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OZET

Doktora Tezi

Polikistik Bobrek Hastaliginin Molekiiler Yontemlerle Arastirilmasi

Ozge SARICA YILMAZ
Manisa Celal Bayar Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Tibbi Biyoloji Anabilim Dah

Danisman:
Prof. Dr. Nuray ALTINTAS

Amagc: Diinya ¢apinda milyonlarca kisiyi etkileyen ve son donem bobrek
yetmezligi (SDBY)’ nin en yaygin nedeni olarak bilinen polikistik bobrek hastaligi
(PBH) klinik ve genetik olarak heterojen bir gruptur. Tek gen mutasyonlarinin neden
oldugu, yasami tehdit eden en yaygin genetik bozukluklardan biri olan PBH, otozomal
dominant (ODPBH) ve otozomal resesif (ORPBH) olarak kalitim gdstermektedir.
ODPBH c¢ogunlukla Polycystic Kidney Disease 1 (PKDI) ve Polycystic Kidney
Disease 2 (PKD2) genindeki mutasyonlardan, ORPBH ise c¢ogunlukla Polycystic
Kidney and Hepatic Disease 1 (PKHDI) genindeki mutasyonlardan
kaynaklanmaktadir. PBH’ da genetik arastirmalar ile hastaliin kesin tanisi
konabilmekte, hastaligin prognozu 6ngoriilebilmekte, tedaviye uygun hastalar secilip
tedavi yontemi belirlenebilmekte, aile planlamasi i¢in genetik danismanlik
verilebilmekte ve bobrek transplantasyonu segeneklerinde rehberlik edebilmektedir.
Kalitsal bobrek hastaliklarinda 100° den fazla genin aydinlatildigi Next Generation
Sequencing (NGS) teknolojisinin gen hedefli analiz yontemleri ile daha kisa zamanda,
daha giivenilir sonuclar alinabilmektedir. Calismamizda PBH’ na sahip hastalarda,
NGS yontemi ile PKDI1, PKD2 ve PKHDI genlerindeki mutasyonlarin arastirilmasi,
fenotip-genotip iligkisinin karsilastirilmasi, elde edilebilecek yeni mutasyonlarin
literatiire katki1 saglamasi, hastalifa 6zgii biyobelirtec olarak kullanilabilmesi ile erken
tan1 ve tedaviye yardimci olmasi amaglandi.

Gerec¢ ve Yontem: Calisma grubuna dahil olan 31 hastanin pedigrileri ¢izilip
kalitim tipleri belirlenerek, klinik verileri ve kan 6rnekleri toplandi. DNA izolasyonu
yapilip, safliklart degerlendirilen Ornekler, kiitiiphane hazirhigr ve hedef
zenginlestirme iglemleri tamamlandiktan sonra, NGS cihazina yiiklendi ve calisma
baslatildi.  Sonuglarin  biyoinformatik analizi veri tabanlari  kullanilarak
gergeklestirildi. Elde edilen sonuglarin fenotip-genotip iliskisi degerlendirildi.

Bulgular: NGS verilerinin analizi sonucunda, PKD1 geninde saptanan toplam
85 varyantin; % 3,53’ i Patojenik (P), % 5,88’ i Muhtemel Patojenik (LP), % 24,71 1
Klinik Onemi Bilinmeyen (VUS), % 51,76 s1 Benign (B), % 14, 12’ si Muhtemel
Benign (LB) olarak degerlendirildi. PKD! geninde saptanan “P” ve “LP” varyantlarin,
% 62,50’ si, “VUS” varyantlarin % 23,81’ 1 “Novel” varyantlar olarak degerlendirildi.
PKD?2 geninde saptanan toplam 10 varyantin; % 20’ si “P”, % 10’ u “VUS”, % 50’ si
“B”, % 20’ si “LB” olarak degerlendirildi. PKDHI geninde saptanan toplam 56
varyantin, % 1,79’ u “LP”, % 30,36’ s1 “VUS”, % 67,86’ s1 “B” olarak degerlendirildi.
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PKHDI geninde saptanan tek “LP” varyant “Novel” ve “VUS” varyantlarin % 29,41’
1 “Novel” varyantlar olarak degerlendirildi. Genlerde saptanan varyantlar hastalarin
klinik verileriyle birlikte degerlendirildiginde, fenotip-genotip iliskileri uyumlu olarak
bulundu.

Sonu¢: Calismamizda elde edilen verilerin, PBH’ da tani, prognoz ve
potansiyel terapdtik miidahalelere odaklanan gelecekteki aragtirmalara katki saglamasi
hedeflendi. Sonug¢larimiz, PBH’ nin altinda yatan genetik faktorlerin daha
derinlemesine anlagilmasina, hastaliga 6zgii biyobelirte¢ olarak kullanilabilmesi ile
erken tan1 ve tedaviye katkida bulunabilecektir. Ege bolgesi Manisa ve yoresinde ilk
kez elde edilen orijinal sonuglarimiz ve “Novel” olarak degerlendirilen varyantlar veri
tabanlarinda yer alarak bu konuda calisacak aragtirmacilara referans olabilecektir.

Anahtar Kelimeler: PBH, ODPBH, ORPBH, PKDI, PKD2, PKHDI, NGS

2024, 170 sayfa
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ABSTRACT

Investigation of Polycystic Kidney Disease by Molecular Methods

Ozge SARICA YILMAZ

Manisa Celal Bayar University
Graduate School of Education
Department of Medical Biology

Supervisor:
Prof. Dr. Nuray ALTINTAS

Aim: Polycystic kidney disease (PKD), which affects millions of people
worldwide and is known as the most common cause of end-stage renal disease
(ESRD), is a clinically and genetically heterogeneous group. PKD, one of the most
common life-threatening genetic disorders caused by single gene mutations, inherited
as autosomal dominant (ADPKD) and autosomal recessive (ARPKD). ADPKD is
mostly caused by mutations in the Polycystic Kidney Disease 1 (PKD1) and Polycystic
Kidney Disease 2 (PKD?2) genes, while ARPKD is mostly caused by mutations in the
Polycystic Kidney and Hepatic Disease 1 (PKHDI) gene. With genetic research in
PKD, a definitive diagnosis of the disease can be made, the prognosis of the disease
can be predicted, patients suitable for treatment can be selected and the treatment
method can be determined, genetic counseling can be given for family planning and
can be guidance in kidney transplant options. More reliable results can be obtained in
a shorter time by the gene-targeted analysis methods of Next Generation Sequencing
(NGS) technology, in which more than hundred genes are elucidated in hereditary
kidney diseases. In our study, it was aimed to investigate mutations in the PKDI,
PKD?2 and PKHD1 genes in patients with PKD using the NGS method, to compare the
phenotype-genotype relationship, to contribute to the literature of the new mutations
that can be obtained, and to help early diagnosis and treatment by using them as
disease-specific biomarkers.

Materials and Methods: The pedigrees of thirty one patients included in the
study group were drawn, their inheritance types were determined, and their clinical
data and blood samples were collected. After DNA isolation and purity evaluation of
the samples were completed, library preparation and target enrichment processes were
completed, were loaded into the NGS device and the study was started. Bioinformatics
analysis of the results was performed using databases. The phenotype-genotype
relationship of the obtained results was evaluated.

Results: As a result of the analysis of NGS data, a total of eighty five variants
detected in the PKD1 gene; 3.53 % is pathogenic (P), 5.88 % is likely pathogenic (LP),
24.71 % is of unknown clinical significance (VUS), 51.76 % is benign (B), % 14.12
of them were evaluated as likely benign (LB). 62.50 % of the “P” and “LP” variants
detected in the PKDI gene and 23.81 % of the “VUS” variants were evaluated as
“Novel” variants. A total of ten variants detected in the PKD2 gene; 20 % were
evaluated as “P”, 10 % as “VUS”, 50 % as “B”, and 20 % as “LB”. Of the fifty six
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variants detected in the PKDH]I gene, 1.79 % were evaluated as “LP”, 30.36 % as
“VUS”, and 67.86 % as “B”. The only “LP” variant detected in the PKHD1 gene was
“Novel” and 29.41% of “VUS” variants were evaluated as “Novel” variants. When the
variants detected in the genes were evaluated together with the clinical data of the
patients, phenotype-genotype relationships were found to be compatible.

Conclusion: The data obtained in our study was aimed to contribute to future
research focusing on diagnosis, prognosis and potential therapeutic interventions in
PKD. Our results may contribute to a more in-depth understanding of the genetic
factors underlying PKD and to early diagnosis and treatment by using it as a disease-
specific biomarker. Our original results obtained for the first time from Manisa
province in the Aegean region and the variants evaluated as “Novel” will be included
in the databases and can be a reference for researchers who will work on this subject.

Keywords: PKD, ADPKD, ARPKD, PKDI, PKD2, PKHDI, NGS

2024, 170 pages
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ONSOZ

Polikistik bobrek hastaligi (PBH), renal kist gelisimine neden olan, en yaygin
kalitsal monogenik bozukluklardan biridir. Son donem bobrek yetmezliginin en
yaygin nedenlerinden biri olan ve 6liimle sonuglanabilen, kesin tedavisi olmayan PBH,
her yil diinyada ve iilkemizde ¢ok sayida kisiyi etkileyebilmektedir. Erken tani ile
tedaviye daha erken baslanabilmekte, risk yonetimi ile yasam standardi
tyilestirilebilmekte, bobrek hasari Onlenebilmekte ve genetik testlerle hastaliktan
etkilenen aile liyeleri daha erken saptanabilmektedir. Calismamizda PBH’ na sahip
bireylerde, PKDI, PKD2 ve PKHDI genlerindeki mutasyonlar Next Generation
Sequencing metodu ile taranarak analiz edildi ve fenotip-genotip iligkileri
karsilastirildi. Ege bolgesi Manisa ve yoresinde ‘“Polikistik Bobrek Hastaliginin
Molekiiler Yontemlerle Arastirilmasi” ile ilk kez elde edilen orijinal sonuclarimizin
bu konuda calisacak arastirmacilara referans olmasi, saptanan yeni varyantlarin
hastaliga 6zgii biyobelirte¢ olarak kullanilabilmesi ile erken tan1 ve tedavisine katki

saglamasi hedeflendi.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

aa Amino asit

AB Avrupa Birligi

ABD Amerika Birlesik Devletleri

ACE Anjiotensin Déniistiiriicii Enzim Inhibitérleri
ACMG American Collage of Medical Genetics
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AP-1 Activator protein-1
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DNA Deoksiriboniikleik Asit
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DNAJBI1  Dnaj Homolog Subfamily B Member 11
DZIPIL DAZ Interacting Zinc Finger Protein 1-Like

ECM Ekstraselliiler Matriks

EDTA Etilen Diamin Tetra Asetikasit

EF LoopHelix

EGFR Epidermal Growth Factor Receptor
eGFR Tahmini Glomeriiler Filtrasyon Hizi
ENaC Epithelial Sodium Channel

EP: Prostaglandin E2

ER Endoplazmik Retikulum

ErbB2 Erythroblastic Oncogene B 2

ERK Extracellular Signal-Regulated Kinase
FC Fibrocystin

G Guanine

GAIN GPCR - Otoproteoliz Indiikleyici
GANAB Glucosidase I Alpha Subunit

GGT Gama Glutamil Transferaz

GPCR G Protein Bagli Reseptor

GPS G Protein Bagli Reseptor Proteoliz Bolgesi
GTPaz Guanosine Triphosphatase

HCT Hematokrit

HD Hemodiyaliz

HECT Homologous to the E6-AP Carboxyl Terminus
HGB Hemoglobin

HNFI1p Hepatocyte Nuclear Factor 13
HIF-1a Hypoxia-Inducible Factor-1 Alpha
ICD Intraselliiler Sitoplazmik Alan

Ig Immunoglobulin

IGV Integrative Genomics Viewer

IP3R Inositol 1,4,5-trisphosphate Receptor
IPT Ig-like Plexin-Transcription Factor
IVS Intervening Sequence

JAK/STAT Janus Kinase/Sinyal Iletici ve Transkripsiyon Aktivatdrii
JNK c-Jun N-terminal Kinase
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KAP3 Kinesin-Associated Protein 3

Kb Kilobaz

Kca Calcium-Activated Potassium Channel

kDa KiloDalton

KIF3A Kinesin Family Member 3A

LB Muhtemel Benign

LDH Laktat Dehidrogenaz

LDL-A Diisiik Yogunluklu Lipoprotein-A

LP Muhtemel Patojenik

LRR Losin Zengin Tekrar

MAPK Mitogen-Activated Protein Kinase

Mb Megabayt

MLPA Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification

MMP Matriks Metaloproteinaz

MR Manyetik Rezonans

mTOR Rapamisin Protein Kompleksinin Memeli Hedefi

N Amino

Na Sodyum

NaOH Sodyum Hidroksit

Ndfip2 Nedd4 family interacting protein 2

Nedd4-2 Neural Precursor Cell Expressed, Developmentally Down-Regulated
4-2

NGS Next Generation Sequencing

NFAT Nuclear Factor of Activated T Cells

NLS Niikleer Lokasyon Sekansi

NT N-Terminal

NTP N-Terminal Uriinii

ODPBH Otozomal Dominant Polikistik Bobrek Hastaligi

ORF Acik Okuma Cergevesi

ORPBH Otozomal Resesif Polikistik Bobrek Hastaligi

P Patojenik

PA14 Koruyucu Antijen 14

PBH Polikistik Bobrek Hastaligi

PbH1 Paralel beta-Heliks 1
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GIRIS

Polikistik bobrek hastaligi (PBH), bobreklerden birinde veya her ikisinde ¢ok
sayida epitel hiicreleriyle kapli ve bag dokusuyla desteklenen sivi dolu kist olusumu,
kistlerin boyut ve sayisinin ilerlemesi, ekstrarenal belirtilerle birlikte bobrek biiylimesi
ve yetmezligine yol agmasiyla karakterizedir (Zahid ve ark., 2020). Bir¢ok formu
kalitsal olan PBH, nadiren de olsa gelisimsel bir anormallik olarak ortaya ¢ikabilmekte
veya yetiskinlikte edinilebilmektedir (Wilson, 2004). Klinik ve genetik olarak oldukca
heterojen olan monogenik PBH’ nin iki ana formu olan otozomal dominant polikistik
bobrek hastaligi (ODPBH) ve otozomal resesif polikistik bobrek hastaligi (ORPBH)
siliyopatiler grubunda bulunmaktadir. ODPBH, c¢ogunlukla yetiskinlerde ortaya
cikmakta, daha nadir ve siklikla daha siddetli olan ORPBH ise genellikle perinatal

veya erken ¢ocukluk doneminde ortaya ¢ikmaktadir (Bergmann ve ark., 2018).

Diinyada ~ 1:1000 kisiyi etkileyen en yaygin renal monogenik hastalik olan
ODPBH, ilerleyici bobrek hacmi genislemesine ve bobrek fonksiyonunun kademeli
olarak bozulmasina yol agmakta, siklikla son déonem bobrek hastaligi (SDBY) ile
seyredebilmekte, renal replasman tedavi (RRT) olmazsa 6liimle sonuglanabilmektedir.
Sistemik bir hastalik ve yetiskinlerde SDBY’ nin dordiincii 6nde gelen nedeni olan
ODPBH’ da, polikistik karaciger hastaligi, serebral anevrizmalar ve erken baslangich
hipertansiyon, kardiyovaskiiler anormallikler gibi ekstrarenal belirtiler de
gelisebilmektedir (Ali ve ark., 2022). Polycystin 1 (PC1) proteinini kodlayan
Polycystic Kidney Disease 1 (PKD1) genindeki mutasyonlar ODPBH’ daki vakalarin
~ % 80-85’ inden, Polycystin 2 (PC2) proteinini kodlayan Polycystic Kidney Disease
2 (PKD2) genindeki mutasyonlar ise ODPBH’ daki vakalarin ~ % 10-15 inden
sorumlu olmaktadir. Vakalarin ~ % 5-10" undan sorumlu mekanizmanin heniiz
coziilemedigi, Hepatocyte Nuclear Factor 13 (HNF'1f), Glucosidase II Alpha Subunit
(GANAB) ve Dnaj Homolog Subfamily B Member 11 (DNAJBII) genlerindeki
mutasyonlardan da kaynaklanabilecegi diistintilmektedir (Ma ve ark., 2017; Bergmann

ve ark., 2018).

Erken baslangicli ve daha siddetli form olan ORPBH, diinyada ~ 1:20.000 canl
dogumda goriilmekte, canlt doganlarin yaklasik % 30’ u yagamin ilk dort haftasinda
solunum yetmezligi veya enfeksiyon nedeniyle hayatini kaybedebilmektedir. Hayatta

kalan etkilenen bireylerin % 50’ sinden fazlasi ilk 10 yilda SDBY” ne ilerlemekte, tiim



hastalarin ise ~ % 30’ u 20 yasina gelindiginde bobrek transplantasyonuna ihtiyag
duymaktadir. Bircok hastada, portal hipertansiyona neden olan ilerleyici konjenital
hepatik fibroz ortaya ¢ikabilmekte, dalak, beyin ve kalp gibi organlari etkileyebilen
ekstrarenal belirtiler de gelisebilmektedir (Bannell ve Cockburn, 2024). Fibrocystin
(FC) proteinini kodlayan Polycystic Kidney and Hepatic Disease 1 (PKHDI) geni
mutasyonlart ORPBH’ nin biiyiik ¢ogunlugundan sorumlu olmakta, yakin zamanda
tanimlanan DAZ Interacting Zinc Finger Protein 1-Like (DZIPIL) geni ve ayrica
ORPBH benzeri fenotipik spektrumu taklit edebilen birka¢ siliyer gen de
mutasyonlarla iligkilendirilmektedir (Cordido ve ark., 2021).

Mekanizma ve patofizyolojisi arastirllmaya devam edilen PBH’ da,
popiilasyonlarin genomik analiz verileri incelendiginde, hastaligin prevalansinin ve
ekspresyonunun baglangigta dngdriilenden daha genis olabilecegi, bu durumun klinik
taninin karmagikligini daha da arttirabilecegi belirtilmektedir. Tedaviye uygun
hastalarin segilebilmesi ve uygulanacak tedavi yontemi igin, prognostik bilgiye ve
kesin taniy1 netlestirmeye ihtiya¢c duyulmaktadir. Klinik 6zelliklerle birlikte prognozu
tahmin etmeye yardimci olabilen genetik tani, PBH’ na sahip hastalar i¢in tani
oranlarini ve klinik bakimi iyilestirme firsati sunmaktadir. Ayrica genetik tan atipik
fenotipe sahip hastalarda teshis netligi sunmakta, prognostik bilgi saglamakta, aile
planlamasi icin bilgi vermekte ve hastalikta uygulanacak girisimlere kademeli olarak
devam etmeye olanak saglamaktadir (Mallawaarachchi ve ark., 2021). Hastaligin ¢cok
erken veya geg evrelerinde taniy1 ¢ogu zaman net bir sekilde ortaya koyamayan tanisal
bobrek biyopsilerinin aksine, invaziv olmayan genetik testler hastaligin evresinden
bagimsiz olarak hastaligin nedenini tanimlayabilmekte, bobrek transplantasyonu
segceneklerinde ve ekstrarenal bulgularin gozetiminde rehberlik edebilmektedir (De

Haan ve ark., 2019).

Next Generation Sequencing (NGS) teknolojisinin gen hedefli analiz
yontemleri ile konvansiyonel Sanger sekans yontemine gore daha kisa zamanda, daha
giivenilir  sonuglar elde edilebilmektedir. NGS yonteminin  nefrolojide
uygulanmasiyla, kalitsal bobrek hastaliklarinda 100” den fazla gen aydinlatilmaktadir
(Mori ve ark., 2017).

Calismamizda NGS metodu kullanilarak, PBH’ na sahip hastalarda, PKDI,
PKD2, PKHDI genlerinin arastirilmasi, aile i¢i dagilimlar1 ve fenotip-genotip

iliskisinin karsilagtirilmasi amaglandi. Diinyada ve Tiirkiye’de prevelansi yiiksek olan,
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oliimciil seyredebilen ve kesin tedavisi olmayan PBH’ na neden olan genlerdeki
mutasyon tiplerinin ve mutasyon sikliginin saptanmasi ile hastaliga bagh klinik etki
ve mortalitenin azaltilmasina katki saglayabilecegini diisiindiigiimiiz aragtirmamizda,
Tirkiye’de Manisa ve yoresinde ilk kez bolgesel ve hastalifa 6zgli mutasyonlar
taranacaktir. Arastirmamizin sonucunda elde edilebilecek yeni mutasyonlarin,
hastaliga 6zgii biyobelirte¢ olarak kullanilabilmesi ile erken tani ve tedavisine katki
saglayabilecegini diisiinmekteyiz. Ozgiin sonuglarimizdan elde edilebilecek, fenotipik
ozellikler ile birlikte degerlendirilerek saptanabilecek yeni bdlgesel mutasyonlarin,
Tiirkiye’de Manisa ve yoresinde ilk kez arastirmalara referans olarak kullanilmasi
saglanabilecek, ayn1 zamanda bu alanda ¢alisacak arastirmacilara ve klinisyenlere yol

gosterici olabilecektir.



1. GENEL BiLGIiLER
1.1.  Polikistik Bobrek Hastalhig:

Ik kez 1841° de Pierre Rayer tarafindan tanimlandiktan sonra, 1888 de Felix
Lejars tarafindan adlandirilan PBH, bobreklerde gelisen ¢ok sayida sivi dolu kistler
ve bu kistler nedeniyle total bobrek hacminde artigla karakterizedir. Bobrek
parankiminde siirekli artan hacimde kistlerin olusumu, bobrek islevinin kaybina ve
sonucta bobrek yetmezligine yol agmaktadir. Kistler bobreklerle birlikte karaciger,
kalp, pankreas ve epididim gibi diger organlarda da ortaya ¢ikabilen multisistemik bir
hastaliktir (Colbert ve ark., 2019; Kogyigit ve Eroglu, 2019; Nobakht ve ark., 2020).
Diinya ¢apinda milyonlarca kisiyi etkileyen ve SDBY’ nin dordiincii en yaygin nedeni
olarak bilinen PBH’ na sahip olan yetiskin bireylerin % 50’ si, yaklasik 60 yas civari
hemodiyaliz (HD) veya bobrek transplantasyonuna ihtiya¢ duymaktadir. Tek gen
mutasyonlarinin neden oldugu, yasami tehdit eden en yaygin genetik bozukluklardan
biri olan PBH, ODPBH ve ORPBH olarak kalitim gostermektedir (Li, 2015). PBH,
klinik ve genetik olarak heterojen bir gruptur. Rahimde baslangigtan, yetiskinlikte
klinik olarak sessiz hastaliga kadar uzanan cok ¢esitli belirtiler vermektedir.
Fibrokistik bobrek degisikliklerine ek olarak, etkilenen bireyler siklikla ekstrarenal
belirtiler de gostermektedir (Bergmann, 2017).

1.2.  Polikistik Bobrek Hastaligi Epidemiyolojisi

Diinyada PBH Epidemiyolojisi

PBH’ nin diinya c¢apinda elde edilen verileri degerlendirildiginde, ODPBH ~
1:400-1000, ORPBH ~ 1:10.000-40.000 prevalans oranlartyla ortaya ¢ikan bir genetik
hastalik oldugu goriilmektedir (Zahid ve ark., 2020; Cordido ve ark., 2021). En yaygin
kalitsal ilerleyici bobrek hastali§i olan ODPBH, RRT olmadiginda bobrek yetmezligi

ve Oliimle sonuglanabilmektedir (Bergmann ve ark., 2019).
ODPBH’ nin diinya ¢apinda tiim etnik gruplarda ~ > 10 milyon kisiyi
etkiledigi, saglik sistemi iizerinde, SDBY harcamalarindan kaynaklanan, énemli bir

halk saghg yiikii olusturdugu tahmin edilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri
(ABD)’ nde her y1l ~ 2144 birey RRT almaktadir. Avrupa Birligi (AB)’ nde ise RRT
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alan ODPBH hastalarinin prevalansinin 91,1:1.000.000 oldugu ve 2010 yilinda
hesaplanan maliyetini, y1llik 651 milyon Euro oldugu tahmin edilmektedir (Willey ve
ark., 2017; Bergmann ve ark., 2019; Zahid ve ark., 2020).

ODPBH prevalanst Danimarka’ da ~ 1:1000, Fransa’ da ~ 1:1111, Japonya’
da ~ 1:4033, Birlesik Krallik’ da ~ 1:2459, Seysellerde ~ 1:542 oldugu tahmin
edilmektedir. ABD’ de ODPBH ~ 1:1000 kiside goriilmekte ancak, 300.000° den az
tan1 konulmaktadir. AB’ de yapilan ¢alismalarda, 19 lilkede ODPBH prevalansinin ~
1:2.525 oldugu tahmin edilmekte, bu prevalansin da AB’ de nadir hastalik i¢in esik
deger olan 5:10.000° den daha az oldugu bildirilmektedir (Bergmann ve ark., 2019;
Zahid ve ark., 2020).

ODPBH’ da prevelans arastirmalarinin verileri degerlendirildiginde, otopsi
caligmalarindan elde edilen prevalans oranlarindan ¢ok daha diisiik bulunmaktadir.
Hastalik zaman zaman klinik olarak sessiz, hafif veya orta derecede seyrettiginden,
vakalarin % 50’ sinden azina tani konulabildigi tahmin edilmektedir. Bu durum,
belirgin bir eksik tespitin var oldugunu ve 6nemli sayida etkilenen bireyin teshis

edilmedigini gostermektedir (Bergmann ve ark., 2019).

ORPBH, ODPBH’ na gore ¢ok daha nadir oldugundan, mevcut epidemiyolojik
veriler ODPBH kadar kapsamli degildir (Bergmann ve ark., 2019). ORPBH insidansi1
dogumda, Finlandiya’ da izole ve akraba evliligi olan bir popiilasyonda ~ 1:8000,
Kuzey, Orta ve Giliney Amerika’ da ~ 1:26.485 olarak rapor edilirken, ABD’ de yillik
prevalans ~ 1,17:100.000 olarak bildirilmektedir (Cordido ve ark., 2021).
Kafkasyalilar’ da ~ 1:20.000 canli dogumda goriilmekte, yani izole olmayan
popiilasyonlarda yaklasik ~ 1:70” lik tasiyici sikli§ina karsilik gelmektedir. Hastaliktan
siddetli sekilde etkilenen bazi bebekler kesin bir tan1 konulamadan perinatal donemde
hayatin1 kaybedebilmekte, otopsi yapilan hastalar ile gocuk doktorlar tarafindan takip
edilen orta derecede etkilenmis hastalar bilinememektedir. Bu nedenlerle yapilan

caligmalarla ORPBH’ de kesin insidans saptanamamaktadir (Bergmann, 2018).

Tiirkiye’ de PBH Epidemiyolojisi

Tiirk Nefroloji Dernegi (TND)’ nin 2023 yilinda yayinlanan raporuna gore,
2022 yilinda Tirkiye’de RRT gereksinimi olan SDBY’ nin nokta prevalansi
1016,2:1.000.000° dir. Hastalarin SDBY etiyolojisine gore dagiliminda, diger
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hastaliklara gore PBH’ na sahip bireylerin 2022 yili RRT oranlar1 Tablo 1’ de yer
almaktadir (Ates ve ark., 2023).

Tablo 1. RRT’ lerde PBH’ na sahip olan hastalarin orani (Ates ve ark., 2023).

RRT PBH olan Bireylerin Orani (%)
HD Baslama (Ev/Merkez) (ilk RRT) 3,78
Merkez HD Hastalar1 4,14
Ev HD Hastalar1 2,98
Periton Diyaliz (PD) Baslama (ilk RRT) 4,21
PD Hastalar1 4,65
Pre-emptif Bobrek Transplantasyonu (ilk RRT) 6,65
Bobrek Transplantasyonu 5,78

1.3.  Polikistik Bobrek Hastaliginda Renal ve Ekstrarenal Belirtiler

ODPBH’ nin temel belirtisi, renal tiibiillerin bilateral progresif kistik
dilatasyonudur. Bunun sonucunda, normal renal parankimin daralmasi, bobrek
bliylimesi ve renal fonksiyon kayb1 goriilmektedir (Cadnapaphornchai, 2015). Erken
yaslarda asemptomatik olarak seyredebilirken, ilerleyen yaslarda artan semptomlarla
goriilebilmektedir. En ¢ok goriilen belirtilerden biri olan karmn ya da bel agrisi,
hastaligin erken doneminde ortaya c¢ikmasma ve siklikla tani konmasia yol
acmaktadir (Nobakht ve ark., 2020). Multisistemik bir hastalik olan ODPBH’ da, renal
ve ekstrarenal belirtiler ayni ailenin farkli bireylerinde bile oldukca degisken bir
seyirde gozlenmektedir. Tablo 2’ de 6zetlenen renal ve ekstrarenal belirtiler ortaya
cikan organlara ve hastaligin yogunluga bagh olarak ilerlemektedir (Romao ve ark.,

2006; Gomez ve ark., 2010; Pirson, 2010; Luciano ve Dahl, 2014).



Tablo 2. ODPBH’ da renal ve ekstrarenal belirtiler (Romao ve ark., 2006; Gomez ve
ark., 2010; Pirson, 2010; Luciano ve Dahl, 2014).

Renal Belirtiler Ekstrarenal Belirtiler
Renal Kistler Hepatik Kistler
Karin veya Bel Agrist Kolon Divertikiilii
Hematiiri Kardiyak Anormallikler
Hipertansiyon Intrakraniyal Anevrizmalar
Uriner Enfeksiyon Araknoid Kistler
Nefrolitiyazis Abdominal Fitiklar
Renal Yetmezlik Bronsektazi
Palpe Edilebilen Renal Kitle Seminal Vezikiil Kistleri

ORPBH?’ na sahip bireylerin ¢ogu hamileligin ge¢ donemlerinde veya dogumda
teshis edilir ve ODPBH’ na gore ¢ok daha siddetli klinik bulgular vermektedir.
Etkilenen dogmamis bir bebekte amniyotik sivi eksikligi ve bobrek yetmezligi ile
karakterize, kitlesel olarak biiylimiis bobrekler, pulmoner hipoplazi, karakteristik
ylzler ve comak ayakli biiziilmiis uzuvlar ile Potter fenotipi saptanmaktadir.
Hastalarin ¢ogu dogumda veya erken bebeklik déneminde, cogunlukla bobreklerin
bliylimesine bagli karin Kkitleleriyle basvurmaktadir. Ciddi sekilde etkilenen
yenidoganlarin yaklasik % 30-50" si yasamlarmin ilk ayinda pulmoner hipoplazi ve
asir1 genislemis bobreklerin torasik basisina bagli solunum yetmezligi nedeniyle
Olmektedir. Fenotipik siddet spektrumu yaygin olarak varsayilandan ¢ok daha genis
olabilmekte, bazi ileri yash kisilerin hastaliktan sadece orta derecede etkilendigi
bildirilmektedir (Fick ve Gabow, 1994; Bergmann, 2019). Renal ve ekstrarenal

belirtiler Tablo 3’ de 6zet olarak verilmektedir (Sweeney ve Avner, 2001).



Tablo 3. ORPBH’ da renal ve ekstrarenal belirtiler (Sweeney ve Avner, 2001).

Renal Belirtiler Ekstrarenal Belirtiler
Renal Kistler Oligohidramniyos
Nefromegali Potter fenotipi

Renal Yetmezlik Pulmoner hipoplazi
Hipertansiyon Hepatomegali
Hiponatremi Konjenital Hepatik Fibrozis

Portal Hipertansiyon
Caroli sendromu

1.4. Polikistik Bobrek Hastaliginda Teshis

PBH’ na sahip bireylerin tanisi; aile 6ykiisii, yas, kist sayis1 ve bunlarin g¢esitli
organlara dagilimi1 gibi verilere bagli olarak konulmaktadir. Tamamen farkl
semptomlara, gelisime, prognoza ve bir¢ok klinik birliktelige sahip olan PBH’ da,
gorlintiileme kriterlerine dayali ayirict tan1 ¢ok onemlidir. Erken tani ile bobrek
fonksiyonlar1 yakindan takip edilmekte, hipertansiyon ve nefrolitiyazis gibi iliskili
komplikasyonlar tedavi edilebilmekte, boylece SDBY’ ne dogru ilerleme
geciktirilebilmektedir (Li, 2015).

Erken donemde karin veya yan agrisi, makroskobik hematiiri veya idrar yolu
enfeksiyonlar1 gibi semptomlarla klinige basvuran yalnizca birka¢ hasta disinda,
ODPBH’ na sahip hastalarin cogu asemptomatiktir. Hastanin eslik eden hastaliklarina
bagli olarak degiskenlik gosterebilen bagvuru ozellikleri diger hastalik siireglerini de
taklit edebilmektedir (Srivastava ve Patel, 2014). ODPBH’ dan siiphelenilmesi
gereken vakalar; aile dykiisii pozitif olanlar, klinik bulgular1 bu hastaligi isaret edenler,
herhangi bir nedenle yapilan goriintiileme tetkikleri (ultrasonografi (USG) veya
bilgisayarli tomografi (BT)) esnasinda bdbreklerinde multiple kistler saptananlar
olarak ii¢ grupta toplanmaktadir (Odabas, 2007). Tanida hem uygun maliyeti hem de
gilivenirligi nedeniyle tercih edilen USG’ de, tanisal performansi iyilestirmek ig¢in
kullanilan bazi kriterler bulunmaktadir. Tip 1 ODPBH’ nin sonografik tanisinda, hem
30 yas iistli hem de geng hastalarda % 100’ e yaklasan duyarlilig1 nedeniyle Ravine
kriterleri kullanilmaktadir (Tablo 4). Tip 2 ODPBH’ nin sonografik tanisinda, 30 yas

alt1 gruplarda ve ailede hastalik Oykiisii olmayan hastalar i¢in Ravine kriterlerinin



duyarliligi ~ % 67 civarina diistiigii i¢in, bu vakalarda Demetriou ve ark.’ nin kriterleri
daha dogru bulunmaktadir (Tablo 5). Pei ve ark., aile dykiisii pozitif olan hastalarda,
her iki tip i¢in de ~ % 93’ e kadar tan1 duyarlilig1 elde edilebilen kolektif siniflandirma
kriterlerini 6nermektedir (Tablo 6) (Torres ve Harris, 2009; Gradzik ve ark., 2016).

Tablo 4. Ravine kriterlerine gore sonografik tani kriterleri (Gradzik ve ark., 2016).

Pozitif Aile OyKkiisii Negatif Aile Oykiisii Kist
Yas .
Kist Sayis1 Sayisi
<30 Bir veya her iki bobrekte en az 2 adet En az 5 adet
30-59 Her bobrekte en az 2 adet En az 5 adet
>60 Her bobrekte en az 3 adet En az § adet

Tablo 5. Demetriou kriterlerine gore sonografik tani kriterleri (Gradzik ve ark., 2016).

Yas Kist Sayis1

15-19 Her bobrekte bir tane veya tek tarafli 2 adet
20-29 Toplamda >3 adet, her bobrekte en az 1 adet
30-59 Her bobrekte en az 2 adet

>60 Her bobrekte en az 4 adet

Tablo 6. Pei’ s kriterlerine gore sonografik tani kriterleri (Gradzik ve ark., 2016).

Yas Kist Sayis1

15-39 Toplam >3 adet, tek veya iki tarafli
40-59 Toplam >4 adet, her bobrekte en az 2 adet
>60 Toplam >8 adet, her bobrekte en az 4 adet

Fenotipik olarak oldukca siddetli olan ORPBH, en siddetli haliyle rahimde,
dogumda veya bebeklik doneminde ortaya ¢ikmaktadir. Portal hipertansiyon veya
kolanjit daha biiyiik ¢ocuklarda, genclerde veya geng yetiskinlerde goriilen belirtiler
olmaktadir. Karaciger hastaligi komplikasyonlari, proteiniiri, nefrolitiyazis ve bobrek
yetmezIligi gibi bobrek belirtileri olan yash eriskinlerde orta siddette tablo nadiren
goriilmektedir (Bergmann ve ark., 2019).



Dogum o6ncesi rutin USG kontroliinde mediiller hiperekojenite nedeniyle
kortikomediiller farklilagma kaybi, simetrik olarak biiyiimiis, multiple mikroskobik
kistlere baglh ekojenik bobrekler, oligohidramniyos gibi diisiindiirticii fetal 6zellikler
ile karsilasildiginda genellikle ilk olarak ORPBH’ den siiphelenilmektedir (Hartung
ve Guay-Woodford, 2014).

Diger pek ¢ok hepatorenal fibrokistik hastaligin benzer sonografik bulgulari
olabileceginden, dnceki ¢cocuklarda dogrulanmis bir ORPBH tanis1 bulunmadiginda
yalnizca goriintiilemeye dayali kesin bir tan1 zor olmaktadir (Hartung ve Guay-
Woodford, 2014). ORPBH nin ayirici tanisi i¢in Zerres ve ark. tarafindan olusturulan

spesifik tani kriteri bulunmaktadir. Bu kriterlere gore;

Renal goriintiilemede hastalik i¢in karakterize bulgulara asagida yer alan bulgulardan

bir veya daha fazlasinin eslik etmesi ayirici tanty1 desteklemektedir;
e Safra yollar dilatasyonu,

e Konjenital hepatik fibroziin klinik veya laboratuvar bulgulari,

e Gelisimsel safra yollar1 anomalisi ve konjenital hepatik fibroziin histopatolojik
bulgulari,

e Her iki ebeveynde de USG’ de bobreklerde biiyiime ve kist saptanmamast,

e Etkilenen bir kardesin ORPBH’ nin patolojik veya genetik tanisini almasi (Temiz

ve Hatipoglu, 2015; Sweeney ve Avner, 2019).

1.5.  Polikistik Bobrek Hastalig1 Prognozu

PBH’ da hizla ilerleyen hastaligi olan hastalarin belirlenmesi, klinik

arastirmalar ve tedavi i¢in se¢im yapilmasini kolaylastirmaktadir (Bergmann, 2019).

ODPBH’ da, cok sayida mikrokist olmasina ragmen nefronlarin telafi edici
hiperfiltrasyonu ile bobrek fonksiyonu normal kalabileceginden, hastaligin gelismesi
on yillar alabilmektedir. Fibrotik ve inflamatuar degisikliklerle karakterize ilerleyici
hizli bozulma hastaligin ilerleyen evrelerinde goriilmektedir. ilerleyici hastalig1 olan
hastalarin zamaninda tanimlanmasi ve hastalarin hastalik seyrinde erken dénemde,
yeni tedaviler almasi i¢in dogru risk tahmini 6nemli bir hedef olmaktadir. Genotip,

yas, cinsiyet, tahmini glomertiler filtrasyon hizi (¢GFR) ve total bobrek voliimii (TBV)
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ile bobrek fonksiyonlar1 degerlendirilerek ODPBH’ de hastaligin ilerlemesi
ongoriilebilmektedir (Sekil 1) (Ong ve ark., 2015; Smith, 2018).

