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PKHD1 Geni Yanhs Anlam Mutasyonlari Kedilerde Sebebi Bilinmeyen Bobrek
Hastaliklari igin Onemli Olabilir mi?
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Ozet: Polikistik bobrek hastaligi (PKD), insanlarda otozomal resesif ve otozomal dominant olarak goriilen heterojenik arka
plani olan genetik bir hastaliktir. Kedilerde otozomal dominant PKD siklikla rapor edilirken, otozomal resesif PKD
bildirilmemistir. Tum genom dizilemesi yapilmis olan siyam irki bir erkek kedide biyoinformatik analizler sonucunda PKHD1
geninde cesitli yanlis anlam mutasyonlari tespit edilmistir. Bu Siyam irki kedinin kastrasyon igin 6zel bir veteriner klinigine
getirilmesinin ardindan bobrek ve karacigeri izlemek igin genis kan paneli yapildi ve yiksek BUN ve kreatinin degerleri
gozlendi. Ayrica GPT degerinin de 2,5 kat oldugu belirlendi. Kedilerde nadiren PKD1 mutasyonundan bagimsiz kistik bobrek
vakalari bildirilmektedir. Ancak otozomal gekinik polikistik bobrek hastaligina neden olan genler igin kedi genomlari daha
once incelenmemistir. Bu ¢alismada kedi genom verilerinde (n=100) otozomal resesif PKD'ye neden olan PKHD1 geni
incelenmistir. inceleme sonucunda SIFT skoru yiiksek 4 farkli mutasyon belirlenmis ve bu mutasyonlarin PKHD1 geninden
Uretilen 7 transkriptte dur kodonu olusumu ve dur kodonu kaybi ile sonuglandigi ortaya konmustur. Nadir hastalik olmasini
destekler nitelikte, belirlenen mutasyonlarin frekanslarinin 0.003, 0.001, 0.001 ve 0.003 oldugu hesaplanmistir.

Anahtar kelimeler: Bébrek, Kedi, genom, PKHD1 geni

Could PKHD1 Gene Missense Mutations Be important for idiopathic Kidney Disease in Cats?

Abstract: Polycystic kidney disease (PKD) is a genetic disease with a heterogeneous background seen in humans as
autosomal recessive and autosomal dominant. While autosomal dominant PKD is frequently reported in cats, autosomal
recessive PKD has not been reported. Various missense mutations in the PKHD1 gene were detected as a result of
bioinformatic analyzes in a male cat whose whole genome was sequenced. After this Siamese cat was brought to a private
veterinary clinic for castration, a broad blood panel was performed to monitor kidney and liver, and elevated BUN and
creatinine values were observed. In addition, the GPT value was determined to be 2.5 times higher. Cases of cystic kidney
independent of PKD1 mutation have been reported rarely in cats. However, cat genomes have not been previously
examined for genes that cause autosomal recessive polycystic kidney disease. In this study, the PKHD1 gene, which causes
autosomal recessive PKD, was examined in cat genome data (n=100). As a result of the examination, four different
mutations with high SIFT scores were identified. These mutations resulted in stop codon formation and loss of stop codons
in 7 transcripts produced from the PKHD1 gene. The frequencies of the determined mutations were calculated to be 0.003,
0.001, 0.001, and 0.003, which supports the fact that it is a rare disease.

Keywords: Cat, Genome, Kidney, PKHD1 gene.

Giris

iliskilendirilmistir  (Bilgen ve ark., 2020). Bu
mutasyonlardan Polisistin-1 (PKD1), polisistin-2

Bobrek yetmezligi kedilerde en sik gorilen ve
ozellikle de ileri yash kedilerde o&lumle

sonuglanabilen ya da Otenazi gerektirebilen bir
hastaliktir. Ozellikle Kronik B&brek Hastaliklari
goriulme sikhgi kedinin irkina da bagh olarak %1,6-20
arasinda degismektedir (Chen ve ark., 2020).
Kedilerde bobrek yetmezligi genetik kokenli ve
cevresel nedenlere bagh olarak gozlenebilmektedir
(Gardner, 1988).

