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OZET

YENI NESIiL DiZILEMENIN
HEREDITER RENAL TUBULER HASTALIKLARIN TANISINDAKI YERI
DR. SUMEYYE SANAL, UZMANLIK TEZi, KONYA, 2025

Amag: Kalitsal renal tiibiiler hastaliklar, siv1, elektrolit ve asit-baz dengesi bozukluklar ile
seyreden, genetik ve fenotipik olarak heterojenite gosteren nadir bir hastalik grubunu
olusturur. Yeni Nesil Dizileme (NGS) teknolojileri, bu heterojen yapiy1 anlamada ve birden
fazla genin eszamanli analizini miimkiin kilarak tanisal dogrulugu artirmada 6nemli bir
aractir. Bu ¢alismada, merkezimizde degerlendirilen hastalarin fenotipik 6zellikleri ile NGS
verileri birlikte ele alinarak, Tiirk toplumunda gozlenen genetik varyasyonlar hakkinda bilgi
edinmek, genotip-fenotip iligkisini daha iyi anlamak ve daha Once tanimlanmamis

varyantlar1 inceleyerek klinik veri ile korelasyonlarini degerlendirmek amacglanmustir.

Yontem: 2019-2023 yillar1 arasinda Necmettin Erbakan Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’na kalitsal tiibiiler hastalik 6n tanis1 veya iliskili
klinik bulgular ile bagvuran toplam 56 hastanin genetik analiz verileri retrospektif olarak
incelenmistir. Tiim hastalardan elde edilen DNA o6rnekleri, kalitsal tiibiilopatilerle iligkili
genleri iceren hedefe yonelik NGS paneli ile analiz edilmistir. Belirlenen dahil etme
kriterlerini karsilayan 26 hastanin fenotipik ve genotipik verileri detayli olarak
degerlendirilmis ve bu hastalar ¢alisma grubunu olusturmustur. Ayrica, saptanan genetik
varyantlarin aile i¢i segregasyonunu incelemek amaciyla Sanger dizileme veya hedefe

yonelik NGS yontemleri ile elde edilmis veriler retrospektif olarak taranmustir.

Bulgular: Calisma grubundaki 26 hastada, 12 farkli gende patojenik, olasi patojenik ve
Oonemi bilinmeyen varyant smiflarina dahil olan toplamda 30 varyant tespit edilmistir.
Genetik tani1 orami ise %46,4 olarak belirlenmistir. En sik saptanan kalitsal tiibiilopati
Gitelman sendromu olup, 10 hastada (%38,5) saptanmistir. Bunu sirasiyla Bartter sendromu
(4 hasta, %15,4), distal renal tiibiiler asidoz (3 hasta, %11,5), ailesel hipokalsiiirik
hiperkalsemi (2 hasta, %7,7) ve hipokalsemi (2 hasta, %7,7) izlemistir. Ayrica, bes olguda

literatiirde daha 6nce bildirilmemis, “novel” varyantlara rastlanmistir.
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Sonu¢: Bu calismada, kalitsal tiibiiler hastaliklarla iligkili genlerde saptanan genetik
varyantlar kapsamli bi¢imde degerlendirilmis; klinik 6nemi bilinmeyen ve literatiirde daha
once bildirilmemis varyantlar tartigilarak olast yeni genotip-fenotip korelasyonlar1 ortaya
konulmustur. Elde edilen bulgular, mevcut literatiire katki saglamanin yan sira, kalitsal
tiibiilopatilerle ilgili gelecekte planlanacak arastirmalara, hastalarin klinik yonetiminde ve

tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde yol gosterici olabilir.

Anahtar Kkelimeler: Kalitsal Tiibiiler Hastaliklar, Yeni Nesil Dizileme, Varyant, Genotip-

Fenotip Korelasyonu



ABSTRACT

THE ROLE OF NEXT-GENERATION SEQUENCING
IN THE DIAGNOSIS OF HEREDITARY RENAL TUBULAR DISORDERS
SUMEYYE SANAL, MD, DISSERTATION, KONYA, 2025

Aim: Inherited renal tubular disorders represent a rare group of diseases characterized by
disturbances in fluid, electrolyte, and acid-base balance, exhibiting both genetic and
phenotypic heterogeneity. Next-Generation Sequencing (NGS) technologies are valuable
tools for understanding this heterogeneity and enhancing diagnostic accuracy by enabling
the simultaneous analysis of multiple genes. This study aims to analyze the phenotypic
features of patients evaluated at our center in conjunction with NGS data to gain insights
into the genetic variations observed in the Turkish population, to understand genotype-
phenotype correlations better, and to examine previously unreported variants in relation to

clinical findings.

Methods: The genetic analysis data of 56 patients referred to the Department of Medical
Genetics at Necmettin Erbakan University, Faculty of Medicine, between 2019 and 2023
with a preliminary diagnosis of inherited tubular disorder or related clinical findings were
retrospectively reviewed. DNA samples from all patients were analyzed using a targeted
NGS panel covering genes associated with inherited tubulopathies. A total of 26 patients
who met the inclusion criteria were evaluated in detail regarding their phenotypic and
genotypic characteristics and constituted the study group. Additionally, data obtained
through Sanger sequencing or targeted NGS were retrospectively examined to assess familial

segregation of the identified genetic variants.

Results: Among the 26 patients in the study group, a total of 30 variants classified as
pathogenic, likely pathogenic, or of uncertain significance were detected across 12 different
genes. The genetic diagnostic yield was determined to be 46.4%. The most frequently
observed inherited tubulopathy was Gitelman syndrome, identified in 10 patients (38.5%),
followed by Bartter syndrome (4 patients, 15.4%), distal renal tubular acidosis (3 patients,
11.5%), familial hypocalciuric hypercalcemia (2 patients, 7.7%), and hypocalcemia (2

vi



patients, 7.7%). Additionally, five novel variants not previously reported in the literature

were 1dentified.

Conclusion: This study presents a comprehensive evaluation of genetic variants identified
in genes associated with inherited tubular disorders. It discusses both variants of uncertain
clinical significance and previously unreported variants, thereby proposing potential new
genotype-phenotype correlations. The findings not only contribute to the existing literature
but may also inform future research and guide clinical management and the development of

treatment strategies for inherited tubulopathies.

Keywords: Inherited Tubular Disorders, Next-Generation Sequencing, Variant, Genotype-

Phenotype Correlation
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1. GIRIS VE AMAC

Bobrek tiibiillerindeki tastyici proteinleri kodlayan genlerdeki hastalik yapici
varyantlar, viicutta homeostazisin bozulmasina yol acan ve kalitsal tiibiilopatiler olarak
adlandirilan hastaliklara neden olur. Kiiresel prevalansinin hala tahmin edilmesi zordur ve
heterojen bir nadir hastalik grubunu olusturur. Bobregin kalitsal tiibiilopatileri, hem
cocuklarda hem de eriskinlerde kronik bdbrek hastaliklarinin (KBH) 6nde gelen
nedenlerinden olup, artmis mortalite ve morbidite riski ile iligkilidir (Iancu & Ashton, 2020).
En sik gozlenen kalitsal renal tiibiiler hastaliklar pediatrik popiilasyonda distal renal tiibiiler
asidozlar ve Bartter sendromu olarak bildirilirken, erigskin poptilasyonda Gitelman sendromu
ve ailesel hipokalsiiirik hiperkalsemi (FHH) 6n plana ¢ikmaktadir; ancak bu hastaliklarin
sikliklar1 farkli calismalar ve cografi bolgeler arasinda degiskenlik gostermektedir. Kalitsal
tiibiilopatiler yetiskin baglangi¢lt hafif klinik bulgulardan, perinatal dliimciil hastaliga kadar
genis bir spektrumda gozlenebilir. Eriskinlerde kesin taniy1 zorlastiran nedenler arasinda,
semptomlarin sinsi gelisimi, eslik eden hastaliklar ve ¢oklu ila¢ kullanim1 yer alir (Hureaux
ve ark., 2019; Osman ve ark., 2023).

Kalitsal tiibiiler transport bozukluklarina iliskin arastirmalar, tarihsel olarak tiibiiler
epitel hiicrelerinde soliit tasinimi1 bozukluklarinin fizyopatolojisi iizerinde yogunlasmistir.
Son yirmi bes yilda ise molekiiler genetik alanindaki gelismeler, bu bozukluklarin patojenik
mekanizmalarmin aydinlatilmasini saglamis ve cok sayida hastalikta temel molekiiler
defektlerin karakterize edilmesine olanak tanimistir (Zelikovic, 2019). Kalitsal renal tiibiiler
hastaliklarda molekiiler genetik testlerin potansiyel faydalar1 fazladir. Minimal invaziv,
zaman ve maliyet agisindan giderek daha etkin hale gelen bu testler, hastalifin kesin
tanisinin konmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Erken genetik tani; nadir hastaliklarda
sikca karsilasilan yanlis tanilar ve uzun arastirma siirecleriyle gecen “tan1 yolculugunu”
Onleyebilir, hatta baz1 durumlarda bobrek biyopsisi ihtiyacini ortadan kaldirabilir. Genetik
tan1; mevcut klinik veya histopatolojik siniflandirmalarin yeniden degerlendirilmesini de
gerektirebilir. Ek olarak, baz1 kalitsal tiibiilopatilerde goriilen ekstrarenal bulgular igin
hedefe yonelik tarama protokollerinin uygulanmasina ve erken donemde tedavi
stratejilerinin belirlenmesine olanak saglar (Knoers ve ark., 2022).

Yeni Nesil Dizileme (NGS; Next-Generation Sequencing) teknolojileri, genetik
heterojenite gosteren hastaliklarda ¢oklu gen analizine olanak tantyarak, hem atipik klinik
prezentasyon gosteren olgularda tanisal dogrulugu artirmakta hem de tipik bulgularla

bagvuran hastalara tan1 konmasini saglamaktadir. Bununla birlikte, NGS'nin {ilkemizde



klinik rutinde yaygin kullaniminin gérece yeni olmasi ve fenotipik varyasyonlar nedeniyle
Tiirk popiilasyonuna 6zgili genomik veri birikimi halen yetersizdir. Literatiirde, Tiirkiye'deki
kalitsal tiibiilopati hastalariin klinik ve genetik korelasyonunu inceleyen calisma sayisi
oldukca sinirlidir. Bu tez ¢alismasinda, renal tiibliler hastalik klinik 6n tanisi ile Tibbi
Genetik Poliklinigi’ne yonlendirilen ve Yeni Nesil Dizileme (NGS) yontemiyle “Kalitsal
Renal Tiibiiler Hastalik Paneli” kullanilarak DNA dizi analizi yapilan hastalar retrospektif
olarak degerlendirildi. Calismamizda, kalitsal tiibiilopatilerin tanisinda NGS y6nteminin
non-invaziv, hizli ve maliyet acisindan uygun bir yaklasim olarak etkili oldugunu
vurgulamayi; ayrica saptanan varyantlarin genotip-fenotip iliskisini degerlendirerek

literatiire katki sunmay1 amagladik.



2. GENEL BIiLGILER
2.1 BOBREK ANATOMISI

Bobrekler, karin arka duvarinda, on ikinci torasik ve tiglincii lomber omurgalar (T12-
L3) arasinda, vertebral kolonun her iki tarafinda birer tane olmak iizere, retroperitoneal
olarak yer alirlar (Dalley & Agur, 2023). Cinsiyete gore agirliklart farklilik gdsterse de
ortalama 150 gram civarindadir. Uzunluklart yaklasik 11-13 cm, genislikleri 5-7 cm ve
kalinliklar1 2-3 cm seklindedir. Sag bobrek karaciger ile komsulugundan dolay1 sola gore
biraz daha asagida yer alir. Sol bobrek saga gore hafif daha uzundur ve orta hatta daha
yakindir (Demiriz Giilmez, 2022). Her iki bobregin iist kutbunda, bobrek {lizerinde yerlesen
bobrekiistii  bezleri mevcuttur. Sag bobrek {iizerinde karaciger ve duodenumun
retroperitoneal kismi yerlesir. Alt kutbu ise ince barsaklar ve sag kolonik fleksura ile
komsudur. Sol bobrek, retroperitoneal pankreas, mide, damarlar ve dalak ile komsudur. Alt
kutbunun ise sol kolonik fleksura ve jejenum ile komsulugu vardir. Posteriorda psoas kasi
ve diafram yapraklar1 {lizerine yerlesmislerdir. Bobrek arterleri; birinci lomber vertebra
seviyesinde, abdominal aortadan ayrilarak genellikle tek bir arter olarak bobrege girerler.
Renal venler ise arterlerin 6niinde yerlesir ve vena cava inferiora agilirlar (Arinsoy ve ark.,

2017).
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Sekil 2.1: Bobrek anatomisi ve yerlesimi (VanPutte ve ark., 2019).

Her iki bobregin i¢biikey medial kenarinda renal hilus olarak adlandirilan dikey bir

yarik bulunur. Bobregin i¢inde hiluslarin girdigi bosluga renal siniis ad1 verilir (Dalley &



Agur, 2023). Hiluslardan renal arter, lenfatikler ve sinirler giris yaparken renal ven ve lireter
cikar (Arinsoy ve ark., 2017). Renal siniiste pelvikalisiyel yapilarin yani sira degisken

miktarda yag doku da yer alir (Dalley & Agur, 2023).
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Sekil 2.2: Uzun ekseninden kesilen bobregin parankimal yapilar1 (Mescher, 2024).

Bobrek uzun ekseninden kesilip makroskobik olarak incelendiginde; parankimin dig
kisminda korteks, i¢ kisminda renal kolonlarin ve konik sekilli piramitlerin yer aldig
medulla, renal papilla ve renal pelvis olmak iizere dort major anatomik bdlge goriiliir
(Demiriz Giilmez, 2022; Dalley & Agur, 2023). Renal pelvis, iireterin iist ucunun diizlesmis,
huni seklindeki genislemesidir, her biri iki veya li¢ mindr kalikse boliinen major kalikslere
ayrilir. Idrarmn atildig1 8-15 konik yapidan olusan bobrek piramitleri medullada yer alir,
tabanlari korteksle (kortikomediiller bileske) birlesir ve bobrek kolonlari adi verilen korteks
uzantilariyla birbirinden ayrilir. Her piramidin tepe noktasi, renal pelvisin uzantist olan
mindr kalikslere agilarak renal papillay1 olusturur (Dalley & Agur, 2023; Mescher, 2024). Her
papillanin ucunda toplayict kanallarin (Bellini kanallar1) distal uglarini temsil eden area
kribroza olarak adlandirilan agikliklar bulunur. Renal papilla, kaliks duvarlari, renal pelvis
ve Ureterler, idrar1 mesaneye itmek icin ritmik olarak kasilan diiz kaslar i¢erir (Bonnardeaux
& Bichet, 2016) .

Abdominal aortadan ¢ikan ana renal arter, bobrek parankimindeki loblar arasinda
dallanarak interlobar arterlere ayrilir. Bu arterler, korteks ve medulla arasindaki

kortikomediiller bileskede bir yay ¢izerek arkuat arterlere doniisiir ve kortekse dogru



ilerleyerek interlobiiler arterler halini alir. Glomeriile afferent arteriol olarak giren bu
damarlar, efferent arterioller olarak ¢ikar ve medullaya geri donerek tiibiillerin ¢evresinde
vasa rekta yapilarini olusturur. Medullaya kan tasiyan tek kaynak olan bu kilcal damarlar,
filtrelenmis kani arterlere paralel bir rota izleyerek venoz sisteme yonlendirir ve son olarak
vena kava inferiora bosalir. Lenfatik drenaj ise bobrekler ve iist {ireterlerden sag tarafta
anteraortokaval ve parakaval, solda paraaortik, lenf nodlarina gergeklesir (Demiriz Gililmez,

2022).
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Sekil 2.3: Bobregin vaskiiler organizasyonu (Bonnardeaux & Bichet, 2016).
2.2 BOBREK HISTOLOJiSI VE EMBRIYOLOJISI

Bobrekler, iirogenital ¢ikintinin ara mezoderminden ii¢ asamada (pronefroz,
mezonefroz ve metanefroz) gelisir ve yalnizca metanefroz nihai erigkin bobregini olusturur.
Metanefrik mezensim ve lireterik tomurcuk arasindaki karsilikli sinyal etkilesimleri, bobrek
gelisiminde kritik rol oynar ve idrar toplayici kanal sistemi ile renal tiibiillerin olusumuna
yol agar (Bonnardeaux & Bichet, 2016).

Her bir bobrek, nefron adi verilen yaklasik 1,25 milyon islevsel birim igerir.
Nefronlar hem kortekste hem de medullada yerlesim gosterirler. Nefronlarin yaklasik %85°1
kortikal nefronlar, %15°1 ise jukstamediiller nefronlardir. Her nefron, uzunlugu boyunca ii¢
farkli bolgeye uzanan renal tiibiilden ve bdbrek cisimciginden (renal korpiiskiil/Malpighi
cisimcigi) olusur (Mescher, 2024). Renal korpiiskiil, glomertil ad1 verilen kapiller yumak ve

cift katl epitelle ¢evrili Bowman kapsiilii (renal kapsiil) ad1 verilen yapiyi igerir. Nefronun
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tiibiiler boliimleri ise proksimal kivrimli tiibiil, proksimal diiz tiibiil, Henle kulbunun ince
kolunu olusturan ince segment, distal diiz tiibiil ve distal kivriml1 tiibiilden meydana gelir.
Distal kivriml tiibiil, toplama tiibiilii ile baglanthidir. (Hall & Hall, 2020; Ross & Pawlina,
2017; VanPutte ve ark., 2019). Kortikal nefronlarda, renal korpiiskiil (Malpighi cisimcigi)
korteksin ylizeyine yakin bir bélgede bulunur. Bu nefronlardaki Henle kulpunun ince kismi
kisa olup yalnizca medullanin dis sinirina kadar uzanir. Jukstamediiller nefronlarda ise renal
korpiiskiil korteksin derin kisimlarina yerlesmistir. Bu nefronlarda Henle kulpunun inen ve
c¢ikan kollar1 oldukca uzundur; ince segment hem inen hem de ¢ikan kollarda bulunarak
medullanin i¢ bolgesine kadar ulasir. Jukstamediiller nefronlarin vaskiiler yapilari, kortikal
nefronlardan farklidir; kortikal nefronlarda tiibiiler sistem, peritiibiiler kapillerlerin genis bir
agiyla cevrelenirken, jukstamediiller nefronlarda uzun efferent arteriyoller medullaya
uzanarak vasa rektayi olusturur. Vasa rekta, konsantre idrar olusumunda 6nemli bir rol

oynar. (J. E. Hall & Hall, 2020).

Efferent Kortikal
wn arteriol nefron
4
a Afferent
o arteriol Jukstamedullar
8 Interlobuler nefron
arter
ven
Arkuat
o a:_:;: 4 Henle'nin
%u ‘ kalin kolu
A e Py === S BN s L ]
g Vasa
< recta
g
g
2 v Toplayict kanal Henle'nin
B ince kolu
ey
Bellini kanali

Sekil 2.4: Kortikal ve jukstamediiller nefronlarin sematik gosterimi (J. E. Hall & Hall, 2020).

Bobregin temel filtrasyon birimi olan renal korpiiskiil; glomeriiler endotel,
glomeriiler bazal membran ve Bowman kapsiiliiniin visseral tabakasindan olusan filtrasyon
yapisini icermektedir. Glomeriiler yumagin kapiller endoteli altinda yer alan mezangiyal
hiicreler ve bu hiicrelerin olusturdugu ekstraseliiler matriks, renal Kkorpiiskiiliin
mezangiyumunu meydana getirir. Mezangiyal hiicreler, damar kutbuna dogru uzanarak
jukstaglomertiiler aparatin bir par¢asini olusturur. Nefronun distal kalin segmentinin son

kismi, afferent arteriyole yakin bir konumda bulunur. Afferent arteriyol ¢evresindeki tiibiil
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epitel hiicreleri makula densa olarak adlandirilir. Makula densanin karsisinda yer alan
arteriyal diiz kas hiicreleri, kanin diisiik NaCl konsantrasyonuna yanit olarak renin salgilayan
jukstaglomertiler hiicreler olarak 6zellesmistir (Ross & Pawlina, 2017; VanPutte ve ark.,

2019).

2.3 BOBREK FiZYOLOJiSi

Bobrekler, viicuda alinan ve metabolizma ile iiretilen atik maddeleri viicuttan
uzaklagtirarak, viicut sivilarinin hacmini ve elektrolit bilesimini diizenleyerek i¢ dengenin
korunmasinda kritik bir rol oynar. Bu islevlerini, plazmay filtreleyip viicudun ihtiyaglarina
gore maddeleri farkli oranlarda geri emerek veya idrar yoluyla atarak gerceklestirirler (J. E.
Hall & Hall, 2020).

Bobregin temel islevleri su sekilde siralanabilir:

1. Yabanci maddelerin ve metabolik atiklarin uzaklastirilmasi: Metabolizma iiriinleri,
ilaclar ve disaridan alinan zararli maddeler idrar yoluyla viicuttan atilir.

2. Su ve elektrolit dengesinin saglanmasi: Viicut sivilarinin osmolalitesi, iyonlarin atilimi
ve geri emilimi ile korunurken, elektrolit diizeyleri dengelenir.

3. Asit-baz dengesinin korunmasi: Asit salgisinin kontrolii ve viicut sivilarinda tampon
sistemlerinin diizenlenmesi gerceklestirilir.

4. Arteriyel kan basincinin diizenlenmesi: Su ve sodyum atilimini kontrol ederek uzun
vadeli, renin-anjiyotensin sistemi araciligiyla ise kisa vadeli arter kan basinct
regiilasyonu saglanir.

5. Eritrosit iiretiminin diizenlenmesi: Bobrekler, hipoksi durumunda kemik iligindeki
hematopoetik kok hiicreleri uyararak eritrosit iiretimini artiran, eritropoetin salgilar.

6. Hormon iiretimi, metabolizmas1 ve atilimi: Bdbrekler, renin, prostaglandinler ve
kininler gibi hormonlar1 salgilar, ayrica vitamin D’nin aktif formuna doniisiimiini
gerceklestirir.

7. Glikoneojenez: Uzun siireli aglik durumlarinda, amino asitler, piriivat, gliserol, laktat
ve o-ketoasitler gibi Onciil molekiillerden glikoz sentezi yapilir. Bu glikoneojenez
stirecinin yaklasik %10’u bobreklerde gergeklesir (J. E. Hall & Hall, 2020).

Nefronlar glomeriil ve tiibliler sistem olmak iizere baslica iki kisimdan
olusur(Arinsoy ve ark., 2017.). Proteine siki bir sekilde baglanmayan tiim kiiclik molekiiller
glomertiller tarafindan filtrelenir. Bobrek tiibiilleri viicudun bu bilesikleri yeniden
emebilmesini saglayan primer mekanizmadir(Pyeritz, 2022). Bobregin ekskretuar ve

diizenleyici islevleri, glomeriiler filtrasyon, tiibiiler reabsorpsiyon ve tiibiiler sekresyon
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mekanizmalari ile gerceklestirilir. Glomertiler siiziintii, bobrek tiibiillerine girdiginde, idrar
olarak atilmadan oOnce tiibiiliin birbirini takip eden kisimlarindan (proksimal tiibiil, Henle
kulbu, distal tiibiil, toplayici tiibiil ve toplayici kanal) sirayla gecerek ilerler. Giinliik yaklagik
180 litre ultrafiltrat, bobrek tiibiilleri tarafindan islenerek yalnizca 1.5 litre idrar olusumuna
neden olur, bu da siiziilen kan hacminin %1 ’inden daha azdir. Bu siirecte baz1 maddeler
tiibiillerden se¢ici olarak yeniden kana emilirken, digerleri kandan tiibiiler liimene salgilanir.
Tibiil hiicreleri yiiksek miktarda enerji harcayarak, filtratin bilesimini kademeli olarak
degistirir (J. E. Hall & Hall, 2020; Siileymanlar, 2019).

Bobrek tiibiillerinin 6zellesmis kisimlarinda; elektrolitlerin, glukozun, kalsiyumun,
magnezyumun, fosfatlarin ve aminoasitlerin yeniden emilimi ve protonlarin salgilanmasi
gibi islevlerin yerine getirilebilmesi i¢in, ¢ok sayida 6zel tasiyici (transporter) kanal, tiibiiler
hiicre membranlarinda spesifik olarak lokalizedir(Bagga ve ark., 2005; Van’T Hoff, 2000).
Renal tiibiillerin fizyolojik islevleri dort boliime ayrilarak degerlendirilebilir:

I) Proksimal tiibiil
IT) Henle kulpu

III) Distal tiibiil
IV) Toplayici kanal

Proksimal Tiibiil:

Proksimal tiibiil bobreklerde filtrelenen su ve ¢oziinmiis maddelerin biiylik bir
kisminin geri emildigi temel boliimdiir. Filtrelenen sodyumun yaklasik %65°1 burada geri
aliir. Bu geri emilim hem paraseliiler (hiicreler arasi) yolla hem de transseliiler (hiicre ici)
yolla Na*/K*-ATPaz pompasi araciligiyla gergeklesir. Bu pompa enerji gerektirdigi igin
proksimal tiibiil, hipoksi ve mitokondriyal enerji bozukluklarina karsi hassastir. Na*/K*-
ATPaz aktivitesi, glukoz, amino asit, fosfat gibi maddelerin liminal membran tagiyicilariyla
geri emilmesini de saglar. Bikarbonatin %80’i, NHE3 (Na'/H" Exchanger 3) degistiricisi ve
karbonik anhidraz enzimlerinin yardimiyla geri emilir. Hiicre i¢i karbonik anhidraz, CO: ve
H-O’dan tekrar bikarbonat sentezleyerek asit-baz dengesini korur. Hiicreler ayrica glutamin
metabolizmas1 ile ekstra bikarbonat iiretir ve amonyak salgilar; bu siireg, asidoz
durumlarinda énemlidir. Izotonik su ve sodyum geri emilimi, liimen s1visinda klor, kalsiyum
ve magnezyum gibi iyonlarin pasif geri emilimini kolaylagtirir. Kalsiyumun %601,

magnezyumun %30’u bu segmentte geri emilir. Fosfatin %85’i, Na*-bagimli tasiyicilar



(SLC34 ailesi) ile geri alinir. Bu siireg; parathormon, D vitamini, FGF23 ve diyetle alinan
fosfor gibi faktorlerle diizenlenir (Joung & Cho, 2023; Soeiro & Helou, 2015).
Henle kulbu:

Normal kosullarda ve ADH (antidiiiretik hormon) varliginda, Henle kulbundaki tuz
emilimi, yogun idrar olusumu icin gerekli olan medulladaki konsantrasyon gradyaninin
korunmasinda ana itici giigtiir (Bokhari ve ark., 2023). Proksimal tiibiilden sonra gelen Henle
kulpunun kalin ¢ikan kolu (TALH), filtrelenen sodyumun yaklasik %30’unu Na*-K*-2CI~
kotransportori (NKCC2) araciligiyla geri emer ve paraselliler mekanizmalar yoluyla
kalsiyum ve magnezyum dengesine katki saglar (Joung & Cho, 2023).

Bazolateral membranda bulunan Na*/K*-ATPaz, sodyumu hicre digina tagiyarak
NKCC2 igin gerekli elektrokimyasal gradyani olusturur. Kloriir iyonlari, CLC-Ka ve CLC-
Kb adli spesifik kanallar araciligiyla hiicre digina tasinir; bu kanallarin diizgiin ¢calisabilmesi
icin Barttin adli yardimci proteine ihtiyag vardir. Potasyum ise, NKCC2 ile hiicre icine
alindiktan sonra, ROMK (Kirl.1) kanali araciligiyla tekrar tiibiil liimenine salinir. Bu iyon
hareketleri, tiibiil liimeninde pozitif elektriksel potansiyel olusturur. Bu potansiyel fark,
claudin-16 ve claudin-19 proteinleriyle iligkili hiicreler arasi gecitlerden kalsiyum ve
magnezyumun pasif (paraselliiler) olarak geri emilimini kolaylastirir. Ayrica, bu segmentte
bulunan CaSR (kalsiyum-duyarli reseptdr), kanda kalsiyum diizeyi yiikseldiginde aktive
olur. CaSR aktivasyonu, NKCC2 ve ROMK kanallarini baskilayarak kalsiyum, magnezyum
ve potasyumun geri emilimini azaltir. Bu mekanizmalar, elektrolit dengesi ve kalsiyum
homeostazinin saglanmasinda kritik rol oynar (Soeiro & Helou, 2015).

Distal toplayic tiibiil:

Distal toplayicr tiibiil, sodyum, kloriir, magnezyum ve kalsiyum gibi iyonlarin
transselliiler yolla geri emildigi bir nefron segmentidir. Sodyum ve kloriir, apikal
membranda bulunan NCCT (tiazide duyarlt Na-Cl kotransportor) ile hiicreye alinir
(filtrelenen sodyumun %5-10’u) (Kermond ve ark., 2023; Soeiro & Helou, 2015). Sodyum,
Na*/K*-ATPaz ile interstisyuma tasinirken; kloriir, CLC-Kb gibi 6zel kloriir kanallariyla
hiicre icine gecer. Magnezyum, distal tiibiiliin basinda apikal membranda bulunan TRPM6
kanaliyla geri emilir. Kalsiyum ise, distal tiibiiliin son kismi1 ve baglanti tiibiiliinde TRPVS5
kanal1 sayesinde, transselliiler yol ile geri emilir (Soeiro & Helou, 2015).

Toplayic1 kanal:
Toplayici kanal; sodyum ve potasyum dengesi, asit-baz regiilasyonu, ve idrarin son

bilesiminin ayarlanmasi acisindan kritik bir rol oynar. Toplayici kanallarda esas (principal)



hiicreler ve interkale hiicreler olmak tizere temelde iki tip hiicre bulunur (Joung & Cho, 2023;
Soeiro & Helou, 2015).

Esas hiicreler, aldosteron araciligiyla aktive edilen epiteliyal sodyum kanali (ENaC)
sayesinde sodyumun (dolayisiyla suyun) geri emilimini artirir. Potasyum fazlalig
durumunda ise interkale hiicreler, ayni mekanizma iizerinden potasyum sekresyonunu
kolaylastirir. Aldosteron salinir ve ENaC uyarilir; bu da ROMK kanali araciligiyla
potasyumun atilmasini tesvik eden bir elektrokimyasal gradyan olusturur. Interkale hiicreler
ayni zamanda, hidrojen iyonu atilim1 ve viicudun asit-baz durumuna bagl olarak filtrelenen
bikarbonatin geri emilimi veya sekresyonu yoluyla asit-baz dengesini saglar. Son olarak,
toplayict kanaldaki esas hiicreler, antidiiiretik hormon (ADH) kontroliinde olan arginin
vazopressin reseptorii 2 (AVPR2) ve aquaporin-2 (AQP2) araciligiyla suyun geri emilimini
saglar(Kermond ve ark., 2023; Zelikovic, 2019).

Renal tiibiillerin temel fizyolojik islevleri agagidaki tabloda 6zetlenmistir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1: Tiibiiler segmentlerin temel islevleri (Joung & Cho, 2023).

Tiibiiler segment Ana tastyici Islev

Proksimal tiibiil Na+-K+-ATPaz Su ve soliit maddelerin geri
emilimi

Cikan kalin Henle kulpu NKCC2 Na* ve CI geri emilimi
Ca? ve Mg™? seviyelerinin
diizenlenmesi

Distal tiibiil NCCT Na* ve CI- geri emilimi
Ca'? ve Mg seviyelerinin

diizenlenmesi

Toplayici kanal

Esas hiicreler ENaC Na* geri emilimi ve K"
salgilanmast
AVPR2, AQP2 Serbest suyun geri emilimi
Interkale hiicreler vH-ATPaz, AE1 H* ve HCO;™ atilim1

NKCC2: Na*-K*-2CI~ kotransportorii, NCCT: Na*-Cl~ kotransportér, ENaC: Epitelyal sodyum kanali,
AVPR2: Arginin vazopressin reseptorii 2, AQP2: Aquaporin 2, vH-ATPaz: Vakuolar tip H*-ATPaz, AE1:
Anyon degistirici 1.

2.4 KALITSAL RENAL TUBULER HASTALIKLAR

Bobrekler; diyet, metabolizma ve ¢evre kosullarindaki degisikliklere ragmen
viicudumuzda sivi, elektrolit ve asit-baz dengesini korurlar. Ozellikle, bu kritik gorevi
gerceklestiren bobrek tiibiilleridir. Renal tiibiillerin fonksiyonunu yerine getirememesi

sonucunda ‘bobrek tiibiilopatileri’ olarak adlandirilan hastaliklar ortaya ¢ikar. Kalitsal renal

10



tiibiilopatilerde birincil genetik defekt; belirli bir bobrek tasima proteininin ve sinyal
molekiiliiniin islevini kaybetmesine veya epitel hiicreleri tarafindan soliit taginmasi icin
gereken enzimlerden birinin eksikligine neden olur. Bu nedenle, bir¢ok kalitsal tiibiiler
bozukluk, belirli maddelerin ya da madde gruplarinin tiibiiler membran iizerinden anormal
tasinmasindan kaynaklanir. Tastyic1 proteinlerdeki genetik bozukluklarin neden oldugu
renal hastaliklar Tablo 2.2°de 6zetlenmistir. Buna ek olarak, tiibiiler epitel membranin
toksinler veya iskemi nedeniyle zarar gérmesi, 0nemli renal tiibiiler bozukluklara yol agabilir
(Downie ve ark., 2021; Hall & Hall, 2020; Bonnardeaux & Bichet, 2016).

Renal tiibiiler fonksiyon bozukluklari, ilgili tiibiil segmentine veya tasinimi etkilenen
substrat(lar)a gore ayrilabilir (Pyeritz, 2022). Bazi tiibiill segmentlerinin fonksiyonel
bozukluklar tiibliler reabsorpsiyonda segmente 6zgii defektlere yol acar. Proksimal tiibiil
defektleri glukoziiri, fosfatiiri, aminoasidiiri veya proksimal renal tiibiiler asidoza neden
olur. Bu 6zelliklerin birlesimi renal Fanconi sendromu olarak bilinir. Henle kulpunun kalin
¢ikan kolundaki sodyum reabsorpsiyonunun islev bozuklugu Bartter sendromuna, renal tuz
kaybina ve sekonder hipokalemik metabolik alkaloza neden olur. Distal kivrimli tiibiil
defektleri Gitelman sendromuna ve diger hipomagnezemi formlarina neden olur. Son olarak,
toplayict kanalin tiibiilopatileri su, sodyum, potasyum ve protonlarin reabsorpsiyonunu
bozarak sirasiyla poliiiri, tuz kaybi, hiperkalemi ve asidoza neden olur. Aquaporin-2
kanalindaki mutasyonlar resesif nefrojenik diabetes insipidusa neden olurken ve vazopressin
V2 reseptoriindeki mutasyonlar X'e bagli nefrojenik diabetes insipidusa neden olur.
Sekonder tiibiilopatilerde genetik defekt tiibiiler transport veya tagima sinyal proteinlerini
dogrudan etkilemez, bunun yerine spesifik olmayan bir sekilde renal tiibiiler hiicrelerin
hasarina yol agar ve dolayli olarak renal tiibiiler fonksiyonu bozar (Bonnardeaux & Bichet,
2016). Kalitsal renal tiibiilopatilere yol acan genlerin tanimlanmasi ile, kapsamli gen
panellerinin kullanimi bu hastalik grubuna kesin tan1 koymada ve prognozu 6n gérmede

bliyiik avantaj saglamistir.
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Tablo 2.2: Tastyic1 proteinlerdeki genetik bozukluklarin neden oldugu renal hastaliklar
(Downie ve ark., 2021; Johnson, 2023) .

Tastyict Gen Kalitim Kalitsal Tiibiilopati
Kalib1
Proksimal Tiibiil
Apikal Na*-sistin SLC749 OR Sistiniiri
kotransporter SLC3A41 oD
Apikal Na*-glukoz SLC542 OD/OR Renal glukoziiri
kotransporter (SGLT2)
Bazolateral Na™-HCO5 SLC4A44 OR Proksimal renal tiibiiler
kotransporter asidozis
Intraseliiler H*-CI CLCN5 XLR Dent hastalig1
degistirici (CIC5S)
Henle Kulpunun Cikan Kalin Kolu
Apikal Na*-K*-2C1~ SLCI1241 OR Bartter sendromu tip 1
kotransporter
Apikal K* kanali (ROMK) KCNJI OR Bartter sendromu tip 2
Bazolateral Cl kanali CLCNKB OR Bartter sendromu tip 3
(CLC-Kb)
Bazolateral Cl" kanali BSND OR Bartter sendromu tip 4a
(CLC-Kb) aksesuar proteini
(Barttin)
Bazolateral Cl” kanallar1 CLCNKA+CLCNKB DR Bartter sendromu tip 4b
(CLC-Ka ve CLC-Kb)
Distal Tiibiil
Apikal Na*-Cl~ SLCI243 OR Gitelman sendromu
kotransporter
Toplayic1 Kanal
Apikal Na* kanali SCNNIB, SCNNIG  OD Artmig ekspresyon: Liddle
(esas hiicreler) sendromu
SCNNIA4, SCNNIB, OR Azalmis ekspresyon:
SCNNIG Psodohipoaldosteronizm tip
1b
Aquaporin 2 kanali AQP2 OD/OR Nefrojenik diabetes insipidus
(esas hiicreler)
Bazolateral C1/HCOs SLC4A1 OD/OR Distal renal tiibiiler asidoz
degistirici (interkale
hiicreler)
Apikal H*-ATPaz ATP6VIBI OR Distal renal tiibiiler asidoz
(interkale hiicreler) ATP6V0A4 OR (sagirlik olsun veya olmasin)

OD: Otozomal Dominant, OR: Otozomal Resesif, XLR: X’e bagli Resesif, DR: Digenik Resesif

2.4.1 Proksimal Tiibiiliin Kaltsal Hastahklar:
2.4.1.1 Renal Fanconi Sendromu

Fanconi sendromu, proksimal tiibiillerdeki transport bozukluklari nedeniyle geri
emilimin bozulmasi sonucu, tiibiiler proteiniiri, fosfatiiri, glukoziiri, aminoasidiiri ve
proksimal renal tiibiiler asidoz ile karakterize bir hastaliktir. Fanconi sendromu ilk kez
1900’li yillarda De Toni, Debré ve Fanconi tarafindan; biiylime geriligi, artmis {riner
elektrolit kaybi, hipofosfatemi, glukoziirinin gozlendigi rikets vakalari {izerinden
tanimlanmigtir. Giinlimiizde, Fanconi sendromu, proksimal tiibiiler malabsorpsiyonun hem

yaygin hem de parsiyel formlarini kapsayan bir terim olarak kullanilmaktadir. Konjenital
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veya edinsel olusabilir, sistemik hastaliklarin bir parcasi olarak veya izole proksimal tiibiiler
defekt olarak da goriilebilir. Sekonder nedenlerin ¢esitliligi ve primer Fanconi sendromu
vakalarinin nadirligi nedeniyle, bu durumun epidemiyolojik verileri sinirhidir. En sik eslik
eden genetik hastalik sistinozistir. (Bayrakci1 & Ozkan, 2022).

Patofizyoloji

Fanconi sendromunun patofizyolojisi tam olarak anlagilamamis olup, genellikle
temelde elektrokimyasal gradient baglantili olup olmamasina gore siniflandirilir.

Elektrokimyasal gradiyentle iliskili mekanizmalar,

Proksimal tiibiil, yiiksek enerji gerektiren reabsorpsiyon kapasitesini, Na-K-ATPaz pompast
tarafindan olusturulan elektrokimyasal gradiyent ile siirdiirir. Fanconi sendromunda,
mitokondriyal disfonksiyon nedeniyle oksidatif fosforilasyonun ve ATP iiretiminin
azalmasi, sodyum ve diger soliitlerin reabsorpsiyonunun bozulmasina yol agar. Ayrica
intraselliiler fosfor azalmasi, ATP iiretimini daha da diisiirerek bir kisir dongii olusturur.
Enerji yetersizliginden bagimsiz olarak, Na-K-ATPaz pompasinin dogrudan disfonksiyonu
da gradiyent kaybina neden olabilir.

Elektrokimyasal gradiyentten bagimsiz mekanizmalar;

Transkripsiyon faktorlerinden birinde meydana gelen genetik defekt, teorik olarak birden
fazla tasiyic1 proteinin islevini bozabilir ve nihayetinde proksimal tiibiiliin transport
fonksiyonu zarar goriir. Ornegin, HNF-1 (hepatosit niikleer faktér 1) delesyonu olan
farelerde, elektrokimyasal gradiyentten bagimsiz mekanizmalarla Fanconi sendromu
gelistigi, ayrica SGLT-2 (sodyum-glukoz transport proteini 2) sayisinin azaldigi ve
aminoasit transportunda diisiis gozlenmistir. Bir diger mekanizma, megalin ve cubilin
proteinleri aracili endositoz defektleridir, bu durum diisiik molekiil agirlikli proteinlerin ve
diger soliitlerin kaybina neden olabilmektedir. Ek olarak, hiicre iskeletinin ve firgcamsi1 kenar
biitiinliglinlin  bozulmast veya apikal membran akigkanlhigindaki artis, transport
fonksiyonlarini olumsuz etkileyen diger potansiyel mekanizmalardir (Bayrakcr & Ozkan,
2022).

Primer Fanconi sendromu genellikle otozomal resesif gecis gosterse de, bazi
formlarinda otozomal dominant kaliim paterni goézlenmektedir. Fanconi sendromu
spektrumunda yer alan Lowe sendromu ve Dent Hastaligi’nda ise X’e bagl resesif gecis
izlenir. Baz1 olgularin ise heterojen genetik lokuslar, de novo mutasyonlar veya ekzojen
faktorlere bagli gelistigi diisiiniilmektedir. Fanconi sendromlarinin genetik gecisli formlari,

ilgili genleri ve kalitim kaliplar1 tablo 2.3’te 6zetlenmistir. (Bayrakci1 & Ozkan, 2022).
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Tablo 2.3: Genetik gecisli Fanconi sendromu formlarinin kalitim &6zellikleri (Bayraker &
Ozkan, 2022).

Hastalik Gen Kalitim Kodlanan protein
(kromozomal
lokasyon)

Sistinozis CTNS (17p13.2) OR Lizozomal sistin tastyici

Fanconi-Bickel sendromu SLC2A42 (3q26.2) OR Glukoz tasiyici protein 2
(GLUT2)

Tirozinemi (tip 1) FAH (15g25.1) OR Fumaril asetoasetat hidrolaz

Galaktozemi GALT (9p13.3) OR Galaktoz-1-fosfat iiridil
transferaz

Herediter fruktoz intoleransi ALDOB (9q31.1) OR Aldolaz B

Wilson hastalig1 ATP7B (13q14.3) OR Bakir tasiyic1t ATPaz beta-
polipeptid

Lowe sendromu OCRL (Xq26.1) XLR Fosfatidil inozitol 4,5-
bifosfat5 fosfataz

Dent hastalig1 (tip 1) CLCNS (Xpl11.23) XLR Klor kanali

Fanconi renotiibiiler sendrom 1 ~ GATM (15g21.1) OD L-Arjinin: Glisin
Amidinotransferaz

Fanconi renotiibiiler sendrom 2~ SLC34A41 (5q35.3) OR NaPi-Ila tastyict

Fanconi renotiibiiler sendrom 3 ~ EHHADH (3q27.2) OD Enoil CoA hidrataz/
3-hidroksiagil CoA
Dehidrogenaz

Fanconi renotiibiiler sendrom 4 ~ HNF44 (20q13.12) OD Hepatosit niikleer faktor 4-a

Fanconi renotiibiiler sendrom 5  NDUFAF6 (8q22.1) OR Ubikinon oksidorediiktaz

kompleksi-faktdr 6
OD: Otozomal Dominant, OR: Otozomal Resesif, XLR: X’e bagli Resesif

Klinik bulgular

Semptomlar ve klinik bulgular altta yatan nedene ya da tiibiil disfonksiyonunun
yayginligia gore degiskenlik gosterir. Proksimal tiibiildeki transport defektinin yol actigi
primer etkiler kadar, bu bozuklugun diger tiibiil segmentlerinde yol actig1 sekonder etkiler
de soliit kaybinin 6zelliklerini belirler.

