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OZET

Bulut G. Benzer Klinik Bulgular Gosteren Birden Fazla Etkilenmis Olgu Bulunan
Ailelerde Genetik Etiyolojinin Tiim Ekzom Dizileme Yontemi ile Arastiriimasi.
Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi.
Istanbul. 2021.

Genetik hastaliklar, Mendel ve non-Mendel hastaliklar olarak iki biiyiilk grup altinda
incelenir. Nadir hastaliklarin yaklasik %80'inin genetik kokenli oldugu diisiiniilmekte
olup bir¢ogunun monogenik Mendel kalitim modeli ile uyumlu oldugu bildirilir. Klinik
bulgular genetik etiyolojisi bilinen bir sendroma yonlendirirse, bu olgularda hedefe
yonelik genetik testler uygulanarak taniya katki saglanmaktadir. Klinik bulgularla
tanisal bir yaklasim kurulamayan olgularda ise klasik genetik testler uygulanmakta
ancak tiim bu uygulamalara karsin olgularin yaklagik yarisi tani alabilmektedir. Boyle
durumlarda ‘reverse tani’ olarak nitelendirilen testten taniya ulasim saglayan yeni nesil
dizi teknolojilerinden yararlanilmaktadir. Bu tip teknolojilerin pratikte en sik kullanilani
tim ekzom dizileme (TED)dir. Tez kapsaminda, ayni ailede benzer klinik bulgulara
sahip en az iki etkilenmis olgu bulunan, klinik bulgulart bilinen bir sendromla uyumlu
olmayan, mikroskobik ve submikroskobik herhangi bir kromozomal degisim
saptanmayan {i¢ aileden {i¢ indeks olgu ile bes aile bireyine TED uygulanarak
etiyolojide rol oynayan olasi degisimler arastirildi. Yapilan analizler sonucunda indeks
olgularda klinik bulgulariyla olas1 iligkili dort farkli gende (CCDC88C, FLNA, RPILI1,
NUPI188) varyantlar saptandi. Sanger dizileme yontemiyle dogrulanan ve aile
calismalar1 yapilan bu varyantlardan ikisi herhangi bir hastalik iligkisi daha Once
bildirilmeyen yeni degisimlerdi (FLNA’da c¢.1829-1G>T (p.(?)) ve NUPI188‘de
c.124C>T (p.Arg42Ter), ikisi ise daha 6nce bildirilmis olan (CCDC88C’de ¢.1915C>T
(p-Arg639Ter) ve RP1L1’de c.455G>A (p.Argl52GIn) varyantlardi. Calismaya dahil
edilen olgularin tiimiinde bir degisim saptanmis olsa da, 6rnek sayisinin azlig1 ve se¢im
kriterleri nedeniyle TED tekniginin her olguda benzer tani katkisi saglayacagini iddia
etmek fazla iyimser olacaktir, ancak c¢aligmamiz ‘yontemden taniya’ giden yolda
yaklagimsal agsamalar1 sunmasi bakimindan, tanilar1 kesinlesen ailelere genetik danisma
verilmesi ve hastalifi Onleyici stratejiler konusunda bilgilendirilmeleri bakimindan
onemli olmustur. Sonu¢ olarak c¢alismamiz TED’in hastalik iligkili bilinen genlerde
oldugu kadar, yeni varyasyonlar1 tespit etmek ve hastalik iligkili yeni genleri
arastirmaya yonelik katkisin1 da gostermektedir.

Anahtar Kelimeler : mendelyen hastaliklar, tim ekzom dizileme, yeni nesil dizileme,
lon Torrent

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No:32819
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ABSTRACT

Bulut G. Investigation of Genetic Etiology in Families with Multiple Affected Cases
with Similar Clinical Findings by the Whole Exome Sequencing Method. Istanbul
University, Institute of Health Science, Genetics Department. Master Thesis. Istanbul.
2021.

Genetic diseases are examined under two large groups as Mendelian and non-Mendelian
diseases. Approximately 80% of rare diseases are thought to be of genetic origin, and
many of them are reported to be compatible with the monogenic Mendelian inheritance
model. If clinical findings lead to a syndrome with known genetic etiology, targeted
genetic tests can be applied in these cases to contribute to the diagnosis or confirm the
diagnosis. In cases where a diagnostic approach cannot be established with clinical
findings, classical genetic tests are applied, but despite all these applications,
approximately half of the cases can be diagnosed. In such cases, new generation
sequencing technologies are used that provide access to diagnosis from the test
described as "reverse diagnosis". The most commonly used type of these technologies is
whole-exome sequencing (WES). In this thesis, 3 index cases and 5 individuals from
three families with at least two affected cases with similar clinical findings,
incompatible clinical findings with a known syndrome, and no microscopic and
submicroscopic changes were investigated. Changes that may play a role in the etiology
in these individuals were investigated using the WES method. As a result of the
analyzes performed, variants in four different genes (CCDC88C, FLNA, RP1L1,
NUP188) possibly related to clinical findings were detected in index cases. Two of
these variants, which were confirmed by Sanger sequencing and family studies were
conducted, were new changes whose association was not previously reported (FLNA
€.1829-1G>T (p.(?)) and NUP188 c.124C>T (p.Arg42Ter), two of them were
previously reported variants (CCDC88C ¢.1915C>T (p.Arg639Ter) and RP1L1
€.455G>A (p.Argl52GIn). Although a change was detected in all cases included in the
study, it would be too optimistic to claim that the WES technique will provide a similar
diagnostic contribution in each case due to the small number of patients and selection
criteria. Our study shows the contribution of WES to identifying new variations and
searching for new disease-related genes as well as in known disease-related genes.

Key Words: mendelian diseases, whole exome sequencing, next-generation sequencing,
lon Torrent

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
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ZUSAMMENFASSUNG / RESUME

Dikkat bu satir1 ve asagidaki paragrafi daha sonra siliniz!

Bu sayfay1 koyacaksaniz "OZET” ve “ABSTRACT” sayfalarindaki ilkeler uygun olarak
hazirlaymn. Bu sayfay1 koymayacaksaniz basligi tamamen bloklayarak siliniz.



1. GIRIS VE AMAC

Konjenital anomalilerin ve biligsel yetersizligin etiyopatogenezindeki en dnemli
faktorler genetik kokenlidir. Epidemiyolojik ¢aligmalar toplumun yaklasik % 8'inde
genetik kokenli bir hastaligin yetigkinlik 6ncesi donemde ortaya ¢iktigini géstermistir
(1). Genetik hastaliklar, DNA, RNA gibi kalitim materyalerinin yapisinda (mutasyon)
ya da fonksiyonundaki degisimler sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Genetik hastaliklara
yol agan bu mutasyonlar, ailevi olarak kalitilabildigi gibi germ hiicrelerinin olusumu
sirasinda (de novo) ya da yasamin bir evresinde (somatik) ortaya c¢ikabilmektedir.
Genotipte olusan bu degisimlerin fenotipte kendini gdosterebilme giiciinde de farkliliklar
bulunur. Tek bir alleldeki degisim (heterozigot) fenotipte kendini gosterebiliyorsa
“dominant”, hastaligin ancak her iki allelin de mutasyon tasimasi durumunda fenotipe
yansimasit durumunda ise “resesif”’ olarak tanimlanir. Ancak bu etkide de farkliliklar
gdzlenebilmektedir. Ornegin; dominant bir mutasyonun varligma ragmen kisi klinik
bulgu vermeyebilir (penetrans yoklugu), ya da ayn1 bir mutasyon farkli klinik bulgulara
yol acabilir (ekspresivite degiskenligi). Resesif gen mutasyonlari ile olusan hastaliklar
da farkli klinik bulgular gosterebilmekte ve bu durum genin fonksiyonunu etkileyen
diger genlerle (enhancer, modifier genler gibi) agiklanmaktadir. Otozomal resesif
hastaliklar icin risk artirici 6nemli bir faktor akraba evliligidir. Akrabalik iliskisi,
ebeveynlerin ortak atalarindan ayni mutant geni kalitma olasiliklart ve dolayisiyla
hastalik riskinin artmasma neden olur. Bu durum aynm1 zamanda birden fazla gendeki
resesif mutasyonlarin da birlikte kalitilmasi ile daha kompleks bir fenotipe yol
acabilmektedir. Kalitimdaki tiim bu sapmalar konjenital anomali/bilissel yetersizlik
(Multiple Konjenital Anomali/Mental Retardasyon (MKA/MR)) sendromlarinin genetik
etiyolojisini aydinlatmada ciddi sorunlara yol agmaktadir. Tiirkiye’de de akraba evliligi
oraninin bolgeler arasinda degisiklik gostermekle birlikte (Giineydogu Anadolu Bolgesi
% 43, Kuzeydogu Anadolu Bolgesi % 32, Dogu Karadeniz Bolgesi % 30 gibi) ortalama
olarak % 21 gibi yiiksek bir oranda olmasi MKA/MR olgularinda otozomal resesif

kalitim gosteren hastaliklarin oranini arttirmaktadir.

Genetik hastaliklarin laboratuvar testleriyle kesin tanisi, hastalara klinik
yonlendirme yapilabilmesi, var olan ve olmasi muhtemel klinik sorunlara uygun izleme

yontemiyle erken bir sekilde takip/tedavi edilebilmeailedeki riskli bireylerin



belirlenmesine, riskli bireylerin saglikli cocuk sahibi olabilmelerine olanak saglar.
Ciftlerin bircogu hasta bir ¢ocuk sahibi olana kadar, genetik hastaliklar icin tasiyici
olabileceklerinden habersizdir. Prenatal tan1 ve preimplantasyon genetik tani ile genetik
hastaliklar i¢in risk tasiyan ciftler saglikli ¢cocuk sahibi olabilme imkani elde ederler.
Bunlara ek olarak, bir¢cok diger ailevi hastaliklarda (ailevi kanserler) genetik tani,

hastaliklarin erken teshisine ve erken tedavisine yardimer olmaktadir.

Genetik hastaliklara yol acan mutasyonlar, kromozomlarda, tek bir gende,
bircok gende ya da c¢evre faktorlerinin etkisi altinda, mitokondriyal genomda ve
genlerin genomik imprinting 6zelliklerine gore ortaya c¢ikabilmektedir. Mutasyonlarin
Ozelligine gore laboratuar tanmisinda farkli testler kullanilmaktadir. Kromozomal
anomalilerin tanisinda karyotip analizi, floresan in situ hibridizasyon (FISH), array
CGH/mikroarray analizleri, tek gen hastaliklarinin tanisinda ise molekiiler analizler
(RT-PCR, enzim kesim, MLPA, Sanger dizileme, yeni nesil dizileme ve diger
molekiiler  teknikler)  kullanilmaktadir.  Genetik  hastaliklarin  etiyolojisinin
arastirilmasinda, birden fazla genin hatta genomun tiim genlerinin, birden fazla 6rnekte
es zamanl tek bir test ile arastirilabilmesine olanak saglayan yeni nesil dizileme (YND)
teknolojileri devrimsel bir asama saglayarak genetik varyasyonlarin hizli bir sekilde

tanimlanmasina olanak saglamaktadir.

Klinik degerlendirme bulgular1 genetik etiyolojisi bilinen bir sendroma
yonlendiriyorsa hedefe yonelik genetik testler uygulanabilmekte ve hizlica tam
konulabilmektedir. Ancak non-spesifik bulgulari olan ve bir sendromla
iligkilendirilemeyen olgularda tiim bu testlerin uygulanmasina karsin hastalarin yaklasik
yarisinda taniya gidilememektedir. Genetik etiyolojinin aydinlatilamamasi, tekrarlama
riskinin hesaplanmasi, hastaligin prognozu hakkinda bilgi verilmesi ve potansiyel
tedavilerin belirlenmesini, ailenin prenatal/preimplantasyon tanisini, genis ailedeki
tastyicilarin belirlenmesini kisacasi aileye verilecek etkin genetik danigmayi olanaksiz

kilmaktadir.

Bu ¢alismada, ayni ailede benzer klinik bulgulara sahip en az 2 etkilenmis olgu
bulunan, klinik olarak bilinen bir sendrom ile iligkilendirilemeyen, kromozom analizleri
ve molekiiler karyotipleme ile herhangi bir degisim saptanmayan olgular tiim ekzom
dizileme (TED) yontemi ile arastirilarak patogenezde rol oynayan genlerin ve bu

genlerdeki degisimlerin arastirilmasi planlanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Genetik Hastahklar

Genetik hastaliklar Mendelyen ve non-mendelyen hastaliklar olarak 2 biiyiik
grup altinda incelenmektedir. “Mendelyen” hastaliklar, Mendel kalitim kurallarina gore
kalitilan hastaliklar olup, kromozomal ve tek gen hastaliklar1 bu grupta yer almaktadir.
Multifaktoriyel, mitokondriyal, genomik imprinting ve mozaisizmle iliskili hastaliklar
ise Mendel kaliim kurallarina uymadigindan “Non-Mendel” hastalik grubu olarak

tanimlanmaktadir.

2.1.1. Mendelyen Hastaliklar

Avusturyali bir papaz olan Gregor Mendel (1822-1884), 1857 yilinda gorev
yaptig1 kilisenin bahgesinde yetistirdigi bezelyelerin farkli 6zelliklerde iiriinler verdigini
gbzlemis ve bu gozlemlerini kaydetmistir. Mendel’in bu gozlemleri, genetik materyalin
kalitim1 ve dzelliklerini anlamamiz1 saglayan yasalarin olusmasina zemin hazirlamistir.

Bu yasalar giiniimiizde hala gecerliligini korumaktadir.

1. Mendel’in Ayrilma Yasasi: Her gen icin 2 allel bulunur. Bu alleller
ayn1 genetik yapida (homozigot) ya da farkli genetik yapida (heterozigot) olabilir.
Alleller gamet olusumu sirasinda (mayoz bdliinmede) rastlantisal ve bagimsiz ayrilarak

gametlere dagilir.

2. Mendel’in Bagimsiz Dagilim Yasasi: Farkli 6zellikler gelecek kusaga

birbirinden bagimsiz olarak aktarilmaktadir.

3. Mendel’in Baskinhk Yasasi: Mutasyonlarin dominant veya resesif
ozelligini agiklayan bu yasa, resesif Ozellikte degisimin fenotipte gdzlenmemesine
ragmen genotipte bulunabilecegi ve gelecek kusaga aktarilabilecegini anlatmaktadir.

(Sekil 2-1)
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Sekil 2-1: Mor (B) ve beyaz (b) cicek rengi genleri icin heterozigot olan iki bezelye
bitkisinin caprazlanmasini gosteren bir Punnett karesi (2).

Mendel'in bezelye bitkilerindeki kalittm paternleri {izerindeki c¢aligsmalari,
insanlardaki kromozom ve tek gen hastaliklarinin kalitimi, mutasyonlarin fenotipe etkisi

ile ilgili kavramlart anlamamizi kolaylagtirmaktadir (Tablo 2-1).



Tablo 2-1: Kalitim ile ilgili temel kavramlar

Kahtim ile Tlgili Temel Kavramlar

Homolog kromozomlarda aym lokusta ve ayni iglevden sorumlu genler. Bu

Allel genler farkli DNA dizilimi gosterebilir.

Lokus Bir genin kromozom iizerindeki yerlesim yeri

Wild type Toplumda sik olarak goriilen normal varyant

Polimorfizm | Bir varyantin genel toplumda %1’den fazla bulunmas1

Varyant Referans genom dizisine gore farklilik gosteren genetik degisiklikler
Karakter Genler tarafindan belirlenen herhangi bir 6zellik

Genotip Bir organizmanin tiim lokuslarindaki genetik yapisini olusturan alleller kiimesi
Fenotip Genotipin gozlemlenebilen 6zellikleri

Homozigot Her iki allelin ayn1 DNA yapisinda olmasi

Heterozigot

Her iki allellin farkli olmasi (allellerden biri normal (wild type) digeri ise

varyasyon gostermesi)

Birlesik

Heterozigot

Her iki allellin farkli varyasyon gostermesi

Baskin
karakter Tek bir allellin varliginda (heterozigot) dahi fenotipte kendini gosteren
(dominant)
Cekinik L : : .
Karakt Ancak her iki allellin de varyant tasimasi (homozigot veya birlesik heterozigot)
arakter
) durumunda fenotipte kendini gosteren
(resesif)

2.2. Mendel Kalitim ile Uyumlu Hastaliklar

2.2.1. Kromozomal Hastaliklar

Flemming’in 1882 yilinda nukleusta yer alan kromozomlari tanimlamasinin

ardindan 1903 yilinda Sutton ve Boveri genlerin kromozomlarin iizerinde tagindigini

kesfetmislerdir. 1956 yilinda Tjio ve Levan insan kromozom sayisinin 46 oldugunu,

1959 yilinda Lejeune ve arkadaslar1 ise daha 6nce fenotipik 6zellikleri tanimlanmis olan




Down sendromu’nun G grubu kromozomlardan birisinin fazlalig: ile iliskili oldugunu
gostererek genetik hastalik - kromozom iligkisini ortaya koymuslardir. 1970’11 yillara
kadar 20’den fazla farkli insan kromozomal hastalig1 tanimlanmistir. 1968 yilinda Q
bantlamanin, 1970’te ise G bantlamanin kromozom analizlerinde kullanilmasi ile
anomalinin hangi kromozom/kromozomlarda olustugu gosterilerek buna bagli olarak
kromozom say1 anomalilerinin yani1 sira yapisal anomalileri ve bunlarin fenotip-genotip
iliskisi  belirlenmistir. Daha sonraki yillarda kromozom analiz tekniklerindeki
gelismelerin katkisi ile daha kii¢iik boyuttaki kromozomal degisimlerin de tanisi olasi
hale gelmistir. Klasik tekniklerin kullanilmasi ile 1990 yilina kadar normal varyantlara

ek olarak 600’den fazla farkli kromozom anomalisi tanimlanmistir (3).

Kromozom anomalileri, her 1000 canli dogumun yaklasik 7’sinde goriiliir ve
gebeligin ilk iic ayinda meydana gelen tiim spontan diisiiklerin yaridan fazlasinin
nedenidir. Tekrarlayan gebelik kayiplari, konjenital malformasyonlar, zihinsel
yetmezlik ve malignitelerin 6nemli bir boliimiiniin nedenidir. Kromozomal hastaliklar,
bir kromozomun tamaminin veya bir kromozom segmentinin artis1 veya eksikligi
sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Sayisal kromozom anomalilerinin tanist konvansiyonel
sitogenetik yontemlerle nispeten kolay iken (andploidiler ve poliploidiler) kiigiik
kromozomal degisimlerin delesyon veya duplikasyonlar sonucunda ortaya cikan
mikrodelesyon/duplikasyon sendromlar: (6rn. Williams sendromu, DiGeorge sendromu)
molekiiler sitogenetik (FISH ve mikroarray/array CGH) gibi 6zel testlerin kullanimini

gerektirmektedir (4).

2.2.2. Tek Gen Hastaliklar:

Tek bir gende meydana gelen patolojik degisimler, tek gen hastaliklarinin ortaya
¢ikmasina neden olmaktadir. Etkilenmis bircok kisi bulunan biiyiik ailelerde soyagaci
analizleri, hastalikla iligkili bir genin otozom ya da cinsiyet kromozomu ile olan
iligkisini ve ilgili hastalik fenotipinin baskin ya da cekinik karekterde olup olmadigini

belirlemek i¢in kullanilmaktadir.

Tek gen hastaliklari, otozomal ya da cinsiyet kromozomlarinda yer alan tek bir
genin bir veya her iki allelindeki patojenik varyantlarin varlig: ile ortaya ¢ikmaktadir.
Mendelyen kalitim, aile agacinda karakteristik kalitim kaliplari ile gosterilmektedir (5).

Her iki cinsiyetteki otozomal genler ve kadinlarda X'e baglh karakterler baskin veya



¢ekinik olabilir. Erkekler X ve Y kromozomlarindaki genler i¢in zorunlu olarak tek allel

tasir bu nedenle “hemizigot” olarak tanimlanirlar.

Genler ve patolojik olan veya patolojik olmayan varyantlarin fenotip iliskisi
Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) veri tabanida kayitli bilgilerin kullanim1
ile biiyiik oranda anlasilmaktadir. OMIM verilerine gore (Ocak 2021) 10.000°den fazla
bilinen tek gen hastaligindan 6,799’nun molekiiler temeli agiklanabilmistir (6) (Sekil 2-
2).

OMIM Morbid Map Scorecard (Updated January 14th, 2021) :

Total number of phenotypes* for which the molecular basis is known 6,799

Total number of genes with phenotype-causing mutation 4,370

* Phenotypes include (1) single-gene mendelian disorders and traits; (2) susceptibilities to cancer and complex disease (e.g.,
BRCA1 and familial breast-ovarian cancer susceptibility, 113705.0001, and CFH and macular degeneration, 134370.0008); (3)
variations that lead to abnormal but benign laboratory test values ("nondiseases”) and blood groups (e.g., lactate
dehydrogenase B deficiency, 150100.0001 and ABO blood group system, 110300.0001); and (4) select somatic cell genetic
disease (e.g., GNAS and McCune-Albright syndrome, 139320.0008 and IDH1 and glioblastoma multiforme, 147700.0001.)

Sekil 2-2: OMIM’de tanimlanan fenotipler ve iliskili genler (6)

2.2.2.1. Tek Gen Hastaliklarinda Kalitim Modelleri
Bes temel Mendel kalitim kalib1 bulunmaktadir. Bunlar;

1. Otozomal dominant (OD) kalitim
2. Otozomal resesif (OR) kalitim
3. X'e bagli resesif (XLR) kalitim
4. X’e bagli dominant (XLD) kalitim
5. Y’ye baglh kalitim
2.2.2.2. Otozomal Dominant Kalitim
* Hastalik, heterozigot bireylerde ifade bulur.
* Her iki ebeveynden de kalitilabilir ve her iki cinsiyet esit olarak etkilenir.

» Etkilenmis bireyin ebeveynleri normal ise dominant hastaliklar icin

mutasyonun de novo olusmasi s6z konusudur.
» Etkilenmis bireyin her ¢ocugunun etkilenme olasilig1 %50 dir (Sekil 2-3).

* Dikey bir kalitim gozlenir (Sekil 2-4).



etkilenmis etkilenmemis
(hasta) (saghkl)

normal gen

etkilenmis
(mutant) gen

etkilenmis  etkilenmis etkilenmemis etkilenmemis
(hasta) (hasta) (saghkl) (saghikh)

Sekil 2-3: Ebeveynden ¢ocuga dominant (baskin) genlerin aktarilmasi (7)
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Sekil 2-4: Otozomal dominant kalitim aile agaci 6rnegi

2.2.2.3. Otozomal Dominat Kalitimda Tam Giigliigii Olusturan Durumlar

Tek gen hastaliklarinda aile agacinin dikkatlice degerlendirilmesi ile kalitim
kalib1 otozomal veya X’e bagli, dominant veya resesif olarak tanimlanabilse de,
ozellikle otozomal dominant kalittminda bazi durumlar hastaligin kalitim kalibini

anlamamizi  giiglestirmektedir. Bunlar, penetrans eksikligi ve ekspresivite

degiskenligidir.

Penetrans Eksikligi



Bazi dominant kalitilan genetik hastaliklarda, genotipik olarak hastalik iliskili
mutasyonu tagimasina ragmen kisinin fenotipte bulgu géstermemesi penetrans eksikligi
olarak tanimlanmaktadir. Bu durum, aile agaci incelemelerinde ayni dominant bir

hastalik/6zelligin kusak atlamis gibi gézlenmesine yol agmaktadir (Sekil 2-5).

\

O WO

.
Om

Sekil 2-5: Penetrans eksikligine 6rnek bir aile agaci. I12 hastalik iliskili gen i¢in zorunlu
tasiyici olmasina karsin semptom gostermemektedir. 113, 1111, IV1 veya I'V2 gibi
etkilenmemis diger aile iiyeleri de hastalik iliskili semptom gostermeyen gen
tasiyicilar olabilir.

Bu duruma 6rnek olarak OD bir malformasyon olan ektrodaktilinin bir tiirii olan

yarik el deformitesi verilebilir (Sekil 2-6).
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Sekil 2-6: : Yarik el deformitesi olan bir olgu 6rnegi (8)

Malformasyonun goriildiigii biiylik aile agacinda penetrans eksikligine bagl
olarak kusak atlamis gibi goriilebilmektedir. Bu nedenle, mutasyonu tasiyan ancak
normal ellere sahip bir kisi bu geni gelecek kusaklarna aktarabilir ve etkilenmis bir
cocugunun olma riski s6z konusudur. Literatiirde bu hastalifin penetransinin yaklasik
%70 oldugu bildirilmektedir (9). Bir gendeki mutasyonu tasiyan bireylerin tiimiinde
fenotipik etki ortaya ¢ikiyorsa penetrans tam olarak tanimlanir veya %100 olarak ifade

edilir ve Akondroplazi penetransi tam olan hastaliklara iyi bir 6rnektir.
Ekspresivite degiskenligi

Ayn1 mutant genin ayni aile i¢indeki bireylerde dahi farkli klinik bulgular ya da
farkl1 ortaya ¢ikis siireleri gostermesi ekspresivite degigkenligi olarak tanimlanir.
Penetrasyonun aksine, ekspresivite, bir fenotipin varligina veya yokluguna degil, ayni
fenotipin ayni hastaliga neden olan genotipe sahip kisiler arasindaki klinik bulgularin
farkli1 olmasina yol agar. Bu duruma o6rnek olarak, OD kalitimla gegen
Norofibromatozisl (NF1) verilebilir. Sendrom, deride ¢ok sayida benign tiimorler,
norofibromlarin bliylimesi, cafe-au-lait lekeleri olarak bilinen ¢ok sayida diizensiz
pigmentasyon goOsteren deri lezyonlari, goziin iris yapisindaki Lisch nodiilleri adi
verilen kiiciik benign tiimérlerin bulunmasit ve daha az siklikla zihinsel yetmezlik,

santral sinir sistemi tiimorleri gibi klinik bulgular gésterir (Sekil 2-7).
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Sekil 2-7: Norofibromatozisin klinik bulgularimin cesitliligi

Ayni aile i¢inde dahi bu bulgularin dagilimi farkliliklar gosterebilir (Sekil 2-8).
Anormal bir genotipin ekspresyonu, farkli lokuslardaki modifiye edici genler (supresor
ve enhansirlarin genlerin varligl) ve cevresel faktorlerin etkisiyle degisebilmektedir.
Hastalik durumunun siddetini artirabilir (enhancer) veya azaltabilirler (supressor).
Modifier genler, diger genlerin fenotipik ve / veya molekiiler ekspresyonunu etkileyen
genler olarak tanimlanir. Baska bir genin veya iirliniiniin ekspresyonunu veya
fonksiyonunu degistirebilen {irlinleri kodlar. Bu nedenle, transkripsiyonel verimliligi,
translasyonu veya protein fonksiyonunu degistirerek bir¢ok seviyede c¢alisabilirler.
Insanlarda hastaliklarin  baslangicini, semptom araligini ve hastaligin  siddetini

degistirebilmektedirler (10).
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Sekil 2-8: Ekspresivite degiskenligine 6rnek bir aile agaci. Ailenin farkh iiyeleri
Norofibromatozisin farkl klinik bulgularim gostermektedir.