insanlarda genetik heterojeniteye  sahip
polikistik bobrek hastaligi (Polycystic Kidney
Disease, PKD) hastaligi sivi tasinmasi ve kemo- ve
mekanik sensoriyal islevi goren mikrotiibal bazl bir
organel olan silyalarin olusumunda veya yapisinda
yer alan genlerde meydana gelen mutasyonlar ile

(PKD2), nétral alfa-glukosidaz AB (GANAB, PKD3) ve
Dnal homolog alt ailesi B lyesi 11 (DNAJB11, PKD6)
genlerinde olanlar otozomal dominant PKD ile
iliskilendirilmistir. Fibrosistin (PKHD1, PKD4) ve
¢inko parmak proteini DZIP1L (DZIP1L, PKD5)
genlerinde bulunan mutasyonlar ise hastaligin
otozomal resesif versiyonu ile iliskilendirilmistir.
Kedilerde Polisistin 1 (PKD1) geninde meydana
gelen bir nokta mutasyonu protein dizisinde erken
sonlanmaya neden olmaktadir ve bu mutasyon
kedilerde otozomal dominant polikistik bobrek
hastaligi ile sonuglanmaktadir (Lyons ve ark., 2004).
Ozellikle geng¢ vyastaki kedilerde siklikla goriilen
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kronik bobrek yetmezliklerinin nedeni sadece PKD1
geninde meydana gelen dominant mutasyonla
iliskilendirilmeye c¢alisilmistir. Dolayisiyla ¢esitli
Ulkelerde prevalans c¢alismalari yuratilmastir.
Turkiye’de polikistik bobrek hastaligi prevalansi en
yiksek iran kedileri ve bunlarla ile akrabaligi olan
kedilerde %17,5 oraninda belirlenmistir (Bilgen ve
ark., 2020). Ancak polikistik bobrek fenotipi
gorilmesine ragmen PKD1 genindeki opal stop
kodonu (UGA) olusumuna neden olan mutasyonun
belirlenmedigi vakalar da bildirilmektedir (Bilgen ve
ark., 2020; Guerra ve ark., 2015; Lee ve ark., 2010)

Kedi genom projesi (https://felinegenetics.missouri.edu/)
Dinya’nin doért bir yanindan bilim insanlarinin yer
aldigr bir projedir. Bu projeye katki saglayan
arastirmalar genetik hastaliklara ve 06zelliklere
neden olan mutasyon ve varyasyonlari belirleme,
kedilerin ve vahsi kedigillerin  evrimini ve
popilasyon dinamiklerini anlama ve kedilerimizin
temel biyolojisini ve fizyolojisini anlama amaclidir.
Bu amacla yuzlerce kedinin tim genom dizilemesi
yapilmis ve konsorsiyum paydaslarina sunulmustur.

PKHD1 geni bobrek epitel hicrelerinde
siliogenesisi uyarmakta ve boébrek tubullerinin
formasyonunda goérev almaktadir. PKHD1 geninden
kedilerde 7 transkript olusurken insanda 2
transkript olusmaktadir. insanlarda cekinik 6zellikte
aktarilan polikistik bobrek ve hepatik hastaligi tipl'e
(PKD4) neden olan mutasyonlarin yer aldigi PKHD1
geni, PKD1 geni mutasyonunun bulunmadigi ama
kistik bobrek olusumu goriilen kedilerde daha 6nce
incelenmemistir. Son vyillarda PKD1 mutasyonu
tasimayan kistik bobrek hastasi kedilerin sayisindaki
artis nedeniyle PKHD1 genindeki mutasyonlar kedi
genom konsorsiyumu verilerinde incelenmis ve
bobrek yetmezligi baslangici olan bir kedide tim
genom diizeyinde mutasyonlar taranmistir.

