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Ozet

Frontotemporal lobar dejenerasyon (FTLD); klinik, patolojik ve genetik
olarak heterojen progresif beyin hastaliklari grubunu tanimlamaktadir. Familyal
ALS (Amyotrofik lateral skleroz) ve FTD (Frontotemporal Demans)’nin major
sebebi olarak C9orf72 geninin kodlamayan bdlgesindeki patojenik >30
heksanukleotid (GGGGCC) tekrar artiglari tanimlanmistir.

Calismamizda; FTLD spektrumunda C9orf72 GGGGCC tekrar artiglarinin
Turk olgularda frekansinin belirlenmesi ve bu tekrar artislarinin fenotip lGzerindeki
etkilerinin saptanmasi amaglanmistir. FTLD spektrumundan tani almis ve MAPT,
PGRN, CHMP2B, VCP, TARDBP, FUS genlerinde herhangi patojenik bir mutasyon
saptanmamis 100 olgu ile noérolojik/psikiyatrik olarak patolojik bir bulgusu
olmayan yasla uyumlu 100 kontrol bireyinde bu heksanukleotid tekrar sayilari RP-
PCR (repeat primed PCR) ve sizing-PCR ydntemleri kullanilarak belirlenmistir.

Olgularimizin %67’si sporadik, %33’U ailesel olarak siniflanmis ve sporadik
olgularin higbirinde patojenik tekrar artisi saptanmamistir. Ancak ailesel
olgulardan bir olguda (1/33) patojenik aralikta (>30) tekrar saptanmistir. Olgu ve
kontroller arasinda tekrar sayilarn istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Olgularimizin %4’linde orta derece (20-30) tekrar saptanmistir. Psikotik belirtilere
sahip hastalarda orta/patojenik tekrarlarin baskinligi géralmastur.

Calismamiz Turkiye FTLD spektrumu igin C9orf72 GGGGCC tekrar
artislarinin frekansinin ve klinik Gzerindeki etkisinin degerlendiriimesine ydnelik
bilgimiz dahilindeki ilk calhsmadir. Calismamiz sonucunda patojenik tekrar
artislarinin Tlrkiye FTLD olgularinda ¢ok yaygin gorilmedigi ancak orta derece
tekrarlarin FTLD igin artmis bir risk faktoéri olabilecedi ya da bir modifiye edici gen
olarak go6rev vyapabilecegi dusltnllmektedir. Bunun vyani sira psikotik
semptomlarla bu orta/patojenik tekrar artislarinin korelasyonunun prognostik
acidan onemli olabilecedi dusilincesindeyiz. FTLD tanilh bir olguda sizing-PCR
yontemiyle belirlemeyedigimiz patojenik tekrar sayisi, RP-PCR ydntemi
kullanilarak tespit edilmistir. Bu nedenle iki yontemin birlikte kullaniimasi tekrar
sayisinin belirlenmesinde daha etkindir.

Sonug olarak, Turk FTLD hastalarinda C9orf72 GGGGCC ekspansiyon
frekansi igin yeni veriler elde edilmistir. Ancak, C9orf72 ekspansiyon frekansinin
kesin olarak saptanmasi igin verilerimiz Tldrk populasyonundaki farkh etnik grup
FTLD hastalarinda daha ileri calismalarla desteklenmesi gerekmektedir. Orta
derece tekrar iceren bireylerde yapilacak metilasyon, ekspresyon ve postmortem
calismalar C9orf72 geninde bu tekrarlarin patojenik etkisi hakkinda bilgi verici
olacaktir. Bunun yani sira bu artislar etrafindaki indellerin belirlenmesi ve ortak
PCR yontemlerinin kullanilmasi C9orf72 popilasyon frekansinin gergek oranini
belirlemede daha etkili olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Frontotemporal Lobar Dejenerasyonu,
Frontotemporal Demans, C90rf72, RP-PCR, Sizing-PCR
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Summary

Frontotemporal lobar degeneration (FTLD); describes a group of
progressive brain disorders that are clinically, pathologically, and genetically
heterogeneous. Pathogenic >30 repeats of a noncoding GGGGCC hexanucleotide
repeats in the C9orf72 gene have been defined as a major cause of both familial
FTLD and amyotrophic lateral sclerosis (ALS).

In our study; it was aimed to determine the prevalence of C9orf72 GGGGCC
repeat expansion in the Turkish cases with FTLD spectrum and to determine the
effects on the phenotype. The repeats in C9orf72 gene were analysed by the
repeat- primed PCR (RP-PCR) and sizing-PCR techniques in the FTLD-diaghosed
cases who had no mutations for FTLD-related genes (MAPT, PGRN, CHMP2B, VCP,
TARDBP, FUS) that had been previously analysed by the NGS technique. For
control group same age and healthy individuals without pathologic
neurological/psychiatric findings were analysed by the same techniques.

Of our cases, 67% were sporadic, 33% were classified as familial. No
pathogenic expansion was detected in any of the sporadic cases. However, the
pathogenic range expansion (>30) was found in one of the familial cases (1/33).
The allele length difference between the cases and controls was statistically
significant. An intermediate (20-30) repeat was detected in 4% of our cases. The
dominancy of intermediate/pathogenic repeats was seen in the cases with
psychotic symptoms.

This study is the first examination of C9orf72 GGGGCC repeat expansions
in the Turkish cases with FTLD spectrum. As a result of our study, it is thought
that C9orf72 pathogenic repeat expansion is not common in Turkish FTLD cases,
but intermediate repeat may be an increased risk factor for FTLD or may act as a
modifying gene. In addition, we believe that the correlation of these
intermediate/pathogenic repeats with psychotic symptoms may prognostically
important. In one case with FTLD, pathogenic repeats were not identified by
sizing-PCR whereas the pathogenic expansion was revealed by the RP-PCR.
Therefore, the combination of the both methods is more effective in determining
hexanucleotide expansions.

In conclusion, we presented novel data of the frequency of C9orf72
GGGGCC expansions in Turkish FTLD patients. However, our study data should be
supported by further studies in different ethnic groups for detection of C9orf72
expansion frequency in FTLD patients. Methylation, expression, and postmortem
studies should be conducted in cases who have intermediate repeat to gain insight
into the possible pathogenic effect for C9orf72 gene. Identification of the indels
around GGGGCC repeats and revealing the repeat size by same techniques would
be more effective in determining the true ratio of C9orf72 population frequency.

Key Words: Frontotemporal Lobar Degeneration, Frontotemporal
Dementia, C9ORF72, RP-PCR, Sizing-PCR
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1- GIRIS VE AMAC

Frontotemporal lobar dejenerasyon (FTLD), etiyoloji ve noéropatoloji
acisindan heterojen olan ancak morfolojik olarak frontal ve/veya temporal
korteksin atrofisi 6zelligini paylasan progresif beyin hastaliklari grubunu
tanimlamaktadir. Ilk olarak 1892'de Arnold Pick tarafindan tanimlanmis olan
frontotemporal demansin (FTD) klinik sendromlari, progresif davranis veya dil
bozukluklari ile karakterizedir (Ferrari, Thumma, & Momeni, 2013; Mann &
Snowden, 2017). Frontotemporal demanslar 65 yas alti gdzlenen erken
baslangi¢li demanslarin yaygin bir formudur ve tim demanslarin yaklasik %5-
15’ini olusturmaktadir (Neumann, Tolnay, & Mackenzie, 2009). Baslangici 45-
65 yaslari arasinda olup, ortalama yasam siresi 6-9 yildir ve cinsiyet dagilimi
arasinda bir fark gézlenmemektedir. Dejeneratif demanslarin %12.5-16.5'lik
kismini olusturmaktadir (Onur & Yalinay, 2011).

FTD davranis dedisiklikleri ve dil bozukluklari ile karakterize bir
davranissal ve iki dil bozuklugu ile iliskili G¢ klinik sendromu kapsamaktadir.
Bunlar; en sik gozlenen Kkisilik dedisimleri ve davranissal bozukluklarin
gozlendigi davranis varyanti (dvFTD), dil bozuklugu varyantlari olan primer
progresif tutuk afazi (PPTA) ve semantik varyant (svFTD) dir. FTD,
parkinsonizm ya da motor néron hastaligi ile iliskili olabilir (FTD-MND). FTD
olgularinin yaklasik % 10'u amyotrofik lateral skleroz (ALS) bulgulari
gbstermektedir (Jiao vd., 2014). FTD’' de atipik parkinson hareket bozukluklari
olan kortikobazal dejenerasyon (KBD) ve ilerleyici suprantkleer palsi (PSP) ile
klinik ve noropatolojik ortisme vardir (Neumann vd., 2009). FTD terimi
genelikle klinik sendromlari, FTLD ise patolojik slreci tanimlamak igin
kullanilmaktadir (Onur & Yalinay, 2011).

Son dekad igerisinde hastalikla iliskili olabilecek genlerin belirlenmesini
saglayan genetik metodolojinin gelismesi ve demanslara bu metodolojilerin
uygulanmasi sayesinde, neden olan ve/veya hassasiyet olusturan ¢ok sayida
gen tanimlanmistir. Ozellikle FTD’nin altinda yatan molekiler patolojilerin
belirlenmesine ybénelik gelismeler dikkat cekmektedir. FTLD gibi genetik, klinik
ve patolojik olarak oldukca heterojen olan hastaliklarda bu gibi spesifik
belirteclerin ortaya c¢ikarilmasi hem bu hastaliklarin  patogenezinin
belirlenmesinde hem de olasi tedavi stratejilerinin gelistiriimesinde oldukca
onemli bir adim olacaktir (Kim vd., 2014; Riedl, Mackenzie, Forstl, Kurz, &
Diehl-Schmid, 2014).

FTLD olgularinin yaklasik % 40 kadarinda ailede demans 6yklsu veya
ilgili durumlardan birinin (parkinsonizm ya da ALS) olmasi ailesel gecisi
distndirmektedir (Jiao vd., 2014; Pan & Chen, 2013). Ancak bu pedigrilerden
sadece % 10-27'sinde otozomal dominant kalitim paterni gézlenmektedir
(Cohn-Hokke, Elting, Pijnenburg, & van Swieten, 2012; Sieben vd., 2012).
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Familyal ALS ve FTD'de en sik gdzlenen patojenik mutasyon olarak
kromozom 9'da lokalize C9orf72 geninin kodlamayan bdlgesindeki
heksanlkleotid (GGGGCC) tekrar artislari es zamanl olarak rapor edilmistir
(Delesus-Hernandez vd., 2011; Renton vd., 2011). Bu gen urdnln godrevi
henliz tam olarak bilinmemekle birlikte neden oldugu patolojik durumun iki
sebebi oldugu distnlilmektedir. Bunlardan biri azalmis mRNA transkriptleriyle
birlikte parsiyel bir fonksiyon kaybi, bir digeri ise uzun mRNA transkriplerinin
olusturdugu agreratlar ile birlikte kazandigi toksik fonksiyondur (Delesus-
Hernandez vd., 2011; Moens, Partridge, & Isaacs, 2017).

Yirmiden daha az tekrarlarin saglkli bireylerde gozlendigini, 30 ve daha
fazla tekrarin ise hastalida neden oldugunu bildirilmis ancak hastalia neden
olan minimum tekrar sayisi ile ilgili calismalar hala devam etmektedir (Renton
vd., 2011). C9orf72 ekspansiyonunun FTD vakalarinda yaklasik %3-12, ALS
vakalarinda ise %7-36 oraninda goruldigd bilinmekte ancak bu oran
populasyon calismalari arasinda farklihk géstermektedir (Sharon vd., 2012;
Snowden vd., 2012). Bu tekrar artiglari siklikla familyal olgularda gézlenmekle
birlikte sporodik vakalarda da varhgi bildirilmistir.

Avrupa ve Iskandinav toplumlarinda FTD grubu icin oldukca yulksek
oranda gdzlenen bu mutasyonun, Asya populasyonunda oldukca nadir
gorialdigu rapor edilmistir. Cografi kosullar distnildiginde Asya ve Avrupa
arasinda kopri gorevi géren Turkiye icin calismamiz FTLD spektrumda bilgimiz
dahilindeki ilk calismadir.

TUBITAK 1001 1145346 nolu proje kapsaminda olan bu galisma projenin
ikinci asamasini olusturmaktadir. FTLD spektrumundan (dvFTD, svFTD, PPTA,
FTD-MNH, PSP, KBS) tani almis ve MAPT, PGRN, CHMP2B, VCP, TARDBP, FUS
genlerinin tim ekzonlar yeni nesil sekanslama yéntemi ile dizilenmis ve bu
genlerde mutasyon gézlenmeyen 100 hasta ve ndérolojik/psikiyatrik olarak
patolojik bir bulgusu olmayan yasla uyumlu 100 kontrol bireyinde C9orf72
GGGGCC heksanukleotid tekrar sayilari RP-PCR (repeat-primed PCR) ve sizing-
PCR yontemleri kullanilarak, Turkiye hasta ve kontrol grubundaki frekansinin
belirlenmesi ve bu artislarin klinik tGzerindeki etkisi saptanmaya calisiimistir.



2- GENEL BILGILER
2.1- Tanim ve Tarihge

Frontotemporal lobar dejenerasyon (FTLD), klinik, patolojik ve genetik
olarak heterojen olan ancak morfolojik olarak frontal ve/veya temporal
korteksin atrofisi 6zelligini paylasan progresif beyin hastaliklari grubunu
tanimlamaktadir (Mann & Snowden, 2017). Genellikle FTD (Frontotemporal
Demans) terimi klinik sendromlari, FTLD ise néropatolojik sendromlari
tanimlamak igin kullanilan terimlerdir.

Arnold Pick, 1900'lerin basinda afazi, kisilik degisiklikleri ve fokal
temporal lob beyin atrofisi olan hastalar tanimlayan ilk kisidir. 1911'de Alois
Alzheimer, fokal korteks atrofisi olan hastalarin histolojik &6rneklerinde
argirofilik tau-pozitif néronal inklizyonlar ("Pick cisimleri") ve sismis ndronlari
("balon néronlar" veya "Pick hicreleri") kesfetmistir (Snowden, Neary, &
Mann, 2002).

Yirminci yUzyilin sonlarina kadar FTD igin herhangi bir klinik tani kriteri
bulunmamakta ve bu olgular demans tanisi almaktaydi. Ancak 1994’de Lund
ve Manchester Gruplari, FTD icin klinik ve patolojik kriterleri belirlemislerdir
(Englund vd., 1994). 1998 ve 2011 yillarinda ise bu kriterler revize edilmistir
(Neary vd., 1998; Rascovsky vd., 2011).

2.2- Epidemiyoloji

FTD'nin epidemiyolojisiyle ilgili sinirli galismalar oldugundan prevalansi
kesin olarak bilinmemektedir. Ancak prevelansinin 10-15/100.000 oldugu
distnulmektedir (Hutchings, Palermo, Piguet, & Kumfor, 2017).
Frontotemporal demanslar, 65 yas alti gézlenen erken baslangicli demanslarin
yaygin bir formudur ve tim demanslarin yaklasik %5-15'ini olusturmaktadir
(Neumann vd., 2009; Suhonen vd., 2017). Epidemiyolojik calismalar FTD'nin,
65 yas alti demanslarda Alzheimer hastaliindan sonra en yaygin ikinci nedeni
oldugunu go6stermektedir (Pan & Chen, 2013). 65 yas Ustl demans olgulari
arasinda ise FTD insidansinin Alzheimer, Lewy cisimcikli demans ve vaskduler
demanstan sonra dordinci sirada oldugu dusinidlmektedir (Ratnavalli,
Brayne, Dawson, & Hodges, 2002). FTD’nin baslangici 45-65 yaslari arasinda
olup, ortalama yasam slresi 6-9 yildir ve cinsiyetler arasi dagilimda bir fark
gbzlenmemektedir (Onur & Yalinay, 2011).



2.3- Klinik Ozellikler ve Siniflama

Frontotemporal demans davranis degisiklikleri ve dil bozukluklari ile
karakterize; bir tane davranissal ve iki tane de dil bozuklugu ile iliskili olan
toplam Uc¢ klinik sendromu kapsamaktadir. Bunlar; en sik gbzlenen Kkisilik
degisimleri ve davranissal bozukluklarin gozlendigi davranis varyanti (dvFTD)
ile dil bozuklugu varyantlari olan primer progresif tutuk afazi (PPTA) ve
semantik varyant (svFTD)’ dir (Sekil 2.1). Erken semptomlar arasinda bilissel,
davranigssal ve bazen motor anormallikler gézlenmektedir. FTD, parkinsonizm
ya da motor noron hastaligi ile de iligkili olabilir (FTD-MNH). FTD olgularinin
yaklasik % 10" u amyotrofik lateral skleroz (ALS) bulgularn gdstermektedir
(Jiao vd., 2014; Mann & Snowden, 2017).

Son yillarda, FTD'nin klinik ve molekiler patogenezine iliskin ilginin
artmasina bagli olarak etiyolojisi, genetigi, patolojisi ve klinik fenotipine iliskin
onemli verilere ulasiimistir. Bu gelismeler beraberinde birgok yeni terminoloji
ve FTD siniflamasini gindeme getirmistir.

Frontotemporal Demans

(FTD)
I\)/g:—,;g:ltls Dil Varyantlan
FTD Primer Progresif Afazi
(dvFTD) (2
Semantik Primer
Varyant FTD Progresif
Tutuk Afazi
(svFTD) (PPTA)

Sekil 2.1. Frontotemporal demans siniflandirmasi

2.3.1- Davranis varyanti FTD (dvFTD)

Tum FTD vakalarinin yaklasik % 70'ini olusturan, frontal ve anterior
temporal loblarin atrofisi ile iliskili dvFTD, FTD’nin klinik sendromlari arasinda
en ylksek yayginliga sahip olan alt grubudur (Pan & Chen, 2013). Temel
davranis 6zellikleri; sosyal disinhibisyon, ilgisizlik, sempati ve empati kaybi ile
ilerleyen duygusal kintlesme, tekrarlayan, obsesif ve stereotipik davranislar
olarak siralanabilir. Bu temel o&zellikler klinik tani oOlgltlerinin  temelini
olusturmaktadir. Hastalar bu davranislarin siddeti bakimindan farklihk
gbéstermektedirler (Rascovsky vd., 2011).
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Davranis varyanti FTD'nin genel baslangi¢ yasi <65 yas olup, ortalama
baslangic yasi ise 58'dir. Hastalarin yaklasik %30-50'sinin dvFTD tanisi
almadan 6nce depresyon, sizofreni gibi psikiyatrik tanilar aldigi bilinmektedir.
DVFTD olgularindaki davranis dedisiklikleri, islevsel beyin aglarindaki farkl
hassasiyetlere dayandirilmaktadir (Mann & Snowden, 2017). Apatinin belirgin
oldugu hastalarda dorsolateral atrofi, disinhibisyon go6zlenen bireylerde
orbitofrontal, stereotipler ve beslenme degisiklikleri olan bireylerde sag
anterior temporal, anterior insular atrofi ve amigdalada atrofi gézlenmektedir.
Disinhibisyon gdzlenen bireylerde orbitofrontal, subgeniual singulat, medial
prefrontal ve anterior temporal korteksin, bozulmus duygusal tanimada ise sag
lateral inferior temporal ile orta temporal korteksin etkilendigi bildirilmistir
(Cikrikcili & Cakir, 2016; Eslinger, Moore, Antani, Anderson, & Grossman,
2012).

