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OZET

Alport Sendromu Ile Iliskili Genlere Ait Varyasyonlarin Yeni
Nesil Dizileme (YND) Metodu ile incelenmesi

Cilineyd YAVAS

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Doktora Tezi

Danigsman: Prof. Dr. Nehir OZDEMIR OZGENTURK

Alport sendromu (AS), kalitsal bir nefrit olup, sensorindral isitme kaybi ve
ilerleyen vakalarda bazen gozlenen farkli goz degisiklikleri ile karakterize bir
sendromdur. Ik olarak 1900'lerin basinda rapor edilmistir. Bobrek hastaliklarinin
incelenmesi ve degerlendirilmesi acisindan géz 6ntinde bulundurulan ve {izerinde
cokca arastirma yapilmis bir sendromdur. Genel olarak, bu sendromun teshisi
klinik belirtilere ve aile iiyelerinin dikkatli muayenesine ve bazal membran
yapisinin elektron mikroskobik degerlendirmesine dayanir. Hastalik esas olarak
X'e bagh baskindir. Ancak hastaligin otozomal resesif AS ve otozomal dominant
AS vakalarin sirasiyla yaklasik %15 ve %20'sini olusturur. Hastaligin genel
popiilasyondaki prevalansi net olmamakla birlikte 1/10000-50000 civarinda
oldugu tahmin edilmektedir. Alport sendromu, bazal membranin temel
bilesenlerinden biri olan tip IV kollajenin a3, a4 ve a5 zincirlerini kodlayan
COL4A3, COL4A4 ve COL4A5 genlerindeki patojenik varyasyonlardan
kaynaklanir.

Tiirkiye'nin farkli yerlerinde yasayan AS stiphesi ile genetik klinigine basvurmus

125 hastanin eriskin ve pediatrik hastay1 kapsayan bu calismada hastalarin klinik

xiii



bulgular1 ve genetik sonucglar1 incelenmistir. Hastalarin ilk degerlendirmedeki
ortalama yaslar1 23.05+20 yil (3-63 yas) olarak hesaplanmistir. Calismada yer
alan hastalarin 61’i (%48,8) kadin, 64’1 (%51,2) erkek olup kadin/erkek orani
0,95’dir. Hastalarda en sik bulgu hematiiriydi ve bunu ikinci olarak proteiniiri
izlemistir. 18 hastada isitme kayb1 tespit edildi. 45 hastada ise bobrek hastaliklari
oldugu gozlendi. Fakat hastalarin hepsinde klinik ile iliskili oldugu diisiiniilen bir
varyasyona rastlanmamistir. 27 hastanin klinigini aciklayabilecek tek gen ya da
digenik patojenik/muhtemel patojenik varyasyona rastlandi. 16 hastada ise klinik
onemi belirsiz (VUS) varyasyon tespit edilmistir. Varyasyon tespit edilemeyen 82
hastanin AS ile benzer diger sendrom ya da hastaliklar agisindan degerlendirilmesi
onerilmistir. Baz1 genetik hastalik gruplar1 AS benzeri klinik gostermektedir. AS
ile iligkili genlerde klinik olarak iliskili varyasyonlara sahip olmayan bu 85 hasta,
Epstein sendromu, Fechtner sendromu, May-Hegglin anomalisi, Fabry hastaligi,
Alport benzeri glomeriilonefrit, MYH9 gen varyasyonlar1 ve Sebastian
sendromlarina benzer kliniklere sahip oldugundan, bu hastaliklarla iliskili oldugu
tahmin edilmektedir. Bu hastalarin muhtemel diger hastaliklar icin daha fazla

inceleme ile yeniden degerlendirilmesi gerekir.

Bu calismamiz 125 hastanin yeni nesil dizileme analizi sonucunda; 50 missense,
8 delesyon/duplikasyon, 17 splice bolge mutasyonu (+-20 baz), 3 3'UTR ve 25
sinonim (sessiz) varyasyonu olmak iizere toplam 103 varyasyon tespit edilmistir.
Bu varyasyonlarin 21’0 patojenik/muhtemel patojenik, 17’si VUS, 63’1
benign/muhtemel benign kriterlerinde saptanmistir. Bu 103 varyasyondan 33

tanesinin yeni varyasyon oldugu saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Alport sendromu, yeni nesil dizilme, COL4A3, COL4A4 ve
COL4A5 varyasyonlari.

YILDIZ TEKNIiK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Investigation Of Genes Variations Associated With Alport
Syndrome Via The Next Generation Sequencing (NGS)
Method

Cuneyd YAVAS

Department of Molecular Biology and Genetics

Doctor of Philosophy Thesis

Supervisor: Prof. Dr. Nehir OZDEMIR OZGENTURK

Alport syndrome (AS) is a hereditary nephritis, characterized by sensorineural
hearing loss and different eye changes sometimes observed in progressive cases.
It was first reported in the early 1900s. It is a syndrome that is considered in terms
of the examination and evaluation of kidney diseases, and it is a syndrome that
has been extensively researched and published. In general, the diagnosis of this
syndrome is based on clinical signs and careful examination of family members
and electron microscopic evaluation of basement membrane structure. The
disease is mainly X-linked dominant. However, autosomal recessive AS and
autosomal dominant AS constitute approximately 15% and 20% of the cases,
respectively. Although the prevalence of the disease in the general population is
not clear, it is estimated to be around 1/10000-50000. Alport syndrome is caused
by pathogenic variations in the COL4A3, COL4A4 and COL4A5 genes encoding
the a3, a4 and o5 chains of type IV collagen, one of the main components of the

basement membrane.

In this study, which included 125 adult and pediatric patients who were born in

different parts of Turkey and applied to the genetic clinic with the suspicion of AS,
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the clinical findings and genetic results of the patients were analyzed. The mean
age of the patients at the first evaluation was calculated as 23.05+20 years (3-63
years). Of the patients included in the study, 61 (48.8%) were female and 64
(51.2%) were male, with a female/male ratio of 0.95. The most common finding
in patients was hematuria, followed by proteinuria. Hearing loss was detected in
18 patients. Renal diseases were observed in 45 patients. However, no variation
thought to be clinically relevant was found in all patients. A single gene or digenic
variation was found that could explain the clinic of 27 patients. In 16 patients,
variation of uncertain clinical significance (VUS) was detected. It was
recommended that 82 patients with no variation be evaluated for other syndromes
or diseases similar to AS. It was recommended to evaluate 82 patients whose
variation could not be detected in terms of other syndromes or diseases similar to
AS. Some genetic disease groups show AS-like clinic. These 85 patients without
clinically related variations in AS-related genes are estimated to be associated with
these diseases, as they have clinics similar to Epstein syndrome, Fechtner
syndrome, May-Hegglin anomaly, Fabry disease, Alport-like glomerulonephritis,
MYH?9 gene variations, and Sebastian syndromes. These patients are needed to be

re-evaluated with further examination for other possible diseases.

As a result of the new generation sequencing analysis of 125 patients in this study;
A total of 103 variations were detected, including 50 missense, 8
deletion/duplication, 17 splice region mutations (+-20 base), 3 3'UTR and 25
synonymous variations. 21 of these variations were pathogenic/likely pathogenic,
17 were of VUS, and 63 were found to be benign /likely benign. 33 of these 103

variations were determined as novel variations.

Keywords: Alport syndrome, next generation sequence, COL4A3, COL4A4 and
COL4AS5 variants.

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF SCIENCE AND ENGINEERING
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1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Alport sendromu (AS), kollajen ifade eden COL4A3, COL4A4 ve COL4A5
genlerinde ortaya cikan patojenik varyasyonlar sonucu proteinin bozulmasi ile
kalitsal, ilerleyici bobrek hastaligindan ilerleyici olmayan veya cok yavas ilerleyen
bir seyir ile izole hematiiriye kadar degisen bir fenotip spektrumu gozlenmektedir
(Nozu et al., 2019). Hastalarda bobrek klinigi disinda okiiler ve isitme ile ilgili
problemler de goriilebilmektedir. AS'nin yaklasik %55’i (XLAS), %15'i otozomal
resesif (ARAS) ve yaklasik %20'si otozomal dominanttir (ADAS) ve ¢ok az sayida
digenik olarak bildirilmistir (Kruegel et al., 2013).

X'e bagh AS'li erkek hastalarda, Alport sendromunun genotipi ve fenotipi
arasindaki iligki iyi tanimlanmistir ve mutasyon tipine bagh olarak son donem
bobrek yetmezligi riskini gelistirmede Onemli oldugu gosterilmistir. Hastalar
tedavi edilmezse, bobrek hastaligi, mikroskobik hematiiriden (mikrohematiiri)
proteintiriye, ilerleyici bobrek yetmezligine kadar ilerleme gosterebilmektedir

(Savige et al., 2019).

AS ilk olarak bir Ingiliz ailede, bir doktor olan Cecil A. Alport tarafindan
tanimlanmistir. Bu ylizden bu sendrom Alport olarak literatiire gecmistir (Alport,
1927). Fakat bu isimlendirme 6ncesinde Leonhard G. Guthrie, 1902 yilinda bir
ailede tekrarlayan hematiiri ataklar1 oldugunu ve sadece anne tarafindan
aktarildigini raporlanmistir. Rapor ettigi yillarda kronik bobrek hasarli bir aile
tiyesi olmadig1 da bildirilmistir. On yil sonra, 1912'de George Kendal ve Arthur F.
Hertz ve Arthur F. Hurst 1923'te ayni aileyi takip etmeye devam etmisler ve
hastalig1 "kalitsal ailesel konjenital hemorajik nefrit" olarak adlandirmislardir.
Hurst tarafindan belirtilen aile agacina gore, etkilenen hastalardan 3'iinde isitme
kaybi olmasina ragmen, makalede bundan hastaligin bir parcasi olarak
bahsedilmemistir. 1927'de A. Cecil Alport ayni aileyi yeniden degerlendirmis,

bir¢ok aile {iyesinin bobrek hastaligi ve isitme kaybi yasadigini bildirmistir.
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Etkilenen erkekler iiremiden oOliirken, etkilenen kadinlar ise yaslilik evresine kadar

yasamistir (Alport, 1927).

Ulkemiz ve yakin cografi bélgemizde akraba evliligi yaygindir. Gogu evlilikler
birinci dereceden kuzen evlilikleri olup genellikle kardes cocuklar1 arasinda
goriilmektedir (Kaplan et al., 2016). Otozomal resesif hastaliklar, akraba
evliliklerinde genetik hastaliklarin yeni nesillere aktarilmasinda o6nemli rol
oynamaktadir. Genellikle genetik hastaliklarin resesif formlar1 dominant formuna
gore siddetli klinik tablo ile seyretmektedir (Barozzi et al., 2020). Bu nedenlerden
dolay iilkemizde ARAS calismalar1 6nem kazanmaktadir. Ulkemizde AS ile ilgili

calismalar cok az olup bazi yonlerden kisitliliklar1 mevcuttur.
1.2 Tezin Amaci

Erken tedavi ile son donem bobrek yetmezliginin (SDBY) ilerlemesini
yavaslatmada hastalarin erken teshisi ¢cok 6nemlidir. AS'nin ilk belirtisi yalnizca
kalic1 mikroskobik hematiiridir ve bu, genellikle hastanin tani yasini geciktiren bir
gercektir. Bu nedenle hematiirisi olan hastalarda ailede bobrek hastalig1 6ykiisii
varsa AS'ye ve molekiiler genetik calismalara oncelik verilmelidir. Bu calismada,
AS siiphesi olan hastalarin klinik semptomlari ve molekiiler oOzellikleri

tanimlanarak genotip-fenotip korelasyonunun ortaya cikarilmasi amacglanmaistir.
1.3 Hipotez

Bir varyasyonun hastaliga sebep oldugunu anlamak i¢in bazi kriterler mevcuttur.
Bu kriterlerden biri de in siliko analizler ile varyasyonun amino asit ikamelerindeki
onemi hesaplayarak, protein katlanmasindaki roliinii ve protein islevindeki
bozulmalar1 belirlemede yardimci olmaktadir. Domain bodlgelerde olan
varyasyonlar patojeniteyi arttirmaktadir. Fakat bazi varyasyonlar domain
bolgelerde bulunmasina karsin hasta olmayan bireylerde de gozlemlemek

mumkindiir.

Hastalarda tespit edilen yeni varyasyonlar (novel varyasyon) araciligiyla AS'nin
molekiiler degiskenligini incelenmesi amaclanan bu calismada ayrica ileride
genetik olarak tedavinin miimkiin olacagi durumlarda varyasyon tipinin

belirlenmesinin O6neminin artacag1 diisiiniilmektedir. Yeni varyasyonlarin

18



tespitinin erken teshis ve tedavi icin 6nemli bir hale gelecegi diisiintilmektedir.
Ayrica kontrol gruplarinin ¢alismaya katilarak tespit edilen varyasyonlarin saglikli
bireylerde ne kadar etkili olduguna dair fikir edilinilmesi acisindan 6nem arz

etmektedir.
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2

GENEL BILGILER

2.1 Alport Sendromunun Genetik Etiyolojisi

Tip IV kollajen proteini alt1 farkli a zincirini ihtiva etmektedir. Bu zincirler C-
terminal bolgelerinin etkilesimleri ile al-1-2, a3-4-5 ve o5-5-6 olmak tiizere ii¢
tane ticlii sarmal olustururlar. Bu yapilar, C-terminali ve N-terminal etkilesimleri
ile uctan uca baglantilarla kollajen aglari olustururlar (Kashtan, 2021). Bu sarmal
proteinlerini ifade eden alti gen; COL4AI ve COL4A2 13. kromozom {iizerinde
(13g34) , COL4A3 ve COL4A4 2. kromozom {iizerinde (2q35-37), COL4A5 ve
COL4A6 X kromozom fiizerinde (Xq22.3) lokalize olmuslardir. Patojenik
varyasyonlarin tip IV kolajen sentezini ve tip IV kolajen aginin olusumunu
etkiledigi gosterilmistir. Yapilan calismalarda COL4A3, COL4A4 ve COL4A5
genlerinin patojenik varyasyonlarin AS kliniginden sorumlu olduklari bildirilmistir

(Kashtan, 2004).

Wieslander ve arkadaslar1 Goodpasture antikorlarinin tip IV kollajen molekiiliiniin
kollajenaz direncli kisimlariyla reaksiyona girdigine dair immiinokimyasal kanitlar
sunmustur. Glomeriilonefrit vakalarinin yaklasik %5'ine glomeriiler bazal
membrana (GBM) yonelik otoantikorlar aracilik etmektedir. Hastalarin cogu
Goodpasture sendromu  (glomeriilonefrit ve pulmoner kanama) ile
basvurmaktadir (Wieslander et al., 1985). COL4A3 genini Hellmark ve arkadaslari
ilk kez, bir insan otoimmiin hastaliginda patojenik otoantikorlar tarafindan
taninan tek bir immiinodominant konformasyonel epitopun molekiiler
karakterizasyonunu saglamistir. Goodpasture hastaliginda tanimlanmis bu
bozuklugun tedavisinde yeni epitopa 0zgii yaklasimlarinin gelistirilmesinin
temelini temsil etmektedir. Hellmark ve arkadaslar1 epitopu, COL4A3 zincirinin
tekli rezidiilerini reaktif olmayan COL4A1 geninden karsilik gelen amino asitlerle
degistirerek tanimlamistir. COL4A3 geninde Goodpasture epitopunu tamamen
ortadan kaldiran degistirme mutasyonlar1 tamimlanmistir. COL4AI1 kollajen

olmayan alanindaki 9 kesintili pozisyonun COL4A3 zincirinden amino asit
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rezidiileri ile ikame edilmesi, tiim hasta serumlar1 tarafindan taninan ancak
saglikli kontrollerden hicbir serum tarafindan taninmayan rekombinant yapi ile
sonuclanmistir (Hellmark et al., 1999). Otozomal resesif AS gosteren 2 ailede
Mochizuki ve arkadaslar ilk olarak COL4A3 geninde homozigot mutasyonlarin

varlhigini gostermistir (Mochizuki et al., 1994).

Momota ve arkadaslar1 COL4A4 genini ilk defa tanimlamiglardir. Bu genin ekzon
1 ve 1-asal olarak adlandirilan alternatif kodlamayan birinci ekzonlar: icerdigini
belirlemislerdir. Ekzon 2 protein ifadesinin basladig1 bolge olarak tespit edilmis
olup COL4A3ve COL4A4 genleri, kromozom 2'nin karsit dizileri iizerindedir ve zit
yonlerde kopyalanmaktadir. COL4A31n ilk ekzonu, COL4A4in ekzon 1 ve 1-
asallarindan sirasiyla 372 ve 5 bp olarak ayrilmaktadir. Her iki gen tarafindan
paylasilan promotor bolge, yogun CpG diniikleotidleri, GC kutulari, CTC kutular
ve bir CCAAT kutusundan olusur, ancak bir TATA kutusundan bulunmamaktadir
(Momota et al., 1998). Otozomal resesif AS oldugu diisiiniilen 7 ailede Mochizuki
ve arkadaslar1 2 ailede COL4A4 geninde ve diger 2 ailede de COL4A3
mutasyonlarinin klinikle iligkili olarak varligi gostermistir (Mochizuki et al.,

1994).

Zhou ve arkadaslari intron-ekzon yapisi dahil olmak {izere insan COL4A5 genini
ilk olarak tanmimlamislardir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile genomik
DNA'dan amplifikasyondan sonra dizilenen ekzon 15 haric olmak iizere, genomik
faj klonlarindan 19 ekzonun dizisi belirlenmistir. Genin ekzon boyutlarinin, alfa-
1(IV) zincirinde gozlenenlerle dikkate deger bir benzerlik tasidigi belirtilmistir
(Zhou et al., 1991). Lemmink ve arkadaslar1 tip IV kollajen genlerindeki
mutasyonlarla iligkili klinik belirtilerin kapsamli bir incelemesini yapmislardir.
Hastalarda siddetli klinik ve genetik olarak heterojen bobrek bozuklugu olan
Alport sendromundan otozomal dominant ailesel iyi huylu hematiiriye kadar
degismektedir. Arastirmacilar COL4A5 geninde 160'tan fazla farkli mutasyonun
tanmimlandigini belirtmislerdir. Otozomal resesif ASna COL4A3 ve COL4A4
genlerindeki mutasyonlarin neden oldugu bildirilmistir. Daha Once bildirilen
COL4A5 mutasyonlarina Lemmink ve arkadaslari, XLAS olan hasta gruplarinda

tespit edilen 8 mutasyonu tespit etmistir. Mutasyonlarin spektrumu genis oldugu
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ve AS’nun bobrek yetmezligi yasi ve eslik eden 6zelliklere gore klinik degiskenligi

hakkinda fikir verdigi bildirilmistir (Lemmink et al., 1997).

AS icin dort kalitm sekli tanimlanmistir. Bunlar; X'e bagli, otozomal cekinik,
otozomal dominant ve digenik kalitimlardir. AS’nin molekiiler genetik acidan
tespit yontemleri ve dagilimi tablo 2.1’de gosterilmistir. Mendel kalitiminin

esaslarina gore;

COL4A5 tip IV a5 zincirini ifade eden X kromozomunda lokalize gendir (Xq22.3).
Vakalarin ¢ogunlugunda bu gendeki patojenik varyasyonlar sorumludur. COL4A5
geni 250 kb biyiikligiinde, 51 ekzona sahip ve 1685 aminoasitten olusan bir
protein ifade etmektedir. Bu gende bu zamana kadar 300’den fazla varyasyon
tespit edilmistir (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/). XLAS olan ailelerin
COL4A5 patojenik varyanti icin heterozigot olan annelerin her hamilelikte
patojenik varyanti1 aktarma sansi %50'dir. Patojenik kalittm aktarilan erkekler
AS’dan etkilenecek, sonunda SDBY ve cogu durumda sagirlik gelistirecektir.
Patojenik varyanti kalitsal olarak alan kadinlarda ise tipik olarak asemptomatik
hematiri olur, ancak daha siddetli bobrek hastaligi olabilir. Etkilenen erkekler
yeni nesillere patojenik varyanti aktardiginda tiim kadinlar etkilenecek fakat

erkekler etkilenmeyecektir (Basta-Jovanovic et al., 1990).

COL4A3 ve COL4A4 sirasi ile tip IV a3-4 ifade eden genlerdir ve 2. kromozom
tizerinde lokalize olmuslardir (2q35-q37). COL4A3 geni 150 kb biiyiikliigiinde, 52
ekzona sahip ve 1670 aminoasitten olusan bir protein ifade etmektedir. COL4A4
geni 194 kb biiyiikliigiinde 48 ekzona sahip ve 1690 aminoasitten olusan protein
ifade eder. Bu genlerdeki patojenik varyasyonlar ARAS ya da ADAS kalitim
gostermektedir. ARAS ailelerde etkilenen bir cocugun ebeveynleri zorunlu
heterozigotlardir ve anne baba alellerinde patojenik ya da patojenik oldugu
diisiiniilen varyasyon tasiyicilaridir. Resesif tasiyicilik olmasindan dolayi her
kardesin etkilenme olasilig1 %25, semptomatik olan veya olmayan tasiyict olma

olasilig1 %50 ve saglikli olma olasilig1 %25'tir (Hertz et al., 2015).

ADAS heterozigot patojenik varyasyonlar1 XLAS klinik 6zelliklerine benzemektedir
fakat bobrek bulgular1 daha zayif ilerleyebilmektedir. Ailelerde etkilenen bireyin
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her cocugunun patojenik varyanti1 kalitim yoluyla alma ve etkilenme olasiligi

%/50'dir (Kashtan, 2021; Malone et al., 2014).

Ayrica birkac ailede AS’da digenik kaliim tanimlanmis olup alelik varyasyonlar
cis veya trans olabilmekte ve AS klinigine benzer 6zellikler gosterirler. Digenik
kalitim1 olan nadir Alport ailelerinde (COL4A3, COL4A4ve COL4A5 genlerinin iki
veya daha fazlasindaki patojenik varyasyonlar), kalitim paternleri mendel

kalitimina uymayabilmektedir (Gast et al., 2016; Kashtan, 2021).

Tablo 2. 1 Alport Sendromunu molekiiler genetik yoniinden tespit etme

yontemleri
h Patojenik Varyasyonlarin Varyasyonlarin Tespit Edilme
en
Dagilimi Metodlar1
Delesyon
Dizileme
Kalitim Duplikasyon
COL4A3 %12-15
ARAS ~%45 ~%98 ~ %2
ADAS ~%55
ARAS ~%45
COL4A4 %5-8 ~%98 ~%2
ADAS %55
COLA5 %80-85 XLAS %100 ~%85-90 %10-15

2.2 Kollajen

Kollajenler, hiicre dis1 matris, tendonlar, kikirdak, organik kemik matrisi ve kornea

gibi bag dokularinda bulunan ana lifli glikoproteinlerdir ve bu dokularin
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dayanikliliklarina katkida bulunmaktadir. Kollajen hayvanlar aleminde ¢ok yaygin
olup memeli canlilarin viicut agirhiginin %6'sin1 ve toplam viicut proteininin
%30'unu temsil etmektedir. Kollajen molekiiliiniin en ayirt edici 6zelligi, ti¢ birim
alt polipeptitten olusan ticlii sarmaldir. Alt polipeptit birimi olan zincir, ortak bir
eksen etrafinda donerek 3000 A° uzunlugunda ve 15 A° capinda kati c¢ubuk

seklinde bir filament molekiilii olustururlar (Kalluri, 2003).

Kolajen Fibrilleri

Kolajen Lifleri

alfa zincir

1000 amino asit -3000 A”

Sekil 2. 1 Kollajen yapidan olmus fibrillerin olusum sekli (Nijhuis et al., 2019)
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TiP IV KOLAJEN UGLU HELIX YAPI MOLEKULER MUTASYON FENOTIP

YOK NORMAL GBM

1 COL4A5 MUTASYONU XLAS ETKILENMIS ERKEK
Xy SDBY

1 COL4AS MUTASYONU  LAS TASIYICI KADIN
S DEGISKEN SONUGLU

2 COL4A3 MUTASYONU . .
ARAS ETKILENMI3
SDBY

2 COL4A4 MUTASYONU
/

\
1 COL4A3 MUTASYONU

DEGISKEN SONUGLU
1 COL4A4 MUTASYONU

1 COL4A3 MUTASYONU
1 COL4A4 MUTASYONU}

Sekil 2. 2 Kollajen lifleri olusturan proteinlerin patojenik varyasyonu sonrasinda

ifade edilmesi (Kalluri, 2003).

Memelilerdeki tiim tip IV kollajen, genetik olarak farkli alti a-zincir
polipeptidinden (al-a6) sentezlenmektedir. Tip IV kollajen a zincirleri, amino asit
seviyesinde %50 — 70 homoloji gosteren benzer yapilara sahiptirler. a-zincirleri ti¢
alana ayrilabilir; bir amino-terminal 7S alani, bir orta iiclii sarmal alan ve bir
karboksi-terminal kollajen olmayan (NC)-1 alamidir. Uclii sarmal alani, klasik
kolajen Gly-XY dizi motifi icinde yaklasik 22 rezidii kesinti olmaksizin 1.400 amino
asit (aa) uzunlugunda en uzun protein dizisini ihtiva etmektedir. Her zincirin
yaklasik olarak 230 amino asit uzunlugunda oldugu tespit edilmistir. Tiim kolajen
yapilarinda oldugu gibi NC1 alani kolajenlerin trimer olusumlari i¢in 6énem arz
etmektedir. Tip IV kollajen molekiilleri, karmasik protein aglar1 olusturmak icin
birbirine baglanmaktadir. Bu aglar, bircok hiicredeki hiicreleri ayiran ve
destekleyen ince, tabaka benzeri yapilar olan bazal membran bélgelerinin (BMB)
biiyiik bir boliimiinii olusturmaktadirlar. Tip IV kollajen, 3-4-5 aglar ile bobrek,

i¢ kulak ve goziin BMZ'sinde 6nemli bir rol oynamaktadir. al ve a2 aglarindan
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olusan Tip IV kollajen, 3 organdaki dokularin bazal membran ana iskeletlerini

olusturan makromolekiilleridir (Yurchenco, 2011).
2.3 AS’nin Klinik Bulgulan

AS’nin diger kaliimsal bobrek hastaliklardan ayiran en 6nemli 6zelligi X’ bagh
kalittimli olmasidir. Fakat somatik genlerde olan varyasyonlarda hastaliga
sebebiyet vermektedir. En ¢ok goriilen klinikler arasinda bobrek hastaliklarina
ilerleyen glomiiler hastaliklar, isitme kayiplari ve gorme bozukluklar1 (okiiler
bozukluklar) yer almaktadir. Ayrica cok az olmakla birlikte hastalarda
leiomyomlar ve anevrizmalar (torasik, abdominal ve intracranial) olarak da

bildirilmistir (Kashtan et al., 2018).
2.3.1 Bobrek

Hematiiri, proteiniiri ve albuminiiri bulgular1 bobrek fonksiyonlarinin
incelenmesinde 6nemli rol oynar. ASnin diger kalitimsal bobrek hastaliklarindan
ayirt edici Ozelliklerinden biri de mikroskobik hematiiridir. COL4 genlerindeki
patojenik varyantlar, proteiniiri ve FSGS renal biyopsi bulgulari olan erigkin
hastalarda genellikle goriilen kliniklerdir (Nozu et al., 2019). Baz hastalarda
hipertansiyon ve proteiniiri klinik olarak ge¢ baslangichi olarak bildirilmistir
(Kashtan & Gross, 2021). Yas ilerledikce hastalarda tansiyonun etkisi de
artmaktadir. Bobrek yetmezlikleri varyasyonun tipine gore degismektedir. Erken
donem bobrek yetmezliklerinde genellikle yikici etkilere sahip varyasyonlar (stop
kodon, cerceve kaymasi delesyon ve insersiyonlar) bulunurken, diger etkili
varyasyonlar ise son donemde bobrek yetmezliklerine neden olmaktadir (Jais et
al., 2000). Yapilan bir calismada biiyiik delesyon, nonsense veya frameshift
varyasyonlarda 30 yasindan 6nce SDBY gelisim orani %90 iken, bu oran “splice-
site” varyasyonlarda %70, missense varyasyonlarda %50 olarak bildirilmistir

(Bekheirnia et al., 2010).

