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OZET

OTOZOMAL RESESIF POLIKIiSTiK BOBREK HASTALARINDA
PKHD1 GENININ 14, 15, 16, 32, 33, 34, 53, 54, 58 VE 60 NOLU
EKZONLARINDAKI MUTASYONLARIN DNA DiZi ANALIZI iLE
SAPTANMASI

Otozomal resesif polikistik bobrek hastaligi-ORPBH(Autosomal Resesif Polycystic
Kidney Disease-ARPKD-MIM263200) bobrek ve karaciger tutulumu gosteren bir tek gen
hastahgidir. Bu hastalik ile iligkili gen olan PKHD1 (Polycystic Kidney and Hepatic Disease
1) kromozom 6p21.1-p12°de yerlesim gosterir. ORPBH, belirtilerin ortaya ¢iktigi yasa bagh
olarak perinatal, neonatal, infantil ve juvenil olarak dort gruba ayrilir. Bu dort grupta bobrek
ve karacigerde farkh oranlarda tutulum gozlenirken, neonatal tip hastalarin yaklasik %30-
50’st dogumdan kisa bir siire sonra solunum yetmezliginden Olmektedir. Hastahgin baslica
bulgulari, genellikle bilateral yerlesim gosteren bobrek kistleri, bobrek toplama kanallarinda
ve karacigerde genisleme, solunum yetmezIigi, hipertansiyon ve idrar yollar1 enfeksiyolaridir.
Yapilan calismalar, ORPBH’nin genel olarak 1:20.000 ile 1:40.000 arasinda goriildiigiin,
tastyicilik sikliginin ise 1: 70 oldugunu gostermektedir.

Yiiriitiilen calismada 33 akraba olmayan hastadan ve hayatta olmayan iki hastanin anne
ve babasindan periferik kan alinarak DNA’lar1 izole edildi. Bu DNA’ lar ile PKHD1 geninin
14, 15, 16, 32, 33, 34, 53, 54, 58 ve 60 nolu ekzonlar1 PCR (Polymerase Chain Reaction) ile
cogaltildi. Her bir ekzona ait PCR iiriininde DNA dizi analizi yapildi, veriler
degerlendirilerek gereken durumda cift yon PCR ve tekrar gercgeklestirildi. Dizi verileri

degerlendirilerek mutasyon ve SNP’ler saptandu.

PKHD1 genindeki 67 ekzonun 10’unda PCR-dizi analizi sonucu, farkhh kurumlardan
gonderilen 33 hasta ve 2’ser anne babadan 3’iinde tek, 10’ununda iki ve 1’de li¢ mutasyon
saptandi. Arastrma literatiirde tammli 10 mutasyona ilaveten 9 tammli olmayan

yayimlanmamig yeni mutasyon bulunmustur.



SUMMARY

DETERMINING PKHD1 GENE EXON 14, 15, 16, 32, 33, 34, 53, 54, 58
AND 60 MUTATIONS BY DNA SEQUENCE ANALYSIS IN
AUTOSOMAL RECESSIVE POLYCYSTIC KIDNEY DISEASE
PATIENTS

Autosomal Recessive Polycystic Kidney Disease (ARPKD) is a single gene disorder
with kidney and liver involvement. PKHD1 (Polycystic Kidney and Hepatic Disease 1) gene
is related with this disorder and localized on 6p21.1-pl12. ARPKD is separated into four
groups as perinatal, neonatal, infantile and juvenile, according to the onset age of the signs of
the disease. Degree of the renal and hepatic involvement changes among these four groups
when 30-50% of the patients die soon after their birth in neonatal group because of respiratory
failure. Main signs of the disease are the renal cysts which are usually bilateral, dilatation in
collecting ducts and liver, respiratory failure, hypertension and urinary tract infections. In
studies, the prevalence of ARPKD is shown to be 1:20.000 to 1:40.000 with a carrier
frequency of 1:70.

Study carried out in 33 unrelated patients and non-life mother and father of two patients
by taking DNA was isolated from the peripheral blood. By this DNA’s the 14, 15, 16, 32, 33,
34, 53, 54, 58 and 60 numbered of exons of PKHDI1 gene were amplyfied by PCR
(Polymerase Chain Reaction) DNA sequencing analyses was performed each PCR product of
exons, the data was evaluated in the necessary condition two sides PCR and repeat was

performed. The mutatons and SNP’s were determined by evaluating the sequencing data.

The PCR-sequencing analyses results at the 10 of 67 exons in the PKHD1 gene, 33
patients sent from different institutions and at 3 of 2 each parents was single, at ten of them

were 2 and at one of them was 3 mutations optained.



GIRIS VE AMAC:

Polikistik Bobrek Hastaligi-PBH (Polycystic Kidney Disease-PKD) normal bdbrek
fonksiyonu ve yapisiin kaybi ile ilerleyen tiibiiler kistik genisleme nedeniyle son donem
bobrek yetersizligine-SDBY (End Stage Renal Disease-ESRD) yol acabilen kalitsal bobrek
hastahgidir. Otozomal dominant ve otozomal resesif kalitilmasina ve yasa bagh olarak farkli

organlarda, farkl sekillerde tutulum goriilmektedir.

Otozomal Dominant Polikistik Bobrek Hastahgt —ODPBH (Autosomal Dominant
Polycystic Kidney Disease-ADPKD; MIM 173900) toplumda 1: 500- 1: 1000 goriilme oram
ile sik rastlanan, cogu orgam igeren anormal bag dokusu ve Kkistler ile multisistemik genetik
bir hastaliktir. Hastalik genetik olarak heterojen olup PKD1 ile PKD2 geni ile iliskilidir, bu
genler sirasiyla 16p13.3 ve 4q21°de yer almaktadir. Avrupa Polikistik Bobrek Hastaliklar
Konsorsiyumu’nda (1994), hastaliktan yaklasik %85 oraninda PKD1’in ve %15 oraninda ise
PKD2 geninin sorumlu oldugu bildirilmistir. PKD1 geninin biiyiik bir kismmm %95’den fazla
homolojiye sahip en az alti gen bolgesi ile duplike olmasi nedeniyle mutasyon analizi
zorlagsmaktadir. Hastaligin dominant kahtimmin genetik heterojenite gostermesi nedeniyle bu

asamada calismaya uygun bulunmanustir.

Otozomal Resesif Polikistik Bobrek Hastahgi—ORPBH (Autosomal Recessive
Polycystic Kidney Disease-ARPKD; MIM263200) bobrek ve karaciger tutulumu gosteren bir
tek gen hastahgidir. Toplumda tastyicihk sikhigr yaklasik 1: 70, goriilme sikligi 1: 20000- 1:
40000 civarindadir. ORPBH, belirtilerin ortaya ¢iktig1 yasa, bobrek ve karaciger tutulumunun
ciddiyetine bagh olarak perinatal, neonatal, infantil ve juvenil olarak dort gruba ayrilr.
Hastaligm baghca klinik bulgulari, bilateral -genellikle simetrik- bobrek kistleri, bobrek
toplama kanallarinda ve Kkaraciger portal alanda dilatasyon; solunum yetmezligi,
hipertansiyon, idrar yollar1 enfeksiyonlaridir. Hastalikla iliskilendirilen Polycystic Kidney and
Hepatic Diseasel(PKHD1) geni, kromozom 6p21.1-p12’de bulunur ve fibrokistin/polidaktin

proteinini kodlar.



PKHD1 geninde yurt disindaki farkli merkezlerde saptanan 282 mutasyonu kapsayan
veri taban1 2006 sonunda yaymlandi. Bu veri tabaninda yer alan arastirmalarda 45 Tirk
hastada 22 degisik ekzonda 35 farkli mutasyon bulundugu goriildii. Bu mutasyonlarin %66. 6’
s 10 farkh ekzonda yer aldigi belirlendi. Arastirmanin yiiriitiilecegi zaman, maliyet ve
yarar dikkate alindiginda oncelikli olarak PKHD1 geninin 14, 15, 16, 32, 33, 34, 53, 54, 58,
60 nolu ekzonlarmda DNA dizi analizi ile mutasyon saptanmas: hedeflendi. T.C Saghk
Bakanligi Dr. Behcet Uz Cocuk Hastaliklar1 Egitim ve Arastirma Hastanesi Nefroloji
Bolimii’nden 12 hasta, T.C Saglik Bakanhgi Tepecik Egitim ve Arastirma Hastanesi
Nefroloji Boliimii’'nden 7 hasta ve 1 anne-baba, Sisli Etfal Egitim ve Arastirma Hastanesi
Cocuk Nefroloji Boliimii’'nden 6 hasta, Goztepe Egitim ve Arastirma Hastanesi Cocuk
Nefroloji Boliimii’'nden 4 hasta 1 anne-baba, Akdeniz Universitesi’'nden 3 hasta, DEU Tip
Fakiiltesi Cocuk Hastahklar1 ve Saghgi  Nefroloji ABD’dan 1 hasta calismaya dahil
edilmistir. Cahismaya alinan tiim hastalara uluslararas: dlciitlere uygun olarak tan1 konmustur.
Ayrica, hastalik, Onlem, dogum Oncesi tam acisindan aydmlatilmalari, klinik bulgularla
genotip-fenotip korelasyon tablosunun olusturulmasi, tedavi planlamasma katk: ve Tiirkiye’de
daha genis hasta gruplarinda caligmak iizere standartlara uygun yontemin kurulmasi

amacland1.

ORPBH bir¢ok olguda 6liime sebep oldugu ic¢in, hasta cocugu olan aileler prenatal
tantya yOnlendirilmelidir. ORPBH'nin fetal ultrason ile prenatal tanisi gebeligin 21.
haftasindan sonra yapilabilir. Fakat hafif belirtiler sergileyen olgularda ultrasonografi ile
prenatal tan1 imkansiz olabilir. Haplotip analizinin ¢cogu durumda uygulanmasi miimkiindiir
fakat patoanotomik olarak kesin tanisi olmayan ailelerde yanhs teshis konulabilmektedir.
Giivenilir prenatal tan1 yalmizca molekiiler genetik analizle miimkiindiir. Klinik seyri hafif
olan hastalarda genellikle missens mutasyonlari, ciddi seyri olan hastalarda ise zincir
sonlanma mutasyonu daha sik goriiliir. Mutasyonun bulundugu yere ve tiiriine gore
hastaligin hafif ya da agir formda olmasi nedeniyle, hastalardaki mutasyonlarm saptanmasi
klinik acidan ¢ok Onemlidir. Bu nedenle ¢ahismamizda ilgili ekzonlardaki mutasyonlarm
saptanmasi ile ebeveynlerin, olasi gebeliklerde dogacak olan ¢ocuklarmin otozomal resesif
polikistik bobrek hastasi olma ihtimali goz Oniinde bulundurularak ailelerin prenatal taniya
yonlendirilmeleri ile hasta ¢ocuk dogumu ve bazi durumlarda 6liimiin 6nlenmesi énemlidir.

Uluslararas1 standartlara uygun olarak kurulacak mutasyon tarama ve degerlendirmeyle



oncelikli olarak bolgemizde hastahgin molekiiler genetik temeli belirlenebilecektir. Bu
sonuglarin, Kklinisyenlerle birlikte degerlendirilmesiyle genotip-fenotip iliskilendirilmesi,
olast sagaltim uygulamalar1 i¢in kaynak tablolar gelistirilebilecek ve buna paralel olarak

aileler bilgilendirilerek prenatal tantya yonlendirilebileceklerdir.



BOLUM 1
GENEL BIiLGILER



1.GENEL BiLGILER

1.1 Kalitsal Polikistik Bobrek Hastaliklar:

Polikistik Bobrek Hastaligi-PBH (Polycystic Kidney Disease-PKD), cocuklarda ve
yetiskinlerde, basta bobrekler olmak iizere, bircok organda ici sivi dolu kistlerin olugsmasi ve
zamanla bunlarin birikmesiyle beliren kahtsal bir hastaliktir ve yasa bagh olarak, bashca
bobrekler olmak iizere c¢esitli organlarda islev kayiplarina, hatta 6liime sebep olabilir (1,2).

Otozomal dominant ve otozomal resesif olarak kalitilan iki tiir PBH vardir.
1.1.1 Otozomal Dominant Polikistik Bobrek Hastalhig

Otozomal Dominant Polikistik Bobrek Hastahgi — ODPBH (Autosomal Dominant
Polycystic Kidney Disease-ADPKD; MIM 173900), bir¢ok sistemi etkileyen bir hastalik olup,
toplumda 1: 500- 1: 1000 oranminda goriiliir. Basta bobrekler olmak iizere bircok organda
kistik olusumlar ve anormal bag dokusu ile karakterizedir. Genellikle bilateral olan bobrek
tutulumunun yani sira, hastalarin %75’inde karaciger kistleri gdzlenirken, daha nadir olarak
pankreas, yumurtaliklar ve koroid pleksus gibi epitelyal organlarda da kistlere rastlanir (1,3).
Bobreklerde kistler, nefronun tiim segmentlerinden veya toplama kanallarindan koken
alabildigi gibi; toplama kanallarindan kdken alanlar, nefronun diger segmentlerinden kdken
alanlardan daha biiyiik ve sayica daha fazladir (4).Kistler kimi zaman 3 cm iizeri biiyiikliiklere

ulasabilir(5).

Bobrek kanallarinda kistlerin birikmesi ile bobrekler fonksiyonunu kaybeder ve Son
Donem Bobrek Yetersizligi - SDBY(End Stage Kidney Disease-ESRD)’ne neden olur (1,6).
ODPBH’da ayrica, bag dokusunun zayiflamasi nedeniyle arteryel diseksiyon, kalp kapagi
anomalileri, 6n abdomen duvar fitig1, menenjiyel ve intestinal divertikiiller goriilebilir (7).
Hastalarin %60’inda bobrek fonksiyon kaybindan once hipertansiyon ortaya c¢ikarken (8),
makrohematiiri ve idrar yolu enfeksiyonuna yatkinlik da hastahgm diger belirtileri

arasmdadir (3).

Hastaligin genetik olarak %85 oraninda PKD1 (Polycystic Kidney Disease- 1) ve %15
oraninda ise PKD2(Polycystic Kidney Disease-2) geni ile iligkili oldugu gosterilmistir (9,10).



Ancak, bazi ailelerde hastalik belirtileri olmasina ragmen her iki gende de mutasyona
rastlanamamis olmasi ile ii¢lincii bir aday genin (PKD3) mevcut olabilecegi One siiriilmiistiir.

Fakat bu diisiince heniiz kanitlanamamustir (11).

SDBY’nin ortaya c¢ikma yasi, PKD1 ve PKD2 mutasyonlar1 tastyan hastalarda,
ortalama olarak, swrasiyla 57 ve 69’dur (12). PKD1 mutantlari, PKD2 geninde mutasyon
bulunan hastalara kiyasla daha ciddi bir klinik tablo sergilerler(13,9).

1.1.1.1 PKD1 Geninin Yapisi ve Kodladig1 Protein

PKDI1(MIM 601313), 46 ekzona sahip, yaklasik 52 kb biiyiikliigiinde bir gen olup,
kromozom 16p13.3’de yer alir. Bu yapidan 14. 1 kb uzunlugunda bir transkript ile yaklasik
4302 aminoasitten olusan 463 kDa biiyiikliigiinde polikistin- 1 (PK1) proteinini kodlanir.
Genin 1- 33 ekzonlar1 arasi, kromozom 16p’deki farkh alt1 bolge ile %95’ten fazla yapisal
benzerlik gosterir. Bu bolgeler yalnizca mRNA transkripti olarak eksprese edilir ve yalanci-
gen (pseudogen) olarak tanimlanirlar(1).

Polikistin- 1, uzun ekstraseliller N, kisa sitoplazmik C terminal bolgelere ve 11
transmembran segmente sahip bir integral membran proteinidir. Sitoplazmik C terminal
bolgesi cok sayida fosforilasyon bolgesine sahiptir. Bu fosforilasyon bolgelerinin hem
polikistin-2’nin C terminal bolgesi ile hem de heterotrimerik G proteininin (Guanine
nucleotide-binding proteins) aktivasyon bolgesi ile etkilesimde oldugu diisiiniilmektedir (10).
Polikistin- 1 bobrekte distal nefronlarda ve toplama kanallarindaki primer sillerde; safra

sistemi ve pankreasta ise epitelyal kanallarda bulunur (14).

1.1.1.2 PKD2 Geninin Yapisi ve Kodladig1 Protein

PKD2(MIM 173910)i, 15 ekzona sahip, 68 kb biiyiikliigiinde bir gen olup, kromozom
4g21°de yer alr. Bu yapidan 5.4 kb uzunlugunda bir transkript olusturularak, 968
aminoasitten olusan yaklasik 110 kDa biyiikliigiindeki polikistin- 2(PK2) proteini
kodlanir(15). Bu proteinin sitoplazmik N ve C terminal bolgeleri disinda 6 adet

transmembran segmentinin oldugu diisiiniilmektedir. Polikistin- 2 yapisal olarak, TRP



(Transient Receptor Potential) benzeri bir kalsiyum kanaldir(16). Polikistin-2’nin HAX-1
(HCLS1 associated protein X-1) ve o-aktin ile iligkili oldugu gosterilmistir. Bu nedenle
hiicre iskeleti organizasyonu, hiicre adezyonu, proliferasyon ve migrasyonda kritik rolii
olabilecegi diisiiniilmektedir (10). Polikistin-2 bdobreklerin primer sillerinde, bazolateral

plazma membranlarinda ve endoplazmik retikulum(ER)’da bulunur(4).
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Sekil 1.1: Polikistin-1 ve Polikistin-2 protein yapilarmin sematik olarak
gosterimi (10)

1.1.2 Otozomal Resesif Polikistik Bobrek Hastalig

Otozomal Resesif Polikistik Bobrek Hastahgi—-ORPBH (Autosomal Recessive
Polycystic Kidney Disease-ARPKD; MIM263200) bobrek ve karacigeri etkileyen bir tek gen
hastaligidir. Toplumda tastyiciik sikhigr yaklasik olarak 1:70, goriilme sikhgr ise 1:20.000-
1:40.000 civarindadir(17,18). Hastaligin baglica bulgulari; bobrek toplama kanallarinda ve
karacigerde dilatasyon, solunum yetmezligi, hipertansiyon ve idrar yollar1 enfeksiyonlaridir.

Bobrek hacmi normalin 10 katina kadar erigebildigi hastalikta, 1-2 mm capindaki kistler



genellikle bilateral yerlesim gosterir (19). ORPBH da bobreklerin ¢cogu radyal olarak genisler
ve ig seklindeki (fusiform) kanallar korteks ve medullay: isgal eder. Bu durumda, korteks ve
medulla ayrimi kesin olarak yapilamaz (sekil 20)(20,10). Kistler toplama kanallarindan
koken aldigindan, bobrekteki kistik lezyonlarda afferent ve efferent baglantilar korunmustur
(4,10).

Sekil 1.2: Polikistik Bobrek Hastaliginda Bobregin Renal Patolojisi. A, ORPBH olan 2
yasindaki bir ¢ocuga ait bobregin goriiniimii: Boyutu 15 cm’e ulasmis olan bobregin dig
yiizeyinde makroskopik olarak goriilen ¢ok sayida kist gozlenmektedir. B, Radyal dagilim
gosteren, korteks ve medulla boyunca genislemis toplama kanallarmin sematik gosterimi. C,

ORPBH’da bobrek dokusunun mikroskop altindaki goriintiisii (20).

