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OZET

Karaman V. Santral Erken Puberte Olgularinda Yeni Nesil Dizileme Ile Molekiiler
Patolojinin Aydinlatilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik
ABD. Doktora Tezi. Istanbul. 2021.

Kizlarda sekiz, erkeklerde dokuz yasindan Once ikincil cinsiyet 6zelliklerinin
gelismesi erken puberte (EP) olarak tanimlanir. Gergek/Santral erken puberte (SEP),
gonadotropin  salgilayan hormonun hipotalamik-hipofiz-gonadal ekseni erken
etkinlestirmesiyle ortaya c¢ikar. Kizlarda daha sik gozlenen SEP’in etiyolojisinde %60-
80 genetik bir koken oldugu ve yaklasik %27,5’inde otozomal dominant kalitim
bildirilmektedir. Gliniimiizde puberte yolaklarinda 40’dan fazla gen tanimlanmis ancak
pek az1 (KISS1, KISS1IR, MKRN3, DLK1 ve PROKR2) SEP ile iliskilendirilmistir.
Calismamizda, 18 ailevi SEP olgusunda bildirilen genlerin Sanger Dizileme (SD) ile
taranmasi, iligkili degisim saptanmayan iki ailede tiim ekzom dizileme (TED) ile yeni
genlerin arastirllmasit amagclandi. DLK1’de, iki farkli kiz olguda iki farkhi
tanimlanmamis varyant (c.67+78C>T ve ¢.357C>G;p.(Tyr119Ter)) ve MKRN3’de bir
kiz olguda daha once SEP iligkisi bildirilmis bir degisim (c.982C>T;p.(Arg328Cys))
gosterildi. Aile ¢alismasinda DLK1 ve MKRNS3 varyantlarinin maternal imprited 6zellik
ile  uyumlu  olarak  anlatim  yapan  paternal  allelde yer  aldig
gosterildi. DLK1 ve MKRN3’iin olgularimizdaki SEP’in %17’sinden sorumlu oldugu
saptandi. TED wuygulanan iki aileden birinde iliskili bir gen gosterilemezken
digerinde CDHR3’de evoliisyonel olarak korunmus intronik bolgede (splicing acceptor)
€.1225-1G>A saptandi ve degisimin diger aile bireylerinde klinikle uyumlu segrege
oldugu gosterildi. Hiicre zarinda kalsiyum-bagimli adhezyon yapisi ile hiicre-hiicre
etkilesiminde ve hiicre-iskeleti kompleksinin diizenlenmesinde roli
olan cadherin protein ailesinin bir iyesi olan CDHR3’iin giliniimiizde herhangi bir
fenotiple iliskisi bildirilmemistir. Ileride CDHR3’{in SEP ile iliskisinin fonksiyonel
olarak arastirilmasi ve bilinen genlerde mutasyon saptanmayan diger olgu ve
ailelerimizde TED yapilmasi planlandi. SEP’te yeni genlerin tanimlanarak puberte
yolaklarinin daha 1yi anlasilmasiin prepubertal cocuklarin, presemptomatik tani ve
tedavisinde yeni stratejilerin gelistirilmesine katki saglayabilecegi diisiiniildii.

Anahtar Kelimeler : Santral erken puberte, tiim ekzom dizileme, MKRN3, DLK1

Bu c¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
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ABSTRACT

Karaman V. Enlightenment of Molecular Pathology with Next Generation Sequencing
in Central Precocious Puberty. Istanbul University, Institute of Health Science,
Department of Genetics. Doctoral Thesis. Istanbul. 2021.

The development of secondary sex characteristics before the age of eight in girls and
nine in boys is defined as precocious puberty. True/Central precocious puberty (CPP)
occurs upon early activation of the hypothalamic-pituitary-gonadal axis that releases
gonadotropins. CPP, higher frequency in girls, reveals 60-80% genetic cause and
~27.5% is autosomal dominant. Today, >40 genes have been revealed in puberty, but
few (KISS1, KISS1R, MKRN3, DLK1, and PROKR?2) are associated with CPP. In our
study, 18 familial CPP patients are stepwise investigated by Sanger sequencing (SD) for
known genes and two families by whole-exome-sequencing (WES). In DLK1, two
different novel (c.67+78C>T and ¢.357C>G;p.(Tyr119Ter)) and in MKRN3 one known
variant (c.982C>T;p.(Arg328Cys)), all in females, are revealed. Segregation analysis
confirmed all are paternaly inherited, complying with maternal imprinted. As a result,
DLK1 and MKRN3 were found responsible for 17% of our CPP. No associated variant
was identified in one family with WES, while ¢.1225-1G>A was shown in the splicing
acceptor region of CDHR3 segregating in affected members in the second family.
CDHR3, a member of the cadherin protein family that plays a role in cell-cell
interaction and the regulation of cell-skeleton complex with the structure of calcium-
dependent adhesion in the cell membrane, has not been associated with any phenotype
before. In the future, a functional investigation is planned for this variant. It was thought
that a better understanding of puberty pathways by identifying new genes in CPP could
contribute to the development of new strategies for prepubertal children in
presymptomatic diagnosis and treatment.

Key Words: Central precocious puberty, whole exome sequencing, MKRN3, DLK1

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
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1. GIRIS VE AMAC

Cocukluk ¢ag ile yetiskinlik arasindaki gegis donemi olarak tanimlanan puberte
(ergenlik); genetik, hormonal, ¢evresel, etnik, beslenme, sosyoekonomik ve psikolojik
kosullardan etkilenen karmasik bir biyolojik siirectir (1,2). Bu siiregte, hipotalamo-
hipofizer-gonad (HHG) eksenin uyarilmasi ile fiziksel degisiklikler, ikincil cinsiyet
Ozelliklerinin gelisimi, gonadlarin olgunlasmasi ve iireme kapasitesinin kazanilmasi
gerceklesir (1). Ilk pubertal sinyaller, kizlarda telars (meme tomurcuklanmasi),
erkeklerde ise testis hacminde artistir. Normal puberte araligi kizlarda 8-13 yas,
erkeklerde ise 9-14 yas arasinda kabul edilir (3). Pubertenin kizlarda sekiz, erkeklerde
ise dokuz yasindan 6nce baslamasi erken puberte (EP) olarak tariflenir (1,4).

EP, santral erken puberte (SEP) (gonadotropin bagimli, ger¢ek erken puberte) ve
periferik erken puberte (PEP) (gonadotropin bagimli olmayan puberte, periferik
puberte) olmak tizere iki grupta degerlendirilir (1,5,6). SEP, kizlarda g¢ogunlukla
idiyopatiktir (%74-90) ve erkeklere gore daha siktir (15 - 20:1). Amerika’da insidansi
1:5.000 ila 1:10.000 iken, Danimarka’da prevalansi 1:500 olarak bildirilmektedir
(3,6,7). Ergenligin zamanlamasindaki degisikliklerin, kardiyovaskiiler hastaliklar,
depresyon, davranis bozukluklari, diyabet, meme ve testikiiler kanser gibi g¢esitli
hastaliklar igin artmis riske neden oldugu ileri stirilmektedir (1,8).

Normal pubertenin baslama zamanlamasi genetik ve g¢evresel olaylardan
etkilenmekte ve genetik faktorlerin bu siiregteki etkisinin  %50-80 oldugu
diistiniilmektedir (2,9-11). Genetik etiyolojinin aydinlatilmasina yonelik ¢aligmalar son
yillarda yeni tekniklerin kullanimi ile artmaktadir. Puberte zamanlamasi ile aday
gen/genlerin ve yolaklarin iligkilerinin belirlenmesi igin biiylik serilerde genom boyu
iliskilendirme ¢alismalari (GWAS) yapilmis ve iliskili lokuslar belirlenmeye baglamigtir
(8,10). Giiniimiizde SEP iliskili bes gen (KISS1, KISS1R, PROKR2, MKRN3 ve DLK1)
bildirilmistir (2,10). Bu genlerdeki fonksiyon kazanimi/kaybi ile iligkili degisimlerin
HHG ekseninin erken uyarilmasina neden olarak SEP'e yol actigi bildirilmektedir
(2,10). KISS1, KISS1R ve PROKR2 fonksiyon kazanim mutasyonlarinin SEP ile iligkili
oldugu gosterilmis olmasina ragmen, sporadik olgularda bu genlerdeki mutasyonlarin
olduk¢a nadir saptandigi da bildirilmektedir (12). MKRN3 ve DLK1 genlerindeki
fonksiyon kaybina yol agan mutasyonlar ise hem sporadik hem de ailevi olgularda

gosterilmistir (2,12). Iliskili varyant saptanamayan hem sporadik hem de ailevi olgular,



SEP iliskili yeni genlerin varliina isaret etmektedir. Normal puberte varyantlari, tipik
ve atipik erken puberte tiplerinin ayirt edilmesi, takip ve tedavi plani agisindan 6nem
tasimaktadir.

Bu caligmada SEP tanili olgularda, genetik etiyolojinin aydimnlatilmasi amaciyla
ilk asamada bilinen bes genin Sanger dizileme yontemi ile incelenmesi, iliskili varyant
saptanmayan iki indeks olgu ve ailesinde ise tim ckzom dizileme (TED) teknigi

kullanilarak patolojide rol alan gen ve varyantlarin arastirilmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Puberte tammm

Puberte, ¢ocukluk ¢ag ile yetiskinlik arasindaki, gonadlarin olgunlasmasi ile
tireme kapasitesinin kazanildigi, meme gelisimi ve pubik killanma gibi ikincil cinsiyet
karakterlerin gelistigi kritik bir donemdir. Bu biyolojik degisim siireci, genetik faktorler,
beslenme, hormonal, ¢evresel, etnik durum ve sosyoekonomik kosullardan
etkilenmektedir (1,2). Pubertenin baslamasimin ilk belirtileri kizlarda telars, erkeklerde
ise testis biiylimesidir. 1969 yilinda Marshall ve Tanner’in ¢aligmalar1 puberte
siniflandirmasindaki temel kaynaklardan biri olmustur. Evre 1 prepubertal donemi ifade
ederken evre 5 pubertenin son evresidir (Sekil 1). Kizlarda telars evre 2, erkeklerde ise
testis hacminin >4 ml /uzunluk >25mm (evre 2) ve iizerinde olan artis1 degerlendirilmis
bununla birlikte her iki cinsiyettede pubik killanma verileri de incelenmistir.
(1,3,4,13,14). Ayrica biyokimyasal veriler ve MRI goriintilleme yontemleri de puberte
tanisinda kullanilmaktadir (4).

Sekil 1; Kizlarda ve erkeklerde Tanner evrelemesi (Tanner 1969, 1970)



Puberte zamanlamasinda yas 6nemli bir ayiragtir, kizlarda 8-13 yas, erkeklerde
ise 9-14 yas araliginda normal pubertenin basladig1 kabul edilir (2,3). Bu araliktan daha
once pubertenin baslamasi ise “erken puberte” olarak tariflenir. Erken puberte temel
olarak santral erken puberte (SEP) ve periferik erken puberte (PEP) olarak iki grupta
degerlendirilir (1,5).

2.2. Erken Puberte (EP) Simflandirmasi
EP, santral erken puberte (SEP) (gonadotropin bagimli, ger¢ek erken puberte) ve
periferik erken puberte (PEP) (gonadotropin bagimli olmayan puberte, periferik

puberte) olmak {izere ikiye ayrilir (1,5,6).

2.2.1. Santral erken puberte (SEP)

SEP, hipotalamik gonadotropin serbestlestirici hormon (GnRH) salgilayan
noronlarin erken aktivasyonu ile karakterizedir, kizlarda erkeklere gére daha siktir (15-
20:1) ve ¢ogunlukla idiyopatik (%74 - 90) olmakla birlikte yaklasik %27,5’in ailevi
gecis gosterdigi bildirilmistir. Amerika Birlesik Devletleri’nde kizlar arasinda insidansi
1:5.000-1:10.000 ve Danimarka’da prevalans: 1:500 olarak bildirilmistir (3,6,7,15,16).
Santral sinir sisteminin malformasyonlari, tiimér benzeri yapilar olan hipotalamik
hamartomlar, araknoid kistler, septo-optik displazi, hidrosefali gibi nérolojik nedenlerin
SEP’e yol agtig1 bilinmektedir (17). Ayrica, Silver-Russel, Kabuki, Norofibromatozis
tip I gibi bazi1 sendromlarda da SEP birlikteligi goriilebilmektedir (14).

2.2.2. Periferik erken puberte (PEP)

PEP’in siklig1 SEP’e gore ¢ok daha diistiktir ve HHG ekseninin aktivasyonunu
icermez. Cinsiyet steroidlerine erken maruz kalma, gonadotropin salgilayan tiimorler,
gonadal patolojiler, McCune Albright sendromu ve konjenital adrenal hiperplazi gibi
nedenler PEP etiyolojisinde yer alabilir. Bununla birlikte ikincil cinsiyet 6zelliklerine
gore erken gelismenin durumu uygunsa izoseksiiel, uygun degilse heteroseksiiel erken

puberte olarak da degerlendirilebilmektedir (14,17).

2.3. Puberte zamanlamasi

Puberte zamanlamasi, biyolojik, psikososyal ve uzun vadede saghgi
etkileyebilmektedir. Ozellikle erken puberte ile kizlarda goriilen erken menarsin, erken
epifiz flizyonuna yol agmasi nedeniyle kisa erigkin boy ve olumsuz psikososyal sonuglar

ortaya ¢ikardigi bildirilmektedir. Erken yastaki menars disinda obezite, hipertansiyon



riski, tip 2 diyabet, iskemik kalp hastaligi, inme, meme kanseri, endometrial kanser,
kardiyovaskiiler hastalik gelisimi ve davranis bozukluklari agisindan da erken puberte
risk faktorii olarak degerlendirilmektedir (3). Giiniimiizde puberte zamanlamasini
etkileyen hormonal siiregte etkili faktorlerin iligkileri iyi irdelenmis olsa da genetik

sebepler tam olarak aydinlatilamamustir (9).

2.3.1. Hormonal Faktorler

HHG eksenin uyarimi ile pubertenin basladigi bilinmektedir. Puberte
baslangicinin ayirt edici 6zelligi GnRH/Luteinizan hormon salgilatici  hormon
(LHRH)’un hipotalamusdan pulsatil (nabiz atimina benzer) olarak sekresyonudur.
1970’1li yillarda hayvan modellerinde HHG ekseninin aktivasyonu i¢in aralikli GnRH
salmmmimin gerekli oldugu gosterilmistir. GNRH, hipatalamusun preoptik alaninda
dretilir ve akson terminallerinden salinarak anterior hipofizden luteinize edici hormon
(LH) ve folikiil uyarict hormonun (FSH) pulsatil salgilanmasini uyarir. Glikoprotein
hormon ailesinin iyesi olan bu iki gonadotropin, gametogenezi ve cinsiyet
steroidogenezini (6stradiol [E2], testosteron [T]) tesvik etmek igin gonadlara etki eder
(Sekil 2). Boylece gonadal/genetik cinsiyete gore ikincil 6zelliklerin gelisimi ve {ireme

kapasitenin kazanimi1 uyarilir (1,18).

HIPOTALAMUS

Sekil 2; Hipotalamo-hipofizer-gonad (HHG) ekseni ve ¢calisma diizeni
GnRH ve LH'nin pulsatil salinimi, cinsiyet fonksiyonunun gelismesinde ve

menstriial dongiiniin normal diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar (19). GnRH’in



salmmmin1 inhibe ya da aktive eden bir ¢ok noérotransmitter mevcuttur. Cocukluk
doneminde baskin olan inhibe edici faktorlerin pubertenin baslangicinda etkisinin
azaldig1 diisiiniilmektedir. Insanlarda, embriyonik ve neonatal donemde de
hipotalamustan GnRH sekresyonu olmakta ve HHG ekseni aktiflesmektedir. Gebeligin
sonuna dogru ise GnRH salimimin azalmasi ve durmasiyla aktivasyon da
sessizlesmektedir.  Dogumla  birlikte  yeniden  aktivasyonla  gonadotropin
konsantrasyonlarinda bir artis ve 6. aydan itibaren GNnRH diizeyinde kademeli olarak
azalma baslar, kizlarda FSH konsantrasyonu 3-4 yasina kadar yiikselirken, erkek
cocuklarda testosteron konsantrasyonu 1-3 aylikken yiiksek olsa da daha sonra diisen
LH konsantrasyonu ile birlikte azalmaya baslar ve yasamin erken dénemlerinde HHG
eksenin bu aktivitesi “mini puberte” olarak adlandirilmaktadir (1,3,20). Cocukluk

boyunca GnRH salgilanmas1 ve HHG ekseni fizyolojik olarak aktivasyon gostermez.

Puberte, bu sakin dénemden sonra hipotalamustan GnRH'in pulsatil saliniminda
stirekli bir artisla baglar, pubertenin baslamasimi tetikleyen mekanizmalar tam
anlagilmamis olmakla birlikte var olan gostergeler puberte baslangicinda GnRH
salgilamasini  baskilayan inhibitorlerin  etkisinin azalmasi, GnRH sekresyon
aktivatorlerinin artmasiyla doruga ulagtigini gostermektedir (1). GnRH’1n eksikliginde
pubertal gelisme gerceklesmez ve genellikle infertilite iliskili hipogonadotropik
hipogonadizm (HH)’e neden olur (20).

Hipotalamustan GnRH'm pulsatil salinimindaki degisim ndroendokrin
mekanizmalar ve norotransmitterler ile saglanir, HHG ekseninin aktivasyonu igin
GnRH’in gerekli oldugu ilk olarak 1970°li yillarda hayvan modelleri ile yapilan
caligmalarda gosterilmistir (1). GNRH geni 8p2l1.2 bolgesinde yerlesik ve ters
iplikgikten transkribe olan, ilk kodonu translasyona ugramayan toplam 4 ekzondan
olusan bir gendir. Ensembl veri tabaninda 2 kodlayan transkript varyanti oldugu
gosterilmektedir. En biiyiik transkriptin (NM_001083111.2) boyu 1760 bg olup,
kodlanan proteinin (NP_001076580.1) biiyiikliigii 92 aa’dir (21).

HHG ekseninin aktivasyonunda, ndronal ag, trans-sinaptik ve glial-néronal
iletisimdeki koordinasyon énemlidir (1). Glial uyarici hiicreler, biiyiime faktoriine bagh
hiicre-hiicre sinyal yolaklar1 ile GnRH salgilanmasin1 kolaylastirmaktadirlar. GnRH
noronal aginda, noronal ve glial uyarici sinyaller arttikca, trans-sinaptik inhibe edici etki

azalir ve GnRH sekresyonu pubertal aktivasyona yol acgar. Bu siirecte


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001083111.2

norotransmisyon/néromodiilasyon igin yaygin sekilde yer alan aktive edici faktorler
arasinda, adrenalin, noradrenalin, prostaglandin (PGE2), leptin, glutamat ve Kkisspeptin
gibi faktorler yer alirken, GnRH salmimini baskilayici faktorler arasinda ise y-amino
biitirik asit (GABA), vasoaktif intestinal peptit (VIP), melatonin, néropeptit Y (NPY),
dopamin, serotonin ve opiaterjik gibi molekiiller oldugu bildirilmektedir (17,22,23).

GnRH, hipotalamustaki yaklasik 1000 nérondan pulsatil bir sekilde salinir.
Salinimin aralikli olmasi 6nem tasir, ¢linkii gonadal steroidler, GnRH ve gonadotropin
ekspresyonunu inhibe eden klasik bir negatif geri besleme (feedback) dongiisii i¢inde
hipotalamus ve hipofiz iizerine etki eder, siirekli saninimda ise HHG ekseni siirekli aktif
kalir (19,23).

2.3.2. SEP iliskili Genetik Nedenler

Pubertenin normal baslangi¢ zamanlamasinda genetik faktorlerin etkisinin %50-
80 oldugu diisiiniilmektedir (2,9-11,18). insan gen mutasyon veritaban1 (Human Gene
Mutation Database/HGMD) 2021 verilerine gore bugiine kadar puberte ile iligkili 41
gen (Sekil 3) bildirilmis olmasma karsin bunlardan sadece DLK1, KISS1, KISS1R,
MKRN3, PROKR2 (Tablo 1) genleri erken puberte ile iliskilendirilmistir. Otozomal
dominant (OD) kalitim form ile iliskili goriilen bu genlerden KISS1R, SEP ile
iliskilendirilen ilk gen olsa da (24), en sik bildirilmis olan gen MKRN3’diir (25-27).
KISS1 geni tarafindan kodlanan kisspeptin, GnRH sekresyonunun aktivatorlerinden biri
olup puberte zamanlamasinda kritik 6nemdedir (20). KISS1, KISSR ve PROKR2
genlerindeki fonksiyon kazanim mutasyonlarmin, MKRN3 ve DLK1 genlerinde ise
fonksiyon kayb1 mutasyonlarinin SEP’e neden oldugu gosterilmistir. KISS1IR ve KISS1
genlerindeki fonksiyon kaybi mutasyonlart ise HH ile iliskilendirilmistir (24,28) (Sekil
3, Tablo 1).



TRMT10A AKAP6 ANKRD17

WDR11 cacnb2i4
sTK11 TAC3 ! CDKL5 .
SPRY4
SMCI1A CYP11B1
SEMA3A CYP1B1

PTPN11 DLK1

PROKR2___ DMRT1
PCBD1 DNAH6
OGDHL

NROB1_ -

NOTCH1

IGFALS HS6ST1
IGSF10

IL17RD
IRF2BPL

Sekil 3; Giiniimiizde puberte ile iliskisi bildirilmis olan genler (25)

Tablo 1; SEP ile iliskili genler ve 6zellikleri (Genlerin transkript numaralart igin HGMD’den
yararlanilmstir (25).

Gen Yerlesim Protein Transkript ID| Kahtim Varyant | Tamimlanma
Etkisi Yi
KISS1R 19p13.3 | KISS1 receptor | NM_032551.5 2008
KISS1 1932 KiSs-1 NM_002256.4
metastasis Otozomal Fonksiyon 2010
suppressor Dominant kazanimi
PROKR2 20p12.3 Prokineticin | NM_144773.4 2017
receptor 2
MKRN3 | 15q11-q13| Makorinring | NM_005664.4 | Otozomal 2013
finger protein 3 dominant
DLK1 1432 | Delta like non- | NM_003836.7| (maternal | Fonksiyon
canonical Notch _ aI-IeI kayb 2017
ligand1 imprinted)

SEP iligkili genlerin protein yapisi, proteinler arasi iligkilerin gosterildigi aglar

ve domainlerin kodladigi bolgeler Sekiller 4-29°da gosterilmistir. Protein domain ve




bolgelerini kodlayan amino asit ve genomik dizileri HGNC (The HUGO Gene
Nomenclature Committee) sitesinden ulasilabilmektedir (29).

2.3.2.1. Kispeptin Sistemi (KISS1 ve KISS1R)

KISS1 Reseptor (KISSIR/GPR54) Geni:

KISS1IR (OMIM#604161) geni, 19p13.3 bolgesinde yerlesik, bes ekzonlu bir
gendir. Kodlayan ti¢ transkript varyant: bulunmaktadir (Sekil 4). En biiyiik transkriptin
(NM_032551.5) boyu 1.624 bg, kodladig1 protein (NP_115940.2) 398 aa’dir (21,30)
(Sekil 5-7).

3.67 kb Forward strand e

KISS1R-201 > nm 032B69 6
protein coding M _032551.51

225 kb Forviard strand e

B

KISS1R-202 >
protein coding

./M
KISS1R-203 >
protein coding

Sekil 4; KISS1R geninin Ensembl veri tamindaki (GRCh38.p13) kirpilma varyant gorseli

a) NM_032551.5

367 kb Forward sirand e

13 M ic
gt (LI VAPl

b)NP_115940.2

Topological domain Topological domain
Extracellular Transmembrane Cytoplasmic
Q969F8 1 - 46 47 — 328 329 - 398
1-58 59-323 324-398
(KISSR_HUMAN) B —

NP_115940.2

EKZON 1 2 3 <+ =
aa 1-81 82-123 124-168 169-247 248-398

Sekil 5; a. KISSIR gen transkriptinin (NM_032551.5) Ensembl veri tabammndaki
(GRCh38.p13) gorseli; b. KISS1R proteinin (NP_11 5940.2) UniProt (Q969F8) ve
Prosite (PS50262) veri tabanindaki gorseli. Ekzon, kodlayan amino asitler ve
domain yapisi modifiye edilerek resmedilmistir.


https://www.omim.org/geneMap/19/35?start=-3&limit=10&highlight=35
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_032551.5

10
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N A8 Y =

GNRH1

Sekil 7; KISS1R proteinin | TASSER’den olusturulan ii¢ boyutlu yapisi
(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/)(31). N-terminalden C-
terminale dogru maviden kirmiziya gokkusag boyama araci kullanilmstir.
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KiSS1 metastasis suppressor (KISS1) Geni:
KISS1 (OMIM#603286) geni 1g32.1’de yerlesik ve ters iplikgikten transkribe

olan, birinci ekzonu translasyonu yapilmayan toplam ii¢ ekzonlu bir gendir. Ensemble

veri tabaninda iki kodlayan transkript varyanti1 bulundugu bildirilmektedir (Sekil 8).

En biiyiik transkriptin (NM_002256.4) boyu 714 bg¢ ve kodladigi proteinin
(NP_002247.3) boyu 138 aa’dir (21) (Sekil 9-11).

KISS1-201 NM 00256 4
protein coding

- Reverse strand 615 kb
<KISS1-202

protein coding

= Reverse strand 242 kb

Sekil 8; KISS1 geninin Ensembl veri tanindaki (GRCh38.p13) kirpilma varyant gorseli

2) NM_002256.4

EKION2

< KI551-201
protein coding EKZON1

~alReverse strand 6.15 kb

B NP_0022473

Q15726
(KISS1_HUMAN) | (138 aa)

EKZON 1 2
(aq) 1-35  36-138

Sekil 9; a. KISS1 transkriptinin (NM_002256.4) Ensembl veri tabanindaki (GRCh38.p13)
gorseli; b. KISS1 proteinin (NP_002247.3) UniProt (Q15726) ve Prosite
(PS51127) veri tabamindaki gorseli. Ekzon, kodlayan amino asitler ve domain
yapisi modifiye edilerek resmedilmistir.


https://www.omim.org/geneMap/1/1480?start=-3&limit=10&highlight=1480
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_002256.4

12

KISS1R

NPFFR15""

PROKR2

Sekil 11; KISS1 proteinin I TASSER’den olusturulan ii¢ boyutlu yapisinin gosterimi
(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/)(31).  N-terminalden  C-terminale

dogru maviden kirmiziya gokkusagi boyama araci kullamlmistir.

GnRH salgilanmasin1 ve dolayisiyla gonadal islevi kontrol eden ndronal
mekanizmalarin anlagilmasinda kisspeptinlerin ve bunlarin reseptorleri GPR54

(KISS1R)'iin fizyolojik rollerinin tanimlanmasi etkili olmustur. KISS1 ve protein
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tirtinleri olan kisspeptinler, ilk olarak 1996 yilinda tiimor metastaz baskilayicilar olarak
tammmlanmistir.  KISS1  geninin  malign  melanomada kanser  metastazinin
diizenlenmesinde rol aldigi (32) ve 2001 yilinda KISS1R’nin ligant1 oldugu, daha sonra
yapilan ¢aligmalarda ise pubertenin ana diizenleyicilerinden biri oldugu gosterilmistir
(16).

Yiiz kirkbes rezidiiden olusan Kisspeptin ayn1 zamanda 6ncii (prepro kispeptin)
olarak da isimlendirilir. Bu protein farkli proteolitik islenmeler ile aktif kisspeptinlerin
tiretilmesinde kullanilabilir. Olusan kispeptinler, bir sinyal dizisine (1-19 aa) sahiptir.
Oncii protein potansiyel iki kesim noktasina sahiptir. Bunlardan ilki 65. ve 68. aa’ler
arasinda, digeri ise 121. ila 124. aa’ler arasinda yer alir. Bu islemler sonunda, merkezde
metastin olarak adlandirilan 54 amino asitlik bir peptid (kisspeptin 54/ Kp-54) ve bu
bolgenin proteolitik isleme ugramasiyla daha diisilk molekiiler agirlikta Kp-14, Kp-13
ve Kp-10 olarak belirtilen diger kisspeptinler olusur (Sekil 12). Olusan yeni proteinlerin
C terminal uglar1 amidlesir ve reseptorii olan KISS1R ile baglanmay1 saglayarak sinyal
iletimini baslatir (32,33).

Sinyal Dizi

NH2 108  KISSPEPTIN-14 121 COOH

109 KISSPEPTIN-13 121

112 KISSPEPTIN-10 121

Sekil 12; Kisspeptinin peptid yapilar: Pinilla (32) dan modifiye edilerek diizenlenmistir.

Kisspeptin sisteminin-KISS1/KISS1R’nin, HHG ekseninin pubertal aktivasyonu
igin 6nemli bir anahtar diizenleyici olarak kesfi 2003 yilinda, KISS1IR (GPR54) geninin
islev kaybi1 mutasyonlarinin izole HH’ye neden olmasiyla anlasiimistir (1,32,34,35).
SEP tanili Brezilyali evlatlik bir kiz ¢ocugunda KISS1R'de nadir heterozigot bir yanlis
anlamli degisimin aktive edici nitelikte oldugu gosterilmistir. Yapilan c¢aligmalar
degisimin KISS1R nin KISS1’e baglanmasi sonrasinda hiicre i¢i sinyal iletim siiresinin

uzadigin1 gostermistir. Bu durum, ortaya ¢ikan klinik tablonun KISS1R'deki fonksiyon
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kazanim mutasyonu sonucu olustugunu, GnRH salimminin arttigini, HHG ekseninin
aktif kaldigin1 ve SEP’¢ neden oldugunu disiindirmiistiir. (2,24). Ayrica, farelerde
2003 yilinda yapilan bir caligmada KISS1R geninde saptanan bir delesyonun pubertenin
baglamasimi engelledigi bildirilmistir (34). Hayvan modelleri ile yapilan g¢alismalar,
kisspeptinin farelerde erken cinsel gelisim ve olgunlagsmaya, maymunlarda ise
GnRH’nin erken salinimina yol agtigini géstermistir (24). Siganlar, koyunlar, primatlar
ve insanlar dahil gesitli tiirler tizerine yapilan ¢ok sayida c¢alisma KISS1/KISS1R
sisteminin GnRH salgilanmasini uyarma ile pubertenin baglangicini tetikledigini
gostermistir (33). Bununla birlikte, Smith ve ark. (2005), estradiol tarafindan inhibe
edilen arkuat g¢ekirdekteki KISS1 ndronlarinin, GnRH sekresyonunun regiilasyonunda
negatif geri-besleme (feedback) ile rol oynadigini, 6stradiol tarafindan uyarilan antero-
ventral periventrikiiler g¢ekirdekteki KISS1 noronlarmin ise, GnRH sekresyonunun
pozitif geri-basleme (feedback) ile diizenlemesinde etkisi oldugunu belirtmislerdir
(36,37).

2.3.2.2. Prokineticin receptor 2 (PROKR2) Geni

PROKR2 (OMIM# 607123) geni, 20p12.3’de yerlesik ve ters iplik¢ikten
transkribe olan bir gendir. PROKR2 'nin kodlayan iki ekzondan olusan bir transkript
varyantt bulunmaktadir (Sekil 13). Bu transkriptin (NM_144773.3) boyu 1.155 bg ve
kodladigi protein (NP_658986.1) 384 aa uzunlugundadir (21,30) (Sekil 14-16).

i sirand 1233 kb

Sekil 13; PROKR2 geninin Ensembl veri tabanindaki (GRCh38.p13) kirpilma varyant
gorseli


https://www.omim.org/geneMap/20/74?start=-3&limit=10&highlight=74
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a) NM_144773.3
ok olny sczoN 1
= Reverse strand 1233 kb
b) NP_658986.1  Topological domain Transmembrang Topelogical domain
Extracellular Cytoplasmic
1-54 55- 33 335 - 384 G-protein coupled receptor 73-like 1
QBNFJB — _ "y
(PKR2 HUM AN) [ PRUTEIN_RECEPFI—Z ( aa)
EKZON 1 2
a 1-153 154-384

Sekil 14; a. PROKR2 transkriptinin (NM_144773.3) Ensembl veri tabamindaki
(GRCh38.p13) gorseli; b. PROKR?2 proteinin (NP_658986.1) UniProt (Q8NFJ6)
ve Prosite (PS50262) veri tabaninndaki gorseli. Ekzon, kodlayan amino asitler ve
domain yapisi1 modifiye edilerek resmedilmistir.

KISS1R

Sekil 15; PROKR?2 proteini ile yakin etkilesim gosteren peptitlerin String veri tabani
gorseli.
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Sekil 16; PROKR2 proteinin | TASSER’den olusturulan ii¢ boyutlu yapisimin gosterimi
(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/)(31). N-terminalden C-
terminale dogru maviden kirniziya gokkusag boyama araci kullanilmstir.

PROKR2’nin beyin, testis, yumurtalik, tiroid, hipofiz, ince bagirsak, ve tiikiiriik
bezinde eksprese oldugu tespit edilmistir (38). HGMD veritabaninda bu gende bildirilen
76 klinik iligkili varyantin yiiksek oranda HH ve Kallmann sendromuna (%50) neden
oldugu bildirilmektedir (25). Ancak, bugiine kadar sadece bir SEP’li olguda PROKR2
geni iliskisi gosterilmistir (39).