Kanda; hiperkloremik metabolik asidoz, hipokalemi, hipokalsemi, hipofosfatemi,
hipomagnezemi, aminoasidiiri, glikoziiri ve hipoiirisemi gozlenir. Proteiniiri mevcut ise,
genelde nefrotik diizeyin altindadir. 24 saatlik idrarda; glukoz, aminoasit, fosfor, bikarbonat
ve kalsiyum atilimi artmmstir (Bayrake1 & Ozkan, 2022).

Cocukluk donemi, klinik bulgularin daha belirgin sekilde goriildigi bir siirectir. Bu
yas grubunda en sik karsilagilan bulgular arasinda hipovolemik epizodlar ve biiylime geriligi
yer almaktadir. Bliylime geriliginin olas1 nedenleri arasinda; rikets, peptid hormon kayiplari,
hipofosfatemi, hipokalemi, kronik dehidratasyon ve asidoz bulunmaktadir. Ozellikle
sistinozis hastalarinda, metabolik bozukluklar diizeltilse bile biiylime geriligi

engellenemeyebilir (Bayrakc1 & Ozkan, 2022).
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2.4.1.2 Proksimal Renal Tiibiiler Asidoz

Renal tiibiiler asidoz (RTA), cesitli etyolojilerden kaynaklanan renal asidifikasyon
disfonksiyonuna bagli metabolik asidozla karakterize bir sendromdur. Klinik olarak RTA
dort tiire ayrilir: distal tiibiiler asidoz (tip I), proksimal tiibiiler asidoz (tip II), miks tiibiiler
asidoz (tip IIT) ve hiperkalemik tiibiiler asidoz (tip IV) (Guo ve ark., 2023).

Proksimal renal tiibiiler asidoz (pRTA) veya tip 2 RTA, proksimal tiibiilde
bikarbonatin defektif reabsorbsiyonundan kaynaklanir. Bu tiibiilopati, normal anyon agigi,
anoreksi, poliiiri ve kabizlik ile hiperkloremik metabolik asidoz ile karakterizedir (Soeiro &
Helou, 2015). Kalitsal pRTA genellikle Fanconi sendromunun bir bileseni olarak ortaya
¢ikar, nadiren ise izole bir HCO3-transport bozuklugudur. OD-RTA ve g6z anormallikleri
olan OR-pRTA olarak ayrilabilir. OD-pRTA ile iliskili genler hakkinda yeterli bilgi yoktur
(Guo ve ark., 2023).

Patofizyoloji

Glomeriillerden filtrelenen HCOs3™'lin yaklasik %85'1 proksimal renal tiibiillerde
yeniden emilir. Bu siire¢ esas olarak proksimal renal tiibiil apikal membranindaki Na*-H"
degistiricinin (NHE), bazolateral membrandaki Na"™-HCO3 es-tastyicisinin (bobrek NBC1,
NBCel) ve hiicre i¢i karbonik anhidrazin sinerjik etkisiyle gerceklestirilir. NBCel
proteinleri, SLC444 geni (chr4q21) tarafindan kodlanir; bobrek, g6z, beyin gibi ¢esitli
dokularda eksprese edilir. SLC4A44 genindeki patojenik mutasyonlar Na'-HCO3™ es-
tagtyicisinin  fonksiyonunu bozarak, HCO3;"'mn renal reabsorbsiyonu ve akdz hiimdriin
dolasim kusurlaria yol agar. Sonucta pRTA ve goz anormalliklerine neden olur.

Ek olarak, KCNKS5 geninin (chr6p21) patojenik varyantlart da OR-pRTA'ya neden olabilir.
KCNK35 geni, bazolateral membran tarafindaki TWIK-iliskili asit duyarh tip 2 K* kanalint
(TASK?2) kodlar ve K* geri emiliminde rol oynar (Guo ve ark., 2023).
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Proksimal tiibiil

]

Apikal membran Bazolateral membran
Na* Na*
SLC943 SLC4A4
VHE-. kNBC1
NHE-3 o
H H\ /
HORy H* + HCOy
= ko —E=a . KCNKS
| v — 3 TASK2
H,0 CO; —] CO,+ H,0

Sekil 2.5: Kalitsal proksimal renal tiibiiler asidozun patojenik mekanizmasinin sematik diyagrami (Guo ve
ark., 2023).

Klinik bulgular

pRTA hastalarinda, poliiiri, polidipsi, yorgunluk, dehidratasyon ve ¢ocukluk ¢aginda
bliylime geriligi gibi belirtiler goriilebilir. Distal tiibiillerde idrar asidifikasyon
fonksiyonunun korunmasi (kan HCO3— emilim esiginin altinda oldugunda, distal tiibiil hala
idrar1 asitlestirebilir) sayesinde, bobrek tasi ve nefrokalsinozis daha az yaygindir. Ayrica,
pRTA hastalari, mental gerilik, g6z hastaliklar1 (katarakt, glokom, korneal opasite), dis
lezyonlar1 ve bazal gangliyon kalsifikasyonu gibi spesifik klinik bulgular da gosterebilir
(Guo ve ark., 2023).

2.4.1.3 izole Renal Glukoziiri

Kalitsal izole glukoziiri, normal kan glukoz diizeylerine ragmen idrarda yalnizca
glukoz atilimiyla karakterize, otozomal resesif gegisli ve genellikle asemptomatik seyreden
bir bozukluktur. Bu durumun molekiiler patofizyolojisinde, proksimal tiibiiliin kivriml
segmentinde bulunan ve filtre edilen glukozun yaklasik %90’ 1n1n reabsorbsiyonunda gorevli
olan diistik afiniteli-ytliksek kapasiteli SGLT2 (Sodium-Glucose Cotransporter 2) proteininin
kodlandig1 SLC542 genindeki mutasyonlar rol oynar. SGLT2 araciligiyla reabsorbe
edilemeyen glukoz, idrarla atilir; buna ragmen karbonhidrat metabolizmasi, insiilin
sekresyonu ve kan glukoz diizeyleri normaldir. Bugiine kadar SLC5A2 geninde tanimlanmis

30°dan fazla patojenik varyant, renal glikoziirinin genetik temelini olusturmakta ve bazi
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olgularda nedeni agiklanamayan aminoasidiiri ile birlikte goriilebilmektedir (Zelikovic,

2019).

2.4.2 Henle Kulbunun Kalitsal Hastaliklar:
2.4.2.1 Bartter Sendromu

Bartter sendromu (OMIM #601678, #241200, #607364, #602522, #613090 ve
#300971), Henle kulpunun kalin ¢ikan kolunun (TALH) fonksiyonunu etkileyen, tuz kaybi
ve hipokalemik metabolik alkaloz ile karakterize, siklikla otozomal resesif kalitim gosteren
heterojen bir hastaliktir (Bokhari ve ark., 2023; Bonnardeaux & Bichet, 2016). 11k kez 1962
yilinda Frederic Bartter ve arkadaslari tarafindan tanimlanmis ve sonrasinda, bu sendromun
cesitli varyantlar bildirilmistir. 1995 yilinda altta yatan molekiiler kusurlar aydinlatilmig ve
fenotipik heterojenitenin nedenleri netlestirilmistir (Chadha & Alon, 2009). Bartter sendromu
1.000.000 kiside 1 goriiliir ve Gitelman sendromuna gore daha nadirdir (Bokhari ve ark.,
2023). Cogu hastada gebelik sirasinda bulgu ortaya ¢ikar ve antenatal Bartter sendromu
terimi kullanilir, daha ge¢ baglayan form ise genellikle klasik Bartter sendromu- Bartter ve
arkadaglar1 tarafindan ilk tanimlanan fenotip- olarak adlandirilir (Johnson et al., 2023).
Patofizyoloji

Bartter sendromu, TALH’daki sodyum ve klorun kusurlu transepitelyal
taginmasindan kaynaklanir. Bu bolgedeki tasima siireci karmasiktir ve birkag tasiyici, kanal
ve reseptor arasinda koordineli bir etkilesimi icerir (Sekil ). Bazolateral yiizeyde yer alan
Na-K-ATPaz pompasi, sodyumun hiicre i¢ine alinmasi i¢in konsantrasyon gradyant
olusturur. Bu derisim farki neticesinde, tiibiiler liimendeki sodyum, potasyum ve kloriir,
luminal yilizeydeki furosemid duyarli Na*™-K*-2Cl~ kotransporteri (NKCC2) tarafindan
yeniden emilir (Furosemid, NKCC2'nin kloriir baglanma bolgesinde etki eder). NKCC2
kotransporterini kodlayan SLC12A1 geninin (chr15qg21.1) biallelik patojenik varyantlari,
antenatal form olan Bartter sendromu tip I’e neden olur(Chadha & Alon, 2009).
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Sekil 2.6: Bartter sendromu tiplerinin ve Familyal Hipomagnezemi Hiperkalsiiiri Nefrokalsinozis (FHHN)
sendromunun molekiiler sematizasyonu (Bonnardeaux & Bichet, 2016)

NKCC2 kotransporteri, yalnizca ilgili dort iyonun (Na®, 2CI°, K) varliginda etkili
bir sekilde islev goriir ve liiminal K" un varligi hiz sinirlayici adimdir. Buna karsi koymak
i¢in hiicre i¢i K*, luminal kenarda yer alan ATP ile diizenlenen, potasyum tagiyici bir kanal
olan ROMK (renal outer medullary potassium channel) araciligiyla limene geri gonderilir.
ROMK’y1 kodlayan KCNJI geninin (chrl1q24.3) biallelik inaktive edici mutasyonlari,
antenatal varyant fenotipi olan Bartter sendromu tip II’ye neden olur (Chadha & Alon, 2009;
Bonnardeaux & Bichet, 2016). ROMK defekti olan baz1 yenidoganlarda, baslangicta
hiperkalemi, metabolik asidoz ve psddohipoaldosteronizmi (tip I) taklit eden tuz kaybi
gozlenebilir ve birkag hafta i¢cinde tipik Bartter fenotipine doniisebilir. Bu anormal sunum,
kortikal toplayict kanalda da ifade edilen ROMK izoformunun kusurlu K sekresyonundan
kaynaklanir (Chadha & Alon, 2009).

Kloriir iyonlari, hiicrede bazolateral tarafta yer alan voltaj kapili kloriir kanallari olan,
CIC-Ka ve agirlikli olarak CIC-Kb araciligiyla kana gecer. CIC-Kb kanalim1 kodlayan
CLCNKB geninin (chrlp36.13) biallelik hastalik yapici varyantlar1 klasik tip Bartter

sendromuna (tip III) yol agar. Bu formun klinik 6zellikleri, kloriir iyonlarinin hiicreden CIC-
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Ka kanali gibi diger yollardan ¢ikabilmesi nedeniyle daha hafiftir (Chadha & Alon, 2009).
CIC-Kb kanali distal tiibiilde de bulunur, bu nedenle Bartter sendromu tip 3’iin bulgular
Gitelman sendromuyla Ortiisebilir, dolayisiyla bu hastalarda hipomagnezemi goézlenir
(Johnson et al., 2023).

Hem CIC-Ka hem de CIC-Kb, uygun membran lokalizasyonu ve islevi i¢in bir B-alt
birimine (Barttin) ihtiya¢ duyar. Barttin proteini, hem bdbrek tiibiillerinin bazolateral
membranlarinda hem de i¢ kulagin potasyum salgilayan epitelinde lokalizedir. Tip 4a Bartter
sendromunda ise Barttin proteinini kodlayan BSND geninde (chr1p32.3) homozigot veya
birlesik heterozigot patojenik varyantlar goriiliir. Bu hastalarda antenatal renal tuz kaybinin
yani sira sensorinoral sagirlik da gortiliir (Chadha & Alon, 2009; Johnson et al., 2023). CIC-
Ka ve CIC-Kb kanallarinin her ikisinde birden islev kaybi yasanmasi, Barttin proteini
defektine benzer etkiye yol agmaktadir. Literatiirde, agir antenatal Bartter fenotipi ve
sensorindral sagirligt olup BSND geninde mutasyon saptanmayan az sayida vakada hem
CLCNKA hem de CLCNKB genlerinde biallelik fonksiyon kaybina yol acan varyantlar
bildirilmistir. Sonrasinda bu fenotip digenik resesif kalitimla aktarilan Bartter sendromu tip
4b olarak adlandirilmistir (Nozu ve ark., 2008; O’Neill, 2009; Schlingmann ve ark., 2004).

Kortikal Henle kulbunun ¢ikan kalin kolunun bazolateral membraninda ifade edilen
kalsiyum algilayan reseptor (CASR-calcium-sensing receptor), yiikksek konsantrasyondaki
ekstraseliiler Ca*? ve/veya Mg tarafindan aktive edilir. Yakin zamanda, luminal yiizeyde
yer alan potasyum tasiyict kanal ROMK’nin aktivitesinin CASR tarafindan diizenlendigi
bildirilmistir. CASR 'nin aktivasyonu, adenilat siklaz ve ardindan ROMK ’nin inhibisyonuna
yol agar. CaSR geninin (chr3ql3.33-g21.1) aktive edici mutasyonlar1 hipokalsemik
hiperkalsitiriye ve renal tuz kaybina yol agarak Bartter benzeri sendroma (eskiden Bartter
sendromu tip V olarak adlandirilmistir) neden olur; bu fenotip otozomal dominant kalitim
gosterir (Chadha & Alon, 2009; Seyberth ve ark., 2017).

2016 yilinda Laghmani ve arkadaslarinin, polihidroamniyoz ve antenatal Bartter
sendromu (aBS) olan fetiisleri inceledigi tim ekzom dizileme ¢alismasinda, 15 erkek hastada
gegici aBS ile iliskili MAGED?2 geninde dokuz farkli mutasyon tespit edilmistir. MAGED?2,
melanomla iligkili antijen D2'yi (MAGE-D2: melanoma associated antigen D2) kodlar ve X
kromozomunda (chrXp11.21) bulunur. Hem fetal hem de yetiskin bobreginde ¢ikan kalin
Henle ve distal tiibiilde eksprese edildigi ve bu nedenle MAGE-D2'nin bobrekteki tastyici
kanallarin (NKCC2 ve NCCT) diizenlenmesinde rol oynayabilecegi gosterilmistir (Kdmhoff
& Laghmani, 2018). Sonrasinda OMIM veritabanina XLR kalitimla ‘gegici, antenatal
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Bartter sendromu tip 5° olarak girmistir. Ozetle, genetik etiyolojiye gore Bartter sendromu
alt tipleri:

Tip I) NKCC2 kotransporterini kodlayan SLC/2A41 genindeki mutasyonlardan kaynaklanir.
Tip II) ROMK’y1 kodlayan KCNJ!I genindeki mutasyonlardan kaynaklanir.

Tip III) Kloriir kanali CLC-Kb’yi kodlayan CLCNKB genindeki mutasyonlardan
kaynaklanir.

Tip IVa) Barttin proteinini kodlayan BSND genindeki fonksiyon kaybi mutasyonlarindan
kaynaklanir.

Tip IVb) Kloriir kanallarin1 kodlayan CLCNKA ve CLCNKB genlerinin ikisinin birden
fonksiyon kayb1 mutasyonlarindan kaynaklanir.

Tip V) NKCC2 ve NCCT kanallarinin diizenlenmesinde rol oynayan MAGED?2 genindeki
mutasyonlardan kayanaklanir.

Klinik bulgular

Bartter sendromunun temel 6zellikleri, bobreklerde Cl ve K kaybi bulgular1 olan
hipokalemik, hipokloremik alkaloz ve diisiik veya normal kan basincidir. Bartter sendromu,
genetik varyantlarin tiirline bagl olarak farkli baglangi¢ zamanlar1 ve fenotipler gosterir.
Antenatal Bartter sendromu (aBS), fetal poliiiri, polihidroamniyoz, prematiire dogum ve
dogum sonrast devam eden renal tuz kaybiyla karakterize, yasami tehdit edebilen bir
hastaliktir. SLC12A1, KCNJ1 ve BSND varyantlar1 genellikle dogum 6ncesi baglayan aBS’a
yol acarken; CLCNKB varyantlar klasik Bartter sendromu (BS3) ile iligkilidir, genellikle
cocuklukta baslar ve elektrolit bozukluklar1 daha agir olabilir ve siklikla hipomagnezemi
eslik eder. BS2 tipi, dogum sonras1 donemde hiperpotasemi ve hiponatremi ile baslayabilir,
bu da bazen yanliglikla psddoaldosteronizm tip 1 (PHAI) olarak tan1 almasina neden olabilir.
BS4 tipi ise sensorindral isitme kaybi ve ciddi elektrolit bozukluklar ile karakterizedir ve
genellikle ilerleyici kronik bobrek hastaligina yol acabilir (Johnson et al., 2023).

Gegcici antenatal Bartter sendromu tip 5'te, polihidroamniyoz ve dogum eylemi diger
tiplere gore birkac hafta daha erken baglar ve poliiiri genellikle 30-33. gebelik haftasinda
sona erer. Yenidogan doneminde hiponatremi, hipokalemi, hiperaldosteronizm ve
hiperklasiiiri gibi bulgular goriilebilir; bunlar zamanla diizelirken, bazi durumlarda
nefrokalsinozis kalici olabilir (Laghmani ve ark., 2016). Bartter ve Gitelman sendromunun
tipik 6zelligi olan renal tuz kaybinmn ayirict tamsim yapmada, idrarda Mg ve Ca*
atilminin ileri analizleri faydali olsa da, alt tiplerin belirlenmesinde ve kesin taniyi

dogrulamada genotipleme yapilmasi 6nerilir (Johnson et al., 2023).
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Tedavi

Bartter sendromunun tedavisinde s1vi ve elektrolit dengesi dikkatle diizenlenmeli, tuz
ve potasyum takviyesi yapilirken yan etkiler ve komplikasyonlar g6z Oniinde
bulundurulmalidir. Ozellikle antenatal Bartter sendromunda, NSAll'larla prostaglandin
sentezinin inhibisyonu, poliiiri ve polidipsiyi azaltarak biiylime ve aktiviteyi iyilestirir ve

elektrolit kontroliinii saglamada 6nemli bir rol oynar (Alhasan ve ark., 2022; Johnson, 2023).

2.4.2.2 Ailesel hipomagnezemi ile hiperkalsiiiri ve nefrokalsinozis (FHHN)

Renal hipomagnezemi 3 olarak da adlandirilan bu sendrom (OMIM #248250), nadir
goriilen bir otozomal resesif hastaliktir. Magnezyum takviyesiyle diizeltilemeyen, derin
hipomagnezemiye yol agan magnezyum atilimi ile karakterizedir. Bu hastalik, siki
baglantilarda (tight junctions) bulunan ve claudin ailesi ile iligkili olan claudin-16 proteinini
kodlayan CLDNI6 genindeki biallelik patojenik varyantlardan kaynaklanmaktadir
(Bonnardeaux & Bichet, 2016). Orphanet veritabanina gore prevalansi 1/1000 000 nun
altindadir. CLDN16 geni ilk olarak 1999 yilinda Simon ve ark. tarafindan paraseliiler Mg*?
geri emiliminde rol alan tight junction proteini paracellin-1 olarak tanimlanmistir (Simon ve
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ark., 1999). Defektinde, iyon gecirgenligi azalir ve TALH bolgesinde Mg ™“'nin yeniden
emilimi engellenir. Ca*? reabsorpsiyonu da es zamanli bozulur, ancak bdbrek ve bagirsaktaki
alternatif kalsiyum geri kazamim yollar1 aracilifiyla normal serum Ca' seviyeleri
korunabilmektedir. Claudin ailesinin bir diger iiyesi olan claudin-19 proteinini kodlayan
CLDN19 geni, bobrek tiibiillerinde ve gdzde ekspresyon gosterir, bu genin biallelik patojenik
varyantlar1 okiiler tutulumla birlikte renal hipomagnezemi 5 (OMIM #248190) fenotipine
yol agar (Konrad ve ark., 2006; Bonnardeaux & Bichet, 2016; Soeiro & Helou, 2015).

Ailesel hipomagnezemi ile hiperkalsiiiri ve nefrokalsinozisli hastalarda, idrar Mg"
fraksiyonel atilimi %10’un iizerindedir. Bobrekte artmis kalsiyum atilimi, parankimal
kalsifikasyona (nefrokalsinoz) ve bdbrek yetmezligine yol agar, siklikla diyaliz gerektirir.
Bobrek yetmezliginin ilerleme hizi, nefrokalsinozun siddetiyle korelasyon gostermektedir.
Diger klinik bulgular arasinda poliiiri, polidipsi, gozle ilgili anormallikler, tekrarlayan idrar
yolu enfeksiyonlar1 ve renal taga bagl kolik yer alir. Serum PTH seviyeleri anormal sekilde
yiiksektir. Serum kalsiyum, fosfor ve potasyum seviyeleri ile idrar iirik asit ve oksalat atilim1
normaldir. CLDN19 patojenik varyanti bulunan hastalarda, CLDN16 bozuklugu olanlara ek
olarak; siddetli géorme bozuklugu, makiiler kolobom, horizontal nistagmus ve belirgin
miyopi gibi okiiler semptomlar bulunur. Hastaligin spesifik bir tedavisi yoktur, semptomlara

yonelik destek tedavisi uygulanir. Tiazid grubu ilaglar, idrarla kalsiyum atilimini azaltmada
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etkilidir. Son donem bobrek hastaligi gelistiginde renal replasman tedavisi endikedir

(Bonnardeaux & Bichet, 2016).

2.4.2.3 Otozomal Dominant Hipokalsemi ve Familyal Hipokalsiiirik Hiperkalsemi

Kalsiyum duyarli reseptdr (CASR) mutasyonlarinda farkli fenotipler olusabilir.
Fonksiyon kazandirici varyantlar otozomal dominant hipokalsemiye neden olur. Bu
bireylerde genellikle primer hipoparatiroidizme benzer diistik paratiroid hormonu (PTH)
seviyeleri ile hipokalsemi gériiliir. Ozellikle ¢ocukluk déneminde nébetler goriilebilirken,
baz1 hastalar asemptomatik de seyredebilir. Cogu hastada hipomagnezemi eslik edebilir.
Tedavi yoOnetimi acisindan otozomal dominant hipokalsemili hastalarin, primer
hipoparatiroidili bireylerden ayrimi onemlidir. CASR'deki ciddi fonksiyon kazandirict
mutasyonlar, belirgin magnezyum, sodyum potasyum ve su kaybina neden olarak tip 5
Bartter sendromuna neden olabilir.

CASR genindeki fonksiyon kaybina yol acan varyantlar ise otozomal resesif kalitimla
neonatal agir hiperparatiroidizm (NSHPT), otozomal dominant kalitimla ise familyal
hipokalsitirik hiperkalsemi (FHH) tip 1 fenotiplerini olusturur. FHH prevalansinin 1:10.000
ila 1:100.000 arasinda oldugu tahmin edilmektedir FHH hastalarinda genellikle hafif-orta
diizeyde hiperkalsemi goriiliir, bobreklerden kalsiyum ve magnezyum atilimi azalmustir,
serum PTH diizeyleri artmistir ve ¢ogu hastada belirgin semptom yoktur. FHH vakalarinin
%60’mnda CASR geninde, daha nadiren CASR nin downstream bolgesinde yer alan
proteinleri kodlayan AP2S1 (tip 3) veya GNA1 (tip 2) genlerinde inaktive edici mutasyonlar
saptanir (Lasbleiz ve ark., 2022). NSHPT’li yenidoganlarda asikar hiperkalsemiye baglh
poliiiri ve dehidratasyon gozlenir. Tedavisiz kalmalar1 neticesinde norogelisimsel hasar ve

iskelet deformiteleri gelisebilir (Kara, 2022).

2.4.3 Distal Tiibiiliin Kaltsal Hastaliklar:
2.4.3.1 Gitelman Sendromu

Gitelman sendromu (OMIM #263800), ilk olarak 1966 yilinda tanimlanmis olup
hipokalemik metabolik alkaloz ile karakterize otozomal resesif kalitilan bir tiibiiler
hastaliktir (Gitelman, 1966). Gitelman sendromunun beyaz irkta goriilme sikliginin yaklasik
1:40.000 oldugu tahmin edilmektedir ve bu da onu en sik goriilen kalitsal tiibiilopati
yapmaktadir (Johnson et al., 2023). Gitelman sendromunda, Bartter sendromundan ayirt
edici olarak hipokalsiiiri ve hipermagneziiri gézlenir ve bu hastalar genellikle ge¢ ¢ocuklukta

veya erigkin donemde tan1 alirlar (Chadha & Alon, 2009).
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Patofizyoloji

Gitelman Sendromu, distal tiibiildeki kusurlu Na-ClI reabsorbsiyonundan kaynaklanir (Sekil
2.7). Bu bolgedeki Na ve Cl reabsorbsiyonu, liiminal tiyazid duyarl elektrondtral Na-Cl
kotransporteri (NCCT) tarafindan saglanir. Tiiblilden Na c¢ikisi, bazolateral Na-K-
ATPaz’dan, Cl ¢ikisi ise bazolateral kloriir kanali CLC-Kb’den gergeklesir (Chadha & Alon,
2009).

Distal Kavrimh tiibiil

TRPM6
Mg =—, Na'-K'-ATPaz
- R 3Na'I 8
; ‘ s
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WNK1\ 2
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Sekil 2.7: Gitelman ve Gordon (pseudohipoaldosteronism tip 2) sendromlarinda distal kivrimli tiibtil
hiicresinin patofizyolojisini betimleyen basitlestirilmis diyagram (Chadha & Alon, 2009)

Hastalarin ¢ogunda NCCT’yi kodlayan SLCI243 geninde (chrl6ql3) biallelik
inaktive edici mutasyonlar saptanir. Sekonder hipovolemi ve metabolik alkalozla birlikte
sodyum ve klorlir kaybi neticesinde tiyazid diiiretik kullanimina benzer bir etkiyle
sonuglanir. Hipovolemiye bagli renin-anjiyotensin-aldosteron sisteminin aktivasyonu,
kortikal toplayict kanala gelen sodyum yiikiinlin artmasiyla birlikte epitelyal sodyum
kanalindan sodyum geri emiliminin artmasina yol agar. Bu durum, potasyum ve hidrojen
atilimiyla dengelenmeye ¢alisilarak hipokalemi ve metabolik alkaloza neden olur. Yapilan
fonksiyonel caligmalarla, Gitelman sendromunun ayirt edici 6zelligi olarak kabul edilen
hipokalsiiiri ve hipermagneziirinin mekanizmalar1 aydmlatilmistir. Hipokalsiiirinin,
hipovoleminin bir sonucu olarak artan Na transportuna bagli olarak proksimal tiibiilde pasif
paraseliiler Ca*? emiliminin artmasindan kaynaklandigi gosterilmistir. Distal tiibiil
hiicrelerinde NCCT ile birlikte yer alan apikal magnezyum kanali olan TRPM6 (epithelial
Mg2+ channel transient receptor potential channel subfamily M, member 6)’nin hem
Gitelman sendromunda hem de kronik tiyazid kullaniminda baskilandigi boylece

hipermagneziiiriye yol ac¢tig1 gdzlenmistir. Nadiren, ¢ikan kalin henle kulbu hiicrelerinin
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bazolateral membraninda ve distal tiibiillerde bulunan renal kloriir kanali CLC-Kb’yi
kodlayan CLCNKB genindeki patojenik varyantlardan kaynaklanir. Bu hastalarin kliniginde
beklenen Bartter fenotipi degil, Gitelman fenotipidir (Chadha & Alon, 2009; Bonnardeaux
& Bichet, 2016). Yakin bir zamanda, Gitelman benzeri fenotiplerle iligkili olarak
mitokondriyal DNA’da mutasyonlar bildirilmis ve bdylece bu bozukluklarin genetik

temelinin ek kalitim kaliplarina dogru genisletildigi goriilmiistiir (Palazzo ve ark., 2022).
Klinik bulgular

Bartter sendromunun aksine, Gitelman sendromlu hastalar yenidogan déneminde genellikle
asemptomatiktir ve siklikla insidental olarak tani alirlar (Bonnardeaux & Bichet, 2016).
Tablo 2.4’te Bartter ve Gitelman sendromlarmin ayirt edici 6zellikleri Ozetlenmistir.
Semptom gosteren hastalarda, klinik bulgularin siddeti biiylik 6l¢iide degiskendir. Ciddi
sekilde etkilenen hastalarda; yorgunluk, kas gii¢siizliigii, tuz yeme istegi ve poliiiri ile yasam
kalitesinin diigmesi goriiliir. Kardiyak bulgular, kas kramplar1 ve tetani nadirdir (Johnson et
al., 2023). Hastalar kondrokalsinozise bagli (hipomagnezemiye sekonder) cesitli eklemlerde
artritten muzdarip olabilirler (Bonnardeaux & Bichet, 2016). Laboratuvar degerlendirmesi;
hipokalemik hipokloremik metabolik alkaloz ile hipokalsiiri, hipomagnezemi ve idrarda
yiiksek CI, K ve Mg atilim1 gosterir. Kan basinci genellikle diisitk-normal araliktadir. Ayirict
tani, Bartter sendromunu (6zellikle tip 3), HNF1B ile iligkili hastalik, EAST sendromunu ve
ayrica tiyazid kotliye kullanimi ve Sjogren sendromu gibi edinilmis bozukluklar: igerir.

Klinik siiphe halinde taniy1 dogrulamak icin genotipleme yapilmalidir (Johnson et al., 2023).
Tedavi

Gitelman sendromu bir tuz kayb1 bozuklugu oldugundan, tedavide farmakolojik takviye
olmasa bile, tedavi bol miktarda tuz alimini i¢germelidir. K ve Mg takviyeleri genellikle kas
glicsiizligli veya kramplar1 iyilestirmek icin verilir. Potasyum tutucu diiiretikler
biyokimyasal bulgulari iyilestirebilir ancak tuz kaybini arttirabilir, bu nedenle dikkatli
kullanilmalidir. Uriner prostaglandin E2 diizeyleri normal oldugundan NSAII’ler genellikle
yararli degildir. Elektrolit dengesizliginin siddeti ile semptomlar arasinda net bir oranti
yoktur, bu da tedavinin ayarlanmasini zorlastirir (Johnson, 2023; Bonnardeaux & Bichet,

2016).
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Tablo 2.4: Bartter ve Gitelman sendromlarinin ayirt edici 6zellikleri (Johnson et al., 2023).

Ozellik/Sendrom BStip 1 BStip 2 BStip3* BStip4 BS tip 5° Gitelman
Sendromu

Antenatal bulgular Sik Sik Degisken Sik Her zaman Yok

(polihidroamniyoz)

Bagvuru yasi Yenidogan Yenidogan Degisken Yenidogan Yenidogan Cocukluk/
Adolesan

Poliiiri/poldipsi Belirgin Belirgin Nadir Sik Belirgin Nadir

Neonatal Yok Sik Yok Yok Yok Yok

hiperkalemi/asidoz

Spontan diizelme Yok Yok Yok Yok Her zaman Yok

Idrar Ca*? atilinm Artmig Artmig Degisken Normal Artmis Diisiik

Nefrokalsinoz Sik Sik Nadir Nadir Nadir Yok

Hipomagnezemi Nadir Nadir Sik Sik Nadir Sik

Idrar Yiksek Yiksek Degisken Yiiksek Yiiksek Normal

prostaglandinleri

BS: Bartter sendromu

® Bartter sendromunun tipik 6zelliklerini gosterebildigi gibi, Gitelman sendromunun da fenokopisini
olusturabilir.
b Genellikle dogum tarihine yakin dénemde kendiliginden diizelme gosterir. Tablodaki 6zellikler sadece aktif

hastalik doneminde goriiliir.

2.4.3.2 Psodohipoaldosteronizm tip 2

Psddohipoaldosteronizm tip II (PHAII), hipertansiyon, hiperkalemi ve normal
bobrek fonksiyonu ile karakterize nadir bir kalitsal hastaliktir. Gordon sendromu veya ailesel
hiperkalemik hipertansiyon olarak da adlandirilir. PHAII, WNKI (With no Lysine Kinases
1), WNK4, KLHL3 (Kelch-like 3) ve CUL3 (Cullin 3) genlerindeki varyantlardan
kaynaklanabilir. Distal kivrimli tiibiill (DKT) hiicrelerinde tiyazide duyarli NaCl
kotransporter (NCCT)'ler araciligiyla idrar sodyumunun artan yeniden emilimi PHAII'nin
ana patofizyolojik mekanizmasidir. Artmis Na' reabsorbsiyonuna sekonder olarak idrarda
potasyum atilimi azalir, bu durum hiperkalemiye ve metabolik asidoza yol agar. Hiperkalemi
ve voliim genislemesi neticesinde, renin seviyesi diiser, aldosteron ise normal veya diistiktiir.
Bu nedenle, tiyazid ditiretikler PHAII'de etkilidir. WNK (6zellikle WNK4), DKT'deki NCCT,
epitel Na" kanali ENaC ve K' kanali ROMK'nin aktivitelerini diizenler. Ek olarak, WNK,
KLHL3/CUL3 tarafindan ubikitinasyon yoluyla kontrol edilir. KLHL3 proteini, CUL3
tabanli ubikitin ligaz kompleksleri i¢in substratlar1 toplar ve NCCT ekspresyonunu azaltarak
diizenler. Bu varyantlar genellikle DKT hiicrelerinde WNKI/WNK4 proteininin artmis
seviyelerine yol acarak NCCT sayisini ve aktivitesini arttirir (Zhang ve ark., 2021).

PHAII'de hiperkalsiiiri DKT'de kalsiyum reabsorpsiyonunun azalmasi nedeniyle
ortaya ¢ikabilir. TRPV5 (transient reseptOr potansiyeli kanali vanilloid alt tipi 5), TRPV6 ve
CBP-D28k (kalbindin-D28k) dahil olmak {izere DKT'deki epitel Ca* kanallarinin
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ekspresyonu mekanizmada rol oynar. Hayvan g¢aligmalarinda, WNK4'teki mutasyonlarin
TRPV6 ve CBP-D28k'yi asag1 yonde diizenledigi ve kalsiyum reabsorpsiyonunun

azalmasina yol ac¢tig1 bulunmustur (Zhang ve ark., 2021).

2.4.3.3 EAST/SeSAME sendromu

EAST (epilepsi, ataksi, sensorindral sagirlik, tiiblilopati) veya SeSAME (ndbetler,
sensorindral sagirlik, ataksi, mental retardasyon ve elektrolit imbalansi), distal kivrimli
tiibiiliin bazal membraninda eksprese edilen bir potasyum kanali olan Kir4.1'1 kodlayan
KCNJI0 geninin fonksiyon kaybi mutasyonlarindan kaynaklanan otozomal resesif bir
hastaliktir. Kir4.1 beyin, i¢ kulak, bobrek ve gozde bulunur, Na*-K*-ATPaz pompasi ile
birlikte potasyum iyonlariin lokal resirkiilasyonuna yardimci olur. Renin anjiyotensin-
aldosteron sisteminin aktivasyonu artmistir. Hastalarda zihinsel gelisim bozuklugu, nébetler,
ataksi, sensorindral isitme kaybi ve Gitelman sendromundakine benzer elektrolit
anormallikleri (tuz kaybi, hipokalemik metabolik alkaloz, hipokalsiiiri ve hipomagnezemi)

gozlenir (Kara, 2022; Soeiro & Helou, 2015).

2.4.3.4 Sekonder hipokalsemi ile hipomagnezemi (Hipomagnezemi tip 1)

Hipomagnezemi tip 1 (OMIM #602014), dogumdan kisa bir siire sonra elektrolit
anormalliklerine, yaygin konviilsiyonlara veya artmis noromiiskiiler uyarilabilirlik
belirtilerine neden olan otozomal resesif bir hastaliktir. Bagirsakta ve bobregin distal
kivriml tiibiiliinde magnezyum (Mg) emiliminde rol oynayan gegici reseptor potansiyeli
(TRP) katyon kanallar1 ailesinin bir iiyesi olan TRPM6'y1 kodlayan TRPM6 geninde islev
kaybina yol acan mutasyonlardan kaynaklanir. Hastalarda Mg un intestinal emiliminin
bozulmasi ve renal kaybi goriiliir. Hipokalseminin, derin hipomagnezemiye ikincil PTH
salimiminin azalmasi sonucu ortaya c¢iktigi diisiniilmektedir. Yiiksek doz magnezyum
takviyesi ile serum magnezyum konsantrasyonlarinin normal degerlere dondiiriilmesi,
magnezyum emilimindeki ve serum kalsiyum konsantrasyonlarindaki belirgin kusuru
giderebilir. Tedavi edilmezse; biiylime ve gelisme geriligine, zihinsel engellilige, kardiyak
aritmilere ve kalp yetmezligine yol acabilir. Vakalarin c¢ogunda erken teshisle
komplikasyonlar 6nlenebilir (Jain ve ark., 2021; Orphanet: Primary Hypomagnesemia with

Secondary Hypocalcemia).
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Sekil 2.8: TALH ve DKT’de Mg*? katyonlarinin reabsorbsiyonunun molekiiler transport mekanizmalari
(Viering ve ark., 2017).

2.4.3.5 Renal hipomagnezemi 2

Izole dominant hipomagnezemi ve hipokalsiiiri (OMIM #154020) olarak da
adlandirilan renal hipomagnezemi 2, nadir goriilen bir otozomal dominant hastaliktir ve
FXYD2 (FXYD domain containing ion transport regiilatér 2) genindeki dominant negatif
mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikar. Bu mutasyonlar, DKT’nin bazolateral membraninda
Na'K'-ATPaz y-alt biriminin tagima fonksiyonunda bozulmalara yol agar; bu alan,
bobreklerde Mg™ aktif geri emiliminin gerceklestigi ana bdlgedir. Hastalarda
hipomagnezemi, 0.40 mmol/L seviyelerine kadar diigebilir ve bu durum ndobetlere yol
agabilir. FXYD2 genindeki defekt sonucunda, Na'K'-ATPaz y-alt biriminin yanls
yonlendirilir ve Mg*? geri emilimi azalir. Hipomagnezemili hastalarda, Henle kulpundaki

artmis geri emilim nedeniyle, idrarda kalsiyum atiliminin azaldigi gozlemlenmektedir.

HNF 1B (Hepatosit niikleer faktor 1 homeobox B) transkripsiyon faktoriintin, FXYD?2
geninin diizenlenmesinde rol oynadig1 ve HNFIB patojenik varyantina sahip bireylerin
%A44'tinde hipomagnezemi, hipermagneziiri ve hipokalsiiiri gibi bulgularin gorildigi
bildirilmistir (OMIM #137920). Ayrica, hepatosit niikleer faktor 1 homeobox
A(Dimerization Cofactor of Hepatic Nuclear Factor 1-Alpha) (PCBD1) 'y1 kodlayan PCBD1
genindeki mutasyonlarla da iliskilendirilmistir (Bonnardeaux & Bichet, 2016).
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2.4.3.6 Otozomal dominant hipomagnezemi

Ilk olarak 2009 yilinda biiyiik bir Brezilyali ailenin 21 iiyesinin KCNA/ geninde bir
missense mutasyon tanimlanmis ve bu bireylerde ciddi hipomagnezemi, tetani ve kas
kramplar1 saptanmistir. KCNAI geni, bobreklerde DKT'de ve belirli néronlarda eksprese
edilen voltaj kapili K* kanali olan Kv1.1'i kodlar. DKT'nin liiminal membrani boyunca
Kv1.1 kanalinin, Mg*? iyonlarma gecirgen katyon kanali olan TRPMB6 ile birlikte yer aldig1
bulunmustur. Kv1.1 aktivitesinin, TRPM6 araciligiyla aktif Mg reabsorbsiyonu igin itici
giicli belirledigi varsayilmaktadir. Hastalarda serum magnezyum seviyesi diisiik olmasina
ragmen, kalsiyum ve potasyum diizeyleri ile idrar kalsiyum atilimi normaldir. Erken tan1 ve
giinlik magnezyum replasmani prognoz agisindan kritik 6neme sahiptir (Glaudemans ve

ark., 2009; Kara, 2022; Van Der Wijst ve ark., 2018; Viering ve ark., 2017).

2.4.3.7 izole resesif hipomagnezemi (Renal hipomagnezemi 2)

Epidermal biiylime faktorii (EGF) genindeki bir mutasyon, norolojik belirtiler
(entellektiiel yetersizlik gibi) ile seyreden bir resesif hipomagnezemi formu ile
iliskilendirilmistir. Bu mutasyon, ¢ikan kalin henle kulpu ve DKT hiicrelerinde pro-EGF
sinyalizasyonunu bozarak peritiibiiler otokrin EGF konsantrasyonunun azalmasina neden
olur. Sonrasinda, EGF reseptoriinden (EGFR) Rac1'in Akt aracili aktivasyonuna giden sinyal
kaskadi kapatilir vee TRPM6'nin apikal ylizeye tasinmasinda azalma ile magnezyum
transportu azalir. Etkilenen bireylerde ciddi hipomagnezemiye bagli olarak infantil donemde
nobetler, zihinsel yetersizlik goriilebilir. Diger elektrolitler genellikle normaldir (Kara, 2022;

Viering ve ark., 2017).

2.4.3.8 Diger hipomagnezemiler

Hipomagnezemi ile iligkili diger bozukluklar, heterojen yapilart nedeniyle "diger
hipomagnezemiler" olarak siniflandirilmistir. Cikan kalin henle kulpu, DKT ve beyinde
yiiksek ekspresyon gosteren Siklin M2'yi kodlayan CNNM?2 genindeki patojenik
varyantlarin, dominant formda “hipomagnezemi (renal hipomagnezemi 6-OMIM #613882)”
ve hem dominant hem de resesif formda ‘“hipomagnezemi, ndbetler, zihinsel gelisim
yetersizligi 1 (OMIM #616418)” fenotipi ile iliskili oldugu bildirilmistir. Baslangigta,
CNNM2'nin bazolateral Mg*? tastyicist oldugu diisiiniilmiigse de giiniimiizde Mg-ATP
baglanmasiyla konformasyonel degisim geciren ve hiicre ici Mg*? sensorii olarak islev goren

bir protein oldugu kabul edilmektedir. Ancak, bu konformasyonel degisikligin Mg*? tasima
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kapasitesindeki azalmaya nasil yol agtig1 ve norolojik semptomlarin kesin temeli belirsizdir

(Viering ve ark., 2017).

Ayrica, katyon transportunda rol alan Na'K'-ATPaz’in Katalitik ol alt birimini
kodlayan ATPIAI genindeki monoallelik patojenik varyant1 olan bireylerde
“hipomagnezemi, ndbetler, zihinsel gelisim yetersizligi 2 (OMIM #618314)” fenotipi
bildirilmistir. Bu hastalarda, infantil donemde jeneralize nobetler, siddetli hipomagnezemi
ve renal magnezyum kaybi1 gozlenmektedir. Nobetler magnezyum takviyesine ragmen
devam eder ve 6nemli dl¢lide bozulmus entelektiiel gelisimle iligkilidir (Schlingmann ve

ark., 2018).

2.4.4 Toplayicn Kanallarin Kalitsal Hastaliklar:
2.4.4.1 Psodohipoaldosteronizm tip 1

Psodohipoaldosteronizm tip I (PHAI), hipotansiyon, hiperkalemi, metabolik asidoz
ve infantil donemde biiyiime geriligi ile karakterize nadir bir hastaliktir. PHA I'in iki alt tipi
vardir. Otozomal resesif form, yetiskinlikte devam eden siddetli belirtilere yol acar ve
ENaC'nin a, B, y alt biriminlerini kodlayan SCNNI1A4, SCNNIB, SCNNIG genlerinden
herhangi birinde meydana gelen inaktive edici mutasyonlardan kaynaklanir. Diger biyolojik
Ozellikler arasinda hiponatremi, hiperkalemiye ragmen yiiksek plazma ve idrar aldosteron
seviyeleri ve yiikselmis plazma renin aktivitesi bulunur. Otozomal dominant form, yasla
birlikte diizelen daha hafif belirtilerle iligkilidir ve mineralokortikoid reseptdriinii kodlayan
NR3C2 genindeki fonksiyon kaybina yol acan varyantlardan kaynaklanir (Bonnardeaux &
Bichet, 2016).