XLAS'l1 tiim erkeklerde ve ARAS'l1 tiim erkek ve kadinlarda hastalik SDBY’ne kadar
ilerlemektedir. Ilerleyen yasla birlikte proteiniiri, hipertansiyon gelisir ayrica
etkilenen erkeklerin %100'{inde ve etkilenen kadinlarin %90'indan fazlasinda
mikrohematiiri vardir. Tim erkeklerde proteiniiri ve nihayetinde SDBY’ne yol

acan ilerleyici bobrek yetmezligi gelisir. Tahminen hastalarin %601 30 yasindan
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ve %901 40 yasindan sonra SDBY klinigi gozlenir. SDBY'nin ilerleme hizi COL4A5
patojenik varyantin cesidine gore degismektedir. XLAS'li erkeklerde erken

yaslardan itibaren kalict mikrohematiiri vardir (Jais et al., 2003).

ADAS' bireylerde, SDBY siklikla ileri yaslara kadar goriilmeyebilir fakat epizodik
briit hematiiri bazi hastalarda tespit edilmektedir. ADAS'l1 bireylerin bircogunda
hematiri klinik bulgusu vardir. ADAS'ta proteiniiri, Ozellikle ilerleyen yasla
birlikte sik goriiliir ve etkilenen bireyler ilerleyici bobrek hastaligi sergileyebilir

(Malone et al., 2014).

ARAS'1 bireylerde kalict mikrohematiiri vardir. Erkek ve kadinlar esit olarak
etkilenmektedir. ARAS ile iliskili heterozigot COL4A3 veya COL4A4 patojenik
varyanti olan kisilerde, kalici veya aralikli mikrohematiirinin tahmini %50
insidansi vardir. ARASl1 ¢cogu hasta, ilk ¢cocukluk veya erken ergenlik doneminde
proteiniiri ve 30 yasindan Once SDBY gelistirir. SDBYne ilerleme, ADAS'1
bireylerde (siklikla ileri yaslarda goriiliir) XLAS veya ARAS'1 bireylere gore daha
yavas gerceklesir (Hertz et al., 2015).

2.3.2 Goz

AS’li hastalarda yaklasik olarak 3’e 1 oraninda goéz bulgular1 gelismektedir.
Yaklasik olarak gz bulgular: bulunan hastalarin yaklasik 3’de 2’sinde proteiniiri
gelisimi sonrasinda goriilmektedir (Coppo et al., 1998). Goz bulgular1 hastaligin
seyrinde onemli bir klinik gostergedir. Okiiler lezyonlarin spektrumu XLAS ve
ARAS'ta benzer goriinmektedir. ADAS'ta okiiler lezyonlar nispeten nadir
goriinmektedir (Kashtan, 1999). Hastalarda goz bulgular olarak lens, kornea ve

retinayi iceren goz bozukluklar: bildirilmistir (Savige et al., 2015).

Alport sendromlu hastalarda tipik okiiler anormallikler benek retinopatisini, 6n

lentikonus'u ve kornea distrofisi icermektedir (Tan et al., 2010).
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Sekil 2. 3 AS hastalarinda tipik okiiler bozukluklar. a) benek retinopatisi b)
kornea distrofisi (Savige et al., 2015; Zhang & Ding, 2018).

En sik saptanan okiiler degisiklik, XLAS'1 erkeklerin %85'inde ve kadinlarin
%25'inde ve ARAS'li hastalarin %87'sinde meydana gelen periferik benek
retinopatisidir (Shaw et al., 2007). Santral benek retinopatisi, XLLAS'l1 erkeklerin
%60'1nda ve kadinlarin %18'inde ve ARAS'l1 bireylerin %87'sinde tanimlanmistir
(Fawzi et al., 2009; Wang et al., 2014). Fleck retinopatisi genellikle gérme
keskinligini etkilemez ve retina fonksiyon testleri minor anormallikler gosterir

veya normal goriiniir.

Anterior lentikonus, XLAS'1 erkeklerin %25-50'sinde goriiliir ve erken baslangicl
bobrek yetmezligi ile iliskilidir. Anterior lentikonus, AS’de patognomonikidir.
XLAS veya ARASlhlarin %15-20'sinde goriiliir ve tipik olarak gec ergenlik veya
erken yetigkinlik doneminde belirginlesir (Ohkubo et al., 2003). Lentikonus'un
klinik olarak tespit edilmesi, AS tanisim1 oldukca o6nemlidir. Lentikonus'un
ilerlemesi gorme bozukluklarina neden olabilmektedir (Liu et al., 2008). AS’li
hastalarda kornea hastaligi nadir olmasiyla birlikte kornea erozyonlari, kornea
bulaniklig1 ve posterior polimorf kornea distrofisi goriilebilmektedir (Bower et al.,
2009). Rhys ve arkadaslar1 yaptiklari calismada AS’li hastalarin yaklasik %20'sinde
spontan akut okiiler agri, lakrimasyon, fotofobi ve bulanik gorme ataklarn ile
karakterize tekrarlayan kornea erozyonu oykiisii oldugunu gostermislerdir (Rhys
et al., 1997). AS’li bireylerin yaklasik %30'unda perimakiiler benekler goriiliir.
Alport sendromunda okiiler lezyonlar yaygindir ve XLLAS'l1 bireylerin %30-40'inda
goriiliir. Okiiler lezyonlarin spektrumu XLAS ve ARAS'ta benzer goriinmektedir.
ADAS'ta okiiler lezyonlar nispeten nadir goriinmektedir. Kornea distrofisinin
ilerlemesi bazi1 hastalarda géorme kaybina neden olabilmektedir (Saika et al., 2002;

Zhao et al., 2012).
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AS’li hastalarda diger goz bulgularn katarakt ve lameller veya kismi kalinlikta
makula delinmeler dahil diger okiiler anormallikler belirtilmistir. Hem katarakt
hem de makula delinmeleri gérme kaybina neden olabilmektedir. AS’daki makula
delinmeleri, cerrahi tedaviye iyi yanit vermedikleri icin siklikla kalici gérme

kaybiyla sonu¢lanmaktadir (Liu et al., 2008; Rhys et al., 1997).
2.3.3 Kulak

Sensorinoral isitme kaybi, sik goriilen ve tipik bir bobrek disi klinik olarak
goriilmektedir ve isitme kaybi1 asla dogusta goriilen bir klinik olmayip sonradan
klinik olarak kendini gostermektedir. Tipik olarak XLAS'l1 erkeklerde ve ARAS'l1
erkek ve kadinlarda ge¢ cocukluk veya erken ergenlik doneminde odyometrik
taramalarda goriilmektedir (Barker et al., 1996). Isitme kaybimn seyri varyantin
tipine gore degisiklik gostermektedir ve isitme bozukluguna her zaman bobrek
tutulumu eslik eder. Fakat Bobrek hastaligi olmayan isitme problemi olan
erkeklerin Alport sendromunu cocuklarina aktarabilecegine dair ikna edici bir
kanit bildirilmemistir. XLAS'l1 erkeklerin %79'unda gelismistir. XLAS'l1 erkeklerde
30 yasindan once isitme kaybi gelisme riski, COL4A5 mutasyonunun tipi ile
iliskilidir (Jais et al., 2003). Missense mutasyonu olan erkeklerde risk %60, diger
mutasyon tiirleri i¢in ise %90'dir. 40 yasina kadar XLAS'l1 erkeklerin %80-90'inda
gelistigi gozlemlenmistir. XLAS'l1 kadinlarin %28'inde, genellikle 30-40 yasindan

sonra ortaya ¢ikan isitme kayb1 gozlenmistir (Jais et al., 2000).

Isitme kayb1 ile bébrek tutulumu arasinda bir iliski bulunmaktadir. Bu nedenle,
isitme kayb1 bobrek yetmezligi gelisimi icin bir risk faktorii olarak kabul
edilmektedir. Calismalarda AS’lu bireylerin %46.1'ine isitme kayb1 teshisi
kondugu gosterilmistir. Bunlarin arasinda vakalarin %11.5'1 hafif, %34.6's1 orta
diizeydeydi. Azalan isitme, XLAS'l1 erkek cocuklarda gec cocukluk veya erken
ergenlik doneminde siklikla tespit edilebilmektedir. Ilk asamalarda, isitme kayb1
2.000 ila 8.000 Hz araligindaki tonlara karsi hassasiyette iki tarafli azalma ile
yalnizca odyometri ile tespit edilebilmektedir. Etkilenen erkeklerde isitme kayb1
ilerleyicidir ve sonunda diisiik frekanslarda dahil olmak iizere yiiksek frekanslara
kadar uzanmaktadir. Isitme kaybi genellikle ilk cocukluk evrelerinde rutin

kontroller ile tanimlanabilmektedir. Ancak bazi ailelerde yasamin nispeten gec
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donemlerine kadar tespit edilemez. XLAS'l1 erkeklerin %76.7'sinde ve kadinlarin
%55,6'sinda isitme kaybinin meydana geldigini gosterilmektedir. Ayrica, vakalarin
%60,9'u hafif ve %30,1'i orta diizeydeyde oldugu gosterilmistir (Alves & de
Andrade Quintanilha Ribeiro, 2008; Chen et al., 2014).

AS’lu bireylerde koklealarin histolojik acidan yaklasildiginda korti organinin
baziler membran kismina kusurlu olarak kaynasmasindan dolay: isitme kaybinin

olabilecegi diisiiniilmektedir (Merchant et al., 2004).
2.3.4 Diger Bulgular

Leiomyomlar; solunum, gastrointestinal ve disi iireme yollarinda i¢ organ diiz
kaslarinin biiytimesi ile karakterize iyi huylu tiimérlerdir. COL4A5'in 5' ucundaki
bitisik COL4A6 genine uzanan bir kromozomal mikrodelesyon, X'e bagh AS'li
hastalarin %2 ila %5'inde bildirilmistir (Mothes et al., 2002; Uliana et al., 2011).
COL4A6 geninin diiz kas farklilasmasi ve morfogenezinde rol oynadigi bilinmesine
ragmen, AS'li bir kopek modelinden alinan diiz kas dokusunda a6 zincirlerinin
gosterilememesi ve icinde leiomyomatozis bulunmamasi, leiomyomatozis
gelisiminin nerede konumlanabilecegini diisiindiirmektedir. COL4A6 genin
yakininda farkli fakat tespit edilmemis bir gende patojenik varyasyon
leiomiyomatozis gelistirmis olabilecegi diisiiniilmektedir (Mothes et al., 2002).
ASnun yemek borusu ve trakeobronsiyal agacin yaygin leiomyomatozisi ile
birlikteligi onlarca ailede bildirilmistir (Mothes et al., 2002). Diffiiz
leiomyomatozis Alport sendromunda ¢ok nadirdir ve COL4A5 ve COL4A6
genlerinin 5' uclarini kapsayan biiyiik delesyonlardan kaynaklanir ve X'e bagli AS
vakalarinin yaklasik %2-5'inde saptanir (Dahan et al., 1995; Shah & Weinberg,
2010). Semptomlar genellikle ge¢ cocukluk doneminde ortaya cikar ve disfaji,
tokluk kusma, retrosternal veya epigastrik agri, tekrarlayan bronsit, dispne,
okstiriik ve hiriltiyr icerir. Az sayida geng erkek olguda torakoabdominal aort
anevrizmasi ve aort dilatasyonu bildirilmistir (Kashtan et al., 2010; Lyons et al.,

2007).

Bobrek biyopsi orneklerinin degerlendirilmesi, elektron mikroskobunun yani sira
15tk  mikroskobu ve rutin immiinofloresanst icermesi tani degerlerini

arttirmaktadir. Rutin immiinofloresan negatif veya spesifik olmayan
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immiinreaktan birikimi gosterdiginde, kolajen IV immiin boyama hem tanisal hem
de prognostik bilgi saglayabilmektedir (Gast et al., 2016; Wuhl et al., 2004).
Elektron mikroskobu incelemesi yapilamasa bile boyama teknigi bulgularin
degerlendirilmesinde faydalidir. Kollajen IV immiin boyama ile cilt biyopsisi, X'e
bagli Alport sendromunun teshisi i¢cin bobrek biyopsisine olasi bir alternatiftir,
ancak IgA'1 dislamaz veya AS’nun kalitim modelini aciklayamamaktadir. Fakat tani
ya da calismalarin limitasyonlarini en aza indirgemek icin genetik calismalarin

yapilmasi 6nem arz etmektedir (Kamiyoshi et al., 2016).
2.4 Sendromun Populasyonlardaki Dagilimi

AS diinyanin c¢ok farkli bolgelerinde goriilmiis ve genetik olarak heterojen bir
sendromdur. Genel popiilasyondaki insidansi bilinmemekle birlikte yaklasik
olarak 50.000'de 1 canli dogumda goriildiigii bildirilmistir. Birkac seri
calismalarindan elde edilen veriler, pediatrik nefrologlar tarafindan izole
mikrohematiiri icin degerlendirilen cocuklarin yaklasik beste birinin Alport
sendromu tanisi aldigin1 gostermektedir. Amerika Birlesik Devletleri Renal Veri
Sistemine (ABDRVS) gore, Amerika Birlesik Devletleri'nde SDBY’inde yetiskinlerin
yaklasik %0,2'si ve cocuklarin %3'd AS tanisi tasimaktadir (Dagher et al., 2001).
Cocuklardan alinan bobrek biyopsilerinde endikasyon insidansit %1-2 arasinda

degismektedir (Gross et al., 2003).
2,5 Tam

AS i¢in idrar tahlili son derece 6nemli bir tarama yontemidir. XLAS olan tiim
erkeklerin yani sira ARAS tiim erkek ve kadinlarda kalici mikrohematiiri vardir.
XLAS icin heterozigot olan kadinlarda, aralikli olabilse de mikrohematiiri olasilig1
%95'tir (Moriniere et al., 2014). Daha detayl teshis icin; aile Oykiisii, hastanin
muayenesine (goz, isitme, bobrek ve idrar analizleri) takiben molekiiler genetik
testlerde tanimlanan COL4A3, COL4A4 veya COL4A5te varyant ya da
varyantlarin tespit edilmesi sonrasinda konur. Tanmi degerlendirme agaci

literatiirde su sekilde verilmistir (Sekil 2.4).
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Normal serum ile giden
kalici glomeriler hemattiri
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! Genetik teste yonlendirme Uygun
ve As takibinin baglangici yonlendirme
AS takibinin baslangici

Sekil 2. 4 AS takipli hastalara tani1 koyulmasi i¢in gereken tani basamaklari

Glomertilonefropati, degisken sensorinoral isitme kaybi, degisken okiiler
anomaliler, iyi huylu ailesel hematiiri ve bobrek yetmezligi olmasina karsin siklikla
bobrek yetmezligine ilerleyen nefriti ve sensorinoral isitme en temel
belirtilerindendir (Barozzi et al., 2020). Ayrica renal biyopsiden alinan glomeriiler
bazal membranin (GMB) laminal densansindaki yogunluk farklar1 AS icin 6zgi
bulgulardandir. Bu bulgular genellikle gen¢ hastalarda gozlenmemekle birlikte 30
yasindan sonra ayrismalar daha net bicimde goriilmektedir (Hudson, 2004; Nozu
et al., 2019). Tip IV kolajen proteinlerindeki farklilasma icin immiinofloresan
boyama da kullanilmaktadir. GBM yapisinda olan a3-4-5 zincirlerinin yoklugunda
veya anormal olusumlarinda GBM laminal bulugusu olmadan tani
konulabilmektedir. A5 zincirin tamamen yoklugunda XLAS tanisi koyulabilirken
yanlis anlamli (missense) varyasyonlarda biyopsi tanisi yeterli olmamaktadir
(Gast et al., 2016; Wuhl et al., 2004). Bu bulgulara sahip hastalarda teshisin kesin
olarak konulabilmesi igin genetik test sonucuna gore sendrom tanisi

konulmaktadir (Kashtan & Gross, 2021).

Son zamanlarda yapilan calismalarda tip IV patojenik varyasyonlarin farkl
hastaliklarla da iligkili olabilecegi tespit edilmistir. En ¢ok bildirilenleri fokal
segmental glomeriiloskleroz (FSGS) ve steroid-direncli nefrotik sendrom (SRNS)

hastaliklaridir. Yapilan caligmalarda hematiiri ve nefrotik sendrom olgularinda
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COL4A3 ve COL4A4 genlerinde mutasyon saptandigt ve FSGS histolojik
bulgularinin oldugu bildirilmistir [26, 27]. Bu veriler 1s18inda FSGS ve SRNS
hastalarinin klinik verileri AS’den siiphelenmeyi gerektirmektedir. Bu ylizden bu
hastaliklarin tayini icin hazirlanmis genetik panellerine AS iligkili genlerinde
eklenmesi degerlendirme icin daha etkili olacaktir. Gereksiz farkli testlerin ve
tedavilerin oniine gecilmesini saglayacaktir (Kamiyoshi et al., 2016; Malone et al.,

2014).

Hastalarda AS tanisi koyarken genetik calismalar sonucunda bazi hastalarda hicbir
varyasyona rastlanmayabilmektedir. Bu durum klinik olarak yanlis
yonlendirmeler sonucunda ¢ogu laboratuvarlarda rastlanmaktadir. Calismamizda
da baz1 AS siipheli hastalarda genetik olarak iliskili mutasyonlara rastlanmamustir.
Bunun nedeni bazi genetik hastalik gruplarinin AS ile karistirilabilmesinden
kaynaklanmaktadir. Epstein, Fechtner ve Sebastian sendromlari, May-Hegglin
anomalileri, Fabry hastalii ve Alport benzeri glomeriilonefrit benzer
kliniklerinden dolay: ileri tetkik ile bu hastaliklarla iliski genlerin tekrardan

degerlendirilmesi gerekmektedir (Heath et al., 2001).
2.6 Tedavi ve Takip

AS icin spesifik bir modifiye edici tedavi bulunmamakla beraber bu gibi tedavilere
ihtiya¢ vardir. AS’da bobrek bulgusu olan hastalar icin ideal olan GMB’nin yerini
alacak, biitiin yaslarda uygulanabilecek, uzun yillar uygulanabilen, ucuz, giivelinir
ve oral yoldan alinabilir bir ila¢ olmasi lazimdir. Bu uygun ilac icin beklenirken
yeterli bilimsel veriler ile jenerik ilag¢ denemelerinin yeniden baslatilmasina
oncelik verilmesi uygun ilaca ulasmaya yardimci olabilecegi diistiniilmektedir.
Yiiksek verimli fonksiyonel tahlillere dayanan kimyasal bilesik cesitlerinin biiyiik
Olcekli ila¢ taramasi da oOnci bilesiklerin tamimlanmas: igin o6nemli rol
oynayacaktir. Ayrica yeni CRISPR/Cas9 genom diizenleme sistemi ve AS'li
hastalardan elde edilen uyarilmis pluripotent kok hiicre (IPSC)’lerin kullanimi,
muhtemelen bu hastalik icin hassas ve kisiye 0zel ilaglarin gelisiminde katkisi
olacaktir. Proteiniirik ve lifli dogasi nedeniyle AS, kronik bobrek hastaliklarina
neden olan diger bircok hastaligin sonucunu tahmin etmek icin Onemli bir

hastaliktir (Torra & Furlano, 2019).
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Sekil 2. 5 AS'de klinik goriiniim ve tedavinin potansiyel etkisi. Ust: Hastaligin
evresine gore tedavinin potansiyel etkisi. Siddet arttikca potansiyel etki saga
dogru azalir. Orta: AS'de bulunabilecek klinik 6zellikler. Klinik 6zellikler, saga
dogru daha fazla hastalik siddeti anlamina gelir. Daha diisiik: daha giiclii golge,
kalitim modeline gore hastaligin daha sik ortaya cikisini temsil eder (Torra &

Furlano, 2019).

Alport sendromlu tiim bireylerin 6 ila 12 ayda bir nefrolog ile takibi, risk altindaki
bobrek nakli olanlarin transplantasyon sonrasi ilk yil icin anti-glomeriiler bazal
membran antikor aracili glomeriilonefrit gelisimi icin aylik olarak izlenmesi, 6 ila
7 yasindan itibaren iki yilda bir ¢ocuklarin odyolojik degerlendirilmesi, okiiler
anormalliklerin izlenmesi ve aort genislemesi icin degerlendirme yapilmasi
onerilmektedir. Tekrarlayan kornea erozyonlari olanlarda kornealarin kiictik
travmalardan korunmasi ve yiiksek giiriiltiiye maruz kalmay1 en aza indirilmesi
gerekmektedir. Ilerleyici nérosensoriyel isitme kaybi ve kataraktin rutin tedavisi
icin semptomatik leiomyomlar icin cerrahi miidahale tavsiye edilmektedir. Aile

oykiistinde AS bulunan bireylerin idrar tahlili ile ve ailedeki mutasyon(lar)
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biliniyorsa molekiiler genetik test ile degerlendirilmesi tavsiye edilmektedir

(Kashtan & Gross, 2021).

XLAS hastalig1 olan tiim erkekler ve ARAS1 tiim erkek ve kadinlarin yani sira
ADAS' hastalarin belirli bir yiizdesi nihayetinde SDBY’ne ilerleme gosterecektir.
SDBY'ni geciktirmek hastalik icin onerilen uzun zamandan beri kullanilan tek
tedavi renin anjiyotensin aldosteron sistemi (RAAS) blokaji oldugu
diisiiniilmektedir. Bobrek yetmezligi goriilen hastalarda ise bobrek nakli
onerilmektedir. Nakil sonrasi olusabilecek nefrektomiden kacinmak icin canl
donorlerden alinan boébreklerin kullanilmasi daha uygun olacaktir (Savige et al.,
2013). Denetleyici kurumlar tarafindan teknik olarak onaylanmamasina ragmen,
RAAS inhibitorlerinin, proteiniirik nefropatileri olan yetiskin hastalarda, anti-
proteiniirik etkilerinin 6tesinde anti-proteintirik etkilere sahip olduklari icin, RAAS
inhibitorlerinin Evre 5 kronik bobrek hastaliginda ilerlemeyi geciktirdigi
gosterildiginden, RAAS blokaji tiim proteiniirik hastaliklar icin yaygin olarak
kullanilmaktadir . Anjiyotensin doniistiirlicii enzim inhibitorlerinin (ACE-I'ler)
AS'de faydali bir etki gosterdigine dair ilk kanit 1997'de Grodecki ve ark. X'e baglh
kalitsal nefritli bir Samoyed kopek modelini enalapril ile basariyla tedavi etmistir
(Grodecki et al., 1997). AS icin AS'li farelerde bobrek hasarinin erken donemde,
bobrekte RAAS bilesenlerinin ekspresyonundaki belirgin degisikliklerle
iliskilendirilmis. Bae et al. yabanil tip (WT) farelere kiyasla 7 haftalik COL4A3
mutasyonlu farelerin bobreklerinde renal anjiyotensin II (Ang II) seviyesinde
belirgin bir artis ve Ang-(1-7) seviyesinde bir diisiis tespit edilmistir (Bae et al.,
2017). Insanlarda RAAS blokajinin etkinliginin ilk calismasi, kiiciik bir pediatrik
kohortta gerceklestirilen retrospektif bir gozlemsel calismada belirtilmistir

(Proesmans et al., 2000).

Glinlimiizde AS, ilac firmalarinin hedefi haline gelmis ve bu hastalik ile alakali
ilaclar gelistirme ¢abasina girmislerdir. Bu ilginin sebepleri; proteiniiri ve fibrozis
ile diger kronik bobrek yetmezliklerine gore daha iyi tahmin edilmesi kolay olmasi,
bu hastalik icin onaylanan herhangi kesin bir ilacin olmamasi, tedavi edilecek
hasta sayisnin cok fazla olmasi, hastalarin geng yasta fenotipik olarak belirlenebilir
olmasi ve AS icin onaylanmis bir tedavi olmamasi. Tiim bu sebepler AS icin bir

tedavi arayisini tesvik etmektedir (Torra & Furlano, 2019).
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Glinlimiize kadar AS tedavisi icin farkli yaklasimlar iceren cesitli ¢alismalar
mevcuttur. Bunlardan en cok one cikanlar; bardoksolon, anti-miRNA-21, lipid
seviyesini diisiiren kimyasallar, parikalsitol, epidermal biiyiime faktorii reseptor
inhibisyonlari, saperonlar, kok hiicre temelli tedaviler ve diger terapiler

seklindedir.

Bardoksolon metil, Kelch benzeri ECH ile iligkili protein 1'den (KEAP1) niikleik
faktor (eritrositten tiiretilen) benzeri 2'yi (Nrf2) serbest birakarak etki eder ve
aktif B hiicrelerinin niikleer faktor kappa-hafif zincir giliclendiricisini
baskilamasina izin vermekte ve bircok anti-inflamatuar ve antioksidan genin
transkripsiyonunu aktive etmektedir. En oOnemlisi, bardoksolonun globiiler
filtrasyon orani’n1 (GFR) artirma kapasitesine sahip oldugu gosterilmistir. Klinik
oncesi modellerde, GFR'de bardoksolonun neden oldugu artislar, glomeriiler
inflamasyonun baskilanmasindan dolay1 glomeriiler yiizey alanindaki artislara
baglanmistir. 2011 yilinda, bardoksolonun, 52 haftalik bir siire boyunca Tip 2
diyabet ve Evre 3 kronik bobrek yetmezligi olan hastalarda tahmini GFR'yi (eGFR)

artirdig1 gosterilmistir (Pergola et al., 2011).