GFR %
ke
Saghikii Doku o Rt ol
e A X . QL 25
' ) =

Kist Olusumu ve
Geniglemesi

Bobrak

Fonksiyonu Yetmezlik

Bozulma

Yag 15 30 45 60

Sekil 1. PBH’ da kist olusumunun yas ve bobrek fonksiyonlarina gore degerlendirmesi

(Smith, 2018).

Yapilan kohort c¢alismalari, genotipin SDBY hastaliginin baslangic yasini
tahmin edebildigini, hastalarin li¢ risk grubuna siniflandirilabilecegini gostermektedir.
Buna gore; PKD?2 geninde mutasyonlari olan hastalar en iyi goriinlime, PKD/ geninde
truncating olmayan mutasyonlari olanlar orta diizeyde bir ilerlemeye ve PKD1 geninde
truncating mutasyonlari olan hastalar en kotii prognoza sahip olabilmektedir (Ong ve
ark., 2015). Hastalar “Mayo Siiflandirmasi” olarak adlandirilan arag¢ ile siniflara
ayrilarak, atipik hastalar siniflandirma dis1 tutulabilmekte, hastalig1 en hizli ilerleyen
hastalar belirlenebilmektedir (Bergmann, 2019). Mayo goriintiileme siniflandirma
araci, TBV bazli ortogonal boyutlari, yas, boy, cinsiyet, irk ve serum kreatininini temel
alarak bobrek fonksiyon kaybini tahmin etmek i¢in prognostik bir model olarak
kullanilmaktadir (Rosenberg ve ark., 2021). PBH’ da Radyolojik Goriintiilleme
Calismalart Konsorsiyumu (CRISP), yiiksek ¢oziiniirliiklii manyetik rezonans (MR)
goriintiileme kullanarak hasta bireyleri kademeli olarak gozlemekte, bobrek ve kist
hacimlerindeki degisikligin kisa bir siire icinde tespit edilip edilemeyecegini
belirleyebilmekte ve hastaligin erken déneminde bobrek fonksiyonundaki distisle
korele olup olmadiklarini saptayabilmektedir (Chapman ve ark., 2003). Genetik, klinik
ve goriintlileme bilgilerini birlestiren bireysel bir risk skoru, hastaligin uzun vadeli
sonuglar1 tahmin etmede, hizla ilerleyen hastaligi olan hastalarin belirlenmesinde

rehberlik edebilmektedir (Ong ve ark., 2015).
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ORPBH’ nin ortaya cikist ve prognozunda belirgen degiskenlikler
bulunmaktadir. Erkekler ve kadinlar esit derecede etkilenmektedir. Prenatal donemde
teshis edilen formu, yenidogan doneminde veya ¢ocuklukta teshis edilen formundan
daha kotii semptomlar gostermektedir. Prenatal donemde USG’ de oligohidramniyos
tespit edilenler, pulmoner hipoplazi agisindan énemli risk altinda olmakta ve yasamin
ilk yilinda yaklasitk % 30’ luk bir 6lim oranina sahip olmaktadir. Truncating
varyantlara sahip bireylerin, missense varyantlara sahip bireylere gore daha kotii
semptomlar1 olabilmektedir. Yasamin ilk ayindan sonra hayatta kalan hastalarin
prognozu daha iyi olup, 10 yillik hayatta kalma oranlar1 % 82 olarak bildirilmektedir.
Ancak bu hastalarda tipik olarak RRT gerekmekte, siklikla hipertansiyon, hepatik
fibrozis ve portal hipertansiyon gelismektedir (SMFM ve Swanson, 2021).

1.6.  Polikistik Bobrek Hastalig1 Genetigi

Kalitsal bobrek hastaliklar1 grubunda yer alan, tek gen germline
mutasyonlarindan kaynaklanan PBH’ nin genetik kalitimi ve klinik fenotipi
degerlendirildiginde, ODPBH ve ORPBH olarak iki gruba ayrilmaktadir (Wilson,
2004). Mutasyonlar1t ODPBH ve ORPBH’ na neden olan genlerin protein iiriinleri,
genellikle multimerik protein komplekslerinde bulunan, hiicrelerde ¢esitli bolgelerde
etkilesime giren membrana bagli proteinler olarak tanimlanmaktadir. Apikal hiicre
membranlari, primer silyum {izerinde veya bitisiginde, adherin baglantilari,
desmozomlar ve fokal adezyonlarda lokalize olabilen multimerik kistoprotein
kompleksleri, normal tiibiiler biiyiime ve farklilasmada 6nemli rol oynayan bir dizi
farkli sinyal iletim yolaklariyla etkilesime girmektedir. Mekanizma ve patofizyolojisi
arastirtlmaya devam edilen PBH genleri mutasyonlari anormal kistoprotein olusumuna
neden olmakta, kompleks sinyal olaylarinin anormal entegrasyonu ile kistik epitel
hiicreleri meydana gelmektedir. Bu patojenik siiregler, tiibiiler hiicre hiperplazisi,
tiibiiler s1v1 sekresyonu, tiibiiler ekstraseliiler matriks (ECM) yap1 ve/veya islevinde
anormallikler gibi, renal kist olusumu ve progresif genislemesine neden olan temel
Ozelliklerden biri veya daha fazlasina katkida bulunmaktadir (Sekil 2) (Dell ve ark.,
2009; Wang ve ark., 2020).
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Sekil 2. PBH’ da bobrekteki degisimler. A) PBH’ da bobrek parankiminde kist
biiylimesi. B) ODPBH’ da kist olusumu. C) ORPBH’ da kist olusumu. D) Bobrek
tiibiillerinde kistogenez (Wang ve ark., 2020).

1.6.1. Otozomal Dominant Polikistik Bobrek Hastahgi

ODPBH (OMIM 173900)’ nin iki formu bulunmaktadir. PKD/ genindeki
mutasyonlardan kaynaklanan ve vakalarin ~ % 85-90° i1 olusturan Tip 1 formu,
PKD? genindeki mutasyonlardan kaynaklanan ve vakalarin ~ % 10-15’ ini olusturan
Tip 2 formu olarak siniflandirilmaktadir. Bu formlar benzer patolojik ve fizyolojik
Ozelliklere sahiptir. Ancak Tip 2’ de hastalik daha ge¢ baslamakta, bobrek sagkalimi
daha uzun olmakta ve Tip 1’ e oranla daha az komplikasyon gostermektedir. Genetik
olarak heterozigot olan ODPBH’ de, hem PKDI hem de PKD?2 genlerinde mutasyon
bulunan hastalar (transheterozigotlar), genlerden yalnizca birinde mutasyon olanlara
gore klinik seyiri daha siddetli olmaktadir (Wilson, 2004; Paul ve Vanden Heuvel,
2014). Ileri yastaki hastalarda PKD2 geni mutasyonlari, PKDI geni mutasyonlarma
gore daha yaygindir. PKD1 geni mutasyonlarinda SDBY’ ne ulagsma yas1 ~ 50-55 iken,
PKD?2 geni mutasyonlarinda SDBY’ ne ulagma yas1 ~ 75-80 olarak belirtilmektedir
(Bhaskar ve ark., 2016). Mutasyon sinifi ile bobrek hastaliginin siddeti arasindaki
korelasyon degerlendirildiginde; protein truncating PKDI geni mutasyonlari
(frameshift, nonsense, canonical splice site mutasyonlar1 ve biiyiik deletion’ lar) en

siddetli hastalikla, nontruncating PKDI geni mutasyonlar1 (missense ve inframe
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insertion/deletion’ lar) orta siddetli hastalikla iliskilendirilmektedir (Lanktree ve ark.,
2021). Ayrica PKDI geni 5' ucu mutasyonlari, 3' ucu mutasyonlarina gére SDBY’ ne
daha erken ulagsmakta, intrakraniyal anevrizma prevalansi daha yiiksek bulunmaktadir

(Bastos ve Onuchic, 2011; Ghata ve Cowley, 2017).

Ayni ana etkiyi yaratabilecek germ hatti mutasyonuna sahip etkilenmis
akrabalar aile icinde degerlendirildiginde, klinik a¢idan O6nemli degisiklikler
gosterebilmekte, bu durum modifiye edici giiclii bir etkinin olabilecegine isaret
etmektedir (Lanktree ve ark., 2021). Fokal bir siire¢ olan bobrekte kist olusumunda,
hastalik lokuslar1 ve degistirici lokuslarin etkileri, ayn1 zamanda g¢evresel faktorler de
bu siirece katilabilmektedir. Hastalik siddetinin potansiyel modiilatorii olan mozaisizm
de aile icindeki fenotipik degisiklige neden olabilmektedir. Bobrek fonksiyonu ve
kistik yiik acisindan kardesler ve monozigotik ikizler arasindaki karsilastirmali analiz,
degistirici genlerin bobrek hastaliginin ilerlemesi lizerindeki etkisini desteklemektedir
(Bastos ve Onuchic, 2011; Ghata ve Cowley, 2017). Renal kistik hastaliklarla iligkili
diger genlerdeki varyantlar da hastalik olusumuna katilabilmektedir. Bitisik genler
olan PKD1 ve tuberoskleroz hastalifiyla iliskili Tuberous Sclerosis Complex 2 (7SC?2)
geninin bitisik deletion’ u, tiiberdskleroz hastaliginin klinik belirtileriyle iliskili erken
baslangicli PBH’ na yol agmaktadir (Bastos ve Onuchic, 2011). Ebeveynlerin genetik
ve radyolojik incelemelerine ragmen vakalarin yaklasik % 5° 1 sporadik olup, ailede
herhangi bir ODPBH 6ykiisii bulunmamakta, bu durum ODPBH’ da yiiksek bir

spontan mutasyon oraninin oldugunu gostermektedir (Ghata ve Cowley, 2017).

ODPBH ig¢in diinyadaki verileri igeren Mayo Clinic ODPBH Mutasyon Veri
Taban’ na gore; PKDI geni i¢in 2322, PKD2 geni ig¢in ise 278 varyant rapor
edilmektedir. PKD1I genine ait varyantlar klinik 6nemine gore degerlendirildiginde,
867 varyant patojenik (P), 358 varyant muhtemel patojenik (LP), 862 varyant
muhtemel benign (LB) ve 235 varyant ise klinik 6nemi bilinmeyen (VUS) olarak
gruplanmaktadir. PKD2 genine ait varyantlar klinkk Onemine  gore
degerlendirildiginde, 162 varyant “P”, 34 varyant “LP”, 59 varyant “LB” ve 23 varyant
ise “VUS” olarak gruplanmaktadir (Grafik 1) (https://pkdb.mayo.edu/variants).
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Grafik 1. PKDI ve PKD2 genleri varyantlarinin klinik Onemine gore

degerlendirilmesi (https://pkdb.mayo.edu/variants).

PKDI genine ait varyantlar tiirlerine gore degerlendirildiginde; 815 varyant
truncating (deletion/insertion, large rearrangment, nonsense, splice) 929 varyant
nontruncating (deletion/insertion, missense, splice), 6 varyant 3’ Untranslated Region
(UTR), 6 varyant 5° UTR, 197 varyant Intervening Sequence (IVS) Silent, 17 varyant
IVS Unknown, 352 varyant Synonymous olarak gruplanmaktadir. PKD2 genine ait
varyantlar  tlirlerine  gore degerlendirildiginde; 157 varyant truncating
(deletion/insertion, large rearrangment, nonsense, splice) 86 varyant nontruncating
(deletion/insertion, missense, splice), 13 varyant IVS Silent, 1 varyant IVS Unknown,
21 varyant Synonymous olarak gruplanmaktadir (Grafik 2)
(https://pkdb.mayo.edu/variants).

Grafik 2. PKDI ve PKD2 genleri varyantlarinin tiirlerine gore degerlendirilmesi
(https://pkdb.mayo.edu/variants).
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1.6.1.1. PKDI ve PKD?2 Genleri

Oldukga biiytik bir gen olan PKD1 (OMIM 601313) geni; 16p13.3 kromozom
lokasyonunda haritalanmakta, 53 kilobaz (kb)’ lik genomik DNA bdélgesini
kaplamakta, 46 ekzondan olugsmakta, 14,5 kb’ lik transkripti kodlamaktadir (Sekil 3)
(Torra Balcells ve Ars Criach, 2011; Sweeney ve ark., 2015). Kromozom 16
tizerindeki PKD1 geninin 5' ucunun, ekzon 1 ila 33 arasindaki bélgesi, ~ 15 Megabayt
(Mb) proksimalinde alt1 kez kopyalanmaktadir. Bu alt1 psddogenin (P1-P6) ekzonik
dizilimde neredeyse % 100 olan yiliksek sekans homolojisi, genetik analizini
zorlagtirmaktadir (Sweeney ve ark., 2015). Ayni zamanda ¢ok sayida Cytosine-
phosphate-Guanine (CpG) diniikleotidi ile Guanine (G) Cytosine (C) (GC) agisindan
olduk¢a zengin olmasi, intron 21’ de 2,5 kb’ lik bir polipirimidin yolu igermesi
ozellikleri de genomik yapisinin degerlendirmesini zorlastiran nedenler arasinda
bulunmaktadir (Cordido ve ark., 2017). En uzun agik okuma ¢er¢eve (ORF)
transkriptine sahip PKD/ geni, 4302 amino asit (aa)’ den olusan ve 460 kiloDalton
(kDa)’ luk molekiiler kiitleye sahip olan PC1’ i kodlamaktadir (Sweeney ve ark., 2015;
Bergmann, 2017).

7502

PKD1 geni

I 0 118

PKD1 transkripti

Sekil 3. PKD] geni ve transkriptinin yapisi (Torra Balcells ve Ars Criach, 2011).

Daha kiigiik bir gen olan PKD2 (OMIM 173910) geni, 4q21-23 kromozom
lokasyonunda haritalanmakta, 15 ekzondan olusmakta ve 5,4 kb’ lik transkripti
kodlamaktadir (Sekil 4) (Torra Balcells ve Ars Criach, 2011; Sweeney ve ark., 2015;
Veeramuthumari ve Isabel, 2018). PKD2 geni, 968 aa’ den olusan ve 110 kDa’ luk
molekiiler kiitleye sahip olan PC2’ yi kodlamaktadir (Wilson, 2004; Sweeney ve ark.,
2015).
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Sekil 4. PKD?2 geni ve transkriptinin yapisi (Torra Balcells ve Ars Criach, 2011).

1.6.1.2.  Polycystin 1 ve Polycystin 2 Proteinlerinin Yapisi ve Fonksiyonlari

Protein kanallarinin bir alt ailesini olusturan polikistinler, intraselliiler
kalsiyum (Ca*") sinyalini diizenlemekte, bobrek tiibiiler epiteli, hepatik safra kanallari
ve pankreas kanallar1 dahil olmak iizere bir¢ok dokuda eksprese edilmektedir (Chebib
ve Torres, 2016).

PC1, biiyiik bir ekstraseliiler amino (N) terminaline (NT), ~ 11 membranlik
transmembran (TM) alan1 ve kisa bir sitoplazmik karboksi (C) terminaline (CT) sahip
reseptor benzeri proteindir (Kim ve Park, 2016; Streets ve Ong, 2020). PC1, polarize
epitel hiicrelerinde silyum, plazma zar1 ve adhezyon kompleksinde lokalize olmaktadir
(Kim ve Park, 2016). Oldukc¢a modiiler bir yapiya sahip 3000 aa’ lik ekstraselliiler NT;
hiicre tanima, hiicre-hiicre ve hiicre-matriks adezyonu gibi birden fazla islevi yerine
getirme yetenegi olan alanlar igermektedir (Streets ve Ong, 2020). Bu alanlar; sistein
acisindan zengin alanlarla ¢evrili N-kanadi, C-kanadi ve 10sin zengin tekrar (LRR)
alani, duvar gerilimine duyarl bilesen (WSC) alani, C tipi lektin (CTL) alani, diisiik
yogunluklu lipoprotein-A (LDL-A) alani, on alti immunoglobulin (Ig) benzeri PKD
tekrar alani, deniz kestanesi spermine homolog yumurta jeli protein reseptor (REJ)
alan1 ve G proteini bagl reseptér (GPCR) - otoproteoliz indiikleyici (GAIN) alam
olarak adlandirilmaktadir (Sekil 5) (Chebib ve Torres, 2016; Hardy ve Tsiokas, 2020).

GAIN diizenleme alani, 320 kDa N-terminal iirlinii (NTP) ve kovalent olarak
bagli olmayan 140 kDa C-terminali {iriinii (CTP) olusturmak i¢in PC1’ in cis-
otoproteolizine aracilik eden G protein bagli reseptdr proteoliz bolgesi (GPS)

motiflerini icermektedir (Ong ve Harris, 2015; Streets ve Ong, 2020).
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PC1’ in % 30’ unu olusturan ekstraselliiler bolge olan PKD alani, diger 15
alandan bir CTL alamiyla ayrilmaktadir. PKD alani, fibronektin gibi yapisal ve
mekanik rolii olan proteinleri animsatmakta ve c¢ok hiicreli yapilarin olusumuna
aracilik edebilmektedir. PKD alanlarinin katlanmasi ve agilmasi yoluyla oldukca
genisletilebilir olan PC1 ekstraselliiller alaninin, PKD alanlarinin trans-homofilik
etkilesimleri ve E-kadherin ile cis-heterofilik etkilesimler yoluyla, hiicre yapismasina
ve hiicre birlesimi olusumuna aracilik etmede fonksiyonel bir rolii oldugu ¢alismalar

ile gosterilmektedir (Ong ve Harris, 2015).

PC1, hiicresel membrana on bir TM alani ile sabitlenmekte, intrasitoplazmatik
kisimlarda polycystin-1 lipoxygenase alpha-toxin (PLAT) alan1 ve C-terminal
kuyrugu (CTT) bulunmaktadir. PLAT alani, PC1 benzeri proteinlerin tanimlayici alani
olarak kabul edilmekte ve 1000’ den fazla farkl proteinde tanimlanmaktadir (Ong ve
Harris, 2015). ilk intraselliiler déngiide yer alan bu alan, PC1’ in intraselliiler
sinyallesmesini, trafigini ve endositozunu diizenleyen bir protein iskelesi gorevi
gormekte, protein-protein ve protein-lipid baglanmasinda rol oynamaktadir (Streets ve
Ong, 2020; Hardy ve Tsiokas, 2020). Diisiik protein seviyeleri nedeniyle doku
seviyesindeki ekspresyonun belirlenmesi zor olmasina ragmen, PC1 muhtemelen ¢gogu
nefron segmentinde eksprese edilmektedir. Subselliiler seviyede, PC’ lerin bobrek
epitel hiicrelerinin birka¢ subselliiler bolmesinde, 6zellikle de primer sillerde, yan
hiicre-hiicre baglantilarinda ve endoplazmik retikulum (ER)’ da eksprese edildigi

bildirilmektedir (Lee ve Somlo, 2014).

PC1’ in en kapsamli ¢aligilan bolgesi olan, ~ 200 aa iceren CTT, PC1 ile PC2
arasindaki etkilesime aracilik eden sarmal-sarmal bolge dahil olmak iizere birgok
anahtar motifi icermektedir. Bunlar, PC2’ ye ve bir G-proteinine baglanmaya aracilik
eden sarmal-sarmal alan1 (4220-4251 aa) ve heterotrimerik G proteinleri igin
aktivasyon dizisi (4111-4184 aa) gibi ¢esitli fonksiyonel motiflerden olugmaktadir. In
vitro fosforile edilebilmekte, PC1 ve PC2 fosforilasyonunu diizenleyen protein
fosfatazlar1 baglayabilmekte, diger anahtar sinyal proteinlerini veya rapamisin protein
kompleksinin memeli hedefi (mTOR), wingless/integrated (Wnt), janus kinase/sinyal
iletici ve transkripsiyon aktivatorii (JAK/STAT) gibi efektorleri benzer sekilde
diizenleyebilmektedir (Ong ve Harris, 2015; Streets ve Ong, 2020).

Boyutunun bir sonucu olarak, PKD1 geninin karakterizasyonunun son derece

zorlu oldugu caligsmalar ile gosterilmektedir. TM bdlgeleri, PLAT alan1 ve CTT igin
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yapisal bilgi saglanmis olmasina ragmen, ekstraseliiler NTP hakkinda ¢ok az bilgi
bulunmaktadir. Bu bolgedeki ¢esitli alan fonksiyonlar1 biyokimyasal olarak
karakterize edilmis olmasina ragmen ¢ok ayrinti bulunmamaktadir. PKD/ geninin
yapisal organizasyonunun biitiiniiyle bilinmesi, bu proteinin ¢ok islevliligini anlamak
icin 6nemli olmaktadir. Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda; ilk PKD tekrarinin ~ 275-
353 aa’ lik yapisinin, CTL alanmnin ~ 405-534 aa’ lik li¢ boyutlu yapisinin,
karbonhidrat baglanma bolgesinin ilmek bolgesinin yiizeyinde yer aldig1 ve daha az
spesifik birkag ikincil alt bolge ile birlikte bir birincil baglanma bolgesinden olustugu,
REJ alan1 ve PKD tekrar modiiliiniin yapilar1 hakkinda bilgilerin ortaya kondugu
arastirmalarda yer almaktadir. Calismalar ile yapilarin muhtemelen fonksiyonuna dair
yeni bilgilerek elde edilerek, PKDI genindeki mutasyonlarin etkilerinin daha detayl
olarak arastirilabilecegi bildirilmektedir (Hardy ve Tsiokas, 2020).

Integral membran glikoproteini olan PC2; intrasitoplazmik NT ve CT arasinda
lokalize olmus altt TM alani1 icermektedir. Bu alan PC1’ in son alti TM alanina
homoloji gostermektedir. Hem PC1, hem de PC2, gecici reseptor potansiyeli (TRP)
secici olmayan, Ca®" gegirgen katyon kanal ailesinin iiyeleridir. PC2’ nin NT’ i, bir
dimerizasyon alani ve silyum hedefleme motifi icermektedir. CTT ise, bir LoopHelix
(EF)-hand Ca*" baglama motifi ve protein-protein etkilesimlerinden sorumlu bir
sarmal-bobin alan1 icermektedir ((Bastos ve Onuchis, 2011; Saigusa ve Bell, 2015).
PC2, bobrekte glomeriiller hari¢ tiim nefron segmentlerinde bulunmaktadir (Sekil 5)

(Lee ve Somlo, 2014; Chebib ve Torres, 2016).

Transient receptor potential polycystin-2 (TRPP2) olarak da adlandirilan PC2
ve PC1 (TRPP1), sarmal-bobin alanlarinin ve C-termininin araciligiyla fiziksel olarak

2+ 9

etkilesime girmektedir. PC2, Ca”"’ a gecirgen, secici olmayan bir katyon kanalidir ve
aktivitesi PC1 tarafindan diizenlenmektedir. Bu siire¢ polikistin sinyal kompleksini
olusturmaktadir. Dolayisiyla bu fiziksel etkilesimin intraselliiler Ca?* homeostazinda
kilit bir rol oynadigi (Bastos ve Onuchis, 2011), PC1’ in, PC2 Ca*" kanalinin
aktivitesini koordine eden primer sillerde bir mekanosensor veya kemosensor olarak
islev gordiigli diisiiniilmektedir (Lee ve Somlo, 2014). 2018 yilinda kriyo-elektron
mikroskobu ile elde edilen verilerde, PC1/PC2 kompleksinin; bir PC1 ve ii¢ PC2

molekiiliinden olustugu goriilmektedir (Reiterova ve Tesar, 2022).
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Sekil 5. PC1 ve PC2 proteinlerinin yapilari1 (Chebib ve Torres, 2016).

1.6.1.3. Otozomal Dominant Polikistik Bobrek Hastaliyi Mekanizma ve

Patofizyolojisi

PC1 ve PC2, western blotlama ile analiz edildiginde organ ve hiicre tipi
seviyesinde biiyiik Ol¢iide ifade edilmekte oldugu, fakat PC1 ifadesinin bobrek
gelisimi sirasinda yetigkinlige gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Yapilan farkli
caligmalara gore; PC1 plazma zarinda lokalize olmakta, desmozomlar araciligiyla
hiicre-hiicre  etkilesimlerine katilmakta, ekstraselliiller vezikiiller tizerindeki
hiicrelerden salgilanmaktadir. Salgilanan PC1, primer sillerdeki gibi asagi yondeki
hedeflere baglanabilmekte ve ilirokrin sinyallemesine aracilik edebilmektedir. PC1
ayn1 zamanda, apikal membran lokalizasyonu sekresyonun onciisii olabilmekte veya
bu lokasyonda bir reseptor gorevi gorebilmektedir. PC2 lokalizasyonu ER’ da gibi
goriinse de, bir plazma zar1 konumu da Onerilmektedir. PC1 ve PC2, bir kompleks
olusturmak tizere CTT araciligiyla etkilesime girmekte, PKD fenotipiyle baglantili bu
kompleksin muhtemel yerinin primer silyumda oldugu ¢alismalar ile gosterilmektedir

(Hu ve Harris, 2020).
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PC1 ve PC2’ nin primer silyumu ¢evreleyen zarda eksprese edildigi ve diger
PKD fare modellerinde mutasyona ugramis genlerin siliyer proteinleri kodladig ile
ilgili yapilan arastirmalar, PBH’ nin siller ile iligkili bir hastalik yani siliyopati oldugu
teorisini desteklemektedir (Hu ve Harris, 2020). Hiicrenin apikal tarafindan dis
ortamina dogru uzanan anten benzeri bir yap1 olan primer silyum, aksonem adi verilen
tiibiilin bazli bir ¢ekirdek igermekte ve plazma membrani ile devam eden siliyer
membran ile kapli olmaktadir. Primer silyumda lokalize olan ¢ok sayida sinyal
molekiilii dis uyarilar1 algilamakta, Sonic Hedgehog (shh), Wnt ve protein kinase A
(PKA) sinyali gibi ¢esitli hiicresel sinyallere doniistiirmekte ve hiicre govdesine
iletmekte, bu iletim hemen hemen tiim organ sistemlerinin gelisimi ve homeostazisi
icin gerekli bir siire¢ olmaktadir (Hu ve Harris, 2020; Ma, 2021). Primer silyum,
bobrek epitel hiicrelerinde ¢oziinen madde degisimi, hiicresel sinyal iletimi ve idrar
akiginin mekanik sensorliigiinde rol oynamaktadir (Rodat-Despoix ve Delmas, 2009).
Cogu belirlenmis siliyopati proteini, siliyer hiicreler arasi taginma ile iliskili olmakta
ve sikca goriilen kistik bobrek fenotipinin nedeni polikistin kompleksinin yanlis

yonlendirilmesi ve azalmis sil seviyesi ile ilgili bulunmaktadir (Hu ve Harris, 2020).

ODPBH’ da, hastalik doku seviyesinde resesif olarak goriilebilmekte ve
kistogenezin baglatilmasi i¢in germ hatti mutasyonuna ek olarak ikinci bir somatik
mutasyon gerektmekte oldugu diisiiniilerek, kist olusumunu agiklamak i¢in “ikinci
vurus” hipotezi One stiriilmiis, fokal kistogenezin genetik mekanizmas1 aydinlatilmaya
caligilmistir. Bu hipoteze gore, bir ebeveynden yalnizca bir mutant alel kalitilmakta ve
ilgili geni hiicresel diizeyde resesif hale getiren somatik inaktivasyon i¢in PKD/ geni
veya PKD?2 geninin normal kopyasina ikinci bir vurus gerekmekte, bdylece kist
olusumu bagslamaktadir. Bu hipotez, kistlerin yasam boyunca devam eden gelisimi ile
desteklenmektedir (Reed-Gitomer, 2014; Ma, 2021). Tanimlanan bir diger mekanizma
olan “esik modeli” veya “dozaj modeli” ne gore; kist baslangici ve kistik genigleme
PKD gen dozajma bagli olmakta ve fonksiyonel PC seviyeleri kist olusum esiginin
altina diistiiglinde baslamaktadir. Bu esikteki kusurlar, germ hatti mutasyonunun
dogasi (“ilk vurus™), somatik mutasyonlar (“ikinci vurus”), degistirici genler, bobrek
hasart ve iltihaplanma gibi g¢evresel faktorler gibi bir veya daha fazla faktoriin

birlesiminden kaynaklanabilmektedir (Cordido ve ark., 2017).

PKDI geni kodlama dizisinin uzunlugu PKD?2 genine gore 4 kat daha fazla

oldugundan, somatik hiicrelerde PKDI geni vurusunun kiimiilatif goriilme sikligi
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PKD?2 genine gore ¢ok daha yiiksek olmaktadir. Bu nedenle, PKD/ mutant bdbrek,
sabit bir siire i¢inde, PKD2 mutantinin biriktirdiginden daha fazla somatik mutasyon
biriktirmektedir. PKD1 geni mutasyonu olan hastalarda, PKD2 geni mutasyonu olan
hastalardan daha erken asamada daha fazla kist iiretilmekte, ¢cok daha erken SDBY”
ne ulasabilmekte ve daha siddetli PBH gelisebilmektedir (Ma, 2021).

Karsilagtirmali genomik hibridizasyon ve heterozigotluk analizlerinde,
bireysel ODPBH kist hiicrelerinde ¢oklu sitogenetik sapmalar bulunmaktadir. Bagka
bir ¢alismada, ODPBH’ na sahip olan hastalardan izole edilen periferik kan lenfosit
deoksiriboniikleik asit (DNA)’ deki potansiyel genomik kararsizlig1 gosterilmektedir.
Kist gelisiminde, PKD1 geni veya PKD?2 geninin artan veya azalmis ekspresyonuyla
iliskili olmast ya da olmamasi disinda, tek basina gen dozajinin yeterli oldugunu
gosteren calismalar da bulunmaktadir. Hipomorfik alellere sahip ailelerin analizleri de
gen dozajinin fenotip gelisimi iizerindeki etkisini desteklemektedir (Reed-Gitomer,

2014).

ODPBH’ nin tipik belirtisi olan bobrek kistleri, nefronlarin yaklasik % 1 ila %
3’ iinde olugmaktadir. Kist gelisimi ve biliyiimesi ¢ok sayida hiicresel degisikligi
icermekte, polikistinlerin ekspresyonunda meydana gelen degisiklikler, hiicre
proliferasyonu ve sivi sekresyonuna bagli olarak intraselliiler sinyal yollarinin zarar

gormesine neden olmaktadir (Reiterova ve Tesar, 2022).

Son derece karmasik bir patofizyolojisi olan PBH, birbiriyle baglantili ¢ok
sayida modalite ve molekiiler mekanizmay1 igermektedir. PKDI geni ve PKD?2
genindeki mutasyonlar, birbirine bagli ¢esitli sinyal yollarinin anormal iglevselligine
yol agmakta ve bu da kistogeneze eslik eden anormal proliferasyon, fibroz ve

inflamasyonla sonuglanabilmektedir (Sekil 6) (Vasileva ve ark., 2021).
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Sekil 6. ODPBH’ da kist olusumunda rol oynadig: diisiiniilen birbirine bagh ¢esitli

patolojik mekanizmalar (Vasileva ve ark., 2021).

Siklik Adenosin Monofosfat (cAMP) Yolag

Kist i¢ ylizeyini olusturan tabaka hiicrelerinin tipik 6zelliklerinden biri yliksek
cAMP seviyeleri olmaktadir. ECM’ in hiicre proliferasyonunu ve kist biiyiimesine
neden olan sivi sekresyonunu arttirmaktadir. cAMP, PKA’ nin uyarilmasi, kistik
hiicrelerin ¢ogalmasina ve biiyiimesine yol agan rat sarcoma (Ras)/rapidly accelerated
fibrosarcoma (Raf)/extracellular signal-regulated kinase (ERK) yolunun aktivasyonu
ile kistik hiicrelerin bilylimesini uyarmaktadir (Sweeney ve Avner, 2014; Reiterova ve
Tesat, 2022). Defektli bir PC1/PC2 kalsiyum kanali nedeniyle diisiik intraselliiler Ca**
seviyesi ve Beta (B)-Raf’ in cellular sarcoma (cSrc)’ ye bagiml fosforilasyonu,
hiicrenin Raf-1> 1 atlamasma ve hiicre proliferasyonunu uyarmak i¢in ERK
fosforilasyonunu artirmasima izin vermektedir. Inflamatuar hiicrelerin bollugu ve
anormal hiicre-hiicre baglantilar1 kistik doku i¢in tipik olmaktadir. Aktif bir mitogen-
activated protein kinase (MAPK) yolagina sahip hiicrede artan cAMP, hiicreyi emici
bir hiicreden salgilayici bir hiicreye doniistiirmekte ve boylece ODPBH’ da ilerleyici
kist biiyiimesi ger¢eklesmektedir (Torres ve Harris, 2014; Patil ve ark., 2019;
Reiterova ve Tesaf, 2022).
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TSC- mTOR Yolag

PKDI ve TSC2 genleri 16. kromozom {izerinde hemen yan yana yer
almaktadir. PC1, TSC2 geninin plazma zarinda tutulmasina yol acgarak, fonksiyonel
komplekste 7SC! genine bagl kalmasini saglamaktadir. 7SC2 geni, PC1’ in plazma
zarinda lokalizasyonu i¢in de gerekli olmaktadir. 7SC/ ve TSC2 geni proteinlerinden
olusan TSC kompleksi, guanosine triphosphatase (GTPaz) aktive edici bir protein
olarak gorev yaptigindan mTOR kinazin negatif diizenleyicisi olarak rol
oynamaktadir. Aktive edilmis mTOR kompleksi, hiicre biiyltimesini ve ¢gogalmasinin
yan1 sira aktin hiicre iskeletini ve apoptozu da diizenlemektedir. PC1’ in CTT’ u,
dogrudan TSC’ nin protein {iriinii olan tuberin ile etkilesime girmekte, tuberini plazma
zarinda tutmaktadir. Boylece tuberini, Protein Kinase B (Akt)’ nin fosforilasyonundan
korumakta, mTOR yolunu inhibe etmesini engellemektedir. Dolayisiyla islevsel bir
PC yoklugunda, birgok ODPBH vakasinda mTOR yolag: etkinlesmekte, kistleri
kaplayan epitelyal hiicrelerde mTOR aktivitesinin arttig1i rapor edilmektedir
(Ibraghimov-Beskrovnaya ve Natoli, 2011; Harris ve Torres, 2014; Malekshahabi ve
ark., 2018; Reiterova ve Tesar, 2022).

Fosfoinozitol 3-Kinaz (PI3K)/ Akt Yolag

PC2’ nin CT’ 1, ER fizerindeki inositol 1,4,5-trisphosphate receptor (IP3R) ile
etkilesime girmekte ve IP3’ e bagh Ca’?* saliimini uzatabilmekte, PC1-PC2-IP3R
arasindaki etkilesimi zayiflattign icin Ca?* salinimini engelleyebilmektedir. PC1
ekspresyonu olan hiicrede fosfatidilinositol-4,5-bisfosfat 3-kinaz (PI3K)/Akt yolu
aktive olmakta, plazma zarinda bulunan aktive edilmis reseptorler fosfatidilinositol
3,4-bis-fosfat (PIP2)’ in fosfatidilinositol-3,4,5-tris-fosfat (PIP3)’ a doniisiimiini
tetikleyerek PI3K’ yi dogrudan uyarmaktadir. Akt, plazma zarinda PIP3’ e baglanarak
3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1 (PDK1) ’ in fosforilasyonuyla aktive
olmakta, apoptozu, biiyiimeyi, proliferasyonu, metabolizmay1, anjiyogenezi, hayatta
kalmay1, protein sentezini ve transkripsiyonu etkileyebilmektedir. PI3K/Akt yolaginin
aktivasyonu intraselliiler Ca®* diizeyinde azalmaya neden olabilmektedir. PC2 daha
sonra plazma membranina alinmakta, ve burada Ca®" kanali olarak gérev yapan PC1
ile kompleks olusturmaktadir. PC1, PI3K aktivasyonu ile apoptoza karsi direnci
indiiklemektedir (Margaria ve ark., 2020; Reiterova ve Tesar, 2022).
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Janus Kinase (JAK)/ Sinyal Iletici ve Transkripsiyon Aktivatorii (STAT)
Yolag

Hem PC1 hem de PC2, JAK-STAT yolagini modiile etmektedir. PC1’ in bu
yolag1 diizenledigi ikili bir mekanizma bulunmaktadir. PC1, STAT proteinlerini
(STAT1 ve STAT 3) fosforile eden JAK2 kinazi baglamakta ve aktive etmektedir.
Fosforile edilmis STATI, daha yiliksek gen ekspresyonuyla iliskili p21 gen
promotoriine baglanmak i¢in nukleusa kaymakta, artan p21 seviyeleri hiicre
dongiisiiniin GO fazinda durmakta ve hiicrelerin ¢ogalmasini Onlemektedir. Bu
aktivasyonun kofaktorii olarak PC2 gerekmektedir. PC1 ayni zamanda STAT6
proteinini de aktive edilebilmekte, CT kism1 nukleusa kaymakta ve STAT6’ ya bagl
transkripsiyon aktive olmaktadir. Hayvan modellerinde yiiksek oranda aktive edilmis
STAT®6’ ya sahip kist i¢ ylizeyini olusturan tabaka hiicreleri tarif edilmektedir. PC1
JAK-STAT sinyalini aniden kesmekte ve bdbrek epitel hiicrelerinin hiicresel

cogalmasina yol agmaktadir (Saini ve ark., 2020; Reiterova ve Tesat, 2022).

