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1. OZET

AKRABA EVLILIGi BULUNAN KONJENITAL HIiPOTIROIDi
HASTALARINDA YENI VARYASYONLARIN KESFi

Konjenital hipotoidi (KH) bir tiroid hormon yetersizligidir. Diinyada en sik goriilen
neonatal endokrin hastaligidir ve tedavi edilmediginde mental retardasyon ve
gelisimsel bozukluklara sebep olabilmektedir. Yeni dogan grubunda tiroid aktivitesi
bozuklugu gozlenmesi gli¢ oldugundan KH taramasi olduk¢a onemlidir. Hastalik
otozomal resesif kalitim gdstermesinden dolayr 6zellikle akraba evliligi bulunan
ailelerde goriilme sikligi daha yiiksektir. Bu c¢alismada ailesinde akraba evliligi
bulunan 35’1 kadin 28’1 erkek 63 konjenital hipotiroidi hastasi ile ¢alisilmistir. Yeni
nesil dizileme teknolojisi ve custom tasarlanmis gen paneli kullanilarak hasta
DNA’larinda; PAX8, NKX2-1, NKX2-5, FOXEL, TSHR, SLC5A5, SLC26A4, TG, TPO,
DUOX2, DOUXA2, IYD, SLC26A7, DUOX1, GLIS3, TSHB ve THRA genleri
taranmigtir. Calismamiz sonucunda TPO geninde 5, SLC5A5 geninde 1, DUOX2
geninde 1, SLC26A7 geninde 2 ve TSHR geninde 1 mutasyon tespit edilmistir. Bu
mutasyonlardan ikisi; SLC5A5 genindeki 516. aminoasitin durdurucu kodona
dontigtimic ve SLC26A7 genindeki G94R aminoasit degisimi, daha Once
veribankalarinda  bildirilmemis, bu tez c¢alismasinda yeni tanimladigimiz
mutasyonlardir. Bu mutasyonlarin in silico tahmin gerecleriyle yapilan fonksiyonel
analizleri ve hastalarin fenotipleri birlikte incelendiginde bu iki varyant tarafimizca
novel patojenik varyantlar olarak degerlendirilmislerdir. Yeni nesil dizileme sonuglari
Sanger dizileme yontemi ile dogrulanmistir ve aile segregasyonlari fenotiplerle uyum
gostermistir. Elde edilen bu bilgiler veri bankalarina katki saglayacak ve hastaligin

tanis1 i¢in yeni belirte¢ gorevi gorecekleri diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Konjenital hipotiroidi, SLC5A5, SLC26A7, Yeni Nesil Dizileme

*Bu arastirma TUBITAK 1001 Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Projelerini

Destekleme Program tarafindan 2145637 nolu proje kapsaminda desteklenmistir.



2. ABSTRACT

THE DISCOVERY OF NEW VARIATIONS IN CONGENITAL
HYPOTHYROID PATIENTS WITH CONSANGUINEOUS MARRIAGES

Congenital Hypothyroidism (CH) is a thyroid hormone deficiency. It is the most
common neonatal endocrin disease and may lead to mental retardation and
developmental disorders if not treated. Since the dysfunction of thyroid activity is
difficult to detect in newborns, CH screening is very important. Since the disease
shows autosomal recessive inheritance, it is more common in families with
consanguineous marriges. In this study, we performed a new variation screening in 35
female, 28 male and a total of 63 CH patient with consanguinity marriages. Next-
generation sequencing technology and custom-designed gene panel were used to
screen the genes; PAX8, NKX2-1, NKX2-5, FOXEL, TSHR, SLC5A5, SLC26A4, TG,
TPO, DUOX2, DOUXA2, IYD, SLC26A7, DUOX1, GLIS3, TSHB and THRA in the
patients” DNA samples. As a result of our study, 5 mutations in the TPO gene, 1 in the
SLC5A5 gene, 1 in the DUOX2 gene, 2 in the SLC26A7 gene and 1 mutation in the
TSHR gene were identified. Two of these mutations; a G94R amino acid change in the
SLC26A7 gene and amino acid change into a stop codon at the 516. Position in the
SLC5AS5 gene is the mutations that have not been previously reported in the databases.
The functional analyzes of these mutations with in silico estimation tools and the
phenotypes of the patients were evaluated together and resulted as novel pathogenic
variants by this thesis study. New generation sequencing results were confirmed by
Sanger sequencing and family segregations were consistent with phenotypes. This
information will contribute to the databases and serve as a new marker for the

diagnosis of the disease in the future.

Key words: Congenital hypothyroidism, Next-generation sequencing, SLC5Ab5,
SLC26A7

*This study was supported TUBITAK under 1001 Scientific and Technological
Research Projects Funding Program by project no: 214563



3. GIRIS VE AMAC

Kojenital Hipotiroidi (KH) en sik goriilen neonatal endokrin hastaligidir. Erken
dénemde tanisi yapilip tedavisi uygulanmadiginda mental retardasyon ve biiyiime
geriligine sebep olabilmektedir. Diinya {izerinde her 3000-4000 dogumda bir
goriilmekle birlikte ge¢ tan1 ve tedavi sebebiyle iilkemizde g¢ocuk caginda zeka

geriliginin goriilen pek ¢ok ¢ocugun bulunmasinin ana nedenlerinden biridir [1].

KH otozomal resesif olarak kalitildigindan akraba evliligi bulunan ailelerde
hastaligin goriilme siklig1 ¢cok daha yiiksektir. Tiirkiye’de akraba evliligi goriilme
siklig1 oldukea yiiksek oldugundan baglanti analizlerinin yapilabilmesi i¢in 6nemli bir

avantaj saglanmaktadir.

KH genetik olarak multigeniktir. Bu sebeple hastalikla iliskilendirilmis bir ¢ok
farkli gen ailesi bulunmaktadir. Bu genler tiroid hormon senteziyle iliskilendirilenler
ve tiroid bezi gelisimiyle iligkilendirilenler olarak incelenmektedir [2]. Bizim
calismamizda inceledigimiz genler; PAX8, NKX2-1, NKX2-5, FOXE1, TSHR,
SLC5A5, SLC26A4, TG, TPO, DUOX2, DOUXA2, IYD, SLC26A7, DUOX1, GLIS3,
TSHB ve THRA’dir. Bu genler hem tiroid hormon disgeneziyle hem de tiroid
dishormonogeneziyle iligkilendirilen genlerdir. OMIM veritabani kullanilarak; tiroid,
hipotiroidi, konjenital hipotiroidi, dishormonogenez, disgenez vb. anahtar kelimelerin

taranmus, elde edilen genlerden olusan bir yeni nesil dizileme paneli olusturulmustur

3].

KH ile ilgili genetik c¢alismalar1 hala yapilmaya devam etmekte ancak
hastaligin etiyolojisi ve patogenezini tam anlamiyla agiklia kavusturmaya
yetmemektedir. Bizim calismamiz da hem bu alanda literatiir katkis1 saglamay1
hedeflemis hem de hastaligin tan1 ve tedavisinde kisiye ve dzellikle ailesel temelli
taginan tiirlerinde hastanin ailesine ve gelecek jenerasyonlarina tani belirtecleri
olusturma amaglanmistir. Yeni genlerin ve varyasyonlarin kesfi, tiroid fizyolojisi
acisindan yeni bilgeler ortaya ¢ikaracak ve hastaliga sebep olan mekanizmalarin daha

1yl anlagilmasini saglayacaktir.



Bu ¢aligmada tamamu ailevi vakalardan olusan 35’1 kadin 28’1 erkek toplamda
63 primer KH hastasi, Tiirkiye’deki ¢esitli endokrinoloji ve pediatrik endokrinoloji
doktorlar1 tarafindan tanilar1 konularak tarafimiza yonlendirilmistir. Hastalardan,
ebeveynlerinden ve varsa kardeslerinden doktorlar tarafindan periferik kan 6rnegi
alinmis ve DNA izolasyonu yapilmistir. Onceden sectigimiz genler ile tasarladigimiz
panel ile yeni nesil dizileme teknolojisi kullanilarak hasta DNA’larinda ilgili genler
acisindan dizileme yapilmistir. Dizileme sonunda elde edilen veriler referans genom
bilgisi ile kiyaslanarak hasta DNA’larinda bulunan degisimler belirlenmistir.
Belirlenen bu noktasal degisimler patojenik etkilerine gére degerledirildikten sonra
hastalik yapici etkiye sahip oldugu diistiniilenler i¢in altin standart olarak kabul edilen
Sanger dizileme yontemi ile varliklar1 kontrol edilmis ve dogrulanmistir. Ardindan
hastalarin anne-babalarinda ve varsa kardeslerinde ilgili varyant yoniinden Sanger
dizileme yontemi ile nokta mutasyon analizi yapilarak aile segregasyonlari
incelenmistir. Aday novel varyantlar in silico tahmin gereglerince degerlendirilip
proteine fonksiyonel ve yapisal etkisi arastirilmis ve 6nemli dlclide patojenik sonug

veren varyantlar tarafimizca novel varyant olarak degerlendirilmistir.

Ulkemizin 6zellikle belirli bolgelerinde akraba evliliginin oldukga yiiksek
oranda goriilmesi sebebiyle ailevi konjenital hipotiroidi vakalarinin genetik ¢alismalar
agisindan Onemli bir avantaja sahip oldugu g6z oOniinde bulundurulmustur. Bu

calismada da sadece akraba evliligi bulunan aileler ile ¢aligilmistir.

Bu ¢alismamizin amaci konjenital hipotiroidi’ye neden olabilecek degisimlerin
kesfedilmesidir. Bu sayede hastaligin tanimlanmasi, tiroid fizyolojisinin daha iyi
anlasilmasi, bu alanda yeni bilgiler ortaya konulmasi hedeflenmistir. Elde edilecek
yeni bilgilerin, hastaligin tanisi i¢in 6nemli belirtegler olusturacagi distiniilmiistiir.
Veri bankalarina saglayacagi bilgi sayesinde de ileriki donemlerde bu bankalar1 tani

amagcl kullananlara 6nemli bir bilgi saglamas1 6ngoriilmektedir.
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4. GENEL BIiLGILER

4.1. Konijenital hipotiroidi
Konjenital hipotiroidi (KH) tiroid hormon yetmezligi olarak tanimlanmaktadir. En sik
goriilen neonatal endokrin hastaligidir ve tedavi edilmezse mental retardasyon ile
sonuglanabilir. Ozellikle beyin gelisimindeki kritik rolii sebebiyle, mental retardasyon
sebeplerinden en 6nlenebilir olani olarak goriiliir [4]. KH’nin diinya tlizerinde 3000-
4000 dogumda bir goriildigi belirtilmistir [5]. Guthrie ve Susi’nin Onciiliigiinde
fenilketoniiri tanis1 i¢in yapilan yeni dogan topuk kani taramasi yonteminin
gelistrilmesi ile bebeklere dogumdan sonraki ilk haftalarda tiroid uyarict hormon
(TSH) miktar tayini yapilarak KH tanis1 konmaya baslanmis olup [6] iilkemizde de
2006 yilindan bu yana KH taramasi zorunlu hale getirilmistir [7]. Birgok iilkede
yapilan bu tarama c¢aligmalar1 neticesinde, hastaligin cografik lokasyonlara gore
cesitlilik gosterdigi gozlemlenmistir [6]. Ayrica birgok iilkede yapilan yeni dogan
taramalar1 neticesinde, hastaligin goriilme sikliginda 2 katina varan bir artis
gozlemlendigi bildirilmistir. Bu artigin sebebinin ise tarama programlarinda uygulanan

degisiklikler ve artmis duyarlilik parametreleri olabilecegi diistiniilmiistiir [8].

4.2. Konjenital hipotiroidi tamis1 ve semptomlar:
Hipotiroidi azalmis tiroid aktivitesi olarak tanimlanmaktadir. Yetiskinlerde genellikle
yavas metabolizma hizi ve tiroid fizyolojisinden bozuklukla gozlemenebilecegi gibi
bebek ve ¢ocuklarda gelisimsel gerilik ve bozukluklar sebebiyle kendini

gostermektedir.

Yetiskinlerde periferik kanda, yenidogan grubunda ise topuk kani taramasinda
serum TSH diizeyinin ve serbest T4 diizeyinin incelenmesi ile tan1 konmaktadir. Bu
hastalarin TSH diizeyleri yiiksek, serbest T4 degerleri ise diisiiktiir. Topuk kani
taramas1 olmadan neonatal donemde KH tanis1 konmasi oldukea giictiir. Ozellikle
plasenta yoluyla tiroid hormonunun gegisi, bebegin klinik tablosunda KH’nin
dislanmasina sebep olabilmektedir. Yeni doganlarin birgogunda neonatal donemde

tiroid aktivitesi de gozlemlenebilmekte olup belirgin bir atireozis gostermedigi siirece



yeni doganda tiroid aktivite bozuklugu gozlemlenmesi oldukga giigtiir. Bu sebeple

yeni doganda KH taramasi olduk¢a 6nemlidir [9].

KH tanis1 koymak hastalarin klinik bulgularina gére zorluk gosterebilmektedir.
KH, mental retardasyona sebep olabilecek en 6nlenebilir hastalik olmasi agisindan da
olduk¢a 6nem tagimaktadir. KH i¢in erken donem ve ge¢ donem belirti ve semptomlari
Tablo 4.1.’de verilmistir [10]. Ozellikle norolojik bulgular dikkate aliarak yapilacak
tedavinin zamanlamasi, siiresi ve takibinin 6nemi literatiirde belirtilmistir. Tan1 ¢ok
erken zamanda konmus olsa bile, ilk 2-3 yilda tedavi diizenli sekilde takip edilmez ve

ila¢ dozu ayarlanmazsa norolojik gelisimde sorunlar olusabilir [11].

