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OZET

Cil, O. Konjenital ve infantil nefrotik sendromlu hastalarda genotip-
fenotip iliskisinin degerlendirilmesi. Hacettepe Universitesi Tip
Faklltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Anabilim Dali Uzmanhk Tezi,
Ankara, 2014. Proteinuri, hipoalbuminemi, hiperlipidemi ve ddemle seyreden
nefrotik sendrom o6zellikle hayatin ilk yilinda goéruldugunde (konjenital ve
infantil nefrotik sendrom) hayati tehdit eden bir hastaliktir. Konjenital ve
infantil nefrotik sendrom ¢ogunlukla glomeruler filtrasyon bariyerinin yapisal
veya duzenleyici proteinlerini  kodlayan genlerdeki mutasyonlardan
kaynaklanmaktadir. Bu c¢alismanin amaci Turk toplumunda 1 yas altinda
gorulen nefrotik sendroma neden olan genlerin sikhgini, bu genlerdeki
mutasyonlari ve genetik bozukluklarla hastalarin klinik bulgulari ve hastalik
seyri arasindaki iligkiyi genis bir orneklemde incelemektir. Toplam 102
konjenital ve infantil nefrotik sendrom hastasinda NPHS1, NPHS2, WT1 ve
LAMB2 genleri sekanslandi ve saptanan mutasyonlar ile klinik bulgular
arasinda iliski kuruldu. Hastalarin %6%5’inde calisilan 4 genden birisinde
hastaliga neden olan mutasyonlar saptandi. Saptanan mutasyonlarin 15’ ilk
kez bu galismada tanimlandi. Mutasyonlar en sik NPHS1 geninde saptandi
(%37). Mutasyon saptama orani konjenital nefrotik sendromlu hastalarda
infantil nefrotik sendromlu hastalara gore iki kat daha yuksek bulundu (%73’e
karsilik %36). Konjenital nefrotik sendrom hastalarinda en sik mutasyon
saptanan gen NPHS1 (%46) iken infantil nefrotik sendrom hastalarinda
NPHS2 (%14) ve WT1 (%14) idi. NPHS1 mutasyonu saptanan hastalarda
hastalik baglangicinin daha erken oldugu goruldi. NPHS2 mutasyonu
saptanan hastalarin sagkalim orani diger genlerde mutasyon saptanan
hastalara gére anlamli olarak yuksek bulundu. NPHS1 mutasyonu saptanan
kiz ¢ocuklarinda sagkalim orani erkeklere gore belirgin olarak yuksek
bulundu. NPHS1 geninde saptanan ve proteinin ekstraselller bolgesini
ilgilendiren mutasyonlarin daha kotu sagkalimla iligkili oldugu goruldu. Bu
bulgular Turk toplumunda konjenital ve infantil nefrotik sendroma neden
genetik bozukluklari ve bu bozukluklar ile prognoz arasindaki iligkiyi acgik¢a
ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Konjenital nefrotik sendrom, infantil nefrotik sendrom,
NPHS1, NPHS2, WT1, LAMB2



ABSTRACT

Cil, O. Investigation of genotype-phenotype association in congenital
and infantile nephrotic syndrome patients. Hacettepe University Faculty
of Medicine Department of Pediatrics Residency Thesis, Ankara, 2014.
Nephrotic syndrome  which is characterised with  proteinuria,
hypoalbuminemia, hyperlipidemia and edema is a lethal disease especially in
the first year of life (congenital and infantile nephrotic syndrome). The
mutations in genes coding structural and regulatory proteins of glomerular
filtration barrier are the main causes of congenital and infantile nephrotic
syndrome. This study aims to investigate the frequency of the genes
responsible from nephrotic syndrome in the first year of life, the mutations in
Turks and the relationship between genetic disorders and clinical findings in
a large group of patients. We sequenced NPHS1, NPHS2, WT1 and LAMB2
genes in 102 congenital and infantile nephritic syndrome patients and we
correlated the genetic findings with clinical data. We detected mutations in
one of these 4 genes in 65% of the patients. 15 of these mutations were
novel. Most of the mutations were detected in NPHS1 (%37). Mutation
detection rate was two-folds higher in congenital nephrotic syndrome patients
than infantile nephrotic syndrome patients (73% vs 36%). In congenital
nephrotic syndrome patients most of the mutations were detected in NPHS1
(46%). In infantile nephrotic syndrome patients most of the mutations were in
NPHS2 (%14) and WT1 (%14). Age at disease onset was significantly earlier
in patients with NPHS1 mutations. Survival of the patients with NPHS2
mutations was significantly better than patients with mutations in other genes.
Female patients with NPHS1 mutations had better survival rates compared to
males with NPHS1 mutations. NPHS1 mutations affecting the extracellular
domain of the protein were associated with worse survival rates compared
with mutations affecting other domains of the protein. These results clearly
demonstrate the genetic disorders causing congenital and infantile nephrotic
syndrome in Turkey and association of genetic disorders with prognosis.

Key Words: Congenital nephrotic syndrome, infantile nephrotic syndrome,
NPHS1, NPHS2, WT1, LAMB2
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1. GIRIS

Proteinuri, hipoalbuminemi, hiperlipidemi ve 6demle seyreden nefrotik
sendrom cocukluk caginda sik gorulen bir kronik hastaliktir (1). Nefrotik
sendromda tedavinin temel tasini steroidler olusturmaktadir. Nefrotik
sendromlu g¢ocuklarin yaklasik %90’inda steroid tedavisine yanit alinirken
geriye kalan %10’luk grupta steroid tedavisine yanit alinamamaktadir ve bu
durum steroide direncli nefrotik sendrom (SDNS) olarak adlandiriimaktadir
(2). SDNS hastalari nefrotik sendromun komplikasyonlari agisindan risk
altindadir ve bu hastalarda 10 yillik takipte %30-40 oraninda son donem
bobrek hastaligi (SDBH) gelistigi gorulmustur (3,4). Kronik bir hastalik olan
nefrotik sendrom tedavisinde karsilasilan bir bagka sorun da basta steroidler
olmak Uuzere tedavide kullanilan ilaglarin ciddi yan etkilerinin olmasidir.
Glomertler filtrasyon bariyerinin  genetik nedenlere baglhi  primer
defektlerinden kaynaklanan nefrotik sendrom tipik olarak steroid ve diger
immunosupresif ilaglara yanit vermemekte ve nihayetinde hemen hemen tim
vakalarda SDBH'’ye ilerlemektedir (5). Nefrotik sendromlu hastalarda
hastaliga neden olan genetik faktorlerin aydinlatimasi hastalarin ise
yaramayacak yogun tedavileri almasina engel olmaktadir. Bu nedenle

nefrotik sendromlu ¢ocuklarda genetik inceleme yapiimasi gok dnemlidir (2).

Cocuklarda nefrotik sendrom, hastaligin baslangi¢c zamanina gére Ug¢
alt gruba ayrilmaktadir: konjenital nefrotik sendrom (0-3 ay), infantil nefrotik
sendrom (4 ay-1 yas) ve cocukluk cagi nefrotik sendromu (>1 yas) (2).
Konjenital ve infantil nefrotik sendrom ¢ogunlukla molekuler bir elek iglevi
go6ren glomertler filtrasyon bariyerinin yapisal veya dizenleyici proteinlerini
kodlayan genlerdeki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir (6). Yapilan bir
calismada 1 yas altindaki nefrotik sendrom hastalarinin 2/3’inde glomertler
filtrasyon bariyerinin olusumunda ve regllasyonunda énemli roller Ustlenen
proteinleri kodlayan NPHS1, NPHS2, WT1, LAMB2 genlerinden birinde

mutasyonlarin saptandigi goésterilmistir (7).



Bu calismada bir yas altinda goérulen nefrotik sendroma neden olan
genlerde mutasyon saptanma sikligi ve genetik bozukluklarla hastalarin klinik

bulgulari ve hastalik seyri arasindaki iligki genis bir érneklemde incelenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Glomeruler Filtrasyon Bariyeri

Bobrek glomerdlleri her gin onlarca litre ultrafiltrat Gretir ve bu
ultrafiltrat bayUk olgude hucresel ve makromolekller kan bilesenlerini
icermez. Ultrafiltratin serum proteinlerini igermemesinin en 6nemli nedeni
glomerduler filtrasyon bariyerinin segici gecirgen ozellikte olmasidir (8). Kan
dolasimi ile Uriner bosugu ayiran glomeruler filtrasyon bariyeri 3 tabakadan
olusur: fenestrali endotel, glomeruler bazal membran (GBM) ve podositlerin
ayaksi ¢ikintilari (foot processes) (Sekil 2.1). Glomeruler bazal membran tip
IV kollajen, laminin, nidojen ve kan dolagsimindaki proteinleri elektrostatik
olarak ittigi dusundlen negatif yUkli proteoglikanlarin olusturdugu ve
vucuttaki diger bircok bazal membrandan kalin olan bir protein agidir (6,9).
Podositler GBM'nin dis yuzeyinde yer alan epitelyal hucrelerdir ve ayaksi
cikintilarin kompleks mimarisini olusturmada buylk éneme sahip olan aktin-
temelli bir kontraktil aygita sahiptirler (8). Podositlerde eksprese edilen gesitli
proteinler aralik diyaframindan podositlere sinyal iletiminde de kritik roller
oynar (10). Podositlerin ayaksi ¢ikintilari aralik-diyaframi (slit-diaphragm) adh
yaplilarla birbirine baglanmaktadir. Glomerdler filtrasyon bariyeri boyut ve ylk
segici bir molekuler elek islevi gorur ve fizyolojik kosullarda sadece su ve
bazi plazma solultlerinin kan dolagimindan uriner bosluga gecisine izin verir.
Albumin ve diger blyuk plazma proteinlerinin gegisi 6zellikle GBM ve aralik-
diyaframi tarafindan buylk ol¢ide engellenir ve bu sayede ultrafiltrattaki
protein miktari cok disuk duzeylerdedir (6). Glomertiler filtrasyon bariyerinin
yapisinin bozulmasi bu segici gecgirgenlik 6zelliginin kaybolmasina neden olur
ve bu durumda albumin gibi makromolekuller idrarda gorulebilir. Agir
glomertler protein kaybi nefrotik sendrom adi verilen ve agir proteintri,
hipoalbuminemi ve odem ile karakterize olan klinik duruma neden olur.
Nefrotik sendrom bobregin bosaltici fonksiyonlari bozulmadan ortaya
cikabilecegi gibi, bircok durumda ilerleyici glomeriler hasara bagli olarak
SDBH de gelisebilir (8).
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Sekil 2.1: Glomerduler filtrasyon bariyerinin sematik yapisi (a). Aralik
diyaframindaki nefrin-podosin kompleksi ve bununla iligkili bazi sinyal
yolaklari (b). Podosit-glomeriler bazal membran ara yuzindeki molekdller ve
ayaksi cikintilarin aktin hlcre iskeleti ile baglantilari (c). Zenker ve digerleri

(8)’'nden alinmistir.

2.2. Nefrotik Sendrom

Nefrotik sendrom birgok bobrek hastaligi ile iliskili olarak gorilebilirse
de, cocukluk caginda nefrotik sendrom en sik olarak idiyopatik nefrotik
sendrom seklinde gérulur ve idiyopatik nefrotik sendromda tipik olarak nefrit
bulgulari ve eslik eden bébrek disi hastalik bulgulari gézlenmez (1). idiopatik
nefrotik sendromun Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa’da insidansi
100.000 ¢ocukta 2-7, prevelansi 100.000 ¢cocukta 16 olarak bildiriimektedir
(2). Proteinlri (>40 mg/m2/saat veya spot idrar protein/kreatinin orani>2
mg/mg veya 2300 mg/dl veya dipstik ile 3+), hipoalbuminemi (<2.5 g/dl),
hiperlipidemi ve 6demle seyreden nefrotik sendrom &zellikle hayatin ilk



yilinda goruldugunde hayati tehdit eden bir hastaliktir (7). Nefrotik sendromlu
cocuklarin yaklasik %90’inda steroid tedavisine yanit alinir (steroide hassas
nefrotik sendrom-SHNS) ve bu hastalarin uzun dénem prognozu iyidir.
Geriye kalan %10’luk grupta steroid tedavisine yanit alinamamaktadir ve bu
durum steroide direncli nefrotik sendrom (SDNS) olarak adlandiriimaktadir
(2). SDNS hastalari nefrotik sendromun komplikasyonlari agisindan risk
altindadir ve bu hastalarda 10 yillik takipte %30-40 oraninda SDBH gelistigi
gorulmustar (3,4). SHNS hastalari ise hastaligin relapsi ve uzun sureli steroid
maruziyeti ile iligkili morbidite riski altindadir (11). Gunumuzde nefrotik
sendrom tedavisinde kullanilan tedaviler: oral steroidler, intravenoz steroidler,
siklofosfamid gibi sitotoksik ajanlar, mikofenolat mofetil, siklosporin A,
takrolimus ve plazmaferez tedavisidir. Bu tedavilere ek olarak baska
hastaliklarda kullanilan rituksimab, galaktoz, adalimumab, tiazolidinediyonlar
gibi bazi ilaglar da nefrotik sendrom tedavisinde kullanilabilmektedir (11).
Nefrotik sendromda tedavinin temel tasini steroidler olusturmaktadir ve basta
steroidler olmak uUzere tedavide kullanilan ilaglarin ciddi yan etkileri
mevcuttur. Nefrotik sendromlu hastalarda hastalia neden olan genetik
faktorlerin aydinlatimasi hastalarin ise yaramayacak yogun tedavileri
almasina engel olmaktadir. Bu nedenle nefrotik sendromlu c¢ocuklarda

genetik inceleme yapilmasi ¢ok édnemlidir (2).

Steroid tedavisine verilen yanita goére nefrotik sendrom hastalarinin

siniflandinimasi asagida belirtiimistir (12,13):

e Tam remisyon: Spot idrar protein/kreatinin<0.2 (mg/mg) veya 3
gun Ust Uste dipstik ile negatif veya eser

e Kismi remisyon: Proteinurinin baslangica gbére %50’den fazla
azalmasi ve spot idrar protein/kreatinin 0.2-2 (mg/mg) arasinda
olmasi

e Remisyon yok: Proteinlrinin baglangica gore %50’den daha az
azalmasi ve spot idrar protein/kreatinin >2 (mg/mg) olmasi

e Relaps: Remisyondan sonra spot idrar protein/kreatinin>2

(mg/mg) veya dipstik ile 3-5 gun Ust Uste 22+



e Sik relaps gosteren: ik tedaviden sonra 6 ay iginde =2 relaps
veya herhangi bir 12 aylik ddonemde 24 relaps

e Steroid-bagimli: Steroid dozu azaltilirken veya kesildikten sonra
2 haftaiginde relaps

e Steroid-direngli: 8 haftalik steroid tedavisi ile remisyon

saglanamamasi

Cocuklarda Nefrotik Sendrom Konsensus Konferansi (The Children’s
Nephrotic Syndrome Consensus Conference) tarafindan nefrotik sendromda
Onerilen bagslangig tedavisi su sekildedir (12):

ilk 6 hafta boyunca 2 mg/kg/giin veya 60 mg/m?/giin (maksimum
gunlik doz: 60 mg) oral prednizon tedavisinin giinde tek doz olarak verilmesi,
ikinci 6 hafta boyunca ise 1.5 mg/kg veya 40 mg/m? (maksimum giinliik doz:
40 mg) oral prednizon tedavisinin tek doz olarak gun asir verilmesi
onerilmektedir. Bu 12 haftalik tedavinin sonunda doz azaltiimasi yapilmadan
steroid tedavisinin kesilmesi onerilmektedir. Bu yaklasimin herhangi bir
dezavantaji olmadigi gibi uzamis glukokortikoid maruziyetine baglh yan

etkileri de sinirlayabileceg@i dusunulmektedir (12).

Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Bobrek Vakfi (National Kidney
Foundation) tarafindan idare edilen ve 2003 yilinda kurulan KDIGO (Kidney
Disease: Improving Global Outcomes) dinya genelinde bdbrek
hastaliklarinin yonetimini iyilestirmeyi amaglamaktadir. Bu kurulus tarafindan
2013 yilinda c¢ocuklarda SHNS ve SDNS tedavisi igin kilavuzlar
yayinlanmistir (13,14). KDIGO’nun SHNS icin 6nerdigi baslangi¢ tedavisi ise
su sekildedir (13):

Bu hastalara steroid (prednizon veya prednizolon) tedavisinin en az 12
hafta verilmesi dnerilmektedir. Oral steroid tedavisine glinde tek doz olarak 2
mg/kg/giin veya 60 mg/m?/giin (maksimum giinliik doz: 60 mg) dozunda
baslanmasi ve 4-6 hafta boyunca bu dozda verilmesi 6nerilmektedir.
Sonrasinda tedavi dozunun giin asiri olarak 1.5 mg/kg veya 40 mg/m®ye
(maksimum doz: 40 mg) azaltimasi ve 2-5 ay boyunca doz azaltiimasi

yapilarak tedaviye devam edilmesi onerilmektedir.