G-Protein Sinyal Yolag

PC1’ in sitozolik alani, farklilasma, cogalma ve apoptoz gibi hiicresel olaylarda
yer alan transkripsiyon faktorii activator protein-1 (AP-1)’ 1 aktive etmektedir. PC1’
in CT ise heterotrimerik G-proteinlerini aktive etmekte, aktif Ga alt birimleri de, AP-
1 transkripsiyon faktoriinii fosforile eden c-Jun N-terminal kinase (JNK)’ 1 aktive
etmektedir. JNK/AP-1 aktivasyonu protein kinase C (PKC) tarafindan
desteklenmektedir. AP-1 ve nuclear factor of activated T cells (NFAT) transkripsiyon
faktorleri, bitisik NFAT ve AP-1 baglanma bdlgelerini iceren kompozit DNA
elemanlar ile ¢esitli genlerin ekspresyonunu sinerjistik olarak diizenlemektedir. AP-
I’ e bagmh transkripsiyon, PC2-PC1 etkilesimi ile tetiklenmektedir.
Kalsinorin/NFAT sinyal yolu, hiicre gelisimini ve farkli hiicre tiplerinin
adaptasyonunu diizenlemektedir (Hama ve Park, 2016; Parnell, 2018; Reiterova ve
Tesat, 2022). PC1, fosfolipaz C’ nin (PLC) Ga’ ya bagimli aktivasyonunu ve ER’ dan
Ca?" salmmmasma yol agan trimerik G-proteinini aktive etmektedir. Artan Ca*'
konsantrasyonu, kalsindrinin aktivasyonuna yol agmakta, defosforile NFAT cekirdege
girebilmekte ve hedef genlerin transkripsiyonunu etkileyebilmektedir (Sussman ve

ark., 2020; Reiterova ve Tesar, 2022).
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Whnt Sinyal Yolag

Proliferasyon, migrasyon ve polarite dahil olmak iizere bir dizi hiicresel siireci
diizenleyerek organ homeostazisine katkida bulunan Wnt sinyal yolagi, kanonik ve
nonkanonik olarak siniflandirilmaktadir. Kanonik sinif B-katenin’ in aktivasyonunu ve
niikleer translokasyonunu igermekte, nonkanonik sinif ise f-kateninin’ e bagimli olan
ve Wnt/ Integrated-1 planar cell polarity (PCP) yolunu igermektedir. Wnt bobrek
morfogenezinde, nefrogenez ic¢in gerekli olan mezenkimden epitelyal gecise
diizenleme yapmaktadir (Formica, 2020). Wnt sinyal kaskadinin ektopik aktivasyonu
PBH ile iligkili olmaktadir. Yapilan caligmalarda, polikistinlerin Wnt/ B-katenin
sinyalini modiile etme kapasitesine sahip oldugu ve tiibiillerdeki ektopik WNT/ B-
katenin sinyalinin kist olusumunu indiiklemek i¢in yeterli oldugu ortaya konmaktadir
(Benzing ve ark, 2007; Wuebken ve Schmidt-Ott, 2011). Kanonik Wnt yolaginin
aktivasyonu durumunda B-katenin bozulmasi 6nlenmekte, f-katenin seviyeleri T cell
factor (TCF) ile birlikte yiikselmekte ve Wnt hedef genlerinin transkripsiyonunu
desteklemektedir. PC1’° in CT kismi, B-katenin ve TCF proteini arasindaki etkilesimi
inhibe etmekte, ODPBH’ nin kistik dokusunda kanonik Wnt yolu aktive edilmektedir
(Malik ve ark., 2020; Reiterova ve Tesaf, 2022). Erken bobrek gelisimi i¢in kanonik
Wnt sinyali gerekli gibi goriinse de, siirekli B-katenin sinyali daha sonraki gelisim
asamalarinda kist olusumunu tetiklemektedir (Benzing ve ark, 2007). Nonkanonik

2* un artmasma neden olmaktadir. Bu

Wnt yolaginin aktivasyonu intraselliiler Ca
yolak, hiicre yilizeyinde bulunan ve hiicre sinyal iletimi ile iligkili olan bir grup protein
reseptorii olan Frizzled reseptoriiniin Wnt ligandlarn tarafindan aktivasyonu ve
fosfolipaz C’ nin G proteinine bagimh aktivasyonu ile baslamaktadir. Wnt, PC1’ in
ekstraselliiler bdlgesine baglanabilmekte, boylece hiicreye PC2’ ye bagimli Ca*" girisi

gerceklesmektedir (Li, 2018; Reiterova ve Tesar, 2022).

PC1 ve PC2 fonksiyonel olarak dnerilen, hiicre biiyiimesi ve farklilasmasinda
onemli rol oynayan ¢esitli hiicresel sinyal yolaklarinin up-regiilasyonu (Sekil 7 mavi
isaretli kutucuklar) ve down-regiilasyonunda (Sekil 7 sar isaretli kutucuklar) yer
almaktadir. Tumor necrosis factor (TNF) antagonisti (ant), triploide, prostaglandin E2
(EP2) reseptor ant, cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR)
inhibitorii (inh), tyrosine kinase (TK) inh, Raf inh, cyclin-dependent kinase (CDK)
inh, mTOR inh, calcium-activated potassium channel (Kca) 3.1 inh, MEK inh,
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vasopressin 2 receptor (V2R) ant, somatostatin, Src inh, metformin gibi ajanlar, bu
yolaklarin potansiyel tedavi edici ajanlart olarak bilinmektedir (Sekil 7 kirmiz isaretli

oklar) (Bastos ve Onuchic, 2011).

I PBH’ da Aktive olmus / Artmig

PBH' da inhibe olmus / Azalmig PC1

TNF ant

TNFa Triptolide

Sekil 7. ODPBH’ da PC1 ve PC2 proteinlerinin fonksiyonlar1 ile iligkili sinyal
yolaklar1 (Bastos ve Onuchic, 2011).

1.6.2. Otozomal Resesif Polikistik Bobrek Hastalhigi

PBH’ nin en siddetli formlarindan biri olan ORPBH (OMIM 263200), nadir
goriilmekte, yasam beklentisi oldukca az olmakta ve ¢cocukluk doneminde SDBY gibi
komorbiditeler siklikla gelismektedir (Bergmann ve ark, 2004). Mutasyonlar1
ORPBH’ nin biiyiik ¢ogunlugundan sorumlu gen PKHD! geni olarak bilinmektedir.
ORPBH’ nin patogenezinde ve ilerlemesinde yer alan bir takim molekiiler yolaklar,

hiicresel ve hayvan modelleri kullamilarak aydinlatilmis olmasma ragmen,
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proteinlerinin islevi ve hastaligin molekiiler mekanizmasi1 halen tam olarak

anlagilamamaktadir (Cordido ve ark., 2021).

PKHD|I geninde homozigot veya bilesik heterozigot mutasyonlar bulunmakta,
PKHDI geni ekzon 3’ deki missense “c. 107 C>T; p.Thr36Me (T36M)” mutasyonu,
en yaygin mutasyon olarak aciklanmakta ve mutasyona ugramis allellerin % 15-20°
sinden fazlasini olusturmaktadir (Bergmann, 2018; Cordido ve ark., 2021). Vakalarin
cogu ailesel gegisli olmakta, % 2 ila % 5’ inin ise de novo mutasyonlardan olustugu
rapor edilmektedir (Cordido ve ark., 2021). Bireylerin PKHDI genindeki
mutasyonlart ile semptomlar1 arasindaki iligkinin belirlenmesi, ¢ogu mutasyonun
diistik frekansi ve kalitimin resesif dogasi nedeniyle karmagik olmaktadir (Goggolidou
ve Richards, 2022). Sessiz ekzonik degisiklikler ve intronik sekans varyasyonlari
PKHDI geninin splicing siirecini etkileyebilmesi, mutasyonlarin noncoding
bolgelerde tespit edilememesi, PKHDI geni genomik yeniden diizenlemelere de
duyarli olabilmesi nedenleriyle, mutasyon taramasi yapilan ailelerin % 95 inden
fazlasinda bir mutasyon saptanabilmektedir (Bergmann, 2018). Fonksiyon kaybi
mekanizmasiyla iliskili truncating, missense, ve intronik/splice mutasyonlarinin neden
oldugu ¢ok sayida patojenik varyanta sahip PKHDI geninde, bilesik heterozigot
mutasyonlar ve c¢oklu alellerin yiiksek goriilme sikligi, fenotip/genotip
korelasyonunun kurulmasini zorlagtirmakta, mutasyonun spesifik bolgesi yerine
mutasyonun tipine gore siniflandirma yapilmaktadir. Tipik olarak en az iki truncating
mutasyona sahip hastalar ciddi sekilde etkilenerek siddetli fenotip ile
perinatal/neonatal mortalite gostermekte, bir veya iki missense mutasyona sahip
hastalar daha az etkilenerek orta derece fenotip ile yenidogan déneminde hayatta
kalabilmektedir (Bergmann, 2018; Cordido ve ark., 2021). Onerilen ilk ekzon tarama
algoritmasinda; ilk 9 ekzon fragmanin tarandigi ve calisma grubundaki tiim
mutasyonlarin % 50 sinin tespit edilebildigi, ilk 27 ekzon tarandiginda ise tespit
verimliliginin tahminen % 80’ e kadar genisleyebildigi belirtilmektedir (Bergmann ve
ark., 2005; Goggolidou ve Richards, 2022). PKHD1 genindeki mutasyonlarin konumu
ile hastaligin siddeti arasindaki iligkiyi arastiran ¢alismalarda; FC* de 700-2000 aa
bolgesi igindeki mutasyonlarin, FC’ nin diger bolgelerindeki mutasyonlara kiyasla
daha hafif bir bobrek fenotipine neden oldugu, FC’ nin 2600-4074 aa’ leri civarinda

mutasyona sahip bireylerin daha belirgin bir karaciger fenotipi gelistirebildigi, ancak
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bu iligkileri dogrulamak ic¢in ek arastirmalara ihtiya¢ duyuldugu bildirilmektedir
(Goggolidou ve Richards, 2022).

ORPBH i¢in, Clinvar Miner veri tabaninda PKHDI geninde rapor edilen
varyantlar klinik 6nemine gore degerlendirildiginde; % 12° si “P”, % 11° 1 “LP”,
% 24> i “VUS”, % 48° 1 “LB”, % 5° 1 “B” olarak gruplanmaktadir (Grafik3A)

(https://clinvarminer.genetics.utah.edu/variants-by-gene/PKHD1).

PKHDI genine ait varyantlar tiirlerine gore degerlendirildiginde; % 19° u
Frameshift, % 57’ si Missense, % 12’ si Nonsense, % 8’ 1 Splice site, % 4’ ii UTR
gruplanmaktadir

(Grafik3B).(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/?term=pkhd1%5Bgene%SD&redi

r=gene).

Grafik 3. PKHDI geni varyantlarinin klinik 6nemine (A) ve tlirlerine gore (B)
degerlendirilmesi.

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/?term=pkhd1%5Bgene%5D&redir=gene).

PKHDI1 UTR
Splice site 4% Frazneshift

%

Nonsense
1%

57%

1.6.2.1. PKHDI Geni

Insan genomundaki en biiyiik hastalik genleri arasinda yer alan PKHDI
(OMIM 606702) geni, 6pl2 kromozom lokasyonunda haritalanmakta, ~ 472 kb’ lik
genomik DNA bdlgesini kaplamakta, 86 ekzondan olusmakta ve boyutlar 8,5 kb ila
13 kb arasinda degisen mRNA transkriptlerini olusturmak icin karmasik bir alternatif
splicing siirecinden gegmektedir (Sekil 8) (Igarashi ve Somlo, 2002; Zhang ve ark.,
2004; Bergamnn ve ark., 2018; Cordido ve ark., 2021). 12,222 bp’ lik ORF’ ini de
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iceren 67 ekzondan olusan en uzun PKHD| transkripti, molekiiler kiitlesi 447 kD olan
ve FC veya poliduktin olarak adlandirilan 4074 aa’ lik biiyiikk bir proteini
kodlamaktadir (Igarashi ve Somlo, 2002; Wang ve ark., 2004). Fonksiyonel rolleri tam
olarak anlagilamayan, degisken biiyiikliikteki ¢esitli protein izoformlar1t PKHD 1 genini
cevrelemektedir (Goggolidou ve Richards, 2022).

PKHD1 geni

HH A I -

a

ETIRE

S5kb

~
.
Y|
o 2 12 sé ||| &1
b | |
| |

PKHD1 transkripti e

Sekil 8. PKHD] geni ve transkriptinin yapis1 (Cordido ve ark., 2021).

1.6.2.2.  Fibrocystin Proteininin Yapisi ve Fonksiyonlar

Membrana bagl bir protein olan FC, en yaygin olarak bobrekte (kortikal ve
mediiller kanallar), karacigerde (intra ve ekstra hepatik safra kanallar1), pankreasta
(pankreas kanallar1) ve Onciillerinde gelisim sirasinda eksprese edilmektedir. Hiicre
alt1 seviyede FC ekspresyonu, renal epitel hiicreleri ve kolanjiyositlerdeki primer
apikal sillerde ve sillerin bazal cisim alaninda olmakta, ayrica toplama kanali
hiicrelerinin ~ apikal —membraninda ve  sitoplazmasinda da  ekspresyon
ger¢eklesmektedir. ORPBH dokularinda FC’ nin eksprese olup olmadigi halen
arastirilmaktadir (Cordido ve ark., 2021; Goggolidou ve Richards, 2022).

Tek bir TM alani, genis bir ekstraselliiler NT alan1 ve CT’ de potansiyel
fosforilasyon bolgelerine sahip kisa bir intraselliiler sitoplazmik alan (ICD)
(sitoplazmik kuyruk) igeren FC, primer silyuma ve diger hiicresel bolmelere lokalize
olmakta, CT’ deki 18 aa’ lik spesifik bir motif ile siliyer membran1 hedef almaktadir

(Bergmann ve ark., 2005; Zhang ve ark., 2010; Bergmann ve ark., 2019).

FC’ nin yiiksek diizeyde glikozile edilmis ekstraselliiler alaninin NT 1 bir
sinyal peptidini, CT” deki 192 aa’ lik kisa sitoplazmik kuyruk ise ii¢ adet potansiyel
PKA fosforilasyon bolgesini igermektedir (Bergmann ve ark., 2004; Wang ve ark.,
2004; Cordido ve ark., 2021).
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~ 3860 aa’ den olusan ekstraselliiler alan, 12 adet transcription factor Ig /Ig-
like plexin-transcription factor (TIG/IPT) domainlerini icermektedir. IPT domainleri
ve TM segmenti arasinda, birden fazla paralel beta-heliks 1 (PbH1) tekrarlar
bulunmaktadir (Igarashi ve Somlo 2002; Dell ve ark., 2009; Bergmann, 2018; Cordido
ve ark., 2021). Ekstraselliiler alan ayrica IPT benzeri domain, koruyucu bir antijen 14
(PA14) domaini, bir sperm proteini, enterokinaz ve agrin (SEA) domaini ve tandem
G8/ transmembrane protein 2 (TMEM2) homoloji bdlgesini igermektedir. Intraselliiler
CT alam ise, siliyer hedef sekansi (CTS), niikleer lokasyon sekansi (NLS), PC2 ile
olan dahili protein-protein etkilesimlerini yonlendirebilen PC2 baglanma noktas1 ve
mitokondriyal hedef sekansini igermektedir (Sekil 9) (Wang ve ark., 2004;
Goggolidou ve Richards, 2022; Bannell ve Cockburn, 2024).

Signal peptide

PA14 domain

IPT domain

IPT-like domain

G8 domain

Right-handed
parallel beta
helix domain

TMEM2-
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'52' cleavage
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site ,
{

- 1. S -
Intracellular TM Ciliary targeting
domain sequence

Polycystin-2 c
binding site _%
Mitochondrial Nuclear localisation

Fibrocystin

Sekil 9. FC proteininin yapis1 (Bannell ve Cockburn, 2024).

FC’ nin tespit edilen ~ 230 ve ~ 140 kDa’ lik iki alternatif tiriiniinden, ~ 140
kDa olan iirliniin, salgilanan FC f{iriinlerinin hiicresel fraksiyonlarinda bulundugu
bildirilmektedir. NT” i araciligiyla ekstraselliiler ligandla etkilesime giren, CT’ i
araciligiyla intraselliiler sinyalleri ¢ekirdege ileten yapisi incelendiginde, FC’ nin olasi

bir hiicre ylizey reseptorii islevi gordiigii diisiiniilmektedir. Sitoplazmik kuyruk, tam
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uzunlukta boliinmeden sonra ¢ekirdege yer degistirebilmekte, ancak fare modellerinde
delesyona ugramasi renal veya hepatik kistik fenotiple sonuglanmamakta, bu nedenle

CT’ nin intrinsik mekanizmasi belirsizligini korumaktadir (Cordido ve ark., 2021).

Islevi su anda net bigimde bilinemeyen bir membran proteini olan FC, sekli ve
lokalizasyonu nedeniyle erken bobrek gelisiminde bir reseptdr proteini rolii oynadigi,
kanal hiicre formasyonunda, proliferasyonunda, apoptozunda, adhezyonunda ve
sinyallemenin kontroliinde rol oynayabilecegi disliniilmektedir (Goggolidou ve

Richards, 2022; Bannell ve Cockburn, 2024).

1.6.2.3. Otozomal Resesif Polikistik Bobrek Hastahigi Mekanizma ve
Patofizyolojisi

Kistogenezinin ana molekiiler mekanizmasi arastirilmaya devam edilen
ORPBH’ da, hayvan modelleri araciligiyla kist olusumu ve ilerlemesi gibi hastaligin
farkli asamalarina iligkin veriler bulunmaktadir. ORPBH’ nin karmasik
patogenezinde; sivi sekresyonu, anormal hiicresel proliferasyon (mTOR, Ras-Raf-
ERK ve Akt gibi), PKA ve AC6 tarafindan diizenlenen cAMP yolu, ECM’ deki
degisiklikler gibi cesitli degistirilmis molekiiler yolaklar a¢iklanmaktadir (Halvorson
ve ark., 2010; Cordido ve ark., 2021).

Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) - Ekseni Ekspresyonu ve Sivi

Sekresyonundaki Anormallikler

ORPBH’ da yapilan arastirmalarda, fare modellerinde EGFR up-
reglilasyonunun kistik epitel yiizeyinde bulundugu, EGF ve donistiiriicii bilylime
faktorii-alfa (TGFa)’ nin anormal ekspresyonu ve EGFR reseptor ailesi iiyelerinden
EGFRI1, erythroblastic oncogene B 2 (ErbB2) ve ErbB4’ nin da kemirgen
modellerinde asir1 eksprese oldugu, bu asir1 ekspresyonun artan mRNA, protein ve
reseptOr aktivitesini veya fosforilasyonu igerdigi gosterilmektedir (Menezes ve
Onuchic, 2006; Ryan ve ark., 2010; Cordido ve ark., 2021).

Kist olusumunun 6nemli bir fizyopatoloji bileseni olan epitelyal sekresyonun,
ORPBH’ da sodyum (Na) aliminin azalmasimin, epitelyal Na kanalinin alfa alt

birimindeki azalmis EGF ile iliskili oldugu 6ne siiriilmektedir. ORPBH’ na sahip
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hastalardan alinan kistlerden elde edilen hiicrelerde Na emiliminin, epithelial sodium
channel (ENaC) tarafindan aracilik ettigi ve bu mekanizmanin ORPBH’ da
hipertansiyonu diizenledigi de one siiriilmektedir (Menezes ve Onuchic, 2006;

Cordido ve ark., 2021).

cAMP ve Proliferasyon

cAMP yolaginin bobrek epitelindeki hiicre proliferasyonunu uyardigini, kist
epitelindeki anormal cAMP iiretiminin B-Raf, MEK ve ERK yolaklarini aktive ettigi,
MAPK ve AKT/mTOR yolaklarinin protein seviyesindeki up-regiilasyonu yapilan
aragtirmalarda gosterilmektedir. Ca*? azalmas1 ve Src proteininin fosforilasyonuyla

2> un bloke olmasina neden olmakta,

baglantili bu degisiklikler, intraselliiler Ca
ORPBH hiicrelerinde AKT nin ve proliferatif aktivitenin artmasi ile sonuglanmaktadir
(Fischer ve ark., 2009; Harris ve Torres, 2014; Sweeney ve Avner, 2014; Cordido ve

ark., 2021).

ORPBH Fizyopatolojisinde Yer Alan Diger Yolaklar

ORPBH’ da ayrica, ECM’ deki degisiklikler, matriks metaloproteinaz (MMP)
ekspresyonu, vascular endothelial growth factor (VEGF)’ niin diizenlenmesi, Pkhdl
eksikligi olan hiicrelerde hypoxia-inducible factor-1 alpha (HIF-la) ve hayvan
modellerinde peroxisome proliferator-activated receptor-y (PPAR-y)’ iin up-
reglilasyonu, metabolik degisiklikleri gibi diger patojenik yolaklar da
tanimlanmaktadir. FC ile ubikuitin ligazlarinin calmodulin-like 2 (C2)- homologous
to the E6-AP carboxyl terminus (HECT) alan1 E3 ailesinin {iyeleri arasindaki yeni
fonksiyonel iliskileri sunulmakta, FC’ yi neural precursor cell expressed,
developmentally down-regulated 4-2 (Nedd4-2) ubikuitin ligaz ailesinin, Smad
ubiquitin regulatory factor 1 (SMURF1) ve SMURF2’ nin trafigi ve diizenlenmesinde
rol oynayan bir ubikuitin ligaz etkilesimli protein olan Nedd4 family interacting
protein 2 (Ndfip2)’ nin de vezikiillerde mevcut oldugu belirtilmektedir (Cordido ve
ark., 2021). Bu veriler, ORPBH’ daki farkli evrensel fenotipleri, TGF-f sinyal
yolaklar araciligiyla bobrek ve karaciger fibrozunu, ENaC aracili Na geri emilimine

bagl hipertansiyonu ve Ras homolog gene family member A (RhoA) ubikuitinasyon
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ve sitoskeleton organizasyonu araciligiyla kistogenezi aciklayabilmektedir (Menezes

ve Onuchic, 2006; Cordido ve ark., 2021).

ORPBH molekiiler patogenezinde dnerilen up-regiile (Sekil 10 kirmizi isaretli
kutucuklar), down-regiile (Sekil 10 yesil isaretli kutucuklar) ve deregiile (Sekil 10 gri
isaretli kutucuklar) yolaklar bulunmakta, Tesevatinib, Tolvaptan gibi ajanlar (Sekil
10 mor isaretli kutucuklar), bu yolaklarin potansiyel tedavi edici ajanlart olarak

bilinmektedir (Cordido ve ark., 2021).
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Sekil 10. ORPBH’ nin molekiiler patogenezi (Cordido ve ark., 2021).

FCve PC1/ PC2 Etkilesimi

FC, primer apikal sillerde ve sillerin bazal govde bolgesinde bulunmakta, diger
ORPBH proteini olan DZIPIL ise silyumun bazal gdvdesinin gecis bdlgesinde
bulunmaktadir (Cordido ve ark., 2021). Merkezi aksonemin etrafinda yer alan primer
silyum yapisinda; aksonem dokuz periferik mikrotiiblil demetini igermektedir
(Cordido ve ark., 2021; McConnachie ve ark., 2021). PC1 ve PC2 primer sillerde Ca**
yolu ve siliyer yanitta rol oynayan bir reseptor-kanal kompleksi olusturmakta, FC’ nin
ise burada PC2 ile etkilesime girdigi ve PC2 kanal aktivitesini diizenledigi
gosterilmektedir (Sekil 11) (Cordido ve ark., 2021). Kemirgen modellerinde, Pkhdl’
in Pkdl veya Pkd2 varyantlarinin neden oldugu hafif kistik hastalik fenotiplerinin
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siddetini arttirdig1i ve bu genetik etkilesimin dolayli yoldan gerceklestigi ortaya
konmaktadir (Cordido ve ark., 2021; Bannell ve Cockburn, 2024). Elektron
mikroskobu ¢alismalarinda PC1, PC2 ve FC’ nin ekstraselliiler vezikiillerde birlikte
lokalize oldugu, ancak FC ile PC1/PC2 arasinda dogrudan bir etkilesim olmadigi, bu
etkilesimin Kinesin Family Member 3A (KIF3A)-KIF3B- Kinesin-Associated Protein
3 (KAP3) kompleksinden olusan heterotrimerik kinesin-2 ile saglandig:
gosterilmektedir (Bannell ve Cockburn, 2024). Elde edilen veriler, PBH proteinlerinin
sillerde ortak downstream sinyal yolaklariyla fonksiyonel bir kompleks olusturdugu

fikrini giiclendirmektedir (Cordido ve ark., 2021).
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Sekil 11. FC ve PC1/PC2’ nin bobrek epitel hiicresi silyumunda lokalizasyonu
(Cordido ve ark., 2021).

1.7.  Polikistik Bobrek Hastaliginin Arastirilmasi

PBH’ larinin tanisi, USG, BT, MR gibi bobrek goriintiileme yontemleriyle,
renal ve ekstrarenal bulgular degerlendirilerek konulmaktadir. Ancak bazi durumlarda
genetik teshis gerekli olmaktadir. Molekiiler diizeyde aragtirmalar, sporadik hastalarda
veya atipik semptomlar1 olan hastalarda, hastaliin silipheli teshisini

dogrulayabilmektedir (Torra Balcells ve Ars Criach, 2011; Trujillano ve ark., 2014).
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ODPBH’ nin genetik tani endikasyonlari;
Potansiyel canli donérlerde: Etkilenen bir ailedeki siipheli goriintiileme verilerine
sahip erken yastaki canli dondr adayinin degerlendirilmesinde,
Ailede ODPBH o0ykiisii olmayan hastalar: Radyografik bulgular atipik oldugunda
(cok belirgin bobrek asimetrisi, ¢cok sayida kiiciik kistler, normal biiyiikliikte
bobrek kistlerinin varliginda bobrek hastaligi olanlar), hafif derecede etkilenen
hastalar oldugunda, hastalarda ODPBH’ na ait atipik ekstrarenal semptomlar
oldugunda, goreceli prognostik bilgi (PKDI geni mutasyonu PKD2 geni
mutasyonundan daha kétii bir prognozla iligkili) oldugunda,
Bir¢ok tiyede ODPBH ig¢in tipik olmayan radyografik paterne sahip bobrek kistleri
bulunan, diger kistik bobrek hastaliklariin ayirici tanisi i¢in aday olan ailelerde,
Hastaligin ¢cok erken baslangici olan hastalar: Tipik ODPBH sunumu olan ancak
bir iiyenin ¢ok erken ortaya ¢iktig1 ailelerde, patojenik mutasyona sahip bir alele
ek olarak hipomorfik bir aleli de tanimlamada, ailede ODPBH o&ykiisii olmayan
ancak ODPBH’ nin radyolojik 6zelliklerine sahip hastalarda,
Aile Oykiisii olan veya olmayan, prenatal veya implantasyon oncesi genetik tani
isteyen bireylerde gerekmektedir (Torra Balcells ve Ars Criach, 2011; Trujillano
ve ark., 2014; Devuyst ve Pei, 2020).

ORPBH’ nin genetik tani endikasyonlari;
Erken tani: Uzun siiren tanisal siiregten, hastalarda bobrek veya karaciger
biyopsisi gibi girisimlerden ve gereksiz tedaviden kaginilmasini saglamak,
Hastaligin kesin teshisinde: Renal ve ekstrarenal goriintiileme/laboratuvar
bulgulart ORPBH ile uyumlu olan hastalarda, diisiik prevalans, sinirli klinik bilgi
ve yetiskin ORPBH’ da hastalariin atipik USG bulgularinin klinik teshisi ve
yonetimi zorlastirdig1 durumlarda,
Ailede ORPBH oykiisii olan hastalarda: Etkilenen hastalarin ailelerindeki ebeveyn
ve kardes gibi bireylerin tastyicilik durumlarinin belirlenmesinde,
Hastaligin prognozunda olusabilecek renal ve ekstrarenal komorbiditelere erken
miidahele edilebilmesinde,
Aile dykiisii olan veya olmayan, prenatal veya implantasyon oncesi genetik tani
isteyen bireylerde gerekmektedir (Bergmann, 2018; Serra ve ark., 2020; Al Alawi
ve ark., 2020).
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Nefrolojik genetik arastirmalarinda NGS metodu kullanilarak, yiizlerce genin
ve yolagm arastirllmasi saglanabilmekte, kalitsal heterojen bobrek hastaliklarinin
altinda yatan nedensel faktorler tanimlanarak karakterize edilebilmektedir. Kalitsal
bobrek hastaligi olan hastalarin tedavisini ve hastalik yoOnetimini iyilestirme
potansiyeline sahip, mutasyon analizi i¢in dogru ve giivenilir bir teknik olan NGS,
daha hizl1 doniis stiresi, yiiksek tanisal verim ve uygun maliyetle uygulanabilmektedir
(Renkema ve ark., 2014; Tan ve ark., 2014). Ozellikle genetik olarak heterojen ve ¢ok
sayida ekzona sahip hastaliklarin tanisi i¢in uygun olan target sekans ile genomun
secilen boliimleri dizilenmekte, gen paneli ile yapilan sekans analizi ile se¢ilmis
bilinen ve aday hastalik nedeni olabilecek genlerin es zamanl dizilenmesi
gerceklestirilmektedir. Bu siirecte; genotipleme i¢in birden fazla DNA 6rneginin bir
araya getirilmesi ve ornek verilerinin takip edilebilmesi i¢in her 6rnegin kendine 6zgii
barkodlanmasi ile DNA havuzlart olusturulmakta, calisilacak DNA Orneginin ilgi
alanlarmin segici olarak yakalanmasi ile zenginlestirme islemi gergeklestirilmektedir

(Renkema ve ark., 2014; Yang ve ark., 2014; Kinoshita ve ark., 2016).

NGS ile elde edilen verilerin degerlendirilmesi ve yorumlanmasinda, American
Collage of Medical Genetics (ACMG) grubu tarafindan hazirlanan ve 2015 yilinda
giincellenen kilavuz en ¢ok tercih edilen kaynak olarak bilinmektedir. Bu kilavuzda
standardize edilen kriterlere gore, saptanan varyantlar “P”, “LP”, “B”, “LB” ve “VUS”
olarak isimlendirilmektedir. Kilavuza gore “P” ve “B” smiflandirilmasi kendi iginde
ayrintili patojenik kanit algoritmasi bulundurmaktadir. Buna gore “P” siniflandirmast;
cok giiclii (PVS1), giiclii (PS1, PS2, PS3, PS4), orta (PM1, PM2, PM3, PM4, PMS5,
PM6) ve destekleyici (PP1, PP2, PP3, PP4, PP5) patojenite kanitlariyla
desteklenmektedir. “B” siniflandirilmasi ise giliclii (BA1/BS1, BS2, BS3, BS4) ve
destekleyici (BP1, BP2, BP3, BP4, BP5, BP6, BP7) patojenite kanitlariyla
desteklenmektedir (Richards ve ark., 2015).
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2.1.  Materyal

2.1.1. Arastirma Etik Kurul Onay1

Calismamizin etik kurul onay1 Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi
Saglik Bilimleri Etik Kurulu’ ndan alind1 (Karar No: 20.478.486/1338). Etik Kurul
karar1 geregince hastalarin kanlar1 alinmadan once, kendilerine ve/veya vasilerine,
caligmanin “Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu™ ve “Biyolojik Materyalin Egitim

ve Arastirma Amagli Saklanmasi I¢in Onay Formu” okutularak onaylari alind.

2.1.2. Arastirma Ornek Boyutu Hesab1

Calismamizin 6rnek biiytlikliigli power analizi yapilarak belirlendi. Power %
85, a=0.05, d (effect size-etki biiyiikligii)= 0.70 alindiginda 31 kisi olarak

hesaplanarak ¢alisma grubu olusturuldu.

2.1.3. Arastirma Grubunun Olusturulmasi ve Orneklerin Toplanmasi

Calisma grubumuza dahil olacak hastalar, Manisa Celal Bayar Universitesi
Hafsa Sultan Hastanesi i¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali, Nefroloji Bilim Dali kliniginde
gorevli 6gretim tiyesi Dog. Dr. Aysun TORAMAN tarafindan belirlendi. PBH tanisi
konmus “31 (otuzbir)” hastanin klinik verileri de degerlendirildikten sonra ¢alisma
grubumuza dahil edildi. Klinige kan 6rnegi vermeye gelen hastalardan calismada
kullanilacak veriler alinarak, ilgili formlar dolduruldu. Ayrica hastalarin epikrizleri
dogrultusunda pedigrileri ¢izilerek, aile i¢i kalitim tipi pedigri lizerinde belirlendi. Kan
ornekleri klinikte steril sartlarda vakumlu 5 cc’ lik etilen diamin tetra asectikasit
(EDTA)’ It kan alma tiiplerine alind1. Caligma yapilincaya kadar -20 °C” de muhafaza
edildi.

2.1.3.1.  Arastirmaya Dahil Edilme Kriterleri

- Yapilan tetkikler sonucunda PBH tanisi almis olmak,
- Aile oOykiisii olanlarda Ravine kriterlerine gore, abdominal USG veya BT

incelemesi sonucunda her iki bobrekte > 5 kist goriilerek, PBH tanisi almis olmak,
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- Aile oykiisii olmayanlarda bobrek kistlerine ek olarak ekstrarenal PBH bulgusu
olmak,
- 18 yasindan biiyiik olmak,

- Hasta bilgilendirilmis goniillii olur formunu imzalamis olmak.

2.1.3.2. Arastirmadan Dislanma Kriterleri

- Yapilan tetkikler sonucunda PBH tanis1 almamis olmak,

- Ailede ve kendisinde bobrekte kist yapabilecek diger hastaliklarin bulunmasi,

- Herhangi bir kronik hastalik tanis1 olmak,

- Karaciger yetmezligi, akut koroner sendromu, malignite ve akut enfeksiyon
belirtileri olmak,

- 18 yasindan kii¢lik olmak,

- Hasta bilgilendirilmis goniillii olur formunu imzalamamis olmak.

2.1.4. Arastirmamn Yeri ve Zamani

Calismanmiz, Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali Molekiiler Biyoloji Laboratuvari’ nda, Aralik 2022 - Aralik 2023

tarihleri arasinda gerceklestirildi.

2.2. Yontem

2.2.1. Periferik Kandan Genomik DNA izolasyonu

Calismamiz i¢in hastalardan toplanan kan orneklerinden, Roche High Pure
PCR Template Preparation Kit kullanilarak Genomik DNA izolasyonu
gerceklestirildi.

2.2.1.1.  Genomik DNA izolasyon Protokolii

- Kit kullanilmaya baslanmadan dnce wash buffer igerisine 80 ml % 96 ethanol
eklenip, iyice karistirildi.

- Inhibitor removal buffer icerisine 20 ml % 96 ethanol eklenip, iyice karistirildi.
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Proteinaz K igerisine 4,5 ml nuclease free su eklendi.

Elution buffer 6rnek basina 200 pL olacak sekilde eppendorf tiipe konularak
70 °C’ de inkiibasyona birakildi.

Her bir hasta 6rnegi i¢in 200 uL kan 6rnegi eppendorf tiiplere aktarildi.
Uzerine 200 uL binding buffer ilave edildi.

Uzerine 40 uL proteinaz K ilave edilerek bir siire vortekslendi, 70 °C’ de 30
dakika boyunca inkiibasyona birakildi.

Orneklere 100 pL izopropanol eklendi ve kisa bir siire vortekslenerek spin
kolonlara aktarildi.

8000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edildi.

S1v1 dolu tiipler atilarak, spin kolonlar yeni tiiplere aktarildi.

500 pL inhibitor removal buffer ilave edilerek 8000 rpm’ de 1 dakika santrifiij
edildi.

Sivi dolu tiipler atilarak, spin kolonlar yeni tiiplere aktarildi.

500 pL wash buffer ilave edilerek 8000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edildi.

S1v1 dolu tiipler atilarak, spin kolonlar yeni tiiplere aktarildi.

500 uL wash buffer ilave edilerek 8000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edildi.

Sivi dolu tiipler atilarak, spin kolonlar yeni tiiplere aktarildi.

Tamamen kurutulmak tizere 13000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edildi.

Spin kolonlar iizerine hasta numaralar1 yazili 1,5 ml’ lik eppendorf tiiplere
aktarildi.

Her bir 6rnege 25 pL elution buffer ilave edilip, oda sicakliginda 2 dakika
inkiibasyona birakildi.

Tipler 8000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edilip, spin kolonlar atildi.

2.2.1.2. lzole Edilen DNA Orneklerinin Spektrofotometre ile Ol¢iimii

DNA izolasyonu sonrasi 6rneklerin saflik ve konsantrasyon 6lgiimii Thermo

Scientific Nanodrop Lite cihazinda yapildi. Olgiim yapilmadan 6nce, izolasyonda

kullanilan elution buffer ile cihazin kalibrasyon islemi gerceklestirildi. izole edilen her

bir DNA oOrneginden 2 pL kullanilarak, 260 nm ve 280 nm’deki absorbans

degerlerinde dl¢iimler gerceklestirildi. Ornekler calismaya devam edene kadar - 20 °C’

de saklandi.
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2.2.2. NGS Islemi i¢in Kiitiiphane Olusturulmasi

2.2.2.1. Kiitiiphane Hazirh@:

Kiitiiphane hazirlig1 prosesleri Sekil 13 deki is akis semasina gore
gerceklestirildi.

Sekil 13. Kiitiiphane hazirlig1 is akig semasi.
2.2.2.1.1. Enzimatik Hazirhk

Tablo 7° deki malzemeler ve Tablo 8’ deki miktarlar ile hazirlanan bu
reaksiyonda; enzimatik fragmentasyon ile DNA’ lar parcalarina ayrilarak, adaptor ve
Index baglanmasi i¢in DNA fragmanlarinin ucuna baglanti noktalart olan end repair

ve a-tailing eklendi.

Tablo 7. Enzimatik hazirlik reaksiyonunda kullanilan malzemeler.

Celemics Library Preparation Box 1 Kit: EP-ER/A Buffer, EP-ER/A Enzyme
0,2 ml 8’ i Strip PCR Tiipleri (Kapakli)

Nuclease free su
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Tablo 8. Enzimatik hazirlik reaksiyon bilesenleri.

Reagent Miktar (nL)
Genomik DNA 10,5
EP-ER/A Buffer 1,5
EP-ER/A Enzyme 3
Toplam volume 15

Reaksiyon Asamalari:

e Enzimler oda sicakliginda aktif hale gelip DNA' y1 istenmeyen boyutlarda

parcalayabileceginden, thermal cycler cihazina yerlestirilene kadar gegen

hazirlik asamasi buzlu rack iizerinde gerceklestirildi.

e EP-ER/A Buffer ve EP-ER/A enzyme 6rnek sayisi kadar (n=31) hesaplanarak

mix olusturuldu.

e Her 6rnek i¢in hazirlanan enzymatic prep master mix 4,5 pL olacak sekilde 8’

li strip PCR tiiplerine paylastirildi.

e Tiiplere izole edilen genomik DNA’ lar ilave edildi, pipetaj yapildi ve vorteks

ile iyice karigtirild.

e Tablo 9’ daki thermal cycler programi ile cihaza yerlestirildi ve ¢aligma

baslatildi.

Tablo 9. Thermal cycler programi — 1.

Adim Sicakhik Zaman
1 4°C 1 dakika
2 32°0C 20 dakika
3 65°C 30 dakika
0 o (max 1 saat
4 4°C tutulmalidir)
Kapak sicakligi 70°C olmalidir.
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2.2.2.1.2. Adaptor Ligasyonu

Tablo 10’ daki malzemeler ve Tablo 11° deki miktarlar ile hazirlanan bu
reaksiyonda; DNA parcalarinin uglaria adaptor diziler eklendi, adaptor baghh DNA
fragmanlar1 disinda ortamda bulunan artefaktlar1 uzaklagtirmak i¢cin USER enzimatik

reaksiyonu gerceklestirildi.

Tablo 10. Adaptor ligasyonunda kullanilan malzemeler.

Kullanilan Malzemeler

Celemics Library Preparation Box 1 Kit: Ligation Buffer, Ligation Enzyme

Celemics Library Preparation Box 2 Kit: Adapter, USER

Nuclease free su

Tablo 11. Adaptor ligasyonu bilesenleri.

