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OZET

Akgakaya, N.H. Beyinde Norodejenerasyon Hastaligindan Sorumlu Gen Varyantlarinin
Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik A.D. Doktora
Tezi. Istanbul. 2019.

Beyinde demir birikimi ile ndrodejenerasyon (NBIA), basal ganglialarda demir birikimi
nedeniyle ilerleyici distoni, spastisite, parkinsonizm, noropsikiyatrik degisiklikler ve
optik atrofi veya retinal dejenerasyon ile seyreden nadir goriilen bir grup kalitimsal
hastalik grubunun ortak adidir. Hastaligin baglangi¢ yasi infant donemden geg eriskinlik
donemine kadar degiskenlik gosterir. Klinik ve genetik olarak heterojen bu hastalik
grubunda her gene ait fenotipin tanimlanmis belirgin 6zellikleri olmakla birlikte ¢ogu
zaman klinik olarak birbirinden ayirt etmek giictlir. Klinik bulgular dogrultusunda
molekiiler genetik test ile 6zgiil hastalik alt tiirlinlin tanisin1 koymak miimkiindiir.

Bu caligma hastalik ile iliskili genlerde klasik ve yeni nesil molekiiler yontemler
kullanilarak dizi analizi ile patojenik varyasyonlarin tespiti yapmak hedeflenmistir. Bu
amacla klinik olarak iyi karakterize hasta gruplarinda uygun aday genler taranmistir.
Aday genlerde hastalik ile iliskili varyasyon tespit edilemeyen secilmis olgularda aday
genlerin sayisinin ¢oklugundan dolayr ekzom dizileme yontemi uygulanmistir. Tim
genleri bir arada daha hizli ve yiiksek ciktili olarak ekzom dizileme yontemi ile
incelenmesiyle hastalikla birebir iligkili patojenik varyasyon tespit edilirken, hem de
fenotipi etkileyici 6zellige sahip diger varyasyonlarin arastirilmasi hedeflenmistir.

Calisma sonucunda 21 hastada PANK?2, 9 hastada C/9orf12, birer hastada ise WDR435,
PLA2G6, FBXO7 ve HEXB varyasyonlar1 saptanmistir. Bunlardan 8 tanesi daha once
klinik ile iligkisi bilinmeyen yeni patojen varyantlardir. Bu caligmada genetik tani ve
fenotipik yeni tanimlamalarin yam sira bir erkek hastada X kromozomunda yer alan
WDR45 genine ait yeni de novo mozaik bir varyasyonun erkeklerde ekzom datasinda X
kromozomuna ait heterozigot birgok varyantla birlikte olusu dikkatimizi ¢ekmistir. Yeni
nesil dizileme verisinde X kromozom heterozigotlugu olarak adlandirilan bu durum
tarafimizdan ilk defa yeni bir ama¢ dogrultusunda kullanilarak, cinsiyet kromozomu
mozaiklik tespitini veri giidiimlii olarak gerceklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Norodejenerasyon, Beyin, Demir, Hareket bozuklugu,
Noropsikiyatrik bozukluk, Patojenik varyasyon

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (Proje No:
TDK-2017-26646, ONAP No:51985 ve TSA-2018-27512) ve Istanbul Kalkinma Ajans1
(Proje No: TR10/15/YNK/0093) tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Akgakaya, N.H. Investigation of new gene variants responsible for neurodegeneration
with brain iron accumulation. Istanbul University, Institute of Health Science, Istanbul
2019.

Neurodegeneration with brain iron deposition accumulation (NBIA), is a rare group of
hereditary diseases which is characterized by progressive dystonia, spasticity,
parkinsonism, neuropsychiatric changes and optic atrophy or retinal degeneration due to
iron accumulation in basal ganglias. The age of onset varies from infancy to late
adulthood. Although, there may be some distinct phenotypic features associated with
these genetically heterogeneous diseases, it is often difficult to distinguish each
phenotype solely on clinical findings. Molecular genetic testing has been a useful
method to diagnose specific disease sub-type in the light of clinical findings.

This study has aimed to determine pathogenic variations associated with NIBA subtypes
by utilizing classical and new generation molecular methods. For this purpose,
appropriate candidate genes were screened in clinically well-characterized patient
groups. Due to the high number of candidate genes, whole exome sequencing (WES)
method was applied in selected cases. WES is a fast and high-throughput method to
screen for all variations in exonic regions that may have a direct effect on phenotype.

As a result of the study pathogenic variations in PANK?2 for 21 patients, C/90rfI12 in 9
patients have been detected. Additionally, variations in WDR45, PLA2G6, FBXO7 and
HEXB were also detected in individual families with rare subtypes of NIBA. Of these, 8
were new pathogenic variants, which have not been related to the NBIA phenotype
before. Along with variations and new phenotypic definitions, a novel de novo mosaic
variation in WDR45 gene has attracted our attention due to other heterozygous variants
on X chromosome in male exome data. This phenomenon known as X chromosome
heterozygosity level in next generation sequencing data was used by our group for the
first time to detect data-driven analysis of sex chromosome mosaicity.

Key Words: Neurodegeneration, Brain, Iron, Movement disorder, Neuropsychiatric
disorder, Pathogenic variation

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University
(Project No: TDK-2017-26646, ONAP No0:51985 and TSA-2018-27512) and Istanbul
Developmental Agency (Project No: TR10/15/YNK/0093).



1. GIRIS VE AMAC

Beyinde demir birikimi ile nérodejenerasyon (NBIA), basal ganglialarda demir
birikimine bagli, ilerleyici distoni, spastisite, parkinsonizm, ndropsikiyatrik degisiklikler
ve optik atrofi gibi bulgular ile seyreden nadir goriilen bir grup kalitimsal norolojik
hastalik grubunun ortak adidir. NBIA’de basal ganglialarda; 6zellikle globus pallidus ve
/ veya substantia nigrada anormal demir birikimi goriiliir. Demir birikiminin etiyolojisi
net olarak anlasilamamis olmakla birlikte demir birikiminin baslica hareket bozuklugu
ile kendini gosteren ilerleyici bir ndrodejenerasyona yol actigt kabul gdérmektedir

(Schneider ve ark. 2012).

NBIA ile iliskili fenotiplerin en az %85’inden sorumlu genler PANK?2, PLA2G6,
C19orf12, FA2H, ATP13A42, WDR45, COASY, FTL, CPL, CRAT, REPSI’dir (Hayflick
ve ark. 2018; Drecourt ve ark. 2018). Gelisimsel sendromik ozelliklerle seyreden
C2orf37, GTPBP2 gen patolojilerinde de demir birikimi goézlenir (Alazami ve ark.
2008; Jaberi ve ark. 2016; Drecourt ve ark. 2018). Genetik olarak heniiz tanimlanmamis
ve fonksiyonu arastirilmamis gen varyantlarina bagli NBIA alt tiirleri vardir (Dusek ve
Schneider 2012). Ek olarak PSENI, FXN, AP4M1, DDHDI, PLPI gibi bir¢ok gen
mutasyonlarinda da beyinde demir birikimi oldugu bilinmektedir (Stevenson ve ark.
2009; Schneider ve ark. 2012; Carecchio ve ark. 2017; Dard ve ark 2017; Roubertie ve
ark. 2018). Bazilarinda tartismali olmakla birlikte bu hastaliklarda nérodejenerasyona
ikincil demir birikimi oldugu disiiniilmektedir. Ayirict taniya giren en 6nemli
hastaliklar lizozomal ve atipik parkinson hastaliklardir (Paisdn-Ruiz ve ark. 2010;
Dusek ve Schneider 2012). Bu hastaliklar zaman zaman yanlis olarak NBIA olarak

tanimlanabilirler.

Her gene ait fenotipin tanimlanmis belirgin 6zellikleri olmakla birlikte ¢cogu
zaman klinik olarak birbirinden ayirt etmek giictiir. Klinik ilerleme hizi ¢ok
degiskendir; hizli ilerleyici veya uzun duragan donemlerle giden yavas ilerleyici
hastalik seyri olabilir. Hastaligin baslangi¢ yas1 da siit cocuklugu déneminden geg
erigskinlik donemine kadar degiskenlik gosterir. Fenotipik ortiismeler sik¢a gozlenir. En
stk gozlenen semptom baslica bazal ganglia tutulumuna bagl ortaya ¢ikan hareket
bozuklugudur. Hareket bozuklugu en sik distoni ve tremor gibi hiperkinetik tiptedir
ancak rijidite ve akinezi gibi hipokinetik bulgular da eslik edebilir. Ek olarak piramidal



bulgular, kognitif ve psikiyatrik tutulum beyindeki nodrodejenerasyonun yaygin

olduguna isaret eder (Hayflick ve ark. 2018).

Taniya genellikle anormal demir birikimi gosteren beyin manyetik rezonans
gorlintiileme (MRG) ile yonlenilir (Kruer ve ark. 2012). Globus pallidusta izlenen
yogun demir birikimin yan1 sira PANK2 mutasyonlarinda sik¢a gdzlenen kaplan gozii
belirtisi, WDR45 mutasyonlarinda substantia nigrada santral hipointens bant gibi ek
bulgular hastaligin alt tipi agisindan ip ucudur. Klinik bulgular dogrultusunda molekiiler
genetik test ile Ozgiil hastalik alt tiirliniin tanisin1 koymak miimkiindiir. Molekiiler

genetik inceleme diginda hastalik tanisina 6zgii baska bir test yoktur (Hayflick ve ark.

2018).

Bu calismada hastalik ile iliskili genlerde klasik ve yeni nesil yontemler
kullanilarak dizi analizi ile mutasyon tespiti yapmak hedeflenmistir. Bu amagla klinik
olarak iyi karakterize hasta gruplarinda uygun aday genler taranmistir. Aday genler
klinik bulgular g6z 6niinde bulundurularak secilmistir. Aday genlerde mutasyon tespit
edilemis secilmis olgularda aday genlerin sayisinin ¢oklugundan dolay1r ekzom dizileme
yontemi uygulanmistir. Tiim genleri bir arada daha hizli ve yiiksek ¢iktili olarak ekzom
dizileme yontemi ile incelemesi ile hastalikla birebir iligkili mutasyon tespit edilirken,
hem de fenotipi etkileyici oOzellige sahip diger varyasyonlarin aragtirilmasi
hedeflenmistir. Bu yaklasimlar ile yeni mutasyonlar tanimlanmis ve fenotipik bulgular
ayrintili olarak dokiimente edilmistir. Norodejenerasyonla yeni gen varyantlarinin
tespiti ve genotip fenotip iligkisinin ayrintili olarak incelenmesi tanisal ve etiyolojik

acidan 6nem tagimaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Beyinde Demir Birikimi ile Norodejenerasyon (NBIA)

NBIA terimi, tek gen bozukluklarina bagli basal ganglialarda yiliksek demir
diizeylerini gosteren hastaliklar1 tanimlar (Hayflick ve ark. 2003). NBIA alt tiplerinin
cogu, demir homeostazinda bilinen bir dogrudan role sahip olmayan proteinlerdeki
bozukluklardan kaynaklanir. Segici olarak belirli beyin bolgesinde benzer patofizyolojik
degisim gosteren bu hastaliklarda genetik etioloji goz Oniine alindiginda farkl
yolaklarin tutulumu s6z konusudur. Bunlarin baslicalar1 yag asidi metabolizmasi,
palmitilasyon ve hiicresel stirecler ile ilgili otofajidir (Drecourt ve ark. 2018; Hayflick
ve ark. 2018). Dolayisiyla yolak farkliliklarina ragmen bu hastaliklar hem
biyolojik/patolojik son nokta, hem de klinik agidan NBIA bashig altinda birlikte
degerlendirilir (Hayflick ve ark. 2018).

NBIA ilk olarak 1922'de Julius Hallervorden ve Hugo Spatz tarafindan
pantotenat kinaza bagli norodejenerasyon (PKAN) hastalarinda Hallervorden—Spatz
sendromu olarak tarif edilmistir. Baslangigta Hallervorden—Spatz sendromu, NBIA’ya
es deger olarak kullanilmistir (Zhou ve ark., 2001). Bu durum tibbi literatiirde alt
tiplerin tanimlanmasi ile tutarsizlasmis ve karmagiklagmistir. Nazi Almanyasi
doneminde sistematik olarak oldiiriilen engelli cocuklarin ve yetiskinlerin beyinlerinde
yaptiklar1 ¢caligmalarla bu hastaligi tanimlayan Hallervorden ve Spatz etik dis1 tutumlari
nedeniyle Hallervorden—Spatz sendromu ismi kullanilmamaktadir (Shevell 1992 ve
2012). NBIA’nin bir baska alt tipi olan infantil noéroaksonal distrofiyi (INAD)
tanimlayan Franz Seitelberger bilimsel olarak Nazi programlarindan faydalandig: i¢in
Seitelberger hastaligi ismi kullanilmamaktadir (Kondziella 2009). Giiniimiizde bu
hastaliklar1 etiyolojisi ile iliskilendiren gen veya protein ismine referans veren bir
hastalik isimlendirmesi kullanilmaktadir (Hayflick ve ark., 2003). Tablo 2.1°de NBIA

alt tiplerine neden olan gen ve hastalik isimleri verilmistir.



Tablo 2.1: NBIA iliskili genler, protein isimleri ve hastalik alt tipleri
(Drecourt ve ark. 2018; Hayflick ve ark. 2018)

GEN PROTEIN NBIA alt tipi
PANK?2 Pantotenat-kinaz 2 Pantotenat kinaza bagl nérodejenerasyon
(PKAN)
PLA2G6 | Kalsiyumdan bagimsiz Fosfolipaz A2’ye bagli ndérodejenerasyon
fosfolipaz A2-grup Vla (PLAN) ve infantil néroaksonal distrofiyi
(iPLA2VIa) (INAD)
C190rf12 | C190rf12 Mitokondriyal membran proteinine bagl
dejenerasyon (MPAN)
WDR45 | WD40-tekrar protein 45 “Beta-propeller" proteine bagli nérodejenerasyon
(BPAN)
CoASY Coenzim A sentetaz CoA sentaz proteinine bagli nérodejenerasyon
(CoPAN)
FA2H Yag asidi 2 hidroksilaz Yag asidi 2 hidrosilaza bagli ndrodejenerasyon
(FAHN)
ATPI3A2 | Katyon tasiyict ATPaz 13A2 | Kufor-Rakeb hastaligi
REPS1 RALBP1 iligkili EPS domain | Beyinde demir birikimine bagl nérodejenerasyon
iceren protein 1 tip 7
CRAT Karnitine asetil transferaz Beyinde demir birikimine bagli ndrodejenerasyon
tip 8
CPL Seriiloplazmin Aseriiloplazminemi
FTL Ferritin hafif zincir Ferritinopati

NBIA nadir bir hastaliktir, ancak kesin prevalans verileri bilinmemektedir.
Olgularin yaklasik yarisini olusturan PKAN i¢in verilmis prevelans degerine dayanarak,
NBIA’nin diinya ¢apinda yaklasik 500.000 kiside 1 goriildiigii soylenebilir (Hayflick ve
ark. 2018). NBIA’nin alt bir tipi belirli bir mutasyonun toplum ig¢inde sik goriilmesine
bagli olarak bazi1 cografi bolgelerdeki belirli popiilasyonlarda (6rn., Dominik
Cumhuriyetinde PKAN) nispeten yiiksek prevalansa sahip olabilir (Delgado ve ark.
2012).

Klinik 6zellikler ve MRG’de basal ganglialarda demir birikimi kombinasyonu
NBIA tanisin1 akla getirir. X’e bagli dominant (XLD) kalitilan WDR45 genindeki
mutasyonlara bagli olusan tipi disinda tiimii otozomal resesif (OR) gegis gosterir

(Hayflick ve ark. 2013; Drecourt ve ark. 2018; Hayflick ve ark. 2018). Herhangi bir



fonksiyonel alanda gerileme olan tiim c¢ocuklarin norolojik muayenesi, oftalmolojik
muayenesi ve MR incelemesi birlikte degerlendirilmelidir. Periferik sinir tutulumu,
ayrintili bir aile oykiisii ile elde edilen veri kiimesi genellikle bir NBIA alt tipi i¢in 6n
tan1 saglar (Kruer ve Boddaert 2012). Her bir NBIA alt tipinin baskin klinik 6zellikleri,
karakteristik MRG degisiklikleriyle birlikte Tablo 2.2°de 6zetlenmistir. NBIA’da MRG
bulgulart tipik olarak mevcut oldugunda tani agisindan en degerli bilgileri igerir. Sekil
2.1 baslica NBIA alt tiplerinde ana MRG bulgularin1 gostermektedir. Tiim veriler
spesifik bir tanmiyr gosterdiginde, siiphelenilen gende mutasyonlari tanimlamak igin
hedeflenen genetik testler gereklidir. Bununla birlikte, genellikle klinik 6zellikler non-
spesifiktir. MRG bulgular1 zaman i¢inde degisim gosterebilir ve tek bir genin testini
gostermek i¢in yeterince spesifik bulgular igermeyebilir. Bu durumlarda, NBIA
genlerinin yeni nesil dizileme yontemleri kullanarak topluca degerlendirilmesi en

verimli ve uygun maliyetli yaklagimi saglar (Hayflick ve ark. 2018).



Sekil 2.1: Bashca NBIA alt tiplerinde ana MRG bulgulan (Kruer ve ark. 2012; Hayflick ve ark. 2018).

Sekil 2.1: Bashica NBIA alt tiplerinde beyinde goriilen demir birikimi ve atrofiye ait MRG bulgular
gosterilmistir. al: PKAN hastasinin MRG’sinde, globus pallidus diizeyinden gegen T2 agirlikli kesitte, globus
pallidusun antero-medialinde hiperintensiteyi ¢evreleyen hipointensite ile karakterize “kaplan gézii” goriiniimii. b1:
PLAN hastasinin MRG’sinde, globus pallidus diizeyinden gegen T2 agirlikl: kesitte, globus pallidusun hipointens
goriinimii. ¢1: MPAN hastasinin MRG’sinde, globus pallidus diizeyinden gegen T2 agirlikli kesitte, globus
pallidusun hipointens goriiniimii ile medial kisimda izlenen tipik ¢izgilenme. d1: BPAN hastasinin MRG’sinde,
globus pallidus diizeyinden gegen T2 agirlikli kesitte, globus pallidusun hipointens goriiniimil. a2: PKAN hastasinin
MRG’sinde, substantia nigra diizeyinden gegen T2 agirlikli kesitte, substantia nigranin hipointens goriinimi. b2:
PLAN hastasinin MRG’sinde, substantia nigra diizeyinden gecen T2 agirlikli kesitte, substantia nigranin hipointens
goriiniimii ve kiigiik resimde T1 agirlikli sagital kesitte serebellar atrofi goriiniimii. ¢2: MPAN hastasinin MRG’sinde,
substantia nigra diizeyinden gegen FLAIR agirlikli kesitte, substantia nigra ve niikleus ruberlerin hipointens
goriiniimii. d2: BPAN hastasinin MRG’sinde, substantia nigra diizeyinden gegen T2 agirlikli kesitte, substantia
nigranin hipointens goriiniimii ve kiiciik resimde T1 agirlikli kesitte izlenen substantia nigrada “halo” gériiniimii. e:
FAHN hastasinin MRG’sinde, globus pallidus diizeyinden gecen T2 agirlikli kesitte, globus pallidusun hipointens
goriinlimil ve serebral atrofi ile kiiciik resimde substantia nigrada daha geri planda izlenen hipointensite. f:
Aseriiloplasminemi hastasinin MRG’sinde, globus pallidus diizeyinden gegen T2 agirlikli kesitte basal ganglialarda
izlenen yaygin hipointensite ve ak madde hiperintensiteleri goriilmektedir. gl: Noroferritinopati hastasinin
MRG’sinde, globus pallidus diizeyinden gecen T2 agirlikli kesitte basal ganglialarda izlenen yaygin yama tarzinda
hipointensiteler goriilmektedir. g2: Noroferritinopati hastasinin MRG’sinde, globus pallidus diizeyinden gegen T2
agurlikls kesitte basal ganglialarda izlenen yaygin yama tarzinda hipointensitelere ek olarak kavitasyon olusumuna
bagli hiperintensiler goriilmektedir.



