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OZET

Oguz, S. Shwachman-Diamond sendromuna neden olan genetik etyolojinin
belirlenmesi. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dal,
Tipta Uzmanhk Tezi, Ankara, 2020. Shwachman-Diamond sendromu (SDS, OMIM
#260400) ekzokrin pankreas disfonksiyonu, iskelet bulgulari, kemik iligi yetmezligi,
miyelodisplastik sendrom ve 16semi (6zellikle akut miyeloid 16semi) i¢in artmus risk
ile karakterize otozomal resesif bir hastaliktir. Ribozomopatiler igerisinde kalitsal
kemik iligi yetmezlikleri altinda siniflandirilan klinik olarak heterojen ve tanisi zor
olan bu sendrom i¢in son yillarda yeni genlerde mutasyonlar bildirilerek hastaligin
genetik heterojenligi de ortaya konmustur. Bu ¢alismada Tiirkiye genelinden SDS 6n
tanis1 ile gonderilen hastalarin fenotipik ve genotipik bulgulari incelenmistir. Ayrica
SDS fenotipi gosteren fakat bilinen genlerde herhangi bir mutasyon saptanmayan 8
bireye tiim ekzom dizileme (WES) analizi yapilarak etiyolojiye yonelik yeni genlerin
bulunmas1 hedeflenmistir. Yapilan WES analizi sonucunda bir hastada TBXAS1
geninde patojen oldugu in silico olarak belirlenen bir varyant saptanmistir ve asil
taninin Ghosal hematodiyafizyel sendrom oldugu belirlenmistir. SDS fenotipinde
gorillen hemen hemen tiim bulgulara sahip bir hastada ise homozigotluk
haritalamasinin da yapilmasiyla giiglii bir aday gene ulasilmistir. Bu gen mikrotiibiil
iliskili protein ailesine ait bir protein kodlamakta olup giiniimiizde insanlarda herhangi
bir fenotip ile iliskilendirilmemistir. Yine SDS fenotipi ile uyumlu bir hastada
ekzositozda gorevli oldugu bilinen bir gende nadir nonsense bir degisiklik saptanarak
olas1 baska bir aday gene ulasilmistir. Kalan 5 hastada ise homozigot ve bilesik
heterozigot filtrelemeler ile saptanan varyantlardan herhangi bir aday gene
ulagilamamistir. Heterozigot varyant filtrelemesi ise devam etmektedir. Sonug olarak
caligma hedefi olan yeni genlerin bulunmasina yonelik ilk basamak gergeklestirilerek
giiclii aday genler belirlenmistir. Bu genlere yonelik fonksiyonel calismalarin

yapilmasi etiyolojinin aydinlatilmasina 6nemli katki saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Shwachman-Diamond sendromu, noétropeni, tim ekzom

dizileme, mikrotiibiil iligkili protein, ekzositoz.

Destekleyen Kurulus: Tiirk Hematoloji Dernegi, Proje no: 2018-4.



ABSTRACT

Oguz, S. Determination of the genetic etiology causing Shwachman-Diamond
syndrome. Hacettepe University Faculty of Medicine, Department of Medical
Genetics, Medical Specialty Thesis, Ankara, 2020. Shwachman-Diamond syndrome
(SDS, OMIM #260400) is an autosomal recessive disorder characterized by exocrine
pancreatic dysfunction, skeletal manifestations, bone marrow failure, increased risk
for myelodysplastic syndrome and leukemia (especially acute myeloid leukemia). SDS
is classified under hereditary bone marrow failure among ribosomopathies. Recently
mutations in new genes have been reported for this syndrome and genetic
heterogeneity of the disease which is also clinically heterogeneous, has been
demonstrated. In this study, phenotypic and genotypic findings of patients who have
SDS preliminary diagnosis was examined. Besides it was aimed to find new genes for
etiology by performing whole exom sequencing (WES) analysis in 8 individuals who
had SDS phenotype but no mutation was detected in known genes. As a result of WES
analysis, a variant which was identified as pathogenic in silico in TBXAS1 gene (causes
Ghosal hematodiaphyseal syndrome) was detected in one patient. In another patient
with almost all findings of SDS phenotype, a strong candidate gene was revealed by
WES analysis and homozygote mapping. This gene encodes a protein of the
microtubule-associated protein family and is not currently associated with any
phenotype in humans. And a rare nonsense change was detected in a gene which
associated with exocytosis in the third patient compatible with SDS phenotype and so
another possible candidate gene was revealed. In the remaining 5 patients, no candidate
gene was identified from the variant tables by homozygote and compound
heterozygote filtration. As a result, strong candidate genes were determined by
performing WES as the first step to find new genes that are the aim of this study.
Functional studies of these genes will contribute to the elucidation of the etiology and

also disease pathogenesis.

Keywords: Shwachman-Diamond syndrome, neutropenia, whole exome sequencing,
microtubule-associated protein, exocytosis.
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1. GIRIS

Shwachman-Diamond sendromu (SDS, OMIM #260400) konjenital anomaliler,
ekzokrin pankreas disfonksiyonu, kemik iligi yetmezligi, miyelodisplastik sendrom ve
16semi (6zellikle akut miyeloid 16semi) i¢in artmus risk ile karakterize otozomal resesif
bir hastaliktir. Kemik iliginde en ¢ok etkilenen hiicre grubu nétrofiller (ndtropeni)
olmakla birlikte tiim serilerdeki hiicrelerde etkilenme eslik edebilir. SDS’de ayrica
biiyiime geriligi, iskelet anomalileri (metafizyel kondrodisplazi, goglis kafesi
displazisi ve osteopeni) ve kognitif bozukluk gibi bulgular da goriilebilmektedir.
Klinik tablo genis bir spektrumu igermektedir ve yaklasik prevalans 1/77.000 dogum
olarak bildirilmektedir. 1964 ‘te Shwachman ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanmasina
karsin, ilk olarak Nezelof ve Watchi tarafindan ekzokrin pankreas yetmezligi ve
16kopenisi olan iki ¢cocukta ‘’pankreasin konjenital lipomatozisi’’ seklinde 1961°de

tamimlanmustir (1, 2).

2003 yilinda ise sendroma neden olan gen Boocock ve ark. tarafindan bulunmustur
(3). 1964°te sendromu tanimlayanlara (Amerikan doktor Harry Shwachman, Ingiliz
oftalmolog Martin Bodian ve Amerikan pediatrist Louis Diamond) ithafen ilgili gen
adi1 SBDS olarak konulmustur. SDS etiyolojisinden yaklagik olarak %90 oraninda
SBDS genindeki biallelik mutasyonlar sorumludur. SBDS, EFL1 (elongation factor-
like GTPase 1)’in 60S ribozomal alt tnitesinin son maturasyon evresinde anti-
assosiyasyon faktorii elF6 nin birlesme ara yiiziinden uzaklastirilmasinda kofaktor rol
oynamaktadir. Bu nedenle SDS ribozomopati grubundan bir hastalik olarak
yorumlanmistir. Ayrica, 2017°de 60S ribozom montaj faktorii DNAJC21 ve EFL1
mutasyonlarinin SDS fenotipi gosteren hastalarda saptanmasi hastaligin genetik
heterojenitesinin ~ agiga  c¢ikarilmasinin ~ yaninda  ribozomopati  olarak
degerlendirilmesini gii¢lendirmistir. Son olarak yine 2017°de endoplazmik retikulum
icin sinyal tanima partikiiliini kodlayan SRP54 geninde saptanan heterozigot
mutasyonlar SDS fenotipi ile iliskilendirilmistir. Sonrasinda SRP54 mutasyonlarinin
SDS disinda izole notropenisi olan olgularda da siklikla saptanmasinin ardindan
genotipik ve fenotipik ¢esitliligin nozolojide zorluk olusturdugu ve 6zellikle nétropeni

nozolojisinin yeniden degerlendirilmesi gerektigi ortaya ¢cikmaistir.



Bu tez kapsaminda Hacettepe Tip Fakiiltesi Cocuk Hematoloji Boliimii’nde SDS
on tanisi ile izlenen hastalarda genetik etiyolojinin belirlenmesi hedeflenmistir.
Oncelikle tiim hastalara SBDS genine yonelik dizi analizi yapilmistir. Mutasyon
saptanmayan hastalardan klinik bulgular1 ile daha kuvvetle SDS diisiiniilen 8 hastaya
bilinen diger genlere yonelik (DNAJC21, EFL1 ve SRP54) dizi analizi ve mikrodizin
analizleri uygulanmasi, etiyolojiye yonelik anlamli bulgu saptanmayan hastalara ise
tim ekzom dizileme analizi yapilarak genetik etiyolojinin aydinlatilmasi

hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Memeli Ribozom Yapisi ve Fonksiyonu

Ribozomlar, tiim canlilarda bulunan ve mMRNA ile kodlanan bilgilerin
proteinlere doniistiiriilmesini saglayan temel makromolekiiler organellerdir. Ribozom
gibi bliylik yapilar molekiil biiyiikliigiine gore ultrasantrifiijde ¢okme hizlarina gore
Svedberg birimleri cinsinden (kii¢iik ribozomal alt {inite i¢in 40S gibi) ifade edilir.
Okaryotik 80S ribozom, biiyiikk 60S ve kiigiik 40S alt birimlerden olusan bir
ribonukleoprotein komplekstir. Biiyiik 60S alt birimi mayalarda 25S, 5.8S ve 5S
ribozomal RNA (rRNA)’y1 igerirken memelilerde 5.8S ve 5S yanisira 28S rRNA
icermektedir. Kiigiilk 40S alt birimi ise maya ve memelilerde 18S rRNA
bulundurmaktadir. Memeli ribozomu dort farkli rRNA ve 79 ribozomal proteinden
(RP) olusmaktadir (4-8). Ribozomal proteinler, biiyiik ribozomal alt birimin proteinleri
icin RPL ve kii¢iik ribozomal alt birim proteinleri igin ise RPS kullanilarak adlandirilir.
Yapisal bilesenlere ek olarak ribozom sentezi esansiyel olan ek proteinler ve kiigiik
niikleolar ribonukleoprotein partikiilleri (snoRNP) iceren 200°den fazla non-ribozomal
faktor gerektirmektedir (9).

Ribozom biyogenezi karmasik ve iyi organize edilmis bircok islemin
gerceklestirilmesiyle saglamir. Okaryotlarda ribozom biyogenezi éncii rRNA’larin
niikleolusta senteziyle baslar ve olgun alt birimlerin sitoplazmada birlestirilmesiyle
tamamlanir. Ribozomun RNA bilesenleri RNA polimeraz | ve Il ile, ribozomal
proteinler ise RNA polimeraz Il araciligiyla saglanir. Ribozomal protein transkriptleri
sitoplazmada proteinlere c¢evrilir ve daha sonra rRNA'larin transkribe edildigi

niikleoluslara transport edilir.
2.1.1. Pre-rRNA islenmesi

Memelilerde niikleolusta, 5S rRNA ve 47S (45S olarak da bilinir) rRNA i¢in
farkli olmak {izere rDNA kodlayan {initeler bulunur. Insanlarda bu rDNA f{initeleri
tekrar eden sekilde 45S rRNA i¢in akrosentrik kromozomlar (13, 14, 15, 21 ve 22.
kromozomlar) tizerinde yerlesiktir (10, 11). Ribozom biyogenezi bu bolgeden RNA
polimeraz | araciligiyla sentezlenen biiyiik bir polisistronik transkript olan 47S pre-



rRNA sentezi ile baglar (Sekil 2.1.). 47S pre-rRNA’dan ribozomun doért olgun
rRNA’sindan ii¢ii olan 18S, 5.8S ve 28S rRNA bilesenleri saglanir. Bu birimde
bulunmayan 5S rRNA ise bagimsiz olarak ayr1 bulunan 5S rDNA’dan RNA polimeraz
Il tarafindan ayr1 olarak transkribe edilir. 47S pre-rRNA eksternal yan dizileri (ETS:
eksternal transkript dizileri) ile iki internal transkript dizisi (ITS1 ve ITS2) igerir (4).
Olgun rRNA’larin olusumu igin 47S pre-rRNA bir takim endo- ve ekzoniikleolitik
islem basamaklarma tabi tutulur. Ayrica ko-transkripsiyonel olarak metilasyon ve

psodoiiridinilasyon gibi diger islemler meydana gelir (5).
2.1.2. Ribozomal Alt Birimlerin Sentezi

Ribozom sentezi siirecinde biyokimyasal olarak saptanabilen en erken
kompleks 90S pre-ribozomal partikiildiir. Bu kompleks, 47S/45S pre-rRNA’nin 5’
ucunda bulunan 18S rRNA domaininde toplanan kii¢iik alt inite prosesomunu (small
subunit processome-SSU) igerir. SSU, 5-ETS ve ITS1'de endoniikleolitik
boliinmelerin gerceklestirilmesinde yer alan ve 40S ribozomal alt {initesinin
olgunlagmasinda kritik bir rol oynayan U3 snoRNP'yi igerir (12). 40S alt {initesinin
montaj1 i¢in bir¢ok ribozomal protein ve faktor 90S biriminde bulunmasina karsin 60S
biiyiikk alt inite i¢in ribozomal proteinler veya faktorler bu erken komplekste
bulunmamaktadir (4, 13).

90S birimi ITS1’deki islemlerden gegtikten sonra alt birim matiirasyonunda
ileri bagimsiz basamaklarin baslangici i¢in pre-40S alt birimler pre-60S alt birimlerden
ayrilir (Sekil 2.1.). Olgunlasmamis 20S pre-rRNA igeren pre-40S alt birimler
matilirasyon siirecinde ilave proteinler alirlar ve pre-40S alt birimler niikleustan

sitoplazmaya tasinir.
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Sekil 2.1. 90S pre-ribozomal partikiilden pre-40S ve pre-60S alt birimlerinin
olusturulmasi siirecinin sematik gosterimi (Pelletier ve ark.’larinin nat. Reviews 2018

caligmasindan alinmistir (14).).

60S alt birimlerinin olusumu, 40S alt birimininkinden ¢ok daha karmasiktir ve
ti¢ rRNA tiirliniin olgunlagsmasini, 30'dan fazla ribozomal proteinin dahil edilmesini ve
100’iin iizerinde faktoriin bulunmasini gerektirir. 60S alt birimlerin matiirasyonu
niikleolusta baglar ve sitoplazmada tamamlanir. Pre-40S ve pre-60S alt birimler
olusturulduktan sonra farkli islem basamaklarina tabi tutulmak iizere, her iki alt
birimde de mevcut olan ve Crm1 olarak da bilinen Xpol faktor tarafindan taninan
niikleer eksport dizileri (NES) araciligiyla niikleer por komplekslerine iletilirler (15).
Crml tarafindan tanman pre-40S alt birimin molekiilleri Ltvl, Dim2 ve Rio2'yi
igerirken pre-60S alt birimlerle iliskili oldugu bilinen NES'e sahip olan tek faktor
Nmd3'tiir (4, 7, 16).



Olgun 60S ile iliskili olmayan ve pre-60S alt birimlerin ge¢ sitoplazmik
olgunlagsmasinin bir pargasi olan ¢esitli faktorler vardir. Bunlar iki adet GTPaz: Lsgl
/ Kre35 ve Efl1, iki ATPaz: Drgl ve Jjj1-Ssal / Ssa2, bir Zn?* parmak proteini: Reil
ve bir fosfataz: Yvhl faktorleridir (17). Bu faktorlerin ¢ogu, 40S ve 60S alt
birimlerinin olgunlagsmalarinin tamamlanmadan erken birlesmelerini 6nler. Bu tez
kapsaminda oOzellikle ilgi alaninda olan GTPaz Efll1’dir. Shwachman-Bodian-
Diamond sendromu proteini olan SBDS, Efl1 ile birlikte pre-60S alt biriminden anti-
birlesme faktorii olan elF6’nin uzaklastirilmasinda gérev almaktadir (18, 19). Bu
serbestlestirme islemi elF6’larin niikkleusa geri donerek daha fazla pre-60S alt

biriminin sitoplazmaya transportunun saglamasinda da gereklidir (20).
2.1.3. Translasyon ve Elongasyon

Protein sentezi sitoplazmada ger¢eklesmektedir. Protein sentezi sirasinda, 40S
alt birimi mRNA'ya baglanir ve bir AUG baslangi¢ kodonu ile karsilagana kadar
mRNA’y1 tarar. 40S baslatma kompleksi olarak bilinen bu kompleks, 80S baslangi¢
kompleksi olusturmak i¢in bir 60S alt iinitesinin birlestirilmesini saglayan birkag
baslangi¢ faktorii ve GTP gerektirir. 80S baslangi¢ kompleksi olusturulduktan sonra
ribozom, mRNA boyunca translasyona gegerek protein sentezi igin elongasyon fazina

gecmeye hazir hale gelir.

Tarama kompleksi AUG baslangigc kodonuna yerlestiginde bu bolge P
(peptidil) bolgesine denk gelir, elF1 serbest kalir. 80S baglatma kompleksi
olusturulduktan ve Met-tRNAMet P sitesine yerlestikten sonra uzama baslayabilir.
Baslatict AUG’dan bir sonraki kodon hangi aminoagil-tRNA'nin EF1A ve GTP ile
ticlii bir kompleks olarak dogru bir sekilde A (aminoagcil) bolgesine girecegini belirler.
GTP hidrolize edildiginde ve EF1 A salindiginda, amino asitler arasinda bir peptid bagi
olusur, sonrasinda ribozom bir kodon 3’ ucuna dogru kayar (EF2 ve GTP hidroliziyle
katalize edilen). Boylelikle A bolgesi agilir ve yeni sentezlenen peptidil-tRNA P
bolgesine tasmir. Daha 6nce P bolgesini isgal eden deagile-tRNA, ribozomal
kompleksten E (¢ikis) bolgesi iginden ¢ikar (4). Elongasyon, ¢ogu durumda ribozom
bir durdurma kodonu (stop kodon) ile karsilasana kadar devam eder. Hiicre ihtiyacina
gore hizli ve fazla protein sentezi gereken durumlarda birkag¢ ribozomun bir araya

gelerek olusturduklar yapi ise polizom (poliribozom) olarak adlandirilir.



Gilinimiizde i¢lerinde SDS’nin de bulundugu bir¢ok hastalik ribozom sentezi
veya translasyon islemi ile ilgili defektlerle iligkilendirilmistir. Bu grup hastaliklar
ribozomopatiler olarak adlandirilmaktadir ve baslica iliskili hastaliklar kalitsal kemik

iligi yetmezlikleri baghigi altinda toplanmaktadir.

2.2. Ribozomopatiler

Ribozomopatiler, ribozom yapisal proteinleri veya ribozom biyogenezinde
anahtar rol oynayan faktorleri kodlayan genlerdeki defektlerle iliskili olan kalitsal
veya sporadik goriilebilen bir grup heterojen hastaliktir. Genel olarak iki kategori
icermektedir: (i) spesifik ribozomal proteinlerde tek kopya mutasyonlarinin neden
oldugu bozukluklar ve (ii) ribozom biyogenez faktorlerindeki kusurlarla iligkili
hastaliklar (21). Her iki kategorideki ribozomopatiler arasindaki fenotipik modeller
birbirinden farklidir ancak kemik iligi ve iskelet dokusunu ilgilendiren bazi ortiisen
Ozellikleri de bulunmaktadir. Giinlimiizde ribozomopati olarak bilinen veya
ribozomopati siiphesi olan hastaliklar klinik 6zellikleri ile birlikte Tablo 2.1.°de

sunulmustur (22).



Tablo 2.1. insan ribozomopati hastaliklar1 ve ilgili genler (22)

Hastahk

Otozomal resesif

iliskili Gen(ler)

Ribozom ile
iliskili
Fonksiyonu

Klinik Ozellikler

olarak ayrilmasi

Shwachman-Diamond  SBDS, EFL1 elF6 salinmasi Notropeni/infeksiyonlar
sendromu Ekzokrin pankreatik
DNAJC21 J-protein, HSP70 yetmezlik
ko-saperon, Arx1 Metafizyel kondrodisplazi
salinimi MDS/AML’ye yatkinlik
SRP54 ER sinyal proteini
Bowen-Conradi EMG1 SPOUT ailesi Biiylime geriligi,
sendromu psodoiiridin psikomotor gecikme,
metiltransferaz; mikrosefali, mikrognati,
18S rRNA eklem kontraktiiri,
matiirasyonu ve rockerbottom ayak
408S alt birim
iiretiminde gerekli
North American CIRHIN U3 igeren 90S Siroz
Indian Cocukluk partikiiliiniin
Sirozu altkompleksi t-Utp;
rDNA
transkripsiyonu ve
18S pre-rRNA
iiretimi
Kartilaj Sag RMRP RNaz MRP’nin Kisa ekstremiteli clicelik
Hipoplazisi RNA komponenti;  Metafizyel displazi
rRNA Hipoplastik anemi
prekiirsoriinden Defektif B ve T hiicre
18S rRNA’nin aracili immiinite
endoniikleolitik Hipotrikozis

Degisgken intestinal

aganglionozis




Tablo 2.1. Devam. insan ribozomopati hastaliklar1 ve ilgili genler

Hastahk

Diskeratozis konjenita

iliskili Gen(ler)

PARN

Ribozom ile
iliskili
Fonksiyonu
18S-E pre-rRNA

Klinik Ozellikler

Kemik iligi yetmezligi

RPL26, RPL27,
RPL31, RPL35A

iretimi Hipomiyelinizasyon
Mukokutanéz defektler
Pulmoner fibrozis
Geligme geriligi
Serebellar hipoplazi
Ozofageal, iiretral stenozis
Alopesi, norolojik ve RBM28 Niikleolar protein,  Sag kaybi, mikrosefali,
endokrinopati 60S pre-ribozom zihinsel yetersizlik,
sendromu komponenti, 27S progresif motor gerilik,
pre-rRNA iretimi  adrenal yetmezlik
Otozomal dominant
Diamond-Blackfan RPS7, RPS10, 408S alt birim Makrositik anemi
anemisi RPS17, RPS19, proteinleri Kraniyofasiyal defektler
RPS20, RPS24, Bagparmak anomalileri
RPS26, RPS27, Kisa boy
RPS28, RPS29 Kansere yatkinlik
RPL5, RPL11, 60S alt birim
RPL15, RPL19, proteinleri

takviyesi

GATAl Transkripsiyon
faktori
TSR2 eS26 eskortin
Treacher-Collins TCOF1 rDNA Kraniyofasiyal
sendrom POLR1C transkripsiyonu, anormallikler
POLR1D DNA hasar Zihinsel yetersizlik
cevabinda NBS1




10

Tablo 2.1. Devam. insan ribozomopati hastaliklar1 ve ilgili genler

Hastahk

iliskili Gen(ler)

Ribozom ile
iliskili
Fonksiyonu

Klinik Ozellikler

Konjenital aspleni RPSA 408S alt birim Dalak yoklugu
proteini
Aplasia kutis konjenita BMS1 908 partikiil Verteks skalpte cilt
komponenti, agenezisi
GTPaz
Familyal kolorektal RPS20 408S alt birim DNA tamir defekti olmayan
kanser tip X proteini herediter nonpolipozis
kolorektal karsinom
RPS23-iliskili RPS23 40S alt birim Mikrosefali, igitme kayb1,
ribozomopati proteini zihinsel yetersizlik, otizm
Lokoensefalopati, SNORD118 box C/D snoRNA  Progresif serebral
intrakraniyal us dejenerasyon
kalsifikasyonlar ve
kistler (LCC)
X’e bagh resesif
Diskeratozis konjenita ~ DKC1 H/ACA Anormal cilt pigmentasyonu
riboniikleoprotein Tirnak distrofisi
kompleks subunit  Oral l6koplaki
4; rRNA Kemik iligi yetmezligi
psodoiiridin sentaz, Kansere yatkinlik
telomer devamliligi  Kisa boy, mikrosefali,
immun yetmezlik
Otizm RPL10 60S alt birim Mikrosefali, biiylime
proteini geriligi, nobet
Mikrosefali RPL10 60S alt birim Otizm
proteini
Sporadik /somatik
Relaps KLL RPS15, RPSA, 408 alt birim 1k basamak tedavi sonrasi
RPS20 proteini, MDM2’yi  kétii prognoz KLL

baglar
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Tablo 2.1. Devam. insan ribozomopati hastaliklar1 ve ilgili genler

Hastahk iliskili Gen(ler) Ribozom ile Klinik Ozellikler
iliskili
Fonksiyonu
Pediatrik T-ALL RPL5, RPL10, 60S alt birim T-ALL
RPL22 proteini
5g- sendromu RPS14 40S alt birim Makrositik anemi
proteini Hipolobiile

mikromegakaryosit, MDS

Yeni ribozomopatiler

Testikiiler regresyon DHX37 (23) RNA helikaz 46,XY gonadal disgenezi
sendrom (heterozigot (ribozom Testikiiler regresyon
varyantlar) biyogenezi) sendromu

Her ne kadar klinik belirtileri heterojen olsa da, ribozomopatiler, biiyiime
geriligi, kemik iligi yetmezIligi, gelisimsel gerilik, maligniteye yatkinlik ve mitotik ig
anomalileri ve hiicre dongiisii durmasi nedeniyle ekstra-ribozomal sonuglarin ortak
ozelliklerini paylasir. Ribozomopatilerin fenotipik heterojenliginin, ribozom ile iliskili
genlerin hiicre tipine 0zgii ribozomal kompozisyon ve spesifik mRNA'larin
translasyonel kontroliine yol agan farkli ekspresyonunun bir sonucu oldugu ileri

stirilmiistiir (24).

Ribozomlar tiim viicut hiicrelerinde bulunmalarina kargin SDS sendromu gibi
ribozomopatilerde 6zellikle belli dokularda fenotipin agiga ¢ikmasi kafa karisikligina
neden olmaktadir. Bu durumun agiklamasi olarak birkag¢ hipotez sunulmaktadir. Bu
agiklamalardan ilki ribozomlara erisimdeki kisitlilik nedeniyle mRNA’larin
ribozomlara ulastirilmasinda spesifik bir grup tarafindan yonlendirildigi ve bu grubun
upstream open reading frames (uORFs) veya kompleks 5°UTR’lar sayesinde ayirt
edilmekte oldugudur (22). Aslinda graniilositik hiicrelerin farklilagsmasinda
(C/EBPalfa ve beta) kritik 6nemi bulunan regiilatérlerden uORF-igeren mRNA’larin
da translasyonu bozulmaktadir (25). Boylece hem bozulmus global translasyonun hem
de kompleks mRNA’larin azalmis doku-spesifik translasyonun SDS fenotipine

katkida bulundugu diisiiniilmektedir.



12

Ribozomopatilerdeki doku spesifitesinde diger bir hipotez ise hiicre spesifik
ribozom homeostazisinin bozulmasi ile ilgilidir. Ribozom homeostazisi; ribozom
sentezi, normal translasyon dongiisii ve translasyonel olarak durmus veya tikanmis
ribozomlarin tekrar ribozom havuzuna donmesi islemleri ile saglanir. Normal bir
hiicrede ribozomlar yapiskan peptid motifleri, stabil mRNA yapilari, okside
mRNAlar, trunke mRNA’lar gibi sorunlu 6zelliklere sahip mRNA’larin translasyonu
sirasinda tikanabilirler. Bu asamada ribozom geri doniisiinii saglayan PELOTA,
HBS1L ve ABCE1 faktorleri gibi ribozom kurtarict faktorler (ribosome rescue
factors) gorev almaktadir (21). Bu faktorlerin ekspresyon seviyesinin spesifik hiicre
tiplerinin ribozom havuzunda bulunan ribozomlarda kullanim kisitliligi olmasi
durumuna duyarliliklarina gore diizenlendigi diistiniilmektedir (22). Son zamanlarda
yapilan bir ¢alismada RP mutasyonlarinda eritroid seride ribozoma ulagsmada gérevli

ribozom diizenleyicilerinde normal dis1 bir diizenlenmenin oldugu gésterilmistir (26).

Son olarak p53 ekspresyonunun doku-spesifik stres cevabinda 6énemli oldugu
da distiniilmektedir. Sbds mutasyonu olusturulmus fare modelleri kullanilarak
pankreas asiner hiicrelerinde p53-aracili sindirim enzimi sentezinin kayboldugu ve

hiicrelerin yaglanarak atrofiye gittigi gézlenmistir (27).
2.2.1. Ribozom Disfonksiyonu ve Kemik Tligi Yetmezlikleri

Kalitsal kemik iligi yetmezlikleri bir veya birka¢ kan hiicre serisinin
tiretimindeki yetmezlik nedeniyle meydana gelen ve kansere yatkinlik olusturan
heterojen bir grup hastaliktir. Etiyolojide DNA tamir bozukluklari, telomer biyolojisi,
ribozom yapisal proteinlerindeki defektler veya biyosentez kusurlar1 yer almaktadir.
Bu grup hastalik igerisinde bulunan Diamond-Blackfan anemisi, Diskeratozis
konjenita, Shwachman-Diamond sendromu gibi hastaliklar ribozom sentezindeki

defektler nedeniyle meydana gelmektedir.

2.3. Hematolojik Hiicre Serisi Gelisimi

Hematolojik hiicre serisi gelisimi hematopoez olarak adlandirilmaktadir ve

hematopoetik kok hiicreden matiir kan hiicrelerinin olusmasi siireglerinin tamamini
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ifade etmektedir. Bu siiregler erigskinlerde kemik iliginde meydana gelmektedir.
Hematopoetik sistemin matiir hiicrelerini lenfositler, graniilositler, monositler,
megakaryositler ve eritrositler olusturmaktadir (Sekil 2.2.). Graniilositler eozinofiller,
noétrofiller ve bazofillerden olusmaktadir. SDS’de 6zellikle graniilositer hiicrelerden
notrofiller 6n planda etkilendigi i¢in bu tez kapsaminda konjenital nétropeniler ayri

bir baslik olarak ele alinmistir.
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Sekil 2.2. Hematopoez.
2.3.1. Konjenital Notropeniler

Notropeni  kandaki absolut noétrofil sayisinin (ANS) azalmasi olarak
tanimlanmaktadir. Normal ANS degerleri yasa gore degismektedir ve yenidogan bir
bebek icin ilk 24 saatte alt smir 6000/mm?, ilk hafta i¢in 5000/mm?3, ikinci hafta i¢in
1500/mm?3, ikinci haftadan 1 yasa kadar 1000/mm? kabul edilmekte iken 1 yastan
sonra alt smir 1500/mm? olarak belirlenmistir (28). 1001-1500/mm?® aras1 hafif, 501-
1000/mm? aras1 orta, 0-500/mm? aras1 ise agir ndtropeni olarak siniflandiriimaktadir

(29). Notropeninin aralikli veya kalici olarak 3 aydan uzun stirmesi kronik notropeni
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olarak adlandirilmaktadir. Fakat konjenital ndtropeni tanimi igerisine giren hastaliklar
i¢in literatlirde tam bir anlagma bulunmamaktadir. Bazi otérler immunolojik ve ekstra-
hematolojik bulgunun olmadigir ciddi ndétropenileri konjenital ndétropeni olarak
tanimlarken bazilar1 immunolojik veya ekstra-hematolojik bulgu olsun veya olmasin
kronik nétropenilerin tamamini bu grup igerisinde degerlendirmektedir. Bu kapsamda
SDS bazi otorlerce konjenital notropeniler igerisinde sayilmaktadir. SDS’nin en sik
bulgusunun noétropeni olmasi nedeniyle ayirici tanida konjenital ndtropeniler 6zel bir
yer tutmaktadir. Bu nedenle konjenital notropeniler ile iliskilendirilmis genlerin

ayrintili listesi Tablo 2.2.”de sunulmustur (30).