Tablo 4.1. Konjenital hipotiroidi i¢in erken ve ge¢ donem semptomlari

Ge¢ Donem Semptomlar

Erken Donem Semptomlari (Neonatal Donem Sonrasi)

Makrozomi Zayif emme giicli
Azalmis hareketlilik Gelisimsel Gecikme
Biiylimiis Bingildak Azalmis hareketlilik ve letarji

Goz kapagy, el ve ayaklarda 6dem

Yetersiz biiyiime

Uzamis Sarilik

Gobek fitig

Hipotoni Benekli, soguk, kuru deri
Kaba yiiz 6zellikleri Soluk almada zorlanma
Hipotermia Biiyiik dil
Beniz Sariligi Miksedema

Tiroid Biiylimesi

Boguk sesle aglama

Sisik Karin

4.3. Hastalik etiyolojisi

KH etiyolojik olarak 2 gruba ayrilir; bunlar birincil ve ikincil KH’dir. Birincil KH
(BKH), tiroid bezinin kendisinde ya da tiroid hormonu iiretimi sirasinda olusabilecek
problemler sonucu ortaya c¢ikar. KH vakalarmin yaklasik %95’inde goriiliir. Ikincil
(merkezi) KH (IKH) ise hipotalamus-hipofiz fonksiyon bozukluklari sebebiyle
olusmaktadir. KH vakalarmin %5’lik kismin1 kapsar [12]. BKH tiroid disgenez ve



tiroid dishormonogenez olarak 2’ye ayrilir. Tiroid disgenez vakalari, BKH vakalarinin
%85’lik kismini, tiroid dishormonogenez vakalar1 ise %15°1ik kismini olugtururlar [9].

Her iki durumu olusturabilecek durumlar Tablo 4.2°de gdsterilmistir.

Tablo 4.2. Birincil konjenital hipotiroidiye sebep olan durumlar

Tiroid Disgenezi Tiroid Dishormonogenezi
Aplazi Sodyum-iyot gecisinde defekt
Hipoplazi Tiroid Peroksidaz defekti
Ektopik bez Thyroglobulin defekti
Deiodinaz defekti

4.3.1. Tiroid disgenezi
Tiroid disgenezi bozuklugu tiroid ektopi, atireozis ve tiroid hipoplazi olmak tizere 3
sekilde gortilebilmektedir [9]. Tiroid ektopi, tiroid bezinin ektopik lokasyonda olmasi
durumudur. Tiroid disgenez vakalarinin 2/3’lik kismu tiroid ektopiden muzdariptir ve
bu hastaligin kadinlarda goriilme sikligi, erkeklerde goriilme sikliginin iki katidir [13].
Tiroid atireozis, tiroid dokusunun tamaminin olmamasi durumu olarak tanimlanmakta
olup, tiroid hipoplazi ise tiroid bezinin olmasi gerekenden kiigiik olmast durumudur.
Atireozis ve tiroid hipoplazi birlikte tiroid disgenezinin kalan 1/3’lik kismini

olusturmaktadir [10].

Tiroid disgenezi ¢ogunlukla sporadik olarak ortaya ¢ikmakla birlikte genetik
temelli de olusabilmektedir. Tiroid disgenezi vakalarimin incelendigi caligmalarda,
hastaligin %2 oraninda ailesel gegisli oldugu gosterilmistir [14]. Yapilan bir baska
calismada da KH hastalarinin birinci derece akrabalarinda %7,9 oraninda tiroid
gelisim bozuklugu gozlemlenmistir [15]. Tiroid disgeneziyle iliskilendirilen bazi

genler ve OMIM kayitlar1 Tablo 4.3’de verilmistir.



Tablo 4.3. Tiroid Disgeneziyle iliskili incelenen genler ve OMIM Kkayitlari
(*:otozomal dominant, **:otozomal resesif, otozomal:otozom kromozomlarina dair)

Gen Sembolii Gen OMIM no Tlgili Fenotip Kahtim
Aciklamasi
Tiroid disgenezine ya da OoD*
PAIRED
PAX8 167415 hipoplaziye bagh
DOMAIN GENE
8 konjenital hipotiroidi
koreatetoz, hipotiroidizm oD
NKX2-1 NK2 600635 ve neonatal soluum
HOMEOBOX 1 hastaliklar1
NKX2-5 NK2 600584 Konjenital guatrsizlk, oD
HOMEOBOX 5 hipotiroidi
FOXE1 FORKHEAD 602617 Bamforth-Lazarus syndrome OR**
BOXE1l
GLIS FAMILY 610192 Neonatal diabetes mellitus,
GLIS3 ZINC FINGER konjenital hipotiroidi OR
PROTEIN 3
THYROID- 603372 hipotiroidizim OD-OR
TSHR STIMULATING konjenital guatrsizlik
HORMONE
RECEPTOR

PAX8 geni birden fazla doku formasyonunda gerekli olan bir transkripsiyon

faktoriidiir. Ozellikle organogenezde erken donem hiicre farklilasmasinda tetiklemekte



gorevlidir [16]. NKX2-1 ve NKX2-5 genleri 6zellikle tiroid, akciger, hipotalamus ve
onbeyin erken donem gelisiminde 6nemli rol oynayan transkripsiyon faktorleridir
[17], [18]. FOXEL geni forkhead box gen ailesine ait bir transkripsiyon faktoriidiir ve
daha once tiroid organogeneziyle iliskilendirilmistir [19]. TSHR geni ise tiroid stimiile

hormon yanit1 olarak aktive edilen bir reseptordiir [20].

4.3.2. Tiroid dishormonogenezi
Tiroid hormonunun biyosentezinde birden c¢ok organ ve hormon gorevlidir. Bu
hormonun biyosentezinde ve saliniminda olusabilecek bir sorun, tiroid
dishormonogenezine sebep olabilir. Tim KH vakalarmin %15’lik kismin1 kapsayan
bu bozukluk, genellikle T3, T4 tiroid hormonlarinin sentezinde gorevli olan tiroid
peroksidaz aktivitesindeki sorunlar sonucu ortaya ¢ikar ve biiyiik cogunlukla otozomal
resesif olarak kalitilir. Tiroid dishormonogeziyle iliskilendirilen bazi genler ve OMIM

kayitlar1 Tablo 4.4’de verilmistir;

Tablo 4.4. Tiroid Dishormonogeneziyle iliskili incelenen genler ve OMIM
kayitlar (*:0tozomal resesif)

Gen Sembolii Gen Aciklamasi OMIM no: Tigili Fenotip Kahtim
SLC5A5 SOLUTE CARRIER 601843 Troid OR
FAMILY 5 dishormonogenezi
SLC26A4 SOLUTE CARRIER 605646 Pendred syndrome OR
FAMILY 26,
MEMBER 4
TG THYROGLOBULIN 188450 Tiroid OR
dishormonogenezi
Tiroid
TPO THYROID 606765 dishormonogenezi OR
PEROXIDASE
DUOX2 DUAL OXIDASE 2 606759 Tiroid OR

dishormonogenezi
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DUOXA2 DUAL OXIDASE 612772 Tiroid OR
MATURATION dishormonogenezi

FACTOR 2

IYD IODOTYROSINE 612025 Tiroid OR
DEIODINASE dishormonogenezi

SLC26A7 SOLUTE CARRIER 608479
FAMILY 26,
MEMBER 7

DUOX1 DUAL OXIDASE 1 606758

SLC6A4 SOLUTE CARRIER 182138
FAMILY 6,
MEMBER 4

SLCS5AS geni tiroid ve diger bazi dokulardaki iyot aliminda gorev alan 6nemli bir
plazma membran proteini, bir sodyum-iyot simporter’idir [21]. SLC26A4, SLC6A4,
SLC26A7 de tipki SLC5A5 gibi solute carrier gen ailesindendir. SLC26A4 anyon
transportunda gorevlidir [22]. SLC6A4 geni de bir transpor proteinidir. Ozellikle erken
gelisim doneminde memeli tiroid dokusundaki gen ifadesi yiiksektir. SLC26A7 geni
de tiroidle iligkilendirilmis, literatiire yeni kazandirilmig bir gendir. Tiroid hormon
biyosentezinde gorev aldigi diisiiniilen bir transporter’dir [23]. TG, tiroid hormon
onciili  bir glikoproteindir ve direkt olarak tiroid dishormonogenezi ile
iligkilendirilmigstir [24]. TPO geni ise iirettigi tiroid peroksidaz ile tiroid hormon
sentezinde gorevli onemli bir katolizordiir ve o da TG gibi dishormonogenezi ile
iliskilendirilmistir[25] DUOX1, DUOX2 ve DOUXA2 ayni gen ailesi tiyesi olup tiroid
hormon sentezinden gorevli protein kompleksinin birer pargasidirlar [24]. IYD ise

tiroid hormon sentezinde gorevli bir katolizordiir [26].
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4.4. Ailesel kalittm modelleri ve nokta mutasyonlari
Insan genomu 20.000 -23.000 gen ve 3.2 milyar baz (Adenin-A, Guanin-G, Sitozin-S,
Timin-T) c¢iftinden meydana gelmektedir. Tim genom 23 ¢ift olmak tlizere 46
kromozomdan olugmaktadir. Bu 46 kromozomun yaris1 anneden ve diger yarisi ise
babadan ¢ocuga aktarilmakta olup 22 tanesi otozomal kromozom ve 23. Kromozom
ise cinsiyet (gonozomal, esey) kromozomu olarak adlandirilirken XY olarak

sembolize edilmektedir.

Genetik hastaliklar kromozomal bozukluklardan dolay1r olusabilecegi gibi
genlerde olugabilecek degisiklikler de Ozellikle transkripsiyonel ve translasyonel
sorunlara yol acarak hastaliklara sebep olmaktadir. Genotip-fenotip iligkisi goz oniine
alindiginda hastaliklarin patofizyolojisini anlamak, tani ve tadavisine 151k tutmak icin
genomu c¢ok iyi degerlendirmek gerekir. Genomda olusabilecek degisikliklerin
basinda ise noktasal varyasyonlar gelmektedir. Genetik hastaliklara yol agan
mutasyonlarin belirlenmesi de ilgili hastaliklarin molekiiler mekanizmasinin
aydinlatilmasi acgisindan olduk¢a 6nem tasimaktadir. Genomda olusabilecek noktasal

degisiklikler ve etkileri asagidaki tabloda kategorize edilmistir (Tablo 4.5)

Tablo 4.5. Noktasal Degisiklikler ve Etkileri

Mutasyon Tanim Ornek (Gen)
Nokta Mutasyonu Tek bir baz ¢iftinde meydana gelen A>G, A>T
degisiklik
Missense (Yanlig Bir baz degisimi sebebiyle kodonun A82P
anlaml1) ve sentezlenen aminoasitin degismesi (HSD3B2)
Nonsense (Susturucu) Kodonda meydana gelen bir bazlik | G23X (HBB)
degisim sonras1 STOP kodon
olusmasi
Sinonim Bir baz degisimi sebebiyle kodonun V1531
degismesi ancak sentezlenen (GJB2)

aminoasitin degismemesi
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Notral Kodlanmayan DNA bolgesindeki

niikleotidin degismesi

Duplikasyon Bir ya da birden fazla bazin kendini | 920dupTCAG
(Eklenmeler) kopyalayarak diziye eklenmesi (LDLR)
31ii kod yapis1 bozulursa gergeve delE120
kaymasi olarak adlandirilir.
Delesyon (Eksilme) Diziden bir ya da birden fazla bazin delE120
silinmesi (GJB2)

3lii kod yapis1 bozulursa gerceve

kaymasi olarak adlandirilir.

Insersiyon (Eklenme) Diziye bir ya da birden fazla bazin 3524insA
eklenmesi (FBN1)
3lii kod yapis1 bozulursa gerceve

kaymasi olarak adlandirilir.

Splice Degisimler Degisimin intronda meydana gelmesi | IVS1+1G>A
ve bu sebeple bir ya da birden fazla (GJB2)

ekzonun RNA diizeyinde ifadesinin

eksilmesi

Bu degisikliklerin paternine gore siniflandirilmasi sonucu hastaliklarin kalitim

modelleri 5 kategoriye ayrilmistir ve asagidaki tabloda gosterilmistir (Tablo 4.6) [27].

Tablo 4.6. Kalitim modelleri, tanimlar ve 6rnekleri

Kalitim Modeli Tanim Ornek
Marfan
Otozomal Dominant Mutasyona ugramis bir allelin, Sendromu,
(OD) hastaliga sebep olmasi Miyotonik
distrofi

Otozomal Resesif (OR) Hastaliga sebep olmak i¢in her iki Kistik Fibroz,
allelin de mutasyona ugramis Beta Talasemi

olmasi
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Mutasyonun X kromozomu
X’e Bagli Dominant tizerinde olmasi. Rett sendromu,
Bu durumda kadinlar erkeklere gore | Hipofosfatemi

daha sik etkilenmektedirler

Mutasyonun X kromozomu

X’e Bagli Resesif tizerinde olmasi. Hemofili,
Bu durumda erkekler kadinlara gore DMD
daha sik etkilenmektedir

Mitokondriyal DNA {izerinde

Mitokondriyal mutasyon bulunmast LHON

Sadece anneden ¢ocuga aktarilabilir

4.5. Kalitsal hastaliklarda akraba evliliginin 6nemi
Genetik hastaliklar; multifaktoriyel kalitimla gecenler, kromozomal bozukluklar ve
tek gen hastaliklar1 olarak 3 kategoride incelenmektedir. Multifaktoriyel kalitimla
gecen hastaliklar i¢in birden fazla gen mutasyonu ve/veya ¢evresel etkenlerin birlikte
sorumlu oldugu diistiniilmektedir. Kromozomal anomaliler genelde De novo olusum

gosterip nadiren kalitsaldirlar. Tek gen mutasyonlari ise Mendelyen Kalitim gosterirler
[28].