Tablo 2.2: NBIA alt tiplerinin klinik ve MRG ozellikleri (Drecourt ve ark. 2018; Hayflick ve ark. 2018)

Hastahik-Gen

Belirgin klinik 6zellikler

Beyin MRG ozellikleri

PKAN-PANK?2

PLAN-PLA2G6

MPAN-C190rf12

BPAN-WDR45

CoPAN-CoASY

FAHN-FA2H

Kufor-Rakeb
hastalig1-ATP13A42

Beyinde demir
birikimine bagl
ndrodejenerasyon
tip 7-REPS1

Beyinde demir
birikimine baglh
ndrodejenerasyon
tip 8-CRAT

Asertiloplasminemi-
CPL

Noroferritinopati-
FTL

Distoni, parkinsonizm,
spastisite, pigmenter
retinopati, akantositoz,
ndropsikiyatrik bulgular

Psikomotor regresyon, ataksi,
otistik 6zellikler, distoni,
parkinsonizm, optik atrofi

Spastisite, distoni, demans,
periferik sinir tutulumu

Zihinsel yetmezlik, nobetler,
juivenil parkinsonizm

Zihinsel yetmezIik, distoni,
spastisite, davranigsal sorunlar

Spastisite, ataksi, distoni,
optik atrofi, demans ve
ndbetler

Jivenil parkinsonizm ve
demans

hipotoni, ilerleyici serebellar
ve piramidal sendrom

Noromotor gelisim geriligi,
hipotoni, ilerleyici serebellar
ve piramidal bulgular, duysal
noropati

Eriskin baslangigli retinal
dejenerasyon, diyabet ve kore,
distoni ya da ataksi

Eriskin baslangi¢li hafif
kognitif problemlerle birlikte
kore ya da distoni

Globus pallidusta T2 hiperintense sinyalin
hipointense sinyal ile ¢evrelendigi “kaplan
gozii belirtisi”’, Substantia nigranin tutulumu
daha geri plandadir.

Hastaligin ilerleyen doneminde ortaya ¢ikan
globus pallidus ve substantia nigrayi esit
etkileyen demir birikimi, serebellar atrofi ve
gliosis

Globus pallidus ve substantia nigray: esit
etkileyen demir birikimi, T2 sekansta globus
pallidus’un medullar laminasinda ¢izgi
gOriinimii

Substantia nigrada globus pallidustan daha
baskin T2 hipointensite, T1 sekansta serebellar
pedunkiillerde izlenen parlak “halo” goriiniimi

Globus pallidusta belirgin T2 hipointens sinyal

Globus pallidusta T2 hipointens sinyal, yaygin
serebral atrofi ve ak madde degisiklikleri

Striatumda T2 hipointens sinyal ve global
atrofi

Globus pallidus ve substantia nigrada demir
birikimi ve ilerleyici cerebral ve cerebellar
atrofi

Globus pallidus ve substantia nigrada demir
birikimi, serebellar atrofi ve hiperintensiteler

Dentat niikleus, substantia nigra, globus
pallidus, putamen, kaudat ve talamusta kaviter
lezyonlar olmaksizin T2 hiperintens sinyal

Dentat niikleus, substantia nigra, globus
pallidus, putamen, kaudat ve talamusta kaviter
lezyonlarla beraber T2 hiperintens sinyal




NBIA genetik ve klinik heterojenite gosterse de, alt tiplerin hepsi demir
birikimine yol agan globus pallidus ve substantia nigranin dejenerasyonu ile kendini
gosterir (Kruer ve ark. 2012). Globus pallidus ve substantia nigra normal beyindeki en

zengin demir yapilari arasindadir.

Normalde demir agisindan zengin bu yapilarin tutulumunun temeli belirsizdir.
Demir homeostazinda sadece iki alt tipe ait genin rolii vardir: F7L ve CP. Diger NBIA
proteinleri demir metabolizmasinda bilinen bir isleve sahip degildir ve beyin disinda
bagka sistemik demir trafigini degistirmemistir (Schneider ve ark. 2012). Her ne kadar
bu yollarin kesin kesisimi belirsiz olsa da, mitokondriyal membran biitiinligii, lipid
metabolizmast ve iliskili enerji yolaklar1 ile otofaji yolaklar1 {iizerinde
yogunlasilmaktadir. Hiicre i¢i demir dengesi, demir metabolizmasi ile iliskili nérolojik

hastaliklar ve bu yolaklarla iliskiler Sekil 2.2 ve Sekil 2.3’te 6zetlenmistir (Schneider ve

ark. 2012, Drecourt ve ark. 2018).
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(Schneider ve ark. 2012)

Sekil 2.2: Hiicre ici demir dengesi yolaklar1 ve bunlarin norolojik

hastaliklarla iliskisi (Schneider ve ark.2012).

Hiicre i¢ine demir alimi divalent tasiyict DMT1 (alt sagda gosterilen ferréz
demir, Fe*?) veya transferrin reseptdriiniin endositozu (iist sagda gosterilen ferrik demir,
Fe*3) yoluyla olabilir. Steap3, hiicre igine transferrin aracili demir tasiyan bir
ferrirediiktazdir. Ferritin, agir zincirler ve hafif zincirlerden olusan etkin bir depolama
proteinidir. Ferritin hafif zincirlerini kodlayan gendeki mutasyonlar néroferritinopati
ile iligkilidir (1). Demir homeostazisi hiicre icinde ferroportine baglanan hepsidin
tarafindan diizenlenir. Seruloplazmin, ferroksidaz aracili etkin bir hiicresel demir
salimindan sorumlu proteindir. Seruloplazmin kodlayan gendeki mutasyonlar,
aseriiloplazminemiye neden olur (2). Demir mitokondriye mitoferrin yoluyla girer,
Frataksin Fe-S kiime formasyonuna ve heme biyosentezine aracilik eden bir

mitokondriyal proteindir. Frataksin mutasyonlar1 Friedreich ataksisine neden olur (3).
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Sekil 2.3: NBIA ile iliskili genlerin hiicrede iliskili oldugu yolaklarin

sematik gosterimi.

WDR45 ve ATPI1342 hiicre iginde otofaji yolaginda yer alir. Bu yolagin
dogrudan demir ile iligkisi bilinmemekle birlikte bu genlerin mutasyonlarina bagh
aksama demir birikimi ile sonuglanir. PANK2, CoASY, CRAT ve C19orf12 gen lirlinleri
mitokondride yerlesim gosterir (Schneider ve ark 2012; Drecourt ve ark 2018). PANK?2,
CoASY ve CRAT1in vitamin BS5’ten asetilkoenzim A sentezinde yer aldiklar
bilinmektedir. Asetilkoenzim A seramid sentezinde kullanilarak hiicre i¢inde lipid
yolagmma katilir. Lipid yolaginda gorevli diger iki gen FA2H ve PLA2G6’dir. Bu
genlerin demir ile bilinen dogrudan iligkisi yoktur (Schneider ve ark 2012). Demir ile
dogrudan iliskisi bilinenler sadece seriiloplazmin, transferrin, ferritin ve REPSI’dir.
REPSI hiicre icine endositoz ile transferrin araciligi ile demir taginimi sirasinda
endozom fonksiyonu icin gerekli proteinlerden biridir. REPS! mutasyonlarinda
endozomdan demir salinimi bozulur (Drecourt ve ark 2018).
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2.1.1. Pantotenat Kinaza Bagh Norodejenerasyon (PKAN)

PKAN, NBIA olgularinin yaklagik yarisin1 olusturan en yaygin alt tipidir.
PANK?2 geni mutasyonlarina bagli ortaya ¢ikan otozomal resesif bir hastaliktir (Zhou ve
ark. 2001). Prevalans1 tam olarak bilinmemekle birlikte 1 milyonda 1 ile 3 siklikla
goriildiigii tahmin edilmektedir (Gregory ve Hayflick 2013). PANK2 mutasyonlarin
nasil secici bir sekilde globus pallidustaki noronlarda demir birikimine yol agtigi
bilinmemektedir. Mitokondriyal membran iizerinde yerlesen PANK2 enzimi
asetilkoenzim A sentezinin ilk basamaginda gorev alir (Leonardi ve ark. 2007;
Schneider ve ark. 2012). Asetilkoenzim A yas asidi oksidasyon ve sentezinde kullanilir.

PANK?2 mutasyonunun yag asidi oksidasyonu ve sentezini etkiledigi diigiiniilmektedir.

PKAN ayirt edici klinik ve radyografik 6zellikleri ile taninabilir. Baglangi¢ yasi
erken cocukluktan yetiskinlige degisebilir (Hayflick ve ark. 2003). Baglangi¢ yas1 ve
hastalik ilerlemesi orani genel olarak korelasyon gostermektedir. Erken baglangich
hastalik daha hizli bir ilerleme hizin1 gosterirken, daha ge¢ baslangigh hastalik tipik
olarak daha sinsi bir sekilde ilerler ancak bu bir kural degildir. PKAN'da fenotip ve
genotip arasindaki net bir korelasyon tanimlanmamistir ancak genel olarak protein
kaybina ya da proteinin erken sonlanmasina neden olan mutasyonlar klasik hastaliga yol

acar (Akgakaya ve ark. 2017).

Klasik PKAN, pantotenat-kinaz 2 proteininin islev kaybindan kaynaklanan
erken baslangicli, hizli ilerleyici distoni baskin hastalik fenotipine verilen addir. Bu
fenotip hastalar arasinda olduk¢a homojendir; baslangictaki ortalama yas 3 yildir, en sik
goriilen baglangic 6zelligi ise, alt ekstremite distonisine bagl yiiriiyiis anormalligi ve
sakarliktir. Klasik PKAN fenotipindeki pek ¢ok cocugun distoni ve spastisite ortaya
c¢tkmadan once gelisimsel gecikme Oykiisii vardir. Nobetler nadirdir (Akgakaya ve ark.
2017). Klasik PKAN'da pigmenter retinopati yaygin olarak saptanir. Olgularin bir
grubunda periferik yaymada akantositler goriiliir (Hayflick ve ark. 2003).

Atipik PKAN, pantotenat-kinaz 2 proteininin kismi islev kaybinin bir sonucu
olarak ortaya c¢iktig1 diisliniilen, ge¢ baslangicli fenotipi eder. Atipik PKANTin
fenotipik spektrumu ¢ok genistir ve yetiskin baslangigh parkinsonizm'e kadar pek c¢ok
farkl1 bulguyu kapsar. Atipik PKAN'nin erken belirtileri noropsikiyatrik 6zellikler,

oromandibular distoni veya parkinsonizm olabilir. Konusma kusurlari siklikla hastaligin
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erken doneminde kendini gosterir ve dizartriya, hipofoni, palilalia veya garip kekemeyi
icerebilir. Noropsikiyatrik problemler arasinda en yaygin olanlar diirtiisellik ve obsesif

kompulsif bozukluktur (Hayflick ve ark. 2003; Akcakaya ve ark. 2017).

PKAN'da beyin MRG bulgular1 ayirt edici ve genellikle tanisaldir (Hayflick ve
ark. 2003). T2 agirlikli sekanslarda globus pallidus, hipointens sinyali ile c¢evrili bir
merkez hiperintens sinyal bolgesi gosterir. Bu goriiniim “kaplanin gézii” isareti olarak
adlandirilir (Sekil 2.1-al) (Sethi ve ark. 1988). Her ne kadar istisnai olarak, MRI'da
benzer paterne yol agan diger tanilar ya da bu karakteristik paterne sahip olmayan
PKAN hastalar1 bildirilmistir (Delgado ve ark. 2012). SWI gibi demir-duyarli sekanslar
basal ganglialarda T2 agirlikli sekanslarda goriilen MRG bulgular1 ortaya ¢ikmadan
once saptanabilir. Bu sekanslar kullanilarak demir seviyelerinin hastaligin en erken
evrelerinde bile arttig1 gosterilmistir. PKAN’da substantia nigra tutulumu geri plandadir
(Sekil 2.1-a2) ve ilerleyen evrede globus pallidusa oranla daha az demir birikimi ile

goriiliir (Hayflick ve ark. 2006).
2.1.2. Mitokondrial Membran Proteinine Bagh Norodejenerasyon (MPAN)

MPAN ilk olarak Dogu Avrupa kokenli hasta grubunda tanimlanmistir. Bu hasta
grubunda tespit edilen C19orf12 genindeki 11 bazlik homozigot delesyon Dogu Avrupa
popiilasyonunda bulucu etkisine isaret etmektedir. MPAN, bilinmeyen fonksiyona sahip
bir mitokondriyal membran proteinini kodlayan C190rf12 genindeki mutasyonlara baglh
olusan otozomal resesif bir hastaliktir (Hartig ve ark., 2011). C190rf12 proteininin islevi
bilinmemektedir ve yapist calisiimamistir. MPAN hastalarinin postmortem beyin
dokusunda yapilan c¢aligmalarda alfa-siniiklein boyanma, demir, aksonal sferoidler ve
Lewy cisimcikleri izlenmistir (Hartig ve ark., 2011). Alzheimer hastaligi ile MPAN’1n
ortak histopatolojik 6zellikleri kadar MPAN’da izlenen klinik noropsikiyatrik tutulum

da benzerlik gostermektedir.

MPAN hareket ve davranig bozuklugu ile genellikle ¢ocukluk veya erken
yetiskinlikte baslar (Hartig ve ark. 2011; Hogarth ve ark. 2013). Spastisite,
parkinsonizm ve distoni goriiliir. Spastisite 6n plandadir. Erken donemde
haliisinasyonlar, depresyon, anksiyete, obsesyon ve diirtiisellik gibi noropsikiyatrik
problemler yaygindir. Ek erken bulgular optik atrofi, motor aksonal néropati ve
gayta/idrar kacirma dir. PKAN’da oldugu gibi ge¢ baslangicli MPAN formu genellikle

5-10 y1l i¢inde Oliimle sonuglanan agresif ve hizli seyir gosterir (Dogu ve ark. 2013;
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Hogarth ve ark. 2013). C190rf12, MPAN disinda herediter spastik paraparezi tablosuna
da yol acar. Herediter spastik parapareziler ekstrapiramidal hareket bozuklugu
olmaksizin alt ekstremitede spastisite ile seyreden ilerleyici norodejeneratif hastalik
grubuna verilen addir. Beyinde demir birikimi olmaksizin herediter spastik paraparezi

tip 43’e yol actig1 bildirilmistir (Landoure ve ark. 2013).

Genellikle hastaligin erken doneminde MRG'da artmis basal ganglia demirine ait
bulgular izlenir (Landoure ve ark. 2013). T2 agirlikli sekanslarda globus pallidus ve
substantia nigra esit oranda hipointens sinyal ile karakterizedir (Sekil 2.1-cl1 ve c2).
MPAN" diger NBIA alt tiplerinden ayirt etmede yardimci olabilecek radyolojik bulgu
globus pallidus eksterna ve interna arasindaki medial medullar laminada izlenen T2-

hiperintens lineer ¢izgilerdir (Sekil 2.1-c1) (Hogarth ve ark. 2013).
2.1.3. “Beta-Propeller” Proteine Bagh Norodejenerasyon (BPAN)

BPAN, X'e bagli dominant kaliim gosteren tek NBIA alt tipidir. WDR45
genindeki mutasyonlar otofajide gorev alan bir protein kodlar (Haack ve ark. 2012).
Bugiine kadar, ¢ogu vaka de novo mutasyonlar sonucu olarak ortaya c¢ikmuistir.
Bildirilmis 11 erkek olgu vardir ve fenotip disilere gére daha agirdir (Haack ve ark.
2012; Abidi ve ark. 2016; Nakasima ve ark. 2016; Spiegel ve ark. 2016; Zarate ve ark.
2016; Redon ve ark. 2017; Takano ve ark. 2017). Disilerde X inaktivasyonuna bagh
ortaya ¢ikan mozaiklik durumuna gore fenotip degiskenlik gosterebilir (Haack ve ark.

2012).

BPAN'n tipik olarak iki basamakli bir hastalik seyri vardir. Birinci evrede;
bebeklik ve ¢ocukluk doneminde norogelisimsel gecikme, zihinsel yetmezlik ve bazen
ndbetlerle seyreder (Haack ve ark. 2012; Hayflick ve ark. 2013). Dil becerileri sinirlidir
ve verici dil iyi gelismez. Ikinci evrede; hastalar ergenlik veya yetiskinlik déneminden
baslayarak ¢ogunlukla distoni veya parkinsonizm gibi bir hareket bozuklugu gelistirir.
Bu donemde mevcut zihinsel yetmezlige ek olarak bir kognitif yikim da eslik eder
(Hayflick ve ark. 2013). Ciddi tutulumlu erkek hastalarda infantil epileptik ensefalopati
tablosu bildirilmistir (Nakasima ve ark. 2016; Zarate ve ark. 2016).

BPAN’da MRG erken c¢ocukluk déneminde normal olabilir ancak hareket
bozuklugu ortaya ¢ikti§i zaman hastaliga 06zgli bulgular izlenir. Karakteristik
degisiklikler, substantia nigra ve globus pallidus'ta T2 agirlikli hipointensitedir Sekil

2.1-d1 ve d2). Substantia nigra tutulumu 6n plandadir ve T1 agirlikli sekansta serebellar
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pedinkiillerde hiperintens “halo” goriinlimii BPAN i¢in tipiktir (Sekil 2.1-d2) (Hayflick
ve ark. 2013).

