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OZET

Mental ratardasyon (MR) zekayr etkileyen tim vyeteneklerin kaybi ve
ilerlememesi sonucu olusan, genel zihinsel fonksiyonlarin ortalamanin anlamli
derecede altinda olmasi seklinde tanimlanmaktadir. Glinimiizde MR vyerine zihinsel
yetersizlik (intellectual disability, ID) terimi kullanilmaya baslanmistir. ID yaklasik olarak
poplilasyonun %1-3'Uni etkilemektedir. ID kadinlara goére erkeklerde daha sik
gorilmektedir. ID izole olabilecegi gibi multipl konjenital anomaliler de (MCA) eslik
edebilir. Bu calismada genetik bir sebepten oldugu tahmin edilen tanisi konulamamis
ID ve/veya multipl konjenital anomalisi olan 8 olgu tim ekzom dizileme teknigi ile

arastirilmistir.

Calismada 3 tanesi X'e bagl kalitim paterni, 1 tanesi otozomal resesif kalitim
paterni gosteren toplamda 4 olguda (%50) tani konulmustur. Olgularda bulunan
mutasyonlar IQSEC2 (p.Val900lle), PLAG2G6 (p.Leu542Phe), AGTR2 (p.Tyr189X),
FRMPD4 (p.Asp1033Asn) genlerinde bulunmustur. Tani konulan olgularda saptanan
mutasyonlarin hepsi ilk defa calismamizda saptanmistir. Ayrica rastlantisal olarak 2
olgu ve ebeveynlerinde ACMG (American College of Medical Genetics) tarafindan
bildirilmesi 6nerilen genlerden 2 tanesinde (PMS2 ve MSH2) mutasyon saptanmistir.

Bu mutasyonlar da ilk defa calismamizda saptanmistir.

Bu calisma, Ulkemizde tanisi konulamamis ID ve/veya multipl konjenital
anomalisi olan olgularin yeni nesil dizileme ile etiyolojilerini aydinlatmaya yonelik
yapiimis ilk calismadir. Olgulardaki genetik etiyolojisinin aydinlatiimasi, gelisebilecek
komplikasyonlarin 6nlenebilmesine ve etkilenen ailelere daha etkili genetik danisma

verilmesine katki saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Yeni Nesil Dizi Analizi, Multipl Konjenital Anomali, Mental

Retardasyon, Mutasyon

viii



ABSTRACT

Mental retardation (MR) is defined as significantly lower average general
intellectual function caused by the loss of all ability to affect intelligence and progress.
Currently, the term “intellectual disability (ID)” is being used instead of MR.
Approximately 1-3 percent of the global population has an intellectual disability. ID is
more common in men than in women. ID may be isolated or may be associated with
multiple congenital anomalies (MCA). In this study, eight of undiagnosed ID and/or
MCA cases supposed to have genetic etiyology were analyzed by whole exome

sequencing.

The results revealed that three of four cases had the X-linked inheritance
pattern and one of them showed the autosomal recessive pattern of inheritance. The
diagnosis was established for these four cases corresponding 50 percent diagnosis
rate. The mutations in these cases were found to be in IQSEC2 (p.Val900lle), PLAG2G6
(p.Leu542Phe), AGTR2 (p.Tyrl189X), FRMPD4 (p.Asp1033Asn) genes. All of the
mutations identified in our patients were novel. Furthermore, the novel mutations in
PMS2 and MSH2 mutations were coincidentally identified in two patients and their
parents, and these genes are proposed to be reported by American College of Medical

Genetics.

This study is the first study in our country which aim to figure out the etiology
of undiagnosed ID and/or MCA cases with next generation sequencing. The
identification of genetic etiology for these kind of cases will contribute to prevent

complications and provide more effective genetic counseling for affected families.

Key Words: Next-Generation Sequencing, Multiple Congenital Anomaly, Mental

Retardation, Mutation



1. Giris

Mental retardasyon (MR) Diinya Saghk Orgiitii (DSO) tarafindan zekayi etkileyen
tim yeteneklerin kaybi ve ilerlememesi sonucu olusan, genel zihinsel fonksiyonlarin
ortalamanin anlamli derecede altinda olmasi seklinde tanimlanmaktadir. Glinimizde
MR vyerine intellectual disability (ID) terimi kullanilmaya baslanmistir (1). Zekanin
normalin altinda olmasi IQ puaninin 70'in altinda olmasi olarak tanimlanir (2). 5 yasin
altindaki cocuklarda [ID'nin tanimlanmasi zordur ve gelisme geriligi tanimi tercih

edilmektedir (3).

ID toplumdan topluma sikhgi degismekle birlikten toplumun % 1-3'Und
etkileyen yaygin toplumsal bir sorundur (4). ID kadinlara gore erkeklerde daha sik
gorulmektedir. Erkek/kadin orani yapilan bir calismada 1.4/1.0 olarak tespit edilmistir
(3). ID izole olabilecegi (non-sendromik) gibi multipl konjenital anomaliler'de (MCA)
eslik edebilir (sendromik). Oncelikle etiyolojisinin aydinlatiimasi ve taniya
ulasilabilmesi icin sendromik ve non-sendromik ID'nin ayirici tanisinin ayirt edilmesi

gerekmektedir.

ID DSM-V'e gore hafif, orta, agir ve ¢ok agir ID olmak (izere dort ana sinifta
incelenir (1). ID tam olarak ¢6zimlenmemis bir saglk sorunu ve blyik bir sosyo-
ekonomik yuktiir. Kromozomal anomaliler ID'nin en 6nemli nedenlerindendir. Ciddi
ID'li olgularin %22'sinde altta yatan neden kromozomal bir bozukluktur (5). Ginimize
kadar 450'den fazla genin ID ile iliskisi bildirilmis olup bu sayinin 2,000 - 3,000 arasinda
oldugu tahmin edilmektedir (5, 6). Ancak hala ID'li olgularin %60'nin etiyolojisi
bilinmemektedir (7). Nedeni aydinlatilamamis olgular son yillarin devrim niteligindeki
bulusu olan yeni nesil dizileme yontemleri ile arastiriimaktadir. Yeni nesil DNA dizileme
sistemleriyle yiksek dogrulukla ve oldukca hizli bir sekilde dizileme yapilabilmektedir.

GlUnlmuzde bu yontemlerden en sik basvurulani Tum Ekzom Dizileme' dir. Bu



yontemle genomumuzun %1,5'lik kismini olusturan protein kodlayan bolgeler

dizilenmekte ve bu bolgelerdeki degisiklikler saptanabilmektedir.

Altta yatan genetik etiyolojinin erken dénemde belirlenmesi hasta ve aile
acisindan oldukc¢a 6nemlidir. Cinkli bu sayede uygun tedavi secenekleri belirlenebilir,
hastalikla iliskili komplikasyonlar erken donemde tespit edilebilir ve tekrarlama riski ile

sonraki gebelikler hakkinda aileler bilgilendirilebilmektedir.

Ulkemizde tanisi konulamamis ID ve/veya multipl konjenital anomalisi olan
olgularin yeni nesil dizileme ile etiyolojilerini aydinlatmaya yonelik yapilmis yayin
bulunmamaktadir. Bu calismada Ege Universitesi Cocuk Saghgi ve Hastaliklari, Cocuk
Genetik Bilim Dali polikliniginden izlenen ID ve/veya multipl konjenital anomali
nedeniyle arastirilan, klinik olarak bilinen bir sendrom veya hastaliga uymayan 8 cocuk
olgunun tim ekzom dizileme teknigi ile altta yatan genetik nedenini bulmayi

hedeflemekteyiz.



2. Literatiir Ozeti

2.1 Zekanin Tanimi

Zeka tanimi itibariyle goreceli bir kavram olup farkli toplum ve zamanlarda
birbirinden farkh olarak tanimlanmistir. En genis anlamiyla zeka zihnin 6grenme,
o0grenilenden yararlanabilme, yeni durumlara adapte olup ve bu durumlara ¢6zim
yollari bulabilme yetenegidir. Zekanin gelisimini bircok genetik ve cevresel etmenler
etkilemektedir. Zeka genomumuzda yer alan bircok genin bircok yolagi etkilemesi ve

ayni zamanda cevresel uyarilarin da katkisiyla gelismektedir.

2.2 Zeka Olgiimiinde Kulanilan Testler

Soyut bir kavram olan zekanin tanimlanmasi kadar ol¢tilmesi de zordur.
Uygulanabilir ilk zeka testinin gelistiricileri Fransiz psikolog Alfred Binet ve Dr. Theodor
Simon'dur. 20. yuzyilin baslarinda yayimlanan bu testin adi "Binet-Simon Testi"dir . Bu
testin amaci 6zel egitime ihtiyaci olan basarisiz ¢ocuklarin normal populasyondan ayirt
edilmesini  saglamaktir. 1Q (Intelligenz quotient) Alman psikolog Wilhelm
Stern tarafindan 1912 yilinda zekayi degerlendirmek icin ortaya koydugu bir deyimdir.
Bu testde zeka orani zeka yasinin takvim yasina boéliinerek yiz ile carpilmasiyla elde
edilir. 1955 yilinda David Wechsler tarafindan yetiskinler icin  Wechsler Adult
Intelligence Scale (WAIS) ve cocuklar icin Wechsler Intelligence Scale of Children
(WISC) vyayinlamis ve toplum icindeki zeka dlizeyleri bir can egrisi modeli ile
degerlendirilmistir. Bu testler ortalama her on yilda bir glincellenmekte ve glinimiizde
kullanilmaktadir. Ayrica “Ankara Gelisim Tarama Envanteri (AGTE)” “Denver Gelisim
Envanteri”, ve “Stanfort-Binet testi” glinimuzde klinik uygulamalarda yer alan zeka

Olceklerindendir.

2.3 ID'nin Tanimi, Epidemiyolojisi ve Siniflandiriimasi

ID toplumdan topluma sikhgi degismekle birlikten toplumun % 1-3'Uni
etkileyen yaygin toplumsal bir sorundur (4). American Association on Intellectual and

Developmental Disabilities'in belirledigi standartlara gore intellectual disability, mental



retardasyon ve entellektiiel yetersizlik terimlerini kapsamaktadir ve giinimiizde mental

retardasyon yerine intellectual disability (ID) terimi kullanilmaya baslanmistir (1).
Amerikan Psikiatri Dernegi’'nin “Diagnostic and Statistical Manual of Mental

Disorders (Zihinsel Bozukluklar icin Tani ve istatistik El Kitabi, DSM-V)” isimli kitabinda

ID tanimi su sekilde yapilmaktadir (8):

e Zihinsel islevlerde 6nemli derecede kisithlik
e Sosyal ve pratik beceriler gibi adaptif davranislarda dnemli derecede kisithlik

e Baslama yasinin 18'den 6nce olmasi

Bu kriterleri saglayan bireylere ID tanisi konulmaktadir. Zekanin normalin
altinda olmasi 1Q puaninin 70'in altinda olmasi olarak tanimlanir (2). Bes yasin altindaki
cocuklarda MR'nin tanimlanmasi zordur ve gelisme geriligi tanimi tercih edilmektedir
(3). ID izole olabilecegi gibi multipl konjenital anomaliler'de (MCA) eslik edebilir. ID 'li
olgularin yaklasik %1'ine dismorfik bulgular ile birlikte santral sinir sistemi,
kardiyovaskiiler, tGrogenital sistem gibi major organ sistemlerini etkileyen bulgular da
mevcut olabilir (9). Olgulardaki mevcut konjenital anomalilerin sayisi ve 6zellikleri 1D
'nin genetik kaynakli olabilecegi hakkinda bilgi verir. ID kadinlara gore erkeklerde daha
stk gortlmektedir. Erkek/kadin orani toplumdan topluma farklilik gosterse de yapilan
bir calismada 1.4/1.0 olarak tespit edilmistir (3). Erkeklerde ID'nin daha sik
gozlenmesinin nedenleri arasinda X'e bagl ID 'nin erkekleri etkilemesi 6nemli ol¢lide

yer tutmaktadir (10).

ID DSM-V'e gore hafif, orta, agir ve ¢ok agir ID olmak (izere dort ana sinifta

incelenir (1).

Hafif ID: 1Q seviyesi 50-69 arasinda olan gruptur . Tim ID'li olgularin % 85'ini
olusturular (11, 12). Normal cocuklardan okul yasina kadar ayirt edilmeyebilirler.
Uygun egitimle olgularin bircogu kendi yasamlarini bakima muhta¢ olmadan

slrdlirebilecek sosyal ve mesleki yetenek kazanabilirler.

Orta ID: 1Q seviyesi 35-49 arasinda olan gruptur . Tim ID'li olgularin % 10'unu

olusturular (11, 12). Okul 6ncesi yillarda konusma yetenegine sahiptirler. Ozel



egitimden fayda gorirler. Kendi bakimlarini karsilayabilecek ve basit islerde

calisabilecek durumdadirlar.

Agir ID: 1Q seviyesi 20-34 arasinda olan gruptur. Tim ID'li olgularin % 3-4'nl
olusturular. Motor fonksiyonlarinda gerilik vardir. Okul donemine kadar
konusamayabilirler. Ozel egitimle temel bakimlarini saglayabilecek duruma gelebilirler.

Cok basit isleri kontrol altinda yaparlar.

Cok agir ID: 1Q seviyesi 20'nin altinda olan gruptur. Tim ID'li olgularin % 1-2'sini
olusturular. Olgular genellikle bakima muhtactirlar. Yaygin bir gelisme geriligi mevcut

olup 6zel egitimle bazi motor becerileri kazanirlar.

Bu gruplarin haricinde derecesi belirlenemeyen ID'li olgular mevcut olup
standart gelisim testleri tarafindan degerlendirilemezler. Uyumsuz kisiler bu grupta yer

alir.

Sosyoekonomik dizeyi diisiik toplumlarda hafif ID orani yliksektir. Orta ve agir
ID ise sosyoekonomik diizeyden bagimsiz olarak her toplumda benzer oranlarda

gorulir.

2.4 ID'nin Etiyolojisi

ID genetik defektlerden olabilecegi gibi sinir sisteminin gelisimini ve
fonksiyonunu etkileyen cevresel faktorlerden de kaynaklanmaktadir. En yaygin cevresel
faktorler gebelik donemindeki malnutrisyon, prenatal ve postnatal asfiksi, fetal alkol
sendromu, norotoksik bilesiklere maruziyet, prematiire dogum, perinatal ve postnatal
asfiksi veya travma olmaktadir. Bu faktorler hafif ID sikligina biliyiuk katkida bulunurlar
(12). Buna karsilik, genetik nedenler ciddi ID'li olgularda daha sik goriilmektedir. Orta
ve ciddi ID'li olgularin etiyolojisinde % 65'i bulan oranda genetik nedenler
olusturmaktadir (12-14). Bu bilgiler 1siginda genetik veya metabolik tani orani ciddi
ID'de %65, orta ID'de %50 iken; hafif ID'li olgularda %20 olmaktadir. ID'nin etiyolojisi
ortaya ctkma donemleri bakimindan prenatal, perinatal ve postnatal olarak lge ayrilir
(15). Bu etiyolojik nedenler tablo 1'de gosterilmistir (3). ID'li olgularin hala %60'nin

etiyolojisi bilinmemektedir (7).



Tablo 1. ID'nin etiyolojisi (3)

Prenatal Perinatal Postnatal

Enfeksiyon (Toksoplazma, Hipoksi Edinsel beyin hasari
rubella, sitomegalovirs,
herpes simpleks virisi gibi)

Genetik anomaliler Prematilire dogum SSS hemorajisi
Trizomi 21 komplikasyonlari
Fragile X

Diger (nokta mutasyonlari;
kromozomal delesyon,
duplikasyon, yeniden
diizenlenmeler)

Toksinler ve teratojenler intrakranial hemoraji SSS enfeksiyonu
Alkol kullanimi
ilag kullanimi
Radyasyona maruziyet
Konjenital hipotiroidizm Perinatal santral sinir sistemi  SSS maligniteleri
komplikasyonlar
Yenidogan metabolik Siddetli cevresel faktorlerin
hastaliklar yoksunlugu

Siddetli malnutrisyon
Toksinler (Kursun, civa)
SSS : Santral SINIR SISTEMI

2.5 ID'li Olgularin Tanisi

ID'li bir olguya yaklasimda oncelikle ayrintih bir anamnez alinmal prenatal,
perinatal ve postnatal dénemdeki risk faktorleri sorgulanmalidir (Tablo 1). Ug kusagi
iceren aile agaci cizilmeli ve ailedeki benzer oykiiye sahip bireyler ve akraba evliligi
sorgulanmalidir. Soyagaci hastaligin kalitim modeli ve olasi genetik nedenler agisindan

bilgi verici olabilir.

Olgularda biylime ve gelismenin derecesini belirleyen o6lgclimler ve dismorfik

muayane ile ayrintili bir fizik muayene yapilmali ve sendromik olgular arastiriimalidir.

Olgulara disiinilen etiyolojiye yonelik laboratuar ve metabolik testler yapiimali,
santral sinir sistemi basta olmak Uzere gerekli gorintileme yontemlerine

basvurulmahdir.

2.6 ID'ye Sebep Olan Genetik Nedenler

ID izole olabilecegi gibi (non-sendromik), multipl konjenital anomalilerin de eslik

ettigi bir sendromun parcasi da (sendromik) olabilir. Oncelikle etiyolojisinin
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aydinlatilmasi ve taniya ulasilabilmesi icin sendromik ve non-sendromik ID'nin ayirici
tanisinin ayirt edilmesi gerekmektedir. Altta yatan nedenin aydinlatilmasi ile hastaligin
prognozu hakkinda bilgi verilebilir, tedavinin diizenlenmesi ve tekrarlama risklerinin
onlenmesi saglanabilir. ID'ye sebep olan genetik nedenler dort ana grupta

siniflandirlabilir.

1. Kromozomal anomaliler
i.  Sayisal kromozomal anomalier
ii.  Yapisal kromozomal anomaliler
2. Tek Gen Hastaliklar
i. Otozomal dominant
ii. Otozomal resesif
iii. X'ebagl dominant
iv.  X'e bagliresesif
3. Poligenik-Multifaktoriyel nedenler

4. Mitokondriyal nedenler

2.6.1 Kromozomal anomaliler

Kromozom Yunanca'da chroma "renkli" ve soma "cisim" kelimelerinin
birlesiminden olusmaktadir. Kromozom, DNA nin paketlenmesi sonucu boéliinen
hiicrelerde goriilebilen koyu boyanmis genetik yapidir. interfaz evresinde kromatin
seklinde bulunan genetik materyalimiz, hiicre bélinme evresine gectigi andan itibaren
bu kromatin iplikcikleri spiral seklinde kivrilir, kalinlasir ve yogunlasmis bir sekilde
kromozom haline gecerler. Bu sayede genetik materyalimiz kromozom vyapisinin

olusmasiyla sayi ve morfolojileri analiz edilebilmesine imkan saglar.

insan viicut (somatik) hiicrelerinde 23 anneden ve 23 tanesi babadan olmak
Uzere iki haploit (n) takimin zigotta birlesmesi sonucu diploit (2n=46) kromozom vardir.
22 cift kromozom "otozomal", bir cift cinsiyet kromozomu "gonozomal" kromozom
adini alir. Bir metafaz kromozomu iki kardes kromatitden olusur. Bu kardes kromatitler

mitozun anafaz evresinde birbirlerinden ayrilirlar.



Kromozomlar stk mikroskobu ile mitoz boélinmenin metafaz evresinde
incelenirler. Metafaz evresi kromozomlarin en iyi yogunlastiklari ve en iyi gorilebilir

hale geldikleri evredir.

Kromozomal anomaliler ID'nin en énemli nedenlerindendir. Ciddi ID'li olgularin
%22'sinde altta yatan neden kromozomal bir bozukluktur (5). Kromozomal anéploidiler

arasinda en yaygin neden trizomi 21'dir (16, 17).

Kromozom duizensizlikleri sayisal ve yapisal olmak (izere iki grupta incelenir. Bu
anormallikler, tiim viicut hiicrelerinde olabilecegi gibi sadece bir veya daha fazla sayida

hicre klonlarini kapsayabilir.

2.6.1.1 Sayisal Kromozomal Anomaliler

insan esey hiicrelerinde 23 adet kromozom bulunur ve bu sayi insan icin haploid
sayidir (n). Somatik hiicrelerdeki kromozom sayisi ise esey hiicrelerdeki kromozom

sayisinin iki kat olup diploid (2n) dir.

Kromozom sayisindaki artis ya da azalislar temel kromozom sayisinin (n=23)

tam katlari kadar oluyorsa buna poliploidi denir.

Temel kromozom sayisinin katlari kadar olmayan artma ya da eksilmeler

anoploidi adini alir.

2.6.1.1.1 Down Sendromu

Down sendromu onemli bir toplumsal sorundur. Canli dogumlar arasindaki
sikligr 1.2/1000 dolayindadir ve ID ile iliskili en sik gorilen andploididir (6). Hastaligin
temel nedeni kromozom 21'in mayoz sirasindaki ayrilmama durumudur. Goriilme
sikhgr anne vyasindaki artisa bagl olarak vyiikselmektedir. Temel pataloji 21.

kromozomun trizomik olmasidir.

Morfolojik bulgulari: Mongol tip gbz yapisi, gozlerin kdsesinde epikantik
katlanma, irisin noktali olmasi (Brushfield lekeleri), agzin acik kalmasini saglayan dil
yapisi, burun koki basikhig, kiictik ve kivrik kulaklar, avug icinde simian ¢izgisi gozlenir.

Bunlarin haricinde bu sendromda bir¢cok sistemde anomalide vardir. Konjenital kalp



hastaliklari, SSS bulgulari, mental retardasyon, immin yetmezlik bunlardan sadece

birkacidir.

ID sebepleri arasinda en biylk yeri tutar. Blylk cogunlugunda hafif-orta
mental retardasyon gozlenir.  Olgular 6zel egitim alarak kendine yeter hale

gelebilmektedir.

2.6.1.1.2 Edwards Sendromu

Otozomal trizomiler arasinda Down sendromundan sonra en sik gézlenen ikinci
trizomidir. Temel kusur 18. kromozomun trizomik olmasidir. Goriilme sikhgr tim
gebelerde 1/3000'dir (18). Blyik cogunlugu prenatal donemde kaybedilir. Buyume
gelisme geriligi, mental retardasyon, mikrosefali, yarik damak/dudak, omfalosel,

konjenital kalp ve bobrek anomalileri temel klinik bulgulari arasindadir.

2.6.1.1.3 Patau Sendromu

Patau sendromu gorilme sikhgr 10.000 canh dogumda bir gorilen

bir kromozomal anomalidir (19). Temel pataloji 13. kromozomun trizomik olmasidir.

Baslica bulgulari ID, mikrosefali, holoprozensafali, yarik dudak/damak,
meningomyelosel, omfalosel, konjenital kap ve bébrek anomalileridir. Yasam beklentisi

genellikle bu olgularda bir yil civarinda olmaktadir.

2.6.1.1.4 Klinefelter sendromu

Bu hastalarda fazladan bir X kromozomu vardir. Karyotipleri 47,XXY dir. Canh
erkek dogumlarin 1/500'lUnde gorilur. Fenotipik olarak erkektirler. Bu bireylerin
eriskin donemlerinde infertilite, testislerin kicik olmasi (hipogonadizm) ve azospermi
ile karakterizedirler. Uzun boylu ve hir¢cin davranish olduklari gézlenir. Bu hastalarda
testestoron diizeyleri dusik ve buna sekonder gonadotropin (FSH ve LH) dizeyleri
yliksek veya normaldir (20). Testestoron dizeylerindeki diisme nedeni ile sekonder
seks karakterlerinin geriledigi ve jinekomasti gorilir. Hastalar tasidiklar iki X

kromozomu nedeni ile X kromatini pozitiftirler.



2.6.1.2 Yapisal Kromozomal Anomaliler

Sayisal dizensizlikler anlatildigi Gzere hiicre boélinmesindeki kusurlardan
kaynaklanmaktaydi. Fakat vyapisal dizensizliklerin nedeni ayni ya da farkl
kromozomlardaki kirilma ve yeniden diizenlemelerdir. Yapisal kromozomal anomaliler
klinikte ID ve/veya MCA'ler ile karsimiza cikabilmektedir. Yapisal kromozomal
anamaliler arasinda; translokasyonlar, delesyon/duplikasyonlar, inversiyonlar, ring
kromozomlar, izokromozom ve marker kromozomlar yer almaktadir.

Bir kromozomdan kopan vyada kirilan parcanin diger bir kromozoma
yerlesmesine translokasyon denmektedir. Gen sayisinin ve niteliginin ayni kaldigi
translokasyonlara dengeli, gen sayisinin ve niteliginin degistigi ve cogunlukla fenotopik
dizensizliklere yol acanlara dengesiz translokasyon denmektedir. Translokasyonlar
karsilikli  (resiprokal) translokasyon, sentrik kaynasma (Robertsonian) tipi
translokasyon, insersiyonel (transpozisyon) tipi translokasyon olmak Uzere (¢ gruba

ayrilmaktadir.

Delesyon kirilma sonucu bir kromozomun kiglik bir parcasinin kopmasina
denmektedir. Delesyon iki tiirli olabilir. Bir darbe sonucu kirilan kromozom pargasi
kopmasina "terminal delesyon" ya da iki darbe sonucu kopan parca aradan cgiktiktan

sonra iki parca yeniden kaynasmasina "interstisyel delesyon" denmektedir.

Mikrodelesyon sendromlarinda 1sik mikroskobunda goérilemeyecek kadar kiclik

kayiplar olmaktadir. FISH teknigi ile bu mikrodelesyonlar gosterilebilmektedir.

Duplikasyon homolog iki kromozomdan birinde cift darbe sonucu kopan
parcanin digerinde tek darbe sonucu kopan araliga girerek kaynasmasi sonucu ortaya
cikmaktadir. Tekrar parcadaki genler ardisik hale gelirse tandem duplikasyon, ters
ardisik hale gelirse ters tandem duplikasyon olarak adalandirilir. Delesyonlar ve
duplikasyonlar genellikle mayoz bélinmede esit olmayan krosing over sonucu ortaya

cikar.

