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OZET

BRONKOPULMONER DiSPLAZI iLE iLiSKILENDIRILEN BELIRLI GENLERDEKI
POLIMORFiZMLERIN TURK POPULASYONU UZERINDE iNCELENMESI

Ayberk AKAT

Biyomiihendislik Anabilim Dali
Doktora Tezi

Tez Danigsmani: Prof. Dr. Dilek TURGUT BALIK

Bronkopulmoner displazi (BPD), preterm infantlarda en sik gorilen kronik akciger
hastaliklarindan  biridir. Merkezlerin  kronik akciger hastahigi ve BPD tanimlarinin
farkhiliklarindan dolayi BPD insidansi da merkezlere gore degiskenlik gosterse de ¢ogu Avrupa
Ulkesine gore, hamileligin 30. haftasindan 6nce dogan preterm infantlarin %30’undan fazlasina
BPD teshisi konmaktadir. BPD gelistirme egilimi olan preterm infantlar, akciger gelisiminin geg
kanalikiler veya erken sakkiiler evresinde dogarlar ve sonugta alveol sayilari matiir bebeklere
gore daha az olur. Ginimizde enflamasyon ve 0Ozellikle prematirite ile birlikte alveol
gelisimindeki duraklama, sirfaktan eksikligi ve gégiis duvarinin olgunlasmamasi BPD’nin en
onemli etiyolojik faktorleri olarak gorilmektedirler. BPD, genetik ve cevresel faktorlerin
(hiperoksi, invazif mekanik ventilasyon ve sepsis) karsilikli etkilesimi sonucunda meydana
gelmektedir. Literatliirde BPD riskine etki eden genetik faktorler ikiz ¢alismalari, ailesel birikim,
genom capinda iliskilendirme ¢alismalari (genome wide association studies, GWAS) ve hedef
genlerde tek nikleotid polimorfizmleri (single nucleotide polymorphism, SNP) gibi farkli
yaklasimlar ile arastirilmaktadir. Bu tez calismasinda, diinyada farkl populasyonlar lzerinde
yapilmis calismalarda bronkopulmoner displazi (BPD) ile iliskilendirilmis bazi SNP’ler segilerek,
Tirk populasyonunda da bu SNP allel ve genotip frekanslarinin gorilip goérilmediginin
multipleks reaksiyonlar ve MALDI-TOF kitle spektrometrisi yontemi ile belirlenmistir. Elde
edilen veriler ayrica hastalarin klinik ve demografik bilgileri ile de karsilastirilarak anlamli bir
iliski kurulmaya calisilmis ve BPD’nin Tirk toplumuna 6zgi genetik tabaninin anlasilabilmesine
katkida bulunulmasi amaglanmistir. 96’si BPD hastasi, toplam 192 prematiire infanttan
toplanan kan orneklerinden genotiplenen 45 SNP bolgesi arasindan rs11003125, rs2233406,
rs3138053, rs55716084 ve rs62468577 polimorfizmlerinin allel dizeyinde; rs4883955,
rs833061 ve rs9953270 polimorfizmlerinin ise hem allel hem de genotip diizeyinde Turk
populasyonunda BPD insidansi ile istatistiksel olarak anlamh bir iliski icerisinde oldugu
saptanmistir. Bununla birlikte hastalardan toplanan klinik ve demografik verilerin arastirilan
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SNP’ler ile olan iliskileri incelendiginde ise pek ¢ok polimorfizmin ailede gorilen kronik akciger,
zatlirre, BPD, RDS ve sigara kullanimi 6ykisi ile anlamh bir iliski icerisinde oldugu bulunmustur.
Sonug olarak bu tez calismasi ile toplumumuz igin ilk kez BPD hastaliginin genetik altyapisinin

arastirilmasi amaciyla ¢oklu polimorfizm bdlgeleri yiksek dogruluk ile genotiplenerek BPD
insidansi ile iliskileri ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Tek niikleotid polimorfizmleri, bronkopulmoner displazi, multipleks PCR,
SNP genotipleme
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF POLYMORPHISMS ON CERTAIN GENES WHICH ARE
ASSOCIATED WITH BRONCHOPULMONARY DYSPLASIA AMONG TURKISH
POPULATION

Ayberk AKAT

Department of Bioengineering
Ph.D. Thesis

Advisor: Prof. Dr. Dilek TURGUT BALIK

Bronchopulmonary dysplasia (BPD) is one of the most common chronic lung diseases seen in
preterm infants. Although BPD incidence varies among different facilities due to differences
between facilities for defining chronic lung diseases and BPD, according to most of the
European countries more than 30% of preterm infants born before 30 week of pregnancy are
diagnosed with BPD. Preterm infants who are predisposed to develop BPD are born in the late
canalicular or early saccular stage of lung development, thus the number of alveoli they have
stay lower than mature babies. Today, most important etiological factors of BPD are
considered as inflammation, discontinuance of alveoli development due to prematurity, lack of
surfactant and immaturity of chest wall. BPD occurs by the interaction of genetic and
environmental factors (hyperoxia, invasive mechanic ventilation and sepsis) together. Genetic
factors causing predisposition to develop BPD are being investigated with different approaches
in the literature like twin studies, GWA studies and single nucleotide polymorphism (SNP)
studies on target genes. Certain SNP’s which are reported in the literature to be associated
with BPD incidence in different populations have been designated to be investigated in Turkish
population by determining allelic and genotypic frequencies of these SNP’s using multiplex
reactions and MALDI-TOF mass spectrometry methods and the information obtained has also
been compared with clinical and demographical data acquired from patients with the aim of
contributing to understand the genetic basis of BPD incidence specifically in Turkish
population. Among 45 SNP sites genotyped from blood samples obtained from 192 premature
infants, including 96 BPD diagnosed infants, rs11003125, rs2233406, rs3138053, rs55716084
and rs62468577 polymorphisms showed significant relationship at allelic level and rs4883955,
rs833061 and rs9953270 polymorphisms showed statistically significant relationship both at
allelic and genotypic level with BPD incidence in Turkish population. Furthermore, when
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clinical and demographical data obtained from patients were investigated for any relationship
with SNP’s in prospect, chronic lung disease, pneumonia, BPD, RDS and cigarette consumption
stories seen in the patient’s family seemed to be in a significant relationship with these SNP’s.
In conclusion, with the aim of investigating the genetic basis of BPD incidence in Turkish
population for the first time in the literature, this study has revealed the relationship between
multiple polymorphisms and BPD incidences by using high fidelity genotyping methods.

Keywords: Single nucleotide polymorphisms, bronchopulmonary dysplasia, multiplex PCR, SNP
genotyping
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti
1.1.1 Bronkopulmoner Displazi

Bronkopulmoner displazi (BPD), preterm infantlarda en sik gortlen kronik akciger
hastaliklarindan biridir [1]. “Klasik BPD” ilk kez 1967 yilinda Northway ve ark. [2]
tarafindan, 31-34 haftalik dogan preterm infantlarda siirfaktan eksikliginden dolayi
ventile edilmeleri esnasinda kullanilan yiiksek basing ve oksijen sebebiyle gelisen kronik
bir pulmoner sendrom olarak tarif edilmistir. Ancak 1980°li yillarda slirfaktan
kullaniminin baslamasi, sonrasinda hamileligin 34. haftasindan kiglk gebelerde
antenatal glukokortikoid tedavisinin yayginlasmasi, modern ventilasyon tekniklerinin
kullanilmasi ve oksijen satlirasyonunun siirekli izlenebilir hale gelmesi gibi ilerlemeler,
hamileligin daha erken asamalarinda dogan preterm infantlarin hayatta kalim oranlarini
ylkseltmis olsa da buna bagli olarak BPD'yi de iceren pulmoner hastaliklarda morbidite
oranini arttirmaya baslamistir. Yeni dogan bakiminda gelisen bu degisiklikler sonucunda
BPD’nin ortaya c¢ikis sekli ve tanimi degismistir [3]. 30. gebelik haftasindan énce dogan,
baslangicta respiratuar distres sendromu (RDS) gozlemlenmeyen veya hafif RDS ve/veya
zayif solunum sebebiyle entlibe edilerek dislik basingli oksijen yontemleri ile ventile
edilen bazi bebeklerde, zamanla solunum bulgularinin agirlastigl gézlemlenmistir. Yeni
dogan bebeklerde klasik BPD’'nin gelismesinden sorumlu tutulan en énemli faktorler
olan yilksek basing ve yiksek oksijen ile hi¢ karsilasmayan bu bebeklerde gelisen durum

“yeni BPD” olarak tanimlanmistir [3-5]. GUnimuzde BPD 6zellikle, akciger gelisiminin gec



kanalikller/erken sakkiiler doneminde, yani gestasyonun 23-28. haftasinda dogan
preterm infantlarda gorilmektedir [3] ve “klasik BPD'yi” karakterize eden enflamasyon,
fibroz ve skarlasma gibi tanimlar, yerini “akciger gelisimi eksikligi ve/veya bozulmasi”
kavramlarina birakmistir. BPD’nin epidemiyolojisi ve patolojisi degistikce ve onceki
preterm infantlar yetiskinlige ulastikca BPD Uzerine arastirmalar yasam seyri
yaklasimiyla devam etmektedir. “Yeni BPD”nin yasam seyri klasik BPD’den bir farklilik
gostermemekte, her iki gruptan bireylerde de pulmoner fonksiyon testlerinde (PFT),
ekspiratuar akim kisitlamalari ile birlikte devam eden solunum semptomlari ve akciger
fonksiyonlarinda azalma gorilmektedir. Hayata azalmis akciger fonksiyonlari ile
baslayan ve olcililen PFT degerlerini dmiir boyu tasimak zorunda kalacaklari rapor edilen
[6-8] bu infantlarda, BPD’'nin kronik obstriktif akciger hastaligina (KOAH) da uygun
zemin hazirlayacagina kesin goziyle bakilmaktadir [8]. Bu durum, BPD hastaliginin
Oonine gecilebilmesi icin daha fazla bilimsel arastirma yapilmasina olan ihtiyac

gostermektedir.

2001 yilinda Amerikan Ulusal Cocuk Saglig ve insan Gelisimi Enstitiisi (NICHD),
Amerikan Ulusal Saglik Enstitisi (NIH) ve Ender Rastlanan Hastaliklari Ofisi (ORD)’nin
yayimlamis oldugu kriterlere gére BPD, hafif, orta ve agir olarak siniflandirilmaktadir.
Ayrica BPD’nin ortaya cikis yasi da dnemli oldugu icin 32. gebelik haftasinin altindaki ve
Uzerindeki infantlarin de ayri siniflandirilmasi gerektigini ve toplam 28 glinden uzun sire
%21'den ylksek konsantrasyonda oksijen gereksinimi olan infantlara degerlendirme

yapilmasi gerektigini rapor etmislerdir (Cizelge 1.1) [9].

1.1.2 Epidemiyoloji

Merkezlerin kronik akciger hastaligi ve BPD tanimlarinin farkhliklarindan dolayr BPD
insidansi da merkezlere gore degiskenlik géstermektedir [10]. Ancak ¢ogu Avrupa
Ulkesine gore, gestasyonun 30. haftasindan 6nce dogan preterm infantlarin %30’undan
fazlasina BPD teshisi konmaktadir [11]. Amerikan Ulusal Cocuk Sagligi ve insan Gelisimi
Enstitisi Yenidogan Arastirma Grubu’'nun calismasinda ise, 36. haftada oksijen
bagimhliginin devam etme kriterine gére 500-1500 gram arasi agirlikta dogan prematiire

bebeklerde sikligi %3-43 arasinda bulmuglardir [12].



Cizelge 1.1 BPD Siniflandirmasi [9]

Gebelik Yasi <32 Hafta 232 Hafta
Degerlendirme | Postmenstriel yas 36. haftada | Postnatal yas 56. ginde veya
Zamani veya taburculukta (hangisi | taburcu edilirken

once ise)
Hafif BPD En az 28 gin 2%21 O; | Enaz28gin >%21 O, gereksinimi

gereksinimi + Postmentriel 36. | + Postnatal 56. gin veya
haftada  veya  taburculuk | taburculuk sirasinda (hangisi daha
sirasinda (hangisi daha Once | 6nce ise) ek O: gereksiniminin
ise) ek Oz gereksiniminin | olmamasi

olmamasi

Orta BPD Postmentriiel 36. haftada veya | Postnatal 56. giin veya taburculuk
taburculuk sirasinda (hangisi | sirasinda (hangisi daha 6nce ise)
daha oOnce ise) ek oksijen | ek oksijen gereksinimi <%30

gereksinimi <%30

Agir BPD Postmentriiel 36. haftada veya | Postnatal 56. glin veya taburculuk
taburculuk sirasinda (hangisi | sirasinda (hangisi daha once ise)
daha oOnce ise) 2%30 O |2%30 O, gereksinimi ve/veya
gereksinimi ve/veya | PBV/nCPAP gereksinimi

PBV/nCPAP gereksinimi

nCPAP: Nazal CPAP, PBV: Pozitif basingli ventilasyon

israil Neonatal Aginin 2000-2010 yillari arasinda dogan preterm infantlar tizerine yaptig
arastirmada, ¢ok disuk agirhkli (VLBW; <1500gr) infantlarda %13.7, asiri diisik agirlikli
(ELBW; <1000gr) infantlarda (n=12.139) ise %31 oraninda BPD teshisi kondugunu rapor
etmistir [13]. Kanada ve Japonya Neonatal Grubu 2006-2008 yillari arasinda dogan VLBW
infantlarda %12.3-14.6 sikhginda BPD gorildigini [14], Vermont Oxford Grubu ise
2000-2009 yillari arasinda dogan preterm infantlarda (n=305.770) yilhk BPD oraninin
%26.2-30.4 oldugunu rapor etmistir [15]. Amerikan Ulusal Saghk Orgiiti’'ne (NIH) bagl
Ulusal Cocuk Sagligi ve insan Gelisimi (NICHD) merkezlerinin arastirmalari da 1250
gramdan dusuk agirlikh dogan preterm infantlarda BPD oranlarinin benzer sekilde <%10
- >%50 arasinda degiskenlik gosterdigini aciklamaktadir [16-21]. Avrupa’da 2003 yilinda
gerceklestirilen bir calismada, 32 haftadan 6nce dogan preterm infantlarda BPD orani
%10.5-21.5 olarak belirlenmis [19], Gliney Kore’de ise VLBW infantlarda BPD orani %5-
50 arasinda degiskenlik géstermistir [20]. Ulkemizde ise BPD’nin goriilme sikhg ile ilgili

bir rapor maalesef bulunmamaktadir. Farkh merkezler yapilmis olan calismalarda



preterm infantlarda BPD oraninin %4.2-36.7 arasinda olduguna dair yayinlar mevcuttur

[22-25].

BPD sikligl, dogum agirligina veya gestasyon yasina gore ters orantili olarak degiskenlik
gostermektedir [26]. 1500 gramin altinda ve 30. gestasyon haftasindan 6nce dogan
60.000 bebekte BPD orani %20 olarak rapor edilmistir [27]. VLBW bebeklerin yasama
orani arttikca, BPD gelismesi olasiligi olan hastalarin sayisi da artmaktadir ve VLBW
bebeklerde dogum agirligi arttikca BPD gelisme orani da azalmaktadir. Gestasyon yasi ve

dogum agirligi ile BPD insidansi arasindaki iliski Cizelgel.2’de agiklanmistir [28-30].

Cizelge 1.2 Dogum agirligina gore prematire bebeklerde BPD sikhigi [28-30]

Oksijen Oksijen Gereksinimi
Dogum
BPD insidansi Gereksinimi (Postkonsepsiyonel 36.
Agirhgi (gr)
(Postnatal 28. giin) hafta)
500-750 %52 %90-100 %54
750-1000 %34 %50-70 %33
1000-1200 %15 %30-60 %20
1200-1500 %7 %6-40 %10

BPD erkeklerde ve beyaz irkta daha siklikla gorilmektedir [31, 32]. Literattirdeki
surfaktan c¢alismalarinda BPD oranlart %17-57 arasinda bildirilmis ancak surfaktan
kullanilan ve kullanilmayan gruplar arasinda farkhlik gézlemlenmedigi rapor edilmistir.
Modern ventilasyon uygulamalarinin gelismesinin, slirfaktan ve antenatal steroid
kullaniminin artmasinin BPD insidansini dislirdigl rapor edilse de, literatlirdeki
yayinlarin ¢ogunlugu son 20-30 yilda prematiire bebeklerde hayatta kalma oraninin
artiyor olmasinin, toplamda BPD hastasi bebeklerin sayisinda bir degisiklik olmamasina
neden oldugunu savunmaktadir [15, 26, 33-35]. EPICure calismalari sonuglari da 1995-
2006 vyillari arasinda 22-26 haftalik dogan infantlar arasinda BPD gortilme sikliginin
degismedigini gostererek, toplamda BPD hastasi bebeklerin sayisinda bir degisiklik

olmadigini desteklemistir [36].



1.1.3 Etyopatogenez

Histolojik olarak akciger gelisimi ve olgunlasmasi, embriyonik, psddoglandiler,
kanalikiler, sakkiler ve alveolar olmak Uzere 5 asamada gergeklesir (Sekil 1.1) [37, 38].
Psodoglandiiler evre, hamileligin 5-17 haftalari arasinda gerceklesen, akcigerlerin en
erken gelisme asamasidir. Bu asamada kibik epitel hiicreleri ile birlikte epitelyal tipler
dallanma morfogenezine baslayarak, psddoglandiiler evrenin isminden de anlasilacagi
Uzere, ekzokrin bezlerine benzemeye baslarlar. Ancak bu sivi dolu, ilkel solunum agaci

yapisi, hava aligverisi gergeklestirebilmek igin yeteri kadar olgunlagsmamistir [39].

Hamileligin 16-25 haftalari boyunca fetal akcigerler kanalikiiler evrededirler.
Ps6doglandiiler evrenin son haftasi ile kanalikiiler evrenin ilk haftasinin kismen
¢cakismasinin sebebi, akcigerlerin kraniyal kisminin kaudal kismindan daha hizh
gelismesidir. Kanalikiler evrede, havayollarinin vaskilerizasyonu ve anjiyogenezi ile
birlikte solunum agaci hem ¢ap hem de uzunluk olarak buydr, kapillerlerin sayisinda ¢ok
blyik bir artis gerceklesir. Bunu takiben terminal bronsiyoller solunum bronsiyollerine
ve alveolar keselere bolunirler ve havayollari epitelyal hiicreleri periferal skuamoz

hiicrelere ve proksimal kiiboidal hiicrelere farkhlasirlar [39].

Sakkiler evre hamileligin 24. haftasinda baslar ve gec fetal doneme kadar devam eder.
Terminal sakkiiler evrede, apoptoz ve mezenkimal hiicrelerin farklilasmasinin bir sonucu
olarak, interstisyum kayda deger sekilde incelir [40, 41]. Ayrica bu evrede alveolar
epitelyal hicreler, lGzerinde sirfaktan iceren lamellar cisimler tasiyan Tip 1 eriskin
skuamoz pndémositlere ve Tip 2 salgilayici yuvarlak pnomositlere farklilasirlar. Kapillerler
de hizla biylyerek mezensim icerisindeki keselerin (sakl) etrafini sarar ve karmasik bir
ag olustururlar. Bunlara ek olarak, akciger dokusunun lenfatik agi da bu evrede gelisir.
Primer septum olarak da adlandirilan sakkdllerin kalin duvarlari, icerisinde birbirlerine
paralel cift sira kapiller agi olan konnektif doku cekirdeginin her iki tarafina siralanmis
epitelyal hiicrelerden olusur. Sakkiler evrenin sonuna dogru dogan prematiire
infantlarin fetal akcigerleri hava alisverisini saglayabilecek duruma gelir. Siirfaktan
sentezinin olgunlasmasi ve sekresyon miktari, yeni dogan bir akcigerin ¢cokmeden hava

alisverisini stirdirebilmesini belirleyen anahtar faktorlerdir [39].



Akciger gelisiminin son evresi olan alveolar evre, ge¢ fetal ddonemde baslayip ¢cocukluk
donemine kadar devam eder. Akcigerler gelisimlerini dogumdan sonra 8 yasina kadar da
sirdururler [42]. Hava alisverisini saglayacak vylzeylerin ¢ok blyik bir bolimd,
alveolarizasyonun gergeklestigi bu evrede olusur. Kho ve arkadaslarinin 2009 yilinda
yapmis oldugu genom ekspresyon profili calismalarinda, 7-22 haftalari arasinda
sonlanmis gebeliklerde, gelisen akciger transkriptomlarinin profili incelenmistir [43]. Bu
calismada, akcigerlere spesifik 3,223 genin ifadelerinin, histolojik evreler ile uyumlu bir
bicimde gegis gosterebildikleri 6nerilmistir. Ornegin, siifaktan geninin ekspresyonunun

indiiklenmesi, psddoglandiiler evrede molekiler bir dontisiimi belirlemektedir.

BPD olusma egilimi olan preterm infantlar, akciger gelisiminin ge¢ kanalikiler veya erken
sakkller evresinde dogarlar. Geg kanalikiiler evrede primitif alveoller ve alveolar kapiller
bariyer gelisir, Tip 1 ve Tip 2 pnémositler farklilagirlar [44]. Erken sakkiiler evrede ise
pulmoner vaskilerizasyon ve terminal hava yollarinin genislemesi ile birlikte strfaktan
Uretimi baslar [37, 38]. Sakkiiler evrede primitif alveoller olusmaya baslar ve buna bagh
olarak kapiller membran degismeye baslar. Bu haftalarda dogan infantlarda akcigerlerin
bu gelisimi duraklar ve sonucta alveol sayilari matiir bebeklere gére daha az olur.
GUnumuzde enflamasyon ve Ozellikle prematirite ile birlikte alveol gelisimindeki
duraklama, stirfaktan eksikligi ve gogus duvarinin olgunlasmamasi BPD’nin en énemli
etiyolojik faktorleri olarak gortilmektedirler [45-47]. Gestasyon haftasi ve dogum agirhg
dustliikce, BPD sikligi hizla ylikselmektedir. 26 haftadan 6nce dogan infantlarda BPD
orani %70’lere kadar gikabilirken, 34 haftanin izerinde dogan infantlarda bu oran %1’e

inmektedir [48].

BPD, genetik ve gevresel faktorlerin (hiperoksi, invazif mekanik ventilasyon ve sepsis)
karsilikli etkilesimi sonucunda meydana gelmektedir [49-52]. BPD’nin temelinde,
surfaktan yetersizligi olsun ya da olmasin, olgunlasmamis akciger yatar. BPD’ye
yatkinligin %50-80’inin de genetik egilime dayandigi disiinilmektedir [53, 54]. Genetik
egilimli olgunlasmamis akciger, prenatal ve postnatal enfeksiyon, hiperoksi, ventilasyon
ile indliklenmis barotravma, alveolar distansiyon (valutravma) veya atelektotravma gibi
zararh dis faktorlere maruz kaldiginda, gesitli sitokinler, kemokinler ve biylime faktorleri
sinyalleri ve enflamatuar hiicreleri iceren bir enflamasyon zincirini tetikler. Bu durum

hiicre 6lim yolaklarini aktive eder.
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Sekil 1.1 Akcigerlerin embriyonik ve fetal donemdeki gelisme evreleri [37, 38]

Gelismekte olan akcigerlerin hasar gérmesini takiben normal akciger yapisi ve tamiri de
zarar gorir [52]. Klasik BPD, sirfaktan kullanimin olmadigi zamanlarda invazif
ventilasyon yontemlerinin kullanimindan dolayi akciger hasarlarina yol agmasi sonucu
ciddi fibroproliferatif yanit ile birlikte hava yollari hasari ve alveolar biyime bozuklugu
ile karakterize edilmekteydi [55]. Sirfaktan kullanimi ile baslayan, olgunlasmamis
akcigerlere daha hassas ventilasyon tekniklerinin uygulandigi donemdeki akcigerlerin
gelisme asamasi, biliylk ve az sayida basit alveoller ile birlikte dismorfik damar diizeni ile
karakterize edilmektedir. Bu durum, “Yeni BPD”nin de tanimi olan, gelismemis
alveolarizasyon ve dizensiz vaskiilerizasyona yol agmaktadir [49, 51, 55]. BPD’nin
olusabilmesi icin, olgunlasmamis akcigerlerin bilinen bazi cevresel faktorlere uzun sireli
olarak maruz kalmasi ve sonugta kalici bir enflamasyona sebep olmasi gerekir [44]. Erken
enflamatuar tepkinin belirtegleri (hicreler, sitokinler), zararh g¢evresel faktorlere uzun
sire maruz kalindiktan sonra saptanamasalar da enflamatuar siirecin ve immun yanitin
sinyal vyollarinin baslangic basamaklari sonunda BPD’li akcigerlerin yapi ve

fonksiyonunda kalici hasarlara yol agmaktadir [44].



1.1.4 Bronkopulmoner Displazi ile iliskili Kalitsal Faktorlere Yaklasimlar

BPD’nin kalitsal kdkeni ile ilgili arayis, bazi faktorler sebebiyle zamanla karmasik bir hal
almistir. Bu faktorlerden biri, Northway ve arkadaslarinin daha 6nce de belirtilmis
oldugu Uzere, 1967 yilinda ilk BPD tanimini yapmalarindan [2] bu yana BPD teshis
kriterleri pek cok defa degismistir. BPD tanimi 1979’da Tooley tarafindan, 30 glinliik
infantlarda akciger parankiminde su radyolojik bozukluklardan en az birini tasimak

olarak yeniden tanimlanmistir:

1) <60 torr oda havasi solurken arterial kanda O tansiyonu;
2) Arterial kanda 45 torr’dan fazla CO; tansiyonu; ve/veya
3) 02 bagimlihgi (0.21'den fazla FiO; ihtiyaci) [56].

1988 vyilinda ise Shennan, gebelik sliresi azaldik¢a, 28. gilinde oksijen ihtiyacinin
Olgllmesinin giderek daha anlamsiz oldugunu goézlemlemis ve gebelik siresine hig
aldirmadan, dizeltilmis postnatal 36. haftadaki (Sekil 1.2) oksijen gereksiniminin
Olctlmesinin olasi akciger bozukluklarini tahmin edebilmek igin daha iyi bir yontem

olacagini rapor etmistir [57].
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Sekil 1.2 Perinatal dénemde yas terminolojisi [57, 58]

Ancak tiim bu tanimlamalardaki en biylik sorun farkh hekimler tarafindan pek cok farkl
oksijen gereksinimi kriterlerinin kullaniliyor olmasidir. Daha dnce de bahsedilmis oldugu
Gzere, 2001 yilinda NICHD, NIH ve ORD’nin yapmis oldugu BPD siniflandirmasindan
hemen sonra 2003 yilinda Walsh ve arkadaslari [58], 36 haftalik dizeltiimis yasta
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standardize oksijen satirasyonunun izlenmesi ile BPD’nin fizyolojik tanimini yaparak
daha glvenilir bir BPD teshis yontemi gelistirmislerdir. Ginimizde 2001 ve 2003
yillarinda yapilmis olan bu iki BPD tanimi kullanilmaktadir. Zaman igerisinde BPD ile ilgili
birden fazla tanimin evrildigi ve glinimizde BPD gelisen infantlarin (genellikle 22-26
haftalik dogan), 1970’lerde (30-34 haftalik) ve 1990’larda (26-30 haftalik) en yiiksek BPD
riski gorulen infantlardan ¢ok daha prematiire oldugu gergegi gz 6niine alindiginda,
1970 veya 1980’lerde BPD olarak tanimlanan infantlarin giiniimizde BPD teshisi konan
infantlardan ¢ok farkli olduklari rahatlikla séylenebilir [59]. Teknolojinin ilerlemesi ile
birlikte, siddetli akciger hastaliklari ve BPD gelismesine ragmen preterm infantlarin
hayatta kalma oranlari artmis ve genetik arastirmalari ucuzlamis ve hizlanmistir; bu
sebeplerden dolayi BPD egilimine katkida bulunan genetik faktorler son yillarda pek ¢ok

arastirmanin konusu olmustur [59].

Literatlrde BPD riskine etki eden genetik faktorler arastirildiginda, ikiz calismalari, ailesel
birikim, genom capinda iliskilendirme calismalari (genome wide association studies,
GWAS) ve hedef genlerde tek nukleotid polimorfizmleri (single nucleotide

polymorphism, SNP) gibi farkl yaklasimlar ile karsilasilir.
1.1.4.1  ikiz Calhismalari

Kompleks insan hastaliklarinda genetik faktorler ile gevresel etiyolojilerin birbirleri ile
karsilastirilabilmesi igin ikiz ¢alismalari ¢ok 6nemlidir. Bu ¢alismalarin temelinde,
monozigotik ikizlerin genetik bilginin %100’lini ortak olarak tasimasi, dizigotik ikizlerin
genetik bilginin %50’sini ortak olarak tasimasi ve her ikisinin de ortak intrauterin gevreye
maruz kalmalari yatar. Boylece eger hastalik, monozigotik ikizlerde dizigotik ikizlere gére
daha fazla gozlemleniyorsa, hastaligin etiyolojisi altinda genetik bilesenlerin yattig
sonucuna varmak mantikhdir [60]. Ancak DNA dizisindeki degisikliklerden farkh
mekanizmalardan dolayi da genetik ekspresyonda kalitsal farkliliklarin olusabilecegi de
goz 6nlinde tutulmalidir. Tam olarak bu konu ile ilgilenen epigenetikgiler, daha 6nceleri
tim epigenetik sinyallerin zigot olusumu esnasinda silindigini dislintyorlardi, ancak
yakin zamanda yapilan calismalarda epigenetik modifikasyonlarin ebeveynlerden fetiise

gecebildigine dair kanitlar rapor edilmektedir [61].

BPD’ye olan genetik yatkinlik Gzerine ikizler ile yapilan c¢alismalar Parker ve
arkadaslarinin 1996’da yapmis olduklari calisma [62] ile baslamistir. BPD'yi, postnatal 28.
9



ginde oksijen ihtiyaci olarak tanimlayan Parker ve arkadaslari, 1500 gramdan duguk
agirhkta dogan ikizler izerinde yapmis olduklari ¢alismada, eger ilk dogan ikizde BPD
gozlemleniyorsa, ikinci ikizde de BPD gozlemlenme riski olasiligini %12,3 olarak
hesaplamislardir. Bu durum her ne kadar genetik faktorlerin mevcut oldugunu 6nerse
de arastirmada zigotluk belirlenmedigi icin ortak cevresel risk faktorleri goz ardi
edilememis ve Ornek sayisi da az oldugu igin ayni cinsiyetteki ikiz ciftler ile farkl
cinsiyette ikiz giftler arasinda herhangi bir uyum gézlemlenememistir. Ancak bu galisma,
BPD’nin altinda genetik bir etiyoloji oldugunu Onererek gelecekte yapilacak calismalar
icin 6nemli bir kap1 agmistir. Parker ve arkadaslarinin ¢alismasini takiben Bhandari ve
arkadaslari 2006 yilinda [53] BPD’ye olan ailesel ve genetik egilimleri arastirmak igin
1994-2004 yillari arasinda, 32 haftadan énce dogmus, 192 ikiz ¢ift Gzerinde ¢ok merkezli
bir retrospektif calisma gerceklestirmislerdir. Genetik ve ortak cevresel faktorler goz
onlne alindiginda bu ikiz calismalarindan elde edilen veriler BPD’ye yatkinlkta %65,2
(%95 Cl: %53-79, p<0.001) dagilim gostermistir. Genetik bilesen, monozigotik ve
dizigotik ikizler arasindaki korelasyondan tahmin edilmeye c¢alisiilmis ve monozigotik
ikizler arasinda gozlenen korelasyon, beklenenin anlamli bir sekilde lzerinde olmus;
BPD’ye yatkinhgin dagiiminda genetik faktorlerin %53 (%95 Cl: %16-89, p=0.004)
oraninda sayilabilecegi rapor edilmistir [53]. Bunu takiben 2008 yilinda bir baska
calismada Lavoie ve arkadaslari da [54] 1993-2006 vyillari arasinda, 30 haftadan 6nce
dogmus 318 Kanada’ll ikiz ¢ift tzerinde BPD’nin kalitimini degerlendirmis ve BPD
yatkinhgr dagiliminda genetik etkinin %79 gibi yliksek oranlarda oldugunu rapor
etmislerdir. Bu (g ikiz galismalari birlikte ele alindiginda BPD’ye olan yatkinlikta genetik

faktorlerin ¢ok 6nemli rol oynadigi gérilmektedir.
1.1.4.2 Ailesel Birikim (Drift) Calismalari

Bazi ailelerde digerlerine gore daha fazla gorilen hastaliklarin altinda genellikle genetik
bir etiyoloji oldugundan sliphe edilmektedir, ancak bir hastaligin bir ailede daha sik
gorilmesi yalnizca genetik bir etiyolojiden degil, yasam tarzi ve cevresel faktorlerinde
kalitimindan o6tiri gerceklesebilir. Dolayisiyla ailesel calismalarda, bu tip cesitli kalitsal
elementlerin ayirt edilmesi gerekir. Genom icerisinde birbirlerinden uzakta
konumlanmis genetik belirtecler, 2’den fazla aile bireyinin hastaligin fenotipinden

etkilendigi durumlarda, tim aile bireylerinin genotipi degerlendirilir. Spesifik bir
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genotipin ailenin tamaminda gorildigu durumlarda bile, iliskili oldugu fenotip aile iginde

degiskenlik gosterebilir (ekspresivite) [60].