2.3.2- Dil varyantilari

Dil varyantlar igin yeni kriterler; Gorno-Tempini ve ark. tarafindan 2011
yilinda yayinlanmistir. Dilsel varyant FTD’de temel bozukluk dil islevlerindedir.
Afazi en belirgin bulgu olarak kendini géstermektedir. Dilsel varyant FTD, ayni
zamanda primer progresif afazi (PPA) olarak da adlandinimaktadir (Gorno-
Tempini vd., 2011).

2.3.2.1- Semantik varyant FTD (svFTD)

Semantik demans (svFTD), kavramsal bilgi bozuklugudur. Soézciklerin,
ylzlerin, cisimlerin ve diger duyu uyaranlarinin anlaminin engellenmesi ile
karakterizedir. Beyin goruntlleme verileri, temporal loblarin asimetrik atrofisi
olmasina ragmen, bilateral oldugunu gostermektedir. Agirlikla sol tarafli atrofi
olan hastalarda kelimeleri anlamada 6zel glgliklerle karsilasilirken, sag tarafli
atrofi olan hastalar ylz tanimada guclik cekmektedir. Ancak sonug olarak her
ikisinde de tUm duyu alanlarini etkileyen kavramsal anlayisin asamali olarak
kaybedilmesi mevcuttur (Mann & Snowden, 2017). Sag temporal atrofinin
belirgin oldugu olgularin sekslel disfonksiyon, insomnia, kompulsif
davranislar, istah dedisiklikleri gibi dvFTD benzeri semptomlar gosterdigi
bilinmektedir (Cikrikgili & Cakir, 2016; Seelaar, Rohrer, Pijnenburg, Fox, & Van
Swieten, 2011).

2.3.2.2- Primer progresif tutuk afazi (PPTA)

Sol hemisferin asimetrik atrofisi ile iliskili, belirgin bir dil bozuklugudur.
Genellikle konusmada zorlanma ve dilbilgisi kullaniminin bozulmasi ile
karakterizedir. Dil bozukluklarinin kesin 6zellikleri, hastalar arasinda ayni
degildir. Ornedin bazi hastalarda konusma apraksisi gozlenirken bazilarinda
gbzlenmez. Belirgin dil fonksiyonu kaybi, kognitif ve davranigsal islevlerin
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korunmasi tipik 6zelliktir. FTD’nin klinik sendromlari bazi olgularda izole halde
bulunurken bazi vakalarda semptomlar 6rttsebilir (Mann & Snowden, 2017).

2.3.3- Ortiisme gosteren diger sendromliar

Frontotemporal lobar dejenerasyon (FTLD) morfolojik olarak frontal
ve/veya temporal korteksin atrofisi 6zelligini paylasan progresif beyin
hastaliklari olarak bilinmektedir. FTLD, atipik parkinson bozukluklari, KBD
(kortikobazal dejenerasyon) ve PSP (progresif suprantkleer palsi) ve motor
noron hastaligi ile 6nemli 6lclide klinik ve histopatolojik olarak értiismektedir.

Motor ndéron hastaliklari (MNH), FTLD hastalarinin % 40'inda (FTLD-
MNH) tanimlanmistir. Amyotrofik lateral sklerozun (ALS) davranis bozukludu,
bilissel bozukluk veya demans ile ortak komorbiditesi bilinmektedir. FTLD,
motor semptomlarin baslangicindan 6énce veya ayni anda ortaya cgikabilir (Pan
& Chen, 2013). Frontotemporal demans varyantlari arasinda motor néron
hastaligi;, dvFTD’ye sahip hastalarda daha sik ortaya c¢ikmakta, dil
varyantlarinda daha az siklikla gézlenmektedir (Bang, Spina, & Miller, 2015).
Klinik olarak psikoz ve afazik semptomlarin FTD-MNH hastalarinda daha
yiksek oranda gorialdigi ve bu semptomlarin 6n planda oldugu hastalarda
MNH gelisimi oraninin daha ylksek oldugu bildirilmistir.

Erken parkinsonizm, FTD’ye sahip hastalarin %20'sinde bulunmakta ve
cogunlukla dvFTD’ye sahip hastalarda gozlenmektedir (Bang vd., 2015). Bu
grubun icinde bulunan bozukluklar ilerleyici supranlkleer palsi sendromlari,
kortikobazal sendrom, parkinsonizm ile ilerleyen FTD (FTDP)’dir (Pan & Chen,
2013). Parkinsonizmin eslik ettigi FTD’ler genelde 17. kromozom ile ve siklikla
da MAPT ve PGRN gen varyantlari ile iligkilidir.

2.4- Noropatolojik Ozellikler

FTLD olgularindaki ortak 6zellik; frontal ve temporal serebral loblarin
nispeten secici dejenerasyonu ve korteksin superfisiyal tabakasinda spongioz,
gliosis ve ndron kaybidir. Ancak kesin FTLD tanisi koymak, histopatolojik
dogrulamay! yada bilinen bir patojenik mutasyon varhidgini gerektirmektedir.
Klinik, patolojik ve genetik agidan heterojen olan FTLD'lerin glinimuzde gecerli
olan ndropatolojik klasifikasyonu, hicre icerisinde patolojik sellller
inklizyonlar halinde biriken protein tipine dayanmaktadir ve hemen tim FTD
olgulari G¢ genis molekiler alt grup icerisinde toplanmaktadir: FTLD-Tau,
FTLD-TDP43 ve FET protein akimdulasyonu. No&ropatolojik siniflandirma ve
iliskili genler Sekil 2.2'de gdsterilmistir (Hass & Neumann, 2016).
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Sekil 2.2. FTLD patolojik siniflandirmasi (Haass & Neumann, 2016)
2.4.1- FTLD-tau (Tau-pozitif FTD)

1980’lerin sonlarinda AH, progresif supranukleer palsi ve kortikobazal
dejenerasyon gibi hastaliklarin patolojik lezyonlarinin ana bileseni olarak tau
proteini tanimlanmistir (Oglten, 2017).

MAPT geni Grind olan Tau proteini, merkezi sinir sisteminde, 6zellikle
néron aksonlari, astrositler ve oligodendrositlerde bulunmaktadir. Intraselliler
transportda cok dénemli olan mikrotlbdullerin birlesmesinden/ayrilmasindan
sorumludur. Uzun slredir tau proteininin 25'den fazla alanda translasyon
sonrasi bir fosforilizasyon siirecine girdigi bilinmektedir. Ozellikle hiperfosforile
¢cdzinmeyen tau'nun birikimi, cesitli nérodejeneratif bozukluklarin ortak bir
ozelligidir ve toplu olarak taupati olarak adlandirilmaktadir (Rainero vd.,
2017).

Ilerleyen bdlimlerde daha detayli incelenecek olan MAPT geninin 2., 3.
ve 10. ekzonlarinin alternatif kirpilma (splicing) stregleri, Tau proteininin alti
ana protein izoformunu olusturmaktadir: ¢ amino asit tekrarini (3R) iceren g
izoform ve dort tekrarla (4R) olusan (g izoform. Normal insan beyninde bu iki
izoform sayisi birbirine benzerdir (Lashley, Rohrer, Mead, & Revesz, 2015).
Tau protein izoformlarindan 4R tau, tubuline 3R tau'dan daha kuvvetli
baglanmakta ve mikrotibdlleri daha etkili sekilde toplamaktadir. Genellikle 4R
tau daha ¢cok néronal ve glial patoloji ile iliskili olup KBD ve PSP gelisiminde rol
oynamaktadir. 3R tau varlidinda ise ndéronal inklizyonlarin baskin oldugu
gbzlenmektedir (Ogiten, 2017).



FTLD-tau patolojisi gézlenen olgularin %45 kadarinda, tau pozitif néronal
intrasitoplazmik inklGzyonlar gézlenmektedir. Bu tau-pozitif vakalarin yaklasik
yarisinda, Pick cisimcikleri olarak da bilinen yuvarlak cisimleri ve glial tau
inklGzyonlari izlenebilir. Geriye kalan kisimda ise néronal tau, ndérofibriler
yumak benzeri yapilar veya daha sekilsiz yumaklar seklinde gézlenmektedir
(Mann & Snowden, 2017).

2.4.2- FTLD-TDP (TDP-43 pozitif FTD)

FTLD-U'nun ¢ogunda ubiquitin-pozitif inkllizyonlarin ana bileseni olan
TDP-43 (TAR DNA-binding protein (TDP)-43) proteini 2006'da tanimlanmistir.
Bu bulgu, FTLD ve ALS'nin 6rtisen molekuler patogenezinin yakindan iliskili
oldugunu gosteren glcli kanitlar saglamistir. FTLD ve ALS'de biriken TDP-43
proteininin patolojik formlari, hiperfosforile, Ubikltinlenmis ve C-terminal
fragmentleri icermektedir. Sadece karboksil terminalini iceren, farkl
uzunluklarda fragmentlere parcalanan ve fosforile olan bu proteinin
agregasyona cok yatkin oldugu bilinmekte, ALS ve FTLD-TDP olgularinda,
neokorteks de dahil, beynin cok genis bélgeleri etkilenmektedir (Lahut, Ozes,
Agar, & Basak, 2012; Mackenzie & Neumann, 2016; Riedl vd., 2014).

TDP-43 iceren patoloji néronal sitoplazmik inklGzyonlarda (NCI), néronal
intrantkleer inklizyonlarda (NII), glial sitoplazmik inklizyonlarda (GCI) ve
distrofik noritlerde bulunmaktadir. FTLD-TDP, GRN, CO9orf72 ve VCP
genlerindeki mutasyonlarla iliskilidir (Goétzl, Lang, Haass, & Capell, 2016).

Klinik olarak tim FTLD’lerin %50’sinden sorumludur. svFTD'nin buyutk
bir kisminda, dvFTD'nin ise %40-45‘inde gorilen noropatolojik bir bulgudur
(Ogiten, 2017).

2.4.3- FTD-FUS

Fus proteinleri, TDP-43 gibi, RNA transkripsiyonu, isleme ve tasinmasi,
mikroRNA isleme ve DNA tamiri de dahil gesitli DNA ve RNA metabolizma
slireglerinde yer alan, homolog DNA/RNA baglayici proteinlerdir. Son
calismalar, FTLD'de biriken Fus tdrlerinin, FTLD-FUS'un patogenezi ile iliskili
olabilen, anormal bir post-translasyonel modifikasyon gecirdigine dair kanitlar
saglamistir.  Arginin  rezidllerindeki hipometilasyonunun ¢dzlinmeyen
inklGzyonlari olusturdugu distnidlmekte ancak Fus protein
hipometilasyonunun altinda yatan neden su anda bilinmemektedir (Mackenzie
& Neumann, 2016).

FUS inklGzyonlar, TDP-43 veya tau negatif FTD vakalarinin (FTLD-FUS)
~9%>5-10 kadarinda tanimlanmistir FUS patolojisi kortikal katmanlar,



hipokampus, subkortikal bélgeler, beyin sapi ve omurilikde gézlenmektedir.
(Gotzl vd., 2016)

2.4.4- FTLD-UPS ve FTLD-ni

FTLD-UPS, kromozom 3'e (FTD3) bagl cok ender goézlenen FTLD alt
grubudur. Ubikitin proteazom sistemi antikorlari (ubik{tin, ubikitin-baglayici
proteinler, vb.) ile etiketlenmis inklizyonlara sahip FTLD vakalarinda
tanimlanmistir. FTLD-ni ise FTLD-U’lardan daha da nadir olan, bugine kadar
herhangi bir inkliizyon cisimcidinin tespit edilmedigi gruptur (Ogiten, 2017).

2.5- Genetik Ozellikler

Son dekad icerisinde gerceklesen teknolojik gelismeler, pek c¢ok
kompleks hastalikta oldugu gibi FTD'de de molekiler patofizyolojinin
anlasiimasini, hastaliga neden olan ve/veya hassasiyet olusturan cok sayida
genin tanimlanmasini saglamistir. Ozellikle FTD'nin altinda yatan molekiiler
patolojilerin belirlenmesine yoénelik gelismeler dikkat gekmektedir.

FTLD gibi genetik, klinik ve patolojik olarak heterojen olan hastaliklarda
bu gibi spesifik belirteclerin ortaya cikarilmasi, hem bu hastaliklarin
patogenezinin belirlenmesinde hem de olasi tedavi stratejilerinin
gelistiriimesinde oldukca 6nemli bir adim olacaktir (Kim vd., 2014; RiedlI vd.,
2014)

FTLD olgularinin yaklasik % 40 kadarinda ailede demans 6yklsu veya
ilgili durumlardan birinin (parkinsonizm ya da ALS) olmasi, bu pedigrilerden
sadece % 10-27'sinde otozomal dominant kalitim paterni gézlenmesi FTLD'nin
genetik komponentinin oldukca gigli oldugunu disindirmektedir (Cohn-
Hokke vd., 2012; Jiao vd., 2014; Pan & Chen, 2013; Rainero vd., 2017; Sieben
vd., 2012).

Baglanti analizi, tim ekzom dizileme ve genom asosiasyon calismalari
(GWAS), FTLD riskine katkida bulunan yaygin ve nadir goérlilen genetik
varyasyonlarin saptanmasinda etkili yaklasimlar saglamistir. Aday genlerin
belirlenmesine yonelik bu gcalismalarin uygulanmasi ile bugiine kadar bir gok
gen familyal/sporodik FTD ve FTD-ALS ile iliskilendirilmistir (Rainero vd.,
2017). Sekil 2.3' de frontotemporal lobar dejenerasyonunda gbzlenen genetik
degisiklikler, sikliklari ve ilgili noropatoloji sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 2.3. FTLD iligkili genlerin sematik gosterimi (Pottier, Ravenscroft, Sanchez-Contreras, &
Rademakers, 2016)

2.5.1- Mikrotiibiil iliskili protein tau (MAPT)

Ailesel FTD icin ilk genetik kanit; FTD-parkinsonizmde otozomal
dominant formda kalitilan kromozom 17g21.2 ile bir baglantinin gosterilmesi
ile ortaya cikmistir (Lynch vd., 1994). Bu bdlgedeki sorumlu gen sonraki
yillarda MAPT (microtubule-associated protein tau, OMIM: 157140) olarak
tanimlanmistir (Poorkaj vd., 1998).

MAPT mikrotubdl stabilizasyonu ve dizenlenmesinden sorumlu olan tau
proteinini kodlayan 16 ekzonlu bir gendir. Farkh mutasyonlarin patojenik
mekanizmasi, mutasyonun tirine ve gen igerisindeki lokalizasyonuna baglidir.
Normalde tubiline baglanma yoluyla mikrotliblil organizasyonuna etki eden
tau proteinini kodlayan gendeki mutasyon, taunun serbest sitoplazmik
birikimini tetiklemektedir. Bazi MAPT mutasyonlari da taunun anormal
fosforilasyonuna ve dolayisiyla da mikrotibul stabilizasyonunun bozulmasina,
buna bagli olarak aksonal iletim anomalisine 6nderlik etmektedir. Alternatif
kirpilmayi (splicing) etkileyen mutasyonlar ise beyindeki izoform oranini
degistirerek (3R/4R tau) patolojik etki gdstermektedir (Brandt, Hundelt, &
Shahani, 2005; Rainero vd., 2017). Mutasyona udgramis taunun kendi
arasindaki afinite artisina baglh olarak birikmesi sonucu filamentéz ¢éziilmeyen
norotoksik inklizyonlar olusturmaktadir (Sekil 2.4). Tum bu patolojik strecglere
bagh olarak noron kaybi sonucu frontotemporal atrofi, gri ve akmaddede
gliozis ve yuzeyel kortikal mikrovakulolizasyon gézlenmektedir.
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Sekil 2.4. Noérodejenerasyonda tau patogenezi (Irwin vd., 2015)

Post mortem incelemelerde, MAPT mutasyon tasiyicilarinda tau-pozitif
inklGzyonlar gézlenmistir (Mackenzie & Neumann, 2016; R Rademakers, Cruts,
& Van Broeckhoven, 2004).

Buglne kadar, 134 farkli ailede 44 patojenik MAPT mutasyonu rapor
edilmistir (http://www.molgen.vib-ua.be/FTDMutations) (Cruts, Theuns, &
Van Broeckhoven, 2012). Bu mutasyonlar poptlasyonlar arasi farklilik
gbstermekle birlikte FTLD olgularinin yaklasik %5-20'sinden sorumiu
tutulmaktadirlar. MAPT mutasyonlari ¢ok erken yasta baslayan (<50 yas),
yaygin olarak dvFTD klinik dzellikleri gésteren olgularda saptanmistir (Rainero
vd., 2017; Rohrer vd., 2010). Nadir olarak PPTA ve dvFTD'de de MAPT
mutasyonlari tanimlanmistir (Ferrari vd., 2013). MAPT mutasyonu olan
olgularda klinik cesitlilik dikkati cekmektedir. Hastaliga 6zgli semptomlarin
baslamasi, primer teshis ve baslama yas! aile bireyleri arasinda bile blyuk
farkliliklar gdéstermektedir (Rohrer & Warren, 2011). Bunun yani sira
norogorintileme dederlendiriimelerinde, MAPT mutasyonlan simetrik
anteromedial temporal lob, orbitofrontal gri madde atrofisi ve forniks
tutulumuyla iliskili bulunmustur (Rohrer vd., 2010).

2.5.2- Progranulin (PGRN)

Progranulin (PGRN; OMIM: 138945) kromozom 17q21.32'de lokalize ve
593 aa’ lik granulin preklrsort olan uzun bir protein kodlamaktadir. Merkezi
sinir sistemi hlcrelerinde ve mikroglialarda bulunmaktadir. Hlicre déngusu,
hicre blylime regtlilasyonu ve 6zellikle beyindeki inflamasyon sureglerinde
etkili olan PGRN genindeki mutasyonlarin ailesel FTLD olgularinda % 5-20,
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sporadik vakalarda ise %1-5 oraninda saptandigi ve populasyonlar arasi
farklihk gosterdigi bildirilmistir (Ferrari vd., 2013). FTLD olgularinda 2006’ da
ilk mutasyonun tanimlanmasindan bu yana 231 ailede 69 farkli mutasyon
tespit edilmistir (http://www.molgn.vib-ua.be/FTDMutations) (Cruts vd.,
2012).

Cerceve kaymasi, kesim noktasi ve anlamsiz mutasyonlar da dahil
olmak Uzere bilinen patojenik PGRN mutasyonlarinin buyutk bdlimuntn “dur”
kodonu olusturdugu tahmin edilmektedir. Olusan anormal aberan mRNA'nIn
degrede edilmesiyle beyin omurilik sivisi, plazma ve serumdaki granulin
seviyesinin azalmasina haplo yetersizlik neden olmaktadir (A. Benussi,
Padovani, & Borroni, 2015; Eriksen & Mackenzie, 2008).

