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OZET

TEPGEC, F. Parkinson Hastaligina Neden Olan Bilinen Ve Yeni Genlerde liskili
Mutasyonlarin Aragtirilmasi. istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik
ABD. Doktora Tezi. Istanbul. 2018

Parkinson Hastaligi (PH), Alzheimer Hastaligi’'ndan (AH) sonra en sik goriilen
norodejeneratif hastalik olup juvenil (<20 yas), erken (<50 yas) ve gec (>50 yas)
baslangi¢h olarak {i¢ formu vardir. Hastalik cogunlukla sporadik goriilmekle birlikte
%151 ailevidir ve otozomal dominant, resesif ve X’e bagl kalitim gostermektedir.
Hastalik iligkili bilinen ve yeni genlerde mutasyonlarin tanimlanmasi, patolojik
yolaklarin anlasilmasi, genotip-fenotip iliskilerinin aydinlatilmasi, PH nin olusum ve
ilerleyisindeki faktorleri daha iyi anlamamiza, tedavi stratejilerinin yonlendirilmesine
onemli katkilar sunmaktadir. Sik goriilen bir hastalik olmasina karsin PH nin klinik
heterojenitesi ve ileri yas hastaligi olmasi genetik etiyolojinin aydinlatilmasini
giiclestirmektedir.

Calismamizda 63 PH tanili olguda bilinen genlerin incelenmesi ve bu genlerde
mutasyon saptanmayan blylk ailelerde tiim ekzom c¢alismasi ile yeni genlerin
tanimlanmas1 amaclanmisti. Bilinen genlerdeki biiyiikk mutasyonlar MLPA, kiigiik
mutasyonlar boliimiimiizde tasarlanan, i¢cinde 33 PH iliskili genin yer aldigi, 42 gen
iceren demans-gen paneli kapsaminda yeni nesil dizileme (YND) teknigi ile incelendi
Serimizde, 15 olguda 4 farkli gende, 12 farkli bilinen mutasyon saptandi. Bu
mutasyonlarin 5’1 biiylik delesyon, biri biiylik duplikasyon ve altist kiiciik
mutasyonlardi. Mutasyonlarin %12,7 (8/63)’si MLPA %l11,1 (7/63)’i YND ile
gosterildi. Bir olguda PRKN’de biiyiik delesyon ve nokta mutasyonu ile bilesik
heterozigotluk gozlendi. Mutasyon dagilimi, juvenil baslangicli olgularda %50 (1/2),
erken baslangigli olgularda %27 (13/48), ve geg baslangigl olgularda %7,7 (1/13) idi.
Calismamizda incelenen genlerde herhangi bir mutasyon saptanmayan {i¢ biiyiik aile
tim ekzom c¢aligmasina aday nitelikte olmasina karsin, diger aile bireylerinin onam
vermemesi nedeniyle yapilamadi.

Sonuglarimizin, molekiiler genetik tani algoritmalarin olusturulmasina, toplumumuza
0zglin mutasyonlarin belirlenmesine ve ailelere genetik danigsma verilmesine katki
saglamasi beklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Parkinson Hastaligi, Yeni Nesil Dizleme, lon Torrent Platformu,
MLPA

Bu calisma, Istanbul Universite, Bilimsel Arastirma Projeleri TDK-2016-20253 ile
desteklenmistir.
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ABSTRACT

TEPGEC F. Investigation of Related Mutations in Known and Candidate Genes
Causing Parkinson's Disease. Istanbul University, Institute of Health Science, Genetics
Department. Doctoral Thesis. Istanbul. 2018.

Parkinson's disease (PD) is the most common neurodegenerative disorder after
Alzheimer’s disease, exhibits as juvenile-PD (<20 years), early-onset-PD (<50 years)
and late-onset-PD (>50 years). Only 15% present autosomal dominant, recessive and
X-linked while the majority occur as a sporadic form.

Identifying mutations in disease-associated genes, clearer understanding of the
pathological pathways and genotype-phenotype relationships are critical toward better
comprehension of PD —and equally— in developing treatment strategies. Clinical
heterogeneity and being advanced age disease make the determination of its genetic
aetiology very difficult.

We examined 63 PD patients for related genes with the end goal of identifying new
genes by using whole exome sequencing (WES) in multi-afflicted families with no link
to known genes. Gross mutations were studied by MLPA, small mutations with a next
generation sequencing (NGS) dementia-gene-panel containing 42 genes, in which 33
are associated with PD. Twelve different mutations (five gross-deletions, one gross-
duplication, six small) in four genes were detected in 15 cases. Mutations were detected
by MLPA in 12.7% (8/63) and by NGS in 11.1% (7/63). In one case, PARK2 had a
large deletion and a point mutation with compound heterozygous form. The mutation
range was 50% (1/2) in juvenile-PD cases, 27% (13/48) in early-onset-PD cases, and
7.7% (1/13) in late-onset-PD cases. In three large families-who possessed no known
mutation in the examined genes- WES could not be performed due to lack of consent.

We hope our results will contribute the development of molecular genetic diagnosis
algorithms, learning mutation frequencies of our population and genetic counselling.

Key words: Parkinson's disease, New Generation Sequencing, lon Torrent Platform,
MLPA

This project was supported by Istanbul University Scientific Research Projects TDK-
2016-20253.



1. GIRIS VE AMAC

Parkinson Hastaligi (PH), nigrostriatal dopaminerjik noronlarda ilerleyici
yikimla seyreden kompleks bir hastaliktir (1). Asya ve Afrikalilarda, beyaz irkla
karsilastirildiginda daha nadir oldugu bildirilen hastalik, erken yaglarda goriilen bazi
formlarinin bulunmasina ragmen, en sik goriilen formu 60 yas tiizeri bireyleri
etkilemektedir. Hastaligin 20’li yaslarda baslayan formu “juvenil baslangigli” (JB), 50
yasindan Once baglayanlar1 “erken baslangicli” (EB) ve 50 yas iistiinde baslayanlari
“ge¢ baglangicl” (GB) tip olarak tanimlanir. Bir motor noron hastaligi olan PH
kliniginde tutulum bolgelerine bagli olarak bradikinezi-akinezi, rijidite, postiiral
instabilite ve istirahat tremoru goriiliir. Hastalik seyri esnasinda motor bulgulara
yiirlime, konusma ve belli basit gorevleri yerine getirmede zorluklar eklenebilir.
Bununla beraber hastalarda depresyon, duygusal degisimler, ¢igneme ve yutkunmada
zorluklari, iiriner problemler, kabizlik, cilt problemleri ve uyku diizensizlikleri de
goriilmektedir. Bu klinik tabloda; sinaptik iletisim sorunlari, mitokondriyel
disfonksiyon ve lizozomal otofajinin mezensefalon bdlgesindeki substantia nigrada
dopaminerjik noronlarin segici ve ilerleyici yikimlarmin bulundugu gosterilmistir.
Yapilan post mortem incelemelerde substantia nigrada Lewy cisimcigi denilen
intrasitoplazmik inkliizyon cisimciklerinin varlig: bildirilse de bazi1 PH formlarinda

Lewy cisimciginin olugsmadig1 gozlenmistir (2-4).

PH’nin 6zgilin bir laboratuvar belirteci bulunmadigindan tani, tibbi dykii ve
klinik muayene ile konulmaktadir. Beyinde dopamine ¢evrilerek dopaminerjik yikimi
kompanse etmekte rol oynayan Levadopaya (L-Dopa) verilen yanit hastaligin
tedavisinde altin standarttir ve taniyr destekleyen bulgular arasinda yer almaktadir.
PH’da dopaminerjik yikimda islev goren genlerin de icinde bulundugu karmagsik

molekiiler etyopatogenezinin heniiz az bir kism1 aydinlatilabilmistir (2).

Yasglanma siirecinde kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en sik goriilen ve
yasam kalitesini belirleyen hastaliklar, icerisinde PH’nin da bulundugu demanslardir.
Diinya Saglik Orgiitiiniin calismalar1 2050’lerde diinya niifusunun %15’inden fazlasinin
>65yas olup 120 milyon demans hastasi olacagini ve Alzheimer Hastaligi (AH) nin
ardindan ikinci sirada PH’nin bulunacagini gdstermekte ve bu durumun gelismis ve

gelismekte olan lilkelerde saglik politikalarinda 6nemli sorunlara yol agabilecegi 6n



goriilmektedir. Bu nedenle nérodejenerasyon mekanizmalarinin altinda yatan yolaklarin
molekiiler etyopatogenezininin aydinlatilmasi, dogru tani, presemptomatik taninin yani
sira iliskili yolaklara/ genlere/ mutasyonlara ozgiin tedavi edici yeni ilaglarin

gelistirilmesine olanak saglayacaktir (5).

PH olgularinin 6nemli bir ¢ogunlugu, ileri yaslarda ortaya c¢ikan genellikle
sporadik goriilen formunu tasimaktadir. Ancak arastirmalar birinci derece akrabalarda
riskin yaklagik 2,7-3,5 kat arttigimi gostermektedir ki bu durum multifaktoriyel kalitim
ile uyumludur. PH, otozomal resesif (OR), otozomal dominant (OD) ve nadiren X’e
bagli resesif (XLR) kalitim da gosterebilmektedir. OD formlarinda hastaligin baslama
yast OR’e gore daha ge¢ olmaktadir (6).

PH’nin OD formlariyla iliskilendirilmis bugiine kadar {i¢ gen tanimlanmistir;
LRRK2, SNCA, VPS35, LLRK2 genin ge¢ baslangich ve sporadik formlardaki
mutasyon frekansi farkli populasyonlarda %2 - %40 arasinda degismektedir. SNCA ve
VPS35 gen mutasyonlari ise daha nadir olarak gosterilmektedir. OR kalitim gosteren
cok sayida genden PRKN, PINK1, DJ-1, UCH-L1 ve ATP13A2 en sik iliskilendirilmis
olanlaridir. Tiim PH formlarinda goriilme sikligi %1 olan PRKN mutasyonlari, erken
baslangi¢h formda %10-20, ailevi olgularda ise %77 olarak bildirilmektedir. PINK1,
ikinci en sik mutasyon saptanan gen olup, ¢esitli etnik gruplarda mutasyon oranlar1 %1 -
%9 arasinda bildirilmektedir. DJ-1 geni i¢in bu oran %1-%2, UCH-L1 ve ATP13A2

mutasyonlari i¢in ise ¢ok daha nadir olarak bildirilmektedir (6).

Bu ¢aligmada, klinik olarak PH tanist almis 63 olguda, hastalik iligkili 33 genin
tiim kodlayan ekzon, ekzon-intron sinir bolgelerine 6zgiin tasarlanan yeni nesil dizileme

(YND) temelli panel-gen testi ve MLPA teknigi ile incelendi.

Amacimiz, iilkemizde PH klinigi olan olgularda molekiiler genetik tani
algoritmalarmin olusturulmasi, hastalikla iligkili toplumumuza 6zgiin mutasyonlarin

belirlenmesi ve ailelere 6zgiin genetik danisma desteginin verilmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Parkinson Hastahg

Parkinson Hastalig1i (PH) ilk olarak 1817 yilinda James Parkinson tarafindan
yazilan “’The Shaking Palsy’’ adli monografide ‘Herhangi bir hareketin pargasi
olmayan azalmis kas giiciine eslik eden istemsiz tremiiloz hareketler, gévdenin 6ne
egilimi ve yliriiyliste bozulmaya egilim, duyularda ve zekada hasar olmamas1’’ ciimlesi
ile tanimlanmistir (7). Hastaligin bulgularina ait ilk kayitlara Antik Yunan, Misir ve
Hint toplumlarinin yazilt metinlerinde rastlanilsa da (8) giiniimiizdeki adi, 1877 de
modern norolojinin babasit sayilan Jean-Martin Charcot kendi kitabinda, James
Parkinson onuruna hastaligin yeniden adlandirilmasini savunmasiyla literatiire gegmistir
9).

PH, hareket bozuklugu grubundaki hastaliklar arasinda esansiyel tremordan
sonra en sik goriilen hastaliktir (1). Bir sendrom olarak degerlendirildiginde etyolojisine
gore dejeneratif ve semptomatik olarak iki ayr1 gruba ayrilabilir. Temel doért semptomu
olan bradikinezi, rijidite, tremor ve postiiral instabilitenin ek bulgular olmaksizin
tanimlanan formu ¢’Idyopatik Parkinson Hastalifi’> olarak adlandirilip, sendromun

dejeneratif grubunda yer alir (2-4).

PH, patolojik a¢idan incelendiginde mezensefalonda yer alan substantia nigranin
pars compacta kismindaki melanin iceren dopaminerjik ndronlarin yikilmas: ve kalan
hiicrelerinde de Lewy cisimcigi olarak adlandirilan alfa-sinniiklein ve ubigqitin
proteinlerin bulunmasiyla tanimlanir (10, 11). Substantia nigra anatomik olarak farkli
fonksiyonlarda islev goren iki yapiya ayrilir; demir igeren ventral boliim pars reticulata
ve melanin pigmenti iceren dorsal boliim pars compacta. Temel islevleri arasinda g6z
hareketleri, motor hareketlerin planlanmasi, 6diil mekanizmalari, 6grenme ve bagimlilik
yer almaktadir (10, 12). Icerdigi ndronlar ile dorsal striatum arasindaki baglanti
beyindeki dort ana dopaminerjik yolak arasinda yer alan nigrostriatal yolagini (Sekil

2.1) olusturur (11).

Nigrostriatal dopaminerjik yolaktaki noronal yapi diger memelilere oranla
insanda evrimsel agidan farklilik gostermektedir. Bu sebeple PH sadece insana 6zgii bir

norodejeneratif hastalik olarak tanimlanmaktadir. Son zamanlarda hastaligin goériilme



sikligindaki artis igin, tiirlimiiziin yasam tarzinin tarihsel siirecteki degisimlerinin bir

sonucu oldugu da 6ne siiriilmektedir (13).
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Sekil 2-1: Nigrostriatal yolak

Bu yolaktaki dopaminerjik ndronlarin kaybinin %60-70’lere varmasi ve bu
kayba komsu hiicrelerdeki Lewy cisimciklerinin varliginin eklenmesi, PH’in temel

klinik bulgularini ortaya ¢ikarirken, patolojik kesin tan1 i¢in de gereklidir (14).

Dopaminerjik ndronlar beyindeki noéronlarin %1’inden azini olusturup, motor
davraniglar, motivasyon ve islem bellegi gibi islevlerden sorumlu &nemli beyin
bolgelerini innerve ederler. Embriyolojik olarak mezensefalik- diensefalik baglantidaki

tek bir hiicre grubundan koken almaktadirlar (15).

2.1.1. Parkinson Hastalig iliskili Hiicresel Yolaklar

PH ile iliskisi bulunan genlerin c¢ogu; sinaptik iletisim, mitokondriyel
disfonksiyon ve lizozomal islev bozukluklarini kapsayan ii¢ farkli temel hiicresel
yolakta (Sekil 2.2) yer almaktadir (16). Bu yolaklara ek olarak dopamin sentezi,
dopaminerjik noronlar ve inflamasyonla iligkili genlerinde hastaligin etyopatogenezinde

rol oynadig1 bildirilmistir.
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Kumar ve ark. (17) degistirerek eklenmistir

2.1.1.1. Sinaptik Iletisim

Sinapslar, néron-néron ve noron-kas hiicreleri arasindaki kimyasal ve elektriksel
yollarla haberlesmeyi saglayan baglanti noktalaridir. Haberlesme cesitlerine gore
“’kimyasal’” ve “’elektriksel’’ olarak smiflandirilirlar. Kimyasal sinapslar; merkezi ve
periferik sinir sisteminde bulunup, tek yonlii ileti yaparken, elektriksel sinapslar; kalp
kasi, visseral diiz kas lifleri ve merkezi sinir sisteminde bulunur ve ¢ift yonli ileti
yaparlar. Birbirleriyle temas ettikleri bolgeye gore; aksodendritik, aksoaksonik ve
aksosomatik olarak siniflandirilabilirler. Sinapslarin biiylik kismini olusturan kimyasal
sinapslarda ileti, uyaranin etkisi sonucu salinan nérotransmitter maddelerle saglanirken,

elektriksel sinapslar, elektrik akimini baglant1 yaptiklar1 hiicreye dogrudan iletirler (18).

SNCA gen firiinii olan alfa-sinniiklein proteini, ¢ogunlukla kimyasal sinaps
bolgelerinde bulunur ve hiicre membrani, golgi-endoplazmik retikulum ag1, mitokondri,
ubiquitin-proteozom sistemi, lizozom ve histonlar gibi hiicrenin birgok komponenti ile
iliskidedir (19). Bu proteinin agregatlariyla olusan Lewy cisimcikleri; PH, Lewy
cisimcikli demans, c¢oklu sistem atrofisi gibi bir ¢ok hastaligi kapsayan-
“sinniikleopatileri” meydana getirir (20). Uzun yillar biriken bu agregatlarin

olusturduklar1 ¢oziinmeyen inkliizyonlarin toksik oldugu ve iliskili hastaliklar igin



belirte¢ olduklar1 diisiiniilmiis olsa da, son yillardaki ¢alismalar normal bireylerin post-
mortem beyin dokusunda da bulunduklar1 gosterilmis ve biriken oligomerlerin toksik
oldugu, inkliizyonlarin ise detoksifikasyon yapilar1 oldugu goriisiinii desteklemistir. Bu
durum bir baska norodejeneratif hastalik olan Alzheimer hastaliginda APP proteininin
olusturdugu agregatlar ile benzerlik gostermektedir. Bu birikimlerin artis1 fonksiyon

kayiplar1 ve hiicresel yikim ile iliskili goriilmektedir (21).

2.1.1.2. Mitokondriyal Disfonksiyon

Mitokondri, ana fonksiyonu aerobik solunum sirasinda ATP {iretimi olan,
bulundugu hiicrenin enerji ihtiyacina gore sayisi artan, eritrositler disinda tiim
hiicrelerimizde bulunan bir organeldir. Diger organellerden en biiylik farki, 16569 baz
iceren sirkiiler yapida kendilerine ait mitokondriyel DNA (MtDNA) adi verilen
DNA’dan cok sayida kopya icermeleri ve enerji ihtiyacina gore sayilarini niikleer

genomdan bagimsiz bir sekilde arttirabilmeleridir (22, 23).

Epidemiyolojik calismalar PH i¢in riskin yasla birlikte arttigin1 ve bu siiregte
mitokondriyel mutasyonlarin ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artiglarinin da riski
arttirdigin1  gostermektedir (24). PH hastalarinda yapilan otopsilerde, mitokondriyel
proteinlerin alt birimlerinin sentezlerindeki hatalara bagli olarak kompleks 1
aktivitesinde anlamli azalma ile substantia nigra ve diger beyin bolgelerinde bu
birimlerin artmis oksidatif hasarlar1 gézlemlenmistir (25, 26). Kompleks 1’1 olusturan
46 alt tlnitenin 36’s1 niikleer ve 7’si mitokondriyel genomdan kodlanmaktadir (27).
PH’da, Kompleks 1 alt {initelerini kodlayan genlerdeki mutasyonlarin, korunmus
bolgelerde olmasa da, bir kisminin solunum zincirinde yer alan alt {initelerin ikincil
yapilarini degistirdigi ve bu sekilde azalmis aktivasyona (mitokondriyel disfonksiyon)
yol actig1 gosterilmistir (28). Bozulmus Kompleks 1 aktivitesinin dogrudan PH
patogenezi kokenli mi, yoksa ilaca bagli sekonder bulgu mu oldugu tam
kesinlesmemekle beraber levadopa dozaji ile korelasyonunun bulunmamasi ve diger
norodejeneratif hastaliklarda bozulma gostermemesi bu durumun patogenez ile iliskisini

dogrular yondedir (29, 30).

MtDNA, etkin tamir mekanizmalarina sahip olmadigindan ROS ve serbest
radikallerin hasarlarina daha ¢ok maruz kalmakta ve bu durum mutasyon oraninin
artisina yol agmaktadir. Normal yaslanma siirecinde de goriilen yiiksek mutasyon orani,

PH olgularindaki dopaminerjik ndronlarda ve bilhassa striatum bdlgesinde daha siklikla



gozlenmektedir (31). Mutasyonlara ek olarak ¢esitli mitokondriyel haplogruplarin farkl
popiilasyonlarda PH ile iligkileri de gosterilmistir (32-34).

MtDNA’ya baglh hasarlarin yani sira, mitokondri ile iligkili bir¢ok niikleer
genomdaki genlerin mutasyon ve polimorfizmlerinin PH iliskili oldugu ya da riski
arttirdig bildirilmistir (28). Niikleer genomdaki SNCA, PRKN, DJ-1, PINK1, LRRK2 ve
HTRA2 genleri (direk veya indirekt) mitokondriyel disfonksiyonda rol almaktadir.
Dopaminerjik ndronlar, bu genlerin mitokondrideki etkileri sonucu apopitoz ve/veya
nekroza ugrar. Bu mekanizmaya gére SNCA (kii¢iik mutasyon, triplikasyon), LRRK2
(kiiciik mutasyon), PINK1 (kiiciik mutasyon) ve DJ-1(kiiglik mutasyon) genleri hiicre
6lim yolagini kompleks 1 inhibisyonu ile etkilerler ve ilk asamada ROS iiretimi baglar
ve intrensek pro-apoptotik yolak aktive olur. Bunu pro-apoptotik bir protein olan
BAX’1in mitokondri i¢ine alinmasi ve Sitokrom C’nin sitozole salinimi izler. PINK1
geni proteini, PRKN geninin kodladigi Parkin ile etkilesime girip Sitokrom C’nin
salinimini inhibe ederek apopitozu engellemede gorev alir. TRAP1 ve HTRAZ2 geninin
tiriinleri, PINK1’in substratlar1 olarak islev gérmektedirler. Mitokondriyel biyogenez,
parkin’in TFAM ile interaksiyonu yoluyla da diizenlenebilmektedir (35). Bu apoptotik
olaylarla birlikte nekroz da goriilebilir. ROS artisiyla DNA hasar1 sonrasinda PARP-1
geni aktive olur ve PAR polimerlerinin mitokondri i¢inde artisina ve NAD+ ile ATP’ nin
azalmasina yol agar. PARP-1 aktivasyonu oliim sinyali olarak is gorerek nukleusda
DNA parcalanmasint ve programlanmis hiicre Oliimiinii baslatir. Mitokondriyel
faktorlerin sitozole salinmasiyla beraber kaspas bagimli/bagimsiz hiicre 6liim yolaklar1
tetiklenir. PINK1 ve PRKN genindeki PH ile iligkili mutasyonlar ayn1 zamanda hasarli
mitokondrilerin yikiminda (mitofaji) bozulmaya yol agar ve hasarli mitokondrilerin
birikmesi sonucunda enerji tiretiminde aksakliklara yol acarak hiicresel yikima sebep

olur (35).

2.1.1.3. Lizozomal Islev Bozukluklar

Lizozomlar, igerdikleri hidrolitik enzimlerle endositoz, fagositoz ve otofaji gibi
bir¢ok hiicresel sindirim islevinden sorumlu, asidik yapida organellerdir. Hiicre i¢inde
birikmeye egilimli o-sinniiklein gibi uzun Omiirlii proteinler ile yashh ve hasarh
organellerin temizlenmesini saglarlar. PH olgularinda mitokondriyel disfonksiyon ile a-

sinniiklein birikiminin gosterilmis olmasi PHna ve diger norodejeneratif hastaliklarin



patogenezinde lizozomal islev bozukluklarinin katkis1 olabilecegini ortaya koymaktadir
(36).

Lizozomal depo bozukluklar1 (LDB) genelde otozomal resesif kalitimla
seyreden, norodejencrasyon ve miyelinizasyon kusurlar1 ile Kkarakterize metabolik
hastalik grubudur. Lizozomal fonksiyon bozukluguna bagli olarak par¢alanmamis
makromolekiillerin hiicreler ve dokular i¢inde birikimiyle ortaya ¢ikar. LDB grubu,
Gaucher hastaligi, Niemann-Pick hastaligi ve noéronal seroid lipofiizinozlarin da
icerisinde oldugu 50’den fazla hastaligi kapsar. Bu grubun goriilme sikligr 5000 canli
dogumda birdir (37). LDB olgularindaki tremor, bradikinezi, bilissel azalma gibi
bulgular PH’nin klinik bulgulariyla ortiismektedir. Patolojik incelemelerde Tip 1
Gaucher hastaliginda PH'na benzer sekilde, Lewy cisimcigi benzeri inkliizyonlar
goriilmektedir. PH ve Lewy cisimli demans olgularmin beyin omurilik sivisinda (BOS)
glikoserebrosidaz aktivitesinde belirgin azalma gosterilmistir (37). GBA geninin proteini
glikoserebrosidaz, glikosilseramidden, seramid ve glikoz olusumunu katalize eder.
GBA'daki mutasyonlar, PH ile Gaucher hastaligi ile iliskilidir. Sporadik PH
hastalarindaki incelemeler, heterozigot L444P, D409H, E326K ve H255Q gibi patolojik
varyantlar saptandigindan hastalik riskinin 6nemli derecede arttigimi gostermektedir
(38). LDB ile iliskili genlerden SMPD1 ve NPC1 gen mutasyonlarinin da PH i¢in risk
faktorti oldugu bildirilmistir (37).

Yakin zamanda proteinlerin metabolize edilme islevlerinde, ubiquitin bagimli
proteozomal yollarin yan1 sira islev gosteren lizozomal otofaji siiregleri kesfedilmistir.
Lizozom inhibisyonundan sonra o-sinniiklein diizeylerinde artisin gdzlenmesi,
degradasyonun tamamen proteozomal olmayabilecegi hipotezini desteklemektedir.
Lizozom inhibisyonu sirasinda, a-sinniiklein organel i¢inde go¢ etmek yerine lizozom
reseptOrlerine baglanmaktadir. Ayrica mutasyonlu a-sinniiklein, dogrudan lizozomal
membran reseptorlerine baglanmakta ve bodylece hem kendi hem de diger protein
substratlarinin  lizozomal otofajinin indiikleyici yikimin1  engellemektedir (39).
Lizozomal islevlerde gorev alan bir bagka proteini kodlayan ATP13A2 geni
mutasyonlari da tipik ve erken baslangicli PH olgularinda gosterilmistir (40, 41).



2.1.1.4. Diger Yolaklar

2.1.1.4.1. Dopaminerjik Noron Farklilagsmasi

PH patogenezinde dopaminerjik noron farklilagsmasinda rol alan genlerin
etkinligi, ailevi PH olgularinda bir transkripsiyon faktorii olan Nurrl’in geni NR4A2’de
saptanan mutasyonlar ile ilk olarak ortaya konulmus (42) ve bu gendeki polimorfik
varyantlarin hastalik riski iizerine etkisi gosterilmistir (43). Dopaminerjik ndron
farklilagmasinda rol alan diger transkripsiyon faktorleri arastirildiginda O6rnegin
substansiya nigranin ventral ve ventromedyal bolgelerindeki ndronlarina 6zgiin proteini
kodlayan PITX3 geninin 1. intronundaki polimorfizmlerin sporadik PH ile iligkili
oldugu gosterilmistir (44). Beyin biiyliime faktorii BDNF, glial biiyiime faktorii GDNF
ve bunlarin transformasyon faktorii olan TGF’a dopaminerjik néronlarin farklilagsma ve
normal fonksiyonunun saglanmasinda rol almaktadir. Bunlardan yalnizca BDNF’nin
V66M polimorfizminin sporadik PH ile iligkili olabilecegi Japon toplumunda
gosterilmis olmasina (45) ragmen bdyle bir iliski Avrupa toplumunda gosterilememistir

(46).

2.1.1.4.2. Dopamin Sentezi, Metabolizmasi ve Fonksiyonu

PH’nda semptomlar, dopamin substansiya nigradaki sentezde azalma ve bunun
striatumdaki konsantrasyonun diigmesine baglidir. Dopamin sistemindeki (sentez,
transport, sinaptik salinim ve kabul) bozulmalar bu sonuca gétiiren sebeplerden biridir.
Dopamin sentezinin orant dopaminin DOPA ya cevrilmesi ile smirhidir. Bu islem
triptofan hidrolizi ile katalize edildiginden ilgili gen incelenmis ancak PH iliskili bir
degisim saptanmamugtir. Ote yandan tirozin hidroksilaz aktivitesini kontrol eden
proteinler ve bu enzimin (Nurrl) geninin PH patogenezindeki 6nemi bilinmektedir (42).
Tirozin hidroksilazin kofaktorii olan tetrahidrobiopterin (BH4) sentezinin bozulmasinin
PH ile iliskili olabilecegi diisiiniilmiis ve BH4 biosentez yolaginin ilk enzimi olan GTP
siklohidroksilazin geninde (GCH1) saptanan mutasyonlarin PH benzeri fenotiple iligkili
oldugu gosterilmistir (47). BH4 biyosentezinin son asamasinmi katalize eden SRR
enziminin geni PARK3 lokusuna haritalanmis ve bunun PH iliskili gen oldugu on
goriilmiistiir (48, 49). Hiicredeki dopamin diizeyi, yitkiminda etkin diger enzimlerle
iliskili oldugundan bu yolakta etkin genler (dopamin-b-hidrolaz, monoamin oxidaz A ve
B, katekol-O-metiltransferaz) arastirilmis ve polimorfizmler gosterilmistir (50-53).