Bu kapsamda Pavlovic ve arkadaslarinin [63] 2006 yilinda yapmis olduklari bir ailesel
birikim ¢alismasinda, 60 farkh aileden, 30 haftadan 6nce dogmus, hafif BPD (n=52,
postnatal 28. giinde oksijen destegi) ve orta-agir BPD (n=19, postmenstriel 36. haftada
oksijen destegi) hastalari Gzerinde, stirfaktan tretimiile iliskili 5 farkli gende allelik gegisi
arastirmiglardir. Arastirma sonucunda, siirfaktan ile iliskili protein B (SP-B), SP-B ile iliskili
mikrosatellit belirtecler ve SP-A, SP-D ve SP-B haplotipleri arasinda bir baglanti oldugunu
rapor etmislerdir. Ozellikle SP-B’nin 5’UTR (translasyonu yapilmayan bélge, untranslated
region) bolgesindeki B-18 lokusunun (A/C) orta-agir BPD ile iliskisi oldugu, bu lokustaki
C allelinin beklenenden vyaklasik 3,5 kat fazla iletildiginin (p=0,02) olgilmesi ile
gosterilmistir. Haplotip analizleri, SP-B i¢in 10 BPD’ye duyarhlik ve 1 koruyucu haplotipi
oldugunu gostermistir [63]. Ancak bu sonuglarin yorumlari, yalnizca arastirma grubu
icerisindeki 19 orta-agir BPD vakasi Uzerinden yapilmistir. Ayrica bu yorumlar yalnizca
prenatal steroid, postnatal steroid ve slirfaktan kullanimina gére yapilmis ve dogum
haftasi, dogum agirligi gibi BPD ile gligli bir sekilde iliskili degisken faktorler goz 6nline

alinmamustir [60].
1.1.4.3 Genom Capinda iliskilendirme Calismalari

Genom capinda iliskilendirme calismalarinda milyonlarca SNP’nin frekans farkliliklari,
belirli bir hastalik fenotipini tasiyan populasyonlar ile uygun kontrol populasyonlari
(hastalik fenotipini tasimayan) arasinda karsilastirilmaktadirlar. Bazi modern analiz
platformlari 5 milyona kadar SNP’nin frekans farkliliklarini tayin edebilmektedir. Bu tip
arastirmalar, tim genom icindeki ortak varyasyonlarin arastirilmasina olanak
saglamaktadir. Yalnizca ekzonlari degil, tim genomu degerlendirebilmenin 6nemi, 2012
yiinda Bernstein ve arkadaslarinin gerceklestirmis oldugu ENCODE projesinde [64],
insan genomunun c¢ogunun “junk DNA” oluguna dair genel gorisiin aksine insan
genomunun %80’inin ¢esitli biyokimyasal fonksiyonlar ile iliskili elementler icerdigi
gosterilerek aciga cikarilmistir. Son on vyilda gerceklestirilen insan genomu dizileme

calismalari gesitli genomik varyasyonlarin kesfi icin bir temel hazirlamistir [60].

Hadchouel ve arkadaslari, 2002-2009 yillari arasinda Fransa’da 28 haftadan 6nce dogan
418 Kafkas (beyaz irk)-Fransiz ve Afrikali-Fransiz prematiire infant tGzerinde bir GWA
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calismasi yapmistir [65]. Hastalarin etnik kokenleri ailelerinin cografi kokenine gore
belirlenmistir. BPD tanisi, postmenstriiel 36. haftada oksijen destegi ihtiyacinin [27]
degerlendirilmesi ile konmus ve %22 oraninda BPD vakasi oldugu gozlemlenmistir.
Arastirmacilar bazi hastalar (43 BPD hastasi ve 162 kontrol) ile bir GWA ¢alismasi yapmis
ve SPOCK2 genindeki rs124556 SNP’sinin BPD ile iliskili oldugunu (p= 1,66 x 1077) rapor
etmislerdir. Sonuglar farkli bir benzer ¢alismadaki 213 Finlandiyall prematiire infant ile
karsilastirildiginda da %26 gibi yakin bir BPD vakasi orani gozlemlenmistir. Sonug olarak,
SPOCK2 geninin rs124556 SNP’sinin C allelinin hem Kafkas-Fransiz hastalarda (OR=3.0
(1.4-6.4)) hem de Afrikah-Fransiz hastalarda (OR=5.0 (1.9-12.6)) orta-agir BPD ile iliskili
oldugunu rapor etmisler ve daha sonra SPOCK2 bélgesinin haritalandirma ¢alismalarinda
da CC genotipi riskini dogrulamislardir. Ayni arastirma grubunun si¢anlar lzerinde
yaptiklari arastirmalarda SPOCK2 genini kodlayan mRNA’larin seviyelerinin alveolar
gelisim donemlerinde arttigi ve hiperoksi ortamda fibroblast ve epitelyal hiicrelerde
mRNA dizeyinde eksprese edildigi gozlemlenmistir [65]. BPD ile iliskili biyolojik dnemi
oldugu distnulen SPOCK2 geni Uzerindeki iki SNP (rs1245560 ve rs1049269), bu tez

calismasinda da Tirk populasyonu lizerinde arastirilan 45 SNP arasindadir.

BPD insidansi ile polimorfizmlerin iliskisinin arastirildigi en giincel genom c¢apinda
iliskilendirme ¢alismasi ise Mahlman ve ark. [66] 2017 yilinda gerceklestirmis olduklari
calisma olmustur. Finlandiya’da yapilan bu arastirmada replikasyon calismalari ile
birlikte toplam 319 BPD hastasi ve 798 saglikli Fin kokenli preterm infantta 276,306 SNP
bolgesi calisilmistir. Bu calismada, literatiirde daha 6nce BPD ile iliskisi rapor edilen
polimorfizmlerin hig biri anlamli bir sonu¢ vermemis olsa da yalnizca CRP geni lizerindeki
rs11265269 polimorfizmi anlaml olmaya en yakin sonucu vererek BPD igin bir risk

faktori olarak 6nerilmistir.
1.1.4.4 Hedef Gen SNP Calismalari

Hedef genlerin veya yolaklarin arastirmak lizere belirlenebilmesi icin gereken bilgi,
deneysel modeller (hiicreler ve hayvanlar) lGzerinde yapilan ¢alismalardan veya onceki
insan calismalarinin degerlendirilmesi ile elde edilebilir. Benzer sekilde literatiirde
bulunan, BPD’de de gozlemlenen akciger gelisim bozukluklari gibi yapisal degisiklikler ile
belirli genlerin veya kodladiklari proteinlerin nasil bir fonksiyonel iliski icinde olduklarina

dair biyolojik temelli teoriler temel alinarak, anlaml bir iliski bulabilme ihtimali yiksek
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hedef genler ve yolaklar belirlenebilir. Literatirdeki pek ¢ok ¢alismada, akut ve kronik
BPD’den sorumlu oldugu disinilen potansiyel patofizyolojik yolaklar veya molekiiller
belirlenmistir. Arastirmacilar buna gore, BPD gelisme riski ile hedef genlerdeki spesifik

dizi degisiklikleri (SNP) arasindaki iliskiyi degerlendirmektedirler.

Rykman ve arkadaslari [67] A.B.D.”de yasayan Kafkas kdkenli infantlar Gizerinde yapmis
olduklari arastirmada, daha onceden rapor edilen, BPD riski artisi ile iliskilendirilmis 8
gen ile ilgili degerlendirmeler yapmislardir. Arastirilan bu 8 gen, sirfaktan proteinleri
(SFTPA2, SFTPB, SFTPC, SFTPD), tiimor nekroz faktort (TNF), interferon gamma (IFNG),
anjiyotensin donustlricli enzim (ACE) ve mannoza baglanan lektin (MBL2), 2000-2009
yillari arasinda, 32 haftadan 6nce dogmus ve 36. gebelik haftasinda oksijen destegine
ihtiya¢c olmasi semptomu ile BPD teshisi konmus 134 infant ile BPD olmayan 255 infant
kontrol grubu karsilastirilarak arastirilmistir. Ozellikle kodlayan bdlgedeki ve promotor
bolgedeki SNP’lere odaklanan ¢alismada toplam 34 SNP arastirilmis ancak ACE genindeki
SNP harig higbir SNP’de istatiksel esige ulasilamamistir. Rykman ve arkadaslarinin bu
calismasinda yalnizca ACE genindeki rs8066114 SNP’si artan BPD riski ile
iliskilendirilmistir (OR=4.3 (1.3-14.3)). Bu tez ¢alismasinda da BPD ile iliskisi oldugu
dislintlen ve Tirk toplumunda arastirilan 45 SNP arasinda IFNG, TNF ve MBL2 genleri

Uzerindeki bazi SNP’ler de bulunmaktadir.

Makrofajlar ve diger hiicreler tarafindan uretilen bir sitokin ve kazanilmis veya kalitsal
immin tepkinin 6nemli bir diizenleyicisi olan interlokin-18 (IL-18)’in de BPD ile iliskisi
Uzerine yakin zamanda iki ayri ¢alisma gergeklestirilmistir. Bunlardan biri, Floros ve
arkadaslarinin [68] 2012 yilinda gercgeklestirdigi yiksek 6rnek sayili bir arastirmadir ve
A.B.D."de 1989-2008 yillari arasinda 35 haftadan 6énce dogmus 1091 Kafkas ve Afrikah-
Amerikali infantin 601 geni lizerindeki toplam 6324 SNP bdlgesi arastirilmistir. Segilen
genler, daha onceki calismalardan immin yanit, enflamasyon, doku tamiri veya akciger
hastaliklari gelistirme ihtimalinde roli oldugu duslinUldGgl icin secilmislerdir. Bu
calismada postnatal 28. giinde oksijen destegine ihtiya¢ duyan infantlara BPD teshisi
konulmus, yani hafif orta ve agir BPD hastalarinin tamami dahil edilmistir, ancak daha
once de bahsedildigi gibi orta ve agir BPD’nin kalitsal aktarimi ile ilgili calismalar olsa da
hafif BPD’nin kalitimi ile ilgili herhangi bir bilgi rapor edilmemistir [54]. Floros ve

arkadaslarinin bu calismasinda, BPD ile iliskisi arastirilan SNP’ler arasindan yalnizca
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rs3771150 (IL-18RAP) ve rs3771171 (IL-18R1) SNP’leri, Afrikali-Amerikali hafif/orta/agir
BPD hastalari (n=17) ile BPD hastasi olmayan kontrol Afrikali-Amerikalilar (n=98; q<0.05)
ile karsilastirildiginda anlamh sonug gostermistir. C ve T allelleri olan rs3771150
SNP’sinde T alleli i¢in BPD risk orani 5.7 (2.5-13.2) olarak; A ve G allelleri olan rs3771171
SNP’sinde G alleli i¢in BPD ile iliski orani 5.9 (2.4-13.9) olarak rapor edilmistir. Ancak bu
SNP’lerin BPD ile iliskisine hafif/orta/agir BPD hastasi Kafkas-Amerikali infantlarda
rastlanmamistir. Floros ve arkadaslarinin [68] Kafkas ve Afrikali-Amerikal infantlarda
arastirdigt bu iki SNP (rs3771150, rs3771171) de bu tez ¢alismasinda Tirk

populasyonunda degerlendirilecek 45 SNP arasindadir.

IL-8 geni Uzerindeki SNP’ler ile BPD’nin iligkisi tGizerine bir diger ¢alisma da Krueger ve
arkadaslari [69] tarafindan, Almanya’da 32 haftadan énce dogan ve postmentriiel 36.
haftada oksijen destegi ihtiyaci duyan 228 infant lizerinde gerceklestirilmistir. IL-8 geni
Uzerindeki 6 farkli SNP genotiplenmis ve sonug olarak bu SNP’ler ile BPD arasinda bir
iliski bulunamamis, ancak preterm dogumlar arasinda kuvvetli bir iliski bulunmustur

(p<0.001).

Yine Almanya’da gergeklestirilen bir diger ¢alismada [70] 1996-2005 yillari arasinda 29
haftadan 6nce dogan 155 preterm infanttan (108’i hafif BPD veya BPD yok, 47’si
orta/agir BPD) toplanan DNA o6rneklerinde 16 farkl gende 37 SNP genotiplenmistir. Bu
genler, surfaktan, biylime faktord, vaskiiler aktivite, enflamasyon ve bagisiklik aktivitesi
ile ilgili IL-8, SFTPC, SFPTD, TNFa, TNFB, IL-4, IL-13, vaskiler endotelyal bliyiime faktori
(VEGF), donustirici bayime faktori beta (TGFB), TGFa, IL-10, SELE, bag doku biylime
faktord (CTGF), hiicreler arasi adhezyon molekilia (ICAM), IL-8 ve toll benzeri reseptor
10 (TLR10) genleri olmustur. Coklu karsilagstirmalarda BPD ile iliski kurulabilen yalnizca 3
gendeki SNP’ler olmustur. istatiksel olarak anlamli bulunan bu 3 SNP’den (rs1799724,
rs699947 ve rs11096955), VEGFA (zerindeki rs699947 SNP’si bu tez calismasinda da

Tirk populasyonu lzerinde arastirilacak SNP’ler arasindadir.

Sitokin genleri Gzerindeki polimorfizmlerin BPD ile iliskisini arastiran bir diger arastirma
2018 yilinda Chen ve ark. tarafindan gerceklestirilmistir [71]. IL-18, IL-10, IL-6, TNF ve
TGFB1 genleri Uzerindeki 14 farkh polimorfizmin Cin populasyonu (Han) Uzerinde
arastirildigi bu calismada, TNF geni UGzerindeki rs361525 polimorfizminin Cin-Han

populasyonu icin BPD riski olusturabilecegi 6nerilmistir.
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Bir baska hedef gen SNP calismasinda Guisti ve arkadaslari [72] italya’da 2004-2008
yillari arasinda, 28 haftadan 6nce dogmus prematiire 152 infant lzerinde arastirma
yapmislardir. 152 prematire infanttan 43’Gnde (%28) BPD gelismis (postmentriel 36.
haftada oksijen destegi ihtiyaci), 108’inde ise BPD gbdzlemlenmemis ve kontrol grubu
olarak ele alinmistir. Oksidan stresi ile iliskili fonksiyonu oldugu farkli calismalarda
gosterilmis 4 hedef gen Uzerindeki toplam 10 SNP’yi incelemislerdir: SOD1 (rs17880135
ve rs204732), SOD2 (rs4880 ve rs5746136), SOD3 (rs8192287, rs2536512 ve rs1700895)
ve CAT (rs1001179, rs1049982 ve rs769217). Arastirma sonucunda SOD3 genindeki
rs2536512 SNP’sinin BPD riskinin diismesi ile iliskisi oldugundan bahsedilmistir (OR=0.49
(0.21-1.1)). Bununla birlikte SOD2 (rs4880 ve rs5746136) ve SOD3 (rs8192287,
rs2536512 ve rs1700895) haplotiplerinin de BPD ile istatiksel olarak anlaml bir iligki
icerisinde oldugu rapor edilmistir. Ancak incelenen 10 SNP’de de BPD ile anlamli bir iligki
kuracak “p” degerine ulasilamamis, stperoksit dismutazlarin oksidan stresine karsi
korumada 6nemli rolleri oldugu not edilmistir. Bu c¢alismada arastirilan SOD1
(rs17880135, rs204732), SOD2 (rs5746136), SOD3 (rs8192287, rs2536512) ve CAT
(rs1001179, rs1049982, rs769217) genleri Uzerindeki polimorfizmler, bu tez

calismasinda da Tirk populasyonu tizerinde arastirilmis 45 SNP arasindadir.

VLBW infantlarda BPD’ye yatkinlik ve siddeti ile iliskisi arastirilan SNP’ler ile ilgili bir diger
calisma, 9 fonksiyonel toll benzeri reseptorde (TLR2, TLR4, TLR5, TLR9, IRAK1, TIRAP,
NFKB1 ve NFKBIA) bulunan SNP’ler lzerine, Sampath ve arkadaslari tarafindan
gerceklestirilmistir [73]. Bu calismada 2006-2009 yillari arasinda A.B.D.’de dogmus, orta
(n=66) ve agir (n=32) BPD hastalari, 214 saghkli VLBW infant ile karsilastiriimistir. Calisma
sonucunda, BPD’ye yatkinlik ile disik dogum agirhgi, erkek cinsiyet, erken dogum,
ventilasyon kullanimi ve ge¢ baslayan sepsis ile iliski kurulmus ve bununla birlikte,
yalnizca TLR5 geni lizerinde bir stop kodonunu kodlayan rs5744168 (TLR5 1174 C>T)
SNP’sinin BPD ile OR=2.6 (1.1-6.0), agir BPD ile OR=3.8 (1.5-9.9) ve Kafkas kdkenli
infantlarda BPD ile OR=3.6 (1.3-10.1) oraninda iliskili oldugu go6sterilmistir. TLR4
genindeki rs4986790 ve rs4986791 polimorfizmleri Lavoie ve arkadaslari [74] tarafindan
da 2006-2008 yillari arasinda, Kanada’da 30 haftadan 6nce dogan 269 infant (%65’
Kafkas kokenli, %38’i orta-agir BPD) lizerinde arastiriimis ve rs4986790 polimorfizminin

heterozigot genotipinin BPD hastasi olmayan infantlarda anlamh sekilde daha az
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goraldugi rapor edilmistir. Ancak bu sonug, hem Finlandiya’da dogan 434 prematiire
(%15’i orta-agir BPD hastasi) infant lizerinde tekrarlandiginda hem de daha 6nce de

bahsedilen Sampath ve arkadaslarinin [73] ¢alismasi sonuglari ile 6rtismemistir.

Prencipe ve arkadaslari [75] ise 24-34 haftalik dogan ve solunum gli¢ligl sendromu
(respiratory distress syndrome, RDS) gozlemlenen 103 Kafkas-italyan infant (25’inde
BPD gelismis) lzerinde makrofaj migrasyon inhibitor faktor (MIF) geni Uzerindeki
rs755622 (-173 G/C) polimorfizmi ile BPD iliskisini arastirmislardir. C alleli GG genotipi ile
karsilastirildiginda OR=0.20 (0.04-0.9) oldugu ve BPD hastalarinda sagliklilara gére daha
az gozlemlendigi rapor edilse de o6rnek sayisinin az oldugu g6z Oninde
bulundurulmalidir. Immiin yanit, anjiyogenezi destekleme, VEGF indiikleme ve hipoksi
ortamda upregiile olma 6zellikleri olan MIG geninde bulunan rs755622 polimorfizmi, bu

tez calismasinda da Tirk populasyonu lizerinde arastirilan 45 SNP arasina girmistir.

BPD ile iliskili SNP arastirmalarindan bir digeri de 2003-2006 yillari arasinda, Polonya’da
24-32 haftalik, 1500 gramdan disik agirhkta dogan 181 Kafkas kokenli infant (%58’i
hafif, %3’U orta ve %37’si agir BPD) lzerinde, Kwinta ve arkadaslari [76] tarafindan
gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada VEGF, TGFB1, 5,10- Metilentetrahidrofolat rediktaz
(MTHFR) ve insilin benzeri blyume faktéri 1 (IGF-1) genlerinde polimorfizmler
degerlendirilmistir. Arastirma sonucunda polimorfik VEGF alleli -460T’nin BPD hastasi
grupta yuksek ifade edildigi, T allelini tasiyan infantlarda BPD riskinin %9 (%95 Cl: %2—
14) oraninda arttigi ve CC genotipini (-460C) tasiyan infantlarda ise BPD riskinin OR=0.20
(0.05-0.85) oraninda azaldigi rapor edilmistir. Arastirmacilar, VEGF -460CC
homozigotlarinin -460TT veya -460TC genotipini tasiyan infantlardan daha distk risk
tasimalarini, -460 polimorfizminin VEGF’in promotor aktivitesini arttirmasi ile
actklamiglardir.  Arastirdiklari  diger genlerde herhangi bir allelik frekansa
rastlamamislardir. VEGF polimorfizmleri ile BPD iliskisi ile ilgili bir baska ¢alisma da
Mailaparambil ve arkadaslari [77] tarafindan 1996-2007 yillari arasinda Almanya’da
dogan preterm infantlar tzerinde yapilmis ve rs699947 SNP’sinin BPD ile iliskili oldugu
(p = 0,0138) rapor edilmistir. Bu polimorfizm, tez calismamizda Tirk populasyonu

Uzerinde de incelenen polimorfizmler arasindadir.

Matriks metalloproteinaz  (MMP) polimorfizmlerinin calisildigi Hadchouel ve

arkadaslarinin calismasinda [78], Fransa’da 28 haftadan dnce dogmus 284 infantin (45’i
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BPD hastasi) MMP2, MMP14 ve MMP16 genlerindeki 9 SNP arastiriimistir. Arastirmanin
sonucunda, hem MMP16 C/T (rs2664352) hem de MMP16 A/G (rs2664349)
polimorfizmlerinin BPD riskinin diismesi ile iliskili oldugu rapor edilmistir. Bununla
birlikte, MM16 mRNA’sinin ekspresyonunun intralterin akciger gelisimi sirasinda ve
alveolarizasyonu durdurulmus modellerde diistligl de not edilmistir. Her iki polimorfizm

de bu tez galismasinda Tirk populasyonunda degerlendirilen SNP’ler arasindadir.

BPD’ye yatkinlik ile iligkisi iki farkli ¢alismada arastiriimis bir diger gen olan mannoz
baglayan lektin (MBL), bagisiklik sisteminde rol alir ve bir psédogen (MBL1), bir de
fonksiyonel gen (MBL2) mevcuttur. Bu arastirmalardan biri Almanya’da Hilgendorff ve
arkadaslari [79] tarafindan, 32 haftadan 6nce dogmus Kafkas-Alman 284 infant (1'i hafif,
32’si orta-agir BPD) lizerinde yapilmistir. Arastirmacilar MBL2 geni kodlayan bolgede 3
SNP (rs5030737 (kodon 52), rs1800450 (kodon 54) ve rs1800451 (kodon 57)) ve
promotor bolgesindeki bir SNP (rs7096206) Uzerine yogunlasmislardir. Calisma
sonucunda, postmenstriiel 36. haftada BPD gelisimi ile rs1800450 ve rs7096206
polimorfizmleri arasinda anlamh bir iliski oldugunu rapor etmislerdir. Kodon 54’te
bulunan rs1800450 polimorfizminin A allelini tasiyanlarda G allelini tasiyanlara gore
daha yliksek BPD vyatkinhgl oldugu ve promotor bolgede bulunan rs7096206
polimorfizminde de C allelini tasiyanlarda G alleli tasiyanlara gére daha yliksek BPD riski
oldugu gézlemlenmistir. italya’da Capoluongo ve arkadaslarinin gerceklestirdigi bir diger
calismada [80] 24-36 hafta arasi dogmus 75 Kafkas kdkenli italyan infant (izerinde, MBL2
geninin rs11003125 polimorfizmi arastiriimis ve -550 G>C polimorfizminin BPD riskinin
dismesi ile iliskili oldugu gosterilmistir (p=0,02). Ancak bu calismadaki 13 BPD hasta
sayisi, hastalik riski ile ilgili yorum yapabilmek icin yeterli sayilmayabilir. italya’daki bu
arastirmada incelenen rs11003125 SNP’si ve Almanya’da BPD ile iliskisi arastirilan
rs7096206 SNP’si, bu tezde daha fazla ornek sayisi ile Tirk populasyonu lizerinde

arastirilan polimorfizmlerden ikisidir.

BPD ile iliskisi arastirilan bir diger gen de farkli calismalarda kanser, enfeksiy6z ve
enflamatuar hastaliklar ile iliskilendirilen NFKBIA genidir. NFKBIA’'nin promotor
varyantlarinin bagisikhik yanitini dizenledigi dislntlmektedir. Salman ve arkadaslari
[81] bir in vitro calismalarinda, NFKBIA promotor bolgesindeki rs3138053, rs2233406 ve

rs2233409 polimorfizmlerinin, agir BPD ile iliskili oldugu ve prematiire dogum ile iliskili
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olmadiklari sonucuna varmiglardir. Bu galismada arastirilan {i¢ polimorfizmde yine bu tez

calismasinda Tiirk populasyonu (izerinde arastirilan polimorfizmlerdendir.

Faktor VII polimorfizmleri de BPD’ile iligkisi arastirilmis genler arasindadir. Hartel ve
arkadaslari [82], 2000-2005 yillari arasinda iki farkli Alman merkezinde yurutilen
calismanin sonuglarini birlestirerek 765 VLBW infanti (120’si BPD) genotiplemislerdir.
Sonug olarak Faktor VII-323 del/ins polimorfizminin diisik BPD riski ile iliskili oldugunu
(p=0,01) rapor etmislerdir.

1.1.4.5 Tiirk Populasyonunda Gergeklestirilmis BPD ile iliskili SNP Calismalari

Literatlirde Tirk populasyonu tizerinde BPD ile iliskili polimorfimzlerin arastirildigi bir
calisma olan Atag ve arkadaslarinin [83] 2010 arastirmasinda da Faktor VII'nin yani sira
Faktor XlIll ve TGFB genleri de arastiriimistir. BPD teshisi, postnatal 28. glinde veya
postmentriiel 36. haftada oksijen destegi ihtiyaci olarak tanimlanmis ve arastirma
grubundaki 37 haftadan 6nce dogmus infantlarin 42’sine hafif-orta, 56’sina agir BPD
tanisi konmus, kontrol grubu olarak da 94 infant arastirmaya dahil edilmistir. Ancak
kontrol grubundaki infantlarin dogum zamanlarinin ve agirliklarinin deney grubundan
farklihk gosterdigini not etmek gerekmektedir. Hasta ve kontrol grubu arasinda
karsilastirilan FXIIl Val34Leu, FVII -323 del/ins ve TGFB1 (915G=T) polimorfizmlerinin
hicbirinde hasta ve kontroller arasinda anlamli bir korelasyona rastlanmamistir. Hartel
ve arkadaslarinin yapmis olduklar ¢alismada [82] FVII -323 del/ins polimorfizminin
disiik BPD riskiyle iliskilendirilmesi ile ¢elisen bu sonuglarin sebebi, kontrol ve hasta
grubunun benzer olmamalari, hafif-orta sinif BPD hasta sayisinin fazla olmasi, bazi gec
dogumlarin ve yiksek dogum agirlikli infantlarin arastirma grubuna eklenmis olmasi ile

aciklanabilir.

2010 yilinda gergeklestirilen bir diger calismada ince ve ark. PAI-1 ve AVE genlerindeki
iki polimorfizmi, 98 BPD hastasi ve 94 kontrolde PCR tabanl olarak genotiplemis ancak

Tirk populasyonunda BPD insidansi ile herhangi bir iliski kuramamislardir [84].

Yine 2010 yilinda Ege Universitesinde Kéroglu ve arkadaslarinin yapmis olduklari
calismada, toplam 99 preterm infantta MBL2 geni lzerinde bulunan rs1800450 (kodon
54) ve rs1800451 (kodon 57) polimorfizmleri genotiplenmistir. Bu calismada da Tirk

populasyonunda MBL2 geni Uzerindeki polimorfizmler ile BPD insidansi arasinda
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herhangi bir korelasyonun gézlemlenmedigi rapor edilmistir [85]. Ancak bu galismanin
sonuglarina karsin, Cakmak ve arkadaslarinin 2012 yilinda gergeklestirdigi bir ¢calismada
[86] MBL2 geni Uzerindeki ayni polimorfizm ve IL1-RN polimorfizmleri, BPD teshisi
konmus 71 preterm infant ve kontrol grubunda genotiplendiginde BPD gelisimi ve
neonatal sepsis ile yakin bir iliski oldugu rapor edilmistir. Bu ¢alismaya gére hem MBL2
hem de IL1-RN polimorfizmlerinin minér allelleri BPD gelisimi icin risk alleleri olarak
belirlenmistir (sirasiyla, OR, 23.8, 95%Cl: 2.8-200.6, p<0,009; OR, 0.066; 95%Cl: 0.02-0.2,
p<0,001) [86].

2014 yilinda ise Koroglu ve arkadaslarinin gergeklestirdigi bir diger calismada BPD
insidansi ile VDR geni lizerindeki Fok I, Bsm |, Apa | ve Taq | polimorfizmleri arasindaki
iliskiyi arastirmislardir. Bu ¢alismaya 47 BPD hastasi ve 62 saglikli preterm infant dahil
edilmis ve VDR Fok 1 polimorfizminin artan BPD insidansi ile iliskili oldugunu rapor

etmislerdir (OR = 4.11, 95% Cl = 1.08-15.68, P = 0.038) [87].

Tirk populasyonunda BPD ile iliskisi arastirilan son polimorfizm galismasi ise 2015 yilinda
Pehlevan ve arkadaslarinin yapmis olduklari ¢alisma olmustur. Bu ¢alismada, 160
preterm infantta Gc globilin geni lizerindeki rs4588 ve rs7041 polimorfizmleri PCR DNA
dizileme yontemi ile genotiplenmis ve Gc2 varyantinin BPD’ye karsi koruyucu bir iligkisi

oldugunu rapor etmislerdir [88].

Ozetle 2006’dan bu yana literatiirde yayinlanan polimorfizm calismalari genellikle
benzer karakteristikler gostermektedirler. Calismalarin ¢cogunda 100’den az sayida BPD
hastasi dahil edilmistir. BPD siniflandirma kriterleri bazi galismalarda degiskenlik
gostermistir. Pek ¢ok calismada BPD hastasi infantlar, kendileri gibi preterm infantlar ile
karsilastirilmak yerine zamaninda veya ge¢ dogan infantlarla, hatta bazi durumlarda
yetiskinler ile karsilastiriimislardir. Bu tip ¢alismalarda bulunan iliskiler, BPD’den ¢ok
prematirite ile ilgili katki saglayabilir. Son olarak, pek ¢ok farkli gen arastirilmis olsa da,
¢ok az calisma tek bir geni veya gen setini calismistir. Bu ylzden 2006’dan bu yana
yapilan calismalar pek cok geni olasi hedefler olarak gosterseler de, BPD’nin etiyolojik

kaynagi olan bir gen veya gen yolagi heniiz kesin olarak bulunmamistir [60].
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1.1.5 SNP Analiz Yontemleri

iki insanin genomlar birbirleriile karsilastirildiginda %99,9 benzerdirler [89]. Ancak insan
genomundaki yaklasik 3,2 milyar baz ciftinin %0,1’i, yani 3,2 milyon baz cifti, diploid
genomda kisiden kisiye degiskenlik gosterir. Bu farkliliklarin cogunlugu tek baz degisimi
polimorfizmleri veya yaygin kullanilan ismi ile tek niikleotid polimorfizmlerinden (SNP)
kaynaklanmaktadir. SNP’lerin cogunun biyolojik 6nemi olmasa da bazilarinin fonksiyonel

onemi mevcuttur ve insanlar arasindaki gesitliligin de temelini olustururlar [90].

Modern SNP genotipleme teknolojilerin bliylik cogunlugu 2000’li yillarda gelistirilmistir.
Ancak birka¢ ydntemin temel konsepti daha eski buluslara dayanmaktadir. ilk mutasyon
analizleri, isaretli oligonikleotid problarin homolog restriksiyon enzimleri ile pargalara
ayrilmis ve jelde ayristirilmis genomun hibridizasyonu temeline dayanan “Southern
Hibridizasyon” ile gergeklestirilmistir [91]. Southern hibridizasyon teknigi kullanilarak
1978 yilinda, B-globin genine spesifik bir restriksiyon enziminin reaksiyon bolgesini
degistiren, ilk restriksiyon fragmani uzunlugunda polimorfizm (RFLP) bulunmus ve bu
varyasyonun [-talasemi ve orak hicreli anemiye sebep oldugu rapor edilmis, bu
RFLP’nin prenatal tani igin kullanilabilecegi dénerilmistir [89]. Birkag yil sonra da insan
inslilin geni yakininda bulunan bir RFLP’nin Tip2-Diyabet ile iligkisi oldugu gosterilmistir
[92]. SNP’leri de icine alan RFLP’ler o villardan beri hastaliklarin gen

haritalandiriimasinda belirtec olarak kullanilmaktadir.

Gecgmiste kullanilan bir baska SNP genotipleme yontemi de allel spesifik oligonikleotid
problar ile hibridizasyon teknigidir ve ilk kez 1983 yilinda 3-globin geninin farkli allellerini
belirlemek icin kullanilmistir [93, 94]. Bu yaklasim, hibridizasyonun spesifikliginden
faydalanmaktadir; uygun kosullar altinda tek bir baz uyusmazhgl hibridizasyonun
stabilitesini bozmak icin yeterlidir. Bu durum, bir yabani tip (wild-type) allele bir de
varyant allele spesifik prob kullanarak genotipin degerlendirilebilmesine olanak

saglamaktadir.