FTLD olgularindaki PGRN mutasyonlari, néropatolojik olarak tau negatif,
ubikitin pozitif inklizyonlara neden olmaktadir. Yanhs katlanmis ve
hiperfosforile TAR-DNA binding proteini (TDP43), PGRN mutasyonlari saptanan
bireylerde g6zlenen bu ubikitin pozitif inklizyonlarin temel komponenti olarak
tanimlanmistir. Bunun yani sira idiopatik FTLD ve ALS olgularinda da bu
inklGzyon icerigi gozlenmektedir (Neumann vd., 2006; Rainero vd., 2017).
PGRN mutasyonlari 434’40 FTLD olgusu olmak dzere toplam 545
norodejeneratif vakada degerlendirilmis ve sikligi yaklasik % 6.9 olarak
bildirilmistir. Bu vakalardan ©9%056,2" sinde ubikitin pozitif ndéropatoloji
izlenmistir. PGRN mutasyonu go6zlenen 31 olguda en yaygin fenotip 24 olguyla
dvFTD iken Uger hasta PPTA ve AH (Alzheimer Hastaligi), bir olgu ise KBD
olarak siniflandirniimistir. Bu calismada da PGRN mutasyonlarinin buyuk bir
kisminin “dur” kodonu olusturdugu gosterilmistir (Yu vd., 2010).

Klinik acidan dederlendirildiginde PGRN mutasyonlari siklikla dvFTD ile
iliskili olmakla birlikte PPTA, svFTD, AD, KBD ve MCI (hafif bilissel bozukluk)
gibi oldukca heterojen bir fenotip de sergilemektedir (Rosa Rademakers vd.,
2007). Mutasyon tastyicilarinda hastalik baslangic yasinin ortalama 60 (35-
83) oldugu bildirilmistir (Ferrari vd., 2013). Klinik olarak psikiyatrik
sendromlarla da cakisma gdsterebilmektedir. Deney hayvanlarinda yapilan
calismalar PGRN geninin erigkin beyinde iki sekilli cinsel davranis kurulmasinda
onemli bir rol oynadigini ortaya koymustur (Rainero vd., 2011). Bunun yani
sira yapilan bir calismada PGRN tasiyicilarinin %70’inde episodik bellek
bozuklugu gobzlenmistir. Tasiyicillarin %?25‘inde  MAPT mutasyonu tasiyan
bireylerde gézlenmeyen hallsinasyonlar tanimlanmistir (Le Ber vd., 2007).

Mutasyon penetransi ¢ok yuksektir, tasiyicilarin % 90" 75 yasina kadar
semptom gdstermekte ve iliskili fenotipler hem farkli PGRN mutasyonlari olan
aileler arasinda hem de tek bir ailenin Gyeleri arasinda kayda deger derecede
degiskendir (Rainero vd., 2017). PGRN mutasyon tasliyicilari ndérogorintileme
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bulgularinda genellikle asimetrik frontal, temporal ve paryetal atrofi
sergilemektedir (Rohrer vd., 2010).

2.5.3- Nadir goriilen genler

Familyal FTLD olgularinin yaklasik %50’ sinden PGRN ve MAPT genleri
sorumlu tutulmustur (Ferrari vd., 2013) (Tablo 2.1.). Bu genlerin yani sira
CHMP2B, VCP, TARDBP ve FUS dahil olmak Uzere diger genlerdeki degisiklikler
tim FTD vakalarinin % 1-5' inde gézlenmistir.

Kromozom 3p11.2’ de lokalize CHMP2B (charged multivesicular body
protein 2B; OMIM: 609512) geni 213 aa’ lik uzun bir protein kodlamaktadir.
Bu protein ESCRT-III (endosomal sorting complex required for transport-III)
kompleksinin bir alt Unitesidir. Bu kompleks bilesikteki hasar, endozomal
tasinmanin bozulmasi, anormal hlcresel sinyalizasyona ve bozulmus otofajiye
neden olmaktadir (Ferrari vd., 2013). Ilk olarak 1995'de baglanti analizleri ile
tanimlanan bu mutasyona iliskin dérdld patojenik toplam 11 varyant
tanimlanmistir (http://www.molgen.ua.ac.be/FTDMutations). Noéropatolojik
olarak ubikitin pozitif, TDP-43 negatif sitoplazmik inklGzyonlar ile
karakterizedir (Rainero vd., 2017). Ekstrapiramidal ve piramidal bulgular ile
iliskili davranissal, bilissel bozukluklar CHMP2B mutasyonlarinin temel klinik
belirtileridir. Miyoklonus, hastalijin geg evresinde ortaya cikmaktadir. Bunun
yani sira iki olguda motor néron hastaligi tanimlanmistir (Gydesen vd., 2002;
Parkinson vd., 2006). Toplam 198 Fransiz FTLD olgusunda mutasyon sadece
bir olguda tanimlanmistir. Amerika ve Ingiltere’ de 141 FTLD olgusunda bu gen
dizilenmis ancak patojenik bir mutasyon saptanmamistir (Cannon vd., 2006;
Ghanim vd., 2010). Genel olarak FTLD vakalarinda oldukca nadir
gbézlenmektedir.

Kromozom 9pl13.3 de Ilokalize valosin-containing protein (VCP;
OMIM:601023) geni 806 aa’lik uzun bir protein kodlamaktadir. Hlicre déngusi
regllasyonu, postmitotik golgi dliizenlenmeleri ve apoptoz gibi gesitli hicresel
slireglerde roll oldugu bilinmektedir. VCP, protein sentezi ve protein yikimi
arasindaki dengenin korunmasini dizenleyen slreclerde de etkilidir. Bu gende
tanimlanan mutasyonlar daha c¢ok inklizyon cisimcikli myopati, kemigin
Paget’s hastaligi ve daha az siklikla FTD ile karakterizedir. Ailesel FTLD
olgularinin %1’‘inden daha az bir kisminda gézlenmektedir. Baslangi¢c yas
ortalamasi 40 (40-60 yas araliginda)’dir (Ferrari vd., 2013; Rainero vd., 2017).
Bugline kadar 48 farkli ailede 18 mutasyon tanimlanmistir
(http://www.molgen.ua.ac.be/FTDMutations). IBMPFD (Inclusion body
myopathy with early-onset Paget disease and frontotemporal dementia)
olgularinin % 25-30 kadarinda 50'li yaslarda VCP mutasyonu nedeniyle FTD
semptomlarinin belirgin hale geldigi bildirilmistir (Sieben vd., 2012).
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TARDBP (TAR DNA binding protein; OMIM: 605078) geni kromozom
1p36.2'de lokalize, 6 ekzonlu bir gendir ve TDP43 (transactive response DNA
binding protein 43 kDa) proteinini kodlamaktadir. Ilk olarak, insan bagisiklik
yetersizligi virlsu tip 1 TAR DNA'sina baglanan bir transkripsiyonel repressér
olarak tanimlanmistir ve 43-kDa’luk TAR DNA-baglama proteini kodlamaktadir.
Bu protein RNA transkripsiyonu, RNA kirpiima (splicing) ve miRNA biogenezi
de dahil olmak Uzere bir cok hicresel strecte islev gésteren, heterojen nikleer
ribontkleoprotein kompleksinin (hnRNP) bir formu olan RNA badglayici bir
proteindir (Borroni vd., 2009). TARDBP mutasyonlarinin, baslangigta ailevi
MNH/ALS olgularinda saptanmis ve ailesel ALS vakalarinin %5’inden, sporodik
vakalarin %1.5'inden sorumlu oldugu rapor edilmistir (Benajiba vd., 2009;
Mackenzie, Rademakers, & Neumann, 2010). TARDBP mutasyonu tasiyan
olgularda hastalik baslangic yasi genellikle 29 ile 77 yas arasindadir.
TARDBP'deki mutasyonlar, FTLD-TDP molekdller alt grubunun (TDP-43 protein
depozisyonuyla iliskili) cok nadir bir nedenidir (Mackenzie & Neumann, 2016).
TARDBP p.A382T missense mutasyonu, 65 FTD hastasindan 5’inde
bildirilmistir. Hastalarin sinirli, saldirgan, sabit dusinceler ve diz etki
sergiledigi godzlenmistir. Iki olguda da semantik demansa benzer dil
bozukluklari saptanmistir (Floris vd., 2015). TDP-43'Un ALS'deki toksik roli
agregatlara hapsolmus TDP-43'lin, cekirdekteki fizyolojik gérevinin bozulmasi
sebebiyle islev kaybindan kaynaklanabilecegi, bir baska varsayima gére ise
TDP-43 agregatlarinin yeni bir toksik islev kazanmasi oldugu bildirilmistir
(Cobanoglu , Iskender, & Basak, 2011). Bu gene ait mutasyonlar ¢cogunlukla
ALS vakalarinda tanimlansa da, hem ALS-FTD hem de FTLD spekrumunda
tanimlanan mutasyonlar mevcuttur ve hastalik patogeneziyle iliskisi oldugu
distnulmektedir (Benajiba vd., 2009). Bu bulgulara ek olarak Borroni ve
arkadaslar yaptiklari calismada 252 Italyan FTLD olgusunda dért bvFTD ve
bir FTD/MNH 6zelligi goOsteren toplam bes olguda TARDBP varyantlari
saptamislardir. TARDBP mutasyonlarinin hem sporodik hem de familyal
vakalarda gorulebilecegini 6ne sirmuslerdir (Borroni vd., 2010).

FUS (fused in sarcoma; OMIM: 137070) geni 16p11.2’ de lokalize ve 15
ekzondan olusmaktadir. Heterojen nUkleer ribonlUkleoprotein (hnRNP)
kompleksinin gok fonksiyonlu protein bilesenini kodlamaktadir. Bu protein, gen
ekspresyon regilasyonu, mRNA/miRNA islenmesi ve genomik batlinlGgin
muhafaza edilmesinden sorumludur. Ayni zamanda dendritik batldnligan
korunmasi ve nodronal plastisitede gorevli olabilecegi dusinitlmektedir
(Mackenzie vd., 2010). TARDBP mutasyonlari gibi ALS/MNH olgularinda
tanimlanmis ve bu olgularin yaklasik %3’Unden sorumlu tutulmustur. FUS
mutasyonlarinin sikhdinin distk olmasina ragmen FTLD spektrumunda da
tanimlandigi calismalar bulunmaktadir (Huey vd., 2012; T Van Langenhove
vd., 2010).
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Tablo 2.1. FTD' de genotip-fenotip korelasyonu (Olszewska, Lonergan, Fallon, & Lynch,

2016)
Gen Prevelans Baslangic Fenotip MRG
MAPT Ailesel %10-20 Ortalama 55 Baskin Simetrik
Sporadik %0-3 (45-65) frontotemporal Frontal ve
demans % temporal atrofi
parkinsonizm
GRN Ailesel %5-20 Ortalama 65 en yaygin Karakteristik
Sporadik % 1-5 (25-89) davranissal parietal atrofi
FTD, ilgisizlik, ile asimetrik
cekilme frontal,
temporal atrofi
C9orf72 %25 Ortalama 50 dvFTD £ ALS  Simetrik
(27-83) frontal atrofi

2.6- Chromosome 9 Open Reading Frame 72 (C90rf72)

2006 yilinda, ALS/FTLD'li ailelerde kromozom 9p21.3-9p21.1 genetik
baglantisi gosterilmistir (Ilse Gijselinck, Cruts, & Van Broeckhoven, 2017)
Familyal ALS ve FTD’ de en sik gdzlenen patojenik mutasyon olarak kromozom
9 da lokalize C9orf72 geninin kodlamayan bdlgesindeki heksantkleotid
(GGGGCC) tekrar artislart es zamanh olarak rapor edilmistir (Delesus-
Hernandez vd., 2011; Renton vd., 2011). O glinden sonra yapilan ¢ok sayida
arastirmada, C9orf72 tekrar artislarinin ailesel FTD'nin % 25'ini, ailesel ALS'nin
% 37'sini ve hem FTD hem de ALS'li ailesel vakalarin % 88'ini acikladigi ortaya
konmustur. (Van Mossevelde, van der Zee, Cruts, & Van Broeckhoven, 2017)

2.6.1- C90rf72 geninin yapisi

C9orf72 geni (OMIM: 614260), 9. kromozomda lokalize, 12 ekzondan
olusan, iki protein izoformunu kodlayan ve ¢ transkript varyantina sahip
oldukca korunmus bir gendir (Wen, Westergard, Pasinelli, & Trotti, 2017).
Sekil 2.5'de gorildiga gibi varyant 1 transkripti, ekzon 1-5'ten olusmakta ve
222 amino asitlik kisa bir protein izoformunu, varyant 2 ve 3 ise 481 amino
asitlik uzun izoformunu kodlamaktadir (Ilse Gijselinck vd., 2017; Moens vd.,
2017). Her iki izoformun da biyolojik fonksiyonu hala bilinmemektedir. Tekrar
artislar, farkli varyantlarin farkl bolgelerinde bulunmaktadir. ikinci varyant
icin genin promoter boélgesinde ekspansiyon bulunurken, varyant 1 ve 3 igin
ilk intronda ekspansiyon gézlenmektedir (Wen vd., 2017).
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Sekil 2.5. C9orf72 geninin yapisi (Kumar, Islam, Ahmad, & Hassan, 2016)

Ilk yaklasimlar C9orf72'nin herhangi bilinen bir protein ile yapisal
homolojisinin bulunmadigi yénindedir. Bununla birlikte, son zamanlarda
yapilan analizler, C9orf72'nin, bir GDP-GTP nlkleotid degisim faktori olarak
islev gorebilecek DENN (differentially expressed in normal and neoplastic cells)
domainini icerdigini desteklemektedir (Haeusler, Donnelly, & Rothstein, 2016).
Otofaji ve endozomal yolda fonksiyonu olabilecedi ve endoplazmik retikulum
stresinin dliizenlenmesinde etkili oldugu distntlmektedir (Ilse Gijselinck vd.,
2017).

Transgenik fare ve zebra baligi deneyleri, C9orf72'nin néronlarda, insan
proteom haritasi ise C9orf72'nin beyinde ylksek oranda eksprese edildigini
goéstermistir (Akimoto vd., 2014; Haeusler vd., 2016; Suzuki vd., 2013).
Yapilan baska bir calisma, C9orf72'nin kisa izoformunun nikleer membranda,
uzun izoformunun ise adirhkh olarak sitoplazmada bulundugunu ileri
surmektedir (Xiao vd., 2015).

2.6.2- C90rf72 ekspansiyonunun patojenik mekanizmasi

Sporadik ve ailesel ALS/FTD'nin en blylk nedeni olarak C9orf72
GGGGCC'nin tekrar artislarinin  tanimlanmasindan sonra, bu artislarin
norodejenerasyona nasil sebep oldugu ve ilgili mekanizmalarin
tanimlanmasina yonelik calismalar gindemdedir.

Simdiye kadar bu tekrar artislarinin patojenik mekanizmasini bir

fonksiyon kaybi ve iki farkli fonksiyon kazanimi ile agiklayan tg temel hipotez
bulunmaktadir (Gitler & Tsuiji, 2016; Moens vd., 2017)(Sekil 2.6).

16



Sense
—

- - = 5 > >

Exon 1b Exon 1a

GGGGCC(n) \- GGGGCC(n)
—~

-
Anti-sense

-
o(.‘)
00
00
<

©

T

A B c
l Transkripsiyon 23 y
RBP
4 = . -
C9orf72
protein G.
/ & y

C9orf72 geninin
haplo yetmezligi Jekraclayan BHA Dipeptid tekrarlayan
temelli toksisite protein toksisitesi

Sekil 2.6. C9orf72 GGGGCC tekrarlarinin patojenik mekanizmalari (Gitler & Tsuiji, 2016)

Bunlardan ilki tekrar sayisi artisina bagh olarak, C9orf72'nin
transkripsiyonunun azalmasi ve haplo yetmezlige neden olmasidir (Sekil
2.6.a). Ikincisi tekrarlar iceren sense ve antisense RNA transkriptlerinin
akiimiile olmasi ve RNA baglama proteinlerini tutmasidir (Sekil 2.6.b). Uglincii
mekanizma ise dipeptid proteinlerin yarattigi toksisitedir (Sekil 2.6.c.).

2.6.2.1- C9orf72 fonksiyon kaybi

C9orf72'nin ALS/FTD'deki islev kaybi mekanizmasi, ilk olarak
C9orf72'nin ¢ mMRNA varyantinin da hasta kan, korteks, serebellum, omurilik
doku 6rneklerinde azalmis seviyeleri tespit edildiginde anlasiimistir (DeJesus-
Hernandez vd., 2011; Rohrer vd., 2015; Waite vd., 2014).

Epigenetik dlizenleme ve transkripsiyonel instabilite de dahil olmak
Uzere cesitli mekanizmalar C9orf72'nin transkripsiyonel susturulmasina yol
acabilir. NRE (nlkleotid repeat ekpansiyon)'nin varlhdi, lokal epigenetik
degisikliklerin artmasina neden olmaktadir (Haeusler vd., 2016; Sareen vd.,
2013).

Ekspresyon seviyesinin azalmasina sebep oldugu disinilen ilk yol
hipermetilasyondur. DNA metilasyonu, ndroprotektif olabilmekte veya bir
hastalik dizenleyicisi olarak islev gdrebilmektedir. DNA hipermetilasyonu
hastaligin ilerlemesine karsi etki gosterebilir. Hlicrelerde demetilasyonun, dis
stres etkilerine kars! artan savunmasizlia neden oldugunu ve metilasyon
yoluyla mutant C9orf72 kopya sayisinin dislridlmesinin dogustan gelen bir
koruyucu mekanizma olabilecegini disindiren kanitlar mevcuttur (Liu vd.,
2014; Rohrer vd., 2015).
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Tekrar artisi saptanan olgularda epigenetik degisiklikler arasinda,
C9orf72'nin 5 'promoter bdélgesindeki CpG adalarinin DNA hipermetilasyonu,
GGGGCC tekrar artisi olan bélgenin metilasyonu ve histon 3 (H3) ve histon 4
(H4)'Gn trimetilasyonu bulunmaktadir. Tekrar sayisinin artmis oldugu bdlgenin
upstreaminde bir CpG adasinin hipermetilasyonu ile GGGGCC'yi baglayan H3
ve H4 histonlarindaki lizin rezidllerinin trimetilasyonu transkripsiyonu
baskilamaktadir. (Davidson vd., 2014; Liu vd., 2014; Xi vd., 2013). Bu
metilasyon isaretleri, frontal korteks, omurilik ve serebellum da dahil olmak
Uzere merkezi sinir siteminde ve kan o6rneklerinde gdzlenmistir (Belzil vd.,
2013).

5 'CpG adalarinin metilasyonu, yalnizca C9orf72 varyant 2 ve 3
mRNA'sinI degil, ayni zamanda bu hiicrelerdeki RNA odaklari ve RAN tarafindan
cevrilen dipeptit tekrarlarini azalttigini da gostermistir. Bu bulgular, promoter
genislemesi olan varyanta kars! intronik GGGGCC genislemeleri iceren dusuk
mRNA varyantlari  seviyelerinin  aslinda noéroprotektif  olabilecegini
disindirmektedir (Liu vd., 2014). Yapilan bir calismada farkl transkript
dizeyleri ile klinik o©zelliklerle karsilastirildiginda, yiksek promoter
ekspansiyonu iceren varyant diizeyi saptanan hastalarda daha uzun sag kalim
suresi gozlenmistir (Van Blitterswijk vd., 2015).

CO9orf72 proteini, Rab GTPaz aktivitesini dizenleyen guanin nlkleotid
degisim faktorleri (GEF) olarak islev gésteren DENN protein ailesi ile homoloji
gbstermektedir. GTPazlar, hilcrelerdeki membran yolunun birden fazla
asamasini dizenleyen molekller anahtarlar gibi hareket etmektedir. Bu
nedenle C9orf72 fonksiyon kaybinin sellliler vyollarin bozulmasina yol
acabilecegdi disunulmektedir (Gitler & Tsuiji, 2016).