Tablo 2.2. Konjenital ndtropenilerde ana hematolojik bulgular ve iliskili organ
disfonksiyonlar1 (30)

Sistem Bulgular Hastalik Gen
Kan/kemik iligi Maturasyon arresti olan ELANE nétropenisi ELANE
maturasyonu Kostmann hastaligi HAX1
Wiskott-Aldrich WAS
G-CSF reseptor CSF3R
CLPB sendromu CLPB
Maturasyon arresti olmayan GSDIB SLC37A4
WHIM sendromu CXCR4
Shwachman-Diamond sendromu SBDS
Cohen hastalig VPS13B
Hermansky Pudlak tip 2 AP3B1
TCIRG1 TCIRG1
Notropeni G6PC3 G6PC3
Jagunal 1 JAGN1
Miyelokateksis WHIM sendromu CXCR4
Miyelofibrozis VPS45 sendromu VPS45
Makrositoz GATA2 sendromu GATA2
Monositopeni WHIM sendromu CXCR4
GATAZ2 sendromu GATA2
STK4 (MTS1) STK4 (MST1)
Wiskott-Aldrich sendromu WAS
Trombositopeni Shwachman-Diamond sendromu SBDS
GATAZ2 sendromu GATA2




Tablo 2.2. Devam. Konjenital nétropenilerde ana hematolojik bulgular ve iligkili
organ disfonksiyonlar1
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Sistem Bulgular Hastahk Gen
Pankreas Eksternal pankreas Shwachman-Diamond sendromu SBDS
yetmezligi Wolcott-Rallison EIF2AK3
Notropeni G6PC3 G6PC3
Jagunal 1 nétropeni JAGN1
Sindirim sistemi Crohn hastalig1 kronik diyare | Glikojen depo tip 1 SLC37A4
G6PC3 nétropeni G6PC3
SMARCD?2 SMARCD2
Goz Konjenital katarakt CLPB sendromu CLPB
Charcot-Marie-Tooth DNM2
Retinokoroidal distrofi Cohen hastalig VPS13B
Kalp Kalp: aritmi G6PC3 notropeni G6PC3
Dilate kardiyomiyopati Barth’ hastalig: TAZ
Kardiyomiyopati Shwachman-Diamond sendromu SBDS
Cesitli kardiyak anomaliler Shwachman-Diamond sendromu SBDS
WHIM sendromu (Fallot CXCR4
tetralojisi)
Notropeni GOPC3 G6PC3
STK4 (MST1) eksikligi STK4
Cilt Cilt kserozis egzema Shwachman-Diamond sendromu SBDS
Belirgin siiperfisiyal venler G6PC3 nétropeni G6PC3
Poikiloderma SCN, poikiloderma tip Clericuzio usB1l
Parsiyel veya komplet Hermansky Pudlak tip 2 AP3B1
albinizm AP14 defekti LAMTOR
Chediak Higashi hastalig1 LYST
Griscelli hastalig1 RAB27A
Ince, spars ve acik renkli Kartilaj-sa¢ hipoplazya RMRP
saglar
Lenfodem GATAZ2 sendromu GATA2
Cilt anjiomatozis TCIRG1 TCIRG1
Kemik Metafizyel displazi Shwachman-Diamond sendromu SBDS
Kartilaj-sa¢ hipoplazya RMRP
Fasiyal dismorfizm Cohen hastalig VPS13B
Santral sinir sistemi Zihinsel yetersizlik Kostmann hastalig1 HAX1
Epilepsi Shwachman-Diamond sendromu SBDS
Cohen hastalig VPS13B
CLPB sendromu CLPB
VPS45 sendromu VPS45
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Tablo 2.2. Devam. Konjenital nétropenilerde ana hematolojik bulgular ve iligkili
organ disfonksiyonlar1

Sistem Bulgular Hastahk Gen
Kas Kas giigsiizliigii G6PC3 nétropeni G6PC3
Aksonal Charcot-Marie-Tooth DNM2
hastalig1
Shwachman-Diamond sendromu SBDS
Metabolik yolak Tip | diyabet Wolcott-Rallison EIF2AK3
Aclik intoleransi ve Glikojen depo hastaligi tip 1b SLC37A4
glikogenezis
3-metil glukagonik asit Barth sendromu TAZ
CLPB sendromu CLPB
I¢ kulak I¢ kulak defekti GFI1/ciddi kronik nétropeni GFI1
GATAZ2 sendromu GATA2
Urogenital yol Uropati G6PC3 nétropeni G6PC3
GATA2 sendromu GATA2
Kriptorsidizm Cohen hastaligi VPS13B
G6PC3 nétropeni G6PC3
Nefromegali VVPS45 sendromu VPS45
Dismorfi Yarik damak Shwachman-Diamond sendromu SBDS
Hiperlaksite Cohen hastaligi VPS13B
Non-bakteriyel HPV WHIM sendromu CXCR4
enfeksiyonlar GATAZ2 sendromu GATA2
STK4 eksikligi STK4 (MST1)
Mikobakteriyel GATAZ2 sendromu GATA2
WHIM sendromu CXCR4

HPV: human papilloma virus, SCN: siddetli konjenital ndtropeni

2.4. Shwachman-Diamond Sendromunun Klinik Bulgular:

Birden fazla organi etkileyerek kompleks bir spektruma yol acan SDS, 1964 ‘te

Shwachman ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanmasina karsin, ilk olarak Nezelof ve

Watchi tarafindan ekzokrin pankreas yetmezligi ve lokopenisi olan iki cocukta

’pankreasin konjenital lipomatozisi’’ seklinde 1961°de tanimlanmustir (1, 2). Kemik

iligi ve pankreas disfonksiyonu SDS’nin klasik klinik bulgular1 olarak kabul

edilmektedir. Fakat bu klasik bulgular tiim hastalarda goriilmemektedir ve bu nedenle

sitopeni veya pankreatik disfonksiyon olmamasi SDS’yi dislamak icin yeterli degildir.
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Otozomal resesif bir kalitim kalib1 gosterir. Hastaliga yol agan gen 2003 yilinda
Boocock ve ark. tarafindan bulunmustur (3). 1964’te sendromu tanimlayanlara
(Amerikan doktor Harry Shwachman, Ingiliz oftalmolog Martin Bodian ve Amerikan
pediatrist Louis Diamond) ithafen ilgili gen adi Shwachman_Bodian_Diamond
isimlerinin bas harflerinden esinle SBDS olarak konulmustur (3). SBDS geninde
homozigot ve bilesik heterozigot mutasyonlar hastalarin biiyiik bir kismini agiklarken
klinik heterojenite belirgindir. Bu durum tanida karmasa yasanmasina neden olmakta
molekiiler tan1 ayirici taninin bir gerekliligi haline gelmektedir. Kuzey Amerika SDS
kohortunda biallelik SBDS mutasyonu olan hastalarin sadece %51’inde (19/37) klasik
bulgular olan ndtropeni ve steatore saptanmustir (31). SDS tanisi i¢in olusturulan
kilavuz Tablo 2.3.’te sunulmustur (32, 33). Ilgili sistem bulgular1 Sekil 2.3.’te

Ozetlenmistir.
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Tablo 2.3. Shwachman-Diamond sendromu klinik ve molekiiler tanisal bulgular

SDS klinik ve molekiiler tanisal bulgular

Tanisal Kriter:
SBDS geninde biallelik patojenik mutasyon veya SDS iligkili diger genlerde (DNAJC21, EFL1, SRP54-

otozomal dominant) saptanan olas1 patojenik mutasyonlar

Klinik Tani:
Hematolojik Bulgular (en az iki kez)

Pankreatik Bulgular

Ek Destekleyici Bulgular

Notropeni (absolut notrofil sayis1 <1500)

Anemi veya makrositoz (diger nedenlerle agiklanamayan-demir/B12 eksikligi gibi)
Trombositopeni (trombosit sayis1 <150,000- en az iki kez)

Kemik iligi bulgular1

- Hiposelliilerite (yasa gore)

- Miyelodisplazi

- Losemi

- Sitogenetik anormallikler

Pankreatik enzimlerin diisiik seviyede olmasi (yasa gore degerlendirme)
- Tripsinojen <3 yas

- Izoamilaz >3 yas

Fekal elastazda diisiik seviye

Destekleyen bulgular

- Lipomatozis ile anormal pankreatik goriintiileme bulgulari

- >72 saatte fekal yag ekskresyonunda artis

Torasik distrofi dahil iskelet anormallikleri
Norokognitif/davranis problemleri

Agciklanamayan boy kisalig1 (<3 persentil)

Birinci derece aile liyesinde SDS olmasi
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Diigik turnowver
osteoporosis

Dental patolaji

Sekil 2.3. SDS klinik bulgular1 6zet gosterimi.

2.4.1. Hematolojik Bulgular

SDS tipik olarak nétropeni ile bulgu vermesine karsin diger sitopeniler de
siklikla goriilmektedir. Notropeni, absolut notrofil sayisinin 1500/puL’den az olmasi
olarak tanimlanmaktadir. Notropeni tipik olarak yasamin ilk yilinda goriilmesine
ragmen erigkin yasta da saptanabilmektedir veya bazi vakalarda goriilmemektedir
(31). Notropeninin siddeti Ongoriilememektedir ve intermitant veya persistant
olabilmektedir. Anemi ve retikiilositopeni hastalarin %80’inde saptanmaktadir ve
genellikle normokromik normositer bir anemi goriilse de bazi vakalarda makrositoz da

bildirilmistir (34). Trombositopeni ise degisken olarak bildirilmistir.

Ug seride de sitopeni sonucu siddetli aplastik anemiye gidis SDS hastalarinda
yasamboyu olan bir risktir. Fransa Siddetli Kronik Notropeni Kayitlari’na gore 102
SDS hastasinin 41’inde (%40) gegici siddetli sitopenilerin gelistigi ve bunlarin
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yarisinda hemoglobinin 7 g/dL’den veya trombositlerin 20000/mm? ‘den daha diisiik
oldugu ilerleyici ciddi sitopenilere dontistiigii bildirilmistir (35).

MDS veya AML gibi malign transformasyonlar ise farkli calismalarda farkl
oranlarda bildirilmistir. Kanada Kalitsal Kemik iligi Yetmezlikleri Kayitlari'na gore
18 yas itibari ile hematolojik hastalik progresyon riski %20 (n=40) olarak bildirilmistir
(36). 102 SDS hastasmnin bulundugu Fransiz kohortunda MDS/AML i¢in kiimiilatif
insidans 20 yasinda %18,8, 30 yasinda ise %36,1 olarak bildirilmistir (35). Siddetli
Konjenital Notropeni Uluslararast Kayitlari’na gore ise 10 yas lizerinde MDS/AML
insidans1 %8,1 (n=37) olarak saptanmistir ve SDS hastalarinda MDS/AML yillik
insidanst %1 olarak belirlenmistir (37). Yapilan c¢alismalara gore malign

transformasyon riskinin yas ile arttig1 gortiilmektedir.

Solid timor gelistirme riski tam olarak bilinmemesine karsin 18-38 yas
araligindaki SDS hastalarinda bilateral meme kanseri, santral sinir sistemi biiyiik B-
hiicreli lenfoma, pankreatik adenokarsinoma ve yavas progresif dermatofibrosarkoma

bildirilmistir (38, 39).

MDS veya AML yoklugunda dahi sitogenetik anormallikler SDS’de siklikla
saptanmaktadir. Kemik iligi Orneklerinde sik saptanan sitogenetik anormallikler;
del(20)(q11) ve izokromozom 7q (i[7][q10])’dur (32). Bu somatik degisiklikler gegici
veya kalici olabilirler ve malign transformasyon isareti olmayabilirler (40-42). Ayrica
kromozom 7 dengesiz yapisal anomalileri, del(20)(q) iceren kompleks yeniden
diizenlenmeler ve t(3;6) dengesiz translokasyonu gibi anormallikler de bildirilmistir
(43).

SDS hastalarinin immun fonksiyonlar1 tam net degildir. Notropeniye bagl
olarak enfeksiyonlar goriilebilir. Baz1 hastalarda ise humoral ve selliiler defektler

bildirilmistir.
2.4.2. Gastrointestinal Bulgular

Pankreatik ekzokrin yetersizlik SDS hastalarinda ana bulgulardan biridir.
Pankreatik disfonksiyon tipik olarak yasamin ilk 6 ile 12 ayinda goriilmekle birlikte
hastalik bulgular1 genis bir spektrum gostermektedir. Bazi hastalarda biiylime



21

geriligine neden olacak sekilde ciddi pankreatik disfonksiyon goriiliirken bazi hastalar
asemptomatik olabilmektedir (31, 44). Bir¢cok hastanin ekzokrin pankreatik
disfonksiyonu zamanla spontan olarak iyilesmektedir ve enzim eksikligi bulunmasina

ragmen enzim replasman tedavisine olan ihtiya¢ azalmaktadir (45).

Diger gastrointestinal bulgular ise karacigeri ilgilendiren anormalliklerdir.
Hayatin erken donemlerinde nedeni bilinmeyen transaminaz yiiksekligi ve

hepatomegali goriilebilmektedir ve spontan olarak diizelmektedir (46).
2.4.3. Tskelet Bulgular:

Klasik iskelet bulgular;; kisa boy, progresif metafizyel displazi/uzun
kemiklerde ve kostokondral bileskelerde kalinlagsma, pektus, torasik distrofi, genis
kostalar gibi torasik anormallikler, normal sekilli epifiz gelisiminde gecikme ve
kafatas1 kemiklerinde wormian goriinimdiir (47). Bu bulgular zamanla ortaya
¢ikabilmektedir. SDS ayrica yavas dongiilii osteoporozla da iliskilendirilmistir (48).

Diisiik z skoru ve vertebra kompresyon fraktiirleri saptanabilmektedir.
2.4.4. Norolojik Bulgular

Kognitif etkilenme degisken derecelerde goriilebilmektedir. SDS'li
cocuklarda genel zihinsel akil yiiriitme, Ust diizey dil becerileri, algisal akil
ylrlitme, gorsel-motor iglem hizi, gérsel-motor biitiinlesmesi, gorsel yonetici
problem ¢6zme, dikkat ve akademik basari gibi zihinsel becerilerin genel
popiilasyona gore daha zayif oldugu gosterilmigtir (49). Sosyal problemler de
dahil olmak {izere davranis problemleri SDS’li hastalarda tespit edilmistir. Ayrica bir
caligmada kognitif etkilenmesi olan SDS’li dokuz bireyin beyin MRG’sinde gri ve
beyaz cevherde yaygin degisiklikler oldugu bildirilmistir (50).

Nadir olarak SDS infant doneminde asfiksi, dar toraks ve siddetli hipotoni ile

noromuskuler hastalik benzeri bulgular verebilmektedir (51).
2.4.5. Diger Bulgular

Endokrin ve Kkardiyak sistemi ilgilendiren bulgular SDS hastalarinda

goriilebilmektedir. Neonatal dénemde hipoglisemi, mikropenis ve konjenital
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hipopituitarizm, ayrica tip I diyabet ve biiyiime hormonu eksikligi gibi endokrin
bulgular goriilebilmektedir (52, 53).

Klinik miidahale gerektirebilen konjenital kalp defektleri veya
kardiyomiyopati gibi kardiyak bulgularin siklig1 bir ¢alismada %11 (12/102, Fransa
Siddetli Kronik Notropeni Kayaitlari) olarak bildirilmistir (54).

SDS hastarinda ayrica bebeklik doneminde topikal tedavilere yanit vermeyen
ekzamat6z benzeri cilt dokiintiileri goriilebilmektedir. Daha az siklikta iktiyozis gibi

diger cilt bulgular1 da saptanabilmektedir (55).

2.5. Ayiricl Tani

SDS, gegici nétropeni ve biiyiime geriligi gibi ¢ocuklarda sik goriilen bulgular
nedeniyle bir¢ok durum ile ayrim gerektirmektedir ve ayrici tamida Oncelikle
notropeni nedeniyle Kostmann konjenital notropeni ve ELANE-iligkili nétropent,
pankreatik disfonksiyon nedeniyle Kistik fibrozis, kemik iligi disfonksiyonunun eslik
ettigi mitokondriyal bir hastalik olan Pearson sendromu (bu sendromda kemik iligi
disfonksiyonu da goriilmektedir) yer almaktadir. Bu klinik tablolardan ayrim ayrintil
fizik muayene, laboratuvar testleri ve molekiiler genetik testlerle saglanabilir. Ayirici

tanida bulunan hastaliklar ve 6zellikler Tablo 2.4.’te 6zetlenmistir.
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yer alan hastaliklar (Tablo GeneReviews’dan

Kostmann HAX1 OR Notropeni Kostmann ndtropenisinde:

konjenital - Ciddi nétropeni ve hematolojik

notropeni testlerde erken miyeloid arrest/ atipik
niikleus ve sitoplazmik
vakuolizasyon goriilmektedir.

ELANE-iliskili ELANE OD Notropeni ELANE-iligkili notropenide:

nétropeni - Ciddi notropeni/ ELANE geninde
mutasyon
- Izole nétropeni

Medikasyon - - Notropeni Gegici notropeni goriiliir.

veya

enfeksiyonlar

Diamond- 18 OD ve Kemik iligi DBA’da:

Blackfan SJarkl XL yetmezligi - Progresif makrositik anemi/

anemisi (DBA) gen retikiilositopeni
- Normal selliiler kemik iligi/ eritroid
prekiirsorlerde belirgin azalma veya
yokluk
- Primer ekzokrin pankreatik
disfonksiyon yoktur.

Fankoni 21 OR, OD, Kemik iligi FA’da:

anemisi (FA) Sarkl XL yetmezligi - Progresif pansitopeni/ pozitif

gen kromozom kirik ¢aligmasi

- Kemik iliginde degisken selliilerite/
azalmus prekiirsorler
- Primer ekzokrin pankreatik
disfonksiyon yoktur.

Diskeratozis 11 XL, 0D, Kemik iligi DC’de:

konjenita (DC)  farkl OR yetmezligi - Anormal kisalmig telomer uzunlugu

gen - Kemik iliginde degisken selliilerite/

azalmus prekiirsorler
- Primer ekzokrin pankreatik

disfonksiyon yoktur.




24

Tablo 2.4. Devam. SDS ayirici tanisinda yer alan hastaliklar

Hastahk Gen Kahtim SDS ile ortiisen Ayiricl 6zellikler
bulgular

Kistik fibrozis CFTR OR Ust solunum yolu  CF’de:

(CF) enfeksiyonlari ve - Ter testinde artmus klor
ekzokrin - Primer kemik iligi yetmezligi
pankreatik yoktur.
disfonksiyon

Pearson ilik- mtDNA  mt Ekzokrin PMPS’de:

pankreas gen pankreatik - Kemik iliginde normal selliilerite/

sendromu del/dup disfonksiyon ve miyeloid prekiirsorlerde farkl

(PMPS) kemik iligi sitoplazmik vakuolizasyon
disfonksiyonu - mtDNA contiguous-gen

delesyonlari/duplikasyonlari

Johanson- UBR1  OR Ekzokrin JBS’de:

Blizzard pankreatik - Anomaliler ve ciddi gelisme

sendromu (JBS) disfonksiyon geriligi

- Hematolojik anormallik yoktur.

SPINK1-iliskili ~ SPINK1 OR Ekzokrin Kemik iligi yetmezligi veya

izole ekzokrin pankreatik nétropeni yoktur.

pankreatik disfonksiyon

yetmezlik

Ciddi - - Biiylime geriligi Ciddi malniitrisyonda:

malniitrisyon - Klinik goriintim kalori/protein

aliminda yetersizlikle uyumlu

- Sendromik bulgu yoktur.

- Ekzokrin pankreatik disfonksiyon
yoktur.

Kartilaj-sac RMRP  OR Iskelet displazisi ~ CHH’de:

hipoplazisi - Dogumda kisalik/ uzun kemik

(CHH) biiyiimesinde anormallik. Artmis

skolyoz insidansi, anormal pubertal
biiyiime ve iskeletin bilyiimesinde
global sorun (aksiyel ve apendikiiler)
- Gastrointestinal bulgular
enfeksiyon komplikasyonlarina

sekonderdir.

OR: otozomal resesif, OD: otozomal dominant, XL: X’e bagli, mt: mitokondriyal
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2.6. Tedavi

SDS tedavisinde hastaligin tamamini ortadan kaldirmaya yonelik giiniimiizde
kiiratif bir tedavi yontemi bulunmamaktadir. Hematolojik bulgulara yonelik kiiratif
tedavi yontemi olarak sadece hematopoetik kok hiicre transplantasyonu bulunmaktadir
fakat mortalite ve morbidite oranlar1 yiiksek bir tedavi se¢enegidir.  Bu nedenle
tutulum saptanan sistemlere yonelik destek veya replasman tedavileri

uygulanmaktadir.

Kemik iligi yetmezligi tedavisi: Notropeni kaynakli enfeksiyonlarin
tedavisinde enfeksiyon ajanina yonelik uygun antibiyotikler kullanilmaktadir. Ciddi
tekrarlayan enfeksiyon ve ciddi nétropeni varliginda graniilosit koloni stimiilan faktor
(G-CSF) kullanilmaktadir. K vitamini eksikliginden kaynaklanan kanama
bozukluklar1 tedavisinde K vitamin replasmani yapilmaktadir. Ayrica anemi veya
trombositopeni durumlarinda gerektiginde eritrosit slispansiyonu veya trombosit

transflizyonu yapilmaktadir.

- Hematopoetik kok hiicre transplantasyonu (HSCT): Ciddi sitopeni,
miyelodisplastik sendrom ve akut miyeloid 16semi HSCT gerektirmektedir.
HSCT sonrast hastalik olmaksizin 5 yillik survi %60+15 olarak
bildirilmistir (56). Ayrica akrabadan olan eslesen dondr ile yapilan HSCT
ile akraba olmayan eslesen donorlerden yapilanlara gére daha yiiksek survi

oranlar1 bildirilmistir (32).

Pankreatik enzim replasmani: Pankreas yetersizligi tiim 6giinlerde olmak
tizere pankreatik enzim replasmani (lipaz (2000-10000 tinite/kg/giin), proteaz, amilaz)
ile tedavi edilmektedir. Eger enzim takviyesi yag emilimini arttirmazsa ilave H2-
reseptor antagonisti tedaviye eklenmektedir (32). Ayrica yagda emilen vitaminlerin

replasmaninin yapilmasi énemlidir.

SDS’nin etkili bir tedavi yonteminin bulunmamasindan dolay:1 hastalarda
yagam beklentisi azalmistir (yaklasik 35 yil). Morbidite ve mortalitenin ana nedeni
hematolojik sorunlardir. Bu nedenle hematolojik patogeneze yonelik caligmalarin

yapilmasi yeni ve etkili tedavi stratejilerinin gelistirilebilmesi agisindan kritiktir.
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2.7. SDS’nin Molekiiler Temeli

SDS etiyolojisinden biiyilk oranda SBDS geni biallelik mutasyonlar
sorumludur. SDS Kklinik tanili hastalarin %10-25 kadarinda ise SBDS geninde
mutasyon saptanmamaktadir. Bu grup hastalarda son yillarda DNAJC21, EFL1,
SRP54 genlerinde mutasyonlar bildirilmistir (57-62). Bu durum SDS’nin heterojen
genetik yapisin1 gostermektedir (Sekil 2.4.).

SRP complex 75 RNA

40S Ribosome maturation

3] ~ED

60S Ribosome Ribosome

maturatloni . { Loa assembly © g5

FL1

(ﬁBDS >
re

60S
elFé [ \VAVAV AV AV
i A

©NAJC

& sBDS /’ SR complex. )
Nascent
60S ) : . P;?t'e;m polypeptide
raffickin
elfFé Mature 60S ’
Nuclear 5
import "\,
Stress v'
Neutropenia ‘ ’

Cytoplasm Endoplasmlc reticulum

Sekil 2.4. Notropeniye yol acan proteostazis yolagi. Orta-siddetli ndtropenisi olan
bireylerde temel molekiiler mekanizma protein katlanmasi ve transportu ile iliskilidir.
SDS’de en sik saptanan genetik temel SBDS biallelik mutasyonlaridir. SBDS, EIF1 ile
birlikte elF6’nin uzaklastirilmasinda goérevlidir. DNAJC21, 60S ribozomu stabilize
eder. SRP kompleksinin bir parcasi olan SRP54 ise yeni olusan polipeptidlere
translasyonun tamamlanmasi veya posttranslasyonel modifikasyonlarin yapilabilmesi
icin ER’ye kadar eslik eder. Bu karmasik ve siirekli siiregte meydana gelen aksakliklar
hiicrede katlanmamis protein cevabina ve ER stresine neden olur. (Oyarbide ve Corey,

2018 galismasindan alinmistir (63).)



27

2.7.1. SBDS Geni

SBDS geni 7ql1°de lokalize, 7.9 kb uzunlugunda bir bolgede 5 ekzondan
olusan, 1.6 kb’lik mRNA ve 250 aminoasitlik protein kodlayan bir gendir (3, 64).
SBDS gen mutasyonlari ¢gogunlukla (yaklasik olarak %75°1) 5,8 Mb uzaklikta distal
paralog duplikonda bulunan psédogeniyle (SBDSP1) olan gen konversiyonu nedeniyle
meydana gelmektedir. Psddogen transkripti %97 oraninda SBDS geniyle 6zdestir.
Konversiyon nedeniyle olusan ve bilesik heterozigot olarak karsimiza ¢ikan en sik iki
mutasyon: ekzon 2’deki €.183_184TA>CT ve €.258+2T>C mutasyonlaridir (Sekil
2.5.). ¢.183_184TA>CT degisikligi in-frame stop kodona (Lys62Ter) neden olurken
c.258+2T>C degisikligi ise donor splice bolgeyi bozmaktadir. Konversiyon
mutasyonlarmin yani sira kodlayan bolgelerde farkli mutasyonlar (frameshift,
nonsense, missense) da bildirilmistir (3). Ayrica SBDS mutasyonlarinin yaklasik %10

kadarmin de novo olustugu bildirilmektedir (65).

258+2 T>C

1

Ekzon 2 Ekzon 3 Ekzon 4 Ekzon 5

Ekzon 1

/ 183_184 T»\

SBDS  ctcacaagGGAAAAAGACCTCGA... 37baz...TﬁjAGGTCAG GTTGCCAAAAA..45 baz...CTGTAAGCAGﬂEggtaacagc

SBDSP ctcacaagGGAAAAAGACCTTGA...37baz...TC AGGTCAGGTTGCCAAGAA...45baz...CTgtaagcaggdgggtaacage

Sekil 2.5. SBDS geninin sematik gosterimi ve psdédogen konversiyonu nedeniyle en
sik saptanan mutasyonlar1 (183_184TA>CT, 258+2T>C). Iki gen arasindaki niikleotid
farkliliklar1 kirmizi renk ile gosterilmistir ve mutasyona neden olan farkliliklar kutu

icerisinde gosterilmistir.

€.183_184TA>CT mutasyonunun homozigot olarak hi¢ saptanmamasi protein
fonksiyonunu tamamen ortadan kaldiran mutasyonlarin yasam ile bagdasmadigini
diistindiirmektedir (3). Bu nedenle SDS’de en azindan hipomorfik allel nedeniyle az

miktarda SBDS proteini iiretildigi diisiiniilmektedir.
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SBDS Protein Yapist: Insan SBDS proteini {ic domainden olusmaktadir (19,
66). FYSH (fungal, Yhr087wp, Shwachman) olarak da bilinen ve S2-S96
rezidiilerinde bulunan yiiksek oranda korunmus olan N-terminal domain | a-heliks
ve B-tabakalarinin bir karisimi olan BRaaBBaa dizisini igerir ve SDS iliskili
mutasyonlar i¢in hotspot bolge kabul edilir. Santral domain Il D97-A170
rezidiilerinde bulunur ve ti¢ o-heliks igerir. C-terminal domain 111 H171-E250
rezidiileri boyuncadir ve bir niikleik asit baglama motifi (RNA recognition motif)
oldugu disiiniilen BapBaf dizisinde bir ferrodoksin katlanti i¢erir. SBDS proteini hem
sitoplazmada hem de niikleusta (yliksek konsantrasyonda niikleolusta) bulunmasina

karsin niikleustaki fonksiyonu bilinmemektedir (67).

SBDS Protein Fonksiyonu: SBDS proteini GTPaz EFL1 ile birlikte pre-60S
ribozomal subunitten anti-birlesme faktorii olan elF6’nin birlesme ara yiiziinden
uzaklastirllmasinda gorev almaktadir (19, 20). elF6’nin uzaklastirilmasiyla 60S
ribozomal alt subunit 40S alt subunit ile birleserek 80S ribozomu olusturmaktadir.
Afinite yakalama ve kiitle spektrometrisi, SBDS'nin ribozom biyogenezi disinda gorev
alan proteinlerle olan etkilesimini gdstermesi SBDS'nin ¢oklu fonksiyona sahip
olabilecegini diisindiirmiistiir (68). SBDS eksikliginin, rRNA tiretimi, upstream open
reading frame (UORF)-bagimli protein izoformlarinin translasyonu, aktin remodeling
ve aktin aracili sinyal iletimi, mikrotiibiil stabilitesi, p53-aracili apoptozis ve yaglanma,
Fas-aracili apoptozis, reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi, endoplazmik retikulum stresi,
mitokondriyal solunum ve mTOR ve STAT3 hiperaktivasyonunu igeren birgok
biyolojik siiregleri etkiledigi gosterilmistir (69). Bu siireglerin dogrudan SBDS veya

azalmis ribozom biyogenezi sonuglari olup olmadig agik degildir.
2.7.2. DNAJC21 Geni

SBDS geninde mutasyon saptanmayan SDS fenotipi gosteren toplam sekiz
bireyde DNAJC21 geninde biallelik mutasyonlar iki farkli ¢aligmada bildirilmistir (57,
58). Tummala ve ark. yapmis oldugu ilk ¢calismada kemik iligi yetmezligi, intra-uterin
bliyiime geriligi ve/veya boy kisaligi, dental anomaliler, hiperkeratozis, cilt
pigmentasyonu, retinal distrofi gibi bulgular1 olan toplam 4 hastada DNAJC21’de
homozigot mutasyonlar saptanmis olup bu bireylerden birinde akut megakaryositik
16semi (AML-M7) gelistigi bildirilmistir (57). Saptanan mutasyonlar; iki tane
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nonsense varyant (c.517C>T, p.Argl73Ter; ¢.793G>T, p.Glu265Ter), bir tane splice
varyant (c.983+1G>T) ve bir tane missense varyant (c.94C>G, p.Pro32Ala)
seklindedir. Dhanraj ve ark. yapmis oldugu ikinci ¢alismada SDS fenotipi gosteren li¢
farkli aileden dort bireyde DNAJC21 geninde homozigot mutasyonlar saptanmistir ve
saptanan mutasyonlar iki tane nonsense varyant (c.520C>T, p.GInl74Ter;
p.Vall48Lysfs*30) ve bir tane missense varyant (c.100A>G, p.Lys34Glu) olarak
bildirilmistir (58). Hastalarin fenotipinde kemik iligi yetmezligi, ekzokrin pankreatik
disfonksiyon ve metafizyel displazi bulgulart mevcut olmakla birlikte sendromun daha
ciddi seyrettigi ve kardes olan iki hastanin sepsis ve siddetli pansitopeni nedeniyle
kaybedildigi goriilmiistiir. flging olarak bu hastalardan iki tanesinde de retinal distrofi

bildirilmistir.

DNAJC21 (E. coli DnalJ’dan adin1 almistir), ATPaz aktivitelerini uyarmak i¢in
151 sok protein 70 (Hsp70) saperonlar ile etkilesime giren J proteinleri ailesine ait bir
proteindir (22). J proteinleri yiikksek oranda korunmus yaklasik 70 aminosit igeren ve
4 heliksten olusan J domaini igerirler. J domainde heliks Il ve III arasinda hairpin
yapan ve etkilesime girdigi saperonun Hsp70 ATPaz aktivitesini stimule eden kritik
bolgesinde korunmus 3 peptid (His, Pro, Asp) bulunmaktadir (70). Bu bolge HPD
motif olarak isimlendirilmektedir. DNAJC21 ise yiiksek oranda korunmus N-terminal

J domain ve iki ¢inko parmak domaini igerir.