PHAD'nin ayiric1 tanisinda; aldosteron sentaz eksikligi, konjenital adrenal
hiperplazinin tuz kaybi formlar1 ve adrenal hipoplazi konjenita yer alir, bunlarin hepsi
aldosteron eksikligine neden olur ve hiponatremi, hiperkalemi, hipovolemi, yiikselmis
plazma renin aktivitesi gézlenir. Bartter sendromu tip 2 de yenidogan déneminde benzer
(gecici) bir klinik tabloyla ortaya ¢ikabilir (Bonnardeaux & Bichet, 2016). Ayrica ENaC cilt
ve akcigerlerde de eksprese edildiginden, OR form PHAI hastalarinda bronslarin viskoz,
yuksek tuz igeren salgilart nedeniyle kistik fibrozis benzeri akciger hastaligi gelisebilir

(Johnson et al., 2023).
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2.4.4.2 Liddle sendromu

Liddle sendromu, hipokalemi, hipertansiyon, diisitk plazma renin ve aldosteron
diizeyleri ile karakterize otozomal dominant bir hastaliktir. Epitelyal Na* kanalinin (ENaC),
B (SCNNIB) veya y (SCNNIG) alt birimlerini kodlayan genlerdeki varyantlar nedeniyle
ortaya cikar. Hastalarin ¢ogunlugu, kanali membrandan geri almay1 engelleyen bir varyanta
sahiptir, bu da ENaC aktivitesinin artmasina yol acar. Varyantlar, etkilenen alt birimlerin
sitoplazmik C-terminal kuyrugunun kisalmasina neden olur. Toplayict kanallardaki Na
reabsorpsiyonu, apikal hiicre membraninda bulunan kanal yogunluguna baglidir. Kanal
yogunlugu, ENaC'in hiicre membranindan ubiquitinasyon ve yikim yoluyla kaldirilmasiyla
diizenlenir. Liddle sendromunda, mutasyona ugramis ENaC proteini, bir ubiquitin ligaz
proteini olan NEDD4 tarafindan taninamaz; bu nedenle kanallar, hiicre membraninda uzun
stire kalir. Bu durum, artmigs sodyum reabsorpsiyonu, hipertansiyon ve hipokalemik
alkalozise yol acar. Tedavide hipertansiyona, spironolakton ile yanit alinamazken, diisiik
tuzlu diyet ve ENaC antagonistleri (amilorid veya triamteren) fayda saglar. Benzer fenotipe
yol acan “Goriintiide Mineralokortikoid Fazlalig1 (Apparent Mineralocorticoid Excess,
AME)” ve “Glukokortikoid ile Diizeltilebilir Hiperaldosteronizm (Glucocorticoid-
Remediable Aldosteronism, GRA)”, 11B-hidroksilaz veya 17a-hidroksilaz eksiklikleri idrar
steroid profilleri ve genetik testlerle ayrilabilir (Johnson, 2023; Bonnardeaux & Bichet,

2016).

2.4.4.3 Distal Renal Tiibiiler Asidoz

Kalitsal distal renal tiibiiler asidoz (dRTA), tip-1 RTA olarak da bilinir ve toplayict
kanallarda tip A interkale hiicrelerin islev bozuklugundan kaynaklanan otozomal dominant
ve resesif formlar1 olan genetik olarak heterojen bir hastaliktir. Genellikle H" ve NH4"
sekresyonunun bozulmasi sonucu meydana gelir. Bu durum, bébregin giinliik asit yiikiinii
atma yetenegini azaltarak, ilerleyici H" birikimi ve normal anyon ag¢ig1 olan hiperkloremik

metabolik asidoz ile karakterizedir (Guo ve ark., 2023; Bonnardeaux & Bichet, 2016).
Patofizyoloji

Tip-A interkale hiicrelerin bazolateral membraninda CI/HCOs3™ degistiricisi kAE1
(kidney anion exchanger 1) eksprese edilir. Bu hiicreler idrar asidifikasyonunda temel rol
oynar ve limene H" salgilar. Hiicre iginde iiretilen HCOs", KAE1 aracilifiyla periferik kana

taginirken, CI” hiicre igine alinir. Renal tiibiillerde H2O+CO2 reaksiyonu sonucu tiretilen H,
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apikal membrandaki H'-ATPaz pompasi tarafindan liimene salgilanir. Toplayici kanal
hiicreleri ve kan arasindaki CI/HCOs™ degisimine H' iyonu ekskresyonu eslik eder. AE1
proteinini kodlayan SLC4A1 (solute carrier family 4, member 1) genindeki mutasyonlar, H"
sekresyonu ve HCOj3™ reabsorpsiyonunu bozarak, HCO3™"in hiicreden uzaklastirilmasini ve
Cl'un hiicreye tasinmasini Onleyebilir. Hiicre i¢i pH dengesinin degismesi sonucunda
dRTA’yayol acar. SLC4A41 genindeki mutasyonlar siklikla OD-dRTA (OMIM # 179800)’ya
neden olmaktadir. Bu gen tarafindan kodlanan AEl proteinin, eritrosit membraninda
eksprese edilen eAE1 (erythrocyt anion exchanger 1) izoformu (band-3 proteini), eritrosit
iskelet yapisim1 korumasi ve CI/HCOs3 iyon degisiminde gorev aldigindan, biallelik
mutasyonlarinda hemolitik aneminin eslik edebildigi OR-dRTA (OMIM # 611590) gozlenir
(Guo ve ark., 2023).

ATP6VIBI (OMIM #267300) ve ATP6V0A4 (OMIM #602722) genleri sirasiyla
vakuoler H*-ATPaz pompasinin B1 ve a4 alt birimlerini kodlar ve bu alt birimler liimene H*
sekresyonu ve idrarin asidifikasyonu i¢in gereklidir. B1 ve a4 alt birimleri, bobrekteki tip A
interkale hiicrelerde, i¢ kulaktaki lenfatik kesede ve epididimde eksprese edilir ve H'-ATPaz
pompasinin sentezi ve iyon transportunda rol oynar. ATP6VIBI ve ATP6V0OA4 genlerinin
biallelik mutasyonlari, bu pompanin aktivitesini bozarak H' sekresyonunu azaltir, idrar
asidifikasyonunu engeller ve OR-dRTA formlarina yol acar. Tablo 2.5’te distal RTA
etyolojisinde rol alan patojenik varyantlarin genlere gore orani ve tespit ydntemi

Ozetlenmistir (Alexander ve ark., 2025).

Yukarida belirtilen patojenik gen mutasyonlar1 kalitsal OR-dRTA hastalarinin
yaklagik ticte birinde bulunmaz, bu da tanimlanmamis baska yeni patojenik genler
olabilecegini diisiindiirmektedir. Son yillarda, OR-dRTA ailelerinde agirlikli olarak FOXI1,
WDR72 ve ATP6VIC2 genlerinde yeni patojenik varyantlar bildirilmistir (Guo ve ark.,
2023).
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Tablo 2.5: Distal RTA etyolojisinde rol alan patojenik varyantlarin genlere gére orani ve
tespit yontemi (Alexander ve ark., 2025)

Gen Genlere gore patojenik  Patojenik varyantlarin tespit yOntemine gore
varyantlarin goriilme orani dagilimi
Sekans analizi Gen-hedefli  delesyon/
duplikasyon analizi
ATP6V0A4 %40 ~%098 ~%2
ATP6VIBI %30 %100 Bildirilmemis
SLC4A1 %15 >%95
WDR72 Birkag aile %100 Bildirilmemis
FOoXxii 2 aile %100 Bildirilmemis

Bilinmeyen %15

Klinik Bulgular

Kalitsal dRTA’larda, cocukluk caginda hipokalemi, metabolik asidoz, poliiiri,
polidipsi, biiyiime geriligi ile nefrokalsinozis gibi bulgular gézlenir. OR-dRTA genellikle
daha erken yasta ortaya cikar, daha agir klinik belirtiler gosterir. Cogunlukla sensorindral
isitme kayb1 ATP6VIBI gen mutasyonlarina bagli daha erken ve agir ortaya c¢ikarken,
ATP6V0A4 gen mutasyonlarina bagli daha hafif ve ge¢ donemde eslik eder. Buna karsilik
OD-dRTA, genellikle ergenlik sonrasinda baglar ve daha hafif bir klinik tablo sergiler.
Hiperkalsitiri, hipofosfatiiri, diisiik sitrat atilimi ve alkali idrar pH’1 gibi laboratuvar
bulgulari, bobrek tasi olusumu ve kemik mineralizasyon bozukluklari (osteomalazi,
rasitizm) acisindan risk olusturur. Genotip-fenotip iliskileri, hastaligin siddeti, sistemik
etkileri ve igitme kayb1 gibi komplikasyonlarin 6ngoriilmesinde kritik neme sahiptir (Guo

ve ark., 2023).
Tedavi

Distal RTA’nin tedavisinde, metabolik asidoz ve hipokalemiyi diizeltmek, biiyiime
geriligi ve nefrokalsinozis gibi kronik komplikasyonlar1 6nlemek amaciyla potasyum sitrat

gibi oral alkali tedavi ile asit-baz dengesi saglanir (Guo ve ark., 2023).

2.4.4.4 Kalitsal Miks Renal Tiibiiler Asidoz (Tip III RTA)

Normal anyon acikli hiperkloremik metabolik asidoz, hipokalemi, idrarda asit ve

NH4" atilimmin azalmasi ve HCO3™ geri emiliminde azalma gibi hem dRTA hem de pRTA
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klinik belirtileri gozlenir. Karbonik anhidraz II enzimini kodlayan CAII genindeki biallelik
pataojenik varyantlara bagli gelisir; bu gen bobrek (hem proksimal hem de distal tiibiil
sitozoliinde), kemik ve beyinde eksprese olur. Bu nedenle osteopetrozis, serebral
kalsifikasyonlar ve zihinsel yetersizlik eslik edebilir. Osteopetrozis, osteokast
disfonksiyonuna bagl artmis kemik dansitesi ve frajilitesi ile karakterizedir; asir1 kemik
bliylimesi isitme kayb1 ve optik sinir basisina yol agabilir (Guo ve ark., 2023; Zelikovic,

2019).

2.4.4.5 Nefrojenik diyabetes insipidus

Nefrojenik Diabetes Insidus (NDI); bobreklerin, antidiiiretik hormon olan arginin
vazopressine (AVP) yanit verememesi sonucunda olusan, idrar1 konsantre edememesi ile
karakterize, siklikla kalitsal bir hastaliktir. Klinik bulgular arasinda poliiiri, polidipsi,
hipernatremi, hiposteniiri, ¢ocuklarda gelisme geriligi ve dehidratasyon ataklarina baglh
norolojik sekeller yer alir. Klinik tani, su kisitlama testi sonrast desmopressine yanitsiz

diisiik dansiteli idrarla dogrulanir (Zelikovic, 2019).

NDI'nin patofizyolojisinde, toplayict kanaldaki esas (principal) hiicrelerin apikal
ylizeyinde bulunan ve filtrelenen hacmin %10’unu reabsorbe eden, vazopressin duyarli
aquaporin-2 (AQP2) su kanallart kilit rol oynar. Vazopressin, bazolateral membranda
bulunan V2 (Vazopressin tip 2) reseptoriine baglanarak G proteini (Gs) aktive eder ve hiicre
ici cAMP diizeylerini artirir, bu da AQP2’nin apikal membrana tasinmasini saglayarak
suyun geri emilimini miimkiin kilar. AVP'nin reseptoriinden ayrilmasi lizerine, AQP2
kanallar1, endositoz yoluyla geri hiicre i¢ine taginir ve hiicre suya gecirimsiz duruma doner.
Genetik olarak en yaygm form (%90), X'e bagh resesif kalitilan, AVPR2 (Arginine
Vasopressin Receptor 2) genindeki patojenik varyantlardan kaynaklanir. Bu varyantlar
genellikle islevseldir, ancak reseptoriin endoplazmik retikulumda sikisip kalmasma ve
plazma membranina ulasamamasina neden olur. Daha nadir olarak (%10) goriilen otozomal
resesif veya dominant formlar ise AQP2 genindeki patojenik varyantlara baglidir; bu
varyantlar proteinin yanlis katlanmasina veya hiicre i¢i taginiminin bozulmasina neden olur

(Zelikovic, 2019).

Tedavide sivi kaybinin telafisi, sodyum ve protein kisitlamasi, diiiretik tedaviler
(tiyazid, amilorid) ve bazi vakalarda indometazin kullanilir. Ayrica, V2 reseptor ve

AQP2'nin dogru katlanmasini saglayan farmakolojik saperonlar ile AVP'den bagimsiz
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cAMP iiretimini artirmaya yonelik yeni tedavi yaklasimlar1 lizerinde ¢alismalar devam

etmektedir (Zelikovic, 2019).

2.4.4.6 Uygunsuz antidiiirez nefrojenik sendromu

AVPR?2 geninde islev kazancina yol agan yanlis anlamli mutasyonlar (6r. R137C/L)
V2 reseptoriiniin yapisal aktivasyonuna yol agarak, hiponatremi ve konsantre idrarla
seyreden, uygunsuz antidilirez nefrojenik sendromuna (NSIAD; nephrogenic syndrome of
inappropriate diuresis) neden olur. X’e baglh resesif kalitilan nadir bir durumdur. Klinik ve
laboratuvar bulgular1 uygunsuz ADH sendromuna benzer. Ancak, NSIAD’daki mutasyonlar
plazma vazopressin diizeyleri diisiik olmasina ragmen antidiiiretik etki olusturur (Zelikovic,

2019).

NDI ve NSIAD kalitsal tiibiiler hastaliklar arasinda yer almasina ragmen, bu 6n tani
ile yonlendirilen hastalara, laboratuvarimizda sadece A VPR2 ve AQP2 genlerini iceren YND
paneli ¢alisildig1 i¢in ¢aligmaya dahil edilmedi.

2.5 Genetik Varyasyon Cesitleri

Genetik materyalde meydana gelen ve yeni allellerin olusumuna yol agan kalici
degisimler, "genetik varyasyon" olarak tanimlanir. DNA dizilimindeki bireyler arasi
farkliliklarin belirlenmesinde dogru analiz yontemini se¢ebilmek i¢in, insan genomunun
yapisal ozellikleri ve varyasyon gesitlerinin iyi anlasilmas1 gereklidir. insan genomunun
%1,5'lik kism protein kodlayan genlerden olusmaktadir, yaklasik ticte ikisi ise tekrarlayan
sekanslardan meydana gelir. Varyasyonlarin biiylik bir boliimii protein kodlamayan genis
genomik alanlarda bulunsa da fonksiyonel etkiye sahip varyasyonlar ¢ogunlukla protein

kodlayan bolgelerde yogunlagsmaktadir.

Insan genomundaki varyasyonlar, yapisal ve yapisal olmayan varyantlar seklinde iki
ana kategoride incelenebilir. Yapisal varyantlar; 50 baz c¢iftinden biiylik tiim genomik
degisiklikleri ifade eder ve dozaj etkisine gore kopya notral/dengeli degisiklikler
(inversiyonlar, dengeli translokasyonlar) ve kopya ndétral olmayan/dengesiz degisiklikler
(delesyon, insersiyon, duplikasyon) yani kopya sayis1 varyantlari (CNV) olarak iki grupta
siniflandirilir. Yapisal olmayan varyantlar ise tek niikleotid degisikliklerini (SNV; Single
Nucleotide Variation) ve 2-50 baz ¢ifti boyutundaki genomik degisiklikleri (kisa
insersiyonlar, delesyonlar, duplikasyonlar, kisa ardisik tekarlar) icerir. Yapisal olmayan

varyantlarin cogunlugu yeni nesil dizileme teknolojisi ile saptanabilmektedir (Guan & Sung,
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2016; Pavlopoulos ve ark., 2013). S6z konusu dizi varyantlari, uluslararas1 standartlari
belirleyen insan Genomu Varyasyon Toplulugu (Human Genome Variation Society; HGVS)

tarafindan siniflandirilmaktadir. Bu siniflandirmaya gore:

Yanlhs anlamli (missense) varyantlar: Tek niikleotid degisikligi (SN'V) sonucu bir kodonun

anlami1 degiserek farkli bir amino asidin sentezlenmesine neden olan varyasyonlardir.

Sinonim (sessiz) varyantlar: Protein dizisinde herhangi bir degisiklige yol agmadan, ayn

amino asidi kodlayan farkl1 bir kodon olusturan tek niikleotid degisimleridir.

Anlamsiz (nonsense) varyantlar: Niikleotid degisimi sonucu erken bir stop (sonlanma)
kodonunun olusmasina ve protein sentezinin tamamlanamadan kesilmesine sebep olan

varyantlardir.

Splice bélge varyantlari: Ekzon-intron gecis bolgelerinde yer alan ve RNA islenmesi
(splicing) siirecini bozan genomik degisikliklerdir. Bu varyantlar, transkripsiyon sonrasinda
intronlarin ¢ikarilamamasina veya ekzon kayiplarina yol agarak anormal mRNA

transkriptlerinin olusmasina neden olabilmektedir.

Insersiyon/Delesyon (Indel) varyantlari: DNA dizisine 1-50 niikleotidlik eklenme
(insersiyon) veya silinmelerle (delesyon) karakterize edilen varyasyonlardir. Eger eklenen
veya silinen baz sayis1 ti¢lin kat1 degilse, okuma g¢ercevesi kaymasi (frameshift) meydana
gelir. Bu durum, varyant sonrasindaki kodonlarin yanlis okunmasina, protein yapisinin ve

uzunlugunun degismesine sebep olur (den Dunnen ve ark., 2016).

Bahsedilen yapisal olmayan varyasyon tipleri, giincel DNA dizileme teknolojileri

kullanilarak tespit edilebilmektedir.
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Sekil 2.9: Tek niikleotid degisimlerinin olusturdugu varyantlarin sematik gosterimi (solda; yanlis amlamli,
sinonim, anlamsiz varyant, sagda; insersiyona bagli ¢cer¢ceve kaymasi olusumu).

2.6 Kalitsal Tiibiilopatilerin Molekiiler Tanisinda Yeni Nesil Dizileme

DNA dizileme yoOntemlerinin temelini, birinci nesil yontemler olan dideoksi
sentezine dayanan Sanger ve DNA nin kimyasal modifikasyonuna dayanan Maxam-Gilbert
yontemleri olusturur. Maxam-Gilbert teknigi, uygulama zorlugu ve toksik reaktifler
icermesi, kisa okuma uzunlugu (maksimum 100 baz ¢ifti) nedeniyle zamanla yerini altin
standart olarak kabul edilen Sanger dizileme teknigine birakmistir (Duman & Tekin, 2024;
Slatko ve ark., 2018). 1977 yilinda gelistirilen Sanger dizileme tekniginde, 3’OH grubu
bulunmayan o6zel =zincir sonlandirict niikleotidler (dideoksiniiklotidler, ddNTP’ler)
kullanilir. Bu nedenle DNA polimeraz tarafindan bir fosfodiester bagi olusturulamaz ve
DNA zincirinin biiylimesi o noktada sonlanir. ddNTP'ler, radyoaktif veya floresan isaretli
olarak "dizileme" jellerinde veya otomatik dizileme cihazlarinda tespit edilir. Otomatize
sistemlerdeki elektroforez basamagi ile zincir uzunluklarinin ayrilabilmesi sonucunda,
genomda spesifik olarak hedeflenen 600-1000 baz uzunlugundaki bdlgenin yliksek
dogruluklu dizilemesi saglanir (Slatko ve ark., 2018). Sanger dizileme yonteminin; okuma
uzunlugunun kisaligy, isglicii-yogun olmasi, yliksek maliyet gerektirmesi, analiz zorlugu gibi
kisitliliklart nedeniyle yeni metodolojilere ihtiya¢ duyulmustur (Duman & Tekin, 2024;
Morey ve ark., 2013). Boylece, ikinci ve {igiincii nesil dizileme teknolojileri ortaya ¢ikmistir

ve gelistirilmeye devam etmektedir (Duman & Tekin, 2024).

Insan Genom Projesi'nin 2003'te tamamlanmasini takiben, daha hizli, ekonomik ve
yiiksek verimli dizileme tekniklerinin gelistirilmesi bilimsel Oncelik haline gelmistir. Bu
siirecin bir iiriinii olarak 2005'te uygulamaya giren masif paralel dizileme olarak da
adlandirilan Yeni Nesil Dizileme (NGS) teknolojisi, genetik aragtirmalarda verimlilik, analiz
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hiz1 ve maliyet etkinligi bakimindan devrimsel bir atilim saglamistir (Green ve ark., 2015;
Shendure & Ji, 2008). NGS, toplam boyutu 1 milyon baz ¢iftinden daha biiyiik olan bir DNA
molekiiliinlin dizisinin tek bir testte belirlenmesine olanak taniyan ikinci nesil dizileme
teknolojisidir. Klinik acidan bakildiginda NGS'nin 6nemli 06zelligi, tek bir testte
ylizlerce/binlerce genin, hatta biitiin bir genomun dizilenebilmesidir (Ptoski, 2016). Derin
dizileme olarak da bilinen bu yontem ile niikleotidler bir¢ok kez okunarak, yiiksek kaplamla
dizilenir. Bu teknoloji, genetik etiyolojiye sahip hastaliklarin tanisinda basarili bir sekilde

kullanilmaktadir (Renkema ve ark., 2014).

Ikinci nesil dizileme teknolojileri, hibridizasyona dayali dizileme ve senteze dayali
dizileme (SBS; sequencing by synthesis) olarak iki ana kategoriye ayrilir. Hibridizasyona
dayali yontem, bilinen dizilime sahip DNA oligoniikleotidlerinin filtreler iizerine dizilmesi
ve ardindan igaretlenmis DNA fragmanlarinin bu filtrelerle hibridizasyonu temeline dayanir.
Bu yontem ile bilinen gende hastalik iliskili tek niikleoid polimorfizmleri (SNP; single
nucleotide polymorphism) ve biiyiik kromozom anomalileri (delesyon, duplikasyon, kopya
sayis1 varyantlar1 vd.) saptanabilir. SBS yontemleri, dideoksi sonlandiricilar olmaksizin,
sentez, gorlintiileme ve uzayan zincire ilave niikleotidler ekleme yontemlerinin
tekrarlanmasina dayanan Sanger dizilemenin daha da gelistirilmis halidir. Giiniimiizde,
biyokimyasal mekanizmalar1 degiskenlik gosteren cesitli NGS platformlar1 bulunmaktadir.
Bu platformlardaki temel yaklasim benzerdir ve tipik olarak DNA izolasyonu sonrasi,
DNA’nin fragmanlara (pargalara) ayrilip kiitiiphane hazirhigr ile baglar. Takip eden
asamalarda; fragmanlarin uglarina tanima bolgelerini tasiyan molekiiler barkodlarin
(adaptor) ligasyonu, fragmanlarin sinyal yogunlugunu arttirmak i¢in hedef zenginlestirme
protokolleri uygulanmast ve Orneklerin otomatik cihazlara yiiklenerek dizilemesi

gercgeklestirilir (Duman & Tekin, 2024; Slatko ve ark., 2018).

Yeni nesil dizileme platformlari, tanisal ve arastirma amagli olarak; hedeflenmis
genom dizileme (gen panelleri), klinik ekzom dizileme (CES-clinical exome sequencing),
tim ekzom dizileme (WES-whole exome sequencing), epigenomik caligsmalar (Metilasyon-
seq, ChIP-seq) ve transkriptom analizleri (RNA sekanslama) gibi cesitli alanlarda
uygulamaya girmistir. Yiksek verimli gen paneli dizilemesinin kullanima sunulmast,
genetik olarak heterojen hastaliklar i¢cin ayni anda birden fazla genin analizini miimkiin kilar
ve atipik klinik prezentasyonu olan hastalarda dogru taniya olanak tanir (Hureaux ve ark.,

2019; Knoers ve ark., 2022). Nefrogenetik alanindaki tanilarda ve DNA c¢aligmalarinda,
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renal homeostazi diizenleyen genler ve iliskili yolaklarin paralel analizlerinde &zellikle
NGS’den yararlanilmistir (Renkema ve ark., 2014).

Birgok renal tiibiiler hastalik genetik olarak heterojen oldugundan (6rn. Fanconi
sendromu, Bartter sendromu, distal renal tiibiiler asidoz ve hiperkalsemi) ve hastalifin
gelisimi sirasinda semptomlar oOrtiisebildiginden, miimkiin oldugunca hedefe yonelik
fenotiple iligkili gen panelleri veya hedefli ekzom bazli dizileme panelleri ile genetik taninin
dogrulanmasi 6nerilmektedir. Klinik olarak tiiblilopati 6n tanisi alan hastalarda genetik test,
klinik yonetim, prognoz tayini, tagiyici bireylerin tespiti agisindan da yiiksek dneme sahiptir.
Bazi herediter renal tiibiiler hastalik tasiyicilar1 ilerleyen donemlerde hiperkalsitiri,
nefrokalsinoz gibi semptomlar gelistirebileceginden, potansiyel bobrek donorii olan bu
bireylerin asemptomatik donemde tasiyiciliklarinin belirlenerek uygun olmayan bobrek
transplantasyonunun Oniine gec¢ilmesinde genetik testler olduk¢a kiymetlidir. Genetik
danigma ile herediter tiibiilopatili aileler i¢in gelecekteki gebeliklerin tiibiiler hastalik tagima
riski belirlenebilmekte ve gerektiginde prenatal veya preimplantasyon testlere iliskin bilgiler
verilebilmektedir (Knoers ve ark., 2022). Kalitsal tiiblilopatilerde genetik taninin hiz
kazanmastyla birlikte, nedene yonelik gen tedavisi gereksinimi artmakta olup, bu alanda
ozellikle proksimal tiibiiler hastaliklar olmak tizere cesitli tiibiilopatiler i¢in yeni tedavi

yaklagimlar1 aktif olarak arastirilmaktadir (Joung & Cho, 2023).

Bu ¢alismada, renal tiibiiler hastalik klinik 6n tanis1 ile Tibbi Genetik Poliklinigi’ne
yonlendirilen ve Yeni Nesil Dizileme (NGS) yontemi kullanilarak “Kalitsal Renal Tiibiiler
Hastalik Paneli” ile DNA dizi analizi gerceklestirilen hastalar retrospektif olarak
degerlendirilmistir. Calismanin amaci, kalitsal tiibiilopatilerin tanisinda hedeflenmis gen
panelleri araciligiyla uygulanan NGS yoOnteminin; invaziv olmayan, hizli ve maliyet
acisindan uygun bir tan1 araci olarak etkinligini ortaya koymak ve ayrica saptanan genetik

varyantlar dogrultusunda genotip-fenotip iliskisini irdeleyerek literatiire katki saglamaktir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1 Arastirmanin Tipi

Aragtirma retrospektif sekilde tasarlanmig tanimlayici klinik bir ¢alismadir.

3.2 Arastirma Bolgesi ve Zamam

Aragtirma 2019-2023 yillar1 arasinda Konya bdlgesi ve ¢evre illerden Necmettin

Erbakan Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi (NEUTF) *ne basvuran hastalar1 igermektedir.

3.3 Arastirma Evreni ve Yeri

Aragtirma NEUTF Pediatri Klinikleri ve Dahiliye Anabilim Dali Nefroloji
Kliniginde kalitsal tiibiiler hastalik 6n tanisi ile takip edilen ve bu klinik tablonun molekiiler
nedeninin anlagilabilmesi ve net tani koyulabilmesi amaciyla NEUTF Tibbi Genetik
poliklinigine yonlendirilen hastalardan olusmaktadir. Calisma basamaklari, NEUTF Tibbi

Genetik Anabilim Dali Laboratuvarlari’nda gergeklestirilmistir.

3.4 Orneklem Se¢me Kriterleri

Calismamizda, 2019 ile 2023 yillar1 arasinda NEUTF Hastanesi Tibbi Genetik
Boliimii’ne renal tiibiiler hastalik 6n tanis1 ve/veya ilintili sikayetleriyle bagvurmus ve 6n
degerlendirmeden gecirildikten sonra Kalitsal Renal Tiibiiler Hastaliklara yonelik genetik
arastirma gerekli goriilen 56 hasta degerlendirilmistir. Bunlar arasindan, asagida belirtilen
dahil etme ve dislama kistaslarina gore secilen 26 hastaya genotip fenotip korelasyonu, tespit
edilen varyantlar ve hastalarin klinigini bir arada degerlendirerek yapilmistir (Sekil 3.1). Ek
olarak, hastalarda saptanan varyantlarin aile i¢i segregasyonunu ve de novo olup olmadigin
degerlendirmek i¢in hastalarin ebeveynlerine uygulanan, Sanger dizileme veya hedefe

yonelik NGS analizi verilerinin retrospektif taramas1 yapilmistir.
Calisma grubuna dahil etme kriterleri

e Klinik olarak renal tiibiiler hastalik 6n tanis1 almis olmasi

e Primer renal tiibiiler hastalik olmasa da, renal tiibiilleri etkileyebilecek kalsiyum
metabolizmast bozuklugu 6n tanisi almis olmasi (6rn; familial hipokalsiiirik
hiperkalsemi)

e Genetik test i¢in aydinlatilmis onam alinmis olmast
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e Yapilan analizde patojenik, olasi patojenik ve dnemi bilinmeyen varyant tespit
edilmis olmast

e Tespit edilen varyantlar ile klinik bulgular arasinda korelasyon gozlenmesi

Calisma grubundan dislama Kkriterleri

e Klinik olarak tiibiiler hastalik disindaki diger renal hastalik tanilarini almis olmasi
(Orn: Alport sendromu, Polikistik bobrek hastalig1 vd.)

e Genetik test i¢in aydinlatilmis onam alinamamis olmasi

e Yapilan analizde literatiirle uyumlu benign ve olasi benign varyant tespit edilmis

olmasi

e Tespit edilen varyantlar ile klinik bulgular arasinda korelasyon saglanamamasi
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Sekil 3.1: Orneklem se¢me kriterlerine gére caligma grubunu gosteren akis semasi.

3.5 Arastirmanin izni ve Etik Durum

NEUTF etik kuruluna arastirma oncesinde gerekli belgeler sunulmus ve

arastirmamiz 05.01.2024 tarihli 2024/4733 sayili kararla etik kurul onay1 almistir (Ek-1).

3.6 Calismaya Dahil Edilen Hasta Grubuna Uygulanmis Olan Yontemler

Bu calismada, hastalara daha oOnce molekiiler tani testi olarak NGS yontemi
uygulanmis olan hastalarin Herediter Renal Tiibiiler Hastaliklar DNA Dizi Analizi verileri
retrospektif olarak incelenerek, yeniden analiz edildi. Ayrica, hastalara ait anabilim dalimiz

arsivinde bulunan hasta dosya bilgileri, prenatal, natal ve postnatal tibbi dykiileri, ¢izilen aile
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agaci, ailede renal hastalik Gykiileri, fizik muayene ve laboratuvar bulgulari sonuglari
retrospektif olarak incelendi. incelenen 26 hastanin; dokuzunda kalitsal tiibiilopatilerin tani
ve ayiricl tanisina yonelik 45 geni igeren Illumina Miniseq platformunda (Illumina, San
Diego, Kaliforniya, ABD) tasarlanmig hedefli NGS kiti (Celemics Tubular Disorders Kit)
(Tablo 3.1), on yedisinde MGI DNBSEQ platformunda (MGI Tech Co., Ltd, Shenzhen, Cin)
3300 geni igeren herediter hastaliklar1 hedefleyen NGS kiti (KAPA HyperCap Heredity
Panel) ¢alisilmisti. MGI DNBSEQ platformunda ¢alisilan hastalara analiz esnasinda kalitsal
tiibiilopatilerin tanisina yonelik Tablo 3.2°deki 55 geni igeren gen seti filtresi uygulanmist.
Kullanilan bu iki yontemde de, calismaya dahil olan hastalarin periferik vendz kanlarindan
yaklagik 4 ml alinarak DNA izolasyonu yapilmisti. Yontemlerdeki islak laboratuvar

basamaklarinin (wet-lab) baz1 agamalar1 farklilik gosterebilmektedir.

Tablo 3.1: Celemics Tubular Disorders kit igeriginde yer alan kalitsal tiibiilopatiler ve ayiric
tanida yer alan hastaliklar ile iligkilendirilmis genler.

SLCI241, KCNJI, BSND, CLCNKA, CLCNKB, SLC1243, MAGED2, CTNS, CLCN5,
CLCNI, OCRLI, ATP6V0A4, ATP6VIBI, SLC4A41, CA2, CLDN19, CLDN16, CNNM2,
EGF, FXYD2, RET, WNT11, GDNF, WT1, EYAI, PAX2, CD2AP, ANLN, CRB2, PAX2,
TRPC6, INF2, MYOIE, ACTN4, APOLI, COL4A43, COL4A4, COL445, MYH9Y,
SLCI1243, SCNNIB, SCNN1G, CASR, GNAI11, AP2S1

Tablo 3.2: KAPA HyperCap Heredity Panel ¢alisilan hastalarda kalitsal tiibiilopatiler gen
seti filtresine dahil edilen genler

AQP2, AVPR2, AP2S1, ATP1AI, ATP6VIB1, ATP6V0A4, BSND, CA2, CASR, CLCNS,
CLCNKA, CLCNKB, CLDNI6, CLDNI19, CNNM2, CUL3, CYPIIBI, CYPIIB2,
GNAll, EGF, EGFR, FXYD2, GATM, GNAS, HNF44, HNF1B, HSD11B2, KCNAI,
KCNJI, KCNJ10, KLHL3, MAGED2, NR3C2, OCRL, PCBDI, PHEX, SCNNIA,
SCNNIB, SCNNIG, SLC2A42, SLC3A41, SLC4A1, SLC6A19, SLC6A420, SLC7A7,
SLC7A49, SLCI2A41, SLCI243, SLC34A41, SLC34A3, SLC36A42, TRPM6, WDR72,
WNKI1, WNK4

Kullamlan Cihazlar ve Kimyasallar
Kullamlan Cihazlar

. Yeni Nesil Dizileme cihazi (illumina Miniseq, MGI DNBSEQ-G400RS)
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o PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) cihazi (Thermo Fisher Scientific SimpliAmp
Thermal Cycler)

. Mikrosantrifiij (Biosan)

. 4°C buzdolabi (Finlux)

. -20°C sogutucu (Regal®)

. -80°C sogutucu (New Brunswick U570)

o Spektrofotometre (Thermo Scientific NanoDrop 2000)

. Qubit™ 4 Fluorometre (invitrogen, Thermo Fisher Scientific)

o Otomatik mikropipetler (Eppendorf)

. Vorteks tlip karistiric1 (MX-F, Dragon Lab)

. Kuru 1s1 blogu

. Rotator-Mikrosantrifiij Karistirici (Combi-Spin FVL-2400N, Biosan)

o Mikroplaka santrifiij (LSC2100, QLAB)

. Kronometre

o Bilgisayar
Kullamlan Kimyasallar ve Gerecler

. DNA izolasyon kiti (Roche Diagnostics High Pure PCR Template Preparation

Kit)

. Yeni nesil dizileme kiti (Celemics Tubular Disorders Kit, KAPA HyperCap
Heredity Panel)

o KAPA kiitiiphane hazirlik karigimi (Roche, KAPA HyperPlus kit, Cape Town,
Gliney Afrika)

o Saflastirma boncuklar1 (KAPA HyperPure Bead, Cape Town, Giiney Afrika)

. Hibridizasyon reaksiyonu karigimi (KAPA HyperCapture Reagent Kit, Roche
Sequencing Solutions, Inc. Santa Clara, CA USA).

o izopropanol

o %80’1ik etanol

° PZR kartusu

o Steril, filtreli ve filtresiz genis uglu pipet uglari

. Cok kanalli pipet: Axypet® 8 kanall1 pipet

° Filtre tiipii
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o Toplama tiipleri
. Eppendorf tiipleri
o ddH20, niikleaz icermeyen saf, steril su

. Manyetik stand (Miknatislt ayristiric1) (DynaMag, Thermo Fisher Scientific)
DNA izolasyonu ve Kalitesinin Ol¢iimii

Periferik kan numunelerinden manuel DNA izolasyonu, High Pure PCR Template
Preparation Kit (Roche, ABD) ticari kiti (Tablo 3.3) kullanilarak asagidaki protokol ile
yapildi.

Tablo 3.3: DNA izolasyon kiti igerigi.

Kit icerigi Kullanilan miktar (her bir numune igin)
Baglama tamponu 200 pl

Liyofilize Proteinaz K 40 ul

Inhibitor uzaklastirma tamponu 500 pl

Yikama tamponu 1000 pl

Eliisyon tamponu 40 pl

I. 200 pl hasta periferik kan numuneleri, 200 pl baglama tamponu (Binding Buffer) ve 40
ul proteinaz K; 1,5 ml’lik PZR tiiplerine eklendi.

I1. Vorteks ile karistirildiktan sonra 70°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

I11. Karistima 100 pl izopropanol eklendi, ardindan toplama tiipiiniin i¢ine yerlestirilmis
filtreli tiiplere aktarildi ve 1 dk boyunca 8000 g’de santrifiije tabi tutuldu.

IV. Santrifiijii takiben, tiiplerin altinda kalan siiziilmiis sivi uzaklastirildi ve filtreli
tiiplerdeki karisim yeni tiiplere aktarildi.

V. Her tiipe 500 pl inhibitor uzaklastirict tampon (Inhibitor Removal Buffer) eklenip 8000
g’de 1 dk. santrifiij uygulandi.

VI. Filtre tiipii, toplama tlipiinden alindi. Toplama tiipii kalan siiziilmiis siviyla birlikte
atild1. Filtre tlipii yeni bir toplama tiipiline yerlestirildi ve 500 pl yikama tamponu (Wash
Buffer) ilave edildi.

VII. Karisim, 1 dk boyunca 8.000 g'de santrifiij edildi. Yikama islemi bir kez daha

tekrarlandi.
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VIII. 13000 g’de 10 sn santrifiije tabi tutuldu ve toplama tiipiinde kalan siliziilmiis sivi
atild.

IX. Filtre tiipti, 1,5 ml’lik steril, niikleaz icermeyen mikrosantrifiij tiipline yerlestirildi ve
70 °C'de 1sitilmis 40 pl eliisyon tamponu (Elution Buffer) eklendi. 1 dk 8.000 g'de
santrifiij edildi.

X. Nihai DNA, tiiplerin alt kisminda elde edildi. izole edilen DNA 6rneklerinin
kantifikasyonu ve kalite kontrolii Qubit dsDNA HS Assay Kit (invitrogen, Thermo
Fisher Scientific, Oregon USA) ve Qubit™ 4 Fluorometre (invitrogen, Thermo Fisher
Scientific) cihazi kullanilarak fluorometrik yontemle dl¢tim yapildi. Uygun kalitedeki

orneklerde, 50 ng/ul’nin lizerinde 6l¢iim saptandi.

3.6.1 Yeni Nesil DNA Dizi Analizi
3.6.1.1 Kiitiiphane Hazirhg:

DNA Fragmantasyonu

50 ng konsantrasyondaki 25 pl g-DNA o6rneginden 17,5 pl alinarak iizerine, 7,5 pl
fragmantasyon miksi (2,5 pl fragmentasyon tamponu ve 5 pl fragmentaz enzimi igerir-
Roche, KAPA HyperPlus kit, Cape Town, Giiney Afrika) eklenip, soguk blok iizerinde
pipetaj yapilarak karistirildi. PZR’nin gerceklestirildigi termal dongii programimin ilk
basamagi olan 4°C’ye gelinceye kadar 6rnekler, buz blogu iizerinde bekletildi ve sonrasinda
ornekler PZR cihazina (Applied Biosystems SimpliAmp Thermal Cycler, Thermo Fisher
Scientific) yiiklendi. 37°C’da 25 dakika inkiibe edildi ve ikinci basamak 4°C’de sonlandi.

U¢ Tamiri ve A-Tailing

3,5 pl ug¢ tamiri-A-tailing tamponu ve 1,5 pl u¢ tamiri-A-tailing enzimi (Roche,
KAPA HyperPlus kit, Cape Town, Gliney Afrika) iceren 5 pl’lik karigim olusturuldu (Sekil
3.2). 25 ul fragmante DNA igeren numunelerin iizerine 5’er pl ug tamiri-A-tailing karigimi
eklenip, buz blogu iizerinde pipetaj sayesinde karistirildi. Tiiplere vorteks ve kisa spin islemi
uygulandiktan sonra PZR cihazina yerlestirildi. 65°C’de 30 dk’dan olusan bir termal dongii
uygulandi. 4°C’de PZR bittiginde tiipler buz standina alindi. Ug tamiri gerceklestirilmis ve

3’ ucuna Adenin bazi eklenmis 30 pl numune elde edildi.
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Sekil 3.2: Ug Tamiri ve A-Tailing karigiminin hazirlanmasi.

Adaptor Ligasyonu

Ug tamiri ve A-tailing yapilmig DNA numunelerinin iizerine, her tiipe 2,5 pl olacak
sekilde MGIEasy DNA Adapter (Roche, KAPA HyperPlus kit, Cape Town, Giiney Aftrika)
eklendi ve pipetaj yapildi. Daha sonra 20 pl ligasyon reaksiyon karisimi (15 ul KAPA
ligasyon tamponu ve 5 pl KAPA DNA ligaz enzimi) eklenip, tiiplere pipetaj yapildi.
Numunelere vorteks ve kisa spin islemi uygulandiktan sonra termal dongii cihazina
yerlestirildi. 20°C’de 30 dk boyunca inkiibe edildi. Reaksiyon 4°C’de sonlandirilarak, tiipler
standa alind1 ve saflastirma basamagina gecildi. Adaptér numaralari, hasta bilgilerini iceren

Excel dosyasina kaydedildi. Saflastirma

L. Adaptor ligasyonu tamamlanmis DNA {izerine oda sicakliginda bulunan

saflagtirma boncuklarindan (KAPA HyperPure Bead, Cape Town, Giiney Afrika)
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II.

I1I.

IV.

VL

VIL

VIIL

IX.

44 ul eklenerek, fragmantasyon sonrasi boyut se¢imi (size selection) asamasina
gecildi.

Her bir tiipte toplam hacim 96,5 upl’ye ulasti, ¢cok sayida pipetaj yapildi ve
homojen karisim elde edildi.

Numuneler 5 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra, manyetik stand {lizerine
alind1 ve 3-5 dk da saflastirma boncuklarinin pelet olusturmasi icin (siipernatantta
berrak goriiniim olusana kadar) bekletildi.

Tiiplerde olusan siipernatant mikropipet yardimiyla alinarak atildi.

Her bir tiipe 100’er pl %80°lik etanol eklenip, 30 saniye beklendikten sonra,
etanol tiiplerden uzaklastirildi.

Bu islem bir kez daha tekrarlandi ve tiipler manyetik stand iizerindeyken oda
sicakliginda kurumaya birakildi.

Ardindan, numuneler manyetik standdan almip iizerlerine 11 pl niikleaz
icermeyen distile su eklenerek ¢oziilmesi saglandi ve pipetaj yapilarak homojen
karisim elde edildi, DNA’nin boncuklardan ayrilmasi i¢in 2 dk inkiibe edildi.
Spin islemi uygulanip, tiipler tekrar manyetik standa yerlestirildi ve saflagtirma
boncuklar1 tamamen ayrigana kadar (3-5 dk) bekletildi.

Saf DNA kiitiiphaneleri i¢eren siipernatanttan 10 pl ¢ekilerek, oda sicakligindaki

stand tizerinde yerlestirilen, yeni PZR tiiplerine aktarildi.

3.6.1.2 Kiitiiphane Amplifikasyonu ve Amplifiye Kiitiiphanenin Saflastiriimasi

L.

II.

I1I.

On pl saflastirilmis DNA igeren kiitiiphane 6rneklerinin {izerine, 1,25 ul IVT (In
Vitro Transcription) primer 1 ve 1,25 pul IVT primer 2 eklendi.

Bu siispansiyonun tizerine 12,5 pl DNA polimeraz karisimi (KAPA HiFi1 HotStart
ReadyMix, Roche Sequencing Solutions, Inc. Santa Clara, CA USA) ilave
edilerek pipetaj yapildi, vorteks ve spin islemi uygulandi.

Tiipler PZR cihazmna yerlestirildi ve Tablo 3.4’teki protokol uygulanarak
kiitiiphane amplifikasyonu yapildi.
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Tablo 3.4: Kiitiiphane amplifikasyonu PZR programi

Islem Sicaklik (°C) Siire Dongii sayist
Kapak 1s1s1 105
Asama 1 98 45 sn 1
98 15 sn
Asama 2 60 30 sn 10
72 30 sn
Asama 3 72 1 dk 1
Durdurma 4

PZR islemi bittikten sonra her tiipe 35 pl oda sicakliginda bulunan manyetik boncuk
stispansiyonu (KAPA HyperPure Bead, Cape Town, Giiney Afrika) eklendi, pipetaj ve spin
yapilarak homojen karisim elde edildi. Ornekler 5 dk oda 1s1sinda inkiibe edilerek DNA nin
boncuklara baglanmasi saglandi. Tiipler daha sonra manyetik standa alinip, slipernatant
berraklagincaya kadar bekletildi. Ustteki sivi kisim pipetle dikkatlice cekilip, atildi.
Orneklerin her birinin iizerine taze hazirlanns %80 etanolden 100 pl eklenip, 30 sn
muamele edildi, ardindan etanol tiiplerden uzaklastirildi. Etanol basamag: bir kez daha
tekrarlandi, tiipler oda sicakliginda kurutuldu. Sonrasinda, numuneler manyetik standdan
aliip tizerlerine 16 pl distile su eklendi ve pipetaj yapilarak homojen karisim elde edildi, 2
dk inkiibe edilerek DNA’nin boncuklardan ayrilmasi saglandi. Tiipler yeniden manyetik
standa yerlestirilip, her bir 6rnekten 15 pl alinarak yeni tiiplere saflastirilmis amplifiye

kiitiiphane aktarimi yapildi.