Bu hibridizasyon teknikleri hala siklikla kullaniliyor olsa da, polimeraz zincir
reaksiyonunun (PCR) kesfi [95-97] varyasyon analizleri icin gercekten ¢igir acan bir bulus
olmustur. DNA polimeraz enziminin katalizledigi bir reaksiyon ile spesifik hedef DNA
fragmanlarini ¢ogaltan PCR, genomun kompleksligini ¢ok ciddi sekilde azaltir ve dizi
varyasyonlarini hassas bir sekilde degerlendirebilecek ileri reaksiyonlara olanak tanir.
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Dideoksi dizileme yodntemi daha 6nceden Sanger ve arkadasglari [98] tarafindan
bulunmus olsa da direkt dizileme ile mutasyonlarin belirlenmesi ve genotipleme ancak
PCR’In kesfinden sonra mimkin olmustur [99]. PCR yonteminin icadindan kisa bir siire
sonra restriksiyon bolgesi varyasyonlari ve ligasyon aracili genotipleme daha spesifik ve
daha pratik bir hal almistir. Basitligi, hassasiyeti, spesifikligi ve glivenilirligi ile PCR, bugiin

dahi genotipleme tekniklerinin blyik bolimiine dahildir.

1990 yilinda Syvanen ve arkadaslari mini-dizileme olarak da adlandirilan primer uzama
(primer extension) teknigini tanitmislardir [100]. Primer uzama yonteminde DNA
polimeraz enzimi, kalip DNA dizisine komplementer nikleotidler ile birlikte SNP
bolgesinin 5 ucuna hemen baglanacak primerin uzamasini katalizler. Allel spesifik
primer uzama yonteminde, SNP’ye spesifik olan primer, allelin ne olduguna bagli olarak
uzar veya uzamaz [101]. Syvanen ve arkadaslarinin orijinal yaklasiminda, ilgilenilen
SNP’yi iceren fragman, 5’ biyotinlenmis primer kullanilarak PCR ile amplifiye edilmis,
biyotinlenmis DNA parcas! streptavidin matrikse immobilize edilerek tek iplik olarak
saklanmis ve saflastiriimistir. Bu durum, glikoprotein avidin ile biotin ligandi arasindaki
etkilesimden kaynaklanmaktadir. Daha sonra SNP alleli, SNP bdlgesine 5’ yoniine dogru
baglanarak kaliba komplementer tek bir isaretlenmis ddNTP (dideoksi niikleotid)
ekleyecek bir primer kullanarak immobilize edilmis amplikondan tanimlanir [100]. Bu
temel fikir, farkli saptama ve saflastirma yaklasimlari ile SNaPshot (Applied Biosystems)
[102], MassArray MALDI-TOF (Sequenom) [103, 104] ve SNP stream (Orchid Biosciences)

[105] gibi pek cok modern teknikte de halen kullaniimaktadir.

Gunlmuzde SNP genotiplemede kullanilan 100’G askin farkh yaklasim mevcuttur.
Bunlarin  blyldk c¢ogunlugu, gerekli spesifite ve hassasiyet icin halen PCR
amplifikasyonuna ihtiyac duymaktadir. Sonraki adimlar ise allelik ayrim (allelic
discrimination), saptama ve allel skorlama olarak ayrilabilirler (Sekil 1.3). Bununla
birlikte, analiz formatlarina gére de iki kategoriye ayrilirlar: Bir sollisyon icerisinde
gerceklesen reaksiyonlar “homojen reaksiyon” olarak; bir cam slayt, cip (microarray)
veya mikro boncuk (micro-bead) lizerinde gerceklesen reaksiyonlar ise “kati destekli

reaksiyon” olarak isimlendirilir [106-108].
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Sekil 1.3 SNP genotiplemede basamaklar ve farkli yaklagimlar [100-108]

Allelik ayrim igin en sik kullanila yaklagimlar allel spesifik hibridizasyon, primer uzama,
oligoniikleotid ligasyonu ve enzimatik ayrilma yontemleridir (Sekil 1.4). Bu allelik ayrim
basamagini, pek cok farkli yontemin kullanilabilecegi, allel ayrim Griinlerinin saptanmasi
basamagi izler. Uriinlerin saptanmasi, liiminesans, floresan, floresan rezonans eneriji
transferi (FRET), floresan polarizasyon (FP), Urdnlerin isimasinin absorbansi veya
elektriksel ozellikleri kullanilarak gerceklestirilebilir [109]. Allelleri, Grinlerin kitlesine
gore ayrimini yapan bir diger teknik olan kitle spektrometrisi yontemi de siklikla
kullanilan bir yontemdir [106, 110]. Son basamak olan allel skorlama da giinimizdeki
genotipleme calismalarinin yiksek veri hacmi gereksinimi icin gerekli bir sarttir. PCR
analizlerini multipleks olarak gergeklestirmek yiiksek genotipleme verisi hacmi saglar ve
genotipleme maliyetlerini disulrir. Farkh genotipleme platformlari degerlendirilirken
multipleks imkani énemli bir husustur. Ancak bazi c¢alismalarda, PCR reaksiyonunda
20’den fazla amplikon iceren multipleks PCR yapmanin zor oldugu not edilmistir. SNP
genotiplemede daha yiksek veri hacminin saglanabilmesi icin atilan 6nemli bir adim, kati
destekli bir reaksiyona olanak saglayan oligoniikleotid mikrociplerinin uyarlanmasidir

[111-113].
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Sekil 1.4 SNP genotipleme ¢alismalarinda allelik ayrim igin siklikla kullanilan
biyokimyasal reaksiyon yéntemleri. a) Ornek bir A/G SNP’si; b) Allel spesifik
oligoniikleotid problar ile hibridizasyon; c) Allel spesifik primer ile uzama; d) Allel
spesifik ligasyon; e) Restriksiyon fragmani uzunluk polimorfizmi; f) Floresan saptamaile
tek niikleotid uzama [100-108]

Bu yontemle dnceden belirlenen ylizbinlerce dizi, kiiclik bir alanda analiz edilebilir ve ¢ok

yuksek veri hacimlerine ulasilabilir. Mikrogip temelli genotipleme platformlarinin tipik

ozellig,

yliksek sayida SNP’lerin bir veya az sayida Ornek Uzerinde ayni anda

genotiplenebilmesidir. Mikrogip ile analiz yontemi igin pek ¢ok farkh allel ayrim teknigi

kullanilabilir, ancak aralarinda en sik kullanilani “

primer uzama” [114] ve allel spesifik

hibridizasyon [115] yontemleridir. Bu yontemlerde saptama basamagi, cipin belirli

noktalarinda istyan is1gin tespitine dayanir.
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1.1.5.1 Modern Yontemler ve Yiiksek Veri Hacimli Genotipleme

Son yillarda yliksek veri hacimli genotipleme teknolojileri hizla gelismis ve gelecekte de
benzer sekilde gelismeye devam edecegi disinililmektedir. Glinlimizde kullanilabilen
birkag ylksek veri SNP genotipleme yontemi vardir ve kapasiteleri glinde birkag milyon
genotipleme yapabilme hizindadir. Cizelge 1.3’te genel olarak kullanilan orta-ylksek veri
hacimli yontemlerin 6nemli 6zellikleri listelenmistir. Bu gizelgede, ¢ok ¢esitli allel ayrim
ve saptama yaklasimlari kullanabilen pek ¢cok SNP genotipleme yontemlerinden yalnizca

en sik kullanilan yontemlere deginilmistir.

Ticari olarak ulasilabilir ve siklikla kullanilan SNP genotipleme ydntemlerinden biri,
“Applied Biosystems” firmasinin  “SNaPshot” yodntemidir. SNaPshot, PCR
amplifikasyonunu takiben tek baz uzama mantigina dayanir. Uzama reaksiyonunu
durduran, farkli etiketlenmis ddNTP’ler ile allelik ayrim gergeklestirilir. Jel
elektroforez/ayrilma veya kapiller icerisinde multipleks reaksiyonu saptayabilmek igin,
uzama primerleri farkh uzunluklarda nétral kuyruk dizileri icerecek sekilde tasarlanir ve

boylece belirli bir buyuklikte yalnizca bir Girlin goéraltr [102].

Bir diger yontem ise “Pyrosequencing” olarak isimlendirilen ve hedef DNA dizisine
komplementer bir dNTP eklendiginde 1sima yapan bir enzim kaskadi kullanarak 20-30
baz ¢ifti (bp) uzunlugunda diziler olusturan RT-PCR (Real Time PCR, gercek zamanli PCR)
yontemidir. Niikleotidler, dizide belirtilen sira ile eklenirler ve bu sirada niikleotidler cift
olusturduklarinda ATP silfiirilaz enzimi ile ATP’ye donlsen pirofosfatlar salinir. Daha
sonra lusiferaz enzimi, olusan bu ATP’yi kullanarak saptanabilir i1sima Uretir ve bu
isimadan faydalanilarak genotip belirlenebilir. Apiraz enzimi ise baglanmamis

niikleotidlerin degrede olmalarini saglar [117].

“Tagman 5’ ekzoniikleaz analizi de SNP genotipleme igin kullanilan bir diger yontemdir
ve allel spesifik oligoniikleotid hibridizasyonu temeline dayanir. Her ikisi de farkh
floresan boyali, yabani tip allele komplementer bir prob ve varyant allele komplementer
bir diger prob 5’ ucuna baglanir, 3’ ucuna ise bir sénimleyici (quenching) molekdl
baglanir. RT-PCR’In baglanma basamaginda bu problar kalip diziye hibridize olur. Uzama
basamaginda ise PCR primerleri uzar ve sonug¢ olarak, Taq polimerazin 5’ niikleaz
aktivitesi ile eslesen prob mikemmel sekilde ayrilir veya eslesmeyen prob
fragmantasyon olmadan uzaklasir. Eger sonimleyici molekil floresan boyaya yakin ise
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(ayni prob icerisinde), floresan rezonans enerji transferi (FRET) ile floresani sénimler,

ancak eger floresan boya ayrilmis ise boyanin isimasi artar. Bu sekilde iki farkli boyanin

sinyal yogunluklari 6lclilerek genotipleme gerceklestirilir [118].

Cizelge 1.3 Sik kullanilan SNP genotipleme yontemlerinin 6zeti [106, 111, 115, 116]
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Pyrosequenci Sentez ile evr:Ie eyr: Kisa Pahali ve uzun
ng (Pyro- dizileme; ¢ bir diz\i/verir protokol, distk 1 SNP, 96
sequencing [iminometri ’ multipleksleme ornek
. gercek zamanli .
AB) k analiz seviyesi
skorlama
ASOH ve .
enzimatik Hazir temin Pahali floresan
TagMan edilebilen analiz - 1 SNP, 96
) ayrilma; RT- s problari, dislik
(Applied formati, basit is . veya 384
. PCR . multipleksleme ..
Biosystems) akisi, kapal tip . ornek
esnasinda sistemi seviyesi
FRET
GeneReader | PCR, ASOH; ha:;'fsi';x/ zrr'sal ggfereukys::lla:nr:a 42 6rnek, 1
NGS (Qiagen) floresan PCR yok, maliyet SNP
invazif Cok fazla
PCR |
Invader Assay enzimatik yapl.maz, DNA'ya ihtiyac
. potansiyel . . 1 SNP, 384
(Third Wave ayrilma; kullanim alan, duyar, dusik 5rnek
Technologies) FRET, FP . multipleksleme
genis ..
veya MS seviyesi
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Cizelge 1.3 Sik kullanilan SNP genotipleme yontemlerinin 6zeti (devam)

Allel ayrim ve Ayni anda
Yontem saptama Avantajlan Dezavantajlar | saptanabilecek
yontemi ornek sayisi
PCR, Allel
Gereksinime
GeneChip spesifik Yiksek veri 1 6rnekte
gore uyarlama
100K/500K oligonukelotid hacmi, ~100.000 /
yok, ylksek
(Affymetrix) | hibridizasyonu; | Universal PCR ~500.000 SNP
maliyet
floresan
Universal PCR,
Allel spesifik yuksek veri
GoldenGate oligonukelotid hacmine Yiksek cihaz 1536 SNP, 96
(Humina) hibridizasyonu, | ragmen 6zel maliyeti ornek
PCR; floresan ayarlanmis
SNP’ler
Tum genom
amplifikasyonu; Gereksinime
PCR yapilmaz, 1 6rnekte
Infinium ASPE (Infinium gore uyarlama
yuksek veri ~300.000 /
(Humina) 1), SBE yok, yuksek
hacmi ~500.000 SNP
(Infinium 11); maliyet
floresan

Son olarak bu tez calismasinda da SNP genotipleme yontemi olarak secilmis olan, iPLEX
yontemi ile Sequenom MassArray MALDI-TOF sistemi, hedef bdlgenin PCR ile
amplifikasyonunu takiben primer uzama yéntemini temel alir. ilk MassArray
yonteminde, MassEXTEND olarak isimlendirilen primer, SNP boélgesinin 5 ucuna dogru
baglanir ve dizi, genotipe gore bir ddNTP veya dNTP’ler ile uzatilir. Bir ddNTP uzama
gerceklestiginde uzama reaksiyonu durur, ancak dNTP’ler ile uzar ise sonlanan ddNTP’ler
ile komplementer olana kadar uzama devam eder [103, 104]. Daha giincel bir MassArray
analizi olan iPLEX yonteminde ise tim reaksiyonlar tek baz uzamasindan (SBE) sonra

sonlanir. Alleller arasindaki kitle farki, kitleleri degisiklige ugratilmis ddNTP’ler
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kullanilarak olgultr. Her iki reaksiyonda da allel ayrimi, “Matriks destekli lazer
dezorpsiyon/iyonizasyon u¢gma zamani (MALDI-TOF) kitle spektrometrisi yardimiyla
uzayan Urldnin katlesinin  Olcilmesi prensibine dayanir. Uzama (rlinleri, DNA
dezorpsiyonu ve iyonizasyonuna yardimci olan bir matriks iceren ¢ip Ulzerine
konumlandirilir. DNA molekdllerinin iyonizasyonu lazer isiniile tetiklenir ve elektrik alani
icerisinde DNA molekuliinin detektore ulagsma suresi uzayan oligonikleotidin kitlesine
baglh olarak degiskenlik gosterir. Boylelikle SNP genotiplemesi, primer uzama olayinin

izlenmesi ile gergeklestirilmis olur (Sekil 1.5) [103, 104].

MALDI-TOF yéntemi oligonukleotidlerin yani sira protein, peptid ve oligosakkaritler gibi
biyomolekdllerin de kitle analizleri igin siklikla kullaniimaktadir. Sequenom MassArray
Sistemi de MALDI-TOF kiitle spektrometrisi yontemini temel alir ancak, spesifik olarak
niikleik asitlerin analizi ile genomik calismalar yapabilmek icin uyarlanmis, hassas ve
yuksek veri hacimli genetik analizlere olanak saglayan bir sistemdir (Sekil 1.6). Spesifik
olmayan arka plan sinyallerini ortadan kaldirarak yiksek hassasiyette sonuglar
verebilmektedir. Diger SNP genotipleme sistemlerine gore daha kisa stire icerisinde ve
daha yiksek kesinlikte veri elde edilebilmektedir. Tim bu sebeplerin yani sira, bu
teknolojinin Gilkemizde bulunabilir olmasi ve diger genotipleme sistemlerine gore
nispeten daha diisiik maliyetli olmasi, bu tez calismasinda iPLEX genotipleme yontemi
ile Sequenom MassArray MALDI-TOF kiitle spektrometrisi sisteminin tercih edilmesini

saglamistir.
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Allel 1 Allel 2

PCR Forward (ileri) PCR Primeri Forward (ileri) PCR Primeri
k 5 o s | e = = = 3 5 = o s (G — - 3
1 |- R ——— S N —
Rea Slyonu Genomik DNA ¢ Genomik DNA » i o
Reverse |geri) PCR Primeri

Reverse |(geri) PCR Primeri

Baglanmamis dNTP'lerin
defosforilasyonu icin SAP uygulamasi

%~ PCRUrinleri  } b
. Uzama Primeri Sonlandirici nukleotidler
iPLEX et nue
— —> —
—_— T C A
Uzama — — * AT or

Reaksiyonu

SNP bélgesinde tek
niikleotid uzamasi

¥

Uzama Uriinleri

1/

—s A —p A —pG
—G —G —*A

Uzama driinlerinin analiz giplerine
yiiklenmesi ve MALDI-TOF MS ile analizi

MALDI-TOF
MS Analizi

AG

Sekil 1.5 iPLEX Genotipleme Analizi (SAP: Shrimp alkaline phosphatase, shrimp alkalin
fosfataz) [119]
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Sekil 1.6 Sequenom MassARRAY MALDI-TOF MS Sistemi [120]

1.2 Tezin Amaci

iki insan genomu birbiri ile karsilastirldiginda %99,9 benzerlik gésterir, ancak aradaki
%0,1’lik fark, yaklasik 3,2 milyon baz giftinin insandan insana degiskenlik géstermesi
anlamina gelmektedir. Bu farkhliklarin biyilk bolimini tek nikleotid polimorfizmleri
olusturmaktadir. Bu polimorfizmlerin bazilari biyolojik olarak fonksiyonel énemi olan
bolgelerde olustugunda ise cesitli hastaliklara karsi yatkinligi olusturabilmekte veya
arttirabilmektedir. Bununla birlikte, etnik veya cografi gruplar arasindaki populasyon
farklarindan dolayi bazi SNP’ler belirli populasyonlara 6zgi olabilmektedir. Bu sebeple
farkli  toplumlarin polimorfizm profillerinin birbirinden ayri degerlendirilmesi

gerekmektedir [89, 90].

Bu tez calismasinda gerceklestiriimek istenen amag, dinyada farkli populasyonlar
Uzerinde yapilmis calismalarda bronkopulmoner displazi ile iliskilendirilmis SNP’ler
taranarak, Tirk populasyonunda da bu SNP allel ve genotip frekanslarinin gorilip
gorilmediginin multipleks reaksiyonlar ve MALDI-TOF kiitle spektrometrisi yontemi ile

belirlenmesidir. Elde edilen veriler ayrica hastalarin klinik ve demografik bilgileri ile de
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karsilastirilarak ve BPD ile iliskisi kurulacak olasi polimorfizmlerin Uzerlerinde
bulunduklari genlerin hangi yolaklari etkileyerek hastaligin patogenezine katkida
bulundugu arastirilarak BPD’nin  Tirk toplumuna 06zgli genetik tabaninin

anlasilabilmesine katkida bulunulmasi amaglanmistir.

13 Hipotez

Bu tez ¢alismasinda;

Bronkopulmoner displazi ile iliskisi olan, Tirk toplumuna 6zgi SNP allel ve

genotip frekanslarinin belirlenmesi,

o Elde edilen verilerin BPD hastaligi icin risk tahmininde kullanilabilmesi,

e BPDileiliskisi tespit edilen bu polimorfizmlerin tzerlerinde bulunduklari genlerin
birbirleri ve diger genler ile iligkilerinin arastirilarak etkileyebilecekleri yolaklarin
belirlenebilmesi,

e Etkilenen gen ve vyolaklarin hastaligin patogenezine nasil bir etkide

bulunduklarinin anlasilabilmesine katki saglanabilecegi 6ngoérilmektedir.
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BOLUM 2

MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal
2.1.1 cCalisma Populasyonu

Bu tez calismasina dahil edilen populasyonunun tamami, Kanuni Sultan Siileyman Egitim
ve Arastirma Hastanesi, yeni dogan yogun bakim biriminde, 32 haftadan 6nce dogmus
infantlardan olusmaktadir. Calisma populasyonunun kontrol grubu, postmenstriel 36.
haftada veya taburcu edilirken (hangisi daha dnce ise), ek O almadan, oda havasinda en
az 30 dakika SpQO3’sini 2%90 tutabilmekte olan, yani BPD olmayan, 100 adet prematiire
infanttan olusmaktadir. Calisma populasyonunun hasta grubu ise ek oksijen
almadan/oda havasinda en az 30 dakika SpO>’sini 2%90 tutamiyorlarsa hafif/orta BPD
tanisi konmus; her tarli pozitif basincla (HFNC, nCPAP, MV) >%30 O; almalan
gerekmekte ise agir BPD tanisi konulmus 96 adet prematiire infanttan olusmaktadir.
Toplanan kan ornekleri Kanuni Sultan Sileyman Egitim ve Arastirma Hastanesi etik

kurulunun KAEK/2016.12.31 numarali izni ile toplanmustir.
2.1.2 Hasta ve Kontrol Orneklerinin Toplanmasi ve Arsivlenmesi

istanbul Kanuni Sultan Siileyman Egitim ve Arastirma Hastanesi’nde 32 haftadan énce
dogan ve yeni dogan yogun bakim biriminde BPD tanisi konulan (hasta grubu) veya
konulmayan (kontrol grubu) hastalarin tamamindan alinan periferik kan o6rnekleri
EDTA’lI tiplere toplanmistir. Bu kan ornekleri toplanmadan 6nce hastalarin aileleri
calisma ile ilgili aydinlatiimis ve asgari bilgilendirilmis olur formu (EK-A) ile hastalarin
ailelerinden onam alinmistir. Ornek toplanan hastalarin ailelerinden, BPD ile iliskili
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olabilecegi disinilen diger klinik ve demografik verilerin degerlendirilebilmesi

amaciyla, bir hasta bilgi formu doldurmalari istenmistir (Ek-B).
2.1.3 Kullanilan Kimyasallar, Enzimler ve Kitler

Hasta ve kontrol gruplarindan toplanmis olan tam kan 6rneklerinden DNA izolasyonu,
Qiagen firmasinin “QlAamp DNA Mini Kit” DNA izolasyon kiti kullanilarak
gerceklestirilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) igin kullanilan dNTP’ler (100 mM)
Applied Biosystems’den, HotStarTaq Plus DNA polimeraz (5 U/ul) , 10 x PCR tampon
cozeltisi ve MgCl2 (25 mM) QIAGEN’den ve tim asamalardaki ultrasaf distile su
Invitrogen’den temin edilmistir. PCR Uriinlerinin baglanmamis dNTP’lerden arindiriimasi
amaciyla gerceklestirilen reaksiyonda kullanilan shrimp alkaline fosfataz enzimi (1.7
U/ul) ve enzimin tampon ¢ozeltisi; tek baz spesifik uzama reaksiyonunda kullanilan iPLEX
enzim, 10 x iPLEX tampon ¢ozeltisi, iPLEX Extension Mix ve 6rnekleri kiitle spektroskopisi
ile analize hazir hale getirmek igin regine uygulama asamasinda kullanilan SpectroCLEAN
regine Sequenom Inc.den temin edilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonunda ve

genotipleme analizinde kullanilan primerler Sequenom Inc. tarafindan sentezlenmistir.
2.1.4 Kullanilan Cihazlar

Termal Galkalayici - BIOSAN

Mini santriflij ve vorteks - BIOSAN

Santriflij - Beckman Coulter

Mikrosantriflij - Beckman Coulter

Mikro hacim UV-Vis spektrofotometre — Biotek Epoch 2
Termal dongiileyici - BIO-RAD

Doner galkalayici - Scientific Industries

Emniyet kabini - NGve

MassArray Nanodispenser - Sequenom Inc.

MassArray Analyser - Sequenom Inc.
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2.2 Yontem

Bu tez calismasinda kullanilan yontemler, aksi belirtilmedigi stirece iPLEX® Gold
Application Guide (2009) [121] ve iPLEX® Gold SNP Genotyping Training Protocol (2009)

[122] dokiimanlari referans alinarak gercgeklestirilmistir.
2.2.1 Genomik DNA izolasyonu

Hasta ve kontrol gruplarindan elde edilen tam kan o6rneklerinden DNA izolasyonu,
Qiagen firmasinin “QlAamp DNA Mini Kit (Katalog No: 51306)” DNA izolasyon Kkiti
kullanilarak gergeklestirilmistir. Uretici firmanin yayinlamis oldugu kit protokolii [123]
takip edilerek DNA izolasyonu yapilmistir. Bu protokole gore dncelikle 1,5 ml’lik PCR
tipleri numaralandirilarakiclerine 20’ser ul Proteinaz K sollisyonu eklenmistir. Proteinaz
K sollisyonu lzerine 200 ul tam kan 6rnegi tlpler icerisine konmustur. Daha sonra tam
kan orneklerinin lizisyonu amaciyla lzerlerine 200’er ul AL tamponu eklenmistir.
Homojen bir lizis amaciyla 15 saniye vortekslenen tiipler daha sonra 56°C su banyosunda
10 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyonu takiben érnekler iizerine 200’er ul etanol
(%96) eklenmis ve yeniden vortekslenmistir. Sonrasinda kan ornekleri igerisindeki
DNA’nin baglanmasi amaciyla, PCR tlpleri igerisindeki tim igerik QlAamp Spin
Kolonlarina aktarilmistir. Spin kolonlarina DNA’larin baglanmasi amaciyla ilk santrifij
8000 rpm’de 60 saniye siureyle gerceklestirilmis ve spin kolondan akarak gecen ellisyon
atilmistir. Spin kolona baglanan DNA Ornekleri lzerine 6énce 500 pl AW1 yikama
tamponu eklenip 8000 rpm’de 60 saniye santrifiijlenerek, sonra 500 ul AW2 yikama
tamponu eklenip 13000 rpm’de 3 dakika santrifijlenerek yikanmistir. Her iki yikama
basamaginda da kolondan akan eliisyon atilmis ve toplama tlipl degistirilmistir. Yikama
basamaklarindan sonra spin kolonlar ayri bir temiz 1,5 ml’lik PCR tiptne alinmis ve spin
kolona baglanan DNA’larin kolondan ayrilabilmesi igin Gzerlerine 200’er pl AE tamponu
(ellisyon tamponu) eklenmis ve 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Ardindan

tlpler 8000 rpm’de 60 saniye santrifiijlenerek DNA drnekleri izole edilmistir.
2.2.2 DNA Orneklerinin Konsantrasyon ve Safliginin Belirlenmesi

izole edilen DNA &rneklerinin konsantrasyon ve safliklar, 260 nm ve 280 nm dalga
boylarinda UV-spektrofotometrik dlclimler ile belirlenmistir. Uygun saflikta izole edilmis

bir DNA 6rneginin, 260nm ve 280nm’de 6l¢lilen absorbans degerlerinin oraninin 1,7-2,0
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arasinda olmasi gerekmektedir (A260/A280=1.7-2.0) [124]. Elde edilen DNA
konsantrasyonu ise 260 nm’deki bir optik dansite (OD) tnitesinin 50 ug/ml cift iplikli

DNA'ya esit kabul edilmesiyle, asagidaki formile gére hesaplanmistir:
DNA miktari= OD Unitesi x sulandirma faktori x 50 pg/ml (2.1)

izole edilen her bir DNA’nin saflik derecesi ve miktari Mikro Hacim UV-Vis
Spektrofotometre kullanilarak kontrol edilmistir. Her bir genomik DNA 6rneginin 1 pl’si

cihaza yiklenerek DNA miktari ve safligi belirlenmistir.
2.2.3 Kiitle Spektrometrisi (MS) Deney Tasarimi

Aksi belirtilmedikge tim MS deney tasarimlari Sequenom iPLEX Gold uygulama

kitapgiginda belirtilen protokollere gore gerceklestirilmistir [121].

2.2.3.1 Analiz Tasarimi

200 ornekte toplam 45 SNP bolgesinin genotiplemesi amaciyla “Sequenom Assay
Designer” yazilimi araciligiyla analiz tasarimi gergeklestirilmistir. Multipleks reaksiyonlar
icin bir kuyuda calisilabilecek SNP sayisi “plex” olarak isimlendirilmistir. Calisma igin
belirlenmis olan 45 SNP bolgesi icin tasarlanmis olan primerlerde, miiltipleks reaksiyonu
engelleyebilecek bir dimer olusumu olmadigi icin ve yine bu hedef SNP bdlgelerinde
birbirleri ile gakisan diziler mevcut olmadigi igin reaksiyonlar her érnek igin bir plexte

cahsilmistir (Cizelge 2.1).
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Multipleks

Reaksiyon

Gizelge 2.1 Multipleks reaksiyonlardaki SNP’ler

SNP’ler

rs833061 rs1966265 rs72791417 | rs11003125
rs12701220 | rs1541364 | rs7096206 | rs10162694
rs2278034 | rs3771150 | rs2233406 | rs1001179
rs755622 rs1126214 | rs78975256 | rs11226613
rs71627250 | rs650950 rs699947 rs1440306
rs55716084 | rs4883955 rs62468577
rs1049269 | rs1245560 rs1912816
rs6988306 | rs8192287 rs769217
rs1474256 | rs204732 rs17880135 | rs17551536
rs2233409 | rs1049982 rs4634985
rs3771171 | rs2536512 rs349423
rs9877396 | rs3138053 rs2664349
rs2664352 | rs9953270 | rs5746136

2.2.3.2

Primer ve Problarin Tasarimi

Multipleks PCR’da kullanilacak primerler “Sequenom Assay Designer” yazilimi ile
tasarlanmistir. Bu ¢calismada genotiplenmis olan 45 SNP’nin referans SNP numaralari,
PCR amplifikasyonu sonucu olusmasi beklenen ve polimorfik bolgeyi iceren amplikon
uzunlugu, multipleks PCR’da kullanilan forward (ileri) ve reverse (geri) primerler ve tek
baz uzama reaksiyonu icin kullanilan uzama problarinin tasarimi Cizelge 2.2’de

gosterilmistir.
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Cizelge 2.2 Arastirilan SNP’ler ve genotiplemede kullanilan primer-prob tasarimlari

Sl Forward Primerler | Reverse Primerler | Uzama Probu Ampllk?n

numarasi Uzunlugu
ACGTTGGATGAGTGAG | ACGTTGGATGTTGGAA

r833061 | GACGTGTGTGTCTG | TcCTGGAGTGACCE | CTCCCCBCTCCAAC 119
ACGTTGGATGTGCAGC | ACGTTGGATGCACCCC

rs12701220 TR e CCTGCAAACTGCTCG 91

12278034 | ACGTTGGATGACCCCA | ACGTTGGATGCCTGGT | ACAGAACAGCAGCC 113
CTGTCCCCAAAAAC GTCCCTAACTCATC T

S ACGTTGGATGCGATTT | ACGTTGGATGTCCAGC | GCCAAGTGGAGAAC -
CTAGCCGCCAAGTG AACCGCCGCTAAG AG

(71627250 ACGTTGGATGCCTGTG | ACGTTGGATGGGAGAT | GACCCAGTTGCCAAT 91
TCCTAAGTTTTGAG TGTTAAGTAGAACC TC

o ACGTTGGATGACAGAC | ACGTTGGATGGAGAAC | AGCTGACCTTTAACT -
TTGCTGCCTATATG TTTCCATGTCAACC GA

1<1049269 | ACGTTGGATGGGAGCT | ACGTTGGATGCCTTGC | CCACACTGCCTTTCG 103
GCTGTTTTGTCTAC CTGTTTCCGAAGC ccc

16988306 | ACGTTGGATGTCTGGT | ACGTTGGATGGGAATC | cccCAACCTGTACTGC il
GCAGATGTTCCAAA AGGCTCACTACATC cC

(1966265 ACGTTGGATGGTCCCT | ACGTTGGATGAGAGG |agaGCACACTCAGCA 119
GAGAGCTGTGAGAA | CCTCCAGGGACAAGA |GGA

1541364 |ACGTTGGATGCTCACT | ACGTTGGATGGGGAA | ttccGCCTGTCCAAGT a5
TCCCTAGGGGTTAG GGAACTGTGAACTTG | TCC

3771150 | ACGTTGGATGATGTCA | ACGTTGGATGGCAAAG | cattACCCTTAGCCCC 95
ACATGACCCTTAGC TGCAGGCTATTATC GGT

1126214 | ACCTTGGATGCCTGTA | ACGTTGGATGACATTG | GTGAGTTTTTCTTGC -
AGCTCCCCAAATTC AGGGAAAAGTTCA TCTG

1650950 | ACGTTGGATGACATCC | ACGTTGGATGGAACTG | 8aAGCTTGGCATTTC 114
TGGATTCTGTTTAC ATGGTTCAGCTTGG CCAAA

4883955 | ACGTTGGATGTGCAGA | ACGTTGGATGTTTTCTA | gaacGGCTGACTTGA o
TGTCAGTTACCAAC AAGGCTGACTTG GAACA

11245560 ACGTTGGATGTTTGCT |ACGTTGGATGTTTGTG | GGGCCTCTGGGATG 117
TATGTTCTTGGGTG TGAGGCACCCTCG AAAAAG

S ACGTTGGATGTACTTA | ACGTTGGATGCCACCG | ccccCATTACTCGCCC o
TGAGTGCGGCTAGT | TGAAGATCCAATGA AGTGA

72791417 ACGTTGGATGGTGTGT [ ACGTTGGATGCTTCTC | cccgCTGCTTGCTTGG 119
GGCATACACACAAT ATTCTGCTTGCTTG CCTTT

S ACGTTGGATGCTGCTG | ACGTTGGATGCCTAAG | GGAAGACTATAAAC 65
GAAGACTATAAAC CTAACAGGCATAAG ATGCTTTC

12233406 | ACCTTGGATGGCAAG | ACGTTGGATGGTAGGT | ggatTGTGGATACCTT 120
GTGTTAATGTTTGTAG | CAGATAGCATAAACG | GCAATA

SRR ACGTTGGATGTATAGC | ACGTTGGATGACCATC | AAACAATACCCTTTC 105
AGATGTAGCAGCAC | TCTAAACAATACCC TAAACTTC

1699947 | ACGTTGGATGTTCCCA | ACGTTGGATGAGTCAG | ccggCTGATTATCCAC 107
TTCTCAGTCCATGC TCTGATTATCCACC CCAGATC

62468577 | ACGTTGGATGTAAATG | ACGTTGGATGCTCAGA | ggagCCAGAATAGAT "
TGATAGGGATGTGC | CTCCAGAATAGATG GGGACTAC
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Cizelge 2.2 Arastirilan SNP’ler ve genotiplemede kullanilan primer-prob tasarimlari