Akraba evliliklerinde en ¢ok etkilenen grup tek gen hastaliklaridir. Ozellikle
otozomal resesif kalitim gosteren hastaliklar acisindan akraba evlilikleri bu genlerin
bir araya gelme ihtimalini artirmaktadir. Bir genetik mutasyonun toplumun genelinde
goriilmesine kiyasla kan bagi olan bireyler arasindan goriilme siklig1 daha fazla
oldugundan akraba evlilikleri resesif kalitimli hastaliklar i¢in risk olusturmaktadir

[29].

Ulkemizde akraba evliligine bagl goriilen ve zeka geriligine sebep olan en
onemli hastaliklardan biri KH’dir. Diinya genelinde yaklasik 4000 dogumda bir
goriilmekte olsa da iilkemizde bu say1 daha da fazladir [29]. Ulkemiz Avrupa ve

Amerika’ya kiyasla akraba evliliklerinin yiiksek oranda oldugu bir {ilke oldugundan
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Ozellikle akraba evliligi yapmis/yapacak ailelerin genetik danigmanlik alma

konusunda bilinglendirilmesi toplum saglig1 agisindan faydali olacaktir.

4.6. Dizileme teknolojileri

4.6.1. Birinci nesil dizileme (sanger dizileme)
DNA dizileme metodu 1970’li yillarda Sanger, Coulson, Maxam ve Gilbert tarafindan
gelistirilmistir.  Bu metod, DNA replikasyonu sirasinda zincir sonlandirici
dideoksiniikleotidlerin floresan boyayla isaretlenmesine ve kapiler elektroforez
cihazindan gegerek saptanmasi prensibine dayanmaktadir. Ilk kez 1987 yilinda
“Applied Biosystems” tarafindan otomatize, kapiler elektroforez tabanli dizileme
cihazi AB370 piyasa siirlilmiis, ardindan 1998 yilinda AB3730xl ile kendini
yenilemistir [30]. 70’lerden giiniimiize kadar farkli teknolojilerle dizileme metotlari
gelistirilmistir ancak Sanger dizileme metodu bugiin hala “altin standart” olarak kabul

edilmektedir. Sanger dizileme yonteminin genel prensibi asagida sematize edilmistir
[31].
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Sekil 4.1. Sanger dizileme yontemi is akist

Sanger dizileme metodunun ardindan, farkli teknolojik alt yapilarla yeni nesil

dizileme metodlar1 gelistirilmistir. Ikinci nesil dizileme olarak da adlandirilan Roche
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GS FLX sistemi 2004 yilinda, illumina genom analizatdr sistemi ise 2006 yilinda
kullanima sunulmustur. 2007 yilinda SOLID dizileme cihazi ve 2010 yilinda da Ion
Torrent dizileme cihazi gelistirilmistir. Tim bu ydntemler yeni nesil dizileme

yontemleri olarak gelistirilmis olup her gecen giin yenilenmeye devam etmektedir
[32].

4.6.2. Yeni nesil dizileme

Yeni nesil dizileme (YND) teknolojisi, temel prensipte kapiler elektroforez
dizilemesiyle benzerlik gdstermektedir. DNA polimeraz enzimi, DNA sentezi
sirasinda her dongiide floresan igaretli ANTP’leri kullanarak DNA kalibini katalizler
ve her dongiide birlesme noktasindaki niikleotidler tarafindan salinan florofor 1s1malar
taninir. YND ile Sanger dizileme sistemi arasindaki temel fark bu noktada ortaya
cikmaktadir. Sanger dizileme yonteminde bir DNA fragmani dizilenirken, YND
yonteminde bu islem milyonlarca fragmanin paralel olarak dizilenmesiyle
gerceklesmektedir. Tiim diinyadaki dizileme datalarinin %90°1 Illumina sistemleriyle
iiretilmektedir. Illumina YND is akis1 ise 4 temel basamaktan olusmaktadir. Bunlar
kiitiiphane hazirligi, cluster olusturma, dizileme ve data analizi ve biyoinformatiktir
[30].

4.6.2.1. Kiitiiphane hazirh@
Bu asamada oncelikle genomik DNA rastgele bir sekilde fragmanlara bdliiniir.

Ardindan 5” 3’ uglarina ligasyon islemiyle adaptdorler takilir (Sekil 4.2).

Genomik DNA

| Fragmantasyon
Adaptorler —

—
]

! Ligasyon

Dizileme
Kiitiiphanesi

Sekil 4.2.YND igin kiitiiphane hazirligi [30]
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4.6.2.2. Cluster olusturma
Cluster olusturma asamasi i¢in, olusturulan kiitiiphane flow cell’e yiiklenir. Burada,
yiiklenen kiitiiphanedeki fragman 6rnekleri P5 ve P6 adaptor dizileri sayesinde flow
cell yiizeyine yapisir. Flow cell iizerindeki oligoniikletodiler primer gorevi gorerek tek
zincirli DNA’nin komplementini olusturur. Orijinal dizi (baglanan ilk fragman)
yikanarak uzaklastirilir ve geriye kovalent bag ile flow cell’e baglanmis kiitiiphane
dizileri kalir. Her bir fragmandan bridge-amplifikasyon ile 1000 kopya olusturulur. Bu
noktada cluster olusturulmustur. P5 adaptorleri kesilerek uzaklastirilir ve sadece P7

adaptor dizileri ile flow cell’e bagl fragmanlar kalir (Sekil 4.3).

I Flow Cell

Bridge-amplifikasyon
donguleri

Cluster

Sekil 4.3. YND i¢in cluster olusturma [30]

4.6.2.3. Miseq cihazinda dizileme

Sekans primeri, P5 adaptor dizisine baglanarak dizileme islemini baglatir (Sequencing
by Synthesis, SBS). Bu islem sonucunda read-1 dizisi tiretilmis olur. Read-1 dizisinin
okumas1 gergeklestikten ve dizi uzaklastirildiktan sonra index primer baglanarak
okunur. Boylece P7 ucundaki barkod dizisi de dizilenmis olur. Ardindan flow cell
tizerinde tekrar bridge-amplifikasyon ile ¢ogalma islemi gergeklesir. P7 adaptorii
kesilerek uzaklastirilir ve sadece PS5 adaptor dizisi ile flow cell’e bagli fragmanlar
kalir. Sekans primeri P7 adaptor dizisine baglanarak dizileme islemi baglar. Bu iiretilen

diziye de read-2 denilir (Sekil 4.4) [30].

17
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Datanin cakt
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aktarmlmas:
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Cluster 2 > Read 2: TTGA.

Cluster 3 = F 3: CTAG. ..

Cluster 4 >~ Bead 4: ATAC... Text Dosyasi

Sekil 4.4. Miseq cihazinda dizileme [30]

Her bir niikleotidin 1s1ma kalitesi skorlanir ve BCL dosyasindan (fotograf dosyasi)
metin dosyasina (.txt uzantili dosyalar) doniistiiriiliir. Bu doniistiirme islemi MiniSeq
ve MiSeq Illumina sistemlerinde cihaz lizerinde gergeklestirilir. NextSeq, HiSeq ve
NovaSeq cihazlarinda ise cihaz ¢iktis1 olarak BCL dosyasi alinir [34]. Her bazin
kalitesi “Phred quality” skorlamasina gore belirlenir ve 1’den 60’a kadar yapilir. Bu

skorlama Tablo 4.7°de gosterilmistir [35].

Tablo 4.7. Phred quality skor tablosu

Phred quality skor Kalite arahg Bazin dogruluk yiizdesi
10 1-10 %90
20 1-100 %99
30 1-1,000 %99,9
40 1-10,000 %99,99
50 1-100,000 %99,999

4.6.3 Cihaz ciktilarimin analizi

Data analizi ve alignment sirasinda, yeni tanimlanmis diziler referans genoma gore
siralanir. Insan {izerinde yapilan calismalarda referans genomu olarak: Genom
Referans Konsorsiyumu Genome Reference Consortium Human Build 37 (GRCh37,

hgl9) ya da yeni versiyonu Genome Reference Consortium Human Build 38 patch
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release 12 (GRCh38.p12) kullanilabilir. Bu islem temsili olarak Sekil 4.5’de

gosterilmistir.
ATGGLCATTGUAATTTGACAT
TGGCATTGCAATTTG
AGATGGTATTG
Okumalar GATGGCATTGCAA

GCATTGCAATTTGAC
ATGGCATTGCAATT
AGATGGLATTGCAATTTG

Referans Genomu AGATGGTATTGCAATTTGACAT

Sekil 4.5. Cihaz ¢iktilarinin analizi [30]

Bu karsilagtirma sonrasinda Sequence Alignment Map (SAM) adinda yeni bir metin
dosyast elde edilir. SAM dosyasi dizilerin genomda eslestigi bolgeleri, kalitesini,
okuma derinligini (Referansta ayni bolge ya da noktaya eslesen sekans dizilerinin
(Readlve Read2) sayisidir) ve genomik koordinatlarini igerir. Daha sonra SAM
dosyast boyut olarak daha kii¢iik olan BAM (Binary Alignment Map) formatina
cevrilir [36]. Islenmis datanin gorsel olarak incelenmesi igin Integrative Genomics
Viewer (IGV) programi ve tiretilmis olan BAM dosyalari kullanilir [37]. Sekil 4.6’da
ornek IGV goriintiistinde goriildiigli gibi hasta BAM dosyas1 programa yiiklendikten
sonra referans genom ile kiyaslanir. Kromozom numarasi ve lokasyonu gibi bilgiler
st kistmdaki ara¢ cubuguda goriiliir. Kirmizi ve mavi renkli her bir satir, cihazdaki
bir okumay1 sembolize eder ve yakinlastirildik¢a siralanmis niikleotid dizisi olarak
goriiliir. Dizileme isleminin kalitesi bu ¢izgilerin siirekli olmas1 ve sayisinin fazla
olmasiyla dogru orantilidir. Alttaki arag c¢ubugunda ise referans genom

goziilemlenebilmektedir.
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Sekil 4.6. Ornek IGV gériintiisii

4.6.3.1. Cihaz ciktilarinin islenmesi

Varyantlar hasta dosyalarindan referans ile eslesmeyen dizilerin belirli programlar

kullanilarak ¢agrilmasiyla elde edilir. Binary alignment map (BAM) dosyalari cihaz

tizerinde varyant calling format (.vcf) dosyasi haline getirilir. Buraya kadar olan

asamalar cihazin kendi icinde gerceklesir. Daha sonra .vcf formatindaki dosyalar

ANNOVAR programi ile informatik uzmanlari tarafindan anotasyon ile excell dosyasi

haline getirilir [38].

4.6.3.2. Varyant dosyalarinin veri bankalariyla iliskilendirilmesi

Referans genomundan farkli bulunan varyantlar, belirli klinik veri bankalarinda

aranarak degerlendirilir. Bu degerlendirmelerde American College of Medical

Genetics (ACMG) kriterleri de dahil olmak iizere bir¢ok parametre mevcuttur. En

yaygin kullanima sahip klinik veri bankalar1 sunlardir;
e Insan Gen Mutasyon Veri Taban1 (HGMD)
e Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM)
e ClinVar
¢ Single Nucleotide Polymorphism database (dbSNP)

e Popiilasyon Frekansi
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DNA dizisindeki bir degisimin sebep olacagi fonksiyonel etki protein bazinda
olusacak degisimlerin farkli matematiksel ve bilgisayar temelli degerlendirmeler
sonucunda skorlanmaktadir. Ornegin en sik kullanilanlar1 olan PolyPhen-2 ve
Mutation Taster ‘Naive Bayes’ yaklagimimi kullanmaktayken SIFT ve Mutation
Assessor farklt degerlendirme metodlart kullanirlar. Varyantlarin  fonksiyonel
etkilerinin belirlenmesinde kullanilan In silico programlar ve kriterleri ise Tablo 4.8°de

gosterilmistir.

Tablo 4.8. In Silico Programlar ve kriterleri

MutationTast | MutationAssesso FATHMM SIFT [42] PolyPhen-2 [43]
er [39] r [40] [41]
A;Disease H; High D; Deleterious | D; Deleterious D; Probably
causing damaging
automatic
D;Disease M; Medium T; Tolerated T; Tolerated P; Possibly
causing damaging
N; L; Low B; Benign
Polymorphism
P; N; Neutral
Polymorphism
automatic
H/M; Functional
L/N; Non-
functional

4.6.3.3. ACMG siniflandirilmasi ve Varsome
ACMG smiflandirmasinda varyantlar patojenitesine gore sOyle siralanir; benign,
muhtemel benign, klinik anlami kesin olmayan (uncertain significance, VUS),
Muhtemel Patojenik ve Patojenik. Bu varyantlar kendi i¢inde de siniflandirilmaktadir.
Bu siniflandirilma Tablo 4.9 ve Tablo 4.10°da, varyantlarin siniflandirma kriterleriyle
degerlendirilmesi ise Tablo 4.11°da gosterilmistir [44].
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Tablo 4.9. Patojenik varyantlarin siniflandirilma kriterleri(PVS: pathogenic very
strong, PS:pathogenic strong, PM:pathogenic moderate, PP: pathogenic supporting)