3.6.1.3 DNA Kiitiiphanesinin Kantifikasyonu ve Kalite Analizi

Kiitiiphane hazirlandiktan sonra, ¢ift zincirli DNA (dsDNA) kantifikasyonu ve kalite
kontrolii i¢in 6rneklerden 2 pl alinarak, 198 pl qubit 6l¢iim soliisyonu karisimina (Qubit
dsDNA HS Buffer ve Qubit dsDNA HS Reagent 200x’den olusur) eklendi ve Qubit™ 4
Fluorometre (invitrogen, Thermo Fisher Scientific) cihazi araciligiyla 6l¢tim yapildi. Uygun
kalitedeki orneklerde, 40 ng/ul’nin lizerinde Ol¢lim saptandi. Sonuglar Excel dosyasina
kaydedildi. Uygun kalitede olmayan numuneler elimine edilerek, calisma basamaklar

bastan itibaren tekrarlandi.

3.6.1.4 Hedef Zenginlestirme Protokolii
Hibridizasyon I¢in Kiitiiphane Havuzlarimin Hazirlanmasi
Hibridizasyon reaksiyonu ig¢in, ¢oklu oOrnekler esit miktarda (kiitle bazinda)

toplanarak, indekslenmis amplifiye DNA 06rnegi kiitiiphanelerinden toplam 750 ng kiitlede
havuz (pool) olusturuldu (Sekil 3.3). 0,2 ml ‘lik PZR tiiplerine her numuneden 93,75 (750/8)
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ng O0rnek alinarak, sekiz numuneden bir havuz hazirlandi. Ayn1 zamanda her bir havuzdaki

toplam karisim hacmi 22,5 ul’ye ayarlandi. Bu karisim ‘Coklu (Multipleks) DNA Ornegi

Kiitiiphane Havuzu’ olarak adlandirildi.

Sekil 3.3: Hibridizasyon reaksiyonu i¢in ¢oklu drneklerin esit miktarda alinarak kiitliphane havuzlarinin
olusturulmasi.

Kiitiiphane havuzlariin her birinin {izerine, genomdaki tekrarlayan dizilerin hedef
zenginlestirme (target enrichment) probu ile yanlis eslesmesini (off-target binding) dnlemek
icin 10 pl COT Human DNA (1 mg/mL) eklenerek, 32,5 ul karisim elde edildi. Ardindan,
bu karisimlarin iizerine 65’er pl oda sicakliginda bulunan manyetik boncuk ¢ozeltisi (KAPA
HyperPure Bead, Cape Town, Giiney Afrika) eklendi. Orneklere 10 sn vorteks ve spin islemi
uygulanip, 10 dk oda 1sisinda inkiibasyona birakildi. Kiitiiphane havuzunun ve COT Human

DNA'in boncuklara baglandigindan emin olunduktan sonra, tiipler manyetik standa alind,
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slipernatant berraklagincaya kadar bekletildi. Stipernatant uzaklastirildi ve 6rneklerin her
birinin iizerine taze hazirlanmis %80 etanolden 200 pl eklenip, 30 sn muamele edildi. Daha
sonra etanol tliplerden uzaklastirildi ve tiipler oda sicakliginda kurutuldu. Numuneler
manyetik standdan alinip tlizerlerine 5,7 pl distile su eklendi ve pipetaj yapilarak homojen
karisim elde edildi. Sonrasinda boncuk bagli DNA 6rneklerinin iizerine, adaptor dizilerinin
veya hedef dis1 bolgelerin yanlis baglanmasin1 onlemek i¢in birer pl 6zel bloklama
oligoniikleotidleri (Nanodigmbio, NadPrep NanoBlockers, Nankin, Cin) eklendi. Ornekler

manyetik standdan alinip, vorteks ve spin uygulandi.
Hibridizasyon

Yakalama hedefi boyutuna (capture target size) gore hibridizasyon reaksiyonu
karisimi hazirlandi. Tablo 3.5’te belirtilen reaktifler, her havuz basina toplamda 21,5 pl

olacak sekilde yeni mikrosantrifiij tiipiinde birlestirildi.

Tablo 3.5: Hibridizasyon reaksiyonu karisimi bilesenleri (KAPA HyperCapture Reagent Kit,
Roche Sequencing Solutions, Inc. Santa Clara, CA USA).

> 40 Mbp yakalama hedef boyutu — Her havuz bagina hacim
Hibridizasyon reaksiyonu karisimi (u)

Hibridizasyon tamponu 14 pl

Hibridizasyon komponent H 4,5 ul

Distile su 3ul

Toplam hacim 21,5 ul

Orneklere hibridizasyon karisimi eklendikten sonra pipetaj ve spin yapilip, 2 dk oda 1sisinda
bekletildi. Numuneler manyetik standa alindi, siipernatant berraklastiktan sonra, her bir
ornekten 28,2 pl siv1 yeni bir tiipe aktarildi. Uzerlerine ikiser ul hedef zenginlestirme probu
(KAPA HyperCap Heredity Panel, Roche Sequencing Solutions, Inc. Santa Clara, CA USA)
ilave edildi. 10 sn vortkes, spin yapildiktan sonra numuneler hibridizasyon i¢in termal dongii
cithazina yerlestirildi. 95°C sicaklikta 5 dakika bekletildikten sonra cihazin sicakligi 55°C’ye

getirilerek numuneler 17-18 saat inkiibe edildi ve hibridizasyon saglandi.
Hibridizasyon sonrasi hedef DNA kiitiiphanelerinin se¢ilmesi

Hedef zenginlestirme problarina hibridizasyondan sonra yakalanan multipleks DNA

orneklerinin, yikanmasi ve yakalanan hedef kiitiiphanelerin segilmesi siireci bu basamakta
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gergeklestirildi. Hibridizasyon inkiibasyonu tamamlanmadan once hibridizasyon yikama
tamponlar1 (KAPA HyperCapture Reagent Kit, Roche Sequencing Solutions, Inc. Santa
Clara, CA USA) ve streptavidin boncuk igeren kit (KAPA HyperCapture Bead Kit, Roche
Sequencing Solutions, Inc. Santa Clara, CA USA) buzdolabindan ¢ikarip oda sicakliginda

¢cOziilmeye birakildi.
a) Yikama tamponlarinin hazirlanmasi

Tamponlar, konsantre (10x veya 2.5x) halden 1x ¢alisma konsantrasyonuna seyreltildi. Her
bir havuz tiipii i¢in tamponlar, tablo 3.6’da belirtilen sekilde hazirlandi.

Tablo 3.6: Hibridizasyon sonrasi yikama tamponlar1 ve ¢aligma konsantrasyonlari.

Konsantre Tampon  Konsantre Hacim  Saf Su Hacmi ;Zzi?nm Ix Saklama Sicaklig1
}lf?l;rsntarli?frflgtonu 204 180 pl 200 pl 55°C (6n 1sitmali)
tla?rflp}gﬁi{rlla Sul 45l 50 ul 55°C (6n 1sitmal)
sfrﬁp}gﬁiirlla 10 pl 90 ul 100 pl Oda sicaklig
tl;?rip}:ﬁ{jga 10 pl 90 ul 100 pl Oda sicakhig
tlz?mxggrliilga 10 pl 90 ul 100 pl Oda sicaklig
tza;fn);)oBrfsd yikama 60 ul 90 pl 150 pl Oda sicaklig

Bu tamponlar hazirlandiktan sonra her bir havuz i¢in 1x ¢alisma konsantrasyonundaki

hacim, 1,5 ml’lik mikrosantrifiyj tiiplerine alindi.
b) Hibridize hedeflere streptavidin boncuklarinin baglanmasi

I) Her bir havuz i¢in 0,2 ml’lik PZR tiiplerine 50’ser ul streptavidin boncuk (KAPA
HyperCapture Bead Kit) eklendi.

IT) Boncuklar1 toplamak i¢in tiipler manyetik standin lizerine yerlestirildi.
IIT) S1v1 berraklasana kadar inkiibe edildi ve sonrasinda siipernatant atildu.

IV) Tiipler manyetik stnadda iken tizerlerine hazirlanmis olan 1x bead yikama tamponundan

50 pl ilave edildi.

V) Tiipler manyetik standdan alinip, vorteks ve spin uygulandi.
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VI) Numuneler tekrardan manyetik standa yerlestirildi. 1x bead yikama tamponu ile

muamele islemi iki kez daha tekrarlandi.
VII) On sn vorteks sonrasi alikotlar yeni 0,2 ml’lik tiiplere aktarildu.

VIII) Tiipler tekrar manyetik standa konulup, sonrasinda siipernatant uzaklastirildi.

Yakalama boncuklar1 (capture beads) artik hibridize DNA'y1 baglamaya hazir hale geldi.

VIII) Inkiibasyon sonrast PZR cihazindan ¢ikarilan her hibridizasyon &rnegi, bir 6nceki

adimda hazirlanan yakalama boncuklari i¢ceren 0,2 ml’lik tiiplere aktarildi.

IX) lyice pipetaj yapilarak karistm homojenize edildi.

X) Numuneler tekrar termal dongii cihazina yerlestirildi, 55°C 15 dk inkiibasyona birakildi.
¢) Yikama

I. 30,2 ul yakalama boncuklari ile baglanmigs DNA'ya 50 ul 6nceden 1sitilmis (55°C’de) 1x

yikama tamponu-1 eklendi.
I1. Vorteks ve spin yapildiktan sonra tiipler manyetik standa konuldu.
III. S1v1 kisim berraklastiktan sonra slipernatant atildi.

VI. Ardindan, numunelerin {izerine hedef DNA'nin problara 6zgiin baglanmasini saglamak
ve spesifik olmayan baglanmalar1 6nlemek amaciyla, yliksek tuz konsantrasyonlu 100 pl

onceden 1sitilmig (55°C’de) 1x Stringent yikama tamponu eklendi.

V. Tipler manyetik standdan alinip, vorteks ve spin islemi uygulandi.

VI. Tiipler termal dongii cihazina yerlestirildi, 55°C 5 dk inkiibe edildi.

VII. Son ii¢ basamak bir kez daha tekrar edildi.

VIII. Ikinci inkiibasyon sonras1 numuneler tekrar manyetik standa yerlestirildi.

VIII. Siv1 kisim berraklastiktan sonra siipernatant atildi, bundan sonraki basamaklarda oda

1s1sindaki yikama tamponlari kullanildi.
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IX. Ornekler manyetik stand iizerindeyken 100 ul 1x yikama tamponu-1 eklendi, pipetaj ve

spin islemi ile homojenizasyon saglandi.
X. Tipler normal standa alinarak, 1 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
XI. Sonrasinda 6rnekler manyetik standa yerlestirildi ve berraklasan siipernatant atildi.

XII. Orneklerin iizerine 100 ul 1x yikama tamponu-2 eklendi, pipetaj ve spin islemi ile

homojenizasyon saglandi.

XIII. Karisim yeni tliplere aktarilip, 1 dk oda sicakliginda inkiibe edildi ve tekrar manyetik
standa yerlestirildi.

XIV. Siipernatant atildiktan sonra 100 pl 1x yikama tamponu-3 eklenip, pipetaj ve spin

islemi ile homojenizasyon saglandi.
XV. Tiipler normal standa alinarak, 1 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
XVI. Sonrasinda 6rnekler manyetik standa yerlestirildi ve berraklasan siipernatant atildi.

XVIIL. Numuneler 10 pl distile su ile ¢oziiliip, spin yapildiktan sonra yakalama sonrasi (post-

capture) secilen hedef kiitiiphanelere PZR islemine gecildi.
3.6.1.5. Postcapture kiitiiphanelerin amplifikasyonu, saflastirilmasi ve kalite kontrolii
Amplifikasyon

I)Liyofilize postcapture PZR oligoniikleotidleri (MGI Primer Mix-IVT1+IVT2-) kisa spin

islemiyle resiispanse edildi.

IT) Postcapture PZR ana karigimi reaksiyon basina tablo 3.7°de belirtilen sekilde hazirlandi.

Tablo 3.7: Postcapture kiitliphane amplifikasyonu i¢in PZR ana karigimi bilesenleri.

Postcapture PZR ana karigimi Reaksiyon basina miktar
KAPA HiFi HotStart Ready Mix
12,5 ul
(polimeraz karigimi)
MGI Primer Mix (IVT1+IVT2) 1,25 ul +1,25 pl
Toplam 15 ul

IIT) Reaksiyon basina 15 pl postcapture PZR ana karisimi, 0,2 ml’lik tiiplerde streptavidin
boncuk bagli hedef DNA kiitiiphanelerine (10 pl) eklendi.
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IV) Toplamda 25 pl iiriin iceren karigim vorteks ve spin yapildiktan sonra amplifikasyon
amactyla termal dongili cihazina yerlestirildi, tablo 3.8’de belirtilen PZR basamaklari
uygulandi.

Tablo 3.8: Postcapture PZR programi

islem Sicaklik (°C) Siire Dongii sayisi
Kapak 1s1s1 105
Asama 1 98 45 sn 1
98 15 sn
Asama 2 60 30 sn 10
72 30 sn
Asama 3 72 1 dk 1
Durdurma 4
Saflastirma

V) PZR tamamlandiktan sonra ornekler manyetik standa alindi, sivi kisim berraklasana

kadar inkiibe edildi.

VI) Siipernatantlar (amplifiye zenginlestirilmis kiitiiphane igeriyor) atilmayip, yeni tiiplere

25 pl transfer edildi.

VII) Uzerlerine 35 pl manyetik boncuk soliisyonu eklenip, pipetaj yapildiktan sonra vorteks

ve spin uygulandi.

VIII) Homojenize karisim 5 dk oda 1sisinda inkiibe edilerek, amplifiye zenginlestirilmis

DNA kiitiiphanelerinin manyetik boncuklara baglanmasi saglanda.

IX) Numuneler manyetik stand tizerine alind1 ve silipernatantta berrak goriiniim olusana

kadar bekletildi (Sekil 3.3).
X) Tiiplerde olusan siipernatant mikropipet yardimiyla alinarak atildu.

XI) Her bir tiipe 100’er pl taze hazirlanmis %80°’lik etanol eklenip, 30 saniye beklendikten

sonra, etanol tiiplerden uzaklastirildi.

XII) Bu iglem bir kez daha tekrarland1 ve tlipler manyetik stand iizerindeyken oda

sicakliginda kurumaya birakildu.
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XIIT) Kutuplasan manyetik boncuklar kuruduktan sonra iizerlerine 11 pl niikleaz icermeyen
distile su eklenerek c¢oziilmesi sagland1 ve pipetaj yapilarak homojen karisim elde edildi,

DNA’nin boncuklardan eliisyonu i¢in 2 dk inkiibe edildi.

XIV) Spin islemi uygulanip, tiipler tekrar manyetik standa yerlestirildi ve boncuklar
tamamen ayrisana kadar (3-5 dk) bekletildi.

XV) Saflastirilmis amplifiye DNA Kkiitiiphaneleri igeren siipernatanttan 10 ul g¢ekilerek,
alikotlar oda sicakligindaki stand iizerine yerlestirilen, yeni mikrosantrifiij tiiplerine

aktarild.
XVI) Kalan numunelerden 2 pl yeni tiiplere aktarilarak, Qubit 6l¢limii igin ayrildi.
Postcapture amplifiye kiitiiphanelerin kalite analizi

Saflastirma isleminden sonra postcapture amplifiye kiitiiphanelerin DNA
kantifikasyonu ve kalite analizi i¢in 2 pl alman 6rnekler, 1/10 oraninda distile su ile diliie
edildi. Diliie numunelerden 5’er pl, qubit 6l¢lim soliisyonu karigimina (Qubit dsDNA HS
Buffer ve Qubit dsSDNA HS Reagent 200x’den olusur) eklendi ve Qubit™ 4 Fluorometre
(invitrogen, Thermo Fisher Scientific) cihazi araciliiyla 6l¢iim yapildi. Uygun kalitedeki
orneklerde, 20 ng/ul’nin tlizerinde dl¢lim saptandi. Sonuglar Excel dosyasina kaydedildi.
Uygun numuneler, DNA’nin tek iplikli dairesel forma doniistiiriillmesi (single strand

circularization) asamasina kadar -20°C’de buzdolabinda bekletildi.
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Sekil 3.4: Manyetik stand iizerine alinan numunelerin saflastiriimasi.

3.6.1.6 DNA’nin tek iplikli dairesel forma doniistiiriilmesi

Bu asamada, ug bolgelerinde adaptor dizileri bulunan dsDNA, denatiire edilerek tek
sarmalli DNA (ssDNA) elde edilmesi saglandi. Onerilen girdi DNA miktar1 olan 1 pmol'e

gore uygun hacimler hazirlandi.

I) Ortalama fragmant pik boyutu 300 bp alinarak, 1 pmol dsDNA o6rnegine karsilik gelen
kiitleyi ng cinsinden hesaplamak i¢in asagidaki formiil kullanildi. Ardindan 6rnek hacmi

hesaplandi.
1 pmol PCR iiriiniine karsilik gelen kiitle (ng)=300(PCR f{iriinii boyutu-bp)x0,66=198ng
Ornek hacmi (ul) = 6rnek kiitlesi (ng)/6rnek konsantrasyonu (ng/pl) x0,5

II) Bu formiilden ¢ikan deger ile her havuzdan hesaplanan hacimde alinip, yeni 0,2 ml’lik

PZR tiiplerinde toplam numune TE (Tris-EDTA) tamponu ile 24 pl’ye tamamlandi.

IIT) Tiplere vorteks ve spin uygulanip, termal dongii cihazinda denatiirasyon amaciyla

95°C’de 3 dk inkiibe edildi.

IV) Program tamamlandiginda, tiipler 2 dakika boyunca buz iizerinde bekletildi.
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Denatiirasyon sonrasinda, hedef dsDNA'min bir zincirinin 5° ve 3’ uglarindaki adaptor
dizilerle, splint oligoniikleotidin (kilavuz dizi) komplementer dizisi hibritlesti. Hedef
ssDNA’nin her iki ucu bir araya gelerek, "nicked" (kopuk) bir dairesel yap1 olusturdu. Bu
kopukluk, DNA ligaz enzimi ile onarilarak tek iplikli sirkiiler DNA (ssCirDNA) yapisi elde
edildi.

dsDNA

= . = =] ssDNA

Splint Oligo

splint oligo ile
komplementer eslesme

=
ssCirDNA

w adaptor

s Dosluk (primer
baglanma bélgeleri)

m— girdi

Sekil 3.5: dsDNA’dan tek iplikli sirkiiler DNA olugumunun sematik gosterimi.

Bunun i¢in sirasiyla asagidaki adimlar uygulands;

I) Soguk stand {izerine yerlestirilen yeni mikrosantrifiij tiiplerine reaksiyon basina 5,8 pul
splint tamponu, 0,25 pl DNA hizli ligaz eklenerek toplamda 6,05 pl hacminde tek iplikli

sirkiilarizasyon karigim1 hazirlandu.
IT) Hazirlanan karisim her tiipe dagitildi ve 3 kez kisaca vortkes, ardindan spin yapildi.

IIT) Homojenize edilen tiipler termal dongii cihazina yerlestirilerek, 37°C’de 30 dk hibridize
edildi.

IV) Hibridizasyon sonras1 numuneler buzlu stand {izerine alind1 ve sirkiiler formda olmayan
DNA'y1 ortadan kaldirmak i¢in ekzoniikleaz igeren 2 pl sindirim enzimi karisimi (0,7 pl

sindirim tamponu, 0,2 pl sindirim enzimi) ilave edildi.
V Hazirlanan karigim her tiipe dagitildi ve 3 kez kisaca vortkes, ardindan spin yapildi.
VI) Sonra tiipler tekrar termal dongii cihazina yerlestirilerek, 37°C’de 30 dk inkiibe edildi.

VII) Inkiibasyon sonrasi drneklerin iizerine 3,75 ul ekzoniikleaz aktivitesini sonlandirict

(digestion stop buffer) eklendi.
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VIII) Vortkes ve spin yapildiktan sonra drnekler yeni 1,5 ml’lik tiiplere aktarildi.

IX) Orneklerden sindirim {iriinlerini uzaklastirmak icin, saflastirma boncuklar1 (MGIEasy
DNA Clean Beads) kullanildi, ardindan taze hazirlanmis %80’lik etanolle iki kez yikanip,

kurutuldu.

X) Kuruyan boncuk bagli ssDNA’y1 ¢6zmek i¢in 16 pul TE tamponu eklendi, 10 dk oda
sicakliginda inkiibe edildi.

XI) Tiipler manyetik standa yerlestirildi, boncuklar ayristiktan sonra siipernatanttan 15’er ul

yeni tiiplere aktarilarak alikotlandi.
XII) Saflastirilmis ssDNA numunelerinden 2 pl qubit 6l¢iimii igin ayrildi.

XIII) Qubit ssDNA Assay Kit ve Qubit™ 4 Fluorometre (invitrogen, Thermo Fisher
Scientific) cihazi ile kalite analizi yapilan ssDNA orneklerinin sonuglar1 Excel dosyasina

kaydedildi.

XIV) Uygun numuneler (1/10 diliisyonda 0,8-2 ng/ul araliginda olanlar), DNA nanotop
(DNB; DNA nanoball) olusturma asamasina kadar -20°C’de buzdolabinda bekletildi.

3.6.1.7. Tek iplikli sirkiiler DNA’nin nanotoplara (DNB) doniistiiriilmesi

DNA nanotoplari, tek zincirli sirkiiler DNA’y1 sablon olarak kullanarak yuvarlanan
daire amplifikasyonu (RCA; rolling circle amplification) ile iretilir. RCA, yliksek
dogrulukta bir DNA polimerazi kullanir ve her amplifikasyonda, kalip olarak DNA
cemberinin orijinal kopyasini kullanir, bu da diger PZR yontemlerindeki hatalar1 azaltir.

Cesitli boyutlardaki DNA fragmanlar1 yaklagik 100 ila 1000 kopya amplifiye edilir.
DNB yapimu icin reaktiflerin hazirlanmasi

+ Kiitiiphane (ssDNA) -20’deki buzdolabindan ¢ikarilip, kullanilana kadar soguk stand
tizerinde bekletildi.

» Make DNB Buffer, Low TE Buffer ve Stop DNB Reaction Buffer't depolamadan
cikarilip ve oda sicakliginda ¢oziilmeye birakildi.

* Make DNB Enzyme Mix I'i ¢ikarildi ve reaktif yaklasik yarim saat soguk stand tizerinde

¢cOziilmeye birakildi.
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* (Coziilme islemi tamamlandiktan sonra, reaktifler vorteks ile 5 saniye karistirilip, kisaca
santrifiijlendi ve kullanilana kadar soguk stand iizerinde bekletildi.

DNB olusturma

DNBSEQ-G400RS dizileme cihazi 4 serit (lane) akis hiicresi (flow cell) igerir. DNB

yuklemek i¢in kullanilan MGIDL-200H kartusuna gore her serit icin 25 ul DNB gereklidir.

*  Qubit ssDNA Assay Kit ile Ol¢lilen numunelerin kiitiiphane konsantrasyonlar1 (C)
asagidaki formiille, ng/ul'den fmol/pl'ye doniistiiriildii.

C(fmol/pl) = 3030xC(ng/ul) /N

[N: Adaptorler dahil toplam niikleotit say1s1 (kiitiiphane uzunlugu)]

* Sonrasinda ssDNA kiitiiphanesinden gerekli hacim (V) V= 40 fmol/ C formiili ile
hesaplandi. Konsantrasyon (C) = 2 fmol/ul olarak ayarlandi ve V= 40 fmol /2fmol/
pl’den 20 pl olarak belirlendi.

* 0,2 ml’lik PCR tiiplerine her bir serit i¢in Tablo 3.9’da igerigi belirtilen DNB reaksiyon
miks 1’1 hazirlandi.

Tablo 3.9: DNB reaksiyon miks 1’in hazirlanmasi.

Bilesen Hacim (ul)
Low TE Buffer 20-V
Make DNB Buffer 20

ssDNA kiitiiphaneleri \Y

Toplam Hacim 40

*  Olusturulan karisim nazikg¢e vortekslenip, 5 saniye spin yapildi.
» Karisim termal dogii cihazina yerlestirildi ve primer hibridizasyon reaksiyonu i¢in Tablo

3.10°da gosterilen PZR programi uygulandi.

Tablo 3.10: Primer hibridizasyon reaksiyonu programi.

Sicaklik Stire
Kapak 1s1s1 (105°C) Acik
95 °C 1 dakika
65 °C 1 dakika
40 °C 1 dakika
4°C Bekletme

» Make DNB Enzyme Mix II (LC) depolamadan ¢ikarildi, santrifiijlenip soguk stand
izerine yerlestirildi.
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* PZR programi sonlanan tiiplere 5 saniye kisaca spin yapilip, tlipler soguk stand iizerine
alind1 ve Tablo 3.11°de igerigi belirtilen DNB reaksiyon miks 2 hazirlandi.

Tablo 3.11: DNB reaksiyon miks 2’nin hazirlanmasi.

Bilesen Hacim (ul)
Make DNB Enzyme Mix | 40
Make DNB Enzyme Mix II (LC) 4

* DNB reaksiyon miks 2, onceki adimda hazirlanan DNB reaksiyon miks 1'in icine
eklendi.

* Tiim karisim, filtresiz genis uclu (wide bore) pipetlerle nazikge karistirildi.

» Tipleri bir sonraki reaksiyon i¢in termal dongii cihazina yerlestirildi ve Tablo 3.12’deki

yuvarlanan daire amplifikasyonu reaksiyonu kosullar1 saglandi.

Tablo 3.12: Yuvarlanan daire amplifikasyonu (RCA; rolling circle amplification) kosullart.
Sicaklik Siire

Kapak 1s1s1 (35°C) Acik
30°C 25 dakika
4°C Bekletme

* PZR sicaklig1 4°C'ye ulastiginda hemen 20 pl Stop DNB Reaction Buffer eklendi.

* Genis uclu pipet ucu kullanarak 5-8 kez nazikce pipetleyerek karistirildi (DNA
nanotoplarinin zarar gérmesini 6nlemek i¢in).

* DNB olusturma iglemi tamamlandiginda, 2 ul DNB alinarak Qubit ssDNA Assay Kit
ve Qubit 4.0 Fluorometre kullanarak DNB miktarini 6l¢iildii.

* Numunelerin konsantrasyonunun minimum 20 ng/pl, maksimum 40 ng/ul oldugu

goriildil.

3.6.1.8 Kiitiiphane havuzunun dizilenmesi

Kantitesi ve kalitesi kontrol edilen amplifiye edilmis DNB'ler, dizileme oOncesi
yiikleme tamponu ve enzimi eklenerek, yavasga pozitif yiiklii akis hiicresine (flow cell)
aktarildi, kartus hazirlandi. Yeni nesil dizileme i¢in, akis hiicresine immobilize edilmis
amplifiye kiitiiphaneler, nanoball PZR tabanli ligasyon teknolojisiyle ¢alisan MGI DNBSEQ
G400RS platformuna (MGI Tech Co., Ltd, Shenzhen, Cin) yiiklendi (Sekil 3.6). Dizileme
esnasinda olusan optik goriintiilerden doniistiiriilen FASTQ formatindaki veri setleri elde
edildi.
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Calismaya dahil edilen 26 hastanin; dokuzunda koprii PZR tabanli yeni nesil dizileme
yontemiyle ¢aligsan [llumina Miniseq platformunda (Illumina, San Diego, Kaliforniya, ABD)
tasarlanmig hedefli NGS kiti (Celemics Tubular Disorders Kit) ¢alisilmisti. On yedi hastada
ise yukarida detayli bahsedilen nanoball PZR tabanli MGI DNBSEQ platformunda (MGI
Tech Co., Ltd, Shenzhen, Cin) kalitsal tiiblilopati genlerini i¢ceren NGS kiti (KAPA

HyperCap Heredity Panel) ¢aligilmust.

Sekil 3.6: DNA dizilemesi i¢cin kullanilan, numunelerin yiiklendigi sekanslama cihazi (MGI DNBSEQ
G400RS).

3.6.1.9 Veri Analizi

Dizileme sonucu iiretilen FASTQ formatindaki veri setleri, SEQ (Genomize,
Istanbul, Tiirkiye) platformu kullanilarak islendi. Standart biyoinformatik akis ile sirasiyla
hizalama, varyant ¢agirma ve anotasyon islemleri yapildi. FASTQ dosyalar1 “Human
Genome (hg)” referans dizisine (kullanilan siiriime gére GRCh37/hg19 veya GRCh38/hg38)
hizalanarak BAM (Binary Alignment Map) dosyasi elde edildi. BAM formatindaki dizi
verileri i¢in Biitiinlestirici Genomik Goriintiileyici (IGV: Integrative Genomics Viewer)
programi kullanildi. Haritalanan okumalarda referans dizisinden farkli olarak bulunan
varyantlar VCF (Variant Calling File) dosyasina donistiiriildii.  Varyantlar kalite

standartlarina gore filtrelenerek analize hazir hale getirildi.
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Analiz kapsamina alinan varyantlarin ham okuma kalitesi IGV 2.8.6 programu ile
gorsel olarak degerlendirildi. Hedeflenen genomik bdlgenin en az %80'inin 20 kez okunup
okunmadig1 kontrol edildi. 20X okuma derinliginde allel fraksiyonu %35-65 arasi olan
varyantlar germline heterozigot, >%65 olan varyantlar germline homozigot olarak kabul
edildi. Tespit edilen varyantlar, Insan Genom Varyasyon Toplulugu (HGVS) Dizi Varyanti

Adlandirma Kurallari’na (den Dunnen ve ark., 2016) uygun olarak isimlendirildi.

3.6.1.10 Varyantlarin Simiflandirilmasi

Tespit edilen dizi varyantlarinin yorumlanmasinda Tablo 3.13’te yer alan American
College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) varyant siniflandirma rehberinin
kriterleri uygulandi1 (Richards ve ark., 2015). Kriterler, kanit giiciine ve tiiriine gore (6rn.
patojenik veya benign) gruplandirilirken Tablo 3.14’te belirtilen varyant smiflamasinda

birlestirme kurallar1 kullanilmistir.
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Tablo 3.13: ACMG varyant siniflandirma rehberinin kriterleri.

Kriter Kodu

PVS1

PS1

PS2

PS3

PS4

PM1

PM2

PM3

PM4

PM5

PM6

PP1

PP2

PP3

PP4

PP5

Kanitin niteligi

Cok Giiglii (Patojenik)

Giglii (Patojenik)

Giiglii (Patojenik)

Giiglii (Patojenik)

Giglii (Patojenik)

Orta (Patojenik)

Orta (Patojenik)

Orta (Patojenik)

Orta (Patojenik)

Orta (Patojenik)

Orta (Patojenik)

Destekleyici (Patojenik)

Destekleyici (Patojenik)

Destekleyici (Patojenik)

Destekleyici (Patojenik)

Destekleyici (Patojenik)

Agiklama

Fonksiyon kaybinin hastalik mekanizmasi oldugu
bilinen bir gende null varyant (nonsense, ¢erceve
kaymasi, kanonik +/- 1 veya 2 splice bolgesi,
baslangi¢ kodonu kaybi, tek veya ¢oklu ekzon
delesyonu)

Farkl1 bir niikleotid degisikligiyle olusan, daha dnce
patojenik oldugu belirlenmis ayni amino asit
degisimi.

De novo (paternite ve maternite dogrulanmis)
varyant ve aile oykiisii yok.

In vitro veya in vivo iyi tanimlanmg fonksiyonel
calismalar, gen ya da gen {irlinlinde zararli etki
oldugunu destekliyor.

Varyantin hasta bireylerdeki goriilme siklig1, kontrol
gruplarina gore anlamli sekilde artmis.

Mutasyonel hot-spot bolgede ve/veya iyi
tanimlanmis benign varyasyon i¢cermeyen islevsel
bolgede yer alan varyant.

Ekzom Dizileme Projesi, 1000 Genom Projesi gibi
biiyiik ¢alismalarda kontrol gruplarinda bulunmamasi
veya homozigot frekansinin ¢ok diisiik olmasi

Resesif hastaliklarda patojenik varyant ile trans
pozisyonda gézlenmesi.

Tekrarlanmayan bolgelerde ¢ergeve ici
delesyonlar/insersiyonlar veya stop kodonu kayb1
varyantlari ile protein uzunlugunda degisiklik olmas1

Daha 6nce patojenik oldugu belirlenmis farkli bir
missense varyantin bulundugu amino asit
pozisyonunda novel bir missense degisiklik.

De novo oldugu varsayilmis ancak paternite ve
maternite dogrulanmamus.

Hastalikla iligkisi kesin olarak bilinen bir gende,
birden fazla etkilenmis aile iiyesinde varyantin
hastalikla birlikte kalitilmas1 (kosegregasyon).

Benign missense degisimlerin diisiik siklikta
goriildiigii ve hastalik mekanizmasinda missense
varyantlarin sik yer aldig1 gendeki missense degisim

Cesitli hesaplamali analizler ile gen ya da gen
iiriiniine zararl etkinin desteklenmesi.
(korunmusluk, evrimsel, splicing etkisi, vb.)

Hastanin fenotipi veya aile dykiisiiniin tek bir genetik
etiyolojisi olan bir hastalik i¢in olduk¢a 6zgiil
olmasi.

Saygin bir kaynak tarafindan varyantin patojenik
olarak bildirilmesi; ancak laboratuvar ¢alismast ile
patojenitesi bagimsiz olarak kanitlanmamus.

PVS: Pathogenic Very Strong; PS: Pathogenic Strong, PM: Pathogenic Moderate; PP: Pathogenic Supporting
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Tablo 3.13: ACMG varyant siniflandirma rehberinin kriterleri (devamu).

Kriter Kodu
BAl

BS1

BS2

BS3

BS4

BP1

BP2

BP3

BP4

BP5

BP6

BP7

Kanitin niteligi

Benign etkinin tek basina
kanit1

Giglii (Benign)

Giglii (Benign)

Giglii (Benign)

Giglii (Benign)

Destekleyici (Benign)

Destekleyici (Benign)

Destekleyici (Benign)

Destekleyici (Benign)

Destekleyici (Benign)

Destekleyici (Benign)

Destekleyici (Benign)

Acgiklama

Varyantin popiilasyon frekansinin %5’in
iizerinde olmasi.

Varyantin allel frekansinin hastalik i¢in
beklenenin iizerinde olmasi.

Tam penetrans beklenen bir hastalik i¢in
saglikli bireylerde resesif hastaliklar i¢in
homozigot, dominant hastaliklar igin
heterozigot ve X’e bagli hastaliklar igin
hemizigot gdzlenen degisim.

Fonksiyonel ¢aligmalar, gen/protein
fonksiyonu veya splicing iizerine zararl etki
gostermemis.

Etkilenmis aile bireylerinde varyantin
segregasyon gostermemesi.

Esas olarak truncating varyantlarin hastaliga
neden oldugu bilinen bir gende missense
varyant

Tam penetrans gosteren dominant bir
gen/hastalik igin patojenik bir varyant ile trans
konumda gozlenmesi veya herhangi bir kalitim
modelinde patojenik bir varyant ile cis
konumda goézlenmesi.

Fonksiyonu bilinmeyen tekrar bdlgelerinde yer
alan cergeve i¢i delesyonlar/insersiyonlar.

Cok sayida hesaplamali analizler ile
(korunmusluk, evrimsel, splicing) gen ya da
gen Urilini iizerinde etkisiz olan varyantlar.

Hastalik i¢in alternatif molekiiler temeli olan
bir vakada bulunan varyant.

Saygin bir kaynak varyanti benign olarak
bildirmis; ancak kanitlar bagimsiz bir
laboratuvar ortaminda degerlendirilememekte.

Splicing lizerine etkisi dngdriilmeyen ve tiirler
arasinda korunmamis es anlamli (sinonim)
varyant.

Benign: Zararsiz, BA: Benign Stand-Alone; BS: Benign Strong, BP: Benign Supporting
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Tablo 3.14: Dizi varyantlarini siniflandirmak igin kriterleri birlestirme kurallari.

Patojenik

Olasi Patojenik

Benign

Olas1 Benign

Onemi Bilinmeyen

(D 1 cok giiclii (PVS1) ve
a) >1 giiclii (PS1-PS4) veya
b) >2 orta (PM1-PM6) veya
c) 1 orta (PM1-PM6) ve 1 destekleyici (PP1-PP5) veya
d) >2 destekleyici (PP1-PP5)
(1) >2 giigli (PS1-PS4) veya
(I 1 giigli (PS1-PS4) ve
a) >3 orta (PM1-PM6) veya

b) 2 orta (PM1-PM6) ve >2 destekleyici (PP1-PP5)
veya

c. 1 orta (PM1-PM6) ve >4 destekleyici (PP1-PP5)
(D) 1 ¢ok giiclii (PVS1) ve 1 orta (PM1-PM6) veya
(II) 1 giiclii (PS1-PS4) ve 1-2 orta (PM1-PM6) veya

(1) 1 giiglii (PS1-PS4) ve >2 destekleyici (PP1-PP5)
veya

(IV) >3 orta (PM1-PM6) veya

(V) 2 orta (PM1-PM6) ve >2 destekleyici (PP1-PPS) veya
(VD) 1 orta (PM1-PM6) ve >4 destekleyici (PP1-PP5)

() Benign etkinin tek basina kanit1 (BA1) veya

(IT) >2 giiclii (BS1-BS4)

(D 1 giiclii (BS1-BS4) ve 1 destekleyici (BP1-BP7) veya
(IT) >2 destekleyici (BP1-BP7)

(D) Diger kriterlerin karsilanmamasi

(IT) Patojenik ve benign kriterlerin geliskili olmas1
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3.7 istatistiksel Analiz

Calismadaki tiim tanimlayici analizler, gérseller ve grafikler Sosyal Bilimler Igin
Istatistik Paket Programi versiyon 26.0 (SPSS, Inc., Chicago, Illinois, USA) ve Microsoft
Excel programlar1 kullanilarak hazirlandi. Bu analizlerde siirekli degiskenler i¢in ortalama,
standart sapma, medyan, minimum ve maksimum degerler; kategorik degiskenler igin ise
frekans (n) ve yiizde (%) hesaplamalar1 yapildi. Calismanin ilk asamasinda 6rnekleme iliskin
demografik verilerin gorsellestirilmesi amaciyla yas dagilimi, pediatrik ve yetiskin
popiilasyon oranlari, cinsiyet yiizdeleri, ailede renal hastalik 6ykiisii ve anne-baba akrabalik
durumu ¢ubuk grafikler veya pasta grafikleri ile sunuldu. Genetik analizler kapsaminda
tanimlanan varyantlarin, genlere ve varyant tiplerine gore dagilimi, pediatrik ve yetiskin
popiilasyonlar ayr1 ayr1 degerlendirilerek yiizdelik frekans tablolar1 ve dagilim grafikleri ile
gosterildi. Varyantlarin patojenite diizeylerinin belirlenmesinde "patojenik", "olasi
patojenik" ve "Onemi bilinmeyen varyant" kategorileri kullanildi; bu kategorilere gore
dagilimlar frekans tablolar1 ve pasta grafikleri ile analiz edildi. Ozellikle yanlis anlamli ve
cerceve kaymasi varyantlarinin patojenite durumlar1 ayrica degerlendirildi, bu veriler de
benzer bigimde gorsellestirildi. Tanimlanan tiim varyantlarin sayisi, genetik lokasyonlari,
varyant tipleri ve sikliklar1 ayr1 bir tabloda detaylandirildi. Ayrica klinik tanilar ile genetik
varyantlar arasindaki iliskiler gen bazinda raporlanip; hasta sayisi, cinsiyet dagilimi, yas
araliklari, akrabalik oranlar1 ve aile Oykiisii bakimindan detayli olarak karsilastirildi.
Varyantlarin klinik karsiliklarinin degerlendirilmesinde mevcut literatiir bilgisi temel
aliarak genotip-fenotip iligkilendirmesi yapildi. Bu baglamda ¢aligmanin istatistiksel
analizi, biiyiilk oranda tanimlayici analiz tekniklerine dayali olarak yiiriitiildii; anlamlilik
testleri kullanilmadan, genetik ve klinik bulgularin detayli frekans temelli sunumu ile veri

seti tanimlandi.
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4. BULGULAR

4.1 Sosyodemografik Ozelliklerin Degerlendirilmesi

4.1.1 Yas

Calisma grubundaki hastalarin klinigimize basvuru anindaki yas ortalamasi
19,52+14,05 olup, medyan genetik tan1 yas1 20,5 (en kiigiik 4 aylik, en biiyiik 50 yas) olarak
hesaplandi (Sekil 4.1). Hastalarin %58’1 (n=15) eriskin (18 yas ve iizeri), %42’si (n=11)
pediatrik (18 yas alt1) grupta idi (Sekil 4.2). Pediatrik popiilasyonun medyan tani yasi 5 (4
ay-16 yil), eriskin popiilasyonun medyan tani yasi 25 (19-50 yil) olarak hesaplandi.

Ortalama = 19,52
Standart Sapma = 14,05
6 Median = 20,50
Min-Max = 0,33-50,00

N =26

Hasta Sayisi

0-5 5-10 10-15 15-20 20-25 25-30 30-35 35-40 40-45 45-50 50-55
Yas

Sekil 4.1: Hasta yas dagilim histogrami (X ekseni hasta yas araliklarini, Y ekseni ise hasta sayisini

gostermektedir).
15
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< 18 yas > 18 yas

Sekil 4.2: Hastalarin yas gruplarma gore dagilimu.
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4.1.2 Cinsiyet

Degerlendirilen 26 hastanin 20’si kadin (%77), 6 tanesi ise erkek (%23) cinsiyette
1di (Sekil4.3). Pediatrik ve eriskin grupta kadin cinsiyet sayisi esit olmakla birlikte, her iki
grupta da kadin/erkek orani yiiksekti (10:1, 10:5).

b.
10 10
10
5
? I
1

Kadin Erkek < 18 yas > 18 yag
EKadin ®Erkek

Hasta Sayisy
e 4 o O ~ o -l

Hasta Sayisi
=

G

Sekil 4.3: a. Calisma grubunun cinsiyete gore dagilimi. b. Pediatrik ve eriskin grubun kendi i¢inde cinsiyete
gore dagilimu.

4.1.3 Ailede renal hastalik oykiisii

Calisma grubundaki hastalarin anamnez ve ¢izilen aile agaci kayitlarindan elde
edilen bilgilere gore %46’sinda (n:12) renal hastalik klinigi mevcut idi. 18 yas alt1 hastalarin
%63,6’sinda (n:7), 18 yas ve lizeri hastalarin ise %33,3’linde (n:5) ailede renal hastalik
Oykiisii oldugu belirlendi (Sekil 4.4).

10

10

9
- 8 7
27
v 5
= 6
g2 5 4
T4

3

2

1

0

< 18 yas > 18 yas
B Yok ®Var

Sekil 4.4: Pediatrik ve eriskin hasta grubunda ailede renal hastalik dykiisti dagilimu.
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4.1.4 Hastalarin anne ve baba akrabalik durumlari

Calisma grubundaki hastalarin %58’inde (n:15) besinci derece ve alt1 olmak {izere
anne-baba akrabalig1 mevcut idi. 18 yas alt1 hastalarin %36,4’linlin (n:4), 18 yas ve iizeri

hastalarin ise %73,3’linilin (n:11) anne ve babasinin akraba oldugu belirlendi (Sekil 4.5).

12

10

Hasta Sayisi
+ o) oo

[

=< 18 vas =18 vas

B Yok ®WVar

Sekil 4.5: Pediatrik ve eriskin hasta grubunda anne ve baba akrabalik durumlari dagilimi.