(devam)

1912816 |ACGTTGGATGCATCAT | ACGTTGGATGGCCAAA | TGATTTTTCCTTTAAT 120
ACCCCATGTAAAAA | TGATTTTTCCTTT TTGAAGAT

rs769217 ACGTTGGATGCATATA | ACGTTGGATGTTAGGC | aagcGTGGCCAACTA 112
CCTGTGAACTGTCC CTACCCTGATTGTC CCAGCGTGA

11003125 | ACGTTGGATGCTGGAG | ACGTTGGATGGTATTT | tctcTTGCTTCCCCTTG 120
TTTGCTTCCCCTTG AGCACTCTGCCAGG | GTGTTTTA

rs10162694 ACGTTGGATGGGTGCC | ACGTTGGATGCAATTT | ATCAGATGGATAAA 98
CACAAGGATATTTG ACTCTTATCAGATGG AATGAAAAATT

1001179 |ACGTTGGATGCTGAAG | ACGTTGGATGCAGCAA | cttAGCCCCGCCCTGG 108
GATGCTGATAACCG | TTGGAGAGCCTCG GTTCGGCTAT

rs11226613 ACGTTGGATGCTCATA | ACGTTGGATGTGAAAT | agcAAAGTAACACAA 118
GTGAAGAATTTCTC GGGCCCAGGAGAG CCTTTAGAGAA

rs1440306 ACGTTGGATGCATAAG | ACGTTGGATGAAGCAA | ccctaCAATGCACTGC 112
ATGAAAATGTGCAG ACGGAATTGCTGCC CTGCGGACAAC

rs1474256 ACGTTGGATGTGGGG | ACGTTGGATGAGGAA | GGAACAGGGATGGG 120
AAAGATGCTCTGCAA | GCATTGCCTCCCAC G

152233409 ACGTTGGATGCTGCAC | ACGTTGGATGCGACGA | aTCCCTCTGCAAGTG 102
CCTGTAATCCTGTC CCCCAATTCAAATC A

13771171 ACGTTGGATGAGAGAC | ACGTTGGATGCTTTAC | TGTCCCAGAGTGGAT 105
AGGGTAGCAGATAG | TCTCATAGTGATCAG |A

19877396 ACGTTGGATGCCCAGA | ACGTTGGATGCATTCT |tGCTGGGAAGGATGT 101
GAGATATTTGATCC CATTGCTTGGGTGG T

r$5746136 ACGTTGGATGCAGAAG | ACGTTGGATGCACTTT | TCACTGCAGAGGATT 99
TATCACTGCAGAGG CCCAAGGGAAACAC ACT

(204732 ACGTTGGATGTCTCCC | ACGTTGGATGATCTGA | CTGCTGTGAAGTTTT 107
CACATAAATGGTCC GTCTAGTCCACAGC TGAG

rs1049982 ACGTTGGATGTGGAGA | ACGTTGGATGAGTGCT | ggttTGCGGTTTGCTG 118
CCCACGAGCCGAG GCATCTGGTCGCT TGC

r$2536512 ACGTTGGATGTGGCAG | ACGTTGGATGACCCGG | gggaAGGCGGCGTGG 118
GAGGTCATGCAG GGCTGCGCGGCGTC AGCG

3138053 | ACGTTGGATGGTGTTC | ACGTTGGATGTCACGA | TTTATGCTATCTGAC 89
ATAAGTAGCTATTCG TCCTTTTTCTGCGG CTACA

159953270 ACGTTGGATGGCCTGT | ACGTTGGATGCTCAAT | GACTGCTTGGGTATC 108
TCAGTTCATTGTAT ACAAGTCTTTGCTG ATCTTG

rs17551536 ACGTTGGATGGTCTTG | ACGTTGGATGCATAGT | ggatAAAGGAGTTGG 97
AGAGCAAACGAGTC | GTGCAGCATATGG CCTAAT

rs17880135 ACGTTGGATGGGAGA | ACGTTGGATGGGTTGT | tcTTTAACCACTTACT 120
GGAAAAGCTAAATTGG | TTTAACCACTTAC GTGAAC

rs4634985 ACGTTGGATGAAGTGC | ACGTTGGATGCTGAGG | GTTGTTAAAAACCAC 116
TGGGATTACAGTTG | AAGGGATTCCTAAT | ACTGTTG

349423 | ACGTTGGATGCAGCTT | ACGTTGGATGAAATGC | GGAATTGTTCTGTCT 105
GGAATTGTTCTGTC TCTGGGAAGCTCCG | ATAAACTA

152664349 ACGTTGGATGTGTTGC | ACGTTGGATGGACTAT | agggTCTCGAGACAG 106
AGTCTGCAGATAGG GCTTATCTCGAGAC AACTTTTA
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Amplifikasyon primerleri, multipleks PCR urini olarak polimorfik bélgeyi iceren ve 80-
120 baz cifti uzunlugunda amplikon olusturacak sekilde ve olusacak amplikonun da 400
baz ¢iftinden uzun olmasindan kaginilacak sekilde tasarlanmistir. Amplifikasyon
primerinin 5° ucuna 10-mer uzunlugunda, 5'-ACGTTGGATG-3' dizisini iceren genel bir
etiket eklenmistir. Bunlara ek olarak amplifikasyon primerleri tasarimi, PCR esnasinda
primer baglanmasi ile ilgili sorunlarin 6nine ge¢mek ve verimli bir reaksiyon
olusturabilmek igcin primer dimeri olusturmayacak sekilde gergeklestirilmis ve

“Sequenom Assay Designer” yazilimi ile kontrol edilmistir.

Bu tez c¢alismasinda genotipleme yontemi olarak segilmis olan MALDI-TOF kiitle
spektrometrisi yonteminde, PCR amplifiasyonu ile elde edilen lriine uzama problari
(uzama primerleri) hibridizasyonu gergeklestirilir. Bu sayede kalip diziye uyumlu sekilde
tek bazlik bir uzama saglanir ve MassARRAY® Typer 4.0 yazilimi, uzayan bu bazin
kitlesinin 6l¢lilmesiyle ortamda bulunan alleli belirlemis olur. Bazlar arasi kitle farklari

Cizelge 2.3'te agiklanmustir.

Cizelge 2.3 Bazlar arasindaki kitle farklari [121]

Terminator A C G T
A 0 -24 16 55,9
C 24 0 40 79,9
G -16 -40 0 39,9
T -55,9 -79,9 39,9 0

Tek baz uzama reaksiyonunu gerceklestirmek icin ihtiya¢ duyulan uzama problari,
probun 3’ ucu SNP bdlgesinin hemen yaninda 15-30 niikleotid uzunlugunda olacak
sekilde tasarlanmis ve Tm degerleri yaklasik 260°C olacak sekilde sentezlenmistir. Bu
uzama problari ile gergeklestiriliecek PCR amplifikasyonlarinin verimli olabilmesi
amaciyla uzama problari ve olusacak triinlerin kitleleri arasinda minimum 30 Da’luk bir
fark bulunmaktadir ve analit kitleleri de 4500-9000 Da arasinda olacak sekilde
secilmistir. Bu uzama problarinin tasarimi ve tek baz uzama reaksiyonu sonucunda
olusacak Urliniin kitlelerinin  hesabi Sequenom’un Assay Designer vyazihmi ile

gerceklestirilmistir.
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2.2.3.3 Multipleks PCR

izole edilmis olan genomik DNA’daki hedef SNP bélgesinin amplifikasyonu igin,
tasarlanmis olan forward ve reverse primerler kullanilarak multipleks PCR
gerceklestirilmistir (Cizelge 2.4). Polimeraz zincir reaksiyonunun 6n denatiirasyon
basamagi olarak 95°C’de 2 dakika inkiibasyonu takiben, amplifikasyon basamagi toplam
44 dongi olacak sekilde, denatiirasyon 95°C’de 30 saniye, baglanma 56°C’de 30 saniye
ve uzama 72°C’'de 1 dakika olarak gerceklestirilmis, son uzama basamag olarak da

72°C’de 5 dakika inkiibasyon gergeklestirilmistir [121, 122].

Cizelge 2.4 Multipleks PCR bilesenleri (*reaksiyona gore farklihk gosteren deger)

PCR Bilesenleri 5 pl’deki Bir Reaksiyondaki
Konsantrasyon Bilesen Hacimleri (pl)

dH.0 * 1,8
10X PCR Tamponu (20 mM MgCl,) 1x (2 mM MgCl,) 0,5
MgCl (25mM) 2 mM 0,4
dNTP Karisimi (her birinden 25 mM) 500 uM 0,1
Primer Karisimi (0,5 uM) 0,1 uM 1
Roche PCR Enzimi (5 U/ul) 1 U/reaksiyon 0,2

Toplam hacim 4 ul olacak sekilde PCR karisimi hazirlandiktan sonra,
DNA (10 ng/ul) 2 ng/ul 1
Toplam Hacim * 5

2.2.3.4 dNTP Nétralizasyonu

PCR amplifikasyonunu takiben baglanmayarak ortamda serbest halde bulunan
dNTP’lerin notralizasyonu amaciyla defosforilasyon uygulanmistir. SAP reaksiyonu
olarak isimlendirilen bu yontem icin shrimp alkalen fosfotaz (Shrimp alkaline
phospohotase: SAP) enzimi kullanilmistir. SAP enzimi, niikleotidlerin fosfat gruplarini 5’

ucundan uzaklastirir ve boylece dNTP’leri defosforilize ederek amplifikasyon Griinliinden
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baglanmamis dNTP’leri uzaklastirmis olur. SAP reaksiyonu Cizelge 2.5’te listelenmis

bilesenler ile hazirlanmistir [121, 122].

Cizelge 2.5 SAP reaksiyonu icin bilesenler (*reaksiyona gore optimize edilen deger)

Reaksiyon 2 pul SAP karisimi igerisindeki 7 il son hacimdeki bilesenler
bilesenleri bilesenler (ul) (PCR GirinU + SAP)
dH20 1,53 *
10X TS Tamponu 0,17 0,24 X
SAP enzimi 0,3 o5U
Toplam Hacim 2 7 ul

Reaksiyonu gerceklestirmek icin miltipleks PCR’I takiben her bir kuyucuktaki PCR
Urtinleri Gzerine 2 pl SAP enzimi/tampon ¢ozeltisi karisimi eklenmistir. Ardindan 6rnek
tablasi 1000 rpm hizda santrifiij edilmis ve 37°C’de 40 dakika inkiibe edilerek SAP
reaksiyon gerceklestirilmistir. inkiibasyonu takiben reaksiyonu durdurmak igin 85°C’de

5 dakika daha inklibasyon ile enzim inaktive edilmistir.
2.2.3.5 Tek Baz Uzama Reaksiyonu

Tek baz spesifik uzama reaksiyonlarinda analitin kitlesi ile reaksiyon sonucunda elde
edilen pik yogunlugu birbiri ile ters orantilidir. Bu ylzden reaksiyondaki sinyal-glrilti
oranin stabilitesini saglamak igin kullanilan uzama problarinin konsantrasyonlarinin
optimize edilmesi gerekir. Kullanilan en yiksek kitleye sahip primerin (8445,5 Da)
olusturdugu pik yogunlugunun daha disik kiitleye sahip primerlerin ortalamasindan
%25 daha az oldugu bilinmektedir. Bir bagka deyisle, primerlerin kitlelerinin artmasiyla
ters orantili olarak sinyal-gliriilti orani azalma egilimindedir. Reaksiyon igerisinde uzama
primerlerinin konsantrasyonlari optimize edilmez ise olusacak sinyal, pik gtriltistinden
oturd ayirt edilemez ve dolayisiyla analit piklerinin saglikl gézlemlenemeyerek hatali
genotipleme sonucu ortaya cikabilmektedir. Ayrica pik uzunluklarinda gorilebilecek
olasi beklenmeyen degisimler, sentezle elde edilen oligonikleotidlerin kalitesinden veya
MALDI’nin distik desorpsiyon/iyonizasyon davranisindan da kaynaklanabilir. Bu tip olasi

sorunlarin ontine gecebilmek icin uzama primerleri konsantrasyonlari, disik katleli
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primerlerden yuksek kitleli primerlere dogru dort asamali olarak optimize edilmistir

(Sekil 2.1) [121, 122].

1. Grup 2. Grup 3. Grup 4. Grup

I [ 1

Yogunluk

W

:IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII\IIIIII:II
5000 5500 6000 6500 7000 7500 8000 8500

Kiitle

Diisiik kiitleli uzama primerleri Yiiksek kiitleli uzama primerleri

HTT T T T T ITITTTTITTTTT TITITTm

Sekil 2.1 Uzama primerlerinin dort asamali optimizasyon yontemine gore
gruplandirilmasi [121]

Bu dort grup, konsantrasyonlar dustkten yiksege dogru sirasiyla 7.0 uM, 9.3 uM, 11.6
MM ve 14 uM olarak ayarlanmis ve karisim lizerine uygun miktarda dH20 eklenerek elde

edilen karisim reaksiyonda kullaniimigtir.

Uzama problarinin konsantrasyonlarinin optimizasyonunu takiben bu problari iceren
reaksiyon karisimi hazirlanmistir. Bu uzama problari karisimi ile daha 6nce SAP
reaksiyonu araciligiyla baglanmamis dNTP’lerin nétraliz edilmis oldugu PCR Urinleri,
hedef SNP bolgesinin hibridizasyonu ile tek ntkleotid (kiitle-modifiye) uzama
reaksiyonuna sokulmustur. Tek baz uzama reaksiyonu bilesenleri uzama problari,
tampon ¢ozelti, enzim, kiitle modifikasyonlu ddNTP’ler ve PCR lirliniinden olusmaktadir

(Cizelge 2.6).
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Cizelge 2.6 Tek baz spesifik uzama reaksiyonu bilesenleri (*reaksiyona gore optimize
edilen deger)

Reaksiyon Bilesenleri 9 ul son reaksiyon 2 pl uzama primerleri
hacmindeki karisimindaki bilesen
konsantrasyon miktarlari (ul)
dH20 * 0,619
10X iPLEX Tamponu 0,222 X 0,200
iPLEX Terminasyon Karigimi 1X 0,200
iPLEX Uzama Primerleri 0,84/1,04/1,57 0,940
Karisimi 7/9,3/11,6/14 uM
iPLEX Enzimi 1X 0,041
Hacim (pul) * 2
+

SAP+PCR * 7
Toplam Hacim (pl) * 9

Tek baz spesifik uzama reaksiyonu vasitasiyla, analiz edilen allele ve deney tasarimina
bagli olarak, primerin tek bir kiitle modifikasyonlu niikleotid ile sonlanmasi saglanir. Tek
baz uzama reaksiyonu icerisinde iki ayri dongi iceren ve toplam 200 kisa déngiden
olusan bir programdir. 94°C’de 30 saniyelik bir 6n denatlirasyonu takiben, 6rnekler
94°C’de 5 saniye denatilrasyon, 52°C’de 5 saniye baglanma ve 80°C’de 5 saniye uzama
basamaklarindan gecer. Daha sonra baglanma ve uzama basamaklari 4 defa daha
tekrarlanir (toplam 5 defa) ve sonra dongi yeniden 94°C’de 5 saniye denatilirasyon
basamagina doner. Denatiirasyon basamagi ile baslayan bu ikinci dongiide de 6rnekler
yine 5 donglliik bir baglanma-uzama doéngtistine girer. 1 denatiirasyon basamagini takip
eden 5 dongli uzama ve baglanma basamaklar toplam 40 defa dongiiye girer. Bu 40

doéngliniin her birinin icerisindeki 5 uzama-baglanma doéngileri toplam 200 déngi
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olusturmaktadir. 40 blyik déngliniin sonunda 6rnekler 72°C'de 3 dakikalik bir son
uzama basamagina girer ve 4°C'ye sogutularak reaksiyon sonlanir. Tek baz spesifik

uzama reaksiyonunun donguleri Cizelge 2.7’de agiklanmigtir [121, 122].

Cizelge 2.7 Tek baz spesifik uzama reaksiyonunun doéngiileri

Basamaklar islem Sicaklik ve Siire
1 On denatiirasyon 94°C’de 30 saniye
2 Denatiirasyon 94°C’de 5 saniye
40 Déneil
3 Baglanma 52°C’'de 5 saniye onst
= | 5Dongi
4 Uzama 80°C’de 5 saniye
5 Son Uzama 72°C’'de 3 dakika

2.2.3.6 Regine ile iyonlardan Arindirma

Tek baz uzama reaksiyonundan sonra olusan urilnlerin analizinden 6nce arka plan
kirliligini en diisik seviyeye cekebilmek icin Grilinler icerisinde kalan Na*, K*, ve Mg* gibi
iyonlarin ortamdan uzaklastirilmasi gerekmektedir. Bu amacla reaksiyon urinleri, 25 pl
ddH,0 ve 6 mg katyonik degisim saglayan recine ile seyreltildikten sonra 35 dakika oda
sicakliginda bir calkalayici lGzerinde inklbe edilir ve ardindan 3200 x g’'de 5 dakika
santrifuj edilir [121, 122].

2.2.3.7 Orneklerin SpectroChip Il Uzerine Aktarimi

Uriinlere recine uygulamasi yapildiktan sonra ortalama 15nl modifiye PCR Uriini
oligoniikleotidler, nanodispenser yardimiyla 384-element SpectroCHIP® Il (izerindeki
matriks noktalarina aktarilmistir. Nano hacimlerde gerceklestirilen bu transfer,
nanodispenserin delikli ignelerindeki kapiler etkisi yardimiyla gerceklestirilebilmistir.
Boylelikle ¢ip Uzerine aktarilan oligoniikleotidler MALDI-TOF matriksine (3-
hidroksipikolinik asit) dahil edilmistir [121].
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2.2.3.8 MALDI-TOF MS Sistemi ile Genotipleme

Nanodispenser yardimiyla 384-element SpectroCHIP® Il lizerine aktarilan PCR UrUnleri,
kitle spektrometrisi ile MALDI-TOF analizi igcin MassARRAY® Analyser 4 cihazina
yuklenmistir. MassARRAY® Analyser 4’lin Grlnler Gizerine yapmis oldugu lazer atislari ile
allellere spesifik elde edilen pikler MassARRAY® TYPER 4.0 genotipleme yazilimi ile analiz

edilmistir.
2.2.4 istatistiksel Analiz

Genotipleme sonucu MassARRAY® TYPER 4.0 yazilimi ile elde edilen verilerin istatiksel
analizi icin SPSS (Statistical Packages of Social Sciences, SPSS for Windows, Version 20.0,
Chicago, IC, USA) paket programi kullanilmistir. Kategorik degiskenlerin birbiri ile
karsilastirilmasinda Pearson Chi-Square ve Fisher Exact testleri kullanilmistir. Bir risk
etkenine sahip olanlarin, olmayanlara gore kag kat daha fazla oldugunu gostermek icin
odds ratio kullanilmistir. Grup cevap degiskenin aciklayici degiskenlerle sebep—sonug
iliskisini belirlemek icin Multiple lojistik regresyon testi (Back Ward) kullaniimistir.
Degiskenler %95 gliven diizeyinde incelenmis olup tim istatiksel analizlerde p<0,05

degeri istatiksel olarak anlaml kabul edilmistir.
2.2.4.1 Hardy-Weinberg Dengesi Analizi

1908 yilinda G. H. Hardy ve Wilhelm Weinberg, bugiin Hardy-Weinberg yasasi olarak
bilinen, genetik varyasyon ve populasyon dengesini hesaplamak icin kullanilabilen bir
denklem fikrini, birbirlerinden bagimsiz olarak ortaya atmislardir [125, 126]. Hardy-
Weinberg yasasi yasam bilimleri, populasyon genetigi, epidemiyoloji, biyoinformatik ve
biyoistatistik alanlari icin temel alinan énemli bir ilkedir. Bu yasa, bir otozomal biallelik
belirteg icin AA, AB ve BB genotip frekanslari belirli géreceli oranlarda ortaya gikacak ve
mutasyon, dogal seleksiyon ve go¢ gibi faktorlerin olmadigl ve rastgele ciftlesen bir
populasyonda genotip frekanslari nesilden nesile degismeyerek sabit kalacaktir (Hardy-
Weinberg Dengesi, HWE) [127]. Hardy-Weinberg yasasi; A alleli frekansi p ise ve B
allelinin frekansi g ise, AA genotipi frekansinin p?, BB genotipi frekansinin g? ve AB
genotipi frekansinin 2pg olacagini 6ngormektedir. Ayrica bu genotip frekanslarinin

toplami her zaman 1’e esit olacaktir (Denklem 2.2).

p2+2pq+qg?=1 (2.2)
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insanlarda da bircok SNP’nin allel ve genotip frekanslari jenerasyondan jenerasyona
sabit kalmakta, bir baska deyisle Hardy-Weinberg dengesinde (HWE) bulunmaktadir
[125, 126]. Bu tez calismasinda da ¢alisma grubundaki bireylerin genotip sayilari Hardy-
Weinberg dengesi bakimindan test edilmis ve allel frekanslari Denklem 2.2’de belirtilen
sekilde hesaplanmistir. Elde edilen degerler ile beklenen degerler arasindaki farki test
etmek icin, elde edilen genotipleme verilerine Hardy-Weinberg dengesinin analizi
amaciyla ki-kare testi uygulanmistir. Arastirilan SNP’lerin HWE dengesinden sapma

gosterdigi p degeri <0,05 oldugunda kabul edilmistir.
2.2.4.2 Olasiliklar Orani (Odds Ratio, OR) Testi

Olasiliklar orani (OR) etki ve sonug arasindaki iliskiyi degerlendirmeye yarayan bir
yontemdir. OR, belirli bir etkinin mevcut olmadigi durumda ortaya ¢ikan sonugile bu etki
altinda olusan sonucu karsilastirarak, s6z konusu sonucun olusma ihtimalini temsil eder.
Bu ylizden bir arastirmada OR, ilgilenilen sonucun (hastalik veya diizensizlik) goreceli
ihtimali ile ilgilenilen sonucun belirli etkilere maruz kaldiginda (tibbi 6yki, saghk durumu
veya bir polimorfizm) olusacak sonucu karsilastirmada kullanilir. Ayni zamanda OR, bir
etkiye maruz kalmanin, belirli bir sonug¢ igin risk faktéri olup olmadiginin
degerlendirilmesinde ve degisken risk faktorlerinin sonuca etkilerinin blyUklGginin
hesaplanmasinda da kullanilir [128]. Elde edilen OR degerine gore etki ile sonug

arasindaki iliski Denklem 2.3’te belirtildigi sekilde yorumlanir.

Bu tez calismasinda da bronkopulmoner displazi ile arastirilan SNP’ler arasindaki iliski,
allel ve genotiplere gore elde edilen OR degerleri hesaplanarak saptanmistir. Bu amacla
kontrol grubunda yaygin olarak gorildigi tespit edilen allel referans olarak alinmis ve
SNP allelleri ile bronkopulmoner displazinin iliskilendirilmesi gergeklestirilmistir (Cizelge
2.8). Risk faktorl oldugu dusiinilen allelerin, referans alinan allelere gére OR degerleri
%95’lik gliven araligi ile hesaplanmis ve hesaplanan deger 1'den bliyikse, s6z konusu

SNP bronkopulmoner displazi ile iliskilendirilmistir (2.3).
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Cizelge 2.8 Olasiliklar Orani (OR) Hesaplama

Allel 1 Allel 2
Hasta A B
Kontrol C D

OR=(A/B) / (C/D)

OR=1 Etkinin sonug ihtimalleri tGizerinde etkisi yok

OR>1 Etkinin, sonucun olusma ihtimalini arttirici iligskisi mevcut

OR<1 Etkinin, sonucun olusma ihtimalini dtstricu iliskisi mevcut (2.3)

SNP genotiplerinin bronkopulmoner displazi ile iliskilendiriimesi amaciyla kontrol
grubunda yaygin olarak goérildigu tespit edilen homozigot genotip referans olarak
alinmistir. Homozigot karsilastirma modeli (Orn: AA ve CC) ve dominant model (Orn:
CC+AC ile AA) kullanilarak OR degerleri ve gliven aralgl (%95) hesaplanmistir.
Hesaplanan deger 1’'den bilylk ise bronkopulmoner displazi olusumu ile
iliskilendirilmistir.

2.2.4.3 Klinik ve Demografik Verilerin SNP’ler ile iliskilendirilmesi

Ki-kare testi (x?) gbzlenen bir frekans (G) ile beklenen frekans (B) arasindaki farkin
istatiksel olarak anlamli olup olmadigini ve dolayisiyla dngoriilen hipotezin dogru olup
olmadigini hesaplamaya yarayan bir yéntemdir [129]. Bu tez ¢alismasinda x? testi dért
gozlu diizen ile gerceklestirilmis, iki degisken siniflandirilarak ikili capraz tablo haline
getirilmistir. x?> testinde genellikle beklenen frekanslarin kiciik olmasi istenir.
Olusturulan dért gézlu diizende, herhangi bir gézde beklenen frekans 5’ten kiigik ise x?

testi yerine Fisher kesin ki-kare testi uygulanmasi gerekmektedir.

Fisher kesin ki-kare testi ve x?testi kullanilarak bronkopulmoner displazi ile ailede erken
dogum, kronik akciger hastaligi, zatlrre, tliberkiloz dykiileri, ebeveynlerin sigara/alkol

kullanimi gibi klinik ve demografik degiskenler arasindaki iliski saptanmistir.
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2.2.4.4 Lojistik Regresyon Analizi

Lojistik regresyon analizi iki degiskenli (1 ve 0) sonuglari biyolojik olarak kabul edilebilir
bir sekilde modellemeye yarayan bir istatiksel ydntemdir. Ornegin bir veya daha fazla
metabolik belirtecin, hastalarin morbidite (1) ve hayatta kalim (0) oranlari ile iliskisi
lojistik regresyon analizi ile hesaplanabilir [130]. Bu gcalismada da olasi bronkopulmoner
displazi risk faktorleri olan SNP genotipleri ile klinik ve demografik verilerin istatistiksel

olarak anlami lojistik regresyon analizi ile hesaplanmistir.

2.2.5 Genler Arasindaki Fonksiyonel iliski Aginin Kurulmasi

BPD ile anlamh bir iliskisi bulunan polimorfizmlerin tizerlerinde bulunduklari genlerin
birbiri ve diger genler ile olan fonksiyonel iliskilerinin aginin olusturulabilmesi igin
Princeton Universitesinin Troyanskaya Laboratuvarinin gelistirmis oldugu PathwayNet
isimli ara¢ kullanilmistir [131-133]. Fonksiyonel iliskileri kurulmak istenen genler
PathwayNet araci [131] Gzerinden secilmis ve olusan ag lizerinden genler arasi iliski “Gen
Ontoloji Konsorsiyum” [132] ve “Kyoto Gen ve Genom Ansiklopedisi, Kanehisa

Laboratuvar” veri tabani kullanilarak analiz edilmistir [133].
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BOLUM 3

SONUGLAR VE TARTISMA

3.1 Bronkopulmoner Displazi (BPD) Tanisinin Konulmasi ve GCalisma

Populasyonunun Olusturulmasi

istanbul Kanuni Sultan Sileyman Egitim ve Arastirma Hastanesinde dogum yapan
bireylerin bebeklerine BPD tanisi, yeni dogan yogun bakim uzmani Dog. Dr. Merih
Cetinkaya ve cocuk saghgi ve hastaliklari uzmani Dr. Seda Yilmaz Semerci tarafindan
gerceklestirilmistir. Bu tez calismasina dahil edilen populasyonunun tamami, Kanuni
Sultan Sileyman Egitim ve Arastirma Hastanesi, yeni dogan yogun bakim biriminde, 32
haftadan 6nce (prematiire) dogmus infantlardan olusmaktadir. Calisma
populasyonunun kontrol grubu, postmenstriiel 36. haftada veya taburcu edilirken
(hangisi daha dnce ise), ek O, almadan, oda havasinda en az 30 dakika SpO;’sini 2%90
tutabilmekte olan, yani BPD olmayan, prematiire infantlardan olusmaktadir. Calisma
populasyonunun hasta grubu ise ek oksijen almadan/oda havasinda en az 30 dakika
Sp02’sini 2%90 tutamiyorlar ise hafif/orta BPD tanisi konmus; her tirli pozitif basingla
(HFNC, nCPAP, MV) 2%30 O, almalari gerekmekte olan, agir BPD tanisi konulmus
prematiire infantlardan olusmaktadir. Yaklasik 5 aylik bir slire icerisinde, toplam 97 BPD
teshisi konulan hastadan ve 103 saglikli preterm infanttan (kontrol grubu) kan 6érnekleri
toplanmis ve toplanan ornekler Yildiz Teknik Universitesi Biyomiihendislik Bélimii
Rekombinant DNA Teknolojileri Laboratuvarinda, -20°C kan 6rnekleri saklama dolabinda
muhafaza edilmistir. Toplanan kan ornekleri Kanuni Sultan Sileyman Egitim ve

Arastirma Hastanesi etik kurulunun KAEK/2016.12.31 numarali izni ile toplanmistir.
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Kan ornegi toplanmis hasta ve kontroller arasinda 7 gift ikiz (6 ¢ift monozigot, 1 cift
dizigot) ve 2 adet li¢liz bebek bulunmaktadir. 6 ¢ift tek yumurta ikizlerinin 2 ¢ifti kontrol
grubunda, 3 ¢ifti hasta grubunda ve 1 cift ise bir kardes hasta bir kardes kontrol grubunda
olmak Uzere gruplanmiglardir. Cift yumurta ikizi olan kardeslerin ise biri hasta digeri ise
kontrol grubundadir. 2 adet licliz kardeslerin birincisinde 2 kardes kontrol 3. kardes ise
hasta grubundadir. Diger (glz kardeslerin ise tamami hasta grubunda bulunmaktadir.
Kan ornegi toplanarak arastirmaya dahil edilmis olan ikiz ve lcglz bebeklerin BPD

bakimindan durumlari ve 6rnek numaralari Tablo 3.1’de belirtilmistir.

Cizelge 3.1 Calisma populasyonundaki ikiz ve lgliz bebeklerin dagilimi

Hasta Kontrol Hasta Kontrol
K78 — K89 H41 K68 — K69
K87 — K86 H66 — H67 —H73
H29 K53
*H52 *K79
H15 - H16
H43 — H44
H71-H72

*: Dizigot ikizler

Calisma populasyonuna katilan bebeklerin cinsiyet dagilimi incelendiginde, toplam 106
kiz ve 93 erkek bebek oldugu gorilmistir. Calismaya dahil edilen 106 kiz bebegin 55’i
kontrol 51’i ise hasta grubuna; 93 erkek bebegin ise 47’si kontrol grubuna, 46’sI hasta
grubuna dabhil edilmistir. Calisma grubundaki bebeklerin cinsiyete gére ylizde dagilimlari

Sekil 3.1’de aciklanmistir.
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Sekil 3.1 Calisma grubundaki bebeklerin cinsiyete gore dagilim grafigi

Cahisma grubuna dahil edilen BPD hastalarinin tamami daha dnce de bahsedildigi gibi 32
haftadan 6nce dogmus preterm infantlardan olusturulmustur. Calisma populasyonu
bireylerinin dogum haftalari Sekil 3.2’de ki grafikte goOsterilmistir. Calisma

populasyonunun tamaminin ortalama dogum haftasi 28,7 olarak bulunmustur.
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Sekil 3.2 Calisma grubu bireylerinin dogum haftalari grafigi

Calisma grubunda yer alan infantlara, daha 6nce de bahsedildigi lizere hafif, orta veya

agir BPD olarak teshis konulmusgtur. Sekil 3.3’deki grafikte galisma grubuna dahil edilen
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infantlarin BPD siddetine gore siniflandirildigr bir grafik olusturulmustur. BPD

hastalarinin 42’sine hafif, 35’ine orta ve 20’sine ise agir BPD olarak teshis konulmustur.
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Sekil 3.3 Calisma grubunda gorilen BPD siddeti dagilimi grafigi

Hasta grubundaki infantlara yeni dogan yogun bakim Unitesinde verilen ek O slireleri
ise Sekil 3.4’de gosterilmistir. Ortalama olarak hasta grubuna dahil edilen infantlar

68,35 glin boyunca ek Oz almislardir.
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Sekil 3.4 Hasta grubuna dahil edilen bireylerin ek Oz alma siireleri (glin)
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Kan oOrnekleri toplanan hasta ve kontrol gruplarindan, etiyolojik, ailesel ve ¢evresel
faktorlerin istatiksel olarak anlamlandirilabilmesi icin birer hasta bilgi formu

toplanmistir.

