilmesi 

bir tanı yöntemi olarak önerilmektedir.  

•  Proteinürisi olan hastalarda potansiyel olarak tedavi edilebilir 

varyantların tespiti için Imerslund-Grösbeck Sendromunun ayırıcı 

tanıda düşünülmesi önerilmektedir. 

•  CUBN’den sentezlenen cubilin proteininin nefrotik sınırda 

proteinüriye nasıl sebep olduğunun daha iyi anlaşılabilmesi için, 

SDNS patogenezindeki fonksiyonel karakterizasyonun co-

immunoprecipitation ve co-localization çalışmaları ile yapılması 

önerilmektedir. 

•  Hastalık fizyopatolojisinin daha iyi anlaşılabilmesi ve ilaç 

tedavilerinin denenebilmesi için hastalığın hayvanlarda 

modellenmesi önerilmektedir. Bu hastalığın resesif kalıtılması 

nedeniyle, gen knockdown/knockout ile hayvanlarda modelleme 

imkanı ile oldukça güçlü bir çalışma yapmaya olanak 

sağlayacaktır. Fare ve zebrafish gibi hayvan modelleri ilaç 

araştırmalarına imkan verecek, tedavi için yeni moleküler 

hedeflerin tanımlanmasını sağlayacaktır. 
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