Materyal ve Metot

Kedi genomu konsorsiyumu veri setinin iginden
akraba olmayan 100 adet kedi genomu rastgele
secilmis ve PKHD1 geninin bulundugu B2
kromozomu 52,014,306-52,506,473 araligindaki
varyasyonlar filtrelenmistir. Ayrica tim genom
dizilemesi yapilmis ve daha Once vyayinlanan
polikistik bobrek hastaligina neden olan genlerin
taramasi (Bilgen ve ark., 2020) kapsaminda PKHD1
geninde homozigot mutasyonlar belirlenmis olan
erkek kedinin bobrek fonksiyon testleri yapilmistir.
Bu testler kastrasyon amaciyla klinige getirilmesi
nedeniyle uygulanmistir. Yapilan incelemede kan
bobrek degerleri yiliksek olarak 6lgilmastar.
Calismada kullanilan veriler etik izne tabi degildir,
bu calisma igin invaziv bir yontemle 6rnekleme
yapilmamigtir.

Varyantlarin filtrelenmesi: Kedi genom
konsorsiyumu sekans verisinin islenmesi,
varyantlarin ¢cagrilmasi ile ilgili yapilan galismalar Yu
ve ark. (2020) ile Buckley ve ark. (2020)'nin
¢alismalarinda 6zetlenmistir. Bu veri setinden elde
edilen kodlanan bdélgelerin bulundugu Varyant
dosyasi (vcf) VarSeq (Golden Helix, Bozeman, MT)
programi ile incelenmistir. VarSeq ile vcf dosyasi
Ensembl 101 (20 Agustos 2020) gen anotasyonu
bilgilerine gore genlerin lokasyonlari ve ekzon
bilgileri atanmistir. Ardindan Ensembl veri tabanina
vcef formatinda Varyant Etki Tahmini aracina
girilmistir (McLaren ve ark., 2016). Ardindan PKHD1
geninde yiksek etkiye sahip olan varyantlar
filtrelenmis ve belirlenen varyantlarin in-slico
fonksiyon analizleri yapilmistir.

SIFT analizi: Varyantlarin tolerans edilme
durumuna gore siralamaya yarayan SIFT (Sorting
Intolerant From Tolerant) skorlamasi kullaniimistir.
SIFT, tolerans edilmeyen amino asit degisimlerini
toleranslilardan ayiran ve bir proteindeki amino asit
degisiminin  fenotipik bir etkiye sahip olup
olmayacagini dizi homolojisine gére tahmin eden bir
aragtir (Sim ve ark., 2012). SIFT tirler arasinda
proteinin farklilasmasi ve fonksiyonunun da bununla
iliskili olarak degismesi ilkesi ile galigsir. Buna gore
fonksiyon igin énemli konumlar, protein ailesinde
korunmalhdir, 6nemsiz konumlarda ise dizilimde
cesitlilik gorilebilmelidir. PKHD1 geninde belirlenen
varyasyonlardan SIFT degeri o6nemli olanlar
incelenmis farkh tirlerde amino asit dizileri
karsilastiriimistir.

Bulgular

PKHD1 geninde Y46H, S1811Y ve V3845l
varyantlarini tasiyan siyam irki erkek Gg yasli kedinin
Ure, kan (re azotu (Blood Urea Nitrogen, BUN),
kreatinin ve Glutamat Piruvat Transaminaz
(Glutamate Pyruvate Transaminase, GPT) degerleri
iki-iki buguk kat yuksek olarak élgilmustdr.

B2 kromozomu 52,014,306-52,506,473
araliginda bulunan PKHD1 geninde kodlanan ve
kodlanmayan boélgeler dahil, toplamda 19,762 adet
varyant belirlenmistir. Bu varyantlar Ensembl veri
tabanina yiklendiginde 3,644 varyant filtrelenmis
ve 16,118 varyant kalmistir. Varyantlarin %98’lik
kisimi intron bolgelerde bulunmaktadir. Kodlanan
kisimda kalan %2’lik varyantlarin ise %86’sI sinonim
oldugu icin protein diizeyinde bir etkiye sahip
olmadigi, ancak %3’lik kisminin édnemli etkiye sahip
oldugu gorilmastir (Sekil 1). Tim filtrelemeler
sonrasinda o6nemli etkisi olan 4 tane varyant
belirlenmistir (Tablo 1).