Gende fonksiyon kaybina sebep olan mutasyonlar (nonsense, frameshitf, splice
PVS1 site, baglangi¢ kodunu, ekzon kaybi)
Patojenite icin giiclii kanit
Niikleotid degisimi ne olursa olsun daha dnce patojenitesi bildirilmis ayni
PS1 aminoasit degisimine sebep olan variant
Sadece hasta kiside olan, anne ve babanin hastaligi tasimadigi kesin olan de
PS2 novo variant
Genin ya da genin Uiriiniiniin hasar yapici etkiye sahip oldugunun in vitro ya da
PS3 in vivo deneylerle kanitlandigi variant
Hastalarda goriilme siklig1 kontrol gruplarina gére daha fazla olan variant
PS4
Patojenite icin orta seviyeli kamt
Iyi anlasilmis fonksiyonel domainlerde bulunan, benign varyantlarin
PM1 goriilmedigi, cogunlukla hasar yapici varyantlarin oldugu lokasyondaki
varyantlar
Exome Sequencing Project, 1000 Genomes ya da Exome Aggregation
PM2 Consortium’a gore diisiik frekansi olan variant
Resesif gecisli hastaliklarda patojenik varyant ile trans pozisyonda olan variant
PM3
Inframe delesyon/ insersiyon degisimler sonucu durdurucu ya da uzatici etki
PM4 yaparak protein uzunlugunu degistiren varyant
Daha 6nce missense varyasyon bulunan bir aminoasitte bulunan yeni bir
PM5 missense variant
Anne-babada varlig aragtirilmamis fakat de novo varsayilan variant
PM6
Patojeniteyi destekleyen kanit
Birgok aile tiyesinin hastalik agisindan etkilenmesine sebep olan variant
PP1
Gende olusan missense mutasyonlarin hastaliga sebep oldugu varyantlar
PP2
Gen ya da gen iiriinii lizerinde hasar yapici etkisinin oldugu in silico araglar ile
PP3 tahmin edilmis olan variant
Hasta fenotipi veya aile dykiisiiniin tek bir genetik etiyolojiye sahip bir hastalik
PP4 icin spesifik olan variant
Giivenilir kaynaklar tarafindan patojenik olarak siniflandirilmis fakat
PP5 laboratuvar degerlendirmesi mevcut olmayan variant
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Tablo 4.10. Benign varyantlarin siniflandirilma kriterleri (BA: benign stand-alone,
BS: benign strong, BP: benign supporting, VUS: variant uncertain significancy)

BAl

Exome Sequencing Project, 1000 Genomes ya da Exome
Aggregation Consortium’a gore frekanst %5’in tizerinde olan
variant

Benign icin giiclii kanit

BS1

Hastalik i¢in beklenenden yiiksek allel frekansi olan variant

BS2

Erken yasta ortaya ¢ikmasi beklenirken yetiskinlikle ortaya
¢ikan, resesif (homozigot), dominant (heterozigot) yada X e
bagli (hemizigot) gecisli hastaliklara sebep olan variant

BS3

In vitro veya in vivo ¢aligmalar ile protein fonksiyonunda ya
da splicing’de hasar yapici etkisinin olmadig1 gosterilmis
variant

BS4

Ailenin hasta diger bireylerinde goriilmemis olan variant

Benign’1 destekleyen kanit

BP1

Hastalik yaptig1 bilinen, aminoasit uzamasini durdurma
etkisine sahip missense mutasyona sebep olan variant

BP2

Dominant gecis gosteren bir hastalikta/gende trans (homolog
gende) goriilen ya da herhangi bir kalitim modelinde
patojenik varyantla cis (ayn1 kromozomda) bulunan varyant

BP3

Fonksiyonu bilinmeyen, tekrar bolgelerinde ¢ergeve i¢i (in
frame) delesyon ve insersiyonlara sebep olan variant

BP4

Gen ya da gen lriinii iizerinde hasar yapici etkisinin olmadigi
in silico araglarla hesaplanmis olan variant

BP5

Farkli molekiiler temelleri olan bir hastalikla bulunan variant

BP6

Giivenilir kaynaklarca benign olarak siniflandirilan ancak
yeterli laboratuvar kanitinin bulunmadig: variant

BP7

Sinonim olan ve splicing lizerinde etkisi olmayan, evrimsel
olarak korunmamis benign variant

VUS

Benign ya da patojenikligi ¢eliskili ise klinik anlami kesin
olmayan variant
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Tablo 4.11. Varyantlarin Degerlendirilmesi

(i)  Lcok giiclii (PV1) VE
(a) >1 giiclii (PS1-PS4) VEYA

(b) >2 orta seviyeli (PM1-PM6) VEYA
(c) 1 (PM1-PMB6) ve 1 destekleyen (PP1-PP5) VEYA
(d) >2 destekleyen (PP1-PP5)

(ii) >2 giiclii (PS1-PS4) VEYA

(iii) 1 giiclii (PS1-PS4) VE

Patojenik
(a) >3 orta seviyeli (PM1-PM6) VEYA
(b) 2 orta seviyeli (PM1-PM6) VE
>2 destekleyici (PP1-PP5) VEYA
(c) 1 orta seviyeli (PM1-PM6) VE >4 destekleyici (PP1-PP5)
(i) 1 cok giiclii (PVS1) VE 1 orta seviyeli (PM1-PM6) VEYA
(ii) 1 giiclis (PS1-PS4) VE 1-2 orta seviyeli (PM1-PM6) VEYA
(iii) 1 giiclii (PS1-PS4) VE >2 destekleyici (PP1-PP5) VEYA
(iv) >3 orta seviyeli (PM1-PM6) VEYA
Muhtemel | (v) 2 orta seviyeli (PM1-PM6) VE >2 destekleyici (PP1—PP5)
patojenik | VEYA
(vi) 1 orta seviyeli (PM1-PM6) VE >4 destekleyici (PP1-PP5)
(i) 1 sadece (BA1) VEYA
Benign | (ii) >2 giiclii (BS1-BS4)
Muhtemel | (i) 1 giiglii (BS1-BS4) ve 1 destekleyici (BP1- BP7) VEYA
Benign
(ii) >2 destekleyici (BP1-BP7)
VUS Yukaridaki kriterlerden hi¢ biriyle uyusmayan YADA

Benign ya da patojenikligiyle iligli celiski varsa
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5. MATERYAL METOT

Bu tez calismasinda Tiirkiye’deki farkli hastanelerin endokrinoloji ve pediatrik
endokrinoloji boliimlerinden konjenital hipotiridi tanist almis 35 kadin 28 erkek hasta
olmak iizere toplam 63 hasta ile ¢alisilmistir. Calismalar Istanbul Medipol Universitesi
Genetik Tam1  Merkezi’nde 214S637 kodlu Tiibitak projesi kapsaminda
gerceklestirilmistir. Medipol Universitesi Etik Kuruluna yapilan basvuru sonrasinda
calisma i¢in proje kapsaminda etik kurul onay1 alinmistir. Calismada KH tanis1 alan
kisiler, varsa ebeveynleri ve kardeslerinden EDTA’l1 tiiplere alinan periferik tam kan
ornekleri kullanilmistir. Alinan kan 6rnekleri, soguk zincirle ayni giin merkezimize
ulastirilmis, otomatize sistem ile DNA izolasyonu ve kalite tayini yapilmistir.
Dizileme ¢alismalari i¢in TruSeq Custom Amplicon Low Input Library Prep Kit (FC-
134-2001) kullanilmis, “TruSeq Custom Amplicon Low Input Kit Reference Guide”
protokolii izlenerek MiSeq cihazi ile dizileme gergeklestirilmistir [45]. Cihaz ¢iktilart
analiz programlar kullanilarak anote edilmis, nokta mutasyonlari, kiiciik delesyonlar

ve insersiyolar incelenmistir.

KH ile ilgili literatiir taramas1 sonrasinda hastalikla iliskilendirilen genler
belirlenmis ve custom bir panel dizayn edilmistir. Bu tarama OMIM (Online
Mendelian Inhertence in Man)’ de; konjenital hipotiroidi, dishormonogenez, disgenez
ve tiroid gibi anahtar kelimeleri kullanilarak gergeklestirilmistir. Panel kapsaminda
incelenen genler Tablo 5.1°de, ¢alisma kapsaminda izlenecek metodoloji Sekil 5.1°de

gosterilmistir.
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Tablo 5.1. KH panelinde bulunan genler, gen referans ID’leri ve ilgili

yayin kodlar1
Gen sembolleri Gen referans ID no PMID
PAX8 7849 23647375, 9590296
NKX2-1 7080 24714694, 11854319
NKX2-5 1482 16418214
FOXE1 2304 20484477, 9697705
TSHR 7253 22876533, 7528344
SLC5A5 6528 16418213, 9171822
SLC26A4 5172 11932316, 9398842
TG 7038 23164529
TPO 7173 27166716, 12938097
DUOX2 50506 27166716, 24423310
DUOXA2 405753 21367925
IYD 389434 18765512
SLC26A7 115111 30333321
DUOX1 53905 28633507
GLIS3 169792 26259131, 16715098
TSHB 7252 2792087
THRA 7067 23940126, 22168587

—
| KH DNA DNA Kalite VND |
| TANISI | 7| eldesi |7 tayini — |
—
| . <— | Sanger dizileme < . ;
[ ile konfirmasyon Analiz |

— E

1 ]
L e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ]

Sekil 5.1. Calisma kapsaminda izlenecek metodoloji
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5.1. Periferik kandan DNA izolasyonu
DNA izolasyonu, MagPurix (Zinext) cihazi ile gergeklestirilmistir. EDTA’l1 kandan
DNA izolasyonuna uyumlu MagPurix Blood DNA Extraction Kit 200 (Cart.
OP02001-48) kullamilmistir. Bu cihazda manyetik boncuk teknolojisini
kullanilmaktadir. Cihazdaki robotik sistem Sekil 5.2.’deki gorseldeki gibi sirasiyla
numuneye lysis, binding, washing ve elution buffer’lar1 ekleyerek izolasyon prosesini

gerceklestirir [46].

o B < B
o W W @ ® WO v
~ ~ ~
Ornek Lysis buffer Proteinaz K Manyetik boncuk  Ayristirma Yikama Eliisyon Transfer

Sekil 5.2 MagPurix manyetik boncuklu izolasyon islemi

Kit iceriginde bulunan kartusta 10 adet kuyucuk bulunmaktadir. Bu kuyucuklarda

bulunan tirtinler Tablo 5.2°de gosterilmistir.

Tablo 5.2. MagPurix ‘Kandan DNA izolasyonu kiti’ kartus kuyucuk
icerikleri
Kuyucuk No Icerik

1 Proteinaz K soliisyonu

Lysis buffer
Binding buffer

Manyetik boncuk soliisyonu
Washing buffer
Washing buffer
Washing buffer

Elution buffer

©O| O N| o g | WO N

Elution buffer

=
o

Bos
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5.2. DNA orneklerinin konsantrasyonu ve Kalitesinin belirlenmesi
Elde edilen DNA Orneklerinin konsantrasyon ve kalite tayini Qubit 3.0 cihazi ile
florometrik olarak ve Spectra Max 13 cihazi ile spektrofotometrik olarak Sl¢iilmiistiir.
Spectra Max i3 cihazinin ‘microplate reader’ 6zelligi kullanilarak 2 mikrolitre DNA
plate’in bir kuyucuguna, izolasyonda kullanilan elution buffer ise bir kuyucuga
konulmustur. Bu sekilde DNA’nin konsantrasyonu buffer’in ayni dalgaboylarinda
verdigi 1s1mayla kiyaslanarak elde edilmistir. 260/280>1.8 olan 6rneklerle ¢calismaya
devam edilmistir [47]. Yeterli verim alimamayan Ornekler igin izolasyon
tekrarlanmistir. Qubit cihazi igin dSDNA BR Reagent (Q32853) kullanilmistir. Herbir
ornek i¢in 1 mikrolitre boya, 199 ul buffer olacak sekilde 6rnek sayisi+2 olacak sekilde
karisim hazirlanmistir. Ornek sayisindan iki fazla sayida tiip hazirlanip numaralari
isaretlenmistir. Iki tiipe 190 pl, geri kalan tiiplere 198 ul olacak sekilde karisimdan
dagitilmistir. Ardindan ilk iki tiipe kit iceriginde olan standartl ve standart2
soliisyonlarindan 10’ar pl eklenmistir. Ortalama 2 dakika beklenerek cihazda okuma
yapilmistir. Ardindan ornek tiiplerindeki karisimlarin iizerine 2’ser ul DNA
orneklerinden konup ortalama iki dakika beklenerek 6l¢iim sonuglar1 alinmistir [48].

Bu 06l¢iilen genomik DNA’lar 10 ng/ul konsantrasyonda olacak sekilde seyreltilmistir.

5.3. Truseq Custom Amplikon Low Input Protokolii
10 ng/ul’ye getirilen DNA’lar santrifiij edilmistir. Tec semi-skirted PCR plate’inde
kullanilacak kuyucuklar igaretlenmis, her biri kuyucuga 1 pl Sample Stabilizasyon
soliisyonu 1 ve ardindan 3 pl Resuspension Soliisyonu 1 dagitilmis, pozitif ve negatif
kontrol kuyucuklaribos birakilmistir. Ardindan her bir kuyucuga 1 pl DNA 6rnegi
dagitilmis ve Thermal Cycler’da HYB programinda calistirilmistir. HYB programi

“TruSeq custom amplicon low input Kit reference guide” da bildirilmistir [45].

5.3.1. Pozitif ve negatif kontrol hazirlama
2,5 ul Control Oligo Pool ile 2,5 mikrolitre Resuspension soliisyonu 1,5 ml’lik
eppendorf tiipte birlestirilmistir. 2 pul 2800M (Control DNA 2800M), 2 ul RS1 ve 1
ul SS1 1,5 mililitrelik eppendorf tiipte birlestirilmistir. 5 pl 2. tiipten alinmis ve pozitif
kontrol kuyucuguna koyulmustur, iizerinde 1. tiipten 5 pl koyulmustur. Hazirlanan bu
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kuyucuk pozitif kontrol ornegidir. 5 pul RS1 negatif kontrol olarak isaretlenen

kuyucuga koyulmustur. Hazirlanan bu kuyucuk ise negatif kontrol 6rnegidir.

5.3.2. Custom amplicon oligo tiip hazirlanmasi
DNA Lobind tiip iginde CAT, RSI ile 1:1 oraninda sulandirilmistir. Her bir 6rnek
kuyusuna 5 ul dagitilmistir. 15 pl Oligo Hybridization for Sequencing 2 tiim
kuyucuklara yavas yavas eklenmis ve 3-5 defa pipetaj yapilmistir. Ornekler Thermal
Cycler’da HYB programinda calistirilmistir.