2.1.4. idiyopatik NBIA

NBIA alt tipi belirlenememis hastalar vardir. Farkli NBIA kohortlarinda bu grup
yaklasik % 5 ile % 15 arasinda degisir. Idiyopatik NBIA heterojen bir grubu temsil
ettiginden, klinik ve radyolojik 6zellikler ¢ok farklidir. Demir-duyarli MRG sekanslari
ve genom boyu dizileme yontemleri klinik pratikte daha yaygin olarak kullanildikg¢a
yeni genler tanimlanmaktadir. Nadir NBIA alt tiplerini aciklayan non-genetik

etiyolojilerin de tanimlanmasi olasidir (Dusek ve ark. 2012; Hayflick ve ark. 2018).
2.2. DNA Dizileme Yontemleri

Niikleotid dizisi, genomun en yiiksek ¢oziintirliik seviyesidir. Bu DNA dizisi bir
bireyin genetik kokenli o6zelliklerinin sifresidir. Giinlimiizde niikleotid dizisinin
okunmasi dizileme yontemlerinin gelismesi ile hiz kazanmistir. Yeni nesil dizileme
(YND) teknolojileri kullanilarak kisa siirede daha wuzun genomik bdlgeler
okunabilmekte ve fenotip iizerine etkili olabilecek daha ¢ok varyantin
arastirilabilmesine olanak saglamaktadir. DNA dizileme yontemleri klinik pratikte nadir
varyantlarin neden oldugu tek gen hastaliklarinin ve genetik olarak aydinlatilamamis
multifaktoriyel hastaliklarda genetik risk faktorlerinin  aydinlatilmasinin  Oniinii

acmaktadir (Steward ve ark. 2017).
2.2.1. Klasik Dizileme (Sanger dizileme)

1977 wyilinda Frederick Sanger ve meslektaslar1 tarafindan gelistirilen ve
yaklasik 40 yildir en c¢ok kullanilan dizileme metodudur. Halen ticari olarak kisa
dizilemeler i¢in ve yeni nesil dizileme sonug¢larimin validasyonunda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Akcakaya ve ark 2017a; Akgakaya ve ark 2017b). Sanger yonteminde
en biiyiik kisithliklar dizinin ilk 15-40 bazinda ve 700-900 bazindan sonra dizileme
kalitesinin koétiilesmesidir. Bu yontem, in vitro DNA replikasyonu sirasinda DNA
polimeraz tarafindan zincir sonlandirici dideoksiniikleotidlerin segici olarak dahil

edilmesine dayanir (Sanger ve ark. 1977).

Bu yontemde klasik olarak tek iplikli DNA sablonu bir DNA primer, DNA
polimeraz, normal deoksiniikleotidtrifosfatlar (dNTP'ler) ve degistirilmis di-

deoksiniikleotidtrifosfatlar (ddNTP'ler) kullanilir. iki niikleotid arasinda bir fosfodiester
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baginin olusturulmasi i¢in gerekli olan bir 3'-OH grubundan yoksun ddNTP’ler DNA
ipligi uzamasmi sonlandirir. Gilinlimiizde ddNTP'ler floresan olarak etiketli olarak

kullanilir (Smith ve ark. 1986). Sekil 2.4’te bu yontem sematik olarak gosterilmistir.
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3’ GACTAGATACGAGCGTGA 5’ Sablon DNA

5'CTGATCTATGCTCGCACT 3’
elektroforez

YVVVWWYVVV AGTOC

S e /\
oreaTC /\

creaTer & /\/\

.................... /\ -

CTGATCTA T
CTGATCTAT G

CTGATCT}\TGC‘I 1‘ ........................
CTGATCTATGCT ¢ /\
CTGATCTATGCTC: G

CTGATCTATGCTCG c........................................ /\

S e /\/\ |
o /\

Sekil 2.4: Sanger dizileme metodunun sematik gosterimi

HOQPOQOHEOQOMAE P AN

DNA 06rnegi dort ayr1 reaksiyona ayrilir. Her reaksiyon ddNTP’den (ddATP,
ddGTP, ddCTP, ddTTP) sadece birini igerir. Digerleri dNTP’lerden (dATP, dGTP,
dCTP, dTTP) iigiidiir. DNA 6rnegi, DNA polimeraz araciligl uzatma reaksiyonlarinin
ardindan elde edilen DNA fragmanlar1 1s1 denatiire edilir ve jel elektroforezi
kullanilarak boyutlarima gore ayrilir. Bu dort ayri seridin (serit A, T, G, C) birinde
calisan dort reaksiyon jelde yiiritiiliir. 3° uglar1 fliioresan isaretli DNA bantlar1 daha
sonra jel goriintlistinden okunabilir. Gliniimiizde otomatize sistemlerde 5 'ucunda bir
fliioresan boya ile isaretlenmis bir primer kullanilarak optik sistemde okumayi
kolaylastirmak ve kapiller jel sistemleri daha hizli, ekonomik dizileme saglar.
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2.2.2. Yeni Nesil Dizileme

Insan genom projesi ile diisiik maliyetli dizileme teknolojilerinin gelistirilmesini
saglamistir. Bu teknolojiler daha ¢ok genomik materyalin hizli bir sekilde okundugu
yiiksek ¢iktili ve nispeten ucuz olan yontemlerdir. Ancak hata pay1 klasik yontemlere
gore fazladir. Bu yontem genomun kisa pargalara ayrilarak ¢ogaltilmasi esasina dayanir
(Sekil 2.5). Parcalarin bir ucuna takilan adaptor molekiillerle parcaciklar bir yiizey
tizerinde cogaltilir ve okunur. Boylece genomun bir bolgesi ¢ogaltilarak birden fazla
kez okunmus olur. Okunan dizilerin referans genoma hizalanmas1 (alignment) ve
referans genomdan farkliliklarinin adlandirilmasi (annotation) gerekir. Okumalar bu
islemlerden sonra anlam kazanir ve analiz edilebilir. Okuma sayisina derinlik (deep) adi
verilir ve derinlik ortalama okuma sayisina gore adlandirilir (6rn. 50X, 90X). Genom
tizerinde dizilemenin hedeflendigi bolgenin ne kadarmin okundugu ise kapsama

(coverage) olarak adlandirilir.

Bu yontem ile tiim genom ya da genomun segilen belli bir kism1 dizilenebilir.
Genomun transkripsiyona ugrayan kisminin dizilenmesine ekzom dizileme denir.
Ekzom dizileme ile okunan dizi insan genomun yaklasik %1°lik kismina karsilik gelir
(Choi ve ark. 2009) Ancak ekzom dizileme Mendelyan hastaliklarin biiyiikk kisminin
¢oziilmesine olanak saglar (Ng ve ark. 2009). Her ne kadar genomun kii¢iik bir kism1
okunsa da elde edilen varyantlar arasindan hastalikla iliskili varyanti bulmak i¢in
mantik ¢ergevesinde kalitim modellerine gore filtreleme yapmak gerekir. Ornegin OR
kalittm modeli i¢in, homozigot varyantlar arasinda toplum frekans1 diisiik olan ve

protein yapisinda 6nemli derecede bozulmaya yola agan varyantlara 6ncelik verilir.

Genomun fenotipe gore secilen c¢esitli biiylikliiklerdeki kismi uygun dizileme
yontemleri kullanarak okunabilir. Genetik etiyolojisi bilinen belirli bir fenotipteki tek
gen hastaliklarinda, genetik etiyolojiyi kiigiik insersiyon ve delesyonlar (indel) dahil
mutasyonlart klasik dizileme yontemleri ile tespit etmek miimkiindiir. Fenotipin net
olmadig1 genetik etiyolojisi net olarak tahmin edilemeyen durumlarda ise yeni nesil
yaklasimlar daha hizli ve maliyeti diistik bir yaklasim saglamaktadir (Steward ve ark.
2017). Genetik yontem mutlaka klinik 6zellikler ve aranan genetik patoloji gbz Oniine
alarak secilmelidir. Temelde genetik yontemlerin bir digerine mutlak {stlinliigii

yoktur.
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Giliniimiizde genetik materyalin tiim patolojilerini tek bir yontem ile tespit etmek
miimkiin degildir. Ilerleyen yillarda tiim genom dizileme ydnemlerinin gelismesi bu
acidan umut vaat etmektedir. Bunlar disinda kromozomal sayr anomalileri,
kromozomlarin yapisal anomalilerinin tespiti i¢in kullanilan bir¢ok teknik mevcuttur.
Klasik sitogenetik yontemler kadar gerekli durumlarda kromozom boyu tarama
yontemleri olan “array”ler sik¢a kullanilmaktadir. Bu caligmada da gerekli goriilen

durumlarda klasik ve molekiiler sitogenetik yontemler kullanilmistir.

Bu calisma esas olarak laboratuvarimizin maddi imkanlar igerisinde uygun
teknolojiler kullanilarak yapilan fenotip-genotip arastirmasi ve bir 6grenme siirecidir.
Bu ¢aligma siirecinde; DNA varyantlarinin biyolojik/ndrolojik etkilerinin, baglica DNA
dizileme yontemleri imkan ve kisithliklar1 ¢ercevesinde arastirilmasi 6nemli bir tecriibe

olmustur.
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Sekil 2.5: Yeni nesil dizileme metodunun sematik gosterimi

Dizilenmek istenen DNA molekiilii parcalara ayrilir. Bu parcgalar 50-400 baz
cifti (bg) arasinda olabilir. DNA problar olarak adlandirilan kisa tek iplikli DNA
molekiilleri (oligoniikleotitler), “kiitiiphane” adi verilen bir hedef DNA dizisini
yeniden olusturmak ic¢in bu pargalara baglanir. Spesifik olmayan hibritler yikama ile
uzaklagtirllir ve hedef DNA elde edilir. Hibritler, DNA dizisinin yeniden
cogaltilabilecegi sekilde yeniden diizenlendikten sonra polimeraz ile klonal olarak
amplifiye edilerek okunur. Okumalar genellikle fliioresan isaretli niikleotidler
kullanilarak alinir. Kisa okumalar daha derin okuma saglarken referans genoma
hizalanmasi daha zordur (Morey ve ark. 2013). Dizilemeden sonra referans genom ile
hizalanmak, varyantlar1 adlandirmak i¢in yazilim algoritmalart kullanilir. Hizalama i¢in
“Burrows-Wheeler Aligner” (BWA), diziyi tamimak ve varyantlar1 ¢agirmak icin
“Genome Analysis Toolkit" (GATK) kullanilir (Daaneck ve ark. 2011; Li ve ark 2009;
Li ve ark 2010; McKenna ve ark. 2010). Sekilde gosterilen okunmayan bdlge
kiitiiphanede hedeflenmemis bir bolge ya da eger hedeflenmigse homozigot bir
delesyona isaret eder.



3.1. Gerec¢

3. GEREC VE YONTEM

3.1.1. Caliysmaya Dahil Edilen Hastalar
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Bu tezde klinik ve radyolojik bulgular1 dogrultusunda beyinde demir birikimi ile

norodejenerasyon On tanist ile ¢esitli noroloji kliniklerinden yonlendirilen 43 hasta dahil

edilmistir. Bu hastalarin bilgileri Tablo 3.1’de oOzetlenmistir. Hastalardan ve aile

bireylerinden EDTA’l1 tiiplere alinan kandan izole edilen DNA o6rnekleri kodlanmis

olarak -20°C derin dondurucu 6zelligi olan buzdolabinda saklanmistir. Calismamiz

Istanbul Tip Fakiiltesi etik kurulu tarafindan 10/02/2017 tarih ve 133 say1 ile

onaylanmustir.
Tablo 3.1: Calismaya dahil edilen hastalarin kodlari ve temel 6zellikleri
Hasta Akrabalik | Radyoloji (Demir birikimi goriilen Klinik On
kodu bolgeler) Tam
ND14-1 yok Globus pallidus ve substantia nigra, “kaplan gozii” | PKAN
(atipik)
ND14-4 yok Globus pallidus ve substantia nigra, “kaplan gozi” | PKAN
(klasik)
ND14-10 var Globus pallidus ve substantia nigra, “kaplan gozi” | PKAN
(atipik)
ND14-11 var Globus pallidus ve substantia nigra, “kaplan gozi” | PKAN
(atipik)
ND14-15 yok Globus pallidus ve substantia nigra MPAN
ND14-17 var Globus pallidus ve substantia nigra Trizomi 21
sekonder
ND14-18 yok Globus pallidus ve substantia nigra NBIA
ND14-27 yok Globus pallidus geri planda ve substantia nigra ile | Parkinson
nukleus ruber’de belirgin sekonder
ND14-34 var Globus pallidus ve substantia nigra PLAN
ND14-35 var Globus pallidus ve substantia nigra, “kaplan gozii” | PKAN
(atipik)
ND14-41 var Globus pallidus ve substantia nigra MPAN
ND14-53 var Globus pallidus ve substantia nigra, “kaplan gozi” | PKAN
(atipik)
ND14-58 var Globus pallidus ve substantia nigra MPAN
ND15-66 var Talamus dahil tiim basal ganglialar FAHN




Tablo 3.1: Calismaya dahil edilen hastalarin kodlari ve temel 6zellikleri

Hasta Akrabalik | Radyoloji (Demir birikimi goriilen Klinik On
kodu bolgeler) Tani
ND15-69 var Globus pallidus ve substantia nigra, “kaplan gozi” | PKAN
(klasik)
ND15-70 var Globus pallidus ve substantia nigra, “kaplan gozi” | PKAN
(klasik)
ND15-72 var Globus pallidus ve substantia nigra, “kaplan gozi” | PKAN
(klasik)
ND15-73 var Globus pallidus ve substantia nigra, “kaplan gozii” | PKAN
(klasik)
ND15-81 var Globus pallidus ve substantia nigra MPAN
ND15-82 var Globus pallidus ve substantia nigra, “kaplan gozi” | PKAN
(klasik)
ND15-83 var Globus pallidus ve substantia nigra MPAN
ND15-84 var Globus pallidus ve substantia nigra MPAN
ND15-91 var Globus pallidus ve substantia nigra, “kaplan gozii” | PKAN
(klasik)
ND15-94 var Globus pallidus FBXO7
patolojisi
ND15-106 | var Globus pallidus ve substantia nigra, “kaplan gozi” | PKAN
(klasik)
ND15-107 | var Globus pallidus ve substantia nigra, “kaplan gozii” | PKAN
(klasik)
ND15-112 | var Globus pallidus ve substantia nigra MPAN
ND16-113 | var Globus pallidus ve substantia nigra, “kaplan gozi” | PKAN
(klasik)
ND16-114 | var Globus pallidus ve substantia nigra MPAN
ND16-118 | var Globus pallidus ve substantia nigra, “kaplan gozii” | PKAN
(klasik)
ND16-124 | var Globus pallidus ve substantia nigra MPAN
ND16-134 | var Globus pallidus ve substantia nigra MPAN
ND16-138 | var Globus pallidus ve substantia nigra, “kaplan gozi” | PKAN
(atipik)
ND16-140 | var Globus pallidus ve substantia nigra, “kaplan gozii” | PKAN
(atipik)
ND16-141 | var Globus pallidus ve substantia nigra, “kaplan gozii” | PKAN
(atipik)
ND16-142 | var Globus pallidus ve substantia nigra MPAN
ND16-153 | var Globus pallidus ve substantia nigra MPAN
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Tablo 3.1: Calismaya dahil edilen hastalarin kodlari ve temel 6zellikleri

Hasta Akrabalik | Radyoloji (Demir birikimi goriilen Klinik On
kodu bolgeler) Tani
ND16-154 | var Globus pallidus ve substantia nigra, “kaplan gozi” | PKAN
(klasik)
ND17-159 | yok Globus pallidus ve substantia nigra (belirgin MPAN
medial ¢izgilenme)
ND17-160 | yok Globus pallidus ve substantia nigra (belirgin MPAN
medial ¢izgilenme)
ND17-164 | var Globus pallidus ve substantia nigra, “kaplan gozii” | PKAN
(klasik)
ND17-168 | yok Globus pallidus ve substantia nigra, “kaplan gozii” | PKAN
(atipik)
ND17-169 | yok Globus pallidus ve substantia nigra, “kaplan gozi” | PKAN
(atipik)

3.1.2. Kullamlan Kimyasallar ve Cozeltiler

Tablo 3.2.’de ¢aligmada kullanilan kimyasal ve ¢ozeltiler verilmistir.

Adi Firma / Ulke
Agaroz Invitrogen, Isvigre
Betain Promega, ABD
DMSO Sigma, Almanya
Etidyum Bromiir Sigma, Almanya
Etil Alkol Merck, Almanya
MgCl, Roche, Almanya

dNTP seti (JATP, dTTP, dCTP, dGTP)

Roche, Almanya

Taq Polimeraz

Roche, Almanya

Taq Polimeraz

HighQu, Almanya

22



3.1.3. Kullanilan Kitler

Tablo 3.3.’te ¢alismada kullanilan kitler verilmistir.
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Tablo 3.3. Kullamilan Kitler

Kit Ad1 Kullanim Amaci Firma/Ulke
Qiagen DNA maksi izolasyon kiti DNA izolasyonu Qiagen, Almanya
Qiagen DNA mini izolasyon kiti DNA izolasyonu Qiagen, Almanya

3.1.4. Kullanilan Cihazlar

Tablo 3.4.’te ¢alismada kullanilan cihazlar verilmistir.

Tablo 3.4: Kullamilan Cihazlar

Cihaz Ad1

Firma

Hassas terazi

Shimadzu

Otomatik pipetler Gilson, Eppendorf
Distile su cihazi Millipore
Buzdolab1 +4°C Sanyo

Derin dondurucu (-20°C, -80°C)

Ugur, Heraeus Sepatech

Sogutmali santrifiij

Eppendorf

Masa {istii mini santrifijj

Hettich, Eppendorf

Elektroforez aleti Thermo

Gii¢ kaynag1 Stratagene

PCR cihaz BioRad

Vorteks Kermanlar, Yellowline
Flow kabin Thermo Scientific
Spektrofotometre Nanodrop
Hibridizasyon firin Heraeus

Jel goriintiileme sistemi UVP Imaging System




24

3.1.5. Caliyma Kapsaminda Hizmet Alinan Firmalar/Kurumlar

Tablo 3.5: Hizmet alinan firma ve
kurumlar

Firma / Kurum Adi

Hizmet Alm Gerekcesi

Oxford Gene Technology, Ingiltere

Tium ekzom dizileme

Macrogene, Kore

DONE Genetik

Dizileme (Klasik ve Ekzom)

ND14-17 numarali 6rnek igin tiim genom
genotipleme (SNP array-300K)

Tablo 3.5.’te calismada hizmet alinan firma ve kurumlar verilmistir.

3.1.6. Kullanilan Elektronik Veritabanlari

Tablo 3.6: Kullanilan veritabanlar1

Genomik Dizi Veritabanlan

Ensembl veritabani

http://www.ensembl.org/

NCBI veritabani

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/

UCSC veritabani

http://genome.ucsc.edu/

GeneCards veritabam

http://genecards.org

Populasyon Veritabanlari

Exome Aggregation Consortium (ExAC)

http://exac.broadinstitute.org/

Genome Aggregation Database (GnomAD)

http://gnomad.broadinstitute.org

dbSNP

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/

dbVar

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbvar/

Fenotip Veritabanlan

ClinVar

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/



http://gnomad.broadinstitute.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbvar
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Online Mendelian Inheritance in Man

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim/

Human Gene Mutation Database http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/
Varyantin Olas1 Etkisi icin Tahmin

Araclan

MutationTaster http://www.mutationtaster.org/

Polymorphism Pheotyping (PolyPhen-2)

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

SIFT

http://sift.jevi.org/

Variant Effect Predictor

http://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/

Human Splicing Finder http://www.umd.be/HSF/
Diger

GeneDistiller http://www.genedistiller.org/
Mutalyzer https://mutalyzer.nl/
Swissmodel http://swissmodel.expasy.org
Primer3plus http://primer3plus.com

Oligonucleotides Properties Calculator

http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoC
alc.html

NCBI Map Viewer

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/

BrainSpan

http://www .brainspan.org

Tablo 3.6.’te ¢alismada kullanilan veritabanlar1 verilmistir.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/
http://swissmodel.expasy.org/
http://primer3plus.com/
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3.1.7. Kullamlan Analiz Programlari ve Yazilimlar

Tablo 3.7.’de ¢aligmada kullanilan analiz programlar1 verilmistir.