Fonksiyonel a¢idan; DNAJC21’in niikleer rRNA biyogenezi ve ribozom 60S
subunit maturasyonunda gorev aldigr gosterilmistir (57). DNAJC21’in maya
homologu Jjj1, sitoplazmik ¢inko-parmak proteini Reil ile Hsp70 saperon protein olan
Ssa’nin ATPaz aktivitesini stimule etmektedir (71-74). Boylelikle ribozom niikleer
eksport faktorii olan Arx1 (human proliferation-associated protein 2G4-PA2G4)’in
serbestlestirilmesi ve resiklusu saglanmaktadir. Insan DNAJC21 proteininin de
PA2G4 (Erbb3-baglayici protein, EBP1 ve IRES-spesifik selliiler transacting faktor
45, ITAF4S olarak da bilinmektedir)’lin serbestlestirilmesinde ve resiklusunda gorevi
korunmustur. Ayrica maya Tif6 (insanda elF6)’nin etkili olarak uzaklastirilabilmesi
i¢in oncelikle Arx1’in Jjj1-Reil-Ssa tarafindan serbestlestirilmesi gerekmektedir (8).
Bu durum 60S ribozomal subunitin geg sitoplazmik maturasyonunda Jjj1 (DNAJC21)
ve Sdol-Efl1 (SBDS-EFL1) yolaklarini bir araya getirmektedir.
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DNAJC21 mutasyonlari (Sekil 2.6.) incelenecek olursa nonsense ve frameshift
mutasyonlarin DNAJC21 protein ekspresyonunda ciddi azalma veya kayba yol
acacagl On goriilmektedir. Saptanan missense mutasyonlarin ise yukarida bahsedilen
kritik J domain HPD motifinde katlanma bozukluguna yol ag¢tig1 diisiiniilmektedir.
llging olarak ise SBDS null mutasyonlar1 hayatla bagdasmazken DNAJC21 nonsense

homozigot mutasyonlar1 yasam ile bagdasir goriinmektedir (22).

J domain Coiled Coil ZnF -C2H32 ZnF -C2H2

p-Pro32Ala p.Gly2954Alafs™2
Lys34Glu
Py p.Gln174*
p.A:gl?E* p.Glu265*

L J

pMall48Lysfs*30

Sekil 2.6. DNAJC21 geninde saptanmis olan mutasyonlarin sematik gosterimi. J
domaini bu grup proteini tanimlayan DNAJ domaini, ZnF -C2H2 domaini C2H2
yapidaki ¢inko-parmak domainleri gostermektedir. Missense mutasyonlarin J

domainde bulunduguna dikkat ediniz.

2.7.3. EFL1 Geni

EFL1 mutasyonlarinin, klinik olarak SDS benzeri bir fenotip olusturacagi
EFL1 ve SBDS’nin, 60S ribozomal alt {inite olgunlasmasinda son sitoplazmik
asamada elF6 salimini katalize etmek i¢in islevsel olarak isbirligi yapmasi nedeniyle

tahmin edilebilmektedir (Sekil 2.4.).

Stepensky ve ark., SDS fenotipi gosteren ti¢ farkli aileden toplam alt1 bireyde
EFL1 geninde; iki bireyde p.Met882Lys varyanti ve dort bireyde p.Argl095GIn

varyanti1 olmak tizere homozigot mutasyonlar bildirmislerdir (59). Hastalarin bulgular
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klasik SDS ile ¢ok uyumlu bir sekilde pansitopeni, ekzokrin pankreas yetmezligi ve
iskelet bulgulart olmustur. Daha sonra Tan ve ark., spondilometafizyel displazi,
trombositopeni oykiisii, biiyiime geriligi, karacigerde fibrozis, skolyoz ve dgrenme
giicliigii olan bir hastada EFL1 geninde homozigot Thr127Ala varyantini bildirmistir
(60). Ik calismadaki hastalarda hastalik siddeti ve mortalite yiiksek olarak
bildirilmistir (59). Alt1 hastadan ti¢li biiyiik olasilikla tedavi edilmemis pankreatik
yetmezlik nedeniyle cocukluk caginda kaybedilmistir. ikinci ¢alismada fenotip iskelet
bulgulariin 6n planda oldugu hafif trombositopeni disinda kemik iligi yetmezligi
bulgusunun belirgin olmadigi ve pankreatik disfonksiyonun ise asikar olmadigi
seklindedir (60). Bu durumda hastalar arasindaki fenotipik farkliligin mutasyonun
proteinde bulundugu yere bagli olarak ortaya ¢iktig1 savunulmustur. Stepensky ve ark.
calismasinda saptanan mutasyonlar proteinin C terminalinde (60S subunitten e[F6’nin
salmiminda bozukluk) bulunurken Tan ve ark. ¢alismasinda saptanan mutasyon N
terminal bolgeye denk gelmektedir. N terminal bolge mutasyonunun proteinin GTPaz
aktivitesinde degisiklik yapma potansiyeli oldugu ileri siiriilmekle birlikte bunu
destekleyecek fonksiyon ¢aligmasi bulunmamaktadir. Boylelikle ribozomopati grubu
hastaliklarda da proteinde etkilenen bdlgeye bagli olarak fenotipik bulgularda ve
hastalik siddetinde farkliliklarin saptanmasi ile genotip-fenotip iliskisi kurulabilecegi
belirtilmistir (60).

2.7.4. SRP54 Geni

Carapito ve ark., SDS benzeri bulgular ile sendromik nd&tropenili farkli
ailelerden ii¢ bireyde SRP54 geninde heterozigot mutasyonlar bildirmislerdir (61).
Sonrasinda Bellanné-Chantelot ve ark., Fransa Konjenital Notropeni Kayitlari’nda
bulunan 66 bireyin 23’iinde (16 sporadik, 7 familyal) SRP54 geninde heterozigot
mutasyonlar saptamistir (62). Saptanan mutasyonlarin ¢ogu ekzon 4’te bulunmaktadir
ve ekzon 4 mutasyon agisindan hotspot bolge gibi goriinmektedir. Saptanan diger
mutasyonlar ise ekzon 5, 8 ve 9’dadir (Tablo 2.5.). Mutasyon saptanan hastalarin
neredeyse tamaminda uzun siireli G-CSF tedavisi gerektiren ve tedavi yaniti zayif olan
kronik ve belirgin nétropeni, bazilarinda ise ek olarak ciddi nérogelisimsel gerilik
(n=5) velveya enzim replasmani gerektiren ekzokrin pankreatik yetmezlik (n=3) gibi

SDS bulgulari ile drtlisen bir fenotip bildirilmistir.
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Tablo 2.5. SRP54 geninde saptanan mutasyonlar

Ekzon | Mutasyon Kalhitim Saptanan birey
sayisl
4 €.337G>C, p.Gly113Arg de novo 1
4 €.343A>G, p.Thr115Ala de novo 1
4 €.349 351del, p.Thrl17del | Familyal dominant 2 farkli aileden 4
ve de novo birey familyal, 11

birey sporadik

4 €.353G>A, p.Cys118Tyr Familyal dominant 1 aileden 3 birey
5 c.407G>A, p.Cys136Tyr de novo 2
8 C.668C>A, p.Ala223Asp de novo 1
8 C.677G>A, p.Gly226Glu de novo 2
9 €.821G>A, p.Gly274Asp | de novo 1

SRP54 proteini, sekresyon ve membran proteinlerinin endoplazmik retikuluma
(ER) es-translasyonel hedeflenmesine aracilik eden riboniikleoprotein kompleksinin
onemli bir bilesenidir. Sinyal tanima partikiilii (signal recognition particle) olarak
adlandirilan riboniikleoprotein kompleksi 6 proteinden olusmaktadir: SRP9, SRP14,
SRP19, SRP54, SRP68 ve SRP72 (Sekil 2.4.) (63). Daha 6nce SRP72 de familyal
aplastik ve miyelodisplastik sendrom ile iliskili olarak bildirilmistir (75). Carapito ve
ark., mutant SRP54 proteinlerinde GTPaz  aktivitesinin  bozuldugunu
gozlemlemislerdir (61). Bellanné-Chantelot ve ark. ise SRP54 mutasyonlari ile p53-
aracilt apoptozis sonucu graniilositik hiicre farklilagmasinin dramatik olarak azaldigini
in vitro olarak gostermistir (62). SRP54 mutasyonu olan bireylerin kemik iligi

incelemesinde disgraniilopoezis, ER stresi ve otofaji gosterilmistir.

Ilging olarak SDS otozomal resesif bir hastalik olarak bilinmesine karsin bu ve
takip eden ¢aligmalar ile SRP54 geninde saptanan mutasyonlarin heterozigot durumda
iken hastalik fenotipine yol agtig1 saptanmistir. SRP54 mutasyonu olan bireylerin
fenotipi siddetli konjenital nétropeniler ile SDS arasinda bir yerde gibi goriinmektedir
ve tam olarak nereye oturtulmasi gerektigi bilinmemektedir. Bu nedenle SRP54

mutasyonlar1 fenotipinin tam olarak nereye koyulmasi gerektigi kafa karigikligina
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neden olmustur ve yeni bir nozoloji olusturulmasi gerektigi bazi otorlerce

savunulmustur (63).

Ozet olarak, gectigimiz 3 yil icerisinde SDS fenotipi gdsteren fakat SBDS
mutasyonu tasimayan hastalarda yeni genlerde (DNAJC21, EFL1, SRP54) yeni
mutasyonlar tanimlanmistir. Tiim bu genler aslinda hiicrenin rRNA veya ribozomal alt
inite maturasyonu ve proteinlerin ER’ye taginmasi gibi protein sentezi ile iliskili
yolaklarinda goérev almaktadirlar. Bu durum belki de SDS’yi klasik anlamda
ribozomopati olmaktan bir adim daha 6teye tasimis durumdadir. SDS’nin fenotipik
degiskenliginin fazla ve genetik heterojen bir grup hastalik olmasi tanida zorluk
olusturmaktadir. Yeni genlerin tanimlanmasiyla bu cesitlilik daha da artmakta ve
nozolojide karisikliga neden olmaktadir. Bu nedenle hem patogenezin daha iyi
anlagilmast hem de fenotipik yelpazenin daha iyi aydinlatilabilmesi igin yeni

calismalarin yapilmasina ihtiya¢ bulunmaktadir.
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3. BIREYLER ve YONTEMLER

Calisma Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu’nun 20 Subat 2018 tarih ve GO18/224-25 no’lu karari ile gergeklestirilmistir
(Bkz. EK 1). Proje giderleri Tiirk Hematoloji Dernegi tarafindan (Proje no: 2018-4)

desteklenmistir.

3.1. Klinik Verilerin Toplanmasi

SDS o6n tanisi ile yonlendirilen hastalarin klinik verileri “Hacettepe
Universitesi Kemik iligi Yetmezlikleri Merkezi Shwachman-Diamond Sendromu
Stiphesi Olan Hastalarda Degerlendirme Formu” olarak belirtilen formda bulunan
bilgilerden elde edilmis ve Hacettepe Tip Fakiiltesi’nde takipli hastalarin eksik
bilgileri nucleus sisteminden taranarak saglanmistir. Molekiiler testleri sonrasinda
pozitif sonu¢ saptanan hastalar daha sonra tekrar muayeneye c¢agrilarak gelen

hastalarin ayrintili muayeneleri yapilmstir.

Klinik bilgi olarak; hastalarin demografik bilgileri yaninda 6zellikle SDS
fenotipinde goriilen hematolojik bulgulari, pankreas tutulumu ve iskelet sistemi
tutulumu ile ek destekleyici bulgular agisindan bilgileri toplanmistir ve pedigrileri

¢izilmistir.

3.2. Cahsmada Kullanilan Kimyasal Geregcler, Cozeltiler ve Cihazlar

3.2.1. DNA Eldesi ve Ol¢iimii
Qiagen Puregene® Blood Core Kit A
Su banyosu (Memmer +)

IKA® HS 260 Control ¢alkalayici

Nanodrop ND-1000 UV-VIS Spektrofotometre (Thermo Fisher Scientific)
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3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR Malzemeleri (dH20O, Promega 2X Master miks, F ve R primer, DNA,
Betain)

Veriti® 96-Well Fast Thermal Cycler (Applied Biosystems®, Foster City,
CA)

UVP BioSpectrum 500 Jel Goriintiileme Cihazi

Piirifikasyon kiti (GeneAll® Expin™, PCR SV, 50p)

3.2.3. Sanger Yontemi ile DNA Dizileme

Big Dye Terminator v3.1 Cycle Seq Kit

Piirifikasyon kiti (Zymo Research DNA Sequencing Clean-up Kit™)
ABI Prism 3500 Genetik Analizér

3.2.4. Mikrodizin Analizi

Affymetrix CytoScan™ Optima Array Kit (Thermo Fisher Scientific)
GeneAmp® PCR System 9700 termal cycler

MagnaRack ™ - miknatish platform (Invitrogen™)

GeneChip™ Hibridizasyon firm1 (Applied Biosystems ™)
GeneChip™ Fluidics istasyonu (Applied Biosystems™)
GeneChip™ Scanner 3000 7G (Applied Biosystems™)

3.2.5. Yeni Nesil Dizileme

Qubit™ dsDNA HS Assay (Life Technologies)

lon Proton™ Sistemi (lon Torrent™)
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Agencourt AMPure® XP Kit Beckman Coulter A63880
Dynabeads M-270 Streptavidin (Invitrogen 653-05)
DynaMag™ miknatis platform (Thermo Fisher Scientific)
lon Xpress™ Barcode Adapters 1-16 kit Life Technologies
lon AmpliSeq™ Exome RDY-OT2 Kit, 1x8

lon PI™ Template OT2 200 Kit v3

lon OneTouch™ 2 Instrument

lon PI™ Sequencing 200 Kit v3

lon PI™ Cip Kit v3

3.2.6. Genom Boyu Tek Niikleotid Polimorfizm Analizi

Affymetrix Genechip Human Mapping 250K SNP Array Kit

3.3. Calismada Kullanilan Yontemler

Bu tez kapsaminda baglica Sanger yontemi ile DNA dizi analizi, mikrodizin
analizi, tim ekzom dizileme, genom boyu SNP genotipleme, biyoinformatik analizler
ve in silico protein modellemesi yontemleri kullanilmistir. Kullanilan yontemler DNA

eldesinden itibaren alt bagliklar altinda ayrintili olarak sunulmustur.
3.3.1. DNA Eldesi

Periferik ventz kandan, iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda Qiagene
Puregene DNA kiti kullanilarak DNA eldesi gerceklestirilmistir. DNA eldesi i¢in
talimatlar kisaca su sekildedir: Oncelikle 1,5 ml’lik eppendorfa 900 pl RBC buffer
koyulur, iizerine 300 ul periferik kan eklenip pipetle bir kez ¢ekip birakilir ve oda
1sisinda 3 dk beklenir. Sonrasinda birkag kez ters diiz edilerek c¢irpilir ve 16000xg’de
45 sn santrifiij edilir. Sonrasinda siipernatant kismi ¢ekilip atilir, dipteki beyaz pelet

kism1 korunur. Dipteki peleti vorteksle ve el ile ¢irparak hareketlendirilir ve 300 pl
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cell lysis buffer eklenir. 30-40 sn vorteksle iyice karistirilir ve 1,5 ul RNAase eklenir.
Sonrasinda 15 kez alt-iist yapip karistirilir ve 15 dk 37°C°de inkiibe edilir. Inkiibasyon
sonrasinda eppendorflar buz dolu kaba yerlestirilir ve 1-2 dk beklenir. Sonrasinda 1-2
dk oda 1sisinda bekletilir ve tizerine 100 pl protein precipitation soliisyonu eklenir.
Proteinlerin pargalanmasi i¢in yiiksek hizda 1 dk vortekslenir (seffaf bir goriiniim
alincaya kadar). Sonra 1 dk 16000xg’de santrifiij edilir ve siipernatant ¢ekilerek 300
ul isopropanol koyulmus ayr1 temiz bir eppendorfa alinir ve 50 kez alt-iist edilerek
karistirtlir ve 1 dk 16000xg’de santrifiij edilir. Stipernatant kismi atilarak alttaki pelet
kismi1 korunur ve eppendorf igindeki alkol pegete ile iyice kurulanir. Sonrasinda
tizerine 300 ul %70’lik etanol eklenir ve 16000xg’de 1 dk santrifiij edilir. Yine
siipernatant kismi1 atilarak pelet korunur ve eppendorf i¢i pecete ile kurulanir. Pelet
¢ok kurumadan 1-2 dk beklenir ve sonrasinda 100 ul DNA hydration soliisyonu
eklenir ve 65°C’de su banyosunda 5 dk inkiibe edilir. Son olarak 1 gece diisiik hizda
calkalayicida birakilir. Ertesi giin eppendorflar etiketlenerek DNA eldesi tamamlanmis
olur. Bu asamadan sonra elde edilen DNA’nin nanodrop ile konsantrasyonu
Ol¢iilmiistiir ve 50 ng/ul olacak sekilde distile su ile seyreltilerek reaksiyonlarda

kullanilmak tizere ara stoklar1 hazirlanmistir.
3.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

SDS fenotipi ile daha 6nce iliskilendirilmis olan SBDS, DNAJC21, EFL1 ve
SRP54 genlerinin kodlayan ekzonlari i¢in ve WES validasyonu i¢in kullanilan spesifik
primerler Perl programi ile tasarlanmistir. Liyofilize halde iiretici firma araciligiyla
sentezlenmis olan primerler distile su ile ana stok primerler 100 mikromolar ve ara
stoklar 10 mikromolar olacak sekilde dilue edilmistir. PCR i¢in karigimlar 0,2 ml’lik
eppendorflarda Tablo 3.1.’de verildigi sekilde hazirlanmistir. Karisim vortekslenip
spin-down edildikten sonra Veriti® 96-Well Fast Thermal Cycler (Applied
Biosystems®, Foster City, CA) cihazi kullanilarak reaksiyon gerceklestirilmistir.
Reaksiyon sonrasi tiriinler 50 bp’lik ladder ile birlikte %2’lik agaroz jele Orange-G ile
kanistirilip yiiklenerek 125 V’de 25 dk elektroforezde yiiriitiilmiistiir. PCR kosullari
optimize edilerek elde edilmis olan iiriinler GeneAll® Expin™, PCR SV, 50p
purifikasyon kiti kullanilarak saflagtirilmistir. Pirifikasyon i¢in 6ncelikle PCR
tirtinleri 100 ul binding buffer ile pipetaj yapilarak piirifikasyon i¢in 6zel liretilmis
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membran igeren minikolonlara almmustir. 16000 xg’de 1 dk santrifiij edilerek
iriinlerin membranlara tutunmasi saglandiktan sonra 500 pl yikama soliisyonu
eklenerek 16000 xg’de 1 dk santriflij edilmistir. Santrifiij sonrasi toplama tiipiinde
biriken soliisyon dokiilerek tekrar 16000 xg’de 1 dk daha santrifiij edilmistir.
Sonrasinda membrani tagiyan icteki minikolonlar alinarak yeni 2 ml’lik temiz
eppendorflara alinmistir ve 30 ul elution buffer eklenerek oda 1sisinda 1 dk
beklenmistir. Beklemenin ardindan son kez 16000 xg’de 1 dk daha santrifiij edilerek

saflastirilmis tirtinler elde edilmistir.

Tablo 3.1. PCR karigimi ve reaksiyonu

PCR karisimi icerigi PCR reaksiyonu
Promega 2X Master 8 ul Denatiirasyon 95°C —5dk
Miks:
F primer: 1 ul 95°C -30sn
R primer: 1ul Baglanma (Annealing, | 50-60°C — 30 sn
Primere 6zgii sicaklik) X35
DNA: 2 ul Uzama (Extension) 72°C - 30 sn
dH.0: 8 ul Son uzama dénemi 72°C - 7dk
Total voliim: 20 ul 4°C — o

Not: Eger PCR karisiminda Betain (2 pl) kullanilmigsa dH,O 6 pl olarak eklenmistir.

3.3.3. Sanger Yontemi ile DNA Dizileme

Piirifiye edilmis PCR iiriinleri ABI (Applied Biosystems) Big Dye Terminator
3.1 Kiti ve uygun primer (F veya R primer) ile Veriti® 96-Well Fast Thermal Cycler
(Applied Biosystems®, Foster City, CA) cihazi kullanilarak DNA dizi analizi
reaksiyonu gergeklestirilmistir (Tablo 3.2.).
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Tablo 3.2. Sekans reaksiyonu karisimi ve sekans PCR kosullari

Sekans reaksiyonu karisimi Sekans reaksiyonu

icerigi

Saflagtirllmig PCR 1 ul Denatiirasyon 96°C — 1 dk

urlinii:

F/R primer: 1ul 96°C — 10 sn

Big Dye Terminator 1 ul Baglanma (Annealing) | 50°C —5sn

karigimu: X 25
Sekans buffer: 2 ul Uzama (Extension) 60°C — 4 dk

dH:0: 5ul 4°C —

Total voliim: 10 pl

Reaksiyondan sonra iirlinler Zymo Research ZR DNA Sequencing Clean-up
Kit™ kullanilarak saflastirilmistir. Piirifikasyon basamaklari PCR piirifikasyonuna
benzer sekilde ili¢ basamakli olup, Onerilen protokole gore gergeklestirilmistir.
Sonrasinda ABI 3500 Genetik Analizor cihazi ile dizileme yapilmistir. Dizileme
sonuclart FinchTV programi kullanilarak degerlendirilmis, tez kapsaminda varyant
pozisyonlart ~ GRCh37/hgl9 referans genomuna gore sunulmustur. Saptanan
varyantlarin patojenitesi in silico olarak PredictSNP ve Varsome programlart ile
degerlendirilmistir. PredictSNP, VVarsome gibi programlar birgok in silico programin
(MutationTaster, SIFT, PolyPhen-2... gibi) sonucunu birlikte degerlendirerek hepsinin
Ongoriistiniin birlesimi ile varyantin patojenitesi hakkinda sonu¢ veren online
kullanima agik olan veritabanlaridir. PredictSNP programi bunun i¢in MAPP, PhD-
SNP, PolyPhen-1, PolyPhen-2, SIFT ve SNAP in silico programlarimi kullanarak
hesapladig1 yiizde dogruluga gore deleterious veya neutral olarak sonug vermektedir.
Varsome programinda ise DANN, Mutation Taster, Mutation assessor, FATHMM,
FATHMM-MKL, FATHMM-XF, LRT, DEOGEN2, EIGEN, EIGEN PC, SIFT,
SIFT4G, PROVEAN, MVP, MutPred, REVEL, PrimateAl, MetaSVM ve MetalR in
silico programlarinin 6ngoriisiinii hesaplayarak kaginin patojenik kaginin benign

olarak sonug¢landigini sayisal olarak vermektedir.
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3.3.4. Affymetrix CytoScan Optima Array Analizi

Genom boyu kopya sayis1 degisikliklerini (CNV) belirlemeye yonelik 18.018
adet kopya sayist ve 148.450 adet SNP probu iceren Affymetrix CytoScan Optima
Array Kiti iretici firmanin protokolleri dogrultusunda kullanilmigtir. Uygulanan

asamalar asagida detaylandirilmistir.
DNA’nin Hazirlanmasi ve Kesimi

Konsantrasyonu 50 ng/ul olacak sekilde hazirlanmis DNA 6rneginden 5 pl
alinarak buz lizerinde eppendorf tiipiine aktarilir. Bir 6rnek i¢in; 11,55 pl niikleaz free
su, 2 ul Nsp I buffer, 0,2 ul 100X BSA ve 1 pl Nsp | igeren kesim soliisyonlar1 karisimi
toplamda 14,75 pl olacak sekilde hazirlanir. GeneAmp® PCR System 9700 termal
cycler cihazinda 37°C’de 2 saat, 65°C’de 20 dk, 4°C’de 5 dk kaldiktan sonra kesim

tamamlanir.
Ligasyon

Kesim isleminden sonra ligasyona baslanir. 2,5 ul DNA ligaz buffer, 0,75 pl
adaptor Nsp I adaptor ve 2 ul DNA ligaz olacak sekilde 5,25 ul hacimdeki hazirlanan
ligasyon karigimi kesilmis DNA 6rneginin tizerine eklenir. PCR cihazinda 16°C’de 3

saat, 70°C’de 20 dk, 4°C’de 5 dk kaldiktan sonra ligasyon tamamlanir.
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Kesilmis ve ligasyonu yapilmis DNA o6rnekleri niikleaz free su ile %25
oraninda (25 pl ligasyonu yapilmis DNA ve 75 ul niikkleaz free su) seyreltilir. 10 pul
ligasyon tiriliniiniin tizerine 50,3 pl niikleaz free su, 10 pl CytoScan Taq buffer, 20 ul
5M Betain, 3,5 ul dNTP, 4,2 ul PCR primer ve 2 pl CytoScan Taq DNA polimerazdan
olusan PCR karigimi eklenerek total voliim 100 pl’ye tamamlanir (her DNA igin 2

ornek bu sekilde hazirlanir).

GeneAmp® PCR System 9700 termal cycler cihazinda 95°C’de 1 dk
denatiirasyon, sonrasinda 30 dongii 95°C’de 30 sn, 60°C’de 45 sn ve 68°C’de 60 sn
ve son olarak 68°C’de 7 dk uzama ve 4°C’de 5 dk bekleme (gece boyu bekleyebilir)
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basamaklarindan olusan PCR reaksiyonu baslatilir. PCR sonrasi elde edilen iiriinden
3 pl’lik kisim 17 pl dilue yilikleme buffer ile %2’lik TBE agaroz jelde 120 V’de bir
saat boyunca yiiriitiiliir. Uriinlerin jelde yaklasik 150-2200 baz ciftleri arasinda olmasi

deneyin sorunsuz ilerledigini gosterir.
PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi ve Olciilmesi

2 ml’lik eppendorfta (tiipte) her DNA i¢in 2 ayr1 6rnek seklinde ¢ogaltilan PCR
tirinleri birlestirilir (100+100-3=197 pl total voliim olacak sekilde). Uzerine 360 pl
Purification Beads eklenir ve 10 dk oda sicakliginda beklendikten sonra 16000xg’de
3 dk boyunca santrifiij edilir. Sonrasinda eppendorflar miknatis platforma
(Magnarack) alinarak pelletin bir tarafa dogru birikmesi beklenir ve slipernatant kismi
pelete zarar verilmeden uzaklastirilir. Eppendorflara 800 ul Purification Wash Buffer
eklenerek 2 dk boyunca vortekslenir, devaminda 3 dk boyunca 16000xg’de santrifiij
edildikten sonra tekrar miknatis platforma alinir. Bead’lerin bir tarafta toplanmasi
beklenir sonrasinda siipernatant kismi pelete zarar verilmeden uzaklastirilir ve
16000g’de 30 sn santrifiij edilir. Tiipler tekrar miknatis platforma alinarak kalan
yikama soliisyonu varsa 20 pl’lik pipet ucu ile pelete zarar verilmeden uzaklastirilir.
Sonrasinda tiipler miknatis platformdan alinarak kapaklar1 agik bir sekilde oda
sicakliginda kalan yikama sollisyonunun u¢gmasiin saglanmasi i¢in 7 dk boyunca
beklenir. Ardindan 27 pl Elution Buffer eklenir, 10 dk boyunca vortekslenir
(bead’lerin homojen hale gelmesi saglanir) sonrasinda 16000xg’de 3 dk santrifiij
edilir. Tipler tekrar 10 dk boyunca miknatis platforma alinarak bead’lerin toplanmasi
saglanir. Sonrasinda 25 pl elute edilen 6rnek yeni 96°lik plate’e alinir. Her 6rnekten 2
ul almarak spektrofotometre ile kantitasyon yapilir ve DNA veriminin yeterliligi

hakkinda karar verilir.
Fragmantasyon

Olgiilen PCR iiriinleri 10 dk siiresince buz iizerinde bekletilir. 215 ul niikleaz
free su, 275 pl fragmantasyon buffer ve 10 ul fragmantasyon reaktifi ile
fragmantasyon master miks hazirlanir. Daha sonra her 6rnege (23 upl) 5 ul
fragmantasyon master miksi eklenir. PCR cihazinda 37°C’de 35 dk, 95°C’de 15 dk,
4°C’de 5 dk boyunca reaksiyon gerceklestirilir. Fragmantasyon kontrolii jel
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elektroforezde iiriinlerin yiiriitiilmesi ile yapilir ve triinlerin 25-125 bp arasinda

y1gilim gostermesi beklenir.
Isaretleme (Labelling)

7 ul TdT buffer, 1 pl DNA isaretleme reaktifi, 1,8 ul TdT enzimi ile total voliim
9,8 ul olacak sekilde isaretleme master miksi hazirlanir. 26 pl fragmante DNA {irlinii
ile 9,8 ul isaretleme master miksi birlestirilir (total voliim: 38,5 ul). PCR cihazinda
37°C’de 4 saat, 95°C’de 15 dk, 4°C’de 5 dk boyunca reaksiyon gerceklestirilir.

Hibridizasyon

Oncelikle hibridizasyon firin1 1 saat 6ncesinden sicaklik 50°C’ye ayarlanarak
acilir. Dontlis hizi 60 rpm’e ayarlanir. Sonrasinda Command Console’dan AGCC
(Affymetrix® GeneChip® Command Console®) portalma baglanilir. Samples
sekmesinden Batch Registration segilir. Ornekler sisteme girilir. Sonrasinda array
cipleri (array) temiz bir zemine yiikleme yiizii yukarida olacak sekilde koyulur. Her
bir ¢ipin sag iist bolgesindeki deliklere 200 pl’lik pipet ucu takilir ve her bir ¢ip igin 2
adet yapistirma kagidi hazirlanir. 82,5 ul Hyb buffer part 1, 7,5 ul Hyb buffer part 2,
3,5 ul Hyb buffer part 3, 0,5 ul Hyb buffer part 4 ve 1 ul oligo kontrol reaktifi (ayirac)
ile hibridizasyon master miksi hazirlanir ve 6rneklere eklenir. Iyice karisana kadar
vortekslendikten sonra 6nceden 1sitilmig PCR cihazinda 95°C’de 10 dk, 49°C’de 3 dk
olmak iizere CytoScan Optima Hyb programinda reaksiyon gergeklestirilir. Ardindan
100 pl iiriin alinarak ¢ipe sol alttaki delikten yiiklenir ve yiiklemenin ardindan delikler
yapiskan kagitlar ile kapatilir. Sonrasinda ¢ipler hibridizasyon firininda 50°C’de 60
rpm hizinda 16-18 saat birakilir.