5.3.3. Uriin piirifikasyon boncugu ile 6rnek saflastirmasi
Oda sicakligina getirilen beadler en az 1 dakika vortexlenmistir. PCR plate’i Thermal
Cycler’dan aliip oda sicakligina gelmesini takiben her bir kuyucuga 25 mikrolitre
tiriin piirifikasyon boncugu konup pipetaj yapilmistir. 5 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildikten sonra manyetik standa konup, 6érneklerin boncuga yapismasi beklenmistir.
Iyice seffaflastiktan sonra siipernatant ¢ekilmistir. Her bir kuyucuga 80 pl Stringent
Wash 1’den koyulmustur. Plate manyetik stant {izerinde hareket ettirilip, siipernatant
cekilip atilmistir. Bu yikama islemi 3 kez tekrarlanip takiben her kuyucuga 80 pl yeni
hazirlanmis %60°lik etanol dagitilmistir ve plate manyetik stant iizerinde hareket
ettirilip ardindan tiim alkol pipetle alinip atilmistir. Oda sicakligindan 5 dakika inkiibe

edilip tiim etanol uzaklastirilmistir.

137 ul Extension-ligation buffer, Extension ligation tiipiine aktarilarak ELE-ELB
(extension-ligation buffer, extension-ligation enzyme) mixi hazirlanmistir. Etanolii
uzaklastirilmis plate’in her bir kuyucuguna 22 pl ELB-ELE mixinden eklenip pipetaj
yapilip Thermal Cycler’da Extension & Ligation programinda ¢alistirilmistir. Program

“TruSeq custom amplicon low input kit reference guide” da bildirilmistir [45].

5.3.4. index baglama
PCR bittikten sonra plate oda sicaklifinda 5 dakika bekletilmistir. Index baglama
islemi buz istiinde yapilacagindan bu sirada kirik buz alinir. Turuncu kapakli 17
indexleri her siituna ayr1 olacak sekilde 4’er ul her kuyucuga dagitilmistir. Her index

tiipli kullanildiktan sonra turuncu kapag: atilip yeni kapak takilmistir. Ardindan i5
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indexleri her bir satira ayri numaralar olacak sekilde yine 4’er pl olarak dagitilmistir.
Her index tiipii kullanildiktan sonra beyaz kapag1 atilip yeni kapak takilmistir. indexler
konduktan sonra 6rnek basi 21 ul zenginlestirilmis master karisim (Enhanced Master
Mix) ile ornek basi 1,1 ul Zenginlestirilmis DNA polimerazi (Enhanced DNA
Polimerase) karistirilarak olusturulan mix’den her bir kuyucuga 20 pl koyulup pipetaj
yapilmasina takiben Thermal Cycler cihazinda Illumina 3 programi ¢alistirilmistir.
Program “TruSeq custom amplicon low input kit reference guide” da bildirilmistir

[45].

5.3.5. Temizleme asamasi
PCR protokolii tamamlandiktan sonra plate cihazdan cikarilmistir. Yeni bir midi
plate’in her bir kuyucuguna 6rneklerden 45 ul siipernatant ¢ekilip ardindan her bir
kuyucuga 36 upl iriin pirifikasyon boncugu eklenmistir. 1800 rpm’ de 2 dakika
karistirilip homojen olana kadar pipet ile pipetaj yapilmistir. 5 dakika oda 1sisinda
inkiibe edilip 280xg’de 1 dakika santrifiij edilmesini takiben manyetik standa
alinmistir. Yaklasik 2 dakika siipernatant berraklasana kadar beklenilip 81 pul
stipernatant ¢ekilip atilmistir. Ardindan her bir kuyuya yeni hazirlanmis %80 etanol
eklenip manyetik stant lizerinde hareket ettirilmesini takiben alkol pipetle cekilip
atilmistir. Bu yikama islemi 2 kez tekrarlanmistir. Ttiim alkolii uzaklastirmak i¢in plate
manyetik stanttan alinip, 5 dakika oda 1sisinda bekletilmistir. Her bir kuyuya 25 ul
Resuspansion Buffer eklenip 1800 rpm’de 2 dakika karistirilip, ardindan pipet ile
pipetaj yapilarak homojen bir sekilde karigmalar1 saglanmistir. Oda sicakliginda 2
dakika inkiibe edilip 280xg’de 1 dakika santrifiij edilip ardindan manyetik standa
koyulmustur. Yaklagik 2 dakika bekletilerek siipernatantin berraklagmasi saglanmastir.
Yeni bir midi plate alinip eski plate’deki drneklerden 20’ser ul siipernatant yeni midi
plate’e aktarilip +4°C’de saklanmistir. Eski midi plate’te kalan ornekler agaroz jel

elektroforezinde yiiriitmek tizere kaldirilmistir.

5.4. Agaroz jel elektroforezi
Ornekleri yiiriitmek igin %4’liik agaroz jel hazirlanmistir. 4 gr agaroz tartilip 100 ml
TAE ile mikrodalga firinda 1sitilmistir. TAE hazirlamak icin 4.84 gr 2M Trisbase,
1.21 ml 1M asetik asit ve 0.372 gr 50 mM EDTA tartilarak 11t deiyonize su ile ¢oziiliir
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ve 1X lik TAE buffer elde edilir. Agaroz tamamen ¢oziildiikten sonra 4 ul biomatik
boya eklenerek, taraklari takilmis tanka dokiiliip donmasi beklenmistir. Ornekler
Ladder ile birlikte 100V’da 30 dk yiiriitiilmiistiir. Pozitif kontrol 6rneginden 310 bp’de
bant vermesi, 6rneklerin 350 bp dolaylarinda bant vermesi ve negatif kontroliin bant
vermemesi beklenmektedir. Bu asamalar dogru sekilde tamamlandigindan

normalizasyon asamasina gecilebilinmistir.

5.5. Kiitiiphane normalizasyonu
Her bir 6rnek icin 44 ul Library Normalization Additivesl ve her bir 6rnek i¢in 8 ul
Kiitliphane normalizasyon boncugu-1 olacak sekilde mix hazirlanmistir. 20’ser pl
ornegin oldugu plate +4° C’den ¢ikarilmistir. Her bir kuyucuga 45 pl mix’den eklenip
1800 rpm’de 30 dakika karistirilmistir. Bu sirada kartus ¢oziinmeye birakilmistir.
Karigtirma iglemi bittikten sonra flow cell oda sicakligina ¢ikarilmistir. Is1 blogu 98
dereceye ayarlanmustir. Plate karistiricidan alinip tlizeri acilarak manyetik standa
koyulup yaklasik iki dakika siipernatantin berraklagsmasi beklenmistir. Tim
siipernatant pipetle cekilip atilmistir. Plate manyetik stanttan alinip her bir kuyucuga
45 pul kiitiiphane notmalizasyon yikama-1 eklenmistir. 1800 rpm’de 5 dakika
kanigtirilip ardindan manyetik standa alinmistir ve siipernatantin berraklagmasi i¢in
yaklasik iki dakika bekletilmistir. Siipernatant pipetle cekilip atilmis, tekrar 45 pl
kiitiphane normalizasyon yikama soliisyonu eklenip 1800 rpm’de 5 dakika
karistirilmigtir. Manyetik standa alinip yaklasik iki dakika stipernatantin berraklasmasi
beklenmis, ardindan silipernatant pipetle ¢ekilip atilmistir. Plate manyetik stanttan
alimmustir. Her kuyuya 20 pl yeni hazirlanmig 0.1N NaOH eklenmistir. 1800 rpm’de 5
dakika karistirilp ardindan pipet ile pipetaj yapilarak homojenize edilmistir. Tekrar
manyetik standa alinip siipernatantin berraklagsmasi beklenmistir. Yeni bir PCR plate’i
cikarilip bu yeni PCR plate’inin her bir kuyucuguna 30 ul Library Normalization
Storage buffer2 (LNS2) dagitilmistir. Midi plate’den 30 ul siipernatant ¢ekilip, LNS2
ekledigimiz yeni PCR plate’ine koyulup 1000xg’de 1 dakika santrifiij edilmistir.
Ardindan her bir kuyucuktan 5 pl O6rnek almip ve 1,5 ml’lik eppendorf tiipte
birlestirilmistir. Bu islem pooling islemidir. Jelde 1s1mas1 az olan 6rnekler i¢in miktar

5yerine 7 ul alinmistir.
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5.6. Orneklerin miseq cihazina yiiklenmesi
Pool hazirladigimiz tiip +4°C ‘de bekletilmistir. Kartustan ¢ikan ve oda sicakligina
gelmis olan Hybridization Bufferl’den 590 pl yeni bir eppendorf tiipline aktarilip
ardindan iizerinde pooling yaptigimiz eppendorf tiipiinden 10 pl alinarak eklenmis,
ardindan kisa bir siire vortex yapilip 280xg’de 1 dk santrifiij edilmistir. Isitic1 bloga
koyulup 98°C’de 2 dakika bekletilmistir. Ardindan hemen buz {izerine koyulup bes
dakika bekletilmistir. Hazirlanmis olan bu kiitiiphane, kartusun ilgili boliimiine

yiiklenmistir.

Cihaz ¢iktilart girig boliimiinde de belirtildigi gibi ANNOVAR programu ile anote
edilip referans genomuyla eslestirilerek varyantlar cagirilmistir. Analiz edilmek

istenen varyantlarin 6zelliklerine gore filtreleme islemi yapilmustir.

5.7. Sanger dizileme
Okuma sayis1 az olan varyantlarin varligin1 konfirme etmek ve aday varyantlarin
hastanin aile liyelerinde de bakilarak segregasyonunu 6grenmek i¢in “altin standart”

olarak kabul edilen Sanger dizileme metodu uygulanmistir.

5.7.1. Primer dizayni
Hem aday varyantlarin segregasyonuna bakmak hem de okuma sayist diigiik
varyantlarin konfirmasyonu i¢in 24 primer ¢ifti dizayn edilmistir. Bu dizileme i¢in
NCBI Blast kullanilmis olup, dizilenen primerler ve bilgileri Tablo 5.3’de

gosterilmistir.
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Tablo 5.3. Tasarlanan primer dizileri

Primer Gen Ekzon- Forward primer dizisi (5°-3’) Reverse primer dizisi (5°-3’) Baglanma

no sembolii intron sicakhigi
lokasyonu (O

1 TG Ekzon 2 ATGAGAGCCCGTCTCTGTC GGGGAAGGCACAAGATG 59

2 TG Ekzon 12 GAGCCCACACAGAGCAGG AGTGTGGGGCTCTGTCCTC 60

3 TG Ekzon 17 ATGCTCAGTCGTCCCGAG ACGCCTCCATATCTCGGTC 59

4 TG Ekzon 18 CAGAGGAAATCCCAAACAAAG TTTCTGACACCGTAACCCTG 58

5 DUOX2 Ekzon 8 TGGGCTCAGACCCTTCC CAGCTCATTCTGCACCTTTC 59

6 DUOX2 Ekzon 17 AGGAATTGACCTGAAGGCG CGCTTGTGATAATGGAGTCG 60

7 DUOX2 Ekzon 25 AGGAGTGGAAAGCCCTCTG TTCCATCTCCCCACTGTTTC 59

8 SLC5A5 Ekzon 13 AGCTTTTGAGTGCAGGCAG AGCCTTGAGGCAGAGAGATG 59

9 SLC6A4 Ekzon 5 TTCAGCCTTTTGCCGTTG TAAGAAGCCAAACCCCAGG 60

10 YD Ekzon 2 CGGTCACCTTATGACCAAGG TTTTCCATTGTTGGAGTCACAC 60
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11 SLC26A7 19 UTR ACCCACCAAACCAACAGGAT AGATGCCAGAGAAAGCACCT 59
12 SLC26A7 19 UTR TGGACACAGTATTGTCTGAGCA AGCCTTGGTGTGTGGAAGTC 59
13 TSHR Ekzon 10 GCTCTCCTGGGCAATGTCTT GGTGATGACCGTCAGCGTAT 60
14 TG Intron 5 ATGCTGCTCGACTGCAGAAAT TGCACATATGACACATGGAGGC 60
15 SLC5A5 1UTR GATTCCTAACCCAGGGAGCC AGGAGCATGAGGGCAAAGAC 59
16 TG Ekzon 9 CTTGGCACAAGAGGCACATT ATCCCACAGAGAGTGGCTTG 59
17 TPO Ekzon 14 AGAGAGAAGCACCTCCCAGA CTACGCAGGTTCTCCCATCG 59
18 TPO Ekzon 8 CTGGGTGACCTTGAACTCCC GGGAGAGAGAAGCCACGATG 60
19 TPO Ekzon 6 CGATGGCTCCCTCCAGTCTA GCACGAGCAAGAACCCAGTA 60
20 TPO Ekzon 9 AGCAGTACGTGGGTCCCTAT TCCATGGGCTGAAGAAAGCC 60
21 TPO Ekzon 15 AGGTTCTTCTAACCAGGCCTCT | AGTCAAAAAGTGAAGGACTTACCAC 59
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5.7.2. PCR reaksiyonu
Dizayn edilen primerler ile BioMix™ Red ve MyTaq protokollerine uygun sekilde
hazirlanan PCR karisimlar1 Veriti Thermal Cycler cihazinda Tablo 5.3’de belirtilen
sicakliklara gore ¢alistirnllmistir [49]. PCR protokolleri Tablo 5.4’de, cihaz kosullar

Tablo5.5’de gosterilmistir [50], [51].