Heniliz dopamin reseptor genleri ile PH arasinda bir iligki gosterilememis olsa da
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dopamin transportunda etkin DAT1 geninde 6zellikle uzun siire pestisit maruziyeti olan

olgularda polimorfik varyantlar gosterilmistir (54).

2.1.1.4.3. Enflamasyon Yolag

PH’da substansiya nigradaki mikroglialarin aktivasyonu ile ndronlarin apopitozu
baslar (55). Aktive olan mikroglialar farkli antienflamatuar sitokinler iiretir ve ayni
zamanda noronal nitrik oksit sentetaz ekspresyonu baglar ve bu durum nitrik oksit ve
oksidatif stres artisina yol agar. Sitokin aktivasyonu transkripsiyon faktorii NF-kB’yi
aktive ederek dopaminerjik ndronlarin oksidatif strese duyarliligini ve muhtemelen
onlarin Oliimlerini arttirir (56, 57). Antienflamatuar sitokinler ile onlarin hedef
genlerinde yapilan ¢aligmalar PH ile bir ¢ok polimorfizmin iliskisini géstermistir (6rn.
TNFA ya da TNF geninin promoter bolgesindeki 308G/A polimorfizmi, interleukin-1b
geninde 551C/T polimorfizmi gibi) (58, 59).

2.2. PH Genetigi

Tarihsel olarak klinik hastaliklar ile iligkili kromozomal bdlgeler, genlerden
daha &nce kesfedilmistir. Ilerleyen yillarda bu bélgelerde yer alip hastalikla iliskisi
saptanan genler “’Insan Genom Organizasyonu Gen Nomenklatiir Komitesi’” ( Human
Genome Organisation Gene Nomenclature Comittee, HGNC) tarafindan olusturulan
veritabanina eklenmektedir (PARK1 lokusunun SNCA olarak adlandirilmasi gibi).
Heniiz iligkili gen bulunmayan lokuslar ise lokus adlariyla anilmaya devam etmektedir
(60).

Glinlimiize kadar, PH ile iliskili 23 lokus tamimlanmistir. Bu lokuslardan
PARK4’lin eglestirme asamasinda kaynaklanan bir hata sebebiyle yanlis olarak
isimlendirildigi aslinda PARKI lokusu oldugu daha sonra anlasilmistir . Bu
lokuslardaki baz1 eslesmelerin hastalik ile iligkisi heniiz netlesmemistir (60).
Tanimlanmig lokuslar ve iligkili genler Tablo 2.1. de gosterilmektedir. Bu lokuslarda
tanimlanan genlerin haricinde hastalikla iligkisi olan bagka genler de GWAS caligmalari

ile tanimlanmustir.

Bu genlerden OD kaliim gosteren ii¢iinde (LRRK2, SNCA, VPS35) ve OR
kalitim gosteren besinde  (PRKN, PINK1, DJ1, UCHL1, ATP13A2) saptanan

mutasyonlar PH’da en sik rastlanilan mutasyonlardir.



Tablo 2-1: PH ile iliskili lokuslar ve genler

Lokus Gen Kalitim RefSeq RefSeq peptid | Tammmlandig:
transkript no no Yil

PARK1 SNCA oD NM_000345 NP_000336 1997
PARK4
PARK?2 PRKN OR NM_004562 NP_004553 1998
PARK3 SPR OR/OD | NM_003124 NP_003115 2003
PARKS5 UCHL1 oD NM_004181 NP_004172 1998
PARKG6 PINK1 OR NM_032409 NP_115785 2001
PARKY DJ1 OR NM_007262 NP_009193 2003
PARKS LRRK2 oD NM_198578 NP_940980 2004
PARK9 ATP13A2 | OR NM_022089 NP_071372 2006
PARK10 | USP24 ? NM_015306 NP_056121 2002
PARK1l1 | GIGYF2 oD NM_001103146 NP_001096616 2008
PARK12 | TAFl OR NM_004606 NP_004597 2002
PARK13 | HTRA2 oD NM_013247 NP_037379 2005
PARK14 | PLA2G6 OR NM_003560 NP_003551 2009
PARK15 | FBXO7 OR NM_012179 NP_036311 2009
PARK16 | ADORA1 ? NM_000674 NP_000665 2009
PARK17 | VPS35 oD NM_018206 NP_060676 2008
PARK18 | EIF4G1 oD NM_198241 NP_937884 2011
PARK19 | DNAJC6 OR NM_001256864 NP_001243793 2012
PARK20 | SYNJ1 OR NM_003895 NP_003886 2013
PARK21 | DNAJC13 | OD NM_015268 NP_056083 2014
PARK22 | CHCHD2 | OD NM_016139 NP_057223 2015
PARK23 | VPS13C OR NM_020821 NP_065872 2016

2.2.1. SNCA (PARK1; Synuclein Alpha; NM_000345)

11

Ailevi PH ile iligkilendirilen ilk gen, 421 de lokalize ve a-sinniiklein proteinini
kodlayan SNCA genidir (61). Daha once hastalik ile iliskilendirilen ve PARK4 lokusu
olarak isimlendirilen bu bdlgeyi igeren 0.4-6.37 Mb’lik duplikasyonlar ile hastalik
iligkisi bilinmekteydi. Gendeki hastalik iligkili mutasyonlar ¢ogunlukla a-sinniiklein
dozunda degisimlere neden olan duplikasyon ve triplikasyonlardir, ancak nadiren
otozomal dominant nokta mutasyonlar1 da goriilmektedir (62). SNCA gen
duplikasyonlar1 goriilen ailelerde yapilan klinik ve genetik ¢alismalar, gen kopyasinin
artistyla hastaligin baslangic yasinin daha erken oldugunu ve daha agir seyrettigini

gostermistir (63).

SNCA geninin kodladig1 a-sinniiklein proteini 140 aminoasitten olusur ve dogal

yapist katlanmamis durumdadir. Molekiil, amfipatik N-ucu (a-helikal bolgesi),
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hidrofobik merkezi (non-amiloid beta pargasi -NAC domaini-) ve asidik bir C-ucu
olmak {iizere li¢ kisimdan olugmaktadir. Proteinin tam islevi bilinmemekle beraber
bulgular, bulundugu sinaptik vezikiillerde agirlikli olarak dopamin depolanmasi ve
iletiminde rol alip, protein-protein ve protein-lipid etkilesimlerini diizenleyen bir
saperon oldugu yoniindedir (64). Gen iiriinii a-sinniiklein birikimlerinin PH olgularinda
Lewy cisimciklerinin ana bilesenlerini olusturmasi, birikim siirecinin PH patogenezinde
onemli bir rol oynadigin1 gostermektedir (65). HGMD’de gen ile iliskili 33 mutasyon
tanimlanmistir (26.06.18).

2.2.2. PRKN (PARK2; Parkin RBR E3 Ubiquitin Protein Ligase; NM_004562)
Juvenil OR Parkinsonizm gosteren Japon bir ailede 1998 yilinda ilk defa
tanimlanan PRKN geni, 6025.2-q27 bolgesinde lokalizedir (66). Daha sonraki yillarda
farkli etnik gruplarda farkli mutasyonlarin c¢ogunlukla homozigot ya da birlesik
heterozigot formda oldugu, juvenil tip PH olgularinin %50°si ile iliskili oldugu
bildirilmistir (67). Gende 120’nin iizerinde mutasyon tanimlanmis olup bunlar ¢ogun
nokta mutasyonlar1 (50°nin iizerinde yanlis anlamli mutasyon) olsa da ekzon
bolgelerinde del/dup ve triplikasyon mutasyonlart da bildirilmistir (68-71). PRKN
iliskili mutasyon tasiyan bireylerde hastaligin tipik klinik bulgular gozlenmekle
beraber, cogunda diger PH formlarma goriilen noritler ve Lewy cisimcikleri bulunmaz.
Bu hastalardaki semptomlarin gelisimi daha erken ve simetrik baslangigli olmakla
beraber, hastaligin ilerlemesi daha yavastir. Ilk klinik belirtiler distoni ile baslar,

hiperrefleks ve zayiflamis postural bozukluklar goriiliir (72).

PRKN geni 12 ekzondan olusur ve ubiquitin ligaz aktivitesi gosteren 465
aminoasitlik parkin proteinini kodlar. Gen ve kodladigi protein yapisal ve fonksiyonel
ozellikler bakimindan ubiquitin ligazlarin RBR (halka-arasinda-halka-ring-between-
ring) ailesinden E3 ubiquitin ligaz oldugu belirtilmistir. Proteinin ana gdrevi ubiquitini,
ubiquitin birlestiren enzimlerden alarak, a-sinniiklein, sinfilin-1, parkin, Sept-4
(CDCrel-2), PAEL-R, cyclin E, JTV1 (p38), sinaptotagmin XI, tubulin ve poliglutamin
tekrarli proteinler gibi 0zel substratlara tagimaktir (73). Proteinin yetersizligi,
ubiquitinitasyon siirecinde bozulmalara ve substrati olan proteinlerin birikmesiyle
noronal Oliime yol agmaktadir. Literatiir bilgileri, parkinin bir ndroprotektif protein

olarak islev gorerek dopaminerjik noronlarin sag kalimlarma destek oldugunu (74),
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mitokondriyel iglevlere de katildigin1 ve mitokondriyel disfonksiyonda rol oynadiginm

vurgulamaktadir (75). HGMD’de gen ile iliskili 311 mutasyon bildirilmistir (26.06.18).

2.2.3. UCHL1 (PARKS; Ubiquitin Carboxyl-Terminal Esterase L1; NM_004181)
Erken baslangigli OD formda bir fenotip gosteren Alman bir olguda UCHL1

genini igeren PARKS lokusu 1998 yilinda tanimlanmis ve ayni aileden 4 bireyde 193M

saptanmistir (76). Bu gende mutasyon tasiyan olgularda tipik PH semptomlaria ek

olarak koku almada etkilenme ve ilerleyici kognitif yikim gézlenmektedir.

4p14 bolgesinde lokalize, 9 ekzondan olusan UCHL1 genin 223 aminoasit igeren
proteini Lewy cisimciklerinde ve noritlerde yogunlukla goriilmekle beraber, beyinde de
bulunmakta ve beyindeki total proteinlerin  %1-2’sini olusturmaktadir (77).
Biyokimyasal caligmalar genin ubiquitin bagimli proteozomal yikimda rol aldigim
gostermektedir. Monomer formlar1 poliubiquitin zincirlerini hidrolize ederken, dimer
formlar1 E3 ligaz olarak islev gormektedir. Mutasyonlarinin varligi, proteinin ligaz
fonksiyonunun ve dolayistyla dimerizasyonun artisina, ubiquitin hidrolizinin azalmasina
yol agmakta bdylece ubiquitin birikimleri olusmaktadir (78). HGMD’de gen ile iliskili
bir mutasyon tanimlidir (26.06.18).

2.2.4. PINK1 (PARK®6; PTEN Induced Putative Kinase 1; NM_032409)

PH iliskili OR kalittimli bir diger gen de 1p35-p36 bdlgesinde lokalize PINK1
genidir. ik olarak genis bir Italyan ailesinde gosterilen (79) bu genin fiiriinii bir
serin/treonin protein kinazdir. Gende bugiine kadar tanimlanmis 50’den fazla mutasyon
bulunmakta ve bunlar yanlis anlamli, gergeve kaymasina yol agan tek nokta mutasyonu
ve 6-8. ekzonlarin1 kapsayan 50 kb’lik delesyon mutasyonlaridir. Bu mutasyonlarin
cogunun hastalik gelisimini erken doneme c¢ektigi (80), homozigot ve birlesik
heterozigot mutasyonlarda, hastaligin klinik baslangicinin genis bir araliga yayildig: (32
-48 yas), tipik gec baslangichh PH olgularina oranla atipik bir gelisim gosterdigi
bildirilmistir (79, 81).

Genin kodladig1 581 aminoasitlik Pinkl proteinin N-ucu motifi mitokondri ile
baglanmadan sorumludur ve Ca-Calmodulin ailesindeki serin/treonin kinazlara
benzeyen asir1 korunmus protein kinaz domainleri igerir. Gen iiriinii olan protein genis
bir doku ve hiicre grubunda gosterilmekle birlikte ekspresyonunun cogunlukla

mitokondride oldugu diisiiniilmektedir. Ozelliklerinden biri olan zayif ¢oziiniiliirliigii
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sebebiyle sporadik PH olgularindaki Lewy cisimciklerin %10’unda agregat olarak
bulunmaktadir. Tam islevi aydinlatilamamakla beraber mitokondriyel kinaz olarak
gorev yaptigt ve noronlar1 oksidatif stresden korudugu distliniilmektedir (82).

HGMD’de gen ile iliskili 113 mutasyon bulunmaktadir (26.06.18).

2.2.5. DJ1 (PARKY7; Oncogene DJ1; NM_007262.4)

PH’na yonelik baglant1 analizlerinde saptanan yedinci lokus (PARK?7), 2001
yilinda OR kalitim gosteren klinik semptomlarinin yani sira distoni ve psikotik
epizodlar da gosteren bir ailede kromozom 1p36 bolgesiyle iliskilendirilmistir (83).
Daha sonra PARK?7 lokusunda biiyiik bir delesyon, ve bu bdlgedeki DJ-1 proteinini
kodlayan gende yanlis anlamli L166P mutasyonu gosterilmistir (84). PH igin bi-allelik
kalitim gosteren bu gendeki mutasyonlar, yavas ilerleyen geng baslangicli (20-40 yas)
fenotipe yol agmaktadir. Gende nokta mutasyonlarinin yani sira ekzon delesyon ve
duplikasyonlar1 da saptanmaktadir. Mutasyonlar, gen {irliniiniin ¢ok hizli bir post
translasyonel degregasyona ugramasina veya protein sentezinin tamamen kaybina yol
acmaktadir. DJ-1 gen mutasyonlart tiim erken baslangicli olgularin %1-2’sinde
goriilmektedir (84). Evrimsel agidan ¢ok iyi korunmus DJ-1 proteini, 189 amino asitten
olusur ve DJ-1/ThiJ/Pfpl protein siiper ailesinde yer alir. Protein, beyin dahil olmak
tizere bircok memeli dokusunda dagilim gosterir ve ¢ogunlukla sitoplazmada bulunsa

da, bir kisminin mitokondri ile iligkili oldugu gosterilmistir (85).

DJ-1 geni PH ile iliskilendirilmeden O6nce sperm olgunlasmasi ve
fertilizasyonuyla iligkili bir proto-onkogen olarak tanimlanmistir. Daha sonra yapilan
caligmalarla proteinin, antioksidan 6zellikleri tagidigi ve hiicreleri oksidatif strese karsi
korudugu, apoptozun regiilasyonunda rol alarak a-sinniiklein agregasyonunu inhibe
ettigi gosterilmistir. Oksidatif stres altinda parkin proteinine baglanmasi, bu iki
proteinin noroprotektif etkisi oldugunu diisiindiirmektedir (86). HGMD’de gen ile
iliskili 30 mutasyon bildirilmistir (26.06.18).

2.2.6. LRRK2 (PARKS; Leucine-Rich Repeat Kinase 2; NM_198578)

PARKS lokusu, 2002 yilinda OD PH gosteren bir ailede 11p11.2-q13.1
bolgesinde saptanmistir (87). Yaklasik 116 genin bulundugu bu lokusta 2004 yilinda iki
farkli bagimsiz arastirma grubu hastalikla iliskili olan LRRK2 genini tanimlamistir (88,
89). “Dardarin” olarak adlandirilan proteini kodlayan genin mono-allelik mutasyonlari

erken baslangicli sporadik veya ailevi formlarla iliskilidir. Tanimlanan mutasyonlar,
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yanlis anlamli mutasyonlar ile kirpilma bolgelerini etkileyen nokta mutasyonlaridir. Bu
gen, erken baslangiclt ailevi olgularin %15’inden, sporadik olgularin ise %3.6’sindan
sorumlu bulunmustur. Gende bugiine kadar 120°nin iizerinde farkli varyant tanimlanmis
olsa da 61’inin patojenik etkisi oldugu diisiiniilmektedir (HGMD, 09.10.2017). Genin
penentransinin toplumlar arasinda farkliliklar gosterdigi, 50 yas popiilasyonunda %17
ve 70 yas grubunda ise %55 oldugu bildirilmektedir. Penetransin diisilk olmast,
fenokopinin varligt ve ge¢ yasta ortaya ¢ikabilmesi segregasyon analizini
zorlastirmaktadir (90, 91). Genin 41. ekzonundaki G2019S mutasyonu sadece bu gen
icin degil tim PH olgularinda saptanan en yiliksek frekanstaki nokta mutasyonudur.
Mutasyonun toplumlar arasinda farkliliklar gosteren goriilme sikligi oranlart Tablo 2.2.

de 6zetlenmistir (91-93).

Tablo 2-2: G2019S mutasyonunun farkh toplumlardaki goriilme siklig

Toplum Ailevi (%) Sporadik (%)
Avrupa popiilasyonu 11,5 4,6

Askenazi yahudileri 13,3 29,7

Arap popiilasyonu 37 40,8

Rus popiilasyonu 13 5

Mogol popiilasyonu Nadir Nadir

Bu mutasyonun giiniimiizde 3 farkli haplotip ile iliskili olarak saptanmasi,
mutasyonun insan evoliisyonunda birden fazla kez olustugunu gostermektedir. Avrupa,
Amerika popiilasyonlar1 ile Askenazi Yahudilerinde %95 oraninda gdriilen Haplotip 1
en siklikla rastlanan haplotiptir ve birka¢ bin yil 6nce yakin doguda ortaya ciktigi
diisiiniilmektedir. Haplotip 2, Avrupa kokenli 5 ailede, Haplotip 3 ise Japon ve Tiirk

ailelerinde saptanmistir (91).

51 ekzonlu LRRK2 geni, 275 kDa’luk, 2527 aminoasitlik, Ras ailesinin ROCO
alt ailesine ait ve iki Roc domaini ve COR domaini, WD40 domaini olan, 16sinden
zengin tekrarlara sahip serin/threonin-protein kinaz yapidaki bir proteinini
kodlamaktadir (89). Akciger, bobrek, kalp ve 06zellikle substantia nigradaki

dopaminerjik noronlarda olmak iizere beynin farkli bolgelerinde ifade edilmektedir.
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Dardarin, sitoplazmada agirlikli olarak Golgi aparatinda, sitoplazma membraninin
sinaptik vezikiillerinde bulunur ve mitokondrinin dis membrani ile iliskidedir (94).
Giiniimiizde biyolojik fonksiyonu tam agiklanamasa da hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda
protein kinaz aktivitesi gostermektedir (95). LRRK2, aksonlarin biiylime ve
dallanmasinda, Golgi aparatinin, lizozomlarin ve mitokondrilerin iglevleri sirasinda
sinaptik vezikiillerdeki madde alig-verisinin kontrolunda gorev alir (96). HGMD’de gen
ile iliskili 53 mutasyon bildirilmistir (26.06.18).

2.2.7. ATP13A2 (PARK9; ATPase 13A2; NM_022089)

PH ile iliskili dokuzuncu lokus, ATP13A2 genini igeren 1p36 bdlgesine
tanimlanmistir. Gendeki mutasyonlar ilk olarak birbirinden bagimsiz iki ¢alismada, iki
farkli Kufor-Rakeb sendromlu ailede gosterilmistir (40, 97). Kufor-Rakeb sendromu
geng yaslarda baslayan (11-16 yas) OR kalitimli, levadopa cevapli PH’nin atipik bir
formunu olusturmaktadir (98). Hastalik hizli ilerler ve piramidal dejenerasyon, demans,

supraniikleer yiiz palsisi ve jeneralize beyin atrofisi gozlenir (99).

ATP13A2 geninin kodladig1 proteininin fizyolojik gorevi tam olarak bilinmese
de, icerisinde inorganik katyonlarin agirlikli oldugu cesitli substrat gruplariin
tasinmasindan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Gen iirlinii 6zellikle substantia
nigradaki dopaminerjik noéronlarda ifade olmaktadir. Hiicre kiiltiirii c¢alismalari
proteininin, lizozomal membrana lokalize oldugunu gosterir, mutant formlarin kodladigt
proteinlerin daha kisa oldugu ve proteozomal yikima ugramak iizere endoplazmik
retikuluma gonderildigi gosterilmistir (97). HGMD’de gen ile iligkisi bulunan 19
mutasyon bildirilmistir (26.06.18).

2.2.8. PH lliskili Diger Lokuslar

Kromozom 2p13°e haritalandirilan PARK3 lokusu, hastaligin ge¢ OD formuyla
baglantili olup olgularda sporadik PH ile benzer klinik bulgularla iliskilendirilmektedir
(100). Bu bolgedeki SPR geninin dopamin sentezi ile iligkili olabilecegi ileri
stiriilmiistiir (48, 49).

1p32°de lokalize PARK10 lokusu izlanda toplumunda yapilan genis ¢apli bir
genetik taramada saptanmistir. Sporadik formla benzerlik gosteren klinik tablosu ve
baslama yas1 ortalamasi 65.8 olan PH grubu ile iliskili bulunmustur (101). 2009 yilinda
Norveg popiilasyonunda yapilan c¢alisma ile PARK10 lokusunda 1000 fazla SNP
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gosterilmis ve bu bolgedeki UPS24 geninin hastalik iligkili oldugunu ileri stiriilmiistiir
(102). Ancak, bu bilginin dogrulanmas: i¢in lokusla iligkili diger genlerin de taranmasi

gerekmektedir.

PH iliskili bir baska gen GIGYF2, 2q37 de lokalize PARK11 olarak
tanimlanmustir. Fransiz ve Italyan olgularda gende 10 nokta mutasyonu gosterilmis ve
siklig1 %6,4 olarak bildirilmistir (103, 104). GIGYF2 geni PERQ amino asit zengini ve
GYF domaini igeren bir proteini kodlar Bu protein, tirozin kinaz reseptor sinyal, IGF1

ve insulin reseptor yolaginin regiilasyonunda rol oynar.

PARKI12 lokusu sporadik olgularda Xq’ye baglantilanmistir (105), ancak bu
lokustaki genlerin hig birinde mutasyon gosterilememistir (OMIM, 09.10.2017).

2p13 de lokalize PARK13 lokusuna komsu olan HTRAZ2, aday genler arasinda
yer almaktadir. Bu gende yer alan 2 mutasyon (G399S ve R404W) ve bir polimorfik
varyant (A141S) Belcika ve Almanya’daki sporadik PH olgularinda gosterilmistir (106,
107). HTRAZ geninin protein iirliniiniin proteolitik aktivitesi bulundugu, membran arasi
bolgede yer aldigi ve apoptoz sirasinda sitozole salindigi gosterilmistir. HTRA2 geni
knockout farelerde PH fenotipine benzer norodejenerasyonlar gostermektedir (108).
Mutant varyant (G399S) ve allelik varyantin mitokondriyel morfolojide degisiklige yol
acarak disfonksiyona sebep oldugu yapilan in vitro deneylerle gosterilmistir. Mutant
varyanti tasiyan hiicrelerin normal tipteki hiicrelere oranla stres bagimli 6liime daha

duyarli oldugu gosterilmistir (106).

PARK14 ve PARK15 lokuslart PH nin nadir ve atipik formuna uyan ailelerde
tanimlanmistir. PLA2G6 geni (PARK14 lokusu) kromozom 22 de yer almakta ve
kalsiyum bagimli fosfolipaz 2’yi kodlamaktadir. Bu gende yapilan calismalarda
hastaligin OR formunda erken baglangi¢li, levadopa cevapli PH ile iligkisi gosterilmistir
(109). iran, Italya ve Danimarka ailelerinde ise piramidal bulgularmn eslik ettigi OR
formda PH icin FBXO7 (PARK15) geninde homozigot ve birlesik heterozigot
mutasyonlar tanimlanmistir. FBXO7 geni 22. kromozomda yer alir ve proteinlerin

ubiquitin bagimli proteozomal yikiminda gorevli bir proteini kodlar (110).

2008 yilinda tanimlanan PARK 17 lokusundaki VPS35 (Vacuolar protein sorting
35 homolog (S. Cerevisiae; NM_018206) geni, endozomlar ve trans golgi ag1 arasinda
membran proteinlerinin dongiisiinii saglayan bir kargo proteindir. Gende olusan

mutasyonlar mono-allelik olup, proteinin reseptor geri doniisiim dongiisiinde
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bozulmalara yol agtigi ve PH’nin ge¢ baslangigh formu ile iligkili oldugu
distintilmektedir (111).

1p31 de lokalize PARK19 lokusundaki DNJC6 genininde saptanan homozigot
€.801-2A>G mutasyonu akraba evliligi olan bir ailenin iki oglunda tanimlanmistir
(112). Her iki bireyde de yirmili yaslardan 6nce ciddi fiziksel bozukluklarin olustugu ve
L-Dopaya yanit vermeyen PH formu goriilmiistiir. Heterozigot tasiyicilarda (ebeveynler

ve 2 kardes) ise herhangi bir ndrolojik etkilenme goriilmemistir.

SYNJ1 (PARK20) geni 2000 yilinda floresan insitu hibridizasyon teknikleri ile
21q22.2’ye haritalanmistir (113). Kodladig1 sinaptojanin-1 bir polifosfoinositid olup
klatrin kapli ¢ukur ve sinaptik vezikiillerin dinamik yapilarinda goérev alir (114).
Birbirinden bagimsiz yapilan c¢alismalarda gen ile iligkili bir homozigot missense bir
mutasyon (R258Q), akraba evliligi bulunan biri Pakistanli biri Italyan iki ailedeki OR
erken baslangichh PH olan bireylerde saptanmistir. Daha sonra homozigozite
haritalandirmast ve ekzom analizleri ile ailelerde ki diger bireylerde segregasyon
calismalar1 yapilmistir (115, 116). Hastalarda yirmili yaslarda PH bulgular ilerleyici
sekilde goziiktiigii, Iranli ailede jeneralize nobetlerin, Italyan ailede ise kognitif
tutulumun varlhigr bildirilmistir. SYNJ1 geninin LRRK2 genindeki mutasyonlar gibi
sinaptik vezikiillerin geri doniisiimlerinde olusturduklar1 hasarlarin PH’da goziiken
norodejenerasyonda rolii oldugu diisiiniilmektedir. Hastalikla iligkili olarak HGMD’de 5
mutasyon, 4 de klinik iligkisi kesinlesmemis degisim bildirilmistir (26.06.18).

DNAJC13 (PARK21) geni ilk olarak 1998 yilinda radyasyon hibrid analizleri ile
3. kromozomla iliskilendirilmis (117), 2005 yilinda yapilan sekans analizleriyle ise
3g22.1 bolgesinde oldugu tanimlanmistir (118). 56 ekzonlu genin iiriinii endozomal
sistem membranlarinda bulunur ve vezikiil formasyon ve trafiginde gorev alir (119).
Hastaligin tipik bulgularini gosterip Levadopaya yanit veren tipik erigkin baslangich
OD form olarak tanimlanan PARK21 ile iliskilendirilen DNAJC13 genindeki
mutasyonlar 13 etkilenmis bireyin buludugu genis bir ailede gosterilmistir (119).
Hastalikla iligkili olarak HGMD’de 5 mutasyon 4 de iligkisi tam anlasilmamis degisim
bildirilmistir(26.06.18).
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2.2.9. PH ile lliskisi Olan Diger Genler

2.2.9.1. TH (Tyrosine Hydroxylase; NM_199292.2)

Tirozin hidroksilaz, dopamin ve diger katekolaminlerin biyosentezinde hiz
kisitliyict asamadan sorumludur ve L-tirozin’i L-3,4 dihidroksifenilalanin’e (L-DOPA)
cevirir. PH’nda oksidatif stres ve imflamatuar yolaklardaki etkisi sebebiyle hastaligin

gelisimine katkida bulundugu diistiniilmektedir (120).

TH geni 8 kb boyuntunda 14 ekzondan olusur ve 11pl5.5 bolgesinde yer
almaktadir ve bi-allelik mutasyonlarinin Segawa sendromu ile iligkili oldugu

gosterilmistir (121).

TH genindeki bi-allelik mutasyonlarin bebeklik ¢agindaki olgularda OR PH
olusturdugu gézlemlenmistir (122). Sorumlu mutasyonun genin alfa helikal bolgesinde
oldugu gosterilmistir (L236P). Yapilan ¢alismalarda mutant gen {iriiniiniin aktivitesinin
cok azaldig1 saptanmustir. iki ailede yapilan bir baska calismada ise saptanan birlesik
heterozigot mutasyonlar (R337H ve T494M) erken baslayan PH klinigi gostermektedir.
Mutasyon saptanan hastalar diisiik dozda L-Dopa ile hayatlarina normal bir sekilde
devam edebilmektedir (123) . HGMD’de TH ve PH ile iliskili 7 adet mutasyon
tanimlidir (26.06.18).