2.2.2.4. Otozomal Resesif Kalitim

* Hastalik, her iki allel de mutasyon tasiyorsa ortaya ¢ikar.

* Her iki cinsiyeti de esit olarak etkiler.

» Etkilenen bireyler, genellikle klinik bulgu vermeyen, genotipik olarak
heterozigot yani tasiyict ebeveynlerden dogarlar.

» Etkilenmis bir ¢ocugu olan bir tasiyici ¢iftin tiim ¢ocuklarinin etkilenme
olasiligt % 25'dir (her iki ebeveynin de genotipik olarak heterozigot oldugu
varsayilarak, nadir olarak homozigot bir ebeveyn ile heterozigot diger ebeveynin

cocuklarindaki risk ise %50 dir) (Sekil 2-9).
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tagiyici tasiyici

5

normal gen #

etkilenmis
(mutant) gen

§ .
Y ." .
etkilenmemis tasiyici taswyici etkilenmis
(saghkh) (hasta)

Sekil 2-9: Ebeveynden ¢ocuga resesif (cekinik) genlerin aktarilmasi (7)
* Akrabalik iliskisi bulunan ebeveynlerin ortak atalarinin bulunmasi ve bu ortak
atalardan ayn1 mutant geni kalitma olasilifinin yiiksek olusu hastalik riskinin artmasina

neden olur.

* Aile agacinda yatay kalitim goriiliir (Sekil 2-10).
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Sekil 2-10: Otozomal resesif kalitim icin aile agaci 6rnegi



2.2.2.5. X’e Bagh Resesif Kalitim

14

* Bu kalittmda mutant geni tasiyan erkekler hastaligi gosterir (Sekil 2-11).

1
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Sekil 2-11: X’e bagh resesif kalitim aile agaci 6rnegi

*Heterozigot disiler klinik olarak genellikle etkilenmemislerdir, ancak hastaligi

bir sonraki nesile gecirebilirler ve erkek ¢cocuklar %50 olasilikla hasta, kiz ¢cocuklar ise

tastyict olurlar (Sekil 2-12).

tasiyici

etkilenmemis
disi

(saglikh) erkek
48 e

normal gen

etkilenmis
(mutant) gen

tasiyici  etkilenmemis etkilenmemis  etkilenmis
disi (saghikh) (saghikli) (hasta)
disi erkek erkek

Sekil 2-12: X’e bagh hastaliklarin tasiyici anne tarafindan ¢ocuklarina aktarilmasi (7)
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* Mutasyon erkek ¢ocukta “de novo” da olusabilir.

» Saglikli bir annenin hem ¢ocugu hem de erkek kardesi etkilenmisse veya

birden fazla etkilenmis erkek ¢cocugu varsa bu bireyin zorunlu tasiyic1 olmasi beklenir.

* Soy agacinda erkek-erkek aktarimi yoktur (ancak etkilenmis bir erkek ve
tastyici diginin ¢ocuklarinda hastalik kizlarda da goriilebilir). Etkilenmis erkegin tiim
kiz ¢ocuklari kesin tasiyicidir (Sekil 2-13).

etkilenmis etkilenmemis
(hasta) erkek (saglikh) digi

normal gen

etkilenmis
(mutant) gen

f’

tagiyici tasiyici etkilenmemis etkilenmemis
digi digi (saghkl) (saghkh)
erkek erkek

Sekil 2-13: X’e baglh hastaliklarin hasta bir erkek tarafindan ¢ocuklarina aktarilmasi (7)

» Heterozigot (tasiyici) kiz ¢ocuklarin fenotipik bulgu vermesi 6zel kosullarda

gerceklesebilir.
Tasiyict digilerde hastaligin ortaya ¢ikmasina sebep olan mekanizmalar;

Bu mekanizmalardan en 6nemlisi X inaktivasyonu ile ilgilidir; X inaktivasyonu
kisaca, disi cinsiyette memeli hiicrelerinde bulunan iki X kromozomundan birisinin
inaktivasyona ugramasi durumudur. Inaktivasyona ugrayan X kromozomu
heterokromatin ile paketlenerek iizerinde bulunan genlerin ifade edilmesi onlenir. Bu

mekanizma ile ayn1 zamanda erkek ve disiler aras1 X kromozomu iizerindeki genler
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acisindan denge de saglanmis olur (dozaj kompensasyonu) (Sekil 2-14). Normal
sartlarda bu islem rastgele olusmaktadir; gelismis memelilerde bazi hiicrelerde anneden,
bazi hiicrelerde ise babadan gelen X inaktive olmakta (random-rastgele) ve bu hiicreden
olusan tiim hiicreler tiim yasam boyunca inaktif kalmaktadir (11).

Erken/orta Gec Yumurta

. - ) T
el e Dot cekiz Momle oL diet  Basows silindiri

hiucrelik  hucrelik htcrelik  hicrelik

X inaktivasyon
durumu : Aktif Damgalanmis

Rastgele

(sadece ICM hticreler)

3 Xp — e— Xp—&)— Xp A e— Xp  —— or | Xp =
Xist:
e XM — —. XM — e— XM A — XM—EE—— | | XN — —
4 s : . CSH
B Damga B> Xist ifadesi A ICM baskilayici fakter 4 Engelleyici faktor Sooe?

Sekil 2-14: X inaktivasyon mekanizmasi (11)

Ancak, bazi durumlarda X inaktivasyonu rastlantisal degil secici hale
gelmektedir. Bu durum 6zellikle, X kromozomu yapisal anomalilerinde ve X/otozom
translokasyonlarinda goriilmektedir. Otozomlar tizerindeki genlerin korunmasi esasina
dayanan bu mekanizma, X secici olarak aktif ya da inaktif ederken X’e bagh

hastaliklarin disilerde de goriilmesine yol agabilmektedir.

Non-random (secici) X inaktivasyonu; Yapisal X kromozomu anomalileri: iki X
kromozomundan birinde yapisal bir anomali olmasit durumunda (X kromozomundaki
delesyonlar, duplikasyonlar, 1(Xq), ring (X), vb. gibi) anomalili X segici olarak
inaktiflesir. Ancak buradaki en énemli kosul derivatif X kromozomunun XIST genini
kaybetmemis olmasidir. X kromozomunun inaktivasyonundan sorumlu olan XIST
geninde meydana gelebilecek bir delesyon ya da mutasyon, anomalili X kromozomunun
aktif kalmas1 ve normal X kromozomunun inaktivasyona ugramasi ile sonuglanir ki agir
malformasyonlardan letaliteye kadar genis bir klinik spektruma neden olabilir. Ozellikle

ring (X) tasiyan bireylerde gézlenmektedir.

X/Otozom translokasyonu; bu tiir yapisal kromozom anomalisi tasiyanlarda
inaktivasyon mekanizmas1 2 sekilde islemektedir: Ilk mekanizma, dengeli X/otozom
translokasyonuna sahip bir diside, otozomal segmenti koruyabilmek amaciyla normal

olan X kromozomu segici olarak inaktive edilir. Bu durumda, translokasyonun
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meydana geldigi bolgede bulunan bir genin islevi bozulmus olabilir ve normal X’in
rastgele olmayan inaktivasyonu nedeniyle de genin normal kopyasi, hiicrelerin tiimiinde
inaktive olacag1 igin hastaliklarin disilerde ortaya ¢ikmasma neden olur. Ikinci
mekanizmada ise, X ve otozomal kromozomlar arasindaki dengesiz bir translokasyon
sonucu, dengesiz olan X kromozomu XIST genini tasiyor ise inaktivasyona ugrar,
normal X ise aktif kalir. Rastgele olmayan bu inaktivasyon klinik etkileri tamamen

ortadan kaldirmamakla birlikte, azaltic1 genel bir etkiye sahiptir.

Ayrica, asagidaki mekanizmalar da X’e bagli hastaliklarin disilerde goriilmesine

yol agabilir.

Normal X kromozomu iizerinde de novo bir mutasyon meydana gelmesi; X’e
bagli bir hastalik i¢in tasiyict disinin diger normal X kromozomu iizerinde ayn1 bolgede
yeni bir mutasyon olugmasi sonucunda hastaligin ortaya c¢ikmasi miimkiindiir, bu

durumda hastalik erkeklerde goriildiigii kadar disilerde de agir seyredebilir.

Tastyicinin 45,X karyotipine sahip olmasi; 45,X (Turner sendromu) bir diside
tek X kromozomu mutant alleli tasiyorsa X’e bagl hastalik disilerde de goriiliir ve

disiler erkekler kadar agir etkilenir.

Uniparental Dizomi (UPD), normal kosullarda bireyler kromozom c¢iftinin birini
anneden digerini ise babadan kalitmaktadir (biparental kalitim). Ancak kromozom
ciftinin her iki kopyasinin da ya anneden ya da babadan, yani ebeveynlerin sadece
birinden kalitmasi (uniparental) durumunda UPD olusur. Bu durumda, ebeveynlerden
annenin tastyict veya babanin hasta olmasit durumunda, disilerde homozigot olarak
goriilen X’e bagl resesif hastaliklarin bu mekanizmayla da ortaya cikabilecegi

diistiniilmelidir.

2.2.2.6. X’e Bagh Dominant Kalitim
» Her iki cinsiyeti de etkiler, ancak kadinlarda goriilme olasilig1 erkeklere oranla

daha fazladir.

* Disiler genellikle erkeklerden daha hafif ve X inaktivasyonu nedeniyle daha
degisken sekilde etkilenir.

* Etkilenen bir disinin ¢cocuklari cinsiyeten bagimsiz % 50 etkilenme riski tasir.



» Etkilenmis bir erkegin, tim

etkilenmez (Sekil 2-15).
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Sekil 2-15: X’e bagh dominant kalitim aile agaci 6rnegi

2.2.2.7. Y-bagh Kalitim

*Sadece erkekleri etkiler, etkilenmi

*Cinsiyetin erkek yoniinde gelisimi

s bir erkegin tiim ogullar etkilenir.

nde belirleyici rol oynayan Y kromozomunun

p13.3 bolgesinde lokalize (SRY)/ testis belirleyici faktor (TDF) kalitimi, Y’ye baglh

kalittma bir 6rnek olusturur. Erkekler

Y kromozomlarint dolayisiyla SRY/TDF

bolgelerini tiim erkek ¢ocuklarina gegirirler fakat kiz cocuklarina geciremezler (Sekil 2-

16).



19

| .o
Comm mom Of
o B0 o B D

3

10

el

Sekil 2-16: Y- bagh kalitim aile agaci 6rnegi

4

2.3. Tek Gen Hastaliklarinin Degerlendirilmesinde Zorluk Yaratan Durumlar

2.3.1. Genetik Heterojenite
Genetik heterojenite, ayn1 lokustaki farkli varyasyonlarin (allellik heterojenite),
ya da farkli lokuslardaki gen varyantlarinin (lokus heterojenitesi) veya her ikisinin

sonucu olarak ortaya ¢ikabilir (12).

2.3.2. Allelik heterojenite

Ayni lokustaki allellerin farkli mutasyonlar1 sonucunda farkli genetik
hastaliklarin/fenotiplerin ortaya ¢ikmasidir. Klinik olarak benzer veya tamamen farkli
hastaliklar olugabilir. Gen islevi bozuldugunda veya gen islevi ortadan kalktiginda
birbirinden tamamen farkli fenotipler ortaya ¢ikmaktadir. Ornegin; reseptdr tirozin
kinaz1 kodlayan RET geninde meydana gelen varyasyonlar Hirschprung hastalig1 veya

MEN tip 2a (Multipl Endokrin Neoplazi Tip Ila ) hastaliklarina yol agabilir.

2.3.3. Lokus Heterojenitesi

Farkli lokuslardaki genlerin mutasyonlarinin benzer hastalik/fenotiplere yol
agmas1 durumudur (Sekil 2-17). Ornek olarak Noonan Sendromu verilebilir. Ayni
biyolojik yolakta -Rasopati yolagi- gorev alan bir¢ok gendeki mutasyonlara bagli,
benzer bulgular gosteren farkli sendromlar olarak tanimlanmisti. Ancak, giintimiizde bu
grup hastalik, Noonan spektrumu hastaliklar1 olarak adlandirilmaktadir. Lokus

heterojenitesine bir diger 6rnek olan, kollajen yapisindaki bir bozukluga bagli olarak
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deri ve diger bag dokularda asir1 elastik ve kirilgan yapiin olustugu Ehler Danlos
sendromu’nda, OD, OR ve X’e baglh kalitimin olabildigi ve yapilan klinik, molekiiler
calismalarda hastalikla iliskili bircok lokusun bulundugu gésterilmistir (12).

-
Gen2 :// . ‘ ’ Gen3 {

- Gen(m)
Sekil 2-17: Lokus heterojenitesi

Klasik Mendel kalitim, OD, OR, XL modelleri olarak kategorize edilse de,
mendelyen kalitimla ilgili yapilan ¢aligmalar, pek ¢ok nadir hastaligin digenik kalitim,
ikili molekiiler tan1, mutasyon yiikii ve nadir ve yaygin varyantlarin bilesik kalitimi ile

ortaya ¢ikabilecegini de gostermistir (Sekil 2-18).
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Digenik Kalhitim

2 farkh lokusta bulunan varvantlar: 2
nadir varyant ya da 1 nadir + 1 ortak
varyant
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2 farkh lokustaki varyantlar 2 bagimsiz
ozellige yol acar, cesitli kahitim
kombinasyonlar ortaya cikabilir.
(OD+0D, OR+OR veya OD+OR)
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Mutasyon Yiikii

Yiiksek penetransyona sahip bir varyanttan
kaynaklanan fenotip, ek lokuslardaki
varyasyonlarla degisebilmektedir.

Eksik Penetrans

Fenotip ifadesi, bir nadir + bir ortak varyant
gerektirir. Varyantlar aym lokusta veya
farkh lokuslarda (digenik) olabilir.
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Sekil 2-18: Kalitimin kompleks modelleri (13)

Ik olarak 1994 yilinda tamimlanan “digenik kalitim”, bir hastadaki klinik
fenotipten 2 farkli degisimin ayn1 oranda sorumlu olmasi olarak tanimlanir. Ikili veya
coklu molekiiler tani, iki veya daha fazla lokustaki patojenik varyasyon, iki veya daha
fazla Mendel kosulunun ekspresyonuna yol agtiginda ortaya g¢ikar. Mutasyonel yiik,
hem aileler arasinda hem de aile i¢inde hastaligin disa vurumunu etkileyebilir. Noropati
ile ilgili genomik c¢aligmalar, hastalikla iliskili genlerdeki nadir varyantlarin bir araya
gelmesinin (kiimiilatif etki) klinik siddeti etkileyebilecegi ve ortak karmasik 6zelliklere
katkida bulunabilecegi bir modeli desteklemektedir (13).

Baz1 Mendel kosullarinin klasik genetik beklentilerden ayrildig: bir baska durum
da, tek bir lokusla iligkili hem baskin hem de ¢ekinik kalitimin ortaya ¢ikmasi veya tek
bir lokusla iligkili birden fazla Mendel kalitim kalibinin gbzlemlenmesidir. OMIM’de
Mendelyen hastaliklar ile iligkisi olan genlerin yaklasik iicte birinin, 2 veya daha fazla
Mendel hastaligi ile iliskili oldugu gosterilmistir. LMNA'daki varyasyonlardan
kaynaklanan bir dizi fenotipi olan laminopatiler, kardiyomiyopatiler, ndropatiler, iskelet
miyopatileri, Hutchinson-Gilford progeria ve kisitlayici dermopati gibi ¢esitli
hastaliklar, ekspresyonu ve kalittm modelleriyle bu kavrami iyi bir sekilde

gostermektedir (Sekil 2-19) (13).
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Bir veya birden fazla Mendel kosulu olan  Birden fazla Mendel kosuluyla iliskili olan LMNA genindekd varyantlar
hastalik iliskili genlerin ylizdesi *Emery-Draifuss muskiiler distrofisi dominant vaya resesif kalitim modallerivle

ortaya gikabilir,
P& SALSF Q
& Q"’s 5 \“’“’\ Ry '39' @G}:\ﬁg '\”é‘ s‘:} ﬁ“ﬁfa
& ¢ S FELY 8 ¥ ~‘°
< 9 v 9 ¥ 9 Q9 Q < Q
Dominant Kogullar Resesif Kosullar
(monoallelik varyantlar) (biallelik varyantlar)
~—& Dilate Kardivomiyopati, 1A & Charcot-Marie-Tooth Hastalizs Tip 2B
—OHutchinson-Gilford Progaria —® Emery-Draifuss miskiler distrofi 2

al w2 n3 n>3
Mendelyen kosullarn zayi=1

—® Emery-Dreifuss miskiler distrofi 2

Sekil 2-19: Hastalik iligkili genlerin birden fazla Mendel kosuluyla iliskisi (13)
2.4. Genetik Hastaliklarin Tam1 Asamalari

2.4.1. Klinik Taninin Asamalari

1. Aile Oykiisii alinmasi ve ayrintili aile agaci ¢izimi

2. Hastanin varsa onceki klinik dosyasinin incelenmesi (bulgular ve tanilar)
3. Gebelik ve dogum 6ykiisii

4. Hasta bireylerin ayrintili fizik muayenesi (fotograf ve dl¢limler)

5.Eslik edebilecek i¢ organ anomalileri ii¢ boslugu degerlendiren goriintiileme
yontemleri ile arastirilir. Bunlar; Serebral US, bilgisayarli tomografi (BT), manyetik
rezonans goriintiileme, (MRI), Ekokardiyografi, (karaciger, pankreas ve dalak
patolojileri i¢in), Pelvik US (lirogenital patolojiler i¢in) ve iskelet grafileri (eslik eden

orantisiz boy kisalig1 veya kemik malformasyonlar1 varliginda)
6. Hastalikla ilgili literatiir taramasi, 6n taninin olusturulmasi
7. Uygun testler ile taninin dogrulanmasi
8. Genetik danisma

9. Hasta ve ailenin uzun siireli izlenmesi

2.4.2. Oykii alma ve Aile Agaci Olusturma
Genetik hastaliklarin tanisinda ilk asama olan aile dykiisii ve klinik muayene ¢ok
onemlidir. Probandin ve ailedeki diger kisilerin tibbi Oykiisiiniin alinmasi ve en az 3

kusak aile agacinin ¢izilerek analiz edilmesi gereklidir. Aile agacinin incelenmesi, gogu
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kez kalitim kalibinin, hastaligin dogal gidisatinin ve prognozun anlasilmasina ve hatta
taninin konmasina yardimer olur. Benzer fenotiplerin ortaya ¢ikmasinin altinda yatan
mekanizmalar farkli olabilir. Ornegin, baz1 kas distrofilerine neden olan genlerdeki
degisimler dominant veya resesif olarak kalitilabilmektedir. Bu gibi durumlarda aile
agacit hangi mekanizmanin daha olasi olduguna dair ipuglart verebilir ve belirli bir

kalitim kalibin1 agikca gosteriyorsa genetik risk hakkinda bilgi verilebilir.

Aile agaci olusturulmasinda standardize evrensel semboller kullanilir (14) (Sekil

2-20).

O Kadin
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Kardes

/’ Proband
({E fkiz kardes

[] O -Etkitenmemis birey
B @ :iiermishiey
[-] () rasyrcibirey
Z /@/ Otii
(—0 &wi

Diisiik

Sekil 2-20: Aile agacinda kullanilan bazi semboller
Aile agac1 ciziminde en az 3 kusak ve asafidaki bilgiler Ozellikle

sorgulanmalidir:
-Akraba evliligi var mi, var ise kaginci derece,
-Yakinlarinda benzer bulgularin varligi,
- Olen kardes var m1, 6liim nedeni?
- Fetal kayip ve 6lii dogum ve/veya anomalili ¢ocuk varligi,

- Akrabalarda benzer etkilenmis birey var mi, bunlarla ilgili tibbi bilgiler, var ise

etkilenen akrabalarda baslangi¢ yasi, cinsiyet ve belirtileri mutlaka belirtilmelidir.
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2.4.3. Klinik Muayene

Probandin klinik muayenesinin tam olarak yapilmasi ¢ok Onemlidir. Bu
muayene rutin bir muayeneden daha c¢ok, probandin malformasyonlar1 ve dismorfik
bulgularinin da tam olarak yapilmasini kapsamalidir. Dismorfik 6zelliklerin tanisinda

kullanilan terimlere Tablo 2-2’de 6rnekler verilmistir.

Tablo 2-2: Baz1 dismorfik bulgular

Dismorfolojide kullanilan bazi terimler

Terim Anlam

Hipertelorizm | Pupiller mesafenin normalin {istiinde olmasi

Hipotelorizm | Pupiller mesafenin normalin altinda olmasi

Brakisefali Kisa 6n-arka kafatas1 uzunlugu
Dolikosefali Uzun 6n-arka kafatasi uzunlugu
Klinodaktili Besinci parmaklarda orta falanks displazisi
Polidaktili Fazla el veya ayak parmaklari

Sindaktili Yapisik el veya ayak parmaklar
Brakidaktili Anormal kisa parmaklar

Simian ¢izgisi | Tek enine palmar (aya) ¢izgilenme

Klinik izlemler hastalik hakkinda bilgi verebileceginden kisideki dismorfik
ozelliklerin belirlenmesi sirasinda kesin 6l¢iimler yapmak ¢ok dnemlidir. Her bir normal
aralik 1rka, yasa ve cinsiyete gore degismektedir. Baz1 dismorfik 6zellikler yasa gore

degisebileceginden hasta ileri bir tarihte tekrar muayeneye c¢agrilmalidir (14).

Genetik danismada kesin tanmin énemi biiyiiktiir. Oykii ve fiziksel muayene
giivenli bir tan1 saglayabilir veya daha fazla arastirma yapilmasi gerektigine isaret
edebilir. Genetik hastaliklarin  genis spektrumunu yansitan ¢esitli arastirmalar
gerekebilir. Benzer etkilenmis ve 6lmiis olan bireylerin hastane veya diger kayitlarini,
raporlarini elde etmek kesin taniya yardimci olabilmesi agisindan 6nemlidir. Aile agaci

ve klinik muayenenin tamamlanmasinin ardindan tantya katki saglayabilecek, hastaya
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ait goriintiileme (ultrason, radyolojik testler), biyokimyasal testler, goz muayenesi vs.

gibi islevsel arastirmalar istenebilir (14).

Klinik tanida anomaliler etiyopatogeneze gore;

. deformasyon,

. disrupsiyon,

. displazi ve

. malformasyon olarak siiflandirilir.

Deformasyon, genellikle gebeligin son trimesterinde, fetal yapilarin normal
olusumu tamamlandiktan sonra fetusun mekanik zorlanmasi (basi, sikisma,
hareketsizlik) sonucunda ortaya ¢ikan defektlerdir. Genellikle lokomotor sistemde

(kemik, eklem) goriiliir (6rnegin, dogumsal kalga ¢ikigi, pes ekinovarus gibi).

Disrupsiyon, fetal yapilarin olusumu normal olarak tamamlanan fetusun
intrauterin yagaminin bir evresinde mekanik, vaskiiler veya enfeksiyoz nedenlere bagh
olarak hasara ugramasi sonucu ortaya ¢ikan anomalilerdir (0rnegin, amniyon zarinin
yirtilmasi sonucunda olusan fibr6z bantlar ve oligohidramniyos nedeniyle fetal doku ve

organ gelisiminin bozulmasiyla olugsan amniyotik bant sekansi).

Displazi, hiicre diizeyinde bozuk enzim yapimi ve yapisal protein sentezindeki
anormal organizasyon sonucunda belirli dokularda anormal hiicre organizasyonu ve
bunun yapisal degisikliklere neden olmasindan kaynaklanan morfolojik anomalilerdir.
Displaziler kalicidir ve yas ile birlikte klinik bulgular agirlasabilir (6rnegin, iskelet
displazileri, depo hastaliklar1 gibi).

Malformasyon; prenatal gelisim doneminde bir ya da daha fazla embriyonik
siirecin tamamlanamamasi, organogenez doneminde anotomik yapilarin anormal
olusumu, erken gelisimdeki duraklama veya yanlis yonelme sonucu meydana gelen
kalic1 6zellikli yapisal/ fonksiyonel degisimlerdir (6rnegin, ndral tiip defekti sekansi,

potter sekansi, karin duvar1 defektleri-omfalosel gibi).

2.4.4. Genetik Danisma
Genetik danmigma, kalitsal bir hastalifi olan bir hasta veya risk altindaki
akrabalarimin; bu hastaligin sonuglari, kalitilma olasiligi, Onlenebilirlik ve tedavi

edilebilirligi agisindan bilgilendirilmesi siirecidir. Genetik danmigsmayir veren kisiye
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konsiiltan, lizerinden ailenin sorusturuldugu, bilgi alindig1 ve genellikle etkilenmis olan

aile bireyine proband (indeks vaka) denir.