Bir derlemede C9orf72 islevindeki bir azalmanin, C. elegans'da néronal
ve davranissal anormalliklerle sonucglandigi, ancak farelerde C9orf72
ortologunun o6zellikle néronlar ve gliada genetik olarak nakavt edildiginde,
norodejeneratif bir fenotip olusturmakta basarisiz oldugu bildirilmistir (T. W.
Todd & Petrucelli, 2016). Bununla birlikte heterozigot kalitilan bu mutasyonun
homozigot oldugu durumlarda hastalik siddetinde bir degisme olmadigi
gbzlenmistir (Fratta vd., 2013). Buna ek olarak, simdiye kadar insanlarda
C9orf72 fonksiyon kaybi mutasyonlarinin nérodejeneratif durumlara neden
oldugu bildirilmemistir. Tim bu sonuglar birlikte ele alindiginda, fonksiyon
kaybl mekanizmasinin hastaligin birincil nedeni olmasinin mimkin olmadigini
disindirmektedir. Bununla birlikte, C9orf72 ekspresyonunda uzun sureli bir
azalmanin hastaligin patogenezini modile edebilecegi disintlmektedir (T. W.
Todd & Petrucelli, 2016).
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2.6.2.2- C9orf72 RNA toksisitesi

CY9orf72 tekrar artisi mutasyonunun patolojik isaretlerinden biri,
serebellum, motor korteks, omurilik ve hipokampusdaki RNA odaklari
varhgidir. Diger tekrar artisi hastaliklarinda oldugu gibi C9orf72 heksanUkleotid
tekrar artisi da RNA’'nin nlkleusta toksik odaklar olusturmasina neden
olmaktadir (Selvaraj, Livesey, & Chandran, 2017).

Buradaki temel mekanizma; sense ve antisens transkriptlerdeki tekrar
artislarinin pre-mRNA molekillerinde sag tokasi yapilarinin olusumunu tesvik
etmesi ve RNA odaklar olarak adlandirilan ayri nukleer yapilarin olusumuyla
sonuglanan cesitli RNA baglayici proteinlerle etkilesime girmesidir (P. K. Todd
& Paulson, 2010).

Sekil 2.7'de goruldigd gibi sense transkriptinin ylksek guanin
iceriginden dolayi, GGGGCC tekrar artisi, oldukca kararli G-quadrupleks ve R-
loop yapilarini olusturmaktadir (Barker, Niblock, Lee, Shaw, & Gallo, 2017).

G-quadruplex

CSorf72 RNA

Sekil 2.7. C9orf72 GGGGCC tekrarlarinin olusturdugu G-quadrupleks ve R-loop yapilari
(Barker vd., 2017)

G-quadruplex, hidrojen badiyla stabilize edilmis doért guanin rezidisu
tarafindan olusturulan dizlemsel vyiginlardan olusmaktadir. R-loop ise
transkripsiyon sirasinda yeni olusan RNA ve sablon DNA tarafindan
olusturulmus DNA-RNA melezleridir (Wen vd., 2017). Yapilan calismalarda
artmis GGGGCC'nin, in vitro olarak G-quadruplex ve R-loop olusturdugu ve bu
yapilarin da nikleolar proteinlerle anormal etkilesime gectigini gostermistir.
Sonugta hem normal transkriptlerin kaybedilmesi hem de bozulmus RNA
polimeraz sureci nedeniyle olgunlasmamis RNA'nin birikimi gerceklesmektedir
(Haeusler vd., 2016).

C9orf72 mutasyon taslyicillarinda yapilan otopsilerden alinan beyin
dokularinda hnRNPA1, Pur-alpha, ADARB2 ve hnRNP H gibi heterojen nukleer
ribontkleoprotein de dahil olmak Uzere (Sekil 2.8) dogrudan RNA odaklarina
direkt olarak baglanan veya bu RNA odaklarina kolokalize olan gok sayida RNA
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baglayici protein (RBP) kesfedilmistir. Proteinlerin bu odaklarda tutulmasi,
nukleer transport, pre-mRNA splising ve ribozomal RNA biyogenezi gibi normal
fizyolojik islevsellikleri bozmaktadir (Barker vd., 2017).

RBP tutulmasi ve daha sonra hedeflerinin misregltlasyonunun
norodejenerasyona yol acabilecedi distnilmektedir (Selvaraj vd., 2017) .

Degismis RNA prosesi Y Y

Degismis transkriptom v/ WENY

Sekil 2.8. C9orf72 GGGGCC tekrar artiglarinin hnRNP’ lerle iliskisi (Selvaraj vd., 2017)

2.6.2.3- C9orf72 dipeptid protein toksisitesi (RAN(repeat-associated non-ATG)
translasyonu)

Translasyon sirecinde AUG baslangi¢c kodonudur. Ancak calismalar CUG
veya ACG'nin o6karyotik mRNA'larda alternatif baslatma kodonu olarak
calisabilecegini gostermektedir. Bu durumda AUG baslatma kodonuna ihtiyag
duymadan translasyon gerceklesebilmekte ve bu fenomene tekrar iliskili AUG
olmayan baslaticl translasyon (RAN translation- repeat-associated non-AUG
initiated translation) adi verilmektedir (Barker vd., 2017). ilk olarak myotonik
distrofi tip 1 ve spinoserebellar ataksi tip 8’ de tanimlanmistir (Zu vd., 2011).

RAN translasyonu birden c¢ok cercevede baslayabilecegi icin olusan
transkriptten cesitli Grinler sentezleyebilir (Gendron & Petrucelli, 2017).
C9orf72 RAN translasyonu, alti farkli sense ve antisense cercevede meydana
gelmekte (Sekil 2.9.A), bu da farkli DPR (dipeptid repeat) proteinleri
olusturmaktadir. Sense ipliginden glisin-alanin (GA) ve glisin-arginin (GR)
glisin-prolin (GP), antisense ipliginden ise prolin-glisin (PG), prolin-arginin (PR)
ve prolin-alanin (PA) olusmaktadir (Zu vd., 2013). Birgok calismada bireysel
DPR'lerin benzer lokalizasyon paterni gosterdigini ancak farkh miktarlarda
bulunduklarini gostermistir. En ylksekten distidge dogru miktarlar poli-GA,
poli-GP, poli-GR ve poli-PA / poli-PR seklinde siralanabilir (Wen vd., 2017).
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Sekil 2.9. DPR’lerin etkiledigi patojenik mekanizmalar (Wen vd., 2017)

Mayalar, kilttre edilmis néron hicreleri ve Drosophila'da yapilan bir cok
calismada iki arginince zengin DPR olan poli-GR ve PR'nin gicli toksik oldugu
goOsterilmistir. Diger DPR'lerin ise toksik olmadigi yada hafif bir toksik etki
gOsterebilecegi bildirilmektedir (Wen vd., 2017).

Poli-PR ve poli-GR, niklesu geri donlisimslz olarak baglar ve spesifik
RNA'larin splicing modellerini degistirebilir. Arjininden zengin DPR'lerin
norotoksik mekanizmalari hala tam olarak anlasilmasa da nukleer/nukleolar
proteinlerle etkilesime girdigini ve nikleolar stresin indiklenmesi , rRNA
sentezinin baskilanmasi, anormal stres grandl olusumu, kirpilma (splicing)
aberasyonlari ve protein translasyonunun inhibisyonu dahil olmak tzere global
translasyonel disreglilasyona sebep oldugu disinilmektedir. Bunlarin yani
sira mitokondriyal disfonksiyon, nukleositoplazmik tasinimin bozulmasiyla da
iliskili olabilecegi disunilmektedir (Moens vd., 2017; Wen vd., 2017) (Sekil
2.9.B).

2.6.3- C90rf72 GGGGCC ekspansiyonu ve FTLD
2.6.3.1- Normal ve hastalikla iliskili GGGGCC uzunlugu
Normal tekrar allelleri ile patojenik artmis tekrarlar arasindaki kesin gizgi

su ana kadar net olarak belirlenememistir. Cogu saglikli kontrol grubunda, 24
birime kadar normal tekrar uzunlugu tespit edilmistir (Van Mossevelde vd.,
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2017). Genel olarak saghkli bireylerde GGGGCC tekrarlarin dagilimi 2-23
arasinda degismekte, ancak ALS ve FTD hastalarinda bu tekrarlarin 500-
1600’e kadar ulasabildigi disinidlmektedir (Jiao vd., 2014; Renton vd., 2011).
Ancak normal tekrar uzunlugu degiskendir ve Avrupa nifusunun % 90'Indan
fazlasinda 2-10 GGGGGCC tekrar birimi arasinda bulunmaktadir (Renton vd.,
2011).

Cogu calismada, 30 birimlik esik dedger (cut off) kullanmasina ragmen,
etkilenen bazi vakalarin daha kiiglik tekrarlara sahip oldugu gézlenmistir. ALS
hastalarinda 24 ve 28 birim arasinda tekrar goérulirken, FTD hastalarinda ve
etkilenen kardeslerinde gézlenen 20 ile 22 gibi kisa tekrarlarin da hastaliga
neden olabilecegine dair veriler bulunmaktadir (Gédmez-Tortosa vd., 2013). Bir
calismada, 24-30 arasinda (orta derece tekrar) tekrar saptanan olgularda
sporadik ALS gelisme riskinin arttigi bildirilmistir (Chen vd., 2016). Parkinson
ve esansiyel tremor (ET) hastalarinda 20 ila 39 birim arasinda orta tekrarlar
bildirilmistir (Van Mossevelde vd., 2017).

C9orf72 tekrar artisinin <35 yasta nadiren penetrant, 58 yasta %50
penetrant ve 80 yasinda genelde >% 95 penetrant oldugu disinidlmektedir
(Couratier, Corcia, Lautrette, Nicol, & Marin, 2017). Benussi ve arkadaslari
yaptiklari calismada C9orf72 ekspansiyon tasiyicilarinin 80 yasina kadar full
penetrans gosterdiklerini ve pedigri analizleri incelendiginde hastalik baslangig
yasinin sonraki nesillerde daha erken oldugunu belirterek antisipasyona dikkat
cekmislerdir (L. Benussi vd., 2014).

2.6.3.2- Goriilme sikhgi

C9orf72 ekspansiyonu, ailevi FTD ve ALS-FTD vakalar ile iligkili en sik
gbérilen mutasyon olup ailesel ALS'nin yaklasik % 40", sporadik FTD
vakalarinin % 6'si ve ailesel FTD'nin % 25'ini olusturmaktadir (Couratier vd.,
2017)

Avrupa populasyonunda 6zellikle Fin ve Isvec gibi izole toplumlarda
tasiyici orani yiksektir ve en yiuksek frekans Finlandiya (%29)’ da saptanmistir
(Couratier vd., 2017; Van der Zee vd., 2013). Ancak Asya topluluklarinda
yapilan calismalarda mutasyonun c¢ok nadir go6zlendigi, etnik farkliliklarin
olabilecegini distndirmektedir (Kim vd., 2014; Ogaki vd., 2013). Cin
populasyonunda yapilan 128 hastalik calismada ailesel FTD-ALS dyklisu olan
iki asemptomatik kardes ve bir sporodik FTD olgusunda ekpansiyon
saptanmistir (Jiao vd., 2014).
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2.6.3.3- C9orf72 tasiyicilarinda klinik ve néropatolojik ézellikler

Baslangic yasi ve hastalik slresi C9orf72 tasiyicilarinda, hatta aile
icerisinde bireyler arasinda bile degiskenlik géstermektedir. Ingiltere, Avrupa,
Amerika ve Avustralya capinda FTLD spektrumunda yapilan calismalarda
C9orf72 ekspansiyonu goézlenen FTLD vakalarinin siklikla dvFTD klinigi
sergiledigi saptanmis, bu olgularin psikozla ilerledikleri ve yaygin olarak
halGsinasyonlar/sanrilar gésterdikleri bildirilmistir (Sharon vd., 2012). PPTA
ikinci en yaygin FTD varyanti iken svFTD’de nadiren C9orf72 ekspansiyonu
tespit edilmistir (Snowden vd., 2012).

Yapilan bir calismada C9orf72 ekspansiyonu tasityan 32 olgudan 12
(%38) tanesinde psikoz gbzlenirken, normal tekrar sayisi saptanan olgularin
sadece %d4’'Unde psikotik bulgulara rastlanmistir. Arastirmacilar, C9orf72
ekpansiyon ve psikoz arasinda gucld bir iliski oldugunu, C9orf72 genindeki bu
artislarin yalnizca FTD-MND dedil ayni zamanda geg¢ baslangich psikoz
gelismesinde de 6nemli bir role sahip olabilecegini 6ne stirmislerdir (Snowden
vd., 2012). Psikozun C9orf72 tasiyicilarinda oldukca ylksek oranda gozlendigi
baska calismalarda da bildirilmistir (Dobson-Stone vd., 2013). Bu nedenle,
FTD-ALS baglaminda psikiyatrik semptomlarin varligi CO9ORF72 tekrar artisini
disundiarmelidir. Klinik FTD ve ALS’den ziyade psikiyatrik tabloya daha cok
benzemektedir.

MAPT ve PGRN mutasyonu tasiyan FTLD vakalart ve C9orf72
ekspansiyonu tasityan olgular karsilastirildiginda klinik olarak ¢ok bulyik
farkhliklar saptanmamistir. Ancak C9orf72 ekspansiyonu tasiyan olgularda
yaygin olarak baskin bir frontal atrofi gozlenmektedir. C9orf72 ekspansiyonu
tasiyan bireylerde PGRN mutasyonu tasiyanlara kiyasla baslangi¢c yasi daha
erken ancak survi sureleri benzer olarak gézlenmistir. Bunun yani sira C9orf72
ekspansiyonu tasityan bireylerde dvFTD yayginken, PGRN mutasyonlari daha
cok PPTA'da gb6zlenmistir (Tim Van Langenhove vd., 2013). Ekspansiyon
tasiyan bireylerin manyetik rezonans gorintilemelerinde bilateral, simetrik
frontal atrofi, orbitofrontal gri madde hacminde azalma, medial ve dorsolateral
bélgelerin yani sira anterior temporal atrofi gézlenmistir (Sharon vd., 2012).

C9orf72 tekrar ekspansiyonundaki ndropatolojik calismalar TDP-43
patolojisi ile karakterizedir (Ilse Gijselinck vd., 2017). Sitoplazmik TDP-43
pozitif inklizyonlar genellikle C9orf72 FTD/ALS hasta dokusunda DPR pozitif
inklizyonlara kiyasla ayri bir olusumdur. Ozellikle ALS vakalarinda motor
noéronlarinin kaybinin DPR inklizyonlarina nazaran TDP-43 patolojisiyle
yakindan iliskili oldugunu gosterilmistir (T. W. Todd & Petrucelli, 2016). RNA
odaklarinin ve DPR'lerin hlicrede stres faktorleri olarak hareket edebilecegi ve
sonucta TDP-43 patolojisi ve ndérodejenerasyona neden olan bir dizi olayi
tetikledigi ©6ne slrllmustir (Edbauer & Haass, 2016). DPR inklizyon
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olusumunun hastalik seyrinde TDP-43 patolojisinden daha erken meydana
geldigini ve bazi calismalarda daha agir DPR patolojisinin erken hastalik
baslangiciyla korele oldugu bildirilmistir (Mackenzie vd., 2015).

2.6.3.4- Modifiye edici faktérler

C9orf72 tekrar artisi tasityicilarinin klinik ve patolojik heterojenitesinin
kaynagi blylk o6lglide bilinmemesine ragmen bu cesitliligin altinda yatan
mekanizmalardan biri olarak modifiye edici faktorler distnulmektedir.

Bugline kadar, en cok calisilan genetik modifiye edici faktér GGGGCC
tekrar artisinin bUyukligudir. Heksanikleotid tekrar artislarinin  beyin
hicreleri arasinda mozaisizmi gdsterilmistir. Bu mozaiklik dokular arasinda
daha da belirgin hale gelmektedir. Bircok calisma, farkh dokulardaki somatik
mozaiklik nedeniyle 16 birimden gelen tekrarlarin istikrarsizligini bildirmistir ki
bu da kan DNA'sindaki tekrar sayisi patojenitesinin belirlenmesini
zorlastirmaktadir (Ilse Gijselinck vd., 2017).

Tekrar sayisi ve sagkalim arasinda celiski datalar mevcuttur. Ancak Suh
ve ark. periferik kan DNA'sinI kullanarak, C9orf72-FTD'de ekspansiyon boyutu
ile sagkalim arasinda bir iliski oldugunu bildirmislerdir (Suh vd., 2015).

Tekrar sayisinin yaninda fenotip modifiye edici faktér olarak TMEM106B
geni tanimlanmistir. Transmembrane protein 106B (TMEM106B; OMIM:
613413) 7p21.3 de lokalize 8 ekzonlu henlz gérevi bilinmeyen bir gendir.
TMEM106B ve FTLD arasindaki iliski patolojik olarak FTLD-TDP oldugu
kesinlesen 515 olguda yapilan GWAS calismasinda kurulmustur. Tanimlanan
tek nukleotid polimorfizmleri (SNP) 6zellikle rs1020004, rs6966915 ve
rs1990622’ nin beyindeki artmis TMEM106B ekspresyon seviyeleri ile iligkili
oldugu bildirilmistir. rs1990622 ve artmis TMEM106B mRNA seviyeleri
arasindaki iliski, 6zellikle PGRN mutasyon tastyicilarinin post mortem beyin
dokularinda gosterilmistir (Van Deerlin vd., 2010).

TMEM106B koruyucu minor alelinde (rs1990622 ve rs3173615)
homozigot frekansi, C9orf72 FTLD ve FTD-MNH tasiyicilarinda (%11.9)
kontrollerden (%19.1) daha dusuktir ve bu durum muhtemelen daha buyuk
TDP-43 patolojisi ile sonuglanmaktadir (Van Blitterswijk vd., 2014).
TMEM106B koruyucu allellerinden bir ya da daha fazla kopyasini tasiyanlarin
FTLD gelistirme riskinin %30-50 oraninda daha disik oldugu tanimlanmistir
(van der Zee vd., 2011).
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2.7- C90rf72 GGGGCC Artisinda Kullanilan Analiz Yontemleri

Tarihsel olarak Southern blot, Frajil X sendromunda oldugu gibi genis
tekrar artislarini tespit etmek ve boyutlandirmak icin altin standart yéntem
olarak kabul edilmistir. C9orf72 genindeki GGGGCC tekrar ekpansiyonunun
tam sayisinin belirlenmesi, bu bdlgenin % 100 GC igerigi, oldukgca yilksek
tekrarlarla gbézlenen genis boyu, dokular arasindaki somatik instabilite ve bu
bélgeye komsu dizilerin tekrarlayan dodasi nedeniyle sinirli olmustur (Ilse
Gijselinck vd., 2017).

Klasik PCR metodlari tekrar sayisinin tespitinde, 6zellikle yliksek tekrar
iceren olgularda yetersiz kalmaktadir. Genellikle bu gibi olgularda kullanilan
Southern blot testi ise somatik mozaisizme badli olarak smear seklinde
goruntiler verebilmektedir. Bu sorunun Ustesinden gelmek ve tekrar sayisini
net olarak belirlemek icin optimize edilmis Southern blot ydntemleri
gelistirilmistir (Buchman vd., 2013). Ancak hem arastirma hem de diagnostik
olarak yliksek dogrulukta ve bilylk miktarda giris DNA'sI gerektirmeyen
ylksek verimli, hizli PCR tabanh testlerin olmasi kolaylik saglamaktadir.
Gunumuzde tekrar artislarinin tespiti icin iki farkli PCR ydntemi yaygin olarak
kullaniimaktadir.