2.2.9.2. MAPT (Microtubule Associated Protein Tau; NM_005910.5)
Mikrotiibiil iligkili proteinler (MAP), mikrotiibiillerde tubulin ile iliski

icerisindedir ve aksonlarda yogun olarak bulunurlar (124).

17921 bolgesinde lokalize MAPT geni 11 ekzondan olusur ve tau proteinini
kodlar (125, 126). Alzheimer hastalarinin frontal kortekslerinden elde edilen
cDNA’larda yapilan incelemeler, proteinin Alzheimer hastaliginda biriken sarmal
iplikciklerin temel proteini oldugunu gostermistir (127). Eriskin bir insan beyninde tau
proteinin alternatif mRNA kesimiyle olusan ve boyutlar1 352 ile 441 aa arasinda
degisen 6 isoformu bulunmaktadir (128). Isoformlarinda, N-terminal bdlgedeki 29 veya
58 aa ekleri ile C terminaldeki 31 aa’lik tekrarlarin varliklarina gore farklilik
gostermektedir. Genin 10. ekzonunun alternatif kesimine gore 3 adet 3 tekrarl izoform
ile 3 adet 4 tekrarli izoformu bulunmaktadir. Normal serebral korteksde 3 tekrarli ve 4
tekrarli izoformlarin orani esit olarak bulunmaktadir. Bu tekrar bolgeleri genel olarak

tau proteininin mikrotiibiil baglayan bolgelerini olusturmaktadir (128).
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MAPT geni polimorfik bir inversiyonun varligina gore 2 farkli haplotip igerir.
HI1 haplotipi daha yaygin olup inversiyon igermezken, H2 haplotipi geninde i¢inde
oldugu 900 kb lik bir bdlgenin inversiyonunu igermektedir (129). H1 haplotipinin
promotoru H2 haplotipininkine goére daha etkin transkribe olmaktadir (130).
Haplotiplerin yaklasik 3 milyon yil 6nce farklilagtigi gosterilmistir (131). H2 haplotipi
Afrikalilarda %6 iken Dogu Asyada %]1’den daha az, Avrupada ise %20 oraninda

bulunmaktadir.

Sempanze beyinlerindeki tau proteinlerinin en uzun formunun (441 aa) insan tau
proteini ile %100 benzerlik gosterdigi bildirilmektedir. Yapilan g¢aligmalar insan
disindaki primatlarda H2 haplotipinin ¢ok daha yiiksek oranda oldugunu
gostermektedir. Sempanze beyinlerinin tau patolojisi gelistirmemesi tau geninin intron
sekanslarindaki farkliliklarina bagl oldugu diisiiniilmektedir (132). Yapilan ¢alismalar
H1/H1 haplotipinin idiyopatik Parkinson ile iligkili olduguna isaret etmektedir (130).
Bununla beraber HGMD’de MAPT geninde PH ile iliskili 19 mutasyon tanimlanmistir
(26.06.18).

2.2.9.3. CP (Ceruloplasmin, NM_000096.3)

Seruloplasmin, 3g24-q25 bolgesinde bulunup 19 ¢kzona sahip 3700
niikleotidden olusan bir plazma metalloprotein genidir (133, 134). Glial hiicre spesifik
seriiloplazmin gen ekspresyonunun merkezi sinir sistemindeki demir homeostazi ve
noronal hayatta kalim i¢in gerekli oldugu gosterilmistir (135). 1999 yilinda yapilan bir
calismada L-Dopaya yanit vermeyen, tremoru ve demansi bulunmayan, rijidite ve
akinezisi olan diabetes mellituslu (DM) bir PH olgusunda CP geninde saptanan
mutasyonlarn, DM ve PH’in aseruloplazminemi ic¢in erken semptomlardan

olabilecegini bildirmislerdir (136).

2.2.9.4. TWNK (Twinkle mtDNA Helicase; NM_021830.4)

TWNK geni 10g24.31 de bulunan 684 aa’lik yapisal olarak faj T/ primaz/helikaz
ve diger hekzamerik ring helikazlar1 ile benzerlik gosteren mitokondriyel bir proteini
kodlamaktadir (137). Kodladig1 twinkle proteini, mtDNA replikasyonu i¢in gereken 3’
bolgesi, helikaz aktivitesini olusturmak i¢in gerekli baglayici bolgesi ve 5° bolgesinden
olugsmaktadir. Cogu patojenik mutasyonun baglayici bolgede oldugu bildirilmistir (138).
Genin mono-allelik mutasyonlarinin progresif eksternal oftalmopleji hastalig ile iliskili

oldugu bildirilmekle beraber, 334. aminoasitte olusan heterozigot bir mutasyonun
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(R334Q) POLG genindeki bir baska heterozigot mutasyon ile (G848S) ile beraber
digenik kalitim gostererek, saptandigi olguda L-Dopa yanith PH olusturdugu
bildirilmistir (139).

2.2.9.5. GAK (Cyclin G Associated Kinase; NM_005255.2)

Okaryotlarda hiicre sikliisti serin/threonin veya tirozinin
fosforilasyon/defosforilasyon kontroliiyle saglanip aktiviteleri siklinler ve siklin-bagimli
protein kinaz (CDK) inhibitorleri tarafindan diizenlenen siklin bagimli protein kinazlar
tarafindan yonetilmektedir. Siklin molekiilleri “’siklin box’’ denilen ortak bir bdlge
icermektedir. Memeli hiicrelerinde siklin A’dan siklin I’ya kadar adlandirilan 9 siklin
tirti tammlanmigtir. 1997 yilinda 4p16.3 bolgesinde tanimlanan GAK geninin 1311
aminoasitten olusan proteini hiicrede siklin G ve CDKS5 ile birlikte fonksiyon
gostermektedir ve G1 fazinda ekspresyonunun artti§i gosterilmistir (140). Sonraki
yillarda Avrupa kokenli Amerikali popiilasyonunda yapilan genom boyu iliskilendirme
(GWAS) calismalarinda PH ile GAK genindeki rs11248051 (c.3166+578G>A) nin
iliskili oldugu gosterilmistir (141, 142) 2011 yilinda Kuzey ispanya toplumunda
yapilan bir diger GWAS calismasinda ise PH ile GAK arasinda iliski gosterilememistir
(143).

2.2.9.6. ATP1A3 (ATPase Na+/K+ Transporting Subunit Alpha 3; NM_152296.3)

1998 yilinda 19g23.2°de tanimlanan 25 kb’lik ATP1A3 geni 23 ekzondan
olusmakta ve sodyum-potasyum pompasinin (Na(+)/ K(+)-ATPaz) alfa-3 katalitik alt
tinitesini kodlamaktadir (144). ATP1A3 izoformlar1 bazal ganglia, hipokampus ve
serebellumu da iceren cesitli beyin bolgelerindeki noronlarda eksprese edilmektedir.
2004 yilinda yapilan ¢aligmalarda hizli seyreden distoni parkinsonizmi hastalarinda
ATP1A3 geninde 6 farkli heterozigot mutasyon tanimlanmistir. Yapilan ekspresyon
caligmalar1 mutasyonlarin enzim aktivitesinde veya stabilitesindeki bozukluga sebep
oldugunu gostermektedir (145). Giiniimiizde genin HGMD’de PH ile iliskili 18
mutasyonu oldugu gosterilmektedir (26.06.18).

2.2.9.7. GBA (Glucosylceramidase Beta, NM_001005741.2)
Beta Glukozidaz (GBA) glikolipid glukosilseramidi yikarak seramid ve glukoza
doniistiiren lizozomal bir enzimdir (146). Somatik hiicre hibridizasyonu teknikleriyle

1981-1983 wyillar1 arasinda yapilan gen haritalamala caligmalarinda kromozomal
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lokasyonu hakkinda net bir bilgi saptanamamuis, ilerleyen yillarda genin psddogeni
oldugunun kesfedilmesiyle birlikte 1q21 deki yeri kesinlesmistir (147-151). Psodogen,
foksiyonel gen ile %96 benzerlik gosterip GBA geninin 16 kb gerisinde bulunur (152).
Cogu intronun baslangiglarinda Alu dizi tekrarlarinin bulundugu biiyiik delesyonlar ile
tamamina dagilmis tek nokta degisimleri gdzlenmektedir (153). Gaucher hastalig
bulunan olgularin lenfoblast ve fibroblastlarindan elde edilen RNA’larda yapilan
caligmalar psddogenin iriinlin normal gen {rinii kadar transkribe oldugunu
gostermektedir (152). Ps6dogenin bir raportér gene aktarimi sonucunda aktivitesinin
oldugu gozlemlenmis, fakat psddogende bulunan mutasyonlar sebebiyle mRNA’sinin
dayaniksiz oldugu ve sahip oldugu diger fonksiyonel bozukluklar sebebiyle enzimin
sentezinin olmadigl goriilmiistiir (154). Genin psddogeniyle birlikte >XOVR’’ olarak

adlandirilan bir fiizyon geni olusturan mutasyonlar tanimlanmistir(151).

11 ekzonu bulunan GBA genindeki bi-allelik mutasyonlar Gaucher hastaligi ile
iligkilendirilmektedir. Bununla beraber Gaucher hastalarinda siklikla PH goriilmesi ve
sporadik PH olgularinda GBA mutasyonlarinin saptanmasi, iki hastalik arasinda bir
iliski oldugunu diislindiirmektedir. Yapilan calismalarda mutant GBA varyantlarinin
parkin geni ile baglanti kurdugu ve bu baglantinin mutant varyantin stabilitesini
etkiledigi gosterilmistir (155). Parkin proteini ayn1 zamanda GBA mutant proteinlerinin
birikmesine de yol agmaktadir. Gaucher hastalarinin ailelerinden yapilan calismalarda
GBA genindeki heterozigot mutasyonlarin PH gelisiminde risk faktorii olacagi
belirtilmistir (156). Daha sonraki yillarda yapilan g¢alismalarda GBA mutasyonlari
tastyan PH olgularinin, GBA mutasyonu tagimayan olgulara gore daha erken bulgu
verdigi, mutasyonlarin PH icin mendelyan bir kalittmdan ¢ok, hastalik gelisimiyle
iligkili bir risk faktorii oldugu vurgulanmistir (157). Genin HGMD’de tanimli PH ile
iligkili 33 mutasyonu bildirilmistir (26.06.18).

2.2.9.8. DCTN1 (Dynactin Subunit 1, NM_004082.4)

DCTNL1 geni, mikrotiibiil bazli biyolojik motor proteini olup mikrotiibiillere ve
sitoplazmik dineine dogrudan baglanan ve dinaktin kompleksinin en biiyiik polipeptidi
olan pl150 adli proteini kodlamaktadir. Dineinler ilk olarak flajella ve okaryotik
siliyalarda ATP hidrolizi ile hiicresel hareketi saglayan enzimler olarak
tanimlanmiglardir (158). Dineinin sitoplazmik formlar: ise vesikiillerin ve organellerin

mikrotiibiiller boyunca hareketini saglamaktadir (159). Biiyiikk bir makromolekiiler
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kompleks olan dinaktin ise organellerin mikrotiibiiller boyunca yaptig1 dineine bagiml
hareket i¢in gereklidir. Dinaktin-dinein baglanmasi ise vesikiiller ve organellerin
aksonal transport mekanizmasinda énemli bir rolii oldugundan néronal fonksiyon i¢in
kritik 6nem tagimaktadir. Drosophilada yapilan ¢alismalar p150°nin mutant formlarinin
heterozigot durumda optik bolgedeki noronlarda hasara yol ac¢tig1 ve birlesik géz formu

olusturdugu, homozigot durumlarda ise letal oldugunu gostermistir (158).

DCTN1 geni 2p13°de lokalize olup 32 ekzondan olusmaktadir (158, 160). Genin
mono-allelik mutasyonlari, klinik bulgular1 arasinda parkinsonizminde bulundugu Perry
hastaligi ile iliskilendirilmektedir. 2009’da yapilan bir calismada Kuzey Amerika,
Avrupa ve Kuzey Afrika kokenli 159 ailevi PH olgusu DCTN1 geni icin dizilenmis, 36
varyant (9 yanlis anlamli, 5 sessiz, 22 intronik) saptanmistir (161). Segregasyon
calismalarinda ise bu varyantlarin hastalikla iliskisi gdsterilememistir. ilerleyen yillarda

farkli toplumlarda yapilan ¢alismalarda ise iligkili farkli mutasyonlar saptanmistir (162-
164).

2.2.9.9. PRKRA (Protein Kinase, Interferon-Inducible Doublestranded RNA
Dependent Activator; NM_003690.4)

1998 yilinda tanimlanan (165) ¢ift iplikli RNA-iliskili protein kinaz aktivator
(PRKRA) geni 2q31.3’de yer almaktadir. Gen iiriinii 6zellikle antiviral aktivitelerde
interferon i¢in ara buluculuk yapmaktadir. Bazi ¢aligmalarda distoni ve parkinsonizmli
olgularda gende homozigot mutasyonlar bildirilmistir (166-168). HGMD'de PRKRA

geni i¢in PH ile iligkisi tanimlanmis 3 mutasyon listelenmistir (26.06.18).

2.2.9.10. SLC6A3 (Solute Carrier Family 6 Member 3; NM_001044.4)

SLC6A3 geni tarafindan kodlanan dopamin transporter (DAT) proteini,
dopaminerjik nérotransmisyonun esas regiilatorii olarak goérev yapip sinapslardan
dopaminin aktif geri alimiminm1 saglamaktadir. Gendeki mutasyonlarin PH, Tourette
sendromu ve madde bagimliligiyla iliskili oldugu gosterilmistir (169). Gen 15 ekzonlu,
60 kb biytikligiinde (169) ve 5p15.33 de lokalizedir (170). Gendeki homozigot ve
birlesik heterozigot mutasyonlar1 infantil parkinsonizm-distonili hastalarda bildirilmistir
(171, 172). Ekspresyon ¢alismalarinda mutant proteinlerin islevlerinde kayiplar
gozlenmis, olgularin ¢ogu geng yasta kaybedilmistir. HGMD'de SLC6A3 geni i¢in PH

ile iliskisi tanimlanmis 7 mutasyon bulunmaktadir (26.06.18).
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2.2.9.11. EIFAG1 (Eukaryotic Translation Initiation Factor 4 gamma 1;
NM_198241.2)

EIFG41 geninin proteini p220 (elF4-gamma), S'uclarma cap modifikasyonuna
ugramis mRNA'larin cap bolgesini taniyan ve ¢ozen bir protein grubu olan EIF4
grubuna dahildir (173). EIF4G'nin memeli hiicrelerinde poli-A bagimli translasyonda
islev aldig1 diistiniilmektedir (174). Gen 3q27 bolgesinde lokalizedir (173). Genis bir
Fransiz ailesinde baglant1 analizi ¢aligmasinda gende bulunan heterozigot mutasyonlarin
OD PH ve Lewy-body hastaligi ile iliskisi gosterilmis, bulgular mRNA
translasyonundaki defektlerin hastaligin baslamasinda etkisini vurgulamistir (175).
Takip eden yillarda ayn1 mutasyon daha genis olgu gruplarinda calisildiginda sadece bir
OD PH olgusunda gosterilebilmis, ancak 65 yas lizeri 5 saglikli bireyde gosterildiginden
diistik frekansli veya ileri yas bulgulari icin 6nemli olabilecegi ileri siiriilmiistiir (176).
Bu calismada gende saptanan diger degisimler ise polimorfizm olarak
degerlendirilmistir. HGMD de gen i¢in hastalik iligkili 2 mutasyon, hastalikla iligkisi

olabilecegi diisiintilen 14 varyant tanimlanmistir (26.06.18).

2.2.9.12. GCH1 (GTP Cyclohydrolase I; NM_000161.2)

GCHL'in proteini olan GTP siklohidrolaz, fenilalanin, tirozin ve triptofan
hidroksilazlarin esansiyel kofaktorii olan tertahidrobiopterinin biyosentesindeki hiz
siirlayict adimi katalizlemektedir. GCH1 geni 14921-q22 bélgesinde yer alip (177), 6
ekzondan olusmaktadir (178). Gendeki mono-allelik mutasyonlarin OD dopa yanith
distoni ile iligkili oldugu gosterilmistir (179-182). Mutasyon gosterilen bir Fransiz
ailede juvenil baslangi¢li Dopa yanitli distoni goriilen 4 kardeste aym1 zamanda PH
bulgularinin da bulundugu bildirilmistir (183). HGMD'de gende PH ile iligkili tanimli 1
mutasyon ile iliskili oldugu diisiiniilen 10 farkli varyant bildirmektedir (26.06.18).

2.2.9.13. EEF1D (Eukaryotic Translation Elongation Factor 1 Delta;
NM_032378.4)

EEF1D geninin iriinii Okaryotik elongasyon faktor-1(EF1)- delta, EF1
kompleksini olusturan 4 alt iiniteden biridir ve guanin nukleotid degisim proteini olarak
islev goriir. Bu tnitelerden EIF-alfa-GTP aminoacil-tRNA'y1 ribozoma aktarmak ile
sorumludur ve bu islev GTP hidrolizi ile ger¢eklesmektedir. EF1-alfa-GDP'nin EF1-alfa
GTP'ye doniisiimiinde ise beta, gama ve delta {liniteleri gorev almaktadir (184). 2014'de
yaymlanan 862 PH olgusu ve 1014 kontrol igeren bir calismada (185) bu gende 6

varyant saptanmis ve birinin (A549V) sadece bir hastada goriiliip kontrollerde
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rastlanmamis olmast nedeniyle hastalikla iliskili oldugu 6ne siiriilmiistir. HGMD de

hastalikla iliskili oldugu diisiiniilen tek varyant bu olarak bildirilmektedir (26.06.18).

2.2.9.14. NPC1 (Niemann-Pick disease, Type C1; NM_000271.4)

Niemann Pick tip C1 hastaligi ile iliskilendirilen NPC1 geni pozisyonel
klonlama metotlariyla 1997 yilinda tanimlanmistir (186). 18q11.2 bolgesinde bulunan
gen 25 ekzondan olusup 47 kb boyutlarindadir ve biitiin ekzon/intron bolgeleri GT/AG
kuralina uygunluk goésterir (187). Genin 1278 aminoasitlik {iriiniin, intraseliiler
kolesterol trafiginin diizenlenmesinde gorevli oldugu gosterilmistir (186). 2004 yilinda
yapilan bir ¢alismada, heterozigot nokta mutasyonu (G992R) tasiyan tremorlu bir PH
olgusu bildirilmistir (188). 2013 yilinda NPC1 ve NPC2 genlerinin yasa bagiml
norodejeneratif hastaliklarla iligskisinin arastirildigi bir ¢alismada, NPC1’de 2 farkh
mutasyonu birlikte tasiyan bir olgu bildirilmis ancak segregasyon caligsmalari
mutasyonlarin cis durumunda oldugunu gostermistir (189). HGMD'de hastalikla iligkili
olabilecegine vurgu yapilan iki farkli varyasyon gosterilmektedir (26.06.18).

2.2.9.15. SMPD1 (Sphingomyelin Phosphodiesterase 1; NM_000543.4)

Urinden izole edilerek tanimlanan 128 aa boyutundaki sfingomiyelinaz asit,
(190) 11pl15 bolgesinde yer alan SMPD1 geni tarafindan kodlanmaktadir (114).
Gendeki mutasyonlar Nieman Pick hastaligi ile iligskilendirilmekle beraber
(MIM#607608) 2002 de yapilan bir ¢alismada (191) 55 yasindaki bir PH olgusunda da
mutasyon bildirilmistir (c.1829 1831delGCC). 198 PH olgusunda (192) gen ile iliskili
tek bir varyant sadece olgularda saptanip, kontrollerde bulunmadigindan, hastalik iliskili

varyant olarak yorumlanmis ve HGMD de sadece bu varyant yer almistir (26.06.18).

2.2.9.16. DNAJC13 (Dnaj/Hsp40 Homolog, Subfamily C, Member 13;
NM_015268.3)

DNAJC13 (PARK21) geni ilk olarak 1998 yilinda radyasyon hibrid analizleri ile
3. kromozoma lokalize edilmis (117), 2005 yilinda dizi analizleriyle ise 3q22.1
bolgesinde yer aldigr gosterilmistir (118). 56 ekzon igeren genin endozomal sistem
membranlarinda bulunup vezikiil formasyonunda ve trafiginde gorevli bir proteini
kodladig1 belirlenmistir (119). Hastaligin tipik bulgularin1 gosteren, levadopaya yanit
veren erigskin baglangigh OD form olarak tanimlanan PARK21 ile iliskilendirilen

DNAJC13 geninde mutasyon, 13 etkilenmis olgulu genis bir ailede saptanmistir (119).
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Hastalikla iliskili olarak HGMD’de 5 mutasyon ve 4 klinik iligkisi tam anlasilmamis
varyant bildirilmistir (26.06.18).

2.2.9.17. GRN (Granulin Precursor; NM_002087.2)

GRN geni 1992 yilinda 17. kromozomla iliskilendirilmis (193), 1999 yilinda ise
(194) 17q21.32 bolgesinde lokalize edilmistir. Gen iirlinii olan Progranulin 88 kD luk
bir glikoproteindir ve otokrin biiylime faktorii olarak islev géormektedir (195). Gendeki
mono-allelik mutasyonlarin Frontotemporal Demans ile iliskilisi gdsterilmistir (196).
2007 yayinlanan bir calisma, mutasyon tasiyan olgularin %30’unda parkinsonizm
bulgularinin varligima dikkat c¢ekmektedir. Hastalikla iligkili olarak HGMD’de
tanimlanmis 1 mutasyon bildirilmektedir (26.06.18).

2.2.9.18. TREM2 (Triggering Receptor Expressed on Myeloid Cells 2;
NM_018965.2)

TREMZ2 geni somatik hiicre hibrid analizleri ile 2000 (197) yilinda kromozom 6
ile iligkilendirilmis, sekans analizleri ile 2003 yilinda (198) 6p21.1 bolgesinde lokalize
edilmistir. Gen, immunoglobin reseptor siiper ailesine ait tip 1 transmembran proteini
kodlar. Proteinin osteoklast yiizeylerinde, olgunlasmamis dendritik hiicrelerde ve
makrofajlarda saptanmis, primer olarak merkezi sinir sisteminde mikroglialarda
eksprese edildigi bildirilmistir (199). TREM2’deki bi-allelik mutasyonlar Nasu-Hakola
hastalig: ile iliskilendirilmekle beraber, mono-allelik mutasyonlarin Alzheimer hastalig1
icin risk faktorii oldugu bildirilmistir (200). Bu gende HGMD’de PH iliskili tek bir
varyant bildirilmektedir (26.06.18).

2.2.9.19. POLG (DNA Polymerase Gamma, Catalytic Subunit; NM_002693.2)
POLG geni FISH yontemi ile 1997 yilinda (201) 15q24-q26 bolgesine ancak,
yine ayni1 y1l bagka bir ¢alisma ile (202) 15g25 bolgesine lokalize edilmistir. Kodladig:
proteinin insan mitokondriyel DNA’sinin replikasyonunda 6nemli olan gamma DNA
polimeraz enzimi oldugu gosterilmistir (203), daha sonraki yillarda enzimin hem
niikleus hem de mitokondride bulundugu gosterilmistir. Proteinin diizeltme yapan
bolgesi olan ekzoniikleaz bolgesindeki mutasyonlarn  mtDNA’daki  nokta
mutasyonlarina sebep oldugu anlasilmistir (204). Ana bulgusu erken baslangichh PH
olan 2 kardeste bu genin 16. ekzonunda heterozigot bir degisim (c.2492A>QG) bildirilmis
(205) olmakla beraber, 2007 yilinda yapilan baska bir ¢alismada (206) bu degisimin bir
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polimorfizm oldugu raporlanmistir. Hastalikla iligkili olarak HGMD’de 4 mutasyon 1
de iligkisi kesin olmayan bir degisim bulunmaktadir (26.06.18).

2.3. Genetik Hastaliklarin Tanmisinda Kullanilan Molekiiler Yontemler

2.3.1. DNA Dizileme Yoéntemleri

DNA dizileme, DNA zincirinin niikleotid diziliminin sirasinin belirlenmesi
islemidir. 1976’da Maxam ve Gilbert (207) tarafindan gelistirilen ucglar1 boyali
zincirlerin kimyasal olarak kirilmasi islemi 1977°de Sanger ve ark. (208) tarafindan
gelistirilip gliniimiizde de altin standart olarak kullanilan zincir sonlandirma metodu,
DNA dizileme teknolojisinin baslangici olarak kabul edilmektedir. 1986 yilinda Smith
ve ark.(209) tarafindan niikleotidlerin farkli floroforlarla isaretlenmesi ve isaretli
niikleotidlerin poliakrilamid jel elektroforezinde bir detektér yoluyla saptanmasini
saglayan yontemler ile DNA dizilemesinin otomatize edilmesinin 6nii agilmistir. 1995
yilinda Fleischmann ve ark. (210) haemophilus influenzea’nin tiim genomuna ait diziyi
bu teknikle yaymnlamistir. Bu yayindaki sorumlu kisi Venter’in daha sonra kurdugu
Celera sirketi ile Amerika Ulusal Saglik Enstitiisii’niin ortak ¢alismalariyla tiim insan
genomunun dizilenmesi amaciyla gelistirilen “’Insan Genom Projesi’’> 2000 y1l1 Haziran

ayinda basariyla tamamlanmigtir (211).

Insan Genom Projesi kapsaminda yapilan tiim genom dizileme calismalari her
klonun bagimsiz ¢ogaltilmasi ve dizilenmesi gereksinimlerinden dolay1 10 yildan fazla
stirmistiir. Sonuglar1 degerlendirildiginde Sanger dizileme (SD) yonteminin tim genom
dizileme islemleri i¢in yetersiz kaldigi maliyet ve siireyi azaltip verimliligi arttiracak
yeni yontemlere ihtiya¢ duyuldugu ortaya ¢ikmistir (212). Bu sebeple YND veya ikinci
nesil dizileme olarak adlandirilan c¢ok fazla sayida klonun es zamanli olarak
cogaltilmasina ve analiz edilmesine olanak saglayan dizileme yontemleri gelistirilmistir.
Bu teknigin kullanimi, tiim genomun, ekzomun ya da ozellestirilmis panel gen
testlerinin gelistirilmesine ve birgok hastanin es zamanli incelenmesine olanak
saglayarak hastaliklarin genetik etyopatogenezlerinin hizla ve daha uygun maliyetlerle
aydinlatilmasina, genetik tani i¢in yaklasimlarin ¢esitlenmesine olanak saglamistir (213,

214).
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2.3.1.1. Sanger Dizileme

SD olarak tanimlanan ve giliniimiizde dizileme yontemlerinin altin standardi
olarak kabul edilen dizileme yontemi, Sanger ve ark. 1977 yilinda gelistirilmis ve
yaymlanmistir (208). Zincir sonlandirma yontemi olarak tanimlanan SD ydnteminin
temelinde yeni oligoniikleotid zinciri olusumu sirasinda ortamdaki diger
deoksiriboniikleotidlere (dNTP) ilaveten reaksiyonda 3’ hidroksil grubuna sahip
olmayan dideoksiriboniikleotidler (ddNTP) bulunmakta, bu niikleotidlerin DNA
Polimeraz I’ inhibe etmesi ve zinciri sonlandirmasi beklenmektedir. Sanger ve ark.
(215) 4 farkli karigim tiibiiniin her birine farkli isaretli (a-32-p) ddNTP koyup, bu
karisimlara primer baglanmis tek zincirli kalip DNA’y1, DNA polimeraz ve dNTPleri
eklemistir. Cogaltilma esnasinda ddNTP’ye maruz kalan oligonukleotid dizilerinin
boyu, ddNTP’nin yeni olusan diziye dahil olmasi tesadiifi oldugundan farkl
uzunluklarda olmaktadir. Daha sonra her tiipte olusan oligonukleotidlerin akrilamid
jelde yiiriitiilmesiyle fragman boyutlarina gore ayrismaktadir (Sekil 2.3). 1986 yilinda
Smith ve ark. nin (216) her bir ddNTP’yi farkli floroforlarla isaretleyerek bu
floroforlarin  bir dedektor aracilifiyla saptamasi yontemini gelistirmesi saysinde
otomasyon sistemlerinin ortaya ¢ikmasi saglanmistir (Sekil 2.4). Glinimiizde otomatize
edilmis kapiller sistemleri ile ayn1 anda ¢oklu dizi 6rneklerinin dizilenmesi miimkiin

olmaktadir.

1§ 76C 4380
TG YAC 4370

Sekil 2-3: DNA fragmanlarinmin farkh uzunluklarina gore ayristirilmasi
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Sekil 2-4: Sanger dizileme prensibi

(http://bio1151.nicerweb.com/Locked/media/ch20/termination.html  adresinden alinmis  ve
yeniden diizenlenmistir.)

