NIFAVHOV VZHVHOV

~

"LSNA “119 "OVS ISTLISYTAIN] TNANV.LSI

IZ41L vdoL3M0d

9202-TNANV.LSI

+—  Admz soyadinizi giriniz

Tez kabul edildikten sonra eger basilacak ise yapilan
sabit ciltte sirt yazis1 bu sablona gore yazilacak. Yazilar

tek satir olacak

Cilt sirt1 yazilarin yonii yukaridan asagiya
(sol yandaki gibi) olacak . 1

Tez, Yiiksek Lisans’sa, YUKSEK LISANS TEZI;
Doktora iss DOKTORA TEZI ifadesi kalacak

<+— Tez Sinavinin yapilacagi yili yaziniz



&-G_ s T4¢

¥ 1453

‘.
-’Sa 1 !S\;’%

T.C. ‘s\\ts‘ SAé[/‘, \
"> .

ISTANBUL UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

DOKTORA TEZi

ESANSIYEL TREMORUN GENETIK ETiYOLOJISININ
ARASTIRILMASI

AGHARZA AGHAYEV

DANISMAN
PROF. DR. Z. OYA UYGUNER

GENETIK ANABILIM DALI
GENETIK

ISTANBUL-2026



BEYAN

Bu tez calismasiin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kadar
biitiin safhalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik ve etik
kurallar iginde elde ettigimi, bu tez ¢alismasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimi, yine bu tezin ¢aligilmasi

ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadigi beyan ederim.

AGHARZA AGHAYEV

ACIKLAMA:

Kigisel Verileri Koruma Kurulunun 24/09/2020 tarihli ve 2020/722 sayili toplantisinda “Agik
Erisim Sisteminde 1slak imzali evraklarin yayimlanmasi uygulamasimin ilgili kisilere ait 1slak imzali belgeleri
icermeyecek sekilde giincellenmesi” Karar1 tiizerine tezlerde kisisel verilerin olmadan yiiklenmesi

uygulamasina baglanmustir.



ITHAF



TESEKKUR

Yaklasik on yil1 agan bir siire¢ boyunca, yalnizca doktora egitimim siiresince degil, mesleki ve
akademik yolculugumun her asamasinda bilgi, deneyim ve rehberligiyle bana yon veren; bilimsel bakis
acimin gelismesinde ve akademik kimligimin sekillenmesinde biiyiik katkilar1 olan, destegini her zaman
hissettigim ¢ok degerli danigsman hocam Prof. Dr. Zehra Oya UYGUNER’e en igten ve derin
tesekkiirlerimi sunarim. Kendisi, genetik alanindaki birikiminin yani sira akademisyenlik anlayisi,

calisma disiplini ve yaklagimiyla benim i¢in her zaman 6rnek olmustur.

Bilgi ve deneyimleriyle akademik gelisimime katkida bulunan ve desteklerini her zaman
hissettigim degerli hocalarim Prof. Dr. Seher Bagaran, Prof. Dr. Birsen KARAMAN, Prof. Dr. Asuman
GEDIKBASI, Do¢. Dr. Giiven Toksoy, Do¢. Dr. Cagri GULEC ve Tibbi Genetik Anabilim Dali’nin tiim

Ogretim liyelerine tesekkiirlerimi sunarim.

Tez izleme komisyonumda yer alarak ¢alismama degerli katkilar saglayan saygideger hocalarim

Prof. Dr. Ayse Evrim BAYRAK ve Dog. Dr. Nihan Hande AKCAKAYA’ya siikranlarimi sunarim.

Tezimdeki 6zellikle klinik bilgilerin olusturulmasinda 6gretici ve yardimei olan sayin hocalarim
Dog¢. Dr. Ayca Dilruba ASLANGER, calisma grubumuzun olusturulmasi ve olgu degerlendirilmesi
asamasinda yardimlarini esirgemeyen saymn Uzm. Hemsire. Melda ERDOGDU ve Dr. Duygu
AYDEMIR’e tesekkiir ederim.

Tezimin laboratuvar asamasinda birlikte yogun emek verdigimiz, sabir ve 6zveriyle ¢aligtigimiz

degerli arkadasim Giilendam Bagirova’ya tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans ve doktora egitimim boyunca moral ve motivasyon desteklerini esirgemeyen,
laboratuvar calismalarinda bilgi ve deneyimlerini paylasmanin yani sira dostluklarini da hissettigim
basta Alev Yalin Kocaginar, Dr. Volkan Karaman, Dr. Fatih Tepgeg, Havva Oztiirk, Ebru Pektas olmak

iizere tiim Tibbi Genetik ailesine tesekkiir ederim.

Beni bu giinlere getiren, egitimim boyunca maddi ve manevi destekleriyle beni hi¢cbir zaman

yalniz birakmayan sevgili aileme, iizerimde emegi olan ve yolumun kesistigi herkese,
En icten tesekkiirlerimle...

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: TDK-2024-40883



Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik Anabilim Dali, Genetik
Programinda Doktora &grencisi Agharza Aghayev tarafindan Prof. Dr. Z. Oya Uyguner’in
danismanliginda hazirlanan “Esansiyel Tremorun Genetik Etiyolojisinin Arastirilmasi” baslhikli
tez asagidaki jliri tyeleri tarafindan 15 /04 /2026 tarihinde yapilan Tez Savunma Sinavinda

basarili bulunmus ve Doktora Tezi olarak kabul edilmistir.

Prof. Dr. Evrim Kémiircii Bayrak

Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi
Tibbi Genetik AD

Prof. Dr. Kanay Yararbas Dog. Dr. Ayca Dilruba Aslanger

Demiroglu Bilim Universitesi Tip Fakiiltesi Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi
Tibbi Genetik AD Tibbi Genetik AD

Dr. Ogr. Uyesi (Do¢. Dr) Didem Seven Dog. Dr. Nihan Hande Akcakaya

Yeditepe Universitesi Tip Fakiiltesi Adalet Bakanlig1 Adli Tip Kurum Bagkanlig
Tibbi Genetik AD Dérdiincii Thtisas Kurulu Néroloji Uyesi;

onceki kurumu Demiroglu Bilim Universitesi,
Tip Fakiiltesi Noroloji AD
Prof. Dr. Z. Oya Uyguner

Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi
Tibbi Genetik AD



ICINDEKILER

BEY AN e II
10 5 N PR OTUPRPRTPRP 111
TESEKKUR .....ocvivivivetetetetetetetsteteseessessssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssnes v
(001N D) 23 1 51 21 2 Vi
TABLOLAR LISTEST ..ottt Viii
SEKILLER LISTES ..ottt ettt en st X
SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI ....coooviiiiieiieierieese s Xii
OZET et XIIT
ABSTRACT ..ottt s b bt e s et et et e te st e s e e be st et e nenre e Xiv
1. GIRIS VE AMAC ..ottt ettt en ettt an et sn e, 1
2. GENEL BILGILER .....cocvuiiiiiiiiiciise ettt 3
2.1. HAREKET BOZUKLUKLARI ..ottt 3
2.1.2. Ekstrapiramidal SISTEM .........ccvoiiiiiiiiie e 4
2.2. ESANSIYEL TREMOR .......coiuiiiiiiiniieiiieiieissseissie s sssses st 5
2.2, 1. TATTGE ..ttt ettt ettt e bbb e et e s 7
2.2.2. PatOfiZYOIOJiSh ...vecveeieeie et 9
2.2.2.1. ET ve PH nin Karsilagtirmali Patofizyolojisi .........ccccovvviiiiiiiiiiiiciiiicnn, 13
2.2.3. KIHNIK OZEIIKIEIT .....vcvveeeeeeecse ettt 14
2.2.3.1. MOtOr BUIQUIAT ... 16
2.2.3.2. Motor Di1s1 Bulgular...........ccooiiiiiiiiiiii 18
2.2.4. TaN1 VO TOAAVISI..eeiuvviiiiiieiiiieaiiiesiite st e siee e stee et e st e s ssae e s ssae e ssneesbeeeanseeeanes 19
2.2.4. 1. AYITICT TANT ..ottt 22
A 1o - Y SRS 26
2.2.5. Esansiyel Tremorun Genetik EtiyolojiSi.........cccoevvviiieiiieiieciec e, 27
2.2.5.1. Genetik Risk FAKIOTICFI..............ccccueiiiiiieiiiiee e 27
2.2.5.2. Cevresel Risk FAKtOTIEri .............ccccueiiiieeiiiiiii e 28
2.2.5.3. [liskili Genler ve Genetik Hastaltklar ......................cccococevvvererrsrsesenes 30
2.3. YENI NESIL DIZILEME ANALIZLERI........cccoooiiiiiiininicniece e, 51
3. GEREC VE YONTEM......coiiiuitiieictciceeseeeeeeseeeseeeses s sse s sssesssss s 57

3.1, CalISMA GIUDU ..ot snee e 57



3.2. MoleKiiler Genetik INCEIEMELET ....veveeeeereeeeeeeeeeeeeeeee et eeeeeeeeeeeeeeeeeteseeereseeneeneeseens 58

3.2.1. EKZOM DizZIleme (ED) ...ocvveieeiie ettt 58
3.2.2. Tim Genom Dizileme (TGD)........ccooiviiiiiiiiiiiiiieseeee e 59
3.2.3. Varyant Degerlendirmesi, Metrikler ve Skorlama............cccccoviiiiiiiinnicnnenne 59
3.2.4. Saptanan Varyantlarin Sanger Dizileme YOntemi ile Dogrulanmast ............... 68
3.2.5. Triplet Repeat-Primed PZR (TP-PCR)........cccoiiiiiiieieece e 72
A BULGULAR ..ottt b ettt ne e 75
4.1 KIINIK BUIQUIAE ... 75
4.2. Molekiiler Bulgular...........cccooviiiiiiii e 83
4.2.1. Tier 3: Biyolojik olarak gii¢lii adaylar olmakla birlikte segregasyon kanit1 bulunmayan
VAIYANTIAE. ... 84
4.2.2. Tier 2: Yalnizca etkilenmis bireylerde gozlenen ancak sinirli mayoz sayisi veya ek
segregasyon verisinin bulunmamasi nedeniyle kanit1 sinirh olan varyantlar ............. 85
4.2.2.1. Kismi segregasyon kanitina sahip Tier 2 varyantlar.............cc.ccococvnvenennnn, 86
4.2.3. Tier 1: Etkilenmis aile bireyleri ile birlikte segregasyon gosteren ve etkilenmemis
akrabalarda bulunmayan varyantlar.............ccooeoiiiiii 86
5. TARTISMA ...ttt ettt bttt e bt st bt e be e b be e b e 103
5.1. Nérotransmisyon ve Sinaptik Diizenleme ile Iliskili Genler...........ccccovevrennnen... 108
5.2. Vezikiiler ve Membran Tasinimu ile Iliskili Genler...........ccccovovevevevvecrcreceenne. 113
5.3. Mitokondriyal Fonksiyon ve Protein Kalite Kontrolii ile Iliskili Genler ............ 115
5.4. Metal ve Redoks Homeostazinda Rol Alan Genler..........cccocceviiiiiniiiininennnn. 115
O.SONUC ...ttt b bbb bbbt et e ettt b bbbt 118
LN N I SR 120
HAM VERILER .....coooiiiiiiiiiiiisiestss s 153
FORMLAR ... bbbt b et nees 154
HaSta TaKIP FOMMIU ...t 154
ETIK KURUL ONAYT ..ottt s s sseneees 159

INTIHAL RAPORU TLK SAYFASI .ot eee e e e eeeeeeseaeae s enee s, 160



TABLOLAR LISTESI

Tablo 2-1. Hareket bozukluklarinin alt tipleri 3
Tablo 2-2. Tremorun hareket/postiir ve etiyoloji-klinik 6zelliklere gore siniflandirilmas: 15

Tablo 2-3. Esansiyel tremor ve Parkinson hastaliginin klinik ve ndrobiyolojik 6zelliklerinin

karsilastirilmast 24
Tablo 2-4. ET ile iliskilendirilmis lokus ve genlerin 6zeti 33
Tablo 2-5. Tremor ile prezente olabilen baslica otozomal dominant hastaliklar 36
Tablo 2-6. Tremor ile prezente olabilen baslica otozomal resesif hastaliklar 41
Tablo 2-7. Tremor ile prezente olabilen baslica X e bagli hastaliklar 47
Tablo 2-8. Klinik tablolarinda tremor goriilebilen baslica kromozomal anomaliler ve

mikrodelesyon sendromlari 50
Tablo 2-9. YND platformlarinin karsilastirilmasi 54

Tablo 2-10. Kisa Okumali (Short-Read) ve Uzun Okumali (Long-Read) Dizileme
teknolojilerinin karsilagtirilmasi 95

Tablo 3-1. HGMD'de ET iliskili varyantlarin genomik, fonksiyonel ve yolak temelli

karakterizasyonu 60
Tablo 3-2. Primer dizileri 69
Tablo 3-3. PZR dongii kosullar 70
Tablo 3-4. Dizi PZR dongii kosullar 71
Tablo 3-5. Fragman analizi ve TP-PZR igin kullanilan primer ¢iftlerinin dizileri 73
Tablo 4-2. Olgularin demografik ve klinik 6zellikleri 77
Tablo 4-1. Olgularin klinik bulgulari 78
Tablo 4-3. Etkilenmis ve etkilenmemis aile bireylerinde segregasyon analizi 80
Tablo 4-4. NOTCH2NLC ve GIPC1 tekrar artiglarina yonelik analizinin 6zeti 83

Tablo 4-5. Yedi ailede segregasyon analizi ile diglanan baslangigta tanimlanmis aday
varyantlarin 6zeti 87
Tablo 4-6. Segregasyon analizi yapilamayan alt1 tek probandli ailede aday varyantlarin

ozeti 88
Tablo 4-7. Ug ailede tanimlanan varyantlarin etkilenmis aile bireylerinde segregasyonu 89
Tablo 4-8. Etkilenmis aile bireyleriyle birlikte segregasyon gosteren ve etkilenmemis

bireylerde bulunmayan aday varyantlar 90



Tablo 5-1. ET ile liskili aday genlerin fonksiyonel karakterizasyonu 105



SEKILLER LISTESI

Sekil 2-1. Bazal ganglia ve iliskili yapilar1 gosteren koronal kesit 4
Sekil 2-2. Motor sistemin belli bash yapilar1 arasindaki ana iligkilerin, geri-donen ve desendan
yollarin sematik goriiniisii 5
Sekil 2-3. Esansiyel tremorun (ET) cinsiyet ve yas gruplarina gére prevalansi 7

Sekil 2-4. Hareket kontroliinde rol alan ve ET patofizyolojisi ile iliskilendirilen beyin
bolgelerinin sematik gdsterimi 9
Sekil 2-5. Sanger dideoksi dizilemenin agamalari 52
Sekil 4-1. Tablo 4-4’te yer alan dort olguya (ET-01, ET-02, ET-09 ve ET-10) ait soy agaglari, indeks
olgularda ekzom dizileme ile tanimlanan varyantlarin IGV goriintiileri 90
Sekil 4-2. Tablo 4-7te yer alan alt1 olguya (ET-03, ET-08, ET-12, ET-13, ET-16 ve ET-17) ait soy
agaclar1, indeks olgularda ekzom dizileme ile tamimlanan varyantlarin IGV goriintiileri 93
Sekil 4-3. Tablo 4-5’te yer alan ii¢ olguya (ET-06, ET-11 ve ET-14) ait soy agaglari, indeks olgularda
ekzom dizileme ile tanimlanan varyantlarin IGV goriintiileri 94
Sekil 4-4. Tablo 4-6’te yer alan ii¢ olguya (ET-04, ET-05 ve ET-07) ait soy agaglari, indeks olgularda
ekzom dizileme ile tanimlanan varyantlarin IGV goriintiileri 96
Sekil 4-5. Amino asit degisimlerinin yapisal etkisini degerlendirmek amaciyla ABCG4 proteini i¢in
Ongoriilen 3B protein yapilari 96
Sekil 4-6. GABRR2 genindeki amino asit degisimlerinin yapisal sonuglarini degerlendirmek amaciyla
Ongoriilen 3B protein yapilari 97
Sekil 4-7. Tablo 4-6’te yer alan ii¢ olguya (ET-15, ET-18 ve ET-20) ait soy agaglari, indeks olgularda
ekzom dizileme ile tanimlanan varyantlarin IGV gériintiileri 99
Sekil 4-8. insan GABRP proteininin (UniProt 000591) éngdriilen 3B yapisi ve topolojik

Organizasyonu 99

Sekil 4-9. ET-13 olgusuna ait NOTCH2NLC ve GIPC1 genlerindeki tekrar bolgelerinin

fragman analizi (a) ve tiim genom dizileme (TGD) (b) sonuglarinin karsilastirmali gésterimi
Sekil 5-1. TENM4 varyantlarinin lokalizasyonu 109

Sekil 5-2. GABAerjik reseptorler, cAMP—PKA sinyal yolu, sitoskeletal diizenleme ve redoks

homeostazi arasinda baglanti kuran entegre sinyal yolaklar1 110



Sekil 5-3. HTRA2, PSEN2, demir metabolizmasi ve y-sekretaz sinyallemesinin mitokondriyal
proteostaz, oksidatif stres ve ndrodejenerasyon tizerindeki birbiriyle baglantili rollerinin

sematik gosterimi 111



SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI

ACMG - American College of Medical Genetics and Genomics
CADD — Combined Annotation Dependent Depletion

ClinVar — Clinical Variant Database

CNV - Copy Number Variation

DNA — Deoxyribonucleic Acid

dNTP — Deoksiriboniikleozit trifosfat

ddNTP — Dideoksiniikleosit trifosfat

EMG — Elektromiyografi

ER — Endoplazmik Retikulum

ES — Exome Sequencing (Ekzom Dizileme)

ET — Essential Tremor (Esansiyel Tremor)

ET-plus — Ek nérolojik bulgularla seyreden esansiyel tremor fenotipi
gnomAD — Genome Aggregation Database

HGMD — Human Gene Mutation Database

IGV — Integrative Genomics Viewer

HPO — Human Phenotype Ontology

IPMDS — International Parkinson and Movement Disorder Society
KEGG — Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

MRI — Magnetic Resonance Imaging (Manyetik Rezonans Goriintiileme)
NGS — Next-Generation Sequencing (Yeni Nesil Dizileme)

PD — Parkinson’s Disease (Parkinson Hastalig1)

PZR — Polimeraz Zincir Reaksiyonu

TP-PCR — Triplet-Primed Polymerase Chain Reaction

WGS — Whole Genome Sequencing



OZET

Aghayev AR. (2026). Esansiyel Tremorun Genetik Etiyolojisinin Arastirilmasi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Anahtar Kelimeler : Esansiyel tremor, yeni nesil dizileme, ekzom dizileme, tim genom
dizileme, genetik heterojenite, segregasyon analizi

Bu c¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TDK-2024-40883

Esansiyel tremor (ET), eriskin baslangichh en yaygin hareket bozuklugu olmasina karsin,
genetik temeli heniiz tam olarak aydinlatilamamustir. Ailesel kiimelenme iyi bilinmekle birlikte,
ET belirgin genetik heterojenite gostermekte olup, ¢cok sayida nadir ve aileye 6zgii varyant
bildirilmistir. Bu ¢alismada, aile temelli dizileme ve segregasyon analizleri kullanilarak ET ye
katkida bulunabilecek nadir aday genetik varyantlarin belirlenmesi amaglanmigtir. Yirmi ET
ailesinde kademeli bir dizileme stratejisi uygulanmis; solo, duo ve trio ekzom dizileme
gerceklestirilmis, ayrica secilmis hastalarda tamamlayict bir yaklagim olarak tiim genom
dizilemesi yapilmistir. Varyant dnceliklendirmesi; popiilasyon frekansi, ongoriilen fonksiyonel
etki, gen dilizeyinde kisitlilik metrikleri ve uygun oldugu durumlarda yerlesik varyant
smiflandirma c¢ergevelerine dayanilarak yapilmistir. Etkilenmis ve etkilenmemis aile
bireylerinin mevcut oldugu durumlarda segregasyon analizleri gergeklestirilmis ve tanimlanan
varyantlar ailesel kanitin giicline gore smiflandirilmistir. Analiz edilen 20 ailenin 16’sinda
birden fazla etkilenmis birey bulunurken, dort aile goriiniirde sporadik tekil olgular olarak
simiflandirilmistir. ET indeks olgularinda toplam 18 gen {izerinde nadir aday varyantlar
saptanmistir. Bunlar arasinda oOzellikle ABCG4, ADCY5, FTL, GABBR2, GABRP, GCHL1,
HTRA2, PSEN2 ve TMEM230 genlerini etkileyen dokuz varyant, segregasyon analizine
kalitimla uyumlu oldugundan onceliklendirilmistir. Segregasyon analizinin ayirt edici oldugu
durumlarda destekleyici genetik kanit saglanmis, aksi halde varyant yorumlamasi nadirlik ve
biyolojik anlamliliga dayandirilmistir. Bu ¢alismada tanimlanan aday genler; inhibit6r
norotransmisyon, dopaminerjik sinyalizasyon, membran tasinimi, mitokondriyal fonksiyon ve
protein homeostaz1 gibi ET ile iliskili biyolojik siire¢leri vurgulamakta olup, hastaligin
heterojen ve aileye 0zgii genetik bir modele sahip oldugunu desteklemektedir.



ABSTRACT

Aghayev AR. (2026). Investigation of the Genetic Etiology of Essential Tremor. Istanbul
University, Institute of Health Science, Department of Genetics. PhD Thesis. istanbul.

Keywords: Essential tremor, next-generation sequencing, exome sequencing, whole-genome
sequencing, genetic heterogeneity, segregation analysis
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Essential tremor (ET) is the most common adult-onset movement disorder, yet its genetic basis
remains incompletely understood. Although familial aggregation is well recognized, ET shows
marked genetic heterogeneity, with many rare and family-specific variants reported. We aimed
to identify rare candidate genetic variants potentially contributing to ET using family-based
sequencing and segregation analyses. A tiered sequencing strategy was applied in 20 unrelated
ET families, including solo, duo, and trio exome sequencing, with additional whole-genome
sequencing performed in selected patients as a complementary approach. Variants prioritization
was based on population frequency, predicted functional impact, gene-level constraint metrics,
and established variant classification frameworks where informative. Segregation analyses
were conducted when affected and unaffected family members were available, and identified
variants were classified according to the strength of familial evidence. Among the 20 families
analyzed, 16 included more than one affected individual, while four were classified as
apparently sporadic singleton cases. Rare candidate variants were identified across 18 genes in
ET index cases. Of these, nine variants affecting distinct genes notably ABCG4, ADCY5, FTL,
GABBR2, GABRP, GCH1, HTRA2, PSEN2, and TMEMZ230 were prioritized based on the
feasibility of segregation analyses. Segregation provided supportive genetic evidence when
discriminatory; otherwise, variant interpretation relied on rarity and biological plausibility. The
candidate genes, identified in this study, highlight biological processes relevant to ET,
including inhibitory neurotransmission, dopaminergic signaling, membrane trafficking,
mitochondrial function, and protein homeostasis, supporting a heterogeneous, pedigree-specific

genetic model.



1. GIRIS VE AMAC

Esansiyel tremor (ET), ritmik kinetik veya postiiral tremor ile karakterize edilen
en sik goriilen hareket bozukluklarindan biridir (1). Genellikle baslangigta asimetrik
olarak ortaya ¢ikan tremor zamanla bilateral {ist ekstremite tutulumuna ilerleyebilmekte
ve hastaligin ilerleyen donemlerinde alt ekstremiteler, bas, cene ve ses gibi diger
anatomik bolgeleri de etkileyebilmektedir. ET tanis1 esas olarak klinik degerlendirmeye
dayanmakta olup, tani kriterleri Uluslararasi Parkinson ve Hareket Bozukluklari
Dernegi (International Parkinson and Movement Disorder Society, IPMDS) tarafindan
giincellenmis ve temel klinik Ozelliklerin yanit sira “ET-plus” fenotipi de tani
gercevesine dahil edilmistir (1). Epidemiyolojik ¢alismalar ET prevalansinin yasla
birlikte belirgin sekilde arttigin1 gostermektedir; genel popiilasyonda yaklasik %0,9
olarak bildirilen prevalans, doksan yas fiizerindeki bireylerde %?20’nin {izerine
¢ikabilmektedir. Bu durum, gesitli bolgesel galismalarla da desteklenen 6nemli bir halk
saghgr yikiine isaret etmektedir (2). ET ¢ogunlukla erigkin yasta ortaya g¢ikmakla
birlikte olgularin yaklasik %5’inde baslangi¢ yast 20’nin altindadir. Bunun yaninda
ET’nin saglik sistemleri tizerindeki ekonomik yiikii de dikkat ¢ekicidir, yillik dogrudan
tibbi maliyetlerin 9,4 milyar ABD dolarini astig1 bildirilmektedir (3).

Gegmiste benign ve tek semptomlu bir hastalik olarak degerlendirilen ET nin
giiniimiizde ¢ok boyutlu bir klinik tabloya sahip oldugu kabul edilmektedir. ET siklikla
biligsel gerileme, ylirime ataksisi ve g¢esitli ndropsikiyatrik  bozukluklarla
iliskilendirilmektedir  (1). Klinik degerlendirmede Fahn—Tolosa—Marin tremor
derecelendirme Olgegi halen altin standart olarak kabul edilmekle birlikte, bazi
hastalarda hafif ekstrapiramidal bulgular veya ozellikle ailesel olgularda Parkinson

hastalig1 (PH) ile fenotipik ortiismeler de gézlenebilmektedir (2,3).

ET’nin genetik mimarisi olduk¢a karmasik ve ¢ok faktorliidiir. Klinik
heterojeniteye ragmen olgularin yaklasik %70’inde aile Oykiisiiniin bulunmasi,
hastaligin patogenezinde gii¢lii bir genetik katkinin varligimi disiindiirmektedir (4).
Mevcut veriler, tanisal dogrulugun artirilmasi, hastaligin patojenik mekanizmalarinin
aydinlatilmas1 ve hedefe yonelik tedavi stratejilerinin gelistirilmesi amaciyla kapsaml
genetik ¢aligsmalarin gerekliligini ortaya koymaktadir (5). Geleneksel baglant1 analizleri

yalnizca siirlt sayida aday lokusun tanimlanmasina olanak saglamis olsa da, yeni nesil



dizileme (Next-Generation Sequencing, NGS) teknolojilerindeki ilerlemeler - 6zellikle
ekzom dizileme (ES) ve tim genom dizileme (TGD) ET patogenezinde rol
oynayabilecek nadir varyantlarin ve yeni aday genlerin tanimlanmasini miimkiin

kilmistir (5,6).

Yiiksek verimli dizileme teknolojilerinden yararlanilan bu ¢aligmada, ET ile
iliskili oldugu diisiiniilen c¢esitli biyolojik yolaklarda yer alan genlerdeki nadir ve
potansiyel olarak patojenik varyantlar arastirilmistir. Bu yolaklar arasinda GABAerjik
ndrotransmisyon, kalsiyum sinyal iletimi, mitokondriyal homeostaz, membran iyon
tasinimi, protein ubiquitinasyonu ve degradasyonu ile endoplazmik retikulum (ER) stres
yanit1 yer almaktadir. Ozellikle FUS, KCNS2, NOS3, SCN4A ve TENM4 genlerinde
tanimlanan varyantlarin daha once ET ile iliskili oldugu bildirilmistir (6,7). Bu ¢alisma,
klinik olarak ayrintili bigcimde karakterize edilmis bir ET kohortunda gergeklestirilen
kapsamli genomik analizler araciligiyla, tek bir genin dogrudan nedenselligini ortaya
koymaktan ziyade ET yatkinligina katkida bulunabilecek aileye 6zgii nadir varyantlarin

belirlenmesine yonelik hipotez olusturucu bir yaklagim benimsemektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. HAREKET BOZUKLUKLARI

Hareket bozukluklar1 (HB), kas giicii kayb1 veya spastisite olmaksizin istemli ve
otomatik hareketlerin miktarinda ya da niteliginde ortaya ¢ikan degisikliklerle
karakterize norolojik hastalik grubunu ifade eder. Bu bozukluklar genel olarak
hipokinetik (hareket azalmasi; hipokinezi, bradikinezi, akinezi) ve hiperkinetik (artmis
veya anormal istemsiz hareketler; tremor, distoni, kore vb.) olarak siniflandirilir (Tablo
2-1). Hareket bozukluklarinin patofizyolojisi ¢ogunlukla bazal ganglionlar ve iliskili
ekstrapiramidal sistem devrelerinin etkilenmesi ile iliskilidir. Tremor, iyi tanimlanmig
bir hareket bozuklugu olup, esansiyel tremor bu fenomenin en sik goriilen Klinik
nedenlerinden biridir (8,9).
Tablo 2-1. Hareket bozukluklarinin alt tipleri.

Hipokineziler Hiperkineziler
Akinezi / Bradikinezi (Parkinsonizm) Abdominal diskineziler
Apraksi Akatizik hareketler
Bloke edici tikler Ataksi / asinergi / dismetri
Katapleksi ve diisme ataklari Ateztoz

Katatoni, psikomotor depresyon ve obsesyonel yavaslik | Ballismus

Donma fenomeni Kore

Tereddiitlii yiiriiylis Distoni

Hipotiroid yavasligi Hemifasiyal spazm

Rijidite Hiperepleksi

Kas katilig1 (stiffness) Hipnojenik diskinezi
Sigrayan giidiik

Oynayan bagparmak ve parmaklar
Myoklonus

Myokimi ve sinkineziler
Paroksismal diskineziler

Uykuda periyodik hareketler
REM uykusu davranis bozuklugu
Huzursuz bacaklar

Stereotipi

Tikler

Tremor



2.1.2. Ekstrapiramidal Sistem

Ekstrapiramidal sistem, tarihsel olarak piramidal motor yollar disinda kalan ve
hareketlerin diizenlenmesinde rol oynayan ndral yapilari tanimlamak amaciyla
kullanilan bir terimdir. Gliniimiizde anatomik olarak tek ve bagimsiz bir sistem
olmadig1 anlagilmis olsa da, bu kavram hareketlerin kontrolii ve modiilasyonunda gorev
alan bazal ganglia ve iliskili kortiko-subkortikal devreleri ifade etmek i¢in kullanilmaya
devam etmektedir. Ekstrapiramidal sistemin temel yapisini olusturan bazal ganglia;
kaudat ¢ekirdek, putamen, globus pallidus, subtalamik ¢ekirdek ve substantia nigra gibi
¢ekirdek gruplarindan olusur (Sekil 2-1). Bu yapilar, kortiko-bazal ganglia-talamo-
kortikal devreler araciligiyla serebral korteks ile karsilikli baglantilar kurarak motor,
kognitif ve limbik islevlerin diizenlenmesinde rol oynar.

lateral ventrikiil korpus kallosum

niikleus
kaudatus

globus
pallidus

anterior komissiir

Sekil 2-1. Bazal ganglia ve iliskili yapilar1 gosteren koronal kesit. Kirmizi oklar: beyaz
madde yapilart ve bosluklari; turkuaz oklar: bazal ganglia c¢ekirdekleri, gri madde

nukleuslarint géstermektedir.

Bazal ganglia, dogrudan hareketi baslatan yapilardan ziyade, motor korteksten gelen
bilgileri isleyerek hareketlerin planlanmasi, baglatilmasi, hiz ve amplitiidiiniin
ayarlanmasi ve uygun motor programlarin secilmesi gibi diizenleyici islevler iistlenir.
Bu sistemde bilgi akisi temel olarak direkt ve indirekt yollar araciligiyla gerceklesir.
Direkt yol hareketi kolaylastiric etki gosterirken, indirekt yol istenmeyen veya celisen
motor programlarin baskilanmasia katkida bulunur. Boylece hareketlerin uygun kas

gruplarinda, uygun hiz ve biiyiikliikte gergeklesmesi saglanir (Sekil 2-2). Bazal ganglia



devrelerinde dopamin, GABA ve glutamat basta olmak iizere ¢esitli nérotransmiterler
onemli rol oynar. Ozellikle dopaminin direkt ve indirekt yollar iizerindeki diizenleyici
etkisi, talamus ve motor korteks arasindaki uyarici—inhibitdér dengenin korunmasini
saglar. Bu sistemde meydana gelen yapisal veya fonksiyonel bozukluklar, PH, distoni,
kore ve tremor gibi hareket bozukluklarinin ortaya ¢ikmasinda 6nemli rol oynamaktadir
(10-12).

KORTIKAL MOTOR ALANLAR ]—

BEYIN SAPI| | @

[ MEDULLA sPiNALis |

Sekil 2-2. Motor sistemin belli baslit yapilar1 arasindaki ana iliskilerin, geri-donen ve

desendan yollarin sematik goriiniisii.

2.2. ESANSIYEL TREMOR

Esansiyel Tremor (ET), en sik goriilen kronik ndrolojik hastaliklardan biri
olmasma karsin, ayni zamanda en fazla ihmal edilen bozukluklar arasinda yer
almaktadir. ET nin epidemiyolojik dagilimi, taniminin belirsizligi, klinik bulgularin
siurlt bir spektrumda seyretmesi ve bu bulgularin 6zgiilliigiiniin diisiik olmas1 nedeniyle
halen net bi¢gimde ortaya konulamamistir. Giiniimiizde ET tanisint koymaya yonelik
dogrulanmis bir altin standart yontem bulunmamaktadir (13). Yapilan tahminlere gore,
65 yas tlizerindeki genel popiilasyonun yaklasik %5’i ET’den etkilenmektedir (2).

Semptomlar genellikle progresif bir seyir izlemekte olup, bireyleri meslek degistirmeye



ya da erken emeklilige zorlayabilmektedir (14). ET’nin diinya genelindeki insidans ve
prevalansina iliskin giliclii ve giivenilir veriler halen smirli olup, hastaligin baslangi¢
yasi, eslik eden hastaliklar gibi demografik 6zelliklerinin rolii ile uzun dénem tedavi
stratejileri yeterince aragtirllmamistir (2). Ayrica, genel popiilasyonda yasam
beklentisinin artmasiyla birlikte ET’nin insidans ve prevalansinin da artmasi
beklenmektedir. Bu durum, hastalik yiikiinde artisa yol agacak ve ndrologlar ile birinci
basamak hekimleri arasinda giiglii bir is birligini gerektiren saglik hizmeti yonetimini
zorunlu kilacaktir. Bu baglamda, hastaligin insidans ve prevalansma iligkin gilincel
verilerin elde edilmesi, belirleyici faktorlerin ortaya konulmasi ve demografik, klinik
Ozelliklerin hastalik baslangic1 ve progresyonu iizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi
onem arz etmektedir. ET hareket bozukluklar1 arasinda en yliksek prevalansa sahip
hastalik oldugu tahmin edilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri’nde yaklasik 7 milyon
kisinin ET ile yasadig1 ve bunun toplam niifusun yaklasik % 2’sine karsilik geldigi
tahmin edilmektedir. Avrupa O6zelinde degerlendirildiginde ise, bugiine kadar ET
epidemiyolojisini sistematik olarak inceleyen kapsamli calismalar bulunmamaktadir
(14). Mevcut verilerden biri Ispanya’dan bildirilmis olup, 60 yas ve iizerindeki
bireylerde ET prevalanst % 6,3 ( % 2,3-14,3 ) olarak rapor edilmistir (15). Bununla
birlikte, daha yakin tarihli bir meta-analiz ET’nin kiiresel prevalansimi % 0,32 olarak
bildirmistir. Buna karsilik, Louis ve McCreary tarafindan gerceklestirilen daha onceki
bir ¢alismada, tiim yas gruplart dikkate alindiginda prevalansin yaklasik {i¢ kat daha
yiiksek oldugu (% 0,9) gosterilmis; 60 yas lizerindeki bireylerde bu oranin % 4,6-6,3’e,
95 yasina kadar olan ileri yas gruplarinda ise % 21,7’ye ulastigi bildirilmistir. Bu
calismanin 2021 yilinda yayimlanan giincellemesinde ise, havuzlanmis prevalans
tahmini % 1,33’e yiikseltilmis olup, diinya genelinde en az her 100 kisiden birinin
yasamlar1 boyunca ET ile karsilagabilecegi ongoriilmektedir (2,16). Sekil 2-3’de, Song
ve arkadaglari tarafindan bildirilen kiiresel prevalans dagilimi, cinsiyet ve yas gruplarina
gore ayritilt bicimde sunulmaktadir. Genel olarak erkeklerde prevalansin kadinlara
kiyasla daha yiiksek oldugu, ayrica yasla birlikte prevalansin giderek artan bir hizla
yiikseldigi dikkat ¢gekmektedir.
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Sekil 2-3. Esansiyel tremorun (ET) cinsiyet ve yas gruplarina gore prevalansi (16).

2.2.1. Tarihge

Baglangigta ET tanimi, PH, ataksi, distoni ve diger parkinsonizm tipleri gibi
tremorojenik hastaliklarin tanimlariyla i¢ ice ele alinmistir. Spontan ve kalici tremora
iliskin en eski betimlemeler, MO 5000-3000 yillar1 arasinda uygulandig: kabul edilen
antik Hint tip sistemi Ayurveda’da yer almaktadir. Bu sistemde, giiniimiizde ET ve PH
tanilartyla Ortiisen, farkli yonleriyle tremoru betimleyen ¢ok sayida terim kullanilmistir.
Ozetle Ayurveda’ya gére tremorlar insan bedenini olusturan ii¢ temel unsurdan biri olan
ve ruhsal denge ile motor yonleri temsil eden "vata" (dyurveda’da hava ve bosluk
elementleriyle iliskili biyolojik enerji) dengesizligine bagh olarak ortaya ¢ikmakta, bu
dengesizlik tremorla iligkili hastaliklar, viicut sertligi ve depresyona yol agmaktadir
(17,18). Geleneksel Cin Tibbi’'ndan yazili kaynaklarda yaklastk MO 300 yilina
tarithlense de, klinik pratiginin Neolitik Cag’a kadar uzandig: diistiniilmekte ve esansiyel
tremorun nedeni “i¢ riizgar” olarak tanimlanmaktadir (19,20). Antik Yunan’da,
Homeros’un Odysseia destaninda Kral Nestor’'un PH diigiindiiren semptomlardan
mustarip oldugu ve bu nedenle atletik yarigmalara katilamadigi anlatilmaktadir. O

donemde atletik yetkinlik, bir kralin giiclinii kanitlamas1 agisindan son derece 6nemliydi



(21). Bunun yani sira, Antik Yunan’in 6nde gelen hekimlerinden Bergamali Galen (MS
130-200), On Tremor, Palpitation, Convulsion and Shivering adli eserinde tremorlari
ayritili bicimde ele almistir. Galen, istirahat tremoru ile istemli hareket sirasinda ortaya
cikan kinetik tremoru birbirinden ayirmis, giinimiizde PH igin 6zgii olan istirahat
tremorunu “shaking palsy” olarak tanimlamigtir. Ondan 6nce, bugiin PH ve ET olarak
bilinen tablolar, ayn1 hastaligin iki fenotipi olarak kabul edilmekteydi. Dikkat g¢ekici
bicimde, Galen’in yazili gozlemlerine ragmen bu yaklagim 17. yiizyila kadar ciddi
bicimde sorgulanmamistir. Giinlimiizde ise bu ayrim, PH ile ET arasindaki temel
farklardan biri olarak kabul edilmektedir (22,23). 19. yiizyilda, hastaya 6zgii igsel
ozelliklere baglanan ve nedeni bilinmeyen hastaliklar siklikla “essential (esansiyel)”
olarak adlandirilmistir. Ancak giiniimiizde bu terim biiyiik 6l¢iide anlamini yitirmis
olup, hastaligin adin1 belirsiz kilmaktadir. Alman hekim Georg Friedrich Most’un, 1836
yilinda ailesel ET’yi tanimlayan ilk kisi oldugu bildirilmektedir. Bununla birlikte, James
Parkinson 1817 yilinda ET’ nin, daha sonra kendi adiyla anilacak olan PH'n1 ayr1 bir
Klinik durum oldugunu belirtmis, ancak bu gozlemleri 1887 yilina kadar
yayimlanmamustir (24,25). “Tremore semplice essenziale” terimini ilk kullanan hekim
ise, 1874 yilinda Siena Universitesi’nden Prof. Pietro Burresi olmustur. Burresi, 18
yasindaki bir erkek hastada, uykuda kaybolan aksiyon tremoru varligini, aile dykiisiiniin
bulunmamasim1 ve semptomlar1 agiklayabilecek baska bir nedenin olmamasinm
tanimlamistir. Kursun, civa ve diger toksik ajanlar sorumlu bulunmamis, ayrica diger
motor bulgularin yoklugu nedeniyle multipl skleroz olasiligi dislanmistir. O dénemde
PH icin kullanilan paralysis agitans tanis1 da, denge ve yiiriime bozuklugunun ve daha
onemlisi felcin olmamasi nedeniyle uygun goriilmemistir (25,26). 1887 yilinda Charles
Dana, ET’yi muhtemelen ailesel gecisle iliskili, simetrik kinetik tremorla seyreden ve
aile bireylerinde kiimelenme gosteren, nedeni bilinmeyen bir durum olarak
tanimlamistir  (17,27). Avusturya’nin Graz kentinde Sinir ve Ruh Hastaliklar
Klinigi’nde gorev yapan Anton Nagy, 1890°lh yillarda tek bir ailede goriilen ET
olgularini incelemistir. Cocukluk cagindan beri ET’den etkilenen 26 yasindaki bir
kadinin yazi yazma, catal-bicak kullanma ve nesneleri tutma gibi giinliik aktivitelerde
ciddi giiclik yasadigi, semptomlarin yasla birlikte ilerleyerek bas ve bacaklari da
etkiledigi bildirilmistir. Norolojik muayenede santral sinir sistemi tutulumuna isaret
eden bir bulgu saptanmamis ancak aile 6ykiisii incelendiginde, soy agacindaki bireylerin

yaklagik %50’sinde el ve bas tremoruna benzer belirtilerin bulundugu gosterilmistir



(25). 20. yiizyila gelindiginde, ET tanis1 giderek daha sik bigimde, tremorun diger
nedenleri diglandiktan sonra konulan bir “ek tan1” haline gelmistir. Uzun siire boyunca
ET iyi huylu, her zaman ailesel kokenli ve sinirli semptom yelpazesine sahip bir durum
olarak degerlendirilmistir. Gliniimiizde ise yanlis tan1 ve tan1 gecikmesi halen oldukca
yaygindir. Bunun baglica nedenlerinden biri, ET nin yalnizca motor sistemi degil,
psikiyatrik alani ve genel olarak hastalarin yasam kalitesini de ciddi bi¢imde

etkileyebilecek bir antite oldugunun yeterince taninmamasidir (14).

2.2.2. Patofizyolojisi

Tremor patogenezinde en olasi rolii oynayan sistemin serebello—talamo—kortikal
devre oldugu diisiiniilmekle birlikte, bu devredeki hasarin niteligi ve altta yatan siirecler
tam olarak aydinlatilamamistir. Bu baglamda temel sorulardan biri, ET’nin ger¢ek
anlamda norodejeneratif bir hastalik olup olmadigi, tremora yol agan siirecin ayni
zamanda noronlarin kademeli kaybina da neden olup olmadigi net degildir. Bir diger
Oonemli arastirma alani, ET de histopatolojik degisiklik gdsteren tiim beyin bdlgelerinin
net bicimde tanimlanmasidir. Gilinlimiize kadar yapilan postmortem calismalar, hayvan
modelleri ve goriintiilleme aragtirmalar1 birlikte degerlendirildiginde, belirgin bir
heterojenitenin bulundugu goriilmektedir. Bununla birlikte, ET ile iliskili oldugu
gosterilen baslica beyin bolgeleri; serebellum, inferior olivary ¢ekirdekler (inferior olive
nuclei, 1ON), kirmizi ¢ekirdek (red nucleus), talamus ve serebral korteks olarak
siralanmaktadir (Sekil 2-4).

Basal ganglia

Cerebellum



Sekil 2-4. Hareket kontroliinde rol alan ve ET patofizyolojisi ile iliskilendirilen beyin

bolgelerinin sematik gosterimi (28 den uyarlanarak).

PFC: prefrontal korteks; MC: motor korteks; PC: parietal korteks; ATN: anterior talamik
¢ekirdek; RN: kirmizi g¢ekirdek; DCN: derin serebellar ¢ekirdekler; STN: subtalamik
cekirdekler; APN: anterior pontin ¢ekirdekler; TC: temporal korteks.

Hareket genellikle bir niyet ile baslar, bu niyet, duyusal girdilere yanit olarak soyut
diisiinme ve karar verme siireclerini yoneten serebral kortekste ortaya c¢ikar. Premotor
korteks, bu asamada hedefe ulagsmak i¢in gerekli olan hareket dizisini dnceden planlar
ve bir tiir eylem semasi olusturur. Bazal gangliyonlar - striatum, globus pallidus ve
substantia nigra’y: igeren yapilar, 6zellikle PH de hasar goren bolgeler olup, hareket
planlarinin yumusatilmasi, rafine edilmesi ve uygun motor aktivitenin baslatilmasindan
sorumludur. Kirmiz1 ¢ekirdek, hareket koordinasyonunu etkileyen kiigiik ancak islevsel
acidan onemli bir beyin yapisidir. Talamus ise, beynin farkli bolgeleri arasinda bir tiir
sinyal aktarma ve entegrasyon merkezi olarak gorev yapar. Talamusun temel islevleri
arasinda motor kortekse geri bildirimlerin iletilmesi, bazal gangliyonlar ve serebellumu
iceren devreler araciligiyla istemli hareketlerin diizenlenmesi ve motor ¢iktinin ek bir
diizeyde yumusatilmas: yer almaktadir. Inferior olivary cekirdekler (ION), santral sinir
sisteminde tirmanici liflerin (climbing fibers) koken aldigi yapilardir. Bu lifler,
serebellar kortekste yer alan Purkinje hiicreleri ile sinaps yapar. Purkinje hiicreleri,
ION’dan gelen geri bildirim sinyallerini kullanarak serebellumda depolanmig olan
hareket modellerini diizeltici bicimde modiile eder. Ortaya ¢ikan sinyal daha sonra
serebellar ¢ekirdekler iizerinden iletilir ve bir sonraki hareket denemesinde kullanilmak

tizere hareket plani daha da harmanlanir (28).

