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OZET

SARI-TUNEL F. Multiminicore Hastas1 Ikiz Kardesin Tiim Ekzom Dizileme
Verisinden Hastalik Etkeni Varyantlarin Tespiti, Konfirmasyonu ve Gen Ekspresyonu
Calismalar1. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik AD. Yiiksek
Lisans Tezi. Istanbul. 2019.

Multiminicore hastaligt (MmD), konjenital miyopati grubunda olup, nadir bir genetik
hastaliktir. MmD’nin goriilme sikligi bilinmemektedir. Ancak, epidemiyolojik bir
calismada, konjenital miyopati sikligi, canli dogumlarin  %0.006’s1  olarak
belirtilmektedir. MmD’nin kalitm modeli, sorumlu oldugu gen ve mutasyona gore
degisebilmektedir. Hastaligin tanis1 genellikle, klinik ve kas dokusundaki histopatolojik
bulgularla konulmaktadir. Kas dokusunda histopatolojik incelemede, kas lifleri
arasinda; oksidatif aktivite azlig1 ya da yoklugu, ¢ok sayida, kiigiik ¢aplt kor yapilari
onem tagimaktadir. Hastaligin klinik bulgular1 degiskenlik gosterebilmektedir; ancak
solunum bozuklugu, motor gelisim geriligi, kas zayiflig1 ortak klinik bulgulardir. MmD
hastaliginin molekiiler temeli, heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Bugiine kadar
hastaligin fenotipi ile iligskili RYR1, SEPN1, MYH7, TTN, MEGF10 ve ACADS
genlerinde ¢esitli genetik varyantlar belirlenmistir. Bu ¢alismada, akraba evliligi olan
anne ve babanin, ¢oklu distiklerinin ardindan in vitro fertilizasyon ile diinyaya gelen,
klinik ve histopatolojik bulgularla MmD hastalig1 tanisi konulan ikiz ¢ocuklarinin,
onceden yapilmis tiim ekzom dizileme sonuglarinin, analiz edilmesi ve hastalikla iliskili
varyantlarin belirlenmesi amaglandi. Tim ekzom dizileme veri analizi sonucunda
SEPNL1 geninde daha 6nce MmbD ile iligkilendirilmis bir varyant (c.817G>A/p.G273R)
ilk defa ikiz caligmasinda belirlendi. ACMG standartlarina ve bilgisayar ortamindaki
araclarin degerlendirmelerine gore, bu varyant muhtemel patojenik etkili olarak
bulundu. Belirlenen varyantin Sanger dizileme ile ebeveynlerde ve hasta ¢ocuklarinda
dogrulamasi yapildi. Ayrica aile tiyeleri ve saglikli kontrollerin (n=3) l6kositlerinde
SEPN1 gen ekspresyon diizeyleri arastirildi. Ekspresyon diizeylerinin (p= 0.1810,
p<0.05) istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlendi. Bu ¢aligma sonucunda SEPN1
geninde, MmD hastalig1 i¢in varyant belirlenmis olup, bu bilgi ile aileye genetik
danigma verilebilecektir. Ayrica calismamiz MmD hastaliginin molekiiler patogenezi ile
ilgili calismalara katkida bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler : Multiminicore, MmD, Tiim Ekzom Dizileme, Konjenital Miyopati,
Gen Ekspresyonu.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 27425
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ABSTRACT

SARI-TUNEL F., Detection, Confirmation and Gene Expression Studies of Disease
Causing Variants from the Whole Exome Sequencing Data of Twins with
Multiminicore Disease. Istanbul University, Institute of Health Science, Department of
Genetics. Master Thesis. Istanbul. 2019.

Multiminicore Disase (MmD) is a rare genetic disease which is one of the structural
congenital myopathies. The incidence of MmD is not known. There are publications
showing the existence of different hereditary forms in different genes related to MmD
(15, 16, 17, 18). Generally, the disease is diagnosed by histopathological and clinical
findings.

Histopathological examinations with oxidative stainings, show multiple non-staining
cores in the muscle tissue. Although different clinical findings may be observed;
respiratory failure, motor developmental retardation, muscle weakness are shared
clinical findings. The molecular basis of MmD disease and its mechanisms have not
been fully elucidated. To date, variants in RYR1, SEPN1, MYH7, TTN, MEGF10 and
ACADS genes were associated with the disease. In this study, whole exome sequencing
data were analysed for twins with MmD disease and their parents who were first degree
consanguineous. Thereby, it was intended to identify, disease causing variant(s). A
disease causing variant (c.817G>A/p.G273R) which was not previously associated with
MmD in the SEPN1 gene was determined. According to the evaluations, this variant
was considered to be likely pathogenic. The identified variant was confirmed by Sanger
sequencing in all individuals. SEPN1 gene expression levels were studied. It was not
statistically significant.

As a result the defined variant in SEPN1 gene in these twins with MmD disease made it
possible to give genetic counseling to the family for the future. In addition, our study
contributes to the molecular pathogenesis of MmD disease.

Key Words: Multiminicore, MmD, Whole Exome Sequencing, Congenital Myopathy,
Gene Expression.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 27425



1. GIRIS VE AMAC

Kas hastaliklari, motor néronlar, merkezi sinir sistemi, periferal sinirler
veya sekonder olarak kas zayifligina neden olan noromiiskiiler baglantilari
icermeyen, yalnizca kasi tutan ve miyopati olarak adlandirilan hastaliklardir.
Kalitsal ve edinsel kas hastaliklari olarak iki temel kategoride siniflandirilmaktadir.
Kalitsal bir miyopati grubu olan konjenital miyopatiler, Kklinik ve genetik
heterojenite gostermektedir. Konjenital miyopatilerin patolojisinde; iskelet kasinda
kalsiyum (Ca*?) homeostazi, kasilma-gevseme mekanizmasi, impuls iletimi,
oksidatif aktivite, otofaji, kas liflerinin yapisi ve islevinde gorev alan proteinler
etkili olmaktadir. Konjenital miyopatilerin g¢ogunun birden fazla gendeki
mutasyonlardan kaynaklandigi ve aymi gendeki mutasyonlarin farkli kas
patolojilerine neden olabildigi belirtilmektedir (8). Kaliimsal miyopatilerden
konjenital miyopatiler alt basligi igerisindeki MmMD hastaligi nadir bir kalitsal
hastaliktir. MmMD hastaligina ait prevalans bilgisi mevcut degildir. Tiim konjenital
miyopatilerin insidansi bin canli dogumda 0.06 olarak belirtilmektedir (20,
Kaynak: 21 p.102). Hastaligin 1971 yilinda Engel ve Gomez tarafindan
tanimlanmasindan giiniimiize kadar 100 civarinda vaka raporlanmistir (10,
Kaynak:11 p.60). Raporlanan hastalarin biiyiik ¢ogunluguna klinik tani, fenotip ve
histopatolojik incelemeler dogrultusunda konulmustur. Ayni histopatolojik ve
fenotipik bulgulara sahip ve aymi klinik taniyr alan vakalarda, farkli genlerde
mutasyonlar tanimlanmistir (22, 30). Genetik ¢alismalarla raporlanan vakalar,
RYR1, SEPN1, TTN, MYH7, MEGF10 ve ACADS genlerindeki mutasyonlarla
iliskilendirilmistir (17, 22, 30, 31, 32). Raporlanan vakalara ait Klinik bulgular
incelendiginde; ayn1 mutasyona sahip hastalarda, farkli histopatolojik ve fenotipik
bulgular nedeniyle farkli klinik tan1 konulan 6rnekler de mevcuttur (17). MmD
hastalig1 klinik ve genetik olarak heterojen bir hastaliktir. MmMD hastaliginin daha
fazla genetik, klinik arastirmalarla incelenmesi gerektigi arastirmacilar tarafindan

da ifade edilmektedir (11, 22).

Calismamizda birinci dereceden akraba evliligi yapan bir gift ve birden fazla
diisiik 6ykiileri sonrasinda in vitro fertilizasyon yontemiyle sahip olduklart MmD

hastalig1 tanist almis ikiz ¢ocuklarinin tim ekzom dizileme analizleri yapilmistir.



Ebeveynlerin ve ikiz ¢ocuklarinin tiim ekzom dizileme calismalari 2014 yilinda
0zel bir hastanede yapilmistir. Bizim c¢alismamizda tiim ekzom dizileme ham
verileri incelenmistir. Bunun igin tim ekzom dizileme verisi Seq platformu ile
analiz edilerek tiim ekzom verisi filtrelenebilir hale getirildi. Seq platformu
tizerinden fenotip bilgisi dogrultusunda gen Onceliklendirme ile protein-protein,
metabolik yolak iliskileri gibi biyolojik siirecleri baz alan bilgisayar ortamindaki
araglarla (GeneCards, Phenolyzer) hastalik etkeni olarak belirlenen aday genler
iizerinde, varyantin etkisi ve kaliim paternlerine uygun filtrelemeler yapildi.
Filtrelemeler sonrasinda tespit edilen varyantlar, aile segregasyonu ve ACMG -
“American College of Medical Genetics and Genomics” tarafindan yaymlanan
standartlar dogrultusunda incelenerek; SEPN1 geninde, hastalik etkeni olan varyant
(c.817G>A/p.G273R) belirlendi.

SEPN1 geninde belirlenen varyant (c.817G>A/p.G273R), aile bireylerinde
ve li¢ saglikli kontrolde Sanger dizileme yontemi ile dizilendi. Bu varyant igin
ebeveynlerin heterozigot, ikiz ¢ocuklarin homozigot segregasyonu Sanger dizileme

yontemi ile konfirme edildi.

Ayrica SEPN1 gen ifadesi (ekspreyon diizeyleri) hastalik etkeni varyantin
(c.817G>A/p.G273R), SEPN1 gen ifadesini nasil etkiledigi aile bireylerinde (n=4)
ve kontrollerde (n=3) kantitatif PZR ¢aligsmasiyla arastirildi. Ekspresyon diizeyinin

istatistiksel analiz sonucu anlamli olmadig: belirlendi.



2. GENEL BILGILER

2.1. KAS DOKUSU

Kaslar morfolojik ve fizyolojik 6zelliklerine gore tice ayrilir.

Diiz Kas: Belirli organlarin istemsiz hareketlerini gerceklestiren kas tipidir.
Bu kas tipi en ¢ok i¢i bosluklu organlarin ve kan damarlarinin duvarlarinda olur.
Tek ¢ekirdekli, kiigiik fuziform sekilli kas tipidir (1). Sempatik ve parasempatik

sinirlerle uyarilmaktadir (2).

Iskelet Kasi: Birden fazla cekirdekli ve ¢izgili olan kas hiicresidir (1).

Tutundugu iskeletin hareketini saglayan kastir. Somatik sinirlerle uyarilir (2).

Kalp Kasi: Kalbin biiytik bir kismini olusturan, kalbin kasilmasini saglayan
kas tipidir. Kalp kas1 1ifi; tek bir merkezi ¢ekirdegi olan, dallanma gosteren, ¢izgili

kas hiicresidir (1). Otonom sinirler araciligi ile uyarilir, istemsiz olarak kasilir (2).

Iskelet kaslarma ait olan kas lifini meydana getiren, miyofilamentlerden
olusan uzun, kasilabilen lifcikler miyofibril olarak adlandirilir. Miyofibrillerin
uzunlamasia dizilmesiyle meydana gelen, kasilabilen hiicrelere kas lifi denir.
Iskelet kasinda; kas lifleri bir araya gelerek kas lifi demetlerini olusturmaktadir.
(Sekil 2-1). Kas lifinin hiicre zar1 sarkolemma olarak isimlendirilirken; merkezi

sinir sisteminden kaslara sinir uyarisin1 tasiyan sinir hiicrelerine motor noéron

denilmektedir (1).

Miyofibriller; iki zincirli aktin ve onun iizerine sarili diizenleyici bir
proteinden olusan ince filamentler ve yatayda ince filamentlerin arasinda, dikey
konumda ise “Z” c¢izgilerin arasinda miyozin proteininin karsi karsiya gelmeyecek
sekilde diizenlenmesiyle kalin filamentlerden olusmustur. Filamentlerin diizenli
dizilisi kasin cizgili yapisim1 olusturmaktadir. Iki “Z” cizgisi arasinda kalan
tekrarlanan her birime sarkomer denir. Sarkomer, iskelet kasinin kasilma birimidir.
Sarkomerin sadece ince filamentlerinin oldugu kenara yakin kismina | bandi, kalin
filamentlerin uzunluguna karsilik gelen genis alan A bandi olarak
isimlendirilmektedir. A bandinin ortasinda sadece kalin filamentlerin goriildiigii iki

Z ¢izgisi arasindaki kisim “H bolgesi” olarak isimlendirilir (Sekil 2-1) (3).
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Sekil 2-1: Iskelet kasinin yapis (3)

Iskelet kas hiicreleri Tip I (Kirmizi) ve Tip II (Beyaz) kas lifleri olmak iizere ikiye
ayrilir. Cogunlukla kaslar hem beyaz hem de kirmizi kas fibrillerini tasirlar. Tip |
ve Tip Il kas lifleri fonksiyon ve morfolojik olarak birbirinden farklidir (Tablo 2-
1)(2). Tip I ve Tip II kaslarin motor sinirleri ayridir ve kasin 6zelliklerini belirledigi

de galigmalarda gosterilmistir (2).

Tablo 2-1: Tip I ve Tip II Kas Fibrillerinin Karsilastirmasi (2)



Tip | Kas Lifi Tip Il Kas Lifi

Kirmiz1 kas, yavas kas olarak| Hizli kas, beyaz kas olarak da

da isimlendirilir. isimlendirilir.

Miyoglobin igerigi zengindir. | Az miktarda miyoglobin tasir.

Kan damarlart yogundur. Uzun|Kan damarlar1t azdir. Cabuk

slire yorulmadan kasilabilir.  |yorulurlar.

Kas fibrillerinin ¢ap1 biiyiiktiir
Kas fibrillerinin ¢ap1 kiigiiktiir ] ] ]
] ) |ve az miktarda mitokondri
ve bol miktarda mitokondri
tagirlar. Daha yogun olarak
tagirlar. o
glikojen tagirlar.

Enerjisinin ¢ogunu lipidlerden| Enerjisinin ¢ogunu glikolizis

saglar. ile saglar.