Yikama, Boyama, Tarama

Oncelikle yikama icin Fluidics istasyonu agilir ve Affymetrix Command
Console uygulamasindan “Affymetrix Launcher” baslatilir. Affymetrix Launcher’dan
“AGCC Fluidics Control” uygulamasi agilir. AGCC Fluidics Control panelinden
“PRIME 450" komut dosyasindan spesifik fluidics istasyonu ve modiilii se¢ilir. Wash
A ve B bufferlar1 uygun rezervuarlara yerlestirilir. Fluidics komutunu baglatmak i¢in

“Run” komutu segcilir. 500 pl boyama buffer 1 pozisyon 1’e, 500 ul boyama buffer 2
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pozisyon 2’ye ve 800 pl array holding buffer pozisyon 3’e yerlestirilir. Sonrasinda
hibridizasyon firinindan ¢ipler ¢ikarilip hemen Fluidics istasyonuna alinir. Yikama ve
boyama islemi tamamlandiktan sonra ¢ipler hava kabarcigi ag¢isindan kontrol edilir ve
hava kabarcig1 yoksa tarama islemi i¢in Scanner’a alinir. Cipler AGCC yazilimi
tarafindan kontrol edilen GeneChip Scanner 3000 7G tarayicisina yerlestirilir.
Sonuglar “.dat” formatinda otomatik olarak dosyalanir. .dat formatindaki dosyalar
AGCC Viewer ile “.CEL” formatina ¢evrilir. Tarama bittikten sonra Analysis
Workflow programi kullanilarak ham veri olan .CEL uzantili dosyadan “.CYCHP”

dosyast olusturulur.
Sonuclarin Degerlendirilmesi

“.CYCHP” formatindaki dosyalar Chromosome Analysis Suite 3.1 (ChAS 3.1)
yazilimiyla analiz edilmistir. Elde edilen veriler GRCh37/hgl9 referans genomuna
gore hizalanmistir. Kalite skorlari olarak MAPD<0,29 ve SNPQC>8,5 degerleri
referans alinmistir ve filtreleme siir1 1 kb ve 1 marker olarak se¢ilmistir. Saptanan
kopya sayis1 degisiklikleri daha 6nce Tibbi Genetik Anabilim Dalimizda yapilmis olan
yaklasik 650 hastaya ait inhouse verinin bulundugu veri dosyasi, online kullanima agik
DECIPHER, ClinVar, DGV gibi veritabanlar1 kullanilarak analiz edilmistir.

3.3.5. Yeni Nesil Dizileme

Tiim ekzom dizileme igin Ion Proton™ sistemi (Thermo Fisher Scientific)
kullanilmistir. Temel olarak dort basamaktan olusan is semas: Sekil 3.1.°de
gosterilmistir. Uretici firmanin talimatlar1  dogrultusunda gergeklestirilen bu

basamaklar alt bagliklar halinde asagida kisaca anlatilmistir.
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Kitiphane Template Dizileme Veri Analizi
Olusturulmasi Hazirlanmasi (Proton™ Torrent
{lon TargatSeq™ (lon One Touch™ (lon Proton™ Server ve lan

Ekzom Kit) 2 System) oA Reporter

Software)

Sekil 3.1. lon Proton™ Sistemi Ekzom Is Akis Semast.

Kiitiiphane Olusturulmasi

Kiitiiphane olusturulmas1 amplifikasyon temelli gerceklestirilmistir. Oncelikle
konsantrasyonu 50 ng olacak sekilde DNA diliie edilmistir ve Qubit™ dsDNA HS ile
olgiilmiistiir. 96°lik plate’de 12 farkli kuyuda hedef bolgeler 5x Ion AmpliSeq™ HiFi
miks kullanilarak Thermal Cycler cihazi ile ¢ogaltildiktan sonra 12 farkli kuyudaki
amplikonlar tek bir kuyuda toplanip FUPA soliisyonu eklenerek yine Thermal
Cycler’da kesim reaksiyonu gerceklestirilmistir. Sonrasinda amplikonlara Switch
soliisyonu ve IonExpress™ barkod adaptorler eklenerek Thermal Cycler’da
adaptorlerin baglanma reaksiyonu gerceklestirilmistir. Sonrasinda elde edilen triinler
Qubit™ dsDNA HS ile dlciilerek kantitasyon yapilmistir. Yeterli miktarda {iriin
olustugu saptanan Ornekler Agencourt™ AMPure™ XP soliisyonu ile miknatish
platformda (DynaMag™ 96) piirifiye edildikten sonra kiitiiphane amplifikasyonu

basamagina gecilmistir.
Kiitiiphane Amplifikasyonu

Ix Library Amp miks ve 25x Library Amp primerleri ile Kkiitliphane
amplifikasyonu reaksiyonu Thermal Cycler cihazinda gergeklestirilmistir.
Amplifikasyon sonrast Agencourt™ AMPure™ XP soliisyonu ile miknatis platformda
piirifikasyon yapilmistir. Sonrasinda 6rneklerin Qubit™ dsDNA HS ile 6lciimii

yapilarak TE tampon ile 22 ng/ul’ye dilue edilmistir. Devaminda Ion One Touch
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cihazinda emiilsiyon PCR ile klonal ¢ogalma saglanmistir. Bunun igin cihazda

recovery tiiplerine Ion One Touch™

Breaking soliisyonu, sonrasinda amplifikasyon
plate’i, yag ve recovery soliisyonlar1 yerlestirilmistir. Ion PI™ enzim miks ve lon PI™
lon Sphere™ ile birlikte hazirlanmis olan kiitiiphane karisimi portlara yiiklenerek Ion
One Touch™ cihazinda emiilsiyon PCR gergeklestirilmistir. Emiilsiyon PCR sonrasi
pozitif ISP (lon Sphere Particle)’lerin elde edilmesi amaciyla santrifiij basamaklari ve
ISP resiispansiyon soliisyonu eklenmesi gergeklestirilmistir. Sonrasinda Ion One
Touch™ ES cihazinda stript iizerinde ilk kuyuda hazirlanan pozitif ISP’ler, ikinci
kuyuda manyetik kiireler (Dynabeads™ MyOne™ Streptavidin, MyOne™ Beads ),
{i¢, dort ve besinci kuyularda Ion One Touch™ yikama soliisyonu ve yedinci kuyuda
Melt Off (Tween™ soliisyonu ve NaOH) soliisyonu olacak sekilde yerlestirilerek

ISP’lerin zenginlestirilmesi saglanmistir. Zenginlestirme islemi sonrasi ISP’lerin

yikanmasi gerceklestirilmistir.
Dizileme

lon Reporter™ yaziliminda hastalarin barkod numaralari tanimlanip dizileme
reaksiyonu planlanmistir. Sonrasinda Ion Proton™ cihazinin yikanmasi ve gaz basinci
kontrolii yapilmistir. Yikama soliisyonlar1 ve niikleotid soliisyonlar: ilgili yerlere
yerlestirildikten sonra ¢ip ylikleme basamagina gecilmistir. Bunun ic¢in oncelikle
pozitif ISP’ler kontrol ISP’ler ile birlikte Ion PI™ baglanma soliisyonu, Ion PI™
primeri ile Thermal Cycler’da annealing gergeklestirilmistir. Sonrasinda Ion PI™
yiikleme tamponu eklenerek karisim ¢ipe yiiklenip 10 dk boyunca Ion Chip™
cihazinda santrifiij edilmistir. Sonrasinda baglanma tamponu ve Foaming soliisyonu
ile kopilik olusturularak ¢ipin yikamasi gergeklestirilmistir. Devaminda baglanma
tamponu yiiklenip tekrar santrifiij edilmistir. Bu iki basamak tekrar edildikten sonra
once Flushing soliisyonu sonrasinda baglanma tamponu ¢ipe yiiklenip bosaltilmistir.

Son olarak lon PI™ Hi-Q™ polimeraz ve baglanma tamponu ¢ipe yiiklenerek 5 dk

oda 1s1sinda bekletildikten sonra ¢ip Ion Proton™ cihazina yiiklenmistir.
Verilerin Analizi

Verilerin analizi Ubuntu 10.04 isletim sistemi yiiklii, 128 GB RAM ve 27 TB
veri depolama kapasitesine sahip, Dual 8-core 2.9 GHz islemcili Proton™ Torrent
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sunucusu ve Windows Server 2012 igletim sistemi yiiklii, 32 GB RAM ve 1.25 TB
veri depolama kapasitesine sahip, 2.33 GHz Intel Xeon islemcili IBM x3650
sunucusundan yararlanilarak gergeklestirilmistir. Analiz sonrasinda .bam (binary
alignment map, referans genoma gore hizalama bilgisini igeren dosya), .vcf (variant
call format, referans genoma gore hizalanmis okumalarda saptanan varyantlari i¢eren
dosya) dosyalar1 ve HomSI verileri olusturulmustur. Bu dosyalarin olusturulmasinda
lon Reporter™ | Torrent Variant Caller ve HomSI yazilimlari kullanilmistir. .bam
uzantili dosyalar varyantlarin okuma hatas1 olup olmadigin1 degerlendirmede IGV
(Integrative Genomics Viewer) goriintiilemesinde kullanilmistir. .vcf dosyalar ile
olusturulan varyant tablolar1 ise HUVariantsDB yazilimi kullanilarak filtrelenmistir
(76). HomSI ekzom verisinde genomda homozigot bloklarin gorsellestirilmesine
yonelik olarak yazilmis bir program olup tez kapsaminda elde edilen varyantlarin

homozigot segmentlere denk gelip gelmedigini belirlemede kullanilmistir (77).
3.3.6. Genom Boyu 250K Tek Niikleotid Polimorfizm Analizi

Genom boyu SNP analizi i¢in Affymetrix 250K SNP Array platformu
kullanilmistir. Protokol Optima Array ile benzer oldugu i¢in uygulama basamaklari
tekrar detaylandirilmamstir (Ayrintili protokol i¢in GeneChip® Mapping 250K Assay
Manual’e bakiniz.). Her iki platform protokoliindeki ana farkliliklar ise su sekildedir:
250K SNP array platformu i¢in; PCR piirifikasyonunda Qiagen Minelute piirifikasyon
kiti ile miknatisli platform yerine 96’lik plate kullanilmaktadir ve hibridizasyon
firminda reaksiyon 49°C’de gergeklestirilmektedir. Basamaklar Sekil 3.2.°de

Ozetlenmistir.
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Sekil 3.2. GeneChip® Mapping Assay - Nsp I (Protokolden Tiirkgelestirilmistir.).

Sonuglar “.dat” formatinda otomatik olarak dosyalanir ve .dat formatindaki
dosyalar AGCC Viewer ile “.CEL” formatina gevrilir. “.CEL” formatindaki veri
dosyalar1 daha sonra genotip analiz yazilimima (Affymetrix, Genotyping Console
Software) aktarilir ve “.CHP” uzantili dosya haline ¢evrilir. SNP sinyal alimi yiizdesi
olarak okuma oranlari (SNP Call Rate) %90’ iizerinde olmasi beklenir.
GRCh37/hg19 referans genomuna gore hizalanan veriler genom boyu baglant: analizi
igin “.CHP” uzantili dosyalar iizerinden Visuel Genome Studio (VIGENOQOS,
Homesoft) programina aktarilmistir ve MERLIN Programi ile uyumlu dosyalar (.ped,
.dat ve .map dosyalar1) olusturularak SNP analizleri yapilarak homozigot bloklar

belirlenmistir.
3.3.7. U¢ Boyutlu Protein Modelleme

Kristalografik olarak protein modellemesi bilinmeyen aday genlerden biri i¢in
Hacettepe Universitesi Biyoinformatik Anabilim Dali’ndan Dr. Ogr. Uyesi Ceren

Sucularli in silico ii¢ boyutlu protein modellemesi ve docking calismalarini
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tamamlamigtir. Bu kapsamda dogal ve mutant MAP7DI1 proteinleri, yapisal
sablonlarin Protein Data Bank’dan coklu “threading” yaklagimi LOMETS ile
belirlendigi ve yinelemeli sablon-tabanli parca birlestirme simiilasyonlar ile
modellerin  olusturuldugu I-TASSER (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-
TASSER/, (78-80)) ile modellenmistir. Tahmin edilen modeller, modellerin kalitesini
6lgmek i¢in kullanilan c-skoruna (giliven skoru) gore degerlendirilmistir. Dogal ve
mutant MAP7D1 protein modellerinin goriintiilenmesi ve karsilastirilmasi UCSF
Chimera (https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/, (81)) kullanilarak gergeklestirilmistir.
p-Arg201Trp degisiminin MAP7D1 proteini {izerindeki yapisal etkileri HOPE server
(http://www.cmbi.ru.nl/hope/, (82)) kullanilarak analiz edilmistir. MAP7D1 ve
Tiibiilin etkilesimini arastirmak i¢in Tiibiilin alfa yapis1 1Z2B (83) Protein Data Bank
(www.rcsh.org, (84))’dan elde edilmistir. MAP7D1 ve tiibiilin alfa protein-protein
baglantist HADDOCK 2.2 (85, 86) ile arastirilmistir.
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4. BULGULAR

Bu tez ¢alismasinda, Hacettepe Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim
Dalina SDS 6n tanisi ile gonderilen toplam 61 aile incelenmistir. Calisma grubu
“Hacettepe Universitesi Fankoni Anemisi ve Diger Kemik Iligi Yetmezlikleri Tani,
Tedavi ve Arastirma Merkezi” faaliyetleri kapsaminda iilke genelinden gonderilen,
Hacettepe Universitesi T1p Fakiiltesi Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Hematoloji Unitesi
ogretim iiyesi Prof. Dr. Sule UNAL tarafindan degerlendirilerek anabilim dalimiza

genetik nedenin bulunmasi agisindan yonlendirilen hastalardan olugmaktadir.

Indeks vakalarda konjenital notropeni genleri dislanms oldugu bildirilmesine
karsin, toplam 61 ailenin 1 tanesinde konjenital ndtropeni etiyolojisinde siklikla
rastlanan HAX1 gen mutasyonu saptanmistir. Kalan 60 aile iginde 5 tanesinde
hastalarin dis merkezde c¢alisildigr ve farkli gen mutasyonlarinin saptandigi (ADA2,
EPCAM, APECED, G6PC3, BRAF) tarafimiza bildirilmistir. Bir ailede RPS19
bolgesini de i¢ine alan genis kromozom delesyonu tarafimizdan saptanmis olup hasta
diger bir ribozomopati fenotipi olan Diamond-Blackfan anemisi ile iliskilendirilmistir.

Geri kalan 54 aile tez kapsamina alinmistir.

Calisma, Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu tarafindan onaylanmis (Toplant1 tarthi 20 Subat 2018, Karar no:GO18/224-
25), Tiirk Hematoloji Dernegi tarafindan desteklenmistir (Proje no: 2018-4).

4.1. Klinik Bulgular

SDS ailelerinin biiyiik ¢ogunlugu iilke genelinden merkezimize incelenmek
lizere génderilmistir. Ornekler EK 2°de sunulan “Hacettepe Universitesi Kemik 1ligi
Yetmezlikleri Merkezi Shwachman-Diamond Sendromu Siiphesi Olan Hastalarda
Degerlendirme Formu” ile toplanmistir. ilgili formlar ve Universitemiz Hematoloji
boliimiince yapilan degerlendirmeler SDS tanisi agisindan kritik olan hematolojik,
pankreatik ve siklikla eslik eden destekleyici bulgular (iskelet sistemi, davranis

problemleri, agiklanamayan boy kisalig1 ve aile dykiisii) agisindan degerlendirilmis ve
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bulgular EK 3’te 6zetlenmistir. Tez kapsamina alinmasina karar verilen bireyler tekrar

muayene edilerek bulgular detaylandirilmistir.

Merkezimize ilk gonderildigi anda kayitli bulunan ve hastane sisteminden
ulasilan bilgileri incelendiginde 27 hastanin Hacettepe Universitesinde Cocuk Saglig
ve Hastaliklar1 Anabilim Dali Hematoloji Unitesinde incelendigi 27 hastanin dis
merkezden iinitemize refere edildigi goriilmistiir. 54 indeks vakanin 26’sinin kiz,
28’inin erkek ¢ocuktan olustugu, sikayetlerin baslangi¢c yasinin ortalama 2,99 yas
(n=42) oldugu izlenmistir. Hastalarin 17 kadarinin ebeveynleri arasinda akrabalik
bulundugu saptanmistir. En sik saptanan bulgunun nétropeni oldugu ve vakalarin
%87,7 (n=49)’sinde var oldugu tespit edilmistir. Diger sik bulgular ise sirasiyla anemi
%55 (n=49), trombositopeni %48 (n=50) ve diyare %47,7 (n=44) olarak saptanmustir.
Pansitopeni varligi ise %31 (15/48) olarak hastalarin yaklasik {igte birinde
gozlenmistir. Notropeni Ve diyare birlikteligi ise %32,5 (14/43) ile yine yaklasik olarak

hastalarin {icte birinde goriilmiistiir.

Kemik iligi aspirasyonu yapilan 37 hastanin bulgular1 incelendiginde ise 4
hastada orta selliiler kemik iligi oldugu, 3 hastada selliileritenin belirgin azaldigi, 7
hastada displastik degisiklikler izlendigi, 3 hastada miyeloid duraksama oldugu
saptanmistir. Ayrica bir hastada ileri derecede hipoplazi ve ekstraselliiler demir
birikimi oldugu ve diger bir hastada ise osteoblastlarda ve osteoklastlarda artig

bulundugu goriilmiistiir.

32 hastaya pankreas ve karacigere yonelik goriintiilemenin yapildigi ve
bunlardan 6 hastanin pankreas goriintiilemesinde diffiiz yaglanma veya hipoplazi gibi
bulgular oldugu, 1 hastada karaciger ekojenitesinde heterojen kaba graniiler goriiniim

ve diger 1 hastada da karacigerde steatoz oldugu saptanmustir.

Iskelet bulgular1 agisindan degerlendirme yapildiginda 3 hastada belirgin
iskelet anormallikleri oldugu belirlenmistir. Bu bulgular; bir hastada dar toraks,
genislemis kondrokostal bileske, kisa femur, genis metafiz seklinde agir bulgular iken
diger iki hastada ise sirasiyla metafizer displazi ve tibia distalinde metafizyel bant
seklindedir. Ayrica bir hastada ‘O’ seklinde alt ekstremite oldugu ve baska bir hastada

ise ekstremitelerinde kisalik oldugu saptanmustir. Bir hastanin yarik damak nedeniyle
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opere edildigi diger bir hastanin amniyotik banda bagli ekstremite deformiteleri

nedeniyle operasyon gecirdigi belirlenmistir.

Kardiyak bulgular incelendiginde; bir hastanin ASD nedeniyle opere edildigi,
baska bir hastanin ise multipl ASD nedeniyle izlemde oldugu goriilmiistiir. Bir hastada
sekundum ASD ile sol ventrikiilde hipertrofik degisiklikler oldugu saptanmistir. Diger
bir hastada ise opere biiyiik arter transpozisyonu, opere VSD gibi ciddi kardiyak
bulgularin oldugu izlenmistir. Ve bu hastaya ayrica kalp pili takilmig oldugu da

ogrenilmistir.

Ek ve destekleyici bulgular agisindan bakildiginda; 13 hastada biiyiime geriligi
oldugu, 5 hastada gelisme geriligi oldugu ve 3 hastada ise hiperaktivitenin gortldigii
ve davranis problemi oldugu belirlenmistir. Fizik muayene bulgusu olarak 4 hastada
hepatosplenomegali, 5 hastada hepatomegali ve birisi masif olmak iizere 3 hastada ise

splenomegali oldugu saptanmustir.

olarak bir hastada beraberinde Sathre-Chotzen sendromu oldugu, baska bir

hastada ise Ataksi-Telenjiektazi bulundugu gézlenmistir.

Izlemi hastanemizde yapilan bir hastanin ileri pansitopeni nedeniyle 14 yas

iken eksitus oldugu saptanmuistir.

Bu bulgularla merkezimize ndtropeni ve/veya kemik iligi yetersizligi bulgusu
yaninda diyare gibi pankreas bulgular ile destekleyici bulgulari olan hastalarin
Shwachman-Diamond Sendromu 6n tanisi ile ilk planda SBDS gen dizi analizinin

tamamlanmas1 amagli olarak gonderilmis oldugu belirlenmistir.

4.2. Laboratuvar Bulgulan

4.2.1. SBDS Geninde Saptanan Mutasyonlar

SBDS geninde 3 hastada homozigot ve 4 hastada bilesik heterozigot olmak
tizere toplam 7 hastada biallelik mutasyonlar saptanmistir. Bu mutasyonlarin
cogunlugunu gen konversiyonu nedeniyle olustugu diisiiniilen ve siklikla bildirilen

¢.258+2T>C ve ¢.183 184delTAinsCT degisiklikleri olusturmaktadir. Bir hastada
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c.385A>G (p.Thr129Ala) degisikligi homozigot olarak saptanmigtir. Bilesik
heterozigot mutasyon saptanan hastalarin anne ve babalari da ¢aligilarak kalitim kalib1
ile uyumlu segregasyon oldugu belirlenmistir. Hastalarin pedigrileri ve sekans
elektroferogram goriintiileri Sekil 4.1.’de gdsterilmistir. Hastalarin klinik bulgular1 ve

mutasyon bilgileri ise Tablo 4.1.’de ayrintili olarak sunulmustur.

Sekil 4.1. SBDS mutasyonu saptanan hastalarin pedigrileri ve sekans elektroferogram

goriintiileri.
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intron 2-3: 66459197 TT CT
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Ekzon 2: 66459274 CT TT
Ekzon 2: 66459273 TA AA
intron 2-3: 66459197 TT CcT
CcT
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L r o T o o Y [ O R e B I
ATGTTTCCTAAGGTCAGE AAGCAGGCGGGTAACA
530 540
€.258+2T>C
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TRSDS119_28

E] 3 [}
é Iﬁ intron 2-3: 66459197 CT cT
), OO, O
- 13 a5 6 7 813 14
i, ﬁ%
ol 2 3 4
/ (o]
sl b el Bl rened
AAGLAGGLOGBGTAACAGC
S50 560
C.2538+2T=C

TRSDS116_26

1 2
intron 2-3: 66459197 CT cT
.
f i
CcC
b 0-lv b a2 v bam-0n
GTAAGCAGGCG GBTAACAG
280 250
C.258+2T=C

Mutasyon bilgileri GRCh37 insan referans genomuna gore Ensembl veritabaninda
SBDS geni i¢in verilen ENST00000246868.2 transkriptine gore verilmistir.
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Tablo 4.1. SBDS geninde mutasyon saptanan hastalarin klinik bulgular1 ve mutasyon bilgileri. TRSDS068 kodlu ailede benzer bulgulu erkek
kardes (Sekil 4.1., TRSDS068; III:1) calisma sirasinda laboratuvarimiza gonderilmis , Sanger dizileme ile SBDS geninde bu kardeste de

homozigot ¢.385A>G (p.Thr129Ala) degisikligi saptanmustir.

Nétropeni var
Trombositopeni var

Metafizer displazi +
Aplastik anemi? nedeniyle 14 yas iken
exitus

Hasta Cinsiyet | Sitopeni Bulgulari Pankreas Bulgulari Biiylime Parametreleri Ek Bulgular Mutasyon
Kodu
TRSDS068_12 | Kiz ? ? ? ? Ekzon 3: ¢.385A>G (p.Thr129Ala)
homozigot
TRSDS020_04 Erkek Anemi yok Batin USG: Pankreas 22 yas iken; Kemik Grafileri: Alt dorsal vertebralarin Ekzon 2: ¢.258+2T>C (p.84Cysfs*3)
Notropeni var ekojenitesi diffliz artmig Boy: 160 cm (<3p, 3p: 163 cm) alt ve Ust end platelerinde yaygin Ekzon 5: c.658delA (p.lle220Leufs*4)
Trombositopeni var Kreon kullaniyor. VA: 57 kg (3-10p) Schmorl nodiilleri izlenmistir. Bilateral
femur boyunlari kalin izlenmektedir.
TRSDS004_02 | Erkek Anemi var Abdomen BT: Pankreas 8 yas iken; Hepatosplenomegali + Ekzon 2: ¢.183_184delTAinsCT
Né&tropeni var atrofik ve yagh Boy: 110 cm (<3p, 3p: 117 cm) KCFT’de bozukluk (p.Lys62Stop) ve ¢.258+2T>C
Trombositopeni var VA: 17 kg (<3p, 3p: 20 kg ) Femur O-bain seklinde (p.84Cysfs*3)
Epifizyel ve metafizyel displazi yok
TRSDS177_47 | Kiz Anemi yok Diyare var 3yas 8 ay iken; Bir donem KCFT yuksekligi (AST, ALT, Ekzon 2: ¢.183_184delTAinsCT
NGtropeni var Amilaz dlguk Boy: 87 cm (<3p, 3p: 91 cm) ALP) olmus (p.Lys62Stop) ve ¢.258+2T>C
Trombositopeni yok Kreon kullaniyor. VA: 11 kg (<3p, 3p: 12 kg) Kemik Grafileri: Normal (p.84Cysfs*3)
BC: 48 cm (boya gore 50p)
Kulag: 85 cm
TRSDS165_44 | Kiz Hafif anemisi var Diyare var 6 yas 11 ay iken; Yarik damak + (opere) Ekzon 2: ¢.183_184delTAinsCT
Notropeni var Amilaz disuk Boy: 116,5 cm ( 10-25p) Perinatal-YD doneminde AST-ALT (p.Lys62Stop) ve ¢.258+2T>C
Trombositopeni aralikli Batin USG: Pankreasta diffiz | VA: 17,5 kg (3p) yuksekligi (p.84Cysfs*3)
var yaglanma BC: 48,5 cm (boya gore <3p, 3p: Kemik Grafileri: Normal
48,8 cm) Davranis problemi yok
Kulag: 109 cm Alin genis, yuz tggen sekilli
MCP eklem laksitesi +
TRSDS119_28 | Kiz Anemi var Diyare var 13 yas 3 ay iken; Splenomegali + Ekzon 2: ¢.258+2T>C (p.84Cysfs*3)
Notropeni var Boy: 132,5 cm (<3p, 3p: 145 cm) Hiperaktivite + homozigot
Trombositopeni var VA: 42 kg (25-50p) Kisa boyun, 5. metakarplar kisa, kubitus
Kemik iligi: Hipoplazik BC: 50,5 cm (boya gore 10p) valgus, genu valgum
Kulag: 142 cm
TRSDS116_26 | Erkek Anemi var Batin USG: Pankreas normal VA: <3p Masif splenomegali + Ekzon 2: ¢.258+2T>C (p.84Cysfs*3)

homozigot
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Tezin bu asamasinda ilk planda SBDS dizi analizi normal saptanan toplam 47
hastada DNAJC21, ELF1 ve SRP54 genlerinin dizilenmesi planlanmistir. Ancak
genlerin biiyiik olusu ve ¢ok sayida ekzon dizilenmesi gerektigi géz Oniine alinarak
klasik SDS bulgular1 gosteren hasta se¢imine gidilmesi ve bu indeks vakalarda

sistematik incelenmesinin tamamlanmasina karar verilmistir.
1-) Hastanemizde takip edilen;
2-) Konjenital nétropeni genleri diglanmis olan;

3-) Notropeni ve/veya anemi, trombositopeni, pozitif kemik iligi bulgular1 yaninda
pankreas tutulumu oldugunu diisiiniilen 8 hasta ve aileleri detayli analiz i¢in segilerek
bu bireylerde 6nce DNAJC21, EIF1, SRP54 genlerinin kodlanan bolgeleri ve ekzon-
intron baglantt noktalar1 dizilenmistir. Dizileme analizleri yapilan bu 8 hastada
hastalikla iliskili oldugu diisiiniilen bir mutasyon saptanmamistir. Bu asamadan sonra
kopya sayis1 degisikligi agisindan mikrodizin ve tek gen degisiklikleri agisindan tiim

ekzom dizileme analizleri tez kapsaminda uygulanmaya baslanmistir.
4.2.2. Genom Boyu Mikrodizin Analizi ve Kopya Sayis1 Degisiklikleri

Affymetrix CytoScan Optima array oligoniikleotit ¢ipleri kullanilarak 8 bireye
mikrodizin analizi yapilmistir. Hastalarda gesitli kromozomlarda, 5 tanesi delesyon ve
5 tanesi duplikasyon olmak tizere toplamda 10 farkli kopya sayisi degisikligi
saptanmistir. Saptanan degisiklikler 2017 yilindan itibaren anabilim dalimizda ayni
array platformu kullanilarak SDS dis1 ¢esitli genetik hastaliklar nedeniyle yaklasik 650
kadar hastada uygulanmis olan array sonuglarinin bulundugu kurumsal veritabanimiz,
DECIPHER, ClinVar ve DGV gibi online kullanima agik veritabanlar1 kullanilarak
degerlendirilmistir. ~ Hastalarda  saptanan  degisiklikler =~ Tablo  4.2.°de
detaylandirilmigtir. Yapilan degerlendirmeler sonucu iki bireyde (TRSDS016_03 ve
TRSDS118_27) etkisi bilinmeyen duplikasyon saptanmis olmakla birlikte saptanan
degisiklikler dogrudan hastalikla iliskilendirilecek nitelikte bulunmamustir.
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Tablo 4.2. Hastalarda saptanan kopya sayis1 degisiklikleri. Delesyonlar kirmizi renk,
duplikasyonlar mavi renk ile gosterilmistir. Etkisi bilinmeyen CNV degisiklikleri sar1
ile isaretlenmistir.

Kromozom Bant OoMIM DECIPHER/ClinVar  Inhouse

Genleri

indeks vaka1  chr1:247728961- q44 192 OR13G1 DGV yok 1 tane kapsayan del inhouse
TRSDS082_17 247921100 olan birey var, normal yok
babadan kalitilmis ve

olasi benign olarak veri

tabanina eklenmis

indeksvaka2  chry:24663585- ql1.223 3,828 TTTY17A, DGV yok  Etkisi bilinmeyen inhouse +
TRSDS081_16 28491833 TTTY4, (unknown) CNV
DAZ1,
CDY1...
indeksvaka3  chr5:172501972- g35.1 160 CREBRF, DGV yok  biraz daha biylk dup inhouse
TRSDS016_03 172662313 BNIP1, olan bir hasta var, etkisi  yok
NKX2-5 bilinmeyen (unknown)
CNV denilmis
chr7:152516252- g36.1 1,028 DPP6 DGV yok  Etkisi bilinmeyen inhouse
153544730 (unknown) CNV yok
indeks vaka4  chr14:22450090- q11.2 488 TRDC 5 tane benign benzer
TRSDS167_45 22937656 DGV + bolge
inhouse +
indeks vaka5  chr10:46293590- q11.22 856 NPY4R, 2 tane yakin del olasi benign dup
TRSDS156_42 47149411 GPRIN2, DGV + olarak bildirilmis inhouse
SYT15, var
PTPN20
chr14:22392498- q11.2 586 TRDC 3 tane benign benzer
22978516 DGV + bolge
inhouse +
indeks vaka 6  chr5:12164977- p15.2 1,830 LINC0119 DGV yok 1 tane yakin kapsayan inhouse
TRSDS118_27 13995045 4, DNAH5 dup olan birey var, yok

etkisi bilinmeyen
(unknown) CNV

denilmis, parental

kalitilmis
indeks vaka7  chr22:25627998-  q11.23 283 OMIM cok benign inhouse +
TRSDS146_40 25910555 geni yok sayida
DGV +
indeks vaka8  chr8:137553709-  q24.23 296 OMIM 1tane olasi benign benzer
TRSDS122_32 137849821 geni yok DGV + bolge

inhouse +
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Bu asamadan sonra tiim ekzom dizileme analizlerinin uygulanmasina gegilmistir.
4.2.3. Tiim Ekzom Dizileme Analizi Sonuglar:
Filtreleme Basamaklar

8 hastanin IonProton alt yapisindan elde edilen WES sonuglar1 daha 6nce yine
Prof. Dr. Nurten Akarsu danismanliginda yiiriitiilen ve Yavuz Adabali tarafindan
biyoinformatik yiiksek lisans tezi (Ekzom Veri Setinden Hastaliga Ozgii Varyant Veri
Taban1 Olusturulmasi, Ankara, 2019) kapsaminda gelistirilmis olan HUVariantsDB
yazilimi kullanilarak analiz edilmistir (76). Gelistirilen bu yazilim ve veritabani
yonetim sisteminde daha once yapilmis olan kurum i¢i WES sonuglar1 (n=67) ve
hastalik grubu kullanilarak varyant eleme verimini artirmak hedeflenmistir. Ayrica
kalite skorlar1 ve homopolimer hatalarin1 elemeye yonelik ek filtreleme basamaklari
eklenmistir. Populasyon veri tabanlarindan elde edilen MAF degerleri, homozigotluk
bilgileri, ekzonda yerlesim ve proteinin fonksiyonunu etkileme gbz 6niine alinarak
yapilan eski filtreleme yontemine gore elde edilen varyant tablolart HUVariantsDB
veri yonetim sistemi ile elde edilen filtreleme verileri ile karsilagtirilarak tablolar
olusturulmustur. Yeni filtreleme yonteminde varyantlar patojenite ihtimaline gore
(ekzonik, missense, nonsense, frameshift gibi) ii¢ gruba ayrilarak 3 farkli sekilde
varyant tablolar1 olusturulmustur. Bu {i¢ grup loose (gevsek), medium (orta) ve strict
(sik1) olarak isimlendirilmistir. Strict varyant tablosunda nonsense, stoploss,
frameshift, splicesite gibi proteinde fonksiyon kayb1 yapmasi en muhtemel varyantlar
alimmistir. Mediumda ise bunlara ek olarak missense ve inframe indel varyantlar
eklenmistir. Loose varyant listesinde ise gen i¢i ve dis1 tiim varyantlar dahil
edilmektedir (synonymous, UTR bolge ve intronik varyantlart kapsayan). Her ii¢
varyant filtrelemesi Hacettepe Universitesi kurumsal veri tabanimizda SDS dis1 farkl
hastaliklarda kalitm modeline gére homozigot veya heterozigot olarak goriilen
varyantlara yonelik filtreleme yaparak aday varyant sayisin1 azaltmaktadir. Varyant
tablolar1 degerlendirilirken Oncelikle strict tablolar degerlendirilmis olup eger strict
filtre ile herhangi bir varyant gézlenmemis ya da olas1 kritik varyant saptanamamuis ise

medium tablolarin analizi ile devam edilmistir.
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Sonug olarak yeni filtreleme yontemi ile ger¢ek varyantlarda kayip olmadan
daha etkili olarak varyant sayisinda azalma saglanmistir. Filtreleme yOnteminin
verimini degerlendirmek agisindan 2 numarali indeksin karsilastirmali WES filtreleme
sonuglar1 Tablo 4.3.’te sunulmustur. Eski yontem ile homozigot varyant tablosunda
84 varyant kalmis iken yeni yontemde kurumsal veri tabanimiz iginde eleme de

yapildig1 i¢in bu say1 34’e indirilmistir.