2.3.2.3. Makorin ring finger protein 3 (MKRN3/ZNF127) Geni

MKRN3 (OMIM# 603856) geni 15q11.2 bolgesinde yerlesik, tek ekzonlu bir
gendir. Ikisi kodlamayan toplam yedi transkript varyant: bulunmaktadir (Sekil 17). En
biiyiikk transkriptin  (NM_005664.4) boyu 2.371 bg¢ ve kodladigi proteinin
(NP_005655.1) boyu 507 aa’dir (21,30) (Sekil 18-20).


https://www.omim.org/geneMap/15/18?start=-3&limit=10&highlight=18
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005664.4
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MKRN3-201 > NM_005664.4
protein coding

protein coding
85 kb Forvard *ml\dj

MKRN3-203

protein coding

.85 kb Forward strand e

9.71 kb Forvard strand

MKRN3-202 >
ein codii
62 kb Forviard strand
MKRN3-204 > i
nonsense mediated decay

=2 r—w-dﬂrzndﬁ

Z

MKRN3-205 >
processed transcript

Sekil 17; MKRN3 geninin Ensembl veri tanindaki (GRCh38.p13) kirpilma varyant gorseli

a) NM_005664.3

2,37 kb Forviard strand =

MKRN3-201 >
protein coding

b) NP_005655.1 Zinc finger Zinc finger ~ Zinc finger ~ Zinc finger
95-122 238-285 311-365 394-423

C3H1-type 1 CIHitypez  RING-type C3HI-typed  Zinc finger protein 127

Q13064 : 3 s
(MKRN3_HUMAN) @ @ @—@7 (507 aa)

Sekil 18; a. MKRN3 gen transkriptinin (NM_005664.3) Ensembl veri tabammndaki
(GRCh38.p13) gorseli; b. MKRNS3 proteinin (NP_005655.1) UniProt (Q13064) ve
Prosite (PS50103) veri tabamindaki gorseli. Ekzon, kodlayan amino asitler ve
domain yapis1 modifiye edilerek resmedilmistir.
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Sekil 19; MKRNS3 proteini ile yakin etkilesim gosteren peptitlerin String veri tabam
gorseli. .

Sekil 20; MKRN3 proteinin | TASSER’den olusturulan ii¢ boyutlu yapisimin gésterimi.
(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/)(31). N-terminalden C-
terminale dogru maviden kirmiziya gokkusag boyama araci kullanilmistir.

GnRH sekresyonunun inhibisyonu konusunda insanda ilk iliskilendirilen gen
MKRN3’diir. Tiirler arasinda yiiksek oranda korunmus olan bu gen ZNF127 olarak da

bilinmektedir. Intron icermeyen bu genin paternal alleldeki heterozigot mutasyonlarin
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SEP ile iliskili oldugu bildirilmistir (25,40,41). MKRN3 amino asit dizileri fare ve
insanda %69 o6zdeslik ve %82 benzerlik gostermektedir. Farede kromozom 7C’de
yerlesik Mkrn3’iin infantil ve erken jiivenil donemde ekspresyonunun, hem erkek hem
de kiz prepubertal farelerin hipotalamik arkuat niikleusunda yiiksek oldugu
belirlenmistir (42,43). Ayrica bu bolgedeki Kissl ve Ttac3 genlerinin de puberte igin
onemli oldugu bildirilmektedir. Fare hipotalamusundaki ekspresyonun Mkrn3 mRNA
seviyeleri kantitatif gercek zamanli PZR ile degerlendirilmis ve pubertenin
baslangicinda Mkrn3 mRNA ekspresyonu azalirken, dogrusal bir iliski ile arkuat
niikleustaki Kissl ve Tac3 ekspresyonlarinda artis oldugu belirlenmistir. Bu nedenle,
MKRN3'iin, prepubertal ¢cocuklarda hipotalamusta endokrin aktivitesi lizerinde inhibe
edici bir etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Danimarka’da genis bir seriyle yaplan
calismada saglikli Danimarkali kizlarda serum MKRN3 konsantrasyonunun puberte
baslangicinda azaldigi, prepubertal kizlarda ise bu oranin saptanamayacak kadar diisiik
seviyede oldugu goriilmistir. MKRN3 ile GnRH arasindaki bu negatif korelasyon,
MKRN3’iin ¢ocukluk doneminde hipotalamik GnRH salgilanmasinin diizenleyicisi
oldugunu desteklemektedir. MKRN3'lin pubertenin inhibitorii gibi islev goérmesi, SEP
olgularinda goriilen KISS1 ve KISS1R genlerindeki islev kazanim mutasyonlarinin
aksine, MKRN3'teki islev kayb1 mutasyonlart SEP ile iliskilendirilmektedir (10,40,42-
45).

Ik kez 2013 yilinda SEP gozlenen 15 ailenin 40 iiyesinde tiim ekzom dizileme
(TED) teknigi kullanilarak yapilan ¢alismada MKRN3 geninde mutasyonlar
bildirilmistir (40). Bu g¢alismada ailelerin 5'inde etkilenen bireylerde ii¢ heterozigot
gergeve kaymasi degisimi ve bir yanlis anlamli degisim saptandigi ve etkilenen
bireylerin bu varyantlar1 babalarindan kalittiklar1 gosterilmistir (40). Mutasyonu
annesinden kalittig1 bilinen bir heterozigot tasiyicinin ise klinik olarak etkilenmedigi
bildirilmistir (40). MKRN3'teki fonksiyon kaybi mutasyonlari, bir ¢ok c¢alismada hem
ailesel hem de sporadik SEP vakalarinda, Amerika Birlesik Devletleri, Brezilya, Israil,
Kore, Tayvan ve sekiz Avrupa iilkesindeki gesitli gruplarda da tanimlanmis ve SEP

iliskili genetik mutasyonlarin bir cogunun bu gende oldugu bildirilmistir (10).

Bi-allelik otozomal genlerden birinin parental orijine gore segici olarak

baskilanmasina, diglanmasina yani ifade edilmemesine genomik imprinting denir.
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MKRN3 geni maternal imprinted bir gendir. Epigenetik mekanizmalar hem
transkipsiyon (DNA metilasyonu ve histon modifikasyonu) hem de translasyona (kii¢iik
kodlamayan RNA [ncRNA]) etki ederek gen anlatimini diizenler. Genlerin promotor
bolgesinde gergeklesen DNA metilasyonu genin sessizlesmesine yol acar. Genomik
imprintingde birden fazla X kromozomunun goézlendigi karyotiplerde gozlenen X
kromozom inaktivasyonunda farkli epigenetik mekanizmalar rol oynar (46).
Embriyonik gelisim ve hiicre farklilasmasinda imprinting mekanizmalarinin énemli bir
rolii oldugu bilinmektedir. Bu giine kadar yapilan c¢alismalar imprinted gen
ekspresyonunu bozan degisimlerin farelerde embriyonik donemde letaliteye, insanlarda
ise dogustan hastaliklara yol agabilecegini gostermistir (47). Giiniimiizde 100’in
tizerinde imprinted gen tanimlanmistir. Bunlarin bir ¢ogu hem insan hem de farede
benzer dokularda imprinted &zelliktedir. Imprinted genlerin bir ¢ogu gen kiimeleri
icerisinde yer alirlar, ekspresyonlarinin kontrolii ise maternal ya da parental kdkene
gore farkli sekilde metillenen diizenleyici diziler olan ICR’lerce (imprinting control
region) saglanmaktadir. Gametogenez esnasinda hangi kromozomal kopyanin eksprese
olacaginin se¢imi parental kokene gore genlerin promotor bolgelerindeki sitozin bazinin
guanin bazi izledigi CpG diniikleotid dizilerinde sitozin niikleotidlerinin primidin
halkasinda 5. pozisyondaki karbon atomunun spesifik metillenmesi gibi

modifikasyonlarla transkipsiyonun susturulmasi ile diizenlenmektedir (46-49).

Beckwith—Wiedemann, Russell-Silver, Prader-Willi, Kagami—Ogata ve Temple
sendromu gibi pediatrik hastaliklarin olusumu imprinted gen kiimlerinin uniparental
kalitimu ile iliskilendirilmistir. Prader-Willi Sendromu’na (PWS) (MIM#176270) neden
olan genomik ve epigenetik degisiklikler igerisinde, PWS’li olgularin ¢ogunda (%70)
paternal 15. kromozomun yaklasik 5-6 Mb de novo delesyonu [del(15)(q11-q13)pat],
ikinci siklikta maternal mayotik nondisjunction ve ardindan paternal kromozom 15'in
mitotik kaybindan kaynaklanan (%25-30) maternal uniparental dizomi 15 [upd (15)
mat] ve bazi olgularda (%1) paternal kromozomun maternal imprinted oldugu impinting

hatalar1 bulunmaktadir (50).

Norogenetik hastaliklardan biri olan PWS bulgularindan bazilari, hipotoni, erken
cocukluk doneminde baslayan hiperfaji ve obezite, gelisme geriligi, hipogonadotropik
hipogonadizm, ge¢ ya da yavas ilerleyen puberte, biiylime hormon eksikligi, kisa boy,

kiiciik el ve ayaklar, uyku apnesi, davranig sorunlar1 ve hafif-orta derecede zeka o6ziirii
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bulunabilmektedir. Ik olarak Jong ve ark. tarafindan 1999 yilinda PWS/AS Kritik
bolgesinde yapilan ¢alismada klonlanan MKRN3, kromozom 15qg11.2-q13 iizerinde
PWS ile iligkilendirilen ve paternal allelden anlatim yapan genlerin bulundugu
imprinted gen kiimesi igerisinde bulunmaktadir. PWS bolgesini olusturan genlerden en
az ikisinin (SNRPN, MKRN3, MAGEL2, NDN ve bazi snoRNAlar) ifade kaybinin bu
sendromun olusumuna yol a¢tigi bilinmektedir, ancak bu genlerden hangilerinin
ozellikle PWS ile iliskili oldugu heniiz anlasilamamistir. Onbesinci Kromozomun uzun
kolunda ve PWS’nun kritik bolgesinde (Sekil 21) yer almasina ragmen MKRN3'lin bu
sendromdaki fonksiyonel rolii halen belirsizligini korumaktadir. Bununla birlikte son
yillarda yapilan ¢aligmalar ile, uniparental dizomi (UPD), genomik imprinting hatasi
(ICR bolgesinde) ya da de novo delesyonlar sonucu paternal alleldeki MKRN3 geninde
olusabilecek fonksiyon kaybi mutasyonlarinin PWS patogenezinde oynadigi rol
incelenmistir. Ilging olarak MKRN3, MAGEL2 ve NDN genlerinin paternal delesyonu
olan SEP tanili bir kiz olguda obezite, gelisimsel gecikme ve yiksek agri esigi
belirlenirken PWS bulgularin1 gostermedigi ve bu delesyonun PWS'ye neden olmak igin
yeterli olmadigi sonucuna varildigr bildirilmistir (48,50). Bu goriisiin tersine az sayida
olguda PWS ve SEP birlikteligi gosterilmistir (51). Maternal allelin metile oldugu bir
gen olan MKRNS3, sadece paternal allelden ifade edilmekte ve bu durumda yalnizca
babalarindan MKRN3 mutasyonu kalitan bireylerde SEP goriilmekte, kiz ve erkek
cocuklar esit etkilenmektedir. Bu durum kizlarin erkeklere gore daha sik etkilendigi
idiopatik SEP olgularindan farklilik géstermektedir (1,40,42,48,52,53).
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Sekil 21; MKRN3 geninin PWS/AS iliskili gen kiimesi i¢indeki yerlesimi (48)

MKRN3 geni (ID Q13064) Makorin zincfinger (¢cinko parmak) ailesinin bir
tiyesi olan makorin ringfinger (halka parmak) protein 3’ii kodlar. insan Protein Atlas
(The Human Protein Atlas) veri bankasina gore, plazma membrani, sitoplazma ve
niikleoplazmada gosterilmis olup karaciger, pankreas, prostat ve apendiks disinda tiim

organlarda eksprese olmaktadir (Sekil 22) (54).

MKRN3’iin hiicre i¢i sinyal trafigindeki rolii ve ubikutinlesmeye etkisi ile
GnRH’mn sekresyonunun inhibisyonuna yol agarak puberte zamanlamasina etki ettigi
diistiniilmektedir. MKRN3, E3 ubikuitin ligazlarina benzer. Bu 6zelligiyle hipotalamik
seviyede uyaricilarin inhibisyonunu E3 ubikuitin ligaz olarak hareket ederek sagladigi
diistiniilmektedir. Ubikutinlenmenin hiicre dongiistiniin diizenlenmesi, farklilasma ve
morfogenezinde énemli oldugu, ayrica hedef proteinlerin ubikutinlenmesi ile proteozom
tarafindan degradasyonuna ve protein fonksiyonunun modifikasyonuna yol actigi
bilinmektedir. Hayvan calismalarinda Mkrn3’iin ekspresyonundaki azalma ile GnRH
uyarict faktorlerinde ve/veya GnRH ekspresyonunda artisla iliskili oldugu
varsayllmaktadir. MKRN3'iin fonksiyon kaybir mutasyonlarinin, HHG ekseninin erken
aktivasyonuna ve fenotipik olarak SEP’e yol agtig1 bildirilmektedir (40,42,55-57).
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Sekil 22; MKRNS3 proteininin farklh organlardaki anlatim oranlari, The Human Protein
Atlas veri tabam sitesinden alinan grafiktir (54). Anonim 45 farkh insana ait
doku tipinin immiinhistokimyasal test ile antikor bazh protein profillemesinden
gorsellestirilmistir (Bu gorsel Tiirkce’ye uyarlanmstir).

MKRNS3 proteinin 6zgiin bir yapis1 vardir, dort ¢inko parmak igerir; ZNF1 (95—
122), ZNF2 (238-265), ZNF3 (311-365) ve ZNF4 (394-423). ZNF3'in halka tipi
olusturdugu tahmin edilmektedir (Sekil 23). Halka ¢inko parmaklarin protein - protein
etkilesimlerine aracilik ettigi gosterilmistir. C3H ¢inko parmak motifleri Sistein (Cys)
ve Histidin (His) rezidiileri ile bir halka parmak yapisal motifine (266-293) sahiptir.
Cinko parmaklar, cesitli riboniikleoproteinler ve RNA baglayict proteinlerde de
bulunmaktadir. Bu proteinler, posttranskripsiyonel RNA islenmesini, MRNA
stabilitesini, mRNA lokalizasyonunu, alternatif kirpilmayi ve translasyon etkisini
diizenlemektedir. Halka ¢inko parmak domaini ubikitin-ligaz aktivitesinden sorumludur
ve E3 ubikitin ligazda bulunur. Ubiquitin E2 ile kompleks yaparak lizin substrati olan
bir monoubikitin veya lizin rezidiilerinden poliubikitin zinciri olusturabilir. Bu
degisiklikler proteozomun hedef proteinin proteolizisinden, protein fonksiyon
yapisindan, birlikteligi ve/veya yerlesimini etkileyen bir dizi etkiden olusmaktadir.

Bununla birlikte Cys and His residiilerinin gérevi halen tam olarak aydinlatilamamis
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olsa da ¢inko parmak motif isleyisinin diizenlenmesinde rolleri oldugu diisiiniilmektedir
(20,57).

MKRN3

95 122 238 265 266 293 311 365 394 423
— ) i
NH2 COOH
C3H1 C3H1 MKRN C3HC4 C3H1

Sekil 23; MKRN3 proteini ve ¢inko parmak bélgeleri Christoforidis (2017) ve Valaderes
(2019)'den modifiye edilerek diizenlemistir(41,57).

2.3.2.4. Delta like non-canonical Notch ligand 1 (DLK1) Geni
DLK1 (OMIM# 176290) geni 14g932.2°de yerlesik olan bes ekzonlu bir gendir.
Ensembl veri tabaninda 4'i kodlama yapan biri kodlamayan toplam bes transkript

varyantt bulunmaktadir (Sekil 24).

En biiyiik transkriptin (NM_003836.7) boyu 4.657 b¢ ve kodladigi proteinin
(NP_003827.4) boyu 383 aa’dir (21,30) (Sekil- 25-29).

33 kb Forveard strand e

11.

DLK1-202 > NM_003836.7
rotein coding

22 kb viard strand g

e e e

DLK1-201 >
protein coding

37 kb Forveard strand

0+ &% ——Fr &

DLK1-203 >
protein coding

221 kb Forviard strand g

k'

DLK1-205 >
protein coding

kb veard strand g

DLK1-204 >
retained intron

Sekil 24; DLK1 geninin Ensembl veri tabanindaki (GRCh38.p13) kirpilma varyant gorseli


https://www.omim.org/geneMap/14/485?start=-3&limit=10&highlight=485
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_003836.7
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a) NM_003836.7
1Bk Fevrd strand =
Ekzon 1
DLKI Ekzon2 Ekzon 3 Ekzon 4 Fkzon 5
b) NP_003827.4 2454 55-245
P80370 ot el [l [l el
SRR = L .

Sekil 25; a. DLK1 gen transkriptinin (NM_003836.7) Ensembl veri tabanindaki
(GRCh38.p13) gorseli; b. DLK1 proteinin (NP_003827.4) UniProt (P80370) ve
Prosite (PS50193) veri tabanindaki gorseli. Ekzon, kodlayan amino asitler ve
domain yapis1 modifiye edilerek resmedilmistir.

Preadiposit faktor 1 / delta like non-canonical Notch ligand 1 / pref-1 olarak da
bilinen DLK1, sitoplazmik bolgesinde epidermal biiyiime faktorii (EGF) benzeri
tekrarlar iceren bir transmembran proteinidir. Evrimsel olarak korunmus olan Delta-
Notch sinyal yolaginda yer alir ve adiposit farklilasmasinin inhibisyonunda rol oynar.
Delta-Notch sinyal yolagindaki islev kaybr mutasyonlar1 genellikle letaldir. DIK1 geni,
farelerde hipotalamus ve kisspeptin néronlarmin oldugu hiicre hatlarinda eksprese
olmaktadir (12,44,58). Yaklasik 1000 kisinin hastalikli olmayan 54 doku bolgesi
ornekleri {izerinden acik veri kaynagi olarak sunulan Genotip-Doku Ifadesi (GTEx)
projesinin gorseline gore, DLK1, insanda embriyonik dokuda yaygin olarak eksprese
edilmekte, ancak dogum sonrasi diger dokularda azalirken, adrenal, hipofiz ve
yumurtalik dokusunda en yiiksek seviyede eksprese olmaya devam etmektedir (12,59)
(Sekil 26). Hipofizde, DLK1 ve notch sinyalinin, hipofiz hiicre tipi farklilasmasinda rol
oynadig bildirilmistir (44).
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Sekil 26; DLK1 gen ekspresyonunun 53 dokudaki gosterimi (GTEx portalindan alinmis
gorseldir).

DLKZY’in adipoz, mezenkimal, ndroendokrin ve hematopoetik dokularin gelisim
ve farklilasmasinda rol oynadigi bildirilmistir. Ik olarak 1987°de adrenal medullar
noroendokrin tiimorlerde yiiksek oranda anlatim yaptigi, 2000 yilinda ise Wylie ve
arkadaslar tarafindan fare ¢alismalarinda 12. kromozomda yerlesik DIk1’in maternal
imrinted bir gen oldugu gosterilmistir. Paternal eksprese olan genin iriinii 383 aa’dan
olusan DLK1 proteini insan ve farede %86 benzerlik gostermektedir. Hem insan hem de
fare DLK'si, 6 EGF benzeri tekrar bolgesi, bir transmembran bolgesi ve bir sinyal peptit
dizisi igermektedir (Sekil 27) (60,61).
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Sekil 27; DLK1 proteinin domain yapist Gomes (2019)’den modifiye edilerek
sunulmaktadir (62). SP: sinyal dizisi, TM: transmembran, EGF-LD:EGF benzeri
domain CR; Sitoplazmik alan.
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NOTCH1
"’

Sekil 29; DLK1 proteinin 1 TASSER’den olusturulan ii¢ boyutlu yapisinin gosterimi
(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/)(31).  N-terminalden  C-
terminale dogru maviden kirmiziya gokkusagi boyama araci kullanilmistir
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DLK1 ve SEP iligkili diger bir maternal imprinted gen olan MKRN3'iin insan
puberte baslangicindaki ve zamanlamasindaki rolii farkli {ilkelerden ve kokenlerden
kadinlarin dahil edildigi 57 biiyik GWAS c¢alismasiyla arastirilmis olup menars
sinyallerinin iliskili oldugu varyantlar belirlenmeye ¢alisilmistir. DLK1'in néroendokrin
varligt  hipotalamik ¢ekirdekte postnatal DLKI1 ekspresyonunun varligiyla
desteklenirken, kaybinin hipofiz hormon diizeylerini etkiledigi gosterilmistir (12,58).

14. kromozomun uzun kolunda (14932) yerlesik DLK1, maternal uniparental
dizominin de goriildiigii bir imprinting sendrom olan Temple sendromu (MIM#616222)
iligkili lokus igerisinde yer almaktadir (63). 1991 yilinda ilk kez tanimlanan bu
sendrom, PWS'ye benzer ve klinik 6zellikleri arasinda intrauterin biiylime geriligi,
infantil donemde beslenme problemleri, dogum sonrasi kisa boy, hipotoni, kiigiik eller,
hafif yiiz dismorfizmleri ve erken puberte yer alir (12).

DLK1'in SEP ile iligkisi ilk olarak 2017 yilinda Dauber ve arkadagslar tarafindan
gosterilmistir. Baglanti analizi ve tim genom dizileme (TGD) sonuglarinin birlikte
degerlendirildigi, Afrika kokenli Brezilyali dort kiz kardeste (iki kiz kardes ve baba
tarafindan iki iivey kiz kardes) yapilan ¢alismada ekzon 1'i de kapsayan yaklasik 14
kb’lik delesyon ile 269 bg¢’lik bir duplikasyon saptanmistir. Fonksiyon kaybina yol agan
bu mutasyon sendrom iligkili olarak bildirilmistir. Calismada serum DLK1 diizeyi,
etkilenmis bireylerde ve kontrollerde incelendiginde etkilenen olgularda diizeyin tespit
edilemeyecek kadar azaldigi gosterilmistir. Bu olgularin erken puberte bulgularina ek
olarak dort olgunun iiciinde obezitenin oldugu ancak Temple sendromu’nda goriilen
diger klinik bulgulara rastlanmadig: bildirilmistir. Ayn1 ¢aligmada DIk1'in farelerde
adiposit olusumunun diizenlenmesindeki roliiniin arastirilmas1 amaciyla yiiriitiilen
knock-out farelerde artmis adipoz, yiiksek kolesterol ve trigliserit seviyeleri saptadiklar
bildirmistir (12). DLK1’in puberte zamanlamasinin diizenlenmesinde kisspeptin sinyal
yolagini etkileyerek rol oynadigi diistiniilmektedir (12).

Bu ¢alismada sunulan SEP ile iligkili proteinlerin diger proteinlerle etkilesimleri

inBio Discover agik veri tabaninda (Sekil 30) gosterilmistir.
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Sekil 30; SEP iliskili bilinen genlerin kodladig1 proteinlerin birbiriyle iliskileri in silico
araclarla inBio Discover acik veri tabamindan alinarak sunulmustur.

2.4. Genetik Hastaliklarin
Yontemleri

Tamsinda/Arastirllmasinda  Kullamlan  Analiz

Genetik Hastaliklarin tanisinda ve arastirilmasinda kullanilan teknikler, analiz
hedefine gore, klasik sitogenetik, molekiiler sitogenetik ve molekiiler teknikler

basliklar1 altinda toplanmaktadir.

2.4.1 Sitogenetik

Insan sitogenetigi, kromozomlarin yapisini, kalittm sekillerini ve anomalilerini
inceleyen bilim dalidir. Kromozomlar, DNA ve karmasik yapidaki histon ve non-histon
proteinlerinden olusurlar ve bir kusaktan digerine aktarilan genetik bilginin

tasinmasindan sorumludurlar. Kromozom anomalileri canli dogumlarin yaklasik
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%]1'inde goriliir. Dogumsal anomalilerin, zihinsel geriliklerin, infertilitenin, cinsiyet
gelisim bozukluklarinin ve fetal kayiplarin en 6nemli nedenlerinden birisi kromozom
anomalileridir. Kromozom analiz yapilma gereksinimi, kromozom anomalileri igin
artmig risk tasiyan pre ve postnatal déonemde ayrintili bir Sykii ve fizik muayene

sonucunda belirlenmelidir.

2.4.1.1. Klasik Sitogenetik Teknikler

Sitogenetik analizler kromozomlardaki sayisal ve yapisal degisimlerin
arastirilmasinda  kullanilmaktadir. Analizler 151tk mikroskobunda yapilmakta ve
mikroskobik olarak tiim sayisal ve >8-10 Mb boyutundaki dengeli veya dengesiz
kromozom anomalilerinin tanisina olanak saglamaktadir. Kromozom analizleri
yapilirken her bir homolog kromozom c¢iftinin digerinden ayirt edilmesine olanak
saglayan bantlama teknikleri kullanilir. Bu bantlama teknikleri arasinda rutin
analizlerde tiim kromozomlarin incelenmesini saglayan G bantlama (Sekil 31) ve segici
kromozom bdlgelerinin analizini miimkiin kilan C bantlama, NOR boyama ve digerleri

bulunmaktadir.

Klasik sitogenetik analizlerde bolinme 6zelligini kaybetmemis basta periferik
kan lenfositleri olmak tizere, amniyositler, koryon villuslar, deri fibroblastlar1 ve kemik
iligi gibi hiicre ya da dokular kullanilmaktadir. Analizler gelis endikasyonu ve anomali
beklentisine gore, metafaz ve prometafazda yapilmaktadir. Bilinen trizomi 21, 13, 18 ve
monozomi X gibi kromozom anomali sendromlarinda metafaz evresinde 400/450 bant
diizeyinde analiz yeterli iken, mikrodelesyon, mikroduplikasyon ya da non-spesifik
konjenital anomali/zihinsel yetmezlik nedeniyle kromozom analizi yapilan olgularda
HRBT olarak da adlandirilan ve kromozomlarin prometafaz evresinde 650/850 bant

diizeyinde analiz edilebilmesine olanak taniyan teknik kullanilmaktadir.
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Sekil 31; G bantlama ile bantlanmis normal bir karyotip 6rnegi (I.U. Istanbul Tip
Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dal1, Sitogenetik laboratuvari arsivi)

2.4.1.2. Molekiiler Sitogenetik Teknikler

Floresan in situ hibridizasyon (FISH): sitogenetik ve molekiiler genetik
tekniklerin birlikte kullanildigi, klasik sitogenetik tekniklerin tanida yetersiz kaldigi
kromozom anomalilerinde kullanilan tamamlayicit bir tekniktir. 1990’11 yillardan
itibaren kullanilmaya baglanmistir. Ozellikle andploidilerin hizli tanisina, kanser
hiicrelerinde kromozom eldesinde zorluk yasanan durumlarda hiicre kiiltiiriine

gereksinim duyulmadan direkt analiz edilebilmesine imkan tanimasi nedeniyle klasik
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sitogenetige istiinliik saglamaktadir. Ayrica submikroskopik diizeyde
mikrodelesyon/duplikasyon sendromlar1 (Ornegin, PWS/AS) gibi klinik 6n tanilarda,
inversiyon, translokasyon, delesyon ve duplikasyon gibi yapisal kromozom anomalilerinin
aydinlatilmasinda 6nemli rol oynar. Teknik, hedefli analize olanak saglamaktadir, belirli bir
bolgeye ya da tiim kromozoma 6zgii isaretli problarn interfaz ve metafaz kromozomlari ile
hibridize edilmesi sonucu olusan hibrit sinyallerin floresan mikroskobunda

degerlendirilmesi ile yapilir.

Karsilagtirmali genomik hibridizasyon (CGH) teknigi; indeks DNA ile kontrol
DNA’sinin farkli floresan boyalar ile isaretlenerek metafaz kromozomlarina hibridizasyonu
ve floresan mikroskobu altinda renklerin karsilastirlmasiyla delesyon/duplikasyon analizi
temeline dayanir. Gilinimiizde disiik ¢6ziiniirlik ve analiz zorlugu nedeniyle tercih

edilmemektedir.

Array CGH (aCGH) teknigi ise, genomdaki dengesiz degisimleri DNA
diizeyinde arastirmak amaciyla kullanilan bir yontemdir. Hedeflenen bdlgelere veya
tiim genoma 6zgii oligoniikleotit problar yardimu ile referans ve indekse ait DNA larin
farkl1 floresan boyalarla (cy3 yesil ve cy5 kirmizi) isaretlenerek ¢ip tizerindeki DNA’ya
hibridize edilmesi ile analiz gergeklestirilir. (Sekil 32). Teknik dengeli kromozom
anomalilerini, diisik oranli mozaisizmleri ve poliploidileri saptayamaz. Dengesiz
anomalilerin yiiksek ¢oziiniirliikle gosterilebilmesinde, az miktarda DNA ile dahi
caligilabilmesi ve tiim genomun kisa bir siirede incelenebilmesi gibi avantajlart
nedeniyle Ozellikle konjenital anomali ve zihinsel yetmezligi olan olgularda birinci

basamak test olarak tercih edilmektedir (Sekil 33).
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Sekil 33; aCGH tekniginin analiz ara yiizii (I.U. Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik

Anabilim Dali, Molekiiler Sitogenetik laboratuvari arsivi)
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2.4.2. Molekiiler Teknikler

2.4.2.1. Sanger Dizileme Teknigi

1977 yilinda Frederick Sanger’in giiniimiizde altin standart olarak
degerlendirilen ve 3’0OH grubu bulunmayan dideoksiniikleotid (ddNTP)’lerin
kullanimiyla, ardasik deoksiniikleotid (dNTP)’in 5’ pozisyondaki fosfati ile fosfodiester
baginin kurulamamasi sonucu DNA’nin zincir uzamasinin sonlandirilmasini sagladigi bir
yontemdir (65). Bu yaklasim ile yapilan dizileme dideoksi zincir sonlandirma yontemi
olarak da isimlendirilir. DNA zincirlerinin uzatilmasi icin farkli florometrik isaretleme ile
dedektor araciligiyla saptamasi yontemini ve kapiller elektroforez gibi teknik gelismelerin
olmas1 sonucu otomatik ve bilgisayar destekli sistemler ile entegre olan teknigin
kullaniminda ¢ok sayida (384) drnek es zamanda dizilenebilir hale gelmistir (Sekil 34 - 35).
Sistem, tek yonden 600 ile ¢ift yonden 1400 baz uzunlugu arasindaki DNA dizisini
yiksek dogruluk ile okuyabilmektedir (66). Amerika’nin Ulusal Saglik Enstitiisii
(National Institutes of Health, USA) tarafindan 1990 yilinda baslatilan insan Genom Projesi
(IGP), 2000 yilinda tamamlanmustir. Bu 10 yillik siiregte IGP’den elde edilen bilgiler ile
ekonomik ve zaman acisindan genomun dizilenmesi icin yeni tekniklere ihtiya¢ oldugu

ortaya ¢ikmuistir.
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Sekil 34; Sanger Dizileme tekniginin gosterimi, https:/letstalkscience.ca/educational-
resources/backgrounders/sanger-sequencing sitesinden Tiirkce’ye cevrilerek
modifiye edilmistir.



https://letstalkscience.ca/educational-resources/backgrounders/sanger-sequencing
https://letstalkscience.ca/educational-resources/backgrounders/sanger-sequencing
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Sekil 35; Applied Biosystems® 3500 / 3500xL SD icin genetik analiz cihaz,
http://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/4476988.pdf sitesinden
alinarak sunulmaktadir.

2.4.2.2. Coklu Ligasyon Bagimh Prob Amplifikasyonu (MLPA) Analizi

Coklu Ligasyon Bagimli Prob Amplifikasyonu (Multiplex Ligation Dependent
Probe Amplification) teknigi primer giftlerinden olusan prob karisim setleri ile hedef
gen bolgesindeki degisimleri, delesyon ve duplikasyonlari arastirmak amaciyla
kullanilmaktadir (Sekil 36). Teknik ayni reaksiyon siirecinde tek gen hastaliklar1 ile
iliskili delesyon ve duplikasyonlari, DNA'nin metilasyon varligini ve indirekt olarak prob
baglanma bolgelerindeki kiiciik degisimlerin gosterilmesini saglamakta olup, tek ekzon

delesyonlarinin Sanger dizi ile dogrulanmasini gerektirir (67).


http://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/4476988.pdf
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Sekil 36; MLPA protokoliiniin sematize asamalari, https://www.mrcholland.com/’dan
modifiye edilerek diizenlenmistir.

2.4.3. Yeni Nesil Dizileme (YND)

IGP’nin tamamlanmas: sonrasinda, masif paralel dizileme ya da yeni nesil
dizileme (YND) olarak adlandirilan yontemler gelistirilmeye baslanmistir. Es zamanli
DNA fragmaninin dizilenmesine dayanan bu teknolojiler ile kisa siirede daha fazla
dizileme ile biiyiikk miktarda veri ¢iktis1 elde edilebilmektedir. Gliniimiizde genetik
heterojenitesi yiiksek olan ve c¢ok ekzon sayili genlerle iligkili olan hastaliklarin
molekiiler genetik tanisinda kullanilmaya baslanan bu teknoloji, hastalik iligkili yeni
genlerin arastirilmasi icin de bir firsat sunmaktadir. YND teknigi asamalari, tek bir DNA
molekiiliniin veya tek DNA molekiiliiniin klonal ¢ogaltilmasiyla, fragmentasyon,
kalip/taslak hazirlanmasi, dizileme islemi, goriintilenme ve veri analizlerinden

olusmaktadir.

2005 yilinda, Life Sciences tarafindan 454 platformu piyasaya ¢ikmistir. Bu
platformda, boncuklar iizerine baglanmis kalip molekiil emiilsiyon PZR (emPZR) ile


https://www.mrcholland.com/
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cogaltilir. Kalip hazirlanmas: ve milyonlarca kopya boncuklara bagli molekiil ile her
kuyucuga bir boncuk girecek sekilde pikolitrelik kuyulara yiiklenir. Fragmanlar paralel
olarak piro sekans (tek niikleotid ekleme) yontemiyle dizilenmektedir.

Daha sonraki yillarda ise Solexa firmasi tarafindan Genome Analyser ve
Agencourt firmasi tarafindan Solid, 2011 de ise lon Torrent PGM, Illlumina MiSeq ve
Pacific Biosciences RS (Pac Bio) platformlari ortaya ¢ikmistir (Sekil 37).

Birinci Nesil Ikinci Nesil Uciincii Nesil
(Yeni Nesil Dizileme)
E ’ 3 g W“!

Sangel dizileme 454, Solexa,
. n PacBio
Maxam ve Gilbert Ton TGllt‘llt, Oxford Nanopore
Sanger zincir sonlandirma Ilumina P
dANTP'ler kullanarak niikleotid Dizileme reaksiyonlarmin Tek molekiil
iceriginin belirlenmesi ve paralellestirilmesi ile coziiniirliigii ile gercek
ardindan elektroforez ile viikseK verim zamanda DNA dizileme
gorsellestirme
. ortalamalarda onlarca
500-1000 be diziler 50-500 be diziler kb 11k dizileme
S > A
5 R i
Kisa-okuma dizileme Uzun-okuma dizileme

Sekil 37; Dizileme teknolojilerindeki ilerlemeler, https://www.pacb.com/blog/the-
evolution-of-dna-sequencing-tools/ sitesinden Tiirkce olarak modifiye edilmistir.