Walter Fuhrmann ve Friedrich Vogel genetik danismay1 soyle tanimlamiglardir:
“Gergekte etkisi yillarca siirebilen ¢ok Onemli bir tibbi hizmettir. Danismadan ¢ikan
somut sonuglar kisi veya ciftin tiim yasam planlarim1 kokten degistirebilir. Bireyin

kisiliginde yon kaybina neden olabildigi gibi aile iliskilerini de sarsabilir" (15).

Genetik damisma, klasik hasta-damisman iliskisinden farkli, karmasik
psikodinamik bir siiregtir. Danigmanin bu siiregteki gorevi, basvuran kisi ve ailelere
yeterli bilgi aktararak onlar1 bilinglendirmek ve "kendileri i¢in en dogru olan" kararlar

vermelerine yardimei olmaktir.

Hasta birey genetik danigma alabilecek yeterlilikte degil ise, her iki ebeveyne de
miimkiin oldugunca birlikte danismanlik vermek gerekir ve uygun bir ortamda yeterli
zaman ayrilmalidir. Danigmanlik, durumun tiim yonlerini kapsamali ve ¢ift tarafli kolay
anlasilabilecek sekilde yapilmalidir. Klinik 6zellikler, komplikasyonlar, hastaligin
prognozu ve hastaligin varsa etkin tedavi yontemleri veya olas1 gebeliklerdeki riskler ve
bu risklere yonelik yapilabilecekler (PT, PGD) ana hatlariyla aktariimalidir.
Danismanlik yargilayic1 ve yonlendirici olmamalidir. Amag, danisanlarin kendi tireme
geleceklerine iligkin kendi kararlarin1 verebilmelerine olanak saglayacak sekilde
gercekleri dogru bir sekilde sunmaktir. Ozellikle, dengeli kromozomal anomaliler, OD,
X’e baglh resesif karakterler gosteren durumlarda genisletilmis aile caligmalari
gereklidir ve risk altindaki diger aile bireylerinde de gerekli genetik testlerin yapilarak
taninin konulmasi ve onceden haberdar olmalarinin saglanmasi i¢in danisan kisiden

yardim almak gerekebilir.

2.5. Genetik Hastaliklarin Tanmisinda Kullanilan Yontemler

2.5.1. Sitogenetik Teknikler

Kromozom analizlerinin hedefi kromozom setindeki olas1 sayisal ve yapisal
dengesizliklerin/yeniden diizenlenmelerin arastirilmasidir. Kromozom analizleri
sitogenetik ve molekiiler sitogenetik yontemler kullanilarak yapilabilmektedir.
Sitogenetik yontemlerle hem sayisal, hem de mikroskobik diizeydeki (8-10 Mb
boyutunda) dengeli ve dengesiz yapisal anomaliler aragtirilirken, molekiiler sitogenetik

yontemlerle submikroskobik diizeyde hedefli dengeli ve dengesiz kromozom
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anomalileri belirlenebilir. Genetik tani testlerinin uygulanabilmesi i¢in bireylerin
genetik hastaliklar i¢in topluma gore risklerinin artmig olmasi gozetilir. Bu durum

kromozom anomalilerinde testin yapildigi doneme gore farkliliklar gosterebilir.
Kromozom anomalileri igin riskli popiilasyonlar sunlardir:
Postnatal donem;
- Bilinen kromozom anomali sendromlar1
- MKA
- Bilissel Yetersizlik
- Biiytime geligme gerilikleri
- Cinsiyet gelisim anomalileri
- Tekrarlayan gebelik kayiplari
- Infertilite
- Maligniteler
Prenatal donem;
- {leri anne yas1 (35 yas ve iizeri),

- Tarama testlerinde risk artigi (biyokimyasal, USG veya cell free-DNA (cf-
DNA)),

- Patolojik ultrasonografi (USG) bulgulari,
- Eslerden birinde dengeli kromozom anomalisi tastyiciligi,
- Kromozom anomalili ¢ocuk/fetus 0ykiisii,

- ICSI (Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu) ile olusan gebelikler.

2.5.1.1. Klasik Sitogenetik Yontemler

Mitoz boliinmenin prometafaz veya metafaz evresinde hiicre boliinmesinin
durdurularak kromozomlarin hiicre disina alinarak lamlar izerinde metafaz plaklarinin
eldesi ve kromozomlarin farkli tekniklerle boyanarak mikroskop altinda
degerlendirilmesi en bilinen yontemdir. Metafaz eldesinde, nukleusu olan ve mitotik
aktivite 6zelliligini kaybetmemis tiim hiicreler/dokular kullanilabilir. In vitro olarak

laboratuar kosullarinda en ¢ok kullanilan dokulara periferik kan, kemik iligi, koryon
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villus dokusu, amniyositler ve deri fibroblastlar1 vb. 6rnek verilebilir. Metafaz eldesi
icin temel olarak iki yontem kullanilir. Bu yontemlerden direkt yontem, spontan mitotik
aktiviteye sahip dokularin (kemik iligi, koryon villuslar1 ve prolifere dokular) metafaz
eldesinde kullanilmasidir. Kiiltiir yontemi, hiicre proliferasyonunun goriildiigii durumlar
hari¢ spontan mitotik aktiviteye sahip olmayan dokularda (periferik kan lenfositleri,
amniyositler, deri fibroblastlari, gonad dokusu) kromozom eldesi i¢in hiicrenin in vitro
ortamda, hiicrenin dogasina uygun kosullar olusturularak kiiltiir edilmesi ve mitotik
aktivite kazandirilmasidir. Dokuya uygun Kkiiltiir siiresinin sonunda mitoz bdliinmenin
metafaz/prometafaz evresinde inhibe edici bir ajanla (kolsemid) durdurularak hiicre
siispansiyonu hipotonik bir soliisyonla muamele edilir. Boylece hiicrelerin hipertonik
yapist izotonige doniistiiriiliir ve kromozomlarin birbirlerinden ayrismasi saglanir.
Ardindan hiicreler fikse edilir, lamlar {izerine yayilir ve her bir homolog kromozomu
digerlerinden ayirt edilmesini saglayan 6zgiin bantlama teknikleri ile boyanirlar. Bu
asamada sitogenetik laboratuvarlarinda kromozom analizinde rutin olarak kullanilan
bantlama tekniklerinden biri G bantlamadir. Teknigin temeli, kromozomlarin
yapisindaki histon ve non-histon proteinlerin bir proteaz (pankreatin, tripsin vb.)
yardimi ile denatiirasyonunun ardindan DNA boyalart (Giemsa, Leischman vs.)
kullanarak boyanmasina dayanir. DNA’nin Adenin (A) ve Timin (T) bazlarindan zengin
olan tekrar bolgeleri koyu boyanir ve bu bdlgeler heterokromatin olarak adlandirilir.
Boyanmayan ve agik renk goziiken bolgeler ise Guanin (G) ve Sitozin (C) bazlarindan
zengin olan yapisal genlerin bulundugu Okromatin yapisindaki bolgelerdir.
Kromozomlar, G bantlama ile metafaz evresinde yaklasik 450-500 bant diizeyinde
analiz edilebilir. Bant paterninin ayirt edici oldugu bolgelerde 8-10 Mb’dan daha biiytlik
kromozomal degisimler tanimlanabilmektedir. High Resolution Banding Technique
(HRBT) de ise farkli olarak hiicre kiiltiirline baz1 kimyasallar eklenerek (Timidin, EtBr,
BrdU vb.) boliinmenin senkronize edilmesi ve kromozomlarin daha az kondanse
olduklar1 prometafaz evresinde durdurularak analiz edebilmesine olanak saglanir.
HRBT ile kromozomlar >550 bant seviyesinde analiz edilerek, >3-5 Mb

biiyiikliigiindeki yapisal anomaliler saptanabilmektedir (Sekil 2-21).
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Sekil 2-21: G-bantlama gériintiisii (I.U. I. T.F. Tibbi Genetik ABD; Sitogenetik/Molekiiler

Sitogenetik Laboratuvar argivinden)

Q-bantlama (Quinacrine-Bantlama), insan kromozomlarini tanimlamak igin
gelistirilen ilk bantlama yontemidir. Ilk gelistirildigi yillarda ve Fransiz ekoliinde rutin
kromozom analizinde de siklikla kullanilan Q bantlama, daha yaygin olarak
heteromorfizmleri (1, 9 ve 16. kromozomlarin perisentromerik bolgeleri, akrosentrik

kromozomlarin satellit bolgeleri ve Y kromozomunun uzun kolunun distalini)
tanimlamada kullanilir.

C-bantlama ile esas olarak sentromerik heterokromatin, akrosentrik
kromozomlarin kisa kollarindaki materyalin bir kismi1 ve Y kromozomunun uzun
kolunun distal kismini olusturan konstitiitif heterokromatin boyanir. C bant pozitif
goriilen bolgeler ¢ok tekrarlayan ve geg¢ replike olan a-satellit DNA igerir. Bu yontem
polimorfizmlerin, marker kromozomlarin, disentrik kromozomlarin ve perisentrik

inversiyonlarin tanisinda kullanilmaktadir (Sekil 2-22).
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Sekil 2-22: C-bantlama goriintiisii (7. U. I.T.F. Tibbi Genetik ABD; Sitogenetik/Molekiiler
Sitogenetik Laboratuvar argivinden)

NOR boyama ile rRNA'y1 kodlayan genlerin ¢ok sayida kopyalarini i¢eren ve
akrosentrik kromozomlarin satellitleri yani niikleolus organize edici bolgeler (NOR)
boyanmaktadir. Bu yontem polimorfizmler, marker kromozomlar ve akrosentrik

kromozomlarin yapisal anomalilerinin tanimlanmasinda kullanilir (Sekil 2-23).
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Sekil 2-23: NOR-boyama goriintiisii (siyah oklar akrosentrik kromozomlarin satellitlerini,

Tibbi Genetik ABD; Sitogenetik/Molekiiler Sitogenetik Laboratuvar arsivinden)
R-bantlama (Reverse- Bantlama) ile, G bantlamanin tam tersi bir bant kalib1 elde
edilir. C-G’den zengin bolgeler koyu renk, A-T’den zengin bolgeler ise agik renk olarak
boyanirlar. Bu yontem G ve Q bantlama ile tanimlanmasi gii¢ olan terminal

kromozomal anomalilerin saptanmasinda rol oynar.

2.5.1.2. Molekiiler Sitogenetik Yontemler
Fluoresan In Situ Hibridizasyon (FISH)

1990'lh yillarda sitogenetik alanindaki en onemli gelisme, isaretli problarla in
situ hibridizasyon yoluyla, belirli kromozomlar1 ve kromozom pargalarin1 tanimlamaya
olanak saglayan FISH tekniginin kullanilmasidir. FISH, bantlama yontemleriyle
tanimlanamayan ¢ok sayidaki submikroskopik delesyonu ve kromozom anomalilerini
arastirmak icin yaygin olarak kullanilmaktadir (Sekil 2-24). Sitogenetik ile molekiiler
genetik arasinda koprii olusturan bu yontem, klasik sitogenetigin 6nemli bir
tamamlayicisidir. Problar, kromozomlardaki hedef bolgelerine goére lokusa 6zgii,
tekrarlayan dizi ve kromozomun tliimiinii veya belirli bir kolunu isaretleyen problar

olarak siniflandirilmaktadir.



32

Fluoresence In Situ Hybridization

Labeling with

fluorescent dw
\ )})‘
\
- N\
"4

Sekil 2-24: FISH ¢alisma prensibi (16)

Lokusa 6zgii problar, metafaz kromozomlarinda veya interfaz nukleusunda bir
gene veya genin igindeki belirli bolgeye ait 6zgiin DNA dizilerinden olusan ortalama
uzunluklari 15-500 kb biiyiikligiinde olan problardir. Mikrodelesyon — duplikasyon
sendromlarinin tanisinda (DiGeorge Sendromu, Prader Willi (PWS) /Angelman
Sendromu (AS) gibi) ve kirik noktalarinin belirlenmesinde kullanilmaktadir (17). (Sekil
2-25)

Sekil 2-25: Lokus spesifik prob (PWS/AS) (I.U. I.T.F. Tibbi Genetik ABD;
Sitogenetik/Molekiiler Sitogenetik Laboratuvar arsivinden
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DNA'nin tekrar bolgelerine 6zgiin hazirlanmis problar da bulunmaktadir. Bunlar
yer aldiklar1 bolgelere gore alfa satellit, beta satellit, klasik satellit ve telomerik problar

olarak adlandirilir.

Alfa satellit problar, kromozomlarin sentromerlerine 0zgiin tekrarlayan
dizilerden olusan ve ortalama 1-170 kb biiyiikliigiindeki problardir. Bu problar,
sentromerik anomalilerin ve marker kromozomlarin kromozomal kdkeninin

belirlenmesinde kullanilmaktadir (Sekil 2-26).

Sekil 2-26: 15. Kromozom kokenli alfa satellit prop érnegi (I.U. I. T.F. Tibbi Genetik ABD;
Sitogenetik/Molekiiler Sitogenetik Laboratuvar arsivinden)

Beta satellit problar, kromozomlarin perisentrik heterokromatin bdlgeleri,
akrosentrik kromozomlarin ve 9. kromozomun sentromerine 6zglin tasarlanan

problardir.

Klasik satellit problar ise 1, 9, 15 ve 16. kromozomlarin perisentrik
heterokromatin bolgelerine ve Y kromozomunun uzun koluna 6zgiin DNA dizilerinden

olusan problardir.

Telomerik problar; 5’-TTAGGG-3’ tekrarlarindan olusan ortalama 2-15 kb
biiyiikliigiindeki problardir.

MKA/MR grubunda yapilan analizlerde degerlendirilen subtelomerik bolgeler
genler acisindan ¢ok zengin olmasina karsin bant kaliplar1 6zgilin olmadigindan klasik

teknikler bu bolgedeki anomalilerin tanisinda yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle
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subtelomerik  problar  kromozomlarin  subtelomerik  bolgelerindeki  yeniden

diizenlemelerin ve kriptik degisimlerin tespitinde kullanilmaktadir (Sekil 2-27).

Sekil 2-27: Subtelomerik prob (ok p kolunda delesyonu gosteriyor) (I.U. I.T.F. Tibbi
Genetik ABD; Sitogenetik/Molekiiler Sitogenetik Laboratuvar arsivinden)

Ayrica bir kromozomun kisa kolunun (p) terminalinden, uzun kolunun (q)
terminaline kadar tamamini boyayan “whole chromosome painting (WCP)” ya da
kromozomlarin her bir kolunu ayri1 renklerde boyayan “arm spesifik” problarda
mevcuttur (Sekil 2-28). Bu problar yeniden diizenlenen kromozomlarin yapisinin
coziimlenmesinde kullanilir. Klasik sitogenetik analizde tanis1 konamayan de novo
yapisal anomalilerin kromozomal kokeninin aydinlatilmasi, kirik noktalarinin
belirlenmesinde ¢esitli FISH problar1 (sentromerik, painting, sendromik vd.)

kullanilmaktadir.
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Sekil 2-28: 6. kromozoma 6zgii arm spesifik prob kullamlarak yapilan FISH ¢ahsmasi
goriintiisii (kirmizi ok parsiyel bir duplikasyonu gostermektedir.) (Z.U. LT.F.
Tibbi Genetik ABD; Sitogenetik/Molekiiler Sitogenetik Laboratuvar arsivinden)

CGH (Comperative Genomic Hybridisation)

Mikrodizin g¢aligmalarinin Onciisii sayillan bu yontem, test DNA’s1 ile kontrol
DNA’sinin  farkli fluoresan boyalar ile isaretlenerek metafaz kromozomlara
hibridizasyonu ve floresan sinyallerinin floresan mikroskopla goriintiilenerek 6zgiin
yazilim tabaninda sinyallerin birbirine oraninin karsilastirilmas: esasina dayanmaktadir
(Sekil 2-29). Her iki floresan rengin kromozom {izerinde olusturdugu dengenin
bozulmasi ile delesyon/duplikasyon analizi yapilmaktadir. Bu teknigin ilk zamanlarda
tiim genomun incelenmesine olanak saglamasi bakimindan kromozom anomalilerinin
tanisinda ¢i18ir agacagi diisiiniilmiis ancak, uygulama ve analiz zorlugu, kromozomlarin
perisentromerik ve terminal bdlgelerinde hassasiyetin diisiik olmasi, rezoliisyonun kisith

olmasi nedeniyle rutin kullanima gecememistir (18,19).
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Sekil 2-29: CGH ¢alisma prensibi
Array CGH (a-CGH)

DNA’da ¢ok sayida varyasyon bulunmaktadir ve bu varyasyonlar bireyler ve
toplumlar arasi1 genetik cesitliligin ortaya cikmasii saglar. Insanlarda genomun
%99.9’u benzerdir ve kalan %0, lik bolim bireyler arasinda farkliliklar
gostermektedir. Tek Nukleotid Polimorfizmleri (Single Nucleotide Polymorphisms:
SNP) ve Kopya Sayist Farkliliklar1 (Copy Number Variations: CNV) bu
varyasyonlardan bir kismidir. insan genomunda yer alan ve referans genom ile
karsilagtirildiginda, DNA sekansinda meydana gelen tek baz degisimi tek niikleotid
polimorfizmi olarak tanimlanmaktadir. SNP'ler insanlarda en yaygin goriilen genetik
cesitliliktir ve ortalama olarak her 300 baz ¢iftinde bir bulunurlar (20). Tiim genetik
varyasyonlarin yaklasik %90’ 1im olustururlar. SNP'ler bir gen ig¢inde veya bir genin
yakinindaki diizenleyici bir bolgede meydana geldiginde, genin islevini etkileyerek
hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda rol oynayabilirler. Referans genomla kiyaslandiginda,
farkli sayida bulunan, 50 baz c¢iftinden daha biiyiik olan yapisal degisiklikler ise CNV
olarak adlandirilir (21). Birgok gen ve gen anlatimini diizenleyen bolgelerde yer alan
CNV’ler gen dozajinin ve anlatiminin olumsuz etkilenmesine neden olabilirken,
genomun bazi bolgelerinde yer alan CNV’ler ise belirgin bir fenotipe yol agmayabilir.
Fenotipik etkilenmede tek basina etkin rol oynayabildikleri gibi ¢evresel ya da diger

genetik faktorlerle birlikte hastaliklarin ortaya ¢ikmasina da neden olabilirler.
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Mikroarray (DNA array, array-CGH); sentetik {retilmis hedef DNA
fragmanlarinin (30k-4M oligo/prob) kat1 bir ylizeye (cam, plastik, kompleks-¢ip) tespit
edilmesi ile olusturulmus sistemdir. Cip tiim genom veya hedef bolge i¢in tasarlanmis
oligonukleotidler (problar) igermektedir ve hibridizasyon islemi de problarin bulundugu
bu ¢ip ylizeyinde gerceklesmektedir. Mikroarray uygulamalari, gliniimiizde yaygin
olarak Illumina, Agilent ve Affymetrix veya Ozgiin tasarim platformlarinda

gergeklestirilmektedir.

a-CGH yontemi ile platforma ve kitin ¢oziiniirliigiine bagli olarak 50-70 kb
biyiikliikliigiinde  oligoniikleotid problar  kullanarak genomik kopya sayisi
degisikliklerini saptamaya yonelik dizayn edilmis platformlar (Agilent) bulunmaktadir.
[llumina ve Affymetrix platformlar1 ise SNP genotiplemeye odaklanmistir ancak bu
platformlara eklenen CNV problar1 ile genomik kopya sayisi degisiklikleri de
saptanabilmektedir (Sekil 2-30).
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Sekil 2-30: a-CGH ve mikroarray ¢alisma prensibi (22)

a-CGH, karsilastirmali  genomik hibridizasyon analizlerini mikroarray
teknolojisiyle birlestiren ve genomdaki dengesizlikleri DNA diizeyinde tanimlayan bir
tekniktir. Yontemin temeli iki farkli floresan boya ile etiketlenmis hasta ve referans
DNA’sinin cam bir slayt {izerine immobilize edilmis oligoniikleotidler ile
hibridizasyonuna dayanir. Boylece ¢ok sayida genomik lokusun DNA iizerinden kopya
sayist farkliliklarmin (delesyon veya duplikasyon) karsilastirmali analizi miimkiin
olmaktadir (Sekil 2-31). Bu ydntemin avantajlari, az miktarda DNA Orneginin c¢alisma
icin yeterli olmasi, hiicre kiiltiiriine gerek duyulmamasi ve genomdaki kilobaz (Kb)

diizeyindeki degisiklikleri bile saptayabilmesidir (23).
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Tablo 2-3: Kromozom anomalilerinin tanisinda kullanilan sitogenetik ve molekiiler
sitogenetik tekniklerin avantaj ve dezavantajlari

Teknikler  |Avantajlar Dezavantajlar
-Sayisal ve mikroskobik diizeydeki|-Diisiik ¢oziiniirliikte olup, SMb’dan daha
yapisal kromozom anomalilerini|kiigiik kromozomal degisimlerin ve
Klasik saptanmasi, kompleks anomalilerin aydinlatilmasinda
] _|-Tim genomun tek seferde analizine|yetersiz kalmasi,
Sitogenetik | 5lanak saglama, -Kromozomlarin subtelomerik bolgelerinin
Yontemler |-DPusik  oranli  mozaisizmlerin| tanisinda yetersiz kalmasi
saptanabilmesi, - Deneyime bagli olmasi,
-Secici bantlama teknikleri ile 6zgilin
anomalilerin tanimlanabilmesi
-Pratik, hizli ve maliyetinin uygun
olmasi, -Probun spesifik baglanma bolgesi disinda
-Subtelomerik bolgedeki diger kromozomal degisimleri
FISH anomalilerinin analizine olanak tanlyamamasi,
saglamast -Klinik ya da sitogenetik yonlendirme
Teknigi - 3-5 Mb’dan daha kiiciik yapisal gerekliligi,
kromozom anomalilerini -Bilinen hedef  bolgelere 0zgiin
taniyabilmesi caligilabilmesi.
-Marker kromozomlarin detayli
olarak arastirilabilmesi
“Genetik . Fnateﬂr yaldeki artis V€| -Metafaz plagina ihtiya¢ duyulmast,
CGH kayiplar i¢in tiim genomun analiz .
: . 9 -Rezoliisyonunun kisith olmasi,
Teknigi edilmesine olanak saglamas, -Uygulama ve analiz zorlugu
g -Piirifiye edilmis hiicrelerden az ye gl
miktarda kullanimin yeterli olmasi
“Tiim genomun tek testle ve kisa —Der_lgeh yaplsa! yeniden diizenlenmeleri
N ; . . tespit edememesi,
siirede incelenebilmesi, .o .. )
. . -Diisiik oranli mozaisizmlerin tanisinda
-Submikroskobik  delesyon  ve . 0
. . . yetersiz olmasi (< %10) ,
a-CGH duplikasyonlarin taninabilmesi, .
; e e -Poliploidileri saptayamamast
ie. -Yiiksek ¢oziiniirlik,
Teknigi -Pahali olmasi,

-Yaklagtk 1 kb’a kadar olan
CNV’lerin tespit edebilmesi,
-Calisma i¢in az miktarda DNA

Orneginin yeterli olmasi,

-Diisiik oranda hata paymin (hibridizasyon
sorunlar1) olmast

2.5.2. Molekiiler Yontemler
MLPA (Multiple Ligation - dependent Probe Amplification)

Tek gen hastaliklarinin tanisinda birgok molekiiler yontem kullanilmaktadir.

Bunlarin birgogu DNA dizisinde olusan degisimleri saptamada kullanilir. MLPA teknigi

ise molekiiler bir teknik olmakla birlikte kromozomal delesyon ve duplikasyonlarin

tanisinda da kullanilmaktadir. Bu nedenle hem molekiiler sitogenetik hem de molekiiler

teknik olarak da degerlendirilebilir.
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Bu teknik, tek bir niikleotid degisimini dahi ayirt edebilir. Genomik DNA veya
RNA dizisindeki 50'den fazla bolge icin hedefe yonelik prob karisimlari kullanilarak
genomdaki doz degisimlerini, DNA'min metilasyon durumunu, tek niikleotid
polimorfizmlerini (SNP'ler) ve nokta mutasyonlarini tespit etmek igin kullanilir.
mRNA'y1 6l¢mek i¢in uygulanan ve genetik laboratuvarlarinda yaygin olarak kullanilan

multipleks PZR’a dayali bir tekniktir (Sekil 2-32).

Teknigin smirlamalar ise, nokta mutasyonlarmin ve dengeli translokasyonlarin
saptanmasinda yetersiz kalabilmesi, hedefe yonelik olup daha diisiik c¢oziintirliikte

tarama yapabilmesidir (24).
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Sekil 2-32: MLPA cahsma prensibi (25)
2.5.2.1. DNA Dizileme Yontemleri

Sanger Dizileme

1975 yilinda Frederick Sanger tarafindan gelistirilmistir ve bu ¢alisma 1980
yilinda Nobel Kimya Odiiline layik goriilmiistiir. Giiniimiizde genetik tan

laboratuvarlarinda en sik kullanillan DNA dizileme yontemidir. DNA kalibi
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(saflastirilmig PCR {iriinil), 1stya dayanikli bir DNA polimeraz, tek yonlii oligoniikleotid
primer ve 4 ¢esit deoksiniikleotid trifosfat (AINTP) ve her biri farkli bir dalga boyunda
ve farkli renkte 1s1ma yapan fluoresan boyalarla isaretlenmis dideoksi niikleotid trifosfat
(ddNTP) kullanilarak yeniden sentezlenmesi ve zincir uzama asamasinda yeni
sentezlenen zincire floresan isaretli niikleotidlerin eklenmesiyle her basamakta uzamasi
ile sonlanan fragmanlar elde edilir. Bu islem devam ederken rastgele olarak bazi
niikleotidler i¢in ANTP substrat molekiilleri yerine ddNTP iplige katilir. Bu durumda
ddNTP’lerin deoksiriboz sekerinde bir sonraki niikleotidin baglanmasi i¢in gerekli olan
3’0OH grubu olmadigindan yeni bir niikleotid eklenemez ve ipligin uzamas1 durur. islem
sonunda, uriin olarak her birinin 3’ucunda belli bir fluoresan ddNTP bulunan bir dizi
zincir bulunur. Daha sonra, kapiller jel elektroforezinde uzunluklarina goére ayrilarak
tasidiklar1 fluoresan sinyallerine gore dizisi belirlenir (Sekil 2-33) (26). DNA dizileme
teknolojisi uygulamasi ile genetik hastaliklara yol acan DNA baz degisimlerinin,
topluma 06zgli gen polimorfizmlerinin, mikrobiyal hastaliklara neden olan
mikroorganizmalarin yol actig1 hastaliklarin belirlenmesinde ve adli tipta yaygin olarak

kullanilmaktadir.