Tablo 4.3. Indeks vaka 2’nin eski ve yeni filtreleme yontemi ile elde edilen varyant
sayilarinin karsilastirilmasi. Kalite skorlar1 elemesinde kritik sinirlar okuma derinligi
(coverage) i¢in 5; Phred skoru ig¢in 30 olarak belirlenmistir. MAF: Minor allel
frekansi;; MaxMAF: lon Reporter yazilimindaki MAF, AMAF, EMAF, GMAF
degerleri ile verilen farkli populasyonlara gore 4 farkli MAF degerinden en biiyigi;
HUMAF: Her bir varyant igin veritabani icerisinde hesaplanan MAF degeri (bu
caligmada filtreleme igin HUMAF<0,05 degeri alimmistir). Gevsek (loose)
filtrelemede Shwachman-Diamond hastalik tanisi almayan diger hastaliklara gore
filtreleme yapilmaktadir ve gen i¢i ve disi tim degisiklikler alinmaktadir. Orta
(medium) filtre ile splice bolge varyantlar1 ile ekzonik sessiz olmayan varyantlar
alinmaktadir.

Eski Filtreleme Yontemi Yeni Filtreleme Yontemi

Toplam varyant: 45513 Toplam varyant: 45513

Kalite skorlari (coverage, Phred skoru gibi):

40052
MAF<0,01: 4172 maxMAF<0,01: 3683
Homozigot varyantlar: 367 Homozigot varyantlar: 1337
HUMAF: 187
Ekzonik varyantlar: 123 *Farkli taniya sahip bireylerde bulunmayan

varyantlar: 164

Protein yapisina etki eden varyantlar: 84 | Orta (Medium) homozigot: 45

(sinonim olmayan varyantlar)

Homopolimer<3: 34

*Bu asamada filtreleme yaparken hastalik alt grubu olarak SDS segilir ve SDS tanisi olmayan
(Diamond-Blackfan anemisi, Fankoni anemisi, mikrootia gibi) hastalarda saptanmis olan varyantlar
elenir.
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Yeni filtreleme yonteminin giivenilir ve daha etkin bulunmasi1 nedeniyle diger
hastalarda WES analizleri yeni filtreleme yontemi ile elde edilmis varyant tablolarina

gore yapilmstir.

Varyant tablolar1 elde edildikten sonra kalan varyantlar tek tek .bam
dosyasindan IGV ile bakilarak ger¢gek mi yoksa okuma hatast mi1 olduklari
degerlendirilmistir. Gerg¢ek olduguna karar verilen varyantlarin daha sonra
GnomAD’dan bakilarak saglikli populasyonda bildirilip bildirilmedigi géz Oniine
alinmistir. GnomAD’da homozigot olarak bildirilen varyantlar elenmistir. Homozigot
degisiklikler icin GnomAD’da en az bir tane homozigot goriilmiis olmasi eleme igin
yeterli sayilmistir. Bilesik heterozigotlukta allellerden bir tanesinde goriilen degisiklik
GnomAD’da yine en az bir bireyde homozigot olarak bildirilmis ise eleme kapsamina
alimmugtir. Tim bu basamaklar sonucunda hastaliktan sorumlu oldugu diisiiniilen veya
olast aday gen olarak degerlendirilen varyantin Sanger dizileme ile dogrulama
caligmast yapilmistir. Herhangi bir hastaliktan sorumlu veya giliclii aday gen
saptanmayan hastalarda ise homozigot ve bilesik heterozigot filtrelemeyle elde edilen
varyant tablolariin IGV ve GnomAD ile degerlendirilmeleri yapilarak son halleri
olusturulmustur ve kalan varyantlar her birey igin tablo seklinde sunulmustur. Ayrica
tiim hastalarda heterozigot varyantlar EK 4’te sunulan ve giintimiizde kalitsal kemik
iligi yetmezlikleri ile iliskilendirilen 116 gen agisindan taranmustir. Herhangi bir

hastada belirtilen genler ile ilgili bir degisiklik saptanmamastir.
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Bireylerin Klinik ve Molekiiler Sonuclari
Indeks Vaka 1 (TRSDS082_17):

Prenatal ve natal donemde 6zellik bulunmayan, Subat 2014 dogumlu olan,
anne ve babasi arasinda akrabalik bulunan ve 4-5 ay iken ishal, kilo alamama ve anemi
sikayetleri nedeniyle arastirilan kiz hastanin yapilan laboratuvar tetkiklerinde
anemisinin ve aralikli olarak ndtropeni ve trombositopesinin oldugu saptanmistir. Aile
hikayesinde ileri aplastik anemi nedeni ile kaybedilen bir akrabasinin bulundugu
goriilmiistiir (Sekil 4.2.). izlemde zaman zaman pansitopenik durumlarmin da oldugu
saptanan hastanin pansitopenik oldugu donemde kan degerleri; Hb: 5,6 g/dL, ANS:
800-900/mm? ve PIt: 85000/mm? olarak bulunmustur. Hikayesinde anemisi 6n planda
olan hastanin 3 yasa kadar ortalama yilda 5 kez eritrosit siispansiyonu (ES) destegi
aldig1 6grenilmistir. Ayrica hastanin izleminde ishallerinin devam etmedigi ve FMF
(Familial Mediterranean Fever, Ailevi Akdeniz Atesi) nedeniyle de Cocuk
Romatoloji boliimiinde takipte oldugu ve kolsisin kullandigi 6grenilmistir. FMF
tanisim 3 yas iken aldi§i ve o donemden itibaren Kolsisin-Lyrca kullanmasinin
ardindan ES ihtiyacinin kayboldugu (son 2 yildir) 6grenilmistir. Gelisim basamaklar1

ise yasitlariyla uyumlu olarak bulunmustur ve ndbet dykiisii olmadig1 belirlenmistir.

5,5 yas iken yapilan fizik muayenede; boy: 104,5 cm (3-10p), VA: 17 kg (10-
25p), BC: 50 cm (25p) oldugu belirlenmistir. Yukar1 egilimli palpebral araliklar, kisa
burun kopriisii, kalkik burun ucu ve yiiksek damak disinda dismorfik bulgu

saptanmamigstir.

Pankreatik amilaz degeri diisiik saptanan hastanin, kolonoskopi
degerlendirmesi ve pankreas goriintiilemesi ile ter testi (40 mmol/lt) normal
bulunmustur. Yapilan kemik iligi aspirasyonunda; orta selliller kemik iligi ve

osteoblast, osteoklast ve plazma hiicrelerinde artis oldugu saptanmastir.

Hastanin kemik grafilerinde ise bilateral alt ekstremitelerde femur, her iki tibia
ve fibulada kemiklerin diyafiz kisimlarinda belirgin genisleme ve kortikal kalinlasma,
incelemeye dahil olan sol iist ekstremitede humerus, radius ve ulnada da diyafizyel
genisleme, metakarpal kemiklerde ve falankslarda genisleme oldugu goriilmiistiir

(Sekil 4.3.).
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Hasta su anda 5,5 yasinda olup herhangi bir sikayeti bulunmamaktadir.

% 20 yas iken aplastik anemi

7] nedeniyle ex

Sekil 4.2. TRSDS082 17 numaral1 bireyin pedigrisi.

Sekil 4.3. TRSDS082 17 numarali bireyin grafileri. Uzun kemiklerde genisleme ve
diyafizyel kalinlagma dikkat ¢ekmektedir.
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Hastanin asagidaki filtreleme basamaklarina gore WES analizi degerlendirilmistir.

* Toplam varyant
* 51375

* Coverage =5, Phred =30
*+ 49453

* maxMAF
= 4019

* Homozigot varyantlar
» 1548

* HUMAF
= 124

* Hastalik altgrubu (SDS)
* 98

Medium homozigot
* 28

Homopolimer £3
* 21

GV

v
v
v
v
v
v
v

Sekil 4.4. TRSDS082 17 numarali bireyin WES analizi filtreleme basamaklart.

Hastada saptanan homozigot varyantlardan; MEFV  ¢.2080A>G
(p-.Met694Val) missense degisikligi hastanin FMF tanisinin  genetik olarak
dogrulanmasini saglamistir. Kalan homozigot varyantlar incelendiginde sitopeni ile
iliskilendirilmis 2 gen bulundugu dikkat ¢ekmistir. Bunlardan USB1 otozomal resesif
kalitim gosteren notropeni ve poikiloderma birlikteligi (Poikiloderma with
neutropenia, OMIM #604173) fenotipi ile iligkilendirilmistir. Hastada cilt bulgusu

olmadig1 ve nétropeniden ziyade anemisi bulunmasi nedeniyle hastanin kliniginden
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sorumlu olmadig diisiiniilmiistiir. USB1 geninde saptanan varyantin (c.335G>A,
p.-Argl12GIn) GnomAD’da heterozigot olarak 37 bireyde bildirildigi homozigot
olarak ise hi¢ bildirilmedigi goriilmiistiir; fakat varyantin in silico (Mutation Taster)
degerlendirmesi “benign polimorfizm” olarak saptanmustir. ikinci gen TBXASLI ise
yine otozomal resesif kalitim gosteren ve anemi ile birlikte iskelet bulgularinin
goriildiigih Ghosal hematodiyafizyel sendrom (OMIM #231095) fenotipi ile
iliskilendirilmistir. TBXAS1 geninde 15. ekzonda saptanan ¢.1355C>T (p.Pro452Leu)
varyanti GnomAD’da 7 bireyde heterozigot olarak bildirildigi homozigot olarak ise
hig bildirilmedigi saptanmistir. In silico (Mutation Taster) degerlendirme ile patojenik
oldugu Ongoriilmistiir. Hasta, klinigi ile tekrar degerlendirildiginde Ghosal
hematodiyafizyel sendrom fenotipine uydugu belirlenmistir ve hastanin kemik
bulgulart  Ghosal hematodiyafizyel displazi yoniinden anlamli  olarak

degerlendirilmistir (Sekil 4.3.).

Bu nedenle saptanan varyantin Sanger dizileme ile validasyonu yapilmistir.
Ayrica anne ve baba dizileme analizleri ile her ikisinin de heterozigot tasiyict olduklari

gosterilmistir (Sekil 4.5.).

:7 jm;g ﬂwmf\ﬂ ”N\ \[\" UW\ lWﬁ
c/T /T Anne Baba

TGTACC TG CCAGC
240

f
v:1 v:2 ,U\ Jﬂ/WM
/T indeks

Sekil 4.5. TBXASL1 c¢.1355C>T degisikliginin pedigride segregasyonu ve sekans

elektroferogram goriintiileri.
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indeks Vaka 2 (TRSDS081_16):

Mart 2008 dogumlu, anne ve babasi arasinda akrabalik bulunan ve 7 ay iken
biliylime-gelisme geriligi nedeniyle arastirilan erkek hastanin yapilan laboratuvar
tetkiklerinde pansitopenisinin oldugu ve bu donemde kan degerleri; Hb: 6,6 g/dL,
ANS: 400-700/mm?3 ve PIt: 33000/mm? seklinde saptanmistir. Sik enfeksiyon dykiisii
bulunmayan hastanin zaman zaman ES ihtiyaci oldugu ve su an 11 yasinda olan
hastanin bir yildir ES almadig1 belirlenmistir. Steatoresi bulunan hastanin 1,5 yas iken
pankreas yetmezligi tespit edildigi, Cocuk Gastroenteroloji bdliimiinde pankreas
yetmezligi nedeniyle takipte oldugu ve Kreon kullandig1 saptanmistir. Agriya duyarsiz
olan hastanin CIPA (Congenital Insentivity to Pain with Anhydrosis) 6n tanisi ile
Cocuk Norolojide izlendigi, ayrica self mutilasyonlarinin oldugu ve bu nedenle Cocuk
Ruh Sagligi takibinde Risperdal kullandigi, self mutilasyon sonucu sol alt
ekstremitesinde kemik kirigr olustugu Ogrenilmistir. Bebeklik doneminde
hipotonisitesi olan hastanin gelisim basamaklarinin yasitlarindan belirgin geri oldugu,
1,5 yasindan itibaren 6zel egitim aldig1 ve bas kontroliiniin 2 yas, yilirlimesinin 3 yas
iken kazanildigi, konusmasinin ise olmadigi tespit edilmistir. Ayrica kendi basina
yemek yiyemedigi ve tuvalet egitiminin olmadigi o6grenilmistir. Nobet Oykiisii

olmayan hastanin ayrica yutma disfonksiyonu bulundugu saptanmaistir.

11 yas 3 ay iken yapilan fizik muayenede; boy: 115 cm (<3p, 3p: 131 cm), VA:
23 kg (<3p, 3p: 27 kg), BC: 50,5 cm (boya gore 25p) olarak bulunmustur. Dismorfik
bulgular olarak; kaba yiiz, belirgin alin, hipoplazik kulak memeleri, genis ve daginik
kaslar, yukar1 egilimli palpebral araliklar, derin yerlesimli gozler, hafif epikantus
inversus, kisa, genis ve deforme burun kopriisii (burun kemigini kirmis), kisa filtrum,

anormal avug i¢i ¢izgilenmeleri, brakidaktili ve tapered parmaklar tespit edilmistir.

Hastanin yapilan kemik iligi aspirasyonunda; selliiler kemik iligi oldugu ve
miyeloid duraklamanin, hemofagositoz, ring sideroblast ve vakuolizasyonun ise
olmadig1 saptanmistir. Abdominal USG normal bulunan hastanin abdomen BT’sinde
pankreas parankimi normalden ince, atrofik, parankim ic¢inde yag infiltrasyonu ile
uyumlu hipodens milimetrik alanlar (SDS ile uyumlu) saptanmistir. Radyografik
goriintiilemelerinde sag kalga ekleminde dislokasyon, sol kalca ekleminde ise

subluksasyon bulunan hastanin ayrica sol tibia ve fibulasinda kiriklara sekonder yeni
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kemik formasyonlariyla uyumlu kemik olusumu izlenmistir. Dis merkezde yapilan
kraniyal goriintiilemesinin ve ekokardiyografisinin normal oldugu sozel olarak
ogrenilmistir. Isitme ve gormesi normal olarak degerlendirilen hastanin self

mutilasyon nedeniyle gozlerinde keratit olustugu belirlenmistir.

Sekil 4.7. TRSDS081 16 numarali bireyin grafileri. Sag kalca ekleminde dislokasyon,
sol kalca ekleminde ise subluksasyon dikkat ¢cekmektedir. Sol tibia ve fibulada orta

diyafiz kesiminde birbiri ile kdpriillesme yapan kemik olusumu izlenmektedir.
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Hastanin WES analizi asagidaki filtreleme basamaklarina gore degerlendirilmistir.

* Toplam varyant
» 45513

* Coverage 25, Phred 230
= 40052

* maxMAF
= 3583

* Homozigot varyantlar
= 1337

* HUMAF
* 187

* Hastalik altgrubu (SDS)
* 164

* Medium homozigot
* 45

Homopolimer 3
* 34

GV
19

U
v
v
v
v
s
v

Sekil 4.8. TRSDS081 16 numarali bireyin WES analizi filtreleme basamaklari.

Akrabalik g6z 6niine alinarak hastaya ve saglikli erkek kardesine genom boyu
homozigot bolgeleri belirlemek amaci ile Affymetrix 250K Nsp | kesim enzimi ile
SNPChip analizi uygulanmistir. Genom boyu homozigot bloklar VIGENOS programi
ile tespit edilmistir. Es zamanli olarak WES analizi yapilmis ve filtreleme basamaklari
uygulanmistir. Genomda tespit edilen homozigot bloklara diisen kritik varyantlar
tespit edilerek aday genler belirlenmistir. Homozigotluk haritalamasi ile eslestirilen

aday genler Tablo 4.4.’te sunulmustur.



Tablo 4.4. indeks vaka 2 nin homozigotluk haritalamas:

CHR Bolge

1

2

11

12

13

14

14

16

18

Bolge 1
p36.23-p36.13
Bolge 2
p35.1-p32.3

Bolge 3
g23.3-g25.1
023.1-931.1

q15-g21.3

q31.1-932

pl13-g12.3

p13.31-p13.2

q32.3-933.3

Bolge 1
ql2-q21.2
Bolge 2
431.2-932.12
pl2.1-p12.1

q21.31-q22.3

SNP genotipleme

Baslangig (rs)

(GrCH 37/Hg19)

rs914999
hg19:8990311
rs12029535
hg19:34383662

rs182269
hg19:165436456
rs7592576
hg19:148839547

rs3777220
hg19:95098825
rs10991509
hg19:107819715
rs4307693
hg19:33903882

rs7973211
hg19:8116021

rs9513515
hg19:99596450
rs7146681
hg19:33254248
rs17118908
hg19:84126127
rs7593
hg19:24583406
rs17064502
hg19:55898088

SNP genotipleme  WES

. analizinde

Bitis (rs)

saptanan
(GrCH 37/Hg19) genler
rs1192618
hg19:18336903
rs11206237 MAP7D1
hg19:54356361

ORC1
rs4650704
hg19:175118923
rs11693430 DPP4
hg19:171106816

SCN9A
rs446774
hg19:106861796
rs4375078
hg19:115910023
rs7928792 TNKS1BP1
hg19:61698488
rs4763531 PHC1

hg19:10738298

rs9558798
hg19:107274242
rs807326
hg19:45185840
rs876561
hg19:91944911
rs2204118
hg19:26801513
rs878202
hg19:70713037

69

Gen bilgisi-fenotip / Varyant rs
ve bilgiler

MAP7D1: Mikrottibal iligkili protein
rs368982084
GnomAD: het: 49 hom: 0

ORC1: Meier-Gorlin sendrom 1
(OMIM #224690), otozomal resesif
rs61756136

GnomAD: het: 290 hom: 1

DPP4: Dipeptidil peptidaz 4
rs200298322
GnomAD: het: 7 hom: 0

SCNOA: Insensitivity to pain, congenital
(OMIM #243000), otozomal resesif
GnomAD: het: 0 hom: 0

TNKS1BP1: Tankiraz 1-baglayici protein
1

rs143166487

GnomAD: het: 385 hom: 1

PHC1: ?Mikrosefali 11, primer,
otozomal resesif (OMIM #615414)
rs201210657

GnomAD: het: 874 hom: 6

*Tabloda sar1 renk ile isaretlenmis genler hastanin fenotipinden sorumlu olasi genler olarak
degerlendirilmistir.
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Homozigotluk haritalamasi sonucu 19 olan varyant sayisi 6’ya indirilmistir.
Bu varyantlardan ORC1, TNKS1BP1 ve PHC1 genlerinde saptanan varyantlarin
GnomAD’da homozigot bildirilmis olduklart goériilmiistir.

Kalan 3 varyantin (MAP7D1, DPP4, SCN9A) ise anne, baba, saglikli kardes
ve hastada Sanger dizileme ile validasyonu ve segregasyon caligmalar1 yapilarak

dogrulanmustir (Sekil 4.9. ve 4.10.).

SCNOA (Insensitivity to pain, congenital, OMIM #243000)’da 17. ekzonda
saptanan c¢.2868delA (p.Leu956Phefs*2) varyanti hastanin agriya duyarsizligr ile

iligkili olarak degerlendirilmistir.

ly A |'||r||-|l,|'-
e

Anne T T Baba
g.';-l-!-c_;- FHTG0AETTET  coTIATITTOAGE TeAT

‘ f | I Y M
Ml
Saglikh T T indeks
kardes

Sekil 4.9. SCN9A ¢.2868delA degisikliginin pedigride segregasyonu ve sekans

elektroferogram goriintiileri.
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Kalan 2 varyantin da Sanger ile validasyonu ve segregasyonu saglandiktan
sonra in silico analizler ile (PredictSNP) patojeniteleri arastirilmistir ve MAP7D1 geni

oncelikli aday gen olarak belirlenmistir.

Aday gen Saptanan varyant PredictSNP sonucu
MAP7D1 €.601C>T (p.Arg201Trp) %87 deleterious
DPP4 c.1876A>G (p.lle626Val) %74 neutral

c/T C/T
1:1 n:2
c/C T/T
raac'_'siis'ac';é CGGCAGCGGCAG
50 260
JW\/W\;J\M'A I
WA
Anne T Baba
CGGLAGCGGCAG CGGCAGTGGCAG
260 27 250
J\J\/\M/\Mﬁm MWM\I\M
Saglikh Indek,s
kardes

Sekil 4.10. MAP7D1 c.601C>T degisikliginin pedigride segregasyonu ve sekans

elektroferogram goriintiileri.
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MAP7DI1, mikrotiibiil iliskili protein ailesi 7 grubunun bir iiyesi olup
giiniimiizde herhangi bir fenotip ile iliskilendirilmemistir. Kristalografik olarak protein
modellemesinin de bulunmamasi nedeniyle Hacettepe Universitesi Biyoinformatik
Anabilim Dali’ndan Dr. Ogr. Uyesi Ceren Sucularli ile MAP7D1 proteininin in silico
olarak ii¢ boyutlu modellemesi yapilmigtir. Wild type ve mutant protein modellemeleri
yapilarak mutasyonun proteinin {i¢ boyutlu yapisini degistirdigi goriilmiistiir (Sekil
4.9.A). Ayrica tibilin ile docking calismalar1 yapilarak mutant proteinin olasi

PR

baglanma bolgesinin degistigi gézlenmistir (Sekil 4.9.B).

MAP7D1 Protein Modellemesi:

Modelleme goriintiileri bu tez kapsaminda olusturulmustur.

A)

Arg201Trp
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B)

Sekil 4.11. A) MAP7D1 proteinin in silico olarak yapilan {i¢ boyutlu protein
modellemesi. Yesil renk wild-type MAP7D1 proteinini, kirmizi renk ise mutant
MAP7D1 proteinini (p.Arg201Trp) gostermektedir. Bazik bir aminoasit olan arjininin
hidrofobik ve halkasal yapida olan triptofan ile degisimi, proteinin bu bolgesinde
polipeptid zincirinde igeriye dogru katlanmasina neden oldugu goriilmektedir. Bu
durum ilging olarak ise mutant proteinin mutasyondan uzak bir bolgede (mavi ok ile
gosterilen bolge) ii¢ boyutlu yapiyr belirgin olarak degistirmektedir. B) MAP7D1
proteinin tiibiilin ile olan docking ¢alismasi. Wild-type (wt) MAP7D1 proteini (yesil)
ile tiibiilinin (sar1) en olasi iligki sekli docking calismasi ile gosterilmistir. Mutant-
MAP7D1 (kirmizi) ile tiibiilin (bej) en olasi iligki sekli wt-MAP7D1’den farklilik
gostermektedir. Bu durum docking modellemesinde mutant MAP7D1’in tiibiilin ile

dogal iligkisinin bozulduguna isaret etmektedir.
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indeks Vaka 3 (TRSDS016_03):

Aralik 2007 dogumlu olan, anne ve babasi arasinda akrabalik bulunan kiz
hastanin yenidogan doneminde bez bolgesinde petesiler nedeniyle yapilan laboratuvar
tetkiklerinde; trombositopenisinin oldugu, ndtropenisinin olmadig1 ve aralikli olarak
da hafif bir anemisinin bulundugu (Hb: 9,1 g/dL, ANS: 2400/mm?®, PIt: 70000-
80000/mm? olarak) saptanmustir. ileri anne yas1 (38 yas) bulunan hastanin prenatal
donemde {iglii tarama testinin trizomi 21 acisindan yiiksek riskli geldigi fakat ailenin
prenatal tan1 yaptirmadigr ve natalinde herhangi bir sorun olmadigi 6grenilmistir.
Dort-bes yas iken steatoresi farkedilen hastanin pankreas yetmezligi bulundugu, bu
nedenle Cocuk Gastroenteroloji’de takipte oldugu ve Kreon kullandig1 tespit
edilmistir. Hastanin 2 yaginda ASD nedeniyle opere edildigi ve Cocuk Kardiyoloji’de
takipte oldugu saptanmistir. Gelisim basamaklar1 yasitlart ile uyumlu olan hastanin

okul basarisinin iyi oldugu ve ndbet dykiisii, davranis problemi olmadigi 6grenilmistir.

11,5 yasinda yapilan fizik muayenede; boy: 141 cm (10-25p), VA: 34 kg (10-
25p), BC: 52 cm (25p) olarak belirlenmistir. Hafif sinoftris, asag1 yerlesimli kolumella,
bilateral el 5. parmaklarda klinodaktili, sag el 4. metakarpta kisalik, kubitus valgus,
goglis on duvarinda insizyon skar1 ve dinlemek ile 3/6 sistolik iifiiriimii oldugu

saptanmigtir.

Kemik iligi aspirasyonunda hafif yaglanma artis1 ile birlikte selliiler oldugu,
graniilositer seri elemanlarinin normal oldugu, hemofagositoz olmadigi, megakaryosit
sayisinda belirgin azalma ile boyutunun kii¢iik ve niikleus lobulasyonunun az oldugu
saptanmistir (Sekil 4.11.). Abdominal USG’de minimal splenomegali ve aksesuar
dalak saptanan hastanin abdomen BT goriintiilemesinde pankreas hipoplazisi ve
splenomegalisi bulundugu tespit edilmistir. Hastanin radyografik goriintiillemelerinde

ise herhangi bir patoloji saptanmamustir.
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. . O

Sekil 4.12. TRSDS016 03 numaral1 bireyin pedigrisi.

Sekil 4.13. TRSDSO016 03 numarali bireyin kemik iligi yaymasinda goriilen
megakaryosit. Boyutunun kiigiik olmasi ve niikleus (ok isareti ile gosterilmektedir)

lobulasyonunda belirgin azalma dikkat ¢cekmektedir.
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Hastanin WES analizi asagidaki filtreleme basamaklarina gore degerlendirilmistir.

* Toplam varyant
= 50085

* Coverage =5, Phred 230
* 48483

* maxMAF
= 3870

* Homozigot varyantlar
* 1689

* HUMAF

5

* Hastalik altgrubu (SDS)
= 197

* Strict homozigot
= 13

Homopolimer £3
* 5

GV

W
v
v
v
v
V
v

Sekil 4.14. TRSDS016_03 numaral1 bireyin WES analizi filtreleme basamaklari.

Hastada saptanan homozigot varyantlar fonksiyon kaybi1 yapmasi agisindan
onceliklendirilerek (strict homozigot filtreleme) degerlendirildiginde saptanan 15
varyantin homopolimer ve IGV’de dogrulama asamalarindan sonra iki tane Kritik
varyanta indigi goriilmiistiir. Bu varyantlardan ATP2C2 geninde saptanan c.2482-
2A>C splicesite degisikliginin GnomAD’da 21 bireyde homozigot olarak bildirildigi
goriilmiistiir. Hastada saptanan diger varyant olan UNC13B 3. ekzonundaki ¢.124C>T

(p.GIn42Ter) nonsense degisikliginin ise daha 6nce hig bildirilmedigi saptanmistir ve
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Sanger ile dogrulamasi yapilmistir (Sekil 4.15.). Hastada medium homozigot
filtreleme ile elde edilen varyant tablosunda IGV ve GnomAD’la
degerlendirilmesinden sonra kalan toplam 22 varyanttan olasi aday gen
belirlenemedigi i¢in daha dnce hi¢ bildirilmemis olan bu nonsense degisiklik olast

kritik varyant olarak degerlendirilmistir.

C/T C/T

":2
T/T
G'G.‘."JT-GI'_:I’-.“.:.' G-g;—:-_'..ﬁr._l'.‘__.
150 150

M\ N\M- ﬂ‘a KWJ
Anne Baba
GTGATTAGCCTT GTGAT TAGC CTT
150 140 150

J\'Ill '.'N\ﬂU'I Lﬂﬂ« L/\M
Indeks Karde-§

Sekil 4.15. UNC13B ¢.124C>T degisikliginin pedigride segregasyonu ve sekans

elektroferogram goriintiileri.
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Daha sonra segregasyon calismasini genisletmek amaciyla hastanin saglikli
olarak bildirilen kiz kardesine de Sanger yontemiyle belirtilen nonsense degisiklik
acisindan dizileme g¢alismasi yapilmistir. Dizileme analizi sonucunda ayni varyant
homozigot olarak saglikli kardeste de saptanmigtir. Bu nedenle 26 yasinda olan
hastanin ablas1 da muayeneye cagrilarak ayrintili degerlendirilmesi yapilmstir.
Ayrintili  tetkikler sonucunda ablada da hafif bir trombositopeni bulundugu
(132000/mm?), anemisi ve ndtropenisinin bulunmadig, periferik yaymasinda herhangi
bir patoloji olmadigi, ekzokrin pankreatik yetmezlik agisindan yapilan tetkiklerinde
ise fekal elastaz diizeyinde ve A, D ve E vitamin diizeylerinde diisiikliik saptanmistir.
Fekal elastaz diizeyinin normal araligi >200 pg/ml olarak belirlenmisken hastada <15
ug/ml degerle fekal elastazda belirgin azalma goriilmustiir. Pankreatik amilaz diizeyi
ise alt sinirda normal olarak bulunmustur. Yapilan abdominal ultrasonografik
degerlendirmede ise hafif splenomegali ve pankreas ekojenitesinde diffiiz minimal
artis oldugu tespit edilmistir. Ayrica anamnezinden daha once kilo alamama
sikayetiyle dis merkeze basvurdugu ve bu merkez tarafindan Kreon baglandig fakat
ablanin kendi istegi ile Kreon kullanmadigi 6grenilmistir. Tim bu incelemeler
sonucunda saglikli olarak bildirilen ablanin da etkilenmis oldugu ve bulgularinin kiz
kardesine gore daha hafif olmasi nedeniyle saglikli olarak degerlendirildigi

diistinilmiistir.

indeks Vaka 4 (TRSDS167_45):

Mayis 2010 dogumlu, anne ve babasi arasinda akrabalik tanimlanmayan ancak
ayni koy dogumlu olmalar1 nedeniyle uzak akrabalik bulunabilecegi not edilen kiz
hastanin ilk kez 2 yasinda iken dis merkezde kabizlik sikayeti nedeniyle yapilan
tetkikleri sirasinda nétropenisi oldugu saptanmistir. Anemisi ve trombositopenisi
bulunmayan ve sik hastalanma ykiisii olmayan hastanin ANS: 200-300/mm? olarak
bulunmus olup farkli degerlendirmelerde ilgili degerin ¢ok diisik “0” olarak
saptandigi da gorilmustiir. Prenatal ve natalinde herhangi bir 6zellik olmadigi
ogrenilmistir. Ishal, steatore sikayetleri olmayan hastanin gelisim basamaklarinin
yasitlartyla uyumlu ve okul basarisinin iyi oldugu Ogrenilmistir. Ayrica davranis

problemi de olmadigi belirlenmistir.
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9 yas 3 ay iken yapilan fizik muayenede; boy: 127,5 cm (10-25p), VA: 25 kg
(10-25p), BC: 51 cm (10-25p) olarak bulunmustur. Uzun yiiz, bilateral pes planus,
ayak 2-3. parmaklarda parsiyel kutanéz sindaktili disinda dismorfik bulgu

saptanmamigtir.