Serebellum, hareketin kontroliinden sorumlu temel norolojik yap1 olup, karmasik, rafine
ve beceri gerektiren motor davraniglarin koordinasyon ve kalibrasyonuna ait igsel
modelleri barindiracak sekilde evrimlesmistir. Yeni ve karmasik bir hareket dizisi
Ogrenildiginde, drnegin bir topa belirli bir yon ve hassasiyetle vurmak gibi serebellum,
deneme-yanilma temelli geri bildirim mekanizmalar1 araciligiyla hareket planim
kaydeder ve sonraki denemeleri optimize eder. Bu hata temelli geri bildirimlerin 6nemli
bir boliimiiniin, inferior olivary cekirdeklerden (ION) kaynaklanan ve tirmanici lifler
(climbing fibers) aracilifiyla iletilen sinyallerden olustuguna dair giicli kanitlar

bulunmaktadir. Bu baglamda intansiyon tremoru, bozulmus serebello—talamik



fonksiyonun gostergesi olarak kabul edilmekte olup, yas ilerledik¢e ET hastalarinda
daha sik goriilmesi, ET’nin esasen serebellar kokenli bir hastalik oldugu goriisiinii
desteklemektedir. Ayrica, terapdtik agidan bakildiginda, serebellar—talamik ¢ekirdekleri
hedefleyen derin beyin stimiilasyonu uygulamalarinin yiiksek etkinlik gdstermesi de bu

hipotezi giiclendirmektedir (29,30).

Serebellumun fonksiyonel alt boliimleri - Fonksiyonel gorevleri ve embriyolojik

kokenleri dikkate alinarak serebellum ii¢ ana boliime ayrilmaktadir:

Neoserebellum / serebroserebellum: Motor davranislarin  igsel modellerinin
programlanmasindan ve iglenmesinden sorumludur. Hareketle iliskili serebral kortikal
alanlarla baglantihidir ve daha soyut biligsel siireclere de katki saglar. Hata geri
bildirimlerinin ve bu hatalara verilen diizeltici yanitlarin bu bdlgeden kaynaklandigi,

sonraki denemeler i¢cin hareket modelinin bu sayede ayarlandigi disiiniilmektedir.
Spinosebellum: Yiiriime ve postiiral koordinasyonun diizenlenmesinde temel rol oynar.

Vestibiiloserebellum: I¢ kulaktaki vestibiiler reseptdrlerden gelen bilgiler araciligiyla

g0z stabilizasyonu ve denge kontroliinii saglar (31).

Deuschl’a gore, ET nin serebellumun bu ii¢ alt boliimiinii de etkiledigine dair kanitlar
bulunmaktadir. Ornegin, ET hastalarinda gz kirpma refleksleri, balistik hareketler (ani
ve patlayict kuvvet iceren hareketler; 6rn. yumruk atma) ve ritim kazanimi gibi
islevlerin degistigi ya da tamamen kayboldugu gosterilmistir (29,32). Bu bulgular,

ET’de hem istemli hem de istemsiz hareketlerin etkilendigini diisiindiirmektedir.

Giincel literatiirde ET patofizyolojisine iligkin ii¢ ana hipotez 6ne ¢ikmaktadir

(24,33):
1. Norodejeneratif hipotez,
2. Santral osilator ag hipotezi,
3. GABAerjik hipotez.

Norodejeneratif hipotez - Bu hipotezi desteklemek amaciyla ¢ok sayida caligmada
ET’ye 0zgli beyin dokusu degisiklikleri arastirilmistir. Yasla birlikte progresyon
gostermesi ve demansla olan iliskisi, ET’nin PH de substantia nigra i¢in gegerli olan
siirece benzer bir norodejeneratif mekanizmaya sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.

Bu gortis, ET hastalarinda Parkinson ve Alzheimer hastaligi riskinin artmis oldugunun



gosterilmesiyle de desteklenmektedir. Postmortem ¢alismalarda Purkinje hiicrelerinde
dejenerasyon, akson ve dendrit kalinlasmalari, yeniden yapilanmalar ve lokalizasyon
degisiklikleri bildirilmis, bu nedenle ET i¢in “Purkinjopati” terimi de Onerilmistir
(34,35). Ayrica, inferior olivary ¢ekirdek Purkinje hiicre baglantilarinin ET hastalarinda
saglikli bireylere kiyasla farkli oldugu gosterilmistir: kontrol grubunda daha kalin ve
yakin dendritlerle sinapslar baskinken, ET hastalarinda sinapslarin daha ince ve uzak
dendritlerle kuruldugu gozlenmistir. Tremor siddeti arttikca bu yeniden yapilanmalarin
daha belirgin hale geldigi ve kompansatuvar degisikliklerin devreye girdigi
diistiniilmektedir (24). Bununla birlikte, literatiirde bu hipotezi zayiflatan bulgular da
mevcuttur. Goriintiileme ¢alismalarini igeren bir meta-analiz, serebellum ve Purkinje
hiicrelerinde tutarli bir hasar kanitinin her calismada gosterilemedigini ortaya
koymustur. Ayrica yaslt bireylerde Purkinje hiicrelerinin yaklagik %35’°lik kaybinin
normal yaslanma siirecinin bir pargasit oldugu da ileri siiriilmektedir (29). Purkinje
hiicrelerinin yani sira, diger néronal ve glial hiicre tiplerinde de islevsel degisiklikler
saptanmistir. Ancak norodejeneratif hipoteze yoneltilen en giiglii itirazlardan biri,
etanoliin ET hastalarinda belirgin ve dramatik bi¢imde tremoru azaltici etkisinin, gergek
bir serebellar dejenerasyon varliginda beklenmeyecek olmasidir (30). Ayrica ET’de
koku alma bozuklugunun belirgin goésterilememesi de bu hipotezle ¢elisen bir diger
noktadir. Bu tutarsizliklar, santral osilator ag hipotezinin gelistirilmesine zemin

hazirlamigtir (36).

Santral osilator ag hipotezi - Noronal osilasyonlar, aktif noronlarin elektriksel
ozelliklerine bagli olarak beyinde fizyolojik bir olgudur. Karmasik noral aglar i¢inde
yer alan ndronlar, eszamanli olarak osile olabilir ve bu durum ¢ok sayida hiicre arasinda
koordinasyonu saglar. Ancak osilasyonlarin frekansi degistiginde ve birden fazla noral
ag1 etkilediginde bu siire¢ patolojik hale gelebilir, epileptik nébetler bu duruma klasik
bir 6rnektir (37). Baslangigta, ET gelisiminin yalnizca inferior olivary ¢ekirdeklerdeki
osilasyonlara bagli oldugu diisiiniilmiistiir. Ancak daha sonraki ¢aligmalar, kaslarin tek
bir osilator tarafindan eszamanli olarak aktive edilmedigini gostermistir (38,39). Takip
eden arastirmalar, metabolik, yapisal ve fonksiyonel anormalliklerin yalnizca ION’da
degil, serebellum, talamus ve motor kortekste de mevcut oldugunu ortaya koymustur.
EEG ve EMG c¢alismalarinda da, tek bir beyin bdlgesindeki osilasyon ile kas aktivitesi

arasinda tam bir uyum olmadigi gosterilmistir (40). Ayrica serebellar inme veya cerrahi

sonrasi bu yapilarin ¢ikarilmasi ya da ciddi hasar gérmesi durumlarinda, ET tremorunun



beklenen bicimde kaybolmamasi, tremorun tek bir anatomik merkeze

indirgenemeyecegini diisiindiirmektedir (24).

GABAerjik hipotez - Ugiincii temel mekanizma, Gamma-Aminobiitirik Asit (GABA)
norotransmisyonundaki bozuklugun serebellar noron fonksiyonlarini etkileyerek
tremora yol actig1 yoniindeki hipotezdir. GABA modiilasyonu ile ET arasindaki genetik
iliski gosterilmis, ayrica benzodiazepinler (6rn. alprazolam), gabapentin, topiramat ve
primidon gibi GABA diizeyini artiran ilaglarin klinik etkinligi bu goriisii desteklemistir.
Bu hipotez, santral osilator ag teorisiyle ¢elismemekte, aksine onu tamamlayici nitelik
tasimaktadir. Onerilen mekanizmalardan biri, Purkinje hiicre kaybina ikincil olarak
gelisen GABA azalmasinin, ET nin birincil nedeni degil, ndrokimyasal bir dengesizlik
sonucu ortaya ¢ikmasidir (24,33,41). Ayrica glutamaterjik norotransmisyon da bazi
hayvan modellerinde ET ile iligskilendirilmistir, kontrol gruplarina kiyasla hem glutamat
hem de GABA diizeylerinin azaldig bildirilmistir (39).

2.2.2.1. ET ve PH nin Karsilastirmah Patofizyolojisi

Goriintiileme c¢aligmalarini igeren yakin tarihli bir meta-analiz, ET hastalarinda
substantia nigra’da demir birikimine dair belirgin kanit bulunmadigini, bunun PH ig¢in
karakteristik bir bulgu oldugunu ortaya koymustur. Ayni calismada, ET’de
dopaminerjik sistemin biiyiikk Ol¢lide korunmus oldugunu gostermis, hatta bazi
arastirmalarda ET hastalarinin PH i¢in kontrol grubu olarak kullanildigi bildirilmistir
(36). Sang-Woo ve arkadaslarinin PET ve '2I-MIBG miyokard sintigrafisi kullanarak
yuriittiigii ¢alismada ET-solo, PH-solo ve ET+PH olgular karsilagtirilmigtir. Presinaptik
dopaminerjik yogunluklarin PH-solo ve ET+PH gruplarinda benzer oldugu, ET-solo
grupta ise daha yiliksek oldugu gosterilmistir. Miyokardiyal denervasyon oranlari
ET+PH grubunda daha yiiksek bulunmus olup, bu durum ET’ nin Parkinson hastaliginin
patofizyolojisiyle etkilesime girdigini dislindiirmiistiir. Bu baglamda ET’nin
norodejeneratif bir siireg gibi davrandigi ve hatta bazi hastalarda PH nin prodromal bir
formu olabilecegi ileri stirtilmiistiir (34). Louis ve arkadaslarinin 2007 yilinda analiz
ettigi 33 ET olgusuna ait postmortem beyin 6rneklerinde, olgularin %75’inde belirgin
serebellar dejenerasyon (Purkinje hiicrelerinde yaklasik %40 azalma) saptanmis, ancak
Lewy cisimcikleri izlenmemistir. Kalan %25’lik grupta ise Lewy cisimcikleri yalnizca
locus coeruleus’ta bulunmustur. Bu iki patern sirasiyla “serebellar ET” ve “Lewy

cisimcikli ET varyant1” olarak adlandirilmistir ve ET de locus coeruleus—Purkinje hiicre



sinapslariin patolojik silirecin baslangi¢ noktasi olabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Nitekim
postmortem ¢aligmalar, ET hastalarinin yaklasik %25’inde beyin sapt Lewy
cisimciklerinin, 6zellikle locus coeruleus’ta saglikli kontrollere kiyasla daha sik
goriildigiinii ortaya koymustur (42). Bu bulgular, ET+PH olgularinda patolojinin 6nce
locus coeruleus’ta baslayip daha sonra substantia nigra’ya yayilabilecegini diisiindiirse
de, bunun tersinin miimkiin olup olmadig1 veya bu paternin yalnizca yaslanmaya mi ait
oldugu halen tartismalidir (43). Son olarak, 18-52 yas aras1 geng ET hastalarinda frontal
kortekste azalmig serebral kan akimi saptandigi ve bunun tremor siddetiyle dogru
orantilt oldugu bildirilmistir. Ancak bu iliskinin, 6zellikle depresyon ve anksiyete gibi
eslik eden psikiyatrik durumlar agisindan yeterince kontrol edilmemis olmasi 6nemli bir

limitasyon olarak degerlendirilmektedir (30,44).

2.2.3. Klinik Ozellikleri

ET'in ayirt edici klinik Ozelligi basta iist ekstremitelerin hareketi sirasinda
ortaya ¢ikan aksiyon tremoru olan progresif, kronik ve muhtemelen nérodejeneratif bir
hastaliktir. Istirahat tremoru ise daha ¢ok PH'ye o6zgii kabul edilmektedir. ET
olgularinin biiyliik ¢ogunlugunda hastalik hafif semptomlarla baglamakta, ancak zaman
icinde ilerleyerek iglev kaybma yol agan, hatta engelleyici bir duruma
dontisebilmektedir (45). “Tremor” terimi bir viicut boliimiiniin istemsiz, ritmik ve
osilatuvar (¢ogu zaman siniizoidal ozellik gosteren) hareketini ifade eder. Bu hareket,
genellikle sabit bir frekansa sahip olup amplitiidii degiskenlik gosterebilir ve simetrik ya
da asimetrik bi¢cimde ortaya ¢ikabilir. Tremor, antagonistik kas gruplarinin ardisik ve
doniistimlii kasilmalar1 sonucunda meydana gelir (46,47). Tremorlarin simiflandiriimasi
ortaya c¢iktiklar1 pozisyona, viicuttaki dagilimina, frekansina, amplitiidiine ve
etiyolojisine gore yapilabilmektedir (Tablo 2-2). En temel ayirim, tremorun hangi
pozisyon ya da hareket sirasinda ortaya ¢iktigina gore yapilmakta olup, bu baglamda i¢

ana kategori tanimlanmaktadir:
i. Istirahat tremoru:

Bir ekstremitenin hareketsiz oldugu, aktif olarak herhangi bir gérevle mesgul
olmadig1 durumlarda ortaya ¢ikan tremordur. En sik PH ile iliskilendirilmekte olup

“parkinsonyen tip” tremor olarak da adlandirilmaktadir.

ii. Aksiyon tremoru:



Istemli kas aktivitesi veya hareket sirasinda ortaya ¢ikan tremordur ve kendi

icinde alt gruplara ayrilmaktadir:

a. Postiiral tremor: Ekstremitenin yercekimine karsi bilingli olarak belirli bir
pozisyonda tutulmasi sirasinda gozlenir; kollarin yatay pozisyonda tutulmasi buna tipik

bir Ornektir.

b. Kinetik tremor: Yazi yazma veya bir nesneye uzanma gibi amagl hareketler

sirasinda ortaya ¢ikan tremordur.

iii. Izometrik tremor. FEtkilenen viicut boliimiinde goriiniir bir hareket
olmaksizin, kaslarin sabit bir dirence karsi kasilmasi sirasinda ortaya ¢ikan tremordur.

Bir nesnenin hareket ettirilmeden sikica kavranmasi bu duruma 6rnek olarak verilebilir

(24).

Tablo 2-2. Tremorun hareket/postir ve etiyoloji-klinik  o6zelliklere  gore

siniflandirilmas.

Tremor Tipi Tanim / Ozellikler Frekans / Klinik Ozellikler Mliskili

Genlik Hastaliklar
Hareket ve Postiire Bagimlhiligina Gore Tremor Cegitleri
Istirahat Istemli hareket yokken Orta frekans “Para sayma” tremoru, PH
Tremoru ortaya cikar, hareketle distal ekstremitelerde
kaybolur
Postiiral Yergekimine karsi postiir |~ Degisken Kollar 6ne uzatildiginda ET
Tremor korunurken ortaya ¢ikar belirgin
Aksiyon Istemli hareket sirasinda ~ Genelde Hareket boyunca devam ET
(Kinetik) ortaya ¢ikar yiiksek frekans =~ eder
Tremor
Intansiyon Hedefe yaklasirken Diisiik Parmak-burun testinde Serebellar
Tremoru genligi artar frekans, belirgin lezyonlar
yiiksek genlik

Rubral Tremor = Istirahat + aksiyon Diisiik Proksimal kaslarda Orta beyin

(Holmes) kombinasyonu frekans, kaba belirgin lezyonlari
Etiyoloji ve Klinik Ozelliklere Gore Tremor Cesitleri

Fizyolojik Normal bireylerde 10-12 Hz Patolojik degildir Normal
Tremor goriilen tremor fizyoloji
Artmig Fizyolojik tremorun 1 genlik Stresle artar Metabolik,
Fizyolojik artmig hali ilaglar
Tremor

Esansiyel En sik tremor tipi 4-12 Hz Bilateral, progresif Genetik
Tremor (ET)
Ortostatik Ayaga kalkinca baslar 15-16 Hz Bacaklarda titreme Idiopatik
Tremor
Primer Yazici | Yazi sirasinda ortaya 5-6 Hz Goéreve 0zgil Distonik/ET
Tremoru cikar
Izole Ses Sadece ses etkilenir - Konusma sirasinda ET/distoni
Tremoru
Izole Cene Cenede tremor - Geniospazm AD gecis

Tremoru



Distonik Distoni ile birlikte Degisken Postiirle azalir Distoni
Tremor

Periferik Noropati ile iligkili Degisken Proksimal/distal Noropatiler

Noropatik

Tremor

Palatal Tremor | Yumusak damakta ritmik = Ritmik Klik sesi olabilir Guillain-
hareket Mollaret

Psikojenik Ani baslangich Degisken Distraktibilite Psikojenik

Tremor

2.2.3.1. Motor Bulgular

ET en sik 5-12 Hz frekans araliginda, ¢ogunlukla simetrik yerlesimli ve ¢iplak
gozle belirgin bigimde izlenebilen postiiral ve/veya kinetik tremor ile karakterizedir.
Tremor esas olarak iist ekstremiteleri, eller ve 6n kollar1 tutar. Kinetik/aksiyon tremoru
olgularin neredeyse tamaminda (%90-95) goriilmektedir. Bas ve/veya ses tremoru
(larinks tutulumu sonucu) diger tipik 6zellikler arasinda yer almakla birlikte, genellikle
izole bulgular seklinde ortaya ¢ikmaz. Boyun ve ¢ene tutulumu da goriilebilir ve bu

durum 6zellikle kadin hastalarda daha belirgindir (48-51).

Genel olarak tremor, heyecan, aglik gibi giiclii gereksinimler, asir1 sicak ya da
soguk ortamlar ve yorgunlukla artis gosterir. Buna karsilik, belirli 6lgiide istemli kontrol
edilebilir dzellik tasir, bireyler, beceri gerektiren el aktiviteleri sirasinda tremoru kisa
stireligine baskilayabilirler. “Evet-evet (yes-yes)” tip bas tremorunun ET ig¢in
karakteristik oldugu bildirilmekle birlikte, bazi arastirmacilar “hayir-hayir (no-no)”
tipinin de sik goriildliglinii, hatta bazi kohortlarda daha yaygimn oldugunu (olgularin
%75’ine kadar) belirtmistir. Izole bas tremoru varliginda, nérologlarm ET’den ziyade
servikal distoniyi diisiinmeleri Onerilir. Bas tremorunun, yalnizca PH olan bireylerde
neredeyse hi¢ goriilmedigi, daha cok altta yatan ET gelisimi bulunan olgularda ortaya
ciktigr bildirilmektedir (52,53). Tremor baslangigta diisiik amplitiidlii ve yiiksek
frekansli oldugunda “fizyolojik” tremor olarak degerlendirilebilir, buna karsilik,
genellikle uzun siireli ve daha yiiksek amplitiidlii olan “patolojik” tremor zaman i¢inde
belirginlesir. Amplitiid arttikga ¢ogu zaman motor dis1 bulgularin da eslik etmesiyle
islevsel kisitlilik ve sekel ortaya g¢ikar ve bu durum hastalarin saglik kurumlarina
bagvurmasina yol acar (24). Ses tremoru, konusma sirasinda vokal kivrimlarin istemsiz
ve ritmik hareketleri sonucu ortaya g¢ikar ve sarsintili bir ses kalitesine neden olur.
Hastalarin en az %12’sinde bildirilmektedir. Yiiz, cene ve govde tremoru ise nadir olup
yaklagik her 20 hastadan birinde goriiliir. Buna karsin, ¢cene tremoru geleneksel olarak

PH ile iliskilendirilse de, ET’li hastalarin bir kisminda da saptanabilmektedir (24,53).



Dikkat cekici bi¢cimde, bas ve ses tremorlarinin prevalansinda cinsiyete bagh farkliliklar
oldugu gosterilmistir. Kadinlarda bu tip tremorlarin daha sik goriildigi, erkeklerde ise
postiiral tremorun daha yaygin oldugu bildirilmektedir (49). istirahat tremoru olgularin
yaklasik %20-30’unda goriilebilmekle birlikte, PH den farkli olarak, ET’de bu tremor
genellikle hareketle artig gosterir. Ayrica istirahat tremoru bulunan ET hastalarinin daha
ag1r hastalik tablosuna sahip oldugu, tremorun daha genis bir viicut dagilimi gosterdigi,
bas tremorunun daha sik eslik ettigi ve hastalik baslangi¢ yasinin daha erken oldugu
belirtilmistir. Bir hedefe yonelik hareketler, 6rnegin bardaktan su igme veya parmak-
burun testi iist ekstremite tremoru bulunan ET hastalarinda 6zellikle zorlayici olabilir,
bu durum intansiyon tremoru olarak tanimlanmaktadir. Parmak-burun testi, ET’yi
ortaya koymak amaciyla yapilan norolojik muayenede siklikla kullanilir ve genellikle
kollarin yergekimine karsi sabit bir pozisyonda tutulmasinin istendigi postiiral tremor
degerlendirmesiyle birlikte uygulanir. Ayrica, bardaga su dokme, yazi yazma, labirent
cizme veya Arsimet spiral testi ¢izimi gibi amagli gorevler, ET siiphesi olan olgularin
klinik degerlendirilmesinde yararli testlerdir. Alt ekstremite tremoru sik degildir
(olgularin yaklasik %30’u) ve istirahat halinde ortaya ¢ikmasi durumunda PH olasiligini
disiindirmelidir  (26,47,54). ET hastalarinda, PH'nin en o6zgil ve belirgin
semptomlarindan biri olan bradikinezinin prevalansi incelendiginde, bu bulgunun
ET’nin fenotipik 6zelliklerinden biri olabilecegini gosteren c¢aligmalar bulunmaktadir.
2020 yilinda Italya’da gerceklestirilen bir ¢alismada, ET’li hastalarm bir alt grubunda
saglikli kontrollere kiyasla daha yavas hareketler saptanmis, ancak PH de tipik olarak
goriilen, tekrarlayict hareketlerde giderek yavaslama ve amplitiid azalmasiyla seyreden
sekans etkisi (sequence effect, SE) gozlenmemistir (55,56). Bu ¢alismadan yola ¢ikan
patofizyolojik hipoteze gore, serebello-talamokortikal agdaki hasar hem tremorda hem
de bradikinezide rol oynayabilmekte, ancak PHden farkli olarak, bradikinezinin esas
olarak bazal gangliyonlarin diger boliimlerinden ziyade substantia nigra hasari ile
iligkili oldugu distiniilmektedir (57,58). ET ve PH deki tremor fenotipleri arasindaki bir
diger 6nemli fark, yeniden ortaya ¢ikan tremor (re-emergent tremor) ile ilgilidir. Bu
tremor tipi, postiir alindiktan sonra belirli bir latent donemden sonra ortaya ¢ikan bir
postiiral tremordur, Srnegin hastadan kollarin1 belirli bir siire yatay pozisyonda
tutmasinin istendigi klinik testlerde g6zlenir. ET’de latent siirenin PH ye kiyasla daha

kisa oldugu, PH de ise bu siirenin 3 dakika veya daha uzun olabildigi bildirilmistir (53).



2.2.3.2. Motor Dis1 Bulgular

Motor dis1 6zellikler ET nin karakteristik bilesenleri olarak giderek daha fazla
kabul gérmektedir. Bu bulgular, tremorlarin yerlesmesinden sonra ikincil belirtiler
seklinde ortaya ¢ikabildigi gibi, bazi1 olgularda motor semptomlardan Once de
gelisebilmektedir. Bu baglamda; bilissel bozukluk, demans, psikiyatrik durumlar
(depresyon, apati, anksiyete), isitme kaybi, koku alma bozuklugu ve uyku bozukluklari
ET ile iliskili karakteristik durumlar olarak tanimlanmistir. Louis tarafindan
gerceklestirilen bir meta-analizde, ET hastalarimin  hafif bilissel bozuklugun
degerlendirilmesinde kullanilan Montreal Biligsel Degerlendirme testinde, yasa gore
eslestirilmis  kontrollere kiyasla anlamli derecede daha diisik puanlar aldig
gosterilmistir, diger epidemiyolojik ¢alismalar da hafif biligsel bozuklugun ve demansin
ET hastalarinda kontrollere gore daha sik goriildiigiinii dogrulamistir (59,60). Benito-
Ledn ve arkadaglan tarafindan yapilan bir ¢alisma, bilissel sorunlarin ET nin motor
belirtilerinden 6nce mevcut olabilecegine dair kanitlar sunmustur (61). ET hastalarinda
bellek ve iglevsellikte gbzlenen bu progresif degisimlerin seyri, norodejeneratif hipotezi
destekler niteliktedir. Genis o6lgekli prospektif bir kohort ¢alismasinda ET hastalarinda
demans prevalansinin yaklasik %20 oldugu, hafif biligsel bozuklugundan demansa yillik
dontigtim oranmnin ise %12 olarak saptandigi bildirilmistir (62). Depresyon, ET’ye
siklikla eslik eden bir bulgudur ve Beck Depresyon Envanteri (BDI) gibi klinik
dlgiitlerin, tremor siddeti arttik¢a yiikseldigi gdsterilmistir. Ayrica Ispanya’da yiiriitiilen
toplum temelli bir ¢aligmada, ET hastalarinin genel popiilasyona kiyasla depresyon
gelistirme riskinin %78 den daha yiiksek oldugu tahmin edilmistir. Miller ve arkadaslar
tarafindan yapilan bir ¢calismada ise, ¢ok sayida depresif semptomun varliginin, bellek
ve bilissel yetilerde daha hizli bir gerilesmeyi 6ngordiigii bildirilmistir (63). Bununla
birlikte, depresyon tanist konmus ET hastalarinda, depresif semptomlarin
spektrumunun, ET eslik etmeyen major depresyon olgularina kiyasla daha hafif oldugu
goriilmektedir (64). Bu bulgular 1s1ginda, depresyonun yalnizca ET nin sik goriilen bir
sonucu degil, altta yatan biyolojik hastalik siirecinin birincil mekanizmalarindan biri
olabilecegi de tartisilmaktadir (68). ET ile siklikla iliskilendirilen diger psikiyatrik
durumlar apati ve anksiyetedir. Apatiye iliskin kanitlar sinirli olmakla birlikte, bir
calismada Apati Degerlendirme Olgegi (AES) puanlarmin ET, distoni ve PH grubunda
saglikli kontrollere goére anlamli derecede yiiksek oldugu bildirilmistir. Buna karsilik,

anksiyete ile ET arasindaki iliskiyi destekleyen daha giiglii bilimsel kanitlar mevcuttur



(59,65). Genel olarak degerlendirildiginde, ET ve PH de duygudurum bozukluklarinin

insidansi ve tipleri arasinda belirgin bir fark bulunmadigi goriilmektedir (66).

ET ile iliskili duyusal bozukluklar arasinda en sik isitme kaybi1 ve koku alma
bozuklugu yer almaktadir. On dokuz ¢aligmay1 kapsayan bir literatiir derlemesi, isitme
kaybinin ET hastalarinda PH ve saglikli kontrollere kiyasla daha yaygin oldugunu
ortaya koymustur. Buna ek olarak, Tiirkiye’de gerceklestirilen daha gilincel bir
calismada, odyometrik degerlendirmeler ve isitsel beyin sap1 yanit1 analizlerinde isitme
kaybmin tremor siddeti ile iligkili olarak arttigi gosterilmistir. Saf ses odyometrisi
Olctimleri de, tremor siddeti ile isitme kaybi arasinda benzer bir dogru orant1 oldugunu
ortaya koymustur (67,68). Koku alma bozuklugu, nérodejenerasyonun olasi bir belirteci
olarak kabul edilmektedir. Ancak ET ile iliskisi heniiz net degildir, mevcut galigmalarin
cogu, koku alma bozuklugu ile ET varlig1 ya da tremor siddeti arasinda anlamli bir iligki

saptamamuistir (69).

Son olarak, uyku diizeninin bozulmasinin ET hastalarinda biligsel gerileme ile
iligkili oldugu 188 ET hastasin1 iceren bir kohort ¢alismasinda gosterilmistir. Bu
calismada uyku kalitesi Pittsburgh Uyku Kalitesi indeksi ile degerlendirilmis, daha uzun
uyku latansinin izlem siiresince islevsellikte azalma ile iliskili oldugunu ortaya
koymustur. Bu iliskinin, uyku siiresi ve kalitesi lizerindeki nedensel etkisi iyi bilinen
depresyonun araci veya karistirici (confounder) rolii nedeniyle karmagiklagabilecegi de

vurgulanmistir (70).

2.2.4. Tam ve Tedavisi

ET PH, distoni, ataksi ile fizyolojik, fonksiyonel, serebellar ve ilaglara bagl
tremorlar gibi alternatif tanilarin dislanmasinin ardindan konulan bir rezidiiel tan1 olarak
degerlendirilmektedir. Bu belirti ve semptomlar ailesi s6z konusu oldugunda yanlis tani
onemli bir sorun olusturmakta ve giiniimiizde ET i¢in bildirilen yanlis tani oranlar
%37-50 arasinda degismekte olup, en sik dogru tani olarak konulan alternatifler PH ve
distonidir (46,71). Fenotiplerin biiyiikk dl¢lide Ortiismesi ve patogenezlerinin benzerligi
nedeniyle Louis tarafindan “esansiyel tremorlar ailesi” kavrami ortaya atilmistir (72).
Temel tami kriterleri, eller ve On kollar1 tutan bilateral aksiyon tremoru varligini
icermektedir. Norolojik muayene sirasinda tremorun frekansi, amplitiidii, paterni ve
viicuttaki dagilimi dikkatle degerlendirilmelidir. Diger anormal noérolojik bulgularin

bulunmamast ET tanisin1 destekleyen onemli bir unsurdur. Tremorun uzun siiredir



devam etmesi (en az 3 yil) ve aile dykiisiiniin varlig1 da taniyr destekleyici ek kanitlar
arasinda yer almaktadir. Kafein, alkol, ilaglar, fiziksel egzersiz ve stres gibi tremoru
etkileyebilen faktorler ET lehine ya da aleyhine ipuglart saglayabilir. Nitekim etanol
ET’de tremoru azaltici etki gosterebilirken, kafein genellikle tetikleyici bir rol oynamaz.
Buna karsilik stres, asiri sicaklik maruziyeti, sosyal olarak gergin durumlar veya
zorlayic1 gereksinimler seklinde ¢ogu zaman ET semptomlarmi belirginlestirir. ET’y1
kesin olarak dogrulayan o0zgiil bir biyobelirteg ya da nérogoriintileme bulgusu
bulunmamaktadir. Bununla birlikte, diger tremor nedenlerini dislamak amaciyla gesitli
testler yapilabilir. Laboratuvar degerlendirmeleri arasinda tiroid fonksiyon testleri ve
Wilson hastaligini dislamak i¢in seruloplazmin diizeyleri yer alabilir, ayrica 6zellikle
kursun ve civa olmak lizere agir metal maruziyetine yonelik taramalar onerilmektedir.
Beyin goriintiileme yontemleri, Wilson hastaligi, kafa travmasi, inme veya Kkitle
lezyonlar1 gibi yapisal nedenlerden siiphelenilen olgularda yararlidir. Striatumun tek
foton emisyon bilgisayarli tomografisi (SPECT), PH ve substantia nigra gibi striatal
bolgelerin dejenerasyonu ile seyreden diger parkinsonyen sendromlari1 ET’den ayirt

etmede yardimci olabilir (73).

1998 yilinda Hareket Bozukluklar1 Dernegi (Movement Disorder Society, MDS)
tarafindan ET icin bir uzlasi bildirisiyle resmi bir tanim Onerilmis, bu tanim 2018
yilinda giincellenmistir. Asagida her iki tanim, tani kriterlerinin zaman i¢indeki evrimini
ve hangi Ozelliklerin daha belirgin hale geldigini, hangilerinin ise hélen tartismali

oldugunu gostermek amaciyla sunulmaktadir.
1998 MDS Tan Kriterleri (51)
Dahil etme kriterleri

. Eller ve 6n kollar1 tutan, kalic1 ve gozle goriilebilen bilateral postiiral

tremor; kinetik tremor eslik edebilir

. Tremor siiresinin 5 yildan uzun olmasi
Dislama kriterleri
. Froment belirtisi disinda baska anormal norolojik bulgularin varlig

. Artmis fizyolojik tremora yol acabilecek bilinen nedenlerin bulunmasi



. Tremorojenik ilaglara eszamanli ya da yakin zamanda maruziyet veya

ilag kesilmesine bagli durum

. Tremor baslangicindan 6nceki 3 ay iginde sinir sistemine dogrudan ya da

dolayli travma
. Psikojenik kokene iligkin klinik ya da dykiisel kanitlar

. Ani baglangi¢ ya da basamakli kétiilesmeyi diisiindiiren gii¢lii kanitlar

2018 MDS Tremor Yeniden Siniflamasi (revizyon)

2018 yilinda Uluslararas1 Parkinson ve Hareket Bozukluklari Dernegi (MDS),

tremorlari iki ana boyuta dayali1 olarak yeniden siniflandirmistir:

. Hastaligin klinik ozellikleri: tbbi 6ykii, aile 6ykiisii, zamansal seyir,

tremor ozellikleri ve eslik eden bulgular
. Hastaligin etiyolojisi: genetik, kazanilmis veya idiyopatik
Bu kriterlere gore ET, asagidaki dort kosulun varligi ile tanimlanmaktadir:

1. Bilateral iist ekstremite aksiyon tremoru ile seyreden izole tremor

sendromunun bulunmasi

2. Bas, ses veya alt ekstremiteler gibi diger viicut bolgelerinde tremorun

eslik edebilmesi

3. Tremorun en az 3 yildir devam ediyor olmasi
4. Distoni, ataksi veya parkinsonizm gibi baska ndrolojik bulgularin
bulunmamasi

Washington Heights—Inwood Esansiyel Tremor Genetik Calismasi Kriterleri
(74)

Bu kriterler, 6zellikle epidemiyolojik ¢aligmalarda kullanilmak tizere gelistirilmistir:

. Muayenede, en az bir kolda +2 diizeyinde postiiral tremor varligi (bas

tremoru eslik edebilir, ancak tek basina tant i¢in yeterli degildir)



. Muayenede, en az dort gorev sirasinda +2 diizeyinde kinetik tremor ya

da bir gorevde +2, ikinci bir gérevde +3 diizeyinde kinetik tremor bulunmasi
(Gorevler: su dokme, kasikla su i¢me, bardaktan su i¢cme, parmak-burun manevrast,
spiral ¢izimi)

. Tremor baskin elde mevcutsa, en az bir giinlilk yagam aktivitesini (yeme,

icme, yazma, el kullanimi) etkilemesi

. flaglar, hipertiroidi, etanol veya distoninin etiyolojik faktér olarak
dislanmasi
. Semptomlarin psikojenik olmamasi (garip ozellikler, tutarsizlik, dikkatle

dagilabilirlik, eslik eden belirgin psikiyatrik bulgular)
Tremor derecelendirmesi:
0: Goriiniir tremor yok
+1: Diistik amplitiidli, zor fark edilen veya aralikli tremor
+2: Orta amplitiidlii, genellikle mevcut ve belirgin osilatuvar tremor

+3: Biiylik amplitiidlii (>2 cm), siddetli ve sigrayici tremor; dokiilme ya da

kalemi kagida tutamama nedeniyle gorevin tamamlanmasini giiglestirir

ET'in tam kriterlerinin en gilincel versiyonlarinda tremorun en az 3 yil siireyle devam
etmesini zorunlu kilmaktadir. Ayirict tanida fizyolojik tremor da mutlaka goz Oniinde
bulundurulmalidir; bu tablo, uyku yoksunlugu, asir1 kafein tiiketimi, stresli durumlar
veya lityum, bazi1 antidepresanlar ya da valproik asit gibi ilaglara bagli, tamamen geri

dontisiimlii nedenlerle ortaya ¢ikabilir (50).

2.2.4.1. Ayiric1 Tam

PH - Hareket bozukluklar1 arasinda belki de en ayrintili bicimde incelenmis olan
PH, 65 yas tizerindeki popiilasyonda %2-3 prevalans ile en sik goriilen ikinci hareket
bozuklugu olarak kabul edilmektedir. PH’nin erkeklerde kadinlara gore daha sik
goriildiigi (erkek:kadin = 3:2) bilinmektedir. Hastalik genellikle 60 yasindan sonra
baslamakta olup, olgularin yalnizca yaklasik %4’iinde baslangi¢ yast 50’nin altindadir
(75). PH hareketin diizenlenmesinde kritik rol oynayan substantia nigra bolgesindeki

dopaminerjik noronlar1 etkiler. Motor belirtiler ve bazi eslik eden semptomlar yiizeysel



olarak ET ile benzerlik gosterebilse de, ayrintili karsilastirmada iki hastalik arasinda
belirgin farkliliklar bulunmaktadir. PH motor ve motor disi belirtilerle seyreden
multifaktoriyel bir nérodejeneratif hastaliktir. PH’nin tipik klinik 6zellikleri arasinda
hareketlerde yavaslama (bradikinezi; disli ¢ark tarzi hareket), tremor, postiiral
reflekslerin kaybina bagli instabilite ve 6ne egik durus, rijidite, istirahat tremoru ve
yiiriime bozuklugu yer alir. Bunun yani sira hipersalivasyon, konusma giigliigii, maske
yiiz ifadesi, mikrografi ve diskineziler (yiiz, kol veya bacaklarda ani, istemsiz, dans
benzeri hareketler) daha 6zgiil ve karakteristik bulgular olarak kabul edilmektedir (75).
Hastaligin seyri sirasinda tremor, Parkinson hastalarinin yaklasik dortte {iglinde ortaya
cikar ve ET’ye kiyasla genellikle daha diisiik frekanslidir (yaklasik 4-6 Hz). Substantia
nigra’daki dopamin iireten noronlarin kademeli kaybi, temel patofizyolojik mekanizma
olarak tanimlanmistir. Bu kayip, her ne kadar sinirli siirelerle olsa da, levodopa gibi
dopaminerjik tedavilerle dopamin sinyalizasyonunun yeniden saglanmasi yoluyla
kismen telafi edilebilmektedir (46,76). PH’de motor dis1 bulgular, ET ile kismen
ortigsmektedir, depresyon, anksiyete ve apati gibi duygudurum bozukluklari sik goriiliir.
Ayrica otonom disfonksiyon, konstipasyon, hiposmi (koku alma azalmasti), uyku diizeni
bozukluklari, insomnia veya giindiiz asir1 uyku hali gibi vejetatif belirtiler PH de yaygin
olup, ET’de genellikle baskin degildir. PH™nin tanmisi biyik 6lgiide klinik
degerlendirmeye dayanir ve bradikineziye ek olarak tremor veya rijiditenin varligini
gerektirir; bunun yaninda ilaglara bagli parkinsonizm veya serebellar hasar gibi
alternatif nedenleri dislamaya yonelik kriterlerin saglanmasi gerekir. Bununla birlikte,
bradikinezi ve istirahat tremoru her zaman tim PH olgularin1 kapsayacak kadar spesifik
degildir. Nitekim bir calismada, yalnizca izole aksiyon tremoru bulunan (klasik
yaklasima gore ET lehine degerlendirilen) hastalarin %68’inde, substantia nigra hasarini
diigiindiiren anormal dopamin tastyici1 goriintiilleme bulgular1 saptanmigtir (77). PH nin
kesin tanisi i¢in altin standart post-mortem otopside substantia nigra noronlari i¢erisinde
Lewy cisimciklerinin alfa-siniiklein proteininden olusan anormal agregatlarin
saptanmasidir. Bu yapilar, noronal kayba veya fonksiyon bozukluguna yol acan temel

patolojik bulgular olarak kabul edilmektedir.

ET+PH sendromu ve ET-plus - PH ile ET olast yanls tanilarinin 6tesinde, her iki
hastaligin tani kriterlerinin ayni1 hastada karsilandigit ET+PD (veya ET—plus) Grtiisme
sendromu da tanimlanmugstir. Nitekim ET hastalarinin PH gelistirme riskinin yaklasik 4

kat arttig1, yasam boyu mutlak riskin ET tasiyan erkeklerde %8,5, kadinlarda ise %5,6



oldugu tahmin edilmektedir (78). Buna ek olarak, ET tanis1 almis hastalarda PH ye
Ozgii tipik ozelliklerin bulunmasi durumunda ET-plus kavrami resmi olarak literatiire
girmistir (79). Buna karsilik, ET+PD sendromu bazi ¢alismalarda ayrmtili bi¢imde
incelenmis ve her iki fenotipik tablonun da ortak bir patofizyolojik siirecten
kaynaklanabilecegine isaret eden bulgular elde edilmistir. ET+PD sendromunun tanis,
biiyiik Olglide esansiyel tremorun siiresi ile PH ye ait klinik bulgularin ortaya ¢ikis
zamanlamasinin karsilastirilmasina dayanmaktadir, zira her iki hastalikta da hemen tiim
tremor tipleri goriilebilmekte ve tremor paternleri tek basina ayirt edici olmamaktadir
(80). Ote yandan, PH'nin 6nceden yerlesik tam oldugu olgularda ET veya alkol
kullanimina iligkin aile Oykiislinliin varligi, latent donem olmaksizin ortaya c¢ikan
yeniden beliren (re-emergent) tremor, bas, ses ve yazi tremorunun bulunmasi ET nin
eslik ettigini diistindiirebilir (53). Her iki hastaligin da yasla birlikte ilerlemesi, klinik
ayirt edici Ozellikleri daha da belirsizlestirebilir, nitekim ET’de tremor frekansinin
azalirken amplitiidiin artmasi, Parkinson hastaliginda gozlenen degisimlere benzer bir
patern sergileyebilir (24). Ayrica, ET ile PH arasindaki yakin iligkinin tek yonli
olabilecegi yani yalnizca ET hastalarinin PH gelistirebilecegi, tersinin miimkiin
olmadig1 6ne siiriilmiig, ancak bu goriis de literatiirde ¢esitli ¢alismalarla sorgulanmigtir

(53) (Tablo 2-3).

Tablo 2-3. Esansiyel tremor ve Parkinson hastaliginin klinik ve ndrobiyolojik

ozelliklerinin karsilastirilmasi (53 den uyarlanarak).

Ozellik
Tremor tipi

Tremor frekansi
Tutulan bolgeler

Motor bulgular
Yiirime ve denge

Koku duyusu
Dopamin sistemi

Tedavi yanit1
Noropsikiyatrik
bulgular

Patolojik bolgeler

ET
Aksiyon (kinetik/postiiral)
tremor
5-12 Hz
Ust ekstremiteler, bas ve ses

Ince motor hareketlerde titreme
(6r. yazi yazma)
Yiirtime ataksisi goriilebilir

Genellikle korunmustur
Dopamin iiretim bozuklugu yok

Alkol, beta-blokerler,
antikonviilzanlar ve
benzodiazepinlere yanit
Duygudurum bozukluklari,
demans, uyku diizensizligi

Serebellum, talamus, inferior
olivar ¢ekirdek

ET + PH
Istirahat ve aksiyon
tremoru birlikte
Degisken
Ust ve alt
ekstremiteler
Bradikinezi

Postiiral bozukluklar
goriilebilir

Anosmi goriilebilir
Dopamin iiretiminde
azalma

Degisken

Benzer bulgular
goriilebilir

Karma patofizyoloji

PH
[stirahat tremoru

4-6 Hz
Ust ve alt ekstremiteler

Bradikinezi ve rijidite

Postiiral instabilite ve
ylirtime ataksisi
Anosmi sik goriiliir
Belirgin dopamin
iiretim azalmasi
Levodopa ve diger
dopaminerjik ilaglara
yanit

Duygudurum
bozukluklari, demans,
uyku diizensizligi
Striatum ve substantia
nigra



Distoni - Distoni, en sik goriilen hareket bozukluklarindan biridir. Istemsiz kas
kasilmalarina yol agar ve bu kasilmalar zaman zaman tremoru andirsa da, ritmik
olmayan oOzellik gostermesiyle ayirt edilir. Distonide siklikla anormal postiirler,
spazmlar, tortikollis ve torsiyonlar ortaya ¢ikar. Bu nedenle distonik tremor ¢ogu zaman
diizensizdir ve ET’nin aksine genellikle istirahatte ya da belirli postiirler sirasinda
goriliir. Distoninin baglica belirleyicilerinin genetik faktorler veya travmatik olaylar
oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica noroleptikler gibi giiclii farmakolojik ajanlarin yan
etkileri ya da Wilson hastaligr gibi diger norolojik hastaliklar da etiyolojide rol
oynayabilir. Bu dogrultuda distoni, primer (idiyopatik) ve sekonder distoni olarak
siniflandirilmaktadir. Stres ve yorgunlugun yani sira viral, bakteriyel veya fungal beyin
enfeksiyonlari; menenjit ve ensefalit sonrasinda gelisen santral sinir sistemi hasarlar1 da
olasi nedenler arasinda gosterilmistir (81,82). ET’den farkli olarak distoniye eslik eden
tremorlarin alkol ile azaldigina dair kanit bulunmamakta ve buna karsilik kafeinin

distonik semptomlart tetikleyebilecegi kabul edilmektedir.

Ataksi - Ataksi, kaslarin koordinasyon eksikligi ile karakterize bir nérolojik bulgudur
ve genellikle hareketin kontroliinden sorumlu ndrolojik merkezlerin hasari sonucunda
ortaya c¢ikar. Bununla birlikte, “ataksi” terimi ayn1 zamanda oldukga heterojen ve 6zgiil
olmayan bir tan1 grubunu ifade etmek i¢in de kullanilmaktadir. Ataksi kalitsal ya da
edinilmis olabilir. Friedreich ataksisi ve Machado—Joseph hastalig1 gibi nadir hastaliklar
kalitsal ataksiye ornek teskil ederken, serebrovaskiiler olaylar, tiimdrler, multipl skleroz
veya kronik alkol kullanimi edinilmis ataksiye yol agabilir (83). Serebellum, talamus,
parietal loblar veya vestibiiler sistemde meydana gelen dejenerasyonlar ataksinin olasi
nedenleri arasinda yer almaktadir. Serebellar lezyonlarn varliginda hareket
koordinasyonunda belirgin bozulma, yiirtime giigliigii ve dengesizlik (6zellikle tandem
yiirime bozuklugu), konusma ve gérme fonksiyonlarinda bozulma ile disfaji en belirgin
klinik bulgular olarak ortaya ¢ikar. Hubble ve arkadaslari, ET’li hastalarda goriilen
ataksinin yasa bagli ek bir serebellar dejenerasyonu yansitabilecegini ve ET heniiz

taninmamigsa ayirici taniyt giiglestirebilecegini bildirmistir (49).