Tablo 5.4. PCR protokolleri

BioMix™ Red MyTaq™ DNA Polymerase
PCR protokolii
PCR protokolii
15 pl BioMix Red 10 pl 5x MyTaq Reaction Buffer
2 pl Template DNA 2 pl Template DNA
0,7 ul forward, 0,7 ul reverse 1 ul Forward, 1 ul Reverse Primer
Primer(20uM) (20uM)
11,6 ul (ddH20) 1 ul MyTaq DNA Polymerase
35 ul (ddH20)

Tablo 5.5. PCR igin cihaz kosullar:

Step Sicaklik (°C) Siire Devir
Initial denaturation 95 1 dk 1
Denaturation 95 15sn
Annealing Bkz. Tablo 3.3 15sn 25
Extension 72 10sn

PCR reaksiyonu sonucu elde edilen iirlinler %?2’lik hazirlanan agaroz jel

elektroforezinde yliriitiilmiis ve goriintiilenmistir.
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5.7.3. PCR iiriin temizleme asamasi
Agaroz jel elektroforezi sonunda dogru yerde bant goriintiisii veren PCR {iriinleri i¢in
dizileme asamasindan 6nce fazla primer ve niikleotitlerden arindirmak igin yikama
islemi yapilmistir. Applied Biosystems firmasinin Exo-Sap-IT {iriinii ile PCR f{iriiniine
protokoliine uygun sekilde muamele edilmistir [52]. Protokole gore her 5 ul 6rnek igin
2 ul ExoSAP- IT™ reagent kullanilmigtir. Thermal Cycler’da 6nce 37°C de 15 dakika,
ardindan 80°C’de 15 dakika inkiibe edilip +4 °C’de saklanmuistir.

5.7.4. DNA dizileme

Exo-SAP ile piirifiye edilmis PCR iirlinii dizileme protokolii i¢in +4’den ¢ikarilmstir.
Her bir reaksiyon i¢in 1 pl BigDye™ Terminator 3.1 Ready Reaction Mix, 1 pl
BigDye™ Terminator vl.1 & v3.1 5X Sequencing Buffer ve 3,8 ul Deionize Su
(RNase/DNase-free) karistirilarak mix olusturulmustur. Her kuyucuga, her bir
reaksiyon igin 5,8 pl mixden dagitilir. Uzerine 3,2 pmol 0,7 ul primer eklenip piirifiye
edilmis PCR iriinlerinden 3,5 ul her bir kuyuya eklenmistir. Veriti™ 96-Well Fast
Thermal Cycler cihazinda, “BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit user
guide” da belirtilmis programa gore ¢aligtirilmis, kosullar Tablo 5.6’de belirtilmistir
[53].

Tablo 5.6. Dizileme icin gerekli cihaz kosullar

Step Sicaklik (°C) Siire Devir
Initial denaturation 96 1dk 1
Denaturation 96 10 sn
Annealing 50 5sn 25
Extension 60 4 dk
Hold 4
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5.7.5. PCR iiriin saflastirmasi
Saflastirma i¢in “BigDye® Terminator v3.1Cycle Sequencing Kit Protocol” icerisinde

bulunan Etanol/ EDTA/ Sodyum Asetat presipitasyon prokolii uygulanmistir.

Plate, Veriti™ 96-Well Fast Thermal Cycler’dan alinir ve kisaca santrifiij
cihazindan dondiiriiliip 6rnek basina 1 pl 125mM EDTA ve 1 pl 3M Sodyum asetat
olacak sekilde mix hazirlanmistir. Her bir 6rnegin iizerine 2 ul hazirlanan mix’den
eklenip lizerine 50 pl yeni hazirlanmis ve dolapta bekletilmis %100 etanol eklenip
tizeri seal ile sikica kapatilip 4 kez ters-diiz edilmistir. Ardindan oda 1sisinda 15 dakika
inkiibe edilip 1650xg’de 4°C de 45 dakika santrifiij edilmistir. Plate bir peceteye ters
cevrilip 185xg’de 1 dakika santrifiij cihazinda spin edilmistir. Ardindan her bir
kuyucuga 35 pl yeni hazirlanmis ve sogutulmus %70 etanol eklenip 1650xg’de 4°C de
15 dakika santrifiij edilmistir. Plate tekrar bir pegeteye ters cevrilip 185xg’de santrifiij
cihazinda kisa spin edilmistir. Her bir kuyucuga 10 pl formamid eklenilmistir [54].

5.7.6. Kapiler elektroforez
Elektroforez asamasi ABI3500 Genetic Analyzer cihazinda gerceklestirilmistir.
Modiil olarak StdSeq50 POP7, Polymer olarak POP-7 kullanilmistir. Kapiler
uzunlugu 50-cm’dir. “BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit user guide”

protokoliine uygun sekilde ¢alisilmustir [53].

5.8. Dizileme analizi
Sanger datalarmin analizi i¢in QIAGEN CLC Genomic Workbench programi
kullanilmistir [55]. Referans genomu olarak Genom Referans Konsorsiyumu Genome
Reference Consortium Human Build 37 (GRCh37, hg19) kullanilmistir. Hasta dizileri
referans genomu ile kiyaslanarak, niikleotid degisimleri saptanmistir. Saptanan
degisimlerin hem ailedeki segregasyonu incelenmis, hem de yeni nesil dizileme

sonuglarinin dogrulamasi tamamlanmaigtir.

Calisma kapsaminda kullanilan sarf malzemeler Tablo 5.7°de, kullanilan

cihazlar ise Tablo 5.8’de gosterilmistir.
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Tablo 5.7. Calisma kapsaminda kullanilan sarf malzemeler

Sarf malzemeler Marka Katalog Numarasi

Tec semi-skirted PCR | BIO-RAD HSS9601

plate

Eppendorf tiipii NEST 605001

DNA Low binding tiip eppendorf 30123,344

Midi plate AXYGEN P-DW-11-C-S

Etanol Merck 1.00983.2500

NaoH Sigma Aldrich 1.06498.1000

EDTA Fisher Scientific BP120-500

Sodyum Asetat Sigma Aldrich 25022

Deiyonize su Wisent 809-115-CL

Agaroz Biomax IB70073

Trizma Base Sigma Aldrich T1503

Loadig dye Thermo Scientific R0611

Ladder Biomatik M7123

Exo-Sap-IT ABI 78201.1.ML

Formamid MC Lab SDI-100

Polymer POP-7 ABI 4393708
Tablo 5.8. Calisma kapsaminda kullanilan cihazlar

Cihaz Marka Model

Yeni nesil dizileme llumina MiSeq

cihazi

DNA izolasyon cihazi Zinext MagPurix

Spectramax cihazi

SpectraMax-Parandigm

Multi-Mode Microplate
Detection Platform from
Molecular Devices LLC

Qubit cihazi

ThermoFisher Scientific

Qubit 3.0 Fluorometer

PCR cihaz1

BIO-RAD

T100
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PCR cihaz1 Veriti Veriti 96-well fast thermal
cycler
Elektroforez cihazi Wealtec Wealtec Elite 300 plus

Agaroz jel goriintiileme

cihazi

DNR Bio imaging
systems

Minibis Pro- DNR Bio
imaging systems

Vortex cihazi VELP VELP-Vortex-421516

Is1 blogu Scigene Hybex micro sample -
Scigene

Shaker Eppendorf Eppendorf Themomixer C

Santrifiij cihazi Tehtnica Tehtnica Centric 200R -
400R

Sogutucu +4 Siemens KD53NNW22N

Derin Dondurucu -20 Siemens GS33VVWa3IN

Hassas Terazi Shimadzu D310030094

Mikrodalga Firin Siemens HF12G240

Micro-pipet seti Gilson Pipetman set

Sanger dizileme cihazi

Applied Biosystems

ABI3500 Genetic
analyzer
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6. BULGULAR

6.1. Calismaya alinan hastalarin klinik bulgular

Istanbul Medipol Universitesi Genetik Tan1 Merkezine Tiirkiye’deki farkli cografi
bolgeleriden endokrinolog ve pediatrik endokrinologlar tarafindan gonderilen KH
tanis1 almig, ailede akraba evliligi saptanan, ebeveynleri tarafindan onam formu
imzalanmis 63 olgu 214S637 nolu Tiibitak Projesi kapsaminda calismaya dahil
edilmistir. Olgularla birlikte varsa ebeveynlerinden ve saglikli/hasta kardeslerinden de
periferik kan 6rnegi alinmistir. Tiim olgularda akraba evliligi mevcut olup doktorlar
tarafindan alinan tanilari, cinsiyetleri ve kardeslik durumlart Tablo 6.1°de

gosterilmistir.

Tablo 6.1. Demografik Bilgiler

Aile Hasta Cinsiyet TANI Akraba
evliligi
1 1A K Hipotiroidi Mevcut
1B K Hipotiroidi
2A K Dishormonogenez | Birinci derece
2 2B E Dishormonogenez | kuzen evliligi
3A K Dishormonogenez | Birinci derece
3 3B E Dishormonogenez | kuzen evliligi
4A E Dishormonogenez | Birinci derece
4 4B E Dishormonogenez | kuzen evliligi
4C E Dishormonogenez
5A E Kardes olgu Birinci derece
5 5B K Dishormonogenez | kuzen evliligi
5C K Dishormonogenez
K Agenezi Birinci derece
6 6A kuzen evliligi
K Sol lob agenezi | ikinci derece
7 TA kuzen evliligi
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K Hipoplazi Birinci derece
8 8A kuzen evliligi
E Hipoplazi Birinci derece
9 9A kuzen evliligi
E Hipoplazi Birinci derece
10 10A kuzen evliligi
Birinci derece
11 11A K Hipoplazi kuzen evliligi
Birinci derece
12 12A E Hipoplazi kuzen evliligi
13A Agir boy kisaligi, | Birinci derece
13 13B geri kemik yas1, | kuzen evliligi
zeka geriligi
14A E TSH yiiksekligi Mevcut
14 14B E
15 15A E KH Birinci derece
15B E Dishormonogenez | kuzen evliligi
16 16A K Primer hipotiroidi Mevcut
16B E Yiiksek TSH
17 17A K Dishormonogenez Mevcut
17B E Dishormonogenez
18 18A K TSH yiiksekligi | Birinci derece
18B K kuzen evliligi
19 19A K Yiiksek TSH Birinci derece
19B K kuzen evliligi
20 20A K KH Birinci derece
20B E kuzen evliligi
21 21A K Yiiksek TSH, Birinci derece
21B K tiroid USG kuzen evliligi
abnormal
22 22A E Yiiksek TSH
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22B E Ucgiincii
derece akraba
evliligi
23A K Hipotiroidi ve Birinci derece
23 Down tanili kuzen evliligi
23B K Hipotiroidi
24 24A K Yiiksek TSH Birinci derece
24B E kuzen evliligi
25A K Yiiksek TSH, Birinci derece
25 Dishormonogenez | kuzen evliligi
25B E Yiiksek TSH
25C E Yiiksek TSH
26 26A E Yiiksek TSH Mevcut
26B E
27 27A K KH Ikinci derece
27B E kuzen evliligi
28 28A K Konjenital Mevcut
28B K Hipotirodi
29 29A K Konjenital guatr Mevcut
ve KH
30 30A E Konjenital guatr Mevcut
30B E ve KH
31 31A K Konjenital guatr Mevcut
31B K ve KH
32 32A K Konjenital guatr | Birinci derece
32B K ve KH kuzen evliligi
33 33A E Agenezi Birinci derece
kuzen evliligi
34 34A K Hipotiroidi Mevcut
> 22: - Hipotiroid Meveut
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6.2. Yeni Nesil Dizilime Sonuclar:

[llumina Truseq Custom Amplicon Low Input Protokolii ile MiSeq cihazinda yapilan
dizileme islemini takiben, ANNOVAR programi kullanilarak elde edilen datalar
referans genomu olarak Genom Referans Konsorsiyumu (Genome Reference
Consortium Human Build 37) ile eslestirilerek varyantlar ¢agrilmistir. Cihazdan .vcf
dosyast olarak alinan datalar ClinVar, OMIM, HGMD ve HGVS veritabanlarindan
elde edilen bilgilerin bulundugu bir excell formatina doniistiiriilmistiir. Her hasta i¢in
kromozom numarasi, kromozom lokasyonu, varyantin patojenite degeri, degisen
niikleotid bilgisi, referans niikleotid bilgisi ve dbSNP numarasi gibi bilgilerin oldugu
bir excel dosyasi elde edilmistir. Bu excell dosyalart her bir hasta i¢in 9000-10000
aras1 varyant bilgisi icermektedir. Bu varyantlar 6ncelikle bir filtreleme asamasindan
gecirilmis ardindan bahsedilmis olan tiim veritabanlarinda tek tek incelenmistir. Elde

edilen excell dosyasinin bir kismi 6rnek olarak Tablo 6.2’de gosterilmistir.