MikroRNA'lar (miRNA), transkripsiyon sonrasi gen ekspresyonunu diizenleyen ve
farklilasma, ¢ogalma ve apoptoz dahil olmak iizere 6nemli biyolojik siirecleri
modiile eden kiiciik kodlamayan RNA'lardir. Hedeflenen gen ifadelerinin
bozulmasi ve translasyonel baski dahil olmak {izere cesitli mekanizmalar
araciligiyla islev goriirler (Kim & Nam, 2006). Bobreklerde miRNA'larin kritik bir
rolii olduguna dair klinik ve hayvan patofizyoloji calismalarindan elde edilen
calismalar oldugu bildirilmistir (Chung et al.,, 2013). Spesifik olarak, AS
hastalarinda up-regiile edilmis miRNA'y1 tamimlayan c¢aligmalar bulunmaktadir
(Chen et al., 2019). Bobreklerde dahil olmak {izere bircok organdaki fibrojenik
hastaliklarin patogenezinde katkida bulunan ve yaralanma sonrasi doku
onariminda miRNA-21 aktif rol aldig1 diisiiniilmektedir. Oligoniikleotit kimyasinin
gelistirilmesindeki ilerlemeler, anti-mikroRNA-21 gibi spesifik miRNA'lara karsi
yonlendirilmis miihendislikle olusturulmus oligoniikleotitlerin gelistirilmesine
olanak saglamistir. AS'nin bir fare modelinde, bu anti miRNA-21 molekiiliiniin,
metabolik yollar1 uyararak Alport nefropatisinin ilerlemesini 6nledigi gézlenmistir

(Gomez et al., 2015).
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Statinler, genel popiilasyonda kardiyovaskiiler hastaliklarin birincil ve ikincil
onlenmesinde kullanildigi, ancak bunlarin kronik bobrek hastaliklarinda
ilerlemesi iizerindeki etkileri tartismalidir. Fakat AS'li farelerde, 3-hidroksi-3-
metilglutaril koenzim-A inhibitorii serivastatin, bobrek yetmezligini ve tiremiyi
geciktirerek farelerde yasam siirelerini uzattig1 bildirilmistir. Bu etkiler, azalmis
renal fibroz ve inflamatuar hiicre infiltrasyonunda bir azalma ile
iligkilendirilmistir. Serivastatin, yan etkileri olmasina ve tiim AS hastalarina
statinlerle tedavi Onermek icin yetersiz oldugu goz oniinde bulundurularak
hastalar tizerinde kullanimi durdurulmustur. Fakat AS'li ve yeni baslayan
hiperkolesterolemili yetiskin hastalarda, statinler bobrek yetmezligini geciktirmek
ve Onlemek icin ek bir tedavi secenegi olarak kullanilabilecegi bildirilmistir

(Koepke et al., 2007).

D vitamini reseptOr aktivatorii olan parikalsitol, hiperkalsemiye neden olmadan
parathormonu baskilamak icin gereken minimum dozun iizerindeki dozlarda

renin ekspresyonunu azaltigi gozlemlenmistir (Fryer et al., 2007).

Epidermal biiylime faktorii reseptori (EGFR), oOnemli tirozin kinaz
reseptorlerinden biridir ve ErbB ailesine aittir. EGFR sinyali, tiimoriin
ilerlemesinde 6nemlidir, ancak diyabet ve kalp fonksiyon bozuklugu gibi kanserli
olmayan cesitli hastaliklarda da rol oynar. Bobrek hastaliklar ile ilgili olarak,
deneysel bir nefrit modelinde EGFR'nin baskilanmasinin etkili oldugu

kanitlanmistir (Bollee et al., 2011).

Bir saperon, katlanmamis veya kismen katlanmis proteinlere baglanarak ve
bunlan stabilize ederek proteinlerin uygun sekilde katlanmasini kolaylastiran bir
molekiildiir. Giidiik protein veya proteinin ifade edilmedigi durumlarda
saperonlar islevini yerine getirememektedir. Fakat AS genlerindeki mutasyonlarin
yaklasik %50’si yanlis anlamli (missense) mutasyon oldugundan bu varyasyonlari
tastyanlarda saperon {iizerinden yaklasim olumlu sonuglar verecegi
disinilmektedir (Bekheirnia et al., 2010). AS'de bir saperon {iclii sarmal
olusumunda gorev alarak yanlis katlanmis kolajen IV proteinlerinin optimum
katlanmanin altinda olsa da direncli bir GBM olusturmak icin yeterli islev

gormesine yardimci olabilmektedir (Chen et al., 2013). Saperonlarin cesitli
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hastaliklarda etkili oldugu kanmitlanmistir. Kalitsal bobrek hastaligi olan Fabry
hastaligi icin migalastat saperonlari icin halihazirda ticari bir saperon

kullanilmaktadir (Germain et al., 2016).

indiiklenmis pluripotent kok hiicreler (iPSC) genetik hastaliklarin tedavisinde
kullanilan ideal bir yaklasim olarak oOngoriilmektedir. Teoride, iPSCler,
tiiretildikleri bireyle immiino-uyumlu olacak doku veya organlari olusturmak i¢in
kullanilabilir. iPSC teknolojisi, hastalik modellemesi ve gen tedavisi icin cesitli
bozukluklarda kullanilmistir. AS'de kok hiicre temelli tedavinin mantigi, saglikli
donodrlerden izole edilen kok hiicrelerin, bobrek fonksiyonunu uzatmak icin yeni
bir fonksiyonel GBM f{ireterek, fonksiyonel podositlere farklilasabilecekleri renal
glomeriillerde goc etmesi ve engraftrasyon yapmasidir. iPSC hatlar, AS
patomekanizmalarini ve ilag testlerini incelemek icin faydali bir kaynak olarak

sunulmaktadir (Kuebler et al., 2017a, 2017b).

AS'de bobrek fonksiyon bozuklugunun ilerlemesini diizenleyen anahtar
molekiiller ve hiicre sinyal yollar1 heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Fakat
proinflamatuar sitokinlerin ve profibrotik genlerin upregiilasyonunun, kronik
bobrek hastaliklarina faydali oldugu kanitlanmistir (Meehan et al., 2009; Yokota
et al., 2018).

2.7 Yeni Nesil Dizileme (YND) (Next Generation Sequencing, NGS)

Dizileme, canlilarin genetik materyali olan niikleik astilerin (DNA, RNA)
niikleotitlerinin siralanarak belirlenmesi siirecidir. Genom calismalar1 icin
dizileme yapilmasi en onemli basamag1 olusturmaktadir. Bircok farkli genom,
hastalik ve kesif {izerine yapilan arastirmalar, dizileme ve dizileme
teknolojilerindeki ilerlemelerden kaynaklanmistir. Dizileme ile elde edilen
sonuclarin degerlendirilmesi daha farkli alanlarin dogmasina ve biyoinformatik
araclarin daha da onem kazanmasina sebebiyet vermistir (Rizzo & Buck, 2012;

Voelkerding et al., 2009).

Giiniimiizde varyasyonlarin tanimlanmasi ve diger dizileme sistemlerinden ¢ikan
varyasyonlarin konfirmasyonu icin altin standard yontem Sanger dizileme olarak
biitin literatiirler tarafindan kabul edilmistir. Bu yontem ilk kez 1970 yilinda

Ingiliz kimyaci Frederick Sanger tarafindan gelistirilmistir (Sanger et al., 1977,
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1992). Bu bulus ile genetik dizileme ve tetkikinde cigir agmis ve nobel odiili
almistir. Sanger dizileme, niikleotid 6zellesmis zincir sonlandirici inhibitorlerin
DNA'nin spesifik dizisini belirlemesi temeline dayanmaktadir (Petersen et al.,
2017). Birinci nesil dizileme teknigi olarak benimsenmistir. Bu teknik insan
genom projesi yiiriitiilerek su anda kullanilan ve literatiirde kabul goren insan
genom referans dizisi elde edilmistir (Smith, 2017). Bu teknolojinin en 6nemli
kisithliklari; yiiksek maliyeti, uzun zaman almas: ve diisiik ¢iktiya sahip olmasi
nedeni ile kisa dizilemeler ve az oOrnek sayilarinda kullanilmasinda
yayginlagsmistir. Ayrica giinimiizde genis Olcekli olan dizilemelerde konfirmasyon
icin kullanilmaktadir. Fakat yeni nesil dizileme bu kisithliklar1 ortadan
kaldirmasina karsin ikinci nesil dizilemenin en biiyiik dezavantajlar ise kisa
okumalarin (DNA fragmanlarinin olusmasi) hizalama siirecinin uzun olmasi ve
okuma esnasinda dizileme hatalarinin Sanger dizilemeye gore daha fazla
olmasidir (Petersen et al., 2017; Rizzo & Buck, 2012; Voelkerding et al., 2009).
Bu nedenle genis Olcekli dizilemeler icin uygun bir teknoloji degildir. Bunun i¢in
yeni nesil dizileme olarak adlandirilan ikinci nesil dizileme yontemleri
kesfedilerek kullanimlar1 yayginlagsmistir (Petersen et al., 2017). Yeni nesil
dizileme verileri farkli platformlarda tiretilebilmektedir. En sik kullanilan Illumina

ve Ion Torrent platformlaridir.

2000'li yillarin basinda gelistirilen yeni nesil dizileme teknolojisi, 6nceki dizileme
teknolojilerine kiyasla tiim genomu daha kisa siirede ve daha diisiik maliyetle
dizileyebilmektedir (Petersen et al., 2017). Maliyet ciddi anlamda azaltilmis olup
Tim Genom Dizileme’de (Whole Genome Sequencing, WGS), tiim genom tespit
edilirken, Tiim Ekzom Dizileme’de (Whole Exome Sequencing, WES) ve yeni nesil
dizileme panelleri insan genomundaki tiim ya da istenen genlerin protein kodlama
bolgelerini (ekzonlar) tespit etmek icin kullanilabilmektedir (Petersen et al.,

2017).
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Sekil 2. 6 DNA dizileme teknolojilerinin cesitleri (Dlamini et al., 2020).

Birinci nesil dizileme veya Sanger dizileme, hedef DNA'nin plazmit vektorlerine
parcalanmasini ve klonlanmasini icermektedr. DNA daha sonra radyo izotopik
olarak etiketlenmis veya floresan olarak etiketlenmis dNTP'ler ile bir dongiisel

zincir sonlandirma yontemi kullanilarak dizilenmektedir.

Ikinci nesil dizileme teknolojilerin tiimii sentez yoluyla dizilemeye dayanmaktadir.
Kullanilan iki yaygin yontem, emiilsiyon PZR ve koprii PZR'dir. Bu yontemlerin
ardindan farkli platformlarin farkli dizileme teknolojileri kullanilmaktadir.
Giiniimiizde 1000 baz uzunluklu DNA fragmanlarini okumada en basarili iki
platform Illumina ve Thermo Fisher Scientific sirketlerinin iirettigi plaform en ¢ok
tercih edilen 2 ana saglayici olarak karsimiza ¢cikmaktadir (Li et al., 2017; Tucker

et al., 2009).

Uciincii nesil dizileme yontemleri bircok farkli firma tarafindan gelistirilmis ve
farkli teknolojilere dayanmaktadir. Hedef DNA'min dogrudan dizilenmesinin

ontini acmaktadir (Dlamini et al., 2020).

Yeni nesil dizileme siirecinden ¢ikam ham verilerin analizleri ise temel olarak 5

asamada (Pabinger et al., 2014) gerceklesmektedir:
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Verilerin Kalitesi: Bu adim, yeni nesil dizileme platformlarindan elde edilen

ham verinin kalitesini degerlendirerek, tanimlanmis standartlar
karsilamayan okumalarin diizeltilmesi, kaldirilmasi veya dogrulanmasidir.

Hizalama ve Birlestirme (assembley): Bu adim, meydana gelen ¢ok sayida

ortiisen kisa okumalari birlestirerek orijinal diziyi yeniden olusturma
islemidir (Cunha et al., 2015). Yontem, insan ¢alismalarinda insan genomu
referans alinarak yapilmaktadir. Hizalama aslinda bilgisayar biliminde bir
dizi eslestirme adimidir, ancak diziler icin tam bir eslesme iiretilmesi
amaclanirken, tam eslesmenin olmadigr ve hizli eslesmenin miimkiin
oldugu hizalamadaki olas1 varyasyonlar1 bulmak amaclanir (Bao et al.,
2014). Okumalarin yiiksek verimlilik ve hassasiyetle referans genomla
hizalanmasi1 gerekmektedir. Hizalama ve birseltirme yapilirken muhtemel
problemler ise kisa okumalar, tekrarlayan diziler ve biiyiik Olcekli
polimorfizmlerdir (Ulahannan et al., 2013; Voelkerding et al., 2009).

Varyasyonlarin Tanmimlanmasi: Bu adim, referans genomu ile hizalanmis

diziyi, incelenen genom ile karsilastirarak dizi farkliliklarini bulma
islemidir.

Varyasyonlarin Analizi: Tanimlanan varyasyonlarin arasindan hangilerine

odaklanilacagini secmek icin anlamli olanlarin belirlenmesidir. Bunun icin
daha once olusturulmus ve web tabanli farkli varyasyon veritabanlari
kullanilmaktadir (Cunha et al.,, 2015). Ya da laboratuvar icinde
olusturulmus ve genisletilmis veri tabani da kullanilabilmektedir.

Dizilemenin Gorsellestirilmesi: Gorsellestirme YND verilerinin  analiz

edilmesiyle elde edilen verileri yorumlamak i¢in kullanilabilir. Annotasyon
(Agimlama, Anlamlandirma) adimi ile elde edilen varyasyonlar bir
gorsellestirme araci ile degerlendirilebilir. Bu adim varyasyonun kalitesi
acisindan da fikir vermektedir. Hali hazirda en cok kullanilan
gorsellestirme programi olan Integrative Genomics Viewer (IGV)
kullanilmaktadir. Calismamizda da bu program kullanilmistir

(Thorvaldsdottir et al., 2013).
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2.8 Termo Fisher Scientific Ion Torrent PGM Sistemi

Bu sistem Thermo Fisher Scientific tarafindan 2011 yilinda ilk defa kullanilan bir
platformdur (Bragg et al., 2013). Ion Torrent platformu yan iletken dizileme
teknigi ile data tretmektedir. Bu platformda PZR ve kiitiiphane olusturma
asamalar1 diger platformlara benzemekle birlikte varyasyonlarin tespitinde
digerlerinden c¢ok daha farkli bir sistem kullanmaktadir (Loman et al., 2012;
Rothberg et al., 2011). Bu sistemde varyasyonlarin tespiti iyon degisimine duyarl
elektronik sistem araliciligi ile DNA polimerazin DNA zincirinde niikleoid
eklenmesi ile ortaya ¢ikan H' iyonlarinin pH metre yardimi ile tespit etme yontemi
kullanilmistir. Sistem 6rnekler iizerine niikleotidlerin iceriginde bulunan organik
bazlar1 sirasi ile orneklere ekleyerek iyon degisimlerine bakmaktadir. DNA
tizerinde niikleotid eklenmediginde voltaj degismediginden o niikleotidin sirada
olmadig1 anlasilmaktadir. Niikleotid eklenmesinde voltaj degisimini cihaz
tarafindan okunarak hangi bazin baglandig: tespit edilmektedir. DNA dizileme
sirasinda florasan boyali niikleotidler ve optik kamera ile okuma olmayan sistem
ilk olarak bu platformda kullanilmistir (Eduardoff et al., 2015). Diger
platformlardan farkli olarak ayrica kiitiiphane olusturma sirasinda kullanilan
emiilsiyon PZR tekniginin kullanilmasidir. Bu platformun digerlerine gore avantaji
uzun niikleotid dizilerinde temiz okumalarin kalite acisindan tatmin edici,
analizinin hizli, ucuz kolay is akisinin olmasidir. Fakat dezavantaji ise
holopolimerlerde yiiksek oranda hataya meyilli olmasidir (Schadt et al., 2010;
Yang et al., 2014). Bu sistemde en fazla hata durumu tekrar eden niikleotid
dizilerinin okunmasi sirasinda ortaya cikmaktadir (Bragg et al., 2013; Flusberg et

al., 2010).
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Kiitiiphane iiriinii

Sekil 2. 7 Ion torrent platformunun hidrojen iyonu temelli calisma prensibi
(Mardis, 2013).
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3

MATERYAL METOD

3.1 Materyal

Haseki Egitim Arastirma ile Cam ve Sakura Sehir Hastanesi Genetik Tani
Merkezlerine Tiirkiye'nin farkli bolgelerinden gelen 125 AS siipheli ve klinik
belirtilerden en az bir tanesini gosteren bireyler secildi. Cam ve Sakura Sehir
Hastanesinden E-96317027-000-8273 2021.03.02/KAEK kurul kararn ile etik
kurul alindi. Calismalar icin hastalar, kontrol grubu ve aileleri bilgilendirilerek
onamlar1 alindi. Kontrol grubu ornekleri ise AS ile ilgili hi¢bir klinik belirti
gostermeyen 45 bireyin periferik kanlarindan izole edilmis DNA’larindan elde

edilen veriler kullanilda.

3.2 Metod

Periferik kanlarda elde edilen DNA’lardan AS ile iligkili olan genlerdeki (COL4A3,
COL4A4, COL4A5) varyasyonlar yeni nesil dizileme yontemi ile tespit edilerek

kontrol grubu ile karsilastirildi.
Calismanin akis semast;

Kontrol grubunun ve hastalarin periferik kanlarinin toplanmasi

!

Yeni Nesil Dizileme Asamalarina baslanmasi

!

Cikan datalarin analizi

!

Tespit edilen yeni varyasyonlarin Sanger dizileme ile dogrulamasi

!

Tespit edilen varyasyonlarin patojenitelerinin tayin edilmesi
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3.2.1 DNA izolasyonu

DNA’larin izolasyonu PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (LOT:2160846-
REF:K1820-02) kullanilarak yapildi. Protokol basamaklar1 asagidaki gibi takip
edildi.

e DNA izolasyonu baslamadan etiiv 55 °C ye ayarland.

e Steril mikrosantrifiij tiipiine 200 ul tam kan eklendi.

e Kanin iizerine 20 ul Proteinaz K eklendi.

e Karisima 20 ul RNase A eklenerek vortekslendi ve oda sicakliginda 2 dk.
bekletildi.

e Daha sonra karisima 200 wl pureLink Genomek Lysis/Binding Buffer
eklendi ve vortekslendi.

e Ornekler 55 °C ye getirilmis etiive yerlestirildi ve 10 dk. inkiibasyona
birakildi.

e Orneklerin bulundugu karisima 200 wul etanol eklendi ve homojen bir
karisim olusana kadar vortekslendi.

e Kitin iceriginde bulunan spin kolonuna lizat eklendi.

e Kolon 13.000 rpm de 1 dk. boyunca santrifiij edildi.

e Alttaki 2 ml'lik toplama tiipii atilarak, PureLink Spin kolon, 2 ml’lik yeni
bir toplama tiipiline yerlestirildi.

e 500 ul Wash Buffer tamponu eklenerek, 13.000 rpm’de 1 dk. santrifiij
edildi.

e Alttaki 2 ml'lik toplama tiipii atilarak, PureLink kolonu 2 mllik yeni bir
toplama tiipline yerlestirildi.

e 500 ul Wash Buffer 2 tamponu eklenerek, 13.000 rpm’de santrifiij edildi.

e Membranin kurumasini saglamak icin, PureLink kolon 2 ml’lik yeni bir
toplama tiipline yerlestirilerek 14.000 rpm’de 3 dk. santrifiij edildi.

e PurelLink kolon, 1,5 ml'lik mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilerek, 50 ul
PureLink Genomic Elution Buffer eklendi, oda sicakliginda 3 dk. inkiibe

edildikten sonra, 13.000 rpm’de 1 dk. santrifiij edildi.
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3.2.2

izole Edilmig DNA’larin Olciilmesi

Izolasyon sonrasi calismaya alinacak DNA érneklerinin yogunluklar: Qubit dsDNA

HS Assay Kit ile florometrik yontemle (Qubit® 3.0 Fluorometer) olciildi ve son

DNA yogunluklarinin yeni nesil dizileme icin istenen aralikta (1,6-2 ng/ul) olmasi

saglandi. Ol¢iim asagidaki basamaklar takip edildi.

3.2.3

Qubit Reagent 1:200 oranindaki ¢alisma soliisyonu hazirlandi.

Qubit Assay tiiplere 198uL. Working Solution iizerine 2uL izole edilmis DNA
eklenerek 10 sn. iyice karistirilarak en az 2 dk. beklendi.

Qubit® 3.0 Fluorometer cihazinda Olc¢tim gerceklestirildi.

Olciimden 6nce hava kabarciklari giderildi (spin) ve tiipiin alt kism
temizlendi.

Qubit cihazinda olclim yaparken sirasi ile bu secenekler secildi: dsDNA-
High Sensitivity- Run Samples: 2uL. Eger DNA miktar1 ¢ok ise TOO HIGH,
Olciilemeyecek kadar az ise TOO LOW uyarisi verebilir. Buna gore 6rnek

hacmi arttirilip azaltilmalidir.

Yeni Nesil Dizileme Asamalari

Hedef bolge Ion AmpliSeq Alport 1 and Alport 2 panel poollar1 kullanilarak, Ion

Ampliseq Library Kit 2.0 (Life Technologies) ile firma protokollerine uygun

tabloda gosterildigi sekilde yapildi.

Primer Havuzu Hazirlik Karisim Hazirlama

Tablo 3. 1 Her bir o6rnek i¢in kullanilan PZR soliisyonlari

Icerik Hacim
5x Ion AmpliSeq HiFi Mix 2 ul
2X Ion AmpliSeq Primer Pool 5ul
gDNA (1,6-2 ng/ul ) 1 ul
Niikleazdan Arindilmis Su 2 ul
Toplam 10 ul

Hazirlanan karisim Termal Cycler cihazinda tablodaki program uygulandi.
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Tablo 3. 2 Hedef bolgenin cogaltilmasi icin kullanilan termal program

Sicaklik Siire Basamaklar

99 °C 2 dk Enzim Aktivasyonu

99 °C 15 sn Denatiirasyon-Baglanma ve uzama
(20 dongii)

60 °C 4 dk

4°C 0 Bekleme

Bekleme noktasi 24 saat boyunca PZR iiriinleri bekletildi. Uzun siireli beklemeler

icin -20°C ortamda bekletildi.

Termal dongii sonunda aynmi 6rneklere ait farkli primer havuzlarinda PZR ile
cogaltilmis Uriinler tek bir tiipte birlestirildi. Bir sonraki asama icin hazir hale
getirildi.

3.2.3.1 Uriinlerin Enzimatik Yontemle Temizlenmesi ve Kesimi (Piirifikasyon)

Bu asamada {iriin icinde bulunan fazlalik primerleri ve baglanma olmayan
niikleotid parcalarini temizlemek icin 6nceden birlestirilmis iiriinler {izerine (20

ul) 2.5 ul FuPa Reagent eklenerek tablo 3’deki program uygulandi.

Tablo 3. 3 Primer dizilerinin kesimi ve temizlenmesi icin kullanilan termal

program
Sicaklik Siire
50 °C 10 dk
55 °C 10 dk
60 °C 20 dk
4°C Bekleme

Bekleme noktasi; 4 °C’de en fazla 1 saat beklenirken, uzun siireli bekleme -20

°C’de bekletildi.
3.2.3.2 Barkod ve Adaptorlerin Baglanmasi

Birden fazla 6rnek calisildigi i¢in her bir 6rnek farkli barkodla isaretlendi. Her bir

barkod (Ion Xpress™Barcode X!) 1:4 oraninda seyreltilerek kullanildi.
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Tablo 3. 4 Ornek barkod adaptér karisimi

Icerik Hacim
Ion P1 Adapter 2 ul
Ion Xpress™Barcode X! 2 ul
Niikleazdan Arindilmis Su 4 ul
Toplam Hacim 8 ul

Primer dizilerinin kismi temizlenmesinden sonra elde edilen her {iriin basina tablo
5’de gosterilen hacimde ekleme yapilarak, Tablo 6’da gosterilen program

kullanilarak barkod-adaptorlerin ligasyonu gerceklestirildi.

Tablo 3. 5 Barkod-adaptor ligasyon karisimi

Icerik Siire
Switch Soliisyonu 4 ul
Seyreltilmis Ion Xpress™ Barcode X! 2 ul
DNA Ligaz 2 ul
Toplam 8 ul

Tablo 3. 6 Ligasyon icin kullanilan termal program

Sicaklik Zaman
22 °C 30 dk
72 °C 10dk

10 °C Bekleme

Bekleme noktasi; 10 °C’de 24 saat bekletilirken, uzun siireli bekleme gerektiginde
-20 °C’ de bekletildi. Barkod-adaptorlerin ligasyonu sonrasinda c¢ogalmamis

kiitiiphane iiriinlerinin saflastirilmasi asamasina gecildi.
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3.2.3.3 Kiitiiphane Uriinlerinin Piirifikasyonu

Bu asamada Agencourt® AMPure® XP Reagent ve taze hazirlanmis % 75’lik
etanol kullanildi. AMPure XP Reagent oda sicakligina getirildi. Beadler iyice
vortexlendi ve tamamen dagilana kadar yavasca pipetaj yaparak kullanildi. Her
bir 6rnek PZR plate icine alinmis iiriinlerin iizerine toplam 45 ul Agencourt®
AMPure® XP Reagent eklendi (1,5 kat1 olacak seklide). Plate 10-15 saniye 1000-
1500 rpm arasinda vorteklendikten sonra hafif spin atildi. Plate oda sicakliginda
5 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda plate manyetik standa alinarak
karistmin tamamen temizlenmesi beklendi. 8 kanalli mikropipet kullanilarak
pellete zarar vermeden supernatantlar atildi. Eger pipetleme esnasinda
kahverengi beadlerin de cekildigi goriiliirse hacim geri birakilir tekrar temizlenene
kadar beklenir ve pipetleme yapilir. 100 ul taze %70lik etanol eklendi (beadlerin
lizerinin kapanmasi yeterlidir). Manteyik stand iizerinde yikama yapildi. Beadler
tamamen kuyucuk ceperlerine yapistiktan sonra pellete zarar vermeden
supernatantlar atildi. Bu piirifikasyon adimlar1 2 kere tekrar edildi. Son kalan
damlaciklar1 1-10 wpl'lik 8 kanalli mikropipet ile alinarak 3 dakika oda sicakliginda
iyice kurumasi beklendi. Manyetik stand {izerinde kuyucuklardaki beadlerin
tizerine Qubit 6l¢iimii icin Super Mix Hi Fi ve Amplification Primer Mix reaktifleri

eklenerek diger asamalara gecildi.
3.2.3.4 Kiitiiphane Uriinlerinin Qubit Olciimii

Uriinlerin  6lciilebilmesi icin bir dizi termal cihaz isleminden gecmesi
gerekmektedir. Uriinlerin miktarinin arttirilmasi icin PZR yapilarak hem sonraki
asamalarda kullanilir hemde 6lciim icin gereken yogunluga erisilir. Temal cihaza
koyulmak iizere asagidaki tabloda belirtilen reaktifler ile karisimlar hazirlanir ve
onceden alinan supernatanlar iizerine koyularak termal cihazinda uygun

protokolde yiiritiirliir.