Belirlenen varyantlarin popilasyon diizeyinde
incelendiginde gorilme sikhgi sirasiyla 0.003, 0.001,
0.001 ve 0.003 oldugu gorilmiistlr. Bu genin
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Kodlanan bélgede bulunan varyantlar

// Sinonim varyanti: %86

Yanlis anlam varyanti : %9
® Dur kodonu kaybi: %2
®Dur kodonu olusumu:%1

Sekil 1. Kedi PKHD1 geni Kodlanan bdlgede bulunan
mutasyonlarin dagilimi.

incelenmesine neden olan kronik bobrek hastasi
kedide ise  mutasyonlarin  belirlenen  dort
mutasyonun da homozigot oldugu gorilmastar.
incelenen 100 kedi genomunda bu mutasyonlardan
dur kodonu kaybi ve dur kodonu olusumu ile
sonuglanan B2: 52152361 ve B2: 52420224
pozisyonlarinda bulunan nokta mutasyonlari
homozigot olan baska kedi belirlenmemistir ancak
bir kedide de mutasyonlarin heterozigot olarak
tasidigi gortlmastir.

Tablo 1. Kedi PKHD1 geninde belirlenen 6nemli varyantlarin lokasyon ve mutasyon bilgisi.

Kromozom SIFT Aminoasit
Ref. Alt. Sonug Gen Transkiript Mutasyon
ve lokasyon Etki dizisi
B2_52152361 G T Dur kodonu olusumu  Yiksek  PKHD1  ENSFCAT00000009221.6 G/* Gga/Tga
B2_52152719 A G Dur kodonu kaybi Yiksek  PKHD1  ENSFCAT00000009221.6 * /W tgA/tgG
B2_52303121 A G Dur kodonu kaybi Yiksek  PKHD1  ENSFCAT00000009221.6 * /W tgA/tgG
B2_52420224 A G Dur kodonu kaybi Yiksek  PKHD1  ENSFCAT00000009221.6 * /W tgA/tgG

Tartisma ve Sonug

Kediler de insanlar gibi kanser dahil diger sik
gorilen ve nadir goriilen hastaliklardan mustariptir.
Bu hastaliklara ya da 6zglin karakterlerin ortaya
cikmasina neden olan genetik alt yapinin ortaya
konulmasi amaciyla genom diizeyindeki g¢alismalar
kedi genom konsorsiyumu catisi altinda son yillarda
hiz kazanmaya baslamistir. Konsorsiyum c¢alismalari
sayesinde kedilerde cicelik (Lyons ve ark., 2019),
kardiyomiyopati (Ontiveros ve ark., 2019), otozomal
dominant siliopati (Cogne ve ark., 2020) gibi belirgin
karakterler ve fenotiplerin genetik alt yapisi
belirlenmistir.

insanlarda gériilen otozomal resesif polikistik
bobrek hastaligi (Autosomal recessive polycystic
kidney disease, ARPKD) nadir genetik hastaliklar
arasinda yer almaktadir. insanlarda ARPKD’ye
neden olan iki tane gen bulunmaktadir ve bu
genlerde 300’den fazla mutasyon tanimlanmistir
(Hunt ve ark., 2018). Kedilerde sebebi bilinmeyen
bobrek hastaliklari siklikla gorilmektedir. Bobrek
hastaliklarindan kistik bobrek hastaligi genellikle
PKD1 genindeki mutasyon ile ortaya ¢ikmaktadir
ancak nadiren de olsa PKD1 geni mutasyonundan
bagimsiz kistik bobrek hastaliklari gorilmektedir.
Nadir gorilen ve aile bilgisi olmayan sporadik
durumlarda  genetik iliskilendirme  ¢alismasi
gerceklestirmek zor olmaktadir. Evcil hayvanlarin
kayit sistemlerindeki gelismeler, glincel teknolojiler
ile genom dizileme fiyatlarinda zaman igerisinde
gerceklesen duisls ile bu zorluklarin asilabilecegi
disinulmektedir.