Bir kromozoma iki darbe gelmesi sonucu kopan parcanin kaybolmadan, yani
delesyona ugramadan kendi ekseni etrafinda 180 derece donerek yine eski yerine

yapismasina inversiyon denir.
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Bir kromozomun iki ucunda iki darbe sonucu, iki kirilma olur ve bu kirik uclara
baska bir parca birlesmeden iki u¢ kaynasir ve halka seklinde bir kromozom ortaya

cikmasina ring kromozom adi verilmektedir.

Metafazda ig ipliklerine sentromerleri ile tutunan kromozomlar, normalde
boylamasina bélinerek iki kromatide ayrilmaktadir. izokromozomda ise normalde
boylamasina ayrilacak olan bu kromozmlarin bir hata sonucu enlemesine béliinmesi
olmaktadir. Bu durumda yavru hiicrelerden birinde yalnizca kromozomlarin kisa kollari

bulunurken digerinde yalnizca uzun kollar bulunmaktadir.

Herhangi bir kromozom yapisina uymayan ve kesin olarak tanimlanamayan ¢ok

kiiciik kromozomlara marker kromozom denmektedir.

2.6.1.2.1 Mikrodelesyon Sendromlar

Ardisik gen delesyonu (Contiginious gene deletion) olarak da adlandirilir.
Mikrodelesyonlarin olusma mekanizmalari arasinda mayoz esnasinda kromozomlar
arasinda non-allelic homolog rekombinasyon yer almaktadir (21). Konvansiyonel
sitogenetik yontemler ile karyotip analizinin ¢6ziUnirlGgu en iyi kosullarda yaklasik 5
Mb diizeyindedir. Bu nedenle rutin karyotip analizinde saptananamayan daha kiguk
delesyon, duplikasyon ve translokasyon gibi anomalilerin daha yliksek ¢ozinurltuklG
incelenmesi icin yeni yontemler gelistirilmistir. Bu yontemlerin basinda icin Fluoresan
in Situ Hybridization (FISH), comparative genomic hybridization (CGH), arrayCGH,
multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) gibi molekiler ve molekiler
sitogenetik yontemler yer almaktadir. Bazi sik gorilen mikrodelesyon sendromlari

tablo 2'de 6zetlenmistir (22).
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Tablo 2. Sik goriilen bazi1 mikrodelesyon sendromlar ve insidanslar (21).

Sendrom Lokus Delesyon insidansi
Di George/ 22911.2 1/4000
Velokardiyofasyal

Sendrom

Prader Willi Sendromu 15911-g13 1/15000
Angelman Sendromu 15911-913 1/15000
Williams Sendromu 7911.23 1/25000
Smith Magenis Sendromu 17p11.2 Nadir
Miller Dieker Sendomu 17p11.3 Nadir
Cri du Chat Sendromu 5p15 Nadir
Retinoblastom 13q14 Nadir
Rubinstein Taybi Sendromu  16p13.3 Nadir
Wolf Hirschorn Sendromu 4p16.3 Nadir
WAGR 11p13 Nadir

2.6.1.2.2 Subtelomerik Yeniden Diizenlenmeler

Okaryotik kromozomlarin u¢ kisimlarinda yer alan DNA dizilerine telomer
denmektedir. Telomerler kromozomlarin yapisinin korunmasinda ve replikasyonun
lineer sekilde olmasini saglamaktadir. Ayrica mayozda homolog kromozom
eslesmesinde kritik rol almaktadir. Minisatellit dizilerinden olusur ; insanda TTAGGG
dizisinin ardisik tekrarindan olusan 2-15kb  boyutundaki yapilardir. Bu telomerik
bolgelerin hemen yaninda cesitli tekrarlayan DNA dizilerini iceren, gen iceriginden
oldukca zengin bu bolgeler subtelomerik bolge olarak adlandirilir. Subtelomerik
bolgeler bu tekrar dizilerinden dolayi yeniden diizenlenmelere ¢ok aciktirlar. Bu durum
yapisal kromozom anomalilerin bu bolgelerde daha sik goérilmesinin sebebini ortaya

koymaktadir.

Karyotip testi normal olan ID'li olgularin %2,5'inde subtelomerik boélgelerdeki

kayiplar gosterilmistir (17).
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2.6.2 Tek Gen Hastaliklari

Hastalardaki klinik bulgularin olusumunda tek bir gen bolgesindeki meydana
gelen degisiklikler sorumlu tutulmaktadir. Genel olarak mendelian kurallarina uyarlar

ve belirli kalitim kaliplari gosterirler.

insanda 46 tane kromozom bulunmaktadir. Bunlardan 44 tanesi otozomal
kromozomlar ve bunlar izerindeki genler de otozomal genlerdir. Geriye kalan iki tanesi
ise kadinda XX ve erkekte XY biciminde bulunur. Bunlara cinsiyet (seks) kromozomlari
ya da gonozom ve bunlarda bulunan genlere gonozomal genler adi verilir. ID'ye neden
olabilecegi dustintlen 2,000 - 3,000 arasinda gen tahmin edilmektedir (6). Glinimizde
ise 450'den fazla genin ID ile iliskisi bildirilmistir (6). ID 'yve neden olan tek gen

hastaliklari X'e bagli, otozomal dominat ve otozomal resesif olarak siniflandirihir.

Baglanti analizi gibi geleneksel yontemler icin otozomal dominant kalitima uyan
ID'li genis aile bulmak cogunlukla azalmis fertilite nedeniyle ¢ok nadirdir. Klinik
uygulamada daha ¢ok izole olgular goriliir. Bu da otozomal dominant ID'li olgularda
de-novo DNA yeniden dizenlemelerin ve varyasyonlarin yaygin bir sebebi oldugu fikrini
ortaya koymaktadir. Nitekim kullanilan hasta secimine bagh olarak yapilan cgesitli blyuk
kohort calismalarinda CNV'lerin ID'li olgularin %15-20'sinin sebebi oldugu gosterilmistir
(23, 24). Son zamanlardda tim ekzom dizileme ve tim genom dizileme yaklasimlari de-
novo DNA varyantlari belirlemek icin ID ve otizmli hastalarda kullanilmaktadir. Bu
calismalar ciddi ID'li hastalarin yaklasik % 35-45'ne de-novo varyantlarin sebep

olabilecegini gostermektedir (25, 26).

Otozomal resesif ID (ARID)'ye neden olan genetik sebeplerin aydinlatilmasina
blyuk ailelerin yetersiz olmasi ve genetik heterojenite engel olmustur (27-29). Bu
nedenle, en basarili calismalar ARID'nin sendromik formlarina sebep olan genlerinin
tanimlanmasinda olmustur. Cinki ayni bulgulara sahip birden cok ailenin olmasi ve bu
ailelerden elde edilen genetik bilgilerin birlestirilmesi sayesinde altta yatan genetik
sebep bulunabilmistir. Sonug olarak ARID'nin sendromik formlarina (sARID) sebep olan
250'den fazla gen tanimlanmistir. Buna karsin ARID 'nin sendromik olmayan formlarina
sebep olan genlerin tanimlanmasi ise daha az olmaktadir (6, 30, 31). Glinim{ize kadar

ancak 40'dan fazla lokus rapor edilmistir. 2007'ye kadar sadece 3 gen PRSS12 (29) ,
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CRBN (28) ve CC2D1A (27) nsARID ile iliskilendirilebilmistir. 2007 yilinda Najmabadi ve
arkadaslari akraba evliligi oraninin %40'dan fazla oldugu iran populasyonunda bir proje
baslatmis ve sekiz yeni lokus nsARID 'de tanimlamistir (32). Daha sonraki calismalarda
ise nsARID 'ye neden olan GRIK2 (33), TUSC3 (34) , TRAPPC9 (35), ST3GAL3 (36), ve
ZC3H14 (37) gibi yeni genlerde homozigot mutasyonlar saptanmistir. Sonrasinda
akraba evliligi yapmis israil'li bir ailede TECR (38) ve akraba evliligi yapmis Umman'li
genis bir ailede KIAA1033 genindeki mutasyonlarin nsARID ile iliskili oldugu
bildirilmistir (39).

DNA sekanslama alanindaki yiiksek ciktili tekniklerin ilerlemesi ile cok daha fazla
ARID genleri tanimlanmistir. Son zamanlarda hedefe yonelik yeni nesil dizileme
tekniginin daha 6nce homozigosite haritalamasi yapilan ve cogunlukla tek bir lokus
tanimlanan akraba evliligi yapmis 136 iran'li aileye uygulandigi bir calisma ile bilinen 29
ARID geninde segrege olan varyasyon saptanmis ve daha once ARID ile iliskisi
bilinmeyen genlerde 50 tane varyasyon bulunmustur. Bu varyasyonlarin bulundugu 29
gen nsARID ile iliskilendirilmistir (40). GUnlimuze kadar 41 tane genin nsARID ile iliskili
oldugu bulunmus ve sadece 10 gendeki mutasyonlarin birden ¢ok ARID 'li ailede
tekrarladigi gosterilmistir (41). Bundan dolayr ¢ogu ARID geninde bulunan
mutasyonlarin tek bir kez gosterilmesi ID'ye neden olabilmesi konusunda siiphenin

otesinde kanitlanmis degildir.

Tek gen hastaliklari ile iliskili ID'ler icinde en fazla gériilen X'e bagli ID grubu yer
alir. ID'ye neden olan gen sayisi X kromozomunda otozomal kromozomlara gore iki kat
fazla oranda yer almasi nedeni ile yakin zamana kadar ID ile iliskili genetik calismalar X
kromozomu (izerinde yogunlasmistir (14). Glinimuize kadar 112 tane gen XLID ile
iliskilendirilmistir (42). Bu calismalar isiginda ID' li erkeklerin %10-12'sinin XLID oldugu
tahmin edilmektedir (31). Erkeklerde tek X kromozomu olmasindan dolayr bu
kromozomda tasinan hastaliklar acisindan hemizigot olup, XLID 'den daha cok ve agir
bir sekilde etkilenmektedirler. Kizlarda X kromozomlarindan birinin  dengesiz

inaktivasyon paternine bagh olarak XLID daha hafif bir kilinikle ortaya cikabilmektedir.
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2.6.2.1 Frajil X Sendromu

ID'ye sebep olan tek gen hastaliklari icerisinde en yaygin olanidir. Ortalama
5000 erkek bireyde bir gortldigi tahmin edilmektedir ve ID'li olgularin yaklasik %0,5'ni
olusturmaktadir (43). ID'ye sebep olan tek gen hastaliklari icerisinde en iyi bileneni
FMR1 genindeki mutasyonlarin yol actigi Frajil X Sendromu XLID'ye neden olarak
tanimlanan ilk gendir (44-46). Xq27.3’de yer alan FMR1 genindeki CGG Ugli tekrar
dizisindeki artisa bagh olarak ortaya cikar. FMR1 geni ile kodlanan FMRP ndéronal
gelisim icin gerekli bir proteindir. FMR1 geninin 5' translasyona ugramayan
bolgesindeki CGG Ucli tekrar dizisinin artist FMR1 geninin metile olmasina ve protein
ekspresyonunun azalmasina yol acar. Bu tekrar sayisi 200'iin lizerine gectiginde full
mutasyon olarak adlandirilir. Premutasyon tastyicilarinda ise tekrar sayisi 55-200

arasindadir (47).

Hastaligin klinik bulgulari arasinda ID, makroorsidizm, karakteristik yiz
gorinimi (uzun yuz yapisi, buylk kulaklar, ¢cikik elmacik kemikler) yer almaktadir (48).
Frajil X sendromu kizlarda X kromozomlarindan birinin inaktive olmasindan dolayi daha
hafif bulgular verir. Premutasyon tasiyici anne adaylarinin erkek c¢ocuklarinda

antisipasyonla fullmutasyon goriilebilmektedir.

2.6.2.2 Metabolik Hastaliklar

Dogumsal metabolik hastaliklar cogunlukla otozomal resesif kaltilan tek gen
hastaliklaridir. Otozomal resesif kalitilan bu hastaliklarin akraba evliliginin yiiksek
oranda oldugu ulkemizde daha siklikla akla gelmesi gerekir. Bu hasta grubunda bir
maddenin baska bir maddeye cevrilmesinde gorev alan enzimi ya da enzimin
kofaktoriini  kodlayan tek gen hatalarindan kaynaklanmaktadir. Normal islev icin
gerekli maddelerin sentezlenememesi veya ara Uriinlerin cesitli organ ve dokularda
birikmesine bagh olarak bulgular ortaya cikar. Metabolik hastaliklar siklikla mental
retardasyon ile birliktedir. Billinen metabolik hastaliklarin tarandigi bliyik bir hasta
grubunda dogumsal metabolik hastaliklarin tanisi konulamamis ID'li olgularin yaklasik

%3'linden sorumlu oldugu ortaya konmustur (49).

Ulkemizde yeni dogan tarama programi icinde yer alan Fenilketoniiri ve

hipotroidi hastaliklarinda erken tani ve uygun tedavi yontemleri ile mental retardasyon
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onlenebilmektedir. Fenilketoniri hastaligi otozomal resesif kalitiir ve 12g24.1'de
lokalize Fenil alanin hidroksilaz (PAH) genindeki mutasyonlara bagli olarak ortaya cikar.
Enzimin calisamamasi sonucu fenilalanin ve metabolitleri viicutta birikir ve beyin
hasarina neden olur. Tedavi edilmemis ve erken tani konulamayan olgularda mental
retardasyon gorulebilmektedir. Ayrica bu olgular acik sa¢ ve g6z rengine sahip olup

genellikle ciltte artmis pigmentasyona sahiptir.

2.7 Multipl Konjenital Anomaliler

Konjenital malformasyonlar dogumda tanimlanabilen vicut boélimleri ya da
organlarin morfogenez defektleri olup yaklasik %2-3 prevelansinda gorilmektedir (50).
Hem genetik hem de ¢evresel etmenler rol oynamaktadir. Bilinen fenotipik paternlerin
aksine bircok konjenital malformasyonlar farkh patolojik yolaklar ve nedenlerle
tanimlanmaktadirlar. Bu ylizden tanisal slire¢ boyunca laboratuar testleri,

goriintileme, fenotip analizi ve anamnezi iceren uzun ve zorlu bir takip yapiimaktadir.

Major malformasyonlar medikal ya da cerrahi tedavi gerektiren fonksiyon
bozuklugu olusturan defektler olup, medikal destek ihtiyaci olmayan ya da fonksiyon
bozuklugu yapmayan defektler de minér malformasyonlar olarak adlandiriilmaktadir ve

%4’ten daha az goriildigia bildirilmistir (50).

Konjenital anomalilerin etiyolojisine bakildiginda; anomalilerin yaklasik %10-
20’sinin genetik nedenlerden, %10-20’sinin ¢evresel nedenlerden, %60-80'nin ise

bilinmeyen faktorlerden kaynaklandigi bildirilmistir (50).

28 ID velveya MCA'nin Sebebinin Arastinimasinda Kullanilan
Genetik Yontemler

2.8.1 Karyotip Analizi

ID ve/veya MCA ile basvuran olgularda ilk yapilmasi gereken karyotip analizidir.
Genellikle periferik kandaki lenfositler kiiltiiriinden elde edilen kromozomlar Giemsa
bantlama yontemiyle 15tk mikroskobu altinda incelenir. Konvansiyonel karyotipleme ile

yaklasik 5 Mb'dan daha kiiclik yapisal anomaliler saptanamamaktadir (51).
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ID'li olgularda karyotip analizinin tani degeri yaklasik %15 oranindadir. Bu

olgularin en az lcte ikisini Down sendromu olusturmaktadir (4, 7).

2.8.2 Subtelomerik FISH Yontemi

Kromozomlarin subtelomerik bdlgeleri klinikte nedeni acgiklanamamis ID,
tekrarlayan gebelik kayiplari ve hematolojik malignitelerde de arastirilmaktadir.
Karyotip analizinde yuksek ¢ozinirlikli bantlama ile 5 Mb'dan blyik degisiklikler
saptanabilir. Ancak subtelomerik bolgelerdeki  daha kiiclik degisiklikler rutin
sitogenetik analizlerle gozden kacabilmekte ve daha farkli tekniklerle bu kiicuk
degisiklikler saptanabilmektedir. Molekiler sitogenetik teknikler ile kromozom
anomalilerinin tespiti belirgin 6lctide artmistir. Yeni molekiler sitogenetik teknikler
subtelomerik bolgelerdeki anomaliler dahil olmak Uzere bircok
mikrodelesyon/mikroduplikasyon sendromlarin tanimlanmasina yol ag¢mistir. Coklu
prob kullanilarak yapilan Fluorescence in situ hybridization (FISH) analizi klinik olarak ilk
kullanilan ve en ¢ok tercih edilen molekiler sitogenetik tekniktir . FISH teknigi ile ayni
anda bir ya da birden fazla bolge incelenebilir. FISH 06zellikle mikrodelesyon
sendromlarindan siiphenilen hastalarin degerlendirilmesinde genis kullanim alanina
sahiptir. Bundan dolayi FISH tabanl bir test istemeden 6nce klinik olarak bir tanidan
siiphe duyulmalidir. Bu sinirlamalarin Gizerinden multipleks ligation dependent prob
amplifikasyon (MLPA) teknigi gelmektedir. Bu teknik sayesinde tek bir reaksiyonla
genomun 40-50 bolgesindeki delesyon veya duplikasyonlar ayni  anda
incelenebilmektedir. Bu yontemler ID'li olgulara tanisal anlamda %5-10'una katki

saglamaktadir (52).

2.8.3 Karsilagtirmali Genom Hibridizasyonu

Karsilastirmali Genom Hibridizasyonu (CGH) ilk olarak 1992 yilinda Kallioniemi
ve ark.lan tarafindan uygulanmaya baslanmistir (53). Bu yontemde arastirilacak
genomik DNA ile referans genomik DNA karsilastirilarak, genom boyunca olusmus
kayip ve kazanclarin tespiti saglanir. Bu iki genomik materyal genellikle yesil ve kirmizi
florokomlar kullanilarak farkli renklerde fléresans ile isaretlenir. Elde edilen floresans
renk farkhliklarina gore hasta ve referans genomik DNA birbirleri ile karsilastirilarak

kromozomal yeniden diizenlenmeler gosterilebilir.
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Ancak CGH'in yeterli ¢ozunirlikte olmamasi sonucu mikroarray teknolojisi
gelistirilmistir. Bu yontemde temel olarak; cam matriks Uzerine transfer edilmis
referans hedef dizi hastanin DNA'si ile hibridize edilir. Bu teknikle ¢ézlintrlik artmis ve
tim genom taranarak genomdaki delesyon ve duplikasyon gibi yapisal degisiklikler

saptanir hale gelmistir.

Mikroarrayler boyutlari 25 ile 85 baz cifti arasinda degisen sentetik
oligonikleotitler ya da boyutlari 75 kb ile 200 kb arasinda olan BAC (bacterial artificial
chromosomes) klonlari gibi DNA'nin belirli bir bolgesi kullanilarak yapilir (54). Array
teknolojisindeki son gelismeler tiim genomu konvansiyonel sitogenetik yontemlere
gore 10-10000 kat kadar daha yiksek rezoliisyonda inceleyebilmektedir. Nedeni
aciklanamamis MR/MCA'lI olgularda array-CGH olgularin yaklasik %16,7'sinde CNV
(Copy Number Variants) tanimlamistir (52, 55-57). CGH calismalarinda saptanan
CNV'lerin boyutlar 0.25-15 Mb araligindadir (58). Rezoliisyon, kullanilan problara ve
klonlar arasindaki mesafeye bagli olarak sinirli olabilmekte ve 100 kb ile 1 Mb arasinda
degisebilmektedir. Bu nedenle daha yiksek ¢ozunurlikte anomallikleri tespit etmek
icin SNP (single-nucleotide polymorphism) array teknolojisi gelistirilmistir. SNP array
genotipleme, submikroskopik CNV'leri tanimlama, distk diizey kromozomal mozaism
ve Uniparental dizomiyi tanimlamada genis bir kullanim alanina sahiptir (7, 59-61). Ek
olarak array-CGH teknikleri saglikh bireylerde daha 6nce dislintlenden daha fazla CNV
oldugunu gostermistir. Bu CNV'ler patojenik ya da benign olabilir. Saglikh bireylerin %
12'sinde genomlarinin CNV icerdigi bildirilmistir (62). Bu da yapilan calismalarda

bulunan CNV'lerin yorumlanmasini siklikla zorlastiran bir etken olmustur.

2.8.4 Yeni Nesil Dizileme (NGS)

1970'li yillarda Sanger ve arkadaslari (63) ile Maxam ve Gilbert (64) zincir
sonlandirma ve fragmentasyon teknikleri ile DNA'nin dizilimini saglayan metodlar
gelistirmislerdir. DNA dizi analizleri, DNA birincil yapilarinin tayininde ve niikleotid baz
diziliminin belirlenmesinde kullanilan yontemdir. Sanger dizileme ve floresan tabanh
elektroforez teknolojileri kullanilarak insan DNA dizisinin buylk c¢ogunlugu
tanimlanmistir. 1980'li yillarda Kary Mullis tarafindan devrimsel nitelik tasiyan PCR'in

kesfi ile molekiiler genomik alanda muazzam ilerlemeler olmustur. Yiksek verimli
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dizileme teknolojileri dahil olmak Uzere giderek artan cesitli molekiler yontemler
gectigimiz on yilda ortaya cikmistir.

Sanger yonteminin kisitlamalari daha ucuz ve hizli sekans teknolojilerine olan
ihtiyaci arttirmistir. Bu ihtiyag, yeni nesil dizileme yontemlerinin dogmasina yol
acmistir. 2004 yilinda yeni nesil dizileme (NGS) teknikleri ortaya ¢cikmis ve hastaliklara
neden olan genleri bulmak dahil bircok molekiiler genetik alaninda devrim olmustur
(65). 2005 yilinda ise ilk NGS teknolojisi piyasaya strtlmustir (66). NGS yontemi
sayesinde yuksek hacimde paralel dizileme yapilarak milyonlarca DNA fragmenti es
zamanh bir sekilde sekanslabilmektedir. Bu sayede tim genomun kisa bir sirede
sekanslanmasi mimkin hale gelmistir. NGS yontemleri beraberinde Ui¢ buylk yeniligi
getirmistir. ilk olarak DNA fragmanlarinin bakteriyel klonlanmasinin yerine hiicre
barindirmayan sistem icinde NGS kitliphanelerin hazirlanmasina olanak saglamistir.
ikincil olarak ayni anda milyonlarca kisa dizilemenin yapilmasi ve son olarak da sekans
ciktisi elektroforeze ihtiya¢c duyumaksizin direk olarak tespit ediliyor olmasidir. NGS
tarafindan olusturulan muazzam sayidaki okumalar benzeri gortilmemis bir hizda tim
genom dizilimini sagladi. Bununla birlikte, NGS teknolojilerin bir dezavantaji goreceli
olarak kisa okumalar yapmasidir. Bu kisa okumalarin genomda birlestirilmesi zor

oldugundan yeni hizalama algoritmalarin gelistirilmesini gerekli kilmistir.

2.8.4.1 Tum Ekzom Dizileme'nin Temeli

Tim ekzom dizileme (WES) genomdaki sadece protein kodlayan bélgeleri hedef
alan prob hibridizasyon yontemine dayanmaktadir. Tim sire¢ Ornek hazirlama,
hibridisazyon ve dizileme olmak Uzere l¢ basamakta siniflandirilir. ilk basamakta
fiziksel yontemlerle (sonikasyon, nebulizasyon vb.) DNA rastgele vyerlerden
parcalanarak yaklasik 250 bp uzunlugunda DNA fragmentleri elde edilir. Fragmentlerin
uclari T4 DNA ligase ile tamir edilir ve fragmentlerin 3' poly-A kuyruguna paired-end
adaptorler takilir. Ornek hazirlamadaki son asama ise olusturulan kiitiiphanenin birkag
siklus ile cogaltilmasidir.  Olusturulan katliphanenin  ¢ogaltilmasinda hedef
zenginlestirme kitleri kullanilmaktadir. Hazirlanan bu ekzom kitiphanenin kalitesi ve
miktari dizilemeye gecmeden 6nce Agilent 2100 Bioanalyzer gibi cok hassas yontemler

ile analiz edilir. Bu ekzom kitiphanesi 6rnegin llumina platformunda paired-end reads
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ile her okumada 75-100 baz verimle dizilenir. Izotermal koprii ¢ogaltma yontemini
kullanarak ylizeydeki bir oligoniikleotide baglanan her bir fragment her kiimede
yaklasik 1000 tane ayni molekil klonal kiimeleri meydana getirir ve olusan her bir
klonal kiimeden bir okuma dizisi elde edilir. DNA zinciri biylirken dizileme prosediir,
eklenen florasan isaretli bazlarin hassas bir kamera ile tespitine dayanir. Tekrarlayan bu
dongl sirasiyla gelecek bazi belirler.

Dizilemeden sonra bu ciktilar haritalama, varyantlarin tanimlanmasi ve varyant
ile iliskili olarak bilgilerin eklenmesi (annotation) olmak lizere li¢c ana basamakta islenir.
Sekans verisi Burrows—Wheeler Aligner (15) araciyla referans dizi olan hg18/hg19
(GRCh37)'ye karsi hizalanir. Bir sonraki basamak olan varyantlarin tanimlanmasi
asamasinda Burrows—Wheeler Aligner tarafindan olusturulan veriler SAMTools (15),
Genome Analysis Tool Kit (15), ve Picard (http://picard.sourceforge.net) kullanilarak
Sequence Alignment Map (SAM) formatina donusturalir. SAMTools verileri isleyerek
ve siniflandirarak kalite kontrol, kisa okumalarin hizalanmasi ve varyant tanimlanmasi
icin kullanihir. Kisa hizalanmis okumalarda daha hizh bir sekilde varyantlarin
tanimlanmasi icin SAM formati BAM (binary equivalent SAM format) formatina
cevirilir.