Parkinsonizmler - “Parkinsonizmler”, PHya benzer belirti ve bulgularla seyreden,
ancak altta yatan nedenler farkli oldugu i¢in PH tan1 kriterlerini kargilamayan genis bir
hastalik grubunu tanimlamak icin kullanilan bir terimdir. Bu tablolarin 6énemli bir

ozelligi, ¢ogu zaman dopaminerjik tedavilere yanitin yetersiz ya da hi¢ olmamasidir.



Parkinsonizmlerin baglica formlar1t multisistem atrofi (MSA) ve ilaglara bagh
parkinsonizmdir. Multisistem atrofi (otonom sinir sisteminin multisistem dejenerasyonu
olarak da adlandirilir), hem beyin hem de omurilikte otonom sinir sistemi néronlarinin
dejenerasyonu ile birlikte hareket bozukluklarinin gorildigia ilerleyici  bir
norodejeneratif hastaliktir. Motor fonksiyon kaybinin yani sira, mesane kontrol
bozuklugu ve senkop gibi otonom belirtiler gelisebilir ve hastalar 5—10 yil i¢inde yataga
bagimli hale gelebilir (84). Sekonder parkinsonizmler siklikla ilaglara bagli olarak
ortaya c¢ikar. Ozellikle néroleptik ve antipsikotik ilaglar, bazal gangliyonlar ve
hipotalamusta dopamin reseptorlerini bloke ederek otonom sinir sistemi fonksiyonlarini
etkileyebilir. Ayrica enfeksiyonlar da parkinsonizme yol agabilir, ensefalit sonrasi
gelisen hasar ilaglara bagli parkinsonizme benzer bir klinik tablo olusturabilir. Bir diger
mekanizma ise serebral arteriosklerozdur. Bu durumda vaskiiler parkinsonizm yetersiz
kanlanmaya bagli dogrudan doku hasar1 sonucu gelisir (76). Son olarak, vitamin
eksikligi ya da vitamin metabolizmasindaki diizensizliklerin de parkinsonizmlerin
etiyolojisinde rol oynayabilecegi ve bu vitaminlerin replasman tedavi yanitini

aciklayabilecegi one siiriilmiistiir (85).

2.2.4.2. Tedavi

ET tedavisinde farmakolojik yaklagim genellikle semptomlarin giinliik yasam
tizerindeki etkisine gore belirlenir. Hafif olgularda tedavi gerekmeyebilir veya aralikli
uygulanabilirken, orta ve ileri olgularda ila¢ tedavisi tercih edilir. Amerikan Noroloji
Akademisi kilavuzlarina gore propranolol ve primidon etkinligi kanitlanmis birinci
basamak tedavilerdir (86). Propranolol, non-selektif B-blokor olarak tremoru yaklagik
%50-70 oraninda azaltabilirken, primidon GABA aracili néronal inhibisyonu artirarak
benzer etkinlik gosterebilir ancak yan etkileri daha belirgin olabilir. Topiramat,
gabapentin, atenolol ve alprazolam gibi ajanlar muhtemelen etkili ikinci basamak
secenekler arasinda yer alirken, benzodiazepinler, nadolol, nimodipin ve botulinum
toksin tip A gibi tedaviler baz1 hastalarda yarar saglayabilir (86-88). Bununla birlikte
ET icin kullanilan ilaglarin ¢ogu farkli endikasyonlar igin gelistirilmis olup yaklasik
%30-50 hastada farmakolojik tedavilere yeterli yanit alinamayabilir. Bu tiir direngli ve
ciddi fonksiyon kaybina yol acan olgularda talamotomi, MR-kilavuzlu odaklanmis

ultrason veya derin beyin stimiilasyonu gibi cerrahi yontemler uygulanabilmektedir
(89).



2.2.5. Esansiyel Tremorun Genetik Etiyolojisi

ET etiyolojisi acisindan risk faktorleri iki ana grupta degerlendirilmektedir:
ailesel (herediter) ET ve sporadik ET. Louis tarafindan yiiriitiilen bir ¢alismada, tremor
baslangi¢ yasinin ailesel ET’de sporadik forma kiyasla belirgin bi¢imde daha erken
oldugu gosterilmis, bu durumun literatiirde tanimlanan baslangi¢ yasina iliskin bimodal
dagilimi agiklayabilecegi One strilmistir (90). 19.yiizyilda bildirilen ilk ET
olgularindan bu yana, ailesel yatkinlik ve genetik faktorlerin ET nin ortaya ¢ikisinda
onemli bir rol oynadigr bilinmektedir, ancak bu katkinin nicel boyutu giiniimiize kadar
tam olarak ortaya konulamamustir. Bununla birlikte, ET’nin biitiiniiyle genetik bir
hastalik olmadig1 da kabul edilmektedir. Nitekim olgularin yaklasik yarisinda benzer
sekilde etkilenmis bir aile bireyi bildirilmemektedir, ancak bu bilginin hatirlama
yanliligina (recall bias) bagl olarak eksik raporlanmis olabilecegi ve gercek oranin
oldugundan diisiikk tahmin edilmis olabilecegi g6z oniinde bulundurulmalidir (29). Bu
baglamda, Deuschl ve Elble yalnizca fenotipik sunumlarda degil, ayn1 zamanda
gozlenen patofizyolojik mekanizmalarda da belirgin heterojenitenin  bulunmasini
gerekce gostererek ET i¢in ii¢ kategoriden olusan yeni bir smiflama Onermistir:

herediter ET, sporadik ET ve senil ET (30).

2.2.5.1. Genetik Risk Faktorleri

ET kalitsal kdkene sahip oldugu iyi bilinmekle birlikte, giincel epidemiyolojik
calismalarin odag1 giderek hastalifin ne Olciide genetik, ne Ol¢lide gevresel kokenli
oldugunun nicel olarak belirlenmesine yonelmistir. Ancak bu konuda heniiz kesin bir
gorilis birligine varilamamais, ikiz caligmalarinda bildirilen konkordans oranlar1 belirgin
heterojenlik gostermektedir. Genel olarak genetik katkinin yiiksek oldugu ve yaklasik
%60-90 arasinda degistigi tahmin edilmekle birlikte, baz1 ¢aligmalarda bu oranin %20
civarinda hesaplandigi da bildirilmistir (91). Bu farkliligin baslica nedeninin, ET nin
siiflandirilmasindaki  giicliikler oldugu ve bunun c¢alisma popiilasyonlarinin
bilesiminde o6nemli farkliliklara yol agtig1 disiliniilmektedir. Buna ragmen, ikiz
caligmalar1 kalitilabilirligin nicel olarak degerlendirilmesinde en giiglii yaklasimlar
arasinda yer almaktadir, monozigotik (MZ) ikizler genotiplerinin %100 {inii
paylasirken, dizigotik (DZ) ikizlerde bu oran %50°dir. Danimarka Ikiz Kayit Sistemi’ne
dayanan 2004 tarihli bir ¢alismada, oldukca duyarl bir tanim kullanildiginda proband-

temelli konkordans oranlar1 MZ ikizlerde %77, DZ ikizlerde ise %59 olarak bildirilmis,



yalnizca yiiksek olasilikli ET olgulariyla sinirlandirildiginda ise bu oranlar MZ ikizlerde
%093’e yiikselirken, DZ ikizlerde %29’a diismiistiir (92). Tanner ve arkadaslar1 2001
yilinda yayimladiklar1 c¢aligmada, cift-temelli (pairwise) konkordans oranmi MZ
ikizlerde %60, DZ ikizlerde ise %27 olarak rapor etmistir. Kullanilan iki konkordans
ol¢iiti metodolojik olarak farklilik gdstermekte olup, ¢ift-temelli konkordans oranlar
dogasi geregi daha diisiik degerler vermektedir. Cift-temelli konkordans, bir ikiz ¢iftinin
her iki bireyinin de hastaliktan etkilenmis olma oranini ifade ederken; proband-temelli
konkordans bireyleri ayri1 ayri ele alarak bir ikizin etkilenmis olmasi kosulunda
digerinin etkilenme olasiligin1 daha iyi yansitmaktadir. Karsilastirma amaciyla Lorenz
ve arkadaglar1 onceki ¢alismalarinda MZ ikizlerde %63, DZ ikizlerde ise %14 ¢ift-
temelli konkordans orami bildirmistir (92,93). Aile temelli ¢alismalar incelendiginde,
hem ET olgularinin hem de kontrollerin ailelerini igeren Washington Heights—Inwood
Esansiyel Tremor Genetik Calismasi’nda ET hastalarinin birinci derece akrabalarinda
ET gelisme riskinin kontrollere kiyasla yaklasik 5 kat daha yiiksek oldugu gosterilmistir
(94). Bu bulgular ET’nin kalittm mekanizmasinin basit bir Mendel kalittm modeline
uymadigini ve muhtemelen inkomplet penetransin s6z konusu oldugunu ya da genetik
yatkinligin c¢evresel risk faktorleri tarafindan kismen veya tamamen aktive edildigini
diigiindiirmektedir. Kalitm modeli agisindan en yaygin kabul goren yaklagim ET’nin
inkomplet penetrans gdsteren otozomal dominant bir hastalik gibi davrandigi
yoniindedir. Bununla birlikte, segregasyon analizlerinden elde edilen bulgular, 65
yasina kadar penetransin tam hale geldigini gdstermektedir (95). Ikiz ¢aligmalarinda bu
varsayim siklikla benimsenmis olsa da, literatiirde penetransin daha diisiik olabilecegine

isaret eden daha giiglii kanitlar da mevcuttur (96).

2.2.5.2. Cevresel Risk Faktorleri

Cevresel faktorler, ET in tam olarak genetik kokenli olmamasini agiklamak
amaciyla yillar i¢inde hastaligin gelisimiyle iligkilendirilmistir. Motor dis1 belirti ve
bulgularin ET’nin 6nciilleri olup olmadigi halen tartigmalidir, ancak patofizyolojik
acidan dogrudan risk faktorleri gibi davrandiklari pek olast goriinmemektedir.
Norodejeneratif hipotez baglaminda beyinde hasara yol agan altta yatan hastalik
mekanizmasinin, motor semptomlar (6rn. tremor) ortaya ¢ikmadan once psikiyatrik ya
da biligsel bozukluklar seklinde kendini gosterebilecegi ileri siiriilmektedir. Buna

karsilik, yasam tarzina iliskin faktorlerin ET nin ortaya cikisim1 kolaylastirabilecegi



diisiiniilmektedir. Ornegin, asir1 kafein tiiketiminin tremoru artirdig1 gézlenmektedir. Bu
baglamda 2018 yilinda yapilan bir c¢alismada ET olgularinin birinci derece
akrabalarinda, eslestirilmis kontrollere kiyasla subklinik diizeyde dahi olsa daha fazla
tremor saptandigi, daha da dikkat ¢ekici olarak bu bireylerin anlamli derecede daha az
kafein tiikettikleri gosterilmistir. 97). Buna karsin etanolin ET’li hastalarin biiyiik
¢ogunlugunda tremoru azaltici etkisi oldugu iyi bilinmektedir (38). Ayrica, fiziksel
aktivitenin ET’nin ortaya c¢ikist iizerindeki etkilerine iliskin kanit bulunmamakta,
mevcut calismalar yalnizca tan1 almis ET olgularinda fiziksel aktivitenin semptom
siddetini azaltic1 etkisine odaklanmaktadir (98). Bunun yani sira, gevresel kirleticilere
maruziyetin ET gelisiminde olas1 tetikleyici rolii olup olmadigi uzun yillardir
arastirilmaktadir. Organoklorin pestisitler (OCP’ler) ge¢miste tarimda sivrisinek
popiilasyonlarinin, termitlerin ve lriinlere zarar veren diger boceklerin kontroliinde
yaygin olarak kullanilmistir. DDT, DDE ve klordan gibi maddeleri igeren bu bilesikler
gecmiste gidalarda bulunan miktarlarda dahi toksik etkiye sahip olup giliniimiizde
yasaklanmistir. Avrupa Birligi’'nde 1970’li ve 1980’li yillar arasinda kullanimlari
yasaklanmis olmakla birlikte 20. yiizyilda yogun bi¢cimde maruz kalan popiilasyonlar
tizerinde etkilerinin halen devam edebilecegi diisiiniilmektedir. Glinlimiizde dahi tarim
ve bazi endiistriyel alanlarda ¢alisan bireyler yiiksek OCP konsantrasyonlarina kronik
olarak maruz kalabilmektedir. Uzun siireli OCP maruziyetinin GABA ndrotransmitter
diizeylerinde azalmaya yol agarak hareket kontroliinde modiilasyon bozuklugu
olusturdugu ve bu yolla kalic1 aksiyon tremorlarina neden olabildigi bildirilmistir (29).
Kursun, civa veya manganez igeren bilesiklere maruziyetin serebellumdaki Purkinje
hiicrelerine zarar verebildigi gosterilmistir. Bu goriisii destekleyen arglimanlardan biri
yaglanmayla iligkili hastaliklarin tamaminda kanda artmis kursun diizeylerinin
saptanmasidir ve bu durum ET gelisimi i¢in olast bir risk faktorii olarak
degerlendirilmektedir. Nitekim kursunun GABA diizenleyici siireclerde hasara yol
actig1 gosterilmistir (29). Ek olarak p-karbolin alkaloidlerinin (BCA’lar) 6zellikle sigan
modellerinde tremora neden olan iyi tanimlanmis noérotoksik bilesikler oldugu uzun
stiredir bilinmektedir. Bu maddeler ortak bir molekiiler yapiy1 paylasmakta ve PH ye
0zgli semptomlarla iliskili norotoksinlerin etkilerini taklit etmektedir. 2002 yilinda
gerceklestirilen bir olgu-kontrol calismasinda ET hastalarinin kan o6rneklerinde bu
kimyasal diizeylerinin saglikli kontrollere kiyasla anlamli derecede daha yiiksek oldugu

gosterilmistir (99). Post-mortem ¢alismalarda ET hastalarinin serebellumunda daha



yiilksek PBCA konsantrasyonlarinin saptanmis olmasi Onemli bir kanit olarak

degerlendirilmektedir.

2.2.5.3. Iliskili Genler ve Genetik Hastaliklar

ET ile iliskili aday lokuslar ve genler Tablo 2-4’de listelenmistir (100-124).
ET’nin genetik altyapisinin aydinlatilmasini giiclestiren bir¢ok etken s6z konusu olabilir
(125). Birincisi, uzun yillar boyunca belirgin tani kriterlerinin bulunmamasi ve ET i¢in
biyobelirteglerin olmamast ET c¢alisma kohortlarinin yanlislikla ET olarak tani alan
diger tremor bozukluklariyla kontamine olmasina yol agmis olabilir (6rn. Klinefelter
sendromu (KS), Frajil-X ile iliskili tremor/ataksi sendromu (FXTAS), DYT-ANO3
(DYT24) ve SCA-PPP2R2B (SCA12) (126) ya da ek norolojik bulgularin (6rn. hafif
bellek bozuklugu, tandem yiiriiyiis bozuklugu, ince postiiral anormallikler) eslik ettigi
“ET-plus” sendromlarinin ET olarak siniflanmasina neden olmus olabilir (13). ikincisi,
ET ailelerinde gozlenen azalmig penetrans bu alandaki genetik ¢Ozliimlemeyi
zorlastirmaktadir.  Ucgiinciisii, ET soy agaglarinda fenokopi oranmin yiiksek
olabilmesidir, yani farkli genotipler veya gevresel/genetik olmayan faktorler sonucunda
benzer ya da ayn1 fenotipin ortaya ¢ikmasi. Dordiinciisii, ET patogenezinde birden ¢ok
risk lokusunun, epigenetik modifikasyonlarin ve ¢evresel etkilerin katkisi olabilecegidir
(125). Son olarak, zaman iginde ET arastirmalarinda kullanilan genetik teknolojilerin
igsel kisitliliklar1 da dnemli bir engel olusturmustur. Ornegin, ET’ye iliskin erken
donem genetik arastirmalarin 6nemli bir kism1 genom ¢apinda iligskilendirme ¢alismalari
(GWAS) ile yiiriitiilmiis olup, bu yaklasimin sinirliliklart yakin zamanda Tam ve ark.
tarafindan gozden gecirilmistir (127). Benzer bigimde, yeni nesil dizileme (NGS)
teknolojileri yapisal varyasyon igeren bolgeler, tekrar dizileri, GC-zengin bolgeler veya
cok sayida homolog element igeren diziler gibi genomik alanlarin giivenilir bigimde
analiz edilmesinde yetersiz kalabilmektedir. Buna karsilik, giderek yayginlasan uzun
okuma dizileme teknolojileri NGS’nin bu 06zgiil sinirhiliklarini asma potansiyeli
tagimakta, kodlamayan boélgelerin, kompleks genomik varyantlarin, tekrar bolgelerin ve
DNA metilasyon paternlerinin ET patogenezindeki oOnemine 151k tutabilecegi
diistiniilmektedir (128,129). Bu ¢ergevede uzun okumali dizileme yakin zamanda ET’li
11 Cin ailesinde NOTCH2NLC geninde GCC triniikleotid tekrar genislemesini
tanimlamaya katki saglamistir (124). Ozetle, ET ve ET-plus muhtemelen genetik temeli

heterojen olan klinik sendromlar olarak degerlendirilebilir. Bu baglamda, tremorlarin



yakin tarihli smiflandirmast NGS ¢aginda genetik tremor sendromlarinin
ayristirilabilmesi igin daha derin bir klinik fenotiplemeyi tesvik etmelidir (13). Izole ve
kombine tremor sendromlarma yol actigi bilinen ¢ok sayida gen ve kromozomal
anomali mevcuttur. Tremora neden olan genetik hastaliklar ve taniya yonelik ipuglari
Tablo 2-5, 2-6, 2-7 ve 2-8’te sunulmustur.

Genetik tremor bozukluklarmin ¢ogu fenotip tam olarak ortaya c¢iktiginda
kompleks bir klinik tablo sergiler. Bununla birlikte bazilar1 (6rn. DYT-ANO3, SCA-
PPP2R2B, FXTAS, KS) hem hastaligin baslangicinda hem de sonraki yillarda klinik
olarak ET ile karisabilecek kadar benzer bir tablo sergileyebilir. Ayrica etiyolojisi
arastirilmamis veya belirlenememis bazi tremor sendromlari klinik pratikte hatal
bicimde ET olarak adlandirilabilmektedir. Tremorlara yonelik ayrintili sendromik
yaklasim ve ET igin siki tani kriterleri saglayan 2018 tremor siniflandirmasi hastalarin
fenotipik olarak daha homojen alt gruplara ayrilmasina olanak tanir ve nihayetinde
tremorlarin genetik temelini anlamamizda ilerlemeye katki saglayabilir. Baslangic
yasinin kiiciik olmasi ayirict taniyr daraltir, ¢iinkii cocukluk veya ergenlik doneminde
baslayan genetik tremor bozuklugu sayist sinirhidir (6rn. Wilson hastaligi, KS, bazi
monogenik primer distoniler ve ndrometabolik hastaliklar). Viicut dagilimina iliskin
Ozgll paternler de tanisal silireci yoOnlendirebilir (6rn. palatal tremor: Alexander
hastaligi, SCA20, POLG-iliskili bozukluklar; laringeal tremor: distonik durumlar, ET).
Benzer sekilde, istirahat tremoru ayirici taniyr ¢ogunlukla parkinsonyen durumlarla
sinirlandirirken, intansiyon tremoru SCAlar ve diger ataksik sendromlarda goriildiigi
tizere serebellar tutulumun diger bulgularinin arastirilmasini  gerektirir. Anormal
laboratuvar testleri taniya isaret edebilir: Wilson hastaligi ve aseriiloplazminemide
serum serliloplazmin ve idrar bakir diizeyleri; néroferritinopati ve aseriiloplazminemide
demir ¢aligmalari; cinsiyet kromozomu andploidilerinde seks hormon diizeyleri; dopa-
yanitll distonide ve daha nadir norometabolik hastaliklarda BOS incelemesi bunlara
ornektir. FXTAS, Wilson hastaligi, NBIA gibi durumlarda beyin MRG’deki 6zgiil
bulgular ile Parkinson hastalifi ve diger parkinsonyen durumlarda dopamin reseptor
goriintiilemesinin pozitifligi de tanisal agidan yol gosterici olabilir. Genetik tremor
sendromlarinin ¢ogu, pozitif aile dykiisii olmaksizin ortaya cikabilir. Bu durum 6zellikle
otozomal resesif, X’e bagli ve klasik mitokondriyal kalittimda sik olmakla birlikte,
inkomplet ya da yasa bagl penetrans gosteren otozomal dominant bozukluklarda veya

de novo mutasyonlar nedeniyle de goriilebilir. Ayrica cinsiyet kromozomu andploidileri



kalitsal degildir ve ebeveynlerin tekrar riski artmis degildir; ancak ebeveynde mozaiklik
saptanirsa risk yeniden degerlendirilmelidir. Cografi koken SCA-PPP2R2B,
DYT/PARK-TAF1 ve noroferritinopati gibi tanilar1 diisiindiirebilir. Erkek ¢ocuklarda
entelektiiel yetersizlik Oykiisii ve/veya kadin aile bireylerinde erken amenore varligi
FXTAS acisindan klinik siipheyi artirmalidir. Tremor bozukluklarina yol actig1 bilinen
cok sayida genetik defekt bulunmasina ragmen, rutin klinik bakimda karsilagilan
tremor-dominant tablolara sahip hastalarin 6nemli bir kisminda ¢ok genli paneller,
ekzom dizileme (ES) ve tiim genom dizileme (TGD) gibi NGS temelli incelemeler
yapilmis olsa bile kesin bir molekiiler tan1 konulamamaktadir. NGS ve uzun okumali
dizileme teknolojilerindeki ilerleme ve erisilebilirligin artmasiyla tremorlara iliskin
genetik bilginin istel bigimde artmasi beklenmektedir (128-132). Birincisi hedefe
yonelik gen panelleri, bilinen tremor genlerinin maliyet-etkin bicimde eszamanl
degerlendirilmesini saglar ve de novo mutasyonlara bagl sporadik olgularda molekiiler
taniy kolaylastirir. Ikincisi, Sanger dogrulamas1 ve baglant: analizi ile kombine edilmis
ES/TGD, tekil ailelerde tremor sendromlarindan sorumlu yeni genlerin tanimlanmasina
olanak verebilir. Ugiinciisii, YND genis 6lcekli ekzom/genom taramalarmi miimkiin
kilarak GWAS benzeri yaklasimlarla yeni risk lokuslarinin saptanmasina ve poligenik
risk skorlamasi temelli ¢caligmalara katki saglayabilir. Son olarak uzun okumali dizileme
ikinci nesil dizilemenin “kor noktalarinda” kalan varyantlarin saptanmasi, biiyik ve
kompleks yeniden diizenlenmelerin, biiylik insersiyon/delesyonlarin ortaya konmasi,
haplotip fazlamasi (phasing) ve DNA metilasyon degisikliklerinin degerlendirilmesi
gibi alanlarda 6nemli avantajlar sunabilir. Bununla birlikte ayrintili fenotipleme, Klinik
veri ve hedefe yonelik incelemeler, genetik test kararmin verilmesi ve sonuglarin

yorumlanmasinda temel belirleyici olmaya devam etmektedir.



Tablo 2-4. ET ile iliskilendirilmis lokus ve genlerin 6zeti.

Lokus / Gen

ETM1

ETM2

MTHFR

HS1BP3

ETM3

DRD3

LINGO1

MAPT

SLC1A2

FUS (ETM4)

Kromozom

3q13

2p22—p25

1p36.22

2p24.1

6p23

3gq13.31

15q24.3

17q21.31

11p13

16p11.2

Gen iiriinii

DRD3

HS1BP3

Metilentetrahidrofolat

rediiktaz
Hematopoetik lineage
hiicre-spesifik protein

baglanma 3

Dopamin reseptorii D3
Leucine-rich repeat ve Ig

domain containing 1

Mikrotiibiil iligkili protein
tau

Eksitatdr amino asit tastyici
2

Fused in sarcoma / transl. in

liposarcoma

Calisma tipi

GWS + LA

GWS + LA

CG + CGAS

FM

GWS + LA

CG + LA

GWAS

CG + CGAS

GWAS

WES

Calisma popiilasyonu
16 kiiciik Izlandal1 aile
(75 ET)

1 biiyiik Cek/Amerikan aile

(18 ET)

158 akraba olmayan Kafkas ET +
246 Kafkas kontrol

22 ABD ailesi

7 Kuzey Amerika ailesi (65 ET)

30 akraba olmayan Fransiz ET ailesi
452 izlandali ET (ilk faz); 301 ET +
419 kontrol (ikinci faz); Avrupa /
Izlanda / ABD

356 ET + 409 kontrol (Kafkas)

436 ET + 928 kontrol (ilk); 554 ET
+ 609 kontrol (ikinci)
Fransiz-Kanadali aile; 27 ET

Tam kriterleri (6zet)

TRIG kriterleri: >5 yil siiren bilateral
postiiral + kinetik el/dnkol tremoru; diger
ndrolojik bulgularin yoklugu

Goriiniir ve kalic1 bilateral postiiral tremor;
>2—-4 cm amplitiid; 4-10 Hz

ET tanisi

(literatiirde bildirildigi sekilde)

>1 el/dnkolde >5 yil siiren goriiniir ve kalici

tremor; parkinsonism / distoninin yoklugu

>5 yil siiren tremor; sekonder nedenlerin

dislanmasi

1998 MDS Konsensus kriterleri

1998 MDS ve TRIG kriterleri

Tani kriterleri belirtilmemis

1998 MDS Konsensus kriterleri

1998 MDS Konsensus kriterleri

Kaynak

[100]

[101]

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

[107]

[108]

[109]



HTRA2 2pl13.1 Mitokondriyal serin proteaz = WES 1 biyik Turk aile (11 ET, 5 ET tanmisi 1998 MDS Konsensus kriterlerine = [110]
ET+PD, 8 kontrol); 25 ek Tiirk ET = gore; bazi olgularda ET + PD birlikteligi

ailesi; 364 kontrol

TENMA4 11q14.1 Teneurin transmembran = WES 3 Ispanyol aile (23 ET, 12 kontrol); 1998 MDS Konsensus kriterlerine gore ET [111]

(ETM5) protein 4 299 iliskisiz Ispanyol ET

TREM?2 6p21.1 Triggering receptor CG + CGAS 3 fazli ¢alisma: 456 ET + 2.715 1998 MDS Konsensus kriterlerine gore kesin = [112]
expressed on myeloid cells kontrol; 897 ET + 1.449 kontrol; /olasi ET
2 14.777 kontrol

SORT1 1p13.3 Sortilin 1 WES 1 kiiciik Ispanyol ailesi (2 ET, 4 1998 MDS Konsensus kriterleri ve WHIGET = [113]

kontrol) kriterleri

SCN4A 17923.3 Voltaj bagimli sodyum WES 1 biiyiik Ispanyol aile (7 ET + 1998 MDS ve WHIGET kriterleri; bazi [114]

kanal a4 altbirimi epilepsi); 76 sporadik ve 25 ailesel = bireylerde miyoklonus ve ataksi
ET

DNAJC13 3022.1 DnaJ (Hsp40) homolog, WES 571 ET (Avrupa kokenli) Standart klinik tan1 kriterlerine goére ET [115]
subfamily C, iiye 13

NOS3 7036.1 Nitrik oksit sentaz 3 CG + CGAS 37 aile (her birinde 3—7 ET) WHIGET klinik kriterlerine gore ET [116]

HAPLN4 19p13.11 Hyaluronan ve proteoglikan = WES 37 aile (ABD ve Avrupa) ET tam kriterleri (klinik) [116]
baglayici protein 4

USP46 4912 Ubiquitin-spesifik proteaz = WES 37 aile (ABD) ET tan kriterleri (klinik) [116]
46

KCNS2 8922.2 Voltaj bagimli potasyum WES 37 aile (ABD) ET tan kriterleri (klinik) [116]
kanal altbirimi Kv9.2

STK32B 4pl6.2 Serin/treonin kinaz 32B GWAS 1.778 ET + 5.376 kontrol (Kuzey- 1998 MDS kriterleri; postiiral ve aksiyon [117]

Bati Avrupa); 1.029 ET + 1.005 tremoru



kontrol

CTNNA3 10921.3 Katenin alfa 3 GWAS Kuzey-Bat1 Avrupa kokenli ET Standart ET tani kriterleri [118]

SCN11A 3p22.2 Voltaj bagimli sodyum WES 1 Cinli aile (ET + tekrarlayan agr1  Ust ekstremitelerde postiiral ve aksiyon [118]
kanal Nav1.9 ataklar1) tremoru

MC1R 16qg24.3 Melanokortin 1 reseptor CG + CGAS 200 Cinli ET + 432 kontrol 1998 MDS Konsensus kriterleri [119]

VDR 12913.11 Vitamin D reseptorii CG + CGAS 239 Kafkas ET + 239 kontrol ET tanis1 bildirildi; ayrint1 verilmemis [120]

IL1B 2q14.1 Interlokin-1 beta CG + CGAS 200 Cinli ET, 229 saglikli kontrol 1998 MDS Konsensus kriterlerine gére ET; = [121]

parkinsonizm, ila¢ iligkili tremor, serebellar

tremor ve hipertiroidiye bagli tremorlar

dislandi
CACNALG 17921.33 Voltaj bagimli kalsiyum CG + CGAS Cesitli kohortlar WHIGET kriterlerine gore kesin, olast veya [122]
kanal1 a1G altbirimi muhtemel ET
SLIT3 5034-q35 Slit guidance ligand 3 WGS 8 aile (51 ET, 9 saglikli kontrol) ET tanis1 klinik kriterlere gore [123]
KARS 16023.1 Lizinil-tRNA sentetaz WGS 8 aile (51 ET, 9 saglikli kontrol) ET tanusi klinik kriterlere gore [123]
KIF5A 12913.3 Kinesin familyasi tiyesi SA = WGS 8 aile (51 ET, 9 saglikli kontrol) ET tanis1 klinik kriterlere gore [123]
NTRK1 1g23.1 Norotrofik  tirozin kinaz WGS 8 aile (51 ET, 9 saglikli kontrol) ET tanis1 klinik kriterlere gore [123]
reseptori 1
NOTCH2NLC  1g21.2 Notch 2 N-terminal-like C = WES + LRS + 197 Cinli ET ailesi + 1.305 Cinli = 1998 MDS Konsensus kriterlerine gore ET [124]
RP-PCR + | kontrol
GC-PCR

Aciklamalar: CGAS: Olgu-kontrol genetik iliskilendirme ¢aligmasi, CG: Aday gen yaklasimi, ET: Esansiyel tremorlu bireyler, FM: ince haritalama (fine mapping), GC-
PCR: GC-zengin polimeraz zincir reaksiyonu, GWAS: Genom ¢apinda iliskilendirme ¢aligmasi, GWS: Genom g¢apinda tarama, HC: Saglikli kontroller, LA: Baglanti
analizi, LRS: Uzun okuma dizileme (long-read sequencing), MDS: Movement Disorder Society, PD: Parkinson hastaligi, RP-PCR: Tekrar-bagimli PCR (repeat-primed



PCR), TR: Hedefli yeniden dizileme, TRIG: Tremor Investigation Group, WES: Tiim ekzom dizileme, WGS: Tiim genom dizileme, WHIGET: Washington Heights—

Inwood Genetic Study of Essential Tremor, ~: Ozgiin genetik caligma; replikasyon caligmalari rapor edilmemistir.

Tablo 2-5. Tremor ile prezente olabilen baslica otozomal dominant hastaliklar.

Tremor bozuklugu OMIM®

Primer distoniler
DYT-TOR1A (DYT1) 128100

DYT/PARK-GCH1 128230
(DYT5a)

DYT-THAP1 602629
(DYT6)

Ana fenotip”™

Erken  baslangicli,  ¢ogunlukla
jeneralize distoni; genellikle alt
ekstremitelerle baslar. Izole yazi
tremoru, bag tremoru ve ge¢
baslangich istirahat tremoru
bildirilebilir

Diurnal dalgalanma gosteren
ilerleyici dopa-duyarli distoni. Ust
ekstremitelerde postiiral ve kinetik
tremor. Bazen parkinsonizm
(istirahat tremoru dahil), piramidal
bulgular, skolyoz, anksiyete,
depresyon, OKB, uyku bozukluklari
Erken  baslangicli,  ¢ogunlukla

jeneralize distoni; boyun ve {ist

Laboratuvar ve

goriintilleme bulgular:

Kan: fenilalanin yiiklemesi
sonrast yiiksek.

BOS: disik  neopterin,
biyopterin, 5-HIAA; diisik
veya normal HVA



PXMD-SLC2A1
(DYTO,

GLUT! eksikligi)
DYT-ANO3
(DYT24)

DYT-GNAL

Spinoserebellar ataksiler

SCA-ATXN2
(SCA?2)

SCA-ATXN3
(SCA3)

SCA-CACNAIA

601042
606777

615034

615073

183090

109150

183086

/

1p34.2

11p14.3-
p14.2

18p11.21

12q24.12

14932.12

19p13.13

SLC2A1

ANO3

GNAL

ATXN2

ATXN3

CACNAIA

Cocukluk

4.-5. dekat

Cocukluk—4.
dekat

3.—4. dekat

3.—4. dekat

ekstremiteler siklikla tutulur. Bas
veya Ust ekstremite tremoru izole ya
da ilk bulgu olabilir

Paroksismal egzersizle tetiklenen
distoni, serebellar ataksi veya sik
serebellar aksiyon tremoru

Fokal veya segmental distoni. Bas
ve/veya kol tremoru  siklikla
distoniden once gelir. Bazen
miyoklonik sigramalar eslik eder
Fokal veya segmental, nadiren
jeneralize distoni. Ust ekstremite
distonik tremoru distoniden Once

veya sonra goriilebilir

Yavag ilerleyen ataksi, yavas
sakkadlar, parkinsonizm (istirahat
tremoru dahil), postliral tremor,
duyusal bulgular

Ataksi, oftalmopleji, parkinsonizm
(istirahat tremoru dahil), distoni,
kore, spastisite, duysal bulgular,

miyopati

Erigkin (>50 Saf serebellar sendrom; ataksi ve

BOS: diisiik glukoz ve laktat;
BOS/kan glukoz orani diisiik

Beyin MR: belirgin
serebellar  atrofi;  pons,
medulla, spinal kord
tutulumu.

Beyin MR: ponto-serebellar

atrofi.

Beyin MR: serebellar



(SCA6)

SCA-ATXN7
(SCA7)

SCA-PPP2R2B

(SCA12)

SCA-ITPR1
(SCA15/SCA16)
SCA20

SCA-FGF14 (SCA27)

164500

604326

606658

608687

609307

3p14.1

5032

3p26.1

11q12.2-12.3

13g33.1

Parkinson hastaligi (otozomal dominant formlar)

PARK-SNCA
(PARK1/PARK4)
PARK-LRRK?2

168601
605543
607060

| 4g22.1

12q12

ATXN7

PPP2R2B

ITPR1

Bilinmiyor

FGF14

SNCA

LRRK2

yas)

Adolesan

Cocukluk—

erigkin

5. dekat

Eriskin (19—
64 yas)

Adolesan

Genellikle
4.5, dekat
Genellikle

postiiral tremor; nadiren
parkinsonizm (istirahat tremoru)
Palatal  tremor, ataksi, gorsel
bozuklukKlar,

oftalmopleji, spastisite

Aksiyon tremoru (ilk veya baskin
bulgu), hafif/olmayan ataksi,

disartri, piramidal bulgular;
parkinsonizm bildirilebilir

Saf serebellar ataksi, bas tremoru ve
bilissel bozulma

Disartri, yavas ilerleyen ataksi,
palatal tremor (%23), laringeal
distoni, hiperrefleksi, hafif piramidal
bulgular, bas tutulumu olmaksizin

kollarin postiiral tremoru

Ataksi, orofasiyal diskinezi, bilissel

etkilenme, el tremoru, Dbiligsel
gerileme
Parkinsonizm  (istirahat  tremoru

dahil), biligsel bozulma

Yavag ilerleyen  parkinsonizm

hemisfer ve vermiste orta-
ileri atrofi

Beyin MR: belirgin ponto-
serebellar atrofi
Beyin MR: serebellar

ve/veya hemisfer atrofi

Beyin MR: serebellar atrofi
(06zellikle vermis)

Beyin BT/MR: erken dentat
kalsifikasyonu, bazen
talamik kalsifikasyon; beyin
MR’da inferior oliver T2
sinyal artis1 (semptomatik
palatal tremorla iligkili)
Beyin MR: serebellar vermis

ve hemisferlerde atrofi



(PARKS)
PARK-VPS35

(PARK17)

Frontotemporal demans
MAPT-FTD

C9orf72-FTD

PRNG-FTD

FUS-FTD

TARDBP-FTD

Huntington hastahg

Perry sendromu

614203

600274

105550

607485

608030

612069

143100

168605

16q11.2

17q21.31

9p21.2

17q21.31

16p11.2

1p36.22

4p16.3

2pl13.1

VPS35

MAPT

C9orf72

PRNG

FUS

TARDBP

HTT

DCTN1

>50 yas

Genellikle
5.-6. dekat

3.—7. dekat

4.-7. dekat

6.-9. dekat

4.-5. dekat

Genellikle

6. dekat

Genellikle
4. dekat

4.5, dekat

(istirahat tremoru dahil), levodopaya
iyi yanit
Parkinsonizm  (istirahat  tremoru

dahil), levodopaya iyi yanit

FTD, parkinsonizm (istirahat
tremoru dahil) FTD’den once
gelisebilir, nadiren MND

FTD, MND, akinetik-rijid
parkinsonizm; postiiral veya istirahat
tremoru nadir

FTD, parkinsonizm (istirahat
tremoru dahil), nadiren MND

FTD, MND; nadiren parkinsonizm,

siklikla postiiral tremorla

FTD, MND, parkinsonizm (istirahat
tremoru dahil)

Kore, psikiyatrik belirtiler, bilissel
bozulma. Akinezik-rijid
parkinsonizm; juvenil formda. izole
postiiral el ve bas tremoru nadiren
baglangi¢ bulgusu

Parkinsonizm  (istirahat  tremoru

Beyin MR: frontal ve/veya

temporal atrofi;

Beyin MR: frontal/temporal
atrofi

Beyin MR: frontal/temporal
atrofi
Beyin MR: kaudat g¢ekirdek
atrofisi, frontal/temporal
atrofi
Beyin MR: frontal/temporal
atrofi

Beyin MR: kaudat atrofi



Herediter spastik parapleji
HSP-SPAST (HSP4) 182601

HSP-REEP1 (HSP31) 610250

HSP-REEP2 (HSP72) 615625

NBIA-KORE-FTL 606159

(Noroferritinopati)

HSP/NBIA-C190rfl2 = 614298
(HSP43, MPAN)

Eriskin  baslangich = 203450

2p22.3

2p11.2

5031.2

19913.33

19q12

17q21.31

SPAST

REEP1

REEP2

FTL

C190rf12

GFAP

Bebeklik—7.
dekat

2.—7. dekat

Bebeklik

Genellikle
erigkin  (2.—
6. dekat)

Cocukluk

>13 yas — 7.

dahil), kilo kaybi, santral
hipoventilasyon, psikiyatrik
belirtiler

Saf (¢ogunlukla) veya kompleks
HSP (bilissel bozulma, epilepsi,
ataksi, distal amiyotrofi); postiiral el
tremoru

Kompleks HSP, aksonal ndropati,
serebellar ataksi, biligsel etkilenme;
ortostatik  tremor tek olguda
bildirilmis

Spastik paraparezi, hafif postiiral
tremor

Progresif kore ve distoni (6zellikle
orofasiyal bdlge), palatal tremor,
bilissel gerileme, psikiyatrik
bulgular

Spastik paraparezi, disartri, distoni,
parkinsonizm, ndropati, psikiyatrik
bulgular, optik atrofi

Bulber belirtiler (disartri, disfoni,

Beyin MR: beyaz cevher ve

posterior fossa anormallikleri

Kan: disiik ferritin, KCFT
anormal olabilir. Beyin MR:
bazal gangliyonlar ve dentat
¢ekirdekte demir birikimi,
globus pallidus ve kortikal
tutulum

Beyin MR: globus pallidus
ve substantia nigra’da demir
birikimi

Beyin MR: servikal spinal



Alexander hastahg

Primer ailesel beyin
kalsifikasyonu (Fahr
hastalig)

Herediter diffiiz
lokodistrofi

(sferoidlerle)

Charcot-Marie-Tooth
hastalig

213600
615007
615483
616413
221820

Cesitli

8p11.21
5032
22q13.1
1025.3
5032

Cesitli

/
/
/

dekat

SLC20A2, 3.—4. dekat
PDGFRB,

PDGFB,

XPR1

CSF1R Genellikle
4. dekat

PMP22, Genellikle

MPZ, NEFL 2.-3.dekat
vb.

disfaji), piramidal bulgular, yavas
ilerleyen serebellar ataksi, palatal
tremor, disotonomi, uyku
bozukluklari, biligsel gerileme

Progresif parkinsonizm (istirahat -
tremoru dahil), distoni, aksiyon
tremoru, psikiyatrik belirtiler, bas
agrisi, ndbetler

Kisilik degisiklikleri, biligsel = x
gerileme, nobetler, parkinsonizm
(istirahat tremoru dahil), kinetik
tremor, spastisite

Sensorimotor ndropati, pes cavus, =X

peroneal kas atrofisi, postiiral tremor

Tablo 2-6. Tremor ile prezente olabilen baslica otozomal resesif hastaliklar.

Tremor bozuklugu

Wilson hastahig:

OMIM® Kromozom Gen

277900

13q14.3

ATP7B Adolesan

erken erigkin

Baslangic yasi

Ana fenotip Tremor
nadir
bulgu

Tremorlu  distoni  (aksiyon = —

tremoru, kanat ¢irpar tarzi

tremor), parkinsonizm (istirahat

kord atrofi (tadpole sign),
beyaz cevher anomalileri;
noropatoloji: Rosenthal
lifleri

Beyin BT/MR: bazal
gangliyon ve dentat

cekirdekte kalsifikasyon

Beyin MR: serebral beyaz
cevher lezyonlari, ventrikiil
genislemesi;  histopatoloji:
inflamatuar miyelin kaybi

NCS: demiyelinizan veya

aksonal iletim bozuklugu

Laboratuvar ve goriintiilleme

bulgular:

Kan: diisik serum bakiri ve
seruloplazmin.  Idrar: yiiksek

bakir atilimi. Beyin MR: bazal



Parkinson hastaligi — otozomal resesif formlar

PARK-Parkin
(PARK?2)

PARK-PINK1
(PARKSG)

PARK-DJ1 (PARK?)

PARK-FBOX7
(PARK15)
PARK-SYNJ1
(PARK20)
Dopamin tasiyici
eksikligi sendromu
(DTDS)

Infantil parkinsonizm-

distonisi tip 2

600116

605909

606324

260300

615530

613135

618049

626

1p36.12

1p36.23

22q12.3

21g22.11

5p15.33

10925.3

PRKN

PINK1

DJ1

FBXO7

SYNJ1

SLC6A3

SLC18A2

4, dekat

3.-4. dekat

3.—4. dekat

3. dekat

3. dekat

Bebeklik

Bebeklik

tremoru  dahil), serebellar

bulgular, noropsikiyatrik

belirtiler, karaciger yetmezligi

Geng baslangigli parkinsonizm
(istirahat tremoru dahil),
ozellikler, hafif

piramidal bulgular

distonik

Geng baslangighi parkinsonizm
(istirahat tremoru dahil), distoni,
piramidal bulgular

Geng baslangigli parkinsonizm,
arefleksi, psikiyatrik belirtiler
Distoni-parkinsonizm-piramidal
sendrom

Geng baglangiclt parkinsonizm,
distoni,  biligsel  gerileme,
ndbetler, gbz kapagi apraksisi
Infantil parkinsonizm-distonisi,

istirahat ve aksiyon tremoru

Siddetli  psikomotor  gerilik,
aksiyal hipotoni, distoni,

parkinsonizm, okiilojirik krizler

gangliyonlarda T2 hiperintensite
(“dev panda” veya “cift panda”
bulgusu)

BOS: yiiksek HVA, normal
neopterin/biopterin, 5-HIAA



Primer distoniler (otozomal resesif)

DYT-GCH1 128230
(DYT5a)
DYT-TH 191290
(DYT5h)

Otozomal resesif herediter ataksiler
Friedreich ataksisi 229300

Ataksi-telenjiektazi 208900

Okiillomotor  apraksi 208920

tipl

Okiillomotor  apraksi 606002

tip 2

14422.2

11p15.5

9q21.11

11q22.3

9p21.1

9934.13

GCH1

TH

FXN

ATM

APTX

SETX

1.-6. dekat

Bebeklik—

adolesan

1.-2. dekat

Bebeklik  (geg
baslangig
bildirilebilir)

1.-2. dekat

1.-2. dekat

Progresif dopa-duyarli distoni,
giinliik  dalgalanma,  bazen

parkinsonizm ve tremor

Distoni-parkinsonizm,

okiilojirik  krizler, otonomik

disfonksiyon, tremor ve
miyoklonus
Serebellar/sensory ataksi,

arefleksi, kas  gii¢siizliigi,
postiiral veya kinetik tremor,

bas tremoru

Serebellar ataksi, okiilomotor
apraksi, konjonktival
telenjiektazi, immiin yetmezlik,
malignite yatkinligi

Ataksi-telenjiektazi benzeri
fenotip, sensorimotor ndropati,
kognitif bozulma, kore, distoni,
parkinsonizm (istirahat tremoru)
OMA tip 1’e benzer; kore,

distoni ve parkinsonizm

Kan: yiiksek fenilalanin yiikleme
testi. BOS: diisiik neopterin,
biopterin, 5-HIAA, diisiik/normal
HVA

BOS: diisik HVA, neopterin,
biopterin, 5-HIAA

NCS: MCV >40 m/sn veya
SNAP yok/azalmis.

Beyin MR: erken normal, ileri
evrede spinal kord ve serebellum
atrofisi

Kan: yiiksek alfa-fetoprotein.