PKHD1 geninde belirlenen mutasyonlarin
gorilme sikhginin disik olmasi nedeniyle bu gen

mutasyonu kaynakli PKD hastaliklarinin kediler igin
de nadir hastaliklar grubunda degerlendirilmesi
gerektirmektedir. Belirlenen varyasyonlarin 3
tanesinin dur kodonu olusumu ve 1 tanesinin dur
kodonu kaybi oldugu goérilmektedir. Glincel kedi
genomunda belirlenen ve Ensembl VEP tabaninda
analiz edilen 128,844 ekzonik varyasyonun 838
tanesinin dur kodonu olusumu ile 104 tanesinin ise
dur kodonu kaybi ile sonuglandigl bildirilmistir
(Buckly ve ark., 2020b). insanlarda nadir gériilen dur
kodonu olusumu ve dur kodonu kaybi
mutasyonlarinin tirlerin adaptasyonu ve olusumun-
da 6nemleri vurgulanmistir (Monroe ve ark., 2021).
PKHD1 geni ekzonik varyasyonlar icinde %3’lik payi
temsil eden dur kodonu olusumu ve dur kodonu
kaybi mutasyonlari kedi genomu ile kiyaslandiginda
oransal yuksektir. Kronik Bobrek Hastaliklarinin
kedilerde goriilme sikligi 6zellikle iran irki ve iran
kedileri ile akrabaligr olan kedilerde yiksekken
(Chen ve ark., 2020) diger irklar ve melez kedilerde
nadiren ortaya c¢ikmaktadir. Bu g6z oOnilnde
bulunduruldugunda belirlenen mutasyonlarin
frekanslarinin 0,001-0,003 nadir hastalik durumunu
destekledigi disindiirmektedir.

Kedilerde PKHD1 geninde belirlenen 19,762
varyant VEP aracina yuklendiginde 3,644 varyant

filtrelenmistir. Varyant filtreleme algoritmalari
kullanilan programlar  arasinda  degiskenlik
gosterebilmektedir.  Yaklastk 3,600 varyantin

filtrelenmesi bu varyantlarin birden fazla konuma
eslenmesi durumunda, belirlenen allelin referans
genomda bulunan allellerden farkh olmasi 6rnegin
referans allel A/T iken belirlenen allelin G/C olmasi
durumunda, bildirilen allel uzunlugundan farkli bir
indel varyasyonu olmasi durumunda varyant
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basarisiz olarak isaretlenmekte ve filtrelenmektedir.
Veri seti incelendiginde isaretlenip filtrelenen 3,644
varyantin bahsedilen sebeplerden dolayl basarisiz
olarak isaretlendigi anlasiimistir. Ancak filtrelenen
varyantlarin intron boélgelerine dagilmis olmasindan
dolayr protein diizeyinde etkisi olmayacagi
duslintlmustr.

PKHD1 geninden insanlarda iki tane transkript
olusurken kedilerde 7 tane transkript
tanimlanmistir. Bu transkriptlerden insanda 4074
amino asit kodlayan ENST00000371117.8 transkripti
ile  kedide 4078 amino asit kodlayan
ENSFCAT00000009221.6 transkriptler arasi
benzerlik orani %80’dir (Hunt ve ark., 2018).
Belirlenen varyasyonlarin amino asit rezidileri
degisimi ve insan genomunda belirlenen
varyantlarin etkisi karsilastinildiginda 6zellikle B2
52420224 pozisyonunda yer alan varyantinda SIFT
skorunun insan genomu Kkarsiliginin da yuksek
oldugu goérilmustir (McLaren ve ark., 2016). Bu
durum ilgili amino asitlerin protein igin korunmus
bolgede yer aldigini distindlrmstir.

Kedilerde sebebi bilinmeyen ve PKD1 iliskili
olmayan kistik bobrek hastaliklari i¢in insanlarda
boébrek hastaliklar ile iliskilendirilmis
arastirmalardan yola c¢ikarak aday genler tahmin
edilebilir. Bu nedenle PKHD1 geninde belirlenen ve
fonksiyon kaybi, dur kodonu olusumu kaybi, dur
kodonu kazanimi gibi SIFT skoru ylisek mutasyonlar
g6z ardi edilmemeli ve PKD1 mutasyonu olmayan
ancak polikistik bébrek fenotipi goriilen kedilerde
ayrica degerlendirilmelidir.
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