[llumina platformunda, cam bir yiizey yardimi ile DNA fragmanlari yakalanirlar
ve cam ylizey lizerinde koprii PZR teknigi ile DNA fragmanlar1 ¢ogaltilarak klonal
DNA’larin elde edilmesi saglanir. Bir sonraki asamada SD’ye benzer olarak floresan
isaretli sonlandiricilar ile dizileme gergeklestirilir. Firmanin MiSeq cihazi ile daha az
kapasitede ve kisa siireli dizilemeleri yapilirken, genelde TED/TGD de kullanilan HiSeq
2500 platformunda 6 giinliik 1slak laboratuvar ¢alismasi ile 1 TB gibi yiiksek kapasiteli
dizilemeler yapilabilmektedir (66). Solid, ti¢iincii siradaki YND platformudur. Platform,
mekanik ya da enzimatik fragmantasyon sonrasinda, yag damlaciklar igerisinde
emiilsiyon PZR yontemiyle ¢ogaltilan DNA fragmanlarinin floresan isaretlenmesi ve
problar kullanilarak ligasyon ile dizileme gergeklestirmektedir. Farkli YND platformlarla
ilgili bilgiler Sekil 38’de gosterilmistir.


https://www.pacb.com/blog/the-evolution-of-dna-sequencing-tools/
https://www.pacb.com/blog/the-evolution-of-dna-sequencing-tools/
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Sekil 38; Farklh YND platformlarinda DNA dizilemenin sematize edilmesi (Gupta 2019)
(68) (Tiirkge olarak modifiye edilmistir).

PacBio [Single Molecule, Real-Time (SMRT)] dizileme sistemi DNA molekiiliiniin
PZR amplifikasyonundan bagimsiz ger¢ek zamanli dizilenmesini saglayan bir
platformdur. Kuyular igerisinde baglanmig polimerazlar ile vy-fosfat floresan
isaretlenmis niikleotidler kullanilarak tek iplikli DNA molekiiliinden, yeni bir zincir
olusur. Bu sentez esnasinda her baza 6zgii bir floresan 151ma gergeklesir, bu sayede
gercek zamanli olarak DNA dizilenir. Ayrica Oxford Nanopor firmasmm tek zincirli
DNA molekiiliiniin elektriksel algilanmasi teknolojisi de giliniimiizde farkli bir yaklagim
benimsemistir. PacBio ve Oxford Nanopore firmalariin uzun okuma dizileme

karsilastirmalar1 Sekil 39’da bulunmaktadir.
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Teknoloji Platform  Okuma uzunlugu (bp)  Verigkig ~ Caligma siirest Onerilen uygulama
PacBio SVRT RS ~20KD Wto1Go 4h WGS, PGS
Seque 812kb 357Go 30Min-6h
Sequel 120 ~15KD 160 Go/ SMRTcel
Oxford NanoPore Flongle 1.8Gb WGS*, PGS
MinlON 5-200 Kp* 30Gb Redl time
GridiON Mk1 2 M longest# 250G
PromethlON uptodTh

PacBio SMRT ve Oxford NanoPore siralama platformlari. bp, baz gifti; Kb, kilobaz; WGS, tiim genom
dizileme; PGS, hedeflenen nesil siralamasi; Gb, Gigabayt; Tb, Terabayt. *Kiicitk tiim genom dizilert.

*Tiim Nanopore dizileyiciler, sunulan DNA / RNA pargasinin tamamunt okur,

Sekil 39; PacBio ve Oxford Nanopore’un platform, okuma uzunlugu vb. karsilastirilmasi
(Kanzi 2020°den modifiye edilerek diizenlenmistir) (69).

Gilinlimiizde bir¢ok firmanin dizileme platformlar1 kullanilmaktadir.

bazilar1 ve 6zellikleri Sekil 40°da gosterilmektedir (69).

Bu platformlarin

Teknoloji Dizileme platformu Okuma uzunlugu (bp) Veri ¢iKis1 Calisma siiresi  Onerilen uygulama
llurnina NovaSeq 6000 System 24-30Tb 44 h WGS, WES, PGS
NextSeq 550 System 150 PE* 100-200 Gb 29 h
HISeq 3000/4000 System upto1.5Th 4 days
HiSeq X Series 1.6-1.8Tb 3 days
lon Torrent lon GeneStudio S5 System 200 SE 10-15Gb 19h
lon GeneStudio S5 Plus System 400 SE 20-30 Gb 10h WGS, WES, PGS
lon GeneStudio S5 Prime System 200 SE 40-50 Gb 12h
lon PGM 314 System 400 SE 30-50 Mb 23h
lon PGM 316 System 800 SE 60100 Mb 37h
lon PGM 318System 200 SE 300-600 Mb 30h
lon Proton Systemn (lon Pl Chip) 200 SE 600 Mb-1 Gb 49h
400 SE 600 Mb-1 Gb 44h
200 SE 1.2-2Gb 7.3h
400 SE upto 15Gb 25h
200 SE
400 SE
up to 200
BGI/MGI DNBSEQ-T7 100 PE, 150 PE 6Tb 24h WGS, WES, PGS
DNBSEQ-G400/MGISEQ 2000/BGISEQ 500 400 SE, 100 PE, 150 PE, 18.75-1,080 Gb ~78h WGS, WES
DNBSEQ-G400 FAST 200 PE 330 Gb 12-13h PGS
DNBSEQ-GE0/MGISEQ 200/BGISEQ 50 100 SE, 150 PE 10-150 Gb 10-64h PGS

50 SE, 100 SE, 50 PE,
PE100

Siralama performans 6zellikleri sirket agiklamasma géredir. bp. baz cifti: WGS. tiim genom dizileme; WES, tiim ekzom dizileme: PGS, hedeflenen nesil siralamas:; SE.
Tek uglu okuma; PE. Paired-End/iki uclu okuma okuma, Gb, Gigabayt: Tb, Terabayt.* Tiim dizileyiciler icin gegerlidir.

Sekil 40; Farkh YND platformlar1 ve ozellikleri ile ilgili bazi1 bilgiler Tiirkce
diizenlenmistir (Kanzi 2020)’ den (69).
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YND’de diger tiirlerinde farkli dizi teknolojisi kullanan bir diger platform da Ion
Torrent olup Rothberg (70) tarafindan gelistirilmistir. Bu teknolojide floresan tabanli
isaretleme yerine niikleotidler pH 6lciimii ile okunur, kullanilir. Oncelikle kalip/taslak
ve Kkiitiiphane hazirligi amaciyla DNA’nin fragmantasyonu yapilir. Daha sonra bu
fragmanlarin uglar1 enzimatik olarak modifikasyona ugratilarak adaptorlerin baglanmasi
saglanir. Adaptore bagl kiitiiphane tirlinleri manyetik bilyelere bagli olarak emPZR ile
cogaltilir. emPZR reaksiyonu yag damlaciklari i¢inde yer alan manyetik bilyelerin iizerinde
gerceklesmektedir. Fragmente olmus genomik DNA parcaciklarimin her iki ucuna da
oligoniikleotit dizilerinin ligasyon ile eklenmesi saglanir. Bu sayede tamamlayici
bazlarindan olusan bu dizilerin karsisina uygun adaptorler gelir. Boylece, DNA
fragmentleri ile hibridize olurlar ve bilyelere kovalent olarak baglanirlar. Bu iiriinleri
tagtyan manyetik boncuklar daha sonra amplifikasyona katilmamis boncuklardan yag
parcaciklar1 ve reaktiflerden ayristirilarak zenginlestirilir. Bu agamanin sonunda ortalama
olarak her DNA molekiiliine bir boncuk iizerinde olacak sekilde islem yapilir. Boncuklarin
lon ¢ip tizerinde mikro kuyucuklara yiiklenmesi yapilir. Dizileme sirasinda Kuyucuklarin
her biri uzamanin oldugu DNA zincirine uygun olarak dNTP baglandiginda ortaya
salinan proton (H") iyonlar1 sinyal dedektorii tarafindan algilanarak olusan pH
degisimlerini elektrik sinyallerine doniistiiriir. Ortama sira ile her bir baz igin (A, C, G,
T) ayr bir tekrar dongiisii ile islem siirdiiliir. Bu sayede her kuyucuktaki DNA dizisi
saptanir (70,71).

Son yillarda, YND tekniklerinin klinikte kullaniminin giderek arttigi
goriilmektedir. TED/TGD Klinik etkilenmis pediatrik ve yetigkin hastalarin molekiiler
tanisinda bir ara¢ olarak daha yaygin olarak kullanilmaktadir (72). YND tekniklerin
klinikte kullanima yonelik diger bir yaklasim ise Mendel hastaliklariyla iligkisi bilinen
genlerin (5000-7000) panel yapilarak dizilenmesidir. Genetik hastaliklarla iligkili oldugu
HGMD, OMIM vb. veritabanlarinda bildirilmis bu genlerin kapsanmasi ile hastaliga neden
olan varyantlarin belirlenmesi hedeflenmektedir. Bu inceleme, klinik fenotip bulgularin

varliginda genotip iligkisinin gosterilmesinde yaygin bir molekiiler test olmaya baglamistir
(73).

2.4.3.1. Tiim Ekzom Dizileme Teknigi



42

Genom ve ekzom dizilemeyi anlamak i¢in anahtar kavram, ~20.000 genin
degerlendirmesi  olarak lanse edilmis olsa da gercekte tiim  genler
degerlendirilememektedir. Genellikle bu teknolojiler “tiim genom dizileme” veya “tim
ekzom dizileme” olarak tanitilirlar. "Tim" kelimesinin kullanilmasi onlar1 tek gen veya
gen paneli testlerinden ayirmaktadir, ancak "tim" kelimesinin kullanilmasi,
klinisyenleri veya hastalari, mutasyonlara neden olan hastaliklar1 tespit etmede %100
duyarl oldugu yanilsamasina yonlendirebilmektedir. DNA’daki tekrarlayan bolgelerin
varligi, ¢cok biiyiikk delesyonlarin, duplikasyonlarin okunmasindaki yetersizlik, dizileme
kapsamlariin (coverage) %100°den diisiik olmas1 gibi nedenlerden dolayi, bu testlerin
bilinen genlerdeki ortalama 20 X derinlikteki kapsami %85-92 olarak bildirilmektedir
(74).

Insan genomunun yaklasik %1'ini olusturan yaklasik 200.000 ekzon (=30 Mbg),
proteinlerin kodlamasinda gorev yapmaktadir. Bu bolgelerin tamami ekzom olarak ifade
edilir. YND tekniklerinden TED teknigi ile yliksek ¢iktili paralel DNA dizileme
teknolojisi 6zellikle nadir Mendel hastaliklar1 ve/veya tek gen hastaliklarinin tanisinda
ve yeni genlerin kesfinde etkili kullanilmaktadir. Patojenik varyantlarin bircogunun
(>%85) protein kodlayan ekzonlar ve sinirlari olan intron baglanma noktalarinda
gergeklestigi  bildirilmektedir. Bu durumdan dolayt TED tekniginin monogenik
hastaliklarin aydinlatilmasinda etkili bir ara¢ oldugu diistiniilmektedir (74-76). YND ile
yiiksek veri eldesinden sonra veri analizinde en biiyiik zorluk polimorfizmler ile hastalik
yapic1 varyantlarin birbirinden ayrilmasidir (75). Colombus-Ohio’daki bir ¢ocuk
hastanesine 24 ay ardasik siirede yapilan bir arasgtirmada, global gelisme geriligi,
dismorfik yiliz gOriiniimii, miiskiiler hipotoni gibi bulgulari olan ¢ocuklar ve
ebeveynlerden olugsmus 357 hasta 6rneginde, molekiiler temeli bilinen genlerde yapilan
YND analizlerinde, yontemin taniya katkisinin %32 oldugu ve bu oran i¢inde otozomal
dominant kalitimin ve taze mutasyonlarin goriildiigii grubun %46 gibi en yiiksek pay1
aldig1 tiim grup iginde ise oraninin %15 oldugu tespit edilmistir (77). Otozomal resesif
gecis gosteren tani konulamayan metobolik hastalik grubunda ise TED’in taniya

katkisinin %65 oldugu saptanmustir (78).
TED hesaplamaya dayali ¢esitli karmasik analiz basamaklardan olusmaktadir;

- okuma ¢iktisi Raw, ham veri (FASTA/FASTQ), baz c¢agrilamasi ve

gorlintiileme analizleri
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- FASTA / FASTQ dosyalarinin kalite kontrolii ve veri 6n iglemesi

- Referans genom ile haritalama ve hizalama (SAM [Sequence Alignment
Map] / BAM [Binary Alignment Map] dosyalari olarak)

- Verilerin islenmesi ve varyantlarin ¢agirilmasi (VCF [Variant call format]

dosyalar1 olarak)

- Varyantlarin tanimlanmasi - varyant listesi olarak ¢ikti (dosya genellikle

metin veya excel bi¢iminde referans genomla farkliliklar goriilebilir)

Glinimiize kadar SEP’in genetik kokenini aydinlatmak amaciyla yiiriitiilen
bir¢ok calismaya ragmen iligkili genlerde bildirilen patojenik varyant saptama oraninin
azligr halen bu genlerde saptanabilecek SEP iligkili yeni varyantlarin ve puberte
zamanlamasina etki eden yeni genlerin olasiligina isaret etmektedir. Arastirmamizin,
kohortumuzda SEP iligkili bilinen genlerin incelenmesi, klinik iliskili varyantlarin
saptanmadig1 olgularda TED analizi ile fenotip iliskili yeni genlerin arastirilmasinin

pubertede yeni yolaklarin kesfine katki getirmesi beklendi.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

2007-2018 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi (1.U.), Istanbul Tip Fakiiltesi
(.T.F.), Cocuk Saghgi ve Hastaliklari Anabilim Dali (AD), Biiyiime-Gelisme ve
Pediyatrik Endokrinoloji Bilim Dali Poliklinigi’nden, 1.U., 1.T.F., Tibbi Genetik AD
Poliklinigi’ne yonlendirilen, ¢alismaya katilim i¢in goniillii onam formunu imzalayan,
SEP tanili farkli ailelerden 18 indeks olgu ve patojenik / olasi patojenik varyant
saptanan olgularin ulasilabilen ve ¢alismaya katilmay1 kabul eden 33 aile bireyi projeye
dahil edildi. Olgular Tibbi Genetik AD polikliniginde Klinik genetik olarak muayene
edildi. Dismorfik bulgusu olmayan, herhangi bir sendromla iliskilendirilmeyen
olgularda ilk asamada SEP ile iligkisi bilinen bes gen Sanger dizi (SD) teknigi ile
incelendi. Patojenik / olasi1 patojenik varyant saptanan olgularda dogrulama ve
segregasyon calismalar1 gerceklestirildi. Herhangi bir patojenik varyant saptanmayan
olgulardan SEP patogenezinde rol oynayan olast diger genlerdeki degisimlerin
aragtirilmast amactyla iki indeks olgu ve ailesinde TED analizi planlandi. Birinde
etkilenmis 1. derece kuzen, digerinde ise etkilenmis anne ve kiz kardes olmak iizere

toplam iki farkli aileden bes bireyde TED teknigiyle ¢alisma yapildi.

Calismanin etik agidan uygunlugu I.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurulu
tarafindan degerlendirildi ve 10.08.18 tarih ve 13 say1 ile onaylandi.

3.1.1. Klinik incelemeler

Projeye katilan 18 indeks olgunun 16’s1 kiz ve 2’si erkek cinsiyette, Pediatrik
Endokrinolojide SEP klinigi ile takip edilmekte idi. Olgularin fizik muayeneleri ve
laboratuvar verileri kayith dosyalarindan retrospektif ve prospektif olarak incelendi.
Puberte bulgulari ve antropometrik olgtimleri (boy, agirlik) degerlendirildi. Agirlik,
boy, viicut kitle indeksi (VKI), 6ngériilen eriskin boy (OEB), hedef boy SDS’leri ulusal
verilere gore hesaplandi. Kemik yas1, ayn1 klinisyen tarafindan Bayley-Pinneau yontemi
ile tayin edildi. Bagvuru ve izlem sirasindaki antropometrik olgiimleri ve ek klinik

bilgiler incelenerek not edildi.
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Tibbi Genetik Poliklinigi’ne yonlendirilen olgular, ayrintili 6ykii, klinik genetik
muayene, radyolojik ve laboratuvar bulgular1 ile degerlendirildi ve en az {i¢ kusak
sorgulanarak aile agaglari ¢izildi. Projeye katilmaya yazili onam veren olgu ve
ailelerinden DNA izolasyonu i¢in KsEDTA’l1 tliplere 2 ml periferik kan 6rnegi alindi.
TED igin olgu se¢iminde ailede en az 2 ve daha fazla bireyde benzer klinik bulgularin

olmasina dikkat edildi.

3.2. YONTEMLER

3.2.1. DNA Eldesi

DNA izolasyonlari, steril 2 ml KsEDTA’I1 periferik venoz kan 6rneklerinden
400 pl kan kullanilarak 6zgiin Kit (soliisyon / manyetik boncuk bazli sistemle) ile firma
protokollerine uygun olarak yapildi (MagPurix Blood DNA Extraction Kit 200,
kat.Op02001-48).

3.2.2. DNA Kkalite arastirmasi

Izolasyon sonrasi calismaya almacak DNA &rneklerinin  konsantrasyonlart
(ng/ul), kalite degerleri (Azeor2s0) (1,80 - 1,89) spektrofotometre ile Olgiilerek kayit
edildi (Nanodrop 2000c, Thermo Scientific). PZR c¢alismasinda kullanilacak DNA
miktar1 reaksiyon bagina 50-80 ng/ul’ye ayarlandi. Kalite degerleri spektrofotometrede
ol¢iildii ve kayitlar yapildi.

Indeks olgu ve aile bireylerinin periferik kanindan izole edilen DNA
konsantrasyon =~ ve ~ NANODROP  2000c  cihazt  (Thermo Scientific)
spektrofotometresindeki diger 6l¢iim degerleri Tablo 2°deki gibidir.

Tablo 2; indeks ve calismaya katilan aile bireylerinin DNA él¢iim bilgileri.

Aile No Olgu no DNAt ytélll)nluk 260/280 | 260/230 pgr
n
SEP# s
01-111:4 72,9 1,75 173 14,58

SEP#01 01-11:4 43,1 1,72 1,60 8,62
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01— 115 69,2 1,72 1,68 13,84
02— I:1 84,8 1,80 1,86 16,96

SEP#02 02— 11:2 45,9 1,58 1,69 9,18
02— II:3 44.6 1,71 1,71 8,92

02— 11:2 32,4 1,64 1,69 6,48
03— 111:1 70,3 1,77 1,77 14,06
03-111:2 54,7 1,78 1,60 10,94
03— 11:2 56,3 1,74 1,70 11,26

SEP#03 03-11:3 109,5 1,83 1,97 21,9
03-111:3 1113 1,83 2,10 22,26
03-1:3 50,3 1,75 1,86 10,06
03-I:4 68,4 1,80 1,73 12,27

04 - I11:1 55,5 1,80 1,62 11,1
04— 11:3 59,1 1,74 1,70 11,82
SEP#04 04— 11:4 72,6 1,77 1,80 14,52
04 - 111:2 60,4 1,68 1,64 12,08
04-111:3 96,4 1,79 1,95 19,28

04-111:4 88,5 1,80 1,93 17,7

SEP#05 05- IV:1 44,0 1,78 1,55 8,8
05— 111:3 32,4 1,75 1,55 6,48
06-111:4 741 1,80 1,86 14,82
SEP#06 06— 11:3 74,3 1,84 1,79 14,86
06— 11:4 103,4 1,79 1,68 20,68
06 - 111:5 126,8 1,84 2,10 25,36
SEP#07 07-111:4 71,9 1,82 1,87 14,38
08-111:2 74,1 1,84 1,69 14,82

SEP#08 08 —11:3 70 1,82 1,83 14
08- 111:3 479 1,78 1,58 9,58

SEP#09 09-1V:1 35,5 1,75 1,68 7.1
09— 1:2 40,6 1,78 1,59 8,12
SEP#10 10:111:1 54,2 1,75 1,66 10,84
11-111:1 80,8 1,79 1,91 8,08
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11-11:2 1773 1,85 1,72 17,73
SEP#11 11-11:3 70,4 1,81 1,86 14,08
11- 11:2 80,3 1,74 1,80 8,03
12-11:1 49,4 1,77 1,56 9,88
SEP#12 12 -11:2 81,6 1,78 1,63 8,16
12-11:3 65 1,82 1,70 7,8
12- 111:2 32,9 1,71 1,62 3,9
13-1V:1 69,5 1,76 1,79 13,9
SEP#13 13 -111:2 39,7 1,77 1,87 7,94
13-1V:2 64,6 1,78 1,96 12,92
SEP#14 14- IV:1 58,8 1,73 1,78 11,76
15-111:1 74,3 1,76 1,50 14,86
15— 11:1 55,7 1,75 1,85 11,14
15— 11:2 68,2 1,78 1,70 13,64
15- 111:2 87,3 1,80 1,98 17,46
SEP#15 15 —11:5 58,8 1,75 1,84 11,76
15-11:4 82,5 1,79 1,89 16,5
15-11:3 56,5 1,77 1,89 11,3
15- 111:3 58,9 1,75 1,80 11,78
16- 111:4 68,8 1,80 1,92 13,76
16 — 11:4 86,7 1,82 1,92 17,34
16 — 11:5 102,6 1,82 2,04 20,52
SEP#16 16- 111:5 81,1 1,81 1,93 16,22
16 111:3 86,9 1,81 1,91 17,38
17- 11:2 67,8 1,74 1,75 13,56
17-11:1 73,5 1,79 1,85 14,7
SEP#17 17 -11:2 94,7 1,79 1,99 18,94
17111 74,1 1,76 1,90 14,82
17 -11:4 82 1,79 1,86 16,4
18- 111:1 87,8 1,80 1,91 17,56
18— 11:2 120,9 1,81 2,07 24,18
18— 11:3 92,9 1,82 2,11 18,58




48

SEP#18 18 —11:2 82,4 1,80 2,12 16,48
18 -11:6 98,9 1,81 2,07 19,78
18- 111:3 67,8 1,77 1,89 13,56
Novel varyant saptanan SEP#03 ve #04 olgularinda RNA izolasyon
Ol¢timleri
RNA
Aile ve izolasyon | RNAyegunluk | 260/280 | 260/230
olgu No dokusu (ng/uh
SEP#03- Kan 102 1,9 1,7
11:1 _
Idrar 6,5 1,1 0,07
SEP#04-
™ Kan 37,1 1,78 0,29

3.2.3. Primerlerin tasarlanmasi

Sanger dizileme ve TED de saptanan varyantlarin dogrulanmasi amaciyla
tasarlanan primerler icin dikkat edilen hususlar: doSNP veritabaninda daha 6nceden
saptanmig ve sikligr >%0,1 olan herhangi bir varyant veya tekrarlayan dizi bolgesinde
yer almamas ileri, geri primerlerin baglanma 1silarinin birbirlerine yakin olmasi (en
fazla +/- 2-5°C fark), icerdigi A - T ve C - G niikleotidlerinin oldugunca esit dagilimli
olmasi, 18-24 niikleotid igermesi ve gen bolgesinde beklenen mutasyonlarin analiz
edilmesine olanak saglayacak derinlikteki intronik bolge i¢inde bulunmasi. Primer
Ozgiinliigii, UCSC Genome Browser sitesinden (30,79) “in silico PZR” interaktif

sistemi ile test edilerek degerlendirildi.

Bu tez kapsaminda tasarlanan ve kullanilan primer ¢iftleri Tablo 3-9’da

gOsterilmistir.

Tablo 3; Tammmh SEP genleri icin tasarlanan primer ciftleri, kapsadigi ekzon
bolgeleri ve amplikon boylari

Amplikon
, be

Primer Ad1 Ekzon Primer Dizisi

KISS1-F1 1 UTR | 5-GGC AGG AGG AGA GGC T-3°
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KISS1-R1 5-GTT CCC TAG GTC CAT CCA-3’ 609
KISS1-F2 5-CCT AGC ATG AAT TCA GCT TTA-3’

KISS1-R2 ? 5-GAA CTG GAG ACA GTT CAT TGT-3’ 502
KISS1-F3 5-CCT ACCCTG TTT GTT TCC T-3°

KISS1-R3 ° 5-GCC TCA TCA GAG CTG CT-3’ 778
KISS1R-F1 5-CGC TCT CAC TCC GAC CTT -3

KISS1R-R1 . 5-CAG GTG CAG GGA CCA CA-3’ 749
KISS1R-F2 5’-CCC TGA GCC ATC CTG CT-3

KISSIR-R2 ? 5’-CCC CTC CAG CTT CTG AG-3’ 468
KISS1R-F34 5-CAC TCC TCC CAG GAC ACT -3’

KISS1R-R34 S84 S CAC CAG CCG CGA GAC CT 987
KISS1R-F5 5-GGT GGG AGG ACA GCA A3’

KISS1R-R5 > 5- CTG CAC CGA ACG TCA CA -3’ 770
DLK1-F1 5-CGT CTA GCC AAG AGT GCA-3’

DLK1-R1 ' 5’-CCT CCT TGC TCA GCG CA-3’ 713
DLK1-F23 5-GAA GTG CCT ACT GTG TGC CA-3’

DLK1-R23 283 15 5TG CAG GAA TGA GGA AGT GA 931
DLK1-F4 5-GCT CCC TAAACC CTC TTACT-3

DLK1-R4 ) 5’-CGG GAC TTG AGA ACATCA -3’ 510
DLK1-F5 5-GTT TTA AGC ACC TGC CCC TT-3’

DLK1-R5 ° 5-GTC ACA CAG CAG CAC AAA GA-3’ 1015
MKRN3-F1 5-GGC AGA CAA AAG GGG CT-3’

MKRN3-R1 ' 5-CAA CAG CCC CTG AAA GCA-3’ 1929
MKRN3- 5’-CTC CAT GCA GAT GCC ACA-3’

R1Seq 1 1254
MKRN3- 5-GTT CCA GGG CAG CCC TA-3’

1560 1 1005
MKRN3-F2 5-GGA CAA GGT GTG TGG CAT-3’

MKRN3-RLY . 5-GAG TGT CAA CAC AGG GAA-3’ 681
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Tablo 4; PROKR2 geni primer giftleri (I.U. Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik
Anabilim Dal, Molekiiler Genetik Laboratuvari kayitlari).

) ) o Amplikon

Primer Ada Ekzon | Primer Dizisi b

s DC
PROKR2-F1 . 5-CTG GTT AGG CAGTGG GTCT -3 -
PROKR2-R1 5- GCAATG TCAGCCTGT CAGA-3
PROKR2-F2 ) 5'-GCT GGA TAA CAA GTA CAT GAG GA -3 926
PROKR2-R2 5- GGA GGC ATG AAC ACA GAT GT -3
Tablo 5; DLK1- cDNA primer ciftleri
Primer Ad1 Ekzon | Primer Dizisi Amplikon, b¢
CDLK-F1 5’-GCG ACC GAA GCC CTC CT-3’

185 725
CDLK-R5 5’-CAG GTG AGA CCT GTG AAC T-3
Tablo 6; ANO4 gen varyanti i¢in tasarlanan primer c¢iftleri (NM_178826.3)
Primer Ada Ekzon | Primer Dizisi Amplikon, b¢
ANO4-F27 5’-CCT GTC CTATCATCT TGC AT-3’
27 449
ANO4-R27 5’-GAT CCC TGT TAC TGC AAC A-3°
Tablo 7; CDHRS3 gen varyanti i¢in tasarlanan primer ciftleri (NM_152750.5)
Primer Adi Ekzon | Primer Dizisi Amplikon, b¢
CDHR3-F10 5’-GAT CCT GTGCTG TTG AGC AA -3’
10 443

CDHR3-R10 5’-CCT AGT ATT GCC CAG CAG A-3’
Tablo 8; CDHRS3 - ¢cDNA primer ciftleri
Primer Adi Ekzon | Primer Dizisi Amplikon, b¢
c.CDHR3-F7 7&12 | 5>-GGA TCC TGATGATGAAGG TT-3’ 7746



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=NM_152750.5

o1

c.CDHR3-R12 5’-GCT GGAGTT CTCCTG TCT T-3°

Tablo 9; FGFR1 geni primer giftleri (I.U. Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik
Anabilim Dali, Molekiiler Genetik Laboratuvar: Kayitlar1 ) (NM_023110)

Primer Ekzon Primer Dizisi Band
FGFR1-F1 5’-CAG CCA GGA CCT ATGATCT-3
FGFR1-R1 ? 5’-CCT GCA ACC ATATCACCT-¥ A
FGFR1-F2 5’-GCT CAG TAG CCT CCAGTA AGT-3’
FGFR1-R2 3 5’-GTC ACC TCT CTG AGA GCC AA-3° >
FGFR1-F3 5’-CTA AGG GAG CAG TGG GA-3’
FGFR1-R3 L 5’-GCA TGT AAT CAG GACTTCCT-3’ 714
FGFR1-F4 5’-CTC TGA TAT GGA GGG CA-3
FGFR1-R4 2 5’-CCC TAA GAA ACC TGG ACA-3° SH
FGFR1-F5 5’-CAT CAC TGG GAA AGC CA-3’
FGFR1-R5 ! 5’-AGG AAT GAT CCC ATT CGG-3° 39
FGFR1-F6 5’-GCA AAG AAG ATG TCA GGG A-3’
FGFR1-R6 ° 5’-GCT CTC CTG CCT CTG TGT-3’ 370
FGFR1-F7 5’-GCT AGA ACT TGC CAT GGT-3’
FGFR1-R7 ? 5’-GGA CAA TGG AGA GGG CA-3 e
FGFR1-F8 5’-GAC ATG TGC CTC TGC CAT T-3°

10&11&12 1294
FGFR1-R8 5’-CCT CTG CCA AAG CAG CCT -3
FGFR1-F9 5’-CCT AAG AGG AGG CAG GAG A-3’
FGFR1-R9 B 5’-CAA CGC CAC CAC AAG ATGA-Z 40
FGFR1-F10 148158.16 5’-CAG AGC AGT GTG GCA GA-3° 086
FGFR1-R10 5’-CTG TAA GGT CAG GGA CGT-3’
FGFR1-F11 5’-GTA AGC CCG AGG AGA TGT-3°

17&18 614

FGFR1-R11 5’-GAC AGG GAC GGA CAG GT-3’

3.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Her bir PZR reaksiyonu i¢in 25 mM MgCl, (Thermo Scientific), 1X tampon
solisyonu [10X (NH4)2SO4] (Thermo Scientific), %0-10 DMSO (Biomatik
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Coorporation), 200 yM dNTP (Thermo Scientific), 0,2 - 0,5 uM ileri ve geri primerler
(Sentebiolab) ve 0.5 U Taqg polimeraz enzimi (Hibrigen) ve 150-200 ng gDNA
kullanildi. Karigim, bidistile su (dH20) ile son hacim 25 pl’ye tamamlanarak hazirlandi.
Tiim ¢alismalar soguk blok tizerinde gergeklestirildi. Her PZR ¢alismasinda amplifiye
edilen bolge DNA i¢ermeyen negatif kontrol PZR ile ¢alisildu.

PZR; 94°C de 5 dakika (dk) denatiirasyon 1 dongii, ardindan 94°C de 30 saniye
(sn) denatiirasyon, primerlerin Temparature of Melting (Tm)’e gore degisen 52°C den
62°C ye kadar ve 30 sn’lik baglanma isilarinda ve 72°C’de 45 - 90 sn. (1 kb / 1 dk)
uzama basamaklarindan olusan toplam 35 (10 + 25) dongii ve son olarak 72°C de 10
dk’lik uzama ile, termal dongii cihazlarinda (SimpliAmp [applied biosystems] ve DNA
Engine T100 [BIORAD)]) gergeklestirildi.

Amplifikasyonun sonrasinda PZR 6rneklerinden 5 pl alinarak, 50 bg’lik
merdiven markorii (Sigma) paralelinde %1.2°lik agaroz (Sigma) jelde, 1X TBE
tamponunda 160 Voltta, 30 dk. yiiriitiildii, beklenen b¢ uzunluguna gore ayrilmasi
saglandi. Ultraviyole (U.V.) 1sik altinda elde edilen bantlar goriintiilendi ve kayit edildi.

3.2.5. PZR Uriinii Saflastirmasi

Saflastirma islemi i¢in Exonuclease - | (Lot:00716871-Thermo Scientific)
enzimi ve Rapid Alkaline Fosfataz (04898141001-Roche) enzimleri kullanildi. Termal
dongii cihazlarinda PZR protokolii olarak 37 °C’de 30 dk. , 85°C’de 15 dk. ardindan +
4°C ye getirildi. Saflagtirilmus tiriinler cihazdan alindi ve bir sonraki islem igin + 4°C’de

saklandi.

3.3. Genom Analizatoriinde Dizi Analizi

Dizi analizi, PZR yontemi ile amplifiye olan ve ardindan saflastirilan
amplikonlar Tibbi Genetik AD laboratuvarinda bulunan ABI3500 otomatik sekiz
kapilerli genom analizatorii (Applied Biosystem) cihazinda gergeklestirildi. Analiz
sonuglar1 degerlendirilmesinde UCSC Genome Browser (79), Ensembl Genome

Browser (80) vb. ¢esitli web sitelerinden yararlanildi.
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3.3.1. DNA Dizi Analizi

Dizi analizi reaksiyonu, saflagtirllan PZR firiinleri ile termal dongii cihazinda

yapildi. Calismalarin tiimii soguk blok tizerinde gergeklestirildi.

3.3.1.1. Dizinin PZR Reaksiyonu

5X tampon soliisyonu olan Big Dye buffer (PZR igin gerekli kimyasallar
bulunur), BigDye v 3.1 (ddNTP leri ve AmpliTag DNA polimeraz igermektedir),
Primer (PZR da kullanilan primerlerden biri ya da iki ¢ifti ayr1 yonlii olarak (dizi okuma
kalitesi i¢in seg¢ilir) saflastirilmis PZR tirtinii ve dHO ilavesiyle final hacmi 10ul olacak
sekilde plak (MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate-N8010560) iizerinde bir
kuyucuga bir iiriin gelecek sekilde hazirlandi. Karisim termal dongii cihazinda
ylriitiildii. Protokol toplam 25 dongiide; 96°C’de 10 sn. ile denatiirasyon, 50°C’de 5 sn.
ile baglanma ve 60°C’de 4 dk. ile sonlanma basamaklari ile olusturuldu. 4°C’ye gelen

cihazdan dizi reaksiyon iiriinleri alindi.