2.2. ISKELET KASI HASTALIKLARI

Yapisal ve fonksiyonel kas bozukluklari miyopatiler olarak
isimlendirilmektedir. Miyopatiler merkezi sinir sistemi, yavas motor ndronlar,
periferal sinirler veya ikincil olarak kas giigsiizliigiine neden olan noromiiskiiler
baglantilar1 icermeyen hastaliklardir ve smiflandirilmalart  Tablo 2-2’de
belirtilmistir. Miyopatiler, motor {initenin karakteristik laboratuvar ve klinik

bulgular ile diger kas hastaliklarindan farklidir (4).
Bir motor tinite dort bilesenden olusur:
1. Bir motor néron
2. Motor néronun akson ve terminal kisimlari
3. Her terminal sinirin sonunda yer alan néromiiskiiler baglantilar

4. Iskelet kas fibrilleri (aksonlar ile merkezi sinir sistemine baglanmaktadir.)

(4).
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Tablo 2-2: Kas Hastaliklarinin Siniflandirilmasi (4)

inflamatuar Olmayan Nekrotizan
veya Vakuoler

Rabdomiyoliz ve Miyoglobindri

Malign Hipertermi

Mitekondriyal

Miyotani

Miyozin Kaybi




2.3. KONJENITAL MiYOPATILER

Konjenital miyopatiler; erken baslangigli (prenatal ya da erken bebeklik
dénemde) temel olarak tekil veya ¢oklu korlar, ¢oklu merkezi ¢ekirdekler, nemalin
cubuklar ve kas lifleri arasindaki uyumsuzluk ile tanimlanan kalitsal néromiiskiiler
hastaliklardir (5). Hastalar, yasam kalitesini ¢ok etkilemeyen formundan &liimciil
olabilecek kadar agir klinik bulgulara kadar, farkli fenotipik Ozelliklere sahip
olabilmektedir. Iskelet kasinda meydana gelen fonksiyon bozuklugunu tespit etmek
icin yapilan kas biyopsisinde, hastaliga 6zgiin, anormal ve distrofik ozellikleri
olmayan histopatolojik bulgular ile tan1 konulmakta, genellikle de Kkas
histopatolojisinin iligkili oldugu gen tahmini yapilabilmektedir (6). Ancak
konjenital miyopati tanis1 ile uyumlu klinik bulgulari olan ve genetik olarak
dogrulanan vakalarda 6zgiin olmayan histopatolojik bulgular da raporlanmistir (5).
Histopatolojik bulgulara gore; ¢ekirdek, sarkolemma, z disk, inkliizyon
cisimciklerinin ya da organellerin anormal 6zellikleri goz 6niinde bulundurularak;
yapisal konjenital miyopatiler ve yapisal olmayan miyopatiler olarak siniflandirma
yapilabilmektedir (7). Buna gore MmD hastaligi yapisal konjenital miyopatilerden

kor miyopatilerinin icerisinde siniflandirilmaktadir.

Diger yandan son zamanlarda elde edilen molekiiler verilerden sonra, major
konjenital miyopatilerin siniflandirilmasinda yeniden diizenlenme yapilmasi
ihtiyact olugsmustur (7). Major konjenital miyopatiler molekiiler bilgiler dikkate
alinarak, giincel bilgiler dogrultusunda agagidaki gibi 5 alt sinifa ayrilmistir (8).

1. Nemalin Miyopati (NM)

2. Kor Miyopatileri (CCM, MmD)

3. Sentroniikleer Miyopati (CNM)

4. Miyozin Depo Miyopatisi (MDM)

5. Konjenital Lif Tipi Orantisizlig1 (CFTD)

Histopatolojik degerlendirmelerde, kas morfolojilerindeki karakteristik
bulgulara gore hastalik etkeni genin hangisi olabilecegi genellikle tahmin
edilebilmektedir. Konjenital miyopatilerin histopatolojik bulgular1 ile hastalik
etkeni olan genlerin iliskisi daha karmasiktir ve bu hastalik grubu Klinik ve genetik

olarak heterojendir. Ayrica konjenital miyopatiye neden olan bir mutasyon; aile



bireyleri arasinda ya da bireyin gelisim donemine gore farkli klinik ve
histopatolojik  bulgulara neden olabilmektedir (9). Konjenital miyopati
etiyopatogenezinde (Sekil 2-2); kasilma-gevseme mekanizmasi, iskelet kasinda
kalsiyum (Ca*?) homeostazi, impuls iletimi, otofaji, oksidatif aktivite, kas liflerinin

yapisi ve islevinde rol alan proteinlerdeki bozukluklar etkili olmaktadir (9).

” Kasilma-Gevseme Mekanizmas: ve
Ca*? Homeostan

Iskelet kast riyanodin resetérii
Selenoprotein N

/ Altin
/Pf == Tropomivozinler
— — Troponinier
Oksidatif Aktivite Titin
Iskelet kast riyanodin resetor, it
Selenoprotein N . L d &
Otofaji
Miyotubularin

Hiicre Zarmdan Gecis/Kas Gelisimi
Mivotubularin

Sekil 2-2: Konjenital miyopatilerde rol oynayan patojenik mekanizmalarin sematik
gosterimi (9).

Konjential miyopati tanisi almasina ragmen genetik olarak sebebi
belirlenememis, genetik temelinin aydinlatilmas: gereken 1/3 oraninda konjenital

miyopati mevcuttur (5).

2.4. MULTIMINICORE HASTALIGI

Ilk kez 1971 yilinda, Engel ve Gomez tarafindan “multicore” hastalig
olarak isimlendirilerek kas liflerinin ¢ok yonlii dejenerasyonu ile iliskili konjenital
miyopati olarak tamimlanmistir (10, Kaynak:11 p.60). Currie ve arkadaslari
tarafindan 1976 yilinda “minicore” hastaligi olarak isimlendirildi (12, Kaynak:13
p.12).

MmD hastaligi, Heinz Jungbluth tarafindan; kas lifinin boyuna ekseninin

sinirl kisimlarinda bulunan, oksidatif aktivitenin azaldigi ¢ok sayida alanin varligi



ve konjenital miyopati klinik bulgularinin  varligr ile karakterize kalitsal

noromiiskiilar bir hastalik olarak tanimlanmistir (14).

Hastalik fenotipi ilr iligskilendirilmemis farkli genlerde, kalitim sekillerinin
de farklilik gosterdigini belirten arastirmalar mevcuttur. MmD hastaliginin ¢ok
farkli klinik bulgular1 olabilmektedir. Bu farkliliklar molekiiler temelde
incelendiginde genetik heterojeniteyi gostermektedir (15, 16, 17, 18). Nozolojik
cesitlilik, fenotip degiskenligi, genetik heterojenite, kiigiik alanlarda 6zgiin olmayan
sarkomer diizensizliginin belirlenebilmesi gibi zorluklar nedeniyle MmD

caligmalari zorludur (11).

2.4.1. Multiminicore Hastaligimn Epidemiyolojisi

Epidemiyolojik arastirmalar sadece konjenital miyopatiler i¢in mevcuttur.
Tim konjenital miyopatilerin canli dogumlarda goriilme sikliginin 0.06/1000
civarinda oldugu ya da biitin néromuskiiler vakalarin 1/10’u oldugu
belirtilmektedir (18, Kaynak: 19 p.102). Kuzey irlanda (18, Kaynak: 20 p.69-73).
ve Bati Isvec (18, Kaynak: 21 p.1-9) bélgelerinde konjenital miyopati prevelans;
pediatrik popiilasyonda 3.5-5.0/100.000 olarak raporlanmistir (18). Konjenital

miyopati prevalansi ile ilgili tilkemizde yapilan bir calisma bulunamamustir.

2.4.2. Klinik Degerlendirme

Neonatal hipotoni, motor gelisim geriligi, genel olarak kas zayiflif1 ve
amiyotrofi bulgularinin stabil olmasi ya da yavas olarak ilerlemesi MmD
hastaliginin en yaygin klinik bulgularindandir. Zeka diizeyi her zaman normal
sinirlardadir. Minor ya da sekonder olarak kardiyak anormallikler gézlemlenebilir.
Solunum bozuklugu sekonder olarak kalp yetmezligine neden olabilmektedir (14).
Ayak bilegi gibi eklem bdlgelerinde ya da omurgada cerrahi miidahale gerektiren
retraksiyonlar (kontraktiir), trakeostomi gerektiren solunum yetmezligi gibi
fenotipik ozellikler hastaligin siddeti hakkinda bilgi vermektedir (22). Genellikle
bebeklik ya da ¢ocukluk doneminde hipotoni ya da kas gli¢siizliigiiniin gorildiigi
prenatal baslangigli vakalarda fetal hareketlerdeki azalma ve polihidroamniyoz
mevcuttur (15, 16). Serumda kreatin kinaz (CK) seviyesi genellikle normaldir. Artis
gosterdigi vakalarda ise hi¢cbir zaman referans degerin {ist sinirinin 4 katindan daha
fazla olmamaktadir. EMG bulgular1 normal ya da bazen 6zgiil olmayan miyopatik

bulgular olarak raporlanmistir (22).



10

MmD hastaligi klinik 6zelliklere gore 4 alt gruba ayrilmaktadir (15) .

Klasik form: Aksiyal kaslarin zayifligi, agir skolyoz ve hayati tehdit
edebilecek diizeyde solunum giigliigli gozlenen bu form, MmD tanisin1 alan
hastalarin 2/3’sini kapsamaktadir. Baslangi¢ yasi erkendir. Bu grupta, beslenme
glicliigii olan vakalar mevcuttur. Motor gelisim geriligi erken goriilen bir bulgudur.
Eksternal goz hareketleri normaldir. Boyun ve gévde kaslarinin kontraktiirleri ciddi

toraks deformitelerinin olusmasina neden olmaktadir (11, 15).

El amiyotrofisinin oldugu hafif form: Yavas ilerleyen, el kaslarinin
zayifligi, amiyotrofi ve hiperlaksite goriilen, en fazla pelvik kusag etkileyen MmD
hastaliginin alt grubudur. Solunum giigliigii ya da skolyoz fenotipte hafif siddette
goriilebilir ve bu alt grup icin belirleyici bir 6zellik degildir. Hipotoni, kas zayifligi,
motor gelisim geriligi, nadiren beslenme ve solunum gii¢liigii gibi 6zgiil olmayan

fenotipik bulgular tanimlanmistir (11).

Artrogripoziu olan erken baslangich form: Cogul eklem kontraktiirleri,
az gelismis ve kontrakte kaslar, ekstremite deformiteleri olan ancak duyu
sorununun olmadigr alt gruptur (15). Artrogripoz, dismorfik o6zellikler (disiik
kulak, kisa boyun, yiiksek kemerli damak), erken ve siddetli kifoz ya da kifo
skolyoz, azalmis vital kapasite raporlanan fenotipik 6zelliklerdir. Kas giiciiniin

stabil kaldig: belirtilmistir (11).

Oftalmoplejik form: Diiz toraks yapist, faringolaringeal tutulum ve siddetli
skolyozdan kaynaklanan bas kontroliiniin olmadig1 klasik MmD fenotipine ek
olarak oftalmopleji bulgular1 tasiyan alt gruptur. Diger gruplarda faringolaringeal
tutulum goriilmemektedir (15, 22, 23).

2.4.3. Patolojik/Histopatolojik Bulgular

MmD hastalig1, histopatolojik degerlendirmelerde, miyofibriller diizensizlik
ve miyofibrillerde mitokondriyal oksidatif aktivitenin azaldigi cok sayida kiiciik
korlarin varligi ile karakterizedir. Coklu kiigiik korlarin; Tip 1 ve Tip 2 fibrillerinin
her ikisinde birden goriilmesi ve kas fibrillerinin uzunlugu boyunca yerlesim
gostermemesi multi-korlarin karakteristik 6zellikleridir. Kiigiikk Kkorlar, Marfan
sendromu, inflamatuvar miyopati, muskiiler distrofiler gibi bazi iskelet sistemi

hastaliklarinda da goriilebilmektedir. Kiigiik korlar ¢cok sayida ve yaygin 6zellik
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olarak gozlemlendiginde MmD tanist diisliniilmelidir (12). Isitk mikroskobu ile
goriilmeyen MmD fenotipine 6zgii kiigiik Korlar ve histopatolojik ozellikler

elektron mikroskobu ile incelenmelidir (24, 15)

Kas fibrillerinin biiyiikliiklerinin degiskenligi, Tip 1 fibrillerinin baskinligi,
Tip 2 fibrillerinin daha biiyilk c¢apta olmast MmD hastaliginin belirleyici
ozelliklerinden birisidir. Endomisyal fibrozis, rejenerasyon-nekroz gibi distrofik
bulgularin olmast MmD tanisim1 dislamak i¢in yeterlidir. NADH-TR ile boyanan
MmD hastalariin kas biyopsilerinde; daha koyu boyanan Tipl ve daha agik
boyanan Tip 2 kas fibrillerinin sinirlt alanlarinda, oksidatif aktivitenin yoklugu ya
da azligi goriilebilmektedir. Elektron mikroskobu ile yapilan incelemelerde; Z
cizgilerinin ve sarkomer sinirlarimin  diizensizligi, miyofibriller yapinin

organizasyon bozuklugu tespit edilmistir (22).

2.4.4. Molekiiler Etiyopatogenezi
MmD klinik heterojenite gosterdigi gibi genetik olarak da heterojen bir
hastaliktir (11, 15). MmD hastaliginin alt gruplar1 ve iliskili oldugu genler Tablo 2-

3’de verilmisir.

Hastaligin sporadik, otozomal resesif kalitim sekilleri yayinlanmustir.
Nadiren otozomal dominant kalitim gosteren vakalar da raporlanmistir (25, 26, 27,
Kaynak:11 p.61-64).

Hastalikla iligkili olarak en fazla raporlanan genler RYR1 ve SEPN1
genleridir (14). TTN, MYH7, MEGF10 ve ACADS genleri, MmD ile iliskilendirilen
diger genlerdir (Tablo 2-3)(17, 30, 31, 32).

RYR1 geni; mutasyonlarindan etkilenen malign hipertermi fenotipi ile
birlikte MmD fenotipi gosteren veya MmD nin el amiyotrofisinin oldugu hafif

formu gosteren hastalar raporlanmistir (28, 29).

TTN geninde tespit edilen yanlis anlamli varyantin titin proteinin yapisinda
bozukluga neden olarak, otozomal resesif kalitilan, kalp hastaliginin da fenotipte

goriildiigi MmD nin klasik form fenotipine neden oldugu tespit edilmistir (30).
MYH7 geninde yer alan mutasyonlar kardiomiyopatiye ve genis spektrumu
olan iskelet miyopatilerine (“Laing” distal miyopatisi, Konjenital [lif tipi

uyumsuzlugu —CFTD- , miyofibriler miyopati ve kor miyopatisi —“multiminicore”
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miyopatisi de dahil-) neden olmaktadir. MYH7 geninde yer alan ayn1 mutasyonun
biri aksiyal miyopati digeri MmD Kklinigi gosteren iki vakada ¢ok farkli bulgulara

neden oldugu raporlanmistir (17).