PCR duplikasyonlarn Picard MarkDuplicate ve SAMTools kullanilarak cikartilir.
Ortalama kapsami ve kapsama derinligi (Average coverage and depth of coverage)
Genome Analysis Tool Kit’s Depth of Coverage analizi ile hesaplanir. ANNOVAR (15)
genetik varyantlarin fonksiyonlari hakkinda bilgi vermek icin kullanilan bir aractir.
Bulunan varyantlara yonelik genin ismi, kromozomal pozisyonu, nikleotit degisikligi,
aminoasit degisikligi ve mutasyon cesiti, SIFT (sorting intolerant fromtolerant)(15) ve
Polyphen (polymorphism phenotyping) (15) degerleri, single-nucleotide polymorphism
(SNP) veritabani ID numaralari, SNP'in 1000 genom projesindeki allel sikligi ve sekans
kalitesi hakkinda bilgi verir. VAAST (Variant Annotation, Analysis and Search Tool) bu
bilgiler 1s518inda istatistiksel degerlendirme ile aday genleri ve varyasyonlari siraya
koyarak bir listeleme yapar (15). Cogu arastirmaci varyantlari fonksiyonuna dayali
olarak verileri filtreler. Varyantlarinin yaklasik yarisi zararli oldugu distiniimeyen ve
genellikle filtremeden cikartilan sinomin degisikliklerdir. Bazi yayinlarda sinonim
varyantlarin hastaliga neden olabilecegi bildirilse de bu ihtimal ¢ok dulsuiktir. Geriye

kalan varyantlar missense, nonsense, indel, splice-site mutasyonlari ve kodlama
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yapmayan RNA transkriptleridir. Yaklasik %5 varyant veritabanlarinda rapor
edilmemistir (15). Belirtildigi gibi SIFT ve PolyPhen gibi biyoinformatik veritabanlarin
patojenik hikmi temelinde varyantlar isimlendirilir. Dolayisiyla, patojenik varyantlar
korunmus boélgelerde proteinin fonksiyonunu veya yapisini bozabilir. Zamanla edinilen
tecriibelere bagh olarak farkh analitik sistemler nedensel varyanti tanimlamak igin

kullanilabilecektir.

Gunlmuzde kullanilan yeni nesil dizileme sistemlerinden bazilari Roche 454,
lllumina Genome Analyzer, Applied Biosystems SOLID, lon Torrent, Helicos ve Pacific

Biosciences olup bu platformlarin genel 6zellikleri tablo 3'de belirtilmistir (67).

Roche/454

ilk yiksek verimli (high-throughput) sekanslama teknolojisi, Roche firmasi
tarafindan 2005 yilinda piyasaya surilen 454 pirosekanslama cihazidir (66). Bu cihaz
emilsiyon PCR ve piro dizileme teknolojisinin kombinasyonuna dayanmaktadir.
Emdlsiyon PCR yonteminde bir yag sollsyonu icindeki su damlaciklarinda yer alan kalip
DNA, PCR ile cogaltilir ve her damlacikta yer alan kalip DNA'dan klonal bir koloni
olusturulur. Pirosekanslama ise “sentezleyerek sekanslama” prensibine
dayanmaktadir. Dizileme reaksiyonu tek iplikli DNA (ssDNA) dizisinin Uzerine
tamamlayici dizinin sentezlenmesi ile gerceklestirilir. Sanger sekanslamadan farki,
dideoksinlikleotide zincir sonlanma teknigi yerine nikleotid birlesmesi sonucunda
salinan pirofosfatin belirlenmesine dayanmasidir. ATP silfirilaz PPi't ATP'ye donistirdr.
ATP, lisiferaz enzimi araciligiyla lusiferinin oksilusiferine donlismesini saglar ve bu
reaksiyonda isima meydana gelir. Ortama salinan bu isima ile biyimekte olan DNA'ya
eklenen her bir nikleotit tespit edilir. Bu 15181 yaratan kemiliminesan sinyalin hangi
nikleotidin baglanmasi sirasinda olustugu tespit edilir. Ortaya ¢ikan bu i1sik CCD kamera
tarafindan kaydedilir. Bu sistemin giicii uzun okumalar yapmasidir. En son piyasaya
striilen 454 GS FLX platformu uzunlugu 1000 baz ciftine kadar olan yaklasik bir milyon
okuma yapabiliyor. Bu avantaji sayesinde diger NGS platformlari ile karsilastirildiginda

maliyeti daha yliksek olmasina ragmen, en uygun kullanildigi alanlar de novo assembly
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(birlestirme) ve metagenomikdir (68, 69). Ancak, 454 teknolojisi ayni nikleotiti
uzatabildigi icin homopolimerlerin saptanmasinda problemi vardir. Bu vyizden
yaptiklari en vyaygin hata cesitleri insersiyon ve delesyonlarin saptanmasinda

olmaktadir (70).

lllumina/Solexa

llumina platformu array temelli sentezleyerek sekanslama ve kopri
amplifikasyonu yontemini kullanmaktadir (71). Bu cihazlar da adaptor baglanmis DNA
kiitiphanelerine ihtiyac duymaktadirlar. Reaksiyon, “flowcell” adi verilen ylzeyinde
oligonikleotidlerin bulundugu 6zel aparatlarda gerceklesmektedir. DNA molekilleri bu
flowcell Gzerindeki primerlere baglanir, sonra ¢ogaltilarak klonal koloniler olustururlar.
Genome Analyzer piyasaya sirilen ilk lllumina platformudur. 35 baz cifti uzunlugunda
okuma yapar ve her yiriitme 2-3 gin icerisinde 1 gigabaz dan fazla yliksek ¢ikti verir.
Genome Analyzer Il ve HiSeq 2000 gibi daha gelismis platformlari platformlar ile
birlikte daha blyuk ciktilar ve daha uzun okumalar elde edilmektedir. Illlumina
sistemlerinin yliksek verimli sekanslamalari ve sistem maliyetlerinin daha uygun
olmalarina ragmen kisa okumalar yapmasi baslica dezavantajini olusturmaktadir (72).

En cok yaptigl hata gesiti ise yerdegistirme mutasyonlari tespiti sirasinda olmaktadir.

lon-Torrent

lon-Torrent teknolojisi emilsiyon PCR ve iyon vyari iletken dizileme kullanir
(73). Optik tarama ve floresan nikleotidlere ihtiyagc duyulmamaktadir. lon
semikonduktor dizileme de DNA'nin polimerizasyonu sirasinda meydana cikan hidrojen
iyonlarinin hipersensitif iyon sensorleri tarafindan tespitine dayanir. Okuma uzunlugu
200 baz cifti kadar olup 2-4 saat icerisinde 10 gigabaza kadar cikti verebilir (67). En ¢ok

yaptigl hata gesiti insersiyon ve delesyonlarin saptanmasinda gergeklesir.
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Life teknolojisi/Applied Biosystem

Bu teknolojide SOLID platformu ve emiilsiyon PCR kullanir. Applied Biosystemin
SOLID platformunda ligasyon temelli dizileme ydntemi kullanilir (74). iki bazli kodlama
ile hata orani duslrilmektedir. Primerler pirodizilemede oldugu gibi adaptoérler
yardimiyla kahlp iplige hibridize olur. Bu metotta DNA polimeraz yerine DNA ligaz
enzimi kullanilir. Floresan isaretli oligoniikleotid problar kalip DNA'ya hibridize olur ve
primerle ligasyona girer. Su anki NGS yontemleri icerisinde SOLID sistemi hata orani en

dislik platformdur. En yaygin hata gesiti ise yerdegistirme mutasyonlaridir (67).

Tablo 3. Yeni Nesil Dizileme platformlarinin genel 6zellikleri (46).

Sirket Platform Cogaltma Sekanslama Okuma Cikti Baskin hata tipi  Hata
Uzunlugu hacmi/zaman orani
(okuma
bagina)
Roche/454 Life GS FLX Titanium XL+ Emdilsiyon Pirosekanslama 1kb'a 700 Mb/23 s Indel %0.5
Sciences GS FLX Titanium XLR70  PCR kadar 450 Mb/10 s
GS Junior 600 bp'a 35 Mb/10 s
kadar
J400 bp
lllumina HiSeq 2000 Képri PCR Reversible 36-100 bp 105-600 Yerdegistime %0.2
Genome Analyzer lIx terminator 35-150 bp Gb/2-11 gin
MiSeq kullanarak 36-250 bp 10-95 Gb/2-
sentezleyerek 14 giin
dizileme 540 Mb-8.5
Gb/4-39 s
Life Technologies/ 5500xI SOLiD™ system Emdilsiyon Ligasyon temelli 35-75 bp 10-15 Gb/giin Yerdegistime %0.1
Applied Biosystems SOLiD™ 4 system PCR dizileme 25-50 bp 25-100
Gb/3.5- 16
gin
Life lon Proton™ Emdilsiyon lon 200 bp'a Up to 10 Gb/2—  Indel %1
Technologies/lon sequencer (Proton | PCR semiconductor kadar 4s
Torrent chip) dizileme 35-200 bp 300 Mb-1
lon PGM™ sequencer Gb/0.9-45s
(318 chip)
Helicos BioSciences HeliScope™ single YOK Tek molekiil 25-55 bp 21-35Gb/8 Delesyon %5
molecule sequencer sekanslama gln
Pacific Biosciences PacBio RS YOK Tek molekdl 250 bp-10 NA Indel %15
sekanslama kb

NGS teknolojileri tim genom dizileme, tim ekzom dizileme, transkriptome
dizileme ve metilasyon calismalari gibi bircok alanda genis uygulama alanina sahiptir.
Tim genom dizileme ile insan genomunun tamami

(3.2 milyar baz cifti)

dizilenebilmektedir. Tum ekzom dizileme ise sadece protein kodlayan bdlgelerin
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(ekzom) dizilenmesi amaclanir. Ekzon (EXpressed regiON) kelimesi “ifade olan bolge”
anlamina gelmektedir. Bu bodlgeler de genomun %1,5’lik bir kismini olusturmaktadir.
Bu yontem ile tiim genomu dizilemek yerine protein kodlayan bolgelere odaklaniimasi,
dizileme maliyetinin 6nemli oranda dismesine olanak saglar. Ayrica, tim ekzom
dizileme sonucunda ortaya cikan verilerin filtrelenmesi daha kolay ve hizli olmaktadir.
Mendeliyen hastaliklarda; hastalik yapici mutasyonlarin  yaklasik olarak %85'i
ekzonlarda veya ekzon-intron birlesme bolgelerinde yer almaktadir (75, 76). Bu
mutasyonlarin yaklasik % 56'si missense/nonsense, %24'0 kiclk insersiyon ve
delesyonlar, %10'u splicing ve% 1,8'i dizenleyici mutasyonlardir (75). Bu veriler
1siginda WES hastaliga neden olan varyantlarin %78'ini saptayabilmektedir . Bu nedenle
etkilenmis bireylerde oncelikle tim ekzom dizileme yapmak hem is gicini hem de
maddi yuk{ azaltmaktadir ve daha ¢ok tercih edilen bir yontem olmustur. Tim genom
dizileme ise intronik ve intergenik bolgelerdeki varyantlar ile insersiyon, delesyon ve

translokasyonlar gibi yapisal varyantlarin tespitinde daha duyarlidir.

2.8.4.2 WES'in Kullanim Alanlan

2.8.4.2.1 Tek Gen Hastaliklar

Gunlimuzde tahminen 6000 (izerinde tek gen hastaligi tanimlanmis ve yaklasik
Ucte ikisinin molekiler temeli bilinmemektedir (OMIM Statistics). Hastaligin altta yatan
patogenetik mekanizmasinin anlasilmasi cogunlukla fenotiple iliskili olarak hastaliga
neden olan genin ve varyasyonun bulunmasina baglidir. Bir hastada ya da kuguk bir
ailede yeni tanimlanan bir varyant tespit edildiginde, tanimlanan genetik taninin
sadece bulunan varyanta dayanarak yapilmasi oldukc¢a zordur. Bulunan varyasyonun
kontrol populasyonunda olmamasi ve ayni hastaliga sahip bireylerde ayni ya da farkli
varyantlarin ayni gende tanimlanmasi yeni bulunan varyantin patolojik oldugunu
dogrulamak icin kullanilir. Eger hastalik olduk¢a nadir gorilen siklikta ise daha fazla
hasta bulmak zor olacaktir. Bununla birlikte daha ileri fonksiyonel calismalar yeni
bulunan varyasyonun patolojik etkisinin dogrulanmasinda kritik role sahiptir. Eger
mutasyona ugramis gen hastalikla iliskisi bilinen bir yolakta role sahip ise biyokimyasal

deneylerin uygulanmasi uygun olacaktir. Nadir tek gen hastaliklarina neden olan yeni
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genin tanimlanmasi ile biyolojik yolaklarin anlasiimasinin yani sira yeni tedavi olanaklari
acisindan da onemli bir rol Ustlenecektir. Son yayinlar WES'in Mendelian hastaliklara

neden olan genlerin bulunmasinda giicli bir ara¢ oldugunu gostermistir (77).

2.8.4.2.2 Kompleks Hastaliklar

Gectigimiz on yilda genetik arastirma topluluklari, etiyolojisinde cevresel ve
genetik faktorlerin birlikte rol oynadigi kompleks hastaliklarla ilgili genis kapsaml
calismalarda bulundular. Assosiasyon c¢alismalari kompleks hastaliklarin genetik
etiyolojisini aydinlatmak icin yillardir uygulanmaktadir (78). Yuksek ciktili genotipleme
teknolojilerindeki gelismelerle birlikte, GWAS toplum dizeyinde baglanti dengesizligi
ilkesi temelinde kompleks hastaliklara yatkinhk genlerini bulmak icin temel arag
olmustur (79). SNP arrayde genotipleme icin cok fazla markerin kullanilmasi ile birlikte
blyuk Olcekli populasyonlar genetik calismalarda GWAS'I uygulanabilir kilmistir.
2005'den beri 8000'den fazla lokus cesitli kompleks hastaliklarla iliskili oldugu
bildirilmistir. Tum genom ya da belirli bolgelerin dizilenmesi ile tiim polimorfizmleri
daha dogru ve eksiksiz bir bakis acisi ile degerlendirilmesine olanak saglamistir (80).
Bircok NGS calismalarindan elde edilen bilgilere dayali olarak nadir kodlayici
varyantlara yonelik ekzom genotipleme arrayleri dizayn edilmistir. Ginimizde,
kompleks hastaliklarda nadir ekzonik varyantlarin rolinin arastirilmasi icin ekzom

arrayleri hizli ve ekonomik bir arag olarak kullanilmaktadir (81).

2.8.4.2.3 Kanser

Yasam boyu genetik degisikliklerin birikmesi malign neoplazma veya kansere yol
acabilir. WES kanserin olusum mekanizmalarinin anlasiimasinda yeni bakis acilarn
getirmistir (82). Kanser hicreleri DNA sekansinin normal hicreler ile karsilastirilarak
tanimlanmasi kanserin patogenezinin daha da iyi anlasiimasina katkida bulunmustur.
Varyasyonlarin kanserin olusma sirecinde o6nemli etkileri olabilmektedir. WES
kullanilarak kanserin somatik ve germline mutasyonlarini saptamak mumkin
kihnmistir. WES kanser yolaklarini ve molekiler mekanizmalarinin detayl bir sekilde
anlasilmasini saglamaktadir. Bunun yanisira, WES ilgili farmakogenetik varyantin
saptanmasi gibi terapotik amaclarla ve hedefe yonelik gen-hastalik-ilag etkilesimlerinde

de kullanilmaktadir (83, 84).
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2.8.4.3 Tek Gen Hastaliklarin Analizinde Kullanilan Yontemler

Mendelian hastaliklarda hastalik yapici gendeki varyasyonun tespitinde

kullanilan yaklasimlar su sekildedir:

2.8.4.3.1 Aile Temelli Cahigmalar

Bu tip calismalardaki temel yaklasim bir aile icinde etkilenen bireyler birlikte
sekanslandiginda, etkilenen bireylerdeki ortak mutasyonlarin secilmesine dayanir.
Cunkl bu bireyler hastaliga neden oldugu distintlen ayni yapisal varyanti barindirirlar.
Bu strateji sayesinde aday genler sinirlandiriir. Aday genlerdeki varyasyonlarin
dogrulugu icin ailedeki etkilenmemis bireyler de sekanslanir ve bu mutasyonu
tasimadiklari gosterilir. Resesif hastaliklar icin homozigosite haritalama ile resesif veya
dominant hastaliklar icin linkaj analizi gibi yontemlerin kombinasyonu ile olusturulan
bltlinlestirici yaklasimlar aday geni tanimlamada birlikte kullanilmaktadir. SNP array ile
homozigot bolgelerin saptanmasi resesif kalitim disinidlen ailede aday genlerin
sayisinda azalma saglamaktadir. Clinki homozigotluk gosteren boélgedeki

varyasyonlarin patojenik oldugu distnilmektedir.

Baglanti analizleri ailede birden fazla etkilenmis bireylerin oldugu durumlarda
ekzom sekanslama ile beraber kulanilmaktadir (85). Dominant kalitimh hastaliklar icin
bir ailede etkilenmis bireylerde bulunan ortak heterozigot varyantlar secilmektedir.
Merkezi sinir sistemini etkileyen kalitsal yaygin I6koensefalopati hastaliginda genom -
wide baglanti analizi kullanilarak Rademakers ve arkadaslari tarafindan
5.kromozomunun g kolunda 233 tane aday gen tanimlanmis ve ekzom sekanslama ile
bu aday bolgede CSFIR geninde heterozigot varyant saptanip ve 13 etkilenmis ailede

de farkl heterozigot varyantlar saptanarak dogrulanmistir (86).

Retinitis pigmentosa, osteogenezis imperfekta, isitme kaybi gibi lokus
heterojenitesi gbsteren hastaliklarda farkli ailelerde farkh kalitim paterni
gozlemlenebilir. Bu nedenle klinik bulgularin tam olarak tanimlanmasi ve kalitim

modelin tespiti aday gen yaklasiminda yardimci olacaktir. Bir calismada Abou Jamra ve
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arkadaslari akaraba evliligi yapmis 8 etkilenmis bireyin oldugu Ui¢ ailede resesif kalitim
modeli ile mental retardasyona neden olan patojenik varyantlari tanimlamak icin
autozygosity haritalama ve ekzom sekanslama yontemlerini bir arada kullanmislardir
(87). Bu yaklasim ile arastirmacilar bu ailelerde adaptor protein kompleksini kodlayan

Uc tane gende mutasyon tanimlamislardir.

X'e bagh kalitim gosteren aile agaclarinda X kromozomu Uizerindeki varyantlarin
analizi yardimci olabilmektedir. Ornegin ekzom sekanslama etkilenmis {ic erkek
bireyde siniflandiriimamis X'e bagl letal konjenital malformasyon sendromunda OFD1

geninde bir splice mutasyonu tanimlamistir (88).

2.8.4.3.2 Akrabalik iligkisi Olmayan Bireylerle Yapilan Caligmalar

Eger birbirinden bagimsiz birden cok etkilenmis (sporadik olgular) bireylerin
oldugu durumlarda lokus heterojenitesi olmadigi varsayilarak olgular arasinda ortak
patojenik gen arastirilabilir. Bu yaklasim overlap strateji olarak adlandirilir (89). Ornek
olarak Schinzel-Giedion sendromunun nedeni bu strateji kullanilarak bulunmustur
(90). Ayrica Saitsu ve arkadaslari konjenital hipomyelinisazyon l6koensefalopati'li
birbirinden bagimsiz l¢ etkilenmis bireye yapilan ekzom sekanslama sonucunda
POLR3A ve POLR3B genlerinde birlesik heterozigot saptamislardir (91). Diinyada nadir
gorllen bir hastalik olan Kabuki sendromunda oldugu gibi anne-babadan c¢ocuga
kalitim rapor edilmisse de olgularin ¢cogu sporadikdir. WES yontemi ile 10 ailenin
7'sinde Kabuki sendromuna neden olan varyanti MLL2 geninde ortaya konulmustur.
Geriye kalan (g aileye yapilan sanger sekanslama ile ailelerin ikisinde MLL2 geninde
mutasyon saptanmis ve bu sendromun ana sebebinin bu gendeki mutasyonlar sonucu
oldugu gosterilmistir (92). Geriye kalan tek ailede ise farkli genlerdeki mutasyonlar
hastaligin patogenezisini aciklayabilmistir. Ek olarak ayni ekip tarafindan 43 hastanin
26'sinda MLL2 geninde sanger sekanslama ile mutasyon saptanmistir. Bir sendromun
klinik ve genetik heterojenitesi gen bulunmasini zorlastirmakta ve benzer klinik
bulgulara sahip olgularin birlikte degerlendirilmesi yeni gen bulmaya yardimci

olmaktadir.

27



2.8.4.3.3 De-novo mutasyonlar

De-novo mutasyonlarin 6nemli bir kismi cogunlukla fetus olmak tizere olgularda
sporadik olarak meydana gelmekte ve olgular hayatta kalamadiklar icin bu
mutasyonlar toplumdan elimine olmaktadir. Bundan dolayr bu letal mutasyonlar
genellikle tanimlanamamistir. De-novo mutasyon oraninin her kusakta 7.6x10°—2.2x10
8 oldugu tahmin edilmektedir. Bu da her haploid genom basina yaklasik olarak 10®
bazda 1 spontan olarak meydana gelmesi anlamina gelmektedir (93, 94).

De-novo mutasyonlarin analizi icin anne-baba ve ¢ocugun bir arada oldugu trio
calismalar yapilmaktadir. Patojenik olmayan varyantlar cikarilir ve sonra anne-babada
da var olan varyantlar dislanir. Bulunan degisikilik sekanslama ya da haritalama hatasi
olabilecegi icin bulunan varyasyonun mutlaka sanger ile dogrulanmasi gerekmektedir.
De-novo mutasyonun tespiti hastaligin sebebini gostermede vyeterli degildir.
Fonksiyonel analizler gibi ek calismalar bulunan degisikligin hasar verici olup olmadigi
arastirilmalidir. Varyasyonun patojenitesi sadece mutasyonun cesitine bagh olmayip
mutasyonun lokalizasyonu ve proteinin fonksiyonunu nasil etkiledigi de 6nemlidir (95).

De-novo mutasyon c¢alismalari Schinzel-Giedion sendromu gibi nadir
mendeliyen hastaliklarda de novo mutasyonun tespitinde kullaniimaktadir (96). Ek
olarak ID gibi heterojenite gosteren hastaliklarin  genetik  etiyolojisinin
aydinlatilmasinda da kullanilmaktadir. Trio temelli ekzom sekanslamalarin sporadik
otizm spektrumlu olgularda yeni gen kesfi icin glcli bir yaklasim oldugu gosterilmistir.
Arastirmacilar sporadik otizm spektrumlu 20 olguda ekzom sekanslama yaparak 21 de-
novo mutasyon tanimlamislardir (92). Son zamanlarda Sanders ve arkadaslari otizm
spektrum hastaligi olan etkilenmis ailelerde WES kullanarak de-novo mutasyonlarin
beyinde eksprese olan genleri etkileyerek bir risk olusturdugunu gostermislerdir (97).
lossifov ve arkadaslari 343 ailede otizm spektrumlu etkilenmis bir bireye ve
etkilenmemis en az bir kardesine ekzom sekanslama yapmislar ve gen yapisini bozan
mutasyonlari etkilenmis bireylerde daha sik bulmuslardir. Bu ¢alismada 350-400 genin

otizm yatkinlik geni olabilecegi tahmin edilmistir (98).
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2.8.4.3.4 Aday Gen Stratejisi

Dominant bir sekilde tek bireyin etkilendigi diger aile liyelerinin incelenemedigi
ya da etkilenmis baska bireyin olmadigi durumlarda secenekler kisithdir. Bu durumda
oncelikle bulunan degisikligin protein yapisini ve fonksiyonunu nasil etkiledigi
dnemlidir. Ozellikle stop kodonu olusturan mutasyonlar, frame-shift mutasyonlari ile
splice site mutasyonlari degerlendirilir. Yanhs anlamli mutasyon oldugunda iki ana
kriter dikkate alinmalidir. Birincisi proteinin yapisini nasil etkileyebilecegi (6rnegin,
Grantham skoru), ikinci ise degisiklige ugrayan nukleotitin evrimsel siirecteki
korunmasidir (6rnegin, phyloP veya GERP skoru). Patojenik olarak degerlendirilen
mutasyonlar benign varyasyonlara gore belirgin bir sekilde evrimsel sirecte
korunmuslardir. dbSNP and Human Genome Mutation Database'de bu skorlarin
karsilastirilmasina dayanarak patojenik yanlis anlaml varyantlarin PhyloP skoru >2.5'dir
(99). Aslinda su ana kadar ekzom sekanslama ile tanimlanip, yayimlanan hemen hemen
tim vyanhs anlamh vya da anlamsiz mutasyonlar beklenenden daha fazla

korunmuslardir.

Geleneksel aday gen yaklasimlarina benzer bir sekilde fenotiple ilgili genin
fonksiyonu ve patofizyolojisi daha ileri yaklasimlarda kullanilabilir. Belli bir aday
varyasyon olmadiginda (6rnegin, protein sonlandirici mutasyonlar) ¢ogu calismada
yanhls anlamli varyantin proteinin yapisina ve fonksiyonuna etkisinin hesaplamaya
dayali ongorileri yerini almaktadir (100). Ancak NGS'de bu tahmin o6ngorala
programlarin kullanimi ile ilgili bazi sorunlar mevcuttur. Bu yontemlerin duyarhhgi ve
ozgulligh cok yiiksek olmahdir. Ornek olarak, Ng ve arkadaslari tarafindan Miller
sendromu'na neden olarak tanimlanan iki mutasyondan biri benign olarak tahmin
edildigi icin gozden kacirilmistir (101). Bundan dolayi bazi ¢calismalarda yanlis anlamh
mutasyonlari degerlendirmek icin farkh metotlarin tahminsel degerleri birlikte
kullaniimaktadir. Diger taraftan ise bu metotlarin birlikte kullanilmasi arastirilmasi

gereken potansiyel zarar verici mutasyonlarin sayisini arttirmaktadir.

Uygulamada bitiin calismalarda tek bir strateji kullanmayip bazi calismalarda
bu stratejilerin kombinasyonu kullanilabilmektedir. Bu sirecin son basamagi ise hala

mutasyon tespitinde altin standart olan geleneksel sanger dizileme ile dogrulamadir.
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En Onemlisi patojenitenin kesin tespiti icin bagimsiz hasta grubunda dogrulanmasi

ve/veya fonksiyonel deneyler yapilmasi gerekmektedir.