Reagent Miktar (nL)
Ligation Buffer 2
Ligation Enzyme 6
Nuclease free su 2
Toplam volume 10

Reaksiyon Asamalari:

e Adapter ve USER -20 °C’ den buzlu rack iizerine alind1.

e Buzlu rack iizerinde yukaridaki tabloda bilesenleri bulunan ligasyon master
mix’ 1 hasta sayisina gore hesaplanarak 2 ml’ lik ependorf tiipe hazirland1 ve
- 20 °C’ ye kaldirilds.

e Thermal cycler cihazindan alinan 8’ 1i strip PCR tiiplerinin her kuyucuguna 5
uL adapter ilave edildi, pipetaj yapildi ve vorteks ile iyice karistirildu.

e Hazirlanan ligasyon master mix’ den 8’ li strip PCR tiiplerinin her kuyucuguna
10 uL ilave edildi ve pipetaj yapildi.

e Tablo 12’ deki thermal cycler programi ile cihaza yerlestirildi ve caligma

baslatildi.
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e Thermal cycler cihazi, programinin 1. adimi1 20 dakika tamamlandiktan sonra,

cihaz durduruldu.

e 8’ li strip PCR tiipleri cihazdan ¢ikarilmadan kapaklar1 ac¢ildi, her kuyucuga
1,5 uL USER ilave edildi, pipetaj yapild1 ve cihazin programi tekrar baslatildi.

Tablo 12. Thermal cycler programi — 2.

Adim Sicakhk Zaman
1 20 °C 20 dakika
2 20°C 0
3 37°C 15 dakika
Kapak sicakligi 40 °C olmalidir.

2.2.2.1.3. Manyetik Beadler ile Orneklerin Purifikasyonu — 1

Tablo 13’ deki malzemeler ile hazirlanan bu asamada; deepwell platede
hazirlanan manyetik beadler ile 6rneklerin purifikasyonu yapildi. Boylece fragmente

olmamig DNA’lar, baglanmamis adaptor dizileri ve diger artefaktlar uzaklastirildi.

Tablo 13. Purifikasyonda kullanilan malzemeler - 1.

Kullanilan Malzemeler

CeleMag Clean-up Bead

% 96 ethanol solution

Nuclease free su

96 deepwell plate

Manyetik separator

Reaksiyon Asamalari:

e (CeleMag clean-up bead ¢alismaya baslanmadan 30 dakika 6nce oda sicakligina

cikarildi.

e 50 ml’ lik falkona, 40 ml % 96 ethanol ve 10 ml nuclease free su karigim ile

% 80’ lik taze ethanol hazirlandi.
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CeleMag clean-up bead iyice vortekslendi, multipipet yardimiyla 96’ lik
deepwell plate’ in her kuyucuguna 27 pL dagitildi.

PCR islemi tamamlanan oOrnekler thermal cycler cihazindan ¢ikarilds,
orneklerin tamami 96’ lik deepwell plate’ in her kuyucuguna dagitilarak pipetaj
yapildu.

5 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

96’ lik deepwell plate manyetik separatdre yerlestirildi, burada supernatant
goriilene kadar yaklasik 3-5 dakika tutuldu.

Supernatant kismi1 beadlere degmeden alinip atildi.

96’ lik deepwell plate’ in her kuyucuguna multipipet yardimiyla % 80’ lik taze
ethanolden 180 pL beadleri oynatmayacak, beadlerin tam karsisina gelecek
sekilde dagitildi.

30 saniye oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra, ethanol multipipet
yardimiyla beadlere degmeden uzaklastirilda.

% 80’ lik taze ethanol ile yikama islemi bir kez daha tekrarlandi.
Kuyucuklarda kalan ethanol 10 puL’ lik pipet ucu yardimiyla beadlere zarar
vermeden tek tek temizlendi.

96’ lik deepwell plate manyetik separatdrden ayrilarak, yaklasik 2 dakika oda
sicakliginda inkiibasyona birakildi ve ethanoliin tamamen buharlagsmasi
saglandi.

Asir1 kuruma eliisyon etkinligini azalttigindan, beadler kuruyup matlasinca
hemen diger asamaya gecilerek, beadlerin ¢atlamasi 6nlendi.

96’ lik deepwell plate’ in her kuyucugundaki beadlerin lizerine 11 uL nuclease
free su ilave edildi.

Iyice pipetaj yapilarak beadlerin ¢dziinmesi saglandi.

Oda sicakliginda 2 dakika inkiibasyona birakildi.

Daha sonra 2 dakika da manyetik separatorde bekletildi.

Supernatant kismi1 ayrilarak, adaptorle baglanmis DNA kiitiiphanesi elde edildi

ve sonraki asamaya geg¢ildi.
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2.2.2.1.4. Adaptor Bagh Kiitiiphanenin Amplifikasyonu (Dual Index)

Tablo 14’ deki malzemeler, Tablo 15° deki UDI primerler ve Tablo 16’ daki

miktarlar ile hazirlanan bu reaksiyonda; adaptor bagh kiitiiphaneler amplifiye edildi.

Tablo 14. Adaptor bagh kiitiiphanenin amplifikasyonunda kullanilan malzemeler.

Kullanilan Malzemeler

Celemics Library Preparation Box 2: Dual Index:
UDI Primer 129-144 / UDI Primer 145-159

CLM Polymerase

0,2 ml 8’ i Strip PCR Tiipleri (Kapakli)

Tablo 15. UDI Primer 129-144 ve UDI Primer 145-159 dizileri.

Primer Index - 1 Index - 2 Primer Index - 1 Index - 2
UDI 129 | CATTAGGC | ATCGGTGT UDI 145 CCGTATCT | GACGTGAT
UDI 130 | GCTGTTGA | TGAGACCA UDI 146 | CCTGACAA | CGTAAGGT
UDI 131 TTCACAGC | ACGACACT UDI 147 | AGATCCAC | CTTATCCG
UDI 132 | ATGGTCAC | CGGACTAA UDI 148 | AGAGAGCT | GCATCACA
UDI 133 | TCATTCGG | TAGCATCC UDI 149 | GCTCAAGA | TACATGCG
UDI 134 | AGGCGTAA | AAGTTGGC UDI 150 | CCAGTGAT | AACAGTCG
UDI 135 | AGATACGG | GATCCTCA UDI 151 | TAACGACC | ACACGTAC
UDI 136 | AATGGCCT | GTGACCAA UDI 152 | CAGATGAG | CGACAAGT
UDI 137 | CGACAAGT | CAGATGAG UDI 153 | GTGACCAA | AATGGCCT
UDI 138 | ACACGTAC | TAACGACC UDI 154 | GATCCTCA | AGATACGG
UDI 139 | AACAGTCG | CCAGTGAT UDI 155 | AAGTTGGC | AGGCGTAA
UDI 140 | TACATGCG | GCTCAAGA UDI 156 | TAGCATCC | TCATTCGG
UDI 141 | GCATCACA | AGAGAGCT UDI 157 | CGGACTAA | ATGGTCAC
UDI 142 | CTTATCCG | AGATCCAC UDI 158 | ACGACACT | TTCACAGC
UDI 143 | CGTAAGGT | CCTGACAA UDI 159 | TGAGACCA | GCTGTTGA
UDI 144 | GACGTGAT | CCGTATCT
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Tablo 16. Adaptor bagh kiitiiphanenin amplifikasyonunun bilesenleri.

Reagent Miktar (uL) (Her bir kiitiiphane icin)
CLM Polymerase 12,5
Dual Index Primer 2,5
Adaptorle baglanmis DNA kiitiiphanesi 10
Toplam volume 25

Reaksiyon Asamalari:

e Tiim 8’ li strip PCR tiiplerine 12,5 uL. CLM polymerase dagitildi.

e Her hastaya ait adaptorle baglanmis DNA kiitiiphanesi 10 pL olarak 8’ i strip
PCR tiiplerinin kuyucuklaria dagitildi.

e Dual index UDI Primer 129’ dan baslanarak, sirasiyla, dual index UDI
Primer159° a kadar her hastanin kimliklendirilmesi i¢in tiiplere ilave edildi.

e lyice pipetaj yapilarak Tablo 17’ deki thermal cycler programi ile cihaza
yerlestirildi ve calisma baslatildi.

Tablo 17. Thermal cycler programi - 3.

Adim Sicakhik Zaman
1 98 °C 45 saniye
2 98 °C 15 saniye
3 65 °C 30 saniye
4 72°C 1 dakika
5 i 2.ve 4. adimlar aras1 10
tekrar
6 72°C 10 dakika
7 4°C 00

Kapak sicakligi 105 °C olmalidir.
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2.2.2.1.5. Manyetik Beadler ile Orneklerin Piirifikasyonu — 2

Tablo 18’ deki malzemeler ile hazirlanan bu asamada; deepwell platede
hazirlanan manyetik beadler ile 6rneklerin purifikasyonu yapilarak, baglanmamis
index primerleri ve diger artefaktlar uzaklastirildi. Boylece saflagtirilmis, adaptorle

baglanmis amplifiye DNA kiitiiphaneleri elde edildi.

Tablo 18. Purifikasyonda kullanilan malzemeler - 2.

Kullanilan Malzemeler

CeleMag Clean-up Bead

% 80 ethanol solution

Nuclease free su

96 deepwell plate

Manyetik separator

Reaksiyon Asamalari:

e (CeleMag clean-up bead calismaya bagslanmadan 30 dakika 6nce oda sicakligina
cikarild.

e (CeleMag clean-up bead homojen hale gelene kadar iyice vortekslendi.

e 96’ lik deepwell plate’in her kuyucuguna 25 uL CeleMag clean-up bead
konuldu.

e Thermal cycler cihazindan c¢ikan, amplifiye olan adaptér bagli oOrnekler
multipipet yardimiyla kuyucuklara aktarildi ve ¢ok kdplirmemesine dikkat
edilerek nazikge vortekslendi.

e Kuyucuklarda biiylik baloncuklar kaldiysa, pipet ucu yardimiyla dikkatlice
patlatildi.

e 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

e Deepwell plate manyetik separatdre alinarak yaklasik 3-5 dakika supernatant
ayrilana kadar bekletildi.

e Ayrilan supernatantlar multipipet yardimiyla beadlere degmeden dikkatlice

cekilerek atildi.
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e 180 pL % 80 ethanol solution beadleri oynatmayacak, beadlerin tam karsisina
gelecek sekilde multipipet yardimiyla her kuyucuga aktarildi.

e 30 saniye oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra, multipipet yardimiyla
kuyucuklardan ethanol ¢ekilerek atildi.

e 9% 80 ethanol solution ile yikama islemi bir kez daha tekrarlandi.

e Kuyucuklarda kalan ethanol 10 pL’ lik pipet ucu yardimiyla beadlere zarar
vermeden tek tek temizlendi.

e 96’ lik deepwell plate manyetik separatorden ayrilarak, yaklasik 2 dakika oda
sicakliginda inkiibasyona birakilarak, ethanoliin tamamen buharlasmasi
saglandi.

e Asint kuruma eliisyon etkinligini azalttigindan, beadler kuruyup matlaginca
hemen diger asamaya gecilerek, beadlerin ¢atlamasi 6nlendi.

e 96’ lik deepwell plate’ in her kuyucugundaki beadlerin tizerine 16 pL nuclease
free su ilave edildi.

e lyice pipetaj yapilarak beadlerin ¢6ziinmesi saglandi.

e (da sicakliginda 2 dakika inkiibasyona birakildi.

e Daha sonra 2 dakika da manyetik separatdrde bekletildi.

e Supernatant kismi ayrilarak (yaklasik 15 pL), elde edilen 6rnek DNA

kiitliphanelerinin 6l¢iimii yapildi.
2.2.2.2. Hedef Zenginlestirme Sistemi

Hedef zenginlestirme sistemi prosesleri Sekil 14’ deki is akis semasina gore

gerceklestirildi.

Post-capture PCR

Kiitiiphanelerin Target Capture
Reakﬁﬂerin Problarinin DNA weLCopured Amplﬁékasyon
Hibridizasyona Kitiphaneleriile |~ z:::;?:::::::ll:;t‘sl B puriﬁ:asyon

Hibridizasyonu
Hazirlanmasi Syo Kalite Kontrol

Sekil 14. Hedef zenginlestirme sistemi i akis semast.
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2.2.2.2.1. Kiitiiphane Hibridizasyonu

Tablo 19’ daki malzemeler ve Tablo 20, Tablo 21 ve Tablo 22’ deki miktarlar
ile hazirlanan bu reaksiyonda; ¢alisilan 31 6rnege ait adaptorle baglanmis amplifiye
DNA kiitiiphanelerinden, her birinin son konsatrasyonlar1 1000 ng olacak sekilde, dort
adet pool olusturuldu. Kit i¢erigindeki target capture solution, target capture prob 2,
hibridizasyon buffer ve PKDI, PKD2 ve PKHDI genleri i¢in hedefli target capture
prob 1 kullanilarak, her pool i¢in hibridizasyon islemi yapildi.

Tablo 19. Kiitliiphane hibridizasyonunda kullanilan malzemeler.

Kullanilan Malzemeler

Celemics Target Capture Solution Box 1:
Block 1, Block 2, Block 3, Target Capture Prob 2

Celemics Target Capture Solution Box 2: Hyb Buffer

Celemics Target Capture Solution Box 3 (Target Capture Probl)

Nuclease free su

0,2 ml 8’ 1i Strip PCR Tiipleri (Kapakli)

Tablo 20. Kiitiiphane hibridizasyonu bilesenleri — 1.

Block Mix
Reagent Miktar (uL) (Her bir pool icin)
Block 1 2,5
Block 2 2,5
Block 3 0,6
Toplam volume 5,6
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Tablo 21. Kiitliiphane hibridizasyonu bilesenleri — 2.

Target prob
Reagent Miktar (uL) (Her bir pool icin)
Target Capture Prob 1 6
Target Capture Prob 2 1
Toplam volume 7

Tablo 22. Kiitiiphane hibridizasyonu bilesenleri — 3.

Hybridizasyon Buffer
Reagent Miktar (nL) (Her bir pool icin)
Hyb Buffer 25
Toplam volume 25

Reaksiyon Asamalar:

o Saflik ve konsantrasyon 6l¢iimii yapilan DNA kiitiiphaneleri i¢in pool degerleri

hesaplandi. Her birinin son konsatrasyonlar1 1000 ng olacak sekilde, dort pool

olusturuldu.

e Bu asamadan sonra vorteks islemi uygulamadan, sadece pipetaj ile devam

edildi.
e Hyb buffer calismaya baslamadan énce 37 °C’ de inkiibasyona birakilds.

e Target capture probl 168 pL nuclease free su ile sulandirilip vortekslendi.

e Block mix bilesenleri 4 pool i¢in stok tiipte hazirlandi, 8’ li strip PCR tiiplerinin

4 kuyucuguna dagitildi.

e Target prob bilesenleri 4 pool ic¢in stok tlipte hazirlandi, 8 1i strip PCR

tiiplerinin 4 kuyucuguna dagitildi.
e Hyb buffer 4 pool i¢in 8 li strip PCR tiiplerinin 4 kuyucuguna dagitildi.

e Her bir pooldan 5 pL, block mixlerin bulundugu ayr1 ayr1 kuyucuklara

dagitilarak iyice pipetlendi.

e Thermal cycler cihazina alindi.

e Bu asamadan sonraki tiim islemler tiipler thermal cycler cihazindayken

gerceklestirildi.
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e Thermal cycler cihazinin 1sis1 95 °C” den 65 °C’ ye diisiince hyb buffer olan
strip tlip thermal cycler cihazina koyularak inkiibasyona birakildi.

e 3 dakika sonra target prob bilesenleri olan strip tiip thermal cycler cihazina
koyularak inkiibasyona birakildi.

e 2 dakika sonra hyb buffer, target prob bilesenleri olan strip tiipiin
kuyucuklarma dagitilarak iyice pipetlendi.

e Hyb buffer ve target prob bilesenleri olan tiipe DNA Kkiitliphanelerinden
hazirlanan pool’ lar ve block mix bilesenlerinin oldugu tiip icerikleri aktarildi,
nazikce pipetlenerek Tablo 23’ deki thermal cycler programi ile cihaza

yerlestirildi ve yaklagik 18 saat olmak {izere ¢alismaya birakildi.

Tablo 23. Thermal cycler programi — 4.

Adim Sicakhik Zaman
1 95 °C 5 dakika
2 65 °C 18 saat

Kapak sicaklig1 105 °C olmalidir.

2.2.2.2.2. Streptavidin Beadlerin Hazirlanmasi

Tablo 24’ deki malzemeler ile hazirlanan bu asamada; streptavidin beadler,

yikama islemleri ile dort tiipte hazir hale getirildi.

Tablo 24. Streptavidin beadlerin hazirlanmasinda kullanilan malzemeler.

Kullanilan Malzemeler

Celemics Target Capture Solution Box 2:
Wash Buffer 1, Wash Buffer 2, Wash Buffer 3

CeleMag Streptavidin Bead

2 ml ependorf tiip

Manyetik separator
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Reaksiyon Asamalari:

- Ornekler thermal cycler cihazindan almmmadan &nce, streptavidin beadler
homojen hale gelene kadar iyice vortekslendi.
- Wash buffer 3 (her pool i¢in 1500 pL alikotlanarak) 70 °C’ de en az yarim saat
inkiibasyona birakild1.
- Her pool i¢in 50 pL olacak sekilde, streptavidin beadler 4 farkli 2 ml’ lik
ependorf tiipe alindi.
- Streptavidin beadler asagidaki asamalar uygulanarak yikandi;
o Tiiplere 200 pL wash buffer 1 eklendi, iyice vortekslendi, kisa spin
dondiirme yapildi.
o Tiipler manyetik separatdre konularak seffaf bir soliisyon elde edilene
kadar tutuldu, supernatant atildi.
o Buislemler 3 kez tekrarlandi.
- Tiplere 200 pL. wash buffer 1 eklendi, iyice vortekslenerek bead ve wash

buffer’ 1n iyice karigmasi saglandi.
2.2.2.2.3. Target Capture Kiitiiphane Zenginlestirme
Tablo 25’ deki malzemeler ile hazirlanan bu asamada; thermal cycler
cihazindan alinan 4 pool, 4 ayn tiipte hazirlanan streptavidin beadlerin {izerine ilave
edildi. Inkiibasyon sonrasi beadler ile yikama islemleri uygulanarak, beadlere bagh

capture kiitiiphaneler hazir hale geldi.

Tablo 25. Kiitiiphane se¢iminde kullanilan malzemeler.

Kullanilan Malzemeler

Celemics Target Capture Solution Box 2: Wash Buffer 2, Wash Buffer 3

CeleMag Streptavidin Bead

Manyetik separator
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Reaksiyon Asamalari:

Ornekler thermal cycler cihazindan ¢ikarilds.

Bu asamadan sonra vorteks yapilmadan nazikg¢e pipetleme yapilarak devam

edildi.

Her pool 2 ml’ lik ependorf tiipte hazirlanan streptavidin beadlerin {izerine

aktarilarak iyice pipetlendi.

Yarim saat boyunca yatay shakerda diisiik hizda karigmasi saglandi.

Yarim saat sonra shakerdan alinan 6rneklere kisa spin dondiirme yapilda.

Tiipler manyetik separatore konularak seffaf bir soliisyon elde edilene kadar

tutuldu, supernatant atildi, beadlere dokunmadan kiigiik hacimli pipetle iyice

temizlendi.

Tiplere 500 uL. wash buffer 2 ilave edilerek kisa vortekslenip spin dondiirme

yapilarak beadlerin ¢6zlinmesi saglandi.

15 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonras1 kisa vortekslenip spin déndiirme yapilan tiipler manyetik

separatore yerlestirildi, seffaf bir sollisyon elde edilene kadar tutuldu,

supernatant atildi.

Asagidaki islemler 3 kez tekrarlandi;

o 500 pL wash buffer 3 tiiplere ilave edilerek kisa vortekslenip spin
dondiirme yapilarak beadlerin ¢oziinmesi saglandi.

o 10 dakika boyunca 70 °C’ de inkiibasyona birakild.

o Inkiibasyondan sonra kisa vortekslenip spin déndiirme yapildi.

o Tiipler manyetik separatére konularak seffaf bir soliisyon elde edilene
kadar tutuldu, supernatant atildi.

o Son asamada beadlere dokunmadan kii¢iik hacimli pipetle iyice temizlendi.

Beadlerin istine 14 pL nuclease free su ilave edilip iyice pipetlenerek

cozdiiriildi.

Beadlere bagl capture pool’ lar hazir hale geldi.
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2.2.2.2.4. Target Capture Kiitiiphanenin Amplifikasyonu
Tablo 26’ daki malzemeler ve Tablo 27’ deki miktarlar ile hazirlanan bu
reaksiyonda; kit igerigindeki post capture PCR forward-reverse primerler ve

polymerase ile target capture kiitiiphaneler amplifiye edildi.

Tablo 26. Kiitiiphane amplifikasyonunda kullanilan malzemeler.

Kullanilan Malzemeler

Celemics Target Capture Solution Box 1: Post Capture PCR Forward Primer,
Post Capture PCR Reverse Primer

CLM Polymerase

Nuclease free su

0,2 ml 8’ 1i Strip PCR Tiipleri (Kapakl1)

Tablo 27. Kiitliphane amplifikasyonu bilesenleri.

Reagent Miktar (uL) (Her bir pool icin)
Nuclease free su 5
Post Capture PCR Forward Primer 2,5
Post Capture PCR Reverse Primer 2,5
CLM Polymerase 25
Toplam volume 35

Reaksiyon Asamalari:

- Bilesenler 4 pool i¢in stok olarak hazirlandi.

- Strip tiiplerin her kuyucuguna 35 pL olarak dagitild.

- Bir 6nceki asamada hazirlanan beadlere bagl capture poollardan 15 pL her bir
kuyucuga ilave edildi, iyice pipetlendi.

- Ornekler Tablo 28’ deki thermal cycler programu ile cihaza yerlestirildi.
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Tablo 28. Thermal cycler programi — 5.

Adim Sicakhik Zaman
1 98 °C 45 saniye
2 98 °C 15 saniye
3 60 °C 30 saniye
4 72°C 1 dakika
5 2. ve 4. adimlar aras1 18 dongi
6 72°C 10 dakika
7 4°C 0
Kapak sicaklig1 105 °C olmalidir.

2.2.2.2.5. Target Capture Kiitiiphanenin Clean-up Beadler

Kullanilarak Purifikasyonu

Tablo 29’ daki malzemeler ile hazirlanan bu asamada; deepwell platede
hazirlanan manyetik boncuklar ile 6rneklerin purifikasyonu yapilarak, baglanmamis
primerler ve diger artefaktlar uzaklastirildi. Boylece saflastirilmis, hedef gen bolgeleri

bagli, amplifiye DNA kiitiiphaneleri elde edildi.

Tablo 29. Kiitiiphane purifikasyonunda kullanilan malzemeler.

Kullanilan Malzemeler

Celemag Clean-up Bead
% 80 Ethanol

Nuclease free su

96 Deepwell Plate

Manyetik separator

Reaksiyon Asamalari:

- Clean-up beadler 30 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
- lyice vortekslenen clean-up beadlerden, deepwell plate’ in her kuyucuguna 90

uL dagitildi.
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- Kuyucuklara Thermal cycler cihazindan alinan amplifiye capture DNA
kiitiiphaneleri ilave edilip, iyice pipetaj yapildi.

- Oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyona birakildi.

- Deepwell plate manyetik separatore alinip, yaklasik 3-5 dakika seffaf bir
soliisyon elde edilene kadar tutuldu, beadlere degmeden dikkatlice supernatant
atild.

- Asagidaki asamalar 2 kez tekrar edildi;

o % 80 lik ethanolen 180 pL mikropipet ile alinarak, beadlere
degmeden, tam karsilarindan kuyucuklara birakildi.
o 30 saniye sonra ethanol beadlere degmeden dikkatlice alinarak atildi.

- Kuyucuklarda kalan ethanol 10 uL pipet ucu ile iyice temizlendi.

- Deepwell plate manyetik separatorden alinip, 5 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakildi.

- Beadlerin ¢ok kuruyup g¢atlamamisina dikkat ederek, ethanol ugup beadler
matlagmaya baslayinca, iizerlerine 11 pL nuclease free su ilave edildi.

- lyice pipetaj yapilarak beadler iyice ¢ozdiiriildii.

- 2 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

- Deepwell plate manyetik separatore alindi, seffaf bir soliisyon elde edilene
kadar tutuldu, beadlere degmeden dikkatlice alinan supernatant tiiplere alindi.

- Amplifiye capture DNA kiitiiphanelerinin nanodrop ile dl¢timii yapildi.

2.2.3. Next Generation Sequencing Islemi

Spektrofotometre ol¢imii ile uygun konsantrasyon ve kaliteleri belirlenen
ornek DNA kiitiiphaneleri, Illumina NextSeq 500 cihazinda sekans islemine
hazirlandi.

2.2.3.1. Kiitiiphanelerin Denatiirasyonu ve Diliisyonu

Tablo 30’ daki malzemeler ile hazirlanan bu asamada; kiitiiphanelerin

denatiirasyonu ve diliisyonu gergeklestirildi.
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Tablo 30. Kiitiiphane denatiirasyonu ve diliisyonunda kullanilan malzemeler.

Kullanilan Malzemeler

10N Sodyum Hidroksit (NaOH)
Quibit dsDNA High Sensitivity (HS) Assay Kit

Nuclease free su

Hybridization Buffer

Resuspension Buffer
0,2 M Tris-HCI (pH 7)
10 nM PhiX Control

Reaksiyon Asamalari:

- 10 uL 10N NaOH iistiine 90 pL nuclease free su ilave edilip vortekslenerek
IN NaOH’ a dilue edildi.

- 10 pL IN NaOH fiistline 90 pL nuclease free su ilave edilip vortekslenerek
0,IN NaOH’ a dilue edildi.

- Hybridization buffer oda sicakliina ¢ikarildi.

- Hazirlanan kiitiiphanelerin nanodropda Ol¢iilen ng/pul. konsantrasyonu, son
hacim 100 uL ve son konsantrasyon 40nM olacak sekilde nuclease free su ile
dilue edildi.

- Her Kkiitiiphane ic¢in Quibit dsDNA High Sensitivity (HS) Assay Kit
igerigindeki HS Buffer’ dan 199 uL ve reagentdan 1 pL, toplamda 200 pL
Quibit mix hazirlanarak dilue edilen kiitliphanelerin konsantrasyon 6l¢iimii
Quibit cihazinda yapildu.

- Kiitiiphanelerin cihazda Olgiilen konsantrasyon degerleri (ng/uL) ile pM
degerleri hesaplandi.

- Hesaplanan pM degerlerine gore her bir kiitiiphaneden belirlenen miktarlarda
aliarak tek bir tilipte birlestirilerek mega pool olusturuldu.

- Mega pool konsantrasyon Ol¢iimii Quibit protokolii ile yapilip, Quibit
cihazinda tekrar konsantrasyon 6l¢iimii yapildi.

- Mega pool konsantrasyonu 4nM olacak sekilde nuclease free su ile dilue edildi.

- 4 nM mega pool’ dan 2,5 pL alinip iizerine 7,5 uL Resuspension Buffer ilave

edilerek 1 nM’ a dilue edildi.
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- 1 nM mega pool’ dan 5 pL 1,5 ml’ lik ependorf tiipe alinip, tizerine 5 uL 0,1N
NaOH ilave edilip vortekslendi ve 1 dk spin yapildi. 5 dk oda sicakliginda
inkiibe edilip denatiirasyon gerceklestirildi.

- 10 pL denatiire mega pool iizerine 5 pL Tris-HCI (0,2 M ve pH 7) ilave edilip
vortekslendi ve 1 dk spin yapildi.

- 15 pL denatiire mega pool iizerine 985 pL hybridization buffer ilave edilip
vortekslenip 1 dk spin yapilarak, 1 ml 5 pM konsantrasyonunda mega pool
olusturuldu.

- 5 pM mega pool’ dan 90 uL 1,5 ml’ lik ependorf tiipe alinip, iizerine 410 puL
hybridization buffer ilave edilip vortekslenip 1 dk spin yapilarak, 500 pL 1,2
pM konsantrasyonunda mega pool olusturuldu.

- 10 nM PhiX kiitiiphane kontroliinden 2 pL iizerine 3 pL resuspension buffer
ilave edilerek kisa vorteks ve kisa spin yapilarak 4 nM PhiX kontrol elde edildi.

- 5 uL 4 nM PhiX kontrol lizerine 5 uLL 0,1N NaOH ilave edilip vortekslendi ve
1 dk spin yapildi. 5 dk oda sicaklifinda inkiibe edilip denatiirasyon
gerceklestirildi.

- 10 pL denatiire PhiX kontrol {izerine 5 pL Tris-HCI (0,2 M ve pH 7) ilave
edilip vortekslendi ve 1 dk spin yapildi.

- 15 pL denatiire PhiX kontrol {izerine 985 pL hybridization buffer ilave edilip
alt tst edildi ve 1 dk spin yapilarak 20 pM konsantrasyonunda denatiire PhiX
kontrol elde edildi.

- 20 pM denatiire PhiX kontrolden 45 pL alinip, iizerine 455 pL hybridization
buffer ilave edildi ve 1,8 pM konsantrasyonunda PhiX kontrol elde edildi.

- 500 puL 1,2 pM konsantrasyonunda mega pool iizerine 5 pL denatiire PhiX
kiitliphane kontroliinden eklenip pipetlenerek 505 pL denatiire kiitiiphane
karisimi elde edildi.

2.2.3.2. NGS Oncesi Reagentlarin Hazirlanmasi

- Illumina NextSeq 500 reagent kartusu - 20 °C* den oda sicakligma almip,
ambalajindan ¢ikarildi.

- 60 dakika boyunca oda sicakligindaki su banyosunda ¢oziilmeye birakildi.

- Subanyosundan ¢ikarildiktan sonra kagit pegete yardimiyla tistiinde su damlasi

kalmayacak sekilde iyice kurulandi.
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- Kartusun 29, 30, 31 ve 32 numarali gozlerinde bulunan reagentlarin ¢oziiliip
¢oziilmedigi iyice kontrol edildi.

- Reagentlarin iyice karigmasi i¢in kartus 5-6 kez elde alt iist edilerek ¢evrildi ve
tezgaha nazikce birkag kez vurularak icinde olusabilecek kabarciklar giderildi.

- 505 pL olarak hazirlanan denatiire kiitiiphane karisimi, kullanima hazir hale
getirilen reagent kartusunun 10 numarali kuyucuguna yiiklendi.

- Flowcell -20 °C’ den oda sicakligma alindi, ambalajindan ¢ikarilmadan dnce

30 dakika oda sicakliginda bekletildi ve ambalajindan ¢ikarildi.

2.2.3.3. NGS Cihazinda Sekans Islemini Baslatma

- Illumina NextSeq 500 Sekans Analiz Cihazinin ana kontrol ekranindan Local
Run Manager secildi.

- Create run sekmesine tiklandi.

- “Generate FASTQ” modiilii se¢ildi.

- Run name kutucuguna ¢alismanin adi yazildi.

- Run settings boliimiinde, Library prep kit kutucuguna “CD Indexes 608
Indexes” yazildi. Index reads “2”, Read type “Paired End” isaretlendi. Read
lengths; Read 1 “151”, Read 2 “151” olarak belirtildi.

- Module-Spesific Settings boliimiindeki Adapter Trimming “ON” konumuna
getirildi.

- Sample ID sekmesine, cihazda olusturulup kaydedilen sample sheet ad1 yazildi,
“Save Run” komutu verildi.

- Cihazin ana ekranindan “Sequence” komutu verildi.

- Run setup pageden olusturulan run dosyasi segilip olusturulan ayarlar
kaydedildi.

- Load pagedeki yonergelere gore, cihazin iist kisminda bulunan bdélmeye
flowcell, cihazin alt kisminda bulunan boélmeye kiitiiphane karisiminin
ylklendigi reagent kartusu, cihazin sag kismindaki bélmeye buffer kartusu,
hemen altindaki bélmeye ise bos oldugundan emin olunan atik reagent kartusu
yerlestirildi.

- Load sekmesine tiklandi.

- Sonraki adimda Review page’ de yiikleme bilgileri son kez kontrol edildi.
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Check pagede cihaz otomatik olarak system self check gerceklestirdi.

Sekans analizinin baglamasi i¢in cihaza Start komutu verildi.

2.2.4. Biyoinformatik Analiz

Sekans analizi bittikten sonra, her hastanin verilerinin biyoinformatik analizi,
cevrimi¢i Genomize Bioinformatic Analysis Program SEQ version 8.1.2
tizerinden gerceklestirildi.
Programda “Analysis: Germline NGS Analysis” ve “File Format: FastQ”
olarak seg¢ildi.
Referans genom versiyonu “hgl19”, Analiz “v.16.7.9- BWA- Freebays- PCR
dedup- Indel Realignment- germline” secildi.
Her hastanin sekans cihazinin software’ inden alinan “.fastq.gz” uzantili veri
dosyalar1 programa ytiklendi.
Yiikleme bilgileri kontrol edilerek analiz baglatildi.
Programda analiz boyunca; Burrows-Wheeler Alignment Tool (BWA) ile
referans insan genomuna (Hg19/GRCh37) hizalama, Bayes haplotipine dayali
genetik polimorfizm tespiti yapan ve genotipleme araci olan FreeBays ile
varyantlar1 ¢cagirma, BAM (Binary Alignment/Map) proseslerinde ise PCR
duplikasyonlarinin temizlenmesi ve Indel yeniden hizalama yapilarak germline
analizi gerceklestirdi.
Genomize ¢evrimici biyoinformatik analiz programi ile varyasyonlarin tespiti,
varyantlarin filtrelenmesi ve degerlendirilmesi gerceklestirildi.
Analiz edilen hedef genlerin; niikleotit dizilerinin, herhangi bir lokasyonunun,
varyantinin veya hedef bdlgesinin gorsel olarak incelenmesi Integrative
Genomics Viewer (IGV) programinda gergeklestirildi.
In-sliko analiz Mutation Taster, PolyPhen2 (HumDiv ve HumVar) , SIFT 4G,
DANN, CADD (PHRED-scaled), ClinPred ve Gerp skoru programlar ile
gerceklestirildi.
Analizde tespit edilen varyantlarin patojenite skorlamasi ACMG 2015
kriterlerine gore yapildi.
Varyantlarin ve bunlarin hastalik agisindan 6nemine iligskin yorumlarin yer
aldig1 acik erigimli ClinVar ile tespit edilen varyantlarin degerlendirmesi
yapild.
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- ODPBH’ da saptanan varyantlara ait bilgiler PKD Foundation Variant
Database ile degerlendirildi.

- Niikleotid dizilerinin varyasyonlarini siniflandiran agik erisimli veri tabanlari
dbSNP, Varsome, Franklin by Genoox ile de varyantlarin patojenite

degerlendirmesi yapildi.

2.2.5. Istatistiksel Analiz

- Sayisal degiskenler Normal Dagilim’ a uygunluk agisindan Shapiro-wilk testi
ile degerlendirildi.

- Sayisal degiskenlerin gruplar arasinda karsilagtirilmasi Student T testi / Mann
Whitney U testi kullanilarak yapildi.

- Nominal verilerin karsilastirilmasinda Pearson chi-square / Fisher Exact
testleri kullanildi.

- p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR ve TARTISMA
3.1. Bulgular
3.1.1. Cahisma Grubu Demografik Verileri

Manisa Celal Bayar Universitesi Hafsa Sultan Hastanesi i¢ Hastaliklari
Anabilim Dali, Nefroloji Bilim Dali Klinigi’ nde PBH tanis1 konmus, yas ortalamasi
43,07 £ 9,72 olan 13 kadin (% 41,94) ve yas ortalamasi 43,55 + 10,76 olan 18 erkek
(% 58,06), toplam 31 hasta ¢calisma grubumuzu olusturdu (Tablo 31).

Tablo 31. Calisma grubu yas ve cinsiyet dagilimi.

Kadin 13 (% 41,94) 26-61 43,07 + 9,72
Erkek 18 (% 58,06) 28-60 43,55+ 10,76 0.900
Toplam 31 (% 100) 26-61 (43) 4335+ 10,17

Calisma grubumuz 19 farkli aileden, aralarinda akrabalik iligkisi olan ya da

olmayan toplam 31 hastadan olusturuldu (Tablo 32).

Tablo 32. Calisma grubundaki hastalarin aile dagilima.

Adle Hasta Kodu
Numarasi
H2 (Erkek Kardes), H10 (Erkek Kardes)
H3 (Kiz Cocuk), H15 (Anne)
H5 (Kiz Cocuk), H6 (Hala), H7 (Baba), H8 (Erkek Cocuk)
H11 (Baba), H12 (Erkek Cocuk), H16 (Babanim Kiz kardesinin Oglu)
H18 (Kiz Kardes), H19 (Kiz Kardes)
H21 (Anne), H22 (Erkek Cocuk), H23 (Erkek Cocuk)

H26 (Baba), H27 (Kiz Cocuk)

H30 (Amca Kiz1), H31 (Amca Oglu)

R N N N A W N -
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3.1.2. Cahsma Grubu Klinik Verileri

Calisma grubumuzu olusturan hastalarin, aile dykiileri degerlendirildiginde
tamaminin OD kalitima sahip oldugu saptandi. Teshis yas1 ortalamasi 32,42 + 9,56
olan hastanin % 100’ {inde (n=31) USG incelemelerinde bobreklerinde multiple kistler
goriildii. Karaciger yerlesimli ekstrarenal kistler, hastalarin % 38,70’ de (n=12)
mevcuttu. Bobrek tasi hastalarin % 22,6’ sinda (n=7), sik idrar yolu enfeksiyonu
hastalarin % 32,26” sinda (n=10), bobrek kist riiptiirii ve kanama Oykiisii hastalarin
% 16,13° iinde (n=5) tespit edildi. Hastalarin % 25,81 i (n=8) SDBY ile HD
almaktaydi. HD baslangic yas ortalamasi 44,75 = 11,35 olarak saptandi. PBH’ na ek
olarak hastalarin % 61,30’ unda (n=19) kardiyovaskiiler hastaliklar, hastalarin %
19,35’ inde (n=6) ise Diabetes mellitus mevcuttu. Hastalarin % 54,84’ {iniin (n=17)
hipertansiyona sahip oldugu grubun diastolik kan basinci (mm Hg) ortalamas1 87,10 +
14,19 olarak, sistolik kan basinct (mm Hg) ortalamasi ise 134,52 + 21,88 olarak
hesaplandi. Antihipertansif ilaglar grubundan, en ¢ok kullanilan kalsiyum kanal
blokerleri % 32,26 (n=10) olarak belirlendi. Klinik bilgiler degerlendiriliginde olusan

veriler Tablo 33 de yer almaktadir.
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Tablo 33. Calisma grubu klinik verileri.