Tablo 6.2. YND sonucu elde edilen varyant listesi 6rnegi

Chr dbSNP Start End Ref = Alt  CLNSIG ExonicFunc.refGene
chrl | rs8997 949654 949654 A G synonymous SNV
chrl  rs2799066 977330 977330 T C Benign .
chrl | rs2465128 981931 981931 A G Benign synonymous SNV
chrl | rs10267 982994 982994 T C Benign synonymous SNV
chrl | rs9442391 984302 984302 T C Benign synonymous SNV
chrl | rs9803031 987200 987200 C T Benign .
chrl | rs4275402 990280 990280 C T Benign synonymous SNV
chrl | rs307377 1269554 | 1269554 T C nonsynonymous SNV
chrl | rs307362 1277533 1277533 T C synonymous SNV
chrl | rs874516 1635004 | 1635004 T C synonymous SNV
chrl | rs1136997 1635749 1635749 C A synonymous SNV
chrl | rs1059822 1636044 | 1636044 G A synonymous SNV
chrl | rs72901773 | 1647778 1647778 C G .
chrl | rs72901775 1647814 1647814 T C synonymous SNV
chrl | rs72909014 1647871 1647871 T Cc . synonymous SNV
chrl | rs2229110 1957037 | 1957037 T C Benign synonymous SNV
chrl | rs28408173 @ 1960674 1960674 @ C T Benign synonymous SNV
chrl | rs28398772 | 1961466 1961466 @ C T Benign synonymous SNV
chrl | rs11586985 @ 2337277 2337277 C T Likely ben

ign
chrl | rs2494598 2340200 2340200 T C Bgenign synonymous SNV
chrl | rs4648658 2560882 | 2560882 G A synonymous SNV
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6.3. Yeni nesil dizileme sonucunda hastalarda tespit edilen varyantlar

Varyantlar filtrelenirken sinonim degisimler elenmistir. Ardindan dbSNP, 1000
Genome ve ExXAC degerleri %1°den biiyiik olan varyantlar ¢ikarilmis ve geri kalan
varyantlar klinik veri tabanlar1 kullanilarak degerlendirilmistir. Her hastadan elde
edilen varyantlar ve bazi veri bankalarindaki varyant bilgileri Tablo 6.3’de gosterilmis,
benign varyantlar diisiik patojenite degerleri sebebiyle tabloya eklenmemistir. Yapilan
filtrelemeler sonrasinda bulunan varyantlarin ilgili hastadaki okuma sayilar1 ve
kaliteleri, hasta BAM dosyalarinin IGV programinda c¢alistirilmasiyla kontrol

edilmistir. Ortalama 20 okumanin altinda kalan varyantlar elenmistir.
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Tablo 6.3. Hastalarin YND sonuclarmin filtreleme analizi sonucu elde edilen varyant listesi

Hasta | Krom | Pozisyon | Referans | Ornek Gen Gen bolgesi Protein dbSNP | Translasyon MAF Zigosi
Kodu | ozom allel allel sembolii varyanti ID etkisi te
1426940 G T TPO intronik rs289093 - T=0.0233 | homo
2B 2 74 12521 zigot
(ExAC)
2 1507727 C G TPO ekzonik N798K - missense - homo
zigot
1426940 G T TPO intronik rs289093 - T=0.0233 | homo
2 74 12521 zigot
(ExAC)
2A 2 1507727 C G TPO ekzonik N798K - missense - homo
zigot
2 1437204 C A TPO intronik - rs782534 0.0212 homo
18 zigot
1480993 G A TPO ekzonik G319R | rs104384 missense A=0.0000 | homo
2 3717 08/1 zigot
(TOPME
4A D)
8 13402601 G A TG intronik - rs202094 - - homo
0 0 zigot
1480993 G A TPO ekzonik G319R rs104384 missense A=0.0000 | homo
2 3717 08/1 zigot
4B (TOPME

D)




17 38249450 THRA ekzonik V310L - missense - homo
zigot
1480993 TPO ekzonik G319R rs104384 missense A=0.0000 | homo
2 3717 08/1 zigot
(TOPME
D)
4C
28549980 SLC6A4 intronic - rs202094 - G=0.0176 | homo
17 0 /88 (1000 | zigot
Genomes
5B 17 28545221 SLC6A4 ekzonik N205Y - missense - homo
zigot
5C 17 28545221 SLC6A4 UTR - rs729989 - A=0.0110 | homo
48 /5510009 | zigot
enom

1457594 TPO ekzonik P204L rs746942 missense T=0.0000 | homo
2 915 6/7 zigot

6A (EXAC)
8 13390999 TG ekzonik rs780538 missense T=0.0000 | homo
0 A1033V 772 7/9 zigot

(ExAC)
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8A 8 13392051 TG ekzonik Y1310= | rs143023 sinonim T=0.0001 | homo
3 529 /18 zigot

(ExAC)
11A 15 45391997 DUOX2 ekzonik M1093T | rs127332 missense - homo
5710 zigot
8 92408426 SLC26A7 UTR - rs976124 - G=0.0001 | homo
800 /18 zigot

12A (TOPME
D)

8 13388037 TG ekzonik A28V rs114543 missense T=0.0002 | homo
5 085 /20 zigot

(ExAC)
13A 19 17999159 SLC5A5 ekzonik R516* rs371248 nonsense T=0.0000 | homo
ve 13B 346 2/3 zigot

(ExAC)
16A 15 45402883 DUOX2 ekzonik P303R rs151261 missense C=0.0107 | homo
408 /1290 zigot

(ExAC)
16B 8 92409428 SLC26A7 UTR - rs789793 - G=0.0146 | homo
12 /73 (1000 | zigot

Genomes
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14 81609751 TSHR ekzonik R450H rs189261 missense A=0.0003 | homo
858 /35 zigot
20A (ExAC)
8 13388037 TG Ekzonik A28V rs114543 missense T=0.0002 | homo
5 085 120 zigot
(ExAC)
G94R - homo
21A 8 92301450 SLC26A7 ekzonik missense - zigot
ve 21B G=0.0020 | homo
6 15072375 YD UTR - rsb68274 - /10 (1000 | zigot
5 468 Genomes
25A 8 13388547 TG intronik - rs774274 - A=0.0000 | homo
ve 25B 1 702 3/3 zigot
(ExAC)
28A 2 1488506 TPO ekzonik rs778515 | Rs778515 missense A=0.0000 | homo
ve 28B 113 113 7/9 zigot
(ExAC)
29A 2 1520714 TPO ekzonik G860R rs556552 missense A=0.0000 | homo
435 2/3 zigot
(ExXAC)
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31A 1507728 TPO ekzonik E799K rs121908 missense A=0.0002 | homo
ve 31B 085 /1 (1000 | zigot
Genomes
32A 1480981 TPO ekzonik Q315* - nonsense - homo
ve 32B zigot
34A 13391910 TG ekzonik R1270C | rs754517 missense T=0.0002 | hetero
6 497 123 zigot
(ExAC)
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6.4. Yeni nesil dizileme sonucunda tespit edilen aday novel varyantlar

YND analizleri sonrasinda elde edilen aday varyantlarin IGV goriintiilerinin, okuma

derinlikleriyle birlikte degerlendirilmesi sonunda 2 olasi novel varyant tespit

edilmistir. Bu varyantlarin fonksiyonel etkilerinin belirlenmesinde in silico tahmin

araglart kullanilmistir. Her tahmin aracinin ¢alisma prensibi farkli oldugundan ayni

varyant i¢in farkli fonksiyonel etki bildirebilmektedirler. Bu sebeple in silico tahmin

gereglerinin sonuglarinin olusan degisimin klinikteki etkisini belirlemedeki basarilari

goreceli hale gelmistir [56]. Aday novel varyantlar ve in silico analiz sonuglar1 Tablo

6.4’de belirtilmis, IGV goriintiileri Sekil 6.1- 6.2°de gosterilmistir. Her iki varyant i¢in

de kalite okuma sayis1 goriilmiistir.

Tablo 6.4 Aday novel varyantlarin In silico analiz sonuclari

Gen Varyant | Hasta | Mutation SIFT FATHMM | Mutation
sembolii kodu | Taster Assessor
SLC26A7 G94R 21A | Disease | Damaging | Damaging High

21B | causing
Disease
SLC5A5 R516* | 13A | causing - Neutral -
13B | automatic
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Sekil 6.1. 21A ve 21B kodlu hastalarin SLC26A7 geni iizerindeki G94R degisiminin
IGV gorintiisii
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Sekil 6.2. 13A ve 13B kodlu hastalarin SLC5AS5 geni iizerindeki R516* degisiminin
IGV goriintiisii
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6.5. Sanger dizi analizi ile variant dogrulanmasi ve aile segregasyonlari

IGV programi ile okuma sayilar1 ve bilgileri kontrol edilen varyantlarin i¢ginde okuma
sayis1 siirda olan, tek yonlii okuma elde edilmis olan varyantlar i¢in ve varyantlarin
segregasyonunun goézlemlenmesi i¢in olgularin kendisinde ve varsa aile bireylerinde
sanger dizileme teknigi ile bilinen nokta mutasyon analizleri gerceklestirilmistir. Her
aile, hasta olgudaki varyant agisindan analiz edilmis olup Sekil 4.3- 4.23’de sanger

dizileme verileri ile pedigree semalar1 gosterilmistir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda TPO geninde bulunan ve yeni nesil dizileme
analizi sonug¢larin1 dogrulamak i¢in yapilan Sanger dizilemeleri sonucunda N798K,
G319R, P204L, G493S, G860R, E799K ve Q315* aminoasit degisimleri
gbdzlemlenmistir. Bu degisime sebep olan nokta mutasyonlart Sekil 6.3 — 6.9°da

gosterilmigtir.

A B

Referans v\ ACTGCTGCADG A >
AG AT G AABCAGCTCSCTGCAGA D

2C

v

25

2B

m

2A

BRSNS N S S S S

Sekil 6.3. 2A ve 2B kodlu hastalar ile 2C kodlu bireylerin TPO gen mutasyonu
goriintiileri (A) ve pedigri semasi (B)
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Sekil 6.4. 4A, 4B ve 4C kodlu hastalarin TPO gen mutasyonu goriintiileri (A) ve
pedigri semasi (B)

6A

Sekil 6.5. 6A kodlu hastanin TPO gen mutasyonu goriintiisti (A) ve pedigri semasi
(B)

Referans
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Sekil 6.6. 28A ve 28B kodlu hastalar ile 28C ve 28D kodlu bireylerin TPO gen
mutasyonu gortintiileri (A) ve pedigri semasi (B)



A B
Rgfenns .\'l':;:’;;:‘,:':'..’l\:,;-
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29C 29D
29D
204
29C
29B ,
A ATAVAYVAATAVAVAY AT ATAVAVATAYAVAYAT AN AV VS 29A 29B

Sekil 6.7. 29A kodlu hasta ile 29B, 29C ve 29D kodlu bireylerin TPO gen
mutasyonu gorintiileri (A) ve pedigri semasi (B)

A B
S \_ I]_ ' )
31C 31D
RIEY
31B
31C
C AW LAMAVA MW AA AW YA WV EIWWVIVL 31A 318

Sekil 6.8. 31A ve 31B kodlu hastalar ile 31C ve 31D kodlu bireylerin TPO gen
mutasyonu gorintiileri (A) ve pedigri semasi (B)
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Sekil 6.9. 32A ve 32B kodlu hastalar ile 32C ve 32D kodlu bireylerin TPO gen
mutasyonu gortintiileri (A) ve pedigri semasi (B)

Yapilan ¢aligsmalar sonucunda SLC6A4 geninde bulunan ve yeni nesil dizileme analizi
sonuglarini dogrulamak i¢in yapilan Sanger dizilemeleri sonucunda N205Y aminoasit
degisiminin bulunmadig1 gézlemlenmistir. Bu degisime sebep olan nokta mutasyonu

Sekil 6.10°da gosterilmistir.
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Sekil 6.10. 5A, 5B ve 5C kodlu hastalar ile 5D ve 5E kodlu bireylerin SLC6A4 gen
mutasyonu gortintiileri (A) ve pedigri semasi (B)

«
m
»
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Yapilan ¢alismalar sonucunda TG geninde bulunan ve yeni nesil dizileme analizi
sonuglarini dogrulamak icin yapilan Sanger dizilemeleri sonucunda A1033V, A28V,
R1270C aminoasit degisimleri ile rs774274702 dbSNP numarasi ile intronik varyant
gozlemlenmistir. Y 1310= aminoasit degisiminin ise bulunmadig1 gézlemlenmistir. Bu

degisime sebep olan nokta mutasyonlart Sekil 6.11- 6.16’da gosterilmistir

6A

p B k. 2 _....L* i ATASVA'RIIAATVA

% GA

Sekil 6.11. 6A kodlu hastanin TG gen mutasyonu goriintiisii (A) ve pedigri semasi

(B)

LEY

1 1 24

T .'f' Ll NS A A4
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Sekil 6.12. 8A kodlu hastanin TG gen mutasyonu goriintiisii (A) ve pedigri semast

(B)
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12A

Sekil 6.13. 12A kodlu hastanin TG gen mutasyonu goriintiisii (A) ve pedigri semast

(B)

20C 20D
20C
204
WLSSEICA VAN LAWS A RSV MR R VT ARNSSIANA TS AW
208
e VoAb ULTVA LEVOERAN YR A (A ALY
20D
2 WA AN WA VWY VT 20A 208

Sekil 6.14. 20A ve 20B kodlu hastalar ile 20C ve 20D kodlu bireylerin TG gen
mutasyonu gortintiileri (A) ve pedigri semasi (B)

A B

TGGTCCANAGOCTACAACAGGTAARGGGAGCAGGGGTIGTGEC
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Sekil 6.15. 25A, 25B ve 25C kodlu hastalar ile 25D ve 25E kodlu bireylerin TG gen
mutasyonu goriintiileri (A) ve pedigri semasi (B)
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Sekil 6.16. 34A kodlu hastanin TG gen mutasyonu goriintiisii (A) ve pedigri semasi
(B)

Yapilan ¢aligmalar sonucunda DUOX2 geninde bulunan ve yeni nesil dizileme analizi
sonuglarint dogrulamak i¢in yapilan Sanger dizilemeleri sonucunda M1093T ve
P303R aminoasit degisimleri gozlemlenmistir. Bu degisime sebep olan nokta

mutasyonlart Sekil 6.17- 6.18’de gosterilmistir.

1A

Sekil 6.17. 11A kodlu hastanin DUOX2 gen mutasyonu goriintiisii (A)ve pedigri
semasi (B)
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Sekil 6.18. 16A ve 16B kodlu hastalar ile 16C ve 16D kodlu bireylerin DUOX2 gen
mutasyonu goriintiileri (A) ve pedigri semasi (B)

Yapilan g¢alismalar sonucunda SLC26A7 geninde bulunan ve yeni nesil dizileme
analizi sonug¢larini dogrulamak icin yapilan Sanger dizilemeleri sonucunda G94R
aminoasit degisimi ile 1s976124800 ve rs78979312 dbSNP numaralar: ile UTR
varyantlar gézlemlenmistir. Bu degisime sebep olan nokta mutasyonlar1 Sekil 6.19-

6.21°de gosterilmistir.

A B

referans cTTatatatatatTevealne ‘

.....................