2.8.4.4 Varyantlarin Tanimlanmasi Ve Aday Gen Yaklasimi

Sekans ciktisi singlenucleotide polymorphism veritabani (102), 1000 Genome
Project (103), Exome Variant Server (http://evs.gs.washington.edu/EVS) ve HapMap
(104) gibi veritabanlari ile karsilastirilir (Tablo 4). Avrupa-Amerikan koékenli bireylerin
ekzom analizleinde ortalama 20 000 varyanta rastlanirken, Afrikan-Amerikan kokenli
bireylerde bu sayinin yaklasik 24 000 oldugu goézlenmistir (105). Bu varyasyonlarin
sayisi etnik kdken, capturing protokol, sekanslama platformu, haritalama algoritmasi
ve varyantlar isimlendirme metotlarina gore degisebilmektedir. Hastaliga neden
olabilecegi dusunilen varyantlarin sayisi calisma dizaynina bagh olarak 100-500
patojenik varyant seviyesine diisirilmektedir (89, 99, 104). Bir calismada her genomun
farkli yolaklardaki proteinlerin erken sonlanmasina neden olan (truncating) 165
homozigot varyant tasidigi gosterilmistir (106). Bu nedenle homozigosite haritalama,
baglanti analizi, Sanger sekanslanma gibi bitlinleyici genomik analizler uygulanmadan
hastaliga neden oldugu dustinilen varyant ilgili gen direkt olarak tanimlanamaz.
Bununla birlikte dort etkilenmis bireyi olan bir aile ile ya da en az iki etkilenmis bireyin
oldugu iki veya Uc aile ile calisilirsa, olagan filtrleme sistemleri kullanildiginda hastaliga
neden olan geni tanimlanabilir (107). Robinson ve arkadaslarinin varsayimina gore;
birden cok etkilenmis bireyin oldugu sporadik olgularda ayni gendeki mutasyonlarin
hastaliga sebep oldugu distinlildigiinde hedef genlerin (yaklasik 20 000) %5'i etkilenen
bireylerde muhtemel hastaliga neden olan varyanti gostermektedir (108). Bir birey
sekanslandiginda ve olagan filtreleme yapildiginda yaklasik 1000 tane gen (20.000 x
%5) aday olarak geriye kalmaktadir. Eger ikinci birey de sekanslanirsa sadece 50
gendeki (1000 x %5) varyant her iki bireyde aday gen olarak geriye kalmaktadir. Uciincii
etkilenen bireyin sekanslanmasindan sonra en az bir genin lg¢ etkilenmis bireyde de
varyanta sahip olabilecegi tahmin edilmektedir (108).

NGS ile her genomda milyonlarca varyant tanimlanmakta ancak sadece bir ya
da iki tanesi mendelian hastaligin patolojisini aciklayabilmektedir. Bu asamada

hastaliga neden olan varyant (1) sadece hastlarda olmali veya en azindan genel
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poplilasyonda ¢cok nadir bulunmali, (2) genomun protein kodalayici bolgelerinde yer
almali, (3) mutant gen tarafindan kodlanan proteinin fonksiyonunu direk olarak
etkilemelidir.

Bugiline kadar yayimlanan ¢ogu tim genom calismalari genomun kodlama
yapan % 2'lik kismina odaklanmistir. Mendel bozukluklar icin bilinen genetik nedenlerin
yaklasik % 85'i protein kodlayan bdlgeleri etkilemektedir (75). Bu yaklasik 3-4 milyon
olan varyant sayisini 25 000'ne kadar azaltmaktadir. Bir varyantin okuma sayisi gibi
kalite kriterleri temelinde filtreleme yapilarak yanhs pozitif varyantlar elenmektedir.
Sonrasinda kodlama yapmayan bolgelerdeki ve sinonim varyantlar filtreleme ile
cikartilmaktadir. Boylece hastaliga neden oldugu disinilen potansiyel varyant sayisi
yaklasik 5000 seviyesine azaltilabilmektedir. Bu asamadan sonra varyant sayisini
azaltabilmek icin yayinlanmis calismalardan elde edilen veriler veya dbSNP gibi
veritabanlari kullanilarak daha 6nce tanimlanmis varyantlar cikartilir. Bu basamakta
tipik olarak potansiyel aday varyant sayisi %90-95 azaltilir. Bu durumda geriye kalan
150 ile 500 arasinda sinonim olmayan ve splice-site degisikliler potansiyel patojenik

varyant olarak 6nceliklendirilir (Sekil 1) (99) (96, 101, 109).

Sekil 1. NGS'de tespit edilen varyantlarin 6nceliklendirilmesi (89).

Protein sekansim etkileyenle

Ekzonik ve splice-site varyantlar

Ekzom analizinde saptanan
varyantlarin tamammi
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Tablo 4. Varyantlarin degerlendirilmesinde kullanilan veritabanlar (110)

Popiilasyon veritabanlari
Exome Aggregation Consortium
Exome Variant Server

1000 Genomes Project

dbSNP

http://exac.broadinstitute.org/

http://evs.gs.washington.edu/EVS
http://browser.1000genomes.org
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp

Hastalik veritabanlari

ClinVar

OMIM

Human Gene Mutation Database
Human Genome Variation Society
Sekans veritabanlari

NCBI Genome

RefSeqGene

Locus Reference Genomic (LRG)
Yanlis anlamli mutasyonlarin etkisinin
ongoriilmesi

PolyPhen-2

SIFT

MutationTaster

MutationAssessor

Condel

PROVEAN

Splice site mutasyonlarin etkisinin
ongoriilmesi

GeneSplicer

Human Splicing Finder

NetGene2

Niikleotidlerin evrimsel korunmuslugunun
ongoriilmesi

GERP

PhyloP

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar
http://www.omim.org
http://www.hgmd.org
http://www.hgvs.org/dblist/dblist.html

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/rsg
http://www.Irg-sequence.org

http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2
http://sift.jcvi.org
http://www.mutationtaster.org
http://mutationassessor.org
http://bg.upf.edu/fannsdb/
http://provean.jcvi.org/index.php

http://www.cbcb.umd.edu/software/GeneSplicer/

gene_spl.shtml
http://www.umd.be/HSF/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetGene2

http://mendel.stanford.edu/sidowlab/downloads/gerp/

index.html
http://compgen.bscb.cornell.edu/phast/

2.8.4.5 Sekanslama ile Saptanan Varyantlarin Siniflandiriimasi

American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG), Association for
Molecular Pathology (AMP) ve College of American Pathologists gruplarindan olusan
temsilcilerle sekanslama ile tespit edilen varyantlarin yorumlanmasi icin bir kilavuz
yayinlanmistir (110). Bu kilavuzda varyantlarin siniflandiriimasinda populasyon verileri,
bilgisayar verileri, fonksiyonel veriler, segregasyon verileri gibi analizlerin sonucunda
yapiimasini tavsiye etmislerdir (Tablo 5,6). Mendelian hastaliklara neden olan

genlerdeki mutasyonlari tanimlamak i¢in standart bir terminoloji kullanilmasini tavsiye
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etmislerdir. Bu terminolojiye gore varyantlarin "patojenik”, "olasi patojenik"”, "6nemi

n.n

bilinmeyen", "olasi benign" ve "benign" olarak adlandirilmasini énerdiler (Tablo 7).

Tablo 5. Patojenik varyantlarin siniflandirilmasindaki kriterler (110)

Patojenitenin kaniti

Kategori

Cok gugli

Gugli

llimh

Destekleyici

PVS1 Fonksiyon kaybettirici mutasyonlar
(nonsense, frameshift, splice site, baslangi¢ kodon,
tek ya da birden fazla ekzon delesyonlari)

PS1 Daha 6nce tanimlanmis patojenik ayni
aminoasit degisiklginin ayni kodondaki farkli
nikleotit degisikliginden kaynaklanmasi

PS2 De-novo varyant tanimlanmasi

PS3 in-vivo veya in vitro yapilan fonksiyonel
¢alismalar

PS4 Etkilenen bireylerdeki varyant sikliginin kontrol
gruplara gore 6nemli dlgtide artmis olmasi

PM1 Mutasyonun hot spot ve/veya kritik ve iyi
tanimlanmis domainde yer almasi

PM2 Exome Sequencing Project,

1000 Genomes Project, or Exome Aggregation
Consortium veritabanlarinda kontrol gruplarda
olmamasi (resesif ise ¢ok dusuk siklikta olmasi )
PM3 Resesif hastaliklar igin patojenik varyantin
trans seklinde tespit edilmesi

PM4 Tekrarlamayan bolgelerde in-frame
delesyon/insersiyondan kaynaklanan ya da stop
kodonu degistirerek proteinin uzunlugunun
degismesi

PMS5 Patojenik missense mutasyon tespit edilen
bolgede farkli bir missense degisikligin saptanmasi
PM6 De-novo oldugu tahmin edilen ancak anne-
baba nin galisiimadigi durumlar

PP1 Hastaliga neden oldugu bilinen bir gende ayni
ailedeki birden ¢ok etkilenmis bireyde segrege
olmasi

PP2 Benign missense varyant oraninin distik
oldugu bir gende missense varyant tepit edilmesi
ve hastaligin mekanizmasinda missense
varyantlarin rol almalari

PP3 Birden gok bilgisayar programlarinin gen veya
gen Urlnlindn zararh (deleterious) bir sekilde
etkilendiginin gosterilmesi (conservation,
evolutionary, splicing etkisi gibi)

PP4 Hastanin fenotipi ya da aile oykusu tek bir
genetik etyolojisiye sahip hastalikla uyumlu olmasi
PP5 Son zamanlarda glivenilir bir kaynakta
patojenik olarak rapor edilmis ancak ispati igin
laboratuvarda bagimsiz degerlendirme
gerceklestirmek icin elverigli olmayan
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Tablo 6. Benign varyantlarin simiflandirilmasindaki kriterler (110)

Benign kriterler

Kategori

Tek basina

Giiglii

Destekleyici

BA1 Exome Sequencing Project, 1000 Genomes
Project, or Exome Aggregation Consortium
veritabanlarinda Allel sikligi >%5 olmasi

BS1 Allel sikliginin hastalik igin beklenende daha
yuksek olmasi

BS2 Erken yaslarda tam penetrans olmasi beklenen
resesesif (homozigot), heterozigor (dominant), X'e
bagli (hemizigot) hastaliklar igin saghkl yetiskin
bireylerde gozlenmesi

BS3 in vivo ve in vitro fonksiyonel ¢alismalarda
protein fonksiyonu ve splicing lizerine hasar verici
etkisinin gosterilememesi

BS4 Ailedeki etkilenmis bireylerde segrege
olmamasi

BP1 Hastaligin sebebinin dncelikle gende proteinin
erken sonlanmasina sebep olan varyantlarin
oldugu bilinen durumlarda missense varyant
tespiti

BP2 Tam penetran otozomal dominant bir
hastalikta pataojenik bir varyant ile trans
pozisyonunda gozlenmesi ya da herhangi bir
kalitim paterninde cis durumunda patojenik
varyant gozlenmesi

BP3 Fonksiyonu bilinmeyen tekrarlayici bolgelerde
in-frame delesyon ya da insersiyon saptanmasi
BP4 Birden ¢ok bilgisayar programlarinin gen veya
gen Urlintintn zararh bir sekilde etkilendiginin
gosterilmemesi (conservation, evolutionary,
splicing etkisi gibi)

BP5 Alternatif bir molektler temeli olan bir
hastada varyant gozlenmesi

BP6 Son zamanlarda glivenilir bir kaynakta benign
olarak rapor edilmis ancak ispati igin laboratuvarda
bagimsiz degerlendirme gergeklestirmek igin
elverisli olmayan

BP7 Sinonim (sessiz) varyasyonun splicing tahmin
algoritmalarinda splice konsensis dizilerine etki
etmemesi ve yeni bir splice olusturmamasi ve
nukleotitin yliksek korunmus bir bolgede yer
almamasi
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Tablo 7. Varyantlarin smiflandirilmasinda kullanilan Kriterlerin  birlikte
kullanilmasi sonucu varyantlarin etkisinin belirlenmesi (110)

Patojenik (i) 1 Cok guiglu (PVS1) VE

a) 21 Guglu (PS1-PS4) YA DA

b) >2 Orta PM1-PM6) YA DA

c) 1 Orta (PM1-PM6) ve 1 destekeyici (PP1-PP5)
YA DA

d) 22 Destekeyici (PP1-PP5)
(ii) 22 Glgli (PS1-PS4) YA DA
(iii) 1 Guglu (PS1-PS4) VE

(a)=3 Orta (PM1-PM6) YA DA

(b) 2 Orta (PM1-PM6) VE 22 destekeyici (PP1-
PP5) YA DA

(c)1 Orta (PM1-PM6) VE 24 destekeyici (PP1-
PP5)

Olasi patojeniik (i) 1 Cok gliglti (PVS1) VE 1 orta (PM1-
PM6) YA DA
(i) 1 Guglu (PS1-PS4) VE 1-2 orta
(PM1-PM6) YA DA
(iii) 1 Guglt (PS1-PS4) VE 22 destekeyici
(PP1-PP5) YA DA
(iv) 23 Orta (PM1-PM6) YA DA
(v) 2 Orta (PM1-PM6) VE 22 destekeyici
(PP1-PP5) YA DA
(vi) 1 Orta (PM1-PM®6) VE 24 destekeyici
(PP1-PP5)

Benign (i) 1 Tek basina (BA1) YA DA
(ii) 22 Gl (BS1-BS4)

Olasi Benign (i) 1 Glglt (BS1-BS4) VE 1 destekeyici (BP1—
BP7) YA DA
(ii) 22 Destekeyici (BP1-BP7)

Onemi bilinmeyen (i) Yukanda sirlanan kriterler bir arada degilse
(karsilanmiyorsa) YA DA
(ii) Benign ve patojenik kriterler geliskili ise

2.8.4.6 Rastlantisal Bulgular

Tim genom analizinde bir bireyin 4 milyon varyant tasidigi kabul edilmektedir.
Bu varyantlar icerisinde 100,000'den fazlasinin Human Genome Mutation Database'de
tanimlanan kalitilan hastaliklara sebep oldugu tanimlanmistir. Tim bu varyantlar

hastaya herhangi bir sonug belirtiimeden 6nce dikkatli bir sekilde yorumlanmalidir.

2013 yilinda ACMG tarafindan tiim genom ve ekzom sekanslanmasinda bulunan

rastlantisal bulgularin (Incidental Findings, IF) rapor edilmesine yonelik bir bildiri
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yayimlanmistir (58). ACMG calisma grubu 24 kaltsal durumla iliskili 56 gendeki
bulgularin degerlendirilmesi ve rapor edilmesini 6nermistir. Bu 56 gen dogrudan hasta
veya hasta yakinlarina yonelik  tibbi vyarar iliskisi oldugu g6z ©6nine alinarak
belirlenmistir (Tablo 8). Bu yararli kosullar patojenik mutasyonlarin uzun bir siire

asemptomatik olarak kaldigi 6nlenebilir ve tedavi edilebilir hastaliklari icermektedir.

IF olarak bir varyantini tanimlamadan 6nce, genetik danisman ayrintili bir fizik
muayene ve U¢ kusak aile 6ykisi de dahil olmak lizere ilgili tiim hasta bilgilerini gbzden
gecirmelidir. WGS / WES analizinden elde edilen herhangi bir varyant, hastalik nedeni
de olsa, uygun bir endikasyon ya da ayirici tanisi olmadan izlenen varyant IF olarak
kabul edilebilir (64). Ornegin, eger genetik bir hastaligin tanisini koymak icin WGS /
WES uygulanan hasta icin detayl bir aile agaci elde edilemiyorsa huntingtin (HTT)
geninde tespit edilen mutasyon IF olarak distndlebilir. Ancak, hasta test Oncesi
danisma sirasinda ayrintili bir sekilde sorgulandiginda bir klinik tani olmadan onun
blyukbabasinda Huntington hastaligini andiran semptomlari gosterdigi 6grenildiginde
bu durum farkhdir. Bu durumda, daha once IF olarak kabul edilen bir varyant test
sonuclarinda beklenen varyant olarak yeniden degerlendirilebilir. Test sonrasinda
danismanlik sirasinda arastirilan aile 6ykisi ile elde edilen bilgi de sonuca ulasma
adina farkli bir secenektir. Her halikarda, WGS / WES'de tespit edilen varyantlarin
onemini ortaya cikarmak icin calisilirken hem hasta hem de aile bireyleri ile ilgili kesin
olan bilgilerin 6nemi vurgulanmaldir. Hastanin ayrintili bir izlem muayenesini ile
birlikte ek literatiir ve veritabani aramalari dahil olmak (izere test sonrasi

degerlendirmede klinik ve molekiiler genetik alaninda uzmanlar gereklidir.

ACMG onerileri genomik testlerin standardizasyonu icin bir olanak
saglamaktadir. Danismanlarin deneyimleriyle ilgili daha fazla veri ve kanitlarin birikmesi

ile klinik uygulmada bilgilerin diizgiin bir sekilde entegrasyonu kritik bir 6neme sahiptir.

36



Tablo 8. ACMG'nin yayimladig1 kilavuza gore klinik sekanslamada IF tespit

edildiginde rapor edilmesi gereken genlerin listesi (58).

Gene ismi | iliskli oldugu hastalik Geneismi | iliskli oldugu hastalk
BRCA1 Hereditary breast and MYBPC3 Hypertrophic
ovarian cancer cardiomyopathy,
Dilated cardiomyopathy
BRCA2 MYH7
TP53 Li-Fraumeni syndrome TNNT2
STK11 Peutz-Jeghers syndrome TNNI3
MLH1 Lynch syndrome TPM1
MSH2 MYL3
MSH6 ACTC1
PMS2 PRKAG2
APC Familial adenomatous MyYL2
polyposis
MUTYH MYH-associated polyposis LMNA
VHL Von Hippel Lindau syndrome GLA
MEN1 Multiple Endocrine RYR2 Catecholaminergic
Neoplasia type 1 polymorphic ventricular
tachycardia
RET Multiple Endocrine PKP2 Arrhythmogenic
Neoplasia type 2 right-ventricular
cardiomyopathy
RET Familial Medullary DsP
Thyroid cancer
NTRK1 DSC2
PTEN PTEN Hamartoma tumor TMEMA43
syndrome
RB1 Retinoblastoma DSG2
SDHD Hereditary KCNQ1 Romano-Ward long
paragangliomapheochromocytoma QT syndromes types
syndrome
SDHAF2 KCNH2
SDHC SCN5A 1,2, and 3, Brugada
syndrome
SDHB LDLR Familial
hypercholesterolemia
TSC1 Tuberous Sclerosis complex APOB
TSC2 PCSK9
Wwr1 WT1-related Wilms tumor RYR1 Malignant hyperthermia
susceptibility
NF2 Neurofibromatosis type 2 CACNA1S
COL3A1 EDS, vascular type SMAD3 Aortic Aneurysms and
Dissections
FBN1 Marfan syndrome, ACTA2
TGFBR1 Loeys-Dietz syndromes, MYLK
and familial Thoracic
TGFBR2 MYH11
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3. Materyal-Metod

3.1 Olgu Se¢imi

Olgular Ocak 2008 - Ocak 2014 tarihleri arasinda Ege Universitesi Cocuk Saglig
ve Hastaliklari, Cocuk Genetik Bilim Dali Poliklinigi’nden izlenen mental retardasyon
ve/veya multipl konjenital anomali nedeniyle arastirilan, klinik olarak bilinen bir
sendrom veya hastaliga uymayan 0-18 yas araligindaki olgular arasindan secilmis olup;
sekiz olgu ebeveynleri ve kardesleri ile birlikte bu calismaya dahil edildi. Olgularin
detayli anamnezleri alinmis olup dismorfik bulgulari, fizik muayene bulgulari,
laboratuar bulgulari, 6zgecmis bilgileri, soygecmis bilgileri ve aile agaclari standard bir

forma kaydedildi.
Olgularin calismaya dahil edilme kriterleri ;

i. Daha oOnce vyapilan genetik testleri normal saptanmis (ylksek
rezolliisyonlu karyotipleme, FISH, Frajil X ve oOntani icin dasindlen
genetik sendromlar icin yapilan molekiler analizleri normal olarak
saptanmis )

ii.  Dogumda asfiksi, teratojen maruziyeti ya da kaza olmayan

iii.  1tane major konjenital anomali

iv.  2veya 3 tane minor konjenital anomali

v.  Dismorfik bulgulari mevcut olan olgulardan secilmistir.
Olgularin calismaya dahil edilmeme kriterleri ;

i. 18 yasindan blyuk olgular
ii. Dogumda asfiksi, teratojen maruziyeti ya da herhangi bir kazanin

mevcut olmasi

Ege Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Genel Mudirligu tarafindan
desteklenen calismanin Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Etik Kurulu onayi

(2015-TIP-053 nolu) alindi. Fotograflarinin ve klinik bilgilerinin yayinlanmasina izin
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verdiklerini belirten gonilli olur formu imzalatildiktan sonra hasta grubundan,

ebeveynlerinden ve kardeslerinden 2 ml EDTA’li tiipe kan 6rnekleri alindi.

3.2 Olgularda Molekuler Genetik Calisma

Bu calisma EUTF Cocuk Sagligi ve Hastaliklari, Cocuk Genetik Bilim Dal, EUTF
Tibbi Genetik Ana Bilim Dali ve Yale Universitesi Nérogenetik Laboratuari ile birlikte
yuritildi. Olgularin fizik muayene ve tani islemleri EUTF Cocuk Saghgi ve Hastaliklari,
Cocuk Genetik Bilim Dal tarafindan yapildi. Olgulara yapilacak olan tim ekzom
dizileme teknigi ve sonuglarin analizi Yale Universitesi ( Nérogenetik Laboratuvari'nda),
hastaliga neden olan degisikliklerin Sanger dizi analizi ile dogrulanmasi ve segregasyon

analizi ise EUTF Tibbi Genetik AD’da yapildi.

Calismanin Akis Semasi (Sekil 2'de gosterilmistir):

DNA izolasyonu
Orneklerin hazirlanmasi
Ekzom bdlgelerinin ¢ogaltilmasi ve sekanslama (WES)

Verilerin islenmesi ve analizi

A N e

Saptanan varyasyonlarin Sanger dizi analizi ile dogrulanmasi ve segregasyon

analizi
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Sekil 2. Cahismanin akis semasi

Genomilk DMNA

4

Hedef bélgelerin segilmesi

i

Kitliphanenin olusturulmas

!

sekanslama,

!

Ham datanin olusturulmas

i

Referans dizi Uzerine haritalanmasi

l

Varyantlarin tanimlanmasi ve yorumlanmasi

i

Sanger dizileme ile dogrulama ve segregasvon analizi

g

Aday patojenik varyantlarin belirlenmesi

1.bélim den (DNA izolasyonu) 5. bdliime (Saptanan varyasyonlarin sanger dizi
analizi ile dogrulanmasi ve segregasyon analizi) kadar olan kisim Yale (iniversitesi
Genom Merkezinde vyapildi, analizler sonucunda hastaliga sebep oldugunu
dislindigiimiz degisikliklerin sanger dizileme ile dogrulanmasi ve ve segregasyon

analizi (5. boliim) ise EUTF Tibbi Genetik AD'nda yapildi.

3.2.1 DNA izolasyonu

Her hastadan, ebeveynlerinden ve kardeslerinden EDTA’ i kan alindi. Alinan kan
miktari pediatrik grupta ‘Pediatrik poplilasyonda yiritiilecek klinik arastirmalarda
etik yaklasimlara iliskin kilavuz’ dogrultusunda minimum kilogram basina 0.8 ml

maksimum ise 2 ml, yetiskinlerde ise 2 ml olacak sekilde EDTA’li ven6z kan 6rnegi
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alindi. Kan lenfosit hiicrelerinden protokole uygun olarak QlAcube AllPrep DNA/RNA
FFPE kit (Product No:80234; QIAGEN, Germany) kiti kullanilarak QlAcube Robotik
DNA izolasyon cihazi ile DNA izolasyonu yapildi. izolasyon sonrasi her érnekten 100
mikrolitre, ortalama konsantrasyonlari 30 ng/ ul, safliklari (A260/280 degeri)

ortalama 1.8’in Uzerinde olan DNA elde edildi.

3.2.2 Orneklerin Hazirlanmasi

Genomik DNA fiziksel rastgele yerlerinden parcalanarak fragmente edildi. Bu
parcalama islemi sonikasyon (ses dalgalarinin enerjisinden yararlanarak biyolojik
maddenin parcalanmasi) teknigi kullanilarak gerceklestirildi. islem sonunda elde
edilen 140 baz boyutundaki DNA fragmentlerinin her iki ucuna 6 baz eklenerek
indeksleme yapildi. Elde edilen bu fragmentlerin uglarina sekanslama isleminde
kullanilmak amaciyla adaptorler baglandi. Ardindan bu fragmentlerin purifikasyon

asamasi gerceklestirildi ve 6rnegimizin hazirlanmis kitiphanesi olusturuldu.

3.2.3 Ekzom Bolgelerinin Cogaltilmasi ve Sekanslanmasi

Ekzom bolgelerinin ¢ogaltilmasi icin NimbleGen SeqCap EZ exome v2.0 kiti
kullanildi. Hedef bdlgelerin sec¢imi sirasinda elde edilen fragmentlere baglanan
adaptorler, flow cell izerinde bulunan adaptérlere komplementerdir. Elde edilen
fragmentleri iceren sollisyon flow cell icerisine yliklenerek fragmentlerin bu ylizeye
baglanmasi saglanmaktadir. Sekanslama islemi her bir lane lzerinde 6 6rnek olmak

Uzere flow cell tizerinde lllumina HiSeq2000 alt yapisi kullanilarak gergeklestirildi. .
3.2.4 Verilerin iglenmesi ve Analizi

3.2.4.1 Ham (Row) Data Elde Edilmesi

islem sonrasi elde edilen paired-end sekans verisi Uretici firma tarafindan
cihaz Gzerinde bioinformatik yazilimlar (CASAVA) kullanilarak analize hazir ham data

olan FASTQ dosya formati elde edildi.
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3.2.4.2 Ham datanin referans genoma haritalanmasi

Ham verinin human genome (hg19) Gzerine haritalanmasi icin BWA/Stampy
hibrit programi kullanilarak gerceklestirildi. Analize hazir human genome (hgl9)
Uzerine hizalanmis bam dosyasi olusturulurken cesitli kalite filtreleri uygulandi. PCR

duplikasyonlarinin ayiklanmasi icin PICARD tools kullanildi.