3.2 Elde Edilen DNA Orneklerinin Saflik ve Miktar Analizleri

Calismada kullanilacak olan kontrol ve hasta drneklerinden izole edilen genomik DNA
ornekleri, hasta grubu “H” harfi ile (H1, H2, H3...) ve kontrol grubu ise “K” harfi ile (K1,
K2, K3...) seklinde numaralandirilarak kodlanmistir. Orneklerin DNA konsantrasyonlari
(ng/ul) ve absorbans degerleri Epoch 2 Microplate spektrofotometre ve Take3 p-plate
kullanilarak 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda UV-spektrofotometrik 6l¢iimler ile
belirlenmistir (Cizelge 3.2). 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda yapilan 6lglimlerde
absorbans degerleri orani 1.7 - 2.0 arasinda olan 6rnekler saflik bakimindan uygun
bulunarak calismaya dahil edilmistir (124). Elde edilen DNA’larin saflik ve konsantrasyon

bilgileri Cizelge 3.2’de verilmistir.
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Cizelge 3.2 Hasta ve kontrol grubu DNA konsantrasyonlari ve saflik degerleri

Ornek Adi Az Azso Azs0/Azs0 DNA Konsantrasyonu
(ng/ul)
K1 0,0215 0,011 1,95 21,5
K2 0,013 0,0065 2,00 13
K3 0,016 0,008 2,00 16
K4 0,016 0,008 2,00 16
K5 0,004 0,002 2,00 4
K6 0,0175 0,0088 1,99 17,5
K7 0,007 0,004 1,75 7
K8 0,012 0,007 1,71 12
K9 0,029 0,016 1,81 29
K10 0,0065 0,0035 1,86 6,5
K11 0,021 0,011 1,91 21
K12 0,023 0,012 1,92 23
K13 0,0215 0,0115 1,87 21,5
K14 0,029 0,015 1,93 29
K15 0,0445 0,024 1,85 44,5
K16 0,029 0,016 1,81 29
K17 0,009 0,0051 1,76 9
K18 0,0715 0,0375 1,91 71,5
K19 0,0135 0,007 1,93 13,5
K20 0,0345 0,0175 1,97 34,5
K21 0,0195 0,01 1,95 19,5
K22 0,035 0,0185 1,89 35
K23 0,0175 0,009 1,94 17,5
K24 0,0135 0,0075 1,80 13,5
K25 0,016 0,0085 1,88 16
K26 0,0595 0,0315 1,89 59,5
K27 0,0135 0,0069 1,96 13,5
K28 0,029 0,015 1,93 29
K29 0,0225 0,0115 1,96 22,5
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Cizelge 3.2 Hasta ve kontrol grubu DNA konsantrasyonlari ve saflik degerleri (devam)

Ornek Adi Azo Azso Azo/A2s0 | DNA Konsantrasyonu (ng/ul)
K30 0,0045 0,0025 1,80 4,5
K31 0,0325 0,017 1,91 32,5
K32 0,0205 0,012 1,71 20,5
K33 0,033 0,0185 1,78 33
K34 0,0325 0,017 1,91 32,5
K35 0,0135 0,007 1,93 13,5
K36 0,0145 0,0075 1,93 14,5
K37 0,0125 0,0065 1,92 12,5
K38 0,007 0,0035 2,00 7
K39 0,038 0,0205 1,85 38
K40 0,046 0,0265 1,74 46
K41 0,028 0,0155 1,81 28
K42 0,016 0,0085 1,88 16
K43 0,0065 0,0033 1,97 6,5
K44 0,0175 0,0095 1,84 17,5
K45 0,0105 0,006 1,75 10,5
K46 0,023 0,0135 1,70 23
K47 0,014 0,008 1,75 14
K48 0,0175 0,01 1,75 17,5
K49 0,026 0,0145 1,79 26
K50 0,0305 0,0179 1,70 30,5
K51 0,0255 0,013 1,96 25,5
K52 0,016 0,0085 1,88 16
K53 0,0215 0,0115 1,87 21,5
K54 0,0315 0,016 1,97 31,5
K55 0,036 0,019 1,89 36
K56 0,024 0,0135 1,78 24
K57 0,009 0,0055 1,64 9
K58 0,0215 0,0115 1,87 21,5
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Cizelge 3.2 Hasta ve kontrol grubu DNA konsantrasyonlari ve saflik degerleri (devam)

Ornek Adi Azo Azso Azo/A2s0 | DNA Konsantrasyonu (ng/ul)
K59 0,063 0,034 1,85 63
K60 0,0295 0,017 1,74 29,5
K61 0,045 0,0225 2,00 45
K62 0,044 0,022 2,00 44
K63 0,0525 0,027 1,94 52,5
K64 0,0295 0,017 1,74 29,5
K65 0,0225 0,012 1,88 22,5
K66 0,021 0,0115 1,83 21
K67 0,009 0,005 1,80 9
K68 0,031 0,017 1,82 31
K69 0,034 0,0185 1,84 34
K70 0,0355 0,0185 1,92 35,5
K71 0,017 0,009 1,89 17
K72 0,055 0,0295 1,86 55
K73 0,0195 0,0105 1,86 19,5
K74 0,032 0,017 1,88 32
K75 0,008 0,004 2,00 8
K76 0,0195 0,01 1,95 19,5
K77 0,04 0,021 1,90 40
K78 0,022 0,011 2,00 22
K79 0,03 0,0155 1,94 30
K80 0,018 0,009 2,00 18
K81 0,015 0,008 1,88 15
K82 0,038 0,0195 1,95 38
K83 0,011 0,0055 2,00 11
K84 0,006 0,0035 1,71 6
K85 0,012 0,0065 1,85 12
K86 0,015 0,008 1,88 15
K87 0,0125 0,0065 1,92 12,5
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Cizelge 3.2 Hasta ve kontrol grubu DNA konsantrasyonlari ve saflik degerleri (devam)

Ornek Adi Az Azso Azd/A2s0 | DNA Konsantrasyonu (ng/ul)
K88 0,025 0,014 1,79 25
K89 0,025 0,014 1,79 25
K90 0,0095 0,0055 1,73 9,5
K91 0,0145 0,0075 1,93 14,5
K92 0,062 0,032 1,94 62
K93 0,0165 0,0085 1,94 16,5
K94 0,0105 0,0053 1,98 10,5
K95 0,0215 0,0115 1,87 21,5
K96 0,0235 0,013 1,81 23,5
H1 0,009 0,005 1,80 9
H2 0,004 0,0022 1,82 4
H3 0,0015 0,0008 1,88 1,5
H4 0,002 0,001 2,00 2
H5 0,004 0,002 2,00 4
Hé6 0,0195 0,01 1,95 19,5
H7 0,007 0,0035 2,00 7
H8 0,0055 0,0028 1,96 5,5
H9 0,01 0,0055 1,82 10
H10 0,0055 0,0029 1,90 5,5
H11 0,007 0,004 1,75 7
H12 0,004 0,0022 1,82 4
H13 0,026 0,0135 1,93 26
H14 0,012 0,006 2,00 12
H15 0,008 0,004 2,00 8
H16 0,019 0,011 1,73 19
H17 0,0115 0,0065 1,77 11,5
H18 0,0085 0,005 1,70 8,5
H19 0,015 0,0075 2,00 15
H20 0,0145 0,0085 1,71 14,5
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Cizelge 3.2 Hasta ve kontrol grubu DNA konsantrasyonlari ve saflik degerleri (devam)

Ornek Adi Azo Azso Azo/A2s0 | DNA Konsantrasyonu (ng/ul)
H21 0,012 0,007 1,71 12
H22 0,0095 0,0055 1,73 9,5
H23 0,006 0,0035 1,71 6
H24 0,0055 0,0028 1,96 5,5
H28 0,0095 0,005 1,90 9,5
H29 0,012 0,0065 1,85 12
H30 0,028 0,015 1,87 28
H31 0,039 0,023 1,70 39
H32 0,0115 0,0065 1,77 11,5
H33 0,0185 0,01 1,85 18,5
H34 0,015 0,0085 1,76 15
H35 0,037 0,019 1,95 37
H36 0,021 0,012 1,75 21
H37 0,027 0,014 1,93 27
H38 0,013 0,0075 1,73 13
H39 0,014 0,008 1,75 14
H40 0,0265 0,0155 1,71 26,5
H41 0,029 0,0165 1,76 29
H42 0,04 0,022 1,82 40
H43 0,0065 0,0035 1,86 6,5
H44 0,012 0,0065 1,85 12
H45 0,016 0,0085 1,88 16
H46 0,015 0,008 1,88 15
H47 0,009 0,005 1,80 9
H48 0,0115 0,006 1,92 11,5
H49 0,006 0,003 2,00 6
H50 0,016 0,009 1,78 16
H51 0,0355 0,0205 1,73 35,5
H52 0,036 0,0195 1,85 36
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Cizelge 3.2 Hasta ve kontrol grubu DNA konsantrasyonlari ve saflik degerleri (devam)

Ornek Adi Azo Azso Azo/A2s0 | DNA Konsantrasyonu (ng/ul)
H53 0,024 0,0125 1,92 24
H54 0,018 0,0095 1,89 18
H55 0,0105 0,006 1,75 10,5
H56 0,0205 0,012 1,71 20,5
H57 0,028 0,016 1,75 28
H58 0,0275 0,016 1,72 27,5
H59 0,009 0,0045 2,00 9
H60 0,0235 0,0125 1,88 23,5
Hé61 0,0195 0,0105 1,86 19,5
Hé62 0,016 0,008 2,00 16
H63 0,01 0,0055 1,82 10
Hé64 0,016 0,0094 1,70 16
H65 0,017 0,01 1,70 17
H66 0,025 0,0135 1,85 25
H67 0,0235 0,0125 1,88 23,5
H68 0,033 0,018 1,83 33
H69 0,014 0,0075 1,87 14
H70 0,008 0,0045 1,78 8
H71 0,025 0,014 1,79 25
H72 0,0335 0,0175 1,91 33,5
H73 0,0095 0,0055 1,73 9,5
H74 0,014 0,008 1,75 14
H75 0,0115 0,006 1,92 11,5
H76 0,024 0,014 1,71 24
H77 0,0145 0,0075 1,93 14,5
H78 0,058 0,0305 1,90 58
H79 0,0235 0,013 1,81 23,5
H80 0,039 0,0215 1,81 39
H81 0,0895 0,0475 1,88 89,5
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Cizelge 3.2 Hasta ve kontrol grubu DNA konsantrasyonlari ve saflik degerleri (devam)

Ornek Adi Az Azso Azd/A2s0 | DNA Konsantrasyonu (ng/ul)
H82 0,0155 0,0085 1,82 15,5
H83 0,008 0,0045 1,78 8
H84 0,029 0,0145 2,00 29
H85 0,0365 0,0185 1,97 36,5
H86 0,043 0,022 1,95 43
H87 0,039 0,021 1,86 39
H88 0,0055 0,003 1,83 5,5
H89 0,023 0,0135 1,70 23
H90 0,0645 0,0345 1,87 64,5
H91 0,032 0,0165 1,94 32
H92 0,0035 0,0018 1,94 3,5
H93 0,0045 0,0015 3,00 4,5
H94 0,0105 0,006 1,75 10,5
H95 0,018 0,01 1,80 18
H96 0,01 0,005 2,00 10
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3.3  Arastirilacak SNP Bolgelerinin Tayini ve Genom Uzerindeki Konumlar

Bu tez galismasinda arastirilan SNP bdlgeleri, literatlir arastirmalari sonucunda BPD
hastaligi ile farkh toplumlarda iligskisi oldugu cesitli arastirma makalelerinde, genom
¢apinda iliskilendirme galismalarinda yayinlanmis SNP bolgeleri arasindan ve NCBI SNP

veri tabani kullanilarak secilmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3 Analiz edilen SNP boélgelerinin, rs numaralari, genomdaki pozisyonlari ve

allel bilgileri
T T i o, T T
SNP1  rs1001179 34,438,684  11p13  CAT  C/T  [72]
SNP2 rs10162694 35,054,340 15p7 ZNF770 A/C [134]
SNP3 rs1049269 72,060,243 10g22.1 SPOCK2 G/A [65]
SNP4 rs1049982 34,438,994 11p13 CAT T/C [72]
SNP5 rs11003125 52,772,254 10g21.1 MBL2 C/G [79]
SNP6 rs11226613 105,101,791 11g22.3 CARD17 A/T [134]
SNP7 rs1126214 31,059,582 18q12.1 DSC3 C/T [134]
SNP8 rs1245560 72,077,662 10g22.1 SPOCK2 C/A [65]
SNP9 rs12701220 983,092 7p22.3 CYP2wW1 c/T [134]
SNP10 rs1440306 116,954,105 4926 NDST4 G/T [134]
SNP11 rs1474256 79,171,505 15g25.1  RASGRF1 c/T [134]
SNP12 rs1541364 137,567,007 5g31.2 SPOCK1 A/G [134]
SNP13 rs17551536 12,112,224 2p24.3 MIR3681 A/G [134]
SNP14 rs17880135 31,669,690  21g22.11 SOD1 G/T [72]
SNP15 rs1912816 113,861,151 8qg23.3 CSMD3 G/A [134]
SNP16 rs1966265 177,089,630 5g35.2 FGFR4 G/A [135]
SNP17  rs204732 31,720,530  21g22.11 SOD1 G/A [72]
SNP18 rs2233406 35,405,593 14q13.2 NFKBIA A/G [136]
SNP19  rs2233409 35,405,064 14q13.2 NFKBIA A/G [137]
SNP20 rs2278034 195,870,036 3929 TNK2 C/T [134]
SNP21  rs2536512 24,799,693 4p15.2 SOD3 A/G [72]
SNP22  rs2664349 88,077,054 8g21.3 MMP16 A/G [78]
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Cizelge 3.3 Analiz edilen SNP boélgelerinin, rs numaralari, genomdaki pozisyonlari ve
allel bilgileri (devam)

SNP23  rs2664352 88,081,070 8q21.3 MMP16 C/T [78]
SNP24  rs3138053 35,405,648 14q13.2 NFKBIA C/T [137]
SNP25 rs349423 41,831,453 1p34.2 HIVEP3 C/T [134]
SNP26 rs3771150 102,444,391 2q12.1 IL-18RAP A/G [68]
SNP27 rs3771171 102,369,490 2q12.1 IL-18R1 C/T [68]
SNP28  rs4634985 20,145,851 10pl12.31 PLXDC2 T/C [134]
SNP29  rs4883955 73,859,670 13g22.1 KLF12 G/T [134]
SNP30 rs55716084 243,127,340 1g43 CEP170 A/G [134]
SNP31 rs5746136 159,682,052 6q925.3 SOD2 C/T [72]
SNP32 rs62468577 78523355 7q21.11 MAGI2 T/C [134]
SNP33 rs650950 35517721 11p13 PAMR1 C/T [134]
SNP34 rs6988306 101,583,982 8q22.3 GRHL2 C/T [134]
SNP35 rs699947 43,768,652 6p21.1 VEGFA A/C [70]
SNP36 rs7096206 52,771,925 10g21.1 MBL2 C/G [80]
SNP37 rs71627250 63,088,872 5q12.3 HTRI1A C/T [134]
SNP38 rs72791417 65,983,896 10g21.3 CTNNA3 A/T [134]
SNP39 rs755622 23,894,205 22ql1.23 MIF C/G [76]
SNP40 rs769217 34,461,361 11p13 CAT C/T [72]
SNP41 rs78975256 120,880,342 5023.1 PRR16 C/T [134]
SNP42 rs8192287 24,794,946 4p15.2 SOD3 G/T [72]
SNP43 rs833061 43,769,749 6p21.1 VEGFA C/T [70]
SNP44 rs9877396 61,141,532 3p14.2 FHIT C/T [134]
SNP45 rs9953270 27,107,407 18q11.2 CHST9 C/T [134]

Bronkopulmoner displazi ile iliskili SNP’lerin arastiriimas ilgili literatiirde pek cok
arastirma ve bir GWAS bulunmaktadir. Literatlir taramalari sonucu, bu tez calismasinda
arastirilmak Gzere secilen 45 SNP bdlgesinin, genomdaki konumlari ve allel bilgileri
Cizelge 3.4'te verilmistir. Secilen bu 45 polimorfizm bdlgesinin genom Uzerindeki

pozisyonu, NCBI SNP veri tabani kullanilarak dogrulanmistir. B6lim 2.3.2.2’de acgiklanan
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yonteme gore tasarlanan ve polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan ileri (forward)
primerler, geri (reverse) primerler ve tek baz uzama problarinin genom lzerindeki
pozisyonlari manuel olarak belirlenerek tasarlanan primer ve uzama problarinin diziler
tizerindeki konumlari dogrulanmistir. Ornek olarak, SNP29 (rs4883955) polimorfizmine
spesifik olarak tasarlanan primerler ve uzama probu dizileri, genom lizerinde bu SNP’nin
bulundugu lokasyon merkezde olmak Uzere yaklasik 100 b¢’lik bolgeler gosterilmistir

(Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4 rs1049269 numarali (SNP3) polimorfizmin bulundugu DNA dizisi.
Tasarlanmis olan forward primer kirmizi, reverse primer yesil ve uzama probu dizisi
mavi ile gosterilmistir.

5’'TCCACAGGGAGCTGCTGTTTTGTCTACCTTTTGAGGGGACC
AGTCTCAGT[A/G]GGGCGAAAGGCAGTGTGGGGGCTTCGGA 50 bg [A/G] 50bg
AACAGGCAAGGCTGGACCCCTG?3’

Multipleks PCR’da kullanilmak Gzere tasarlanmis amplifikasyon primerlerinin 5" uglarina
10-mer etiketinin (5'-ACGTTGGATG-3') eklenmesi gerektigi daha 6nce Bolim 2.2.3.2°de
actklanmistir. Bununla birlikte, kitle spektroskopisi ile gergeklestirilen analizlerde,
spektrumda herhangi bir karisikhk olmasini engellemek amaciyla, uzama problarinin
kitleleri amplifikasyonda kullanilan primerlerin kitlelerinden farkli olacak sekilde
tasarlanmistir. Bunun icin, Cizelge 3.4’te kirmizi ile isaretlenmis olan forward primerinin
5' ucuna bir 10-mer etiketi (ACGTTGGATG) eklenmis ve primer dizisi 5’
ACGTTGGATGGGAGCTGCTGTTTTGTCTAC 3’ olarak tasarlanmistir. Benzer sekilde
reverse primeri tasarlanirken de 5' ucuna bir 10-mer etiketi (ACGTTGGATG) eklenmis ve
yesil ile gosterilen dizinin komplementeri olacak sekilde tasarlanarak, 5’
ACGTTGGATGCCTTGCCTGTTTCCGAAGC 3’ primeri elde edilmistir. Son olarak, Cizelge
3.4’te mavi renk ile gosterilen uzama probu tasarlanirken, probun 3' ucu polimorfizm

bolgesinin hemen yaninda olacak sekilde tasarlanmistir.

3.4  Genotipleme Sonuglari

Elde edilen PCR driinii, Bolim 2.2.3.7'de anlatilan yonteme goére nanodispenser cihazi

kullanilarak 384-element SpectroCHIP® Il {izerine aktarilmis ve genotipleme analizi icin
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MALDI-TOF MS cihazinin kendi yazilimi olan MassARRAY TYPER 4.0 kullaniimistir. Sekil
3.5’de 384 o6rnegin ¢ahsilmis oldugu bir sette rs1103125 polimorfizmi icin elde edilen

genotipleme sonucu gosterilmektedir.

Sekil 3.5’de “A” ile gosterilen arag¢ (Project Explorer) ile elde edilen genotipleme
sonuglarinin incelenmesi ve belirlenmis olan assay ile dogru cipin secgilme islemi
gerceklestirilebilmektedir. “B” ile gosterilen arag (Traffic Lights) ise analiz sonucunda
plakalardan 384-element c¢ipe aktarilan o6rneklerin sonuglarinin basari ylzdesini
degerlendirmek amaciyla kullanilmaktadir. Traffic Lights aracinda belirtilen noktalarin
her biri 384-element cipteki kuyucuklara diisen DNA 6rneklerini temsil etmektedir. Elde
edilen verilerin kalitesi, iyiden kotlye dogru sirasiyla yesil, sari ve kirmizi renkleri ile
gosterilmistir. “C” ile belirtilmis olan aracta ise (Cluster Plot), disuk, yliksek ve orta
dizeyde kitleli allellerin dagilimlari noktalar ile gosterilmektedir. Analite ait olan
sinyalleri iceren veriler, genotip ve kitle dagilimini aciklayan spektrumlar da “D” ile
gosterilen aracgta (Spectrum) belirtilmistir. Son olarak “E” ile gosterilen arag ise SNP’lere

ait genotip verilerinin detaylarini icermektedir.
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Sekil 3.5 rs1103125 polimorfizmi icin genotipleme sonucu 6rnegi. A: Project Explorer,
B: Traffic Lights, C: Cluster plot, D: Spektrum, E: Genotipleme sonucu.
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Sekil 3.6 rs755622 icin spektrum ornegi. a: Baglanmamis uzama primeri (UEP), b: C
allelini belirten pik, c: G allelini belirten pik.

Sekil 3.6’da rs755622 numarali polimorfizme ait 6rnek bir spektrum goérintisi
verilmistir. Bu polimorfizm igin tasarlanmis olan uzama primerinin 4964,3 Da agirliginda
oldugu bilinmektedir. iPLEX reaksiyonu sonrasinda diziye eklenecek olan allellerin C veya
G olacagi bilgisi, assay tasarimi yapilirken belirlenmistir. C veya G allellerinin eklenmesi
ile birlikte sirasiyla 5210,8 veya 5250,5 Da agirliginda dizilerin elde edilecegi de tasarim
esnasinda belirlenmistir. Boylelikle, Sekil 3.3’te gosterilmis olan a, b ve c cizgileri, bu
polimorfizm icin analiz edilmesi gereken degerler olarak belirlenmistir. “a” piki, 4964,3
Da agirligindaki baglanmamis uzama primerini (UEP: Unexpended Primers)
gostermektedir. “b” piki ise C allelinin eklenmesinden sonra olusacak 5210,8 Da
agirhgindaki diziyi gdéstermektedir. Kirmizi ile isaretlenmis olan “b” gizgisinde herhangi
bir pik olusumu gozlenmediginden C allelinin var olmadigi anlasiilmaktadir. Son olarak
mavi ile isaretlenmis olan “c” pikinde ise G allelinin diziye eklenmesi sonucu olusacak
5250,5 Da agirligindaki dizi icin bir pik gorilmektedir ve bu o6rnek igin rs755622
polimorfizminin G alleli genotipini tasidigini gostermektedir. Spektrumda goriilen diger
dislik yogunluktaki pikler ise diger SNP’lere ait baglanmamis uzama primerlerinin ve

allellerinin olusturdugu sinyallerdir.
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3.5 istatistiksel Analizler

3.5.1 Hardy-Weinberg Dengesi Testi Sonugclari

Bu tez galismasinda da oldugu gibi, genetik iliskilendirme g¢alismalarinda belirli bir
fenotipik karakterin iliskilendirme c¢alismalari yapilmadan oOnce c¢alismaya alinan
populasyonun Hardy-Weinberg Dengesi test edilmelidir. Clink{i genis ve rastgele eslesen
populasyonlarin genotip frekanslari ile allel frekanslarinin belirli bir denge igerisinde
olmasi gerekmektedir [125]. Bu sebeple, calismamiza dahil edilen hasta ve kontrol
gruplarindaki bireylerin sayilarinin Hardy-Weinberg dengesi test edilmistir ve allel
frekanslari hesaplanmistir. Calisma grubundaki her SNP icin gerceklestirilen Hardy-
Weinberg dengesi testlerinin degerlendirilmesinde ki-kare testi uygulanmistir. Bu tez
¢alismasinda arastirilan 45 SNP icin yapilan Hardy-Weinberg dengesi testleri sonuglari
Cizelge 3.5'te gosterilmistir. Cizelge Gzerinde koyu renk ile isaretlenen 7 SNP’deki hasta
veya kontrol grubunda goézlenen degerler ile beklenen degerlerin birbirine uygun
olmadig, vyani Hardy-Weinberg dengesinde olmadigi gortlmdistir (rs1049269,
rs1966265, rs3771171, rs650950, rs72791417, rs769217, rs8192287) (p<0,05). Kalan 38
SNP igin ise hem hasta hem de kontrol gruplari igin gdzlenen degerler ile beklenen
degerlerin birbirine uygun oldugu ve Hardy-Weinberg dengesinde olduklari tespit
edilmistir (p>0,05). Sonug¢ olarak bu asamadan sonra gerceklestirilecek istatistiksel
analizlerde Hardy-Weinberg dengesine uymayan polimorfizmlerde populasyonun

dengeli bir dagilim géstermedigi anlasildigi icin ileri analizler gergeklestirilmemistir.
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Cizelge 3.5 Hardy-Weinberg testi sonuclari

SNP rs Numarasi Genotip Gozlenen (%) Beklenen Ki kare p-degeri
cc 55 (%79,71) 54,8

snpy | 51001179 cT 13 (%18,34) 13,4 0,053 0,818
T 1(%1,44) 0,8
cc 170 (%100) 170

oNpy | 510162694 =~ 5 5 1 .
XX 0 0
GG 68 (%36,36) 59

SNP3 | rs1049269 GA 74 (%39,57) 92,1 7,213 0,007
AA 45 (%24,06) 36
T 47 (%28,48) 46,9

SNP4 | rs1049982 TC 82 (%49,69) 82,1 0,0004 0,983
cc 36 (%21,81) 35,9
GG 69 (%37,70) 64,3

SNP5 | rs11003125 GC 79 (%43,16) 88,3 2,046 0,152
cc 35 (%19,12) 30,3
T 104 (%56,52) 100,5

SNP6 | rs11226613 TA 64 (%34,78) 71 1,768 0,183
AA 16 (%8,70) 12,5
cc 75 (%42,13) 72,4

SNP7 | rs1126214 cT 77 (%43,26) 82,3 0,726 0,393
T 26 (%14,61) 23,4
cc 51 (%29,48) 45,8

SNP8 | rs1245560 CA 76 (%43,93) 86,4 2,518 0,112
AA 46 (%26,59) 40,8
T 100 (%89,29) 99,4

SNP9 | rs12701220 TC 11 (%9,82) 12,2 1,158 0,281
cc 1 (%0,89) 0,4
T 80 (%45,98) 81,4

SNP10 | rs1440306 TG 78 (%44,83) 75,2 0,253 0,627
GG 16 (%9,20) 17,4
cc 74 (%40,44) 75,4

SNP11 | rs1474256 cT 87 (%47,54) 84,1 0,215 0,642
T 22 (%12,02) 23,4
GG 56 (%30,43) 58,2

SNP12 | rs1541364 GA 95 (%51,63) 90,6 0,441 0,506
AA 33(17,93) 35,2
AA 125 (%65,79) 128,1

SNP13 | rs17551536 AG 62 (%32,63) 55,8 2,319 0,127
GG 3 (%1,58) 6,1
T 171 (%92,93) 171,2

SNP14 | rs17880135 TG 13 (%7,07) 12,5 0,246 0,619
GG 0 (%0) 0,2
AA 69 64,7

SNP15 | rs1912816 AG 57 65,7 2,558 0,109
GG 21 16,7
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Cizelge 3.5 Hardy-Weinberg testi sonuclari (devam)

SNP rs Numarasi Genotip Gozlenen (%) Beklenen Ki kare p-degeri

GG 64 (%71,11) 60,8

SNP16 rs1966265 GA 20 (%22,22) 26,3 5,178 0,022
AA 6 (%6,67) 2,8
GG 140 (%76,50) 139,0

SNP17 rs204732 GA 39 (%21,31) 41,0 0,420 0,516
AA 4 (%2,19 3,0
AA 82 (%47,13) 82,1

SNP18 rs2233406 AG 75 (%43,10) 74,9 0,0006 0,980
GG 17 (%9,77) 17,1
AA 103 (%55,38) 105,4

SNP19 rs2233409 AG 74 (%39,78) 69,2 0,876 0,349
GG 9 (%4,84) 11,4
TT 62 (%35,63) 56,3

SNP20 rs2278034 TC 74 (%42,53) 85,3 3,074 0,079
cC 38 (%21,84) 32,3
AA 109 (%75,69) 110,3

SNP21 rs2536512 AG 34 (%23,61) 31,5 0,907 0,340
GG 1 (%0,69) 2,3
GG 87 (%45,79) 88,3

SNP22 rs2664349 GA 85 (%44,74) 82,5 0,178 0,672
AA 18 (%9,47) 19,3
T 56 (%29,63) 55,0

SNP23 rs2664352 TC 92 (%48,68) 93,9 0,077 0,780
cc 41 (%21,69) 40,0
cC 85 (%46,45) 83,3

SNP24 rs3138053 cT 77 (%42,08) 80,3 0,310 0,577
T 21 (%11,48) 19,3
cc 184 (%98,40) 184,0

SNP25 rs349423 CX 3 (%1,60) 3,0 0,012 0,911
XX 0 (%0) 0,0
AA 95 (&52,49) 99,2

SNP26 rs3771150 AG 78 (%43,09) 69,6 2,642 0,104
GG 8 (%4,42) 12,2
cc 84 (%43,98) 99,0

SNP27 rs3771171 cT 107 (%56,02) 77,0 28,915 <0,0001
TT 0 (%0) 15,0
T 54 (%39,42) 57,8

SNP28 rs4634985 TC 70 (%51,09) 62,4 2,053 0,151
cC 13 (%9,49) 16,8
GG 86 (49,03) 84,1

SNP29 rs4883955 GT 70 (%40,23) 73,7 0,441 0,506
T 18 (%10,34) 16,1
GG 179 (96,76) 179,0

SNP30 rs55716084 GA 6 (%3,24) 5,9 0,050 0,822
AA 0 (%0) 0,0
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Cizelge 3.5 Hardy-Weinberg testi sonuclari (devam)

SNP rs Numarasi Genotip Gozlenen (%) Beklenen Ki kare p-degeri

cc 79 (%41,80) 76,8

SNP31 rs5746136 cT 83 (%43,92) 87,3 0,468 0,493
T 27 (%14,29) 24,8
cc 110 (%68,75) 110,6

SNP32 rs62468577 cT 46 (%28,75) 44,9 0,098 0,753
T 4 (%2,50) 4,6
™ 72 (%39,13) 65,2

SNP33 rs650950 TC 75 (%40,76) 88,7 4,373 0,036
cc 37 (%20,11) 30,2
cc 132 (%70,97) 129,2

SNP34 rs6988306 cT 46 (%24,73) 51,7 2,237 0,134
T 8 (%4,30) 5,2
AA 50 (%28,25) 51,0

SNP35 rs699947 AC 90 (%50,85) 88,0 0,089 0,765
cc 37 (%20,90) 38,0
cc 119 (%65,38) 119,5

SNP36 rs7096206 G 57 (%31,32) 55,9 0,067 0,794
GG 6 (%3,30) 6,5
cc 179 (%95,72) 179,1

SNP37 rs71627250 cT 8 (%4,28) 7,8 0,089 0,765
T 0 (%0) 0,1
AA 136 (%76,84) 131,4

SNP38 rs72791417 AT 33 (%18,64) 42,2 8,437 0,003
™ 8 (%4,52) 3,4
GG 187 (%100) 187,0

SNP39 rs755622 GX 0 (%0) 0,0 1 1
XX 0 (%0) 0,0
cc 90 (%48,39) 84,0

SNP40 rs769217 cT 70 (%37,63) 82,0 3,977 0,046
™ 26 (%13,98) 20,0
T 179 (%100) 179,0

SNP41 rs78975256 X 0 (%0) 0,0 1 1
XX 0 (%0) 0,0
GG 154 (%84,15) 149,7

SNP42 rs8192287 GT 23 (%12,57) 31,7 13,675 0,0002
™ 6 (%3,28) 1,7
cc 46 (%27,71) 44,0

SNP43 rs833061 cT 79 (%47,59) 82,9 0,371 0,542
T 41 (%24,70) 39,0
T 73 (%53,28) 75,9

SNP44 rs9877396 TC 58 (%42,34) 52,1 1,745 0,186
cc 6 (%24,70) 8,9
cc 66 (%35,87) 68,8

SNP45 rs9953270 cT 93 (%50,54) 87,4 0,746 0,387
T 25 (%13,59) 27,8
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3.5.2 Arastirilan SNP’lerin BPD ile iliskilendirilmesi

3.5.2.1 SNP’lerin Genotip Diizeyinde BPD ile iliskilendirilmesi

Bu calismada BPD ile iliskisi arastirilan 45 polimorfizm bdlgesine ait genotipleme
sonuglari basariyla elde edilmistir. Bu sonuglara gore OR (odds ratio) testi kontrol
grubunda yaygin olarak gorilen genotipin referans alinmasi ile gerceklestirilmistir.
Hesaplanan OR degerleri ve gliven araliklari dominant model ve homozigot karsilastirma
modeli temel alinarak elde edilmigtir. Tum hesaplamalarda kontrol grubunda yaygin
olarak goriinen homozigot genotip referans alinarak OR testi gergeklestirilmistir. OR>1
ve p<0,05 kosullarini saglayan genotipler, BPD hastaligi ile iliskili olarak kabul edilmistir.