Reaksiyon Mix: o du ‘
-Primer + DNA + dNTP + ddNTP (florokrom isaretli) + DNA polimeraz o

Primer

T T ~

T .

ddNTPs - -

adTTe @

aICTP @

GIATP - . . .
e e ] Kapiler jel elektroforezi

-Primer uzama ve zincir sonlandirma

-Florokromlarin lazer
| I | dedektorle
TN -l‘|'||l |"‘ algilanmasiyla dizi

5 T ———— . , n -
| AL analizi

Sekil 2-33: Sanger dizilemenin asamalari
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Yeni Nesil Dizileme

Sanger dizilemenin uygulanabilmesi i¢in incelenecek gen hakkinda dnceden
bilgi sahibi olunmasi gerekmektedir. Genlerin biiyiikliigii (6rn. Distrofin geni), benzer
bulgulara yol agan birden fazla genin varligi tanida Sanger dizilemenin uygulanmasini
zorlastirmakla, maliyet ve tani siiresi de artmaktadir. Bu yiizden, genetik hastaliklarin
etiyolojisinin arastirilmasinda, birden fazla genin hatta genomun tiim genlerinin, birden
fazla Ornekte es zamanli tek bir test ile arastirilabilmesine olanak saglayan YND
teknolojileri devrimsel bir asama saglamistir. YND teknolojilerinin daha yaygin
uygulanmasiyla genetik varyasyonlarin tanimlanmasi hizli bir sekilde yapilabilmektedir.
Bu gelismelerin hastaliklarin etiyolojisinin anlasilmasina, tedavi seceneklerinin
gelistirilmesine, ailelerde daha dogru risk degerlendirmesine ve etkin genetik

danigsmanliga katki saglamasi beklenmektedir (27,28).

YND teknikleri, DNA'min fragmente edilerek milyonlarca fragmanimnin es
zamanl ve ytiksek sayida dizilenmesi esasina dayanir. YND teknolojilerinin hedefli gen
panelleri ile hastalik iligkili birgok genin eszamanli dizilenmesi, tiim ekzom dizileme
(TED), tiim genom dizilemeyi (TGD) ve ekpresyon ¢alismalar1 icin RNA dizileme gibi
cesitli uygulama segenekleri bulunmaktadir. Her bir yontemin kendine 6zgii avantajlari,
dezavantajlari, sinirlamalar1 ve tercih edildigi durumlar vardir. Tim YND teknikleri,
genel olarak kalip (taslak) hazirlama, dizileme, goriintiileme ve verilerin analizi

asamalarindan meydana gelmektedir (Sekil 2-34).

Kiitiiphane / /
olusturma = e Barkodlama / = b

Genomik DNA DNA fragmentleri
Punﬁkaswont‘ / \

AGGTCGTTACGTACGCTAC \//
SACCTACATCAGTACATAG e -— .
JCATGACAAAGCTACETGT

Haritalama, hizalama, — 2

varyant degerlendirme DNA dizileme Barkodlannus DNA'lar

Sekil 2-34: YND calisma prensibi
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Panel-Gen Testleri: Paneller genellikle ilgilenilen hastalikla ilgili genleri igerir.
Hastalikla iligkili oldugu bilinen genlere odaklanildigindan tani1 daha detayli ve
giivenilirdir. Bu uygulamalarda incelenen genlere ait fragmanlarin okuma derinlikleri,
kapsanan bolgeleri onemlidir. Eger testte kapsanmayan bolgeler varsa bu bolgeler
Sanger dizileme ile incelenerek calisma tamamlanir. Genetik heterojenite gosteren
hastalik gruplarinda panel gen uygulamasi ¢oklu gen ve hasta incelemesine olanak

sagladigindan test maliyeti diiser ve tan stiresi kisalir.

Bununla birlikte, panel-gen testlerinin uygulanabilmesi i¢in oncelikli olarak
klinik o6n tam gerekir. Ozellikle prenatal tamda, ayirict tanmiyr daraltabilmek

ultrasonografik bulgularla sinirli oldugundan zordur (29).

Tiim Ekzom Dizileme (Whole Exom Sequencing): Insan genomu 3,2 milyar
baz ¢iftinden meydana gelmektedir. Genomun yarisi tekrar dizilerinden, %25°1 genler
arasi (intergenik) bolgelerden, %23’{ intronik bolgelerden ve yaklasik %1,5’luk kismi
protein kodlayan ve ekzon adi verilen DNA dizilerinden meydana gelmektedir. Nadir
genetik hastaliklarin biiyiik bir cogunlugu %1,5’luk protein kodlayan dizilerde meydana
gelen hatalardan kaynaklanmaktadir (30). Bu nedenle o6zellikle ayirici klinik tanisi
yapilamayan hastaliklarin tanisina yonelik bilinen genlerin (yaklagik 20 000)
ekzonlarinin dizilenmesi yontemine “tiim ekzom dizileme (TED)” ad1 verilmektedir. Bu
yontem ile incelemek i¢in belirli bir geni ya da gen grubunu se¢mek zorunda kalmadan,
binlerce genin kodlayic1 bélgeleri ayn1 anda test edilebilmektedir. Ozellikle, hasta bir
kiginin ebeveynleri ile caligilarak trio olarak yapilan analizler sonucunda elde edilen
veriler tim kalitm modellerine uygun olarak degerlendirilebilir ve tanida 6nemli
kazanimlar saglar. YND yontemlerinin pratikte en sik kullanilan tiirlerinden biri olan
TED ile konjenital genetik hastaliklarin yaklasik %30’una tani konabilmektedir (31). Bu
calismalar, cesitli kalitim paternlerinde hastalik iliskili genlerde hem bilinen hem de
yeni mutasyonlar1 saptamada klinik ve arastirmalarda onemli katkilar saglamaktadir
(1,32,33,34). Mendel hastaliklar1 ile iligkili patojenik varyantlarin ~ %85'inin ekzon
veya ekzon-intron birlesme bolgelerinde bulundugundan TED yontemi tek gen
hastaliklarina neden olan genlerin/mutasyonlarin tespit edilmesinde ya da hastaliklara
yatkinlik olusturan tek niikleotid polimorfizmlerinin (single nucleotide polymorphism;
SNP) tespitinde onemli bir se¢enek olusturmaktadir. Cesitli olgu sunumlar1 ve kiigiik

caligmalar, 6zellikle atipik bir fenotip veya poligenik bir hastalik gibi taniy1 zorlastiran
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durumlarda, TED'in klinik yararii gostermistir (35). Ayrica, hastalik veya gen spesifik
bir platform olmadigr ve potansiyel genlerle ilgili bir 6n bilgi gerektirmedigi icin
postnatal  genetik  degerlendirmedeki  tani  zorluklarinda  ¢Ozliim  olarak
degerlendirilmistir. Cesitli kalittm modellerinde hastaliga neden olan genlerde bilinen
oldugu kadar yeni varyasyonlari tespit etmek i¢cin de TED’nin hem klinik hem de

hastalik iligkili yeni gen arastirmalarina katkisini géstermistir (36).

Klinik Ekzom Dizileme (Clinical Exome Sequencing): Klinik ekzom dizileme
(KED) ozellikle hedefe yonelik ¢ok-gen panellerinin yerine tercih edilebilecek bir
yontemdir. Bu yontemde, OMIM ve HGMD (Human Gene Mutation Database) gibi
veritabanlarinda genotip—fenotip iligkisi kesinlesmis hastaliklar hedeflenmektedir.
Klinik ekzom panelleri igerigindeki kullanilan platforma bagli olarak 4000-6000 gen ve
bu genlere 0Ozel tasarlanmis problar sayesinde kisa silirede dizilenerek analiz

edilebilmektedir.

Tim Genom Dizileme (Whole Genome Sequencing): Tim genomun
(ekzonik, intronik, tekrar bolgeleri dahil) dizilenmesi “tiim genom dizileme (TGD)”
olarak adlandirilir. TGD’nin, TED’den farki genlerin ekzonlarimin yani sira intron
bolgelerini ve ek olarak mitokondrial DNA’nin da incelenebilmesine olanak
saglamasidir. TGD’nin diger 6nemli farklar1 arasinda; DNA’daki yapisal varyantlarin
(6rnegin translokasyon, inversiyon vb), kopya sayisi degisikliklerinin ve kontrol
dizilerinin (0rnegin microRNA’lar) de incelenebilmesidir. Bir organizmanin
genomunda yer alan tiim genetik bilginin ve degisimlerin en kapsamli sekilde
arastirilabilmesi bu yontem ile miimkiindiir. TGD‘nin 6nemli katkilarindan biri de,
hedefteki 1ilgili genlerin incelenebilmesine ek olarak onlarin aktivitelerine etki
edebilecek diger tiim genetik degisikliklerin, yani genler arasi olas1 etkilesimlerin de

ortaya ¢ikarilabilmesidir.

Sanger dizileme ile arastirilmasi zor olan bir¢ok genin es zamanli olarak, TED
ve TGD yontemleriyle (intron ve ekzonlar birlikte 3.2 milyar baz ¢ifti) bir¢ok kiside es
zamanl aragtiritlma olanagi bu teknolojiler ile miimkiin olmustur. Son yillarda TED ve
TGD o6zellikle nadir hastaliklara yol agan mutasyonlarin, fenotipik ve genotipik olarak
heterojenite gosteren hastaliklarin tanisinda ve yeni genlerin kesfinde yaygin olarak

kullanilmaya baglanmistir (37,38,39).
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2.6. YND Analizinde Varyantlarin Degerlendirilmesi

YND tekniklerinin uygulama sonrasi verilerin incelenmesi ve degerlendirilmesi
en Onemli asamay1 olusturmaktadir. Analiz sonuglarinin patojenik olup olmadigi, klinik
bulgularla uyumu in silico veri tabanlarinin yardimi ile yapilmaktadir. Oncelikle bu
analizlerde mindr allel frekanst (MAF) onemlidir. Bir toplumda belirli bir varyant i¢in
ikinci sik rastlanan allel MAF olarak tanimlanir. Nadir hastaliklarin genetik
etiyolojisinin aydinlatilmasi i¢in en 6nemli degerlendirme kriterlerinden birisidir. Bir
varyantin MAF degeri, %1 in altindaysa nadir hastaliklar i¢in patojenik mutasyon aday1
olarak degerlendirilebilir. Ancak, genetik ¢alismalarin artmasi ile birlikte popiilasyon
verilerinin siirekli glincellenmesi ve mutasyon tiplerinin de karakterize edilmesi ile
nadir hastaliklar i¢in %1 olarak belirlenen esik degerin giincellenmesi Onerilmistir.
Yapilan caligmalar sonucunda MAF esik degeri, otozomal resesif gecisli nadir
hastaliklar i¢in 0,005; otozomal dominant gegisli nadir hastalilar igin ise 0,0005 olarak

Onerilmistir (40).

Genetik materyaldeki degisiklikler, protein kodlayan-kodlamayan genler ve
genler arasi1 bolgeleri etkileyebilmektedir. Bu genetik degisiklikler arasinda ozellikle
protein kodlayan genlerdeki degisikliklerin etkisini 6ngérmek daha kolaydir. Bir
mutasyon, protein kodlayan gendeki yerine gore ekzonik, intronik, 5’UTR, 3’UTR
mutasyonlar1 olarak siniflandirilabilir. Bir genin kodlayan dizisinin i¢inde veya disinda
meydana gelen degisimler gen iriinii {izerinde genis etkiye sahip olabilir veya
transkripsiyonu direkt olarak engelleyebilir. Ekzonik bolgede meydana gelen
mutasyonlar dogrudan amino asit yapisina etki edebilirken diger bolgelerdeki
mutasyonlarin etkileri dolayli olabilmektedir. Dolayli etkilere 6rnek olarak, ozellikle
intronun ilk iki ve son iki bazinda meydana gelen degisikliklerin RNA splicing
(ugbirlestirme) mekanizmasinin diizenini degistirerek amino asit dizisinde biiylik
ekleme (insersiyon), ¢ikarma (delesyon) ve cerceve kaymalarina (frame —shift) sebep
olmas1 verilebilir. Ekzonik dizilerdeki degisiklikler niikleotid sayisini degistirip
degistirmedigine gore, nokta mutasyonlari ve insersiyon/delesyon olarak ayrilabilir.
Nokta mutasyonlari, synonim (sessiz), missense (yanlis anlamli), nonsense (anlamsiz)
gibi farkli sekillerde olabilir (Sekil 2-35). Insersiyon/delesyon icin ise eklenen/eksilen
niikleotid sayis1 mutasyonun etkisini belirlemede 6nemlidir. Bu mutasyonlar ve etkileri

hakkindaki bilgiler Tablo 2-4’te verilmistir.
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Nokta mutasyonu

I

Mutasyon yok Sessiz Anlamsiz Yanls anlamh
Konservatif - Non-Eonszervatif
DNA dizeyinde i e TTT ATC TCC TGC
mRNA dizeyinde AAG AAA UAG AGG ACG
Protein dizeyinde Lys Lys STOP Arg Thr

S

Sekil 2-35: Nokta mutasyonu tipleri
Tablo 2-4: Mutasyon tipleri ve etkileri

Mutasyon Tipleri| Etkileri

-Synonim  (sessiz) mutasyon: DNA tglii kodonunda bir nokta
mutasyona ragmen kodondan sentezlenen amino asit degismez.

Nokta -Missense (yanhs anlamli)) mutasyon: DNA’nin ii¢li kodonunda
mutasyonlari meydana gelen bir nokta mutasyonu sonrasinda kodondan sentezlenen
(baz degisimleri) |aminoasit degisir.

-Nonsense (anlamsiz) mutasyon: Uclii kodonda meydana gelen bir
nokta mutasyon sonrasinda erken STOP kodon olusturur.

-Frame —Shift (cerceve kaymasi): Uc niikleotid bir araya gelerek
protein iizerinde bir amino asidi belirleyen kodon dizisini olusturur,
ticlin kat1 halinde olan insersiyon/delesyon sadece amino asit
insersiyon/delesyona neden olan ¢ergeve i¢i (in-frame) degisikliklere
neden olurken; iiclin kati olmayan sayidaki degisiklikler cergeve
kaymasina (frame-shift) sebep olmaktadir.

insersiyon/
Delesyon

Ozellikle translasyon asamasinda proteinlerin erken sonlanmasina sebep olabilen
cergceve kaymasi ve anlamsiz mutasyonlarin, protein islevi lizerinde daha biiyiik etkilere
neden olduklar1 bilinmektedir (41). Bir genetik degisikligin mutasyon olarak
degerlendirilmesi icin MAF degeri, mutasyonun protein yapisi lizerine etkisi gibi bir¢ok

kriter bir arada degerlendirilmelidir.

Bu calismada, Tibbi Genetik poliklinigine bagvuran, aralarinda akraba evliligi
bulunan, ayn1 ailede benzer klinik bulgulara sahip en az 2 etkilenmis olgu olan, klinik
degerlendirmede bilinen bir sendrom ile iliskilendirilemeyen, kromozom analizleri ve
molekiiler karyotipleme sonuglari normal saptanmis 3 aileden 3 indeks olgu ve 5 aile
bireyi secilerek TED yontemi arastirildi. Bu uygulamadan c¢ikan veriler

degerlendirilerek klinik bulgularla uyumu ve segregasyonlart arastirildi. Caligmanin
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sonucunda TED yonteminin Mendel hastaliklarinin tanisindaki etkinligi ve katkist

tartisildu.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Grubu

Calisma grubumuzu, Istanbul Universitesi, Istanbul T1p Fakiiltesi, Tibbi Genetik
Anabilim Dal1 poliklinigine ayni ailede klinik bulgular1 bilinen bir sendrom ile uyumlu
olmayan ancak benzer klinik bulgulara sahip 2 veya daha fazla etkilenmis olgu bulunan
3 aileden 3 indeks olgu ve 5 aile bireyi olusturmaktadir. Olgularda kromozom analizleri
ve molekiiler karyotiplemede herhangi bir kromozom anomalisi saptanmamis olmasi bir
diger se¢im kriteri idi.

Tez kapsaminda secilen 3 olgunun 2’sinde ebeveynler arasinda 1. derece, 1’inde
ise 1,5 derece kuzen evliligi mevcuttu. TED ¢alismasina, 1. aileden anne- baba ve
indeks olgu almarak iiclii (trio) analizi uygulandi. Ikinci ailede indeks olgu, benzer
etkilenmis kardes ve saglikli kardes ¢alismaya alinarak ikili (paired) olarak analiz
edildi. Ugiincii ailede indeks olgu ve saglikli kardes dahil edilerek paired analiz
gerceklestirildi.

Calismanin etik uygunlugu, 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan
onaylandi (26.10.2018 tarth ve 290153 say1). Calismaya katilan ailelerden

bilgilendirilmis onam alind1.

3.2. Klinik Degerlendirmeler

Olgularin 6ykii, fizik muayene ve laboratuvar bulgular1 (ek-3) muayene formuna
kaydedildi. En az ii¢ kusak sorgulanarak pedigriler hazirlandi. Etkilenmis bireylerin,
goriintiileme (batin/pelvik ultrasonografi vb.) ve laboratuvar test sonuglar1 (biyokimya,

sitogenetik ve molekiiler genetik testleri vb.) dosyalarina islendi.

3.3. Molekiiler Yontemler

3.3.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonlari, steril 2 ml K3EDTA’I1 periferik ven6z kan 6rneklerinden
soliisyon/manyetik boncuk bazli sistemle 06zgiin kitler (MagPurix Blood DNA
Extraction Kit 200,Cat.Op02001-48) kullanilarak, iiriin protokollerine uygun olarak
yapildi.
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3.3.2. DNA Kalite Degerlendirme, Seyreltme ve DNA Yogunlugunun Ol¢iimii
Izolasyon sonrasi ¢alismaya alinacak DNA 6rneklerinin yogunluklar1 (ng/ul) ve
absorbsiyon olgtimleri (A260/280 ~ 1,80-1,89) spektrofotometrede yapildi (Nanodrop
2000c, Thermo Scientific). A260/280 degeri 1,80’den az olanlar protein
kontaminasyonu nedeniyle sodyum asetatla manuel c¢oktiiriilerek saflastirildi.
Saflagtirma asamalar1; final konsantrasyonu 3M’lik Sodyum asetat (C2H3NaO2), 3
hacim %100 etanol ve %2’lik glikojen ile DNA muamele edildikten sonra 3 saat oda
isisinda birakildi. Inkiibasyondan sonra 14.000 rcfte 30 dakika santrifiij edildi.
Coktiirme asamasindan sonra pellet %80°lik etanolde yikandi ve tekrar 14.000 rcf’te 15
dakika santrifiij edildi. Pellet kurutularak, dH20 veya TE’de ¢oziildi. A260/280
degerleri 1.80-1.89’den fazla olan ornekler ise RNase ile muamele edilerek fazla
riboniikleik asitler parcalandi. Her olgu i¢in, DNA yogunlugu 1,6-2.0 ng/ul olacak

sekilde ultra distile ve de-iyonize su kullanilarak seyreltme islemleri yapildi.

3.3.3. Tiim Ekzom Dizileme

YND tabanli TED c¢alismast i¢in Ion AmpliSeq Exome Kit™ kullanilarak
kiitliphane hazirlandi, Ion GeneStudio S5 platformunda dizileme islemi yapildi. Kalite
analizleri ve haritalama Torrent Server suit™ programinda, Varyant belirleme

anotasyon ve filtreleme islemleri Ion Reporter™ programinda gergeklestirildi.
Kiitiiphane Hazirlama
- Hedef DNA bolgelerinin ¢ogaltilmasi

Her 6rnek icin Tablo 3-1 de ayrintisi verilen bir stok karisim hazirlandi.

Tablo 3-1: Hedef bolgelerin cogaltilmasi i¢in hazirlanan mix

Malzemeler Miktar

5X Ton AmpliSeq™ HiFi Mix |14 pL

50-100 ng gDNA <56 uL

Nuclease-free Su 70 uL

Stok karisim vortekslenerek iyice karistirildi, ardindan kisa siire santrifiij edildi.
Ion AmpliSeq ™ Exome RDY plakasindan ¢ikartildi. Her 6rnek igin, stok karigtmdan 5
pL alinarak plakanin tek bir yatay satir1 (12 kuyu) icine dagitildi. Bir MicroAmp™
seffaf yapiskan film ile plaka iizeri siki bir sekilde kapatilarak sizdirmazlik saglandi ve



ardindan plaka kisa siire santrifiij edildi. Termal Dongii Cihazi kosullar1 Tablo 3-2 ’de

gosterilen termal kosullarda ayarlanarak PCR islemine gecildi.

Tablo 3-2: Hedef bolgelerin ¢ogaltilmasinda kullanilan termal dongii program

Basamak Adim Sicakhk |Zaman
Bekleme Enzimi aktiflestirmek igin | 99°C 2 dakika
Dongii Denatiirasyon 99°C 15 saniye
(10 dongti) Baglanma ve Uzatma 60°C 16 dakika
Bekleme - 10°C Bekleme

- Hedefli olarak ¢ogaltilan reaksiyonlarin birlestirilmesi

Damlaciklar1 toplamak i¢in plaka kisa siire santrifiij edilerek yapiskan film
dikkatlice ¢ikarildi. Her bir 6rnek (sira) i¢in 12 hedef amplifikasyon reaksiyonu, pipet
ucu degistirilmeden 1-5 ve 7-12 kuyularindan siitunun 6 kuyucuguna aktarilarak

birlestirildi (Sekil 3-1).
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Sekil 3-1: Her bir 6rnegin 12 kuyuda yer alan hedef amplifikasyon reaksiyonlarinin, 1-5
ve 7-12 kuyulardan alinarak 6. kuyucuga aktarilmasi.

- Amplikonlarin kismi olarak kesilmesi

Amplikonlarin primer, adaptdr ve barkodlara baglanmasini saglamak amaciyla
uclarin yapiskan (Sticky end) haline gelmesi i¢cin her bir hedef amplifikasyon
reaksiyonuna 6 pL. FuPa Reaktifi eklenerek toplam hacim 60 pL ye tamamlandi. Plaka

kapatilmadan once toplam hacmin yaklagik yarisii alacak sekilde en az 5 kez
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pipetleyerek karistirildi. Plaka MicroAmp ™ seffaf yapigkan film ile kapatilirak
vortekslendi ve ardindan kisa stire santrifiij edildi. Termal dongii cihazi kosullar1 Tablo
3-3’de gosterilen termal kosullara ayarlanarak PCR cihazinda enzimatik reaksiyon

gergeklestirildi.

Tablo 3-3: Amplikonlarin kesimi i¢in kullanilan termal dongii programi

Sicakhk Zaman
50°C 20 dakika
55°C 20 dakika
60°C 20 dakika
10°C Bekleme

- Adaptorlerin baglanmasi, barkodlama ve piirifikasyon;

Her bir barkod i¢in (Ion ExpressTM Barcode) mix hazirlanip karistirilarak 1:4
oraninda seyreltildi (Tablo 3-4). Bir sonraki adimda ligasyon reaksiyonuna 6 pL bu

barkod adaptor karisimi eklendi.

Tablo 3-4: Barkod-adaptor karisimi i¢in hazirlanan mix

Malzemeler Miktar

lon P1 Adapter 2 uL

Ion Xpress™ Barcode X 2 uL

Nucleasedan armdirilmis su |4 pL

Toplam 8 uL

Icerigi toplamak igin plaka kisa siire santrifiijlenerek plaka iizerindeki yapiskan
film dikkatlice ¢ikartildi. Amplikonlar1 igeren her kuyuya Tablo 3-5 de belirtilen
bilesenler eklendi ve toplam hacmin yarisina ayarlanarak en az 5 kez olacak sekilde

pipetleyerek karistirildi.
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Tablo 3-5: Barkod-adaptor ligasyon karisimi i¢in hazirlanan mix

Malzemeler Miktar

Switch Solution 12 uL

IonCode™  Barcode  Adaptorleri  veya
seyretilmis Ion Xpress™ Barcode Adapters|6 uL
mix (barkodlu kiitiiphaneler igin)

DNA Ligase 6 uL

Total miktar (kesilmis ~60 uL amplikon dahil) |~84 puL

Plaka yeni bir MicroAmp ™ seffaf yapiskan film ile kapatilarak iyice
vortekslendi. Uzerine bir MicroAmp ™ optik film sikistirma pedi yerlestirildi ve
ardindan damlaciklar1 toplamak igin kisa silire santrifiij edildi. Plaka termal dongii
cihazina yiiklendi ve Tablo 3-6’de gosterilen termal kosullarda ayarlanarak PCR

cihazinda ligasyon islemine geg¢ildi.

Tablo 3-6: Ligasyon i¢in uygulanan termal dongii programi

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

- Barkodlanan iiriinlerin piirifikasyonu;

1- Plaka iizerindeki sikistirma pedi dikkatlice c¢ikarildi, ardindan her
kiittiphaneye 80 uL (yaklasik 1X numune hacmi) Agencourt ™ AMPure ™ XP reaktifi
eklendi. Boncuk siispansiyon ile DNA’nin iyice karigmasi i¢in en az 5 kez olacak
sekilde pipetaj yapildi.