MEGF10 genindeki mutasyonlar, dogum Oncesi, bebeklik baslangiclh, kas
biyopsisinde kiiciik korlart olmayan miyopatiye ve g¢esitli fenotiplere yol
acabilmektedir. Yenidogan ya da bebeklik doneminde eklem kontraktiirleri olan;
yetiskin baslangigli solunum yetmezligi, kas biyopsisinde kii¢iik korlar1 olan ve
eklem hiperlaksitesi olan MmD formlarina neden olabilmektedir. Solunum
yetmezligi ve skolyoz, MEGF10 geni ile iliskili miyopatinin ortak 6zellikleri olarak
belirtilmektedir. MEGF10 gen analizi, erigkin baslangi¢li solunum yetmezligi ile
kendini gosteren, 6zellikle kas patolojisinde kii¢iik korlarin varliginda ortaya c¢ikan

kalitsal miyopatili hastalarda diisiintilmelidir. (31)

ACADS geninde mutasyon tasiyan ve oftalmopleji ile birliktelik gosteren
MmD fenotipi raporlanmistir (32).

Tablo 2-3: MmD formlar ve iliskili genler

Etkili
Kahtim | Baslangi¢ .
MmD Formu Olan Mutasyon Cesiti Kaynak No
Sekli donemi
Genler
Yanlig Anlamli,| 11, 22, 33
SEPN1 OR Bebeklik Kesilmeyi Etkileyen ve
Anlamsiz Mutasyonlar
Klasik Form -
Bebeklik Yanlig Anlaml
MYH7 OR 17
Eriskin Mutasyon
TTN OR Eriskin Kirpilma Mutasyonu |30, 34
El amiyotrofisinin 28, 29
oldugu yavas| RYR1 OR Erigkin -
ilerleyen form
Artrogripoz  olan|RYR1 OR Bebeklik | yanls Anlamli| 28,29
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erken baslangich Mutasyon

form

Yanlig Anlamli| 31
MEGF10 |OD Yetigkin
Mutasyon

Kirpilma, Anlamsiz ve

Bebeklik
RYR1 OR Yanlig Anlaml
Eriskin 23
Oftalmoplejik ¥ Mutasyon
Form
] Yanlig Anlamli| 32
ACADS |OR Bebeklik
Mutasyon

2.4.4.1. SEPN1 Geni

Selenosistein, serin aminoasitinin selenyum igeren tiirevidir. Selenosistein
iceren proteinler selenoprotein olarak adlandirilir. SEPN1 geni tarafindan kodlanan
selenoprotein N (SelN), insanlarda kalitimsal hastaliklara dogrudan neden oldugu
bilinen selenoprotein ailesinin tanimlanmus ilk tiyesidir (35). SEPN1 geni ilk olarak
1999 yilinda Lescure ve arkadaslari tarafindan SECIS elementinin bilgisayar
ortaminda belirlenebilmesine dayanarak tanimlanmistir (36). SeIN ortolojileri tiim
omurgalilarda; ekinodermler, annelidler veya eklembacaklilar da dahil olmak tizere
bazi omurgasizlarda tespit edilmis, ancak bitkilerde veya bakteriyel genomlarda
tespit edilememistir (37). Insanlarda, SEPN1 geni kromozom 1p35-p36 iizerinde
bulunur ve protein iriinii selenoprotein N endoplazmik retikulumda yer alan bir
glikoproteindir. SEPN1 geni kodlanan dizisi, ekzon 10 iginde yer alan ve kodlanan
UGA dahil olmak iizere 13 ekzondan olusur. insanlarda bulunan Alu dizisinden
olusan tgiincii ekzon, sadece primatlarda bulunmaktadir ve bu dizinin alternatif
olarak ifade edilmesi ile SEPN1 geninin iki transkript izoformu olusur. Kisa
transkript yaygin olarak ifade edilir ve biiyiik izoformun 3. ekzon igindeki bir
durdurma kodonu olan, ikinci bir ¢ergeve i¢i UGA kodonunun varligi nedeniyle,
protein seviyesinde saptanmaz (38). Selenyumun temel biyolojik formu, tRNA'ya
bagli serinden sentezlenen bir sistein analogu olan selenosisteindir (Sec)(39).
Okuma cergevesi igerisinde yer alan sonlandirma kodonu olan UGA dizisinin 21.

aminoasite dahil edilmesi benzersiz ve kendine 6zgii sekilde gerceklesir. UGA
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dizisinin stop kodonu yerine Sec kodonu olarak algilanabilmesi i¢cin UGA
kodonunun ilerisinde Okaryotik selenoprotein transkriptinin 3’UTR bolgesinde
birka¢ yiiz ya da birkag bin baz ¢iftinden olusan SECIS olarak adlandirilan “stem
loop” yapisini bulundurmasi gerekmektedir (39, 40).

SCRNA . ) Serine
%‘ Seryl-tRNA synthetase,

\msecs

Se0,% , ATP ‘%.
SECp43 AARRA
SelenacysteylS<tRNA }, )se2 —_\
EFSec
j J 1o 3 9

o S
SECIS f o) |
%\ %ﬂ jg AAAAA Mi}\ uﬁ;‘i_____mp

J)J Q7
w~_—j§—/ ——-;E,{l..i_ _Sto

Sekil 2-3 Okaryotlarda selenosistein amino asidin sentezi ve es zamanh olarak
translasyon birlesimi(35)

Selenosistein (Sec) aminoasitinin sentezinde ilk sirada spesifik tRNASec
yer alir. Sekil 2-3’de, 1. basamakta; tRNASec oOnce seril-tRNA sentetaz ile
serillenir, daha sonra fosfo-seril tRNA kinaz (PSTK) tarafindan fosforile edilir ve
son olarak da selenosistein sentaz (SecS) ile bir selenosisteil grubuna doniistiirme
islemi gerceklesir. Reaksiyonun o6zgiilliigii, tRNAS® dizisi ve konformasyonu
tarafindan belirlenir. 2. ve 3. basamakta, Sec-spesifik ceviri faktorleri ile tRNAS®
etkilesimi, EFSec ve SBP2 (mavi ve sar1 daireler), L30 proteini (yesil daire) ile
dinamik rekabet iginde olan SECp43 varliginda, 4. basamakta gosterildigi gibi
ribozom A bélgesine daha fazla yakinlasir ve bu sayede SECIS “stem-loop” yapisi
(cift ok) ile etkilesirler. 5. basamakta gosterildigi gibi SECIS {izerindeki
selenosistein molekiilii, yeniden programlanan UGA kodonuna yanit olarak peptid
dizisine dahil edildikten sonra, ¢eviri bir sonraki durma kodonuna kadar devam

eder. SECIS baglama proteinleri, 6zel bir uzama faktorii (EFsec) ve bir
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selenosisteil-tRNA ile birlikte fonksiyonel bir kompleks olusturur. Bu kompleksin
bozulmast veya selenyum eksikligi, UGA kodonunda erken sona erme ile
sonuglanir ve “nonsense-mediated decay" yolagi ile selenoprotein mRNA'larinin

pargalanmasina neden olur (35).

Insan embriyo hiicrelerinde Selenoprotein N ifadesi yiiksek bulunmast,

embriyogenezde kas olusumunda rol oynadigini géstermektedir (38).

SEPN1 ile iligkili miyopati bulgular1 tasiyan hastalarin  biyopsi
numunelerinin histopatolojik incelemelerinde; saglikli ve diger patolojik kontrollere
gore satellit hiicrelerinin azaldigi belirlenmistir. Bu bulgu kas rejenerasyonunda

SEPNL1 in 6nemli rolii oldugunu gostermektedir(41).

In siliko analizlerde, SEPN1 geninin promotdr bolgesinde CpG adaciklarini
icerdigi, transkripsiyon faktorii NF-kB i¢in 6ngdriilen hedef alanlarinin yer aldigi,
bir endoplazmik retikulum stres yanit elemani ve redoks duyarli transkripsiyon
faktorii AP1 igin baglayict alanlarin bulundugu belirlenmistir (42, 43). SelN defekti
olan hastalardan alinan miyotiiplerde ve Oliimsiiz fare myoblast hiicre hattinda
SEPN1 geninin “knock-down” edilmesiyle yapilan galismalarda artmis basal
oksidatif aktivite gozlenmistir (44, 45). Bu c¢alismalar nedeniyle oksidatif
homeostaz, oksidasyon-rediiksiyon mekanizmalarinda SelN’in rol oynadigi
diisiiniilmektedir. Selenoproteinler reaktif oksijen tiirlerini (ROS) notralize ederek
ve/veya hasarlt makromolekiilleri onararak oksidatif ve/veya retikiiler strese karsi

hiicre korumasinda belirleyici bir rol oynamaktadir (46, 47).

Selenoprotein N’in ryanodin reseptoriiniin regiilasyonunda ve kalsiyum
homeostazinda rol oynadigi disiiniilmektedir (48). Matur liflerde, SelN biiyiik
olasilikla ryanodin reseptoriiniin kanal aktivitesinin korunmasmna ve oksidatif
hasara kars1 hiicre savunmasina katilir. SelN aktivitesinin yoklugunda, ryanodin
reseptoriinlin degistirilmesi, mitokondriyal homeostazi bozabilecek, retikiiler strese
neden olabilecek ve hiicre 6liim yolunu ve diger kalsiyuma bagli sinyallemeyi
aktive edebilecek artmis kalsiyum sitoplazmik konsantrasyona yol agabilir. Bu
yollarin bir kisminin, hiicresel proteolizi arttirarak lif anahtarin1 daha yavas tiplere
ve sarkomerik diizensizlige dogru indiikledigi bilinmektedir (49, 50). Hem SEPN1
hem de RYR1 ile iliskili miyopatilerde mitokondriyel fonksiyon azligi/yoklugunun
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altinda yatan neden, endoplazmik retikulum ve mitokondri arasindaki kalsiyum

aracili etkilesimin etkilenmesi olarak diisiiniilebilir (22).

2.5. TUM EKZOM DiZiL EME

Yaklasik olarak 20.000 gen, 180.000 ekzondan olusan protein kodlayan
bolgelerin dizilenmesine tim ekzom dizileme (Whole Exome Sequencing-WES)
denilmektedir. WES ile genomun yaklasik olarak %]1’i (ekzon ve splice bolgeleri
dahil) dizilenmektedir (51). Hastalik etkeni varyantlarin %85’inin genomun
kodlanan ve fonksiyonel bolgelerinde yer aldigi tahmin edilmektedir. Bu nedenle
tim ekzom dizileme verilerinin analiz edilmesiyle nadir hastaliklar, monogenik
genetik bozukluklar, yaygin hastaliklar ve kansere yatkinlik saglayan varyantlar
ortaya ¢ikarilabilmektedir. Ekzom dizilerinden elde edilen varyantlarin hastalik
etkeni oldugu diisliniilse dahi; epigenetik mekanizmalarin fenotipi etkiledigi
hastaliklarin ve intronik bolgelerdeki diizenlemelerin klinik 6nemi bilinmemektedir.

Tiim genom dizisinin tanimlanmamis bolgeleri bulunmaktadir (52).

Hastalikla iligkili genlerin Yeni Nesil Dizileme (Next Generation
Sequencing-NGS) ile dizilenmesi zaman ve maliyet acgisindan avantaj saglayabilir.
Klinik fenotipleri Ortlisen, genetik heterojenite gosteren, diger testlerle ayirt
edilmesi giic ve maliyetli olan fenotiplerde, WES taniy1 kolaylastirmakta ve bilgi
saglamaktadir. Preklinik vakalarda, genetik ve fenotip olarak heterojen olan
kompleks hastaliklarin tanisinda, neonatal taramasinda ve non-invaziv prenatal
andploidi tani testlerinin calisilmasinda WES tercih edilmektedir. Tani, preklinik
bireylerin prognozu, yenidogan tarama prosediirleri, terapdtik yaklasimlari
belirlemede; molekiiler siiregleri inceleyerek ileri diizey tan1 ve tedavinin
gelismesine; sonrasinda “kisisellestirilmis tip” uygulamalarina imkan tanimasi
diisiiniilmektedir. WES; hastalik etkeni olan ve hastaliklara yatkinlik saglayan
genleri/varyantlar1 tanimlamada, kanserde germ hattt ve somatik mutasyonlarin
tespit edilmesinde de kullanilabilir. WES verisi genel olarak degerlendirildiginde

bazi kisitlamalar da s6z konusudur (52, 53).
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2.5.1. TUM EKZOM DiZi DEGERLENDIRME
Tiim ekzom dizileme analizi genel olarak ham data (veri) kalite kontrolii, 6n
isleme, hizalama, varyant ¢agirma, yorumlama ve onceliklendirme asamalarindan

olusur (54).

Ham data kontrolii; niikleotit ya da aminoasitleri ifade eden harfleri
cizgilerle ifade ederek dizi isimlerinden olusan metin tabanli format FASTA dur.
Dizi kalitesinin degerlendirilmesine olanak saglayan “Phred” skorlama tabanli,
kalite skorlamayi icine alan FASTQ dosyalart NGS yonteminin standart ham data
dosyalaridir. Phred skoru; insan genom projesinde DNA dizilemede tespit edilen
bazlarin belirlenmesinde kalite Ol¢iitii olarak kullanilan skorlamadir. En kisa ve 6z

ifade ile bazlarin kalite skorudur (54).

On isleme; 3 ' uclu adaptdriin ¢ikarilmasini ve okumalarin uglarindaki diisiik
kaliteli bazlarin kirpilmasini, ¢calismanin dizaynina ya da datanin kullanimina bagl
olarak primer, adaptor ya da diger 6zelliklerin kontaminasyonundan kaynaklanan
gereksiz okumalarin ve istenmeyen dizilerin ¢ikarilabildigi hizalama Oncesinde
gerekli olup olmadiginin kontrol edilmesi gereken asamadir. FASTQ dosyalari
kullanilarak; FastQC programindan iiretilen kapsamli bir ham QC raporu ile
aragtirmacilar, hizalamadan once, temel kirpma, okuma filtreleme veya adaptor

kirpma gibi 6n isleme adimlarinin gerekli olup olmadigini belirleyebilirler (54).

Hizalama isleminde; kalitesi degerlendirilen uygun olmayan kisimlari
cikarilan NGS ¢iktilar1 referans genoma yiiksek verimlilik ve dogrulukla
eslestirilmesi yani hizalanmasi gerekmektedir. Genomik varyasyonlarin olabilmesi
nedeniyle eslestirme esnasinda kullanilan dosya ya da programin hatali eslesmelere
tolerans gostermesi gerekmektedir. Kisa okumalarin haritalanmasi i¢in programlar
gelistirilmigtir. Hizalanan verilerin hassasiyet ve kesinliginin degerlendirilmesi

gerekmektedir (54).