ORPBH, belirtilerin ortaya ¢iktig1 yasa bagh olarak; perinatal, neonatal, infantil ve
juvenil olarak dort gruba ayrilir. Bobrek ile karaciger tutulumunun ciddiyeti gruplar arasinda
farkhilik gosterir. Perinatal gruptaki olgularda nefromegali, oligohidroamniyoz ve hafif
siddette safra sistemi anomalileri goriiliir(21). Neonatal gruptaki hastalarda ise ¢ogunlukla

renal dilatasyon mevcuttur. Hastalarin yarisinda karakteristik yiiz ifadesi (sarkik kulaklar,
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basik cene, genis nazal koprii, gozlerde epikantal olusumlar), olduk¢a genislemis bobrekler,
kol ve bacaklarda deformasyon ve pulmoner hipoplazi ile tanimh ‘potter fenotipi’ goriiliir.
Neonatal hastalarin yaklagik %30-50’si dogumdan kisa bir siire sonra solunum
yetmezliginden oOliir (22, 23, 24, 25). Birinci yilinda hayatta kalabilen hastalara neonatal
solunum destegi saglandiginda ve bobrek nakli yapildiginda, hastalarm %82’sinde sag kahm
orani 10 yil artmustir(21).

Cogu hasta tek tip hastalik belirtileri gosterirken, bazi hastalar organ spesifik belirtiler
gosterir. Etkilenmis bireylerin yaklasik yarisinda SDBY gelisir. Baz1 hastalarda ise bobrekte
tutulum gozlenmezken, baskin olarak karaciger tutulumu gozlenir. Infantil tipte sistemik
hipertansiyon, bobrek yetmezligi, portal hipertansiyon ve hem karaciger hem de bobreklerde
fibroz goriiliir. Juvenil hastalarin bir kisminda hepatosplenomegali vardir(21). Juvenil tipte
kist biiyiikliiklerinde degiskenlik mevcutken, genellikle bobrek genislemesi azdir ve
hastalarin ¢ogunda karaciger komplikasyonlar1 bulunur(26). ORPBH’da karaciger
hastahgmin baslica patolojik bulgular1 arasinda safra  disgenezinin hepatik lezyonlarina
neden oldugu intrahepatik safra kanali genislemesi (Caroli Hastahgi) ve konjenital hepatik
fiboroz (KHF) ile sonuclanan periportal fibroz ile iligkili duktal plak malformasyonlar:
bulunur (12). Bu hastalarda hepatik lezyonlar ilerleyerek daha da ciddi bir hal alir. PBH’Li
sican modellerinde yapilan bir ¢caligmada, karaciger kistlerinin intrahepatik safra kanallariyla
cevrelenen kolanjiositlerinden meydana geldigi gosterilmistir. Bu kistlerin zamanla ilerleyip
biiyiidiigii ve genisledigi de gozlenmistir (27). KHF hastalarinin 6zellikle kolanjiyokarsinom
olmak iizere, 1yi ve kotii huylu karaciger tiimorleri acisindan artmms riske sahip olduklar:
bildirilmistir (28). Diyaliz ya da transplantasyonla SDBY tedavisi goren hastalarda, KHF ve
Caroli hastaligi portal hipertansiyona yol acabilir. Daha sonrasinda ise gastro-ozofajiyel
varisler, splenomegali ve tekrarlayan bakteriyel kolanjitler gdzlenir. ORPBH’dan etkilenmis
cocuklarin %80 kadarinda ciddi hipertansiyon goriilmesinin azalan bdbrek fonksiyona bagh

olabilecegi diisiiniilmektedir (12).
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1.1.2.1 PKHD1 Geninin Yapis1 ve Kodladig1 Protein

Hastalikla iligkilendirilen PKHD1 (Polycystic Kidney and Hepatic Diseasel) geni,
kromozom 6p21.1-p12°de bulunur ve fibrokistin/polidaktin(FK) proteinini kodlar (29,30).
PKHDI1 geninin dizisi, 2002 yilinda bagimsiz iki farkli grup tarafindan belirlenmistir. Bu gen
yaklasik olarak 470 kb biyiikligiinde, 67 ekzon iceren, bilinen en uzun acik okuma
cercevesine (Open Reading Frame: ORF) sahiptir. 16.235 bp uzunlugunda bir transkripsiyon

tirtinii ve bundan da 4.074 amino asit uzunlugunda FK proteini kodlanir (31,02).
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Sekil 1.3: PKHDI1 geninin kromozomdaki yerlesimi (21).
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Bu proteininin iglevi heniiz tam olarak bilinmemekle birlikte safra kanallarmm
diferansiyasyonunda rol alan bir reseptor olabilecegi diisiiniilmektedir (32). FK proteini,
3.860 aa uzunlugunda hiicre dis1 N-terminal bolgeye, hiicre zarma yerlesen  bir
transmembran yapiya ve 192 aa uzunlugunda bir hiicre i¢i C-terminal bolgeye sahiptir. N-
terminal bolgede TIG(transcription factor immunoglobulin), TIG-like,
TMEM?2(transmembrane protein 2) homologu olan domeynler vardir (21). Proteinin hiicre
ici C-terminal domeyni yiiksek seviyede glikozillenmistir (33). FK proteini bobrek toplama
kanalinda, primer sillerde ve apikal plazma membraninda, pankreatik kanal ve intrahepatik
safra kanal epitellerinde ekspresedir (34, 35, 36). FK’nin spesifik bolgelerden proteolitik
olarak kesilmesiyle, C terminal bolgeyi iceren en az alti farkli fragman olusur. Fakat bu

islemde rol alan proteaz heniiz tanimlanamamustir (37).

C-terminal  hiicre  i¢i  fragman, niikkleer  lokalizasyon  sinyali  olan
KRKVSRLAVTGERTATPAPKIPRIT dizisini icerdiginden, bu fragman niikleusa
tasinr(37).

e
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Sekil 1.4: Fibrokistin / polidaktin (FK) gen yapisinin sematik goriiniimii (21)
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Son yapilan c¢aligmalarda, FK ile PK2’nin primer sillerde ve plazma membraninda
kismi ya da biitiin olarak fiziksel etkilesim kurduklari, ko-immunopresipitasyonla
gosterilmistir. Ancak, FK ve PK2’nin direk etkilesimde olmadigi, bu etkilesimin iigiincii bir
baglayict molekiil araciigiyla oldugu diisiiniilmektedir (33). Bu baglayict molekiiliin ise
Kinesin-2 olabilecegi one siiriilmektedir. Heterotrimerik bir protein olan Kinesin-2, birbirine
homolog olan motor alt gruplart KIF3A, KIF3B ve ayrica motor olmayan KAP3’den olusur
(38). Shixuan Wang ve arkadaslar1 ko-immunopresipitasyon ile KIF3A’'nm, FK ve PK2
proteinleri ile fiziksel etkilesimde oldugunu gostermistir ve ara molekiillerden birinin KIF3A

olabilecegini ongormiislerdir(33).

1.1.2.2 ORPBH Tam Kriterleri:

ORPBH’nin tanisinda asagidaki 4 veriden en az 3 tanesi yeterli kabul edilmektedir(22):
1) Juvenil veya infant donemde, kortiko-medullar diferansiyasyon kaybi ile birlikte bileteral
renal genisleme olmasi. Yasi daha biiyiik olan hastalarda ise, prekalisyel tiibiiler ektazinin
veya bilateral bobrek kistlerinin varlig:.
2) Konjenital hepatik fibrozun histolojik olarak ya da intrahepatik safra kanal genislemesinin
radyolojik olarak belirlenmesiyle karakterize olan duktal plak malformasyonu.
3) ORPBH nin kesin tanisi: kardeslerden birinde konjenital hepatik fibrozun ya da Caroli
hastaliginin bulunmasi.
4) Aile hikayesinde karacigerde kist olusumuna yol acan baska hastaliklarla ilgili (MODY
tip S5S(Maturity Onset Diabetes of the Young), ODPKBH veya nefronofitiz)  bir

degerlendirmenin olmamast.
ORPBH veya konjenital hepatik fibroz ile ilgili tanimli mutasyonu olan ailelerde

mutasyon tasiyan allellin bulundugu bireylerde, yukarida verilen Olgiitlere tam uyum

gerekmediginden tan1 konulabilir.
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1.1.2.3 PKHD1 Geninde Go6zlenen Mutasyonlar

Yurt disindaki farkli merkezlerde yapilan caligmalar sonucunda PKHDI1 geninde
saptanan 282 mutasyonu kapsayan veri tabani 2008 yili sonunda yaymmlanmistir. Bu veri
tabaninda yer alan arastirmalarda toplam ORPBH olan 45 Tiirk hastada, 22 degisik ekzonda,
35 farklh mutasyon bulunmaktadir (www.humgen.rwth-aachen.de)Farkli calismalarda
PKHDI1 geninde mutasyon saptama oranmmn %42 ile %85 oraninda degistigi bildirilmistir
(40). Tim ekzonlarda mutasyon saptama oraninin en fazla %85 olmasi PKHD1 geninin farkl
‘alternatif splice’ bolgelerinin olabilecegini diisiindiirmektedir. Bergmann ve arkadaslarinin
yayimladiklar1 toplu degerlendirmede 40 Tiirk hastada, tiim ekzonlardaki mutasyonlarin
%50’sinin 5 ekzonda (14, 16, 34, 54, 58B) yer aldig1 gosterilmistir. PKHD1 geninin biiyiik
olmas1 ve mutasyonlarm genin farkli bolgelerinde bulunmasi nedeniyle ‘hot spot’ bolgeler

kesin degildir.

2005’te Bergmann ve arkadaglarinin yaymimladigi caligmada 1473S ve Y1838C missens
mutasyonlarinin  Tiirk populasyonunda yaygin oldugu, dolayisiyla atasal kokeninin ayni
olmasinin muhtemel oldugu 6ne siiriilmiistiir(41). R1624W missens mutasyonunun ise nadir

bulunan ve olas1 patojenik bir mutasyon oldugu bildirilmistir(42).

Tablol.1: PKHDI1 geninde 14, 15, 16, 32, 33, 34, 53, 54, 58, 60 nolu ekzonlarinda

litaretiirde tanimh mutasyonlar(39).

Exon c¢DNA Degisikligi| aa Degisikligi | Mutasyon Tiirii Kokeni
Ex14 c.977G>T G326V Missens Beyaz Amerika
Ex14 c.982C>T R328X Nonsense Fransa
Ex14 c.1106_1113del G369fs Delesyon Portekiz
Ex15 c.1212G>A W404X Nonsense Beyaz Amerika
Beyaz Amerika
Ex16 c.1342G>C G448R Missens
/Almanya
Beyaz Amerika
Ex16 c.1397G>C G448R Missens
Almanya
Ex16 c.1397G>C G466A Missens UK/ Kanada
Ex16 c.1409G>A G470D Missens GuneyAmerika
Ex16 c.1456T>C Y486H Missens Afkanistan
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EX16 c.1512G>C Q504H Missens Almanya
Ex16 €.1480C>T R494X Nonsense Almanya/ Fransa
Ex16 €.1388delC P463fs Delesyon Italya
Ex16 €.1409_1410del G470fs Delesyon Beyaz Amerika
Ex32 ¢.3686G>C W1229S Missens Fransa
Ex32 c.3710G>A C1237Y Missens Almanya
Ex32 c.37477>G C1249W Missens Danimarka
Ex32 c.4165C>A P1389T Missens ispanya
Ex32 €.4205G>T C1402F Missens Finlandiya
Ex32 €.4220T>G L1407R Missens Slovenya/ Almanya
Ex32 €.4292G>C C1431S Missens Avusturalya
Ex32 c.4415G>A C1472Y Missens Italya
Ex32 c.4457C>T P1486L Missens Almanya
Ex32 €.4465G>C D1489H Missens Almanya
Ex32 c.4709A>C Y1570S Missens Fransa
Beyaz Amerika /
Ex32 c.4751G>T S1584| Missens .
Bulgaristan
Ex32 €.4838G>A C1613Y Missens Almanya/ Hollanda
, Suudi-Arabistan
Ex32 c.4870C>T R1624W Missens
(3x)/ Hollanda
Ex32 €.4882C>G P1628A Missens Fransa (2x)
Ex32 €.4955A>G Y1652C Missens Hollanda
. Almanya (2x)/ Gek
Ex32 ¢.5060T>C 11687T Missens o
Cumbhuriyeti
Ex32 ¢.5075A>G c1692Y Missens Fransa
Glney Amerika-
Ex32 ¢.5125C>T L1709F Missens .
Afrika
Ex32 c.5160C>A D1720E Missens Beyaz Amerika
Ex32 c.5221G>A V1741M Missens Beyaz Amerika
Ex32 ¢.5230A>C N1744H Missens Libnan
Ex32 ¢.5236G>A G1746S Missens Beyaz Amerika
Ex32 €.3848C>A S51283X Nonsense Gliney Amerika
Ex32 €.4330C>T Q1444X Nonsense Hollanda
Beyaz-Amerika
€.3761_3762del C
Ex32 A1254fs Delesyon (10x)/ Israil (4x)/ UK

insG

(2x)/ Giney-
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Amerika/ Ispanya/
Almanya (2x)/
Portekiz/ Hollanda

Ex32 €.3958 3959del G1320fs Delesyon Kanada
Ex32 €.4415_4418delins C1472fs Delesyon Beyaz Amerika
Ex32 c.4536_4553del | A1513_V1518del Delesyon Hollanda
Ex32 €.4593_4594insT N1532X Delesyon Avustralya
Ex32 ¢.5371dupG P1791fs Delesyon Almanya
Ex33 €.5342C>T T17811 Missens Beyaz -Amerika
Ex33 ¢.5353T>C F1785L Missens Almanya
Ex33 ¢.5360G>T C1787F Missens Almanya/ Fransa
Ex33 ¢.5365G>C V1789L Missens Almanya
Ex33 €.5323C>T R1775X Nonsense Cek Cumhuriyeti
Ex34 ¢.5387T>C L1796S Missens Beyaz Amerika
Ex34 c.5410C>T R1804C Missens Fransa
Ex34 €.5498C>T S1833L Missens Beyaz Amerika
Ex34 ¢.5502G>T W1834C Missens Fransa
Ex34 ¢.5585C>T S1862L Missens Finlandiya
Ex34 ¢.5600G>A S1867N Missens us
Ex34 c.5582delT F1861fs Delesyon Fransa
Ex53 €.8312T>C V2771A Missens Fas (3x)/ Tunus
Ex53 c.8317G>T V2773L Missens Hollanda
Ex53 c.8425G>A G2809R Missens Beyaz Amerika
Beyaz Amerika
Ex54 c.8518C>T R2840C Missens (2x)/ Israil/ Hollanda
(2x)
Ex54 c.8521A>G M2841V Missens Suud ﬁribistan/
Ex58 €.9053C>T S3018F Missens Suud ?Jribistan/
Ex58 ¢.9086A>C H3029P Missens Almanya
Ex58 c.9107T>G V3036G Missens Glney Amerika
Ex58 €.9152T>C 13051T Missens Almanya
Ex58 C.9241A>G 13081V Missens Fransa
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Ex58 €.9289G>A A3097T Missens Almanya
Ex58 c.9311T>G F3104C Missens Gliney Amerika
Ex58 €.9370C>T H3124Y Missens Italya
Ex58 C.9464A>G Y3155C Missens Almanya
Ex58 C.9499A>T 13167L Missens Hollanda
Afrikali Amerikali-
Ex58 €.9524A>G N3175S Missens .
Karayip
Almanya (4x)/ UK
. (2x)/ Sirbistan/
Ex58 €.9530T>C 131777 Missens .
Ispanyol/ Hollanda
(2x)
Ex58 €.9532G>T G3178C Missens Hindistan
Ex58 €.9625A>C S3209R Missens Slovenya
Ex58 c.9719G>T R3240L Missens Fransa
. Portekiz(2x)/ Cek-
Ex58 c.9719G>A R3240Q Missens o
Cumbhuriyeti
Ex58 c.9725G>T G3242V Missens Beyaz Amerika
Ex58 c.9767C>T P3256L Missens Almanya
Ex58 €.9319C>T R3107X Nonsense Suriye/ Aimanya
Ex58 €.9683C>A S$3228X Nonsense Hollanda
Ex58 c.9718C>T R3240X Nonsense Italya (2x)/ Portekiz
Ex58 c.9765G>A W3255X Nonsense Beyaz-Amerika
€.9183delinsTTAAT
Ex58 T3061fs Delesyon Almanya
GACATCAG
Ex58 €.9347delT L3116fs Delesyon Almanya/ Fas (2x)
Almanya (2x)/
Fransa (5x)/ Gliney
Amerika (2x)/
Beyaz Amerika /
Ex58 €.9689delA D3230fs Delesyon , .
Brezilya/ Ispanya
(2x)/ Fransiz-
Kanada (2x)/
Avusturya
Ex58 €.9727delA 13243fs Delesyon Almanya
Ex60 ¢.10036T>C C3346R Missens ispanya
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Ex60

c.10068T>A

D3356E

Missens

Italya

Ex60

¢.10031T>G

L3344X

Nonsense

Hollanda

Tablo 1. 2: Tirk hastalarda gozlenen mutasyonlar(39)

Exon cDNA degisikligi | aa degisikligi | Mutasyon tiirii Hasta sayis1

Exon2 c.4_11del T2fs Delesyon 1
Exonl4 | ¢.1068_1069dupT P356fs Duplikasyon 4
Exonl4 c.1116C>G F372L Missens 1
Exonl4 c.982C>T R328X Nonsens 1
Exonl5 c.1123C>T R375 Missens 1
Exonl5 c.1180G>A A394T Missens 1
Exonl6 c.1418T>G 1473S Missens 2
Exonl6 c.1487G>C R496P Missens 1
Exon25 c.2695A>C T899P Missens 1
Exon29 c.3306delT Y1102 Delesyon 1
Exon32 c.4TI8T>A 11593T Nonsens 1
Exon32 | ¢.3762_3763insG P1255fs Insersiyon 1
Exon32 | c.4256_4257delGG R14191s Delesyon 2
Exon33 | ¢.5378_IVS+1del D1793 Delesyon 2
Exon34 c.5513A>G Y1838C Missens 3
Exon37 ¢.5993T>C 11998T Missens 1
Exon43 ¢.6991dupA 12331fs Duplikasyon 1
Exon50 c.8011C>T R2671X Nonsens 1
Exon53 c.8315T>C L2772P Missens 1
Exon53 c.8385A>C R2795S Missens 1
Exon54 c.8492G>A R2831K Missens 1
Exon54 c.8552T>C 12851T Missens 2
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Exon57 c.8899G>T G2967TW Missens 1
Exon57 | ¢.8829_8830dupC 12944fs Duplikasyon 1
Exon58 c.9370C>T H3124Y Missens 2
Exon58 c.9523A>G N3175D Missens 1
Exon58 c.9319C>T R3107X Nonsense 1
Exon58 c.9658A>T K3220X Nonsens 1
Exon59 c.9878A>T D3293V Missens 1
Exon60 ¢.10075delG G3359fs Delesyon 1
Exon60 ¢.10077delG G3359fs Delesyon 1
Exon61 | ¢.10972_10973del 13658fs Delesyon 1
Exon62 c.11215C>T R3739W Missens 1
Exon64 c.11408dupA Q3803fs Duplikasyon 1
Exon67 c.12027C>G Y4009X Nonsens 1
TOPLAM 45

1.1.2.4 Genotip- Fenotip iliskisi

PKHDI ile ilgili genotip-fenotip korelasyonunun belirlenmesi, ¢oklu allelizm (multiple
allelism) ve yiiksek oranda birlesik heterozigozite (compound-heterozygosity) nedeniyle
zorlagsmaktadir (18, 43, 41). Genotip-fenotip korelasyonunda, bireysel mutasyonlarin
lokalizasyonundan c¢ok c¢esidinin Onemli olabilecegi diisiiniilmektedir (10). Bergmann ve
arkadaslarmin  2005°te yaymmladiklar1 caligmalarinda, iki giidiikk (truncating) mutasyon
tastyan tiim hastalarin ciddi fenotipik seyrinin oldugu ve perinatal Oliimle sonuc¢landigi,
bunun yam sira neonatal donemde yasayan hastalarin ise en azindan bir tane “missens”

mutasyonu tasidig: bildirilmistir (41).