Tim sonuglar Cizelge 3.6’da verilmistir.

Yapilan analizler sonucunda elde edilmis olan genotipleme verileri incelendigi zaman
rs4883955 polimorfizminin (SNP29) TT genotipinin, bu ¢calismaya katilan hasta bireylerde
kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde daha yaygin goriilmekte oldugu saptanmistir

[OR=5,487 (1,48-20,33), p=0,01].

Son olarak genotip diizeyinde BPD ile bir iliskisi oldugu istatistiksel olarak anlaml
bulunan SNP rs9953270 (SNP45) polimorfizmi olmustur. CC genotipinin hasta bireylerde
kontrollere gére anlamli sekilde yaygin goruldigi not edilmistir [OR=2,711 (1,02-7,15),
p=0,04].
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Cizelge 3.6 Arastirilan SNP’lerin BPD ile genotip diizeyinde iliskilendirilmesi

Bire Geno
SNP ID y . Hasta | Kontrol | OR (%95 GA) | P
Sayisi tip degeri
cC 29(0,783) | 26(0,812) Referans
Hasta: 37 cT 7(0,189) | 6(0,187) | 1,045(0,29-3,38) | 0,993
SNPL 1 rs1001179 1\ ol 32 T 1(0,027) 0(0) Inf (0-Inf) 1
CT+TT | 8(0,216) | 6(0,187) | 1,195(0,35-3,76) | 0,818
cC 87 (1) 83 (1) Referans
Hasta: 87 CA 0(0) 0(0) 0 (0-Inf) 1
SNP2 | rs10162694 | - irol: 83 AA 0(0) 0(0) 0 (0-Inf) 1
CA+AA 0(0) 0(0) 0 (0-Inf) 1
cC 26 (0,295) | 21(0,272) Referans
Hasta: 88 TC | 43(0,488) | 39(0,506) | 0,890(0,43-1,82) | 0,752
SNP4 | rs1049982 |\ o trol: 77 TT | 19(0,215) | 17(0,220) | 0,902 (0,37-2,15) | 0,817
TC+TT | 62(0,704) | 56(0,727) | 0,894 (0,45-1,76) | 0,747
GG 31(0,336) | 38(0,417) Referans
Hasta: 92 CG | 41(0,445) | 38(0,417) | 1,322(0,69-2,52) | 0,397
SNPS 1 rs11003125 |y o rol: 01 cCc | 20(0,217) | 15(0,164) | 1,634 (0,71-2,57) 0,24
CG+CC | 61(0,663) | 53(0,582) | 1,410 (0,77-2,57) 0,26
T 56 (0,595) | 48(0,533) Referans
Hasta: 94 AT | 32(0,340) | 32(0,355) | 0,857 (0,45-1,59) | 0,628
NP 1122661
SNP6 | rs11226613 |\ 1 irol: 90 AA 6(0,063) | 10(0,111) | 0,514 (0,17-1,51) | 0,228
AT+AA | 38(0,404) | 42 (0,466) | 0,775(0,43-1,39) | 0,394
T 41 (0,460) | 34(0,382) Referans
Hasta: 89 cT | 35(0,393) | 42(0,471) | 0,691(0,36-1,30) | 0,256
NP7 1126214
S rs1126 Kontrol: 89 cC | 13(0,146) | 13(0,146) | 0,829 (0,33-2,02) | 0,681
CT+CC | 48(0,539) | 55(0,617) | 0,723 (0,39-1,31) 0,28
AA 32(0,372) | 19(0,218) Referans
Hasta: 86 CA | 32(0,372) | 44(0,505) | 0,431(0,20-0,89) | 0,023
SNP8 1 rs12455€0 |y ontrol: 87 cc | 22(0,255) | 24(0,275) | 0,544 (0,24-1,22) 0,14
CA+CC | 54(0,627) | 68(0,781) | 0,471(0,24-0,92) | 0,028
T 51(0,927) | 49 (0,859) Referans
Hasta: 55 cT 4(0,072) | 7(0,122) | 0,549(0,15-1,99) | 0,362
SNP9 | 112701220 |\ ol 57 cc 0(0) 1(0,017) 0(0-38,2) 0,5
CT+CC | 4(0,072) | 8(0,140) | 0,480(0,13-1,69) | 0,255
TT | 36(0,423) | 44 (0,494) Referans
Hasta: 85 GT | 44(0,517) | 34(0,382) | 1,581(0,84-2,96) | 0,152
SNP10 | rs1440306 |\ 1 irol: 89 GG 5(0,058) | 11(0,123) | 0,555(0,17-1,74) | 0,314
GT+GG | 49 (0,576) | 45 (0,505) | 1,330(0,73-2,42) | 0,349
CC | 40(0,430) | 34(0,377) Referans
Hasta: 93 TC | 44(0,473) | 43(0,477) | 0,869 (0,46-1,61) | 0,659
NP11 | rs14742
S rs %6 | ontrol: 90 T 9(0,096) | 13(0,144) | 0,588(0,22-1,54) | 0,281
TC+TT | 53(0,569) | 56(0,622) | 0,804 (0,44-1,45) | 0,471
AA 27 (0,287) | 29(0,322) Referans
Hasta: 94 GA | 50(0,531) | 45(0,5) | 1,193(0,61-2,31) 0,6
NP12 | rs1541364
S rs154136 Kontrol: 90 GG | 17(0,180) | 16(0,177) | 1,141(0,48-2,69) | 0,763
GA+GG | 67(0,712) | 61(0,677) | 1,179 (0,62-2,71) | 0,606
AA | 66(0,687) | 59(0,627) oizf:r(znjz-
Hasta: 96 AG | 29(0,302) | 33(0,351) ' ' 0,438
NP1 17551 144
SNP13 | rs17551536 |y o ntrol: 94 GG 1(0,010) | 2(0,021) 0445(602-505) 0,513
AGHGG | 30(0,312) | 35(0372) | (el 'y a0 | 0385
T 85(0,923) | 86(0,934) Referans
Hasta: 92 GT 7(0,076) | 6(0,065) | 1,180 (0,38-3,65) 0,77
1 178801
SNPL4 | rs17880135 | yontrol:o2 | GG 0(0) 0(0) 0 (0-Inf) 1
GT+GG | 7(0,076) | 6(0,065) | 1,180 (0,38-3,65) 0,77
AA 39 (0,475) | 30(0,461) Referans
Hasta: 82 GA | 31(0,378) | 26(0,400) | 0,917 (0,45-1,85) 0,81
SNP15 1 rs1912816 | o rtrol: 65 GG | 12(0,146) | 9(0,138) | 1,025(0,38-2,75) | 0,959
GA+GG | 43(0,524) | 35(0,538) | 0,945 (0,49-1,81) 0,86
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Cizelge 3.6 Arastirilan SNP’lerin BPD ile genotip dizeyinde iliskilendirilmesi (devam)

GG 69(0,758) 71(0,771) Referans
Hasta: 91 GA 20(0,219) | 19(0,206) | 1,083(0,53-2,20) | 0,825
SNPL7-\ rs2084732 |\ htrol: 92 AA 2(0,021) | 2(0,021) | 1,028(0,14-7,51) | 0,977
GA+AA | 22(0,241) | 21(0,228) | 1,077(0,54-2,13) | 0,829
GG 40(0,454) | 42(0,488) Referans
Hasta: 88 AG 36(0,409) | 39(0,453) | 0,969 (0,53-1,85) 0,98
SNP18 | rs2233406 |\ trol: 86 AA 12(0,136) | 5(0,058) 2,52 (0,83-7,97) 0,09
AG+AA | 48(0,545) | 44(0,511) | 1,145 (0,64-2,12) 0,59
GG 50 (0,537) 53 (0,569) Referans
Hasta: 93 AG 38(0,408) | 36(0,387) | 1,118(0,61-2,03) 0,71
SNP1S | rs2233409 |\ ol 93 AA 5(0,053) | 4(0,043) | 1,325(0,33-5.21) 0,68
AG+AA | 43(0,462) | 40(0,430) | 1,139 (0,63-2,03) 0,65
T 31(0,292) 31 (0,455) Referans
Hasta: 106 cT 44(0,415) | 30(0,441) | 1,466 (0,74-2,89) 0,27
SNP20 | rs2278034 |\ ol 68 cc 31(0,292) | 7(0,102) | 4,428(0,49-2,02) 1
CT+CC | 75(0,707) | 37(0,544) | 2,027 (0,67-2,24) 0,5
AA 57(0,791) | 52(0,722) Referans
Hasta: 72 GA 15(0,208) | 19(0,263) | 0,720(0,33-1,56) 0,4
SNP21 1 rs2536512 |\ 1 trol: 72 GG 0(0) 1(0,013) 0(0,01-7,63) 0,46
GA+GG | 15(0,208) | 20(0,277) | 0,684 (0,31-1,47) 0,33
AA 49 (0,510) 38 (0,404) Referans
Hasta: 96 GA 39 (0,406) | 46(0,489) | 0,657 (0,36-1,99) 0,17
NP22 | rs266434
S rs2664349 |y ontrol: 94 GG 8(0,083) | 10(0,106) | 0,620 (0,22-1,72) 0,35
GA+GG | 47(0,489) | 56(0,595) | 0,650 (0,36-1,15) 0,14
T 27 (0,281) 29 (0,311) Referans
Hasta: 96 TC 47(0,489) | 45(0,483) | 1,121(0,55-2,18) 0,73
NP2 2664352
SNP23 | rs2664352 |\ trol: 93 cc 22(0,229) | 19(0,204) | 1,243 (0,55-2,78) 0,59
TC+CC | 69(0,718) | 64(0,688) | 1,157 (0,61-2,16) 0,64
T 41(0,445) | 44(0,483) Referans
Hasta: 92 cT 370,402) | 40(0,439) | 0,992 (0,53-1,84) 0,98
SNP24 | rs3138053 |\ trol: 91 cc 14(0,152) | 7(0,076) | 2,146 (0,78-5,84) 0,13
CT+CC | 51(0,554) | 47(0,516) | 1,164 (0,65-2,08) 0,6
cC 93 (0,968) 91 (1) Referans
Hasta: 96 cT 3(0,031) 0(0) 0(0-2,4) 0,2
SNP25 1 rs349423 |\ Jntrol: 91 T 0(0) 0(0) 0 (0-Inf) 1
CT+TT | 3(0,031) 0(0) 0(0-2,4) 0,2
GG 46 (0,511) | 49(0,538) Referans
Hasta: 90 AG 39(0,433) | 39(0,428) | 1,065 (0,58-1,93) 0,83
SNP26 | rs3771150 |\ ontrol: 91 AA 5(0,055) | 3(0,032) | 1,775(0,40-7,85) 0,44
AG+AA | 44(0,488) | 42(0,461) | 1,115 (0,62-2,00) 0,71
cC 29 (0,446) 25 (0,347) Referans
Hasta: 65 TC 30(0,461) | 40(0,555) | 0,646 (0,31-1,32) 0,23
NP2 4634
SNP28 | rs4634985 |\ trol: 72 T 6(0,092) | 7(0,097) | 0,738(0,21-2,48) 0,62
TC+TT | 36(0,553) | 47(0,652) | 0,660 (0,33-1,31) 0,23
GG 41 (0,471) | 45(0,517) Referans
Hasta: 87 GT 31(0,356) | 39(0,448) | 0,872 (0,46-1,64) 0,67
NP2 4
SNP29 | rsd883955 |\ htrol: 87 n 15(0,172) | 3(0,034) | 5,487(1,48-20,33) | 0,01
GT+TT | 46 (0,528) | 42(0,482) | 1,202 (0,66-2,17) 0,54
GG 89 (0,946) | 90 (0,989) Referans
Hasta: 94 GA 5(0,053) | 1(0,010) | 5,056 (0,57-44,14) 0,14
SNP30 | rs55716084 |\ 1 trol: 91 AA 0(0) 0(0) 0 (0-Inf) 0,99
GA+AA | 5(0,053) | 1(0,010) | 5,056(0,57-44,14) | 0,14
cC 45 (0,468) | 34(0,365) Referans
Hasta: 96 cT 34(0,354) | 49(0,526) | 0,524 (0,28-0,97) 0,04
SNP3L | rs5746136 |\ htrol: 93 T 17(0,177) | 10(0,207) | 1,284 (0,52-3,15) 0,58
CT+TT | 51(0,531) | 59(0,634) | 0,653 (0,36-1,16) 0,15
cC 54 (0,642) | 56(0,736) Referans
Hasta: 84 TC 26(0,309) | 20(0,263) | 1,348 (0,67-2,69) 0,39
SNP32.| rs62468577 |\ ontrol: 76 T 4(0,047) 0(0) 9,33 (0,49-177,44) 0,13
TC+TT | 30(0,357) | 20(0,263) | 1,555 (0,78-3,06) 0,2
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Cizelge 3.6 Arastirilan SNP’lerin BPD ile genotip dizeyinde iliskilendirilmesi (devam)

cC 70(0,744) | 62(0,673) Referans
Hasta: 94 TC 20(0,212) | 26(0,282) | 0,681 (0,34-1,33) 0,26
SNP34 | rs6988306 |\ htrol: 92 T 4(0,042) | 4(0,043) | 0,885 (0,21-3,69) 0,86
TC+TT | 24(0,255) | 30(0,326) | 0,708 (0,37-1,33) 0,28
cc 27 (0,303) | 23(0,261) Referans
Hasta: 89 CA 46 (0,516) | 44 (0,5) 0,890 (0,44-1,78) 0,74
SNP35 | rs699947 |\ htrol: 88 AA 16(0,179) | 21(0,238) | 0,649 (0,27-1,52) 0,32
CA+AA | 62(0,696) | 65(0,738) | 0,812 (0,42-1,56) 0,53
cC 64 (0,695) | 55(0,611) Referans
Hasta: 92 G 28(0,304) | 29(0,322) | 0,829 (0,44-1,56) 0,56
SNP36 | rs7096206 |\ trol: 90 GG 0(0) 6 (0,066) 0 (0-1,20) 0,06
CG+GG | 28(0,304) | 35(0,388) | 0,687 (0,37-1,27) 0,23
cC 91(0,968) | 88(0,946) Referans
Hasta: 94 cT 3(0,031) | 5(0,053) | 0,580 (0,13-2,50) 0,46
SNP37 | 1571627250 |\ trol: 93 T 0(0) 0(0) 0,967 (0,01-49,28) | 0,98
CT+TT | 3(0,031) | 5(0,053) | 0,580 (0,13-2,50) 0,46
GG 93 (1) 94 (1) Referans
Hasta: 93 GA 0(0) 0(0) 0 (0-Inf) 1
SNP39 | 1755622 |\ rol: 94 AA 0(0) 0(0) 0 (0-Inf) 1
GA+AA 0 (0) 0(0) 0 (0-Inf) 1
T 89 (1) 90 (1) Referans
Hasta: 89 TA 0(0) 0(0) 0 (0-Inf) 1
NP41 | rs789752
S rs78975256 |y ontrol: 90 AA 0(0) 0(0) 0 (0-Inf) 1
TA+AA 0(0) 0(0) 0 (0-Inf) 1
cC 21(0,238) | 25(0,320) Referans
Hasta: 88 TC 42(0,477) | 37(0,474) | 1,351(0,65 -2,80) 0,41
NP4 1
SNP43 | rs83306 Kontrol: 78 T 25(0,284) | 16(0,205) | 1,86 (0,79-4,37) 0,15
TC+TT | 67(0,761) | 53(0,679) | 1,504 (0,76-2,99) 0,24
T 39(0,52) 34 (0,548) Referans
Hasta: 75 TC 33(0,44) | 25(0,403) | 1,150 (0,57-2,30) 0,69
SNPA44 | rs9877396 |y ontrol: 62 cc 3(0,04) | 3(0,048) | 0,871(0,16-4,60) 0,87
TC+CC | 36(0,48) | 28(0,451) | 1,120(0,57-2,20) 0,74
29
(0,318)
T 45 37 (0,397) Referans
Hasta: 91 cT (0,494) | 48(0,516) | 1,196 (0,63-2,25) 0,57
NP4 27
SNP45 | 19953270 | yontrol:93 | cc 17 8(0,086) | 2,711(1,02-7,15) | 0,04
CT+CC (0,186) | 56(0,602) | 1,412 (0,77-2,58) 0,26
62
(0,681)

3.5.2.2 SNP’lerin Allel Diizeyinde BPD ile iliskilendirilmesi

Analizi gerceklestirilen SNP’lerin BPD ile allel dlizeyinde iliskilendirilmesi amaciyla, minor
allelin (2. allel) hasta ve kontrol gruplarindaki frekansi ile yaygin allelin (1. allel) hasta ve
kontrol gruplarindaki frekansi karsilastirilarak, Bolim 2.2.4.2’de agiklandig1 sekilde
olasiliklar orani (OR), %95 giiven araligi ve p degerleri hesabi yapilmistir (Cizelge 3.7).
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Cizelge 3.7 Arastirilan SNP allellerinin BPD ile iliskilendirilmesi

SNP 1. Allelin 2. Allelin Min6r Allelin Yaygin
Frekansi Frekansi Allele Gore
No SNP ID 1. 2. Hasta | Kontrol | Hasta | Kontrol OR (%95 GA) '3 .
Allel | Allel degeri
SNP1 rs1001179 C T 0,878 0,906 0,121 0,093 1,338 (0,83-1,19) 1
SNP2 | rs10162694 C A 1 1 0 0 1(0,01-92,42) 1
SNP4 rs1049982 C T 0,539 0,526 0,460 0,474 0,946 (0,79-1,12) 0,53
SNP5 rs11003125 G C 0,559 0,626 0,440 0,374 1,318 (1,10-1,57) 0,0023
SNP6 | rs11226613 T A 0,765 0,711 0,234 0,289 0,752 (0,61-0,92) | 0,006
SNP7 rs1126214 T C 0,657 0,618 0,343 0,382 0,843 (0,7-1) 0,06
SNP8 rs1245560 A C 0,558 0,471 0,442 0,529 0,706 (0,59-0,84) | 0,0001
SNP9 | rs12701220 T C 0,963 0,921 0,036 0,079 0,440 (0,29-0,66) | 0,0001
SNP10 | rs1440306 T G 0,682 0,685 0,318 0,314 1,014 (0,83-1,22) 0,88
SNP11 | rs1474256 C T 0,666 0,617 0,333 0,383 0,804 (0,66-0,96) 0,01
SNP12 rs1541364 A G 0,553 0,572 0,447 0,428 1,080 (0,9-1,29) 0,38
SNP13 rs17551536 A G 0,838 0,803 0,161 0,197 0,786 (0,62-0,99) 0,04
SNP14 rs17880135 T G 0,962 0,967 0,038 0,033 1,173 (0,74-1,92) 0,46
SNP15 | rs1912816 A G 0,665 0,662 0,335 0,338 0,986 (0,81-1,18) 0,88
SNP17 rs204732 G A 0,868 0,875 0,132 0,125 1,063 (0,81-1,37) 0,68
SNP18 | rs2233406 G A 0,659 0,715 0,341 0,285 1,298 (1,07-1,57) | 0,006
SNP19 | rs2233409 G A 0,742 0,763 0,258 0,237 1,123 (0,91-1,37) 0,25
SNP20 rs2278034 T C 0,5 0,676 0,5 0,324 2,091 (0,57-1,74) 1
SNP21 rs2536512 A G 0,896 0,854 0,104 0,146 0,681 (0,52-0,89) 0,0057
SNP22 rs2664349 A G 0,714 0,649 0,286 0,351 0,742 (0,61-0,89) 0,0018
SNP23 | 52664352 T C 0,526 0,554 0,474 0,446 1,118 (0,93-1,32) 0,22
SNP24 | rs3138053 T C 0,647 0,703 0,353 0,297 1,295 (1,07-1,65) | 0,006
SNP25 rs349423 C T 0,984 1 0,016 0 1(0,001-1,2) 0,06
SNP26 | rs3771150 G A 0,728 0,753 0,272 0,247 1,139 (0,93-1,39) 0,2
SNP28 rs4634985 C T 0,677 0,625 0,323 0,375 0,795 (0,66-0,95) 0,01
SNP29 rs4883955 G T 0,649 0,741 0,351 0,259 1,547 (1,27-1,87) | <0,0001
SNP30 rs55716084 G A 0,973 0,995 0,027 0,005 4,945 (3,73-6,72) | <0,0001
SNP31 | rs5746136 C T 0,646 0,629 0,354 0,371 0,93 (0,77-1,11) 0,45
SNP32 | rs62468577 C T 0,798 0,868 0,202 0,132 1,675 (1,32-2,13) | <0,0001
SNP34 | rs6988306 C T 0,851 0,815 0,149 0,185 0,772 (0,61-0,98) 0,03
SNP35 rs699947 C A 0,562 0,511 0,438 0,489 0,816 (0,68-0,97) 0,02
SNP36 rs7096206 C G 0,848 0,772 0,152 0,228 0,609 (0,48-0,76) | <0,0001
SNP37 rs71627250 C T 0,984 0,973 0,016 0,027 0,587 (0,3-1,08) 0,08
SNP39 rs755622 G A 1 1 0 0 1(0,01-92,42) 1
SNP41 | rs78975256 T A 1 1 0 0 1(0,01-92,42) 1
SNP43 rs833061 C T 0,484 0,607 0,516 0,393 1,648 (1,38-1,97) | <0,0001
SNP44 | rs9877396 T C 0,74 0,75 0,26 0,25 1,054 (0,86-1,28) 0,6
SNP45 | rs9953270 T C 0,566 0,656 0,434 0,344 1,462 (1,22-1,75) | <0,0001

Bu calismada BPD ile iliskisi arastirilan SNP’lerden allel diizeyinde istatistiksel olarak

anlamli gorinen bir diger polimorfizm de rs11003125 (SNP5) polimorfizmidir. Yapilan

¢alismada bu polimorfizm icin G allelinin kontrol grubunda anlamli bir sekilde daha fazla

ve C allelinin anlamli bir sekilde hasta grubunda daha fazla oldugu gorilmustir

(OR=1,318 (1,10-1,57), p=0,0023). Bu sonug, MBL2 geni lizerinde bulunan rs11003125

polimorfizminin C allelinin BPD icin bir risk alleli olabilecegini gostermektedir. Bu

polimorfizm ile ilgili literatlirde yapilmis ¢alismalarda Hilgendorff ve ark. [79],
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Capoluongo ve ark. [80], Cakmak ve ark. [86] bu calismadakine benzer sekilde
rs11003125 polimorfizminin prenatal infantlarda BPD gelisimi, disiik dogum agirligi ve

artan neonatal sepsis riski ile iliskili oldugunu rapor etmislerdir.

BPD ile allel diizeyinde iliskili bulunan bir diger SNP ise NFKBIA geninin promotor bélgesi
Uzerinde bulunan rs2233406 ve rs3138053 polimorfizmleridir (SNP18 ve SNP24).
rs2233406 polimorfizminin G alleli bu galismaya katilan kontrol grubunda anlamh bir
sekilde hastalara gore yaygin ve A alleli anlamli bir sekilde hasta grubunda kontrollere
gore yaygin olarak gorildigi anlasiimistir. rs3138053 polimorfizmi icin de benzer
sekilde T alleli kontrol grubunda anlamli bir sekilde hastalara gore yaygin ve C alleli
anlamh bir sekilde hasta grubunda kontrollere goére yaygin olarak bulundugu
gortlmustir. Bu sonug¢ rs2233406 polimorfizminin A allelinin ve rs3138053

polimorfizminin C allelinin BPD igin birer risk allelleri olabilecegini gostermektedir.

Salman ve ark. [81] yapmis olduklari calismada da, bu sonuglari destekleyecek sekilde
rs2233406 ve rs3138053 polimorfizmlerinin mindr varyantlarinin NFKBIA promotor
fonksiyonlarini, total NFKBIA geni ekspresyonunu, IkBa proteinini ekspresyonunu ve toll
benzeri reseptorlerin aracilik ettigi enflamatuar tepkiyi etkiledigini rapor etmislerdir
(p=0,026, OR=0,13 (%95GA 0,022-0,78). NFKBIA geni ve IkBa transkripsiyon faktord,
hiicresel transkripsiyonel tepki aginin merkezindedirler ve IkBa’nin enflamatuar tepkiyi
dizenlemedeki hayati roli literatlirde ¢esitli calismalarda rapor edilmistir. Bu ylzden
NFKBIA’nin promotor bolgesindeki bir genetik varyasyonun RSV (Respiratuar Sinsisyal
Viris) bronsiyolit ve siddetli BPD olusmasi ile iliskili olabilecegi diisiniimektedir [81,
137, 138].

Bu calismada arastirilan bir diger polimorfizm, KLF12 geninin intron bolgesinde bulunan
rs4883955’in  (SNP29) G ve T allelerinin c¢alisma populasyonundaki frekanslari
arastirildiginda da G allelinin kontrol grubunda daha yaygin ve T allelinin ise hasta
grubunda daha yaygin olarak gorildigi tespit edilmistir (OR=1,547 (1,27-1,87),
p<0,0001). Bu sonuglar rs4883955 polimorfizmi icin T allelinin BPD icin bir risk alleli
olabilecegini isaret etmektedir. Ancak Wang ve ark. [134] yapmis olduklari genom
capindaki iliskilendirme ¢alismasinda rs4883955 polimorfizmi, arastirilan polimorfizmler
arasinda anlaml olmaya en yakin SNP’ler arasinda olsa da bu polimorfizmi BPD ile
iliskilendirecek bir sonug rapor edilmemistir.
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BPD ile allel diizeyinde iliskili bulunan bir diger polimorfizm de rs55716084 (SNP30)
olarak tespit edilmistir. CEP170 geninin intron bdlgesinde pozisyonlanan bu
polimorfizmin BPD ile iliskisi calismaya katilan populasyonda arastirildiginda, G allelinin
kontrol grubunda daha yaygin, A allelinin ise hasta grubunda daha yaygin olarak
gorialdugi tespit edilmistir (OR=4,945 (3,73-6,72), p<0,0001). Bu durum, rs55716084
polimorfizmi icin A allelinin BPD igin bir risk alleli olabilecegini gostermektedir. Ancak
Wang ve ark. [134] yapmis olduklari genom capindaki iliskilendirme calismasinda
rs55716084 polimorfizmi, p degeri nispeten distk SNP’ler arasinda olsa da bu

polimorfizmi BPD ile iliskilendirecek bir sonug elde edememislerdir.

MAGI2 geninin intron boélgesinde bulunan ve bu galismada BPD ile iliskisi arastirilan bir
diger polimorfizm rs62468577 (SNP32) allel dizeyinde hasta ve kontrol gruplarina
karsilastirildiginda, C allelinin anlami bir sekilde kontrol grubunda daha yaygin ve T
allelinin ise anlaml bir sekilde hasta grubunda daha yaygin gorildigiu saptanmistir
(OR=1,675 (1,32-2,13), p<0,0001). Bu sonug, rs62468577 polimorfizminin T allelinin BPD
icin bir risk alleli olabilecegini 6ne sirmektedir. Bu polimorfizm, Wang ve ark. [134]
yapmis olduklari genom capindaki iliskilendirme g¢alismasinda da arastirilmis ancak BPD

ile bir iliskisi olmadigi yoniinde sonuglar rapor edilmistir.

BPD ile allel dizeyinde istatistiksel olarak anlaml bir iliskisi bulunan bir diger
polimorfizm de VEGFA geninin 5’ yoéniindeki -460T>C polimorfizmi olmustur. VEGF geni,
pluripotent bir bliyime ve gecirgenlik faktoriidir ve endotelyal hicre fonksiyonu
Uzerinde blylk etkisi vardir. VEGF’'in ayrica akciger gelisimi Gzerinde hayati 6nemi ve
eriskinlik doneminde de bazi akciger sireclerini idame ettirici gorevleri vardir. VEGF
geninin Ozellikle akcigerlerdeki ekspresyonunun ¢ok yliksek olarak goézlemlenmesi,
akcigerlerin  gelisimindeki ve vyapisal bUtinliglinin korunmasindaki 6nemini
yansitmaktadir. VEGF proteininin fizyolojik fonksiyonlarina ek olarak akut akciger
yaralanmasi, pulmoner hipertansiyon ve amfizem gibi bazi akut ve kronik akciger
hastaliklarinda rol oynadigi literatirde rapor edilmistir [139]. BPD hastaliginin bir akciger
gelisimi bozuklugu oldugu ve yeni damar olusumu ve bronsial dallanmanin akciger
gelisimindeki 6nemi ele alindiginda; VEGFA geninin koagllasyon, fibrinoliz, endotelyal
farklilasma, enflamatuar reaksiyonlar ve anjiyogenez stirecleri tGizerindeki kritik gérevleri

BPD hastaligi ile iliskisinde 6nem kazanmaktadir. VEGFA geni ekspresyonunun
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durmasinin mikrovaskiler yapinin olusmasinda bozukluklara yol actigl da literatiirde
rapor edilmistir [140, 141]. rs833061 numarali (SNP43) bu SNP, bu ¢alismaya katilan
bireyler Uzerinde allel diizeyinde karsilastirildiginda, C allelinin kontrol grubunda daha
yaygin, T allelinin ise hasta grubunda anlamli bir sekilde daha yaygin oldugu saptanmistir
(OR=1,648 (1,38-1,97), p<0,0001). Benzer bir calismada Kwinta ve ark. [76] blyime
faktorlerini kodlayan bazi genlerdeki (VEGF, TGF-1 ve IGF-1) polimorfizmlerin BPD ile
iliskisini arastirmistir. 90 hasta ve 90 kontrol grubundan olusan populasyon tizerinde BPD
ile iliskisini arastirmis olduklari 8 farkli polimorfizmden vyalnizca rs833061
polimorfizminin BPD ile anlaml bir iliskisini rapor etmisler ve TT veya TC genotiplerini
(yani T allelini tasiyan genotipleri) tasiyan bireylerde daha yiksek BPD insidansi
oldugunu rapor etmislerdir. Kwinta ve ark. rs833061 polimorfizmi ile ilgili elde ettikleri
sonucile bu calismada elde edilen sonug ile tam olarak 6rtiismektedir. Elde edilen veriler

rs833061 polimorfizminin T allelinin BPD igin bir risk alleli olabilecegini isaret etmektedir.

Bu calismada arastirilan SNP’lerin hasta ve kontrol gruplari arasinda allel diizeyinde
karsilastirilmasi ile elde edilen son anlamli sonug, CHST9 geninin intron bolgesi lizerinde
bulunan rs9953270 numaral (SNP45) polimorfizmde gortlmustir. Karsilastirmali
istatistiksel sonuglar incelendiginde T allelinin kontrol grubunda anlamli sekilde daha
yaygin, C allelinin ise hasta grubunda anlaml bir sekilde daha yaygin oldugu
saptanmistir. Bu sonug¢ rs9953270 polimorfizminin C allelinin BPD icin bir risk alleli
olabilecegini gostermektedir. Ancak Wang ve ark. [134] yapmis olduklari genom
capindaki iliskilendirme c¢alismalarinda bu polimorfizmi BPD ile iliskilendirecek

istatistiksel olarak anlamli bir sonug elde edilememistir.

3.5.2.3 Arastirilan SNP’ler Arasinda BPD ile iliskili Bulunan Allel ve Genotiplerin Genel

Degerlendirmesi

Bu calismada arastirilmis olan 45 SNP’nin hasta ve kontrol gruplari arasinda allel ve
genotip diizeyinde karsilastiriimasi ile elde edilen sonuclara gore istatistiksel olarak birer

risk alleli olabilecegi dnerilen SNP’ler ve risk alleri Cizelge 3.8’de listelenmistir.