Hastanin yapilan kemik iligi aspirasyon sonucu; selliiler, histiyositler artmis,
dejenere niikleuslar1 olan, displazi goriilen, megakaryositleri artmis kemik iligi
seklinde bulunmustur. Konjenital nétropeni acisindan dis merkezde yapilan genetik
testleri ise normal olarak sonu¢lanmistir. Abdominal USG ve kemik grafileri ise

normal olarak degerlendirilmistir.

. A0 linn%
LU 0. 0,0
. ;Dj

Sekil 4.16. TRSDS167 45 numaral bireyin pedigrisi.
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Hastanin WES analizi asagidaki filtreleme basamaklarina gore degerlendirilmistir.
Homozigot filtreleme sol, bilesik heterozigotluga gore filtreleme sag tarafta yer

almaktadir.

* Toplam varyant
+ 52866

* Coverage =5, Phred 230
« 51304

* maxMAF
* 4235

* Homozigot varyantlar
* 1537

* HUMAF
+ 111

* Hastalk altgrubu (SDS)
72

* Medium homozigot
+ 18

* Homopolimer £3
* 9

* IGV

L]
[FF)

CE€Exkxs««x

* Toplam varyant
= 52866

* Coverage 25, Phred 230
+ 51304

* maxMAF
+ 4235

* Heterozigot varyantlar
* 2698

* HUMAF
* 1695

* Hastalik altgrubu (SDS)
* 352

* Medium bilesik heterozigot
* 50

* Homopolimer £3
* 38

LEEEKLEK«x

* |GV

Sekil 4.17. TRSDS167 45 numaral1 bireyin WES analizi filtreleme basamaklari.

Hastanin kalan varyantlari GnomAD veritabaninda homozigot bulunmalarina
gore elenerek homozigot degisiklik saptanan 2 gen ve bilesik heterozigotlugun
bulundugu toplam 7 gen aday olarak belirlenmistir. Ilgili genlerin dékiimii asagida

Tablo 4.5.’te sunulan 6ncelik belirleme tablosunda gosterilmistir.
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Tablo 4.5. Indeks 4’iin homozigot ve bilesik heterozigot filtreleme ile kalan

varyantlar1 ve varyant bilgileri

Gen Fonksiyon ve Varyant GnomAD In silico Sonug
iliskilendirilen
skilend . ? . (Varsome)
hastalik bilgisi
ve
Validasyon
Homozigot varyantlar
DNAH7 Dynein, axonemal, heavy c.2516C>G Het: 25, hom: 0 | 9P1B ELENDI
chain 7 (p.Pro839Arg) *Sanger ile valide
Anne ve saglikh
kardes hom.
Segregasyon
uymuyor
FCHO2 FCH domain only protein 2 | ¢, 1481A>G Het: 14, hom: 0 | 2P8B ELENDI
(p.Asn494Ser) *Sanger ile valide | (in silico
Segregasyon benign)
uyuyor
Bilesik heterozigot varyantlar
CNTRL Centrosomal protein 1 c.4907C>A Het: 36, hom: 0 | 1P10B ELENDI
(CEP1) (p.Thr1636Asn) | Het:42,hom:0 | 4 5gp
ve c.6580G>A *Sanger ile valide
(p.Glu2194Lys) Anne her 2
varyanti tasiyor,
baba normal
ENPP7 Ectonucleotide ¢.12177>C Het: 3, hom: 0 1P7B ELENDI
pyrophosphatase/ (p.Leud06Pro) | Het:0,hom:0 | 5pgg (in silico
phosphodiesterase 7
ve c.1310C>A benign)
(p.Pro437His)
HK3 Hexokinase 3 c.2089C>T Het: 12, hom: 0 | 6P3B
(p.Arg697Trp) Het: 80, hom: 0 1PSB
ve c.707C>T
(p.Pro236Leu)
HRNR Hornerin: epidermal €.2203C>G Het: 0, hom: 0 1P10B ELENDI
protein (p.GIn735Glu) | Het:15,hom:0 | 45448 (in silico
ve c.1318G>A benign)
(p.Gly440Ser)
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Tablo 4.5. Devam. Indeks 4’iin homozigot ve bilesik heterozigot filtreleme ile kalan
varyantlar1 ve varyant bilgileri

Gen Fonksiyon ve Varyant GnomAD In silico Sonug
|I|§kllend||"|le?n' (Varsome)
hastalik bilgisi
ve
Validasyon
ITPR3 Inositol 1,4,5- c.197C>T Het: 3, hom: 0 11P
trisphosphate receptor, (p.Ser66Leu) ve Het: 2, hom: 0 10P1B
type 3
; c.1468G>A
- Diabetes, type 1,
susceptibility to (OR) (p.Gly490Arg)
VPS13D Vacuolar protein sorting C.6464G>A Het: 0, hom: 0 8P2B ELENDI
13, yeast, homolog of, D | cv2155Tyr) | Het:4,hom:0 | 4oen (fenotip
- Spinocerebellar ataxia,
) ve ¢.10288G>A uygun
autosomal recessive 4
(p.Glu3430Lys) degil)
DNAH9 Dynein, axonemal, heavy c.4295G>A Het: 118, hom: | 2P8B ELENDI
R (p.Gly1432Asp) | © 5P4B (fenotip
-Ciliary dyskinesia, . .
Het: 40, hom: 0
primary, 40 (OR) c.9337G>A uygun
(p.Val3113Met) degil)

P: Patojenik; B: Benign

“Sekans elektroferogram goriintiileri i¢in EK 5’e bakimiz.

indeks Vaka 5 (TRSDS156_42):

Mayis 2015 dogumlu, anne ve babasi arasinda akrabalik bulunmayan ve ilk kez
1,5 yasinda iken atessiz nobet gecirdigi sirada yapilan tetkikleri sirasinda nétropenisi
farkedilen erkek hastanin ANS: 200/mm? olarak saptanmustir. Prenatal doneminde
0zellik olmayan hastanin 47 yasindaki anneden ve 57 yasindaki babadan IVF gebelik
sonucu oldugu ve preeklampsi nedeniyle 32 haftalik 1570 gr C/S ile dogdugu,
Anemisi ve trombositopenisi bulunmayan hastanin nétropenisi i¢in 4 kez G-CSF aldig1
ve 4 yas iken yapilan tetkiklerinde ndtropenisinin diizelmis (ANS: 5000/mm?) oldugu
belirlenmistir. Ishal sikayeti olmayan hastanin bebekliginden itibaren kabizlik sikayeti

oldugu saptanmistir. Ayrica amniyotik bant nedeniyle 4 kez opere edildigi ve gelisim
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basamaklarinin yasitlariyla uyumlu oldugu tespit edilmistir. ilk nobetinden baska

ndbet dykiisiiniin olmadigi ve herhangi bir ila¢ kullanmadig1 6grenilmistir.

4 yas 3 ay iken yapilan fizik muayenede; boy: 108 cm (75-90p), VA: 18,8 kg
(75-90p), BC: 50,5 cm (25-50p) olarak bulunmustur. Dismorfik bulgular olarak;
dolikosefali, bitemporal darlik, gri-mavi sklera, epikantus, uzun filtrum, dislerde
diskolorasyon-hipoplazi?, hafif yiiksek damak ve mikrognati saptanmistir. Ayrica
ellerde ve bacaklarda amniyotik bantlar nedeniyle olusmus cesitli deformiteler
belirlenmistir. Sol el parmaklarinda yapisiklik (ameliyat ile diizeltilmis), sag el
parmaklarinda bogumlar, bilateral bacaklarda ameliyat skarlari, ayak parmaklarinda
sekil bozuklugu ve sol bacakta saga gore yaklasik olarak 2-3 cm’lik kisalik tespit

edilmistir.

Kemik iligi aspirasyonunda; selliller kemik iligi, duraklama izlenmeyen,
yaglanma artist olan, megakaryositlerin artmis oldugu saptanmistir. Abdominal

USG’si normal bulunan hastanin radyografik goriintiilemelerine ise ulagilamamaigtir.

. 0 Vimn®
c OO0 O, O
‘ m

Sekil 4.18. TRSDS156_42 numaral bireyin pedigrisi.
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Hastanin WES analizi asagidaki filtreleme basamaklarina gore degerlendirilmistir.
Homozigot filtreleme sol, bilesik heterozigotluga gore filtreleme sag tarafta yer

almaktadir.

¢ Toplam varyant
* 52673

* Coverage 25, Phred 230
* 51326

* maxMAF
+ 4002

* Homozigot varyantlar
* 1525

* HUMAF

* 54

* Hastalk altgrubu (5D5)
+ 35

* Medium homozigot
-7

* Homopolimer €3
7

* GV

v
v
v
v
v
s
v

¢ Toplam varyant
+ 52673

* Coverage 25, Phred 230
* 51326

* maxMAF
+ 4002

* Heterozigot varyantlar
. 2477

* HUMAF
* 1457

* Hastalik altgrubu (SDS)
+ 276

* Medium bilesik heterozigot
*+ 46

* Homopolimer £3
* 36

LE€EEKEK«x

* |GV

Sekil 4.19. TRSDS156 42 numaral1 bireyin WES analizi filtreleme basamaklari.

Hastanin kalan varyantlari GnomAD veritabaninda homozigot bulunmalarina
gore elenerek homozigot degisiklik saptanan 3 gen ve bilesik heterozigotlugun
bulundugu toplam 3 gen aday olarak belirlenmistir. ilgili genlerin dokiimii asagida

Tablo 4.6.’da sunulan 6ncelik belirleme tablosunda gosterilmistir.
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Tablo 4.6. indeks 5’in homozigot ve bilesik heterozigot filtreleme ile kalan varyantlar
ve varyant bilgileri

c.736A>G
(p.Thr246Ala)

Gen Fonksiyon ve Varyant GnomAD | Insilico Sonug
iliskilendirilen (Varsome)
hastalik bilgisi ve
Validasyon
Homozigot varyantlar
RASGEF1C | RASGEF domain c.28A>C Het: 0, hom: 0 | 3P7B ELENDI (in
family, member 1B: (p.MethLeu) silico benign)
RAS sinyal aktivasyonu
AKR1B10 | Aldo-keto reductase €.659+1G>T (p.?) | Het:0,hom:0 | 4P Enzimin
family 1, member B10 ekspresyon
verisi uygun
degil
SRPK3 Protein kinase, c.453G>C Het: 0, hom: X krom., erkek *Segregasyon
serine/arginine- (p.ArnglSer) 0, hemi: 0 hasta genotipik
specific, 3 3P8B olarak
Sanger ile valide
uyumsuz
Bilesik heterozigot varyantlar
PRODH?2 Proline dehydrogenase | c.694C>T Het: 3, hom: 0 | 3P7B ELENDI (in
(oxidase) 2 (p.Leu232Phe) Het: 4, hom: 0 4P6B silico benign)
ve ¢.655C>T
(p.Arg219Trp)
TNXB Tenascin XB €.11575G>A Het: 115, - ELENDI
- Ehlers-Danlos (p.Ala3859Thr) hom: 0 - (fenotip
syndrome, classic-like, .
L o) ve c.7856C>T Het: 241, uygun degil)
hom: 0
- Vesicoureteral reflux (p.Pro2619Leu)
8(0D)
TXNDC2 Thioredoxin domain- c.709A>G Het: 0, hom:0 | 11B ELENDI (in
containing protein 2 (p.Ser237Gly) ve Het: 2, hom: 0 1P10B silico benign)

P: Patojenik; B: Benign

*WES analizinde saptanan ve X kromozomu iizerinde bulunan homozigot SRPK3 geni

varyant1 (¢.453G>C) validasyon amaciyla Sanger yontemi ile dizilenmistir. Dizileme

sonucunda validasyon saglanmistir. Segregasyon agisindan ayni varyantin annede
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dizilemesi yapildiginda ise annenin homozigot olarak wild type (homozigot G) oldugu
saptanmistir. IVF gebelik oldugu bilinen hastada bu varyantin de novo mu olustugu
yoksa parental agidan uyusmazlik mi s6z konusu oldugunu belirlemek amaciyla
anneye de Affymetrix CytoScan Optima array analizi yapilmistir. Sonrasinda anne ve
etkilenmis bireyin SNP sonuglari karsilastirilmistir. Karsilastirma sonucunda %15,99
oraninda bir uyumsuzluk oldugu goriilmiistiir. Bu oranin normal mi yoksa normalin
tizerinde mi oldugunu belirlemek amaciyla daha 6nce anne-ogul birlikte array yapilmis
bir ailede uyumsuzluk orani hesaplanmistir ve bu oran %0,21 olarak bulunmustur.
Ayn1 zamanda tamamen bagimsiz ti¢ farkli kadin bireyin array SNP analizi sonuglari
ile indeksin SNP sonuglari karsilagtirilmigtir ve anne oldugu sdylenen birey ile benzer
oranda uyumsuzluk oldugu saptanmistir. Tiim bu sonuclar ile indeksin anne olarak

bildirilen birey ile genotipik agidan uyumsuz oldugu diisiiniilmiisttir.
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indeks Vaka 6 (TRSDS118 27):

Eylil 2014 dogumlu, anne ve babasi arasinda akrabalik bulunmayan kiz
hastanin 1,5 yasinda iken sikayetlerinin basladigi, notropeni (ANS: 293/mm?®) ve
anemisinin bulundugu, trombositopenisinin bulunmadigi 6grenilmistir. Nadir olarak

ishal 6ykiisti bulunan hastanin herhangi bir davranis problemi olmadigi belirlenmistir.

Yapilan kemik iligi aspirasyonu selliiler, miyeloid duraklama ve displazi
goriilmeyen, cift cekirdekli normoblast izlenmeyen kemik iligi olarak saptanmustir.

Abdominal USG’si normal olarak bulunmustur.

Hasta tekrar muayene edilemedigi icin klinik bulgular1 daha fazla

detaylandirilamamustir.

I @ @
3 4-5 6 7 8-13
M. 1 OQ

14-16

Sekil 4.20. TRSDS118 27 numaral1 bireyin pedigrisi.
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Hastanin WES analizi asagidaki filtreleme basamaklarina gore degerlendirilmistir.
Homozigot filtreleme sol, bilesik heterozigotluga gore filtreleme sag tarafta yer

almaktadir.

* Toplam varyant
* 53195

* Coverage =5, Phred 230
+ 51944

* maxMAF
+ 4085

* Homozigot varyantlar
* 1489

* HUMAF
* 33

* Hastahk altgrubu (SDS)
» 33

* Medium homozigot
* b

* Homopolimer £3
-4

* |GV

*3

W
V
v
v
v
v
v

* Toplam varyant
» 53195

* Coverage 25, Phred 230
+ 51944

* maxMAF
+ 4085

* Heterozigot varyantlar
» 2596

* HUMAF
+ 1582

* Hastalk altgrubu (SDS)
. 342

* Medium bilesik heterozigot
* 52

* Homopaolimer <3
* 34

LE€EEKEKx

* GV

Sekil 4.21. TRSDS118 27 numarali bireyin WES analizi filtreleme basamaklari.

Hastanin kalan varyantlart GnomAD veritabaninda homozigot bulunmalarina
gore elenerek homozigot degisiklik saptanan 1 gen ve bilesik heterozigotlugun
bulundugu toplam 6 gen aday olarak belirlenmistir. Ilgili genlerin dokiimii asagida

Tablo 4.7.’de sunulan dncelik belirleme tablosunda gosterilmistir.
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Tablo 4.7. indeks 6’nin homozigot ve bilesik heterozigot filtreleme ile kalan
varyantlar1 ve varyant bilgileri

Gen Fonksiyon ve | Varyant GnomAD In silico Sonug
iliskilendirilen (Varsome)
hastalik ve
bilgisi Validasyon
Homozigot varyantlar
CEACAMG6 | Carcinoembryonic €.919G>T Het: 375, hom: 3P5B ELENDI (in
antigen-related cell |, =1v307Cys) 0 *Sanger ile silico
adhesion molecule 6 valide
benign)
Segregasyon
uyuyor
Bilesik heterozigot varyantlar
ABL1 Abelson murine c.92G>A Het: 24, hom:0 | gP5B
leukemia viral (p.Arg31GIn) Ve Het: 6, hom: 0 11B
oncogene homolog 1
) c.3076G>A
- Congenital heart
defects and skeletal (p.Ala1026Thr)
malformations
syndrome (OD),
- Leukemia,
Philadelphia
chromosome-
positive, resistant to
imatinib (SMu)
DNHD1 Dynein heavy chain c.4771C>T Het: 11, hom:0 | 2P9B
domain 1 (p.His1591Tyr) ve | Het:35hom:0 | £5,p
c.9724G>C
(p.Glu3242GIn)
IMJID4 Jumonji domain c.899C>T Het: 4, hom: 0 4P6B ELENDI (in
containing 4 (p.Thr300Met) ve | Het:61,hom:0 | 4540 silico
c.466A>T ) . benign)
(p.Met156Leu) ve
c.-5C>G (p.?)
SNAP47 Synaptosome C.-659T>A (p.?) ve | - - ELENDI (in
associated protein 47 C.7G>C Het: 19, hom: 0 2P9B silico
(p.Ala3Pro) benign)
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Tablo 4.7. Devam. Indeks 6’nin homozigot ve bilesik heterozigot filtreleme ile kalan
varyantlar1 ve varyant bilgileri

Gen Fonksiyon ve | Varyant GnomAD In silico Sonug
iliskilendirilen (Varsome)
hastalik
bilgisi v

g Validasyon
TN Titin €.93371C>G Het: 832, hom: | 7P1B ELENDI
- Cardiomyopathy | () Ala31124Gly) | O 7P1B (fenotip
(oD) . .
ve ¢.56999G>A Het: 779, hom: uygun
- Muscular dystrophy 0
(OR, OD) (p.Arg19000GlIn) degil)
- Myopathy (OD, OR)

SALL1 Sal-like 1 c.1922T>A Het: 5, hom: 0 11B ELENDI (in
JLones-Brocks (p.Val641Asp) ve | Het:429,hom: | 440 silico
branchiootorenal-like 0 )
syndrome (0D) c.472A>G benign)
- Townes-Brocks (p.Ser158Gly)
syndrome 1 (OD)

P: Patojenik; B: Benign

“Sekans elektroferogram goriintiileri i¢cin EK 5’e bakiniz.

indeks Vaka 7 (TRSDS146_40):

Aralik 2011 dogumlu, anne ve babasi1 arasinda akrabalik durumu bilinmeyen
(adopt evlat) ve bebekliginden beri sik enfeksiyon Oykiisii olan erkek hastanin 4
yasinda iken enfeksiyon nedeniyle hastane yatis1 oldugu sirada notropenisi
saptanmistir. Prenatal ve natal Oykiisii bilinmeyen hastanin 4 giinliikkken evlatlik
edinildigi 6grenilmistir. Hb: 11,5 g/dL, ANS: 200/mm?3, PIt: 260000/mm? olarak
saptanan hastada anemi ve trombositopeni olmadig goriilmiistiir. Bebeklik doneminde
ishal Oykiisii olan fakat su an devam etmedigi Ogrenilen hastanin ayrica
hiperaktivitesinin bulundugu tespit edilmistir. Ayrica dirseklerde ve sirtta eritemli
kasmtili lezyonlar1 oldugu, dermatoloji tarafindan kserozis kutis/ atopik dermatit
olarak degerlendirildigi 6grenilmistir. Gelisim basamaklarmin yasitlariyla uyumlu

oldugu ve okul basarisinin iyi oldugu belirlenmistir. Nobet oykiisii yoktur.

7,5 yas iken yapilan fizik muayenede; boy: 116 cm (3-10p), VA: 18,7 kg (<3p;
3p: 19 kg), BC: 50,5 cm (10-25p), kulag: 111 cm olarak bulunmustur. Dismorfik
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bulgular olarak; sol kulakta heliks katlanti anomalisi, dar toraks, pektus karinatum,
ayrik meme baslari, bilateral MCP eklem laksitesi, belirgin palmar ¢izgiler, sag elde
tek palmar ¢izgi, sol bacakta pigmenter mozaisizm, sandal gap, genis ayaklar ve pes

planus saptanmustir.

Kemik iligi aspirasyonu ve abdominal USG’si normal olarak bulunmustur.
Konjenital ndtropeniye yonelik dis merkezde yapilan genetik testleri normal olarak
sonuclanmistir. Notrofil aktivasyon testinin normal sonuglandigi saptanmistir. Dig
merkezde yapilan ter testinin de normal sonuglandig1 6grenilmistir. Pankreatik amilaz
degeri ise alt smmirin hemen altinda olarak sonug¢lanmustir (12, alt smir: 13).

Radyografik goriintiilemeri ise normal olarak degerlendirilmistir.

L]

Sekil 4.22. TRSDS146 40 numaral1 bireyin pedigrisi.
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Hastanin WES analizi asagidaki filtreleme basamaklarina gore degerlendirilmistir.
Homozigot filtreleme sol, bilesik heterozigotluga gore filtreleme sag tarafta yer

almaktadir.

¢ Toplam varyant
+ 52784

* Coverage 25, Phred =30
= 50554

* maxMAF
* 3954

* Homorzigot varyantlar
* 1482

* HUMAF

* 58

* Hastahk altgrubu (SD5)
* 40

* Medium homozigot
=9

* Homopolimer £3
*+ 8

* |GV

-
1]

W
v
v
v
v
g
v

¢ Toplam varyant
« 52784

¢ Coverage 25, Phred 230
+ 50954

* maxMAF
+ 3954

* Heterozigot varyantlar
. 2472

* HUMAF
* 1547

* Hastahk altgrubu (5D5)
+ 310

* Medium bilesik heterozigot
* 52

* Homopolimer £3
* 45

LE€EEKEK«x

* GV
* 37

Sekil 4.23. TRSDS146 40 numaral1 bireyin WES analizi filtreleme basamaklari.

Hastanin kalan varyantlari GnomAD veritabaninda homozigot bulunmalarina
gore elenerek homozigot degisiklik saptanan 2 gen ve bilesik heterozigotlugun
bulundugu toplam 7 gen aday olarak belirlenmistir. ilgili genlerin dokiimii asagida

Tablo 4.8.’de sunulan dncelik belirleme tablosunda gosterilmistir.
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Tablo 4.8. Indeks 7’nin homozigot ve bilesik heterozigot filtreleme ile kalan
varyantlar1 ve varyant bilgileri

el) ve c.686G>T
(p.Arg229Leu)

Gen Fonksiyon ve Varyant GnomAD In silico Sonug
|I|§kllend||"|le?n' (Varsome)
hastalik bilgisi
ve
Validasyon
Homozigot varyantlar
EMX1 Empty spiracles C.269C>T Het: 0, hom: 0 5P3B ELENDI
homeobox 1 (p.Ala90Val) Sanger ile valide
degil
Ssx1 Sarcoma, synovial, X | ¢.184+2T>C (p.?) Het: 0, hom: 0, Xkrom, erkek | ELENDI
breakpoint 1 hemi: 0 1P2B (in silico
- ?Sarcoma, synovial
benign)

Bilesik heterozigot varyantlar

AHNAK?2 | Ahnak nucleoprotein2 | ¢.2474A>C Het: 103, hom: 0 10B ELENDI
(p.Glu825Ala) ve Het: 460, hom:0 | 4pgg (in silico
c.1198G>A benign)
(p.Gly400Ser)

ALPK2 Alpha kinase 2 c.2610G>C Het: 0, hom: 0 3P7B ELENDI
(p.Glug70Asp) ve Het: 1, hom: 0 11B (in silico
¢.505A>G benign)
(p.Asn169Asp)

DTHD1 | Death domain- c.551T>G Het: 120, hom:0 | 11B ELENDI

containing protein 1: (p.VaI184GIy) ve Het: 3, hom: 0 2P9B

Leber konjenital

amorozis (hafif-orta ¢.1906G>C Her iki varyant

nonspesifik miiskiiler (p.Val636Leu) da Sanger ile

distrofi ile birlikte olan) valide degil

i¢in aday gen

ICAM3 | Intercellular adhesion | ¢.837_842delAGCC | Het: 0, hom: 0 1B ELENDI

molecule 3
AC Het: 1, hom: 0 2P9B (in silico
(p.Ala280_Thr281d benign)
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Tablo 4.8. Devam. Indeks 7’nin homozigot ve bilesik heterozigot filtreleme ile kalan
varyantlar1 ve varyant bilgileri

Gen Fonksiyon ve Varyant GnomAD In silico Sonug
|I|§kllend||"|le?n' (Varsome)
hastalik bilgisi
ve
Validasyon
MAPI1A | Microtubule- c.1441C>T Het: 1, hom: 0 6P5B
associated protein 1A (p.Pro481Ser) ve Het: 20, hom: 0 1P10B
€.6842C>T *Her iki varyant
(p.Ala2281Val) da Sanger ile
valide
Segregasyon
galismasi
yapilamadi
MKI67 Marker of proliferation | ¢.3200C>T Het: 18, hom: 0 11B ELENDI
£/57 (p.Thrl067Met) ve | Het:4,hom: 0 1P10B (in silico
c.1487G>A benign)
(p.Ser496Asn)
PCNX1 Pecanex, Drosophila, c.1928T>C Het: 5, hom: 0 3P8B
homolog of, 1 (p.Leu643Pro) ve Het: 0, hom: 0 SP3B
¢.5389T>G
(p.Cys1797Gly)

P: Patojenik; B: Benign

“Sekans elektroferogram goriintiileri icin EK 5’e bakiniz.

Indeks Vaka 8 (TRSDS122_32):

Ocak 2012 dogumlu, anne ve babasi1 arasinda akrabalik bulunmayan ilk kez 4

yasinda iken {ist solunum yolu enfensiyonu (USYE) sirasinda notropenisi farkedilen

kiz hastanin ANS: 200/mm?® olarak saptanmustir. Prenatalinde diisiik ve erken dogum

tehdidi disinda herhangi bir sorun olmadigi ve natalinde ise herhangi bir 6zellik

olmadig1 6grenilmistir. Sik enfeksiyon Oykiisii bulunmayan hastanin nétropenisinin

USYE sonras1 devam ettigi tespit edilmistir. Trombositopeni ve anemi saptanmayan

hastada ishal ve steatore Oykiisiiniin bulunmadigi saptanmistir. Gelisim basamaklari

yasitlartyla uyumlu olan hastanin okul basarisinin iyi oldugu belirlenmistir. Nobet

Oykiisii ve davranig problemi olmadigi tespit edilmistir.
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7,5 yas iken yapilan fizik muayenede; boy: 128 cm (50-75p), VA: 24,5 kg
(50p), BC: 51 cm (25-50p) olarak bulunmustur. Bilateral epikantus, hafif hipoplazik

ala naziler disinda dismorfik bulgu saptanmamustir.

Kemik iligi aspirasyonu selliiler ve duraklama olmayan kemik iligi olarak

degerlendirilmistir. Radyografik goriintiilemeleri ise normal olarak saptanmustir.
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Sekil 4.24. TRSDS122 32 numarali1 bireyin pedigrisi.
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Hastanin WES analizi asagidaki filtreleme basamaklarina gore degerlendirilmistir.
Homozigot filtreleme sol, bilesik heterozigotluga gore filtreleme sag tarafta yer

almaktadir.

& Toplam varyant
= 52514

* Coverage =5, Phred 230
= 51049

* maxMAF
* 3905

* Homozigot varyantlar
+ 1500

* HUMAF
+ 41

* Hastalk altgrubu (SDS)
. 24

* Medium homozigot
.4

* Homopolimer =3
. g

* GV

* Toplam varyant
+ 52514

* Coverage =5, Phred 230
+ 51049

* maxMAF
* 3905

* Heterozigot varyantlar
* 2405

* HUMAF
* 1399

* Hastalik altgrubu (SDS)
* 261

* Medium bilesik heterozigot
* 40

Homopaolimer <3
* 32

LEEEKEK«x

* GV

&K«

Sekil 4.25. TRSDS122_32 numaral1 bireyin WES analizi filtreleme basamaklari.