Amino asit degisimleri genellikle 6liimciil olmayan fenotiple iliskilendirilirken, zincir
sonlanmast mutasyonlar1 neonatal Oliimle iligkilendirilmistir. Neonatal donemde hayatta
kalan biitiin hastalarda en az bir tane aminoasit degisimine neden olan mutasyon

gorilmiistiir. Bu mutasyonlarin olusturdugu kismen fonksiyonel protein iiriinlerinin ise,
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fenotipe daha hafif olarak yansimaktadir (44). Ancak, fenotip acisindan iki missens
mutasyonu tasiyan hasta ile bir giidiik mutasyon tasiyan hasta arasinda onemli bir klinik
farkhilik go6zlenmemistir. Bu nedenle bazi missens degisikliklerin, giidiik (truncating)

mutasyonlar kadar ciddi olabilecegi One siiriilmiistiir (41).

1.1.2.5 ORPBH’1n Prenatal Tanisi

ORPBH bir¢ok olguda 6liime sebep oldugu i¢in, hasta ¢ocugu olan aileler prenatal
tanidan yararlanabilir. ORPBH' nin fetal ultrason ile prenatal tanis1 gebeligin 21. haftasindan
sonra yapilabilir. Fetusta ORPBH nin tipik ultrasonografik bulgulari; artmus ekojenite, biiytik
bobrekler ve oligohidroamniyozdur. Oligohidroramniyoz genellikle gebeligin 20.haftasindan
once goriilmemektedir. Prenatal tamda, gebeligin 2. trimester (4- 6 ay) doneminde fetal
ultrasonda, biletaral olarak biiylimiis bobrekler ve artmus bobrek ekojenitesinin gozlenir.
Fakat hafif belirtiler sergileyen olgularda ultrason ile prenatal tam1 miimkiin olmayabilir(17).
Haplotip analizinin ¢cogu durumda uygulanmas: miimkiindiir fakat patoanotomik olarak kesin
tanis1 olmayan ailelerde yanhs teshis konulabilmektedir. Giivenilir prenatal tam yalnizca
molekiiler genetik analizle miimkiin olabilmektedir (45). Mutasyonun bulundugu yere ve
tiirline gore hastahigm hafif ya da agir formda olmasi nedeniyle, hastalardaki mutasyonlarin

saptanmast klinik acidan ¢ok dnemlidir.

ORPBH olan ¢ocuga sahip ailelerde, daha sonraki gebeliklerde ORPBH’li cocuga gebe
olma riski %?25’tir. Etkili tedavisi olmayan bu hastalikta, genetik damisma ve prenatal tani,
ORPBH olan dogumlar1 6nlemek bakimindan son derece dnemlidir.

1.1.2.6 Kist Olusumu ve Sinyal Yolaklar

Bobrek tiibiilleri, istenmeyen metabolik son iiriinleri, normal degeri %1’in altinda olan
diger elektrolitleri, fazla tuz ve suyu siizerek gerekli elektrolitler ile besinleri temizler (46).
Bu tiibiillerin i¢ ylizeyi primer sillerle kaph oluptubiiler liminal akis gibi ¢evresel mekanik
uyaranlar algiarlar(10, 21). PK1, PK2 ve FK’ nin primer renal sillerde yer alarak, Ca**
gecirgenliginde, akist ve fizyolojik hiicre fonksiyonunu kontrol eden hiicre i¢i sinyal

yolaklarmi diizenledigi diisiiniilmektedir (47,10). Hem FK hem de polikistinler (PK1,PK2)
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diferansiyasyon, polarizasyon ve Ozellikle de geri emilim yapabilen tiibiiler epitelyal fenotip
olusumunda ve diisilk oranda proliferasyon ve apoptozun devamlihginda gereklidir. Bu
proteinlerden birinin fonksiyonel olarak islevini yapamamasi, anormal intraseliiler trafik ve
protein hedeflenmesi, golgi sisternalarinin genislemesi, polarizasyon hatalari, artmus hiicre-
matriks adezyonu, azalms hiicre-hiicre adezyonu, artan sivi salgilanmasi, artmis
proliferasyon ve apoptoz ile karakterize kismen 1yi diferansiye olamamus fenotipe neden olur
(Sekil 1. 5 )(47). Son yapilan bir cahismada ODPBH ve ORPBH’da apoptozun intrinsik yolak
(hiicre i¢i) tizerinden uyarildig1r gosterilmistir. ODPBH hastalarmm bobreklerinde kaspaz-8
ekspresyonu, biiylik capl kist goriilen bolgelerde kiigiik caph kist alanlarmna kiyasla daha
fazladir. Ancak ORPBH’da Kaspaz- 8 ekspresyonunun hastaligin ilerleyen safhalarinda
arttig1 ve kist biiytikliigii ile iliskili olmadigi rapor edilmistir (48).

Yabaml tp J’ | s am Polikistik f-r.'ll
f — i
u—“ Mikrotibiller  , baglantilay AN0ITRAL prote ! 'I:Fﬂus,ﬂem; golz
Colei sisternalan |l | ?Entl SEOTH \\ tafigi ve suull-':um‘l s sisternalan

Integrinler Endoplozmnik ™ EGF

ikl
Fokal adezyon = Gl L

Iyi diferansiye olunanms
Faolarizasyon hatala

Artias hitcre-matriks ve aralnag hiiere-hiicre adezyonu
Yuksek oranda bolinane Ve apoptozis
Sal@ fenotipi

o Mormal Konsanteasyon kapasivest = Diigitk Konsantrasyon Kapasitesi

»  Ivi diferamsive

«  Polarize

« Nonmal hitcre-mattiks ve hitcre-hitcre interak sivonlan
« Dhigitk ovamela biline ve apoprozis

«  Cent emilitn

Sekil 1.5. Saglam ve PKD hastalarinda bobrek epitelyal hiicrelerinde farklarin sematik olarak
kargilagtirilmasi (4).

Primer siller mekanik stimiilasyona yamt olarak, PK1/PK2 kompleksi ile Ca*"un

hiicre i¢ine alinmasma aracilik yapar. Bdylece endoplazmik retikulum (ER)’dan Ca** salinur.
cAMP’nin hiicresel icerigi, adenil siklaz (AC) sentezi ve cAMP fosfodiesterazlarin (PDE)
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katobolize olmasi arasindaki denge ile belirlenir. AC6 (adenil siklaz enziminin ana
izoformu), toplama kanali hiicrelerinin cogunlugunda bulunmaktadir. AC6, heteromerik G
proteinlerinin o-alt birimi olan Gais ile uyarilir, Gai ve Ca* ile inhibe edilir. Ca’+ un goreli
olarak olmadig1 kosullarda cAMP, ERK (extracellular signal-regulated kinase) sinyal
yolagini protein kinaz A (PKA), Src, Ras ve B-Raf gibi proteinler iizerinden uyarir. Boylece
aktive olmus ERK nukleusa transloke olur ve transkripsiyon faktorlerini fosforile ederek
proliferasyonu tetikler (47). Bunun yaninda, Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii (EGFR)
sinyal yolunun epitelyal hiperplaziyi tetikleyerek kist olusumuna neden oldugu gosterilmistir.
Mutant fenotipte EGFR, kist epitelyumunun apikal yiizeyinde ve overeksprese halde bulunur
(21).

[ ] PKD'de Diisiis
B PED'de Artis

[j TSC2ITSC1 =
¥ Nukleus
Rt —
Protem
- 1 translasvonm
' EEEE =
Somatastatin (SST2) Vasopressin (Vo)

Ca® (CaR)

Sekil 1.6: PKD’de sinyal yolaklar1(47)
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BOLUM 2
GEREC VE YONTEMLER
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2.GEREC VE YONTEMLER

2.1 Calisma grubunun olusturulmasi ve 6rnek alim

Otozomal resesif polikistik bobrek hastalarinda PKHD1 geninin 14, 15, 16, 32, 33, 34,
53, 54, 58, 60 nolu ekzonlarindaki mutasyonlarin taranmasi amaciyla; [zmir Dr. Behcet Uz
Cocuk Hastaliklar1 Egitim ve Arastirma Hastanesinden Do¢. Dr. Mustafa Bak ve Dog. Dr
Erkin Serdaroglu tarafindan 12 ; izmir Tepecik Arastrma ve Uygulama Hastanesi’'nden
Do¢. Dr. Nejat Aksu tarafindan 7 hasta 1 aile; Sisli Etfal Egitim ve Arastirma Hastanesi
Cocuk Nefroloji Béliimii'nden Uzman Doktor Giil Ozcelik tarafindan 6; S.B. Istanbul
Goztepe Egitim ve Arastirma Hastanesi Cocuk Nefroloji Boliimii, Uzman Doktor Nurdan
Yildiz tarafindan 4 hasta 1 aile; Akdeniz Universitesi Hastanesi Cocuk Nefroloji Boliimi,
Doktor Serpil Dogan tarafindan 3; Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve
Uygulama Hastanesi (DEU TFAUH) Cocuk Nefroloji Anabilim Dali(ABD)’indan Prof. Dr.
Salih Kavukcu tarafindan 1 Otozomal Resesif Polikistik Bobrek Hastaligi(ORPBH) tanisi
konan toplam 33 hasta ve bunlara ilaveten ORPBH tanis1 almis hayatta olmaya 2 ¢ocugun
anne-babas1 caligmaya dahil edildi. Calismanm amaci ve icerigi goniillillere agiklandi ve
DEU TFAUH Yerel Etik Komitesinin onayladig1 goniillii bilgilendirme formu ile izinleri
alindi. Tiim bireylerden DNA elde etmek amaciyla 2 ml periferik kan etik protokole uygun
olarak gerceklestirildi.

2.2Kan orneklerinden DNA Eldesi

DNA eldesinde molekiiler ¢cahsmaya uygun kalitede kimyasal malzemeler ve 18mega-

ohm/cm kalitesinde su kullanilmustir.

2.2.1 Stok Cozeltilerin Hazirlamsi

Retikulosit Tuz Soliisyonu(pH=7.2)
0.13 M NaCl

SmM KCI

7.4 mM MgCl,
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Cozeltinin hazirlamisi: 0.037 gram (gr) KCl (Sigma P9327), 0.759 gr NaCl (Sigma S
3014) ve 0.157 gr MgCl, hassas terazide tartildi ve distile su ile 70 ml’ye tamamlanarak
coziliinceye kadar karstirldi. pH’1 7.2 olacak sekilde ayarlandiktan sonra distile su ile
100mI’ye tamamlanarak +4 °C’de saklandu.

10X Lizis Soliisyonu(pH=7.6)
0.77M NH4C1
0.046 M KHCOs

Cozeltinin hazirlamst: 4.12 gr NH4Cl (Sigma A9434) ve 0.46 gr KHCO3 (Merk 4852)
hassas terazide tartildi, distile su ile 70 mlI’ye tamamlanarak coziilinceye kadar karstirild.
PH’1 7.6 olacak sekilde ayarlandiktan sonra distile su ile 100 ml’ye tamamlanarak +4°C’de
saklandi.

Lizis Soliisyonu(pH=7.6)
100mM NaCl
25mM EDTA

Cozeltinin hazirlamisi: 0.584 gr NaCl ve 0.9305 gr EDTA (Sigma E5134) hassas
terazide tartildi, distile su ile 70 mlI’ye tamamlanarak ¢oziiliinceye kadar karstirildi. pH’1 7.6
olacak sekilde ayarlandiktan sonra distile su ile 100 ml’ye tamamlanarak +4°C’de saklandu.

Tris-EDTA(TE) Tamponu 1X(pH=8.0)
10mmol/L Tris base
Immol/LL EDTA

Cozeltinin hazirlamst: 0.1211 gr Tris base ve 0.0373 gr EDTA hassas terazide tartilds,
distile su ile 70 ml’ye tamamlanarak ¢oziiliinceye kadar karstirildi. pH’1 8.0 olacak sekilde
ayarlandiktan sonra distile su ile 100 ml’ye tamamlanarak +4°C’de saklandu.
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Proteinaz K(20mg/ml)(Sigma P2308)

100 mg Proteinaz K iizerine 5Sml deiyonize su eklenerek 20mg/ml konsantrasyonda
proteinaz K hazirlandi. DNA eldesinde kullaniimak iizere ana stok ve ara stoklar —20°C’te
kaldirild.

%10’luk Sodyum Dodesil Siilfat(SDS)

10 gr SDS(Sigma, 1.4390) tartilarak iizerine 75ml distile su ilave edildi ve 1siticih
karistirieida 65° C’de ¢oziildiikten sonra distile su ile 100 ml'ye tamamlandi.Elde edilen
%10’luk SDS DNA izolasyonunda kullanilmak iizere oda sicakliginda muhafaza edildi.

2.2.2 Kullammma Hazir Kimyasallar

Etanol(%95)(Merck1.00971.2500)
Etanol(%70):%95’lik etanolden 73.6 ml alindi ve 100 ml tamalanacak selilde iizerine distile
su eklendi.

Fenol/Kloroform/izoamil alkol(25:24:1)pH=8.0(ApplichemA0889,0500)

2.2.3 Hasta Orneklerinde Kullanilan Numaralandirma Sistemi:

Hastalardan EDTA’ tiipe 2 ml periferik kan uygun yontemle alindi ve tarafimzdan
gelistirilen kodlama sistemiyle tiim ornekler etiketlendi ve bu isaretleme calismanin tiim
evrelerinde kullanildi. 11k olarak her aileye 001°den 013’e kadar numaralar verildi. Hasta 18
yasindan biiyiikk ise ‘B’, kiigiik ise ‘C’, hastalarin anne ve babalarmma ebeveynin kisaltmasi
olan ‘E’harfi kullanildi. Harften sonraki ilk rakam caligmaya katilan aile bireyine numara
verildi. Calismaya katilan birey kadm ise ‘K’, erkek ise ‘E’ harfleri kullamldi. Ornek olarak
003CI1E numaralandirmasi, ¢ahsilan ornegin 3. ailenin ilk erkek cocugunu simgelemektedir.
Annesi i¢in 003E1K, babasi icin O03EIE, ve ailenin ikinci erkek cocugu icin 003E2E
kodlamas: kullanild.
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2.2.4 DNA lzolasyonunda Uygulanan Protokol A:

Maniatis, T tarafindan tanmimlanan fenol/kloroform ekstraksiyonuna dayali yOntem

laboratuar kosullarimiza gore standardize edilmistir( 49, 50).

1.Giin:
-20°Cde saklanan EDTA’l tiiplerdeki kan Ornekleri cikarildi ve oda sicakhginda
¢Oziilmeleri beklendi.

1. Coziinmiis kan 6rneklerinden 400 pl alinarak 1.5 ml’lik ependorf tiiplere konuldu.

2. Tiipteki kan hacminin 3 kati(1.2ml) kadar retikulosit tuz c¢ozeltisi eklendi ve elle
karigtirildi.

3. Tiipler oda sicakhiginda karistirma cihaziyla(ATTD Hybridizer AB-1950) 5 dk karistirildi.

4 Karistirma cihazidan alman drnekler 4°C’de 12.000 rpm’de 5dk santrifiijlendi.

5. Ust faz atildu.

6. Taze hazirlanan 1.2ml 2X lizis soliisyonu eklendi ve pipetaj yapildi.

7. Tiipler karistirma cihazinda 5 dk karistirildi.

8.12.000 rpm’de 4°C’de santrifiijlendi.

9. Ust faz atildu.

10. Tiipiin dibinde lokosit hiicreleri beyaz renkte goriiliinceye kadar 2X lizis soliisyonu ile
muamele edildi.

11. 400 pllize edici soliisyon eklenip karistirild.

12. Bastaki hacmin 1/10’u(40ul) kadar SDS(%10) ve 5ul Proteinaz K (100 pg/ml) eklendi ve
elle ters-yiiz edildi.

13. Tiipler 37°C’de 1 gece inkiibasyona birakildi.

2.Giin:

14. 37°C’den ¢ikarilan tiiplerin iizerine tiipteki hacim kadar ceker ocakta 25:24:1 oraninda
fenol/kloroform/izoamil alkol eklendi.

15. Tipler 30 sn vortekslendi.

16. 5 dk karistiricida karistirildi.
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17. 12.000 rpm’de 4°C’de santrifiijlendi.

18. Ust faz yeni bir ependorfa alindu.

19. Tiiplere —20°C’de saklanan %95’lik etil alkol eklendi ve elle karistirldi. DNA’nin beyaz
iplik¢ik halinde ¢okmesi gozlendi.

20. Tiipler +4°C’de 6.000 rpm’de 2dk sanrifiijlendi.

21. Ust faz pipet ile dikkatlice cekildi ve atildu.

22. Tiipteki pelletin tizerine —20’de saklanan %70’lik etil alkolden 500 ul eklendi.

23. +4°C’de 6.000 rpm’de 5 dk santrifiijlendi.

24. Ust faz pipetle cekilerek uzaklastirilda.

25. Tiplerin agz1 acik olarak parafilmle kapatildi ve igne ile delikler agildi. Oda sicakliginda
kurumasi i¢in 2-3 saat birakild.

26. Tiiplere 150 ul 0.5X TE tamponu eklendi ve tiipler 37°C’de 1 gece inkiibasyona birakildi.

DNA’nin ¢oziinmesi saglandi.

2.2.4 DNA izolasyonunda Uygulanan Protokol B Otomatik DNA izolasyonunda
Nucleospin Blood(cat no: 740 951.250) kit kullamildi.

1. Coziinmiis kan ornekleriden 200 ul alinarak 1.5 ml lik ependorfa konudu. Uzerine 25

ul proteinaz K ve 200ul lizis 3 soliisyonu ilave edilerek 10-20 sn vortekslendi. Ornekler su
banyaosunda 70 C’de 10-15 dk inkiibasyona birakildi.

2.Su banyosundan alnan orneklerin iizerine 210 ul (%96 lik) etanol eklenerek yeniden
vortekslendi.

3.Ornekler lizat yiikleme tiiplerine alind: ve 1 dk 11.000 rpm’ de santrifiijlendi.

4.Toplama tiipleri yenileriyle degistirildi ve orneklere 500 ul BW soliisyonu eklenerek 1 dk
11.000 rpm’de santrifiij edildi.