2.3.1.2. Yeni Nesil Dizileme (YND)

Hedef DNA materyalinin ¢esitli yollarla (mekanik, enzimatik) ufak parcalara
ayirarak ya da amplifikasyon iirlinlerini kullanarak, es zamanli ¢ok miktarda dizilenmesi
esasina dayanan yontem YND olarak adlandirilmaktadir. Bu yontemi kullanan ilk
sistem 2005 yilinda 454 Life Sciences firmasi tarafindan 454 platform adi ile piyasaya
stiriilmiis, 2006 yilinda Solexa (Genome Analyser), Agencourt (SOLID) platformlar
satisa sunulmustur. Bu platformlardan Agencourt Applied Biosystems, Solexa [llumina,
454 Life Science ise Roche tarafindan satin alinmigtir. 2011 yilinda ise Ion Torrent
firmasindan PGM, Pacific Bioscience firmasindan Pac Bio ve Illumina firmasindan

Miseq platformlar1 da YND platformlarina eklenmistir.

YND teknigi uygulamasi, kalip hazirlanmasi, dizilenme, goriintiilenme ve
verilerin analizi asamalarindan olusmaktadir. Kalip hazirlanma asamasinda, tek bir
DNA molekiilii ya da tek DNA molekiiliiniin klonal olarak ¢ogaltilmasi ile olmak {izere

iki yontem kullanilir.
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Tek bir DNA molekiilii kalibindan hazirlanma asamasinda oncelikle baslangi¢
materyali 200-250 b¢ uzunlugunda rastgele fragmanlara ayristirtlir. Bu fragmanlarin
sonlarina ortak adaptorlerin eklenmesiyle elde edilen kalibin kat1 destege kovalent bagl
primer molekiillerine hibridizasyonu gerceklesir. Tek iplikli tek-molekiil kaliplari,
immobilize primerler ile uzatilarak bolgesel olarak dagitilmis kaliplarin bulundugu kati
destege baglanir. Ardindan dagmik tekli polimeraz molekiillerinin bu kati destege

tutturulmasi saglanir (217).

Klonal olarak cogaltilmis kaliplarin hazirlanma asamasinda ise yaygin olarak
emiilsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (emPZR) (218) ve kat1 faz amplifikasyonu (219)
yontemleri kullanilmaktadir. Uglarindaki diziler vasitasiyla mikroskobik boncuklar
tizerindeki DNA zincirlerine baglanan DNA fragmentlerinin yag iginde bulunan
emiilsiyon damlaciklar i¢inde klonal olarak ¢ogaltilmasi emPZR yonteminin temelini
olusturmaktadir. Kati faz amplikasyon yontemi ise cam bir slayt {istiinde fragmanlardan
ya da komplementer kaliplardan elde edilen gelisigiizel dagilimli ve klonal olarak

cogaltilmig kiimelerin elde edilmesi temeline dayalidir (220).

Dizileme asamalarinda ki yontemlerde ise; gercek zamanl dizileme, ligasyona
dayali dizileme, pirodizileme (tek niikleotit ekleme) ve geri doniisimlii zincir
sonlanmas1 gibi farkli yontemler bulunmaktadir (221). Farkli YND platformlar:

dizileme ve kalip hazirlama asamalarinda farkli yontemler kullanmaktadir (Tablo 2.3).

Tablo 2-3: Yeni nesil platformlarinin Karsilastirilmasi (217) berglund’dan alinmis ve
yeniden diizenlenmistir

1. Nesil 2. Nesil 3. Nesil
Sanger FLX 454 GS Solexa SOLID lon Torrent Helicos PacBio (Pasific
(ROCHE) (Hllumina) (Applied (Thermo (HeliScope) Bioscience)
Biosystem) | Fisher)
Kiitiiphane Mekanik | Mekanik veya Mekanik veya Mekanik Mekanik veya | Mekanik veya Mekanik veya
hazirlanmast | yeya enzimatik enzimatik veya enzimatik enzimatik enzimatik
enzimatik | fragmentasyon fragmentasyon enzimatik fragmentas- fragmentasyon fragmentasyon
fragmen- fragmen- yon
tasyon tasyon
Cogaltma PZR emPZR Koprii PZR emPZR emPZR Yok Yok
asamasi
Dizileme Zincir Piro-dizileme Geri doniisimlii | Prob Hidrojen Gergek zamanlh | Gergek zamanh
sonlan- zincir ligasyonu iyonuna
mast sonlanmasi duyarl yart
iletken
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YND, hastalik/ sendrom ile iligkili bir ¢ok genin es zamanli dizilenmesi
amaciyla olusturulan hedefe yonelik gen panelleri, tiim ekzom dizileme (TED), tiim
genom dizileme (TGD), ekspresyon ¢alismalar1 i¢in RNA dizilenmesi ve metagenomik

caligmalar gibi bir ¢ok farkli alanda kullanilabilmektedir (222).

YND teknolojisindeki temel yetersizlik, Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
sonrast okuma alman bolgenin igeriginde karsilasilan sorunlardan kaynaklanir. Bu
teknikte elde edilen okuma uzunluklar1 yaklasik olarak 400 bg¢ uzunluktadir.
Boyutlarinin kisa olmasi, biyoinformatik araclarin okuma dizilerini referans genoma
hizalarken bilhassa tekrar dizilerinde, biiyiikk delesyon ve duplikasyon bolgeleri ile
dengeli translokasyonlarda ve kirik bolgelerin amplikon sinirlari icinde bulunmasi gibi
durumlarda bu sistemlerin yetersiz kalmasina sebep olur (223). Buna ek olarak
okumalarin sonucunda elde edilen c¢ok miktarda varyant ve bu varyantlarin
anlamlandirilmasinda yasanan zorluklar, ko-segregasyon analizleri, hedef bolgelerdeki
motife yada GC baz igeriginin zenginligine bagl diisiik okuma alinmasi ve bu
bolgelerin yeniden taranma gerekliligi gibi durumlar inceleme siiresi uzatirken ilave

maliyete sebep olmaktadir.

Bu sorunlarin asilmasi amaciyla bir sonraki nesil dizileme teknolojilerinin PZR'a
dayali bir yontem olmamas1 yoniinde calisiimakta, boylece hem siirenin kisalmasi hem

de PZR hatalarmin 6niine gegilmesi hedeflenmektedir (223).

Diger adiyla tek-zincir molekiil dizileme teknolojisi olarak adlandirilan bu
teknoloji; DNA polimeraz kullanilarak sentez yoluyla dizileme, nanopordan gegis
yontemlerini kullanarak dizileme ve direk goriintiileme ile dizileme olmak iizere 3
gruba ayrilmaktadir. Bu teknolojinin giinlimiizdeki temsilcileri arasinda; nanopor
teknolojisiyle tek zincirli DNA molekiiliiniin dogrudan elektriksel algilanmasi (Oxford
Nanopor), optik okumali nanopor teknolojisi ile dizileme ve transistor aracili dizileme
(IBM), floresan rezonans enerji aktarimini kullanan gercek zamanli DNA dizilemesi
(Visigen Biotechnology) ve tek iplikli DNA molekiiliiniin gergek zamanh dizilemesi

(Pacific Biosciences) bulunmaktadir (224-232).

2.3.1.2.1. lon Torrent Platformu
lon Torrent platformu sistemi, niikleotidlerin uzayan yeni DNA zincirine
eklenmesi sirasinda agiga ¢ikan H' iyonlarmin neden oldugu pH degisimlerine gore

dizileme yapmaktadir (233). Dizileme i¢in floresan isaretli niikleotidlere ve lazer



32

sistemine ihtiyag duymamas1 ile diger platformlardan farkli daha ekonomik bir

platformdur (Sekil 2.5).

Ion torrent zekanszlama
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Sekil 2-5: Ion Torrent platformu isleyisi (Chadran 2018 (234) den degistirilerek
eklenmistir)

=%

Platformdaki kalip hazirlama asamasi; DNA’nin parcalanmasi, pargalanmis
uclarin enzimatik modifikasyonu ve adaptore baglanmalar1 ve adaptor baglh iirlinlerin
emiilsiyon PZR’1 ile ¢ogaltilmasindan olugmaktadir. Par¢alanmis uglarindan adaptore
baglanan DNA parcalari, iizerlerinde adaptor dizilerinin tamamlayici bazlarindan olusan
diziler, kovalentin bagl oldugu boncuklarla eslesirler. Her bir boncuklu DNA pargasi,
icerisinde PZR i¢in gerekli reaktifler ve polimeraz bulunan yag damlaciklar i¢inde
emiilsiyon PZR ile ¢ogaltilir. Cogaltilan {irlinleri tagiyan boncuklar bir sonraki agsamada
saflagtirilir. Boncuklu DNA pargalarina dizileme sirasinda dNTP baglandigi sirada
ortaya salinan H" iyonlar1 sinyal alicisi tarafindan algilanarak ham veriye doniistiiriiliir

(233). Platformun Torrent Suite Server (TSS) olarak adlandirilan programi, sinyal
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islemesi, baz isimlendirmesi, haritalama, varyant isimlendirme, Onceliklendirme ve

yorumlama asamalarini otomatize olarak gerceklestirir.

Sinyal isleme ve baz isimlendirme islemi sonrasinda veri (ionogram),
haritalanmamis BAM dosyasi formatina doniistiiriilir. Daha sonra adaptor
kontaminasyonu, indel ve diislik kalitedeki okumalar sonucu olusan hatali diziler ile
standartlara uymayan okumalarin ¢ikartilma islemlerinin yapildigi ham verinin kalite
kontrolii asamasi gelir. Bu asamada kalite degerleri ile niikleotid dagilimlar1 gorsel hale
getirilir, okumalar referans genom {izerindeki lokasyonlarinin belirlenmesi ve
hizalanmas1 (haritalama ve hizalama) islemi gerceklesir. TMAP (Torrent Mapping
Aligment Program) algoritmasi kullanilarak, FASQ formatindaki diziler bu asamada
SAM/BAM uzantili dosya formatlarina doniistiiriiliip BAM dosyas1 olarak saklanir.
Haritalama sonrasi kalite kontroliinden gegen hizalanmis diziler referans genomla
kiyaslanarak varyasyonlarin belirlenmesi saglanir. TSS'nin olusturmus oldugu BAM ve
BAM-BAI formatindaki veriler, Ion torrent platformunun Ion Reporter adli programi
ile calisma i¢in belirlenmis varyant isimlendirme ve analiz parametrelerine gore
iligkilendirilir ve sonrasinda detayli VCF raporu olusturulur. Referans genomda tanimli
olmayan varyantlarin analizi i¢in ¢esitli in silico algoritma programlar1 (MutationTaster,
SIFT/Provean, PolyPhen-2, Human Splice Finder vb).(17, 235-237) ve aile agact
bilgileri esliginde degerlendirme yapilir.

Saptanan varyantlarin degerlendirmesinde Tablo 2.4 ve Tablo 2.5 deki
siniflandirmalar kullanilmaktadir. Bu simiflandirmada patojenik degerlendirmeler (tablo
1.4); cok giiglii (PVS1), giicli (PS1-4), orta (PM1-6) ve destekleyici (PP1-5), zararsiz
degerlendirmeler ise (Tablo 2.5); tek basina (BA1), giiclii (BS1-4) ve destekleyici (BP1-
6) kullanilmigtir. Saptanan degerlerin puanlanmasinda ise Tablo 2.6’dan yararlanilmigtir

(238, 239).

Tablo 2-4: “Patojenik” degerlendirmeler icin kriterler

Patojenite Olasihig1 Kategori

Cok giicli PSV1 Hastalikla iliskisi bilinen gende fonksiyon
kaybina yol agan degisim (Anlamsiz mutasyon,

cergeve kaymast, kirpilma bdlgesi mutasyonlari,
baslangi¢ kodonu mutasyonlart, tekli veya ¢oklu
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ekzon delesyonlarr)

Giigli

PS1 Onceden bildirilmis bir niikleotit
degisimindeki farkli bir aminoasit degisimi

PS2 Aile 6ykiisii olmayan hasta bireyde saptanilan
Dde novo degisim

PS3 Invitro ya da invivo fonksiyonel analizleri
bilinen genlerdeki degisimler

PS4 Etkilenmis bireylerdeki varyantlarin kontrol
gruplarina nazaran anlamli derecede fazla olmasi

Orta

PM1 Bilinen bir fonksiyonel domainde ya da
mutasyonel hotspot noktada olusan zararsiz
olmayan degisim

PM2 Cesitli biiylik ¢aligmalarda (Exome
Sequencing Project, 1000 Genome, Exome
Aggregation Consortium gibi) kontrollerde
gosterilmemis (ya da resesif durumlarda frekansi
cok diisiik olan) degisimler

PM3 Resesif hastaliklar i¢in trans durumda
saptanan patojenik varyantlar

PM4 Cergeve igindeki tekrarlanmayan bolgelerde
indel veya dur kodonu kayb1 sonucu proteininin
boyutundaki degisimler

PMS5 Daha 6nce tanimli yanlis anlamli mutasyonu
olan bir aminoasitte saptanmig yeni bir yanlis
anlamli degisim

PM6 De novo oldugu disiiniildiigii halde ailede
segregasyon analizi yapilmamis degisim

Destekleyici

PP1 Hastalikla iligkili gende saptanan degisim i¢in
aile i¢inde segregasyonun varligi

PP2 Hastalikla iliskisi bilinen gene ait tanimli
yaygin yanlis anlamli degigimlerin varlig1 ve bu
gende saptanmig yanlis anlamli degisim

PP3 Cesitli in silico programlarda saptanilan
patojenite degerlendirmesine dair bulgular

PP4 Tek gen ile iligkili bir hastalik i¢in uygun
hasta fenotipi ya da aile dykiisii

PP5 Patojenik olarak bildirilen ama laboratuvar
ortaminda bagimsiz olarak patojenitesi
kanitlanmamig bulgular

Tablo 2-5: “Zararsiz” degerlendirmeler icin kriterler

Zararsiz olasihgina dair veri

Kategori

Tek basina

BAL Cegsitli biiyiik ¢caligmalarda (Exome
Sequencing Project, 1000 Genome, Exome
Aggregation Consortium gibi) allel frekans1 >5%
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olan degigimler

Giigli

BS1 Allel frekansinin hastaligin goriilme
sikligindan yiiksek oldugu degisimler

BS2 Saglikli bireylerde erken yasta tam penetransl
gozlemlenen degisimler (hastaliga gore resesifler
i¢cin homozigot, dominant i¢in heterozigot, X’e
baglilar i¢in hemizigot)

BS3 In vitro veya in vivo ¢aligsmalarda protein
fonksiyonunda veya kirpilmada etkisi olmadigt
saptanilmig degisimler

BS4 Ailedeki etkinlenmis bireylerde
segregasyonun olmadig1 degigimler

Destekleyici

BP1 Yanlis katlanmis varyantlarin hastalik yaptig1
bildirilen genlerdeki yanlis anlamli degisimler
BP2 Tam penetransli dominant gen/hastalikda
patojenik varyantin trans durumda bulunmasiyada
herhangi bir kalitim paterni igin patojenik varyantin
cis durumda bulunmasi

BP3 Fonksiyonu bilinmeyen tekrar bolgelerindeki
cergeve ici indel varligi

BP4 Gen ya da gen {iriiniinde yapilan in silico
analizlerde zararsiz bulunan degigimler

BP5 Hastalik igin alternatif molekiiler yapida
bulunan degisimler

BP6 zararsiz olarak bildirilmesine ragmen
laboratuvar ortaminda bagimsiz ¢alismasi
yapilamamig degisimler

BP7 Yiiksek korunmus bolgede bulunmayan ve
kirpilma hatasi ya da yeni kirpilma bolgesi
yaratmayan sessiz degigimler

Tablo 2-6: Saptanan degerlerin puanlandirilmasi

Patojenik

(i) 1 ¢ok giiglit (PSV1) ve
(a) =1 giicli (PS1-4) yada
(b) >2 orta (PM1-6) ya da
(c) 1orta(PM1-6) ve 1 destekleyici
(PP1-5) yada
(d) > 2 destekliyici (PP1-5)
(if) > 2 giicli (PS1-4) yada
(iii) 1 gliglii (PS1-4) ve
(@) >3 orta (PM1-6) yada
(b) 2orta (PM1-6) ve>2
destekliyici (PP1-5) ya da
(c) lorta (PM1-6)ve >4
destekliyici (PP1-5)

Olas1 Patojenik

(i) 1 ¢ok giiclii (PSV1) ve 1 orta (PM1-6) ya
da

(if) > 1 giicli (PS1-4) ve 1-2 orta (PM1-6) ya
da
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(iii) 1 giclii (PS1-4) ve > 2 destekliyici (PP1-
5) yada
(iv) 2 orta (PM1-6) ve > 2 destekleyici (PP1-5)
ya da
(v) 1 orta (PM1-6) ve >4 destekleyici (PP1-5)
Zararsiz (i) 1 tek bagina (BA1) ya da
(if) >2 gicli (BS1-4)
Olas1 Zararsiz (i) 1 giglii (BS1-4) ve 1 destekleyici (BP1-7)
ya da
(if) > 2 destekleyici (BP1-7)
VUS (Onemi bilinmeyen degisim) (i) Usteki degerlendirmelere dahil olamayan
yada
(if) Zararsiz ya da patonejik degerlendirmesi
celiskili olan

2.3.2. Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification Yontemi

Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MLPA) teknigi 2002
yilinda MRC-Holland firmasi tarafindan DNA’daki kopya sayilarini degerlendirmek
tizere viral RNA’larin saptanmasi i¢in kullanilan ligasyon bagimli PZR tekniginin
modifiye edilmesiyle gelistirilmis ve kullanima sunulmustur. Teknik, hedefteki 6zgiin

dizilerin, ¢oklu PZR ardindan es zamanli olarak degerlendirilmesi esasina dayanir

(240).

MLPA isleminde her bir hedef bolgeye ortak 6zellikler iceren 6zgiin problar
tasarlanmistir. Problar iki ana parcadan olugmaktadir. Bunlardan 5’ tarafta bulunan
oligoniikleotid sirasiyla ileri primer dizisinin eslenik motifini ve hedef alinan DNA
dizisinin eslenik motifini i¢eren dizilerden (20-30 bp) olusmaktadir. Probun 3’ parcasim
olusturan oligonukleotid ise siras1 ile hedef alman DNA dizisinin komsu eslenik
motifini (25-43bp) devaminda fragmanlarin farkli boyda olusmasini saglayacak dolgu

dizisini (19-370 bp) ve sonunda geri primerin eslenik dizisini tagimaktadir.

Islem basamaklar1 temel olarak 4 asamadan olusur; 1) hedef bolgeler ile onlara
0zglin spesifik problarin hibridizasyonu, 2) hibridize olan problarin ligasyonlari, 3)
ligasyona ugramis problarin PZR ile ¢ogaltilmast ve 4) ¢ogaltilan iriinlerin kapiller

elektroforezde fragman analizi ile degerlendirilmesi (Sekil 2.6) (240).
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Sekil 2-6: MLPA prensibi

Bu islemlerde sirasiyla; DNA denatiire edilerek, arastirilacak bolgelerin her
birine 6zgii ikiser par¢adan olugmus farkli oligoniikleotid prob iceren karisim ile bir
gece inkiibasyona birakilir. Hibdridizasyondan sonra birbirine komsu bdlgelere
hibridize olan prob parcalar1 Nikotinamid Adenin Diniikleotid (NAD) bagiml ligaz
kullanilarak ligasyon (problar arasindaki boslugun fosfodiester bagi kurularak
kapanmasi) iglemine tabi tutulur. Ligasyonla birlesmis olan problar PZR ile ¢cogaltilirlar.
PZR ile ¢ogaltilan farkli problarin fragman iiriinleri kapiller elektroforez kullanilarak
ayristirilir ve kontrol iirlinlerinden gelen sinyallerle kiyaslanarak degerlendirilir.
Problarin 6zgiin baglanma bdlgelerindeki mutasyonlarin varliginda ya da tiim hedeflerin

delesyona ugramasi halinde hibridizasyon gerceklesmedigi icin ligasyon ile prob
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parcalar1 baglanmayip PZR isleminde ¢ogaltilamayacagindan fragman elde edilemez ve

sinyal alinmaz (240).

Yapilan tiim islemler i¢cin 20 ng DNA’nin yeterli olmasi, bircok olguda ayni
anda 50’den fazla hedef bolgenin delesyon ve duplikasyonlarinin taranmasi,
kullanimiin kolayligi, diisiik hata payr ve diisiik maliyeti MLPA’nin avantajlaridir.
Kapiler elektroforez cihazina ihtiya¢ duyulmasi, kiiciik nokta mutasyonlarini, ¢ogu
inversiyon ile dengeli translokasyonlar ile prob disindaki diziye 6zgii kopya sayisi
degisimi (CNV) tespit edememesi, hedefe yonelik olmasi ve kontaminasyona acik

olmasi ise dezavantajlaridir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Grubu
Calisma grubumuz, 20015-2017 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi, Istanbul
Tip Fakiiltesi, Noroloji AD’da klinik olarak PH tanisi alarak molekiiler genetik

inceleme i¢in Tibbi Genetik AD’miza yonlendirilen 63 indeks olgudan olustu.

Calisma grubundaki her birey i¢in en az 3 jenerasyonu iceren aile agaclari
hazirlandi. Olgular es zamanli olarak YND panel analizi ve MLPA ile degerlendirildi.
YND panel analizinde mutasyon bulunan olgularda saptanan mutasyon SD ile konfirme

edildi, segregasyon analizi i¢in aile bireyleri SD ile incelendi.

Calismanimn etik agidan uygunlugu, 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurulu
tarafindan onaylandi (25.12.2015 tarih ve TDK-2016-20253 say1). Caligmaya katilan

olgulardan bilgilendirilmis onam alindu.

Katilimcilardan DNA eldesi i¢in 2 ml periferik kan alindi.

3.2. Olgularin Degerlendirilmesi

3.2.1. Klinik degerlendirmeler
Her olgu i¢in ekte (Ek-1) gosterilen molekiiler genetik analiz istek formu

hazirlanip fizik muayene bulgular1 ve aile dykiilerine gore aile agaclar eklendi.

3.2.2. Molekiiler Analizler

3.2.2.1. DNA izolasyonu

Calismaya dahil edilen olgulardan alinan steril 2 ml KsEDTA’l1 periferik vendz
kan 6rneklerinden soliisyon / manyetik boncuk bazli sisteme 6zgiin kitler (Magnapure
Large Volume KIT, ve EZ1 DNA Blood 350 ml kit 154054059 ref no:951054
QIAGENE) kullanilarak firma protokollerine uygun sekilde DNA izolasyonu yapildi.

3.2.2.1.1. DNA Kalite Degerlendirmesi Ve Seyreltilme islemleri

Izolasyonu takiben DNA orneklerin yogunluklari (ng/ul) ve absorbsiyon
Olgtimleri (Azso280) (1,80 - 1,89) spektrofotometrede Olgiilerek kayit edildi (Nanodrop
2000c, ThermoScientific). DNA o6rnekleri alikotlanarak, yogunluklar1 1,6-2.0 ng/ul
olacak sekilde miliQ (18MQ) su kullanilarak seyreltildi.
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3.2.2.1.2. DNA Yogunluklarinin Qubit® 3.11 Florometre ile Ol¢iimii

Seyreltilmis DNA 6rnekleri kalibrasyon i¢in 6zgiin kit (Qubit dsSDNA HS Assay
Kit) ile Ol¢iildii. Kitin igeriginde bulunan farkli iki standart 6rnek oOlgtimler igin
kullanildi. Standart 6rneklerin her biri i¢in 199 ul Qubit® dsDNA HS Buffer ile 1 pl
Qubit® dsDNA HS Reagent kullanilarak ¢alisma soliisyonu hazirlandi. Ardindan 10 pl
standart ornek ile 190 pl ¢alisma soliisyonu karistirilip 2 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildikten sonra Qubit® 3.11 Florometre’de olgildii. Daha sonra ayni sekilde
hazirlanan ¢alisma soliisyonu kullanilarak her 6rnek i¢in ayr1 miks hazirlanip (198 pl
calisma solusyonu ile 2 ul seyreltilmis DNA 6rnegi) oda sicakliginda iki dakikalik
inkiibasyon ardindan 6lgiildii. Orneklerin DNA yogunluklar: hedef araliga (1,6-2 ng/ul)

ulasincaya kadar gerekli seyreltme ya da deristirme islemleri yapildi.

3.2.2.2. YND Uygulamalar1

3.2.2.2.1. YND Paneli icin Hedef Bolgelerin Secilmesi ve Ozgiin Primer Tasarimi
PH ile iligkili genler i¢in, OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) ve
HGMD (Biobase Professional) veri tabanlar1 genler ve mutasyonlar1 agisindan tarandi.
Kullanilan YND platformuna (lonTorrent PGM) uygun olmayan genomik diizeydeki
biiyiik indel mutasyonlar ile tekrar sayis1 artiglarina sahip genler ve mutasyonlar elendi.
HGMD’den calismaya eklenen genlerin her birinin 2015 yilindaki transkripti referans
alinarak lonAmpliSeq Designer (http://www.ampliseq.com) ile kodlayan bolgeleri, 10
baz ciftlik ekson-intron sinir bolgeleri ve varsa mutasyon tanimlanmis diger bolgeleri
(derin intron, UTR vs.) iceren 242,96 kb’lik alan 884 amplikondan %98,72 kapsamda

(coverage) iki primer havuzundan olusan bir YND paneli olusturuldu.

Klinigimize yonlendirilen ndrodejeneratif hastalik gruplarmmi ( PH, Alzheimer
hastalig1 ve Subkortikal Enfarkt ve Lokoensefalopati ile giden Otozomal Dominant
Serebral Arteriyopati (CADASIL)) igermesinden Otlirli “’Demans paneli’’ olarak
adlandirilan YND panelinde bulunan genlerin listesi asagidaki ekte (Tablo 3.1) yer

almaktadir.



Tablo 3-1: YND panelinde bulunan gen listesi

ADAMIO NM_001110.2
APOE NM_000041.2
FZM '1_000:54.3
PICE R 1_022055.2

C10orf2 NM_021830.4
NM_001001412.3

DNAICIZ NM_015268.3

DNAICE NM_001256864.1
EEF1D NM_032378.4
EIF4G1 NM_198241.2

NM_012179.3

GCH1 NM_000161.2

MNM_002087.2

NM_158578.3

NOTCH3 NM_000435.2

2N nw_001005741.2
GIGYF2 NM_001103146.1
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POLG NM_002693.2
NM_003690.4
TR 0000213
ECRM 0031055

SYNJT NM_003895.3

ECTN m_1992922

TREM2Z MNM_0185965.2

UCHL1 NM_004181.4

VP535 NM_018206.4

3.2.2.2.2. Hedef Bolgelerin Hot Spot Dosyalarinin Olusturulmasi

Biyoinformatik analizlerde kullanilmak amaciyla, tasarlanan YND panelindeki
bolgelerde bilinen biitlin varyasyon igeren bilgiler, olusturulan amplikonlar igin
hg19/GRCh37 referans alinarak baslangi¢c ve bitis koordinatlarina gére ENSEMBL
(http://grch37.ensembl.org/) veri tabanindan indirildi. Indirilen bilgiler bir excel
dosyasinda her varyasyona 06zgili olarak; bulundugu kromozom, baslangic ve bitis
koordinati, ismi, referans ve degisime ugramis allel bilgilerini kapsayacak sekilde
tanimlandi. Bunun yaninda HGMD Professional 2015.4 siiriimii iizerinden iliskili
bolgeler icin mutasyon bilgileri kontrol edilip, ENSEMBL icerisinden alinan
koordinatlara eklendi. Biitiin bu bilgilerle olusturulan excel dosyasi, BED dosyasi
formatina c¢evrilip Torrentserver ve lonReporter yazilimlarindaki ilgili analiz akis

semasina eklendi.

3.2.2.2.3. YND igin kiitiiphane Hazirlanmasi

Kiitiiphane hazirlanmasi firma protokollerine uygun olacak sekilde, lonAmpliseq
Library Kit 2.0 (Life Technologies) kullanilarak yapildi. Hazirlanan kiitiiphane tiriinleri,
lonXpress Barcode Adapters Kit (Life Technologies) ile barkodlanip, Agentcourt
AMPure XP reagent ve % 70’lik etanol kullanilarak saflastirildi. Ardindan lon Library
Quantitation Kit kullanilarak qPCR yontemi ile normalizasyon i¢in miktar tayini

yapildi.
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3.2.2.2.3.1. Hedeflenen DNA Bolgelerinin Cogaltilmasi

Hedeflenen DNA bolgelerinin ¢ogaltilmasi i¢in toplam 884 primer ¢ifti igeren
(havuz I: 448 primer ¢ifti; havuz II: 436 primer ¢ifti) iki adet primer havuzu kullanildi.
Orneklerin herbiri igin iki farkli primer havuzu kullamlip (Tablo 3.2) iki farkli karigim

hazirlandi.