3.3.1.2. Dizinin PZR Reaksiyon Uriinlerinin Saflastiriimasi

BigDye dizi reaksiyonu iriinlerinin temizligi i¢in plak igerisinde iiriin basina
L’er pul, 125 mM EDTA, %?2’lik glikojen ve 3M sodyum asetat eklendi ve bu karigimin
tizerine her bir kuyucuga 25 pl %100 ethanol ilave edildi. Plak aliminyum koruyucu
yapiskan bantla (seal) kapatilarak oda 1sisinda 15 dakika beklendi. 3810 rpm’de 60 dak.
santriflij yapildi. Plak iizerindeki koruyucu yapiskan bant acild1 ve plak ters cevrilerek
1100 rpm’de 30 sn.’ye kisa santrifiij yapildi. Her bir kuyucuga 20 pl %70’lik ethanol
eklendi. Plak koruyucu yapiskan bant ile kapatildi ve 3460 rpm’de 15 dk. santrifiij
edildi. Plak tizerindeki koruyucu yapiskan bant agildi ve plak ters cevrilerek 1170
rpm’de 60 sn.’ye kisa santrifiij yapildi. Her bir kuyucuga 10 pl injeksiyon buffer’t
(dH,0 ya da HiDi formamid [Highly Deionized formamid]) eklendi. Ornekler 95°C’de
5 dk. denatiire edildi, 2 dk. soguk blok iizerinde bekletildi ve ABI3500 (Applied

Biosystem) genetik analiz cihazina yiikleme i¢in hazirliga baglandi.
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3.3.1.3. Genom Analizatoriine Yukleme

Saflastirilan 6rnekler ABI3500 cihazi i¢in uygun olan plak (MicroAmp Optical
96-Well Reaction Plate-N8010560) her bir kuyuya bir oOrnek gelecek sekilde
yerlestirildi. Plak santrifiijiinde (Biosan LMC3000) 1200 RPM’de 2 dakika gevrildi.
Santrifiij bitince, plak ABI3500 cihazina yerlestirilip yiiriitme islemi gecildi. Cihaz
yiirlitme isleminde kalibrasyonu yapilmis dizileme boya seti olan Z Dyeset segildi.

On yiiriitme voltaji: 15 kVolts, &n yiiriitme siiresi: 180 sn., yiiriitme voltaji: 13,4 kVolts,
yuriitme siiresi: 2.520 sn., injeksiyon voltaji: 1,6 kVolts, injeksiyon zamani: 8 sn. ve veri

gecikmesi (data delay): 250 sn.’ye ayarlanarak {irtinler yiiriitiildi.

3.3.1.4. Elektroferogramlarin Degerlendirilmesi

Kapiller elektroforezi sonucunda alinan abl dosyasindaki piklerin rengine gore
degerlendirme yapildi. Elektroferogramda pik rengi, Adenin ise yesil, Guanin ise siyah,
Sitozin ise mavi ve Timin ise kirmizi1 ile gosterildi. Pikler ABI Sequencing Analysis
v5.4 yazilim ve SeqScape v3.0 (ABI) programlarinda bilgisayar ortaminda analiz edildi

ve degerlendirildi.

SeqScape v3.0 programinda analiz agamasina gegmeden dnce programa referans
dizi yliklendi ve tanitilan transkriptin ekzon ve intronik boélgeleri program igerisinde
gosterildi. Dizileme isleminden sonra Fasta formatina alman olgu dizisi programa
yiiklendi ve analiz komutu verildi. Bu islemden sonra, olgu dizisinin hedef gen bdlgesi
tizerindeki yeri, dizilendigi primerin yoniiniin dogrulugu (ileri ya da geri primer veya
her ikisi), saflastirma kalitesi, dizilenen baz sayisi, goriintiilenen pik kalitesi, pik
yiiksekligi ve arka alan kirliligi olup olmadig1 kontrol edilerek degerlendirildi. Belirtilen
kontrollerden sonra herhangi birinde farklilik var ise ¢aligma PZR agamas1 veya yeterli
ornek mevcutsa, dizi saflastirma asamasindan itibaren tekrarlandi. SeqScape v3.0
programinda analiz agsamasinda, elde edilen olgu dizisi ile referans dizi karsilastirilarak
tanimlanmis degisimler NCBI Entrez SNP (81), Ensembl GeneSNPView (80) ve HGMD
(82) gibi veri tabanlari kullanilarak programda isaretlendi. Daha once karakterize

edilmemis degisimlerin in silico olarak patolojik olup olmadigi, Mutation Taster (83) ve
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Prediction of functional effects of human nsSNPs (PolyPhen-2) (84) Protein Variation
Effect Analyzer (PROVEAN) (http://provean.jcvi.org/) veri tabanlari kullanilarak
degerlendirildi. SeqScape v3.0 programinda, olguda c¢alisilan ilgili gen bolgesinin
degisimlerinin gosterimini yapan analiz genel dokimii alindi. Varyantlarin
simiflandirilmasinda VarSome veri tabaninda interaktif analizlerden yararlanildi (85).
Varyantlarin sikliklarinin belirlenmesinde GnomAD veri tabanindan yararlanildi (86).
Olguda patojenik / olas1 patojenik varyant saptanmis ise bagimsiz ornek ¢alismasi ile
dogruland1. Iliskili oldugu ongoriilen varyantlar igin aile agacina gore informatif

diistiniilen aile bireylerinde segregasyon analizi yapildi.

3.4. Tiim Ekzom Dizileme (TED) Cahismasi

Projemizde iki aileden toplam bes bireyde TED ¢alismasi yapildi; SEP#11-11:2,
I1:1, 111:2 ve SEP#15-111:1, 111:2. Calismada lon AmpliSeq Exome Kit Ion 540 ¢ip (60-
80M. reads) kullanilarak kiitiiphane hazirlandi. Dizileme islemi lon GeneStudio S5
platformunda yapilirken, haritalama, Kalite analizleri Torrent Server suit™
programinda, varyant belirleme, anotasyon ve filtreleme iglemleri ise lon Reporter
programindan yararlanilarak gergeklestirildi.

TED analizi oncesinde teste alinacak olgu 6rneklerinde DNA yogunlugu 1,6-2
ng/ul olacak sekilde mili Q (18MQ) su ile gerekli seyreltme islemleri yapildi. Seyreltme
sonrast, her bir olgunun DNA 6rnekleri 6zgiin kit kullanilarak (Qubit dSDNA HS Assay
Kit) florometrik yontemle (Qubit Fluorometre) tekrar Olgiildii ve final DNA
yogunluklarinin TED i¢in hedef aralikta (1,6-2 ng/ul) olmasi saglanana kadar gerekli

islemler tekrarland.

3.4.1. TED i¢in Kiitiiphane Hazirhg:

Firma protokollerine uygun sekilde, lon GeneStudio S5 platformunda YND
teknigiyle genomik DNA’y1 dizilemek iizere ekzom kiitiiphanelerinin hazirlanmasi
amaciyla lon AmpliSeq Exome RDY Kit 1x8 (kat. No. A35907) kullanildi. lon Xpress
Barcode Adapters Kit (kat. No. 4471250); 1 - 96 arasi tiim adaptor seti ile barkotlu
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kiitiphane olusturuldu. Olusturulan barkotlu kiitiiphaneler birlestirilerek tek bir lon
Chip’e yiiklendi, dizilendi ve veri analizi gergeklestirildi (Sekil 41).

Kiitiphane Yapimi Taslak Hazirligi Dizileme Veri Analizi

lon AmpliSeq Exome lon Chef™ System and lon GeneStudio S5 Prime Torrent Suite™ Software
RDY Kit 1x8 yada lon 540™ Kit-Chef ya da System ve e
lon AmpliSeq Exome lon 550™ Kit-Chef lon 540 Chip Kit lon Reporter™ Software
RDY Kit 4x2 lon 550 Chip Kit

Sekil 41; Ion AmpliSeq™ Exome RDY Kkit ile ekzom dizileme basamaklarinin sematik
gosterimi  (http://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/CSD/Flyers/ion-ampliseg-
exome-rdy-flyer.pdf)

lon Torrent (Thermo Fisher Scientific) platformunda kiitiiphane olusturmak igin
DNA pargalarinin ekzonik gen bolgelerini hedefleyen primerler ile multipleks olarak
cogaltildi. Enzimatik reaksiyonlarla elde edilen fragmanlarin uglarinin kesilmesi ve
adaptorlerin baglanmasindan sonra bu iriinler i¢in emiilsiyon temelli polimeraz zincir
reaksiyonu (emPZR) metodu kullanildi. Bu islem nano boyuttaki kiireler etrafinda ve
mikroyag reaktorleri igerisinde gerceklestirildi. Elde edilen tirtiinler firma protokollerine
gore dizilendi ve ¢ikan veri uygun programlar araciligiyla analiz edildi. Asagidaki

basamaklar ile islemler agiklanmaktadir (Sekil 42).
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Sekil 42, lon AmpliSeq icin Ekzom RDY

is akis
(https://www.thermofisher.com/)’dan diizenlenmistir.

3.4.1.1. Hedef DNA bdlgelerinin ¢ogaltilmas1 asamalari

Her 6rnek i¢in Tablo 10°daki malzemeler ile stok karisimi hazirlandi.

semasl
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https://www.thermofisher.com/)'dan

Tablo 10; Hedef bolgelerin ¢ogaltilmasi icin hazirlanan karisim

Icerik Miktar
5X Ion AmpliSeq™ HiFi Mix 14 uL.
50-100 ng gDNA <56 uL

Niikleazlardan serbest Su

70 uL’ye tamamlanir
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Stok soliisyon karistirilarak kisa siire santrifiij edildi. Ion AmpliSeq ™ Exome

RDY plate (plak/plaka/tepsi) ¢ikartildi. Her 6rnek igin, stok karisimdan 5 pL alinarak

plak {izerinde tek bir yatay satirina sirasiyla (yatayda 12 kuyu) i¢ine dagitildi. Bir adet

MicroAmp™ seffaf yapiskan film (seal) ile plakanin tizeri sikica kapatilarak

sizdirmazlik saglandi ve ardindan plak kisa siireli santrifiij edildi. Termal dongi

cihazinda Tablo 11°de gosterilen kosullar kullanilarak PZR ¢aligsmasi yapildi.

Tablo 11; Hedef bolgelerin ¢ogaltilmasi icin PZR dongii kosullar:

Basamak Adim Sicaklik Zaman
Bekleme Enzimi aktivasyonu igin 99°C 2 dk
Dongti Denatiirasyon i¢in 99°C 15sn
(10 dongi) Baglanma ve Uzatma i¢in 60°C 16 dk

Bekleme - 10°C Bekleme

3.4.1.2. Hedefli cogaltilan reaksiyonlarin birlestirilmesi

Damlaciklari plak iizerindeki kuyularin dip tarafina toplamak i¢in plak kisa

stireli santrifiij edildi, sonrasinda seffaf yapiskan film ¢ikarildi. Plak sirasindaki her bir

ornek icin 12 hedef amplifikasyon reaksiyonu, 1-5 ve 7-12. kuyularindan 6. kuyucuga

aktarilarak birlestirilmesi saglandi (Sekil 43).
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Sekil 43; Hedefli ¢cogaltilan reaksiyonlarin birlestirilmesi

3.4.1.3. Amplikonlarin kismen kesilmesi

Birlestirilmis her bir hedef amplifikasyon reaksiyonuna 6 pL FuPa Reaktifi
eklenerek toplam hacim yaklagik 60 pL’ye tamamlandi. Boylece amplikonlarin primer,
adaptor ve barkotlara baglanmasini saglamak i¢in uglarin kisa kesilmesi ve yapiskan ug
(Sticky end) haline gelmesi saglandi. Plak, MicroAmp™ geffaf yapiskan film ile
kapatildi, pipetaj ve vorteks ile karistirildi, ardindan damlaciklar1 toplamak i¢in kisa
stire santrifiij edildi. Termal dongii cihazi kosullari ayarland1 ve enzimatik reaksiyon
uygulandi (Tablo 12).

Tablo 12; Amplikonlarin kesilmesi amaciyla uygulanan PZR kosullar:

Sicakhik |Zaman
50°C 20 dakika
55°C 20 dakika
60°C 20 dakika
10°C Bekleme
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3.4.1.4. Adaptorlerin baglanmasi, barkodlamasi ve saflastirilma islemi

Her barkot ve adaptor icin seyreltilme, 1:4 olacak sekilde Ion P1 Adaptérii ve Ion
Xpress Barkod X karisimi hazirlandi ve bu karisimdan 6 pL ligasyon reaksiyonuna
eklendi. (Tablo 13).

Tablo 13; Barkod ve adaptor karisim icin gerekli icerik ve hacimlerini gosteren tablo
(x:se¢ilmis olan 6rnek)

Icerik Hacim
Ion P1 Adaptor 2 uL
lon Xpress Barcode X [1] 2 uL
Nuclease-free su 4 ulL
Toplam 8 uL

Ligasyon (baglanma) amaciyla plak {izerinde igerigin toplanmasi igin kisa siire santrifiij
edildi ve tizerindeki yapiskan film ¢ikarildi. Daha sonra kesilmis amplikonlar1 igeren

her bir kuyuya Tablo 14’deki igerikler eklendi.

Tablo 14; Barkod ve adaptor ligasyonu i¢in karisim hazirlama malzemeleri ve hacimlerini
gosteren tablo

Malzemeler Miktar
Switch Solution 12 uL
lon Xpress Barcode Adapters mix (barkodlu kiitiiphane) 6 uL
DNA Ligase 6 uL
Total miktar (kesilmis ~ 60 pL amplikon dahil ) ~ 84 uL

Plak tizeri yeni bir MicroAmp seffaf yapiskan film ile kaplandi ve vorteks
yapildi. Damlaciklarin toplanmasi igin kisa siire santrifiij edildi. Plak {izerine
MicroAmp Optik Film Sikistirma Pedi yerlestirildi ve termal dongii cihazina yiiklendi
ve ardindan asagidaki kosullarda PZR reaksiyonu gergeklestirildi (Tablo 15).
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Tablo 15; Ligasyon isleminde uygulanan PZR kosullarini gosteren tablo

Sicakhk |Zaman
22°C 30 dakika
68°C 5 dakika
72°C 5 dakika
10°C Bekleme

Barkodlanan iiriinlerin saflastirilmasi igin, plak Ttzerindeki sikistirma pedi
cikarildi ve her kiitiiphaneye 80 pL (yaklasik 1X numune hacmi) Agencourt AMPure
XP reaktifi eklendi. Boncuk siispansiyonuyla DNA’nin iyice karigmasi amaciyla pipetaj
uygulandi. Karisim 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. Plak, bir DynaMag 96 miknatis
rafa (Kat. No. 12331D) yerlestirildi ve 5 dakika siiresince ya da ¢ozelti berraklagincaya
kadar inkiibe edildi. inkiibasyon bitiminde boncuk pellete zarar vermeden siipernatant
cekilerek atildi. %70’lik yeni hazirlanmis etanolden 150 uL eklendi, boncuklar
yikamak i¢in plak miknatis raf icinde yan yana hareket ettirildi ve 5 dakika/gozelti
berraklasana kadar inkiibe edildi. Pellete dikkat edilerek siipernatant atildi. Boncuklarda
etanol kalintilarim1 ortadan kaldirmak igin plak, miknatis rafta inkiibe edildi ve oda

1is1sinda bes dakika boyunca hava ile kurutulmasi saglandi.

3.4.1.5. Kiitiiphanenin ¢ogaltilmasi ve purifikasyonu

lonAmpliSeq Exome RDY Kkiitiiphaneleri, yeterli materyal saglanmasi i¢in ilk
once cogaltilmaktadir. Bunun i¢cin Ion AmpliSeq ™ Kkiitiiphanesini iceren plak
miknatistan ¢ikarildi, her bir boncuk peletine 50 pl 1X Library Amp mix ve 2 uL 25X
Library Amp primeri eklendi. Karistirilma igin pipetaj yapildi, MicroAmp seffaf
yapiskan film ile kapatildi ve santrifiij edildi. Plak tizerine MicroAmp optik film
sikistirma pedi yerlestirildi ve Tablo 16’da belirtilen program ile PZR yiiriitiilmesi
gerceklestirildi.

Tablo 16; Kiitiiphane ¢cogaltimi icin PZR protokoliinii gosteren tablo

Basamak |Sicaklik |Zaman
Bekleme [98°C 2 dakika
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5dongii | 98°C 15 saniye

64°C 1 dakika

Bekleme |10°C Bekleme

PZR ile ¢ogaltilan kiitiiphanenin saflastirilmasi amaciyla, plak kisa siire santrifiij
edildi, tizerindeki sikistirma yapiskan bant pedi ¢ikarildi ve iki asamali saflagtirma
islemine baslandi. Agencourt AMPure XP reaktifi oda sicakligina getirildi ve
kullanmadan 6nce boncuklar1 dagitmak igin iyice vortekslenerek ¢ozelti dikkatle
pipetlendi. Yeni hazirlanmis %70 etanolden 230 pL ile 6rnek basina 100 pL niikleaz
icermeyen su ile birlestirildi. Purifikasyonun ilk agsamasinda her bir 50 pL 6rnek igeren
plak kuyucuklarina 25 pL (0.5X ornek hacmi miktar1) oda sicakligina getirilmis
Agencourt AMPure XP reaktifi eklendi, boncuk siispansiyonun ve DNA’nin karigmasi

icin pipettaj uygulanarak 5 dakika oda 1sisinda beklendi.

Plak DynaMag 96 miknatis rafa yerlestirildi ve ¢ozelti berraklagsana kadar
beklendi. Siipernatant yeni bir PZR plagina alindi ve iizerine 60 uL (1.2X orijinal drnek
hacmi miktar1) Agencourt™ AMPure XP reaktifi eklenerek pipetaj yapildi. Oda isisinda
bes dakika inkiibe edilen plak bir DynaMag 96 miknatisa yerlestirildi ve c¢ozelti
berraklasana kadar beklendi. Amplikonlarin baglh oldugu pellete dikkat edilerek
stipernatant ¢ekilerek uzaklastirildi. Boncuklarin yikanmasi icin her bir kuyucuga %70
etanolden 150 pL dagitildi ve plak miknatis raf icinde hareket ettirilerek ¢ozeltinin
berrak hale gelmesi beklendi ve slipernatant atilarak uzaklastirildi. Plak, miknatis rafta
bekletildi ve boncuklar oda 1sisinda 5 dakika bekletilerek kurutuldu. Plak, miknatish
raftan alinarak tizerine 50 pL TE eklendi ve karisima pipet ile karigtirildi. Plak, seffaf
yapiskan bir film ile kapatildi, karigtirilarak santrifiij edildi. Daha sonra oda 1sisinda iki
ila li¢ dakika inkiibe edilen plak bir miknatish rafa yerlestirildi. Siipernatant igerisinde
bulunan amplikonlar Qubit™ 3.0 fluorometre kullanimu ile kiitiiphanenin miktar 6l¢tiimii

ve sulandirma faktorii hesaplandi.

Ekzom kiitiiphaneleri genellikle 300 - 1500 ng/mL arasinda olmaktadirlar.
Cogaltilmis her kiitiiphanenin 10 pL'si Qubit dSDNA HS test kiti (Kat. No. Q32851
veya Q32854) ve Qubit™ 3.0 fluorometre (Kat. No. Q33226) kullanimiyla analiz edildi.
Cogaltilmis kiitiiphanenin konsantrasyonu saptanmasinda; Qubit dsSDNA HS tampon ile



63

Qubit dsDNA HS reaktifi kullanilarak 1:200 oraninda seyreltmesi yapildi. 190 uL
seyreltilmis Qubit dSDNA HS reaktifi ile 10 uL amplifiye edilmis Ion AmpliSeq ekzom
kiitiiphanesi birlestirildi ve karistirildi. 1ki dakika inkiibasyon siiresi sonrasinda Qubit
3.0 fluorometre ile konsantrasyon dl¢iimii yapildi. Konsantrasyon degerlerine gore, ~ 22
ng/mL (~ 100 pM) seyreltilme ile kiitiiphaneleri birlestirme ve taslak (template)
hazirligina gegildi.

3.4.2. lon S5 ile taslak olusturma ve dizileme

lon GeneStudio S5 (Sekil 44) dizileme i¢in taslak olusturma isleminde emPZR
metodu kullanmaktadir (Sekil 45). Bu yontemde stok kiitiiphanenin olusturulmasindan
sonra barkot ve adaptor baglanan DNA pargalari, 6zgiin oligolar1 i¢ceren manyetik
ozellikteki boncuklar ile yakalanir. Daha sonra yag siispansiyonu igerisinde
karistirtlarak ortalama her bir boncuk igin bir mikro kuyu diisecek sekilde diizenlenir.
Gerekli reaktifler ve polimerazin bulundugu yag damlacikli mikro kuyucuklar igerisinde

PZR islemi gerceklesir.

Dizileme islemi, pH degisimini 6lgen iyon sensoriiyle kapli mikro kuyucuklar
tasiyan yari iletken ¢ip ile gergeklesir. Kalip DNA ipligi, polimerizasyon igin
boncuklara baglanir ve her bir kuyuyu doldurur ardindan dNTP’ler sirayla ortama
verilerek akis gergeklesir. ANTP’nin kalip DNA’daki karsiligi yok ise niikleotid eklenmez
ve biyokimyasal reaksiyon ve pH degisimi olmaz. Kalip iplige tamamlayici bir niikleotid
varliginda ise iplige dahil olur ve bu esnada agia ¢ikan Hidrojen (H®) iyonu ortama
salinir (Sekil 46). Bu iyon, dijital sensorler araciligiyla algilanir ve pH degerindeki
degisimin Ol¢limii ile ¢ip yardimiyla okuma saglanarak ham veriye doniistiiriiliir. Bu
islemde hangi kuyucuklarda hangi dNTP ka¢ tekrar ile baglandigi saptanabilmektedir.
Ancak bu sistemde 8 tekrardan uzun homopolimer boélgelerin baz sayisi dogru
saptanamayabilir. Kalip DNA’nin kars1 ipligi yapilirken es zamanli olarak dizileme ile
okumalar yapilmaktadir, islem paralel olarak g¢evrimi¢i yapildigindan dogrulugu ve

ciktis1 yiiksek dizileme gerceklesir.



Sekil 44; Ion GeneStudio™
S5(https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/A27212#/A27212)

— —— mikro kuyucuklar

CATG

Polimeraz

niikleotid eklenmesi

/

pH degisimi

voltaj

Zaman — —p

Sekil 45; Escalante, Next generation sequencing technologies’den diizenlenmistir
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ION TORRENT DIZILEME

Kalip DNA ya
nuikleotid Kuyu
eklenmesi
r v Ay
g —
Kalip DNA . pH degisimini
algilayici tabaka
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> . « Cip
Dijital Sinyal

Sekil 46; Ion Torrent dizilemede c¢ipe verinin gonderiminin sematize edilmesi
(https://researchcrunch.org/an-in-depth-guide-to-next-generation-sequencing/
den modifiye edilerek diizenlenmistir.)

Bu islemlerin gerceklestirilmesinde otomatik bir robotik sistem olan lon Sef /
Chef (Kat. No. 4484177) (Sekil 47) kullanildi. Sistem kullanimi ile verimi yiiksek
taslak hazirlama ve ¢ip yiiklenmesi saglanmaktadir. Sistemde lon 540 kit, Chef / Sef
(Kat. No. A30011) kullanildi. 100 pM’a getirilen Ion Ampli Seq Exome RDY
Kiitiiphanesi 0Ornekleri, esit hacimlerde birlestirildi. Niikleaz icermeyen su ile
konsantrasyon 50 — 100 pM olacak sekilde seyreltilerek yiikleme yapmadan once - 20
reaktifler oda sicakligina getirildi. Daha sonra kiitiiphane Ornekleri lon 540 Sef
Reagents igerisine eklendi. Taslak ve dizileme igin gerekli olan materyaller, ¢ozeltiler
ve 25 pL seyreltilmig kiitiiphane igeren tiipler ile kullanilacak c¢ipler Ion Sef cihazina

yiiklendi ve dizileme islemi ger¢eklestirildi.
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Sekil 47; Ion Sef / Chef Cihaz

(https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4484177#/4484177)

Torrent Server programi ile dizileme sonunda ortaya ¢ikan verinin iglenerek

bazlarin isimlendirmesi, haritalanmasi, varyantlarin isimlendirmeleri, degerlendirmeleri

ve yorumlanmalar1 gerceklestirilir (Sekil 48).

Unaligned Reads

1856 86
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|||I| !SPLoadqmq
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94,094,284 197 bp 209 bp 26bp

"ll 68 % Read Length

Usable Sequence

Chip well details

Y573 139,519,977 8%
Loading Empty Wells
100% PEENAPELT] 0%
Enrichment No Template
74% BUSKIINEE] 26%
Clonal Polyclonal
1% Test Fragments !
YO o1,00,254 Sty 0 50 100 ;::szr?Oth 250 300 350
Final Library 8% Low Quality Q Y Q

Sekil 48; Torrent Server 1n iizerinde okuma 6zetleri ve uzunluk bilgilerinin gosterimi
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Belirlenen sinyallerin islenmesi (baz eklenmesi ile voltaj degisimi) ve bazlarin
isimlendirmesi (hangi kuyularda hangi dNTP’lerin kag tekrarla baglandigi) ile olusan
veriler (ionogram), haritalanmamis Binary Alignment Map (BAM) dosyasi1 formatina
dondstirilir. Bu islemde ham veri kontrol edilir, diisiik kalitede okumas1 olan bazlar ve
hatali diziler 3’ uglardan kirpilir (trimleme islemi) ve uzaklastirilir. Geriye kalan diziler
yiiksek kalitede bazlar1 igermektedir. BAM formatina doéniistiikten sonraki adimda elde
edilen dizilerin haritalama ve hizalamalar1 (Torrent Mapping Alignment Program/TMAP)
yapilir. Bu islemden sonra ise referans genoma gore hizalanan haritalanmis ve
yerlesimlerin (ortalama baz sayisi, derinlik ve yiizde degerleri) belirlendigi BAM - BAI
formatinda dizi dosyalar1 elde edilir. Dizileme sonrasinda Torrent Server yazilimina
aktarilan verilere ait BAM dosyalari, analiz i¢cin lon Reporter programina aktarilir ve
analiz edilebilir. Bu islemde Torrent Server’a yiiklii olan varyant saptama programa ile

VCF (Variant Caller Format) uzantili dosyalar olarak kaydedilir.

lon Reporter yaziliminda olgularin analizi tek veya birden fazla olarak
gerceklestirilebilir. Analizin tamamlanmasi ile tanimlanan varyantlar, gorsellestirilme
ile analiz sonuglarinda Ozetlenmektedir. Analiz sonuglari, tablo verileri olarak,
grafiklerde, etkilesimli ¢izelgelerde, ¢izimlerde veya histogramlarda gorsel olarak
goriintiilenebilir. Yalnizca ilgilenilen verileri iceren sonuglar goriintiilenebilir ve
zararsiz veya muhtemel patojenik gibi ilgili varyantlari siralanabilir. lon Reporter
Genomic Viewer (IRGV) ve Integrative Genomics Viewer (IGV) gibi programlar ile
analiz sonuglari, genomik diizeyde grafiklerde ve tablolarda goriintiilenen analizler
arasindaki karsilagtirmalar gorsel olarak goriintiilenebilmektedir
(https://ionreporter.thermofisher.com/ionreporter/help/GUID-77991AF4-FBD3-43D0-
AE60-2BB8B420016E.html).

Biyoinformatik analizleri i¢in lon reporter v5.12.2.0 programi kullanild.
Olgularda saptanan degisimler ilk basamakta ekzom filtresi uygulanarak degerlendirildi.
SEP sikliginin nadir olmasi sebebiyle filtrenin iceriginde Minor Allel Frekansi (MAF)
<0.01, yaygin SNP’lerin dislanmasi (UCSC Genome Browser, 1000 Genom, vb),
varyant tipleri gibi parametreler kullanildi. Ailelerdeki bireylerde ortak saptanan
varyantlarin Ozelliklerine gore de (zararli / olasi zararli / VUS) ayn filtrelemeler

gerceklestirildi. Calismanin igerinde manuel olusturulan filtrelerde imprinted gen


https://ionreporter.thermofisher.com/ionreporter/help/GUID-77991AF4-FBD3-43D0-AE60-2BB8B420016E.html
https://ionreporter.thermofisher.com/ionreporter/help/GUID-77991AF4-FBD3-43D0-AE60-2BB8B420016E.html
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listesinde olan genleri igeren, ayrica erken puberte ile iliskili daha 6nce bildirilen bazi
genler (10) ile ¢calismamizda yer alan aday genlerin iginde oldugu filtreler hazirlandi.
Incelenen genlerin tam kapsandigi ve ekzon/intron baglanti bolgelerinin -/+ 10 baz
icerip igermedigi kontrol edildi. PROVEAN, SIFT, PolyPhen-2, Human Splice Finder,
MutationTaster gibi matematiksel hesaplamaya dayali in silico tahmin araglarindaki
?zararl1” etki gostermesi yoOniinden inceleme yapildi (Tablo 21). Bu g¢evrimigi
araglardan sik kullanilan MutationTaster ile 3 farkli 6ngérii gergeklestirilebilmektedir.
Intronik alandaki degisimler veya aa degisimine yol agmayan sinonim/sessiz degisimler,
diger kiiclik aa dizisinde kompleks degisimlere neden olan varyantlar (genellikle 12
bazla sinirl insersiyon veya delesyon) patojenite tahmini igin kullanilmaktadir (83).
PROVEAN ve SIFT benzer algoritmalar ile calisan, aa degisimlerinin ve insersiyon ya
da delesyonlarin fonksiyonel etkisi i¢in 6ngorii verir. (87). PolyPhen-2 ise basit fiziksel
ve karsilagtirmali hususlar1 kullanarak bir yanlis anlamli degisimlerin insan proteininin
yapist ve islevi lizerindeki olasi etkisini tahmin eder. Saptanan varyantin HumVar
patojenite skorlamasi 0 ilal arasinda gosterilir, O ve yakin degerler zararsiz, 1 ve yakin
degerler ise zararli bir degisim oldugu yoniinde ongorii vermektedir (84). Projemizde
kullanilan diger bir karsilastirma ve filtrelemede ise ITF-Tibbi Genetik AD’daki tim
anonim ekzom verilerinden olusturulmus varyant verileri (in - house data) kullanildi.
Ensembl veritabaninda VEP (Variant Effect Predictor) ile orta ila yliksek goriilme
ihtimalli varyantlar filtrelendi. Tim filtreleme isleminden sonra saptanan varyantlar
olast okuma hatalariin varligin1 diglamak amaciyla IGV dosyalariyla degerlendirildi.
Yapilan filtrelemelerin sonunda saptanan varyantlarin analizlerinde, protein diizeydeki
etkisine, tiirler arasindaki korunmusluguna, ekspresyon paternine gére ve yolaklarla
etkilesimleri gibi c¢esitli parametreler esliginde degerlendirildi. HGMD, OMIM,
Ensembl, Exome Aggregation Consortium (ExAC), Genecards, Varsome, ClinVar ve
UCSC vb. veri tabanlar1 kullanilarak aday genler incelendi. Varyant cesitleri dur
kodonu, g¢ergeve kaymasina neden olan insersiyon ve delesyonlar, kirpilma hatasi ve
yanlig anlamli degisimler olmasina gore ayr1 ayr1 gruplandi.

Varyant sikliklart i¢in GnomAD (v2.1.1) veri tabanindan yararlanildi (86).
Daha once klinik iligkisi bilinmeyen genleri pLI (the probability of being loss-of-
function intolerant) puanlari, heterozigot fonksiyon kaybi degisimlerine toleransin olup
olmadigimin degerlendirilmesi amaciyla kullanildi. Yiiksek olasilik sinir1 igin pLI >0,9

alindi (88-90). Varyant seciminde ayrica zararli / olas1 zararli / VUS kategorisinde
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olmamasina karsin dort in silico analizin ikisinde ‘zararli’ 6ngoriisii verilen varyantlarda

filtrelemeler ile degerlendirmeye dahil edildi. Klinik etkiye neden oldugu diisiiniilen

varyantlar i¢in SD ile dogrulanmasi ve segregasyon ¢alismalar1 tasarlandi.

Varyant siniflandirilmasinda  American College of Medical Genetics and

Genomics (ACMG) (91)’in varyant degerlendirmelerinde kullandig1 5 kategori dikkate

alinarak kullanildi.

ACMG standartlarina gore varyant etkilerinin belirlenmesinde kullanilan bazi

degerlendirme kriterleri asagidaki tablolarda (Tablo 17-21) agiklanarak sunulmaktadir

(91).

Tablo 17; Varyant Puanlama Tablosu (91)

Patojenik
(Pathogenic)

1) 1 cok giiclii (PSV1) ve

(a) > 1 giiglii (PS1-4) ya da

(b) >2 orta (PM1-6) ya da

(c) 1 orta (PM1-6) ve 1 destekleyici (PP1-5) ya da
(d) > 2 destekliyici (PP1-5)

(i) > 2 giiclii (PS1-4) ya da

(iii) 1 giiclii (PS1-4) ve

(a) >3 orta (PM1-6) ya da

(b) 2 orta (PM1-6) ve > 2 destekleyici (PP1-5) ya da
(c) 1 orta (PM1-6) ve > 4 destekleyici (PP1-5)

Olas1 patojenik
(Likely pathogenic)

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

(i1) > 1 gii¢lii (PS1-4) ve 1-2 orta (PM1-6) ya da

(iii) 1 giiglii (PS1-4) ve > 2 destekleyici (PP1-5) ya da
(iv) 2 orta (PM1-6) ve > 2 destekleyici (PP1-5) ya da
(v) 1 orta (PM1-6) ve > 4 destekleyici (PP1-5)

Zararsiz
(Benign)

(1) 1 tek basina (BA1l) yada
(i1) > 2 gii¢lii (BS1-4)

Onemi bilinmeyen
degisim -

(VUS: Variant Uncertain
Significance)

(1) Diger degerlendirmelerin hi¢birine dahil olamayan yada
(ii) Zararsiz ya da patojenik degerlendirmesi ¢eliskili

Olasi zararsiz -
(Likely benign)

(1) 1 giglii (BS1-4) ve 1 destekleyici (BP1-7) ya da
(ii) > 2 destekleyici (BP1-7)




Tablo 18; Patojenik oldugu one siiriilen varyantlarin degerlendirilmesinde
kullanilan kriterler

Patojenite
Olasihg:

Kategorisi

Cok giiclii

PSV1 null varyant (Anlamsiz mutasyon, ¢er¢eve kaymasi, £1 veya 2
kirpilma bolgesi, baslangic kodonu, tek ya da c¢oklu ekzon
delesyonlar1) hastalikla iligskisi mekanizmasi bilinen bir gende
fonksiyon kaybina yol acan degisim.