5. Toplama tiipleri yenileriyle degistirildi ve 600 ul BS soliisyonu eklenerek 2 dk 11.000
rpm’de santrifiijlendi.

6.Toplama tiipleri atilarak yerlerine 1.5 ml’lik ependorf tiipler konuldu ve iizerine 100 pl
onceden 70 C’de idmmis olan BE soliisyonu eklenenerek 1 dk beklendi ve 1 dk 11.000

rpm’de santrifiij edildi.
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2.2.5 DNA Konsantrasyonun Olciilmesi:

Elde edilen DNA’larin konsantrasyonlar1 ve safliklar1 spektrofotometrede 260 ve 280
nm dalga boylarinda elde edilen optik dansite(OD) degerleri asagidaki formiil ile saptandi.

DNA konsantrasyonu=0Dy6p X 50 pg/ml X seyreltme orani

OD»60/OD2gp okunan oran kullanmlarak DNA orneklerinin safhklar1 degerlendirildi. Saf
DNA’nin ODy60/OD2sp degeri 1.8-2.0 arasindadir. Eger bu oran 1.8’den kii¢giik ise ortamda
protein yada fenol bulasi, eger oran 2.0’dan biiyiik ise RNA bulasi oldugunu gosterir.

Elde edilen DNA’larm safligin1 ve miktari belirlemek icin ornekten 2 pl alindi ve 98
ul distile su ile 1/50 oraninda seyreltme yapildi. Hazirlanan orneklerin spektrofotometrede

260 ve 280 nm’deki OD degerleri olciildii.

Elde edilen DNA’larin kalitatif miktar tayinleri %1°lik agaroz jele 1 ul DNA Ornegi
yiiklenerek yapilmustir

2.3 B Actin ve PKHD1 Geninin 14, 15, 16, 32, 33, 34, 53, 54, 58, 60 nolu Ekzonlarinin
PCR ile Cogaltilmas::

B actin primer dizileri:

B-actin (ileri):5’ ATCATGTTTGAGACCTTCAA 3’

B-actin (geri):5’CAAGAAGAAGAAGCCCCTGA3’

PCR iiriinii uzunlugu 205 b¢’dir.

PCR reaksiyonunda PKHDI1 geninin 14, 15, 16, 32a, 32b, 32c, 32d, 32e, 32f, 32¢g, 33, 34, 53,

54,58a, 58b, 58c, 58d, 60 nolu ekzonlarim ¢ogaltmak icin Rosetti ve arkadaslarmin(51)

kullandiklar1 primerler kullanildi. Bu primerlerin sentezi ‘metabion’ firmasmda yaptirildi.

30



2.3.1 14 Nolu Ekzonun Cogaltilmasi I¢in Kullanilan Primer Dizileri:

14.ekzon bolgesi icin ileri primer: 5>TTCCCCAATTTGGGAAGG 3’

14.ekzon bolgesi icin geri primer:5’TTAGCAAAGGTGCTTTTG 3’

Kirmizi renk primerleri, sar1 ise ekzonu belirtmektedir.

24841
24901
24961
25021
25081
25141

2.3.2 15 Nolu Ekzonun Cogaltilmasi I¢in Kullanilan Primer Dizileri:

tctaggttga

cttaccttta

caggtagcat

taaagtaafill O S oo

tacaggcaat
tgaagccacc

ttggtcacag

cgagggcttc
ccagggtaca

gaaggacaac

FEECSCENEE B oo

tttttgaagt

ggtggcagat
ctttcaggta

gtgaggctag

ctgggtcatc
ccctgtaatg
tggagatgct
tgtccctaat
tgttgtagga

gagacagata

tttcaccttg
tttatgcgat
gttgagggac
gccagttctc
aaagtgggag
aggaaggtat

taatttaaaa
ctacatgtct
tggaactgac
catttgggtt

cccacat-

caagatttcc

15.ekzon bolgesi i¢in kullanilan ileri primer: S>"TTGGTTACTCTTGCTTGACTC 3’
15.ekzon bolgesi icin kullanilan geri primer: 5’CTGGCAACAGAGAAAAGG 3’

27481
27541
27601
27661

tctttattac cataaaagaa gacaaagtac aagggcagtc

aggcc N - ct

tctttgtggc tccagagaca aataattaca ctttctggat

ccttgcattt cagttggtca gaggaaccaa ggactaaggt

atttgttggt
cagagcacgg
tcaggcagat
attcactgtc

27721 [ECHteHel BHEERAR c ccatacccat gaagaaagaa agaatcaaag ttaaggctct

2.3.3 16 Nolu Ekzonun Cogaltilmasi I¢in Kullanilan Primer Dizileri:

tcagtgattc
ctcagtgggt
agccaagctt

ttctcatttt

16.ekzon bolgesi i¢in kullanilan ileri primer :5’TGCATAGTATTGATCATG 3’
16.ekzon bolgesi icin kullanilan geri primer :5° AGCTCCATGGGACTGGAAAG 3’

28921
28981
29041
29101

agttcaaaac tctcttgata gtagcagttc

s § e

tcagcgtcgg cactgctgac tggtttgact

ggcagcagaa gactcccaag ttggagctgt

agacacttag
ttatttgggce
cctgggagca

tgggtggage

tgtttgagaa
ataggtgaaa
gaatagggat

catgtactac

agagatgcct
gtggcctcca
gaagggacct
ctggaagcag
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29161 agcatcatgg gatagcccca agcaggggga tgaggattgg tgtccagatt cacaacacct

29221 ggctgaatcc tgatgtggtc accacttacc tacgggagaa gcaccagatc cgagtccgag

29281 cccagaggct tccagaagta caggtctgtg _gaactct

2.3.4 32 Nolu Ekzon Icin Kullamlan Primer Dizileri:

32 nolu ekzon 1608 bp biiyiikliigiinde oldugu icin A, B, C, D, E, F, G olmak iizere 7 kisma

ayrilarak cogaltilmustir.

A leri primer: S TCTTAGTTCAGAATATCAG 3’
Geri primer: S’TCATACATGAAGGTGAAG 3’

61381
61441
61501
61561
61621
61681

gtgctatgaa
ttaggaggga
tgggtacttg
tgtgaaaccc

gtggaggtct

‘tettagtte agaatatcag

ccatcctcag
tgggcaatcg
tgccagcccce

gggctggcaa

catctcagga
gtcctgtgac
ccagataccc

caggttcttc

aaagofiiiies EENESNEEES B-ocooca

ctataatatt
ataggcttca
attgtgaact
gatgcgggcg
gcccgtggtce

gcaacaccag

B: Ileri primer: 5> TGGGCTGGCAACAGGTTC 3’
Geri primer: 5° GCCATTATCCGAGGCATC 3’

61621

61681

61741

61801

61861

61921

61981

gtggaggt il

aaaggcttca
gaaatcacaa
atccttctgg
ctgtctggat

cgtcagaagc

ccttcatgta
atagcagcct
ggaacctgaa
gctccatccc

agatgggatt

SRR - - -

tgaagcggca
gagcctgcat
ctgtgatgtt
tcttcacagt
tgctaatatg

cccatcgcag

gcccgtggtce
gcaacaccag
gtgggaggaa
gagacacagt
ctggaggctg
tctgtggtgce

ggttcggcat

ttgctttccg
gcagggaccc
taacggaggc
ctcccactgt
cttcaccaag

tagtcactgce

cttcaccaag
tagtcactgce
gtaacctctc
ccttccaggg
gcatctatcc

tccagcaatt

gtggtgggac

tattcatact
agctttggtt
gagcatctgg
tccagctgcecce

cttggtgggg

catgcaagga

cttggtgggg

catgcaagga
caactcagtc
caacgtgagc
tctccaagta

tgcagt-

catacttact
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C: Ileri primer: 5>’ ATGGGATTTGCTAATATG 3’
Geri primer: 5’GACAGGACTTGCCTCTTC 3’

61921

61981

62041

62101

62161

62221

cgtcagaagc
cctcggataa
gtgagggggt
tttacttgtg
ggtgacccct

accagcgagt

a o ANl - 9t 99t gC

tggccatctt
tgcttcttaa
tgattttgag
tgcctggagce

gtcaggggaa

cccatcgcag
ctctagaagg
tttgggagac
ttcecttctee

ttgcactctt

ggttcggcat
aggtcagttc
cacaccattc

ctgaacgtca

tccagcaatt
gtggtgggac
gggttgacct
tctgccaggt

cagtcctggt

tgcagtgatg
catacttact
ctcgggtcct
tagcctggag

caatgggcta

ttcataag ISR - «

D: lleri primer:5’GACCACACCATTCTCTGC 3’
Geri primer: STAAAAAACTGACAGGTAG 3’

62101
62161
62221
62281
62341
62401
62461

tttacttgtg
ggtgacccct
accagcgagt
gatgccttgt
ttagccacca

acttttttta

tgattttgag
tgcctggagce
gtcaggggaa
ccacaaacac
cagctgatga

atgcaagcca

tacctgteag tetttta -

tttggga OO - = 5 J

ttcecttctcee
ttgcactctt
cagtgggtct
gccgatggta
cgttgtgtgc
aagaaatggg

ctgaacgtca
ttcataaggg
ctgaccactg
tttgtggatg
cagacaagag

tatgcttgtt

E: leri primer: 5> GCAATGTAACTTTTTTTAATGC 3°
Geri primer: 5 TCCTATGTGATACCAAAG 3’

62341
62401
62461
62521
62581
62641
62701

ttagccacca

cagctgatga

L ___CLERED

tacctgtcag
ttctacatta
agcctcttga
gaccagcaga

acagggaatg

ttttttatac
tgccccaagt
ccatagaggg
cctgcctgac

gctctgttgce

gccgatggta
cgttgtgtgc
aagaaatggg
gtttcattat
cacaggcctg
ggtgaacatc

cctggaaata

tttgtggatg
cagacaagag
tatgcttgtt
tttcctaaga
agaggacaga
ggtgctgagce
gaggtagatg

cagtcctggt
aagaggcaag
tgctgattag
atcaacttcc
acttggcccc

ctggtaatgt

atcaacttcc
acttggcccc
ctggtaatgt
atttcagctt
acaccacgtc

tcatccggtg

tagcctggag
caatgggcta
tcctgtcatg
gggtcagagg
ttgcaatgta
aggaccccal

ttccagacac

Lgcaatgta
aggaccccac
ttccagacac
acatggtgga
agtctatatt

cattgttccc

usctttggta tcacatagga
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F: Ileri primer: 5’AGCTCATCCGGTGCATTG 3’
Geri primer: 5’ATAACTCTTGAGGTGAAC 3’

62641
62701
62761
62821
62881
62941
63001

gaccagcaga
acagggaatg
gtcattggtt
atcttaacct
atgtcaccct

cttccggecg

cctgcctgac
gctctgttgce
ataacaaggc
ttgcagtggc
gtgtgggtgt
gggagtacca

ggtgaacatc
cctggaaata
ctttacccca
ccagatctca
ctctggtaac
cgtcagaggc

gocetoq: N - =

ggtgct o -

gaggtagatg
gaattgatct
ggagctgcaa
cacaccgttc
tatgactgca

acagcagtga

G: lleri primer: 5> GGGAGTACCACGTCAGAG 3’
Geri primer: 5’TCCAGAAGTGAAAGGAGC 3’

52941 cttocggecy NNNEEEENSESEREEEE - - - o Joa

63001 gccctggtgt tcacctcaag agttattatt acagcagtga

63061 agcaaataag acagcacact ttctttatgt aaatgaattg

63121 Iaagtagaaa attaacacaa tctgcctgat ggaaggaaag

2.3.5 33 Nolu Ekzon Icin Kullamlan Primer Dizileri:

33.ekzon bolgesi ileri primer : 5 GATCAAGAACTTGTACCTTTGTC 3’

gactttggta
ctatttctca
acattgacat
ttcagtgcgt
tcagagggtg
cggagaactt

tcagagggtg
cggagaactt

tcacatagga
gagcgatgac
ttttatagga
ggtcccttcc
ggcctcatct
cggtaagtca

ggcctcatct
cggtaagtca

- gotectt teacttotag

agaagcccac

33.ekzon bolgesi geri primer : 5 TTAACCAAAGAATATCATTTCC 3’

64621
64681
64741
64801
64861

agttgagtaa
ggctgcctgg
tcagctgctg
agctgcttgg

agaagggaga
gtggaaggct
tgtgtggtgce
ttctgccect

tggcttctta

tregectga ENEEEE  : - -

ggtgcatgtg
tccectgecga

ggatggtgag

tttggagcgg
gtcctggcta

taaagatgcc

atatatar: N vttt

gattttctcc
atgctacagt
acacacatat

gtgattaatg

agggaatgtc
gtctgccttc
attttaaagc
ctgtactgac
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2.3.6.34 Nolu Ekzon Icin Kullamlan Primer Dizileri:

34.ekzon bolgesi ileri primer

34.ekzon bdlgesi geri primer

69961
70021
70081
70141
70201

SERCE__ [Elaa

tgaagcgtga

cagttgccat ggcgacagag

aaagttccca

cgggcctctt

ggaggacagc

atgcctcttt

tatcaggtaa

tgtgaggctg
caactgcttg
gtgccagatc
ctttaccttc

2.3.7 53 Nolu Ekzon Icin Kullamlan Primer Dizileri:

ctgcagtgtc
ccagacacac
aatcgtggcc
attgggcaga

: STTCTTTCCTAATGGTGAC 3’
: STTTGTGGGGAAGTTCAGGG 3’

cttggccttc
ctatgtgcag
ttacctctac

gtcaatgttt

ctgtgtggcc
tgtgatttga
atttgcgagg

ccatcattct

© - Gocty aacttoccca casatgettq

53.ekzon bolgesi ileri primer : 5 TTGTTTTTGTGACATATC 3’
53.ekzon bolgesi geri primer : 5° TCAACATGCTCGCAATCC 3’

296161
296221
296281
296341
296401

tacacagctc

E- -

tccattcttc

tgttctgagt

ccaaactgct
gcaatttctt
aaagggctgt
gtggcatgca

gggagaaccc
tttcttccac
atgtgatggg
tggtcattgce

geacaa G > > - 2

2.3.8 54 Nolu Ekzon Icin Kullamlan Primer Dizileri:

cagaataaac
agacagaact
gaccttagac
aggcggggag
tattctgtga

. |

gtccttgtgg
ttcecectgtgg
ctgaaagttg
gaaggggctc

54.ekzon bolgesi ileri primer: 5 TGCAATTTCTCCCTCTCTTTC 3’
54.ekzon bolgesi geri primer: 5° TTGCCTAAAAGGGTGTTTGG 3’

311641
311701
311761
311821

atctotcc N - -

acaggtactt tagaaaatcc cttagaaaag

tcagagggag tcttttgtga ccgtatgaat

aagagtataa tatagttttt attaaaaata

atacagatct
acagaagcaa
gtgagtaaag
tgggaaacag

ttgatttgaa tgatatactt ttctttgtaa

gaacaaaagc ttctgattct ccttagagcc

ggaattcata ttgacccagg aacaattggt

2 R - - =+ o
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2.3.9 58 Nolu Ekzon Icin Kullamlan Primer Dizileri:

58 nolu ekzon 879 bp biiyiikliigiinde oldugu i¢in A, B ,C, D olmak iizere 4 kisma ayrilarak
cogaltilmustir.

A: Tleri primer: 5> AGGAAAGTACCTGATGAC 3’
Geri primer: 5> GAACCACAAGGTTATTAG 3’

338881
338941
339001
339061
339121
339181

tcttaatgcc
-at gcat
gtcaccattg
atctactctg
tttaaatgac
ctatactgtc

ccaaaatggg
ttgtttatag
tactcatctg
caccagagct

aatattgtgt

ccattcttca
gtgtccttca
ttgaattcag

gtggcggggg
ttggcacagce

“ctaataace ttgtggttc:

B: {leri primer: 5>’ ATATTGTGTTTGGCACAG 3’
Geri primer: 5’AGTCCACTTTCCTTATAG 3’

339121
339181
339241
339301
339361

339421

C:

tttaaatgac
ctatactgtc
ggtggcggga
aggatcagag
ttggtctgac

-tgacaac

satattgtgt ttggcacag:

actaataacc
atcaaagtga
agacttggct
aatgtggcgc

tgtaccagaa

ttgtggttct
accaggtaaa
ttcacatccg
attcaagtct

tctctggett

gccttttgtg
acttcttaat
taatgtgtca
cattcatgca
tggccatggce

gatgacacag

tggccatggce
gatgacacag
ggacatcaac
aggccacaag
tcatggcctt

cttggctttc

Ileri primer: 5> GAACTGCTTTGGTCTGAC 3’

Geri primer: 5> ATGACTGAATTCCTAAGC 3’

SEEELE -

gtggaaattc
gcaggatcct
gctgccagtc
atagatttag
ccagcgtggt

atagatttag
ccagcgtggt
ctccatggca

tgctcctcett

agaacttcgg
ggatcatatc
atggagtact

agggtcaggc

ccaccatttg

agggtcaggc
ccaccatttg
acgttgtggc

gtgaactgct

catotctata aggaaagtgg

aagaactttg

actatggtgc

339301 aggatcagag agacttggct ttcacatccg aggccacaag tgctcctctt gt_
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339361

339421

339481

339541

339601

I --totogcoc
acttgacaac tgtaccagaa

catgttacat gtagagaaca

tggtcttttg gcagtagtgt

attcaagtct

tctctggcett

gcgtggagat

atgtattttc

gat tot N EORNEE o

tcatggcctt
cttggctttc
agagaacatt
tgctccacaa

caccagctct

catctctata
aagaactttg
actctggtag
aattccgtca

tcttttgact

D: Ileri primer: 5> AAAATTCCGTCAAAAAAG 3’
Geri primer: 5> ATGGATGTATGAAATGGC 3’

339541

339601

339661

339721

339781

339841

tggtcttttyg
gattgtgctt
caaagtgaag

aggaggtcga

ggagccatgg

taggatgttt

gcagtagtgt
aggaattcag
ccgcactcag

attggtattc

cacaaagtga

tattttatct

atgtattttc
tcattgtggc
ccaacttgac

tgtggcctgt

ggaatgatca

aggaaagtgg
actatggtgc
acaatactat
aaaaagtgca

gcattcagga

tgctecacl OISR - o - 2

caccagctct tcttttgact
atcaacagat agagctccct

attcacctca gaaccaaatc

ttcaatttca ggaatcatga

aggeagt NSO - = 2

2.3.10 60 Nolu Ekzon Icin Kullanilan Primer Dizileri:

60. ekzon blgesi icin ileri primer: 5’CATGAAATGAAAGAGTTGC 3’
60. ekzon bolgesi i¢in geri primer: 5° ACCACAGGCATTGCATTC 3’

343021

343081

343141

343201

343261

tgtatatttt cttcttgctg
caggaaagat ttaggaaaag
tctcttcaag gatctggatg

taaaacagag gcagaatgga

L EELBEELL

cttat GO -« © t t g

tagtctgtcc
ggagagccct
ctgcatcctt

gggtgcttgt

tgaattagac
gggtctgcct

cttcaacgca

gaaggagctg

tgtgcaagtc
ccaccagttt
ggtaagctat

gttttgctgt

gcattcagga
ccaatccaag

agtggcctca

aacttcaagg

aaatttttaa

actgtcttca
caagaaaata

ctgtatttcc

atct .

gctcactgag
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Tablo 2.1: Primerlerin ve PCR iiriinlerinin biiyiikliikler

Ekzon | Uriin (be) Ileri Primer (5°-3’) Geri Primer(5°-3’)
14 247 TTCCCCAATTTGGGAAGG TTAGCAAAGGTGCTTTTG
15 193 TTGGTTACTCTTGCTTGAC CTGGCAACAGAGAAAAGG
16 347 TGCATAGTATTGATCATG AGCTCCATGOGACTGOAA
AG
32A 312 TCTTAGTTCAGAATATCAG TCATACATGAAGGTGAA
32B 365 TGGGCTGGCAACAGGTTC GCCATTATCCGAGGCATC
32C 345 ATGGGATTTGCTAATATG GACAGGACTTGCCTCTTC
32D 350 GACCACACCATTCTCTGC TAAAAAACTGACAGGTA
32E 368 GCAATGTAACTTTTTTTAATGC | TCCTATGTGATACCAAAG
32F 349 AGCTCATCCGGTGCATTG ATAACTCTTGAGGTGAAC
32G 171 GGGAGTACCACGTCAGAG TCCAGAAGTGAAAGGAG
33 239 GATCAAGAACTTGTACCTT TTAACCAAAGAATATCAT
34 288 TTCTTTCCTAATGGTGAC TTTGTGGGGAAGTTCAGG
53 215 TTGTTTTTGTGACATATC TCAACATGCTCGCAATCC
54 305 TGCAATTTCTCCCTCTCTT TTGCCTAAAAGGGTGTTT
S58A 283 AGGAAAGTACCTGATGAC GAACCACAAGGTTATTAG
58B 292 ATATTGTGTTTGGCACAG AGTCCACTTTCCTTATAG
58C 272 GAACTGCTTTGGTCTGAC ATGACTGAATTCCTAAGC
58D 307 AAAATTCCGTCAAAAAAG ATGGATGTATGAAATGGC
60 227 CATGAAATGAAAGAGTTGC | ACCACAGGCATTGCATTC

2.4 PCR Karnisim ve Hazirlamis:

DNA Taq polimeraz enzimi(5u/ul): MBI Fermantas Cat no:EPO402
Hotstart Taq premix: RBC SensiZyme 2x:500 ul x 5 vials

DNTP’ler(100umol/ml):

MBIFermantasCatno:R0141dATP,R0151dCTP,R0161dGTP,R0171dTTP

38




PCR’da kullanak iizere her bir 100pmol/ml dNTP’den 10pul ahnarak 0.2pl'lik tiipe konuldu
ve lizerine 90ul dH,O eklenerek 100ul’ye tamamlandi. Elde edilen 10mM’lik ANTP karigim
—20°C’de sakland.