Tablo 3.7: Kullanilan analiz
programlari

4Peaks
(https://nucleobytes.com/4peaks/index.
html)

Program Adi Aciklama

HaploPainter v1.043 (Thiele ve | GeneHunter, Allegro gibi baglanti analizi
. programlarinin ¢iktilarim1 kullanarak pedigri  ve

Niimberg 2005) haplotip gorselleri olusturan bir agik yazilimdir.

CLC Main Workbench v5.02 ve

Sanger dizileme iglemi sonrasi, dizilenen alanin
referans diziye hizalanmasim1 ve gorsel olarak
incelenmesini saglayan programlardir.

OGT (Oxford Gene Technology)
ekzom dizileme arayiizii v.1.0.1

Tim ekzom dizileme islemi sonucu elde edilen
varyantlarin degerlendirilmesinde kullanilan ticari
bir ara yiizdiir.

Integrative Genomics Viewer (IGV)
v2.3.5 (Robinson ve ark. 2011)

Genom  dizileme  verilerinin  gorsel  olarak
degerlendirilmesinde kullanilan bir programdir.

GenomeStudio v1.9.4

Tiim genom genotip verisinin analizinde kullanilan
ticari (Illumina) bir programdir.

Bu analiz programlarina ek olarak tim ekzom dizileme ham datasi

laboratuvarimizda bagimsiz olarak “in-house pipeline” bir dizi yazilim algoritmasi ile

sirasiyla; “Burrows-Wheeler aligner”

kullanilarak hizalama “alignment” ve “Picard”

kullanilarak bam dosyasi olusturma (Li ve Durbin, 2016), “GATK Haplotypecaller” ve

“Ensembl Variant Effect Predictor APl kullanilarak varyant adlandirma “annotation”

(Van der Auwera ve ark. 2013, McLaren ve ark. 2016) basamaklarindan gegirilerek

varyantlara ait “Variant Call Format” (VCF) dosyasi olusturulmustur. Bu dosya tiim

ekzom datasi analizi i¢in filtreleme isleminde kullanilmistir.


https://nucleobytes.com/4peaks/index.html
https://nucleobytes.com/4peaks/index.html
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3.2. Yontem
3.2.1. DNA izolasyonu ve Kalite Ol¢iimii

Kandan DNA izolasyonu Qiagen maksi ve mini kiti ile gergeklestirilmistir.
Izolasyon adimlar1 ana hatlar1 ile Sekil 3.1°de 6zetlenmistir. Izolasyonun ardindan elde
edilen DNA’larin konsantrasyon ve kalite degerlendirmesi spektrofotometre (nd-1000,
NanoDrop Technologies, Inc, Wilmington, USA) cihaz1 ile gergeklestirildi. Olgiimde 2
ul DNA; 260, 230 ve 280 nm dalga boylarinda spektrofotometrik degerlendirildi.
Sonuglar 260 nm/280 nm oraninin deger araligi 1,8-2,0 ve 260 nm/230 nm oraninin
deger aralign 2,0-2,2 olacak sekilde degerlendirildi. Ek olarak, ekzom dizileme
yapilacak DNA’larin yapist %1’ lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilerek, jel
gorlintiilleme sisteminde izlendi. Degrade olmadigi tespit edilen DNA’lar caligmaya

katild.
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tam kana
proteinaz eklenir
Tip hafifce
karigtilir
buffer eklenerek
1s1 ile inkiibe edilir
saf etanol eklenir
Tiip hafifce
karistilir
karigim ozel
filtreli tiipe eklenir
Santrifiij edilir
Alt faz atilir
yikama cozeltisi
eklenir -20°C‘de saklanir
Santrifiij edilir
yikanan filtre
temiz tiipe alimir
filtreye eliisyon santriflj edilerek
gozeltisi eklenir DNA filtreden ayrilir.
Santrifiij edilir

Sekil 3-.1: DNA izolasyon basamaklari

Qiagen maksi ve mini kit i¢in temel DNA izolasyon basamaklar1 gosterilmistir.
Inkiibasyon siireleri, santrifiij hizlar1 ve soliisyon miktarlar1 degismekle birlikte, her iki
kit bu temel basamaklar iizerinden ilerlemektedir.
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3.2.2. Dizileme ve Analizleri

Caligma kapsaminda tiim dizileme islemleri hizmet alimi ile yapildi. Elde edilen
veriler laboratuvarda ilgili programlar ve yazilimlar kullanilarak gergeklestirildi. Klinik
ve radyolojik bulgular dogrultusunda tiim hastalarda fenotipe uyabilecegi 6n goriilen en
az bir gen dizilendi. Dizileme sonucunda fenotip Ongériisiinii agiklayacak mutasyon
bulunamamis ya da fenotip Ongdriisii bulunmayan segilen adaylar dogrudan ekzom
dizileme ile analiz edildi. Ekzom dizilemede elde edilen aday varyantlar Sanger
dizileme ile yeniden gosterildi. Aile ici segregasyonun gosterilmesi gereken durumlarda
da ulasilabilen aile bireylerinde varyantlar Sanger dizileme ile arastirildi. Tespit edilen

varyantlarin genomik adlandirilmasi hg38/GRCh38’ye gore yapildi.
3.2.2.1. Sanger Dizileme Analizi

Sanger dizileme yapilacak orneklerin hedef genomik dizileri polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltilmas1 dncesi primerlerin se¢imi primer3plus programi ile
yapildi. PZR ile cogaltilacak hedef dizi, oligo nucleotide properties elektronik
veritabani kullanilarak GC igerikleri ve UCSC’nin “in silico PCR” igerigi kullanilarak
genomik bolge belirlenerek PZR uygunlugu arastirildi. Calisma kapsaminda Sanger
dizileme ile incelenen tiim varyantlarin gdsterilmesi i¢in tasarlanan primerlerin bilgisi
Tablo 3.8 de gosterilmistir. Orneklerin hedef bolgelerinin Sanger dizileme sonrasi elde
edilen abl dosyalar1 kromatogramda gorsellestirilmesi icin CLC Workbench ve 4Peaks
programlar1 kullanildi. Belirlenen varyantlarin olasi1 etkileri tablo 3.6’da belirtilenen

MutationTaster, PolyPhen-2, Sift gibi in silico tahmin araclari ile degerlendirildi.

Tablo 3.8: Sanger dizilemede kullanmak icin tasarlanan primerler ve hedeflenen bélgeler

Fragman GC orani
Gen adi Hedeflenen NM Kodu Tasarlanan primerler (F / R) uzunlugu (%)
()
(be)
ekzon 1 ve
intron 1-2 CGCTCCCCCAGGTAAAGG /
CI90RF12 ekzon 1 NM_031448 GTGGTGGATGTGGTGGGAG 344 69
komsulugu
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ekzon 2 ve

) GAGTGGCATTGTGATGGAAA /
CI190RF12 | intron NM_031448 TTCAACGGCCCTTTTATGAC 298 57
komsuluklari
ekzon 3 ve CTGCTCATGGTGATGGTGGT /
C190RF12 | intron NM_031448 CTCCCAAGCCACCTCTTCAG 431 58
komsuluklari
ekzon 1 ve
intron 1-2 GGCAGAGGCATGCACAAGT/
PANKZ | ckzon NM_153638 | cACCAACGAGGGACCACC 799 3
komsulugu
ekzon 2 ve
) AAGTTGCTACTGTGGTAAGGGTAAA /
PANK2 intron NM_153638 CACCACTTGCTACTGGCATT 500 41
komsuluklari
ekzon 3 ve
. GGGATGCCTTATTGAATGGA /
PANK2 intron NM_153638 TGAAAACTCAGCCCGTTAGG 388 37
komsuluklari
ekZGe TGAATATGGTTTTGGGGTTCA /
PANK2 intron NM_153638 GAACACACATGCCCCCTTAC 286 40
komsuluklari
A GGCTTTGTTGCTGTTGGTTT /
PANK2 intron NM_153638 ATGGGGCCCACTTAAGTTCA 236 44
komsuluklari
ekzon 6 ve
) TTTGGGGTAGCTTTTATGAGAA /
PANK2 intron NM_153638 GTGACCCACAAGCCCTCTG 250 40
komsuluklari
ekzon 7 ve
intron 6-7 GTATGCTGTGTGTGGGCAGT /
PANKZ ekzon NM_153638 ACAGATCCCATTGTGGAAGG 206 43
komsulugu
ekzon 8 ve GGCCCCTTTGTTCTTCACTT /
PLA2G6 intron NM_00356 TGTATCCACCCAACCCTCAC 223 55
komsuluklari
ekzon 7 ve GTGAGTACCCCCTCCCCAC /
WDR45 intron NM_007075 TCCAGTCCTCTCAGGCATCT 402 59
komsuluklari
ekzon 7 ve CCTAGCTCCCGCCTTCCT /
FBOX7 intron NM_012179 TAAAAGGTTTCTGGGAGTGCA 401 50
komsuluklari
ekzon 7 ve
) TTCATTGGTGGAGAAGCTTGTC /
HEXB intron NM_000521 TTACTCGACCATCCTGCAGC 301 43
komsuluklari
SLC16A2 fn'fr‘(’;7 ve NM 006517 | GAAGGGCTGGGGAGAAGAG / 286 68
(MCT8) - CAGAGGAGCCGCTTTGTG

komsuluklari
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3.2.2.2. Ekzom Dizileme Analizi

Calismada 8 hasta (ND14-1, ND14-04, ND14-18, ND14-58, ND15-66, ND15-
69, ND15-83, ND15-84) ekzom dizileme yontemi ile ¢alisilmistir. Bunlardan ND14-1
ve ND14-4 isimli hastalar analizleri kolaylagtirmak i¢in ebeveynleri ile “#rio” olarak, iki

kardes olan ND15-83 ve ND15-84 ortak homozigot varyantlar1 arastirabilmek amaciyla
birlikte dizilendi.

Yeni nesil dizileme capture olarak adlandirilan hedef bdlgelerin se¢imi ve
dizilenmesi ile istenen bolgeye Ozgii (amplikon, ekzon vb.) gelistirilmis cesitli ticari
kitlerle yapilir. Capture islemi i¢in genomik DNA c¢esitli yontemlerle rastgele fragmente
edilmekte ve rastgele parcalarin uclarina adaptor molekiiller yerlestirilmektedir.
Saflastirma islemi sonrasi bir kiitiiphane olusturulmus olur. Olusturulan bu kiitiiphane
hibridizasyon esasina dayanan yontem sonrasi bu fragmanlar dizilenir (capture islemi).
Ekzom dizileme islemi OGT (Oxford Gene Technology) firmasindan hizmet alinarak
[Nlumina HiSeq2000 cihazi ile gergeklestirilmistir. Dizileme islemlerinde Agilent
Technologies fimasimin gelistirdigi Sure Select Target Enrichment System capture Kiti
kullanilarak gerceklestirildi. ND-14-1, ND14-04, ND15-66 ve NDI15-69 kodlu
orneklerde ham verilerin islenmesi ve analizinin gergeklestirilmesi OGT tarafindan
saglanan arayiiz ile tarafimizdan gergeklestirilmistir. ND14-4, ND15-83 ve ND15-84
kodlu orneklerde ekzom dizileme analizi ise hem OGT arayiizii, hem de ham veri
islenme basamaklar1 tarafimizdan laboratuvarda yapilarak gergeklestirilmistir.

Kullanilan basamaklar ve analiz metodolojisi  Sekil 3.2°de  Ozetlenmistir.
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Harri veri

okumalar referans genoma hizalanmasi

+

varyantlann ¢agrilmasi ve adlandiriimasi

v

/ hedef genlerdeki varyantlann analizi \

Homozigot varyantlarin filtrelenmesi Heterozigot varyantlarin filtrelenmesi

\ MAF<0.01 varyantlarin /

filtrel

'

Proteine etkisi olan varyantlarin
filtrelenmesi

+

in silico araclarla
patojenik olarak tahmin edilen
varyantlann filtrelenmesi

Sekil 3.2: Ekzom dizilemede ham veriden analize temel basamaklarin

sematik gosterimi

Cift-tarafli okunmus ham veri insan genomuna (hgl9) BWA kullanilarak
hizalanir ve elde edilen bam dosyalari i¢in islemler Picard araglar kullanilarak yapilir
(Li ve Durbin 2016). Varyantlar GATK Haplotypecaller ile ¢agrilir ve Ensembl Variant
Effect Predictor API kullanilarak adlandirilir (Van der Auwera ve ark. 2013; McLaren
ve ark. 2016). Veriler OD ve OR kalitim modelleri i¢in filtreleme islemi gerceklestirilir.
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3.2.3. Tiim Genom Genotipleme Analizi

SNP array yontemi ile mikrogipe yerlestirilmis oligoniikleotid parcalar
kullanilarak istenen Ornekteki tek niikleotid polimorfizmleri (SNP) tespit etmek
miimkiindiir. Her bir SNP’nin genotipini gosteren frekans dagilimi ve toplam sinyal
yogunlugu verisi bulunabilmektedir. Boylece hem tim genom genotip verisi, hem de

SNP’lere ait CNV degeri bulunabilir (McCarroll ve ark. 2008).

Trizomi 21 ve anne babasi arasinda akrabalik oldugu bilinen ND14-17 kodlu
ornek sitogenetik ileri inceleme ve homozigot bolgelerin tespiti i¢in yaklasik 700.000
belirtec iceren Illumina HumanOmniExpress BeadChip ile tiim genom genotiplenmistir.
Genotipleme iglemi i¢in hizmet alinmistir. IScan cihaz ile okunarak ¢ipten gelen veriler
GenomeStudio v2011.1 (Illumina) programi ile analiz edilmistir. Kopya sayisi
degisiklikleri (CNV) analizi GenomeStudio iginde cnvPartition 3.1.6 programi ile
homozigot bolgelerin tespiti ise Homozygosity Detector programi gergeklestirildi. CNV
analizinde anlamli sirali prob sayisi en az 5 ve giivenilirlik alt sinir1 degeri 35 olarak
alindi. B alel frekans (BAF) degeri ve LogR kesiri (LRR) degerleri kullanilarak
analizler yapildi. LRR degerindeki sifirdan sapmalar CNV analizinde kullanildi. LRR
degeri sifir olan ancak heterozigotluk gostermeyen bolgeler ise (copy neutral loss of

heterozygosity -LOH-) homozigot bdlgeler olarak degerlendirildi (Iseri 2016).
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3.3. Ekzom Datasindan X Heterozigotlugu Yiizdesinin Hesaplanmasi

VCF formatindaki datadan sadece X kromozomuna ait varyantlar arasindan
kalite skoru 30 ve flizeri olanlar secilmistir. Bu varyantlar arasindan heterozigot
olanlarmin ortalamasi hesaplanmistir. Bu hesaplamalar Sekil 3.3’te gosterildigi gibi
vcftools v0.1.14, tabix v1.2.1, python3.5.1 ve pandas v0.22.0 yazilimlar1 kullanilarak
yapilmigtir. X kromozumuna ait heterozigotluk degerleri “in-house” veritabanimizdaki

129 bireye (75 kadin ve 54 erkek) ait tiim ekzom datasinda bu yontemle hesaplandi.

Ycftools program tiim y¢f dosyalarim birlestirmek igin kullanildi.

vef-merge my,_variants 0.vef.gz my_variants_.1.vefgz > merged.vef

Laboratuvardaki datasetiicinden X kromozomuna ait kalitesi en az 30 olan varyantlar secildi.

yeftools -vef merged.vef -chr chrX -minQ 30 -extract-FORMAT:info GT -out merged Genotypes

Diger hesaplamalar asagida gisterildigi gibi pyton3 ve pandas kullamlarak yapildi.

import pandas as pd

# Read ycftaols output with read table function

dfM = pd.read table( 'merged.GT.FORMAT')

dfIH = pd.read_table('in_house.GT.FORMAT')

""" We can merge on position since there is only X chromosome.
By merging we get only the variants which present

in both dataset this way we can compare them.'''

dfm = pd.merge(dfM, dfIH[[ 'POS']], on="FOS5")

dfib = pd.merge(dfIH, dfM[['POS']], on='POS')

# Creates a list containing dataframes

dfs = [dfm, d4fib)

# Loop over data frapes
for df in dfs:
# Loop over gamples. If statement is hhere to g¥alide CHROM and POS golUmus-
df_samnple = df[[gol]]
# Only wariauphs with 0/1 and 1/1 genokypRes are used.

YA

with open('{}_x _het percent.tsv'.format(df), 'a') as £f:
Rowxdte( {}\e{}\n'.format (gol,
df_samplelgol).value gounts().logl '0/1"] /

sum(df_samplelsol] -Nalve sonnks())))
f.close( ]|

Sekil 3.3: Ekzom Datasindan X Heterozigotlugu Yiizdesinin Hesaplanmasi
(Akcakaya ve ark., 2019).


http://vcftools.sourceforge.net/index.html
http://www.htslib.org/doc/tabix.html
https://www.python.org/
https://pandas.pydata.org/
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4. BULGULAR

4.1. Genel Bakis

Calisma sonucunda 22 hastada PANK?2, 9 hastada C/9orf12, 1’er hastada ise
WDR45, PLA2G6, FBXO7 ve HEXB mutasyonu saptanmistir. Bunlardan 8 tanesi daha

once hastalikla iligkisi bilinmeyen yeni patojen varyantlardir. Calismada elde edilen

bulgular asagida ayrintili bir sekilde anlatilmistir. Genetik sonuglarin yani sira bu
calismada ayrica erkeklerde ekzom datasinda X kromozomuna ait heterozigot
varyantlarin izlendigi fark edilmistir ve laboratuvarimiza ait X kromozomal

heterozigotluk degerleri de en son boliimde ortaya konmustur.
4.2. Sanger Dizileme ile Elde Edilen Bulgular
4.2.1. PANK? Geni Taranan Hastalarda Elde Edilen Bulgular

19 indeks olguda PANK2 geni Sanger dizileme yoOntemi ile taranmistir. Bu
hastalarin fenotip olarak ortak bulgular1 distoni baskin bir tutuluma ve / veya globus
pallidusta “kaplan gozii”ne isaret eden goriiniime sahip olmalariydi. Bu bulgulara sahip
olmayan ancak asir1 ajitasyon ve agresyon nedeniyle MRG’de demir birikimi saptanmis
hastaya SNP array analizi yapildi. MR goriintiisii Sekil 4.1°de gosterilmistir. Bu
analizde Sekil 4.2°te gorildiigi gibi 20. kromozomda PANK2 genini de igine alan

homozigot bolge tespit edilmesi nedeniyle bu taramaya dahil edildi.