Beyin MR: serebellar atrofi

Kan: diisik albiimin, yiiksek
kolesterol. Beyin MR: serebellar

atrofi

Kan: yiiksek alfa-fetoprotein.
Beyin MR: serebellar atrofi



Vitamin E eksikligi ile 277460 8912.3

herediter ataksi

Abetalipoproteinemi 200100 4023

Serebrotendinoz 213700 2935

ksantomatozis

NBIA -  PKAN 234200  20p13
(NBIA/DYT-PANK?2)

NBIA -  PLAN 256600  22q13.1
(NBIA/DYT-PARK-
PLA2G6)

TTPA

MTTP

CYP27A1

PANK2

PLA2G6

1.-2. dekat

1.-2. dekat

1.-2. dekat (geg
baslangig
bildirilebilir)

Cocukluk (geg
baslangig
bildirilebilir)
Cocukluk (gec
baglangic
bildirilebilir)

(istirahat tremoru)

Friedreich  benzeri  fenotip,
gorme kaybt veya retinitis
pigmentoza; distonik ~ bas
tremoru  baglangic  bulgusu
olabilir

Friedreich  benzeri  fenotip,
retinitis pigmentoza,
hipokolesterolemi,
malabsorpsiyon

Serebellar  ataksi, bilissel
gerileme,  juvenil  katarakt,

tendon  ksantomlari, erken

parkinsonizm (istirahat
tremoru), kronik diyare,
periferik  noropati,  distoni,
miyoklonus

Parkinsonizm (istirahat tremoru
dahil), davranis degisiklikleri,
pigmenter retinopati (%50)

Parkinsonizm (istirahat
tremoru), piramidal bulgular,
biligsel  gerileme, serebellar

ataksi

Kan: diisiik vitamin E

Kan: yok veya ¢ok diisiik LDL-
kolesterol, trigliserid ve
apolipoprotein  B; akantositoz;
diisiik vitamin E

Kan: yiiksek kolestanol, diisiik
27-OH kolesterol. Beyin MR:
serebellar ve/veya serebral atrofi,

16kodistrofi

Beyin MR: globus pallidusta
demir birikimi, “kaplan g6zii”
bulgusu

Beyin MR: substantia nigra ve
globus pallidusta demir birikimi,

serebellar atrofi



NBIA / HSP — MPAN
(HSP43, C190rf12)

CoPAN

FAHN (HSP35,
NBIA/DYT-FA2H)

Kufor-Rakeb hastahgi
(PARK-ATP13A2)

Aseriiloplazminemi
(NBIA/DYT-PARK-
CP)

Glutarik asidiiri tip 1

614298

615643

234200

606693

604290

231670

19q12

17q21.2

20p13

1p36.13

3q24—925

19p13.13

C19orf12

COASY

FA2H

ATP13A2

GCDH

Cocukluk

Cocukluk

1.-2. dekat

2.-3. dekat

Orta erigkinlik

Bebeklik

eriskin

/

Spastik  paraparezi, disartri,
distoni, parkinsonizm, ndropati,

psikiyatrik bulgular, optik atrofi

Global gelisimsel gecikme,
ataksi,  piramidal  bulgular,
distoni, parkinsonizm

Spastik  paraparezi,  ataksi,
distoni

Erken baslangicli levodopaya
yanith parkinsonizm (istirahat
tremoru), piramidal bulgular,
supraniikleer bakis felci, biligsel
gerileme

Retina dejenerasyonu, diyabet,
ndrolojik  bulgular  (distoni,

parkinsonizm, ataksi)

Bebeklikte akut ensefalopatik
krizler, yaygin distoni; eriskinde
aksiyon tremoru (kollar/bas),
distoni, serebellar ve piramidal

bulgular

Beyin MR: globus pallidus ve

substantia nigra’da demir
birikimi

Beyin MR: globus pallidus ve
substantia nigra’da demir
birikimi

Beyin MR: bazal gangliyonlarda
demir birikimi (sabit degil),
kortikoserebellar atrofi, beyaz
cevher hiperintensiteleri

Beyin MR: yaygmm atrofi,
putamen ve Kkaudatta demir
birikimi

Kan: distik  seruloplazmin,

yiiksek ferritin. Beyin MR: bazal
gangliyon ve dentat cekirdekte
demir birikimi

Baz1 iilkelerde rutin yenidogan

taramasi



Klasik galaktozemi

Manganez
bozukluklari -
SLC30A10 eksikligi

tasiyici

SLC39A14 eksikligi

HSP-KIAA1840
(HSP11)

HSP-DSTYK (HSP23)

HSP-GJC2
(HSP44)

230400

613280

617013

604360

270750

613206

9p13.3

1g41

8p21.3

15q21.1

1g32.1

1g42.13

GALT

SLC30A10

SLC39A14

KIAA1840

DSTYK

GJC2

Yenidogan -

erigkin

Cocukluk /

eriskin

Bebeklik

Bebeklik veya
adolesan  (geg
baslangig
bildirilebilir)

Cocukluk

Erigkinlik

Bebeklikte atesle tetiklenen
ensefalopatik ataklar; erigkinde
brakiyal distonik tremor,
orofasiyal diskinezi

Karaciger hastaligi, polisitemi;
cocuklukta ekstremite distonisi,
disartri, ince tremor,
bradikinezi; erigkinde
parkinsonizm (istirahat tremoru)
basamaklarinda

bulber

Geligim
gerileme, distoni,
bulgular, spastisite
Kompleks ~ HSP,  serebellar
bulgular, polindropati, ndbetler,
biligsel gerileme, anormal goz
hareketleri, amiyotrofi,
parkinsonizm (istirahat
tremoru), aksiyon tremoru
Biligsel gerileme, Lyon tipi
hidronefroz, kraniyofasiyal
anomaliler, pes kavus, iskelet
dismorfizmi, tremor

Yavas progresif paraparezi,

disartri, parmak becerisinde

Bazi iilkelerde rutin yenidogan

taramasi

Kan: anormal KCFT, polisitemi.
Beyin MR: bazal gangliyonlarda
T1 hiperintensite

Beyin MR: bazal gangliyonlarda
T1 hiperintensite

Beyin MR: beyaz cevher
anormallikleri, serebellar atrofi,
incelmesi,

korpus  kallozum

“lince’s ear” bulgusu

Beyin MR: hipomiyelinizasyon,
lokodistrofi ve TCC (tim



HSP-PGAP1 (HSP67)

HSP-REEP2 (HSP72)

Charcot-Marie-Tooth
hastahig

Tablo 2-7. Tremor ile prezente olabilen baslica X' e bagli hastaliklar.

N.A.

615625

Cesitli

2433.1

5q31.2

Cesitli

PGAP1

REEP2

Cesitli  (6rn.
MFN2,
MPZ,
NEFL)

Tremor ile seyreden OMIM® Kromozom @ Gen

hastahik
Frajil X-iliskili
tremor/ataksi
sendromu (FXTAS)

300623

Xq27.3

FMR1

azalma, dismetri, intansiyon
tremoru, skolyoz, iist ekstremite

tutulumu, biligsel bozulma

Bebeklik Agir  gelisimsel  gecikme,
abdominal distansiyon, sinirda
zekd, ACC, vermis hipoplazisi,
defektif miyelinizasyon

Erken ¢ocukluk = Spastik paraparezi, hafif
postiiral tremor

Genellikle 2.-3. Sensorimotor  ndropati, pes

dekat kavus, peroneal kas atrofisi,
postiiral tremor

Baslangi¢ Temel fenotip

yasi

Orta—ileri Niyet veya aksiyon tremoru, serebellar

eriskinlik ataksi, kognitif gerileme, ndropati,

(genellikle vestibiiler ve otonom disfonksiyon;

>50 yas) postural ~ ve  istirahat  tremoru
bildirilebilir; aile Oykiisiinde
erkeklerde entelektiiel  yetersizlik,
kadin akrabalarda prematiir over

Tremor

nadir mi

hastalarda)

Beyin MR: korpus kallozum

agenezisi, hipomiyelinizasyon

NCS:
aksonal tipte MCV degisiklikleri

demiyelinizan veya

Laboratuvar ve goriintiileme

bulgular:
Beyin MR: orta serebellar
pedinkiil  bulgusu, orta—ileri
beyin atrofisi, serebral ve
serebellar beyaz cevher
anomalileri



DYT-TAF1 / Lubag

sendromu

Waisman sendromu

Adrenolokodistrofi

Rett sendromu

Lesch—-Nyhan

sendromu

Spinal  ve  bulber
muskiiler atrofi
(Kennedy hastahgr)

314250

311510

300100

312750

300322

313200

Xq13.1

Xq28

Xq28

Xq28

X26.2—
426.3

XQgl2

TAF1

RAB39B

ABCD1

MECP2

HPRT1

AR

3.-4. dekat

Erken
¢ocukluk
(<45 yas)
Cocukluk /
erigkinlik

Bebeklik (6-
18 ay)

Bebeklik (3—-
6 ay)

3-5. dekat
(daha erken

olabilir)

yetmezligi

Distoni, parkinsonizm (istirahat
tremoru dahil)

Entelektiiel yetersizlik, erken
baslangigli  parkinsonizm  (istirahat

tremoru dahil)
Spastik paraparezi, adrenal yetmezlik,

mesane ve barsak disfonksiyonu

Neredeyse sadece kizlarda; gelisimsel
duraklama ve gerileme, iletisim kaybi,
irritabilite, anksiyete, distoni, tremor,
solunum  diizensizlikleri, epileptik
nobetler, ilerleyici motor bozulma ve
stereotipiler

(distonik  tremor

Distoni dahil),

koreatetoz,  biligsel ve  dikkat
bozukluklari, kendine zarar verici
davraniglar

Alt motor noron hastaligi: kas

glicsiizliigli ve atrofi, fasikiilasyonlar,
bulber disfaji),

kramplar; bulgular

tutulum  (dizartri,

endokrin

Beyin MR: putamen g¢evresinde
hiperintens halka, kaudat bas1

veya putamen atrofisi

Kan: ¢ok uzun zincirli yag
asitleri 1, ACTH 1; Beyin MR:
beyaz cevher anomalileri

Kan: {irik asit 1

Kan: CK 1,
hiperlipidemi; EMG/NCS: akut

ve kronik denervasyon, SNAP

hiperglisemi,

amplitiidlerinde azalma



Pelizaeus—
Merzbacher hastaligi
NBIA / PARK-

WDR45 (BPAN)

Cabezas sendromu

CMTX (GJB1)

312080

300894

300354

302800

Xq22.2

Xp11.23

Xq24

Xq13.1

PLP1

WDR45

CuL4B

GJB1
(vakalarin

~%90°1)

Erken
¢ocukluk

Erken
¢ocukluk

Bebeklik

2.-3. dekat

(jinekomasti, testikiiler atrofi,
infertilite); postural el tremoru (kas
giigsiizliigiinden o6nce  goriilebilir),
postural bacak tremoru nadir

serebellar

Piramidal disfonksiyon,

ataksi, bas  tremoru, progresif
nistagmus, psikomotor gerilik

Iki evreli: erken cocuklukta gelisimsel
gecikme, epilepsi; addlesan/eriskin
donemde parkinsonizm ve kognitif
tremoru

gerileme; istirahat

parkinsonizmin bir pargast olabilir
Entelektiiel  yetersizlik,  konusma
gecikmesi, kisa boy, servikodorsal
kifoz, hipertansiyon, trunkal obezite,
anormal yiiriiylis, belirgin alt dudak,
hipogonadizm

Erkeklerde daha agir seyir;
sensdrimotor  ndropati; postural
tremor bildirilebilir. Kadin tasiyicilar
genellikle normal ya da minimal

etkilenmistir.

Beyin MR: hipomiyelinizasyon

Beyin MR: erken evrede normal
veya nonspesifik atrofi;
ilerleyen donemde substantia
nigra ve globus pallidusta demir
birikimi; T2* ve SWI'de
hipointensite

Beyin MR: Kortikal displazi,
ventrikiilomegali, korpus

kallozumda beyaz cevher kaybi

NCS: Motor iletim hizi (MCV)
demiyelinizan—aksonal

spektrumda



Tablo 2-8. Klinik tablolarinda tremor goriilebilen baslica kromozomal anomaliler ve mikrodelesyon sendromlari.

Tremor ile

hastahk

Klinefelter

sendromu

Jacobs sendromu

Diger siiperniimerer

X veya

sendromlar

22q11.2
sendromu

delesyon

Karyotip

47, XXY

47, XYY

48 XXYY

22q11.2

delesyonu

Semptom
baslangi¢

yasi
Puberte

1. dekat

1. dekat

1. dekat

Temel fenotip

Ust ekstremitelerde intansiyon tremoru, bazen bas ve ses tremoru; uzun
boy, hipogonadizm, androjen eksikligi; infertilite, azospermi, kii¢iik ve sert

testisler

Kollarda intansiyon tremoru (tek veya cift tarafli), bazen postural veya
hafif istirahat tremoru; g¢ocuklukta dikkat eksikligi, davranig sorunlari,
makrosefali, erken puberte, hiperaktivite

Ust ekstremitelerde postural ve/veya aksiyon tremoru; uzun boy, mikro-
orsidizm, hipogonadizm, dismorfik yiiz bulgulari, 6grenme giicliigii, dikkat

eksikligi

Konjenital kalp anomalileri (6zellikle konotrunkal), palatal anomaliler,
fasiyal dismorfizm, gelisimsel gecikme, Ogrenme gigligli, immiin
yetmezlik, endokrin bozukluklar; daha nadiren psikiyatrik hastaliklar,

epilepsi ve parkinsonizm (istirahat tremoru dahil)

Laboratuvar

bulgular:

Kan:
hipogonadizm
cksikligi.
azospermi

Kan:
hipogonadizm
eksikligi.

azospermi

goriintiileme

hipergonadotropik

/ androjen

Spermiogram:

hipergonadotropik

/ androjen

Spermiogram:

Aciklamalar: 5-HIAA = 5-hidroksiindolasetik asit; CSF = beyin-omurilik sivis;; CT = bilgisayarli tomografi; FTD = frontotemporal demans; HSP = herediter spastik

paraparezi; HVA = homovanilik asit; MCV = motor iletim hizt; MND = motor néron hastaligi; MRI = manyetik rezonans goriintiilleme; NCS = sinir iletim ¢aligmast; N.A.

= mevcut degil; NBIA = beyinde demir birikimi ile seyreden nérodejenerasyon; SNAP = duyusal sinir aksiyon potansiyeli; OMIM® = Online Mendelian Inheritance in

Man.

~ Tremor Ozellikleri kalin yazi ile belirtilmistir, § Tremor klinik spektrumun nadir bir par¢asidir.



2.3. YENI NESIL DIZILEME ANALIZLERI

DNA dizilimini hizli ve ekonomik bir sekilde saglayan yeni nesil dizi analizi (YND),
son yillarda genetik testlerde 6nemli bir doniim noktasi olarak kabul edilmektedir. Bu
gelisme sayesinde, Mendelyen hastaliklar, kanser ve bazi kompleks hastaliklar gibi
genis yelpazedeki hastaliklarin genetik kdkenleri belirlenebilir hale gelmistir. YND'nin
etkin kullanimiyla, tedavi stratejileri gelistirilebilir ve ailelere 0zgiin genetik
danmismanlik saglanabilir. Kiside uygulanan YND pek cok varyant tespit eder. Bu
varyantlarin hangisinin iligkili oldugunu belirlemek i¢in biyoinformatik araglar ve klinik
uzmanlik bilgileri kullanilir. Segregasyon analizi, varyant yorumlamasinda kritik bir rol
oynar ve varyantin ailede hastalik birlikteligi gosterip gostermedigini belirler. Cogu kez
varyantlar arasinda, hastalikla iligskilendirilmeyen ancak presemptomatik ya da prediktif
nitelikte olabilen 6nemli ikincil bulgular da gozlenebilir. Bu nedenle, bir bireye tani
amact giden YND teknigi uygulanacaksa, iyi bir genetik danmismanlik ve gerekli
onaylarin alinmasi 6nemlidir. Tiim testlerde oldugu gibi YND’nin de sinirlhiliklarinin
bilinmesi ve dikkate alinmas1 gerekir. Dizi teknolojilerindeki gelismeler, yillar i¢inde
hastalikla iligkili genlerin ve varyantlarin tanimlanmasma ve molekiiler patolojik
yolaklarin anlagilmasina 6nemli katkilar saglamistir. Bu teknolojiler ii¢ farkli dizi
kimyasi kullanir.

Birinci Nesil (Sanger Dizileme): Sanger dizileme, ilk gelistirilen dizileme yontemidir.
DNA dizilerindeki niikleotidleri tek tek okumak icin floresan isaretli niikleotidler
kullanir. Bu yontem , PCR ile ¢ogaltilmigs DNA fragmanlarini tek bir yonden okuyan ve
"sequencing-by-synthesis" (sentez yoluyla dizileme) reaksiyonu ardindan Kkapiler
elektroforezinde ayiran bir sistemdir. Tek reaksiyonda, yaklasik 700 baz ¢ifti (bp)
uzunlugundaki DNA dizilerini tek bir iplikgik iizerinden okuyabilir (Sekil 2-5). Sanger
dizileme yontemi, 1980 yilinda bilim insanlar1 Frederick Sanger, Walter Gilbert ve Paul
Berg'e kimya dalinda Nobel Odiilii kazandirmistir (133). Giiniimiizde halen kiigiik
genlerin ve hedef bolgelerin incelenmesi gerektiginde, dogrulugu ve giivenilirligi
nedeniyle altin standart olarak kabul edilir. En sik karsilagilan sinirliligi, allel-drop-out
olarak nitelenen ve bireydeki ongoriilemeyen polimorfik yapilarin primerlerin dogru
eslesmesini engelleyerek iki alleli degil tek alleli okumasidir. Boyle bir sorundan siiphe
duyulursa, primerlerin yerini degistirmek ¢ozliim olabilmektedir. Bir diger kritik husus,

tasarlanan primer c¢iftlerinin hedeflenen bolgeyi 6zgiil olarak ¢ogaltma gereksinimidir;



bu kosulun, testin dogrulugunun saglanabilmesi acisindan mutlaka karsilanmasi

gerekmektedir.
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Primer
4 x dNTPs
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Sekil 2-5. Sanger dideoksi dizilemenin agsamalari.

Dideoksi dizilemede, DNA polimeraz, tek sarmalli DNA’dan komplementer dizi olusturmak
i¢in oligoniikleotid primer kullanir. Sekanslama reaksiyonlarinda standart dNTP'ler ve bunlarla
rekabet eden floresan gruplar1 bulunan etiketli ddNTP’ler kullanilir. Dizileme sonucunda ortak
bir 5’ uca fakat dideoksiniikleotidin yerlesim yerine bagli olarak farkli 3’ u¢lart olan uzunluklar
tek bir niikleotit boyutu kadar degiskenlik gosteren i¢ ice gegmis DNA dizi kiimeleri iiretilir. Bu
diziler jel elektroforezi ile boyutlarina gore ayrilir ve kaydedilen floresan sinyalleri sonucunda
boyaya 6zgii yogunluk profillerine uygun olarak ardisik baz dizisi ¢iktisi hazirlanir.

Human Molecular Genetics, 5. Baskidan uyarlanmigtir (134).

Ikinci Nesil (Yiiksek Tekrarh Kisa Dizileme): Bu yontem, DNA'y1 kiigiik parcalara
ayirir ve 150 ile 400/600 baz ¢ifti uzunlugundaki fragmentleri ¢cogaltarak yiiksek paralel
dizileme bi¢iminde gergeklestirir. Gen-paneli, klinik ekzom ve tiim ekzom veya genom
dizileme gibi diziler ikinci nesil dizileme kapsaminda yer alir. Ornegin, Illumina Hi-Seq
3000 ve Illumina NextSeq 500 ile 150 bp, IHlumina MiSeq ile 300 bp, NovaSeq ile 50,
100, 150bp amplikonlar dizilenir. NovaSeq5000 ve ardindan gelistirilen NovaSeq6000

ise yliksek verimlilikte biiylik veri ¢ikisina sahip oldugu icin 6zellikle tiim ekzom ve



tim genom dizilemelerinde kullanilir. Ayrica Ion Torrent’in Ion S5 ve lon S5 XL
platformlari, daha genis bir kullanim yelpazesi ile 200, 400 ya da baska farkli amplikon
uzunluklarina sahip fragmentler ile calismayr destekler. Bu teknoloji, PCR ile
cogaltilmis fragmentleri kalip (template) olarak kullanip “sequencing-by-Synthesis”
(sentez yaparken dizileme) ya da “sequencing-by-ligation” (ligasyon ile dizileme)
islemi seklinde calisir. Ikinci nesil dizinin temelinde iki farkli dizileme stratejisi "pair-
end” ve "mate-pair" vardir. Bu stratejiler, bir DNA fragmentinin her iki ucundan veya
birbirinden uzak iki fragmentinden dizileme yapmay1 hedefler.

Uciincii Nesil (Amplifikasyonsuz dizileme): Pacific Biosciences’m PacBio ve Oxford
Nanopore bu yontemi uygulayan platformlardir. Amplifikasyona ihtiya¢ duymadan
DNA'nin tek iplikcikler halinde uzun parga olarak okunmasini gergeklestirir. Bu yontem
ile genomun zor haritalanan yiiksek degisken ve yiiksek tekrarli elemanlar iceren
kompleks bolgelerinin daha iyi ¢oOziimii, yapisal varyantlarin tespiti, epigenomik
analizler ve haplotip faz ayrimi olanakli olur (135). Yakin ge¢miste, yiiksek kapasiteli
kisa okumali paralel dizileme olarak da bilinen ikinci nesil dizileme, genom
arastirmalarinda geleneksel Sanger dizilemenin yerini almis olsa da, rutin
uygulamalarda hemen yayginlasmamist1 (136). Giiniimiizde ise tan1 temelli testlerde bu
teknoloji panel testlerden baslayip klinik ekzom ve ekzom dizileme yontemlerine kadar
uzanan hemen hemen tiim genetik testlerin ¢ogunda kullanilan yontemler olmustur.
Tim bu uygulamalara ragmen, klinik hastaliklar arasinda farkliliklar olsa da ekzom
analizinin tan1 verimliligi %25-30 civarindadir (137).

YND platformlari, DNA’nin fragmentasyonu, kiitiiphane hazirligi, masif paralel
dizileme islemi ve biyoinformatik siirecler sonrasinda analize hazir belgeler olusturur.
Fragmantasyon ile hedeflenen DNA, kullanilan platforma gore degismekle birlikte
genellikle 100-300 b¢ uzunlugunda kiitiiphane hazirhginda kullanilmak {izere kisa
segmentlere ayrilir. Kiitiiphane hazirliginda her bir DNA 6rnegi hastayr tanimlayacak
sekilde indekslenir ve dizilemede kullanilacak adaptorler bu Orneklere eklenir.
Adaptorler araciligiyla dizilenecek DNA segmentlerine primerlerin baglanmasi saglanir.
Dizileme ise YND sekanslayici cihazlar ile gerceklestirilir. Bu cihazlardan iiretilen dizi
bilgisi biyoinformatik yazilimlarla analiz edilir. Biyoinformatik siire¢, baz c¢agirma,
okumalarin hizalanmasi, varyantlarin belirlenmesi ve belirlenen varyantlarin
anotasyonunu igerir. Dizilenen bilgiler referans insan genoma gore hizalanir ve olasi

farkliliklar (varyantlar) arastirilir. Saptanan bu varyantlar, klinik bulgular, toplum



veritabanlarindaki sikliklari, protein lizerindeki etkileri gibi bir¢ok parametreye gore

degerlendirilir (138).

Yeni nesil dizileme platformlari, kullanilan dizileme teknolojisi, okuma uzunlugu, veri

tiretim kapasitesi ve uygulama alanlari agisindan farklilik gostermektedir. Illumina

platformlart kisa okuma uzunlugu ile yiiksek dogruluk saglarken, PacBio ve Oxford

Nanopore platformlar1 uzun okuma teknolojileri sayesinde yapisal varyantlar, tekrar

dizileri ve haplotip ¢ozlimlemesinde avantaj saglamaktadir. Ion Torrent ve MGI

platformlart ise 6zellikle klinik gen panelleri ve orta dlgekli genomik caligmalar igin

yaygin olarak kullanilmaktadir (Tablo 2-9, Tablo 2-10).
Tablo 2-9. YND platformlarinin karsilastirilmasi.

Platform / Firma Dizileme Okuma Maks.
Cihaz Teknolojisi =~ Uzunlugu = Veri
Cikis
(Run
basina)
MiSeq Ilumina Sequencing by = 2x300bp = ~15Gb
Synthesis
(SBS)
NextSeq Illumina SBS 2x150bp = ~360
1000/2000 Gb
NovaSeq Illumina SBS 2x150bp = 3-16
6000 / Th
NovaSeq X
lon S5/ Thermo Semiconductor = ~200-400 ~15-20
Genexus Fisher (lon = sequencing bp Gb
Torrent)
MGISEQ- BGI/MGI DNBSEQ + 2x150bp  ~720
2000/ CPAS Gb
DNBSEQ-
G400
PacBio Pacific SMRT long- 10-25kb | ~100-
Sequel 11/ Biosciences = read (HiFi 400 Gb
Revio sequencing reads)
PromethlON | Oxford Nanopore 10 kb — ~50 Gb
/GridION/ | Nanopore sequencing >1 Mb ->5
MinION Th

Avantajlan

Kiigiik panel,
mikrobiyoloji,
hedefli gen
panelleri igin
ideal

Orta 6lcekli
genom ve
eksom
caligmalarinda
yaygin

Cok yiiksek
throughput,
biiyiik
popiilasyon
genomikleri
Hizli run
siiresi, klinik
gen
panellerinde
kullanish
Yiiksek
dogruluk,
diigiik maliyet

Uzun okuma,
yapisal
varyant ve
haplotip
analizi

Ultra uzun
okuma,
gercek
zamanli analiz

Sinirlamalan

Diisiik verim

Okuma
uzunlugu sinirl

Yiiksek maliyet

Homopolimer
hatalari

Platform erigimi
sinirh

Daha ytiksek
maliyet

Ham dogruluk
daha diisiik
(iyilestirilmekte)



Tablo 2-10. Kisa Okumali (Short-Read) ve Uzun Okumali (Long-Read) Dizileme

teknolojilerinin karsilastirilmasi.

Ozellik Kisa Okumal Dizileme Uzun Okumah Dizileme
Temel platformlar Illumina, MG, lon Torrent PacBio SMRT, Oxford Nanopore
Okuma uzunlugu 50-300 bp 5kb->1Mb
Dogruluk Cok yiiksek (>99.9%) Ham dogruluk daha diisiik ancak HiFi ile
cok yiiksek
Yapisal varyant tespiti Sinirh Cok iyi
Tekrarli bolgelerin = Zor Daha basarili
analizi
De novo genom montaji ~ Zor Uygun
Haplotip ¢6ziimii Sinirl Daha iyi
Veri iiretim maliyeti Daha diisiik Daha yiiksek
Klinik kullanim Panel, WES, WGS Yapisal varyantlar, tekrar artiglart

YND teknolojileri sayesinde, eskiden miimkiin olmayan miktarda yorumlanmasi
gereken genetik veri elde edilmektedir. Bu veriler, hastaliklarla iliskili varyantlari
tanimlamak ve simiflandirmak i¢in kullanilmaktadir. Varyantlarin siiflandirilmasi, bir
genin normal varyantlarini hastaliga neden olan patojenik varyantlardan ayirmayi igerir.
Bu ayrim, genetik hastaliklarin kesin teshisini koymak, genetik riskleri belirlemek ve
tedavi segeneklerini belirlemek i¢in hayati 6neme sahiptir. Bu nedenle, varyantlarin
dogru bir sekilde siniflandirilmast ve yorumlanmasi gerekir. Bu amagla, 2015 yilinda
varyantlarin siniflandirilmasi i¢in bir sistem 6nerilmis ve bu 6nemli adim giinlimiizde
kabul goérmiistiir. Sistem her gegen giin yeni kanitlarla gelistirilmeye devam etmektedir
(139). Bu siniflandirma bes gruptan olusur: “patojenik”, “muhtemelen patojenik”,
“Onemi bilinmeyen degisim (VUS: variant of unknown significance), “muhtemelen
benign” ve “benign”. Simiflandirma isleminde, varyantin ilgili hastalikla daha once
iliskilendirilmis bir gen olup olmadigi, popiilasyondaki siklii, evrimsel olarak
korunmuslugu, hastaligin kalittm modeli ile uyumlu zigosite gosterip gostermedigi,
fonksiyonel etkileri ve veri tabanlarinda bulunan pek cok bilgi degerlendirilmektedir.
Bu bilgiler 1s18inda varyantin hastaliga neden olma olasiligi hakkinda tahminde
bulunulmaya calisilmaktadir. Zaman ig¢inde yeni kanitlar ortaya ciktikca varyant
smiflamalar1 degisebilmektedir. Ozellikle “6nemi bilinmeyen degisim” statiisiindeki
varyantlar i¢in ek kanitlar, bu varyantlarin daha ayrintili degerlendirilmesine ve

yorumlanmasina yardimci olmaktadir (140,141). 1000 Genom Projesi'nde yapilan trio



calismalari, goreceli olarak orta yasta ve saglikli bireylerde dahi de novo varyantin
bulundugunu ve bunlarin kodlayici genlerde de saptanabilecegini gdstermistir. Bu
durum, hastalik iligkili bir gende varyant yorumlarmin ne kadar zorlu olabilecegini
diistindiirmektedir (142). Segregasyon analizi hastalik iligkisi oldugu blinen bir gende
yeni ya da nadir bir varyant saptandiginda tani testlerinin 6nemli bir asamasini
olusturur. Giliniimiizde referans genomun son siiriimii GRCh38.p14’tiir. Bundan sonra,
tam mole genomun (46,XX) telomerden telomere uzun dizi teknolojisi kullanilarak
dizilendigi "T2T CHMI13v2.0" projesi gelistirilmistir. Ardindan, popiilasyon
genelindeki genomik c¢esitliligi yansitmak tizere ¢cok sayida bireyin her iki haplotipinin
faz tayiniyle ayri ayr1 temsil edildigi 'Pangenom' projesi devreye girmistir (143). Hedefi,
bir tiirlin genomunda bulunan tiim varyasyonlarin pozisyonel durumlarini anlama ve
dagilimlarinin paternini tespit etmektir. Proje ¢iktilart sonucunda genetik varyasyonlarin
kisinin sagligina 6zgiin katkilarini daha iyi anlamamiz beklenmektedir. YND analizleri,
klinik genetikte tan1 ve Onleyici tip ile tedavi stratejilerinde giderek daha fazla 6nem
kazanmaktadir. Ancak, halen karsilastigimiz en biiylik zorluk, 6zellikle tim genom
analizlerinde kodlayan bolgeler disinda kalan varyantlarin etkileri konusunda
bilmedigimizin ¢ok olmasidir. Pangenom projelerinin sonuglari bu belirsizlikleri bir

oranda giderebilecektir.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Grubu

Calisma kohortu, ET tamis1 almis 20 farkli aileden secilen 20 indeks olgudan
olusmaktadir. Segregasyon analizleri kapsaminda ayrica 13 etkilenmis ve 21
etkilenmemis akrabaya genetik testler uygulanmistir. Etkilenmis bireyler Fahn—Tolosa—
Marin Tremor Derecelendirme Olgegi ve kapsamli nérolojik muayeneyi igeren
standartlastiritlmis  klinik degerlendirmeden gegirilmistir (EK-1). Gerekli goriilen
durumlarda tremorun sekonder nedenlerini diglamak amaciyla yardimci incelemeler
(MRI, EMG ve laboratuvar testleri) yapilmistir. Alternatif tremor etiyolojisi bulunan
bireyler, iist ekstremite tutulumu olmaksizin izole bas veya ses tremoru olanlar, ET
tanis1 kesin olmayan olgular veya klinik verileri yetersiz olan bireyler ¢alismaya dahil
edilmemistir.

ET ve “ET-plus” kavramlar1 icin 2018 Uluslararas1 Parkinson ve Hareket
Bozukluklart Dernegi (IPMDS) konsensiis kriterleri esas alindi. Buna gore esansiyel
tremor, en az ti¢ yil siireli bilateral {ist ekstremite aksiyon/postiir tremoru (bas ve ses
tremoru eslik edebilir) varligiyla ve baska norolojik bulgu olmamasiyla tanimlandi. ET-
plus ise hafif diizeyde ek norolojik bulgular1 olan (6r. istirahat tremoru, hafif tandem
yiirime bozuklugu, hafif kognitif etkilenme gibi) ET olgular1 i¢in kullanildi.

Dahil Edilme Kriterleri:

-Klinik olarak kesin veya olas1 ET tanis1 almis olmak ve ozellikle iist ekstremitelerde
aksiyon tremorunun varligi temel alindi; tremorun giinliik yasamda belirgin bir
semptom olmasi sart kosuldu

-Yas kisitlamasi olmaksizin ¢ocukluk c¢agindan ileri yasa kadar her yastan baslangi¢
kabul edildi (¢alismamizda baslangi¢ yaslar1 7 ila 67 arasinda degismektedir)
-Hastalarin ¢aligmaya yazili onam verip, aydinlatilmis onam formlarini imzalamasi
Duslanma Kriterleri:

-Alternatif tremor nedenleri: PH, distoni veya baska bir alternatif tremor nedeni

-Ayrica, hipertiroidi, ilaglara bagli tremor gibi ET dis1 tremor nedenleri

Toplanan klinik veriler; demografik degiskenler, baslangic yasi, hastalik siiresi,
tremorun dagilimi ve siddeti, alkol yaniti, nérolojik bulgular ve aile Oykiisiini

kapsamaktadir. Her aile igin iki veya ii¢ kusagi iceren aile agaci olusturulmustur.



Calisma yerel etik kurul tarafindan onaylanmistir (protokol no: 2022/2129, EK-2) ve
tiim katilimcilardan yazili bilgilendirilmis onam alinmistir. DNA ornekleri periferik

kandan izole edilmis ve —20 °C’de saklanmustir.

3.2. Molekiiler Genetik Incelemeler

Calismaya dahil edilen 20 ailede molekiiler genetik ¢alismalar gerceklestirilmis
ve secilmis olgularda baslangig bulgularina gore solo/duo/trio ekzom dizileme (ES)
ve/veya tim genom dizileme (TGD) kullanilarak asamali bir test stratejisi
uygulanmistir.  Dizileme islemleri standart Illumina platformlart kullanilarak
gerceklestirilmis, aday varyantlar segregasyon analizleri amaciyla Sanger dizileme ile
dogrulanmistir. Bilgilendirici mayoz sayisinin sinirlt olmast ve yasa bagli penetrans
nedeniyle baglanti analizi yapilmamistir. Aday genler HGMD ve HPO veritabanlari
kullanilarak tanimlanmis ve bu genlerdeki varyantlar gen toleransi ve Ongoriilen
patojenite agisindan standart filtreleme stratejileri ve kisithilik (constraint) metrikleri
kullanilarak degerlendirilmistir. Birden fazla bireyin etkilendigi ailelerde ortak
varyantlar, solo/duo/trio ve TGD analizleri araciligiyla 6nceliklendirilmistir. Varyant
yorumlanmasini kolaylastirmak amaciyla saptanan varyantlar segregasyon kanitlarina

gore Ui¢ kategoriye ayrilmistir:

Tier 1: Etkilenmis aile bireyleri ile birlikte segregasyon gosteren ve etkilenmemis

akrabalarda bulunmayan varyantlar,

Tier 2: Yalnizca etkilenmis bireylerde gézlenen ancak simirli mayoz sayist veya ek

segregasyon verisinin bulunmamasi nedeniyle kaniti sinirh olan varyantlar,

Tier 3: Biyolojik olarak giiglii adaylar olmakla birlikte segregasyon kanitt bulunmayan

varyantlar.

3.2.1. Ekzom Dizileme (ED)

Hedef genom bdolgeleri, IDT Exome Kiti kullanilarak zenginlestirilmistir.
Yaklasik 34 Mb biiyiikliigiinde ve Consensus Coding Sequences (CCD) boélgelerinin
%99.2’sinden fazlasim1 kapsayan alanlar, Illumina NextSeq 550 platformunda yiiksek
verimli dizileme yontemi ile ~70-80X kapsama derinliginde dizilenmistir. Elde edilen
varyantlar, fenotiple iliskili genler acisindan anotasyon ve Onceliklendirmeye tabi
tutulmus; in house ve veritabanlarindaki popiilasyon frekans verileri (dbSNP)

kullanilarak filtrelenmistir. Varyantlarin daha 6nce bildirilip bildirilmedigi PubMed,



ClinVar ve HGMD veri tabanlar1 araciligiyla arastirtlmistir (144,145). Varyantlarin
patojenite degerlendirmesi, in silico analiz araglar1 (AlphaMissense, MutationTaster,
PolyPhen-2, Human Splicing Finder) ve AlphaFold kullanilarak gerceklestirilmistir.
Varyant  siniflandirmasi, ACMG  kriterlerine  gére  Franklin  platformu
(https://franklin.genoox.com/clinical-db/home)  kullanilarak ~ yapilmigtir. ~ DNA

orneklerinin  mevcut oldugu durumlarda aile i¢i segregasyon analizleri
gerceklestirilmistir. Ekzom dizileme analizine ait ayrintili ¢alisma protokoli EK-3’de

gosterilmistir.

3.2.2. Tiim Genom Dizileme (TGD)

ED analizine ek olarak, bu kohorttan segilen bes indeks olguda tim genom
dizileme (TGD) analizi gergeklestirilmistir. Dizileme, 150 bp paired-end okumalar ile
[Mllumina NovaSeq 6000 platformunda yapilmistir. DNA kiitliphane hazirligi, TruSeq
DNA PCR-Free Library Preparation Kit (Illumina, San Diego, CA, ABD) kullanilarak
gerceklestirilmis ve tlim genom genelinde ortalama 30x kapsama derinligi
hedeflenmistir. Elde edilen diziler, BWA-MEM algoritmasi kullanilarak GRCh38/hg38
referans genomuna hizalanmig ve varyant ¢agirma islemi GATK Best Practices pipeline
dogrultusunda gerceklestirilmistir. Tek niikleotid varyantlari (SNV) ve kiigiik
insersiyon/delesyonlarin (indel) analizine ek olarak, kopya sayist varyasyonlar: (CNV)
hem read-depth hem de split-read temelli algoritmalar kullanilarak degerlendirilmistir.
Analiz asamasinda Genomize yazilimi da kullanilmistir. Ayrica, 6zellikle norogenetik
lokuslarda kisa tandem tekrar (STR) genislemelerini tespit etmek amaciyla
ExpansionHunter yazilimi1 kullanilarak tekrar genisleme analizi yapilmistir. Varyant
filtreleme ve yorumlama kriterleri, ED analizinde uygulanan Kriterlerle uyumlu olacak

sekilde gerceklestirilmistir.

3.2.3. Varyant Degerlendirmesi, Metrikler ve Skorlama

Potansiyel ET ile iligkili genler, Human Gene Mutation Database (HGMD) ve
Human Phenotype Ontology (HPO) veritabanlar1 kullanilarak tanimlanmistir (522 gen)
(144) (Tablo 3-1). Kodlayict bolgeler ve kirpilma bolgelerinde yer alan varyantlar,
kalite ve nadirlik kriterlerine gore filtrelenmistir (mindr allel frekansi, MAF < %1); bu
amagla dbSNP, ClinVar (145) ve Genome Aggregation Database (gnomAD v4.1) (146)
kullanilmistir. Baglamsal yorumlama i¢in varyantlar daha sonra ACMG/AMP

kriterlerine gore Franklin (Genoox) platformu kullanilarak 6nemi belirsiz varyant


https://franklin.genoox.com/clinical-db/home

Tablo 3-1. HGMD de ET iliskili varyantlarin genomik, fonksiyonel ve yolak temelli karakterizasyonu.

KEGG, metabolik yolak

Kromozomal Veritabaninda tanimh Ozelligi Varyantin bulunduguanalizi /
Gen lokalizasyon Transkript (RefSeq) varyant (HGMD) (HGMD) dbSNP / HGMD Literatiir Kalitim tipi domain (https://reactome.org/)
1. Konjenital esansiyel tremor
ISCN4A c.4679C>T
. rs571210585, |Asif (2022) Am J Med Genet . |L1CAM etkilesimi
Sodium voltage—gateg 17023-g25.3 [NM_000334.4 Pro1560Leu, |DM cV227414 A 188, 1251 oD lon transport domain (R-HSA-373760.2)
channel alpha subunit p.P1560L
2. Esansiyel Tremor
ISCN4A C-4609G>A rs571210585 si;glare(:he (2015) um Mol Genet 24 L1CAM etkilesimi
. 17q23-925. NM 4.4 lyl537Ser, DM ! . D | i
Sodium voltage-gated [/ 9257923 [NM_00033 G : 12755” CM1513434  |Kars (2021) Proc Natl Acad S USA |2 on transport domain|  cx 373760.2)
channel alpha subunit P- 118: €2026076118
IAmiyotrofik lateral skleroz
MRNA denetimi ve taginma
faktorleri
HNRNPA2B1 Lorenzo-Betancor (2014) PLoS Spliceozom iliskili proteinler
Heterogeneous nuclear One 9, e111989 Heterojen nikleer
. & . 7p15 NM_031243.3 c.42+17T>C [DM? CS1410961 /Analysis of nuclear export sequence  |OD . . ) )
ribonucleoprotein R - riboniikleoproteinler
regions of FUS-Related RNA-binding )
A2/B1 L . Eksozomal proteinler
proteins in essential tremor. : .
Sapkali ve intron igeren pre-
MRNA'nIn iglenmesi
(R-HSA-72203.4)
IAminoacyl-tRNA IAminoagil-tRNA biyosentezi
IKARS1 c.1513C>T synthetase, class Il tRNA aminoagilasyon
Lysyl-tRNA synthetase [16g23.1 NM_001130089.2|Arg505Cys,  [DM? CM1913501  [Odgerel (2019) PLoS One 14, OR (D/K/N) (R-HSA-379724.1)
1 p.R505C Lysyl-tRNA Selenoaminoasid biyosentezi
synthetase, class Il, |(R-HSA-2408522.4)
IC-terminal
surs F35056>C ectnfgtucanase . ROBO reseptoren araci
L . 5035 NM_003062.4  |Vall169Leu, [DM? ICM1913505  |Odgerel (2019) PLoS One 14, oD .g . - p.
Slit guidance ligand 3 V1160L domain sinyal iletimi
P Laminin G domain  |(R-HSA-376176.5)
Endositoz
Dopaminerjik sinaps
KIF5A c.2769G>A . . L
Kinesin family member (12q13.13 NM_004984.4  |Arg923Arg, |DM? rs35225609, Odgerel (2019) PLoS One 14, oD Interactloh with RHO GTPazlari KTNY'i aktive
A b.R923= CM1913503 BICD2 region eder

(R-HSA-5625970.1)

Kinezinler




(R-HSA-983189.3)

Golgi ici ve Golgi'den ER’ye
retrograd taginma
(R-HSA-6811442.1)

MAPK sinyal yolaklari
Kalsiyum sinyal yolaklari
Sirkadiyen ritim
diizenlenmesi
/Aldosteron sentezi ve

CACNA1G c.1367G>A K
Calcium voltage-gated [1722 NM_018896.5  |Argd56Gln,  [DM? CM1913511  [Odgerel (2019) PLoS One 14, oD ;Zr;isg]osr;‘:]tezi e
channel subunit alphal p.R456Q
sekresyonu
GnRH sekresyonu
NGron uzanti gelisimi igin
NCAM sinyalizasyonu
(R-HSA-375165.3)
MAPK sinyal yolu
ErbB sinyal yolu
Rapl sinyal yolu
Kemokin sinyal yolu
Fokal adezyon
Fc gama reseptor aracili
CRK c.396G>A . fagositoz
CRK proto-oncogene, [17p13.3 NM_016823.4  [Glul32Glu, |[DM? 25.3371339571?' Odgerel (2019) PLoS One 14, g:ri;'?r:”a' SH3 Nérotrofin sinyal yolu
ladaptor protein p.E132= IAktin sitoskeletonunun
dlizenlenmesi
insiilin sinyal yolu
Blytime hormonu sentezi,
sekresyonu ve etkisi
PTK6 aracili sinyal iletimi
(R-HSA-8848021.2)
c.646C>T 15267606832, Merner (2012) Am J Hum Genet 91: Sapkal'l intr.on igerer'1 pre-
IArg216Cys, DM CM101743 313 oD MRNA'nIn iglenmesi
p.R216C Essential tremor (R-HSA-72203.4)
éisz%%?rzrm DM rs387907274, [Merner (2012) Am J Hum sinc finger domain
FUS p.Q290* I CM127155 Genet 91, 313
FUS RNA binding 16p11.2 NM_004960.4
protein c-1129C>T rs766187715 RNA recognition
\Arg377Trp, [DM ’ [Rajput (2014) Eur J Neurol 21, 361 . .
b R377W CM141064 motif domain
ﬁ/lleggglr DM rs751937417, [Zheng (2013) Neurobiol Aging 34, RNA recognition
! CM134176 2078.e3 motif domain

p.M392|




;.r::)249321(l:.:3-{1 DM rs186547381, [Merner (2012) Am J Hum Zinc finger, RanBP2-
b.P431L CM127168 Genet 91, 313 type
IApoptoz
HTRA2 c.1195G>A 172470545, Ur?al Gulsuner (2014) Proc Natl Acad ' Nb‘rodejener.asyon yolaklari
. . 2p12 NM_013247.5 Gly399Ser, DM? SciUS A 111:18285 OD/OR PDZ domain NOTCH3 aktivasyonu ve
HtrA serine peptidase ICM052355 1 . . e
p.G399S [Essential tremor] sinyalin gekirdege iletimi
(R-HSA-9013507.1)
[Tian (2019) Am J Hum Genet 105, 166
Ng (2020) Ann Neurol 88: 614
PubMed: 32495371
NOTCH2NLC GGC Repeat Expansions
IAre Associated with Sporadic Essential
[Tremor: Variable Disease Expressivity
5' UTR (GGC)n on Long-Term Follow-up.
repeat ) Neuronal
INOTCH2NLC . Yau (2021) Mov Disord 36: 251 intranuclear
Notch 2 N-terminal like [1g21.2 NM_001364013.1 :’;’:;”;"’5” 25 PM CE1913903  [PubMed: 33026126 inclusion
C R Low Prevalence of NOTCH2NLC GGC |disease-related
pathological S R . .
66-517 Repeat Expansion in White Patients  [disorder
\with Movement Disorders.
Chen (2020) Clin Genet 98: 274
PubMed: 32602554
Phenotypic bases of NOTCH2NLC GGC
expansion positive neuronal
intranuclear inclusion disease in a
Southeast Asian cohort.
3. Sporadik Esansiyel Tremor
Kanserde transkripsiyonel
dlzensizlik
IXBP1(S) saperon genlerini
aktive eder
(R-HSA-381038.3)
RNA recognition FOXO aracili oksidatif stres,
EWSR1 c.1408C>T motif domain; RNA |metabolik ve néronal
EWS RNA binding IArg470Cys, rs138287627, |Lorenzo-Betancor (2014) PLoS One 9, recognition motif lgenlerin transkripsiyonu
protein 22q12.2 NM_001163285.2[p.R470C DM? CM1410960 [e111989 domain (R-HSA-9615017.1)




intrk1tv3
Neurotrophic tyrosine

c.122+2627T>C

. 1921-922 NM_001007792.1{IVS2 ds T-C DM? CS1913506 Odgerel (2019) PLoS One 14,
kinase, receptor, type
. ; +2627
1, transcript variant 3
IMATK
Megakaryocyte- c.76-1420T>C NGrotrofin sinyal yolu
associated tyrosine IVS2 as T-C - rs999228433, ERBB2 aracili sinyal iletimi
kinase 19p13.3 NM_002378.4  [1420 DM? CS1913509 Odgerel (2019) PLoS One 14, (R-HSA-1227986.8)
c.158G>C [Teneurin
IArg53Pro, rs760852624, intracellular, N-
p.R53P DM CM1511326 terminal
c.1421C>A
Alad74Asp,
p.A474D DM CM1511327
c.1553G>A
Arg518GlIn, rs201191369,
p.R518Q DM CM1511328
c.3053G>A
Arg1018His, rs748691958,
p.R1018H DM CM1511329
c.3382G>A
\Vall1128Met, rs556858741,
p.V1128M DM CM1511330
TENM4 c.3412G>A
; \Val1138Met, rs538881762, ; Hatimi
I;’:]i‘r’r::’mbrane 11914.1 NM_001098816.3(, y1138M M CM1511331  |Hor (2015) Hum Mol Genet 24, 5677 (0D ?R?L\;i\ir&a;ﬁg;m
protein 4 c.4100C>A
Thr1367Asn, rs763485258, Six-bladed beta-
p.T1367N DM CM1511332 propeller, TolB-like
c.4324G>A
Ala1442Thr, rs375681722, Six-bladed beta-
p.A1442T DM CM1511333 propeller, TolB-like
c.4603A>C
Lys1535GlIn, rs770111861, Six-bladed beta-
p.K1535Q DM CM1511334 propeller, TolB-like
c.4895G>A
Arg1632His, rs199687168, Six-bladed beta-
p.R1632H DM CM1511335 propeller, TolB-like
c.5287G>A
Gly1763Arg, rs201995608, Six-bladed beta-
p.G1763R DM CM1511336 propeller, TolB-like
c.7353G>A DM rs201769315, Rhs repeat-