Giiclii

PS1 Niikleotid degisiminden bagimsiz olarak 6nceden bildirilmis
patojenik varyantla ayni aa degisimi (6rnegin ayn1 kodondaki G>C
ya da G>T nin Val >Leu degisimine yol agmast)

PS2 Aile 6ykiisii olmayan, hastada saptanilan de novo degisim (hem
maternal hem de paternal dogrulanmas)

PS3 Genin ya da gen iiriiniiniin iizerindeki zararl etkiyi destekleyen
in vitro ya da in vivo fonksiyonel ¢aligsmalar yapilmis olmasi

PS4 Etkilenmis bireylerdeki varyant prevalansinin kontrol gruplarina
gore anlaml derecede fazla olmasi

Orta

PM1 Mutasyonel hotspot noktada ve/veya kritik ve iyi bilinen
fonksiyonel domainde bulunan zararsiz olmayan degisim (6rnegin
bir enzimin aktif bolgesi)

PM2 1000 Genom Projesi, Ekzom Toplama Konsorsiyumu, Ekzom
Dizileme Projesi gibi biiylik calismalarda kontrollerde bulunmamasi
veya resesif durumda frekansi ¢ok diisiik olmasi

PM3 Resesif hastaliklarda patojenik bir varyantin trans allelde
saptanmasi

PM4 Tekrarlamayan bolgelerdeki gergeve i¢indeki
delesyon/insersiyon ya da dur kodonu kaybinin proteininin
uzunlugunda degisimle sonuglanmasi

PM5 Yeni bir yanlis anlamli degisimin, daha 6nce patojenik oldugu
taniml1 amino asit rezidiisiinde goriilmesi

PM6 De novo oldugu varsayilan fakat ailede segregasyon calismasi
ile dogrulamasi yapilmamis degisim

Destekleyici

PP1 Hastaliga neden oldugu kesin bilinen bir gende varyantin birden
fazla etkilenmis aile liyesinde gosterilmesi

PP2 Hastalikla iliskisi bilinen yanlis anlamli varyantlar ve diisiik
orana sahip zararsiz yanlis anlamli varyasyonlarin oldugu gendeki
yanlis anlamli degisim

PP3 Gen ya da gen iriiniindeki zararli etkinin (korunmusluk,
evrimsel, kirpilma etkisi vb.) c¢esitli istatistiksel hesaplamalar ile
desteklenmesine dair bulgular

PP4 Hasta fenotipi ya da aile oykiisii yiikksek oranda tek bir genetik
etiyolojisi olan hastaliga 6zgiidiir.

PP5 Laboratuvar ortaminda bagimsiz olarak patojenitesi
kanitlanmamis ancak sayginligi bulunan bir kaynakca varyantin
patojenik olarak rapor edilmesi
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(Kisaltmalar: PSV, pathogenic very strong; PS, pathogenic strong; PM, pathogenic moderate;
PP, pathogenic supporting)

Tablo 19; Zararsiz tariflenen varyantlarin degerlendirilmesinde kullanilan
kriterler

Zararsizhik
olasihig:

Kategorisi

Tek basina

BA1 1000 Genom Projesi, Ekzom Toplama Konsorsiyumu, Ekzom
Dizileme Projesi gibi bilyiik ¢alismalarda allel frekans1 >%5 ise

Giiclii

BS1 Allel sikliginin hastaligin goriilme sikligindan fazla olmasi

BS2 Saglikli bir yetiskin bireyde, erken yasta tam penetrans beklenen
(resesifler icin homozigot, dominant i¢in heterozigot ve X’e bagi kalitim
icin hemizigot) degisimler

BS3 In vitro ya da in vivo fonksiyonel ¢alismalarda protein fonksiyonunda
ya da kirpilma etkisinde zararli etkinin bulunmadiginin gosterilmesi

BS4 Ailenin etkinlenmis bireylerinde segregasyonun bulunmadigi
degisimler

Destekleyici

BP1 Hastaliga yol agan giidiik varyantlarla iligkili oldugu bilinen gendeki
yanlis anlamli varyant

BP2 Tam penetrans goriilen dominant bir gen / hastalikta ya da patojenik
varyantin trans durumda bulunmase1 yahut herhangi bir kalitim paterni i¢in
ise varyantin cis durumda bulunmasinin goriilmesi

BP3 Fonksiyonu bilinmeyen tekrar bolgelerinde yer alan gergeve igi
delesyon / insersiyon varligi

BP4 Gen veya gen iirliniindeki zararli etkinin olmadiginin (korunmusluk,
evrimsel, kirpilma etkisi vb.) ¢esitli istatistiksel hesaplamalar ile
desteklenmesine dair bulgular

BP5 Hastalik i¢in alternatif molekiiler temeli olan bir vakada bulunan
varyant

BP6 Laboratuvar ortaminda bagimsiz olarak kanitlanmamis ancak
sayginligi bulunan bir kaynakca varyantin zararsiz olarak rapor edilmesi
BP7 Kirpilma hatasina yol agmayan ya da yeni kirpilma bolgesi
olusturmayan ve yiiksek korunmus alanda bulunmayan ve sessiz degisimler

(Kisaltmalar: BA, benign alone; BS, benign strong; BP, benign supporting)

Li ve ark., 2017 yilinda ACMG ve AMP (Association for Molecular

Pathology)'nin 2015 yilinda olusturdugu 28 kriter i¢in, yorumlayicilar arasindaki farkli

degerlendirmeler ve standart algoritmalarin olmamasi gibi nedenlerden dolay:

varyantlarin yorumlamalarina yardimci olmak amaciyla 6nerilerde bulunmuslardir (92)

(Sekil 49).
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Allele frequency =5%

BA1
Allele frequency >expected for disorder
Population Allele frequency »B31
data(ESP/EXAC/ - > Absent from controls or at extremely low frequency EMp
1000 Genome —>
;} Inconsistent with observations in controls BS2
Prevalence in affecteds statistically increased over controls
—— —No  ,pse > PS4(ps4_snps
with 1,250
Segregation records)
- _Yes b
Confirmed .
Paternity & Maternity Ps2
De nove | Mot confirmed PM6
——_—

Null Variants(nonsense, frameshift, splice sites, initiation codon, exon deletion)  PVS1(lof_genes with 4,807 records|

Synonymous and no impact splice -

Only truncating variants cause disease BP1(bp1_genes with 505 records)

In i domai ion hotspat » PM1{pm1_domain with 1,465 records)

In a gene that has a low rate of benign missense variation PP2(pp2_genes with 924 records)

No

Functional ——»Bs3
studies show

Yes
deleterious effect

p IR
Mulliple _[Lrﬂp‘l

computational
studies show
delelerious effect

Yes  ,ppa

Novel,at the same position as another pathogenic missense change PM5(pm5_aa with 19,455 records)

Same amino acid change as another pathogenic missense change
In repeal region BP3
in/del In non-repeat region or stop-loss
[= non-rep: gion or stop- » PM4

R ive, trans with path ic variant _ ppag
L___ (Allelic data S ] . . N
Cis with pathegenic variant/Trans with dominant variant + BP2

Pathogeni '
Reputable source _I_ Tatogen’s, PP5

» PE1(ps1_aa with 19,455 records)

Other

With an alternate cause BPS I_ %, BP6
i anafternale cause
data/databases

Patient's phenotype or family history highly specific for gene L PP4

Sekil 49; 2015 yih ACMG-AMP yoénergelerinden 28 kriterin gosterimi. Bazi kriterler i¢in,
veri tabaninin adi ve boyutu parantez icinde belirtilmistir (Li 2017).

Tablo 20; Hastaliklarin arastirilmasinda kullanilan veri tabanlar:

Hastahklar 6zgii kullanilan veri tabanlan

Clinvar ; e .
Insan varyasyonlarmin klinik 6nemi ve fenotip
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/clinvar/ | iliskisi hakkinda bilgi saglayan bir veri tabanidir.

OMIM Hastalikla iligkili genetik varyantlari, insan genleri
https://omim.org/ ve genetik kosullarini igeren bir veri tabanidir.
Human Gene Mutation Database Literatiirde yaynlanmis varyantlar hakkinda

bilgiler igerir. Igerigin coguna erismek icin iicrete

http://www.hgmad.cf.ac.uk/ac/index.php dayali abonelik gerektirir.

Toplum, niifus dagilimi ve fenotipik iligkiler de
Human Genome Variation Society dahil olmak {izere genomik varyasyon bilgilerine
licretsiz ulagimin saglanmasinin, metodoloji ve
enformatik gelisimin tesvik edilmesini amacglayan
bir kurulustur.

https://www.hgvs.org/



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
https://omim.org/
http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php
https://www.hgvs.org/
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Sequence Variant Nomenclature

https://varnomen.hgvs.org/

sunar.

Bu site molekiiler varyantlarin isimlendirmelerinin
standardize edilmesi i¢in aciklamalar ve Oneriler

DECIPHER
https://decipher.sanger.ac.uk/

veri tabanidir.

Ensembl genom tarayicisim1 kullanarak genomik
mikroarray verilerini klinisyenler ve arastirmacilar
icin fenotiple iliskilendiren molekiiler sitogenetik

Tablo 21; Bu tez kapsaminda yararlanilan bazi veri tabanlari ve ¢cevrimici

baglantilar:

PubMed

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/

Gene Expression Atlas

https://www.ebi.ac.uk/gxa/home

The Human Protein Atlas

https://www.proteinatlas.org/

KEGG Pathway

https://www.genome.jp/kegg/pathway.html

Mouse Genome Informatics

http://www.informatics.jax.org/

PolyPhen-2

http://www.genetics.bwh.harvard.edu/pph2

Mutation Taster

http://www.mutationtaster.org/

winterVar http://lwww.wintervar.wglab.org/
PROVEAN http://www.provean.jcvi.org/index.php
UniProt https://www.uniprot.org/

The Human Splicing Finder

http://www.umd.be/Redirect.html

Calismamizda filtrelenen imprinted gen listesi Tablo 22'de gosterilmistir.

(https://www.geneimprint.com/site/genes-by-species.Homo+sapiens.imprinted-All),

Hipofiz bezi ile iliskili oldugu bilinen ve filtreleme asamasinda kullanilan genler ise

Tablo 23'de gosterilmistir.

Tablo 22; Veri filtrelemede kullanilan imprinted genlerin isimleri, kromozomal
lokasyonlar: ve anlatim yapilan parental alleli (93,94)

Gen Kromozomal Eksp{rese Gen Kromozomal Eksprese oldugu
lokasyon oldugu allel lokasyon allel
DIRAS3 1p31 AS Paternal IGF2 11p15.5 AS Paternal
RNU5D-1 1p34.1 AS Paternal ANO1 11913.3 Maternal
TP73 1p36.3 Maternal ZC3H12C 11922.3 Paternal
LRRTM1 2p12 AS Paternal NTM 11925 Maternal
GPR1 2033.3 AS Paternal RBP5 12p13.31 AS Maternal
ZDBF2 2933.3 Paternal LRP1 12913.3 Maternal



https://decipher.sanger.ac.uk/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
https://www.ebi.ac.uk/gxa/home
https://www.proteinatlas.org/
https://www.genome.jp/kegg/pathway.html
http://www.informatics.jax.org/
http://www.mutationtaster.org/
http://www.provean.jcvi.org/index.php
https://www.uniprot.org/
https://www.geneimprint.com/site/genes-by-species.Homo+sapiens.imprinted-All
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_DIRAS3
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_NLRP2
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_RNU5D-1
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_INS
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_TP73
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_LRRTM1
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_GPR1
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_ZDBF2
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NAP1L5 4022.1 AS Paternal ATP5F1EP2 13g12.2 Maternal
ERAP2 5915 Paternal RB1 13914.2 Maternal
VTRNA2-1 5931.1 AS Paternal SMOC1 14924.2 Maternal
TNDM 6 Paternal DLK1 14932 Paternal
ADTRP 6p24.1 AS Maternal MEG3 14932 Maternal
FAM50B 6p25.2 Paternal RTL1 14932.31 AS Paternal
LIN28B 6g21 Paternal SNORD114-1 14932.31 Maternal
AIM1 6021 Paternal MEGS8 14932.31 Maternal
PLAGL1 6024-925 AS Paternal SNORD113-1 14932.31 Maternal
HYMAI 6024.2 AS Paternal MAGEL2 15q11-g12 AS Paternal
SLC22A2* 6026 AS Maternal MKRN3 15911-q13 Paternal
SLC22A3* 6026-q27 Maternal UBE3A 15911-q13 AS Maternal
GRB10 7p12-p11.2 AS | izoforma bagl NPAP1 15q11-g13 Paternal
DDC 7pl2.2 AS Izoforma bagh SNORD109A 15q11.2 Paternal
PEG10 7921 Paternal SNORD108 15q11.2 Paternal
MAGI2 7921 AS Maternal SNORD107 15q11.2 Paternal
SGCE 70921-922 AS Paternal SNORD109B 15q11.2 Paternal
PPP1R9A 7921.3 Maternal ATP10A 15911.2 AS Maternal
TFPI2 7922 AS Maternal SNRPN 15911.2 Paternal
DLX5 7922 AS Maternal SNORD116@ 15q11.2 Paternal
MEST 7932 Paternal SNORD115-48 15911.2 Paternal
CPA4 7932 Maternal SNORD115@ 15911.2 Paternal
COPG2IT1 7932 Paternal PWCR1 15g11.2 Paternal
MESTIT1 7932.2 AS Paternal NDN 15911.2-g12 AS | Paternal
KLF14 7932.3 AS Maternal SNURF 15912 Paternal
DLGAP2 8p23 Paternal SNORD64 15912 Paternal
KCNK9 8024.3 AS Maternal IRAIN 15026.3 AS Paternal
ZFAT-AS1 8q24.22 Paternal ZNF597 16p13.3 AS Maternal
PEG13 8q24.22 Paternal NAAGO 16p13.3 Maternal
ZFAT 8q24.22 AS Paternal DGCR6L 22911.21 AS Paternal
GLIS3 9p24.2 AS Paternal TCEB3C 18921.1 AS Maternal
INPP5F V2 10026.11 Paternal DNMT1 19p13.2 AS Paternal
WT1-AS 11p13 Paternal ZIM2 19913.4 AS Paternal
WT1 11p13 AS Paternal PEG3 19913.4 AS Paternal
KCNQ10T1 11p15 Paternal MIMT1 19913.4 Paternal
OSBPL5 11p15.4 AS Maternal NLRP2 19913.42 Maternal
KCNQ1DN 11p15.4 Maternal MIR371A 19q13.42 Paternal
KCNQ1 11p15.5 Maternal PSIMCT-1 20g11.2 Paternal
H19 11p15.5 AS Maternal BLCAP 20011.2-q12 AS | izoforma bagl
CDKN1C 11p15.5 AS Maternal NNAT 20911.2-q12 Paternal
PHLDA2 11p15.5 AS Maternal MCTS2 20g11.21 Paternal
IGF2AS 11p15.5 Paternal GDAP1L1 20q12 Paternal
SLC22A18 11p15.5 Maternal SGK2 20g13.2 Paternal
INS 11p15.5 AS Paternal GNAS 20g13.3 Izoforma bagh



https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_NAP1L5
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_ERAP2
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_VTRNA2-1
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_TNDM
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_ADTRP
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_FAM50B
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_LIN28B
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_AIM1
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_PLAGL1
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_HYMAI
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_SLC22A2
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_SLC22A3
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_GRB10
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_DDC
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_PEG10
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_MAGI2
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_SGCE
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_PPP1R9A
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_TFPI2
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_DLX5
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_MEST
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_CPA4
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_COPG2IT1
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_MESTIT1
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_KLF14
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_DLGAP2
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_KCNK9
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_ZFAT-AS1
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_PEG13
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_ZFAT
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_DGCR6L
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_GLIS3
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_INPP5F_V2
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_WT1-AS
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_WT1
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_KCNQ1OT1
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_OSBPL5
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_KCNQ1DN
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_MIR371A
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_KCNQ1
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_PSIMCT-1
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_H19
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_BLCAP
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_CDKN1C
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_NNAT
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_PHLDA2
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_MCTS2
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_IGF2AS
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_GDAP1L1
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_SLC22A18
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_SGK2
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_INS
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_GNAS
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MIR298 20q13.32 AS Paternal L3MBTL 20g13.12 Paternal
MIR296 20013.32 AS Paternal SANG 20913.32 Paternal
DGCR6 22q11.21 Paternal GNASAS 20q13.32 AS Paternal
DGCR6L 22q11.21 AS Paternal

Tablo 23; Veri filtrelemede kullanilan hipofiz bezi iliskili genlerin listesi.

Gen

ADCYAP1 MYO15A
ARHGAP36 NEURODA4,
AVPR1B NPHP1
CCDC66 NPTX2
CGA NPW
CHGB PCSK1N
CHST14 PEX5L
CHSTS8 POMC
CNR1 POU1F1
COL22A1 PRL
CRHR1 PRLHR
CSH2 PROP1
CSH1 PTN
CSHL1 PTPRN
DLK1 QPCT
FBXO16 PTPRN2
FSHB SCG2
FST SCG5
GATA2 SIX6
GH1 TBX19
GH2 TGFBR3
GNRHR TRHR
GPR50 TSHB
IGSF1 VGF
LHB WDR19
MIA ZBTB8B
MTHFR



https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_MIR298
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_L3MBTL
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_MIR296
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_SANG
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_DGCR6
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_GNASAS
https://www.geneimprint.com/site/genes/Homo_sapiens_DGCR6L

76

3.5. TED ile saptanan varyantlarin SD ile dogrulanmasi ve segregasyon ¢alismalari

Olgularda saptanan varyantlarin dogrulanmasi amaciyla ve aile i¢i segregasyon
calismalarinda kullanilmak tizere primerler (baslik 3.2.4’¢e gore) tasarlandi. SD yontemi
ile calisma gergeklestirilerek sonuglar YND ile elde edilen sonuglarla karsilastirildi ve

degerlendirildi.

3.6. Periferik kan 6rneginden RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

Kirpilma hatasina ya da gerceve kaymasina yol agmasi dngoriilen varyantlarin,
mRNA diizeyinde etkisi veya alternatif transkripti géstermek amaciyla kandan veya
idrar orneklerinde hiicre izolasyonu, total RNA izolasyonu ve “random” heksamer
primerleri kullanilarak reverse transkriptaz enzimi ile ¢cDNA sentezi yapildi. Bu
asamadan Once ise baslik 3.2.3’de belirtilen primer tasarimlari gergeklestirildi. RNA
izolasyonu iiretici firma protokoliine uygun olarak QIAamp RNA Blood Mini kit RNA
izolasyonu kiti, RNA piirifikasyonu esnasindaki DNA yikimi i¢in QIA RNase-Free
DNase seti kullanildi. cDNA sentezi, firma protokoliine (Revert Aid First Strand, K
1621 Fermentas) uygun olarak gerceklestirildi. Elde edilen cDNA’lar spesifik bolgeler

icin tasarlanan primerler ile uygun PZR kosulunda ¢aligildi.

3.7. Proteinin ii¢ boyutlu modellemesi

I-TASSER (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER) in silico tahmin

programi  Kullanimi ile protein ii¢ boyutlu yapisinin bes farkli modellemesi
gerceklestirildi. Secilen proteinin normal aa dizisi ile, zararh etkiye yol agmasi1 beklenen
mutant proteinin aa dizisinin {i¢ boyutlu modellemesi ayr1 ayr1 degerlendirildi.
Modellerin seciminde, B faktér degeri goz Oniine alindi. Bu deger aminoasitlerin /
atomlarin tahmini termal hareketin (mobility) degerini gosterir, degerin negatif olmasi
modelin kararligini arttirmaktadir. Ayrica Onerilen farkli puanlama sistemi (-5 ila +2
arasinda) ile modellerin arasindan en yiiksek puan verilen proteinin modelin segimi
saglandi. 2’ye yakin puan daha giivenilir modele isaret eder. Proteinlerin dngdriilen

ikincil yapilarida incelendi, 0-9 ortalama puan arasinda yiiksek puanli model giivenilir


https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER
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kabul edildi (31). Sec¢ilen modelin grafik goriintiilemesi ise The Pymol programi ile
saglanmustir (95). Proteinin kendisi veya hedef bolgesi lizerinde detayli gériintiileme ve

grafiksel renklendirme gibi gorsel degisikliklerin vurgulanmasi saglandi.
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4. BULGULAR

Bu projede SEP tanisi ile takip edilen 16 kiz ve 2 erkek olgu ile 33 aile iiyesi
olmak tlizere toplam 51 bireyde molekiiler genetik inceleme yapildi. Tez kapsaminda
degerlendirilen 18 olgunun 3’{iniin ebeveynleri arasinda 1. derece kuzen evliligi

mevcuttu.

4.1. Endokrin Bulgular

Indeks olgularin basvuru yas ortalamasi kizlarda 7,5 (alt-iist sinir; 1,3-9,2),
erkeklerde ise 5,6 ve 6,7 (SEP-07 ve SEP-08) idi. On alt1 olgu SEP, iki olgu (1K;SEP-
16, 1E;SEP-08) diger endokrinolojik sorunlar nedeniyle bagvurmustu. SEP-16’nin 1.7
yil, SEP-08’in 3.2 yil izlem sonrasi pubertesi baglamisti. Kizlarda puberte baslama yasi
7,3 yil (alt-iist sir; 6,38- 7,58), erkeklerde ise 6,7 ve 8,8 yil idi. Olgularin dogum
haftas1 ortalamas1 39 hafta (alt-iist sinir; 35-42) olup, dogum agirligi SDS’si -0,6 (alt-iist
siir; -1,3-0.9) idi. Basgvuru sirasinda; olgularin boy SDS’si +0,3 (alt-iist sinir; -1,2-2,6),
viicut kitle indeksi (VKI) SDS’si -0,5 (alt-iist sinir; -1,1-3,2) idi. Kemik yas1 8,8 yil
(alt-tst sinir; 7,8-10,5) olup, kronolojik yas-kemik yas1 farki 3 yil (alt-iist sinir; 1,6-4,9)
idi. Kizlarda OEB 156,7 cm (147-171,6), erkeklerde 167.9 ve 181.7 cm iken, kizlarda
hedef boy SDS’si -0,7 (alt-tist siur; -2,18 ve -0,1), erkeklerde -0,7 ve 0,32 idi. Tim
olgularin kraniyal-hipofiz MRI'1 normaldi. On bes olguya GnRH analog tedavisi
baslanmisti; tedavi baslama yas1 kizlarda 8,9 yil (alt-iist sinir; 7,2-9,8), erkeklerde 6,8 ve
9,7 yil idi. Tedavi kesilme yas1 kizlarda 11,2 yil (alt-iist sinir; 10,8-12,6); erkeklerde
11,5 yil (alt-tist sinur; 10,2-12,8) idi.

Calismaya onam vererek katilan olgularin endokrin bulgulart ile klinik ve
hormonal bazi ozellikleri aile agact ve molekiiler sonug verileri ile birlikte

sunulmaktadir. Ayrica toplu olarak Tablo 24-26’de gosterilmistir.

Tablo 24; Olgularin demografik ozellikleri

Anne
Orllgu Cinsivet PBY |Tanner| Basvuru HBe(()jef ABr:)ne Bba:)ba menars
y (yil) | Evre sikayeti y y y yasi
(SEP#) (cm) | (cm) | (cm) (yil)
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01 K 7,50 2 MB, KK | 161,0 | 1585 | 173 12
02 K 6,78 2 GT 162,5 | 161,8 | 176,2 13
03 K 7,00 4 MB, KK 160 | 1611 | 171 12
04 K 7,00 4 MB, KK | 162,3 | 154,1 | 183,55 12
05 K 7,50 3 MB, KK, 161,6 | 1593 | 177 12
KA

06 K 7,00 3 MB 158,4 | 1716 | 172 9

07 E 8,84 2 TiplDM | 178,8 | 161,7 | 183 14
08 E 6,72 2 GT,KK | 1715 | 164,1 | 166 15
09 K 7,50 2 MB, GT | 160,9 | 163 | 171,9 14
10 K 7,50 2 MB,GT | 148,9 | 151,8 | 159 9,5
11 K 6,38 2 MB 158,7 | 1525 | 178 11
12 K 7,50 2 MB 160,5 | 157,5 | 165 12,5
13 K 7,50 2 MB, GT | 158,5 | 153,3 | 174,7 12
14 K 7,22 2 MB 159,7 | 1585 | 172 12
15 K 7,14 2 MB 154,2 | 156,5 | 164,9 12
16 K 7,58 1 Hipotroidi | 155 155 168 12,5
17 K 7,33 2 MB 1545 | 155 167 12
18 K 6,50 4 MB 158 | 156,1 | 173 14

PBY: Puberte baslangi¢ yasi, MB:Memede biiyiime, KK:Koltuk altinda killanma, GT: Genital

bolgede titylenme, KA:kilo alimi, DM: diabetes mellitus

Tablo 25; Olgularin basvuru sirasindaki antropometrik ol¢iimleri ve klinik

ozellikleri
< . . Tedavi | Tedavi
Olgu Yas Boy |Agirhk VKI SDS Pubik | Aksilller baslama| kesilme
no (y1l) SDS SDS evre evre
yasi(y) | yasi(ynl)
01 9,17 0,2 2,20 2,40 2 1 - -




80

02 6,78 -0,4 0,01 0,31 2 1 9,62 12,6
03 7,43 2,5 2,19 1,41 2 2 7,43 | Devam
04 8,41 1,82 0,84 0,08 3 3 8,65 10,8
05 9,04 0,29 0,44 0,47 2 1/1 9,2 10,8
06 7,54 1,95 2,50 1,97 1/2 1/1 9,78 | Devam
07 5,64 0,53 0,93 0,88 2 2 9,72 10,2
08 6,72 2,6 3,70 3,20 2 2 6,77 12,8
09 8,80 0,3 0,40 0,40 2 1 - -
10 8,35 0,18 0,06 0,03 3 1/1 8,85 | Devam
11 1,28 -0,52 | -1,00 -1,05 1/1 1 8,91 11,1
12 7,67 0,54 0,97 0,90 1/1 1 8,99 | Devam
13 8,39 0,3 1,30 1,40 2 1 8,66 11,0
14 7,3 0,4 0,9 0,8 1/2 1 - -
15 6,01 0,43 0,93 0,95 1 1 7,24 12,1
16 5,93 -1,2 -0,57 0,19 1 1 8,87 11,9
17 7,33 -0,4 1,01 1,50 1 1 8,18 11,2
18 7,21 0,3 0,40 0,30 3/4 1 8,43 11,6

VKI:Viicut kitle indeksi



Tablo 26; Olgularin tam sirasindaki laboratuvar bulgulari

ol LH FSH E2 —pg/ml GNRH testi
No/ | (UL | (uiL) %O.Tﬁ/ﬁ Bazal | E2-T
(D) <0,02-0,3 (?) | <0,6-4,1 (?) <0.07.0.2 Bazal LH ESH og/ml- pik LH | pik FSH
0,02-0,5 1,5 g
< &) | <L5(3) (©.3) (IU/L) (U/L) | ng/mi (IU/L) (IU/L)
01/(9) - - - 0,1 2,7 6,7 2,2 16,6
02/(2) 0,10 1,30 19,10 - - - - -
03/(2) 0,55 1,25 5,00 0,03 1,4 15,0 3,3 12,8
04/(2) 1,59 6,57 76,00 59 75 56,0 37,8 19,2
05/(9) 1,99 4,20 6,64 2,73 6,9 83,1 34,2 16,9
06/(2) 0,13 2,66 9,50 2,64 1 5,0 8,0 13,5
07/(3) 2,17 0,93 0,32 - - - - -
08(d) 0,10 0,54 0,20 0,1 1,6 0,2 55 5,2
09/(9) 0,80 4,00 40,40 - - - - -
10/(9) 0,10 1,19 13,76 0,73 4.0 474 6,2 10,8
11/(9) 0,30 6,70 8,30 0,5 2,6 5,0 9,6 21,0
12/(9) - - - - - 8,3 6,6 8,0
13/(9) - - - 0,7 1,3 50,3 12,4 10,0
14/(9) - - - 0,72 3,8 35 10 12
15/(9) 0,60 1,30 15,50 - - - - -
16/(9) 0,20 4,00 39,70 0,1 1,9 5,0 5,0 12,0
17/(9) 0,10 1,20 5,00 0,1 1,9 5,0 6,2 15,4
18/(9) 0,40 3,10 10,00 0,2 7,8 2,6 15,1 11,0
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4.2. Molekiiler Genetik Analiz Bulgulan

Genetik analizlerde SEP iligkisi bilinen genlerde SD ile olgular tarandi. DLK1
geninde, iki farkli olguda (SEP#04, #03) iki farkli tanimlanmamis heterozigot varyant
saptand1. Birinci varyant intron 1’de c.67+78C>T, ikinci varyant ise ekzon 4’de
€.357C>G (p.(Tyrl19Ter)) idi. Aile segregasyon calismasinda her iki varyantin da
paternal kokenli oldugu belirlendi.

MKRN3 geninde bir olguda (SEP#18) ¢.982C>T (p.(Arg328Cys)) saptandi. Aile

segregasyon ¢alismasinda varyantin paternal kokenli oldugu gosterildi.

Bununla beraber olgu grubumuzdan iki indekste (SEP#06 ve SEP#17) KISS1R
geninde iki farkli varyant belirlendi. ilk varyant SEP#06 ailesinde saptanan c.565G>A
(p-(Ala189Thr)) degisimi idi. KISS1R geninde saptanan diger bir degisim ise literatiirde
GnRH eksikligi ile iliskilendirilmis ¢.1167C>A (p.(Cys389Ter)) idi.

Calismamizda, Sanger analizlerinde mutasyon saptanmayan olgulardan ileri
calismaya onam veren (SEP#11) kodlu olgu ve etkilenmis 2 aile bireyi (anne ve
kizkardes) ile (SEP#15) kodlu olgu ve 1 aile bireyinde (kuzen) Tiim Ekzom Dizileme
(TED) ¢alismasi yapildi. IonReporter v5.16 programui ile filtreleme ile degerlendirildi.
Filtrelenen varyantlar, Mendel kalitim modeli ile uyumlu genler (GAD: Gene associated
with Mendelian Disorders) lizerinde, ACMG kriterlerine gore, tibbi oykii, OMIM
bilgileri, klinik bulgular, ClinVar verileri ve Insan Mutasyon veri bankasinda gosterilen
transkript varyantlar1 gozetilerek gergeklestirildi. Belirlenen varyantlarin tekrar in silico

analizlerle detayli degerlendilmeleri gerceklestirildi.

Bugiine kadar literatiirde puberte iligkisi bildirilmis genler (41 gen/HGMD) ve
literatlirden derlenen muhtemel iligkili (101 gen) genleri iceren filtre, HHG aksinda
protein atlas veritabanindan yararlanarak hipofiz bezi iligkili genleri (52 gen,
https://www.proteinatlas.org/humanproteome/tissue/pituitary+gland) igeren filtre, SEP
olgularinda mutasyon bildirilen iki imprinted genin (DLK1 ve MKRN3) varligindan
dolay1 imprinted genleri (102 gen, https://www.geneimprint.com/site/genes-by-

species.Homo+sapiens.imprinted-All) iceren filtre de uygulandi.

Bununla birlikte saptanan varyantlarda (dur kodonu, yanlis anlamli, gergeve
kaymasi ve kirpilma hatasi) tiirler arasindaki korunmusluk ve protein tizerine etkisi vb.

Ozellikler dikkate alinarak degerlendirildi, dbSNP’de Onceden tanimlanmis, MAF"
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yiiksek (>0,01) olan varyantlar ve ‘in house’ verimizde sikligi yiiksek varyantlar
karsilastirilarak elendi. Geriye kalan varyantlarle iligkili aday genler HGMD, OMIM,
NCBI vb. veritablar1 yardimiyla hastalik iliskisi agisindan incelendi. ACMG kriterlerine
gore, Saptanan o©nemi bilinmeyen, olast patojenik ve patojenik varyantlarin
dogrulanmasi ve segilen genlerde segregasyon analizleri 6zgiin primerler tasarlanarak,

SD yontemiyle gergeklestirildi.

Ozet olarak bu ¢alismada SEP ile iliskisi bilinen genlerin Sanger dizilemesi
gerceklestirildi ve SD’de patojenik varyant saptanmayan olgular arasindan segilen
ailelerden (SEP#11 VE SEP#15) 2 indeks ve 3 aile bireyinde ise yiizlerce geni es
zamanli inceleme olanagi saglayan YND ile tim ekzom dizileme (TED/WES) teknigi

uygulananarak calisildi.

Olgularin endokrinolojik ve molekiiler genetik analiz sonuglar ile aile agag

cizimleri asagida sunulmaktadir.