Bu tarama sonucunda 13 hastada hastalif1 agiklayacak nitelikte varyasyonlar
bulundu. Ebeveynleri arasinda akrabalik Oykiisii bulunmayan ND17-168 kodlu hasta
disinda tespit edilen tiim varyantlar homozigot olarak izlendi (Sekil 4.3). Klasik
dizileme yontemiyle PANK? geninde mutasyon tespit edilemeyen Ornekler ND14-4,

ND14-15, ND14-17, ND16-154, ND17-159 ve ND17-169’dir. Bu Orneklerden ND14-4,

ND16-154 ve NDI17-169 tamamen PKAN fenotipi ile uyumlu olarak

de@erlendirilmesine ragmen mutasyon bulunamamistir ve ekzom dizileme igin aday
olarak not edilmistir. Sonraki ¢aliSmalara aday olan ND16-154 ve ND17-169un aile

aQgagclarl Sekil 4.4’te gOsterilmistir.
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Tespit edilen 11 farkli patojenik varyantin 4 tanesi daha once literatiirde yer
almayan yeni mutasyonlar olarak tanimlandi. Bu yeni varyantlarin tiimii in silico tahmin

araclar ile patojenik olarak tespit edildi. Bu varyantlara ait dizi goriintiileri Sekil 4.5’te

gosterilmistir.

Sekil 4.1

a. 0O
ND14-25 ND14-26
m O O
ND14-17  ND14-23 ND14-24

Sekil 4.1: Trizomi 21 patolojisi bilinen bireyin pedigri ve MRG Kesiti

a. Pedigride 1. derece kuzen evliligi goriilmektedir. b. Globus pallidustan

gecen aksiyel SWI kesitlerinde globus pallidusta izlenen hipointensiteler (oklar)
gorilmektedir.
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Sekil 4.2: ND14-17 kodlu 6rnekte 21 ve 20. kromozoma ait Genome Studio
programindan BAF ve LRR gorselleri

a. 21. kromozm boyunca 3 farkli haplotip ile iliskili 4 farkli BAF dagilimi ile 0
degerinin iizerinde konumlanan LRR degeri Trizomi 21°i isaret eder. b. 20.
kromozomda pembe ile isaretli genis alanlar BAF parametresi agisindan heterozigotluk
kaybini igaret eder. Bu alanlarda LRR degeri 0 oldugundan kopya sayisi agisindan
ndtraldir. Dolayist ile bu alanlar 6zellikle akrabaliga evliligine bagli genis homozigot

bolgelerdir.
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Sekil 4.3
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Sekil 4.3: ND17-168 nolu ornekte tespit edilen birlesik heterozigot PANK?2
mutasyonlari

@ |
ND17-192 | |

ND17-168 numarali hasta 6rneginde PANK2 geninin (NM_153638) 3. ekzonu
ve 4. ekzonunda 2 ayr1 hastalikla iligkisi daha 6nce bildirilmis heterozigot varyasyon
tespit edilmistir. Bulunan varyantlar sirasiyla ekzon 3’te ¢.1133A>G;p.D378G
(CMO056030) ve ekzon 4’te c.1412G>A; p.S471N (CMO014245) varyantlaridir. Bu
varyantlarin aile iginde allelik segregasyonu aralarinda akrabalik olmadigi belirtilen
anne NDI17-192 ve baba NDI17-191°de yine Sanger dizileme yoOntemi ile
gergeklestirilmistir. Bu analiz sonucunda annenin sadece CM014245 i¢in, babanin ise
sadece CM056030 varyant1 i¢in tasiyici oldugu gosterilmistir.
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Sekil 4.4

1°. kuzen

ND17-166 |

ND17-167

ND17-170

Sekil 4.4: PKAN fenotipinde olan ND16-154 ve ND17-169 nolu ornelerin

aile agaclar.

ND16-154 numarali 6rnek klasik tipte PKAN ve ND17-169 numarali 6rnek
atipik seyirli PKAN fenotipi olarak degerlendirilmis ancak PANK2 geni (NM_153638)
Sanger dizileme sonuglar1 ile mutasyon bulunamamustir.
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Sekil 4.5: PANK?2 geni Sanger dizileme ile elde edilen yeni mutasyonlarin
dizileme goriintiileri

Hastalarin mutasyonlar1 homozigot durumda iist sira, heterozigot durumda
babalar1 orta sirada ve yine heterozigot durumda anneleri alt sirada verilmistir.

a. Mutasyon ¢.676G> A b. Mutasyon ¢.800A> C ¢. Mutasyon ¢.1660G> A d. Mutasyon
c.1537-2A> G.
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4.2.2. C190rf12 Geni Taranan Hastalarda Elde Edilen Bulgular

12 olguda C190rf12 geni Sanger dizileme ile taranmistir. Bu hastalarin fenotip
olarak ortak bulgular1 globus pallidus ve substantia nigrada demir birikimi izlenmesi
yani sira distoni-parkinsonizm ve spastisite ile seyreden bir tutuluma sahip olmalariydi.
Hastalar arasinda sadece ND14-41 kodlu hastanin distoni ya da parkinsonizmi yoktu,
sadece spastisite ile seyreden bir klinigi vardi. Ancak Sekil 4.6’da gosterilen hastanin

MRG’si MPAN ig¢in tipik olarak degerlendirildi.

Bu tarama sonucunda 6 hastada hastaligi agiklayacak nitelikte varyasyonlar
bulundu. ND17-159 ve ND17-160 kodlu iki kardes ve ND16-153 kodlu hasta disinda
tespit edilen tiim varyantlar homozigot olarak izlendi. Bu hastalarda farkli varyantlar
birlesik heterozigotluk yoluyla hastaliga yol agmisti. Tespit edilen 7 farkli patojenik
varyantin 2 tanesi daha Once literatiirde yer almayan yeni mutasyonlar olarak
tanimlandi. Bu varyantlarin segregasyonu dizi goriintiileriyle birlikte Sekil 4.7°de
gosterilmistir. Ayrica Sekil 4.7°de ND17-160 kodlu kardesin MRG’sinde globus
pallidusta “kaplan gozii” goriinlimii ile karisabilecek nitelikteki medial c¢izgilenme
gorilmektedir. Sanger dizileme yontemiyle C/9orfl2 geninde mutasyon tespit
edilemeyen 5 6rnek ND14-15, ND14-27, ND15-81, ND15-112, ND15-114 ve ND16-
142 idi.Bu bulgulara ek olarak MPAN tanis1 alan hastalarin erken (9-12) ve ge¢ (22-27)
yaslarda baslayan iki ayr1 gruba ayrildigi dikkati cekmistir. Erken baslangicli olgularda
tespit edilen ¢.24G>C ve ¢.194G>A mutasyonlar sirasiyla C190rf12 ekzon 2 ve ekzon
3’tin ilk niikleotidlerine ait degisimlerdir. Erken baglangicla birlikte tespit edilen
c.205G>A mutasyonu ise ekzon 3’lin 12. bazidir. Bu mutasyonun yaratabilecegi
kirpilma bolgesi degisimlerini arastirmak i¢in Human Spice Finder kullanildi ve
cerceve kaymasi yaratabilecegi tespit edildi. /n silico olarak yapilan bu tahmin ile
kirpilma bolgesi degiminin yaratacagr ¢erceve kaymasimnin klinik olarak erken

baslangicli hastalik ile sonuglanabilecegini gosterdi.
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Sekil 4.6

Sekil 4.6: ND14-41 kodlu hastaya ait MRG Kkesitleri

Globus pallidus seviyesinden gecen T2 aksiyel kesitlerde, globus pallidusta
yogun demir birikimi ile uyumlu hipointens goriintii izlenmektedir. Ek olarak T2-tse
kesitinde globus pallidusun medialinde yer alan bant goriiniimii oklarla isaretlenmistir.



43

$ekil 4-7 TCGAGGCCCGCC GGLTGTCGGGGGEE

a.

ND17- 161

;é

ND17- ‘ISB

+ __.

III.I'

L

ND17-160 )/

WTPWT | WTieaoe 218del
ﬁl -.r' A p ||III| II ; III-'I |
J A Y Ay \ | .| I '-'. |

A zlf i 1l W }"Ii".L[.l

N | i i
A IIl| 1 [l
Pl V)
NDI?—162 L
+ |‘|
f |"

‘-lt,'

" ) L
II Jn i ,-',‘l'l
iL :[ !E l I":.I‘. ! |'\l-I AL

Wieaime| | Wiieane ziede |
\ II||. :‘ ! I" II'

k 1 LYW

\ Wie 246 '\ . ll"."’"”‘-’“f"

;'} AW l" ! ],‘ it .I|- I'

AN} I! “A II AL

—@3 N \.’W |

" GGGGGGGCTGTCG

| -
ND} &Lﬁﬁf\t J&‘L j _{

& 100 SR 190 delG

ND16-134

Mmm

—o Jugh

4m+
46*
—0

GCTG TCGQGGGGC
e FOS0=A

m. rw’\ \ M

L
\r M
lll':llllL}IM-Iil-ll:l_g‘'v“f’wlI ij

{3@1 \ dj% f \_l
ﬁyﬂ"’l; ! ”’\ﬂ [

Iﬁéﬂ; I JWUW\&“‘L

Sekil 4.7: CI90rf12 geni Sanger dizileme ile elde edilen yeni mutasyonlarin
dizileme goriintiileri ve ND16-160 kodlu hastanin MRG Kkesiti

a. ND17-159 ve ND17-160 kodlu iki kardeste anne ve baba da segrege eden
birlesik heterozigotluk goriilmektedir. b. ND16-134’te yeni homozigot c¢.199delG

varyantinin aile iginde segregasyonu goriilmektedir.

C.

ND14-41’te  homozigot

¢.205G>A varyantinin aile i¢inde segregasyonu goriilmektedir. d. ND17-160 kodlu
bireyin globus pallidustan gegen aksiyel T2 kesitinde medial ¢izgilenmenin kalin olarak

gorlilmesi sonucu “kaplan gozii” belirtisi ile benzerligi goriillmektedir.
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4.2.3. Diger Hastalar

NDI15-94 kodlu parkinsonizm ve ndropsikiyatrik yakinmalarla seyreden bir
hastalik oykiisii vardi. Beyinde demir birikimi rastlanmayan iki hasta kuzeninde ayni
yakinmalarla seyreden yakinmalar oldugu Ogrenildi. Bu hastalar literatiirde demir
birikimi olmaksizin ayni klinik bulgularla Cakmakli-Yal¢in ve arkadaglari tarafindan
bildirilmisti.  Bu  hastalarda ~ FBXO7 (NM_012179)  geninde  bulunan
c.1492C>T:p.Arg498* mutasyonun hastamizda da mevcut oldugu bulundu. Pedigri ve

mutasyonun segregasyonu Sekil 4.8’de gosterilmistir.

Sekil 4.8
- -

205(2) 206 207 208 zlé_ _Sl?'i

305(2) é__g:: InJT] 9 gu% 3(055 303(2) 302 }
I

401 08 Baba(2) 405 % 409(2) " } 03 baba E E‘J_n? é

o 0 o0 0 e e m ©
56 ND15-94 NDI15-95 504 503 507 508 510 509 511

CATCTTGCCAGGG.CGAGGC GG CCCCAATG !?

FBXO7 (NM_012179) ¢.[1492C>T|:p.[Arg498%]
CARTCTTGCCAGGG TG AGGC G@GCCCC, TG/

Sekil 4.8: ND15-94 kodlu bireyin pedigrisi ve FBXO7 geninde mutasyonun
hastada ve saghkh kardeste dizi goriintiileri

Pedigride 507, 508 ve 509 kodlu bireyler literatiirde daha oOnce bildirilmis
hastalardir. FBXO7 (NM_012179) geninde ND15-94 kodlu hasta bireyde homozigot
olarak ¢.1492C>T degisimi ve ND15-95 kodlu saglikli kardesinde heterozigot olarak bu
degisim goriilmektedir (oklar).
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PLAN fenotipi ile uyumlu bulunan ND14-44 bireyde PLA2G6 (NM_003560)

geninde optimizasyon ig¢in bakilan ekzonlardan ilki olan ekzon 8'de

c.1117G>A:p.Gly373 Arg bilinen mutasyonu saptandi. Bu hastada fenotipine baska gen

adayl h olmamasl ve genin biiylikliglinden dolay: diger ekzonlargalisiimadi.

4.3. Ekzom Dizileme ile Elde Edilen Bulgular

Ekzom dizileme isleminin ham veri eldesine kadar laboratuvar igslemleri OGT
firmasi tarafindan gergeklestirilmistir. Ekzom dizileme islemi her birey i¢in dizilenen
bolgenin en az %9011 kapsamakta, derinlik 20X ve ortalama derinlik ise 50X olarak
gergeklesmistir. Ekzom dizileme veri analizi tiimdengelim yaklasimiyla Sekil 3.2°de
belirtildigi gibi gerceklestirildi.

4.3.1. Trio Analizi Uygulanan Aileler

ND14-1 kodlu indeks bireyin ailesi (aile 1) ve ND14-4 kodlu indeks bireyin
ailesi (aile 2) radyolojik ve klinik olarak tipik PKAN fenotipine ragmen klasik
yontemlerle yapilan caligmalarda mutasyon saptanamamisti. Bu hastalar hastaliktan

sorumlu farklr bir gen tespit olasilig1 nedeniyle analizleri kolaylastirmak i¢in trio olarak

calisild.
4.3.1.1. Aile 1

ND14-1 kodlu birey daha 6nce bagka bir merkezde PANK?2 geni i¢in incelenmis
ve bir sonuca ulasilamadig1 raporlanmisti. Kliniginde ise yillarca sadece oromandibular
distoni ile seyreden bir olgu olmas1 dikkat ¢ekiciydi. Bu nedenle Aile 1 ekzom trio i¢in
secildi. Analizler OGT tarafindan saglanan bir bilgisayar arayiizii ile laboratuvarimizda

gerceklestirilmistir.

Analiz  sonucunda aday gen PANK2 (NM 15363) ekzon 5S’te
c.1466T>C:p.Leud89Pro ve ekzon 6’da c.1583C>T:p.Thr528Met varyantlar1 elde

edilmistir. Kullanilan ara yiizlin birlesik heterozigotluk i¢in sagladigi analizde bu

varyantlar elde edilemedi. Bunun nedeni kullanilan ara ylzUn patojenite skoru olarak

temelde SIFT skorlarini kullanmasi ve ilk kez tespit edilen varyantin SIFT ile patojenite

skorunun duslUk tahmin edilmesiydi. Ancak Sekil 4.9'da gOsterildigi gibi IGV

Uzerinden yapilan aday gen analizinde babadan sadece ¢.1466T>C, anneden ise sadece
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c.1583C>T kalitilmakta olugu gOruldu. Ekzom dizilemede, diger genlerde fenotipi

aciklayacak nitelikte baska varyanta rastlanmadi. PANK2 geninde bulunan birlesik
heterozigotlu Sekil 4.10°da gosterildigi gibi Sanger dizileme ile de ayrica teyid edildi.

Bu varyantlardan ekzon 5’teki c.1466T>C varyanti literatiirde olmayan bir yeni bir

varyantti. Bu varyant veri tabanlarinda yer almamasinin yanisira SIFT disindaki in

silico tahmin araglari ile patojen etkiye sahip olarak tahmin edildi. Bu bireye ait genetik

ve klinik bulgular literatiire kazandirild1 (Yapici ve ark. 2016).

Sekil 4.9
e, 1583G > A = . . C.1466T > €=~
-

ND14-3 = ND14-3

=
ND14-2 L ND14-2

] —
ND14-1 ND14-1 e
R N N R R A R AR R MR R R AR ==

Sekil 4.9: Aile 1’de PANK2 geninde saptanan birlesik heterozigotlugun
IGV’de goriiniimii
PANK2 (NM_15363) c¢.1466T>C ve c.1583C>T varyantlarinin hasta ve

ebeveynlerde IGV goriniimleri. NDI14-2 kodlu anne ve NDI14-3 kodlu baba
varyantlardan sadece birini tasimaktadir.
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Sekil 4.10: Aile 1°de saptanan varyantlarin Sanger dizileme goriintiileri

Pedigrisi goriilen Aile 1’de varyantlardan ¢.1466T>C babadan, c.1583C>T ise
anneden kalitildig1 Sanger dizileme ile tekrar gosterilmistir.
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4.3.1.2. Aile 2

ND14-4 kodlu bireyde PANK2 incelendi ve 1s111863748 kodlu
c.1481T>C:p.Leu494Ser homozigot polimorfizm (MAF:0.5) disinda bir sonuca
ulasilamadi. Bu nedenle Aile 2 ekzom trio icin sec¢ildi. Ekzom dizileme veri analizleri
hem laboratuvarimizda manuel olarak yazilan bir yazilimla (in-house pipeline) hem de
OGT ara yiizii kullanilarak Sekil 3.2’de belirtilen prensiplerle gergeklestirildi. Analiz
sonucunda aday gen PANK2’de (NM_15363) rs111863748 ile ayn1 pozisyonda olan
c.1481T>G:p.Leud94Trp varyant1 elde edilmistir. Sekil 4.11°da gosterildigi gibi anne
ve babadan heterozigot olarak kalitilmaktaydi. Veri tabanlarinda olmayan bu yeni
varyant Sanger dizileme ile teyid edildi. Ekzom dizilemede fenotipi agiklayacak baska

varyanta rastlanmadi.
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Sekil 4.11°de Aile 2°de PANK2 geninde saptanan varyantin IGV’de ve
Sanger dizilemede goriiniimii: PANK2 (NM 15363) yeni homozigot c.1481T>G
mutasyonunun sirasiyla yukaridan asagiya ND14-4 kodlu hasta, F2.1 kodlu baba ve
ND14-5 kodlu annede IGV ve Sanger dizileme goriintiileri verilmistir. ND14-4’¢ ait
IGV’ goriintiisiinde varyantin 29 okumanin tiimiinde G olarak okundugu goriilmektedir.
F2.1 ve NDI14-15’te IGV’de okumalarin yar1 yartya T ve G olarak dagildig
izlenmektedir (kiigiik oklar).
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4.3.2. Iki Kardese Uygulanan Ekzom Analizi

Klinik bulgularindan MPAN ile uyumlu olabilecegi belirtilen ancak baslangi¢
yas1 agisindan uyumsuz olan ND15-83 ve ND15-84 kodlu iki kardes ekzom dizilemeye
icin secildi. Ekzom dizileme veri analizleri hem laboratuvarimizda manuel olarak
yazilan bir yazilimla hem de OGT arayiizii kullanilarak Sekil 3.2°de belirtilen
prensiplerle gergeklestirildi. Analiz sonucunda her iki kardeste aday genlerden
Cl9orfl12’de  (NM _001031726) homozigot ¢.32C>T:p.Thrl1Met varyanti elde
edilmistir. ND15-83 kodlu bireyde bu nokta 57 okumanin 56’sinda T, sadece 1’inde G
olarak; ND15-84 kodlu bireyde ise 26 okumanin tamaminda T olarak okunmustu. Sekil

4.12°de  kardeslerde bu mutasyonun IGV goériintiileri  verilmistir. Ekzom

dizilemedenotipi acgiklayacak baska varyanta rastlanmadi.
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Sekil 4.12: ND15-83 ve ND15-84 kodlu kardeslerde C190rf12’de homozigot
¢.32C>T mutasyonunun IGV goriintiisiiC/90rf12°de (NM_001031726) homozigot
¢.32C>T:p.Thrl11Met varyantinin IGV goriintiisii verilmistir. Ters oryantasyonlu bir gen

oldugu i¢in degisim IGV’de G’den A’ya olarak izlenmektedir.