Varyant ¢agirma; WES ile elde edilen tiim ekzom dizilerinin referans
genom ile hizalandiktan sonra referans alelleri ve polimorfizmleri dislayarak
varyantlarin belirlenmesi, genomik pozisyonunun tanimlanmasi, varyant tiiriiniin
tespit edilmesi islemidir. Referans genoma hizalanan verilerde, varyantin germ hatti
ya da somatik olmasi ve SNVs, indel, CNVs gibi farkli genomik varyant tiirii olup
olmadig1 degerlendirilmektedir (54).
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Yorumlama asamasinda; genomik 6zelligi, gen sembolii, polimorfizm olup
olmadigi, ekzonik fonksiyonu, evrimsel korunmuslugu ve aminoasit degisikligi gibi
varyantin Ozelliklerinin tanimlanmasidir. Varyant ile ilgili bilimsel ¢alisma olup
olmadigi, bilgisayar ortamindaki araglarin patojenite tahminleri, doku spesifik
ekspresyon diizeyi, transkiripsiyon baglama bolgeleri, histon modifikasyonu gibi
detayli bilgileri de ENCODE projesinden, “regulomeDB” ve “HaploReg” halka
acik veritabanlarindan elde edilebilir. Evrimsel korunmusluk i¢in “Phylop”,
“GERP” bilgisayar ortami araglar1 kullanilabilir.  Cosmic ve Clinvar gibi
varyantlarin hastalik patogenezi ile ilgili deneysel kanitlardan olusan veritabanlari
degerlendirilir. KEGG yolak analizleri ile varyantin etkiledigi siirecler incelenir

(54).

Deneysel validasyon isleminde kisa varyant listesi olusturmak icin gen
onceliklendirme Ve varyant filtreleme dnemlidir. ilk asama; hastalik bilgisine uygun
olarak gen onceliklendirilir (54). Literatiir, protein-protein etkilesimleri, etkilenen
yolaklar gibi veri kaynaklarim1 kullanarak ilgilenilen biyolojik siirecte (hastalik,
fenotip vb) etkili olabilecek kromozomal boélgeler, bu bolgelerde yer alan ya da
etkilesimde olan genlerin oOnceliklendirilmesi gerekmektedir. Onceliklendirme
islemi icin sayisal hesaplama formiillerini, farkli veri kaynaklarini kullanarak
fenotip, yolak, hastalik ile ilgili aday genleri tespit eden web araglar1 gelistirilmistir
(55). ikinci asama; diisiik kalite, diisiik kapsam diisiik giivende okuma bdlgeleri ve
SNV kiimelerinin filtrelenmesidir. Uglincii basamak ise sik goriilen varyantlarin

toplumsal alel siklig1 nadir goriilen hastaliklara gore daha fazla olacaktir (54).

[Mlumina platformu tarafindan dizilenen WES o6rneklerinde 50x veya daha
yiksek derinlikte dizileme Onerilirken, timor Orneklerinde tiimor i¢i genetik

heterojenite nedeniyle en az 125x derinlikte dizileme Onerilir (54).

2.5.2. VARYANT ANALIZi

Son yillarda hizla gelisen yeni nesil dizileme (NGS) teknolojisi, kisa siirede
cok fazla genetik verinin elde edilmesini saglamistir. Elde edilen genetik bilginin
biiytikligii ve kompleksligi, degerlendirilmesi i¢in uygun yontemler belirlenmesini
gerekli kilmistir. Mevcut durumda elde edilen genetik bilginin boyutlari, anlaml
varsayilan durumlar dogrultusunda, ilgili uzmanlarin onerileri ile DNA dizileme

sonucunda elde edilen verilerin standart metodoloji ile degerlendirilmesi
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amaclanmaktadir. Bu amagla ACMG uzmanlarin uygulama ve deneyimlerinide
dikkate alarak yaptig1 calismalarla, varyant degerlendirmesi i¢in metodoloji

gelistirilmistir (56).

Niikleotit dizindeki kalic1 degisiklik mutasyon olarak tanimlanirken,
polimorfizm ise toplumda %1 ‘in lizerinde siklikla goriilen varyantlar olarak
tanimlanmaktadir. Bu durum, patojenik ya da benin etkilerde yanlis varsayimlara
neden oldugundan “varyant” terimi ile degistirilmesi ve niteleyici ifadelerle birlikte
kullanilmas1 uygun bulunmustur. Bu niteleyiciler patojenik, muhtemelen patojenik,
Onemi belirsiz, muhtemelen benin, benin olmak {izere 5 basamakli sistemden
olugmaktadir. Patojenite bildirimlerinde varyant pozisyonu, degisim, varyant tiirii,
hastalik ve kalitim sekli bilgilerini icerecek sekilde bir biitiin olarak ifade edilmesi
onerilir. Orn; ¢.715G>A (GRCh37 (hgl19), ENST00000354177.4)( p.Gly239Arg),
muhtemelen patojenik, MmD, otozomal resesif. “Muhtemel” ifadesinin tam olarak
ne kadar kesinlik iceren bir ifade oldugunun belirlenmesi igin arastirma
yapildiginda; %90 kesinlikte patojen ya da %90 kesinlikte benin ifade edecek

sekilde anlamlandirilmasi 6nerilmektedir (56).

Kalitsal hastalik olarak siiphelenilen (6ncelikle Mendel kalitimi1 gosteren
hastaliklarda) hastalara ait dizileme verisinden elde edilen varyantlarin
yorumlanmasi i¢in kullanilmahidir. Hastalik etkeni olarak belirlenen varyantlar,
hastalikla iliskilendirilen aday genlerde olmalidir. Somatik varyasyonlar,
farmakogenomik varyantlar, Mendel kaliim gostermeyen multigenik ya da
kompleks hastaliklarda ve aday genlerde olmayan varyantlar1 yorumlamak ig¢in

ACMG standartlart kullanilmamalidir (56).

ACMG Standartlar1 asagidaki Sekil 2-4’de belirtilen uygulama akisina
uygun olarak aile bilgisi, fenotip ve genotip verileri ile birlikte degerlendirilmelidir
(57).
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Sekil 2-4: ACMG Rehberinde belirtilen 28 kriterin uygulama sistematigi (57).

ACMG  standartlart  dogrultusunda varyantlarin ~ klinik ~ dneminin
yorumlanmasi i¢in pratik ve etkin bilgisayar ortaminda bir ara¢ olan InterVar
ozellikle yiiksek penetrans gosteren, dogumsal veya c¢ok erken baslangich
gelisimsel ~ bozukluklarin  degerlendirilmesinde ~ faydalidir.  Varyantlarinin

yorumlama siiresini oldukg¢a kisaltmaktadir (57).

“SIFT” ve “PolyPhen-2” bilgisayar ortamindaki araglarin patojen ve
muhtemelen  patojen  varyantlari  tespitinin  yetersiz  oldugu  manuel

degerlendirmelerle ortaya konulmustur (57).

Amendola ve ark. (2015) manuel olarak yorumladig: verilere gére; HGMD
(Human Gene Mutation Database)’de patojenik olarak goriilen varyantlarin biiyiik
¢ogunlugunun muhtemelen ger¢ek patojen olmadigi sonucuna ulagmistir (58).
InterVar yorumlarinin Amendola ve ark. (2015) ile uyumlu oldugu gorilmistiir

(57, 58).

No » PS4(ps4_snps
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InterVar’in kisitlamalari; dogru yorumlama i¢in varyant veri tabanina
ihtiya¢ vardir. Cok calisilan genler i¢in klinik veritabanlarinda daha cok giris
oldugundan daha dogru yorumlanmasi s6z konusudur. Mendel kalitimi gdsteren
hastaliklarin daha dogru yorumlanmasi s6z konusudur. 2. Adim manuel bilgi girisi
gerektirdiginden kullanict girisi  dogrultusunda degerlendirilmektedir. Ciddi
konjenital ya da c¢ok erken baslangich gelisimsel bozukluklar igin varyant
yorumlamayi neredeyse %100 penetrans ile ele almak uygundur. Ancak gec
baslangicli ya da resesif hastaliklar i¢in etkinligi daha diisiik olabilir. Bunun nedeni
“ESP6500/EXAC Browser” veritabanlart kontrol veri tabani olarak uygun
olmamasindan kaynaklanir. 1000 Genom projesi, genel kontrol denekleri i¢in daha

uygun olsa dahi nadir varyantlar igin yetersiz olabilmektedir (58).

Dizileme sonuglarindan elde edilen hastalik etkeni oldugu diisiiniilen
varyantlarin potansiyel patojenite etkilerini tahmin eden bilgisayar ortamindaki
araglarin yetersiz ve celigkili sonuglar verebilmesi nedeniyle kapsamli kriterler
tanimlanmas1  gerekmektedir. ACMG standartlarina  bu nedenle ihtiyag
duyulmaktadir (57).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Cahismalarda Kullanilan Hasta Numuneleri

2011 yilinda Klinik ve histopatolojik bulgular ile MmD tanisi konulan ikiz
cocuklardan (dogum tarihleri: 2006) ve ebeveynlerinden Medipol Universitesi’nde
2014 yilinda tim ekzom dizileme testi i¢in kullanilmig olan DNA ornekleri
kullanildi.

MmD tanist alan ikiz vakalarin klinik bulgularin  varligina gore

olusturulmus aile agaci asagidaki gibidir.

Oi IVF
[T é ‘5

1.5 yas 8 yas 13 yas

Akraba evliligi yapmis (1.derece, amca ¢ocuklari) ebeveynlerin ndrolojik

degerlendirmelerinde herhangi bir klinik bulguya rastlanmadi.

Hasta 2’nin klinik muayenesinde skolyoz, kas zayifligi, motor gelisim
geriligi, solunumu giicliigii bulgular: belirlenmistir. Hasta 2’den alinan kas biyopsi
numunesinde yapilan patolojik incelemede belirlenen bulgular Sekil 3-1’de
gosterilmistir. Hasta 2 gripal enfeksiyonu sonrasinda 2014 yilinda kaybedilmistir.

Otopsi yapilmamustir.



[ Hasta2 Kas Dokusu Boyama | [ Normal Kas Dokusu Boyama |

Normal Kas Dokusu Boyama

[Hasta2 Kas Dokusu Boyama] |
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(H&E, 200x) %

(NADH, 400x)

Sekil 3-1: Hasta 2 ye ait histopatoloji goriintiileri

3.1.2. Calismalarda Kullanilan Kontrol Numuneleri

Sanger dizileme ve gen ekspresyonu calismalarinda; goniillii olarak
katilmak isteyen, saglikli kontrol 1, saglikli kontrol 2, saglikli kontrol 3
bireylerinden alinan periferik kandan izole edilen RNA dan sentezlenen cDNA

numuneleri kullanildi.

Bu calisma igin Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu 23.05.2017 tarih 527 sayili karar1 ile alinmagtir.
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3.1.3. Kimyasallar
Deneylerde kullanilan kimyasallar Tablo 3-1 ‘de listelenmistir.

Tablo 3-1: Kullamlan Kimyasallar

Kimyasal Ad1 Markasi Katalog Numarasi
Etidyum Bromiir Sigma E1510
Agaroz Bioline B10-41026
PBS Bioshop PBS404.200
Etanol Merck 8187601000
-mercaptoetanol Sigma M6250
MgCl2 (25 Mm) Fermentas -

dNTP Mix (10 mM) Fermentas R0192

Tag Polimerase Fermentas EP0402

Taq Buffer (10X) Fermentas -

Loading Dye (6X) Fermentas R0611
Marker (100 bp, 50 bp) Fermentas -

ExoSAP Thermo Fisher Scientific 78250
BigDye Applied Biosystems 4336917
BigDye Buffer Applied Biosystems 4336699
3.1.4. Kitler

Deneylerde kullanilan kitler Tablo 3-2 ‘de listelenmistir.

Tablo 3-2: Kullamilan Kitler

Kit Adi Markas1 Katalog
Numarasi
Thermo Dream Taq Master Mix Thermo Scientific K1071

RNeasy Plus Mini Kit (50) Qiagen 74134
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ProtoScript® First Strand cDNA

Synthesis Kit

Transcriptor High Fidelity cDNA

Synthesis Kit

Luna® Universal gPCR Master Mix

Roche

New England Biolabs E6300S

05091284001

New England Biolabs M3003S

3.1.5. Cihazlar

Deneylerde kullanilan cihazlar Tablo 3-3 ‘de listelenmistir.

Tablo 3-3: Kullamilan Cihazlar

Cihazin Ada
Buzdolabi (+4 °C, -20
°C, -80 °C)

Buz Makinasi

Sogutmal1 Santrifiij
Nanodrop
Elektroforez Tanki
Mikrodalga Firin
Mini Trans-Blot
Elektroforetik transfer
sistem

Jel Goriintiileme Sistemi
Masaiistii Santrifiij
PZR Cihaz1

Gergek Zamanli PZR
Cihaz1 (LightCycler
480)

Laminer Akis Kabini
Distile Su Cihazi

Vorteks

Otomotik Pipetler

Markasi

Cornelius

NanoDrop Technologies
Invitrogen

Arcelik

Bio-Rad

Bio-Rad T100 Thermo-
Cycler
Roche

Millipore

Ependof,

Bulundugu Yer
AS-DETAE, Genetik
ABD

AS-DETAE, Genetik
ABD

AS-DETAE, Genetik
ABD

AS-DETAE, Genetik
ABD

AS-DETAE, Genetik
ABD

AS-DETAE, Genetik
ABD

AS-DETAE, Genetik
ABD

AS-DETAE, Genetik
ABD
AS-DETAE, Genetik
ABD
AS-DETAE, Genetik
ABD
AS-DETAE, Genetik
ABD

AS-DETAE, Genetik
ABD

AS-DETAE, Genetik
ABD

AS-DETAE, Genetik
ABD

S.B.U Haseki EAH,
Genetik Hastaliklart Tani
Merkezi

AS-DETAE, Genetik
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ABD
S.B.U Haseki EAH,
Genetik Hastaliklar1 Tani
Merkezi

PZR Cihaz1 ABI Veriti S.B.U Haseki EAH,
Genetik Hastaliklar1 Tani
Merkezi

ABI 3730 Sanger Applied BioSystem S.B.U Haseki EAH,

Dizileme Cihazi Genetik Hastaliklar1 Tam
Merkezi

3.2. YONTEM

3.2.1. Tiim Ekzom Dizileme Calismasi
Bu projede 2014 yilinda Medipol Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Genetik&REMER’de Tim ekzom dizileme c¢aligmasi yapilmis oOrneklerin ham

datas1 (verisi) ¢alisilmistir.
3.2.2. Tiim Ekzom Dizisi Veri Analizi
Tiim ekzom verileri Seq platformunda (Genomize) analiz edildi (59).

Seq platformunda varyantlarin patojenite  simniflandirmasi  ACMG

standartlarina uygun olarak yapildi (52, 59).