4.2.1. SEP#01 olgu ve ailesi

Indeks olguda (II1:4) iliskili genlerde SD analizinde klinik ile iliskili patojenik
bir varyant saptanmadi. Aileden alinan bilgiye gore indeksin teyzesinde (II:3) ve anne
tarafindan babasimin erkek kardesinin iki torununda (III:1 ve IIl:2) da SEP o6ykiisii
mevcuttu. TED icin aday olarak degerlendirilen ailede etkilenmis oldugu bildirilen

bireylerinin klinik muayenesi ve SEP agisindan takibi 6nerildi (Sekil 50).
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SEP#01

6

| A 4O O
¢

 om T TSGY
000 . ©

“* DNA izolasyonu

. SEP, muayene edildi; lll.4; PBY 7,5 < 8 (Q) ; Tanner Evre: 2

@

Sekil 50; SEP#01’in aile agaci

4.2.2. SEP#02 olgu ve ailesi

Aralarinda akrabalik bulunmayan anne ve babanin iki kizindan biri etkilenmis
indeks olgumuz (III: 1), digeri ise SEP acisindan normal (II1:2) kiz kardesi idi. Indeks
olgunun annesinin halasinin ikiz kiz ¢ocuklarindan birinde (II:8) ailenin verdigi bilgiye
gore SEP ile uyumlu bulgular, indeks olgunun babasinin erkek kardesinin (I1:6) 10
yasindaki erkek cocugunda (III:4) ise obezite Oykiisi mevcuttu. SEP#02 indeks
olgusunda iligkili genlerde SD analizinde klinik ile iliskili herhangi patojenik bir
varyant saptanmadi. Ailedeki SEP bulgulu bireylerin varligi nedeniyle ailenin ileri

caligmalarda aday olabilecegi diistiniildii (Sekil 51).
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SEP#O2
o1l OO oL
. O ST GOm0 60

60

Y DNA izolasyonu

. SEP, muayene edildi; IIl.1; PBY 6,78 < 8 (%) ; Tanner Evre: 2

. SEP
10 yas, 80 kg obezite

Sekil 51; SEP#02’in aile agaci

4.2.3. SEP#03 olgu ve ailesi

Puberte baslangi¢ yasinin 7 ve Tanner evresi 4 olan SEP#03 indeks olgusunun
(ITI:1) biri klinik etkilenmis, digeri ise heniiz iki yasinda olmasi nedeniyle klinik
bulgular1 degerlendirilemeyen iki kiz kardesi vardi. Anne-baba arasinda akrabalik
bildirilmemekteydi. indeks olguda DLK1 geninde, daha &nce tanimlanmamis intron
1’de c.67+78C>T degisimi heterozigot olarak saptandi. Varyantin in silico analizi
patojenik Ongoriisii vermekteydi. Varyantin klinik iligskisinin aydinlatilmas1 amaciyla
aile i¢i segregasyon analizleri yapildi ve 1:4, 11:3, 11I:1, 111:2, 111:3 bireylerinin degisimi
tasidign ve klinik etkilenme bildirilmeyen 1:3 ve I1:2 bireylerinin ise bu varyant
tasimadig gosterildi. Olgu *11:3 heniiz iki yasinda oldugundan asemptomatik tasiyici
olarak degerlendirildi ve SEP agisindan klinik izlemi 6nerildi (Sekil 52).
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+/- : heterozigot varyant
@ 1.3, yas:2 -/- : normal varyant

Sekil 52; SEP#03 indeks ve aile bireylerinin aile agaci iizerinde gosterimi

4.2.4. SEP#04 olgu ve ailesi

Aralarinda akrabalik bulunmayan anne-babanin SEP tanili ii¢ kizindan birincisi
(111:1) indeks olgumuzdu. Ailenin klinik bulgusu olmayan bir oglu bulunuyordu. Indeks
olgunun babasinin erkek kardesinin iki kizinda (III:5 ve III:6) da SEP bulgular
bildirilmisti. Indeks olguda DLK1 geninde ekzon 4’de daha once tanimlanmamis
€.357C>G (p.(Tyrl19Ter) varyant1 heterozigot olarak saptandi. Bu varyant anlamsiz

tipte bir mutasyondur.

Segregasyon c¢alismasinda 2 etkilenmis kizkardesin (111:2 ve 111:4) ve
asemptomatik babanin (I1:4) ayni1 degisimi tasidiklari, anne (11:3) ve erkek kardesin
(III:3) ise bu degisimi tasimadiklari saptandi. Ailede segregasyon ¢alismasinin
genisletilmesi ve klinik olarak etkilendigi bildirilen kuzenler ile indeksin amcasina

(I1:6) bu varyant i¢in analiz 6nerildi (Sekil 53).

Saptanan varyantin protein diizeyindeki etkisinin Ongoriisii i¢in I-Tasser ve
PyMOL programlar1 yardimiyla tasarlanan DLK1 yabanil tip protein ve degisime baglh

olusmas1 6ngoriilen giidiik proteinin yapisi incelendi ve 3D olarak gosterildi (Sekil 54).
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. SEP +/- : heterozigot varyant
-/- : normal varyant

Sekil 53; SEP#04 ’iin aile agaci

Sekil 54; SEP#04 olgusunda DLK1 geninin normal (4xbmB, 383aa) (a) ve kodladig:
peptidde olusmasi beklenen p.(Cys389Ter) degisiminin (4cbzA, 119 aa) (b) I-
Tasser (31) ve PyMOL Viewer (95) da tasarlanan 3D modeli
(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER’dan modifiye edilerek
diizenlenmistir. )

4.2.5. SEP#05 olgu ve ailesi


http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER
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Aralarinda 1. derece kuzen evliligi bulunan anne-babanin, biri SEP tanili indeks
olgumuz, kiz1 (IV:1) ve digeri SEP 6ykiisii bulunmayan erkek (IV:2) ¢ocugu vardi. Aile
Oykiisiinde babanin 2 kiz kardeslerinde (III:5 ve III:6) SEP bulgulart oldugu
belirtilmisti. SEP#05 indeks olgusunda incelenen genlerde SD analizinde klinik ile
iligkili herhangi patojenik bir varyant saptanmadi. Ailede bildirilen klinik olarak
etkilenmis bireylerin takibi onerildi ve gelecekte TED analizleri i¢in uygun bir aday aile

oldugu kararina varildi (Sekil 55).

SEP#05
| O
I @ (5
Il O é( o ‘

.V I

Y DNA izolasyonu

. SEP, muayene edildi; IV.1; PBY 7,5 < 8 (?) ; Tanner Evre: 3

. SEP

Sekil 55; SEP#05’in aile agaci

4.2.6. SEP#06 olgu ve ailesi

Aralarinda akrabalik bulunmayan anne ile babanin SEP tanili iki kiz ¢ocugundan
III:4 indeks olgumuz idi. Aileden alinan bilgiye gore anne, kardes, teyze, teyze kiz1 ve

amca kizinda (I1:2, II:3, III:1, III:5 ve III:6) SEP bulgusu mevcuttu. SEP#06 indeks
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olgusunda  KISSIR  geninde c¢kzon 4’de  ¢.565G>A  (p.(Alal89Thr))
(rs73507527/CM1010039) degisimi heterozigot olarak saptandi. Segregasyon
calismasinda bu varyant 11:3, 111:4 ve 1115 bireylerinde saptanirken Il:2 de saptanmadi.
KISS1R'de saptanan bu varyant literatiirde izole GnRH eksikligi ile iligkili bir olguda
FGFR1 genindeki ¢.682T>G degisimi ile birlikte bildirilmisti (96). Bu nedenle,
saptanan varyantin SEP iliskisinin arastirilmasi amaciyla indeks olguda FGFR1 geni
dizilendi, ancak patojenik bir varyant saptanmadi. Ailede segregasyon calismasinin
genisletilmesiyle II:2, III:1 ve IIl:6 bireylerine KISSIR geninde hedef degisimin
taranmasi planlandi (Sekil 56).

SEP#06 KISS1R normal allel

O

o
0 e 60 0 U<
. 0006 &

+- +;-

%  DNA izolasyonu

. SEP, muayene edildi; l1l.4; PBY 7 < 8 (9) ; Tanner Evre: 3

© srrsmon Yoo

Sekil 56; SEP#06 *1n aile agaci

4.2.7. SEP#07 olgu ve ailesi

Aralarinda akrabalik olmayan anne—babanin dort cocugundan (ii¢ erkek ve bir
kiz) en kiictigii (I11:4) SEP ve Tip 1 DM tanili indeks olgumuzdu. Aileden alinan bilgiye
gore indeks olgunun menars yast 10/11 olarak bildirilen kiz kardesinin de SEP olgusu
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olarak degerlendirildi. SEP#07 indeks olgusunda bes gende klinik ile iligkili herhangi
patojenik bir varyant saptanmadi. Ailenin TED analizi i¢in aday olup olamayacaginin

degerlendirilebilmesi igin II1.2 nin klinik degerlendirilmesi planlandi. (Sekil 57).

SEP#O7

oo

“* DNA izolasyonu

. SEP, muayene edildi; I1l.4; PBY 8,84 <9 () ; Tanner Evre: 2, Tip 1 DM

O 10/11 yas menars

Sekil 57; SEP#07 indeks ve aile bireylerinin aile agaci iizerinde gosterimi

4.2.8. SEP#08 olgu ve ailesi

SEP bulgusu olan iki erkek kardes bulunan SEP#08 ailesinde, indeks olguda
(1:2) iliskili bes gende klinik ile iligkili herhangi patojenik bir varyant saptanmadi.
Babanin tip 2 DM tanili oldugu ve klinik olarak etkilenmis baska birey olmadigi
bildirilmisti. Ailede klinik etkilendigi bildirilen diger erkek kardesin (III:3) klinik
muayenesi ve izlemi 6nerildi. Ailede birden fazla klinik etkilenmis erkek bireyin varligi
nedeniyle TED analizi ile olasi diger genlerin arastirilmasi amaciyla aday aile
olabilecegi diisiiniildii (Sekil 58).
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SEP#08

Y DNA izolasyonu

. SEP, muayene edildi; Ill.2; PBY 6.72 <8 (') ; Tanner Evre: 2

Sekil 58; SEP#08 indeks ve aile bireylerinin aile agaci iizerinde gosterimi

4.2.9. SEP#09 olgu ve ailesi
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Aralarinda 1. derece kuzen evliligi olan ailenin tek kizi indeks olgumuzdu (IV:1).
Ailede indeks olgunun amcasmin kizinda da SEP bulgusu bildirilmekteydi. SEP#09
indeks olgusunda arastirilan genlerde klinik iligkili herhangi patojenik bir varyant
saptanmadi. Ailede akrabalik iligkisinin bulunmasi ve klinik etkilenmis kuzenin varligi

nedeniyle aile TED ¢aligmasi igin aday aile olarak degerlendirildi (Sekil 59).

SEP#09

' OO

” OO0 070
" g o

\Y% e 2

% DNA izolasyonu

. SEP, muayene edildi; IV.1; PBY 7,5 < 8 (?) ; Tanner Evre: 2

. SEP

Sekil 59; SEP#09 indeks ve aile bireylerinin aile agaci iizerinde gosterimi

4.2.10. SEP#10 olgu ve ailesi

Aralarinda akrabalik olmayan anne babanin iki kiz ¢ocugundan, ilki indeks
olgumuzdu (ITI:1) ve 7 yasindaki kiz kardesinde ise SEP bulgusu yoktu. SEP#10 indeks
olgusunun annesinde 9,5 yasta menars ykiisii bulunmaktaydi. Indeks olguda arastirilan
genlerde klinik iliskili herhangi patojenik bir varyant saptanmadi. Ailede indeks olgu
disinda, annenin de menars yasmin erken olmasi nedeniyle SEP olgusu olabilecegi

degerlendirildi ve TED c¢aligsmasi igin aday olabilecegi diisiiniildii (Sekil 60).
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SEP#10

Ayni Ky
| O

1 2 3

&
&

1
2

z
0

e O

A

“* DNA izolasyonu

. SEP, muayene edildi; 11.1; PBY 7,5 < 8 (?) ; Tanner Evre: 2

@ 9,5 yas menars

Sekil 60; SEP#10 indeks ve aile bireylerinin aile agaci iizerinde gosterimi

4.2.11. SEP#11 olgu ve ailesi

SEP#11 ailesinde SEP bulgulu iki kizkardesin yani sira Oykiide annenin,
anneannenin ve babanin erkek kardesinin kizinda da SEP bulgusu oldugu 6grenildi
(Sekil 61). Indeks olguda incelenen bes gende klinik iliskili herhangi bir varyant
saptanmadi. Ailede indeks olgu, etkilenmis kizkardes ve anne Trio-TED teknigi ile
incelendi. Torrent server iizerinde caligmamizda, kodlayan bdolgelerin kapsam ve
derinlikleri incelendi, hedef DNA dizilerin >%97 sini iceren bolgelerde hedef bazlarin
%093 den fazlas1 >%90 kapsam ile ortalama okuma derinligi 95X ile degerlendirildi
(Sekiller 62-64). Toplam 71442 varyantlar (Sekil 65) ile in silico veri tabanlarinda ve
'in house data' verisi ile karsilastirilarak degerlendirildiginde olas1 patojenik/ patojenik/

VUS olarak 6 farkli gende 6 varyant saptandi. Bunlarin dordii yanlis anlamli, ikisi ise
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cergeve kaymasi degisimleriydi (Tablo 28). ACMG smiflandirmasina gore bu

varyantlardan dordii VUS, biri olas1 zararsiz, digeri ise zararl grubunda idi.

SEP#11 olgusunda aile agaci (Sekil 60) ve saptanan degisiminin IGV goriintiisii,
ve diger bulgulari Tablo 27 — 28 ve Sekil 61-67 de gosterildi.

SEP#11

¢
¢. & <

* DNA izolasyonu

. SEP, muayene edildi; 11l.1; PBY 6.38 < 8 (?) ; Tanner Evre: 2

@ 10/11 yas menars

Sekil 61; SEP#11 indeks ve aile bireylerinin aile agaci iizerinde gosterimi
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18.5 G 86 94,094,284 197bp  209bp 226 bp

Total Bases Key Signal Total Reads Mean Median Mode

92% 68% Read Length
ISP Loading Usable Reads Read Lengi Hitogam

1600000
400000

ISP Density ISP Summary -

1000000

§5-0250-54- . 92% BEERCEL 8% & spaovn
Loading Density (Avg ~ 92%) Loading Erupty Wells 00000
400000
203000
100% 00/0 8 50 oo 150 200 50 00 50
3 Enrichment No Template Read Length
:
§m
b 74% BUERLINLL] 26%
Clonal Polyclonal
) 1% Test Fragments
0 200 .0105456 wj«:n 0 1000 91% 94,094,284 0% Adapter Dimer
Final Library &% Low Quality

Sekil 62; SEP#11 ailesinde yapilan TED analizinin Torrent Server iizerindeki okuma
ozetleri ve uzunluk bilgileri.

Aligned Reads ] 12

167G

1756 5.7X 99.2%
e - N

ference Coveragy

Alignment Quality

89,934,745 99%
Aligned Bases ' ! ! ! ! ! AQ17  AQ20 Perfect
1% 100 -
L—-__*__ Total Number of Bases [bp] 167G 154G 166G

Unaligned

0
°
g 98 - - Mean Length [bp] 192 182 16
o Longest Alignment [bp] 357 344 335
9 96 -
= Mean Coverage Depth [x] 54 50 38
o
< g4
0 50 100 150 200 250 300 350
Position in Read Q 02
Gount %
90- 1 1 g
Tolal Reads 89,934.745 — 0 50 100 150 200 250 300 350
Position L}
Aligned Reads. 89,524,166 99.5%
Unaligned Reads 410,579 05%

Sekil 63;Torrent Server lizerinde SEP#11 ailesinde haritalama sonu¢larimin gésterimi
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Output Files

File Type: Unaligned Reads Algned Reads

Library BAM | BA

Barcode Name Sample Bases >=Q20 Bases Reads Mean Read Length Read Length Histogram Files

onoress_00 i_indeks TRZ4TA GENN0NME  0INE 1% L u‘” 0 AV BAM BAI

etkilenmis

Tonpress_002 2 A0S IMTEE2ETE 040835 19Thp b B dd B3 “:” kD BAI BAM  BAI
fazkardes
rikpress_003 . Amne BOORZAZEY  AMTWO N30 1o e e o u’” n A1 BAM  BAI

NP o NORET v 1-4 014 tems

Plugins

coverageAnalysis
Completed 801 MB

ViewLog  Delete

~coverageAnalysis.htm
Library type: AmpliSeq Exome

Target regions: AmpliSeqExome. 20131001 designed
Read filters: Sample racking

Barcode Name Sample Mapped Reads On Target SamplelD Mean Depth Uniformity
lonKpress 001 " indeks 3,966050 Dk 003% 1218 % 3%
v 2 ’ . 90315402 05 524 0.00¢ B04 04, 208
lonXpress_002 2 9tkll9[lml§ ]{leﬂl'dE§ 20,115,482 95.52% 0.00% 650 4. 20%
lonXpress_003 1 anne 024253 94,07 0.00% % 95.27"
" an 30f3
) o 20  items per page 1-30f 3items

Sekil 64;Torrent Server iizerinde SEP#11 ailesinde kapsam ve derinlik analizlerinin
gosterimi

Tablo 27 TED ¢alismasinda SEP#11, indeks olguda (ITI:1) etkilenmis kiz kardes (IT1:2) ve
annede (11:1) saptanan varyant sayilari

TED Varyant sayisi
Toplam 71442
III:1, II:2 ve II:1°de ortak varyantlar 36267
Sadece 111:1 5532
Sadece 111:2 5010
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A indeks BEtk. Kizkardes

5010

6248
c Anne

Sekil 65; SEP#11 ailesindeki varyantlarin bireylerdeki dagilim

A VUS varyant 1105

Olasi pato

Sekil 66; SEP#11 ailesinde TED’de filtrelenen varyantlarin gosterimi

*MAF<0.01, Imprinted Genler (102 gen), Literatiir taramas1 ile puberte iliskili
genlerin aragtirmasi (142 gen), Hipofiz iliskili genler (52 gen) ile filtrelemeler

X X

in house 110 Ekzomda data filtreleme ile iliskili olas1 varyantlar



Tablo 28; TED calismasinda elde edilen varyantlarin filtrelenmesi sonrasinda belirlenen patojenik/olas1 patojenik/VUS statiisiindeki

veya en az iki in silico analizde zararh 6ngoriisiinde bulunulan varyantlar

In silico analiz
Gen/Lokasyon/
: Varyant dbSNP/GnomAD .
Transl:_répt nof Niikleotid/peptid frekanst, Varyant simfi |- Patojenite GnOTIA D (T-?LIJ%’IID\DZ:]) SIFT PROVEAN Mutation
peptid no ekzom/genom skoru p (0-1) (cutoff=0.05) | (cutoff=-2.5) Taster
PIF1/15¢22.31/
¢.850T>C/ rs118062397/ Olas1 zararh Zararli Zararli
NNI\é_gggggggl 0.(Cys284Arg) 0.03846/0.01284 Olasi zararsiz | 13/19 0 (0.997) (0.002) (-8.42) Hastalik yapict
ANO4/12q23.1/ €.2572-7_2572- rs72517905/- ] 0
i ? - - -
,\[I\m_ézlgfiggl 6insGT/ p.(?) 153832861/ VUS (0.44) Hastalik yapict
- ' 0.3956/ 0.4558
THNSL2/2p11.2/ rs143018511/
NM_018271.4/ c.361A>G/ 0.00003182/ VUS 0/20 0 Zararsiz Tolere Neutral Polimorfizm
NP 0607413 p.(Thri21Ala) 0.00003184 (0.000) (0.850) (1.78)
MAPK7/ 17p11.2/ rs55733844/ .
NM_002749/ pﬁlrgégg :/is | 0.0001157/ VUS 4120 © % 1l Ol?g‘gzg‘g‘“‘ (Zoa(r)%ri‘) (_IBIOJ;) Hastalik yapict
NP_002740 ' 0.00003979 ' ' : '
TARS3(TARSL2)/
C.1987_1989del AAG/ {,5838885‘5‘% VUS 0 (0.89) ; - - Hastalik yapici
|| o |00
BTD/ rs104893688/
NM_001370658.1 pc(%ﬁ?;,gl\}é 0 0.00006928/ Zararh 18/20 0 Ol‘(ig‘ QZ;‘Z?”‘ (Zoaggé‘) (Z‘ffll; Hastalik yapict
INP_001357587.1 ' 0.0001592 ' : '



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_002749
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NP_002740

mmmm;mmmmmm
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Sekil 67; TED analizinde SEP#11 ailesinde ANO4 geninde intron 26 da saptanan ve in
silico analizlerde kirpilma hatasina yol actigi tahmini verilen c.2677-7_2677-

6insGT degisimin IGV goriintiisii.

SEP#11
o1
” N 2 3 Q 5 6
+/- +-

Y

Y DNA izolasyonu

. SEP, muayene edildi; II.1; PBY 6.38 < 8 (?) ; Tanner Evre: 2

. 10/11 yas menars

+/-: heterozigot varyant
-/- : normal varyant

ANO4 normal allel

111111111111

i Ml“ |

ANO4 ¢.2677-7_2677-6insGT, p.(?)

Sekil 68; SEP#11 ailesinde ANO4 geninde intron

sonuclarimn aile agaci iizerinde gosterimi

26’da saptanan degisimin SD
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Bu varyantlardan biri ANO4/TMEM16D (Anoctamin 4) genindeki c.2572-
7_2572-6insGT/ p.(?) (rs72517905) varyant: heterozigot olarak anne ve etkilenmis 2 kiz
kardeste saptandi. Bu genin anlatiminin HHG eksenin {izerindeki bolgelerle iliskili
olmas1 sebebiyle erken puberte ile iligkili olabilecegi degerlendirildi. Hedef degisim igin
primerler tasarlandi ve varyantin varligi SD ile dogrulandi. Aile igi segregasyon
calismasinda klinik olarak etkilenmemis babanin da ayni varyanti tasidigi belirlendi.
Ayrica, belirlenen varyantlardan bir digeri zararli olarak smiflanan BTD geninde
€.1595C>T (p.(Thr532Met)) degisimi idi. Biyotinidaz eksikligine yol agmasi beklenen
degisim i¢in babanin incelenmesi planlandi. Diger varyantlar i¢in SEP iligkili olmamas1

ve VUS smifinda degerlendirilmesi nedeniyle dogrulama ¢alismasi yapilmadi.

4.2.12. SEP#12 olgu ve ailesi

Anne-baba arasinda akrabalik iligkisi olmayan, ancak yakin kdyden olduklari
bildirilen ailenin dort kiz ¢cocugundan ilk ikisinde SEP bulgular tariflenmisti. En biiyiik
cocuk olan III:1 indeks olgumuzdu. Klinik muayenesi yapilmayan diger etkilenmis
kizkardes disinda ailede baska bir bireyde SEP bildirilmemisti. Indeks olguda iliskili
bes gende yapilan SD analizinde klinik ile iliskili herhangi bir patojenik varyant
saptanmadi. III:2 nin SEP bulgularinin gosterilmesi amaciyla muayene edilmesi onerildi
ve ailenin TED c¢aligsmasi i¢in aday aile olup olmadigina karar verilmesi planlandi(Sekil

69).
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SEP#12

1 2 3 4

.. S=T O
6.6 OO0

*  DNA izolasyonu

. SEP, muayene edildi; I1l.1; PBY 7,5 < 8 (%) ; Tanner Evre: 2

Sekil 69; SEP#12 indeks ve aile bireylerinin aile agaci iizerinde gosterimi

4.2.13. SEP#13 olgu ve ailesi

Aralarinda 1. derece kuzen evliligi bulunan ve biri kiz (IV:1) ve digeri erkek
(IV:2) etkilenmis 2 cocugundan klinik olarak degerlendirilen kiz ¢ocugu indeks
olgumuzdu (Sekil 70). Aile tarafindan verilen bilgiye gore babanin erkek kardesinin
oglu da (IV:3) SEP bulgusu gdstermekteydi. indeks olguda incelenen genlerde klinik ile
iliskili olabilecek herhangi bir patojenik varyant saptanmadi. Ailede 1V:2 ve IV:3 iin
klinik takibi ve TED ¢aligmasi1 6nerildi.
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SEP#13

O~
1] E

DNA izolasyonu

SEP, muayene edildi; IV.1; PBY 7,5<8 {Q] ; Tanner Evre: 2

SEP

SEP ?

L@ *

Sekil 70; SEP#13 indeks ve aile bireylerinin aile agaci iizerinde gosterimi
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4.2.14. SEP#14 olgu ve ailesi

Aralarinda akrabalik iliskisi olmayan ailenin kiz ¢ocugu indeks olgumuzdu (IV:1).
Indeks olgunun annesinde, annenin halasinda, halanin kiz1 ve halanin torununda SEP
Oykiisti vardi. SEP#14 indeks olgusunda, iliskili genlerde klinik ile iligkili olabilecek
herhangi patojenik bir varyant saptanmadi. Ailedeki 5 olgunun klinik olarak etkilenmis
olmast ailenin TED analizi ile degerlendirilmesinin SEP iligkili yeni genlerin

belirlenmesi i¢in gii¢lii bir aile oldugu disiiniildi (Sekil 71).

SEP#14

! 17

1

.. o O #-0O

1 Q IJT_| |J5__| O
Y A4\ — @

Y DNA izolasyonu

. SEP, muayene edildi; IV.1; PBY 7,22 < 8 (?) ; Tanner Evre: 2

. SEP

Sekil 71; SEP#14 indeks ve aile bireylerinin aile agaci iizerinde gosterimi

4.2.15. SEP#15 olgu ve ailesi
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Aralarinda akrabalik iliskisi bulunmayan anne ile babanin kizlar1 SEP bulgusu
olan indeks olgumuz idi (III:1). SEP#15 ailesinde dykiide indeks olgunun amcasinin iki
kizinda ve indeksin halasinda SEP bulgusu oldugu &grenildi (Sekil 72). indeks olguda
incelenen bes gende herhangi bir patojenik varyant saptanmadi. Ailede TED teknigi ile

indeks olgu ve etkilenmis kuzen (I1I:2) incelendi.

Torrent server tizerinde c¢alismamizda, kodlayan bolgelerin kapsam ve
derinlikleri incelendi, hedef DNA dizilerin >%97 sini iceren bolgelerde hedef bazlarin
%095 den fazlas1 >%90 kapsam ile ortalama okuma derinligi 143X ile degerlendirildi
(Sekiller 73-75). Toplam 70349 varyanttan filtrelemeler ile, ile in silico veri
tabanlarinda ve 'in house data' verisi ile karsilastirilarak degerlendirildiginde ACMG
siiflandirmasina gére VUS ve olasi zararsiz sinifta 7 farkli gende 7 varyant saptandi
(Sekil 76). Bunlarin besi yanlis anlamli, biri ise ¢er¢ceve kaymasi ve digeri ise kirpilma
noktas1 degisimleriydi (Tablo 30). CDHR3 (cadherin related family member 3) ve
NUMBL (NUMB like endocytic adaptor protein) genlerindeki degisimlerin SEP iliskili
olabilecegi diisiiniildii. Bu iki gende saptanan degisimlerin dogrulanmasi amaciyla
primer tasarimlart gergeklestirildi. NUMBL genindeki degisim SD ile dogrulanamadi.
CDHR3 genindeki degisim ise indeks olguda dogrulandi ve aile i¢i segregasyon analizi
gerceklestirildi. Varyant, indeks olgunun babasinda (II:2), halasinda (II:5), amcasinin
esinde (II:3) amcasmin klinik etkilenmis (III:2) kizinda saptandi. Varyantin etkisinin
gosterilmesi amaciyla indeks olgudan RNA izolasyonu ve cDNA eldesi gergeklestirildi,
kirpilma hatasina yol agmasi ongoriilen degisim i¢in tasarlanan primerler ile yapilan
caligmada ise tiriin eldesi gergeklestirilemedi. CDHR3 genindeki ¢.1225-1G>A (p.(?))
degisimin aile i¢i etkilenmis bireyler ve iist kusakta segregasyonun genisletilmesine
karar verildi. Diger genlerde saptanan varyantlarin in silico analizleri patojenik uyarisi
vermemesi GnomAD pLlI ve patojenite skorlarinin 0 ya da ¢ok diisiik olmasindan dolay1

dogrulama c¢aligsmasi gerceklestirilmedi.
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| O
1 2
I ‘
Il
1 2 7
ket
I
1 \ 2 3 4 5 7
Y DNA izolasyonu
. SEP, muayene edildi; II.1; PBY 7,14 < 8 (?) ; Tanner Evre: 2
X
H Bliyime hormon tedavisi
Sekil 72; SEP#15 indeks ve aile bireylerinin aile agaci iizerinde gosterimi
18.7 G 87 95,044,244 197bp 209 bp 226 bp
Total Bases Key Signal Total Reads Mean Median Mode
92% 69% Read Length
ISP Loading Usable Reads : Rend LengtHitogrom
ISP Density ISP Summary -
£ 1000000
§5-0250-55- _ . 92% 139,610,373 8% Eumuw
Loz bensi Avg - 22) Loading Empty Wells ::3::;
100% 00:6 Zwooz 50 100 150 200 50 00 350
Enrichment No Template Read Lenath
76% BUERH AT 24%
Clonal Polyclonal
e E ] LT 95,044,244 i :u:‘;‘gu‘m:‘
- o Final Library 8% Low Quality

Sekil 73; SEP#15 ailesinde yapilan TED analizinin Torrent Serverin iizerindeki okuma
ozetleri ve uzunluk bilgileri.
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SEP#15 ailesinde haritalama sonuglar1 ile baz kalite ve yiizde degerlerinin

gosterildigi sonuglar Sekil 74 de yer almaktadir.

Aligned Reads

176G 5.7X 99.2% 16.8 G

90,533,815 99% Alignment Quality

Alinad Bases 0100 AGIT  AQZD  Perfect
1% 100
l___ 5 A 6
R ae Total Number of Bases [bp] 168G 155G 118
T
g 98 - Mean Length [bp] 192 183 146
> Longest Alignment [bp] 392 32 333
a 96-
5 Mean Coverage Depth [x] 54 50
v
< 94 -
0 50 100 150 200 250 300 350
Position in Read
@ 02-
Count %
QoL 1 1 1 1 [
Total Reads 90,533,815 - 0 50 100 150 200 250 300 350
Position Q
Aligned Reads 90,101,274 99.5%
Unaligned Reads 432,441 05%

Sekil 74; Torrent Server iizerinde SEP#15 ailesinde haritalama sonuglarinin gosterimi

SEP#15 ailesinde coverage (kapsam) ve coverage deep (derinlik) bolgelerin kag

tekrarla okundugunun ve yiizde kaginin kapsandigminin gosterimi (Sekil 74).
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Output Files
File Type Unaligned Reads Aligned Reads
Library A BAM B
Barcode Name Sample Bases >=Q20 Bases Reads Mean Read Length Read Length Histogram Files
lonXpress_004 + indeks 7505300828 6,587,511,419 132252 W7t S “59 30 BAM  BAI
lonXpress_D05 E_Etkﬂﬂ'm'5 10,317.720,490 9065,396,644 52501 563 186 bp g8 Rp L “W £y BAM | BAI
kuzen
i o NORE Ve 1-303 ltems
Plugins
coverageAnalysis Viewlog  Delete
Completed 621 MB
scoverageAnalysis.nimi
Library type: AmpliSeq Exome
Target regions: Exome 20131001 designed
Read filters: Sample Iracking
Barcode Name Sample Mapped Reads On Target SamplelD Mean Depth Uniformity
lonXpress_004 “indeks 0.00% 1209 95.49%
lonXpress_005 5 etkilenmis kuzen 52,237,086 9488 000%
9

™ items per page

1852

2

95.79%

1-20f 2items

Sekil 75; Torrent Server iizerinde SEP#15 ailesinde kapsam ve derinlik analizlerinin

gosterimi

Tablo 29; TED ¢alismasinda SEP#15 ve etkilenmis kuzende saptanan varyant

sayilari

TED

Varyant sayisi

Toplam

70349

[11:1 ve I11:2 de ortak varyantlar

36197

"1

17723

12

16429
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A Indeks B Etkilenmis
17723 16429

Sekil 76; SEP#15 ailesindeki varyantlarin bireylerdeki dagilimi
I11:1 ve 111:2 de TED ile saptanan varyantlar Sekil 76’da gosterilmektedir.

patojenik A VUS varyant 1247

Olasi pato

Sekil 77; SEP#15 ailesinde TED’de filtrelenen varyantlarin gosterimi

x

MAF<0.01, Imprinted Genler (102 gen), Literatiir taramasi ile puberte iliskili
genlerin aragtirmasi (142 gen), Hipofiz iliskili genler (52 gen) ile filtrelemeler

X X

in house 110 Ekzomda data filtreleme ile iliskili olas1 varyantlar



Tablo 30; SEP#15 ailesinde TED ¢alismasinda elde edilen varyantlarin filtrelenmesi ardindan belirlenen patojenik/olas1
patojenik/VUS statiisiindeki veya en az iki in silico analizde zararh 6ngoriisiinde bulunulan varyantlar

dbSNP/ In silico analiz
Gen/Lokasyon/
Transkript ) Varyant . GnomAD | Varyant Patojenite GnomAD PolyPhen SIET PROVEAN Mutat
nolpeptid no Niikleotid/peptid frekans; sinifi Skoru pLlI (HumVar) (cutoff= utation
ekzom/genom (cutoff=0.05) Taster
(0-1) -2.5)
CDHR3/7¢22.3/ 15767624442/
NM_ts27505/ | 2SR ! | 0.00002607/ | vus | /6 0 : : : Hastalik
NP_689963.2 p-{ 0.00003184 yapiet
NUMBL/ c.1314_1337del
190132/ | GCAGCAGCAGCA |'Gr bl o 1 : : - | Polimorfizm
NM_004756.5/ | GCAACAGCAGCA | “goro =™ -
NP_004747.1 |p.(GIn439_GIn44édel)| -
SII:IE\:/I350F167/§$$ 34?/ €.925G>T rs755280937/ VvUS 6/20 0 Benign Tolere Notr Hastalik
NP 060347 2 p.(Ala309Ser) | 0.00003182/- 0.104 (0.140) (-1.48) yapici
FCRL2/1¢23.1/ rs16839100/ .
NM_030764.4/ (Ei?ngOT;T(r:w) 00002762/ | O | 4722 0 E)egg%'; (Zoa(r)%r;) (Z";grol; Polimorfizm
NP_110391.2 P- 0.0001274 | “Aast : ' '
cCDC112/
5q22.3/ C.895G>T rs754812062/ 0/21 Tolere Notr N
NM_001040440.3/|  p.(Ala299Ser) | 0.00002845/-| VY 0,85 - (0.685 | (0.41) [|Polimorfizm
NP_001035530.1
ZNF296/19¢13.32/ 1/20 . )
c.371A>G Benign Tolere Notr . .
’\,'\I'\S—éggggfi/ p.(Glu124Gly) - VUsS 096 | ©o11) | (0521) | (0.11) |Polimorfizm
PARP14/3¢21.1/ .
c.1973A>C rs942512679 Benign Tolere Zararh . .
'\l'\l'\g—gégggjg/ p.(Tyr6s8ser) | 0.000008846| VUS| 120 | 001 | (5gg) | (0.349) | (B.20) |POlimorfizm




SEP#15 indeks olgu ve etkilenmis kuzende saptanan degisiminin IGV
goriintiisi, aile agaci ve diger bulgular tablolar (Tablo 29 — 30) ve sekiller (Sekil 71 —

79) lizerinde gosterildi.
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Sekil 78; TED analizinde SEP#15 ailesinde CDRH3 geninde saptanan c¢.1225-1G>A
degisiminin IGV goriintiisii.