Tablo 3. 7 Kiitiiphane {iriinlerinin PZR uygulamasinda kullanilan reaktifler

Icerik Hacim
Super Mix Hi Fi 50 ul
Amplification Primer Mix 2ul
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Her bir kuyucuga karistirilmis reaktifler eklendi. Plate iyice vortex ve spin atildi.
Manyetik stand {izerine tamamen temizlenene kadar beklendi. Alinan supernatant

tamamen yeni bir plate alinarak uygun termal cihaz protokoliinde bekletildi.

Tablo 3. 8 PZR uygulamasinda kullanilan termal program

Sicaklik Siire
98 °C 2 dakika
98 °C 15 saniye
6 dongi
64 °C 1 dakika
10 °C Bekleme noktasi

Termalden sonra iiriinler -20°C’de uzun siire beklenebilir. Termalden alinan
tirtinler tekrar alkol piirifikasyonuna alindi. Bu asamada Agencourt® AMPure®
XP Reagent ve taze hazirlanmis % 75’lik etanol kullanildi. AMPure XP Reagent
oda sicakligina getirildi. Beadler iyice vortexlendi ve tamamen dagilana kadar
yavasca pipetaj yaparak kullanildi. Her bir 6rnek PZR plate icine alinmuis iiriinlerin
tizerine toplam 25 ul Agencourt® AMPure® XP Reagent eklendi (0,5 kat1 olacak
seklide). Plate 10-15 saniye 1000-1500 rpm arasinda vorteklendikten sonra hafif
spin atildi. Plate oda sicakliginda 5 dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda
plate manyetik standa alinarak karisimin tamamen temizlenmesi beklendi. 8
kanalli mikropipet kullanilarak pellete zarar vermeden supernatantlar atildi. Eger
pipetleme esnasinda kahverengi beadlerin de cekildigi goriliirse hacim geri
birakilir tekrar temizlenene kadar beklenir ve pipetleme yapilir. 100 ul taze
%70’lik etanol eklendi (beadlerin iizerinin kapanmasi yeterlidir). Manteyik stand
lizerinde yikama yapildi. Beadler tamamen kuyucuk ceperlerine yapistiktan sonra
pellete zarar vermeden supernatantlar atildi. Bu piirifikasyon adimlar1 2 kere
tekrar edildi. Son kalan damlaciklar1 1-10 wpl'lik 8 kanalli mikropipet ile alinarak 3
dakika oda sicakliginda iyice kurumasi beklendi. Manyetik stand {izerinde
kuyucuklardaki beadlerin tizerine 50ul Low TE tek tek dagitildi. Plate iyice
vortekslenere beadle ile Low TE'nin karismasi saglandi ve hafif bir spin atildi.

Manyetik stand iizerinde iyice temizlenene kadar beklendikten sonar dikkatlice
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supernatant kisim alinarak Qubit ol¢iimii yapilarak emiilsiyon PZR asamasina

gecildi.
3.2.3.5 One Touch 2 Cihazinda Template Hazirlanmasi (Emiilsiyon PZR)

Qubit ile olciilmiis kiitiiphane f{irtinleri birlestirilerek 20 ng/ul oraninda diliie
edildi. Emilsiyon PZR icin gerekli olan reaktifler ile asagidaki tablodaki hacimler

olacak sekilde birlestirildi.

Tablo 3. 9 Emiilsiyon PZR bilesenleri

Icerik Hacim
Template OT2 200 Reagent mix 800 ul
Template OT2 200 Enzyme mix 50 ul
Nuclease Free su 25 ul
Diluted library 25 ul
Toplam 900 ul

Reaktifler 1,5ml LoBind Eppendorf tiipte veya 1,5 ml.lik ependorfta karistirilip
vortekslendi. Ion Sphere Particles oda sicakligina getirilir ve vortexlenip hemen
kullanildi. 100 ul Ion Sphere Particles hazirlanan 900 wul'lik karisima eklenerek
vortex yapildi. Bu asamadan sonar 15 dakika icinde One Touch 2 cihazina karisim

eklenmesi gerekmektedir.
3.2.3.6 OT2 Cihazindaki Hazirliklar

Cleaning adaptorii takildi. Daha onceden yapilan Run’dan kalma, adaptor

giriglerinde yag birikintileri cekilerek temizlendi.

! )

4

Sekil 3. 1 One Touch (OT2) cihazinin gériiniimi

~ o
P’. o
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Oil ve Recovery solutions tiipleri (Orta cihazda bulunan 50 ml'lik tiipler) soldaki
siseye OT2 Oil yar yariya, sagdaki siseye OT2 Recovery Solution ceyregi kadar
dolduruldu ve kalem ile yiikseklikleri belirlendi. Amplification Plate yerlestirildi
ve Plate yerlestirilirken "lon" yazis1 kullaniciya bakacak sekilde konulmasina
dikkat edildi. Daha 6nce kullanilmis olan veya Run sonrasi cihazda bulunan plate
yikama i¢in kullanilabilir. Amplification Plate’inin igne ucu bir falcona yerlestirilir.
Toplama tiipleri ve adaptorii yerlestirilmez. Cihaz iizerinde ‘Clean’ tusuna

basilarak yikama baslatildi. Bu islem yaklasik olarak 13 dakika siirer.

Sag tarafta bulunan ekran iizerinden lid kismi acildi. Temiz toplama tiipleri
kuyulara yerlestirildi (Kulakciklar1 arkaya bakacak sekilde). Toplama tiiplerinin
tizeri 100ul'ye kadar cizildi (OT2 calisma sonrast, her 2 toplama tiipti agzina kadar
dolar. Isaretlenen yere kadar 100 ul kalacak sekilde iist kisim atilir). Toplama
tiiplerine 150 ul Ion Breaking Solution eklendi. Ion S5 Hi-Q OT2 solutions
soliisyonu dikkatlice koyuldu. Ortadaki kuyuya Recovery Router yerlestirildi.

Sekil 3. 2 Emiilsiyon PZR yapildiktan sonra iiriinlerin toplandig: tiipler

Amplification plate takildi. Plate yerlestirilirken "lon" yazis1 kullaniciya bakacak
sekilde plate’nin ¢ikis ince borusu OT2'nin en soldaki kuyucuguna tam yerlesecek

sekilde yerlesim saglandi.
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Sekil 3. 4 OT2 cihazinin emiilsiyon PZR’de yag tasima {initeleri

Plate ignesi Lid iizerinde bulunan ince delikten klik sesi gelene kadar dikey
konumda asagiya kadar itildi. Ignenin egilmemesi ve cok fazla itilmemesine dikkat

edilir.
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Sekil 3. 5 OT2 cihazinin iiriin tagima ignesi

Cihazin 6ntinde soldaki siseye OT2 Oil yar1 yariya, sagdaki siseye OT2 Recovery
Solution ceyregi kadar doldurulur ve hizasi kalemle ¢izildi. Cleaning sonrasi tiipler
isaretli yere kadar dolduruldu. Filtre delikleri yukar1 bakacak sekilde falkon standi
iizerinde saglam bir sekilde oturtuldu. Ornek portu (tekli ayri duran delik)
kismindan hazirlanan 1000 wpl amplification mix (ISPs) cok yavas bir sekilde
birakildi.

Sekil 3. 6 Emiilsiyon PZR i¢in kiitiiphane ve yag molekiillerinin birlestirildigi

port

Pipetleme sirasinda sabit akim sorunu olmamasi icin 10001 ul'ik pipetin iist ayar
vidas1 kademe kademe distiriilirek daha hassas ve giivenilir bir damlatim

saglanabilir. Pipet ucunun port'a sikica oturdugundan emin olunur.
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Sekil 3. 7 Porta ornek ve yag yiikleme asamasi

Ion One Touch Reaction Oil ( +25 °C OT2 Template Kit) 1700 ul aym sekilde
ayni delikten 2 seferde yiiklendi (850 ul +850 ul). Reaction Oil eklenirken cok
yavas ve sabit bir damlatim saglanmali, filtre icindeki reaksiyon mixi ile faz

olusturacak ama karismayacak sekilde bir hiz uygulanmali.

Ornek portu solda yukar1 konumda kalacak sekilde tutulur. Dikey konumda yavas
yavas saat yoniine dogru cevirerek sample port'u sagda asagi konumda kalacak

sekilde birakilir. Boylece filtre ters donmiis olacaktir (Sekil 3.8).

Sekil 3. 8 Porta eklenen yag ve orneklerin ters-diiz edilmesi

Filtredeki 3 delik OT2 cihazindaki 3 girintiye uygun sekilde oturtuldu ve yiiriitme
verildi. Tim komponentlerin yerlerine uygun sekilde oturtuldugu kontrol
edildikten sonra OT2 iizerinde RUN sekmesi tiklandi. Cikan ekranda uygun olan

protocol secildi.
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ion torrent, ... ion torrent . sg.....

HEeltIeelll FGIM: [on PGM™ Template OT2 400 Kit

PGM: lon PGM™ Template OT2 200 Kit
PGM: lon PGM™ Template OT2 200 Kit for Hi-Q
PGM: lon PGM™ Template OT2 400 Kit
Proton: lon PI™ Temnplate OT2 200 Kit
Proton: lon PI™ Termnplate OT2 200 Kit w2
Proton: lon PI™ Termnplate OT2 200 Kit w2 with XT
Proton: lon PI™ Termnplate OT2 200 Kit v3
Proton: lon Proton™ | Template OT2 Kit
0.00 i 0.02 Psl

Protocol: Proton

Assisted  Expert

E 1.56 i 0.00 PSI E 24C

Sekil 3. 9 OT2 cihazinin arayiiz programindan bir goriintii

Yiriitme bitiminde cihaz iizerinde ornek, tiip icerisinde son dondiirme yapildi.
Bunun icin RUN bitiminde NEXT ibaresi tiklandi ve cihazin 10 dakika daha

donmesi saglandi.

Toplama tiiplerinde 100 ul kalacak sekilde pipet yardimiyla tist siv1 pellete zarar
verilmeden uzaklastirildi. Bu islem 6nce 1000 ul'lik pipet yardimiyla sonrasinda
ise 100 wul'lik pipet yardimiyla 2 seferde yapildi. 100 ul birakilabilmesi i¢cin daha

once kullanilmis bos bir toplama tiipli referans olarak kullanilabilir.

‘r'

Toplama tiipi-

ISP peletin oldugu
kisim (liriinleg)”

Sekil 3. 10 Emiilsiyon PZR sonrast iiriinlerin toplanmasi
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Her iki toplama tiipiiniin dibinde kalan bu 100 wul ISPs ayni 100liik pipet ucu
kullanilarak iyice pipetajlandi ve pelletin siv1 i¢inde tekrardan ¢oziinmesi saglandi.
Her iki toplama tiipii icindeki pipetajlanmis sivilar tek bir tiipte birlestirildi. Eger
birlestirme sonrasi total hacim 100 wul'den daha az ise Ion One Touch Wash

Solution ile tamamlandi.
3.2.3.7 ION OT2 Enrichment System Cihazina Yiikleme

Emiilsiyon PZR sonunda elde edilen {iiriin dizilenme esnasinda daha piirifiye
olmasi icin saflastirllma asamasina gecildi. Tabloda gosterildigi gibi Melt-Off

soliisyonu hazirlandi.

Tablo 3. 10 Kiitiiphane {iriinlerini zenginlestirme reaktifleri

Icerik Hacim
Tween Solution 280 ul
1M NaOH 40 ul

Toplam 320 ul

13 pl DynaBeads MyOne Streptavidin C1 Beads, LoBind eppendorf tiipe veya 1,5
ml Eppendorf tiipiine koyuldu ve manyetik stand iizerinde tamamen temizlenene
kadar bekletildi. Temizlenen karisimdaki supernatant alinip atildi. Pellet {izerine
130 wul MyOne Beads Wash soliisyonu eklenerek yikama yapildi ve iyice

vortekslenerek kullanima hazir hale getirildi.

Kare kenar Yuvarlak kenar

o

1h2n3hdn5nﬁn?ﬂﬁ

Sekil 3. 11 Zenginlestirme kuyucuklarinin semasi

57



81i kuyucuklara onceden hazirlanan oOrnekler, melt-off ve yikanmis beadler
koyuldu. Sirasi ile 100 ul 6rnek, 130 ul DynaBeads MyOne Streptavidin C1 Beads,
Ion One Touch Wash soliisyonu, Ion One Touch Wash soliisyonu, Ion One Touch

Wash soliisyonu, bos, melt-off soliisyonu ve bos olmak {izere icerikler koyuldu.

r

Sekil 3. 12 Zenginlestirme cihazinin kuyucuklari

Zenginlestirme cihazinda pipetleme koluna, pipet ucu sikica takilip cihaza
ylritme verildi. Yaklasik olarak islem 35 dakika siirdii.

3.2.3.8 Dizileme i¢in GIP yiikleme

Zenginlestirme asamasindan alinan ornekler cok zaman kaybetmeden Ion
GeneStudio™ S5 Plus System cihazinda dizileme icin ¢ip yiiklemesine gecilmesi

gerekmektedir.

Sekil 3. 13 Ion GeneStudio S5 Plus cihazinin goriinimi
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Orneklerin miktarina gore (6rnek sayisi, bakilan gen miktar1 ve genlerin ekzon

miktar1) farkli ¢ipler kullanilabilmektedir.

jon torrent s xao XD+

jon torrent 6 xaoxO+=

Sekil 3. 14 S5 Plus cihazinda kullanilan cipler

0,2 ul'lik tiipe aktarilmis olan 6rnekler alindi. Ion Chip™ {izerine 6rnek 100 ul'lik

piper yardimi ile port deliginden yavasca birakilarak kuyucuklara gitmesi saglandi.

—

Sekil 3. 15 Orneklerin cihazda okutulmasi icin cipe yiiklenmesi

Cip yiiklenmesi tamamlandiktan sonra dizileme icin cihaza yerlestirildi.
3.2.3.9 Yeni Nesil Datalarin Analizi

GeneStudio™ S5 Plus System cikan datalar Ion Reporter™ 5.14 web tabanli araytiz

yazilim programinda varyasyonlar analiz edilmistir.

Ion Reporter™ yazilimi, Ion Torrent™ yar iletken dizi (hidrojen iyonu degisimi
okumasi) datalarin analizini, aciklamasin1 ve raporlanmasini kolaylastiran bir
biyoinformatik paketidir. Ion Reporter™ Yazilimi, Torrent Suite™ yazilimindan
cikan BAM dosyalar iizerinde analiz gerceklestirir. VaryantCaller eklentisinin

kullanilabilir olmasindan dolay: VCF ¢ikt1 dosyalar1 da Ion Reporter™ yazilimi ile
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analiz edilmek icin kullanilabilir. Binary Alignment Map (BAM) veya Variant Call

Format (VCF) dosyasini manuel olarak da yiiklenebilmektedir.

Arayiliz programi fotograf sekil 3.16’da goriildiigti gibi aktif kullanilan 4 tane

sekmesi bulunmaktadar.

lon Reporter
1 2 3 4
Dashboard

Quick links to get started

Samples

EIJ Samples represent a collection of data (sequence reads) from one or more sequencing runs.

Define sample

Workflows
Workflows are a set of analysis components that have been put together to automate the
[O analysis of your data.
Create workfiow View workfiows.
6

Analyses
- 32 Analyses represent workflows that have been executed on a set of samples.
Launch analysis View analyse

7

View samples

Have questions?

Announcements

Welcome to lon Reporter™ Software 5.18!
181 Pl R Not

What's new in lon Reporter 5.18

Feature Highlights

© Analysis workflow improvements and feature enhancements for assays and panels including:

+ Oncomine Comprehensive Assay Plus:

iSeq CarrierSeq ECS Panel:

© New and improved features

© Data and annotation source updates

« gnomAD

Sekil 3. 16 Analiz programinin arayiizii

N oA Lo

Eklenmis 6rneklerin listelendigi sekme.

Eklenmis 6rneklerin analizlere ulasildigi sekme,
Olusturulmus is akislarinin listelendigi sekme.

Arayliz programinin kullanici ayarlarinin oldugu sekme.
BAM dosya uzantili yeni 6rneklerin eklendigi sekme.
Yeni bir is akisinin olusturuldugu sekme.

Yeni bir analiz baglamak icin kullanilan sekme.

Veriler programa aktarildiktan sonra, yazilim arayiiziinde istenilen listeler kolayca

ozellestirebilir. Ornegin, yalmzca arastirmanizla ilgili verileri iceren bir analiz

sonuglar1 tablosunu goriintiileyebilir ve veri siitunlarinin diizenlendigi sirayi

degistirmek icin siitunlar siiriikleyip birakabilirsiniz.

Ornekler arayiiz programinda analiz edildikten sonra yukaridaki resimde goériilen

2 numarali sekmeden analiz edilmis orneklere ulasilir. Bu kisimda analiz edilmis

varyasyonlar siralanmis sekilde kullaniciya sunulur.



1

O T R

@AnalysisResul(s G vasans || Downiosd~ SendloRepotRake | Swich To~
P 120_6525_ ALPORT_vi_c3754_2020.04-10-12 ofaa more about v yout rsuss, it e

Sekil 3. 17 Analiz edilmis varyasyonlarin kullaniciya degerlendirmesi icin

® N o v

9.

sunulmasi

. Yiiklenen orneklerin dogru sekilde kayit edilmesi i¢in etiketleme 6nemlidir.

Bu kisimda 6rnegin etiketi kullaniciya sunulur.

Kullanic1 igin varyasyonlarin onemli ya da onemsiz olmasina gore
isaretleme yapilabilen alan

Tespit edilen varyasyonun 6nemi spesifik olarak belirten kisim.

Tespit edilen varyasyonun kromozom {iizerindeki referens genoma gore
lokusu.

Varyasyonun tespit edildigi noktadaki referans dizideki niikleotit karsilig1.
Tespit edilen varyasyonun cesidi.

Tespit edilen varyasyonunu referans ve alternative okuma sayisi

Tespit edilen varyasyonun ORF icinde bulunan protein ifadesi olan ekzon
isinlendirmesi.

Tespit edilen varyasyonun ekzon i¢inde sebep oldugu protein degisimi.

10. ClinVar veritabaninda eklenmis olan varyasyonun kriterlerinin belirtildigi

sutun.

11. Tek niikleotit degisim very tabanlarindaki varyasyonun ID numarasi.

12. Tespit edilen varyasyonunu hangi ekzon icinde oldugunu gosteren siitun.

13. Tespit edilen varyasyonun hangi gende oldugunu gosteren siitun.

14. Tespit edilen varyasyonun isimlendirildigi trankript numarast.

15. Tespit edilen varyasyonun alel orani.

16. Anutasyon sonrasi kapsam dis1 kalan varyasyonun neden kapsam disi

kaldiginin aciklandig siitun.

61



17. Tespit edilen varyasyonun alel frekansi. Varyasyonun homozigot,

hemizigot veya heterozigot kalitildiginin belirlendigi siitun.

Ion Reporter™ ara yliz programina yiliklenmis BAM dosyalarindan ara yiiz
programi yukaridaki sekil 3.17’de gosterildigi gibi varyasyonlarin listelerini verir.
Tespit edilen varyasyonlar in silico algoritmalar (Human Splice Finder, PolyPhen-
2, SIFT/Provean ve MutationTaster) uygulanarak, tahminsel patojenite
degerlendirilmesi yapilir. Bu algoritmalara ulasmak icin www.varsome.com veya
https://franklin.genoox.com/clinical-db/home veri bankalar1 aracig: ile lokus
numarasi ve niikleotid degisimleri yazilarak American College of Medical Genetics
and Genomics (ACMG) kriterleri goz oOniinde bulundurularak varyasyonun
patojenitesi hakkinda bilgilendirme alinir. Bu bilgilendirme klinige etkisi hakkinda

yorum yapilabilir. Varyasyonun patojenitesi etkileyen cok fazla kriter mevcuttur.

Tablo 3. 11 Analiz edilen varyasyonlarin ACMG kriterlerine gore patojenite

skalasi
Patojeniteyi Arttiran Kriterler
PP1 Ailedeki diger hasta bireylerin varyasyonu tasimasi

PVS1  Sifir varyant (nonsense, frameshift, splice bolgesi, baslangic kodonu,

tekli veya coklu ekzon delesyonu)

PS1 Daha 6nce patojenik oldugu belirlenen varyantla niikleotid

degisiminden bagimsiz olarak ayni amino asit degisimi

PS2  Hastada bulunup aile gecmisinde bulunmayan de novo vartanti. (Gen

fenotip ile iligkili olmalidir.)

PS3 In vitro veya in vivo calismalari fonksiyona zarar verici etkiyi isaret

ediyor

PS4 Varyantin hasta kisilerde goriilme siklig1 saglikli kisilere gore ¢cok
daha fazla
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PM1 Benin varyasyonlarin goriilmedigi mutasyon yogun bolgelerde yer

almasi

PM2 Diisiik alel frekans1 (Exome Sequencing Project, 1000 Genomes

Project, ya da Exome Aggregation Consortium)

PM3 Patojenik bagka bir varyantla trans halinde bulunmas: (cekinik
hastaliklar i¢in)

PM4 Varyant sonucu protein uzunlugunun degisimi

PM5 Daha once patojenik oldugu belirlenen bir missense varyasyonun

oldugu amino asitte olan yeni bir missense varyant
PM6 De Novo varyasyon (ebeveny bilgisi olmadan)

PP2 Benin varyasyon goriilme sikliginin az oldugu bir gende goriilen

missense variant

PP3 Biyoenformatik algoritmalar: tarafindan patojenik siniflandirmasi

(SIFT, PolyPhen, MutationTaster)
PP4 Hastaliga 6zel aile fenotipi

PP5 Glivenilir kaynaklar tarafindan patojenik olarak siniflandirilan

varyant (clinvar)
Patojeniteyi Diisiiren Kriterler

BAl Cok yiiksek alel frekans1 (Exome Sequencing Project, 1000 Genomes

Project, ya da Exome Aggregation Consortium)
BS1 Hastalik icin 6ngoriilenden yiiksek alel frekansi

BS2 Erken yasta etki eden hastalik icin yetiskin bir bireyde goriilmesi
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BS3 In vitro veya in vivo calismalari fonksiyona zararsiz etkiyi isaret

ediyor
BS4 Diger hasta aile bireylerinde gortilmemesi
BP1 Kirpma (Truncating) varyasyonlarin sebep oldugu bilinen bir

hastalikta missense variant

BP2 Tamamen penetran, dominant bir gen/hastalik icin Patojenik baska
bir varyantla trans halinde ya da herhangi bir kalitm modelinde

Patojenik baska bir varyantla cis halinde gézlemlenmesi
BP3 Tekrarlayan bir bolgede cerceve ici delesyon/insersiyon

BP4 Biyoenformatik algoritmalari tarafindan benin siniflandirmasi (SIFT,

PolyPhen, MutationTaster)

BP5 Varyantin hastalik icin alternatif molekiiler temelde bulundugu
durum
BP6 Glivenilir kaynaklar tarafindan benin olarak siniflandirilan varyant
(clinvar)
BP7 Splicing iizerinde etkisi olmayan benin varyant

Ornek olarak chrX:107935976 lokusunda bulunan NM_033380.3 transkript
konsensus numarali COL4AS5 geninde tespit edilen c.4529-2A>G varyasyonu in
siliko araclarina gore protein defektine sebep oldugu disiiniilmektedir. Protein
katlanmas etkiledigini ve gorevini ifa edememesinden dolay: islevsiz proteine
sebep oldugu diistiniilmektedir. Laboratuvar calismalarinda ve popiilasyon
frekanslarinda hi¢c goriilmeyen bu varyasyon klinik olarak etkili olacagi

diistiniilebilir.

chr2:228131199 lokusunda bulunan NM 000091.5 transkript konsensus
numarali COL4A3 geninde tespit edilen ¢.1382G>A varyasyonu 461. Kodondaki
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Glisin amino asidini Glutamat’a doniistiirmektedir. Bu amino asit degisim
proteinin fonksiyonel bolgesinde bulunmasindan dolay1 protein katlanmasinda ve
isleyisinde etkili olmaktadir. Ayrica varyasyon popiilasyon frekanslarinda hig
goriilmemis olup aymi bolgede G>C doniisiimii laboratuvar calismalarinda
hastalikla iligkili oldugu goriilmiistiir. Bu kriterler sonucunda bu varyasyon klinik

olarak etkili olacag: diisiiniilebilir.

% varsome  chrX:107935976 A>G bl +  Search

chiX107935976-A-G

a;u.M’]fpu:qH-awmmm]rmmHlscny,w I\mmi‘ amum‘}

Pathogenic

Sekil 3. 18 Bir varyasyon ac¢isindan veri tabam bilgileri

Analiz sonuclar1 sonucun tespit edilen varyasyonlarin gorsellestirmeleri,
belirlenen bir tercihe bagl olarak, Ion Reporter™ Genomik Goriintiileyici (IRGV)
veya IGV yazilimlari ile gorsellestirilebilir. Gorsellestime islemi tek niikleotid
degisimi (SNV) okumalarin yiiksek oldugu zamanlarda birsey ifade etmemektedir.
Fakat delesyon ve insersiyon degisimlerinde gorsellestirme 6zellikle varyasyonun

g0z konfirmasyonu acisindan énem arz etmektedir.
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L1

SNV Insersiyon delesyon
Sekil 3. 19 3 farkli varyasyon tipinin IGV gortiintiisii

3.2.4 Yeni Varyasyonlarin Konfirmasyonu (Sanger Dizileme)
Tespit edilen yeni varyasyonlar klasik Sanger metodu ile dogrulandi.
3.2.4.1 Sanger PZR Hazirlik

Sanger dizileme icin primerlerin tasarlamasinda dbSNP veri tabaninda daha
onceden saptanmis SNP’lerin olmamasina, tekrarlayan dizi icermemesine, forward
ve reverse primerlerin baglanma isilar1 birbirlerine yakin olmasina, purin ve
primidin sayilarinin primer icinde esit dagilimina ve boyut olarak 17 niikleotid’den
az ve 24 niikleotid’den fazla olmamasina dikkat edildi. Tasarlanan primerlerin gen
bolgesinde beklenen varyantlari analiz edilmesine ve varyantlarin bulundugu
bolgelerin en az 20-30 bazlik uzunlukta disaridan kapsayacak sekilde ticari olarak

faaliyet gosteren bir firmada tablo 3.12’de gosterildigi gibi sentezletildi.
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Exon

Exon 6
Exon 21
Exon 22
Exon 26
Exon 30
Exon 31
Exon 40-4;
Exon 44
Exon 48

Exon 52

Yeni

Tablo 3. 12 COL4A3, COL4A4 ve COL4A5 genlerine ait primer dizileri

COL4A3
Primer ifti dizisi
GTTCAGTGCTGTTTCTTGGG
CTGCCTTTCATTGCCATTTC
TGGTTATTTAACAAGGCCACAG
GCACACATCTGTCATTTGGC
GGCTTCCAATACAAAGATGAGAG
GGATCATTGTTATCTCAGGGG
TGGAGGATGATTAACCTGTTG
AGAAACCATCAACCCACTCC
TCAATATCAGTGAAGATTTGGAAG
GCCTAGAACACCTTCACATTCAG
CCAATGTTCCTGCCCTACC
GTCAGGACTTGTGGCTGGAC
AATTCCACACATCTCCCTGG
CACAGTTTCTAATTCATTCCATTTG
CTTCAGCTTATTCTCACCCAAC
TTGTACTAACCCCAGCTGTCTG
GCTTTCAATTTATGGGCTCAAC
AAAGATTTACAATCTGCATGTGG
TTATCCTCCCACCTCAGCC
AATTGCTTTGTTTTGTGGGG

Exon

Exon9

Exon 24

Exon 28

Exon31

Exon 32

COL4A4
Primer ¢ifti dizisi

GCAGTTAGATGAGTCCAGATAATTTTG

TATGTAGCTGGCTTTGCTGG
TCTCTATCCTACTTTACCCTCTGC
GAGAAAGGGGAAATAGTTGTTTG
TCTCTACAAAAGGTGGCAAAAC
CCCCAAATGAGGGAAAACAC
TGAGACTCTGTCCACCTCCC
CAGAGATCACATTTCTAGGTTTGG
GAATTTGCGATTTGGGAGTG
CAGTGTTATTGGGGAAAGTTGC

Exon

Exon3

Exon 14-16

Exon 21

Exon 30

Exon 31

Exon 32

Exon 44

Exon 50

Exon 51

Exon 53

COL4A5
Primer ¢ifti dizisi
AATCTCAACCATGCCTGTGC
TGACACCTAGTCCCACATTTAAG
AGCTCTAGTGCTTAGAATGAAAATG
GCTTCTCTGCCACCTTATGTTATAC
TCTGGCTTGTCAGGCTTTC
GGGAGTCAGTGGCTAAGGTG
CCAAGGACTAGTGACTCAGGTG
TTGTAGGTTTCACTTTATTGATGAGC
TCTTAGGTCTGTTATCTACAGGGTTC
TGGGAATTATCTACCAGAGTCG
ACAGTGCCTTACGTCCAACC
AGAAACACAAGTAACCATTGCTC
GATGACTGATATTTTAAAAGCCTGAC
TGTTAATTAAAATGATGCAGCTTAG
CTGTTTGCTATTGTTTTAGAAGAAAC
CAAATCTGACTAGCTAACTAACTGGG
CTTCCAATGAAGCAGGATGG
TGTAGATGGAATGGACAGTCAG
GAAAAGTAAACCATTAAGTCACCAAG
TTGGGGACAATGAGACACTG

tespit edilen varyasyonlar1 gorecek sekilde liyofilize olarak yiiksek

performansli likit kromotografi (HPLC) safliginda sentezlenmis primerlerden stok

¢ozelti hazirlandi. TE ile sulandirilan primerler 100 pM konsantrasyonda stok

¢ozelti hazirlandi.