Hastanin kalan varyantlari GnomAD veritabaninda homozigot bulunmalarina
gore elenerek homozigot degisiklik saptanan 1 gen ve bilesik heterozigotlugun
bulundugu toplam 7 gen aday olarak belirlenmistir. ilgili genlerin dokiimii asagida

Tablo 4.9.’da sunulan 6ncelik belirleme tablosunda gosterilmistir.
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Tablo 4.9. indeks 8’in homozigot ve bilesik heterozigot filtreleme ile kalan varyantlar
ve varyant bilgileri

- Myopathy (OD, OR)

Gen Fonksiyon ve | Varyant GnomAD In silico Sonug
|I|§kllend||"|le?n' (Varsome)
hastalik bilgisi
ve
Validasyon
Homozigot varyantlar
NUP107 | Nucleoporin, 107-KD c.352C>T Het: 34, hom: 0 | 9P6B ELENDI
- ?Ovarian dysgenesis (p.Arg118Cys) (fenotip
6 (OR)
- Galloway-Mowat dygun
syndrome 7 (OR) degil)
- Nephrotic syndrome,
type 11 (OR)
Bilesik heterozigot varyantlar
CTTNBP2 | Cortactin-binding €.2666_2668delGAG | Het: 8, hom: 0 1B
protein 2 (pG|y889de|) ve Het: 5, hom: 0 8SP2B
c.724C>T
(p.Arg242Cys)
FBN3 Fibrillin 3 c.5889G>T Het: 0, hom: 0 6P4B
(p.GIn1963His) ve Het: 457, hom: | 3p9p
C.4199G>A 0 3P6B
Het: 433, hom:
(p.Arg1400GIn) ve € om
0
€.2942G>A
(p.Arg981GIn)
MGA Max dimerization c.5827A>G Het: 9, hom: 0 5P4B
protein MGA (p.Ser1943Gly) ve Het:5 hom:0 | gp
c.7618A>G
(p.lle2540Val)
TN Titin €.93508C>T Het: 24, hom:0 | 6P2B ELENDI
;gz}rdiomyomthy (p.Arg31170Cys) ve | Het:16,hom:0 | 550p (fenotip
- Muscular dystrophy €.90472A>G uygun
(OR, OD) (p.lle30158Val) degil)
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Tablo 4.9. Devam. indeks 8’in homozigot ve bilesik heterozigot filtreleme ile kalan
varyantlar1 ve varyant bilgileri

Gen Fonksiyon ve | Varyant GnomAD In silico Sonug
iliskilendirilen (Varsome)
hastalik bilgisi
ve
Validasyon
SYNE1 Spectrin repeat- ¢.15940A>G Het: 0, hom: 0 10B ELENDI
containing nuclear (p.Asn5314Asp) ve Het: 257, hom: 4P6B (in silico
envelope protein 1 0
) c.6889G>A benign)
- Arthrogryposis
multiplex congenita, (p.Gly2297Arg)
myogenic type (OR)
- Emery-Dreifuss
muscular dystrophy 4,
autosomal dominant
- Spinocerebellar
ataxia, autosomal
recessive 8
UTRN Utrophin: Bliyiik ¢.1150G>C Het:1,hom:0 | 4P6B ELENDI
iskeletkas proteini |, Asp384His) ve Het: 23, hom:0 | 3pop (in silico
(Distrofin gibi)
c.6487A>G benign)
(p.Ser2163Gly)
ZNF850 | Zinc finger protein c.1886G>A Het: 14, hom:0 | 8B ELENDI
80 (p.Arg629His) ve Het: 28, hom:0 | 4pep (in silico
c.1322G>A benign)
(p.Argd41Gln)

P: Patojenik; B: Benign
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5. TARTISMA

Bu tez calismasinda klinik ve genetik heterojen bir fenotip olan SDS’nin genetik
etiyolojisi aydinlatilmaya c¢aligilmistir. Literatiirde SDS hastaliginin etiyolojisinin
biiyiikk bir bolimiinden sorumlu olan SBDS gen mutasyonlar1 bizim g¢alismamizda
sadece 9%012,9 (7/54) oraninda etiyolojiden sorumlu bulunmustur. Bu durum klinik
yelpazenin genis olmasi nedeniyle ayirici tanida zorluk yasandigini ve bu zorlugu
asma adina SDS siiphesi uyandiran herhangi bir bulgusu olan hastalarin molekiiler tani
amaglt yonlendirildigini gostermektedir. SBDS geninde saptanan mutasyonlar
incelendiginde literatiir ile uyumlu bir sekilde SBDSP1 psddogeni ile olan konversiyon
nedeniyle olusan biallelik ¢.258+2T>C ve ¢.183_184delTAInsCT degisiklikleri en sik
saptanan mutasyon olarak goriilmiistiir. Bu mutasyonlar SBDS proteininin N terminal
(FYSH domain) bolgesine denk gelmektedir. Saptanan diger mutasyonlar ise ekzon
3’te yerlesik homozigot ¢.385A>G ve ¢.258+2T>C mutasyonuna eslik eden ekzon 5’te
bulunan c.658delA degisiklikleri olmustur. Ekzon 3’teki degisiklik proteinin santral
domaininde bulunurken ekzon 5°teki degisiklik C terminal bolgeye denk gelmektedir.
Bir ¢alismada SBDS proteini yapisina gére mutasyonlar proteinde trunkasyona neden
olan mutasyonlar, protein katlanmasini bozan missense degisiklikler ve proteinin
ylizey epitoplarini bozan missense degisiklikler olarak 3 gruba ayrilmistir (87). Buna
gore ekzon 3’te saptanan mutasyon digsinda diger mutasyonlar trunkasyona neden
olarak proteinde fonksiyon kaybina yol agarken ekzon 3’te saptanan missense
degisikligin ise proteinin yiizey elektrostatigini bozarak yiizey epitoplarini etkiledigi
disiiniilmektedir. Saptadigimiz mutasyonlardan ekzon 5°te bulunan c.658delA

degisikligi daha once bildirilmemis olan yeni bir mutasyondur.

SBDS gen mutasyonu olan hastalarin bulgulan incelendiginde klinik bilgilerine
ulagilamayan 1 hasta disinda kalan 6 hasta igerisinde; 5 hastada SDS’nin klasik
bulgular1 olan kemik iligi yetmezligi (6zellikle notropeni), pankreatik disfonksiyon ve
bliylime geriligi bulgularinin her {i¢iine de bizim veri setimizde de rastlanmistir.
Sendromun ana bulgularindan olan iskelet bulgulari ise 2 hastada belirlenmistir. Bir
hastada ise yine sendromun bulgularindan olan yarik damak saptanmistir. Kemik iligi
bulgular1 agisindan ¢ogunlukla bisitopeni veya pansitopeni oldugu, bir hastada ise

sadece nétropeni bulundugu gozlenmistir. Pankreatik yetmezlik bulgulari olmayan
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ancak kemik iligi yetmezligi bulgularinin 6n planda oldugu bir hastanin ise aplastik
anemi nedeniyle 14 yas iken kaybedildigi saptanmistir. Tiim bu bulgular mutasyonlar
ile birlikte degerlendirildiginde gene 6zgii genotip-fenotip iliskisi agisindan herhangi
bir iligski kurulamamistir. Mutasyon tipi ile SDS fenotipi arasinda herhangi bir iliski
kurulamamig olsa da, SBDS geninde mutasyon saptanan hasta klinikleri
degerlendirildiginde, hastalarin gogunlukla SDS fenotipi ile iliskilendirilen ana
bulgularin ¢ogunu bulundurdugu gézlenmistir. Bu nedenle nétropeni ile birlikte ek
sitopeni, belirgin ekzokrin pankreatik disfonksiyon ve biiyiime geriligi olan bireylerde

SBDS gen mutasyonu saptanmasi daha olasidir.

SBDS geninde mutasyon saptanmayan 8 hastada daha sonra SDS fenotipi ile
iliskilendirilmis DNAJC21, EFL1, SRP54 genlerine yonelik dizi analizi ¢alismalari
yapilmistir ve bu genlerde de hastaliktan sorumlu olabilecek bir degisiklik
saptanmamustir. SDS hastalarinda bildirilen CNV’ler igin literatiir taramasi
yapildiginda ise bir vakada SBDS gen lokusunda kiiciik yapisal yeniden diizenlenme
ile missense degisiklik birlikteligi raporlanmistir (88). Bu nedenle tez kapsaminda
kopya sayis1 degisikliklerini belirlemeye yonelik hastalara Affymetrix CytoScan
Optima array yapilmistir. Yapilan mikrodizin analizleri sonucunda iki hastada klinik
anlami bilinmeyen toplamda 3 tane duplikasyon belirlenmistir. Bu duplikasyonlardan
ikisinin bulundugu hastada (TRSDS016 03) daha sonra yapilan WES analizi
sonucunda kuvvetli bir aday gen saptanmistir. Diger hastada (TRSDS118 27)
saptanan 5p15.2°de 1,830 kb biiyiikliigiindeki duplikasyon bolgesi incelendiginde ise
bolgede 2 tane OMIM geni bulundugu gézlenmistir. Bu genlerden LINC01194 geni
long intergenic noncoding RNA 1194’1 kodlamakta olup giiniimiizde herhangi bir
fenotip ile iligkilendirilmemis iken DNAH5 geni dinein, aksonemal, agir zincir 5
proteinini kodlamakta olup insanlarda silier diskinezi (Ciliary dyskinesia, primary, 3,
with or without situs inversus; OMIM #608644) fenotipi ile iliskilendirilmistir. Primer
silier diskinezi normal silier aktivitenin kaybi ile karakterize otozomal resesif bir
hastaliktir. Bu hastalikta respiratuvar silialarin incelenmesinde siliar akinezi
saptanmaktadir. Ve bazi hastalarda sag/sol viicut aksinin degistigi situs inversus
gozlenmektedir. Hastanin bulgulari bu sendrom bulgular1 agisindan incelendiginde
silier diskinezi diisiindiiren herhangi bir bulgusunun olmadigi belirlenmistir. Bu

nedenle saptanan kopya sayist degisikligi klinik anlami bilinmeyen kopya sayisi
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degisikligi olarak yorumlanmis olup SDS fenotipi ile herhangi bir iliski

kurulamamustir.

Mikrodizin analizleri sonrasinda 8 birey WES analizine alinmistir. WES analizi
sonucunda bir bireyde (TRSDS016_03) UNC13B geninde protein sentezinde durmaya
neden olan nonsense bir mutasyon tespit edilmistir. Ugiincii ekzonda yer alan bu
varyant 40 ekzondan olusan proteinin sentezinin ¢ok erken sonlanmasina neden olacak
bir varyant olarak fonksiyon kaybi yapmasi agisindan kritiktir. Bu gen UNC13
Homolog B geni olup (UNC13B/MUNC13), sinaptik vezikiil transportu ile iliskili bir
presinaptik protein kodlamaktadir. Sinaptik vezikiillerin ekzositozu sirasinda
vezikiillerin membran ile fiizyonu SNARE protein kompleksi ile saglanmaktadir.
SNARE protein kompleksi sinaptobrevin, SNAP-25 ve sintaksin proteinlerinden
olusmaktadir. SNARE proteinlerine ek olarak sinaptik vezikiillerin ekzositozunda
Uncl18/Munc18 ve Unc13/Muncl3 protein aileleri de belirgin bir rol almaktadir (89).
Uncl8 ailesi hiicrede tiim SNARE iligkili fiizyon olaylar i¢in gerekli iken Uncl3
protein ailesi kalsiyum-tetikleyici sinaptik vezikiil saliniminda 6zellesmis bir grup
proteindir.

Ekzositoz sirasinda sekretuvar vezikiil membrani plazma membrani ile fiizyon
yaparak vezikiiler igerigin ekstraselliiler alana salinmasi gergeklestirilir. Ekzositoz
yapisal (constitutive) ve diizenlenmis (regulated) olmak tizere iki sekilde olmaktadir
(90). Yapisal ekzositozda yeni iiretilmis vezikiiller sentez sonrasi hemen salinirlar.
Diizenlenmis ekzositozda ise iiretilmis vezikiiller sekretuvar vezikiillerde depolanir ve
diacilgliserol (DAG) ve kalsiyum (Ca*?) ikinci mesajcilarinin stimiilasyonu sonrasinda
salmirlar (91-93). Diizenlenmis ekzositoz sekretuvar vezikiillerin olusturulmasini ve
plazma membranina transportunu igerir. Sonrasinda vezikiiliin plazma membranina
dockingi gergeklestirilir. Son basamakta ise her iki membranin (vezikiil membrani ile
plazma membrani) fiizyonu saglanir. Bu son basamak SNARE (soluble N-
etilmaleimid-sensitive factor-activated protein receptor) kompleksinin vezikiil
membran proteinleri ile birlesmesini gerektirir. Fiziksel yaklastirma (docking)
flizyonun gergeklesmesi igin yeterli degildir ve kalsiyum-tetikleyici biyokimyasal
olaylar1 igeren bir ara basamak olan primingi gerektirmektedir (Sekil 5.1.) (94, 95).
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Unc13’iin ise 6zellikle docking ve priming asamalarinda gerekli oldugu bilinmektedir
(96-98).

> Ca* Fusion
INTRACELLULAR (80 b *
I ii ® On |
(a) (b) (c) °
Plasma
EXTRACELLULAR Membrane

Sekil 5.1. Sekretuar hiicrelerde ekzositoz basamaklari. (a) Vezikiil formasyonu, (b)
vezikiil “dockingi”, (c) vezikiillerin fliizyon-yetkin hale dontismesi “priming”, (d)
fiizyon. Diizenlenmis ekzositoz SNARE kompleksini (mavi ve kirmizi ile gosterilen
cizgiler) ve kalsiyum iyonlarin1 gerektirmektedir (Diaz ve ark., 2008 ¢alismasindan

alinmigtir (99).).

Uncl3 ailesi iyeleri diagilgliserol (DAG)-baglayici domain (C1 domain),
kalsiyum ve fosfolipid-baglayici domain (C2 domain) ve yigilmis alfa helikslerden
olusan korunmus MUN domainden olugsmaktadirlar (100). Ekzositoz sirasinda Unc13
oncelikle sintaksin-Uncl18 ile etkilesime girerek sintaksinin agik konfigilirasyona
doniligsmesini saglamaktadir. Sonrasinda Unc13 ve Unc18 birlikte SNARE kompleksini
biraraya getirmektedir. Devaminda Uncl3 yalniz basina sinaptobrevin ile birlikte

priming asamasini saglamaktadir.

Muncl13 proteinlerinin santral sinir sisteminde sinaptik vezikiil ekzositozu
disinda non-ndronal hiicre ekzositozunda mast hiicrelerinde de gorev aldiklar

gosterilmistir (93). Yeni yapilan bir ¢aligmada ise endotel hiicrelerinden histamin
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uyarimli Weibel-Palade cisimciklerinin ekzositozunda ve von Willebrand faktor

salmiminda Munc13-2 (UNC13B)’nin gorevli oldugu gosterilmistir (101).

Ayrica bu protein ailesinden olan UNC13D insanlarda familyal hemofagositik
lenfohistiyositozis (FHL, OMIM #608898) ile iliskilendirilmistir. Hastamizin
bulgular1 bu fenotip bulgular1 agisindan incelendiginde ise kemik iligi aspirasyon
orneginde hemofagositoz goriilmemesi, T lenfosit ve makrofaj hiperaktivasyon
Oykiisiiniin olmamasi, buna ek olarak pansitopeni yerine izole trombositopeni
bulunmasi nedeniyle FHL ile ortiismedigi belirlenmistir. FHL bulgular1 ve indeks
vakanin bulgular1 Tablo 5.1.’de karsilastirilmistir.

Tablo 5.1. FHL bulgular1 ile UNC13B mutasyonu saptanan hastanin bulgularinin
karsilastirilmasi

Hemofagositik lenfohistiyositozis, familyal, | Hastamiz (TRSDS016_03)
3 (OMIM #608898) - UNC13D

-UNC13B
OR OR
Hepatosplenomegali Hafif splenomegali

Pankreas kicguk ve disfonksiyonu var
Karaciger disfonksiyonu Karaciger fonksiyonlari normal
Pansitopeni Trombositopeni
Hemofagositozis (kemik iligi veya BOS’ta) Kemik iliginde hemofagositozis yok,

megakaryosit sayisi cok az ve megakaryosit
nikleus lobulasyonunda belirgin azalma

mevcut

T lenfosit ve makrofaj over aktivasyonu yok

Dustik fibrinojen seviyesi ?

Hipertrigliseridemi ?

Bebeklik doneminde baslangic Yenidogan doneminden itibaren sikayetler
+

Bu bilgiler disinda UNC13B bir c¢alismada kalitsal trombositopenilerin
molekiiler genetik arastirmasinda platelet sayi/fonksiyonu ile iliskili olabilecek 358
aday gen listesi icerisinde bildirilmistir (102). Kan hiicrelerinde ve prekiirsorlerinde
genlerin ekspresyon diizeyini gésteren BloodSpot veritabaninda da UNC13B igin en
yiiksek ekspresyon seviyesi megakaryositlerde ve eritroid progenitorlerinde

saptanmustir (Sekil 5.2.).
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Sekil 5.2. UNCI13B’nin ekspresyon seviyelerinin sematik gdsterimi. Maviden
kirmiziya dogru ekspresyon seviyesi artmaktadir. En yiiksek ekspresyon goriilen seri
MEP: megakaryosit/eritroid progenitor. Kisaltmalar, HSC: hematopoetik kok hiicre,
MPP: multipotansiyel progenitéor, CMP: genel miyeloid progenitor , GMP:
graniilosit/monosit progenitér, Mono: monositler, early P: erken promiyelosit, late
PM: geg¢ promiyelosit, MY: miyelosit, MM: metamiyelosit, BC: bant hiicresi, PMN:

polimorfoniiklear hiicre.

Megakaryositler trombosit iiretiminden sorumlu hiicrelerdir ve trombosit
(platelet) tiretimi siireci megakaryopoez olarak adlandirilmaktadir (Sekil 5. 3.) (103).
Olgun megakaryositler kemik iliginin ¢ekirdek lobulasyonu gosteren biiyiik
hiicreleridir ve endo-reduplikasyon/endomitoz olarak adlandirilan niikleus
boliinmesinin basarili olup sitoplazma boliinmesinin basarili olmadig1 6zel bir
boliinme sekli ile bu olgun yapiya ulasmaktadirlar. Trombosit {iretiminin olgun
megakaryosit biuiyiikligi ile iliskili oldugu, ozellikle sitoplazma boyutunu ve
sentezlenmis protein miktarini artirmak amaciyla endomitoz seklinde 6zel bir boliinme
gerceklestirdigi diisiiniilmektedir (103). Trombositler megakaryosit
sitoplazmalarindan fragmentasyon ile ayrilarak olusan ve c¢ekirdek tagimayan

hemostaz ve koagiilasyonda gorevli hiicrelerdir.
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Proliferation

Self renewal Mature megakaryocyte
Mognkryocyu( CFU-MK
erythroid progenitor Platolets
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Q : Megakaryopoiesis ,

Sekil 5.3. Megakaryopoez. HSC: hematopoetik kok hiicre, CFU-MK: megakaryosit

progenitor (Geddis ve ark., 2010 ¢alismasindan alinmistir (103).).

Hastamizin kemik iligi aspirasyon incelemesinde tiim sahalarda toplamda 5
tane olgun megakaryosit goriilerek megakaryosit sayisinin belirgin olarak azalmig
oldugu ve olgun megakaryositlerin yap1 olarak kiigilk boyutta ve c¢ekirdek
lobulasyonunda ise belirgin azalma oldugu dikkat ¢ekmistir (Bkz. Sekil 4.11.).

UNC13B ekspresyon bilgisi ile birlikte hastada gozlenen megakaryosit
displazisi, hangi asamada ve nasil oldugu bilinememekle birlikte UNC13B’nin
megakaryopoezde etkili oldugunu gostermektedir. Pankreas asiner hiicrelerinde depo
edilen sindirim enzimleri (zimojen graniilleri) asetilkolin gibi segretagoglarin uyarimi
ile Ca™ aracili ekzositoz ile hiicre disina salinmaktadirlar (104). Bu agidan
bakildiginda saptanan aday genin molekiiler mekanizma ile uyumlu bir sekilde anlamlt
oldugu goriilmektedir. Literatiirde trombositopeni ve pankreatik yetmezlik ile giden
SDS diginda herhangi bir hastalik bulunmamaktadir. Tiim bu bilgiler sonucunda
UNCI13B’nin kemik iligi hiicreleri serisinden 6zellikle megakaryositleri etkileyerek
trombositopeni ve pankreatik ekzokrin tutulum ile pankreatik yetmezlik yapan SDS

ile benzer fakat SDS olmayan yeni bir fenotipe neden oldugu diistiniilmiistiir.

Ayrica bu ailede aday gene yonelik olarak segregasyon c¢alismasi
genisletildiginde hastanin saglikli olarak bildirilen ablasinda da ayni mutasyon
homozigot olarak saptanmistir. Genotipten fenotipe dogru reverse genetik ile yapilan
tekrar degerlendirmede ise ablanin da etkilenmis bir birey oldugu belirlenmistir. Bu

durum bazi fenotiplerin hafif bulgular nedeniyle gézden kacabildigini ve ozellikle
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genetik hastalik siiphesinde diger aile bireylerinin de ayrintili degerlendirilmesinin

Oonemini agi8a ¢ikarmaktadir.

Bu bulgulara ek olarak literatirde UNC13B heterozigot de novo splicesite
mutasyonu bipolar hastalikla iligkili olarak bir vakada bildirilmistir (105). Trio WES
analizi sonucunda saptanan ve ekzon atlamaya neden olan bu degisiklik bipolar
hastalikla giiclii olmayan bir sekilde iliskilendirilmistir. Hastamizin anne ve babasi
saptadigimiz nonsense degisiklik acgisindan heterozigot durumda bulunmaktadir ve
bipolar hastalik tanis1 bulunmamaktadir. Yine de ebeveynlerin bipolar hastalik
acisindan izlemi faydali olabilir. Fakat oncesinde UNCI13B bipolar hastalik
nedensellik iliskisinin iyi kurulmas1 ve biiyiik vaka gruplarinda ¢aligmalar yapilmasi

gerektigi asikardir.

Tezde belirlenen ikinci 6nemli basar1 da diger bir bireyde (TRSDS081_16)
MAP7D1 aday geninin saptanmasi olmustur. Hasta bulgulari incelendiginde SDS
fenotipi ile birlikte agir zihinsel yetersizlik ve buna ek olarak ayrica agriya duyarsizlig
oldugu belirlenmistir. WES analizi sonucunda ise hastada novel homozigot frameshift
SCN9YA mutasyonu saptanmistir. Sodyum kanal proteini kodlayan bu gen hastanin
agriya duyarsizligr (Insensitivity to pain, congenital; OMIM #243000) ile
iligkilendirilmis olup hastanin diger bulgularini agiklamadigi goriilmistiir. Akraba
evliliklerinde ayn1 bireyde birden fazla resesif hastalik goriilebildigi bilinmektedir. Bu
nedenle hasta ve saglikli kardesine homozigotluk haritalamasi yapilarak kritik bolgeler
belirlenerek ve diger bulgularin olas1 nedeni olarak MAP7D1 degisikligi saptanmustir.
MAP7D1 mikrotiibiil iligkili protein ailesinden olan bir protein kodlamaktadir.
Mikrotiibiiller hiicre iskeletini olusturan ve dinamik yapida olan protein fiberlerdir.
Mikrotiibiil iligkili proteinler (MAP proteinleri) ise mikrotiibiillerle ¢esitli etkilesimler
ile onlarin yap1 ve fonksiyonlarin1 diizenleyen proteinlerdir. MAP proteinlerinin
tanimlanmasi beyin lizatlarindan mikrotiibiillerle birlikte ko-piirifikasyonu ile elde
edilen proteinlerin tanimlanmasiyla olmustur. Gorevlerine gore baslica 5 ana grupta
toplanmislardir (106). Bu gruplar; i) motil MAP (motor proteinler), ii) enzim MAP
(kesme veya depolimerizasyon), iii) mikrotiibiil niikleator, iv) end-binding proteinler
(+/-), v) yapisal MAP proteinleri seklindedir. Mikrotiibiil iligkili proteinler 6zellikle

noronal gelisim, aktivite ve onarimda gorev almaktadirlar. Bunun bir sonucu olarak
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bazi MAP protein mutasyonlari ndrogelisimsel, noérodejeneratif hastaliklar ve
psikiyatrik durumlar ile iligkilendirilmistir (Tablo 5.2.) (107). MAP proteinleri
gelisimsel zamana ve hiicresel duruma goére post-transkripsiyonel olarak fosforilasyon
ile diizenlenmektedirler. Fosforilasyon mikrotiibiil affinitesini, hiicresel lokalizasyonu
ve tiim fonksiyonunu etkileyebilmektedir (107). Bu nedenle fosforilasyon bolgesinde
bulunan varyantlarin protein fonksiyonunu etkilemesi agisindan daha anlaml

olduklar1 goriilmektedir.

Giliniimiizde ¢ok sayida MAP proteini tanimlanmis olup baslicalar1t MAPI,
MAP2, MAP4, MAP6, MAP7, MAP9, Tau ve DCXtir. Bu proteinlerin bazilarinin alt
tiyeleri de tamimlanmistir: MAP1A, MAP1B, MAPIS gibi. Bazit MAP proteinleri ilk
tanimlandiginda farkli bir protein sanilip ayr1 numara ile adlandirilmis olup sonrasinda
yapilan calismalarda ayni protein olduklar1 belirlenenler birden fazla isimle anilir
olmuslardir (MAP4/MAP3). Tablo 5.2.°de MAP proteinleri ile ilgili bilgiler ve
iligkilendirilmis hastaliklar sunulmustur. Bu iiyelerden ilk olarak saptananlart MAP1,
MAP2, Tau gibi proteinler 6zellikle santral sinir sisteminde yiiksek diizeylerde
eksprese edilmektedir (106, 107). Santral sinir sistemi disinda farkli dokularda da
eksprese edilen MAP proteinlerinden olan MAP7 ailesi ile ilgili yapilan ¢aligmalar da

giiniimiizde ¢ogunlukla santral Sinir sistemi tizerine olmustur (108, 109).



Tablo 5.2. MAP proteinleri ve iliskilendirilmis hastaliklar
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MAP proteini Gorevi Iliskili hastalhik
MAP1 Beyin beyaz cevherde | -
MAP2 Beyin gri maddesinde | -
MAP4/MAP3 -

MAPG6/STOP (Stable- Tubule-
Only Polipeptide)

MAPY7 ailesi (Ensconsin)

Intraselliiler transport

MAP9/ASAP (ASter-
Associated Protein)

Intraselliiler

trafficking

Tau Mikrotiibiil bundling | Fronto-temporal demans
Alzheimer’s hastaligi
DCX Protofilamentler X’e bagli lizensefali

arasinda bulunur

X’e bagli subkortikal

laminal heterotropi

MAP7 (Ensconsin, E-MAP-115 olarak da bilinmektedir) ailesi mikrotiibiillerin
motilitesini diizenleyen proteinlerdir (Sekil 5.4.) ve MAP7, MAP7D1, MAP7D2 ve
MAP7D3 alt iiyeleri bulunmaktadir (106, 109). MAP7 en bilinen ve en ¢ok ¢alisilan
tiyesi olmakla birlikte MAP7 ile en ¢ok benzerlik gosteren alt liye ise MAP7D1 dir.
Bu grup proteinlerin mikrotiibiil baglayan N terminal bolge ile kinezin baglayan C
terminal bolge olmak iizere fonksiyonel baglica iki bolgesi bulunmaktadir (109). Hiicre
iskeletinin motor proteinlerinden olan kinezin ile birlikte miktotiibiilin + yonde
(hiicrenin merkezinden perifere) hareket ettirilmesinde gorev almaktadirlar. Ozellikle
santral sinir sisteminde kinesin-1 ile birlikte aksonal vezikiil ve organel transportunda
gorev aldiklarina yonelik ¢aligsmalar bulunmaktadir (109). Yapilan yeni bir calismada
ise MAP7’nin kinesin-1’in mikrotiibiil baglamasin1 artirarak organel transportunda
gorev aldig1 gosterilmistir (110). Bu ¢alismaya gore kargo transportunda kinezinin tek
basina gorev aldigt MAP7’nin ise kinezinin mikrotiibiile baglanma hizin etkiledigi,

tagima siirecini etkilemedigi savunulmustur.
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Vezikil veya Organel

Kinezin 1 hafif zincirleri
Kinezin
Baglayan () i R

B8 Kuyruk
MAP7D1 9
Mikrotubul Linker
Baglayan Kinezin 1

Bolge

Boyun
Bas (Motor) |

---------------- . 006 } Mikrotubdul

Sekil 5.4. MAP7 proteininin mikrotiibiil ve kinezin ile olan etkilesimi. Sar1 yildiz ile
isaretli bolge hastada saptanan mutasyonun (p.Arg201Trp) yerini gostermektedir
(Sekil bu tez kapsaminda Hacettepe Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’'ndan
Dr. Ogr. Uyesi Arda Cetinkaya tarafindan ¢izilmistir.).

Hastada saptanan MAP7D1 missense degisikligi proteinin fosforilasyon
bolgesinde bulunmamakla birlikte in silico analizlere gore patojenik olarak
ongoriilmiustiir. Kristalografik olarak protein modellemesi bulunmayan bu protein i¢in
ilk kez bu tez kapsaminda Hacettepe Universitesi Biyoinformatik Anabilim Dali’ndan
Dr. Ogr. Uyesi Ceren Sucularli ile birlikte in silico olarak protein modellemesi
yapilmistir (Bkz. Sekil 4.9.). Mutant protein modellemesi de yapilarak mutant
proteinin ii¢ boyutlu yapisinda degisiklik meydana geldigi saptanmistir. Saptanan
degisikligin fonksiyonel agisindan etkisini tahmin etmeye yonelik tiibiilin ile docking
caligmalar1 yapilmigtir. Analizler sonucunda mutant proteinde mikrotiibiil baglanma
bolgesinin etkilendigi gosterilmistir. Bu bilgiler 1s18inda ileri fonksiyonel ¢alismalarin
yapilmasina yonelik olarak hastadan cilt 6rnegi alinmis ve in vitro fonksiyonel
caligmalar baslatilmigtir. Ayrica in silico olarak kinezin ile docking ¢alismalar1 devam

etmektedir.

Hastanin SCN9A mutasyonu ile ag¢iklanamayan bulgulart MAP7D1 mutasyonu
nedensel olarak kabul edilip tekrar incelendiginde ise MAP proteinlerinin 6zellikle

noronal gelisimde dnemli proteinler olmasi hastanin zihinsel yetersizligi ile uyumlu
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bulunmustur. Ekzokrin pankreatik disfonksiyon ise MAP7 protein ailesinin 6zellikle
hiicrede organel ve vezikiillerin transportunda gorevli olmalari1 nedeniyle pankreas
hiicrelerinde ekzositoz vezikiillerinin transportunun bozulmasi ile iligkilendirilebilir.
Ayrica SBDS proteininin ribozom biyogenezi disinda mikrotiibiil stabilitesi de dahil
hiicre icerisinde bircok farkli gorevi oldugu bilinmektedir. Ozellikle yapilan
calismalarda SBDS proteininin hiicre boliinmesi sirasinda mikrotiibiil organizator
bolgede gorev aldig gosterilmistir (111). Baska bir ¢alismada ise SDS hastalarindan
elde edilen primer kemik iligi stromal hiicreleri ve lenfoblastlar mikrotiibiil
destabilizan ajan olan nocodazol ile muamele edildiginde mitotik spindle olusumunun
bozuldugu, mitotik arrest sonucu hiicrelerin apoptoza gittigi gosterilmistir (112). Yine
ayni calismada SDS hasta hiicrelerinin mikrotiibiil stabilizan ajan olan taksole kars1
direngli olduklar1 saptanmistir. Bu durum spindle instabilitesinin SDS hastalarinda
kemik iligi yetmezligi ve lokomogeneze katkida bulundugunu gostermekle birlikte
hastamizda saptanan SDS fenotipi bulgularini agiklamada molekiiler temele isaret
etmektedir. Sitogenetik olarak normal olan gen¢ akut miyeloid 16semi hastalarinda
prognoz tayinine yonelik yapilan bir ¢alismada da kotii prognoz isareti olarak MAP7
yiiksek ekspresyonu saptanmustir (113).

Homozigot filtreleme ile giicli aday gen saptanmayan bir hastada
(TRSDS146_40) ise bilesik heterozigot filtreleme ile MAP1A geninde 2 farkli
missense degisiklik saptanmistir. Saptanan varyantlarin Sanger ile validasyonu
saglanmistir (Bkz. EK 5). In silico olarak varyantlardan birinin patojenik oldugu
digerinin ise benign karakterde oldugu ongoriilmiistiir. Evlat edinilmis ¢gocuk olmasi
nedeni ile ailede segregasyon c¢alismalart yapilamamistir. Hasta bulgulari
incelendiginde gelisiminin normal oldugu, zihinsel yetersizliginin bulunmadig
saptanmistir. Davranis bulgulari olarak ise hiperaktivitesinin bulundugu belirlenmistir.
MAP1A’nin 6zellikle santral sinir sisteminde eksprese olmasi ve hastada gelisimsel
gerilik bulgularinin olmamasi nedeniyle olas1 aday gen olarak giiclii bir pozisyonda
bulunmamasia neden olmaktadir. Yine de varyantlardan birinin daha benign
karakterde olmasi nedeniyle fenotipin davranis problemi gibi nispeten hafif bir fenotip
ile ortaya c¢ikmig olmasi da muhtemeldir. Ayrica segregasyon caligsmasinin

yapilamamis olmasi ¢alismanin eksikligini olusturmaktadir. Bu ailede homozigot veya
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bilesik heterozigot varyantlardan hastalik ile iliskili olabilecek bagka aday gen

saptanmamistir.