CDHR3 varyantinin SD ile dogrulanmasi ve aile bireylerindeki dagilimi Sekil 79’da

gosterilmistir.
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SEP#15
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Sekil 79; SEP#15 aile agaci ve CDHR3 varyantimin ailedeki segregasyonu. CDHR3
geninde intron 9 da saptanan c.1225-1G>A kirpilma bélgesi degisiminin aile
agaci iizerinde gosterimi. 11.2, 11.3, I1.5, 111.1 ve I11.2 bireylerinde saptanan
degisim 11.1, 11.4 ve 111.3 de saptanmamistir.

4.2.16. SEP#16 olgu ve ailesi

Aralarinda akraba evliligi bulunmayan anne-babanin iki erkek (III:3 ve III:5) ve
bir kiz ¢ocugundan (III:4) ikisi SEP tanisi almisti. Bunlardan kiz olgu indeks olgu
olarak incelemeye alindi. SEP#16 indeks olgusunda iliskili 5 gende SD analizinde
klinik iligkili herhangi bir patojenik varyant saptanmadi, III:5 in klinik muayenesinin

tamamlanarak ailede TED analizi planlandi (Sekil 80).
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. SEP, muayene edildi; 111.4; PBY 7,58 < 8 (?) ; Tanner Evre: 1

Sekil 80; SEP#16 indeks ve aile bireylerinin aile agaci iizerinde gosterimi

4.2.17. SEP#17 olgu ve ailesi

Aralarinda akraba evliligi bulunmayan anne-babanin iki kizindan birinde (I11:2)
SEP tanis1 konulmustu. Indeks olgunun iki halasinda menars yast 10/11 ile olas1 SEP
tanis1 diisiiniilerek aile bu ¢aligmaya dahil edildi. indeks olguda iliskili genlerde yapilan
analizde KISS1R geninde olas1 patojenik daha 6nce tanimlanmis bir varyant saptandi.
Indeks olguda FGFR1 geninin literatiirde bu klinikle iliskilendirilmesinden dolay1
FGFR1 geni de dizilendi ancak herhangi bir patojenik varyant saptanmadi. KISS1R
geninde ekzon 5’de c.1167C>A (p.(Cys389Ter)) heterozigot varyanti igin aile igi
segragasyon analizi yapildiginda babasinda (11.2) da ayni varyant saptandi. Indeks
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olgunun annesi (11.1), etkilenmemis kizkardesi (II1:1) ve menars yas1 10/11 olan halada
(11:4) bu varyant saptanmad: (Sekil 81). Ailede segregasyon ¢alismasinin genisletilmesi

ve menars yast 10/11 olan diger halanin (II:5) taranmas1 planlandi.

SEP#17

Y DNAizolasyonu

10/11 yag menars

. SEP, muayene edildi; lIl.2; PBY 7,33 < 8 (?) ; Tanner Evre: 2

+/- : heterozigot varyant
-/- : normal varyant

KISS1R normal allel

Sekil 81; SEP#17 aile agaci ve KISS1R varyantinin ailedeki segregasyonu.

4.2.18. SEP#18 olgu ve ailesi

Aralarinda akrabalik bulunmayan anne-babanin biri etkilenmis (111 :1) digeri ise

etkilenmemis iki kiz1 bulunmaktaydi. Ailenin verdigi bilgiye gore babaanne (1:3), hala

(Il:6) ve amcanin kizinda (III :3) SEP bulgusu mevcuttu. Indeks olguda iliskili bes

gende SD gergeklestirildi. Bu genlerden MKRN3 geni ekzon 1°de daha once

tanimlanmis ¢.982C>T (p.(Arg328Cys)) varyanti heterozigot formda saptandi. Bu

varyant igin yapilan segregasyon calismasinda indeks olgunun babasinin (I1:3) ve

etkilenmis hala ve kuzenin de varyanti tasidiklari belirlendi. Indeksin annesi ve

etkilenmemis saglikli kardesi ise varyanti tagimamaktaydi. Aileye genetik danigma

verildi (Sekil 82).



114

SEP#18

Y DNA izolasyonu

9/10 yag menars

MKRN3 normal allel

. SEP, muayene edildi; IIl.1; PBY 6,5 < 8 (9) : Tanner Evre: 4

+/- : heterozigot varyant

-/- : normal varyant

Sekil 82; SEP#18 indeks ve aile bireylerinin aile agaci iizerinde gosterimi. SEP#18
olgusunda saptanan MKRN3 gen varyantinin ailedeki dagilima; 11:3, 11:6, 111:1,
I11:3’de heterozigot saptanan varyanti 11:2 ve 111:2 bireyleri tasimamaktadir.

Serimizde KISS1 geninde saptanan polimorfik varyantlar:

Serimizde KISS1 geninde herhangi bir patojenik degisim saptanmadi. Ancak

daha once literatiirde SEP ile iliskilendirilen bazi polimorfik varyantlarin bulundugu

gozlendi. Bu varyantlar ve olgu grubumuzda KISS1 geninde saptanan diger degisimler

Tablo 31’de gosterildi (16).

Tablo 31; SEP olgularinda KISS1 geninde saptanan polimorfik varyantlar ve
literatiirde bildirilmis SEP iliskili polimorfik varyantlar.

KI1SS1 POLIMORFiZM
(2015 Mazahari) BU CALISMA
SEP
OLGU |5'yTR| 5'UTR 5'UTR EKZON 2 EKZON 3 EKZON 3
NO -
C'Tiis c.-145delT | c.-89G>A |c.58G>A,p.(E20K) | c.107A>G; 24205
(rs5780218) | (CR156684; | (CM156681; p.(Q36R) (PélR)(rs 4é89)
rs3924587) rs12998) (rs35431622) | P
1 - Heterozigot - - - Heterozigot
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5. TARTISMA

Pubertal gelisim, cocukluktan yetiskinlige gecisi gosteren ve nihayetinde
bireyin iireme yetenegiyle sonuclanan énemli bir biyolojik siirectir. Insanlarda ergenlik,
HHG ekseninin aktivasyonu ile baslamaktadir, GnRH‘nin pulsatil salgilanmasi ile
gonadal biiylimeyi, gametogenezi ve steroidogenezi uyaran iki gonadotropin, LH ve
FSH 6n hipofizden pulsatil olarak salgilanir. Bu sayede cinse bagl ikincil 6zelliklerin
gelisimi ortaya ¢ikar (9,18). HHG ekseninin erken aktivasyonuyla kizlarda 8 yas
oncesinde telars veya erkeklerde 9 yasindan once testis biiytimesi, santral erken puberte
ile sonuclanir. SEP i¢in yas siniri, bazi1 ¢alismalarda kizlar i¢in beyazlarda 8,
Hispaniklerde ve Afrika kokenli Amerikalilarda ise 7,5 yas olarak, erkekler i¢in tiim
etnik gruplarda 9 yas olarak kabul edilmektedir (44). SEP, serebral konjenital
malformasyonlar, edinsel travmalar veya genetik degisikliklerle de iliskili olabilen
puberte bozuklugu olarak degerlendirilmektedir. Erken yastaki menarsin, meme kanseri,
kardiovaskiiler hastaliklar, depresyon, davranis bozukluklari, diyabet gibi hastaliklar
igin artmus risk olusturdugu da bildirilmektedir. Bu nedenle puberte baslangicini kontrol

eden mekanizmalarin anlagilmasi 6nem tagimaktadir (1,12,18,42).

Genetik silire¢ pubertal anahtarin bir parcasi olarak da kabul edilmektedir.
Giintimiizde bes farkli gen SEP ile iliskilendirilmistir (10,12). KISS1 ve KISS1R
genlerindeki fonksiyon kazanim mutasyonlarmin SEP’in genetik nedeni oldugunun
anlasilmasini takip eden yillarda bu genlerin sporadik olgularla iliskisi ¢ok nadir olarak
bildirilmigstir (12,27). MKRN3 ve DLK1 genlerindeki fonksiyon kaybina yol agan
mutasyonlar ise hem sporadik hem de ailevi olgularda gosterilmistir (12,40). Diger bir

gen olan PROKR2'de ise bugiine kadar sadece bir olguda mutasyon gosterilmistir (39).

SEP ile iliskisi gosterilen ilk gen KISS1R’dir (24). Giiniimiizde KISS1 geninin
peptid triini olan Kkisspeptin ve reseptorii KISS1R sinyal kompleksi, pubertal
aktivasyonun temel bekgileri olarak degerlendirilmektedir. Insanlarda ve hayvan
modellerinde yapilan fizyolojik ve farmakolojik ¢alismalar, GnRH'ye bagimli LH
sekresyonu i¢in Kisspeptinin bilinen ¢ok giiglii bir regiilator oldugunu gostermektedir
(18,35). 2008 yilinda Teles ve ark.’1 SEP'nin patogenezini aragtirmak amaciyla 13’{iniin
ailesel oldugu toplam 67 Brezilyali SEP'li olguda KISS1R genini incelemislerdir. Bu
caligmada evlat edinilmis SEP’li bir kiz olguda KISS1R’de yanlis anlamli degisime yol
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acan bir varyant1 (p.(Arg386Pro)) heterozigot formda saptamislardir. In vitro ¢alismalar
p.(Arg386Pro)’nun, hiicre igi sinyal yollarinin aktivasyonunu gosterecek nitelikte, uzun
stireli hiicresel yanitin olugsmasima ve dolayisiyla kisspeptine yanit olarak artan
GnRH’nin pulsatil saliniminina neden oldugu gostermistir (24). Bianco ve ark.(2011)
p.(Arg386Pro) varyantinin, hiicre i¢i plazma membran trafiginde kisspeptine verdigi
yanitin uzamasini yabanil tip ile karsilastirmislar ve varyantin membran trafigini
etkilemedigini ancak KISS1R degradasyonunu azaltarak kisspeptine duyarliligi uzattigi
sonucuna varmislardir (97). Bu gendeki fonksiyon kaybi mutasyonlari ise 2003’den beri
OR kaliim goriilen anosmili ya da anosmisiz hipogonadotropik hipogonadizm veya
Kallmann Sendromu ile iliskilendirilmistir (34,98,99).

Teles ve ark’larmin (2008) ¢alismasindan sonra KISS1R geninde SEP ile iliskili
baska olgu ya da patojenik varyant bildirilmemis ancak bazi polimorfizmlere dikkat
¢ekilmistir. Bu polimorfizmler arasinda Luan ve ark.’r (2007) ekzon 4’deki ¢.587C>A
(p.(Prol196His), rs572007403) varyantin1 272 idiyopatik SEP’li olgu kohortu iginden
raslantisal olarak belirlenen 7.3+0.9 yas araligindaki 24 olguda KISSIR geninin
taranmasiyla bir olguda saptadiklarini bildirmislerdir (100). 2018 yilinda ise Zhou ve
ark.’1 148 idiopatik hipogonadotropik hipogonadizm (IHH) olgusu ve 100 saglikl
kontrolde 83 geni YND ile tarayarak yaptiklart bir ¢aligmada bu varyanti bir Cinli erkek
olguda gostererek THH ile iligskilendirmislerdir (101). Bu iki g¢alismanin ¢eliskili
yorumlari nadir p.(Prol96His) varyantinin (gnomAD v2.1.1, 64:102.665 birey) klinik

iliskisinin kesinlik kazanamadigin1 sergilemistir. Bu varyant serimizde saptanmamustir.

2017 yilinda Oh ve ark. Koreli 199 SEP olgusu ve 99 kontrol yaptiklar
caligmada KISS1R’de ekzon 5’de ¢.1091T>A (p.(Leu364His), rs350132) degisimini
SEP olgularinda (%30,7), kontrole (%22,2) gore anlamli derecede yiiksek saptadiklarini
bildirmislerdir (102). Ayn1 varyantin 19 SEP olgusunun 10’unda homozigot ve besinde
heterozigot fromda saptanarak olgu gruplarindaki frekansinin %79 oldugu_Pagani ve
ark. (2020) tarafindan, bildirilmistir (35). Bu degisim calismamizdaki 10 olguda
homozigot, 8 olguda ise heterozigot olarak goriilmiis ve frekanst %100 olarak
belirlenmistir. Varyantin genom verisindeki (gnomAD v3.1.1) frekans1 0.7959 olarak
bildirilmistir. Yiksek popiilasyon sikligi varyantin SEP klinigi ile direkt iligkisini

desteklememektedir.
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Calismamizda KISS1R geninde iki olguda (SEP#06 ve SEP#17) iki farkl
varyant gozlendi. SEP#06’da gosterilen ¢.565G>A (p.(Alal89Thr)) degisimi literatiirde
izole GnRH eksikligi ile giden ve [IHH de (MIM#147950; Kallmann sendromu, KS)
gosterilmigtir (103). Monogenik veya oligogenik faktorlerin rol aldigi izole GnRH
eksikligi, sporadik olabilecegi gibi OD, OR ya da X’e bagh kahitim ile de
goriilmektedir. Hastalik, normal koku alma duyusu (normosmik IHH; niHH) veya
anosmi/hiposmi KS ile ve degisken olarak tek tarafli bobrek agenezisi, iskelet
anomalileri, yarik damak, orta hat malformasyonlar1 ve isitme kaybi gibi ek fenotiplerle
iliskili olabilmektedir. Izole GnRH eksikligi, hipotalamik GnRH'm salgilanmasindaki
veya hareketindeki kusurlar nedeniyle, infertilite, puberte yoklugu ya da geg¢ puberteye
neden olarak kendini fenotipte gdsterebilmekte ve bazen klinik olarak IHH tanisi ile de
ortiisebilmektedir (103). Literatiirde ilk olarak erkek bir KS olgusunda saptanan varyant
(103) daha sonra yapilan farkli bir ¢aligmada ise nfHH tanili kadin bir olguda ve baska
bir c¢alismada da GnRH eksikligi olan bir kadinda FGFR1 geni ¢.682T>G
(p.(Tyr228Asp)) degisimi ile birlikte bildirilmistir (96,104). Literatiirde bildirilmis
FGFR1 geninde saptanan bu yanlis anlaml1 degisim IHH ile iliskili ve patojenik olarak
tanimlanmistt (105). Olgumuzda bu gende tiim gen dizi analizi gergeklestirildi ancak
herhangi patojenik bir varyant saptanmadi (106). SEP#06 olgu ve ailesinde KISS1R’de
saptanan varyant i¢in yapilan segregasyon ¢alismasinda dykiiye gore etkilenmis anne ve
heniiz bir yasinda olan kiz kardesin heterozigot tastyici olduklart belirlendi.
Etkilenmemis baba ise varyanti tasimiyordu. Bu sonuglar KISS1R geninde gosterilen
€.565G>A (p.(Alal89Thr)) varyantin SEP’le iligkili olabilecegini desteklemistir.

KISSIR geninde SEP#17 olgusunda saptanan 1167C>A; (p.(Cys389Ter))
degisimi polimorfizm veri tabanlarinda yer alan (rs371771794) ancak toplumlarda nadir
goriilen (gnomAD, v2.1.1, 0.0003832) anlamsiz bir degisimdir. Literatiirde 116’s1 KS,
132’si nIHH tanili toplam 248 kadin olgunun dahil edildigi bir ¢alisjmada GnRH
eksikligi olan nIHH tanili bir olguda saptanmistir (96). Ayni degisim 2014’de
Finlandiya’da yiiriitiilen 34 KS’li ve 16’s1t nHH'li 50 olgunun ve 200 saglikli kontroliin
dahil edildigi bir c¢alismada bir erkek olguda SEMA7A geninde ¢.452C>T
(p-Argl48Trp) degisimi ile birlikte gosterilmistir. SEMAT7A geni bir membran proteini
olan semaphorin 7A’y1 kodlamaktadir ve mutant farelerle yapilan bir ¢alismada GnRH
noron sayisinda azalmaya neden oldugu belirlenmistir (107). SEP#17 ailesinde yapilan

segregasyon c¢alismasinda, olgunun babasiin varyant: tasidigi, anne ve kiz kardesinin
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ise tasimadigi belirlendi. Menars yasi 11 olan indeksin halasinin degisimi tasimadigi
gosterildi. Bu olguda da FGFR1 geni dizilendi ve patojenik bir degisim saptanmadi. Bu
sonuglar, KISSIR geninde gosterilen 1167C>A; (p.(Cys389Ter)) varyantinin SEP ile
iligkisini destekler nitelikte bulundu. Ancak SEP’in KISSIR ile iliskisinin fonksiyon
kazanimi temeline dayandirilmasi ve buna karsin SEP#17°deki varyantin fonksiyon
kaybr1 niteliginde olmasi, saptadigimiz varyantin fonksiyon analizi ¢alismasinin 6nemli

oldugu kanaatini olusturdu.

KISS1 geninde bugiine kadar SEP iliskili bildirilen tek mutasyon c.220 C>T
(p.(Pro74Ser), rs587777843)’dir. Bu varyant, Silveira ve ark.’mn (2010) 83 SEP (77 kiz
ve alt1 erkek) olgusunda yaptiklar1 ¢alismada sporadik 1,6 yasindaki Brezilyali erkek
olguda heterozigot olarak saptanmigtir. Kemik yasi 3 yas ile uyumlu olguda, penis ve
testis biiyiimesi, pubik killanma Tanner evre Ill, LH, FSH ve testosteron diizeyleri
ergenlik ile uyumlu, nérolojik semptomu yoktu ve beyin MR bulgular1 normaldi.
Segregasyon analizinde, varyantin olgunun menars yasi 10 olan (alt sinir) anne ve
menars yasi normal anneannesinde heterozigot olarak bulundugu, 400 kisilik kontrol
grubunda ise saptanmadigi bildirilmisti (28). Nadir bildirilmis olan bu degisim
(gnomAD v2.1.1, 0.00001981) baska caligmalarda oldugu gibi (16,108) olgu
grubumuzda da saptanmamistir. Serimizde KISS1 geninde klinik iligkili herhangi bir
varyant saptanmamis olmasi SEP’de KISS1 gen mutasyonlarinin sik goriilmedigini

desteklemektedir.

SEP olgularinda bugiine kadar KISS1 geninde tek bir mutasyon bildirilmesine
ragmen, ¢esitli literatiirlerde bu gendeki bazi polimorfik varyantlarin SEP ile iligkili
olabilecegi degerlendirilmistir. Luan ve ark.’lar1 (2007) 272 SEP klinigi olan Cinli
kizdan olusan grupta yaptiklar1 calismada 4’i intergenik, 2’si ekzon 1’de kodlama
yapmayan bolgede ve 2’si de kodlama yapan ekzon 3’de heterozigot yanlis anlamli iki
degisim (p.(Prol110Thr) ve p.(ProP81Arg)) olmak iizere toplam 8 polimorfik varyant
bildirmislerdir (33). 2010 yilinda ise Ko ve ark. 101 Koreli kizda ayni genin
taranmasiyla 3’1 yanlis anlamli degisim (p.(Glu20Lys), p.(Pro110Thr) ve p.(Pro81Arg))
toplamda 8 polimorfik varyant bildirmistir (109). Mazaheri ve ark.’nin (16) 2015
yilinda idiyopatik EP’li 33 olgu ve 30 kontrol ile yaptiklar1 calismada, dokuz olguda (4
kiz, 5 erkek) (%27,5) tigii UTR bolgesinde (c.-148T>A, c.-145delT; rs5780218, c.-
89G>A,; rs3924587)) bir degisim ise ekzon 2’de (c.58G>A;p.(Glu20Lys), rs12998))
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olan polimorfik varyantlarin klinik iligkili olabilecegini 0One siirmislerdir. Bu
varyantlardan c.-148T>A serimizdeki olgularda saptanmazken, c.-145delT serimizde 14
olguda (%77,7), c.-89G>A serimizde dort olguda (%22,2), c.58G>A ise bir olguda
(%0,5) gosterilmistir. Bu varyantlarin gnomAD’deki allel frekansi genom verilerinde
rs5780218 igin 0.7449, rs3924587 igin 0.1178 ve rs12998 igin 0.04179 olarak
bildiriimektedir.  Olgularimizda gosterilen bu KISS1 polimorfizmlerinin allel

frekanslarinin yiiksek olmasi nedeniyle olasi klinik iliskisini digladigi kanaatindeyiz.

Menars yasi kadinlarda ergenligin bir gostergesi olarak bilinmektedir. Pubertal
zamanlamay1 belirleyen mekanizmalarin ve hastalik riskiyle baglantilarin belirsizligini
aydinlatmak amaciyla Perry ve ark. (2014) 57 GWAS c¢alismasindaki verilerin
metaanalizi sonrasinda Avrupa kokenli 182.416 kadinda menars yasiyla ilgili 106
genomik bdlgeden 123 istatistiksel olarak iligkili varyant sinyali alindigini bunlar
arasinda ti¢ farkli imprinted gen bdlgesinin (DLK1-WDR25, MKRN3-MAGEL2 ve
KCNK9) de yer aldigin1 gostermistir (110). Calismamizda, bir olguda (SEP#18)
maternal imprinted bir gen olan MKRN3’de literatiirde bildirilmis olan (27) heterozigot
yanlis anlamli ¢.982C>T (p.(Arg328Cys), rs1264639964) mutasyon gosterildi.
Segregasyon calismasinda olgunun babasinda, halasinda ve kuzeninde de bu varyantin
heterozigot formda bulundugu belirlendi (Sekil 83). MKRN3’iin kodladig1 Makorin ring
finger protein 3'in GnRH sekresyonu {iizerinde inhibe edici bir etkiye sahip oldugu
gosterilmistir (111). Simon ve ark.’lart (2016) calismasinda saptanan €.982C>T
varyantinin fonksiyon kaybina yol agtigi, MKRN3 proteininin yapisini degistirerek
puberte kontroliinii yerine getiremedigi ve HHG ekseninin prematiire aktivasyonuna
yol actigr bildirilmistir (27). Calismamizda SEP#18 (I11.1) ailesinde segregasyonun
paternal kalitimla izlenmesi literatlirle uyumlu olmakla birlikte, varyanti heterozigot
tastyan ve SEP Oykiisli olmayan babanin (SEP#18-11:3) parental kalitiminin incelenmesi
ve paternal dedenin (I:4) varyanti tasimadiginin gosterilmesi maternal imprinted bir gen
olarak MKRN3’iin ii¢ kusaktaki Oykiisiniin sergilenmesi bakimindan literatiire 6nemli
bir katki saglayacaktir. Bugiine kadar SEP olgularinda MKRN3 geninde 115 hastada 48
farkli mutasyon gosterilmistir. Mutasyonlarin 26’s1 yanlis anlamli, dordii anlamsiz,
sekizi kiiciik delesyon, dordii kiigiik insersiyon, sekizi regiilator bolge ve biri de

kompleks yeniden diizenlenme olarak bildirilmistir (Sekil 83)(41,112,113).
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Sekil 83; MKRN3 proteininde bildirilmis degisimlerin sekil iizerinde gosterimi,
caliymamizda saptanan varyant kirmizi Kkare icerisinde gosterilmistir
(Montenegro (2020) ve Valaderes (2019))’den diizenlenmistir (41).

MKRN3'teki fonksiyon kaybr mutasyonlarinin farkli iilkelerdeki etnik gruplarda
ailesel ve sporadik SEP olgularinda belirlenmesi, pubertenin genetik diizenlemesinin
anlasilmasina onemli bir katki saglamistir. Birden fazla bireyin etkilenmis oldugu aile
serilerinde yapilan ¢aligmalarda, MKRN3 mutasyon frekans1 %33 — 46 iken, sporadik
olgularda yapilan galigmalarda ise bu oran %0,4 - 3,8 olarak bildirilmistir (10,12,27).
Italya ve Bulgaristan’dan bildirilen sporadik olgudan olusan kiiciik olgu gruplarinda ise
prevalans %0 - 20 arasinda degismektedir (41,56,114). SEP tanili olgularda MKRN3
mutasyon prevalansinin %9 oldugunu ve kizlarin erkeklere gore daha sik etkilendigini
bildirmektedir(112). SEP’li olgularda MKRN3 mutasyon frekansinin belirlenebilmesi
igin farkli cografi bolgelerden daha fazla olgu ile yapilacak ¢alismalara ihtiya¢ oldugu

ileri stirilmektedir(41).

Abreu ve ark.’lari, 2013 yilinda SEP tanili 15 proband ve ailesinde 25 bireyde
yaptiklart TED analizinde, ilk olarak MKRN3 geninde bes ailede dort farkli heterozigot
fonksiyon kaybi1 mutasyonu gostermislerdir. 32 erken puberte 6ykiisii olan (27 kiz, 5
erkek) ve sekiz normal puberte zamanlamasi olan (5 kiz ve 3 erkek) birey
degerlendirilmistir. Calismada, iki erkek olguda ¢.482dupC (p.(Alal62Glyfs*15)), ii¢
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kiz olguda ise sirasiyla ¢ergceve kaymasina neden olan c¢.1172dupA (p.(Tyr391Ter), ve
(27)c.637delC (p.(Arg213Glyfs*74)) mutasyonlar: ile bir yanlis anlamli ¢.1095G>T
(p.(Arg365Ser)) mutasyonu saptanarak MKRN3’de mutasyon saptama oran1 %15,6 (5
olgu) olarak bildirilmis, etkilenen olgularin tamaminin tasidiklari mutasyonun maternal
imprinted kalittm modeline uygun oldugu da gosterilmistir. Ayn1 makalede, model
organizma olarak segilen ii¢ erkek ve ii¢ disi farenin arkuat niikleuslarinin belli
postnatal giinlerde hipotalamuslarindaki mMRNA seviyeleri ger¢ek zamanli PZR ile
Olgiilerek degerlendirilmis ve prepubertal farelerdeki Mkrn3 anlatimi yiiksek
saptanirken, puberte baslangiciyla anlatimin hizla azaldigi ve puberte sonrasinda da
diisiik seviyede kaldig1 gosterilmistir. Mkrn3 anlatim seviyesinin azalmasinin Kissl ve
Tac3 anlatim seviyesinin artmasi ile korelasyon gosterdigi ve saptanan degisimlerin
puberteye yol actig1 yoniindeki goriislerin desteklendigi bildirilmistir (40,115).

MKRN3 geninde SEP olgularinda ilk mutasyonun tanimlanmasindan sonra yeni
mutasyonlar tanimlanmistir. 2014 yilinda Schreiner ve ark. (2014), altis1 ailesel ve biri
idiopatik SEP’li olgu grubu ile ¢aligmiglar ve Almanya kokenli iki ailevi SEP olgusunun
her ikisinde de saptanan farkli varyantlarin baba kokenli oldugu gosterilmistir.
Bunlardan ilki Abrue ve ark.’nin daha 6nce tanimladigi gergeve kaymasina yol agarak
erken dur kodonu olusturan ¢.482dupC (p.(Alal62Glyfs*15)) mutasyonu, ikincisi
trunke protein  olusuma neden olmast beklenen €.331G>T (p.(GlulllTer))
mutasyonudur (53).

Ayni1 y1l Macedo ve ark.’nin 207 kiz ve sekiz erkek olgudan olusan ¢ok merkezli
caligmasinda, Brezilyali 8 kiz olguda 5 farkli mutasyon (dordii ¢er¢eve kaymasi ve biri
yanlis anlamli mutasyon) bildirilmistir. Bu olgularin besinde yapilan segregasyon
analizinde saptanan degisimin paternal kalitildigi gosterilmistir. SEP fenotipinin, de
novo delesyon, maternal uniparental dizomi veya imprinting hatalari gibi nedenlerle
MKRN3 genindeki fonksiyon kaybindan kaynaklanip kaynaklanmadigini arastirmak
amaciyla, MKRN3 geninde mutasyon saptamadiklari, ailesel ve sporadik SEP'li 52
olguyu kromozom 15ql1'in metilasyona 6zgii multipleks ligasyon bagimli prob
amplifikasyonu (MS-MLPA) ile arastirmiglar ancak ¢alismada, 15q11 lokusunda higbir
kopya sayisi degisikligi veya metilasyon anormalligi gosterememislerdir (49). MRC-
Holland firmasinin MS-MLPA igin gelistirdigi, ME028-C1 problar1 PWS/AS bolgesi
(15911-13), MKRN3, MAGEL2, NDN, SNRPN, UBE3A, ATP10A, GABRB3, OCA2
genleri ile eslesen oligoniikleotidlerden olusmaktadir (67). Detayli incelendiginde



123

metilasyon bolgelerine 6zel hedef Hhal enzim kesim bolgesi igerisinde MKRN3 genine
0zgii kesim bolgesinin bulunmadigr ancak MLPA delesyon/duplikasyon arastirilmasi
icin ekzon 1 ¢.786-857 pozisyonlar1 iizerinde yerlesik iki ayri prob tasarlandigi
anlasilmaktadir. Bugiine kadar literatlirde taranan hi¢bir olguda MS-MLPA ile degisim
saptanmamustir. Bu teknigin erken pubertenin genetik iligkisini gostermesi bakimindan

zayif olgekte kaldigr diistiniilmiistiir.

2015 yilinda Danimarka’da yapilan bir calismada ise daha once KISS1 ve
KISS1R genlerinde mutasyon saptanmamis, 29 idiyopatik SEP olgusunda MKRN3 geni
dizilenmistir. Danimarka’da yasayan, Kafkas kokenli anne ve baba arasinda akrabalik
bulunmayan 6 yasinda puberte baglamis bir kiz olguda c.1034G>A (p.(Arg345His))
degisimini heterozigot olarak saptamislardir. Ayni1 degisim olgunun babasinda ve erken

puberte klinigi olan erkek kardesinde de gosterilmistir (116).

2016 yilinda Ispanya’dan bildirilen bir calismada, 20 idiopatik SEP olgusu (19
kiz, bir erkek) klinik ekzom ile arastirilmis ve Latin Amerika kokenli bir kiz olguda
MKRN3 geninde heterozigot ¢.203G>A (p.(Arg68His)) mutasyonu saptanmistir. Bu

caligma ile kiz olgular iginde mutasyon saptama orani1 %0.05 olarak bildirilmistir (26).

Simon ve ark. (2016), KISS1 ve KISS1R genlerinde herhangi iligkili bir varyant
saptanmamis Fransiz ve Italyan kokenli 281 ailevi ve 18°i sporadik, 45 kiz ve bir erkek
SEP olgusunu incelediklerinde ailevi olgularin 13’{inde (%46), sporadik grupta ise bir
olguda (%0,5) MKRN3 geninde fonksiyon kaybina neden olan degisimler saptadiklarini
bildirmislerdir. Toplamda 46 olgunun 14’linde saptadiklar1 varyant ile MKRN3 varyant
frekansinin SEP’de %30 oldugu gosterilmistir. iliskili degisimlerin tamami kiz
olgularda gosterilmis olup ikisi ¢ergeve kaymasi ve besi yanlis anlamli tipinde oldugu
bildirilmistir. Bu grupta en sik saptanan varyant sekiz farkl: ailede belirlenen ¢.482dupC
(p.(Alal62Glyfs*15)) olmus bir ailede ise €.802_803del (p.(Met268Valfs*23))
gosterilmistir. Belirlenen heterozigot yanlis anlamli bes mutasyonun doérdi (c.943A>G
(p.(Met315Val)), ¢.982C>T (p.(Arg328Cys)), ¢.1118C>T (p.(Pro373Leu)) ve ¢.89C>T
(p.(Pro30Leu)) ailevi SEP olgularinda, biri ise (.737A>G (p.(Tyr246Cys)) sporadik
olguda gosterilmistir. Bu degisimlerin ailevi olgularin sekizinde ve sporadik olguda

paternal kalitimla gectigi gosterilmistir. Ailevi olgu grubundan bir babada SEP 6ykiisii
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bildirilirken, diger sekiz babada ise Oykii bulunmadigi raporlanmistir (27).
Calismamizda mutasyon saptanan olgumuzun ve literatiirde ayn1 mutasyon saptanan
indeks olgu ve etkilenmis kiz kardesin klinik ve hormonal verileri Tablo 32°de

gosterilmistir. Puberte baslangi¢ ve basvuru yasinin uyumlu oldugu gériilmektedir.

Tablo 32; MKRNS3 geninde iliskili varyant saptanan olgumuz ile ayn1 varyantin gosterildigi

literatiirdeki olgunun Klinik verilerinin karsilastirmasi (Simon (2016)’dan diizenlenmistir)

Puberte B Tanner | VKI Uterus Bazal | Pik | Bazal Pik
Olgu no baslangie | oot Evre | sps | vmlugu | LH | LH | FSH | FSH
yast yast (mm) | (Ui | qumy | auny | aun
*indeks olgu 6.0 7.8 3 0.3 46 23| 28| 51| 115
e
ctkilenmis 7.0 7.8 3 0,5 37 11| 27| 21 14
kizkardes
**
SEP#18 6.5 7.2 4 0,3 33 02| 151 | 78 11
olgusu

*Simon 2016,  **Bu ¢alisma

Serimizde bir olguda MKRN3 geninde belirlenen yanlis anlamli ¢.982C>T
(p.(Arg328Cys)) degisimi bu gende en sik mutasyon saptanan ikinci domain (9/48, %
18.7) olan C3HC4 halka parmak motif bolgesi iizerinde (Sekil 82) yer almaktadir. Bu
domain E3 ubikuitin-ligaz aktivitesi ve RNA baglanmasi ile ilgili olan fonksiyonel
olarak onemli bolgelerdir (41,42,117). Bu domain bolgesi iizerinde siklikla yanlis
anlamli ve anlamsiz degisimler kiimelenmis olmasina ragmen c¢ergeve kaymasi
mutasyonlar1 bu domainde heniiz bildirilmemistir. Ilging olarak gerceve kaymasina yol
acan mutasyonlar ise siklikla amino terminal bolgesindeki iki C3H1 ¢inko parmak
motifi arasindaki ilmek bolgesinde (123.aa-237.aa) yer almaktadir (Sekil 82).
Gliniimiizde bu gende bildirilen 48 mutasyonun en sik kiimelendigi ZNF1-ZNF2
domainleri arasinda yer alan bu bolgede 13 (%27) mutasyon yer almaktadir. Bunlarin
sekizi cerceve kaymasi ile protein yapisimi etkileyerek fonksiyon kaybina yol acan
degisimler, diger besi ise yanlis anlamli mutasyonlardir (41,113). Ayn1 ilmek bolgesi
tizerinde mutasyon bildirilen ¢alismalardan biri de Tiirkiye’den Simsek ve ark. (2017)

tarafindan paylagilmistir. Calismada TED teknigi uygulanan 31 olgudan olusan iki
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aileden alti olguda MKRN3 geninde iki farkli mutasyon saptanmistir (118). Bu
mutasyonlardan ilki bir aileden iki kiz kardes ve etkilenmis kuzende saptanan ve daha
once literatiirde bildirilen heterozigot ¢.802 803delAT (p.(Met268Valfs*23)) iken,
digeri ilk kez Simsek ve ark. tarafindan bildirilen heterozigot c.441delG
(p.(His148Thrfs*23)) degisimidir. Bu degisim, segregasyon c¢alismasinda, indekste,
etkilenmis kiz kardes ile etkilenmis kuzende, asemptomatik tasiyicilar baba, erkek
kardes, amcada en st kusakta ise asemptomatik tasiyici1 babaannede saptanmistir (118).