SHNS’nin genel olarak ve SDNS’nin immunosupresif tedaviye yanit
veren veya bobrek transplantasyonu sonrasi rekurrens goézlenen bir alt
grubunun altta yatan bir immunolojik defekte bagli olarak gelistigi
dusundlmektedir (5). Bu immunolojik defektin T hicre disfonksiyonu
sonrasinda uretilen ve dolasimda bulunan tanimlanmamis bir proteinurik
faktorin olusumuna neden oldugu dusunulmektedir (15). Yapilan
calismalarda sigan glomerullerinin fokal segmental glomeriloskleroz (FSGS)
hastalarinin serumlari ile in vitro olarak inkube edildikten sonra glomerullerin
albumine gecirgenliginin arttigi gézlenmigtir (16,17). Buna karsin glomeruler
filtrasyon bariyerinin kalitsal yapisal bozukluklarinin SDNS hastalarinin ¢gok
onemli bir kisminda hastalik gelisiminden sorumlu oldugu son ¢alismalarda
gosterilmistir (2). Transplantasyon sonrasi rekurrens gézlenmeyen SDNS ve
ailesel SDNS vakalari genel olarak glomeruler filtrasyon bariyerinin primer
defektlerinden kaynaklanmaktadir ve tipik olarak steroid ve diger
immunosupresif ilaglara yanit vermemekte ve nihayetinde hemen hemen tim
vakalarda SDBH’ye ilerlemektedir (5).

Genel olarak SHNS’li ¢cogu vakada histolojik olarak bdbreklerde 1sik
mikroskopisinde normal glomeruller ve elektron mikroskopisinde podosit
ayaksi-¢ikintilarinin dizlesmesi goérulurken (minimal degisiklik nefropatisi),
SDNS vakalarinda histolojik olarak FSGS veya diffiz mezangiyal skleroz
(DMS) goéralar (5). FSGS’de glomertllerde immunkompleks birikiminin
yoklugunda glomerullerin bazilarinda gorulen segmental skleroza ek olarak
podosit ayaksi-¢ikintilarinda dizlesme goérulir. DMS ise mezangiyal matriks
artisi, podositlerde hipertrofi ve kaldirirm tasi goérinumu ile karakterizedir.
Nihayetinde FSGS ve DMS daha uzun sureli ve ciddi podosit hasarinin
gOstergesidir ve ilerleyici podosit kaybi ve glomeruler skarlasma ile

sonugclanir(5).

Nefrotik sendrom oldukga heterojen bir hastaliktir ve yas-bagimii
olarak genetik ve genetik digi faktérler hastaligin gelisiminde énemli rol
oynarlar. Hayatin ilk yilinda gorilen nefrotik sendrom ¢ogunlukla monogenik

genetik nedenlere bagliyken, daha buyuk cocuklarda genetik digi



(immunolojik ve enfeksiydz) ve multifaktoriyel patogenez hastalik
gelisiminden sorumlu tutulmaktadir (8). Nefrotik sendromun genetik formlari
izole bdbrek hastaligi seklinde gorulebilecegi gibi bdbrek disi bulgular da
iceren sendromik bir bozuklugun parcasi olarak da gorulebilir. Nefrotik
sendromun genetik formlari Tablo 2.1'de Ozetlenmistir. Nefrotik sendromun
farkli kalitsal nedenlerinin tek tek gorilme sikligi dusik olmasina ragmen
glomerdler filtrasyon bariyerinin yapisinin ve fizyolojisinin anlagiimasinda bu

hastaliklarin 6nemli katkisi olmustur (15).



Tablo 2.1: Nefrotik sendromun genetik formlari. Zenker ve digerleri (8)’'nden alinmigtir, son yillarda bulunan yeni genler

eklenmistir (18-21). NS: nefrotik sendrom, OR: otozomal dominant, OR: otozomal resesif, MDN: minimal degisiklik nefropatisi,

FSGS: fokal segmental glomeruloskleroz, DMS: diffuz mezangiyal skleroz

Hastalik adi Gen Gen arunu Kalitim Histoloji Baslangi¢ | Penetrans
yas! (yil)
Fin Tipi NS NPHS1 Nefrin OR MDN 0-0.5 %100
Tip 2 NS (OR steroid NPHS2 Podosin OR MDN, FSGS | 0-3 %100
direncli NS)
Tip 3 NS (Ailesel DMS) | PLCE1 Fosfolipaz C€1 OR DMS, FSGS | 0.5-4 Inkomplet?
FSGS1-3 ACTN4 a-Aktinin 4 oD
CD2AP CD2-iliskili protein OD/OR inkomplet?
TRPC6 Gegici reseptor potansiyel | OD FSGS 5-40
katyon kanali C6
Denys-Drash Sendromu | WT1 WT1 proteini oD DMS (FSGS) | 0.5-4 %100
Frasier Sendromu
Izole DMS
Pierson Sendromu LAMB2 Laminin 32 OR DMS, FSGS | 0-0.5 %100
Schimke immundossedz | SMARCALL1 | SMARCA-benzeri protein OR FSGS 0.5-6 %100
displazi
Tirnak-patella sendromu | LMX1B LIM homeobox oD FSGS 2-50 %40
transkripsiyon faktori 18
Galloway-Mowat Bilinmiyor Bilinmiyor OR DMS, FSGS | 0-10 %2100

Sendromu
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Tablo 2.1 (devam): Nefrotik sendromun genetik formlari. Zenker ve digerleri (8)’'nden alinmigtir, son yillarda bulunan yeni

genler eklenmigtir (18-21). NS: nefrotik sendrom, OR: otozomal dominant, OR: otozomal resesif, MDN: minimal degisiklik

nefropatisi, FSGS: fokal segmental glomeruloskleroz, DMS: diffUz mezangiyal skleroz

Hastalik adi Gen Gen arunu Kalitim Histoloji Baslangi¢ | Penetrans
yas! (yil)
CDG Sendromu (la, Ik) | PMM2 Fosfomannomutaz 2 OR FSGS Degisken | Dusuk
ALG1 B-1,4-mannoziltransferaz
(Nefro)-Siyalidozis NEU1 Noéraminidaz OR ? Degisken | Dusuk
Koenzim Q10 eksikligi C0Q2 Parahidroksibenzoat- OR Collapsing Degisken | Dusuk
polipreniltransferaz glomerulopati
PDSS2 Pirenil difosfat sentaz FSGS
altbirim 2
Mitokondriyal MtDNA Mitokondriyal transfer RNA | Mitokondriyal | FSGS Degisken | Dusuk
bozukluklar, MELAS vb. | tRNALeu
tRNATyr
Son yillarda tanimlanan | PTPRO | Glomertiler epitelyal OR MDN, FSGS 5-14 ?
genler protein-1
EMP2 Epitelyal membran OR MDN 1-3 ?
proteini-2
ANKS6 Anks6 OR Glomeduloskleroz | 1.5-6
TTC21B | IFT139 OR FSGS 9-30
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2.3. Konjenital ve infantil Nefrotik Sendrom

Cocuklarda gorulen nefrotik sendrom hastaligin baslangi¢ zamanina
gore U¢ alt gruba ayrilmaktadir: konjenital nefrotik sendrom (baslangi¢ yasi
<3 ay), infantil nefrotik sendrom (baslangi¢ yasi 4 ay-1 yas arasinda),
cocukluk cagi nefrotik sendromu (baslangic yasi >1 yasg) (2). Konjenital
nefrotik sendrom primer genetik nedenlere bagh olarak goérulebilecegi gibi
Ozellikle gesitli intrauterin veya edinilmis enfeksiyonlara sekonder olarak da
gorulebilir (Tablo 2.2). Hayatin ilk yilinda baslayan nefrotik sendrom
(konjenital ve infantil nefrotik sendrom) cogunlukla glomeruler filtrasyon
bariyerinin yapisal veya duzenleyici proteinlerini kodlayan genlerdeki
mutasyonlardan kaynaklanmaktadir (6,7). Yapilan bir ¢alismada 1 yas
altindaki nefrotik sendrom hastalarinin 2/3’'Unde glomerller filtrasyon
bariyerinin olusumunda ve regulasyonunda 6nemli roller Ustlenen proteinleri
kodlayan NPHS1, NPHS2, WT1, LAMB2 genlerinden birinde mutasyonlarin
oldugu gosterilmistir (7). Bu dort gen tarafindan kodlanan proteinlerin

glomerduler filtrasyon bariyerindeki yerlesim yerleri Sekil 2.2’de gosterilmistir.
2.4. Konjenital ve infantil Nefrotik Sendromda Tani

Konjenital nefrotik sendromun agir formlarinda yaygin 6édem, agir
proteintri ve hipoalbuminemi dogumdan hemen sonra saptanabilir, bazi
vakalarda ise klinik bulgular hayatin ilk haftalarina kadar taninmayabilir (2).
Mikroskopik hematiri hemen hemen tum hastada mevcuttur. Bobrek
fonksiyon testleri cok degiskendir. NPHS1 mutasyonu olan hastalarda bobrek
fonksiyonlari ilk aylarda genelde normal seyreder, fakat baska formlarda
bdbrek yetmezligi daha hizli gelisebilir (6).

Konjenital Fin Tipi Nefrotik Sendrom’lu yenidodanlarda plasenta
agirhginin dogum agirhginin %25’inden fazla olmasi tipiktir, fakat konjenital
nefrotik sendromun diger formlarinda da bu bulgu saptanabilmektedir (22).
Ultrasonografide bobrek boyutlari normal veya hafif artmis olabilir, fakat
genellikle bobrek korteksi hiperekojeniktir (6). Bobrek disi malformasyonlarin

taranmasi ¢ok onemlidir, gunku etiyolojiye yonelik olarak ¢ok degerli ipuclari
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saglayabilir. Bunlarin arasinda genital anomaliler (WT1) ve g6z defektleri
(LAMBZ2) agisindan 6zellikle dikkatli olunmalidir (2).

Tablo 2.2: Konjenital nefrotik sendromun (KNS) etyolojisi. Jalanko (6)'dan

alinmistir.

Primer KNS

Nefrin gen mutasyonlari (NPHS1, Fin tipi KNS)

Podosin gen mutasyonlari (NPHS2)

WT1 mutasyonlari (Denys-Drash sendromu, izole KNS)

LAMB2 mutasyonlari (Pierson sendromu, izole KNS)

PLCE1 mutasyonlari

LMX1B mutasyonlari (tirnak-patella sendromu)

LAMB3 mutasyonlari (Herlitz junctional epidermolizis

bllloza)

Mitokondriyal miyopatiler

Beyin ve diger malformasyonlarin eslik ettigi veya

etmedigi KNS (henuz tanimlanmis gen yok)

Sekonder KNS

Konjenital sifiliz

Toksoplazma, Sitma

CMV, kizamikglik, hepatit B, HIV

Maternal SLE

Notral endopeptidaza kargi neonatal antikorlar

Maternal steroid-klorfeniramin tedavisi
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WT1 Nefrin Podosin

- ?/<
S S )
XOOCD“"-Q"A‘ R < (-
Podosit
Laminin

Sekil 2.2: Glomeruler kapillerin kesitsel gérinimu (sol) ve glomeruler
filtrasyon bariyerinin elektron mikroskopik goéruntusu (sag). WT1 podosit
fonksiyonu igin dnemli bir transkripsiyon faktoridur. Nefrin podositlerin ayaksi
cikintilarini baglayan aralik-diyaframinin (AD) esas bilesenidir. Podosin AD
bdlgesinde intraselller yerlesimli bir adaptor proteindir. Laminin glomeruler

bazal membranin esas yapisal proteinlerindendir. Jalanko (6)'dan alinmistir.

Bdbrek biyopsisi konjenital nefrotik sendrom etyolojisini aydinlatmada
¢ok yardimci degildir (6,23). Genetik nedenlere bagli nefrotik sendromda
mezangiyal ekspansiyon, FSGS, minimal glomeriler degisiklikler ve DMS
gibi bircok farkli glomeruler lezyonlar gorilebilir, ayrica tim bu patolojik
bulgularin Ust Uste bindigi durumlar gérilebilir. Glomerul disi bulgular olarak
tubuler dilatasyon, interstisyel fibrozis ve inflamasyon tim proteintrik
hastaliklarda gorulebilir. Bu nedenlerle biyopsi endikasyonlari ¢ok acgik
degildir. Nefrin veya podosin i¢in immunhistokimya yapma imkani varsa
biyopsi drneklerinde bu proteinlerin ekspresyonunun incelenmesi faydalidir
(6). Ayrica yapilan bir calismada histolojik bulgular ile genetik defekt ve klinik
seyir arasinda ¢ok net bir iliski olmadigi goéridimustar (23).

Konjenital ve infantil nefrotik sendromun kesin tanisi icin kullanilan
yontem genetik incelemedir ve bu hastalarin timune yapilmasi
Onerilmektedir (24). Bu yontemle etyolojinin saptanmasi hastalik
prognozunun ve yonetiminin belirlenmesi, gelisebilecek bulgular agisindan

takip ve aileye verilecek genetik danisma icin yararlidir. Tum konjenital ve
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infantil nefrotik sendrom hastalarinda NPHS1 ve NPHS2 incelemesi
Onerilmektedir. Eger bu genlerde mutasyon saptanmazsa veya WT1 ya da
LAMB2 mutasyonu dusundurecek klinik bulgularin varliginda bu genlerin
incelenmesi de yapiimalidir (6).

Konjenital nefrotik sendrom Oykusli olan ailelerin  sonraki
gebeliklerinde prenatal tani yapiimalidir. Eger ailedeki mutasyon biliniyorsa
sonu¢ daha erken elde edilebilir. Etkilenen c¢ocugun mutasyonunun
bilinmedigi durumlarda prenatal genetik tani zordur, ¢inki ¢ok sayida ekzon
iceren bu genlerin dizi analizi zaman alicidir (2). Maternal serumda veya
amniyotik sivida a-fetoprotein duzeylerinin  artmigs  olmasi  NPHS1
mutasyonlari icin tipiktir (6). Ozellikle ultrasonografide anensefali veya diger
malformasyonlarin saptanmadigi durumlarda NPHS1 mutasyonu olasi
tanidir. Fakat heterozigot fetal NPHS1 mutasyonu tasiyicilarinda da maternal
serum ve amniyotik sivida gegici olarak artmis a-fetoprotein dizeyleri
gorulebilir, bu nedenle yuksek a-fetoprotein duzeyi varliginda 20. gebelik
haftasindan 6nce amniyotik sivida a-fetoprotein dlgimunin tekrarlanmasi

Onerilmektedir (25).

2.5. Konjenital ve infantil Nefrotik Sendromda Tedavi

Cocuk ¢agi nefrotik sendrom vakalarinin gogunun aksine konjenital ve
infantil nefrotik sendrom hastalarinda steroid veya diger immunosupresif
tedaviler remisyonu saglamaz (2). ilk aylarda tedavide amag édemi ve olasi
bobrek yetmezligini kontrol etmek, enfeksiyon ve tromboz gibi
komplikasyonlarin gelisimini dnlemek ve gelismeleri durunda tedavi etmek,
ayrica g¢ocugun normal buyumesini ve gelisimini saglayacak beslenme
destedi vermektir. Bu hastalarda bdbrek transplantasyonu tek kiratif tedavidir

(6). Bu hastalarda kullanilan tedavi yontemleri Tablo 2.3’te belirtilmistir.
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Tablo 2.3: Konjenital ve infantil nefrotik sendromun yoénetimi. Jalanko (6)’dan

alinmistir. ADEI: anjiyotensin dénustiiriici enzim inhibitora.

Parenteral protein | %20’lik albumin infuzyonu (3-4 g/kg/gun)

Beslenme Hiperkalorik diyet (130 kcal/kg/gun)

Protein takviyesi (4 g/kg/gun)

Lipid takviyesi (kolza tohumu/aygicek yagi)

A, D, E ve suda ¢6zlnen vitaminler

Kalsiyum ve magnezyum takviyesi

llac tedavisi Antiproteinirik ilaglar (ADEI, indometazin)

Tiroksin suplementasyonu

Antikoagulasyon (aspirin, varfarin)

Bakteriyel enfeksiyon suphesinde parenteral antibiyotik

2.5.1. Albumin infiizyonu

Agir ve surekli proteinuri kaginilmaz olarak hayati tehdit edici 6dem,
protein  malnutrisyonu, bldylme hizinda azalma ve sekonder
komplikasyonlara yol agar. Bu durumda parenteral albumin infizyonu ile
protein yerine koyma tedavisinin mutlaka yapilmasi gerekir (6). Konjenital Fin
tipi nefrotik sendrom hastalarinda santral kateter kullanarak yapilacak %20’lik
albumin infGzyonlari sonrasi tek doz furosemid (0.5 mg/kg) yapilmasi
Onerilmektedir (26). Protein yerine koyma tedavisi hipoproteinemiyi gegcici
olarak duzeltmektedir, fakat hastalarda 6demin giderilmesi konusunda
etkilidir (6).

2.5.2. llag Tedavisi

Bazi  konjenital nefrotik sendrom hastalarinda anjiyotensin
dénlstlriicti enzim inhibitdrleri (ADEI) ve indometazin kullanimi ile
proteintride azalma bildirilmistir (27), fakat agir NPHS1 veya NPHS2
mutasyonu olan vakalarda bu tedavilerin ise yaramadigi distntlmektedir (6).
Artmis Uriner protein atilimi nedeniyle nefrotik sendrom hastalarinda siklikla
serum tiroksin ve tiroksin baglayici globulin duzeyleri dusuktur. Hastalik

baslangicinda TSH dizeyleri normal olsa da siklikla takipte artis gosterir. Bu
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hastalarda tiroid hormon replasmani gerektiginde kullaniimalidir (28). idrarla
artmisg protein kaybina bagh olarak nefrotik sendrom hastalarinda plazma
koagllasyon faktorleri duzeylerinde meydana gelen dengesizlikler
hiperkoagulabiliteye katkida bulunur. Bu nedenle bu hastalarda tromboz
acisindan dikkatli olunmahdir, fakat rutin antikoagulasyon onerlmemektedir
(1). Konjenital Fin Tipi nefrotik sendrom hastalarinda uzun sureli varfarin

tedavisi ile basarili antikoagulasyon saglandigi bildirilmistir (6).