Tablo 3-2: 2X primer havuzu i¢in hazirlanan karisim

Malzeme Miktar
5X Ion Ampliseq HiFi karigimi 4 ul
2X lon Ampliseq primer havuzu 10 pl
Total hacim 14 pl

PZR i¢in; hazirlanan iki farkli karisim kullanilarak her bir 6rnek basma (Tablo

3.3) gosterilen sekilde iki farkli soliisyon olusturuldu.

Tablo 3-3: PZR soliisyonlari

Malzeme Miktar
2X Primer havuzu igin hazirlanan karigim 14 ul
Seyreltilmis DNA 6rnegi 6 ul
Total hacim 20 pl

Hazirlanan PZR soliisyonu, Tablo 3.4°de gosterilen program kullanilarak termal

dongii cihazinda hedef bolgelerin ¢ogaltilmasi igin kullanildi.

Tablo 3-4: Hedef bolgelerin ¢ogaltilmasinda kullanilan termal déngii program

Evre Basamak Sicaklik Siire
Bekleme Enzim aktivasyonu 99 °C 2.dk
Denatiirasyon 99 °C 15 sn
Dongii (x16)
Baglanma ve uzama 60 °C 4 dk
Bekleme - 10°C 0
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3.2.2.2.3.2. Primer Dizilerinin Kismi Olarak Kesilmesi (Fupa)

Primer dizilerinin kismi olarak kesilmesi i¢in, her bir DNA 6rneginin iki farkli
primer havuzu ile ¢ogaltilmis PZR {riinleri, her birinden 10’ar pl aliarak, toplam
hacim 20 pl olacak sekilde birlestirildi. Birlestirilmis iiriinlere 2 ul FuPa Reagent

eklenerek, Tablo 3.5’de gosterilen programda termal dongii cihazina kondu.

Tablo 3-5: Primer dizilerinin kesimi i¢in kullanilan termal dongii program

Sicaklik Siire
50°C 10 dk
55°C 10 dk
60 °C 20 dk
10°C Bekleme (1 saate kadar)

Bu iglemin ardindan barkod ve adaptor ekleme asamasina gecildi. Her bir

barkod i¢in Tablo 3.6’da belirtilen oranda ( 1:4 ) seyreltilme yapildi.

Tablo 3-6: Barkod adaptor karisimi

icerik Hacim
lon P1 Adapter 2 ul
lonXpress™Barcode X 2ul
Niikleazdan arindirilmis su 4 ul
Toplam hacim 8 ul

Primer dizilerinin kismi kesiminden sonra elde edilen {iriin, 6rnek basina, Tablo
3.7°de yer alan diger kimyasallarla karistirilarak, barkod-adaptorlerin ligasyonu igin

kullanilan Tablo 3.8’deki programda termal dongii cihazina kondu.

Islem sonrasinda karisimlarda cogaltilmamis DNA  materyalinin = ve

kullanilmayan enzimlerin uzaklastirilmasi amaciyla saflastirilmasi asamasina gecildi.

Tablo 3-7: Barkod adaptor ligasyon soliisyonu

Malzeme Hacim

Switch solusyonu 4 ul
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Barkod-Adaptor karigimi 2 ul

DNA ligaz 2 ul

Primer dizileri kism1 olarak kesilmis iiriin 22 ul
Toplam Hacim 30 ul

Tablo 3-8: Ligasyon i¢in kullanilan termal dongii programi

Sicaklik Siire
22°C 30 dk
68°C 5dk
72°C 5dk
10°C Bekleme (24 saate kadar)

3.2.2.2.3.3. Barkodlanan Uriinlerin Saflastirilmasi

Her bir Ornege, toplam Ornek hacminin yaklasitk 1.5 katt (~45 pul)
Agencourt®AMPure® XP Reagent cklenip pipetaj yapildi ve ardindan 5 dk oda
sicakligina bekletildi. Sonra 6rnekleri igeren plak (plate) manyetik bir rafa (DynaMagTM
-96 Side Magnet (Cat.no.12331D) alinarak solusyon berraklasincaya kadar (~2 dk) oda
sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon asamasindan sonra pellete zarar vermeden
supernatant fazi uzaklastirildi. Ardindan her bir 6rnege 150 pl taze hazirlanmis % 70’lik
etanol eklendi. Plak, manyetik raf {izerinde her iki yana hareket ettirilerek,
barkodlanmis amplikonlarin bagl oldugu manyetik boncuklarin etanol ile yikanmasi
sagland1 ve supernatant uzaklastirildi. Bu islem ikinci kez tekrarlandiktan sonra alkoliin
tamamen ortamdan uzaklastigindan emin olmak i¢in 5 dk oda sicakliginda inkiibe edilip

kiitiiphane tirtinlerinin normalizasyon asamasi islemine geg¢ildi.

3.2.2.2.3.4 Saflagtirillan Kiitiiphane Uriinlerinin Normalizasyonu

Kiitiiphane, normalizasyon i¢in yeterli materyal elde etme amaciyla Platinum™
PCR SuperMix ve Library Amplification Primer Mix ile amplifiye edildi. Bu islem igin,
manyetik boncuklara baglh kiitiiphane iirtinleri miknatis ile alindi. 50 pL Platinum ™
PCR Super Mix HiFi ve 2 pL Library Amplification Primer Mix'i her {irline gelecek
sekilde karigim yapildi. Yapiskan film ile kapatilan plak, manyetik rafa yerlestirilerek
en az 2 dakika oda 1sisinda beklenildi. 50 pl siipernant her kuyucuktan cekilerek yeni
plaktaki bos kuyucuga aktarildi. Yeni plaktaki triinler termal dongii cihazinda Tablo
3.9’da bulunan programda ¢ogaltildu.
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Tablo 3-9: Saflastirithiran Kkiitiiphane iiriinlerinin normalizasyonu i¢in kullamilan PZR

programi
Asama Isi Zaman
Bekleme 98°C 2 dakika

Dongli(x5) 98°C 15 saniye
64°C 1 dakika

Bekleme 10°C Bekleme

Bu islemin ardindan iriinlere Agencourt ™ AMPure ™ XP Kit ile iki agamali
saflastirma islemi yapildi. ilk asamada yiiksek molekiil agirlikli DNA boncuklara
baglandigi, amplikonlarin ve primerlerin soliisyon halinde kaldig1 asamadan olusur. Bu
sebeple, plaktaki 6rnek hacminin 0,5X kat1 kadar Agencourt ™ AMPure ™ XP reaktifi
(25 pL) her bir kuyuya eklendi. DNA ile boncuk siispansiyonunun iyice karigmasi i¢in
pipetaj yapildi. Karisim 5 dakika oda 1sisinda inkiibe edildikten sonra manyetik rafa
almip 5 dakika siiresince soliisyonun berraklasmasi beklendi. Ardindan her bir
kuyucukta bulunan iirlin, boncuk pellete zarar vermeden cekilerek yeni kuyucuklara
aktarildi. Bu asamada boncuklara baglanan amplikonlar pelletten ayristirilir. Bu ayrisma
asamasi i¢in Agencourt ™ AMPure ™ XP reaktifinden orijinal 6rnek hacminin 1.2X
miktar1 (60 pL) eklendi. Boncuk siispansiyonunu DNA ile 1yice karistirmak icin birkag
kez pipetaj yapildi. Boncuklarla tamamen baglanmasi i¢in 5 dakika oda 1sisinda
inkiibasyona birakildi. Ardindan plak manyetik rafa aktarildi. Burada 3 dakika
kuyucuklardaki sivi berraklasana kadar beklendi, geriye kalan siipernatant ¢ekilerek

kuyudan uzaklastirilip atildi.

Boncuklarin yikanmasi i¢in 150 pL yeni hazirlanmis %70’lik alkol her bir
kuyucuga dagitildi. Plak, manyetik raf lizerinde her iki yana hareket ettirilerek,
barkodlanmig amplikonlarin bagli oldugu manyetik boncuklarin etanol ile yikanmasi
sagland1 ve supernatant uzaklastirildi. Bu islemin iki tekrar1 ardindan karisimdaki
alkoliin tamamen ortamdan uzaklastigindan emin olmak icin 5 dk oda sicakliginda

inkiibasyon yapildu.

Magnetik boncuklara baglanmig amplikonlarin ayristirilarak ¢ézlinmesi i¢in, her
bir kuyucuga 50 ul low TE (Tris-EDTA) ilave edildi. Low TE eklenmis drnekleri igeren
plak, manyetik rafa yerlestirildi ve manyetik boncuklarin kuyucuklarin kenarlarina tam

olarak yapismasi i¢in oda sicakliginda 2 dk bekletildi.
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3.2.2.2.3.5. Kantitasyon I¢in Dilusyon Faktorii Hesaplanmasi Ve Ol¢iimii

199 ml Qubit™ dsDNA HS Buffer ve 1 ml Qubit™ dsDNA HS reagent
karistirilarak working soliisyonu hazirlandi. 10 ml amplifiye edilmis kiitiiphane iizerine
190 ml bu karisim eklendi. Iki dakika oda 1sisinda inkiibasyona birakildi. Bu sirada
Qubit™ standard 1 ve 2 nin iizerine (10’ar mI’lik) 190 ml working solusyonu eklenir.
Bu standartlar Qubit™ 3.0 Fluorometer cihazina tanitildiktan sonra inkiibe edilmis

tirlinler cihazda ol¢iildii.

Elde edilen konsantrasyon 24 ng/ml ye boliinerek dilusyon faktorii hesaplandi.
Sabit olarak belirlenen 10l iiriin {izerine dilusyon faktoriine gore belirlenen miktarda
TE eklendi. Ardindan, kiitliphane iirtinleri ~100 pM yogunluga esitlenerek
normalizasyon gerceklestirildi ve her birinden 10 pl alinarak emiilsiyon PZR’de

kullanilmak {izere stok kiitiiphane iiriinleri hazirlandu.

3.2.2.2.4. Taslak (Template) Hazirlanmasi
Taslak hazirlama asamasi emPZR ve zengilestirme asamasini iceren taslak

hazirlama asamasinda Ion PGM™ HiQ™ View OT2 Kit kullanildi.

3.2.2.2.5. EmPZR
Stok kiitliphane tirlinlerinin 12 pM’a seyreltilmesi i¢in, dncelikle her iiriinden 2
pl almip niikleazdan arindirilmis su ile 25 pl’ye tamamlanarak dilue kiitiiphane riinii

yapildi. Ardindan emPZR i¢in Tablo 3.10°da gosterilen amplifikasyon ¢ozeltisi yapildi.

Tablo 3-10: Amplifikasyon Cozeltisi

Niikleazdan arindilirmis su 25 uL
lon PGM™ Hi-Q™ View Enzim Karigimi 50 pL
Dilue kiitiphane trini 25 uL
lon PGM™ Hi-Q™ View ISP 100 pL
Total 1000 pL

Hazirlanan amplifikasyon ¢ozeltisi vorteks ile karistirildiktan sonra, tiim karisim
reaksiyon filtresine (lon PGM OneTouch Plus Reaction Filter) yiiklendi. Ardindan 2
kez 850 pl reaksiyon yagi filtreye ilave edildi. Islem bittikten sonra iiriinlerin

toplanacag 2 tiip (recovery tubes) cihaza yerlestirilmeden 6nce 150 ul Ion OneTouch
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Breaking Solution eklenip cihaza yerlestirildi. Kullanilan kite uygun programda, Sekil
3.1’dekilon OneTouch 2 cihazinda emPZR yapildi.

1) lon OneTouch™ Reaksiyon
Filtresi

2) Isi blogunda bulunan
amplifikasyon plakasina ulasimi
saglayan kol

3) Atik tip alani

4)lon OneTouch Recovery
Solusyon Tubl

5) lon OneTouch Yag Sollisyonu
Tubu

6) Atik Kutusu

7) Atik tablasi

8) Santrifuj

3) lon OneTouch™ DL Enjektér
bolgesi

10) Cihaz Ekrani

Sekil 3-1: Ion OneTouch 2 cihaz1 ve parcalari

EmPZR sonrasi yaklagik 10 dakikalik santrifiij yapilip amplikon yukli
partikiillerin dibe ¢okmesi saglandi. Her iki tiipte 100 pl iiriin birakilip, supernatant
kismi1 uzaklastirildi. Tiiplerin iistlerine 500 pl Ion OneTouch Yikama Soliisyonu eklenip
pipetaj yapilmasinin ardindan riinler 1.5 ml’lik yeni bir ependorf tiipiinde birlestirildi.
Ependorf tiipii 2.5 dakika santrifiij edilip renkli amplikon yiiklii partikiillerin bulundugu

pellete zarar vermeden 100 pl kalacak sekilde supernatant uzaklastirildi.

3.2.2.2.6. EmPZR Uriinlerinin Zenginlestirilmesi

3.2.2.2.6.1. Melt-Off Cozeltisinin Hazirlanmasi
Melt-Off ¢ozeltisi i¢in Tween® Solution ve NaOH kullanildi. Final yogunluklar;

% 0.1Tween® 20 deterjan ve 125 mM NaOH olacak sekilde, 280 pl Tween® ¢ozeltisi
ve 40 ul 1 M NaOH kullanilarak 320 pl hazirlanda.
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3.2.2.2.6.2. Streptavidin C1 Boncuklarinin Yikanmasi

DynaBeads® MyOne™ Streptavidin C1 Beads pipetaj yapilarak iyice karistirildi
ve bu karisimdan 13 pl alimip 1.5 mI’lik ependorf tiipline aktarildi. Ependorf, manyetik
rafa (DynaMag™-2 Magnet) almarak oda sicakliginda 2 dakika bekletilerek
boncuklarin ependorf duvarina yapismasi saglandi. Olusan supernatant karigimdan
uzaklastirildi. 130 pl MyOne™BeadsWash Solution eklenerek ependorf manyetik raftan
alind1 ve pipetaj yapildi. Boylece streptavidin C1 boncuklar1 ¢6zeltiden uzaklagtirildi.

Hazirlanan g¢ozeltiler ve emPZR iiriinii, Tablo 3.11’de gosterilen sirada 8 kuyulu
levhaya (Sekil 3.3) yiiklendi.

Tablo 3-11: Kuyulara yiiklenen ¢6zelti ve emPZR iiriinleri

Kuyu Numarasi Yiiklenen malzeme

1 numarali Kuyu emPZR Urind (100 pl)

2 numarali Kuyu DynaBeads® MyOne'" Streptavidin C1 Beads (130 ul)
3 numarali Kuyu lon OneTouch™ Wash Solution (300 ul)

4 numarah Kuyu lon OneTouch™ Wash Solution (300 ul)

5 numarali Kuyu lon OneTouch™ Wash Solution (300 ul)

6 numarali Kuyu Bos

7 numarali Kuyu Taze hazirlanmis melt-off ¢ozeltisi (300 ul)

8 numarali Kuyu Bos

Sekil 3-2: 8 Kuyulu Levha
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Zenginlestirme islemi igin lonOneTouch™ ES  cihazina yerlestirildi.
Zenginlestirme sonrasi olusacak {irliniin aktarilacagi 0.2 ml ependorf tiipiine 10 pl

noétralizasyon ¢ozeltisi konulmasinin ardindan islem baslatildi.

3.2.2.2.7. Zenginlestirilmis Uriinlerin Dizilenmesi

Zenginlestirilmis irlinlerin dizilenmesinde Ion PGM™ Hi- Q™ View
Sequencing Kiti kullanildi. Firma protokollerine uygun sekilde lon PGM™ dizileme
cihazi, klorid tablet ve 18 MQ su ile yikanmasinin ardindan, pH kalibrasyonlar1 yapildi
ve zenginlestirilmis {rlnler ¢ipe (lon 318™ Chip v2) yiliklendi. Tablo 3.12°de

belirtildigi sekilde dizileme plani olusturuldu ve ardindan dizileme islemi baslatildi.

Tablo 3-12: Dizileme plam

lon Reporter Version: 5.6

Ornek DNA

Hedef Teknigi AmpliSeq DNA

Ion reporter is akisi DEMANS

Kiitiiphane hazirlanmasinda kullanilan kit lon AmpliSeq 2.0 Library Kit

Kiitiiphane anahtari lon TCAG (TCAG)

Template Kiti Ion PGM™ Hi-Q™ View OT2

Dizileme Kiti Ion PGM™ Hi-Q™ View Sequencing Kit

Akis sayis1 850

Cip Tipi Ton 318™ Chip V2

3' Adaptor: lon P1B

(ATCACCGACTGCCCATAGAGAGGCTGAGAC)

Barkod lonXpress

Boncuk yiikleme (%) 10

Anahtar Sinyal (1-100) 30

Kullanmilabilir dizi (%) 30

Referans Kiitiiphane Hg 19 (Homo sapiens)

Hedef Bolgeler IAD82119 197_ Designed

Hotspot Bolgeler ALZ_PARK_CAD_HOTSPOTS_v2
CoverageAnalysis

oo

variantCaller (germline_low_stringency)
Proje ALZ PARK_CAD_Panel
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3.2.2.2.8. Veri Analizi

Dizileme ardindan Torrent server yazilimina iletilen verilere ait BAM dosyalari,
analiz edilmek iizere lonReporter yazilimina aktarildi. fonReporter’da hedef bolgeler ile
onceden hazirlanmig hotspot bolgeleri igeren BED dosyayi eklenip parametre ayarlari
diizenlenerek analiz akis semasi hazirlandi. Bu analiz gemast ile analiz edilen her olguda
bulunan degisimlerden; referans ile ayn1 (NoREF), okumasi yapilamamis (NoCall) ve
nadir allel frekanslart (MAF) >0.02 olanlan filtrelendi. Filtrelemenin ardindan kalan
degisimler hotspot dosyasi verilerine gore tekrar degerlendirildi. Hotspot dosyasinda
tanimli olmayan degisimler, yer aldiklar1 bolge, gerceve kaymasi veya dur kodonu
olusturmasi ve aminoasit degistirmesi 6zelliklerine gore siniflandirilip in silico olarak
olasi patolojik etkileri MutationTaster (http://www.mutationtaster.org/), Prediction of
functional effects of human nsSNPs (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), Scale-in
variant feature transform (http://sift.jcvi.org/), Protein Variation Effect Analyzer
(http://provean.jcvi.org) ve Exome Aggregation Consortium
(http://exac.broadinstitute.org/) veritabanlarinda kontrol edildi. Beraberinde filtre
isleminden gegen tiim varyantlar platforma 6zgiin olasi okuma hatalar1 varligina kars:
IGV dosyalariyla incelendi. Son olarak saptanan varyantlarin ¢alisma grubunda kag

olguda goziiktiigii bilgisi degerlendirmelere dahil edildi.

3.2.2.2.9. Saptanan Degisimlerin Sanger Dizileme Ile Dogrulanmasi

3.2.2.2.9.1. Primer Tasarlanmasi

Saptanan degisimler i¢in, saptandifi veya yakin oldugu eksonun tiimiinii
kapsayacak, dbSNP veritabaninda tanimli bir SNP veya tekrarlayan dizi icermeyen, 18-
24 baz boyutlarinda, ileri-geri primerlerinin baglanma 1silari birbirlerine yakin (en fazla
+/- 2-5°C fark), icerigindeki niikleotidlerin esit miktarlarda olan 06zgiin primerler
tasarlandu. Tasarlanan primerler UCSC Genome Bioinformatics

(https://genome.ucsc.edu/index.html)” den “in silico PZR” sistemi ile test edildi.

3.2.2.2.9.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Tasarlanan her primer ciftine 6zgli bir protokol hazirlanarak PZR islemi
gerceklestirildi. Her bir PZR reaksiyonu i¢in 1X tampon soliisyonu (10X (NH4),SOy,)
(Biomatik), 25 mM MgCl, (Biomatik), %0-10 DMSO (Biomatik Corporation), 200 uM
dNTP (Thermo Scientific), 0,1uM - 0,5uM ileri ve geri primerler ve 0.5 U Taq
polimeraz enzimi (Biomatik) ve 200 ng gDNA kullanildi. Karigim, bidistile su (dH20)
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ile 25 pl’ye tamamlanarak hazirlandi. Tiim ¢alismalar buz lizerinde gergeklestirildi. Her
PZR c¢aligmasinda amplifiye edilen her bir bolge DNA icermeyen kontrol PZR (negatif
kontrol)’1 ile birlikte ¢aligildi.

PZR islemleri termal dongii cihazinda (MJ Research PTC-200 ve DNA Engine-
BIORAD-T100) tasarlanan protokole uygun program yapildi (94°C de 10 dk’lik ilk
denatiirasyon, takiben 30-40 dongiiliik 94°C de 30 sn denatiirasyon, primerlerin Tm ‘e
gore degisen 64°C den 52°C ye kadar ve 30 sn baglanma ve 72°C de 45-90sn (1 kb / 1
dk) uzama asamasi1 ve son olarak 72°C de 10 dklik uzama siiresi). PZR sonrasinda
amplifikasyon iriinlerinden 5 pl alinarak, 50 bp’lik merdiven markdrii (Sigma) ile
birlikte 8 pg/ml etidyum bromiir igeren %1.2°lik agaroz (Sigma) jelde, 1X TBE
tamponunda, 130 V da, 20 - 25 dk yiiriitiildii. Ultraviyole 1s1k altinda elde edilen bantlar

goriintlilendi ve kayit edildi.

Jelde amplifikasyonu saptanan driinlere enzimatik PZR saflastirmasi
(Exonuclease-l1 (Lot:00173016-Thermo Scientific) ve Rapid Alkaline Fosfataz
(04898133001-Roche) kullanilarak) yapildi. Saflastirilma asamasindan sonra iiriinler
dizi PZR reaksiyonuna kadar 4°C’de karanlikta sakland.

3.2.2.2.9.3. Dizi PZR Reaksiyonu
Saflastirilmig PZR f{irtinleri ile dizi PZR reaksiyonu termal dongii (MJ Research
PTC-200 ve DNA Engine-BIORAD-T100) cihazinda yapildi. Caligmalarin tiimii buz

izerinde gergeklestirildi.

Her bir dizi PZR reaksiyonu i¢in PZR i¢in gerekli kimyasallar1 iceren 5X
tampon soliisyonu BigDye buffer, igeriginde ddNTP ve AmpliTag DNA polimeraz
iceren BigDye v3.1, dizileme icin se¢ilen PZR primeri, saflastirilmig PZR {iriini ve
dH,0O ilavesiyle son hacmi 10ul olacak iriin-PZR karigimlart plak (plate - USA
Scientific-800-522-8477) iizerinde kendine 6zel ayrilan bir kuyucuga yerlestirilir. Plak
termal dongii (MJ Research PTC-200 ve DNA Engine-BIORAD-T100) cihazinda
0zglin program ile isleme tabi tutuldu (25 dongiide; 96°C de 10 sn ile denatiirasyon,
50°C de 5 sn ile baglanma ve 60°C de 4 dk ile sonlanma). 4°C ye gelen cihazdan dizi

reaksiyon tUriinleri alindi.

Dizi PZR’1 ardindan {iiriinlerin karigimda bulunan diger iirlinlerden temizlenmesi

icin plak icerisindeki kuyucuklarina, iiriin bagina 1 pl 125 mM EDTA, 1 ul 3M sodyum
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asetat ve 25 ul %100 etanol eklendi. Plak koruyucu bantla kapatilarak oda 1sisinda 15
dak. beklendi ve ve ardindan 3810 rpm’de 45 dak. santriflij yapildi. Plak iizerindeki
koruyucu yapiskan bant agilarak kuyucuk agizlar iiste gelecek bigimde ¢evrildi ve 1100
rpm’de 30 sn. kisa santrifiij yapildi. Her bir kuyucuga 35 pl %70’lik etanol eklendi.
Plak koruyucu yapiskan bant ile kapatildi ve 3460 rpm’de 15 dak. santrifiij edildi. Plak
tizerindeki koruyucu yapiskan bant agilarak hizli vakum konsantratoriinde (SpeedVac
Concentrator/Thermo Scientific SAVANT DNA 120) yaklasik 40 dakika eklenerek
alkol uzaklastirilmast yapildi. Siire bitip alkoliin tamami uguruldugunda, her bir
kuyucuga 10 pl injeksiyon buffer’t ((dH20 ya da HiDi formamid (Highly Deionized
formamid)) eklendi. Ornekler 95 °C de 5 dakika denatiire edildi, 2 dakika buz iizerinde
bekletildi.

3.2.2.2.9.4. Kapiller Elektroforez Asamasi

Dizi PZR saflagtirma islemi tamamlanip buz iizerinde plak icerisindeki 6zgiin
kuyucuklarinda bekletilen 6rnekler ABI3500 cihazina yerlestirilerek yiirlitme islemine
gecildi. Cihaz yiiriitme isleminde kalibrasyonu yapilmis dizileme boya seti olan Dye set
secildi. Yiirlitme voltaji: 13,4 kVolts, on yiiriitme voltaji: 15 kVolts, injeksiyon
voltaji:1,6 kVolts, yiirlitme siiresi:2.520 sn, 6n yiiriitme siiresi:180 sn, injeksiyon
zaman1:8 sn ve veri gecikmesi (data delay): 250 sn. ’ye ayarlar1 yapilarak tirlinler

kapiller elektroforez de yiiriitiildii.

3.2.2.2.9.5. Kapiller Elektroforez Sonuclarim1 Ve Degerlendirmeleri

Kapiller Elektroforezi sonucunda alinan piklerin rengine gore degerlendirme
yapildi (Adenin yesil, Guanin siyah, Timin kirmizi, Sitozin mavi). Pikler ABI
Sequencing Analysis v5.4 ve SeqScape v2.7 (ABI) programlar1 kullanilarak bilgisayar
ortaminda  analiz  edildi. Analiz  sonuglar1  degerlendirilmesinde =~ USCS
(https://genome.ucsc.edu/index.html), ve Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html)

basta olmak iizere ¢esitli web sitelerinden faydalanildi.

Analiz islemi i¢in SeqScape v2.7 programina bu sitelerden alinan referans
diziler yiiklenilip, bu dizilere ait transkriptlerin ekson ve intron bdolgeleri programa
tanitildi. Her bir dizi i¢in alinan FASTA formatlar1 tanitilan referans diziler esliginde
analiz edildi. Analiz sirasinda hedef dizinin yeri, dizilendigi primerin yoni, saflastirma
kalitesi, dizilenmis baz uzunlugu, analize giren piklerin kalitesi ve yiiksekligi ile arka

alan giiriiltiisii 6ncelikle degerlendirildi. Herhangi bir sorun varliginda dizileme islemi
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sorun kaynaginin yasandigi asama oncesinden tekrar dizileme islemine alindi. Sorunu

olmayan diziler veri tabanlari esliginde degerlendirildi.

3.2.2.3. MLPA

Calismada PH icin 6zgiin ticari SALSA MLPA Parkinson kiti ile gelen prob
karisimi (P051-B1 / P052-C1) kullanildi (MRC-Holland). Kit igerisinde bulunan genler
ve ekzon bolgeleri Tablo 3.13 ve 3.14’de gosterilmektedir.