32D, 32F ve 34’iincii ekzon icin Hotstart Taq premix enzimi kullamildi.
Taq polimeraz enzimi buz igerisinde tutuldu ve eklendikten sonra iyice karigmasi i¢in filtreli
pipet uglar1 kulanarak pipetaj yapildi. PCR reksiyonu herhangi bir kontaminasyonun kontrolii

acisindan karigim olarak hazirlandi ve karisim her bir 0.2°lik PCR tiipiine 23 pl olacak

sekilde dagitildiktan sonra 2ul 6rnek DNA’lar1 eklenerek pipetetaj yapildi ve hizh bir sekilde
PCR cihazia(Termal cycler) yerlestirildi.
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Tablo 2. 2: Ekzon 16, 32C’nin PCR karisim miktarlarmm gosterimi

Ilk konsantrasyon | Son konsantrasyon Kullanilan hacim
Ekzon No 16 32C
dH,O 15.5ul 14.5ul
Tampon 10X 10X 2.5ul 2.5ul
MgCl, 25mM 25mM 4ul Sul
dNTP 10mM 10mM 0.5ul 0.5ul
fleri primer 100pmol/ul 10pmol/ul 0.8ul 0.8ul
Geri primer 100pmol/ul 10pmol/ul 0.8ul 0.8ul
Taq polimeraz S5U/ul 1U 0.2ul 0.2ul
DNA ~50ng 1ul 1l
TOPLAM 25ul

Tablo 2.3 : Ekzon 14, 15, 32A, 32B, 32E, 32G, 33, 53, 54, 58A, 58B, 58C, 58D, 60’'m PCR

karigim miktarlarmin gosterimi.

Ilk konsantrasyon |Son konsantrasyon |Kullamlan hacim
dH,O 16.7ul
Tampon 10X 10X 2.5ul
MgCl, 25mM 25mM 2.5ul
dNTP 10mM 10mM 0.5ul
fleri primer 100pmol/ul 10pmol/pl 0.8ul
Geri primer 100pmol/ul 10pmol/pl 0.8ul
Taq polimeraz su/ul 1U 0.2ul
DNA 1ul
Toplam 25ul
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Tablo 2.4 : Ekzon 32D, 32F ve 34’iin PCR karigim miktarlarinin gosterimi

Ilk konsantrasyon | Son konsantrasyon | Kullamilan hacim
dH20 - - 9,5 ul
Ileri primer 100 pmol/ul 10 pmol/ul 1ul
Geri primer 100 pmol/ul 10 pmol/ul 1ul
DNA - 50 ng 1ul
2X SensiZyme premix 2x 1x 12,5 ul
Toplam - - 25ul
Ilk konsantrasyon | Son konsantrasyon | Kullamilan hacim
dH20 - - 9,5 ul
Ileri primer 100 pmol/ul 10 pmol/ul 1ul
Geri primer 100 pmol/ul 10 pmol/ul 1ul
DNA - 50 ng 1ul
2X SensiZyme premix 2x 1x 12,5 ul
Toplam - - 25ul

2.4.1 PCR Kosullarn

-Actin genini PCR ile ¢cogaltmak i¢in Tablo 2.4: deki PCR profili kullanildi.
g cog ¢

Tablo 2. 4: B-Actin geninin PCR profili

B- Actin

Denatiirasyon |95°C |5dk

Annealing 95°C |30sn
58°C [30sn |35dongii
72°C |30sn

Sonlanma 72°C |5dk
4°C |10dk

PKHD1 geninin 14, 15, 16, 32A, 32B, 32D, 32E, 32F ve 32G nolu ekzonlarim1 PCR ile
cogaltmak i¢in Tablo 2.5 deki PCR profili kullanild1.
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Tablo 2.5: Ekzon 14, 15, 16, 32A, 32B, 32D, 32E, 32F ve 32G’nin PCR profili

EKZONNO (14 |15 |16 |[32A |32B |32E |32G |Siire|32D ve 32F, siire

Denatiirasyon | 94°C |94°C | 94°C | 94°C | 94°C | 94°C | 94°C | 2dk |95°C, 10dk

Annealing 94°C | 94°C | 94°C | 94°C | 94°C | 94°C [ 94°C | 30sn | 94°C, 30sn

49°C |55°C | 56°C | 51°C | 60°C | 53°C [53°C|30sn | 60°C, 45sn

72°C | 72°C | 72°C | 72°C | 72°C | 72°C | 72°C | 30sn | 72°C, 30sn

Sonlanma 72°C | 72°C | 72°C | 72°C | 72°C | 72°C | 72°C | 10dk | 72°C, 3dk

4°C |4°C [4°C |4°C |4°C |4°C |4°C |30dk|4°C, 30dk

Dongii sayis1 (36 (35 |31 |38 |35 |35 |35 35

PKHDI1 geninin 33, 34, 53, 54, 58A, 58B, 58C, 58D, 60 nolu ekzonlarin1 PCR ile cogaltmak
icin Tablo 2.6 daki PCR profili kullanildi.

Tablo 2.6: PKHD1 geninin 33, 34, 53, 54, 58A, 58B, 58C, 58D, 60 nolu ekzonlarmm PCR
profili

EKZONNO (33 |34 53 (54 |58A |58B |58C [58D |60 |SURE

Denatiirasyon | 94°C [94°C | 94°C | 94°C | 94°C|94°C | 94°C | 94°C | 94°C | 2dk

Annealing 94°C |94°C  |94°C | 94°C | 94°C | 94°C |94°C | 94°C | 94°C | 30sn
55°C|57.5°C |53°C | 60°C | 53°C | 55°C | 53°C | 53°C | 55°C | 30sn
72°C |72°C |72°C|72°C|72°C|72°C |72°C|72°C|72°C|30sn

Sonlanma 72°C|72°C |72°C|72°C|72°C |72°C |72°C |72°C |72°C | 10dk

4°C |4°C 4°C |4°C |4°C |4°C |4°C |4°C |4°C |30dk

Dongii sayis1 |35 |30 35 |35 |35 |35 |35 |35 |35
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PKHDI1 geninin 32C nolu ekzonunu PCR ile ¢ogaltmak i¢in Tablo 2.7 deki PCR profili
kullanildi.

Tablo 2. 7: PKHD1 geninin 32C nolu ekzonlarmin PCR profili

EKZON NO |32C Dongii Siire
sayisl
Denatiirasyon | 94°C 5dk
Annealing 94°C 45sn
61°C 30 30sn
72°C 45sn
Sonlanma 72°C 5dk
4°C 30dk

2.5 PCR Uriinlerinin %2’lik Agaroz Jel Elektroforeziyle Kontrol Edilmesi
Kullanilan Kimyasallar ve Geregler

5X Tris Buffer EDTA(TBE)Stok Tamponun Hazirlanisi:
S4gr Tris base(Sigma T 8524) ve27.5gr borik asit(Sigma B 6768) tartilarak 800ml distile
suda ¢oziildii. Uzerine 20ml 0.5M EDTA(pH =8.0) ilave edildi ve stok ¢ozeltinin pH’s1 8.3

olacak sekilde pH metre ile ayarlandi. Son hacim 1000ml’ye tamamlandi.
Elektroforezde stok 5X TBE ¢ozeltisinden 0.5X hazirlanarak kullanild.

Agaroz:( Sigma A 5093-100G)

Yiikleme Tamponu(Loading dye):

Yiikleme tamponu olarak %40 siikroz ve %0.25 bromofenol mavisi karigimi kullanildi.

Etidyum Bromiir:

10ug/ml’lik stoktan 6rnek yiiklenecek jele uygun olacak sekilde kullanildi.

DNA marker:(Fermantas SMO371)
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%2’lik Agaroz Jele Orneklerin Yiiklenmesi ve Yiiriitiilmesi:

Kullanilacak tanka uygun %?2’lik agaroz jel hazirlandiktan sonra tankin i¢ine yerlestirildi ve
izerine ¢ikacak kadar 0.5X TBE tamponu eklendi. PCR iiriinlerinden 4ul alindi ve 1l
yikleme tamponu ile karistirildiktan sonra Sul’lik 6rnek karigmm kuyulara yiiklendi.
Yiikleme isleminden sonra tankin kapagi kapatildi ve giic kaynagi(ATTA-crosspower 500)
80 volt 30 miliampere ayarlanarak 6rnekler 45dk yiiriitiildii.

2.5.1 PCR Uriinlerinin Kontrolii ve Fotograflanmasi

B-Actin genine ve PKHDI1 genininl4, 15, 16, 32, 33, 34, 53, 54, 58 ve 60 nolu
ekzomlarina ait PCR iiriinleri yukarida tammmlanan agaroz jel elektroforezi ile yiiriitiildii.
Yiiriitme isleminden sonra UV altinda jel goriintiilendi.

Ekzon numaralarma gore beklenen PCR iiriin biiyiikliikleri yukaridaki 2.1 nolu tabloda

belirtilmistir.

2.6 DNA Dizi Analizi

Her hasta i¢in 25ul’lik PCR iiriinii elde edildi ve DNA dizi analizi i¢in Giiney Kore’de

ki Macrogen(www.macrogen.com) firmasma gonderildi.ABI 3100-3700 mikro kolonla,
florasan boya sonlanim yontemiyle isaretlenen DNA dizi verilerinin eldesiyle her 6rnek icin
hem ileri hem de geri primerle DNA dizi analizinin yapilmas: istendi. Ornek basma 2ul
primer(10pmol/ul) PCR iiriinleri ile birlikte gonderildi. Sekans sonuglar1 PKHD1 geninin
NCBI’da tanimh olan NC_000006.10 nolu niikleotid dizisi referans alinarak degerlendirildi.
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3.BULGULAR

3.1. Kan Orneklerinden DNA Eldesi ve Kalite Kontrolii

Kan oOrneklerinden elde edilen DNA’larin varhgi ve kalitesi %1’lik agaroz jelde
yiriitiilerek kontrol edildi. Varhg1 saptanan DNA 6rnekleri PCR’da kalip olarak kullanildi.

Tablo 3.1.1: DNA o6rneklerinin spektrofotometre sonuglari:

Hasta numarasi Konsantrasyon OD 260/280
002C1E 239 ng/ul 2,13
004C1E 73 ng/ul 2,05
005C1E 196 ng/ul 2,21
015C1E 207 ng/ul 2,11
020C1E 165 ng/ul 1,88
021C1E 87 ng/ul 1,96
022C1E 91 ng/ul 1,93
023C1E 110 ng/ul 1,91
024C1E 137 ng/ul 2,06
025C1K 127 ng/ul 1,94
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Sekil 3. 1.1: DNA 6rneklerinin %1°lik agaroz jeldeki goriintiisii

3.2. PCR Uriinlerinin Kontroliine Ait Bulgular

Elde edilen DNA oOrneklerinin PCR i¢in uygun olup olmadigmi saptamak amaciyla
internal kontrol olarak B-actin geni kullamildi. Bu gene 6zgii primerler kullanilarak kurulan
PCR iiriinleri DNA markeri( Fermentas SMO371) ile %2’lik agaroz jelde yiiriitiildii. Aym
DNA’lar kullanilarak, PKHD1 geninin 14, 15, 16, 32, 33, 34, 53, 54, 58, 60 nolu
ekzonlarmna ait primerlerle ilgili gen bolgeleri PCR ile cogaltildi ve elde edilen iiriinler

%2’lik agaroz jelde DNA markeri esliginde yiiriitiildii(Sekil 3.2.1).
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Hastalara ait B-actin PCR Sonuclar

: ;
= =
=
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Sekil 3. 2. 1: B-actin(internal kontrol) PCR iiriinlerinin %2’lik agaroz jeldeki goriintiisii

3.3. Otozomal Resesif Polikistik Bobrek Hastalarinda PKHD1 Geninin 14, 15, 16, 32,
33, 34, 53, 54, 58, 60 nolu Ekzonlarindaki Mutasyonlarm DNA Dizi Analizi ile

Taranmasi ve Saptanan Degisimler:

Ekzon 15 PCR sonuclarn

-
- F]
#
=
ki m k, k, F,
E = E 5 t—d' t_d' ')
= et o o = s -1
= = = = =3 — s
! L= ] = (=] =] = -
| —— ]
e
193h ===

Sekil 3.3.1: 15.ekzon PCR iiriinlerinin %2’lik agaroz jeldeki goriintiisii
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Ekzon 32A PCR Sonuclan

OTHP
ATH600
ATOeT0
HATOTIO

ATATTO
12110

HATO0T0
ATH0TO
AT40TO
ATO0T0
HTd600

ATO600

HId=00
HTd=00
ATd=00

AT1.3=00

ATO800

ATH900

ATH900
Tasent dqps

W

-

-

312h¢ '
ig:_

L=
—
==
==}
1

Tasrenn Jqps

OTHY

HIIT00

HI3600

HAT120T0

A1OTT0

ATOLTO

AT2800

JTOL00

HTH900

H12=00

Ia¥Tent dqos

Sekil 3.3.2.: Ekzon 32A PCR iiriinlerinin %2’lik agaroz jeldeki goriintiisii
Ekzon 34 PCR Sonuclan

288he¢

Sekil 3.3.3.: 34.ekzon PCR iiriinlerinin %2’lik agaroz jeldeki goriintiisii
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Ekzon 58B PCR Sonuclari

-
Y
z
=
[
-—
=
LT}

008C1E
003EL1E
003E1K
003C1E
OO3E2E
dH2O

292he¢

Sekil 3.3.4.: Ekzon 58B PCR iiriinlerinin %?2’lik agaroz jeldeki goriintiisii

Ekzon 60 PCR Sonuclan
z
E
= ] = 4 = 4 =
g O = @ © © & 8
2 5 8 2 2 E
Wi =S =4 =4 =S =4 =

227he

Sekil 3. 3.5: 60.ekzon PCR fiiriinlerinin %?2’lik agaroz jeldeki goriintiisii
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3.4. PKHD1 Genininin 14, 15, 16, 32, 33, 34, 53, 54, 58, 60 nolu Ekzonlarinda

Sekanslarin Eldesi

Agaroz jel elektroforezinde beklenen biiyiikliikte tek bant olarak gozlenen hastalarin
PCR oOrnekleri DNA dizi analizi icin Macrogen firmasma gonderildi. DNA dizisindeki
degisimleri saptamak amaciyla, Ornekler ileri ve geri yonde primerler kullanilarak c¢ahsildi.
Degisim saptanan hastalarin ekzon bolgeleri PCR ile yeniden ¢ogaltilarak DNA dizi analizi
icin Macrogen firmasma gonderildi. Ek olarak ulasilabildigimiz ve goniillii olan hastalarm
anne, baba ve kardesleri de cahismaya dahil edilerek elde edilen verilerin bir kez daha
dogrulanmasi saglandi.

PKHD1 geninin NCBI’da tanimhi NC_000006 dizisi ile karsilastirilan sekans
sonuclarina gore saptanan degisimler belirtilmistir. Degisikligin oldugu niikleotid iizerine ok

isareti konularak gosterilmistir.

Sekil 3. 4. 1 Ekzon 14’te Mutasyon Saptanan Hastalarin Sekans Sonuclari

035E1E ve 035E1K nolu bireyde literatiirde tamml c.1068-1069dup P356fs

mutasyonu heterozigot olarak saptandu.

120 l 130

CAGATTGETCCCTTATGGED 2ETTTTTC

Sekil 3.4. 1. 1
14035E1E-F
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114 1*

CAaGATTETCCCTTAT GEC!

130
CATTCTC

Sekil 3.4. 1.2
14035E1K-F

Sekil 3. 4. 2: Ekzon 15’te saptanan SNP sonuclar

001C1K nolu hastada ¢.1185C>T D395D degisimi homozigottur

T
il * =
[‘lc:‘: T-::}C Lot JEp -:W-:: GFV
I 1 lL \ i LI 'I'l.}, L
Sekil 3.4.2. 1
15001C1K-(F)

002C1E nolu hastada ¢.1185C>T D395D degisimi homozigottur

T
Sekil 3.4.2.2

15002C1E-(F)



003CI1E nolu hastada c.1185C>T D395D degisimi homozigottur.

T
* £1]

Wil
AT O O (A S o ST T

Sekil 3.4.2.3
15003C1E-(F)

004CI1E nolu hastada c.1185C>T D395D degisimi homozigottur.

T
+

n el
QLN L R T M A L A o

Sekil 3.4.2. 4
15004C1E-(F)

005CI1E nolu hastada c¢.1185C>T D395D degisimi homozigottur.

]
e YR LI S ST TC

AR

Sekil 3.4. 2.5
15005C1E-(F)

T
o ¥ o
-
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006E1E nolu ebeveyn i¢in ¢.1185C>T D395D degisimi homozigottur.

T
mn ¥ =
GGOAG ACAE COAAGS T T
| H l
Sekil 3. 4. 2.6

15006E1E-(F)

006E1K nolu ebeveyn i¢in ¢.1185C>T D395D degisimi homozigottur.