Met2451lle, CM1511337 associated core
p.M2451]
c.7654C>T
GIn2552Term,
p.Q2552* DM CM172092 Houle (2017) Mov Disord 32, 292
Garc?a-Mart?n (2009) Mov Disord 24:
1910 PubMed: 19645064
Dopamine receptor D3 (DRD3) Dopaminerjik sinaps
genotype and allelic variants and risk G alfa (i) aracili sinyal iletimi
IDRD3 c.25A>G <6280 for essential tremor. olaylari
Dopamine receptor3q13.3 NM_000796.6(Ser9Gly, [DFP CI\/I033,372 oD (R-HSA-418594.7)
D3 p.S9G Ueanneteau (2006) Proc Natl Acad Sci Sinif A/1 (Rodopsin benzeri
U S A 103: 10753 PubMed: 16809426 reseptorler)
IA functional variant of the dopamine (R-HSA-373076.8)
D3 receptor is associated with risk
land age-at-onset of essential tremor.
c.58A>T
Ile20Phe, rs1241709665, [Sailani (2020) PLoS Genet 16,
p.120F DM? CM2013839 e1009010
c.146G>A
IArg49Gin, rs55648406, [Sailani (2020) PLoS Genet 16,
p.R49Q  |DM? CM2013838  [e1009010 [Tubby, N-terminal
.:U:b bi . 11015.5 NM 0033205 Proksimal tibtlde bikarbonat
t;ns‘c’ri;’:s):';:ctor pL>. - >k.1291G>A Tubby C-terminal-like [geri emilimi
\Val431ille, rs75594955,  [Sailani (2020) PLoS Genet 16, domain
p.V431l DM? ICM2013837 e1009010 [Tubby, C-terminal
c.1543G>C Tubby C-terminal-like
Gly515Arg, Sailani (2020) PLoS Genet 16, domain
p.G515R [DM? CM2013840  [e1009010 [Tubby, C-terminal
Saperonlar ve katlanma
DNAJC13 katalizorleri
Dnal heat shock [BR:ko03110]
protein family c.2564A>G Rajput (2015) Eur J Hum Genet 23: IArmadillo-like helical [Isi sok proteinleri
(Hsp40) member IAsn855Ser, rs387907571, (887 m Notrofil degranilasyonu
C13 3g22.1 NM_015268.4[p.N8555 |[DM? CM141862 [Essential tremor) IArmadillo-type fold |(R-HSA-6798695.2)




4. Esansiyel Tremor, iligkili genler (assossiasyon galigmalari)

TREM2

Ortega-Cubero (2015) Parkinsonism
Relat Disord 21: 306 PubMed:
25585992

Immunoglobulin V-
set domain T

. . c.140G>A . . ... |Osteoklast farklilagmasi
ITREM2 R47H variant and risk of -
Triggering receptori », NM_018965.4Argd7His, |DFP rs75932628, : : OD/OR Immunoglobulin-like |15 ctilegimleri
expressed on lessential tremor: a cross-sectional domain
R p.R47H CM132582 . . . Lo (R-HSA-2172127.1)
myeloid cells 2 international multicenter study. Immunoglobulin-like
IAdditional phenotype v Essential fold
tremor, association with
Chao (2015) Sci Rep 5: 9029 PubMed:
LRRK2 4883G>C 25761573 Norodej lakl
N < > rs33949390, Lrrk2 R1628P variant is a risk factor IC-terminal of Roc oro ejenerfxsyon. yo.a ‘a”
Leucine rich repeat(12q12 NM_198578.4/Arg1628Pro,DFP V084928 ko essential tremor oD (COR) domain PTK6 aracili sinyal iletimi
kinase p.R1628P i, ’ ) (R-HSA-8848021.2)
IAdditional phenotype v/ Essential
tremor, association with
Ala265Gly
IHS1BP3 Not yet Lo Kaspaz aracili sitoskeletal
H 2 N | 4,417
HCLS1 binding 2p24.1 NM notyet [available |DP rs11680709, H:gg;:: Ezggg Miti/roDics)igdszll' 306 proteinlerin pargalanmasi
protein 3 Not yet CM051235 g8 ' ( R-HSA-264870.1)
available
Ledesma (2008) Neuromolecular Med Histidin metabolizmasi
10: 356 PubMed: 18543121 Selenosistein aminoasit
HNMT 314C5T The nonsyn'onymous ThrlOS!Ie S-adeno'syl. metabolizmasi
. ) polymorphism of the histamine N- -L-methionine- R-HSA-2408522.4)
Histamine N- 2022.1 NM_006895.3[Thr105lle, [DFP rs11558538, . . OD ey .
thvltransf 1051 M983499 methyltransferase is associated to the dependent Histidin katabolizmasi
ethyltransierase P- risk of developing essential tremor. methyltransferase  [(R-HSA-70921.3)
IAdditional phenotype v Essential
tremor, association with; Thr allele
4. Esansiyel Tremor, erken baslangigh
c.46G>A Arjinin biyosentezi
Gly16Ser, [DM r$368332097, ;| (2016) Eur J Hum Genet 24, 1009 IArjinin ve prolin
CM167059 .
p.G16S metabolizmasi
INOS3 [F]?S::;;tilerde ROS ve RNS
SN':t'rc]aZ’Zie 7436 NM_000603.5 1 cacst 174957936 ob (R-HSA-1222556.9)
Y Pro55Leu, (DM EZSM167060 ’|Liu (2016) Eur J Hum Genet 24, 1009 Nitrik oksit metabolizmasi:
p.P55L INOS3 aktivasyonu ve
dlizenlenmesi
(R-HSA-202131.4)
IHAPLN4 ¢.1048G>C . C-type lectin-like/link
?
Hyaluronan and 19p13.1 NM—023002'3GIy350Arg, DM? (5781390304, Liu (2016) Eur J Hum Genet 24, 1009 domain




proteoglycan link p.G350R CM167065 Link domain
protein 4
Peptidase C19, . .
Uspa6 .398C>T ubiquitin carboxyl- Egmlfgietg r';‘?:';giyga A
Ubiqt:jitin specific 14q12 NM_022832.4/Ala133Val, DM? rs759572548, |Liu (2016) Eur J Hum Genet 24, 1009 tebrminal hydrolfase hasarinin tanmmasi
peptidase 46 p.A133V CM167063 Ubiquitin specific
protease domain (R-HSA-110314.3)
CNS2
Potassium voltage- c.1137T>A Potasyum kanallari
ated channel 8922 NM_020697.4/Asp379Glu, DM CM167061 Liu (2016) Eur J Hum Genet 24, 1009 lon transport domain
modifier subfamily p.D379E (R-HSA-1296071.2)

S member 2




(VUS), olas1 patojenik (LP) veya patojenik (P) olarak smiflandirilmistir (147,148). Ek
aday varyantlarin belirlenmesi amaciyla, UniProt tarafindan tanimlanan protein
domainleri iceren genleri hedefleyen bir ters tarama (reverse screening) stratejisi
uygulanmistir (https://www.uniprot.org) (149). Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG) veri tabani ise yolak analizleri i¢in kullanilmistir (150). Genetik
varyantlarin fonksiyonel etkisini degerlendirmek ve genlerin belirli varyant tiirlerine
kars1t toleransini incelemek amaciyla gnomAD (versiyon 41.0) ve University of
California, Santa Cruz (UCSC) Genome Browser kaynakli kisitlilik (constraint)
metrikleri kullanilmistir. Bu metrikler arasinda loss-of-function intolerans olasiligi
(pLI), gozlenen/beklenen (o/e) orani ve loss-of-function (LoF, fonksiyon kaybi), yanlis
anlamli ve sessiz varyantlar igin Z skorlari yer almaktadir. Bu metrikler, varyant
diizeyindeki anotasyonlarla birlikte degerlendirilmistir. Bu anotasyonlar arasinda
Combined Annotation Dependent Depletion (CADD v1.7), Rare Exome Variant
Ensemble Learner (REVEL) ve Splice Artificial Intelligence (SpliceAl) yer almaktadir
ve bu sayede patojenitenin kapsamli bir degerlendirmesi yapilmigtir. pLI skoru (0-1
araliginda), bir genin heterozigot loss-of-function varyantlarina karsi intolerans
olasiligin1 tahmin eder. pLI > 0.9 yiiksek intolerans1 gosterir ve ¢ogunlukla dominant
hastaliklarla iligkilidir; pLI < 0.1 ise genin bu varyantlara toleransli oldugunu gosterir.
o/e orani, gdzlenen varyant sayisinin beklenen varyant sayisina oranini karsilastirir ve
LoF, yanlis anlamli ve sessiz varyantlar i¢in ayri ayri raporlanir. 0.35’ten kiiglik
degerler giiclii bir kisitliligi, 1’e yakin degerler ise tolerans1 gosterir. Yanlis anlamli ve
sessiz varyantlar i¢in Z skorlari, bu varyant tipleri iizerindeki se¢ilim baskisini yansitir;

Z > 3.09 giiclii bir kisitliliga ve beklenenden daha az varyant gdzlenmesine isaret eder.

Tek niikleotid varyantlar1 (SNV) ve kiiciik indel varyantlarinin patojenitesini
degerlendirmek i¢in CADD skoru kullanilmistir (151,152). CADD skorlart PHRED-
benzeri bir olgekte (1-99) ifade edilir. Genellikle 10-20 arasi skorlar VUS, 20’den
biiyiik skorlar olas1 zararli varyantlar, 30’un {izerindeki skorlar ise gii¢lii patojenite ile
iligkilidir. ~ Yanlis anlamli  varyantlarin  degerlendirilmesinde REVEL  skoru
kullanmilmistir. REVEL, SIFT, PolyPhen-2, MutationTaster, MutationAssessor,
FATHMM, LRT, PROVEAN, VEST, MetaSVM, MetaLR, GERP++, phastCons ve
phyloP (filogenetik p-degerleri) dahil olmak {izere 13 farkli aracin tahminlerini



birlestirir ve 0—1 araliginda bir skor tretir; >0.5 skorlar olas1 patojenik (LP) olarak

degerlendirilmistir.

Varyant frekans verileri, Franklin platformu {izerinden saglanmis olup,
Tiirkiye’nin farkli cografi bolgelerinden 3.362 bireyi iceren Turkish Variome
veritabanina dayanmaktadir; bu veri seti 2.589 ekzom ve 773 genom verisini
kapsamaktadir. Ayrica gnomAD (Max), varyantlar i¢in maksimum alt popiilasyon
frekansini (ekzom ve genom verilerinin birlesimi) saglar ve giivenilir frekans tahminleri

i¢in en az 2.000 allel esik degeri kullanilir (153).

Korunum analizleri i¢cin UCSC Genome Browser iizerinden elde edilen ve 100
farkli tiirlin genomlarinin ¢oklu dizi hizalanmasina dayanan PhyloP100way skorlar
kullanilmistir (154). Bu skorlar, her niikleotid pozisyonundaki evrimsel kisitlilig1 6lger.
Yiiksek pozitif degerler (6rn. >2) giiclii evrimsel korunumu gosterir ve genellikle
fonksiyonel agidan 6nemli bolgelerde bulundugunu diistindiiriir. Buna karsilik diisiik
veya negatif degerler, daha diisiik kisithlik veya hizlanmis evrime isaret eder. Bununla
birlikte, negatif skorlar fonksiyonel dnemsizlik olarak yorumlanmamalidir; ¢iinkii bazi
diizenleyici elementler adaptif siirecler nedeniyle hizli evrimlesebilir ancak yine de

biyolojik olarak 6nemli olabilir.

Intronik ve sessiz varyantlar, varyantlarin RNA splicing {izerindeki potansiyel
etkisini tahmin etmek amaciyla SpliceAl araci kullanilarak degerlendirilmistir (UCSC
Genome Browser entegrasyonu). Bu skorlama sisteminde yiiksek delta skorlar1 (>0.5)
varyantin splicing iizerinde énemli bir etkisi olabilecegini, diisiik skorlar (<0.2) anlaml
bir etki olmadigini, ara skorlar (0.2-0.5) ise ek verilerle degerlendirilmesi gereken
belirsiz etkileri ifade eder. Dokuya 6zgii gen ekspresyon diizeyleri GTEx Consortium

atlas1 kullanilarak capraz olarak degerlendirilmistir (155).

3.2.4. Saptanan Varyantlarin Sanger Dizileme Yontemi ile Dogrulanmasi

ED ve TGD analizleri sonucunda belirlenen her bir aday varyant i¢in gene 6zgii
ileri ve geri primerler tasarlandi. Bu primerler, belirlenen varyanti kapsayacak sekilde
ve NCBI/HGMD veritabaninda belirlenen kanonikal transkriptin ‘NM’ koduna
dayanarak gergeklestirildi. Primerlerin uzunluklarinin 17-25 niikleotid arasinda olmasi,
AT ve C-G niikleotid dagilimlarinin dengeli olmasi, primer ¢iftinin DNA’ya baglanma
sicakliklarinin birbirine yakin olmasi, oligoniikleotidlerin tekrar eden dizi bolgesinde

bulunmamast ve herhangi bir polimorfizm igermemesi ve eger igeriyorsa,



polimorfizmin toplum sikliginin %]1’in altinda olmas1 gerektigi dikkate alindi.

Primerlerin baglanma sicakliklari, dizi uzunluklar1 ve spesifiklikleri, USCS Genome

Browser’1n in silico PZR arac1 ve NIH Primer-BLAST ile kontrol edildi (156). Calisma

kapsaminda kullanilan primer giftlerinin listesi Tablo 3-2’de verilmistir.

Tablo 3-2. Primer dizileri.

Aile
no

ETO1

ETO2

ETO3

ETO4

ETO5

ETO6

ETO7

ETO8

ETO09

ET10

ET11

ET12

ET13

ET14

ET15

Gen
sembolii

USP40
PLA2G3
CSF1R
DNAJC1
0
DNAJC1
3
GABRR2
FTL
TENM4
ABCG4
DRD3
ATP1A4
PSEN2
TENM4

TRPC3

CAPNG

KCNH8

ABCA13

LRRK2

PINK1

TENM4

LRRC3

NM
kodu

NM_00136547
9.2
NM_NM_0157
15.5
NM_00128870
5.3
NM_018981.4
NM_015268.4
NM_002043.5
NM_000146.4
NM_00109881
6.2
NM_022169.5
NM_000796.5
NM_144699.4
NM_000447.3
NM_00109881
6.2
NM_00113069
2.2
NM_014289.4
NM_144633.3
NM_152701.5

NM_198578.3

NM_032409.3

NM_00109881
6.2
NM_030891.6

Bolge

Ekzon
18
Intron
4
Ekzon
11
Ekzon
16
Ekzon
7-8
Ekzon 6

Ekzon 2

Ekzon
29
Ekzon 6

Ekzon 3

Ekzon
12
Ekzon 8

Ekzon
30
Ekzon 6

Ekzon 6

Ekzon
16
Ekzon
52
Ekzon
41

Ekzon 4
Ekzon

32
Ekzon 2

Primer
F/IR

5’-TTCCAGTGGGCAAAAACTACT-3’
5’-GTCCATTTTGGGTGGTAGGT-3’
5’-GCCAGAAAGAAGGGATGCT -3’
5’-CAGGAGAGGACATGCAGGA- 3’
5’-CAGGCTTGGAGAAGGGAA-3’
5’-CGCACACAGGTCCCTTAAGT-3’
5’-GGGAAGGTTTGCCGCTAA-3’
5’-AAACAGCCAAAAGGTCTTCATTT-3’
5’-GCCGTTCAGTGAGTTAGTTGC-3’
5’-GTCCATTCCATATTCTTTAGCCA-3’
5’-CGCCAGCGTTAAGACCTAT-3’
5’-CTGGGGTTAAGGCTGAAGA-3’
5-CTTCTTTGTGCGGTCGGGTA-3’
5’-CAAGACCGAACTCAATCTCCCA-3’
5’-GCAGAGCACAGCAAAACCAT-3’
5-TGCTTTCCTGTTCTTGGGC-3’
5-CTTTTTGAAGCTGGGGTG-3’
5’-CAGGAGGCTGTGAACAGAG-3’
5’-CAACGGTACACAGGGAGTAGG-3’
5’-GGTCGTTATTTCCCACCTGT-3’
5’-CAAGGATGTTGGGGTAAGCA-3’
5’-CAAGGAAACAGAAATCCGCT-3’
5’-GTCGGGGAAGGAAATGTTAGT-3’
5’-CTAGACCACCAGGAGTGTTCC-3’
5’-TTTAAAGTCCCCTCCACCG-3’
5’-TCAAGAACAGAGCCCCGTTC-3
5’-TACTGTGCTTGACGTGTAGGG-3’
5-TTTCTTCCACCTTGCAATATTGTCT-
3
5’-GTTTCAAGTTGGGTGTCAGGA-3’
5’-GCACACTAGCAGTCTGGAGG-3’
5’-CCGAAAGAAATATCACTTCCCT-3’
5’-CATGAGCTCCAGTTCGTTGT-3’
5’-TGCATTTTCAGGGATTCACC-3’
5’-TCGTCAATTGTTGCTAAGCC-3’
5’-TAAGGGACAAAGTGAGCACAGAAT-
3
5’-ACCTCTGTTCACAATGTGATAGAC-3’
5’-GTACAGTACCTGGCACATAGC-3’
5’-GCAAAGTTAGGGGATACAGAG-3’
5’-TGCAGTATCCCGTGACACTC-3’
5’-CGGAAGATCTGTCGGTCAA3’
5’-TGGATAAGGCCTTGCCTGC-3’
5’-GGTGGGAGATCTTGTTGGCAT-3’

Frag
man
boyu
tu
(b¢)
420
381
474
390
450
360
310
340
331
380
370
410
370

430

395
410
360

440

370
400

380

™m
(°C)

58
58
57
59
56
59
58
58
60
58
57
57
59
58
57
57
54
59
60
57
57
55
58
62
57
59
60
58

58
61
57
57
55
55
59
59

60
58
59
57
59
60



ET16

ET17

ET18

ET19

TMEM23  NM_00133098
gABBRl 7NM_00147O.4
VPS16 NM_022575.4
USP31 NM_020718.4
GABRP NM_014211.3
ADCY5 NM_183357.3
HTRA2 NM_013247

GCH1 NM_00102402

4

Ekzon 4

Ekzon
17
Ekzon
14
Ekzon
16
Ekzon 9

Ekzon

13
Ekzon 1

Ekzon 6

5’-GTACAGTACCTGGCACATAGC-3’
5’-GCAAAGTTAGGGGATACAGAG-3’
5’-GTCCTGCTCACATTTTCG-3’
5’-CTGGATAAATATGTGGGGAGA-3’
5’-CTCTCCTATCGCCCTCTGG-3’
5’-CTGGTAGACCCGGTGGGT-3’
5’-TCAAAGCCACACAGGGACTC-3’
5’-ACCTTGTCATCTGCTGCCTC-3’
5’-TCAAATGGGGACACTCTGCC-3’
5’-GAGCACAGGGAATCACTGCG-3’
5’-CATGCTGGGGAGAGACACAG-3’
5’-GCCAAAGCTGATCCCAGAC-3’
5’-GTCCTACTGTCCGCCTGC

T-3

5’-CCTGTGGCTTCAGTGCCT-3”
5’-CCAGCAGCTGTCTACTCCT-3’
5’-GTACAAACAAGACCGGACAGA-3’

362

355

422

396

368

412

623

253

Polimeraz Zincir Reaksiyonu: Polimeraz zincir reaksiyonu g¢alismalari olgulara ait

DNA ornekleri ve tasarlanan primerler ile termal dongii cihazinda gergeklestirildi. Her

bir PZR reaksiyonu i¢in, 2.0 mM MgCl2 (Thermo Scientific), 1X tampon soliisyonu
[10X (NH4)2S04] (Thermo Scientific), %0-10 DMSO (Biomatik Coorporation), 200
pM dNTP (Thermo Scientific), 0.1-0.2 uM ileri ve geri primerler (Sentebiolab), 0.5 U

Taqg polimeraz enzimi (Thermo Scientific) ve 150-200 ng gDNA kullanildi. Karigim,

distile su (dH20) ile 25 pl son hacme tamamlanarak hazirlandi. Tiim islemler soguk

blokta yapildi. Her PZR c¢aligmasinda, amplifiye edilen her bdlge, DNA icermeyen

negatif kontrol PZR ile birlikte, Tablo 3-3’deki PZR dongii kosullarina uygun olarak
termal dongii cihazinda (MJ Research PTC-200 ve DNA Engine-BIORAD-T100)

calistirildi.

Tablo 3-3. PZR dongii kosullart.

Asama
Denatiirasyon
Denatiirasyon

Baglanma

Uzama
Denatiirasyon

Baglanma

Uzama
Uzama
Bekleme
Duraklama

Sicakhik
94°C
94°C
Primer
sicakligt
72°C
94°C
Primer
sicakligi
72°C
72°C
4°C
10°C

baglanma

baglanma

Siire Doéngii sayisi
5 dakika x1 dongii

30 saniye

30 saniye

45-90 saniye x10 doéngii
30 saniye

30 saniye

45-90 saniye x25-30 dongi
10 dakika x1 dongi

1 saat x1 dongii

o0 x1 dongii

60
58
54
56
61
61
59
59
59
61
61
59
60
60

56
58



PZR ile ¢ogaltilan gen bdlgelerinin hedeflenen bolge olup olmadiginin ve deneyin
kontaminasyon durumunun kontrolii i¢in 5 pl PZR iirtinii ve 2 ul Gel Red boyasi
karistirtlarak kuyucuklara yiiklendi ve agaroz jel elektroforezi gerceklestirildi. 50 baz
ciftlik merdiven markorii (Sigma) esliginde, 1X TBE tamponunda %1,2 agaroz (Sigma)
jelde, 160 Voltta 30 dakika siireyle PZR iirlinleri baz ¢ifti boyutlarina gore ayristirildi.

Elektroforez islemi sonrasinda, bantlar UV 1s1k altinda goriintiilendi ve kaydedildi.

PZR Uriinlerinin Piirifikasyonu: PZR iiriinlerinin 6zgiinliigii onaylandiktan sonra,
saflastirma islemi i¢in enzimatik yontem uygulandi. Bu islemde Ekzoniikleaz-I
(Lot:00716871-Thermo Scientific) ve Rapid Alkalin Fosfataz (04898141001-Roche)
enzimleri kullanildi. Saflagtirma islemi, termal dongii cihazinda belirli bir protokol
izlenerek gerceklestirildi: dncelikle 37°C’de 30 dakika, ardindan 85°C’de 15 dakika
siireyle iglem yapildi. Saflastirilan {irtinler, sonraki islemler i¢in +4°C’de muhafaza
edildi.

Dizi PZR Calismasi: PZR i¢in gereken kimyasallari igeren 5X tampon soliisyonu olan
BigDye buffer, ddNTP ve AmpliTaqg DNA polimeraz iceren BigDye v3.1, tek yonlii
primer, saflastirilmig PZR fiirlinleri ve distile su (dH20) kullanilarak, son hacmi 10ul
olacak sekilde bir karisim olusturuldu. Bu karisim, her bir kuyucuga bir iirtin gelecek
sekilde, 96 orneklik MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate iizerine yerlestirildi.
Daha sonra, Tablo 3-4’de belirtilen PZR dongii kosullarina uygun olarak termal dongii

cthazinda islem yapildi.

Tablo 3-4. Dizi PZR dongii kosullart.

Asama Sicaklik Siire Dongii sayisi
Denatiirasyon 96°C 10 saniye

Baglanma 50°C 5 saniye

Uzama 60°C 4 dakika x25
Sonlanma 4°C 0 x1

Dizi PZR Uriinlerinin Saflastirilmasi: Dizi PZR islemi tamamlandiktan sonra, iiriinler
sicaklik degeri 4°C’ye gelen cihazdan ¢ikarildi. Dizi PZR iirlinleri, primerler ve diger
reaktiflerin uzaklastirilmasi1 i¢in alkol ¢Oktiirme yontemi kullanilarak saflastirildi.
Uriinlerin {izerine her bir kuyucuga 1 ul 125 mM EDTA, 3M sodyum asetat ve 25 ul
%100 etanol eklenerek karistirildi. Plate, aliiminyum koruyucu bant ile kapatild1 ve 15
dakika oda sicakliginda bekletildi. Ardindan, 3810 rpm’de 45 dakika siireyle santrifiij



edildi. Daha sonra koruyucu bant ¢ikarildi ve plate ters c¢evrilerek 1100 rpm’de 30
saniye siireyle kisa bir santrifiij islemi uygulandi. Sonrasinda, her bir kuyucuga 35 pl
%70 soguk etanol eklenerek, koruyucu bantla tekrar kapatildi ve 3460 rpm’de 15 dakika
stireyle santrifiij edildi. Ardindan, koruyucu bant tekrar ¢ikarildi ve plate ters ¢evrilerek
1170 rpm’de 60 saniye siireyle kisa bir santrifiij islemi daha uygulandi. Son olarak, her
bir kuyucuga 10 ul HiDi formamid (Highly Deionized Formamid) eklenerek, 6rnekler
termal dongli cihazinda 97°C’de bes dakika siireyle denatiire edildi ve ardindan iki

dakika soguk blok iizerinde bekletildi.

Elektroforez Cihazina Yiikleme ve Dizileme Sonuclarimin Degerlendirilmesi:
Saflagtirilan {iriinlerin dizilenmesi, ABI3500 otomatik sekiz kapillerli elektroforez
cihaz1 (Applied Biosystem) kullanilarak yapildi. Plate, ABI3500 cihazina yerlestirildi ve
yirliitme islemi baglatildi. Bu islemde, daha Once kalibre edilmis olan Dyeset adli
dizileme boya seti kullanildi. On yiiriitme voltaji 15 kV, yiiriitme voltaj1 13,4 kV ve
injeksiyon voltaji 1,6 kV olarak belirlendi. On yiiriitme siiresi 180 saniye, yiiriitme
stiresi 2.520 saniye, injeksiyon zamani 8 saniye ve veri gecikmesi (data delay) 250
saniye olarak ayarlandi. Bu ayarlara gore iriinler yiriitildii. Kapiller elektroforez
sonucunda elde edilen ham veriler, ABI Sequencing Analysis v5.4 ve SeqScape v3.0
programlar1 kullanilarak analiz edildi. SeqScape v.3.0 programinda, analize baglamadan
once referans dizi programa yiiklendi ve transkriptin ekzonik ve intronik bdolgeleri
programa tanitildi. Daha sonra, fasta formatinda ilgili genomik bdlgenin dizisi programa
eklendi. Dizinin hedef gen bdlgesindeki konumu, kullanilan primerin dogru yonde olup
olmadigi, dizilenmis baz sayisi, saflastirma kalitesi, pik kalitesi, pik ytliksekligi ve arka
plan Kkirliligi incelendi. Bu degerlendirmeler sirasinda beklenen sonuglar elde
edilemediginde, dizileme protokolii PZR asamasindan itibaren veya yeterli Ornek
mevcutsa saflastirma agamasindan itibaren tekrar uygulandi. Elde edilen sonuglar, NGS

verileri ile birlikte yorumlandi.

3.2.5. Triplet Repeat-Primed PZR (TP-PCR)

Calismanin sonraki asamasinda, iliskili klinik fenotip ile baglantili oldugu
bilinen NOTCH2NLC ve GIPC1 genlerinde bulunan tekrar artiglar1 igeren bolgelerin
incelenmesi amaclanmistir. Bu tekrar dizisi bolgelerinin analizi i¢in genlere 06zgl
fragman analizi ve triplet repeat-primed PZR (TP-PCR) testleri in house tasarlanmus,

optimize edilmis ve uygulanmustir. Tekrar dizi testleri, belirli bolgeleri hedef alacak



sekilde gergeklestirilmistir: GIPC1 geninin (NM_005716.4) 5' UTR bélgesinde yer alan
(GGC) tekrar dizisi ve NOTCH2NLC geninin (NM_001364013.2) ekzon 1 kodlayici
bolgesinde bulunan (GGC) tekrar dizisi analiz edilmistir.

Fragman analizi icin, ilgili tekrar bolgelerini ¢evreleyen primer c¢iftleri
tasarlanmis olup primerlerden biri FAM ile isaretlenmistir. Triplet repeat-primed PZR
(TP-PCR) igin ise 6zel bir primer seti kullanilmistir. Bu set ti¢ primerden olusmaktadir:
Fragman analizinde kullanilan ayn1 FAM-isaretli primer, tekrar bolgesi ile 4-5 tekrar
tinitesi kadar Ortiisecek sekilde tasarlanmis ve insan genomunun herhangi bir bolgesi ile
homolog olmayan benzersiz bir kuyruk (tail) dizisi i¢eren ikinci primer, FAM-isaretli
primer ile tail dizisi arasinda amplifikasyonu kolaylastirmak amaciyla bu benzersiz tail
dizisini hedefleyen ti¢iincii primer (Tablo 3-5). Fragman PZR reaksiyonu toplam 25 uL
hacimde gerceklestirilmis olup reaksiyon karisimi; her bir primerden 0.2 uM, 0.2 mM
dNTP karisimi, 2 mM MgClz, %10 DMSO, (NH4).SOa igeren 1x tampon, 0.1 U Taq
DNA polimeraz (Fermentas) ve niikleaz icermeyen su icermektedir. Reaksiyona ayrica
50-100 ng genomik DNA eklenmistir. Analiz sirasinda arka plan sinyalini ortadan
kaldirmak amaciyla tiim reaksiyonlar sablon igermeyen kontrol (no-template control) ile
paralel olarak yiriitiilmiistiir. Termal dongli kosullar1 iki asamadan olusmustur:
baslangigta 60 °C baglanma sicaklifinda 10 dongii, ardindan 58 °C’de 30 dongii, her
dongii icin 1 dakikalik uzama siiresi uygulanmistir. TP-PZR kosullar1 fragman PZR
kosullarina benzer olup, ileri ve geri primerler 0.5 uM, tail primeri ise 0.05 uM
konsantrasyonda kullanilmistir. 0.2 mM dNTP karisimina ek olarak, dGTP yerine 7-
deaza-dGTP igeren modifiye dNTP karigimindan 0.05 mM ilave edilmistir. Termal
dongii protokolii iki agamadan olugmustur: ilk asamada 62 °C baglanma sicakliginda 10
dongii, ardindan 68 °C’de 4 dakika uzama uygulanmstir. Ikinci asamada ise 20 ek
dongii gerceklestirilmis ve 68 °C’deki uzama siiresi her dongiide 20 saniye artirilmagtir.
Elde edilen tiim amplifikasyon fiirlinleri ABI 3500 Genetic Analyzer cihazinda
Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) yontemi kullanilarak analiz
edilmistir. i¢ boyut standartlar1 olarak LIZ 500 veya ROX 1000 kullanilmis ve veriler

GeneMapper yazilimi ile yorumlanmistir.



Tablo 3-5. Fragman analizi ve TP-PZR i¢in kullanilan primer ¢iftlerinin dizileri.

Fragman spesifik PZR

GIPC1

GIPC1-FRAGMAN F1 5’-GAAGACGCGGATTGGCTGCGAGC-3’

FAM-GIPC1-FRAGMAN-R1 5’-CAGACACATCCTTCTCGCAGAGGCCAC-3’

NOTCH2NLC

FAM-NOTCH2NLC-FRAGMAN-F1 5’-AGGCATTTGCGCCTGTGCTTCGGAC-3’

NOTCH2NLC-FRAGMAN-R1 5’-AGCAGCGCCCACAGCAGAGCGG-3’
TP-PZR

GIPC1

FAM-GIPC1-TP-R1 5’-CAGACACATCCTTCTCGCAGAGGCCAC-3°

GIPC1-TP-F1 5’-CGTACGCATCCCAGTTTGAGACG (GGC)s-3°

UNIQUE-R1 5’-CGTACGCATCCCAGTTTGAGACG-3’

NOTCH2NLC

FAM-NOTCH2ZNLC-TP-F1 5’-AGGCATTTGCGCCTGTGCTTCGGAC-3’

NOTCH2NLC-TP-R1 5’-ACGCATCCCAGTTTGAGACG (GCC)s-3’

NOTCH2NLC - TP-R2 5’-ACGCATCCCAGTTTGAGACG-3’



4. BULGULAR

4.1. Klinik Bulgular
Kohort Ozellikleri: Bu ¢alismada tanimlanan tiim klinik bulgular Tablo 4-1’de
ozetlenmistir. Indeks kohort, 14 kadm (%70) ve 6 erkekten (%30) olusmaktadir.
Hastalik baslangi¢ yasi ortalama 36.8 + 21.8 yil (aralik, 7-67 yil) olup, median hastalik
stiresi 15 yil (aralik, 5-55 yil) olarak hesaplanmistir. Hareket Bozukluklar1 Dernegi
(Movement Disorders Society) kriterlerine gore bir hasta ET-plus (ET-01), iki hasta
baskin titiibasyon ile seyreden ET (ET-04, ET-16) ve geri kalan 17 hasta klasik ET

olarak siniflandirilmistir.

Tremorun Dagilimi ve Motor Ozellikler: Olgularm biiyiikk cogunlugunda
aksiyon/postiir tremoru iist ekstremitelerde mevcuttu. Ozellikle, 20 hastanin 17’sinde
(%85) kollarinda belirgin aksiyon veya postiir tremoru saptandi (ET — 02, 03, 05, 06,
07, 08, 09, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20). Bu 17 olgunun sekizinde tremor
yalnizca tek elde (¢ogunlukla sag elde) baslayip zamanla ilerlerken (ET — 02, 05, 06, 07,
08, 10, 15, 16), diger dokuzunda baslangigtan itibaren bilateral (iki tarafli) postiiral ve /
ve ya kinetik tremor mevcuttu (ET — 03, 09, 11, 13, 14, 17, 18, 19, 20). Sadece ii¢
olguda (%]15) st ekstremite tremoru saptanmadi (ET — 01, 04, 12); bu olgular tremoru
esas olarak kraniyal bolgede (bas ve/veya ses) gosteren atipik presentasyonlardi. Bagka
bir deyisle, li¢ hastada tremor izole olarak bas ve/veya seste goriilmiis, kollar
etkilenmemistir. Genel olarak bas tremoru alt1 hastada (%30) goriilmiistiir (ET — 04, 09,
11, 12, 13, 16). Bas tremoru saptanan tiim olgular kadin hastalardi ve bunlarin ¢ogunda
tremor ge¢ menopoz sonrast donemde baslamisti. Bu bulgu, literatiirde kadin ET
hastalarinda kraniyal tremor goriilme riskinin daha yiiksek olduguna dair verilerle
uyumludur. Ses tremoru ii¢ olguda (%15) (ET —12, 13, 16) mevcuttu ve bu olgularin
hepsinde ayn1 zamanda bas tremoru da bulunmaktaydi (ses tremoru, ET de genellikle
bas tremoru ile birlikte ortaya ¢itkmaktadir). Alt ekstremite tremoru ise nadir olup,
sadece ii¢ hastada (%15) hafif derecede saptanmistir (ET —01, 17, 20). Bacak tremoru
goriilen olgularda da asil yakinma iist ekstremite veya bas tremoru olup, bacak tutulusu
hafif ve ikincil 6nemdedir (literatiirde alt ekstremite tremorunun ET de genellikle hafif

seyrettigine dair bilgiyle uyumludur).



Tremor Parametreleri: Tremor baslangici genellikle asimetrik idi. Olgularin
15’inde (%75) tremor tek tarafli baglangi¢ gosterdi (ET — 01, 02, 03, 05, 06, 07, 08, 10,
11, 13, 14, 15, 17, 18, 20); bunlarin biiyiik kisminda baslangi¢ sag elde (%70) olup {i¢
olguda sol elde baslangi¢c saptandi (ET —03, 11, 14). Yalnizca bir olgu, tremorun
basglangigtan itibaren bilateral oldugunu (unilateral baslangi¢ yok) belirtti (ET-20).
Tremor siddetine iliskin 6znel degerlendirmede, verisi mevcut olan hastalarin ¢ogunun
tremoru diistik-orta amplitiidlii olarak tanimlandi; alt1 olgu “diisiik amplitiid”, 11 olgu
“orta amplitiid” tremora sahipti. Alkole karsi tremorda diizelme olup olmadigi
sorgulandiginda, iki hasta alkol aliminin tremoru belirgin azalttigini belirtirken (ET —

02, 03), diger olgularda belirgin bir yanit dykiisii olup olmadigi belirlenemedi.

Egslik Eden Norolojik Bulgular: Tim hastalarda sistematik norolojik muayene
yapildi. Serebellar disfonksiyon bulgusu (dismetri, asiri veya rebound fenomeni gibi)
veya belirgin biligsel bozukluk hicbir olguda saptanmadi. Yani ET olgularinda ataksi
bulgular1 yoktu ve mental durum normal sinirlardaydi. Non-motor semptomlardan
depresyon veya anksiyete bozuklugu ya da isitme kaybi gibi bir bulgu da hastalarin
0zgecmisinde belirgin olarak belirtilmedi; bu a¢idan ET olgularimizin ¢ogu non-motor

belirtiler yoniinden ndrolojik olarak saglikliydi.

Ek Bulgular: Bazi hastalarda ET tanisin1 ek bulgular tespit edildi. Alt1 hastada
(%30) muayenede istirahat tremoru ve/veya hafif rijidite gibi parkinsonizm bulgulart
mevcuttu (ET — 01, 11, 15, 17, 18, 20). Bu olgularin besi klinik olarak yine de ET tanis1
altinda takip edilirken, bir olgu eslik eden belirti ve bulgulari nedeniyle ET-plus
kategorisinde degerlendirildi (ET-01). Unilateral (tek tarafli) tremor baslangic1 yukarida
belirtildigi gibi yaygin olmakla birlikte, bu alt1 olgudan besindee tremor zamanla karsi
tarafta da ortaya c¢ikmis ancak istirahat halinde de tremor veya hafif sertlik gibi
Parkinson hastaligin1 andiran bulgular gelismisti. Bu durum, literatiirde ET hastalarinin
bir alt grubunda istirahat tremoru gibi “soft” parkinsonizm bulgularin goriilebileceginin
belirtilmesiyle uyumludur. Bu tiir olgular, ET-plus olarak adlandirilmakta ve klasik
ET’den ayrilmaktadir.

Aile Ovykiisii: Tremor agisindan pozitif aile dykiisii 16 hastada (%80) mevcuttur.
Aile Oykiisii olanlarin ¢ogunda etkilenen akraba birinci derece yakin (0r. anne, baba
veya kardes) idi. Ornegin, bes olgunun anne veya babasinda benzer tremor mevcuttu; iig

olgunun ¢ocuklarinda tremor saptanmisti; diger bazi olgularda ise dede, hala/teyze veya



amca/day1 gibi ikinci derece akrabalarda tremor Oykiisii vardi. Aile dykiisii negatif olan
dort hastada (%20) ise higbir birinci veya ikinci derece akrabada tremor tanisi ya da
benzer semptomlar bulunmuyordu. Klinik bulgularin daha ayrintili dokiimi Tablo 4-

2’de Ozetlenmistir.

Tablo 4-2. Olgularin demografik ve klinik 6zellikleri.

Ozellik Deger
Olgu sayisi 20
Cinsiyet (Kadin/Erkek) 14 /6 (9 %70)
Tremor baglangi¢ yasi (ortalama £ SS) 36,8 £ 21,8 y1l (dagilim 7-67)
Hastalik siiresi (median, aralik) 7 yil (aralik 1-51 yil)
Ust ekstremite tremoru mevcut 17 olgu (%85)
Bas tremoru mevcut 6 olgu (%30) — hepsi kadin
Ses tremoru mevcut 3 olgu (%15) — daima bas tremoru ile birlikte
Alt ekstremite tremoru mevcut 3 olgu (%15) — hafif siddette
Istirahat tremoru/rijidite 6 olgu (%30) — parkinsoniyen ézellik
Tremor baslangici tek tarafli 15 olgu (%75) — 14 sag elde, 3 sol elde
Ailede tremor Oykiisii 16 olgu (%80)

SS: standart sapma; Q: kadin; 3 erkek

Tiim aile tyelerine ait klinik bilgiler toplanmis; ancak segregasyon analizi
yalnizca biyolojik Ornek saglayan ve bilgilendirilmis onam veren bireylerde
gerceklestirilmistir. Bu bireyler arasinda etkilenmemis (saglikli) akrabalarin yaslart 15
ile 85 arasinda degismekte olup medyan yas 45°tir; etkilenmis bireylerin yaglar1 ise 18

ile 78 arasinda degismekte olup medyan yas 59’dur (Tablo 4-3).



Tablo 4-1. Olgularin klinik bulgulari.