2.7.1- C90rf72 Size-PCR

Genomda yiksek GC igerigi tasiyan sekanlarin PCR"1 oldukca zordur. Bu
sekanslar amplifiye edilirken, amplifikasyonun ilk déngdlleri sirasinda, tek iplikli
DNA’da ilmekler olusmakta ve Taq polimeraz, bu sac tokasi yapisini atlayarak
bu diziden yoksun kisaltiimis PCR JdGrinlerinin  amplifikasyonunu tesvik
etmektedir. Dimetil sllfoksit (DMSO), gliserol, polietilen glikol, formamid,
betain, 7-deaza-dGTP gibi organik molekdller kullaniimasi ile GC zengin DNA
sekanslarinin amplifikasyonunun iyilestirildigi gosterilmistir (Musso, Bocciardi,
Parodi, Ravazzolo, & Ceccherini, 2006).

Otomatik kapiller jel elektroforez, elektroforetik hareket kabiliyeti, faz
ayirimi ve molekiler boyuttaki farkhliklara ya da bunlarin bir kacina bagl
olarak elektrokinetik ayirim vyapan bir tekniktir. Kapiller, elektrotlari ve
tamponu iceren iki cam hazne arasina yerlestirilmis olup, kapillerler jel ile
dolduktan sonra ¢cok az miktardaki 6rnek, kapillerin bir ucuna elektrokinetik ve
hidrodinamik teknikle ylklenmektedir. Ayirim, yltksek voltaj (5-30 kV, 1-150
uA) uygulayarak yaklasik 200-500 V/cm dogru akim altinda saglanmaktadir.

Sizing PCR igin primerler (GGGGCC) tekrar bdlgesini icine alan 114bp
uzunlugunda bir boélgeyi cogaltmak Uzere tasarlanmistir. PCR sonucu elde
edilen Urin boyu (GGGGCC) tekrar sayisi ile dogru orantili olarak uzamaktadir.
Eder 3 (GGGGCC) tekrari var ise 114bp+18bp= 132bp uzunlugunda PCR Grini
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elde edilmektedir. Primerlerden bir tanesi FAM boyasi ile isaretli oldugundan
PCR sonucu elde edilen drinler kapiler elektroforezde vyuratilerek
goruntilenebilmektedir (Sekil 2.10).

FAM

L ] —
GCCGGCGGCC-GCGCCC-caaaCco
®
114bp + 18bp
(2)
0 132bp 200 300 =00

q (CCGGCO) 5

|
(b)

Sekil 2.10. C9orf72-Size PCR kiti calisma prensibi (a) ve PCR sonucu elde edilen Grlnlerin
kapiler elektroforezde gorintilenmesi (b).

Ozellikle tekrar bélgelerini iceren GC yodun bélgelerin amplifikasyonu zor
oldugu icin genellikle belli bir tekrar sayisindan daha biylUk alellerden PCR
drint elde edilememektedir. Bu durum genislemis (patojenik) GGGGCC
tekrarina sahip heterozigot bireylerde sadece normal allelden PCR Urinl elde
edilmesine ve tek allel gérilmesine neden olmaktadir. Bu durum patojenik
allelin gézden kagmasina ve yanlis genotiplemeye neden olabilir.

Bundan dolayr GGGGCC tekrar bélgesinin genotiplemesi igin ikinci bir
yontem kullanilmakta ve tek allel gézlenen bireylerin ekspansiyon tasiyip
tasimadigi test edilmelidir.

2.7.2- C90rf72 Repeat Primed PCR

Warner ve ark. 1996’da Uglu nukleotit tekrar dizilerinin ekspansiyonlarini
saptamada Southern blot'in yerini alacak bir PCR metodu gelistirmislerdir
(Warner vd., 1996).

Bu yontemde 3 primer kullaniimaktadir. Sekil 2.11'de goruldagu gibi
kullanilan primerlerden biri (reverse primer) GGGGCC tekrar dizisine 6zgu olup
diger primer (forward primer) tekrar etmeyen boélgeye baglanmaktadir.
Reverse primerin bir kismi tim GGGGCC tekrarlarina baglanacak sekilde ug
kismi ise anchor diye adlandirilan ve genomda baska hicbir diziye
baglanmayacak sekilde tasarlanmaktadir. Bu primer tamamen rastlantisal
olarak tekrarlarin farkli yerlerine baglanmaktadir (Eruslu & Basak). Sekil
2.12'de gorilecegi Gzere, 3 GGGGCC tekrari var ise primer 3 defa baglanarak
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aralarinda +6bp fark olan Urilnler olusturmaktadir. PCR sonucu elde edilen
arin boyu (GGGGCC) tekrar sayisi ile dogru orantili olarak uzamaktadir. Eger
3 (GGGGCCQ) tekrari var ise 282bp, 288bp ve 294bp uzunlugunda 3 PCR Urini
elde edilmektedir. Primerlerden bir tanesi FAM boyasi ile isaretli oldugundan
PCR sonucu elde edilen drinler kapiler elektroforezde vyuratilerek

goruntilenebilmektedir. 3 GGGGCC tekrarina sahip allelden 3 peak elde
edilmektedir.

Reverse Primer Anchor Primer

Forward Primer / /
FAM =
exon 2 < CCCCE exon 1
Lexon2} % A { l

intron 1
Heksaniikleotid
tekrarlar

Sekil 2.11. Repeat-primed PCR igin kullanilan primerlerin sematik gdsterimi
(Renton vd., 2011)

Bu yéntemde GGGGCC tekrar sayisi kadar farkli PCR urinu elde
edildiginden, kapiller elektroforez sonucu elde edilen peakler sayilarak
GGGGCC genotiplemesi yapilmaktadir. Bu yoéntem sayesinde size PCR ile

codaltilamayan allellerden Grin elde edilmekte ve genislemis allelin varligi
saptanabilmektedir.

GC yogun ve tekrar iceren bolgelerden PCR Grini elde edilebilmesi igin
“C9orf72-sizePCR kiti” ve “"C9orf72-RepeatPrimedPCR kiti” long-template PCR
buffer ve enzimi ile 7-deaza-dGTP iceren dNTP miksini icermektedir.

—t S ===
GCCCGCC-GGGGCCC-CGGGCC

276bp ,_+6bp
i +12bp
T _+18bp

(@)

" l

282bp
288bp

294bp

(b)

Sekil 2.12. C9orf72-Repeat Primed PCR kiti galisma prensibi (a) ve PCR sonucu elde edilen
drdnlerin kapiler elektroforezde gdrintilenmesi (b)
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3- GEREC VE YONTEMLER
3.1- Arastirma Grubu

Calismamizin gug analizleri ile hasta ve kontrol sayilarini belirlemek igin
Majounie ve arkadaslarinin verileri temel alinmistir (Majounie vd., 2012). Iki
badimsiz oran arasinda anlaml fark bulabilmemiz icin gerekli 6rnek sayisi glic
analizi yéntemi ile hasta ve kontrol grubu icin en az 89 kisi olarak
hesaplanmistir. Glg analizinde 1.Tip hata %5, 2.tip hata %20 ve dolayisiyla
gug %80 olarak belirlenmistir. GUg analizi PASS 2008 programinda yapilmistir.

TUBITAK 1001 114S346 nolu proje kapsaminda olan bu calisma,
projenin ikinci asamasini olusturmaktadir. FTLD spektrumundan (dvFTD,
svFTD, PPTA, FTD-MNH, PSP, KBD) tani almis ve MAPT, PGRN, CHMP2B, VCP,
TARDBP, FUS genlerinin yeni nesil dizileme yontemi ile tim ekzonlari ve ekzon-
intron kavsaklarinin  dizilenmesi sonucu bu genlerde mutasyonun
gozlenmedigi 100 olgu calismamiza dahil edilmistir. Kontrol grubu olarak
nérolojik/psikiyatrik olarak patolojik bir bulgusu olmayan, yasla uyumlu 100
kontrol bireyi kullaniimistir.

Calismamiz Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
Anabilim Dali Molekller Genetik seksiyonunda gerceklestirilmistir. Olgu ve
kontrol érneklerinde C9orf72 genindeki GGGGCC tekrar sayilarini belirlemek
amacilyla RP-PCR ve Size-PCR ydntemleri kullaniimistir. Calismamiz igin
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Uygulamalar Etik
Kurulu'ndan 20.03.2014 tarih ve 2014/12 sayili onay alinmistir.

3.2- Geregler
3.2.1- Kullanilan aletler

Jel gorintlleme ve dékimantasyon sistemi (Gene Genius)
Mikrosantriftj (Sigma)

Vorteks (Heidolph)

Derin dondurucu (Argelik)

Buzdolabi (Argelik)

PCR aleti (thermal cycler) (PE GenAmp PCR System 9700)
Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000)

Otomatik kapiller elektroforez cihazi (ABI 3130)
Elektroforez icin glic kaynagdi (EKR)

Elektroforez aleti (Consort E844)

Pipet takimi (Eppendorf)

Ependorf tapl (1,5 mllik)

PCR tupleri (strip) (Perkin Elmer)

AN N NN N Y N N N N N N
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3.2.2- Kullanilan kimyasal maddeler

AN NI N N N NI

10X buffer

dNTP mix

Primer mix

DMSO

DNA Polimeraz

LIZ 500 Size Standard

DNA Ekstraksiyon Kiti (Roche- Large Volum)

3.3- Yontemler

3.3.1- Materyal alimi

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji Poliklinigi (96

olgu) ve Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Néroloji Poliklinigine (4
olgu) basvuran ve FTLD spektrumundan tani alan (dv FTD, sv FTD, PPTA, FTD-

MNH,

PSP, KBS) toplam 100 hasta ile nérolojik/psikiyatrik olarak patolojik bir

bulgusu olmayan, yasla uyumlu 100 kontrol olgusu calismaya dahil edilmistir.
BUtln arastirma ve kontrol grubu bireyleri ile gortsulmis, calismanin amacg ve
asamalar anlatilarak kabul edenlerden onam formu alinmistir. Daha sonra,
arastirma/kontrol gruplari bireylerinde pedigri degerlendirmesi yapilmistir.

3.3.2- Periferik kan orneklerinden DNA elde edilmesi

v
v

v

Hasta ve kontrollerden EDTA'lI tupler icerisine periferik kan alinmistir.
DNA izolasyonunda Magna Pure Compact LC (Roche Applied) robotik
sistem kullaniimistir.

Ekstraksiyon cihazinda proteinaz K, yikama sollsyonlari ve DNA'yi
tutmak icin bulunan manyetik boncuklarin oldugu, ayrica pipetaj icin bos
kuyucuklarin oldugu bir kartus sistemi bulunmaktadir.

Robotik sisteme kartus ve pipet uclar yerlestirilip érnekler ve ellisyon
tupleri konulduktan sonra butin DNA izolasyon basamaklari otomatik
olarak gergeklestirilmistir.

Toplam 400 pl kan o6rnedinden DNA izolasyonu gergeklestirilmis olup,
periferik kan 6rnegi sisteme yliklenmis, kandan DNA izolasyon protokol{
secilerek totalde 100 ul (pl’'sinde 100 ng) DNA elde edilmistir.
Ornekten, pl’'sinde 100 ng DNA elde edebilmek icin sisteme uygun olan
Large Volume kullaniimistir.

Izole edilen DNA 6rnekleri -20°C’de saklanmustir.
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3.3.3- C90rf72 geni GGGGCC tekrar sayilarinin size-PCR ve RP-PCR ile
belirlenmesi

Calismamizda kullanilan kitler, Renton ve arkadaslarinin yénteminden
modifiye edilerek tasarlanmistir (Renton vd., 2011).

v' Calisma dncesi -20° C de saklanan DNA o6rnekleri oda isisina
getirilmiglerdir.

v DNA miktar ve kalitesi, NanoDrop™ spektrofotometre ile dlctilmustar.
Fragman analizi icin 50-200 ng/pl DNA gereklidir.

v DNA miktari ve kalitesi uygun olan érneklerde Fragman analizi éncesi

PCR miks hazirlanmasi ve PCR kosullari sirasiyla Tablo 3.1 ve 3.2 de
verilmistir.

Tablo 3.1. Bir PCR reaksiyonu igin gerekli Grinler ve miktarlari

Size-PCR igin bir RP-PCR igin bir PCR

. PCR reaksiyonu reaksiyonu icin
Uriin Adi icin gerekli miktar gerekli miktar (pl)
(uh)
10X buffer (Mg** 20 mM) 2,5ul 2,5l
dNTP miksi (10 mM) 0,5ul 0,5ul
Primer miksi (10 mM) 3ul 6l
DMSO 2l 2ul
DNA polimeraz (2u/ul) 0,1ul 0,3ul
Ornek DNA’s1(50-200 ng/ul) 3l 3l
Distile su 13,9 ul 10,7 pl
TOPLAM 25 25 ul
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Sicakhik (°C)
95°C
95°C
70°C
70 C
95°C

68°C

70°C
95°C

66°C

70°C
95°C

64°C

70°C
95°C

62°C

70°C
95°C

60°C

70°C
95°C
58°C

70°C

Tablo 3.2. Size-PCR ve RP -PCR igin PCR sartlari

Siire (dakika/saniye)

31

4 dk

30 sn

30 sn

90 sn

30 sn

30 sn

90 sn

30 sn

30 sn

90 sn

30 sn

30 sn

90 sn

30 sn

30 sn

90 sn

30 sn

30 sn

90 sn

30 sn

30 sn

90 sn

Doéngii Tekrari

1x

2X

3x

4x

5x

6Xx

7X

8x



95°C 30 sn

56°C 30 sn

5x
70°C 90 sn
70°C 4 dk

1x
4°C co

3.3.3.1- Uriinlerin fragman analizi icin cihaza yiiklenmesi

Toplamda 1 ul RP-PCR Grind 5 pl formamid ile, 1 pl Size-PCR Urlnu ise
10 pl formamid ile seyreltilmiglerdir. Seyreltilmis Grinlerden 1 ul alinarak, 12.5
ul formamid ve 0.3 pl Genescan LiZ-500 miksi ile karistirilmis ve ABI 3130
otomatik kapiller jel elektroforez cihazina yiuklemek Uzere plate’e dizilmistir.

PCR JUrunleri, ABI PRISM 3130xl Genetik Analiz Cihazi (Applied
Biosystems) lizerinde POP-7 polimer (Applied Biosystems) ve 36 cm 16 kapiller
array kullanilarak 23s enjeksiyon suresi ile kapiller elektroforez ile ayrilmistir.
PCR fragmani boyutu, Genescan LIZ-500 ile GeneMapper yaziliminda (Applied
Biosystems) belirlenmistir.

3.3.3.2- Tekrar sayilarinin analizi

e Size PCR ile Tekrar Sayisi Belirlenmesi= (fragman uzunlugu-114)/6

C9orf72 geni GGGGCC hekzanikleotid tekrar sayisi degerlendirmesinde;
>30 tekrar sayisi patojenik, <20 tekrar sayisi ise normal olarak
siniflandiriimistir. Tekrar sayisinin 20-30 arasinda saptanmasi, orta derece
olarak yorumlanmistir. Size PCR genotiplemesinde tekrar hata araligi, <50
tekrar icin 1 tekrar civarindadir.

Calismamizda gerceklestirilen size-PCR sonuglarinin  yorumlanmasi
asagida detayli olarak aciklanmistir.

Durum 1- Sekil 3.1 a’da goruldiigia gibi tek PCR Griini elde edildigi zaman
iki olasilik distinulmusttr. Bunlardan ilki; her iki allel normal ve ayni tekrara
sahip oldugu icin (homozigot) tek pik elde edilmis olmasidir. Ikincisi ise bir allel
normal, diger allel genislemis oldugu igin bu allelin PCR tarafindan
cogaltilamamis olmasi durumudur ki bu nedenle homozigot olan olgularin
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muhakkak RP-PCR sonugclari ile dederlendirilmesi gerekmektedir

Durum 2- Sekil 3.1 b’de goériuldigia gibi iki ayri PCR UrinlG eldesi

durumunda sonug¢ heterozigot olarak yorumlanmis ve yukarida verilen
formulizasyona gore tekrar sayilar belirlenmistir

144 bp

n 5 GGGGCC

FAEEY S
& 8 88 8

IBEE] QE
)
»
0
0
0
0
N
n

Sekil 3.1. Size PCR Yorumu

RP-PCR ile Tekrar Sayisi Belirlenmesi

(fragman uzunlugu-276)/6

Tekrar sayisi hem vyukarida verilen formul kullanilarak hem de her bir
pik tek bir tekrari ifade ettigi icin (Sekil 3.2) pikler sayilarak belirlenmistir

288bp

351b°

2/13 GGGcGccCcco

“ AAAAAML__LAA“

a4/4 CGGGCC
zav0 ‘

Sekil 3.2. RP PCR Yorumu
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3.3.4- Istatistiksel analiz

Verilerin analizi IBM SPSS 21 paket programi ile yapiimistir. Nicel
degiskenler ortalama % standart sapma yada median (Q1-Q3) olarak, nitel
degiskenler ise frekans ve ylizde olarak gosterilmistir.

Normal dadilim gosteren iki badimsiz grup karsilastiriimasi t-testi,
dagilmayanlar icin ise Mann Whitney testi kullaniimistir. Nitel degiskenler
arasinda arasindaki iliski Ki-kare analizi, nicel dediskenler arasindaki iliski ise
regresyon analizi ile incelenmistir. p<0,05 dederi anlaml olarak kabul
edilmistir.
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4- BULGULAR

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiltesi Noroloji Poliklinigi (96
olgu) ve Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Néroloji Poliklinigine (4
olgu) bagvuran ve FTLD spektrumundan (dvFTD, svFTD, PPTA, FTD-MNH, PSP,
KBD) tani almis, MAPT, PGRN, CHMP2B, VCP, TARDBP, FUS genlerinde
herhangi patojenik bir mutasyon saptanmamis 100 olguda ve
norolojik/psikiyatrik olarak patolojik bir bulgusu olmayan yasla uyumlu 100
kontrol bireyinde C9orf72 GGGGCC heksantkleotid tekrar sayilari RP-PCR
(repeat primed PCR) ve size-PCR yontemleri kullanilarak belirlenmistir.

Tekrar sayilari olgularin klinik bulgulariyla birlikte degerlendirilmistir.
Tekrar artislarinin Turkiye FTLD spektrumunda gérilme oranlari belirlenmis ve
fenotip Uzerindeki etkileri saptanmaya calisiimistir.

4.1- Olgularin Demografik ve Klinik Ozellikleri

Calismamiza dahil eden 100 olgunun 55’i kadin, 45’i erkektir (Sekil 4.1).
Olgularin simdiki yas ortalamasi 60,64+9,6, hastalik baslangi¢ yas ortalamasi
ise 55,73£9,7dir.

Kontrol grubunu olusturan 60 kadin, ve 40 erkegin (Sekil 4.1) yas
ortalamasi 58,30+9,1 olarak saptanmistir.