4.2 Tespit Edilen Dizi Analizi Verilerinin Degerlendirilmesi

Calismamizda ACMG kriterlerine (Richards ve ark., 2015) uygun sekilde patojenik,
olas1 patojenik ve dnemi bilinmeyen varyant olarak siniflandirilan nonsinonim varyantlar
degerlendirildi. Ekzon-intron bileskesindeki protein kodlamayan, nispeten korunmus
bolgelerde yerlesen dizi varyantlarim1 tanimlamak i¢in ‘splice bolge’ varyanti terimi
kullanildi.

Yirmi alt1 hastada, 12 farkli gende varyant raporlanmisti. Bazi hastalarda birden ¢ok varyant
raporlandigindan, 24 farkli olmak iizere toplamda 30 varyant tespit edildi. Hastalarda en sik
raporlanan gen SLC12A43 idi (10 hasta, %38,5), bunu CASR (4 hasta, %15.4), BSND (2 hasta,
%7,7) ve ATP6VIBI (2 hasta, %7,7) izledi. Sekil 4.6’da ise saptanan 30 varyantin genlere

gore dagilimi gorsellestirilmistir.
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SLCI2A3
%43,3

SLC2A2| |SLC5A2 AP2S1 ATP6V1B1
%3.3 %33 %3,3 %10

ATP6V0A4
%33

BSND
%6,7

CASR
%133

CLDN16
KLHL3 03,3

KCNI1 SLCI12A1 %33
33% %33

Sekil 4.6: Saptanan varyantlarin genlere gére dagilim oranlari.

4.2.1 Saptanan varyant tipleri

Calismamizda tespit edilen 30 varyanttan biiyiik ¢ogunlugu (20 varyant, %66,7) yanlis

anlamli (missense) varyant idi. Ikinci sirada (6 varyant, %20) cerceve kaymasi (frameshift)

varyantlari

yer alirken, diger varyant tipleri esit siklikta gézlendi (Tablo 4.1 ve sekil 4.7).

Tablo 4.1: Saptanan varyant tipleri ve sayilari.

Varyant tipi Say1 ve yiizde (n, %)
Yanlis Anlamli 20 (%66,7)

Cerceve Kaymasi 6 (%20)

Splice Bolge 1 (%3,3)

Intron 1 (%3,3)

Baslangic Kodonu Kaybi 1 (%3.3)

Cerceve Ici Delesyon 1 (%3,3)

Toplam 30 (%100)
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Gergeve igi Delesyon Yanlis Anlaml
Baslangic Kodonu Kayb 3 384 66,7%

3,3%

Splice Mutasyonu
3,3%

Cergeve Kaymasi
20,0%

Sekil 4.7: Saptanan varyant tiplerinin dagilimini gosteren grafik.
4.2.2 Saptanan varyantlarin siniflandiriimasi

Calismamiza raporlanan genlerde sadece patojenik, olasi patojenik ve Onemi
bilinmeyen varyanta sahip hastalar dahil edildigi i¢in, varyant siniflandirmasi li¢ kategoriye
ayrildi. Otuz varyantin biiyiik ¢cogunlugu (n:21, %70) patojenik varyant kategorisinde idi.
En diisiik oranda (n:4, %13,3) ise onemi bilinmeyen varyant kategorisi izlendi (Tablo 4.2 ve

sekil 4.8).

Tablo 4.2: Tiim varyantlarin patojenite siniflandirmasina gore sayilari.

Tiim varyantlarin patojenitesi Say1 ve yiizde (n, %)
Patojenik 21 (%70)
Olas1 Patojenik 5 (%16,7)
Onemi Bilinmeyen Varyant 4(%13,3)
Toplam 30 (%100)
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Onemi Bilinmeyen Varyant
%133

Olasi Patojenik
%16,7

Patojenik
%70

Sekil 4.8: Tiim varyantlarin patojeniteye gore dagilimi.

En sik saptanan ilk iki varyant tipi olan yanlis anlamli ve c¢erceve kaymasi

varyantlarinin patojenite siniflandirmasina gore dagilimi sirastyla tablo 4.3, sekil 4.9 ve tablo
4.4, sekil 4.10°da belirtildi.

Yanlis anlamli varyantlarin istatistikleri

Tablo 4.3: Yanlis anlamli varyantlarin patojenite siniflamasina goére sayilari.

Yanlis anlamli varyantlarin siniflandirmasi Say1 ve yiizde (n, %)
Patojenik 14 (%70)
Olas1 Patojenik 3 (%l15)
Onemi Bilinmeyen Varyant 3 (%15)
Toplam 20 (%100)

Onemi Bilinmeyen Varyant
%15

Patojenik
%70

Olasi Patojenik

%15 —

Sekil 4.9: Yanlis anlaml varyantlarin patojeniteye gore dagilimi.
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Cerceve kaymasi varyantlarin istatistikleri

Tablo 4.4: Cerceve kaymasi varyantlarinin patojenite siniflamasina gore sayilari.

Cerceve kaymasi varyantlarinin patojenitesi Say1 ve yiizde (n, %)
Patojenik 5 (%83,3)
Olas1 Patojenik 1 (%16,7)
Onemi Bilinmeyen Varyant -

Toplam 6 (%100)

Olasi Patojenik

%16,7 Patojenik

%83,3

Sekil 4.10: Cerceve kaymasi varyantlarinin patojeniteye gore dagilimi.
4.3 Olgular

NGS ile genetik tan1 alan olgularin bagvuru esnasindaki 6n tanilarina gore
demografik 6zellikleri ve iliskili genler tablo 4.5’te, 6n tan1 ve klinik bulgular tablo 4.6’da,
varyant saptanan genler, varyant bilgileri gibi genotip 6zellikleri ve iligkili fenotipleri tablo

4.7’de sunuldu.
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Tablo 4.5: Olgularin 6n tanilarina gore demografik 6zellikleri ve iliskili genler

Hiper- Hipo- Bartter Gitelman Renal Fanconi Renal Psédohipo-

On tant kalsemi kalsemi Distal RTA Sendromu Sendromu Sendromu Glikoziiri aldosteronizm Toplam
Hasta Sayis1 3 2 3 3 12 1 1 1 26
Cinsiyet (K/E)  3/0 2/0 2/1 3/0 8/4 1/0 0/1 1/0 20/6
Yas, medyan
(yil); 7 8 10 2,5 24,5 0,8 50 4 20,5
(min-maks) (7-42) (5-11) (3-23) (0,3-16) (19-40) (0,3-50)
Akrabalik (%) 0 0 1(33) 2(67) 9 (75) 1 (100) 1 (100) 1 (100) 15 (57,7)
3/‘1)6 OgiaTsn 3 (100) 2 (100) 3 (100) 1(33) 3(25) 0 0 0 12 (46)
(]

SLCI243
Varyant CASR, ATP6V0A4, BSND, ’
saptanan genler  AP2S/ CASR ATP6VIBI SLCI1241 Igé]Dv]Jv]] 6 SLC242 SLCA2 KLHL3

K: Kadm, E: Erkek

Tablo 4.6: Olgularin 6n tanilar ve iliskili klinik bulgulari.

Ailede renal  Anne-baba

Olguno Yas Cinsiyet On tani Klinik bulgular hastalik akrabalik
Oykiisii

Ot#1 11 K Hipokalsemi Yenidogan doneminde nébet gegirme, serum kalsiyum, magnezyum ve PTH diisiik, fosfor yiiksek, + -
hiperkalsiiiri, hiperokzaliiri, nefrokalsinozis

O#2 5 K Hipokalsemi Kas kramplari, serum kalsiyum, magnezyum ve PTH diisiik, fosfor yiiksek, idrar kalsiyum atilim1 normal, + -
nefrokalsinozis yok, tekrarlayan iiriner sistem enfeksiyonu

O#3 42 K Hiperkalsemi Serum kalsiyum ve PTH yiiksek, fosfor diisiik, paratiroid hiperplazisi/ adenomu yok, idrar kalsiyum atilim1 + -
diisiik veya normal

O#4 7 K Hiperkalsemi Kabizlik, erken yorulma, kas agrisi, serum kalsiyum, PTH ve magnezyum yiiksek, fosfor diisiik, paratiroid + -
hiperplazisi/ adenomu yok, hipokalsiiiri, hipofosfatiiri

O#5 7 K Hiperkalsemi Kas gii¢siizliigli, serum kalsiyum yiiksek, magnezyum hafif yiiksek, fosfat hafif diisiik, PTH normal, + -
hipokalsiiiri, renal yetmezlik yok, konusma gecikmesi ve hafif diizeyde 6grenme giigliigii

O#6 27 E Gitelman Evre 3 kronik bobrek hastaligl, metabolik asidoz, tekrarlayan {iriner sistem enfeksiyonu, nefrokalsinozis (4 + +

sendromu yastan itibaren), tekrarlayan nefrolitotomi, serum magnezyum diisilk, PTH ve iirik asit yiiksek, , idrar

magnezyum, kalsiyum atilimi artmis, proteiniiri, 16kositiiri, hipositratiiri
O#7 10 E Distal RTA Infantil donemde kusma, beslenememe, mediiller nefrokalsinozis, bilateral ileri derecede SNIK, idrar A -
ph>6.5, hiperkloremik metabolik asidoz, hiperkalsiiiri, hipokalemi, eklem agrisi
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Tablo 4.6: Olgularin bagvuru esnasindaki 6n tanilar1 ve iligkili klinik bulgular1 (Devami).

Olgu no

O#8

O#9

O#10

O#11

O#12

O#13

O#14

O#15
O#16
O#17
O#18
O#19

O#20

Yas

3

23

2,5

4 ay

16

24

19

20
36
24
35
25

21

Cinsiyet

K

On tam

Distal RTA

Distal RTA

Bartter
Sendromu

Bartter
Sendromu

Bartter
Sendromu

Gitelman
Sendromu

Gitelman
Sendromu

Gitelman
Sendromu
Gitelman
Sendromu
Gitelman
Sendromu
Gitelman
Sendromu
Gitelman
Sendromu
Gitelman
Sendromu

Klinik bulgular

Biiyiime geriligi, 2 aylikken gegirdigi pnomoni esnasinda insidental tani, bilateral ileri derecede SNIK,
normal anyon agikli metabolik asidoz, hipokalemi, idrar ph>6.5, hiperkalsiiiri, bobrek parankiminde hafif
ekojenite artigi

Biiylime geriligi, kas giicsiizliigii, bacaklarda agri, ylirimede zorlanma, infantil dénemde semptomlarin
baslangici, skolyoz ve iskelet deformiteleri, tibia valgus, hiperkloremik metabolik asidoz, hipokalemi,
hipokalsemi, hipofosfatemi, hiperkalsiiiri, SNIK, nefrokalsinozis, idrar ph ph>6.5, hiperamonyemi, idrada
sitrat atilimi azalmig, okzalat atilimi artmig

Polihidroamniyoz, 31w prematiir, diisiik dogum agirhgi, poliiiri, agir SNIK, biiyiime ve gelisme geriligi,
hipokalemi, hipokloremi, metabolik alkaloz, hiponatremi, hipermagnezemi, hiperkalsiiiri,
hiperaldosteronizm, bobrek parankiminde hafif ekojenite artisi, diisiik idrar dansitesi

Polihidroamniyoz, 32w3d prematiir, diisik dogum agirligi, poliiiri, dehidratasyon, hipotansiyon,
hipokalemi, hipokloremi, metabolik alkaloz, hipomagnezemi, artmis Renin-Aldosteron, hiponatremi,
hipokalsemi, 5 aylikken hemodinamik instabilite ve ¢oklu organ yetmezliginden eksitus

Polihidroamniyoz, 27w prematiir, IVF gebeligi, diisiik dogum agirlig1, biiytime geriligi, tekrarlayan kusma-
diyare/kabizlik dehidratasyon ataklari, normotansif, poliiiri, prematiir retinopatisine bagli gorme kaybi, sol
bobrek pelvik yerlesimli, bilateral nefrokalsinozis ve ekojenite artisi, ndbet gegirme, hafif zihinsel
yetersizlik, hiposteniiri, metabolik alkaloz, hipokloremi, hipokalemi, hiperkalsemi, idrarda artmig kalsiyum,
sodyum, potasyum ve klor atilimi

Halsizlik, kas giigsiizliigii, prenatal dykii bilinmiyor, ¢ocukluk doneminde nobet, hipokalemi, sinirda
hipomagnezemi, metabolik alkaloz, hiposteniiri, idrarda artmug potasyum atilimi, normokalsiiiri, D vitamini
diisiik, PTH artmis

Son bir yildir yaygin kas giigsiizliigii, kas kramplar1, normotansiyon, hipokalemik alkalozis, artmig Renin-
Aldosteron, hipomagnezemi, idrarda potasyum ve magnezyum atilimi artmis

3-4 yildir ara ara karin agrisi, kas gii¢siizliigli, abdominal agr1, hipokalemi, hipokloremik metabolik alkaloz,
hipomagnezemi

Artmus Renin, hipomagnezemi, hafif hipokalemi, metabolik alkaloz, hipokloremi

Son 8 aydir halsizlik, kas kramplari, hipokalemi, hipomagnezemi, artmig Renin, hipokloremik metabolik
alkaloz, hipermagneziiiri, hipokalsiiiri

Kas giigsiizliigii, hipokloremik metabolik alkaloz, hipokalemi, hipomagnezemi, artmis Renin-Aldosteron,
hipokalsiiiri, idrarda potasyum ve magnezyum atilimi artmis

2 yil énce dogum sonrasinda kasilma, uyusma, yaygin kas giigsiizliigii, hipokalemi, hipomagnezemi, artmig
Renin, hipokalsiiiri, normoasidoz

10 yildir halsizlik, giigsiizliik, 3 yildir epilepsi, hipokalemi, hipomagnezemi, hipokloremik metabolik
alkaloz, hipokalsiiiri, hipermagneziiiri

Ailede renal
hastalik
Oykiisii

+

Anne-baba
akrabalik
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Tablo 4.6: Olgularin bagvuru esnasindaki 6n tanilar1 ve iliskili klinik bulgular1 (Devami).
Ailede renal  Anne-baba

Olguno Yas Cinsiyet On tani Klinik bulgular hastalik akrabalik
Oykiisii

0#21 21 E Gitelman Artmis Renin-Aldosteron, hipokloremik metabolik alkaloz, hipokalemi, hipomagnezemi, hipofosfatemi, - +*
Sendromu hipokalsitiri

O#22 40 E Gitelman Hipokalemi, hipokloremik metabolik alkaloz, Mg alt sinirda, Renin-Aldosteron normal, hipoiirisemi, idrarda - -
Sendromu potasyum ve magnezyum atilimi artmis

O#23 34 K Gitelman Kronik halsizlik, artmis defekasyon sikligi, normotansiyon, kronik hipokalemi, metabolik alkaloz, - +
Sendromu hipomagnezemi, hipokloremi, artmis Renin, hiperkalsiiiri,

O#24 10 K Renal Fanconi Biiyiime geriligi, ates, hepatomegali, KCTF yiiksekligi, beslenme problemi, hipofosfatemi, hipokalsemi, - +

ay Sendromu hafif hipermagnezemi, hipoiirisemi, serum ALP yiiksek, glikoziiri, proteiniiri, ketoniiri, bobreklerde hafif
ekojenite artig1

O#25 50 E Renal Glukoziiri  Insidental tani, glukoziiri (strip testi 3+), serum glukozu normal, HbA1C normal - 4

O#26 4 K Psodohipoaldos-  Biiyiime geriligi, hiperkalemi, hiponatremi, hiperkloremi, metabolik asidoz, hiperfosfatemi, diigitk Renin, - +
teronizm Aldosteron normal

K: Kadm, E: Erkek, PTH: Parathormon, SNIK: Sensérinéral Isitme Kaybi, IVF: In Vitro Fertilizasyon, w: week/hafta, ALP: Alkalenfosfataz, KCTF: Karaciger Fonksiyon Testi

Tablo 4.7: Olgularin genotip 6zellikleri ve iligkili fenotipleri.

Kalitim Lo Protein Varyant ACMG Varyant Fenotip
Olguno  Gen kalib1 Zigosite Varyant lokasyonu degisimi tipi dbSNP ID Kriterleri siiflandirmast #MIM no
PM2, . .
0#1 CASR oD I o T * PMS5, PP2, Olast Patojenik  |Lipokalsemi
Ekzon:7 anlamli PP3 #601198
ENST00000498619.1:¢.2329G>A Yanlig PM2, Hipokalsemi
O#2 CASR oD Heterozigot o p.E777K rs2074935748  PMS5, PP2, Olasi Patojenik
Ekzon:7 anlamli #601198
PP3, PP5 )
043 CASR oD Heterogieor  ENST00000498619.1:¢.314C>A sjosy  Yanlis B PM2, PP2, gﬁi‘;‘l N Hiperparatiroidi
CIETOZIEOt  Eizon:3 p- anlamli PP3 e #239200
Varyant
PS3, PM1,
. ENST00000498619.1:¢.554G>A Yanlig PM2, .o FHH tip 1
O#4 CASR OD Heterozigot Ekzon:4 p-R185Q anlamli rs104893689 PMS, PP3, Patojenik #145980
PP5
PS3, PS4,
. ENST00000263270.6:c.44G>A Yanlig PM2, . FHH tip 3
O#5 AP2S1 OD Heterozigot Ekzon:5 p-R15H anlamli r$397514499 PMS, PP2, Patojenik #600740
PP3, PP5
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Tablo 4.7: Olgularin genotip 6zellikleri ve iligkili fenotipleri (Devamu).

Olgu no

O#6

O#7

O#8

O#9

O#10

O#11

O#12

O#13

O#14

Gen

CLDN16

ATP6V1BI

ATP6V1BI1

ATP6V0A4

BSND

BSND

SLC12A1

KCNIJ1

SLC12A3

Kalitim
kalib1

OR

OR

OR

OR

OR

OR

OR

OR

OR

Zigosite

Homozigot

Homozigot

Birlesik
Heterozigot

Homozigot

Homozigot

Homozigot

Homozigot

Homozigot

Homozigot

Varyant lokasyonu

ENST00000264734.2:¢.453G>T
Ekzon:3

ENST00000234396.4:¢.1037C>G
Ekzon:10

ENST00000234396.4:¢.1037C>G
Ekzon:10

ENST00000234396.4:
c.484 486del
Ekzon:6

ENST00000310018.7:
c.292-1G>A
intron:5

ENST00000371265.4:¢.139G>A
Ekzon:1

ENST00000371265.4:c.1A>T
Ekzon:1

ENST00000396577.3:
¢.2887 2888del
Ekzon:24

ENST00000392664.2:¢.658C>T
Ekzon:2

ENST00000438926.2:
¢.237 238dup
Ekzon:1

Protein
degisimi

p.LI5IF

p.P346R

p.P346R

p.E162del

p-G47R

p-M1?

p.L963Efs*4

p.L220F

p.R8OPfs*35

Varyant
tipi

Yanls
anlaml

Yanlis
anlamli

Yanlis
anlamli

Cergeve
igi
delesyon

Splice
bolge

Yanlis
anlamli

Baglangic
kodonu
kayb1

Cergeve
kaymasti

Yanlis
anlaml

Cerceve
kaymasti

dbSNP ID

rs104893729

rs781838938

rs781838938

rs1572920649

rs776867749

rs74315289

1s74315284

rs200320892

1780299444

ACMG
Kriterleri
PS3, PM2,
PM3,
PMS5, PP3,
PP5

PS3, PM2,
PM3, PP3,
PP5

PS3, PM2,
PM3, PP3,
PP5

PM2,
PM4

PVSI,
PM2, PP5

PM3 VS,
PS3, PM2,
PP5
PVSI,
PS1, PM2,
PM3, PP5

PVSI1,
PM2

PS3, PM2,
PM3,
PMS5, PP3,
PP5
PVSI,
PM2,
PM3, PP5

Varyant
siniflandirmasi

Patojenik

Patojenik

Patojenik

Onemi
Bilinmeyen
Varyant

Patojenik

Patojenik

Patojenik

Olas1 Patojenik

Patojenik

Patojenik

Fenotip
#MIM no

Renal
hipomagneze
mi 3 #248250

Progresif
isitme kaybi
ile distal RTA
2 #267300

Progresif
isitme kayb1
ile distal RTA
2 #267300

Sensorinodral
isitme kaybi
olsun veya
olmasin, distal
RTA tip 3
#602722
Bartter
Sendromu tip
4a #602522
Bartter
Sendromu tip
4a #602522
Bartter
Sendromu tip
1 #601678

Bartter
Sendromu tip
2 # 241200

Gitelman
Sendromu
#263800
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Tablo 4.7: Olgularin genotip 6zellikleri ve iligkili fenotipleri (Devamu).

Olgu no

O#15

O#16

O#17

O#18

O#19

O0#20

O#21

O#22

Gen

SLCI12A3

SLCI2A3

SLCI12A3

SLC12A3

SLC12A3

SLC12A3

SLCI12A3

SLCI2A3

Kalitim
kalib1

OR

OR

OR

OR

OR

OR

OR

OR

Zigosite

Homozigot

Homozigot

Homozigot

Homozigot

Birlesik
Heterozigot

Birlesik
Heterozigot

Homozigot

Birlesik
Heterozigot

Varyant lokasyonu

ENST00000563236.6:¢.514T>C
Ekzon:4

ENST00000563236.6:¢.1928C>T
Ekzon:16

ENST00000438926.2:
¢.2089 _2095del
Ekzon:17

ENST00000438926.2:¢.1672T>C
Ekzon:14

ENST00000438926.2:
¢.237 238dup
Ekzon:1

ENST00000438926.2:¢.1928C>T
Ekzon:16

ENST00000438926.2:
c.237 238dup
Ekzon:1

ENST00000438926.2:¢.1928C>T
Ekzon:16

ENST00000438926.2:¢.1925G>A
Ekzon:15

ENST00000438926.2:¢.1763C>T
Ekzon:14

ENST00000438926.2:¢.1963C>T
Ekzon:16

Protein
degisimi

p.W172R

p.P643L

p.T697Gfs*2

p-W558R

p-R80OPfs*35

p.P643L

p-R8OPfs*35

p.P643L

p.R642H

p.A588V

p.R655C

Varyant
tipi

Yanlis
anlaml

Yanlis
anlaml

Cerceve
kaymasi

Yanlis
anlaml

Cergeve
kaymasi

Yanlis
anlaml

Cergeve
kaymast

Yanlig
anlamli

Yanlig
anlamli

Yanlis
anlaml

Yanlig
anlamli

dbSNP ID

1s757792232

rs140012781

rs771701344

rs780299444

rs140012781

rs780299444

rs140012781

rs147901432

rs121909382

1s747249619

ACMG
Kriterleri
PM3 S,
PMI,
PM2, PP3,
PP5

PM3 VS,
PM2, PP3,
PP5
PVS1,
PM2,
PM3, PP5

PM2, PP3

PVSI,
PM2,
PM3, PP5
PM3 VS,
PM2, PP3,
PP5
PVSI,
PM2,
PM3, PP5
PM3 VS,
PM2, PP3,
PP5

PMI,
PM2,
PM3,
PMS5, PP3
PS3, PM2,
PM3,
PMS5, PP3,
PP5

PM3 VS,
PMI,
PM2,
PMS5, PP3

Varyant
siniflandirmasi

Patojenik
Patojenik
Patojenik
Onemi
Bilinmeyen
Varyant
Patojenik
Patojenik

Patojenik

Patojenik

Patojenik

Patojenik

Patojenik

Fenotip
#MIM no

Gitelman Sendromu
#263800

Gitelman Sendromu
#263800

Gitelman Sendromu
#263800

Gitelman Sendromu
#263800

Gitelman Sendromu
#263800

Gitelman Sendromu
#263800

Gitelman Sendromu
#263800

Gitelman Sendromu
#263800
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Tablo 4.7: Olgularin genotip 6zellikleri ve iligkili fenotipleri (Devamu).

Olgu no

O#23

O#24
O#25

O#26

Gen

SLCI12A3

SLC2A2

SLC5A2

KLHL3

Kalitim
kalib1
OR

OR
OD/OR

OD/OR

Zigosite

Homozigot

Homozigot
Homozigot

Homozigot

Varyant lokasyonu

ENST00000438926.2:
¢.237 238dup
Ekzon:1

ENST00000314251.8:c.380C>A

Ekzon:4

ENST00000330498.3:¢.885+5G>A

Intron:7

ENST00000309755.9:c.161T>C

Ekzon:3

Protein
degisimi
p-R80Pfs*35

p.A127D

p. I54T

Varyant
tipi

Cergeve
kaymas1

Yanlis
anlamli
Intronik

Yanlis
anlaml

dbSNP ID

rs780299444

rs760201098

rs200228142

*

ACMG
Kriterleri
PVS1,
PM2,
PM3, PP5
PS3, PM2,
PM3, PP3
PS4, PM2,
PP3, PP5
PM2, PP3,
PP4

Varyant
siniflandirmasi
Patojenik

Olas1 Patojenik
Olas1 Patojenik
Onemi

Bilinmeyen
Varyant

Fenotip

#MIM no

Gitelman Sendromu
#263800

Fanconi-Bickel
Sendromu #227810
Renal Glukoziiri

# 233100
Psodohipoaldoste-
ronizm tip 2d
#614495

OD: Otozomal Dominant, OR: Otozomal Resesif, dbSNP: database of Single Nucleotide Polymorphism, MIM: Mendelian Inheritance in Man FHH: Familyal Hipokalsiiirik Hiperkalsemi

*: Daha dnce tanimlanmamis yeni (novel) varyant
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Genetik test sonrasi tan1 dagilim

Calismamizda yer alan 26 hastada NGS yontemi ile yapilan genetik analiz
sonucunda, en sik saptanan kalitsal tiibiilopati %38,5 orani ile (n=10) Gitelman sendromu
olmustur. Ikinci siklikta, %15,4 oraninda (n=4) Bartter sendromu (Tip 1, Tip 2 ve Tip 4a
dahil) tespit edilmistir. Ugiincii sirada ise %11,5 oran1 ile (n=3) distal renal tiibiiler asidoz
(dRTA) olgular1 yer almaktadir. Bunu, %7,7 orani ile esit siklikta saptanan ailesel
hipokalsiiirik hiperkalsemi (FHH; Tip 1 ve Tip 3 dahil) ve hipokalsemi olgular1 takip

etmistir.

Diger yandan, her biri %3,8 oraninda olmak iizere (n=1) hiperparatiroidi, renal
hipomagnezemi  tip 3, Fanconi-Bickel sendromu, renal glukoziiri ve
psodohipoaldosteronizm tip 2d olgulari tespit edilmistir (Sekil 4.11). Ayrica, genetik test
uygulamasi sonucunda 2 olguda (%7,7) (O#6 ve O#13) onceki klinik taninin degistigi

belirlenmistir.

BGitelman sendromu

@B artter sendromu

BDistal RTA

@rHH

WHipokalsemi
W@Hiperparatiroidi

[lRenal hipomagnezen 3

B ancomi-Bickel sendromu

R enal glikozir
Psodohipoaldosteronizm tip 2d

Sekil 4.11: NGS yontemi ile genetik test sonrasi olgularin tan1 dagilim yiizdeleri

Olgu ornekleri

Asagida ilgili gen varyantina ait aile taramasi analiz sonuglar1 bulunan, novel varyant
saptanan ya da ailesinde ayni hastalik Oykiisii bulunan olgularin verileri detayl olarak

sunulmustur.
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Olgu 1 (O#1)

11 yas kiz hasta, hiperkalsiiirik hipokalsemi 6n tanisi ile Tibbi Genetik poliklinigine
NGS ile kalitsal tiibiiler hastalik paneli calisilmas: igin yénlendirilmisti. Ozgecmisinde
yenidogan doneminde ndbet gecirme, kan kalsiyum seviyesinde diisiiklik oldugu,
muayenesinde dismorfik bulgu saptanmayan hastanin, klinik ve laboratuvar bulgular
arasinda hipokalsemi, Parathormon (PTH) diisiikliigii, hiperfosfatemi, hipomagnezemi,
nefrokalsinozis, hiperkalsiiiri, hiperokzaliiri yer almaktaydi. Aile dykiisiinde 46 yasindaki
babasinda benzer bir 6ykii bulunmakta ve ebeveynler arasinda akrabalik yoktu (Sekil 4.12).
Babanin anamnezinde 8 yildir ara ara bacaklarda kasilma, kas agrisi oldugu,
hipoparatiroidizm klinik tanisi ile takip edildigi, kalsiyum iyonlari, kolekalsiferol ve
kalsitriol tedavisi aldig1 6grenildi. Laboratuvar incelemelerinde ise hipokalsemi, PTH diistik,
fosfor yiiksek, magnezyum normalin alt smirinda gozlendi. Olgudan kalitsal tiibiilopati
genlerinin incelenmesine yoOnelik yapilan hedeflenmis NGS analizinde, CASR
(ENST00000498619.1) geni ekzon 7°de heterozigot ¢.2519G>T, p. G840V yanlis anlamli
varyant1 saptanmisti. Varyant ACMG kriterlerine gore “olasi patojenik” (PM2, PMS5, PP2,
PP3) olarak smiflandirildi ve daha once literatiirde bildirilmemis “novel” nitelikteydi.
Olgunun otozomal dominant kalitilan “Hipokalsemi” (MIM #601198) fenotipi ile uyumlu
oldugu saptandu. ilgili varyantin, paternal kalitildig1 Sanger dizileme ile gosterildi. O#1 ve

babasina ait molekiiler analiz goriintiileri Sekil 4.13’te gdsterilmistir.

O
o35l

.

3 4

-

M Hipokalsemi

Sekil 4.12: O#1’e ait aile agaci.
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Molekiiler analiz ¢aligilan bireyler sag tist kdsede “*” isareti ile gosterilmektedir.
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Sekil 4.13: O#1 ve babasinda heterozigot CASR (ENST00000498619.1) geni ¢.2519G>T varyantina ait

molekiiler analiz goriintiileri (Sol iistte babanin Sanger elektroferogram goriintiisti, altta olguya ait IGV
gorlitlisii).

Olgu 5 (0#5)

7 yas kiz hasta, hipokalsiiirik hiperkalsemi 6n tanisi1 ile Tibbi Genetik poliklinigine
NGS ile kalitsal tiibiiler hastalik paneli ¢alisilmasi i¢in yonlendirilmisti. Anamnezinde, ilk
kez 3 yasinda karin agrisi, bulanti-kusma ve halsizlik sikayetleri ile hastaneye basvurdugu,
bu basvuru sirasinda kan kalsiyum diizeyinin yiiksek saptandig1 6grenildi. Ayrica néromotor
gelisim basamaklarinin sorgulanmasinda, konusma gecikmesi ve hafif diizeyde 6grenme
giicliigii oldugu belirtilmisti. Fizik muayenesinde dismorfik bulgu saptanmayan hastanin,
klinik ve laboratuvar bulgular1 arasinda kas gii¢siizliigli, hiperkalsemi, hipokalsiiiri, hafif
hipofosfatemi, sinirda hipermagnezemi ve normal PTH seviyeleri yer almaktaydi. Ailede
asemptomatik olan annesinin, anneannesinin ve teyzesinin aile taramasi amaciyla yapilan
laboratuvar tetkiklerinde, hiperkalsemi bulunmaktaydi ve olgunun ebeveynleri arasinda

akrabalik yoktu (Sekil 4.14). Ayrica Annenin laboratuvar incelemelerinde hiperkalsemi,
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hipokalsiiiri, sinirda hipermagnezemi ve normal PTH seviyeleri gézlendi. Olgudan kalitsal
tiibiilopati genlerinin incelenmesine yonelik yapilan hedeflenmis NGS analizinde, AP2S1
(ENST00000263270.6) geni ekzon 5°te heterozigot c¢.44G>A, p.R15H yanhs anlamlh
varyant1 saptanmigti. Varyant ACMG kriterlerine gore  patojenik” (PS3, PS4, PM2, PMS5,
PP2, PP3, PPS5) olarak smiflandirildi. Bu varyant daha oOnce literatiirde ve ClinVar
veritabaninda 39426 ID numarasi ile FHH tip 3 i¢in “patojenik” olarak bildirilmisti. Olgunun
otozomal dominant kalitilan “FHH tip 3” (MIM #600740) fenotipi ile uyumlu oldugu tespit
edildi. Sanger dizileme yoOntemi ile yapilan aile taramasinda, ilgili varyantin maternal
kalitildig1 gozlendi. O#5 ve ebeveynlerine ait molekiiler analiz gortintiileri Sekil 4.15°te

gosterilmistir.

~ M Hipokalsiiirik hiperkalsemi

Sekil 4.14: O#5’e ait aile agaci.

koo

Molekiiler analiz ¢aligilan bireyler sag iist kosede isareti ile gosterilmektedir.
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Sekil 4.15: O#5 ve ebeveynlerine ait AP2S1 (ENST00000263270.6) geni ¢.44G>A varyantina ait (reverse okuma C>T) molekiiler analiz goriintiileri (Sol iistte babanin
-refereans dizi, WT alel-, sag {istte annenin -varyant heterozigot- Sanger elektroferogram goriintiisii, altta olguya ait IGV ve Sanger elektroferogram goriitiisii). WT:
wild type
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Olgu 7 (O#7)

10 yas erkek olgu, distal RTA 6n tanisi ile Tibbi Genetik poliklinigine NGS ile
kalitsal tiibiiler hastalik paneli ¢alisilmasi i¢in ydnlendirilmisti. Anamnezde ilk kez 40
giinlikken kusma, beslenme problemi, huzursuzluk nedeniyle yapilan hastane
basvurusunda, elektrolit seviyelerinde anormallik oldugu, sonrasinda RTA tanisiyla takip ve
tedavisinin devam ettigi, 19 aylikken isitme kaybi1 nedeniyle koklear implant cerrahisi
laboratuvar bulgular1 arasinda eklem agrisi, bilateral ileri derecede SNIK, hiperkloremik
metabolik asidoz, idrar ph>6.5, hiperkalsiiiri, hipokalemi, mediiller nefrokalsinozis yer
almaktaydi. Aile Oykiisiinde 3 yasindaki halasinin kizinda (O#8) da aymi hastalik
bulunmaktaydi ve ebeveynler arasinda akrabalik yoktu (Sekil 4.16: O#7 ve O#8’¢ ait aile
agact ¢izimi). Olgudan kalitsal tiibiilopati genlerinin incelenmesine yonelik yapilan
hedeflenmis NGS analizinde, ATP6VIBI (ENST00000234396.4) geni ekzon 10°da
homozigot c.1037C>G, p.P346R yanlis anlamli varyanti saptanmisti. Varyant ACMG
kriterlerine gore “ patojenik” (PS3, PM2, PM3, PP3, PP5) olarak siniflandirildi. Bu varyant
daha once literatiirde ve ClinVar veritabaninda 280139 ID numarasi ile renal tiibiiler asidoz
ve progresif noronal sagirlik i¢in “patojenik™ olarak bildirilmisti. Olgunun otozomal resesif
kalitilan “Progresif isitme kayb1 ile distal RTA 2” (MIM # 267300) fenotipi ile uyumlu
oldugu tespit edildi. ATP6VIBI geni hedeflenmis dizileme analizi ile yapilan aile
taramasinda, ilgili varyant i¢in anne ve babanin heterozigot tasiyici oldugu gozlendi. O#7 ve

ebeveynlerine ait molekiiler analiz goriintiileri Sekil 4.17°de gosterilmistir.

1 2 3 4 5 6

O
OB O T T 000
DA mAeDnd

A ow 048

10 yas 3 yas M Distal RTA
M Kronik bobrek hastaligi

Sekil 4.16: O#7 ve O#8’¢ ait aile agaci.

Molekiiler analiz ¢aligilan bireyler sag iist kosede “*” isareti ile gosterilmektedir.
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Sekil 4.17: O#7 ve ebeveynlerine ait ATP6V1B1 (ENST00000234396.4) geni ¢.1037C>G varyant1 molekiiler analiz goriintiileri (Sol iistte babanin -varyant heterozigot-
sag iistte annenin -varyant heterozigot-, altta olguya ait -varyant homozigot- IGV goriitiisii).
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Olgu 8 (048)

3 yas kiz olgu, distal RTA 6n tanisi ile Tibbi Genetik poliklinigine NGS ile kalitsal
tiibliler hastalik paneli ¢alisilmasi i¢in yonlendirilmisti. Anamnezde 2 aylikken gecirdigi
pnomoni nedeniyle hastane yatis1 esnasinda insidental RTA tanis1 aldigy, takip ve tedavisinin
devam ettigi, isitme kayb1 nedeniyle koklear implant cerrahisi planlandig1 6grenildi. Fizik
muayenesinde dismorfik bulgu saptanmayan hastanin, klinik ve laboratuvar bulgular
arasinda biiyiime geriligi, , bilateral ileri derecede SNIK, normal anyon agikli metabolik
asidoz, hipokalemi, idrar ph>6.5, hiperkalsiiiri, bobrek parankiminde hafif ekojenite artis
mevcuttu. Aile Oykiisiinde 10 yasindaki dayisinin oglunda (O#7) da aymi hastalik
bulunmaktaydi ve ebeveynler arasinda akrabalik yoktu (Sekil 4.18: O#7 ve O#8’e ait aile
agac1 ¢izimi). Olgudan kalitsal tiibiilopati genlerinin incelenmesine yonelik yapilan
hedeflenmis NGS analizinde, ATP6VIBI (ENST00000234396.4) geni ekzon 10’da
heterozigot c.1037C>G, p.P346R yanlis anlamli varyanti ve ekzon 6’da cerceve igi
delesyona yol acan heterozigot c.484 486del, p.E162del varyanti saptanmisti.
Varyantlardan ilki ACMG kriterlerine gore “patojenik” (PS3, PM2, PM3, PP3, PP5),
ikincisi ise “ Onemi bilinmeyen varyant” (PM2, PM4) olarak siniflandirildi. ClinVar
veritabaninda, yanlis anlamli varyant 280139 ID numarasi ile renal tiibiiler asidoz ve
progresif ndronal sagirlik icin “patojenik”, cerceve i¢i delesyon varyanti ise 635435 ID
numarasi ile “ onemi bilinmeyen varyant” olarak bildirilmisti. Olgunun otozomal resesif
kalitilan “Progresif isitme kaybi ile distal RTA 2” (MIM # 267300) fenotipi ile uyumlu
oldugu tespit edildi. Ilgili varyantlarin cis-trans pozisyonunu belirlemek icin aile taramasi
Onerilmis, ancak yalnizca anne katilim saglamisti. Olgunun asemptomatik olan annesinin,
ATP6VIBI geni hedeflenmis dizileme analizinde c.1037C>G varyant1 i¢in heterozigot
tagiyict oldugu, c¢.484 486del varyant1 icin referans genomla ayni diziye sahip oldugu
belirlendi. Boylece semptomatik olguda saptanan degisimlerin birlesik heterozigot varyant
oldugu teyit edildi, ancak c.484 486del varyantinin de novo olusup olugsmadigr veya
babadan aktarildig1 degerlendirilemedi. O#8 ve annesine ait molekiiler analiz goriintiileri

Sekil 4.18’de gosterilmistir.
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Sekil 4.18: O#8 ve annesine ait ATP6V1B1 (ENST00000234396.4) geni varyantlarinin molekiiler analiz goriintiileri. al) Olguya ait heterozigot ¢.1037C>G varyantinin,
a2) olguya ait heterozigot c.484 486del varyantinin, bl) annesine ait heterozigot ¢.1037C>G varyantinin IGV goriintiisii, b2) annesinde c.484 486del varyanti
bolgesinde WT alelin IGV goriintiisii.
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Olgu 9 (049)

RTA 06n tanist ile takipli 23 yas kadin olgu, elektrolit replasmani i¢in hastane yatisi
esnasinda sendromik goriiniim ve renal hastalik nedeniyle tarafimiza konsiilte edilmisti. 40
giinliikken genel durum bozuklugu nedeniyle yapilan hastane yatisinda, elektrolit
seviyelerinde anormallik oldugu, sonrasinda RTA klinik tanis1 aldigi 6grenildi. Hasta 9
yasindan beri kemik agrisi, kemiklerde sekil bozuklugu ve kas kramplar1 nedeniyle
yuriimekte zorluk ¢ekmekteydi, ayrica sag bacakta bir kez kirik oykiisii mevcuttu. Fizik
muayenesinde yliksek ve genis alin, konveks burun sirti, genis burun tabani, asagi doniik
kalin kaslar, zigomatik hipoplazi gibi fasiyal dismorfik bulgular1 gézlenmisti. Klinik ve
laboratuvar bulgular1 arasinda biiylime-gelisme geriligi, kas gii¢csiizliigii, rotoskolyoz, genu
valgum, rikets ile uyumlu iskelet deformiteleri, hiperkloremik metabolik asidoz, hipokalemi,
hipokalsemi, hipofosfatemi, hiperkalsiiiri, SNIK, nefrokalsinozis, idrar ph>6.5, artmis kan
amonyak seviyesi, idrarda artmis okzalat atilimi1 ve azalmus sitrat atilim1 yer almaktaydi. Aile
Oykiisiinde 27 yasindaki abisinde de erken cocukluk doneminden beri aynmi hastalik
bulunmaktaydi ve ebeveynler arasinda akrabalik mevcuttu (Sekil 4.19: O#9’a ait aile agaci
¢izimi). Olgudan kalitsal tiibiilopati genlerinin incelenmesine yonelik yapilan hedeflenmis
NGS analizinde, ATP6V0A4 (ENST00000310018.7) geni intron 5- ekzon 6 bileskesinde
fonksiyon kaybina yol acan, homozigot ¢.292-1G>A, splice akseptor varyanti saptanmisti
(Sekil 4.20). Varyant ACMG kriterlerine gore “ patojenik” (PVS1, PM2, PP5) olarak
simiflandirildi. Bu varyant daha once literatiirde ve ClinVar veritabaninda 1323843 ID
numarast ile distal renal tiibiiler asidoz tip 3 icin “patojenik/olast patojenik” olarak
bildirilmisti. Olgunun otozomal resesif kalitilan “Sensorindral isitme kaybi olsun veya

olmasin, distal RTA tip 3” MIM #602722 fenotipi ile uyumlu oldugu tespit edildi.
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Sekil 4.19: O#9’a ait aile agaci.
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Sekil 4.20: O#9’a ait ATP6V0OA4 (ENST00600310018.7) geni homozigot ¢.292-1G>A varyantinin IGV
goriintiisii (reverse okuma C>T).