Stok cozeltisinden 5 pM olarak hazirlanan primerler

kullanilmak iizere -20 °C de buzdolabinda bekletildi. Bu primerler kullanilarak

tabloda gosterildigi sekilde her bir 6rnek icin hazirlanan reaktifler ile PZR yapildi.

Tablo 3. 13 Sanger dizileme i¢in kullanilan reaktifler

Icerik Hacim
dH?0 9 uL

Dimetil siilfoksit (DMSO) 1,5 uL.
PZR reaktifleri (ANTP, buffer, MgCl) 5,3 uL.
Forward Primer 1,5 ul.
Reverse Primer 1,5 ul
Taq Polimeraz (Thermo Scientific) 0,2 uL
DNA 6rnegi (20-100 ng/uL) 2 uL.

Toplam 20 uL
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Hazirlanan DNA’larda hedef bolgenin cogaltilmasi icin PZR programi tabloda
gosterildigi sekilde gibi uygulandi.

Tablo 3. 14 PZR i¢in kullanilan termal program

Sicaklik Siire
95°C 10 dakika
95°C 40 saniye
35 Déngii *60°C 1 dakika
72°C 1 dakika
4°C Bekleme noktasi

*Primer ciftlerine gore sicaklik degisklik gostermektedir.

PZR trtinlerinden 3 pL, 8 ug/ml etidyum bromiir iceren %1’lik agaroz (Sigma) ve
SYBR™ Safe DNA (Thermo Fisher) ile boyanmis jelde, 120 Voltda, 30 dk
ylritiliip ayrilmasi saglandi. Daha sonra ultraviyole 151k altinda iBright™ FL1500

cihazinda bantlarin goriintiisii alindi.
3.2.4.2 Uriinlerin Piirifikasyonu

Elde edilen PZR iiriinleri, dizileme yapilmadan 6nce ile saflastirildi. Bu saflastirma
enzimatik yontemi kullanarak gerceklestirildi. Saflastirmasi Exonuclease-I (EXO
Thermo Scientific) ve FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (SAP-
Thermo Scientific) enzimleri ile stok calisma soliisyonu hazirland1 (EXOSAP). 5uL.
ornek lizerine 2ul. EXOSAP eklenerek termal déngii cihazinda tablodaki sekilde
uyguland.
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Tablo 3. 15 Enzimatik saflastirma icin kullanilan termal program

Sicaklik Stire

37°C 30 dakika

80°C 15 dakika

4°C Bekleme noktasi

3.2.4.3 Sanger BigDye Dizileme

Piirifikasyon sonrasinda iiriinler BigDye v3.1 ile boyanmasi icin gerekli reaktifler

ile tablodaki sekilde birlestirildi.

Tablo 3. 16 Dizileme icin kullanilan reaktifler

Icerik Hacim
dH?0 4,8ulL
5x BigDye Buffer 2ul.
Primer (Forward ya da Reverse) 0,5uL
BigDye 1uL
Ornek 2uL
Toplam 10,3uL

Her bir ornek iizerine karistirilan reaktifler eklenerek tablodaki protokole gore

termal dongi cihazinda uygulandi.
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Tablo 3. 17 Dizileme icin kullanilan termal program

Sicaklik Stire
96°C 1 dakika
96°C 10 saniye
25 dongii 50°C 5 saniye
60°C 4 dakika
4°C Bekleme noktasi

Dideoksiniikleosit trifosfat (ddNTP) ile isaretlenmis DNA dizi fragmanlari,
kullanilmayan ve okumaya etkisi olacak ortamda bulunan diger kimyasallarin
uzaklastirilmas: asamasina gecildi. Bu asamada alkol piirifikasyonu kullanildi. 96
kuyuluk plate iizerinde her bir 6rnek iizerine 1pL %2’lik glikojen+1pL 3M sodium
asetat +1puL 125mM EDTA+25ul. %100 soguk etanol eklendikten sonra oda
sicakliginda 15 dakika bekletildi. 15 dakikalik bekleme sonrasi sonra 4000 rpM
hizda 45 dakikalik santrifiij edildi. Daha sonra platein iizerindeki koruyucuyu
alinip ters cevrilerek yaklasik olarak 900 rpM hizda 30 saniye santrifiij yapildi.
Santriftij bittikten sonra kuyucuklara %7071lik etanoldan 35uL ilave edildip
kapatildiktan sonra 4000 rpM hizda 15 dakika kadar santrifiij edildi. Santrifijj
bittikten sonra ornekler tekrar ters cevrilerek yaklasik 900 rpM hizda 60 sn kadar
santrifiij edildi. Ardindan kuyucuklara 10pL HiDi formamid eklendi. Ornekler
denatiirasyon amacl 95 °C 1sida 3 dakika bekletildi. Sonrasinda saflastirilmis plate
ylritme amaci1 ile Applied Biosystems™ Genetik Analizér 3500 cihazina
yerlestirildi. Islemden elde edilen FASTA dosyas: bilgisayar ortaminda analiz
edildi. Bunun i¢in ABI Sequencing Analysis v5.4 ve SeqScape v.4 (34) programlari
kullanildi.
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3.2.4.4 Applied Biosystem 3500 Genetik Analizér Cihazi

. . . e
u Kapi

Capillary Array Cergevesi

Algilama Hiicresi Isitici Blog

! oo E Yogusma Kabi

I ‘g. Plate

4‘ ] ) - Katot Tamponu Kabi (CBC)

Autosampler

Array Bagi Kilit Mekanizmasi

Polimer Besleme Pompasi (PDP)
: —— Atik Su Kabi
t—— Polimer Takmak Ve Gikarmak igin Kol.

{—— Polimer Paketi

t—— Cek Valf (CV) Baglantisi
Damlama Tepsisi

Anot Tamponu Kabi (ABC)
Tampon Pimi Valfi

Sekil 3. 20 Applied Biosystem 3500 Genetic Analyzer cihazinin ic ve dis

goriunumu

3500 Genetik Analizor, 8 veya 24 kapillerli kilcal elektroforez teknolojisi kullanan
floresan bazli DNA analiz cihazidir. Dizileme icin ddNTP ile isaretlenmis {iriinler

POP-7 polimeri kullanilarak yiiriitiildi.
3.2.4.5 Sanger Datalarin Analizi

SeqScape Programi kullanilarak herhangi Sanger dizileme sonucu elde edilen data
analiz edilebilmektedir. Bunun icin gerekli olan analiz edilecek genin referans
dizisini programa tanitmaktir. Program arayiizinde New Project Wizard

sekmesinden .gb uzantili referans dizi eklenir.
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3% SeqScape - Tanju Basmaci is logged in
File Edit View Tools Analysis DBSearch Window Help

(=

R B(e 0 sal - x|k B EE e
|| S | | | R I | active Layer[NG 007871 =] | Tabjumpsto nex] =

Project Navigator }'MF | Specimenl
0

E-EFMF

lactive Layer ROl Analiz sekilde gértldugi gibi baslar.

Consensus

[Rew Coverage:

Samples

x

Aligning specimens

x|

T [

Legend W ClearRange | Known Variants | Unknown Variants

#)Basiat| (3 C:\Documents and Settn... | ) Belge2 -Microsoft Word _|[7%% Seqscape - Tanju.. ' adsiz-Paint

Sekil 3. 21 SeqScape programinin arayiizii
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Indel baslangici, cerceve kaymasi

COLAM | 2019_2008_COLAM | NC_0DODOZ | 2019_2006_COLAM-24F_CO,
| Foanres Eocbophanspon Aaw

. . .

SERRIRESNGEESRIREAENE

SRESEEIESGRIEREEAY

L §
B

— A \ e A -L N S
1008 10227 W 1050 1084 1G7E G082 1108 1128 1134 148 TIEZ T8 MM 1204 1218 1232 146 2e0 1z 1
>

o

q

Sekil 3. 22 SeqScape programindan indel varyasyon goriintiisii

I ’ ! — !
I al N 1 GGAGAARAGGGCCCACTGGTCTTCCAGGTGAGCTTCCAACCTACAT
GAATATCTATCAGGAACTTTTTAACATTTCTACCRATGGATAATT .+ v v v v v v v v s v wn s s n s s s n s T
............................................. 136559 136569 136579 136589 136599
9 0 g 29

104399 104409 104419 1044 1 G E " o b L v F RV E 5 Q P T

G N 1 Y 0 E L F N 1 3 T D G * Pt T\ .....
GGAG GGGCCCACTGGTCTTCCRGGTGAGCTTCC CCTACAT

A L N s
GAATATCTATCAGGAACTTTTTAACATTTCTACCRRTGGATAATT MJ\_-_MN\AA AMNN AWV

GGAG GGGCCC

'_‘___J-i.‘.‘.".‘f---i-::: _____ ‘_:'_f__:"_|_"___"_'_‘___i':- Mg i“_fx\“'_\_w_-f\;w;%;\.‘ﬁ.i\/-_z.\;%;\,/;'x-_f\_:

AN AN Aty

GGTGAGCTTCC

Sekil 3. 23 SeqScape programindan sirasi ile a) heterozigot ve b) homozigot

varyasyon goruntiisi

Referans dizi ile sangerlenmis Ornek program tarafindan okunur. Farkli olan

okumalar1 kullaniciya sunarak degerlendirilmesi saglanir.
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4

SONUGC VE ONERILER

4.1 Sonug

2019-2021 Tarihleri arasinda Istanbul Haseki Egitim Ve Arastirma Hastanesi ve
Basaksehir Cam ve Sakura Sehir Hastanesi Genetik Hastaliklar1 Tan1 Merkezine
basvurmus Alport Sendromu (AS) siipheli 125 hasta ve klinik AS acisindan higbir
belirti gostermeyen 45 kontrol grubu birey calismaya dahil edilmistir. Ayrica web
tabanli varyason analiz aract olan “seq.genomize.com.tr” programindaki

bireylerin varyasyon frekansi da eklenmistir.

Elde edilen DNA’lar 10-110 ng/uL konsatrasyonlari arasinda elde edilmistir. Yeni
nesil dizileme icin DNA’lar 5 ng/uL yogunlugunda kullanilirken, Sanger dizileme
icin yiliksek konsantrasyondaki DNA’lar 10-80 ng/ul. yogunluk araligina diliie

edilerek kullanilmistur.

Hastalarin yas ortalamasi 23.05+20 yil (3-63 yas) olarak hesaplanmistir.
Calismada yer alan hastalarin 61'u (%48,8) kadin, 64’si (%51,2) erkek olup
kadin/erkek orani 0,95’dir.

Hastalarin Tibbi Genetik Klinigi'ne basvurularinda 34’tinde (%27,2) mikroskobik
veya makroskobik hematiiri, 38inde (%30,4) proteiniiri, 5’inde (%4)
hipertansiyon, 2’sinde (%1,6) gorme kayiplari, 18’inde (%14,4) isitme kayiplari
ve 45’inde (%36) bobrek ile iligkili hastaliklar tespit edilmistir.

Genetik olarak tani koyulan hasta sayis1 27 (%21,6) olup VUS varyasyon tespit
edilen hastalar eklendiginde bu rakam 43 (%34,4)’e ¢cikmaktadir. Tan1 konulan
hastalarin kalitim sekillerine gore dagilimina bakildiginda; 12 hastanin (%44,4)
X’e bagli, 4 hastanin (%14,8) otozomal resesif, 11 hastanin (%40,7) otozomal

dominant paternine sahip oldugu goriilmiistiir.

Genetik calisma yapilmis hastalarin yeni nesil dizileme analiz sonuclarina gore

hastalar COL4A3 geninde 45, COL4A4 geninde 37 ve COL4A5 geninde 21 olmak
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lizere toplam 103 varyasyon tespit edilmistir. Tespit edilen varyasyonlar tablo 4.1,

4.2 ve 4.3’de verilmistir.
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Varyasyon

c.2T>C
c.127G>C

c.144+12C>A

c.145-21 delA

c.222G>T
c.346C>A
¢.363T>C
c.422T>C
c.469G>C

c.485A>G
c.547-9A>C
¢.805G>A
¢c.933+1G>T
c.976G>T
c.1195C>T
c.1223G>A
c.1290A>G

c.1315+5A>C

c.1316-
10A>T
c.1352A>G

¢.1353C>T
c.1354G>A

Tablo 4. 1 Hastalarin COL4A3 (NM_000091.5) geninde tespit edilen varyasyonlar

Protein
degisimi
p-Met1Thr
p-Gly43Arg

p.Pro74=
p.Prol16Thr
p-.Glyl21=
p.Leul41Pro
p-Glyl57Arg

p.Glul62Gly

p-Asp326Tyr
p-Leu399=
p.Arg408His
p-Gly430=

p.His451Arg
p.His451=
p.Gly452Arg

Variant Type

Yanlis anlaml
Yanlis anlaml
Intronik

Intronik
delesyon
Sessiz

Yanlis anlamh
Sessiz
Yanlis anlamh
Yanlis anlaml

Yanlis anlamli
Intronik
Yanlis anlamhi
Splicing
Yanlis anlamh
Sessiz
Yanlis anlamh
Sessiz
Intronik
Intronik

Yanlis anlaml
Sessiz
Yanlis anlamli

Hasta Frekansi

0,0083
0,425
0,525

0,0083

0,0417
0,0083
0,0083
0,925
0,0083

0,925
0,0083
0,0167
0,0083
0,4083

0,875

0,175
0,0083
0,0167
0,0083

0,175
0,0083
0,0083

Kontrol Frekansi

0
0,2667
0
0

0

0

0
0,4889

0,4889

0,2667
0,4667
0,1333
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Genomize

Frekans1
0

0,232
0,37
0

0

0

0
0,775

0,772
0,011
0,018

0,24
0,654
0,099

dbSNP

rs1553725815

1513424243
rs1882435

rs1169972007

rs187950806
rs115324397
Novel
rs10178458
1s764451365

rs6436669
rs55667591
rs80109666
Novel
rs55703767
rs10205042
rs34505188
Novel
Novel
Novel

rs11677877
rs189364374
rs772958162

ACMG Kriterleri

pvsl.psl.pm2.pp5(Patojenik)
bal.bs2.bp6(Benign)
bal.bs2.bp6.bp7(Benign)
pm2.bp7(VUS)

bs1.bs2.bp6.bp7(Benign)
pp2.bs1.bs2.bp6(Benign)
pm2.bp7(Benign)
pp2.bal.bp6.bp4(Benign)
pm2.pp3.pp2(Muhtemel
Patojenik)
bp6.bp4(Benign)
bal.bs2.bp6.bp4(Benign)
bal.bs2.bp6.bp4(Benign)
pvsl.pm2.pp3(Patojenik)
bal.bs2.bp6.bp4(Benign)
bal.bp6.bp7(Benign)
bal.bs2.bp6.bp4(Benign)
pm2.bp7(VUS)
pm2.bp4(VUS)
pm2.bp4(VUS)

pp2.bal.bs2.bp4.bp6(Benign)
bs1.bp6.bp7(Benign)

pm2.pp3.pp2.pp5(Muhtemel
Patojenik)



c.1382G>A

c.1452G>A
c.1721C>T
c.1853A>G
¢.2331T>C
c.2389C>T
¢.2501A>G
€.2672T>C
c.2826C>T

c.3182G>A
c.3258G>A
¢c.3325C>T
¢.3508G>A
¢.3588C>T
c.3627G>A
¢.3772C>T
c.3829G>A
c.4153+1del

c.4414T>C
c.4484A>G
c.4665G>A
c.4929-2A>C

c.*2G>A

p.Gly461Glu

p.Gly484=
p-Pro574Leu
p.Tyr618Cys
p.Gly777=
p.Pro797Ser
p-Lys834Arg
p.1le891Thr
p.Pro942=

p.Gly1061Asp
p-Gly1086=
p.-Pro1109Ser
p-Glyl1170Arg
p-Alal196=
p-Met12091le
p-Pro1258Ser
p-Asp1269Glu

p-Ser1472Pro
p.GIn1495Arg
p.Alal555=

Yanlis anlaml

Sessiz
Yanlis anlaml
Yanlis anlaml

Sessiz
Yanlis anlamh
Yanlis anlaml
Yanlis anlamh

Sessiz

Yanlis anlamh
Sessiz
Yanlis anlamh
Yanlis anlaml
Sessiz
Yanlis anlaml
Yanlis anlamlh
Yanlis anlaml
Splicing

Yanlis anlaml
Yanlis anlamhi
Sessiz
Splicing

UTR

0,0083

0,175
0,5917
0,0083
0,0083
0,0083
0,0167
0,0083
0,0083

0,0083
0,0167
0,025
0,0083
0,0083
0,0083
0,0083
0,0083
0,0083

0,0083
0,0167
0,0083
0,0083

0,0083

SO O O O O O o o o

S O O O

o

77

=

oooooogoo

0,013

Novel

rs34019152
rs28381984
Novel

Novel

Novel
1s56226424
1s765193194
1s201064766

rs202078295
rs147085074
rs55816283
Novel
1s767337248
rs200562865
Novel
rs190598500
Novel

Novel
1s77964815
rs200858199
Novel

1s1367729493

pm2.pm5.pp3.pp2(Muhtemel
Patojenik)
bal.bs2.bp7.bp6(Benign)
pp2.bal.bs2.bp7.bp6(Benign)
pm1l.pm2.pp2(VUS)
pm2.bp7(VUS)
pm2.pm5.pp2(VUS)
pp2.bal.bs2.bp4.bp6(Benign)
pm2.pp2(VUS)
pm2.bp7.bp6(Muhtemel
Benign)

pm2(VUS)
bal.bs1l.bs2.bp7.bp6(Benign)
pp2.bs1.bs2.bp6(Benign)
pm2.pp3.pp2(VUS)
pm2.bp7(VUS)
pm2.bal.bs2.bp6(Benign)
pm2.pp2(VUS)

pp3.pm2.pp5 (Patojenik)
pvsl.pm2 (Muhtemel
Patojenik)
pm2.pp3.pp2(VUS)
pp2.bs1.bs2.bp6(Benign)
bs1.bs2.bp7.bp6(Benign)
pvsl.pm2(Muhtemel
Patojenik)

pm2.bp7(VUS)



Varyasyon
c.4932C>T
c.4760C>G

c.4731G>A
c.4548A>G
c.4444 delC

¢.4523-8T>C
c.4207T>C

c.4080G>A
c.3979G>A

¢.3817+9G>C
c.3684G>A
c.3594G>A

¢.3574 357748
delTCAGGT
AAGCAC
¢.3011C>T

.2996G>A
¢.2950_2953

delGGAT
c.2899A>G

Tablo 4. 2 Hastalarin COL4A4 (NM_000092.5) geninde tespit edilen varyasyonlar

Protein degisimi
p.Phel1644Phe
p.Prol587Arg

p.Alal577=
p.Vall516=

p-Leul482TrpfsTer70

p-Ser1403Pro

p-Prol1360=
p-Vall327Met

p-Lys1228=
p.Gly1198=
p.Ser1192fs
p-Pro1004Leu
p-Gly999Glu

p.Gly984SerfsTer53

p.Ile967Val

Variant Tipi

Yanlis
anlamli
Yanlis
anlamli
Sessiz

Sessiz
Kiiciik
delesyon
Intronik

Yanlis
anlamli
Sessiz

Yanlis
anlamli
Intronik

Sessiz
Sessiz
Kiiciik
delesyon

Yanlig
anlamh
Yanlig
anlamh
Kiiciik
delesyon
Yanlig
anlamli

Hasta Frekansi

0,5667
0,0083

0,0083
0,6667
0,0167

0,55
0,5833

0,575
0,575

0,5917
0,5917
0,5917
0,0083

0,675
0,0083
0,0083

0,0083

Kontrol Frekans1

78

0,4
0

0
0,3778

0,3778
0,3778

0,3778
0,3778

0,3778
0,3778
0,3778

0,0889

Genomize
Frekans1

0

0

0,375

0,374

S O O O

0,432

0,009

dbSNP

1s2228557

rs190148408

rs200639109
1s2228555

rs13419076
1s3752895

rs2228556
rs2229813

rs13423714
rs2229812
rs10203363
rs1553627655

rs1800517

rs13027659

Novel

1580243096

ACMG Kriterleri
bal.bs2.bp7bp6(Benign)
bal.bs2.bp6(Benign)

bal.bs2.bp7.bp6(Benign)
bal.bs2.bp7.bp6(Benign)

pvsl.pm2.pp3(Muhtemel
Patojenik)
bal.bs2.bp4.bp6(Benign)

bal.bs2.bp4.bp6(Benign)

bal.bs2.bp7.bp6(Benign)
bal.bs2.bp4.bp6(Benign)

bal.bs2.bp6(Benign)

bal.bs2.bp7.bp6(Benign)
bal.bs2.bp7.bp6(Benign)
pvsl.pm2.pp5(Patojenik)

bal.bs2.bp6(Benign)
pp3.bs1.bs2.bp6(Benign)
pvsl.pm2(Muhtemel

Patojenik)
bal.bs2.bp4.bp6(Benign)



c.2879G>C

€.2630G>A

€.2430C>G

€.2384-5T>C
€.2367A>T
c.2179A>G

c.2167T>C

c.1833T>C

c.1711_1712insA

c.1795G>C

c.1634G>C

€.1444C>T

¢.1353C>T

¢.1323T>C
¢.568G>C

¢c.289C>T

c.226A>G

¢c.199C>T

c.102A>G

p.Gly960Ala
p-Arg877GIn
p.Gly810=

p.Gly789=
p-Met727Val

p.Phe723Leu

p.Gly611=

p.Arg571LysfsTer4

p-Gly599Arg
p.Gly545Ala
p-Pro482Ser
p.Gly451=

p-Pro441=
p-Gly190Arg

p-Arg97Cys
p.lle76Val
p-Pro67Ser

p.GIn34=

Yanlis
anlamli
Yanlis
anlamli
Sessiz

Intronik
Sessiz

Yanlis
anlamli
Yanlis
anlamli
Sessiz
Kiiciik
insersiyon
Yanlis
anlamli
Yanlis
anlamli
Yanlis
anlamli
Sessiz

Sessiz

Yanlis
anlamli
Yanlis
anlamli
Yanlis
anlamli
Yanlis
anlaml
Sessiz

0,0083
0,0083
0,0083

0,225
0,0083
0,0083

0,0083

0,0167
0,0167

0,0083
0,1167
0,6583
0,0083

0,0083
0,0083

0,0083
0,0083
0,0083

0,0083
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0,0222
0,0222

0,3556

0,013

0,027

0,444

Novel

rs150979437

1s769363556

1s3769641
1s56247709

151259639203

Novel

rs145806603
Novel

Novel

rs1800516

rs2229814

rs199511948

rs35830639
Novel

rs202096172

rs546883881

rs755183371

rs3817617

pm2.pm5.pp3(Muhtemel
Patojenik)
bal.bs2.bp4.bp6(Benign)

pm2.bp7.bp6(Muhtemel
Benign)
bal.bs2.bp4.bp6(Benign)
bs1.bs2.bp7.bp6(Benign)

pm2(VUS)

pm2(VUS)

bal.bsl.bs2.bp7.bp6(Benign)

pvsl.pm2(Muhtemel
Patojenik)
pm2.pp3(VUS)
pp3.bal.bs2.bp6(Benign)
bal.bs2.bp4.bp6(Benign)
pm2.bp7.bp6(Muhtemel

Benign)
bal.bs2.bp7.bp6(Benign)

pm2.pp3(VUS)
pm2(VUS)
pm2(VUS)
pm2.pp3(VUS)

bal.bs2.bp7.bp6(Benign)



c.17T>C

Varyasyon
¢.169G>T

c.322-11G>A
c.546+11A>G
¢.891+5G>A
c.981T>C
¢.1063A>C

€.1340-1 delG
c.1718G>A
c.1871G>A
c.2504A>G
c.2553 2567
delTGGACTT

GATGTTCC
¢.2695G>T

c.2768-11A>G
c.3315G>A

c.3918A>G

p.lle6Thr

Yanlis
anlamli

0,0083

1s16823264

Tablo 4. 3 Hastalarin COL4A5 (NM_033380.2) geninde tespit edilen varyasyonlar

Protein degisimi
p.Gly57Ter

p.Asp327=
p.lle355Leu

p.Ser447MetfsTer27
p.Gly573Asp
p-Gly624Asp
p.GIn835Arg

p-Leu853 Gly857del

p.Gly899Cys

p.LeullOSLeu

p.Gly1307=

Variant Tipi
Anlamsiz

Intronik
Intronik
Splicing
Silent

Yanlis
anlamli
Kiiciik
delesyon
Yanlis
anlamh
Yanlis
anlamh
Yanlis
anlamh
Kiiciik
delesyon

Yanlis
anlamli
Intronik

Yanlis
anlamli
Silent

Hasta Frekansi

0,0083

0,0083
0,0083
0,025

0,0083
0,0167

0,0083
0,0083
0,0083
0,0083

0,0083

0,0083

0,1333
0,0083

0,0083

Kontrol Frekansi

0

SO O O © ©o

0,0222

0,0444
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Genomize
Frekansi

0

S O O © O

dbSNP

Novel

rs764068730
rs1487692703
Novel
rs1165228239
rs867118537

Novel

rs104886138

15104886142

Novel

Novel

Novel

rs1006269
rs1415696204

Novel

bal.bs2.bp4.bp6(Benign

ACMG Kriterleri

pvsl.pm2(Muhtemel
Patojenik)
pm2.bp7(Muhtemel Benign)
pm2.bp7(Muhtemel Benign)
pm2.pp3(VUS)

pm2(VUS)

pm2.pp2(VUS)

pvsl.pm2(Muhtemel
Patojenik)
pm1.pp2.pm2(Muhtemel
Patojenik)

pm2.pp3.pp2.pp5 (Patojenik)

pm1.pp2.pm2(VUS)

pm2.pm4.pm1(Muhtemel
Patojenik)

pml.pm2.pm5.pp3(Muhtemel
Patojenik)
bal.bs2.bp7.bp6(Benign)
pm2.bp7 (Muhtemel Benign)

pm2.bp7(VUS)



c.4516-2A>G

c.4630delC

c.4708T>C

c.4808+1G>C

c.*48ATA>A
c.*13T>C

p-Met1551CysfsTer3

p.Cys1570Arg

3'UTR
3'UTR

Splicing

Kiiciik
delesyon
Yanlis
anlamh

Splicing

UTR
UTR

0,0083
0,0083

0,0167

0,0167

0,0333
0,0083
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Novel

rs281874745

Novel

Novel
Novel

pvsl.pm2(Muhtemel
Patojenik)
pvsl.pm2(Muhtemel
Patojenik)
pml.pm2.pp3.pm5(Muhtemel
Patojenik)

pvsl.pm2(Muhtemel
Patojenik)
pm2.bp7(VUS)
pm2.bp7(VUS)



Bu calismamizdaki 125 hastanin yeni nesil dizileme analiz sonucunda; 50
missense (yanlis anlamli), 8 delesyon/duplikasyon, 17 splice bolge mutasyonu (+-
20 baz), 3 3'UTR ve 25 sinonim varyasyonu olmak {izere toplam 103 varyasyon

tespit edilmistir.