2- Karisim 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

3. Plaka bir DynaMag ™ —96 miknatisa (Kat. No. 12331D) yerlestirildi ve en az
5 dakika olacak sekilde ¢ozelti seffaflasincaya kadar inkiibe edildi. Inkiibasyon

bitiminde pellete zarar vermeden siipernatant atildu.
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4. Kuyucuklara %70’lik taze hazirlanmig etanolden 150 pL eklendi, boncuklari
yikamak i¢in plaka miknatis i¢cinde yan yana hareket ettirildi ve en az 5 dakika olacak

sekilde ¢ozelti seffaflasincaya kadar inkiibe edildi ve siipernatant uzaklastirildi.

5. Etanol kalintilarim1 ortadan kaldirmak icin plakayr miknatista tutarak

boncuklar oda sicakliginda 5 dakika boyunca hava ile kurutuldu.
Kiitiiphaneti cogaltma;

1. fon AmpliSeq ™ Kkiitiiphanesini igeren plaka miknatistan ¢ikarildi, daha sonra
her bir boncuk peletine 50 pl 1X Kiitliphane Amp karisimi ve 2 plL 25X Kiitiiphane
Amp primeri eklendi ve 5 kez pipetaj yapildi.

2. Plaka MicroAmp ™ seffaf yapigkan film ile kapatildi, vortekslendi ve

ardindan damlaciklar1 toplamak i¢in santrifiij edildi.

Not: Kiitiiphane amplifikasyonu AMPure ™ XP boncuklarinin varliginda
gerceklesmektedir.

3. Plakaya bir MicroAmp ™ optik film sikistirma pedi yerlestirildi, termal

dongii cihazinda Tablo 3-7’de verilen program ayarlanarak calistirildi.

Tablo 3-7: Kiitiiphane amplifikasyonu icin uygulanan termal dongii program

Basamak |Sicakhk |Zaman
Bekleme 98°C 2 dakika
5 dongii 98°C 15 saniye
64°C 1 dakika
Bekleme 10°C Bekleme

Cogaltilan kiitliphanenin piirifikasyonu;

- Agencourt ™ AMPure ™ XP reaktifini oda sicakligima getirildi ve

kullanmadan 6nce boncuklar1 dagitmak i¢in vortekslenerek ¢ozelti yavasca pipetlendi.
-230 pL etanol, 6rnek basina 100 pL Niikleaz igermeyen su ile birlestirildi.
NOT: Sonraki adimlar i¢in taze hazirlanmis % 70 etanol kullanilmalidir.
Birinci asama piirifikasyon;

1. Plaka, kuyularin altindaki icerikleri toplamak icin kisa siire santrifiij edildi,
ardindan plaka tlizerindeki ped ¢ikarildi.
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2. ~ 50 pL o6rnek igeren her bir plaka kuyucuguna 25 pL (0.5X numune hacmi)
Agencourt ™ AMPure ™ XP reaktifi (oda sicakliginda) eklendi, ardindan boncuk

siispansiyonunu DNA ile iyice karistirmak i¢in 5 kez pipetaj yapildi.
3. Karisim 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

4. Plaka en az 5 dakika c¢ozelti seffaflasana kadar bir DynaMag ™ -96

miknatisina yerlestirildi.

5. Her kuyucuktaki siipernatant, pelet bozulmadan alinarak yeni bir 96-yuvali

PCR plakasinin tek bir kuyucuguna dikkatlice aktarilarak pelet atildi.
Ikinci asama piirifikasyon;

1. Onceki prosediirdeki 5. adimdaki siipernatanta, 60 uL (1.2X orijinal numune
hacmi) Agencourt ™ AMPure ™ XP reaktifi eklendi. Boncuk siispansiyonunu DNA ile
lyice karigtirmak i¢in 5 kez pipetaj islemi yapildi.

2. Karisim 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

3. Plaka en az 5 dakika olacak sekilde ¢ozelti seffaflasincaya kadar miknatista

inkiibe edildi. Pellete zarar vermeden silipernatant atildi.

4. Her kuyucuga taze hazirlanmis % 70 etanolden 150 pL eklendi, daha sonra
boncuklar1 yikamak i¢in miknatis i¢inde plaka yan yana hareket ettirildi ve ¢ozelti

seffaflasincaya kadar inkiibe edildi. Pellete zarar vermeden siipernatant atildi.

5. Etanoliin tamamen uzaklastirildigindan emin olmak i¢in plakayr miknatista

tutarak, boncuklar oda sicakliginda 5 dakika hava ile kurutuldu.

6. Miknatis plaka ¢ikarildi ve 50 uL TE eklendi. Karisim en az 5 kez olacak
sekilde pipetle karigtirildi.

7. Plaka MicroAmp ™ seffaf yapiskan film ile kapatildi, vortekslendi ve
damlaciklar1 toplamak i¢in santrifiij edildi. Oda sicakliginda en az 2 dakika inkiibe
edildi. Daha sonra plaka en az 2 dakika boyunca miknatisa yerlestirildi. Bu asamadan
sonra artik siipernatant istenen amplikonlar1 icermektedir. Qubit® 2.0 fluorometre ile

kiitiiphane ol¢iiliirek sulandirma faktorii hesaplandi.

Qubit ™ Fluorometre: kiitliphanenin miktar1 belirlenir ve seyreltme faktorii

hesaplanir:
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Her amplifiye kiitliphanenin 10 pL'si Qubit ™ dsDNA HS test kiti (Kat.Nos.
Q32851 veya Q32854) ve Qubit ™ 2.0 fluorometre (Kat. No. Q33226) kullanarak
analiz edildi. Exome kiitiiphaneleri genellikle 300—1,500 ng / mL verime sahiptir.

Amplifike edilmis kiitiiphanenin konsantrasyonu su sekilde belirlendi:

a. Qubit ™ dsDNA HS tamponu, Qubit ™ dsDNA HS reaktifi kullanilarak 1:

200 oraninda c¢alisma seyreltmesi yapildi.

b. 190 pL seyreltilmis Qubit ™ dsDNA HS reaktifi ile 10 uL amplifike edilmis
Ion AmpliSeq ™ exome Kkiitiiphanesi birlestirilerek iyice karistirildi ve en az 2 dakika

inkiibe edildi.
c. Qubit ™ 2.0 Fluorometrede konsantrasyon 6l¢iildii.

NOT: Alternatif olarak, Qubit™ 2.0 Fluorometer cihazinda "Calculate Stock

Conc." butonu kullanilarak hesaplama yapilabilir.

Hesaplanan kiitliphane konsantrasyonuna bagli olarak, ~ 22 ng / mL (~ 100
pM'ye esdeger) konsantrasyona gore seyreltme belirlendi. Ornegin: Kiitiiphane
konsantrasyonu 660 ng / mL ise, seyreltme oran1 660 ng/mL bdlii 22 ng/mL = 30 olarak
hesaplanir. Boylece 29 uL TE (1:30 seyreltme) ile karistirilmig 1 pL kiitiiphane yaklagik
22 ng / mL verir. Kiitiphane ~ 22 ng / mL'ye (~ 100 pM) seyreltildi, ardindan

kiitiiphaneleri birlestirmeye ve taslak hazirlamaya ge¢ildi.

Thermo Fisher Scientific (Ion Torrent/lon Proton) platformunda kiitiiphane
olugturma agamalari; DNA pargalarinin ekzonik gen bolgelerini hedefleyen primerler ile
miiltipleks olarak c¢ogaltilmasi, elde edilen fragmanlarin uglarmin enzimatik
reaksiyonlarla kesilerek adaptorlerin baglanmasi (Sekil 3-2) ve adaptor bagl Urtinlerin
emiilsiyon temelli polimeraz zincir reaksiyonu (emPCR) metodu kullanilarak nano
boyuttaki kiireler etrafinda ve mikroyag reaktorleri icerisinde c¢ogaltilmasindan

meydana gelir.
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Genomik DNA izole edilir ve ¢alisma igin gereken miktar belirlenir.

POODPDOODIX
Primer giftleri

(12 Havuz) hedefli cogaltma

Amplikonlar

Hedefli amplifike olan reaksiyonlar birlestirilir.

Barkod Adaptérleri p)g 00005 Adaptérler baglanir

X P1
RVSVVECTTTIOITOOOGOSN
200000000000000000000000¢ Barkodlu kiitiiphane

Bioanalyzer veya Qubit ile ¢ogaltmak ve dlgmek
Kitiphaneleri birlegtirme

Sekil 3-2: TED is akis semasi

Taslak olusturma

Thermo Fisher Scientific (lon Torrent/lon Proton) platformunda taslak
olusturma islemi i¢cin emPCR metodu kullanmaktadir. Bu yontemde kiitiiphane
olusturulduktan sonra elde edilen adaptor ve barkod baglanmis iiriinler barkodlara
spesifik oligolar iceren manyetik kiirecikler ile yakalanir. Bu kiireler sonraki asamada
bir yag siispansiyonunda karistirilarak ortalama her bir yag koptgiine 1 kiire diisecek

sekilde hazirlanir ve bu yag kiirelerinin igerisinde PCR islemi gergeklesir (Sekil 3-3).
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Emiilsiyon Bazh Klonal Amplifikasyon

ay
B §

Adaptér tasiyan £\ fiy DNA kiitiiphanesi &  Emiilsiyon

DNA kiitiiphanesi vakalama boncuklan olusturulmasi

= PCR reaktifleri

<+ Emiilziyon yag1 ‘ |

\ Mikro-reaktorler

f;‘ ” ; :‘—.l
Mikro-reaktorlerin kamlmasi & Emiilsiyon PCR
DNA iceren boncuklarn izolazyonu

Sekil 3-3: Emiilsiyon PCR (emPCR)

Platform bu igslemi Ion OneTouch™ 2 System ya da daha otomatize olan ve ayni
zamanda robotik library hazirligt da yapabilen Ion Chef Sistemi ile
gerceklestirmektedir. Bu c¢alismada template hazirligi icin Ion chef robotik sistem
kullanilmis, taslak hazirhgr ve dizileme ¢ipine ylikleme islemi bu sistemle
gerceklestirilmistir. Ion Chef Sistemi lon GeneStudio S5 Serisi, lon PGM ve Ion Proton
sistemleri i¢in, Ion AmpliSeq kiitiiphane hazirlama, tekrarlanabilir taslak hazirlama ve
cip yliklemesi icin otomatik ve kolay bir is akist saglamaktadir. Ton Chef Sistemi,
herhangi bir deneyim diizeyindeki kullanicilar i¢in otomatik kiitiiphane hazirlama,
sablon hazirlama ve ¢ip yiiklemeyi saglar. On-bekleme siiresi 15 dakikadan daha kisa

bir siirede ve onceden paketlenmis kiitiiphane hazirlama reaktif kitleri kullanilarak,

rahat bir is akis1 saglar. (Sekil 3-4).
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Sekil 3-4: lon Torrent lon Chef Sistemi

Dizileme

Ion S5 sistemi ile tim genom, ekzom, transkriptom, metagenom ve hedef gen
panellerinin dizilemesi yapilabilmektedir. Dizileme igsleminde, her biri pH degerindeki
degisimleri 6lgmek amaciyla iyon sensoriiyle kaplanmis milyonlarca mikrokuyucuk
iceren yari iletken c¢ip kullanir. Boncuklara baglanan kalip DNA, her bir kuyuyu
doldurur ve dNTP’lerin akis1 gerceklesir. Verilen niikleotid kalip iplige komplementer
oldugu durumda yeni olusan ipligin yapisina katilir ve hidrojen iyonu salinimi olur.
Hidrojen iyonlar1 iyon sensorleri tarafindan algilanir. Okumalarin ¢evrimi paralel olarak
gercekleserek dogru ve yiiksek ciktili dizilemeye olanak saglar. Ion GeneStudio S5
System ile yaklasik 19 saat dizileme islemi gerceklestirilir (Sekil 3-5).
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Sekil 3-5: lon GeneStudio S5 System

Veri Analizi

Laboratuvar uygulamalarini takiben dizileme cihazinda torrent server programi
altinda dizileme ve dizileme sonrasi islemler gerceklesmektedir. Buna gore; yapilan
dizileme isleminden sonra elde edilen ionogramlardan BAM (binary alignment/map
file) formatinda dizi dosyalar1 elde edilmektedir. Bu islem sonrasi 3’ uclarindan kalite
degerlerine gore diisitk okuma kalitesi diisiik bazlar kirpilarak (trimleme) optimum
kalitede baz iceren diziler elde edilir. Elde edilen BAM formatl dizileri, referans
genoma gore hizalanarak BAM-BAI formatinda haritalanmis dizi dosyalar1 haline
getirilir. BAM uzantili hizalanmig veriler torrent server igine yiiklii olan varyant
belirleme programi varyant caller kullanilarak, referans genoma gore ortaya c¢ikan

varyantlar vcf (variant caller format) uzantili dosyalar seklinde kaydedilmektedir.

Hasta ornekleri, IonReporterUploader eklentisi kullanilarak Torrent Suite ™
yazilimi aracilifiyla Ton Reporter ™ yazilimima otomatik olarak aktarilir ya da BAM
veya VCF dosyalar1 manuel olarak i¢e aktarilabilir. Dizileme ¢alismasi sonrasinda bir
veya daha fazla 6rnek, Ion Reporter ™ yaziliminda otomatik olarak analiz edilebilir.
Analiz sonuglari; tablo verileri, grafikler, etkilesimli ¢izelgeler ve histogramlarda gorsel

olarak goriintiilenebilmektedir. Analiz sonuglarini genomik diizeyde goriintiilemek i¢in
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ise, Ion Reporter ™ yazilimina dahil bir gorsellestirme aracit olan Ion Reporter ™
Genomic Viewer® (IRGV) kullanilmaktadir. Ion Reporter’da genel veya oOzel
veritabanlarindan aktarilan bir¢ok kolon mevcuttur. Bu kolonlardaki bilgiler analiz
sirasinda varyantlarin degerlendirilmesine yardimci olur. Ek agiklama kolonu ve bu

kolonlarin agiklamalar1 Tablo 3-8’de verilmistir.

Tablo 3-8: Ton Reporter 5.14.1.2 yazihhminda yer alan bazi kolon bashklar: ve aciklamalar:

(42)
Kolon Aciklama
Locus Varyantin kromozomal lokasyon bilgisini igerir.
Genes Varyantin bulundugu gen/genleri belirtir.
Genotype Varyantin genotip bilgisini igerir.
Ref Tlgili genomik lokalizasyondaki referans niikleotid bilgisini igerir.

Observed Allele | Referans allele gore degisiklik gosteren niikleotid bilgisini igerir.

Genetik degisikligin gen bolgesindeki karsiligmi gosterir. Ornegin; ekzonik,

Location intronik, intergenic (genler arasi) ... vb.

Transcript Varyantin bulundugu genin NCBI transkript kodunu gosterir.
Coding Varyantin cDNA diizeyindeki adlandirmasini belirtir.
AminoAcid TR o

Change Varyantin protein diizeyindeki degisimini gosterir.

Type Varyant tiiriinii belirtir. Ornegin; SNV (Single Nucleotide Variation),
yp INDEL (Kiigiik insersiyon/delesyon), CNV (Copy Number Variation) vb.

Hgili genetik degisikligin protein iizerindeki etkisini gostermektedir.
Variant Effect |Ornegin; synonymous (sessiz), missense (yanlis anlamli), nonsense
(anlamsiz), stoploss (Stop kodonu kaybi)

Varyantin bulundugu genin “Disease Research Area” (DRA) veri

DRA tabanindaki karsiligim gosterir.

Database of Genomic Variants ; genomik diizeydeki yapisal anomalileri
DGV . :

arastirmak i¢in kullanilan veritabanidir.

NCBI ClinVar veritabanindan ~ gézlemlenen varyantin  etkisinin
Clinvar degerlendirilmesi. Ornegin; Uncertain significance (6nemi belirsiz), Likely

benign, Benign, Pathogenic, Likely pathogenic seklinde veriler
bulunmaktadir.

UCSC common|Varyantin UCSC veri tabanindaki “UCSC Common SNPs” sekmesindeki
SNPs karsiligini belirtir.

OMIM Online Mendelian Inheritance in Man

SIFT Bir varyantin bir protein {izerindeki fonksiyonel etkisinin tahmini.

Gozlemlenen her allel i¢in ayr1 ayr1 okuma derinliginin sayisal degerini

Allele Coverage .
9 VErir.

Allele Ratio Gozlemlenen her allel i¢in ayr1 ayr1 okuma derinliginin ylizdesini verir.
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Calisilan  Orneklerde  saptanan  degisimler, Ion reporter sisteminde
degerlendirildi. UCSC’de bulunan yaygin SNP’lerin diglanmasi, minor allel frekansi
(MAF) <0.05 olarak belirlenmesi, varyant tipleri ve zigosite gibi parametreler
degerlendirildi. Ayrica varyantlar ‘in-house data’ olarak adlandirilan kurum igindeki
varyantlarin bulundugu datalar ile karsilagtirilarak sik goriilen varyantlarin elenmesi
saglandi. Varyantlar, protein etkisi, ekspresyon paternleri, tiirler arast korunmusluk gibi
veriler géz Oniine alinarak degerlendirildi. Varyantlar c¢esitlerine gore, stop kodon,
cerceve kaymasi, kirpilma hatasi ve missense olmak {iizere Oncelik sirasina gore
degerlendirildi. Aday genler OMIM, HGMD, Genecards, ClinVar ve UCSC Genome
vb. portallar kullanilarak incelendi. Degisimlerin toplum sikligi ExAC, dbSNP gibi
veritabanlarindan da kontrol edildi. Daha 6nce dbSNP’de tanimlanmamis veya taniml
ancak hastalik iligkisi bildirilmemis ¢ok nadir ve yeni varyantlarin patojenitesi
American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) kriterlerine uygun
olarak degerlendirildi (43). Varyantlar, in silico tahmin araglarinin degerlendirmeleri,
sikliklar1 ve gelisim yolaklari ile etkilesimleri, lizerinde bulunduklar1 genin anlatimi ve
islevi gibi kriterlerle yorumlandi. Cesitli veritabanlar1 (MutationTaster, Varsome vb.)
kullanilarak tanimlanmamig degisimlerin in silico olarak patolojik olup olmadigi
degerlendirildi. Fenotip ve kalitim kalibi ile uyumlu bulunan varyantlar igin aile

segregasyon ¢aligmalar1 planlandi.

3.4. YND ile Saptanan Degisimlerin Sanger Dizileme ile Dogrulanmasi ve Aile
Segregasyon Calismalar

Olgularda saptanan degisimlerin dogrulanmas1 ve aile segregasyon c¢alismalari

0zglin primerler tasarlanarak Sanger dizileme yontemi ile tarandi.
Sanger Dizileme icin Primerlerin Tasarlanmasi

Segregasyon ¢alismalarinda kullanilacak olan primerleri tasarlama siirecinde
secilen ileri ve geri primerlerin baglanma 1silar1 arasinda en fazla 2-3°C fark olmasina,
esit dagilimli A-T ve C-G niikleotidleri igermesine, boyut olarak 18-25 niikleotid
uzunlugunda olmasina, hedeflenen bolgeyi kapsamasina (dizi analizinde ilk ~50-60
bazin iyi okunamayabilecegi goz Oniinde tutularak) ve dbSNP’de bildirilen herhangi bir
SNP veya tekrarli dizi icermemesine dikkat edildi. Primerlerin 6zgiinliigi UCSC
Genome Bioinformatics (https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr), in silico PZR, NCBI

Primer Blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) ile test edildi.
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Her PZR reaksiyonu i¢in 1X tampon soliisyonu [10X (NH4)2SO4] (Thermo
Scientific), 25 mM MgCl2 (Thermo Scientific), 200 uM dNTP (Thermo Scientific),
0,2/0,5 uM ileri ve geri primerler ve 0.5 U Taq polimeraz enzimi ve 100 ng gDNA
kullanildi. Karisim, bidistile su (dH20) ile 25 pl’ye tamamlanacak sekilde hazirlandi.
Amplifiye edilecek her bolge, DNA igcermeyen kontrol PZR’1 (negatif kontrol) ile
birlikte ¢alisildi. Calismalar soguk tiip mahfazasi tizerinde gergeklestirildi.

PZR; 94°C’de 5 dk, ardindan 94°C de 30 sn denatiirasyon, primerlerin Tm
(Temparature of Melting)’e gore 64°C den 58°C ye kadar degisen 30 sn’lik primer
baglanma 1silarinda, ve 72°C de 1-1,5 dakika arasinda degisen uzama basamaklarini
iceren 38 dongii ve son olarak 72°C de 10 dk’lik uzama asamalarindan olusup termal
dongii cihazinda (MJ Research PTC-200 ve DNA Engine-BIORAD-T100)
gergeklestirildi. Amplifikasyon sonrasinda PZR o6rneklerinden 5 pl alinarak, 50 bg’lik
merdiven markorii (Sigma) paralelinde %1.2°lik agaroz (Sigma) jelde, 1X TBE
tamponunda, 160 V da, 30 dk yiiriitiilerek beklenen baz ¢ifti (b¢) uzunluguna gore

ayrilmasi saglandi. Elde edilen bantlar ultraviyole (UV) 151k altinda goriintiilenerek
kaydedildi.

PZR Uriinlerinin Saflastirilmasi

PZR iiriinlerinin saflagtirmasi enzimatik yontem ile gerceklestirildi. Saflastirma
icin Exonuclease-l1 (Lot:00173016-Thermo Scientific) enzimi ve Rapid Alkaline
Fosfataz (04898133001-Roche) enzimleri kullanildi. Termal dongii cihazinda 37°C’de
30 dk, 85°C’de 15 dk protokolii ayarlanarak PZR f{irlinleri cihaza koyuldu. Program
bitiminde cihazdan alinan saflagtirilmis tirtinler bir sonraki islem i¢in +4°C’de ve

karanlikta saklanda.
Dizi PZR Reaksiyonu

5X tampon soliisyonu BigDye buffer (PZR icin gerekli kimyasallar
icermektedir), BigDye v3.1 (ddNTP ve AmpliTaq DNA polimeraz icermektedir),
Primer (PZR da kullanilan primerlerden biri ya da ayri yonlii olarak iki g¢ifti),
saflastirilmig PZR fdirtinleri ve dH2O ilavesiyle final hacmi 10ul olacak sekilde plate
(plate - USA Scientific-800-522-8477) iizerinde bir kuyucuga bir iiriin gelecek sekilde

hazirlandi. Plate termal dongii cihazina alinarak protokol, 96°C de 1 dk denatiirasyon ve
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toplam 25 dongilide 96°C de 10 sn denatiirasyon, 50°C de 5 sn baglanma ve 60°C de 4
dk ile sonlanma basamaklarini igerecek sekilde ayarlandi. Cihaz 4°C’ye geldiginde dizi

reaksiyon Uriinleri alind.
Dizi PZR Reaksiyonu Uriinlerinin Saflastirllmasi

Dizi PZR reaksiyonu iirlinlerinin saflastirilmasinda alkolle ¢oktiirme ydntemi
kullanildi. BigDye dizi reaksiyonu iiriinlerinin kullanilmayan primer ve diger
reaktiflerden arindirilmasi i¢in kuyularin her birine 1 pl 125 mM EDTA, 1 ul 3M
sodyum asetat, 1 pul %2’lik glikojen ve 25 pl %100 soguk etanol eklendi. Plate koruyucu
yapigkan bantla (seal) kapatilarak oda 1sisinda 15 dakika bekletildi. Ardindan 3810
rpm’de 60 dk santrifiij edildi. Koruyucu bant ¢ikartildi ve plate ters sekilde 1100 rpm’de
30 saniye kisa santrifiij yapildi. Santrifiij bitiminden sonra her kuyucuga 35 pl %70’lik
soguk etanol eklendi ve koruyucu bantla kapatilarak 3460 rpm’de 15 dk santrifiij edildi.
Koruyucu bant ¢ikarilarak ve plate ters sekilde 1030 rpm’de 60 sn kisa santrifiij yapildi.
Her kuyucuga 10 pl HiDi formamid (Highly Deionized Formamid) eklenerek 6rnekler
termal dongii cihazinda 97 °C de 5 dk denatiire edildi ve 2 dk buzda bekletildi.

Elektroforez Cihazina Yiikleme

PZR ile g¢ogaltilip saflastirilan amplikonlarin dizi analizi, ABI3500 otomatik
sekiz kapilerli elektroforezinde (Applied Biosystem) gerceklestirildi. Plate cihaza
yerlestirilerek yiiriitme islemi secildi. Yiiriitme isleminde kalibrasyonu yapilmis olan

boya seti Z Dyeset seg¢ildi.

Yiriitme voltaji: 13,4 kVolts, 6n ylriitme voltaji: 15 kVolts, injeksiyon
voltaji:1,6 kVolts, yliriitme siiresi: 2.520 sn, 0n yiirlitme siiresi: 180 sn, injeksiyon

zamani: 8 sn ve veri gecikmesi (data delay): 250 sn’ye ayarlanarak triinler ytiritiildi.
Elektroforez Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Kapiller Elektroforezden alinan abl dosyasit ABI Sequencing Analysis v5.4 ve
SeqScape v.3.0 programlarinda analiz edildi. SeqScape v.3.0 programinda analizden
once programa referans dizi ekzon ve intronlar ile birlikte tanitildi. Dizilemeden sonra
olgunun abl formatindaki dizi dosyalar1 programa yliklenerek analiz komutu verildi.
Olgu dizisinin hedef bolge lizerindeki yeri, dizilendigi primerin yoniiniin dogrulugu
saflastirma kalitesi, pik kalitesi, dizilenen baz sayisi, pik yliksekligi ve arkaplan kirliligi

kontrol edilerek degerlendirildi. Kontrollerden sonra bu o6lg¢iitlerin yeterli olmadigi
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ornekler PZR asamasindan, yeterli 6rnek varsa dizi saflastirmadan itibaren tekrarlandi.

Sonuglar YND ile elde edilen sonuglarla karsilastirildi.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada, aralarinda akrabalik iliskisi bulunan, klinik bulgular1 bilinen bir
sendromla uyumlu bulunmayan ve aym ailede benzer klinik bulgulara sahip iki veya
daha fazla etkilenmis olgu bulunan ii¢ aileden ii¢ indeks olgu ve bu ailelerden diger bes
bireye ait klinik bulgular, TED analiz sonuglar1 ve aile bazinda yapilan segregasyon

analiz sonuglar1 degerlendirildi.