Temel Motor Bulgular Tremor Parametreleri Nirolojik Bulgular Motor Dist Bulgular
Cinsiyet Dizileme
Aile |indeks [Klinik Tani (E/K) Metodu Ust elstremite tremoru (aksiyon / postiiral) Bas tremoru Ses tremoru| Alt ekstremite tremoru | Asimetvik baglangse | Baslanga yast (vil) | hastalik siivesi (l)  Frekans | Serebellar disfonksiyon | Bilissel bozukluk| Istirahat tremoru Rijidite Depresyon / Anksiyete
ET-01 [I1-3 ET plus K |SoloES+WGS ok hayir hayir mevcut (sag bacak) sag dominant 57 13 diisiik genlik hayir hayir mevcut (sag tarafl)) | mevcut (sag tarafli) hayir
ET-02 |l-2  [ET E  |DuoES{I:3velll:2) sag elde postiral tremor hayir hayir yok sag dominant 18 14 NA hayir hayir yok yok hayir
ET-03 |II-1 ET K |SoloES bilateral postiral ve aksiyon tremoru hayir hayir yok sol dominant 51 5 orta genlik hayir hayir yok yok hayir
ET-04 |I-2  [ET (titGbasyon) K |Trio ES (14, I:2 ve 11I:2) yok evet hayir yok - 50 9 orta genlik hayir hayir yok yok hayir
ET-05 |lI-1  [ET K |SoloES+DuoES(Il:1velll:1) sag elde postiral tremor hayir hayir yok sag dominant 16 5 diigiik genlik hayir hayir yok yok hayir
ET-06 |III-2 ET K |DuoES +Trio ES (11:2, 11:3 ve 1II:2) sag elde postiral tremor hayir hayir yok sag dominant 15 5 digik genlik hayir hayir yok yok hayir
ET-07 |II-3 ET K |SoloES sag elde postlral tremor hayir hayir yok sag dominant 42 5 disik genlik hayir hayir yok yok hayir
ET-08 |II-2 ET K |SoloES sag elde postiral tremor, yavas progresyon gosteren|  hayir hayir yok sag dominant 40 31 disuk genlik hayir hayir yok yok hayir
ET-09 |II-6 ET K |SoloES bilateral postural tremor evet hayir yok - 67 9 NA hayir hayir yok yok hayir
ET-10 |II-2 ET K |SoloES+DuoES (I1:2ve lll:1) sag elde postdral tremor hayir hayir yok sag dominant 20 55 orta genlik hayir hayir yok yok hayir
ET-11 |II-4 ET K |DucES(I:4vell:7) bilateral postiral ve aksiyon tremoru evet hayir yok sol dominant 62 14 orta genlik hayir hayir meveut (sol tarafl) yok hayir
ET-12 |II73 ET K |SoloES yok evet evet yok - 61 6 NA hayir hayir yok yok hayir
ET-13 |II-1 ET K |Solo ES+WGS bilateral postural tremor evet evet yok sag dominant 59 14 orta genlik hayir hayir yok yok evet
ET-14 |II-2 ET E  [SoloES bilateral postiral ve aksiyon tremoru hayir hayir yok sol dominant 20 a6 orta genlik hayir hayir yok yok hayir
ET-15 |II71 ET K |Solo ES+WGS sag elde postiiral tremor hayir hayir yok sag dominant 53 12 disik genlik hayir hayir mevcut (sag tarafl) yok hayir
ET-16 |II-1 ET (titdbasyon) K |SoloES sag elde postdral tremor evet evet yok sag dominant 63 7 orta genlik hayir hayir yok yok hayir
ET-17 |Ilr4 ET E  [SoloES bilateral postiral ve aksiyon tremoru hayir hayir mevcut sag dominant 11 9 orta genlik hayir hayir meveut (sag tarafl) yok hayir
ET-18 |II-3 ET K |SoloES bilateral postiral ve aksiyon tremoru hayir hayir yok sag dominant 16 10 orta genlik hayir hayir meveut (sag tarafl) yok hayir
ET-19 |III—6 ET E  |SoloES+WGS bilateral postiral ve aksiyon tremoru hayir hayir yok sag dominant 7 i orta genlik hayir hayir yok yok hayir
ET-20 |II-2 ET E [SoloES bilateral postiral ve aksiyon tremoru hayir hayir mevcut sag dominant ] 13 orta genlik hayir hayir meveut (sag tarafl) yok hayir




(devami)

Ailesel Ozellikler
lAile indeks Klinik Tam Cinsiyet (E/K) Dizileme Metodu Pozitif aile ykiisii ET den etkilenen aile bireyi Agiklamalar
kizinda huzursuz bacak sendromu (111-1)
ET-01  |II-3 ET plus F Solo ES +WGS pozitif etkilenmemis aile bireyleri: (1I-2, 1I-4, 1I-5, 11I-1}
ek bulgu: alerji
ET-02  |lI-2 ET M Duo ES (11:3 and 111:2) pozitif anne tarafindan biyikbaba (1-1) ve amcalar (I1-1 ve 11-2) etkilenmis etkilenmemis aile bireyleri: (1I-3, l1l-1)
ET-03 1I-1 ET M Solo ES yok
titubasyon (bag tremoru)
erkek kardeslerden biri (111-4) alerjik astim ve esansiyel hipertansiyona sahiptir; diger
kardeste (111-3) safra enzimlerinde yiikselme ve karacigerle iligkili disfonksiyon saptanmistir
ET-04  |lII-2 ET (titubation) F Trio ES (1:4, 11:2 and 111:2) pozitif anne (1I-2), kardegler (11l-1, I1I-3, 11l-4) ve anne tarafindan kuzen (I1-3) etkilenmis |etkilenmemis aile bireyleri: (1I-1)
ek bulgu: indeks olguda (I1I-1) aritmi ve patent foramen ovale (PFO); babada (I1-1) koroner
kalp hastaligy, anjiyoplasti ve stent Gykisi
ET-05 111-1 ET F Solo ES + Duo ES {I1:1 and 11I:1) pozitif baba etkilenmis (11-1) etkilenmemis aile bireyleri: (1-2, 11I-2)
ET-06  |lII-2 ET F Duo ES +Trio ES {11:2, 11:3 and 111:2) pozitif anne (1I-2) ve teyze (11-3} etkilenmis propranolol hidroklorGr tedavisine mikemmel yanit
ET-07 |II-3 ET F Solo ES pozitif babada 50 yagindan sonra baslayan sag el tremoru (I-1) etkilenmemis aile bireyleri: (11-2)
ET-08 11-2 ET F Solo ES yok
ek bulgular: diabetes mellitus (DM), koroner kalp hastalig
ET-09 1I-6 ET F Solo ES pozitif hala etkilenmis (I-4) etkilenmemis aile bireyleri: (111-4, 111-5)
bir ogulda (111-4) sizofreni tams konulmustur
ET-10  |II-2 ET F Solo ES + Duo ES (I1:2 and 111:1) pozitif kiz (I1I-1) ve erkek kardes {II-1) etkilenmis etkilenmemis aile bireyleri: (11-2, 111-3, 111-4)
ET-11  |II-4 ET F Duo ES (I1:4 and 11:7) pozitif baba (I-1), amea (1-3) ve kardesler (I1-3 ve 1I-7) etkilenmis primidon ve propranolol hidroklorir tedavisinden belirgin bir fayda gézlenmemistir
ET-12  |II-3 ET F Solo ES pozi baba (I-1) ve kardesler {1I-2, II-4 ve II-5) etkilenmig
ET-13 1I-1 ET F Solo ES +WGS pozitif anne (I-1) ve erkek kardes (11-3) etkilenmis ek bulgu: migren
ET-14  |II-2 ET M Solo ES pozitif baba (I-1) ve kardegler (1I-1, I1-4, 1I-5, II-6 ve 1I-7) etkilenmis propranalol hidroklorir tedavisine iyi yanit
ET-15 1I-1 ET F Solo ES +WGS pozitif anne (I-1) etkilenmis etkilenmemis aile bireyleri: (1-2)
ET-16  |II-1 ET (titubation) F Solo ES pozitif anne (I-1) etkilenmisg titubasyon (bag tremoru)
ET-17  |Il-4 ET M Solo ES pozitif baba tarafindan biyik amca etkilenmis
ET-18  |II-3 ET F Solo ES yok etkilenmemis aile bireyleri: (I-1, 1-2, II-1, 11-2)
ET-19 |6 ET M Solo ES + WGS yok ek bulgu: hafif miyopatik 6zellikler
annede (I-1) hafif el tremoru; babada (1-2) 7 yagindan itibaren erken baglangigh konugma ve
psikiyatrik problemler; baba tarafindan bir kuzen de psikiyatrik semptomlara sahiptir
ET-20 |II-2 ET M Solo ES pozitif etkilenmemis aile bireyleri: (1I-1)




Tablo 4-3. Etkilenmis ve etkilenmemis aile bireylerinde segregasyon analizi.

Muayene Hastahgin
sirasindaki Etkilenme ba langl Analiz edilen genler ve
Cinsiyet | yas (yil) durumu (2) ; ) (?%)9 genotip (4)
Aile | Indeks | Klinik Tam | Aile Bireyi | Akrabahg (E/K) ) yas
USP40 (wt), PLA2G3 (wt),
-2 kiz kardes K 85 etkilenmemis | — CSF1R (wt)
USP40 (het), PLA2G3 (wt),
-4 kiz kardes K 69 etkilenmemis | — CSF1R (wt)
i i USP40 (wt), PLA2G3 (het),
ET-01 II-3 ET plus -5 kiz kardes K 65 etkilenmemis | — CSF1R (het)
etkilenmemis
(*huzursuz USP40 (het), PLA2G3 (het),
bacak CSF1R (het)
-1 kiz K 40 sendromu) NA
-3 anne K 64 etkilenmemis | — DNAJC10 (wt)
-1 erkek kardes E 22 etkilenmemis | — DNAJC10 (het)
ET-02 | 1I-2 ET I-1 anne tarafindan dede E NA (exitus) | etkilenmis NA DNA 6rnegi mevcut degil
-1 day1 E 70 etkilenmis NA DNA 6rnegi mevcut degil
-2 day1 E NA (exitus) | etkilenmis NA DNA 6rnegi mevcut degil
11-1 kiz kardes K 62 etkilenmis 45 GABRR2 (het), FTL (het)
11-3 erkek kardes E 59 etkilenmis 42 GABRR2 (wt), FTL (het)
11-4 erkek kardes E 50 etkilenmis 48 GABRR2 (wt), FTL (het)
ET-04 | 111-2 | ET (titiibasyon) | |]-2 anne K NA etkilenmis 35 GABRR2 (wt), FTL (het)
-1 baba E NA etkilenmemis | — GABRR2 (wt), FTL (wt)
1-4 day1 E NA etkilenmis NA DNA 06rnegi mevcut degil
11-3 anne tarafindan kuzen E NA etkilenmis 50 DNA 6rnegi mevcut degil
-1 baba E 61 etkilenmis NA TENM4 (wt), ABCG4 (het)
ET-05| IlI-1 ET -2 anne K 58 etkilenmemis | — TENM4 (het), ABCG4 (wt)
-2 kiz kardes K 18 etkilenmemis | — TENM4 (het), ABCG4 (wt)




ET-06 | 1112 ET -2 anne K 50 etkilenmis 35 DRD3 (het), ATP1A4 (het)
11-3 teyze K 47 etkilenmis 42 DRD3 (wt), ATP1A4 (het)
-2 kiz kardes K 38 etkilenmemis | — PSEN2 (wt)

ET-07 | 11-3 ET I-1 baba E NA (exitus) | etkilenmis 55 DNA 6rnegi meveut degil
-3 amca E NA etkilenmis 50 DNA 6rnegi mevcut degil
11-4 kiz K 53 etkilenmemis | — TRPC3 (het)

ET-09 | I1I-6 ET -5 erkek ¢ocuk/ogul E 45 etkilenmemis | — TRPC3 (wt)
I-4 teyze K NA (exitus) | etkilenmis 60 Analiz edilmedi
-1 kiz K 51 etkilenmis 14 CAPNG (wt), KCNHB8 (het)
-2 kiz K 49 etkilenmemis | — CAPNG (het), KCNHB8 (het)

ET-10 -2 ET 111-3 kiz K 48 etkilenmemis | — CAPNBG (het), KCNHS8 (het)
-4 erkek ¢ocuk/ogul E 42 etkilenmemis | — CAPN6 (hom), KCNH8 (het)
-1 erkek kardes E NA (exitus) | etkilenmis 30 DNA 6rnegi mevcut degil
-7 erkek kardes E 72 etkilenmis 58 ABCA13 (het)

ET-11 -4 ET -3 erkek kardes E NA (exitus) | etkilenmis 50 DNA 6rnegi mevcut degil
I-1 baba E NA (exitus) | etkilenmis 50 DNA 6rnegi mevcut degil
-3 amca E NA (exitus) | etkilenmis 60 DNA o6rnegi mevcut degil
-1 kiz kardes K 78 etkilenmis 55 TENM4 (het)
-4 kiz kardes K 63 etkilenmis 20 TENMA4 (het)
11-5 kiz kardes K 61 etkilenmis 40 TENM4 (het)
11-6 kiz kardes K 58 etkilenmig NA DNA 06rnegi mevcut degil

ET-14 | 11-2 ET -7 erkek kardes E 55 etkilenmis NA DNA 6rnegi mevcut degil
I-1 baba E NA (exitus) | etkilenmis 40 DNA 6rnegi mevcut degil
11-5 kiz kardesin oglu (yegen) | E 43 etkilenmis 20 DNA 06rnegi mevcut degil
V-1 kiz kardesin yegeni E 20 etkilenmis NA DNA 6rnegi mevcut degil
V-2 kiz kardesin yegeni K 18 etkilenmemis NA DNA 06rnegi mevcut degil

ET-15 -1 ET -2 erkek kardes E 45 etkilenmis - LRRC3 (het), TMEM230 (wt)




I-1 anne K NA (exitus) | etkilenmemis | 60 DNA 6rnegi mevcut degil
I-1 anne K 54 etkilenmemis | — GABRP (wt), ADCY5 (het)
-2 baba E 52 etkilenmemis | — GABRP (het), ADCY5 (wt)
ET-18 | 11-3 ET -1 erkek kardes E 26 etkilenmemis | — GABRP (wt), ADCY5 (wt)
etkilenmemis
(*hafif el GABRP (wt), ADCY5 (wt)
-2 erkek kardeg E 23 tremoru) -
- i i - HTRA2 (wt), GCH1 (wt
ET-20 -2 ET I-1 anne K 43 etkilenmemis (wt) (wt)
-1 kiz kardes K 20 etkilenmemis - HTRAZ (wt), GCH1 (wt)

(1) Muayene yas1, en son klinik degerlendirme sirasindaki yasi ifade eder.

(2) Etkilenme durumu, esansiyel tremor ile uyumlu nérolojik muayene bulgularina gére belirlenmistir. Baglangi¢ yasinin {izerinde olup etkilenmemis bireyler, degerlendirme
sirasinda hastalik bulgusu gostermeyen bireyler olarak kabul edilmistir.

(3) Baslangi¢ yas1 yalnizca etkilenmis bireyler i¢in kaydedilmistir. NA: uygulanmadi, bilgi mevcut degil.

(4) DNA orneginin temin edilememesi nedeniyle bu bireylerde genetik analiz yapilamamistir. wt: yabanil tip; het: heterozigot; hom: homozigot.




4.2. Molekiiler Bulgular

Entegre fragman analizi ve TP-PCR yontemleri ile yapilan incelemelerde, GIPC1
ve NOTCH2NLC genlerinde patojenik tekrar artislari saptanmamustir (Tablo 4-4).
GIPC1 igin tekrar uzunlugu dagilimi 10-21 tekrar (ortalama 11; modal alleller 11 ve
12) araliginda olup, NOTCH2NLC i¢in ise 13—24 tekrar (ortalama 19; modal alleller 19
ve 21) aralifinda dar bir dagilim goOstermistir. Bu degerlerin tamami, tanimlanmis

normal araliklar icinde yer almakta ve patojenik esiklerin belirgin sekilde altinda

kalmaktadir.

Tablo 4-4. NOTCH2NLC ve GIPC1 tekrar artislarina yonelik analizinin dzeti.

Olgu NOTCH2NLC GIPC1
Kodlanan bdlge-(GGC)n * 5’UTR-(GGC)n 2
Normal <40 Normal <32
Patogenik >41 Patogenik >73

Allele Zygosity | Status Allele Zygosity | Status
ET-01 [21];[21] Hom. Normal | [11];[11] Hom. Normal
ET-02 [14];[20] Het. Normal | [11;[11] Hom. Normal
ET-03 [19];[19] Hom. Normal | [11];[13] Het. Normal
ET-04 [13];[23] Het. Normal | [10];[10] Het. Normal
ET-05 [14];[22] Het. Normal | [10];[11] Het. Normal
ET-06 [18];[21] Het. Normal | [10];[12] Het. Normal
ET-07 [18];[19] Het. Normal | [11];[12] Het. Normal
ET-08 [21];[23] Het. Normal | [11];[21] Het. Normal
ET-09 [20];[24] Het. Normal | [10];[10] Hom. Normal
ET-10 [21];[21] Hom. Normal | [10];[11] Het. Normal
ET-11 [14];[24] Het. Normal | [11];[13] Het. Normal
ET-12 [19];[20] Het. Normal | [12];[13] Het. Normal
ET-13 [13];[21] Het. Normal | [10];[11] Het. Normal
ET-14 [19];[23] Het. Normal | [10];[12] Het. Normal
ET-15 [18];[19] Het. Normal | [12];[12] Hom. Normal
ET-16 [21];[22] Het. Normal | [11];[12] Het. Normal
ET-17 [13];[23] Het. Normal | [11];[12] Het. Normal
ET-18 [13];[17] Het. Normal | [11];[12] Het. Normal
ET-19 [13];[24] Het. Normal | [12];[13] Het. Normal
ET-20 [15];[21] Het. Normal | [10];[11] Het. Normal

(het: heterozigot; hom: homoziqot)

1Zhou X, Huang H, He R, et al.. Eur J Neurol. 2022;29:3600-3610.
2FanY, Shen S, Yang J, et al.. Ann Neurol. 2022;91:704-715.




NOTCH2NLE {GGC)n [13]:[21] GIPCT {GGC)n [10];[11]
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Sekil 4-1. ET-13 olgusuna ait NOTCH2NLC ve GIPC1 genlerindeki tekrar
bolgelerinin fragman analizi (&) ve tim genom dizileme (TGD) (b) sonuglarinin

karsilagtirmali gosterimi.

Sekanslama stratejileri su sekilde uygulanmistir: Solo ED on ailede (ET-03, ET-
07, ET-08, ET-09, ET-12, ET-14, ET-16, ET-17, ET-18, ET-20), Duo ED iki ailede
(ET-02; 11:3 ve 11I:2 ile ET-11; 11:4 ve 1I:7), Trio ED bir ailede (ET-04; I:4, 11:2, 111:2).
Kalan ailelerde asamali sekanslama stratejisi uygulanmistir: ET-01, ET-13, ET-15 ve
ET-19’da solo ED ardindan TGD, ET-05 (1I:1, I11:1) ve ET-10 (II:2, I1I:1)’da solo ED
ardindan duo ED, ET-06’da (II:2, II:3, III:2) duo ED ardindan trio ED yapilmstir.
Ayrica, veri mevcut olan dort bireyde (ET-01, ET-13, ET-15 ve ET-19) elde edilen
TGD sonuglari, fragman analizi ve TP-PCR ile belirlenen tekrar uzunluklarini

dogrulamistir (Sekil 4-1).

4.2.1. Tier 3: Biyolojik olarak giiclii adaylar olmakla birlikte segregasyon kaniti
bulunmayan varyantlar.

Hiicresel sinyalizasyon, protein homeostazi, lipid metabolizmasi, iyon dengesi
ve hiicre adezyonunda rol alan genlerde (CAPNG6, CSF1R, DNAJC10, DRD3, KCNHS,
LRRC3, PLA2G3, TENM4, TRPC3 ve USP40) yer alan varyantlar baslangicta ET i¢in

potansiyel adaylar olarak degerlendirilmis; ancak segregasyon analizleri bu varyantlarin



hastalikla iliskisi lehine degerlendirilmemistir (Tablo 4-5). ET-01 ve ET-19 ailelerinde
(solo ED ardindan TGD) ve ET-10 ailesinde (solo ED ardindan duo ED) uygulanan
asamal1 analizler, ek veya iliskili herhangi bir aday varyant ortaya koymamistir; ET-02
ve ET-09 ailelerinde ise ek segregasyon gosteren varyant tespit edilmemistir (Sekil 4-
2). ET-01 ailesinde saptanan CSF1R (MIM#221820) varyanti, ET’de zaman zaman
gozlenebilen Lewy cisimcikli demans ve Purkinje hiicre kaybi gibi Ortlisen
noropatolojik ozellikler nedeniyle degerlendirilmistir. ET-09’da saptanan TRPC3
varyant1 ise daha Once spinosebellar ataksi (MIM#616410) ile iligkili bildirilen
p.(Val474Cysfs*29) fonksiyon kaybi varyanti nedeniyle incelenmistir. Ancak bu iligki
daha genis kohortlarda dogrulanmamistir. Bizim c¢alismamizda da bu varyant
segregasyon gostermemesi nedeniyle dislanmistir. ET-06 ailesinde segregasyon
gostermeyen DDR3 varyantinin saptanmasi trio ED analizini gerektirmis ve sonraki
asamada eclde edilen sonuglar Tablo 4-7°de sunulmustur. TENM4 geninin ET ile
iliskilendirildigi bilinmesine ragmen (MIM#616736), ET-05 ailesinde saptanan yeni
varyant hastalikla segregasyon gostermemistir. Benzer sekilde ET-15 ailesindeki
LRRC3 varyanti1 da segregasyon gostermemistir. Daha sonra yapilan duo ED (ET-05) ve
TGD (ET-15) analizleri ile ek varyantlar saptanmis olup bunlar Tablo 4-8’de

Ozetlenmistir.

4.2.2. Tier 2: Yalmzca etkilenmis bireylerde gozlenen ancak sinirli mayoz sayisi
veya ek segregasyon verisinin bulunmamasi nedeniyle kaniti sinirh olan varyantlar

Solo ED analizleri, alt1 tek probandh ailede (ET-03, ET-08, ET-12, ET-13, ET-
16, ET-17) yedi gende (DNAJC13, GABBR1, LRRK2, PINK1, TENM4, USP3l ve
VPS16) toplam sekiz varyant saptamistir, ancak aile tiyelerinin DNA 6rneginin temin
edilememesi nedeniyle segregasyon analizi yapilamamistir (Tablo 4-6, Sekil 4-3). ET-
13 olgusunda 6zellikle dikkat ¢ekici olarak PINK1 geninde iki varyant saptanmig, ancak
ebeveynlerin vefat etmis olmasi ve etkilenmis kardesin bulunamamasi1 nedeniyle faz
tayini yapilamamistir. Klinik degerlendirme, belirgin bas ve ses tremoru ile karakterize
ET tanisin1 desteklemis; istirahat tremoru veya rijidite saptanmamigtir. ET-13 olgusunda

yapilan TED analizi ek aday varyant ortaya koymamustir.



4.2.2.1. Kismi segregasyon kanitina sahip Tier 2 varyantlar

Uc gende (ATP1A4, ABCA13 ve TENM4) heterozigot varyantlarin ET-06, ET-11
ve ET-14 ailelerinde etkilenen bireylerle birlikte segregasyon gosterdigi belirlenmistir
(Tablo 4-7, Sekil 4-4). ET-06 olgusunda ATP1A4 geninde bir fonksiyon kayb1 varyanti
(c.1804C>T; p.(Arg602)) saptanirken, ET-11 olgusunda ABCA13 geninde
(c.13663T>C; p.(Tyr4555His)) ve ET-14 olgusunda TENM4 geninde (c.5870C>T,;
p.(Thr1957Met)) yanlis anlamli varyantlar belirlenmistir.

4.2.3. Tier 1: Etkilenmis aile bireyleri ile birlikte segregasyon gosteren ve
etkilenmemis akrabalarda bulunmayan varyantlar

ABCG4, ADCY5, GCH1, FTL, GABBR2, GABRP, HTRA2, PSEN2 ve
TMEM230 genlerinde saptanan aday varyantlar yalnizca etkilenen aile bireylerinde
bulunmus ve saglikli akrabalarda saptanmamustir (Tablo 4-8; Sekil 4-5 ve Sekil 4-7).
ET-04 ailesinde iki farklt gende (GABBR2 ve FTL) iki yeni varyant belirlenmistir.
Etkilenen anne ve bir kiz kardes her iki varyanti birlikte tasirken, diger etkilenmis
kardesler yalnizca GABBR2, etkilenmis erkek kardesler ise yalnizca FTL varyantini
tasidigr gosterilmistir. ET-05 ailesinde, segregasyon gostermeyen yeni TENM4
varyantindan (c.5158A>G) sonra yapilan duo ES analizi, nadir bir ABCG4 varyantini
(c.679C>G; p.(Pro227Ala)) ortaya koymustur. Bu varyant gnomAD veritabaninda
diisiik siklikta (1/6.052 alel) ve Turkish Variome’da (2/5.148 alel) bildirilmistir. ABC
transporter domeninde (UniProt No.: Q9H172) lokalize olan bu varyant (Sekil 4-5),
etkilenmis annede mevcut olup saglikli kardeste bulunmamistir. ET-15 olgusunda,
baslangigta yapilan ED ve ardindan gergeklestirilen TGD analizleri ile nadir bir LRRC3
varyanti (c.98G>A; p.(Cys33Tyr)) ve yeni bir TMEM230 yanlis anlamli varyanti
(c.251A>C; p.(Lys84Thr)) saptanmistir. LRRC3 varyant1 45 yasindaki saglikli kardeste
de bulunurken, TMEM230 varyanti saptanmamistir. ET-18 ailesinde iki varyant
belirlenmistir: anneden kalitilan ADCY5 varyantt (¢.2543C>T; p.(Ala848Val)) ve
babadan kalitilan GABRP varyanti (c.871G>A; p.(Gly291Arg)). Her iki ebeveyn
saglikli olup, 23 ve 26 yaslarindaki saglikli kardeslerde bu varyantlarin her ikisi de
bulunmamistir. GABRR2 ve GABRP genlerinde tanimlanan amino asit degisimlerinin
olas1 yapisal etkilerini incelemek amaciyla Missense3D modelleme araci ile 6ngoriilen
lic boyutlu protein yapilar1 olusturulmus ve sonuglar Sekil 4-8 ve Sekil 4-9’te

gosterilmistir.



Tablo 4-5. Yedi ailede segregasyon analizi ile diglanan baslangigta tanimlanmig aday varyantlarin 6zeti. (Tier 3)

Frekans (%) Phylo
Olgu Gen pLl o/e groore Transkript Niikleotid Protein dbSNP/ClinVar A.C!VIG. CADD REVEL Splice Al TUI'.kISh gnomAD P100
classification score score Variome (max) way
USP40 0 0.93 NA NM_001365479.2 €.2341C>T p.(Arg781*) rs566859361/- VUS (PM2) 10.26 NA 0.29 (AL) 0.0647 0.1148 2.5035
(LOF) 0.31 (DL)
PLA2G3 0 0.74 NA NM_015715.5 €.782+1G>C p.(?) -/SCV007097403 VUS (PM2) 0 NA 0.99 (DL) 0.0182 0 6.8636
01 (LOF) 0.2 (DG)
CSF1R 0.98 | 0.82(M) | 2.43(M) | NM_001288705.3 ¢.1700C>T p.(Thr567Met) rs41529644/ VUS (PM2, PP3) 26.7 0.866 | 0.03 (AG) - 0.0329 | 6.87292
VCV001058342.8
02 DNAJC10 0 1.03 (M) | -0.22 (M) NM_018981.4 ¢.1508T>G p. (Phe503Cys) rs1173459468/- VUS (PM2) 28.7 0.499 - - 0.013 7.92062
05 TENMA4 1 0.84 (M) 3.55(M) | NM_001098816.3 ¢.5158A>G p.(Thr1720Ala) | -/SCV007097405 VUs 24.5 0.073 0.04 (AG) - 0.0002 3.10091
(PM2, BP4) 0.02 (DL)
06 DRD3 0.66 | 0.86 (M) 1.09 (M) NM_000796.6 c.277G>A p.(Gly93Ser) rs764829977/- VUS 29.7 0.527 0.05 (AG) - 0.0003 7.3472
(PM2)
09 TRPC3 0 0.75(M) | 3.11(M) | NM_001130698.2 €.1661T>C p.(Ile554Thr) -/SCV007097407 VUS 24.9 0.824 0.08 (AL) - 0.0001 | 9.02213
(PM2, PP3, PP2)
10 CAPN6 NA NA NA NM_014289.4 c.860G>A p.(Gly287Glu) -/SCV007097408 LP 35 0.937 - - 0 7.77231
(PP3, PM2)
KCNH8 0 0.87 (M) 1.78 (M) NM_144633.3 €.2663T>C p.(Met888Thr) -/SCV007097409 Vus 223 0.611 - 0.0177 0.0016 5.73657
(PM2)
15 LRRC3 0 0.97 (M) 0.24 (M) NM_030891.6 c.98G>A p.(Cys33Tyr) rs1321527409 VUs 24.6 0.936 - - 0.0013 5.5584
(PM2, PP3)

Kisaltmalar: -. mevcut degil; AG: alic1 bolge kazanimu (acceptor-gain); AL: alic1 bolge kaybi (acceptor-10ss); BP4: benign destekleyici (hesaplamali kanit); DG: donor

bolge kazanimi (donor-gain); DL: dondr bdlge kaybi (donor-loss); LOF: fonksiyon kaybi (loss of function); LP: olasi patojenik (likely pathogenic); M: missense (yanlis

anlamli) varyant; NA: uygulanamaz; o/e: gbzlenen/beklenen orani; pLI: fonksiyon kaybina intolerans olasiligi; PM2: orta diizey patojenik (kontrollerde bulunmayan);

PP2: destekleyici patojenik; PP3: destekleyici patojenik (hesaplamali kanit); VUS: klinik 6nemi belirsiz varyant; Z-score: beklenen varyant sayisindan sapma 6l¢iisii.




Tablo 4-6. Segregasyon analizi yapilamayan alt1 tek probandli ailede aday varyantlarin 6zeti (Tier 2; segregasyon verisi mevcut degil)

Frekans (%) Phylo
Olgu Gen pLi diE Zscotg Transkript Niikleotid Protein dbSNP/ClinVar A,C!VIG, CADD | REVEL Splice Al Turkish gnomAD P100
classification score score .
Variome (max) way
0.81 VUs
03 DNAJC13 1 (M) 3.39 (M) NM_015268.4 c.805A>G p.(Thr269Ala) -/SCV007097411 (PM2) 23.4 0.207 - - 0 5.93381
0.84 VUuS
08 TENMA4 1 (M) 3.55 (M) NM_001098816.3 | c.5462G>A p.(Arg1821Glin) rs74791537 (PM2) 32 0.481 0.08 (DG) - 0.0041 3.25465
12 LRRK2 0 0.99 (S) 0.25 (S) NM_198578.4 ¢.6000G>T p.(Val2000=) rs1397090256 (PMVZUIS3P7) 4.181 NA - - 0.0022 -0.261685
0.99 rs372280083/ VUS
(M) 0.13 (M) c.802C>G p.(Leu268Val) VCV000374600.45 (PM2) 17.56 0.555 - 0.0744 0.066 0.58022
PINK1 NM_032409.3 LB
1.06 - ¢.960- rs371943401/
1 (? . . . . .
3 0 (LOF) NA 10T p.(?) VCV000295003.10 (Plvézp,G?Pz 10.34 NA 0.03 (AL) 0.0744 0.0658 0.42737
0.57 VUs
GABBR1 1 (M) 5.54 (M) NM_001470.4 €.2075T>C p.(Phe692Ser) rs780587551/ - (PM2, PP3, 30 0.904 - - 0.0033 8.72446
PP2)
16 0.68 c.1332- rs373116713/ LP
?
VPS16 0 (LOF) NA NM_022575.4 1G>T p.(?) VCV001879532.23 (PVS1, PM2) 32 NA 0.03 (AL) 0.0747 0.0164 6.21345
17 USP31 0.97 %3)8 0.29 (M) NM_020718.4 €.2533A>G p.(Ser845Gly) rs1236242968/ - (PMVZU;M) 25.2 0.142 0.05 (AL) 0.0299 0.0004 4.58113

Kisaltmalar: -: mevcut degil; AG: alic1 bolge kazanimi (acceptor-gain); AL: alict bolge kaybi (acceptor-loss); BP4: benign destekleyici (hesaplamali kanit); DG: donor

bolge kazanimi (donor-gain); DL: dondr bdlge kaybi (donor-loss); LOF: fonksiyon kaybi (loss of function); LP: olasi patojenik (likely pathogenic); M: missense (yanlis

anlamli) varyant; NA: uygulanamaz; o/e: gbzlenen/beklenen orani; pLI: fonksiyon kaybina intolerans olasiligi; PM2: orta diizey patojenik (kontrollerde bulunmayan);

PP2: destekleyici patojenik; PP3: destekleyici patojenik (hesaplamali kanit); VUS: klinik 6nemi belirsiz varyant; Z-score: beklenen varyant sayisindan sapma 6l¢iisii.




Tablo 4-7. Ug ailede (kismi segregasyon kamitina sahip Tier 2 varyantlar) tanimlanan varyantlarin etkilenmis aile bireylerinde
segregasyonu.
. Frekans (%) Phylo
o/e Z score . . . . . ACMG CADD REVEL Splice -
Olgu Gen pLl Transkript Niikleotid Protein dbSNP/Clinvar classification score score Al Turkish gnomAD P100
Variome (max) way
06 | ATP1A4 0 0.73 (LOF) NA NM_144699.4 €.1804C>T p.(Arg602*) rs190411003/- (;/,\Ljé) 44 0 - 0.1294 0.0869 | 3.13973
. - vUS

11 | ABCA13 0 1(M) 0.1 NM_152701.5 c13663T>C | p.(TyrdSSSHis) | /007007410 | (PM2, PP3) 24.8 0.856 - 0.0177 0 5.09113
14 TENM4 1 0.84 (M) 3.55 NM_001098816.3 | ¢.5870C>T | p.(Thrl957Met) | rs774521396/- (PM\/ZUips) 27.2 0.781 - - 0.0018% | 8.09835

Kisaltmalar: - mevcut degil; AG: alic1 bolge kazanimi (acceptor-gain); AL: alict bolge kaybi (acceptor-loss); BP4: benign destekleyici (hesaplamali kanit); DG: donor

bolge kazanimi (donor-gain); DL: dondr bolge kaybi (donor-loss); LOF: fonksiyon kaybi (loss of function); LP: olas1 patojenik (likely pathogenic); M: missense (yanlis

anlamli) varyant; NA: uygulanamaz; o/e: gbzlenen/beklenen orani; pLI: fonksiyon kaybina intolerans olasiligi; PM2: orta diizey patojenik (kontrollerde bulunmayan);

PP2: destekleyici patojenik; PP3: destekleyici patojenik (hesaplamali kanit); VUS: klinik 6nemi belirsiz varyant; Z-score: beklenen varyant sayisindan sapma 6lgiisii.




Tablo 4-8. Etkilenmis aile bireyleriyle birlikte segregasyon gosteren ve etkilenmemis bireylerde bulunmayan aday varyantlar (Tier 1).

. Frekans (%) Phylo
Olgu Gen pLl o/e Zscore Transkript Niikleotid Protein dbSNP/ClinVar A.C!VIG. CADD REVEL Splice Turkish gnomAD P100
classification score score Al .
Variome (max) Way
GABBR2 1 0.61 (M) 4.11 (M) NM_002043.5 C.655A>T p.(Thr219Ser) -/SCV007097413 (X,\ljé) 0 0.318 - 0.0178 0.0165 6.16903
04 VUs
FTL 0 0.79 (M) 1.19 (M) NM_000146.4 .183G>C p.(Glu61Asp) | -/SCV007097404 (PM2) 23.4 0.457 - - 0 1.91183
05 ABCG4 0.2 0.69 (M) 2.33(M) NM_022169.5 €.679C>G p.(Pro227Ala) rs769978545/- (PMVZUiPS) 28.5 0.955 - 0.0356 0.0165 7.83917
rs200670135/ VUs
07 PSEN2 0 0.85 (M) 1.36 (M) NM_000447.3 €.710C>T p.(Ala237Val) (PM1, PM2, 26.8 0.963 - - 0.0134 6.09526
VCV000191772.3 PP3)
15 TMEM230 | 0.01 0.9 (M) 0.47 (M) NM_001330987.2 €.251A>C p.(Lys84Thr) -/SCV007097405 (;/,\Lj;) 1.809 - - -- 0 0.149157
VUS 0.29
GABRP 0 0.93 (M) 0.61 (M) NM_014211.3 c.871G>A p.(Gly291Arg) rs751170370/- (PM2, PP3) 31 0.846 (AL) 0.0745 0.0022 9.87468
VUs 0.08
18 ADCY5 1 0.69 (M) 4.48 (M) NM_183357.3 €.2543C>T p.(Alag48Val) rs150642009/- (PM2, PP2) 24.9 0.197 (DL -- 0.0329 9.87723
rs756256747/ VUS
HTRA2 0 0.74 (M) 2.37 (M) NM_013247.5 c.187G>T p.(Val63Phe) VCV001361285.6 (PM2, BP4) 8.307 0.015 - 0.0647 0 -0.146465
20 o0
* ? A - - R
GCH1 0.36 0.39 (LOF) NA NM_001024024.2 | c..*16+5G>A p.(?) rs746660567/ (PM2, PP3) 0.001 0.07 0.011 0.148969
(bG)

Kisaltmalar: - mevcut degil; AG: alic1 bolge kazanimi (acceptor-gain); AL: alict bolge kaybi (acceptor-loss); BP4: benign destekleyici (hesaplamali kanit); DG: donor
bolge kazanimi (donor-gain); DL: donor bdlge kaybi (donor-loss); LOF: fonksiyon kaybi (loss of function); LP: olasi patojenik (likely pathogenic); M: missense (yanlis
anlamli) varyant; NA: uygulanamaz; o/e: gozlenen/beklenen orani; pLI: fonksiyon kaybina intolerans olasiligi; PM2: orta diizey patojenik (kontrollerde bulunmayan);

PP2: destekleyici patojenik; PP3: destekleyici patojenik (hesaplamali kanit); VUS: klinik 6nemi belirsiz varyant; Z-score: beklenen varyant sayisindan sapma Sl¢iisii.
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Family -10. ET-10
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Sekil 4-2. Tablo 4-5’te yer alan dort olguya (ET-01, ET-02, ET-09 ve ET-10) ait soy agaglari,
indeks olgularda ekzom dizileme ile tanimlanan varyantlarin IGV gorintileri (oklarla
gosterilmistir) ile birlikte sunulmustur. Yildiz (*) ile isaretlenen bireyler DNA 6rnegi saglamig
ve segregasyon analizine dahil edilmistir. Bu bireyler i¢in ilgili varyantlara ait Sanger
kromatogramlar1 gosterilmistir. Varyant varligit “+”, yoklugu “-” ile belirtilmistir; “+/-”

heterozigot durumu, “—/-" ise varyantin tespit edilmedigini ifade etmektedir.
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Sekil 4-3. Tablo 4-6°da yer alan alt1 olguya (ET-03, ET-08, ET-12, ET-13, ET-16 ve ET-17) ait
soy agaclari, indeks olgularda ekzom dizileme ile tanimlanan varyantlarin IGV goriintiileri
(oklarla gosterilmistir) ile birlikte sunulmustur. Yildiz (*) ile isaretlenen bireyler DNA Ornegi
saglamis ve segregasyon analizine dahil edilmistir. Bu bireyler igin ilgili varyantlara ait Sanger
kromatogramlar1 gosterilmistir. Varyant varlign “+”, yoklugu “-” ile belirtilmistir; “+/-”
heterozigot durumu, “—/=" ise varyantin tespit edilmedigini ifade etmektedir.
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Family -11. ET-11
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Sekil 4-4. Tablo 4-7’te yer alan ii¢ olguya (ET-06, ET-11 ve ET-14) ait soy agaglari, indeks
olgularda ekzom dizileme ile tanimlanan varyantlarin IGV goriintiileri (oklarla gosterilmistir)
ile birlikte sunulmustur. Yildiz (*) ile isaretlenen bireyler DNA 6rnegi saglamis ve segregasyon
analizine dahil edilmistir. Bu bireyler igin ilgili varyantlara ait Sanger kromatogramlari
gosterilmistir. Varyant varligr “+”, yoklugu “—" ile belirtilmistir; “+/=" heterozigot durumu, “—/—
” ise varyantin tespit edilmedigini ifade etmektedir.



97

Family -4. ET-04
GABRRE [MM_002043.5): |
£.655A8>T [ pThr2195er) F 2 %
FTL (NM_000146.4); [} "r:
€. 183G pGluslasp) / 1 z ¥ 1
" * O/\I ‘
\ -
3
G e Yo -
i+ -f- i+ i
L e Lo
1 m— ~1* = h
ms ol =
Ih-2: 4[ | -4z . | A
: i i "i Il fi
il - || |
I, i | | [
Al = I-|| '|| I|.'
'—'_# [l | I-. H !:'Jl III_ _Il . [_'I
GABRRZ FTL
Family -5. ET-05
TENAIG (MM _001098816.2): !
€.51584>G [ p.(Thr1720A1s)
ABCGd [MM_0221649.5): n
e.679CG / p.|Pro227Ala)
*
1 .
1+ 2 3
4 -
E
| : !
i1 : [ . [
| ' - |
- L | |
|| || | [l 1
B | e I|“| .. —— I | III
_ = ——“ L Lyl




98

Family -7. ET-07
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Sekil 4-5. Tablo 4-8’te yer alan ii¢ olguya (ET-04, ET-05 ve ET-07) ait soy agaglari, indeks
olgularda ekzom dizileme ile tanimlanan varyantlarin IGV goriintiileri (oklarla gosterilmistir)
ile birlikte sunulmustur. Yildiz (*) ile isaretlenen bireyler DNA 6rnegi saglamis ve segregasyon
analizine dahil edilmistir. Bu bireyler igin ilgili varyantlara ait Sanger kromatogramlari
gosterilmistir. Varyant varligi “+”, yoklugu “-” ile belirtilmistir; “+/—" heterozigot durumu, “—/—
” ise varyantin tespit edilmedigini ifade etmektedir.

ABCG4
p.{Pro227Ala)
QsH172

Sekil 4-6 . A, B. Amino asit degisimlerinin yapisal etkisini degerlendirmek amaciyla ABCG4
proteini igin Ongodriillen 3B protein yapilart Missense3D modelleme araci kullanilarak
olusturulmusgtur. C. ABCG4’iin (UniProt Q9H172) domain organizasyonunu gostermektedir;
buna sitoplazmik niikleotid baglayicti domain (NBD) ve lipid cift tabakasini gegen alti
transmembran heliks dahildir. NBD igerisinde yer alan p.(Pro227Ala) yanlis anlamli varyanti
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siyah ok ile gosterilmistir. Bu sematik gosterim, degisime ugrayan amino asidin reverse-topoloji
yarim tastyict yapi i¢indeki konumunu vurgulamak amaciyla UniProt topolojik verileri temel
alinarak olusturulmustur.

GABRR2
p.(Thr219Ser)
P28476

A

{eco) A 7 p.The2195r

Sekil 4-8. A, B. GABRR2 genindeki amino asit degisimlerinin yapisal sonuglarini
degerlendirmek amaciyla oOngodrillen 3B protein yapilart Missense3D modelleme aract
kullanilarak olusturulmustur. C. Sematik gdsterim, ligand kapili klor kanal (Cys-loop) reseptor
ailesinin bir iiyesi olan insan GABRR2 proteininin (UniProt P28476) o6ngoriilen topolojik
organizasyonunu gostermektedir. GABRR2 i¢in Protein Data Bank (PDB)’ta deneysel olarak
¢oziilmiis bir 3B yapi bulunmadigindan, sekil yiiksek dizi benzerligi ve yapisal korunmusluk
gosteren homolog GABRRI alt birimi (PDB ID: 6W2J) temel alinarak modellenmistir.
Ekstraselliiler ligand baglanma domaini (rezidiiler 29-300) ve lipid cift tabakasin1 gecen dort
transmembran o-heliks (TM1-TM4; rezidiiler 308-464) gosterilmistir. Ekstraselliiler domain
igerisinde yer alan p.(Thr219Ser) yanlig anlamli varyant1 siyah ok ile belirtilmistir.
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Family -15. ET-15

LRRC3 (MNM_030891.6):
c.98GxAf p.[Cys33Tyr)

TMEM 230 [MM_D01330887):
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Family -18. ET-18

GABRP[NM_014211.3)
cBT1G=A) p.(GlyE814E)

ADCYS (NM_183357.3): 1
€. 2543C=T [ p. [ AlaBaBVal)

Ih-3:

|1|
|

v | | f I

.\. Wl [ [ |

T ——— | A, s S
...... AN ki pr M L
GABRP ADCYS

Sekil 4-7. Tablo 4-6’te yer alan ii¢ olguya (ET-15, ET-18 ve ET-20) ait soy agaglari, indeks
olgularda ekzom dizileme ile tanimlanan varyantlarin IGV goriintiileri (oklarla gosterilmistir)
ile birlikte sunulmustur. Yildiz (*) ile isaretlenen bireyler DNA 6rnegi saglamis ve segregasyon
analizine dahil edilmistir. Bu bireyler igin ilgili varyantlara ait Sanger kromatogramlari
gosterilmistir. Varyant varligi “+”, yoklugu “-” ile belirtilmistir; “+/—" heterozigot durumu, “—/—
” ise varyantin tespit edilmedigini ifade etmektedir.

GABRP
B ;
A N D
p.(Gly291Arg) ’111 l',f’ i.}zix"')"
" o P <5
000591 1% P = e
@Y 588 et
1\’::::’\' gor 4\';:-\:‘\ 3%
(5% e (557~ o€
. - ?t. -~
::“ "4 / :‘;( l;
9 = ¢ peym D A=, {  papol
» } = \k
- o h\—
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Extracelite doman G == )
= — B
16506 > p £ N pAGIy291 Arg)
N\ | ~
Ansmembrare doman s I‘ l l 1 — :J ;J
sor EELER
Ll (R
| 'l\ /v‘ |
N - |\/,

Sekil 4-9. A, B. insan GABRP proteininin (UniProt 000591) 6ngbriilen 3B yapisi ve
topolojik organizasyonu, UniProt ve yapisal domain verilerine dayanarak Missense3D
modelleme araci kullanilarak gosterilmistir. C. Sekil, Cys-loop reseptor ailesine Ozgii olarak
lipid ¢ift tabakasini gegen dort transmembran a-heliks ile birlikte ekstraselliiler ligand baglanma
domainini gostermektedir. Ekstraselliller domain igerisinde yer alan ve siyah ok ile gdsterilen



p.(Gly291Arg) yanlis anlamli varyanti, olasi yapisal etkisini degerlendirmek amaciyla
Missense3D ile modellenmistir.



5. TARTISMA

ET geleneksel olarak benign bir hastalik olarak kabul edilmekle birlikte, belirgin
genetik heterojenitesi ve degisken klinik ekspresyonu, yiiksek penetranslt Mendelyen
hastaliklarla karsilastirildiginda tek tek varyantlar i¢in hesaplanan patojenite skorlarinin
giivenilirligini sinirlamaktadir. Tek bir giiglii nedensel varyanttan ziyade, ET nin yas ve
cevresel faktorlerle etkilesen ¢ok sayida diisiik penetranshi varyantin kiimiilatif, genetik
ve ¢evresel baglama bagh etkileri sonucu oldugu diisiiniilmektedir (157). Bu model
ozellikle klinik anlami belirsiz varyantlar (VUS) igin 6nemlidir, bu varyantlar diisiik
penetransli modifiye edici faktorler olarak ya da azalmis veya yasa bagl penetrans
gosteren birincil siirlicli varyantlar olarak rol oynayabilir. Bu nedenle yalnizca in silico
patojenite tahminlerine dayanarak bir varyantin klinik 6nemini veya hastalikla nedensel
iligkisini belirlemek yeterli degildir. Bu tiir yorumlarin giivenilirligi icin aile igi
segregasyon analizleri, fonksiyonel veriler ve popiilasyon frekansi gibi ek genetik
kanitlarin birlikte degerlendirilmesi gereklidir. Bu veriler, ET’nin kosula bagli ve
kiimiilatif varyant etkileri ile karakterize poligenik veya oligogenik bir genetik

mimariye sahip oldugu goriisii ile uyumludur (158).