Sekil 6.19. 12A kodlu hasta ile 21B ve 12C kodlu bireylerin SLC26A7 gen
mutasyonu gortintiileri (A) ve pedigri semasi (B)
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Sekil 6.20. 16A ve 16B kodlu hastalar ile 16C ve 16D kodlu bireylerin SLC26A7 gen
mutasyonu goriintiileri (A) ve pedigri semasi (B)
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Sekil 6.21. 21A ve 21B kodlu hastalar ile 21C ve 21D kodlu bireylerin SLC26A7 gen
mutasyonu gorintiileri (A) ve pedigri semasi (B)

Yapilan galigsmalar sonucunda SLC5A5 geninde bulunan ve yeni nesil dizileme analizi
sonuglarini dogrulamak i¢in yapilan Sanger dizilemeleri sonucunda R516* aminoasit
degisimi gozlemlenmistir. Bu degisime sebep olan nokta mutasyonlar1 Sekil 6.22°de

gosterilmistir.
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Sekil 6.22. 13A ve 13B kodlu hastalar ile 13C, 13D ve 13E kodlu bireylerin SLC5A5
gen mutasyonu goriintiileri (A) ve pedigri semasi (B)

Yapilan ¢alismalar sonucunda TSHR geninde bulunan ve yeni nesil dizileme analizi
sonuglarini dogrulamak i¢in yapilan Sanger dizilemeleri sonucunda R450H aminoasit

degisimi gozlemlenmistir. Bu degisime sebep olan nokta mutasyonu Sekil 6.23’de

gosterilmistir.
A B
(XTI EEXARNE AN EEEIAIIIAA KRu S 200 20D
20C
204
208
20D
204 208

Sekil 6.23. 20A ve 20B kodlu hastalar ile 20C e 20D kodlu bireylerin TSHR gen
mutasyonu gortintiileri (A) ve pedigri semasi (B)
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7. TARTISMA VE SONUC
KH c¢ocukluk c¢aginda tedavi edilmediginde gelisimsel bozukluklara sebep

olabilmektedir. Tedavi edildigindeyse mental retardasyon gibi sebep olabilecegi bir
cok hastaligin dnlenmesi miimkiindiir [57]. Hastaligin genetik etiyolojisi {izerine uzun
stredir ¢aligmalar yapilmaktadir. Gilinlimiizde genetik analizler hastaligin
patogenezini agiklamakta, hastalikla iliskilendirilmis olan her yeni bulgu molekiiler

mekanizmayi bir adim daha aydinliga kavusturmaktadir.

Calisilan her hasta sayesinde yeni veriler elde edilmekte, 6zellikle KH tanisi
bulunan aileler i¢in gelecek nesillerde hastaligin goriilme riski dnceden goz Oniinde
bulundurularak takibinin yapilmasi saglanmaktadir. KH otozomal resesif gecisli
olarak kalitildigindan, 6zellikle akraba evliligi bulunan ailelerde goriilme siklig1 daha
yiiksektir [58]. Tirkiye, akraba evliligi agisindan oldukga yiiksek bir orana sahip
oldugundan, gen havuzu daralmaktadir ve 6zellikle otozomal resesif gegisli hastaliklar
acisindan goriilme sikligi, akraba evliliginin sik goriilmedigi iilkelere goére yiiksek
orandadir [7]. Bugiine kadar, 15’den fazla gen KH ile iliskilendirilmistir ve yeni genler
literatiire katilmaya devam etmektedir. Bu ¢alismamizda KH ile iligkilendirilmis 17
gen ile ¢alisilmigtir. Bu genler hem dishormonogenez hem de disgenez ile
iligkilendirilmis genlerdir ve literatiir taramasi sonucunda olusturulacak panele
eklenmek tizere secilmistir. KH tanisinda 2004 yili dncesine kiyasla goriilen artigin
sebebi Bakanlik taramasiyla topuk kanindan TSH degeri tayininin zorunlu hale gelmis

olmasi olarak goriilebilir [7].

Calismalarimiz sirasinda inceledigimiz bir ailede 2004 yili1 6ncesinde dogan,
TSH taramasi yapilmamis olan ve patojenik mutasyon tagidigindan ileri seviye mental
retardasyon gozlenen bir hastanin ailesinde, ayni mutasyona sahip diger kardes
bakanlik taramasi sonucunda TSH yiiksekligi sebebiyle ila¢ kullanmaya baslamis ve
bu sayede saglikli bir gelisim gdstermistir. Bu aile bize KH’nin sebep olabilecegi
sonuglart ve dogru genetik danigmanlik ve yonlendirme sayesinde olusturabilecegi

hasarlarin 6nlenebilecegini ¢ok acgik bir sekilde gostermistir.
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Bu tez ¢alismasinda yeni nesil dizileme teknolojisi kullanilarak 35’1 kadin 28’1
erkek toplam 63 hastanin DNA dizisi incelenmistir. Bu dizileme KH ile iligkilendirilen
ve daha once bahsetmis oldugumuz genleri igeren panel ile gerceklestirilmistir. Bu
dizileme sonucunda hastalarimizda tespit edilen mutasyonlar, 6nce Sanger dizileme
yontemi ile dogrulanmis, ardindan dogrulanan varyantlar i¢in hastalarin anne, baba ve
varsa sagliklt kardeslerinden alinan kanlardan elde edilen DNA’larda ilgili
mutasyonlar agisindan nokta mutasyonu taramasi gerceklestirilmistir. En sik TPO
geninde mutasyon goézlemlenmistir. Ailesel segregasyonlar hastalik fenotipleriyle

uyumlu bulunmustur.

Calismamiz neticesinde panelimizde bulunan genler agisindan 2 novel
mutasyon tespit edilmistir. Bunlardan ilki SLC5A5 geninde bulunan R516* aminoasit
degisimine sebep olan rs371248346 dbSNP numarali nonssense varyanttir. Bu degisim
13A ve 13B kodlu hastalarda goriilmiistiir. Diger degisim ise SLC26A7 geninde
bulunan G94R aminoasit degisimine sebep olan missense varyanttir. Bu degisim 21A

ve 21B kodlu hastalarda goriilmiistiir.

SLC5AS5 geni 90’11 yillarda yapilan ¢aligmalarla KH ile iliskilendirilmistir [59,
60]. SLC5A5 aktif iyot aliniminda anahtar rol oynayan bir plasma membran proteini
ve sodyum-iyot simporteridir [21]. Bu galismalarda incelenen hastalarda da iyot
transport defekti saptanmis, gen sodyum-iyot simporter fonksiyonu sebebiyle hastaliga
sebep olabilecek aday bir gen olarak degerlendirilip, incelemeye dahil edilmistir.
Giiniimiize kadar bu gen {izerinde bir ¢ok degisim tanimlanmustir [21, 61]. Ancak tespit
ettigimiz R516* aminoasit degisimi veribankalarinda bulunmamaktadir. Bu ¢alisma

ile literatiire yeni bir varyant bilgisi eklemistir.

SLC5A5 geninde novel bir mutasyon buldugumuz ailedeki 13A ve 13B kodlu
hastalarda agir boy kisaligi, kemik yas1 ve zeka geriligi sebebiyle KH siiphesi
olusmustur. Hastalarda TSH taramas1 yapilmis, yiiksek TSH ve diisiik serbest T4
degerleri bulunmustur. Yapilan ¢alisma sonucunda 9 ve 10 yaslarinda KH tanis1 konan
ve L-tiroxin tedavisi baglanan hastalarda devam eden tedavi ile bugiin, serbest T4 ve

TSH degerleri normale donmiistiir. Vakalarda diger genler acisindan patojenik hi¢ bir
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mutasyon olmayisi, ailenin bagka bir saglikli cocugunun daha olusu ve bu saglikli
¢ocugun, annenin ve babanin ayni mutasyonu heterozigot olarak tasiyor olusu, hasta
cocuklarda bagka herhangi bir hastaligin olmayis1 ve bagka bir ilag kullanmiyor

oluslar1 bu mutasyonun KH’ye sebep oldugunu kanitlar niteliktedir.

SLC26A7 geni ise literatiire yeni kazandirilmis bir gendir. Bu gen kloriir, siilfat
ve oksalat tasinmasinda goérevli bir anyon transportu olarak gérev almaktadir [62].
SLC26 membran protein ailesi tiyesidir. 2018 yilinda yayinlanmis 2 makaleyle birlikte
KH ile iligkilendirilmiglerdir [23, 63]. Bu g¢alismalara kadar, yalnizca SLC5A5 ve
SLC26A4 genlerinde olusabilecek mutasyonlar sebebiyle iyot transport defekti sonucu
tiroid dishormonogenezi olusabilecegi diisiiniilmiikteydi. Zou ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada 47 aileden 55 hastada tiim exom dizilemesi yapilmis, bu ailelerden
birinde SLC26A7 geninde 2 delesyon saptanmistir. Bulunan mutasyonlar
segregasyonla uyumlu aile fenotipleri ile desteklenmistir [63]. Bu hastalar yiiksek TSH
degeri ve diisiik serbest T4 degerleri sebebiyle calismaya secilmislerdir. Bizim
calismamizda da aynmi kriterler g6z Onilinde bulundurularak hasta se¢imi

gergeklestirilmistir.

SLC26A7 geninde olugabilecek mutasyonlarin wildtype SLC5A5 ve SLC26A4
ile tolere edilemeyecegi, ¢iinkii tiroid hormon sentezi igin ii¢ protein aktivitesinin de
mevcut olmast gerektigi bildirilmistir. SLC26A7 geninin KH ile liskilendirilmesi
kayda deger bir bilgi olarak degerlendirilmis, bu degerlendirmeyi lic asamada
desteklemislerdir; birincisi, aile segregasyonunun uyumlu olmasi, ikincisi, normal
bireylerde mutasyon gozlenmemesi, tgiinclisii ise SLC26A7 delesyonu bulunan

farelerde yapilan ¢aligmalarla genin hastaliga etkisinin desteklenmesidir [63].

Diger ¢alismada ise Cangiil ve arkadaslari, birbiriyle iligskisi bulunmayan 6
Tiirk, Pakistanli ve Finli ailede yine exom dizilemesi sonucu SLC26A7 geninde
mutasyon saptamislar ve ardindan in vitro deneylerle SLC26A7 geninin hipotiroidi ile
iliskisini desteklemislerdir [23]. Bu c¢alismada Oncelikle farkli dokularda mRNA
expresyonuna bakilip, gen aktivitesinin en c¢ok tiroid dokusundan oldugu

gozlemlenmis, ardindan GFP etiketli vektorler transfekte edilmis wildtype ve mutant
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HEK?293 hiicre hatlarinda immunohistokimyasal boyamalar yapilmis ve normalin
disinda hiicresel lokalizasyon gozlemlenmistir. Bu yayinlardan elde edindigimiz bilgi

ile SLC26A7 geni de gen panelimize eklenmistir.

Bu varyant1 elde ettigimiz aile; hasta kardeslerin ikisinin de bu degisimi
homozigot mutant olarak tasimasi ve saglikli kardes ile saglikli babalarinin bu varyanti
heterozigot olarak tasimasi, genin patojenitesinin uyumlu bir segregasyon
gostermesini fenotipleriyle kanitlamislardir. Bu ailedeki vakalar 21A ve 21B kodlu
hastalarin ikisi de bakanlik taramasi sonucu yiiksek TSH degerleri gostermis, tanilar
hemen konmus ve ilag tedavilerine baslanmistir. Her iki hasta da normal seyrinde bir
gelisim gostermekte ve ayni varyanti heterozigot olarak tasityan saglikli kardeslerinde
de herhangi bir problem gozlemlenmemistir. Bu iki olguda hipotiroidi ile
iliskilendirilmis diger genlerde patojenik bir mutasyona rastlanmamis olmasi da
literatiire yeni kazandirilmig SLC26A7 geninin KH’ye etkisini ve bu baglamda yapilan

eski calismalar1 destekler niteliktedir.

Tiroid hormon sentezi dogrudan iyot metabolizmasiyla iligkilidir. Bu sebeple
sodyum-iyot simpoterlar1 biiyiik dneme sahiptir. Iyot, sodyum-iyot kanallari ile tiroid
folikiil hiicrelerine tasinir. Bazal membranda yer alan bu kanallarin olusumunda
olabilecek mutasyonlar dogrudan iyot metabolizmasini etkilemekte ve iyot gecisini
sekteye ugrattig1 i¢in tiroid hormonlarinin iiretilememesine sebep olmaktadir. SLC5A5
geninde tanimladigimiz mutasyon stop kodona doniiserek proteinin dogru sekilde
tiretilememesine ve iyot metabolizmasinda fonksiyonel bozukluk sonucu hipotiroidi
ile dogrudan iliskilendirilebilmistir. SLC26A7 geni ise bazolateral membranda lokalize
olmakta ve hiicre i¢i asit-baz homeostazina etki edebilmektedir. Hiicre i¢i pH degisimi
hem mevcut enzimlerinin ¢alismasini olumsuz etkileyebilmekte, hem de iyot alimini
etkileyerek tiroid hormon sentezinde bozukluklara sebep olabilmektedir. SLC26A7
geninde tanimladigimiz mutasyon bir missense mutasyondur. Mutasyon sinucu farkli
bir protein yapisinin olusmasina sebep olmast ve in silico tahmin araglarinca ¢ok giiglii

hastalik yapici etki gosterdiginden hipotiroidi ile isilkilendirilmistir.
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Bu iki varyantin disinda, ¢calismamizdaki olgularda daha dnce literatiirde KH
ile iligkilendirilmis; TPO geninde bes, DUOX2 geninde bir, SLC26A7 geninde bir,
TSHR geninde bir varyant Sanger dizilemesi ile dogrulanmistir. Panelimizde bulunan
genler agisindan herhangi bir mutasyon saptanamamis hastalar 3. nesil dizileme
calismalarina yonlendirilerekmistir.

Tanimlanan degisimlerle KH’yle ilgili literatiire ve tiroid fizyolojisinin
anlasilmasina yonelik caligmalara 6zgiin bir katki saglanmistir. Bu degisimlerin tani
amacli kullanilan veribankalarina kaydedilmesiyle de ileriki donemde yapilacak

genetik taramalara ve arastirmalara da katki saglayacagi diisiiniillmektedir.
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