Teshis Yas1 Ortalamast

Bobrekte Multiple Kist
Bobrekte Tas
Sistolik Kan Basinci Ortalamasi
(mm Hg)

Diastolik Kan Basinci (mm Hg)
Ortalamasi
Hipertansiyon
Extrarenal Kist
Extrarenal Kist
Organ Yerlesimi - Karaciger
Sik Idrar Yolu Enfeksiyonu
Bobrek Kist Riiptiirli ve Kanama
Oykiisii
HD Oykiisii (SDBY)

HD Alan Hastalarin Baglangi¢
Yasg1 Ortalamasi

Bilinen Ek Hastaliklar
Kardiyovaskiiler Hastaliklar
Diabetes mellitus
Kullanilan ilaglar
Antihipertansifilaclar
Angiotensin II reseptor blokerleri
Kalsiyum kanal blokerleri
Diiiretikler
ACE inhibitérleri
Beta blokerler
Alfa blokerler
Diyabet ilaglart
Oral antidiyabetikler

Insiilin pen

32,42+9,56
(12-55)

31 (% 100)
7 (% 22,6)
134,52 £ 21,88
(100-180)
87,10 + 14,19
(60-120)

17 (% 54,84)
12 (% 38,70)

12 (%100)
10 (% 32,26)
5 (% 16,13)

8 (% 25,81)
44,75+ 11,35
(31-61)

19 (% 61,30)
6 (% 19,35)

1 (%3.23)
10 (% 32,26)
2 (% 6,45)
7 (% 22,58)
6 (% 19,35)
2 (% 6.,45)

2 (% 6,45)
3 (% 9,68)

31,92 + 11,08
(12-55)
13 (% 100)

2 (% 15,4)
134,62 + 21,06
(100-180)
86,92 + 14,94
(60-120)

8 (% 61,54)
8 (% 61,54)

8 (%100)
5 (% 38,46)
1 (% 7,69)

4 (% 30,77)
46,75 + 15,46
(31-61)

8 (% 61,54)
2 (% 15,38)

1 (% 7.69)
4 (% 30,77)
0
2 (% 15,38)
3 (% 23,08)
0

32,77 + 8,61
(18-50)
18 (% 100)
5(%27.8)

134,44 £ 23,07

(100-180)
87,22 + 14,06
(70-120)

9 (% 50)
4(%22,22)

4 (%100)
5 (% 27,77)
4(%22,22)

4 (%22,22)
42,75+7,14
(33-50)

11 (% 61,11)
4 (%22,22)

0
6 (% 33,33)
2 (% 11,11)
5 (% 27,77)
3 (% 16,66)
2 (% 11,11)

2 (% 11,11)
3 (% 16,66)

0.811

0.667

0.828

0.859

0.524
0.027

0.701

0.368

0.689

0.400

0.981
1.0

0.419
0.452
0.497
0.667
0.676
0.497

0.497
0.245



3.1.3. Calisma Grubu Laboratuvar Bulgulan

Calisma grubumuzu olusturan hastalarin kan biyokimya laboratuvar bulgulari
ortalamalar1 degerlendiriliginde; eGFR (mL/dak/1,73 m?) 68,47 + 46,59; iire (BUN)
(mg/dL) 24,40 + 17,28; kreatinin (mg/dL) 2,85 + 3,38; iirik asit (mg/dL) 5,37 £ 1,53;
25-hidroksivitamin D (ng/mL) 16,61 + 7,40; paratiroid hormon (PTH) (pg/mL) 151,46
+ 188,48; sodyum (mEgq/L) 139,16 + 3,11; potasyum (mEq/L) 4,57 £ 0,75; fosfor
(mg/dL) 3,73 + 1,11; kalsiyum (mg/dL) 9,49 £ 0,67; magnezyum (mg/dL) 2 + 0,25;
toplam protein (g/dL) 7,37 + 0,67; serum albiimin (g/dL) 4,17 £+ 0,53; kan sekeri
(mg/dL) 101,32 + 41,34; aspartat aminotransferaz (AST) (IU/L) 16,68 + 5,84; alanin
aminotransferaz (ALT) (IU/L) 18,81 + 9,89; gama glutamil transferaz (GGT) (IU/L)
30,03 + 23,19; alkalen fosfataz (ALP) (IU/L) 94,84 + 109,07; laktat dehidrogenaz
(LDH) (IU/L) 171,58 + 40,79; C-reaktif protein (CRP) (mg/L) 0,85 £ 2,75; beyaz kan
hiicreleri (WBC) (1073/uL) 7,57 + 1,88; hemoglobin (HGB) (g/dL) 13,73 + 2,08;
hematokrit (HCT) (%) 41,46 £+ 5,73; platelet (trombosit) (PLT) (10"3/uL) 243 + 74,9;
proteiniiri (mg/24 S) 402,40 + 794,77 olarak saptand1 (Tablo 34).
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Tablo 34. Calisma grubu laboratuvar bulgulari.

68,47 + 46,59
eGFR (mL/dak/1,73 m?)
(2-130,42)
24,40 £ 17,28
BUN (mg/dL)
(9-89,7)
o 2,85 +3,38
Kreatinin (mg/dL)
(0,62-11,66)
.. 5,37+1,53
Urik Asit (mg/dL)
(2,4-10,2)
16,61 + 7,40
25-hidroksivitamin D (ng/mL)
(6-36)
PTH (pg/mL) 151,46 £ 188,48
& (13-813,4)
- (mEq/L) 139,16 £ 3,11
odyum
Y d (129-144)
. (mEq/L) 4,57 +£0,75
otas m
&y (3.3-64)
Fosfor (mg/dL) 3,73+1,11
osfor (m;
(2:2'6’4)
Kals! (mg/dL) 9,49 £0,67
alsiyum (m,
yu & (8,2-10,5)
M (mg/dL) 2+0,25
agnezyum (m,
¢ (1,42-2,7)
Tool in (g/dL) 7,37+0,67
oplam protein
. (6:89)
) 4,17 +£0,53
Serum albiimin (g/dL)
(2:2'4’9)
101,32 £41,34
Kan sekeri (mg/dL)
(64-291)
16,68 £ 5,84
AST (IU/L)
(4-27)
18,81 +9,89
ALT (IU/L)
(2-42)
30,03 +£23,19
GGT (IU/L)
(11-115)
94,84 £ 109,07
ALP (IU/L)
(24-623)
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Tablo 34 devam

171,58 £40,79
LDH (IU/L)

(114-326)
S 0,85 +2,75
m;

g (0,012-15,6)

7,57 1,88
WBC (10"3/uL) (4,88-12,89)
13,73 +2,08

HGB (g/dL) (7,9-16,8)
41,46 £5,73

HCT (%) (24-49,6)
243 £ 74,9

PLT (10"3/puL) (119-418)

402,40 + 794,77
Proteiniiri (mg/24 S) (0-3828)
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3.1.4. Cahsma Grubu NGS Analiz Bulgular

Calismamiza PBH tanisi ile dahil olan 31 hastanin, PKDI, PKD2 ve PKHD1
genleri hedefli NGS ile sekans islemi yapildi. Analiz edilen 6rneklerin kaliteleri
minimum > 30X okuma ve > % 90 kapsama esigi dikkate alinarak degerlendirildi.
Sekans analizi verilerine gore, her gende saptanan ekzon bolgesi ve intron bolgesi

varyantlar1 ayr1 ayr1 analiz edildi.
3.1.4.1. PKDI Geninde Saptanan Varyantlar
Analiz edilen NGS verilerine gore PKD1 geninde 65’ i ekzon bolgesinde, 20’
si intron bolgesinde olmak lizere, toplam 85 farkli varyant saptandi (Grafik 4).

Varyantlarin transkriptleri NM_ 001009944.3, kromozom pozisyonlart 16p13.3” diir.

Grafik 4. PKD1 geni ekzon ve intron bolgesinde saptanan varyantlar.

PKD1

' s
" ————

0 20 40 60 80
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PKD1 Geni Ekzon Bolgesinde Saptanan Varyantlar

PKDI geni ekzon bdlgesinde saptanan 3 varyant “P”, 4 varyant “LP”, 15
varyant “VUS”, 33 varyant “B”, 10 varyant “LB”, olarak degerlendirildi (Grafik 5).
Varyantlarin saptandigi hasta sayisi, varyant ID, varyantlarin kodon ve protein
pozisyonu, degisim sonucu olusan mutasyon tipi ve genotip bilgileri, bulundugu
ekzon, dbSNP numarasi, ACMG-2015 kriterlerine gore klasifikasyonu, ClinVar veri
tabanindan elde edilen verileri, Franklin ve Varsome veri tabanlarindan elde edilen
degerlendirme sonuglar1 Tablo 35, Tablo 36, Tablo 37, Tablo 38 ve Tablo 39’ de yer
almaktadir. Tablolardaki HGVSc: insan Genom Varyasyon Toplulugu veri tabaninda
bir varyantin kodon pozisyonu, HGVSp: Insan Genom Varyasyon Toplulugu veri

tabaninda bir varyantin protein pozisyonunu ifade etmektedir.

Grafik 5. PKDI geni ekzon bolgesinde saptanan varyantlarin klinik 6nemine gore

degerlendirilmesi.
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Tablo 35. PKD1 geni ekzon bolgesinde saptanan “P” varyantlarin bilgileri.

. L 2168130
TGGCCAG
(H28) A>T
1 2168095
(H17) CAG->C
1 2160862
(H25) G->A
2164808
(H15) CG->TA
2162433
(H4) TG->T
2160199
TAACCAC
GGCCTGC
HlO)* =
2160713

(H6,H7
. ngy  G7GTA

Deletion/

0'85§a862 p.Gly287Ter Frameshift Heterozigot
c.896 897  p.Pro299Argfs Deletion/ Heterozigot
del Ter71 Frameshift &
c.4306 Substitution/ .
ST p-Argl436Ter Stop Gained Heterozigot

151555459108

1s1555459084

P
(PP5_Moderate P P P
, PVS1, PM2)
P
(PP5, PVSI1, P P P
PM2)
P

rs1567200516 (PP5_Moderate P P P

, PVS1, PM2)

Tablo 36. PKD1 geni ekzon bolgesinde saptanan “LP” varyantlarin bilgileri.

c.2215 InDel/
2216 p-Arg739Ter Stop Heterozigot
delinsTA Gained
p-GIn1068Serfs Deletion / .
c.3202del Ter36 Frameshift Heterozigot

c.4956 p-GIn1653Glyfs  Deletion / Bilesik
4968del Ter65 Frameshift Heterozigot

c.4453 p-Leul486Thrfs  Insertion /

4454dup Ter49 Frameshift LSl

*H2,H10 kodlu hastalar ayni aileden ve H6,H7,H8 kodlu hastalar ayni ailedendir.

72

11

15

LP
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LP
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(PVS1, PM2) ) Lp Lp



(H3)

(H13)
(H13)
(H5)
(H23)
(H15)
(H24)

(H29)

(HI)

(H2T)

(H22)

1
(HI)

2168116
G->T
2168293
C->A
2166013
T->C
2164680
G->T
2164922
G->T
2164809
G->A
2160529
G->A
2160404

G->A

2158377
G->A

2159189
TGTG->T

2153758
C->T

Tablo 37. PKD1 geni ekzon bolgesinde saptanan “VUS” varyantlarin bilgileri.

c.877
C>A
¢.700
G>T
c.1829
A>G
c.2344
C>A
c.2102
C>A
c.2215
C>T
¢.4639
C>T
c.4764
C>T

¢.6791
C>T

¢.5976_5978

del

¢.8300
G>A

p-His293Asn

p-Ala234Ser

p-Tyr610Cys

p-Leu782Met
p-Thr701Asn

p-Arg739Trp
p-Argl547Cys

p-Cys1588=

p-Ser2264Leu

p.Phel1992 Thr
1993delinsLeu

p-Arg2767His

Substitution/
Missense
Substitution/
Missense
Substitution/
Missense
Substitution/
Missense
Substitution/
Missense
Substitution/
Missense
Substitution/
Missense
Substitution/
Synonymous

Substitution/
Missense

Deletion/
Inframe
Deletion

Substitution/
Missense

Heterozigot
Heterozigot
Heterozigot
Heterozigot
Heterozigot
Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Bilesik

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

73

11

11

11

15

15

15

15

23

15749172729

rs1456789343

15747483368

rs1487713442

15376144237

rs1258845914

15770080914

VUS
(BP4)
VUS
(PM2, BP4)
VUS
(PM2, BP4)
VUS
(PM2, BP4)
VUS
(PM2, BP4)
VUS
(PP5, PM2, BP4)
VUS
(BP4)
VUS
(BP7)

VUS
(PP3)

VUS

(PVS1_Moderate,

PM2)

VUS,

(PM5_Supporting

, BP4)

LP,
VUS

VUS

VUS

VUS

VUS

VUS

LP

LP

VUS

VUS

VUS

LB

VUS

LB

VUS

VUS

LP



Tablo 37 devam1

1 2152549 ¢.9034 Substitution/ . VUS
. (H9) T>C ASG p-Thr3012Al Missense Heterozigot 25 18767541153 (BP4) - B VUS
stH " Bilesik
(Hz’l)* ’ Heterozigot
5 igiﬁgg} °'zi19if1§glc96 p.Phe3066Leu h;gg:gse 25 15372874584 (BP?{:SMz) B VUS VUS
(HI3{,1H612, Heterozigot
H20,H31)*
VUS
1 2152537 ¢.9046 Substitution/ . (PM2,
(H13) GoT CoA p-GIn3016Lys Missense Heterozigot 25 - BRYS St - - LP
BP4)
1 2140093 c.12547 . Substitution/ . VUuS
. (H13) C>G G>C p-Asp4183His Missense Heterozigot 46 - (PM2, BP4) - VuS VuS

*H2,H10 kodlu hastalar ayni1 aileden, H12,H16 kodlu hastalar ayni ailedendir.
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11
(H4,H12,
H14,H15,H17,
H20,H21,H22,

H26,H27,
H29)*

4
(H11,HI2,H15
JH16)*

5
(H2,H3,H10,
H16,H21)*

5
(H2,H3,H10,
H16,H21)*

4
(H1,H25,H26,
H31)

3
(H12,H20,
H31)

2
(H12,H20)

3
(H12,H20,
H31)

2167874
G->A

2167970
G->A

2164294
G->A

2164324
C->T

2164808
C->T

2162887
A->G

2162361
A->G

2160973
A->G

Tablo 38. PKD1 geni ekzon bolgesinde saptanan “B” varyantlarin bilgileri.

c.1119
C>T

c.1023
C>T

¢.2730
C>T

¢.2700
G>A

c.2216
G>A

c.3063
T>C

c.3275
>C

c.4195
T>C

p-Leu373=

p.Ala341=

p-Asp910=

p-Pro900=

p-Arg739GIn

p.Gly1021=

p-Met1092Thr

p-Trp1399Arg

Substitution/
Synonymous

Substitution/
Synonymous

Substitution/
Synonymous

Substitution/
Synonymous

Substitution/
Missense

Substitution/
Synonymous

Substitution/
Missense

Substitution/
Missense

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

75

11

11

11

13

14

15

rs35842

rs11643513

1s35965348

1s35667726

rs40433

1s2369068

152549677

15116092985

B
(BP6, BAL,
BP7)

B
(BP6, BSI,
BS2, BP7)

B
(BP6, BAI,

BP7)

B
(BP6, BA1,
BP7)

B
(BP6, BA1,
PMS5_Supporti
ng, BP4)

(B)
BP6, BAI
B
(BP6, BAI,
BP4)

B
(BP6, BAL,
BP4)

oe}

B,LB

B



7
(H2,H10,H12,
H16,H20,H21,

H31)*

8
(H2,H3,H10,
H12,H16,H20,
H21,H31)*
6
(H9,H17,
H26,H28,
H29,H31)

4
(H12,H13,
H20,H31)

4
(H12,H13,
H20,H31)

1
(HD)

1
(H2)

1
(H14)

8
(H2,H10,
HI12,H13,

H16,H20,H21,
H31)*

2159996
G->A

2160503
T->G

2160494
C->T

2161796
G->A

2161793
G->A

2158570
G->A

2156850
A->G

2156938
C->G

2156447
G->A

c.5172
C>T

c.4665
A>C

c.4674
G>A

c.3372
C>T

¢.3375C>
T

¢.6598
C>T

c.7165
T>C

c.7077
G>C

c.7441
C>T

p.Alal1724=

p-Alal555=

p-Thr1558=

p-Alal124=

p-Serl125=

p-Arg2200Cys

p-Leu2389=

p.Arg2359=

p-Leu2481=

Tablo 38 devami

Substitution/
Synonymous

Substitution/
Synonymous

Substitution/
Synonymous

Substitution/
Synonymous

Substitution/
Synonymous

Substitution/
Missense
Substitution/
Synonymous
Substitution/
Synonymous

Substitution/
Synonymous

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

76

15

15

15

15

15

15

17

17

18

19935526

rs71385734

rs79884128

rs75510884

rs74331768

15140869992

1s2457533

rs4018162

rs2003782

B
(BP6, BAL,
BP7)

B
(BP6, BAI,
BP7)

B
(BP6, BAI,
BP7)

B
(BP6, BA1,
BP7)

B
(BP6, BAL,
BP7)

B
(BP6, BSI,
BS2, BP4)
B
(BP6, BAI)
B
(BP6, BSI,
BS2, BP7)

B
(BP6, BAL,
BP7)



aﬂz H20,
H31)

(H17)

1
(H20)

1
(H31)

(H2 H3,
H10,H12,
H16,H20,
H21,H31)*

(H2 H3,
HI10,H12,
H16,H20,
H21,H31)*

(H8)

(H2 H3,
H10,
H16,H21)*

2156021
A->G

2155919
C->T

2155426
T->C

2154640
G->A

2152387
A->G

2152388
C->G

2152189
G->A

2144176
G->A

c.7708
>C

c.7810
G>A

¢.7913
A>G

¢c.8020
C>T

¢.9196
T>C

c.9195
G>C

¢.9270
C>T

c.10535
C>T

p-Leu2570=

p-Asp2604Asn

p-His2638Arg

p-Pro2674Ser

p-Phe3066Le

p-Val3065=

p-Val3090=

p-Ala3512Val

Tablo 38 devami

Substitution/
Synonymous

Substitution/
Missense

Substitution/
Missense

Substitution/
Missense

Substitution/
Missense

Substitution/
Synonymous

Substitution/
Synonymous

Substitution/
Missense

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

77

20

20

21

22

25

25

26

35

1528575767

1s778565182

1s9936785

15144557371

1$9925969

rs9935834

15149056734

rs34197769

B

(BP6, BAL,

BP7)

B

(BP6, BS1,

BS2, BP4)
B

(BP6, BAL,

BP4)
B

(BP6, BSI,

BS2, BP4)

B

(BP6, BAL,

BP4)

B

(BP6, BAL,

BP7)

B

(BP6, BSI,

BS2, BP7)
B

(BP6, BAL,

BP4)

LB



3
(H17,H28,
H30)

1
(H30)

8
(H2,H10,
HI12,H13,
H16,H20,

H21,H31)*
5
(H2,H3,
H10,
H16,H21)*

4
(H2,H10,
H16, H21)*

9
(H2,H3,H10,
H12,H13,H16,
H20,H21,
H31)*

1
(H30)

7
(H2,H10,
HI12,H16,
H20,H21,

H31)*

* H2,H10 kodlu hastalar ayni1 aileden, H11,H12,H16 kodlu hastalar ayni aileden, H21, H22 kodlu hastalar ayni1 aileden, H26,H27 kodlu hastalar ayni1 ailedendir.

2144182
G->A

2142113
G->A

2140680
T->C

2140321
G->A

2140554
G->A

2140454
T->C

2140294
C->T

2140010
A->G

¢.10529
C>T

c.11346
C>T

c.12133
A>G

c.12409
C>T

c.12176
C>T

c.12276
A>G

c.12436
G>A

c.12630
T>C

p.Thr3510Met

p-Asp3782=

p-1le4045Val

p-Leud137=

p-Ala4059Val

p-Ala4092=

p-Val4146lle

p.Pro4210=

Tablo 38 devami

Substitution/
Missense

Substitution/
Synonymous

Substitution/
Missense

Substitution/
Synonymous

Substitution/
Missense

Substitution/
Synonymous

Substitution/
Missense

Substitution/
Synonymous

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

78

35

40

44

45

45

45

45

46

rs45478794

rs145955373

rs10960

1s79899502

rs3209986

rs3087632

15148478410

1s7203729

B
(BP6, BS,
BS2, BP4)
B
(BP6, BS,
BS2, BP7)

B
(BP6, BAL,
BP4)

B
(BP6, BAI)

B
(BP6, BAI,
BP4)

B
(BP6, BA1,
BP7)

B
(BP6, BSI,
BS2, BP4)

B
(BP6, BAL,
BP7)

B,LB

B



Tablo 39. PKD1 geni ekzon bolgesinde saptanan “LB” varyantlarin bilgileri.

(H9)

(H15)

(H2,H10,
HI16)*

(H2,H10)*

(H12)

3
(H3,H14,
H15)*

8
(H3,H4,
H12,H13,
HI5,H17,
H25,H27)*

1
(H27)

3
(H26,H29,
H31)

2
(H1,H13)

* H2,H10 kodlu hastalar ayni1 aileden, H3,H15 kodlu hastalar ayni ailedendir.

2169319
C->T

2169353
G->A

2168405
G->A

2168292
G->A

2165395
G->A

2164369
G->A

2164211
G->A

2160251
G->A

2156408
C->T

2152548
G->A

c.276 G>A

c.242 C>T

c.588 C>T

c.701 C>T

c.2081 C>T

€.2655 C>T

c.2813 C>T

c.4917 C>T

c.7480 G>A

c.9035 C>T

p-Ala92=

p-Ala81Val

p-Ser196=

p-Ala234Val

p-Pro694Leu

p-Cys885=

p-Thr938Met

p-Gly1639=

p-Glu2494Lys

p-Thr3012Met

Substitution/
Synonymous

Substitution/
Missense
Substitution/
Synonymous
Substitution/
Missense

Substitution/
Missense

Substitution/
Synonymous

Substitution/
Missense

Substitution/
Synonymous

Substitution/
Missense

Substitution/
Missense

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

79

10

11

11

15

18

25

rs374518168

rs531570028

15776302294

rs755011173

rs138575342

15142606648

1574488735

rs148852027

1s765009165

1s376160782

LB
(BP6, BSI,
BP7)
LB
(BS1, BP4)
LB
(BP6, BSI,
BP7)
LB
(BS1, BP4)

LB
(BS1, PMI,
BP4)

LB
(BP6, BSI,
BP7)

LB
(BS1, BP4)

LB,
(BP6, BS1,
BP7)

LB
(BS1, BP4)

LB
(BS1, BP4)

B,LB

VUS

B,LB

B,LB

LB

LB

VUS

VUS

VUS

VUS

LB

LB

VUS

LB

LB

VUS



PKDI Geni intron Bélgesinde Saptanan Varyantlar

PKDI geni intron bolgesinde saptanan 1 varyant “LP”, 6 varyant “ VUS>, 11
varyant “B”, 2 varyant “ LB” olarak degerlendirildi (Grafik 6). Varyantlarin saptandigi
hasta sayisi, varyant ID, varyantlarin kodon ve protein pozisyonu, degisim sonucu
olusan mutasyon tipi ve genotip bilgileri, bulundugu intron, dbSNP numarasi, ACMG-
2015 kriterlerine gore klasifikasyonu, ClinVar veri tabanindan elde edilen verileri,
Franklin ve Varsome veri tabanlarindan elde edilen degerlendirme sonuglar1 Tablo 40,

Tablo 41, Tablo 42 ve Tablo 43’ de yer almaktadir.

Grafik 6. PKDI geni intron bolgesinde saptanan varyantlarin klinik 6nemine gore

degerlendirilmesi.

80



Tablo 40. PKD] geni intron bolgesinde saptanan “LP” varyantlarin bilgileri.

Substitution/

2 .
2150074 ¢.*906-2 Splice Acceptor . LP
i 531 T>C A>G | -Nimd Transeript | otorozigot 15 - (PVSI, PM2) - LP -
Variant

* Bu varyantin saptandigi hastalarmn tiimii ayni ailedendir.

Tablo 41. PKDI geni intron bdlgesinde saptanan “VUS” varyantlarin bilgileri.

Substitution/
1 2154491 c.222+8 . . . VUS
Splice Region-  Heterozigot 2 1s199569003 B,LB B B
. (H15) C->T G>A Noneriing (BP6, PM2)
o VUS
. (Hll " zgf%” c.sg):: © S;';ffc‘f)‘g:ﬁz/ Heterozigot 5 rsl389523126 (PP5_Moderate,  P,LP Lp Lp
PM2)
1 2152273 ¢.9202-16 Substitution/ . VUS
. (H14) CST GSA e A Heterozigot 25 rs1389523126 (PP5 Moderate) P,LP LP LP
2 Substitution/ Vus
(H18, 2,}?£g74 C?Z: é—Z Splice Heterozigot 28 - (PVS1 Moderat - LP LP
H19)* Acceptor e, PM2)
1 2140605 c.12139- Substitution/ . VUS
. (H10) G>A 14CST e ding Heterozigot 44 15200698404 (BSI) - VUS LB
Substitution/
2 2152548 c.*¥228 3 Prime Utr- . , VUS
HLHI3) GoA C>T Nmd Heterozigot 3'UTR  1s376160782 (BS1) LB LB VUS
Transcript

* Bu varyantin saptandigi hastalarin timii ayni ailedendir.



Tablo 42. PKD] geni intron bolgesinde saptanan “B” varyantlarin bilgileri.

o B
1 2167464 c.1385+26  Substitution/ .
1) G=A C>T Nl Heterozigot 6 1s376973904 (BP6, BS1,
BS2)
] Substitution/
(H2,H10, _ ubstitutio
HI2,H16, 2 1F6_5>630 ¢ }f: g 4 Splice region ~ Heterozigot 9 rs35929659 (BP 6BB Al)
H20,H21, - Noncoding ’
H31)*
1 ¢.2986-15 o B
2162979 Substitution/ .
. (H8) GoA C>T Nl Heterozigot 12 1s2855349 (BP6, BAI)
7
(B, 2155297  ¢.8016+26  Substitution/ . B
g é (2),g ; ?, ASG T>C Wil Heterozigot 21 139934488 (BP6, BAI)
H31)*
16
(H1,H3,
H4,H5,
H6,H7 s
belo 2154478 c.8161+21  Substitution/ B
e A>G T>C Noncoding  Heterozigot 22 rs4786209  ppg BAI)
H23,H24,
H25,H26,
H29,H31)*
9
(H2,H3, . N
H10,H12, 2152651 c.8949-17  Substitutio . B
HI3.HI6, T->C A>G Nionsaring | SLoemeAEen | 2 19928278 Bpg, BAI)
H20,H21,
H31)*
4 L
2150323 c.9569-13  Substitution/ . B
I H01{62 g ; ;))* ASG T>C Noncoding Heterozigot 27 rs11248911 (BP6, BAI)
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Tablo 42 devam

o B
1 2142942 c.11156+1  Substitution/ .
. (H31) C~T 3GoA Nemesin Heterozigot 38 1s142616270 (BI}‘%;S 1, B B B
Insertion/
= ZIEL C'11 11 2337713 SIolte Heterozigot 41 15201204878 (BP6BBS1 B,LB B B
(H1,H30) T->TCCC - Region- 2 ? ’
dup . BS2)
Noncoding
. B
1 2140652 c.12138+2 Deletion/ .
. (H9) TC>T 2 del Noncoding Heterozigot 44 15199701927 (BPBfégS 1, B B B
3 2139713 eony | SHmHme . 2
(H2,H10, C>T GSA 3' Prime Heterozigot 3'UTR rs77566834 (BP6, BS1, B,LB B B
HI6)* UTR BS2)

* H2,H10 kodlu hastalar ayni aileden, H3,H15 kodlu hastalar ayn1 aileden, H5,H6,H7,H8 kodlu hastalar ayni aileden, H12,H16 kodlu hastalar ayn1 aileden,

H21,H22,H23 kodlu hastalar ayni ailedendir.
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Tablo 43. PKD] geni intron bolgesinde saptanan “LB” varyantlarin bilgileri.

1 2156080 ¢.7703+12  Substitution/ . LB
3) G>A C>T Noncoding Heterozigot 19 15542748732 (BS6, BP1) LB LB LB
Substitution/
1 2154491 c.8161+8 Splice . rs199569003 LB
(H15) C->T G>A Region- | oierozigot | - 22 Bp6,BS1) LB B B
Noncoding
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3.1.4.2. PKD2 Geninde Saptanan Varyantlar
Analiz edilen NGS verilerine gére PKD2 geninde 8’ 1 ekzon bolgesinde, 2’ si
intron bolgesinde olmak {izere, toplam 10 farkli varyant saptandi (Grafik 7).

Varyantlarin transkriptleri NM_ 000297.4, kromozom pozisyonlar1 4q22.1° dir.

Grafik 7. PKD2 geni ekzon ve intron bolgesinde saptanan varyantlar.

PKD2
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PKD?2 Geni Ekzon Bolgesinde Saptanan Varyantlar

PKD?2 geni ekzon bolgesinde saptanan 1 varyant “P”, 1 varyant “VUS”, 4
varyant “B” ve 2 varyant “LB” olarak degerlendirildi (Grafik 8). Varyantlarin
saptandig1 hasta sayisi, varyant ID, varyantlarin kodon ve protein pozisyonu, degisim
sonucu olugsan mutasyon tipi ve genotip bilgileri, bulundugu ekzon, dbSNP numarast,
ACMG-2015 kriterlerine gore klasifikasyonu, ClinVar veri tabanindan elde edilen
verileri, Franklin ve Varsome veri tabanlarindan elde edilen degerlendirme sonuglari

Tablo 44, Tablo 45, Tablo 46 ve Tablo 47’ da yer almaktadir.

Grafik 8. PKD?2 geni ekzon bolgesinde saptanan varyantlarin klinik 6nemine gore

degerlendirilmesi.
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Tablo 44. PKD?2 geni ekzon bolgesinde saptanan “P” varyantlarin bilgileri.

3 Substitution P
(HI11,H12, 8832,:}58 cé>8i7 p.GIn613Ter / Stop Heterozigot 8 - (PP5_Moderate, P,LP P P
Hie)* Gained PVS1, PM2)

* Bu varyantin saptandigi hastalarin timii ayni ailedendir.

Tablo 45. PKD? geni ekzon bolgesinde saptanan “VUS” varyantlarin bilgileri.

Substitution/ B
1 88989089 n.876 . . VUS ’
N/A Noncoding  Heterozigot 5 rs2234917 VUS, B B
(H11) A->C A>C Transeript (BS1) e



Tablo 46. PKD?2 geni ekzon bolgesinde saptanan “B” varyantlarin bilgileri.

5
(H2,H11, 88928968 c.83 p.Arg28Pro  Substitution/ . B
HI2,H14, G->C G>C Missense | o oroagoty &L 11805044 pA 1, BP4) E E
H26)*
- 88929453 c.568 Substitution/ B
(H4,H7, GoA ('}> A p-Alal90Thr Mi Heterozigot 1 rs117078377 (BP6, BA1, B B
H19,H20) § 1ssense BP4)
. B
2 88929305 c.420 - Substitution/ .
. (H25 H28) GoA GoA p.Gly140= e —— Heterozigot 1 1s2728118 (BPB%%Al s B B
o B
1 88986959 c.2286 . Substitution/ .
I (H3) C>T T p.Tyr762= SIS Heterozigot 12 1s555242193 (]]33526, ]]33PS71), B B

* H11,H12 kodlu hastalar ayni ailedendir.

Tablo 47. PKD?2 geni ekzon bolgesinde saptanan “LB” varyantlarin.

oL LB
. (Hll . STl B0 Al610- S;‘Egﬂgﬁggg Heterozigot ~ 8  rs144968710  (BP6,BSI,  B,LB B
BP7)
L. B
1 88989089 c.2398 Substitution/ . LB i
. (H11) A>C A>C p-Met800Leu Missense Heterozigot 13 152234917 (BS1, BP4) VS}S, B
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PKD? Geni intron Bélgesinde Saptanan Varyantlar

PKD?2 geni intron bolgesinde saptanan 1 varyant “P”, ve 1 varyant “B” olarak
degerlendirildi (Grafik 9). Varyantlarin saptandigi hasta sayisi, varyant ID,
varyantlarin kodon ve protein pozisyonu, degisim sonucu olusan mutasyon tipi ve
genotip bilgileri, bulundugu intron, dbSNP numarasi, ACMG-2015 kriterlerine gore
klasifikasyonu, ClinVar veri tabanindan elde edilen verileri, Franklin ve Varsome veri
tabanlarindan elde edilen degerlendirme sonuglar1 Tablo 48, ve Tablo 49’ da yer

almaktadir.

Grafik 9. PKD2 geni inton bolgesinde saptanan varyantlarin klinik 6énemine gore

degerlendirilmesi.
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Tablo 48. PKD?2 geni intron bolgesinde saptanan “P” varyantlarin bilgileri.

P,
88959654 c.1094+1  Substitution/ . (PP5_Moderat
(H9) GoA G>A Sl Do Heterozigot 4 1s58606740 . PVSI, P P P
PM2)

Tablo 49. PKD?2 geni intron bolgesinde saptanan “B” varyantlarin bilgileri.

13

(H6,H7,

e 88959381 844 Substitution/ B

H15,H16, C. - ubstitutio .

HI8.H20, G->A 22G>A  Noncoding ~ Lewerozigot 3 12725221 gpg, BAI) B B E
H21,H24,

H25,H26,

H27)*

* H6,H7 kodlu hastalar ayni1 aileden, H26,H27 kodlu hastalar ayni ailedendir.
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3.1.4.3. PKHDI Geninde Saptanan Varyantlar
Analiz edilen NGS verilerine gére PKHD1 geninde 38’ i ekzon bolgesinde, 18’
1 intron bolgesinde olmak iizere, toplam 56 farkli varyant saptandi (Grafik 10).

Varyantlarin transkriptleri NM_138694.4, kromozom pozisyonlar1 6p12.2” dir.

Grafik 10. PKHDI geni ekzon ve intron bolgesinde saptanan varyantlar.

PKHD1

s

0 10 20 30 40
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PKHDI Geni Ekzon Bolgesinde Saptanan Varyantlar

PKHDI geni ekzon bolgesinde saptanan 1 varyant “LP”, 11 varyant “VUS” ve
26 varyant “B” olarak degerlendirildi (Grafik 11). Varyantlarin saptandig1 hasta sayisi,
Varyant ID, varyantlarin kodon ve protein pozisyonu, degisim sonucu olusan
mutasyon tipi ve genotip bilgileri, bulundugu ekzon, dbSNP numarasi, ACMG-2015
kriterlerine gore klasifikasyonu, ClinVar veri tabanindan elde edilen verileri, Franklin
ve Varsome veri tabanlarindan elde edilen degerlendirme sonuglar1 Tablo 50, Tablo

51 ve Tablo 52° de yer almaktadir.

Grafik 11. PKHD] geni ekzon bolgesinde saptanan varyantlarin klinik 6nemine gore

degerlendirilmesi.
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Tablo 50. PKHD] geni ekzon bolgesinde saptanan “LP” varyantlarin bilgileri.

1 51611571 p-Met3316 Deletion/ Bilesik LP
¢.9945del 59 - - LP LP
(H2) TC->T CysfsTer2 Frameshift = Heterozigot (PVS1, PM2)
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Tablo 51. PKHD] geni ekzon bolgesinde saptanan “VUS” varyantlarin bilgileri.

(H3)

(H16)

(HI)

(H23)

(H17)

(H1)

(H2)

(H11)

—

51923141
G->T

51907932
T->C

51889589
T->C

51771054
C->A

51735436
C->G

51732719
C->G

51612720
C>G

51613012
C->T

c.1492
C>A

c.2822
A>G

¢.5019
A>G

c.6767
G>T

c.7352
G>C

c.7675
G>C

c.9694
G>C

c.9402
G>A

p-GIn498Lys

p-Asp941Gly

p-Alal673=

p-Ser22561le

p-Gly2451Ala

p-Val2559Leu

p-Ala3232Pro

p-Lys3134=

Substitution/
Missense

Substitution/
Missense -
Splice Region

Substitution/
Synonymous

Substitution/
Missense

Substitution/
Missense -
Splice Region

Substitution/
Missense

Substitution/
Missense

Substitution/
Synonymous

Heterozigot

Bilesik
Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Bilesik
Heterozigot

Heterozigot

94

16

27

32

41

47

48

58

58

15778664861

151218393886

151304612110

rs150046042

rs143737660

VUS
(PM2, BP4)

VUS
(PM2, BP4)

VUS
(PM2, BP7)

VUS
(PM2, BP4)

VUS
(PM2, BP4)

VUS
(BP4)

VUS
(PM2, BP4)

VUS
(BP7)

VUS,
LB

VUS,
LB

VUS

VUS

VUS

VUS

VUS

VUS

LB

VUS

VUS

LB

VUS

LB

LB

LB

LB



Tablo 51 devam1

1 51609303 ¢.10036 Substitution/ Bilesik VUS P,LP,

(H16) A->G >C D{CREEA EN Missense Heterozigot el L RIS, (PP3) VUuS LEI2 LEI2
1 51524122 ¢.10802 Substitution/ . VUS

1) AST TSA p-Met3601Lys Missense Heterozigot 61 - (PM2, BP4) - VuS VuS
1 51524119 ¢.10805 . Substitution/ . VUS

H3) G>T C=A p.Pro3602His Missense Heterozigot 61 - (PM2, BP4) - VUS VUS
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11
(H1,H2,HS5,
HS,H9,HIS5,

H16,H17,H20
JH24,H25)

11

(H4,H6,H7,
H8,HI0,HI1,
H21,H23,H25,
H26,H27)*

1
(H3)

(H2,H13)

2
(H9,H25)

11
(H4,H6,H7,
H8,HI0,HI1,
H21,H23 H25,
H26,H27)*
20
(H1,H4,H5,
H6,H7,H9,
HI0,H11,HI3,
HI15,H16,H17,
H18,H19,H20,
H21,H23,H24,
H26,H27)*

Tablo 52. PKHD1 geni ekzon bolgesinde saptanan “B” varyantlarin bilgileri.