3.2.4.3 Varyantlarin Tanimlanmasi, Filtrelenmesi ve Yorumlanmasi

Varyasyonlarin tespit edilmesi ve kiiclik kopya sayisi degisikliklerinin (indel)

belirlenmesi icin The Genome Analysis Toolkit (GATK) v1.6 kullanildi.

Olgularda bulunan varyasyonlarin filtrelenmesi asamasinda 6ncelikle 1000
Genomes Project ve National Heart, Lung, ve Blood Institute (NHLBI) exome
sequence project (ESP6500, Exome Variant Server) veritabanlarinda daha o6nce
tanimlanmis MAF > %1 olan varyasyonlar elendi. Sonrasinda fonksiyon kaybettirici ve
yanhs anlamh mutasyonlar secildi. Kalan varyasyonlar icerisinde 6ncelikle daha 6nce
OMIM'de tanimlanmis bilinen genlerin hastalikla iliskisi arastirildi. Daha o6nce
tanimlanan genlerin hastalikla iliskilendirilemedigi durumlarda aday gen yaklasimi

icerisinde diger genlerdeki varyasyonlar arastirildi.

Varyasyonlarin yorumlanmasi asamasinda hastaligin dastundlen  kalitim
paternine gore homozigot veya heterozigot varyantlar dnceliklendirildi. Sonrasinda
OMIM, Pubmed, NHLBI Exome Sequencing Project (ESP6500, Exome Variant Server),
1000 Genomes Project, Exome Aggregation Consortium (EXAC), Yale ekzom verileri,
Ensemble, GERP, PolyPhen, SIFT (prediction programlar) gibi veritabanlarindan

faydalanilarak varyantlarin herbiri manuel olarak analiz edildi.

3.2.5 Saptanan varyasyonlarin sanger sekanslama ile

dogrulanmasi ve segregasyon analizi

3.2.5.1 PCR asamasi

Tim ekzom dizilemesi sonucunda hastaliga neden olabilecegi disiinilen

bilinen genlerde veya aday gen yaklasiminda onceliklendirilen varyasyonlarin
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dogrulanmasi ve segregasyon analizi icin Ege Universitesi Tibbi Genetik Ana Bilim

Dali'nda sanger dizileme yapildi.

Hastalarda saptanan tim varyasyonlarin dogrulanmasi ve segregasyon analizi
icin her iki ebeveynden ve varsa saglkli kardesten elde edilen DNA’lardan calisilan

gen bolgeleri PCR yontemi ile uygun primerler kullanilarak ¢ogaltildi.

3.2.5.2 Amplifiye Edilen Bolgenin Degerlendirilmesi

PCR driinlerinin amplifiye olup olmadigini anlamak icin orneklerin yiritilecegi
% 2'lik agaroz jel hazirlandi. Ornekler 140 Volt akimda yiritildikten sonra jel
goriintileme sistemi ile gorintuleri alindi. Jel gorintiileri yorumlandiktan sonra uygun

uzunlukta amplifiye olmus Uriinlere calismanin devam eden basamaklari uygulandi.

3.2.5.3 PCR Uriinlerinin Birinci Piirifikasyon iglemi

Amplifiye olmus Urilinlere fazla PCR Urinlerinin ayristiriimasi icin Fermentas
Gene Jet PCR Purification Kit (Product No: KO701; Fermentas, USA) kiti ile purifikasyon

islemi gerceklestirildi.

3.2.5.4 Piirifikasyon Uriinlerinin Cycle Sequencing islemi

Pirifiye edilen PCR drinleri dideoksi veya zincir sonlanma metodu denilen
yontemle dizi analizi yapilmak Gzere cycle sequencing islemine tabi tutuldu. ABI Prism
V3.1 Big-Dye Terminator Kiti (Applied Biosystems,USA), 5X Buffer (Applied
Biosystems,USA), sekans primerleri ve distile su ile hazirlanan karisima, pirifiye

edilmis Griinler eklenerek uygun PCR programinda cycle sequencing yapildi.

3.2.5.5 Uriinlerin ikinci Piirifikasyon iglemleri

Cycle sequencing Urinlerine, icerisindeki florasan isaretli ddNTP’leri ve diger
PCR bilesenlerini ortamdan uzaklastirmak icin ticari bir purifikasyon kiti olan Zymo
Research DNA Sequencing Clean-Up Kiti (Product No: D4050; Zymo, USA) ile

purifikasyon islemi yapildi.
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3.2.5.6 Orneklerin Sekans Cihazina Yiiklenmesi

Platelere yiiklenen 6rnekler, 94 eC’de 2 dakika sireyle denatire edilip buzda
bekletildikten sonra  ABI PRISM® 3130 Genetik Analizére vyiiklendi. Ornekler
Sequencher 5.0 programinda, http://www.ensembl.org/index.html sitesindeki

incelenecek genlerinin dizilimi referans alinarak degerlendirildi.
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4. Bulgular

Calismaya ID ve/veya multipl konjenital anomali nedeniyle arastirilan, klinik
olarak bilinen bir sendrom veya hastaliga uymayan olgular alinmistir. Yaslari 4 ile 17
arasinda degisen 4'G erkek 4'G kiz olmak Uzere 8 olgu calismaya dahil edilmistir.
Olgularin hepsine altta yatan genetik etiyolojiyi aydinlatmak amaciyla WES
uygulanmistir. Analiz etmeden 6nce datanin kalitesi tablo 9'da belirtilen olgitlerle
(metriklerle) degerlendirildi. Datanin analiz icin yeterli oldugu kanaat getirilerek analize
baslandi. Varyantlarin analizi asamasinda izlenen vyol sekil 3'de gosterilmistir.
Filtreleme sonucunda olgularda hastaliga neden olabilecegi disliniilen bilinen ya da
aday genler sanger dizileme ile dogrulandi ve segregasyon analizi yapildi. Segregasyon
analizinde resesif kalitildigi disinilen hastaliklar icin anne-baba ve saglkl kardeste
bulunan varyantin homozigot olmamasi, dominant kalitildigi distniilen hastaliklarda
bulunan varyantin anne-baba ve saglikh kardeste olmamasi, X'e bagh kaltildig
duslintlen hastaliklar icin ise annenin tasiyici, babada ve var ise saglikli erkek kardeste

varyantin olmamasina dikkat edildi.

Tablo 9. WES yapilan olgulardaki datanin kalite 6l¢iit parametreleri

Olgu 1l

Olgu 2

Olgu 3

Olgu 4

Olgu 5

Olgu 6

Olgu 7

Olgu 8

Okuma sayisi

(Milyon)

65.7

70.7

80.9

60.6

63.1

85.1

56.8

65.0

Ortalama
kapsayicilik
(Coverage, X)

61.6

69.1

76.5

55.5

61.2

78.0

55.8

62.9

Enaz 4 kere
okunan baz

yuzdesi (4X)

97.74%

98.25%

98.15%

97.67%

98.10%

98.21%

97.96%

98.17%

En az 8 kere
okunan baz

yuzdesi (8X)

95.56%

96.89%

96.79%

95.21%

96.51%

96.85%

96.12%

96.67%

En az 20 kere
okunan baz

yltzdesi (20X)

84.84%

89.62%

89.94%

82.97%

87.78%

89.97%

85.60%

88.45%

Ortalama hata

orani

0.44%

0.34%

0.41%

0.51%

0.36%

0.36%

0.36%

0.34%

PCR
duplikasyon

yuzdesi

5.87%

5.37%

7.80%

5.50%

5.13%

9.15%

5.27%

5.33%
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Sekil 3. Varyantlarin analizinde izlenen strateji

I 8 olgunun ekzom datas I

)

Ham datanin referans genoma haritalanmas ve
Varyantlarin tanimlanmas

Diusik kalitede okumalar disland:

Sik filtreleme

Hatal haritalanmalar gikartild)

Yoksek sikilikta varyant anin tanimlanmas

Gen disindzki ve intronik varyantlar disland
Bilinen SNPler disland ([dbSMP, 1000 genomes,
Yale ekzom verileri)

| aryantlarin analizi |

| Fenotipi apiklayan Bilinen gen ?

,
5,
M,

Patojenite ?
Daha dnce bildirilmis ?

i

‘;': \-?a '._‘_._,_.,--

Dogrulama ve

s=gregasyon analizi

J

Fenaotipi apiklayan Bilinen gen

-

1
A
r
K e

Literatur taramas
Ek hastalards Fenotopik ortusme ve
#ym genda mutasyon

L )

W W

Dogrulamave
segregasyon anzlizi

W W

|‘r‘enigen | | Aday gen |

WES ile bulunan varyant sayisi hasta basina ortalama 10,618'di (Tablo 10).

MAF >%1 olan varyantlar cikartildiktan sonra hasta basina ortalama varyant sayisi

1074'di. Genin disindaki, intronik ve sinonim varyantlar c¢ikartildiktan sonra hasta

basina ortalama varyant sayisi 714'dii. Homozigot varyant sayisi hasta basina 72,

heterozigot varyant sayisi hasta basina 641'di. Geriye kalan bu varyantlar cesitli

veritabanlari kullanilarak manuel olarak analiz edildi ve her hastada 1-10 arasinda

hastaligin klinik bulgulariyla iliskilendirilebilecek degisiklikler saptandi. Her hastada

bu genler sanger dizi analizi ile dogrulama yapildiktan sonra her iki ebeveynde ve

varsa saglikh kardeste segregasyon analizi yapildi. Bu analizler sonucunda 8 hastanin

4'inde Olgul, Olgu 2, Olgu 5, Olgu 8 olmak Uzere hastaliga sebep oldugu disinilen

IQSEC2, PLA2G6, AGTR2 ve FRMPD4 genlerinde mutasyon saptandi. Ayrica hastalarin

ikisinde Olgul ve Olgu 5'de rastlantisal olarak bulundugunda ACMG tarafindan rapor

edilmesi tavsiye edilen genlerden PMS2 ve MSH2 genlerinde mutasyon saptandi

(Tablo 11).
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Tablo 10. Olgularda WES sonucu bulunan varyantlarin sayis1i ve aday genlerde

bulunan mutasyonlarin énceliklendirilmesindeki basamaklar

Olgu 1 Olgu 2 Olgu 3 Olgu 4 Olgu 5 Olgu 6 Olgu 7 Olgu 8
Bulunan 10329 10700 10803 10621 10549 10817 10824 10302
varyasyonlarin
sayisi
MAF >%1 olan 1008 1125 1068 1071 1071 1106 1074 1071
bilinen
varyantlar
gikartildiktan
sonra (1000
genome ve
dbSNP)
Genin digindaki, 648 763 723 710 703 738 704 722
intronik ve (74/574) (87/675) (61/662) (57/653) (88/615) (52/686) (73/631) (84/638)
sinonim
varyantlar
gikartildiktan
sonra
(homozigot/
heterozigot)
Hastaligin klinilk 1QSEC2 PLA2G6 NDUFB3 ATP6VOA4 AGTR2 GLI3 - FGRF1
bulgulariyla CD96 TBX3 BBS9 SACS GRIN2A HSPD1
iligkilendirilen PMS2 GARS BBS12 MSH2 KIF1B NEB
bilinen genler NROB2 COL11A1 LEMD3
Lim2 KANSL1 SPAST
MITF SEMA3E
POLG2 SIX1
TCOF1
FREM2
FRAS1
Adaygenler | —— | | e e PLINS PIK3C2G SEC16A
TACC2
TAF9B
FRMPD4
MAP7D3
Sanger dizileme 1QSEC2 PLA2G6 | - AGTR2 | - | - FRMPD4
ile dogrulama ve CD96 MSH2
segregasyon PMS2
sonuglar
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Tablo 11. Cahsmada Saptanan Mutasyonlar

Saptandig Gen Mutasyon c.DNA Mutasyonun
olgu tanimlandigi yayin
Olgu 1 IQSEC2 Hemizigot p.Val900lle €.2698G>A Calismamizda
CD96 Homozigot p.Pro346Ser ¢.1036C>T (rs200729689)
PMS2 Heterozigot p.Glu663Lys c.1987G>A Calismamizda

Olgu 2 PLA2G6 Homozigot p.Leu542Phe c.1624C>T Calismamizda
Olgu 5 AGTR2 Hemizigot p.Tyr189X €.567C>G Calismamizda
MSH2 Homozigot p.Val97Ala €.290T>C Galismamizda

Olgu 8 FRMPD4 Hemizigot p.Asp1033Asn ¢.3097G>A Calismamizda

4.1 Olgu1 (RK.)

Motor mental retardasyon nedeniyle Pediatrik Genetik Bilim Dali tarafindan
takip edilen 10 yasinda erkek olgu miadinda 3000 gr olarak dogmus. Olgunun anne ile
babasi arasinda kan uyusmazhgindan dolayr dogumunun ikinci glinii baslayip iki hafta
siiren ve fototerapi gerektiren sariligi olmus. Norolojik degerlendiriimesinde no6ro-
motor gelisim basamaklarinda gecikme saptanan olgunun 1.5 yasinda basini tuttugu,
3.5 yasinda desteksiz oturdugu, ancak su ana kadar desteksiz yiriyemedigi 6grenildi.
Olgunun agir dil gelisim problemleri olup konusamamaktadir. Olgu 9 yasinda bilateral

kriptorsidizm nedeniyle opere olmus.

Annesi ile babasi arasinda akrabalik olan olgunun (Sekil 4) 10 yasinda yapilan
fizik muayenesinde agirlik: 19 kg (<3p) boy: 125 cm (3<p), bas cevresi: 50 cm (<-2SD)
olup mikrosefali, mavi sklera, sasilik, uzun kirpikler, dismorfik kulak yapisi, alt

ekstremitelerde spastisite, derin tendon refleksinde artis, ellerde stereotipik
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hareketler, ayaklarda istemsiz hareketler ve otistik benzeri davranislar gozlenmistir

(Sekil 5).

Olgunun hemogram ve rutin idrar tahlili, biyokimya, laktik asit, purdvik asit,
biotinidaz, aril silfataz-A, idrarda indirgen madde atilimi, idrar ve kan amino asit
kromotografisi normal olarak saptanmistir. Ayrica olgunun idrar mukopolisakkarid
atihmi normal bulunmustur. Bu sonuclarla olgu da metabolik bir hastalk

distintlmemistir.

Olgunun cekilen grafilerinde bilateral koklodizier a¢i >135 derece olup coxa
valga lehine disinllmus olup ayrica alt servikal Ust torakal vertebralarda flzyon

defekti saptanmis, diger kemik yapilar olagan olarak gézlenmistir .

Kulak burun bogaz muayenesinde yapilan ERA testinde sol kulak 45 db, sag
kulak 60 db olarak saptanmistir. Olgu isitme cihazi kullanmaktadir. Yapilan VEP
incelenmesi normal olarak degerlendirilmistir. Ekokardiyografisi normal olarak

degerlendirilmistir.

Olgunun 4 yasinda cekilen kranial MR gorintiilemesinde hipomyelinisazyon
saptanmistir. Ancak 7 yasinda cekilen kranial MR normal olarak degerlendirilmistir.

EEG'sinin anormal oldugu olgunun nobet gecirme 6ykiisii bulunmamaktadir.

Olgunun karyotip analizi, subtelomerik FISH calismasi, Fragil X testi ve Rett
sendromuna yonelik FOXG1 ve MECP2 genlerinin dizi analizi sonuclari normal olarak

degerlendirilmistir.

Yapilan WES analizi sonucu IQSEC2 geninin 8. ekzonunda hemizigot 2698’inci
pozisyonda yer alan guanin nikleotidinin yerini adenin niikleotidinin aldigi (c.2698G>A)
saptanmistir (Sekil 6). Bu degisiklik proteinin 900’lincii amino asidi olan valinin yerine
izolosinin gecmesine (p.Val900lle) sebep olmaktadir. Annede heterozigot olarak
saptanan bu mutasyon, babada ve saglikh erkek kardesinde saptanmamistir. Bu

mutasyon veritabanlarinda tanimli degildir.

Olguda saptanan diger mutasyon CD96 geninde homozigot 1036’nci pozisyonda
yer alan sitozin nikleotidinin yerini timin niikleotidinin aldig1 (c.1036C>T) degisikligiydi.
Bu degisiklik proteinin 346’nci amino asidi olan prolin yerine serinin gecmesine (p.

49



Pro346Ser) sebep olmaktadir. Anne-babada ve saglikh erkek kardesinde bu degisikilik
heterozigot olarak saptanmistir. Bu mutasyon veritabanlarinda rs200729689 numarasi

ile kayithdir.

Olguda ayrica WES analizi sonucu rastlantisal bulgu olarak PMS2 geninde
mutasyon saptanmistir. PMS2 geninde heterozigot 1987'nci pozisyonda yer alan
guanin nikleotidinin yerini adenin nikleotidinin aldig1 (c.1987G>A) saptanmistir (Sekil
7). Bu degisiklik proteinin 663’lGncl amino asidi olan glutamat yerine lizinin gegmesine
(p.Glubb3Lys) sebep olmaktadir. Annede de heterozigot olarak saptanan bu mutasyon
babada ve saglikh erkek kardesinde saptanmamistir. Bu mutasyon veritabanlarinda

tanimli degildir.

B O

/

Sekil 4. 1 No'lu Olgunun Aile Agaci
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Sekil 5. 1 No'lu Olgunun dismorfik 6zellikleri
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r IQSEC2 c.2698G>A
(p.Val9o00lle)

ACCICICAGGTICTIGATGARGTICATCTAGTTTICATCTTITCGIICAGCTT IG;‘-‘;GCTGGGRCTGTBCBT GTCGGTBTTGRGS&GGI—‘;
ACCTCTCAGGTTCTTGATG}‘;AGTCAICTAGTTICATCTTTCGTTCAGCTIIGAEGCTGGGA{.'TGTACATGTCGGTATTGRGGAGGA
ACCICTICAGGTITICI I GATGAAGT CATCTAGTITCAT CTITIICGTIICAGCTITTIGRAEGCT GG GACTGTACATGTICGGTATIGAGGAGEA
ACCTCTCBGGTTCTTGRT{}AAGTCATCTAGTTTCATCTTTCGTTCE—';GCTTTGE‘;EGCTGGGACTGTACATGTCGGTATTGBGGAGGE

10 li1z0 1130 140 150 160 Ii70 I1z0 | EET
ACCTCTCAGGTTCTTGATGARGTCATCTAGTITICATCTITCGITCAGCTITGAMGCTGEGACTGIACATGTCGETATTGAGSAGGA

01

ontig[0003]

= AHOC-AHOC1_E04_024 Fragment base #165. Base 165 of 546 »
e ol el T v F T T B e T R N G F T G A G C T G G G AC T ¢
T TR T LT TITITCLEO GGT TECA GGETTTGEAT &ET GG B FACLC T I

rut Jﬁl
Indeks olg
Y T R,

AHOC-AHOC1_EDS_035 Fragment base #165. Base 185 of 558
TTCATCTTTCGTTCAGCTTTGA“GCTGGGACT‘
T T EATETTTE BT TER BE TTTGE AE & TE BEEFE RLC T

Baba

T X A |
= AHOC-AHOCA1_EO&_ 040 Fragment base #165. Base 165 of 593 =

T F € AT ¢ F F F € @& F F g:h &8 F T F F & A E € F G G K€ - A

1 AT ET T TEGTTCLCARAR GBECTTTLEAT EBREETGE BB RE T I

Anne

LUt A LY . A

AHOC-AHOCT_EOT_055 Fragment base #1682, Base 162 of 54T
I € N VR M T G M G ST B 0 o W O F CHE e Sl G B T & o e W E  F

ettt T T T E BT TR BEL TT TERE BE TE BEE RBLC T
Kardes

VTV

Sekil 6. 1 No’lu Olgunun Sanger Dizi Analizi Goriintiisii (IQSEC2)
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PMS2 c.1987G>A
r p.Glu663Lys

CACGCRATGAGCCTCIGCCCCYGERAGCACGGTIGTEEIGCTGCAGCATCTERAST TRTACTICTCGICCGTGE
CRCEC AT GRS CCTIC IS e CCC I GEAGCAEGS e IS CTIGC IS CNGCATCTI S ARG I TATACITCICGICCETGE
AT AT R CTCT o CCC N R CNE R CT e eI e T e CNE CATC NN A T TATACTTCTCETCCETCE
CRCOCTATGAGCCTCTGCCCCEGRAGCAEGSICGTS :TEI:TGC.-:C:.TE"Ialn TTATA TCETCCOTRE
130 17 00

G

Baha ! Y j ﬁ JL_“ }: l"nh'l_ -I H( .-'} r-ﬁll # /J/\,Ill ,ﬂ!{l
o ?ﬁ ‘= “E—I—%If _ i
AR

i) \_...J L;J

. f o A B L i J:I.".
| Lﬂu;»\ AT

Sekil 7. 1 No’lu Olgunun Sanger Dizi Analizi Goriintiisii (PMS2)

4.2 Olgu 2 (U.C.E)

Mental retardasyon ve spastik diparezi nedeniyle Pediatrik Genetik Bilim Dali
tarafindan takip edilen 12 yasinda kiz olgu miadinda 3400 gr olarak dogmus. Olgunun
noéromotor gelisimi normal olarak ilerlemis; basini tutmasi 2-3 aylik, desteksiz oturmasi
6-7 ay ve ylrimesi 12-13 aylik iken olmus. Olguda 17 aylik iken ¢omeldigi yerden
kalkamama ve dengesini kaybederek diisme baslamis. Olgu 4 yasinda iken sallanarak
yliriimeye ve ayaklarinin i¢ kisimlarini basarak yiliriimeye baslamis olup olguda pes
ekinovarus saptanmis. 10 yasinda ortopedi tarafindan pes ekinovarus nedeniyle opere
olmus. Olgu 2-3 kelimelik climleler kurabiliyormus. Soygecmisinde ise annenin
akalazya, trombosit fonksiyon bozuklugu, spastisite , ASD nedeniyle takipte olan 5
yasinda erkek cocugunun ex oldugu; ayrica akalazya ve moya moya hastaligi ile takipte
olan kiz cocugun 2 yasinda ex oldugu bildirildi. Annesi ile babasi arasinda akrabalik olan

(Sekil 8) olgunun yapilan fizik muayenesinde agirlik: 27.5 kg (10-25p), boy: 128 cm (3p)
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olup, ince Ust dudak, asagi doniik palpebral fissurler, diisiik kulak, bulb6z burun,

proksimal ¢ikish basparmak, disartri, alt ekstremitilerde spastisite saptandi (Sekil 9).

Olgunun hemogram ve rutin idrar tahlili, biyokimya, laktik asit, purdvik asit,
idrarda indirgen madde atilimi, idrar ve kan amino asit kromotografisi normal olarak

saptanmistir. FT3, FT4 ve TSH normal sinirlarda bulunmustur.

Yapilan g6z muayenesi normal olarak degerlendirilmistir. Kulak burun bogaz
muayenesinde yapilan ERA testinde sol kulak 20 db, sag kulak 20 db olarak

saptanmistir.

Kranial MR incelemesinde bilateral serebellar atrofiye rastlanmistir.
Ekokardiyografi, EEG, abdominal ultrasonografi, torasik ve lumbar MR, diflizyon

MR, kemik survey normal olarak degerlendirilmistir.

Olgunun karyotip analizi ve glikozilasyon defekti icin bakilan PMM2 geninin dizi

analizi normal olarak degerlendirilmistir.

Yapilan WES analizi sonucu PLA2G6 geninde homozigot 1624’(incl pozisyonda
yer alan sitozin niikleotidinin yerini timin niikleotidinin aldigi (c.1624C>T) saptanmistir
(Sekil 10). Bu degisiklik proteinin 542’nci amino asidi olan I6sinin yerine fenilalanin
gecmesine (p.Leu542Phe) sebep olmaktadir. Anne-babada degisiklik heterozigot olarak

gosterilmistir. Bu mutasyon veritabanlarinda tanimh degildir.
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PLA2GE c.1624C>T
i~ (p.Leu542Phe)
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Sekil 10. 2 No’lu Olgunun Sanger Dizi Analizi Goriintiisii (PLA2G6)

4.3 Olgu 3 (S.U.)

Mental retardasyon nedeniyle Pediatrik Genetik Bilim Dali tarafindan takip
edilen 17 yasinda kiz olgu, miadinda 3500 gr olarak dogmus. Olgunun 6zgecmisinde 1,5
yasinda febril konvilsiyon 6yklisi mevcuttur. Soygecmisinde amcasinin iki kizinda da
mental retardasyon tariflenmis. Annesi ile babasi arasinda akrabalik olmayan (Sekil 11)
olgunun 12 yasinda yapilan fizik muayenesinde agirlik: 71 kg (>97p), boy: 157cm (75-
90p) olup dar alin, seyrek disler, mikroretrognati, trunkal obezite, ellerde igsi
parmaklar mevcuttur (Sekil 12). Endokrin polikliniginde de takip edilen olguda insilin

direnci ve hiperkolesterolemi saptanmistir.

Laboratuvar bakisinda rutin biyokimya, hemogram ve tiroid fonksiyon testleri
normal olarak degerlendirilmistir. Olgunun metabolik testleri normal olarak

bulunmustur.

Yapilan g6z muayenesinde bilateral katarakt, paniveit saptanmistir.
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Ekokardiyografi, abdominal ultrasonografi, kranial BT, kranial ve difizyon MR,

lumbosakral vertebra grafi normal olarak degerlendirilmistir.

Olgunun karyotip analizi, subtelomerik FISH ve Prader-Willi probu ile yapilan

FISH calismasinda patolojik bir bulguya rastlanilmamistir.

Yapilan WES analizi sonucu olgunun klinik bulgularini agiklayacak mutasyon

bulunamamistir.