Bu calismamizda 125 hastanin yeni nesil dizileme analizi sonucunda tespit edilen
103 varyasyonun Amerikan Tibbi Genetik ve Genomik Koleji (ACMG) ve
Molekiiler Patoloji Dernegi'nin 2015 yilinda yayinlandigi rehberdeki kriterler
referans alinarak cikan degisiklikler degerlendirildiginde (Richards et al., 2015;
Savige et al., 2021) 21 patojenik veya muhtemel patojenik, 29 klinik 6nemi
belirsiz (VUS), 53 tane benign veya muhtemel benign varyasyon saptanmistir. Bu

103 varyasyonun 33 tanesi yeni varyasyon olarak saptanmistir.

Toplam 125 AS stipheli hastanin 27 (%21,6) tanesinde klinikle iliskili olabilecegi
diisiiniilen varyasyon saptanirken 86 (%68,8) tanesinde ise klinik ile iliskili
olabilecegi diisliniilen varyasyon saptanmamistir. Tablo 4.4’de hastalarin klinik
bulgulari ve klinige sebep oldugu diisiiniilen varyasyonlar verilmistir. Bazi genetik
hastalik gruplar1 AS benzeri klinik gostermektedir. AS ile iligkili genlerde klinik
olarak iligkili varyasyonlara sahip olmayan bu 86 hasta, Epstein sendromu,
Fechtner sendromu, May-Hegglin anomalisi, Fabry hastaligi, Alport benzeri
glomeriilonefrit ve Sebastian sendromlar:1 olan bu hastaliklarla iliskili olabilecegi

diisiindiirmektedir (Amari et al., 1994; Heath et al., 2001; Legius et al., 1990).
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Tablo 4. 4 Calismaya alinan hastalarin klinik bulgulari ve tespit edilen patojenik/muhtemel patojenik ve VUS varyasyonlar

Hasta Yag Cinsiyet Hematiiri Proteiniiri Hipertansiyon Gorme Isitme Bobrek Klinik le iligkili Oldugu Diisiiniilen
Kayb1 Kayb1 Hastaliklar Varyasyon
P1 12 F F (A4)c.1711 1712insA HT
P2 12 M + - (A5)c.169G>T HEMI
P3 12 F it (A3)c.145-21 delA HT/c.2389C>T HT
(A5)c.4630delC HT
P4 16 M + + (A3)c.1354G>A HT
PS5 12 F it I (A4)c.1711 1712insA HT
P6 41 F + (A5)c.4516-2A>G HT
P7 5 M it (A3)c.1382G>A HT
P8 32 M + + (A5)c.4808+1G>C HEMI
P9 29 M + (A5)c.4808+1G>C HEMI
P10 47 F + + (A5)c.1063A>C HT
P11 10 M +
P12 8 M + (A3)c.2672T>CHT
P13 36 F +
P14 19 F + Bobrek yetmezligi
P15 18 F P
P16 14 M + (A5)c.4708T>C HEMI
P17 40 F +
P18 44 F Fokal Segmental
Glomeriiloskleroz
P19 54 F +
P20 63 F Bobrek yetmezligi = (A3)c.3772C>T HT
P21 15 M + +
P22 38 M Bobrek yetmezligi
P23 8 F F (A5)c.*13T>CHT
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P24
P25
P26
P27
P28

P29
P30
P31
P32
P33
P34
P35
P36
P37

P38
P39
P40
P41
P42

P43
P44
P45
P46

P47
P48

12
24
10

13

16

49

29
25
32
18

10
31

11

13
14

57

25
10

>R R s Rl o e 5|

m " Hd 28

i e I M 2"

=

+

84

Ailesel Bobrek
yetmezligi

Bobrek yetmezligi

Bobrek yetmezligi

Ailesel Bobrek
yetmezligi

Bobrek yetmezligi

Bobrek tasi,
kalkdiliis

Ailesel Bobrek
yetmezligi

(A3)c.13154+5A>C HT
(A5)c.1718G>A HEMI

(A4)c.289C>T HT

(A5)c.3918A>G HT
(A3)c.4153+1del HOMO

(A5)c.1340-1 delG HEMI
(A3)c.3829G>A HT
(A4)c.4444 delC HT

(A4)c.2950 2953delGGAT HT
(A3)c.3508G>A HT



P49
P50
P51
P52
P53

P54
P55
P56
P57
P58

P59
P60
P61
P62

P63
P64

P65

P66
P67
P68

P69
P70
P71
P72

14
53
30
11
41

11
44

10
19

63
35
35
12

12
11

14

47
32

37
20
38
22

SEEEEE mEE=n"H

S = ™™

i

=

e e

+

85

Bobrek yetmezligi
Bobrek yetmezligi
Bobrek yetmezligi

Ailesel Bobrek
yetmezligi

Bobrek yetmezligi
Bobrek yetmezligi

Ailesel Bobrek
yetmezligi

Ailesel Bobrek
yetmezligi
Ailesel Bobrek
yetmezligi

Ailesel Bobrek
yetmezligi
Bobrek yetmezligi

Bobrek yetmezligi
Bobrek yetmezligi
Bobrek yetmezligi

(A4)c.226A>G HT

(A5)c.2553_2567delTGGACTTGATGTTCC
HEMI
(A5)c.4708T>C HT

(A5)c.891+5G>AHT
(A4)c.568G>C HT

(A5)c.891+5G>AHT

(A5)c.891+5G>A HT

(A5)c.1871G>A HOMO



P73 17 F Bobrek yetmezligi
P74 10 F Bobrek yetmezligi  (A3)c.3182G>A HT
P75 8 M Ailesel Bobrek
yetmezligi
P76 3 M + (A5)c.2695G>T HEMI
P77 28 M Fokal Segmental
Glomeriiloskleroz
P78 47 F Bobrek yetmezligi
P79 9 M +
P80 26 M +
P81 38 F +
P82 43 M +
P83 11 M + (A5)c.1063A>C HEMI
P84 25 M ince Bazal
Membran
Nefropatisi
P85 40 F Ailesel Bobrek
yetmezligi
P86 18 M +
P87 28 M ince Bazal
Membran
Nefropatisi
P88 15 M +
P89 12 M +
P90 21 F Fokal Segmental
Glomeriiloskleroz
P91 40 F + Fokal Segmental
Glomeriiloskleroz
P92 16 M +
P93 10 F +
P94 14 M + (A4)c.2879G>C HT
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P95
P96

P97
P98
P99
P100

P101
P102
P103
P104
P105
P106
P107
P108

P109

P110

P111
P112

P113
P114
P115
P116
P117

12
14

38
27
44
51

42
17
34
16

12
24
59

38

35

27

11
28
24

19

=EE=mE X

mMEE 2™

= =

m a2 2R

+

87

Bobrek tasi,
kalkdiliis

Bobrek yetmezligi
Fokal Segmental
Glomeriiloskleroz
Fokal Segmental
Glomeriiloskleroz
Fokal Segmental
Glomeriiloskleroz

Ailesel Bobrek
yetmezligi+Fokal
Segmental
Glomeriiloskleroz

Dispepsi
Bobrek nakli

(A4)c.4444 delC HT

(A4)c.3574 _3577+8delTCAGGTAAGCAC
HT
(A3)c.469G>C HT

(A3)c.2T>C HOMO
(A3)c.4929-2A>C HOMO

(A3)c.*2G>A HT (A4) c.1957A>G HT



P118
P119
P120
P121
P122
P123
P124
P125

12
61
15

16
31

S EEE®mE o

+

mild

Bobrek yetmezligi

Bobrek
yetmezligi,
nefrokalsinozis

(A3)c.933+1G>T HOMO

HOMO: homozigot, HT: heterozigot, HEMI: hemizigot
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Hastalarin anamnez taramalarina gore herhangi bobrek hastaligi olan 45 (%36)
hastanin 11’inde klinik ile iligkili oldugu diisiiniilen varyasyon tespit edilmistir.
Bobrek hastali§i olan hastalarin 26 tanesi kadin, 19 tanesi erkek olarak
belirlenmistir. Varyasyon tasiyan bobrek hastaliklarina eslik eden ikinci bir
bulguya rastlanmamuistir. Bu hastalarda 7 tanesi kadin iken 4 tanesi erkek hasta
olarak tespit edilmistir. Bu hastalarin yas ortalamalar1 ise 23,5 (8-63 yas) oldugu
tespit edilmistir. Ayrica hastalarin 4’iinde COL4A5, 2’sinde COL4A3, 3’iinde
COL4A4 genlerinde varyasyon saptanirken 1 hastada COL4A3 ve COL4A4
genlerinde digenik heterozigot varyasyonlar saptanmis olup hepsinde otozomal
dominant kalitim gosteren hastalardir. Bobrek hastaliklari seyreden hastalarda
2’sinde hematiiri, 3’iinde proteiniiri, 1’inde hipertansiyon, 1’inde hem isitme kayb1

hem de hematiiri ve 1’inde hem isitme kayb1 hemde proteiniiri eslik etmistir.

Isitme kayb: olan hastalar incelendiginde 18 (%14,4) hastadan 7’sinde klinik ile
iliskili oldugu diisiiniilen varyasyon tespit edilmistir. Isitme kaybi goriilen
hastalarin 5 tanesi kadin, 13 tanesi erkek olarak belirlenmistir. Varyasyon tasinan
erkeklerde isitme kayb1 acisindan istatiksel olarak anlamli bir iligski saptanmistir
(p=0,00174). Varyasyon tasiyan isitme kayiplarina 2 hastada proteiniiri eslik
ederken 1 hastada hematiiri eslik etmistir. Bu hastalarin yas ortalamalar1 ise 23,3
(5-63 yas) oldugu tespit edilmistir. Ayrica hastalarin 4’iinde COL4A5 ve 3’iinde
COL4A3 varyasyonlar saptanmis olup 1 hastada otozomal resesif kalitim
goriiliirken digerlerinde otozomal dominant kalitim goriilmiistiir. Isitme kaybi

seyreden hastalarda 2’iinde hematiiri, 3’iinde proteiniiri eslik etmistir.

Hastalardan sadece hematiiri goriilen 25 hastanin sadece 7’sinde klinik ile iliskili
oldugu diisliniilen varyasyon saptanmistir. Sadece proteiniiri goriilen 29 hastanin
sadece 11’inde Kklinik ile iligkili oldugu diisiiniilen varyasyon saptanmistir. Sadece
hipertansiyon goriilen 4 hastanin hicbirinde klinik ile iligkili oldugu diisiiniilen
varyasyon saptanmamuistir. Hipertansiyon ve hematiiri goriilen bir hastada klinik
ile iliskili oldugu diistiniilen varyasyon saptanmaistir. Sadece isitme kaybi1 goriilen
13 hastanin sadece 4’iinde klinik ile iliskili oldugu diisiiniilen varyasyon

saptanmigtir.

89



Hastalardan elde edilen datalarin analizi sonucu COL4A3 geninde 45 varyasyon
tespit edilmistir. Bu varyasyonlar Amerikan Tibbi Genetik Koleji (ACMG) ve
Molekiiler Patoloji Dernegi'nin 2015 yilinda yayinlandigi rehberdeki kriterler
referans alinarak degerlendirildiginde 20 benign, 1 muhtemel benign, 16 VUS, 3
patojenik ve 5 tanesi muhtemel patojenik olarak ACMG kriterleri icerisinde yer

almaktadir. Bu gende toplamda 14 tane yeni varyasyon oldugu saptanmustir.

COL4A4 geninde 37 varyasyon tespit edilmistir. Bu varyasyonlar Amerikan Tibbi
Genetik ve Genomik Koleji (ACMG) ve Molekiiler Patoloji Dernegi'nin 2015
yilinda yayinlandigi rehberdeki kriterler referans alinarak degerlendirildiginde 23
benign, 2 muhtemel benign, 7 VUS, 1 patojenik ve 4 tanesi muhtemel patojenik
olarak ACMG kriterleri icerisinde yer almaktadir. Bu gende toplamda 6 tane yeni

varyasyon oldugu saptanmastir.

COL4A5 geninde 21 varyasyon tespit edilmistir. Bu varyasyonlar Amerikan Tibbi
Genetik Koleji (ACMG) ve Molekiiler Patoloji Dernegimin 2015 yilinda
yayinlandig1 rehberdeki kriterler referans alinarak degerlendirildiginde 1 benign,
3 muhtemel benign, 7 VUS, 1 patojenik ve 9 tanesi muhtemel patojenik olarak
ACMG kriterleri icerisinde yer almaktadir. Bu gende toplamda 11 tane yeni

varyasyon oldugu saptanmustir.
4.2 Oneriler

Bu calismada AS siiphesi ile takipli hastalarin klinik bilgileri ile genetik analiz
sonuclarinin  degerlendirilmesi yapilarak genotip fenotip korelasyonunun
kurulmasi hedeflenmistir. Dogum yeri Tiirkiye’nin farkl illerinde olan 125 farkl
hastaya ait genetik ve anamnez verileri toplanmis ve degerlendirilmistir. Bu
degerlendirme sonucunda calismamizin tani degeri %20 olarak belirtilmistir.
Fakat molekiiler genetik tanidaki en giincel zorluk VUS varyasyonlarin
degerlendirilmesidir. Aile {iyelerinde yapilan segregasyon analizi, in siliko
analizler, protein {iriinii {izerindeki yapisal ve fonksiyonel testler bu VUS kriterine

giren varyasyonlarin taniya katkida bulunabilecegini diistinmekteyiz.

Calismamizda yer alan hastalarin basvuru zamaninda tespit edilen yaslari
ortalama 23,2 *+20 yil olarak (3-63 yas) olarak hesaplanmistir. Ayrica hastalarin
61’i kadin (%48,8) ve 64’1 erkek (%51,2) olup kadin erkek orani 0,95 olarak tespit
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edilmistir. Literatiirlerde kadin erkek oranlari ve hastalarin ortalama basvuru
yaslar1 secilen hastalara gore farklilik gostermektedir. Ozdemir ve arkadaslari
tarafindan, 46’s1 erkek ve 41’i kadin olan AS’li cocuk hastalarin incelendigi genis
kapsamli bir calismada hastalarin ilk basvurudaki ortalama yaslar1 7,6 * 4,1

olarak bildirilmistir (Ozdemir et al., 2020).

Galismamizda bagvuru ve tani yasi oldukca diisiik goziikmekte (3 yas) ve bu
hastada proteiniiri ile baslayan erkek hastada COL4A5 geninde hemizigot
€.2695G>T varyasyonu saptanmistir. 3-10 yas arasi 25 ¢ocuktan 6 tanesinde
patojenik veya muhtemel patojenik varyasyon saptanirken 3 tanesinde VUS
kriterinde ve klinik ile iliskili oldugu diisiiniilen varyasyon tespit edilmistir.
Calismamizdaki yas ortalamasinin eriskin ve ¢ocuk hastalarinin birlikte dabhil
edilmesinden dolay: yiikselmistir. Genetik tani, klinik bulgularin daha hafif ve geg
donemde ortaya ciktig1 AS siiphesi olan hastalarda tani1 koyma oranini artirdigini
ve calismadaki kadin erkek cinsiyet esitliginin dagilimin anlamli olmasi icin gerekli

oldugunu diisiiniiyoruz.

Ailesinde veya kendisinde bobrek hastaligi oykiisii olan bireylerin AS oldugu
hakkinda siiphelenilmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Yapilan bir calismada 33
hastanin 18’inde (%54,5) ailelerinde bobrek hastalifi veya bulgulan
saptanmisken (Hea Min Jang, 2020), 29 hastanin dahil edildigi baska bir
calismada ise bu oran %86 olarak bildirilmistir (Zhao et al., 2019). Calismamizda
da benzer olarak toplam 125 hastanin 45 tanesinde (%36) bobrek ile ilgili
hastalig1 tespit edilmis olup bu hastalardan da 11 tanesi (%24,4) ise klinik ile
iligkili olarak siiphelenilen varyasyon tespit edilmistir. Diger calismalara oranla
bobrek hastaliklarinin yilizde olarak az tespit edilmesi AS ile karistirilan diger

sendrom ya da bobrek hastaliklari ile karistirilmis oldugu diistintilm{istiir.

AS’de okiiler bozukluklar yaygin olup 6zellikle X’e bagli AS’li bireylerin yaklasik
%30-40"1nda goriiliir. On lens bulgulari, AS'nin karakteristik bir okiiler belirtisidir
ve bireylerin yaklasik %75'inde iki taraflidir. Dogumda yoktur ve genellikle 20’1i
veya 30’lu yaslarda ortaya cikar. One dogru cikintilar sadece Alport sendromlu
ailelerde gortilmekte birlikte hemen hemen herkes 30 yasindan 6nce isitme kaybi

yasar ve SDBY'ye ilerler (Oka et al., 2014). En yaygin goz degisiklikleri, X'e bagl
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AS'li hastalarda meydana gelir. Otozomal resesif AS'li erkeklerin %85'i ve
hastalarin %87'si periferik nokta retinopatisi gelistirir. Alport sendromlu
hastalarda kornea degisiklikleri nadirdir ve tekrarlayan kornea erozyonlari,
kornea opasitesi ve posterior polimorfik kornea distrofisi olusabilir (Zhang & Ding,

2018).

Galismamiza alinan hastalarin dykiileri incelendiginde goérme kaybi klinigi olan 2
hastadan 12 yasinda erkek hematiiri esliginde ve 61 yasinda kadin AS siiphesi ile
genetik klinigine bagvurmus fakat kliniginden sorumlu olabilecek bir varyasyona

rastlanmamustir.

Alport sendromu, glomeriillerin, goézlerin ve kulaklarin bazal zarlarini etkileyen
ilerleyici bir hastaliktir. Yapilan calismalarda otozomal dominant AS'de bobrek
yetmezligi gelisimi genellikle gec evrede (ortalama yas 50-80) ortaya cikar ve
isitme kayb1 ve g6z anormallikleri nadirdir (Kamiyoshi et al., 2016; Marcocci et
al., 2009). Dominant kalitimi olan hastalarin genetik tanisinin miimkiin
oldugunca erken konulmasi ve rutin takiplerin diizenli olarak yapilmasi 6nemlidir.
Klinik bulgularin daha sonra yapilmasi beklenir. Bu, nadir goriilen isitme kayb1 ve
goz anormalliklerinin erken teshisine ve tedavisine yardimci olacaktir. Ayrica
diger genetik paternlere sahip hastalarin erken tani ve tedavi imkani hastaligin

morbidite ve mortalitesini azaltmaya yardimci olabilir.

ASda isitme kayb1 sik goriiliir ve hastaligin erken belirtilerinden biridir. Isitme
dogumda normaldir ve isitme bozuklugu genellikle ge¢ cocukluk veya erken
ergenlik doneminde ortaya cikar. Ozellikle yiiksek frekanslar1 (2000-8000 Hz)
etkileyen ilerleyici bilateral sensorinoral isitme kaybi seklinde ortaya ¢ikar ve
isitme testleri ile teshis konur (Kashtan, 2021). Calismamizda AS siiphesi ile
basvuran 125 hastanin 18inde (%14,4) isitme kaybi ile ilgili sikayet oldugu
saptanmistir. Bu hastalarin 7’sinde (%5,6) klinik ile iliskili oldugu distintilen
varyasyon saptanmustir. Isitme kaybi gelisen ve varyasyon tasiyan hastalarin 6
tanesi erkek ve 5-63 yas (ortalama 23,3 yas) arasinda oldugu saptanmuistir.
Literatiir incelendiginde 33 hasta iizerinde yapilan bir calismada hastalarin
%33'linde sensorinoral isitme kaybi oldugu ve ortalama tani yasinin 21,5 yil

oldugu (Hea Min Jang, 2020) saptanmuistir. 42 kisinin katildig1 bir bagka ¢alismada
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ise 6 (%20,6) hasta isitme kaybi bildirilmistir (Zhao et al., 2019). Ozdemir ve
arkadaglarinin tilkemizde yaptigi kapsamli bir ¢calismada, calismaya 34'i (%39)
isitme kayb1 bildiren 87 cocuk AS hastasi dahil edilmistir (Ozdemir et al., 2020).
Ayrica 48 makale dahil edilme kriterlerine gore incelenmistir. 254 aileden 777
hastanin degerlendirildigi sistematik bir calismada isitme kaybi orani %15,6
olarak bulunmustur (Matthaiou et al., 2020). Calismamizda buldugumuz
hastalarin isitme kaybi orani literatiiriin altinda kalmakla birlikte tan1 anindaki
yas ortalamas literatiire benzerlik gostermektedir. 18 yas alt1 hastalarda isitme
bozuklugu cok yaygin oldugu goriilmiistiir (14 hastada). AS tanisi konduktan
sonra diizenli isitme testi ile takip etmek isitme kaybi oraninin daha yiikseltecegini

tahmin etmekteyiz.

X'e bagli ASnun isitme kayb1 esas olarak erkek hastalarda daha sik goriiliir ve
erkekler kadinlardan daha ciddi sekilde etkilenmektedir. X'e bagli AS'li erkek
hastalarin yaklasik %901 ve kadin hastalarin yaklasik %12'si 40 yasindan once
isitme kaybina sahiptir (Jais et al., 2003; Jais et al., 2000). Otozomal ¢ekinik AS'li
hastalarin ortalama baslangic yasi1 20'dir. Hastalarin yaklasik %64'iinde isitme
kaybi1 vardir (Lee et al., 2019). Otozomal dominant AS'de isitme kayb1 son derece

nadir olan gec evrede ortaya c¢ikar (Nozu et al., 2019).

Calismamizda klinik ile iliskili oldugu diisiiniilen varyasyona sahip 7 hastanin
kalitimlar1 incelendiginde 4 hastanin (%57) X’e bagli, 1 hastanin (%14) otozomal
resesif ve 2 hastanin (%29) otozomal dominant kalitim modeline sahip olduklari
goriilmiistiir. X’ bagl kalitimin diger kalitim paternlerine gore daha baskin oldugu
goriiliirken bunu otozomal dominant kalitim takip etmistir. Bu duruma gore X'e
bagli AS hastalarinda kalitim modeli ile isitme kaybi arasinda anlamli bir iliski

oldugu goriilmiistiir (p=0,298).

Tedavi edilmeyen erkek X'e baghh AS hastalarinda 40 yasindan 6nce SDBY'nin
ilerleme orani %90 ve SDBY'nin ortalama gelisme yas1 25'tir (Jais et al., 2000).
X'e bagh kadin hastalarda 40 yasindan once SDBY gelistirme riski yaklasik %12
iken 60 yasina gelindiginde bu oran %30'a c¢ikmaktadir (Jais et al., 2003).
Otozomal cekinik AS'de kadin ve erkek arasinda SDBY gelisimi acisindan fark
yoktur ve SDBY gelisme yasi ortalama 21-22 yildir (Oka et al., 2014; Storey et al.,
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2013). Otozomal dominant AS'li hastalarda klinik belirtilerin ortaya cikmasi
nispeten yavas ve gec olur. Etkilenen bireylerin SDBY'ye ilerleme yas1 50 ile 80

arasindadir.

Galismamizda 125 hastanin klinik bilgileri incelendiginde bobrek hastaliklari ile
ilgili bilgiler elde edilmistir. Buna gore 44 hastada (%35,2) bobrek yetmezligi, ince
bazal membrane nefropati ve FSGS gelistigi saptanmis fakat bunlarin kag
tanesinin sonrasinda bobrek nakli oldugu bilinmemektedir. Bobrek yetmezligi
ortalama baslangi¢ yas1 23+15 yil (8-63 yas) olarak hesaplanmistir. Bu hastalarin
9unda klinik ile iligkili oldugu distiiniilen varyasyon saptanmistir. Varyasyon
saptanan en kiiciigii 11 yasinda kadin hasta oldugu belirlenmistir. 6 kadin 3
erkekde (Kamiyoshi et al., 2016; Storey et al., 2013) klinik ile iligkili oldugu

diistiniilen varyasyon en fazla COL4A5 geninde saptanmustir.