Tablo 3-13: MLPA gen ve ekzon bilgileri

Length Chromosomal location
(nt) Sbiall s reference _1p36  PARK2 _ SNCA _ 12q12
64-70-76-82 | Q-fragments: DNA quantity; only visible with less than 100 ng sample DNA
88-92-96 | D-fragments: Low signal of 88 or 96 nt fragment indicates incomplete denaturation
100 X-fragment: Specific for the X chromosome
105 Y-fragment: Specific for the Y chromosome
130 Reference probe 00797-L00463 5031
136 = PINK1 probe 03595-L03590 Exon 5
142 PINK1 probe 035691-L03106 Exon 1
1515y SNCA probe 02166-L248377 mutation-specific Exon 3
157 SNCA probe 02168-L01665 Exon 5
166 PINK1 probe 03592-L03107 Exon 2
172 ATP13A2 probe 11715-L12486 Exon 9
178 SNCA probe 02169-113410 Exon 7
184 = LPA probe 04615-L03891 6q25.3
1938 LRRK2 probe 04575-L04006 mutation-specific Exon 41
202 PINK1 probe 12067-L1293% Exon 3
209 ¥ ATP13A2 probe 11716-1L24579 Exon 2
214 Reference probe 07634-114385 10p14
221+ ¥ PINK1 probe 03594-124330 Exon 4
229 PINK1 probe 03593-103154 Exon 7
237 PARK2 probe 02175-L01676 Exon 6
247 SNCA probe 04616-L035892 Exon 4
258 ¥ PARK2 probe 03203-L.24881 Exon 1
265 Reference probe 01649-L01226 3p25
274 PARK2 probe 02179-L16293 Exon 7
283 PARK2 probe 02174-L05093 Exon 2
202 PARK2 probe 02180-L05094 Exon 8
301 Reference probe 00895-L00433 3p22
310 PARK2 probe 03205-L02566 Exon 3
319 ¥ PARK2 probe 02151-1.24332 Exon 9
328 PINK1 probe 14272-115929 Exon 6
337 PARK2 probe 03363-L02747 Exon 4
346 PARK2 probe 02152-103127 Exon 10
355 Reference probe 05665-L05117 8q13
366 * ¥ PARK2 probe 02177-1.24339 Exon 5
375% PARK2 probe 02153-L24890 Exon 11
334 ¥ Reference probe 01850-124591 9934
391 PARK2 probe 02184-L01632 Exon 12
400 = TNFRSF9 probe 02185-L01683 Exon 3
409 PARK7Z probe 02157-L03592 Exon 3
418 Reference probe 08323-L08192 2p23
427 PARK7Z probe 03690-L03105 Exon 1b
436 PARK? probe 02155-L01686 Exon 5
445 SNCA probe 04096-L03102 Exon 2a
454 PARK7 probe 02189-L02365 Exon 7
463 PINK1 probe 03597-L03153 Exon 8
479 SNCA probe 03639-L03104 Exon 6
490 ¥ Reference probe 09114-L09174 1p36




Tablo 3-14: MLPA gen ve ekzon bilgileri (devam)
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Length Chromosomal location
(nt) SALSA MLPA probe reference GCH1 _PARK2 UCHL1 LRRK2 _other
54-70-76-82 | Q-fragments: DNA gquantity; only visible with less than 100 ng sample DNA
88-92-96 | D-fragments: Low signal of 838 or 96 nt fragment indicates incomplete denaturation

100 X-fragment: Specific for the X chromosome

105 Y-fragment: Specific for the ¥ chromaosome

130 Reference probe 00797-L00463 5g31

136 PACRG probe 03204-L02565 Exon 1

142 CAV2 probe 03357-L02741 7931
149 UCHL1 probe 03680-L03095 Exon 4

154 PARK2 probe 03356-L02750 Exon 7

160 UCHL1 probe 03679-L03094 Exon 1

166 5 LRRK2 probe 04574-L04006 mutation-specific Exon 41

171 PARK2 probe 03351-L03999 Exon 2

177 UCHL1 probe 03681-L03096 Exon 5

184 LRRK2 probe 05134-L05587 Exon 2

193 Reference probe 01567-L01139 22g12

200 UCHL1 probe 02937-L05095 Exon 9

208 GCH1 probe 04405-L0309% Exon 3

214 PARK2 probe 06135-L07959 Exon 12

220 LRRK2 probe 04282-L03686 Exon 41

226 ATP13A2 probe 11717-L12453 1p36
232 ATP13A2 probe 12581-L13662 1p36
238 PARK2 probe 03355-L02749 Exon 6
247 * Reference probe 13174-114493 03g29

255 GCH1 probe 04615-L03394 Exon 1

265 PARK2 probe 05654-L05103 Exon 3

274 LRRK2 probe 04281-L03685 Exon 27

283 GCH1 probe 04404-L02610 Exon 6b

292 PARK2 probe 03367-L02751 Exon 8

301 Reference probe 03255-L02692 11p13

310 GCH1 probe 03683-L03095 Exon 2

319 GCH1 probe 036585-L03100 Exon 5

328 LRRK2 probe 042583-L03687 Exon 49

336 PARK2 probe 02176-L01674 Exon 4

346 PARK2 probe 03369-L02753 Exon 10

355 Reference probe 04014-L03437 2q33

364 PARK2 probe 03384-L02748 Exon 5

373 LRRK2 probe 042758-L03682 Exon 1

381 Reference probe 01136-L00694 4q35

391 PARK2 probe 04514-L03890 Exon 11

400 CAV1 probe 03359-L02743 7931
409 Reference probe 00963-L09340 2pla

418 PARK2 probe 03358-L02752 Exon 9

426 LRRK2 probe 04279-L03683 Exon 10

436 Reference probe 02967-L02399 7g31

445 Reference probe 01799-L01362 13g14

454 SMNCA probe 04092-L03103 4q22
463 LRRK2 probe 042580-L03684 Exon 15

3.2.2.4.1. Denatiirasyon ve Hibridizasyon Asamasi

Islem oncesi DNA &rnekleri yogunluklari 25-30 ng/ul olacak sekilde TE

cozeltisi (PH 8.0) i¢inde seyreltildi. SALSA Prop karisimi ve MLPA tamponu oda

isisinda  bekletilerek ¢oziilmeleri saglandi. Protokolde iki farkli prop karigimi
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oldugundan her 6rnek icin ilgili prop karisimina 6zgii ayr1 200 pl’lik etiketlendirilmis
PZR tiipleri hazirlandi. Bu tiiplere, her biri i¢in yapilan DNA ¢ozeltisinden 5 pl eklendi
ve termal dongii cithazinda MLPA i¢in hazirlanmis protokoliin ilk asamasinda 98°C’ de
5 dakika denatiire edildi. Bu sirada 6rnek basina 1,5 pl prob ve 1,5 ul Salsa Buffer (%10
pipetajda olast kayip i¢in eklenerek) igeren master miks hazirlanip pipetaj yardimiyla
karigtilirdi. Her 20 hasta i¢in 3 referans Ornek c¢alismaya eklendi. Denaturasyon
sonrasinda Termal dongii cihazinda 25°C lik asamaya gec¢mis tiiplere, bu master
miksden 3 pl eklenerek pipetaj yapildi. Ardindan PZR protokolii bir sonraki agsamaya

aktarilarak hibridizasyon asamasina gegildi.

3.2.2.4.2. Ligasyon Asamasi

Bu asama i¢in her bir 6rnek basma 3 pl Ligaz Buffer A, 3 pl Ligaz Buffer B, 1
ul Ligaz 65 enzimi ve 27,6 ul dH,O igeren ligasyon karigimi hazirlandi. Soguk panelde
muhafaza edilen bu ligasyon karigimindan 34,6 ul hibridizasyon asamasinin ardindan
54°C bekleme 1sismna gegen termal dongii cihazinda bulunan tiipe pipetaj yapilarak
eklendi. Ardindan tiipler 54°C 15 dakika bekletilerek PZR reaksiyonu i¢in hazir hale
getirildi.

3.2.2.4.3. MLPA PZR Reaksiyonu

PZR asamasi icin 6rnek basina 2 pl iligkili SALSA PZR primeri, 0,5 ul SALSA
polimeraz enzimi ve 7,5 pul dH2O olacak sekilde PZR karigimi hazirlandi. Hazirlanan
PZR karisimindan 10 pl termal dongii cihazinda 60°C’de bekleme asamasinda olan
tiiplere pipetaj yoluyla aktarilip PZR protokolii bir sonraki asamaya aktarilarak PZR
islemi baglatildi.

3.2.2.4.4. Kapiler Elektroforez Ile Fragmanlarin Saptanmasi

PZR islemi ardindan termal dongii cihazinda 4°C’de bekleyen {iriinler -4°C ye
alindi. Bu sirada her bir 6rnek i¢in 0,2 pl LIZ size standard (Liz-500, Lot:0904226,
Applied Biosystems) ve 9,5 ul formamid (Highly Deionized - Hidi) iceren yiikleme
tamponu hazirlandi. ABI3500 cihaz1 i¢in uygun olan plakta (USA Scientific-800-522-
8477) her bir kuyuya 0,3 ul 6rnek ve 9,7 ul yiikleme tamponu eklendi. Plak, kendisine
uygun septa (AB Applied Biosystems-182901S9R) ile kapatildi ve plak santrifiijiinde
(BIOSAN LMC300) 1200RPM de 2 dakika cevrildi. Santrifiijiin ardindan kapiller

elektroforez cihazinda vyiiriitme ayarlar1 diizenlenerek yiiriitme islemine gecildi.
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Yiiriitme voltaji; 13,4 kVolts, 6n yliriitme voltaji; 15 kVolts, injeksiyon voltaji: 1,6
kVolts, yiiriitme siiresi: 2.520 sn, 6n yliriitme siiresi:180 sn, injeksiyon zamani: 8 sn ve
veri gecikmesi siiresi (data delay): 250 sn. Kapiller sicakligi 60 °C. FSA formatindaki
ham veri Coffalyser.net (v.131211.0000) kullanilarak degerlendirildi.

3.2.2.4.5. Kapiler Elektroforezin Degerlendirilmesi

Cihazdan .fsa formatinda elde edilen fragmanlar verisi Coffalyser.Net
(v.131211.0000)(MRC-Holland) programina aktarildi (Sekil 3.3). Programin kite 6zgii
ayarlar yapilarak ornekler yiiklendi. Degerlendirme asamasinda referans orneklere gore

pik siddeti oranlari 0,7 ve alti i¢in delesyon, 1,30 ve istii i¢in duplikasyon olarak

degerlendirildi.
COFFALVVSER e w1 Expierint. £ 8 0 PORE DT 0T A8 L AN Pt i i
Adochine: A8+-3500 | Report Jate: 16.02.2017 | Run dase: I7.12.20716 | Sofware Version: v. 140721 1965 | Normal range: 0,7 - 1,3

MLPA probe mbc  POS2-FParuinzon M 2 Nr of tect probes:  SO43-50 FR33: OK 100% Authorzation Date
Lot number- oso11s Nr of ref probes 1 FRMS: Waming <55

neet aats- 122016 153537 DNA concentration: O PSLP: Waming -18%
Control sagments:  CF-003HIrown] OOXC (AZT DNA censturation O Rza Ok
Anatycic methodt  Sock SSC- On Expectscgender  Femae o

Ucaa metrio: Seok neiont Reciduat prmer % B30 S2% cas: owcTsw

Refersnce Sampiec:

Wit D)
up(00)

Ll

A66nt
- 281t
1400
0T 620135 1721

LRRKA1-
LRRK24!

R ey

LBRK245-
LRRK2.2

Ralio

Sekil 3-3: MLPA ciktist 6rnegi
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada PH klinik tanili 63 olgu MLPA ve YND teknikleri kullanilarak
iligkili genler kapsaminda degerlendirildi. Bu olgularin 48 erken, 2 juvenil ve 13 geg
baslangicli PH tanis1 almislardi. Olgularin 15’inde tanimli patojenik varyant (%23,8)
saptand1 ve bu varyantlarin genlere gére dagilimi Tablo 4.1°de gosterildi. Seride, 15
olguda 4 farkli gende, 12 farkli tamimlanmis patojenik varyant saptandi. Bu
mutasyonlarin 5’1 delesyon, biri duplikasyon ve 6’s1 ise nokta mutasyonu idi. Serimizde
mutasyon saptama orant MLPA teknigi ile %12,7 (8/63) ve YND ile %11,1 (7/63) idi.
Bir olguda PRKN geninde biri delesyon digeri nokta mutasyonu olmak iizere bilesik
heterozigotluk gozlendi. Erken, juvenil ve ge¢ baslangighh olgular ayri ayri
degerlendirildiginde erken baslangi¢li olgulardaki mutasyon oran1 %27 (13/48), juvenil
baslangi¢l olgularda %50 (1/2) ve ge¢ baslangich olgularda %7,7 (1/13) idi.

Tablo 4-1: Seride saptanan tamimlanmis mutasyonlarin saptandig: teknik ve genlere gore

dagilimi
= Sapt
Tekniklere gbre -l‘.}lgu grubu (n=63) apranan
Juvenil Erken Geg mutasyonlarnn
mutasyon saptanma | Mutasyon saptanan Gen v
oranlan (%) baslangich|baslangich |baslangich| genlere gire
n=2 n=48 n=13 dagilim (%)
YND n=6 (%40) FBXO7 1 1 0 2 (%3.2)
] 4 0
YMD + MLPA n=1 {%7) PARK2 ] 1 0 9 (%14,3)
] 4 0
MLPA n=8 (%53) PARK7 0 1 0 1(%1,6)
SNCA 0 2 1 3 (%4,8)

Hastalik iligkili tanimlanmis patojenik varyant saptanan 15 olgunun klinik
bulgulari, bu olgularda gozlenen ancak klinik etkisi bilinmeyen varyantlar ve bunlarin

genlere gore dagilimi Tablo 4.2°de gosterildi.

Patojenik varyant saptananl5 olguya ait aile agaglar1 ve mutasyon goriintiileri

ise Sekil 4.1 -4.15°de gosterildi.
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Tablo 4-2: PH iligkili tammlanmis mutasyon saptanan olgularin klinik ve molekiiler

genetik bulgulari
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(EB: erken baslangic; GB: geg baslangig; JB; Juvenil baslangi¢ BL: bilateral)
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Aile#190; Aralarinda 1,5° kuzen evliligi olan ailenin 2. gebeliginden dogan
olgumuzda (1V:2) MLPA ile PRKN geninde ekzon 2 homozigot delesyon mutasyonu
saptandi. MLPA testinde tek ekzon delesyonlarinda nadiren prob baglanma bdlgesinde
nokta mutasyonu ya da kii¢iik bir mutasyon goriilebilmektedir. Bu tip sonuglarin
mutlaka PZR yapilarak ve iirlin elde edilmesi durumunda ise Sanger ile dizi yapilarak
incelenmesi gerekmektedir. Bu c¢alismada tek ekzon delesyonu i¢in ek bir dogrulama
caligmas1 yapilmasma gerek kalmamustir. Ciinkii, MLPA sisteminde kontrol olarak
kullanilan ve PRKN genin ekzon 2 bolgesinin yakin komsulugunda yer alan iki bolge de
cift doz eksikligi saptandigindan ek bir dogrulama g¢alismasina gerek kalmamuistir.
Genin OR kalitim1 geregi anne ve babanin tasiyiciligi kesindir. Aileye genetik danisma

bu sonuca uygun olarak verildi.
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Sekil 4-1: Olgu#190'1n aile agaci, indeks (IV-2)'e ait MLPA testinde saptanan PRKN ekzon
2 homozigot delesyon mutasyonunun goriintiisii
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Aile #15; Aralarinda 1° kuzen evliligi olan ailenin 3. gebeliginden dogan
olgumuzda (I11:6) MLPA ile PRKN geninde ekzon 3’de homozigot delesyon mutasyonu
saptandi. Aile Oykiisiinde olgunun babasinda ve onun annesinde de PH bulgularinin
bulundugu 6grenildi. Genin OR kalitim1 geregi annenin ve babanin tasiyiciligi kesindir.
Ancak, aile agacina gore etkilenmis olan babanin delesyon icin homozigotlugu da
dislanamaz. Aileye genetik danisma bu sonuca uygun olarak verildi, anne ve babada test

yapilmasi onerildi.

~#;M+Wmﬁé‘éﬁéﬂéma
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Sekil 4-2: Olgu#15'e ait aile agaci, indeks (III-6)'e ait MLPA testinde saptanan PRKN
ekzon3 homozigot delesyon mutasyonunun goriintiisii
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Aile #157: Aralarinda 1° kuzen evliligi olan ailenin 2. gebeliginden dogan
olgumuzda (111:2) MLPA ile PRKN geninde ekzon 3 homozigot delesyon mutasyonu
saptand1. indeks olgunun etkilenmis 2 kardesi ve klinik bulgusu olmayan 5 kardesi
oldugu aile Oykiisiinden anlasildi. Genin OR kalitimi geregi anne ve babasinin

tagiyiciligi kesindir. Aileye genetik danigsma bu sonuca uygun verildi.

!
. 3
n g
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Klinik agdanPH [Ilﬂlmlm PH

Sekil 4-3: Olgu#157'ye ait aile agaci, indeks (III-2)'e ait MLPA testinde saptanan PRKN
ekzon 3 homozigot delesyon mutasyonunun goriintiisii
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Aile #86: PRKN geninde ekzon 3-4’de homozigot delesyon mutasyonu saptanan
indeks olgunun (II:5) etkilenmis bir kardesi oldugu, akraba evliligi bildirilmemesine
ragmen anne ve babanin ayni kdyden olmasi ortak ata olasiligini destekledi. Aileye OR

kalitima uygun genetik danisma verildi.
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Sekil 4-4: Olgu#86'ya ait aile agaci, indeks (11-5)'e ait MLPA testinde saptanan PRKN
ekzon 3-4 homozigot delesyon mutasyonunun goriintiisii
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Aile #7: Aralarinda 1° kuzen evliligi olan ailenin 3. gebeliginden dogan
olgumuzda (I11.3) MLPA ile OD SNCA geninde ekzon 1-6 heterozigot duplikasyon
mutasyonu saptandi. Benzer etkilenmis kardesinde (III:1) yapilan ¢alismada da ayni

mutasyon saptandi. Aileye genetik danisma bu sonuca uygun verildi.
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Sekil 4-5: Olgu#7'ye ait aile agaci, indeks (III-3)'e ait MLPA testinde saptanan SNCA
ekzon 1-6 heterozigot duplikasyon mutasyonunun goriintiisii
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Aile #119: SNCA geninde MLPA ile ekzonl-6 homozigot duplikasyon
mutasyonu saptandi (II:4). Akraba evliligi bildirilmemesine ragmen anne ve babanin
ayni kOoyden olmasi ortak ata olasiligin1 destekledi. Olgunun, anne, baba ve diger

kardeslerinde klinik bilgi yoktu. Aileye OD kalitima uygun genetik danigsma verildi.
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Sekil 4-6: Olgu#119'a ait aile agaci, indeks (II-4)’e ait MLPA testinde saptanan SNCA
ekzon 1-6 homozigot duplikasyon mutasyonunun goriintiisii.
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Aile #263: Aralarinda 1° kuzen evliligi olan ailenin ilk gebeliginden dogan
olgumuzda (111:1) MLPA ile SNCA geninde ekzon 1-6 homozigot duplikasyon
mutasyonu saptandi. Aile Oykiisiinde hastanin 2 kardesinin, 0lmiis olan babasi ve
amcasinin etkilenmis oldugu 6grenildi. SNCA iligkili PH OD kalitim modeline uygun
olmasina karsin mutasyon i¢in tasiyict olmasi beklenen annesinin ise klinik bulgusunun

olmadigi bilgisi mevcuttu. Aileye genetik danigsma OD kalitima uygun olarak verildi.

Sekil 4-7: Olgu#263'e ait aile agaci, indeks (III-1)'e ait MLPA testinde saptanan SNCA
ekzonl-6 homozigot duplikasyon mutasyonunun goriintiisii
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Aile #85: Aralarinda 1° kuzen evliligi olan ailenin 6. gebeliginden dogan
olgumuzda (111:6) MLPA ile DJ-1 geninde ekzon 1-5 homozigot delesyon mutasyonu
saptand1. Genin OR kalitim1 geregi anne ve babasinin tastyiciligi kesindir. Aileye OR

kalitima uygun genetik danisma verildi.
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Sekil 4-8: Olgu#85'e ait aile agaci, indeks (III-6)'e ait MLPA testinde saptanan DJ1
ekzon1-5 homozigot delesyon mutasyonunun goriintiisii
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Aile #17: PRKN geninde YND analizi ile ekzon 2 de homozigot c.167T>A
(p.V56E) mutasyonu saptandi. Akraba evliligi bildirilmemesine ragmen anne ve
babanin ayn1 kdyden olmasi list kusaklarda ortak ata varligini destekledi. Aileye OR

kalitima uygun genetik danisma verildi.
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Sekil 4-9: Olgu#17'e ait aile agaci, indeks (II-4)’e ait YND panel-gen testinde saptanan
PRKN ekzon 2; ¢.167T>A; p.V56E homozigot mutasyonunun goriintiisii
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Aile #54: Aralarinda 1° kuzen evliligi olan ailenin 6. gebeliginden dogan
olgumuzda (111:6) YND ile PRKN geninde ekzon 8'de homozigot c.931C>T ( p.Q311%)
mutasyonu saptandi. Aile dykiisti indeks olgunun bir etkilenmis kardesi (111:4) oldugunu
gosterdi. Genin OR kalitim1 geregi anne ve babanin tasiyicilifi kesindir ve aileye bu

sonuca uygun genetik danisma verilmistir.
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Sekil 4-10: Olgu#54'e ait aile agaci, indeks (III-6)'e ait YND panel-gen testinde saptanan
PRKN ekzon 8’de homozigot ¢.931C>T (p.Q311*) mutasyonunun goriintiisii
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Aile #71: PRKN geninde ekzon 9’da homozigot ¢.1083+1delG mutasyonu
gosterilen indeks olgunun (II:4) etkilenmis kardesinde de (I:1) ayn1 mutasyon
homozigot olarak saptandi. Akraba evliligi bildirilmemesine ragmen anne ve babanin
ayn1 kdyden olmasi, Uist kusaklarda ortak ata olasiligini destekledi. Aileye OR kalitima

uygun genetik danisma verildi.

Mlmr GOCCTOGOCTOGTOOGgtgagtacigecced
I O l] *_"“““"‘""‘“

GCOCCTOOCCTOTOOC - TCAGTACTGRCCS

GOCCTOOOCTOTOOOHTOAGTACTGCCCS

1 2 3 /4 MW&&LMM

=
O_
L _n

Sekil 4-11: Olgu#71'e ait aile agaci, indeks (II-4)'e ait YND panel-gen testinde saptanan
PRKN ekzon 9°da homozigot c.1083+1delG delesyon mutasyonunun goriintiisii ve
Sanger dogrulama goriintiisii
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Aile #105: Aralarinda 1° kuzen evliligi oldugu belirtilen ailenin 2. gebeliginden
dogan olgumuzda (II:2) YND ile PRKN geni ekzon 2’de ¢.79 81delAAG (p.K27del)
homozigot mutasyonu saptandi. Aile Oykiisii alinirken indeks olgunun 2 dayisinin
benzer bulgular tasidigi bildirildi. Genin OR kalitimi geregi anne ve babasinin

tagiyiciligi kesindir. Aileye bu sonuca uygun genetik danisma verildi.

..éé ﬂﬂ@é

| ‘ TTECAGE TCAAGOAGRTGAT TACTAAGEGA
". JERZ; €.79_SIGHAAG: pLyRITaN
]
TTCCAGCTC - - -GAGGTGGT TGCTAAGEGA
1 /’ 2
ﬁ Klinik apdan PH m]]]m]m FH T ..'."'li'u'."fl"
1! VAP

Sekil 4-12: Olgu#105'ye ait aile agaci, indeks (II-2)'e ait YND panel-gen testinde saptanan
PRKN ekzon2’de homozigot c¢.79_81delAAG (p.K27del) delesyon mutasyonunun
goriintiisii ve Sanger dogrulama goriintiisii
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Aile #160: FBXO7 geni ekzon 9'da homozigot ¢.1492C>T (p.R498*) mutasyonu
saptanan indeks olgunun (II:4) etkilenmis bir kardesinin olmasi ve akraba evliligi
bildirilmemesine ragmen anne ve babanin yakin kdylerden olmasi, tist kusaklarda ortak

ata varligini destekledi. Aileye OR kalitima uygun genetik danigma verildi.
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Sekil 4-13: Olgu#160'a ait aile agaci, indeks (II-4)'e ait YND panel-gen testinde saptanan
FBXO7 ekzon 9’da homozigot c.1492C>T (p.R498*) mutasyonunun goriintiisii
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Aile #255: Aralarinda 1° kuzen evliligi olan ailenin 4. gebeliginden dogan
olgumuzda (I11:4) YND ile FBXO7 geni ekzon 1’de homozigot c¢.101T>G (p.L34R)
mutasyonu saptandi. Aile 0ykiisii alinirken, indeks olgunun etkilenmis bir kardesi ve
klinik bulgusu olmayan dort kardesi oldugu bildirildi. Genin OR kalitim1 geregi anne ve

babasinin tastyiciligi kesindir. Aileye genetik danisma bu sonuca uygun verildi.
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Sekil 4-14: Olgu#255'e ait aile agaci, indeks (I11-4)'e ait YND panel-gen testinde saptanan
FBXO7 ekzon 1’de homozigot c.101T>G (p.L34R) mutasyonunun goriintiisii
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Aile #277: Aralarinda akrabalik oldugu bildirilen ailenin 5. gebeliginden dogan
olgumuzda (11:5) PRKN geninde MLPA ile ekzon 2-4 heterozigot delesyon mutasyonu,
YND ile ekzon 2’de hemizigot ¢.125G>C (p.R42P) mutasyonu saptandi. Bu sonug,
mutasyonlarin birlesik heterozigot formda PRKN gen iliskili PH nin kalittm modeli ile
uyumlu oldugu gozlendi. Aile dykiisline gore indeks olgunun kendisinden yas olarak
biiyiik ve kiigiik olan higbir kardesinde PH 6ykiisii olmadig: bilgisi elde edildi. Olmiis
olan anne ve babanin mutasyonlardan biri i¢in tasiyici olmasi beklenirken hangisi
oldugu ve iki mutasyondan birinin yeni olusup olusmadigi sdylenemez. Aileye bu

sonuca uygun genetik danisma verildi.
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Sekil 4-15: Olgu#277'e ait aile agaci, indeks (I11-4)'e ait YND panel-gen testinde saptanan
PRKN ekzon 2’de hemizigotc.125G>C ( p.R42P) mutasyonu ve MLPA testinde
heterozigot ekzon 2-4 delesyon mutasyonunun goriintiisii
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Tablo 4-3: PH iliskili tammlanmis bir mutasyon saptanmayan olgularda gézlenen

varyantlar
W |85 o | | e | o | ronmee poUee | g
169 ? ? APP het. Ex17; ¢.2124C>T; p.G708= s148888161 1 Benign
190 ? ? |cp het. Ex19; ¢.2793A>G; p.L931= | 's34987997 ! Olast Benign
53 - * | MAPT | het. Ex9; c.462G>A; p.P154= 5201046056 ! Olast Benign
67 ? ? | PRKN | het Ex9; c.942G>A, p.R314= 5763015574 ! Olasi Benign
161 ? ? | vps3s | het Exis; c.1881C>T; p.AGo7= | 'S138794859 ! Olasi Benign
108 ) "~ |ecHL | het. Ext; c.68C>T; p.p23L Sszﬂlgzggz ' Toa 0.291 0.125 Olast Benign
241 ? ? | PLA2G6 | het. Ex17; c.2417C>G; p.pgosR | 'S140758033 . Do 1.000 0.997 Olas1 Benign
» ? ? | PLA2G6 | het. Ex15; c.2162T>C; p.v721A | 18775929222 ! T057 0.986 0889 | yyg
170 ? ? | LRRK2 | het. Ex36,c.5178A>G; (p.A1726= | rs200185983 ! Olas1 Benign
138 g * | LRRK2 | het. Ex5; c.446C>G; p.T1495 ik 4 TS50 0.179 0077 T vus
»30 ) . CM960697;
) " |cBA het. Ex9; ¢.1223C>T;p.T408M rs75548401 1 T0.12 0.086 0.021 Olasi Benign
240 ? + CMOEESP. 1 T0.08 0.126 0.141
GBA het. Ex10; c.1301G>C; p.R434p | 15775661835 VUS
242 ? ? 91005403, 1 T0.08 0.126 0.141
GBA het. Ex10; c.1301G>C; p.R434p | 5775661835 VUS
13 - * | DNAJCE | het Ex3; c371C>G; pT124s | 5777685662 L T 0.000 0001 |yys
103 * ~ leak hom. EX21; ¢.2759C>T; p.A920V CALBll;MA . D 0.04 0161 0071 | yus
101 - © | POLG | het Ex21; c.3382C>T; p.R1128C | 179544706 1 D0 L0t 0.999 VUS
8 ) * | SORLL | het. Ex47; c.6419T>C; p.V2140A CALBll;MA ! T(068) 0.008 0008 | yuys
117 - - CM150191; 1 D 0.01 1.000 0.997
SORL1 | het. Ex46; c.6194A>T; p.D2065Y | 15140327834 VUS
12 i ) TH het. Ex13; ¢.1361A>G; p.Q454R CALBll;MA 1 T038 0.523 0.727 VUS
6 ) , | DNAJCI3 | het EX37; c.4262C>T; p.AL421V rs61748102 1 po.01 0.998 0.803 Benign
APOE | het. Ex4; c.940A>C: p.S314R rs61748102 ! T055 0.020 0.009 VUS
- . , |SLCSA3 | het Ex10;c1398C>T; p.N466= rs2270912 1 Olasi Benign
APP het. Ex13; ¢.1604G>A; p.R535H | rs753052785 ! 7095 0.999 098 | yus
107 ) , |POLG | het Ex2;c391T>C;p.Y131H r55628837013 ! 7053 0.895 0424 Tvus
SYNJL | het. Ex3; c.271A>C; p.TO1A CALISMA ! T024 0.158 0085 | vus
130 ) ., | ATP13A2 | het Ex12;c.1130G>A; p.G3T7E CALBILSJMA ! T006 1.000 099 | yus
NPC1 | het. Ex6; c.684C>T; p.D228= rs558452690 ! Olast Benign
159 + + |cp het. Ex16; ¢.2684G>C; p.G895A fgl'\gggggggfi ! D002 1000 1000 Olas1 Patojenik
NOTCH3 | het. Ex33; c.5937C>T; p.A1979= | 1570392715 1 Olast Benign
184 ) , |[PINKL | et Ex7;c.1390C>T: p.R4GAC TANIMLI 1 T0.08 1.000 0.995 VUS
PSEN2 | het. Ex5: ¢.300C>T; p.1100= 5200801915 ! Olast Benign
043 . , | ATPL3A2 | het. Ex25;c.2859G>A; p.T953= 15144557304 ! VUS
GAK het. Ex25; c.3501C>T; p.p1167= | 'S147595555 ! Olasi Benign
- ) , |oAK het. Ex19; c.2151G>A; p.R717= | /5144509628 1 Olasi Benign
LRRK2 | het. Ex8: c.867C>T; p.N289= rs17490713 ! Olasi Benign
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CM960697;
; T0.12 0.086 0.021
GBA het. Ex9; ¢.1223C>T; p.T408M rs75548401 Olast Benign
57 ;
EIFAGL | het. EX10; ¢.831A>G; p.E277= TANIMLI Olasi Benign
PLA2G6 | het. Ex12; c.1614C>T; p.R53g= | 'S378980150 Olas1 Benign
DNAJC13 | het. Ex6; ¢.493T>G; p.T165D 1753475492 T025 0.940 0.368 VUS
CM123107;
; D0.01 0.905 0.426
94 * | SORLL | het. Ex20; c.2771A>G; p.N924s | s377498269 VUS
CM150168; DO 0.996 0.894
LRRK2 | het. Ex4; ¢.356T>C; p.L119P rs33995463 VUS
CMO96654;
; T0.62 0.964 0.625
PRKN het. Ex12; c.1372A>C; p.M458L | 15182893847 VUS
134 +
POLG | het Ex2L; ¢.3382C>T; p.R1128C | 1795544706 Do 1.000 0.999 VUS
FBXO7 | het. Ex7; c.1082A>G; p.D361G | 1765132485 T017 0.994 0.962 VUS
CMO56407;
; T0.49 0.009 0.024
SLC6A3 | het. Ex14; c.1805A>G; p.E602G | 1S147837176 VUS
136 ?
NPC1 | het. Ex6; c.684C>T; p.D228= rs558452690 Olasi Benign
BU
EIF4GL | het. Ex27; c.4006G>A; p.V1336M | CALISMA D 0.02 1.000 0.990 VUS
BU
SMPDL | het. Exl; c.270C>T; p.T90= CALISMA Olasi Benign
162 * | GCH1 | het Ex3; c.506C>G: p.AL69G TANIMLI DO 1.000 0.998 VUS
NOTCH3 | het. Ex17; c.2580C>T; p.N860= | rs201436750 Olasi Benign
BU
GBA het. ExL0; c.1323C>G; p.1441M | CALISMA DO 0.999 0985 | yvus
?
168 * ep het. Ex11; c.2030T>C; p.Le77p | 1149158988 R0 1.000 0.999 VUS
SORLL | het Ex27;¢.3813C>T; p.c1271= | 1940304639 VUS
CMO056983;
; Do 1.000 1.000
PRKN het. Ex10; ¢.1204C>T; p.R402C | rs55830907 VUS
171 ? CM1616540;
GBA het. Ex9; ¢.1224G>A,; p.T408= 15138498426 VUS
PSEN2 | het. Ex5; c.149A>G; p.Q50R rs143501870 T055 0.000 0.000 VUS
UCHL1 | het. Ex9; c.609A>G; p.E203= rs147661219 Benign
TH het. EX13; c.1411G>T; p.A471s | 'S374465917 D0.03 0.992 0990 | vus
CM121726;
194 ? ' T0.14 0.985 0.985
SMPD1 | het. Ex2; ¢.340G>A; p.V114M 15142215226 VUS
NPC1 het. Ex23; c.3561G>T; p.AL1g7= | 825724504 Olasi Benign
PLA2G6 | het. Ex17; c.2417C>G; p.pgosR | 1140758033 Do 1.000 0.997 Olast Benign
ATP13A2 | het. Ex25; c.2859G>A; ;p.T953= | 5144557304 VUS
TH het. Ex6; ¢.594G>T; p.V220= 5544661832 Olasi Benign
245 ? | SORL1 | het Ex24; c.3396C>T; p.1132= | 18957720370 Olasi Benign
LRRK2 | het. Ex16; c.1831G>A: p.G611R | TANIMLI T061 0.974 0.548 VUS
PSEN1 | het Ex7; c578T>G;p.vig3g | 1780461228 Do 0.140 0.160 VUS