Ay koy

010 08 [%

Atesli hastalik 4tans

o o

18y 12y \

Sekil 11. 3 No'lu Olgunun Aile Agaci
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Sekil 12. 3 No'lu Olgunun dismorfik ozellikleri

4.4 Olgu 4 (S.A)

Motor mental retardasyon nedeniyle Pediatrik Genetik Bilim Dali tarafindan
takip edilen 16 yasinda erkek olgu, miadinda 3300 gr olarak dogmus. Norolojik
degerlendirilmesinde noro-motor gelisim basamaklarinda gecikme saptanan olgunun
bas tutma 1 yas, desteksiz oturmasi 20-22 ay, emekleme 2,5 yas, yiriime 3,5 yas, tek
kelimeler 1 yas, kisa ciimleler 2,5-3 yasinda olmus ve kas tonusu alt ekstremitelerde
hafif artmis olup ataksik yiriylsii mevcutmus. 3 yas 9 aylik iken yapilan AGTE testinde
olgunun gelisim alaninda 2 yas 6 ay-2 yas 8 ay diizeyinde fonksiyon gosterdigi
gortlmustlir. 7 yas 2 aylk iken yapilan Denver Il testinde motor alanlarda belirgin,
diger alanlarda da bir miktar gecikmeye rastlaniimistir. 12 yasinda yapilan 1Q testinde

hafif diizeyde zihinsel islevsellik belirtilmistir.

Annesi ile babasi arasinda akrabalik olmayan (Sekil 13) olgunun 12 yasinda
yapilan fizik muayenesinde agirhk: 50 kg (75-90p), boy: 141cm (<3p) olup horizontal ve
vertikal nistagmus, disdiadokinezi, proksimal cikisli basparmak, ayak 2. ve 3. parmaklari
arasinda sindaktili ve obezite mevcuttur (Sekil 14). Endokrin polikliniginde de takip

edilen olguda bozulmus glukoz toleransi saptanmis olup iki yildir glukofen ve bliyime
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hormonu kullanmaktaymis. Olgunun metabolik testleri normal olarak bulunmustur.

FT3, FT4 ve TSH normal sinirlarda bulunmustur.
Abdominal ultrasonografide hepatosteatoz saptanmistir.

Kranial MR incelemesinde diffuz serebral ve serebellar beyaz cevher tutulumu

saptanmistir.
VEP analizinde bilateral gorsel iletimde gecikme saptanmistir.

Olgunun karyotip analizi, subtelomerik FISH calismasi, Fragil X testi, Canavan
sendromu icin ASPA ve Pelizalus-mersbacher sendromu icin PLP1 genlerinin dizi analizi

sonuclari normal olarak degerlendirilmistir.

Yapilan WES analizi sonucu olgunun klinik bulgularini agiklayacak mutasyon

bulunamamistir.

L0 0O

© 00 O O

B O °°
/

Sekil 13. 4 No'lu Olgunun Aile Agaci
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Sekil 14. 4 No'lu Olgunun dismorfik 6zellikleri

4.5 Olgu5 (E.E.)

Motor mental retardasyon nedeniyle Pediatrik Genetik Bilim Dali tarafindan
takip edilen 8 yasinda erkek olgu, miadinda 3500 gr olarak dogmus. Ozgecmisinde 3
aylik iken baslayan nobetler ve spastisite mevcutmus. Norolojik degerlendirilmesinde
noro-motor gelisim basamaklarinda gecikme saptanan olgu vyiriyememekte,
konusamamakta ve kati besinleri cigneyememekte olup sivi gidalarla beslenmekteymis.
Son bir yildir basini tutabilmekte ve desteksiz oturabilmekteymis. Hiperaktivitesi olan
olgu g6z temaslarindan kaginmakta, kendi kendine gilme ve bagirma ataklar

olmaktaymis.

Soygecmisinde annenin biri 5 aylik epilepsi tanisiyla, digeri 8 yasida epilepsi ve
serebral palsi tanilariyla olmak Gzere iki erkek cocugu ex olmus. Annesi ile babasi
arasinda akrabalik olan (Sekil 15) olgunun 6 yasinda yapilan fizik muayenesinde agirlik:
20kg (25-50p), boy: 46cm (<3p) olup kaba yiz goriinimi, ekzoftalmus, hipertelorizm,
sasilik, yay seklinde kaslar ve kalin alt dudak saptandi (Sekil 16).

Kranial MR incelemesinde bilateral serebral ve serebellar ensefalomalazi ve

atrofi saptandi.
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EEG'de serebral biyoelektrik aktivitede coklu odakli epilepsi ve belirgin

jeneralizasyon varligini diistindiirmektedir.

Olgunun karyotip analizi normal olarak degerlendirilmistir.

Yapilan WES analizi sonucu AGTR2 geninin 1. ekzonunda hemizigot 567'nci
pozisyonda yer alan sitozin nikleotidinin yerini guanin niikleotidinin aldigi (c.567C>G)
saptanmistir (Sekil 17). Bu degisiklik proteinin 189’uncu amino asidi olan triptofan
yerine dur kodonu gecmesine (p.Tyr189X) sebep olmaktadir. Annede heterozigot, baba
da normal olarak gosterilmistir. Bu mutasyon veritabanlarinda tanimh degildir.
Olgunun 1 yasindaki erkek kardesinde mutasyon bakilamamistir. Ancak néromotor

gelisiminin normal olarak ilerledigini annesi belirtmistir.

Olguda ayrica WES analizi sonucu insidental bulgu olarak MSH2 geninde de
mutasyon saptanmistir. MSH2 geninde homozigot 290’inci pozisyonda yer alan timin
nikleotidinin yerini sitozin niikleotidinin aldigi (c.290T>C) saptanmistir (Sekil 18). Bu
degisiklik proteinin 97’nci amino asidi olan valin yerine alanin ge¢cmesine (p.Val97Ala)
sebep olmaktadir. Anne-babada heterozigot olarak gosterilmistir. Bu mutasyon

veritabanlarinda tanimli degildir.

0 a0
S d bd 6

TR

Eaylik Byas

Sekil 15. 5 No'lu Olgunun Aile Agaci
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Sekil 16. S No'lu Olgunun dismorfik 6zellikleri

p AGTR2 ¢.567C>G (p.Tyr189X)

ATTTTCGAGACGTCAGAACCATIGAATABTITAGGAGTGAATGCTITIGCATTATGGCTTTCCCACCTGAGAAATATGCCCAATGGTCAGCY
ATTTTCGAGACGTCAGAACCATIGAATABTITAGGAGTGAATGCTITIGCATTATGGCTTTCCCACCTGAGARATATGCCCAATGGTCAGCY
ATTTTCGAGACGTCAGAACCATIGAATAMTTAGGAGTGAATGCTIGCATTATGGCTTTCCCACCTGAGARATATGCCCAATGGTCAGCY
CAGAACCATTIGAATABTTAGGAGTGAATGCT

190 T200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 121
ATTTTCGAGACGTCAGAACCATIGAATABTTAGGAGTGAATGCTIGCATTATGGCTTTCCCACCTGAGAAATATGCCCAATGGTCAGCY

*AHOC-HSEQ3-B04_030 Fragment base #210. Base 210 of 614 «

G A A C CA T T G A A T A T J A G G A G T G AAT GC T T GC A
G ?\ A C AT T G AARTAGTTAGGAGT 6AARAT GCTTGCA
Indeks olgu
\
* AHOC-HSEQ3-B05_045 Fragment base #212. Base 212 of 619 «
KA G A AC €C AT T G A AT A T T A G G AG T G A AT G€ F§ T G € A
G g\ g C ERT Fo AT HE § TR GBG ARAGB T B8R BT b ¥ § C A

Sekil 17. 5 No’lu Olgunun Sanger Dizi Analizi Goriintiisii (AGTR?2)
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rb MSH2 c.290T>C (p.Val97Ala)

[TRARRTGT CCGCAGTTGAGGCCRGRGHCAGGTTGGE—‘;GETGGGTHTGT GGATTCCATACAGAGGRARRCTAGGACTGTGTIGRAAT
[ TARARTGTICCGCAGTIGAT GG CCAGAGACAGGTIGGAGET GG ETATGIGGAT TCCATACAGAGGARACTAGGACTGTIGTIGARAATI

R N R N Wl L NN Wl L R Nl R ok o e L ]

LET T1oo 110 Tizo  T1z0 | EWY | EET T1e0 |
[TAA A TGTCCGCAGTTGATGGCCAGAGACAGGTTGGAGMIGEGTATGTGGATTCCATACAGAGGARACTAGGACTGTGTGART]
AHOC-AHOCZ_HO1_001 Fragment bass #57. Base 57 of 505
GCC:’-‘\GF\GF\C:‘-‘\GGTTGG&GBTGGGTATGTGGF\T
. C CA G A G ACA G GT T G GARGC T G GGTAT GT G G AT
Indeks olgu
A A A NS
AHOC-AHOCZ_HIZ_00Z Fragment base #58. Base 56 of 508
GCCAGAGACAGGTTGGAGBTGGGTATGTGGAT
IGC CA 6 AG ACA G GT T G 6AGC T 666G 6T AT GT G G AT
Baba £
AN i A
AHOC-AHOCZ_HI2_ 01T Fragment bass #35. Base 535 of 504
ECCAGAGACAGGTTGGAGBTGGGT:’-‘\TGTGG:’-‘\T
r C C A G A G ACA G GTT GG AGC TG GGTAT GT G G AT
Anne

Sekil 18. 5 No’lu Olgunun Sanger Dizi Analizi Goriintiisii (MSH?2)

4.6 Olgu 6 (C.U.)

Gelisme geriligi nedeniyle Pediatrik Genetik Bilim Dali tarafindan takip edilen 4
yasinda kiz olgu, 28 haftalik prematir olarak dogmus. Olgunun 6zgecmisinde 4-5 ayhk
iken nekrotizan enterokolit ve retinopati nedeniyle opere oldugu belirtilmistir.
Norolojik degerlendirilmesinde néro-motor gelisim basamaklarinda gecikme saptanan
olgu ylriyememekte ve konusamamaktadir. Olgu IgG disikligh nedeniyle IVIG
tedavisi almaktaymis ve yenidogan doneminden beri epilepsi ataklari geciriyormus.
Soygecmisinde ikiz kiz kardesi diyafragma hernisi nedeniyle dogumdan hemen sonra ex
olmus. Annesi ile babasi arasinda akrabalik olmayan (Sekil 19) olgunun 3 yasinda

yapilan fizik muayenesinde agirlik: 11 kg (<3p), boy: 79cm (<3p), bas cevresi 43cm
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(<3p) olup, mikrosefali, strabismus, hipertelorizm, diz oksiput, alt ekstremitelerde

spastisite ve sol ayakta pes ekinovarus saptanmis (Sekil 20).

Yapilan g6z muayenesi nistagmus ve ROP (Retinopathy of prematurity)

saptanmis.

Kontrastsiz Beyin BT ile lateral ventrikiller icerisinde hemoraji ile uyumlu

goriinim ve sagda kuskulu germinal matriks kanamasi saptanmistir.

Kontrastsiz Beyin BT tetkiki sonradan tekrar yapildiginda onceki ile kiyaslamali
olarak degerlendirildiginde ventrikil ici kanamada kismi regresyon s6zkonusu olup her
iki lateral ventrikll posterior hornunda milimetrik seviyelenme gosteren hematom

saptanmistir.

Yiksek RezollUsyonlu Akciger BT ile akcigerlerde kiguk ve blyuk hava yolu

hastaliginin gostergesi olabilecek atelektazi ve hiperinflasyon saptanmistir.

Difizyon MR ile serebral myelizasyon paterni yaklasik 3 ay civarinda olup
gecikme, hipokampal formayon gelisiminde yetersizlik saptanmis olup periventrikiiler

I6komalazi ya da hemoraji bulgusuna rastlanilmamistir.

3D Kranial BT, abdomen USG, EEG ve isitme testi normal olarak

degerlendirilmistir.

Olgunun karyotip analizinde ve subtelomerik FISH calismasinda patolojik bir

bulguya rastlanmamistir.

Yapilan WES analizi sonucu olgunun klinik bulgularini agiklayacak mutasyon

bulunamamistir.
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4.7 Olgu7 (E.0.)

Gelisme geriligi nedeniyle Pediatrik Genetik Bilim Dali tarafindan takip edilen 5
yasinda kiz olgu, miadinda 3470 gr olarak dogmus. Ozgecmisinde meningomyelosele
bagl hidrosefali nedeni ile dogdugu gin opere olmus. Annesi ile babasi arasinda
akrabalik olan (Sekil 21) olgunun 1 yasinda yapilan fizik muayenesinde agirhk: 9100 gr
(25p), boy: 74cm (50p), bas cevresi 52 cm (75-90p) olup basik burun, temporal alopesi,
dismorfik kulak, kule kafa (oxycephaly), pektus karinatum, basik burun koki, ayak 2-3

parmaklari Gst Giste binme, ayak basparmaginda tetik parmak saptandi (Sekil 22).
Annede bakilan folik asit seviyesi normal olarak saptanmistir.
Yapilan g6z dibi muayenesi ve isitme testi normal olarak degerlendirilmistir.

Tiroid, kalca, tim batin ultrasonografi ve ekokardiyografi normal olarak

saptanmistir.

Kranial USG'de hidrosefali, korpus kallosum agenezisi, ventrikiiloperitoneal sant

saptanmistir.

Kranial MR incelemesinde meningomyelosel, hidrosefali, corpus callosum

agenezisi saptanmistir.

Kranial BT incelemesinde sag paryetal kemik posteriorunda Burr Hole defekti ve

bu defekten ventrikuler sisteme uzanan sant katateri saptanmis.
Olgunun karyotip analizi normal olarak degerlendirilmistir.

Yapilan WES analizi sonucu olgunun klinik bulgularini agiklayacak mutasyon

bulunamamistir.
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4.8 Olgu 8 (H.i.)

Motor mental retardasyon nedeniyle Pediatrik Genetik Bilim Dali tarafindan
takip edilen 6 yasinda erkek olgu, miadinda 1000 gr olarak dogmus. Ozge¢misinde
intrauterin gelisim geriligi ve hareketlerde azlik tespit edilen olgu 3 aylik iken sag
inguinal herni ve 4 aylik iken diyafragma hernisi sebebiyle opere olmus. 2 yasinda sol
akcigerde atelektazi nedeniyle lobektomi operasyonu gecirmis. 3 yasinda atesli bir
nobet gecirme Oykisiu olan olgunun ilerleyen donemlerde nobetleri tekrarlamasi
nedeniyle antiepileptik ila¢ kullanmakta oldugu belirtilmistir. Ortopedi servisine
konsulte edilen olguda bilateral kalca cikigi saptanmis. AGTE orta dizeyde gelisimsel

gecikme saptanmistir.

Annesi ile babasi arasinda akrabalik olan (Sekil 23) olgunun 5 yasinda yapilan
fizik muayenesinde agirhk: 12 kg (<3p), boy: 95cm (<3p), bas cevresi 46 cm (<-2 SD)
olup mikrosefali, asimetrik yiz, kalin dudaklar, makrostomi, kulak memesi yoklugu,
mikroretrognati, iri gozler, sasilik, pektus ekskavatum, eklem laksitesi, kifoskolyoz, elde
2. ve 4. parmaklarda klinodaktili, ayak 4. parmagin 3.parmaga gore daha kalin, halluks
valgus, stereotip hareketler,her iki alt ekstremite kaslari atrofik ve spastiste
gozlenmistir (Sekil 24). Olgunun soygecmisinde ise dayisinin 7 aylk erkek ¢cocugunda

gelisme geriligi oldugu belirtildi.

Laboratuvar bakisinda rutin biyokimya, hemogram ve metabolik testleri normal

olarak degerlendirilmistir.

Yapilan g6z muayenesinde sol gdézde lateral deviasyon (20°) saptanmis. isitme

testi normal olarak degerlendirilmistir.
Abdominal ultrasonografi normal olarak saptanmistir.

Kranial MR'da asimetrik goriinimde kranium, mikrosefalik sag hemikranium
saptanmistir. Sag serebral hemisferde beyaz cevherde kronik iskemik degisikliklere
sekonder gliosiz alanlari saptanmis olup MR spektroskopisi normal olarak

degerlendirilmistir.

Yiksek Rezoliisyonlu Akciger BT ile sol pndomonektomiye bagh sag akcigerde

hiperinflasyon, sag akcigerde Ust ve ortada daha belirgin tim loblarda sol tarafa sift,
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mediasten ve kalpte timiyle sol hemitoraksa yer degistirme, sag orta lob medial
segmentte ve sag alt lobda buzlu cam tarzinda pnémonik infiltrasyonlar yanisira sag alt
lobda kicuk fokal konsolidasyon odaklari saptandi. Vertebral kolonda siddetli

rotoskolyoz dikkat cekmekteydi.

EEG ile temel aktivite yasina gore immatlir, her iki hemisferin frontal
bolimlerinde yiksek amplitlitli epileptiform odak saptanan olguda video kaydi ile
nobet izlenmedi. Kemik surveyde ciddi rotoskolyoz, bilateral konjenital kalca cikigi,

osteoporoz saptanmistir.

Olgunun karyotip analizi ve Feingold sendromu icin bakilan MYCN geninin dizi

analizi sonucu normal olarak degerlendirilmistir.

Yapilan WES analizi sonucu FRMPD4 geninde hemizigot 3097. pozisyonda yer
alan guanin nukleotidinin yerini adenin nikleotidinin aldigi (c.3097G>A) saptanmistir
(Sekil 25). Bu degisiklik proteinin 1033’lGncld amino asidi olan aspartat yerine asparajin
gecmesine (p.Aspl1033Asn) sebep olmaktadir. Annede ve saglikli kiz kardesinde
heterozigot, baba da normal olarak go6sterilmistir. Bu mutasyon veritabanlarinda

tanimli degildir.
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Sekil 24. 8 No’lu Olgunun dismorfik ozellikleri
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FRMPD4 c.3097G>A

(p.Asp1033Asn)
IA:Ic:IGCA:IAGCAAAAGGAAAAG:AAG:IGGEEEAIGGIGAGGGGAAGGCAECEECIAAIGGGAA:A:AACAG
TACTCCTGCACTABCARLAGGARAAGCARGCTGGCCHATGGTGAGGGGAAGGCACCCCCTAATGGGAACACHACHR
TACTICCIGCRETAGCERA GG ARRAGE A AGCTGGEERRATGGTGAGGEEALEGERCCCCCTAATGGGAACACHACHG
TACTCCIGCACTABCARARAGGARAAGCAAGCTGGEERATGGTGAGGGGAAGGCACCCCCTAATGGGAACACHAERE
B Izoo 210 220 Iz30 lzac0 1250 lzao

ETACTCCTGCACTAGCARAAGGAAAAGCARGCTGECCHATGGTGAGGEGAAGGCACCCCCTAATGEGAACACARCARG

Indeks olgu
:.' *.i' LYY, ':.'

G A A A A GC A AGC T G GC C
G A A AA 6GC A AGCTUG GCTCOG A

Baba

Sekil 25. 8 No’lu Olgunun Sanger Dizi Analizi Goriintiisii (FRMPD4)

5. Tartisma

ID 18 yasindan once baslayan 1Q degerinin 70'in altinda oldugu, entelektiel
fonksiyonlarda ve adaptif davranislarda énemli derecede azalmalarla karakterize bir
saglik sorunudur. ID toplumlar arasi sikligi degismekle birlikte %1-3 oraninda goraldiga
tahmin edilmektedir (4). Ancak sosyo-ekonomik diizeyi diislik olan ve akraba evliliginin

stk yapildigi toplumlarda daha sik gorilmektedir. Hastaliklarin  Uluslararasi
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Siniflandirmasinda (International Classification of Diseases, ICD10) ID tani konulmasinin
en pahali oldugu hastaliklar icerisinde yer almakta olup, diinya capinda 6nemli bir
sosyoekonomik sorundur ve genetik servislerine en ¢ok sevk edilen hastalik grubunu
olusturmaktadir (30). Bir 6mir boyunca bakim maliyeti cok yiiksek olup kisi basina 1
milyon dolarin tzerinde oldugu tahmin edilmektedir (111). ID sadece klinik bir bulgu
olabilir ya da bir sendromun bir parcasi olarak da yer alabilmektedir. Ancak sendromik
ya da sendromik olmayan ID'lerin arasinda keskin bir ayrim yapmak mimkiin degildir.
Mali zorluklar 6tesinde, ID'li olgularin bakimi aile tizerinde 6nemli sosyal ve duygusal
etkileri olabilmektedir. ID'li bireylerin ebeveynleri ve kardesleri sosyal etkilesimlerde
damgalanmis, etkilenmemis aileler tarafindan gelen bir yabancilasma ve bagimh bir
bireyin tim hayati boyunca bakimini yiklenme gibi nedenlerden dolayi kronik bir stres
yasamaktadirlar. ID'li olgularin genetik sebebinin aydinlatilmasi ile iliskili klinik
bulgularin daha o6nceden fark edilmesi ve tedavisine yonelik 6nlemler, diger aile
bireylerine tastyicihgl belirlenmesine yonelik testlerin yapilabilir olmasi ile genellikle
ailelere teselli vermektedir. Bu amacla planladigimiz ¢alismamizda ID ve/veya multipl
konjenital anomali nedeniyle arastirilan, klinik olarak bilinen bir sendrom veya
hastaliga uymayan, 8 cocuk olgunun tim ekzom dizileme teknigi ile altta yatan genetik

nedenin bulunmasi ve etiyolojideki yerleri arastirilmistir.

Calismamiza dahil edilen 8 olgunun 4'Ginde Olgul, Olgu 2, Olgu 5, Olgu 8 olmak
Uzere hastaliga sebep oldugu dislindigimiz /IQSEC2, PLA2G6, AGTR2 ve FRMPD4
genlerinde mutasyon saptandi. Tani konulan olgularda buldugumuz mutasyonlarin 3
tanesi X'e bagl kalitim paterni gosterirken; 1 tanesi ise otozomal resesif kalitim paterni
gostermektedir. Buldugumuz mutasyonlarin tamami ilk defa bu calisma ile saptanan
yeni mutasyonlardir. Ayrica hastalarin ikisinde Olgul ve Olgu 5'de ACMG tarafindan
rapor edilmesi tavsiye edilen genlerden PMS2 ve MSH2 genlerinde mutasyon saptandi.
Bu genlerde saptadigimiz mutasyonlar da ilk defa bu calisma ile saptanan yeni

mutasyonlardir.

ID'de genetik faktorler onemli bir rol oynamakta olup, klinik ve genetik
heterojenite oldukca fazla olmaktadir. Genetik sebepler haricinde de enfeksiyon,
travma gibi sebeplerde kognitif bozukluklara yol a¢sa da ciddi ID'li olgularin ¢cogunda

sitogenetik anormaliliklerden nokta mutasyonuna kadar degisen aralikta, hatta
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epigenetik degisikliklerinde dahil oldugu altta yatan genetik bir sebep bulunmaktadir.
Ornegin, mikroskobik olarak goériinebilen sitogenetik anormallikler (andploidi, biyik
delesyon, inversiyon ve yeniden diizenlenmeler) olgularin %15'ine (4); mikroarray
tarafindan saptanan CNV'ler geriye kalan olgularin %15'ine (23), nokta mutasyonlar ve
kiiclik insersiyon ya da delesyonlar ek olarak olgularin %10'una neden olmaktadir (30).
Ek olarak metilasyon gibi epigenetik nedenlerde ¢ok nadir bazi vakalarda bildirilmistir.
Gunlmuze kadar 450'den fazla genin ID ile iliskisi bildirilmistir. Ancak ID'li olgularin
hala %60'nin etiyolojisi bilinmemektedir (7). Nedeni aydinlatilamamis olgular son
yillarin devrim niteligindeki bulusu olan yeni nesil dizileme vyontemleri ile

arastiriimaktadir.

Vissers ve arkadaslar tarafindan ID'li 10 olguya ve anne-babalarina WES
uygulanmistir. Bu olgular, 8 erkek ve 2 kiz, orta ve ciddi diizeyde ID 'li olup ve aile
oykisi negatif olan hastalardan olusturulmustur. Bu olgularin klinik degerlendirilmeleri
sonucu sendrom ya da etiyolojik taniya ulasilamamis olup yapilan sitogenetik analiz,
array temelli genomik profilleme ve FRM1 geninde herhangi bir patolojik bulguya
rastlaniimamistir. WES sonucunda ikisi bilinen ID geni olmak (izere toplam 6 olguda ID
ile fonksiyonel baglantili genlerde de-novo mutason tespit etmislerdir. Ayrica bir
olguda da anneden kalitilan XLID geninde bir mutasyon saptamislar ve bu mutasyonun
da annede de-novo meydana geldigini gostermislerdir. Bu calisma ile nedeni
aydinlatilamamis izole ID'li olgularin ana nedeninin  de-novo mutasyonlardan

kaynaklandigi ileri strilmustir (99).

Joep de Ligt ve arkadaslan tarafinfan 1Q seviyesi 50'nin altinda olan nedeni
aciklanamamis ciddi ID'li 100 olguya (53 kiz ve 47 erkek) ve onlarin etkilenmemis anne-
babalarina WES uygulanmistir. Klinik olarak ayirici tanisi zor olan ID'nin sendromik
olmayan formunda degerlendirilen bu olgular daha 6ncesinde metabolik hastalklar
acisindan taranan ve yapilan genetik testler (250K Affymetrix SNP array, hedefe yonelik
genler) sonucu herhangi bir etiyolojik neden bulunmayan c¢ocuk hastalardan
olusturulmustur. WES sonucu 13 olguda bilinen ID genlerinde 10 de-novo mutasyon ve
3 X'e bagh kalitim paterni gosteren mutasyon saptamislardir. Ayrica mutasyon
bulduklari aday genlerden 3 tanesi benzer fenotipik 6zellik gbsteren baska olgularda da

ayni genlerde mutasyon gosterilerek yeni gen olarak distinGlmuastir. Sonuc olarak bu
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calismada tani oranlarini ¢ogunlugu de-novo mutasyon olmak lzere % 16 olarak

belirtmislerdir (25).

Yang ve arkadaslari tarafindan WES yapmis olduklari ilk 250 probandin verilerini
sunduklari ¢alismada tani oranlarini % 25 olarak belirtmislerdir. Olgularin yaklasik
%80'ini norolojik bulgulari olan ve c¢ogunlugu 18 vyasindan kicik olgulardan
olusturulmustur. Bitldn hastalar kromozomal mikroarray analiz, DNA sekanslama
calismalari, metabolik taramalar ya da bu testlerin kombinasyonundan olusan genetik
testler agisindan arastiriimislardir. Tani konulan olgulara bakildiginda 33 otozomal
dominat, 16 otozomal resesif ve 9 X'e bagh kalitim gosteren genlerde mutasyon
bulmuslardir. Bu calismada tani koymanin yanisira ek olarak 250 hastanin 30'nda
toplam 16 gende rastlantisal bulgu saptamislardir. 16 genin 9 tanesi ACMG tarafindan

rapor edilmesi tavsiye edilen genleri olusturmaktaymis (112).