2.5.3. Beslenme

Konjenital ve infantil nefrotik sendrom hastalari geleneksel olarak
yuksek enerjili (130 kcal/kg/gun) ve yuksek proteinli (3-4 g/kg/gun) diyet ile
beslenmektedirler (26). Bu hastalar ayrica vitamin D suplementasyonu (400
IU/gun), ayni yastaki saglikh cocuklara onerilen dozlarda multivitamin
takviyesi, magnezyum (50 mg/gin) ve kalsiyum (500-1000 mg/gun)
verilmelidir. Bazi hastalarda yeterli kalori alimini saglamak i¢in nazogastrik

sonda ile besleme gerekebilir (6).

2.5.4. Nefrektomi

Bazi merkezlerde bu hastalara unilateral nefrektomi uygulanmakta ve
bdylece protein kaybi azaltilarak hastanin yonetimi kolaylastiriimakta ve renal
transplantasyon ileri bir yasa ertelenebilmektedir (29). Bir diger yaklasim
erken dénemde bilateral nefrektomi yaparak periton diyalizine baglamak ve
bdylece nefrotik doneme bagli komplikasyonlardan sakinmaktir. Bu hastalara
ilerleyen donemlerde bobrek transplantasyonu da uygulanmaktadir. Ugiinci
bir yaklasim ise erken preemptif renal transplantasyon yapmak ve ayni

seansta bilateral nefrektomi de uygulamaktir (6).

2.5.5. Bobrek Transplantasyonu

Konjenital ve infantil nefrotik sendromda en etkin tedavi yéntemi renal
transplantasyondur. Bu hastalarda transplantasyon genellikle 1-2 yasinda
yapilmaktadir ve erigkin bobrekleri ile yapilan transplantasyon cerrahi olarak
zahmetli olabilecedi gibi trombotik ve Ureteral komplikasyonlar agisindan da
blylk c¢ocuklara goére daha risklidir (6). Transplantasyon sonrasi

rejeksiyonun 6nlenmesi igin uygun immuanosupresif tedaviler kullaniimahdir.
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Bu hastalarda nefrotik sendromun rekdrrensi ¢ok nadirdir ve NPHS1
mutasyonu olan bazi hastalarda anti-nefrin antikoru gelisimine bagl olarak
bildirilmistir (30). Rekurrenslerin plazmaferez ve siklofosfamid ile tedavisi
genellikle remisyon saglamaktadir, bu tedavilere yanit vermeyen hastalarda
rituksimab tedavisi de kullaniimaktadir (30,31).

Bu hastalara yapilan transplantasyon sonrasi 5 yillik hasta sag kalimi
%90’In Uzerindedir, graft sag kalimi ise c¢esitli merkezlerde ve veri
tabanlarinda %80’in Uzerinde bildirilmistir (32,33). Bu hastalarda kronik
allograft nefropatisi 6nemli bir problemdir ve geng¢ erigkin yasta ikinci renal

transplantasyon ihtiyaci kaginilmazdir (6).

2.6. Nefrotik Sendromun Komplikasyonlari

Nefrotik sendromun  komplikasyonlari  oldukga ciddidir. Bu
komplikasyonlar nefrotik donemde goérulen akut komplikasyonlar ve uzun
donemde nefrotik sendromun kendisine veya uygulanan tedavilere bagli

olarak gelisen komplikasyonlar olarak ikiye ayrilir (1).

2.6.1. Enfeksiy6z Komplikasyonlar

Selulit ve spontan bakteriyel peritonit gibi ciddi bakteriyel enfeksiyonlar
nefrotik sendrom hastalarinda sik gorulir ve bu hastalarin %2-6'sinda
peritonit gelismektedir (34). idrar ile gama globulinlerin ve kompleman
faktorlerinin kaybi, immulnosupresif tedavi kullanimi, asit varidi ve ayrica
bircok hastada santral kateterlerin varligi nefrotik sendrom hastalarinda
bakteriyel enfeksiyonlara yatkinlik yaratmaktadir (1,6). idrar ile kompleman
proteinlerinin kaybi dlsuk serum faktér B ve | dizeylerine ve kompleman
bagimli opsonizasyonda bozulmaya yol acar, bodylece Streptococcus
pneumonia gibi kapsulli bakterilerin vicuttan temizlenmesi zorlasir (35). Bu
nedenle Amerikan Pediatri Akademisi tarafindan tim nefrotik sendrom
hastalarina pnémokok asisi yapilmasi oOnerilmektedir (36). Bu hastalarda
ayrica gram-negatif bakterilerle olan enfeksiyonlara da yatkinlik artmistir
(37). Bununla birlikte bu hastalarda profilaktik antibiyotik ve immunglobulin

tedavileri 6nerilmemektedir. Onerilen yaklasim sepsisten erken siiphe
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edilmesi ve gereken durumlarda acilen parenteral antibiyotik tedavisinin
baglanmasidir (6).

Nefrotik sendromlu c¢ocuklarda karsilasilabilen bir baska onemli
problem de sugigedi enfeksiyonudur. Nefrotik sendromlu hastalarin énemli
kismi yasglari itibariyle sugicegine karsi bagisiklik kazanmamiglardir ve bu
hastalarda sugicegi enfeksiyonu veya temasi 6zel yaklasim gerektirmektedir.
Sugicegine karsi bagisikhdl olmayan ve immuanosupresif tedavi alan
hastalara temas sonrasi sugi¢cedi immunglobulini tedavisi onerilmektedir (1).
Ayrica bobrek hastaligl igin steroid kullanan hastalarda temas sonrasi
immunglobulin ile birlikte asiklovir profilaksisinin sugicegi enfeksiyonu
gelisimini onledigi gosterilmistir (38). Remisyon saglandiktan sonra sugigegi
asisinin uygulanmasi guvenli ve etkin bir sekilde bagisiklik saglamaktadir,
fakat bazi hastalarda bagisiklik olusturmak icin ek doz asl uygulamasinin

gerektigi gosterilmigstir (39).

2.6.2. Tromboembolik Komplikasyonlar

Nefrotik sendrom hastalari tromboembolik olaylar igin risk altindadirlar
ve hastalarin %1-5’'inde bu komplikasyonlar goérulebilmektedir (40). Nefrotik
sendrom hastalarinda artmis tromboz riskinin patogenezinde artmig
koagulasyon faktoru sentezi (faktor 2, 5, 7, 8, 9, 10, 13), idrar ile antitrombin-
3 gibi antikoagulan proteinlerin kaybi, trombosit sayisinda ve
agregabilitesinde artis, hiperviskozite, hiperlipidemi, didretik kullanimi, steroid
kullanimi, immobilizasyon ve santral kateter varligi rol oynamaktadir (1).
Nefrotik sendrom hastalarinda hem arteriyal hem de vendz trombusler
gorulebilmektedir, sik gorulen durumlar arasinda renal ven trombozu,
pulmoner emboli, sagital sinls trombozu ve santral kateter trombozu yer
almaktadir. Bu hastalarda santral kateter kullanimindan mumkun oldugunca
kacinilmasi énerilmektedir, fakat 6zellikle sik albumin inflizyonu ihtiyaci olan
ve yaglar itibariyle uzun sureli vendz erigimin santral kateter gerektirdigi
konjenital ve infantil nefrotik sendrom hastalarinda bu yaklasim her zaman
mumkin olmamaktadir (1). Profilaktik antikoagulasyon nefrotik sendrom
hastalarinda onerilmemektedir, fakat gdsterilmis trombuls varliginda en az 6

ay varfarin ile antikoagllasyon vyapilmasi o6nerilmektedir (41). Ciddi



19

trombositoz varliginda aspirin kullaniimasinin dusunulmesi de onerilmektedir

(1).

2.6.3. Kardiyovaskuler Hastalik

Nefrotik sendrom hastalarinda 6zellikle hastalik siresinin uzun oldugu
durumlarda  miyokard enfarktisi  gibi  kardiyovaskiler  sekeller
gorulebilmektedir (42). Kardiyovaskuler hastalik gelisiminden sorumlu tutulan
faktorler: steroid maruziyeti, hiperlipidemi, oksidan hasar, hipertansiyon,
hiperkoagulabilite ve anemidir (1). Nefrotik sendromlu gocuklarin birgogunda
bobrek hastaligi tedavi edilebilir oldugundan bu hastalarda hiperlipideminin
tedavisi tartismalidir (43) ve bazi vaka serilerinde serum lipid dizeylerinde
statinler ile dusus saglandigi gosterilmistir (44). Medikal tedaviye yanit
vermeyen konjenital ve infantil nefrotik sendrom hastalarinda hiperlipideminin

tedavi edilmesine yonelik bir bilgi bulunmamaktadir.

2.6.4. Diger Komplikasyonlar

Vitamin D bagdlayici protein kaybina bagli vitamin D eksikligi ve
nadiren sekonder hiperparatiroidizm, artmis Uriner protein atiimina bagli
hipotiroidizm, akut bobrek yetmezligi ve ilag yan etkileri bu hastalarda

gorillebilecek diger komplikasyonlardir (1).

2.7. Konjenital ve infantil Nefrotik Sendromun Genetigi

1 yas altinda nefrotik sendroma yol acan en sik genetik bozukluklar
NPHS1, NPHS2, WT1 ve LAMB2 genlerinde gorulmektedir (7). Bu genler ve
iliskili fenotiplerle ilgili detayh bilgiler asagida anlatiimistir.

2.7.1. NPHS1 ve Nefrin

NPHS1 (nefrozis 1) geni tarafindan kodlanan nefrin, aralik-
diyaframi’nin esas bilesenlerinden biridir ve ayaksi ¢ikintilari birbirine baglar
(45). Nefrin immuanoglobulin ailesinden bir hlicre adezyon molekuludur ve
O0zel olarak eksprese edildigi aralik diyaframinin ilk tanimlanan proteinidir.
Nefrin  molekilinin aralik diyaframinin molekller eleksi yapisinin
olusumunda dogrudan roll oldugu gosterilmistir (46). Yapilan calismalarda

nefrinin podosit islevi, sag kalimi ve farklilagsmasi ile ilgili sinyalizasyon
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yolaklarinda kritik roller oynadigi gosterilmigtir. Nefrinin intraselller bolgesinin
sinyal proteinleri ile yakin iligkili oldugu ayrica indirekt olarak hicre iskeleti ile
de baglantili oldugu gosterilmistir (47). NPHS1 genindeki mutasyonlarin OR
kalitim gosteren ve konjenital nefrotik sendromun en sik goérulen tipi olan Fin
tipi nefrotik sendroma neden oldugu gosterilmistir (48). Bu hastalik dogumda
veya hayatin ilk gunlerinde saptanabilen masif proteinuri, buylk plasenta,
belirgin 6dem ve proksimal tubdllerin tipik radiyal dilatasyonu ile
karakterizedir (2). Bu hastalar tipik olarak prematur olarak ve 1500 g- 3500 g
arasi dogum agirligi ile dogarlar ve hemen tum vakalarda plasenta agirligi
dogum agirhginin %25’inden fazladir (6). ProteinUri in utero olarak mevcuttur
ve dogumdan sonraki ilk idrar ornegdinde saptanabilir. Ayrica mikroskopik
hematuri ve ilk aylarda normal serum kreatinin duzeylerinin olmasi tipiktir (6).
Cogu hastada 3-8 yas civarinda SDBH gelisir (49). Bdbreklerde histolojik
olarak glomeruler mezangiyumun ekspansiyonu ve proksimal tubullerde
dilatasyon en karakteristik bulgulardir. interstisyel fibrozis ve 6zellikle
glomerdtllerin etrafinda inflamatuvar infiltratlar zamanla artan siklikta gorulen
histolojik bulgulardir. Elektron mikroskopisinde ise podosit ayaksi
cikintilarinda duzlesme ve aralik-diyaframinin  filamentéz goérinumunin
kayboldugu goéralir (6,22). Fin Tipi Nefrotik Sendrom’un Finlandiya'da
g6rilme sikhgr 8200 canh dogumda birdir (50) ve yayinlanan tim vakalarin
yaklasik yarisi Finlandiya’'lhdir, fakat yapilan ¢alismalarda bu hastaligin tim
toplumlarda géruldagu gosterilmistir (6,49). Fin toplumunda en sik gorllen
mutasyonlar Fin-major (p.Leu4lAspfsTer50) ve Fin-minor (p.Argl109Ter)
mutasyonlaridir ve Fin toplumundaki mutant allellerin sirasiyla %78 ve
%16’sin1 olusturmaktadir (48). Fin-major ve Fin-minor mutasyonlari diger
etnik gruplarda nadiren goérilmektedir ve bu toplumlarda konjenital nefrotik
sendrom fenotipi olan hastalarda NPHS1 geninde mutasyon saptama orani
%66’ya kadar ¢gikmaktadir (51). Bugune kadar NPHS1 geninde 140’tan fazla
mutasyon tanimlanmistir (2). NPHS1’de goérulen her mutasyon agir konjenital
nefrotik sendroma neden olmamaktadir. Ornegin p.(Arg1160Ter)
mutasyonuna homozigot olarak sahip olan hastalarin yaklasik yarisinda

yasamin ilk 3 ayinda nefrotik sendrom gortlirken hastaliyin seyri gérece
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benign olup, cocukluk ¢aginda sik ve spontan kismi veya tam remisyon
gozlenebilmektedir. Bu klinik degdiskenligin Ozellikle cinsiyet tarafindan
etkilendigi ve iyi prognoz goézlenen hastalarin ¢cogunun kadin oldugu
gorulmustur (52). Dunya genelinde hayatin ilk gunlerinde agir proteinuri
gorulen hastalarinin yer aldigi genis bir konjenital nefrotik sendrom
kohortunda hastalarin yarisindan fazlasinda NPHS1 mutasyonlari
g6sterilmistir (2). infantil ve cocukluk ca@i nefrotik sendrom hastalarinda da
NPHS1 mutasyonlari gosterilmistir. Yapilan iki ¢alismada 3 aydan sonra
baslangi¢ gosteren cocuk ve erigkin SDNS hastalarinin %7-14’inde NPHS1
mutasyonlari gosterilmistir (53,54). NPHS1 konjenital nefrotik sendrom
hastalarinda tanimlanan esas gen olsa da baska genlerdeki (NPHS2 gibi)

mutasyonlarin da konjenital nefrotik sendroma neden olabildigi bilinmektedir.

2.7.2 NPHS2 ve Podosin

NPHS2 (nefrozis 2) geninin kodladigi podosin stomatin ailesi Uyesi bir
proteindir ve aralik diyaframin podositlere yapisma bolgesinde yer alir. Son
yapillan c¢alismalarda podosinin siki-baglanti proteinlerinin aktin huicre
iskeletine baglanmasi igin bir iskele gorevi goérdiglne dair kanitlar elde
edilmistir (55). Ayrica podosinin aralik-diyaframindaki mekanosenasyonda da
rol aldigina dair veriler elde edilmistir (56). Yapilan c¢alismalarda nefrin ve
podosin proteinlerinin bir¢cok farkli sekilde etkilestigi gosterilmistir. Podosin
nefrin sinyalizasyonunu kolaylastirmakta (57) ve nefrin fosforilizasyonu da
nefrin-podosin baglanmasini artirmaktadir (58). Ayrica podosinin 6zellesmis
plazma membran lipidleri ile birlikteliginin nefrinin plazma mebranina
yerlestiriimesi igin bir 6n kosul oldugu dustnulmektedir (59). NPHS2
mutasyonu olan hastalarda histolojik olarak minimal glomertler degisiklikler
(erken doénemde vyapilan biyopsilerde) veya FSGS go6zlenmektedir (2).
Yapilan c¢alismalarda podosinin sentezlendikten sonra plazma membranina
yerlestigi ve mutant podosinlerin bu yerlesimi yapamayarak hucre iginde
kaldig1 gozlenmistir (59). Ayrica mutant podosinlerin varliginda nefrinin de
plazma membranina yerlestirimesinde bozukluk oldugu gérilmastir (59).
NPHS2 mutasyonlarinin ilk olarak erken baslangicli OR SDNS’ye neden
oldugu gosterilmistir (60). NPHS2 mutasyonlarina baglh olarak gelisen
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nefrotik sendromda hastalik derecesi ¢ok degiskendir ve konjenital nefrotik
sendroma neden olabilecegi gibi, cocukluk ¢aginda, hatta erigskin donemde
baslangi¢c godsteren nefrotik sendrom vakalari da bildirilmigtir (7,49,61).
NPHS2 mutasyonlari ailesel SDNS’lerin genel olarak %40’indan sorumludur
ve bu mutasyonlarin taninmasi hekimlerin gereksiz immunosupresif
tedaviden sakinmalarini veya immunosupresif tedavi baslanmis hastalarda
tedavinin kesilmesini saglamaktadir. Bdylece bu hastalarin
immunosupresiflerin yan etkilerinden korunmasi saglanabilmektedir (2,62).
infantil nefrotik sendrom vakalarinin gok biyik kismindan NPHS2
mutasyonlarinin sorumlu oldugu gosterilmistir (60). Orta Avrupali konjenital
ve infantil nefrotik sendrom hastalarinda tim mutasyonlarin yaklasik yarisinin
NPHS2’de saptandigi gosterilmistir (7). Gunumuze kadar NPHS2 geninde

100’den fazla mutasyon tanimlanmistir (2).