T
4r
B0
Cag O CA A T TOC T TE
\ R
Sekil 3.4. 2.7

15006E1K-(F)

007CI1E nolu hastada c.1185C>T D395D degisimi homozigottur.

T
0 + 80
-gerc: G A Gr::r:i G}THT
Sekil 3. 4. 2. 8

15007C1E-(F)



008CI1K nolu hastada c.1185C>T D395D degisimi homozigottur.

Sekil 3.4.2.9
15008C1K-(F)

009CI1E nolu hastada c.1185C>T D395D degisimi homozigottur.

T
+

SANRSLRE LE LOTLE 1 SIS & i) SN TART o S s

Sekil 3. 4. 2. 10
15009C1E-(F)

010CI1K nolu hastada c¢.1185C>T D395D degisimi homozigottur.

T

il "' a0
M T AT AT (- T1

Sekil 3. 4. 2. 11
15010C1K-(F)
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011C1E nolu hastada ¢.1185C>T D395D degisimi homozigottur.

T
v o
[

LE LR E LA

|

H
A L LI |

Sekil 3. 4. 2. 12
15011C1E-(F)

012C1K nolu hastada ¢.1185C>T D395D degisimi homozigottur.

T
i + a0
AR AT 3 9 D TT
l Fa
Sekil 3. 4. 2. 13

15012C1K-(F)

013CI1E nolu hastada c.1185C>T D395D degisimi homozigottur.

T
+ m s
@ A0 GC] GETUT-:T}CTJ
Sekil 3. 4. 2. 14

15013C1K-(F)
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014C1K nolu hastada ¢.1185C>T D395D degisimi homozigottur.

T0 l a0 o0

CoGGOAGACAGE CAs GETTCCTT

Sekil 3. 4. 2. 15
15014C1K-F

a0 VW T
GG AaAGUTT GGOT G CT GOOT Gy

W\ﬂm il

Sekil 3. 4. 2. 16
15014C1K-R

015C1E nolu hastada ¢.1185C>T D395D degisimi homozigottur.

o Bl
AT T CAGGCAGACAGECAAGCTT

Sekil 3. 4. 2. 17
15015C1E-F
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50 ol l 70

VGG AAGET T GG T GTOT GOCT G A

il

Sekil 3. 4. 2. 18
15015C1E-R

016C1E nolu hastada ¢.1185C>T D395D degisimi homozigottur.

kil 70 l

&0
GEATTCA GECAGACAGICAAGDTT!

Sekil 3. 4. 2. 19
15016C1E-F

&0 l Tl

Eo
GEAAGCTTG GCTGTCT GCCT G AN

Sekil 3. 4. 2. 20
15016C1E-R



017C1E nolu hastada ¢.1185C>T D395D degisimi homozigottur.

Kl Tﬂl =0

AF AT TCA GEoAGACAGCCAAGTTT

el et

Sekil 3. 4. 2. 21
15017CI1E-F

HO 50 0
CALGEAAGUTTG GUTGTCTGCCTGE

CARI L

Sekil 3. 4. 2. 22
15017C1E-R

018C1K nolu hastada ¢.1185C>T D395D degisimi homozigottur.

0 &)
AT T O EGCAGACA GCCAAGCT TCC

Mpl . ml"i\-'My-‘ﬂfWWv

Sekil 3. 4. 2. 23
15018C1K-F
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50 5] T
GAAGCTTEGOTGTCT RICOTE ALTE

Sekil 3. 4. 2. 24
15018C1K-R

019C1E nolu hastada ¢.1185C>T D395D degisimi homozigottur.

Sekil 3. 4. 2. 25
15019C1E-F

50 B l

N
GoAAGEAAGCTTG GCTGETCT GLCTG AL

Sekil 3. 4. 2. 26
15019C1E-P15-R
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020C1E nolu hastada ¢.1185C>T D395D degisimi homozigottur.

50 il l 0

CNGGATTCY GGOAGACAGCCAAGETT

Sekil 3. 4. 2. 27
15020C1E-F

30 1y l T

GGAAGOTTGGCTGTCTGOCTGAN

Sekil 3. 4. 2. 28
15020C1E-R

021C1E nolu hastada ¢.1185C>T D395D degisimi homozigottur.

60 l’? 80

VTT AV GGEAGACAGD CA A GCTTCC

Sekil 3. 4. 2. 29
15021CIE-F
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&l l 0 80

GUTTEGCT&EICTGICTGAATC

Sekil 3. 4. 2. 30
15021C1E-R

022C1E nolu hastada ¢.1185C>T D395D degisimi homozigottur.

30 Yo 70
PAAGETTGGOTGTON GUOT G AT

Sekil 3. 4. 2. 31
15022C1E-R

023C1E nolu hastada ¢.1185C>T D395D degisimi homozigottur.

ol LD B0

T O GGOAGACA GO OA A GO TT O

Sekil 3. 4. 2. 32
15023C1E-F
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024C1E nolu hastada ¢.1185C>T D395D degisimi homozigottur.

70 l 80 i

T GECAGACAGCCAAGCTT COT

Vﬂb i \t" M W

L1

Sekil 3. 4. 2. 33
15024C1E-F

50 E; Tl

iGAAGCTTGGOTGTCT GOCT G AATC

Sekil 3. 4. 2. 34
15024C1E-P15-R

025C1K nolu hastada ¢.1185C>T D395D degisimi homozigottur.

60 T l a0

GGEITCA GEEAGACAGOCA A GOT

Sekil 3. 4. 2. 35
15025C1K-F
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50 lﬁﬂ T

NEETTGGOT GTOT GECT GANT O

Sekil 3. 4. 2. 36
15025C1K-P15-R

026C1E nolu hastada ¢.1185C>T D395D degisimi homozigottur.

&l T a0
T TCAGGCAGACAGCCAAGCT T

Sekil 3. 4. 2. 37
15026C1E-F

&0 l 0 BO

FTHNEGCTGTCTGCOCTG AAT CCA

Sekil 3. 4. 2.38
15026C1E-R
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028C1K nolu hastada ¢.1185C>T D395D degisimi homozigottur.

2] T l B0

CT GGEATTCAGEIAGACAGTCAL

Sekil 3. 4. 2. 39
15028C1K-F

Sekil 3. 4. 2. 40
15028C1K-R

030CI1E nolu hastada c.1185C>T D395D degisimi homozigottur

Bd R
.S._ I:.' G’GC (} -'i:.' (}CCI. A G’C '::'::'



Sekil 3. 4. 2. 41
15030C1E-F

B0 l il

AAGCTT GGCTGTCT GCCT GAATCO

Sekil 3. 4. 2. 42
15030C1E-R

031C1E nolu hastada ¢.1185C>T D395D degisimi homozigottur

v

0
GGTTCA GRCAGACAGCCALGOTTO

Mgl

Sekil 3. 4. 2. 43
15031C1E-F
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a0 G l 70 B0

WA GERAAGITT GGCT GTCT GOCT GANT CCA GAL

Sekil 3. 4. 2.45
15031C1E-R

033CI1E nolu hastada c.1185C>T D395D degisimi homozigottur.

B T l at

GEANTCA GECAGACA GO LA GIT”

Sekil 3. 4. 2. 46
15033C1E-F

50 l &l Tn

GCT TGO TET CTGZCTEA T COAGA

Sekil 3. 4. 2. 47
15033C1E-R
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034CI1E nolu hastada c¢.1185C>T D395D degisimi homozigottur.

T lBD 3a

STTCAGGCAGACAGCZAAGCTT OO

'Iﬂ“" Ei"qu' If‘x"fwﬁk--l'ﬁNWN

Sekil 3. 4. 2. 48
15034C1E-F

50 60 l

i
GEAAGOTTGGCTGTCTGCCTG AN

Sekil 3. 4. 2. 49
15034C1E-R
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Sekil 3. 4. 3 Ekzon 16’da mutasyon saptanan hastalarin sekans sonuclari

017C1E nolu hastada literatiirde tanimli ¢.1418T>G [473S mutasyonu homozigottur.

a4

180 200
T QL CARATTCACA LT ACCT

A

Sekil 3.4.3. 1
16017CI1E-F

f o

GETGTT AT GACTOT GEACACK

Sekil 3.4. 3.2
16017C1E-R

023C1E nolu hastada literatiirde tanimli ¢.1397G>C G466A mutasyonu heterozigottur.

1503 il 1abi
JAAFDAGHGEG AT GAGHEATT

Sekil 3. 4. 3. 3
16023C1E-P16-F

69



l.ll.II¢ 130
AT OATT T OO T T

Sekil 3.4.3. 4
16023C1E-R

Sekil 3. 4. 4 Ekzon 32A da saptanan degisimler

016CI1E nolu hastada c.3643 literatiirde tanimh olmayan A>T 11215F mutasyonu

heterozigot olarak saptanmistir.

'

210 2 =

TUCTGAG AL GO TG AG 5 AL E]
[ I

Sekil 3. 4. 4. 1
32A016C1E-R



Sekil 3. 4. 5: Ekzon 32A’da saptanan SNP sonuclar

001C1K nolu hastada A1262V degisimi heterozigottur.

C

4’ 430
ZOageg TToo A T T T

i

Sekil 3.4.5. 1
32A001C1K-(R)

004CI1E nolu hastada A1262V degisimi heterozigottur.

C

1770 i’ 150
TEZiE G CTo O T

Sekil 3.4.5.2
32A004C1E-(R)

005CI1E nolu hastada A1262V degisimi heterozigottur.
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Sekil 3. 4. 5. 3
32A005C1E-(R)

005CI1E nolu hastada ¢.3629-32A>G mtronik degisimi heterozigottur.

T TT. C GCTG- TATTCT

VL

Sekil 3.4.5. 4
32A005CIE-(R)

006E1E nolu ebeveynde A1262V degisimi heterozigottur.

BN ".-‘I'.‘¢

Fea AnlAG TG GG AMCGCCOGE T

Sekil 3. 4. 5.5
32A006E1E-(R)

006E1E nolu ebeveynde ¢.3629-32A>G intronik degisimi heterozigottur.
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=R ¢Qﬁﬂ i
PV NCTERN DS R NN L L6 N NPV I

Sekil 3. 4. 5. 6
32A006E1E-(R)

006E1K nolu ebeveynde A1262V degisimi heterozigottur.

[Eit] [t}
G TEEG AACGOCCGCA TCGG

Sekil 3. 4. 5.7
32A006E1E-(R)

006E1K nolu ebeveynde ¢.3629-32A>G intronik degisimi heterozigottur.

ARl ¢ ARl
L AT AT TACAGE TG ATATTCT

Sekil 3. 4. 5. 8
32A006E1K-(R)

007C1E nolu hastada A1262V degisimi heterozigottur.
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Sekil 3. 4. 5.9
32A007C1E-(R)

007C1E nolu hastada ¢.3629-32A>G intronik degisimi heterozigottur.

v

250 =0
TATTAZ Azl TE ATAT

Sekil 3. 4.5. 10
32A007CI1E-(R)
008CI1K nolu hastada A1262V degisimi homozigottur.

G
&N ' 70
SR S A O ALY
Sekil 3. 4. 5. 11

32A008CIK-(R)

008CI1K nolu hastada ¢.3629-32A>G imtronik degisimi homozigottur.
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dbL'I

Fj*—H

G2
i

Il

009CI1E nolu hastada A1262V degisimi homozigottur.

Sekil 3. 4. 5. 12
32A008CIK-(R)

Sekil 3.4.5. 13
32A009CI1E-(R)

009CI1E nolu hastada ¢.3629-32A>G intronik degisimi homozigottur.

T

jeigia]
T&TT f“ ﬂ-'l.'“"l"l“L T

i

Sekil 3.4. 5. 14
32A009CI1E-(R)

010C1K nolu hastada A1262V degisimi heterozigottur.
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B0 4’

m
T T e AMCGTCCECAT

Sekil 3. 4. 5. 15
32A010C1K-(R)

010C1K nolu hastada ¢.3629-32A>G intronik degisimi heterozigottur.

.:i':-U
TT C GCTG— 'l" TTCT

i

Sekil 3. 4. 5. 16
32A010C1K-(R)

011CI1E nolu hastada A1262V degisimi heterozigottur.

v

B T
CAn TO CD AAlCCCCOCAT

Sekil 3. 4. 5. 17
32A011C1E-(R)

011C1E nolu hastada ¢.3629-32A>G intronik degisimi heterozigottur.
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\

#hil HEd)
TATTATASC TFATATTOT G As

Sekil 3. 4. 5. 18
32A011CIE-(R)

013C1K nolu hastada A1262V degisimi heterozigottur.

318] ¢

a
WA TEF i F A I F TAT O

Sekil 3. 4. 5. 19
32A013C1K-(R)

013C1K nolu hastada ¢.3629-32A>G intronik degisimi heterozigottur.

\G[GG'L[I_.L_‘ R L R I:'_,':'_.-

WM%\ M

Sekil 3. 4. 5. 20
32A013C1K-(R)
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i ¢ &0
AACAGTGGEGAACGCCCGCATE

Sekil 3. 4. 5. 21
32A014C1K-P32A-R

60 7& 80
GAACAGT GGGAAC GCCCGCATC

Sekil 3. 4. 5. 22
32A015C1E-P32A-R
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2] 70 lBEI

GHECAGCT GG AMAGT G EEAGC A

Sekil 3. 4. 5. 23
32A016C1E-P32A-R

ol T &0
GCAGOTGGANCAGT GGG AT GO

Sekil 3. 4. 5. 24
32A017C1E-P32A-R

&0 l?l:l B0

AACAGT GEGAMCGCCCGCATCG G

Sekil 3. 4. 5. 25
32A018C1K-P32A-R
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A m ad
GEAMCAGT G GEAM GCCCGIAT

UL

Sekil 3. 4.5. 26
32A019C1E-P32A-R

i

Sekil 3. 4. 6: Ekzon 32C’de mutasyon saptanan hastalarin sekans sonuclar

008CI1K nolu hasta litaretiirde tanimli ¢.4292 G>C C1431S nolu mutasyonu homozigot olarak

tasimaktadir.
C
¢ v
190 + 140 130 140 150
Ty T AT 2 T o 3 T et MCAAL ATCACATAAC TAARAGDAC

Sekil 3.4. 6.1 Sekil 3.4. 6.2
32C008C1K-(F) 32C008C1K-(R)
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Sekil 3. 4. 7: Ekzon 32E’de mutasyon saptanan hastalarin sekans sonuclar

002C1E ve 007CI1E nolu hastalarda litaretiirde tanimh ¢.4870 C>T R1624W nolu mutasyonu
heterozigot olarak bulunmaktadir.

2050 V. o . i)
TGAGCTCATCTEGTGCATTGTT LG ACAAT AR QAT £ L T
Sekil 3.4.7. 1 Sekil 3.4.7.2
32E002C1E-(F) 32E002C1E-(R)

002C1E nolu hastanin babasi 002E1E, bu mutasyon agisindan normaldir. Hastanin annesi

002E1K, Ilitaretiirde tanimli R1624W nolu mutasyonu heterozigot olarak bulunmaktadir.

M v
ot N0 a7 . A0 hl
CTGAGCTOAT OO GGT GCATTI U R T i - R T U
el |
Sekil 3. 4. 7. 3 Sekil 3. 4. 7. 4
32E002E1E-(F) 32E002E1E-(R)
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v - 10 + 50

O OTCATOT & OTCOATT OTTC WaAT GOACCG GAT GAGCTCA

alltlidthas D

N". llJI-"I ALY Ilaj_lt_gjl_ SV A
Sekil 3.4.7.5 Sekil 3.4.7.6
32E002E1K-(F) 32E002E1K-(R)

007CI1E nolu hasta literatiirde tanimh ¢.4870 C>T R1624W mutasyonunu hetrozigot olarak

tasimaktadir.
awa ¥ 270 M +
SOTCATCOGSTGLATTGTT BT AT T AT 3 A T O i3

Sekil 3.4.7.7 Sekil 3.4.7. 8
32E007C1E-(F) 32E007C1E-(R)

007C1E nolu hastanin babasi 007EIE, bu mutasyon agisindan normaldir. Hastanin annesi

007E1K, litaretirde tanimli ¢.4870 C>T R1624W nolu mutasyonu heterozigot olarak

bulunmaktadir.
4 A0 ¥ 0
260 270 AT GUACCGG AT GAGCTCA

A T L e T |
|

ot

Sekil 3.4.7.9 Sekil 3.4.7. 10
32E007E1E-(F) 32E007E1E-(R)
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260 * 270
VOTOATCTGCTGOATTOTT

Sekil 3. 4. 7. 11
32E007E1K-(F)

40 ¢ B0
ZAaT GCACCHF GAT GAGTTCAY

Sekil 3. 4. 7. 12
32E007E1K-(R)

019CI1E nolu hastada literatiirde tanimh olmayan ¢.4751G>C S1589T mutasyonu

heterozigot olarak saptandi.

Sekil 3.4.7. 13
32E019CIE-F

Sekil 3. 4. 7. 14
32E019C1E-R



Sekil 3. 4. 8 Ekzon 33’te mutasyon saptanan hastalarin sekans sonuclari

025C1K nolu hastada lituratiirde tanimh olmayan ¢.5275G>C A1780F mutasyonu

130 + 140

C NGG AG TCGCGUTCC C

Sekil: 3.4.8. 1
33025C1K-R

Sekil 3. 4. 9 Ekzon 34’te mutasyon saptanan hastalarin sekans sonuclari
029CIK nolu hastada literatirde tammli olmayan ¢.5457T >G VI1817G

mutasyonu homozigot olarak saptandu.

80 100

0
CTCGC TGECAGAGET AAGGCCA

Sekil: 34.9. 1.
34029C1K-R
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Sekil 3. 4. 10 Ekzon 53’te mutasyon saptanan hastalarin sekans sonuclar
023CI1E nolu hastada literatiirde tanimh olan c.8315T>C I2772P mutasyonu

heterozigot olarak saptandi.

10 2 30 120 + 130
A G CTGT CCNT GT G G.TAC CTGTATCC ACAGGG ACAGTTCT G

f | f \f\ [\

Sekil 3. 4. 10. 1 Sekil 3. 4. 10. 2
53023C1E-P53-F 53023C1E-P53-R

Sekil 3. 4. 11: Ekzon 54’te saptanan SNP sonuclar

007C1E nolu hastada c.8441-32 G>C intronik degisimi homozigot olarak saptanmistir.

230 240

C
+
llf: TTC Tcl TTTS

Sekil 3.4.11. 1
54007C1E-(F)
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Sekil 3. 4. 12: Ekzon 54’te saptanan mutasyon sonuclari

Literatiirde tanimli olmayan c.8442delT degisimi 016C1E nolu hastada heterozigot olarak

saptanmustir.

.

ol ki LA, i
A _'-: '._'._'.'__'.'.? CC t ? T..'. '__'.ﬁ'...'_.'.._'.'. G_'.._"E]:"I.ﬁ.._'.'._'-'_[j T T CC G:._

Sekil: 3.4.12. 1
54016C1E-P54-F

200 210 220 230
PLCTAAAGTCCT GETTACAAL A SANTA MK A4

Sekil: Sekil: 3. 4. 12. 2
54016C1E-P54-R
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Sekil 3. 4. 13 Ekzon 58A’da mutasyon saptanan hastalarin sekans sonuclar

007C1E nolu hastada literatiirde tanimli olmayan ¢.9076delC G3026fs mutasyonunu
heterozigot olarak tagimaktadir.