Olgu 10 (0#10)

2,5 yas kiz hasta, Bartter sendromu 6n tanisi ile Tibbi Genetik poliklinigine NGS ile
kalitsal tiibiiler hastalik paneli calisilmasi ic¢in yonlendirilmisti. Prenatal Gykiide,
polihidroamniyoz ve intrauterin gelisme geriligi mevcuttu. Hasta, 31. gebelik haftasinda
sezeryan ile 1700 gram agirhiginda dogmustu. Dogum sonrasi, prematiiriteye bagli sorunlar
ve elektrolit dengesizligi nedeniyle hasta, 35 giin boyunca yenidogan yogun bakim
tinitesinde tedavi edilmisti. Olguya 6 aylikken Bartter sendromu 6n tanisi konmus,

sonrasinda takip ve tedavisi devam ettigi, 18 aylikken konjenital igsitme kaybi nedeniyle

.....
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saptanmayan hastanin, klinik ve laboratuvar bulgular1 arasinda; poliiiri, agir SNIK, biiyiime
ve gelisme geriligi, hipokalemi, hipokloremi, metabolik alkaloz, hiponatremi,
hipermagnezemi, hiperkalsiiiri, hiperaldosteronizm, bobrek parankiminde hafif ekojenite
artigl, diisiik idrar dansitesi bulunmaktaydi. Aile dykiisiinde benzer renal hastaliga sahip
birey ve ebeveynler arasinda akrabalik mevcut degildi. Olgudan kalitsal tiibiilopati
genlerinin incelenmesine yonelik yapilan hedeflenmis NGS analizinde, BSND
(ENST00000371265.4) geni ekzon 1’de yanlis anlamli degisime yol agan homozigot
c.139G>A, p.P47R varyant1 saptanmisti. Varyant ACMG kriterlerine gore “patojenik”
(PM3_VS, PS3, PM2, PP5) olarak siniflandirildi. Bu varyant daha once literatiirde ve
ClinVar veritabaninda 4387 ID numarasi ile Bartter sendromu tip 4a i¢in “patojenik™ olarak
bildirilmisti. Olgunun otozomal resesif kalitilan “Bartter sendromu tip 4a” (MIM # 602522)
fenotipi ile uyumlu oldugu tespit edildi. BSND geni c.139G>A varyantina yonelik Sanger
dizileme yOntemi ile yapilan aile taramasinda, anne ve babanin ilgili varyant i¢in heterozigot
tasiyict oldugu gozlendi. O#10 ve ebeveynlerine ait molekiiler analiz goriintiileri Sekil

4.21°de gosterilmistir.
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Sekil 4.21: O#10 ve ebeveynlerine ait BSND (ENST00000371265.4) geni ¢.139G>A varyantinin molekiiler analiz goriintiileri. al) Babaya ait heterozigot varyantin,
a2) anneye ait heterozigot varyantinin (reverse okuma C>T), Sanger dizileme ile goriintiisii, bl) olguya ait homozigot varyantin IGV goriintiisii, b2) olguya ait

homozigot varyantin Sanger dizileme ile dogrulamasi (reverse okuma C>T).
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Olgu 12 (0#12)

16 yas kiz hasta, Bartter sendromu 6n tanisi ile Tibbi Genetik poliklinigine NGS ile
kalitsal tiibiiler hastalik paneli ¢alisilmasi i¢in yonlendirilmisti. Prenatal dykiide, gebeligin
IVF yontemiyle elde edilen ikiz gebelik oldugu, polihidroamniyoz ve intrauterin gelisme
geriligi bulundugu belirtilmisti. Hasta, 27. gebelik haftasinda spontan vajinal dogumla 845
gram agirh@ginda SGA (gebelik yasina gore kiigiik) bir bebek olarak diinyaya gelmis, ikiz
kardesi ise 0l olarak dogmustu. Dogum sonrasi, prematiiriteye bagli sorunlar ve elektrolit
dengesizligi nedeniyle hasta, 3 ay boyunca yenidogan yogun bakim iinitesinde tedavi
edilmisti. Olguya 9 aylikken tekrarlayan kusma-diyare/kabizlik dehidratasyon ataklari,
nobet ge¢irme nedeniyle yapilan hastane yatis1 esnasinda Bartter sendromu o6n tanisi
konmus, sonrasinda takip ve tedavisi devam etmisti. Fizik muayenesinde dismorfik bulgu
saptanmayan hastanin, klinik ve laboratuvar bulgular1 arasinda; biiylime geriligi, hafif
zihinsel yetersizlik, prematiir retinopatisine bagli goérme kaybi, metabolik alkaloz,
hipokloremi, hipokalemi, hiperkalsemi, poliiiri, pelvik yerlesimli sol bdbrek, bilateral
nefrokalsinozis ve bdobreklerde ekojenite artisi, hiposteniiri, idrarda artmis kalsiyum,
sodyum, potasyum ve klor atilimi yer almaktaydi. Aile dykiisiinde benzer renal hastaliga
sahip birey yoktu ve ebeveynler arasinda akrabalik mevcuttu (Sekil 4.22: O#12’ye ait aile
agacit cizimi). Olgudan kalitsal tiibiilopati genlerinin incelenmesine yonelik yapilan
hedeflenmis NGS analizinde, SLC12A41 (ENST00000396577.3) geni ekzon 24’te fonksiyon
kaybmna yol acan homozigot c¢.2887 2888del, p.L963Efs*4 cerceve kaymasi varyanti
saptanmisti. Varyant ACMG kriterlerine gore “ olast patojenik” (PVS1, PM2) olarak
siniflandirildi ve daha 6nce literatiirde bildirilmemis “novel” nitelikteydi. Olgunun otozomal
resesif kalitilan “Bartter sendromu tip 1”7 (MIM #601678) fenotipi ile uyumlu oldugu tespit
edildi. Sanger dizileme yontemi ile yapilan aile taramasinda, anne ve babasinin ilgili varyant
icin heterozigot tastyict oldugu gozlendi. O#12 ve ebeveynlerine ait molekiiler analiz

goriintiileri Sekil 4.23°te gosterilmistir.
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Sekil 4.22: O#12’ye ait aile agaci.

(232

Molekiiler analiz ¢alisilan bireyler sag iist kosede

isareti ile gosterilmektedir. SB: 6lii dogum (still birth)
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Sekil 4.23: O#12 ve ebeveynlerine ait SLC12A1 (ENST00000396577.3) geni ¢.2887 2888del varyantina ait molekiiler analiz goriintiileri (Sol iistte babanin -varyant

heterozigot, sag iistte annenin -varyant heterozigot- Sanger elektroferogram goriintiisii, altta olguya ait homozigot varyantin IGV goriitiisii).
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Olgu 18 (0O#18)

Bir yildan fazla stiredir kan potasyum ve magnezyum diistikliigii ile takip edilen 35
yasindaki kadin olgu, Gitelman sendromu 6n tanisi ile poliklinigimize NGS ile kalitsal
tiibiiler hastalik paneli ¢aligilmasi i¢in yonlendirilmisti. Fizik muayenesinde dismorfik bulgu
saptanmayan hastanin, kas gii¢stlizliigii, halsizlik yakinmasi ve laboratuvar bulgular1 arasinda
hipokloremik metabolik alkaloz, hipokalemi, hipomagnezemi, artmis Renin-Aldosteron
diizeyi, hipokalsiiiri, idrarda artmis potasyum ve magnezyum atilimi bulunmaktaydi. Aile
Oykiistinde 25 yasindaki erkek kardesi de ayni hastalik sebebiyle tedavi gormekteydi ve
ebeveynler arasinda akrabalik mevcuttu (Sekil 4.24). Ayrica hasta, Behget hastaligi tanisi ile
de takip edilmekteydi. Olgudan kalitsal tiibiilopati genlerinin incelenmesine yonelik yapilan
hedeflenmis NGS analizinde, SLC12A3 (ENST00000438926.2) geni ekzon 14°te homozigot
c.1672T>C, p. W558R yanlis anlamli varyanti saptanmist1 (Sekil 4.25). Bu degisim ACMG
kriterlerine gdre “OGnemi bilinmeyen varyant” (PM2, PP3) olarak siniflandirild1 ve daha dnce
literatiirde bildirilmemis “novel” nitelikteydi. Olgunun otozomal resesif kalitilan “Gitelman

sendromu” (MIM #263800) fenotipi ile uyumlu oldugu tespit edildi.

= i M Gitelman Sendromu
v 2

Sekil 4.24: O#18’¢ ait aile agaci.
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Sekil 4.25: O#18’e ait SLC1243 (ENST00000438926.2) geni homozigot ¢.1672T>C varyantinin IGV
goruntiisi.

Olgu 26 (0#26)

4 yas kadin olgu, psddohipoaldosteronizm 6n tanisi ile poliklinigimize NGS ile
kalitsal tiibiiler hastalik paneli ¢alisilmasi i¢in yonlendirilmisti. Hastanin prenatal dykiistinde
ozellik yoktu, miadinda spontan vajinal dogumla 2500 gram agirliginda diinyaya gelmisti. 6
ay once bronsiolit nedeniyle yapilan hastane yatisinda elektrolit bozuklugu tespit edilmisti .
Fizik muayenesinde dismorfik bulgu saptanmayan hastanin, klinik ve laboratuvar bulgulari
arasinda; biliylime geriligi (kilo -2,19 SDS, boy -2,11 SDS), hiperkalemi, hiponatremi,
hiperkloremi, metabolik asidoz, hiperfosfatemi, Renin diizeyi diisiik ve normal Aldosteron
seviyesi yer almaktaydi. Aile Oykiisiinde benzer hastali§a sahip bilinen herhangi bir birey
bulunmamaktaydi. Ebeveynler, Afganistan kokenli yabanci uyruklu olup, aralarinda
akrabalik mevcuttu (Sekil 4.26). Olgudan kalitsal tiibiilopati genlerinin incelenmesine
yonelik yapilan hedeflenmis NGS analizinde, KLHL3 (ENST00000309755.9) geni ekzon
3’te homozigot c.161T>C, p. I54T yanlis anlamli varyanti saptanmist1 (Sekil 4.26). Bu
degisim ACMG kriterlerine gore “ 6nemi bilinmeyen varyant” (PM2, PP3, PP4) olarak
siniflandirildi ve daha once literatiirde bildirilmemis “novel” nitelikteydi. Olgunun hem
otozomal dominant hem de otozomal resesif kalitilan “Psddohipoaldosteronizm tip 2d”
(MIM #614495) fenotipi ile uyumlu oldugu tespit edildi. Hem tasiyici olduklar: diisiiniilen
hem de otozomal dominant kalitim paterninden dolay1 hafif klinik bulgular sergileyebilecek
olan anne ve babaya, ilgili varyant i¢in molekiiler analiz ¢alisilamamisti, ancak tansiyon

Olctimleri ve kan elektrolit seviyelerinin normal oldugu gézlenmisti.
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Sekil 4.27: O#26’ya ait KLHL3 (ENST00000309755.9) geni homozigot ¢.161T>C varyantinin IGV goriintiisii
(reverse okuma A>Q).
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5. TARTISMA

Kalitsal renal tiibiiler hastaliklar, sivi, elektrolit ve asit-baz homeostazindaki
bozukluklarla karakterize, renal tiibiillerin nadir genetik hastaliklariin heterojen bir
grubunu temsil eder. Bu hastalar, biiylime-gelisme yetersizligi, dehidratasyon ataklari,
nobetler, hipokalemi, metabolik asidoz, KBH gibi ciddi morbidite ve mortaliteler ile
sonuglanabilecek komplikasyonlara maruz kalirlar (Osman ve ark., 2023). Kalitsal
tiibiilopatilerin neredeyse tamami nadir ya da yetim hastalik olarak kabul edilir (prevalanslari
1/2000’den azdir), etiyolojileri cogunlukla monogeniktir ve kronik seyirlidir (Mejia ve ark.,

2013).

Kalitsal tiibiiler hastalik grubunda, bazi farkli genlerin ayni klinik tabloya neden
olabilmesi lokus heterojenitesine, ayn1 gendeki varyantlarin farkli sendromlara yol
acabilmesi fenotipik heterojeniteye, ayni gende bulunan farkli varyantlarin benzer klinik
tablo olusturmasi ise allelik heterojeniteye Ornek teskil eder. Ayrica, birden fazla ve
birbirinden bagimsiz organ ya da sistemin etkilenmesi pleiotropik etkileri gostermektedir.
Kalitsal tiibiilopatiler, benzer belirtileri nedeniyle birbirlerinin ayirici tanisinda yer almanin
yani sira, bazilar1t ayni genetik temele dayandigi igin allelik hastaliklar olarak da
siniflandirilabilir (Renkema ve ark., 2014). Bu nedenle genetik bobrek hastaligina sahip
olgularda, ge¢cmiste uygulanan on taniya spesifik tek gen dizileme ydntemleri yerine
kapsamli veya hedeflenmis gen panellerinin kullanilmasi tani1 basarisini arttirmaktadir

(Cogal ve ark., 2021).

Literatiirde farkli yas gruplarinda tiibiilopati hastalarinin molekiiler tanisinda
NGS’nin kullanildig1 az sayida calisma bildirilmistir. Bunlardan 2018’de Ashton ve ark.
tarafindan yayinlanan 37 geni iceren hedeflenmis NGS panel analizleri yapilan 384 pediatrik
indeks olgu ve 26 kardesi igeren ¢ok merkezli calismada; toplam 26 gende 269 farkli varyant
saptanmist1 ve genetik tan1 orani %64 olarak tespit edilmisti (Ashton ve ark., 2018). 2019’da
Hureaux ve arkadaslar1 1033 eriskin tiibiilopati hastasina uyguladiklar: biri 37 digeri 46 gen
iceren iki farkli hedeflenmis NGS panel analizinde, toplamda 26 gende 275 varyant
saptayarak, genetik tani oranim1 %26 olarak bildirmislerdir (Hureaux ve ark., 2019).
Aragtirmamiza tablo 3.1 ve 3.2 de yer alan sirasiyla 45 ve 55 gen iceren kalitsal tiibiilopati
paneli uygulanan 56 hastadan; kalitsal tiibiiler hastaliklarla iligkili patojenik, olas1 patojenik
ve hastanin fenotipiyle uyumlu énemi bilinmeyen varyant saptanan 26’s1 dahil edilmistir.

Analiz sonras1 genetik tan1 orani ise %46,4 olarak tespit edilmistir. Calisma grubunda yer
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alan 26 hastada, 12 gende 24 farkli, toplamda 30 varyant tespit edilmistir. Saptanan bes
varyant ise literatiirde daha once bildirilmemis olup, “novel” niteliktedir ve bu varyantlar,
kalitsal tiibiiler hastaliklarin genetik spektrumuna katki saglamasi agisindan literatiir i¢in

Onem arz etmektedir.

Calismamiz, hem pediatrik (%42,3) hem de eriskin (%57,7) yas grubunu ve ¢ok
sayida geni igermesi nedeniyle, literatiirde siklikla bildirilen sadece pediatrik yas grubunun
dahil edildigi ya da az sayida bildirilen eriskin popiilasyonu igeren kalitsal tiibiiler hastalik
calismalarina gére veya az sayida genin degerlendirildigi Bartter-Gitelman sendromlar: gibi
sadece tuz kaybina yol agan tiibiilopatileri i¢ceren ¢alismalara gore kapsayicidir (Anshuman
Saha ve ark., 2021; Ashton ve ark., 2018; Blazquez Gémez ve ark., 2021; Hureaux ve ark.,
2019; Peters ve ark., 2002). Ulkemizde kalitsal renal tiibiiler hastaliklarin insidans ve
prevalansi net olarak bilinmemektedir. Bu konudaki en genis seri Topaloglu ve ark.’nin 226
pediatrik hastay1 iceren ¢ok merkezli ¢alismasidir; ancak bu ¢alismada olgulara klinik ve
laboratuvar bulgular1 neticesinde kalitsal tiibiilopati tanis1 konulmus olup, vakalarin genotip
verilerini igermemektedir (Topaloglu ve ark., 2011). Hastalarin genetik analiz verilerini de
iceren ¢alismamiz, Tiirkiye’den bildirilen ve yalnizca klinik degerlendirmelerle sinirlt kalan
tiibiilopati vakalarina iligkin ¢aligmalardan farkli olarak, genotipik verilerle desteklenmis

daha kapsamli bir degerlendirme sunmaktadir.

Avustralya ve Yeni Zelanda'dan yayimlanan bir ¢alismada, hem pediatrik hem de
eriskin kohortlar farkli renal hastalik gruplar1 kapsaminda gen panelleri ile degerlendirilmis
ve 68 hasta tiibililer hastalik grubunda siiflandirilmigtir. Bu ¢alismada, pediatrik kohortta
genetik test bagvurusu i¢in medyan tan1 yasi 5, eriskin kohortta ise 31 olarak rapor edilmistir
(Tanudisastro ve ark., 2021). Calismamizda elde edilen bulgular, pediatrik grup agisindan
s0z konusu c¢alismayla uyumlu olup, medyan tan1 yas1 5’tir (min: 4 ay, maks: 16 yil). Ancak
erigkin kohortta medyan tan1 yasi daha diisitk bulunmus ve 25 olarak hesaplanmistir (min:
19, maks: 50). Caligma grubumuzun tamami degerlendirildiginde ise medyan genetik tani
yast 20,5’tir (min: 4 ay, maks: 50 yil). Bu sonuglar, genetik taniya yonlendirme yasinin
calismadan calismaya degiskenlik gosterebilecegini ve hasta popiilasyonunun demografik

ozellikleri ile saglik sistemine erisim gibi faktorlerden etkilenebilecegini gostermektedir.

Calismamizda cinsiyet dagilimi kadin cinsiyet lehine belirgin bir agirlik gostermekte
olup, olgularin %77’si kadin (n=20), %23’ii erkekti (n=6). Bu dagilim, daha once

yayimlanan literatiir verileriyle karsilastirildiginda dikkat ¢ekici bir farklilik gostermektedir.
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Onceki ¢alismalarda bildirilen kadin cinsiyet oranlar1 sirasiyla %57, %47 ve %58 olarak
rapor edilmistir (Anshuman Saha ve ark., 2021; Blazquez Gémez ve ark., 2021; Tanudisastro
ve ark., 2021). Calismamizda erkek hasta oraninin diisiik olmasimnin, X’e bagh kalitim
gosteren klinik tablolarla iligkili olgu saptanmamis olmasindan kaynaklanabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu durum, genetik etiyolojinin ve Orneklem ozelliklerinin, cinsiyet

dagilimi iizerinde etkisinin olabilecegini gostermektedir.

Kalitsal tiibiiler hastaliklar baglaminda 58 Misirli ¢ocuk lizerinde gerceklestirilen
calismada, ailede renal hastalik dykiisii orant %60,3 olarak bildirilmistir (Osman ve ark.,
2023). Benzer sekilde, 226 Tiirk ¢ocukla yiiriitiilen baska bir ¢aligmada ise bu oran %28,5
olarak rapor edilmistir (Topaloglu ve ark., 2011). Bu arastirmalar goz Oniinde
bulunduruldugunda, c¢alismamizda aile Oykiisii orani %46 olup, pediatrik hastalarin
%63,6’sinda (n=7), erigkin hastalarin ise %33,3’linde (n=5) ailevi renal hastalik Sykiisii
saptannugtir. Ozellikle pediatrik grupta saptadigimiz oran, Misirli ¢ocuklar iizerinde
yiiriitiilen calismanin aile 6ykiisii pozitiflik oraniyla benzerlik gostermektedir (Osman ve
ark., 2023). Bununla birlikte, Bat1 Hindistan’da 14 pediatrik olgunun degerlendirildigi bir
calismada ise bu oran %7 olarak bildirilmistir (Anshuman Saha ve ark., 2021). Farkli
caligmalarda aile 6ykiisii oranlarinda gozlenen degiskenlik; hasta se¢im kriterleri, 6rneklem
biiytikliikleri ve aile bireylerinin taranma diizeylerindeki farkliliklardan kaynaklanabilir.
Ayrica bazi bireylerde aile dykiisiiniin eksik ya da hatali bildirilmesi ile retrospektif veri
toplama yontemlerine bagli bilgi sinirliliklar1 da bu oranlari etkileyebilmektedir. Bu nedenle,
aile Oykiisiiniin varlig1 genetik gegisli tiibiiler hastaliklarin tanisinda destekleyici bir
parametre olarak degerlendirilmelidir; ancak yoklugu, kalitsal etyolojiyi dislamak i¢in tek

basina yeterli degildir.

Kalitsal tiibiilopati tanis1 alan hastalarimizin %58’inde (n=15), ebeveynler arasinda
birinci ile besinci derece arasinda degisen diizeylerde akrabalik saptanmistir. Bu oran ¢ocuk
hastalarda 9%36,4 (n=4), eriskin hastalarda ise %73,3 (n=11) olarak belirlenmistir. Yalnizca
pediatrik popiilasyonu igeren onceki ¢alismalarda bildirilen oranlarla karsilastirildiginda;
2011 yilinda Tiirkiye’den bildirilen ¢aligmada anne-baba akrabalik oran1 %72 (Topaloglu ve
ark., 2011), Misir’dan bildirilen ¢alismada ise %72,4 (Osman ve ark., 2023), Bati
Hindistan’da yapilan ¢alismada ise %14,2 olarak rapor edilmistir (Anshuman Saha ve ark.,
2021). Bu veriler, calismamizdaki genel oran1 Bati Hindistan ¢aligmasindan yiiksek, ancak

Tiirkiye ve Misir kaynakli caligsmalarin gerisinde konumlandirmaktadir. Pediatrik
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grubumuzdaki goreceli olarak daha diisiik oran ise, ¢alismamizin erigkin hasta agirlikli
yapisindan kaynaklanmis olabilir. Akraba evliligi, 6zellikle otozomal resesif gecisli
tiibiilopatilerde onemli bir risk faktorii olmakla birlikte, oranlarin iilkelere ve bolgesel
sosyokiiltiirel 6zelliklere gore degisiklik gosterebilecegi goz Oniinde bulundurulmali ve

populasyonlar arasi karsilastirmalarda dikkatle yorumlanmalidir.

Calismamizda en sik saptanan kalitsal tiibiilopati, olgularin %38,5’inde (n=10) tespit
edilen SLCI1243 gen varyantlarina bagli gelisen Gitelman sendromudur. Bu hastalarin
tamami1 genetik tanilarini eriskin yas grubunda almistir. Hureaux ve arkadaslarinin 1033
erigkin tiibiilopati hastasini inceledigi genis kapsamli ¢alismada da benzer sekilde genetik
tan1 alan olgular arasinda en sik goriilen sendromun %46 oraniyla Gitelman sendromu
oldugu bildirilmistir (Hureaux ve ark., 2019). Blazquez Gomez ve arkadaglarinin primer
tiiblilopati tanist almis 53 pediatrik olguyu kapsayan c¢aligmasinda ise, %36 oraniyla
Gitelman sendromu en sik saptanan tiibiilopati olarak belirlenmistir. Yazarlar, bu yiiksek
oranin ¢ocukluk doneminde degil, genellikle erigskin yaslarda tani alan hastalarin aile
taramalar1  sirasinda asemptomatik bireylerde de varyant tespit edilmesiyle

aciklanabilecegini belirtmislerdir (Bldzquez Gémez ve ark., 2021).

Calismamizda Gitelman sendromundan sonra ikinci siklikta tespit edilen tiibiilopati,
olgularin %15,4’{inde (n=4) saptanan Bartter sendromudur. Bu hastalarda genetik etiyoloji
farkli genlerdeki varyantlarla iliskilendirilmis olup, BSND, SLC1241 ve KCNJI genleri
saptanmustir. Bartter sendromlu olgularin tani yaslar1 4 ay ile 24 yas arasinda degismektedir.
Caligmamizda yalnizca pediatrik popiilasyon degerlendirildiginde ise, Bartter sendromu
cocuklarda en sik goriilen tiibiilopati olarak 6ne c¢ikmaktadir. Blazquez Gomez ve
arkadaslarinin calismasinda Bartter sendromu olgusuna rastlanmazken, Domingo-Gallego
ve arkadaslarinin tiibiilopati tanis1 genetik analizle dogrulanmis 25 hastay1 igeren serisinde,
%12 oranla (n=3) Bartter sendromu tigiincii siklikta tespit edilmistir; bu olgularda CLCNKB
ve SLCI2A41 genleri etiyolojik olarak bildirilmistir (Bldzquez Gomez ve ark., 2021;
Domingo-Gallego ve ark., 2022). Benzer sekilde, Ashton ve arkadaslarinin pediatrik hasta
grubunu i¢eren ¢aligsmasinda Bartter sendromu, Gitelman sendromundan sonra %18,7 oranla
(n=72) ikinci en sik tani olarak yer almistir ve etyolojide BSND, SLCI12A1, KCNJI ve
CLCNKB genleri raporlanmistir (Ashton ve ark., 2018).

Cesitli kalitsal tiiblilopati 6n tanis1 ile genetik degerlendirmeye yonlendirilen

olgularimizin %7,7’sinde (n=2), NGS ydntemiyle yapilan analiz sonucunda dnceki klinik
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taninin revize edilmesi gerekmistir. Literatiirde benzer bulgular, Ashton ve arkadaslarinin
calismasinda %4,2 (n=16) oraninda, Hureaux ve arkadaslarinin ¢alismasinda ise %?2,1
(n=16) oraninda tan1 degisikligi olarak bildirilmistir (Ashton ve ark., 2018; Hureaux ve ark.,
2019). Bu durum, genetik testlerin, fenotipik benzerlik gdsteren tiibiilopatilerde ayirici tant
koymadaki 6nemini ve klinik tanilarin dogrulanmasinda genetik analizlerin katkisini ortaya

koymaktadir.

Gergeklestirdigimiz bu c¢alisma, temel olarak kalitsal renal tiibiiler hastaliklarin
molekiiler genetik temellerinin aydinlatilmasina odaklandigindan, calismamizin ana
eksenini hastalarda saptanan varyantlar ve iligkili genler olusturmaktadir. Calismamizda

varyant saptanan genler asagida ayrintili bigcimde incelenmistir:
CASR

CASR geni , paratiroid bezinin PTH iireten sef hiicrelerinde ve bobreklerde ¢ikan
kalin Henle kulbu hiicrelerinde eksprese edilen plazma membran G proteinine bagl bir
reseptorii kodlayan gendir. Dolasimdaki kalsiyum konsantrasyonundaki kii¢iik degisiklikleri
algilayarak, mineral iyon homeostazini korumada onemli bir rol oynar. CASR geninin
fonksiyon kaybina yol acan patojenik varyantlari hiperkalsemi klinigine yol agarken,
fonksiyon kazandirict mutasyonlari hipokalsemi fenotipine yol agmaktadir (Chadha & Alon,
2009; Hendy ve ark., 2000). ClinVar veritabaninda bildirilen yapisal olmayan CASR gen
varyantlarinin 276’s1 patojenik/olasi patojenik olarak siniflandirilmis olup, bunlarin 123 {inii
yanlis anlamli degisimler olusturmaktadir (erisim tarihi 12.05.2025). Calismamizda dort
olguda CASR geninde yanlig anlamli varyant saptanmis olup, bunlarin ikisinde (O#1, O#2)
hipokalsemi, diger ikisinde (O#3, O#4) ise hiperkalsemi klinigi mevcuttur.

O#1 olarak tanimlanan 11 yasindaki kiz hastada, CASR geninde (NM_001178065)
heterozigot tespit edilen ¢.2519G>T degisimi, proteinin 840. pozisyonundaki glisin
kalintisinin valin ile yer degistirmesine (p.Gly840Val) neden olan yanlis anlamli bir
varyanttir. Bu degisim, alternatif transkript NM_000388.4’¢ gore ¢.2489G>T, p.Gly830Val
olarak tanimlanmakta olup, GnomAD (v2.1.1) ekzom ve genom dahil popiilasyon
veritabanlarinda bildirilmemistir. Literatiirde daha 6nce tanimlanmamis ve "novel varyant"
olarak degerlendirilmistir. Evrimsel olarak orta/yiikksek korunmusluk diizeyine sahip
(GERP: 5.89, PhyloP100way: 9.87) bir konumda yerlesmektedir. In silico analizlerde
varyantin olast patojenitesi gilicli bicimde desteklenmektedir: REVEL (0.90),
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AlphaMissense (0.99), MutationTaster (1.000), DANN (0.99), MetalLR (0.88), SIFT (0.00),
PolyPhen-2 HumDiv (1.00), CADD PHRED (27.90) gibi ¢ok sayida algoritmada ytliksek
patojenite skorlar1 elde edilmistir. Varyantimiz ile ayn1 amino asit pozisyonunu etkileyen ve
literatiirde yer alan diger degisikliklerden; ClinVar (ID: 35792) veritabaninda kayith
NM_001178065.2:c.2519G>A, p.Gly840Asp (p.Gly830Asp, rs193922436) varyant1 olasi
patojenik, Uniprot (ID: VAR 078179) veritabaninda kayitlhi NM_000388.4: c.2488G>A,
p.Gly830Ser varyanti patojenik olarak bildirilmistir. Bu baglamda, yanlis anlamhi
varyantlarinin patojenite etkisini dngdrmede kullanilan REVEL skoru (ClinGen, 2022),
caligmamizda saptanan p.Gly840Val degisiminde 0.90 olup, ayni pozisyondaki Aspartat
degisimiyle esdeger, Serin degisiminden (0.89) ise daha yiiksektir. p.Gly830Ser varyantinin
literatiirde fonksiyon kazanimina ve hastalarda otozomal dominant hipokalsemi fenotipine
yol agtig1 bildirilmistir (Cole ve ark., 2009; Letz ve ark., 2010; Raue ve ark., 2011). O#1 ve
klinik bulgular1 uyumlu olan babasinda tespit edilen ¢.2519G>T degisiminin, ayn1 kodonda
yer alan ve patojenik kabul edilen varyantlarla ayn1 fenotipe yol agmasi, ¢alismamizda tespit

edilen bu varyantin patojenitesini desteklemektedir.

O#2 olarak tanimlanan 5 yasindaki kiz hastada, CASR geninde (NM_001178065.2)
heterozigot saptanan ¢.2329G>A varyanti, proteinin 777. pozisyonundaki asidik 6zellikteki
glutamat (Glu) rezidiisiiniin bazik o6zellikteki lizin (Lys) ile yer degistirmesine neden
olmaktadir. Bu degisim, alternatif transkript olan NM_000388.4'e gore c.2299G>A,
p.Glu767Lys (E767K) olarak tanimlanmakta olup, GnomAD (v2.1.1) populasyon
veritabaninda bildirilmemistir. Literatiirde bu varyant ilk kez 2005 yilinda Uckun-Kitapg¢i ve
arkadaglar1 tarafindan, yenidogan doneminde hipokalsemiye bagli nobet geciren ve yliksek
fosfor diizeylerine sahip olan, PTH diizeyinin diisiik, idrar kalsiyum atiliminin ise normal-
yiiksek seviyelerde oldugu bildirilen 2 yasindaki bir kiz hastada tanimlanmistir. Ayni
caligmada, hastanin geng yasta hipokalsemiye bagli koroner arter spazmi gegiren babasinda
da ayni varyantin saptanmasi ile bu degisimin otozomal dominant hipokalsemi fenotipine
yol acan aktive edici bir mutasyon oldugu belirtilmistir. Ayrica, 4 yillik takipte renal
kalsifikasyon veya bobrek yetmezligi gelismedigi; cizilen aile agacinda ise hafif kas
kramplar1 ve karincalanma diginda genellikle asemptomatik olan dokuz aile bireyinde
hipokalsemi bulundugu bildirilmistir (U¢kun-Kitapg¢i ve ark., 2005). Mevcut caligmada yer
alan olgumuzda da kas kramplari, diisiik serum kalsiyum ve PTH diizeyleri, yiliksek fosfor
diizeyi ve normal idrar kalsiyum atilimi goézlenmis olup, bu klinik tablo literatiirde

tanimlanan fenotip ile uyumluluk gostermektedir. Hastamizin babasi ve baba tarafindan 5
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aile bireyinde de hipokalsemi mevcuttur. Ek olarak, 2012 yilinda Leach ve arkadaslari
tarafindan gerceklestirilen deneysel hiicre kiiltiirii calismasinda, p.E767K varyantinin CASR
geninde fonksiyon kazanimina yol ag¢tig1 gdsterilmistir (Leach ve ark., 2012). S6z konusu
varyant, ClinVar veritabaninda (ID: 959995) otozomal dominant hipokalsemi fenotipi ve
nefrolitiyazis/nefrokalsinozis ac¢isindan olas1 patojenik olarak siniflandirilmistir. Ancak, bu
bildirime kiyasla, Ugkun-Kitap¢t ve arkadaslarimin c¢alismasinda oldugu gibi,

calismamizdaki indeks olguda da nefrokalsinozis izlenmemistir.

Olgu 3 (O#3) olarak tanimlanan 42 yasindaki kadin hastada hiperkalsemi klinigi
mevcuttu ve CASR geninde (NM 001178065.2) heterozigot ¢.314C>A degisimi
saptanmistir. Bu varyant, proteinin 105. pozisyonunda yer alan serin amino asidinin tirozin
ile yer degistirmesine (p.Ser105Tyr) neden olmaktadir. GnomAD (v2.1.1) popiilasyon
veritabaninda yer almayan bu varyant, literatiirde de daha 6nce bildirilmemis olup, "novel"
olarak degerlendirilmistir. Evrimsel olarak orta/yliksek korunmusluk diizeyine sahip
(GERP: 5.75, PhyloP100way: 7.82) bir konumda yerlesmektedir. In silico analizlerde
varyant, REVEL (0.85), AlphaMissense (0.92), MutationTaster (1.000), DANN (0.99),
MetalLR (0.78), MetaRNN (0.88), PolyPhen-2 HumDiv (0.99) ve CADD PHRED (23.90)
algoritmalari ile patojenite lehine skorlar verirken, yalnizca SIFT (0.08) skoru benign yonde
degerlendirilmistir. Bu degisim, CASR geninin 3. ekzonunda yer almakta olup, ayn1 ekzon
bolgesinde ClinVar veritabaninda FHH, otozomal dominant hipokalsemi ve primer
hiperparatiroidi fenotipleri ile iliskilendirilmis 20 adet patojenik/olasi patojenik yanlis
anlamli varyant raporlanmistir. Ancak, 105. kodona 06zgii herhangi bir varyant kaydi
bulunmamaktadir. Olgumuzda, serum kalsiyum ve PTH seviyesinin yiiksek, fosfor
diizeyinin diisik olmasi1 otozomal dominant formda hiperparatiroidi fenotipini
desteklemektedir. Ancak yapilan radyolojik ve niikleer goriintilleme ¢aligmalarinda
paratiroid adenom ya da hiperplazisine dair bulgu saptanmamustir. idrar kalsiyum atilimi
(spot idrarda kalsiyum/kreatinin orani) bir 6l¢iimde diisiik izlenmis olsa da, takip eden
Olctimlerde normal sinirlarda bulunmus ve PTH diizeylerinin yiiksek seyretmesi nedeniyle
FHH olasilig1 6n planda degerlendirilmemistir. Bu bulgular dogrultusunda, c.314C>A
degisimi ¢calismamizda 6nemi bilinmeyen varyant olarak siniflandirilmistir, patojenitesinin
ve olast genotip-fenotip iliskisinin netlestirilebilmesi i¢in fonksiyonel c¢aligmalarla

desteklenmesi gerekmektedir.
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Olgu 4 (O#4)’te saptanan CASR genindeki (NM_001178065.2) ¢.554G>A varyantt,
proteinin 185. pozisyonunda yer alan bazik ve polar 6zellikteki arjinin kalintisinin, nétr ve
polar ozellikteki glutamin ile yer degistirmesine (p.Argl185GIn) yol agmaktadir. Bu varyant,
GnomAD (v2.1.1) popiilasyon veritabaninda yer almamakta ve literatiirde ilk kez 1993
yilinda Pollak ve arkadaslar1 tarafindan, 13 aile iiyesinde familyal hipokalsitirik
hiperkalsemi (FHH) tanis1 konulan bir hastada tanimlanmistir . Sonraki ¢alismalarda da bu
varyantin FHH ve neonatal agir hiperparatiroidi (NSHPT) fenotipleri ile iliskili oldugu
bildirilmistir (Glaudo ve ark., 2016; Obermannova ve ark., 2009; Pollak,’ ve ark., 1993). In
vitro deneysel calismalar, bu varyantin normal genotipli (wild tip) alel iizerinde dominant
negatif inhibisyona yol acarak fonksiyon kaybina neden oldugunu gostermistir (Marx ve
ark., 2020; Obermannova ve ark., 2009). 2021 yilinda Fransa’dan yayimlanan bir derlemede,
bu varyanta sahip 7 yenidoganda de novo veya paternal aktarim sonucu NSHPT gelistigi,
ayrica en az 14 bireyde ise yenidogan doneminde belirti vermeksizin FHH fenotipine yol
acti@1 raporlanmistir (Aubert-Mucca ve ark., 2021). Bizim olgumuzda da hipokalsitirik
hiperkalsemi mevcuttu ve hastanin babasinda da benzer sekilde hiperkalsemi klinigi
bulunmaktaydi; ancak baba genetik test yaptirmadigindan aile igi segregasyon analizi
gergeklestirilememistir. Tiim bu bulgular, saptadigimiz varyantin otozomal dominant gegisli

FHH fenotipi ile uyumlu oldugunu desteklemektedir.
AP2S1

AP2S1 geni, klatrin aracili endositozda gorev alan adaptor protein-2 (AP2)
kompleksinin sigma 2 alt birimi olan AP202 proteinini kodlamaktadir; bu protein, hiicre
zarindaki proteinlerin endozomlara tasinmasinda rol oynar. Bu gende yer alan patojenik
varyantlar endositoz mekanizmasin1 bozarak, CASR proteini araciligiyla hiicrelerin
ekstraselliiler kalsiyuma duyarliligmmi azaltir; bunun sonucunda paratiroid bezlerinden
parathormon (PTH) salinimi artar ve bobreklerden kalsiyum geri emilimi azalir. Kodon
15°teki arjinin (Argl5) rezidiisiinii etkileyen (p.Argl15Cys, p.Argl5His, p.ArglSLeu) yanhs
anlamli (missense) patojenik varyantlar, bugiine kadar yaklasik 70 FHH tip 3 olgusunda
bildirilmistir (Aashiq ve ark., 2020; Hannan ve ark., 2021). Calismamizda 7 yas kiz hastanin
(O#5) AP2S1 geninde (NM_001301078.2) ¢.44G>A, p.ArglSHis varyant1 saptanmistir. Bu
varyantin literatiirde bir¢ok olguda bildirildigi ve son yillarda FHH tip 3 ile iligkili olarak
norogelisimsel anormalliklerin —6zellikle konugma ve motor gelisimde gecikme, 6grenme

giicligii, dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu gibi— tanimlandig1 vurgulanmaktadir
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(Aashiq ve ark., 2020; Chinoy ve ark., 2023; Shah ve ark., 2021). Bizim olgumuzda da FHH
tip 3 fenotipine ek olarak konusma gecikmesi ve hafif diizeyde 6grenme giicliigii mevcuttu.
Bu bulgular, p.Argl5His varyantinin yalnizca kalsiyum metabolizmasi ile sinirl kalmayan,

daha genis spektrumlu bir fenotiple iliskili olabilecegini desteklemektedir.
CLDNI16

CLDNI16 geni, ¢ikan kalin Henle kolundaki epitel hiicrelerinin sik1 baglantilarinda
eksprese edilir ve burada iki degerlikli katyonlarin geri emiliminde rol oynayan claudin 16
proteinini kodlar. Bu gende fonksiyon kaybina yol agan biallelik patojenik varyantlar
Familyal Hipomagnezemi ile Hiperkalsiiiri ve Nefrokalsinozis (FHHN) olarak da bilinen
renal hipomagnezemi 3 fenotipine yol acmaktadir (Jaya Kausalya ve ark., 2006).
Calismamizda, hipomagnezemi nedeniyle Gitelman sendromu 6n tanisiyla degerlendirilen
27 yasindaki erkek hastada (O#6), CLDN16 geninde (NM_006580.3) c.453G>T, p.L151F
varyanti homozigot olarak saptanmistir. Bu olguda; evre 3 kronik bobrek hastaligi,
metabolik asidoz, tekrarlayan iiriner sistem enfeksiyonlari, nefrokalsinozis, tekrarlayan
nefrolitotomi Oykiisii, hipomagnezemi, hiperiirisemi, hiperparatiroidizm, idrarda artmis
magnezyum ve kalsiyum atilimi, proteintiri, l6kositiiri ve hipositratiiri gibi ¢ok sayida klinik
bulgu, FHHN fenotipi ile uyumlu bulunmustur. Hastaya uygulanan NGS temelli genetik
analiz sayesinde, Gitelman sendromu On tamisindan farkli olarak genotip-fenotip

korelasyonu kurularak dogru taniya ulagilmistir.

p.L151F varyantt, literatiirde ilk kez 2000 yilinda FHHN fenotipine sahip 4 hastanin
ticiinde birlesik heterozigot, birinde ise homozigot olarak tanimlanmistir (Weber ve ark.,
2000). Sonrasinda yapilan daha genis kapsamli bir ¢alismada, Almanya ve Dogu Avrupa
kokenli 18 FHHN ailesinin 14’linde ayn1 varyant tespit edilmis ve Avrupa toplumlarinda
kurucu mutasyon etkisi (founder effect) gosterdigi bildirilmistir (Weber ve ark., 2001).
Tiirkiye’den ise bu varyant ilk olarak 2008 yilinda yayimlanan bir vaka takdiminde, akraba
evliligi bulunan bir ailede FHHN fenotipine sahip ii¢ erkek kardeste homozigot olarak rapor
edilmistir (Peru ve ark., 2008). Bizim olgumuzda da ebeveynler arasinda akrabalik mevcuttu,
probandin iki kardesinde daha nefrokalsinozis ve kronik bdbrek hastaligi oykiisii
bulunmaktadir. Ayrica yapilan fonksiyonel ¢alismalarda; s6z konusu varyantin parsiyel
fonksiyon kaybina yol agtig1, bu nedenle tamamen islev kaybettiren varyantlara kiyasla renal
yetmezligin daha yavas progresyon gosterdigi bildirilmistir (Hou ve ark., 2005; Konrad ve

ark., 2008). Bu bilgilerle uyumlu olarak, bizim olgumuzun da 4 yasindan itibaren
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nefrokalsinozis ve tekrarlayan iiriner sistem enfeksiyonu nedeniyle takipte oldugu, son

poliklinik bagvurusunda ise evre 3 kronik bobrek hastaligi gelistigi saptanmustir.
ATP6VIBI

Distal nefronun asit salgilanmasinda gorevli apikal proton pompasinin f alt birimini
kodlayan ATP6V1B1 (eski adiyla ATP6B1) genindeki mutasyonlarin, ilerleyici sensorinoral
isitme kaybiyla seyreden distal renal tiibiiler asidoz (dARTA) ile iliskili oldugu ilk kez 1999
yilinda bildirilmistir. Bu gen, asit-baz dengesinin saglanmasinda temel rol oynayan proton
pompast kompleksinin islevsel biitiinligli agisindan kritik dneme sahiptir (Karet ve ark.,
1999). ClinVar veritabaninda bildirilen yapisal olmayan ATP6V 1B gen varyantlarinin 108’1
patojenik veya olas1 patojenik olarak smiflandirilmis olup, bu varyantlarin yalnizca 9’u
yanlis anlamli (missense) degisimlerden olusmaktadir. Mevcut verilerde cergeve igi
delesyon varyantlarimin bu grupta yer almadigi dikkat cekmektedir (erisim tarihi:
16.05.2025). Calismamizda, anne ve babalar1 akraba olmayan ancak birbiriyle kuzen olan
iki distal RTA olgusunda (O#7 ve O#8) ATP6VIBI1 geninde biri yanlis anlamli, digeri

cerceve i¢i delesyon olmak tiizere iki farkli varyant saptanmistir.

Calismamizda 10 yasindaki erkek hastada (O#7), ATP6VIBI geninde
(NM_001692.4) ¢.1037C>G, p.P346R yanlis anlamli varyanti homozigot olarak
saptanmistir. Yapilan fonksiyonel c¢alismalarda, P346R varyantinin proton pompa
aktivitesinde islev kaybina neden oldugu deneysel olarak gosterilmistir ve ark., (Fuster ve
ark., 2008; Yang ve ark., 2006). Literatiirde bu varyanta sahip bireylerde; erken bebeklik
doneminde hastalik baslangici, nefrokalsinozis, sensorinoral isitme kaybi, metabolik asidoz,
hipokalemi ve hiperkalsiiiri gibi klinik bulgularin bildirildigi gériilmektedir (Besouw ve ark.,
2017; Jobst-Schwan ve ark., 2020; Karet ve ark., 1999). Calismamizda bildirilen olguda da

bu fenotipik 6zelliklerin tamami1 gozlenmis olup, literatiirle uyum gostermektedir.