51947237
G->A

51947257
G->A

51924774
A->G

51921703
A->G

51920485
G->A

51917968
T->G

51914956
G->A

c.234
C>T

c.214

C>T

c.1185
T>C

c.1587
>C

c.1736
C>T

c.2046
A>C

c.2278
C>T

p-Asp78=

p-Leu72=

p-Asp395=
p-Asn529=

p-Thr579
Met

:p.Pro682

p-Arg760
Cys

Substitution/
Synonymous

Substitution/
Synonymous

Substitution/
Synonymous

Substitution/
Synonymus

Substitution/
Missense

Substitution/
Synonymous

Substitution/
Missense-
Splice
Region

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

96

15

17

19

21

22

1s9474143

156901799

151896976

1562406036

1545500692

rs4715271

159370096

B
(BP6,
BAIL, BP7)

B
(BP6,
BAI, BP7)

B
(BP6,
BAI, BP7)

B
(BP6,
BAl)

B
(BP6,
BS1, BS2,
BP4)

B
(BPS6,
BAI, BP7)

B
(BP6,
BAI,

PM5_Sup
porting,
BP4)



1
(H2)

1
(H2)

2
(H29,H30)

19
(H1,H4,Hs5,
H6,H7,H9,
HI10,H11,H14,
HI15,H16,H17,
H18,H19,H20,
H22,H24,
H26,H27)*
31
(H1,H2,H3,H4,
HS,H6,H7,H8,HO,
H10,H11,H12,
H13,H14,H15,
H16,H17,H18,
H19,H20,H21,
H22,H23,H24,
H25,H26,H27,
H28,H29,H30,
H31)*

51910905
T->C

51907901
G->A

51893107
T->C

51890823
G->A

51875250
A->C

c.2489
A>G

c.2853
C>T

¢.3407
A>G

c.3785

C>T

¢.5608
G

p-Asn830
Ser

p-Thr951=
p-Tyrl136

Cys

p-Alal262
Val

p-Leul870
Val

Tablo 52 devam1

Substitution/
Missense

Substitution/
Synonymus

Substitution/
Missense

Substitution/
Missense

Substitution/
Missense

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

97

24

27

30

32

35

1562406032

rs139815340

rs41273726

1s9296669

152435322

B
(BP6,
BAI, BP4)

B
(BSI,
BS2, BP7)
B
(BSI,
BS2, BP4)

B
(BPS6,
BAL, BP4)

B
(BP6,
BAI, BP4)

B
VUS,
LB

VUS,
LB



(H31)

1
(H31)

15
(H1,H6,H7,
HY,H12,H14,
H17,H18,H19,
H20,H24,H25,
H28,H29,H30)*
14
(H6,H7,
H9,H12,H14,
H17,H18,H19,
H20,H24,H25,
H28, H29,H30)*

2
(H29,H30)

1
(HI)

13
(H8,H9,H11,
H14,H15,H17,
H20,H21,H22,
H25,H28,H29,
H30)*

51824680
G->A

51777251
G->A

51732807
C->T

51720838
T->C

51637536
G->T

51612999
C->A

51613177
C->T

¢.5896
C>T

c.6245
C>T

c.7587
G>A

c.7764
A>G

¢.8606
C>A

c.9415
G>T

¢.9237
G>A

p-Leul966

p-Thr2082
Ile

p-Gly2529

p-Leu2588

p.Thr2869
Lys

p-Asp3139
Tyr

p.Ala3079

Tablo 52 devami

Substitution/
Synonymous

Substitution/
Missense

Substitution/
Synonymous

Substitution/
Synonymous

Substitution/
Missense

Substitution/
Missense

Substitution/
Synonymous

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

98

36

38

48

49

55

58

58

1s1266923

rs147487242

rs12210295

1s9349603

1s142522748

1545503297

1s765525

B
(BP6,
BAl)

B’
(BSI,
BS2, BP4)

B
(BPS6,
BAI, BP7)

B
(BPS6,
BAI, BP7)

B
(BPS,
BSI, BS2,
PP3)

B
(BSI,
BS2, BP4)

B
(BP6,
BAI, BP7)

B’
VUS,
LB

B,LB

VUS,
LB



Tablo 52 devami

B
1 51524409 c.10515 p.Ser3505  Substitution/ . (BP6,
(H20) G>T CoA Arg Missense Heterozigot 61 rs139014478 BSI, BS2, B,LB B B
BP4)
7 B
(H11,H21,H22, 51524403 c.10521 p.His3507  Substitution/ .
H23.H25 129, G>A C>T _ C— Heterozigot 61 1s34460237 (BP6, B B B
H30)* BAL, BP7)
) B
51512887 c.11340 p-Pro3780  Substitution/ . (BP6,
(H21,H23) * ASG T>C _ Synonymous Heterozigot 63 1s17667728 BSI, BS2, B, LB B B
BP7)
B
2 51497503 c.11525  p.Arg3842  Substitution/ . (BP6,
(HI10,H14) C>A G>T Leu Missense ~ Llcwrozigot 65 rs76572975  poipgy B B B
BP4)
12 B
(H4,H6,H7,H9, o
HI0HIAHI6, > 1,}”;384 °11>6g6 p'Ggﬁ 899 S‘I‘\E’[.Sm”t‘"n/ Heterozigot 66  rsd715227 (BP6, B B B
H22,H24,H2s, ) . 1ssense BAI, BP4)
H26,H31)*
2 B
51491866 c.11714 p.Ile3905  Substitution/ . (BP6,
(H21,H23)* AST TSA Asn Missense Heterozigot 66 152661488 BSI, BS2. B B B
BP4)
13
(H4,H6,H7, B
H9,H10,H14, 1483961 c.12143 p-Gln4048  Substitution/ Heterozigot
H16,H22 H24, T>C ASG Arg Missense 67 1s9381994 5 A(]13P]§i>4 B B B
H25,H26,H28, » BP4)
H31)*

* H2,H10 kodlu hastalar ayn1 aileden, H3,H15 kodlu hastalar ayn1 aileden, H5,H6,H7,H8 kodlu hastalar ayn1 aileden, H11,H12,H16 kodlu hastalar ayn1 aileden, H18,H19 kodlu hastalar
ayni aileden, H21,H22,H23 kodlu hastalar ayni1 aileden, H26,H27 kodlu hastalar ayni aileden, H30,H31 kodlu hastalar ayn1 ailedendir.
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PKHDI Geni Intron Bélgesinde Saptanan Varyantlar

PKHDI geni intron bolgesinde saptanan 6 varyant “ VUS” ve 12 varyant “B”
olarak degerlendirildi (Grafik 12). Varyantlarin saptandigi hasta sayisi, varyant ID,
varyantlarin kodon ve protein pozisyonu, degisim sonucu olusan mutasyon tipi ve
genotip bilgileri, bulundugu intron, dbSNP numarasi, ACMG-2015 kriterlerine gore
klasifikasyonu, ClinVar veri tabanindan elde edilen verileri, Franklin ve Varsome veri
tabanlarindan elde edilen degerlendirme sonuglar1 Tablo 53 ve Tablo 54 de yer

almaktadir.

Grafik 12. PKHDI geni inton bolgesinde saptanan varyantlarin klinik 6nemine gore

degerlendirilmesi.
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Tablo 53. PKHD] geni intron bolgesinde saptanan “VUS” varyantlarin bilgileri.

1
(H8)

1
(HI)

1
(HL1)

4
(H21,H22,
H23,H26)*

1
(H3)

6
(H1,H2,
H16,H24,
H26,H31)

* H21,H22,H23 kodlu hastalar ayni ailedendir.

51930753
C->T

51720887
G->GAA

51720672
A->G

51712773
A->C

51618173
G->GA

51586771
GC->AT

¢.880+21
G>A

c.7734-
21 7734-
20dup

c.7911+19
T>C

c.79125
>G

¢.8798-23
dup

c.10156+224
11 10156+2
2412
delinsAT

Substitution/
Noncoding

Insertion/
Noncoding

Substitution/
Noncoding

Substitution/
Splice Region-
Noncoding

Insertion/
Noncoding

InDel/
Noncoding

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

101

12

48

49

49

56

60

15547969723

rs201176305

rs201017366

rs371510537

15756671608

rs386701097

VUS
(PM2)

VUS
(BP6)

VUS
(PM2)

B,LB

B, VUS

VUS,
LB

LB

LB

LB

LB

LB

LB



10
(H1,H2,HS,
HO,HI5,
H16,H17,H20,
H24,H25)

5
(H7,H10,H19,
H23,H26)

7
(H1,H2,H15,
H22,H28,H29,
H30)

13
(H4,H6,H7,
HS,H10,H11,
H18,H19,H21,
H23,H25,H26,
H27)*

14
(H6,H7,H9,
HI12,H14,H17,
H18,H19,H20,
H24,H25,H28,
H29,H30)*
13
(H1,H2,H4,
HY,H11,H12,
H14,H17,H22
,H24,H28 H29,
H30)*

2
(H1,H31)

Tablo 54. PKHD1 geni intron bolgesinde saptanan “B” varyantlarin bilgileri.

51938242
A->G

51930886
TA->T

51930886
T->TA

51923409
A->T

51720872
A->G

51695647
A->T

51695641
T->C

c.527+19
T>C

c.779-12
del

¢.779-12
dup

c.1234-10
T>A

c.7734-4
T>C

c.8302+12
T>A

c.8302+18
A>G

Substitution/
Noncoding

Deletion/
Noncoding

Insertion/
Noncoding

Substitution/
Noncoding

Substitution/
Splice
Region -
Noncoding

Substitution/
Noncoding

Substitution/
Noncoding

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot

Heterozigot
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11

11

15

48

52

52

1s9474140

15876252

15876252

154715272

17452724

rs1571084

rs12529717

B
(BP6, BAI)

B
(BA1)

B
(BP6, BAI)

B
(BP6, BAI)

B
(BP6, BAI)

B
(BP6, BAI)

B
(BP6, BAI)

VUS,
LB



6
(HS$,HY,H17,
H20,H27,H28)
6
(H1,H2,H16,
H24,H26,H31)

12
(H1,H8,H9,
H14,H16,H17,
H20,H24,H26,
H28, H29,H30)

1
(H21)

3
(H1,H21,H23) *

* H6,H7,HS kodlu hastalar ayn1 aileden, H11,H12 kodlu hastalar ayn1 aileden, H18,H19 kodlu hastalar ayni aileden, H21,H23 kodlu hastalar ayn1 aileden,

51618170
T->G

51586772
C->T

51586771
G->A

51497542
T->C

51497344
T->TA

c.8798-19
A>C

c.10156+
22411
G>A

c.10156+
22412
C>T

¢.11507-21
A>G

c.11665+18
dup

H26,H27 kodlu hastalar ayni ailedendir.

Substitution/
Noncoding

Substitution/
Noncoding

Substitution/
Noncoding

Substitution/
Noncoding

Insertion/
Noncoding

Tablo 54 devam1

Heterozigot 56

Heterozigot 60

Heterozigot 60

Heterozigot 64

Heterozigot 65
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11326605 (BP6, BAI)
rs45451196 E
(BP6, BAI)
1$9349593 E
(BP6, BA1)
B
152174860 (BP6, BS1,
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B
rs373325476  (BP6, BS1,
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Calisma grubumuzda PKDI geni ekzonik bolgede, “LP” ve “Novel” olarak
degerlendirilen varyantlarin saptandigi hastalarin IGV goriintiileri Sekil 15, Sekil 16,
Sekil 17, Sekil 18 de yer almaktadir.

GV e ST EED I § — O

[}

Sekil 15. PKD1 geni Ekzon 11’ de H15 kodlu hastada saptanan ¢.2215  2216delinsTA
(p.Arg739Ter) varyantinin IGV goriintiisii.

e TR S § — O

1 1
il

| |

o

Sekil 16. PKDI geni Ekzon 14’ de H4 kodlu hastada saptanan c.3202del
(p.GIn1068SerfsTer36) varyantinin IGV goriintiisii.
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Sekil 17. PKD1 geni Ekzon 15° de ayni aileden iki erkek kardes H2 (a) ve H10 (b)
kodlu hastalarda saptanan c.4956 4968del (p.Gln1653GlyfsTer65) varyantinin IGV

goriintiileri.
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le

Sekil 18. PKD1 geni Ekzon 15° de ayni aileden kiz kardes H6 (a), erkek kardes H7 (b)
ve erkek kardesin oglu H8 (c) kodlu hastalarda saptanan c.4453 4454dup
(p.Leul486ThrfsTer49) varyantinin IGV goriintiileri.
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Calisma grubumuzda PKDI geni intronik bolgede, “LP” ve “Novel” olarak
degerlendirilen varyantin saptandigi hastalarin IGV goriintiileri Sekil 19° da yer

almaktadir.

Sekil 19. PKD] geni Intron 15° de ayn1 aileden iki kiz kardes H18 (a) ve H19 (b) kodlu
hastalarda saptanan c.*906-2 A>G varyantinin IGV goriintiileri.
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PKHDI geni ekzonik bolgede, “LP” ve “Novel” olarak degerlendirilen
varyantlarin saptandigi hastalarin IGV goriintiileri Sekil 20 de yer almaktadir.

Sekil 20. PKHDI geni Ekzon 59° da H2 kodlu hastada saptanan c.9945del
(p-Met3316CysfsTer2) varyantinin IGV goriintiisii.
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PKDI1, PKD2 ve PKHDI genlerinde saptanan varyantlarin patojenitesi
degerlendirildiginde;

Calisma grubumuzdaki hastalarin % 38,71’ inde (n= 12) (H2, H4, H6, H7, HS,
H10, H15, H17, H18, H19, H25, H28) PKDI geninde “P” ve “LP” varyantlar,
hastalarin % 12,90’ inda (n= 4) (H9, H11, H12, H16) PKD2 geninde “P” ve “LP”

varyantlar saptandi.

Calisma grubumuzda PKDI ve PKD2 geninde saptanan “P” ve “LP”
varyantlar degerlendirildiginde; % 40> 1 Deletion/Frameshift, % 20 si
Substitution/Stop Gained (Nonsense), % 10’ u Substitution/Splice Donor (Splicing),
% 10’ u Indel/Stop Gained (Nonsense), % 10’ u Insertion/Frameshift, % 10’ u
Substitution/Splice Acceptor (Splicing) olarak saptandi (Tablo 55).

Calisma grubumuzdaki hastalarin % 3,23’ {inde (n=1) (H2), PKHDI geninde,
Deletion/Frameshift degisim ile “LP” varyant saptand1 (Tablo 55).

Tablo 55. PKDI, PKD2 ve PKHDI genlerinde “P” ve “LP” olarak saptanan

varyantlarin degisim/ mutasyon tipleri.

PKDI PKD2 PKHDI
Patojenik
Deletion / Frameshift (H2 8;2 H17)
Substitution / Stop Gained (H12 5) (H11 _Hll 2-H16)
Substitution/ Splice Donor (1;9)
Muhtemel Patojenik
InDel /Stop Gained (Hll 5)
Deletion / Frameshift (H4; H22—H 10) (};2)
Insertion / Frameshift (H6-I;7-H8)
Substitution / Splice Acceptor (HIS}H 19)

PKDI ve PKD?2 genlerinde; ¢aligma grubumuzun % 67,74 {inde (n=21) (H1,
H2, H3, H5, H9, H10, H11, H12, H13, H14, H15, H16, H18, H19, H20, H21, H22,
H23, H24, H29, H31) “VUS” varyantlar, ¢alisma grubumuzun tamaminda ise “B”

ve/veya “LB” varyantlar saptandu.
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PKHDI geninde; ¢alisma grubumuzun % 41,94’ iinde (n=13) (H1, H2,H3, HS,
H11, H16, H17, H21, H22, H23, H24, H26, H31) “VUS” varyantlar, calisma

grubumuzun tamaminda ise “B” varyantlar saptandi.

Calisma grubumuzda “Novel” olarak degerlendirilen varyantlardan, PKD/
geninde saptanan 10 varyantin % 50’ si “LP”, % 50 si “VUS” olarak; PKHD 1 geninde
saptanan 6 varyantin % 16,66’ s1 “LP”, % 83,34’ ii “VUS” olarak belirlendi (Tablo
56).

Tablo 56. PKDI ve PKHDI genlerinde saptanan ve “Novel” olarak degerlendirilen

varyantlar.
Exon/ Degisim/ ..
Gen Intron HgvSc HgvSp Mutasyon Tipi Patojenite
c.2215 2216 InDel/
PKDI | EXI11 delinsTA p-Arg739Ter Shiap Gzl LP
p-GIn1068Serfs Deletion /
PKDI | EXl14 ¢.3202del Ter36 Frameshift LP
p-GIn1653Glyfs Deletion /
PKDI | EX15 ¢.4956_4968del Ter65 Frameshift LP
p-Leul486Thrfs Insertion /
PKDI | EX15 c¢.4453 4454dup Terd9 Frameshift LP
PKDI | VSIS c.*906-2 A>G ; sulbsiniion Lp
Splice Acceptor
PKDI | EX5S  ©700G>T p.Ala234Ser Substitution/ VUS
Missense
PKDI | EX1l  c2344C>A p.Leu782Met Substitution/ VUS
Missense
PKDI | EX25  c.9046 C>A p.GIn3016Lys Substitution/ VUS
Missense
PKDI | EX46  c.12547 G>C p.Asp4183His Substitution/ VUS
Missense
PKDI | IVS28  ¢9713-2A>G . Substitution/ VUS
Splice Acceptor
PKHDI | EX59 ¢.9945del p.Met3316CysfsTer2 Deletion/ LP
Frameshift
PKHDI | EX16 c.1492 C>A p.GIn498Lys Substitution/ vUS
Missense
Substitution/
PKHDI | EX47 c.7352 G>C p.Gly2451Ala Missense-Splice VUS
Region
PKHDI | EX58 €.9694 G>C p.Ala3232Pro SUb§tltUt10n/ VvUS
Missense
PKHDI | EX61  ¢.10802 T>A p.Met3601Lys Substitution/ VUS
Missense
PKHDI | EX61  ¢.10805 C>A p.Pro3602His Substitution/ VUS
Missense
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3.2. Tartisma

PBH’ nin ¢ok c¢esitli klinik belirtileri, bazi hastalarda rahimde baslangi¢
gosterebilirken, bazi hastalarda yetiskinlik doneminde bile herhangi bir belirti
vermeden sessiz hastalik olarak devam edebilmektedir (Bergmann, 2019). Belirtileri
fenotipik olarak oldukca heterojen olan ODPBH’ da, komplikasyonlar ve semptomlar
genellikle onlarca yil boyunca yavas yavas gelismekte, hem hastaligin ilerleme hiz1
hem de klinik goriiniim agisindan bireyler aras1 yiiksek degiskenlik goriilebilmektedir
(Perrone ve ark., 2023). ORPBH, genellikle yasamin erken donemlerinde ortaya
cikmakta, tipik olarak neonatal/perinatal donemde veya erken ¢ocukluk doneminde
teshis edilmekte, ancak eriskin baglangich bireyler de rapor edilmektedir. Oldukca
degisken fenotip gozlemlenen ORPBH’ da, yasamin erken doneminde teshis edilenler,
daha ileri yaslarda teshis edilenlere kiyasla daha siddetli bobrek fenotipi
gostermektedir (Goggolidou ve Richards, 2022).

Calismamiz, klinik olarak PBH tanisi alan, aile Oykiileri degerlendirilerek
pedigri ¢izimi yapilan ve OD kalitima sahip oldugu belirlenen 31 hasta ile
gerceklestirildi. Hastalarin demografik verileri incelendiginde, yas ve cinsiyete gore
dagilimlarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi (p=0.900). Bu nedenle

bu faktorlerin ¢alisma sonucumuzu etkileme ihtimali minimum olarak degerlendirildi.

ODPBH’ da tanm1 yasinin < 35 olmasi ve hastanin erkek olmasi durumunda
hastalik hizli ilerleyebilmektedir (Ong ve ark., 2015). Calisma grubumuzdaki hastalar
degerlendirildiginde; kadin hastalarin % 69,23’ i (n=9), erkek hastalarin % 72, 22 si
(n=13); tiim grubun % 70,97’ si (n=22) < 35 yasinda teshis aldig1 saptandi. Calisma
grubumuzdaki kadin hastalari % 30,77 (n=4)’ si SDBY ile HD almaktaydi. SDBY ile
HD alan kadin hastalarin teshis yasi1 ortalamasi 41 + 11,43, HD baslangic yas
ortalamasi ise 46,75 £ 15,46’ dir.

Calisma grubumuzdaki erkek hastalarin % 22,22 (n=4)’ si SDBY ile HD
almaktaydi. SDBY ile HD alan erkek hastanin, teshis yas1 ortalamasi 35,75 + 10,44,
HD baslangi¢ yas ortalamasi ise 42,75 + 7,14’ dir. Kadin ve erkek hastalar arasinda;
HD alma (p=0.689) ve HD baslangi¢ yasi arasinda (p=0.400) anlamli bir fark
bulunmadi. Hastalarda teshis yasindan (38,38 £ 10,51) SDBY ile HD alma (44,75 +

11,35) arasinda gegen ortalama siire ~ 6 yildir.
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ODPBH’ na sahip olan hastalarin ~ % 20’ sinde bilesimi genellikle {irik asit
veya kalsiyum oksalat olan bobrek taglari bulunabilmekte, amonyak atiliminin
azalmasi, idrar pH’ 1min diisiik olmasi ve idrar sitrat konsantrasyonunun diisiik olmasi
metabolik faktorler arasinda yer almaktadir (Torres ve ark., 2007). Calisma

grubumuzdaki hastalarin % 22,6’ sinda (n=7) bobrekte tag saptandi.

ODPBH’ da, karaciger, pankreas veya dalak gibi organlardaki ekstrarenal
kistler klinikte rastlanilan veriler olmaktadir. Hastaliga siklikla karaciger kistleri eslik
etmektedir (Pei ve Watnick, 2010). Calisma grubumuzda karaciger yerlesimli

ekstrarenal kistler hastalarin % 38,70’ sinde (n=12) mevcuttu.

ODPBH?’ na sahip hastalarda sik goriilen klinik sorunlardan biri olan idrar yolu
ve bobrek enfeksiyonlari; kist, bobrek parankimi veya alt idrar yoluna yerlesebilmekte,
bireylerin ~ % 30-60’ inda goriildiigii tahmin edilmektedir (Eroglu ve ark., 2019).
Calisma grubumuzdaki hastalarin % 32,26’ sinda (n=10) sik idrar yolu enfeksiyonu
goriildi.

ODPBH’ da, hastalarda kist i¢i kanamalar daha sik goriiliirken, travma veya
enfeksiyona bagli ya da spontan gelisebilen bobrek ¢evresi hematom veya kist riiptiirii
nadir (% 3) olarak goriilmektedir (Yaman ve ark., 2013). Calisma grubumuzda bobrek

kist riiptiirii ve kanama Oykiisii hastalarin % 16,13’ inde (n=5) tespit edildi.

SDBY’ ne ulasan ODPBH’ na sahip hastalarda RRT’ ne ihtiya¢ duyulmakta,
hastalarinin genis hacimli PD sivisina uyum saglamasinin zor olmasi, genislemis
bobreklerin ve/veya karacigerin karin {lizerine yaptig1 baski nedeniyle HD daha ¢ok
tercih edilmektedir (Kogyigit ve ark., 2018). Calisma grubumuzdaki hastalarin %
25,81’ 1 (n=8) SDBY ile RRT olarak HD almaktaydi. Hastalarin HD baslangi¢ yasi
ortalamas1 44,75 + 11,35 olarak hesaplandi.

ODPBH’ da sik karsilagilan hipertansiyon, hastalarin yaklagik % 60’ inda
bobrek fonksiyonlar:t bozulmadan 6nce ortaya ¢ikmakta, morbidite ve mortalitede
onemli bir rol oynamaktadir. Hipertansiyonu olan PBH’ na sahip hastalarda bobrek
fonksiyonlar1 daha hizli bozulmakta, kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in 6nemli bir risk
faktorii olusturmaktadir (Akkan ve Ecder, 2003). Tiirkiye’ de Sivas’ da ODPBH’ na
sahip 27 hastanin katildig1 calismada, hastalarin % 59,30’ unda (n=16) hipertansiyona
rastlanmig, diastolik kan basinci (mm Hg) ortalamasi 86,1 + 7,6 olarak, sistolik kan

basinct (mm Hg) ortalamasi ise 143,5 + 15,0 olarak hesaplanmistir. Hastalarda
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antihipertansif ila¢ kullanim dagilimi; % 29,6’ s1 (n=8) angiotensin II reseptor bloker,
% 25,9 (n=7) kalsiyum kanal blokerleri, % 22, 2’ si (n=6) diiiretikler, % 18,5 (n=5)
anjiotensin doniistiiriicii enzim inhibitdrleri (ACE) inhibitorleri, % 7,4° i (n=2) beta
blokerler seklinde belirtilmistir (Sezgin ve ark., 2020). Tiirkiye’ de Istanbul’ da
ODPBH’ na sahip 300 hastanin katildigi caligmada hastalarin % 82, 8’ inde
hipertansiyona rastlanmis, diastolik kan basinc1 (mm Hg) ortalamasi 83 + 12 olarak,
sistolik kan basinci (mm Hg) ortalamasi ise 135 + 21 olarak hesaplanmistir. Hastalarda
antihipertansif ila¢ kullanim dagilimi; % 43,8’ 1 ACE inhibitdrii ve/veya ARB’ leri, %
44,2’ si kalsiyum kanal blokerleri, % 14,8’ i beta blokerleri, % 18,3’ i ditiretikler, %
7,6 s1 alfa blokerler seklinde belirtilmistir (Ozler ve ark., 2023).

Calisma grubumuzda PBH’ na ek olarak, hastalarin % 61,30° unda (n=19)
kardiyovaskiiler hastaliklar bulunmaktaydi. Hastalarin % 54,84’ {inlin (n=17)
hipertansiyona sahip oldugu grupta, diastolik kan basinci (mm Hg) ortalamas1 87,10 +
14,19 olarak, sistolik kan basinct (mm Hg) ortalamasi ise 134,52 + 21,88 olarak
hesaplandi. Hastalarda antihipertansif ila¢ kullanim dagilimi; % 3,23 i (n=1)
Angiotensin II reseptor blokerleri, % 32,26’ s1 (n=10) kalsiyum kanal blokerleri, %
6,45’ 1 (n=2) diiiretikler, % 22,58’ i (n=7) ACE inhibitorleri, % 19,35’ i (n=6) beta
blokerler, % 6,45 1 (n=2) alfa blokerler grubunda bulunan ilaglardu.

ODPBH ile Tip II diyabet arasindaki iligkinin incelendigi, ABD’ de 1340
hastanin katildig1 ¢alismada, diyabet insidanst ~ % 3,3 ile neredeyse ABD’ deki
tahmini toplam diyabet insidansina yakin bulunmustur (Reed ve ark., 2012). ODPBH
ve Diabetes mellitus arasindaki iliskinin incelendigi baska bir ¢aligmada, 189 hastanin

~ % 2,3’ iinde Diabetes mellitus saptanmistir (Fliszkiewicz ve ark., 2019).

Calisma grubumuzdaki hastalarin % 19,35° inde (n=6) diyabet saptandi.
Arastirmalarda ODPBH ile metabolik bozukluklar, 6zellikle bozulmus glukoz
metabolizmasi arasinda bir iliski oldugunu 6ne siirmekte, hem insiilin direncinde artis
hem de insiilin saliniminda bozulma gézlenmektedir. Polonya’ da ODPBH’ na sahip
189 hastanin incelendigi ¢alismada acglik kan sekeri (mg/dL) 95,1 + 14,1 olarak
saptanmustir (Fliszkiewicz ve ark., 2019). Calisma grubumuzda kan sekeri (mg/dL)
101,32 + 41,34 olarak saptandi. Caligma grubumuzdaki hastalarin % 6,45’ i (n=2) oral
antidiyabetik ile, hastalarin % 9,68’ i (n=3) insiilin pen ile tedavi almaktaydi.
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Genellikle ODPBH’ na sahip hastalarin yaklasik % 25’ inde hafif ila orta
diizeylerde ortaya ¢ikan proteiniirinin ciddiyeti negatif bir prognostik risk faktorii
olarak degerlendirilmekte; artan TBV, hipertansiyon ve renal bozulma prevalansinin
daha yiiksek olmasiyla iligkili bulunmaktadir (Kogyigit ve ark., 2020). ODPBH’ da,
genellikle giinde 1 gr’ dan daha az, nefrotik olmayan diizeyde proteiniiri
goriilebilmektedir (Oda ve ark., 2019). Calisma grubumuzda proteiniiri (mg/24 S)
degeri ortalamasi1 402,40 & 794,77 olarak saptandi.

GFR degeri PBH’ nimn erken evrelerinde onlarca yil boyunca stabil
kalabilmektedir. ODPBH’ na sahip hastalarin bu donemde teshis edilebilmesi
sayesinde hastaligin prognozunu tahmin edebilmek ve danigmanlik verebilmek
oldukea degerli ve 6nemli olmaktadir. GFR referans degeri olan > 90 mL/dak/1,73 m?
hastaligin evresine gore degisebilmekte, hastalik ilerledik¢e bobreklerin fonksiyonu
bozulabilmekte, siizme kapasitesi diisebilmekte ve dolayisiyla GFR diisebilmektedir.
Isvigre’ de ODPBH’ na sahip 68 hastanin dahil oldugu calismada GFR degeri 86,46
+ 15,5 olarak bulunmus (Kistler ve ark., 2013), Tiirkiye’ de Sivas’ da ODPBH’ na
sahip 27 hastanin katildig1 ¢alismada GFR degeri 68 (40-108) olarak bulunmus
(Sezgin ve ark., 2020), Bursa’ da yapilan ve ODPBH’ na sahip 93 hastanin dahil
edildigi bir baska calismada ise GFR degeri 98,6 (19,3-143,6) olarak bulunmustur
(Yildiz ve ark., 2016). Farkli evrelerden hastalarin bulundugu c¢alisma grubumuzda

GFR (mL/dak/1,73 m2) degeri ortalamas1 68,47 + 46,59 (2-130,42) olarak saptandi.

ODPBH genellikle hiperiirisemi ve gut ile iligkilendirilmekte, yapilan
retrospektif caligmalarda, yliksek serum iirik asit diizeylerinin erken baglangich
hipertansiyon, biiyiik bobrek hacmi ve SDBY riskinin artmasi veya bobrek fonksiyon
bozuklugunun ilerlemesi ile korele oldugu rapor edilmektedir. Kore’ de ODPBH’ na
sahip 365 hastanin katildig1 ¢calismada {irik asit (mg/dL) degeri ortalamasi1 5,51 = 1,71
olarak bulunmus (Han ve ark., 2014), Tiirkiye’ de Istanbul’ da ODPBH’ na sahip 300
hastanin katildig1 calismada ise iirik asit degeri 5,5 £ 1,7 olarak bulunmustur (Ozler

ve ark., 2023). Calisma grubumuzda tirik asit degeri 5,37 + 1,53 olarak saptandi.

Bobrek hastaliklarinda GFR’ nin siirekli azalmasi, iire ve kreatinin de dahil
olmak iizere kanda g¢esitli nitrojenli metabolitlerin birikmesine yol agmaktadir.
Viicutta siirekli olarak sentezlenen kreatinin bdbregin glomeriiler filtrasyon tinitesi
araciligiyla viicuttan atilmakta, bobrek fonksiyonu azalmasiyla idrar atilimi yoluyla

kreatinin temizlenemediginden bobrek fonksiyonu bozulmakta, kan serumunda
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kreatinin diizeylerinde artis olmaktadir. Viicuttaki lire dongiisiinde amonyak iireye
doniismekte, viicuttan atilmasi i¢in kan yoluyla bdbreklere tasinmaktadir. Kandaki
ylksek iire seviyeleri bobrek yetmezliginin gostergesi olabilmektedir (Singh ve
Bhatta, 2018). Tiirkiye’ de ODPBH’ na sahip hastalarda yapilan ¢alismalarda kreatinin
(mg/dL) degerleri; Antalya’ da ODPBH’ na sahip 86 hastanin katildig1 ¢alismada 1,52
+ 0,87 (Coban ve ark., 2018), Istanbul’ da ODPBH’ na sahip 300 hastanin katildig1
calismada 2,3 + 2,5 (Ozler ve ark., 2023), Hollanda’ da ODPBH’ na sahip 86 hastanin
katildig1 calismada 1,89 + 1,13 olarak bulunmustur (Harskamp ve ark., 2015).

Calisma grubumuzda kreatinin degeri 2,85 + 3,38 olarak saptandi. Ure
degerleri (mg/dL), Istanbul’ daki calismada 59,5 + 46,1 (Ozler ve ark., 2023) olarak,
Sivas’ da ODPBH’ na sahip 27 hastanin katildigi c¢alismada 19,8 + 8,1 olarak
saptanmistir (Sezgin ve ark., 2020). Calisma grubumuzda iire degeri 24,40 = 17,28

olarak saptandi.

Normal konsantrasyonlari viicudun diizgiin ¢alismasi i¢in hayati 6neme sahip
olan, makro veya ana elektrolitler grubunda yer alan sodyum, potasyum, kalsiyum,
magnezyum, kloriir ve fosfor, viicutta cesitli temel islevleri yerine getirmekte,
enzimatik reaksiyonlar, kemik mineralizasyonu, sinir uyari iletimi, kas kasilmas1 ve
ozmotik dengenin diizenlenmesi dahil olmak iizere cesitli metabolik ve homeostatik
islevlerde rol oynamaktadirlar (Mehmood ve ark., 2022). Tiirkiye’ de Sivas’ da
ODPBH’ na sahip 27 hastanin katildig1 calismada; Sodyum (mEgq/L) degeri 139,9 +
2,5 olarak, Potasyum (mEq/L) degeri 4,5 + 0,5 olarak, Fosfor (mg/dL) 2,8 + 0,7 olarak,
Kalsiyum (mg/dL) degeri 9,2 + 0,5 olarak saptanmistir (Sezgin ve ark., 2020).
Istanbul’ da ODPBH’ na sahip 300 hastanin katildig1 ¢alismada; Sodyum (mEq/L)
degeri 140,0 + 3,7 olarak, Potasyum (mEq/L) degeri 4,4 + 0,6 olarak, Fosfor (mg/dL)
3,8 = 1,0 olarak, Kalsiyum (mg/dL) degeri 9,1 + 0,9 olarak saptanmustir (Ozler ve ark.,
2023).

Calisma grubumuzda; Sodyum (mEq/L) degeri 139,16 + 3,11 olarak, Potasyum
(mEqg/L) degeri 4,57 £ 0,75 olarak, Fosfor (mg/dL) 3,73 £ 1,11 olarak, Kalsiyum
(mg/dL) degeri 9,49 + 0,67 olarak, Magnezyum (mg/dL) degeri 2 £ 0,25 olarak
saptand1. Bu elektrolitlerin normal referans araliklari degerlendirildiginde (Harriet
Sumathy, 2014), diger calismalar gibi, bizim ¢alisma grubumuz da normal referans

araliginda bulundu.
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Genis fenotipik spektruma sahip, genetik olarak heterojen olan PBH’ da,
gecmiste kullanilan genetik test yaklasimlarina kiyasla, NGS kullanimi diisiik
maliyetle es zamanli tiim genlerin analizine olanak saglamakta, genetik testlerin
verimini ve kalitesini artirmaktadir. PBH’ da genlerde hedefe yonelik NGS analizinin
en etkili teshis yaklagimi oldugu diisiiniilmektedir (Bergmann, 2019). Calismamizda,
PBH’ na sahip olan hastalarin PKD1, PKD2 ve PKHDI genleri hedefli NGS analizi
gergeklestirildi.

PKD1 Geni Ekzonik Bolge “P” Varyantlart

Fransa’ da ODPBH’ na sahip 700 hastanin dahil oldugu, direkt sekans sonrasi
biliyiik genomik yeniden diizenlemelerin QFM-PCR veya Array-CGH ile PKDI ve
PKD?2 genlerinin tarandig1 arastirmada, PKD/ geninde c¢.856 862del (p.Gly287X)
varyant1 (Novel) li¢ hastada “P” olarak saptanmis, altta yatan mutasyon mekanizmasi
nonhomolog u¢  birlestirme/mikrohomoloji  aracili  replikasyona  bagiml
rekombinasyon olarak degerlendirilmistir (Audrézet ve ark., 2012). italya’ da
ODPBH’ na sahip 643 hastanin katildigi, direkt sekans sonrast MLPA (multiplex
ligation-dependent probe amplification) ile PKDI ve PKDZ2 genlerinin tarandig:
arastirmada dort hastada PKDI geninde ¢.856 862delTCTGGCC (p.Gly287fs*1)
varyant1 “P” olarak (Carrera ve ark., 2016), Ispanya’ da erken baslangicli kronik
bobrek hastaligina sahip 460 hastanin dahil oldugu, NGS cihazinda 6zel tasarlanmis
bobrek hastaliklari paneli ile yapilan arastirmada; 24 yasinda hastalik baslangici olan,
ailesel gegisli, klinik verileri ODPBH ile uyumlu, karaciger kisti olan, 34 yasindaki
kadin hastada PKDI geninde c¢.856 862del varyanti “P” olarak saptanmistir
(Domingo-Gallego ve ark., 2022).

Calisma grubumuzda; 60 yasinda, erkek, 50 yasinda teshis alan ve hemen HD
almaya baslayan, sik idrar yolu enfeksiyonu, bobrek kist riiptiirii ve kanama 6ykiisii
olan kardiyovaskiiler hastaliga sahip H28 kodlu hastada PKDI geni Ekzon 5’ de
saptanan heterozigot ¢.856 862del (p.Gly287Ter) truncating varyanti dbSNP veri
tabaninda rs1555459108 numarast ile tamimlanmakta ve global allel frekansi
delCCAGAGG=0.000004 (1/264690, TOPMED) olarak bildirilmektedir. Bu varyant,
veri tabanlarindaki patojenite skorlamalari, in-siliko analiz sonucu ve fenotip—genotip

iliskisine gore, “P” olarak degerlendirildi.
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Ispanya’ da erken baslangicli kronik bobrek hastaligina sahip 460 hastanin
dahil oldugu, NGS cihazinda 6zel tasarlanmis bobrek hastaliklar: paneli ile yapilan
arastirmada; 15 yasinda hastalik baslangici olan, sporadik, klinik verileri ODPBH ile
uyumlu, 28 yasinda bdobrek biiylimesi baslayan, 29 yasindaki kadin hastada PKDI
geninde ¢.896 897del (p.Pro299Argfs*71) varyant1 (Novel) “P” olarak saptanmistir
(Domingo-Gallego ve ark., 2022).

Calisma grubumuzda; 40 yasinda, erkek, 36 yasinda teshis alan ve RRT
almayan, bobrek tasi, hipertansiyon, diyabet, bobrek kist riiptiirii ve kanama Oykiisii
olan H17 kodlu hastada PKD1 geni Ekzon 15’ de saptanan heterozigot ¢.896 897del
(p-Pro299ArgfsTer71) truncating varyanti dbSNP veri tabaninda rs1555459084
numarasi ile tanimlanmakta ve global allel frekans verisi bulunmamaktadir. Bu
varyant veri tabanlarinda se¢ilen 6nceliklendirme kriterleriyle uyusmakta, PKD1 geni
ile "Polycystic kidney disease 1' hastalig1 arasinda “Bilinen Gen-Hastalik iliskisi”,
ayrica ClinVar veri tabaninda 'Polycystic kidney disease, adult type
(MONDO:0008263)' hastaligi arasinda ”Aday Varyant-Hastalik
[liskisi” bulunmaktadir. Bu varyant, veri tabanlarindaki patojenite skorlamalari, in-

siliko analiz sonucu ve fenotip—genotip iligkisine gore, “P” olarak degerlendirildi.

Tayvan’ da ODPBH’ na sahip 920 aileden 1421 hastada, PKDI ve PKD?2
genlerini de igeren NGS’ e dayali PBH paneliyle varyantlarin analiz edildigi bir
caligmada, dort ailede PKD1 geninde ¢.4306 C>T (p.Argl436*) varyant1 “P” olarak
saptanmistir (Yu ve ark., 2022).