Baz1 literatiir calismalarinda proteiniiri varliginin SDBY'nin progresyonu ile
onemli Olclide iliskili oldugu bildirilmistir (Pochet et al., 1989). Heterozigot
tastyicilarda bile proteiniiri varliginin hastaligin genetik paterni ile hicbir ilgisi
olmadigina ve ilerleyici bobrek hastaligi riskini artirdigina dair raporlar bile vardir
(Kruegel et al., 2013). Calismamizda 125 hastanin 44'sinde bobrek hastaligi
varlig1 veya yokluguna gore proteiniiri analizi yapilmistir. 38 proteiniirili hastanin
4iinde (%10,5) bobrek hastaligi goriilmesine ragmen, 34 bobrek hastalig1 olan
kisilerde proteiniiri saptanmamistir. Calismamizda hastalarda proteiniiri varligi ile
bobrek hastaliklar riski arasinda literatiirle uyumlu istatistiksel olarak anlamli bir

iliski bulunamamastir.

45 KBH hastasinin 14’tinde klinik ile iligkili oldugu diisiiniilen varyasyon
saptanmistir. Varyasyon saptanan hastalarin 41 (%28,5) X'e bagh ve 2'si (%14,2)
otozomal cekinik olarak saptanmustir. 51 (%35,7) otozomal dominant kalitim
paternine sahip ve 1 hastanin (%7,1) ise digenik oldugu saptanmustir. Yapilan bir
calismada cekinik kalitim paterni, KBH gelisiminde COL4A3 geni otozomal resesif
kalitim prognostik bir faktordiir (Ozdemir et al., 2020). Fakat literatiirde bildirilen
ortak goriise gore ise %55'i X' baglh, %15'i otozomal resesif ve yaklasik %20'si

otozomal dominanttir oldugu bildirilmistir (Kashtan & Gross, 2021). Ancak bizim
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calismamizda Alport sendromunun genetik paterni ve bobrek hastaliklarini varligi

ile ilgili dominant kalittm daha 6n planda oldugu farkedilmistir.

Tiirkiye'de AS ile ilgili niifus calismalar1 ¢ok sinirli olup, hasta sayilari, yeni nesil
dizileme yOntemleri ve molekiiler calismalar acisindan kisitliliklar1 mevcuttur.
Yapilan bir calismada hasta sayisi bakimindan kisitlilik mevcuttur (Kog et al.,
2019; Uzak et al., 2013). Molekiiler genetik calismalar sendromun tanisinda
onemli rol oynamaktadir. Bu yilizden hastalara genetik acidan yaklasim tani
koymada onemli rol oynamaktadir (Doven et al., 2018). Yapilan calismalarda AS
tanis1 alan hastalar bebeklikten yasliliga kadar hayatin her evresinden rapor
edilmistir. Calismalara her yastan birey ilave edilmesi calismanin kapsamini
arttiracak olgu oldugu diisiiniilmektedir (An et al., 2020). Ayrica calismalarda
kontrol grubunun dahil edilmesiyle saglikl1 bireylerde tespit edilen varyasyonlarin

patojeniteleri ile ilgili daha saglikl tespitler yapilir.

Literatiirde 3 gen (COL4A3, COL4A4ve COL4A5) AS ile iliskilendirilmis ve tanisal
varyantlarin yarisindan azinda patojenik COL4A3 ve COL4A4 varyasyonlari
saptanmistir. Bu calismada varyant tespit ettigimiz olgular arasinda AS'de
diagnostic olarak varyasyon tespit oranlarimiz %20 idi (4 bébrek hastalig1 %20, 6
isitme kayb1 %30, 15 hematiiri-proteiniiri %50). Bu calismanin bulgular cesitli
sinirlamalar 1s131inda degerlendirilmelidir. ilk olarak, patojenik veya muhtemel
patojenik varyantin yoklugunda, klinik taninin temeli gozden gecirilmelidir. AS'ye
benzer klinik 6zellikler (Epstein sendromu, Fechtner sendromu, May-Hegglin
anomalisi, Fabry hastaligi, Alport benzeri glomeriilonefrit, Sebastian sendromlari
ve MYH9 ile iliskili bozukluklar vb.) iireten varyantlara sahip genler
arastirilmalidir (Heath et al., 2001; Pecci et al., 2008). Daha sonra, bazi hastaliga
neden olan varyasyonlar, incelenen genlerin intronik bolgelerinde veya burada
siralanmamis promotOr ve diizenleyici bolgelerinde ortaya cikabilir. Ayrica,
hastalarin enzim aktivitelerini 6lcmeye veya yeni tanimlanan varyantlarin baska
herhangi bir fonksiyonel analizini yapmaya calismadik. Son olarak, major
delesyonlar ve eklemeler de dahil olmak iizere tiim mutasyon olaylarini

arastirmadik.
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Sonuc olarak, AS izole hematiiriden proteiniiriye, bobrek hasarina ve nihayetinde
bobrek hastaliklarindan yetmezligine kadar degisen bobrek belirtileri olan
ilerleyici bir hastaliktir. Ailelerde dahi cok degisken klinik spektruma sahip
glomeriiler bazal membran hastaligidir. Isitme kaybi ve goz degisiklikleri gibi
renal olmayan klinik semptomlarin varlig1 ve ailede bobrek hastaligi oykiisiiniin
varligt AS tanmisimi harekete gecirmelidir. AS'nin patolojik tanisi icin bobrek
biyopsisinin elektron mikroskobi incelemesinde spesifik hastaliga 6zgii bulgularin
varlig1 esastir. Ancak invaziv bir islem oldugu icin erkek X'e baglh AS hastalarinda
ve otozomal cekinik AS hastalarinda bile bu karakteristik degisiklikler her zaman
erken saptanamaz ve bazi hastalara daha ge¢ tani konulabilir. YND teknolojisinin
gelistirilmesi ve yayginlastirilmasi, AS'nin invaziv olmayan ve oldukca hassas
genetik teshisi olasiligini artirmistir. Hizli ve dogru tan1 koyma yetenegine ek
olarak, fenotip-genotip korelasyonunun saglanmasini kolaylastirmak, gelecekte
etkilenebilecek aile {iyelerinin taranmasina yardimeci olacak ve dogru genetik

oOnerilerde bulunacaktir.

96



KAYNAKCA

Alport, A. C. (1927). Hereditary Familial Congenital Haemorrhagic Nephritis. Br
Med J, 1(3454), 504-506. https://doi.org/10.1136/bmj.1.3454.504

Alves, F. R. A., & de Andrade Quintanilha Ribeiro, F. (2008). Clinical data and
hearing of individuals with Alport syndrome. Braz J Otorhinolaryngol,
74(6), 807-814. https://doi.org/10.1016/5S1808-8694(15)30140-3

Amari, F., Segawa, K., & Ando, F. (1994). Lens coloboma and Alport-like
glomerulonephritis. Eur J Ophthalmol, 4(3), 181-183.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7819734

An, M. E., OZLU, S. G., DEMiRCiN, G., YILMAZ, A. C., AYDOG, O., & BULBUL, M.
(2020). Cocukluk Cagi Hematiiri Olgularinda Etiyolojik Nedenlerin
Incelenmesi. 77 tirkive Cocuk Hastaliklar1 Dergisi, 14(6), 480-487.
https://doi.org/0.12956/tchd.597567

Bae, E. H., Fang, F., Williams, V. R., Konvalinka, A., Zhou, X., Patel, V. B., Song,
X., John, R., Oudit, G. Y., Pei, Y., & Scholey, J. W. (2017). Murine
recombinant angiotensin-converting enzyme 2 attenuates kidney injury in
experimental Alport syndrome. Kidney Int, 91(6), 1347-1361.
https://doi.org/10.1016/j.kint.2016.12.022

Bao, R., Huang, L., Andrade, J., Tan, W., Kibbe, W. A., Jiang, H., & Feng, G.
(2014). Review of current methods, applications, and data management
for the bioinformatics analysis of whole exome sequencing. Cancer Inform,
13(Suppl 2), 67-82. https://doi.org/10.4137/CIN.S13779

Barker, D. F., Pruchno, C. J., Jiang, X., Atkin, C. L., Stone, E. M., Denison, J. C.,
Fain, P. R., & Gregory, M. C. (1996). A mutation causing Alport syndrome
with tardive hearing loss is common in the western United States. Am J
Hum Genet, 58(6), 1157-1165.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8651292

Barozzi, S., Soi, D., Intieri, E., Giani, M., Alde, M., Tonon, E., Signorini, L., Renieri,
A., Fallerini, C., Perin, P., Montini, G., & Ambrosetti, U. (2020). Vestibular
and audiological findings in the Alport syndrome. Am J Med Genet A,
182(10), 2345-2358. https://doi.org/10.1002/ajmg.a.61796

Basta-Jovanovic, G., Venkataseshan, V. S., & Churg, J. (1990). Correlation of
glomerular basement membrane alterations with clinical data in
progressive hereditary nephritis (Alport's syndrome). Am J Kidney Dis,
16(1), 51-56. https://doi.org/10.1016/s0272-6386(12)80785-2

Bekheirnia, M. R., Reed, B., Gregory, M. C., McFann, K., Shamshirsaz, A. A.,
Masoumi, A., & Schrier, R. W. (2010). Genotype-phenotype correlation in
X-linked Alport syndrome. J Am Soc Nephrol, 21(5), 876-883.
https://doi.org/10.1681/ASN.2009070784

97


https://doi.org/10.1136/bmj.1.3454.504
https://doi.org/10.1016/S1808-8694(15)30140-3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7819734
https://doi.org/0.12956/tchd.597567
https://doi.org/10.1016/j.kint.2016.12.022
https://doi.org/10.4137/CIN.S13779
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8651292
https://doi.org/10.1002/ajmg.a.61796
https://doi.org/10.1016/s0272-6386(12)80785-2
https://doi.org/10.1681/ASN.2009070784

Bollee, G., Flamant, M., Schordan, S., Fligny, C., Rumpel, E., Milon, M., Schordan,
E., Sabaa, N., Vandermeersch, S., Galaup, A., Rodenas, A., Casal, I.,
Sunnarborg, S. W., Salant, D. J., Kopp, J. B., Threadgill, D. W., Quaggin, S.
E., Dussaule, J. C., Germain, S., . . . Tharaux, P. L. (2011). Epidermal
growth factor receptor promotes glomerular injury and renal failure in
rapidly progressive crescentic glomerulonephritis. Nat Med, 1,(10), 1242-
1250. https://doi.org/10.1038/nm.2491

Bower, K. S., Edwards, J. D., Wagner, M. E., Ward, T. P., & Hidayat, A. (2009).
Novel corneal phenotype in a patient with alport syndrome. Cornea, 28(5),
599-606. https://doi.org/10.1097/1C0O.0b013e31818f9706

Bragg, L. M., Stone, G., Butler, M. K., Hugenholtz, P., & Tyson, G. W. (2013).
Shining a light on dark sequencing: characterising errors in Ion Torrent
PGM data. PLoS Comput Biol, 94), e1003031.
https://doi.org/10.1371/journal.pcbi.1003031

Chen, L., Xue, J., Zhang, Y., Wang, F., Chen, S., Duan, J., Liu, Y., & Ding, J. (2014).
[Analysis of the clinical audiological characteristics in 92 Chinese Alport
syndrome cases]. Zhonghua Er Bi Yan Hou Tou Jing Wai Ke Za Zhi, 49(11),
902-907. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25598368

Chen, W., Tang, D., Dai, Y., & Diao, H. (2019). Establishment of microRNA,
transcript and protein regulatory networks in Alport syndrome induced
pluripotent stem cells. Mol Med Rep, 19(1), 238-250.
https://doi.org/10.3892/mmr.2018.9672

Chen, Y. M., Zhou, Y., Go, G., Marmerstein, J. T., Kikkawa, Y., & Miner, J. H.
(2013). Laminin beta2 gene missense mutation produces endoplasmic
reticulum stress in podocytes. J Am Soc Nephrol, 24(8), 1223-1233.
https://doi.org/10.1681/ASN.2012121149

Chung, A. C.,, Yu, X., & Lan, H. Y. (2013). MicroRNA and nephropathy: emerging
concepts. Int J  Nephrol  Renovasc  Dis, 6, 169-179.
https://doi.org/10.2147/1JNRD.S37885

Coppo, R., Gianoglio, B., Porcellini, M. G., & Maringhini, S. (1998). Frequency of
renal diseases and clinical indications for renal biopsy in children (report
of the Italian National Registry of Renal Biopsies in Children). Group of
Renal Immunopathology of the Italian Society of Pediatric Nephrology and
Group of Renal Immunopathology of the Italian Society of Nephrology.
Nephrol Dial Transplant, 13(2), 293-297.
https://doi.org/10.1093/oxfordjournals.ndt.a027821

Cunha, M. L., Meijers, J. C., & Middeldorp, S. (2015). Introduction to the analysis
of next generation sequencing data and its application to venous
thromboembolism. Thromb Haemost, 114(5), 920-932.
https://doi.org/10.1160/TH15-05-0411

Dagher, H., Buzza, M., Colville, D., Jones, C., Powell, H., Fassett, R., Wilson, D.,
Agar, J., & Savige, J. (2001). A comparison of the clinical, histopathologic,
and ultrastructural phenotypes in carriers of X-linked and autosomal

98


https://doi.org/10.1038/nm.2491
https://doi.org/10.1097/ICO.0b013e31818f9706
https://doi.org/10.1371/journal.pcbi.1003031
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25598368
https://doi.org/10.3892/mmr.2018.9672
https://doi.org/10.1681/ASN.2012121149
https://doi.org/10.2147/IJNRD.S37885
https://doi.org/10.1093/oxfordjournals.ndt.a027821
https://doi.org/10.1160/TH15-05-0411

recessive Alport's syndrome. Am J Kidney Dis, 38(6), 1217-1228.
https://doi.org/10.1053/ajkd.2001.29217

Dahan, K., Heidet, L., Zhou, J., Mettler, G., Leppig, K. A., Proesmans, W., David,
A., Roussel, B., Mongeau, J. G., Gould, J. M., & et al. (1995). Smooth
muscle tumors associated with X-linked Alport syndrome: carrier detection
in females. Kidney Int, 48(6), 1900-1906.
https://doi.org/10.1038/ki.1995.489

Dlamini, Z., Francies, F. Z., Hull, R., & Marima, R. (2020). Artificial intelligence
(AI) and big data in cancer and precision oncology. Comput Struct
Biotechnol J, 18, 2300-2311. https://doi.org/10.1016/].csbj.2020.08.019

Déven, S. S., TEKE, S., GURSES, I, YILMAZ, B. C., BALLI, E., & DELIBAS, A.
(2018). Alport Sendromu tanisinda bobrek biyopsisi ve elektron
mikroskobinin énemi. Mersin Universitesi Saglk Bilimleri Dergisi, 11(1),
32-37. https://doi.org/10.26559/mersinsbd.393774

Eduardoff, M., Santos, C., de la Puente, M., Gross, T. E., Fondevila, M., Strobl, C.,
Sobrino, B., Ballard, D., Schneider, P. M., Carracedo, A., Lareu, M. V.,
Parson, W., & Phillips, C. (2015). Inter-laboratory evaluation of SNP-based
forensic identification by massively parallel sequencing using the Ion PGM.
Forensic Sci Int Genet, 17, 110-121.
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2015.04.007

Fawzi, A. A., Lee, N. G., Eliott, D., Song, J., & Stewart, J. M. (2009). Retinal
findings in patients with Alport Syndrome: expanding the -clinical
spectrum. Br J Ophthalmol, 93(12), 1606-1611.
https://doi.org/10.1136/bjo.2009.158089

Flusberg, B. A., Webster, D. R., Lee, J. H., Travers, K. J., Olivares, E. C., Clark, T.
A., Korlach, J., & Turner, S. W. (2010). Direct detection of DNA
methylation during single-molecule, real-time sequencing. Nat Methods,
A6), 461-465. https://doi.org/10.1038/nmeth.1459

Fryer, R. M., Rakestraw, P. A., Nakane, M., Dixon, D., Banfor, P. N., Koch, K. A.,
Wu-Wong, J. R., & Reinhart, G. A. (2007). Differential inhibition of renin
mRNA expression by paricalcitol and calcitriol in C57/BL6 mice. Nephron
Physiol, 106(4), p76-81. https://doi.org/10.1159/000104875

Gast, C., Pengelly, R. J., Lyon, M., Bunyan, D. J., Seaby, E. G., Graham, N., Venkat-
Raman, G., & Ennis, S. (2016). Collagen (COL4A) mutations are the most
frequent mutations underlying adult focal segmental glomerulosclerosis.
Nephrol Dial Transplant, 31(6), 961-970.
https://doi.org/10.1093/ndt/gfv325

Germain, D. P., Hughes, D. A., Nicholls, K., Bichet, D. G., Giugliani, R., Wilcox, W.
R., Feliciani, C., Shankar, S. P., Ezgu, F., Amartino, H., Bratkovic, D., Feldt-
Rasmussen, U., Nedd, K., Sharaf El Din, U., Lourenco, C. M., Banikazemi,

M., Charrow, J., Dasouki, M., Finegold, D., . . . Schiffmann, R. (2016).
Treatment of Fabry's Disease with the Pharmacologic Chaperone
Migalastat. N Engl J Med, 375(6), 545-555.

https://doi.org/10.1056/NEJMo0al510198

99


https://doi.org/10.1053/ajkd.2001.29217
https://doi.org/10.1038/ki.1995.489
https://doi.org/10.1016/j.csbj.2020.08.019
https://doi.org/10.26559/mersinsbd.393774
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2015.04.007
https://doi.org/10.1136/bjo.2009.158089
https://doi.org/10.1038/nmeth.1459
https://doi.org/10.1159/000104875
https://doi.org/10.1093/ndt/gfv325
https://doi.org/10.1056/NEJMoa1510198

Gomez, I. G., MacKenna, D. A., Johnson, B. G., Kaimal, V., Roach, A. M., Ren, S.,
Nakagawa, N., Xin, C., Newitt, R., Pandya, S., Xia, T. H., Liu, X., Borza, D.
B., Grafals, M., Shankland, S. J., Himmelfarb, J., Portilla, D., Liu, S., Chau,
B. N., & Duffield, J. S. (2015). Anti-microRNA-21 oligonucleotides prevent
Alport nephropathy progression by stimulating metabolic pathways. J Clin
Invest, 125(1), 141-156. https://doi.org/10.1172/JCI75852

Grodecki, K. M., Gains, M. J., Baumal, R., Osmond, D. H., Cotter, B., Valli, V. E.,
& Jacobs, R. M. (1997). Treatment of X-linked hereditary nephritis in
Samoyed dogs with angiotensin converting enzyme (ACE) inhibitor. J
Comp  Pathol, 1173), 209-225. https://doi.org/10.1016/s0021-
9975(97)80016-3

Gross, O., Netzer, K. O., Lambrecht, R., Seibold, S., & Weber, M. (2003). Novel
COL4A4 splice defect and in-frame deletion in a large consanguine family
as a genetic link between benign familial haematuria and autosomal Alport
syndrome. Nephrol  Dial Transplant, 18(6), 1122-1127.
https://doi.org/10.1093/ndt/gfg157

Hea Min Jang, H. S. B., Sun-Hee Park, Yong-Lim Kim, Chan-Duck Kim, Hee-Yeon
Jung, Jang-Hee Cho, Man Hoon Han,Yong Jin Kim, Min Hyun Cho,. (2020).
Clinical Characteristics and Long-Term Prognosis of

Alport Syndrome: A Retrospective Single-Center Study. Childhood Kidney
Diseases, 24(2)), 91-97. https://doi.org/10.3339/jkspn.2020.24.2.91

Heath, K. E., Campos-Barros, A., Toren, A., Rozenfeld-Granot, G., Carlsson, L. E.,
Savige, J., Denison, J. C., Gregory, M. C., White, J. G., Barker, D. F.,
Greinacher, A., Epstein, C. J., Glucksman, M. J., & Martignetti, J. A. (2001).
Nonmuscle myosin heavy chain IIA mutations define a spectrum of
autosomal dominant macrothrombocytopenias: May-Hegglin anomaly and
Fechtner, Sebastian, Epstein, and Alport-like syndromes. Am J Hum Genet,
69(5), 1033-1045. https://doi.org/10.1086/324267

Hellmark, T., Burkhardt, H., & Wieslander, J. (1999). Goodpasture disease.
Characterization of a single conformational epitope as the target of
pathogenic autoantibodies. J Biol Chem, 274(36), 25862-25868.
https://doi.org/10.1074/jbc.274.36.25862

Hertz, J. M., Thomassen, M., Storey, H., & Flinter, F. (2015). Clinical utility gene
card for: Alport syndrome - update 2014. Eur J Hum Genet, 23(9).
https://doi.org/10.1038/ejhg.2014.254

Hudson, B. G. (2004). The molecular basis of Goodpasture and Alport syndromes:
beacons for the discovery of the collagen IV family. J Am Soc Nephrol,
15(10), 2514-2527.
https://doi.org/10.1097/01.ASN.0000141462.00630.76

Jais, J. P., Knebelmann, B., Giatras, I., De Marchi, M., Rizzoni, G., Renieri, A.,
Weber, M., Gross, O., Netzer, K. O., Flinter, F., Pirson, Y., Dahan, K.,
Wieslander, J., Persson, U., Tryggvason, K., Martin, P., Hertz, J. M.,
Schroder, C., Sanak, M., . . . Gubler, M. C. (2003). X-linked Alport
syndrome: natural history and genotype-phenotype correlations in girls

100


https://doi.org/10.1172/JCI75852
https://doi.org/10.1016/s0021-9975(97)80016-3
https://doi.org/10.1016/s0021-9975(97)80016-3
https://doi.org/10.1093/ndt/gfg157
https://doi.org/10.3339/jkspn.2020.24.2.91
https://doi.org/10.1086/324267
https://doi.org/10.1074/jbc.274.36.25862
https://doi.org/10.1038/ejhg.2014.254
https://doi.org/10.1097/01.ASN.0000141462.00630.76

and women belonging to 195 families: a "European Community Alport
Syndrome Concerted Action" study. JAm Soc Nephrol, 14(10), 2603-2610.
https://doi.org/10.1097/01.asn.0000090034.71205.74

Jais, J. P., Knebelmann, B., Giatras, 1., Marchi, M., Rizzoni, G., Renieri, A., Weber,
M., Gross, O., Netzer, K. O., Flinter, F., Pirson, Y., Verellen, C., Wieslander,
J., Persson, U., Tryggvason, K., Martin, P., Hertz, J. M., Schroder, C., Sanak,
M., . .. Gubler, M. C. (2000). X-linked Alport syndrome: natural history in
195 families and genotype- phenotype correlations in males. J Am Soc
Nephrol, 11(4), 649-657. https://doi.org/10.1681/ASN.V114649

Kalluri, R. (2003). Basement membranes: structure, assembly and role in tumour
angiogenesis. Nat Rev Cancer, 3(6), 422-433.
https://doi.org/10.1038/nrc1094

Kamiyoshi, N., Nozu, K., Fu, X. J., Morisada, N., Nozu, Y., Ye, M. J., Imafuku, A.,
Miura, K., Yamamura, T., Minamikawa, S., Shono, A., Ninchoji, T.,
Morioka, I., Nakanishi, K., Yoshikawa, N., Kaito, H., & Iijima, K. (2016).
Genetic, Clinical, and Pathologic Backgrounds of Patients with Autosomal
Dominant Alport Syndrome. Clin J Am Soc Nephrol, 11(8), 1441-1449.
https://doi.org/10.2215/CJN.01000116

Kaplan, S., Pinar, G., Kaplan, B., Aslantekin, F., Karabulut, E., Ayar, B., & Dilmen,
U. (2016). The Prevalence of Consanguineous Marriages and Affecting
Factors in Turkey: A National Survey. J Biosoc Sci, 48(5), 616-630.
https://doi.org/10.1017/S0021932016000055

Kashtan, C. E. (1999). Alport syndrome. An inherited disorder of renal, ocular,
and cochlear basement membranes. Medicine (Baltimore), 78(5), 338-360.
https://doi.org/10.1097/00005792-199909000-00005

Kashtan, C. E. (2004). Diagnosis of Alport syndrome. Kidney Int, 66(3), 1290-
1291; author reply 1291. https://doi.org/10.1111/j.1523-
1755.2004.884 6.x

Kashtan, C. E. (2021). Alport Syndrome: Achieving Early Diagnosis and
Treatment. Am J Kidney Dis, 7A2), 272-279.
https://doi.org/10.1053/j.ajkd.2020.03.026

Kashtan, C. E., Ding, J., Garosi, G., Heidet, L., Massella, L., Nakanishi, K., Nozu,
K., Renieri, A., Rheault, M., Wang, F., & Gross, O. (2018). Alport syndrome:
a unified classification of genetic disorders of collagen IV alpha345: a
position paper of the Alport Syndrome Classification Working Group.
Kidney Int, 93(5), 1045-1051. https://doi.org/10.1016/7.kint.2017.12.018

Kashtan, C. E., & Gross, O. (2021). Clinical practice recommendations for the
diagnosis and management of Alport syndrome in children, adolescents,
and young adults-an update for 2020. Pediatr Nephrol, 36(3), 711-719.
https://doi.org/10.1007/500467-020-04819-6

Kashtan, C. E., Segal, Y., Flinter, F., Makanjuola, D., Gan, J. S., & Watnick, T.
(2010). Aortic abnormalities in males with Alport syndrome. Nephrol Dial
Transplant, 25(11), 3554-3560. https://doi.org/10.1093/ndt/gfq271

101


https://doi.org/10.1097/01.asn.0000090034.71205.74
https://doi.org/10.1681/ASN.V114649
https://doi.org/10.1038/nrc1094
https://doi.org/10.2215/CJN.01000116
https://doi.org/10.1017/S0021932016000055
https://doi.org/10.1097/00005792-199909000-00005
https://doi.org/10.1111/j.1523-1755.2004.884_6.x
https://doi.org/10.1111/j.1523-1755.2004.884_6.x
https://doi.org/10.1053/j.ajkd.2020.03.026
https://doi.org/10.1016/j.kint.2017.12.018
https://doi.org/10.1007/s00467-020-04819-6
https://doi.org/10.1093/ndt/gfq271

Kim, V. N., & Nam, J. W. (2006). Genomics of microRNA. Trends Genet, 22(3),
165-173. https://doi.org/10.1016/].tig.2006.01.003

Koc, A., Bora, E., Cinleti, T., Yildiz, G., Bayram, M. T., Bozkaya, O. G., & Ulgenalp,
A. (2019). Initial Next-Generation Sequencing NGS Results of Alport
Syndrome. Journal of Basic and Clinical Health Sciences, 3(3), 165-169.
https://doi.org/10.30621/jbachs.2019.719

Koepke, M. L., Weber, M., Schulze-Lohoff, E., Beirowski, B., Segerer, S., & Gross,
O. (2007). Nephroprotective effect of the HMG-CoA-reductase inhibitor
cerivastatin in a mouse model of progressive renal fibrosis in Alport
syndrome. Nephrol  Dial Transplant, 22(4), 1062-1069.
https://doi.org/10.1093/ndt/gfl810

Kruegel, J., Rubel, D., & Gross, O. (2013). Alport syndrome--insights from basic
and clinical research. @ Nar Rev  Nephrol, 9(3), 170-178.
https://doi.org/10.1038/nrneph.2012.259