Allel dizeyinde karsilastirildiginda Tiirk populasyonu icin BPD ile iliskisi oldugu tespit
edilen bu polimorfizmlerden SNP29 ve SNP45 numaral polimorfizmler incelendiginde,

bu polimorfizmlere genotip diizeyinde gerceklestirilen analizlerde de ayni alleli tasiyan
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genotipe sahip bireylerde BPD hastaliginin istatistiksel olarak anlamh sekilde yaygin

goriuldugl saptanmistir.

Cizelge 3.8 Allel ve genotip diizeyinde BPD ile iligkili bulunan SNP’lerin karsilastirilmasi

Risk
SNP no rs No Gen Adi Risk Alleli
Genotipi
SNP5 rs11003125 MBL2 C -
SNP18 rs2233406 NFKBIA A -
SNP24 rs3138053 NFKBIA C -
SNP29 rs4883955 KLF12 T T
SNP30 rs55716084 CEP170 A -
SNP32 rs62468577 MAGI2 T -
SNP43 rs833061 VEGFA T -
SNP45 rs9953270 CHST9 C cc

Bu tez galismasinda genotip ve allel diizeyinde gergeklestirilen analizlerin her ikisinde de
BPD icin olasi bir risk faktori olarak tanimlanan ve Cizelge 3.8’de agiklanan risk allel ve
genotipleri KLF12 geni lizerinde bulunan rs4883955 polimorfizmi ve CHST9 geni Gizerinde

bulunan rs9953270 polimorfizmi olmustur.

Daha once literatiirde yapilan calismalar incelendiginde KLF12 geninin anoikis
(etraflarindaki ekstra selller matriksten kopan hiicrelerin programli 6limu) sirecini
kontrol eden genlerden biri oldugu ve timor baskilayici bir gen oldugu yoniinde rapor
edilen calismalar mevcuttur. KLF12 ‘nin hiicre déngisiinde G1/S gegisini indukledigi ve
boylece hiicrelerin anoikis slirecine gegmeye duyarli bir hale gegtikleri rapor edilmistir.
Heymann ve ark. KLF12 geninin susturulmasinin akciger kanseri hicrelerinin hayatta
kalmasini ve timor formasyonunu arttirdigini deneysel fare metastaz modelleri lizerinde
gostermislerdir [142]. Buna ek olarak akciger kanseri hastalarda KLF12 geninin
ekspresyonunun azalmasinin hayatta kalma oranini da azalttigl tespit edilmistir.
Genellikle timor baskilayici genlerin hiicre dongistini engelleyici sekilde goérev gordiigi
dislintlse de daha 6nce yapilan ¢alismalarda hiicre déngisind durdurmanin anoikis
direncine sebep olabilecegi fibrokistik eptelyal hiicre hatlarinda (MCF10A) gosterilmistir
[143]. KLF12 geninin ekspresyonunun azalmasinin akciger kanseri hiicrelerinin hayatta
kalmasini arttirmasi ve akciger kanseri hastalardaki hayatta kalim oranini azaltmasi
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bilgisi, bu calismada arastirilan BPD hastasi yeni doganlarda KLF12 geni lizerinde goriilen
rs4883955 polimorfizminin de bu genin ekspresyonunu bozarak anoikis ile gergeklesen
hicre olimlerinin diizenlenememesine ve dolayisiyla akciger gelisim bozukluklarinin

ortaya ¢ikmasina yol actigi fikrini akla getirmektedir.

Bu tez calismasinda hem genotipi hem de allel diizeyinde Tiirk populasyonunda gorilen
BPD hastaligi ile anlamli bir iliskisi oldugu tespit edilen son polimorfizmi de CHST9 geni
Uzerindeki rs9953270 polimorfizmi olmustur. Bu gen tarafindan kodlanan protein
sulfotransferaz 2 ailesindendir ve golgi membraninda konumlanarak N-glikanlar ve O-
glikanlarda bulunan N-asetilgalaktozamin (GalNAc) kalintilarinda silfatin 4 numaral
pozisyona transferini kataliz eder. Karbonhidratlar Uzerindeki silfat gruplari
glikoproteinlere, glikolipidlere ve proteoglikanlara yilksek spesifiklikte fonksiyonlar
kazandirirlar ve hiicresel etkilesimde, sinyal aktariminda ve embriyonik gelisimde
oldukga kritik 6dneme sahiptirler. BPD hastaligl icin genom capinda gergeklestirilen
iliskilendirme calismalarinda CHST9 geni ile herhangi bir anlamli iliski yayinlamamis olsa
da akciger fibrozisi kaynakli pulmoner hipertansiyon hastalarinda CHST9 geni
ekspresyonunun hasta olmayanlara gore 2,32 kat arttigina dair yayinlar mevcuttur [144].

CHST9 geni ile iliskili literatlrdeki bilgiler sinirhidir.

Bu calismada allel veya genotipi diizeyinde BPD ile Tirk populasyonunda anlamli iliskisi
tespit edilen polimorfizmlerin, literatlirdeki diger calismalarda arastirildiklar
populasyonlarin ve elde edilen sonuglarin bir 6zeti Cizelge 3.9’da verilmistir. Bu tez
calismasinda BPD ile anlamli iligskisi bulunan polimorfizmler arasindan NFKBIA geni
Uzerinde bulunan rs2233406 ve VEGFA geni lizerinde bulunan rs833061 polimorfizmleri,
literatlrdeki benzer calismalarda da bu calismanin sonuglari ile birbirlerini destekleyici
sekilde anlamli bir iliski oldugu yoniinde rapor edilmistir [76, 81]. Ancak bu ¢alismada
BPD ile Tirk populasyonunda anlaml iliskisi tespit edilen diger polimorfizmler
(rs11003125, rs3138053, rs4883955, rs55716084, rs62468577 ve rs9953270),
literatlrdeki benzer calismalarda BPD ile iliskileri olmadiklari yo6ninde rapor
edilmislerdir. rs11003125 polimorfizmi Capoluongo ve arkadaslarinin c¢alismasinda
Kafkas popltilasyonunda BPD’ye karsi koruyucu bir etkisi oldugu yoniinde rapor edilmistir

[80].
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Cizelge 3.9 Bu calismada BPD ile iliskisi bulunan polimorfizmlerin literatiirdeki diger

¢alismalar ile karsilastiriimasi
Calismada
Literatiirde bu
Calismanin rapor
Gen polimorfizmin
rs No yapildigi | edilen BPD | Kaynak
Adi calisildig
ulke insidansi
populasyon(lar)
ile iligkisi
rs11003125 | MBL2 | Caucasian populasyonu italya + l [80]
rs2233406 | NFKBIA | Kanada populasyonu Kanada + t [81]
rs3138053 | NFKBIA | Kanada populasyonu Kanada - [81]
Afrikali Amerikali,
Ispanyol, Asya/Pasifik, | Kaliforniya,
rs4883955 | KLF12 - [134]
Caucasian, heterojen ABD
populasyon
Afrikali Amerikali,
Ispanyol, Asya/Pasifik, | Kaliforniya,
rs55716084 | CEP170 - [134]
Caucasian, heterojen ABD
populasyon
Afrikali Amerikall,
ispanyol, Asya/Pasifik, | Kaliforniya,
rs62468577 | MAGI2 - [134]
Caucasian, heterojen ABD
populasyon
rs833061 | VEGFA | Polonya populasyonu Polonya + ‘t [76]
Afrikali Amerikall,
ispanyol, Asya/Pasifik, | Kaliforniya,
rs9953270 | CHST9 - [134]
Caucasian, heterojen ABD
populasyon
rs3138053 polimorfizmi ise Salman ve arkadaslarinin c¢alismasinda Kanada

populasyonunda BPD ile iliskili bulunmamistir. rs4883955, rs55716084, rs62468577 ve

rs9953270 polimorfizmleri Wang ve arkadaslarinin gerceklestirdigi genom capinda
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iliskilendirme g¢alismasinda heterojen bir popilasyonda BPD ile anlamli bir iligkileri

olmadiklari yoniinde rapor edilmiglerdir.

3.5.2.4 Calisma Populasyonundaki ikiz ve Ugiizlerde SNP’lerin Degerlendirilmesi

Cahisma ve kontrol grubu icin kan ornekleri toplanan infantlar arasinda bulunan ikiz ve
Ucglizler rastlantisal olarak bu calismaya dahil edilmisler ve normal c¢alisma grubu
icerisinde degerlendirilmislerdir. Daha 06nce Bo6lim 3.1’de agiklanan, c¢alisma
populasyonu icerisinde bulunan ikiz ve tglzlerin genotiplendirme verileri, Cizelge 3.8’de
aciklanan riskli allel ve genotipleri tasiyip tasimadiklari agisindan da arastiriimislardir.
Cahsma populasyonundaki ikiz ve tglzlerin, arastirilan SNP’ler icin tasidiklari genotipler
Cizelge 3.10’da agiklanmigtir. Ancak bu veriler ile olasiliklar orani (OR) hesaplandiginda
hasta ve kontrol gruplari arasinda herhangi bir SNP icin anlamli bir sonug bulunamamistir
(p>0,05). ileri calismalarda bu ikiz veya Uiz infantlarin sayilarinin arttirilarak tekrar

degerlendirilmeleri 6nerilmektedir.
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Gizelge 3.10 Bu galismada riskli olarak tanimlanan allel ve genotiplerin, ¢alisma
populasyonundaki ikiz ve lglizlerdeki durumu. Yesil ile gosterilenler kontrol, kirmizi ile
gosterilenler hasta bireylerdir. Bu ¢alismada riskli olarak tanimlanan allel ve genotipler

de kirmizi ile isaretlenmistir.

ikizler

SNP K78/K89 | K86/K87 | H15/H16 | H43/H44 | H71/H72 | H29/K53 | H52/K79
no

SNPS J|CG |CGJCC|CCJCG |[CG |G |CGJCC|CC|GG |GG |GG |GG

SNP18 |GG |GG |AG |AG| GG |GG |AA |AA| GG |GG JAG |AG | AG | GG

SNP24| TT | TT{ CT [ CT | TT | TT JCC | CCy TT | TT JCT | CT JCT | TT

SNP2O | GT | GT | GT | GT | GT | GT | GG | GG | GT | GT | GG | GT | GT | GG

SNP30| GG |GG |GG |GG |GG |GG |GG |GG |GG |GG | GG |GG | GG | GG

SNP32JCC|CCJCC|CC|JcCC|cCcpTC | TCCC|CC|TC|CC|TC | CC

SNP43 TTJTT | TTJ TT | TT JTC |TC | TC |TC | TC |TC | TC | TT

SNPAS | CT | CT | TT | TT JCT |CT | CT (CT | TT | TT | TT | CT JCT | CT

Uglizler

H66/H67/H73 | H41/K68/K69

SNP5 | CC | CG | CG | GG | CG | GG

SNP18 | AG | AG | AG | AG | GG | AG

SNP24 | CT |CT |CT | CT | TT | CT

SNP29 | GG | GG | GG | GG | GG | GG

SNP30| GG | GG | GG | GG | GG | GG

SNP32| TC | TC | CC | CC | CC | CC

SNP43 | TC | CC | TC | TC TC | TC

SNPA5 | TT | CT | TT | TT | TT | TT

3.5.3 BPD ile Anlaml iliskisi Tespit Edilen Polimorfizmlerin Bulunduklari Genlerin ve

Bu Genlerin Yolaklarinin Birbiriyle ve BPD ile iliskisi

Bu calismada BPD ile hem allel hem de genotip diizeyinde anlamh bir iliskisi oldugu
bulunan rs4883955 (SNP29) ve rs9953270 (SNP45) polimorfizmleri, U(zerinde
bulunduklari genlerin (sirasiyla KLF12 ve CHST9) birbirleri ile olan iliskileri bakimindan da

incelenmistir. Bu genlerin fonksiyonel iliskileri goz o6niine alindiginda Sekil 3.7’de
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gosterilen ag olusturulabilmistir. Bu fonksiyonel iliski agi incelendiginde, KLF12-CHST9
genleri arasinda ise dolayli olarak WNT5A geni (izerinden bir fonksiyonel iliskileri oldugu
gorilmustir. Literatlirde yapilan arastirmalar incelendiginde VEGFA ve WNT5A genleri
arasinda, hiicre migrasyonunda, endotelyal ve epitelyal hiicre proliferasyonunda, hiicre
proliferasyonunun regillasyonunda, hilicre morfogenezinde, kemotakside, hiicre
olimlerinde, protein modifikasyon proseslerinin regiilasyonunda, fosforun metabolik
proseslerinde ve damarlanma diizeninin gelisiminde bilinen fonksiyonel iliskileri oldugu
gorilmastir [131-133]. Bununla birlikte, VEGFA ve WNT5A genlerinin fonksiyonel bir
iliski icerisinde dahil olduklari biyolojik siirecler incelendiginde, hem epitelyal hem de
endotelyal hiicrelerin proliferasyonunda, proliferasyonun regiilasyonunda ve migrasyon
sureclerinde birlikte calisarak bu biyolojik slireclere destek verdikleri anlasilmistir [131-
133]. Dolayisiyla bu genler Gzerinde bulunan ve genin ekspresyonunu etkileyecek bir
polimorfizmin, bu vyolaklari da etkileyerek epitelyal ve endotelyal hiicrelerin
proliferasyon ve migrasyon sireclerini degistirebilecegi ve akciger gelisim evrelerinde

bozukluklara yol acabilecegi 6nerilebilir.

CHST9
® MBNL2
WNT5A ®
[ ]
BCL11B
®
KLF12
NBEA
[ J
MMP16
@
EHMT?2
DACH °

0.0 1

iliski giivenilirligi

Sekil 3.7 KLF12 ve CHST9 genlerinin fonksiyonel iliski ag1 [131-133]
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KLF12 geni ile WNT5A genleri arasinda ise RNA polimeraz 2’nin promotor bdlgesinin
transkripsiyonunda ve RNA metabolik siireglerinin regiilasyonunda fonksiyonel bir iligki
icinde olduklari goriilmustir. Bununla birlikte KLF12 ve WNT5A genleri arasinda nitrojen
bilesiklerin metabolik sireglerinin reglilasyonunda fonksiyonel bir iliski oldugu
goralmastir [131-133]. Endojen olarak nitrik oksit sentazin (NOS) 3 izoformu olarak
Uretilen nitrik oksitin (NO) birden ¢ok biyolojik siirecte fonksiyonu mevcuttur [145].
Ozellikle havayolu epiteli fonksiyonlarinda énemli role sahiptir [146]. NO’nun BPD’de
dahil bazi enflamatuar solunum hastaliklarinda énemli rol oynadigi rapor edilmektedir.
Literatirde BPD ile ilgili yapilmis hem hayvan modeli ¢alismalarinda hem de insan
calismalarinda nitroz oksit sentaz (NOS) ekspresyonunun ve nitrik oksit (NO)
metabolitlerinin (NO.Y) BPD hastalarinda hem miktar olarak hem de dagilim olarak
degisime ugradigl yoninde vyayinlar mevcuttur [146-151]. Bu vyayinlarda BPD
hastalarinda epitelyal indiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) miktarinda anlamli bir artis
oldugu, normal NO metabolizmasinda da bir alterasyon oldugu ve NO’nun Gretimindeki
bu degisikliklerin sitotoksik metabolitleri ortaya c¢ikararak hiicre sinyal yollarini
bozabilecegi ve BPD patolojisine katki saglayabilecegi rapor edilmistir [147]. Daha 6nce
de bahsedildigi gibi bu calismada hem allel hem de genotip diizeyinde Tirk
populasyonunda BPD insidansi ile KLF12 geni tzerinde bulunan rs4883955 polimorfizmi
ve CHST9 geni Uzerinde bulunan rs9953270 polimorfizmi arasinda anlamli bir iliski
bulunmustur. Bu polimorfizmlerin {zerlerinde bulunduklari genin ekspresyonuna
etkileri olmasi durumunda, WNT5A geni ile fonksiyonel bir iliski icerisinde etkide
bulunduklari nitrojen bilesiklerin metabolik siireclerinin regtilasyonun da bu durumdan
etkilenebilecegi ve bu sekilde rs4883955 ve rs9953270 polimorfizmleri dolayl olarak
nitrojen metabolizmasini etkileyerek BPD patolojisinde de 6nemli bir rol istlenebilecegi

onerisinde bulunulabilir.

Bu tez ¢calismasinda yalnizca allel diizeyinde BPD ile istatistiksel olarak anlamli bir iliskisi
bulunan polimorfizmlerin lzerlerinde bulunduklari, VEGFA, CHST9, NFKBIA, MBL2 ve
KLF12 genleri arasindaki fonksiyonel iliski agi olusturuldugunda ise Sekil 3.8'de
gosterilen ag elde edilmistir. Bu ag incelendiginde WNT5A geninin, bu tez calismasinda
allel dizeyinde BPD ile anlamh bir iliskisi bulunan polimorfizmlerin Uzerlerinde

bulundugu VEGFA, CHST9, NFKBIA, MBL2 ve KLF12 genlerinin hepsi ile fonksiyonel bir
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iliski icerisinde bulunmasi dikkat cekmektedir. Daha dnce de bahsedildigi gibi VEGFA ile
WNT5A genleri arasinda hicre migrasyonunda, endotelyal ve epitelyal hicre
proliferasyonunda, hiicre proliferasyonunun regilasyonunda, hiicre morfogenezinde,
kemotakside, hiicre olimlerinde, protein modifikasyon proseslerinin regiilasyonunda,
fosforun metabolik proseslerinde ve damarlanma dizeninin gelisimi gibi 6nemli

slireclerde fonksiyonel bir iliskileri bulunmaktadir [131-133].
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Sekil 3.8 VEGFA, CHST9, NFKBIA, MBL2 ve KLF12 genlerinin fonksiyonel iliski ag1 [131-
133]

NFKBIA ve VEGFA genleri arasinda ise bazi kanser yolaklarinda ve protein metabolik
slireglerinin pozitif regilasyonu ile ilgili fonksiyonel bir iliskileri gbzlemlenirken, NFKBIA
ile WNT5A genleri arasindaki iliskiye bakildiginda ise RNA metabolik slireclerin

reglilasyonu, hiicre farklilasma mekanizmalarinin reglilasyonu, protein lokalizasyonun
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diizenlenmesinin yani sira yine nitrojen bilesiklerin metabolik siireglerinin regiilasyonu

ile ilgili bir fonksiyonel iligki ile karsilagilmaktadir [131-133].

MBL2 geninin diger genler ile iliskileri incelendiginde VEGFA ve WNT5A genleri ile
uyaricilara olan yanitin regiilasyonu ile ilgili bir fonksiyonel iliskisi ve WNT5A geni ile
bakterilere kargi yanitin olusturulmasi ile ilgili bir fonksiyonel iliskileri olduklari

saptanmistir [131-133].

Son olarak KLF12 geninin incelenen diger genler ile iliskisine bakildiginda, daha 6nce de
bahsedilmis olan WNT5A geni ile nitrojen bilesiklerin metabolik sireglerinin
reglilasyonundaki iliskilerinin yani sira NFKBIA geni ile de nitrojen bilesiklerin metabolik
sureclerinin reglilasyonunda ve RNA metabolik siireclerinin reglilasyonunda bir

fonksiyonel iliski icerisinde bulunduklari gérilmustir [131-133].

Bu ¢alismada allel diizeyinde BPD ile anlamli bir iliskisi oldugu saptanan polimorfizmlerin
Uzerlerinde bulunduklari genlerin tamaminin da WNT5A geni ile fonksiyonel bir iliski
icerisinde olmasi ve bu iliskilerin genellikle nitrojen bilesiklerin metabolik streglerinin ve
RNA metabolik slireglerinin regiilasyonunun etrafinda toplanmis olmasi proje hipotezini
glclendirmektedir. Literatlrdeki bazi calismalar da bu dislinceyi destekleyici sonuglar
rapor etmislerdir. Li ve arkadaslarinin 2002 yilinda yapmis olduklari ¢alismada fare
modellerinde WNT5A geninin akciger morfogenezinde ve akcigerlerin olgunlasmasinda
kritik rol oynadigini [152]; Villosis ve arkadaslari ise 2007'de preterm infantlardan almis
olduklari akciger enflamatuar hicrelerinde WNT5A’nin ekspresyonunun enflamatuar
hiicrelerin fonksiyonuna ve akcigerlerin yapisal gelisimine etkisi oldugunu rapor

etmislerdir [153].

Elde edilen bu verilerin 1siginda BPD hastalarinda oOzellikle WNT5A geninin
ekspresyonundaki degisimlerin ve bu degisimlerin nitrojen metabolizmasini etkileyip

etkilemediginin ileri calismalarda arastiriimasi dnerilmektedir.

85



3.5.4 BPD Hastalarinda SNP Genotiplerinin Bazi Klinik ve Demografik Parametreler

ile iliskilendirilmesi

Hastalardan kan ornekleri toplanmasi esnasinda ailelerinden alinan hasta bilgi formu
(EK-B) araciligiyla elde edilen klinik ve demografik veriler, genotipleme analizleri
gercgeklestirilen 45 SNP ile ki-kare ve Fisher kesinlik testleri kullanilarak karsilastiriimis,
tablolar olusturulmus ve aralarindaki olasi bir iliski tespit edilmeye ¢alisiimistir. Bu

amagla hasta bilgi formu ile hasta ailelerine su sorular sorulmustur;

° Ailede baska bir erken dogum vakasi oldu mu?
° Ailede kronik akciger hastaligi olan var mi? Var ise, bu sebeple hayatini kaybeden

kimse oldu mu?

° Ailede zatlrre gegiren kimse oldu mu?

. Ailede tuberkiiloz hastasi kimse var mi?

. Ailede BPD veya RDS oykusii var mi?

° Hastanin kardesleri var mi? Var ise kardesinde de BPD gozlemleniyor mu?
° Hastanin ebeveynleri diizenli sigara kullaniyor mu?

° Hastanin ebeveynlerinin diizenli kullandiklari ilaglar var mi?

Hastalardan toplanan bu klinik ve demografik verilerin tamaminin SNP’lerle iliskileri
bakimindan karsilastirmalari Cizelge 3.11’de agiklanmustir. Bu sorularin cevaplariile elde
edilen klinik ve demografik veriler ile iliskilendirilen SNP’ler i¢in olusturulan c¢apraz
tablolar ise devam eden bélimlerde, ayri basliklarda agiklanmistir. Turk populasyonu
icin klinik ve demografik verilerin BPD ile iliskilendirilmis polimorfizmler ile olan iliskisi

bilgimiz dahilinde literatiirde ilk kez bu tez calismasinda arastirilmistir.
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Cizelge 3.11 Klinik ve demografik tiim degiskenlerin SNP’lerle iliskilendirilmesi [anlamli
bulunan (p<0,05) SNP’ler koyu renkli olarak gosterilmistir].

SNP Arastirilan demografik ve klinik verilerin p degerleri

Ailede Hastanin
Ailede Ailede

Ailede kronik Ailede (varsa)
kronik Ailede Ailede diizenli

SNP erken akciger BPD veya | kardes(ler)i

SNP ID akciger zatilirre | tuberkiilo sigara

No dogum hastaligi RDS nde BPD

hastaligi oykiisii z 6ykisu kullanimi

oykdisu sebebi ile oykust gorilme
oykisi oykisii

dlen oykusi
1 11001179 0,596 0,406 0,776 0,598 0,778 0,341 0,593 0,443
4 151049982 0,348 0,247 0,656 0,435 0,427 0,565 0,267 0,548
5 rs11003125 | 0,219 0,265 0,324 0,390 0,546 0,304 0,029 0,590
6 rs11226613 | 0,289 0,107 0,606 0,517 0,363 0,004 0,181 0,234
7 rs1126214 0,132 0,159 0,529 0,353 0,277 0,446 0,224 0,553
3 rs1245560 0,373 0,047 0,394 0,660 0,606 0,495 0,029 0,078
9 1512701220 | 0,145 0,744 0,909 0,327 0,909 0,487 0,360 0,129
10 rs1440306 0,114 0,248 0,492 0,295 0,492 0,346 0,321 0,272
11 1s1474256 0,446 0,126 0,435 0,375 0,316 0,488 0,316 0,479
12 rs1541364 0,456 0,038 0,333 0,010 0,333 0,441 0,493 0,068
13 | rs17551536 | 0,591 0,113 0,708 0,168 0,501 0,240 0,571 0,345
14 | rs17880135 | 0,575 0,397 0,912 0,379 0,912 0,412 0,402 0,513
15 1s1912816 0,146 0,169 0,419 0,622 0,581 0,295 0,503 0,246
17 15204732 0,390 0,501 0,746 0,735 0,746 0,272 0,526 0,221
18 152233406 0,511 0,235 0,470 0,143 0,530 0,180 0,401 0,347
19 152233409 0,215 0,379 0,571 0,577 0,429 0,164 0,115 0,485
1 r$2536512 0,259 0,644 0,807 0,673 0,648 0,674 0,117 0,583
22 1$2664349 0,129 0,464 0,556 0,606 0,695 0,642 0,318 0,189
23 1$2664352 0,268 0,020 0,694 0,514 0,090 0,439 0,468 0,367
24 rs3138053 0,486 0,217 0,456 0,238 0,544 0,042 0,146 0,199
25 rs349423 Const Const. Const. Const. Const. Const. Const. Const.
2 rs3771150 0,146 0,249 0,507 0,511 0,493 0,520 0,219 0,275
28 154634985 0,597 0,254 Const. 0,406 0,311 0,047 0,186 0,344
29 154883955 0,576 0,508 0,538 0,442 0,462 0,400 0,270 0,413
30 | rs55716084 | 0,711 0,593 0,944 0,014 0,890 0,537 Const. 0,517
31 1s5746136 0,252 0,451 0,486 0,473 0,739 0,212 0,327 0,484
32 | rs62468577 | 0,507 0,176 0,656 0,730 0,656 0,626 0,222
34 1$6988306 0,261 0,444 0,239 0,675 0,424 0,052 0,084 0,249
35 15699947 0,513 0,609 0,706 0,239 0,706 0,245 0,586 0,028
36 157096206 0,115 0,318 0,696 0,355 0,304 0,356 0,396 0,585
37 | rs71627250 | 0,534 0,642 0,972 0,890 0,056 0,264 0,368 0,637
43 15833061 0,112 0,055 0,731 0,291 0,468 0,238 0,039 0,009
a4 159877396 0,466 0,610 Const. 0,716 0,716 0,559 0,471 0,103
45 1$9953270 0,466 0,249 0,681 0,381 0,461 0,402 0,497 0,119
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3.5.4.1 Ailede Gériilen Kronik Akciger Hastaligi Oykiisii ile SNP’lerin iliskilendirilmesi

Bu ¢alismada BPD iliskisi arastirilan SNP’lerden rs1245560 (SNP8), rs1541364 (SNP12) ve
rs2664352 (SNP23) polimorfizmleri ile ailede gorilen kronik akciger 6ykisi arasindaki
iliski incelendiginde istatistiksel olarak anlamli iliskiler tespit edilmistir. (sirasiyla
p=0,047, p=0,038, P=0,020). Cizelge 3.12’de aciklandigi tizere, SNP8 icin ailesinde kronik
akciger hastaligi goriilen 16 hastanin 13’Gnde CA+CC (%81,3) genotipi, 3’linde ise AA
(%18,8) genotipi gbzlemlenirken; ailesinde kronik akciger hastaligi gézlemlenmeyen 50
bireyden 23’Gnde AA (%46) genotipi, 27’sinde ise CA+CC (%54) genotipi gozlendigi
belirlenmistir. Ailede gorilen kronik akciger dykisu ile anlamli bir iliskisi saptanan bir
diger SNP ise rs1541364 (SNP12) olmustur. AA genotipi, ailesinde kronik akciger hastalig
gorulen 14 hastanin 8’inde (%57,1) gorulirken, ailesinde kronik akciger hastalig
gozlemlenmeyen 55 hastanin 15’inde (%27,3) gorilmis; GA+GG genotipi ise ailesinde
kronik akciger hastaligi goriilen 14 hastanin 6’sinda (%42,9) goruliirken, ailesinde kronik
akciger hastaligi gozlemlenmeyen 55 hastanin 40'inda (%72,7) gorilmustiir. Ailede
gorilen kronik akciger 6ykisu ile anlamliiliskisi saptanan son SNP ise rs2664352 (SNP23)
olmustur. Ailesinde kronik akciger hastaligi goriilen 15 hastanin yalnizca 1’'inde (%6,7)
TT genotipi, 14’tinde (%93,3) ise TC+CC genotipi gozlemlenmistir. Buna karsilik ailesinde
kronik akciger hastaligr gozlemlenmeyen 57 hastanin 21’inde (%36,8) TT genotipi,

36’sinda (%63,2) ise TC+CC genotipi gozlemlenmistir.

Son olarak, bu calismada hem genotip hem de allel diizeyinde yapilan analizlerde BPD
hastaligi ile anlamli bir iliskisi oldugu saptanan rs833061 (SNP43) polimorfizminin ailede
gorilen kronik akciger oykisu ile iliskisi arastirildiginda istatistiksel olarak anlamh
olmaya ¢ok yakin oldugu gorilmustiir (p=0,055). Bu polimorfizm icin ailesinde kronik
akciger hastaligi gorilen 15 hastanin 7’sinde (%46,7) CC genotipi, 8'inde (%53,3) ise
TC+TT genotipi gbézlemlenmistir. Ailesinde kronik akciger oykisid bulunmayan 52
hastanin ise 11’'inde (%21,2) CC genotipi, 41'inde (%78,8) ise TC+TT genotipi

gozlemlenmistir.

88



Cizelge 3.12 Ailede gorulen kronik akciger hastaligi 6ykisu ile bu galismada istatistiksel
olarak anlaml bir iliskisi bulunan polimorfizmleri gosteren ¢apraz tablolar

SNPID / No: | rs1245560 / SNP8
Toplam p degeri
Genotip: AA CA+CC
Hasta sayisi 23 27 50
Yok
Yok grubundaki ylizdesi %46 %54 %100
Hasta sayisi 3 13 16
Var 0,047
Var grubundaki ytizdesi %18,8 %81,3 %100
Hasta sayisi 26 40 66
Toplam
Toplamdaki yuzdesi %39,4 %60,6 %100
SNP ID / No: | rs1541364 / SNP12
Toplam p degeri
Genotip: AA GA+GG
B}
:g Hasta sayisi 15 40 55
-~ Yok
3 Yok grubundaki ylizdesi %27,3 %72,7 %100
e Hasta sayisi 8 6 14
0 Var 0,038
-S Var grubundaki ytizdesi %57,1 %42,9 %100
3 Hasta sayisi 23 46 69
< Toplam
qh) Toplamdaki ylizdesi %33,3 %66,7 %100
2 SNP ID / No: | rs2664352 / SNP23
i~ Toplam p degeri
: Genotip: TT TC+CC
'c Hasta sayisi 21 36 57
o Yok
-z Yok grubundaki ylizdesi %36,8 %63,2 %100
5 Hasta sayisi 1 14 15
= Var 0,020
s Var grubundaki ytizdesi %6,7 %93,3 %100
o0 Hasta sayisi 22 50 72
()] Toplam
E Toplamdaki yizdesi %30,6 %69,4 %100
< SNPID / No: | rs833061 / SNP43
Toplam p degeri
Genotip: CcC TC+TT
Hasta sayisi 11 41 52
Yok
Yok grubundaki ylizdesi %21,2 %78,8 %100
Hasta sayisi 7 8 15
Var 0,055
Var grubundaki ytizdesi %46,7 %53,3 %100
Hasta sayisi 18 49 67
Toplam
Toplamdaki ylizdesi %26,9 %73,1 %100
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3.5.4.2 Ailede Goriilen Zatiirre Hastaligi Oykiisii ile SNP’lerin iligkilendirilmesi

Bu calismada elde edilen klinik ve demografik verilerin BPD ile iliskilendirme
calismalarinda saptanan bir diger iliski de ailede goriilen zatlirre 6ykisu ile rs1541364
(SNP12) ve rs55716084 (SNP30) polimorfizmleri arasinda olmustur (sirasiyla p=0,010,
p=0,014).

Gizelge 3.13’te acgiklandigi Gizere ailesinde zatiirre 6yklsu goriilen 4 hastanin 4’inde de
rs1541364 polimorfizminin AA genotipi gozlemlenirken, ailesinde zatlirre oOykisu
gorilmeyen 65 hastanin 19’unda (%29,2) AA genotipi, 46’sinda (%70,8) GA+GG genotipi

gozlemlenmisgtir.

Ayrica ailesinde zatlirre Oyklsl gorilen 4 hastanin 2’sinde (%50) rs55716084
polimorfizminin GG genotipi, diger 2’sinde (%50) ise GA+AA genotipi gozlemlenirken;
ailesinde zatiirre 6ykiisu gorilmeyen 67 hastanin 65’inde (%97) GG genotipi ve sadece
2’sinde (%3) GA+GG genotipleri gozlemlenmistir.