(1: hastalik yapic1,?: veriye ulasilamadi, T: Tolere edilebilir, D: Hasarl1)




Tablo 4-4: PH ile iliskili tanimh mutasyon tasimayan olgulardaki varyantlarin
bulunduklari genlere gore degerlendirilmesi
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PH Serideki
o Varyant | Olgularmda |  Allel 1000 | MUTATION | SIFT | POLYPHEN2 | POLYPHEN2
Gen Degisim Bilgisi | Allelsayisi | sayist BAC | Genomes | TASTER | (score) | HUmDIV | Humvar | Intervar
(n=126) | (n=430)
APP het. Ex17; ¢.2124C>T; p.G708= | rs148888161 1 1 0.0020/248 | 0.0028/14 Zararh Benign
DNAJC13 | het. Ex37; ¢.4262C>T; p.A1421V | rs61748102 1 3 0.0177/2140 | 0.0128/64 Zararh D 0.01 0.998 0.803 Benign
UCHL1 het. Ex9; ¢.609A>G; p.E203= | rs147661219 1 2 0.0011/120 | 0.0020/10 Zararh Benign
Olasi
cP het. Ex19; ¢.2793A>G; p.L931= | rs34987997 1 2 0.0021/257 | 0.0010/5 Zararh Benign
Olasi
EIF4G1 het. Ex10; ¢.831A>G; p.E277= TANIMLI 1 1 Zararh Benign
Olasi
GAK het. Ex25; ¢.3501C>T; p.P1167= | rs147555555 1 1 0.00008/9 Zararh Benign
Olasi
GAK het. Ex19; ¢.2151G>A; p.R717= | rs144509628 1 2 0.0003/31 | 0.0002/1 Zararh Benign
CM011337; Olast
GCH1 het. Ex1; ¢.68C>T; p.P23L 1541298432 1 3 0.0068/54 | 0.0016/8 Zararh T0.44 0.291 0.125 Benign
Olasi
LRRK2 | het. Ex36;c.5178A>G; :p.A1726= | rs200185983 1 2 0.00006/7 Zararh Benign
Olasi
LRRK2 het. Ex8; ¢.867C>T; p.N289= rs17490713 1 1 0.0038/461 | 0.0162/81 Zararh Benign
Olasi
MAPT het. Ex9; ¢.462G>A; p.P154= | rs201046056 1 1 0.0002/23 | 0.0004/2 Zararh Benign
Olasi
NOTCH3 | het. Ex33; ¢.5937C>T; p.A1979= | rs570392715 1 1 0.0001/16 | 0.0002/1 Zararh Benign
Olasi
NOTCH3 | het. Ex17; ¢.2580C>T; p.N860= | rs201436750 1 1 0.0010/22 | 0.0006/3 Zararh Benign
Olasi
NPC1 | het. Ex23; ¢.3561G>T; p.A1187= | rs55724504 1 2 0.0025/302 | 0.0022/11 Zararh Benign
Olast
PRKN het. Ex9; ¢.942G>A; p.R314= 5763015574 1 2 0.00003/4 Zararli Benign
Olast
PLA2G6 | het. Ex12; c.1614C>T; p.R538= | rs373930150 1 2 0.0001/13 Zararh Benign
Olast
PSEN2 het. Ex5; ¢.300C>T; p.1100= rs200801915 1 1 0.0001/14 | 0.0004/2 Zararh Benign
Olast
SLC6A3 | het. Ex10; c.1398C>T; p.N466= | rs2270912 1 1 0.0018/216 | 0.0046/23 Zararh Benign
BU Olast
SMPD1 het. Ex; ¢.270C>T; p.T90= CALISMA 1 1 Zararh Benign
Olast
SORL1 het. Ex24; ¢.3396C>T; p.11132= | rs957720370 1 1 Zararli Benign
Olast
TH het. Ex6; ¢.594G>T; p.v229= | rs544661832 1 1 0.0003/25 | 0.0006/3 Zararli Benign
Olast
VPS35 | het. Ex15; c.1881C>T; p.A627=_| rs138794859 1 1 0.0001/14 Zararh Benign
CM960697; Olast
GBA het. Ex9; ¢.1223C>T; p.T408M | rs75548401 2 3 0.0066/766 | 0.0018/9 Zararh T0.12 0.086 0.021 Benign
Olast
NPC1 het. Ex6; ¢.684C>T; p.D228= | rs558452690 2 2 0.00005/6 | 0.0002/1 Zararh Benign
Olast
PLA2G6 | het. Ex17; c.2417C>G; p.P80BR | rs140758033 2 3 0.0019/64 | 0.0030/15 Zararh D0 1.000 0.997 Benign
APOE het. Ex4; ¢.940A>C; p.S314R 1561748102 1 1 0.0177/2140 | 0.0128/64 Zararh T 0.55 0.020 0.009 VUS
APP het. Ex13; ¢.1604G>A; p.R535H | rs753052785 1 1 0.000008/1 Zararli T0.95 0.999 0.983 VUS
BU
ATP13A2 | het. Ex12; ¢.1130G>A; p.G377E | CALISMA 1 1 Zararli T0.06 1.000 0.999 VUS
ATP13A2 | het. Ex25; c.2859G>A; p.T953= | rs144557304 2 2 0.0011/130 | 0.0004/2 Zararh VUS
cp het. Ex11; ¢.2030T>C; p.L677P | rs149158988 1 1 0.00005/6 Zararh D0 1.000 0.999 VUS
DNAJC13 |  het. Ex6; c.493T>G; p.T165D | rs753475492 1 1 Zararh T0.25 0.940 0.368 VUS
DNAJC6 het. Ex3; ¢.371C>G; p.T124S | rs777685662 1 1 0.00002/2 Zararli T0.23 0.000 0.001 VUS
BU
EIF4G1 | het. Ex27; ¢.4006G>A; p.V1336M | CALISMA 1 1 Zararh D 0.02 1.000 0.990 VUS
FBXO7 | het. Ex7;c.1082A>G; p.D361G | rs765132485 1 1 0.0001/17 Zararh T0.17 0.994 0.962 VUS
BU
GAK hom. Ex21; ¢.2759C>T; p.A920V | CALISMA 2 1 Zararh D 0.04 0.161 0.071 VUS
BU
GBA het. Ex10; ¢.1323C>G; p.1441M | CALISMA 1 1 Zararh D0 0.999 0.985 VUS
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CM1616540;
GBA het. Ex9; ¢.1224G>A; p.T408= | 15138498426 0.0004/41 Zararly VUS
CMO005403;
GBA het. Ex10; ¢.1301G>C; p.R434p | s775661835 0.000008/1 Zararli T0.08 0.126 0.141 VUS
GCH1 het. Ex3; ¢.506C>G; p.A169G TANIMLI Zararl DO 1.000 0.998 VUS
CM150168;
LRRK2 het. Ex4; ¢.356T>C; p.L119P 1533995463 0.0013/156 | 0.0008/4 Zararh DO 0.996 0.894 VUS
LRRK2 het. Ex5; ¢.446C>G; p.T149S | rs199567598 0.00002/3 Zararl T0.47 0.179 0.077 VUS
LRRK2 | het. Ex16;c.1831G>A; p.G611R | TANIMLI Zararl T0.61 0.974 0.548 VUS
CMO096654;
PRKN het. Ex12; ¢.1372A>C; p.M458L | 1s182893847 0.0003/33 | 0.0014/7 Zararh T0.62 0.964 0.625 VUS
CMO056983;
PRKN het. Ex10; ¢.1204C>T; p.R402C | rs55830907 0.0020/243 | 0.0022/11 Zararh D0 1.000 1.000 VUS
PINK1 het. Ex7; ¢.1390C>T; p.R464C TANIMLI Zararl T0.08 1.000 0.995 VUS
PLA2G6 | het. Ex15; ¢.2162T>C; p.V721A | rs775929222 0.00002/2 Zararl T057 0.986 0.889 VUS
POLG | het. Ex21; c.3382C>T; p.R1128C | rs755544706 0.00003/4 Zararl DO 1.000 0.999 VUS
PSEN1 het. Ex7; ¢.578T>G; p.V193G | rs780461228 0.000008/1 Zararl DO 0.140 0.160 VUS
PSEN2 het. Ex5; ¢.149A>G; p.Q50R | rs143501870 0.0002/26 Zararl T 055 0.000 0.000 VUS
CMO56407;
SLC6A3 | het. Ex14; c.1805A>G; p.E602G | rs147837176 0.0007/32 | 0.0004/2 Zararh T0.49 0.009 0.024 VUS
CM121726;
SMPD1 | het. Ex2; c.340G>A; p.vilam | 15142215226 0.0008/92 | 0.0006/3 Zararh T0.14 0.985 0.985 VUS
BU
SORL1 | het. Ex47; ¢.6419T>C; p.V2140A | CALISMA Zararl T (0.68) 0.003 0.003 VUS
CM123107;
SORLL | het. Ex20; ¢.2771A>G; p.N924S | rs377498269 0.00004/5 Zararh D 0.01 0.905 0.426 VUS
CM150191;
SORL1 | het. Ex46; c.6194A>T; pD2065V | 1s140327834 0.0028/338 | 0.0008/4 Zararli D 0.01 1.000 0.997 VUS
SORL1 | het. Ex27; ¢.3813C>T; p.C1271=_| rs540304639 0.00004/5 Zararh VUS
BU
SYNJ1 het. Ex3; ¢.271A>C; p.T91A CALISMA Zararl T0.24 0.158 0.065 VUS
BU
TH het. Ex13; ¢.1361A>G; p.Q454R | CALISMA Zararl T0.38 0.523 0.727 VUS
TH het. Ex13; ¢.1411G>T; p.A471S | rs374465917 0.00010/12 Zararl D 0.03 0.992 0.990 VUS
CMO66769; Olast
cp het. Ex16; ¢.2684G>C; p.G895A | rs139633388 0.0015/177 | 0.0008/4 Zararh D 0.02 1.000 1.000 Patojenik

(T: Tolere edilebilir, D: Zararl)
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5. TARTISMA

Norodejeneratif bir hastalik olan PH, OD, OR, X’e bagh resesif ya da
multifaktoriyel kalittm gdsterir ve olgularin  %5-10'unda monogenik kalitim
gozlenmektedir. Hastaligin goriilme siklig1 yastan bagimsiz olarak 100.000'de 13.4, bir
insanin Omrii boyunca hastalik gelistirme riski ise %1-2 olarak bildirilmektedir.
Ilerleyen yasla goriilme sikligi artmakla birlikte, erken baslangichh formlar1 da
bulunmaktadir. Gilintimiizde PH iligkili 23 lokus ve bu lokuslarda yer alan 19 gen
tanimlanmis olup genom boyu calismalarla her gecen giin hastalik iligkili yeni genler

tanimlanmaya devam etmektedir (6).

Hastaligin genetik etiyolojisinin aydinlatilmasi, klinik agidan heniiz tedaviyi
yonlendirmese de prognoz hakkinda bilgi saglamakta, hastaya ve ailesine verilecek
genetik danismay1 belirlemektedir. OD ve OR genlerin saptanmasi durumunda genetik
danismada klasik riskler verilebilirken, multifaktoriyel veya iliskili genin
belirlenemedigi olgularda riskin topluma gore 2.7 ile 3.5 kat arttigi, bu bireylerin
Omiirleri boyunca hastaliga yakalanma riskinin %3 -7 arasinda degistigi bilgisi
verilebilmektedir (5). Hastalik iligkili mutasyon/genin saptanmasi durumunda aile
bireylerinde presemptomatik tani olanagi dogmaktadir. Hastaligin etyopatogenezinin

aydinlatilmasina yonelik arastirmalar, iligkili metabolik yolaklarin belirlenmesine ve

daha etkin ilaglarin ve genetik tedavilerin gelistirilmesine olanak saglayacaktir.

Bu tez calismasinda, klinik agidan PH tanisi alan hastalarda tan1 amaglh hedef
genlerin YND panel-gen testi ve es zamanli MLPA analizleri ile incelenerek, kendi
popiilasyonumuza ait mutasyon oranlarini saptamak, mutasyon bulunmayan uygun
ailelerde ise tiim ekzom caligmalariyla yeni genlerin arastirilmasi planlanmisti. Tiim
ekzom ¢alismas1 i¢in uygun olgular belirlenmis olmasina ragmen iist kusaklarin ve
kardeslerin c¢ogu zaman hayatta olmamalar1 sebebiyle klinik degerlendirilme
yapilamamis ve DNA eldesine uygun materyale ulasilamamis ya da aile iiyeleri

calismaya katilmay1 kabul etmediklerinden bu ¢alisma gergeklestirilememistir.

Literattirde PH ile iligkili genlerin biiyiik cogunlugunda DNA dizi analizleri ile
saptanabilen kii¢iik mutasyonlar ve DJ1, ATP13A2, PINK1, SNCA, PRKN, LRRK2 ve
GCHL1 genlerinde biiyiik delesyon ve duplikasyonlarin bulundugu bildirilmistir (5). PH

olgularinda monogenik kalittim uyumlu genlerde mutasyon orant %5-10 (6) arasinda



79

bildirilirken, serimizde bu oran %23,8 olarak saptandi. Ulkemizde yapilmus
calismalarda da bu oranin yiiksek (%16,9) oldugu gézlenmektedir (241). Bunun sebebi
literatiirde de belirtildigi gibi toplumumuzda akraba evliliklerinin siklig1 nedeniyle OR
kalitiml1 genlerde saptanan mutasyonlardir. Tiirkiye genelinde akraba evliligi oran1 %21
iken bu oran ¢alisma grubumuzda %39,5 mutasyon saptananlar i¢inde ise %93 idi.
Nitekim, serimizde mutasyon saptanan genlerden ii¢ii OR kalitim, biri ise OD kalitim

gostermekteydi.

Literatiirde genlere goére bildirilen delesyon ve duplikasyonlar ile nokta
mutasyonlarin oranlar1 serimizdeki oranlarla karsilastirildiginda (Sekil 5.1), serimizde
PINK1, VPS35, LRRK2, ATP13Al, GCH1, SLC6A3 ve UCHL1l genlerinde hig
mutasyon saptanmadigi goslenmektedir PRKN geninde saptanan mutasyon oranlari ve
tiplerinin literatiir ile uyumlu oldugu, SNCA ve DJ1 geninde biiyiilk mutasyonlarin
serimizde literatiire gore daha yiiksek oranda bulundugu goriilmektedir. Literatiirde
siklikla nokta mutasyonu saptandigi bildirilen VPS35, LRRK2, ATP13A2, SLC6A3 ve
UCHL1 genlerinde ve delesyon/duplikasyon saptandigi bildirilen GCH1 geninde,
serimizde mutasyon saptanmamis olmasi olgu saymmzin azlhigi ile agiklanabilir.
Literatiir ile uyumlu olarak FBX07 genindeki mutasyonlarin tiimii dizileme yontemi ile

saptanabilecek nitelikte bulunmustur.

100
80 —H— 11— 1+—H-3 ——
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en —H 1 N | 1 . Literatiir Del/Dup

Literatiir Nokta

40 1 — 118 —f—

SeriDel/Dup
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2

Sekil 5-1: PH'nda saptanan mutasyon tiplerinin genlere gore dagilimi. Lill ve ark.
(242)yaymmindan degistirilerek ve serimizdeki bilgiler eklenerek hazirlanmistir.
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Serimizde en yiiksek mutasyon orani PRKN geninde (%14.3) saptanmisti (Tablo
4.1). Literatiirde PRKN genine ait 317 mutasyon bildirilmistir (HGMD, 26.06.2018).
Serimizdeki 9 olguda bu mutasyonlardan 9’u goézlenmistir. Mutasyonu belirlenebilen
EB-PH olgularinin %49’unda goriildiigi bildirilen (6) PRKN mutasyonlari, serimizdeki
EB-PH olgularin %64,2’inde bulunmustur ki bu sonu¢ yiiksek akraba evliligi ile
aciklanabilir. Diger toplumlarda <%]1 altinda yani nadir olarak bildirilen (5) OR
kalitimli PRKN geninin serimizde tiim PH olgularinin %14,3’linde mutasyon saptanmis
olmasi, Tirkiye’den sunulan baska calismalarda da bu oranin %4 ila %18,6’sinda
bulunmus olmasi (241, 243, 244), toplumumuzdaki PH olgularinda PRKN geninin
mutasyon frekansimin yiiksek oldugunu gostermektedir. PRKN genindeki mutasyon
oraninin yillar i¢inde yiikseliyor olmasi ise bu gende hem biiyiikk hem de kiigiik
mutasyonlar1 saptamada teknolojinin rezoliisyon ve hiz ac¢isindan ilerlemesi ile
paralellik gdstermektedir. Ilk olarak, PRKN geni ile iligkili 1998 yilinda Kitada ve
ark.’nin (1998) (66) yayinladigi ve proteini i¢in “’Parkin’’ isimlendirilmesi yapilan
calismada OR-PH tasiyan 5 ailede D6S305 ve D6S253 markorleriyle ekzon 4 ve 5-7’yi
iceren delesyonlar saptanmisti. Aym1 yil yaymlanan diger calismalarda (245, 246)
mikrosatellit markdorleriyle genin farkli ekzonlarini iceren delesyonlar bildirilmisti.
llerleyen yillarda MLPA tekniginin kullanilmasiyla (247) ekzon del/dup saptanma

oranlar1 artmistir.

Olgu#190°da homozigot olarak saptanan PRKN geni ekzon 2 delesyonu ilk
olarak Liicking ve ark. (2000) (248) tarafindan tanimlanmistir. Bu ¢alismada 73 aileden
izole ve ailevi 152 etkilenmis ve 53 etkilenmemis birey incelenmis ve ¢esitli kiigiik ve
bliylik mutasyonlar saptanan olgular arasinda klinik fark olmadigi, akraba evliligi
bulunan izole veya ailevi olgularda mutasyon orani yakin (%50 ve %62) bulundugu
bildirilmistir. Olgularimizin ikisinde (Olgu#15 ve Olgu#157) homozigot olarak
saptanan tigiincii ekzon delesyonu ilk olarak 1998 yilinda Liicking ve ark. (1998) (245)
tarafindan biri Fransiz digeri Portekizli iki ailede bildirilmisti. Yazarlar, bu mutasyonu
tastyan olgularm, serilerindeki nokta mutasyonu tasiyan olgulara oranla daha diigiik
frekansta tremorlar1 ve daha agir bir klinik tablolar1 oldugunu ve ailelerinin akraba
evliligi yapmadigini belirtmistir. Akraba evliligi bulunan iki ailemizden birindeki
olgulardan Olgu#157 tremor bildirilmezken, Olgu#15’de tremor bulgusu mevcuttu.
Baba ve babaannesinde de PH bulunan bu olguda, YND panel incelemesinde AH ile

iligkili APP geninin 18. ekzonunda daha 6nce tanimlanmamus, in silico incelemelerde
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“’olas1 patojenik’’ sinifinda degerlendirilen ¢.2234A>G (p.E745G) degisimi homozigot
olarak saptanmisti. PH ile AH’nin birlikteligini degerlendiren Burns ve ark. (2009)
(249), parkin proteinin proteozomal aktiviteyi arttirarak APP geninin kodladig:
proteinin kesim iriinlerinden olan ve hastalikla iliskilendirilen alfa- beta-42
fragmanlarini temizledigini bildirmistir. APP geninin heterozigot mutasyonlar1 AH ile
iliskilendirilmekte, bilhassa proteinin alfa-beta kismimi kodlayan 16. ve 17.
ekzonlarinda hastalik ile iliskili mutasyonlar tanimlanmaktadir (250). Bu bdlgeler
disindaki mutasyonlarla ilgili bir calismada (251), serimizde saptanan degisimin
koordinatlarina yakin, heterozigot durumda bir degisim saptanmis ancak bu varyantin
kontrol grubunda da gozlendigi bildirilerek varyant “olast patojenik” grubunda
degerlendirilmistir. Ik olarak serimizde Olgu#15°de gozlenen APP geni ekzon 18
varyantinin klinik etkisinin (PH ve AH ac¢isindan) arastirilmasinda aile i¢i segregasyon
caligmalarinin katkis1 olacaktir. Demans paneli igerisinde degerlendirilen 430 allellik
kontrol grubumuzda sadece bu olguda gozlenen bu varyantin hastalikla iligkili olmasi1 ya

da klinik bulgular agirlastirmast beklenmektedir.

Olgu#157'de tanimli PRKN gen mutasyonun yani sira SYNJ1 geninde ekzon 4 de
tanimli ¢:406C>T (p.R136*) heterozigot mutasyonu saptanmisti. Bu mutasyonu
homozigot olarak tasiyan olgularda (252) epileptik ataklar ve tau patolojisi
tanimlanmistir. Olgumuz ise degisimi heterozigot olarak tasimakta ve benzer bulgu
gostermemektedir. Ancak bu varyantin PH klinigine etkisi bilinmemektedir. Ailedeki
etkilenmis bireylerde de bu varyantin varlig1 aragtirilarak klinik etkisinin arastirilmasi

literatiire katk1 saglayacagi kanisindayiz.

Olgu#86°‘da saptanan PRKN geni ekzon 3 ve 4’0 kapsayan homozigot
delesyonu, Kobayashi ve ark. (2000) (253) tarafindan, diskinezi ve levadopaya iyi
cevap veren bir olguda saptanmisti. Olgumuzun klinik bulgulart da bu olgu ile uyumlu
idi (Tablo 4.2). Aile agaci1 incelemelerinde olgunun anne ve babasinin ayni kdyden olup,
abisinde ve halasinin iki cocugunda da PH oldugu belirlenmisti. Aile agaci incelemeleri
ile olas1 etkilenmis bireyler belirlenerek homozigot mutasyonlu bireylerin erken tedavi

sans1 olabilecegi bilgisi genetik danigma ile verildi.

Serimizde PRKN ile iligkili tanimlanmig 5 farkli nokta mutasyonu (Olgu#17,
Olgu#54, Olgu#71, Olgu#105 ve Olgu#277) (Tablo 4.2) saptanmisti. Olgu#17 de 2.
ekzonda homozigot olarak bulunan c¢.167T>A (p.V56E) yanlis anlamli mutasyon,



82

literatiirde sadece biri Ispanyol digeri Kolombiya’li 6 kusakli biiyiik bir ailede C212Y
ile birlikte birlesik heterozigot formda bildirilmistir (254, 255). Pineda-Trujillo ve ark.
(2006) (255), C121Y mutasyonunun 15-17 kusaktir Kolombiya’da bulunan Ispanya
kokenli bireylerde bulundugunu ileri stirmiistiir. Bizim olgumuzda ise homozigot olarak
saptanan V56E mutasyonunun kokenini  belirlemek miimkiin  olamamustir.
Populasyonumuzda bu mutasyonun tekrar saptanmasi durumunda STR markorleri ile

ortak atanin arastirilmasi diisiiniilebilir.

Olgu#54°de saptanan 8. ekzonda homozigot ¢.931C>T (p.Q311*) anlamsiz
mutasyon, literatiirde 1998 yilinda Hattori ve ark. (1998) (256) tarafindan akraba
evliligi olan bir Tiirk hastada tanimlanmisti. Bu olguda JB PH gozlenirken olgumuzda
bulgular 38 yaslarinda basladigindan EB-PH grubunda degerlendirilmistir. Benzer PH
bulgular1 gosteren ablasinda ise molekiiler calisma tamamlanmamistir. Olgunun diger 5
kardesinde ise herhangi bir klinik bulgu bulunmadigindan molekiiler ¢alisma heniiz
planlanmamistir. Ancak aile, akraba evliligi yapilmasi durumunda tastyicilik agisindan

bireylerde test yapilmasinin miimkiin oldugu konusunda bilgilendirilmistir.

Olgu#71° de gozlenen PRKN genindeki kirpilma hatasina yol agcan homozigot
€.1083+1delG mutasyonu Ghazavi ve ark. (2011) (257) Iranli akraba evliligi olan bir
olgu ve kardesinde bildirilmistir. Bu olgunun Juvenil tipte olmasi, tremor ile postural
insitabilite bulgularinin  varligi ile olgumuzun kliniginden farklihik (EB-PH)
gostermektedir. Olgu#71’in aile agaci incelendiginde ailesinin ayni kdyden gelmesi ve
benzer bulgulari olan abisi nedeniyle akraba evliligi olasilig1 diislinlilmiistii. Etkilenmis
agabey ayni mutasyonu homozigot olarak tasimaktaydi ve akraba evliligi yapmisti. Bu
nedenle genetik danismada kendi ¢ocuklarinda da bu hastalik i¢in artmis risk bulundugu
bilgisi paylasildi. Bu mutasyonun yani sira indeks olguda NOTCH3 geninin 33.
ekzonunda heterozigot saptanan c.6061G>A (p.V2021M) degisiminin literatliirde nadir
varyant olarak tanimli oldugu ve in silico analizde "VUS" olarak degerlendirildigi
belirlendi. NOTCH3’iin OD kalitimli CADASIL hastaligindan sorumlu oldugunun
bilinmesi hastaligin 6nemli bulgularindan biri olan migrenin bizim olgumuzda 45
yasindan itibaren goriiliiyor olmast bu iki farkli hastaligin ortiisen bir bulgusu gibi
diisiiniilse de olgumuzda ak madde degisimlerinin olmamasit bu olast birlikteligi
dislayan durumlar olarak degerlendirilmistir. Olgunun ak madde degisimleri agisindan

takip edilmesi s6z konusu varyantin klinige etkisi hakkinda katki saglayacaktir



83

Olgu#105°de bulunan PRKN genindeki ekzon 2 c.79_81delAAG (p.K27del)
mutasyonu ilk olarak 2012 yilinda (243) Tirkiye’den akraba evliligi olan bir ailede
tanimlanmistir. Bu olgu, klinik bulgular ile de olgumuzla benzerlik gostermektedir.
Etkilenmis oldugu bildirilen iki dayisinin molekiiler analizleri ailenin ¢alismaya

katilmamasi1 nedeniyle yapilamamuistir.