52

4.3.3. Tek Hasta Bireye Yapilan Ekzom Analizleri
4.3.3.1. ND14-58 Kodlu Ornegin Analizleri

Klinik bulgularindan fenotipi netlestirilemeyen, katatonik psikiyatrik bulgular ve
dopa cevapli parkinsonizmi olan ND14-58 kodlu hasta ekzom dizilemeye i¢in segildi.
Ekzom dizileme veri analizleri laboratuvarimizda OGT ara yiizii kullanilarak Sekil
3.2°de belirtilen prensiplerle gerceklestirildi. Analiz sonucunda hastada aday genlerden
Cl9orfl12’de  (NM _001031726) homozigot ¢.32C>T:p.Thrl1Met varyanti elde
edilmistir. Sekil 4.13’te mutasyonun IGV goriintiisii verilmistir. Ekzom dizilemede

fenotipi agiklayacak baska varyanta rastlanmadi.

Sekil 4.13
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Sekil 4.13: ND14-58 kodlu hasta bireyde C190rf12 mutasyonunun IGV goriintiisii

Cl19orf12’de (NM_001031726) homozigot ¢.32C>T:p.Thrl1Met varyantinin IGV
goriintiisii  verilmistir. 61 okumanin tamaminda G olmasi gereken pozisyon A olarak
okunmustur. Ters oryantasyonlu bir gen oldugu icin degisim IGV’de G’den A’ya olarak
goriilmektedir.
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4.3.3.2. ND15-66 Kodlu Ornegin Analizleri

Klinik bulgularindan fenotipi netlestirilemeyen 18 aylik erkek bebek
metabolizma bdliimiinden yonlendirilmisti. Gelisim geriligi, hipotoni ve ndbetleri yani
sira. MRI goriintiilemesinde talamus’ta hipodansite izleniyordu. Talamus tutulumu
acisindan FAHR hastaligin1 diisiindiirmekle birlikte net bir fenotip belirlenemedi.
Hastanin MR goriintiisii Sekil 4.14°te verilmistir. Anne babasi birinci derece kuzen olan

ND15-66 kodlu hasta ekzom dizilemeye i¢in se¢ildi.

Ekzom dizileme veri analizleri OGT ara yiizii kullanilarak Sekil 3.2°de belirtilen
prensiplerle gerceklestirildi. Analiz sonucunda hastada NBIA aday genlerinde hastalikla
iligkili olabilecek varyanta rastlanmadi. Diger genlerden SLC16A42 ve HEXB geninde
homozigot iki ayr1 aday varyant tespit edildi. Hastanin ekzom dizilemesi sonucunda bu
aday varyantlarin IGV goriintiileri Sekil 4.14’te gosterilmistir. SLC16A42 genindeki
(NM_006517) c.-150G>T varyant1 ana transkriptin 5’UTR bolgesinde yeni bir
varyantti. Hastamizdaki klinik bulgularla uyumlu ozellikler gosteren SLC16A42
mutasyonlarinda ortaya ¢ikan OR Allan-Herdon Dudley sendromunda (OMIM:
300523) bildirilmisti. Bu varyantin segregasyonu i¢in primer tasarlandi. Ancak
dizilencek hedef bolgedeki GA tekrar dizileri nedeniyle Sanger dizileme basarisizlikla
sonuglandi. Bu varyantin seregasyonunu gostermek icin indirekt bir yontem olan enzim
kesimi yontemi kullanildi. Enzim kesimi ile annede homozigot ve babada hemizigot
olarak mevcut oldugu sonucuna varilarak bu varyant genetik olarak elendi. Enzim
kesimi caligmalart Sekil 4.15°te aciklanmistir. Bu sendromda beklenen tiroid hormon

reseptor duyarsizligina bagh yiiksek TSH degerleri de hasta da mevcut degildi.

HEXB genindeki (NM_000521) c.1538T>C; p.Leu513Pro varyantin Sanger
dizileme ile segrege ettigi gosterildi. Aile icinde segregasyona ait dizileme goriintiisii
Sekil 4.16’da verilmistir. Es zamanli olarak metabolizma laboratuvarinda total
heksozaminidaz 27,2 (N: 333-775 nmol/ml) ve heksozaminidaz A: % 55,4 (N: %49-68)
aktiviteleri ¢alisildi. Bu sonuglarla bu mutasyonun patojenligi dogrulanmis oldu. NBIA
hastalik grubu ile ayiric1 taniya giren bir hastalik bu hastada yeni bir mutasyon ile

gosterildi ve yayinlandi (Akgakaya ve ark. 2017b).
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Sekil 4.14: ND15-66 kodlu hasta bireyin MR goriintiilleri ve aday
varyantlarin IGV goriintiileri

Aksiyel kesitli FLAIR (iist) ve T2 (alt) agirlikli MR kesitlerinde talamus dahil
olmak iizere bazal ganglialarda izlenen hipointensiteler goriilmektedir (beyaz oklar).
IGV gorintiilerinden iistte HEXB geni iizerindeki (NM_000521) ¢.1538T>C varyant1 ve
altta SLCI1642 geni 5’UTR Dbolgesinde (NM _006517) c¢.-150G>T varyanti
gorilmektedir. Her iki de§isimde homozigot olarak izlenmektedir.
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Sekil 4.15
BSB]_I >chrX:74421323+74421608
286bp GC:368 (iginde 2 tane GA-rich tekrar dizisi var)
left:GAAGGGCTGGGGAGAAGAG Length:19% bp, Tm:61l.3°C, GC:63.2%
Type 11 restriction enzyme right:CAGAGGAGCCGCTTTGTG Length:18 bp, Tm:60.7°C, GC:61.1%
subtype: S

GAAGGGCTGGGGAGAAGAGegaggectgtageggotgoctgttgagggagg

aagaggtggggggtytyggaggagggggaggagagagagatgacatyggga

vae gaggaggaggggggttggacgtgggaggaggaggagagggetcgagggac

Recogmhon Sequeﬂce: cgtctgtogogggac|[G/t) gg/ctggccagctggggcgcggagcctgga

ACTGG (1/-1) ggaggaggcagcggcagcggcagocagcageecctecgagecagocageagetg
l cagcagoagaaacaagtaccageCACARAGCGGCTCCTCTG
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WT-baba-uncut HETamme MUT-gocuk

286 bp 2h6 o

14 by 113 6p

Sekil 4.15: ND15-66 kodlu bireyin ailesinde SLCA16A42 varyantina yonelik
enzim Kkesimi ile segregasyon calismasi

Mutant diziyi taniyan Bsell enzimi ¢alisma i¢in secildi. PZR ile ¢ogaltilan 286
bazlik dizi bu hastalig1 aciklayacak patern olan babanin yabanil tip, annenin tasiyici ve
hasta ¢ocugun mutant hemizigot olacagi sekilde hesaplandi. Ancak bu segregasyon
paterni yerine, jel goriintiisiinde izlendigi gibi tiim bireylerdeki X alelinin bu varyanti
tagidigr goriildii.
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$Eki| 4.16 HEXB

Sekil 4.16: HEXB (NM_000521) ¢.1538T>C varyantinin Sanger dizileme ile
aile icinde segregasyonu (Akc¢akaya ve ark. 2017b)

Degisim {ist sirada hasta bireyin (ND15-66) dizilemesinde homozigot olarak
gorilmektedir. Orta sirada baba (ND15-74) ve alt sirada annede (ND15-67)
dizilemelerinde ise degisimin heterozigot oldugu goriilmektedir.
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4.3.3.3. ND15-69 Kodlu Ornegin Analizleri

NDI15-69 kodlu birey daha once baska bir merkezde PANK2 geni igin
incelenmis ve bir sonuca ulagilamadigi raporlanmisti. Klinigi klasik tip PKAN ile
uyumluydu. Hasta birey ekzom dizileme incelemesi i¢in segildi. Analizler OGT
tarafindan saglanan bir bilgisayar arayiizii ile laboratuvarimizda gergeklestirildi. Analiz
sonucunda hastada aday gen PANK2’de (NM_15363) ¢.628+2T>G homozigot kirpilma
bolgesi varyant1 elde edilmistir. Sekil 4.17°te mutasyonun IGV goriintiisii verilmistir.

Ekzom dizilemede fenotipi agiklayacak bagka varyanta rastlanmadi.

Sekil 4.17 [

c.628+2T>G

ND15-69

e
PANKZ

Sekil 4.17: ND15-69 kodlu hasta bireyde PANK2 mutasyonunun IGV
goriintiisii

PANK2 (NM_15363) ¢.628+2T>G homozigot kirpilma boélgesi mutasyonunun
IGV goriintiisii verilmistir. okumalarin tamaminda T olmas1 gereken pozisyon G olarak
okunmustur.
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4.3.3.4. ND14-18 Kodlu Ornegin Analizleri ve Ekzom Datasinda X

Heterozigotlugu

Klinik bulgularindan gelisim geriligi ve zihinsel yetmezligi oldugu bilinen, 20’11
yaglarindan itibaren kognitif yikim ve parkinsonizm eklenen hastanin MR’inda BPAN
ile uyumlu bulgular vardi. Hastanin MR goriintiileri Sekil 4.18°ge gosterilmistir. Aday
gen WDR45’in biiyiikliigii ve diger adaylarinda incelenmesi i¢in ND14-18 kodlu hasta
ekzom dizileme i¢in se¢ildi. Ekzom dizileme veri analizleri laboratuvarimizda OGT ara
yiizii kullanilarak Sekil 3.2°de belirtilen prensiplerle gerceklestirildi. Analiz sonucunda
hastada aday genlerden WDR45‘te daha 6nce bildirilmemis NM_007075.3:¢.873C>G;
p-(Tyr291%*) varyant1 tespit edildi. Sekil 4.19°de mutasyonun IGV goriintiisii verilmistir.
Bu varyant 30 okumanin %30’unda mevcuttu. Bu gene ait psédogenin olmasi nedeniyle
okumalarin ekzon i¢i mi yoksa introndan introna mi oldugu incelendi. 30 okumanin
timil introndan intronaydi. Ekzom dizilemede fenotipi agiklayacak bagka varyanta

rastlanmadi.

Hastadan tekrar alinan bagimsiz bir kan 6rne8inde introndan introna olacak
sekilde tasarlanan primerler ile bu varyant tekrar calisildi. Sanger dizilemede de iigte bir
oraninda olan mozaiklik goriildii. Ayrica bu bdlge aileden alinan tiikiirik ve kan
orneklerinden elde edilen DNA’larda Sanger dizileme ile calisildi. Hastanin kani
disinda varyanta rastlanmadi. Kan ve tiikiiriikten yapilan aile i¢i segregasyon sonuglari
Sekil 4.20°de gosterilmistir. Bu sonuglarla bu mutasyonun de novo olarak gergeklestigi

sonucuna varildi.

Hastanin fenotipinde boyle bir sliphe olmamasina ragmen X kromozomundaki
varyantlarda mozaiklik/heterozigotluk yaratabilecek sitogenetik patolojileri diglamak
izere sitogenetik inceleme yapildi. Karyotip ve fliloresan in sifu hibridizasyon (FISH)
incelemeleri sonucunda hastanin normal karyotipe sahip oldugu gosterildi. Erkek
bireylerde ekzom dizilemede izlenen heterozigot varyantlarin belirli siirlar i¢inde

normal karyotipte de olabilecegi sonucuna varildi.

Bu erkek hastada ekzom datasinda X kromozomuna ait mozaik bir varyantin
tespit edilmesi ve birgok baska varyantinda oldugunun fark edilmesi iizerine X
kromozuma ait mozaiklik oranlarinin tespit edilmesi ve bunun pratik olarak kullanimi

acisindan ayrintili olarak aragtirilmasina karar verilmistir. Normal karyotipe sahip erkek
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bireylerde teorik olarak heterozigot varyant beklenmez. Ancak ekzom dizilemede belli
bir oranda heterozigot varyantlarin varligi kendi ekzom datamizdaki diger erkek
bireylerde kontrol edilerek saptanmistir. Bu varyantlarin PAR bdlgelerinden gelip
gelmedigi kontrol edilmis ve PAR bolgelerinden bagimsiz oldugu goriilmiistiir. ND14-
18 kodlu hastamizda oldugu gibi bu varyantlar i¢inde patojenik varyantlar da
saptanabilmektedir. Laboratuvarimizdaki 75 erkek ve 54 kadin ekzom datasi
kullanilarak X heterozigotlugu ortalama degerleri kadin ve erkek i¢in sirasiyla

0.58+0.03 ve 0.11£0.02 olarak hesaplanmustir.

a. Sekil 4.18 _

%

Sekil 4.18: ND14-18 kodlu bireyin MR goriintiileri (Akcakaya ve ark. 2019)

a. Substantia nigra diizeyinden gecen T1 agirlikli aksiyel kesitte hastalik icin
tipik bulgu olan substantia nigrada “halo” goriiniimii izlenmektedir (kirmizi oklar).

b ve c. T1 agirlikli aksiyel kesitlerde globus pallidus ve substantia nigrada
hipointensite ile karakterize demir birikimi izlenmektedir. Tiim kesitlerde genel atrofik
goriiniim dikkati ¢ekmektedir.
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ND14-18
G T C C A

gl

Sekil 4.19: ND14-18 kodlu bireyde WDR45 genindeki mozaik mutasyonun
IGV goriintiisii (Akcakaya ve ark. 2019)

Kandan DNA izolasyonu sonrasinda yapilan ekzom dizilemede okumalarin 3’te
birinde saptanan WDR45 (NM_007075.3) ¢.873C>G degisiminin IGV’de goriinimii
verilmistir.
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Sekil 4.20

Kan Tukuruk

MW | MM

c.873C>G
MM\ A
4."2 ND1419k ND14-19t M _IX

1.1 D1422k '. N\M\ ':‘qnﬁzgt /\fll MMH

GGGCAGTACGTGGAC GGGCAGTACGTGGA
-G- -Q- -Y*- -V- -D-

Sekil 4.20: WDR45 genindeki (NM_007075.3) ¢.873C>G mutasyonun aile
icinde kan ve tiikiiriikk orneklerinden elde edilen DNA’da Sanger dizileme ile
arastirillmasi

Pedigrisi verilen ailede mutasyonun sadece hasta bireyin kaninda mozaik olarak
var oldugu goriilmektedir (ok).
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Sekil 4.21
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Sekil 4.21: Laboratuvarimizdaki toplam 129 bireye ait ekzom datasinda kadin ve

erkek bireylerde X Kkromozomuna ait heterozigotluk oranlarimin dagilim

(Akcakaya ve ark. 2019)d

75 erkek ve 24 kadina ait ekzom datasinda hastalarin X kromozomal heterozigotluk

oranlar1 goriilmektedir. Kadinlarda bu oran 0,5’in iizerinde goriiliirken, erkeklerde

0,2’nin altinda izlenmektedir. ND14-18 kodlu birey kirmizi olarak gosterilmistir ve

heteroziotluk yiizdesi 0,09 olarak hesaplanmustir.

Bu c¢alismalar sonucu Orneklerden elde edilen genetik sonuglar Tablo 4.1°de

Ozetlenmistir.
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Tablo 4.1: Cahsmadaki drneklere ait cahsmalarin ve sonuclarnn genel dikiimii

Hasta Yaymda | Yapilan Sonug
kodu hasta calismalar
kodu
NDI14-1 Olgu Ekzom dizileme | PANKZ (NM_15363)
sunumu ve trio analizi ¢ [1466T=C]-p.[Leu489Pro] (Yeni heterozigot) ve c [1583C=T]:p.
[Thr528Met] (Heterozigot, rs137852967) (Yapicl ve ark. 2016)
ND144 P09 PANK? dizi PANK?2 (NM_15363) c.[1481T>G]:p[Leud94Tip] (Yeni
analizi ve ekzom | homezigot) (Akcakaya ve ark. 2017a)
tr1o dizileme
analizi
ND14-10 | P19 PANK? dizi PANK?2 (NM_15363) ¢ [676G=A]-p.[val226lle] (Yeni homozigot)
analizi (Akcakaya ve ark. 2017a)
NDI14-11 P18 segregasyon ile PANK? (NM_15363) c [676G>A]:p.[val2261le] (Yeni homozigot)
mutasyon teyidi (Akcakaya ve ark. 2017a)
ND14-15 - PANK? ve -
C190rf12 dizi
analizi
ND14-17 - SNP array ve -
PANK? dina
analizi
ND14-18 Yayinda Ekzom dizileme WDR45 (NM_007075) c.[873C>G]: p.[Tyr291%*] (Yeni de nove
kullantlan | ve segregasyon mozaik) (Akcakaya ve ark. 2019).
tek olgu analizleri
ND14-27 - CI190rf12 diz1 -
analizi
ND14-34 |- PLA2G6 ¢kzon8 | PLA2G6 (NM_003560) c [1117G=A]:p [Gly373Arg] (Homozigot,
dizi analiz1 CM090235)
ND1435 |P20k PANK? dizi PANK?2 (NM_15363) c.[800A>C]:p.[His267Pro] (Yeni
analizi homozigot) (Akgakaya ve ark. 2017a)
ND1441 | M5 C190rf12 dizi CI9rf12 (NM_001031726) c [205G=A]: p[Gly69Arg]
analizi (Homozigot) (vayin asamasinda)
ND1453 | P2l PANK? dizi PANK?2 (NM_15363) c.[833G>T]:p.[Arg278Leu] (Homozigot,
analizi CM033423) (Akcakaya ve ark. 2017a)
ND1458 | M7 Ekzom dizileme | CI9rf12 (NM_001031726) c.[32C>T]:p.[Thr11Met]
analizi (Homozigot)
ND15-66 Olgu Ekzom dizileme  HEXEB (NM_000521) c.1538T>C; p.Leu513Pro (Yeni homozigot)
SUNUm Ve Segregasyon (Akcakaya ve ark. 2017h)
analizlen
NDI569 |POl-a Ekzom dizileme | PANK2 (NM_15363) c.[628+2T=G]
Ve segregasyon (Homozigot-kirpllma bdlges1) (Ak¢akaya ve ark. 2017a)
analizlen:
NDI570 | P04-cl PANK? dizi PANK? (NM_15363) ¢ [994C>T]:p.[GIn332*] (Homozigot,
analizi HMO040132) (Akcakaya ve ark. 2017a)
NDI1572 | P05-¢c2 PANK? dizi PANK?2 (NM_15363) ¢.[994C>T]:p.[GIn332*] (Homozigot,
analizi HMO040132) (Akcakaya ve ark. 2017a)
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Tablo 4.1: Cahsmadaki dirneklere ait cahsmalann ve sonuclarn genel dikiimii