Kuebler, B., Aran, B., Miquel-Serra, L., Munoz, Y., Ars, E., Bullich, G., Furlano, M.,
Torra, R., Marti, M., Veiga, A., & Raya, A. (2017a). Generation of
integration-free induced pluripotent stem cell lines derived from two
patients with X-linked Alport syndrome (XLAS). Stem Cell Res, 25, 291-
295. https://doi.org/10.1016/j.scr.2017.08.019

Kuebler, B., Aran, B., Miquel-Serra, L., Munoz, Y., Ars, E., Bullich, G., Furlano, M.,
Torra, R., Marti, M., Veiga, A., & Raya, A. (2017b). Integration-free induced
pluripotent stem cells derived from a patient with autosomal recessive
Alport  syndrome (ARAS). Stem  Cell Res, 25, 1-5.
https://doi.org/10.1016/j.scr.2017.08.021

Lee, J. M., Nozu, K., Choi, D. E., Kang, H. G., Ha, I. S., & Cheong, H. I. (2019).
Features of Autosomal Recessive Alport Syndrome: A Systematic Review. J
Clin Med, 8(2). https://doi.org/10.3390/jcm8020178

Legius, E., Proesmans, W., Van Damme, B., Geboes, K., Lerut, T., & Eggermont, E.
(1990). Muscular hypertrophy of the oesophagus and "Alport-like"
glomerular lesions in a boy. Eur J Pediatr, 149(9), 623-627.
https://doi.org/10.1007/BF02034748

Lemmink, H. H., Schroder, C. H., Monnens, L. A., & Smeets, H. J. (1997). The
clinical spectrum of type IV collagen mutations. Hum Mutat, 96), 477-499.
https://doi.org/10.1002/(SICI)1098-1004(1997)9:6<477::AID-
HUMU1>3.0.CO;2-#

Li, H., Zhao, X., Ma, K., Cao, Y., Zhou, H., Ping, Y., Shao, C., Xie, J., & Liu, W.
(2017). Applying massively parallel sequencing to paternity testing on the
Ion Torrent Personal Genome Machine. Forensic Sci Int Genet, 31, 155-
159. https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2017.09.007

Liu, Y. B., Tan, S. J., Sun, Z. Y., Li, X., Huang, B. Y., & Hu, Q. M. (2008). Clear
lens phacoemulsification with continuous curvilinear capsulorhexis and
foldable intraocular lens implantation for the treatment of a patient with
bilateral anterior lenticonus due to Alport syndrome. J Int Med Res, 36(6),
1440-1444. https://doi.org/10.1177/147323000803600634

102


https://doi.org/10.1016/j.tig.2006.01.003
https://doi.org/10.30621/jbachs.2019.719
https://doi.org/10.1093/ndt/gfl810
https://doi.org/10.1038/nrneph.2012.259
https://doi.org/10.1016/j.scr.2017.08.019
https://doi.org/10.1016/j.scr.2017.08.021
https://doi.org/10.3390/jcm8020178
https://doi.org/10.1007/BF02034748
https://doi.org/10.1002/(SICI)1098-1004(1997)9:6
https://doi.org/10.1016/j.fsigen.2017.09.007
https://doi.org/10.1177/147323000803600634

Loman, N. J., Misra, R. V., Dallman, T. J., Constantinidou, C., Gharbia, S. E., Wain,
J., & Pallen, M. J. (2012). Performance comparison of benchtop high-
throughput sequencing platforms. Nat Biotechnol, 30(5), 434-439.
https://doi.org/10.1038/nbt.2198

Lyons, O. T., St John, E. R., Morales, J. P., Chan, Y. C., & Taylor, P. R. (2007).
Ruptured thoracoabdominal aortic aneurysm in a renal transplant patient
with  Alport's syndrome. Ann Vasc Surg, 21(6), 816-818.
https://doi.org/10.1016/j.avsg.2007.06.004

Malone, A. F., Phelan, P. J., Hall, G., Cetincelik, U., Homstad, A., Alonso, A. S.,
Jiang, R., Lindsey, T. B., Wu, G., Sparks, M. A., Smith, S. R., Webb, N. J.,
Kalra, P. A., Adeyemo, A. A., Shaw, A. S., Conlon, P. J., Jennette, J. C.,
Howell, D. N., Winn, M. P., & Gbadegesin, R. A. (2014). Rare hereditary
COL4A3/COL4A4 variants may be mistaken for familial focal segmental
glomerulosclerosis. Kidney Int, 86(6), 1253-1259.
https://doi.org/10.1038/ki.2014.305

Marcocci, E., Uliana, V., Bruttini, M., Artuso, R., Silengo, M. C., Zerial, M.,
Bergesio, F., Amoroso, A., Savoldi, S., Pennesi, M., Giachino, D., Rombola,
G., Fogazzi, G. B., Rosatelli, C., Martinhago, C. D., Carmellini, M., Mancini,
R., Di Costanzo, G., Longo, I., . . . Mari, F. (2009). Autosomal dominant
Alport syndrome: molecular analysis of the COL4A4 gene and clinical
outcome. Nephrol Dial Transplant, 24(5), 1464-1471.
https://doi.org/10.1093/ndt/efn681

Mardis, E. R. (2013). Next-generation sequencing platforms. Annu Rev Anal Chem
(Palo Alto Calif), 6, 287-303. https://doi.org/10.1146/annurev-anchem-
062012-092628

Matthaiou, A., Poulli, T., & Deltas, C. (2020). Prevalence of clinical, pathological
and molecular features of glomerular basement membrane nephropathy
caused by COL4A3 or COL4A4 mutations: a systematic review. Clin Kidney
J, 13(6), 1025-1036. https://doi.org/10.1093/cki/sfz176

Meehan, D. T., Delimont, D., Cheung, L., Zallocchi, M., Sansom, S. C., Holzclaw,
J. D., Rao, V., & Cosgrove, D. (2009). Biomechanical strain causes
maladaptive gene regulation, contributing to Alport glomerular disease.
Kidney Int, 76(9), 968-976. https://doi.org/10.1038/ki.2009.324

Merchant, S. N., Burgess, B. J., Adams, J. C., Kashtan, C. E., Gregory, M. C., Santi,
P. A., Colvin, R., Collins, B., & Nadol, J. B., Jr. (2004). Temporal bone
histopathology in alport syndrome. Laryngoscope, 114(9), 1609-1618.
https://doi.org/10.1097/00005537-200409000-00020

Mochizuki, T., Lemmink, H. H., Mariyama, M., Antignac, C., Gubler, M. C., Pirson,
Y., Verellen-Dumoulin, C., Chan, B., Schroder, C. H., Smeets, H. J., & et al.
(1994). Identification of mutations in the alpha 3(IV) and alpha 4(IV)
collagen genes in autosomal recessive Alport syndrome. Nat Genet, 8(1),
77-81. https://doi.org/10.1038/ng0994-77

Momota, R., Sugimoto, M., Oohashi, T., Kigasawa, K., Yoshioka, H., & Ninomiya,
Y. (1998). Two genes, COL4A3 and COL4A4 coding for the human

103


https://doi.org/10.1038/nbt.2198
https://doi.org/10.1016/j.avsg.2007.06.004
https://doi.org/10.1038/ki.2014.305
https://doi.org/10.1093/ndt/gfn681
https://doi.org/10.1146/annurev-anchem-062012-092628
https://doi.org/10.1146/annurev-anchem-062012-092628
https://doi.org/10.1093/ckj/sfz176
https://doi.org/10.1038/ki.2009.324
https://doi.org/10.1097/00005537-200409000-00020
https://doi.org/10.1038/ng0994-77

alpha3(IV) and alpha4(IV) collagen chains are arranged head-to-head on
chromosome 2q36. FEBS Lett, 424(1-2), 11-16.
https://doi.org/10.1016/s0014-5793(98)00128-8

Moriniere, V., Dahan, K., Hilbert, P., Lison, M., Lebbah, S., Topa, A., Bole-Feysot,
C., Pruvost, S., Nitschke, P., Plaisier, E., Knebelmann, B., Macher, M. A.,
Noel, L. H., Gubler, M. C., Antignac, C., & Heidet, L. (2014). Improving
mutation screening in familial hematuric nephropathies through next
generation sequencing. J Am Soc Nephrol, 25(12), 2740-2751.
https://doi.org/10.1681/ASN.2013080912

Mothes, H., Heidet, L., Arrondel, C., Richter, K. K., Thiele, M., Patzer, L., Sado, Y.,
Gubler, M. C., Antignac, C., & Scheele, J. (2002). Alport syndrome
associated with diffuse leiomyomatosis: COL4A5-COL4A6 deletion
associated with a mild form of Alport nephropathy. Nephrol Dial
Transplant, 1/(1), 70-74. https://doi.org/10.1093/ndt/17.1.70

Nijhuis, W. H., Eastwood, D. M., Allgrove, J., Hvid, 1., Weinans, H. H., Bank, R.
A., & Sakkers, R. J. (2019). Current concepts in osteogenesis imperfecta:
bone structure, biomechanics and medical management. J Child Orthop,
13(1), 1-11. https://doi.org/10.1302/1863-2548.13.180190

Nozu, K., Nakanishi, K., Abe, Y., Udagawa, T., Okada, S., Okamoto, T., Kaito, H.,
Kanemoto, K., Kobayashi, A., Tanaka, E., Tanaka, K., Hama, T., Fujimaru,
R., Miwa, S., Yamamura, T., Yamamura, N., Horinouchi, T., Minamikawa,
S., Nagata, M., & Iijima, K. (2019). A review of clinical characteristics and
genetic backgrounds in Alport syndrome. Clin Exp Nephrol, 23(2), 158-
168. https://doi.org/10.1007/s10157-018-1629-4

Ohkubo, S., Takeda, H., Higashide, T., Ito, M., Sakurai, M., Shirao, Y., Yanagida,
T., Oda, Y., & Sado, Y. (2003). Immunohistochemical and molecular
genetic evidence for type IV collagen alpha5 chain abnormality in the
anterior lenticonus associated with Alport syndrome. Arch Ophthalmol,
121(6), 846-850. https://doi.org/10.1001/archopht.121.6.846

Oka, M., Nozu, K., Kaito, H., Fu, X. J., Nakanishi, K., Hashimura, Y., Morisada, N.,
Yan, K., Matsuo, M., Yoshikawa, N., Vorechovsky, I., & Iijima, K. (2014).
Natural history of genetically proven autosomal recessive Alport syndrome.
Pediatr Nephrol, 29(9), 1535-1544. https://doi.org/10.1007/s00467-014-
2797-4

Ozdemir, G., Gulhan, B., Atayar, E., Saygili, S., Soylemezoglu, O., Ozcakar, Z. B.,
Eroglu, F. K., Candan, C., Demir, B. K., Soylu, A., Yuksel, S., Alpay, H.,
Agbas, A., Duzova, A., Hayran, M., Ozaltin, F., & Topaloglu, R. (2020).
COL4A3 mutation is an independent risk factor for poor prognosis in
children with Alport syndrome. Pediatr Nephrol, 35(10), 1941-1952.
https://doi.org/10.1007/s00467-020-04574-8

Pabinger, S., Dander, A., Fischer, M., Snajder, R., Sperk, M., Efremova, M.,
Krabichler, B., Speicher, M. R., Zschocke, J., & Trajanoski, Z. (2014). A
survey of tools for variant analysis of next-generation genome sequencing
data. Brief Bioinform, 15(2), 256-278.
https://doi.org/10.1093/bib/bbs086

104


https://doi.org/10.1016/s0014-5793(98)00128-8
https://doi.org/10.1681/ASN.2013080912
https://doi.org/10.1093/ndt/17.1.70
https://doi.org/10.1302/1863-2548.13.180190
https://doi.org/10.1007/s10157-018-1629-4
https://doi.org/10.1001/archopht.121.6.846
https://doi.org/10.1007/s00467-014-2797-4
https://doi.org/10.1007/s00467-014-2797-4
https://doi.org/10.1007/s00467-020-04574-8
https://doi.org/10.1093/bib/bbs086

Pecci, A., Panza, E., Pujol-Moix, N., Klersy, C., Di Bari, F., Bozzi, V., Gresele, P.,
Lethagen, S., Fabris, F., Dufour, C., Granata, A., Doubek, M., Pecoraro, C.,
Koivisto, P. A., Heller, P. G., Iolascon, A., Alvisi, P., Schwabe, D., De Candia,
E., . .. Savoia, A. (2008). Position of nonmuscle myosin heavy chain IIA
(NMMHC-ITIA) mutations predicts the natural history of MYH9-related
disease. Hum Mutat, 29(3), 409-417.
https://doi.org/10.1002/humu.20661

Pergola, P. E., Raskin, P., Toto, R. D., Meyer, C. J., Huff, J. W., Grossman, E. B.,
Krauth, M., Ruiz, S., Audhya, P., Christ-Schmidt, H., Wittes, J., Warnock,
D. G., & Investigators, B. S. (2011). Bardoxolone methyl and kidney
function in CKD with type 2 diabetes. N Engl/ J Med, 365(4), 327-336.
https://doi.org/10.1056/NEJMoal105351

Petersen, B. S., Fredrich, B., Hoeppner, M. P., Ellinghaus, D., & Franke, A. (2017).
Opportunities and challenges of whole-genome and -exome sequencing.
BMC Genet, 18(1), 14. https://doi.org/10.1186/s12863-017-0479-5

Pochet, J. M., Bobrie, G., Landais, P., Goldfarb, B., & Grunfeld, J. P. (1989). Renal
prognosis in Alport's and related syndromes: influence of the mode of
inheritance. Nephrol  Dial  Transplant, 4(12), 1016-1021.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2517321

Proesmans, W., Knockaert, H., & Trouet, D. (2000). Enalapril in paediatric
patients with Alport syndrome: 2 years' experience. Eur J Pediatr, 159(6),
430-433. https://doi.org/10.1007/s004310051301

Rhys, C., Snyers, B., & Pirson, Y. (1997). Recurrent corneal erosion associated
with Alport's syndrome. Rapid communication. Kidney Int, 52(1), 208-211.
https://doi.org/10.1038/ki.1997.321

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., &
Committee, A. L. Q. A. (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. Genet Med, 175), 405-424.
https://doi.org/10.1038/gim.2015.30

Rizzo, J. M., & Buck, M. J. (2012). Key principles and clinical applications of "next-
generation" DNA sequencing. Cancer Prev Res (Phila), 5(7), 887-900.
https://doi.org/10.1158/1940-6207.CAPR-11-0432

Rothberg, J. M., Hinz, W., Rearick, T. M., Schultz, J., Mileski, W., Davey, M.,
Leamon, J. H., Johnson, K., Milgrew, M. J., Edwards, M., Hoon, J., Simons,
J. F., Marran, D., Myers, J. W., Davidson, J. F., Branting, A., Nobile, J. R.,
Puc, B. P., Light, D., . . . Bustillo, J. (2011). An integrated semiconductor
device enabling non-optical genome sequencing. Nature, 475(7356), 348-
352. https://doi.org/10.1038/nature10242

Saika, S., Hayashi, Y., Miyamoto, T., Yoshitomi, T., & Ohnishi, Y. (2002). Multiple
retinal holes in the macular region: a case report. Graefes Arch Clin Exp

105


https://doi.org/10.1002/humu.20661
https://doi.org/10.1056/NEJMoa1105351
https://doi.org/10.1186/s12863-017-0479-5
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2517321
https://doi.org/10.1007/s004310051301
https://doi.org/10.1038/ki.1997.321
https://doi.org/10.1038/gim.2015.30
https://doi.org/10.1158/1940-6207.CAPR-11-0432
https://doi.org/10.1038/nature10242

Ophthalmol, 240(7), 578-579. https://doi.org/10.1007/s00417-002-
0471-1

Sanger, F., Nicklen, S., & Coulson, A. R. (1977). DNA sequencing with chain-
terminating inhibitors. Proc Natl Acad Sci U S A, 74(12), 5463-5467.
https://doi.org/10.1073/pnas.74.12.5463

Sanger, F., Nicklen, S., & Coulson, A. R. (1992). DNA sequencing with chain-
terminating  inhibitors. = 1977.  Biotechnology, @ 24, 104-108.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1422003

Savige, J., Ariani, F., Mari, F., Bruttini, M., Renieri, A., Gross, O., Deltas, C.,
Flinter, F., Ding, J., Gale, D. P., Nagel, M., Yau, M., Shagam, L., Torra, R.,
Ars, E., Hoefele, J., Garosi, G., & Storey, H. (2019). Expert consensus
guidelines for the genetic diagnosis of Alport syndrome. Pediatr Nephrol,
34(7), 1175-1189. https://doi.org/10.1007/s00467-018-3985-4

Savige, J., Gregory, M., Gross, O., Kashtan, C., Ding, J., & Flinter, F. (2013). Expert
guidelines for the management of Alport syndrome and thin basement
membrane nephropathy. J Am Soc Nephrol, 24(3), 364-375.
https://doi.org/10.1681/ASN.2012020148

Savige, J., Sheth, S., Leys, A., Nicholson, A., Mack, H. G., & Colville, D. (2015).
Ocular features in Alport syndrome: pathogenesis and clinical significance.
Clin J Am Soc Nephrol, 10(4), 703-709.
https://doi.org/10.2215/CIJN.10581014

Savige, J., Storey, H., Watson, E., Hertz, J. M., Deltas, C., Renieri, A., Mari, F.,
Hilbert, P., Plevova, P., Byers, P., Cerkauskaite, A., Gregory, M.,
Cerkauskiene, R., Ljubanovic, D. G., Becherucci, F., Errichiello, C.,
Massella, L., Aiello, V., Lennon, R., . . . Lipska-Zietkiewicz, B. S. (2021).
Consensus statement on standards and guidelines for the molecular
diagnostics of Alport syndrome: refining the ACMG criteria. Fur J Hum
Genet, 29(8), 1186-1197. https://doi.org/10.1038/s41431-021-00858-1

Schadt, E. E., Turner, S., & Kasarskis, A. (2010). A window into third-generation
sequencing. Hum Mol Genet, 19(R2), R227-240.
https://doi.org/10.1093/hmg/ddq416

Shah, S. N., & Weinberg, D. V. (2010). Giant macular hole in Alport syndrome.
Ophthalmic Genet, 31(2), 94-97.
https://doi.org/10.3109/13816811003767128

Shaw, E. A., Colville, D., Wang, Y. Y., Zhang, K. W., Dagher, H., Fassett, R.,
Guymer, R., & Savige, J. (2007). Characterization of the peripheral
retinopathy in X-linked and autosomal recessive Alport syndrome. Nephrol
Dial Transplant, 22(1), 104-108. https://doi.org/10.1093/ndt/gfl607

Smith, M. (2017). DNA Sequence Analysis in Clinical Medicine, Proceeding
Cautiously. Front Mol Biosci, 4, 24.
https://doi.org/10.3389/fmolb.2017.00024

Storey, H., Savige, J., Sivakumar, V., Abbs, S., & Flinter, F. A. (2013).
COL4A3/COL4A4 mutations and features in individuals with autosomal

106


https://doi.org/10.1007/s00417-002-0471-1
https://doi.org/10.1007/s00417-002-0471-1
https://doi.org/10.1073/pnas.74.12.5463
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1422003
https://doi.org/10.1007/s00467-018-3985-4
https://doi.org/10.1681/ASN.2012020148
https://doi.org/10.2215/CJN.10581014
https://doi.org/10.1038/s41431-021-00858-1
https://doi.org/10.1093/hmg/ddq416
https://doi.org/10.3109/13816811003767128
https://doi.org/10.1093/ndt/gfl607
https://doi.org/10.3389/fmolb.2017.00024

recessive Alport syndrome. J Am Soc Nephrol, 24(12), 1945-1954.
https://doi.org/10.1681/ASN.2012100985

Tan, R., Colville, D., Wang, Y. Y., Rigby, L., & Savige, J. (2010). Alport retinopathy
results from "severe" COL4A5 mutations and predicts early renal failure.
Clin J Am Soc Nephrol, 5(1), 34-38.
https://doi.org/10.2215/CIJN.01030209

Thorvaldsdottir, H., Robinson, J. T., & Mesirov, J. P. (2013). Integrative Genomics
Viewer (IGV): high-performance genomics data visualization and
exploration. Brief Bioinform, 14(2), 178-192.
https://doi.org/10.1093/bib/bbs017

Torra, R., & Furlano, M. (2019). New therapeutic options for Alport syndrome.
Nephrol Dial Transplant, 34(8), 1272-1279.
https://doi.org/10.1093/ndt/gfz131

Tucker, T., Marra, M., & Friedman, J. M. (2009). Massively parallel sequencing:
the next big thing in genetic medicine. Am J Hum Genet, 85(2), 142-154.
https://doi.org/10.1016/j.ajhg.2009.06.022

Ulahannan, D., Kovac, M. B., Mulholland, P. J., Cazier, J. B., & Tomlinson, I.
(2013). Technical and implementation issues in using next-generation
sequencing of cancers in clinical practice. Br J Cancer, 109(4), 827-835.
https://doi.org/10.1038/bjc.2013.416

Uliana, V., Marcocci, E., Mucciolo, M., Meloni, I., Izzi, C., Manno, C., Bruttini, M.,
Mari, F., Scolari, F., Renieri, A., & Salviati, L. (2011). Alport syndrome and
leiomyomatosis: the first deletion extending beyond COL4A6 intron 2.
Pediatr Nephrol, 26(5), 717-724. https://doi.org/10.1007/s00467-010-
1693-9

Uzak, A. S., Tokgoz, B., Dundar, M., & Tekin, M. (2013). A novel COL4A3
mutation causes autosomal-recessive Alport syndrome in a large Turkish
family. Genet Test Mol  Biomarkers, 173), 260-264.
https://doi.org/10.1089/gtmb.2012.0340

Voelkerding, K. V., Dames, S. A., & Durtschi, J. D. (2009). Next-generation
sequencing: from basic research to diagnostics. Clin Chem, 55(4), 641-658.
https://doi.org/10.1373/clinchem.2008.112789

Wang, Y., Sivakumar, V., Mohammad, M., Colville, D., Storey, H., Flinter, F.,
Dagher, H., & Savige, J. (2014). Clinical and genetic features in autosomal
recessive and X-linked Alport syndrome. Pediatr Nephrol, 29(3), 391-396.
https://doi.org/10.1007/s00467-013-2643-0

Wieslander, J., Langeveld, J., Butkowski, R., Jodlowski, M., Noelken, M., &
Hudson, B. G. (1985). Physical and immunochemical studies of the
globular domain of type IV collagen. Cryptic properties of the Goodpasture
antigen. J Biol Chem, 260(14), 8564-8570.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2409091

Wuhl, E., Mehls, O., Schaefer, F., & Group, E. T. (2004). Antihypertensive and
antiproteinuric efficacy of ramipril in children with chronic renal failure.

107


https://doi.org/10.1681/ASN.2012100985
https://doi.org/10.2215/CJN.01030209
https://doi.org/10.1093/bib/bbs017
https://doi.org/10.1093/ndt/gfz131
https://doi.org/10.1016/j.ajhg.2009.06.022
https://doi.org/10.1038/bjc.2013.416
https://doi.org/10.1007/s00467-010-1693-9
https://doi.org/10.1007/s00467-010-1693-9
https://doi.org/10.1089/gtmb.2012.0340
https://doi.org/10.1373/clinchem.2008.112789
https://doi.org/10.1007/s00467-013-2643-0
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2409091

Kidney  Int, 66(2), 768-776.  https://doi.org/10.1111/j.1523-
1755.2004.00802.x

Yang, Y., Xie, B., & Yan, J. (2014). Application of next-generation sequencing
technology in forensic science. Genomics Proteomics Bioinformatics, 12(5),
190-197. https://doi.org/10.1016/j.epb.2014.09.001

Yokota, T., Omachi, K., Suico, M. A., Kamura, M., Kojima, H., Fukuda, R.,
Motomura, K., Teramoto, K., Kaseda, S., Kuwazuru, J., Takeo, T.,
Nakagata, N., Shuto, T., & Kai, H. (2018). STAT3 inhibition attenuates the
progressive phenotypes of Alport syndrome mouse model. Nephrol Dial
Transplant, 33(2), 214-223. https://doi.org/10.1093/ndt/gfx246

Yurchenco, P. D. (2011). Basement membranes: cell scaffoldings and signaling
platforms. Cold Spring Harb Perspect Biol, 3(2).
https://doi.org/10.1101/cshperspect.a004911

Zhang, Y., & Ding, J. (2018). Renal, auricular, and ocular outcomes of Alport
syndrome and their current management. Pediatr Nephrol, 33(8), 1309-
1316. https://doi.org/10.1007/s00467-017-3784-3

Zhao, C., Wang, F., Zhang, Y., Wen, Y., Su, Y., Zhang, C., Sui, R., Xu, F., Ding, J.,
& Dong, F. (2012). A novel splice site mutation in the COL4A5 gene in a
Chinese female patient with rare ocular abnormalities. Mol Vis, 18, 2205-
2212. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22919268

Zhao, X., Chen, C., Wei, Y., Zhao, G., Liu, L., Wang, C., Zhang, J., & Kong, X.
(2019). Novel mutations of COL4A3, COL4A4, and COL4A5 genes in
Chinese patients with Alport Syndrome using next generation sequence
technique. Mol Genet Genomic Med, 7(6), e653.
https://doi.org/10.1002/mgg3.653

Zhou, J., Hostikka, S. L., Chow, L. T., & Tryggvason, K. (1991). Characterization
of the 3' half of the human type IV collagen alpha 5 gene that is affected in
the Alport syndrome. Genomics, 9(1), 1-9. https://doi.org/10.1016/0888-
7543(91)90214-y

108


https://doi.org/10.1111/j.1523-1755.2004.00802.x
https://doi.org/10.1111/j.1523-1755.2004.00802.x
https://doi.org/10.1016/j.gpb.2014.09.001
https://doi.org/10.1093/ndt/gfx246
https://doi.org/10.1101/cshperspect.a004911
https://doi.org/10.1007/s00467-017-3784-3
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22919268
https://doi.org/10.1002/mgg3.653
https://doi.org/10.1016/0888-7543(91)90214-y
https://doi.org/10.1016/0888-7543(91)90214-y

TEZDEN URETILMIS YAYINLAR

Bildiriler

1. Ciineyd Yavas, Nehir Ozdemir Ozgentiirk, Cemal Un, X Kromozomu Kalitimli
Alport Sendromunda Genotip-Fenotip Korelasyonu. 7th International Hippocrates
Congress on Medical and Health Sciences, September 3-4, 2021.

Makaleler

1. Ciineyd Yavas, Cemal Un, Evrim Celebi, Alper Gezdirici, Mustafa Dogan, Ezgi
Gokpinar Ili, Tunay Dogan, Nehir Ozdemir Ozgentiirk. “Whole Exome Sequencing
(WES) Results of 50 Patients with Chronic Kidney Diseases: A Perspective of Alport
Syndrome”. Revista da Associacdo Médica Brasileira (SCI-E kapsaminda uluslararasi
dergi-kabul almis basim asamasinda)

109