4.1.Olgu 1
Genetik Degerlendirme Endikasyonu: Antenatal baslangicli hidrosefali,
korpus kallozum agenezisi (CCA), miyoklonik epilepsi, psikomotor gerilik (PSMG),

fasiyal dismorfik bulgular, benzer etkilenmis eks kardes dykiisii.

4.1.1. Aile OyKiisii

Aralarinda 1. derece kuzen evliligi olan 24 yasinda saglikli anne ve 27 yasinda
saglikli babanin 2. gebeliginden dogan 13 aylik disi olgu, antenatal USG’de saptanan
hidrosefali, dismorfizm (rdlatif makrosefal goriiniim, skalpten baslayan enseden
interskapular mesafeye uzanan nevus flammeus, diiz oksiput, bitemporal basiklik,
belirgin alin, basik/genis burun kokii, antevert burun delikleri, kisa filtrum, asagi ¢ekik
ag1z komissiirleri) nedeniyle genetik incelemeye alindi. Ailenin 1. gebeligi 24. gebelik
haftasinda fetal ultrasonda saptanan hidrosefali nedeniyle sonlandirilmisti (G2P1TT1)
(Sekil 4-1).
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Sekil 4-1: Olgu 1’e ait aile agaci

Olgumuzun antenatal takibinde 19. gebelik haftasinda (GH) fetal USG’de
bilateral agir ventrikiilomegali saptanarak invaziv girisim 6nerilmis ancak ailenin kabul
etmemesi iizerine izleme alinmisti. Olgumuz, 39. GH inda 4740 gram tarti, 55 cm bas
cevresi Ol¢iisii ile c/s (sezaryen yol) ile dogmus, postnatal TTN (transient tachypnea of
the newborn, yenidoganin gegici tasipnesi) ve hidrosefali ile 20 giin yenidogan yogun
bakim iinitesinde (YDYBU) izlenmis. Bu siirecte yapilan kraniyal manyetik rezonans
(MR) goriintiilemede triventrikiiler dilatasyon, korpus kallosum agenezisi (CCA),
kardiyak intraventrikiiler septumda 94 mm ¢apinda defekt ve EKO’da kii¢iik ventrikiiler
septal defekt (VSD) saptanmis. Postnatal 4. giin ventrikiilo-peritoneal (VP) sant takilmig
ve postnatal 20. giinde oksipitofrontal ¢ap (OFC): 48 cm ile taburcu olmus. Olgunun 8
aylikken 1 kez atessiz, miyoklonik karakterde, <30 dakika siiren, gozlerde kaymanin
eslik ettigi ndbeti olmus, ancak ila¢ baslanmadig ifade edildi. On bir aylikken atessiz,
miyoklonik karakterde, yaklasik 5 dakika siiren yeni bir ndbet geciren olgunun her giin

saniyelik miyoklonik ndbetlerinin oldugu anne tarafindan ifade edilmektedir (Sekil 4-2).

PN 3ay ex.
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Sekil 4-2: Olgu 1’e ait goriintii
4.1.2. Molekiiler Analiz Sonuclari

Indeks (Sekil 4-1, IV-2), anne (Sekil 4-1, 111-12) ve babada (Sekil 4-1, 111-13)
yapilan TED analiz sonucunda, olguda CCDC88C (coiled-coil domain containing 88C,
NM_001080414.3, NP_001073883) geninde 15. ekzonda homozigot c¢.1915C>T
(p.Arg639Ter) degisimi saptandi (Sekil 4-3). Bu varyant i¢in, anne ve babanin

heterozigot tasiyici, olgunun homozigot oldugu Sanger dizileme yontemi ile dogrulandi
(Sekil 4-4, Sekil 4-5).



Sekil 4-3: A.Indekste (IV-2) CCDC88C geninde saptanan ¢.1915C>T (p.Arg639Ter)
homozigot varyantin IGV goriintiisii. B.Sanger dizileme ile yapilan
konfirmasyonun elektroferogram goriintiisii

e e

_5.5

Annede CCDC88C geninde 15.ekzonda ¢.1915C=>T (p.Arg639Ter) heterozigot degisim

Sekil 4-4: A. Annede (111-12) CCDC88C geninde saptanan ¢.1915C>T (p.Arg639Ter)
heterozigot varyantin IGV goriintiisii. B. Sanger dizileme ile yapilan
konfirmasyonun elektroferogram goriintiisii

69
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Babada CCDC88C geninde 15.ekzonda c.1915C>T (p.Arg639Ter) heterozigot degisim

Sekil 4-5: A. Babada (111-13) CCDC88C geninde saptanan ¢.1915C>T (p.Arg639Ter)
heterozigot varyantin IGV goriintiisii. B. Sanger dizileme ile yapilan
konfirmasyonun elektroferogram goriintiisii

4.2. Olgu 2

Genetik Degerlendirme Endikasyonu: MKA [boy kisaligi, bilateral igitme
kaybi, alt ekstremitelerde kalinlasma (muskiiler viicut goriiniimii), distal
hiperekstansibilite, hipoplazik ala naziler, konjenital kalp hastaligi (KKH) (mitral valf
prolapsusu (MVP), mitral yetmezlik (MY), aort yetersizligi (AY) ve displastik trikiispit

kapak)] ve benzer etkilenmis kardes dykiisti.

4.2.1. Aile OyKkiisii

Onalt1 yas 2 aylik erkek olgu; bilateral isitme kaybi, alt ekstremitede kalinlagma,
fasiyal dismorfizm (hafif liggen yiiz, yiizde lipodistrofi benzeri goriiniim, dar palpebral
aralik, belirgin kirpikler, hipoplazik ala naziler, genis burun delikleri, prognatizm,
yiksek damak) ve etkilenmis kardes Oykiisi nedeniyle ¢ocuk endokrinoloji

polikliniginden genetik konsiiltasyon amactyla poliklinigimize yonlendirildi.

Indeks olgu, aralarinda 1. derece kuzen evliligi olan 45 yasindaki saglikli anne

ile 52 yasindaki saglikli babanin 4. gebeliginden dogan olgudur (G5P5).

GI1: Ailenin 1990 yilinda miadinda dogan erkek ¢ocugu, postnatal 2. giinde

bilinmeyen bir nedenle eks olmus;
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G2: 1993 yilinda dogan, alt ekstremitelerde muskuler kalinlasma ve KKH
saptanan erkek olgu,

G3: 1999 yilinda dogan saglikli erkek olgu,
G4: olgumuz,

G5: 2002 yilinda dogan, alt ekstremitelerde kalinlasma ve 2 kez operasyon
gerektiren KKH 0Oykiisii olan erkek olgu.

Olgunun babasinin 4 kardesi 1-2 vyaslarinda eks olmus, ancak ozellik
tariflenemiyor (Sekil 4-6).

- boc
bbb b

1-2 yaseks
1 2 3
L.

PN 2.giin eks Y f
etiyolojisi? Aile
bilmiyor.

»H

EE—) KKH % —> isitme kaybi =% —> Muskiiler gériiniim

Sekil 4-6: Olgu 2’ye ait aile agaci

Olgumuzun sorunsuz gecen gebeliginde herhangi bir ila¢ kullanimi, radyasyon
veya teratojen maruziyeti tariflenmiyordu. Kirkinct GH’da normal spontan vajinal yol
ile dogan olgumuzda dogum tartisi, boyu ve bas ¢evresi bilinmemekte; ancak tek natal
dis rapor edilmisti. Emme gli¢liigii tariflenen olgunun 4 yasina kadar herhangi bir saglik
sorunu olmamis. Olgu, 4 yasinda iken gastrointestinal sistem kanama tanisiyla 1 hafta

siireyle yatarak tedavi almais.

Kulak agris1 nedeniyle Bagcilar Egitim Arastirma Hastanesi Kulak Burun Bogaz
poliklinigine bagvuruldugunda, olguda isitme kaybi oldugu saptanarak operasyon

onerilmis. Operasyon oncesi yapilan EKO’da aort yetmezligi saptanan olgu, Istanbul
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Tip Fakiiltesi, Cocuk Kardiyoloji Bilim Dali’na yonlendirilmis ve medikasyon ile
diizelebilecegi sdylenerek ila¢ baslanmis ve 3 ayda 1 poliklinik kontrolii planlanmus.
Nisan 2018’de yapilan kontrolde EKO’da MVP, MY, hafif AY ve displastik trikiispit

kapak tanis1 konulmus.

4.2.2. Fizik Muayenesi

Onalt1 yas 2 aylik erkek olgunun boyu 152 cm (-3.32 SD), kilosu 44 kg (-2.86
SD) ve bas cevresi 53 cm (-2.87 SD) 6l¢iildii. Genel durumu 1yi ve bilinci acikti. Hafif
ticgen yiiz ve ylizde lipodistrofi benzeri goriiniim izlendi. Dar palpebral aralik, belirgin
kirpikler, hipoplazik ala naziler, genis burun delikleri, prognatizm ve yiiksek damak
mevcuttu. Hafif yele boyun ve diisiik ense sa¢ ¢izgisi izlendi. Umblikus belirgin, batin
rahat, palpabl organomegali yoktu. Muskiiler viicut yapisi, ellerde bilateral 5.
parmaklarda klinobrakidaktili izlendi. Genis — kisa ayaklar, kisa ayak parmaklari ve pes
planus izlendi. Haricen pubertal erkek ve testisler bilateral skrotumda (15cc/15cc) palpe
edildi. GOz hareketleri her yone serbestti. Serebellar muayene dogal ve mentali

yasitlartyla uyumluydu (Sekil 4-7).

Sekil 4-7: Olgu 2’ye ait goriintiiler

4.2.3. Molekiiler Analiz Sonuclari
Indeks olgu (Sekil 4-6, 111-4), benzer etkilenmis kardes (Sekil 4-6, 111-5) ve
saglikli kardeste (Sekil 4-6, 111-3) yapilan TED analizlerinin sonucunda ailede 2 farkli
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gende varyant saptandi. Varyantlardan biri indeks olguda ve benzer etkilenmis kardeste
Xq28’de lokalize olan FLNA (filamin A, NM_001110556.1, NP_001104026) geninde
acceptor splice (AS) site bolgesinde hemizigot ¢.1829-1G>T olarak saptandi. Saglikli
kardeste herhangi bir varyant saptanmadi. Saptanan varyant Sanger dizileme ile indeks
ve benzer etkilenmis kardeste hemizigot, saglikli kardeste ise normal olarak dogrulandi

(Sekil 4-8, Sekil 4-9, Sekil 4-10).
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Indekste FLNA; c.1829-1G=>T hemizigot varyant

Sekil 4-8: A. Indekste (Sekil 4-5, 111-4) FLNA geninde saptanan ¢.1829-1G>T hemizigot
varyantin IGV goriintiisii. B. Sanger dizileme ile yapilan konfirmasyonun
elektroferogram goriintiisii
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Benzer etkilenmis kardeste FLNA; ¢.1829-1G>T hemizigot varyant

.
.
.
-
ou
.
-
ou
..

-
-
“e
n

<+

Sekil 4-9: A. Benzer etkilenmis kardeste (Sekil 4-5, 111-5) FLNA geninde saptanan c.1829-
1G>T hemizigot varyantin IGV goriintiisii. B. Sanger dizileme ile yapilan
konfirmasyonun elektroferogram goriintiisii

- - - - -
& < c T <

gl A‘ A

Sekil 4-10: A. Saghkh kardesin (Sekil 4-5, 111-3) normal olan IGV goriintiisii. B. Sanger
dizileme ile yapilan konfirmasyonun elektroferogram goriintiisii
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Sanger dizileme ile yapilan aile ¢alismasinda annenin (Sekil 4-6, 11-4) bu
varyant1 heterozigot, diger benzer etkilenmis kardesin de (Sekil 4-6, 111-2) hemizigot
olarak tasidigi, babanin (Sekil 4-6, II-5) ise bu varyant agisindan normal oldugu

belirlendi (Sekil 4-11).
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Sekil 4-11: Sanger dizileme yontemi ile yapilan aile segregasyon ¢calismalar: sonucunda
sirasiyla, babanin (Sekil 4-5, 11-5) normal elektroferogram goriintiisii, annenin
(Sekil 4-5, 11-4) FLNA geninde saptanan ¢.1829-1G>T heterozigot varyantin
elektroferogram goriintiisii ve benzer etkilenmis kardeste saptanan (Sekil 4-5,
111-2) ¢.1829-1G>T hemizigot varyantin elektroferogram goriintiisii.

Ailede saptanan 2. varyant, RPI1L1 (retinitis pigmentosa 1-like 1,
NM_178857.5, NP_849188) geninde 2. ekzonda homozigot ¢.455G>A (p.Argl52GIn)
degisimiydi. Varyant, indeks olguda heterozigot (Sekil 4-6, Ill1-4) ve etkilenmis
kardesinde (Sekil 4-6, 111-5) homozigot olarak saptanirken saglikli kardeste (Sekil 4-6,
[11-3) bu degisim gozlenmedi. Sanger dizileme ile bu degisim dogrulandi (Sekil 4-12,
Sekil 4-13, Sekil 4-14).
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Benzer etkilenmis kardeste RPIL; c.455G>A (p.Argl52Gln) homozigot varyant

Sekil 4-12: A. Benzer etkilenmis kardeste (Sekil 4-5, 111-5) RP1L1 geninde saptanan
¢.455G>A (p.Argl152GlIn) homozigot varyantin IGV goriintiisii. B. Sanger
dizileme ile yapilan konfirmasyonun elektroferogram goriintiisii
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Indekste RPILI; c.455G=A (p.Argl52Gln) heterozigot varyant

Sekil 4-13: A. Indekste (Sekil 4-5, 111-4) RP1L1 geninde saptanan c.455G>A

(p-Argl152Gln) heterozigot varyantin IGV goriintiisii. B. Sanger dizileme ile
yapilan konfirmasyonun elektroferogram goriintiisii
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Sekil 4-14: A.Saghkh kardesin (Sekil 4-5, 111-3) normal olan IGV goriintiisii. B.Sanger
dizileme ile yapilan konfirmasyonun elektroferogram goriintiisii

Sanger dizileme ile yapilan aile ¢aligmasinda varyatin anne (Sekil 4-6, 11-4) ve
babada (Sekil 4-6, I1-5) heterozigot formda oldugu, ekzom dizileme c¢alismasina
alinmayan ancak segregasyon calismasina dahil edilen diger benzer etkilenmis kardesin

ise (Sekil 4-6, 111-2) bu varyant agisindan normal oldugu gosterildi (Sekil 4-15).
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Sekil 4-15: Sanger dizileme yontemi ile yapilan aile segregasyon ¢calismalari sonucunda
sirasiyla, babanin (Sekil 4-5, 11-5) ve annenin (Sekil 4-5, 11-4) RP1L1 geninde
saptanan c.455G>A (p.Argl152Gln) heterozigot varyantin elektroferogram
goriintiisii ve benzer etkilenmis kardesin (Sekil 4-5, 111-2) normal olan
elektroferogram goriintiisii.

4.3.Olgu 3
Genetik Degerlendirme Endikasyonu: MKA/MR (fallot tetralojisi (ToF),

hidrosefali, bifid uvula, pelvik sag bobrek, katarakt, hepatomegali, fasiyal dismorfik

bulgular) + benzer etkilenmis eks kardes dykiisti.

4.3.1. Aile Oykiisii

Indeks olgu, aralarinda 1,5 derece kuzen evliligi olan 29 yasindaki saglikli anne
ile 32 yasindaki saglikli babanin 3. gebelik {irtiniidir (G3P3Y1). Gl1: 2013 yilinda
dogan, yarik damak ve kalp anomalisi bulunan ve postnatal 42. giin eks olan erkek olgu,

G2: 2014 yilinda dogan saglikli erkek ve G3: olgumuz. (Sekil 4-16).
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Sekil 4-16: Olgu 3’ ait aile agaci

Fetal USG’de fallot tetralojisi, ventrikiilomegali, pelvik sag bobrek,
hiperekojenik barsak (grade III), sol ventrikiil i¢cerisinde hiperekojen intrakardiyak odak
saptanan olgu 36. GH da C/S ile 1900 g dogmus. YDYBU’de takip edilen olguya
postnatal 38. giinde tetraventrikiiler hidrosefali nedeniyle sant takilmis. Genel durumu
kotii olan olgu; solunum sikintisi, sepsis ve KKH nedeniyle tedavi almis. Goz
muayenesinde bilateral katarakt, batin USG’de hepatomegali saptanan olgu postnatal
72. glinde aspirasyon nedeniyle eks olmus. Olgu; postmortem muayenesinde dismorfik
ozelliklere rastlanmasi, KKH, ventrikiilomegali ve diger sistemik bulgulari nedeniyle

MKA/MR grubunda degerlendirildi.

4.3.2. Postmortem Muayene

Iki ay 11 giinliik disi olgunun boyu 53 cm (-0,04 SD), agirlig1 3,900 g (-0,36
SD) ve bas ¢evresi 35 cm (-1,72 SD) olarak 6l¢iildii. Kraniyal siitiirler kapali, kaba yiiz,
diisiik geriye yerlesimli kulaklar, alinda killanma artis1, medialde daginik kaslar, basik
burun kokii, kisa burun, bulb6z burun ucu, kisa kolumella, uzun filtrum, balik agz
goriiniimii, dar yiiksek damak, sekonder alveolar kemer, {ist gingivada birkag¢ adet abse
ve bifid uvula mevcuttu. Kisa boyun, bilateral hipoplastik meme baslari, batin sag {ist
kadranda 3 adet ve sol inguinal bolgede 1 adet sutur (travmatik laserasyona sekonder)
izlendi. Her iki kol distalinde aksesuar fleksiyon ¢izgisi ve bilateral proksimal
yerlesimli bagparmak mevcuttu. Sag ayakta parmak pozisyon anomalisi (4. parmak altta

yerlesimli) vardi. Bilateral ayak parmaklari uca dogru genisliyor ve basgparmaklar
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proksimal yerlesimliydi. Haricen disi, labium majorlar 6demli ve anal aciklik mevcuttu

(Sekil 4-17).

Sekil 4-17: Olgu 3’iin postmortem muayene sonrasi goriintiileri

4.3.3. Molekiiler Analiz Sonuglar:

Indeks (Sekil 4-16, V-3) ve saglikli kardeste (Sekil 4-16, V-2) yapilan TED
analizi sonucunda NUP188 (nucleoporin 188kDa, NM_015354.2, NP_056169) geninde
3. ekzonda c.124C>T (p.Arg42Ter) varyant: indekste homozigot, saglikli kardeste ise
heterozigot olarak saptandi. Saptanan varyant Sanger dizileme yontemi ile dogruland:
(Sekil 4-18, Sekil 4-19). Sanger dizileme ile yapilan segregasyon calismasinda
¢.124C>T varyantin1 anne (Sekil 4-16, 1V-4) ve babanin (Sekil 4-16, 1V-5) heterozigot
olarak tasidiklar1 belirlendi (Sekil 4-20).
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Indekste, NUPI88 geni 3. ekzonda ¢.124C=>T (p.Arg42Ter) homozigot degisim

Sekil 4-18: A.Indekste (Sekil 4-16, V-3) NUP188 geninde saptanan ¢.124C>T (p.Arg42Ter)

homozigot varyantin IGV goriintiisii. B.Sanger dizileme ile yapilan
konfirmasyonun elektroferogram goriintiisii
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Saghkh kardeste NUP188 geni 3. ekzonda c.124C>T (p.Arg42Ter) heterozigot degisim

Sekil 4-19: A. Saghkl kardeste (Sekil 4-16, VV-2) NUP188 geninde saptanan c.124C>T

(p-Arg42Ter) heterozigot varyantin IGV goriintiisii. B.Sanger dizileme ile
yapilan konfirmasyonun elektroferogram goriintiisii
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Babada NUPI88 geni 3. ekzonda c.124C=>T (p.Arg42Ter) heterozigot degisim

Sekil 4-20: Sanger dizileme yontemi ile yapilan aile segregasyon calismalari sonucunda
sirasiyla, anne (Sekil 4-16, 1V-4) ve babanin (Sekil 4-16, 1V-5) NUP188 geninde
saptanan c.124C>T (p.Arg42Ter) heterozigot varyantin elektroferogram

goriintiisii.
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5. TARTISMA

1953 yilinda Watson ve Crick DNA’nin ¢ift sarmal yapisin1 kesfetmesiyle
beraber DNA’nin hastaliklarin etiyolojisindeki roliinlin arastirilmasina yonelik
caligmalar ve buna yonelik tani testleri/teknikleri yillar i¢inde teknolojik geligsmelere
paralel olarak gelistirildi. Bu tekniklerin en O6nemlilerinden birisi 1977'de Sanger ve
arkadaslarinin gelistirdigi ve zincir sonlanma esasina dayal1 floresan bazli elektroforez
teknolojileri kullanilarak insana ait DNA’nin dizilenmesine olanak saglayan Sanger
Dizileme teknigidir. 1980'lerde Kary Mullis tarafindan PZR yontemin gelistirilmesi ile
molekiiler genetik alaninda 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir (44, 45). Bu gelismeleri
takiben, 1990 yilinda baslatilan insan Genom Projesi (IGP), insan genom dizisinin
belirlenmesini saglayarak yaklasik 3.2 milyar niikleotidden olusan referans dizinin
ortaya cikarilmasint ve nadir genetik hastaliklarin etiyolojisinin aydinlatilmasi i¢in
biiyiik bir adim atilmasi saglamistir. Insan genom projesinin tamamlanmas: ile insan
genomu dizisinin belirlenmesinin yani sira genomun yarisinin tekrar dizilerinden,
%?25’inin genler aras1 (intergenik) bdlgelerden, %?23’linlin intronik bdlgelerden ve
yaklagik %1,5’luk kisminin ise protein kodlayan ve ekzon adi verilen DNA dizilerinden

meydana geldigi de gosterilmistir (30).

Genlerin ve islevlerinin incelenmesi, hastalik iligkilerinin aydinlatilmasi
amactyla yapilan arastirmalarda bugiline kadar bircok yeni teknik gelistirilmis,
aragtirmaya ve tantya yonelik olarak kullanilmistir. Giiniimiizde, genetik hastaliklarin
etiyolojisini agiklamaya yonelik klasik tekniklere ek olarak yeni nesil teknolojiler de
kullanima girmistir. Son yillarda YND teknolojileri nadir hastaliklara yol agan
varyasyonlarin, fenotipik ve genotipik olarak heterojenite gosteren hastaliklarin
tanisinda ve yeni genlerin kesfinde yaygin olarak kullanilmaya baslanmigtir. Bu
teknolojilerin gelistirilmesiyle birlikte, hastaliklara neden olan genetik varyantlarin kisa
sirede  belirlenmesine, hastaliktan etkilenmis kisinin aile bireylerinin  risk
degerlendirmesine, genetik danigmasina, prenatal tanisina ve mevcut uygun bir

tedavinin planlanmasina olanak saglamaktadir (46).

YND teknolojisi; sadece belirli bir klinik durum ile iliskisi bilinen genlerin
kapsandigi KED, tanimlanmis tiim genlerin kapsandigt TED ve ekzonlarla smirh

kalmayip kodlayan ve kodlamayan tiim genomun kapsandigt TGD seklinde
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uygulanabilmektedir. YND yOntemlerinin pratikte en sik kullanilan tiirlerinden biri olan
TED ile konjenital genetik hastaliklarin yaklasik %30’una tan1 konabilmektedir (31). Bu
yontem ile belirli bir geni ya da gen grubunu se¢mek zorunda kalmadan, binlerce genin
kodlayan bolgeleri ayni anda incelenebilmektedir. Bu ¢alismalar klinik tan1 ve arastirma
amaciyla, cesitli kalitim paternlerinde hastalik iliskili genlerde hem bilinen hem de yeni
mutasyonlar1 saptamada 6nemli katkilar saglamaktadir (34). Ozellikle Mendel
hastaliklar1 ile iliskili patojenik varyantlarin ~%85'inin ekzon veya ekzon-intron
birlesme bolgelerinde bulundugundan TED yontemi tek gen hastaliklarina neden olan
genlerin/mutasyonlarin tespit edilmesinde oldugu kadar hastaliklara yatkinlik olusturan
SNP’lerin tespitinde 6nemli bir segenek olusturmaktadir. Cesitli kalittm modellerinde
hastaliga neden olan genlerde bilinen oldugu kadar yeni varyasyonlari tespit etmek i¢in
de TED’nin hem klinik hem de hastalik iligkili yeni gen arastirmalarina katkisinm
gostermistir (36). Bu teknigin diger bir katkisi klinik olarak etkilenmis kisinin
ebeveynleri ve/veya ailedeki diger etkilenmis bireylerle birlikte ¢alisarak (trio analizler)
ortak allellerden yola ¢ikilarak patojenik varyantlarin tespit edilebilmesine olanak

saglamasidir.

Tiim bu bilgiler dogrultusunda bu tez kapsaminda daha 6nce yapilan testlerde
hastalik iligkili herhangi bir degisim saptanmayan se¢ilmis olgularda TED yOnteminin

etkinliginin arastirilmasi amacglanmisti.

Bu amaca yonelik olarak {i¢ olgu ve ailesi ¢alisma kapsaminda degerlendirilerek

saptanan degisimler aile bazinda tartigilmistir.

5.1.Olgu 1

Olgu 1°de, TED analizi sonucunda CCDCB88C (coiled-coil domain containing
88C, NM_001080414.3, NP_001073883) geninde 15. ekzonda homozigot ¢.1915C>T
(p.Arg639Ter) saptandi. Saptanan bu varyantin anlamsiz tipte erken dur kodonu

olusumuna neden olmasi beklenmektedir.