Hasta Yaymda | Yapilan Sonug
kodu hasta Galismalar
kodu
ND15-73 P06-c2 segregasyon ile PANK2 (NM_15363) ¢ [994C=T]:p.[GIn332¥*] (Homozigot,
mutasyon teyidi  HM040132) (Akgakaya ve ark. 2017a)
ND15-81 - C190rf12 diz1 -
analizi
NDI15-82 | P0S-e PANK? dizi PANK?2 (NM_15363) ¢ [1537-2A>G]
analizi (Yeni homozigot-kirpilma b&lgesi) (Akcakaya ve ark. 2017a)
NDIS83 | - Ekzom dizileme | CI91f12 (NM_001031726) c.[32C=T]:p.[Thrl1Met]
analizi (Homozigot)
NDI5S-84 | - Ekzom dizileme  CI9rf12 (NM_001031726) c [32C>T]-p.[Thrl1Met]
analizi (Homozigot)
NDI5S91 | P03-b PANK? dizi PANK?2 (NM_15363) ¢ [628+2T=G]
analizi (Homozigot-kirpilma bdlges1) (Akcakava ve ark. 2017a)
ND15-94 - segregasyon ile FBXO7 (NM_012179) ¢ [1492C>T]:p.[Arg498*]
mutasyon teyidi (Homozigot)
NDI5-106 | P10-g PANK? dizi PANK? (NM_15363) ¢ [1660G]=A:p.[GluS54Lys]
analizi (Yeni homozigot) (Akcakaya ve ark 2017a)
ND15-107 |Pll-g segregasyon ile PANK?2 (NM_15363) c [1660G]=A-p [Glu554Lys]
mutasyon teyidi (Yeni homozigot) (Akcakaya ve ark. 2017a)
ND15-112 - C190rf12 dizi -
analizi
ND16-113 | P07-d PANK? dizi PANK?2 (NM_15363) c [1325_1328delATAG]-p.[Asp442Alafs*7 |
analizi {Homozigot, CD033552) (Akcgakaya ve ark. 2017a)
NDle6-114 - CI190rf12 diz1 -
analizi
ND16-118 | P17- PANK? dizi PANK? (NM_15363) ¢ [676G=AG>A]:p [Val2261le]
analizi (Yeni homozigot) (Akcakaya ve ark. 2017a)
NDI16-124 | M1 CI9rfI2 dizi CI9rf12 (NM_001031726) c [194G=A]- p [Gly65Glu]
analizy (Homozigot) (Yeni homozigot-klinik ile ilk kez iliskili)
ND16-134 | M2 C190rf12 dizi C19nf12 (NM_001031726) c[199_delG]: p.Ala67Leufs*6)
analizi
ND16138 | Pl4h PANK? dizi PANK? (NM_15363) ¢ [655G=A]:p [Gly219Ser] (Homozigot,
analizi CM107052) (Akcakaya ve ark. 2017a)
ND16-140 | P15-h segregasyon ile PANK2 (NM_15363) c [655G=A]-p [Gly219Ser] (Homozigot,
mutasyon teyidi  CM107052) (Akgakaya ve ark 2017a)
ND16-141 | Pl16-h segregasyon ile PANK?2 (NM_15363) c [655G=A]-p [Gly219Ser] (Homozigot,
mutasyon teyidi | CM107052) (Akgakaya ve ark. 2017a)
NDl16-142 - C190rf12 dizi -

analizi
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Tablo 4.1: Cahismadaki érneklere ait calismalarin ve sonuclarin genel dokiimii

Hasta Yaymda Yapﬂan Sonug
kodu hasta gall§malar
kodu
ND16-153 | M8 C190rf12 dizi C190rf12 (NM_001031726) c.[c.424A>G]: p.[p.Lys142Glu]
analizi (Heterozigot) (yayin agamasinda)
ND16-154 |- PANK?2 dizi -
analizi
ND17-159 | M3 PANK2 ve C19orf12 (NM _001031726) ¢.[24G>C]: p.[Lys8Asn] (Yeni
C19orf12 dizi heterozigot),c.[c.204 214del]: p.[Gly69Argts*10] (Heterozigot)
analizi
ND17-160 | M4 C19orf12 dizi C19orf12 (NM_001031726) ¢.[24G>C]: p.[Lys8Asn] (Yeni
analizi heterozigot),c.[c.204 214del]: p.[Gly69Argts*10] (Heterozigot)
ND17-164 |- PANK?2 dizi PANK2 (NM_15363) ¢.[1537-2A>G]
analizi (Yeni homozigot-Kirpllma blgesi)
ND17-168 |- PANK?2 dizi PANK2 (NM_15363)
analizi c.[1133A>G];p.[Asp378Gly] (Heterozigot, CM056030) ve c.
[1412G>A];p.[Ser471Asn] (Heterozigot, CM014245)
ND17-169 |- PANK? dizi -
analizi

Tablo 4.2°de Cl9orfl2 mutasyonu saptanan hastalarin fenotipik bulgular

Ozetlenmistir.
Tablo 4.2: C190rf12 mutasyonu saptanan hastalarin baglica fenotipik bulgulari
Hasta ND16- | ND16- ND17- ND17- ND14-41 | ND16- ND14-58 | ND15-83 | ND15-4

124 YD | 134 KT 159 BF 160 FF uG 153 AH MK

Cinsiyet kadin erkek erkek kadin erkek erkek kadin erkek erkek
akrabalik var var yok yok var var var var var
Baslangi¢ 9 9 12 12 9 27 22 36 35
yasl
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Tablo 4.2: C190rf12 mutasyonu saptanan hastalarin baglica fenotipik bulgulari

Hasta ND16- | ND16- ND17- ND17- ND14-41 | ND16- ND14-58 | ND15-83 | ND15-4
124 YD | 134 KT 159 BF 160 FF UG 153 AH MK
Baslangic | Alt uyuklama | Alt Alt Alt Alt Psikoz, Psikoz, Psikoz,
semptomla | ekstre | ve ekstremit | ekstremit | ekstremit | ekstremit | rijidite, parkinso | parkinso
ri mitede | kognitif ede ede ede ede tremor ve | nizm nizm
spastisi | yikim spastisite | spastisite | spastisite | spastisite | dizartri
te ve ve ve ve
distoni distoni, distoni, distoni,
dengesizl | dengesizl dengesiz|
ik ik ik ve
nobetler
Piramidal +++ ++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ ++
bulgular
Distoni ++ ++ +++ ++ - +++ + + +
Parkinsoni + + + + 5 ++ +++ ++ ++
zm
Optik atrofi + + + + + + + + +
Noropati - - + + - - - _ _
Psikiyatrik - - - - - - Hallsina | Halusina | Halusina
semptomla syon syon syon
r insomni
ve kufur
etme
Kognitif + +++ +++ +++ + - +++ ++ ++
tutulum
Gelisim - - - - + - - - -
gerilig
Yataga 16 15 16 16 19 28 26 37 36
bagimlilik
yasl
MR Globus | Globus Globus Globus Globus Globus Globus Globus Globus
bulgularn pallidus | pallidus pallidus pallidus pallidus pallidus pallidus pallidus pallidus
ve ve ve ve ve ve ve ve ve
substan | substanti | substanti | substanti | substanti | substanti | substanti | substanti | substanti
tia a nigrada | a nigrada | a nigrada | a nigrada | a nigrada | a nigrada | a nigrada | a nigrada
nigrada esit esit esit esit esit esit esit esit
esit dizeyde | dizeyde | duzeyde | dizeyde | dizeyde | duzeyde | dizeyde | dizeyde
dizeyd demir demir demir demir demir demir demir demir
e demir | birikimi birikimi birikimi birikimi birikimi birikimi birikimi birikimi
birikimi | ve global | ve global | ve global | (medial (medial | ve global | ve global
atrofi atrofi atrofi cizgilenm gizgilenm atrofi atrofi
(medial (medial e) e) (medial (medial
gizgilenm | gizgilenm ¢izgilenm | gizgilenm
e) e) e) e)
zrnasyonl gg94G E;QQ_de Z§g§_21 Z§g§_21 X?OSG> Qﬁ24A> c3205T | c326T | e32¢>T
c.194G | c.199_de | c.24G>C | c.24G>C | c.205G> €32C>T | c32C>T | c32C>T
>A IG (novel) (novel) A

(novel)




67

5. TARTISMA

Bu calisma ile Tiirkiye’de ilk kez genis bir NBIA hasta grubu caligilmistir.
Hasta grubumuz miimkiin oldugu kadar klinik olarak siniflandirilarak hedef genler
tespit edilmeye ¢alisilmistir. Hedef genlerde mutasyon tespiti yliksek oranda
gerceklesmistir. Ulkemizde &zellikle akraba evliliginin gorece yiiksek bir oranda
goriilmesi nedeniyle hasta grubumuzda sik¢ca homozigot varyantlara ulasilmistir. Bu
durum mutasyon bazinda fenotip genotip iligskilendirilmesi agisindan avantaj
saglamistir. Yeni nesil dizileme ise her ne kadar analiz siireci ve varyantlarin
yorumlanmasi ¢ok zor bir siire¢ olsa da klinik agidan genis bir bakis agis1 sunmaktadir.
Asagida hasta grubumuzda tespit edilen genetik patolojiler gruplanarak sirayla
tartisilacak ve yeni nesil dizilemenin getirileri vurgulanacaktir. Norolojik fenotiplerin

ayrintilari ise genetik bulgularla anlamlandirilabildigi siirece anlatilacaktir.

5.1. PANK2 Geninde Mutasyon Saptanan Ornekler

17 farkll aileden toplam 21 hastada PANK2 gen mutasyonu tespit edilmistir. En

sik, hastalarin yaklasik yarisinda, izlenen alt tip olarak PKAN bizim grubumuzda da bu
oranda gorlilmiistiir (Zhou ve ark. 2001). Bu grupta en 6énemli 6zellik klinik olarak diger
NBIA alt gruplarina gore kolay tanilabilmesidir. Bu hastalikta distoni baskin bir tutulum
vardir. Distoni oromandibular bolge basta olmak iizere tiim viicudu etkiler (Yapici ve
ark. 2016; Akcakaya ve ark. 2017a). Atipik PKAN’larda baglangigta psikiyatik
bulgular, ses kisikli, denge bozukluklar1 baskin olabilse de hastalik ilerledik¢e distoni
baskin bir tutulum karsimiza ¢ikar (Ak¢akaya ve ark. 2017a). Ozellikle “kaplan gdzii”
olarak adlandirilan globus pallidustaki dejenerasyonun olusturdugu goriintii radyolojik
olarak en 6nemli ipucudur. Serimizde MR kesitlerinde “kaplan gézii” gériiniimii izlenen

NDI16-154 ve NDI17-169 kodlu hastalar hari¢ tiimiinde bu tan1 genetik olarak

dogrulanmustir. Ozellikle ND16-154 kodlu hastada ekzonik bdlge disinda PANK?2
genini etkileyen mutasyon, benzer fenotipe yol agan yeni bir gene ait mutasyon ya da

genetik patolojiye sahip olma olasiligl vardir. Bazi hastalarda klinik fenotip olarak

MPAN diisliniilmesine ragmen “kaplan go6zii” ile karisabilecek yogunlukta globus

pallidustaki medial ¢izgilenme nedeniyle ya da bagka NBIA alt tipi 6ngoriisiine ragmen
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mutasyon saptanmayan olgularda en sik genotipi taramak amaciyla PANK?2 geni taranan
hastalarimiz (ND14-15, ND17-159, ND17-160) olmustur. Bu tartigmalar1 ortadan
kaldirmak amaciyla yapilmistir ve bu nedenlerle PANK?2 taranmis olan hi¢cbir hastaya
genetik tanm1 agisindan katki saglamamistir. Dolayisiyla NBIA alt grubunu 6n gérmeden

hastalar1 taramaya yonlendirmek dizileme maliyeti agisindan uygun degildir.

PANK?2 geninde tespit edilen mutasyonlar {i¢ hasta disinda homozigot
degisimler olarak bulunmustur. Bu durum cografyamizdaki akraba evliliginin bir
yansimasidir ve literatiirdeki diger serilerden ayirmaktadir. Ayrica bu gende ilk kez bu
caligma ile ortaya konan hastalikla iliskili 6 yeni varyant, degisik etnik gruplarin sahip
oldugu varyasyonlarin farkliliginin bir sonucudur. Calisma sonucunda PANK?2 genine
ait patojenik yeni varyantlardan tiimiiniin aile i¢inde hastalig1 agiklayacak sekilde
kalitildiklar1, diisiik toplum sikligina sahip oldugu ve korunmus bolgelerde yer aldiklar
gosterilmistir (Akcakaya ve ark. 2017a ve Yapici ve ark. 2016). PANK2 hiicrede
dimerik bir protein olarak bulunur (Kotzbauer ve ark. 2005). Dimerik bir proteini
kodlayan gendeki birlesik heterozigot varyantlar, teorik olarak proteinde 3 farkli

varyant proteine yol agar. Dolayisiyla fenotipik etkisini tahmin etmek de zorlasir.

Hasta grubumuzda klasik ve atipik PKAN ayrimi agisindan mutasyon
dagilimina bakildiginda, proteinin erken sonlanmasina ya da protein olusumuna engel
olan mutasyonlarin erken baslangicli ve hizli progresyonla seyreden klasik tipe yol
actig1 saptanmistir (Akgakaya ve ark. 2017a). Bunlar anlamsiz ve dur kodonu
olusumuna yol acan mutasyonlar ile kiiciik indel’ler ve kirpilma bdolgesi
mutasyonlaridir. Bunun digindaki mutasyonlarda belirgin bir fenotip iliskisi
izlenmemistir. Bu durum enzimatik aktivite agisindan da arastirilmis ancak net bir iliski

bulunamamistir (Hartig ve ark. 2006).

Yanlig anlamli mutasyonlarin ise genel olarak atipik seyirli PKAN fenotipine
yol actigi izlenmistir (Akgakaya ve ark. 2017a). Aym1 homozigot mutasyona sahip
kardesler arasinda bile hastalik seyrinin ¢ok farkli olabilecegi gozlenmistir. Hem
baslangi¢c yast ve progresyon hizi, hem de baskin semptomun degistigi izlenmistir
(Akgakaya ve ark.2017a). Bu durum diger genlerdeki varyasyonlarin etkisi olabilecegi
gibi, mitokondride gorevli bir enzim olan PANK2’yi etkileyecek baska genetik ve
epigenetik faktorlere bagli olabilir.
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5.2. C190rf12 Geninde Mutasyon Saptanan Ornekler

NBIA'nin igiincii sik alt tipi MPAN’dir (Hartig ve ark. 2011). Serimizde 9
hastada mutasyon saptanarak sik izlenen ikinci alt tip olmustur. Hasta grubumuzda
ikinci siklikla MPAN izlenmesinin sebebi bebek yas grubundan az hasta olmasidir.
Patojenik varyantlar iki aile disinda homozigot durumda bulunmustur. Bu calismada
MPAN ile ilgili yeni varyantlar; ¢.24G>C ve ¢.205G>A’dir ve bunlarin tiimii ailede
hastalikla iliskili bir kalitimla birlikte gozlenmistir.

NBIA alt tipinin belirlenmesi klinik ve genetik heterojenite nedeniyle zor
olabilir. MPAN"n baslica klinik 6zellikleri spastisite, distoni, periferik noropati ve
demanstir. MPAN'In 6ne ¢ikan klinik 6zelliklerine bagl olarak ciddi periferik motor
aksonal noropati veya amiyotrofik lateral skleroz taklit eden hastalar gibi biiyiik bir
degiskenlik gosterebilir (Hartig ve ark. 2011, Schottmann ve ark. 2014, Deschauer ve
ark. 2012).

MPAN’da baglangic yasi ¢ok degiskendir; 3 ile 36 yas arasinda degisir (Olgiati
ve ark. 2016, Deschauer ve ark. 2012). MPAN’da hastaligin progresyon hizi agik bir
sekilde tanimlanmamustir ancak eriskin baslangichi olgular yillar i¢inde OSliimle
sonuglanan agresif bir ilerleme gosterebilir (Dogu ve ark. 2013; Hogarth ve ark., 2013;
Olgiati ve ark. 2016). Ilerleme hem motor kétiilesmeyi hem de kognitif yikimi igerir.
¢.32C>T mutasyonu eriskin baslangicli MPAN’da en sik goriilen degisimdir. Yetiskin
baslangicli ii¢ hastadaki varyantlar ¢.32C>T ve ¢.424A>G idi. Farkli bir merkezde daha
caligilarak yayinlanan ND15-83 ve NDI15-84 kodlu kardesler literatiirde en geg
baslangicli hastalardir (Olgiati ve ark. 2016). Bu kardesleri dislayarak baktigimizda
serimizdeki baslangic yasi 9 ile 27 arasinda degismektedir. Baslangi¢ yas1 15.1 + 6 idi.
Serimizde 18 yasindan 6nce baglayan hastalar yogunluktadir (5/7).

Baslangic yasi agisindan hasta grubumuzda goézlenen gruplagsmanin
mutasyonlarin etkisini aragtirmak i¢in kullanilan in silico tahmin ¢alismasi ile kirpilma
bolgesine etkisine bagli olabilecegini gostermistir. Erken baslangicli olarak
adlandirilabilecek 9-12 yas grubu baslangici gosteren hastalarda tespit edilen
mutasyonlar ¢.24G>C, c¢.194G>A ve ¢.205G>A’dir bunlarin proteinin erken
sonlanmasina ya da “nonsense mediated decay” mekanizmasi ile proteinin degrede

olmasina yol agmas1 muhtemeldir.
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Hastalikta ilk belirtiler hareket ve davranis bozukluklari, kognitif tutulum, optik
atrofi, motor aksonal ndropati ve idrar inkontinansidir (Hogarth ve ark. 2012). Yiiriiyiis
sorunlar1 ve alt ekstremitede spastisite gogunlukla MPAN'In erken belirtileridir. Erken
baslangicli MPAN'da distoni ve spastisite en sik goriilen motor semptomlardir. NBIA'l1
hastalarda, ozellikle alt ekstremitelerde spastisite ve distoni MPAN i¢in onemli bir
ipucudur. Serimizde de en belirgin klinik tablo alt ekstremite baslangicli spastisite

baskin distoniydi (5/7). ND14-41 kodlu hasta disinda tiim hastalarda distoni vardi.

ND14-41 kodlu hasta bu seri i¢inde énemli bir yere sahiptir. NBIA grubunda
allelik heterojenite yaygindir ve MPAN’da da bilinmektedir. MPAN ve herediter spastik
paraparezi (HSP) C/9orf12 mutasyonlarinda bilinen iki ayr1 klinik tablodur. Landouré
ve arkadaglart HSP fenotipinde ve beyin demir birikimi olmayan hastalarda C/9orf12
mutasyonu bildirmislerdir (Landouré¢ ve ark. 2013). NDI14-41 kodlu hasta
ekstrapiramidal bulgu olmadan yavas ilerleyen spastik parapareziden muzdaripti. Hafif
zihinsel yetmezlik ve optik atrofisi vardi. EMG’de ileti ¢alismalari normaldi. Ancak
igne EMG'de birinci motor ndéron bulgular1 vardi. Hastanin klinik tablosu komplike
HSP ile uyumluydu. Bu hasta beyin MR goriintiilerinde MPAN ile uyumlu tipik demir
birikimi bulgular1 nedeniyle calisildi ve ¢.205G>A mutasyonu tespit edildi. Bu hasta
fenotipik olarak HSP ve MPAN’1n bir karmasidir.

Cocukluk ve adolesan baglangi¢li hastalikta distoni ve piramidal semptomlar
daha sik goriilen motor semptomlardi. Ancak eriskin baglangicli hastalarda psikiyatrik
belirtiler ve parkinsonizm baslica 6zelliklerdir (Hogarth ve ark. 2012; Olgiati ve ark.
2017). Tablo 4.2°de belirtildigi gibi serimizde de benzer klinik &zellikler gozlendi.
Optik atrofi, EEG bozuklugu ve periferik duyusal motor aksonal noropati diger klinik
bulgular olarak goriilmektedir. Tiim hastalarda optik atrofi saptanmasina ragmen gérme

sikayeti olan hasta yoktu.