NGS yontemiyle dizilenen Ebeveyn 1, Ebeveyn 2, Hasta 1 ve Hasta 2 ‘ye
ait WES analizine ait FASTA verilerini WES ¢alismasinda kullanilan kit ve cihazi
se¢ildikten sonra analiz parametreleri asagida tanimlanan kosullar ile Genomize-
Seq platformuna yiikklendi. WES verilerini hem Refseq hem de Ensembl

veritabanlarinda otomatik analize alindi.
Analiz Versiyonu = BWA-Freebayes-PCR dedup (v.16.1)
Anotasyon Versiyonu = Refseq / Ensembl
Birincil Kaplam Esik Degeri (alternatif alel) =5
Ikincil Kaplam Esik Degeri (alternatif alel) = 50
Strand Bias Metric Threshold (SBM) For Heterozygote Calls = 8,0
Heterozigot Varyantlar I¢in Alternatif Alel Oram Esik Degeri = 0,0

Minimum Alternate Fraction For Variant Calling = 20
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Okuma Ucu Maskeleme =0
Yiiksek Oranda Okuma Hatasi Filtresi =0
Her Iki iplikcikten Kamit Bekliyorum = False

Yukarida tanimlanan parametreler cercevesinde NGS yontemiyle elde
edilen FASTA verisinin, ham data kalite kontrolii, 6n isleme, hizalama, varyant

cagirma, yorumlama asamalari otomatize sistem ile gergeklestirildi.

3.2.3. Varyant Analizi

Gen Onceliklendirme islemi i¢in; MmD hastalig1 fenotipine neden olan aday
genleri belirlemek amaciyla Phenolyzer (60) ve GeneCards (61) bilgisayar ortami
gen Onceliklendirme araglari kullanildi. Belirlenen aday genler asagida

belirtilmistir.

RYR1, COL6A3, DES, SCN4A, MYH7, NEB, GAA, CACNA2D1, PIK3C2A,
CACNA1LS, RYR2, SECISBP2, COL6A2, FKBP1A, ACADSB, CPT2, QDPR,
LARGE, FKBP14, POMT1, MEGF10, PABPCI1L, FKRP, NMES5, LAMAZ,
RSPH4A, ITGA7, STAC3, ABCB7, CASQ1, FARSB, FKTN, CACNG1, POMGNT?2,
LMNA, DMD, CLIP1, SLC25A13, POMGNT1, LMAN2, MYOT, RYR3, ACADS,
TTN, ANOS, POMT2, ACADM, MB, RSPH3, FHL1, CHKB, COL6A1, DYSF,
ISPD, SEPN1

Yukarida belirlenen aday genler {lizerinden filtreleme yapildu.

Tim ekzom verilerinin filtrelenmesi icin Seq platformu (Genomize)

tarafindan onerilen sistematik kullanildi.
Filtreleme Seti-1’in ekran goriintiisti Sekil 3-1’de verilmistir.
Filtreleme Seti-1 asamalari:
» Bilinen gen, bilinen mutasyon aranir.

» Herhangi bir ClinVar kaydinda patojenik ya da muhtemelen patojenik

olmalidir.

» Toplumsal alel frekans1 <1 olmalidir.
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» Pedigri var ve gilivenilir ise kalitm sekline uygun olarak
heterozigot/homozigot secilir. Eger pedigri yok ya da giivenilir degil ise;

heterozigot veya homozigot segilir.

Ece-Naz_S3 omegi icin Varyantiar (EXOME), Kosum: 16.02.18-EXOMEs, Kit: Roche SeqCap EZ Whole Exome V3/Roche | & Parametreier Femmrmo T

Filtreler Diger 6rneklerie karsilagtir

Baslangie Bitis Herhangi bir CnVAR kayd patojenik veya olas: patojenik X -

iz Srma) | Gen Fanel Genotip Kaiite

- 1002 1264 EXOME Het Veya Hom Hepsi (-]
1 Het Veya Hom Hepsi (-]
Het Veya Hom Hepsi [}
Hep -
* + >

51 smekis gol fazi varyant aidugundan frekans fiters: gagioi olarak devre digidin

SEQ Frekans Filtesi (yanis efveya bolgesel polimortizmieri aykiamak icin tasarianmigtir)

Imadigindan dolay: ay

Tim analizlerde ara

Merkezimde filrele

Fillreleri Uygula Filtreleri Temizle

Sekil 3-2: Filtreleme Seti-1 Ekran Goriintiisii

Filtreleme Seti-2 ekran goriintiisii Sekil 3-2’de verilmistir.
Filtreleme Seti-2 asamalari:

> Bilinen gen, yikict mutasyonlar (PVS1-Null varyantlar: anlamsiz, gergeve
kaymasi, kuralli +/- 1 veya 2 splice site, baslangi¢ kodonu, tek ya da ¢oklu

ekzon delesyonu seklinde meydana gelen mutasyon ¢esitleri) aranir.
» Toplumsal alel frekansi <1 olmalidur.

» Pedigri var ve gilvenilir ise kaliim sekline uygun olarak
heterozigot/homozigot secilir. Eger pedigri yok ya da giivenilir degil ise;

heterozigot veya homozigot segilir.

Ece-Naz_S3 6megi icin Varyantlar (EXOME), Kosum: 16.02.18-EXOMES, Kit: Roche SeqCap EZ Whole Exome V3/Roche | % paemeirier rermEEe K ver Girg

Filtreler Diger ornekierle kargilagtir
Bastang s Cinvar - ros o) | Gen Panen Genatin
- 20y rExouE etvaya vom ]
1 o) Exome etveya vom e ]
002 40:28)  EXOME Hetveya Hom epsi ]
eeeeee *|[ + > "
< Infame Deletion || nframe Insertion x Ezonic Yike
 niiator Godon Variant | Spice Acceptor Variant || x Spice Donor Variant
* Stop Gained | | = Stop Lost
Filtreleri Uygula Filtreleri Temizle

Q Filtreler
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Sekil 3-3: Filtreleme Seti-2 Ekran Goriintiisii

Filtreleme Seti-3 ekran goriintiisii Sekil 3-3’de verilmistir.
Filtreleme Seti-3 asamalari:

> Bilinen gen, yanlis anlamli mutasyonlar aranir.

» Toplumsal alel frekansi <1 olmalidir.

> Pedigri var ve gilvenilir ise kalitm sekline uygun olarak
heterozigot/homozigot segilir. Eger pedigri yok ya da giivenilir degil ise;
heterozigot veya homozigot segilir.

Ece-Naz_S3 émegi icin Varyantlar (EXOME), Kosum: 16.02.18-EXOMEs, Kit Roche SeqCap EZ Whole Exome V3/Roche | Eraramatrser Varyantlar

Filtreler

KKKKK

v:28) 1 EXOME Het Vaya Hom

)/ EXOME

ayklamak igin

Tum analizierde ara

Werkezimde filrele

Filtreleri Uygula Filtreleri Temizle

Q Filtreler

Sekil 3-4: Filtreleme Seti-3 Ekran Goriintiisii

Filtreleme Seti-4 ekran goriintiisii Sekil 3-4’de verilmistir.
Filtreleme Seti-4 asamalari:

> “Novel” gen

» Toplumsal alel frekansi <I olmalidir.

» Pedigri var ve givenilir ise kalitm sgsekline wuygun olarak
heterozigot/homozigot secilir. Eger pedigri yok ya da giivenilir degil ise;

heterozigot veya homozigot secilir.
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Ece-Naz_S3 6megi igin Varyantlar (EXOME), Kosum: 16.02.18-EXOMES, Kit: Roche SeqCap EZ Whole Exome V3/Roche | Birarametrser

Filtreler Diger omeklerle karsilasti

Kogum | Grnek (Analiz Surim) | Gen Panel

Herhangi bif referans normal topiu... ¥ 1

81 smekle gok fazia varyant oidujundan frekans fiersi gegici larak devre digdin
'SEQ Frekans Filtresi (yanlis pozitf velveya balgesel polimorfizmler ay kiamak igin tasarianmistir)

kie gal

igimadigindan dolay: ayiklanmayan

Tum analizlerde ara

Werkezimde filtrele

Filreleri Uygula

Q Filtreler

Filtreleri Temizle

Sekil 3-5: Filtreleme Seti-4 Ekran Goriintiisii

Ayrica otozomal resesif, otozomal dominant, de novo, kompound
heterozigot kalitim paternine uygun olacak sekilde filtrelemeler de Tablo 3-4’de
belirtildigi gibi yapildi. Bu filtrelemelerde de hastaliga ait prevalansin olmamasi

nedeniyle toplumsal alel frekans1 <1 olarak segildi.

Tablo 3-4: Kalitim paternlerine uygun filtreleme parametreleri

Kalitim Paterni
Kompound Heterozigot
Otozomal Otozomal (Ayni1 gende farkl
_ ) De Novo )
Dominant Resesif lokuslardaki varyantlar
degerlendirilecektir.)
Ebeveyn . . .
1 Heterozigot| Yabanil Heterozigot | Yabanil Yabanil Heterozigot | Yabanil
Ebeveyn ] . ]
. Yabanil Heterozigot| Heterozigot | Yabanil Yabanil Yabanil Heterozigot
Hastal |Heterozigot| Heterozigot| Homozigot | Heterozigot| Homozigot |Heterozigot |Heterozigot
Hasta 2 | Heterozigot| Heterozigot| Homozigot | Heterozigot| Homozigot |Heterozigot |Heterozigot

olup olamayacagi sorgulandi.

ACMG Standartlart (54) dogrultusunda tespit edilen varyantlarin patojenik
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3.2.4. Sanger Dizileme Calismasi
Sanger dizileme yonteminde DNA dizisinin zincir sonlandirma metoduna
dayal1 olarak bazlarin floresan isaretlenmesi ve kapiller elektroforez kombinasyonu

ile okunmasidir (62).

Belirlenen varyantin dogrulamast icin Sanger dizileme yapilmustir. Ornekler
dizilenmeden o6nce PZR (polimeraz zincir reaksiyonu) ile g¢ogaltilip,

purifikasyonlar1 yapilmistir.

3.24.1. PZR

Ebeveyn 1, Ebeveyn 2 ve ikiz kardeslerin, DNA izolatlarindan rutin PZR
calisilip hastalik etkeni olarak belirlenen bolgenin amplifikasyonu yapildi. Saglikli
kontrollere dizileme i¢in ¢cDNA kullanilmistir. Sanger dizilemede c¢aligmasinda
kullanilan primerler Tablo 3-5’de belirtildi.

Tablo 3-5: Sanger Dizileme Calismalarinda Kullanilan Primerler

) 4 Dizi Hedef

Gen Ileri Primer Geri Primer
Uzunlugu

CTCACCAAGTGCAGTGT CCAGCCTTCACAGCTT
SEPN1 844 bg

TTG CT DNA

CTCGGCCCTTTGTGAAG GCATGGATCCGGAACA cDNA
SEPN1 101 bg

AC TCAC

Genomik DNA lar Nanodropta 6lgiildiikten sonra, 100 ng/pul son derisimde
olacak sekilde dilue edildi. Calismada daha 6nce Haseki EAH Genetik hastaliklari
Tani Merkezinde daha 6nce dizilenen tanimsiz hasta numunesi, pozitif kontrol
olarak kullanildi. PZR kimyasallari (Thermo Scientific), Tablo 3-6’da belirtilen

icerik oraninda hasta sayisina gore genisletilerek caligildi.
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Tablo 3-6: Sanger Dizileme PZR Karisimu I¢erigi

a) Genomik DNA Primerleri Karistnn =~ b) cDNA Primerleri Karisim

PZR Mix-SEPN1 PZR Mix-SEPN1
dH20 10,5 pl dH20 12,2 ul
DreamTaq PCR Master Mix 12,5 ul MgCI2 (25 Mm) 2,5 ul
Primer-ileri Zincir (10 mM) 0,5 ul dNTP Mix (10 mM) 1 ul
Primer-Geri Zincir (10 mM) 0,5 ul Taq Polimerase 0,3 ul
Ornek(DNA) (1 mM) 1 ul Taq Buffer (10X) 2,5 ul

Primer-ileri Zincir (10 mM) 1 pl
Primer-Geri Zincir (10mM) 1 pul
Ornek(cDNA) (250ng) 2,5 ul

PZR iiriinii %2 lik agaroz jelde goriintiilenmistir.

Sanger Dizileme calismas1 Haseki Egitim ve Arastirma Hastanesi Genetik

Hastaliklar1 Tan1 Merkezi’nde optimize edilen yontemle calisildi.

3.2.4.2. Piirifikasyon
PZR isleminden sonra Ornekler Tablo 3-8’de belirtilen karisim ile
purifikasyon islemine alindi. Her 6rnek i¢in forward ve reverse olmak {izere 2 tiip

hazirlandi. Forward ve reverse zincirler ayr1 ayri tiiplerde ayri ayr dizilendi.
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Tablo 3-7: Piirifikasyon Cahsmasi i¢in Karisim Icerigi

Karisim Icerigi Ornek basina miktar
EkzoSAP 1 ul
PZR {irtini 2,5 ul

PZR islemine alinir.

Tablo 3-8: Piirifikasyon Calismasi PZR Calisma Protokolii

PZR Calisma Protokolii
37°C 15 dk 1 cycle
80 °C 15 dk 1 cycle

3.2.4.3. Dizileme

Sanger dizileme g¢aligmasi “Big Dye Terminatér” DNA dizileme Kkiti ile
(Applied Biosystems) ABI 3730 (Applied Biosystems) cihazinda ¢alisildi. Tablo 3-
9’de belirtilen miktarlar 6rnek sayisi ile dogru orantili genisletilerek hazirlanan
Sanger dizileme karigimi; 6 ‘sar pL olarak purifikasyon dirliniiniin {izerine
pipetlendi. Tiiplerin iizerinde yazildig1 sekilde ileri ve geri zincir primerleri ayri

ayr1 pipetlendi.

Tablo 3-9: Sanger Dizileme Cahsmasi icin Karisim icerigi

Karisim Icerigi Ornek basina miktar
BigDye Terminatéor v1.1, v3.1 -5x Sequencing Buffer 2 ul
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-100 1 pl

dH20 3ul
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Primer -Forward (1 pikomol) / Primer-Reverse (1 pikomol) 3ul

Dizileme PZR ¢alisma kosullar1 Tablo 3-10’de verilmistir.

Tablo 3-10: Dizileme PZR Cahisma Kosullar:

Sekans PZR Protokolii

96 °C 1 dk 1 cycle
96 °C 10 sn

50 °C 0.05sn 25 cycle
60 °C 4 dk

20 °C 0.01sn 1 cycle

Sephadex ile hazirlanan kolonlarin altina toplama tiipii yerlestirilmeden
once 30 sn vortekslendi. Hava kabarcigi kalmamasi, damlalarin iistte toplanmasi ve
homojenize olmasi amaciyla vorteks iglemi yapildi. Kolonun altinda bulunan kiigiik
tipa alind1 ve altina toplama tiipii yerlestirildi. Sefadex kolonlar1 2700 rpm'de 3 dk
santrifiij edilerek iyice kurutuldu. Toplama tiipleri atildi, yenileri takildi. Ornegin
tamam1 pipetlendi. Kolona pipetleme yapilirken, membran {izerinde silikon-
slingerimsi yapiya zarar vermeden tam izerine gelecek sekilde pipetleme
yapilmalidir. Ornegin tam {izerine gelmeden birakilmas: kirli okuma olmasina
neden olabilir. 3200 rpm'de 5 dk santrifiij edildi. Ornek Sephadex'den gegerek altta
bulunan toplama tiipiine gegti. Toplama tiipline gegen tiim ornek pipet ile alinarak
calisma formunda kayitli oldugu “plate” kuyucuguna pipetlendi. Hazirlanan “plate”
tizeri plastik septa ile ortiildi, cihaza ait kaba konuldu ve cihaza yerlestirildi.
Cihaza bagl bilgisayarda bulunan programa “plate” ve igerisindeki hasta bilgileri
kaydedildi.