Aycan ve ark. (2018) MKRN3’iin ayn1 domaininde Tiirkiye'den farkli bir
mutasyon daha bildirilmistir. TED teknigi kullanilarak yapilan bu ¢alismada 10 aileden
19 (17 kiz ve 2 erkek) SEP olgusu incelenmis ve Tanner evre 2 (testis hacmi > 4 mL)
olan bir erkek olguda MKRN3 geninde ¢er¢eve kaymasina yol agan heterozigot
€.630_650delinsGCTGGGC (p.(Pro211Leufs*16)) mutasyonu (%5,3) saptanmistir. In
silico analizler ile varyantin patojenik etkisinin desteklendigi ve segregasyonunun
paternal kaliim modeli ile uyumlu oldugu bildirilmistir (119). Calismamizda MKRN3
geninde paternal kalitm modeli ile uyumlu oldugu gosterilen €.982C>T
(p.(Arg328Cys)) degisimi daha once bagka calismalarda (27,41) bildirilmis olsa da
Tiirkiye’den bildirilen ilk olgudur.

Valaderes ve ark. (2019) SEP olgularinda MKRN3 genindeki prevalansi ve
fenotip — genotip iliskisini aydinlatmak amaciyla Eylil 2018’e¢ kadar yedi farkli
elektronik veri tabaninda meta-analiz arastirmasi gergeklestirmislerdir. Toplamda 22
calismadan 880 SEP olgusunun bildirildigi ¢calismalarda 17 iilkeden (Arjantin, Belgika,
Brazilya, Bulgaristan, Giiney Kibris, Danimarka, Fransa, Almanya, Yunanistan, Israil,
Italya, Japonya, Kore, Ispanya, Tayvan, Tiirkiye ve ABD) 89 olguda (76 kiz ve 13
erkek) MKRN3 geninde mutasyon saptandigini belirlemislerdir. Mutasyonlardan biri
genin promotor bolgesinde iken digerleri genin kodlanan bélgelerinde bulunmaktadir.
Ayrica, puberte baslangicinin kiz olgularda erkek olgulara gore daha erken oldugunu
(median 6.0 kiz, 8.5 erkek), bazal FSH seviyesinin yiiksek ve kemik yaginin da ileri
oldugunu bildirmislerdir. 857 hastanin degerlendirildigi toplam 14 ¢alismada kantitatif
analizle MKRN3 genindeki genel mutasyon prevalansi %9.0 olarak belirlenmistir. Ayni
calismada Asya iilkelerinde yapilan ¢alismalardaki bazi klinik ve biyokimyasal veriler
ile bat1 toplumlarinda yapilan ¢aligmalardaki veriler puberte baslangi¢ yasi, bagvuru yasi
ve bazal LH, bazal FSH agisindan degerlendirildiginde bati toplumlarinda puberte
baslangi¢c yasi (median 6.0) ve basvuru yas1 (6.7), Asya iilkelerindeki baslangi¢ yasi
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(6.8) ve bagvuru yasina (8.0) gore daha erken oldugu goézlenmistir. Sirasiyla bati
tilkeleri ile Asya iilkelerinde bazal LH 1.1 ve 1.6 IU/L ve bazal FSH 4.5 ve 3.0 IU/L
olarak belirlenmistir. Caligmamizda tim olgularimizda puberte baslangic yasi
ortalamasi 7.1, bagvuru yasi ortalamasi ise 7.2 idi. Olgu grubumuzda bazal LH
ortalamast 1.15 IU/L, bazal FSH ise 3.3 IU/L olarak belirlenmistir. Bununla birlikte
mutasyon saptanan olgumuzun ise puberte baslangi¢ yas1 6.5, bagvuru yas1 7.2, bazal
LH 0.2 IU/L, bazal FSH 7.8 IU/L idi. Bu deger araliklar1 ile puberte baslangi¢ yasi
Asya lilkelerindeki olgulara daha yakin olmakla birlikte, LH ve FSH verileri bati
toplumundaki olgulara daha yakin bulunmustur. Tiirkiye’den mutasyon saptanan diger
olgularin da verileri bu karsilastirmaya dahil edildiginde Simsek ve ark. iki farkli kiz
olgudan p.(His148Thrfs*23) degisimi olan olgunun puberte baslangi¢ yas1 6.3, bazal
LH 2.6 IU/L, bazal FSH 3.9 IU/L iken, p.(Met268Valfs*23) degisimi bildirilen
probandin puberte baslangig yasi 5.5, bazal LH 2.2 IU/L, bazal FSH 6.0 IU/L idi. Aycan
ve ark.’nin ¢alismasinda, p.(His148Thrfs*23) mutasyonu saptanan erkek olguda puberte
baslangic yast 9, bazal LH 541 IU/L, bazal FSH 13.7 IU/L idi. Tirkiye’den
calismamizin da dahil oldugu, mutasyon bildirilen tim olgularin baslangic yas
ortalamasi 6.82 yil, bazal LH 2.6 IU/L, bazal FSH 7.5 TU/L idi. Boylece sonuglarimizin
Asya iilkelerinin ortalamasina daha yakin oldugu goriilmektedir. Literatiirde de ailevi
olgularda en sik mutasyon saptanan gen MKRN3’diir. Tiirkiye’den ailevi SEP
olgularinda bugiine kadar sadece MKRN3 geninde mutasyon saptandigi bildirilmistir
(118,119). Calismamizda da literatiirle uyumlu olarak MKRN3 geninde mutasyon
saptanmigtir. Ancak, literatiirde ailevi olgularda MKRN3 geni mutasyon oran: %33-46’a
olarak bildirilmesine (27,41) karsin olgu grubumuzda MKRN3 geni orant %5.55 (1/18)
olmustur. Bu diisiik oran olgu sayimizin nispeten az olmasi ile iliskililendirilebilir.
Ulkemizden daha fazla olgunun incelenmesi ile MKRN3 geninde daha gercekci

mutasyon oranlarina ulasilabilecektir.

Perry ve ark.’lart (2014) Avrupa kokenli 57 genom boyu iliskilendirme
calismasinda ergenligin bir gostergesi olarak bilinen menars yasiyla iligkili 180 binden
fazla kadinda 106 genomik bolgenin i¢inden 123 sinyal belirlemislerdir. Kadinlardan
alinan bu menars yasi sinyallerinden yola ¢ikarak maternal imprinted genler MKRN3 ve
DLK1 lokuslarindan da sinyal saptadiklarini bildirmislerdir (110). MKRN3 genindeki
mutasyonlarin SEP olgularinda gosterilmesi sonrasinda, ilk olarak 2017 yilinda Dauber

ve ark. tarafindan DLK1 geninde mutasyon gosterilmistir (12).
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Olgu grubumuzda, maternal imprinted gen DLK1’ de literatiirde bildirilmemis
ve in silico analizlerin patojenik tahmini verdigi iki farkli varyant iki farkli olguda
saptanmistir. Bu varyantlardan biri SEP#03’de DLK1’de kirpilma hatasina yol agmasi
Oon goriilen (Mutation Taster) intron 1'de saptanan c.67+78C>T degisimidir. Bu
degisimin transkriptin kirpilmasina etkisini, arastirmak amaciyla indeks olguda
(SEP#03, I11:1) periferik kandan mononiikleer hiicrelerden (PBMC) elde edilen total
RNA’dan DLK1-cDNA c¢alismasi yapilmig, 700-800 bg¢’lik {iriin beklenmis ancak iiriin
elde edilememistir. insan Protein Atlas veri tabaninda hiicre tipine gére RNA miktar
analizi, DLK1’in Leyding hiicrelerinde 1.200 NX (Normalised eXpression), ekzokrin
bezlerin epitel hiicrelerinde 600 NX seviyesinde iken kan dokusunda 72 NX oldugunu
gostermektedir (54). Yaptigimiz ¢alismada kan dokusundan DLK1 igin iiriin elde
edilememesi olast mRNA oraninin ¢ok diisiik oranda olmasi ve deneysel ¢aligmamizin
yeterli hassasiyette olmamasi olarak yorumlanmustir. Bununla birlikte ailedeki
calismanin genisletilmesi ile olas1 tasiyici ve etkilenmislerde SEP Oykiisiiniin detaylica

arastirilmasi varyantin etkisinin gosterilmesinde katki saglayacaktir.

DLK1 geninde SEP#04’de saptanan ikinci varyant ise DLK1’de ekzon 4’de ve
kodlayan bolgede EGF benzeri domain 3’de yer alan, daha once literatiirde
tanimlanmamus heterozigot ¢.357C>G (p.(Tyr119Ter)) degisimiydi. Bu degisim, DLK1
proteinin 119. pozisyonda yer alan tirozin amino asidinin TAC kodonundaki sitozin
bazinin, guanin bazina transversiyonu ile TAG kodonu doniisiimiine ve ‘dur’ kodonu
olusumuna neden olmaktadir. Boylece proteinin erken sonlanmasiyla giidiik bir protein
olusumuna yol agmakta ve bunun zararli bir etkiye neden olmasi beklenmektedir (83).
Segregasyon analizinde varyantin paternal kalitimli oldugu etkilenmis kardeslerde ve
babada heterozigot olarak saptandigi belirlenmistir. Anlamsiz tipteki mutasyonlar
mRNA kodlama bolgesinde cergeve icinde UAA, UAG veya UGA kodonlarin
olusumuna neden olur, translasyonun erken sonlamasina, kisaltilmis polipeptit

tirlinlerinin olugmasina ya da erken mRNA yikimina yol a¢tig1 bildirilmistir (120).

Bugiine kadar SEP olgularinda DLK1 geninde bildirilen mutasyon sayist 4’diir.
Bunlarm ilki 5'UTR bolgesinden baslayarak ekzon 1’1 de kapsayan yaklasik 14 kb’lik
biiyiik bir delesyon iken diger licli cergeve kaymasina neden olan ekzon 5 deki kii¢iik
delesyon tipi mutasyonlardir (12,25,62) (Sekil 84).
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Sekil 84; DLK1 geni, ekzon yapilari, kodladig1 proteinin domain yapilari, rezidiileri ve
giiniimiizde hastalik iliskili bildirilmis varyantlari. (a) NM_003836.7
transkripti, ekzonlari, ekzon-intron niikleotidleri, ekzonlar arasinda ortak
kodlanan rezidiiller kirmizi sayilarla ifade edildi, (b) proteininin (Uniprot;
P80370) ve domain yapilarin sematik gosterimi. Kisaltmalar aa= Aminoasit,
SP=sinyal peptidi (1-23), 6 EGF benzeri domain (24-245), hiicre dis1 bolge (24-
303), CRs=sitoplazmik bolge (328-383). Giiniimiizde HGMD de bildirilen
mutasyonlar listelenmektedir (siyah), cahsmamizda saptanan mutasyon (Kirmizi)
(Jensen (1994), Gomes (2019), Uniprot.org, HGMD ve Ensembl’dan modifiye
edilerek diizenlenmistir).

DIkl kaybinin GH miktarinda disiise ve hipofiz hormon diizeyinde azalmaya
neden oldugu ilk kez null fare modellerinde 2013 yilinda gosterilmistir (121),
Insanlarda ise pubertal gelisim ve DLK1 fonksiyonu arasindaki baglant: ilk defa 2017
yilinda Dauber ve ark. (2017)’1n galismasinda bildirilmistir (12). Bu ¢alismada indeks
olguda genin 5' kodlama yapmayan bolgesinde ekzon 1 kapsayan yaklasik 14 kb’lik
delesyon ve intron 3’de 269 bp’lik bir duplikasyon bigiminde ortaya ¢ikan kompleks bir
yap1 gosterilmistir. Afrika kokenli olan bu ailede etkilenmis 2 kiz kardes, etkilenmis
amca ve 2 ¢ocugunda, ayrica klinik olarak etkilenmemis baba, amcada ve menars yas1 9
ila 10 olan (menars yasmin 2 standart sapma (SD) altinda olmasi nedeniye erken
puberte oldugu kabul edilen) babannede de ayni degisim saptanmistir. Etkilenmis dort
kiz olguda meme gelisim yas1 4,6 - 5,9 yil, lineer biiylime hizlanmasi >6 cm/y1l ve ileri
kemik yas1 mevcuttu. Potansiyel hipotalamik lezyonlarin diglanmasi amaciyla yapilan
manyetik rezonans goriintiilemede (MRI) tiim olgularda herhangi bir anomali
saptanmamustir. Pelvik ultrason incelemesinde uterus ve over hacimlerinde artig

goriilmiis, hormonal profil, bazal kosullar altinda (LH:0.6 IU / L) ve GnRH stimiilasyon
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test sonucunda (kizlar i¢in LH: 6.9 IU / L) HHG ekseninin erken aktivasyonu
dogrulanmistir. Etkilenmis g¢ocuklarin babalarinin pubertal zamanlamasinin normal
olmasi, MKRN3'ten etkilenen ailelere benzer sekilde, imprinted gen iliskisini
distindiirmiistiir (12,40). Dauber ve ark.’lar1 ¢alismalarinda, Abreu ve ark. (2013)’in
daha 6nce TED uyguladig1 ancak mutasyon saptamadig alt1 aile bireyinde (etkilenmis
dort kizkardes, bir normal kardes ve babaanne) imprinting anomalisini modellemek
amaciyla, otozomal dominant bir kalittm modeli uyumlu baglanti analizi g¢alismasi
gerceklestirmis, etkilenen bireylerin babalar1 zorunlu tasiyict olarak isaretlemis ve 5
kromozom bolgesine baglanti kurulmustur. Bu bolgelerden ozellikle 14q32 bdlgesi,
imprinted gen kiimesinin icinde yer aliyor olmasi, kromozom 14’tin maternal
uniparental dizomisi veya bu bolgenin paternal delesyonunun kompleks bir hastalik
olan SEP bulgusunun da gozlendigi Temple Sendromu ile iligkilendirilmesi, ve GWAS
calismalarinda bu bolgenin menars yast ile baglantilanmis olmasi nedeniyle onemli
bulunmustur (12). Aymi ¢alismada etkilenmis dort olgu, 14q32.2 boélgesiyle iligkili
SALSA MS-MLPA prob miks MEO032 ile ¢alisilmis ancak delesyon veya duplikasyon
gosterilememistir. ME032-Al Prob mix, UPD7-UPDI14, metilasyon i¢in GRB10,
MEG3, MEST ve PLAGL1 genleri icin bir veya daha fazla prob dizisi igerirken,
delesyon/duplikasyon arastirmasi amaciyla ise DLK1, MIR380 ve RTL1 genleri
tizerinde problar bulunmaktadir. DLK1 genindeki problar ekzon 3 ve 4 iizerinde olup
ekzon 1, 2 ve 5’i kapsamamaktadir (67). ilgili kitte DLK1 geninde sadece iki ekzonda
prob bulunmasi ve literatiirdeki bilgiler 1s18inda, MS-MLPA testinin SEP olgularinda

etiyolojinin aydinlatilmasi i¢in yeterli katkiy1 saglayamayacagini diisindiirm{istiir.

Dauber ve ark., etkilenmis iki olguda CytoSNP-850K platformu ile mikroarray
genotiplemesi gergeklestirmis ancak nadir kopya sayisi varyanti saptamamislardir. Son
olarak bu ailenin alt1 bireyinde TGD gerg¢eklestirmisler elde edilen veriler, ailevi SEP’in
nadir olmast gbz Oniinde tutularak, cesitli filtrelemeler ile (1000 Genom, Exome
Aggregation Consortium, dbSNP veya ayn1 platformda dizilen 1000 kontrol genomunda
bulunan tiim varyantlar ile 37 Brezilya genomunda saptanan varyantlar [EPIGENE-
Brasil Girigimi projesi]) incelenmis ve baglant1 analizi bolgesinde 87 novel varyant
belirlenmistir. Ancak varyantlardan hicbiri iyi tanimlanmis bir gen promotor bolgesi
icinde veya bilinen ya da tahmin edilen puberte ile ilgili transkripsiyon faktorii
baglanma boélgesinde bulunmadigindan SEP iliskili olarak degerlendirilmemistir.

Yapilan kopya sayist analizi ile degisimleri incelemek i¢in dokuz (dort etkilenmis ve
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bes etkilenmemis) bireyin TGD verileri incelenmis ve analizlerde 14q32.2 bolgesi isaret
edilmistir. Calismanin devaminda ise etkilenen bireylerde incelenen serum DLKI1
seviyelerinin saglikli kontrollere gore saptanamayacak seviyede oldugu, bu durumun
SEP lehine degerlendirildigi ve segregasyon analizinin paternal kalitimi destekledigi
bildirilmistir. Ayni literatirde DLK1’de mutasyon saptanan dort kiz olgudan ikisi
normal kilo ve dogum tartisinda iken, diger ikisinden birinin (111:1) obez, digeri (II:3)
asir1 kilolu olarak bildirilmistir. Her ikisinin de diisiik dogum tartis1 ile dogmus
olduklart (II:1 in 3.2 kg (-0.07 SDS) ve |l1:3’lin yaklasik 3,0 kg (-0.52 SDS)
bildirilmistir (12). Olgularimizda kirpilma hatasina yol agmasi beklenen derin intronik
c.67+78C>T (SEP#03) ile ¢.357C>G (SEP#04) degisimine sahip olgular normal kiloda
iken, dogum tartilarinin SEP#03‘tin 3,0 kg (-0,4 SDS) ve SEP#04iin 2,7 kg (-0,7 SDS)

idi ve bu bulgular literatiir ile uyumlu olarak degerlendirildi.

DLK1 geninde ilk mutasyonun 2017 yilinda saptanmasindan sonra, SEP
olgularinda bu genle ilgili caligmalar literatiirde bildirilmeye baslanmistir. Grandone ve
ark. 2017 yilinda 23’1 ailesel olmak tizere 60 idiopatik SEP olgusunda MKRN3, DLK1
ve KCNK9 genlerini dizilemislerdir. KCNK9 geni maternal allelden anlatim yapan
paternal imprinted bir gendir. DLK1 ve KCNK9 genlerinde mutasyon saptanmayan
calismada ailevi olgularin %8,7’sinde (2/23) ve idiopatik olgularin %2,8’inde (1/37)
MKRN3 geninde mutasyon saptamislar (114) ve DLK1 genindeki mutasyonlarin SEP’in
nadir bir nedeni oldugunu ileri siirmislerdir (114). Literatiirden farkli olarak,
calismamizdaki olgularin %11,1 (2/18)’inde DLK1 geninde mutasyon saptanarak
MKRN3’den sonra SEP’te ikinci siklikta mutasyonlarin gosterildigi gen oldugu

anlasilmustir.

Gomes ve ark. (2019)’nin serisinde daha 6nce MKRN3 mutasyonlari diglanmig
31'i ailevi SEP, 29'u erken menars dykiisii olan toplamda 60 indeksde DLK1 geni SD ile
ve bu gruptan polikistik over sendromu (PKOS) olan indeks olgu, kizkardes ve
etkilenmemis anne ise TED teknigi ile ¢alisilmistir. Ailevi SEP olgu grubundan tig
indekste ve iki etkilenmis aile bireyinde ekzon 5’de farkli ¢cergeve kaymasi mutasyonlari
(p.(Gly199Alafs*11), p.(Val271Cysfs*14) ve p.(Prol60Leufs*50)) saptanmistir.
Genisletilen aile caligmalarinda paternal kalitimla uygun olarak tiim olgularda
mutasyonlarin babadan gectigi gosterilmistir. Mutasyon saptadiklart bes olguda (dordii

Brezilyali ve biri Ingiliz) asir1 kilo / obezite, erken baslangi¢h glukoz intoleransi / tip 2
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diabetes mellitus ve hiperlipidemi gibi metabolik anormalliklerin normal puberte
gosteren kizlara gdre daha yaygin oldugu bildirilmistir.  {lging olarak,
p.(Glyl99Alafs*11) mutasyonu saptanan indeks olgu ve kizkardesinde PKOS ve
infertilite varligi da tariflenmistir (62). PKOS (MIM#184700) ile iliskili olarak obezite,
amenore, hirsutizm ve polikistik over bildirilmesine ragmen obezite ve tip 2 diabetes
mellitus bulgular1 olgularimizda gozlenmemis ancak literatiirdeki ¢alismada mutasyon
gosterilen olgularin yas araligr (19 — 56) iken kohortumuzun ¢ok {izerinde olmasi
nedeniyle klinik kiyaslamanin bu evrede yapilmasinin uygun olmadig: diisiiniilmiistir.
Olgulara obezite riskinde artig olabilecegi bildirilerek klinik takiplerinin, yasam

boyunca siirdiiriilmesi 6nerilmistir.

Calismamizda iki aileden bes birey TED teknigi ile incelenmisti. Bu ailelerden
ilkinde (SEP#11) indeks, etkilenmis kizkardes ve anne olmak iizere caligilan iig¢
etkilenmis bireyin varyantlari ortak filtreleme ile incelendiginde varyant siniflamasi
patojenik ve/veya VUS olarak siniflandirilan bazi degisimler belirlenmistir (Tablo 28).
Bu degisimlerden PIF1 geninde saptanan rs118062397°nin popiilasyon sikligi
(gnomAD, V1.2.2, ekzomda 0,017 ve genomda 0,0108) yiiksek bulunmusgtur. THNSL2
geninde ise ¢.361A>G (p.(Thrl21Ala)) varyanti gosterilmistir. Bu genin anlatimi en
fazla paratiroid bez, hipofiz bezi ve kas dokusunda iken diger birgok dokuda da oldugu
gosterilmistir (54). THNSL2’de saptanan degisim nadir bir varyant olmakla birlikte,
patojenite skorunun diisiik ve tahmin araclarinda zararsiz bulunmasi varyasyonun
tesadiifi birliktelik lehine degerlendirilebilecegini diisiindiirmiistiir. Diger bir degisim
MAPK7 daki novel bir varyanttir. MAPK7 geni patojenik degisimleri kalp
hastaliklariyla iligkilendirilmektedir. Patojenite skorunun disiik olmasi ve in silico
tahminlerin hem benign hem de zararli sonug¢ verdigi bu varyantin da SEP iligkili
olmadigi kanaatine varilmigtir. SEP#11 olgularindaki diger bir gen olan TARSL2’de
saptanan degisim ise nadir bir varyant (rs776691540) olup gen anlatiminin iskelet kas
sisteminde yiiksek oldugu bildirilmekteydi (54) ancak in silico tahmin araglarinda
varyant benign ve patojenite skoru ise oldukca diisiik olarak degerlendirilmekteydi.
BTD geninde ortak filtrede heterozigot saptanan ¢.1595C>T degisimi ise Biyotinidaz
eksikligi (MIM#609019) ile iligkilendirilmis bir varyanttir (122). Biyotinidaz eksikligi,
tedavi edilmediginde degisen derecelerde norolojik ve kutandz semptomlara yol
acabilen otozomal resesif bir biyotin metabolizmasi bozuklugudur. Olgularimizdaki bu

varyantin varligr tesadiifi bulgu olarak degerlendirilmis olmasina karsin, ilerideki
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kusaklar1 ilgilendirecek bir saglik sorunu yaratabileceginden bu varyant i¢in aileye

genetik danisma verildi.

SEP#11 olgularinda ortak olarak ANO4 / TMEM16D (Anoctamin 4 /
Transmembrane protein 16D) geninde ¢.2572-7_2572-6insGT (rs72517905) degisimi
saptand1. Bu degisim in silico analizde (Mutation Taster ve Human Splicing Finder)
patojenik tahmini vermekteydi. degisimin, kirpilma hatasina neden olarak proteinin
yapisini etkilemesi beklenmektedir. ANO4 12q23.1de yerlesik bir gendir (21). Beyin
(spinal kord, beyin sap1 ve serebellumda), over ve adrenal bez de yiiksek anlatimi vardir
(54,123). HHG eksenindeki bolgelerde anlatiminin yiiksek olmasi nedeniyle SEP i¢in
aday bir gen ve degisim olarak degerlendirildi. SD i¢in primer dizayni ile dogrulama ve
segregasyon c¢alismasi yapildi. Ancak, saglikli babanin da ayni varyanti heterozigot
tasimasi nedeniyle tesadiifi bir bulgu olasihigi diglanamadi. HGVS sitesinde bu
bolgedeki bazlarin duplikasyonun insersiyonu igin ‘dup’ kisaltmasi ile yazilmasi
onerilirken, insersiyon bir bolgenin tekrari degilse ‘ins’ kisaltmasiyla yazilmasi
onerilmektedir. Bu tip tekrar bolgelerinin insersiyonunda goriilen bir durum da ayni
degisim bolgesinin igerisinde farkli rs numaralart ile  bulunabilmesidir (124).
Calismamamizda saptanan rs72517905, rs3832861 ile aynmi bolgede yer almaktadir
(21,30). rs72517905, insGT ile Varsome’da ACMG siniflandirmasina gére ‘VUS’ ve
toplum sikligr diigiik bir varyanttir. Buna karsin rs3832861, ayni degisim igin dupGT ile
gosterilmekte ve Varsome’da ‘zararsiz’ ve ayrica toplumda %]l den sik olarak
bildirilmektedir. TED filterelemelerinde varyantin fitrelerden gegmemesi beklenirken
gecmis olmasi tekrar bolgelerin biyoinformatik analizlerinde bu tip durumlarla

karsilagilabilecegini gosterdi.

TED teknigi uygulanan diger bir ailede (SEP#15) indeks olgu ve etkilenmis
kuzeninde CDHR3 geninde ¢.1225-1G>A varyant1 heterozigot olarak gosterildi. ACMG
kriterlerine gore VUS olarak degerlendirilmesine karsin in silico analizler (Mutation
Taster, Varsome patojenite skoru 6/6) patojenik tahmini vermekte ve bu degisim
toplumlarda ¢ok nadir bildirilmisti (MAF<0,01; GnomAD’da 130794 bireyde dort
kadin ve ti¢ erkekte heterozigot). Evrimsel olarak iyi korunmus bir niikleotidi degistiren
varyantin gen transkriptinde kirpilma hatasina yol agmasi1 ongoriilmektedir. CDHR3
geni, caderin ailesine ait bir proteini kodlamakta olup transmembran yapida hiicre-hiicre

iletisimi, epitel polaritesi, adhezyonu, hiicre gelisimi ve farklilasmasi i¢in 6nemli oldugu
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ve silya igeren epitel hiicrelerde yiiksek anlatim yaptigi bildirilmektedir (Sekil 85)
(125,126).

Sekil 85; CDHRS3 proteinin I TASSER da olusturulan 3 boyutlu yapisinin gosterimi.
Peptid zincirinde N’ bolgeden C-terminaline goékkusagi boyama araci
kullanilmistir.

Astim olgularinda viriis ile iliskili alevlenmelerin %60’dan fazlasinin insan
rhinoviriis (HRV) tiirleri ile iliskili oldugu, insan primer hava yolu epitel hiicrelerinde
(AEC, primary airway epithelial cells) CDHR3’iin rhinovirus (HRV)-C’iin hiicre i¢ine
alinmasinda reseptor islevi gordiigli, pediatrik olgularda bu gendeki bir varyantin
(p.(Cys529Tyr), rs6967330) homozigot formda CDHR3 anlatimini arttirarak viicutta
HRV-C diizeylerinin ve solunum yolu enfeksiyonunun artmasimna neden oldugu
bildirilmistir (126). Ayni ¢alismada, primer insan trakeal ve nazal epitel hiicrelerinde
yapilan incelemelerde CDHR3 yoklugunun silya gelisimini bozmadig1 ancak transepitel
hiicre membran direncini azalttigi gosterilmistir (126). Bir bagka arastirmada allerjik
olgularda epitel homeostazin, hormonal regiilasyonda 6nemli oldugu vurgulanmistir
(127). Heniiz herhangi bir Mendel hastalig ile iliskilendirilmemis olan CDHR3 geninin
calismamizda CDHRS3 gen varyantinin SEP#15 ailesinde {i¢ olguda ailevi erken puberte
ile segrege olmasi, CDHR3’ilin epitel hiicre bariyerinin korunmasinda, bu bariyerin
hormon regiilasyonunda ©6nemli oldugu goriisiinii destekler niteliktedir. Insan
Ekspresyon Atlasi’nda (EBML-EBI-Expression Atlas; ensg00000128536) genin akciger
epitelinde oldugu kadar bazi iireme organlarinda da (fallop tiipleri, over, plasenta)
yiiksek anlatimi oldugu bildirilmektedir. Bu hipotezin arastirilmasi i¢in fonksiyonel
calismalarin yapilmasi 6nemlidir. TED analizleri yeni iliskili genlerin tanimlanmasi igin

bir firsat yaratmaktadir. Halihazir bilgilerle CDHR3’iin SEP ile iligkili olabilecegi
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savunulamaz ya da dislanamaz. Ancak, TED analizleri ile sonug alinamayan olgularin
tim genom dizileme ve/veya epigenetik degisimlerin arastirilmasi ile yeni yolaklarin

kesfi miimkiin olmaktadir.

5.1. Kasithliklar

Proje calismalarimizda tespit ettigimiz kisitliliklar asagida sunulmaktadir.

e Imprinted genlerden DLK1 ve MKRN31in SEP iliskili olmasi epigenitik
mekanizmalarin  Onemine isaret etmistir. Klinige neden olabilecek varyant
saptanmayan olgularimizda metilasyon array testi kullanabilirdik. Bu testler kesin
veya potansiyel olarak metillenmis bolgeleri hedefledigi igin varsa iligkili bolgeleri

saptamamiza katki saglayabilirdi.

e Olgularimizda saptanan novel varyantlarin fonksiyonel etkilerini ¢alisabilirdik. Bu
calismalar ek biitce gerektirdigi kadar ek fiziksel alanlarin da olmasim

gerektirdiginden yapamadik.

e Bilinen genlerde iliskili varyant saptanmayan sadece iki olguda TED analizi
yapabildik. Proje biitcemiz elverisli olsaydi diger 11 olgumuzda da TED ile
inceleme yapabilirdik. Bu durum c¢alismamizin bilimsel etki degerini yiikseltirdi.
Ayrica di-genik/multi-genik varyantlarin analizleri de yapilabilirdi. Ancak bu tip
analizler daha yiiksek sayida hasta popiilasyonuna ihtiyag gosterirdi ve 6zel istatistik

programlarinin kullanilmas1 gerekirdi.

5.2. Sonuclar

Bu calismada 18 ailevi Santral Erken Puberte (SEP) olgusunda ilk asamada
bilinen genler (DLK1, KISS1, KISS1IR, MKRN3, PROKR2) Sanger dizi yontemi ile,
ikinci agsamada iliskili varyant saptanmayan olgular arasindan segilen iki farkli ailede
Tiim Ekzom Dizi (TED) analizi ile yeni iligkili genlerin arastirilmasi amaglandi. TED
icin aile se¢imi yapilirken ailede yatay ve dikey kusaklarda bagka etkilenmis olgularin
varlig1 tercih edildi. Bu tip bir se¢imin, filtreleme ile yapilan varyant saptama oranlarin
giiclendirecegi ongoriilerek bir aileden iki ve diger ailede ii¢ etkilenmis olgu TED

analizine alindi, ortak varyantlar iizerinde kademeli degerlendirmeler yapildi.
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Calismamiza katilan 18 SEP olgusunun besinde bilinen genlerde iliskili ya da iligkili
olabilecegi diisiiniilen varyantlar saptandi. Bunlar kisaca DLK1 geninde iki ailede iki
farkli novel (paternal kalitimli: ¢.67+78C>T ve ¢.357C>G), MKRN3 geninde bir ailede
(paternal kalitimli ¢.982C>T) ve KISS1R geninde ise bir ailede Kallmann sendromu ile
iliskilendirlen bir varyant (c.565G>A) ve bir baska ailede GnRH eksikligi olan
hipogonodotropik hipogonadizmli bir olguda tanimlanmis bir varyant (C.1167C>A)
heterozigot formda saptandi. Literatiirde KISS1R geninde bildirilen bu varyantlar
FGFR1 genindeki bir varyant ile digenik formda sunulmus oldugundan bizim KISS1R
varyant1 gosterilen olgularimizda da FGFR1 geni dizilendi ve herhangi bir degisim
saptanmadi. KISS1 ve PROKR2 genlerindeki taramalarda da herhangi iligki bir degisim
gosterilemedi. KISS1R genindeki degisimlerin daha ileri aile segregasyon caligmasi ve
fonksiyon calismalar1 gerektirdiginden taniya katkisini halihazir bilgilerle savunmak
olanakli degildir. Bu durumda tanmi yaklagiminda ilk asamada DLK1 ve MKRN3
genlerinin incelenmesinin ailevi SEP’in molekiiler genetik tanisina % 17 oraninda katki
verecegi, daha genis olgu serileri ile yapilacak calismalarda bu oranin degisebilecegi
disiiniildii. TED analizinde iki aileden birinde iliskili olabilecegini diisiiniilen bir
degisim saptanamaz iken diger ailede CDHR3 geninde evoliisyonel olarak korunmus
“acceptor site” bolgesinde heterozigot novel degisim (€.1225-1G>A) saptandi ve ailede
etkilenmisler ile segrege oldu. Ileride yeni projeler kapsaminda CDHR3’iin SEP ile
fonksiyonel iligkisinin ya da tesadiifi bir durumun olup olmadi§inin arastirilmasi

planlandi.

Sonug olarak, calismamizda DLK1 ve MKRN3 genlerinin SD ile taranmasinin
SEP olgularinda ilk basamak testi olarak kullanilabilecegi, KISS1 ve KISS1R genlerinin
puberte iliskiSinin nadir oldugu en azindan kendi popiilasyonumuzda bu nedenle ikinci
basamakta taranabilecegine ve PROKR2 geninin puberte iliskisinin ¢ok nadir oldugu ve
bu yiizden ilk basamakta yer almasi gerekmedigi kanisina varilmistir. Bilinen genlerde
iligkili varyant saptanmayan ve birden fazla etkilenmis olgunun bulundugu ailelerde,
TED analizlerinin bilinen diger gen ve yeni genlerin arastirilmasina diisiik maliyet ve

zaman avantaj1 ile 6nemli katki saglayacagi diistiniilmektedir.
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