T i) ¥

4 100 o
SCAGE AT CCT GEATCTATTS L TEoO T CCCCI“CC D TOCEGREGE0

Sekil 3. 4. 13. 1 Sekil 3. 4. 13. 2
58A007CI1E-(F) 58A007CIE-(R)

007C1E nolu hastanin babasi O07E1E, litaretiirde tanimli olmayan G3026fs nolu mutasyonu

heterozigot olarak bulunmaktadir. Hastanin annesi, 007C1K bu mutasyon i¢in normaldir.

a L 2R ) ¥ 9 200
VECAGGATCUT GG AT CT AT T CAATEOCLEC OO CACTCCRE G

Sekil 3. 4. 13. 3 Sekil 3. 4. 13. 4
58A007E1E-(F) 58A007E1E-(R)
90 v 100 110 g ¥ 100
oA G EAT COT @ GAT CATAT CATET. SCOCOG COACAG T TC TGO TC

II -| ; II 'll

| | _Fl\_ I.-L I! | I..I-\.I | -II. _I
Sekil 3.4.13. 5 Sekil 3. 4. 13. 6
58A007E1K-(F) S8A007E1K-(R)
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Sekil 3. 4. 14: Ekzon 58B’de saptanan SNP sonuclari

002C1E nolu hastada A309A degisimi homozigot olarak saptandi.

G
+ 90

[= 0]
M aRC=C Taa i ATl B

I

Sekil 3. 4. 14 1
58B002C1E~(F)

003CI1E nolu hastada A309A degisimi homozigot olarak saptandh.

G

T Tz G 'I'G-G—C

Sekil 3. 4. 14,2
58B003C1E~(F)

007C1E nolu hastada A309A degisimi homozigot olarak saptandi.
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C

150
TTz TTCC TGC LIET L

I

Sekil 3. 4. 14. 3
58B007C1E-(F)
008CI1K nolu hastada A309A degisimi homozigot olarak saptandi.

G
+

1]
TTTGGEGTEGECAT FAAT

a

Sekil 3. 4. 14. 4
58B008C1K-(F)
018C1K nolu hastada A309A degisimi homozigot olarak saptandi.

an l 100

CCATTTGGGET G{}Z GGEAATCAAA

(!

Sekil 3. 4. 14. 5
58B018C1K-F

020C1E nolu hastada A309A degisimi heterozigot olarak saptandi.
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=0 ik an
TTTGGEWEGOR GG AT O GT G

i -M\'."f" il

Sekil 3. 4. 14 6
58B020C1E-F

021C1K nolu hastada A309A degisimi heterozigot olarak saptandi.

LY B0 l G0

CACCATTT GGGET GAENR GG AAT OA

R .
It

Sekil 3. 4. 14. 7
58B021C1E-F

022C1E nolu hastada A309A degisimi heterozigot olarak saptandi.

LY Bl l o0

GTCOVCCATTT GGG GGCR GGAAT

TR

Sekil 3. 4. 14. 8
58B022C1E--F

035E1E nolu hastada A309A degisimi heterozigot olarak saptanda.
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Al le 100
CATTTGEGEET G GGG AATCAAAGTG
| ' i . Pt
. |I | ] { |I I'
0 L (Vh I-"lLl'l L

Sekil 3. 4. 14. 9
58B035E1E—F

035E1K nolu hastada A309A degisimi heterozigot olarak saptanda.

B0 lEIEI 100

CATTTGGET GATGEETC A GG

Sekil 3. 4. 14. 10
58B035E1K-F

Sekil 3. 4. 15: Ekzon 58C’de saptanan SNP sonuclar

006E1K nolu ebeveynde D3139Y degisimi heterozigot olarak saptandi.

41 Y]
FTE G A TT TarwA O TS TACTE

Sekil 3. 4. 15. 1
58C006E1K-(F)
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Sekil 3. 4. 16: Ekzon 58D’de mutasyon saptanan hastalarin sekans sonuclari

022C1E nolu bireyde literatiirde tanimh nonsens ¢.9718C>T R3240X mutasyonu heterozigot
olarak saptandu.

110 120 l

TOOO T CAATOCAAGAGEAGETT

) _,MM\

Sekil: 3. 4. 16. 1
58D022C1E-(F)

’

130 140
TOAADCTCCTOTT GGATT GGA

Sekil: 3. 4. 16. 2
58D022C1E-(F)

I |

r-_—’;_
"

92



Tablo : 3. 3. 1 Otozomal Resesif Polikistik Bobrek Hastalarinda PKHD1 Geninin 14, 15, 16,
32, 33, 34, 53, 54, 58, 60 nolu Ekzonlarindaki Mutasyonlarn DNA Dizi Analizi Tle

Taranmasi ve Saptanan Degisimler

PKHD1 Geni EKZON NO

Hasta No |14 6] [32A] | 32B | 32C | 32D | 32E [ 32F [32G|33| 34| [53] 54| |58A |58B[58C | 58D |6
001C1K X X T IX [ X XTI XTIXT X X[ X X X[ X[ IX]T X[ X
002C1E X X [X] X X X[ X X[ X[ X[ X X X X
003C1E X XX X XD X] X X X[ X X] [X X X X
004C1E X XX X XD XD XT X X[ X X X X[ X X[ X
005C1E |X XX X XD XD XD X X X X X X[ X X[ X
006E1E X XX X XD XX X X[ X X X X[ X X[ X
006E1K X XX X XD XX X X[ X X [xX] X X X
007C1E |X X X[ X B XXX X[ X7 1 X[ X X
008C1K |X X | X X XD X XXX XX X[ X X
009C1E X XX X XD XD XT X X[ X X X X[ X X[ X
010C1K X XX X XD XD XT X X[ X X X X[ X X[ X
011C1E X XX X XD XD XD X X[ X X X X[ X X[ X
012C1K X XX X XD XX X X X X X X[ X X[ X
013C1K X XX X XD XD XT X X[ X X X X[ X X[ X
014C1K X XX X XD XD XD X X[ X X X X[ X X[ X
015C1E X XX X XD XD XT X X[ X X X X[ X X[ X
016C1E X X X[ X X X X[ X] X 1 X X[ [X] X] X
017C1E X X XX X X X[ XD X X[ X X X X[ X X)X
018C1K |X XX X XD XX X X[ X X X B X[ X
019C1E X [X] X 1 1 X X X[ X[ X X| X X x| X
020C1E X XX X XD X] X X X[ X X] [X X X X
021C1E |X ﬁx XX X[ X] X x| x| X x| X X[ X X
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022C1E |X X X X X X X X1 X [ X| X X X ! X
023C1E |X X X X X X1 X [ X| X X B X | X
024C1E X X X X X X1 X [ X| X X X X | X
025C1K X X =X X X X X X 1 X X X | X
026C1E |X X X X X X X1 X [ X| X X X X | X
027C1E X X X X X X X1 X [ X| X X X X | X
028C1K X X X X X X X1 X [ X| X X X X | X
029C1K X X X X X X1 X [ X| X 1 X X
030C1E |X X X X X X1 X [ X| X X X X | X
031C1E X X X X X X1 X [ X| X X X X | X
032C1E |X X X X X X X X X X X X | X
033C1E |X X X X X X1 X [ X| X X X X | X
034C1E X X X X X X X1 X [ X| X X X X | X
035E1E 2 X X X X X X1 X [ X| X X X X
035E1K 2 X X ; X X X X1 X [ X| X X X X
NOT: Tek kare boyali alan heterozigotu, cift kare boyali alan homozigotu temsil eder.
\ \ \ \ \ \ Tammh Mutasyonlar

YENI MiSSENS
MUTASYONLAR

32A-1 ¢.3642 A>T I1215F

32E-1 c.4751 G>C S1589T

32F-1¢.5134 G>T G1712W

33-1 ¢.5275 G>C A1780F

34-1 ¢.5457 T>G V1817G

Yeni Cerceve Kaymasi

54-1 c.8442 delT G2781fs

Cerceve kaymasi

58A-1 ¢.9076delC  G3026fs

14-2 ¢.1068-1069dup P356-fs

NONSENSE

€.9718C>T R3240X
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Tiim dizi analizi sonuclar1 birarada degerlendirildiginde 33 hastanin ve 2 hastanin anne-
babasindan calisilan Orneklerde, 10 ekzonda; literatiirde kayithh 9’u missens,1’i nonsense ve
11 cerceve kaymasi (frame shift) olmak {izere bilinen 11 mutasyon saptandi. Ayrica
literatiirde kayith olmayan 9’u missens ve 2’si cerceve kaymasi olmak iizere 11 yeni
mutasyon belirlendi. Tek niikleotid polimorfizm(Single Nucleotide Polymorphysm-SNP)
olarak 15. ve 32. ekzonun 32A bdliimiinde iki ¢esit olmak iizere ¢alisilanlarin %70’inde , 58.
ekzonun 58B nolu boliimiinde bir ¢esit olmak iizere bireylerin %30’unda veri elde edildi. Ek
olarak 2 intronik bolgede literatiirde tanimh mutasyon belirlendi.
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BOLUM 4:
TARTISMA
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4. TARTISMA

ORPBH, bobrekte toplayici kanallarda kistik genisleme ve karacigerde duktal plak
disgenezi ile seyreden kaltsal bir hastahktir. Etkilenen bireylerin %30-50’si perinatal
donemde, oligohidroamnioz nedeniyle O0lmektedir(22,24,25). Belirtilerin ortaya c¢ikis yasina,
bobrek ve karaciger hastaligmin ciddiyetine gore perinatal, neonatal, infantil ve juvanil olarak
dort gruba ayrilir(21). Bu dort grubun tanisi, her grubun kendine ozgiin bulgular1 ile
degerlendirilir. Calismaya katilan hastalarin tanmilar1 i¢in giincel olan, Adeva ve arkadaslarinin

2006 yilinda sunduklart ORPBH nin tan1 kriterleri kullanilmustir(22).

ORPBH bir¢ok olguda o6liime sebep oldugu icin, hasta ¢ocugu olan aileler prenatal
taniya yonlendirilmelidi. ORPBH'nin fetal ultrason ile prenatal tanist gebeligin 21.
haftasindan sonra miimkiin hale gelse de, hafif belirtiler sergileyen olgularda ultrason
bulgular1 prenatal tami icin yetersiz olabilir. ORPBH’ nin giivenilir prenatal tanisi yalnizca
molekiiler genetik analizle miimkiindiir. Onceden ORPBH’h cocuk hikayesi olan ailelerde
haplotip analizi ¢ogu durumda uygulanabilecek kolay bir yontemken, patoanatomik olarak
kesin tanis1 olmayan ailelerde yanls teshise sebep olabilir(45). Hastaligin tam ve kesin
tanisinda molekiiler analizin ciddi diizeyde onemli oldugu kabul edilmistir. Klinik seyri hafif
olan hastalarda genellikle missens mutasyonlari, ciddi seyri olan hastalarda ise zincir
sonlanma mutasyonu daha sik goriiliir(52). Mutasyonun bulundugu yere ve tiiriine gore
hastaligin hafif ya da agir formda olmasi nedeniyle, hastalardaki mutasyonlarmn saptanmasi
klinik acidan cok Onemlidir. Calismamizda ilgili ekzonlardaki mutasyonlarin saptanmasi ile,
ebeveynlerin olas1 gebeliklerde ORPBH’li ¢ocuk dogurma olma ihtimali géz Oniinde
bulundurularak prenatal taniya yonlendirilebilecek, bdylece de hasta cocuk dogumunun ve
bazi durumlarda da Oliimiiniin Onlenmesine imkan tanmacaktir. Uluslararasi standartlara
uygun olarak yiiriitillen bu ¢alisgma kapsaminda mutasyon tarama ve degerlendirme icin ciddi
diizeyde baslangic verisi elde edilmis bulunmaktadir. Bu sonuglarin, klinisyenlerle birlikte
degerlendirilmesiyle genotip fenotip, olas1 sagaltim uygulamalar1 icin kaynak tablolar
gelistirilebilecek ve buna paralel olarak aileler bilgilendirilerek prenatal taniya

yonlendirilebileceklerdir. Bitirilen ¢alismada ¢ocuklart 6lmiis anne babadan alman Orneklerin
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her ikisinde de aym cerceve kaymasi mutasyonu saptanmis olup, yeni gebeliklerinde en az

%?25 olasilikla hasta cocugu olabir.

PKHDI1 geni i¢in 2007 yii sonunda yurt digmndaki farkhh merkezlerde saptanan 284
mutasyonu kapsayan veri tabani yaymlanmistir (http://www.humgen.rwth-aachen.de). Bu veri
tabaninda yer alan arastirmalarda 45 Tirk hastada, 22 degisik ekzonda, 35 farkli mutasyon
bulundugu goriilmiistiir. Bu mutasyonlarm %66 .6’smn 10 farkh ekzonda (14, 15, 16, 32, 33,
34, 53, 54, 58, 60) yer aldig1 belirlenmistir (39). Bu arastirmada, yiiriitiilecegi zaman, maliyet
ve yarar dikkate alindigmnda, Oncelikli olarak PKHDI1 geninin yukarida belirtilen 10

ekzonunda DNA dizi analizi ile mutasyon saptanmasi hedeflendi.

Litaretiirdeki DNA dizi analizi ile PKHDI1 geninde mutasyonlarini inceleyen
caligmalar, PCR i¢cin gerekli primer dizileri acisindan degerlendirildi. Losekoot ve
arkdaslarmin 2005(42) ve Rosetti ve arkadaslarmin 2003(51)’de kullandiklar1 primerlerin
diger arastiricilar tarafindan da kullamildigr goriildi. Sectigimiz 10 bolgeye yonelik
primerlerin PKHD1 geninin NCBI veri tabaninda yer alan dizisine hibridize olup olmadigi
kontrol edildi. Primerlerin diziyle birebir eslesmeleri ve DNA dizi analizinde kaliteli
sonuglarin elde edilmesi i¢in ileri ve geri primerlerin ekzonun baglama ve bitisinden 20-30
niikleotid uzaklikta olmasi ve de cogaltilan bolgenin de 200-400 b¢ arasinda olmasma dzen
gosterildi. Bu kriterler dahilinde Rosetti ve arkadaslarinin 2003 (51)’de kullanmis olduklari
primerlerin kullanilmasina karar verildi. 32 ve 58 nolu ekzonlarin sirasiyla 1608 b¢ ve 879 bg
uzunlukta olmasi nedeniyle 32 nolu ekzon 7, 58 nolu ekzon ise 4 ayri ileri ve geri primer

kullanilarak ¢ogaltild1.

Mutasyon taranmasi, Restriksiyon enzimi kesimi yOntemi, Single Strand
Conformational ~ Polymorphism  (SSCP), Denaturating  High-Performance  Liquid
Chromatography (DHPLC) ve DNA dizi analizi gibi bircok yOntemle yapilabilmektedir.
Restriksiyon enzimi kesimi yOntemi, bilinen bir bolgedeki ve tanimlanmis mutasyonlarm
saptanmast amaciyla kullanilir. Dolayisiyla yeni mutasyonlar ve SNP’ler bu yOntemle

saptanamayabilir.
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SSCP ve DHPLC yontemi ile DNA dizisinde yapisal degisiklikler olup olmadig:
belirlenebilir ancak degisimlerin tam yerinin saptanmasi icin ek olarak DNA dizi analizine
ihtiya¢ olmaktadir. Maliyet olarak degerlendirildiginde SSCP ilk bakista daha ucuz bir
yontem olarak goziikse dahi, SNP ve mutasyon sikliklarinin fazla olmasi sebebiyle ve DNA
dizi analizinin ticari olarak yaygm ve uygun fiyatlarla sunulmasi sayesinde avantajli hale
gelmektedir. Ayrica DNA dizi analizi otomatize sistemlerle yapilabildiginden, diger
yontemlere gore uygulamasi cok daha kolay olmaktadir. Bu nedenlerden dolayr sectigimiz 10

ekzonda mutasyon taranmasinin DNA dizi analizi ile yapilmasima karar verildi.

Tiim dizi analizi sonuglar birarada degerlendirildiginde 33 hastanin ve 2 hastanin anne-
babasindan calisilan Orneklerde, 10 ekzonda; literatiirde kayithh 9’u missens,1’i nonsense ve
11 cerceve kaymasi (frame shift) olmak iizere bilinen 11 mutasyon saptandi. Ayrica
literatiirde kayith olmayan 7’si missens ve 2’si ¢cerceve kaymasi olmak iizere 9 yeni mutasyon
belirlendi. Tek niikleotid polimorfizm(Single Nucleotide Polymorphysm-SNP) olarak 15. ve
32. ekzonun 32A boliimiinde iki ¢esit olmak iizere ¢alisilanlarin %70’inde , 58. ekzonun 58B
nolu boliimiinde bir ¢esit olmak iizere bireylerin %30’unda veri elde edildi. Ek olarak 2
intronik bolgede literatiirde tanimli mutasyon belirlendi.

Hastalarm 2’sinde, 32. ekzonda literatiirde tanimh c¢.4870C>T R1624W missens
mutasyonu heterozigot olarak gozlenmistir. R1624W mutasyonu, Onuchic ve arkadaslarmm
2002 yihinda yaptiklar1 calismada 1 Suudi ailede, Losekoot ve arkadaglarmin 2005 yilinda
yaptiklar1 ¢ahsmada 1 Alman ailede ve 2005 yilinda Sharp ve arkadaslarinin yaptiklari
calismada 3 Suudi ailede goriilmiis ve muhtemel patojenik, nadir goriilen bir mutasyon olarak
tammmlanmusgtir (42). Tablo 3. 3. 1‘de gosterilen; dort hasta ve bir annede 32. ekzondaki 3
mutasyon (c.3642 A>T 11215F , c.4751 G>C S1589T, c.5134 G>T G1712W ) ile 3 hastada
sirastyla 33. ekzonda ¢.5275 G>C A1780F, 34. ekzonda c.5457 T>G V1817G ve 54.ekzonda
heterozigot c.8442 delT mutasyonlar1 ise Onceden literatiirde tanimh olmamasi agisindan

Onemlidir.
Incelenen 10 ekzonda, 35 toplam 20 mutasyon saptandi(%57). Literatirde ORPBH

hastalar1 arasinda PKHD1 geninde mutasyon saptama yiizdesinin ortalama olarak %42-%80

civart oldugu diisiiniildiigiinde, saptanabilen mutasyonlarin %71’den fazlasinin sozii gecen 10
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ekzonda bulundugu sodylenebilir (18). Bu oran, literatiirde toplam 45 Tiirk hasta iizerinde
yapilan diger calismalarin sonuclariyla benzerlik gosterse dahi, mevcut biitiin caligmalarda
hasta sayis1 diigiiktiir. Mutasyon cesitlerinin dagihmmin daha dogru bir sekilde belirlenmesi
ancak genis hasta gruplarinin taranmasi ile miimkiin olacaktir. Ayrica 24 bireyde calisilan 10
ekzonunun hicbirinde mutasyon gozlenmemesi PKHD1 geninin toplamda kodlanan 67
ekzonunun olmasindan kaynaklanabilir. Bu hastalarin geri kalan ekzonlar: ileriye yonelik bir
caligmada cahsilmahdir. Diger taraftan intronik mutasyonlarm veya coklu SNP’lerin varhigi
da bu durumun bir kismin aciklayabilir. Oyle ki DNA dizi analizi ile dogrudan tiim ekzonlari
incelenen hastalarin dahi en fazla %95’inde mutasyon saptayabilmek miimkiin olabilmektedir

(40).