Calisma grubumuzda; 44 yasinda, kadin, 42 yasinda teshis alan ve RRT
almayan, hipertansiyon, diyabet ve karacigerde ekstrarenal kist yerlesimi 6ykiisii olan
H25 kodlu hastada PKD1 geni Ekzon 15’ de saptanan heterozigot c.4306 C>T
(p.-Argl436Ter) truncating varyantt dbSNP veri tabaninda rs1567200516 numarasi
ile tanimlanmakta ve global allel frekans verisi bulunmamaktadir. Bu varyant, veri
tabanlarindaki patojenite skorlamalari, in-siliko analiz sonucu ve fenotip—genotip

iliskisine gore, “P” olarak degerlendirildi.
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PKD1 Geni Ekzonik Bolge “LP” Varyantlar

PKD Foundation Variant Database’ de PKDI geni Ekzon 11° in 739.
kodonunda  “P” 2215 2216insTGGTCCCC  (GIn739fs48X)  Truncating:

Insertion/Deletion varyanti rapor edilmistir (https://pkdb.mayo.edu/variants). Calisma

grubumuzda; 59 yasinda, kadin, 55 yasinda teshis alan, 2 ay 6nce HD’ e baslayan,
hipertansiyon, diger kardiyovaskiiler hastalik, karacigerde ekstrarenal kist yerlesimi,
sik idrar yolu enfeksiyonu, bobrek kist riiptiirii ve kanama oykiistine sahip H15 kodlu
hastada Ekzon 11’ de heterozigot c¢.2215_ 2216delinsTA (p.Arg739Ter) varyanti

saptandi.

PKD Foundation Variant Database’ de PKDI geni Ekzon 14’ iin 1068.
kodonunda “P” 3202C>T (GIn1068X) Truncating: Nonsense varyanti rapor edilmistir
https://pkdb.mayo.edu/variants). Calisma grubumuzda; 38 yasinda, erkek, 30 yasinda

teshis alan ve RRT almayan, hipertansiyon, bobrekte tas, karacigerde ekstrarenal kist
yerlesimi, sik idrar yolu enfeksiyonu Oykiisiine sahip H4 kodlu hastada PKD1 geni
Ekzon 14’ de heterozigot c.3202del (p.GIn1068SerfsTer36) varyanti saptandi.

PKD Foundation Variant Database’ de PKDI geni Ekzon 15 in 1653.
kodonunda “P” 4957C>T (GIn1653X) Truncating: Nonsense varyanti rapor edilmistir
(https://pkdb.mayo.edu/variants). Calisma grubumuzda; 54 yasinda, erkek, 35 yasinda

teshis alan, RRT almayan, hipertansiyon, karacigerde ekstrarenal kist yerlesimi, sik
idrar yolu enfeksiyonu, bobrek kist riiptiirii ve kanama, diyabet Oykiisiine sahip H2
kodlu hastada; 50 yasinda, erkek, 21 yasinda teshis alan, RRT almayan ve diyabet
Oykiisiine sahip H10 kodlu hastada PKD1 geni Ekzon 15’ de bilesik heterozigot
¢.4956 _4968del (p.GIn1653GlyfsTer65) varyant1 saptandi. Bu hastalar ayni aileden
iki erkek kardesti.

PKD Foundation Variant Database’ de PKDI geni Ekzon 15 in 1485.
kodonunda “P” 4455C>G (Tyr1485X) Truncating: Nonsense varyant1 ve PKDI geni
Ekzon 15° in 1487. kodonunda “P” 4460 4461insA (Phel487fs36X) Truncating:

Deletion/Insertion varyanti rapor edilmistir (https://pkdb.mayo.edu/variants). Calisma

grubumuzda; 45 yasinda, kadin, 23 yasinda teshis alan, RRT almayan, hipertansiyon,
karacigerde ekstrarenal kist yerlesimi Oykiisiine sahip H6 kodlu hastada; 48 yasinda,
erkek, 23 yasinda teshis alan, 45 yasindan beri HD alan, hipertansiyon dykiisiine sahip
H?7 kodlu hastada; 28 yasinda, erkek, 18 yasinda teshis alan ve RRT almayan H8 kodlu
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hastada PKDI geni Ekzon 15° de heterozigot ¢.4453 4454dup
(p-Leul486ThrfsTer49) varyant: saptandi. Bu hastalar ayni aileden babanin kiz
kardesi, baba ve erkek ¢ocuktu.

Bu varyantlarin dbSNP veri tabaninda atanmis numaralari, ClinVar veri
tabaninda ve literatiirde herhangi bir raporu bulunmamaktadir. Ayrica varyantlar
veritabanlarinda secilen Onceliklendirme kriterleriyle uyusmakta, PKDI geni ile
'Polycystic  kidney disease 1' hastaligi arasinda “Bilinen Gen-Hastalik
[liskisi” bulunmaktadir. PKD Foundation Variant Database’ de daha 6nce rapor edilen
yakin kodon pozisyondaki varyantlar, veri tabanlarindaki patojenite skorlamalari, in-
siliko analiz sonucu ve fenotip—genotip iliskisine gore, “LP” ve c¢aligmamizda

saptanan “Novel” varyantlar olarak degerlendirildi.

ODPBH’ da tan1 yasinin < 35 olmasi ve hastanin erkek olmasi durumunda
hastalik hizli ilerleyebilmekte (Ong ve ark., 2015), PKDI geni mutasyonlarinda
SDBY’ ne ulagsma yags1 ~ 50-55 (Bhaskar ve ark., 2016), protein truncating PKD/ geni
mutasyonlar1 (frameshift, nonsense, canonical splice site mutasyonlar1 ve biiyiik
deletion’ lar) en siddetli hastalikla iligkilendirilmektedir (Lanktree ve ark., 2021).
Calisgmamizda saptanan “Novel” “LP” varyantlar, hem fenotip hem de genotip

acisindan literatiirlerle uyumlu olarak degerlendirildi.

PKDI1 Geni Ekzonik Bolge “VUS” Varyantlar:

PKD Foundation Variant Database’ de PKDI geni Ekzon 5’ de 4455C>G
(Cys232Tyr) varyanti, Ekzon 25° de 9045 C>G (Cys3015Trp), Ekzon 25° de 9047
A>G (GIn3016Arg) varyanti, Ekzon 46> da 12546C>T (Ser4182Ser) varyanti
Nontruncating: Missense “LP” olarak, Exon 11’ de 2338 G>A (Val780Met) varyanti
Nontruncating: Missense “LB” olarak rapor edilmigtir

(https://pkdb.mayo.edu/variants).

Calisma grubumuzda; 46 yasinda, kadin, 26 yasinda teshis alan, RRT almayan,
bobrekte tag, hipertansiyon, karacigerde ekstrarenal kist yerlesimi 6ykiisiine sahip H13
kodlu hastada PKDI1 geni Ekzon 5’ de heterozigot c.700 G>T (p.Ala234Ser)
varyanti, Ekzon 25’ de heterozigot ¢.9046 C>A (p.GIn3016Lys) varyanti, Ekzon 46’
da heterozigot c.12547 G>C (p.Asp4183His) varyant1 saptandi. Calisma grubunda;
30 yasinda, kadin, 12 yasinda teshis alan, RRT almayan, bobrekte tas, hipertansiyon,
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stk idrar yolu enfeksiyonu ve kardiyovaskiiler hastalik Oykiisiine sahip H5 kodlu
hastada PKD1 geni Ekzon 11’ de heterozigot c.2344 C>A (p.Leu782Met) varyanti
saptandi. Bu varyantlarin dbSNP veri tabaninda atanmis numaralari, ClinVar veri
tabaninda ve literatiirde herhangi bir raporu bulunmamaktadir. PKD Foundation
Variant Database’ de daha dnce rapor edilen yakin kodon pozisyondaki varyantlar,
veri tabanlarindaki patojenite skorlamalari, in-siliko analiz sonucu ve fenotip—genotip
iliskisine gore; “VUS” ve c¢alismamizda saptanan “Novel” varyantlar olarak

degerlendirildi.

Calisma grubumuzda; H13 kodlu hastada PKD1 geni Ekzon 9’ da heterozigot
c.1829 A>G (p.Tyr610Cys) nontruncating varyanti saptandi. PKD Foundation
Variant Database’ de rapor edilmis, dbSNP veri tabaninda atanmis numarasi
bulunmayan, ClinVar veri tabaninda ve literatiirde herhangi bir rapora rastlanmayan
bu varyant veri tabanlar1 patojenite skorlamalari, in-siliko analiz sonucu ve fenotip—

genotip iligkisine gore; “VUS” olarak degerlendirildi.

Calisma grubumuzda; 37 yasinda, kadin, 24 yasinda teshis alan, RRT almayan,
bobrekte tas, hipertansiyon, sik idrar yolu enfeksiyonu ve kardiyovaskiiler hastalik
Oykiistine sahip H3 kodlu hastada PKD1 geni Ekzon 5’ de saptanan heterozigot ¢.877
C>A (p.His293Asn) nontruncating varyanti dbSNP veri tabaninda rs749172729
numarasi ile tanimlanmakta ve global allel frekansi T=0.00002 (1/52034, ExAC)
olarak bildirilmektedir. Calisma grubumuzda; 55 yasinda, erkek, 44 yasinda teshis
alan, RRT almayan, hipertansiyon, karacigerde ekstrarenal kist yerlesimi ve
kardiyovaskiiler hastalik dykiisiine sahip H24 kodlu hastada PKD1 geni Ekzon 15’ de
saptanan heterozigot ¢.4639 C>T (p.Argl1547Cys) nontruncating varyantt dbSNP
veri tabaninda rs1487713442 numarasi ile tamimlanmakta ve global allel frekansi
A=0.000008 (2/247594, GnomAD exome) olarak bildirilmektedir. Calisma
grubumuzda; 43 yasinda, kadin, 29 yasinda teshis alan, 31 yasindan beri HD alan,
hipertansiyon dykiisiine sahip H29 kodlu hastada PKD1 geni Ekzon 15’ de saptanan
heterozigot ¢.4764 C>T (p.Cys1588=) Synonymous varyantt dbSNP veri tabaninda
rs376144237 numarast ile tanimlanmakta ve global allel frekansi A=0.00003
(1/35428, ALFA) olarak bildirilmektedir. Calisma grubumuzda; 43 yasinda, kadin, 31
yasinda teshis alan, RRT almayan, karacigerde ekstrarenal kist yerlesimi Oykiisiine
sahip H1 kodlu hastada PKD1 geni Ekzon 15’ de saptanan heterozigot ¢.6791 C>T
(p.-Ser2264Leu) nontruncating varyantt dbSNP veri tabaninda rs1258845914
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numarasi ile tanimlanmakta ve global allel frekanst A=0.00003 (1/35432, ALFA)
olarak bildirilmektedir. ClinVar veri tabaninda ve literatiirde bu varyantlara ait
herhangi bir rapora rastlanmamaktadir. Bu varyantlar patojenite skorlamalari, in-siliko

analiz sonucu ve fenotip—genotip iliskisine gore; “VUS” olarak degerlendirildi.

Calisma grubumuzda; 37 yasinda, erkek, 31 yasinda teshis alan, RRT almayan,
bobrekte tas Oykiisiine sahip H23 kodlu hastada PKD1 geni Ekzon 11° de saptanan
heterozigot ¢.2102 C>A (p.Thr701Asn) nontruncating varyantt dbSNP veri
tabaninda rs1456789343 numarasi ile tanimlanmakta ve global allel frekansi
A=0.000019 (2/102784, GnomAD_ exome) olarak bildirilmekte literatiirde bu
varyanta ait herhangi bir rapora rastlanmamaktadir. Bu varyant patojenite
skorlamalari, in-siliko analiz sonucu ve fenotip—genotip iliskisine gore; “VUS” olarak

degerlendirildi.

Calisma grubumuzda; H15 kodlu hastada (klinik verilerinden daha once
bahsedilen) PKDI geni Ekzon 11° de saptanan heterozigot c¢.2215 C>T
(p.-Arg739Trp) nontruncating varyant1 dbSNP veri tabaninda rs747483368 numarasi
ile tanimlanmakta ve global allel frekans1 T=0.000004 (1/264690, TOPMED) olarak
bildirilmekte, literatiirde bu varyanta ait herhangi bir rapora rastlanmamaktadir. Bu
varyant veri tabanlarinda secilen onceliklendirme kriterleriyle uyusmakta, PKD1 geni
ile 'Polycystic kidney disease 1' hastalig1 arasinda “Bilinen Gen-Hastalik liskisi”,
ayrica ClinVar veri tabaninda 'Polycystic liver disease 1, Polycystic kidney disease
(MONDO:0008265)' hastalig1 ile ”Aday Varyant-Hastalik iliskisi” bulunmaktadir. Bu
varyant patojenite skorlamalari, in-siliko analiz sonucu ve fenotip—genotip iliskisine

gore; “VUS” olarak degerlendirildi.

ABD’ de ailelerin katildigi, WES metodu ile PKDI geni mutasyonlarinin
tarandig1 arastirmada; bir ailede PKD/ geninde p.Arg2767His varyant1 saptanmis,
ilgili PC1 alan1 “REJ” olarak belirtilmis, varyant “LP” olarak degerlendirilmistir
(Gulati ve ark., 2023). Caligma grubumuzda; H1 kodlu hastada (klinik verilerinden
daha once bahsedilen) PKD1 geni Ekzon 23’ de saptanan heterozigot ¢.8300 G>A
(p-Arg2767His) nontruncating varyanti dbSNP veri tabaninda rs770080914
numarast ile tanimlanmakta, ve global allel frekansi T=0.000004 (1/247018,
GnomAD_exome) olarak bildirilmektedir. Mutasyon tiirii missense olan bu varyant,
patojenite skorlamalari, in-siliko analiz sonucu ve fenotip—genotip iliskisine gore;

“VUS?” olarak degerlendirildi.
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Almanya’ da PBH’ na sahip 53 hastada LR-PCR tabali Sanger sekans
yontemiyle, PBH’ na sahip 2 hastasinin ise MLPA yontemiyle PKD/ geninin tarandig1
calismada, PKDI geninde ¢.9034 A>G (p.Thr3012Al) varyanti saptanmistir
(Eisenberger ve ark., 2015). Calisma grubumuzda; 59 yasinda, erkek, 48 yasinda teshis
alan, RRT almayan, sik idrar yolu enfeksiyonu Oykiisiine sahip H9 kodlu hastada
PKDI geni Ekzon 25’ de saptanan heterozigot ¢.9034 A>G (p.Thr3012Al)
nontruncating varyantt dbSNP veri tabaninda rs767541153 numarasi ile
tanimlanmakta ve global allel frekansi C=0.000011 (3/264690, TOPMED) olarak
bildirilmektedir. Bu varyant veri tabanlarinda secilen onceliklendirme kriterleriyle
uyusmakta, PKD]1 geni ile 'Polycystic kidney disease 1' hastalig1 arasinda “Bilinen
Gen-Hastalik Iliskisi” bulunmaktadir. Bu varyant patojenite skorlamalari, in-siliko

analiz sonucu ve fenotip—genotip iliskisine gore; “VUS” olarak degerlendirildi.

Fransa’ da ODPBH’ na sahip 37 hastada PKDI ve PKD?2 genlerindeki sekans
varyantlarin1 tanimlamak i¢in high resolution melt (HRM) analizi metodu uygulanan
arastirmada, bir hastada PKDI geni Ekzon 25’ de c.9196T>C (p.Phe3066Leu)
Substitution varyanti1 saptanmistir (Bataille ve ark., 2011). Kuveyt’ de ODPBH’ na
sahip 51 hastada WES ve WGS’ de hedef zenginlestirme metodlariyla PKD1 ve PKD?2
genlerindeki mutasyonlarin tespitinin yapildig1 ¢calismada PKD/ geninde ¢.9196T>C
(p.Phe3066Leu) varyant1 saptanmistir (Ali ve ark., 2019). Hollanda’ da ODPBH’ na
sahip 19 hastada long-read sekans yontemiyle PKDI ve PKDZ2 genlerindeki
mutasyonlarin arastirildigi calismada, PKDI geninde ¢.9195 9196 delinsCC
(p.Phe3066Leu) varyant1 saptanmistir (Borras ve ark., 2017). Almanya’ da PBH’ na
sahip 53 hastada LR-PCR tabanli Sanger sekans yontemiyle, PBH’ na sahip 2
hastasinin ise MLPA yontemiyle PKD/ geninin tarandigi ¢alismada, PKD1 geninde
¢.9196T>C (p.Phe3066Leu) varyant1 saptanmistir (Eisenberger ve ark., 2015). italya’
da ODPBH’ na sahip 643 hastanin katildigi, direkt sekans sonras1t MLPA ile PKDI
ve PKD?2 genlerinin tarandig1 aragtirmada PKD/ geninde ¢.9196T>C (p.Phe3066Leu)

varyant1 “B” olarak saptanmistir (Carrera ve ark., 2016).

Calisma grubumuzda ayni aileden iki erkek kardes olan H2 ve H10 kodlu
hastalarda (klinik verilerinden daha 6nce bahsedilen), bagka bir aileden 61 yasinda,
kadin, 45 yasinda teshis alan, 2 aydir HD alan, karacigerde ekstrarenal kist yerlesimi
Oykiisiine sahip H21 kodlu hastada PKDI geni Ekzon 25’ de birlesik heterozigot
¢.9195 9196 delinsCC (p.Phe3066Leu) nontruncating varyanti saptandi. Calisma
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grubumuzda farkli bir ailede kuzen olan 30 yasinda, erkek, 25 yasinda teshis alan, RRT
almayan H12 kodlu hastada ve 31 yasinda, erkek, 25 yasinda teshis alan, RRT almayan
diyabet Oykiisiine sahip H16 kodlu hastada, farkli ailelerden H3 kodlu hastada (klinik
verilerinden daha 6nce bahsedilen); 40 yasinda, erkek, 37 yasinda teshis alan, RRT
almayan, hipertansiyon oOykiistine sahip H20 kodlu hastada; 47 yasinda, erkek, 35
yasinda teshis alan, 43 yasindan beri HD alan, hipertansiyon, sik idrar yolu
enfeksiyonu, kist riiptiirii ve kanama Oykiisiine sahip H31 kodlu hastada PKD1 geni
Ekzon 25’ de heterozigot ¢.9195 9196 delinsCC (p.Phe3066Leu) nontruncating
varyant1 saptandi. Bu varyant dbSNP veri tabaninda rs372874584 numarasi ile
tanimlanmakta ve global allel frekans verisi bulunmamakta, veri tabanlarinda segilen
onceliklendirme kriterleriyle uyusmaktadir. Bu varyant patojenite skorlamalari, in-

siliko analiz sonucu ve fenotip—genotip iligkisine gore; “VUS” olarak degerlendirildi.

ABD’ de ODPBH’ na sahip 945 aileden 1119 hastanin sekans analiziyle PKD/
ve PKD?2 geninin mutasyonlarinin tarandigi ve genotip fenotip karsilagtirilmasinin
yapildig1 arastirmada, bir ailede PKDI geninde Ekzon 15’ de ¢.5976 5978delCAC
varyant1 saptanmistir (Heyer ve ark., 2016). ABD’ de ODBPH’ na sahip 239 hastada
HPLC ile saflastirma sonrasi direkt sekans analiziyle PKDI ve PKD2 genlerinin
arastirlldigt calismada, ailelerden birinde PKDI geni Exon 15° de Inframe
5976 5978del (F1992L:T1993del) varyant1 saptanmistir (Rossetti ve ark., 2007).
Slovakya’ da akrabalik iligkisi olmayan ODBPH’ na sahip 10 hastada NGS metodu ile
ODPBH yolaklarinin arastirildigt  ¢alismada, PKDI geni Ekzon 15° de
c.5976 _5978delCAC (p.Phel1992 Thr1993del) varyanti saptanmistir (Skalickd ve
ark., 2017).

Calisma grubumuzda ayni aileden anne H21 kodlu hastada (klinik verilerinden
daha once bahsedilen) bilesik heterozigot ve oglu 29 yasinda, erkek, yeni teshis alan,
RRT almayan H22 kodlu hastada heterozigot olarak PKDI geni Ekzon 15’ de
¢.5976_5978 del (p.Phe1992 Thr1993delinsLeu) nontruncating varyanti saptandi.
Bu varyantin dbSNP veri tabaninda atanmis numarasi bulunmamakta, ve global allel
frekans verisi bulunmamaktadir. Bu varyant veri tabanlarinda seg¢ilen 6nceliklendirme
kriterleriyle uyusmakta, PKDI geni ile 'Polycystic kidney disease 1' hastalig1 arasinda
“Bilinen Gen-Hastalik Iliskisi” ile bulunmaktadir. Bu varyant patojenite skorlamalari,
in-siliko analiz sonucu ve fenotip—genotip iliskisine gore; “VUS” olarak

degerlendirildi.

123



Calisma grubumuzda H9 kodlu hastada (klinik verilerinden daha 6nce
bahsedilen) Ekzon 25° de saptanan heterozigot ¢.9034 A>G (p.Thr3012Al)
nontruncating varyantt dbSNP veri tabaninda rs767541153 numarasi ile
tanimlanmakta, global allel frekansi C=0.000011 (3/264690, TOPMED) olarak
bildirilmekte ve literatlirde bu varyanta ait herhangi bir rapora rastlanmamaktadir. Bu
varyant veri tabanlarinda secilen dnceliklendirme kriterleriyle uyusmakta, PKD1 geni
ile 'Polycystic kidney disease 1' hastali§i arasinda “Bilinen Gen-Hastalik
[liskisi” bulunmaktadir. Bu varyant patojenite skorlamalari, in-siliko analiz sonucu ve

fenotip—genotip iliskisine gore; “VUS” olarak degerlendirildi.

Literatiirde, nontruncating PKD/ geni mutasyonlar1 (missense ve inframe
insertion/deletion’ lar) orta siddetli hastalikla iliskilendirilmektedir (Lanktree ve ark.,
2021). Saptanan nontruncating varyantlar ve hastalarin klinik 6zellikleri orta siddetli
hastalik ile uyumlu bulunarak, hem fenotip hem de genotip agisindan literatiirlerle

uyumlu olarak degerlendirildi.

PKDI1 Geni Ekzonik Bolge “B” Varyantlari

Calisma grubumuzda PKDI geni 12 farkli ekzonunda, 20 farkli varyant,
Substitution/Synonymous degisim sonucu ile “B” olarak saptandi. PKDI geni 10
farkli ekzonunda, 13 farkli varyant ise Substitution/Missense degisim sonucu ile “B”

olarak saptandi.

PKD1 Geni Ekzonik Bolge “LB” Varyantlari

Calisma grubumuzda PKDI geni 12 farkli ekzonunda, 20 farkli varyant,
Substitution/Synonymous degisim ile “LB” olarak saptandi. PKDI geni 10 farkl
ekzonunda, 13 farkli varyant ise Substitution/Missense degisim ile “LB” olarak

saptandi.

PKDI1 Geni Intronik Bolge “LP” Varyantlart

Calisma grubumuzda ayni aileden iki kiz kardes olan; 38 yasinda, kadin, 37

yasinda teshis alan, RRT almayan, sik idrar yolu enfeksiyonu ve karacigerde
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ekstrarenal kist yerlesimi Oykiisiine sahip H18 kodlu hasta ve 41 yasinda, kadin, 31
yasinda teshis alan, RRT almayan ve karacigerde ekstrarenal kist yerlesimi dykiisiine
sahip H19 kodlu hastada, PKD1 geni Intron 15’ de saptanan heterozigot c.*906-2
A>G varyantinin dbSNP veri tabaninda atanmis numaralar1 bulunmamaktadir. Bu
varyant, veritabanlarindaki patojenite skorlamalari, in-siliko analiz sonucu ve fenotip
- genotip iligkisine gore; “LP” ve calismamizda saptanan “/Novel” varyantlar olarak
degerlendirildi. Bu varyant veri tabanlarinda seg¢ilen onceliklendirme kriterleriyle
uyusmakta, PKDI geni ile 'Polycystic kidney disease 1' hastalig1 arasinda “Bilinen
Gen-Hastalik Iliskisi” bulunmaktadir.

PKDI Geni Intronik Bélge “VUS” Varyantlart

Hollanda’ da ODPBH’ na sahip 19 hastada Long-Read sekans yontemiyle
PKDI ve PKD? genlerindeki mutasyonlarin arastirildigi ¢alismada, PKD1 geni 2721.
kodonunda dbSNP kodu rs199569003 olan IVS Silent, LB, 8161+8 G>A varyant1
saptanmistir (Borras ve ark., 2017). Calisma grubumuzda H15 kodlu hastada (klinik
verilerinden daha dnce bahsedilen) Intron 2’ de saptanan heterozigot ¢.222+8 G>A
varyant1 dbSNP veri tabaninda rs199569003 numarasi ile tanimlanmakta ve global
allel frekans1 T=0.00573 (269/46950, ALFA) olarak bildirilmektedir. Bu varyant veri
tabanlarinda secgilen Onceliklendirme kriterleriyle uyusmakta, PKDI geni ile
'Polycystic  kidney disease 1' hastaligi arasinda “Bilinen Gen-Hastalik
Iliskisi” bulunmaktadir. Bu varyant patojenite skorlamalari, in-siliko analiz sonucu ve

fenotip—genotip iliskisine gore; “VUS” olarak degerlendirildi.

Ispanya’ da erken baslangicli kronik bobrek hastaliga sahip 460 hastanin
dahil oldugu, NGS cihazinda 6zel tasarlanmis bobrek hastaliklar paneli ile yapilan
arastirmada; 2 yasinda hastalik baslangici olan, ailesel, renal USG ve klinik verileri
ODPBH ile uyumlu, 2 yasindaki kiz bebek hastada PKDI geninde ¢.9202-16G>A
varyantt saptanmistir (Domingo-Gallego ve ark., 2022). Japonya’ da 161 aileden
ODPBH’ na sahip 180 hastadan LR-PCR sonrasinda direkt sekans analiziyle PKD1 ve
PKD?2 geninin mutasyonlarinin tarandig1 ¢alismada bir ailede PKD! geninde ¢.9202-
16 G>A varyantt “LP” olarak saptanmistir (Kurashige ve ark., 2014). Kanada’ da
ODPBH’ na sahip ailelerden hastalarin arastirildigi arastirmada PKDI geninde
IVS25-16 G>A varyant1 (Novel) saptanmistir (Wang ve ark., 2009).
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Calisma grubumuzda 34 yasinda, erkek, 33 yasinda teshis alan, RRT almayan
ve hipertansiyon dykiisiine sahip H14 kodlu hastada PKDI geni Intron 5’ de saptanan
heterozigot ¢.804-16 G>A varyanti ve PKDI geni Intron 25’ de saptanan
heterozigot ¢.9202-16 G>A varyant1 dbSNP veri tabaninda rs1389523126 numarasi
ile tanimlanmakta ve global allel frekans1t T=0.000007 (1/145322, GnomAD _exome)
olarak bildirilmektedir. Bu varyant veri tabanlarinda segilen Onceliklendirme
kriterleriyle uyusmakta, ClinVar veri tabaninda PKDI geni ile 'Polycystic kidney
disease adult type (MONDO:0008263)" hastalig1 arasinda “Aday Varyant-Hastalik
Iliskisi” bulunmaktadir. Bu varyant patojenite skorlamalari, in-siliko analiz sonucu ve

fenotip—genotip iliskisine gore; “VUS” olarak degerlendirildi.

Calisma grubumuzda H18 ve H19 kodlu iki kiz kardes olan hastada (klinik
verilerinden daha 6nce bahsedilen), PKDI geni intron 28’ de saptanan heterozigot
¢.9713-2 A>G varyantinin dbSNP veri tabaninda atanmis numaralari, ClinVar veri
tabaninda ve literatiirde herhangi bir raporu bulunmamaktadir. Bu varyant patojenite
skorlamalari, in-siliko analiz sonucu ve fenotip—genotip iliskisine gore; “VUS” ve
caligmamizda saptanan “Novel” varyant olarak degerlendirildi. Bu varyant veri
tabanlarinda secilen Onceliklendirme kriterleriyle uyusmakta, PKDI geni ile
'Polycystic  kidney disease 1' hastaligi arasinda “Bilinen Gen-Hastalik

Mliskisi” bulunmaktadir.

Calisma grubumuzda H10 kodlu hastada (klinik verilerinden daha once
bahsedilen) Intron 44’ de saptanan heterozigot ¢.12139-14 C>T varyant: dbSNP veri
tabaninda rs200698404 numarast ile tanimlanmakta ve global allel frekansi
A=0.000021 (3/140234, GnomAD) olarak bildirilmekte, literatiirde bu varyanta ait
herhangi bir rapora rastlanmamaktadir. Bu varyant patojenite skorlamalari, in-siliko

analiz sonucu ve fenotip—genotip iliskisine gore; “VUS” olarak degerlendirildi.

Calisma grubumuzda H1 ve H13 kodlu hastalarda (klinik verilerinden daha
once bahsedilen) PKDI geni 3' UTR bélgesinde saptanan heterozigot ¢.*228 C>T
(N/A) varyantt dbSNP veri tabaninda rs376160782 numarasi ile tanimlanmakta ve
global allel frekans1 A=0.000098 (26/264690, TOPMED) olarak bildirilmektedir. Bu
varyant patojenite skorlamalari, in-siliko analiz sonucu ve fenotip—genotip iliskisine

gore; “VUS” olarak degerlendirildi.
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PKDI Geni Intronik Bolge “B” Varyantlart

Calisma grubumuzda PKDI geni 7 farkli intronunda, 7 farkli varyant,
Substitution/Noncoding degisim ile “B” olarak saptandi. PKDI geni 9. intronunda,
heterozigot c¢.1850-4 A>G varyanti1 Substitution/Splice region - Noncoding degisim ile
“B” olarak saptandi. PKDI geni 41. intronunda, heterozigot ¢.11537+3 11537+5dup
varyanti Insertion/Splice Region-Noncoding degisim ile “B” olarak saptandi. PKD]
geni 44. intronunda, heterozigot c.12138+22del varyanti Deletion/Noncoding degisim
ile “B” olarak saptandi. PKD1 geni 3'UTR boélgesinde, heterozigot c.*15 G>A varyanti
Substitution/3' Prime UTR degisim ile “B” olarak saptandi.

PKDI Geni Intronik Bilge “LB” Varyantlari

Calisma grubumuzda PKDI geni 19. intronunda, heterozigot ¢.7703+12 C>T
varyantt Substitution/Noncoding degisim ile “B” olarak saptandi. PKDI geni 22.
intronunda, heterozigot c¢.8161+8 G>A varyant1 Substitution/Splice Region-

Noncoding degisim ile “B” olarak saptandi.

PKD?2 Geni Ekzonik Bolge “P” Varyantlar

Fransa’ da ODPBH’ na sahip 700 hastanin dahil oldugu, direkt sekans sonrasi
biiylik genomik yeniden diizenlemelerin QFM-PCR veya Array-CGH ile PKDI ve
PKD?2 genlerinin tarandig1 arastirmada, aile dykiisii bulunmayan bir hastada PKD?2
geninde ¢.1837 C>T (p.GIn613X) varyant1 (Novel) “P” olarak saptanmistir (Audrézet
ve ark., 2012). Yunanistan’ da 400 bireyde etiyolojileri bilinmeyen hastaliklarin gen
taramasinin NGS metodu ile yapildig1 calismada, 36 yasinda teshis alan, 38 yasindaki
kadin hastada PKD2 geninde c.1837 C>T (p.GIn613*) varyanti “P” olarak
saptanmistir (Marinakis ve ark., 2021). Tiirkiye’ de Sivas’ da ODPBH’ na sahip 27
hastanin katildigi, nefropati paneli ile NGS’ de gerceklestirilen calismada, PKD2 geni
Ekzon 8’ de ¢.1837 C>T (p.Q613X) varyantt “P” olarak saptanmistir (Sezgin ve ark,
2020).

Calisma grubumuzda; ayni aileden baba 55 yasinda, erkek, 35 yasinda teshis

alan, RRT almayan, bobrekte tas, hipertansiyon ve karacigerde ekstrarenal kist
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yerlesimi dykiisiine sahip H11 kodlu hastada, oglu H12 kodlu hastada ve babanin kiz
kardesinin oglu olan H16 kodlu hastada (klinik verilerinden daha 6nce bahsedilen)
PKD?2 geni Ekzon 8’ de saptanan heterozigot c.1837 C>T (p.GIn613Ter) truncating
varyantinin dbSNP veri tabaninda atanmis numaras1 bulunmamakta ve global allel
frekans verisi bulunmamaktadir. Bu varyant patojenite skorlamalari, in-siliko analiz
sonucu ve fenotip—genotip iliskisine gore; “P” olarak degerlendirildi. Bu varyant veri
tabanlarinda secgilen Onceliklendirme kriterleriyle uyusmakta, PKD2 geni ile
"Polycystic kidney disease 2' hastalig1 arasinda “Bilinen Gen-Hastalik iliskisi”, ayrica
bu varyant ClinVar veri tabaninda 'Polycystic kidney disease 2 (MONDO: 0013131)'
hastalig1 ile” Aday Varyant-Hastalik Iliskisi” bulunmaktadir.

PKD?2 Geni Ekzonik Bolge “VUS” Varyantlar

Calisma grubumuzda H11 kodlu hastada (klinik verilerinden daha once
bahsedilen) PKD2 geni Ekzon 5’ de saptanan heterozigot n.876 A>C varyanti dbSNP
veri tabaninda rs2234917 numarasi ile tanimlanmakta ve global allel frekansi
C=0.004093 (837/204500, ALFA) olarak bildirilmektedir. Bu varyant patojenite
skorlamalar, in-siliko analiz sonucu ve fenotip—genotip iliskisine gore; “VUS” olarak

degerlendirildi.

PKD?2 Geni Ekzonik Bolge “B” Varyantlar

Calisma grubumuzda PKD2 geni Ekzon 1° de iki farkli varyant
Substitution/Missense degisim ile, bir varyant Substitution/Synonymous degisim
sonucu ile, Ekzon 12’ de bir varyant Substitution/Synonymous degisim ile “B” olarak

saptandi.
PKD?2 Geni Ekzonik Bolge “LB” Varyantlari
Calisma grubumuzda PKD?2 geni Ekzon 8’ de heterozigot c.1830 G>A varyanti

Substitution/Synonymous degisim ile, Ekzon 13’ de heterozigot ¢.2398 A>C varyanti

Substitution/Missense degisim ile “LB” olarak saptandi.
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PKD?2 Geni Intronik Bolge “P” Varyantlar:

Tayvan’ da ODPBH’ na sahip 920 aileden 1421 hastada, PKDI ve PKD2
genlerini de igceren NGS’ e dayali PBH paneliyle varyantlarin analiz edildigi bir
calismada, 3 ailede PKD2 geninde ¢.1094+1 G>A varyant1 “P” olarak saptanmistir
(Yu ve ark., 2022). Kore’ de ODPBH’ na sahip 46 hastada LR-PCR ve direkt sekans
ile PKD2 geni mutasyonlarinin tarandigi arastirmada, iki hastada PKDZ2 geninde
¢.1094+1 G>A varyant1 (Novel) saptanmistir (Chung ve ark., 2006). iran’ da linkage
analiz ve Sanger sekans yontemiyle PKDI ve PKD2 geni mutasyonlarinin tarandigi
calismada ODPBH’ na sahip 8 hastanin tamaminda PKD2 geninde c.1094+1 G>A
varyant1 “P” olarak saptanmistir (Entezam ve ark., 2016). Cin’ de PBH hastalarinda,
bobrek siliyopatileri ile iliskilendirilmis genleri (63 gen) tespit etmek i¢in hedefli NGS
ile yapilan aragtirmada, bir hastada PKD2 geninde ¢.1094+1 G>A varyant1 “P” olarak
saptanmigtir (Wang ve ark., 2018). italya’ da ODPBH’ na sahip 643 hastanin katildigi,
direkt sekans sonrast MLPA ile PKDI ve PKD?2 genlerinin tarandig1 arastirmada 3
hastada PKD?2 geninde c.1094+1 G>A varyant1 “P” olarak saptanmistir (Carrera ve
ark., 2016).

Calisma grubumuzda H9 kodlu hastada (klinik verilerinden daha 6nce
bahsedilen) PKD2 geni Intron 4’ de saptanan heterozigot c¢.1094+1 G>A varyanti
dbSNP veri tabaninda rs58606740 numarasi ile tanimlanmakta ve global allel frekansi
A=0.000004 (1/264690, TOPMED) olarak bildirilmektedir. Bu varyant patojenite
skorlamalari, in-siliko analiz sonucu ve fenotip—genotip iliskisine gore; “P” olarak
degerlendirildi. Bu varyant veri tabanlarinda seg¢ilen Onceliklendirme kriterleriyle
uyusmakta, PKD?2 geni ile 'Polycystic kidney disease 2' hastalig1 arasinda “Bilinen
Gen-Hastalik iliskisi”, ayrica ClinVar veritabaninda 'Polycystic kidney disease 2
(MONDO: 0013131)' hastalig1 arasinda” Aday Varyant-Hastalik
Mliskisi” bulunmaktadir.

PKD?2 Geni Intronik Bilge “B” Varyantlari

Calisma grubumuzda PKD2 geni Intron 3’ de c.844-22G>A varyanti

Substitution/Noncoding degisim ile “B” olarak saptandi.
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Fransa’ da ODPBH’ na sahip 700 hastanin dahil oldugu, direkt sekans sonrasi
biiylik genomik yeniden diizenlemelerin QFM-PCR veya Array-CGH ile PKDI ve
PKD?2 genlerinin tarandig1 arastirmada, hastalarin % 75,29 unda (n=527) PKDI
geninde “P” ve “LP varyantlar, hastalarin % 14,57° sinde (n=102) PKD?2 genlerinde
“P” ve “LP” varyantlar saptanmigtir. Saptanan toplam 442 “P” ve “LP” varyantin, %
87,78’ inin PKDI geninde, % 12,22’ sinin PKD?2 geninde oldugu rapor edilmistir.
PKD1 geninde saptanan “P” varyantlarin % 49,66’ s1 Frameshift, % 33,11° i Nonsense
olarak, PKD?2 geninde saptanan “P” varyantlarin % 40,43’ i Nonsense, % 23,40’ 1
Splicing olarak bildirilmistir (Audrézet ve ark., 2012). Italya’ da 440 aileden 643
ODPBH’ na sahip hastanin katildig1, direkt sekans sonrast MLPA ile PKDI ve PKD?2
genlerinin tarandig1 arastirmada, “P” ve “LP” varyantlarin saptandigi 352 aile
degerlendirildiginde; % 85,50’ si (n=301) PKDI geninde, % 14,50’si (n=51) PKD?2
geninde saptanmistir. PKD/ geninde saptanan “P” varyantlarin % 30’ u Frameshift, %
26’ s1 Nonsense olarak, PKDZ2 geninde saptanan “P” varyantlarin % 35’ i Nonsense,
% 19,50’ si Splicing olarak bildirilmistir. 440 ailenin % 14’ linde (n=63) PKDI ve
PKD?2 genlerinde “VUS” varyantlar saptanmistir (Carrera ve ark., 2016). Tayvan’ da
ODPBH’ na sahip 920 aileden 1421 hastada, PKD1 ve PKD?2 genlerini de igeren NGS’
e dayali PBH paneliyle varyantlarin analiz edildigi bir ¢calismada, ailelerin % 39,57’
sinde (n=364) PKDI geninde, % 25,98 inde (n=239) PKD2 geninde “P” ve “LP”
mutasyonlar tespit edilmistir (Yu ve ark., 2022). Tiirkiye’ de Sivas’ da ODPBH’ na
sahip 27 hastanin katildigi, nefropati paneli ile NGS’ de gergeklestirilen calismada
% 68,75’ 1 (n=11) PKDI geninde, 31,25’ si (n=5) PKD?2 geninde olmak iizere, toplam
16 varyant “P” ve “LP” olarak tespit edilmistir. PKD/ geninde saptanan varyantlarin
% 38,88’ 1 “VUS” olarak belirtilmistir. PKDI ve PKD?2 genlerinde saptanan “P” ve
“LP” varyantlarin % 56,25’ 1, PKDI geninde saptanan “VUS” varyantlarin % 57,14’
i “Novel” olarak bildirilmistir (Sezgin ve ark, 2020).