2.7.3 WT1 ve lligkili Bozukluklar

WT1 (Wilms Timor 1) bir timdr supresor gendir ve transkripsiyon
faktord olan WT1’i kodlar ve bu transkripsiyon faktori bobredin ve genital
organlarin embriyonel gelisiminde 6nemli rol oynar. Podositlerde yogun
olarak eksprese edilen WT1, nefrin ekspresyonunun dizenlenmesinde de rol
alir (6). WT1'in NPHS1 promoter’ini transkripsiyonel olarak aktive ettigi ve
nefrin mMRNA miktarini artirdigi gdsterilmistir(63). WT1 ilk olarak Wilms
timorl, Denys-Drash sendromu ve Frasier sendromuna neden olan gen
olarak tanimlanmistir (64). Denys-Drash sendromu 46,XY Kkaryotipli
hastalarda Wilms tumoérad, XY psodohermafroditizm ve progresif
glomerulopati triadi ile seyrederken 46, XX karyotipli hastalarda Wilms
tumori ve progresif glomerllopati ile seyreder (65). Denys-Drash
sendromunda goérulen mutasyonlarin %95’inin WT1’in 8. ve 9. ekzonlarinda
bulundugu gosterilmistir (66). Frasier sendromu ise 46, XY Kkaryotipli
hastalarda XY gonadal disgenezi, nefrotik sendrom ve gonadoblastom ile
seyrederken 46, XX karyotipli hastalarda izole nefropati ile karaketerizedir
(65). Frasier sendromunun WTZ2in 9. ekzonundaki spesifik splice
mutasyonlari ile iligkili oldugu goésterilmistir (67). Yapilan bir calismada WT1
geninin 8. ve 9. ekzonlarindaki mutasyonlarin izole SDNS’ye de neden
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oldugu gosterilmigtir (68). Yapilan ¢alismalarda WT21’in 10 ekzonunun
herhangi birinde gorulen mutasyonlarin Wilms tamort gelisimi ile iligkisi
gOsterilmis (69) fakat WT1'in tim ekzonlarinin nefrotik sendrom hastalarinda
sekanslandigi bir calismada sadece 8. ve 9. ekzonlarinda gorilen
mutasyonlarin nefrotik sendroma neden oldugu gosterilmigtir (64). WT1

mutasyonu bulunan vakalarda en sik gorulen renal histolojik bulgu DMS’dir

(6).

2.7.4 LAMB2 ve Pierson Sendromu

LAMB2 (Laminin beta 2) geni laminin- B2 izoformunu kodlar ve bu
genin mutasyonlari ilk olarak erken baslangic¢h nefrotik sendrom ve degisken
okuler bulgularla seyreden Pierson Sendromu'nda (konjenital nefroz-
mikrokori sendromu) tanimlanmigtir. Bu hastaliktaki en karakteristik g6z
bulgusu mikrokoridir ve pupil diatasyonundaki bir yapisal defektten
kaynaklanmaktadir (70). LAMB2 mutasyonlari insanlarda GBM’nin genetik
bozukluklarinin nefrotik sendroma neden olabilecegini gosteren ilk agik kanit
olarak tanimlanmigtir (6). GBM’nin énemli bir bileseni olan laminin - B2
GBM’nin podositlerin ayaksi ¢ikintilarina kenetlenmesinde énemli rol oynar
(6). Laminin- B2 iceren laminin izoformlari GBM disinda intraokuller kaslarda
da eksprese edilmektedir ve bu ekspresyon paterni Pierson sendromu
hastalarinda gorilen klinik bulgularla drtusmektedir (70). Yapilan
calismalarda LAMB?2 iligkili bozukluklarin spektrumunun dusunulenden daha
genis olduguna dair bulgular elde edilmis ve LAMB2 genindeki mutasyonlarin
g6z bulgularinin goértlmedigi veya cok hafif oldugu hastalarda da konjenital
nefrotik sendroma neden oldugu gosterilmistir (71).

Turk kokenli 23 hastayi da iceren toplam 80 Avrupa kokenli 1 yas alti
nefrotik sendrom hastasinda yapilan bir calismada bahsedilen 4 genin
(NPHS1, NPHS2, WT1, LAMB2) sekanslanmasi sonucunda hastalarin
53’Unde (%66) bu dort genden birinde nefrotik sendroma neden olacak
mutasyonlarin bulundugu ve en sik mutasyonlarin NPHS2 ‘de (%38)
gorilirken bunu sirasiyla NPHS1 (%22), WT1 (%4) ve LAMB2 (%2)
genlerindeki mutasyonlarin izledigi goértlmastir. Turk kokenli hastalara

bakildiginda ise bu dort genden birinde mutasyon saptama oraninin daha
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dusuk (10/23, %43) oldugu gorulmius ve Turk kokenli hastalarda mutasyon
bulunan gen sikhigi su sekilde siralanmigtir: NPHS1 (%26), NPHS2 (%13),
LAMB2 (%4). Turk kokenli higcbir hastada WT1 geninde mutasyon
saptanmamigtir (7). Bu bilgiler Turk toplumundaki 1 yas altindaki nefrotik
sendroma neden olan genlerin sikliginin Avrupa toplumlarindan gok farkl
oldugunu gostermektedir. Ayrica bahsedilen c¢alismada toplam 23 Turk
kokenli hasta incelenmis olup bu sayl Tdrk toplumundaki 1 yas altinda
gorulen nefrotik sendroma neden olan genlerin gercek sikhgini belirlemek
icin yetersizdir. Nefrotik sendrom hastalarinda genetik analiz agsamasinda
kargilagilan bir problem de sorumlu genlerin WT1 haricinde (sadece 8. ve 9.
ekzonlar) gorece buyuk olmasidir (NPHS1 - 29 ekzon, NPHS2 - 8 ekzon,
LAMB2 - 32 ekzon). Bu durum yapilacak sekanslama iglemlerini zaman ve
maliyet agisindan zorlagtirmaktadir. Bu nedenle her toplumda sik mutasyon
saptanan genlerin dncelikli olarak g¢aligsiimasi maliyet ve zaman agisindan

tasarruf saglayacaktir.

2.8. Amag

Bu galismanin amaci Tirk toplumunda 1 yas altinda goérulen nefrotik
sendroma neden olan genlerin sikligini, mutasyonlari ve genetik
bozukluklarla hastalarin klinik bulgulari ve hastalik seyri arasindaki iligkiyi
genis bir érneklemde incelemektir. Bu ¢alismadan elde edilecek bilgilerle
Turk toplumundaki hastalarda genetik analizler yapilirken oncelik verilmesi
gereken genler ve mutasyonlar belirlenebilecek, ayrica hastalarin

prognozlarinin da daha saglikli olarak degerlendiriimesi saglanacaktir.
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3. YONTEM

3.1. Hasta Segimi

Hacettepe Universitesi Pediatrik Nefroloji Bilim dali 2009-2012 yillari
arasinda bir Avrupa Birligi E-RARE projesi olan “PodoNet: Podositin Kalitsal
Hastaliklarinda Klinik, Genetik ve Deneysel Arastirma Konsorsiyumu’nun

(http://www.podonet.org/) bir ortagi olarak yer almistir. Bu baglamda Hacettepe

Universitesi Etik Kurulu’nun TBK08/1-57 nolu onayi ile Hacettepe Universitesi
Pediatrik Nefroloji Laboratuari’nda nefrotik sendrom tanili hastalara ait bir
veri ve DNA bankasi olusturulmustur. Bu bankaya Hacettepe Universitesi
Pediatrik Nefroloji Bilim Dali yani sira Tuarkiye’nin diger nefroloji
merkezlerinden de hasta bilgileri ve genetik materyalleri gdnderilmistir.
Bunlarin yani sira Suriye, iran ve bazi Balkan (lkelerinden de
laboratuarimiza genetik ¢aligmalarin yapilmasi amaciyla nefrotik sendrom
tanili hasta klinik bilgi ve genetik materyali gelmigtir. Nefrotik sendrom tanisi
tum hastalara pediatrik nefroloji uzmanlari tarafindan klinik ve laboratuvar
bulgularina gére konulmustur. Laboratuara genetik materyallerin kabulU
standart klinik bilgi formlari (Ek-1) ve bilgilendirilmis onam formlari esliginde
gerceklestiriimistir. Boylelikle nefrotik sendromlu hastalara ait ¢ok genis bir
veri ve DNA bankasi olusturulmus ve bu hastalarda bilinen nefrozis genlerine
ait mutasyon taramalari gercgeklestirilmistir. Bu c¢alismada mevcut veri
bankasi ve standart klinik bilgi formlari kullanilarak 1 yas altinda tani almig
nefrotik sendromlu hastalar ¢alismaya dahil edilmistir. Bu hastalar hastalik
baslangi¢ yasina goére konjenital (0-3 ay) ve infantil (4 ay-1 yas) nefrotik
sendrom olarak tanimlandi ve hastalar klinik bulgular, uygulanan tedaviler,
hastaligin seyri, diyaliz ve renal transplantasyon uygulanma yasi, sagkalim
orani ve genetik bozukluklar agisindan degerlendirildi. Bu ¢alisma Hacettepe
Universtesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan
onaylanmistir (GO 13/46-28). Hastalarin klinik bilgileri kan o6rneklerinin
laboratuara kabull sirasinda génderilen standart klinik bilgi formlarindan elde
edilmigtir. Hastalarin sagkalimi ve son durumlari ile ilgili bilgiler anne veya

baba ile telefon gorismesi yapilarak 6grenilmistir. Tim hastalara NPHS1,
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NPHS2 ve LAMB2 genlerinin tim ekzonlar, WT1 geninin ise 8. ve 9.

ekzonlari icin DNA dizi analizi yapilmigtir.
3.2. Genetik Calismalar

Calismaya dahil edilen hastalardan alinan 10 ml EDTA’ll tlp igindeki
kan ornekleri Hacettepe Universitesi Tip Fakiltesi Pediatrik Nefroloji
Laboratuvar’'na hastalarin doktorlari tarafindan klinik bilgi formu ve
bilgilendirilmis onam formu ile gonderilmigti.  Pediatrik  Nefroloji
Laboratuvar’'nda bu kanlardan fenol-kloroform yontemi ile DNA izolasyonu
yapilmis ve DNA o6rnekleri 50 ng/ml konsantrasyonunda seyreltilerek

polimeraz zincir reaksiyonlarinda (PCR) taslak olarak kullaniimigtir.

NPHS1, NPHS2 ve LAMB2 genlerinin tum ekzonlari ile WT1 geninin 8.
ve 9. ekzonlari igin 6zgul “forward” ve “reverse” primerler kullanilarak PCR
reaksiyonu gerceklestiriimigtir. Kullanilan primerlerin dizileri Tablo 3.1’de

verilmistir.



Tablo 3.1: Polimeraz zincir reaksiyonu igin kullanilan primerler.
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Gen/Ekzon Baz Dizisi Gen/Ekzon Baz Dizisi

NPHS1 E1/2F GAGAGGGACCCAGAGAAAGC NPHS1 _E11F CAGGACCCAGCACAGAGAA
NPHS1 E1/2R CGACCTGGCACTCATACTCC NPHS1 _E11R GTCCTTCCCCCACATTCCT
NPHS1 E3/4F AGGGGACCCTGCTAGAGGTA NPHS1 _E12F ACCCAGTGGGCAGGGTAG
NPHS1 E3/4R AACACACACCCTTCCCACTC NPHS1 _E12R GTTGGAGGAGCGAGACTCAG
NPHS1_ES5F ATTCAGGCAGTCCAGAAAGT NPHS1_E13F GGAGGGACAGAGCCAGGT
NPHS1_E5R CCATGAAGAAGCTTTGAGAGT NPHS1_E13R CAGAGGCTGGAGAGGCACTA
NPHS1_EGF TGACTCCCCAAATTTCAGATG NPHS1_E14F TAGTGCCTCTCCAGCCTCTG
NPHS1_E6R TTTCCATAATCCCTGTGATCC NPHS1_E14R TTAGGGTCAAGAAGGCATCG
NPHS1 _E7F GAGTGGATGGGCTACTCCAG NPHS1_E15/16F TGTGCCTGATCTCCAATCTG
NPHS1_E7R TCAGGACTGGCTCCCAGA NPHS1_E15/16R GAGACTCCACAATGGGCAAG
NPHS1 E8F GGTCTGGGAGCCAGTCCT NPHS1_E17F GTCTGGGCCCAAGTGTCTT
NPHS1_E8R GGCACACACAGATGGTTCTC NPHS1_E17R TCCCAAGGAACTCACAGTCA
NPHS1_E9F GCTTAGTGTCTTCCTTCTCTGTCC |NPHS1_E18/19F ATTTGGGCAGTGATGGATCT
NPHS1_E9R ACGAGTCATGCCCTCAGC NPHS1_E18/19R CTTCTCTGCAGGGACTCAGG
NPHS1_E10F CGATGGATAGGGGTGCTG NPHS1_E20F TGGATGCATAGATGATTCCAAG
NPHS1 _E10R TCTGTGCTGGGTCCTGAG NPHS1_E20R CAATCAGGGATGTGGGAATG




Tablo 3.1 (devam): Polimeraz zincir reaksiyonu igin kullanilan primerler.
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Gen/Ekzon Baz Dizisi Gen/Ekzon Baz Dizisi

NPHS1 _E21/22F CCTGGACAGAATCTTCTGGAAT NPHS2_E3R TTACTTCATTTAATCTGAGGTCAT
NPHS1 E21/22R TTCACCATACTACCCTACACATCC |[NPHS2_EA4F TGACCCCAGAAAGGT

NPHS1 E23F GGCTTAAGAAGAGGCTGAGAAA NPHS2_E4R AAGCAAAAGCCATCA

NPHS1 E23R AGGGTCAGAGACCAGGAGGT NPHS2_E5F GCGGAGAAAATTCACTTTGA
NPHS1_E24/25F ACAGCCTGTTGTCTGGGATT NPHS2_ES5R GGATGGAACTGGCCATAGAA
NPHS1_E24/25R CCTCCCTCAGAGCCTTCTTT NPHS2_EG6F ACAGATTCCAGGGATTAGGACA
NPHS1_E26F AGGTTTGGGGGAGACTGGT NPHS2_EG6R TGAAAAATTTAAAATGAAACCAGAA
NPHS1_E26R CTAACGGCAGGGCTTCAGTC NPHS2_E7F TGACCTCAGAAGTCTAGGAAT
NPHS1_E27/28F GCCGTTAGCATCAGGTTGA NPHS2_E7R TGCCTAATGAATGGACAGTAA
NPHS1_E27/28R CAGGCCTCTTTGTTACAGCA NPHS2_E8F GATGCTCAGTGCTTGTCTGC
NPHS1_E29F TTAAGCAGGGGCATGTATCC NPHS2_E8R CCATATGGCAACCAAAGGAA
NPHS1 _E29R GCCCAGGCTGTAATGAGAGA WT1_E8F CTAACAAGCTCCAGCGAA
NPHS2_E1R TCAGTGGGTCTCGTGGGGAT WT1_E8R ACTAAACACATGGCTGACTC
NPHS2_E1F CGACTCCACAGGGACTGC WT1_EO9F CCTCACTGTGCCCACATTGT
NPHS2_E2F TGCCAACTCCAATACCAAGA WT1_E9R GCACTATTCCTTCTCTCAACTGAG
NPHS2_E2R CAGTGAGAGGCCTCAGGAAA LAMB2_E1F GAGGGAAGGGGTAGGGTTG
NPHS2_E3F TTTCCTGGTTCTCAA LAMB2_E1R CTATCCAGTGGCTCCACCTC




Tablo 3.1 (devam): Polimeraz zincir reaksiyonu igin kullanilan primerler.
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Gen/Ekzon Baz Dizisi Gen/Ekzon Baz Dizisi

LAMB2_E2F GTCCTGGTAGTTGCCCTTGG LAMB2_E16R ACCCCTGCTATCCCTCAAGT
LAMB2_EZ2R CTTCTTTTCGTCCTGGGTTG LAMB2_E17/18F AGTGCTCTGGCAATGCCTAC
LAMB2_E3/4F CTGGGGACAGGGTGTGAC LAMB2_E17/18R AGCAGGTCCAGAAGGAGGAG
LAMB2_E3/4R CATGCTCAAGGAGGCTGTG LAMB2_E19F TCCTGACCTTCCCACCTAGA
LAMB2_E5/6F CTGAGCAGGGCTCTTGATG LAMB2_E19R CCAACCAACCCACTCATAGC
LAMB2_E5/6R CACCTGCCCTAGGAAGCAC LAMB2_E20/21F AGCAGCTATGAGTGGGTTGG
LAMB2_E7/8F GGGTGGCAGTGTATAGGAGGT LAMB2_E20/21R TGAGCACAGTAGTCAAGAGGAG
LAMB2_E7/8R CTATGGAGGCCAAGATCTCACT LAMB2_E22/23F GAGGGCATGGCTGAATTG
LAMB2_E9F CCACAAATTCTGGCCTGTG LAMB2_EZ22/23R TGCAAGAAAGAGCAGAGCAC
LAMBZ2_E9R TCTATCCCAAGCCCCTAACC LAMB2_EZ24F GCCAGGGTAGATGGAGGAC
LAMB2_E10/11F AGGAGAGGACTGGCAGTGAG LAMB2_EZ24R GGGTGTTTAGAGAGGCTTCAG
LAMB2_E10/11R CACCCACTGGCATAGATGTG LAMB2_E25F GCGGAAGGGCCTAAGAATAC
LAMB2_E12/13R ACATCCAGCCCTCTGCTTAG LAMB2_E25R TAAATTGGGCAGAGGCAGAC
LAMB2_E12/13F GGTCTGGAGGTCTGTTTCTGG LAMB2_E26F TCCTGGGTGAGTTGTTAGCC
LAMB2_E14/15F CAGGAGAAATGGGGTTTGG LAMB2_E26R CCAGGCACAGAACAAGTCAG
LAMB2_E14/15R GAATGAGCTGTGGGGTCTTC LAMB2_E27F TGGTGAGGTTGAAGTGTTGG
LAMB2_E16F GGAGGCCCAGATGATTTGTA LAMB2_E27R GAGGCTCAAGTATGAACCAAGG




Tablo 3.1 (devam): Polimeraz zincir reaksiyonu igin kullanilan primerler.
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Gen/Ekzon Baz Dizisi Gen/Ekzon Baz Dizisi

LAMB2_E28/29F CCTGAGTCCATACCCCAAAA LAMB2_E30/31R GTTTCCCGCAGTCTTGTGTC
LAMB2_E28/29R CCTTGTCCCACTGATGTCCT LAMB2_E32F TAAGAAATGGGGCACCAGAG
LAMB2_E30/31F CTGTGTAACCTTTGGCTCACC LAMB2_E32R CCCAAATCAGAGTCCAGACAA
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PCR igin kullanilan karigim: PCR programi:

5X Tampon 5 ul 95 °C 5 dakika

dNTP 0.5 ul 95 °C 45 sn

MgCl (25 mM) 1.5 ul 58 °C 35 sn 34 dongu
Primer F (10 pmol) 1 ul 72°C 45sn

Primer R (10 pmol) 1 ul 72°C 3 dakika

Taq polimeraz 0.25 ul 4°C o0

DNA (10-50 ng/ul) 2 ul

Su 9 ul

Jel Uzerinde tek bant seklinde goruntilenen drlnler vakum
purifikasyon (Qiagen Minielute) ile saflastirilarak nanodrop ile konsantrasyon
Olcumleri gercgeklestiriimistir. Daha sonra bu Urlnlere asagida belirtilen

protokole gore dizi analizi ydéntemi uygulanmistir.