Sanger dizileme ¢alismasinda S.B.U Haseki Egitim ve Arastirma Hastanesi Genetik
Hastaliklar1 Tan1 Merkezi ‘nde bulunan ABI 3730 (Applied Biosystems) cihazi
gerekli izin (18/04/2019 Prot. No:143) alinarak kullanildu.
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3.2.5. Kantitatif Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Gercek
Zamanh PZR) Cahsmasi

3.2.5.1. Lokosit izolasyonu

Hasta 1 (2018 yilinda) ve Hasta 2 (2014 yilinda) izole edilen, -80 °C
muhafaza edilen RNA’lar kullanildi. Ebeveyn 1 ve Ebeveyn 2 6rnekleri ise -80 °C
de SOLD olarak muhafaza edildi.

Saglikli kontrollerden EDTA 11 tiipe alinan yaklasik 7 pL periferik kandan;

16kosit izolasyonu i¢in sirasiyla asagidaki islemler uygulanmstir.
» 50 ml falcon tiipe EDTA 11 kanlarin tamamui (7.5 ml) bosaltildu.

» Toplam kan hacminin 2 kati kadar (15 ml) GEY’S Buffer (1x) ilave
edildi.

» Kan ve GEY’S Buffer soliisyonu homojenize edildikten sonra +4 °C de
20 dk bekletildi.

» 18 °C de 1500 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.
» Pellet kismina zarar verilmeden siipernatant kismi alindi.

» Pellet lizerine ilk toplam hacim kan hacmi kadar (7.5 ml) GEY’S Buffer
(1x) ilave edildi.

» 18 °C de 1500 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.

» Pellet kismina zarar verilmeden silipernatant kismi alindi. Pelletin {istii

lyice temizlendi.

»  Pelletin tizerine 1 ml PBS konuldu.

» PBS i uzaklagtirmak i¢in 15000 rpm’de 18 °C de 5 dk santrifiij edildi.

» Pellete zarar vermeden siipernatant uzaklastirildi. PBS uzaklastirildi.

» Pellet tizerine SOLD (600 uL) pipetlendi ve homojenize edildi.

» 1.5 ml ependorf tiipe pipetlendi. -20 °C de en az 20 dk bekletildi.
3.2.5.2. RNA Izolasyonu

Ebeveyn 1, Ebeveyn 2 ve saglikli kontrollerden (3 6rnek) SOLD de bulunan

hiicrelerden “RNeasy Plus Mini Kit” (Qiagen) kullanilarak RNA izolasyonu
yapildu.
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» SOLD iizerine 6rnek hacmi kadar (600 pL) %70 lik etanol eklendi.
Homojenize edildi.

» RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen) igerisinden ¢ikan renksiz kolona
SOLD+%70 etanol karigimi1 600 pl olarak pipetlenir.

» 8000 g de 1 dk santrifiij edildi.

» Kolonun altindaki toplama tiipii atilir yenisi takildi. Kolona 600 pl
SOLD+%70 etanol karigimi pipetlendi.

> 8000 g de 1 dk santrifiij edildi.

» Toplama tiirinde toplanan sivi 350 uL %70 etanol ile karistirilir,
“RNeasy Plus Mini Kit” (Qiagen) igerisinden ¢ikan pembe renkli kolona

pipetlendi.
» 8000 g de 1 dk santrifiij edildi.

» Toplama tiipii yenisi ile degistirildikten sonra kolona 700 pL “RW1
Buffer” eklendi.

» 8000 g de 1 dk santrifiij edildi.

» Toplama tiipii yenisi ile degistirildikten sonra kolona 500 pL “RPE
Buffer” eklendi.

» 8000 g de 1 dk santrifiij edildi.

» Toplama tiipii yenisi ile degistirildikten sonra kolona 500 uL “RPE
Buffer” eklendi.

» 8000 g de 2 dk santrifiij edildi.

» Kolonun altinda bulunana toplama tiipii yenisi ile degistirildikten sonra

max. devirde 1 dk santrifiij edildi.

» 1.5 ml lik ependorfa membranl kolon konularak tizerine 15 ml “RNase

Free Water” pipetlenir. 1 dk oda 1sisinda bekletildi.

» 8000 g de 1 dk santrifiij edildi. RNA lar 1.5 ml lik epedorf tiipte
toplanip, kalite ve kantitite tayinine kadar -20 °C’de en az 30 dk bekletildi.
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3.2.5.3. cDNA Sentezi

Izole edilen RNA larin Nanodrop cihazinda kalite ve konsantrasyon 8l¢iimii
yapildi. Son derisim 250 ng/ul olacak sekilde RNA lardan alinacak miktarlar
belirlendi.

Izole edilen RNA lardan; “ProtoScript® First Strand cDNA Synthesis Kit
(E6300S-NEB)” kitinin protokoliine uygun olarak cDNA sentezi yapildi.

Her 6rnegin total RNA derisimi 250 ng/ul olacak sekilde, 6rnek sayisina
gore genisletilerek kullanilan miktarlar Tablo 3-11°de belirtilmistir.

Tablo 3-11: cDNA Sentezi Protokolii (E6300S-NEB)

d(T)23VN (50 uM) 2 ul
Total RNA Degisken
“Niikleaz Free H20” Degisken
Toplam Hacim 8 uL

70 °C de 5 dk inkube edildi. Buz tizerine alindi.

“M-MuLV Reaction Mix” 10 pl

“M-MuLV Enzyme Mix” 2 ul

42 °C de 1 saat inkube edildi.

80 °C de 5 dk inkube edildi.

Primer optimizasyonunda saglikli  kontrollerin  ¢cDNA  numuneleri
tikendiginden, Sanger dizileme ve gen ekspresyonu c¢alismasi igin saglikli
kontrollere ait kalan RNA’lardan; “Transcriptor First Strand cDNA Synthesis”
(Roche) kitinin protokoliine uygun olarak cDNA sentezi yapildi.

Her 6rnegin total RNA derisimi 250 ng/ul olacak sekilde, 6rnek sayisina
gore genisletilerek kullanilan miktarlar Tablo 3-12°de belirtilmistir.



38

Tablo 3-12: ¢cDNA Sentezi Protokolii (“Roche Kiti”)

“Oligo(dT)18 Primer (50 pmol/ml)” 2 ul
Total RNA Degisken
dH0, “PCR Grade” Degisken
Toplam Hacim 11,4 uLL

65 °C de 10 dk inkube edildi. Buz tizerine alindu.

“Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase Reaction Buffer” 4 pul
“Proctector RNase Inhibitor, 40 U/ pL” 05 ul
“Deoxynucleotide Mix, 10 pM” 2wl
“DTT” 1wl
“Transcriptor High Fidelity Reverse Transcriptase” 1,1 ul

55 °C de 30 dk inkube edildi.

85 °C de 5 dk inkube edildi.

cDNA numuneleri -20 °C de muhafaza edildi.

3.2.5.4. Kantitatif Ger¢cek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Gercek
Zamanh PZR)

Gergek zamanli PZR; tek tiip icerisinde DNA ve iiriinlerinin ¢ogaltilmasina
olanak saglayan, ¢ogaltilan {irlinlerin 6zgiil ya da 6zgiil olmayan isaretleyiciler ile
izlenerek degerlendirilebilmesine olanak taniyan bir yontemdir (63, 64). Gergek
zamanli PZR islemi; “SYBR Green I” gibi 6zgiil olmayan boyama sistemleri ya da
hidroliz problari, molekiiler boncuk ve hibridizasyon prob gibi floresan isaretli

problarin kullanildig1 6zgiil boyama sistemleri kullanilarak gergeklestirilmektedir
(64).
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Calismamizda gen ifadesi (ekspresyonu) ebeveyn 1, ebeveyn 2, hasta 1,
hasta 2 ve saglikli kontrol 1,2 ve 3 bireylerine ait numuneler “SYBR Green”
boyasi igeren karistm (NEB- M3003S) ile; cDNA derisimi 450 ng olacak sekilde,
hedef gen(SEPN1) ve referans gen (PPIA=siklofilin A) ile her bir numune igin
duplike olarak tek ¢alisma yapildi.

SEPNL1 icin segilen primerler genin tiim transkriptlerini belirleyecek sekilde
olusturuldu.

SEPN1 gen ekspresyonu calismasinda Tablo 3-13’de belirtilen primerler
kullanilarak Tablo 3-14’de belirtilen karisim kullanildu.
Tablo 3-13: Gercek Zamanh PZR Cahsmasi icin Kullanilan Primerler

. Dizi
Gen Ileri Primer Geri Primer
Uzunlugu

SEPN1 CTCGGCCCTTTGTGAAGAC GCATGGATCCGGAACATCAC 101 bg

TATCTGCACTGCCAAGACTGA CTTCTTGCTGGTCTTGCCATT
PPIA . cc 127 be

Tablo 3-14: Ger¢ek Zamanh PZR Cahsmasi i¢in Kullamlan Karisim Icerigi

Luna® Universal qPCR Master Mix 10 pl

Primer-Forward (1 pikomol) 1l
Primer-Reverse (1 pikomol) Il
cDNA (250ng) 1,8 ul
dH20 6,2 ul
Toplam Hacim 20 pul

Numuneler “plate” kuyucuklarina pipetlendikten sonra ger¢ek zamanl PZR

calismasina alindi.
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Tablo 3-15: Ger¢ek Zamanh PZR Sicaklik-Zaman Protokolii

Denatiirasyon 95 °C 60 sn 1 dongii
95°C 15sn

Amplifikasyon 62 °C 30 sn 45 dongii
72 °C 10sn
95°C 5sn

Erime Egrisi 65 °C 1dk 1 dongii
97 °C 5°C/sn

Sogutma 40 °C 30sn 1 dongii

Gergek zamanlhi PZR deneylerinde, “ROCHE LighCycler 480” cihazi
kullanilda.

3.2.6. Istatistiksel Analiz

Gergek zamanli PZR’de analiz amacma uygun olarak mutlak (63, 65) ve
rolatif (66, 67) kantifikasyon degerlendirme yontemleri kullanilmaktadir. Rolatif
kantifikasyonda analit, endojen bir referansa (mRNA, mikroRNA) gore
Ol¢iilmektedir. Mutlak kantifikasyonda ise analit bir dizi standart kullanilarak
olusturulan standarda gore Olgiiliir (68). Gen ekspresyonu ¢alismalarinin
istatistiksel yontemlerle degerlendirilerek anlamli olup olmadiginin belirlenmesi

amaciyla 22T metodu kullanilmaktadir (69).

Hedef genin (SEPNL1), referans gene (PPIA) gore rolatif kantitatif gen

ifadesinin nasil diizenlendigi; “Ger¢ek Zamanli PZR” cihazindan elde edilen “Cp”
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degerleri iizerinden “Microsoft Office-Excel 2010” programinda, 2 22T formiilii ile
hesaplanarak degerlendirildi. Verilerin “Graphpad Prism v.6.0” programi ile
istatiksel analizleri yapildi. Elde edilen sonuglar; 3 ya da daha fazla grubun
karsilastirtlmasinda kullanilan non-parametrik bir metod olan “Kruskal-Wallis

testi” kullanildi ve p<0.05 degeri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Varyant Filtreleme Bulgular:
Filtreleme Seti-1 kriterleri i¢in aile analiz edildiginde varyant bulunamadi
(Sekil 4-1).

Kiomozom  ~ | | Baslangic Bitis Herhangi bir CinVAR kayd: patojenik veya olasi patojenik X+ Kogum / Grnek (Analiz Sirimd) | Gen Pancli Genatin Kalite
e ) pr— = B e e - 16.02.13-EXOMES / Anne_S1(v:28) EXOME Het veya Hom Hepsi -
dbSHP Herhangi bifreferans normal toplu... X~ | 1 160213 EXOMES / B2ba_S2(v:28) | EXOME et Veya Hom et [}

N Seq Palojenisiesi 16.02.15-EXOMES / Sude-Naz_54(+:26} | EXOME Het veya Hom Hepsi [ ]
* Mutminicore Disease % + >
Deiisim Sonucu Ekzonik Yikie:

Bu Bmekte gok fazla varyant okiugundan frekans fitersi gagic olarakc devre digic.

SEQ Frekans Fitresi (yanis pozitf ve/veya bolgesel poimorfizmlen ayikiamak igin tasarianmistir)
Dificat: Beliriedifiniz kadar omekte gaiisimadifindan dolay! ayklanmayan
varyantar kirmiz e igareteni
WMin Grmek S, Tom anaizierde ara -

% Merkezimde fitrele -

Filtieleri Uyguia Filtreleri Temizie

kayit goster

SEQ alel frekanst

s eV Fat® Gaveniliriik® Gen Pozisyon Niikleotid Degisimi Alternatif Okumalar (FIR) Degigim Tipi Degisim Sonucu Genotip dbSNP No (v20180423) Rapor T

[ —

Kayt yok (164.804 kayt gerisinden bulunan) Onoeki  Somraki

Sekil 4-1: Filtreleme Seti-1 kriterleri icin sonug ekran goriintiisii

Filtreleme Seti-2 kriterleri i¢in aile analiz edildiginde varyant bulunamadi
(Sekil 4-2).

Kalite: - Fraksiyon Esig Sift, Polyphen, MutationTaster - LS - 20) | BAUME e ey munt mep -
dbSNP Herhangi b referans nomaltoplu... X ~ | | 1 Baba_S2(v128) | EXOME et Uays Hom Hepsi [}
- Sea Palojenisilesi Sude-Naz_S4(v:28) | EXOME et Vays Hom Hepsi [}

Omek - Genot - Hepsi -

«Muitiminicore Disease x|+ > " -
*Frameshi Varant | (% Inframe Deleton] [ xinframe Inserion x Erzonk Yikie
xinitator Godon Variant | | x S plis Acceplor Vaiant | x Spice Doror Variant
<Siop Gained | [ Siop Lst

FEmn=r
SEQ Frekans Filtresi (yanhs pozii ya bolgesel
Dikat: Biiacfii kadar S gaipincBincan dotays ayiianmayan
varyantar iz le iareten
Wi Ome Tum anaiizierde ara =

% || Merkezima fitrele 5
Filtreleri Uygula Filtreleri Temizie

Tablo Ayariarini Sifida Otomatik Analiz Bit w [r— MEE

Sayfada Kayit gbster
4 ey Pat® Guvenilirlik® Gen Pozisyon Nukleotid Degigimi Alternatif Okumalar (FIR) Defiigim Tipi Dejigim Sonucu Genotip dBSNP No (v20180423) Rapor (jnifjk:::n"f::;;;]
Esiesen kayi bulnamas
eyt yok (104 604 kayst igerisingen bulunan) Gneski  Somvaki

Sekil 4-2: Filtreleme Seti-2 kriterleri icin sonug ekran goriintiisii



43

Filtreleme Seti-3 kriterleri i¢in aile analiz edildiginde 2 adet varyant
bulundu (Sekil 4-3).