CCDC88C (MIM#611204) (NM_001080414.3, NP_001073883) geni 14932.11-
q32.12 bolgesinde yerlesik, ters zincirden transkribe olan, 30 ekzonlu bir gendir. 7,519

baz ¢ifti (b¢) uzunlugundadir ve 2028 aminoasitlik (aa) bir polipeptidi kodlar (Sekil 5-1)
(47).
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< CCDCBBC-204
protein coding

-=mgReverse strand ‘v‘ 146,30 kb
p-Arg639Ter

Sekil 5-1: CCDCS88C transkriptinde ekzon ve intronlar (ok ile gésterilen saptanan
degisimin bulundugu ekzonu gostermektedir.)

CCDC88C geni, guanin niikleotid degisim faktorii (GEF) ve cesitli hiicresel
fonksiyonlar i¢in hiicre i¢i adaptor islevi goren HOOK protein ailesinin bir iiyesi olan
DAPLE (Dishevelled-associating protein with a high frequency of leucine residues)
proteinini kodlar. Hook proteinleri, mikrotiibiillere baglanan korunmus N-terminal
bolgesi ve organellere baglanmaya aracilik eden ¢esitli C-terminal bolgeleri iceren
sitozolik sarmal bobin proteinlerdir (48). DAPLE proteini, C terminalinde dishevelled-1
(DVLI) proteini ile etkilesime girdigi bir PDZ-baglanma domainine sahiptir. DVLI1
proteini, Wnt sinyal yolunun diizenlenmesinde yer alan bir iskelet proteini olarak gorev
yapar. Wnt sinyal yolagi embriyonik gelisim ve normal yetiskin homeostasisi i¢in ¢esitli
temel siireclerde rol oynamaktadir (49). Oshita ve arkadaslari, DVL1 proteinin DAPLE
da bulunan PDZ alanina baglanabilmesi icin C terminalinin gerekli oldugunu
bulmuslardir (48). Daple proteinin C terminalinde bulunan PDZ domaini Gly-Cys-Val
motifi i¢erir ve bu domain sayesinde DVLI1 proteinini baglar (Sekil 5-2) (50).

Hook Coiled-coil PDZ-BD
1 259 1387 2028

Sekil 5-2: DAPLE proteininin, N-terminal Hook motifi, merkezi sarmal bélgeyi ve DVL1
proteinin baglandig1 PDZ alam1 bulunan C-terminalini gosteren sematik
goriintiisii (51).

DAPLE-DVL1 homodimeri, beta-kateninin yikilmasim tesvik ederek, kanonik
WNT sinyal yolaginin (Wnt/B-katenin sinyal yolu) negatif bir regiilatorii olarak islev
goriir (48). Ayn1 zamanda, trimerik G proteini aktivasyonunu kolaylagtirarak kanonik
olmayan yolag1 da giiclendirir. Kanonik olmayan Wnt sinyal yolu, ventrikiiler bolgeyi
cevreleyen ependimal hiicrelerde hiicre polaritesi olusturmada 6nemli bir role sahiptir.
Takagishi tarafindan yapilan son caligmalar, ependimal silialarin translasyon ve

rotasyonel polaritesi icin DAPLE proteininin gerekli oldugunu dogrulamaktadir.
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DAPLE proteini knockout edilen farelerin ependimal akista bir bozulma yasadiklarini

ve bunun sonucunda hidrosefali gelistigini gostermislerdir (50).

DAPLE-DVLI1 etkilesimi, norogelisimsel siire¢ sirasinda hiicre iletisimini
kolaylastiran Frizzled (FZD) reseptorleri aracilifiyla hiicre i¢i Wnt sinyal iletimine
yardimet olur. Bozulmus Wnt sinyali ependim hiicrelerinin anormal polaritesinde rol
oynar. Bu durum CCDCB88C ile iligkili ve konjenital hidrosefali'nin genetik formlarinda
onemli bir etiyoloji olarak bilinmektedir. Kanonik olmayan Wnt/hiicre polarite sinyal

yolu, ependimal gelisimde ve hidrosefali patogenezinde 6nemli olarak tanimlanmuistir
(52).

Whnt sinyal yolu ve bu yolda gorev yapan molekiillerdeki degisiklikler nedeni ile
meydana gelen hastaliklarla ilgili calismalar ¢cok genis kapsamli olarak literatiirde yer
almaktadir (53). B-kateninin birikimi, hedef genlerin kontrolsiiz ifade edilmesine neden
olmaktadir ve bu durum cesitli hastaliklara neden olan genlerin transkripsiyonuna yol
acar. Bir¢ok hastaligin, sadece sinyal yolunun inaktif oldugu durumlarda meydana gelen
mutasyonlarla degil, sinyal yolunun aktif oldugu durumda gorev alan ve bu
mekanizmay1 kontrol eden biyomolekiillerde meydana gelen bozulmalarla olustugu da

bilinmektedir (53).

Bu gende meydana gelen bi-allelik mutasyonlar sonucunda, beynin
ventrikiillerinde asir1 beyin omurilik sivisi birikimi ile karakterize bir durum olan
otozomal resesif, primer sendromik olmayan konjenital hidrosefaliye neden oldugu
bildirilmistir (54). Hidrosefali, ilerleyen ventrikiiler dilatasyon ile sonuclanan ve
ventrikiiler beyin omurilik sivist birikmesine neden olan beyin omurilik s1visi
dolagiminin bozulmasi olarak tanimlanir. Normal kosullar altinda, beyin omurilik s1visi
koroid pleksus tarafindan iiretilir ve vaskiiler ve lenfatik sistemlerce absorbe edilir.
Beyin omurilik sivisinin (BOS) absorbsiyonunu primer veya sekonder olarak etkileyen
herhangi bir nedenle gelisen konjenital hidrosefalinin tahmini prevalansi yaklasik
1/1000'dir (52). Konjenital hidrosefali olan bireyler i¢in ndrogelisimsel sonuglar uzun
vadede oldukc¢a degiskendir ve altta yatan etiyoloji, hidrosefali siddeti, sant yerlesiminin
zamanlamasi ve iligkili anomalilerin varligi gibi bir¢ok faktor tarafindan belirlenir (55).
Konjenital hidrosefalinin sendromik nedenleri arasinda kromozomal anomaliler ve L1
sendromu, iskelet displazileri, metabolik bozukluklar, distroglikanopatiler, Meckel

sendromu gibi birgok nadir sendrom bulunur. Agir non-sendromik konjenital
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hidrosefali, yiiksek bir perinatal 6liim oranina ve kotii prognoza sahiptir ve hayatta
kalan bebeklerin yaklasik % 90'mda nodrolojik ve fiziksel yetersizlik goriilmektedir.
Konjenital hidrosefali etiyolojisinde, yakin akrabalik iliskileri bulunan ebeveynler ortak
gen havuzu nedeniyle birincil etkenin genetik kokenli ve OR kalitim gosteren bir etken
olma olasiligini arttirmaktadir. Konjenital hidrosefali bulgusunda her etkilenmis olguda
dogru tani, prognoz ve genetik danisma igin, Ozgiin iliskili genetik mutasyonun
belirlemesi son derece 6nemlidir. Konjenital hidrosefali genetik ve genetik olmayan
etiyolojilere sahip son derece heterojen bir hastaliktir. Hidrosefalinin en yaygin genetik
nedeni LICAM geni ile iliskili X'e bagl hidrosefalidir ve tiim erkek vakalarin % 5-
10'unu aciklamaktadir (52). Beynin asir1 biiyiimesi (megalensefali) ve diger coklu
sistem bozukluklarinda hidrosefalinin bir bilesen olabilecegi diisiiniilen, AKT3, PIK3R2,
PIK3CA ve CCND2 gibi birkag gende de novo/dominant mutasyonlart tanimlanmistir
(56).

CCDC88C ile iliskili OR sendromik olmayan hidrosefali nadir goriilen bir
durumdur. Hidrosefali iligkili oldugu bilinen CCDCB88C geninde kodlanan bolgedeki
tim resesif varyantlarin DVLI1 proteinin baglandigi C-terminal bdlgesini ortadan

kaldirdig1 gosterilmistir (52).

Literatiirde konjenital hidrosefali ile iliskili CCDC88C geni mutasyonlarin
gosterildigi az sayida yayin bulunmaktadir. Drielsma ve arkadaslari, konjenital
hidrosefali Oykiisi bulunan, aralarinda akraba evliligi bulunmayan Yahudi Askenazi
kokenli ebeveyne sahip dort etkilenmis ¢cocuk ve aralarinda 1. derece kuzen evliligi olan
Filistin kokenli ebeveyne sahip bes etkilenmis fetiisi TED yontemi ile incelemisler
(51). Etkilenmis dort cocuklu Yahudi Askenazi ailesinde CCDCB88C geninde ¢.934C>T
(p-Arg312Ter) erken dur kodonu olusumuna neden olan varyanti, etkilenmis bireylerde
homozigot olarak, anne, baba ve etkilenmemis iki kardeste heterozigot olarak
saptamislardir. Filistin kokenli ailedeki bes etkilenmis fetiiste de ¢erceve kaymasina ve
erken dur kodonu olusumuna neden olan p.E1949Gfs*26 varyanti etkilenmis
kardeslerde homozigot olarak, anne, baba ve iki etkilenmemis kardeste heterozigot

olarak gostermislerdir (51).

Wallis ve ark. (2018), akraba evliligi bulunan Suudi bir ailenin konjenital
hidrosefali bulgusu olan etkilenmis {i¢ cocugu ile aralarinda ¢ift tarafli kuzen evliligi

bulunan Faslhi bir ailenin etkilenmis iki ¢ocugunu TED analizi incelemisler. Suudi
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ailenin etkilenmis ¢ocugunda CCDCB88C geninin 15. ekzonunda erken dur kodonu
olusumuna neden olan c¢.1702C>T (p.(Arg568Ter) degisimi homozigot olarak
saptanmis ve aile segregasyon calismalarinda anne ve babanin bu varyanti heterozigot
olarak tasidiklar1 gosterilmistir. Fasli ailede etkilenmis olguda genin 30. ekzonunda
cerceve kaymasma neden olan ¢.5265 5266delCA (p.Phel755Leufs*4) degisimi
homozigot olarak saptanmis, anne ve babanin bu varyanti heterozigot olarak tagidiklari

Sanger dizileme yontemi ile gosterilmistir (52).

Ruggeri ve arkadaslar1 konjenital hidrosefali bulgulu iki etkilenmis c¢ocugu
bulunan ve aralarinda akraba evliligi olmayan bir ailede yaptiklar1 trio TED analizi
(anne, baba ve ilk etkilenmis ¢ocuk) sonucunda indeks vakalarinda CCDCB88C geninde
(NM_001080414.3) homozigot ¢.5553dupC (p.Ser1852GlInfs*4) saptamislardir (57).

CCDCB88C geninin mono-allelik patojenik varyantlar1 Spinoserebellar Ataksi
Tip 40 (MIM#616053), biallelik patojenik varyantlart ise Konjenital Hidrosefali
(MIM#236600) ile iliskilendirilmektedir. Bu ¢aligmada saptanan CCDC88C gen
varyant1 daha once tanimlanmamis olup, ACMG kriterlerine gore ‘patojenik’ olarak
siniflandirilmaktadir. Novel bu varyantin klinik iligkisi agisindan aile ici segregasyon

analizinin genigletilmesi, fenotip-genotip korelasyonun kurulmasi uygun olacaktir.

CCDC88C geni iligkili konjenital hidrosefalinin klinik bulgular1 hidrosefali,
genislemis ventrikiiller, mental retardasyon, zayif motor gelisimi ve ndbetler
bulunmaktadir (58). Indeks olgumuzun klinik &zelliklerinde ise hidrosefali,
triventrikiiler ~ dilatasyon, korpus kallosum agenezisi, miyoklonik nobetler
bulunmaktadir. Indeks vakanin klinik bulgularmin konjenital hidrosefali sendromunun
klinik ozellikleri kapsaminda degerlendirilmesi ve aileye genetik danisma verilmesi

Onerilmistir.

5.2.Olgu 2

Indeks olgumuz bilateral isitme kaybi, alt ekstremitede kalinlasma, fasiyal
dismorfik bulgular (hafif liggen yiiz, yiizde lipodistrofi benzeri goriiniim, dar palpebral
aralik, belirgin kirpikler, hipoplazik ala naziler, genis burun delikleri, prognatizm ve
yiiksek damak), KKH (mitral kapak prolapsusu, mitral yetmezlik, hafif aort yetersizligi
ve displastik trikiispit kapak) ve etkilenmis kardes Oykiisii nedeniyle c¢ocuk
endokrinoloji  polikliniginden genetik konsiiltasyon amaciyla poliklinigimize

yonlendirilmistir.



90

Indeks olgu, benzer etkilenmis kardes ve saglikli kardeste yapilan TED analizi
ile klinik olarak etkilenmis olgu ve benzer etkilenmis kardesinde FLNA (Xg28, filamin
A, NM_001110556.1, NP_001104026) geninde intron 12°de acceptor splice site (AS)
bolgesinde hemizigot ¢.1829-1G>T saptandi. Bu varyanti saglikli kardesin tasimadigi
belirlendi. Sanger dizi ile ailede yapilan segregasyon analizinde; ekzom calismasina
alinmayan etkilenmis diger erkek kardesin ¢.1829-1G>T i¢in de hemizigot, annenin

heterozigot oldugu ve babanin ise tasimadigi gosterildi.

FLNA (MIM#300017) (NM_001110556.1, NP_001104026) geni Xqg28
bolgesinde yerlesik, ters zincirden transkribe olan, 48 ekzonlu bir gendir. 8,507 bg.
uzunlugundadir ve 2,647 aa’lik bir polipeptidi kodlar (Sekil 5-3) (59).

MR AAFRRRRRA-———E AR

< FLNA-202
protein coding

-l strand 2610 kb

A4
c1829-1G-T

Sekil 5-3: FLNA transkriptinde ekzon ve intronlar (ok ile gosterilen saptanan degisimin
bulundugu ekzonu gostermektedir.)

FLNA geni, integrinler, transmembran reseptor kompleksleri ve ikincil
habercilerle etkilesime girerek aktin hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesini saglayan,
aktin baglayici bir protein olan filamin A'y1 kodlar. Yapisal olarak FLNA korunmus bir
N-terminal aktin baglanma bolgesi ve ardindan 24 immiinoglobulin benzeri (Igl) tekrar

alanlarindan olusan 280 kDa homodimerik bir proteindir (Sekil 5-4) (60).

5,4 39 @EED

rod1
|
OSSOSO 5%3gg 48>

Sekil 5-4: Flna’nin yapisi. FLNA dimerinin 24 tekrarh Ig alam (gri) ve aktin baglanma
domainin (ABD) (sar1) sematik goriintiisii (61).
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FLNA geni, hiicre iskeleti protein filamentleri agin1 olusturmaya yardimci olan
filamin A proteinini kodlar. Hiicrelere yap1 kazandirir ve sekil degistirebilme esnekligi
saglar. Filamin A, aktin proteinine baglanarak hiicre iskeletini olusturan filamentler
aginin olugsmasina yardimci olur. Hiicrelerin birbirine baglanmasi (hiicre adhezyonu),
hiicre hareketi (go¢) ve hiicrenin hayatta kalmasi gibi gesitli iglevleri yerine getirmek
tizere hiicredeki yetmisten fazla farkli proteine baglanarak bir¢ok hiicresel sinyal

yolaginin diizenlenmesinde rol oynar (62).

Birgok islevi bulunan Filamin A proteinin iskelet ve beyin gelisimi, kalp dokusu
ve kan damarlarinin olusumunu ve kan pihtilagmasini diizenlemede rol oynadigi
gosterilmistir.  Ayrica hiicre dis1 matriksin organizasyonunda da rol oynar. Filamin A,
hiicre zarin1 kapsayan ve hiicreleri hiicre dis1 matrikse tutunmasini saglayan integrinler
adi1 verilen proteinlere baglanir. Bu baglanma yoluyla, hiicreler dogru sekilde
konumlandirilir ve hiicre ile hiicre dis1 matriks arasinda sinyallerin iletilmesine yardimci

olur (63).

Birgok hiicresel yolakta gorevi olan FLNA geninde meydana gelen mutasyonlar
genis bir yelpazede farkli klinik fenotiplerle iliskilendirilmektedir. Bunlar;
periventrikiiler nodiiler heterotopiler (PVNH1, PVNH4), otopalatodijital sendromlar
(OPD1, OPD2), frontometafizer displazi (FMD), Melnick-Needles sendromu (MNS) ve
X'e bagli konjenital kardiyak valviiler distrofilerdir (60).

Noronal heterotopilerin en yaygin monogenik formlarindan biri olan X'e baglh
PVNH1 de fonksiyon kaybina neden olan heterozigot mutasyonlar tanimlanmistir.
PVNHI, nobetlerin sik goriilen bir nedenidir ve patent duktus arteriyozus (PDA),
bikiispit aort kapag1 ve torasik aort siniislerinin dilatasyonu gibi c¢esitli kardiyovaskiiler

ozelliklerle beraber iliskilendirilmektedir (64).

Spesifik fonksiyon kazanimina neden olan mutasyonlar, OPD1 ve OPD2, MNS
ve FMD dahil olmak iizere c¢esitli kemik displazileriyle iligskilendirilmistir. Terminal
kemik displazisinde pigment defekti olan veya olmayan hasta grubunda FLNA geninde
tekrarlayan dominant ¢.5217G>A (NM_001110556) varyant1 tanimlanmistir (65). Bu
varyant FLNA geninin NM _001456.4 trankriptine gore c.5193G>A (rs387907371)
sessiz bir degisime (NP_001447.2; p.Thr1731=) yol agmaktadir.

Sheen ve arkadaslarmin ¢alismasinda, iki aile ve PVNH1'li 9 sporadik hastada

eklem hipermobilitesi, hafif kalp kapakc¢ik hasarlar1 ve aort kokii dilatasyonu bulunan
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ve FLNA mutasyonlari tasiyan bir grupta yumusak bag dokularinda da beklenmedik bir
sorun olduguna dikkat c¢ekilmistir. Bu sonu¢ iizerine ilk basta periventrikiiler
heterotopilerle (EDS-PH) Ehlers-Danlos sendromu (EDS) birlikteliginin yeni bir klinik
fenotip olarak tanimlanabilece§i Onerilmistir (62). Ancak, sonraki calismalar EDS-
PH'nin ayr1 bir fenotip olarak degil, PVNHI1’e ek olarak cesitli spesifik olmayan
yumusak bag doku belirtilerini genis bir fenotipik spektrum olarak kabul etmeyi
onermislerdir (67). Yumusak bag dokusu tutulumunun klinik 6énemi FLNA’daki
fonksiyon kaybina neden olan mutasyonlara bagli olarak tanimlanmis X'e bagh
kardiyak valvular distrofisine (XCVD) sahip birkac ailenin varligi ile vurgulanmistir
(68). FLNA genindeki fonksiyon kazanimi mutasyonlar1 gesitli kemik displazilerine
neden olurken, fonksiyon kaybi varyantlari, degisken yumusak bag dokusu tutulumu

olan periventrikiiler nodiiler heterotopilerin yani sira XCVD’nin en yaygin

nedenlerindendir (62).

Varyantlarin bir kisminin Filamin A'nin C terminalinde kiimelendigi gosterilmis,
ancak acik bir sekilde genotip-fenotip korelasyonu yapilamamistir. Dikkat cekici bir
sekilde, farkli anormal transkriptlere yol acan iki 6zgiin FLNA nokta mutasyonu, bir
vakada PVNH ve FMD’yi digerinde ise PVNH, epilepsi ve MDS’nu birlestiren
karmasik fenotiplerle iliskilendirilmistir (69, 70).

Bugiine kadar, XCVD'de proteinin rod 1 domainini kodlayan ekzonlarda ii¢
yanlig anlamli degisim (p.Gly288Arg, p.Pro636GIn ve p.Val711Asp) ve bir intragenik
delesyon (p.761 943del) hastalikla iliskilendirilmis ve hipomorfik alleller olarak islev
gordiikleri 6n goriilmistiir. Bu yanlis anlamli varyantlar, sirasiyla filamin A'nin 1., 4.
ve 5. Ig tekrarlar1 i¢inde yer almaktadir ve “truncated” (giidiik) protein, 5.-7.
tekrarlarindan yoksundur (68, 71, 72).

Filamin A’ya baglanan molekiillerin ¢ogu, proteinin C-terminal tekrarlar ile
etkilesime girerken, XCVD ile iliskili olanlarin N-terminal 1-8 tekrarlarinda
kiimelendigi gosterilmistir. Patolojik etkilerin bu alanlar araciligiyla etkilesime giren
0zglin baglanmadan kaynaklandig1 diisiiniilmiistiir (56). Bunlarin arasinda kiiciik GTPaz
R-Ras ve ara filaman proteini vimentin bulunmaktadir. Duval ve arkadaslar1 yaptiklar
caligmada, endotel  hiicre-hiicre = adherens baglanti  noktasindaki  kaderin
organizasyonunda N-terminal tekrarlar1 araciligiyla, filamin A-R-Ras etkilesimlerinin

roliinii  gostermistir (60). Bu durum hiicre iskeletini diizenleyen aktin sinyal
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molekiillerini iceren kardiyak kapak hastaliklarinda FLNA mutasyonlarmin roliiniin
anlagilmasimi destekler niteliktedir. Kim ve arkadaslari filamin A-vimentin-protein
kinaz C etkilesimini ve FLNA'nin N-terminal tekrarlarinda (Ig tekrarlar1 1-8) baglanma
yerlerini tanimlamiglardir. Arastirmacilar, filamin A-vimentin etkilesimlerinin, bl
integrin trafiginin diizenlenmesi yoluyla hiicrenin kollajene baglanmasini diizenledigini

gostermislerdir (73, 74).

FLNA’daki mutasyonlar genis bir yelpazede farkli klinik fenotiplerle
iliskilendirilmektedir. 2017 yilinda Ritelli ve arkadaslarinin yaptiklar1 c¢alismada
konjenital kalp hastaligi bulunan iki erkek kuzende FLNA geninde 12. intronda splice
site  bolgesinde hemizigot ¢.1829-1G>C gosterilmistir. Alamut tahmin aract
programinda bu degisimin 13. ekzonun kanonik splice site bolgesini ortadan kaldirarak
4. Ig tekrann icindeki 5 aminoasitin ¢erceve ici silinmesi ile (Phe611 Gly615del)
sonu¢lanmasia neden oldugunu gostermiglerdir. Splice site bdlgesinin bozulmasiyla
birlikte 13. ekzonun tamamen atlanmasi durumunda proteinde tamamen islev kaybi
olmasi ve bunun erkeklerde letal olmasi beklenmektedir. Ancak, olgularinin 40’h
yaslarda kaybedilmesi nedeniyle saptadiklar1 varyantin hipomorfik bir allel olarak islev
gordiigiinii diistinmiislerdir (60). FLNA mutasyonlarinin kardiyovaskiiler fenotipi ve
diger bag dokusu belirtileri, filamin A'nin TGF-b sinyal yolagindaki bilesenlerle olan
etkilesimine bagli oldugu diistiniilmektedir (75).

Aktin- baglayici proteini kodlayan FLNA genindeki patojenik varyantlar, bag
dokusunu, iskelet sistemini ve kardiyovaskiiler yapilar tutan, gastrointestinal bulgular
da olan, erkeklerin kadinlardan daha agir etkilendigi, X’e bagli kalitim modeli uyumlu
genis spektrumda izlenen klinik bulgularla iliskilendirilmektedir. Bu ¢alismada saptanan
FLNA genindeki daha 6nce tanimlanmamig c.1829-1G>T degisiminin evoliisyonel
olarak yiiksek korunmus bolgede olusmasi, gen transkriptinde kirpilma hatasina yol
acmasinin  beklenmesi nedeniyle ACMG kriterlerine gore ‘patojenik’ olarak
degerlendirilmistir. Literatiirde, FLNA geninde ayni noktadaki niikleotidin farkli bir
niikleik asite doniigiimii (c.1829-1G>C), flamin domainindeki 4. immunglobulin benzeri
tekrar motifi iginde bulunan bes aminoasitin ¢erceve i¢i  silinmesine
(Phe611 _Gly615del) yol agtigi gosterilmis ve bu degisimi tasiyan iki kuzendeki
konjenital kalp hastalig ile iliskilendirilmistir (62).
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TED analizinde ek olarak, benzer etkilenmis kardeste RP1L1 (8p23, retinitis
pigmentosa 1-like 1, NM_178857.5, NP_849188 ) geninde 2. ekzonda homozigot
c.455G>A (p.Argl52Gln) varyanti da saptanmisti. Bu varyant i¢in indeks olgumuzun
heterozigot, saglikli kardesin ise degisimi tasimadigi belirlendi. Bu degisimi anne ve
babanin heterozigot olarak tasidiklari, benzer etkilenmis kardesin ise normal oldugu

Sanger dizileme ile gosterildi.

RP1L1 (MIM#608581) (NM _178857.5, NP _849188) geni 8p23.1 bolgesinde
yerlesik, ters zincirden transkribe olan, 4 ekzonlu bir gendir. 8,014 bg. uzunlugundadir

ve 2,400 aa’lik bir polipeptidi kodlamaktadir (Sekil 5-5) (76).

< RP1L1-202
protein coding |
pA:¥;2Gh

~Reverse strand
Sekil 5-5: RP1L1 transkriptinde ekzon ve intronlar (ok ile gosterilen saptanan degisimin
bulundugu ekzonu gostermektedir.)

48.80 kb

RPIL1 proteini, fotoreseptor aksoneminin bir bileseni olan, mikrotiibiillerden ve
proteinlerden olusan fotoreseptor siliyum igindeki cekirdek yapiyr kodlar. RP1LI
proteini, iki doublecortin (mikrotiibiil baglama) alani, bir RP1 alan1 ve 16 amino asit
tekrart igeren iki tekrarli bolge icerir. Bir tekrar bolgesinin uzunlugu degiskendir (1-6);
dolayistyla RP1L1 proteini minimum 2400 amino asit, maksimum ise 2480 amino asit
uzunluguna sahiptir. Ozgiin tekrar sayisinin fotoreseptdr hastaligina artan duyarlilikla
iligkili olup olmadig: bilinmemektedir. Adindan da anlasilacagr gibi RP1L1, gen yapisi,
boyutu, alanlar1 ve lokalizasyonu agisindan retinitis pigmentosa 1 (RP1) genine oldukga
benzerdir (Sekil 5-6) (77).