Calisma grubumuzda; PKDI geninde % 76,47’ si (n=65) ekzonik ve % 23,53’
i (n=20) intronik bolgelerde saptanan toplam 85 varyantin; % 3,53” i (n=3) “P”, %
5,88’ 1 (n=5) “LP”, % 24,71’ 1 (n=21) “VUS”, % 51,76’ s1 (n=44) “B”, % 14, 12’ si
(n=12) “LB” olarak degerlendirildi. PKD2 geninde % 80’ i (n=8) ekzonik ve % 20’ si
(n=2) intronik bolgelerde saptanan toplam 10 varyantin; % 20’ si (n=2) “P”, % 10’ u
(n=1) “VUS”, % 50’ si (n=5) B, % 20’ si (n=2) “LB” olarak degerlendirildi. Hastalarin
% 38,71 inde (n=12) PKD1 geninde “P” ve “LP” varyantlar, hastalarin % 12,90’ inda
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(n=4) PKD2 geninde “P” ve “LP” varyantlar saptandi. “P” ve “LP” toplam 10
varyantin % 80’ 1 PKDI geninde, % 20’ si PKD2 geninde saptandi. PKDI geninde
saptanan “P” varyantlarin % 66,66’ s1 Frameshift, % 33,34’ ii Nonsense olarak, PKD?2
geninde saptanan “P” varyantlarin % 50’ si Nonsense, % 50’ si Splicing olarak
saptandi. Calisma grubumuzdaki hastalarin % 67,74’ tinde PKD1 ve PKD?2 genlerinde
“VUS” varyantlar saptandi. PKD/ geninde saptanan “P” ve “LP” varyantlarin (n=8),
% 62,50’ si (n=5), VUS varyantlarin (n=21) % 23,81 i (n=5) “Novel” varyantlar

olarak degerlendirildi.

PKHDI1 Geni Ekzonik Bolge “LP” Varyantlar

Calisma grubumuzda H2 kodlu hastada (klinik verilerinden daha once
bahsedilen) PKHD1 geni Ekzon 59 da saptanan bilesik heterozigot c.9945del
(p-Met3316CysfsTer2) varyantinin dbSNP veri tabaninda atanmis numarasi, ClinVar
veri tabaninda ve literatiirde herhangi bir raporu bulunmamaktadir. Bu varyant
patojenite skorlamalari, in-siliko analiz sonucu ve fenotip—genotip iliskisine gore;
“LP” ve ¢alismamizda saptanan “/Novel” varyant olarak degerlendirildi. Bu varyant
veri tabanlarinda secilen Onceliklendirme kriterleriyle uyusmakta, PKHDI geni ile
'Polycystic kidney disease 4, with or without hepatic disease' hastalig1 arasinda

“Bilinen Gen-Hastalik Iliskisi” bulunmaktadir.

PKHDI1 Geni Ekzonik Bolge “VUS” Varyantlart

Calisma grubumuzda H3 kodlu hastada (klinik verilerinden daha once
bahsedilen) PKHDI geni Ekzon 16’ da saptanan heterozigot c.1492 C>A
(p-GIn498Lys) ve PKHDI geni Ekzon 61° de saptanan heterozigot ¢.10805 C>A
(p.-Pro3602His) varyantlarinin, H17 kodlu hastada (klinik verilerinden daha &nce
bahsedilen) PKHDI geni Ekzon 47’ de saptanan heterozigot ¢.7352 G>C
(p.Gly2451Ala) varyantinin, H2 kodlu hastada (klinik verilerinden daha oOnce
bahsedilen) PKHD1 geni Ekzon 58’ de saptanan bilesik heterozigot ¢.9694 G>C
(p-Ala3232Pro) varyantinin, H1 kodlu hastada (klinik verilerinden daha once
bahsedilen) PKHDI1 geni Ekzon 61’ de saptanan heterozigot ¢.10802 T>A
(p-Met3601Lys) varyantinin, dbSNP veri tabaninda atanmis numaralari, ClinVar veri

tabaninda ve literatiirde herhangi bir raporu bulunmamaktadir. Bu varyant patojenite
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skorlamalari, in-siliko analiz sonucu ve fenotip—genotip iliskisine gore; “VUS” ve
calismamizda saptanan “Novel” varyantlar olarak degerlendirildi. Ayrica ¢.7352
G>C (p.Gly2451Ala) ve ¢.9694 G>C (p.Ala3232Pro) varyantlari veri tabanlarinda
secilen onceliklendirme kriterleriyle uyusmakta, PKHDI geni ile 'Polycystic kidney
disease 4, with or without hepatic disease' hastali1 arasinda “Bilinen Gen-Hastalik

Miskisi” bulunmaktadir.

Calisma grubumuzda H16 kodlu hastada (klinik verilerinden daha once
bahsedilen) PKHDI geni Ekzon 27’ de saptanan bilesik heterozigot ¢.2822 A>G
(p.-Asp941Gly) varyantt dbSNP veri tabaninda rs778664861 numaras1 ile
tanimlanmakta ve global allel frekans1 A=0.000012 (3/249440, GnomAD exome)
olarak bildirilmekte, literatirde bu varyantlara ait herhangi bir rapora
rastlanmamaktadir. Bu varyant veri tabanlarinda secilen onceliklendirme kriterleriyle
uyusmakta, PKHDI geni ile 'Polycystic kidney disease 4, with or without hepatic
disease' hastalig1 arasinda “Bilinen Gen-Hastalik Iliskisi” bulunmaktadir. Bu varyant
patojenite skorlamalari, in-siliko analiz sonucu ve fenotip—genotip iliskisine gore;

“VUS?” olarak degerlendirildi.

Calisma grubumuzda H1 kodlu hastada (klinik verilerinden daha once
bahsedilen) PKHDI geni Ekzon 32’ de saptanan heterozigot ¢.5019 A>G
(p.-Alal673=) varyanti dbSNP veri tabaninda rs1218393886 numaras: ile
tanimlanmakta ve global allel frekans1 0.000004 (1/251230 GnomAD_exome) olarak
bildirilmekte, H23 kodlu hastada (klinik verilerinden daha 6nce bahsedilen) PKHD1
geni Ekzon 41’ de saptanan heterozigot ¢.6767 G>T (p.Ser2256lle) varyant1 dbSNP
veri tabaninda rs1304612110 numaras: ile tanimlanmakta ve global allel frekansi
A=0.000004 (1/250832, GnomAD exome) olarak bildirilmekte, literatiirde bu
varyantlara ait herhangi bir rapora rastlanmamaktadir. Bu varyantlar patojenite
skorlamalari, in-siliko analiz sonucu ve fenotip—genotip iliskisine gore; “VUS” olarak

degerlendirildi.

Ispanya’ da ORPBH’ na sahip 22 hastanin PKHD1 geni mutasyonlarinin NGS
metodu ile terandigi arastirmada, bir hastada PKHDI geninde c¢.7675 G>C
(p.-Val2559Leu) varyanti saptanmistir (Tavira ve ark., 2015). ABD’ de ORPBH’ na
sahip 59 hastada ve en az bir 6nceki nesilde ORPBH ile etkilenmis ¢ocuga sahip farkli
ailelerden 16 etkilenmis fetiiste, PKHDI geni mutasyonlarinin Sanger sekans ile

tarand1g1 calismada PKHD1 geninde ¢.7675 G>C (Novel) varyant1 saptanmistir (Sharp
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ve ark., 2005). Calisma grubumuzda H1 kodlu hastada (klinik verilerinden daha 6nce
bahsedilen) PKHDI geni Ekzon 48’ de saptanan heterozigot ¢.7675 G>C
(p.-Val2559Leu) varyanti dbSNP veri tabaninda rs150046042 numaras1 ile
tanimlanmakta ve global allel frekanst G=0.001212 (139/114648, ALFA) olarak
bildirilmektedir. Bu varyant patojenite skorlamalari, in-siliko analiz sonucu ve

fenotip—genotip iliskisine gore; “VUS” olarak degerlendirildi.

ABD’ de ORPBH’ na sahip 59 hastanin ve en az bir 6nceki nesilde ORPBH ile
etkilenmis cocuga sahip farkli ailelerden 16 etkilenmis fetiiste, PKHDI geni
mutasyonlarinin Sanger sekans yontemi ile tarandig1 calismada PKHDI geninde
¢.9402 G>A (Novel) varyant1 saptanmistir (Sharp ve ark., 2005). Calisma grubumuzda
H11 kodlu hastada (klinik verilerinden daha 6nce bahsedilen) Ekzon 58’ de saptanan
heterozigot ¢.9402 G>A (p.Lys3134=) varyant1 dbSNP veri tabaninda rs143737660
numarasi ile tanmimlanmakta ve global allel frekanst T=0.000415 (104/250836,
GnomAD exome) olarak bildirilmektedir. Bu varyant patojenite skorlamalari, in-

siliko analiz sonucu ve fenotip—genotip iligkisine gore; “VUS” olarak degerlendirildi.

Ispanya’ da erken baslangich kronik bdbrek hastaligma sahip 460 hastanin
dahil oldugu, NGS cihazinda 6zel tasarlanmis bobrek hastaliklar1 paneli ile yapilan
arastirmada; prenatal bobrek USG’ da ORPBH ile uyumlu oldugu saptanan otopsi
materyalinde yapilan arastirmada PKHDI geninde c.10036 T>C (p.Cys3346Arg)
varyant1 “LP” olarak saptanmistir (Domingo-Gallego ve ark., 2022). Almanya’ da
PBH’ na sahip 53 hastada LR-PCR tabal1 Sanger sekans yontemiyle, PBH’ na sahip 2
hastasinin ise MLPA yontemiyle PKHDI geninin tarandigi calismada, PKHDI
geninde ¢.10036 T>C (p.Cys3346Arg) varyant1 “LP” olarak saptanmistir (Eisenberger
ve ark., 2015). Ispanya’ da ORPBH’ na sahip 22 hastanin PKHDI geni
mutasyonlarinin NGS metodu ile terandig1 arastirmada, bir hastada PKHD1 geninde
¢.10036 T>C (p.Cys3346Arg) varyant1 saptanmistir (Tavira ve ark., 2015). ABD’ de
ORPBH’ na sahip 59 hastada ve en az bir 6nceki nesilde ORPBH ile etkilenmis ¢ocuga
sahip farkli ailelerden 16 etkilenmis fetiiste, PKHDI geni mutasyonlarinin Sanger
sekans ile tarandig1 calismada, PKHDI geninde c.10036 T>C (p.Cys3346Arg)
varyantt “LP” olarak saptanmistir (Sharp ve ark., 2005). ABD’ de ORPBH’ na sahip
47 hastanin denatiire high performance liquid chromatography (DHPLC) ve Sanger

sekans metoduyla PKHDI geni mutasyonlarinin arastirildigi c¢aligmada, Potter
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fenotipiyle dogan ve oOlen kiz bebek hastada PKHDI geninde ¢.10036 T>C
(p-Cys3346Arg) varyanti saptanmistir (Rossetti ve ark., 2003).

Calisma grubumuzda H16 kodlu hastada (klinik verilerinden daha once
bahsedilen) PKHD1 geni Ekzon 60’ da saptanan bilesik heterozigot ¢.10036 T>C
(p-Cys3346Arg) varyantti dbSNP veri tabaninda 1rs149798764 numaras: ile
tanimlanmakta, ve global allel frekanst G=0.000372 (74/198974, ALFA) olarak
bildirilmektedir. Bu varyant veri tabanlarinda secilen onceliklendirme kriterleriyle
uyusmakta, PKHD1 geni ile 'Polycystic kidney disease 4, with or without hepatic
disease' hastalig1 arasinda “Bilinen Gen-Hastalik iliskisi” bulunmaktadir. Bu varyant
patojenite skorlamalari, in-siliko analiz sonucu ve fenotip—genotip iliskisine gore;

“VUS?” olarak degerlendirildi.

PKHDI1 Geni Ekzonik Bolge “B” Varyantlar

Calisma grubumuzda PKHDI geni 11 farkli ekzonunda, 12 farkli varyant,
Substitution/Synonymous degisim ile “B” olarak saptandi. PKHDI geni 13 farkli
ekzonunda, 14 farkli varyant ise Substitution/Missense degisim ile “B” olarak

saptandi.

PKHDI Geni Intronik Bolge “VUS” Varyantlari

Calisma grubumuzda HS8 (klinik verilerinden daha 6nce bahsedilen) kodlu
hastada PKHDI geni Intron 12’ de saptanan heterozigot ¢.880+21 G>A varyanti
dbSNP veri tabaninda rs547969723 numarasi ile tanimlanmakta ve global allel
frekans1 T=0.000578 (145/250712, GnomAD_exome) olarak bildirilmekte, H1 kodlu
hastada (klinik verilerinden daha énce bahsedilen) PKHDI geni intron 48’ de
saptanan  heterozigot  ¢.7734-21_7734-20dup  varyantt = dbSNP  veri
tabaninda rs201176305 numarast ile tanimlanmakta ve global allel frekansi
dupA=0.00077 (21/27392, ALFA) olarak bildirilmekte, H3 kodlu hastada (klinik
verilerinden daha dnce bahsedilen) PKHD1 geni intron 56’ da saptanan heterozigot
c.8798-23dup varyantt dbSNP veri tabaninda rs756671608 numarasi ile
tanimlanmakta ve global allel frekans1 dupA=0.000622 (74/119018, ExAC) olarak
bildirilmekte, H1, H2, H16, H24 ve H31 kodlu hastada (klinik verilerinden daha dnce
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bahsedilen), 49 yasinda, erkek, 33 yasinda teshis alan ve hemen HD’ e baslayan,
bobrekte tas, kardiyovaskiiler hastalik dykiistine sahip H26 kodlu hastada PKHDI
geni Intron 60’ da saptanan heterozigot ¢.10156+22411 10156+22412 delinsAT
varyantt dbSNP veri tabaninda rs386701097 numarasi ile tanimlanmakta ve global
allel frekans verisi bulunmamakta, literatiirde bu varyantlara ait herhangi bir rapora
rastlanmamaktadir. Bu varyantlar patojenite skorlamalari, in-siliko analiz sonucu ve

fenotip—genotip iliskisine gore; “VUS” olarak degerlendirildi.

ABD’ de ORPBH’ na sahip 59 hastanin ve en az bir 6nceki nesilde ORPBH ile
etkilenmis cocuga sahip farkli ailelerden 16 etkilenmis fetiiste, PKHDI geni
mutasyonlarmin Sanger sekans ile tarandig1 ¢calismada, PKHDI geninde ¢.7911+19
T>C varyant1 saptanmistir (Sharp ve ark., 2005). Calisma grubumuzda; H11 kodlu
hastada (klinik verilerinden daha &nce bahsedilen) PKHDI geni Intron 49’ da
saptanan heterozigot ¢.7911+19 T>C varyant1 dbSNP veri tabaninda rs201017366
numarasi ile tanimlanmakta ve global allel frekansi G=0.000497 (125/251320,
GnomAD exome) olarak bildirilmektedir. Bu varyant patojenite skorlamalari, in-

siliko analiz sonucu ve fenotip—genotip iligkisine gore; “VUS” olarak degerlendirildi.

Renal kanserlerin arastirildigi arastirmada, taze g¢ikarilmis ve dondurulmus
hasta dokularindan elde edilen normal bobrek kiiltiirleri ve renal kanser hiicrelerin
organoid kiiltiirlerinden yapilan ¢alismada PKHDI geninde ¢.7912-5T>G varyanti
saptanmistir (Grassi ve ark., 2019). Calisma grubumuzda ayni aileden olan anne H21
kodlu hasta ve oglu H22 kodlu hastada, farkli ailelerden H23 kodlu ve H26 kodlu
hastada (klinik verilerinden daha once bahsedilen) PKHDI geni Intron 49° da
saptanan heterozigot ¢.7912-5T>G varyanti dbSNP veri tabaninda rs371510537
numarast ile tanimlanmakta ve global allel frekansi C=0.000749 (105/140226,
GnomAD) olarak bildirilmektedir. Bu varyant veri tabanlarinda secilen
onceliklendirme kriterleriyle uyusmakta, PKHD1 geni ile 'Polycystic kidney disease
4, with or without hepatic disease' hastaligi arasinda “Bilinen Gen-Hastalik
[liskisi” bulunmaktadir. Bu varyant patojenite skorlamalari, in-siliko analiz sonucu ve

fenotip—genotip iliskisine gore; “VUS” olarak degerlendirildi.
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PKHDI Geni Intronik Bilge “B” Varyantlary

Calisma grubumuzda PKHDI geninde 7 farkli intronda 9 farkli varyant
Substitution/Noncoding degisim ile, Intron 11° de ¢.779-12del varyanti
Deletion/Noncoding degisim ile, 2 farkli intronda 2 farkli varyant Insertion/Noncoding

degisim ile “B” olarak saptandi.

Ispanya’ da ORPBH’ na sahip 22 hastanin PKHD] geni mutasyonlarinin NGS
metodu ile tarandig1 arastirmada, 20 hastada PKHDI geninde 14 farkli mutasyon
saptanmigtir (Tavira ve ark., 2015). Calisma grubunda, PKHD 1 geninde, % 3,23’ {inde
(n=1) “LP”, % 41,94’ iinde (n=13) “VUS” olmak iizere toplam 19 farkli varyant ve
caligma grubunun tamaminda “LB” olmak iizere toplam 38 farkli varyant saptandi.
ABD’ de ORPBH’ na sahip 59 hastanin ve en az bir 6nceki nesilde ORPBH ile
etkilenmis cocuga sahip farkli ailelerden 16 etkilenmis fetiiste, PKHDI geni
mutasyonlarinin Sanger sekans ile tarandigi ¢calismada, 173 varyant saptanmis, 92° si
“Novel” ve 124> 1 “P” olarak degerlendirilmis, 6 hastada hi¢ mutasyon
saptanmamustir. % 24’ iiniin intronik bolgede saptandigi, %10’ unun frameshift (% 50
“Novel”), % 41’ 1 aa substitutionlart (% 56 “Novel”) olarak bildirilmistir (Sharp ve
ark., 2005).

Calisma grubumuzda PKDH geninde saptanan toplam 56 varyantin, % 67,86’
st (n=38) ekzonik bdlgede, % 32,14’ i (n=18) intronik bolgede degerlendirildi.
Varyantlarin % 1,79 u (n=1) “LP”, % 30,36’ s1 (n=17) “VUS”, % 67,86’ s1 (n=38)
“B” olarak degerlendirildi. PKHDI geni ekzonik bolgede saptanan varyantlarin % 2,
63’ i (n=1) “LP” (frameshift- “Novel”), % 97,37 si (n=37) “VUS” (% 13,51 1

“Novel”) (aa substitutionlar1) ve “B” (aa substitutionlar1) olarak degerlendirildi.
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4, SONUC ve ONERILER

Calismamizda, Manisa ve yoresinde PBH’ na sahip hastalarin, klinik
verilerinin degerlendirilmesi, PKDI, PKD?2 ve PKHDI genlerindeki mutasyonlarin
NGS metodu ile taranarak fenotip-genotip iligkisinin belirlenmesi, hastaligin erken
tani, prognoz ve tedavi siirecine rehberlik edebilmesi, saptanabilecek yeni bolgesel

mutasyonlarin literatiire katki saglayarak biyobelirte¢ olmasi hedeflendi.

PBH tanisi alan, aile oykiileri degerlendirilerek pedigri ¢izimi yapilan ve OD
kalitima sahip oldugu belirlenen 31 hasta ile gerceklestirildi. Calisma grubumuzda;
PKDI ve PKD?2 genlerinde, “P” ve “LP” olan toplam 10 varyantin % 80’ i PKDI
geninde, % 20’ si PKD2 geninde saptandi. PKD/ geninde saptanan “P” varyantlarin
% 66,66’ s1 Frameshift, % 33,34’ ii Nonsense olarak, PKD?2 geninde saptanan “P”
varyantlarin % 50’ si Nonsense, % 50° si Splicing olarak belirlendi. PKDI geninde
saptanan “P” ve “LP” varyantlarin (n=8) % 62,50 si (n=5); “VUS” varyantlarin
(n=21) % 23,81’ 1 (n=5) “Novel” varyantlar olarak degerlendirildi. PKHDI geninde
saptanan varyantlarin % 1,79’ u (n=1) “LP” (Frameshift) ve “Novel” olarak, % 8,93’
i (n=5) “VUS” ve “Novel” olarak degerlendirildi.

Saptanan varyantlar ve hastalarin klinik verileri birlikte degerlendirildiginde,
literatiirde yer alan verilerle de karsilagtirilarak, fenotip-genotip olarak uyumlu

bulundu.

Sonuglarimiz yapilan benzer caligmalarla karsilastirildiginda, ¢alisma grubu
genisletilip hasta sayis1 arttirildikga saptanan “’P ve “”’LP varyantlarin artabilecegi
diistiniilmektedir. “P”, “LP” ve “VUS” varyant saptanmayan hastalarda, literatiirlerde
ODPBH ve ORPBH ile iligkili olabilecegi bildirilen, GANAB, HNF15, DNAJBII ve

DZIPIL gibi genlerin de taranmasi ile varyant saptanabilecegi diisiiniilmektedir.

Literatiirlerde belirtildigi gibi; gen hedefli NGS analiz metodu, yiiksek tespit
verimliligi ve zaman tasarrufu gibi nedenlerle siliyopatiler grubundaki hastaliklar
arastirmada kullanilmaktadir. Ancak mutasyonlart ODPBH’ larinin ~ % 85’ ine neden
olan PKD1 geni, igerdigi yiiksek oranda ps6dogen ve GC bolgeleri nedeniyle karmasik
yapiya sahip olmakta, gen hedefli metodlar kullanilarak tespit edilmesinde zorluklar
ortaya ¢ikmakta, tiim genomik bolgeler NGS analizinde esit sekilde kapsanamamakta,
bu durum mutasyon tespit oraninin daha diisiik olmasina neden olmaktadir.

Calismamizda taranan PKDI, PKD2 ve PKHDI genlerinde saptanan varyantlarin
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Sanger dizileme ile tespit dogrulugunun daha da artirabilecegi, NGS tarafindan tespit
edilemeyen varyantlarin, delesyon ve duplikasyonlarin MLPA yOntemiyle

saptanabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismamizda tiim hastalarda PKDI, PKD2 ve PKHDI genlerinde, NGS
tarafindan tespit edilemeyen varyantlarin, delesyon ve duplikasyonlarin tespiti i¢in
MLPA analizi planlanmaktadir. Boylece renal veya ekstrarenal belirtilerle basvuran
ve PBH tanis1 alan, ancak anlamli varyant saptanmayan hastalarda da varyant
saptanabilme olasilig1 artacaktir. Calismamizda saptanan tiim varyantlarin, 6zellikle
de “Novel” olarak saptanan varyantlarin dogrulugunun arttirtlmasi i¢in tiim hastalarda

Sanger sekans analizi planlanmaktadir.

PBH prevelansi, genetik analizler ve etkilenen ailelere genetik danismanlik
verilerek kontrol altinda tutulmaya ¢alisilmaktadir. Ancak sporadik hastalar ve
hastaliga neden olan genlerin mutasyona yatkinligr nedeniyle “Novel” varyantlar
saptanmaya devam edildigi i¢in, hastaligin tamamen Onlenebilmesi veya ortadan
kaldirilabilmesinin miimkiin olmadig1 diistiniilmektedir. Bu nedenle PBH’ da

arastirmalar ve genetik danismanlik 6nemli bir rol oynamaya devam etmektedir.
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KIiSiSEL BiLGILERIiM NASIL KULLANILACAK?

Sizden alinacak kan ornekleri oncelikli olarak bizim caligmamizda kullanilacaktir. Aym zamanda sizden
alinan bu kan 6rnekleri bilgileriniz sakli kalmak kosulu ve kodlama sistemi ile bu hastalikla ilgili diger
caligmalarimizda da kullanabilecektir. Caligmamiza katilmayr digiinlirseniz bu ¢aligmaya dahil
edileceksiniz. Bu formu imzalayarak aragtirmaya katilim icin onay vermis olacaksiniz. Bununla birlikte
kimlik bilgileriniz ¢alismanin herhangi bir asamasinda agikga kullanilmayacaktir. Doldurdugunuz anketlere
verdiginiz cevaplar ve arastirma siiresince gorsel/isitsel cihaz kullanilarak edinilen her tiirlii bilgi yalnizca
bilimsel amaclar ic¢in kullanmlacaktir.Bilgileriniz hicbir kimse ile ya da ticari bir ama¢ i¢in
paylasiimayacaktir.

SORU VE PROBLEMLER iCiN BASVURULACAK KISiLER :

1. Dog.Dr. Nuray Altintas, Manisa Celal Bayar Univergl:tesi, Tip Fak.Tibbi Biyoloji AD, 0¢
2. Uzm.Biy. Ozge Sarica Yilmaz, Manisa Celal Bayar Universitesi, Tip Fak.Tibbi Biyoloji AD,
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Cahsmaya Katilma Onay1

Yukaridaki bilgileri doktorumla ayrintili olarak tarisim ve kendisi biitiin sorularimi cevapladi. Bu
bilgilendirilmis olur belgesini okudum ve anladim. Bu arastirmaya katilmay1 kabul ediyor ve bu onay
belgesini kendi hiir irademle imzaliyorum. Bu onay, ilgili higbir kanun ve yonetmeligi gecersiz kilmaz.
Doktorum saklamam igin bu belgenin bir kopyasini ¢aligma sirasinda dikkat edecegim noktalari da icerecek
sekilde bana teslim etmistir.

Gontilli Adi Soyadi: Tarih ve Imza:

Adres ve Telefon:

Veli / Vasinin Adi Soyadi: Tarih ve Imza:

Adres ve Telefon:

Tanik! Adr Soyadi: Tarih ve Imza:

Adres ve Telefon:

Arastirmact’ Adr Soyadi: Tarih ve Imza:

Adres ve Telefon:

1: Goniilliintin bilgilendirilme islemine bagindan somuna dek tanikilik eden kisi

2:Goniilliiyii aragtirma hakkinda bilgilendiren kisi
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ARASTIRMANIZ TURKIYE ILAC VE TIBBI CIHAZ KURUMUN
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N ONAYINI GEREKTIRIVOR ISE, ONAM FORMUNU ASAGIDAKI

SORULARI DIKKATE ALARAK DOLDU

ANTZ GEREKMEKTEDIR.

Bilgilendirilmig gonii

it olur formunun goniilliinin anlavabilecegi sekilde tubbi terimlerden uzak, anlaglabiliv ve gerekirse yas gruplarina gore

goniilliive hitap edecek sekilde hazirlanmasi gerekmekiedir.
Bilgilendirilmis génillii olur formu (BGOF) asgari olarak asagida belirtilen bagliklari igermelidir:

UL Dhig

B

10.
11.
12.
13.

14.

16.

17

18.

Calismanin bir arastirma oldugu,

Arastirmanin amaci,

Arastirmada uygulanacak tedaviler,

Varsa, farkl1 tedaviler igin goniilliilerin arastirma gruplarina rastgele atanma olasihgmin bulundugu,

Aragtirma sirasmda uygulanacak olan invazif yontemler dahil olmak lizere izlenceek veya goniillitye uygulanacak yontemlerin (iimii,
Gontillimiin sorumluluklar,

Arastirmanin deneysel kisimlari,

Goniillinin (arastirma hamilelerde veya logusalarda yapilacak ise embriyo, fetiis veya siit ¢ocuklannin) maruz kalacag: éngoriilen
riskler veya rahatsizhklar,

Aragtirmadan makul ol¢iide beklenen yararlarla ilgili olarak gonillli agismdan hedeflenen herhangi bir klinik yarar olmadigmda
gonilllimiin bu durum hakkinda bilgilendirildigi,

Gontillitye uygulanabilecek olan alternatif yontemler veya tedavi semast ve bunlarin olasi yarar ve riskleri,

Tlgi mevzuat geregince gerekiyorsa, goniilliiye verilecek tazminat veya saglanacak tedaviler,

Varsa, goniilliilere yapilacak ulagim, yemek gibi masraflara iliskin 6demeler hakkindaki bilgiler,

Gontillintin arashirmaya katthminin istege bagh oldugu ve goniilltiniin istedigi zaman, herhangi bir cezaya veya yaptirima maruz
kalmaksizin, hicbir hakkini kaybetmeksizin arastirmaya katilmayi reddedebilecegi veya arastirmadan gekilebilecegi,

Izleyiciler, yoklama yapan kisiler, etik kurul, kurum ve diger ilgili saglik otoritelerinin gdniilliinfin orijinal tibbi kayitlarina dogrudan
erisimlerinin bulunabilecedi, ancak bu bilgilerin gizli tutulacagy, yazili bilgilendirilmis géniillii olur formunun imzalanmastyla géniillii
veya yasal temsilcisinin s6z konusu erigime izin vermis olacagi,

. llgili mevzuat geregince gonilliintin kimligini ortaya cikaracak kayitlarin gizli tutulacagi, kamuoyuna agiklanamayacagi; arastirma

sonuglarmin yayimlanmasi halinde dahi gontilliiniin kimliginin gizli kalacagi,

Aragtirma konusuyla ilgili ve géniilliinlin aragtirmaya katilmaya devam etme istegini etkileyebilecek yeni bilgiler elde edildiginde
goniilliiniin veya yasal temsilcisinin zamaninda bilgilendirilecegi,

Gon(illinin aragtirma, kendi haklart veya arastirmayla ilgili herhangi bir advers olay hakkinda daha fazla bilgi temin edebilmesi i¢in
temasa gecebilecegi kisiler ile bunlara giiniin 24 saatinde erigebilecegi telefon numaralari,

Goniilliinin arastirmaya katilimimn sona erdirilmesini gercktirecek durumlar veya nedenler,

19. Gonillimin aragtirmaya devam ctmesi i¢in &ngériilen siire,

20. Arastirmaya katilmasi beklenen tahmini goniillii sayisi,

21. Gontllillerden biyolojik materyaller elde edilecek ise bunlarin hangi amagla kullanilacag: ve biyolojik materyallere ait analizlerin
yurtdisinda yapilip yapilmayacagi hususunun agiklanmast,

22, “Bilgilendirilmis Gondillii Olur Formundaki tiim agiklamalart okudvum. Bana, yukarida komisu ve amacy belirtilen arastirma ile ilgili
vazili ve sozhi agiklama asagida adi belirtilen hekim tarafindan yapildi. Arastrmaya gonillii olarak katldigimu, istedigim zaman
gerekgeli veva gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi bilivorum.” benzeri ifadenin yer almasi,

23. “Soz konusu aragtmaya, highir bask: ve zorlama olmaksizin kendi rizamia kattlmay kabul ediyorum. ” benzeri ifadenin yer almasi,

24. Goéniillimiin adi/soyady/imzasi/tarih yer almali,

25. Aragtirma ckibinde yer alan ve aragtirma hakkimnda bilgilendirmeyi yapan yetkin bir aragtirmacimn adv/soyady/imzasy/tarih yer almal,

26. Gerekiyorsa olur islemine tanik olan Kisinin adi/soyadyimzasy/tarih yer almal,

27. Gerekiyorsa yasal temsileinin ady/soyady/imzasi/tarih yer almaly,

28. Gontillitlerden elde edilen biyolojik materyaller izerinde genetik arastirma yapilacak ise;

“lAragimanin Agik Adi] arasgtirmast kapsaminda alinan biyolojik érneklerimin (kan, idrar vb.) “sadece yukarda bahsi gegen
arastrmade kuflanidmasma izin verivorum” veya “ileride yapilmast planlanan tim arasurmalarda kullamilmasma izin verivorum”
veya “hichir kosulda kullamimasine izin vermivorum” scklinde uygun ifadenin isarctlendi@i bilgi yer almahdir.

29. Ayrica, BGOF, goniillii veya yasal temsilcisinin yasal haklarim ortadan kaldiracak bir hiikiim veya ifade igeremez ayrica aragtirmaciy,
kurumu, destekleyici veya bunlarin temsilcilerini kendi ihmallerinden kaynaklanan herhangi bir yiikiimliiliikten kurtaracak hiikiim
veya ifade tagryamaz
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EK 3. Biyolojik Materyalin Egitim ve Arastirma Amach Saklanmasi icin Onay
Formu

CBU
TIP FAKULTESI
SAGLIK BILIMLERI ETiK KURULU
BiYOLOJIK MATERYALIN EGITiM VE ARASTIRMA AMACLI SAKLANMASI iCiN
ONAY FORMU
(*Bu belgede hig bir sekilde silinme, kazinma, daksilleme vb iglem yapilmamalidir.)

“Polikistik Bobrek Hastaligimin Molekiiler Yontemlerle Arastirilmasi” isimli arastirmada

gondilli olarak yer almak i¢in onay vermis bulunmaktasimiz. Bu arastirma i¢in sizden yeterli
miktarda kan (biyolojik materyal) alinacaktir. Alinan kan ¢alisma sonunda bir kismi artabilir.
Uygun gérmeniz durumunda, bu kalan biyolojik materyal saklanarak ileride egitim ve/veya
arastirma amactyla kullanilacaktir. Bu durumda kimlik bilgileriniz kesinlikle gizli tutulacak,
planlanan her bir aragtirma igin Etik Kuruldan izin alinacak ve aragtirma sonunda anormal bir
sonuca ulasildiginda ivedilikle durumdan haberdar edileceksiniz. Biyolojik Materyalinizin
kullamm ile ilgili olarak asagidaki seceneklerden sizin i¢in en uygun olanmm liitfen
isaretleyiniz:

BiYOLOJIK MATERY ALIMIN:

1. | Onay verdigim arastirma diginda hi¢ bir bagka arastirmada ve egitimde
kullanilmasina izin vermiyorum.

2. | Onay verdigim aragtirma digindaki arastirmalarda ve egitimde kullanilmaya karar
verildiginde, bana o tarihte tekrar sorulmasini istiyorum.

3. | Sadece onay verdigim arastirma konusuyla baglantilh diger aragtirmalarda ve
egitimde kullanimini onayliyorum.

4. | Her tiirlii egitim ve arastirmada kullanilmasina izin veriyorum.

6. | Diger.......

*El yazisi ile ve tiikenmez kalemle doldurulmahdir
Adt Soyadi Adresi Telefon Tarih Imza

Gontitlii

Vasi

Tanik

Arastirmact
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EK 4. Tez Konusu Karar Yazisi

Evrak Tarih ve Sayisi: 06.07.2021-E.98158

4 TG,
J MANISA CELAL BAYAR UNIVERSITESI
4 Saglik Bilimleri Enstitiisti Mudirlugi
MANISA
o oy
Saytr :E-74547675-302.14.01-98158 06.07.2021
Konu : Ozge SARICA YILMAZ’ 1in Tez Konusu
Hk.

SBE TIBBI BIYOLOJI ANABILIM DALI BASKANLIGINA

Enstitiimiiz 30.06.2021 tarth ve 19/20 sayili yonetim kurulu toplantisinda, Tibbi Biyoloji
Anabilim Dal Doktora Programi 6grencisi Ozge SARICA YILMAZ'in tez konusunun etik kurul onay1
ile birlikte (etik kurul gerekli ise) '"Polikistik Bobrek Hastahgmin Molekiiler Yéntemlerle
Arastirlmas1”" olarak belirlenmesine OY BiRLIGI ile karar verildi.

Geregini ve bilgilerinizi rica ederim.

Prof. Dr. Omer TETIK
Enstitii Mudiirt

Bu belge, giivenli elektronik imza ile imzalanmstir.

Dogrulama Kodu :BSENKPI8JL Pin Kodu :22682 Belpe Takip Adresi : https: //turkive.pov.tr/ebd ?eK=4049&eD=BSENKPJBJL &cS5=98158
Adres: Tip Fakiiliesi Dekanh Zemin Kat Uncubozkoy Kampiisii Manisa Bilgi igin: Cisem Tulan

Telefon:(0 236) 2360989 Faks:(0 236) 2382158 Unvam: Siirekli i.y;x
c-Posta:saglik.cvraki@cbu.cdu.tr Llcktronik Ag:saglikbe.cbu.cdu.tr
Kep Adresi:celalbayaruniversitesi@hs01.kep.tr

Bu belge, giivenli elektronik imza ile imzalanmustir.
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EK 5. Tez Orjinallik Raporu

T.C.

LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU

( / MANISA CELAL BAYAR UNIVERSITEST

DOKTORA TEZi ORIJINALLIK RAPORU

Dokiiman Kodu FR-009
Yaymnlanma Tarihi | 27.01.2017
Revizyon No/Tarih | 3/18.09.2023
Sayfa /1

Saymn Jiiri Uyesi,

OGRENCI KIMLIK BILGILER{

Ad1 Soyads Ozge SARICA YILMAZ
Anabilim Dal Tibbi Biyoloji
Bilim Dali Tibbi Biyoloji

Damsman Ogretim Uyesi

Prof.Dr. Nuray ALTINTAS

TEZ BASLIGI

Polikistik Bébrek Hastaliginin Molekiiler Yontemlerle Arastirilmast

Yukarida bilgileri verilen MCBU Lisansiistii Egitim Enstitiisii Doktora dgrencisi
Ozge SARICA YILMAZ’ a ait olan ve Prof.DrNuray ALTINTAS Danismanliginda
tamamlanan Doktora tezine ait Turnitin Orijinallik Raporu ekte olup, tezin benzerlik orant
% 21 olarak tespit edilmistir.

Raporu Alamin

Unvani, Adi Soyadt

Prof.Dr. Nuray ALTINTAS

Tarih

24.01.2024

imza

Ek: Tumitin Tez Orijinallik Raporu (pdf Dosyast)

Bilgi Notu: Alinan benzerlik raporu, tezin Kapak Sayfasi, Giris Ana Boliim ve Sonug kisimlari i¢in olup
tezin Kaynakga kismu cikartilnns ve bes kelimeden daha az ortiisme igeren metin kisimlar: hari¢ tutulmugtur.
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