Olgu 8 (O#8) olarak tanimlanan 3 yasindaki kiz hastada, ATP6V1B1 geninde O#7’de
tanimlanan (NM_001692.4) c.1037C>G, p.P346R yanlis anlamli varyanta ek olarak, ¢erceve
ici delesyona neden olan c¢.484 486del, p.E162del varyant1 birlesik heterozigot olarak tespit
edilmistir. p.E162del varyanti, GnomAD (v4.1.0) popiilasyon veritabanlarinda son derece
nadir goriilmekte (allelik frekans: 0.000001239), homozigot olarak raporlanmamis olup,
literatiirde daha 6nce tanimlanmamuistir. ClinVar veritabaninda (ID: 635435) yalnizca bir kez

Onemi Bilinmeyen Varyant (kayit tarihi: 31 Ekim 2018) girdisi mevcuttur. Varyant,
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ATP6VI1BI geninin evrimsel olarak yiiksek oranda korunan 6. ekzonunda (PhyloP100way:
9.653) yer almakta, tekrar bolgelerinde bulunmamakta ve protein dizisinde bir amino asitlik
kisalma ile sonu¢lanmaktadir. p.E162del varyantinin fonksiyonel etkisi heniiz bilinmemekle
birlikte, hastada saptanan biiyiime geriligi, bilateral ileri derecede SNIK, normal anyon agikli
metabolik asidoz, hipokalemi, idrar ph>6.5, hiperkalsiiiri, bobrek parankiminde hafif
ekojenite artis1 gibi klinik bulgular, ATP6VIBI geninde tanimlanan birlesik heterozigot
varyant ile iliskili olarak Progresif Isitme Kayb ile Distal RTA 2 fenotipiyle uyumludur. Bu
bulgular dogrultusunda p.E162del varyantinin potansiyel klinik Oneminin daha iyi
anlagilabilmesi i¢in fonksiyonel ¢aligsmalara ve benzer genotipe sahip ek olgu bildirimlerine

ithtiyag duyulmaktadir.
ATP6V0A4

ATP6V0A4 geni, protonlarin hiicre zarindan tasinmasini saglayan vakuoler tip proton
pompasinin VO alt birimini kodlar (Golder & Karet Frankl, 2016). Kalitsal distal RTA
olgularinda en sik patojenik varyant tespit edilen (%40) gen olan ATP6V0A4’te, fonksiyon
kaybina yol agan biallelik varyantlarin hastalik fenotipi ile iligkili oldugu bildirilmektedir
(Alexander ve ark., 2025). Calismamizda yer alan 23 yasindaki kadin hastada (O#9),
ATP6V0A4 geninde ekzon-intron bileskesini etkileyerek null iirline neden olan
(NM_020632.3) ¢.292-1G>A, splice akseptor varyanti homozigot olarak tespit edilmistir.
Bu varyant, literatiirde ilk kez Smith ve arkadaslar1 tarafindan Tiirkiye kokenli, isitme kaybi,
rikets bulgular1 ve hiperkalsiiiri olmayan distal RTA tanist almis 11 yasindaki bir kiz olguda
tanimlanmistir (ATP6N1B geni, intron 6 splice akseptor AG—AA varyanti olarak) (Smith
ve ark., 2000). Takip eden yillarda, farkli hasta gruplarina tiim ekzom sekanslama (WES)
yapilan bir calismada, ebeveynleri akraba olan 13 yasinda bir kiz hastada ayni varyant
homozigot olarak saptanmis ve bu olguda distal RTA, progresif sensorindral isitme kaybi
(SNIK), nefrokalsinozis ve hipotiroidi bildirilmistir (Trujillano ve ark., 2017). Son olarak,
2022 yilinda Tiirkiye’den yayimlanan bir calismada, ii¢ yasindaki distal RTA tanili bir kiz
hastada ¢.292-1G>A varyanti homozigot olarak raporlanmis ve bu olguda SNIK,
hiperkalsiiiri, nefrokalsinozis gibi klinik bulgularin varligr ve hiperamonyeminin eslik
etmedigi belirtilmistir (Giiven ve ark., 2022). Calismanizda yer alan olguda saptanan SNiK,
hiperkalsitiri ve nefrokalsinozis bulgulari, literatiirde ayn1 varyantla iliskilendirilmis klinik
ozelliklerle uyumludur. Hipotiroidi durumu bilinmemekle birlikte, olgumuzun literatiirde

bildirilen vakalardan farkli olarak daha ileri yasta genetik tan1 almis olmasi dikkat ¢ekicidir.
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Ayrica, hiperamonyemi ve rikets bulgularimin eslik etmesi, bu varyantin fenotipik
spektrumunun daha genis olabilecegini ya da zamanla gelisen komplikasyonlarla iligkili

olabilecegini diisiindiirmektedir.
BSND

BSND geni, bobrekte tuz geri emilimini ve i¢ kulakta potasyum geri doniistimiinii
saglayan CIC-Ka ve CIC-Kb kloriir kanallarinin beta alt birimi olan Barttin proteinini kodlar
(Estévez ve ark., 2001). BSND geninin islev kaybina yol agan biallelik varyantlar1 Bartter
sendromu tip 4a fenotipine yol agar (Johnson et al., 2023). Calismamizda, Bartter sendromu
on tanili iki hastada (O#10 ve O#11) BSND geninde, ekzon 1°de biri yanlis anlamli, digeri
baslangi¢ kodonu kaybi olmak iizere iki farkli varyant tespit edilmistir.

Calismamizda yer alan, 2,5 yasindaki kiz hastada (O#10), BSND geninde
(NM_057176.3) c.139G>A, p.G47R yanlis anlaml1 varyanti homozigot olarak saptanmistir.
Ksenopus oositlerinde ve renal hiicre hatlarinda yapilan fonksiyonel caligsmalarda,
p-Gly47Arg varyantinin Barttin proteinin/kloriir kanallarinin (CLC-Ka) ekspresyonunu
azalttig1; ancak Barttin’in hiicre yiizeyine yerlesmesini veya CLC-Kb/Barttin kanallarinin
aktive edilmesini engellemedigi, dolayisiyla orta etkili bir fenotipe neden olacag:
gosterilmistir (Estévez ve ark., 2001; Janssen ve ark., 2009). Literatiirde bu varyanta sahip
bireylerin ¢ogunda, Bartter sendromu tip 4 fenotipine ait olan polihidroamniyoz,
prematiirite, diisiik dogum agirligi, neonatal donemde agir sivi-elektrolit kaybi, progresif
renal hastalik ve SNIK gibi bulgular bildirilmistir. Bununla birlikte, nadir vakalarda
antenatal bulgular olmaksizin yalmzca SNIK ve hafif renal semptomlarla geng eriskinlik
doneminde tani alan olgular da mevcuttur (Heilberg ve ark., 2015; Miyamura ve ark., 2003).
Bizim olgumuzda (O#10) saptanan polihidroamniyoz, 31. gebelik haftasinda prematiir
dogum, diisiik dogum agirlig1 ve bilateral SNIiK bulgulari, literatiirde tanimlanan Bartter
sendromu tip 4 fenotipiyle uyumludur. Miyamura ve arkadaslari, bu varyanta sahip
bireylerde gozlenen fenotip siddetindeki degiskenligin, in vitro modellerin fizyolojik
kosullar1 tam olarak yansitamamasi ve Barttin’in CIC-Ka/Kb disindaki kanallarla da

etkilesime girmesi olasiligtyla a¢iklanabilecegini ileri slirmiistiir (Miyamura ve ark., 2003).

BSND geninde varyant saptanan diger olgu olan (O#11), 4 aylik kiz hastada,
baslangi¢c kodonu kaybina neden olan (NM_057176.3) c.1A>T, p.M1? varyanti homozigot
olarak tespit edilmistir. BSND geni, 320 amino asitlik bir proteini kodlamakta olup, bu
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varyant sonucunda translasyonun baslama noktasi olan ilk ATG dizisinin kaybi soz
konusudur. Bu durumda, protein sentezinin alternatif olarak 26. kodonda yer alan ikinci
ATG dizisinden baslamasi1 ve dolayisiyla ilk 25 amino asidin kaybi beklenmektedir
(Mutation Taster, n.d.). Ancak, Birkenhiger ve arkadaglarinin yiiriittiigii calismada, bu
varyantin Tiirkiye kokenli bes farkli hastada saptandigi ve alternatif baglangi¢ noktasinin yer
almadig1, ¢iinkii metiyonin kodlayan diger amino asit kodonlarinin Kozak dizisi (6karyotik
hiicrelerde translasyonunun basladig1 yeri tanimlayan 6zel bir niikleotid dizisidir) igerisinde
yer almalarina ragmen giivenilirlik skorlariin diisiik oldugu ifade edilmistir (Birkenhdger
ve ark., 2001). Bu bulgular, proteinin etkin bir sekilde sentezlenemeyecegini ve dolayistyla
fonksiyon kaybinin tam olacagimi gostermektedir. Literatiirde baslangi¢ kodonu kaybina
neden olan mutasyonlarin, hastaligin agir fenotipiyle ve bobrek fonksiyonlarinin erken
donemde bozulmasiyla iligkili oldugu bildirilmektedir (Birkenhdger ve ark., 2001; Janssen
ve ark., 2009; Jeck ve ark., 2001). Bizim olgumuzda da antenatal donemde klinik bulgularin
mevcut olmasi ve hastanin postnatal 5. ayinda hemodinamik instabilite ve ¢oklu organ
yetmezligi sonucu eksitus olmasi, bu varyantin ciddi klinik seyirle iligkili olabilecegini giiclii

bigimde desteklemektedir.
SLCI2A1

SLCI2AT1 geni, Henle kulbunun kalin ¢ikan kolunda sodyum, potasyum ve kloriiriin
yeniden emiliminden sorumlu olan ve idrarin konsantrasyonunda kilit rol oynayan Na*-K"-
2CI kotransport proteinini (NKCC2) kodlamaktadir (Chadha & Alon, 2009). Calismamizda
16 yasindaki kiz hasta (O#12)’da, SLC12A1 geninde (NM_000338.3) c.2887 2888del,
p.L963Efs*4 varyanti homozigot olarak tespit edilmistir. Yirmi yedi ekzondan olusan bu
gende, 24. Ekzonda yer alan iki baz ¢iftinin delesyonu sonucu olusan ¢ergeve kaymasi, 963.
pozisyondaki 16sin amino asidinin yerine glutamik asidin gelmesine ve ardindan dort amino
asit sonra prematiir sonlanma kodonunun olusmasina neden olmaktadir. Bu durumun,
NKCC2 proteininin erken sonlanarak "truncating" bir etki olusturmasina ve fonksiyon

kaybina yol agmasi beklenmektedir.

Bahsi gecen varyant, gnomAD (v2.1.1) popiilasyon veritabaninda yer almamakta ve
literatlirde daha Oonce tanimlanmamis olmasi nedeniyle “novel” olarak degerlendirilmistir.
Ayrica varyant, evrimsel olarak orta-yliksek korunmusluk diizeyine sahip bir konumda yer
almakta olup (GERP: 5.53, PhyloP100way: 7.50), biyolojik islev agisindan 6nem tasidigi
diistiniilmektedir. ClinVar veritabaninda SLC/241 genine ait 123 varyant patojenik/olasi
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patojenik olarak smiflandirilmis olup, bunlarin 74’linii ¢ergeve kaymasi (frameshift) ve
anlamsiz (nonsense) tipteki, yani genin fonksiyon kaybima neden olan degisiklikler
olusturmaktadir (erisim tarihi: 22.05.2025). Bu baglamda, ¢alismamizda saptanan frameshift
tiriindeki ¢.2887 2888del varyanti da fonksiyon kaybi iizerinden hastalik patogenezine
katki sunabilecek niteliktedir. Klinik olarak O#12 olgusunda gdzlenen polihidroamniyoz,
prematiir dogum, biliyiime geriligi, nefrokalsinozis, metabolik alkaloz, elektrolit
dengesizlikleri ve idrarda artmis sodyum, potasyum ve kalsiyum atilimi gibi bulgular,
SLCI12A41 gen mutasyonlarina bagli Bartter sendromu tip 1 fenotipi ile uyumludur. Bu
dogrultuda ¢.2887 2888del wvaryanti, olasi patojenik olarak degerlendirilmis olup,
patojenitesinin kesinlestirilebilmesi i¢in fonksiyonel ¢alismalara ve daha fazla hasta verisine

ihtiyac vardir.
KCNJ1

KCNJI geni, bobrekte ozellikle Henle'nin kalin ¢ikan kolu ve distal nefronda
bulunan, hiicre zarinin dinlenim potansiyelini ve uyarilabilirligini diizenleyen ice akim
diizenleyici (inward rectifier) bir potasyum kanalin1 (ROMK) kodlar (Lorenz ve ark., 2002).
Calismamizda, Gitelman sendromu On tanisi ile yonlendirilen 24 yasindaki erkek hasta
(O#13)’da, KCNJI geninde (NM_000220.5) c.658C>T, p.Leu220Phe varyanti homozigot
olarak tespit edilmistir. Bu varyant, literatiirde ilk kez Vollmer ve arkadaslar1 tarafindan
Tiirkiye kokenli, antenatal Bartter sendromu klinigine sahip olguda Alal56Val varyanti ile
birlesik heterozigot olarak tanimlanmistir (Vollmer ve ark., 1998). Takip eden yillarda, farkli
vaka raporlarinda, ayni varyant hem homozigot (Elfert ve ark., 2020; Jayasinghe ve ark.,
2021) hem de farkli varyantlarla (6rn; S219R, T191P) birlesik heterozigot formda (Sharma
ve ark., 2014; Srivastava ve ark., 2013) bildirilmistir.

Calismamizda yer alan olguda saptanan halsizlik, kas gili¢siizliigli, ¢ocukluk
doneminde nobet, hipokalemi, metabolik alkaloz, hiposteniiri, idrarda artmig potasyum
atilimi, sinirda hipomagnezemi bulgular1 Bartter sendromu tip 2 fenotipi ile uyumludur.
Ancak, prenatal 6ykii durumu ve nefrokalsinozis varligi degerlendirilmemistir, idrar
kalsiyum atilimi normal saptanmustir. Ayrica, hastada D vitamini eksikligi, sekonder
hiperparatiroidi gozlenmistir. Literatiirdeki homozigot L220F varyantina sahip olgular
incelendiginde; Huang ve ark. tarafindan bildirilen 35 yasindaki vakada nefrokalsinozis ve
hafif hiperkalsiiiri mevcuttur, Jayasinghe ve ark. tarafindan yayimlanan ¢aligmada eriskin

yastaki iki olguda nefrokalsinozis saptanmistir. Ancak Elfert ve ark. tarafindan tanimlanan
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26 yasindaki olguda nefrokalsinozis tespit edilmesine ragmen idrar kalsiyum atilimi normal
olarak degerlendirilmistir (Elfert ve ark., 2020; Huang ve ark., n.d.; Jayasinghe ve ark.,
2021). Bu durum séz konusu varyantin, kalsiyum metabolizmas1 tlizerindeki etkilerinin
degisken olabilecegini ve D vitamini durumu gibi ¢evresel faktorlerin klinik tabloyu modiile
edebilecegini diisiindiirmektedir. Ek olarak, homozigot L220F mutasyonuna sahip yukarida
bahsedilen hastalarin bizim ¢alismamizda oldugu gibi eriskin yasta tan1 almis olmasi dikkat
cekmektedir. Ayrica, in vitro fonksiyonel caligmalar L220F varyantinin ROMK kanal
fonksiyonunu tamamen ortadan kaldirmadigini1 (~%50 aktivite korunumu), ancak S219R
gibi bagka bir varyantla birlesik heterozigot formda ise kanal aktivitesinin neredeyse
tamamen kayboldugunu, bu nedenle homozigot bireylerde bile nispeten hafif bir fenotipin
gelisebilecegini gostermistir (Srivastava ve ark., 2013). Tiim bu veriler neticesinde,
Leu220Phe varyantinin klinik spektrumu, neonatal agir formlardan eriskin dénemde tani
alan atipik olgulara kadar genis bir yelpazede karsimiza ¢ikabilir. Bu fenotipik heterojenite,
genetik ve cevresel faktorlerin kompleks etkilesiminden kaynaklaniyor olabilir. Dolayisiyla,
ozellikle ge¢ baslangicli hipokalemik metabolik alkaloz vakalarinda, Bartter sendromu tip

2'nin ayirict tanida diisiiniilmesi ve KCNJ!I gen analizinin yapilmasi 6nem tagimaktadir.
SLCI2A43

SLCI2A3 geni, distal kivrimli tiibiillerin liminal membraninda yer alan tiyazid
duyarli sodyum-kloriir kotransporterini (NCCT) kodlamakta olup, bu tasiyict renal tuz
dengesinin saglanmasinda kritik rol oynamaktadir(Simon ve ark., 1996). Calismamizda yer
alan 10 hastada SLCI243 genine ait toplam sekiz farkli varyant (NM_000339.3:
c.237 238dup, ¢.2089 2095del, ¢.1672T>C, ¢.1763C>T, ¢.1925G>A, ¢.1928C>T,
c.1963C>T, NM _001126108.2: ¢.514T>C) tespit edilmis olup, bunlardan yedisi literatiirde
daha oOnce bildirilmis ve patojenik olarak tanimlanmigtir. En sik rastlanan degisim,
homozigot ya da c.1928C>T ile birlesik heterozigot olarak gézlenen ¢erceve kaymasina yol
acan c¢.237 238dup varyantidir. Yakin zamanda Tiirkiye’den bildirilen, pediatrik yas
grubundaki sekiz Gitelman sendromlu olguyu iceren bir ¢alismada da bu varyantin en sik

saptanmig olmasi, bulgularimiz1 desteklemektedir (Guven ve ark., 2021).

Ote yandan, 14. ekzonda yer alan NM_000339.3: ¢.1672T>C (p.W558R) varyanti
literatiirde daha once bildirilmemis olup, calismamizda ilk kez tanimlanmistir ve “novel”
olarak degerlendirilmistir. Bu varyant 558. pozisyonda yer alan nétral ve hafif polar triptofan

(W) amino asidinin, bazik ve polar arjinin (R) ile yer degistirmesine sebep olmaktadir.
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GnomAD (v2.1.1) popiilasyon veritabaninda yer almayan bu varyant, evrimsel olarak
korunmus bir bolgede konumlanmakta (GERP: 4.90; PhyloP100way: 7.90) ve ¢ok sayida in
silico analiz (REVEL: 0.72; AlphaMissense: 0.99; MutationTaster: 1.000; DANN: 0.99;
MetalLR: 0.59; MetaRNN: 0.95; PolyPhen-2 HumDiv: 1.00; SIFT: 0.00; CADD PHRED:
25.20) ile patojenite lehine giiclii skorlar sergilemektedir ClinVar veritabaninda, 558. kodon
ile iliskili yalnizca bir adet patojenik varyant (c.1674G>A, p.W558%*) yer almakta olup, bu
degisim erken sonlanma kodonu olusturan bir anlamsiz (nonsense) varyanttir. Bu veriler
1s181inda, ¢.1672T>C varyanti, potansiyel olarak patojenik bir degisim olarak dikkat
cekmektedir ve patojenitesinin dogrulanabilmesi igin ileri diizey fonksiyonel analizlere

ithtiyag duyulmaktadir.

Calismamizda SLC12A3 geninde varyant saptanan olgularin genetik tan1 yas araligi
19 ila 40 y1l arasinda degismekte olup, pediatrik popiilasyonda Gitelman sendromu tanist
alan hasta bulunmamaktadir. Bu durum, Gitelman sendromunun siklikla ge¢ ¢ocukluk,
adolesan ya da eriskin donemde tanmi almasiyla uyumludur. Benzer sekilde, Kore’den
bildirilen bir calismada, SLC12A3 varyanti tagiyan 31 hastada yas dagilimi 16—67 yil
arasinda (Lee ve ark., 2016); Japonya’dan bildirilen baska bir ¢alismada ise 1-78 y1l arasinda
bildirilmistir (Fujimura ve ark., 2019). Bulgularimiz, Gitelman sendromunun tanisal
spektrumunun yasla iliskili olarak genis bir aralikta degisebilecegini ve ¢ogunlukla geg tani

aldiginmi desteklemektedir.
SLC2A42

SLC2A2 geni, karaciger, pankreas, bagirsak ve bobrek epitelinde kolaylastirilmis ¢ift
yonli glukoz taginimini saglayan GLUT2 adli membran glikoproteinini kodlar (NCBI, n.).
Bu genin biallelik patojenik varyantlarinin, hepatorenal glikojen birikimi, bobrek proksimal
tiibiil disfonksiyonu ve glukoz ile galaktoz intoleransi ile karakterize Fanconi-Bickel
sendromuna yol actifi ilk kez 1997 yilinda tanimlanmistir(Santer ve ark., 1997).
Calismamizda, renal Fanconi sendromu 6n tanisiyla degerlendirilen 10 aylik kiz hastada
(O#24), SLC2A42 genine ait (NM_000340.2) c.380C>A (p.A127D) varyant1 homozigot
olarak saptanmigtir. Bu varyant, GLUT2 proteininin 127. pozisyonunda yer alan hidrofobik
ve notral 6zellikteki alanin (A) rezidiistiniin, negatif yiiklii asidik 6zellikteki aspartat (D) ile
yer degistirmesine neden olmakta, bdylece proteinin yapisal ve fonksiyonel biitlinliigtint
etkileyebilecek anlamli bir degisiklige yol a¢maktadir. Varyant, GnomAD (v4.1.0)

veritabaninda 1612500 allelden yalnizca birinde heterozigot olarak bildirilmis olup (frekans:
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6.202e-7), homozigot formda raporlanmamistir. ClinVar veritabaninda da bu varyanta

iliskin bir kayit bulunmamaktadir.

c.380C>A varyant1 ilk olarak 2015 yilinda, Cinli bir Fanconi-Bickel sendromu
hastasinda, bir insersiyon varyanti ile birlesik heterozigot formda tanimlanmigtir (Wang ve
ark., 2015). Ayn1 y1l Elmaogullar1 ve arkadaslari tarafindan yayimlanan bagska bir bildiride
bu varyant, 9 aylik bir kiz hastada homozigot olarak tespit edilmis ve hastanin yenidogan
doneminde gegici diyabet gecirdigi, ancak karaciger tutulumu gostermedigi belirtilmistir
(Elmaogullari ve ark., 2015). Calismamizda yer alan O#24’te homozigot p.A127D
varyantina ek olarak biiylime geriligi, beslenme problemi, hipofosfatemi, hipokalsemi, hafif
hipermagnezemi, hipoiirisemi, ALP yiiksekligi, glikoziiri, proteiniiri, ketoniiri ve
bobreklerde ekojenite artis1 gibi tipik Fanconi-Bickel sendromu bulgular ile birlikte
karaciger tutulumu (hepatomegali ve KCTF yiiksekligi) da gozlenmistir. Ancak hastanin

yenidogan donemine ait gegici diyabet dykiisiine ulagilamamustir.

Ayrica, Enogieru ve arkadaslarinin SLC2A2 geni varyantlarina yonelik yaptiklar
fonksiyonel c¢alismada, p.A127D varyantinin GLUT2 tasiyicisinin  glukoz transport
aktivitesinde ciddi azalma ve plazma membranda kismi ekspresyon gosterdigi bildirilmistir
(Enogieru ve ark.,, 2019). Bu bulgular, varyantin fonksiyon kaybma yol agtigim
desteklemektedir. Tiim veriler birlikte degerlendirildiginde, ¢.380C>A (p.A127D) varyanti
Fanconi-Bickel sendromu ile iligkili olabilecek bir patojenik varyant olarak 6ne ¢ikmaktadir.
Elmaogullar1 ve arkadaglarimin bildirisindeki hastayla g¢alismamizdaki olgu arasinda
gozlenen klinik farkliliklar, ayni varyanta sahip bireylerde klinik siddet ve fenotipik
cesitliligin degiskenligini ortaya koymakta ve genotip-fenotip korelasyonunun daha ileri

caligsmalarla desteklenmesi gerektigini gdstermektedir.
SLC542

SLC5A2 geni, bobrekte proksimal tiibiillerin baslangic kisminda bulunan bir
Na'/glukoz kotransporterini kodlar. Bu tastyici protein, her bir sodyum iyonuyla birlikte bir
glukoz molekiiliinii tasiyarak, kandaki glukozun idrarla kaybini1 onler (Wells ve ark., 1992).
Calismamizda, insidental olarak glukoziiri saptanan 50 yasindaki erkek hastada (O#25),
SLC5A42 geninde (NM_003041.4) c.885+5G>A varyant1 homozigot tespit edilmistir. Bu
degisim, SLC5A42 geninin 7. intronunda yer alan ve tiirler arasinda evrimsel olarak korunmus

olan +5 splice dondr varyantidir. In silico tahmin arac1 SpliceAl tarafindan yapilan analizde,
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bu varyantin patojenik oldugu 0.93 puanla 6ngoriilmiistiir. Literatiirde, s6z konusu varyant
ilk olarak Santer ve arkadaslar1 (2003) tarafindan tanimlanmis olup, farkli hastalarda hem
homozigot, hem birlesik heterozigot hem de heterozigot formlarinda goézlemlenmistir
(Santer ve ark., 2003). Bu varyantin etkileri, ilerleyen yillarda yapilan ¢aligmalarla daha da
netlesmis ve homozigot ve birlesik heterozigot formlarinda daha belirgin klinik bulgulara
yol actig1 bildirilmistir (Calado ve ark., 2008). Bizim olgumuzda da varyantin homozigot
varligi, normal kan glukoz diizeylerine ragmen agikar glukoziiri ile uyumludur ve literatiir
verilerini desteklemektedir. Bu bulgular, ¢.885+5G>A varyantinin SLC542 geninin splicing
bolgesini etkileyerek fonksiyon kaybina yol agtigini ve renal glukoz geri emiliminde
bozukluga neden oldugunu diisliindiirmektedir. Varyantin heterozigot bireylerde hafif
fenotipik etkiler gdstermesi, genin dozaj etkisini yansitmaktadir. Ileri calismalarda, bu

varyantin molekiiler etki mekanizmasinin aydinlatilmasi yararli olacaktir.
KLHL3

KLHL3 geni, distal tiibilde CUL3 ile kompleks olusturarak Na*-Cl~
kotransportoriiniin (NCCT) ubikiitinasyon yoluyla yiizeyden uzaklastirip yikimini saglayan
bir adaptor proteini kodlar. Bu gende fonksiyon kaybina yol acan varyantlar, NCCT'nin
hiicre membraninda birikmesine yol agarak psddohipoaldosteronizm tip 2d fenotipinin
gelismesine neden olmaktadir (Louis-Dit-Picard ve ark., 2012). Calismamizda O#26 olarak
tanimlanan 4 yasindaki kiz hastanin KLHL3 geninde (NM_017415.3) c.161T>C, p.I54T
varyant1 homozigot tespit edilmistir. Bu varyant, proteinin 54. pozisyonundaki hidrofobik
0zellik gosteren izoldsin (I) amino asidinin, polar ve yiiksiiz 6zellikteki treonin (T) ile yer
degistirmesine neden olmaktadir. S6z konusu varyant, GnomAD (v4.1.0) popiilasyon
veritabaninda bildirilmemis olup, literatiirde daha 6nce tanimlanmamistir ve bu nedenle
“novel” olarak degerlendirilmistir. Ayrica varyant, yiliksek derecede evrimsel olarak
korunmus bir pozisyonda yer almakta olup (GERP: 5.5, PhyloP100way: 7.15), bu da
biyolojik 6nemini desteklemektedir. In silico analizlerde, p.I54T varyanti ¢esitli algoritmalar
tarafindan patojenite lehine skorlarla degerlendirilmistir: REVEL (0.68), AlphaMissense
(0.98), SIFT (0.00), MutationTaster (0.99), DANN (0.99), MetalLR (0.56), MetaRNN (0.87),
PolyPhen-2 HumDiv (0.77) ve CADD PHRED (25.40). Bu bulgular varyantin fonksiyonel
etki potansiyelini gostermektedir. Ancak, yalnizca FATHMM algoritmas1 varyantt benign
olarak degerlendirmistir (-0.88).
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KLHL3 proteini ii¢ ana yapisal domaine sahiptir: BTB (bric-a-brac, tramtrack, broad
complex), BACK ve kelch. Bu domainlerden BTB bolgesi, proteinin oligomerizasyonunu
saglayan ve CUL3 ile etkileserek ubikiitin ligaz kompleksinin olusumunda rol oynayan
onemli bir yapidir (Louis-Dit-Picard ve ark., 2012). Daha 6nce BTB domaininde tanimlanan
ATTE, M78V ve E85A gibi missense varyantlarin KLHL3"in CUL3 ile etkilesimini bozarak
WNK kinazlarin birikimine ve NCCT aktivitesinin artmasina neden oldugu, fonksiyonel

caligmalarla ortaya konmustur (Ji & Privé, 2013; Lin ve ark., 2019).

ClinVar veritabaninda KLHL3 genine ait bildirilen ve yapisal olmayan varyantlarin
30’u patojenik veya olasi patojenik olarak smiflandirilmigtir; bunlarin 22’°si missense
tiirlindedir ve sadece 4 tanesi (A77E, M78V, M78I, E§5A) BTB domaininde yer almaktadir
(erisim tarihi: 29.05.2025). Calismamizda saptanan ve BTB domaini iginde yer alan p.[154T
varyanti, benzer mekanizmalarla KLHL3Un CUL3 ile etkilesimini bozarak

psodohipoaldosteronizm tip 2d patofizyolojisine katkida bulunabilir.

Olgumuzda gozlenen biiyiime geriligi, hiperkalemi, hiponatremi, hiperkloremi,
metabolik asidoz, hiperfosfatemi ve normal aldosteron diizeyine karsin diisiik renin seviyesi,
psddohipoaldosteronizm tip 2d fenotipi ile uyumludur. p.I54T varyanti, ACMG kriterlerine
gore “Onemi bilinmeyen varyant (VUS)” olarak siniflandirilmis olsa da; BTB domaininde
yer almasi, biyoinformatik analizlerde patojenite lehine bulgular sunmasi ve hastanin
fenotipiyle gosterdigi uyum, bu varyantin hastalikla iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir.
Ancak bu iliskinin kesinlestirilebilmesi i¢in in vitro veya in vivo diizeyde fonksiyonel

caligmalar ile daha genis klinik vaka serilerine ihtiyag vardir.

Tim bulgularin yorumlanmasinda c¢alismamizin bazi smirliliklart g6z Oniinde
bulundurulmalidir. Ilk olarak, hasta grubunun kapsamli bir én degerlendirme siirecinden
gegirilerek se¢ilmesi ve toplamda yalnizca 26 hastanin ¢aligmaya dahil edilmesi, sonuglarin
genellenebilirligini sinirlayan temel bir faktordiir. Bu durum, nadir kalitsal bobrek
hastaliklarina yonelik ¢alismalarda sik karsilagilan bir sinirlilik olmakla birlikte, istatistiksel
analizlerin giiciinii de azaltmaktadir. Ikinci olarak, baz1 kalitsal tiibiilopatilerin
patogenezinde kopya sayis1 degisikliklerinin (CNV) rol oynayabilecegi bilinmesine karsin,
teknik nedenlerle bu calismada CNV analizine yer verilememistir. Bu durum, genomik
varyasyonlarin daha kapsamli ve biitiinciil bir bigimde degerlendirilmesini engellemistir.
Ucgiincii olarak, calismanin retrospektif tasarimi nedeniyle bazi klinik verilere eksiksiz

ulagilamamus, bu da hasta fenotiplerinin ayrintili bicimde tanimlanmasini sinirlamigtir. Son
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olarak, aile dykiisiinde benzer renal hastalik bulunan bazi bireylerin genetik analiz siirecine
dahil edilememesi, ailesel segregasyon analizlerinin yapilmasina engel olmus ve bu durum
varyantlarin patojenitesine iligkin siniflamada kullanilabilecek 6nemli bir verinin eksikligine
yol agmistir. Ayn1 zamanda bu durum, varyantlarin penetrans diizeylerinin daha net bir
sekilde degerlendirilmesini de kisitlamaktadir. Tiim bu siirliliklara ragmen, elde edilen
veriler literatiire katki sunmakta ve ileriye doniik, daha genis hasta gruplarini igeren,

prospektif calismalara zemin olugturmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER
6.1. SONUCLAR

Calismamizda, NGS yontemi ile hedeflenmis gen panelleri kullanilarak kalitsal
tiibiilopati tanis1 alan hem pediatrik hem de eriskin olgularin dizi analizi verileri ve fenotipik

bulgular1 degerlendirilmistir.

+ Toplam 26 hastada, 12 farkli gende klinik anlam ifade eden 24 farkli varyant
saptanmistir.

» Tespit edilen dizi degisimlerinin %70’1 (n:21) patojenik varyant, %16,7’s1 (n:5) olas1
patojenik ve %13,3’ii (n:4) 6nemi bilinmeyen varyant kategorisinde siniflandirilmastir.

* Hastalarda en sik raporlanan gen SLC12A3 (10 hasta, %38,5) olup, bunu sirasiyla CASR
(4 hasta, %15.4), BSND (2 hasta, %7,7) ve ATP6V1BI (2 hasta, %7,7) izlemistir.

* En sik raporlanan genle uyumlu olarak en sik saptanan kalitsal tiibiilopati %38,5 oram
ile (n=10) Gitelman sendromu olmustur. Ancak kalitsal tiibiilopatilerin genetik ve
fenotipik heterojenite gostermesi nedeniyle ikinci siklikta, %15,4 orani ile (n=4) Bartter
sendromu (Tip 1, Tip 2 ve Tip 4a dahil) tespit edilmistir. Ugiincii sirada ise %11,5 orani
ile (n=3) distal renal tiibiiler asidoz olgular1 yer almaktadir. Bunu, %7,7 orani ile esit
siklikta saptanan ailesel hipokalsiiirik hiperkalsemi (FHH; Tip 1 ve Tip 3 dahil) ve
hipokalsemi olgular1 takip etmistir.

* Gitelman sendromu 6n tanisi ile yonlendirilen 2 olguda (%7,7), genetik analiz sonucunda
onceki klinik taninin revizyonu saglanmistir.

* Dort farkli 6nemi bilinmeyen varyant (CASR c¢.314C>A, ATP6V1BI1 c.484 486del,
SLCI12A3 ¢.1672T>C, KLHL3 ¢.161T>C) tespit edilmistir. In siliko tahmin araglari,
varyantlarin yer aldigi bolgelerinin evrimsel korunmuslugu, bu varyantlarin
poplilasyonda nadir gbzlenmesi ve hastalarin klinik bulgularinin ilgili genlerin fenotipik
bulgular ile ortiismesi dikkate alindiginda klinik anlam tasiyabilecegi diistiniilmiistiir.
Hastalarin aile i¢i segregasyon analizlerinin yapilmasi neticesinde, bu varyantlarin
siiflamasinin degisme olasiligi bulunmaktadir.

» Literatiirde daha 6nce bildirilmemis olan bes farkli “novel” varyant; CASR ¢.2519G>T,
SLC12A1:c.2887 2888del, CASR ¢.314C>A, SLCI2A3 c.1672T>C, KLHL3
c.161T>C tespit edilmistir. Bu varyantlardan ilk ikisi, olas1 patojenik olarak kategorize
edilmistir. Bu novel varyantlarin, literatiirde ilgili genetik hastaliklarin mutasyon

spektrumuna 6nemli bir katki saglayacagi diisiiniilmektedir.
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6.2. ONERILER

* Hasta sayisiin arttirildigi, ¢ok merkezli ve prospektif tasarimli caligsmalarin
planlanmasi, nadir kalitsal tiibiilopatilerin genetik ve fenotipik ¢esitliligini daha kapsamli
bicimde ortaya koyarak, istatistiksel analizlerin giiclinli artiracaktir.

* Kopya sayis1 degisikliklerinin (CNV) analizine olanak taniyan yontemlerin dizileme
testlerine entegre edilmesi, tiibiilopatilerin genomik alt yapisinin daha biitiinciil sekilde
degerlendirilmesini saglayarak, tan1 oranini olumlu yonde etkileyebilir.

* Aile bireylerinin genetik analiz siirecine aktif olarak dahil edilmesi, segregasyon
analizlerinin yapilmasina olanak tantyacak ve ozellikle 6nemi bilinmeyen varyantlarin
siniflandirilmasina dair belirsizliklerin giderilmesinde 6nemli katki saglayacaktir.

* Hedeflenmis gen panelleri ile tan1 konulamayan veya klinik bulgularla genetik veriler
arasinda uyumsuzluk saptanan olgularda, tiim ekzom dizileme (WES) ya da tiim genom
dizileme (WGS) gibi daha genis kapsamli dizileme tekniklerinin kullanilmasi
onerilmektedir. Bu yontemler, tan1 oranimi artirmanin yani sira, literatiirde daha once
tanimlanmamis yeni varyantlarin ve gen-hastalik iliskilerinin saptanmasina olanak

tantyabilir.

120



7. KAYNAKLAR

Aashiq, M., Malallah, A. J., Khan, F., & Alsada, M. (2020). Clinical and Biochemical
Features in a Case of Familial Hypocalciuric Hypercalcemia Type 3 with AP2S1
Gene Mutation in Codon ArglSHis . Case Reports in Pediatrics, 2020, 1-3.
https://doi.org/10.1155/2020/7312894

Alexander, R. T., Law, L., Gil-Pefia, H., Greenbaum, L. A., & Santos, F. (2025).
Hereditary Distal Renal Tubular Acidosis. GeneReviews®.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 547595/

Alhasan, K., D’Alessandri-Silva, C., Mongia, A., Topaloglu, R., Tasic, V., & Filler, G.
(2022). Young Adults With Hereditary Tubular Diseases: Practical Aspects for
Adult-Focused Colleagues. Advances in Chronic Kidney Disease, 29(3), 292—
307. https://doi.org/DOI:10.1053/j.ackd.2021.11.004

Altunéren, O., Aydin, G., & Giingér, O. (2017). Bébrek Anatomisi. In T. Arinsoy, Giingdr
G, & Kogyigit I (Eds.), Bobrek Fizyopatolojisi (pp. 1-6). Reaktif.

Anshuman Saha, Kinnari B Vala, & Himanshu V Patel. (2021). Next-generation
sequencing in children of West India with suspected inherited tubulopathies.
Indian Journal of Child Health, 8(3), 109-114.
https://doi.org/10.32677/1jch.2021.v08.103.001

Ashton, E. J., Legrand, A., Benoit, V., Roncelin, 1., Venisse, A., Zennaro, M. C.,
Jeunemaitre, X., Iancu, D., van’t Hoff, W. G., Walsh, S. B., Godefroid, N.,
Rotthier, A., Del Favero, J., Devuyst, O., Schaefer, F., Jenkins, L. A., Kleta, R.,
Dahan, K., Vargas-Poussou, R., & Bockenhauer, D. (2018). Simultaneous
sequencing of 37 genes identified causative mutations in the majority of children
with renal tubulopathies. Kidney International, 93(4), 961-967.
https://doi.org/10.1016/;.kint.2017.10.016

Aubert-Mucca, M., Dubucs, C., Groussolles, M., Vial, J., Le Guillou, E., Porquet-Bordes,
V., Pasmant, E., Salles, J. P., & Edouard, T. (2021). Prenatal features and
neonatal management of severe hyperparathyroidism caused by the heterozygous
inactivating calcium-sensing receptor variant, Argl85GIn: A case report and
review of the literature. Bone Reports, 15.
https://doi.org/10.1016/j.bonr.2021.101097

Bagga, A., Bajpai, A., & Menon, S. (2005). Approach to Renal Tubular Disorders. Indian
Journal of Pediatrics, 72(Approach to Renal Tubular Disorders), 771-776.
https://doi.org/DOI:10.1007/BF02734150

Bayrakci, N., & Ozkan, G. (2022). FANCONI SENDROMU. In O. GUNGOR, S. ULU,
& G. SULEYMANLAR (Eds.), GENETIK BOBREK HASTALIKLARI (pp. 199—
205). Giines Tip Kitabevleri.

Besouw, M. T. P., Bienias, M., Walsh, P., Kleta, R., van’t Hoff, W. G., Ashton, E.,
Jenkins, L., & Bockenhauer, D. (2017). Clinical and molecular aspects of distal
renal tubular acidosis in children. Pediatric Nephrology, 32(6), 987-996.
https://doi.org/10.1007/s00467-016-3573-4

Birkenhiger, R., Otto, E., Schiirmann, M. J., Vollmer, M., Ruf, E. M., Maier-Lutz, 1.,
Beekmann, F., Fekete, A., Omran, H., Feldmann, D., Milford, D. V., Jeck, N.,
Konrad, M., Landau, D., Knoers, N. V. A. M., Antignac, C., Sudbrak, R., Kispert,
A., & Hildebrandt, F. (2001). Mutation of BSND causes Bartter syndrome with
sensorineural deafness and kidney failure. Nature Genetics, 29(3), 310-314.
https://doi.org/10.1038/ng752

Blazquez Gomez, C. J., Gil-Pena, H., Ordoiiez Alvarez, F. A., & Santos Rodriguez, F.
(2021). Evolucion de tubulopatias renales primarias diagnosticadas en edad

121



pediatrica. Nefrologia, 41(2), 182—190.
https://doi.org/10.1016/j.nefro.2020.07.015

Bokhari, S. R. A., Zulfiqar, H., & Mansur, A. (2023). Bartter Syndrome. In In: StatPearls
[Internet]. Treasure Island (FL): StatPearls Publishing, 2017 Jun-. Available
from: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK442019/. StatPearls Publishing.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK442019/

Calado, J., Sznajer, Y., Metzger, D., Rita, A., Hogan, M. C., Kattamis, A., Scharf, M.,
Tasic, V., Greil, J., Brinkert, F., Kemper, M. J., & Santer, R. (2008). Twenty-one
additional cases of familial renal glucosuria: Absence of genetic heterogeneity,
high prevalence of private mutations and further evidence of volume depletion.
Nephrology Dialysis Transplantation, 23(12), 3874-3879.
https://doi.org/10.1093/ndt/gfn386

Chadha, V., & Alon, U. S. (2009). Hereditary Renal Tubular Disorders. Seminars in
Nephrology, 29(4), 399—411. https://doi.org/10.1016/j.semnephrol.2009.03.013

Chinoy, A., Nicholson, J., Skae, M., Hannan, F. M., Thakker, R. V., Mughal, M. Z., &
Padidela, R. (2023). Neurodevelopmental Abnormalities in Patients with Familial
Hypocalciuric Hypercalcemia Type 3. Journal of Pediatrics, 257.
https://doi.org/10.1016/j.jpeds.2023.02.013

ClinGen. (2022). ClinGen general sequence variant curation process standard operating
procedure (Version 3.2).
https://clinicalgenome.org/site/assets/files/7438/variant curation sop v3 2 oct
2022.pdf

Cogal, A. G., Arroyo, J., Shah, R. J., Reese, K. J., Walton, B. N., Reynolds, L. M.,
Kennedy, G. N., Seide, B. M., Senum, S. R., Baum, M., Erickson, S. B.,
Jagadeesh, S., Soliman, N. A., Goldfarb, D. S., Beara-Lasic, L., Edvardsson, V.
0., Palsson, R., Milliner, D. S., Sas, D. J., ... Harris, P. C. (2021).
Comprehensive Genetic Analysis Reveals Complexity of Monogenic Urinary
Stone Disease. Kidney International Reports, 6(11), 2862—2884.
https://doi.org/10.1016/j.ekir.2021.08.033

Cole, D. E. C., Yun, F. H. J., Wong, B. Y. L., Shuen, A. Y., Booth, R. A., Scillitani, A.,
Pidasheva, S., Zhou, X., Canaff, L., & Hendy, G. N. (2009). Calcium-sensing
receptor mutations and denaturing high performance liquid chromatography.
Journal of Molecular Endocrinology, 42(4), 331-339.
https://doi.org/10.1677/JIME-08-0164

Dalley, A., & Agur, A. (Eds.). (2023). Moore’s Clinically Oriented Anatomy (9th ed.).
Wolters Kluwer.

Demiriz Giilmez, D. (2022). Bébrek Anatomisi ve Fizyolojisi. In S. Ozkan & S.
Epo6zdemir (Eds.), Tiirkiye Klinikleri (Issue Yogun Bakimda Renal Problemler ve
Coziimleri, pp. 1-6).

den Dunnen, J. T., Dalgleish, R., Maglott, D. R., Hart, R. K., Greenblatt, M. S., Mcgowan-
Jordan, J., Roux, A. F., Smith, T., Antonarakis, S. E., & Taschner, P. E. M.
(2016). HGVS Recommendations for the Description of Sequence Variants: 2016
Update. Human Mutation, 37(6), 564-569. https://doi.org/10.1002/humu.22981

Domingo-Gallego, A., Pybus, M., Bullich, G., Furlano, M., Ejarque-Vila, L., Lorente-
Grandoso, L., Ruiz, P., Fraga, G., Lopez Gonzalez, M., Pifiero-Fernandez, J. A.,
Rodriguez-Peia, L., Llano-Rivas, ., Sdez, R., Bujons-Tur, A., Ariceta, G.,
Guirado, L., Torra, R., & Ars, E. (2022). Clinical utility of genetic testing in

early-onset kidney disease: Seven genes are the main players. Nephrology
Dialysis Transplantation, 37(4), 687—696. https://doi.org/10.1093/ndt/gfab019

Downie, M. L., Lopez Garcia, S. C., Kleta, R., & Bockenhauer, D. (2021). Inherited
tubulopathies of the kidney insights from genetics. Clinical Journal of the

122



American Society of Nephrology, 16(4), 620—630.
https://doi.org/10.2215/CIN.14481119

Duman, D., & Tekin, M. (2024). Yeni Nesil Dizileme Uygulamalarina Giris. In A. O.
Caglayan & Z. Yiksel (Eds.), YENI NESIL DIZILEME VE KLINIKTEKI
UYGULAMALARI (pp. 3-9). Giines T1p Kitabevleri.