1 ba_S2(v:26) | EXOME Het veya Hom Hepsi -
18.02 le-Naz_S4(v:26) | EXOME Het Veya Hom Hepsi -
o
IIERE ;

Q Fittreler

Tablo Ayararini Sifiria Otomat Anaiz Bt | | | | | ‘E

Sayfada [0 7 |kayit goster

4 ey Pat® Gen ozisyon Niikleotid Degigimi Alternatif Okumalar (FIR) Degigim Tipi Degigim Sonucu Genotip dBSNP No (v20180423) Rapor qfi?ki:!'fﬁ;?)
Q s 0(0%) 1 24(08%) Osgism Missanze (21505 hat rsg7o196018 0.444/0.008
Q £8(07%) 1 88(100%) Dagisim Misse 0867 /0,003
2 kaytian 1 2 srssinea kayitar Geseriyor (194 804 ket en i bulnan) G [ 1] Somrai

Sekil 4-3: Filtreleme Seti-3 kriterleri icin sonug ekran goriintiisii

Filtreleme Seti-4 kriterleri i¢in aile analiz edildiginde fenotip ile
iligskilendirilen aday genlerin disinda; bilinen (gen) ya da bilinmeyen lokuslarda
9.250 adet varyant bulundu (Sekil 4-4).

Gtomatk Analiz itti | | | | ‘E

Sayfada [10_¥ | kayit goster

Y i@ Gavenililik® Gen Nikteotid Deigimi Alternatif Okumalar (FIR) Degigim Tipi Degisim Sonueu Genotip anSNP No (v20120022) Rapor
a Vikse! NOGEN Oz Dagigm HET rS74548008
a Yikses FRG2 T Degigm Upsiream Gene weT 2 0.444 /0422
a Yikses crar2 Ao Degigm HeT 0500/ 0.168
a Yakses RanE1 Degigm HeT 0.500 /0,168
Q drss Ter2 Dagizm HeT 0.448 /0370
a N1 Degim HeT 0.444 10370
2 GTTA» ATTG s 3811, R3526) 01 0.5
a LPRe3 i LI D=L v 3811, R3520) 1,000/ 0584
a NOGENE c=T Deigim het 0500/ 0.288
Q Ter2 Degigm weT 580102002 0.444 /0301
cransy  Shri0:126877420 <ism c
a 2ranat iz Degis HeT 0.444 /0301
© 250 cayitzn 1 £ 10 arasinaki kayitar gosterdiyor (164804 kayit gerisinden bulunar) s s w25 "

—¢
Sekil 4-4: Filtreleme Seti-4 kriterleri i¢in sonu¢ ekran goriintiisii

Filtrelemeler sonucu; fenotip ile iligkilendirilen aday genlerden, SEPN1 ve
MYH7 genlerinde varyantlar elde edildi. Varyantlarin IGV programinda goriintiisii
incelendi (Sekil 4-5).
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]
C
Ebeveynl .
[ £
-
[
Ebeveyn2
- C
-
Hasta 1 z
[
]
Hasta 2 T c
[
c
» T G G A G A A G A T G T G G G G C G G G G C C T C G C T C C T

Sekil 4-5: MYH7 Geninde Bulunan Varyantin Aile Uyelerinin IGV Géoriintiisii
MYH7 genindeki varyant Ebeveyn 1 ve Ebeveyn 2°de da aymi sekilde
kalitildigindan, ikizlerin MmD fenotipinden sorumlu hastalik etkeni varyant olarak

diistiniilemez.
Kalitim paternlerine uygun olarak filtreleme yapildu.

» Otozomal dominant kalitim paterni i¢in filtreleme yapildiginda;

COLB6AL, chr21:47407549 (Exon 8), G -> A (c.785G>A), yanlis anlaml
varyant1; SIFT bilgisayar ortami patojenite hesaplama aracinda tolere edilebilir,
Mutation Taster bilgisayar ortami patojenite hesaplama aracinda polimorfizm,
PolyPhen bilgisayar ortami patojenite hesaplama aracinda bilinmeyen olarak
raporlandi. Herhangi bir ClinVar girdisi yoktur.

TTN, chr2:179518052 (Intron 197), A -> G(c.38708-4T>C), Intronik, Splice
Region varyanti; ClinVar da benin ve muhtemelen benin olarak 2 ¢alisma ile

raporlanmistir.
» Otozomal resesif kalitim paterni i¢in filtreleme yapildiginda;

SEPN1, chrl:26135586(Ekzon 5), G -> A (c.715G>A), yanlis anlamli
varyantt; “SIFT”, “Mutation Taster”, “PolyPhen” bilgisayar ortami patojenite
hesaplama aracglarinda muhtemelen patojenik olarak raporlandi. Ebeveynlerin
akraba evliligi yapmast ve birden fazla diisiik aile Oykiisii nedeniyle otozomal

resesif kalittm 6ngorildii.
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» De novo kalitim paterni i¢in filtreleme yapildiginda;

Ebeveyn 1 ve Ebeveyn 2’de yabanil olup sadece gocuklarda ortak olarak

goriilen varyant bulunamadi.
» Kompound heterozigot kalitim paterni igin filtreleme yapildiginda;

Ebeveyn 1 ve ¢ocuklarda ortak olan heterozigot varyantlar ile Ebeveyn 2 ve
cocuklarda ortak olan heterozigot varyantlar filtrelenip karsilastirilarak ayni gende
farkli lokuslarda yer alan heterozigot varyantlar kompound heterozigottur. Fakat
Ebeveyn 1 ve cocuklar, Ebeveyn 2 ve c¢ocuklar ortak heterozigot varyantlar

filtrelemesinde; ayn1 gende farkli lokuslarda heterozigot varyantlar bulunmada.

SEPN1 geninde, ENST00000354177.4:¢c.715G>A/p.Gly239Arg (Chr 1: 26135586)
(GhRC37/ hgl9)

(Chr 1:26135575 - TGCCCCTCAG [ G>A] GAGCTGTGGC - Chr 1:26135597)
varyantinin hastalik etkeni olabilecegi diistiniildii.

SEPN1 geninin 3 transkripti tanimlanmistir. Bu ¢alismada belirlenen
transkript ENST00000354177.4 tir. Varyantimiz ise bu transkriptte €.715G>A
(GhRC 37/ Hg19) pozisyonunda yer almaktadir. Diger tanimlanan SEPN1
transkriptleri ENST00000361547.2 ve ENST00000374315.1°dir. Varyantimizin bu
transkriptlerdeki pozisyonu sirast ile €.817G>A ve ¢.715G>A’dir. Bu varyantlar
biribiri ile aynidr.

Varyant; Mutation Taster (0.999- hastaliga neden olan) (70), SIFT (0.002-
zarar verici) (71), PolyPhen-2(0,998- muhtemelen zarar verici) (72) gibi bilgisayar

ortamindaki patojenite tahmin araglari tarafindan patojenik bulundu.

ACMG standartlar1  dogrultusunda  bilgisayar ortamindaki aragla
(InterVar)(73) degerlendirildiginde; toplumsal alel frekansinin olmamasi nedeniyle
PM2, bilgisayar ortamindaki araclarda zararli olarak tahmin edilmesi nedeniyle PP3
kanitlar1 dogrultusunda “Gnemi belirsiz” olarak tanimlanmistir. ACMG standartlari
incelendiginde; patojenik varyantlarin bulundugu bolgeye yakin yer alan, protein
yapisin1 raporlanan diger patojenik varyantlara benzer sekilde etkileyen yanlis
anlamli varyantlarin PM1 kanitin1 saglayacagi belirtilmektedir. Otuzdan fazla
SEPN1 mutasyonu konjenital miyopati fenotipi ile uyumlu tanimlanmistir. Bunlarin
yaklagik %50’si MmD’nin klasik formudur (22). Bu dogrultuda hastalik etkeni
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oldugunu diisiindiigiimiiz varyantin bulundugu lokusun etrafinda yer alan yanlis
anlamli varyantlar ¢ogunlukla kas hastaliklar1 ile iliskilendirilmektedir. Tespit
ettigimiz varyant PM1 kanitin1 saglamaktadir. Kesinlikle hastalik etkeni oldugu
bilinen bir gendeki varyantin birden fazla aile liyesinde goriilmesi PP1 kanitini
saglamaktadir. Bizim g¢aligmamizda da ¢ift yumurta ikizi kardesler ayri bireyler
olarak diisiiniiliirse birden fazla aile iiyesinde ayni varyantin ayni hastalia neden
olmas1 nedeniyle PP1 kanit1 saglanmaktadir. Hastanin fenotipi ya da aile Oykiisii
tek genetik etiyolojisi olan hastalik i¢in yiiksek derecede 0zgiin ise PP4 kaniti
saglanir. Hastanin 2014 yilinda yapilan histopatolojik incelemesinde; tespit edilen
histopatolojik bulgularin SEPN1 geni iligkili oldugu 6ngorilmistir. MmD klasik
formu klinik tanis1 almasi, patoloji incelemesinde SEPN1 genine 6zgii bulgular
bulundurmas1 PP4 kanitin1 desteklemektedir. Klinik bulgular ve aile oykiisii ile
birlikte varyant incelendiginde; ACMG standartlarinin benin kriterlerine uygun
herhangi bir durum tespit edilmemistir. Sonug¢ olarak PM1, PM2, PP1, PP3 ve PP4
kanitlar1 saglanmaktadir. 2 orta derece kanit (PM1,PM2), 3 destekleyici kanit (PP1,
PP3 ve PP4) bulunmasi ACMG rehberine gore “muhtemelen patojenik™ olarak
siniflandirilabilecegini belirtmektedir. Bilgisayar ortamindaki aragla (Intervar) (73),
ikinci asamada fenotip bulgularini manuel olarak ekledigimizde yapilan
degerlendirmede de “muhtemelen patojenik” sonucuna ulasildi. ACMG
standartlarina gore “muhtemel” ifadesi %90 oraninda kesinlik ifade etmektedir
(56). Etkin fonksiyon deneyleri ile desteklenmesi ya da aym hastalik fenotipini

gosteren farkli vakalarin tanimlanmasi neticesinde “patojen” ifadesine ulasilabilir.

SEPN1 genindeki patojenik mutasyonlarla ilgili pozitif klinik penetrans
%100 olarak ongodriilmektedir (18). SEPN1 geninde tespit ettigimiz, “muhtemelen
patojenik” yani %90 oraninda patojen olan varyantin, ikiz kardeslerde MmD

hastaliginin fenotipinden sorumlu oldugu diistintilmektedir.

Tiim ekzom verisinin filtrelenme asamalarinda varyant sayilar1 Tablo 4-1°de

verilmistir.
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Ebevyn 1 Ebeveyn 2 Hasta 1 Hasta 2
Tim Ekzom
Dizileme 176.018 177.057 201.705 200.112
Varyant Sayis1
Toplumsal
Alel Frekansi
<1 (ExAC,
gnomAD,
1000G) ve
Bilgisayar 190 168 173 163
Ortaminda
Tahmin
Araclarinin En
Az Ikisinde
Zararl
Yikict Ve
Yanlis Anlamli|190 168 173 163
Varyantlar
3
NEB, Tek Varyant, 2 2
1 Heterozigot NEB, Tek Varyant, |LAMA2, Tek Varyant,
Aday Genler SEPN1, Tek varyant, LAMA2, Tek Varyant, | Heterozigot Heterozigot
Heterozigot Feterozigot SEPNL, Tek SEPN1, Tek Varyant,
SEPN1, Tek Varyant, | v/aryant, Homozigot | Homozigot
Heterozigot
Aile Igi
Segregasyon ' 1 ' !

4.2. Sanger Dizileme Bulgulari

Dizileme i¢in yapilan SEPN1 geninin PZR ¢alismasi sonuglarimin jel
goriintiileri Sekil 4-6 ‘dadir.
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a-Ailenin Jel Goriintiisii(844bc) b- Saghkh Kontrollerin Jel

Goriintiisii(101b¢)

Sekil 4-6: SEPN1 Geni PZR Uriinlerinin Jel Géoriintiisii
€.715G>A/p.Gly239Arg varyant1 ebeveynlerde heterozigot, ikiz kardeslerde

homozigot ve saglikli kontrollerde yabanil tip olarak dizilenmistir. Aile ve saglikli
kontrollere ait Sanger dizileme sonuglar1 Sekil 4-7, 4.8, 4.9, 4.10, 4.11, 4.12, 4.13

ve 4.14°de verilmistir.

13?13 13?23 13?33
c T T T G C C [ C 4 El|G &~ & C T G T G G C c T G C
c T T T G ¢ C C c o1 C & Eyz &~ G C T G T G G C c T G C
| 1 |
471 451 91

4
c.715G=A , heterozigot

SN AAR INANA AV

E |G i

AYAAY, \NVV/\N\AN Wy, v’ﬁz\/m/\ﬁ\/\ﬂ/\z

Sekil 4-7: Ebeveyn 1’in Sanger Dizileme Calismasi Sonucu Elde Edilen
Elektroferogram Goriintiisii
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13?14 13?24 13934
c T T T & C C C C T C 5 E 5 G C T G T G G C C T & C
c T T T & C C C C T C H R B G C T G T G G C C T & C C
1 1 1
431 a1 451

Sekil 4-8: Ebeveyn 2’nin Sanger Dizileme Calismasi Sonucu Elde Edilen
Elektroferogram Gaoriintiisii

13912 13?22 13932
c T T T G C C C C T C > z C T G T G G C C T G C
c T T T & C C C C T C =  ¢C T &6 T G C C T GG C
1 1
431 481 451

356

_ AN par i anndl

Sekil 4-9: Hasta 1’e Ait Sanger Dizileme Calismasi1 Sonucu Elde Edilen
Elektroferogram Goriintiisii (ENST00000354177.4:¢.715G>A/p.Gly239ArQ)

1391z 1l39z2
C T T T =) C C C C T C & = = C T = T 2] 2] C
C T T T G C C C C T C & = = C T &= T & & C
1
431 a8 4

?
%

1
360 350 340

Sekil 4-10: Hasta 2’ye Ait Sanger Dizileme Calismas1 Sonucu Elde Edilen
Elektroferogram Goriintiisii (ENST00000354177.4:¢.715G>A/p.Gly239Arg)
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13?12 3?22 1
CTTTGCCCCOCTCLQGIELGCTGTGGCE

[=y]

CTTTGCCCCTC LG GIG GCTGETGGC
| | 1
191 201 z211
Yabaml Tip

WA

Sekil 4-11: Saghkh Kontrol 1’e ait Sanger Dizileme Calismas1 Sonucu Elde
Edilen Elektroferogram Goriintiisii

13?12 .3?22 1

CTTTGCCCCTCOCAQGAGCTGETGGECOT
CTTTGCCCCTCAQGAGCTGETGGECOTL

131 0L 211
Yabaml Tip

e A

Ly

Ly

Sekil 4-12: Saghkh Kontrol 2’ ye ait Sanger Dizileme Calismasi1 Sonucu Elde
Edilen Elektroferogram Goriintiisii

13?12 .3?22 1

CTTTGECCCTCELRGELGCTETGGCE
CTTTGLCCCCOTCAGGIRAGCTGTGGC

131 201 211

Sekil 4-13: Saghkh Kontrol 3’ ye ait Sanger Dizileme Calismasi Sonucu Elde
Edilen Elektroferogram Goriintiisii
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4.3. Gergek Zamanh PZR Bulgulan

MmD tanis1 konulan ikiz kardeslerde homozigot durumda olan hastalik
etkeni oldugu disiiniilen varyantin; heterozigot (Ebeveyn 1 ve Ebeveyn 2) ve
yabanil tipte olan saglikli kontrollere (Saglikli Kontrol 1, Saglikli Kontrol 2,
Sagliklt Kontrol 3) gore gen ekspresyonlari incelendi. Gen ekspresyonu ¢alismasi
aile bireyleri ve saglikli kontrollerin periferik kan numunelerinden c¢alisiimistir.
SEPN1 geni ve referans gen (PPIA-siklofilin A) amplifikasyon egrileri Sekil 4-
14°de verilmistir. Ekspreyon calismamiz SEPN1 geninin tiim transkriptlerini

kapsayacak sekilde diizenlenmistir.