Yapmis oldugumuz calisma, Tiirkiye’de daha 6nce DNA dizi analizi ile PKHDI
geninde mutasyon analizi yapilmamis olmasi acisindan 6nem tasimaktadir. Taramanin DNA
dizi analizi ile yapilmis olmasi ile, su ana kadar tanimh mutasyonlarin disinda yeni degisimler
saptanarak litaretiire katkida bulunmustur. Elde edilen veriler klinisyenlerle paylasiimistir.
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BOLUM 5
EKLER

Ek 1: PKHDI1 Geninin 14, 15, 16, 32, 33, 34, 53, 54, 58, 60 nolu ekzonlarmm NCBI’da ki
NC_000006.10 nolu dizisi

Ek 2: DEU Tip Fakiiltesi Hastanesi Klinik Arastirmalar1 Etik Kurulun tez projesi hakkindaki
karart.

Ek 3: Etik kurulun onayladig1 Goniilli Bilgilendirme Formu )
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14. Ekzon

ACTTGATTCTICTITTITCTAGGAACTCTTGCTAAAAAAGGCTAACTCCTAACCCATGGAATGTTTATTAC
TTTCCGGAACATTTGTATTTCATATTAACTACAGAACCTTTCATATAACTACTCTATCTGGCTCTAGG
TTGACTTACCTTTACAGGTAGCATCTIGGGTICATCTTTCACCTTIGTAATTTAAAATAAAGTAATTCCCC
AATTTGGGAAGGTGCGCCCTGTAATGTTTATGCGATCTACATGTCTTACAGGCAATCGAGGGCTTCTT
TTTGAAGTTGGAGATGCTGTTGAGGGACTGGAACTGACTGAAGCCACCCCAGGGTACAGGTGGCAGAT
TGTCCCTAATGCCAGTTCTCCATTTGGGTTTTGGTCACAGGAAGGACAACCTTTCAGGTATGTTGTAG
GAAAAGTGGGAGCCCACATCAAAAGCACCTITIGCTAACCTAGGTGAGGCTAGGAGACAGATAAGGAAG
GTATCAAGATTTCCAGGAATTTATAACACTAGCCAATTCAACAACAACAGAGTTITGACAGTATTCTCA
ATCAGTGTTGGTCATGCTAGTGCAGGGACAAATTTTGATCAATATGTAATATGTATATTTTCCACAAC
TTAGTTTACAATCTGTTT

15.Ekzon

GGTATTTGTGTCCAGTGTAGAGATGTATTGGGCTACTGAGACTAGGCAGGTGCTATATCTICTITICTAG
AATATTCTGGACAATTGTIGTGGCATAAGAATCAGGTTGTTICTITCTITATTACCATAAAAGAAGACAAA
GTACAAGGGCAGTICATTTGTTGGTTCAGTGATTCAGGCCTTIGGTTACTCTTGCTTGACTCTATGTTCT
ACTTTACAGAGCACGGCTCAGTGGGTTCTTTGTGGCTCCAGAGACAAATAATTACACTTTCTGGATTC
AGGCAGATAGCCAAGCTTCCTTGCATTTCAGTTGGTCAGAGGAACCAAGGACTAAGGTATTCACTGTC
TTCTCATTTTCCITTITCTCTGTTGCCAGTCCCATACCCATGAAGAAAGAAAGAATCAAAGTTAAGGCT
CICATGTTTTACAGATAGTTTAACATGCCATTGGATGATCAGGAACTTTAATTGTTGAAAAAGAACTT
GTITTGAATGTGAACGTACTATTTATTIGAGCATTTACTGTAAGCCAAATATTATGCTACATCTTTTATA
GACCTTGTCTCTAGTT

16. Ekzon

GATAGATAGATAGAGAGCTGGAGAAGCATAAATAACCACAGGGCTGAGGTAACTGGGTITAATATGTTA
AAAAGGCAGACCAGTTICAAAACTCTICTTGATAGTAGCAGTTCAGACACTTAGTGTTTGAGAAAGAGAT
GCCTGGAAGCTGCATAGTATTGATCATGATATGCTTATTTGGGCATAGGTGAAAGTGGCCTCCATCAG
CGTCGGCACTGCTGACTGGTTTGACTCCTGGGAGCAGAATAGGGATGAAGGGACCTGGCAGCAGAAGA
CTCCCAAGTTGGAGCTGTTGGGTGGAGCCATGTACTACCTGGAAGCAGAGCATCATGGGATAGCCCCA
AGCAGGGGGATGAGGATTGGTGTCCAGATTCACAACACCTGGCTGAATCCTGATGTGGTCACCACTTA
CCTACGGGAGAAGCACCAGATCCGAGTCCGAGCCCAGAGGCTTCCAGAAGTACAGGTCTGTGTCTCTT
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TCCAGTCCCATGGAGCTGAACTCTGGAAGGAATAAAGTCCCATGTAGCAGGAGCACTGACTGGGAGTC
TGGCGACCTGAGGGGTCATTATAACCTTIGCTGTCAAAGAAATAGGATATCTCTTITAACAGCATTGTGA
AGATGTTTACAAAAATGT

32. Ekzon

TGTGAATTTACCACATCTGACTCCTGTCTAAATAATCACAAATTTAGCTTTGGTGGGGGTGAGAAAAA
ATAATTGAGGTTTCACTAACACATGCCCTACCTTCCACTTAATTGACCTAGGACTTCCACAGGTGCTA
TGAATTCTTAGTTCAGAATATCAGCTATAATATTTTGCTTTCCGTATTCATACTTTAGGAGGGACCAT
CCTCAGCATCTCAGGAATAGGCTTCAGCAGGGACCCAGCTTTGGTTTGGGTACTTGTGGGCAATCGGT
CCTGTGACATTGTGAACTTAACGGAGGCGAGCATCTGGTGTGAAACCCTGCCAGCCCCCCAGATACCC
GATGCGGGCGCTCCCACTGTTCCAGCTGCCGTGGAGGTCTGGGCTGGCAACAGGTTCTTCGCCCGTGG
TCCTTCACCAAGCTTGGTGGGGAAAGGCTTCACCTTCATGTATGAAGCGGCAGCAACACCAGTAGTCA
CTGCCATGCAAGGAGAAATACAAATAGCAGCCTGAGCCTGCATGTGGGAGGAAGTAACCTCTCCAACT
CAGTCATCCTTCTGGGGAACCTGAACTGTGATGTTGAGACACAGTCCTTCCAGGGCAACGTGAGCCTG
TCTGGATGCTCCATCCCTCTTCACAGTCTGGAGGCTGGCATCTATCCTCTCCAAGTACGTCAGAAGCA
GATGGGATTTGCTAATATGTCTGTGGTGCTCCAGCAATTTGCAGTGATGCCTCGGATAATGGCCATCT
TCCCATCGCAGGGTTCGGCATGTGGTGGGACCATACTTACTGTGAGGGGGTTGCTTCTTAACTCTAGA
AGGAGGTCAGTTCGGGTTGACCTCTCGGGTCCTTTTACTTGTGTGATTTTGAGTTTGGGAGACCACAC
CATTCTCTGCCAGGTITAGCCTGGAGGGTGACCCCTTGCCTGGAGCTTCCTTCTCCCTGAACGTCACAG
TCCTGGTCAATGGGCTAACCAGCGAGTGTCAGGGGAATTGCACTCTTTTCATAAGGGAAGAGGCAAGT
CCTGTCATGGATGCCTTGTCCACAAACACCAGTGGGTCTCTGACCACTGTGCTGATTAGGGGTCAGAG
GTTAGCCACCACAGCTGATGAGCCGATGGTATTTGTGGATGATCAACTTCCTTGCAATGTAACTTTTT
TTAATGCAAGCCACGTTGTGTGCCAGACAAGAGACTTGGCCCCAGGACCCCACTACCTGTCAGTTTTT
TATACAAGAAATGGGTATGCTTGTTCTGGTAATGTTTCCAGACACTTCTACATTATGCCCCAAGTGTT
TCATTATTTTCCTAAGAATTTCAGCTTACATGGTGGAAGCCTCTTGACCATAGAGGGCACAGGCCTGA
GAGGACAGAACACCACGTCAGTCTATATTGACCAGCAGACCTGCCTGACGGTGAACATCGGTGCTGAG
CTCATCCGGTGCATTGTTCCCACAGGGAATGGCTCTGTTGCCCTGGAAATAGAGGTAGATGGACTTTG
GTATCACATAGGAGTCATTGGTTATAACAAGGCCTTTACCCCAGAATTGATCTCTATTTCTCAGAGCG
ATGACATCTTAACCTTTGCAGTGGCCCAGATCTCAGGAGCTGCAAACATTGACATTTTTATAGGAATG
TCACCCTGTGTGGGTGTCTCTGGTAACCACACCGTTCTTCAGTGCGTGGTCCCTTCCCTTCCGGCCGG
GGAGTACCACGTCAGAGGCTATGACTGCATCAGAGGGTGGGCCTCATCTGCCCTGGTGTTCACCTCAA
GAGTTATTATTACAGCAGTGACGGAGAACTTCGGTAAGTCAAGCAAATAAGACAGCACACTTTCTTTA
TGTAAATGAATTGGTAGCTCCTTTCACTTCTGGAAAGTAGAAAATTAACACAATCTGCCTGATGGAAG
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GAAAGAGAAGCCCACTGGCTTCTTACAATCCCAATTCCTTCCTIGAGGCTTGTCTTTGTITATGCTCTGT
TTATGAAGATTTTITTITTATTITTTATCAAGGAAACTGTGCATATTCTCTAAATGTTIG

33. Ekzon

AAAAGAAGAATGGGTAGTGAGGAAGCAAATGTTTGAATTTTGAGTTGAGTAAAGAAGGGAGATTTGCC
TGTATGATCAAGAACTTGTACCTTTGTCTTTAAAGGCTGCCTGGGTGGAAGGCTGGTGCATGTGTTTG
GAGCGGGATTTTCTCCAGGGAATGTCTCAGCTGCTGTGTGTGGTGCTCCCTGCCGAGTCCTGGCTAAT
GCTACAGTGTCTGCCTTCAGCTGCTTGGTTCTGCCCCTGGATGGTGAGTAAAGATGCCACACACATAT
ATTTTAAAGCATATATATGGAAATGATATTCTTTGGTTAATTICTATTTTTGTGATTAATG

34. Ekzon

ACATTTTAAAAAAAGTAAACTGCTAACTTICATATTICCTATTGGTCAAAGGAGGACACAGGAACTTCAT
TTGTGAAACCGACTAGAGGCCTTAGGTTICICICIGTGGTTCTTTCCTAATGGTGACTGTTTCCTGCAG
TGTCCTTGGCCTTCCTIGTGTGGCCTGAAGCGTGAGGAGGACAGCTGTGAGGCTGCCAGACACACCTAT
GTGCAGTGTGATTTGACAGTTGCCATGGCGACAGAGCAACTGCTTGAATCGTGGCCTTACCTCTACAT
TTGCGAGGAAAGTTCCCAATGCCTCTTTGTGCCAGATCATTGGGCAGAGTCAATGTTTCCATCATTCT
CGGGCCTCTTTATCAGGTAACTTTACCTTCTCCCTCCCTGAACTTCCCCACAAATGCTTGGCCAATGG
ACCGATGGAGCCATCAGAGAGTGTAGGCTGGGTGG

53. Ekzon

CIGGTTTAGATAACACTGTACACAGCTCCCAAACTGCTGGGAGAACCCCAGAATAAACACGTAATTCT
TGTTTTTGTGACATATCTGAGCAATTTCTTITTTCTTCCACAGACAGAACTGTCCTTGTGGATACAGAT
CTTCCATTCTTCAAAGGGCTGTATGTGATGGGGACCTTAGACTTCCCTGTGGACAGAAGCAATGTTCT
GAGTGTGGCATGCATGGTCATTGCAGGCGGGGAGCTGAAAGTTGGTGAGTAAAGGCACAAGGATTGCG
AGCATGTTGAGAATTATATTCTGTGAGAAGGGGCTCTGGGAAACAGATGGTATCATCAAGCAGGTTGC
TTAACAGAGTTTAGGGAGGGTTAAGGTAGTAGTGAGTGCACCAG
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54 .Fkzon

ACATTGCATTATTGAAATTATACTGCAATTTCTCCCTCTCTTTCTTTTAATTTCAAATTGATTTGAAT
GATATACTTTTCTTTGTAAACAGGTACTTTAGAAAATCCCTTAGAAAAGGAACAAAAGCTTCTGATTC
TCCTTAGAGCCTCAGAGGGAGTCTTTTGTGACCGTATGAATGGAATTCATATTGACCCAGGAACAATT
GGTAAGAGTATAATATAGTTTTTATTAAAAATAAAATGCATGTGTGTGTATTGTGTGCTTGTGTCTGA
TAGAGAAATACTATTCATAGAACATATGCTAAATTCCAAACACCCTTTTAGGCAATTTATAT
58.Ekzon

AATGTTCATATCTTAATGCCCCAAAATGGGCCATTCTTCAGCCTTTTGTGGGGAAGAGGAAAGTACCT
GATGACATGCATTITGTTITATAGGTGTICCTTICAACTTCTTAATGTGGAAATTCAGAACTTCGGGTCACC
ATTGTACTCATCTGTTGAATTCAGTAATGTGTCAGCAGGATCCTGGATCATATCATCTACTCTGCACC
AGAGCTGTGGCGGGGGCATTCATGCAGCTGCCAGTCATGGAGTACTTTTAAATGACAATATTGTGTTT
GGCACAGCTGGCCATGGCATAGATTTAGAGGGTCAGGCCTATACTGTCACTAATAACCTTGTGGTTCT
GATGACACAGCCAGCGTGGTCCACCATTTGGGTGGCGGGAATCAAAGTGAACCAGGTAAAGGACATCA
ACCTCCATGGCAACGTTGTGGCAGGATCAGAGAGACTTGGCTTTCACATCCGAGGCCACAAGTGCTCC
TCTTGTGAACTGCTTTGGTCTGACAATGTGGCGCATTCAAGTCTTCATGGCCTTCATCTCTATAAGGA
AAGTGGACTTGACAACTGTACCAGAATCTCTGGCTTCTTGGCTTTCAAGAACTTTGACTATGGTGCCA
TGTTACATGTAGAGAACAGCGTGGAGATAGAGAACATTACTCTGGTAGACAATACTATTGGTCTTTTG
GCAGTAGTGTATGTATTTTCTGCTCCACAAAATTCCGTCAAAAAAGTGCAGATTGTGCTTAGGAATTC
AGTCATTGTGGCCACCAGCTCTTCTTTTGACTGCATTCAGGACAAAGTGAAGCCGCACTCAGCCAACT
TGACATCAACAGATAGAGCTCCCTCCAATCCAAGAGGAGGTCGAATTGGTATTCTGTGGCCTGTATTC
ACCTCAGAACCAAATCAGTGGCCTCAGGAGCCATGGCACAAAGTGAGGAATGATCATTCAATTTCAGG
AATCATGAAACTTCAAGGTAGGATGTTTTATTTTATCTAGGCAGTGCCATTTCATACATCCATGCATA
AAATTTTTAATGGCATTCTGAAATTTTATC

60. Ekzon

AACAACATTAGCACTACCAATGTATATTTTCTICTITGCTGCTTATCATGAAATGAAAGAGTTGCTTTT
TGACTGTCTTCACAGGAAAGATTTAGGAAAAGTAGTCTGTCCTGAATTAGACTGTGCAAGTCCAAGAA
AATATCTCTTCAAGGATCTGGATGGGAGAGCCCTGGGTCTGCCTCCACCAGTTTCTGTATTTCCTAAA
ACAGAGGCAGAATGGACTGCATCCTTICTTCAACGCAGGTAAGCTATATCTGAATGCAATGCCTGTGGT
AGAGGCAAGGGTGCTTIGTGAAGGAGCTGGTTITTGCTGTGCTCACTGAGAATGAAATGTACTGGTGAAG
ACCTAAATTC

105



GONULLU BILGILENDIRME FORMU

Otozomal resesif polikistik bobrek hastahigi (ORPBH), genellikle cocukluk cagmda
meydana gelen, karaciger ve bobreklerde tahribata ve hatta Oliime neden olabilen kahtsal
olarak gecen tek gen hastaligidir. Otozomal resesif bobrek hastalarinda ve aile iiyelerinde
hastahkla ilgili genetik degisikliklerin saptanmasi ile olas1 gebeliklerde dogacak olan
cocuklarmm Otozomal Resesif Bobrek Hastast olma ihtimali goz Oniinde bulundurularak
prenatal tantya yonlendirilmeleri amaglanmaktadir.

Bu arastirma Yiiksek Lisans tez calismasi olarak Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’'nda Prof. Dr. Orhan Terzioglu damgmanhginda
yilksek lisans ogrencisi Ozgiir Biilbiil tarafindan vyiiriitillecektir. Bu calismada Otozomal
resesif polikistik bobrek hastaligima neden olan ilgilenilen alti gen bolgesindeki kalitimsal
degisikliklerin saptanmasi, uluslararast standartlara uygun olarak yapilacaktir. Calismaya
goniillii olarak katilmak isteyen hastalardan hicbir iicret talep edilmeyecektir.

‘Otozomal Resesif Polikistik Bobrek Hastalarinda PKHD1 geninin 14, 16, 32, 33, 34,
53, 54, 58, 59 ve 60 nolu ekzonlarindaki mutasyonlarin DNA dizi analizi ile saptanmasr’
isimli calisma igin sizden alinacak kan Ornegi sadece bu hastalikla ilgili mutasyonlarmn
taranmasi amaciyla kullanillacaktir. Baska amaclarla kullanilmayacaktir.

Bu caligmaya katilmak isterseniz, sizden 5 ml kan alinacaktir. Bu kanlardan DNA
(kahtim materyali) elde edilecek, Otozomal resesif polikistik bobrek hastahg: ile ilgili
caligmamizda ilgilenilen alti1 gen bolgesindeki degisiklikler taranacaktir. Elde edilen sonug
doktorunuza iletilecektir ve bu konuda size bilgi verilecektir. Gerek gordiigiiniizde
arastirmacilara ulasabilirsiniz.

Cahsmaya katilma tamamen istege baghdir. Kararmiz ne olursa olsun bu tedavinizi ve
saglik personeliyle olan iligkinizi olumsuz etkilemeyecektir.

Yukaridaki ‘Otozomal Resesif Polikistik Bobrek Hastalarinda PKHD1 geninin 14, 16,
32, 33, 34, 53, 54, 58, 59 ve 60 nolu ekzonlarindaki mutasyonlarin DNA dizi analizi ile

9

saptanmast ’ isimli genetik caligma icin goniilliiye arastirmadan Once verilmesi gereken
bilgileri okudum. Bunlar hakkinda bana agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z konusu klinik
arastrmaya Sml kan vererek, kendi rizamla, hicbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay:

kabul ediyorum.
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GOniilliiniin ;
Adr:

Imzast:
Adresi:

Varsa telefon no, faks no:

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar i¢in veli veya vasinin;
Adr:

Imzast:

Adresi:

Varsa telefon no, faks no:

Agiklamalar1 yapan Kisinin;
Adu:
[mzast:

Gorevi:
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