Olgu#277'de  PRKN geninde ekzon 2'de saptanan c¢.125G>C (p.R42P)
mutasyonu, ekzon 2-4 delesyonu ile birlesik heterozigot formda idi. Liicking ve ark.
(2000) (248) PRKN igin nokta mutasyonu gibi kii¢iik mutasyonlarin delesyon ve
duplikasyon gibi biiyiik mutasyonlarla birlesik heterozigot formda goriilmesi ilk olarak
Italyan bir ailede gosterilmistir. Olgumuzda goriilen birlesik heterozigot mutasyonlar ise
Morais ve ark. (2016) (258) tarafindan akraba evliligi ve aile Oykiisii olmayan 31
yasindaki bir olguda bildirilmistir. Olguda yapilan YND incelemelerinde, LRRK2
genine ait daha once tanimlanmamis ve “°VUS”’ olarak degerlendirilen yanlis anlamli
bir degisim ile SORL1 geninde ilk tanimlandig1 yillarda PH ile iliskisi oldugu diisiiniilen
ancak sonraki caligmalarla zararsiz olarak nitelendirilen iki varyant saptandi (Tablo
4.2). LRRK2'deki degisimin aile i¢i segregasyon analizleri ile arastirilmasi, etkisinin

anlasilmasina katki saglayabilir.

Serimizde ikinci en stk mutasyon saptanan gen, %4,8 orani ile SNCA idi.
Literatiirde tiim PH olgularinin %1-2’sinde  SNCA geni mutasyonu saptandigi
bildirilmektedir (241). Tiirkiye’den bugiline kadar bu gende 2 olguda tiim ekzonlari
kapsayan duplikasyon mutasyonu bildirilmistir (241). Serimizde ise ii¢ olguda
duplikasyon mutasyonu (Olgu#7, Olgu#119, Olgu#263) saptanmasina karsin, nokta
mutasyonuna rastlanmamistir. GB-PH grubundaki Olgu#7'de genin tiim ekzonlarini
iceren heterozigot duplikasyon 2004 de Singleton ve ark. (62) tarafindan tanimlanmisti.
Mutasyonlu olgularda PH'ya 6zgii tiim kardinal bulgular goriiliirken olgumuzda tremor
ve postural instabilite gozlenmemisti. Olgunun benzer klinik bulgular: tagiyan ablasinda
da ayn1 mutasyon saptanmistir. Etkilenmis bu iki kardesin YND analizlerinde
olgumuzda GBA geninde ekzon 6 da Gaucher hastalig: ile iligkisi bilinen heterozigot
c.497A>t (p.D166V) degisimi saptanirken ablasinda bulunmamistir (Tablo 4.2). Olgu
ve ablasinda saptanan bir diger degisim NOTCH3 geninde gosterilen ve oOnceki
literatiirlerde hastalik iliskili oldugu 6ne siiriilen bir mutasyonun (c.509A>G; p.H170R)
varligi idi. Iki olgu klinik agidan incelendiginde CADASIL hastaligma dair klinik bir
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bulgu tasimadiklar1 belirlendi. En yeni veritabanlarinda (HGMD) da bu degisim artik
patojenik degil nadir bir varyant olarak yorumlanmaktadir. Literatiirde SNCA
duplikasyonunu homozigot olarak tasiyan bireylerin kliniginin daha agir oldugu
(olgulardan birinde bulgular 25 yaslarinda baslayip 48 yasinda kaybedilmis)
bildirilmistir (91, 259). Serimizde EB-PH grubunda bu duplikasyonu homozigot olarak
tagiyan Olgu#119 ve Olgu#263'de de hastalik seyrinin bir once anlatilan heterozigot
olguya gore daha hizli olmasi literatiirle uyumlu bulunurken, her iki olgunun hastalik
baslangi¢ yasinin literatiirdeki olgunun aksine daha ileri yasta baslamis olmas1 (39 ve 35

yas) literatiirle uyumsuz bulunmustur; olgularimiz heniiz (45 ve 42 yas) hayattadirlar.

Serimizde %3.2 orani ile FBXO7’geni en sik mutasyon saptanan genler i¢inde
liclincii sirada yer almistir. Bu giine kadar gende sadece nokta mutasyonlari tanimlanmis
bliylk mutasyonlar gosterilmemistir (242). Ebeveynleri yakin koylerden olan
Olgu#160'da saptanan 9. ekzonda ¢.1492C>T (p.R498*) anlamsiz mutasyon, daha dnce
6 farkl1 calismada (110, 260-264) bildirilmistir. Italyan’dan ) akraba evliligi bilinmeyen
ancak mutasyonu homozigot tasidigi gosterilen olguda da olgumuz gibi JB-PH ve
benzer klinik seyir tanimlanmistir(110). Pakistan ile Tiirkiye’nin Giineydogu Anadolu
bolgesinden olgularin bildirildigi diger calismalarda da bu mutasyonu homozigot
tasiyan olgularin agir bir hastalik seyri ile 30’lu yaslarda kaybedildikleri bildirilmistir.
13 yasinda hastalik bulgular1 baslayarak 28 yasinda kaybedilen bir ablas1 bulunan ve 14
yasinda iken bulgular1 baslayan olgumuz heniiz 22 yasindadir. Olgumuzda ek olarak
frontotemporal demans ile iliskili MAPT geninde degisim gosterilmis (tablo 4.2) olsa da
klinik bulgularin ortaya ¢ikmasi i¢in (40-60 yas) olgumuz heniiz ¢ok gengtir (265).

Olgu#255'de ekzon 1 deki c.101T>G(p.L34R) mutasyonu literatiirde ilk defa
2015 yilinda Lohmann ve ark. (2015) (263) tarafindan akraba evliligi yapan Tiirk bir
ailenin iki bireyinde tanimlanmistir. Olgumuz, bu olgularla benzer sekilde EB-PH
grubunda degerlendirilmistir. YND analizinde ek olarak cocukluk cagi distoni ile
iligkilendirilen GCH1 geninde tanimli bir degisim saptanmistir (tablo 4.2). Literatiirde
degisim ilk yillarda patojenik olarak degerlendirilmekle birlikte, sonraki yillarda
"benign" olarak yorumlanmistir. Olgumuzda da distoni bulgusunun olmamasi degisimin

zararsiz oldugunu desteklemektedir.
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Serimizde mutasyon saptanan genler arasinda %1,6 ile dordiincii sirada yer alan
DJ1geninin HGMD’de tanimli 30 varyanti bulunmaktadir. PH olgularinda DJ1 geni

mutasyon saptanma orani nadir olarak tanimlanmaktadir (5).

Olgu#85'de saptadigimiz DJ1 geninin 1-5 ekzonlar1 kapsayan homozigot
delesyon, Bonifati ve ark. (2003) (84) tarafindan akraba evliligi bulunan Hollandali bir
ailede tanimlanmigtir. Ancak klinik bulgular acisindan tremor ve postural insitabilite
gozilkmemesiyle olgumuz bu olgu ile farklilik géstermektedir. Daha 6nce Tiirkiye’den
olgularin yer aldigi 3 calismada 5 olguda (iicii aym aileden) 3 farkli mutasyon

tanimlanmistir (244, 266, 267).

Literatiirde en siklikla mutasyon saptanan gen LRRK2 geni olmasina karsin
serimizde bu gende mutasyon saptanmamis olmast ilgi c¢ekicidir. Bu gen
mutasyonlarinin PH olgularinda goriilme sikligt %1 olarak bildirmekle birlikte, en
siklikla Kuzey Afrika Araplarinda (sporadik olgularda %36, ailevi olgularda %42)
gosterilmistir (268). Tiirkiye olgu serilerinde mutasyon oranit “ender” olarak (269)
tanimlanmis, ancak son c¢alismada %]1.1 olarak bildirilmistir (241). Calisma
grubumuzda LRRK2 geninde tanimli herhangi bir mutasyon saptanmamasi olgu
grubumuzun yeterli biyliklikte (n=63) olmamasi, LRRK2 mutasyonlarmin geg
baslangicli formlarla iligkili olmasina karsin olgu grubumuzun 6nemli bir kisminin
(50/63) EB- PH grubunda yer almasi ile agiklanabilir. YND incelemelerinde patojenik
mutasyonu bulunmayan 5 farkli bireyde LRRK2 geninde 5 varyant saptanmisti. Hepsi
taniml1 bu varyantlardan biri izole, bir digeri ise GAK geninde saptanan tanimli ve
sessiz bir varyantla (olast benign) birlikte bulunan sessiz degisimlerdi. Geri kalan
tanmiml1 3 varyant in silico incelemelerde ’VUS’’ olarak degerlendirilmis olan yanlis
anlaml degisimlerdi. Bu varyantlarin tek tek ya da klinik agidan genetik bir yiik getirip
getirmedigininarastirilmast i¢in aile ici segregasyon ¢aligmalarinin yapilmasi ve daha

biiyiik olgu gruplarmin ¢alisiimasi gerekmektedir.

Hastalik iligkili tanimlanmis bir mutasyonu olmayan 48 olgudaki YND filtre
islemlerinin ardindan in silico analizler sonucunda 3’ii "benign", 22’si "olas1 benign",
33’1 "VUS',' biri de "olas1 patojenik" varyant saptanmisti (Tablo 4.4). Kalitim modeli ile
uygun varyantlarin klinik etkilerinin arastirilmasi agisindan bu ailelerde segregasyon

analizi yapilmas1 uygun olacaktir ve sonuglar literatiire katki saglayacaktir.
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CP, serebellar ataksi ve aseruloplazmi ile iliskilendirilen OR bir gendir. Ancak,
parkinsonizm, diabetis mellitus bulgulari da gozlenen aseruloplazmi tanili Japon bir
olguda 1. ekzonunda bir bazlik homozigot delesyon saptanmasi nedeniyle YND
paneline alimmisti (136). Olgularimizdan birinde farkli bir “’olasi patojenik’’ olarak
degerlendirilen varyant heterozigot formda gozlendi (Tablo 4.4) ve kaliim kalibina
uymamasi nedeniyle PH iliskili olamayacag: diisiintildii. Bu olguda CADASIL iligkili
OD NOTCH3 geninde de “olasi zararsiz” bir varyant da saptanmisti. Farkli genlerdeki
varyantlarin karsilikli etkilerinin arastirilmasi agisindan bu olgularin ve bilgilerin

izlenmesi gerekmektedir.

Hastalik iligkili tanimlanmig bir mutasyonu olmayan olgularda saptanan
varyantlardan 34’ intervar analizi ile VUS grubunda degerlendirilmisti. Varyantlarin
7’si ilk olarak bu calismada saptanmis ve bunlardan dordi PH iliskili dort gende (GBA,
ATP13A2, SYNJ1, EIF4G1) gozlenen yanlis anlamli degisimlerdi.

Gaucher hastaligi ile iliskili OR GBA geninde saptanan varyantin in silico
incelemelerde "VUS" olarak degerlendirilmesinin sebebi, daha 6nce tanimli olmamasi,
gendeki heterozigot degisimlerin PH iligkili olarak bildirilmesi ve varyantin bulundugu
kodonun hastalik iliskili hot spot noktada bulunmasidir. GBA heterozigot varyantlari,
GB-PH grubunda gozlenmekte ve lizozomal islevlerin bozulmasina yol agarak
hastaligin ortaya ¢ikmasina neden oldugu disiiniilmektedir. EB-PH grubundaki
hastamizda bu varyantin segregasyon analizleri ile degerlendirilmesi literatiire katki

saglayacaktir.

OR ATP13A2 geni de GBA gibi lizozomal fonksiyonlarda gorevlidir. Homozigot
mutasyonlarmin tipik ve EB-PH da goriiliir. Ancak, Di Fonzo ve ark. (2007) (41) EB-
PH hastalarinda heterozigot mutasyonlar gostermisler ve bunlarin da hastalikla iliskili
olabilecegini ileri siirmiiglerdir. Bu gende saptadigimiz missense varyantin PH ile
iliskili tanimli bagka bir mutasyona yakin bolgede yer almasi ve daha Once
tanimlanmamis olmasi sebebiyle in silico analizlerde "VUS" olarak degerlendirilmistir.
Bu sonug Di Fonzove ark.’ nin goriisiinii desteklemis, ancak olgumuzun benzer bulgular
gosteren bir kuzeni ile kendinden kiiclik ve bulgu gostermeyen 5 kardesinde
segregasyon analizi, varyantin heterozigot formlarmin klinik iliskili olup olmadigini

degerlendirme konusunda 6nemli olacaktir.
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OR SYNJ1 geninde saptanan varyant (Tablo 4.4) daha 6nce tanimlanmamis ve in
silico degerlendirme programlar1 tarafindan “zararli mutasyon” olarak bildirilmis
olmasindan dolay1 "VUS" olarak degerlendirilmistir. SYNJ1 mutasyonlarinin homozigot
formlariin PH iliskisi literatlirde tanimlanmis, ancak heterozigot varyantlarin da iligkili
olabilecegi Quadri ve ark. (2013) (116) tarafindan bildirilmistir. GB-PH grubundaki bir
hastamizin iki saglikli bir de benzer bulgular1 olan kardesi bulunmaktadir. Bu
degisimin klinik etkisinin aydinlatilmasinda ailede yapilacak segregasyon analizi

onemli katkilar saglayacaktir.

OD EIF4G1  genindeki  heterozigot  mutasyonlart  GB-PH ile
iliskilendirilmektedir. Olgumuzdaki (Olgu#168, Tablo 4.4) daha 6nce tanimlanmamis
olan varyant, mutasyonel hot spot bdolgesinde yer almasi sebebiyle yapilan
degerlendirilmede "VUS" olarak tanimlanmistir. Olgumuzun hastalik baslangi¢ yasi
(EB-PH), HGMD'de hastalik iligkisi kesinlesen varyantlari tagiyan olgular ile
ortiismekteydi.

3 olgu da 7 farkli gende VUS grubunda degerlendirilen 8 adet VUS olarak
degerlendirilen varyantlar (2 olguda 3 VUS ve 1 olguda 2 VUS) saptanmisti. PH’da
“digenik kalittim” 4 yayimnda bildirilmistir (270-273). Bu yayinlarda, digenik kalitim,
PRKN genindeki heterozigot tanimli mutasyonlarin PINK1, LRRK2 ve DJ1 genlerindeki
diger heterozigot mutasyonlarla birlikte goriildiigli olgularda gosterilmistir. Serimizde
PRKN geninde iki olguda heterozigot formda saptanan tanimli mutasyonlar (Tablo 4.4;
Olgu#134 ve Olgu#171), bir olguda GBA geninde tanimli sessiz bir mutasyon ile
PSEN2 geninde (AH iliskili) tanimli nadir bir varyantla, diger olguda POLG ve
FBXO7genlerinde nadir varyantlarla birlikte saptanmigti. Ailelerin segregasyon analiz

sonuglar1 digenik kalitimin aragtirllmasinda 6nemli katkilar saglayabilir.

VUS olarak degerlendirilen 33 varyantin 8’1 gen panelinde AH iliskili genlerde
saptanmisti. Bu varyantlar tanimli olmalarima ragmen toplumlarda nadir goriilen
varyantlardi, ancak PH iliskili olarak degerlendirilmediginden olgularin AH acisindan

izlemi Onerilebilir.

OR kalitimli farkli genlerde izole ya da “’olas1 benign’’ varyantlarla birlikte
gozlenenl0 heterozigot varyant (tablo 4.4) intervar analizi ile “VUS’’ olarak

degerlendirilse de kalitim kalib1 ile desteklenmediginden hastalik iligkili bulunmamustir.
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Serimizde 6 olguda intervar analizi ile VUS olarak degerlendirilse de kalitim
modeline uymadiklarindan klinik iligkili bulunmayan 6 varyant degerlendirilemeye

alinmada.

YND teknolojisi kullanimiyla, tim ekzonyada tiim genom c¢alismalari
oncesinde, birden fazla gen ve/veya biiyilk gen igeren hastaliklarda panel-gen testi
kullanim1, mutasyon saptama oranini arttirmakta, maliyet, is giicli ve harcanan zamani
belirgin oranda azaltmaktadir. Ulkemizde ve kohortumuzda akraba evliliginin sik
olmasi, serimizde OR kalitimla iligkili genlerde mutasyon saptanma oranini arttirmigtir.
Bu c¢alismada, PH olgularinda YND ve MLPA tekniklerinin birlikte kullanimi1 sayesinde
daha once Tiirkiye toplumunda bildirilmemis mutasyonlar gosterilebilmistir. Serimizde
ulasilan yurtdis1 ve diger Tiirkiye serilerine gére daha yiiksek mutasyon saptama orani,
YND temelli panel gen yaklagiminin, PH gibi ileri yasa 6zgii ve monogenik formlarin
diistik oranda gozlendigi hastaliklar i¢cin etkin ve uygun bir secenek oldugunu

gostermistir.

lleri yasa 6zgii hastaliklarla iliskili panellerde, mutasyon saptama olasiliklart
yiiksek olmakla beraber, elde edilen varyantlarin degerlendirebilecegi kontrol
gruplarinin az olmasi ve iist kusaklara ait inceleme materyallerine ulasilamamasi gibi
nedenlerle biyoinformatik analiz asamasinda zorluklarla karsilasilmaktadir. Ust
kusaklara ve saglikli bireylerdeki varyantlara ulasamama sadece panel gen testlerinde
degil, tiim ekzom ve tiim genom caligmalarinda da bir sorun olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Bu sorunun {istesinden gelebilmek amaciyla iilkemize 6zgii saglikli yaglilara ait elde

edilen bilgilerin toplanacagi bir veri bankasinin olusturulmasi bir secenek olabilir.
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T.C
IST ANBUL UNi ".'ERSITESI
IST ANBUL TIP F: 'UCULTES]
TIBBI GENETIK ANABILIM DALI

MOLEKULER INCELEMELER iCIiN BILGILENDIRILMIS
GONULLT OLUR FORMU

Proje Ady

“PARKINSON HASTALIGINA NEDEN OLAN BILINEN VE YENI GENLERDE
ILISKILI MUTASYONLARIN ARASTIRTIMAST”

Tarih: )

I-Arashrmayla Tigili Bilziler

Bu proje, Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Amabilim Dalmm Genetik Laboratuvannda
mutasyonlarm sikhklanm ve yem genlenn arashinlmasim hedeflemektedir. Projede mutasvon saptanan
olpularda pgemetip-fenotip iliskisi arastnmlacaktir. Elde edilen somuclann hastabhfin - molekiiler
patogenezing vemi agihmlar kazandirmasm, tammlanms yolaklann irdelenmesim ve fdlkemizdeli PH
olpulanndaky ihskih gen ve mmtasyon sikbklanmn belirlenerek molekiiler vaklasmmlara katka
saglamasim umuyomnz.

Bu calismaya izin vermeden dnce sizleri calsmamn nsklen ve yararlan komusunda bilgilendirmek
1stTyomiz.

Size ait genetk bilgi kesmlikle gizli kalacaktr. Inceleme sommda elde edilecek somuclar istedifiniz
takdirde size bildirilecektir. Ancak bu bilgiyi Ggrenmeyi reddetmek her zaman hakkimzdir. Bu bilgiyi
sizin digimzda binsi ile paylasmarmez sadece sizin iznimize bagh olacaktr.

Bu incelemelenn esas amae sizdefaile bireyinizde saptanan mutasyonlan daha detayh araghrmak klimik
tamyl desteklemek/desteklememek ve genotip-fenotip ihigkisinin anlagiimasma ve ilkemizdeki nntasyon
sikliklanmn belirlenmesine yardime: olacak bilgilere ulasmaktr.

Bu ¢ahsma tek merkezli olup 100 olgu ile gerceklestinlecek ve 24 ay stirecektir (Ocak 2016-

Ocak 2018).

Bupru]&y&hhlmkmuxu&m?mlpﬁnfeﬁkkmomgia]mamkh: Bu émekten elde edilen DNA

materyali proje ¢ahismasinda kullamlacaktr. Elde edilen DNA &meginin yetersiz veya kalitesiz olmas
durummda tekrar &mek istenebilecektir. Bu durmmda goniillii tekrar bilgilendinlerek izni almacakir.

(Mas riskler ve favdalar:

Ean almmas srasinda olusabilecek nskler:

(1) Ifne batmasma bagh olarak az bir ac duyulmas..

(2) Ine batmas: sonrasmda gok nadiren enfeksiyon gelismesi durumm.

Yapilacak genetik testin getirebilecef olas nskler: Size ait genetik bilgi kesinlikle gizhi
kalacaktir. Inceleme sommda elde edilecek somglar istedifiniz takdirde size bildinlecektir.
Ancak bu bilgiyi égrenmeyi reddetmek her zaman hakkmzdir. Bu bilgiy sizin digimzda birisi
ile paylasmanuz sadece sizin izninize bagh olacaktr.



Qlas vararlar:Bu incelemelerin esas amae sizdefaile bireyinizde saptanan mutasyonlan daha
detayh araghrmak, klimk tamy desteklemelk/desteklememek ve genotip-fenotip iligkisinin
anlagilmasina ve filkemizdeki mutasyon sikhklanmm belilenmesine yardime: olacak bilgilere
ulagmakir.

II- Géniilliniin Haklariyla Tlgili Bilgiler:

Bu ¢abgmaya kahlmaktan herhangi bir agamada vazgecebilirsimz. Buo durumda, tedavimiz
devam eder, hethangi bir cezaya ya da yaphnma mamz kalmayacaksmuz, hichir haklim=
kaybetmeyeceksiniz

Izleyicilerin, yoklama yapan kigilerin, Etik Kurul, Kurum ve diger ilgili saghk otoritelerinin
gonillimin orjinal tibbi kayitlanma dofrudan engimlernin buhmabilecefini, ancak bu
bilglenn gizli tutilacafim, yazh bilgilendinilmis gonilli ohor formumm i

gimiillii veya yasal temsileisinin sfz konusu engime izin venlmg olacagim bildimmek: isteniz.
Goniillinin =~ kimlifim  ortaya gkaracak kaytlar gizli  twtolacaktr,  Kammumoyuna
agiklanmayacak, aragtrma somuglan bilimsel dergilerde yaymmlansa dabi  géniilliingin
kimliFinin gizli kalacagim bildirmek isteniz.

Bu cabsmaya katlmamz i¢in sizden herhangi bir ficret istenmeyecektir.

Bu belgeyi okuduktan sonra cabgmaya kahlma karan venrsemiz formda agamdaka
kutucuklardan birini seginiz.

DNA érmefimin:

0 Sadeca yukarida bahsi gepen arapnrmada knllamimazinag izin verivorum

0 fevide yaprlmas: planlanan tiam aragirmalarda kullamimasina izin veriyorum
0 highir kagulda kullamimazina izin vermjorm

III- Kathmemm/Hastanm Bevam

Saym Dr tarafindan weeeeen (Eumum
Add)o (Anabilim Dal, Unite Adi)’ dahtblbnmghnna}'apﬂacaglbe]nh]emkhn
aragnrma ile ilgili yukandski bilgiler bana aktanldi. Bu bilgilerden somra béyle bir
araghrmaya “katlimer” (denek) olarak davet edildim Eger bu araghrmaya katlirsam helom ile
aramda kalmasi gereken bana ait bilgilenn gizlilifime bu araghrma sirasinda da bityiik Gzen ve
saygl ile yaklasilacafina inamyorum. Araghrma somaglanmn efitim ve bilimsel amaglarla
kullammm sirasmda kigisel bilgilenmin thtimamla korumacai konusunda bana yeterh giiven
verildi.

Projenin yiritilmesi sirasnda herhangi bir sebep gistermeden aragtumadan cekilebiliim.
(Ancak araghrmacilan zor duromda birakmamak igin arashrmadan gekilecefimi dnceden
bildirmemim uygun clacafium bilincindeyim) Aynca tibbl dumumuma herhangi bir zarar
verilmemesi kosuluyla arastrmac tarafindan arashrma disi da tutulabilinm.

Araghrma igin yapilacak harcamalarla ilgili herhang bir parasal sorumibnluk altma
gimuyorum. Bana da bir Sdeme yapimayacaktr.
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Ister dogrudan, ister dolayh olsun araghrma uygulamasmdan kaynaklanan nedenlerle
meydana gelebilecek herhangi bir saghk sonumumum ortaya ¢ikmasi halinde, her tirli tibbi
miidahalenin saglanacaf komusunda gerekli giivence venldi. (Bu tibbi miidahalelerle ilgh
olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Araghrma sirasinda bir saghk sonmn ile karslashfimda; herhangi bir saatte,

1 S (Doktor 1smi),

‘ten arayabilecegimi bilivorum (Doktor 1smi, telefon ve adres bilgilen mutlaka
belirtilmelidir).

Bu araghrmaya kahlmak zommda degilim we kablmayabilimm Arastrmaya katlmam
komsunda zorlayier bir davramgla karsilagmmg defilim Efer kahlmay reddedersem. bu
durumun tibbi bakimma ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar getimmeyecegini de
biliyorum.

Bana yapilan tim agiklamalan aynnblanyla anlammg bulmmaktayim. Kendi bagmma belli bir
ditgiinme siiresi sommda adi gecen bu arashrma projesinde “kathmer™ (denek) olarak yer
alma kararm aldm Bu kommda yapilan davetl bityik bir memmumiyet ve gonillalik
igensinde kabul ediyomm.

imzal bu form kagidimn bir kopyas: bana verilecektir

Kontak kurulabilecek kisiler:
Prof Dr. Z. Oya Uyguner (TTF Tibbi Genetik AD)-Sorumlu Arastumact

Prof Dr. Hagmet Hanagas: (TTF Néroloji AD) — Projenin Klimik Sonumlusu
Uzm Tibbi Bicl. Fatih Tepgec({TTF Tibbi Genetik ATY)-Yardumer Aragtirmact

Ulaglabilecek Tel No.lan: Direk hat: (0 212) 414 20 00 — 32574 (ITE- Néroloji)
Dahili hat: (00 212) 414 20 (0 — 32327 (ITF-Tibbi Genetik AD

Uagim Adresi: Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiltesi
Tibbi Genetik Anabilim Dah
Millet Cad. 34390 Capa — ISTANBUL

Elektronik Posta Adresi: hasmeti@yahoocom /[ ouygunerg@istanbul edutr [/
fatihtepgec@yahoo.com

Adh Soyad fum tarihi Tel No. Imza

Giomiillii MYasal temsileisi

Gomiillii MY asal temsileis

Giomiillii MYasal temsileisi

Gomiillii MY asal temsileis
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ETiK KURUL KARARI
N, TC.
/. -\ iSTANBUL UNIVERSITESI
L : | | ISTANBUL TIP FAKULTESI
‘\\ b KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU
U
Say 1 2075

Konu : Prof, Dr, 2. Oya UYGUNER

Sayin Prof. Dr. 2. Oya UYGUNER
Tibbi Genetik Anabilim Dal

Tarih : 28.12.2015

ilgl :Tibbi Genetik Anabilim Dalinin 17/112/2015 giin ve 388476 sayl yazis:

Sormlu aasbrcldin Ustendifiniz ve Doktora bdrencis Falk TEPGEG in yiritecedl 20152055 dosys
numaral "Parnson Hastalidina Meden Clan Gilinen ve Yeani Genlerda |lighll Mutasyonlann Aragt nimasi"
basl ikl galigma kumlumuzun 2501 202075 tarih ve 22 sayli oplantsinds garigllerck etk yanden uygan

bulunmus alug, tutanaklar ekbe sunuimustur,

Bilgikarmuzi nga agenim

(1

Prof.Dr. A, Yagiz URESIN

istanbul Tip Fakiltesl Klinik Arastinmalar

Etik Kurul Bagkam

Eki: |stanbul Tip Fakullesi Kinik Aragormalarn EGk Kuulu Karar Formd
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Yazar Fatih Tepgeng
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Kisisel Bilgiler
Ad Fatih Soyadi Tepgec
Dog.Yeri |istanbul Dog.Tar. [21.04.1982

Uyrugu T.C. TC Kim No |16957191920

Email fatihtepgec@yahoo.com Tel 05354798338

Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yi

Doktora
Yiik.Lis. .U. Saglik Bilimleri Enstitiisii Genetik ABD 2011
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Is Deneyimi (Sondan ge¢mise dogru siralayin)
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