Cizelge 3.13 Ailede goriilen zatlirre oykisi ile bu ¢alismada istatistiksel olarak anlamli
bir iliskisi bulunan polimorfizmleri gosteren g¢apraz tablolar

SNP ID / No: | rs1541364 / SNP12
Toplam p degeri
Genotip: AA GA+GG
Hasta sayisi 19 46 65
Yok
Yok grubundaki ylizdesi %29,2 %70,8 %100
=2 Hasta sayisi 4 0 4
3 Var 0,010
K~ Var grubundaki yizdesi %100 %0 %100
>
o) Hasta sayisl 23 46 69
()] Toplam
2 Toplamdaki yizdesi %33,3 %66,7 %100
—
’3 SNP ID / No: | rs55716084/SNP30
[ Toplam p degeri
c Genotip: GG GA+AA
()]
3 Hasta sayisi 65 2 67
= Yok
=% Yok grubundaki ytizdesi %97 %3 %100
[} Hasta sayisi 2 2 4
yel Var 0,014
2 Var grubundaki ylizdesi %50 %50 %100
< Hasta sayisi 67 4 71
Toplam
Toplamdaki ylizdesi %94,4 %5,6 %100
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3.5.4.3 Ailede Goriilen BPD ve RDS (Respiratory Distress Syndrome) Oykiisii ile

SNP’lerin iliskilendirilmesi

Bu ¢alismada arastirilan polimorfizmler ile klinik ve demografik veriler arasinda bulunan
istatistiksel olarak anlamli iliskilerden bir digeri de ailenin baska fertlerinde (kardesler
harig tutularak, birinci ve ikinci derece yakin akrabalar dahil edilmistir) de gorilen BPD
ve RDS oykist olmus; rs11226613, rs3138053 ve rs4634985 kimlik numarali
polimorfizmler ile iliskilendirilmistir (sirasiyla p=0,004, p=0,042 ve p=0,047). Cizelge
3.14’te de acgiklandigi Gizere rs11226613 (SNP6) polimorfizmi igin ailenin diger fertlerinde
BPD ve RDS oykusli goriilmeyen 61 hastanin 33’Gnde (%54,1) TT genotipi
gozlemlenmisken 28’inde (%45,9) AT/AA gorlilmis ancak ailenin diger fertlerinde de

BPD ve RDS 6ykusu gorilen 10 hastanin tamaminda TT genotipi gézlemlenmistir.

Benzer sekilde ailenin diger fertlerinde BPD ve RDS 6ykisu goriilmeyen 59 hastanin
24’(inde (%40,7) rs3138053 (SNP24) polimorfizminin TT genotipi gbzlemlenirken 35’inde
(%59,3) CT/CC genotipi gbzlemlenmistir. Ancak ailenin diger fertlerinde de BPD ve RDS
oykiisu gorilen 9 hastanin yalnizca 2’sinde (%22,2) CT/CC genotipi gozlenirken 7’sinde

(%77,8) TT genotipi saptanmistir.

Bununla birlikte, ailenin diger bireylerinde BPD ve RDS o6ykiisii goriilmeyen 43 hastanin
21’inde (%43,8) rs4634985 (SNP28) polimorfizminin CC genotipi gorulirken 22'sinde
(%56,3) TC/TT genotipi gozlemlenmis ancak ailenin diger bireylerinde de BPD ve RDS

oyklisu gorilen 5 hastanin tamaminda TC/TT genotipine rastlanmustir.

Son olarak, ailede gorilen BPD ve RDS o6ykisu ile rs6988306 polimorfizmi (SNP34)
arasindaki iliski incelendiginde istatistiksel olarak anlamliliga ¢ok yakin bir iliski tespit
edilmistir (p=0,052). Ailenin diger bireylerinde BPD ve RDS 0Oykisi goriilmeyen 61
hastanin 49’unda (%80,3) CC genotipi, 12’sinde (%19,7) ise TC/TT genotipi gbzlemlenmis
ancak ailenin diger bireylerinde de BPD ve RDS 0Oykisi gorildigi 10 hastanin 5’inde

(%50) TC/TT genotipi, diger 5’inde (%50) ise CC genotipi goriulmustur.
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Cizelge 3.14 Ailede goriilen BPD ve RDS 6ykusu ile bu ¢alismada istatistiksel olarak

anlamli bir iliskisi bulunan polimorfizmleri gésteren gapraz tablolar

SNP ID / No: | rs11226613 / SNP6
Toplam p degeri
Genotip: TT AT / AA
Hasta sayisi 33 28 61
Yok
Yok grubundaki ylizdesi %54,1 %45,9 %100
Hasta sayisi 10 0 10
Var 0,004
Var grubundaki ytizdesi %100 %0 %100
Hasta sayisi 43 28 71
Toplam
Toplamdaki yuzdesi %60,6 %39,4 %100
SNP ID / No: | rs3138053 / SNP24
Toplam p degeri
3 Genotip: TT CT/CC
3 Hasta sayisi 24 35 59
> Yok
o) Yok grubundaki yiizdesi %40,7 %59,3 %100
(%2
() Hasta sayis 7 2 9
o Var 0,042
() Var grubundaki ytizdesi %77,8 %22,2 %100
>
(o) Hasta sayisi 31 37 68
o Toplam
o Toplamdaki ylizdesi %45,6 %54,4 %100
E‘ SNP ID / No: | rs4634985 / SNP28
S Toplam p degeri
<= Genotip: cC TC/TT
un
% Hasta sayisi 21 22 43
st Yok
g Yok grubundaki ylizdesi %48,8 %51,2 %100
c Hasta sayisi 0 5 5
Q Var 0,047
S Var grubundaki yizdesi %0 %100 %100
S
He] Hasta sayisi 21 27 48
oo Toplam
% Toplamdaki yizdesi %43,8 %56,3 %100
,% SNP ID / No: | rs6988306 / SNP34
< Toplam p degeri
Genotip: cC TC/TT
Hasta sayisi 49 12 61
Yok
Yok grubundaki ylizdesi %80,3 %19,7 %100
Hasta sayisi 5 5 10
Var 0,052
Var grubundaki ytizdesi %50 %50 %100
Hasta sayisi 54 17 71
Toplam
Toplamdaki ylizdesi %76,1 %23,9 %100
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3.5.4.4 Hastanin Kardes(ler)inde de Gorillen BPD Oykiisii ile SNP’lerin

lliskilendirilmesi

Bu calismada arastirilan SNP’ler ile hastanin kardes(ler)inde de BPD goriilme durumu
arasindaki iliski arastirildiginda rs11003125 (SNP5), rs1245560 (SNP8) ve rs833061
(SNP43) numaral 3 SNP’nin istatistiksel olarak anlamli bir iliski gosterdigi saptanmistir
(sirasiyla p=0,029, p=0,029 ve p=0,039). rs11003125 (SNP5) polimorfizminin GG ve
CG/CC genotipleri kardeslerinde BPD goriilmeyen 24 hastanin icerisinde esit dagilmis
ancak hastanin kardesinde de BPD goriilen 14 hastanin 12’sinde (%85,7) CG/CC genotipi

gozlemlenirken yalnizca 2’sinde (%14,3) GG genotipi gorilmistir.

Buna ek olarak, rs1245560 (SNP8) polimorfizminin AA genotipi, kardesinde de BPD
gorilen 13 hastanin 7 ‘sinde (%53,8) gortliirken kardeslerinde BPD gorilmeyen 23
hastanin yalnizca 4’Unde gorilmistir (%17,4). Buna karsihk CA/CC genotipi ise
kardeslerinde BPD gorilmeyen 23 hastanin 19’unda (%82,6) gortliirken kardeslerinde
de BPD gorilen 13 hastanin 6’sinda (%46,2) gézlemlenmistir.

Bu calismada hastanin kardeslerinde de gorilen BPD durumu ile iliskisi tespit edilen son
SNP ise rs833061 (SNP43) polimorfizmi olmustur. Bu polimorfizmin TC/TT genotipi,
kardeslerinde de BPD gorilen 13 hastanin 12’inde (%92,3) de gorulirken, kardeslerinde
BPD gorilmeyen 22 hastanin 13’lnde (%59,1) gozlemlenmistir. CC genotipi ise
kardeslerinde de BPD goriilen 13 hastanin yalnizca 1’'inde (%7,7) gorilirken,

kardeslerinde BPD goriilmeyen 22 hastanin 9’unda (%40,9) saptanmistir (Cizelge 3.15).
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Cizelge 3.15 Hastanin kardes(ler)inde de goriilen BPD Oykiisu ile bu calismada
istatistiksel olarak anlamli bir iliskisi bulunan polimorfizmleri gésteren ¢apraz tablolar

SNP ID / No: | rs11003125 / SNP5
Toplam p degeri
Genotip: GG CG/CC
Hasta sayisi 12 12 24
Yok
Yok grubundaki ylizdesi %50 %50 %100
Hasta sayisi 2 12 14
Var 0,029
Var grubundaki ytizdesi %14,3 %85,7 %100
He=
(7] Hasta sayisi 14 24 38
E Toplam
> Toplamdaki yuzdesi %36,8 %63,2 %100
He]
) SNPID / No: | rs1245560 / SNP8
o Toplam p degeri
[22] Genotip: AA CA/CC
[ =
2 Hasta sayisi 4 19 23
S Yok
:B Yok grubundaki yiizdesi %17,4 %82,6 %100
(oY)
o Hasta sayisi 7 6 13
S Var 0,029
) Var grubundaki ytizdesi %53,8 %46,2 %100
'E Hasta sayisi 11 25 36
= Toplam
Q Toplamdaki ylizdesi %30,6 %69,4 %100
un
% SNPID / No: | rs833061 / SNP43
= Toplam p degeri
i) Genotip: ccC TC/TT
E Hasta sayisi 9 13 22
g Yok
- Yok grubundaki ylizdesi %40,9 %59,1 %100
w0
g Hasta sayisi 1 12 13
Var 0,039
Var grubundaki yiizdesi %7,7 %92,3 %100 !
Hasta sayisi 10 25 35
Toplam
Toplamdaki ylizdesi %28,6 %71,4 %100

3.5.4.5 Ailede Diizenli Sigara Kullanimi ile SNP’lerin iliskilendirilmesi

Bu calismada arastirilan polimorfizmleri ile hastalardan elde edilen demografik veriler
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunan son baslik, hastanin anne veya
babasinin diizenli sigara kullanmasi durumu ile rs699947 (SNP35) ve rs833061 (SNP43)

polimorfizmleri arasindaki iliski olmustur (sirasiyla p=0,028 ve p=0,009).

Cizelge 3.16’da aciklandigi Gizere, rs699947 (SNP35) polimorfizminin CC genotipi ailesi
sigara kullanan 27 hastanin 4’tinde (%14,8) goriliirken CA/AA genotipi 23’Ginde (%85,2)
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gozlemlenmistir. Buna karsilik ailesi hig sigara kullanmamig 41 hastanin 16’sinda (%39)

CC genotipi gorilurken 25’inde (%61) CA/AA genotipi saptanmistir.

Benzer sekilde rs833061 (SNP43) polimorfizmi incelendiginde ise ailesi diizenli sigara

kullanan 27 hastanin 12’sinde (%44,4) CC genotipi, 15’inde (%55,6) ise TC/TT genotipi

gozlemlenmistir. Ailesi hi¢ sigara kullanmamis 40 hastanin durumuna bakildiginda ise

34’Unlin (%85) TC/TT genotipinde ve yalnizca 6’sinin (%15) CC genotipinde olduklari

saptanmistir.

Cizelge 3.16 Ailede goriilen diizenli sigara kullanimi ile bu ¢calismada istatistiksel olarak

anlamli bir iligkisi bulunan polimorfizmleri gésteren gapraz tablolar

SNP ID / No: | rs699947 / SNP35
Toplam p degeri
Genotip: cC CA/AA

Hasta sayisi 16 25 41
= Yok
E Yok grubundaki ylizdesi %39 %61 %100
E Hasta sayisi 4 23 27
S Var 0,028
© Var grubundaki yuzdesi %14,8 %85,2 %100
E Hasta sayisi 20 48 68
c Toplam
© Toplamdaki ylizdesi %29,4 %70,6 %100
2 SNP ID / No: | rs833061 / SNP43
© Toplam p degeri
o Genotip: ccC TC/TT
o0
‘0 Hasta sayisi 6 34 40
= Yok
¢I=J Yok grubundaki ylizdesi %15 %85 %100
:g Hasta sayisi 12 15 27
] Var 0,009
Py Var grubundaki ytizdesi %44,4 %55,6 %100
E Hasta sayisi 18 49 67
= Toplam
< Toplamdaki yizdesi %26,9 %73,1 %100
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BOLUM 4

SONUC VE ONERILER

4.1 Elde Edilen Bulgularin Degerlendirilmesi

Bronkopulmoner displazi (BPD), preterm infantlarda en sik gorilen kronik akciger
hastaliklarindan biridir [1]. Hamileligin 30. haftasindan énce dogan preterm infantlarin

%30’undan fazlasina BPD teshisi konmaktadir [11].

BPD olusma egilimi olan preterm infantlar, akciger gelisiminin ge¢ kanalikiiler veya erken
sakkuler evresinde dogarlar. Geg kanalikiler evrede primitif alveoller ve alveolar kapiller
bariyer gelisir, Tip 1 ve Tip 2 pnémositler farkhlasirlar [44]. Erken sakkller evrede ise
pulmoner vaskiilerizasyon ve terminal hava yollarinin genislemesi ile birlikte slirfaktan
Uretimi baslar [37, 38]. Sakkiiler evrede primitif alveoller olusmaya baslar ve buna agl
olarak kapiller membran degismeye baslar. Bu haftalarda dogan infantlarda akcigerlerin
bu gelisimi duraklar ve sonucta alveol sayilari matiir bebeklere gére daha az olur.
Glnumuzde enflamasyon ve oOzellikle prematirite ile birlikte alveol gelisimindeki
duraklama, surfaktan eksikligi ve géglis duvarinin olgunlasmamasi BPD’nin en dnemli

etiyolojik faktorleri olarak gorilmektedirler [45-47].

BPD, genetik ve cevresel faktorlerin (hiperoksi, invazif mekanik ventilasyon ve sepsis)
karsilikli etkilesimi sonucunda meydana gelmektedir [49-52]. BPD’ye yatkinhgin %50-
80’'inin de genetik egilime dayandigi disinilmektedir [53, 54]. Genetik egilimli
olgunlasmamis akciger, prenatal ve postnatal enfeksiyon, hiperoksi, ventilasyon ile

indiiklenmis barotavma, alveolar distansiyon (valutravma) veya atelektotravma gibi
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zararh dis faktorlere maruz kaldiginda, gesitli sitokinler, kemokinler ve biiyiime faktorleri
sinyalleri ve enflamatuar hiicreleri iceren bir enflamasyon zincirini tetikler. Bu durum
hicre 6lim yolaklarini aktive eder. Bu durum, “Yeni BPD”nin de tanimi olan, gelismemis

alveolarizasyon ve diizensiz vaskilerizasyona yol agmaktadir [49, 51, 55].

Literatlrdeki pek cok calismada, akut ve kronik BPD’den sorumlu oldugu disinilen
potansiyel patofizyolojik yolaklar veya molekiiller belirlenmistir. Arastirmacilar buna
gore, BPD gelisme riski ile hedef genlerdeki spesifik dizi degisiklikleri (SNP) arasindaki
iliskiyi degerlendirmektedirler. 2006’dan bu yana literatiirde yayinlanan polimorfizm
calismalari genellikle benzer karakteristikler géstermektedirler. Calismalarin ¢ogunda
100’den az sayida BPD hastasi dahil edilmistir. Pek ¢ok calismada BPD hastasi infantlar,
kendileri gibi preterm infantlar ile karsilastirilmak yerine, zamaninda veya ge¢ dogan
infantlarla, hatta bazi durumlarda yetiskinler ile karsilastirilmislardir. Bu tip calismalarda
bulunan iliskiler, BPD’den ¢ok prematdrite ile ilgili katki saglayabilir. Ayrica pek ¢ok farkh
gen arastirilmis olsa da, cok az calisma tek bir geni veya gen setini calismistir. Bu ylizden
2006’dan bu yana yapilan ¢alismalar pek ¢ok geni olasi hedefler olarak gosterseler de,
BPD’nin etiyolojik kaynagi olan bir gen veya gen yolagi heniiz kesin olarak bulunmamistir

[60].

Bu tez c¢alismasinda, diinyada farkh populasyonlar lzerinde yapilmis ¢alismalarda
bronkopulmoner displazi (BPD) ile iliskilendirilmis SNP’lerin segilmis ve Tirk
populasyonunda da bu SNP allel ve genotip frekanslarinin gorilip goriulmedigi
multipleks reaksiyonlar ve MALDI-TOF kiitle spektrometrisi yontemi ile belirlenmistir.
Elde edilen veriler ayrica hastalarin klinik ve demografik bilgileri ile de karsilagtirilarak
anlamli bir iliski kurulmaya calisiimis ve BPD’nin Tiirk toplumuna 6zgil genetik tabaninin
anlasilabilmesine katkida bulunulmasi amaclanmistir. Bu amacla literatlir taramalari
sonucunda BPD insidansi ile iliskisi olma ihtimali ylksek gorilen 45 SNP (Cizelge 3.3'te
listelenmistir) bolgesi, 96 BPD hastasi ve 96 saglikli prematiire infantta genotiplenmis ve
BPD ile istatistiksel olarak anlamli bir iliski arastiriimistir. Cizelge 3.8’de de agiklandigi
Uzere arastirilan SNP’lerden 8’inin (rs11003125, rs2233406, rs3138053, rs4883955,
rs55716084, rs62468577, rs833061 ve rs9953270) Turk populasyonu icin allel diizeyinde
BPD insidansi ile istatistiksel olarak anlamli bir iliski icerisinde oldugu saptanmistir.

Bununla birlikte arastirilan SNP’ler genotip diizeyinde incelendiginde, allel diizeyinde de
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risk tasidigl saptanan 2 SNP’de (rs4883955 ve rs9953270) genotip dlizeyinde de Tirk
populasyonu icin BPD insidansi ile istatistiksel olarak anlamh bir iliski oldugu tespit
edilmistir. Hem allel hem de genotip diizeyinde BPD ile anlamli bir iligkisi oldugu goérilen
bu SNP’ler sirasiyla KLF12 ve CHST9 genleri Gizerinde bulunmaktadir. KLF12 geni hiicre
siklusunda G1/S gecisini destekleyerek hucrelerin anoikis slrecine baslayama
hassaslastirmaktadir. KLF12 geninin susturulmasinin akciger kanseri hicrelerinin
hayatta kalma oranini arttirdigl deneysel fare modellerinde gosterilmistir. Ayrica KLF12
geninin ekspresyonunun dismesi akciger kanseri hastalarinda hayatta kalma oranini da

azaltmaktadir [142].

Biyoinformatik araglar kullanilarak bu genlerin birbiri ile fonksiyonel iliskileri ve gérev
aldiklari metabolik yolaklar incelendiginde, CHST9 geni tarafindan kodlanan proteinin
golgi membraninda konumlanarak N-glikanlar ve O-glikanlarda bulunan N-
asetilgalaktozamin (GalNAc) kalintilarinda stlfatin 4 numarali pozisyona transferini
kataliz ettigi gortlmustir. Karbonhidratlar Gzerindeki silfat gruplari glikoproteinlere,
glikolipidlere ve proteoglikanlara yiiksek spesifiklikte fonksiyonlar kazandirmakta ve
hiicresel etkilesimde, sinyal aktariminda ve embriyonik gelisimde oldukg¢a kritik
fonksiyon gormektedirler. Bununla birlikte KLF12 geni ise nitrojen bilesiklerin metabolik

sureclerinin reglilasyonunda gorev almaktadir [131-134].

Elde edilen verilerin 1siginda, bu genler Uzerinde bulunan ve genin ekspresyonunu
etkileyecek bir polimorfizmin, bu yolaklari da etkileyerek epitelyal ve endotelyal
hiicrelerin proliferasyon ve migrasyon siireglerini degistirebilecegi ve akciger gelisim
evrelerinde bozukluklara yol agabilecegi 6nerilebilir. Bununla birlikte, NO’nun BPD’de
dahil bazi enflamatuar solunum hastaliklarinda énemli rol oynadigini literatlirde rapor
eden yayinlar mevcuttur. Bu yayinlarda BPD hastalarinda epitelyal indiklenebilir nitrik
oksit sentaz (iNOS) miktarinda anlamli bir artis oldugu, normal NO metabolizmasinda da
bir alterasyon oldugu ve NO’nun uretimindeki bu degisikliklerin sitotoksik metabolitleri
ortaya cikararak hiicre sinyal yollarini bozabilecegi, surfaktan aktivasyonuna yol
acabilecegi ve BPD patolojisine katki saglayabilecegi rapor edilmistir. Buna ek olarak,
ileride BPD gelisen preterm infantlarin hayatlarinin ilk aylarinda plazmalarindaki 3-

nitrotirosin miktarinda artis gorildigi de rapor edilmistir [145-151].
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Daha once de bahsedildigi gibi bu ¢alismada hem allel hem de genotip diizeyinde Turk
populasyonunda BPD insidansi ile KLF12 geni tizerinde bulunan rs4883955 polimorfizmi
arasinda anlamli bir iligkisi bulunmustur. Bu polimorfizmin KLF12 geninin ekspresyonuna
bir etkisi olmasi durumunda, KLF12’nin WNT5A geni ile fonksiyonel bir iliski icerisinde
etkide bulundugu nitrojen bilesiklerin metabolik sireclerinin regiilasyonun da bu
durumdan etkilenebilecegi [131-133] ve bu sekilde rs4883955 polimorfizmi dolayh
olarak nitrojen metabolizmasini etkileyerek BPD patolojisinde de 6nemli bir rol

Ustlenebilecegi onerisinde bulunulabilir.

Bu calismada Tirk populasyonunda BPD ile allel ve/veya genotip diizeyinde anlamli
iliskisi bulunan polimorfizmlerin Uzerlerinde bulunduklari genlerden MBL2, VEGFA,
NFKBIA, KLF12 ve CHST9’un tamaminin WNT5A geni ile fonksionel bir iliski icerisinde
bulunduklari sonucu, BPD hastalarinda WNT5A geninin ekspresyonunun kontrol gruplari
ile karsilastirilarak arastirilmasi gerektigini isaret etmektedir. Literatirdeki bazi
calisamalarda da WNT5A geninin  akciger morfogenezinde ve akcigerlerin
olgunlasmasinda kritik rol oynadiginin rapor edilmesi [152, 153], SNP iliskili gen ifade

yolaklarinin takip edilerek hastalik ile ilislilendirebilecegi hipotezini giiglendirmektedir.

4.2  Oneriler

Bu tez ¢alismasi ile elde edilen sonuglarin, ileri galismalar ile detaylandirilmasi igin

onerilen konular su sekilde siralanabilir;

1. Calismada Tirk populasyonunda gorilen BPD insidansi ile istatistiksel olarak
anlamli bir iliski tespit edilen polimorfizmlerin, 6rnek sayisinin arttirilarak bu
polimorfizmlerin BPD ile olan iliskilerinin daha gliclii bir sekilde teyit edilmesi,

2. BPD hastasi ikiz ve Uglz bireylerin sayilarinin arttirilarak, kontrol grubu ile
karsilastirmali analizlerinin daha bliyik calisma populasyonlarinda tekrar edilmesi,

3. Bu calismada istatistiksel olarak BPD insidansi ile iliskisi oldugu tespit edilen
polimorfizmlerin, Uzerlerinde bulunduklari genlerin ekspresyonuna etkisi olup
olmadiklarinin anlasilabilmesi icin, hasta ve kontrol gruplarinda bu genlerin ekspresyonu
analizlerinin gerceklestirilmesi,

4. Bu calismada BPD ile anlaml iliskisi oldugu tespit edilen poimorfizmlerin
Gzerlerinde bulunduklari genlerin fonksiyonel iliski aglarinin WNT5A geninin etrafinda
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toplanmis olmasi sebebiyle, 6zellikle WNT5A geninin ekspresyonunun ve nitrojen
metabolizmasina olan etkilerinin ileri calismalar ile hem bu tez ¢alismasindaki ¢alisma
populasyonunda tekrarlanmasi hem de yeni calisma populasyonlari (izerinde
arastirilmasi,

5. Arastirilan klinik ve demografik verilerden BPD ile iliskisi tespit edilen

polimorfizmlerin BPD ile fonksiyonel iligkisinin arastiriimasi dnerilmektedir.
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EK-A

ASGARI BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

1. “Bronkopulmoner Displazi ile iliskilendirilen Belirli Genlerdeki Polimorfizmlerin
Tiirk Populasyonu Uzerinde incelenmesi” adli calismamiz bir arastirma olup,

2. Arastirmanin amaci; sizin ¢ocugunuz ve diger kronik akciger hastalikli ¢ocuklar igin
hastalik riskinin erken belirlenmesinde kullanilabilecek, kronik akciger hastahgi ile iliskili belirli
gen bolgelerinin Turk toplumunda arastiriimasidir.

3. Arastirmada cocugunuza normalde uygulanmasi gereken disinda ek tetkik ve tedavi
uygulanmayacaktir.

4. Arastirma sirasinda ¢ocugunuzdan zaten tetkik ve tedavisi icin alinacak olan kan
orneklerinden arta kalan kan ornekleri kullanilacak ve bu érneklerden genetik materyal
izolasyonu yaplilarak kronik akciger hastaligi ile ilgili olabilecek bolgeler incelenecektir.

5. Gondllinan calismaya katilmayi kabul etmesi durumunda alacagl ek bir sorumluluk
bulunmamaktadir.

6. Arastirmanin hasta lzerinde deneysel kismi bulunmamaktadir.

7. Cocugunuzun bu arastirma nedeni ile herhangi bir riske veya rahatsizliga maruz kalmasi
ongorilmemektedir.

8. Arastirmadan beklenen yararlarla ilgili olarak cocugunuz agisindan hedeflenen herhangi
bir klinik yarar bulunmamaktadir.

9. ilgili mevzuat geregince gerekiyorsa, goniilliye tazminat verilecek veya tedavi
saglanacaktir.
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10. GondllGlere arastirma dahilinde herhangi bir 6deme yapilmayacaktir.

11. Cocugunuzun arastirmaya katilimi tamamen sizin isteginize ve onayiniza bagli olup ve
istediginiz zaman, herhangi bir cezaya veya yaptirima maruz kalmaksizin, hicbir hakkinizi
kaybetmeksizin arastirmaya katilmayi reddedebilir veya arastirmadan cekilebilirsiniz.

12. izleyiciler, yoklama yapan kisiler, Etik Kurul, Kurum ve diger ilgili saglik otoritelerinin
¢ocugunuzun orijinal tibbi kayitlarina dogrudan erisimlerinin bulunabilmektedir, ancak bu
bilgiler gizli tutulacaktir ve sadece bu yazili bilgilendirilmis gontlli olur formunun tarafinizdan
imzalanmasiyla gondllii veya yasal temsilcisinin s6z konusu erisime izin vermis olacaktir.

13. ilgili mevzuat geregince goniilliniin kimligini ortaya cikaracak kayitlarin gizli tutulacak,
kamuoyuna aciklanamayacak; arastirma sonuglarinin yayimlanmasi halinde dahi gonillinin
kimliginin gizli kalacaktir.

14. Arastirma konusuyla ilgili ve ¢ocugunuzun arastirmaya katilmaya devam etme istegini
etkileyebilecek yeni bilgiler elde edildiginde cocugunuzun vyasal temsilcisi olarak sizlere
zamaninda bilgilendirme yapilacaktir.

15. Sizlerin arastirma hakkinda, kendi haklariniz hakkinda veya arastirmayla ilgili
herhangi bir advers olay (yan etki) hakkinda daha fazla bilgi temin edebilmesi igin temasa
gecebilecegi kisiler ile bunlara giinlin 24 saatinde erisebilecegi telefon numaralari bu
formun sonunda agikga belirtilmistir.

16. Arastirmaya katilmasi beklenen tahmini gondilli sayisi; 200 (iki yiz) adet Yenidogan
bebektir.

17. Gondillilerden elde edilecek olan genetik materyal 6rnekleri SNP (single nucleotide
polymorphism) taramasi igin kullanilacaktir.

18. BGOF, gonulli veya kanuni temsilcisinin yasal haklarini ortadan kaldiracak bir hikim
veya ifade iceremez ayrica arastirmaciyi, kurumu, destekleyici veya bunlarin temsilcilerini kendi
ihmallerinden kaynaklanan herhangi bir yikimlillkten kurtaracak hiikiim veya ifade tasiyamaz.

19. Biyolojik materyallerin analizleri sadece vyurticinde hastanemiz ve Yildiz Teknik
Universitesi Biyomiihendislik Bolimii biinyesinde yapilacaktir.

20. “Bilgilendirilmis Go6niillii Olur Formundaki tiim agiklamalari okudum. Bana, yukarida
konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve s6zlii agiklama asadida adi belirtilen hekim
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tarafindan yapildi. Arastirmaya géniillii olarak katildigimi, istedigim zaman gerekgeli veya
gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi biliyorum.”
“Alinan kan 6rneklerinin ileride yapilmasi planlanan tiim arastirmalarda kullaniimasina izin

veriyorum.”

“S6z konusu arastirmaya, hicbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay: kabul

ediyorum.”

Yasal Temsilcinin (Anne, Baba) Adi Soyadi Arastirmacinin Adi Soyadi:
imzasi: imzasi:

Tarih: Tarih:
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EK-B

islem esnasinda ve sonrasinda
gerekli olabilecegi diislintilen

bilgileri iceren asagidaki sorulari

lutfen dikkatlice okuyarak

cevaplayiniz

HASTA BiLGi FORMU

Adi Soyad:
Cep Telefonu:
Adres:
Tani Yontemi:

Protokol no:

Dogum Tarihi:

Ev Telefonu:

Bolim:

Tarih:

Ailede baska erken dogum

vakasi var mi?

Evet |:|

Hay|r|:|

Ailede kronik akciger hastaligi olan

var mi?

Evet |:|

Hay|r|:|

Cevabiniz evet ise, hasta ile yakinligi:

Ailede kronik akciger hastalgl

nedeniyle 6len var mi?

Evet |:|

Hay|r|:|

Cevabiniz evet ise, hasta ile yakinligi:

Ailede zatlirre olan var mi?

Evet |:|

Hay|r|:|

Cevabiniz evet ise, hasta ile yakinligi:

Ailede tiberkiloz hastasi var mi?

Evet |:|

Hay|r|:|

Cevabiniz evet ise, hasta ile yakinligi:

Ailede Bronkopulmoner Displazi
(BPD) veya solunum  sikintisi

sendromu 6ykusl var mi?

Evet |:|

Hay|r|:|

Cevabiniz evet ise, hasta ile yakinhgi:

Hastanin kardesi/kardesleri var mi?

Evet |:|

Hay|r|:|

Cevabiniz evet ise, kardeslerin yaslari:

(Yukaridaki sorunun cevabi evet ise

cevaplayiniz)

Hastanin kardeslerinde

Bronkopulmoner Displazi (BPD) veya

Evet |:|

Hay|r|:|

Cevabiniz evet ise, hastaligin tiri:
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solunum sikintisi sendromu veya

benzer akciger hastaliklari var mi?

Hastanin ebeveynleri alkol kullaniyor | Evet [_] | Hayir[_] | Cevabiniz evet ise; Sikligi: Suresi
mu? (vin):
Hastanin ebeveynleri sigara | Evet [_] | Hayir[_] | Cevabiniz evet ise; Siklig:: Suresi
kullaniyor mu? (Yil):
Hastanin  ebeveynlerinin  dizenli | Evet [_] | Hayir[_] | Cevabiniz evet ise; Siklig:: Suresi

olarak kullandig bir ilag var mi?

(Yil):
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T.C.
TURKIYE KAMU HASTANELERI KURUMU
Istanbul Cekmece Bélgesi Kamu Hastaneleri Birligi Genel Sekreterligi
S.B.U. Kanuni Sultan Siileyman Egitim ve Arastirma Hastanesi Bastabipligi
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu

Say1: 2016/12

Konu No: KAEK/2016.12.31 17.06.2016

Syn Prof.Dr.Dilek Turgut BALIK

Kurulumuz gogunlugunun katiimi ile klinik arastirmalar etik kurulu toplantisi yapilmig olup;
Yiiriitiicisii oldugunuz “Bronkopulmoner Displazi ilelliskilendiren Belirli Genlerdeki polimorfizmlerin
Turk Populasyonu Uzerinde Incelenmesi”konulu arastirma dosyasi klinik aragtirmalar etik kurulunca
gorusilup oy birligi ile uygun olduguna karar verilmistir.

Geregi bilgilerinize sunulur.

o¢. Dr. Gokhan YILDIRIM
Etik ulu Baskani

Kanuni Sultan Siileyman Egitim ve Arastirma Hastanesi Etik Kurul
Turgut Ozal cad.no:1 HALKALI/KUCUKCEKMECE Tel (0212)404 15 00 Fax: (0212)571 59 51
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