DNA dizileme reaksiyonu igin

kullanilan karisim: PCR programi:

Big Dye 0.5 ul 96 °C 1 dakika

5X Tampon 1.75 ul 96 °C 10 sn

Primer (F ya da R) 1 ul 50 °C 5 sn 30 dongu
Su 4.75 ul 60 °C 4 dakika

Pirifiye PCR riini 2 ul 4°C %
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DNA dizi analizi reaksiyonu sonucunda elde edilen Urunler sefadeks
kolonlardan gegcirilerek purifiye edilmis ve genetik analiz cihazinda (Applied
Genetic Analyzer 3130) kosumlari gergeklestirilmisti. Elde edilen ham veriler
Sequencing Analysis Software ile analiz edilmis ve Ensembl veri tabanindaki

referans diziyle (http:/www.ensembl.org/) karsilastirilarak normalden farkl

varyasyon, polimorfizm ve mutasyonlar agisindan taranmigtir. Ensembl’da
karsilastirma yapilan referans diziler sdyledir: NPHS1 transcript ID
ENSTO00000378910, NPHS2 transcript ID ENST00000367615, LAMB2
transcript ID ENST00000305544. WT1 geninin birgok farkli transkripti olmasi
ve literatirdeki mutasyon adlandirmasi ¢ogunlukla daha 6nceki bir calismaya
gore yapilmis oldugundan ayni ¢alisma (72) referans alinarak isimlendirme
yapilmistir. Bu yolla varyasyon saptanan bireylerde segregasyonu gdstermek
amaciyla ebeveynlere de bakilmigtir. Saptanan tum varyasyonlarin Human

Gene Mutation Database Professional’da (http://www.hgmd.org/) daha

onceden tanimlanip tanimlanmadigi arastirildi (erigim tarihi: Agustos 2014).
Daha dnceden hastaliga neden oldugu bildiriimis degisiklikler ilgili makaleler
referans alinarak mutasyon kabul edilmistir. Daha dnce tanimlanmamis olan
genetik  degisiklikler =~ Mutation  Taster  adli tahmin programi

(http://www.mutationtaster.org/) kullanilarak tarler arasi evrimsel korunma ve

aminoasit degisikliginin proteinin yapisina etkisini iceren bir algoritmaya gore
hastaliga neden olma olasili§i agisindan incelenmistir. Mutation Taster
incelemesi sonucunda hastaliga neden oldugu tahmin edilen genetik

degisiklikler mutasyon olarak adlandiriimistir.

3.3. istatistiksel Analiz

Mutasyon saptanan genlere gore hastalar gruplandiriidi ve tum
gruplarin klinik verileri ortalamazortalamanin standart hatasi olarak sunuldu.
TUum gruplarda hastalik baglangi¢ yasi ve sagkalim incelemesi icin Kaplan-
Meier egrileri cizildi. Bu egriler Log-rank testi kullanilarak karsilastirildi ve
p<0.05 anlaml kabul edildi.


http://www.ensembl.org/
http://uswest.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence_cDNA?db=core;g=ENSG00000161270;r=19:36316866-36360189;t=ENST00000378910
http://uswest.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Exons?db=core;g=ENSG00000116218;r=1:179519674-179545087;t=ENST00000367615
http://uswest.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence_cDNA?db=core;g=ENSG00000172037;r=3:49158547-49170551;t=ENST00000305544
http://www.hgmd.org/
http://www.mutationtaster.org/
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4. SONUCLAR
4.1. Genel Sonuglar ve Demografik Ozellikler

Pediatrik Nefroloji Laboratuvar’'na standart klinik bilgi formu
doldurularak tam kan 6rne@i gonderilen 1 yas altinda baslangi¢ gosteren
nefrotik sendromu olan 102 hasta g¢alismaya dahil edildi. Bu hastalarin 92’si
Turkiye'den, digerleri ise Suriye (4 hasta), iran (3 hasta), Sirbistan (2 hasta)
ve Bosna-Hersek’ten yonlendiriimisti (1 hasta). Hastalarin 55'i erkek (%54),
47’si kizdi (%46). Calismaya dahil edilen hastalarin 80’i (%78) konjenital
nefrotik sendrom, 22’si (%22) infantil nefrotik sendrom hastasiydi. Genetik
calismalar sonucunda 66 hastada incelenen dort genden birisinde (38
hastada NPHS1, 16 hastada NPHS2, 8 hastada WT1 ve 4 hastada LAMB2)
hastaliga neden olan mutasyonlar saptandi. 36 hastada ise NPHS1, NPHS2,
WT1 ve LAMB2 genlerinde hastaliga neden olabilecek mutasyonlar
saptanmadi. Mutasyon saptanan hastalarin %88’i konjenital nefrotik sendrom
tanisi almisti. Konjenital nefrotik sendrom hastalarinda bu 4 genden birinde
mutasyon saptama orani %73 iken, infantil nefrotik sendrom hastalarinda ise

mutasyon saptama orani %36’yd1.

NPHS2 mutasyonu saptanan hastalarin ¢ogu erkek iken (%63),
NPHS1 ve LAMB2 mutasyonu saptanan hastalarin gogunlugu kizdi (sirasiyla
%58 ve %75), WT1 mutasyonu olan hastalarda ise erkek ve kiz orani esitti.
Mutasyon saptanamayan hastalarin ¢ogunlugu erkekti (%67). Anne-baba
arasinda akrabalik orani en yuksek olan grup %100 ile LAMB2 grubuydu,
bunu %81 ile NPHS1, %69 ile NPHS2, %50 ile WT1 gruplari izlemekteydi.
Mutasyon saptanmayan hastalarda anne-baba arasinda akrabalik orani

%47’'ydi. Hastalarin demografik 06zellikleri Tablo 4.1'de verilmistir.
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Tablo 4.1. Hastalarin baslangigtaki demografik, klinik ve laboratuvar bulgulari. Veriler ortalamazortalamanin standart hatasi

olarak verilmistir. NS: nefrotik sendrom.

NPHS1 NPHS2 WT1 LAMB2 Mutasyon yok
Hasta Sayisi 38 16 8 4 36
Cinsiyet (E/K) 16/22 (%42/58) | 10/6 (%63/37) 4/4 (%50/50) 1/3 (%25/75) 24/12 (%67/33)
Anne-baba arasinda akrabalik %81 %69 %50 %100 %47
Baslangi¢ Yasi (ay) 1.1+0.1 2.6+0.8 3.911.4 24+1.0 5.1+0.6
Konjenital/infantil NS (%/%) 37/1 (%97/%3) | 13/3 (%81/%19) | 5/3 (%63/%37) | 3/1 (%75/%25) | 22/14 (%61/%39)
Odem %89 %56 %75 %75 %78
izole proteiniri %5 %25 %13 - %14
Ortanca protein(ri 3+ 3+ 3+ 4+ 3+
Mikroskopik hematuri (%) %60 %60 - %25 %34
Serum kreatinin (mg/dL) 0.350.7 0.41x0.1 2.14+0.4 2.04+0.9 0.95+0.3
Serum protein (g/dL) 2.87+0.1 4.47+0.2 3.46+0.4 2.73+0.2 3.3910.1
Serum albumin (g/dL) 1.1840.1 2.02+0.2 1.9310.2 1.3710.1 1.2240.1
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4.2. Mutasyon Saptanan Genlere Gore Hastalarin Ozellikleri

Ortalama hastalik baslangic yasi en kuguk olan grup NPHS1 (1.1 ay)
grubuydu, bunu sirasiyla LAMB2 (2.4 ay), NPHS2 (2.6 ay) ve WT1 (3.9 ay)
gruplari izliyordu. NPHS1 grubunda 1 hasta hari¢g tim hastalarda hastalik
hayatin ilk 3 ayinda baslamisti. Gruplara gore hastalik baslangi¢ yasi egrileri
Sekil 4.1’de verilmistir. Mutasyon saptanan gene gore hastalik baglangi¢ yasi
NPHS1 grubunda NPHS2 (Log-rank testi, p=0.01) ve WT1 (p=0.006)
gruplarina goére anlamli olarak duguktia, LAMB2 grubundan ise farksizdi
(p>0.05). Diger gruplar arasinda hastalik baglangi¢c yasi agisindan anlamli
fark yoktu (p>0.05). Mutasyon saptanmayan grupta ortalama hastalik
baslangici 5.1 aydi. Gruplar igerisinde konjenital ve infantil nefrotik sendrom
hastalarinin dagiimina bakildiginda tim gruplarda hastalarin ¢gogunlugunun
konjenital nefrotik sendromlu oldugu saptandi. Konjenital nefrotik sendrom
orani en yuksek NPHS1 grubundaydi (%97), bunu sirasiyla NPHS2 (%81),
LAMB2 (%75) ve WT1 (%63) gruplari izliyordu. Mutasyon saptanmayan
grupta ise %61 oraninda konjenital nefrotik sendrom hastasi vardi. Hastalarin

hastalik baslangi¢ yaslari ile ilgili bilgiler Tablo 4.1°de verilmigtir.

Tim gruplarda en sik ilk bagvuru sikayeti 6demdi. Odem ile basvuran
hasta orani en yuksek NPHS1 grubundaydi (%89), bunu sirasiyla LAMB2
(%75), WT1 (%75) ve NPHS2 (%56), gruplar izliyordu. Mutasyon
saptanmayan gruptaki hastalarin %78 6dem ile basvurmustu. Odem
olmadan rutin muayene sirasinda proteinlri saptanarak nefrotik sendrom
tanisi alan hasta orani en yiksek NPHS2 grubundaydi (%25), bunu WT1
(%13) ve NPHS1 (%5) gruplan izliyordu, LAMB2 grubunda 6édem olmadan
rutin muayene sirasinda proteinuri saptanmasi sonrasi tani alan hasta yoktu.
Mutasyon saptanmayan grupta hastalarin %14’ 6édem olmadan rutin
muayene sirasinda proteinuri saptanmasi sonrasi nefrotik sendrom tanisi
almisti. NPHS1 grubunda bir hasta konjenital nefrotik sendromlu kardes
OykUsu nedeniyle arastirilirken, NPHS2 grubunda ise bir hasta konvlziyon
nedeniyle arastirilirken tani almisti. Hastalarin ilk basvuru sikayetleri ile ilgili

bilgiler Tablo 4.1’de verilmigtir.
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Sekil 4.1: Mutasyon saptanan genlere gore hastalik baslangi¢ yasi. (Log-
rank testi. NPHS1 vs NPHS2 p=0.01, NPHS1 vs WT1 p=0.006, diger gruplar

arasinda anlamli fark yok, p>0.05)

LAMB2 grubunda spot idrarda dipstik ile bakilan ortanca proteinuri 4+,
diger gruplarda ise 3+’di. Mikroskopik hematlri orani NPHS1 ve NPHS2
gruplarinda %60 iken, LAMB2 grubunda %25, mutasyon saptanmayan
grupta %34’ti. WT1 grubundaki hicbir hastada mikroskopik hematuri
saptanmamigti. Bagvurudaki ortalama serum kreatinin dizeyi en dusuk
NPHS1 grubundaydi (0.35 mg/dL), bunu sirasiyla NPHS2 (0.41 mg/dL),
LAMB2 (2.04 mg/dL) ve WT1 gruplari (2.14 mg/dL) izliyordu. Mutasyon
saptanmayan grupta basvurudaki ortalama serum kreatinin duzeyi 0.95
mg/dL’ydi. Gruplardaki basvurudaki ortalama serum protein/albumin
dizeyleri su sekildeydi: NPHS1 (2.87/1.18 g/dL), NPHS2 (4.47/2.02 g/dL),
WT1 (3.46/1.93 g/dL), LAMB2 (2.72/1.37 g/dL), mutasyon saptanmayan grup
(3.39/1.22 g/dL). Hastalarin idrar ve serum biyokimyasi bulgulari Tablo 4.1’de

verilmistir.
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4.3 Hastalarda Saptanan Bobrek Digi Bulgular

Mutasyon saptanan tim gruplara bir arada bakildiginda bdbrek digi
bulgular hastalarin %41’inde mevcuttu ve en sik gorulen bozukluk hastalarin
%14’Gnde gorulen konjenital kalp hastaliklariydi (atriyal septal defekt ve
pulmoner stenoz gibi). Bdbrek disi bulgular en sik LAMBZ2 grubunda
mevcuttu ve tum hastalarda géz anomalileri (mikrokori, miyozis) mevcuttu.
NPHS1 grubunda %33 oraninda bobrek disi bulgular mevcuttu ve bunlar
siklik sirasina gore konjenital kalp hastahdl (%13), hipotiroidi (%5), boy
kisaligi (%5), prematurite (%5) ve fasiyal dismorfizmdi (%5). NPHS2
grubunda %31 oraninda bobrek disi bulgular vardi ve bunlar siklik sirasina
gore konjenital kalp hastaligi (%13), hipotiroidi (%6), prematurite (%6),
konvilziyon (%6) ve mental retardasyondu (%6). WT1 grubunda hastalarin
%50’sinde bdbrek digi bulgular vardi ve bunlar siklik sirasina gore konjenital
kalp hastaligi (%25), genital anomaliler (%25), konvulziyon (%13) ve
hipotiroidiydi (%13). Mutasyon saptanmayan grupta hastalarin %35’inde
bobrek digi bulgular vardi ve bunlar siklik sirasina goére konjenital kalp
hastaligi (%8), fasiyal dismorfizm (%8), sagirlik (%8), mikrosefali (%6), boy
kisalidi (%6), g6z anomalileri (%6), mikrosefali (%6) ve mental retardasyondu

(%3). Hastalarin ekstrarenal bulgulari Tablo 4.2’de verilmistir.
4.4. Hastalara Uygulanan Tedaviler ve Hastalarin Prognozlari

Tedavi uygulama orani en yuksek olan grup NPHS1 grubuydu ve bu
gruptaki hastalarin %65’ine tedavi uygulanmisti. NPHS1 grubundaki
hastalarin ¢oguna destekleyici tedaviler verilmisti. Bu hastalarin %60’
albumin, %13’ ADEI, %5'i indometazin tedavisi almisti. Ayni gruptaki
hastalarin %8’'ine de steroid tedavisi uygulanmisti. NPHS2 grubundaki
hastalarin  %56’sina tedavi uygulanmisti ve bu hastalarin ¢ogduna
immuanosupresif tedavi verilmisti. Bu hastalarin %38’i steroid, %19u
siklosporin A, %19’u siklofosfamid tedavisi almisti. Ayni gruptaki hastalarda
destekleyici tedavi verilme orani disiik bulunmus ve hastalarin %19’u ADEI,

%13’U albumin tedavisi almisti. WT1 grubundaki hastalarin %38’ine tedavi
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Tablo 4.2: Hastalarda saptanan bobrek disi bulgular.

NPHS1 | NPHS2 | WT1 | LAMB2 | Mutasyon yok
Konjenital kalp hastaligi | %13 %13 %25 - %8
Hipotiroidi %5 %6 %13 - -
Boy kisaligi %5 - - - %6
Prematurite %5 %6 -
Mental retardasyon - %6 - - %3
Konvilziyon %6 %13 -
Genital anomaliler - - %25 - -
GOz anomalileri - - - %100 %6
Fasiyal dismorfizm %5 - - - %8
Sagirlik - - - - %8
Mikrosefali - - - - %6
Toplam %33 %31 | %50 | %100 %35

uygulanmigti ve %25'i steroid, %13’0 albumin tedavisi almisti. LAMB2
grubundaki higbir hastaya tedavi uygulanmamisti. Hastalara uygulanan

tedaviler Tablo 4.3’te verilmistir.

Mutasyon saptanan hastalarin anne-babalari hastalarin son tibbi
durumlarini 6grenmek igin telefonla arandi (Temmuz 2014) ve toplam 38
hastaya ulasildi. NPHS1 grubunda 22, NPHS2 grubunda 8, WT1 grubunda 6,
LAMB2 grubunda 2 hastanin anne veya babasina telefonla ulasilabildi ve
hastalarin diyalize baglanma, renal transplantasyon yapilma ve eksitus olma
durumlari égrenildi. NPHS1 grubunda ulagilan hastalarin %14’Gne (3 hasta)
ortalama 21.3 ayda periton diyalizi uygulanmaya baslanmisti. Ayni gruptaki 5
hastaya (%23) renal transplantasyon yapilmis (4 canli, 1 kadavra donérden)
ve bu islem ortalama 20 ayda yapimisti. NPHS2 grubunda ulasilan
hastalarin %22’sine (2 hasta) ortalama 42 ayda periton diyalizi uygulanmisti.
Bu gruptaki hastalarin higbirine renal transplantasyon yapiimamigti. WT1
grubunda ulasilan hastalarin timine (6 hasta) ortalama 8.2 ayda periton

diyalizi uygulanmisti. Bu grupta bir hastaya canli dondrden renal
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transplantasyon yapilimist. LAMB2 grubunda ulagilan hastalarin higbirine

periton diyalizi veya renal transplantasyon yapilmamigti.