ET tanis1 almis 20 olgudan olusan kohortumuzda, ABCA13, ABCG4, ADCYS5,
ATP1A4, CAPNG6, CSF1R, DNAJC10, DNAJC13, DRD3, FTL, GABBR1, GABBRZ2,
GABRP, GCH1, HTRA2, KCNHS8, LRRC3, LRRK2, PINK1, PLA2G3, PSEN2,
TMEM230, TENM4, TRPC3, USP31, USP40 ve VPS16 dahil olmak {izere genis bir gen
yelpazesinde nadir aday varyantlar saptanmistir. In silico tahminler ve klinik
siniflandirmalar destekleyici kanitlar sunmakla birlikte nedenselligi tam agiklayamaz,
bu nedenle varyantlar ile fenotip arasindaki iligkinin yorumlanmasinda segregasyon
analizi kritik 6nem tagimaktadir. Segregasyon analizleri, 6rnek alimi miimkiin olan olgu
alt grubunda bu varyantlarin aile icinde hastalik fenotipi ile birlikte kalitimini
degerlendirmek amaciyla gerceklestirilmistir. Etkilenen ailelerde yapilan segregasyon
analizi, spesifik genetik varyantlarmn klinik 6neminin belirlenmesinde kritik bir rol
oynamaktadir; ancak bu tiir bulgular yorumlanirken degisken ve /veya yasa bagh
penetransin her zaman goz oniinde bulundurulmasi gereklidir. Her ne kadar in silico
tahmin araglar1 varyantlarin potansiyel fonksiyonel etkilerine dair degerli bilgiler sunsa

da, yiiksek patojenite skorlari tek basina nedenselligin kesin kaniti olarak kabul



edilemez. ET’nin diisiik penetrans ve degisken ekspresivite ile karakterize olmasi,
ayrica olas1 c¢evresel modifiye ediciler ve poligenik katkilar, tanimlanan varyantlarin
dikkatli bir sekilde yorumlanmasini gerektirmektedir. Segregasyon analizi sonuglarina
dayanarak yedi ailede USP40, PLA2G3, CSF1R, DNAJC10, TENM4, DRD3, TRPC3,
CAPNG6, KCNH8 ve LRRC3 genlerinde heterozigot olarak saptanan baslangic aday
varyantlar hastalik fenotipi ile birlikte kalitim géstermemislerdir (Tablo 4-4). Alt1 tekil
ailede (ET-03, ET-08, ET-12, ET-13, ET-16 ve ET-17) (Tablo 4-7), ek aile bireylerine
ulagilamamasi nedeniyle analizler yalnizca etkilenmis bireylerle sinirli kalmistir. Bu
olgular genelinde yedi farkli aday varyant tanimlanmis olup, bu durum ET’nin altinda
yatan genetik heterojeniteyi ve kompleks kalitim paternlerini ortaya koymaktadir. ET-
03'de gergeklestirilen solo ED ile DNAJC13 geninde novel yanlis anlamli degisiklik,
€.805A>G p.(Thr269Ala) saptanmistir. Varyasyona yiiksek derecede intolerans gosteren
bir gen olan DNAJC13 (missense Z-skoru=3.39, pLI=1), endozomal tasimnim
bozukluklar1 ve o-siniiklein birikimi yoluyla PH patogenezinde rol oynamaktadir.
p.(Asn855Ser) DNAJC13 varyantinin ET ile iliskilendirilmis olmasi, bu genin tremor
bozukluklarindaki roliinii diisiindiirmektedir (159). Ayrica baz1 ET hastalarinda Lewy
cisimciklerinin gosterilmis olmasi, patolojik bir spektruma isaret etmektedir (160).
Korunmus bir transmembran domain igerisinde yer alan p.(Thr269Ala) varyanti ve
yiikksek CADD skoru (23.4) gii¢lii bir aday olmakla birlikte, orta diizey REVEL skoru
(0.207) daha hafif bir etki veya diisilk penetrans olasiligina isaret etmektedir. Bu
bulgular birlikte degerlendirildiginde, DNAJC13 disfonksiyonunun ET etiyolojisinde rol
oynayabilecegi desteklenmektedir. ET-08 ve ET-14 olgularinda, iki farkli TENM4
varyanti saptanmistir: ¢.5462G>A; p.(Argl821GIn) ve ¢.5870C>T; p.(Thr1957Met). Bu
varyantlar proteinin hiicre-hiicre etkilesimlerinde 6nemli rol oynayan Teneurin YD-
Shell bolgesinde yer almaktadir. TENM4 daha once birgcok ailede herediter ET ile
iligkilendirilmistir. Degisken penetrans, gen—cevre etkilesimlerini ve PH gibi diger
norodejeneratif hastaliklarla kismi ortiismeyi diisiindiirmektedir. Nitekim bazi TENM4
varyantlarinin erken baslangi¢lhi PH riskini artirabilecegi bildirilmistir (161). In silico
analizler bu varyantlarin patojenik potansiyelini desteklemektedir. ET-08 olgusunda
yalnizca bir birey analiz edilmis olsa da, p.(Thr1957Met) varyantinin birden fazla
etkilenmis kardeste bulunmasi ve nadirligi, bu varyantin potansiyel nedensel roliinii

giiclendirmektedir.



ET-12 olgusunda heterozigot bir LRRK2 sessiz varyanti (c.6000G>T;
p.(Val2000=)) saptanmistir. Mevcut veriler bu varyantin primer nedensel bir degisiklik
olmadigint gostermektedir, ancak diigiik penetransli bir modifiye edici rolii olabilir.
LRRK2, otozomal dominant Parkinson hastaliginin en sik genetik nedenlerinden biridir
ve tremor-dominant fenotiplerle giiclii sekilde iliskilidir. ET ile iligkisi ise zayif ve
tartismalidir (162). ET-13 olgusunda iki heterozigot PINK1 varyant1 belirlenmistir:
€.802C>G; p.(Leu268Val) ve intronik ¢.960-11C>T. PINK1, Kklasik olarak otozomal
resesif erken baslangichh PH ile iligkilidir. Ancak bazi heterozigot varyantlarin
mitokondriyal disfonksiyon yoluyla ET ile iligkili olabilecegi one siiriilmistiir (163).
p.(Leu268Val) varyanti kinaz domeninde yer almakta ve VUS olarak
smiflandirilmaktadir ve hesaplamali veriler sinirli destek sunmaktadir (CADD: 17.56,
REVEL: 0.55). intronik varyantin kirpilmayr etkilemesi beklenmemektedir ve
muhtemelen zararsizdir. Her iki varyant da Turkish Variome ve kiiresel veri
tabanlarinda son derece nadir olup, tesadiifi olarak birlikte bulunmus olabileceklerini
diigiindiirmektedir. Genel olarak bu bulgular, ET-13 olgusundaki PINK1 varyantlarinin
kesin nedensel faktorler olmaktan ziyade aday gozlemler oldugunu gostermekte ve
segregasyon analizi ile fonksiyonel c¢alismalar dahil ileri diizey arastirmalarin

gerekliligini ortaya koymaktadir.

ET-16 olgusunda GABBR1 (c.2075T>C; p.(Phe692Ser)) ve VPS16 (c.1332-
1G>T) genlerinde iki heterozigot varyant saptanmis olup, literatiirde dogrudan iliski
tamimlanmamis olsa da olasi digenik etkiyi disiindiirmektedir. GABBR1 varyanti
inhibitér GABA-B reseptor alt birimini etkilemekte olup, hesaplamali analizlerde giiclii
patojenite kanit1 gdstermekte ve yiiksek derecede korunmus bir bolgede yer almaktadir
(PhyloP 8.72). Onceki ¢alismalar GABBR1 varyantlarini agirlikli olarak norogelisimsel
gecikme, epilepsi ve Rett-benzeri fenotiplerle iliskilendirmistir (164); ancak GABA-B
reseptorleri, pre- ve postsinaptik inhibisyonu G-protein aracili sinyal ile gergeklestirir.
Dikkat cekici olarak, iyon kanali yapisina sahip GABA-A reseptor polimorfizmlerine
yonelik 6nceki ¢alismalar, ET sikligi ile anlamli bir iliski gostermemistir (165). VPS16
varyantinin kirpilmay1 bozarak néronal sagkalim igin kritik olan endolizozomal ve
vezikiiler tasimimi diizenleyen HOPS/CORVET kompleksini olumsuz etkiledigi
diisiiniilmektedir (166). Bir 0Ongdrii olarak, GABBR1 varyantinin GABAerjik

sinyallemeyi zayiflattigini, VPS16 varyantinin ise reseptor geri doniisiimii ve yikimini



bozarak bu etkiyi daha da artirdigi diisiiniilebilir. Endozomal tasinim ile inhibitor
norotransmisyonun kesisiminde yer alan bu olast GABBR1-VPS16 sinerjisinin, néronal

hiperexsitabiliteye ve tremora yol acabilecegi diistiniilebilir..

ET-17 olgusunda nadir bir USP31 varyanti (c.2533A>G; p.(Ser845Gly))
tanimlanmistir. USP31, NF-xB sinyal yolunu ve apoptotik siiregleri diizenleyen bir
deubikiitinazdir. USP31, USP24 ve USP40 varyantlarinin, PH da dahil olmak iizere
norodejeneratif ve hareket bozukluklar ile iligkili oldugu bildirilmistir (167). USP gen
ailesinin bazi iiyeleri ndrodejeneratif hastaliklarla iliskilendirilmis olsa da, bu varyantin
ET ile dogrudan iliskisini destekleyen bir ¢alisma bulunmamaktadir. Varyant VUS
olarak siniflandirilmakta olup, patojenitesinin belirlenmesi i¢in segregasyon analizi ve

fonksiyonel ¢aligmalar ile iligkisinin desteklenmesi gereklidir.

Bu ¢alismada belirlenen varyantlarin biiyiilk ¢ogunlugunun, aile ici segregasyon
gosterenler de dahil olmak tizere, VUS olarak siniflandirilmis olmast dikkat ¢ekicidir.
Bu durum, ET’nin basit bir Mendelyen kalitim modelinden ziyade karmasik bir genetik
mimariye sahip oldugu hipotezini desteklemektedir. Ozellikle ET-06°da ATP1A4, ET-
11’de ABCA13 ve ET-14’te TENM4 varyantlarinin her bir ailede etkilenen tiim
bireylerde bulunmasi dikkat ¢ekicidir. Ayrica ABCG4, ADCY5, FTL, GABBR2, GABRP,
GCH1, HTRA2, PSEN2 ve TMEM230 genlerindeki varyantlarin etkilenen aile igi
bireylerde bulunup etkilenmemis aile bireylerinde bulunmamasi, bu genlerin ET ile
potansiyel iligkisine dair sinirli da olsa destekleyici kanit saglamaktadir. Bu bireylerdeki
aday genler, 6zellikle norolojik siirecler ve hastalik mekanizmalarindaki olasi rolleri

dikkate alinarak translasyonel ve hiicresel fonksiyonlar1 acgisindan degerlendirilmistir
(Tablo 5-1).

Tablo 5-1. ET ile ligkili aday genlerin fonksiyonel karakterizasyonu.

Fonksiyonel Kategori Gen Temel Fonksiyon / Tigili Yolak ET / Sinir Sistemi
Molekiiler Rol veya Siire¢ ile Olasi iliski
GABBR2  GABA_B GABAerjik Inhibitdr kontroliin
(168) reseptoriiniin alt sinaptik iletim; bozulmasi tremor
birimi olan CAMP devrelerinde
NOROTRANSMISYON gABB]%Z’yi kodlar; diizenlenmesi nér_onal_ o
VE SINAPTIK _|/o-b_agh ek5|tab.|I.|tey|
DUZENLEME smyall.zas.y(.)rl yoluyla artirabilir
yavasg inhibitor
ndrotransmisyonu
diizenler

GABRP Ligand kapili klor Iyonotropik Inhibitor reseptor



VEZiKULER VE

MEMBRAN TASINIMI

MITOKONDRIiYAL

FONKSiYON VE
PROTEIN KALITE

(169)

ADCY5
(170)

TENMA4
(171)

GCH1
(172)

TMEM230
(173)

ABCA13
(174)

ABCG4
(175)

ATP1A4
(176)

HTRA2
(OMI)
(117)

kanallar1 olusturan
GABA_A
reseptoriiniin © alt
birimi

CAMP sentezini
katalizleyen adenilat
siklaz izoformu;
dopamin ve adenozin

reseptorleri iizerinden

GPCR
sinyalizasyonunu
modiile eder

Akson yonlendirmesi
ve sinaptik
organizasyonda rol
alan transmembran
protein

Tetrahidrobiopterin
(BH4) sentezinin ilk
basamagini
katalizleyen GTP
siklohidrolaz 1

Endozomal ve
sinaptik vezikiil
tagimimini
diizenleyen
transmembran
protein

Lipid ve fosfolipid
tagimimini
diizenleyen biiyiik
ATP-baglayict kaset
(ABC) tastyicisi

Noron ve glialarda
kolesterol diga
taginmasini
diizenleyen ABC
tasiyicisi

Membranlar arasi
iyon gradyanini
siirdiiren Na*/K*-
ATPaz a4 alt birimi

Apoptozu ve stres
yanitin1 diizenleyen
mitokondriyal serin

GABAerjik
ndrotransmisyon

CAMP-bagimli
sinyal iletimi;

bazal ganglion
motor kontrolii

Noronal
baglantisallik;
aksonal yol
bulma

Dopamin,
serotonin ve
nitrik oksit
sentezi

Dopaminerjik
vezikil geri
doniisiimii ve
ekzosit

Membran lipid
homeostazi;
endozomal geri
doniisiim

Kolesterol
homeostazi ve
lipid taginim

Tyon tasinimi;
membran
potansiyeli
diizenlenmesi

Mitokondriyal
protein
katlanma yanuti;

kompozisyonundaki
degisiklikler
talamokortikal
ritmin bozulmasina
neden olabilir
cAMP
sinyalizasyonunun
diizensizligi motor
devre
eksitabilitesini ve
ritmik aktiviteyi
etkileyebilir

Aksonal
organizasyon
bozuklugu
serebellokortikal
iletisimi
degistirebilir

BH4 eksikligi
dopamin
biyosentezini
bozarak tremor
kontroliinde rol
oynayan
ndrotransmisyonu
etkileyebilir
Vezikiiler taginim
bozuklugu tremorla
iligkili
dopaminerjik
ndrotransmisyonu
etkileyebilir

Lipid taginimindaki
degisiklikler
vezikiil yapisini ve
noronal
sinyalizasyonu
etkileyebilir
Kolesterol
dengesinin
bozulmasi sinaptik
membran
akigkanligini ve
reseptor
fonksiyonunu
etkileyebilir

Iyon
homeostazindaki
bozukluk motor
yolaklarda néronal
atesleme
stabilitesini
bozabilir
Mitokondriyal
disfonksiyon ve
oksidatif stres



KONTROLU proteaz apoptoz dopaminerjik
sinyalizasyonu néronlarin
hassasiyetini

artirabilir
PSEN2 v-sekretaz Hiicre ici Noronlarda
(178) kompleksinin bir sinyalizasyon; kalsiyum
bileseni; APP ve mitokondriyal homeostazi ve
Notch islenmesini fonksiyon mitokondriyal
diizenler stabiliteyi
etkileyebilir
FTL Demir depolanmasi Demir Artmig demir
(179) ve metabolizmasi;  birikimi oksidatif
METAL VE REDOKS detoksifikasyonundan | oksidatif stres noéronal hasara ve
HOMEOSTAZI sorumlu ferritin hafif = dizenlenmesi motor
zingiri disfonksiyona
katkida bulunabilir

ET veya daha genis anlamda motor devre fizyolojisi ile potansiyel olarak iliskili genlerin baslica
fonksiyonel kategorilerini, molekiiler rollerini ve noérobiyolojik yolaklarini &zetlemektedir. Genler,
norotransmisyon ve sinaptik diizenleme, vezikiiller ve membran tagimimi, mitokondriyal fonksiyon ve
protein kalite kontrolii ile metal ve redoks homeostazi olmak iizere baslica fonksiyonel alanlara goére

gruplandirilmistir.

5.1. Norotransmisyon ve Sinaptik Diizenleme ile Iliskili Genler
GABBR2, GABRP, ADCY5, TENM4 ve GCH1 genleri inhibitor
norotransmisyon, hiicre i¢i sinyal iletimi ve serebellotalamik devre biitlinliiglinii
diizenleyen molekiiler yolaklarda birlesmektedir. Bu siiregler giderek artan sekilde

ET’nin nérobiyolojisinde rol oynayan mekanizmalar olarak kabul edilmektedir.

GABBR2 (Gamma-aminobiitirik asit tip B reseptor alt birimi 2), merkezi sinir
sisteminde yavas ve uzun siireli inhibitér norotransmisyonu saglayan GABA B
reseptOriiniin temel bilesenlerinden biridir. GABBR2’deki patojenik varyantlar ¢esitli
noropsikiyatrik  ve epileptik hastaliklarla  iliskilendirilmistir. GABBRI1 ile
heterodimerizasyon sonrasinda reseptdr Gi/o proteinlerine baglanarak adenilat siklaz
inhibisyonuna, cAMP/PKA sinyalizasyonunun azalmasina, presinaptik Ca?* kanallarinin
baskilanmasia ve postsinaptik GIRK potasyum kanallarinin aktivasyonuna yol agar.
Bu mekanizma yavas inhibitor postsinaptik yanitlar olusturur ve ndrotransmitter
salmimini sinirlar (168). ET-04 ailesinde gézlenen segregasyon paternine dayanarak,
her iki varyant giiniimiizde VUS olarak siniflandirilmis olsa da GABBR2 c.655A>T ve
FTL ¢.183G>C varyantlarinin, bagimsiz olarak veya birlikte fenotipe katkida
bulunabilecegi disiiniilebilir. In silico protein yapi tahmin modellerine (Missense3D)

gore, GABBR2 pThr219 rezidiisi ligand baglanma arayiiziine yakin konumda olup,



treoninin serin ile degisimi kimyasal olarak konservatif olmasina ragmen lokal hidrojen
baglarim1 hafif diizeyde -etkileyebilir ve reseptor—ligand etkilesim dinamiklerini
degistirebilir; bu durum, GABRR2 genindeki bu amino asit degisiminin reseptor
fonksiyonu iizerinde ince diizeyde yapisal ve fonksiyonel etkiler olusturabilecegini
diistindiirmektedir. ET-18 bireyinde, biri GABRP (c.871G>A), digeri ADCY5
(c.2543C>T) geninde olmak iizere iki nadir VUS varyant1 saptanmistir. GABRP,
GABA-A reseptoriiniin © alt birimini kodlar. Bu alt birim agirlikli olarak periferik
dokularda ifade edilse de serebellum dahil bazi beyin bdlgelerinde de bulunur. GABA-
A reseptor alt birim kompozisyonundaki degisiklikler inhibitor postsinaptik akimlari
degistirebilir, talamokortikal osilasyonlar1 bozabilir ve tremor olusumu ile iliskili
hipersenkron aktiviteyi artirabilir (169). Ekstraselliler domain igerisinde yer alan
GABRP genindeki p.(Gly291Arg) yanlis anlamli varyantinin olasi yapisal etkilerini
degerlendirmek amaciyla in silico protein yapt tahmin modeli (Missense3D)
kullanilarak analiz edilmis, kii¢iik ve nonpolar bir amino asit olan glisinin, hacimli ve
pozitif yiiklii bir arginin ile yer degistirmesi, lokal protein katlanmasini bozarak ligand
baglanma dinamiklerini etkileyebilecegi; sdz konusu varyantin reseptdr fonksiyonu
tizerinde yapisal ve fonksiyonel etkiler olusturabilecegini diisiindiirmektedir. ADCY5
geni ise adenilat siklaz tip 5 enzimini kodlar ve CAMP sentezini katalizler. ADCY5’teki
heterozigot fonksiyon kazanimi varyantlar ailesel diskinezi, kore ve diger hiperkinetik
hareket bozukluklarinin bilinen nedenleridir (MIM#606703) (170). Bu gen striatum ve
diger bazal ganglion yapilarinda yliksek diizeyde ifade edilir ve asir1 cAMP sinyali
normal ndronal atesleme paternlerini bozabilir. Bu iki varyantin birlikte bulunmasi
tesadiifi olabilecegi gibi ortak yolaklar iizerinden modifiye edici etkiler de gosterebilir
ve oligogenik etki ile uyumlu olabilir. GABRP varyanti GABAerjik inhibisyonu
zayiflatirken ADCY5 varyanti asirt cAMP sinyalizasyonuna yol agabilir. Bu durum
bazal ganglion-talamokortikal devrelerde uyarici-inhibitér dengenin bozulmasina ve

tremor i¢in gerekli osilatuvar aktivite esiginin diismesine neden olabilir.

TENM4, akson yonlendirmesi ve noronal baglantilarin olusumunda rol oynayan
teneurin ailesi proteinlerinden birini kodlar. TENM4 varyantlarinin ET ailelerinde
bildirildigi ve serebellokortikal devre stabilitesini bozabilecegi daha Onceki
calismalarda gosterilmistir (171). Bu durum ET’nin serebellar osilatuvar bozukluk

olarak ele alindigi modellerle uyumludur. TENM4 varyantlarinin degisken penetransi



gen-gevre etkilesimlerine isaret etmekte ve PH gibi norodejeneratif hastaliklarla
ortisme gostermektedir (171). Calismamizda ti¢ farkli TENM4 varyanti saptanmuistir:
ET-05: transmembran domainde ¢.5158A>G; p.(Thrl720Ala), ekstraselliiler domainde
ise ET-08: ¢.5462G>A; p.(Argl821GIn) ve ET-14: ¢.5870C>T; p.(Thr1957Met). ET-
05’teki varyant segregasyon analizi ile dislanmis, ET-08 ve ET-14’teki varyantlar ise
yalnizca etkilenen bireylerde bulunmalar1 nedeniyle olasi aday varyantlar olarak

degerlendirilmistir (Sekil 5-1).
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Sekil 5-1. TENM4 varyantlarinin lokalizasyonu.

GCH1, dopamin, serotonin ve nitrik oksit sentezinde kofaktor olan
tetrahidrobiopterin (BH4) diretiminin hiz kisitlayici enzimini kodlar (Sekil 5-2).
Monoallelik GCH1 varyantlar1 dopa-yanitli distoniye neden olmakta ve ET ile ortiigen
erigkin baglangi¢lhi tremor fenotipleri ile iliskilendirilmektedir (172). BH4
homeostazindaki bozulma serebellotalamik ve bazal ganglion devrelerinde
dopaminerjik sinyallesmeyi etkileyerek tremor olusumuna katkida bulunabilir (180).
ET-20 ailesinde saptanan intronik GCH1 c¢.16+5G>A (rs746660567) varyantinin
SpliceAl analizi (skor 0.84) donor-kirpilma bolgesini bozma olasiliginin yiiksek
oldugunu gostermistir. Bu etkinin, 3’ untranslated region (UTR) igerisinde kriptik bir
kirpilma bolgesinin olusumu ile ortaya ¢ikabilecegi diistiniilmektedir. Bu durum,
varyantin atipik lokalizasyonuna ragmen hatali kirpilmaya, transkript instabilitesi veya
GCHL1 fonksiyon kaybina yol agabilir. Bu varyant, mitokondriyal serin proteaz Omi’yi
kodlayan ve protein kalite kontrolii ile stres kaynakli apoptoz siireglerinde rol alan
HTRA2 genindeki bir yanlis anlamli varyantla birlikte saptanmistir (c.187G>T;
p.(Val63Phe); rs756256747) (Sekil 5-3). Literatirde HTRA2 varyantlarinin hem ET

hem de PH spektrumunda tremor fenotipleri ile iliskilendirildigi géz oniine alindiginda,
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bu varyantlarin birlikte segregasyonu hareket bozukluklarinda ortak bir patojenik

mekanizmaya isaret edebilir (177,181).
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Sekil 5-2. GABAerjik reseptorler, cAMP-PKA sinyal yolu, sitoskeletal
diizenleme ve redoks homeostazi arasinda baglanti kuran entegre sinyal yolaklari.
GABBR2, GABBRP, ADCY5, TENM4 ve GCH1 genlerinin rollerini vurgulayan membran iligkili

ve hiicre i¢i yolaklarin gematik gosterimi.

GABBR2 (y-aminobiitirik asit tip B reseptor alt birim 2) aracili sinyallemenin inhibisyonu,
STAT3 ve glikojen sentaz kinaz 3 (GSK3) fosforilasyonunu etkileyerek néroinflamasyon,
ndrotransmisyon, norodejenerasyon ve ndron—glia dengesi ile iliskili f-katenin (f-Cat) bagiml
transkripsiyonu modiile eder. ADCYS5 (adenilat siklaz 5), ATP’yi cAMP’ye doniistiirerek
protein kinaz A (PKA) aktivasyonuna yol agar; PKA ise CREB, mTOR, ERK, NMDA/AMPA
reseptorleri, voltaj kapili iyon kanallari (VGIC’ler) ve RAB proteinleri dahil olmak iizere asagi
akim hedefleri fosforile eder. Bu siiregler sinaptik plastisite, néronal uyarilabilirlik, vezikiil
taginimi, mitokondriyal metabolizma, oksidatif stres yanitlar1 ve hiicre sagkalimm diizenler.
GABBRP (GABA tip B reseptor alt birimi psodojeni), cAMP—PKA sinyal yolunu etkileyen
modiilator bir bilesen olarak gosterilmistir. TENM4 (teneurin transmembran protein 4), FAK—
CDC42-RACI1 sinyal yolunu ve ERK fosforilasyonunu aktive ederek noéron uzantilarinin
gelisimi, oligodendrosit proliferasyonu, miyelin kilif olusumu ve SOX6, SOX9 ve RUNX2’nin
transkripsiyonel diizenlenmesine katkida bulunur. Buna paralel olarak GCH1 (GTP

siklohidrolaz 1), tetrahidrobiopterin (BH4) biyosentezini diizenleyerek tirozin {izerinden
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dopamin tretimini etkiler ve oksidatif stres, lipid peroksidasyonu, ferroptozis ve reaktif oksijen

tiirleri (ROS) dengesi {izerinde rol oynar.
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Sekil 5-3. HTRA2, PSEN2, demir metabolizmas1 ve y-sekretaz sinyallemesinin
mitokondriyal proteostaz, oksidatif stres ve nérodejenerasyon iizerindeki birbiriyle

baglantili rollerinin sematik gdésterimi.

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), ultraviyole radyasyon, DNA hasar1 ve farmasotik ajanlar gibi
hiicresel stres faktorleri mitokondriyal disfonksiyonu tetikleyerek serin proteaz HTRA2’yi
aktive eder. Homeostatik kosullarda HTRA2, mitokondriyal proteostazin siirdiiriilmesine katki
saglarken, mitokondriyal stres durumunda sitozole salinarak apoptoz inhibitér proteinleri
(IAP’ler) baskilar ve kaspaz-3 bagimli apoptotik yolaklar1 aktive eder. Demir
metabolizmasindaki diizensizlik, Fe*’lin Fe*"’ye indirgenmesini artirirken, ferritin hafif zinciri
(FTL) hiicresel demir depolanmasinda rol oynar. Artmis ferro demir, Fenton reaksiyonlarini
gliglendirerek hidroksil radikallerinin olusumuna yol agar; bu durum lipid peroksidasyonu,
protein oksidasyonu ve DNA hasarini artirarak oksidatif stresi ve ndronal hasar1 derinlestirir. y-
sekretaz kompleksinin katalitik alt birimi olan PSEN2, amiloid prekiirsér proteininin (APP)
intramembrandz kesilmesini saglayarak hiicre dist AP plaklar1 olusturabilen AP peptidlerinin
iiretimine yol agar. Bu agregatlar iyon kanal disfonksiyonu, Ca** dengesizligi, mitokondriyal
oksidatif stres, inflamasyon, enerji metabolizmasinda bozulma ve ndronal apoptoz ile iliskilidir.
Ayrica PSEN2 aracili y-sekretaz aktivitesi, Notch hiicre i¢i domeinin (NCID) serbestlesmesini
saglayarak NOTCH sinyal yolunu diizenler. NCID ¢ekirdege transloke olarak BCL2, ¢c-MYC,



p21 ve p57 gibi hedef genlerin ekspresyonunu modiile eder ve bdylece hiicre sagkalimu,

proliferasyonu ve diferansiyasyonunu etkiler.

Tim bu kesisen yolaklar birlikte degerlendirildiginde, mitokondriyal
proteostazin bozulmasi, demire bagli ROS iiretimi ve y-sekretaz diizensizliginin

norodejeneratif siirecleri nasil ortaklasa tetikledigini ortaya koymaktadir.

5.2. Vezikiiler ve Membran Tasimmm ile Tliskili Genler

Bu ¢alismada ABCG4 (ET-05), ATP1A4 (ET-06), ABCA13 (ET-11) ve TMEM230
(ET-15) genleri araciligiyla gergeklesen ortak hiicresel yolaklar incelenmis ve bu
goriintiste farkli membran proteinlerinin membran tasinimi, lipid homeostazi ve iyon
dengesinin  korunmasinda nasil Dbirlikte rol oynadiklar1i degerlendirilmistir
(173,174,176). Bu genler arasinda ortak olan temel ozellik, hiicresel membranlar
boyunca veya membranlar ilizerinde gergceklesen ATP-bagimli taginim siireglerinde rol

almalanidir.

TMEM230 ozellikle sinaptik ve endozomal kompartmanlarda vezikiil taginimina
katkida bulunur (173). Benzer sekilde, ABCA13 ve ABCG4 (ABC tastyict siiper
ailesinin iiyeleri) lipid mobilizasyonunda rol oynar; 6zellikle ABCG4 noral dokularda
kolesterol disa tasinmasini diizenler (174). ATP1A4 ise Na*/K*-ATPaz kompleksinin bir
parcast olarak ATP-bagimli iyon taginimini saglayarak membran eksitabilitesini
stirdiirtir (176). ET-06 ailesinde gergeklestirilen trio ekzom dizilemesi sonucunda
ATP1A4 geninde anlamsiz bir varyant (c.1804C>T; p.(Arg602*)) saptanmistir ve bu
varyant proteinin erken trunkusyonuna yol a¢gmaktadir. ATP1A4 cogunlukla testiste
ifade edilmekle birlikte, GTEx v8 verileri bu genin belirli ekzonlarinin hipotalamus ve
korteks gibi beyin bolgelerinde de ifade edildigini gostermektedir. Bu ailede etkilenen
tim Dbireylerin kadin olmasi gonadal bir mekanizmanin olas1 oOlabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu nedenle ATP1A4’iin belirli noronal popiilasyonlarda sinirli ancak
fonksiyonel agidan Onemli bir rolii olabilir ve haployetmezlik durumu noronal
eksitabilite esigini diisiirerek serebellotalamokortikal osilasyonlarin ortaya ¢ikmasina
katkida bulunabilir (181). Iyon homeostazindaki bozulma ile uyumlu olarak, ET-06
ailesindeki etkilenen bireyin propranolol hidrokloriir tedavisine oldukga iyi yanit verdigi

gbzlenmistir. Bu durum membran stabilizasyonu ve voltaj kapili sodyum kanallariin



blokajinin ATP1A4 varyantina bagli iyon dengesizligini kismen telafi edebilecegini
diisiindiirmektedir. Bununla birlikte bu varyantin Tiirk Variome popiilasyonunda
nispeten daha yiiksek allel frekansina sahip olmasi, dogrudan nedensel bir varyanttan
ziyade genetik duyarlilik faktorii olabilecegini diisiindiirmektedir. Bir diger ortak nokta
membran kompozisyonunun diizenlenmesidir. ABCA13 ve ABCG4, reseptor
organizasyonu ve plazma membrani akiskanligi i¢in kritik olan lipid ve kolesterol
dagilimm etkiler (174). TMEM230 ise vezikiil tasinim yolaklar1 araciligiyla dolayli
olarak membran kompozisyonunun diizenlenmesine katkida bulunur (173). Etkin
vezikil tasinimi, lipid ve iyon homeostazinin koordineli bir sekilde siirdiiriilmesine
baglidir. Bu agin herhangi bir bilesenindeki bozulma zincirleme hiicresel etkilere yol
acabilir ve TMEM230 varyantlar ile iliskili degisken klinik fenotipleri agiklayabilir.
ET-15 ailesinde TMEM230 varyanti etkilenen probandda bulunurken etkilenmemis
kardeste saptanmamis ve bu durum genotip-fenotip iligskisini sinirhi diizeyde
desteklemektedir. Literatiirde dort yanlis anlamli ve ii¢ anlamsiz TMEMZ230 varyantinin
otozomal dominant PH ile iligkili oldugu bildirilmistir (182,184). Varyant tasiyan ancak
hastalik gostermeyen bireyler eksik penetrans ile agiklanmigtir. Bildirilen dort yanlis
anlamli varyanttan ii¢ii, bu ¢alismada tanimlanan varyant dahil olmak tizere, TMEM230
TED domaininde lokalizedir (UniProt Q96A57). Ancak ¢alismaya katilan aile
tiyelerinin siirli olmasi daha kapsamli segregasyon analizini engellemistir. WDFY3
(ALFY) ile ilgili son ¢alismalar nadir varyantlarin etkilerinin genetik modifiye ediciler
ile etkilesime bagli olabilecegini gostermektedir (184). Bu baglamda ET-15 ailesinde
nadir TMEM230 ve LRRC3 varyantlarinin birlikte bulunmasi, LRRC3 varyantinin hem
etkilenmis hem de etkilenmemis bireylerde goriilmesi nedeniyle, aileye 06zgili bir
modifiye edici etki veya oligogenik katkiyr diislindiirebilir, ancak bu durum heniiz

spekiilatif olup fonksiyonel ¢aligmalarla desteklenmelidir.

ET-11 ailesinde proband ve etkilenen kardeste ABCA13 geninde nadir yanlis
anlaml bir varyant (c.13663T>C; p.(Tyr4555His)) saptanmistir. Daha 6nce ABCA13
varyantlariin noropsikiyatrik ve ndrodejeneratif fenotiplerle iliskilendirilmis olmasi

nedeniyle bu genin tremor fenotipi ile iliskili olabilecegi ongdriilmektedir (174).

ET-05 ailesinde yapilan duo ekzom analizi sonucunda ABCG4 geninde heterozigot
c.679C>G; p.(Pro227Ala) varyant1 saptanmis ve bu varyant etkilenen kardes ile birlikte

segregasyon gostermistir. Missense3D in silico protein yapi tahmin modellerine gore,



yapisal modelleme sonuglart bu substitiisyonun ATP baglanma stabilitesini ve/veya
domain esnekligini lokal diizeyde hafif etkileyebilecegini diisiindiirmektedir. Deneysel
modellerde kolesterol tagiyicilarinin (ABCG4, ABCG1 ve ABCA1 dahil) diizensizliginin
ateroskleroz, vaskiiler inflamasyon ve kardiyak lipid metabolizmasinda bozulma ile
iligkili oldugu gosterilmistir (175,185). ABCG4 igin insanlarda tanimlanmis spesifik bir
fenotip bulunmamakla birlikte bu gen karaciger ve beyinde yiiksek diizeyde ifade edilir
ve kolesterol tasiniminda rol oynar; bu yolak norodejeneratif hastaliklarda giderek daha
fazla 6nem kazanmaktadir (186). ET-05 bireyinin ayni varyanti tasiyan babasinda hem
tremor fenotipinin (Parkinsoniyen 6zellikler dahil) hem de belirgin kardiyak hastaliginin
bulunmasi, ndrolojik ve kardiyovaskiiler sistemleri etkileyebilen potansiyel pleiotropik
bir etkiyi diisiindiirmektedir. Bu bulgulara dayanarak ABCG4 genini ET i¢in yeni bir

aday gen olarak 6nermekteyiz.

5.3. Mitokondriyal Fonksiyon ve Protein Kalite Kontrolii ile Iliskili Genler

PSEN2 ve HTRA2, mitokondriyal homeostaz ve hiicresel stres yanitlarinin énemli
diizenleyicileridir (Sekil 5-3). PSEN2 mitokondri ile iligskili ER membranlarinda
lokalizedir ve kalsiyum sinyallesmesi, reaktif oksijen tiirleri tiretimi, mitokondriyal
dinamikler ve otofajiyi diizenler; bu genin fonksiyon bozuklugu nérodejenerasyon ile
iliskilendirilmistir (178). HTRAZ2 ise mitokondride protein kalite kontroliinii siirdiiriir ve
agir hiicresel stres durumlarinda apoptozu tetikler. Her iki proteindeki bozukluklar
proteostazin bozulmasi ve artmis proteotoksik stres ile sonuclanir; bu durum
norodejeneratif hastaliklarin temel 6zelliklerinden biridir (178,181). Monoallelik
patojenik PSEN2 varyantlar1 erken baslangigli Alzheimer hastaligina (MIM#606889)
neden olur. ET-07 bireyinde saptanan PSEN2 varyanti (¢.446T>C; p.(11e149Thr)) daha
once distoni-parkinsonizm fenotipleri ile iliskilendirilmistir (178). Segregasyon
verilerinin sinirlt olmasi kesin bir sonuca ulagmay1 engellese de ET ile olas1 bir iliski

tamamen dislanamaz.

5.4. Metal ve Redoks Homeostazinda Rol Alan Genler

FTL, demirin depolanmas1 ve detoksifikasyonunu saglayan ferritin nanokafesinin
temel bilesenlerinden biri olan ferritin hafif zincirini kodlar. FTH1 Fe**—Fe*
doniisimii  ig¢in  ferroksidaz aktivitesi saglarken, FTL ferritin kompleksinin

stabilizasyonuna katkida bulunur, demir g¢ekirdeklenmesini destekler ve uzun siireli



demir mineralizasyonunu miimkiin kilar (187). Bu fonksiyonlar sayesinde FTL serbest
demiri tamponlar, redoks dengesini korur ve oksidatif stresi smirlar. FTL
ekspresyonunun veya ferritin kompleksinin bozulmasi serbest demir diizeylerinin
artmasina, lipid peroksidasyonu ve ferroptozise yol acabilir ve ozellikle metabolik
olarak aktif motor devrelerde noronal hassasiyeti artirabilir. Bu durum FTL
disfonksiyonunun nérodejenerasyon ve tremor patofizyolojisi ile iliskisini agiklayabilir
(185,188). ET-04 ailesinde saptanan FTL varyanti (¢.183G>C; p.(Glu61Asp)), in silico
tahmin araglarinda orta diizeyde dngoriilen etkiye sahip olmakla birlikte (REVEL 0.457;
konservasyon 1.91) yiiksek CADD skoru (23.4) gostermekte ve katalitik demir
oksidasyon bolgesini etkilemektedir. Bu nedenle varyantin hafif ancak fonksiyonel bir
etkisi olabilir. FTL’nin noroferritinopati gibi nadir hareket bozukluklari ile iliskisi goz

oniine alindiginda bu varyantin ET fenotipine katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir.

Ardigik dizileme yaklasimlari, aday varyantlara iligkin tamamlayic1 bilgiler
saglamistir. Kohortumuzda, kodlayici ve kirpilma bolgelerine yakin alanlara odaklanan
TGD, ED bulgularina ek olarak yeni patojenik varyantlar ortaya koymamustir. Derin
intronik ve diizenleyici varyantlarin yorumlanmasinin klinik genomikte halen énemli bir
zorluk olmas1 g6z oniine alindiginda, elde ettigimiz sonuglar, ekzom yeniden analizinin
tanisal varyantlarin biiyiik cogunlugunu yakalayabildigini ve kodlayici bolgelerde TGD
ile karsilastirilabilir performans gosterdigini desteklemektedir. Calismanin sinirliliklari
arasinda, aile biretlerinin katiliminin kisith olmasi ve/veya ist kusaklardan Ornek
aliniminin zorlugu nedeniyle segregasyon analizlerinin sinirli kalmasi ve hipotez
iiretmeye yonelik gorece kiiclik kohortun bulunmasi yer almaktadir; bu durum,
istatistiksel gilic hesaplamasi ve yiik (burden) analizi yapilmasini smirlamistir. Bu
nedenle bazi varyantlar arka plan ya da popiilasyona 6zgii nadir varyasyonlar1 yansitiyor
olabilir. Objektif tremor Glglimlerinin ve uzun dénemli izlem verilerinin sinirli olmasi,
fenotipik karakterizasyonu kisitlamistir. Ayrica, bu ¢aligma tanimlama, genotipik
karakterizasyon  niteliginde  oldugundan  fonksiyonel  dogrulama  analizleri
gerceklestirilmemistir. Gelecek calismalarin, aday varyantlarin hastalikla iligkili néronal

modellerde fonksiyonel olarak degerlendirilmesine odaklanmasi 6nerilmektedir.

Bu ¢aligma ET’nin belirgin genetik heterojenligini ortaya koymakta ve hastalik
riskinin ortak molekiiler yolaklar boyunca yer alan birden fazla varyantin birlesik

etkileri sonucu ortaya cikabilecegini gostermektedir. Aday genler inhibitor



norotransmisyon, vezikiiler tasinim, mitokondriyal kalite kontrolii ve iyon homeostazi
gibi siireclerde birlesmekte olup bu mekanizmalar norodejeneratif hastalik yolaklar: ile
de ortiismektedir. Bulgularimiz, ET patogenezinin anlasilmasinda aile temelli dizileme

yaklasimlarinin ve yolak diizeyinde analizlerin 6nemini desteklemektedir.



6.SONUC

ET’den etkilenen 20 aileyi kapsayan bu kapsamli genomik calismada, hastaligin
belirgin bir genetik heterojenite sergiledigi ve tek bir major nedensel gen ile
aciklanamayacagi ortaya konmustur. ED, TGD, varyant kisitlilik (constraint) metrikleri
ve segregasyon analizlerinin entegre edilmesi sayesinde baslangigta belirlenen genis
nadir varyant havuzu, ET patofizyolojisi ile biyolojik agidan anlamli olabilecek daha
siirlt bir gen grubuna indirgenmistir. Segregasyonla uyumlu olmamasi nedeniyle bazi
varyantlar dislanmis olmakla birlikte, ATP1A4, ABCA13, TENM4, ABCG4, GABBR?Z2,
GABRP, ADCY5, PSEN2, HTRA2, FTL ve GCH1 genlerinde etkilenen bireylerde
bulunan ve etkilenmemis akrabalarda saptanmayan nadir ve potansiyel olarak zararh
varyantlar belirlenmistir. Bu genlerin inhibitdr nérotransmisyon, vezikiiler ve membran
taginimi, mitokondriyal kalite kontrolii, iyon homeostaz1 ve redoks dengesi gibi temel
norobiyolojik yolaklarda birlesmesi, ET patogenezinin sistem diizeyinde bir model ile
aciklanabilecegini desteklemektedir. ET’nin muhtemelen tek bir dominant gendeki
yiiksek penetransli varyantlardan ziyade, ortiisen molekiiler aglar1 etkileyen ¢ok sayida
diisiik penetransh varyantin kiimiilatif etkilerinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bu
genetik karmagiklik, ET ailelerinde gozlenen degisken ekspresiviteyi, eksik penetransi
ve klinik heterojeniteyi agiklayabilir. Onemli olarak, bu ¢alismada tanimlanan aday
genlerin bir kismi daha genis norodejeneratif ve hareket bozukluklar: ile de
iliskilendirilmistir. Bu durum ortak patojenik mekanizmalarin varligin1 géstermekte ve
ET’nin daha genis bir norolojik duyarlilik spektrumu iginde yer alabilecegini
diistindiirmektedir. Bu bulgular, aday genlerin belirlenmesi ve ET’nin molekiiler
mimarisinin aydinlatilmasinda aile temelli dizileme yaklasimlarinin, segregasyon
analizlerinin ve yolak diizeyinde degerlendirmelerin 6nemini vurgulamaktadir.
Gelecekte yapilacak caligmalarin, bu varyantlarin biyolojik etkilerini dogrulamak
amaciyla fonksiyonel analizlere, daha genis ve ¢ok etnisiteli kohortlara ve uzun okuma
dizileme ile ¢oklu-omik yaklasimlar1 igeren entegre genomik stratejilere odaklanmasi
gerekmektedir. Klinik genetik test panellerinin yolakla iligkili genleri icerecek sekilde
genisletilmesi, tanisal verimi artirabilir ve hasta yonetiminde daha kisisellestirilmig
yaklasimlarin gelistirilmesine katki saglayabilir. Sonug olarak, ET nin genetik yapisinin

daha iy1 anlasilmasi, bu yaygin ve siklikla yasam kalitesini 6nemli olglide etkileyen



norolojik hastalik i¢in daha erken tani, daha dogru risk simiflandirmasi ve hedefe

yonelik tedavi stratejilerinin gelistirilmesini miimkiin kilacaktir.
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EK-3

Ekzom Dizileme (ES) calismasinin ayrintili protokolii

Malzemeler:
Pipetler (1000ul,200ul, 100!, 20pl,10pl) QlAseqFX Kit
8-strip PCR tlpleri ve rack IDT xGen Kit
Dynamag -2 magnetik stant QlAxcel DNA High Resolution Kit (1200)
Buz akiisii/soguk blok AMPureXP Beads
1.5ml/2.0ml tiipler RNase-free Water
Realtime PCR Buffer EB
Thermal cycler(kapak sicakhigi ayarlanabilir) 80% ethanol
Vorteks
SpeedVac
Qiaexcel

1. Giln: QlAseq FX: Whole genome library preparation

2. GuUn: IDT xGEN: Hybrid Capture

3. Gun: IDT xGEN: Hybrid Capture ve NextSeq Run

Asama #1: DNA Fragmantasyonu

DNA; niikleazsiz su, 10mM Tris, Buffer EB ya da 0.1X TE de ¢ozinmiig olmaldir.

Kullanilacak malzemeler

Cal dncesi yapilmasi gerekenler:

yally

Niikleazsiz Su

Kullanmadan énce tiim malzemeler vortex/spin yapiimaldir.

FX buffer, 10x

Master Mix buz Gzerinde hazirlanmalidir.

Fx Enzyme Mix

Once master mix sonra DNA'lar dagitiimalidir,

DNA

Galisma boyunca buz tizerinde ¢ahsiimalidir.

a. gDNA érneklerinin konsantrasyonu Qubit ile élgiiliir. Eger konsantrasyon 50 ng/ul’nin (izerinde olursa stok
ornekleri ara diltsyon ile 50 ng/ul’ye sabitlenmelidir.

10 ng/ul altindaki rnekler baslamak icin uygun degildir.

b. Konsantrasyon hesaplamasi su sekilde yapilir;
Ornegin; 50/stok konsantrasyon= stoktan alinacak érnek miktari (pl)
Stok kons. 35 ng/ul oldugunu varsayarsak
50/35=1,42 pl stoktan gekilir. Uzerine 33,58 pl niikleasiz su eklenerek 35 pl'ye tamamlanir.

Vorteks ve spin yapilir.

c.  0.2'lik PCR tlipline toplam hacim 35 pl, toplam DNA miktari 50 ng olacak sekilde H20+DNA karisimi

hazirlanir,
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Kiitiiphane Hazirhg Ornek Tablo

Protokole baslamadan dnce drneklere eklenecek barkodlar belirlenerek asagidaki tabloya islenmelidir.