Hasta Grubu Kontrol Grubu

KADIN ERKEK KADIN ERKEK

Sekil 4.1.Hasta ve kontrol gruplarinin cinsiyete gore dagihmlari

FTLD tanisi ile Tibbi Genetik Anabilim Dalina ydnlendirilen olgularin
anamnezleri alinmis, pedigrileri gizilmis ve aile oykuleri degerlendirilmistir.
Olgulardan 71'i dvFTD, 6’si svFTD, 10'u PPTA, 6'si FTD-MNH, 4’4 KBD, 2'si PSP
ve 1 olgu FTD-parkinson olarak siniflandiriimistir. Hasta grubunun %33’Unde
ailede demans 0OyklUst bulunmaktadir. Psikotik semptomlar olgularin
%?17’'sinde gb6zlenmistir. Olgu grubuna ait 6zellikler Tablo 4.1’de verilmistir.
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Tablo 4.1. FTLD olgu grubuna ait 6zellikler

Alt tip Dagilim Aile oykiisu + Psikotik semptom+
(n=olgu sayisl) (n=olgu sayisl) (n=o0lgu sayisi)

dvFTD 71 23 15
svFTD 6 1 -
PPTA 10 4 -
FTD-MNH 6 3 2
KBD 4 1 -
PSP 2 - -
FTD-Park 1 1 -
Toplam 100 33 17

4.2- Yontem ve Degerlendirmeye Iiliskin Bulgular

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakdiltesi Néroloji Poliklinigi (96
olgu) ve Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Néroloji Poliklinigine (4
olgu) basvuran ve FTLD spektrumundan tani almis toplam 100 olguda ve
norolojik/psikiyatrik olarak patolojik bir bulgusu olmayan yasla uyumlu 100
kontrol bireyinden EDTA’ll tliplerde alinan kanlar izole edilerek iki farkli PCR
yontemi ile calisiimistir.

C9orf72 GGGGCC heksanukleotid tekrar sayilarini belirmede RP-PCR
(repeat primed PCR) ve sizing-PCR arasinda x1 tekrar sayisi fark saptanmistir.
Homozigot olgularin birinde size-PCR’ da belirlenemeyen patojenik tekrar artisi
RP-PCR ile belirlenebilmistir. Calismaya dahil olan tim &rneklerden sonug
alinmis olup calismamizin basari orani %100 olarak saptanmistir.

4.3- C90rf72 GGGGCC Tekrar Sayisina Ait Bulgular

C9orf72 GGGGCC heksanikleotid tekrar sayilarini degerlendirmede (g
grup kullanilmistir.
2-19 tekrar sayisi; normal
20-29 tekrar sayisi; orta derece tekrar
>30 tekrar sayisi; patojenik olarak siniflandiriimistir.
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4.3.1- FTLD spektrumu ve kontrol olgularinda C9o0rf72 GGGGCC
heksaniikleotid tekrar dagilimlari

Calismamizda, olgularimizin %4’'Unde orta derece tekrar, %1’‘inde
patojenik tekrar, %75‘inde ise normal aralikta tekrar saptanmistir. Kontrol
olgularinin timunde normal aralikta tekrar sayisi gézlenmistir.

Hasta grubunda minimum 2, maksimum >30 tekrar saptanirken, kontrol
grubunda minimum 2 maksimum 12 tekrar gdézlenmistir. Olgu ve kontrol
grubunun her ikisinde de en yaygin tekrar sayisi sirasiyla 2, 8, ve 5 tekrardir.
Hasta ve kontrollerde saptanan tekrar sayilari dagilimi sekil 4.2'de verilmistir.

Hasta Grubu Kontrol Grubu

N Allel1

N Allelt o
W Allel2

2 Alel2

g8
S

Allel sayisi
Allel sayisi

2 3 4 5 6 7 8 10 11 12 13 21 23 24 >3

Tekrar sayisi Tekrar Sayisi

Sekil 4.2. Hasta ve kontrol gruplarinda tekrar sayilari dagilimi

Hasta ve kontrol grubu arasinda tekrar sayilarinin dagiiminda Mann-
Whitney U testi ile yapilan analizde istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir
(p<0,005).

4.3.2- FTLD spektrumu alt tiplerinde tekrar sayilarina ait bulgular

Davranis varyanti FTD tanisi alan toplam 71 olgunun 68 tanesinde
normal aralikta tekrar sayisi, 2'sinde orta derece tekrar, bir olguda ise
patojenik tekrar saptanmistir. Bir FTD-MNH ve bir FTD-parkinson alt tipinde
orta derece tekrar saptanmistir. Tablo 4.2’de FTD olgularinda tekrar sayisi
dagilimi gosterilmistir.
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Tablo 4.2. FTLD olgu grubunda tekrar sayisi dagilimi

Normal Orta Derece Tekrar Patojenik

n % n % n %

dvFTD 68 95,8 2 2,8 1 1,4
svFTD 6 100 = = =
PPTA 10 100 - -
FTD-MNH 5 83,3 1 16,7 - -
KBD 4 100 - - -
PSP 2 100 - - -
FTD-Park = 1 100 - -

FTLD alt tipleri ile tekrar sayisi arasindaki iliski Ki-kare testi ile
degerlendirilmis ve anlamsiz bulunmustur (p>0.05).

4.3.3- Psikotik semptomlar, aile Oykiisii pozitifligi ve hastalik
baslangic yasinda tekrar sayilari dagilimi

Psikotik semptomlarin goézlendigi 17 olgudan 13’dnde normal aralikta
tekrar sayisi saptanirken lcglinde orta derece tekrar, bir olguda ise patojenik
tekrar saptanmistir. Tablo 4.3'de gorildigld Uzere orta derece ve patojenik
tekrar gbézlenen olgularin  timuinde aile o6yklust pozitif olarak
degerlendirilmistir.
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Tablo 4.3. FTLD olgu grubunda tekrar sayilarinin psikotik semptom ve aile éyklisine goére

dagilimi
Psikotik Psikotik . Aile . Aile
semptom - semptom + Oykiisi - Oykiisu +
n % n % n % n %
Normal 82 86,3 13 13,7 67 70,5 28 29,4
Orta Derece Tekrar 1 25,0 3 75,0 - - 4 100,0
Patojenik - - 1 100,0 - - 1 100,0

Orta ve patojenik tekrar sayisinin psikotik semptomlara etkisini
saptamak amaciyla yapilan Ki-kare analizinde istatistiksel olarak anlamh fark
saptanmistir (p<0.05).

Olgularimizda gdézlenen tekrar sayisi miktarlarinin, baslangic yasi ile
arasinda istatistiksel olarak bir anlam saptanmamistir (p>0.05). Sekil 4.3'de
tekrar sayilarinin hastalik baslangig yasina gére dagilimi gosterilmistir.

80 o
° o
8 ° o g
8 i o
8 o 8 o
8 8 - 8 8
601 o o
8 o o ° 8 o o
— a 8 o o o © o
or
© o o
> 8 8 o o o o o
o o 8 o
=) o )
< ° 8
5 -
o 40 °
- o
o o
o
o
20
O T T T T T T T T T T T T T T T
2 3 4 5 6 7 a 10 1 12 13 21 23 24  >30

Tekrar sayisi

Sekil 4.3. FTLD olgu grubunda tekrar sayilarinin hastalik baslangig yasina goére dagilimi
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4.3.4- Orta derece ve patojenik tekrar tasiyan olgularin klinik bulgulari

Olgularimizdan dérdinde 20-30 arasi GGGGCC heksanukleotid tekrari
saptanirken, bir olgumuzda patojenik (>30) tekrar sayisi saptanmistir. Tablo
4.4’de bu olgulara ait klinik 6zellikler ve tekrar sayilari gésterilmistir.

Sekil 4.4'de olgu 14’e ait, sekil 4.5'de ise olgu El’e ait size ve RP-PCR
goruntdleri verilmistir.

Tablo 4.4. Orta derece ve patojenik tekrar tasiyan olgularin klinik bulgular

Olgu
No

i1

i2

i3

ia

El

Baslangig

yasi

S

58

59

48

45

Alt tip

dvFTD

FTD-MND

dvFTD

FTD-
Parkinson

dvFTD

Klinik bulgular

Visuospatial

degerlendirme kaybi,
icgori yoklugu, soyut
dlisinmede bozukluk,
apati, apraksi, gorsel

hallsinasyonlar
Bellek bozuklugu,
depresyon, apati,
motor gli¢ kaybi,
haltsinasyonlar

Apati, icgori kaybi,
soyut distinmede
bozukluk, gérsel
hallsinasyonlar

Yiuriatlcd iglevier ve

dikkat bozuklugu,
rijidite, bradikinezi

Stereotipik hareketler,
anksiyete, apati, takinti,

episodik bellek

bozuklugu, gorsel ve

isitsel hallisinasyon

MR bulgulan

Bileteral
frontotemporal
atrofi

Frontotemporal
loblarda belirgin
atrofi,
supratentorial
seviyede atrofi

Frontal lob atrofisi

Frontotemporal ve
paryetal atrofi

Supratentorial
seviyede
frontotemporal
loblarda belirgin
atrofi

Tekrar
sayisi

6-21

4-24

2-23

2-24

2->30

Sekil 4.6 ve 4.7'de normal aralikta heterozigot (2-7) ve homozigot (4-4)
tekrar tasiyan farkl olgulara ait size ve RP-PCR géruntileri verilmistir.
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Sekil 4.4. Orta derece heterozigot (2-24) tekrar tasiyan olgu i4’e ait size ve RP-PCR
gérantadleri
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Sekil 4.5. Patojenik (2->30) tekrar tasiyan olgu El’e ait size ve RP-PCR goértntileri
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Sekil 4.6. Normal aralikta heterozigot (2-7) tekrar tasiyan olguya ait size ve RP-PCR
gérantadleri
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Sekil 4.7. Normal aralikta homozigot (4-4) tekrar tasiyan olguya ait size ve RP-PCR
gorantadleri
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5- TARTISMA

Frontotemporal lobar dejenerasyon (FTLD), etiyoloji ve ndropatoloji
acisindan heterojen olan, ancak morfolojik olarak frontal ve/veya temporal
korteksin atrofisi 6zelligini paylasan progresif beyin hastaliklari grubunu
tanimlamaktadir. 65 yas alti gdézlenen erken baslangigli demanslarin yaygin bir
formudur. Tim demanslarin yaklasik %5-15'ini, dejeneratif demanslarin ise
%12.5-16.5'lik kismini olusturmakta ancak epidemiyolojisiyle ilgili calismalar
henilz ¢ok sinirlidir (Ferrari vd., 2013; Onur & Yalinay, 2011).

FTLD; genetik, klinik ve patolojik olarak oldukca heterojen bir gruptur.
Son yillarda FTLD’nin molekiler patolojisine iliskin galismalarin artmasiyla
birlikte bu hastalik grubunun altinda yatan patolojik mekanizmalar giin 1sigina
cilkmaktadir.

FTLD'nin kesin tanisi otopsi sonucu konulabilmekte, bu nedenle ¢ogu
hastanin tanisi ancak 6ldikten sonra kesinlesmektedir. Bu nedenle, klinik tani
almis olgulardaki molekuler belirteclerin saptanmasi, bu hastalarin tanisi ve
prognozu hakkinda bilgi vermesi acisindan biylk fayda saglayacaktir. FTLD
patolojisinin oldukca dedisken olmasi ve altta yatan molekiler mekanizmalarin
glin 1sigina cilkmasiyla birlikte genetik calismalar gin gectikge ©6nem
kazanmaktadir.

Familyal ALS ve FTD'de en sik gdzlenen patojenik mutasyon olarak
kromozom 9’da lokalize C9orf72 geninin kodlamayan bdlgesindeki
heksanlkleotid (GGGGCC) tekrar artislari es zamanl olarak rapor edilmistir
(Delesus-Hernandez vd., 2011; Renton vd., 2011). Son vyillarda yapilan
calismalarda; C9orf72 geni GGGGCC heksanukleotid tekrarlarinin FTD/ALS igin
major genetik faktorlerden biri oldugu, toplumlar arasi sikliginin ise oldukca
degisken oldugu bildirilmistir (Kumar vd., 2016).

C9orf72 genindeki heksanukleotid tekrar artisi gibi varolan molekduler
patolojilerin aydinlatilmasi, olusum mekanizmalarinin belirlenmesi,
patofizyolojik slirecleri hedef alan tedavi stratejilerinin gelistiriimesine édnculik
etmesi ve aile icindeki presemptomatik bireylerin risk dederlendirmeleri
acisindan oldukga énemlidir.

Bu baglamda calismamizda; FTLD spektrumundan tani almis, yeni nesil
dizileme teknolojisi ile MAPT, PGRN, CHMP2B, VCP, FUS, TARDBP genlerinde
patojenik bir mutasyonun saptanmadigi 100 olgu ve norolojik/psikiyatrik
olarak patolojik bir bulgusu olmayan yasla uyumlu 100 kontrol bireyinde
C9orf72 geni GGGGCC heksanukleotid tekrar sayilari RP-PCR (repeat primed
PCR) ve sizing-PCR ydéntemleri ile analiz edilmis, hem normal tekrar sayisi
araligindan sapma gosteren olgularin klinik o6zellikleri literatlir esliginde
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tartisiimis, hem de bdélgemizdeki hasta ve kontrol gruplarindaki tekrar artisi
sikhigi diger populasyonlarla karsilastiriimistir.

5.1- FTLD Spektrumu ve Kontrol Olgularinda C90rf72 GGGGCC
Heksaniikleotid Tekrar Dagilimlarinin Literatir Bilgileriyle
Karsilastirilmasi

Kromozom 9’da lokalize C9orf72 geninin kodlamayan bdlgesindeki
heksanulkleotid (GGGGCC) tekrar artislar ilk olarak 2011'de tanimlanmistir. O
dénemden ginumuze kadar yapilan bir ¢cok calismada bu tekrar artislarinin
sporadik FTD vakalarinin %6’sini, familyal FTD/FTD-ALS vakalarinin da %?25
kadarini olusturdugu tespit edilmistir. Familyal ALS vakalarinda bu oran % 40’a
kadar cikmaktadir (Couratier vd., 2017).

Yapilan calismalarda patojenik tekrar artisi frekansinin populasyonlar
arasinda anlamli oranda farkliik gosterdigi, ozellikle bati toplumlarinda bu
ekspansiyon sikhdinin daha yiksek oldugu goézlenmistir. Tablo 5.1'de
calismalardan toplanan veriler O0zetlenmistir. Tabloda da goéruldiga Uzere
gerek sporadik gerekse familyal FTLD olgularinda saptanan C9orf72
heksaniikleotid ekspansiyonu sikh§i, ozellikle Avrupa ve Iskandinav
populasyonlarinda ylksek oranlarda gézlenmistir. Calismamizda, sporadik
FTLD olgularinda patojenik ekspansiyon tasiyan olguya rastlanmazken, sadece
bir familyal olguda patolojik C9orf72 ekspansiyonu (>30 tekrar) gézlenmistir
(1/33) (%3.03). Saptadigimiz oranin literatlirde belirtilen familyal olgulardaki
sikhigina goére anlamh dizeyde dlsik olmasinin nedenleri arasinda
populasyonlar arasindaki degiskenligin, metodolojik farkliliklarin ve patolojik
olarak dederlendirilen tekrar artisi esik dederine (cut-off) iliskin cesitliligin rol
oynadigi distncesindeyiz.

Tablo 5.1. C9orf72 heksantkleotid ekspansiyonunun populasyonlar arasi dagilhimi

sFTLD fFTLD
Finlandiya 6/203 (%3) 20/171 (%11,6) (Delesus-Hernandez
vd., 2011)
9/48 (%18.75) 13/27 (%48) (Kaivorinne vd., 2013)
Isveg 0/6 1/1 (%100) (Majounie vd., 2012)
9/74 (%12) 8/14 (%57) (Van der Zee vd., 2013)
Ingiltere 31/543 (%5.7) 28/170 (%16.4) (Majounie vd., 2012)
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Portekiz
Ispanya
Fransa

Belgika

Hollanda

Almanya

Italya

Gﬁney
Italya

Iran
Hindistan
Cin

Kore

Avustralya

28/375 (%7.46)

6/59 (%10)
7/31 (%22.5)
14/150 (%9.3)
9/230 (%4)

10/254 (%3.9)
5/224 (%2.2)
5/66 (%7.5)

16/259 (%6.1)

0/10
0/43
5/212 (%2.3)

0/3
0/31

1/13 (%7.6)
0/70
3/84 (%3.5)

Calismamiz 0/67

4/92 (%4.3)
6/20 (%30)

22/50 (%16)
12/75 (%16)

19/115 (%16.5)
30/116 (%25.8)
6/162 (%3.7)

4/29 (%13.7)
5/86 (%5.8)
1/7 (%14.2)
0/22

21/176 (%11.9)

0/5
0/5
6/21 (%28.5)

1/33 (%3.03)
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(Beck vd., 2013)

(Familyal ya da sporadik
bilgisine ulasilamadigi
icin batdn olgular
sporodik kisimda
verilmistir)

(Van der Zee vd., 2013)

(Van der Zee vd., 2013)
(Majounie vd., 2012)
(Ilse Gijselinck vd.,

2012)
(Van der Zee vd., 2013)

(Majounie vd., 2012)
(Van der Zee vd., 2013)

(Majounie vd., 2012)

(Van der Zee vd., 2013)

(Majounie vd., 2012)

(Capozzo vd., 2017)
(L. Benussi vd., 2014)

(Alavi vd., 2014)
(Majounie vd., 2012)

(Jiao vd., 2014)
(Kim vd., 2014)

(Dobson-Stone vd.,
2013)
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Avrupa, Kuzey Amerika, Israil ve Avustralya'da familyal FTLD olgulari
arasindaki prevelansi %4-57 arasinda bildirilirken, bu siklik Hindistan ve Dogu
Asya'da %0-3 dolaylarindadir. Ozellikle Avrupa'daki cografi dadilimina
bakildiginda; GGGGCC ekspansiyonunun ortaya cikisinda tek olay teorisinin rol
oynadidi disunulmektedir.

Kromozom 9p21 lokusunda tek bir haplotipin, ALS, FTD ve kombine ALS-
FTD fenotipleri ile iliskili oldugu, Iskandinav orijininden gelen ortak bir
kurucudan kaynaklandigi ifade edilmektedir (Mok vd., 2012). Haplotip
analizleri, C9orf72 ekspansiyonu tasiyan vakalarin ¢cogunun C9orf72 genini
cevreleyen 140 kb uzunlugunda bir bolgede ayni 20 tek nikleotid polimorfizmi
(SNP) haplotipini paylastigini gostermis ve baska calismalar da bunu
desteklemistir (Byrne vd., 2012; Ratti vd., 2012). Bir Dogu Asya Ulkesi olan
Tayvan'da sporadik ve familyal olgulardaki ekspansiyon artisi prevelansi
Avrupa degerlerine yakin olarak bildirilmis, toplam 8 SNP ile yapilan haplotip
analizlerinde mutasyonun saptandigi Tayvanli ailelerin Iskandinav orijinli ortak
kurucu haplotip 6ézelliklerini paylastiklari, 17. ylzyilda Tayvan'in, Hollanda ve
Ispanya kolonisi dénemlerinde bu mutasyonun Tayvanl ailelere aktariimis
olabilecegi bildirilmistir (Ishiura & Tsuji, 2015). Bu nedenle yapilan her
populasyon taramasi hem klinik bulgular hem de kurucu etkinin belirlenmesi
acisindan oldukca 6nem tasimaktadir.