MPAN’da beyin MRG'sindeki demir birikimi bulgularinin yani sira, serebral ve
serebellar atrofi hastaligin ge¢ dénemlerinde ortaya ¢ikabilir. Nadiren “kaplan gozi”
bulgusu bazi olgularda bildirilmistir (Hovarth ve ark. 2012; Skowronska ve ark. 2015).
T2-agirliklr kesitlerde globus pallidusun anteromedial alaninda izlenen hiperintensite
“kaplan gozli” isareti olarak adlandirilir. Bu bulgu bahsedildigi gibi PKAN igin tipiktir
(Hartig ve ark. 2011; Akgakaya ve ark. 2017a). Tiim hastalarimizda globus pallidus ve

substantia nigrada demir birikimini vardi. Bunlardan dordiinde ek olarak medial
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mediiller laminada hiperintens ¢izgiler vardi. Bu radyolojik 6zellik belirli bir klinikte
tutulum ya da mutasyonla birlikte gozlenmedi. ND17-160 kodlu hastada globus
pallidusun medial ¢izgisi oldukg¢a belirgin ve “kaplan gozii’ne benzemekteydi (Sekil
4.7-d). Bu nedenle yapilan PANK? taramasi ise negatif sonug¢landi. MPAN’da
PKAN’dan farkli olarak atrofi izlenebilir (Hartig ve ark. 2011). Serimizde alt1 hastada
global beyin atrofisi mevcuttu. Biligsel gerileme olan tiim hastalarda atrofi gdzlendi.

Atrofi gozlenen hastalarda ¢.204 214del; ¢.24G>C ve ¢.199 delG mutasyonlar1 vardi.

C19orf12, 3 ekzon igeren kiiciik bir gendir ve protein kodlayan 3 transkripte
sahiptir. NM_ 001031726 transkriptinin kodlama bdlgesi iizerindeki mutasyonlar,
hastaliga neden olarak rapor edilmektedir (Hartig ve ark. 2011). PolyPhen tarafindan
tahmin edilen hafif etkime ragmen c.424A>G varyasyonunu hastalikla iliskili
olabilecegi rapor edilmistir (Hartig ve ark. 2011; Tschentscher ve ark. 2015). Serimizde
¢.24G>C ve ¢.424A>G varyantlar in silico dngdriilerinde patojenik olmamasina ragmen
MPAN fenotipi ile uyumlu olarak gdzlenmistir. Her iki varyant birlesik heterozigot
olarak hastalarda mevcuttu. Bu varyantlari tasiyan hastalardan ND17-159 32 yasinda ve
ND166-153 kodlu hasta 27 yasinda hastalik bulgularinin ilerlemesi nedeniyle hayatini
kaybetmistir. Goriildiigii gibi in silico tahminler C190rf12 proteini i¢in yeterince hassas
degildir. C190rf12'nin esansiyel lipidlerin transferinden sorumlu olan mitokondride ve
endoplazmik retikulumda yerlesen bir membran proteinidir. Kalsiyum ve magnezyum
metabolizmasinda, otofagozom olusumunda goérev aldigi bilinmektedir (Landoure ve
ark. 2013). Bu kiiclik proteindeki in silico tahmin problemleri néral dokuda yaglh asidi

metabolizmasinin bilinmeyen noktalarina isaret etmektedir.
5.3. Saptanan Diger Mutasyonlar ve Ekzom Dizileme
5.3.1. FBXO7 Mutasyonu Tespit Edilen Hasta

FBOX7 mutasyonlar1 NBIA alt grubunda yer almamaktadir. Hastamiz
kuzenlerindeki klinik ile ayni seyri gdstermesi nedeniyle bu gene odaklanilmis ve
kuzenlerindeki mutasyon bulunmustur. Ancak radyolojik olarak hastamiz demir
birikimi ile seyretmektedir. Hafif diizeyde zihinsel yetmezlik olan hastada addlesan
cagda baglayan parkinsonizm ve psikiyatrik hastalik tablosu yillar i¢inde ilerlemisti.
Piramidal tutulumu yoktu. L-dopa tedavisi hareket bozuklugunu iyilestirmekle birlikte
psikiyatrik tablosunu kétiilestirdigi i¢in kullanilamiyordu. FBXO7 gen patolojilerinde

demir birikimi olabilecegi literatiirde heniiz yer almamaktadir. Bu hastamizda ki
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kisitliligimiz ekzom dizileme gibi bir yontem ile demir birikimi ile ilgili bilinen genlerin
ve bagka patolojilerin elenmemis olmasidir. Kuzenlerinde ayni klinik tabloya yol
acabilecek PLA2G6 geni de taranmis ve mutasyon saptanmamisti (Yalcin-Cakmakli ve

ark. 2004).
5.3.2. WDR45 Mutasyonu Tespit Edilen Hasta

BPAN X’e-bagli dominant kalitilir. Oldukga nadir goriilen bir NBIA alt tipidir.
WDR45'deki mutasyonlar erkeklerde muhtemelen 6liimciil olmasindan dolay1 neredeyse
sadece kadinlarda goriiliir (Haack ve ark. 2012). Bugiine kadar WDR45 mutasyonu
sadece 11 erkek hasta da bildirilmistir. (Abidi ve ark. 2016; Haack ve ark. 2012;
Nakasima ve ark. 2016; Redon ve ark. 2017; Spiegel ve ark. 2016; Takano ve ark. 2017;
Zarate ve ark. 2016).

34 yasinda erkek hastamizin klinik ve radyolaojik 6zellikleri klasik BPAN ile
uyumluydu. Ekzom dizilemede mozaik yeni mutasyon tespit edildi. X kromozomu
tizerinde bulunan WDR45 geninin mozaikliginin sitogenetik bir patolojiye bagh
olmadig1 ve de novo gercgeklestigi gosterildi. Bu noktadan sonra X kromozomu iizerinde
heterozigot varyantlara odaklanilmistir. Ekzom dizilemede Ozellikle erkek bireylerde
olmast beklenmeyen heterozigot varyantlarin belli bir simir i¢inde olmasi ekzom
dizilemenin kalitesini ya da bireye ait X kromozomuna ait sitogenetik patolojilerin
kontrolii i¢in kullanilabilecegini akla getirmistir. Bu amacgla kadin ve erkekler igin
ekzom dizilemede laboratuvarimiz i¢in siir degerler belirlenmistir. Hastadaki varyantin

ise X kromozom anormalligi nedeniyle degil mozaik oldugu bir kez daha gosterilmistir.

BPAN kadinlarda erkeklere oranla daha sik gdzlenen bir hastaliktir. Bunun
nedeni X dominant hastaligin erkeklerde 6liimciil etkiye sahip olmasi ve kadinlarda ise
X inaktivasyonu nedeniyle patojen etkinin kismen azalmasi olarak agiklanmistir. Ancak
yasayan erkeklerde de hemizigot mutasyon tasiyicilari bildirilmistir (Nakashima ve ark.
2016; Zarate ve ark.2016). Infantil epileptik ensefalopati gibi erken baslangich ve
fenotipik tutulumun agir oldugu olgularin erkek oldugu bilinmekle birlikte bunun
genetik sebebini ortaya koymak giictiir. Ozellikle mozaik olgularda mozaisizmin néral
dokuda hangi oranda bulundugunu tespit etmek miimkiin olmadigi i¢in bu fenotipin

klinik etkisini anlamak miimkiin degildir (Akcakaya ve ark. 2019).
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5.3.3. HEXB Mutasyonu Tespit Edilen hasta

Bu hasta temelde klinik olarak tanilamamis bir hastadir. Bulgular yanlis
yorumlanarak demir birikimi oldugu disiiniilmiis ve ekzom dizilemeye
yonlendirilmistir. Sonug olarak bu hasta “revers phenotyping” olarak adlandirilan bir
sekilde tanilanmistir. Bu terim giliniimiizde yeni nesil dizileme ile klinik olarak
tanilanamayan hastalarda genetik olarak bilinen genlerde fenotipi agiklayacak bir

varyantin tespit edilmesi ile tanilama siirecine verilen addir (Schulze ve McMahon

2004).

HEXB mutasyonunun sebep oldugu Sandhoff hastaligi ak madde tutulumunun
basal ganglialarda gorece bir hipodansite yaratmasi nedeniyle demir birikimi grubu ile
ayirici tantya girmesine neden olmaktadir. Sandhoff hastaligi nadir ve otozomal resessif
bozukluktur. Genetik testler rutin olarak yapilmaz. Tani i¢in siiphe halinde enzimatik
tanisal testler yapilir. Hastamizda da izlenen bitalamik hipointensite (Sekil 4.14)
Sandhoff hastaliginin iyi bilinen bir 6zelligidir ve bu 6zellik MR ile ayiric1 tanida ¢ok
yardimcidir (Autti ve ark. 2007). Hastamizda bu bilgiler cercevesinde ayirici taniya

giren hastaliklarin tartisildig bir yazi ile literatiire kazandirilmigtir (Akgakaya ve ark.
2017b).

5.4. Sonuc ve Oneriler

Calismaya alman 43 hastanin 6n tanilar1 dogrultusunda gerceklestirilen
analizlerde 9 hastada mutasyon saptanmamistir. Bu 9 hastanin ikisinde (ND14-17 ve
ND14-27) sekonder demir birikimi diigiiniildiigli i¢in, diger 7’sinde (ND14-15, ND15-
81, ND15-112, ND16-114, ND14-142, ND16-154, ND17-169) demir birikimi ile ilgili
bir fenotip Ongoriisii olmasimma ragmen ise biitce kisitliligi nedeniyle arastirmalar
derinlestirilmemistir. Bu 7 hastadan ND14-15 ve ND17-169 disinda tiimiinde akraba
evliligi de oldugu goz Oniine alindiginda heniiz tespit edilememis homozigot
varyantlarin oldugu ve ekzom dizileme ile daha ayrintili incelenmesi gerektigi sonucu
cikmaktadir. Bu hastalarin yani1 sira FBXO7 mutasyonlu hasta da demir birikiminin
arastirilmasi icin benzer sekilde ekzom dizileme ile incelenmeli ve literatiire

kazandirilmalidir.
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Ekzom dizileme tek gen hastaliklarinda tiim kalitim tiplerinde {istlin bir analiz
imkan1 saglamaktadir. Norolojik bircok fenotipin adlandirilmasi ve anlasilmasinda
onemli bir yontemdir. Yiiksek c¢iktili bu ydntem sadece bireye ait varyantlarin

analizinde degil ayn1 zamanda sitogenetik patolojilerin arastirmasinda da fikir verebilir.
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FORMLAR

Onam Formu

Calismanin Adi: “Beyinde Demir Birikimi ile Norodejenerasyon
Hastaligindan Sorumlu Yeni Gen Varyantlarinin Arastiriimasi”

Size (ve hastaniza/gocugunuza) bu arastirmaya katiimaniz 6neriimektedir.
Onerilme nedeni sizde (hastanizda/¢cocugunuzda) beyinde demir birikimi ile
ndrodejenerasyon hastaligi olmasidir.

Bu arastirmanin amaci olan beyinde demir birikimi ile nérodejenerasyon
hastaligi olan hastalarda hastaliga yol acan kalitimsal (genetik) temelleri
aydinlatmaktir. Bu hastaliga yol agan kalitimsal nedenlerin aydinlatiimasi ile
hastaligin sonraki kusaklarda gorulme olasihginin tespiti ve ilerleyen donemde
olasi tedavi olanaklarinin kesfedilmesine isik tutacagini dngériyoruz.

Bu arastirmada size ya da hastaniza/gcocugunuza kapsamli nérolojik muayene
noroloji uzmani tarafindan yapilacak, hastalikla ilgili norolojik bulgular ayrintili
olarak kaydedilecektir. Bu kisilerden hastaliga yonelik genetik inceleme yapmak
icin 10 ml kan 6rnegi alinacaktir. Bu arastirmanin suresi 1 yil olarak
ongorulmastur, arastirmada yer alacak hasta sayisi yaklasik 20 olup, kalitimsal
(genetik) arastirma icin hasta olmayan ancak hasta ile kan bagi olan gonulli
akrabalardan da kan érnegi alinacaktir. Kan érnekleri Aziz Sancar Deneysel Tip
Aragtirma Enstitusu (ASDETAE), Genetik Anabilim Dalinda incelenecek ve
uygun sartlarda saklanacaktir. Alinan kan érneginde DNA materyaliniz izole
edilerek +4C° ve -20C °’de saklanacaktir. Olusturulan bu bankada kigi isimleri
kullaniimayacak, érnekler numarali olarak korunacaktir. Hastaliginiza neden
oldugu dusunulen genlerde mutasyon ve polimorfizm taramasi yapilacaktir.
Hastaliginiza neden olan yeni genlerin bulunmasi igin DNA érneginizde genetik
haritalama c¢alismalari yapilacaktir. Arastirma kapsaminda yapilan ¢alismalarin
suresi kesin degildir (belirtilen sureden daha uzun surebilir) ve sonucunda
tedaviye yonelik bir cevap elde edilmeyebilir. Arastirma sirasinda genetik test
sonuglarinin sizi ve ailenizi psikolojik veya diger bir ydonden etkileyecegini
digunmeniz durumunda isteginiz Uzere ayrilabilirsiniz. DNA'dan elde edilen
genetik bilgi sonuglar sifre korumal bir bilgisayar programinda korunacak olup,
sadece size ve hekiminize bildirilecek, Ggluncu sahislara aktariimayacaktir.

Bu arastirma kapsaminda sizden beklenenler hastaniz/¢ocugunuz ile birlikte
arastirmaya katilmaniz, muayene olmaniz ve genetik arastirma igin 10 ml kan
ornegi vermenizdir. Arastirma kapsaminda herhangi bir ilag ya da tedavi
yontemi size ya da hastaniza/cocugunuza dnerilmeyecektir. Beyinde demir
birikimi ile noérodejenerasyon hastaliginin tedavisi igin kullanmakta oldugunuz
bir ila¢ varsa herhangi bir degisiklik yapiimayacaktir.

Arastirma hakkinda ek bilgiler almak igin ya da ¢alisma ile ilgili herhangi bir
sorun ya da diger rahatsizliklariniz igin 0.212 4142000-33318 no.lu telefondan
Dr. N. Hande Akgakaya’ya bagvurabilirsiniz. Bu arastirmada yer almaniz
nedeniyle size 6deme yapilmayacaktir. Ayrica bu arastirma kapsamindaki



88

batin muayene ve testler i¢in sizden veya bagl bulundugunuz sosyal guvenlik
kurulusundan higbir Ucret istenmeyecektir.

Bu arastirmada yer almak tamamen sizin (ve hastanizin/¢ocugunuzun)
isteginize baghdir. Arastirmada yer almayi reddedebilirsiniz ya da herhangi bir
asamada arastirmadan ayrilabilirsiniz; bu durum herhangi bir cezaya ya da
hicbir sekilde sizin zarariniza yol agmayacaktir.

Arastirmanin sonuglari bilimsel amagla kullanilacaktir. Hastaniza/gocugunuza
ve size ait tum veriler gizli tutulacaktir ve arastirma yayinlandiginda kimlik
bilgileriniz verilmeyecektir, ancak arastirmanin izleyicileri, yoklama yapanlar,
etik kurullar ve resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize ulasabilir. Siz de
istediginizde (hastaniza/gocugunuza) ait tibbi bilgilere ulasabilirsiniz.

(Katilimcinin/Hastanin Beyani)

Sayin Dr. Nihan Hande Akgakaya tarafindan ASDETAE, Genetik Anabilim
Dalinda tibbi ve genetik bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili
yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya
“katilimci” (denek) olarak davet edildim. Eger bu arastirmaya katilirsam hekim
ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda
da buyuk 6zen ve saygi ile yaklasilacagina inaniyorum. Arastirma sonuglarinin
egitim ve bilimsel amaclarla kullanimi sirasinda kigisel bilgilerimin ihtimamla
korunacagi konusunda bana yeterli glven verildi.

Projenin  yuarutulmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden
arastirmadan cekilebilirim. (Ancak arastirmacilari zor durumda birakmamak igin
arastirmadan  gekilecegimi  6nceden  bildirmemim  uygun olacaginin
bilincindeyim) Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar verilmemesi koguluyla
arastirmaci tarafindan arastirma disi da tutulabiliim. Arastirma igin yapilacak
harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina girmiyorum. Bana da
bir 6deme yapilmayacaktir.

ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan
nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya gikmasi
halinde, her turli tibbi midahalenin saglanacagi konusunda gerekli glivence
verildi. (Bu tibbi mudahalelerle ilgili olarak da parasal bir yuk altina
girmeyecegim).

Aragtirma sirasinda bir saglik sorunu ile kargilastigimda; herhangi bir
saatte, Dr. N.Hande Akcgakaya'yi, 0 (212) 4442000/33318’den, ASDETAE, 2.
kat, Genetik Anabilim Dalin Capal/istanbul adresinden arayabilecegimi
biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya
katilmam konusunda zorlayici bir davranigla karsilasmis degilim. Eger katilmayi
reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi
bir zarar getirmeyecegini de biliyorum.
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Bana yapilan tum aciklamalari ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi
basima belli bir dUsinme suresi sonunda adi gegen bu arastirma projesinde
“katilimc1” (denek) olarak yer alma kararini aldim. Bu konuda yapilan daveti
buayuk bir memnuniyet ve gonullulik icerisinde kabul ediyorum.

Yukarida yer alan ve arastirmaya baslanmadan énce gonulliye verilmesi
gereken bilgileri okudum ve s6zli olarak dinledim. Aklima gelen tim sorulari
arastirmaciya sordum, yazil ve soézlu olarak bana yapilan tim aciklamalari
ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendimin/hastamin/cocugumun
calismaya katilmasini isteyip istemedigime karar vermem igin bana yeterli
zaman tanindi. Bu kosullar altinda, bana ait tibbi bilgilerin gozden gegcirilmesi,
aktarilmasi ve islenmesi konusunda aragtirma yurutucusune yetki veriyor ve s6z
konusu arastirmaya iligkin yapilan katilim davetini higbir zorlama ve baski
olmaksizin gonulll olarak kabul ediyorum.

“Beyinde Demir Birikimi ile Norodejenerasyon Hastaligindan Sorumliu
Yeni Gen Varyantlarinin Arastirilmasi” arastirmasi kapsaminda alinan kan
ornegimin yukarida bahsi gegen arastirmada kullanilmasina izin veriyorum.

Bu formun imzali bir kopyasi bana verilmistir. (Bu form 3 sayfadan
olusmaktadir.)

Bu ¢calismadan elde edilecek bilgileri

Ogrenmek istiyorum: () Ogrenmek istemiyorum: ()

Goéniilliiniin Adi-soyadi, imzasi, Adresi (varsa telefon
no., faks no,...)

Hasta Yakininin (Ebeveynin/Vasinin) Adi-soyadi, imzasi,
Adresi (varsa telefon no., faks no,...)

Agiklamalari yapan arastirmacinin Adi-soyadi, imzasi

Riza alma islemine basindan sonuna kadar taniklik
eden kurulus gorevlisinin Adi-soyadi, imzasi, Gérevi

TARIH
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