Tam gruplara bir arada bakildiginda ulasilan hastalarin 1 yillik sag
kalim oranlari %50, 2 yillik sag kalim oranlari %42’ydi. Mutasyon saptanan
genlere gore sagkalim durumlarina bakildiginda NPHS1 grubunda ulasilan
hastalarin %65’inin ortalama 5.1 ayda eksitus oldugu goéruldi. NPHS2
grubunda ulagilan hastalarin timu Temmuz 2014 itibariyle hayattaydi. WT1
ve LAMB2 gruplarinda ise ulagilan tim hastalar ortalama 8.3 ve 4.2 ayda
eksitus olmustu. Hastalara uygulanan renal replasman tedavisi ve sagkalim
ile ilgili bilgiler Tablo 4.3’te verilmistir. Mutasyon saptanan genlere gore
hastalarin yagsamin ilk iki yilinda sagkalim egrileri Sekil 4.2°de verilmistir.
NPHS2 grubunda sagkalim orani diger gruplara gére anlamli olarak yluksek
bulundu (Log-rank testi. NPHS2 vs NPHS1 p=0.004, NPHS2 vs WT1
p=0.0001, NPHS2 vs LAMB2 p=0.0009). NPHS1, WT1 ve LAMB2 gruplari
arasinda sagkalim agisindan anlamli fark yoktu (p>0.05). NPHS1 grubundaki
hastalarin sagkalimlari ile cinsiyet arasinda kuvvetli bir iliski vardi. NPHS1
mutasyonu olan kizlarin sagkalimlari erkeklere gore anlamli olarak yuksekti
(Sekil 4.3, Log-rank testi, p=0.02). Bu bulgunun hastaligin erkeklerde daha
erken baslangi¢ gdstermesiyle agiklanabilecedi dusunuldd ve buna ydnelik
incelemeler yapildi, fakat NPHS1 mutasyonu olan erkek ve kizlar arasinda
hastalik baslangi¢ yasi agisindan anlamli fark bulunmadi (Sekil 4.4). Diger
gruplarda cinsiyet ile sagkalim veya hastalik baglangici arasinda iligki

bulunmadi.
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Tablo 4.3: Hastalara uygulanan tedaviler, periton diyalizi ve renal transplantasyon uygulanma durumu ve eksitus olma

durumu. Veriler ortalamazortalamanin standart hatasi olarak verilmistir. ADEI: anjiyotensin dénustiiriicti enzim inhibitora.

NPHS1 NPHS2 WT1 LAMB2
Toplam tedavi uygulanma orani (%) %65 %56 %38 -
Albumin (%) %60 %13 %13 -
Steroid (%) %8 %38 %25 -
Siklofosfamid (%) - %19 - -
Siklosporin A (%) - %19 - -
ADEI (%) %13 %19 - -
indometazin (%) %5 - - -
Telefonla ulasilan hasta sayisi 22/38 8/16 6/8 214
Diyaliz ihtiyaci (%) %14 %22 %100 %0
Diyaliz baslangic yasi (ay) 21.3+2.3 42+2.1 8.212.8 -
Renal transplantasyon (%) %23 %0 %17 %0
Renal transplantasyon yasi (ay) 20+0.69 - 60 -
Donér durumu (canli/kadavra) 4 canli/1 kadavra - 1 canli -
Mortalite (%) %65 %0 %100 %100
Ortalama 6lUm yasi (ay) 5.1£0.5 - 8.3+2.2 4.2+0.5
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Sekil 4.2: Mutasyon saptanan genlere gore hastalarin yagsamin ilk iki yilinda
sagkalim analizi. (Log-rank testi. NPHS2 vs NPHS1 p=0.004, NPHS2 vs
WT1 p=0.0001, NPHS2 vs LAMB2 p=0.0009, diger gruplar arasinda anlamli
fark yok, p>0.05)
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Sekil 4.3: NPHS1 mutasyonu saptanan hastalarda cinsiyete gore yasamin ilk
iki yihnda sagkalim analizi. (Log-rank testi. NPHS1 erkek vs NPHS1 kadin
p=0.02)
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Sekil 4.4: NPHS1 mutasyonu saptanan hastalarda cinsiyete goére hastalik

baslangi¢ yasi (Log-rank testi, p>0.05).

4.5. Hastalarda Saptanan Mutasyonlar

66 hastada toplamda 32 farkli NPHS1 mutasyonu, 8 farkli NPHS2
mutasyonu, 5 farklh WT1 mutasyonu ve 4 farkli LAMB2 mutasyonu saptandi.

Genlere gore saptanan mutasyonlarla ilgili bilgiler agsagida belirtilmistir.
4.5.1. NPHS1

NPHS1 mutasyonu saptanan 38 hastada toplam 32 farkli mutasyon
bulundu. Bu mutasyonlarin 21’i daha 6nce tanimlanmis mutasyonlardi, 11’i
ise ilk kez bu calismada tanimlandi. NPHS1 mutasyonu saptanan hastalarin
32’sinde homozigot mutasyonlar, 6’sinda ise bilesik heterozigot mutasyonlar
saptandi. En sik goérilen mutasyon nonsense c. 3478C>T p.(Arg1160Ter)
mutasyonuydu ve toplam 5 hastada homozigot olarak saptandi. Bu
mutasyona sahip olan hastalarin ikisi kardesti ve Sirnak’lhydi, diger hastalar
ise Batman, iran ve Suriye'liydi. iki hastada homozigot olarak bulunan
nonsense ¢.3325C>T p.(Arg1109Ter) mutasyonu bir hastada da heterozigot

olarak mevcuttu ve bu hastalarin timi Dazkir/Afyonkarahisarliydi. ki
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hastada missense c.1181G>T p.(Gly394Val) mutasyonu homozigot olarak
saptandi ve bu hastalarin ikisi de Amasya’liydi. ¢.2506+1G>T splice site
mutasyonu iki hastada saptandi ve bu hastalar kardesti. Hastalarda saptanan
NPHS1 mutasyonlari Tablo 4.4'te, mutasyonlarin proteinin yapisina goére
yerlesimleri Sekil 4.5'te verilmistir. Hastalarda saptanan NPHS1 mutasyonu
tipi (protein kirpici veya missense) ile hastalik baslangi¢ yasi (Sekil 4.6) ve
sagkalim (Sekil 4.7) arasinda bir iliski bulunamadi. NPHS1 mutasyonlarinin
proteinde degisiklik yaptigi pozisyon ile sagkalim arasindaki iliskiye
bakildiginda en az bir allelde nefrin proteininin transmembran veya
intraseluler bolgelerini etkileyen mutasyonlara sahip olan hastalarda
sagkalimin ekstraselller bdlgeyi etkileyen homozigot mutasyonlara sahip
hastalara gore daha iyi oldugu goruldi (Sekil 4.8, Log-rank testi, p=0.04). Bu

iki grup arasinda hastalik baslangi¢ yasi agisindan anlamli fark yoktu (Sekil

4.9).

Tablo 4.4: Hastalarda saptanan NPHS1 mutasyonlari

Mutasyon Zigosite Hasta Sayisi | Referans
€.2664-4 2670del p.? Homozigot 1 (73)
€.2815+5G>A p.? Homozigot 1 (74)
€.2542A>C p.(Lys848GlIn); Bilesik 1 yok/(73)
c.2549 2558del heterozigot

p.(Ala850GlufsTer52)

C.1169A>G p.(Asp390Gly) Homozigot 1 yok
€.866G>A p.(Trp289Ter) Homozigot 1 (74)
€.2206G>T p.(Val736Leu) Homozigot 1 yok
€.3325C>T p.(Argl109Ter) Homozigot 2 (48)
€.2404C>T p.(Arg802Trp) Homozigot 1 (51)
€.2800C>T p.(GIn934Ter) Homozigot 1 yok
€.1099C>T p.(Arg367Cys); Bilesik 1 (52)/(75)
€.1135C>T p.(Arg379Trp) heterozigot
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€.3478C>T p.(Argl160Ter) Homozigot 5 (51)
€.3230A>G p.(Asn1077Ser) Homozigot 1 (76)
€.3233C>A p.(Alal078Asp) Homozigot 1 (76)
€.2506+1G>T p.? Homozigot 2 yok
€.1099C>T p.(Arg367Cys) Homozigot 1 (51)
c.2549 2558del Homozigot 1 (73)
p.(Ala850GlufsTer52)

€.1181G>T p.(Gly394Val) Homozigot 2 yok
€.614 621delinsTT Homozigot 1 (51)
p.(Thr205_Arg207delinslle)

€.1999C>A p.(Pro667Thr); Bilesik 1 yok/yok
€.2026C>A p.(Pro676Thr) heterozigot

€.2014G>A p.(Ala672Thr); Bilesik 1 (77)I(76)
€.3233C>A p.(Alal078Asp) heterozigot

€.3325C>T p.(Arg1109Ter); Bilesik 1 (48)/yok
c.526_526+1del p.? heterozigot

€.1672C>T p.(Arg558Cys) Homozigot 1 (75)
€.1048T>C p.(Ser350Pro) Homozigot 1 (51)
€.1223G>A p.(Arg408GIn) Homozigot 1 (51)
c.515 517del p.(Thrl72del) Homozigot 1 (51)
€.2324G>T p.(Trp775Leu) Homozigot 1 (77)
€.2299C>T p.(Pro767Ser) Homozigot 1 yok
€.526+2T>G p.? Homozigot 1 (7)
€.609-2A>C p.? Homozigot 1 (53)
c.2549 2558del Bilesik 1 (73)/yok
p.(Ala850GlufsTer52); heterozigot

c.3287del

p.(Gly1096AlafsTer47)

€.2881T>C p.(Trp961Arg) Homozigot 1 (77)




p.(Trp289Ter)

| A

p.(Pro667Thr)
p.(Ala672Thr)
p.(Pro676Thr)
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Ar9379Trp p.(Arg558Cys)
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p.(Thr205_Arg207delinslle) Asp390GIy
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—c.526+2T>G
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p.(Thr172del)
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Sekil 4.5: Hastalarda saptanan NPHS1 mutasyonlarinin proteindeki yerlesimleri.

p.(Val736Leu)
|

p.(Pro767Ser)
rp (Trp775Leu)

€.2664-4_2670del

—p.(Ala850GlufsTer52)
—p.(Lys848GIn)

p.(Trp961Arg)
~p.(Ala1078Asp)

p.(Arg802Trp)
c.2506+1G>T

c.2815+5G>A

“p.(GIn934Ter)
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29

—p.(Arg1160Ter)
—p.(Arg1109Ter)

—p.(Gly1096AlafsTer47)
p.(Asn1077Ser)

Sari renkli mutasyonlar 1-3 aminoasit

degisikligine neden olan, mor renkli mutasyonlar nonsense, kirmizi renkli mutasyonlar ¢erceve kaymasi, pembe renkli

mutasyonlar intronik mutasyonlari géstermektedir. Nefrin proteininin ekstraseltler kismi 8 immunoglobulin benzeri (Ig1-8) ve 1

fibronektin benzeri (Fn) bdlgeden olugmaktadir, proteinin ayrica transmembran ve intraselller kisimlari da bulunmaktadir.

Siyah ile yazilan numaralar ilgili bélgeyi kodlayan ekzonlari belirtmektedir. Her nokta bir hastayi temsil etmektedir.
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Sekil 4.6: NPHS1 mutasyonu saptanan hastalarda mutasyon tipi ile hastalik
baslangi¢ yasi arasindaki iligki (Log-rank testi, p>0.05).
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Sekil 4.7: NPHS1 mutasyonu saptanan hastalarda mutasyon tipi ile sagkalim

arasindaki iligki (Log-rank testi, p>0.05).
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Sekil 4.8: NPHS1 mutasyonu saptanan hastalarda mutasyon pozisyonu ile

sagkalim arasindaki iliski (Log-rank testi, p=0.04).
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Sekil 4.9: NPHS1 mutasyonu saptanan hastalarda mutasyon pozisyonu ile

hastalik baslangi¢ yasi arasindaki iliski (Log-rank testi, p>0.05).
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4.5.2. NPHS2

NPHS2 mutasyonu saptanan 16 hastada toplam 8 farkli mutasyon
bulundu. Bu mutasyonlarin tumi daha once tanimlanmis mutasyonlardi.
NPHS2 mutasyonu saptanan hastalarin 15'inde homozigot, bir hastada da
bilesik heterozigot mutasyonlar saptandi. En sik saptanan mutasyon 6
hastada homozigot olarak godsterilen missense ¢.353C>T p.(Pro118Leu)
mutasyonuydu ve bu hastalarin 5 Dodu ve Guneydogu Anadolu
Bdlgeleri'ndendi (2 hasta Sanliurfa, 1 hasta Gaziantep, 1 hasta Mus, 1 hasta
Erzurum), 1 hastanin kdkeni bilinmiyordu. Dort hastada homozigot olarak
gorulen bir bazlik bir insersiyon olan c.467_468insT p.(Leul56PhefsTerl1)
mutasyonu saptandi ve bu hastalarin ikisi ikiz kardesti ve Isparta’liydi, diger
iki hasta ise Nigde ve Nevsehirliydi. Hastalarda saptanan NPHS2
mutasyonlari Tablo 4.5’te verilmigtir. Hastalarda saptanan NPHS2
mutasyonu tipi (protein kirpici veya misense) ile hastalik baslangi¢ yasi
arasinda bir iligki bulunamadi (Sekil 4.10). NPHS2 mutasyonu saptanan ve
telefonla ulasilan tim hastalar hayatta oldugundan mutasyon tipi ile sagkalim

arasinda iligki olup olmadigi belirlenemedi.

Tablo 4.5: Hastalarda saptanan NPHS2 mutasyonlari

Mutasyon Zigosite Hasta Sayisi | Referans
€.259G>T p.(Glu87Ter) Homozigot 1 (78)
€.353C>T p.(Prol18Leu) Homozigot 6 (79)
€.928G>A p.(Glu310Lys) Homozigot 1 (77)
c.467_468insT Homozigot 4 (80)
p.(Leul56PhefsTerll)

¢.503G>A p.(Arg168His) Homozigot 1 (79)
€.379G>T p.(Vall27Phe) Homozigot 1 (81)
¢.503G>A p.(Arg168His); Bilesik 1 (79)/(82)
€.809T>A p.(Leu270Ter) heterozigot

c.413G>A (p.Arg138GIn) Homozigot 1 (60)
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Sekil 4.10: NPHS2 mutasyonu saptanan hastalarda mutasyon tipi ile hastalik

baslangi¢ yasi arasindaki iliski (Log-rank testi, p>0.05).

45.3. WT1

WT1 mutasyonu saptanan 8 hastada toplam 5 farkli heterozigot
mutasyon saptandi. Bu mutasyonlardan 4’0 daha o6nce tanimlanmis
mutasyonlardi, bir tanesi ise ilk kez bu g¢aligmada tanimlandi. En sik
saptanan mutasyon 3 hastada gosterilen missense c.1097G>A (p.R366H)
mutasyonuydu, bunu 2 hastada goésterilen missense ¢.1180C>T (p.R394W)
mutasyonu izlemekteydi. Hastalarda saptanan mutasyonlarla hastalarin
kokeni arasinda bir iliski saptanmadi. Hastalarda saptanan WT1

mutasyonlari Tablo 4.6’da verilmigtir.
45.4. LAMB2

LAMB2 mutasyonu saptanan 4 hastada 4 farkli homozigot mutasyon
saptandi. Bu mutasyonlarin birisi hari¢ tumu ilk kez bu ¢aligmada tanimlandi.

Hastalarda saptanan LAMB2 mutasyonlari Tablo 4.7’de verilmistir.



Tablo 4.6: Hastalarda saptanan WT1 mutasyonlari
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Mutasyon Zigosite Hasta Sayisi | Referans
€.1186G>C (p.Asp396His) Heterozigot 1 yok
€.1097G>A (p.Arg366His) Heterozigot 3 (72)
€.1180C>T (p.Arg394Trp) Heterozigot 2 (72)
IVS9+5G>T Heterozigot 1 (83)
€.1186G>A (p.Asp396Asn) Heterozigot 1 (84)
Tablo 4.7: Hastalarda saptanan LAMB2 mutasyonlari
Mutasyon Zigosite Hasta Sayisi | Referans
C.1405+3A>T p.? Homozigot 1 yok
€.4537C>T p.(GIn1513Ter) Homozigot 1 yok
c.391del p.(lle131LeufsTer20) Homozigot 1 yok
C.459+2T>C p.? Homozigot 1 (85)
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5. TARTISMA

Bu calismada hem Dinya’da hem de Turkiye'de ilk kez konjenital ve
infantil nefrotik sendroma neden olan genetik bozukluklar ve bunlarin klinik
bulgular ve sagkalim ile iligkisi incelenmigtir. Hastalarin %65’inde g¢aligilan 4
genden (NPHS1, NPHS2, WT1, LAMB2) birisinde hastaliga neden olan
mutasyonlar saptanmigtir. Mutasyonlar en sik NPHS1 geninde saptanmistir
(%37). Mutasyon saptama orani konjenital nefrotik sendromlu hastalarda
infantil nefrotik sendromlu hastalara gore iki kat daha yuksek bulunmustur
(%73’e karsiik %36). Konjenital nefrotik sendrom hastalarinda en sik
mutasyon saptanan gen NPHS1 iken infantil nefrotik sendrom hastalarinda
NPHS2 ve WT1 olmustur. NPHS2 mutasyonu saptanan hastalarin sagkalim
orani diger genlerde mutasyon saptanan hastalara gére anlamli olarak
yuksek bulunmustur. NPHS1 mutasyonu saptanan kadin hastalarda
sagkalim orani erkeklere gore belirgin olarak ylUksek bulunmustur. NPHS1
geninde proteinin ekstraselller bdlgesini ilgilendiren mutasyonlara sahip
hastalarda sagkalim proteinin diger bdlgelerini ilgilendiren mutasyonlara

sahip hastalara gore daha dusuk bulunmustur.