Ancak bir kurucu etki varsa, bunun Vikingler doneminden kaynaklandigi
disunulmekte ve Viking gdg yollari (Sekil 5.1) ile Ulkeler arasinda bir uyum
dikkati cekmektedir. Dolayisiyla, uzak bdlgelerde ki buna Anadolu da dahil
edilebilir, patojenik tekrar artisi prevelansinin daha disltk olmasi beklenen bir
durumdur. Ulkemizin tarihsel siireg icerisinde gerceklesen farkli go¢ yollarina
bagh heterojen bir genetik alt yapisi bulunmaktadir. Bu nedenle, Glkemizde
orijinleri farkli bolgelerden olan olgularin dederlendiriimesine ihtiyag
duyulmakta ve olgularimizda haplotip analizleri yapilarak kurucu etkinin
belirlenmesi gerekmektedir.
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Suggested Viking Routes

| A Suggested Routes of Yikings

from 8th-11th Cent. CE
A R

Sekil 5.1. Viking gog yollari
(www.ruf.rice.edu/~kemmer/Words04/history/vikings.html; 16.10.2017)

Bilgimiz dahilinde Turkiye populasyonunda sadece FTLD
spekturumununda C9orf72 GGGGCC tekrar artislarini saptamak amaciyla
simdiye kadar yapilan herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Ancak farkli
arastirmalarda ALS ve demans gruplarinda yapilan iki calismaya ulasiimistir.

Ozoguz ve arkadaslari yaptiklari calismada, 477 (443 indeks vaka) ALS
vakasinda C9orf72 de dahil olmak Uzere aday genleri incelemislerdir. Bu
olgulardan 361’i sporadik, 82'si ise familyal ALS olarak siniflandiriimistir.
Sporadik ALS grubunda %3, familyal ALS grubunda ise %18 oraninda
ekpansiyon pozitif vaka bildirmislerdir. Ancak bu tekrar artisi saptanan 4
olgunun Uglinde FTD-ALS, bir tanesinde ise demans gdzlenmistir. Calisma
sonucunda C9orf72 genindeki tekrar artiglarinin ALS’de sik go6zlendigi
bildirilmistir (0zoguz vd., 2015).

Glven ve arkadaslarinin demans vakalarinda majér FTD genleri olan
MAPT, GRN ve C(C9orf72'nin frekanslarini belirlemeyi amacladiklari
calismalarinda, Alzheimer (54), FTD (28), Lewy body demans (6), Parkinson-
demans (2), KBD (1), diger demanslar (4), PSP (2) olmak Uzere toplamda 95
olgu taramasi yapilmistir. 74’Gnid Turk vakalarin olusturdugu bu calismada 2
PPTA ve bir bvFTD olgusunda ekspansiyon saptanmistir. Bu olgulardan ikisi
Turk, biri Makedon orijinlidir. Calisma sonucunda ekpansiyon saptanan olgu
sikligl %3.2 olarak belirlenmistir. Ancak FTD tanisi alan olgular igin bu oran
%10.7 (3/28) olarak saptanmistir (Guven vd., 2016).
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Calismamizda saptanan patojenik C9orf72 ekspansiyonunun ailesel
olgulardaki orani (%3.03), yukarida belirtilen her iki calismada saptanan
oranlardan daha dusiktir. Bu farkhligin, olgularin etnik orijinlerinden
kaynaklanabilecegini dlstndirmektedir. Turkiye bilindigi Uzere oldukga
heterojen bir genetik alt yapiya sahiptir. Ulkemiz cografi konumu
disinuldiginde, hem Asya hem de Avrupa genetik kimliginden izler bulmak
sasirtici  degildir. Risk haplotipleri ile bu durumun netlestirilmesi
gerekmektedir. Bu calisma kohortuna dahil edilen olgularin blayuk bdélimintn
Ic Anadolu orijinli olmasina bagl olarak diisiik sikliktaki C9orf72 ekspansiyonu
bolgesel bir 6zelligi de yansitiyor olabilir. Ancak bunun yani sira oldukca
heterojen bir klinik sergilemesi nedeniyle de tanisi oldukga zor FTD igin
misdiagnoz orani da g6z énlunde tutulmahdir.

Calismamizda oOncelikle patolojik ekspansiyonun, sporadik olgularda
saptanmayip ailesel olgular arasinda %3.03 sikliginda gézlenmesi, ailesel FTLD
olgular arasinda mutasyon sikhdinin daha yliksek olduguna iliskin literatir
verilerini destekler niteliktedir. Ancak ailelerden alinan bilgiler dogrultusunda
ulasilan bu verilerde yanlis ve/veya eksik bilgilendirmenin de olabilecedi géz
ardi edilmemelidir. Bunun yani sira, C9orf72 ekpansiyonunun yasa badli veya
azalmis penetrans gosterdigine iliskin goérisler de bulunmaktadir (Majounie
vd., 2012; Murphy vd., 2017). Aile bireylerinde FTLD icin asemptomatik
bireylerin hayatini kaybetmesi, probandda saptanan mutasyonun sporadik
oldugu izlenimini yaratabilir. Bu nedenle familyal olgularin yanisira sporadik
olgularda da C9orf72 geni analizinin yapilmasi gerektigi gorisindeyiz.

Kullanilan yéntemler ve bu ydntemlerin blylk G4C2 tekrar artiglarini
saptayabilme rezolusyonlari calismalar arasinda gozlenen farkliliklarin bir diger
nedenidir. Yaygin olarak kolay ve efektif bir yontem olarak RP-PCR
kullanilmaktadir ve bu yontem ile kullanilan primerlere bagli olarak 60’ a kadar
G4C2 artisi belirlenebilmekte, ancak tekrar artisinin net sayisi 6zellikle yiksek
tekrar iceren olgularda belirlenememektedir.

Calismalarda kullanilan yontemlerin cesitliligi beraberinde elde edilen
sonuclarda da farkliliklara neden olmaktadir. Bu durum, 14 laboratuvarin ayni
orneklerde farkli sonuglar elde ettigi karsilastirmali bir calismada da
vurgulanmistir (Akimoto vd., 2014).

Calismamiz bulgular béliminde belirtigi Gizere sadece bir olguda >30 Usti
tekrar saptanmis ancak tekrarin net sayisi belirlenememistir. Bu olguda size
PCR ydntemi sadece normal aralikta 2 tekrar tasiyan allel belirlenebilmistir. Bu
gibi olgularda genotipleme icin size ve RP-PCR’In birlikte kullanmasi
gerekmektedir. Bu nedenle popilasyonlar arasi farkliigin belirlenmesi igin
bitiin calismalarda ortak bir PCR yontemi kullaniimasi gerektigini
disinmekteyiz.
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C9orf72 allellerindeki G4C2 heksantikleotid ekspansiyon blyUkliga 2-
4000 tekrar arasinda degismektedir. Literatirde minimum patojenik tekrar
artisi sayisi, normal allellerin esik degeri (cut-off) halen tartismaldir. Bazi
calismalarda kontrol grubu icin allel frekans dagiimi; en yaygin 2 tekrar,
ardindan 5 ve 8 tekrar olarak bildirilmis olsa bile, daha nadir olmakla birlikte
>30 tekrar sayisinin saglikli poplilasyonda gozlendigini bildiren galismalar da
bulunmaktadir (Beck vd., 2013; Itzcovich vd., 2016; Ogaki vd., 2013; Renton
vd., 2011; Van der Zee vd., 2013).

Calismamiz bulgular boliminde belirtildigi tGzere kontrol grubunda
minimum 2 maksimum 12 tekrar gézlenmistir. Literatlrdeki verilere paralel
olarak en yaygin allelik tekrar artisi 2, 5 ve 8 olarak belirlenmistir. Ancak hicbir
kontrol olgumuzda >12 Ustl tekrar sayisina rastlanmamistir. Saghkl bireyler
arasinda allelik G4C2 heksanikleotid tekrar sayisi acisindan Iskandinav
toplumlarindaki oranlarin aksine Turk olgularda tekrar sayisi artisinin gok
ylksek olmadigi sonucuna ulasiimistir. Tirk popllasyonunda saglikli bireyler
arasindaki allelik tekrar artisina iliskin baska bir veriye rastlanmamistir.

Rollinson ve arkadaslari, bvFTD ve ALS tanisi olan ve post-mortem
patolojik dederlendirmelerde tanilari dogrulanan iki kardeste kan ve beyin
orneklerinde tekrarlanan RP-PCR analizlerine ragmen tekrar artisinin
saptanmadigini, buna karsilik Southern blot analizi ile 1500-3000 tekrarin
belirlendigini rapor etmislerdir. Arastiricilar, muhtemelen 10 bp’lik delesyonun
bolgede ikincil bir yapi olusturdugunu ve bu yapi nedeniyle tekrar bdlgesinin
RP-PCR ile amplifiye olamadigini 6ne slirmektedirler. Gergek-pozitif olgularin
%?25 kadarinin, tekrar bélgesine komsu 10bp’lik delesyon nedeniyle RP-PCR ile
belirlenemedigi bildirilmektedir (Rollinson vd., 2015). Bu durum, calismamizda
diger calismalara oranla patojenik tekrar artisi oraninin disik olmasinin bir
nedeninin de bu delesyon kaynakli olabilecedini disindirmektedir. Bu
delesyonun belirlenmesi, alternatif primerlerin kullaniimasini gerektirmektedir.
Ancak calismamizda, bltgenin sinirh olmasi nedeniyle bu bdlge icin ek bir
inceleme yapilamamistir. Olgularimizda bu delesyona ydénelik calismalar
yapilarak saptadigimiz bu oranin gercekten sadece calisma kohortunun temsil
ettigi bolgede mi daha distik, yoksa 10 bp’lik delesyonu iceren olgulara bagl
olarak mi1  ekspansiyonun maskelendiginin belirlenmesi  gerektigi
disincesindeyiz.

Verilerimize dayanarak lUlkemiz FTLD olgularinin etiyolojisinde, C9orf72
genindeki GGGGCC tekrar artislart cok vyaygin bir neden olarak
gorilmemektedir. Ancak eger kurucu bir etki varsa, genetik siriklenmenin
Sekil 5.1'de goraldigi Uzere Viking gog yollarini icine alan Tirkiye'nin deniz
kiyisina yakin bdélgelerinde olmasi sebebiyle, bu bbdlgelerde tekrar artislarinin
daha sik g6zlenmesi beklenebilir. Orta Anadolu kdkenli bireylerde bu nedenle
ekspansiyonun daha dusik bir ylzdede gbézlenmesi s6z konusu olabilir. Bu
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nedenle calisma verilerimizin butlin sehirlerden alinan hasta o6rnekleriyle
desteklenmesine ihtiyac duyulmakta ve olgularimizda haplotip analizleri
yapilarak kurucu etkinin belirlenmesi gerekmektedir.

5.2- FTLD Spektrumunda C9orf72 Orta Dere_ge/Patojenik GGGGCC
Heksaniikleotid Tekrar Dagilimlarn ve Klinik Ozelliklerinin Literatiir
Bilgileriyle Karsilastirilmasi

Henlz ‘normal’ tekrar allelleri ile ‘patojenik’ tekrar artisi arasindaki esik
deder net olarak acikliga kavusmamistir. Saglikh kontrol gruplarinda 24
tekrara kadar normal tekrar uzunlugu bildirilirken, 32-35 tekrarin saglikli
bireylerde saptandigi da rapor edilmistir. Elde edilen bulgular arasindaki bu
farklihgin altinda C9orf72 temelli hastaligin azalmis penetrans ozelligi ile
hastaligin ortaya cikis yasindaki degiskenligin etkili oldugu distnltlmektedir.

Simdiye kadar yapilan bir ¢cok calisma, minimum patojenik ekpansiyon
sinirini >30 tekrar olarak almaktadir (Renton vd., 2011). Drosophila modelleri
>30 artisinin norodejenerasyona neden olmasi igin vyeterli oldugunu
gostermektedir (Xu vd., 2013). Ancak hastalida sebep olan minumum tekrar
sayisl hala net olarak belirlenememistir.

Bilindigi gibi Huntington hastaligi, Spinoserebellar ataksi gibi diger tekrar
artisi kaynakli hastaliklarda normal tekrar araligi ile minimal patolojik tekrar
sayisi arasinda bir gri zon bulunmaktadir. Ornek olarak Huntington
hastaliginda 27-35 CAG tekrari, Spinoserebellar atakside de 22-35 CAG tekrari
verilebilir. C9orf72-baglantih  hastalikta >30 tekrar sayisi genel olarak
patojenik olarak kabul edilmektedir. 24-28 tekrara sahip ALS olgulari, hatta
20-22 tekrarin gozlendigi FTD olgulan ve kardesleri bildirilmistir. Cogu
calismada orta derece tekrar tasiyan Dbireylerin klinik 6zellikleri
belirtilmediginden ve/veya orta derece tekrar tasiyan olgularin bildirildigi
yayinlarda celiskili veriler olmasi sebebiyle bu konu hala bilinmezligini
korumaktadir. FTD-spektrumundaki olgularin tekrar artislarinin rapor edildigi
13 literatlrin dederlendirilmesi sonucunda; sporadik FTD olgularinin kontrol
bireylerindekine benzer allel frekans dagilimi gosterdikleri, en sik 2 tekrar ve
bunu 5, 6, 7 veya 8 tekrarin izledigi gdzlenmistir (Ng & Tan, 2017)

Simén-Sanchez ve arkadaslari otozomal dominant FTD+ALS olan bir
ailede, klinik FTD grubunda yer alan probandin tekrar uzunlugunu 26 olarak
belirlemis ve bu yizden tekrar artisi tasimadigini distinmuslerdir. Ancak aile
calismasinda etkilenen aile Uyelerinde 8-29 araliklarla tekrarlar saptarken,
henliz etkilenmemis bir aile bireyinde ise ekspansiyon oldugunu bildirmislerdir
(Simén-Sanchez vd., 2012). Bunun yani sira baska bir calismada klinik olarak
PSP tanisi alan bir olguda ve aile dyklistinde demans/parkinsonizm 6ykusu olan
bir olguda 27 tekrar saptanmistir (Schottlaender vd., 2015).
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Nuytemans ve arkadaslari, orta derece tekrarlarin artmis Parkinson
riskiyle 6nemli oranda iliskili oldugunu distinmusler, kontrol grubuna kiyasla
(%0.3) daha fazla orta derece tekrar (%2) bildirmislerdir. Ancak bildirilen
olgularin azhg: ve bazi kontrollerde ara tekrarlarin gorilmesi, C9orf72 ara
tekrarlarinin blyuk olaslilikla PD igin bir duyarllik faktort olabilecedine dikkat
cekmislerdir (Nuytemans vd., 2013).

Calismamizda tek bir FTD-parkinson olgusu bulunmakla birlikte bu
olguda orta derecede tekrar saptanmasi (2-24) literatlr verilerini destekler
niteliktedir. Bu olguda yuritlci islevler ve dikkat bozuklugu ile baslayan klinik
tabloya sonradan rijidite, bradikinezi de eklenmistir. Aslinda parkinsonla
ilerleyen FTD icin major genetik faktoriin kromozom 17 ile iligkili oldugu
bilinmektedir. Ancak bu olguda MAPT ve PGRN genlerinde herhangi bir
patojenik mutasyon tespit edilmemistir. Hem parkinsonda hem de FTD’de
gozlenen orta derece tekrarlarin iki hastaligin birlikteliginde ortaya ¢ikmasi, bu
olgularda sonradan gelisebilecek olan parkinsonun habercisi olabilir. Bu
nedenle parkinson 6zellikleri gésteren FTD olgularinda orta derece tekrarlarin
g0z ardi edilmemesi gerektigi goristndeyiz. Ancak daha genis FTD-parkinson
olgu serilerinde yapilacak calismalarla kesin sonuclara ulasilabilir.

Ylzdokuz olguluk FTD kohortunda yapilan calismada 4 mutasyon
tasiyicisi (> 30 tekrar) ve ayni zamanda, 20-22 tekrar iceren 5 proband tespit
edilmis ve ara tekrarlarin frontotemporal bozulmayla iliskili olabilegi
distndlmuistir (Gémez-Tortosa vd., 2013).

Gdémez-Tortosa ve arkadaslarinin bulgularina paralel olarak olgularimizin
toplam %4’ (nde orta derece tekrarin saptanmasi ve olgu-kontrol gruplari
arasinda tekrar sayisi artisinda istatistiksel olarak anlaml fark gézlenmesi, orta
derece tekrarlarin hastaliga neden olabilecek bir faktor olarak
dederlendirilmesi gerektigini desteklemektedir. Bunun yani sira daha genis
hasta popilasyonunda bu orta derece tekrarlarin degerlendirilmesi daha acik
sonuclar verecektir gérlsundeyiz.

Uclii niikleotid tekrar hastaliklarinda gdzlenen antisipasyon gibi C9orf72
orta uzunluklu allellerin, gelecek kusaklarda tam mutasyonlara ve bazi
kusaklar arasi degisiklige egilimi oldugu 6ne siridlmuastiar (I Gijselinck vd.,
2016; Thys & Wang, 2015). C9orf72 tasiyicilarinda tekrar artisi olan bdélgeye
komsu GC-zengin bolgelerdeki indel sikliginin artmasi, bu bdlgenin
replikasyonunun atlanmasina bagli olarak takip eden patolojik genislemelerde
rol oynayabilecedi 6ne stridlmuistiar (Van der Zee vd., 2013).

Olgularimizda saptadigimiz orta derece tekrarlarin, artis saptanan bolge
etrafinda siklikla gbézlenen indeller nedeniyle DNA replikasyonu sirasinda
ortaya cikabilecek hatalarla patolojik sinira ulasmasi da ihtimal dahilindedir.
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Ancak bunun aksini ifade eden veriler de bulunmaktadir. 22 tekrara kadar
artisi olan 20 ailenin indeks olgularinin degerlendirildigi bir calismada, ara
tekrar uzunlugunun artmadigi ve patolojik genislemenin goézlenmedigi
gordlmdastar. Buna bagh olarak orta derecede tekrar artisinin pre-
mutasyondan cok hastalia yatkinlida neden olabilecegi 6ne strdlmuastir.
Ancak kac tekrarin bu etkiye neden oldugunun belirlenmesi ancak kusaklar
boyu incelenebilecek olgular ile mimkin olabilecektir.

C9orf72 GGGGCC tekrarinin CpG adacigindaki hipermetilasyon ALS
olgularinda bildirilmistir. ALS ve FTD-ALS olgularinda homozigot normal kisa
tekrarlar (2-6 tekrar) ile homozigot orta derece tekrarlar (7-24 tekrar)
metilasyon dlizeyleri acisindan karsilastirildiginda hem hasta hem de kontrol
gruplarinda 6zellikle orta derece artis (>8 artis) olanlarda az ama anlamli
dizeyde hipermetilasyon ve C90RF72 promoter aktivitesinde bir dlsus
gbzlenmistir (I Gijselinck vd., 2016).

Orta derece tekrarlarin gen promotorunun normal transkripsiyonel
aktivitesini veya artmis RNA toksisitesini etkileyerek bu hastalikta bir risk etkisi
olusturma potansiyeli (Delesus-Hernandez vd., 2011; Van der Zee vd., 2013)
olabilecegi g6z ardi edilmemelidir. Ancak 43 tekrari olan bireylerde C9orf72'nin
heksantikleotid tekrarina yakin CpG adaciginda metilasyon degisikligi
olmadigini savunan cgalismalarin da (Xi vd., 2013) oldugu distnildtiginde
verilerimizin daha genis orta derece tekrar olgusunda yapilacak metilasyon
calismalariyla desteklenmesi bu sonuglari daha da kuvvenlendirecektir.