Elfert, K. A., Geller, D. S., Nelson-Williams, C., Lifton, R. P., Al-Malki, H., & Nauman,
A. (2020). Late-onset bartter syndrome type II due to a homozygous mutation in
KCNIJ1 gene: A case report and literature review. American Journal of Case
Reports, 21, 1-7. https://doi.org/10.12659/AJCR.924527

Elmaogullari, S., Demirel, F., Tepe, D., Dincel, N., Tayfun, M., Ucakturk, S., Gurbuz, F.,
& Jayne, H. (2015). Fanconi-Bickel syndrome due to a novel SLC2A2 mutation
presenting with transient neonatal diabetes (P3-719). Hormone Research in
Paediatrics, 84(1), 369. https://doi.org/10.1159/000437032

Enogieru, O. J., Ung, P. M. U, Yee, S. W., Schlessinger, A., & Giacomini, K. M. (2019).
Functional and structural analysis of rare SLC2A2 variants associated with
Fanconi-Bickel syndrome and metabolic traits. Human Mutation, 40(7), 983-995.
https://doi.org/10.1002/HUMU.23758;WGROUP:STRING:PUBLICATION

Entry - #618314 - HYPOMAGNESEMIA, SEIZURES, AND IMPAIRED INTELLECTUAL
DEVELOPMENT 2; HOMGSMR?2 - OMIM. (n.d.). Retrieved March 17, 2025,
from https://www.omim.org/entry/618314

Estévez, R., Boettger, T., Stein, V., Birkenhéger, R., Otto, E., Hildebrandt, F., & Jentsch,
T.J. (2001). Barttin is a CI- channel B-subunit crucial for renal CI- reabsorption
and inner ear K+ secretion. Nature, 414(6863), 558-561.
https://doi.org/10.1038/35107099,

Fujimura, J., Nozu, K., Yamamura, T., Minamikawa, S., Nakanishi, K., Horinouchi, T.,
Nagano, C., Sakakibara, N., Nakanishi, K., Shima, Y., Miyako, K., Nozu, Y.,
Morisada, N., Nagase, H., Ninchoji, T., Kaito, H., & Iijima, K. (2019). Clinical
and Genetic Characteristics in Patients With Gitelman Syndrome. Kidney
International Reports, 4(1), 119-125. https://doi.org/10.1016/.ekir.2018.09.015

Fuster, D. G., Zhang, J., Xie, X. S., & Moe, O. W. (2008). The vacuolar-ATPase B1
subunit in distal tubular acidosis: Novel mutations and mechanisms for
dysfunction. Kidney International, 73(10), 1151-1158.
https://doi.org/10.1038/ki.2008.96

Gitelman, H. J., G. J. B., & W. L. G. (1966). A new familial disorder characterized by
hypokalemia and hypomag nesaemia. Transactions of the Association of
American Physicians, 79, 221-235.

Glaudemans, B., Van Der Wijst, J., Scola, R. H., Lorenzoni, P. J., Heister, A., Van Der
Kemp, A. M. W., Knoers, N. V., Hoenderop, J. G., & Bindels, R. J. (2009). A
missense mutation in the Kv1.1 voltage-gated potassium channel-encoding gene

KCNAL is linked to human autosomal dominant hypomagnesemia. The Journal
of Clinical Investigation, 119(4), 936-942. https://doi.org/10.1172/JCI36948

Glaudo, M., Letz, S., Quinkler, M., Bogner, U., Elbelt, U., Strasburger, C. J., Schnabel,
D., Lankes, E., Scheel, S., Feldkamp, J., Haag, C., Schulze, E., Frank-Raue, K.,
Raue, F., Mayr, B., & Schof, C. (2016). Heterozygous inactivating CaSR
mutations causing neonatal hyperparathyroidism: Function, inheritance and
phenotype. European Journal of Endocrinology, 175(5), 421-431.
https://doi.org/10.1530/EJE-16-0223,

Golder, Z. J., & Karet Frankl, F. E. (2016). Extra-renal locations of the a4 subunit of
H+ATPase. BMC Cell Biology, 17(1). https://doi.org/10.1186/S12860-016-0106-
8,

123



Green, E. D., Watson, J. D., & Collins, F. S. (2015). Human Genome Project: Twenty-five
years of big biology. Nature, 526, 29-31. https://doi.org/DOI:10.1038/526029a

Guan, P., & Sung, W. K. (2016). Structural variation detection using next-generation
sequencing data: A comparative technical review. In Methods (Vol. 102, pp. 36—
49). Academic Press Inc. https://doi.org/10.1016/j.ymeth.2016.01.020

Guo, W., Ji, P., & Xie, Y. (2023). Genetic Diagnosis and Treatment of Inherited Renal
Tubular Acidosis. Kidney Diseases, 9(5), 371-383.
https://doi.org/10.1159/000531556

Guven, S., Gokce, I., Alavanda, C., Cicek, N., Bodur DEMIRCI, E., Sak, M., Pul, S., Nisa
TURKKAN, O., Yildiz, N., Ata, P., & Alpay, H. (2021). MARMARA
MEDICAL JOURNAL Differential diagnosis of classical Bartter syndrome and
Gitelman syndrome: Do we need genetic analysis? Marmara Med J, 34(3), 254—
259. https://doi.org/10.5472/marumj.X

Giiven, S., Gokge, 1., Alavanda, C., Hismi, B. O., Cicek, N., Demirci, E. B., Sak, M.,
Yildiz, N., Ata, P., & Alpay, H. (2022). Molecular Aspects of Distal Kidney
Tubular Acidosis in Children, Its Long-Term Outcome, and Relationship with
Hyperammonemia. Turkish Archives of Pediatrics, 57(4), 432—440.
https://doi.org/10.5152/TurkArchPediatr.2022.21362

Hall, J. E., & Hall, M. E. (Eds.). (2020). Guyton and Hall Textbook of Medical
Physiology (14th Edition). Elsevier.

Hannan, F. M., Stevenson, M., Bayliss, A. L., Stokes, V. J., Stewart, M., Kooblall, K. G.,
Gorvin, C. M., Codner, G., Teboul, L., Wells, S., & Thakker, R. V. (2021).
Ap2s1 mutation causes hypercalcaemia in mice and impairs interaction between
calcium-sensing receptor and adaptor protein-2. Human Molecular Genetics,
30(10), 880—892. https://doi.org/10.1093/hmg/ddab076

Heilberg, 1. P. feferman, Totoli, C., & Calado, J. T. omaz. (2015). Adult presentation of
Bartter syndrome type IV with erythrocytosis. Einstein (Sao Paulo, Brazil),
13(4), 604-606. https://doi.org/10.1590/S1679-45082015RC3013,

Hendy, G. N., D’Souza-Li, L., Yang, B., Canaff, L., & Cole, D. E. C. (2000). Mutations of
the calcium-sensing receptor (CASR) in familial hypocalciuric hypercalcemia,
neonatal severe hyperparathyroidism, and autosomal dominant hypocalcemia. In
Human Mutation (Vol. 16, Issue 4, pp. 281-296). https://doi.org/10.1002/1098-
1004(200010)16:4<281::AID-HUMU1>3.0.CO;2-A

Hou, J., Paul, D. L., & Goodenough, D. A. (2005). Paracellin-1 and the modulation of ion
selectivity of tight junctions. Journal of Cell Science, 118(21), 5109-5118.
https://doi.org/10.1242/JCS.02631

Huang, L., Luiken, G. P. M., Van Riemsdijk, I. C., Petrij, F., Zandbergen, A. A. M., &
Dees, A. (n.d.). nephrocalcinosis as adult presentation of Bartter syndrome type
.

Hureaux, M., Ashton, E., Dahan, K., Houillier, P., Blanchard, A., Cormier, C., Koumakis,
E., lancu, D., Belge, H., Hilbert, P., Rotthier, A., Del Favero, J., Schaefer, F.,
Kleta, R., Bockenhauer, D., Jeunemaitre, X., Devuyst, O., Walsh, S. B., &
Vargas-Poussou, R. (2019). High-throughput sequencing contributes to the
diagnosis of tubulopathies and familial hypercalcemia hypocalciuria in adults.
Kidney International, 96(6), 1408—1416.
https://doi.org/10.1016/J.KINT.2019.08.027

lancu, D., & Ashton, E. (2020). Inherited renal tubulopathies—Challenges and
controversies. In Genes (Vol. 11, Issue 3). MDPI AG.
https://doi.org/10.3390/genes11030277

Jain, G., Das, G., Malhotra, R., Ramchandran, S., Phani, N. M., Appaswamy, G.,
Sridharan, U., & Dwivedi, A. (2021). Hypomagnesemia with Secondary

124



Hypoparathyroidism and Hypocalcemia due to Novel Variants in the Transient
Receptor Potential Cation Channel Subfamily M Member 6 (TRPM6) Gene.
Journal of Pediatric Genetics, 13(01), 035—042. https://doi.org/10.1055/s-0041-
1733949

Janssen, A. G. H., Scholl, U., Domeyer, C., Nothmann, D., Leinenweber, A., & Fahlke, C.
(2009). Disease-Causing Dysfunctions of Barttin in Bartter Syndrome Type I'V.
Journal of the American Society of Nephrology : JASN, 20(1), 145.
https://doi.org/10.1681/ASN.2008010102

Jaya Kausalya, P., Amasheh, S., Giinzel, D., Wurps, H., Miiller, D., Fromm, M., &
Hunziker, W. (2006). Disease-associated mutations affect intracellular traffic and
paracellular Mg2+ transport function of Claudin-16. The Journal of Clinical
Investigation, 116(4), 878-891. https://doi.org/10.1172/JC126323

Jayasinghe, K., Stark, Z., Kerr, P. G., Gaff, C., Martyn, M., Whitlam, J., Creighton, B.,
Donaldson, E., Hunter, M., Jarmolowicz, A., Johnstone, L., Krzesinski, E.,
Lunke, S., Lynch, E., Nicholls, K., Patel, C., Prawer, Y., Ryan, J., See, E. J., ...
Quinlan, C. (2021). Clinical impact of genomic testing in patients with suspected

monogenic kidney disease. Genetics in Medicine, 23, 183—191.
https://doi.org/10.1038/s41436

Jeck, N., Reinalter, S. C., Henne, T., Marg, W., Mallmann, R., Pasel, K., Vollmer, M.,
Klaus, G., Leonhardt, A., Seyberth, H. W., & Konrad, M. (2001). Hypokalemic
salt-losing tubulopathy with chronic renal failure and sensorineural deafness.
Pediatrics, 108(1). https://doi.org/10.1542/PEDS.108.1.ES,

Ji, A. X., & Privé, G. G. (2013). Crystal Structure of KLHL3 in Complex with Cullin3.
PLOS ONE, 8(4), e60445. https://doi.org/10.1371/JOURNAL.PONE.0060445

Jobst-Schwan, T., Kldmbt, V., Tarsio, M., Heneghan, J. F., Majmundar, A. J., Shril, S.,
Buerger, F., Ottlewski, 1., Shmukler, B. E., Topaloglu, R., Hashmi, S., Hafeez, F.,
Emma, F., Greco, M., Laube, G. F., Fathy, H. M., Pohl, M., Gellermann, J.,
Milosevic, D., ... Hildebrandt, F. (2020). Whole exome sequencing identified
ATP6V1C2 as a novel candidate gene for recessive distal renal tubular acidosis.
Kidney International, 97(3), 567-579. https://doi.org/10.1016/j.kint.2019.09.026

Johnson, J. R., Floege, J., & Tonelli, M. (Eds.). (2023). COMPREHENSIVE CLINICAL
NEPHROLOGY (Seventh Edition). ELSEVIER.

Joung, J., & Cho, H. (2023). Tubulopathy: the clinical and genetic approach in diagnosis.
In Childhood Kidney Diseases (Vol. 27, Issue 1, pp. 11-18). Korean Society of
Pediatric Nephrology. https://doi.org/10.3339/ckd.23.001

Kara, A. V. (2022). Magnezyum Transport Bozukluklari. In O. Giingér, S. Ulu, & G.
Silleymanlar (Eds.), GENETIK BOBREK HASTALIKLARI (pp. 373-383).
GUNES TIP KITABEVLERI.

Karet, F. E., Finberg, K. E., Nelson, R. D., Nayir, A., Mocan, H., Sanjad, S. A.,
Rodriguez-Soriano, J., Santos, F., Cremers, C. W. R. J., Di Pietro, A., Hoffbrand,
B. L., Winiarski, J., Bakkaloglu, A., Ozen, S., Dusunsel, R., Goodyer, P., Hulton,
S. A., Wu, D. K., Skvorak, A. B., ... Lifton, R. P. (1999). Mutations in the gene
encoding B1 subunit of H+-ATPase cause renal tubular acidosis with

sensorineural deafness. Nature Genetics, 21(1), 84-90.
https://doi.org/10.1038/5022

Kermond, R., Mallett, A., & McCarthy, H. (2023). A clinical approach to tubulopathies in
children and young adults. Pediatric Nephrology, 38(3), 651-662.
https://doi.org/10.1007/s00467-022-05606-1

Knoers, N., Antignac, C., Bergmann, C., Dahan, K., Giglio, S., Heidet, L., Lipska-
Zigtkiewicz, B. S., Noris, M., Remuzzi, G., Vargas-Poussou, R., & Schaefer, F.
(2022). Genetic testing in the diagnosis of chronic kidney disease:

125



Recommendations for clinical practice. Nephrology Dialysis Transplantation,
37(2), 239-254. https://doi.org/10.1093/ndt/gfab218

Komhoff, M., & Laghmani, K. (2018). MAGED2: A novel form of antenatal Bartter’s
syndrome. Current Opinion in Nephrology and Hypertension, 27(4), 323-328.
https://doi.org/10.1097/MNH.0000000000000422

Konrad, M., Hou, J., Weber, S., Dotsch, J., Kari, J. A., Seeman, T., Kuwertz-Broking, E.,
Peco-Antic, A., Tasic, V., Dittrich, K., Alshaya, H. O., Von Vigier, R. O., Gallati,
S., Goodenough, D. A., & Schaller, A. (2008). CLDN16 Genotype Predicts Renal
Decline in Familial Hypomagnesemia with Hypercalciuria and Nephrocalcinosis.
Journal of the American Society of Nephrology : JASN, 19(1), 171.
https://doi.org/10.1681/ASN.2007060709

Konrad, M., Schaller, A., Seelow, D., Pandey, A. V., Waldegger, S., Lesslauer, A.,
Vitzthum, H., Suzuki, Y., Luk, J. M., Becker, C., Schlingmann, K. P., Schmid,
M., Rodriguez-Soriano, J., Ariceta, G., Cano, F., Enriquez, R., Jiippner, H.,
Bakkaloglu, S. A., Hediger, M. A., ... Weber, S. (2006). Mutations in the tight-
junction gene claudin 19 (CLDN19) are associated with renal magnesium
wasting, renal failure, and severe ocular involvement. American Journal of
Human Genetics, 79(5), 949-957. https://doi.org/10.1086/508617

Laghmani, K., Beck, B. B., Yang, S.-S., Seaayfan, E., Wenzel, A., Reusch, B., Vitzthum,
H., Priem, D., Demaretz, S., Bergmann, K., Duin, L. K., Gobel, H., Mache, C.,
Thiele, H., Bartram, M. P., Dombret, C., Altmiiller, J., Niirnberg, P., Benzing, T.,
... Kémhoff, M. (2016). Polyhydramnios, Transient Antenatal Bartter’s
Syndrome, and MAGED2 Mutations . New England Journal of Medicine,
374(19), 1853-1863. https://doi.org/10.1056/NEJMOA1507629

Lasbleiz, A., Paladino, N. C., Romanet, P., Castinetti, F., Cuny, T., Sebag, F., & Taieb, D.
(2022). Familial hypocalciuric hypercalcemia: the challenge of diagnosis. In
Endocrine (Vol. 75, Issue 2, pp. 646—649). Springer.
https://doi.org/10.1007/s12020-021-02909-5

Leach, K., Wen, A., Davey, A. E., Sexton, P. M., Conigrave, A. D., & Christopoulos, A.
(2012). Identification of molecular phenotypes and biased signaling induced by

naturally occurring mutations of the human calcium-sensing receptor.
Endocrinology, 153(9), 4304-4316. https://doi.org/10.1210/en.2012-1449

Lee, J. W., Lee, J., Heo, N. J., Cheong, H. I, & Han, J. S. (2016). Mutations in SLC12A3
and CLCNKB and their correlation with clinical phenotype in patients with
Gitelman and Gitelman-like syndrome. Journal of Korean Medical Science,

31(1), 47-54. https://doi.org/10.3346/JKMS.2016.31.1.47,

Letz, S., Rus, R., Haag, C., Dorr, H. G., Schnabel, D., M6hlig, M., Schulze, E., Frank-
Raue, K., Raue, F., Mayr, B., & Schofl, C. (2010). Novel activating mutations of
the calcium-sensing receptor: The calcilytic NPS-2143 mitigates excessive signal

transduction of mutant receptors. Journal of Clinical Endocrinology and
Metabolism, 95(10). https://doi.org/10.1210/j¢.2010-0651

Lin, C. M., Cheng, C. J., Yang, S. Sen, Tseng, M. H., Yen, M. T., Sung, C. C., & Lin, S.
H. (2019). Generation and analysis of a mouse model of

pseudohypoaldosteronism type I caused by KLHL3 mutation in BTB domain.
FASEB Journal, 33(1), 1051-1061. https://doi.org/10.1096/1].201801023R

Lorenz, J. N., Baird, N. R., Judd, L. M., Noonan, W. T., Andringa, A., Doetschman, T.,
Manning, P. A., Liu, L. H., Miller, M. L., & Shull, G. E. (2002). Impaired renal
NaCl absorption in mice lacking the ROMK potassium channel, a model for type
II Bartter’s syndrome. Journal of Biological Chemistry, 277(40), 37871-37880.
https://doi.org/10.1074/jbc.M205627200

Louis-Dit-Picard, H., Barc, J., Trujillano, D., Miserey-Lenkei, S., Bouatia-Naji, N.,
Pylypenko, O., Beaurain, G., Bonnefond, A., Sand, O., Simian, C., Vidal-Petiot,

126



E., Soukaseum, C., Mandet, C., Broux, F., Chabre, O., Delahousse, M., Esnault,
V., Fiquet, B., Houillier, P., ... Jeunemaitre, X. (2012). KLHL3 mutations cause
familial hyperkalemic hypertension by impairing ion transport in the distal
nephron. Nature Genetics, 44(4), 456—460. https://doi.org/10.1038/ng.2218

Marx, S. J., Sinaii, N., & Marx, S. (2020). Neonatal Severe Hyperparathyroidism: Novel
Insights from Calcium, PTH, and the CASR Gene. J Clin Endocrinol Metab,
105(4), 1061-1078. https://doi.org/10.1210/clinem/dgz233/5645387

Mejia, N., Santos, F., Claverie-Martin, F., Garcia-Nieto, V., Ariceta, G., & Castafio, L.
(2013). RenalTube: A network tool for clinical and genetic diagnosis of primary
tubulopathies. European Journal of Pediatrics, 172(6), 775-780.
https://doi.org/10.1007/s00431-013-1934-6

Mescher, A. L. . (Ed.). (2024). The Urinary System. In Junqueira’s basic histology : text
and atlas (17th ed., pp. 947-982). McGraw-Hill, LANGE.

Miyamura, N., Matsumoto, K., Taguchi, T., Tokunaga, H., Nishikawa, T., Nishida, K.,
Toyonaga, T., Sakakida, M., & Araki, E. (2003). Atypical Bartter Syndrome with
Sensorineural Deafness with G47R Mutation of the f-Subunit for CIC-Ka and
CIC-Kb Chloride Channels, Barttin. The Journal of Clinical Endocrinology &
Metabolism, 88(2), 781-786. https://doi.org/10.1210/JC.2002-021398

Morey, M., Fernandez-Marmiesse, A., Castifieiras, D., Fraga, J. M., Couce, M. L., &
Cocho, J. A. (2013). A glimpse into past, present, and future DNA sequencing. In
Molecular Genetics and Metabolism (Vol. 110, Issues 1-2, pp. 3-24).
https://doi.org/10.1016/;.ymgme.2013.04.024

Mutation Taster. (n.d.). Retrieved May 22, 2025, from
https://www.mutationtaster.org/MT69/MutationTaster69.cgi

NCBI. (n.d.). SLC242 Solute Carrier Family 2 Member 2 [Homo sapiens (Human)] -
Gene. Retrieved May 28, 2025, from https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/6514

Nozu, K., Inagaki, T., Fu, X. J., Nozu, Y., Kaito, H., Kanda, K., Sekine, T., Igarashi, T.,
Nakanishi, K., Yoshikawa, N., Iijima, K., & Matsuo, M. (2008). Molecular
analysis of digenic inheritance in Bartter syndrome with sensorineural deafness.
Journal of Medical Genetics, 45(3), 182—186.
https://doi.org/10.1136/IMG.2007.052944

Obermannova, B., Banghova, K., Sumnik, Z., Dvorakova, H. M., Betka, J., Fencl, F.,
Kolouskova, S., Cinek, O., & Lebl, J. (2009). Unusually severe phenotype of
neonatal primary hyperparathyroidism due to a heterozygous inactivating
mutation in the CASR gene. European Journal of Pediatrics, 168(5), 569-573.
https://doi.org/10.1007/s00431-008-0794-y

O’Neill, M. J. F. (2009, October 15). #613090 - BARTTER SYNDROME, TYPE 4B,
NEONATAL, WITH SENSORINEURAL DEAFNESS.
https://www.omim.org/entry/613090?search=bartter&highlight=bartter

Orphanet: Primary hypomagnesemia with secondary hypocalcemia. (n.d.). Retrieved
March 11, 2025, from https://www.orpha.net/en/disease/detail/30924#menu

Osman, M. A. M., Abd-Elrehim, G. A. B., Abdelkreem, E., Abosdera, M. M., & Kassem,
M. A. (2023). Pattern of hereditary renal tubular disorders in Egyptian children.
Turkish Journal of Pediatrics, 65(4), 611-619.
https://doi.org/10.24953/turkjped.2022.688

Palazzo, V., Raglianti, V., Landini, S., Cirillo, L., Errichiello, C., Buti, E., Artuso, R.,
Tiberi, L., Vergani, D., Dirupo, E., Romagnani, P., Mazzinghi, B., & Becherucci,
F. (2022). Clinical and Genetic Characterization of Patients with Bartter and

Gitelman Syndrome. International Journal of Molecular Sciences, 23(10).
https://doi.org/10.3390/ijms23105641

127



Pavlopoulos, G. A., Oulas, A., lacucci, E., Sifrim, A., Moreau, Y., Schneider, R., Aerts, J.,
& Iliopoulos, 1. (2013). Unraveling genomic variation from next generation
sequencing data. In BioData Mining (Vol. 6, Issue 1).
https://doi.org/10.1186/1756-0381-6-13

Peru, H., Akin, F., Elmas, S., Elmaci, A. M., & Konrad, M. (2008). Familial
hypomagnesemia with hypercalciuria and nephrocalcinosis: Report of three
Turkish siblings. Pediatric Nephrology, 23(6), 1009—-1012.
https://doi.org/10.1007/s00467-008-0758-5

Peters, M., Jeck, N., Reinalter, S., Leonhardt, A., Tonshoff, B., Klaus, G., Konrad, M., &
Seyberth, H. W. (2002). Clinical Presentation of Genetically Defined Patients
with Hypokalemic Salt-losing Tubulopathies. In Am J Med (Vol. 112).

Phenotypic Series-Bartter syndrome- OMIM. (n.d.). Retrieved December 26, 2024, from
https://www.omim.org/phenotypicSeries/PS601678

Ploski, R. (2016). Next Generation Sequencing-General Information about the
Technology, Possibilities, and Limitations. In U. Demkow & R. Ptoski (Eds.),
Clinical Applications for Next-Generation Sequencing (pp. 1-18). Elsevier Inc.
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-801739-5.00001-5

Pollak,’, M. R., Brown, E. M., Chou, Y.-H. W., Hebert, S. C., Marx, S. J., Steinmann, B.,
Levi, T., Seidman, C. E., & Seidmant, J. G. (1993). Mutations in the Human
Ca*+-Sensing Receptor Gene Cause Familial Hypocalciuric Hypercalcemia and
Neonatal Severe Hyperparathyroidism. In Cell (Vol. 75).

Pyeritz, R. E. (2022). Renal Tubular Disorders. In Emery and Rimoin’s Principles and
Practice of Medical Genetics and Genomics: Hematologic, Renal, and
Immunologic Disorders (pp. 115—-124). Elsevier. https://doi.org/10.1016/B978-0-
12-812534-2.00011-4

Raue, F., Pichl, J., Dorr, H. G., Schnabel, D., Heidemann, P., Hammersen, G., Jaursch-
Hancke, C., Santen, R., Schofl, C., Wabitsch, M., Haag, C., Schulze, E., & Frank-
Raue, K. (2011). Activating mutations in the calcium-sensing receptor: Genetic
and clinical spectrum in 25 patients with autosomal dominant hypocalcaemia - A
German survey. Clinical Endocrinology, 75(6), 760-765.
https://doi.org/10.1111/J.1365-2265.2011.04142.X

Renkema, K. Y., Stokman, M. F., Giles, R. H., & Knoers, N. V. A. M. (2014). Next-
generation sequencing for research and diagnostics in kidney disease. Nature
Reviews Nephrology, 10(8), 433—444. https://doi.org/10.1038/nrneph.2014.95

Richards, S., Aziz, N., Bale, S., Bick, D., Das, S., Gastier-Foster, J., Grody, W. W.,
Hegde, M., Lyon, E., Spector, E., Voelkerding, K., & Rehm, H. L. (2015).
Standards and guidelines for the interpretation of sequence variants: A joint
consensus recommendation of the American College of Medical Genetics and

Genomics and the Association for Molecular Pathology. Genetics in Medicine,
17(5), 405-424. https://doi.org/10.1038/gim.2015.30

Ross, M. H., & Pawlina, W. (2017). Histoloji Konu Anlatim: ve Atlas (B. Baykal, Ed.; 6th
ed., pp. 699—-721). Palme Yayincilik.

Santer, R., Kinner, M., Lassen, C. L., Schneppenheim, R., Eggert, P., Bald, M., Brodehl,
J., Daschner, M., Ehrich, J. H. H., Kemper, M., Li Volti, S., Neuhaus, T., Skovby,
F., Swift, P. G. F., Schaub, J., & Klaerke, D. (2003). Molecular Analysis of the
SGLT2 Gene in Patients with Renal Glucosuria. Journal of the American Society
of Nephrology, 14(11), 2873-2882.
https://doi.org/10.1097/01.ASN.0000092790.89332.D2

Santer, R., Schneppenheim, R., Dombrowski, A., Gotze, H., Steinmann, B., & Schaub, J.
(1997). Mutations in GLUT2, the gene for the liver-type glucose transporter, in
patients with Fanconi-Bickel syndrome. Nature Genetics, 17(Letter), 324-326.
https://doi.org/https://doi.org/10.1038/ng1197-324

128



Schlingmann, K. P., Bandulik, S., Mammen, C., Tarailo-Graovac, M., Holm, R.,
Baumann, M., Konig, J., Lee, J. J. Y., Drogemoller, B., Imminger, K., Beck, B.
B., Altmiiller, J., Thiele, H., Waldegger, S., van’t Hoff, W., Kleta, R., Warth, R.,
van Karnebeek, C. D. M., Vilsen, B., ... Konrad, M. (2018). Germline De Novo
Mutations in ATP1A1 Cause Renal Hypomagnesemia, Refractory Seizures, and
Intellectual Disability. American Journal of Human Genetics, 103(5), 808-816.
https://doi.org/10.1016/J.AJHG.2018.10.004

Schlingmann, K. P., Konrad, M., Jeck, N., Waldegger, P., Reinalter, S. C., Holder, M.,
Seyberth, H. W., & Waldegger, S. (2004). Salt Wasting and Deafness Resulting
from Mutations in Two Chloride Channels. New England Journal of Medicine,
350(13), 1314-1319. https://doi.org/10.1056/NEJMOA032843

Seyberth, H. W., Weber, S., & Komhoff, M. (2017). Bartter’s and Gitelman’s syndrome.
Current Opinion in Pediatrics, 29(2), 179—186.
https://doi.org/10.1097/MOP.0000000000000447

Shah, N., Amjad, M., Benamer, S., Deshmukh, H., Sathyapalan, T., & Mohammed, K.
(2021). Familial hypocalciuric hypercalcaemia (FHH) type 3: A rare cause of
parathyroid (PTH) dependent hypercalcaemia with associated learning disabilities

and behavioural problems. Endocrine Abstracts, 77.
https://doi.org/10.1530/ENDOABS.77.CC2

Sharma, P. K., Saikia, B., Sharma, R., Ankur, K., Khilnani, P., Aggarwal, V. K., &
Cheong, H. (2014). Genetic Analysis in Bartter Syndrome from India. Indian
Journal of Pediatrics, 8§1(10), 1095-1098. https://doi.org/10.1007/s12098-014-
1379-6

Shendure, J., & Ji, H. (2008). Next-generation DNA sequencing. In Nature Biotechnology
(Vol. 26, Issue 10, pp. 1135-1145). https://doi.org/10.1038/nbt1486

Simon, D. B., Lu, Y., Choate, K. A., Velazquez, H., Al-Sabban, E., Praga, M., Casari, G.,
Bettinelli, A., Colussi, G., Rodriguez-Soriano, J., McCredie, D., Milford, D.,
Sanjad, S., & Lifton, R. P. (1999). Paracellin-1, a renal tight junction protein
required for paracellular Mg2+ resorption. Science, 285(5424), 103—106.
https://doi.org/10.1126/science.285.5424.103

Simon, D. B., Nelson-Williams, C., Bia, M. J., Ellison, D., Karet, F. E., Molina, A. M.,
Vaara, 1., Iwata, F., Cushner, H. M., Koolen, M., Gainza, F. J., Gitelman, H. J., &
Lifton, R. P. (1996). Gitelman’s variant of Bartter’s syndrome, inherited
hypokalaemic alkalosis, is caused by mutations in the thiazide-sensitive Na-Cl
cotransporter. Nature Genetics, 12(1), 24-30. https://doi.org/10.1038/ng0196-24

Bonnardeaux, A., & Bichet, D. G. (2016). Inherited Disorders of the Renal Tubule. In
Karl. Skorecki, G. M. . Chertow, P. A. . Marsden, M. W. . Taal, & A. S. L.. Yu
(Eds.), Brenner & Rector’s the kidney (10th ed., pp. 1434—1473). Elsevier.

Slatko, B. E., Gardner, A. F., & Ausubel, F. M. (2018). Overview of Next-Generation
Sequencing Technologies. Current Protocols in Molecular Biology, 122(1).
https://doi.org/10.1002/cpmb.59

Smith, A. N., Skaug, J., Choate, K. A., Nayir, A., Bakkaloglu, A., Ozen, S., Hulton, S. A.,
Sanjad, S. A., Al-Sabban, E. A., Lifton, R. P., Scherer, S. W., & Karet, F. E.
(2000). Mutations in ATP6N1B, encoding a new kidney vacuolar proton pump
116-kD subunit, cause recessive distal renal tubular acidosis with preserved
hearing. Nature Genetics, 26(1), 71-75. https://doi.org/10.1038/79208,

Soeiro, E. M. D., & Helou, C. M. de B. (2015). Clinical, pathophysiological and genetic
aspects of inherited tubular disorders in childhood. In Jornal brasileiro de
nefrologia : "orgao oficial de Sociedades Brasileira e Latino-Americana de
Nefrologia (Vol. 37, Issue 3, pp. 385-398). https://doi.org/10.5935/0101-
2800.20150060

129



Srivastava, S., Li, D., Edwards, N., Hynes, A. M., Wood, K., Al-Hamed, M., Wroe, A. C.,
Reaich, D., Moochhala, S. H., Welling, P. A., & Sayer, J. A. (2013).
Identification of compound heterozygous KCNJ1 mutations (Encoding ROMK)
in a kindred with bartter’s syndrome and a functional analysis of their
pathogenicity. Physiological Reports, 1(6), 1-8. https://doi.org/10.1002/phy2.160

Siileymanlar, G. (2019). TEMEL NEFROLOJI (Y. Yenigerioglu, O. Giingdr, & M. Arici,
Eds.). Giines T1ip Kitabevleri. www.guneskitabevi.com

Tanudisastro, H. A., Holman, K., Ho, G., Farnsworth, E., Fisk, K., Gayagay, T., Hackett,
E., Jenkins, G., Krishnaraj, R., Lai, T., Wong, K., Patel, C., Mallawaarachchi, A.,
Mallett, A. J., Bennetts, B., Alexander, S. 1., & McCarthy, H. J. (2021). Australia
and New Zealand renal gene panel testing in routine clinical practice of 542
families. Npj Genomic Medicine, 6(1). https://doi.org/10.1038/s41525-021-
00184-x

Topaloglu, R., BasklIn, E., Bahat, E., Kavukcu, S., Cakar, N., Donmez, O., Guven, A. G.,
Callskan, S., Erdogan, O., & YalcInkaya, F. (2011). Hereditary renal tubular
disorders in Turkey: Demographic, clinical, and laboratory features. Clinical and
Experimental Nephrology, 15(1), 108—113. https://doi.org/10.1007/s10157-010-
0367-z

Trujillano, D., Bertoli-Avella, A. M., Kumar Kandaswamy, K., Weiss, M. E., Koster, J.,
Marais, A., Paknia, O., Schroder, R., Garcia-Aznar, J. M., Werber, M., Brandau,
0., Calvo Del Castillo, M., Baldi, C., Wessel, K., Kishore, S., Nahavandi, N.,
Eyaid, W., Al Rifai, M. T., Al-Rumayyan, A., ... Abou Jamra, R. (2017). Clinical
exome sequencing: Results from 2819 samples reflecting 1000 families.
European Journal of Human Genetics, 25(2), 176—182.
https://doi.org/10.1038/EJHG.2016.146,

Ugkun-Kitapei, A., Underwood, L. E., Zhang, J., & Moats-Staats, B. (2005). A novel
mutation (E767K) in the second extracellular loop of the calcium sensing
receptor in a family with autosomal dominant hypocalcemia. American Journal
of Medical Genetics, 132 A(2), 125-129. https://doi.org/10.1002/ajmg.a.30403

Van Der Wijst, J., Konrad, M., Verkaart, S. A. J., Tkaczyk, M., Latta, F., Altmiiller, J.,
Thiele, H., Beck, B., Schlingmann, K. P., & De Baaij, J. H. F. (2018). A de novo
KCNA1 Mutation in a Patient with Tetany and Hypomagnesemia. Nephron,
139(4), 359-366. https://doi.org/10.1159/000488954

VanPutte, C. L. ., Regan, J. L. ., Russo, A. F. ., & Seeley, R. R. . (2019). Seeley’s anatomy
& physiology (12th ed.). McGraw Hill.

Van’T Hoff, W. G. (2000). Leading articles Molecular developments in renal
tubulopathies. https://doi.org/https://doi.org/10.1136/adc.83.3.189

Viering, D. H. H. M., de Baaij, J. H. F., Walsh, S. B., Kleta, R., & Bockenhauer, D.
(2017). Genetic causes of hypomagnesemia, a clinical overview. In Pediatric
Nephrology (Vol. 32, Issue 7, pp. 1123—-1135). Springer Verlag.
https://doi.org/10.1007/s00467-016-3416-3

Vollmer, M., Koehrer, M., Topaloglu, R., Strahm, B., Omran, H., & Hildebrandt, F.
(1998). Two novel mutations of the gene for Kir 1.1 (ROMK) in neonatal Bartter
syndrome. Pediatric Nephrology, 12(1), 69—71.
https://doi.org/10.1007/s004670050408

Wang, W., Wei, M., Song, H.-M., Qiu, Z.-Q., Zhang, L.-J., Li, Z., & Tang, X.-Y. (2015).
SLC2A2 gene analysis in three Chinese children with Fanconi-Bickel syndrome.
Chin J Contemp Pediatr, 17(4), 362-366. https://doi.org/doi:10.7499/}.issn.1008-
8830.2015.04.014

Weber, S., Hoffmann, K., Jeck, N., Saar, K., Boeswald, M., Kuwertz-Broeking, E., Meij,
I. I., Knoers, V., Cochat, P., Terezasuldkova, T. T., Bonzel, K. E., Soergel, M.,
Mangz, F., Schaerer, K., Seyberth, H. W., Reis, A., & Konrad, M. (2000). Familial

130



hypomagnesaemia with hypercalciuria and nephrocalcinosis maps to
chromosome 3q27 and is associated with mutations in the PCLN-1 gene. In
European Journal of Human Genetics (Vol. 8).
https://doi.org/10.1038/sj.ejhg.5200475

Weber, S., Schneider, L., Peters, M., Misselwitz, J., Ronnefarth, G., Boswald, M., Bonzel,
K. E., Seeman, T., Suldkova, T., Kuwertz-Broking, E., Gregoric, A., Palcoux, J.
B., Tasic, V., Mangz, F., Schérer, K., Seyberth, H. W., & Konrad, M. (2001).
Novel paracellin-1 mutations in 25 families with familial hypomagnesemia with

hypercalciuria and nephrocalcinosis. Journal of the American Society of
Nephrology, 12(9), 1872—1881. https://doi.org/10.1681/ASN.V1291872

Wells, R. G., Pajor, A. M., Kanai, Y., Turk, E., Wright, E. M., & Hediger, M. A. (1992).
Cloning of a human kidney cDNA with similarity to the sodium-glucose
cotransporter. American Journal of Physiology - Renal Fluid and Electrolyte
Physiology, 263(3 32-3). https://doi.org/10.1152/ajprenal.1992.263.3.F459

Yang, Q., Li, G., Singh, S. K., Alexander, E. A., & Schwartz, J. H. (2006). Vacuolar H+-
ATPase B1 subunit mutations that cause inherited distal renal tubular acidosis
affect proton pump assembly and trafficking in inner medullary collecting duct
cells. Journal of the American Society of Nephrology, 17(7), 1858—1866.
https://doi.org/10.1681/ASN.2005121277

Zelikovic, 1. (2019). Hereditary Tubulopathies. In W. Oh & M. Baum (Eds.), Nephrology
and Fluid/Electrolyte Physiology: Neonatology Questions and Controversies
(Third Edition, pp. 315-344). Elsevier. https://doi.org/10.1016/B978-0-323-
53367-6.00019-4

Zhang, R., Zhang, S., Luo, Y., Li, M., Wen, X., Cai, X., Han, X., & Ji, L. (2021). A case
report of pseudohypoaldosteronism type II with a homozygous KLHL3 variant
accompanied by hyperthyroidism. BMC Endocrine Disorders, 21(1).
https://doi.org/10.1186/s12902-021-00767-w

131



Ek-1

e
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITESI
ILAC VE TIBBi CIHAZ DISI ARASTIRMALAR ETiK KURUL KARARI

Toplanti Sayis1:189 Toplant: Tarihi: 05 Ocak 2024

Karar Sayis:2024/4733: (Bagvuru 1D: 17278) N.E.U. Tip Fakiiltesi Dahili Tip Bilimleri Bolimii Tibbi
Genetik Anabilim Dalt Ogretim Uyesi Dr. Ogr. Uyesi Emine GOKTAS in “Yeni Nesil Dizilemenin
Herediter Renal Tiibiiler Hastahklarin Tamsindaki Yeri” bashklh uzmanhk tez calismasi ile ilgili
dilekgesi ve ekleri goriisiildii. Arg. Gor. Dr. Siimeyye SANAL1in uzmanhk tez cahismas: N.E.U. Tip
Fakiiltesi Dahili Tip Bilimleri Bslimii Tibbi Genetik Anabilim Dali Ogretim Uyesi Dr. Ogr. Uyesi
Emine GOKTAS in sorumlulugunda yiiriitiilmesinin uygun olduguna oybirligi ile karar verilmistir.

Not: Cahgma ile ilgili gerekli izinlerin alinmasi ve yasal sorumluluk arastirmacilara aittir.

Sorumlu Aragtirmaci: Dr. Ogr. Uyesi Emine GOKTAS

Yardimer Arastirmacilar: Arg. Gor. Dr. Siimeyye SANAL, Prof. Dr. Aysegiil ZAMANI, Prof. Dr.
Mahmut Selman YILDIRIM, Prof. Dr. Kiiltigin TURKMEN, Prof. Dr. Beray Selver EKLIOGLU, Prof.
Dr. Vesile Meltem ENERGIN

132



133



	TEŞEKKÜR
	ÖZET
	ABSTRACT
	İÇİNDEKİLER
	TABLOLAR
	ŞEKİLLER
	KISALTMALAR VE SİMGELER
	1. GİRİŞ VE AMAÇ
	2. GENEL BİLGİLER
	2.1 BÖBREK ANATOMİSİ
	2.2 BÖBREK HİSTOLOJİSİ VE EMBRİYOLOJİSİ
	2.3 BÖBREK FİZYOLOJİSİ
	2.4 KALITSAL RENAL TÜBÜLER HASTALIKLAR
	2.4.1 Proksimal Tübülün Kaltsal Hastalıkları
	2.4.1.1 Renal Fanconi Sendromu
	2.4.1.2 Proksimal Renal Tübüler Asidoz
	2.4.1.3 İzole Renal Glukozüri

	2.4.2 Henle Kulbunun Kalıtsal Hastalıkları
	2.4.2.1 Bartter Sendromu
	2.4.2.2 Ailesel hipomagnezemi ile hiperkalsiüri ve nefrokalsinozis (FHHN)
	2.4.2.3 Otozomal Dominant Hipokalsemi ve Familyal Hipokalsiürik Hiperkalsemi

	2.4.3 Distal Tübülün Kaltsal Hastalıkları
	2.4.3.1 Gitelman Sendromu
	2.4.3.2 Psödohipoaldosteronizm tip 2
	2.4.3.3 EAST/SeSAME sendromu
	2.4.3.4 Sekonder hipokalsemi ile hipomagnezemi (Hipomagnezemi tip 1)
	2.4.3.5 Renal hipomagnezemi 2
	2.4.3.6 Otozomal dominant hipomagnezemi
	2.4.3.7 İzole resesif hipomagnezemi (Renal hipomagnezemi 2)
	2.4.3.8 Diğer hipomagnezemiler

	2.4.4 Toplayıcı Kanalların Kalıtsal Hastalıkları
	2.4.4.1 Psödohipoaldosteronizm tip 1
	2.4.4.2 Liddle sendromu
	2.4.4.3 Distal Renal Tübüler Asidoz
	2.4.4.4 Kalıtsal Miks Renal Tübüler Asidoz (Tip III RTA)
	2.4.4.5 Nefrojenik diyabetes insipidus
	2.4.4.6 Uygunsuz antidiürez nefrojenik sendromu


	2.5 Genetik Varyasyon Çeşitleri
	2.6 Kalıtsal Tübülopatilerin Moleküler Tanısında Yeni Nesil Dizileme

	3. GEREÇ VE YÖNTEM
	3.1 Araştırmanın Tipi
	3.2 Araştırma Bölgesi ve Zamanı
	3.3 Araştırma Evreni ve Yeri
	3.4 Örneklem Seçme Kriterleri
	3.5 Araştırmanın İzni ve Etik Durum
	3.6 Çalışmaya Dahil Edilen Hasta Grubuna Uygulanmış Olan Yöntemler
	3.6.1 Yeni Nesil DNA Dizi Analizi
	3.6.1.1 Kütüphane Hazırlığı
	3.6.1.2 Kütüphane Amplifikasyonu ve Amplifiye Kütüphanenin Saflaştırılması
	3.6.1.3 DNA Kütüphanesinin Kantifikasyonu ve Kalite Analizi
	3.6.1.4 Hedef Zenginleştirme Protokolü
	3.6.1.5. Postcapture kütüphanelerin amplifikasyonu, saflaştırılması ve kalite kontrolü
	3.6.1.6 DNA’nın tek iplikli dairesel forma dönüştürülmesi
	3.6.1.7. Tek iplikli sirküler DNA’nın nanotoplara (DNB) dönüştürülmesi
	3.6.1.8 Kütüphane havuzunun dizilenmesi
	3.6.1.9 Veri Analizi
	3.6.1.10 Varyantların Sınıflandırılması


	3.7 İstatistiksel Analiz

	4. BULGULAR
	4.1 Sosyodemografik Özelliklerin Değerlendirilmesi
	4.1.1 Yaş
	4.1.2 Cinsiyet
	4.1.3 Ailede renal hastalık öyküsü
	4.1.4 Hastaların anne ve baba akrabalık durumları

	4.2 Tespit Edilen Dizi Analizi Verilerinin Değerlendirilmesi
	4.2.1 Saptanan varyant tipleri
	4.2.2 Saptanan varyantların sınıflandırılması

	4.3 Olgular

	5. TARTIŞMA
	6. SONUÇ VE ÖNERİLER
	6.1. SONUÇLAR
	6.2. ÖNERİLER

	7. KAYNAKLAR