1% _ | m
1o

8
S50
%
e
£ gy
]

§ 5
]
1459
=

510

escence (165

Fluorescence (165-510)
o

"

Cycles Cyeles

a- SEPN1 Geni b- PPIA Geni

Sekil 4-14: Amplifikasyon Egrileri
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SK1  SK1  sKk2 sk2 SK3 SK3 EBV1I EBV1 EBV2 EBV2 MARKER NK HASTAHASTAHASTAHASTA|
EEEERDI s 1 - 2 2

PPIA Geni, %1 lik Jel

Sekil 4-15: PPIA (siklofilin A) Geni Kantitatif PZR Uriinleri Jel goriintiisii

Hedef gen (SEPN1) ekspresyon diizeyi, referans gene (PPIA) normalize
edilerek 2 22T yontemine gore hesaplandi. Ekspresyon seviyeleri, yabanil,
heterozigot ve homozigot numunelerinde non-parametrik “Kruskal-Wallis testi” ile
degerlendirildiginde, ekspresyon seviyesi istatistiksel olarak anlamli bulunmadi

(p=0.1810, p<0.05). SEPN1 geni rolatif ekspresyonu Sekil 4-15’de verilmistir.

15-

SEPNT1 rélatif ekspresyonu

Yabanil Homozigot Heterozigot

Sekil 4-16:Hastalik Etkeni Varyanti Yabanil, Homozigot, Heterozigot Durumda
Bulunduran Gruplarin Rélatif SEPN1 Geni Ekspresyon Seviyesi (p= 0.1810,
“Kruskal-Wallis testi”)
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada, birinci derece akraba evliligi yapmis ve birden fazla diisiik
Oykiisii olan ebeveyn ile “in vitro” fertilizasyon ile sahip olduklari, klinik ve
histopatolojik bulgularla MmD tanis1 konulmus, ikiz ¢ocuklarina ait tiim ekzom

dizi verileri analiz edilmistir.

Her bir aile bireyine ait ham tiim ekzom dizileme verisi SEQ platformuna
yiikklenmistir. Fenotipe uygun olarak bilgisayar ortamindaki araglar tarafindan
verilen aday genler incelenmis ve degerlendirme hassasiyetini yiiksek tutmak igin
onceliklendirilen tiim genlerle set olusturularak filtreleme yapilmistir. Olusturulan
gen seti, aile i¢i segregasyon ile varyantlarin patojenite derecelerine ve kalitim
paternlerine gore filtrelenmistir. Filtremeler sonucunda patojen olma olasilig
yiiksek olan SEPN1 geninde ekzon 5 iginde yer alan ve ikiz kardeslerde homozigot
olarak bulunan ENST00000354177.4:c.715G>A (Chr 1: 26135586) (GhRC 37/
Hg19) varyantinin hastalik etkeni olabilecegi diistiniildii. Hastalik etkeni varyantin
ebeveynlerde heterozigot durumda olmasi, hastaligin otozomal resesif kalitim
paterni gdstermesi, iki ¢ocukta birden ayni1 fenotip olmasi nedeniyle ikiz ¢ocuklarda
MmD hastaliginin  ortaya ¢ikmasma IVF uygulamasinin neden olacagi

diistiniilmemektedir.

Belirlenen SEPN1 varyantimiz klinik bulgular ve aile oykisii ile birlikte
incelendiginde; ACMG standartlarinin benin kriterlerine uygun herhangi bir durum
tespit edilmemistir. Sonug olarak varyantimiz ACMG standartinin PM1, PM2, PP1,
PP3 ve PP4 kanitlar1 saglanmaktadir. 2 orta derece kanit (PM1,PM2), 3 destekleyici
kanit (PP1, PP3 ve PP4) bulunmasit ACMG rehberine gore “muhtemelen patojenik”
olarak smiflandirilabilecegini  belirtmektedir. Bilgisayar ortamindaki aragla
(Intervar) (73), ikinci asamada fenotip bulgularini manuel olarak ekledigimizde
yapilan degerlendirmede de “muhtemelen patojenik™ sonucuna ulagilmistir. ACMG
standartlarina gore “muhtemel” ifadesi %90 oraninda kesinlik ifade etmektedir
(56). Etkin fonksiyon deneyleri ile desteklenmesi ya da aym hastalik fenotipini

gosteren farkli vakalarin tanimlanmasi neticesinde “patojen” ifadesine ulasilabilir.

SEPN1 genindeki patojenik mutasyonlarla ilgili pozitif klinik penetrans

%100 olarak ongodriilmektedir (18). SEPN1 geninde tespit ettigimiz, “muhtemelen
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patojenik” yani %90 oraninda patojen olan varyantin, ikiz kardeslerde MmD

hastaliginin fenotipinden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir.

NGS yontemiyle c¢alisilan WES, WGS verileri analiz edilerek belirlenen
hastalik etkeni varyantlarin, NGS verilerinin genel olarak daha diisiik kalitede
olmasi nedeniyle Sanger dizileme yontemi ile konfirme edilmesi gerekmektedir
(74). Son yillarda yapilan karsilastirma calismalarinda NGS yontemiyle tespit
edilip, Sanger dizileme yontemiyle tespit edilemeyen varyantlar bildiren yayinlarda,
Sanger dizileme yontemiyle konfirmasyon gerekliligi olmadigi savunulmaktadir
(76). Calismamizda, NGS yontemiyle elde edilen varyant, Sanger dizileme

yontemiyle dizilenerek konfirme edildi ve aile i¢i segregasyonu gosterildi.

Calsimamizda hastalik etkeni olabilecegini diisiindiigiimiiz  varyant
(ENST00000354177.4:c.715G>A/p.Gly239Arg), RAF inhibitorlerine karsi klinik
direng gelistiren BRAFV%® melanom dokusunun Kklinik spektrumunu Karakterize
etmek i¢in tiim ekzom diziliminin gergeklestirildigi bir calismada da raporlanmustir.
Ancak RAF inhibitorlerine direng gelistiren varyant olarak iliskilendirilmediginden
yayinda degerlendirilmemis olup “COSMIC” web sitesinde raporlanmustir (77).

SEPN1 geni ilk defa omurga sertligi ve solunum gii¢liigii sendromunun
oldugu konjenital miiskiiler distrofilerle iliskilendirildigi makalede 14 hastada
SEPN1 mutasyonlar1t Moghadaszadeh ve ark. (2001) tarafindan tanimlanmistir. Bu
hastalardan alti tanesinde SEPN1 geninde ¢.817G>A/p.G273E varyanti
belirlenmistir (78). Bu makaleden bir yil sonra yaymlanan ve SEPN1 gen
mutasyonlarinin  bulundugu RSMD ve MmD fenotipleri arasindaki nozolojik
sinirlarin - yeniden degerlendirildigi makalede Moghadaszadeh ve ark.(2001)
tarafindan €.817G>A/p.G273E varyantinin raporlandigi 6 hastadan 2’sine ait
orneklerde SEPN1 varyant1 ¢.817G>A/p.G273R olarak belirtilmistir. Bu durumda
Moghadaszadeh ve ark.(2001) tarafindan yayinlanan yayimnda protein pozisyon
bilgisi yanlis olarak raporlandigini diisiinmekteyiz. S6z konusu iki hastaya ait
histopatolojik incelemede hastalardan birinde distrofik bulgu gézlenmedigi, MmD
histopatolojik bulgularinin mevcut oldugu raporlanmistir. Bu hastanin Tiirk oldugu
goriilmektedir. Ayn1 mutasyona sahip diger hastada ise distrofik bulgular oldugu
belirtilmistir ancak MmD histopatolojik bulgusu yoktur (22).



55

SEPN1 ile iliskili farkli fenotipte miyopatisi olan onbir ¢ocugun
raporlandig1 bir diger makalede ¢.817G>A/p.G273R varyant1 3 hastada homozigot
olarak raporlanmis, fakat klinik muayene ve histopatolojik inceleme ile MmD

fenotipi ile iligskilendirilmemistir (79).

SEPN1 geninde ¢.817G>A/p.G273R varyant1 farkli transkript pozisyonunda
bizim belirledigimiz ¢.715G>A/p.G239R varyant ile aynidir.

Selenoprotein N’in  her iki izoformu iskelet kasi, beyin, akciger ve
plasentada ifade edilirken; izoform 2 kalp, diyafram ve midede ifade edilir (35).
SEPN1 ile iligkili miyopatilerde; kas zayiflifi, solunum gii¢liigii fenotipinin
goriilmesi yogun olarak ifade edildigi dokularla iliskilendirilebilir. Yaymlanan
caligmalarda bazi MmD fenotipi gosteren bireylerin solunum yolu ya da gogiis

enfeksiyonu nedeniyle vefat ettigi raporlanmistir (12, 15, 24).

Iki RSMD1 hastasinin ¢alisildigi ve SEPN1 geninde iki yeni mutasyonun
rapor edildigi bir ¢alismada RSMD1’in patogenez mekanizmasini anlamak igin
ayn1 zamanda hastalarin kan orneklerinde SEPN1 geni ekspresyonlar1 ve kas
biyopsi Orneklerinde SEPN1 proteinini incelemislerdir. Arastirmacilar SEPN1
geninde belirledikleri prematiir sonlanma kodonu olusturan anlamsiz mutasyonlarin
sonucunda olusan truncated (budanmis, giidiik) mRNA’larin normalde NMD
(nonsensemediated decay) mekanizmasi ile degrade olmasi gerektigini
belirtmektedirler. Bununla birlikte c¢alismalarinda SEPN1 genine ait truncated
(budanmis, giidiik) MRNA’lar1 saptamig olma nedenlerinin SEPN1 mRNA’sinimn
NMD mekanizmasina direng gostermis olabilecegini rapor etmislerdir. Ayrica
caligmada belirledikleri SEPN1 genindeki yeni mutasyonlar ile SEPN1 genine ait
mRNA ¢alismalarini karsilastirdiklarinda hastalar arasinda farkliliklar bulunmustur.
Aragtirmacilar ¢alisma sonucunda SEPN1 geninde yeni mutasyonlar belirlediklerini
ve RSMD1 hastaliginda SEPN1 geninin roliiniin anlagilmasi i¢in daha fazla sayida

hastanin incelenmesi gerektigini belirtmektedirler (80).

Bizim c¢alismamizda periferik kan Orneklerinde yapilan gen ifade
(ekspresyon) deneylerinde; SEPN1 gen ekspresyon seviyelerini, hastalik etkeni
oldugu diigiiniilen varyantimizi homozigot olarak bulunduran ikiz kardeslerde;
heterozigot olarak bulunduran ebeveynler ve yabanil olan saglikli kontrollere

kiyasla istatistiksel olarak anlamli (p= 0.1810, p<0.05) olmadig: tespit edildi.



56

Analizlerimizde kardesler arasinda anlamli olmasa da ekspresyon farki
bulunmaktadir. Ekspresyon ¢alismasi sonucu vefat eden kardesin mRNA
ifadesinin, kardesi (Hasta 1) ve saglikli kontrollere kiyasla daha diisiik oldugu

gorilmiistiir.

Farkli dokularda gen ifadesinin farkli olmasi; periferik kan hiicreleri
iizerinden yapilan SEPN1 geninin ekspresyonu hastalik etkeni varyantin etkisi
hakkinda bilgi verebilir fakat etkili bir fonksiyon g¢alismasi olarak diistiniilemez.
SEPN1 gen ekspresyonu seviyesi iskelet kasinda yiiksek bulundugunu ve SEPN1
geninin rol aldig1, iskelet kasmin sarkoplazmik retikulum yapisi, Ca*2 homeostasisi
ve oksidatif aktivite mekanizmalarinda yer alan proteinler ile iligkisi ekspresyon
caligmasinda kullanilan periferik kan dokusunda ve lenfositlerde bulunmadigini géz
onlinde bulundurmak gerekmektedir. Ayrica kantitatif gercek zamanli PZR
calismasiyla SEPN1 sadece gen ifadesi incelenmis olup, protein olarak ne sekilde
ifade edildigi bilinememektedir. Bunun yaninda kontrol ornek sayisinin
genisletilmesinin  ¢alismanin  anlamin1  etkileyebilecegi de gbz Oniinde

bulundurulmalidir.

MmD hastaliginda belirledigimiz SEPN1 gen varyantimizin SEPN1 gen
ifadesi tizerindeki etkisini anlamak i¢in gen ifade calisilmasinin hastalara ait kas
biyopsi orneklerinde yapilmasi anlamli olacaktir. Ayrica SEPN1 gen varyantinin
iriinii olan selenoprotein N seviyesinin kas doku orneklerinde degerlendirilmesi

onemli olacaktir.

Bu ¢alisma sonucunda ilk kez ikiz ¢ocuklarda, MmD hastalig1 i¢in SEPN1
geninde bir varyant belirlenmis olup, bu bilgi ile aileye genetik danigsma
verilebilecektir. Ayrica calismamiz, SEPN1 genin MmD hastalifi patogenez

mekanizmasinin anlagilmasi i¢in fonksiyonel ¢alismalara kap1 agmaktadir.
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