Need ve arkadaslar tarafindan tanisi konulamayan ID ve/veya MCA'li 12 olguya
ve anne-babalarina WES uygulanmistir. Olgular secilirken asagida bahsedilen
kriterlerden en az ikisinin oldugu hastalar secilmistir: (1) nedeni aydinlatilamamis ID
ve/veya gelisme geriligi; (2) bir major konjenital anomali; (3) 2-3 minér konjenital
anomali; (4) fasiyal dismorfizm. Buna ek olarak, asagidaki uygunluk gereksinimlerini
karsilayan aileleri secmislerdir: (1) biyolojik paternite test icin uygun olmasi; (2)
kromozomal mikroarray dahil genetik testleri normal olmasi; (3) 6zge¢misinde
dogumda asfiksi, teratojenlere maruziyet ve kaza/travma olmamasi. Sonu¢ olarak bu

calismada 12 olgunun 6'sinda olasi bir genetik tani konulmustur (113).

Yukarida literatirde oOzetlendigi kadariyla tani oranlarn %16-25 arasinda
degismektedir. Bizim calismamizda tim ekzom dizileme ile olgularin %50'sinde
molekiiler tani basarisi saglanmistir. Literatirden yiksek saptanan bu oran hasta
seciminde c¢ok titiz olmamiz ve kalitim bicimin tek gen hastaliklarinin oldugunu

dislindigiimiz olgulari tercih etmemizle agiklanabilir.

Mutasyon saptanan 1. hastamiz olan olgu 1’de tanimlanan mutasyon IQSEC2
geninin 8. ekzonunda yer alan hemizigot p.Val900lle degisikligiydi. Bu degisiklik 2698.
nikleotidin guaninden adenine yer degistirmesi ile 900. pozisyondaki amino asit olan

valin yerine izolésin gecmesine (p.Val900lle) sebep olmaktadir. Annede heterozigot
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olarak saptanan bu mutasyon, babada ve saglikl erkek kardesinde saptanmamistir.
Veri tabanlarinda yer almayan bu varyasyon modelleme programlariyla
degerlendirildiginde hastalik yapici olarak belirtilmistir. Ayrica mutasyonun etkisini
degerlendirmek icin yaptigimiz analizlerde bu amino asidin evrimsel sirecte iyi
korunmus oldugu belirlenmis (Sekil 26) ve Sec7 domain de yer aldig1 gérilmustir (Sekil
27). Bu bulgularla degisikligin patojenik bir mutasyon oldugu duslinGlmastar.

Mutasyonun klinik etkinliginin gosterilebilmesi icin fonksiyonel ¢calismalar gereklidir.

Val900lle
H.sapiens QSHIRVQGEAQKVERLIEAFSORYCVCNEPALVRQFRNPDTIFILAFAIILLNTDMYSESYV
O.garnettii QSHIRVOGEAQKVERLIEAFSORYCVCNPALVROFRNPDTIFILAFATILINTDMYSPSV
E.guropasus QSHIRVQGEAQKVERLIEAFSORYCVCNPALVROFENPDTIFILAFATILLNTDMYSPSV
P.yampyrus QSHIRVQGEAQKVERLIEAFSQRYCVCNEALVROFRNPDTIFILAFAIILLNTDMYSESY
P _;apq]::gvirs QSHIRVOGEAQEVERLIEAFSORYCVCNPALVREQFENPDTIFILAFATILINTDMYSPSV

QSHIRVQGEAQKVERLIEAFSQRYCVCNPALVROFRNPDTI FILAFATI LLNTDMYS PSV
QSHIRVQGEAQKVERLIEAFSQRYCVCNPALVRQFRNPDTIFILAFATI LLNTDMYSPSV
QOSHIRVOGEAORVERLIEAFSORYCVCNPALVROFRENPDTIFILAFATIILILNTDMYSPSV

] OSHIRVQGEAQRVERLIEAFSORYCVCN PALVROFRNPDTIFILAFAII LLNTDMYS PSV
P.maniculatus QSHIRVQGEAQKVERLIEAFSORYCVCNPALVROFRNPDTIFILAFATILLNTDMYSPSV
M.mus C':Vuflus QSHIRVOGEAQRVERLIFAFSORYCVCNEAILVROFRENPDTIFILAFATILINTDMYSPEV

W NN N A AN A AW AN N A A N A A AR N AR AV AN RTAANATRTAATRNATRATTRNN

Sekil 26. Farkh tiirlerde IQSEC2 geni amino asit dizilimi (900. pozisyonda valin)

IQSEC2 geni Xp11.22 bolgesinde yer almakta olup, 15 ekzondan olugmaktadir.
IQSEC2 geni 1488 aminoasitten olusan GTP baglayici proteinlerin ADP-ribozilasyon
faktori ailesi icin guanin nikleotid degisim faktorleri saglayan protein kodlamaktadir.
Bu protein 1Q, Sec7 ve PH domainlerinden olusmaktadir (Sekil 27). IQSEC2 geni insan
beyninde nodral ortamin homeostasisin stirdirilebilmesinde 6nemli bir rol oynadigi
bilinmektedir. Patojenik mutasyonlardan dolay! guanin nikleotid degisim faktoru
aktivitesinin kaybi hastaligin mekanizmasinin muhtemel altta yatan sebebi olmaktadir.
Bu sonucgta aktin hicre iskeleti organizasyonu dizenlenmesini etkileyen ARF6

substratinin azalmis aktivasyonuna neden olmaktadir (114).
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Val900lle

i

v ————

Sekil 27. IQSEC2 proteinine ait domainler ve Val900Ile mutasyonun yer aldig:
domain

IQSEC2 geninde meydana gelen mutasyonlar norokognitif ve noropsikiyatrik
fenotiplere neden olan mekanizmalarla baglantisi bulunmaktadir. /QSEC2 geninde
meydana gelen mutasyonlar nsXLID’ye neden olmaktadir. Rapor edilen etkilenen
bireylere bakildiginda MECP2, FOXG1, CDKL5, ve MEF2C genlerinde hasar verici
degisikliklerin sebep oldugu fenotipik bulgularla 6rtismektedir (115). GUinlimiuize kadar

cok az sayida IQSEC2 geninde mutasyon bildirilmistir.

1988 yilinda sendromik olmayan herediter XLID’li bir aile tanimlanmustir (116).
Sonrasinda bu aile bircok ailenin analiz edildigi bir projeye dahil edilmis olup /QSEC2
geninde p.R863W mutasyonu saptanmistir. Ayni calismada farkli ailelerde olmak Gzere
p.Q801P, p.R758Q, p.R359C mutasyonlari da tespit edilmistir. Bu mutasyonlardan 3
tanesi IQSEC2’nin Sec7 domaininde, geriye kalan bir mutasyon ise IQSEC2’'nin 1Q
domaininde yer aldigi bildirilmistir. Bu ¢calismada Sec7 domaininde meydana gelen
yanhs anlaml degisikliklerin wild-tipine gére GTP’nin ARF6 (ADP-ribosylation factor
6)'ye baglanmasinin onemli 6lcliide azalttigi gosterilmistir. Bu olgularin ortak klinik
bulgulari ID, nobet, konusma becerilerinde gerilik, otistik davranislar ve psikiyatrik
problemler olarak belirtilmistir (114). Bizim olgumuzun da bahsedilen olgularla klinik
bulgulari ortlismekte olup saptadigimiz mutasyon proteinin fonksiyonunu etkiledigi

belirlenen Sec7 domaininde bulunmaktaydi.

Rauch ve arkadaslari tarafindan 2012 yilinda sendromik olmayan sporadik ID’li

20 olguya ve ebeveynlerine ekzom sekanslama yapilmis ve IQSEC2 geninde yanls
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anlamh  mutasyon (Arg855*1) tanimlanmistir. Olgunun klinik bulgularn D,
yliriyememe, konusamama, sterotip hareketler, sasilik, hipermetropi ve brakisefali
olarak belirtilmistir. Bu olguda bizim olgumuzdaki gibi nobet ve anormal kranial MR

bulgulari saptanmamistir (26).

Tran Mau-Them ve arkadaslarinin 2013 yilinda yaptiklari calismada 3 erkek
olguda X kromozomununda /QSEC2 genini de kapsayan 2 tane de-novo intragenik
duplikasyon ve 1 tane yanlis anlamli mutasyon saptanmistir. Olgularin klinik bulgular
ciddi ID, yenidogan doneminde hipotonisite, motor gelisiminde gerilik, sasilik, otistik
davranislar, stereotipik el hareketleri, hiperkinezi, mikrosefali (2/3), nobet ataklar
(2/3), yuruyememe ya da c¢ok az yirime, konusamama ya da ¢ok az konusma,
davranissal sorunlar ve hafif diizeyde anormal yiiz bulgular olarak belirtilmistir. Ug

olgunun sadece birinde anormal MR bulgusu saptanmistir (115).

2014 yilinda Gandomi ve arkadaslari tarafindan ekzom sekanslama ile benzer
fenotipleri olan 2 olguda /QSEC2 geninde mutasyon tanimlanmistir. Bu iki olgunun
ortak bulgularn gelisme geriligi, nébet ataklari, hipotoni, gorme bozukluklari (sasilik,
astigmatizm), plagisefali, anormal MR bulgulari, konusamama, sterotipik hareketler ve
otistik benzeri davranislardan olusuyormus. ilk olguda p.S861T mutasyonu bulunmus
ve ek bulgular olarak hafif fasyal hipoplazi, bilateral coxa valga ve objelerin takibinde
yetersizlik mevcutmus. Bu olguda saptanan mutasyonun da bizim olgumuzdaki gibi
IQSEC2’nin Sec7 domaininde lokalize oldugu belirtilmistir. ikinci olgu da p.C684X
mutasyonu tespit edilmis ve ek bulgu olarak gaga burun, yuvarlak yiz, hafif maksiller
hipoplazi, genis aralikh meme uclari, hiperekstansibilite ve derin tendon reflekslerinde

kayip gozlenlenmis (117).

Bizim olgumuz lietatirdeki olgularla kiyaslandiginda ID, mikrosefali, gelisim
geriligi, yuriyememe, konusamama, sasilik, stereotipik hareketler, hiperkinezi, otistik
benzeri davranislar, bilateral coxa valga gibi klinik bulgularla 6rtiismektedir. Olgumuzda
ayrica bilateral kriptorsidizm, duyma kaybi (ERA testinde sol kulak 45 db, sag kulak 60
db) ve alt servikal st torakal vertebralarda fliizyon defekti mevcuttur. Bu ek bulgular ile
IQSEC2 geninde meydana gelen mutasyonlara bagh olusan fenotipe katki saglamis

olmaktayiz.
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Olgu 1'de saptanan diger mutasyon CD96 geninde homozigot p.Pro346Ser
degisikligiydi. Bu degisiklik 1036. niikleotidin sitozinden timine yer degistirmesi ile 346.
pozisyondaki amino asit olan prolin yerine serinin gecmesine (p.Pro346Ser) sebep
olmaktadir. Anne-babada ve saglikli erkek kardesinde bu degisikilik heterozigot olarak
saptanmistir. Bu mutasyon veritabanlarinda rs200729689 numarasi ile kayitlidir. EXAC
Browser veritabaninda bu degisiklik homozigot olarak yer almamaktadir ve allel
frekansi 0.0001905 olarak verilmistir. CD96 geninde vyer alan mutasyonlar C
sendromuna (Opitz Trigonosefali Sendromu) yol agmaktadir. Bu sendromun temel
bulgulari trigonosefali, mikrosefali, sternum anomalileri, kisa ekstremiteler, epikantus,
strabismus, kas tonusu kaybi, yiiz felci, kalp defektleri, kriptorsidizm, akciger ve bébrek
anomalileri ve epilepsidir. Olgumuz bu sendromun bulgulari acisindan 6zellikle de en
ayirt edici bulgusu olan trigonosefali acisindan degerlendirilerek olgumuzda bulunan

bu degisikiligin klinik bulgularina katkisi agisindan arastirilacaktir.

Olgu 1’de ayrica rastlantisal bulgu olarak PMS2 geninin 12. ekzonunda yer alan
heterozigot Glu663Lys mutasyonu saptanmistir. Bu degisiklik 1987. nikleotidin
guaninden adenine yer degistirmesi ile 663. pozisyondaki amino asit olan glutamat
yerine lizinin gecmesine (p.Glu663Lys) sebep olmaktadir. Annede de heterozigot
olarak saptanan bu mutasyon babada ve saglikli erkek kardesinde saptanmamistir. Bu
mutasyon veritabanlarinda tanimh degildir. Bu degisiklik modelleme programlariyla

degerlendirildiginde patojenik bir mutasyon olarak degerlendirilmistir.

PMS2 geni 7. kromozomun kisa kolunun 22.1 bolgesinde yer almakta olup DNA
yanls eslesme tamirinde (MMR) vyer alan genlerden biridir. Bugine kadar
veritabanlarinda 53 missense/nonsense, 26 kiclk delesyon, 14 kiguk insersiyon, 28
splicing, 70 buyik delesyon, 3 kicik indel, 4 biyuk insersiyon ve 3 kompleks olmak
Uzere toplamda 202 tane mutasyon bildirilmistir. PMS2 genindeki mutasyonlarin
Herediter nonpolipozis kolorektal kanser, Turcot sendromu ve Supratentorial primitif
noroektodermal tiimorlere iliskisi bulunmaktadir (118). Olgumuzun soygecmisi daha da
ayrintilh sorgulandiginda annesinin babasinin prostat ca ile takip edildigi ve babasinin

babaannesinin kolon ca nedeniyle ex oldugu 6grenildi.

Olgumuz ve ailedeki risk altindaki bireylerin PMS2'nin neden oldugu bu maligniteler

acisindan takip edilmesi Onerilecektir. Ayrica hem IQSEC2 hem de PMS2 geninde
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mutasyon saptadigimiz olgu literatirde ilk defa bu iki genin birlikteligi acisindan da

onem tasimaktadir.

Mutasyon saptanan 2. hastamiz olan Olgu 2’de tanimlanan mutasyon PLA2G6
geninin 13. ekzonunda yer alan homozigot p.Leu542Phe degisikligiydi. Bu degisiklik
1624. nikleotidin sitozinden timine yer degistirmesi ile 542. pozisyondaki amino asit
olan 16sin yerine fenilalanin gegmesine (p.Leu542Phe) sebep olmaktadir. Bu degisiklik
anne ve babada heterozigot olarak gosterilmistir. Veri tabanlarinda yer almayan bu
varyasyon modelleme programlariyla degerlendirildiginde hastalik yapici olarak
belirtilmistir. Ayrica mutasyonun etkisini degerlendirmek icin yaptigimiz analizlerde bu
amino asidin evrimsel slirecte iyi korunmus oldugu belirlenmis (Sekil 28) ve patatin
domainde yer aldigi gorilmustir (Sekil 29). Bu bulgularla degisikligin patojenik bir
mutasyon oldugu dastnilmustiir. Mutasyonun klinik etkinliginin gosterilebilmesi icin

fonksiyonel calismalar gereklidir.

L596F

H.sapiens HTKMTDVRKPKVMLTGTLSDRQPAELHLFRNYDAPETVREPRFNONVNLRPPAQPSDQLV
P.troglodytes HTKMTDVRKPKVMLTGTLSDRQPAELHLFRNYDAPETVREPRFNQNVNLRPPAQPSDQLV
P.paniscus HTKMTDVRKPKVMLTGTLSDRQPAELHLFRNYDAPETVREPRFNQNVNLRPPAQPSDQLV
G.gorilla HTKMTDVRKPKVMLTGTLSDRQPAELHLFRNYDAPETVREPRFNQNVTLRPPAQPSDQLV
M.fascicularis HTKMTDVKKPKVMLTGTLSDRQPAELHLFRNYDAPETVREPRFNQNVNLRPPAQPSDQLV
M.mulatta HTKMTDVKKPKVMLTGTLSDRQPAELHLFRNYDAPETVREPRFNQNVNLRPPAQPSDQLV
C.sabasus HTKMTDVEKPNVMLTGTLSDRQPAELHLFRNXDAPETVREPRFNQNVNLRPPAQPSDQLV
R.roxellana HTKMTDVKKPKVMLTGTLSDRQPAELHLFRNYDAPETVREPRFNQNVNLRPPARPSDQLV
O.garnettii HTKMTDVRKPKVMLTGTLSDRQPAELHLFRNYDAPESIREPRFSQNVNLRPPTLPSDQLV
T.syrichta HTKMTDVKKPKVMLTGTLSDRQPAELHLFRNYDAPETVREPRFNQNINLKPLTQPSDQLV

**iik*w:*x:********ﬂ*******i**? *xar::*****_**:"r:x . *kkk k%
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Sekil 28. Farkh tiirlerde PLA2G6 geni amino asit dizilimi (596. pozisyonda 16sin)

PLA2G6 geni 22q13.1 bolgesinde yer almakta olup, 17 ekzondan olusmaktadir.
PLA2G6 geni 806 aminoasitten olusan protein kodlamaktadir ve ANK tekrar bolgeleri
ile patatin domaininden olusmaktadir (Sekil 29). Bu protein yag asitlerinin
fosfolipitlerden salinmasini katalize eden enzim sinifinda olup fosfolipidlerin yeniden
dizenlenmesinde, arasidonik asit saliniminda, |6kotrien ve prostaglandin sentezinde,
fas-aracilikh apoptozisde, glukoz ile uyarilmis B hicrelerine transmembran iyon

akisinda rol almaktadir (119-121).
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806

Sekil 29. PLA2G6 proteinine ait domainler ve L596F mutasyonun yer aldig:
domain

Beyinde demir birikimi ile giden noérodejenerasyon (NBIA) ilerleyici motor
semptomlar, norolojik gerileme ve radyolojik olarak fark edilebilen demir birikimi ile
seyreden karakterize bir grup hastaligi kapsar (119, 122). En 6nemli cocukluk ¢agi NBIA
sendromlari pantotenat kinaz iliskili nérodejenerasyon (PKAN), yag asit hidroksilaz
iliskili norodejenerasyon (FAHN), mitokondriyal membran proteini iliskili
norodejenerasyon (MPAN), beta ilerletici proteinle iliskili n6rodejenerasyon (BPAN) ve
fosfolipaz A, iliskili nérodejenerasyon (PLAN) sayilmaktadir. Fosfolipaz A, iliskili
norodejenerasyon PLA2G6 genindeki mutasyonlardan kaynaklanan otozomal resesif bir
hastalikdir. PLA2G6 genindeki mutasyonlar cocukluk ¢agi baslangicli NBIA'nin yaklasik
%20’sini  olusturmaktadir (123). Buglne kadar veritabanlarinda 91 vyanlis
anlamli/anlamsiz, 9 splicing, 16 kiclk delesyon, 4 kuciik insersiyon, 5 blylik delesyon,
2 buylk insersiyon olmak {izere 127 mutasyon bildirilmistir. Kesin prevalansi
bilinmemekle birlikte 1:1,000,000 oldugu tahmin edilmektedir (123). PLA2G6 ile iliskili
hastaliklar fenotipleri birbirine ile o6rtiisen 3 durumda karsimiza ¢cikmaktadir: klasik
infantil noéroaksonal distrofi (INAD), atipik noroaksonal distrofi (NAD), yetiskinlikte
baslayan PLA2G6 iliskili distoni-parkinsonizm. Bu fenotipler patalojik olarak karakterize
aksonal sferoidler, beyinde ilerleyici demir birikimi ve klinik olarak ilerleyici motor

disfonksiyonu ve bilissel gerileme ile gitmektedir (122).

Klasik infantil noroaksonal distrofi PLAN olgularinin biyik c¢ogunlugunu

olusturmakta ve nispeten bulgulari olgular arasinda homojendir (122). INAD fenotipli
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olgularin yaklasik %80-90’inda PLA2G6 geninde mutasyon saptanabilmektedir (124).
Etkilenen cocuklar genellikle normal bir gebelik sonrasinda dogarlar ve gelisme
basamaklari normal bir sekilde ilerler. Hastaligin baslangic yasi genellikle 6 ay ile 2 yas
arasinda olmaktadir (ortalama yas 14 ay) ve hastaligin ilerlemesi genellikle hizhdir
(125). Cocuklarin ¢ogunda baslangic olarak aksiyel hipotoni ve ilerleyici psikomotor
gerileme mevcuttur. Ylirime bozuklugu (ataksi ve instabilite) ve gecikmis ylurime de
erken gozlemlenen bulgulardan olup nistagmus ve sasilik hastaligin erken safhalarinda
siklikla bildirilen bulgulardandir. Oftalmolojik muayenede optik diskin soluklugu erken
baslangich optik atrofinin gostergesi olabilmektedir (119, 125). ilk on yilda ¢cocuklar
simetrik piramidal yolu isaretleri (baslangicta reflekslerde artis ve sonrasinda refleks
kaybi) ile spastik tetraparezi gelistirmektedir. Cocuklarin ¢ogunda kifoskolyoz ve
ekstremite kontraktirleri gibi spinal deformiteler gelisir. Bulber disfonksiyon olgularin
cogunda 5 yasina kadar ortaya cikmaktadir (125). Distoni gibi ekstrapiramidal bulgular
ilk on yilin sonlarina dogru daha yaygin olmak lzere rapor edilmistir. Bazi toplumlarda
epileptik nobet erken bir asamada belirgin olabilmesine ragmen, jeneralize nobetler
hastaligin seyri boyunca siklikla daha sonralari ortaya ¢ikmaktadir (126). Zamanla bu
bulgular kotiulesmekte ve olgular bitkisel hayata girmektedir. Genellikle ilk on yilin

sonlarinda hayatlarini kaybederler (125).

Klasik infantil noroaksonal distrofinin tanisinin konulmasinda MR bulgulari
yardim etmektedir. Serebellar atrofi MR’da en yaygin ve en erken gozlenen bulgusudur
(125). Serebellar gliosiz olgularin cogunda goézlemlenmektedir ve yasla birlikte ciddiyeti
artmaktadir. Serebellar atrofi sekonder corpus callosum anormallikleri ile birliktelik
gostermektedir. Cocuklarin %40-50’sinde beyinde globus pallidus (6zellikle medial
kisminda), dentate niikleus, substantia nigra kisimlarinda vyasla birlikte artan demir
birikimi gorilmektedir. Ayrica serebral beyaz cevher kisminda da atrofi bildirilmistir

(119, 125).

Klasik infantil noroaksonal distrofinin norolojik incelemesinde ortaya cikan
bircok anomaliler de taninin konulmasinda yardimci olmaktadir (127). EEG de yliksek
amplitadld  hizlh  aktivite c¢ogunlukla tespit edilen bulgudur. Elektrofizyolojik
incelemelerde EMG’de denervasyon, sinir ileti calismalarinda distal aksonal tip

sensorimotor noropati ve gorsel uyarilmis potansiyellerin yoklugu ya da azalmis
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amplitid gozlemlenmektedir. Histolojik olaral deri, konjonktival, rektal ya da kas
biyopsisinde aksonal sisme ve spheroid body formasyonu saptanmaktadir (125). Son
zamanlarda molekiler genetik testlerinin uygulanabilir olmasi ile olgularin ¢ogunda
invasive biyopsi ihtiyacini ortadan kaldirmistir.

Atipik noroaksonal distrofi (NAD) ‘cocukluk cagi baslangich PLAN’ olarak da
adlandiriimaktadir. Atipik noroaksonal distrofi INAD’a gore c¢ok daha nadir olarak
goriilmekte ve olgularin fenotipik bulgulari heterojenite gosterdiginden dolayr tani
konulmasinda zorlanilmaktadir. 2011 yilinda yayimlanan bir derlemede sadece 8 olgu
tanimlandigi belirtilmistir. Atipik néroaksonal distrofili olgular INAD’a gore hastaligin
baslangic yaslari daha ileride (1 yas 6 ay- 6 yas 6 ay, ortalama yas 4 yas 3 ay) ve
hastaligin ilerlemesi daha yavas olmaktadir. Hafif yirime bozuklugu (ataksi ve
instabilite), dispraksi, konusmada gerileme yaygin goriilen erken bulgulardandir (120).
Azalmis sosyal iletisim ve akranlari ile etkilesimi bu fenotipin belirgin 6zelliklerindendir.
Bu yizden yanlslikla otizim tanisi alabilmektedirler. Zamanla INAD ile seyreden
cocuklara benzer sekilde optik atrofi, nistagmus, tetraparezi, nobetler
gozlemlenebilmektedir. Bununla birlikte INAD’da goézlemlenen diger bulgular (erken
trunkal hipotoni ve sasilik gibi) NAD’da bildirilmemistir. Bu fenotip addlesan / yetiskin
NBIA fenotipleri ile dnemli fenotipik értiisme gdstermektedir. ilerleyen zamanlarinda
ekstrapiramidal bulgular (distoni, disartri) ve noropsikiyatrik bozukluklar (emosyonel
labilite, kompulsivite, hiperaktivite) hastaligin major bulgulari haline gelmektedir (120).
Bizim olgumuzda da aynen literatlrde belirtildigi gibi néromotor gelisimi normal
ilerlerken 17 aylk iken ¢comeldigi yerden kalkamama ve dengesini kaybederek diismesi
ile bulgular baslamistir. ilerleyen dénemlerde tespit edilen bulgulari ise ID, spastik
diparezi, sadece 2-3 kelimelik cliimleler kurabilmesi, pes ekinovarus ve distoniden
olusmaktadir.

NAD’da radyolojik olarak serebellar atrofi ve gliosiz goriilmesi bu grupta belirgin
bir bulgu olabilmektedir. Beyinde globus pallidus ve substantia nigray! iceren demir
birikimi yaygin bir bulgudur (119, 120). Bizim olgumuzun kranial MR incelemesinde de
bilateral serebellar atrofi goriilmektedir.

NAD’in norolojik degerlendirilmesinde bazi cocuklarda EEG’de epilepsi ile
uyumlu bulgular goriilmesine ragmen, EEG’de hizli ritim saptanmasi rapor

edilmemistir. VEP’de gecikmis veya azalmis amplitlid olabilmektedir. EMG, sinir iletim
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calismalari ve elektroretinogram normal olarak rapor edilmistir. Doku biyopsisi yapilan
bireylerde histopatolojik bulgular INAD ile benzer olarak bulunmaktadir.