Bu calismada konjenital nefrotik sendromlu hastalarin %46’sinda
NPHS1, %16’sina NPHS2, %6’sinda WT1, %4’iande LAMB2 mutasyonu
bulunmustur, hastalarin %27’sinde ise mutasyon saptanmamistir. Daha énce
yapilan ve Bati Avrupa’h hastalarin ¢ogunlukta oldugu bir g¢alismada
konjenital nefrotik sendrom hastalarinin %60’iInda NPHS1, %15'inde NPHS2,
%6’sinda diger genlerde (WT1, LAMB2, PLCE1l) mutasyonlar saptanmis,
hastalarin %19’unda ise bu genlerde mutasyon saptanmamigtir (77). Orta
Avrupa’ll hastalarinin ¢ogunlukta oldugu baska bir calismada ise konjenital
nefrotik sendrom hastalarinin  %39unda NPHS1, %39unda NPHS2,
%2’'sinde WT1, %4’Unde LAMB2 mutasyonlari gdsteriimig, hastalarin
%15’inde ise mutasyon saptanmamistir (7). infantil nefrotik sendrom
hastalarina bakildiginda ise bizim galismamizda hastalarin %4’ande NPHS1,
%14’Gnde NPHS2, %14’inde WT1 ve %4’Unde LAMB2 mutasyonlari

saptanmis, %64’linde ise mutasyon saptanmamistir. Onceki bir galismada
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ise infantil nefrotik sendromlu higbir hastada NPHS1 mutasyonu
saptanmazken hastalarin %35’inde NPHS2, %6’sinda WT1, %3’unde LAMB2
mutasyonu saptanmig, hastalarin %56’sinda ise mutasyon saptanmamigtir
(7). Bahsedilen calisma ile bu calisma arasindaki mutasyon saptanan
genlerin oranlarinin farkhligi hastalarin etnik kokeni ile agiklanabilir. Adi
gecen cgalismada hastalarin %71'i Orta Avrupa kokenli olup %29u Turk
kokenlidir. Bu ¢calismada ise hastalarin %90’ Turk kokenli olup diger hastalar
Ortadogu ve Balkanlar kokenliydi. Orta Avrupa kdkenli hastalarin gogunlukta
oldugu 6nceki ¢alismada 1 yas altindaki tUm hastalara bakildiginda en sik
mutasyon saptanan gen NPHS2 (%38) olurken bunu NPHS1 (%22) izlemigtir
(7). Ayni galismadaki Turk hastalara ayri olarak bakildiginda en sik mutasyon
saptanan gen bizim calismamizda oldugu gibi NPHS1 (%26) iken NPHS2
mutasyonlari Turk hastalarin sadece %13’Unde saptanmistir (7). Tuark
hastalarin agirlikli olarak bulundugu bizim calismamizda en sik mutasyon
saptanan gen NPHS1 (%37) olmustur, NPHS2 mutasyonlari hastalarin
sadece %16’sinda saptanmistir. Tum bu bilgiler etnik kdkene gére konjenital
ve infantil nefrotik sendroma neden olan mutasyonlarin saptandigi genlerin
sikliginin degistigini gostermekte ve Turk toplumunda NPHS1 geninin 1 yas

alti nefrotik sendromdan en sik sorumlu olan gen oldugunu géstermektedir.

Calismamizda tim hastalara birlikte bakildiginda 4 genden birisinde
mutasyon saptama orani %65 iken bu oran énceki bir calismada %66 olarak
bulunmustur (7). Bizim calismamizda konjenital nefrotik sendromlu
hastalarda 4 genden birisinde mutasyon saptama orani %73 iken infantil
nefrotik sendromlu hastalarda %36 olarak bulunmustur. Daha 6nce yapilan
bir calismada ise bu oranlar %85 ve %44 olarak bulunmustur (7). Bahsi
gecen calismadaki Turk hastalar ayri olarak incelendiginde bu oranlarin %64
ve %25 oldugu gorilmistir (7). ispanya’dan toplam 23 konjenital ve infantil
nefrotik sendrom hastasinin yer aldigi bir calismada konjenital nefrotik
sendromlu hastalarin hepsinde NPHS1 (%80), NPHS2 (%7) veya WT1(%13)
genlerinde mutasyonlar saptanmistir (86). Ayni calismada infantil nefrotik
sendrom hastalarinin ise %57’sinde bu U¢ genden birinde (NPHS1 %14,

NPHS2 %29, WT1 %14) mutasyonlar saptanmigstir. Bu durum gostermektedir
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ki Turk hastalarda bu dort genden birisinde mutasyon saptama orani
Avrupa’ll hastalara gore daha dusuktur ve bu bulgu Turk toplumunda 1 yas
alti nefrotik sendromdan sorumlu olan tanimlanmamis baska genetik
bozukluklar olabilecegini dusindirmektedir. Hem bizim galismamizda hem
de onceki galismalarda konjenital nefrotik sendrom hastalarinda mutasyon
saptama orani infantil nefrotik sendrom hastalarina gore 2 kat ylksek
bulunmustur. Bu bulgu 6zellikle infantil nefrotik sendromlu hastalarda
hastaliktan sorumlu baska bilinen veya bilinmeyen genler olabilecegini
dusundurmektedir. Yine bu bulgular infantil nefrotik sendromun bazi
hastalarda genetik olmayan nedenlere bagli olarak da gelismis olabilecegini

dusundurmektedir.

Her ne kadar bizim calismamizda 1 yas altinda 4 genden birisinde
toplam mutasyon saptama orani (%65) dnceki ¢alismayla (%66) (7) benzer
olsa da yukarida anlatildid1 Uzere ayri ayri konjenital ve infantil nefrotik
sendrom hastalarina bakildiginda bizim galismamizdaki mutasyon saptama
oranlari daha dustk bulunmustur. Bunun nedeni bizim ¢alismamizda onceki
calismaya gore daha fazla konjenital nefrotik sendrom hastasi bulunmasidir.
Bizim calismamizda tim hastalarin %78’i konjenital nefrotik sendrom
hastasiyken onceki ¢alismada hastalarin %58’i konjenital nefrotik sendrom
hastasiydi (7). Bu durum hekimlerin konjenital nefrotik sendrom hastalarinda
infantil nefrotik sendrom hastalarina gére daha 6n planda genetik nedenler

dusunerek laboratuarimiza kan orneklerini gondermeleri ile agiklanabilir.

Bu calismada NPHS1 mutasyonu saptanan hastalarin %97’si
konjenital nefrotik sendrom hastasi iken %3’G infantil nefrotik sendrom
hastasiydi. Daha Once vyapilan bir galismada ise NPHS1 mutasyonu
saptanan hastalarin timdnin konjenital nefrotik sendrom hastasi oldugu
gosterilmistir (7). Bu calismada NPHS1 mutasyonu saptanan 38 hastada 32
farkh mutasyon bulunmus ve bu mutasyonlarin 11’i ilk kez bu c¢alismada
tanimlanmigtir. NPHS1 mutasyonlarina bagli olarak gorulen Fin Tipi
Konjenital Nefrotik Sendromun ilk tanimlandigi Glke olan Finlandiya’da en sik

go6rilen mutasyon olan Fin-major (p.Leud4lAspfsTer50) mutasyonu higbir
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hastada gorilmezken Finlandiya’da ikinci en sik mutasyon olan Fin-minor
(p.Argl109Ter) mutasyonu sadece 2 hastada homozigot, 1 hastada da
heterozigot olarak goérulmastir. Fin-mindér mutasyonunun goéraldugu
hastalarin tumu Dazkiri/Afyonkarahisarliydi. En sik saptanan NPHS1
mutasyonu 5 hastada gosterilen c. 3478C>T p.(Arg1160Ter) olmustur ve
mutasyonuna sahip olan bireyler Guneydogu Anadolu illerinden ve Ortadogu
Ulkelerindendi. Bu mutasyonun daha oOnceki calismalarda o6zellikle kadin
hastalarda iyi prognoz ile iligkili oldugu gosterilmigtir (52). Bizim
hastalarimizda bu mutasyonun gosterildigi ikisi kardes olan toplam 5
hastanin sadece Ugunun son durumlari ile ilgili bilgi elde edilmigtir. Kardes
olan hastalardan kiz olan 4.5 yasinda ve halen hayatta iken erkek olan 3
aylikken eksitus olmustur. Bu mutasyonun saptandigi bagka bir kiz hastanin
ise 8 aylikken eksitus oldugu o6grenilmistir. Bu mutasyona sahip olan
kardesler Sirnakliydi, diger hastalar ise Batman, iran ve Suriye’dendi.
c.1181G>T p.(Gly394Val) mutasyonu ise iki hastada saptandi ve bu
hastalarin ikisi de Amasya’liydi. Bu bulgular gdstermektedir ki hastalarin
kokeni ile saptanan mutasyonlar arasinda kuvvetli bir iliski vardir ve adi
gecgen bdlgelerden kdken alan hastalarda oncelikli olarak ilgili mutasyonlar
arastinimahdir. Bu c¢alismada NPHS1 mutasyonu saptanan hastalarda
mutasyon tipi (protein kirpici veya missense) ile hastalik baglangi¢ yasi ve
sagkalim arasinda iligki olmadigi gosterilmistir. Yapilan bagka bir ¢alismada
da NPHS1 mutasyonu saptanan konjenital nefrotik sendrom hastalarinda
mutasyon tipi ile hastalik baglangi¢ yasi arasinda iligki olmadigi gosterilmigtir
(77). Bu calismada en az bir allelde nefrin proteininin transmembran veya
intraseluler bolgelerini ilgilendiren bir mutasyona sahip olan hastalarda
sagkalimin ekstraselller bdlgeyi etkileyen homozigot mutasyona sahip
hastalara gore daha iyi sagkalim ile iligkili oldugu gOsterilmistir. Fakat
mutasyonlarin etkiledigi protein bodlgesine gore hastalik baslangic yasi
arasinda iliski bulunmamistir. Daha 6nce yapilan bir calismada da nefrin
proteininin sitoplazmik bolgesini etkileyen mutasyonlarin daha hafif klinik

seyir ile iliskili oldugu gosterilmistir (77).
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Bu galismada NPHS2 mutasyonu saptanan hastalarin %81’i konjenital
nefrotik sendrom hastasiyken %19’u infantil nefrotik sendrom hastasiydi.
Daha 6nce yapilan bir galismada ise NPHS2 mutasyonu saptanan hastalarin
%60’1 konjenital nefrotik sendrom hastasiyken %40’'inin infantil nefrotik
sendrom hastasi oldugu gosterilmistir (7). Bu ¢alismada NPHS2 mutasyonu
saptanan 16 hastada toplam 8 farkli mutasyon bulunmustur ve bu
mutasyonlarin timi daha énce tanimlanmistir. Ozellikle Avrupa’li hastalarda
stk gorulen, tum mutant allellerin %32’sini olusturdugu bilinen (2) ve Bati
Avrupa’li hastalarin ¢ogunlukta oldugu bir konjenital nefrotik sendrom
kohortunda NPHS2 mutasyonu saptanan bireylerin %50’sinde bulunan (77)
Cc.413G>A (p.Argl38GIn) mutasyonu bizim g¢aligmamizdaki hastalardan
sadece birinde homozigot olarak gosterilmistir. En sik saptanan NPHS2
mutasyonu 6 hastada homozigot olarak goérulen ¢.353C>T p.(Proll18Leu)
mutasyonuydu ve bu hastalarin kdkeni bilinen besi de Dogu ve Glneydogu
Anadolu’luydu. c.467_468insT p.(Leu156PhefsTer11) mutasyonu ikisi ikiz
kardes olan toplam 4 hastada saptandi ve ikiz kardesler Isparta, diger
hastalar ise Nigde ve Nevsehir kdkenliydi. Bu sonuglar Turk toplumunda
go6rilen mutasyonlarin Avrupa’lilara gore farkl oldugunu goéstermektedir.
Ayrica adi gegen bolgelerden kdken alan hastalarda oncelikli olarak ilgili
mutasyonlarin arastiriimasi gerektigini gostermektedir. Cocukluk ve geng
erigkinlik doneminde baslangi¢c gosteren ve NPHS2 mutasyonu saptanan
SDNS hastalarinin yer aldigi bir kohortta protein kirpici mutasyonlarin
missense mutasyonlara gore daha erken hastalik baslangici ve daha kotu
prognozla iligkili oldugu gosterilmistir (87). NPHS2 mutasyonu saptanan
konjenital nefrotik sendrom hastalarinda ise hastalik baslangi¢c yasinin ¢ok
heterojen oldugu onceki bir gcalismada gosterilmigtir ve o ¢galismada genotip
ile hastalik baslangi¢ yasi arasindaki iliski bu nedenle arastirilmamistir (77).
Bizim c¢alismamizda NPHS2 mutasyonu saptanan konjenital ve infantil
nefrotik sendrom hastalarinda mutasyon tipi ile hastalik baslangi¢c yasi

arasinda bir iliski olmadigi gosterilmigtir.

Bu ¢alismada WT1 mutasyonu saptanan hastalarin %63’0 konjenital

nefrotik sendrom, %37’si infantil nefrotik sendrom hastasiydi. Daha 6énce
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yapilan bir calismada ise WT1 mutasyonu saptanan hastalarin %33’U
konjenital, %67’si infantil nefrotik sendrom hastasi oldugu gosterilmistir (7).
Bahsi gegen calismadaki 3 hasta da Orta Avrupa kokenliydi. Bizim
calismamiz ile o ¢alisma arasindaki konjenital ve infantil nefrotik sendrom
oranlarindaki farkhlik etnik kOken ve hasta sayisinin yetersizligi ile
aciklanabilir. WT1 mutasyonu saptanan 8 hastada toplam 5 farkli heterozigot
mutasyon saptandi ve bu mutasyonlarda biri ilk kez bu galismada tanimlandi.
En sik saptanan WT1 mutasyonlari 3 hastada saptanan c.1097G>A
(p.Arg366His) ve 2 hastada saptanan c¢.1180C>T (p.Arg394Trp)
mutasyonlariydi. Bu mutasyonlar ile hastalarin kdkenleri arasinda bir iligki
yoktu. WT1 mutasyonu saptanan hastalarin ikisinde genital anomaliler
(ambigus genitalya, hipospadias ve bifid skrotum) saptanmistt ve bu
hastalarin ikisi de erkekti. Bu hastalar Denys-Drash Sendromu slphesi ile

refere edilmigti.

Bu calismada LAMB2 mutasyonu saptanan hastalarin %75’i
konjenital, %25’i infantil nefrotik sendrom hastasiydi. Daha 6nce yapilan bir
calismada ise hastalarin %67’sinin konjenital, %33’Unln infantil nefrotik
sendrom hastasi oldugu gdésterilmistir (7). LAMB2 mutasyonu saptanan 4
hastada 4 farkli homozigot mutasyon saptandi ve bu mutasyonlardan Ggu ilk
kez bu caligmada tanimlandi. LAMB2 mutasyonu saptanan hastalarin
timinde g6z anomalileri (mikrokori, miyozis) mevcuttu ve bu hastalar
Pierson Sendromu suphesi ile refere edilmisti. Bu ¢alismada hem WT1 hem
de LAMB2 mutasyonu saptanan hasta sayisi az oldugundan hastalik
baslangi¢c yaslI ve sagkalim agisindan genotip-fenotip iligkisi kurulamadi,
fakat hastalarin baslangigtaki serum kreatinin dizeylerinin WT1 ve LAMB2
grubunda diger gruplara gore ¢ok yuksek oldugu goruldd. Bu bulgu WT1 ve
LAMB2 grubundaki hastalarin onemli kisminin basvuruda bobrek yetmezligi
tablosunda oldugunu dusundurmektedir, bu disince WT1 grubundaki
ulagilan tum hastalara periton diyalizi uygulanmis olmasi ile de
desteklenmektedir. Benzer sekilde WT1 grubundaki hastalarin periton
diyalizinin en erken uygulandiyi hastalar (ortalama 8.2 ay) oldugu

gorulmustar. WT1 ve LAMB2 gruplarinin sagkalimi en kotu gruplar olmasi ve
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tum hastalarin iki yasindan once eksitus olmasinin nedeni bu hastalarda
daha erken gelisen bobrek yetmezligi olabilir. Yapilan bir galismada LAMB2
geninde saptanan protein kirpici mutasyonlarin missense mutasyonlara gore
cok daha erken hastalik baslangici ve son donem bobrek yetmezlIigi ile iligkili
oldugu gosterilmistir (88). Bizim ¢alismamizda LAMB2 mutasyonu saptanan
dort hastanin ikisinde protein kirpici mutasyonlar, ikisinde de intronik
mutasyonlar saptanmisti, hi¢bir hastada missense mutasyon saptanmamisti.
Bizim galismamizda LAMB2 grubundaki hastalarda saptanan erken bdbrek
yetmezligi bu durum ile agiklanabilir. Bagka bir ¢alismada WT1 mutasyonu
saptanan hastalarda missense mutasyonlarin intronik mutasyonlara gore
daha erken hastalik baslangici ve son donem bdbrek yetmezIligi ile iligkili
oldugu gosterilmigtir (84). Bizim calismamizda WT1 geninde 7 hastada
missense, 1 hastada ise intronik mutasyonlar saptandi. WT1 grubunda erken
gelisen bobrek yetmezligi missense mutasyonlarin ylksek oranda

saptanmasi ile agiklanabilir.