WES analizi sonucunda bir bireyde (TRSDS082_17) ise kemik iligi ve iskelet
tutulumu ile giden farkli bir fenotipe (Ghosal hematodiyafizyel sendrom, OMIM
#231095) neden olan TBXAS1 geninde homozigot novel missense bir degisiklik
saptanmistir. TBXAS1 geni tromboksan A sentaz 1’i kodlamaktadir. Bu enzim
sitokrom p450 enzimlerinden olup prostaglandinlerin endoperoksidaz ile tromboksan
A2’ye donilismesini saglamaktadir. Tromboksan A2 ise plateletlerin agregasyonunu ve
vazokonstriksiyonu saglayan bir ajandir. Bu sendrom kemik iliginde 6zellikle
eritrositer seriyi etkileyen ve anemi ile giden, ayrica uzun kemiklerde kortikal
kalinlasmaya neden olan bir durumdur. Daha 6nce bildirilmemis olan bu degisiklik in
silico olarak patojenik olarak degerlendirilmistir. Hasta bulgulari bu sendrom bulgulari
acisindan degerlendirildiginde ise sendrom ile uyumlu bulunmustur. Hastanin zaman
zaman pansitopenik donemlerinin ve ishal sikayetlerinin olmast 6n tani1 olarak SDS
diistiniilmesine neden olmustur. Ghosal hematodiafizyel sendrom hastalarinin kemik
iliginde miyelofibrozis saptanmaktadir (114). Hastanin kemik iligi aspirasyonu ise bu
durumla uyumlu olarak aspirasyonda az miktarda 6rnek gelmis olup ayrica osteoblast

ve osteoklast sayisinda belirgin artig saptanmustir.

Ghosal hematodiyafizyel sendrom saptanan hastada ayrica MEFV geninde
homozigot patojen bir varyant saptanarak FMF klinik tanisinin genetik olarak
dogrulanmasi saglanmustir. {lging olarak ise aileden alman anamnezde hastanin FMF
klinik tanist ile birlikte kolsisin kullanmaya baslamasinin ardindan anemisi nedeniyle
ES ihtiyacinin ve anemisinin belirgin azaldigi 6grenilmistir. Normalde Ghosal
hematodiyafizyel sendromda ES ihtiyacin1 azaltmak amaciyla steroid tedavisi
kullanilmaktadir (115). Bu hastada goriilen durum belki de bu hastalarda kolsisin
tedavisinin steroide alternatif olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica
yeni filtreleme basamaklari ile yapilan bu WES analizlerinde kullanilan inhouse
verilerden olusturulan huMAF’a gore yapilan elemelerde MEFV geninde saptanan
varyant elenmistir. huMAF’a bakildiginda bu varyantin frekansi inhouse olarak 0,051
olarak saptanmistir ve huMAF sinir1 olarak 0,05 alindigindan Tiirk toplumunda

FMF’in sik olmasi dolayisiyla tastyiciligmin yiliksek olmasi nedeniyle elendigi
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goriilmiistiir. Bu nedenle toplumda taginma siklig1 yiliksek olan hastaliklar i¢in bu tiir
filtreleme stratejilerinin hastaliktan sorumlu varyantlarin elenmesine yol agabilecegi

daima goz oniinde bulundurulmalidir.

Kalan hastalarda ise homozigot ve bilesik heterozigot filtreleme ile yapilan
analizler sonrasinda hastalikla dogrudan iliskilendirilebilecek bir aday gene
ulagilamamugtir. Hastalarin heterozigot varyantlar1 da kemik iligi yetmezlikleri ile
iligkilendirilen genler (EK 4) a¢isindan taranmistir ve bildirilen genlerde herhangi bir
degisiklik saptanmamistir. Bu nedenle heterozigot varyantlar agisindan 6zellikle de
novo varyantlarin belirlenmesi i¢in trio seklinde WES analizi yapilmasi da faydali
olacaktir. Ayrica bu hastalarda ileriye yonelik olarak noncoding bolgelerin
aragtirtlmasi, yliksek c¢ozintrlikli array platformlart ile kiiciik kopya sayisi
degisikliklerinin aranmas, literatiirde daha dnce SBDS geninde bildirildigi gibi yapisal
varyantlara yonelik ¢alismalarin yapilmasi ve tiim genom dizileme, RNAseq gibi ileri

genetik testlerin uygulanmasi diisiiniilebilir.

Calisma sonucunda tanimlanmis olan yeni fenotip ile birlikte fenotipik
ozelliklere gore SDS etiyolojisinin arastirilmasina yonelik onceliklendirme Tablo

5.3.’te sunulmustur.

Tablo 5.3. SDS fenotipinde bulgulara gore dncelikli dizilenecek genler

Spesifik Bulgular Gen

Notropeninin oldugu bisitopeni veya pansitopeni ile birlikte pankreatik | SBDS

disfonksiyon bulgulari, biiyiime geriligi

SDS bulgular1 yaninda 6zellikle retinal distrofi bulunmasi DNAJC21
SDS bulgulari, 6zellikle iskelet bulgularinin varliginda EFL1
Ek bulgularin belirgin olmadig: izole nétropent SRP54

Trombositopeni ve pankreatik disfonksiyon UNC13B
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Sonug olarak bu tez ¢aligmasinda Tiirkiye genelinden SDS o6n tanilar ile
izlenen hastalarda ilk kez kapsamli genetik etiyoloji arastirilmistir. Bu ¢alisma ile
bircok farkli fenotipin SDS ile karisabildigi gosterilmistir ve ayirici tani zorlugu
molekiiler testlerin gerekliligini ortaya koymustur. Calisma sonucunda yeni genlerin
bulunmasina yonelik iki kritik aday gen saptanarak hedefe ulasilmistir. Ayrica bu
genlerden biri ile yeni bir fenotip tamimlanmigtir. Trombositopeni ve pankreatik
disfonksiyon ile karakterize bu fenotipte bulgularin belirgin sikayet olusturmayacak
sekilde silik olabilecegi ortaya konmustur. Bu nedenle 6zellikle herediter
trombositopenisi olan hastalarda olas1 pankreatik disfonksiyon aragtirilmasi ve
pankreatik disfonksiyon saptanan bireylerde ise UNC13B gen analizi yapilmas1 faydali

olacaktir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu ¢alisma Tiirkiye genelinde SDS’ye yonelik ilk biiyiik ve kapsamli arastirma

ozelligi tasimaktadir.

Arastirma sonucunda fenotipin ve etiyolojinin heterojenligi aciga ¢ikarilmistir

ve molekiiler testlerin gerekliligi ortaya konmustur.

Etiyolojinin aydinlatilmasina yonelik yeni aday genlerin saptanmasi hedefine

ulasilmistir.

Caligsma sonucunda iki ailede kritik aday genler saptanmistir.

Bu genlerden biri ile SDS fenotipi ile benzer fenotipik bulgulara sahip bir

ailede yeni bir fenotip tanimlanmaistir.

Kristalografik olarak protein modellemesi bulunmayan ikinci aday gen igin ise

ilk kez bu tez kapsaminda in silico protein modellemesi yapilmustir.

Saptanan iki aday gen icin de ileri fonksiyonel testler planlanarak in vitro

calismalar1 baslatilmistir.

Etiyolojinin aydinlatilamadig: hastalarda ise heterozigot varyantlara yonelik

analizler devam etmektedir.

Son olarak nedenin aydinlatilamadig bireyler i¢in yeni filtreleme stratejileri
ile reanaliz ve tim genom dizileme, RNAseq gibi yontemler ile noncoding

bolgelerin ve yapisal varyantlarin arastirilmasi onerilir.
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EK 2.
HACETTEPE UNIiVERSITESI KEMIK iLiGi YETMEZLIKLERI MERKEZi

SHWACHMAN-DIAMOND SENDROMU SUPHESI OLAN HASTALARDA
DEGERLENDIRME FORMU
Hasta kodu:
Cinsiyeti:  Erkek |:| Kiz |:|
Dogum tarihi:
Ornek alinma tarihi:
Dogum yeri:

Ornegi gonderen hastane / doktor / doktor telefonu:

Anne-baba aras1 akrabalik: Var I:I Yok I:I

Varsa agiklaymiz ..............

Ailede Shwachman-Diamond Sendromu 6ykiisii: Var |:| Yok I:I
Varsa belirtiniz;.......................

Fizik muayene bulgular::

Boy: ..... cm (....p) Aguhk:... kg (....p) Bas cevresi:.............. cm (.....p)
Cilt bulgusu: Var |:| ...................................... Yok |:|
Hepatomegali: Var |:| Yok |:|

Splenomegali: Var [ ] Yok [ ]
Ekstremite anomalisi: VVar |:| Yok |:|
Varsa belirtiniz................

Bagka pozitif bulgu varsa belirtiniz............



Hematolojik Degerlendirme:

Notropeniye girme dykiisii: Var |:| Yok I:I
Notropeni varsa belirtiniz; Kronik |:| Aralikl |:|
Notropeninin ilk tespit edildigi yas:

Notropenik oldugu donemde tam kan sayimi bulgulari:

Hemoglobin:....... gr/dlL MCV:.....fL RDW:..... %  Retikiilosit:........... %
Beyaz kiire sayist: ............... 10%/L Nétrofil sayist:.................. 10%/L
Trombosit sayist:................... 10%L Hemoglobin F diizeyi:............ %

Transtiizyon oykiisii:

Kemik iligi degerlendirilmesi ve tarihi:

Daha once calisilan molekiiler tetkikler (6rnegin Pearson mutasyonu):
Gastroenterolojik Degerlendirme:

Kronik ishal 6ykiisi: Var [_] Yok [ ]

Varsa baslama yagi, halen devam ediyor mu?............ccceeeuveenneee.
Serum tripsinojen diizeyi (< 3 yas i¢in):

Serum izoamilaz/amilazdiizeyi (>3 yas igin):

Serum lipaz diizeyi:

Fekal elastaz diizeyi:

72 saatlik gaitada yag incelemesi:

Pankreas goriintiilemesinde yaglanma: Var |:| Yok |:| Degerlendirilmedi |:|

Degerlendirilen yontem: USG [ | ..................

Bilgisayarli tomografi |:| ............................



Iskelet Sistemi Degerlendirilmesi:

Ekstremite anomalisi: Var |:| Yok |:|

Varsa belirtiniz................

Direk grafide metafizyal diyastozis: Var |:| Yok |:|
Varsa hangi kemiklerde belirtiniz.................

Goglis deformitesi: Var |:| Yok I:l

Varsa belirtiniz.......
Diger Sistemlerin Degerlendirilmesi:

Ekokardiyografi (Cekilme yas1, sonucu ve ejeksiyon fraksiyonu):

Lenfosit altgrubu ¢alismast sonucu:

Davranis problemi var mi?: Var | ] Yok [ ]

Varsa belirtiniz............



EK 3. SDS On Tanisi ile Yonlendirilen Hastalarin Bulgular

AILE | BIREY Cinsiyet | Dogum Baglangig HEMATOLOJIK PANKREAS Destekleyici Bulgular
Tarihi/ Yasi
Akrabalik
(A)/ Dis
Merkez
(DMm)
Notropeni Trombositopeni | Anemi K.i Bulgulari Diyare Gorintileme
(USG/BT)
1 TRSDS003 01 | K 26.07.12 9ay var (0) yok yok Normosellller, myeloid hiper, Kronik ishal yok BlylUme ve gelisme
A: yok Febril eritroid rolatif hipoaktivite yok geriligi
DM: + notropeni Myelositer seride
olgunlasmada duraklama yok.
Eozinofili dikkate deger. MK (-)
2 TRSDS004 02 | E 31.10.11 3 yas var (300) var (101000) var ? var BT: pankreasta atrofi | Hepatosplenomegali,
A: yok ve diffiiz yaglanma KCFT'de bozukluk
DM: + Femur O-bain seklinde
Epifizyel ve metafizyel
displazi yok
Buyume geriligi
3 _ K 13.12.07 YD dénemi | yok var var ? Steatore+ BT: Pankreas Pankreas yetmezligi,
A: var aralikli- hipoplazisi, Splenomegali, opere ASD
hafif splenomegali
4 TRSDS020 04 | E 03.06.97 18 yas iken | var var yok ? ? Batin USG: Pankreas Kemik Grafileri: Alt
A: yok goénderilmis ekojenitesi diffiiz dorsal vertebralarin alt
DM: + artmis ve Ust end platelerinde
Kreon kullaniyor. yaygin Schmorl noddilleri
izlenmistir. Bilateral
femur boyunlari kalin
izlenmektedir.
Buyume geriligi
5 TRSDS022_05 | E 15.05.14 5ay var yok var ? ? ? Diskida elastaz diistkligu
A: yok (1100/100) 7 gunlikken buyuk arter
DM: + transpozisyonu
nedeniyle, 37 giinlikken
VSD nedeniyle opere, 50
glnlikken kalp pili
takilmis.
Blyume geriligi
6 TRSDS051 06 | E 18.03.14 2 ay En distk var (2 deger) var Selltler kemik iligi, hafif var (2 Abd USG: normal KF?
A: yok 1400 megaloblastik degisiklikler, ayhkken (pankreas Ter testi: normal
eritroid-myeloid vakuolizasyon | baglamis) degerlendirilememis)
izlenmedi. Fekal elastaz: >500
(N)
7 TRSDS054_07 | K ? 8 yas 9 ay var var var Selltler kemik iligi, myeloid yok Mikrosefali
A: var arrest yok, megakaryosit Kemik survey: normal




AiLE | BIREY Cinsiyet | Dogum Baslangig HEMATOLOJIK PANKREAS Destekleyici Bulgular
Tarihi/ Yasi
Akrabalik
(A)/ Dig
Merkez
(DMm)
Notropeni Trombositopeni | Anemi K.i Bulgulari Diyare Gorintileme
(USG/BT)
DM: + gorulmedi.
8 TRSDS060_08 | K ? ? ? var var Hepatosplenomegali
A: yok Gaita elastazi dusuk
DM: + Dar toraks, genislemis
kondrokondral bileske
Kisa femur, genig metafiz
Atipik yiz, dustk kulak
9 TRSDS061 09 | K 02.07.12 3ay yok yok var Orta derecede selliler kemik Kabizlik+ ? Hepatomegali
A: var iligi. Eritroid ve myeloid KCFT boz
hiicrelerde vakuol yok Beslenme gligligi
Konugsmasi geri
Smith-Lemli-Opitz?
distnilmemis.
10 TRSDS062_10 G6PC3 -dislandi
11 TRSDS065_11 | E ? 1lyas var (YD Blytume-gelisme geriligi
A: yok déneminde) yok
DM: +
12 TRSDS068_12 | K ? ? ? ? ? ? ? ? Aile oykusu+ (erkek
A: var kardesinde de ayni mut)
DM: +
13 TRSDS070_13 | E ? 3,5 yas var (1200) var var Hafif hiposellller kemik iligi Yagh Ailesel aplastik anemi?
A: yok Hafif yaglanma artigi mevcut. digkilama Hepatosplenomegali
DM: + Megakaryosit gorilemedi. hikayesi yok
Normoblastlar arasinda
nikleer ve sitoplazmik
koprilesme dikkat gekti.
14 TRSDS079_14 | E ? 6 yas var (600) var var Sellllerite %5’ten az, aplazik yok USG: pankreasta iskelet degerlendirmesi:
A: yok hipoplazik kemik iligi Serum yaglanma yok normal
DM:? Hematopoetik hicrelerde amilaz Davranis problemi yok
azalma, ekstraseliler demir dizeyi (>3
birikimi + yas icin): 46
Hematolojik FISH: normal
15 TRSDS080_15 | K 01.03.04 11 yas var (900) var var Sellllarite azalmis, myeloid yok USG: pankreasta iskelet degerlendirmesi:
A: yok seride grantlasyon hiicresi, yaglanma yok normal
DM: + birka¢ adet hemafagositer Davranis problemi yok
hiicre goralda.
16 _ E 12.03.08 1yas var (700) var var Megaloblastik degisiklikler var USG: pankreasta iskelet degerlendirmesi:
A:var yaglanma yok normal

Abdomen BT:

MMR




AiLE | BIREY Cinsiyet | Dogum Baslangig HEMATOLOJIK PANKREAS Destekleyici Bulgular

Tarihi/ Yasi

Akrabalik

(A)/ Dis

Merkez

(bm)

Notropeni Trombositopeni | Anemi K.i Bulgulari Diyare Gorintileme

(USG/BT)
pankreas parankimi Agriya duyarsizhk
normalden ince, Blyume geriligi
atrofik, parankim
icinde yag
infiltrasyonu ile
uyumlu hipodens
milimetrik alanlar
(SDS ile uyumlu)

17 _ K 11.02.14 4 ay araliklivar | aralkli var var Orta selliiler kemik iligi, var (4-5 USG: normal? Davranis problemi yok

A: var Osteoblastlar ve osteoklastlar ayhkken FMF (Kolsisin kullaniyor)
artmis baslamis, su

an yok)
pankreatik
amilaz dusuk
18 TRSDS087_18 | E 30.09.14 20 glinluk var (200) var yok Megakaryosit goruldi. Eritroid | var USG: pankreasta BlylUme geriligi

A: yok onclillerde vakolizasyon Serum yaglanma yok EKO: sekundum ASD,

DM: + goralda. Aktif makrofaj amilaz (>3 LV'de hipertrofik
gorildi. Birkag adet yas icin): 63 degisiklikler
hemofagositoz goriildi. Hafif Serum lipaz:
megaloblastik eritroid seri 25
hicreler goralda. Fekal
Vakuolizasyon nadir olarak elastaz: >500
myeloid seride de gorildi.

19 TRSDS092_19 | E ? ? var (900) yok yok var USG: pankreasta iskelet degerlendirmesi:

A? yaglanma yok normal

DM:? Davranis problemi yok

SCID ile uyumlu olabilir
denilmis.
20 TRSDS097_20 | K 27.08.14 10 ay var (200) var yok Selltiler kemik iligi, serbest yok USG: pankreas ADA2 eks?

A: var histiyositlerde artis, eritroid normal Minimal hepatomegali,
seride megaloblastik KC ekojenitesinde
degisiklikler, yer yer myeloid minimal difuz artis
vakuolizasyon, gaucher benzeri
depo hiicreleri gérulda.

Hipo/orta selliiler sonug da
mevcut.
21 TRSDS100_21 RPS19- DEL
22 TRSDS103_22 | E 08.05.13 1,5 yas var (300) yok var Selltler kemik iligi, duraklama yok USG: pankreasta Davranis problemi yok
A: yok aralikh yok, hafif megaloblastik yaglanma yok




AiLE | BIREY Cinsiyet | Dogum Baslangig HEMATOLOJIK PANKREAS Destekleyici Bulgular
Tarihi/ Yasi
Akrabalik
(A)/ Dig
Merkez
(DMm)
Notropeni Trombositopeni | Anemi K.i Bulgulari Diyare Gorintileme
(USG/BT)
degisiklikler izlendi.
23 TRSDS105_23 BRAF -diglandi
24 TRSDS111 24 | E 02.07.15 4 ay var (300) yok var var USG: pankreasta iskelet degerlendirmesi:
A: var yaglanma yok normal
Davranis problemi yok
25 TRSDS115_25 | K 24.10.15 5ay var (200) yok yok yok USG?: pankreasta Davranis problemi yok
A: yok yaglanma yok
DM: ?
26 TRSDS116 26 | E ? ? var var var ? ? USG:normal Metafizer displazi
A: yok Buyume geriligi
Masif splenomegali
14 yas ex
27 _ K 11.09.14 1lyas 6 ay var (293) yok var Selltler kemik iligi, myeloid nadir olarak+ | USG: pankreas Davranis problemi yok
A: yok duraklama yok, displazi yok, normal
¢ift cekirdekli normoblast
gorilmedi.
28 TRSDS119 28 | K 09.07.06 8 ay var (400) var var Hipoplazik var ? Splenomegali
A: yok Hiperaktivite+
DM: + Buyume geriligi
29 TRSDS120_29 | K 06.12.15 ? var (200) yok var Yetersiz materyal gelmis var USG: pankreasta Blyume geriligi
A:var Serum yaglanma yok iskelet degerlendirmesi:
DM: + amilaz (>3 normal
yas icin): 32 Davranis problemi yok
Serum lipaz:
57
Fekal
elastaz: >500
72 saatlik
gaitada yag
incelemesi:
4+
30 TRSDS121_30 HAX1 -diglandi
TRSDS121_31 HAX1 -dislandi
31 K 03.01.12 4 yas 3 ay var (200) yok yok Selltler kemik iligi, duraklama yok ? Davranis problemi yok
A: yok yok Grafileri normal
32 TRSDS123_33 | K 07.03.15 ? ? yok ? Normosellller kemik iligi. var ? Davranis problemi yok




AiLE | BIREY Cinsiyet | Dogum Baslangig HEMATOLOJIK PANKREAS Destekleyici Bulgular
Tarihi/ Yasi
Akrabalik
(A)/ Dis
Merkez
(bm)
Notropeni Trombositopeni | Anemi K.i Bulgulari Diyare Gorintileme
(USG/BT)
A: yok (2400) Eritroid seride dikkati geken Serum lipaz:
DM: + vakuollu gériiniim mevcuttur. 25 (N)
33 TRSDS129 34 | E 08.09.15 ? yok var yok Eritroid hipoaktivite izlenen, var USG: pankreasta iskelet degerlendirmesi:
A: var megaloblastik degisiklik yaglanma yok normal
DM:? saptanmayan megakaryosit Davranis problemi yok
izlenen ve vakuolizasyon
saptanmayan kia
34 TRSDS132 35 | E 15.01.03 40 yok var var Selltler kemik iligi, gift var USG: pankreas Hepatomegali
A: var ginlikken cekirdekli normoblastlar, normal MMR
eritroid seride vakuolizasyon, Crohn
megaloblastik ve displastik FMF, immun yetmezlik
degisiklikler gozlendi.
35 TRSDS134 36 | K 06.08.16 3 var (300) var yok var ? Blyume geriligi
A: var ginlikken
36 TRSDS136_37 APECED-diglandi
37 TRSDS141 38 EPCAM -dislandi
TRSDS141_39 EPCAM -dislandi
38 E 10.12.11 4yas10ay | var (200) yok yok Normal var (bebeklik | USG: pankreas Buyume geriligi
A:? doéneminde) normal Hiperaktivite+
(Adopt) Bebekliginden itibaren
stk enfenksiyon+
39 TRSDS153 41 | E 08.01.10 1vyas var (500) var sinirda Orta selliiler, HFS yok, birkag yok USG: pankreasta Hiperaktivite+
A: yok mikromegakaryosit, birkag cift Serum yaglanma yok
cekirdekli normoblast amilaz (>3
izlenmistir. yas icin) : 24
Serum lipaz:
38
40 _ E 28.05.15 1,5 yas var (800) yok yok Selliler kemik iligi yok USG: pankreasta Amniyotik banda bagli
A: yok Duraklama izlenmedi, kabizhk+ yaglanma yok ekstremitelerde
yaglanma artisi mevcut, deformiteler
megakaryositler artmig izlendi. Davranis problemi yok
Myeloid seride vakuolizasyon
izlenmedi, megaloblastik
degisiklik izlenmedi. HFS
gorilmedi.
41 TRSDS158_43 ADA2 -dislandi
42 TRSDS165_44 | K 29.11.12 YD var var (aralkh) var Selltler kemik iligi, yaglanma var USG: diffliz yaglanma | Yarik damak
A: yok doneminde (arahkh) | artisi var. Displastik amilaz dusik YD déneminde AST-ALT




AiLE | BIREY Cinsiyet | Dogum Baslangig HEMATOLOJIK PANKREAS Destekleyici Bulgular
Tarihi/ Yasi
Akrabalik
(A)/ Dig
Merkez
(DMm)
Notropeni Trombositopeni | Anemi K.i Bulgulari Diyare Gorintileme
(USG/BT)
mikromegakaryositler goruldi. yuksekligi+
Megakaryositlerde artis
saptandi. Her (g seriye ait
displastik degisiklikler saptandi.
43 _ K 14.05.10 2 yas var (0-100) | yok yok Selliler, histiyositlerde artis, yok gorintiileme yok Davranis problemi yok
A: yok dejenere niikleuslari olan,
displazi gorilen,
megakaryositleri artmis olan
kia
44 TRSDS176_46 | E 23.05.06 ? var (600) var sinirda, | Normosellller, tim seriler Colyak + USG: pankreasta
A: yok var mevcut. Megakaryositler sayica yaglanma yok
DM: + artmis ve displazi ile uyumlu
mikromegakaryositler goralda.
Myeloid maturasyonda
duraklama oldugu diisiintilmdis.
45 TRSDS177_47 | K 12.02.16 3-4 ay var yok yok ? var ? Blyume geriligi
A: yok amilaz distik Bir donem AST-ALT
Kreon yuksekligi+
kullaniyor. Grafileri: normal
46 TRSDS178_48 | E 18.05.15 9ay var (0-100) | var var Selltler kemik iligi, myeloid yok? USG: pankreas Hepatosplenomegali
A: var elemanlarda artis, belirgin sola normal Ataksi telenjiektazi
kayma, megakaryositlerde artig Otoimmun hemolitik
anemi
Yirume: 2 yas
47 TRSDS186_49 | E 10.10.17 7 ay var (200) yok var Sellller ki, megakaryosit var, yok USG: pankreas Chotzen sendromu
A: var myeloid seride duraksama yok normal
48 TRSDS187_50 | K ? ? var (800) yok var Eritroid seride displazi USG: KC Buyume geriligi
A: yok gorilmedi. Myeloid seride ekojenitesinde Tibia distalinde
DM: + displazi mevcut. heterojen kaba metafizyel bant
graniler gorinim
49 TRSDS188 51 | E 07.05.17 8ay var (200) yok yok Selltler kemik iligi, yok? gorintileme yok
A: yok megakaryositlerde artis,
dismegakaryopoezis var. Erken
promyelosit sonrasi arrest var.
Megaloblastik degisiklikler var.
50 TRSDS189_52 | E 03.06.08 9 yas var (900) yok yok Yaglanma artisi, yok ? Davranis problemi yok
A: yok arahkh megakaryositlerde artis var,
DM:? displazi izlenmedi. Myeloid

seride duraklama izlenmedi.




AiLE | BIREY Cinsiyet | Dogum Baslangig HEMATOLOJIK PANKREAS Destekleyici Bulgular
Tarihi/ Yasi
Akrabalik
(A)/ Dig
Merkez
(DMm)
Notropeni Trombositopeni | Anemi K.i Bulgulari Diyare Gorintileme
(USG/BT)
51 TRSDS190_53 | E 28.06.11 4 yastan var (200) yok yok TUm serilere ait hiicreler yok ?
A: yok sonra gorilmis, duraksama yok,
megakaryositlerde artis
52 TRSDS191_54 | E ? ? ? ? ? ? ? ? ?
53 TRSDS194_55 | E 01.01.09 2015 var (?) yok yok Duraklama yok var Gorintuleme:? Davranis problemi yok
A: yok 6 yas arahkh Serum lipaz, amilaz,
DM:? |I6kopeni+ p. amilaz degerleri
(3900) normal
54 TRSDS197 56 | E 26.05.18 2 ay var (200) yok var Selltler kemik iligi, myeloid seri USG: KC steatoz+ Ketolaktik asidoz+
A:? maturasyonunda duraklama, Pankreas Hepatomegali
DM: + bazi normoblastlarda displazi degerlendirilememis. | Trigliserid yliksekligi+
izlenmis.
55 TRSDS198 57 | K 17.07.18 1,5 ay var (100) var var Grandlositer seri yok Batin USG: normal EKO: multipl ASD
A: var elemanlarinda belirgin azalma Kemik survey: normal
Myelositer seride belirgin
vakuolUsyon (sepsiste de
olabilir denmis)
56 TRSDS200_58 | K 01.07.14 3yas 8 ay var (200) yok yok Selltler kemik iligi, myeloid ve yok USG: pankreas izole benign nétropeni
A: yok eritroid seride megaloblastik normal denilmis.
degisiklikler gortldu,
duraklama izlenmedi.
57 TRSDS211_59 | E ? ? ? ? ? ? ? ?
A: var
DM: ?
58 TRSDS212_60 | K 08.05.15 3yas var (0) yok yok Selltler kemik iligi yok yok? Davranis problemi yok
A: yok
59 TRSDS215 61 | K 12.05.03 2018 var (1300) var var Biyopsi: tim hiicre serilerinde Aplastik anemi??
A:? 15,5 yas azalma
DM: ?
60 TRSDS219 62 | K 28.07.14 ? yok yok yok var BT: pankreasta Davranis problemi yok
A: yok 1 yildir yaglanma var
DM: ? ishal+
61 TRSDS220_63 | K 31.01.07 9vyas var (400) yok yok var Batin USG: normal Hepatomegali
A:var 4 ayhkken Ekstremitelerde kisalik
varmis artik varmis.
devam Onceden konusmasi
etmiyor garipmis, artik yokmus.

YD: yenidogan, sari renk ile isaretli olanlar SBDS gen mutasyonu pozitif olan hastalar, kirmizi renk ile isaretli olanlar WES analizine alinan hastalar.




EK 4.

Kalitsal Kemik 11igi Yetmezlikleri ile iliskilendirilmis Genler

ABCB7 ACD ADA2 (CECR1) | AK2 AP3B1 ATM
ATR BLM BRCAL BRCA2 BRIP1 CD40LG
CLPB CSF3R CTC1 CXCR2 CXCR4 DKC1
DNAJC21 EFL1 EIF2AK3 ELANE EPO ERCC4
ERCC6L2 FANCA FANCB FANCC FANCD2 FANCE
FANCF FANCG FANCI FANCL FANCM G6PC3
GATA1 GATA? GFI1 HAX1 HYOU1 JAGN1
LAMTOR2 LIG4 LYST MAD2L2 MPL MRTFA (MKL1)
MYSM1 NAF1 NBN NHEJ1 NHP2 NOP10
NSMCE3 PALB2 PARN POT1 RAB27A RAC2
RAD51 RADS1C RBMB8A RFWD3 RMRP RNF168
RPL11 RPL15 RPL18 RPL26 RPL27 RPL31
RPL35 RPL35A RPL5 RPL9 RPS10 RPS15
RPS15A RPS17 RPS19 RPS24 RPS26 RPS27
RPS27a RPS28 RPS29 RPS7 RTEL1 RUNX1
SBDS SLC37A4 SLX4 SMARCD2 SRP54 SRP72
STK4 STN1 TAZ TCIRG1 TCN2 TERC
TERF2IP TERT TINF2 TP53 TSR2 UBE2T
USB1 VPS13B VPS45 WAS WDR1 WIPF1
WRAPS3 XRCC2

Cincinnati Children’s Hastanesinin “Kemik Iligi Yetmezligi Gen Sekans Paneli” nden alinmustir.



EK 5. WES Validasyon ve Segregasyon Calismalarinin Sanger Elektroferogram
Goriintiileri

TRSDS167_45:

Ayt kéy DNAH7, ekzon 18, ¢.2516C>G (p.Pro839Arg)
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Ay kdy FCHOZ2, ekzon 19, c.1481A>G (p.Asn494Ser)
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TRSDS118_27:

.7

CNTRL (CEP1), ekzon 29, c.4907C>A (p.Thr1636Asn) (solda)
CNTRL (CEP1), ekzon 39, ¢.6580G>A (p.Glu2194Lys) (sagda)

CEACAMBS, ekzon 4, c.919G>T (p.Gly307Cys)




TRSDS146_40:

1l:2 OIII:E

| | rrecas
:l 120 |

{w ﬂ | i‘i‘ﬂ&%’la

:
%

MAPI1A, ekzon 4, c.1441C>T (p.Pro4815Ser) (solda)
MAP1A, ekzon 4, c.6842C=T (p.Ala2281Val) (sagda)