2400

1
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I:' doublecortin . RP1 domain I:' repeats

Sekil 5-6: RP1L1 ve RP1 genlerinin sematik goriintiisii (74)

Genin ekspresyonu yalnizca retinal fotoreseptorlerde tespit edilmistir. Bu

protein, retinaya 6zgii bir proteindir (77). Farelerde hem RP1 hem de RP1L1 heterozigot
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fonksiyon kaybi mutasyonlarinin kalitimi, fotoreseptdr dejenerasyon fenotipi ile
iligklendirilmistir (78). RP1L1 ile iliskili hastaliklar arasinda Occult Macular Distrofi
(OMD) ve Retinitis Pigmentosa (RP) bulunmaktadir. OMD'li hastalarin yaklasik
%50'sinin bir genetik nedeninin oldugu diisiiniilmektedir ve bunlarin ¢ogu RP1L1'de
patojenik varyantlardir. OMD'ye neden olan en yaygm bildirilen varyant
p.Arg45Trp.'tir. RP1L1 proteininin ilk doublecortin (mikrotiibiil baglanma) alaninda
bulunur. OMD ile iliskili varyantlara egilimli ikinci bolge ise 1172. ve 1258. amino
asitler arasindadir. Bu bolgede, ayni rezidiiniin farkli amino asit degisikliklerine yol
acan bir¢cok varyant bildirilmistir (Sekil 5-7). Bu bolgedeki varyantlarin RP1L1
proteinin yanlig katlanmasina yol agabilecegi diisiiniilmektedir. Farkli bdlgelerde
RP1L1 mutasyonlart olan hastalar arasinda fenotipik farklilik kaydedilmemistir (79).
OMD OD kalitim ile gecis gostermektedir. OD kalitimla gegen hastaliklarin ortaya
¢ikisinda penetrans eksikligi onemli bir etkendir. Bu hastalik icin de penetrasyonu

%82.7 olarak hesaplanmistir (80).

Table 1 — Disease-causing variants associated with occult macular dystrophy reported in the literature

Base Protein Mutation Allelic state Literature source Allele frequency
change consequence type (first report)
133C>T R45W Missense Heterozygous, single reported Akahori et al (2010)° 2.03e-05
homozygous case (Zodor et al 2018)
217C>T P73S Missense Heterozygous Saffra et al (2017)*’ 1.65e-03
329C>T P110L Missense Heterozygous Davidson et al (2013)" 1.05e-04
661G>A G221R Missense Heterozygous Fujinami et al (2016)* 2.41e-05
2026A>T S676C Missense Heterozygous Ahn et al (2013)* 1.2e-05
2849G>A RS50H Missense Heterozygous Davidson et al (2013)** 2.72e-04
2873G>A R958H Missense Heterozygous Davidson et al (2013)"* 2.43e-05
3107T>C W960R Missense Heterozygous Akahori et al (2010)° 1.21e-05
3514C>A L11721 Missense Heterozygous Fujinami et al (2016)* 2.7%e-03
3581C>T T1194M Missense Heterozygous; in cis with T1196! Fujinami et al (2016)' 5.61e-05
3587C>T T1196! Missense Heterozygous; in cis with T11%4M Fujinami et al (2016)'* 4.01e-06
3593C>T S1198F Missense Heterozygous Fujinami et al (2019)** N/A
3595T=>C S1199P Missense Heterozygous Takahashi et al (2014 N/A
3596C>G $1185C Missense Heterozygous Kabuto et al (2012)™ N/A
3599G>A G1200D Missense Heterozygous Fujinami et al (2016)** N/A
3599G>C G1200A Missense Heterozygous Davidson et al (2013)** N/A
3599G>T G1200V Missense Heterozygous Fujinami et al (2016)* N/A
3602T>G V1201G Missense Heterozygous Fujinami et al (2016)* N/A
3628T>C S1210p Missense Homozygous Kikuchi et al (2015)" N/A
3773T>C F1258S Missense Heterozygous Davidson et al (2013)"* 3.01e-04
4273G>C N1425H Missense Heterozygous Ahn et al (2013)* 374004
4650T>G N1550K Missense Heterozygous Fujinami et al (2016)"" 8.16e-06
6063delC D2021Efs"3 Frameshift Heterozygous Fujinami et al (2016)** 1.242-04
6932A>C Q2311P Missense Heterozygous Ahn et al (2013)° 2.0e-05

Sekil 5-7: Literatiirde bugiine kadar bildirilen OMD iliskili varyantlar (79).

RP1L1 varyantlar1t OR RP ile de iliskilendirilmistir. Japon popiilasyonunda, OR
RP'nin %8 kadarmnin RP1L1'deki varyantlardan kaynaklandigi diistiniilmektedir (81).
RP1L1'in baz1 popiilasyonlarda OR RP'ye neden olabilecegi bildirilse de, RP ig¢in
yapilan klinik genetik testlerde kullanilan ticari bir¢ok panel RP1L1'1 igermez, bu da
literatiirde RP ile iligkili RP1L1 varyantlarin kagirilmasina neden olabilir (79). RP1L1



96

ile iligkili fotoreseptor dejenerasyonunun, siddetini ve baslangicini etkileyen faktorler
hala tam olarak anlagilmamistir; diger genetik faktorlerde muhtemelen hastaligin ortaya

cikisindaki degisiklikleri agiklar (Sekil 5-8) (79).

Base change Protein Mutation Allelic state Literature source Allele
consequence type (Airst reportof variant)  frequency

235C>T R79C Missense Homozygous Oishi et al (2014)** 1.32e-04

326_327insT K111Qfs"27 Frameshift Heterozygous; in cis with Liu et al (2017)" 4.08e-05

Q2373", putative digenic
inheritance with C2orf71

455G=-A R152Q Missense Compound heterozygous with Zobor et al (2018)** 3.57e-04
€.5959C>T, p.Q1987*
601delG K203Rfs"28 Frameshift Homozygous Davidson et al (2013)  2.41e-05
1107G>A W3e9* Nonsense Homozygous Zobor et al (2018)** 3.22¢-05
1637G>C S546T Missense Homozygous Davidson et al (2013)”  4.7e-05
1972C>T R658" Nonsense Homozygous Oishi et al (2014)*° 2.41e-05
3022C>T Q1008" Nonsense Homozygous Zobor et al (2018)** N/A
3955_3956insGGAC  A1319fs Frameshift Homozygous Albarry et al (2019)° N/A
TAAAGTAATAGA
AGGGCTCGCAAGAA
GAGAGGGT
GCAGTTAGAGG
5959C>T Q1987* Nonsense Compound heterozygous with Zobor et al (2018)™ 1.55e-03
€.455G>A; p.R152Q
7117C>T Q2373" Nonsense Heterozygous; in cis with Liu et al (2017)™ 4.01e-06

Lys111GInfs"27, putative digenic
inheritance with C2orf71

Sekil 5-8: Literatiirde bildirilen RP1L1 ile iliskili RP varyantlari (79).

Saptadigimiz varyantla ilgili yaptigimiz literatiir arastirmasinda 2018 yilinda 42
OMD ve 4 RP tanili hastalarin olusturdugu bir kohortta yapilan ¢alismada RP1L1
geninde birgok varyant saptanmistir. Bu kohorttaki bir olguda (25 yasindayken gece
korliigiinii fark eden ve yillar icinde gérme yetisinde gerileme, merkezi gormede hafif
azalmasi olan 45 yasindaki RP tanili kadin hasta) RP1L1 geninde birlesik heterozigot
olarak c.455G>A (p.Argl52GIn) ve ¢.5959C>T (p.GIn1987Ter) varyant1 saptandi.
Saptanan bu missense degisimin (c.455G> A), RP1L1'in doublecortin alaninda bulunan
ve evrimsel olarak korunmus bir amino asiti etkiledigi ve hastaliga bu sekilde neden
oldugunu diisiinmiislerdir (80). Retina distrofilerinin en 6nemli 6zelliklerinden biri
genetik heterojeniteye sahip olmalaridir. Bazi allelik mutasyonlar farkli klinik
fenotiplere yol acarken, Ote yandan klinik olarak ayirt edilemeyen bazi retina
dejenerasyon formlari, cesitli genlerdeki mutasyonlarla ve farkli genotipler ile
iligskilendirilebilmektedir (80).

RP1L1 genindeki dominant mutasyonlar OMD (MIM#613587) ve bi-allelik
patojenik varyantlar1 RP (MIM#618826) ile iligskilendirilmektedir. Bu c¢alisma
sonucunda gosterilen ¢.455G>A (p. Argl152Gln) degisimi, daha once literatiirde retinitis

pigmentozasi olan bir olguda ayn1 gende ‘dur’ kodonu mutasyonu ile birlikte saptanmis
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ancak ebeveyn analizleri yapilamadiglr i¢in degisimin cis ya da trans konumu

belirlenememistir (80).

Ailedeki RP1L1 gen varyanti igin homozigot olan etkilenmis kardesin ve
tagtyicilarin iligkili klinik bulgular agisindan degerlendirilmesi ve genetik danigma

almalar1 6nerilmistir.

5.3.Olgu 3

Calismadaki benzer etkilenmis eks kardes Oykiisii bulunan 3. olgunun Klinik
bulgulart; fallot tetralojisi, hidrosefali, yarik damak/bifid uvula, pelvik sag bdobrek,
katarakt, hepatomegali, dismorfizm (kaba yiiz, diisiik geriye yerlesimli kulaklar, alinda
killanma artis1, medialde daginik kaslar, basik burun kokii, kisa burun, bulb6z burun
ucu, kisa kolumella, uzun filtrum, balik agz1 gbriinlimii, dar yiiksek damak, sekonder

alveolar kemer, iist gingivada birkag adet abse ve bifid uvula) idi.

TED analizi sonunda, NUP188 (9934.11, nucleoporin 188kDa, NM_015354.2,
NP_056169) geninde ekzon 3’te ¢.124C>T (p.Arg42Ter) varyanti indekste homozigot,
saglikli kardeste ise heterozigot olarak saptandi. Aile bireylerinde NUP188’deki
c.124C>T igin yapilan Sanger dizileme ile dogrulama ve segregasyon analizinde,
annenin, babanin ve saglikli kardesin heterozigot, indeksin homozigot formda oldugu

belirlendi ve OR kalitimla uyumlu olarak degerlendirildi.

NUP188 (MIM#615587) (NM_015354.2, NP_056169) geni 9q34.11 bolgesinde
yerlesik, diiz zincirden transkribe olan, 44 ekzonlu bir gendir. 5,689 b¢. uzunlugundadir

ve 1,749 aa’lik bir polipeptidi kodlar (Sekil 5-9) (82).

55.40 kb Forvard strand

NUP188-201 »
protein coding

p.Argd2Ter

Sekil 5-9: NUP188 transkriptinde ekzon ve intronlar (ok ile gosterilen saptanan degisimin
bulundugu ekzonu gostermektedir.)

Niiklear por kompleksinin (NPC) biiyiikk bir parcasi olan niikleoporin 188’i
kodlamaktadir. NPC'ler, niikleoporinler (nup) olarak adlandirilan c¢ekirdek ve
sitoplazma arasindaki tiim giris ¢ikislar1 kontrol eden ve evrimsel olarak korunmus

proteinlerden meydana gelen kanallardir. NPC, niiklear zarf boyunca sekizgen bir kanal
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olusturur ve niikleositoplazmik taginmada islev goriir, niikleer gerceveyi korur ve gen
ifadesinin dilizenlenmesini saglar (83). Hiicre ¢ekirdegi, molekiillerin sitoplazmadan
cekirdege veya tam tersi akisi kontrol eden iki katmanli bir zar ile ¢evrilidir. Sitoplazma
ve ¢ekirdek arasindaki molekiiler trafik esasen membrana gomiilii olarak bulunan ve
¢ok proteinli yapilardan olusan niiklear por kompleksleri tarafindan kontrol
edilmektedir. Her NPC, molekiillerin ¢ekirdege girip ¢ikmasina izin veren merkezi por
yapisini olusturmak iizere bir araya gelen yaklasik 30 farkli proteinden olusur. NPC
merkezinin, ¢ok sayida fenilalanin-glisin (FG) tekrar1 i¢eren protein filamentleri icerdigi
disiiniilmektedir. Sitoplazma ve ¢ekirdek arasinda cesitli molekiiller tasiyan, niikleer
transport reseptorleri adi verilen 6zellesmis molekiiller, FG tekrarlarina baglanir ve
reseptorler ile FG tekrarlar1 arasindaki bu etkilesim, molekiillerin sitoplazma ve
cekirdek arasindaki secici taginmasinda dnemli rol oynar (84). Kirk kDa'dan daha kiigiik
metabolitler, iyonlar ve molekiiller niikleer zarftan serbestge gecebilirken, daha biiyiik
makromolekiiller (6rn. proteinler, mRNA, tRNA, ribozom alt birimleri ve viriisler) bu
sekilde tasinamazlar, NPC ile aktif olarak tasinmalar1 gerekmektedir (85). Cekirdek
basina bulunan NPC sayisi, ¢evre kosullarina ve hiicresel aktiviteye gore degismektedir.
Niiklear por fonksiyonunun tam kaybinin hiicre yasayabilirligi ile uyumsuz oldugu
varsayilsa da, kismi kaybina neden olan niikleoporindeki patojenik varyantlar, nefrotik
sendromlar, fetal akinezi deformasyon sekansi ve ilerleyici norolojik hastaliklar olmak

tizere bir¢ok kalitsal hastalikta rol oynadig1 gosterilmistir (86).

NUP188, NPC'nin ikinci biiyiik yapisal birimi olan NUP93 subcomplex'in bir
bilesenidir. Bu kompleksin zar proteinlerinin dis niikleer membrandan i¢ niikleer
membrana gecisini kontrol ettigi bilinmektedir ve bu nedenle niikleer membranlarin
biitiinliigli icin ¢ok onemlidir (87). NUP188 ve NUP93, endoplazmik retikulum ile
bitisik olan dis niikleer membran ve i¢ niikleer membran gibi niikleer zarfin alt
boliimlerinin  organizasyonunu kontrol eder. NUP188 ve NUP93, membran
proteinlerinin dis niikleer membrandan i¢ niikleer membrana ge¢mesini dnleyen bir
bariyer olusturur. NUP188'in yoklugunda, NPC'ler araciligiyla integral membran
proteinlerinin hizlica yer degistirmesinden dolay1 ¢ekirdegin boyutu artar (88). NUP188
ve NUP93 kompleksinin knockdown edilmesi sonucunda, NPC fonksiyonu biiyiik
Olciide bozulmadan kalsa da, embriyonik gelisim sirasinda silia kaybina yol actig

gosterilmistir (89).
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NUP188, niikleer tasimadaki rolii disinda ¢ok g¢esitli hiicresel islevlerle de
iligkilendirilmistir; bu tiir fonksiyonlar arasinda siliyogenez, kromatin organizasyonu,
transkripsiyonel diizenleme ve kromozom ayrigsmasi yer alir (86). Mayada NUP188'in
bozulmasinin, NPC araciligiyla yapilan mRNA ve protein trafigini engelledigi

gosterilmigtir.

Konjenital kalp hastalig1 olan heterotaksili 262 bireyin olusturdugu bir kohortta
yapilan ¢alismada NUP188 ve 5 komsu geni etkileyen bir duplikasyon bulgusu bu

gendeki ¢alismalarin baglamasina neden olmustur (90).

Yates ve ark., diyafragma hernisi olan bir fetiiste NUP188 geninde heterozigot
bir missens varyant (p.Arg202His) saptamiglardir. Haskell ve ark., mitral kapak
prolapsusu olan erigkin bir hastada NUP188 geninde baska bir heterozigot varyant
(c.4737+1G>T) bildirmistir (91). Bir baska calismada Strauss ve ark. motor gecikme, 1.
servikal vertebra (C1) displazisi, isitme kaybi, trakeo malazi ve kriptorsidizmi bulunan
3 yasindaki bir ¢cocukta NUP188 geni ile iliskili, biri yanlis anlamli (c.313C>T;
p-Argl05Trp), digeri ise intronik (c.3429+5G>A) olan 2 varyant bildirmislerdir. Tiim
bu caligmalar, NUP188 gen varyanti ve ilgili fenotip-genotip arasinda agik bir iligki

gosterememistir (92).

2019 yilinda Sandestig ve arkadaslarinin ¢aligmasinda, benzer fenotip gosteren
birbiriyle baglantist bulunmayan pre- ve postnatal mikrosefali, trigonosefali, konjenital
bilateral katarakt, yarik dudak ve damak/yiiksek damak, kamptodaktili, rocker-bottom
ayaklar, kalp anomalileri, beyin anomalileri, ince korpus kallozum ve gecikmis
miyelinizasyon gibi pek ¢ok benzer bulgular1 olan iki yenidogan disi hastada yaptiklar
TED analizi sonucunda NUP188 geninde 2 farkli homozigot anlamsiz varyant
saptamiglardir. Aralarinda 1. derece kuzen evliligi bulunan Suriyeli anne ve babanin 5.
¢ocugu olan olguda yapilan analiz sonucunda NUP188 geninde (NM_015354.2)
c.287dupA; p. (Tyr96Ter) varyantini homozigot olarak saptamiglar, bu varyant
acisindan anne ve babanin heterozigot tasiyicit olduklari gostermislerdir. Aralarinda
akraba evliligi olmayan Hint kokenli bir ailenin 2. ¢ocugu olarak diinyaya gelen 2.
olgunun NUPI88 geninde (NM 015354.2) ¢.337C>T (p.GInl13Ter) varyantini
homozigot, anne babanin ise heterozigot olarak tasidiklar1 gosterilmistir. Saptanan her
iki varyant da erken dur kodonu olusumuna neden olmaktadir. Olgular sirasiyla 67 ve

140 gilinlikken merkezi solunum yetmezligi nedeniyle kaybedilmistir. Tim bu
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bilgilerden yola ¢ikarak her iki olguda da gozlenen NUP188 genindeki homozigot
anlamsiz varyantlarin neden oldugu klinik durumu, ‘Nukleoporin 188 yetmezlik

sendromu’ olarak tanimlamislardir (89).

2020 yilinda yapilan bir baska calismada benzer klinik Ozellikler tasiyan
(konjenital kalp hastaligi, mikrosefali, konjenital katarakt, hipotoni ve beyin
anomalileri) altt hastada yapilan ¢alismada NUP188 de bi-allelik varyantlar
saptamislardir. Alt1 olgudan besi, yasamimnin ilk 7 ay1 igerisinde, biri de 2 yasinda
solunum yetmezligi nedeniyle kaybedilmistir. Calismaya alinan Askenazi Yahudi
kokenli iki farkli aileden ¢ olguda NUP188 geninde ¢.904 907delATTT
(p.1le302Valfs*7) ve ¢.3144C> G (p.Tyr1048Ter) varyantlari bilesik heterozigot formda
saptanmustir. Ucglincii aileden iki kardeste cerceve kaymasma ve erken dur kodon
olusumuna neden olacagi tahmin edilen homozigot bir varyant saptanmistir
(c.5032dupC, p.(Argl678Profs*13)). Altinct olguda bilesik heterozigot formda iki
anlamsiz varyant (c.1890G> A (p.Trp630Ter) ve ¢c.4078C>T (p.GIn1360Ter)
saptanmistir.  Ek olarak bu ¢alismada NUP188 geninde p.lle302Valfs*7 ve
p.Tyr1048Ter varyantlarin1 tasiyan bireylerin fibroblastlarindan immiinoblot ve
immiinofloresan analizi sonucunda bu varyantlarin ya tam NUP188 kaybiyla ya da

islevsel olmayan bir giidiik protein {iriinle sonuglandig1 gosterilmistir (86).

NUP188 genindeki bi-allelik patojenik varyantlar, pre- ve post-natal mikrosefali,
trigonosefali, konjenital katarakt, mikroftalmi, kamptodaktili, periventrikiiler ak madde
kaybi, ince korpus kallozum, gecikmis miyelinizasyon gibi bulgularla karakterize
Sandestig-Stefanova Sendromu (MIM # 618804) ile iligkilendirilmektedir (89). Bu
calisma sonucunda saptanan NUP188 varyant1 daha 6nce tanimlanmamis olup, ACMG
kriterlerine gére ‘patojenik’ olarak smiflandirilmaktadir. Indeksteki klinik bulgularin
Sandestig-Stefanova sendromu’nun klinik 6zellikleri agisindan degerlendirilmesi ve

aileye genetik danisma verilmesi 6nerildi.

Mendelyen kalitim gosteren bir hastalikda etiyolojinin belirlenmesi (nedensel
mutasyonun tanimlanmasi), hasta ve ailesinde genetik tan1 oldugu kadar tasiyiciliklarin
belirlenmesini de miimkiin kilar. Bu, hasta yonetimi ve aile danigmanlig1 i¢in biiyiik
Onem tagir ve terapotik miidahaleler igin bir baslangi¢ da olusturur (93). Dahasi, Mendel
kalittm modeli ile uyumlu hastalik genlerinin tanimlanmasi, genel olarak saglik ve

hastaligin altinda yatan etiyopatogenezi ve biyolojik yolaklari anlamamiza da katkida
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bulunur (94). Rutin uygulamada, bilinen bir genetik hastalik tanisi1 konulamiyorsa
metabolitlerin analizi, karyotipleme ve/veya mikroarray gibi testlere veya belirli
fenotipik veya radyografik ozellikler veya biyopsi bulgularindan yola ¢ikilarak gen
panel testleri dahil yapilmasina karsin genetik hastaliklarin  birgoguna tani
koyulamamaktadir. Hastaliklarin klinik ve genetik heterojenitesi, iliskili genetik
degisikliklerin genin kodlanmayan bdlgelerinde bulunma olasiligi molekiiler taniy1
zorlastiran faktorlerdir. Bu durum, klinik tanis1 olmayan hastaliklar i¢in uzun bir tani
yolculugu anlamina gelmektedir. Mendelyen hastaliga neden olan genetik faktorlerin
tanimlanmasini amaglayan arastirmalar, DNA'nin ¢ok daha yiiksek bir verimle ve daha
once miimkiin olandan c¢ok daha diisikk maliyetlerle dizilenmesini saglayan YND
teknolojilerin gelistirilmesiyle hizlanmistir. Son yillarda bu tiir hastaliklarin tanisinda
yaygin olarak kullanilan YND teknolojileri, Mendel kalittimina uyan hastaliklarin
molekiiler etiyolojisini belirleme agisindan ¢ok onemli katkilar sunmustur. Bu testler
geleneksel test metodolojilerine gore daha gelismis tani olanaklar1 saglamaktadir (95).
Bu tiir teknolojilerin erken kullanilabilirligi, 6nlenebilir ve invaziv girisimleri azaltabilir
ve tanisal zorluklar1 biiylik Ol¢iide ortadan kaldirabilir. Bu teknolojilerin Mendel
hastaliklarinda direkt uygulanmasi ile zaman ve maliyet kaybmin azalacag
bildirilmektedir. Bununla birlikte, TGD veya TED 'nin en uygun maliyetli genomik
teshis teknolojisi olup olmadigi heniiz kesinlik kazanmamistir. Ancak, TEG’nin dizi
varyantlarinin yani sira kopya sayist degisimlerini de tanimaya ydnelik programlari
gelistirilmektedir. Bu durum, YND teknolojilerinin uzun dizi analizlerini pratik
uygulamalara sokmaya baslamasiyla, hem yapisal hem de dizisel degisimlerin tek bir
platformda ¢oziilebilir olacaktir. YND’de en biiylik zorluk biiyiik verinin analizinde
yasanmaktadir. Bu zorluklar siirekli gelistirilen rehberler ve in silico araglarla asilmaya
calisilmaktair. Klinik iligkili yeni varyantlarin saptanmasi bu amagla kullanilan veri

tabanlariin gelistirilmesine katki saglamaktadir.

Akraba evliligi dogan olgularin klinik bulgularinin degerlendirilmesi son derece
onemlidir. Bu durum fenotip-genotip korelasyonun kurulmasini zorlastirabilmektedir.
Ciinkii, baz1 ailelerde hastaligin klinik bulgular1 bir degil iki veya daha fazla genin
mutasyonlart ile ortaya ¢ikmis olabilir ve bu olasilik akraba evliligi olgularinda g6z

onunde bulundurulmalidir.
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Sonug olarak, tez ¢alismasina dahil edilen her ii¢ ailede de tahmin araglarinin
patojenik olarak smiflandirdigi en az bir degisim saptanmistir. Bu degisimlerden ikisi
klinik bulgularla uyumlu iken birisi tam olarak klinigi agiklamaya yeterli

bulunmamustir.

Calismaya dahil edilen olgularin tiimiinde bir degisim saptanmis olsa da, 6rnek
sayisinin azlig1 ve se¢im kriterleri nedeniyle TED tekniginin her olguda benzer tani
katkis1 saglayacagini iddia etmek fazla iyimser olacaktir. Bu calismaya dahil edilen
olgularin akilci se¢imi kesin taniya biiylik katki saglamis ve ‘yontemden taniya’ giden
yolda yaklagimsal asamalari sunmustur. Daha genis biitceli g¢alismalar, bu tip
yaklagimlarin daha yiiksek sayidaki hasta ailelerine uygulanmasina ve taniya

ulasmalarina firsat verecektir.

TED c¢alismalarinda saptanan novel varyantlarin fonksiyon analizleri ile
incelenmesi hastalik yolaklarinin daha iyi anlagilmasimi ve tedavi stratejilerinin
gelistirilmesine yardimci olacaktir. Bu tez ¢alismasinda klinik taniyla uyumlu bulunan
patojenik varyasyonlar aileye verilecek genetik danigsmaya ve ailedeki diger riskli
bireylerin belirlenmesine katki saglayacak gebeliklerinde prenatal ve preimplantasyon

tani olanag1 sunacaktir.
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