Yetiskinlikte baslayan PLA2G6 iliskili distoni-parkinsonizm otozomal resesif
distoni-parkinsonizmli olgularin kiiclik bi grubunu olusturmaktadir (121). Bu gline kadar
tarif edilen olgularin hepsi akraba evliligi yapmis ebeveynlerin ¢cocugu olmakta ve
hepsinde homozigot yanlis anlamlhi PLA2G6 mutasyonlari saptanmistir. Etkilenmis
bireyler normal bir gebelikten sonra dogarlar ve gelisme basmaklari normal bie sekilde
olmaktadir. Semptomlar ge¢ adolesan / erken yetiskinilik doneminde (18-26 yas)
piramidal bulgularla iliskili subakut distoni-parkinsonizm ile kendini gostermektedir.
GOz hareketlerinde anormallikler gelisebilmektedir. Entelektiiel fonksiyon, gorsel
bellek gibi bilissel fonksiyonlarda hizl bir gerileme olmaktadir. Kisilik degisiklikleri rapor
edilmistir. Serebellar semptomlar ve bulgular bu olgularda goérilmemektedir. Bitin
olgular L-dopa ya da dopamin agonistlere baslangicta duyarlidirlar. Radyolojik olarak
bu olgularda spesifik degisiklikler cok azdir. MR’da spesifik olmayan hafif dizeyde
yaygin hacim kaybi ya da beyaz cevherde sinyal artisi goriilmektedir. Serebellar ve
basal gangliada ilk goriintilemelerde herhangi bir anomali tespit edilmemistir. Beyinde
demir birikimi nadiren hastaligin ilerleyen donemlerinde gorilebilmektedir. EEG, EMG,
sinir iletim calismalari ve deri biyopsisi bulgulari normal olarak tespit edilmektedir
(122).

Olgumuz degerlendirildiginde semptomlarin baslama yasi (17 aylk) ve klinik
bulgularin daha yavas ilerlemesi (tetraparezi yerine diparazi olmasi, g6z muayenesi
normal olmasi, 12 yasinda olmasi gibi) nedeniyle PLA2G6 ile iliskili hastaliklar icerisinde
atipik néroaksonal distrofi alt grubuna girdigi diisiinilmektedir. Olgumuzun ilerleyen
zamanlarinda ekstrapiramidal bulgular, noéropsikiyatrik bozukluklar, tetraparezi ve
optik atrofi, nistagmus gibi goz bulgularin gelisebilmesi acisindan takip edilmesi
planlanacaktir.

PLAN geri donuslimsiz, ilerleyici bir hastalik olup glinimizde hastaligin
tedavisi mevcut degildir. Ancak multidisipliner yaklasimla bazi tedavi stratejileri bu
olgularda uygulanmaktadir. Farmakolojik ajanlar gastro-6zofageal refli (anti-refli
ajanlar), asiri salgi (glikopirolat), distoni / spastisite (triheksifenidil / baklofen) gibi
semptomlarin giderilmesinde kullaniimaktadir (122). Kontraktirlerin tedavisi oldukca

zor olmaktadir. Bazen botulinum toksini ve tendon uzatma gibi invasive girisimler
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gerekebilmektedir. TIRCON (Treat Iron Related Childhood Onset Neurodegeneration)
tarafindan deferipron gibi demir selasyon tedavilerin potansiyel etkisini
degerlendirdiginde bu grup hastalarda yararlh olabilecegi belirtilmistir (123).
PLA2G6'nin fonksiyonun ve yolaklardaki etkilesiminin tam olarak ¢oziilmesi ile spesifik
molekiiler temelli tedavi stratejilerinin gelistirilmesine katki saglayacaktir. Ayrica
olgumuz literatlirde bahsedilen tedavi secenekleri acgisindan degerlendirilip uygun

tedavi yontemleri 6nerilecektir.

Mutasyon saptanan 3. hastamiz olan olgu 5'de tanimlanan mutasyon AGTR2
geninin 1. ekzonunda yer alan hemizigot Tyr189X degisikligiydi. Bu degisiklik 567.
nikleotidin sitozinden guanine yer degistirmesi ile 189. pozisyondaki amino asit olan
triptofan yerine dur kodonu gecmesine (p.Tyr189X) sebep olmaktadir. Bu degisiklik
annede heterozigot, baba da normal olarak gosterilmistir. Olgunun 1 yasindaki erkek
kardesinde mutasyon bakilamamistir. Ancak annesi tarafindan néromotor gelisiminin
normal oldugu soylenmistir. Veri tabanlarinda yer almayan bu varyasyon modelleme
programlariyla degerlendirildiginde proteinin erken sonlanmasina sebep olarak
fonksiyonel olmayan bir protein olusturmaktadir. Bu bulgularla degisikligin patojenik

bir mutasyon oldugu diistntlmustr.

AGTR2 geni Xq22-q23 bolgesinde yer almakta olup, 3 ekzondan olusmaktadir.
AGTR2 geni 363 aminoasitten olusan protein kodlamaktadir. Bu protein G-protein
coupled reseptor 1 ailesine ait gen tarafindan kodlanmaktadir. Bu protein Anjiyotensin
II’'niin reseptori olarak fonksiyon gostermektedir. Fetusda yiiksek derece eksprese olan
ancak beyin, adrenal medulla ve atreziye ugramis over haricinde yetiskin dokularda ¢ok
az eksprese olan integral membran proteinidir. Bu reseptoriin programlanmis hicre
olimuna aracilik ettigi gosterilmistir ve bu apoptotik fonksiyonu gelisimsel biyoloji ve
patofizyolojisinde dnemli rol oynayabildigi diustiniimektedir (128, 129). AGTR2 geninde
meydana gelen mutasyonlar nsXLID’ye neden olmaktadir. GUnlimize kadar c¢ok az

sayida AGTR2 geninde mutasyon bildirilmistir.

AGTR2 geninde olusan mutasyonlarin nsXLID’ye neden oldugu ilk defa Vervoort
ve ark.’nin yaptigi calismada gosterilmistir. Bu calismada dengeli X;7 kromozomal

translokasyon tasiyicisi olan ID’li kadin olgu da AGTR2 geninde ekspresyonun
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bozuldugunu ve genin diger kopyasinin dengesiz X inaktivasyonu ile sessizlestigini
gostermislerdir. Ek olarak ID’li 590 erkek olguyu taradiklarinda AGTR2 geninde 1
frameshift (395/402 delT) ve 3 yanhs anlaml mutasyon (G21V, R324Q ve 1337V) olmak
Uzere 8 mutasyon tanimlamislardir (%1.4). AGTR2 mutasyonlari sonucu hastalarda
nobet, otistik belirtiler ve hafif ile ciddi ID arasinda degiskenlik gosteren ID gibi bulgular
belirtilmistir (128). Mutasyon saptanan olgularin bazilarinda ise mikrosefali, optik
atrofi ve kifoskolyoz gibi klinik bulgular da saptanmistir. Daha sonra yapilan bir
calismada Ylisaukko-oja ve ark.’1 tarafindan Finlandiya’li sendromik olmayan ID’li 57
erkek olguda AGTR2 geninde mutasyon taramasi yapilmis ve iki tane yanlis anlamh
mutasyon (G21V, I53F) tanimlanmistir. Ancak baska calismalarda AGTR2 genindeki
G21V mutasyonunun ID’ye neden olmadigi belirtilmistir. Belirtilen calismada diger bir
mutasyon olan I53F saptanan olgunun annesinin de bu mutasyonu tasidig
gosterilmistir. Olgunun klinik bulgulari degerlendirilde dogumda hipotonisite saptanmis
olup 2 vyasinda yurimeye baslamistir. Hiperaktivitesi, agresif davranislari ve uyku
problemleri belirtilmistir. Olgunun hi¢c konusamadigi ancak el isaretleri ile ihtiyaclarini
belirtebildigi ve basit konusma dilini anladigi belirtilmistir. Nobetleri 6 yasinda baslamis
ve agir |ID olarak tanimlanmistir. Olgunun fizik muayenesinde arkasi basik (diz)
kafatasi, kisa parmaklar, genis agiz ve genis aralikli dislerden olusan hafif dismorfik
ozellikleri saptanmistir. Anormal EEG bulgulari olan olguya BT ya da MR uygulanmamis
ancak 8 vyasinda vyapilan pneumoencephalography’de hafif dilate ventrikiller

saptanmistir (129).

Takeshita ve ark.’lari tarafindan ID’li 221 hastada (203 erkek;18 kadin) AGTR2
geni taranmis ve 6 yasinda bir erkek olguda AGTR2 geninde yanhs anlamli mutasyon
(G191E) tanimlanmistir. Bu mutasyon olgunun saglkli annesinde de gosterilmistir.
Olguda gelisim basamaklari 1 yasa kadar normal olarak degerlendirilmistir. 1 yasinda
bazi kelimeleri séylemeye baslamis ancak anlamsiz sozleri Ust Uste tekrarlamasi oldugu
(ekolali) ve sonrasinda konusmasinda ilerleme olmadigi belirtilmistir. Ayrica goz
temasindan kaginma, iletisim problemleri, hiperaktivite ve konsantrasyon yetenegi
zayif olarak belirtilmistir. Yaygin gelisme geriligi ve ciddi ID mevcut olan olgunun ilave

dismorfik ve norolojik anomalisi belirtilmemistir. Cekilen kranial MR’da herhangi bir
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patoloji saptanilmamistir. Ancak VEP ve AEP testlerinde gorsel ve isitsel bozuklugun
olabilecegi diisiinlilmUstlir. Olgunun 3 yasinda epilepsisi baslamistir (130).

Bizim olgumuzun klinik bulgularina baktigimizda ise noro-motor gelisim
basamaklarinda gecikme olup yilriyememekte, konusamamakta ve kati besinleri
cigneyememektedir. Ayrica ID, epileptik nobet, otistik belirtiler (kendi kendine glilme
ve bagirma ataklari), hiperaktivite, géz temaslarindan kacinma gibi klinik bulgulariyla
literatlrdeki olgularla benzerlik gostermektedir. Olgumuzda ayrica Kranial MR
incelemesinde bilateral serebral ve serebellar ensefalomalazi ve atrofi saptanmistir. Bu
bulgu daha 6nce literatlirdeki olgularda belirtiimemistir.

AGTR2 geninde meydana gelen mutasyonlarin ID’ya sebep olmasi arasindaki
iliski tartismalidir. Bazi calismalar AGTR2 geninde saptanan mutasyonlarin polimorfizm
olabilecegini gostermektedir. Clinkl bu yerdegistirme mutasyonlari normal kohortlarda
da saptanmistir. Bu yizden AGTR2 de meydana gelen mutasyonlarin direk olarak ID’ye
neden olamayacagi belirtilmektedir (131, 132). Bununla birlikte p. G191E mutasyonun
patojenik olduguna dair deliller mevcuttur. Bu mutasyonun dusitk siklikta olmasi,
kontrol populasyonunda gozlenmemesi ve evrimsel sirecte korunmus bir bolge de yer
almasi patojenik oldugunu gosteren deliller arasinda siralanabilir. Ayrica mutasyonun
yer aldigi domain AGTR2 ligandinin baglandigi 6nemli bir bolgede yer almaktadir (133).

Sonug¢ olarak, AGTR2 geninde olusan mutasyonlarin patojenik roliinun
aydinlatilmasinda ilave fonksiyonel dogrulamalar gerekebilir. AGTR2 geninde
mutasyonlar nadir olmakla birlikte, bu gendeki mutasyonlar ID ile birlikte otistik
davranislar, epilepsi, hiperaktivite gibi bulgularin sebebi olabilmesi acisindan
siiphelenilmelidir (130). Bizim calismamiz AGTR2 geninin insan beyninin gelisiminde ve
bilissel fonksiyonlardaki roliinin aydinlatilmasina buldugumuz yeni mutasyon ve
olgumuzun klinik bulgulanyla literatiire katki saglamaktadir. Ayrica ID ile iliskisi ¢ok
nadir olgularda tanimlanmis olan bu gende bulunan ilk anlamsiz mutasyon olmasi ve
bu mutasyonun olgumuzdaki klinik bulgularla literatlirdeki olgularin klinik bulgular
karsilastirildiginda olgumuzdaki klinik bulgularin daha agir seyretmesine neden oldugu
dusliinilmektedir. Bu da genotip-fenotip korelasyonu acisindan vyol gosterici
olabilmektedir. Ayrica literatirde belirtilen bazi olgularda optik atrofi tespit

edildiginden dolayi olgumuzun g6z muayenesi planlanacaktir.
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Olgumuzda ayrica rastlantisal bulgu olarak MSH2 geninde de degisiklik
saptanmistir. MSH2 geni 3. ekzonunda homozigot 290’incI pozisyonda yer alan timin
nikleotidinin yerini sitozin niikleotidinin aldigi saptanmistir. Bu degisiklik proteinin
97’nci amino asidi olan valin yerine alanin gecmesine (p.Val97Ala) sebep olmaktadir.
Bu degisiklik anne-babada heterozigot olarak gosterilmistir. Bu degisiklik veri
tabanlarinda yer almamakla birlikte ayni noktada nikleotid degisiklikleri bildirilmistir.
Bildirilen degisiklikler rs63750214 numarasi ile veritabanlarinda ge¢cmektedir. Ayni
noktada yer alan ¢.290T>A degisikligi (p.Val97Asp) patojenik olarak bildirilirken, bir
diger degisiklik c.290T>G (p.Val97Gly) 6nemi bilinmeyen varyasyon olarak bildirilmistir.
Bizim olgumuzda buldugumuz degisiklik, hem daha 6nce ayni noktada bir mutasyon
bildirilmis olmasi hem de modelleme programi sonuclarinda hastalik yapici olarak

gecmesi nedeniyle patojenik bir mutasyon olarak degerlendirilmistir.

MSH?2 geni 2. kromozomun kisa kolunun 21 bolgesinde tanimlanmistir. MSH2 ilk
tanimlanan MMR (mismatch repair) genidir. MSH2, 16 ekzonlu ve 934 aminoasit
kodlayan bir gendir. Bugline kadar veritabanlarinda 337 missense/nonsense, 217
blyuk delesyon, 204 kiglk delesyon, 107 splicing, 101 kiiclik insersiyon, 26 buylk
insersiyon 18 kucuk indel, 10 kompleks ve 2 dizenleyici olmak Uzere 1022 tane
mutasyon tanimlanmistir. MMR genlerindeki monoallelik germline mutasyonlari
ozellikle kolorektal ve endometriyum kanserlerinin gorilme riskinin arttg1 otozomal
dominant kalitim gosteren Lynch sendromuna (herediter nonpolipozis kolorektal
kanser) sebep olmaktadir. MMR genlerindeki biallelik germline mutasyonlar ise erken
cocukluk donemimde hematolojik malignitelere, beyin timorlerine, gastrointestinal
sistem tlimorlerine yatkinliga ve Norofibromatozis tip 1 bulgularina neden olmaktadir
(134). Olgumuzun soygecmisi daha ayrintili sorgulandiginda babasinin dayisinin ve

amcasinin oglunun beyin ca nedeniyle ex oldugu 6grenildi.

Olgumuz ve ailesi bu gen acisindan ayrica taranip olasi kanser gelisimleri agisindan
gerekli yonlendirmeleri yapilacaktir. Ayrica hem AGTR2 hem de MSH2 geninde
mutasyon saptadigimiz olgu literatirde ilk defa bu iki genin birlikteligi acisindan da

onem tasimaktadir.
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Mutasyon saptanan 4. hastamiz olan olgu 8de tanimlanan mutasyon FRMPD4
geninin 16. ekzonunda yer alan hemizigot p.Asp1033Asn degisikligiydi. Bu degisiklik
3097. nikleotidin guaninden adenine yer degistirmesi ile 1033. pozisyondaki amino
asit olan aspartat yerine asparajin gecmesine sebep olmaktadir. Bu degisiklik annede
ve saglkh kiz kardesinde heterozigot, baba da normal olarak gosterilmistir. Bu
varyasyon 1000 Genomes Project ve NHLBI Exome Sequencing Project (ESP6500,
Exome Variant Server) veritabanlarinda mevcut degildir. ExAC Browser veritabaninda
ise allel frekansi 0.00006845 olarak verilmistir. Mutasyonun etkisini degerlendirmek
icin yaptigimiz analizlerde bu amino asidin evrimsel sirecte iyi korunmus oldugu (Sekil
30) ve modelleme programi sonuclarinda hastalik yapici olarak belirlenmis oldugundan
bu degisikligin patojenik bir mutasyon oldugu distunidlmastir. Mutasyonun klinik

etkinliginin gosterilebilmesi icin fonksiyonel calismalar gereklidir.

D1033N

[

H.sapiens YSCTSKRKSKLADGEGKAPPNGNTTGKKQQGTKTAEMEEEASGKFGTVSSRDSQHLSTEN
YSCTSKRKSKLADGEGKAPPNGNT IGKKQQGTKAAEMEEDTSGKFGTVSSRDSQHLSTEN
YSCTSKRKSKLADGEGKAPPNGNTIGKKQQGTKTAEMEEDASGKFGTVSSRDSQHLSTEN
YSCTSKRKSKLADGEGKAPPNGNTIGKKQQGTKTAEMEEDASGKFGTVSSRDSQHLSTEN

C.atys YSCTSKRKSKLADGEGKAPPNGNTIGKKQQGTKTAEMEEDASGKFGTVSSRDSQHLSTEN
C.sabaeus YSCTSKRKSKLADGEGKAPPNGNTIGKKQQGTKTAEMEEDASGKFGTVSSRDSQHLSTEN
M.leucophaeus YSCTSKRKSKLADGEGKAPPNGNT IGKKQQGTKTAEMEEDASGKFGTVSSRDSQHLSTEN
N.leucogenys YSCTSKRKSKLADGEGKAPPNGNTTGKKQQGTKTAEMEEDASGKFGTVSSRDSQHLSTEN
P.abelii YSCTSKRKSKLADGEGKT P PNGNTTGKKQQGTKTAEMEEDASGKFGTVSSRDSQHLSTEN
G.gorilla YSCTSKRKSKLADGEGKAP PNGNTTGKKQQGTKTAEMEEEASGKFGTVSSRDSQHLSTEN
P.troglodytes YSCTSKRKSKLADGEGKAP PNGNTTGKKQQGTKTAEMEEEASGKFGTVSSRDSQHLSTEN

HIEHHAAAAR AL I AN = AAAAAK A XA A A A - XA H = = Ao rkddedrdedededod ki

Sekil 30. Farkh tiirlerde FRMPD4 geni amino asit dizilimi (1033. pozisyonda
aspartat)

FRMPD4 geni 17 ekzondan olusmaktadir ve Xp22.2 bodlgesinde yer alir.
FRMPD4 geni 1322 aminoasitten olusan ve birden ¢ok domaini (WW, PDZ, FERM)
iceren protein kodlar. FRMPD4 proteini PSD95 ve ARHGEF7 gibi diger proteinlerle
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etkilesimi  sayesinde omurgadaki dendritik  hicrelerin  yogunlugunun ve
morfogenesisinin  diizenlenmesinde rol alir ve eksitator sinaptik iletimin

stirdirtilmesinde gereklidir (8).

Shoza Honda ve arkadaslari tarafindan 2010 yilinda ID'li bireylerin oldugu 144
olguya X kromozomu Uizerindeki CNV'leri saptamak amaciyla aCGH yapilmistir. Hafif ID
ve otizim bulgular olan erkek bir hastada FRMPD4 geninin bir kismini iceren Xp22.2
bolgesinde bir duplikasyon saptanmistir. Daha sonrasinda bu degisikligin hasta ¢cocugun
annesinin tasidigl ve saglikh kizkardesinin ise tasimadigi gosterilmistir. Ayrica tasiyici
annenin rastgele bir X inaktivasyon paterni gosterdigi saptanmistir. Bu degisikligi yeni

tanimlanan patojenik CNV'ler kategorizine koymuslardir (135).

H Hu ve arkadaslar tarafindan nedeni aciklanamamis XLID'li 405 aile
arastirilmistir. X kromozomunda yer alan bitin ekzonlar indeks erkek olgularda
massive paralel dizileme ile arastiriimistir. Bu erkek hastalarin ¢ogunlugu CNV acisindan
ve bilinen XLID genleri acisindan 6nceden testleri yapilip mutasyon bulunmayan
olgulardan olusturulmustur. Toplamda X kromozomu lizerindeki 745 gen taranmis olan
bu calismada klinik bulgulariyla iliskili varyasyonlarin segregasyon analizi sonucu 80
ailede (% 20) patojenik varyant ortaya cikarilmistir. 19 ailede, yeni ve dogrulanmis 7
XLID geninde (CLCN4, CNKSR2, FRMPD4, KLHL15, LAS1L, RLIM ve USP27X) zarar verici
yanlis anlamli ve protein yapisini bozan varyantlar ile yeni aday 2 XLID geninde (CDK16
ve TAF1) hasar verici varyantlar tespit edilmistir. 2015 yilinda yayinlanan bu ¢alismada
suana kadar ID ile iliskili varyant saptanmayan FRMPD4 geninde ilk kez mutasyon
saptanmistir. Bu calismada tespit edilen varyantlardan biri ayni ailede 5 etkilenmis
erkek bireyde protein yapisini bozan bir mutasyon (p.Cys618Valfs*8)'dur. Bu olgularin
klinik bulgulari hafif-ciddi dizeyde ID, degisken ndbetler, konusmanin yetersiz ya da
zayif olmasi ve davranissal problemler olarak belirtilmistir. FRMPD4 geninde saptanan
bir diger varyant ise 17 yasindaki farkh bir erkek bireyde de-novo yanls anlamli
p.Cys553Arg mutasyonudur. Bu olgunun klinik bulgulari ise 6nemli derecede gelisme

geriligi, konusma yoklugu ve otizm spektrum bozuklugudur (8).

Bizim olgumuz da gelisme geriligi, ID, nobet gecirme ve davranissal problemler

gibi klinik bulgular ile literatlirde belirtilen olgularla értismektedir. Olgumuzda ayrica
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mikrosefali, sol gbzde lateral deviasyon (20°), her iki alt ekstremite kaslarinda atrofi ve
spastiste, osteoporoz, ciddi rotoskolyoz ve bilateral konjenital kal¢a cikigi mevcuttur.
Kranial MR'da asimetrik goérinimde kranium, mikrosefalik sag hemikranium, sag
serebral hemisferde beyaz cevherde kronik iskemik degisikliklere sekonder gliosiz
alanlari saptanmistir. Bu bulgular acisindan yayinlanan olgulara ek olarak hastaligin
klinik bulgu spektrumu bu calisma ile genisletilmis olabilmekte olup ya da olguda tespit
edilemeyen bir gende meydana gelen mutasyon olgumuzun klinik bulgularini

agirlastirmis da olabilmektedir.

ID ve/veya MCA'li 4 olguda mutasyon saptanamamistir. Bu durumu aciklayabilecek

sebebler;

- WES'de filtreleme yapilirken okuma sayisi az alan (dustk kalitede) varyantlarin

cikartilmasi sonucu olasi varyantin elenmesi

- WES vyapilmadan once olgulara array-CGH vyapilmamis olmasi. Nedeni
aciklanamamis MR/MCA'll olgularda array-CGH olgularin yaklasik %16,7'sinde CNV

(Copy Number Variants) saptanmaktadir.

- WES ile genomun sadece protein kodlayan bolgeleri (%1.5) hedef alinmaktadir.

Geriye kalan intronik ve genin disindaki diizenleyici bolgeler degerlendirilememistir.

- Olasi epigenetik mekanizmalar da tani konulamayan olgularin etiyolojisinde yer

alabilmektedir.
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Bu calisma, Tirkiye’de tanisi konulamamis ID ve/veya multipl konjenital
anomalisi olan olgularin tim ekzom dizileme ile etiyolojilerini aydinlatmaya yonelik
yapimis ilk calismadir. Bu calisma ile mutasyonu belirlenmis %50 olguda hastaligin
kesin tanisi konmus, hastalikla iliskili komplikasyonlarin erken dénemde tespit
edilebilmesi, uygun tedavi secenekleri belirlenebilmesi ve ailelerinde sonraki
kusaklarda hastaligin ortaya cikmasinin dniline gecilebilmesi acisindan gerekli genetik
danisma verilebilmesi saglanmistir. Ayrica c¢alisma sonucunda olgularin molekiler
genetik etiyolojinin aydinlatilmasi, hastalikla iliskili genlerdeki yeni mutasyonlarin
belirlenmesi ve fenotip-genotip iliskisinin ortaya konmasina yardimci olmasinin

literatiire katki saglayacagi dustnidlmektedir.

6. Sonug

Bu calismada tanisi konulamamis ID ve/veya multipl konjenital anomalisi olan 8
olgunun tim ekzom dizileme ile genetik analizi yapilmistir. Calismada 3 tanesi X'e bagh
kalitim paterni, 1 tanesi otozomal resesif kalitim paterni gésteren toplamda 4 olguda
(%50) tani konulmustur. Tani konulan olgularda saptanan mutasyonlarin hepsi ilk defa
calismamizda saptanmis olup bunu ¢ok nadir gorilen ve giiniimiize kadar bu genlerde
cok az mutasyon tespit edilmis olmasina baglanmistir. Ayrica rastlantisal olarak 2 olgu
ve ebeveynlerinde ACMG tarafindan bildirilmesi onerilen genlerde mutasyon
saptanmistir. Bu mutasyonlar da ilk defa calismamizda saptanmistir. Bu calisma ile
olgularda ve ebeveynlerinde ilerde ¢ikabilecek olasi maligniteler icin erken tani imkani
saglanmistir. Boylece hem olgularin kesin tanisi konulmus ve molekiler genetik

etiyolojisi belirlenmis hem de diinya literatiiriine 6 yeni mutasyon kazandirilmistir.
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Sonug olarak, hastalarin altta yatan genetik etiyolojisi aydinlatilmis olup
hastalara etkin bir genetik danisma secenegi sunulabilmistir. Bu sayede uygun tedavi
secenekleri belirlenebilecek, hastalikla iliskili komplikasyonlar erken donemde tespit
edilebilecek ve tekrarlama riski ile sonraki gebelikler hakkinda aileler

bilgilendirilebilecektir.
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