OrnekNo | Ornek Adi Stok Kons. (ng/ul) Ornek miktari Su miktari (pl) 7xx index 50x index
)

X X 50 1 34

X X 40 1,25 33,75

X X 30 1,6 334

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

a. Thermal cycler tablodaki gibi ayarlanir, program baslatilir. Blok 4 derece ulastigi zaman program pause

edilir.
b. Her ornek tiipiinin tizerine 5 pl FX Buffer eklenir.
¢. Her drnek tiiplinln Uzerine FX Enzym Mix'ten 10 pl eklenir.
d. 6-8 defa pipetaj yapildiktan sonra kisa spin yapilir.
e. Reaksiyon tipleri cihaza yerlestirilerek calisma baslatilir.
Fragmantasyon PCR Protokolii
Asamalar Sicakhk [°C] Stre [dk]
1 4 1
2 32 22
3 65 30
4 4 Hold

Kapak sicakhg: 37 °C

® PCR’dan gikan Granler bekletilmemelidir. Dogrudan “Adapter ligation” agamasina gegilir.
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Asama #2: Adaptor Ligasyonu

Adaptor Ligasyon PCR Protokolii

Sicakhk [°C]

Sure [dk]

20

15

Kapak sicakhgi: YOK

Kullanilacak malzemeler:

Calisma oncesi yapilmasi gerekenler:

Nuclease free water

Calisma boyunca buz tizerinde galigilmaldir.

Ligation buffer 5x

PCR 6ncesi kisa vortex ile 6rnekler karistiriimalidir.

DNA Ligase

Her bir adaptor tek-tek eklenmelidir.

Fragmented DNA (6nceki agamadan)

Thermal cycler’in kapak sicakligi olmamalidir.

Adaptor plate

Adaptor ligasyon PCR’1 sonrasi direkt clean-up islemine
gecilmelidir.

Adaptor Plate buz tizerinde eritilerek kullanmadan 6nce spin
yapilmalidir

a. Fragmentasyon PCR’indan gikan rinler kisa spin yapilir.

b. 1,5 ml'lik tipte adaptor ligasyon miksi asagidaki gibi hazirlanir kullanilmadan 6nce viskoz olan
kimyasallarin iyice karistigindan emin olunmaldir.

Adaptor Ligasyon Miksi
Ix [ul] 12X (+1X Dahil Edilmistir)
Ligation Buffer, 5x 20 260
DNA Ligase 10 130
Nukleazsiz Su 15 195
Total Hacim 45 585

c. Bir onceki asamadan gelen PCR uriinlerinin Gzerine, her bir 6rnek igin 45 pl adaptor ligasyon

miksi eklenir.

d. 10 pl'lik uzun uglu pipetler ile dikkatlice adaptor platenin tzerindeki seal delinir ve kuyudan 5 pl
cekilip adaptor ligasyon miksi dagitilmis 6rneklerin tGzerine eklenir ve iyice pipetaj yapilir.
e. Adaptor plate tizerindeki seal elle agilmamalidir. Elle agilmasi indexlerin karismasina sebep

olabilir.

f.  Adaptor platein tzeri her galismadan sonra yeni bir seal ile ortulir.

e PCR’dan gikan drinler bekletiimemelidir. Dogrudan “Adaptor Ligasyonu Sonrasi Yikama”

asamasina gegilir.
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Agama #3: Adaptor Ligasyonu Sonrasi Yikama

Kullanilacak malzemeler: Calisma 6ncesi yapilmasi gerekenler:

Niikleazsiz Su Calismadan 6nce Ampure beadler 20-30 dk dnce gikarilarak oda

sicakhgina getirilmelidir.

AMPure XP Ampure beadler kullaniimadan dnce iyice alt (st edilmeli ve

kanstinimahdir.

Lobind tiip 80%’lik etanol taze hazirlanmalidir.

Lobind Tupler ile cleanup yapildigindan emin olunmalidir.

P aeoooe

E

2

Adaptor ligasyon asamasindan gikan 100 pl 6rnekler spinlenir.

0.2'lik tipteki 6rnekler 1.5 mL’lik Lobind tiipe aktarilir.

Her bir tiipe 90 ul Ampure bead eklenir (0.9x) ve iyice pipetaj yapilir.

Oda sicakhiginda 5 dk inktibasyon saglanir.

Tupler magnetik stand Gzerinde yerlestirilir. Yaklasik 2 dk boyunca tutplarak beadlerin
toplanmasi beklenir.

Supernatant atilir.

200 pl taze hazirlanmig 80% lik ethanol eklenir ve 30 saniye beklenir.

Supernatant atilir.

ikinci defa 200 pl 80% lik ethanol eklenir ve 30 saniye beklenir.

Supernatant atilir,

Tuplerin icerisinde hig alkol kalmamasi igin 10 pl’lik pipet ucu ile tipler temizlenir.

Etanoliin ugmasi igin oda sicakhiginda 5-10 dk bekletilir. Bu asamada beadlerin asiri derecede
kuruyup catlamamasi dnemlidir. Bunun igin 5 dakikadan sonra tiipleri siirekli kontrol etmek
onemlidir.

. Kuruyan beadlerin Gizerine 26 pl EB buffer ya da niikleazsiz su eklenir.

Beadler tamamen homojen hale gelene kadar pipetaj yapilir, pipetaj yaparken pipet ile tipin
ceperine yapismis olan beadlere temas etmemeye 6zen gosterilmelidir.

Tiipler magnetik stand Uzerine koyplarak yaklasik 2 dakika beadlerin toplanmasi beklenir.
23.5 pl supernatant yeni 0.2 pl PCR tiplerine alinir.

GUVENLI DURMA ASAMASI: Bu asamada 6rnekler -20 C'ye kaldirilabilir, +4 derecede birkag saat
bekleyebilir ya da kittiphane amplifikasyon asamasina gegilebilir.)



Asama #4: Kutiphane Amplifikasyon

Kullanilacak malzemeler: Calisma dncesi yapilmasi gerekenler:
Hifi Master mix, 2x (yesil kapak) QlAseq HiFi PCR Master Mix ve Primer Mix buz tizerinde ¢ozdurilmelidir.
ILMN Primer Mix(10uM each)(seffaf kapak) Amplification Master Mix buz tizerinde hazirlanmalidir.

a. Thermal cycler tablodaki gibi hazirlanmalidir.

Kiitiiphane Amplifikasyon PCR Protokolii
2 dakika 98°C
20 saniye 98°C
30 saniye 60°C 7 dongii
30 saniye 25C
1 dakika 72°C
i 4°C

b. 1,5 mU’lik tipte kitiphane amplifikasyon miksi asagidaki gibi hazirlanir.
c. Her bir purifiye edilmis kitiphanenin (23.5ul) tizerine 26.5 pl master miks buz tizerinde eklenir,
pipetaj yapilir ve spinlenir.

Master Miks
1 Ornek igin [ul] | 12+1 6rnek igin[ul]
HiFi Master Mix, 2x 25.0 325ul
ILMN Primer Mix (10uM each) 1.5 19.5 pl
Toplam Master Miks 26.5 344.5 pl
Purifiye Edilmis DNA 23.5
Toplam Hacim 50.0

d. Tupler termal cycler’a yerlestirilir ve kiitiiphane amplifikasyon PCR protokolii baslatilir.
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Agama #5: Kitiiphane Amplifikasyon Sonrasi Yikama

Kullanilacak malzemeler: Calisma dncesi yapilmasi gerekenler:
Nikleazsiz Su Calismadan 6nce Ampure beadler oda sicakhgina getirilmelidir.
AMPure XP Ampure beadler kullanilmadan énce iyice kangtinlmalidir.

80%’lik etanol taze hazirlanmalidir.

o o0 o w
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0.2’lik tipteki ornekler 1.5 mL'lik Lobind tipe aktarilir.

Her bir tiipe 50 pl Ampure bead eklenir (1.0x) ve iyice pipetaj yapilir.

Oda sicakliginda 5 dk inkiibasyon saglanir.

Tupler magnetik stand tzerinde yerlestirilir. Yaklagik 5 dk boyunca tutularak beadlerin
toplanmasi beklenir.

Supernatant atilir.

200 pl taze hazirlanmis 80% lik ethanol eklenir ve 30 saniye beklenir.

Supernatant atilir.

ikinci defa 200 pl 80% lik ethanol eklenir ve 30 saniye beklenir.

Supernatant atilir.

Tiplerin icerisinde hig alkol kalmamasi icin 10 pl’lik pipet ucu ile tlipler temizlenir.

Etanollin ugmasi icin oda sicakhiginda 5-10 dk bekletilir. Bu asamada beadlerin asiri derecede
kuruyup catlamamasi dénemlidir. Bunun igin 5 dakikadan sonra tlpleri strekli kontrol etmek
énemlidir.

Kuruyan beadlerin tGzerine 27 pl EB buffer ya da niikleazsiz su eklenir.

. Beadler tamamen homojen hale gelene kadar pipetaj yapilir, pipetaj yaparken pipet ile tipin

¢eperine yapismis olan beadlere temas etmemeye dzen gosterilmelidir.
Tupler magnetik stand tzerine koyularak yaklagik 2 dakika beadlerin toplanmasi beklenir.
25 pl supernatant yeni 0.2 pl PCR tiplerine alinir.

GUVENLI DURMA ASAMASI: Bu asamada érnekler -20 C'ye kaldirilabilir, +4 derecede birkag saat
bekleyebilir ya da kittiphane amplifikasyon asamasina gegilebilir.)
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Asama #6: Hazirlanan Kiitiiphanelerin Kalite Kontrolii

Her 6rnegin Qubit 6lgtimu yapilir. Protokoliin bundan sonraki basamagina gegebilmemiz igin her bir
ornegin konsantrasyonu 500 ng olmalidir. Konsantrasyon degeri 20 ng/ul’nin altindaki 6rnekler toplam
hacim yetmediginden dolayi, ¢alismaya devam etmek igin uygun degildir.

Kullanilacak mal ler: Calisma oncesi yapil gerekenler:
Qiaxcel High Resolution Cartridge Calismadan en az 30 dk. 6nce Qiaxcel kartusu oda sicakligina getirilmelidir.
50bp- 800 bp size marker diluted to 2.5 Qiaxcel kartusu her zaman dik pozisyonda olmalidir ve kullaniimadigi zaman
ng/ul arkasindaki seal jelin kurumamasi igin takili olmalidir.
15bp- 3 kb alignment marker

a. QXdilusyon buffer ile 6rnekler 1:2 oraninda diltie edilmelidir (2 ul sample + 4 pl QX dil. buffer).
OM500-20sec injection time segilir (eger kitiphane konsantrasyonlari disiikse, OL500
kullanilabilir.

c. Size distribution asagidaki gibi beklenmektedir.

35 100 200 300 400 500 700 2000 10380
Base poirs
Figure 2. Capillary electrophoresis device trace data.

Not1: 120bp civarinda ¢ikan bantlar adapter-dimer peaklerini gostermektedir ve beklenmemektedir.

Not2: Kittiphane uzunlugunun daha fazla gikmasi ile sekans adapterlerinin DNA fragmentlerine
eklendigini gosterir.
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Asama #7: Orneklerin Birlestirilmesi

1. Qubit dlglimii yapilan her bir 6rnekten 500 ng alinarak 6rnekler 12 6rnege kadar tek tiipte
birlestirilir. Tek tiipte birlestirilen 6rneklerin toplam konsantrasyonu 6000 ng’i gegmemelidir.
2. Qubit sonuglari 500’e boltinerek 6rnekleri birlestirmek icin gereken miktar tespit edilir.
Qubit Sonucu 20 ng/ul’nin altinda olan érneklerin kiitiiphanenin genel dengesini bozmamak

adina bir sonraki asamaya gecirilmemesi tavsiye edilir.

Ornekler | Qubit Sonucu (ng/ul) | 500 ng olmasi igin pipetlenecek miktar
Ornek 25 500/25=20 pl kitiphaneden alinir
s1
s2
s3
s4
S5
6
s7
s8
s9
510
s11
512

Toplam Hacim ul

Asama #8: Asama #7: Kiitiiphanelerin kurutulmasi

a. Tek tiipte birlestirilen 6rneklerin Gzerine Cot1 ve blocking oligolar ile 1.5 mL’lik tiipte
asagidaki tabloya gore miks edilir.

Kutiiphane Yukaridaki tablodan alinacaktir.
Human Cot DNA Cat. No: 1080768 Sl

xGen Universal Blocking Oligos TS Miksi Cat.

No: 1075474 2l

Miks kisaca vortekslenir ve spin yapilir.

Vacum konsantrator cihazi 60 dk 60°C olarak ayarlanir.

Miks tamamen ugurulur.

60 dk sonunda miks tamamen ugmamis olursa 10-15 dakika kontrollli olarak siire
uzatilabilir.

© o 0 T

GUVENLI DURMA ASAMASI: Bu asamada 6rnekler +4 derecede bir gece bekleyebilir ya da -20 C'de
bir hafta bekleyebilir.



Asama #9 : Hibridizasyon reaksiyonu

Kullanilacak malzemeler:

Cal
yory

oncesi

gerek

xGen Exome Research Panel(cat no.
1056114)

Calismadan 6nce xGen hibridization ve wash kit oda sicakl

gina getirilmelidir.

xGen 2xHyb Buffer Enhancer(cat no.

2x hyb. buffer igerisinde tuz kristalleri varsa tip 65 C’ye ayarlanmis thermal
1080581) blokta tuz kristalleri kaybolana kadar bekletilir. Bu siireg bir kag saat alabilir.

xGen 2x Hyb Buffer(cat no. 1080580)

Hibridizasyon miksi hazirlanirken kullanilan bufferlar ¢ok yogun oldugu igin kesinlikle yavas
pipetleme yapilmali ve son hacime dikkat edilmelidir.

Hibridizasyon Miksi

xGen 2X Hybridization Buffer 8.5 ul
xGen Hybridization Buffer Enhancer 2.7 pl
xGen Exome Panel 4l
Nikleazsiz Su 1.8 ul
TOTAL 17 ul

1. 0.2’lik PCR tupunde tablodaki miks hazirlanir ve oda sicakliginda 5 dakika inktbe edilir.

Hazirlanan miks vorteks ve spin yapilir.

Vacum konsantratoérden gikan tiptn Gzerine hazirlanan miks eklenir ve pellet ¢ozlinene

kadar pipetaj yapilir.

4. 1.5 mL’lik tipte bulunan 17ul’lik solusyon 0.2mL’lik PCR tiptne alinir, kisa spin yapilir.
5. Ardindan tiip thermal cycler’a yerlestirilir ve HYB programi baslatilir.

Hybridizasyon programi:

HYB programi (kapak sicakligi 100°C)

95°C 30sn
65°C 4 saat
65°C hold

Asla 4 C’'ye getirmeyiniz!

a. HYB programinda urlnler 4-16 saat arasinda kalabilir. Hybridizasyon reaksiyonu 16 saati
gegmemelidir. (Calismanin aksamamasi icin hibridizasyon agamasi 15 saat gibi hesap

edilmeli ve son 1 saatte Asama 10’daki yikama soltsyonlari hazirlanmalidir.)
b. Sonraki asamada kullanilacak bufferlar hazir olmadan tiipii HYB reaksiyonundan

cikartmayiniz.

10
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Asama #10: Bufferlarin hazirlanmasi

142

Asama 11’deki streptavidinin hazirlanabilmesi icin dncelikle Tiip A’'nin hazirlanmasi yeterlidir.

Tiip A hazirlandiktan sonra direkt olarak Asama 11’e gecilir. Diger tiipler Asama 11’deki 45

dakikalik PCR arasinda hazirlanabilir.

Tablodaki Tiip A, B ve C.. isimleri yeni bos bir tiipiin lizerine yazilir.

Kullanilacak malzemeler:

Galisma dncesi yapilmasi gerekenler:

xGen 2X Bead Wash Buffer (cat. no:
1072272)

baslaymniz.

Hibridizasyon reaksiyonunun bitmesinden 2-3 saat dnce hazirlamaya

xGen 10X Wash Buffer {(cat no. 1072266)

Minimum 30dk nceden oda sicakligina gikartiniz.

xGen 10X Wash Buffer Il (cat no:
1072267)

Eger 10X wash buffer 1'in bulutumsu bir goriintiisii varsa, 65C termal
blokta ¢ézdiriilmelidir.

xGen 10X Wash Buffer IIl (cat no:
1072268)

xGen 10X Stringent Wash Buffer (cat no:
1072269)

Nuclease free water

Streptavidin bead

Streptavidin bead 30 dk 6nce oda sicakligina getirilmelidir.

a. Steptavidin bead yikamasi igin yikama soliisyonlarini tablodaki gibi hazirlayiniz.

Buffer Hacmi ()

Niikleazsiz Su [pl]

Son Hacim 1X

[ul]
Tiip A: xGen 2X Bead Wash Buffer 160 160 320
Tiip B: xGen 10X Wash Buffer | 11 99 110
Tiip C: xGen 10X Wash Buffer Il 16 144 160
Tiip D: xGen 10X Wash Buffer Il 16 144 160
Tiip E: xGen 10X Stringent Wash Buffer 16 144 160
Tiip F: xGen 10X Stringent Wash Buffer 16 144 160
Tiip G: xGen 10X Wash Buffer | 17 153 170
b. TupE, Fve B, 65C'lik termal bloka alinir 30 dakika bekletilir.
65°C Thermal Blokta Bekletilecek Tiipler
Tiip E 1X Stringent Wash Buffer 160 pl 65°C
Tiip F 1X Stringent Wash Buffer 160 pl 65°C
Tiip B 1X Wash Buffer | 110 pl 65°C
¢. TipA, C, D ve G oda sicakhginda bekletilir.
Oda Sicakliginda Bekletilecek Tiipler
Tiip A: xGen 1X Bead Wash Buffer Oda Sicakligi
320 ul
Tiip C: xGen 1X Wash Buffer Il 160 pl QOda Sicaklg
Tiip D: xGen 1X Wash Buffer Ili 160 ul Oda Sicakhig
Tiip G: xGen 1X Wash Buffer | 170 pl Oda Sicakligi

11



Asama #11: Bead Resuspension Miksin Hazirlanmasi ve Streptavidin Bead’in Yikanmasi

Kullanilacak Malzemeler: Caligma 6ncesi yapilmasi gerekenler:

xGen 2X Hybridization Buffer

xGen Hybridization Buffer Enhancer

Niikleazsiz Su

Streptavidin bead

a. Streptavidin beadler igin Bead Resuspension Mix (BRM)’i 0.2 pl’lik Low-Bind tiipte
asagidaki sekilde hazirlanmabhidir.

BRM Hacim
xGen 2X Hybridization Buffer (cat no: 1080580) 8.5 ul
xGen Hybridization Buffer Enhancer (cat no. 1080581) 2.7 ul
Nikleazsiz Su 5.8 pl

Toplam Hacim: 17 pl

Streptavidin bead ¢alismaya baslamadan en az 30 dk 6nce oda sicakligina getirilmelidir.

10 sn vortekslenerek Streptavidin bead karistirilmalidir.

Yeni 1.5 ml’lik low-bind tip igerisine 50 pl streptavidin bead eklenmelidir.

Streptavidin bead lzerine Tlip A’dan 100 pl eklenir. Dikkatli ve yavag bir sekilde 10 kez

pipetaj yapilir.

f. 1.5 ml'lik tip magnetik stand tzerine konulur ve magnetik beadlerin toplanmasi igin 2-3
dk bekletilir.

g. Beadler supernatanttan tamamen ayrildiginda supernatant gekip atilir.

h. Tuap manyetik stand Gzerinden alinir.

i. Tip Aile e asamasina doniilerek iki yikama daha yapilir. (Toplamda Tiip A ile 3 defa
yikama yapihr.)

j.  Tlp manyetik stant Gzerinden alinir.

k. Bead Uzerine 17 pl BRM eklenir ve yavasca pipetaj yapilarak beadler ¢ozdirtlir. Bu
asamada tipin duvarinda hig bead kalmamasina ve beadlerin kurumamasina dikkat
edilir. Tipun duvarinda bead kaldigi durumlarda kisa spin yapilabilir ve tekrar
karistirilabilir.

I. HYB PCR’1 sonlandirilir.

m. BRM ile ¢ézdirilen beadler, HYB PCR’daki Griinlerin Gzerine eklenir. BRM ve PCR

Urtnund kanstirmak icin yavasga pipetaj yapilir.

® oo o

n. BRM ile karistirilan HYB Griinleri 45 dakika 65 C'deki termal cycler’a yerlestirilir. (Thermal
cycler'in kapak sicakhg 70C olmalidir).

0. Thermal cycler inkiibasyonu siresince 15 dakikada bir thermal cycler pauselanir ve PCR
tliplne yavasca pipetaj yapilr.

12
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Asama #12: Yakalanan (Capture edilen) Bélgelerin Yikanmasi

Bu asamada Sicak Yikama (65C) ve Oda Sicakliginda Yikama olarak 2 yikama yapilmaktadir. Step

#10'da hazirlanan yikama solusyonlari kullanilacaktir.

a.
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0.2 pl'lik PCR tlpl Gzerine 65 C'deki termal blokda bulunan Tip B’den 100 ul eklenir ve
sakince 10 kez pipetaj yapilir. (Tlip B ok kdptirdiigi igin yavagga kopuk olusturmadan
pipetaj yapilmalidir.)

Bu karisim yeni 1.5 ml low-bind tlipe aktarilir ve tlip magnetik stand izerine yerlestirilir.
Beadlerin supernatanttan tamamen ayrilmasi beklenir.

Supernatant ortamdan uzaklastirilir. Tip manyetik stant Gizerinden alinir,

65C'de bulunan Tip E'den 150 pl eklenir. Hava kabarcigi olusmamasina dikkat edilerek
pipetaj yapilir.

65C'de 5 dk inkiibe edilir.

Tup magnetik stand Gzerine alinir ve beadlerin supernatanttan tamamen ayrilmasi
beklenir.

Supernatant ortamdan uzaklastirilir.

65C'de bulunan Tip F'den 150 pl eklenir. Hava kabarcigi olusmamasina dikkat edilerek
pipetaj yapilir.

65C'de 5 dk inkiibe edilir.

Tlp magnetik stand Gzerine alinir ve beadlerin supernatanttan tamamen ayrilmasi
beklenir.

Supernatant ortamdan uzaklastirilir.

. TUp G’den 150 pl alinarak beadlerin (izerine eklenir, pipetajla dikkatli bir sekilde beadler

¢ozdurdlir.

2 dk oda sicakhginda inkiibe edilir, bu sirada 30 saniyede bir vorteks ve kisa spin yapilir.
Tip magnetik stand Gzerine yerlestirilir ve beadlerin tamamen siipernatanttan ayrilmasi
beklenir.

Supernatant ortamdan uzaklastirihr.

Tlp C'den 150 pl beadlerin (izerine eklenir, pipetaj ile beadler ¢ézdirdlir.

2 dk oda sicakliginda inkiibe edilir, bu sirada 30 saniyede bir vorteks ve kisa spin yapilir.
Tlup magnetik stand Gzerine konulur ve beadlerin toplanmasi beklenir.

Supernatant ortamdan uzaklastirilir,

Tlp D’den 150 pl beadlerin lizerine eklenir ve beadler dikkatli bir sekilde ¢ozdiraliir.

2 dk oda sicakliginda inkiibe edilir, bu sirada 30 saniyede bir vorteks ve kisa spin yapilir.

. TUp magnetik stand izerine konulur ve beadlerin toplanmasi beklenir.

Supernatant ortamdan uzaklastinilir. Tip manyetik stant tizerinden kaldirilir.
20 pl nukleazsiz su ile beadler ¢ozdurilir. Tlpiin kenarinda hi¢ bead kalmamasina 6zen
gosterilir,

13



Asama #13: Yakalama Sonrasi (Post Capture) PCR Zenginlestirme

a. icerisinde bead bulunan iiriin yeni 0,2 lik PCR tiipiine alinir ve asagidaki tablodaki

amplifikasyon miksi hazirlanir.

Amplifikasyon Mix

Her Bir Reaksiyon igin Hacim

Yakalanan(Capture edilen) bead eklenmis Uriin 20 ul
2X KAPA HiFi HotStart ReadyMix 25 ul
xGen Library Amplification Primer 1.25pl
Niikleazsiz Su 3.75ul
Toplam 50l

b. Asagida tabloda belirtilen Post capture PCR protokolii baglatilr.

Post Capture PCR - Kapak sicaklig 105°C olacak

Basamak Sicakhk Siire
Polimeraz aktivasyonu 98 °C 120 saniye
98°C 15 saniye
Amplifikasyon (12 Plex -9 Dongii) 60°C 30 saniye
72°C 30 saniye
Son Uzama 72°C 1 dakika
Durma 4°c Sonsuz

GUVENLI DURMA ASAMASI: Bu asamada drnekler +4 derecede bir gece bekleyebilir,

14
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Asama #14: Yakalama Sonrasi (Post Capture) PCR Temizligi

Kullanilacak malzemeler: Calisma oncesi yapilmasi gerekenler:
Niikleazsiz Su Calismadan 30 dakika 6nce Ampure beadler oda sicakhigina getirilmelidir.
AMPure XP Ampure beadler kullanilmadan 6nce alt st edilerek ile iyice karistinlmalidir.
LoBind Tup 80%'lik ethanol taze hazirlanmalidir.

moango

Thermal cycler’dan gikan Post Capture PCR lrinleri, Lobind tlplere aktarilir ve Gzerine 75 pl
AmpureXP bead eklenir (1.5x vol) ve drinler ile bead homojen olacak sekilde pipetaj yapilir.
Tipler oda sicakhginda 5 dk inkube edilir.

Tiipler magnetik stand Uzerine yerlestirilir ve yaklasik 5 dk beadlerin toplanmasi igin beklenir.
Ardindan supernatant toplanir ve atilir.

125 ul 80%'lik ethanol ile beadler yikanir ve 1 dk bekletilir.

Etanol ile yikama iglemi tekrar edilir ve tipin icerisinde kalan alkol 10 pl'lik pipet uglari ile
temizlenir. Taplerde hig alkol kalmamaldir.

Beadler kurumasi i¢in oda sicakliginda 5-10 dk bekletilir. Bu asamada beadlerin ¢atlamamasina
dikkat edilir.

Tiip manyetik stand tGzerinden kaldirilir ve kuruyan beadlerin izerine 22 pl EB buffer ile ¢dz(lir.
5 dk oda sicakhginda inkube edilir.

Sonrasinda tekrar magnetik stand Uzerine koyularak 2 dk beadlerin temizlenmesi beklenir.

20 pl supernatant yeni 0.2 ul PCR tiplerine alinir,

GUVENLI DURMA ASAMASI: Bu asamada érnekler -20 C derecede bir hafta bekleyebilir.

15
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Asama #15: Yakalama Sonrasi (Post Capture) Temizligi Yapilmig Kiitiiphanelerin Kalite
Olgiimii

Ornekler hem Qiaxcel ile yiiriitilmeli, hem de Quant Assay ile RGQ da analiz edilmelidir.

Kullanilacak malzemeler: Calisma éncesi yapilmasi gerekenler:
Qiaxcel High Resolution Cartridge Calismadan 6nce Qiaxcel kartusu oda sicakhgina getirilmelidir.
S0bp- 800 bp size marker diluted to 2.5 Qiaxcel kartusu her zaman dik pozisyonda olmalidir ve kullanilmadigi zaman
ng/ul arkasindaki seal jelin kurumamasi igin takil olmahdir.
15bp- 3 kb alignment marker

a. QXdiltsyon buffer ile érnekler 1:2 oraninda dilie edilmelidir (2l sample + 4pl QX dil. buffer).
OMB500-20sec injection time segilir (eger kitliphane konsantrasyonlari diisiikse, OL500
kullanilabilir. )

c. Size distribution asagidaki gibi beklenmektedir.

kL] 100 200 300 400 500 700 2000 10380
Base pairs
Figure 2. Capillary cleckrophoresis device roce doto.
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Asama #16: Yakalama Sonrasi (Post Capture) Temizligi Yapilmig Kitiiphanelerin
Kantifikasyonu

1- ILMN DNA standartini buz izerinde eritiniz.
2- ILMN DNA standartini tabloda gériildugii gibi 5 ayn 0.2'lik tipte seri dilusyon ile seyreltiniz.

Standard lon Tomrent or lllumina DNA Standard Dilution buffer
Sidl 5 pl undiluted 45
Sidz 5 pl Sid1 454
Sid3 5 4l Sid? a5,
Sid4 5 pl Sid3 454
Sid5 5 pl Sid4 45 4

Rotor gene tiplerine her 5 dillisyon igin 3 tekrar yapilacaktir.
ILMN Standart Sulandirmas::

ILMN standart dilusyonu igin 5 adet 0.2'lik tlp hazirlayiniz.

Her tlpiin igerisine 45 pl Dilusyon buffer ekleyiniz.

ilk tipiin igerisine ILMN std stogundan aldiiniz 5 pl'yi ekleyip vorteks ve spin yaparak
karigtiriniz.

ilk tiipten alinan 5 pl solusyonu 2. tiipe aktariniz.

Ayni islemi sirasiyla diger tipler icin de tekrarlayiniz.

ECI

Ornek igin 3 dilusyon hazirlanacaktir.
Kutiiphane Sulandirmasi:

Birinci dilusyon: 1:20, Ikinci dilusyon:1:2000, Ugiincii dilusyon: 1:20.000 olacak sekilde
hazirlanir.

Birinci dilusyonun amaci 2. ve 3. dilusyonlar igin érnekleri hazirlamaktir, RotorGene’e
girmeyecek.

1. Kitlphane sulandirmasi i¢in 3 adet 0.2’lik tiip hazirlayiniz.
2. Her tiipe sirasiyla asagidaki tabloda belirlenen diliisyon miktarindan ekleyiniz.
3. Ana stoktan 2 ul alarak ilk tipe aktarin ve vorteks, spin yaparak karistiriniz.
4. Sirasiyla tabloda belirtildigi gibi dillisyon islemi tekrarlanir.
Diltisyon Kutiphane Diltisyon Buffer

Dilisyon 1 (1:20) 2ul 38 pl

Diliisyon 2 (1:2.000) 2 ul (1:20) 198 pl

Diltisyon 3 (1:20.000) 5 pl (1:2.000) 45 pl
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PCR Miksi Hazirlama

Asagidaki tabloda bulunan miktarlar 1 6rnek igindir.

Mix hazirlarken her zaman 3 6rnek fazla hazirlayiniz.

Ornegin: 5 std, 1 adet kontrol, 1 adet 1:2000 ve 1:20000 diliisyonlari ile quant assay kurarken
20 adet kuyucuga ihtiyac duyulur. Dolayisiyla mix’i 23-25 érneklik hazirlayabilirsiniz. Bunun igin
alttaki tabloda bulunan kimyasallarin her birini (template hari¢) 25 ile garpmaniz gerekmektedir.

ierik Rotor Disc 100 ya da 72 well rotor

Niikleazsiz Su 6.7 ul
SYBR Green ROX FAST Mastermix 10 pl
Primer mix (10 uM) 0.8 ul
Template (standard ya da kitliphane) 2.5 ul
Final Hacim: 20 pl

SYBR Green ROX FAST Mastermix'i 10-15 sn santrifuj yapiniz.

ilk 3 sollisyon ile tiim érnekler igin miks hazirlanir.

Hazirlanan miksi soguk blok tzerinde tutunuz.

RG tiiplerine 17.5ul miks dagitilir.

Mix iceren tuplere ilgili 6rnegin (1:2000) ve (1:20.000) dilusyonlarindan eklenir.

ilk 18 tiipe her standartin sirasiyla 3 kopyasini ve 3 kopya ntc ekleyiniz. (NTC igin 17.5 pl
karigimin Ustiine 2.5 pl su ya da diliisyon buffer ekleyebilirsiniz).

OV POYINY =

Rotorgene g¢alismasinda 5 standart ve 1 NTC (non-template kontrol) igin 3 kopya olacaktir.
Dolayisiyla RotorGene tiiplerinin ilk 18 tanesi standartlari ve ntc'yi icerecek. Her érnegin
(1:2.000) ve (1:20.000) dilusyonlarindan bir Rotor gene tlplerine doldurulacak.

Her 6rnek igin (1:2000) ve (1:20.000) olmak Gzere 2 mix gerekmektedir.

Ornek dagilimlari asagidaki gibi olacaktir. Sadece her érnek dilusyonu 3 kopya yerine tek kopya
olacak.

_ STD2 STD3
L—T1 34
e ™~
f....o._o.....\,\\svos
.. >
> .
o o
.
- s9 °
¥ W
-
.
o [58 s1
4 { -
1 .
s2/fe
.
& A\ A
& 56 3/ e
.
N S4 _¢ ¥

18



Real time PCR cihazini agagidaki déngude kurunuz. 30 Déngiiniin sonunda florosan 1gima igin
data toplamasi yapilacak.

Cycles Durah Temperat c "
1 10 min 95°C HotStarTaq DNA Polymerase is activated by this
heating step.
30 155 95°C
5s 68°C
Ss 65°C
60s 60°C Perform fluorescence data collection.

Quant Assay Analizi:

1. PCR déngisi bittikten sonra érneklerin Ct degerlerini aliniz ve “lllumina Data Analiz
Programi _ 72lik rotor disk igin” excel tablosunun 2. sayfasinda bulunan “Raw Ct"
sutununa rotorgene’den gikan ct degerlerini yaziniz.

Her 6émegin her dilusyonu igin 3 kopya Ct degeri yazilmalidir.

“Library size” kismina Qiaxcelden ¢ikan sonucu yaziniz

4. “Sample Library Dilution” kismina her 6rnegin ilk diliisyonu igin 2000 ve ikinci diliisyonu
igin 20000 yaziniz. Nokta kullanmayin.

5. "Result” kisminda her drnek igin pM cinsinden molar konsantrasyonlara ulagabilirsiniz.

Ornek ct degerlerini standart ct degerleri ile kiyaslayarak. ligili megin 1:2000 ya da

1:20.000 konsantrasyonunu kullanmaya karar veriniz.

wmn

Ornegin:

Well1 | Well2 | Well3 Sample name pM Ave C; (Y)
1 2 3 std1 20 11.4266667
4 5 6 std2 2 14.7
7 8 9 std3 0.2 18
10 11 12 std4 0.02 21.3
13 14 15 std5 0.002 247
16 17 18 40
19 20 21 sample library 1 dilution 1 59574.4 11.4266667
22 23 24 sample library 1 dilution 2 61309.8 14.7

Ornek 1 igin ilk diliisyonun Ct degerine ve 2. dilusyonun Ct degerine bakilir. Eger her iki Ct
degeri de standart araligina disliyorsa konsantrasyonu daha yiiksek olan deger kabul edilir.
Eger Ct'lerden birisi standart araliinda digeri digindaysa aralikta olan deger kabul edilir. Eger
her iki Ct'de standart araligi digindaysa bu érnegin dilusyon oranlari degistirilerek tekrar
dilisyon yapilir ve test tekrarlanir.

Yukaridaki tabloda 1. érnek igin her iki diliisyon Ct degeri de standartlar igerisinde oldugu igin
konsantrasyonu daha yiiksek olan ikinci dillisyondaki konsantrasyonu kabul ediyoruz, yani bu
ornegin kitliphane konsantrasyonunu 60-62 nM olarak alabiliriz.

“Result” kismindaki konsantrasyonlar pM cinsindendir. Bu konsantrasyon degerlerini nM'a
cevirmek igin pM degerlerini 1000’e bélmeniz gerekmektedir.

Bu asamadan sonra kullanilacak cihaza ve kartusa gore érnekler gerekli dilusyonlara getiriimeli
ve pool yapilmalidir .

19

150



Asama #17: lllumina Nextseq 550 Cihazina Orneklerin Yiiklenmesi

Galisma Oncesi Yapilacaklar

1 N NaOH stogu 0.2 N’e diltie edilir.(200 pl 1 N NaOH + 800 pl ddH20 seklinde sulandirilir.)

1 M Tris stogu 0.2 M’a diliie edilir. (200 pl 1 M Tris + 800 pl ddH2 seklinde sulandirilir.)

Buz veya soguk blok hazirlanir.

Illumina kartusu ile ¢alismaya baslamadan, oda sicakligindaki su banyosunda 2 saat 6nceden
erimesi saglanir.

Cihaza Quick Wash verilir.

Reaktif kartusuna kitiiphane yiiklemeden 6nce; reaktif kartusu 10 kere alt st edilerek
bufferlarin karismasi saglanir. Reaktif kartusun tamamen eridiginden emin olunur. Kartusun alti
iyice kurutulduktan sonra 6rnek yiklenebilir.

Kutiiphanenin 4 nM’a Seyreltilmesi

B WiNgks

5:

Hesaplama yapilarak Quant Assay’den alinan sonuca goére kitiphane 4 nM’a dilte edilir.
Yeni 0.2 ‘lik PCR tipine diltisyon yapihr.

Dilisyon yapilirken son hacim konsantrasyona gére 40 ulL olarak belirlenir.

Ornegin: Kiitiiphanenin kantifikasyon sonucu konsantrasyonu 86nM ise:

M1.V1=M2.V2 den;
86.x = 4nM. 40 pl x =1.86 pl Library + 38.14 ul ddH20 seklinde hazirlanir.

Kisaca vorteks ve spin yapilir.

4 nM’lik Kiitiiphanenin 20 pM’a Diisiiriilmesi ve Kiitiiphane Denatiirasyonu

B e

Yeni LoBind 1.5’lik tiipe 4nM’lik kiitiphaneden 5 pl alinir ve tizerine 5 pl 0.2 N NaOH eklenir.
Vorteks ve spin yapilir. 5 dk oda sicakliginda inkiibe edilir.

S dk bitiminde Gzerine 5 pul 0.2 M Tris eklenir. (Bu islem denatiirasyonu durdurur.)

Uzerine ILMN kit icerigi olan HT1 bufferdan 985 pl eklenir ve buz stiine alinir.

20 pM’lik Kiitiiphanenin 1.8 pM’a Diisiiriilmesi

1.

High output kit yiklemesi yapilacaksa son konsantrasyon 1.8 pM, yiikleme hacmi 1.3 mL olacak
sekilde ayarlanmalidir.

Temiz 1.5 mL’lik tiipe, 20 pM’lik dilisyondan 117 pl alinip Gizerine 1183 pl HT1 Bufferdan eklenir.
Kisaca vortekslenir, ardindan spin atilir.
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Kartusun Cihaza Yiiklenmesi ve Calismanin Baglatilmasi

8.
9.

Cihaz yaziimdan SHUT DOWN edilir.

Yazihm cihazi kapattiktan sonra, cihazin arkasindaki sigortadan cihaz kapatilir ve 30 saniye sonra
tekrar sigortadan agilir.

Cihazin 6n tarafindaki glic diigmesinden cihaz agilir.

Hlumina yaziliminin agilip sistem kontrollerini tamamlamasi beklenir.

Kartus iginde 16. pozisyon 1 mL’lik bos ve temiz bir pipet ucuyla dikkatlice delinir.

Yeni bir tip takilarak 1.3 mL'lik kiitiiphane belirlenen pozisyona aktarilir. Hava kabarcig
olmamasina dikkat edilir varsa temiz bir pipet ucuyla dikkatlice giderilir.

Sekans sekmesine tiklanir ve yazilimin yénlendirdigi sekilde kartus ve flow cell cihaza yiiklenir.
Kurulacak galisma ile ilgili bélimler; run ismi, recipe tipi, okuma segenekleri asagidaki sekilde
doldurulur.

Recipe; NextSeq High olarak segilir.
Pairend secenegi secilir.

Read 1 Read?2 Index1 Index2

151 151 8 8

Next'e basilarak sistem kontrollerinin gegmesi beklenir.
Tum sistem kontrolleri tamamlandiginda START a basilarak galisma baglatilir.
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EK-1 (Form-1)

T.C.
Tarih:
Olgu No:

Ad-Soyad:
D.T/ yast:
Cinsiyet:
Adres bilgileri:
Tel:

FORMLAR

HASTA TAKIP FORMU

1.U. istanbul Tip Fakiiltesi
Tibbi Genetik Anabilim Dah

Esansiyel Tremorun Genetik Etiyolojisinin Arastirilmasi
HASTA TAKIiP FORMU

Protokol No:
DNA No:

(")zgeg:mis:

Akrabalik:

Soygecmis:

Antenatal/Natal/Postnatal:

Oykii:

Psikososyal motor gelisme:



Aile agaci

Klinik bulgularin baslama yasi:

Fizik muayene:

Muayene yasi:

Alkole Yanit:

Tremor
Istirahat Postural Kinetik
R L R L R L
* (+ low amplitude, ++ moderate amplitude 1-2cm, +++ large amplitude >2 cm, R right hand, L
left hand)
Tremor
Bas Cene Ses
Arsimet spiral | g yikinezi Rijidite Postiiral N
testi dengesizlik Hipomimia
R L R L R L

* (+ mild, ++ moderate, +++ severe, R right hand, L left hand)

Goriintiileme bulgular:

Ek tetkikler (biyokimyasal vd):

Karaciger fonksiyon testleri:

Elektrolitler:

Tiroid Fonksiyon testleri:

Kreatinin:
Kan Sekeri:

Vitamin B




Pozitif bulgular:

TANI:

Molekiiler analizler:

EK-1: Fahn; Tolosa, Marin Klinik Tremor Derecelendirme (")l(;egi:

I. Tremor: Tremorun hizi:
1. Dinlenme halinde. Bas ve govde i¢in, uzanmis halde iken
2. Postiiral (list ekstremite: kollar O6ne uzatilmig halde, bilekler hafif
ekstansiyonda, parmaklar agik; alt ekstremite: bacaklar kalca ve dizlerden
fleksiyona gelmis, ayaklar dorsifleksiyonda; dil: disar1 ¢ikartilmis halde; bas ve
govde: oturur veya ayakta durur halde)
3. Aksiyon ve intansiyonla (iist ekstremite: parmak-burun testi veya diger
hareketler; alt ekstremite:fleksiyon postiiriinde ayak parmagi- parmak testi)
0- Yok
1- Hafif (amplitiidlii <0,5cm). Aralikli olabilir
2- Orta amplitiidlii (0,5 — 1 cm). Aralikli olabilir
3- Daha belirgin amplitidlii (1 — 2 cm)
4- Cok biiyiik amplitiidli (> 2 cm)

I1. El yazis1: Hastaya standart bir climle yazdirilir: “Bu benim en giizel yazimdir”,
imzasi, tarih.

0- Normal

1-Hafif derecede bozulmus, biraz diizensiz, titrek

2-Orta derecede bozulmus, okunabilir ancak tremor goriilebilir

3-Belirgin derecede bozulmus, okunaksiz

4- Agir derecede bozulmus. Eline, diger eliyle destek olmaksizin kagit izerinde kalem
tutamaz

III. Cizgi cizme (ABC): Hastadan cesitli noktalar1 ¢izgiler ¢izerek fakat c¢apraz
yapmadan birlestirmesi istenir. El ya da kolu masaya dayamadan her iki elle yaptirilir,
daha az tutulmus olan el ile baglanir

0- Normal

1- Hafif derecede titreme. Bazen ¢izgiler caprazlasabilir

2- Orta derecede titreme veya ¢izgilerde fazla ¢aprazlagsma vardir

3- Cok giicliikle yapar, ¢cok hata vardir

4- Cizgi ¢izmeyi tamamlayamaz

IV. Su doldurma: Ustten 1 cm bosluk birakacak sekilde suyla doldurulmus, sekiz cm
boyunda, sert plastik bardaklar kullanilir. Hastadan suyu bir bardaktan digerine
bosaltmasi istenir. Her el ayr1 ayr test edilir.



0- Normal

1- Tremorsuz bir kisiden daha dikkatli, ancak su dokiilmez
2- Az miktarda su dokiiliir (total miktarin %10'una kadar)
3- Fazla miktarda su dokiliir (>%10-50)

4- Suyun biiylik miktarin1 dokmeden dolduramaz

V. Konusma: Eger varsa spastik disfoniyi igerir:
0- Normal
1- Yalnizca “sinirli” iken hafif ses titremesi
2- Devamli, hafif derecede ses tremoru
3- Orta derecede ses tremoru
4-  Agir derecede ses tremoru. Baz1 kelimeler gii¢ anlagilir

VI. Beslenme: (sivilar disinda)

0- Normal

1- Hafif derecede bozulmustur. Tiim pargalar1 agzina gotiirebilir, dilkme ¢ok seyrektir

2- Orta derecede bozulmustur. Bezelye ve benzeri gidalari sik sik doker. Basini
yemekle olan mesafenin yarisina kadar 6ne getirir.

3- Belirgin derecede bozulmustur. Giday1 kesemez veya beslenmek i¢in iki elini
kullanir

4-  Agir derecede bozulmustur. Beslenmesi i¢in yardim gerekir

VII. Sivilar1 agzina gotiirme:
0-Normal
1-Hafif derecede bozulmustur. Hala kasik kullanabilir, ancak kasik tamamen doluysa
kullanamaz
2- Orta derecede bozulmustur. Kagik kullanamaz. Bardak veya fincan kullanir
3- Belirgin derecede bozulmustur. Bardak veya fincandan igebilir, ancak iki eline
gereksinim vardir
5-  Agir derecede bozulmustur. Bir kamis kullanmak zorundadir

VIII. Kisisel Temizlik:
0-Normal
1- Hafif derecede bozulmustur. Herseyi yapabilir, ancak normal bir kisiden daha
dikkatlidir 2- Orta derecede bozulmustur. Herseyi yapabilir, ancak hatalidir;

tremordan dolayi elektrikli trag makinesi kullanir

3- Belirgin derecede bozulmustur. Ince islerin ¢ogunu yapamaz; drnegin iki elini
kullanmadan ruj siiremez veya elektrikli tras makinesiyle bile tras olamaz

5-  Agir derecede bozulmustur. Beceri isteyen higbir isi yapamaz

IX. Giyinme:
0-Normal
1- Hafif derecede bozulmustur. Herseyi yapabilir, ancak normal bir kisiden daha
dikkatlidir 2- Orta derecede bozulmustur. Herseyi yapabilir ancak hatalidir

3- Belirgin derecede bozulmustur. Diigme ilikleme, ayakkabibaglama gibi islerde
kismen yardim gereksinimi vardir
4-  Agir derecede bozulmustur. Kaba islerde dahi yardim gerekir

X. Yaz1 yazma:
0- Normal
1-Hafif derecede bozulmustur, okunabilir. Mektup yazmayisiirdiirebilir
2- Orta derecede bozulmustur. Okunabilir, ancak artik uzun mektup yazamaz
3- Belirgin derecede bozulmustur. Okunaksizdir



5- Agir derecede bozulmustur. imzasini atamaz

XI. Gorevini siirdiirme:

0- Tremor gorevini yapmayi engellemez

1- Caligabilir, ancak normal bir kisiden daha dikkatli olmak zorundadir

2- Her seyi yapabilir, ancak hatalidir. Tremordan dolayiperformansi eskiye gore daha
kotiidiir

3- Giinliik galigmasini siirdiiremez. Tremordan dolay: isini degistirmis olabilir. Tremor,
itll yapma gibi ev iglerini kisitlar

4- Disarida herhangi bir iste calisamaz, ev isleri ¢ok kisithdir.
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