Van Blitterswijk ve arkadaslar yaptiklari calismayla calismamiza baska
bir acidan bakmamizi saglamislardir. Daha kicik ekspansiyonlarin erken
baslangic yasina neden olabilecedi, ancak bunun yani sira 6rnek toplama
yasinin da etkili olabilecedi ve tekrar boyutlarinin bireysel yasa bagl olarak
uzayabilecegi hakkinda bir hipotez ortaya koymuslardir. Bunun yani sira
arastiricilar kan, frontal korteks ve serebellumda tekrar sayilarinin esit
olmadigini tespit etmislerdir (Van Blitterswijk vd., 2013).

Bu acidan disinidldiginde calismamizda tespit ettigimiz %4 siklikla
saptadigimiz orta derece tekrarlarin sonraki donem iginde patojenik tekrar
sinirina ulasma olasiligi bulunmaktadir. Ayrica kanda buldugumuz tekrar
sayisinin beyin dokularinda korelasyonu gerekmektedir. Bunun yani sira orta
derece tekrar gbozlenen presemptomatik bir aile ferdinde yasa bagli olarak bu
tekrar sayisinin patojenik sinira ulasma ihtimali géz 6éninde bulundurularak
genetik danisma verilmesi gerektigi gériisindeyiz. Ozetle calisma verilerimiz
tekrar sayisi artisinin FTLD spektrumu ve kontroller arasindaki anlamli farka
dayanarak orta derece tekrarlarin da FTD icin bir risk faktori olabilecegi fikrini
desteklemektedir.
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C9orf72 ekpsansiyonu ile iligkili en yaygin klinik fenotip dvFTD olarak
tanimlanmistir (L. Benussi vd., 2014; Ilse Gijselinck vd., 2012; Hsiung vd.,
2012; Majounie vd., 2012; Tim Van Langenhove vd., 2013)

Yetmis bir Kkisilik dvFTD kohortumuzda sadece bir olguda (%1.4)
oraninda ekspansiyon saptanmistir. Ancak hem alt tipler arasindaki sayisal
orantisizlik hem de hasta sayisindaki azlik nedeniyle istatistiksel verilere
yansimamistir. Ayrica dvFTD’nin, FTLD spektrumunda en sik gdérulen alt tip
olmasi sebebiyle ekpsansiyonun dvFTD’de belirleyici bir unsur olmadigi
disincesindeyiz.

Yapilan calismalarda C9orf72 ekspansiyonunun FTD olgularinda
halusinasyon sikhgini artirdigi gosterilmistir (Kertesz vd., 2013; Sharon vd.,
2012; Snowden vd., 2012). Son zamanlarda yapilan bir calismada Devenney
ve arkadaslari, 57 hastalik dvFTD gruplarinda (20 olguda ALS tutulumu pozitif)
hastalarinin %34'linde psikotik 6zellikler oldugunu tespit etmislerdir. C9orf72
ekspansiyon tastyicilarinin, olmayanlara goére daha yuksek oranda psikotik
belirtiler  gosterdigini  (p=0.006), isitsel, go6rsel veya dokunsal
hallsinasyonlarin, C9orf72 tasiyicilarin % 36'sinda ve tasiyici olmayanlarin %
17'sinde mevcut oldugunu saptamislardir (Devenney vd., 2017).

Snowden ve arkadaslarinin calismasinda ise C9orf72 ekspansiyonu
tasiyan 32 olgudan 12 (%38)’sinde psikoz gdzlenirken, normal tekrar sayisi
gbézlenen olgularin sadece %4’'Unde psikotik bulgulara rastlanmistir.
Arastirmacilar, C9orf72 ekspansiyonlari ve psikoz arasinda guglu bir iligki
oldugunu, C9orf72 genindeki bu tekrar artislarinin yalnizca FTD-MND degil
ayni zamanda geg baslangicli psikoz gelismesinde de &nemli bir role sahip
olabilecegini 6ne sirmuslerdir (Snowden vd., 2012)

Benzer sekilde galismamizda ekspansiyon pozitif olarak tespit ettigimiz
olguda 45 yasinda ciddi anksiyete ile baslayan semptomlara zaman icinde
stereotipik hareketler, apati, episodik bellek bozuklugu, goérsel ve isitsel
halGsinasyonlar eklenmistir. Aile bireyleri tarafindan olgunun annesinde de
benzer semptomlar oldugu tarif edilmistir. Psikotik semptom goérilen 17
olgumuz bulunmakta ve oransal olarak bakildiginda %5.8’inde ekspansiyon
pozitifligi gozlenmektedir.

Gomez-Tortosa ve arkadaslari orta derece tekrar gordikleri 5 vakanin
klinik olarak ekpansiyon pozitif olarak saptadiklari hastalarla farklihgi
olmadigini bildirmislerdir (Gémez-Tortosa vd., 2013). Klinik o0Ozelliklerde,
C9orf72 tekrar artislan ile psikotik semptom varhdi anlamh bulunmustur.
Burada ki en 6nemli bulgumuz, orta derece tekrar saptanan olgularin %75
‘inde psikotik semptomlarin gértulmesi ve ekspansiyon pozitif hasta ile benzer
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fenotipe sahip olmasi sebebiyle bulgularimiz Gomez-Tortosa ve arkadaslarinin
verilerini destekler niteliktedir.

Ozoguz ve arkadaslar sporadik Tirk ALS grubunda %3, familyal ALS
grubunda ise %18 oraninda ekpansiyon pozitif vaka bildirmislerdir. Ancak bu
tekrar artisi saptanan 4 olgunun Uglinde FTD-ALS, bir tanesinde ise demans
g6zlenmistir. (Ozo§uz vd., 2015).

Calismamizda FTD-MNH birlikteligi olan 6 olgudan hi¢ birinde
ekspansiyon saptanmamistir. Ekspansiyon saptadigimiz tek olgu dvFTD’dir.
FTD olgularinin yaklasik %10'unda ilerleyen dénemde MNH ortaya ciktigi
bilinmektedir. Bu nedenle olgumuzun klinik takibi dnemlidir. Ancak mevcut
verilerimize dayanarak, calismamiz Ozoduz ve arkadaslarinin verileriyle
paralellik gostermemektedir. Bu farklihigin temel kaynagi FTD-MNH olgu
sayimizin azligina baglanmakla birlikte, Tirkiye FTLD olgularinda ALS’ye gore
bu ekspansiyon oraninin cok daha dislik oranda gézlendigi dislincesindeyiz.

Bu bulgular egliginde C9orf72 geni GGGGCC tekrar artisinin hasta
grubumuzda yaygin bir sebep olarak gorilmedigi saptanmistir. Orta derece
tekrarlarin FTLD igin artmis bir risk faktori olabilecegini, yada bir modifiye edici
gen olarak gorev yapabileceginin géz ardi edilmemesi gerektigi ayni zamanda
Ozellikle psikotik semptomlar gézlenen olgularda orta derece tekrarlarin
degerlendirmeye alinmasi gerektigi gortslindeyiz. Ancak galisma verilerimizin
daha genis hasta popilasyonunda ve Turkiyenin bltln sehirlerinden alinacak
orneklerle, haplotip analizleri ile birlikte degerlendiriimesi daha net sonuclar
verecektir. Bunun yani sira orta derece tekrar gozlenen olgularda yapilacak
metilasyon, ekspresyon ve postmortem calismalar su an icin kabul edilen >30
patojenik sinirinin yeniden dederlendiriimesinde etkili olacaktir.
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6- SONUC VE ONERILER

Calismamizda; FTLD spektrumundan tani almis, yeni nesil dizileme
teknolojisi ile MAPT, PGRN, CHMP2B, VCP, FUS, TARDBP genlerinde patojenik
bir mutasyonun saptanmadigi 100 olgu ve norolojik/psikiyatrik olarak patolojik
bir bulgusu olmayan yasla uyumlu 100 kontrol bireyinde C9orf72 geni
GGGGCC heksanukleotid tekrar sayilari RP-PCR (repeat primed PCR) ve sizing-
PCR yodntemleri ile analiz edilmis, bélgemizdeki hasta ve kontrol gruplarindaki
tekrar artisi sikligi belirlenmis ve klinige yansimasi tespit edilmeye calisiimistir.
Calisma sonucunda;

1. Calismamizda, sporadik FTLD olgularinda patolojik ekspansiyonu pozitif
olan olguya rastlanmamistir (0/67).

2. Familyal bir olguda patojenik C9orf72 ekspansiyonu (>30 tekrar)
gozlenmistir (1/33) (%3.03).

3. Kontrol grubunda minimum 2 maksimum 12 tekrar gbézlenmistir. En
yaygin allelik tekrar artisi 2, 5, ve 8 olarak belirlenmistir.

4, Olgu ve kontrol gruplari arasinda tekrar sayisi artisinda istatistiksel
olarak anlamli fark gézlenmistir.

5. Olgularimizin toplam %4’ Gnde orta derece tekrar saptanmistir.

6. Psikotik semptom gb6zlenen 17 olgumuzun %5.8’'inde (1/17) patojenik
tekrar artisi, %17.6'sinda (3/17) ise orta derece tekrar saptanmistir.
Orta ve patojenik tekrarlar ile psikotik semptomlarin varligi arasinda
istatistiksel olarak anlaml fark gézlenmistir.

Avrupa ve Iskandinav toplumlarinda FTD grubu icin oldukca yiiksek
oranda gozlenen bu mutasyonun, Asya toplumunda oldukca nadir gorialdigui
bilinmektedir. Cografi kosullari disinidldiginde Asya ve Avrupa arasinda
kdpri goérevi gbéren Tlrkiye icin calismamiz FTLD spektrumda bilgimiz
dahilindeki ilk calismadir ve calisma sonucunda Turkiye igin bu mutasyonun
Iskandinav toplumlarindan c¢ok daha az siklikta gézlendigi belirlenmistir.
Ancak bu bulgunun boélgesel bir 6zelligi yansitma olasilhidini dislamak igin hem
farkli etnikteki Tlrk bireylerinden daha genis calismalar yapiimasi hem de bu
olgularda haplotip analizleriyle verilerimizin desteklenmesi gerekmektedir.

%4 siklikla saptadigimiz orta derece tekrarlarin artis saptanan bodlge
etrafinda siklikla go6zlenen indeller nedeniyle DNA replikasyonu sirasinda
ortaya cikabilecek hatalarla sonraki dénem iginde patojenik sinira ulasma
olasihdlr bulunmaktadir. Ayrica kanda buldugumuz tekrar sayisinin beyin
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dokularinda korelasyonu gerekmektedir. Bunun yani sira orta derece tekrar
gozlenen presemptomatik aile bireylerinde yasa bagli olarak bu tekrar sayisinin
patojenik sinira ulasma ihtimali g6z 6ninde bulundurularak genetik danisma
verilmesi gereklidir dlistncesindeyiz.

Orta derece tekrarlarin FTLD igin artmis bir risk faktérl olabilecegini,
yada bir modifiye edici gen olarak gorev yapabileceginin géz ardi edilmemesi
gerektigi, ayni zamanda 6zellikle psikotik semptomlar gozlenen olgularda orta
derece tekrarlarin da dederlendirmeye alinmasi gerektigini dislinmekteyiz.
Ancak orta derece tekrar saptadigimiz olgularda vyapilacak metilasyon,
ekspresyon ve postmortem calismalari su an icin kabul edilen >30 patojenik
sinirinin yeniden degerlendirilmesinde etkili olacaktir.

Patojenik ve orta derece tekrar saptanan olgularin aile bireylerinde de
analizlerin yapilmasi, analizi yapilan hastalara ve aile bireylerine genetik
danisma verilmesi ve klinik bulgu vermeyen mutasyon tasiyicisi aile bireylerin
FTLD klinigi gelisimi agisindan takibe alinmasi gerekmektedir.

FTLD genetidi ile ilgili asosiasyon, fenotip-genotip korelasyon galismalari
her gecen slre daha da artarak devam etmektedir. Tum veriler birlikte
degerlendirildigi zaman sikliklarin cok genis araliklarda gozlendigi, etnik
farklihklarin  oldugu bu artislarin  farkh populasyonlarda sikliklarinin
degerlendirilmesi gerektigi literatlirde 6nemle vurgulanmaktadir. Bunun yani
sira belirlenen mutasyonlari tasiyan olgularda fenotip-genotip korelasyonunun
kurulmasi ve literatiirde ortak bir birlikteligin saglanmasi ile birlikte bu genetik
degisiklikler prognostik ©6neme sahip olacaktir. Genetik faktorlerin
aydinlatilmasi patofizyolojik slrecleri hedef alan tedavi stratejilerinin
belirlenmesine dncullk edecektir. Ayrica aile icinde presemptomatik bireylerin
risk degerlendirmesi yapilabilecektir.
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Ekler Dizini
EK - 1: AYDINLATILMIS ONAM FORMU

AYDINLATILMIS ONAM FORMU

“Frontotemporal lobar dejenerasyon (FTLD) spektrumunda genetik
degisikliklerin belirlenmesi” amaciyla bir bilimsel arastirma yapmayi
planlamaktayiz. Yapilmasi planlan arastirmanin ismi “Frontotemporal Lobar
Dejenerasyon Spektrumunda Aday Genlerin Dederlendirilmesi” dir.

Frontotemporal lobar dejenerasyonu saptanan bu nedenle klinik takibi
yvapilan hastalardan alinan periferik kan &rneklerinden vyapilacak bu
calismaya, tibbi durumunuz bu kosullara uydugu igin sizi de davet ediyoruz.
Bu arastirmaya katilip katilmamak génullilik esasina dayalidir. Arastirmaya
katilma kararini tamamen hur iradeniz ile vermelisiniz. Bu karari verirken hig
kimse tarafindan size telkin ve baskida bulunulamaz. Kararinizdan énce sdz
konusu bilimsel arastirma ve bu arastirmaya katilmayi kabul etmeniz
durumunda yapilacak islemler hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu
bilgileri okuyup anladiktan sonra bu bilimsel arastirmaya katilmak isterseniz
formu imzalayiniz.

Bilimsel calisma hakkinda bilgiler

Arastirmaya davet edilmenizin nedeni, frontotemporal Ilobar
dejenerasyonu gdzlenen bir birey olmanizdir. Bu arastirma Tibbi Genetik
Anabilim Dalinda gerceklestirilecektir.

Bu arastirmada Noroloji ve Psikiyatri Anabilim Dallar tarafindan
Frontotemporal lobar dejenerasyonu gézlenen olgularda bu hastalik

yelpazesiyle iliskili genlerdeki degisiklikler incelenecektir. Bu genlerde
meydana gelen hatalarin, sizdeki hastaligin gelismesinde ve/veya
ilerlemesinde rol oynayip oynamadiginin belirlenmesi, rol oynuyor ise hangi
hatalarin daha sik goézlendiginin saptanmasi, ilerleyen siireg icerisinde bu
genlerin incelenerek erken tani ve/veya hastalik tedavisine vyodnelik
protokollerin gelistirilmesi icin ipucu olacaktir.

Frontotemporal demanslar en yaygin gézlenen ikinci demans grubudur.
Bu olgularda yapilacak genetik dederlendirmeler hastaligin patolojisini
anlamaya ve henlz efektif bir tedavisi olmayan FTD olgular igin terapdtik
ajanlar gelistirmeye firsat taniyacaktir.

Eger Arastirmaya Katilmayi Kabul Ederseniz

v Sizden aile 6yklnuz (pedigri analizi) alinacaktir.

v' Bu calismaya davet edilmenize neden olan tibbi durumunuz
nedeniyle sizden alinacak kan orneginden sadece stz konusu
analizler gerceklestirilecektir.
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v' Sizden s6z konusu c¢alisma icin ilave doku alinmayacaktir.

v Yukarida belirtildigi gibi rutin tani/tedavi kapsaminda alinmis ya da
alinacak olan drneklerinizden galismanin bir bélimu igin genetik
materyaliniz (DNA) izole edilecek ve bu materyal Uzerinde s6z
konusu analizler yapilacaktir. S6z konusu genetik materyal uzun
sdreler icin uygun kosullarda saklanabilir ve gelecekteki bilimsel
calismalar icin de kullanilabilir.

v Elde edilen genetik materyalinizin bu calisma disinda gelecekteki
bilimsel calismalar icin de kullanilabilmesi tamamen sizin
verecediniz onaya baghdir.

v' Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amaclarla kullanimi

sirasinda kisisel bilgileriniz c¢ok blylk bir hassasiyetle

korunacaktir. Isimleriniz ve genetik analiz sonuclariniz gizli
tutulacaktir.

Sizden herhangi bir lcret istenmeyecektir.

Calismaya katildiginiz igin size ek bir 6deme yapilmayacaktir.

Hekim ile aranizda kalmasi gereken size ait bilgilerin gizliligine

blyuk 6zen ve saygi gosterilecektir.

v' GOndlld olarak katildiginiz calismanin herhangi bir asamasinda
arastirmadan ayrilabilirsiniz. Ancak ayrilmadan once
arastirmacilara bu durumu bildirmeniz dnemlidir.

v Calismaya katilmay! kabul etmemeniz durumunda tedavinizde ve
klinik izlemlerinizde hicbir degisiklik olmayacak, her zaman oldugu
gibi ayni 6zen ve ihtimam ile hastaliginizin tedavisi strdirtlecektir.

ANRNEN

Katilimcinin (Goniillii) / Hastanin Beyani

Eskisehir Osmangazi.Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim
Dali, Noroloji Anabilim Dali ve Psikiyatri Anabilim Dali isbirligi ile bir arastirma
yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler tarafima aktarildi.

Eger bu arastirmaya katilirsam, hekim ile aramda kalmasi gereken, bana
ait bilgilerin gizliligine bu arastirma sirasinda da buylk 6zen ve saygi
gOsterilecegi, arastirma sonuclarinin egitim ve bilimsel amaclarla kullanimi
sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi kesin ve net bir sekilde
belirtilmistir.

Arastirma igin vyapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal
sorumluluk altina girmiyorum. Benden herhangi bir lcret talep edilmeyecegi
ve bana da herhangi bir 6deme yapilmayacagi net ve kesin bir sekilde ifade
edilmigstir.

Projenin vyurGtlilmesi sirasinda herhangi bir sebep gdstermeden
arastirmadan ¢ekilme hakkina sahip oldugum bildirilmistir. Ancak
arastirmacilari zor durumda birakmamak icin arastirmadan cekilecegimi
onceden bildirmemin uygun olacaginin da bilincindeyim.

73



Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim.
Arastirmaya katilmam konusunda zorlayici herhangi bir davranisla karsilasmis
degilim. Eger katilmayi reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile
olan iliskime herhangi bir zarar getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tim acgiklamalari ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim.
Kendi basima belli bir dlisinme slresi sonunda adi gecen bu arastirma
projesinde “katilimci” (génullt) olarak yer alma kararini tamamen hir iradem
ile almis bulunuyorum. Bu konuda yapilan daveti bliyldk bir memnuniyet ve
goénulllk icerisinde kabul ediyorum.

Katihmer (Gonilli): Katilimei (Goniillii) ile Gorlisen Arastirmaci

Adi, Soyad: Ads, Soyadi, Unvanz:
Adres : Adres

Telefon Telefon

Imza Imza
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