Bu calismada NPHS1 geninde 11, WT1 geninde 1, LAMB2 geninde 3
yeni mutasyon tanimlanmistir. Bu mutasyonlarin tUmG Mutation Taster
tarafindan olasilikla hastalia neden olan mutasyonlar olarak tahmin
edilmigtir. Bu bulgular hastalarin klinik bulgulari ile birlikte degerlendirildiginde
yeni tanimlanan mutasyonlarin ¢ok yuksek olasilikla hastalik yapici oldugu
dusunulebilir. Fakat bu mutasyonlarin hastaliga neden oldugunun kesin

olarak gosterilmesi icin fonksiyonel ¢alismalar yapilmasi gerekmektedir.

Turk toplumunda akraba evliligi orani gesitli ¢alismalarda %20-25
civarinda bulunmustur ve resesif hastaliklara sahip ¢ocuklarin ebeveynleri
arasinda Turkiye ortalamasinin ¢ok Ustunde akraba evliligi orani oldugu
bilinmektedir (89,90). Bizim c¢alismamizda tim gruplarda saptanan akraba
evliligi orani Turkiye ortalamasinin ¢ok ustlindeydi. Bu oran o6zellikle OR
kalitim go6steren NPHS1 (%81), NPHS2 (%69) ve LAMB2 (%100)
hastalarinda en yiksek olarak bulundu. OD kalitim gosteren WT1
hastalarinda ise daha dusUkti (%50). Mutasyon saptanmayan bireylerde

akraba evliligi orani ise %47’ydi. Bu sonuglar akraba evliliginin 6zellikle OR
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hastaliklarin ~ gorilme  sikligini  artirdigina  dair  onceki  bilgileri
desteklemektedir. Yine mutasyon saptanmayan grupta akraba evliligi
oraninin diger gruplara gore belirgin olarak dusuk olmasi bu hastalarda
gorulen nefrotik sendromun bazi hastalarda genetik nedenlere bagli

gelismemis olabilecegini de dusundurmektedir.

Hastallk baslangic yasina bakildiginda NPHS1 grubunda diger
gruplara gore hastalik daha erken basliyordu ve bu gruptaki hastalarin
%97’sinde hastalik yasamin ilk U¢ ayinda baglamisti. Yapilan baska bir
¢alismada da NPHS1 mutasyonu olan hastalarin NPHS2 mutasyonu olanlara
gore cok daha erken ve gogunlukla hayatin ilk ayinda hastalik baglangici

oldugu gosterilmistir (77). Bizim bulgularimiz da bu galismayla uyumluydu.

Konjenital nefrotik sendrom hastalarinda yapilan bir galismada NPHS1
mutasyonu saptanan hastalarin renal sagkalimlarinin NPHS2 mutasyonu
saptananlara gore belirgin dusuk oldugu gosterilmistir (77). Ayni ¢alismada
NPHS1 mutasyonu saptanan kadin hastalarin renal sagkalimlarinin
erkeklerden daha iyi oldugu gdsterilmistir. Her ne kadar bizim ¢alismamizda
renal sagkalim verisi hasta sayisi agisindan kisitl olsa da énceki ¢alismaya
benzerdi. NPHS1 mutasyonu saptanan hastalarin %14’Gne ortalama 21.3
ayda periton diyalizi uygulanmis, %23’Une de ortalama 20 ayda renal
transplantasyon yapilmist. NPHS2 hastalarinin ise %22’sine ortalama 42
ayda periton diyalizi uygulanirken higbir hastaya renal transplantasyon
yapiimamisti. Toplam sagkalim bulgularimiz da onceki ¢alismanin ve bizim
renal sagkalim bulgularimiz ile paraleldi. Bu ¢alismada NPHS2 hastalarinin
sagkalimi tium gruplardan iyi olarak bulundu. NPHS1 mutasyonu olan kizlarin

sagkalimi da erkeklerden iyiydi.

Hastalarin sagkalimlarina bakildiginda bu c¢alismada tum hastalarda
toplam 1 yillik sagkalim orani %50 olarak bulunurken, 2 yillik sagkalim orani
%42’'ydi. Yapilan bir calismada Bati Avrupa’li hastalarin ¢ogunlukta oldugu
bir konjenital nefrotik sendrom kohortunda bir yillik sagkalim orani %79
olarak bulunmustur (77). Ayni ¢alismada hastalarin %14’Gnde bdbrek digi

bulgular (en sik mikrosefali, mental retardasyon ve konjenital kalp hastalig)
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gorilurken bizim g¢alismamizda mutasyon saptanan tUm gruplara
bakildiginda hastalarin %41’inde bobrek disi bulgular vardi ve en sik gorulen
bozukluk konjenital kalp hastaliklariydi (%14). Adi gegen c¢alismada WT1
mutasyonu olan bazi hastalarda genital, LAMB2 mutasyonu olan hastalarda
da g6z anomalileri tipki bizim calismamizda oldugu gibi gdsterilmisti (77).
Bobrek digi bulgularin bizim hastalarimizda daha sik gorulmesinin nedeni
yuksek akraba evliligi orani ile acgiklanabilir. Bizim hastalarimizdaki
sagkalimin onceki galismaya gore dusuk olmasinin bir sebebi bdobrek disi
bulgularin bizim hastalarimizda daha sik gérulmesi olabilir. Bir diger agiklama
da hastalarin saglik hizmetine erisimlerinin ve Ulkemizdeki 6zellikle bazi
bdlgelerdeki saglik hizmeti kalitesinin Bati Avrupa ulkelerinden disuk olmasi
olabilir. Ornegin ©nceki bir galismada (77) konjenital nefrotik sendrom
hastalarinin ~ %13’Une  preemptif nefrektomi  uygulanmigken  bizim
calismamizda higbir hastaya uygulanmamisti. ispanya’da vyapilan bir
calismada Fin Tipi Konjenital Nefrotik Sendrom hastalarinin %91.7’sine
albumin tedavisi uygulandigi goértulmastir (91), bizim ¢alismamizda ise en
yuksek tedavi uygulanan grup olan NPHS1 grubunda sadece hastalarin
%60’'Ina albumin tedavisi uygulandigi gorulmastir, bu oran diger gruplarda
daha da dusuk bulunmustur (NPHS2 ve WT1 gruplarinda %13, LAMB2
grubunda %0). Tum bu bulgular bir arada degerlendirildiginde hem eslik eden
bdbrek digi bulgularin daha sik goértlmesi hem de olasilikla destekleyici
tedavinin yeterli uygulanamamasi bizim hastalarimizda sagkalimin gelismis

ulkelere gore dusuk bulunmasini agiklayabilir.

Hastalara uygulanan tedavilere bakildiginda NPHS2 ve WT1
grubunda Onemli oranda hastaya immunosupresif tedavi uygulandigi
gorilmustar. Ortalama hastalik baslangic yasi en disuk olan NPHS1
grubunda ise hastalarin ¢ok az bir kismina (%8) steroid tedavisi uygulanmisg,
diger immunosupresifler ise higbir hastaya uygulanmamistir. Bu durum
hastalik baslangi¢ yasindaki farkhliklar ile agiklanabilir. Hastaligin gogunlukla
yenidogan doéneminde basladigi NPHS1 grubunda hekimler tarafindan
olasilikla genetik bozukluk olabilecedi daha erken dugunulmus ve bu nedenle

immunosupresif tedavi ¢cogu hastaya verilmemis olabilir. NPHS2 ve WT1
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gruplarinda ise immunosupresif tedavi 6nemli oranda hastaya verilmesi bu
hastalarda hastaligin gérece daha ge¢ baglamis olmasi nedeniyle hekimler
tarafindan genetik bir bozukluktan ziyade minimal degisiklik hastaligi 6n
planda dusunulerek bu hastalara immunosupresif tedavi verilmis olmasi ile
aciklanabilir. Hastaligin ¢ogunlukla yenidogan doneminde bagladigi ve agir
0dem ile birlikte derin hipoalbumineminin (ortalama 1.1 g/dL) goéruldugu
NPHS1 grubunda albumin tedavisi veriime orani en yuksek olmustur.
Odemin daha az oranda saptandidi ve hipoalbumineminin gérece daha hafif
oldugu (~2.0 g/dL) NPHS2 ve WT1 gruplarinda albumin tedavisi verilme
orani ¢ok daha dusuk bulunmustur. Bu bulgu hekimlerin albumin tedauvisi
verme kararlarini 6dem ve hipoalbumineminin derinliginin etkiledigini

dusundurmektedir.
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6. SONUG VE ONERILER

Konjenital ve infantil nefrotik sendrom hastalarinin 2/3’'Gtnde NPHS1,
NPHS2, WT1 ve LAMB2 genlerinin birisinde hastaliga neden olan
mutasyonlar bulunmaktadir. Bu 4 genden birisinde mutasyon saptama orani
konjenital nefrotik sendrom hastalarinda infantil nefrotik sendrom hastalarina
gore iki kat daha yuksektir. Turk toplumunda en sik mutasyon saptanan gen
NPHS1’dir. NPHS2 mutasyonu saptanan hastalarda sagkalim diger genlerde
mutasyon saptanan hastalara gore daha iyidir. NPHS1 mutasyonu saptanan
kizlarda sagkalim erkeklere gore daha iyidir. NPHS1 geninde proteinin
ekstraselller bolgesini ilgilendiren mutasyonlara sahip hastalarda sagkalim
proteinin diger bdlgelerini ilgilendiren mutasyonlara sahip hastalara goére

daha kotuddr.

Bu c¢alismada ilk kez tanimlanan 15 mutasyonun hastaliga neden
oldugunun kesin olarak gosterilmesi icin fonksiyonel galismalar yapilabilir.
Hastalarin renal sagkalim verileri elde edilebilirse genetik bozukluklar ile
bdbrek hastaliginin seyri arasinda daha saglikli bir iligki kurulabilir. Nefrotik
sendroma neden oldugu bilinen diger genlerde de (PLCE1, TRPC6, ACTN4,
CD2AP gibi) mutasyon taramasi vyapilmasi bu c¢alismada mutasyon
saptanmayan hastalarin bir kisminda daha genetik nedenleri ortaya
cikarabilir. Ayrica diger genlerde de mutasyon saptanmayan hastalar nefrotik
sendroma neden olan fakat henlz bilinmeyen genlerin aydinlatiimasina

yardimci olabilir.
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EK-1: STANDART KLIiNiK BiLGi FORMU

STEROIDE DIRENCLi NEFROTIK SENDROM KLINiK BILGi FORMU

1120 _
Hasta Bilgileri Kod No: (Bu alam1 doldurmayiniz)
Soyadt: Adr: Dogum Tarihi:___/ /19
(Gun/Ay/Y1l)
Boy: (cm) Viicut agirhgt: (kg)
Cinsiyet: L] E L] K
Akrabalik:  [1 Yok L1 Var  Akrabalik Derecesi:

Kardes sayis1 (Hasta harig): ........

Aile agact:
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Baslangi¢ Klinik ve Laboratuvar Degerlendirme: / /19
1. Belirtiler
O Akut

[0 Reguler muayene sirasinda

O Odem (L Hafif, [IOrta, [JAgir)
[J Yiiksek kan basinci
0 Akut renal yetmezlik
0 Kronik renal yetmezlik
O Diger
2. Antropometri: Boy........... (cm), Viicut agirhigt: ........... (kg)
3. Laboratuar Bulgulart
U GFR: ml/dk/1.73
0] Serum kreatinin: mg/dI
[J Serum protein: g/dl
0] Serum albumin: g/dl
[J Kolesterol: mg/dI
O Immunolojik tetkikler:
(OX (mg/dl); IgG:............... (mg/dl)
O ldrar tetkiki:
Proteiniiri: mg/giin (mg/mz/ giin)
Spot proteintiri: mg/mg kreatinin
Spot albiiminiiri: mg/mg kreatinin
Kalitatif tayin: [J Negatif [+ [O++ 0O +++ [++++
Hematiiri: U var 0 yok

3. Bébrek Biyopsisi: ___ | /19
Isik miroskopi [, Immunfloresan mikroskopi [J, Elektron mikroskopi [J

Tani: LJMinimal lezyon ; [JMezangioproliferatif GN;
0L FSGS (UTip lezyon, LiCollapsing, [IHilar)
[IGlobal glomerulosklerozis

U] Diffiiz mezangial sklerozis
Ul Diger

Aciklama:
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Bobrek Dis1 Bulgular

Sagirlik

Korlik/Gorme zayifligi

Mikrosefali

Mental retardasyon

Boy kisalig1

Fasiyal sekil bozuklugu

Polidaktili

Spondiloepifizyal displazi (Schimke sendromu)
Nail-patella sendromu

Uriner/genital sistem anomalileri

Erkek psddohermafrotizim (Denys Drash sendromu, Frasier sendromuy)
Kalp anomalileri

Alerji

Miyopati

Kardiyomyopati

Sinir sistemi anomalileri/Felg

Diyabetes mellitus

0] Malignite

0] Otoimmun bozukluk

L] Hepatit B

L1 Hepatit C

L HIV

[ Konjenital CMV

[ Diger TORC enfeksiyonlar1

O Diger

Ub0o0ooOooOooooooooaa
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Aile oyKkiisii

Akrabalarda Nefrotik Sendrom L_1Anne [_1Baba 1 Erkek kardes [_1Kiz

kardes —
Diger

Akrabalarda Glomerular Hastaliklar (Liitfen hangi akrabalarda oldugunu yanina belirtiniz)

(] Proteiniiri
[J NS

O KBY

] ESBY

Akrabalarda Glomerular hastahk varsa;
Hastalik baslangi¢ yasi:
Baslangi¢ Klinik ve Laboratuvar Degerlendirme:

L1 Disiik proteiniiri

[ Yiiksek proteiniiri (> 1g/m%/giin)
L] NS

] KBY

Su anki durumu:
(] Disiik proteiniiri

Transplantasyon ESBY yas1
Transplantasyondan sonra hastalik tekrarladi mi1? Evet/ Hayir/ Bilinmiyor

[J Yiiksek proteiniiri (> 1g/m?/giin)
OJ NS

] KBY

U] Diyaliz Diyaliz yasi

O

O

Babanm dogum yeri:

Annenin dogum yeri:

Telefon numarast: (0 )

Adres:

Liitfen pedigri tizerinde etkilenmis bireyleri tizerinde gosteriniz.
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Oral Tedavi
Tedaviye baslarken
Viicut agirhig: kg  Boyu: cm
Serum albumin: g/dl
Ortalama proteiniiri: mg/giin (mg/m?/giin)
Spot proteintiri: mg/mg kreatinin
Spot albiiminiri: mg/mg kreatinin
Kalitatif tayin: [J Negatif [+ [O++ O +++ [ ++++
Kortikosteroidler [ Evet 0] Hayir
Doz :
Bagslangig tarihi :
Kesildigi tarih:
Tedaviye yamit: [J Tam remisyon [J Parsiyel remisyon [J Direngli
Sitotoksik Tedavi L] Evet 0] Hayir
[lag adu:
Doz :
Baslangig tarihi :
Kesildigi tarih:
Tedaviye yanit: [1 Tamremisyon [ Parsiyel remisyon U Direngli
Siklosporin 0] Evet L] Hayir
Doz :
Baslangig tarihi :
Kesildigi tarih:

Tedaviye yamit: [1 Tamremisyon [ Parsiyel remisyon U Direngli
Diger immunsiipresifler [1Evet [ Hayir

flac Adr:

Doz :

Baslangig tarihi :

Kesildigi tarih:

Tedaviye yamt: [1 Tam O] Parsiyel [ Relaps
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Damar Yoluyla Tedavi

Tedaviye baslarken
Viicut agirhig: kg
Serum albumin:
Ortalama proteiniiri:
Spot proteiniiri:
Spot albliminiiri:

Kalitatif tayin: [1 Negatif

Prednisone pulses
Uygulama sayist:

Boyu: cm
g/dl
mg/giin (mg/m?/giin)
mg/mg kreatinin
mg/mg kreatinin
O+ O++ O+++ 0O++++

Ik uygulama(giin/ay/y1l):

Son uygulama(giin/ay/yil):

Giinlik doz:

Dexamethasone pulses
Uygulama sayis1:

[k uygulama(giin/ay/y1l):

Son uygulama(giin/ay/yil):

Giinliik doz:

Cyclophosphamide pulses
Uygulama sayisi:

[k uygulama(giin/ay/y1l):

Son uygulama(giin/ay/yil):

Giunlik doz:

Rituximab infusions
Uygulama sayist:

[k uygulama(giin/ay/y1l):

Son uygulama(giin/ay/yil):

Giunlik doz:

Ilacla tedaviden kaynaklandig: diisiiniilen yan etkiler

Kilo alim1
Hipertansiyon
Kemik agrisi

Yaygin enfeksiyonlar
Agir enfeksiyonlar
Miza¢ bozukluklari
Katarakt

Lokopeni

Anemi

Sa¢ dokiilmesi
Anormal killanma
Diseti hiperplazi

Oodbdooooooao

Radyolojik osteopenia/Kiriklar

Evet ise:
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Diyaliz /Renal Transplantasyon

Izlem siiresi ay

Kronik Bobrek Yetmezligi Tarihi:

Renal transplantasyon Tarihi

/19

/19

Son GFR (ml/dk/1.73m?):

Diisiince ve Yorumlar:

Iletisim Bilgileri:

Doktorunun adi soyadi:

Adres:




