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OZET
Non-Immune Hydrops Fetalis liskili Sinyal Yolaginin
In Silico Yontemlerle Arastirilmasi

Non-Immune Hydrops Fetalis (NIHF), fetal donemde maternal alloimmiinizasyon
disindaki nedenlerle deri altt 6dem, plevral efiizyon, perikardiyal efiizyon ve asit birikimi
bulgularindan en az ikisinin goriilmesiyle karakterize oliimciil bir patolojidir. NIHF nin
goriilme sikligr 1/1700-3000, mortalite oranimmi %50-98 araliklarindadir. Tek gen
mutasyonlarmin NIHF nin etiyolojisinin yaklasik %85’ini olusturdugu bilinmektedir ancak
NIHF iligkili genlerin ve mutasyonlarin listesi kesin olarak bilinmemektedir. Buna ek olarak,
NIHF’nin molekiiler etiyopatogenezi aydinlatilmamis, NIHF olusumunda merkezi rol
oynayan molekiiller ve biyolojik siiregler tanimlanmamis ve NIHF’nin potansiyel alt
gruplar tespit edilmemistir. Ayrica, NIHF’ye 6zgii molekiiler hedefli bir tedavi yontemi
bulunmuyor olup tiim diinyada NIHF tanili gebeliklerin tibbi miidahaleyle sonlandirilmasi
onerilmektedir. Bu tez c¢aligmasinin amaci, NIHF’nin monogenik genetik etiyolojisini
derlemek ve bu gen listesini ve cesitli in silico analiz yontemlerini kullanarak NIHF iligkili
hiicre sinyal yolagin1 belirlemektir. Bu kapsamda ilk olarak yapilan literatiir taramasiyla 175
farkli gendeki toplam 415 tek gen varyasyonunun NIHF olusumuna neden oldugu belirlendi.
Bu gen listesiyle yapilan fonksiyonel zenginlesme analiziyle (FZA) NIHF olusumunda rol
oynayan ilk ii¢ biyolojik siirecte Ras/MAPK sinyal yolagi, kas kasilmasi ve lizozom iliskili
proteinlerin bulundugu tespit edildi. Bunun ardindan, NIHF proteinlerinin yaptig1 113
protein ve 229 baglantidan olusan protein-protein etkilesimleri (PPE) ag1 ve agda merkezi
konumda bulunan proteinler belirlendi. Son olarak, elde edilen FZA ve PPE verileri ile yolak
veri tabanlarindaki ve literatiirdeki veriler dikkate alinarak NIHF iligkili hiicre sinyal yolagi
olusturuldu. NIHF sinyal yolagi, NIHF’ nin alt1 alt gruba ayrilabilecegini ve bunlardan
organizasyon ve iiye sayisina gore once ¢ikan ilk li¢ alt grubun “FLT4/Ras/MAPK Sinyal
Yolag1”, “Ca* Sinyal Yolag1” ve “Biyoenjetik ve Metabolizma” olduklarini gésterdi. Sonug
olarak, bu tez ¢alismasiyla NIHF nin monogenik genetik etiyolojisini olusturan genlerin ve
mutasyonlarin listesi derlenmis ve bu liste kullanilarak yapilan in silico analizlerle NIHF
iligkili hiicre sinyal yolagi haritast ve NIHF nin potansiyel alt gruplari tespit edilmistir.
Anahtar Sozciikler: Fonksiyonel zenginlesme analizi, Hiicre sinyal yolagi analizi, Non-

Immune Hydrops Fetalis (NIHF), Protein-protein etkilesimi ag1
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ABSTRACT
Investigation Of The Non-Immune Hydrops Fetalis-Related Signaling Pathway
Using In Silico Methods

Non-Immune Hydrops Fetalis (NIHF) is a fatal pathology characterized by the
presence of at least two of the following findings; subcutaneous edema, pleural effusion,
pericardial effusion or ascites, in a fetus for reasons besides maternal alloimmunization. The
incidence and mortality rates of NIHF are 1/1700-3000 and 50-98%, respectively. It is
known that monogenic mutations account for approximately 85% of the etiology of NIHF,
but the exact list of NIHF-related genes and mutations is not known. In addition, the
molecular etiopathogenesis of NIHF, the molecules and biological processes that play a
central role in NIHF formation and potential subgroups of NIHF have not been identified.
Additionally, there is no molecularly-targeted treatment method specific to NIHF, and when
NIHF is diagnosed medical termination of the pregnancy is recommended all over the world.
The aim of this thesis study is to review the monogenic genetic etiology of NIHF and to
determine the NIHF-associated cellular signaling pathway using this gene list and various in
silico analysis methods. In this context, it was determined that a total of 415 single gene
variations in 175 different genes are associated with the formation of NIHF. The functional
enrichment analysis (FEA) performed with this gene list indicated that RassMAPK signaling
pathway, muscle contraction, and lysosome proteins are present in the top three biological
processes that play a role in NIHF. After that, the protein-protein interactions (PPE) network
consisting of 113 proteins and 229 junctions made by the NIHF proteins and the hub proteins
of the network were determined. Finally, NIHF-associated cell signaling pathway was
established by considering the data obtained via FEA and PPE, from pathway databases and
literature. The NIHF signaling pathway showed that the NIHF could be divided into six
subgroups, and the first three subgroups, according to organization and number of members,
were "FLT4/Ras/MAPK Signaling Pathway", "Ca*? Signaling Pathway", and "Bioenergetics
and Metabolism". In conclusion, with this thesis, the list of genes and mutations that make
up the monogenic genetic etiology of NIHF was compiled and by using this list and in silico
analysis methods the map of the NIHF-related cell signal pathway and the potential
subgroups of NIHF were determined.
Keywords: Cell signal pathway analysis, Functional enrichment analysis, Non-Immune

Hydrops Fetalis (NIHF), Protein-protein interaction network
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1. GIRIS ve AMAC

Yasayan tlim organizmalarin ortak oOzelliklerinden biri, genetik mirasini tasiyan
canlilarin sayisini iireme yoluyla arttirmak istemesidir. Insanoglu ise diger canlilardan farkls
olan disiinsel yeteneklerini kullanarak bu biyolojik silirecin temel unsurlarimi ve
mekanizmalarini kesfetmenin ve miidahale etmenin yollarini uzun yillardir aramaktadir. Ilk
olarak Gregor Mendel’in bezelyeler iizerinde yaptig1 calismalarin1 1866 yilinda sunarak
kalitimin temel ilkelerini ortaya koymasinin ve Watson ve Crick’in 1953 yilinda kalitsal
materyal olan DNA’nin yapisini belirlemesinin ardindan gegen siiregte kalitimin genetik ve
biyolojik mekanizmalar1 hakkindaki bilgilerimiz hizla artmistir (1). Insan genom diziliminin
ve organizasyonunun 2003 yilinda tamamlanan Insan Genom Projesi (IGP) ile bir diger
tarihi doniim noktalarindan birisini olusturmustur (2). IGP’nin sundugu bilgiler sayesinde
kalitsal hastaliklarin nedenlerinin arastirildigi molekiiler biyoloji ve genetik (veya tibbi
biyoloji ve genetik) aragtirmalarin 6nem kazandigi donem baslamistir. Bu siirecte genetik
hastaliklarla iliskili genler ve bu genlerden kodlanan molekiillerin biyolojik fonksiyonlari
tanimlanirken niikleotid dizileme teknolojileri, biyoenformatik analiz yontemleri ve hatta
insan genomuna miidahale edilmesini saglayan ¢esitli yontemler de hizla gelismistir.
Gelinen asamada giiniimiizde mevcut olan bilgi ve teknoloji diizeyine ragmen nedeni
bilinmeyen veya tedavi edilemeyen ¢ok sayida konjenital hastalik bulunmasi nedeniyle
diinya genelinde ¢ok sayida birey ¢ocuk sahibi olamamaktadir. Bu tez caligmasinda ele
alinan non-immune hydrops fetalis (NIHF) etnik orijinden bagimsiz olarak tiim diinyada 1:1
700-3 000 oraninda goriilme sikligi, prenatal veya neonatal donemde %50-98 oraninda
Oliimle sonucglanmasi ve tedavi edilemiyor olmasi nedenleriyle ¢cok 6nemli bir konjenital

hastalik durumundadir (3, 4).

NIHF, prenatal donemde deri alt1, akciger zar1 (plevra), kalp zar1 (perikard) ve karin
zar1 (periton) bosluklarindan en az ikisinde asir1 siv1 birikimi goriilen ve bagisiklik sistemi
yanit1 disindaki mekanizmalarla ortaya ¢ikan 6liimciil bir patolojidir (3, 4). NIHF, uzun
yillardir biliniyor olup zamanin bilgi birikimine ve teknolojik imkanlarina gére onceleri
NIHF’li fetiislerdeki morfolojik farkliliklar iizerinde durulmus, daha sonralar1 NIHF’li
fetiislerde NIHF ile birlikte goriilen sorunlar tanimlanip gruplandirilmistir. Genetik
alanindaki gelismelerle birlikte ¢esitli kromozomal anomalilerin ve tek gen varyasyonlarinin
NIHF’ nin genetik etiyolojisinde yer aldig1 belirlenmis ve 6zellikle son yillarda yeni nesil

DNA dizileme ve biyoenformatik alanindaki gelismeler sayesinde de ¢ok sayida farkl



gendeki tek gen varyasyonlart NIHF olusumuyla iligkilendirilmistir. Bu bilgiler 1s18inda
giiniimiizde ¢esitli kromozom anomalilerinin ve enfeksiyonlarin NIHF olugmasina neden
oldugu ama NIHF etiyolojisinin biiyiik bir kisminin ¢ok sayida farkli tek gen mutasyonuyla
ortaya ciktig1 bilinmektedir. Ote yandan, bilimsel literatiirde bu durumu ortaya koyan ¢ok
sayida makale ve derleme bulunmasina ragmen NIHF nin monogenik etiyolojisini olusturan
genlerin ve mutasyonlarin neler oldugunu ortaya koyan yayinlar arasinda biiyiik farkliliklar
goriilmekte ve bu nedenle NIHF’nin genetik etiyolojisinin kanita dayali listesi
bilinmemektedir. Oysa bu veriler bilimsel literatiirdeki miinferit yaymlarda bulunmakta olup
literatiiriin taranip derlenmesiyle hazirlanabilir durumdadir. Bu baglamda tez ¢alismasinda
ilk olarak hakemli dergilerde yayimlanmis yayinlari tarayarak Amerikan maternal-fetal tip
toplulugu’nun (SMFM) tan1 kriterlerine uyan hastalarda NIHF ile iligkilendirilen genlerin
ve mutasyonlarin kanita dayali listesinin hazirlanmasi hedeflenmistir. NIHF nin giiniimiizde
hala genetik yontemlerin yayginlastigt donemlerin dncesinde yaygin olarak kullanilan
yontemler kullanilarak NIHF ile birlikte siklikla gézlenen patolojilere dayali olarak ele
alintyor olmasi nedeniyle tez ¢alismasinin bir sonraki basamaginda yeni bir yaklagimi ele
alarak NIHF gen listemizdeki genlerin daha dnceden iliskilendirildigi genetik hastaliklarin
viicutta etkiledikleri yerlere dayali olarak gruplandirilmasi hedeflenmistir. Tez ¢alismasinin
bir sonraki basamaginda NIHF nin molekiiler etiyopatogenezinin aydinlatilmasina yonelik
in silico biyoenformatik analizlerin gerceklestirilmesi hedeflenmistir. NIHF iliskili sinyal
yolagini belirleyebilmek i¢in ilk olarak NIHF iligkili proteinlerin bilinen fonksiyonlarina ve
hiicre i¢inde bulunduklari konumlara gore istatistiksel olarak zenginlestigi biyolojik
stireglerin belirlenmesi hedeflenmistir. Ardindan NIHF iliskili proteinlerin yaptiklari protein
etkilesimlerine dayali olarak 6ne ¢ikan proteinlerin belirlenmesi hedeflenmistir. Son olarak,
elde edilen veriler, literatiirdeki veriler ve yolak veri tabanlarindaki veriler dikkate alinarak
NIHF iligkili hiicre sinyal yolaginin belirlenmesi hedeflemistir. Sonug olarak, cok sayida
farkli tek gen mutasyonunun prenatal donemde ortak patolojiye neden olmasi, NIHF
genlerinin bir hiicre sinyal yolaginin farkli bilesenlerini kodluyor olabilecegi diistincesini
dogurmustur; bu tez ¢aligmasiyla NIHF nin monogenik etiyolojisinin belirlenmesi ve bu
genlerden kodlanan proteinler hakkinda bilinenlerin ¢esitli sistem biyolojisi ve
biyoenformatik yontemlerle analiz edilmesiyle NIHF iligkili hiicre sinyal yolagimin ve

potansiyel alt gruplarinin belirlenmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BiLGILER

Genetik faktorlerin rol oynadigi hastaliklar li¢ ana gruba ayrilir. Bunlar
multifaktoriyel hastaliklar, kromozom anomalileri ve tek gen hastaliklaridir. Multifaktoriyel
hastaliklar genetik ve ¢evresel faktorlerin etkisiyle ortaya ¢ikan hastaliklardir. Kromozom
anomalileri, kromozomlardaki sayisal ve yapisal degisikliklerin neden oldugu hastaliklardir.
Tek gen hastaliklar1 (monogenik hastaliklar) ise, tek bir gendeki mutasyonun neden oldugu
genetik hastaliklardir. Tek gen hastaliklar1 siklikla mendelyen kalitim kalibi ile uyumluluk
gosterirler. Monogenik hastaliklarda bir gendeki mutasyonun farkli bireylerde farkli
fenotiplere neden olmasi klinik heterojenite; farkli genlerdeki mutasyonlar sonucunda ayni

veya benzer fenotip goriilmesi genetik heterojenite olarak adlandirilmaktadir (5).

Genetik, biyoenformatik ve bilisim sistemleri alanlarinda son yillarda yasanan
olumlu gelismelerle birlikte glinlimiizde bir¢cok genetik hastaligin etiyolojisi tanimlanmigtir.
Buna ek olarak, preimplantasyon genetik tan1 alanindaki olumlu gelismeler sayesinde insan
genetigi arastirmalariyla elde edilen bilgilerden yararlanilarak genetik hastaliklarin
onlenmesine katk1 saglanmaktadir. Ote yandan, tiim bu olumlu gelismelere ragmen simdiye
kadar tanimlanmis olan 6000’den fazla genetik hastaliktan sadece yaklasik 600 tanesi tedavi
edilebilmektedir (6, 7). Genetik hastaliklarin tedavi edilebilirliginin diisiikk olmasinin
sebeplerinden biri, hastaliklarin ¢ogunda hastaliga neden olan molekiiler mekanizmalarinin
aydinlatilamamis olmasidir. Nitekim, tiim genetik hastaliklarin tedavisi genetik miidahale
gerektirmeyip kanser, kistik fibroz, talasemi gibi bazi hastaliklarinin tedavisinde kullanilan
akilli ilaglar, immiinoterapi, kemoterapi, gen terapi, kok hiicre nakli yaklagimlarinda oldugu
gibi hastaligin etiyopatogenezine 6zgii molekiiler hedefli farkli tedavi yaklasimlari da
basariyla uygulanabilmektedir (8-10). Genetik hastaliklara 6zgli basarili tedavi
yaklasimlariin gelistirilebilmesi i¢in 6ncelikli olarak genetik hastaliklarin etiyolojisinde yer
alan genlerin ve mutasyonlarin tespit edilmesi ve bu genlerden kodlanan proteinlerin
fonksiyonlarinin  belirlenmesi gerekmektedir. Bu nedenlerle genetik hastaliklarin
onlenmesine ve tedavi edilebilmesine yoOnelik aragtirmalarda ilk olarak bu hastaliklarin

genetik etiyolojilerinin aydinlatilmis olmasina ihtiya¢ duyulmaktadir (5).

Non-immune hidrops fetalis (NIHF), etiyolojisinde monogenik varyasyonlarin,
kromozomal anomalilerin ve g¢evresel faktdrlerin rolii bulunan bir patoloji olup, genetik

etiyolojisi ve molekiiler etiyopatogenezi bilinmemektedir.



2.1. Hidrops Fetalis

Hidrops fetalis (HF), fetal yumusak dokularda ve serdz bosluklarda agiri sivi
birikimine (hidrops: Yunanca su toplama) verilen addir (3). Bu tanimlamaya uyan fetal
bulgularin ilk kez 1892 yilinda yayimlanan “The diseases and deformities of the foetus™ adl1
calismada ge¢mesi nedeniyle HF’nin bilimsel literatiiriiniin bu tarihten itibaren basladigi
degerlendirilmektedir (11). Gegen zaman iginde elde edilen bilimsel veriler goz Oniinde
bulundurularak 1943 yilinda HF nin iki alt sinifa ayrilmasi gerektigi ileri siiriilmiis olup, bu

yaklasim hala gegerliligini korumaktadir (12).

HF, prenatal ve neonatal donemlerde goriilebilen; deri alt1, akciger zar1 (plevra), kalp
zan (perikard) ve karin zar1 (periton) bosluklarindan en az ikisinde asir1 siv1 birikimiyle
karakterize 6liimciil bir patolojidir (3). HF, Online Mendelian Inheritance In Man (OMIM)
veri tabaninda (OMIM No: #236 750) bir hastalik degil patoloji olarak nitelendiriliyor
olmakla birlikte nadir hastaliklar ve yetim ilaglar portalinda (Orphanet) (13) bir hastalik
olarak siniflandirilmistir (ORPHA No: 1041). Klinikte, bu iki farkli yaklasimdan yaygin
olarak gecerliligini koruyan siiflandirma HF ’nin bir patoloji oldugu seklindedir. HF tanisi,
gebeligin 10-16. haftalarindan itibaren ultrasonografiyle belirlenebilmektedir. Ultrason
bulgulart HF’yi diisiindiiren gebeliklerde dogru tibbi hizmetin sunulabilmesi i¢in HF ’nin iki
alt tipinden hangisi oldugu belirlenmeye calisilmaktadir. Bunun i¢in ebeveynlerin kan
gruplari ile Coombs testi ad1 verilen biyokimyasal bir test verileri dikkate alinmaktadir (3,
4, 14). Buna gore HF’nin immiinolojik yanit nedeniyle ortaya ¢ikan alt tipine “immiin
hidrops fetalis (IHF)” ve bunun disinda kalan tipine ise immiin yanit disinda ortaya ¢ikan

hidrops fetalisi anlaminda “non-immune hidrops fetalis (NIHF)” ad1 verilmektedir.
2.1.2. immiin Hidrops Fetalis

IHF (ORPHA No: 364 013), Eritroblastosis Fetalis (EF)’in (halk arasinda “kan
uyusmazlig1” olarak bilinir) ilerlemesiyle ortaya c¢ikmaktadir. EF, annenin Rhesus (Rh)
antijeni bakimindan negatif (-), fetiisiin ise Rh pozitif (+) olmasi1 durumunda, annede fetiisiin
eritrositlerinin yilizeyindeki Rh faktorlerini tantyan Rh(D) immunoglobulin iiretilmesiyle
gelisir. Bu antikorlarin fetiisiin kanindaki eritrositlere baglanip eritrositleri parcalamasi
sonucunda fetal anemi, fetal aneminin ilerlemesi ile de IHF ortaya ¢ikar (15-17). IHF nin
etiyopatogenezinin biliniyor olmasi sayesinde molekiiler hedefli tedavi yontemi gelistirilmis
olup, Rh alloimmiinizasyonu tespit edilen gebeliklerde anti-Rh(D) IgG antikoru

uygulanmasiyla IHF ve bagimli 6liimler 6nlenebilmektedir (4, 17). Bununla birlikte, anti-
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Rh(D) IgG antikoru muamelesinin etkili olamadig1 IHF hastalar1 da bulunabilmektedir. Bu
bireylerde, Rh antijeni disindaki popiilasyonda daha az bulunan eritrosit yiizey antijenleri
(Kell, Duffy, Kidd, MNSs antijenleri gibi) veya yine eritrositlerin yiizeyinde bulunarak
immiinolojik yanit1 tetikleyebilen mutant CD36 antijeni gibi farkli eritrosit yiizey
faktorlerinin bulunabildigi belirlenmistir (3, 18-20). IHF’nin genellikle heniiz ortaya
c¢tkmadan ve biiyiik oranda tedavi edilebiliyor olmasi nedeniyle, gliniimiizde rapor edilen
IHF vakalarn1 toplam HF vakalarinin en fazla %10’luk kismini olusturmakta, HF tanili

vakalarin %90’1n1 ise NIHF tanililar olusturmaktadir (21).
2.1.3. Non-immiin Hidrops Fetalis

NIHF (ORPHA No: 363 999; OMIM No: #236 750), HF nin bagisiklik yaniti
disindaki nedenlerle ortaya ¢ikan alt tipidir. NIHF nin goriilme siklig1 ve mortalite orani,
farkli popiilasyonlarda yapilan calismalara ve hasta sayisina bagli olarak degiskenlik
gostermekte olup, NIHF nin goriilme sikligimin 1/1700-3000, mortalite oraninin ise %50-98
arasinda oldugu rapor edilmektedir (3, 4, 22-26). NIHF’l1 fetiislerin gelisimlerinde ¢esitli
agir anormallikler goriilebilmesi ve NIHF’li gebeligin siirdiiriilmesinin fetlisiin yaninda
annenin yasamimi da tehdit edebilmesi nedeniyle, gebelik sirasinda NIHF tanisi
koyuldugunda gebeligin tibbi miidahaleyle sonlandirilmasi tavsiye edilmektedir (14). NIHF,
OMIM veri tabaninda ¢ok sayida farkli genetik hastalik sonucunda ortaya ¢ikan bir patoloji
olarak nitelendirilirken, Orphanet’te nadir hastalik olarak nitelendirilmektedir. NIHF nin
siiflandirilmasina iligkin bu farkliligin temelinde NIHF bulgulu hastalarda siklikla ¢ok
cesitli baska hastaliklarin ve patolojilerin gézlenmesidir (3, 4, 14, 26). NIHF nin ¢ok sayida
farkl1 patolojik durumla birlikte goriilebilmesi, NIHF’nin olusum mekanizmasinin
aydinlatilmas1 hususunda 6nemli bir zorluk olusturmaktadir. Buna ek olarak, NIHF nin bir
hastalik degil, etiyolojisini olusturan hastaliklarin ilerlemesiyle ortaya ¢ikan bir sonug
oldugu yoniindeki klinik uygulamalarda gecerliligini koruyan yaygin goriis de NIHF nin tek
basina ele alinarak etiyopatogenezinin aydinlatilmasini uzun yillardir sinirlandiran bir diger

onemli sorundur.

NIHF’nin etiyolojisine iliskin yapilan ¢aligmalarla NIHF’li hastalarda ¢ok cesitli
patolojilerin gorildigi rapor edilmistir. Amerikan maternal-fetal tip toplulugu (SMFM)
NIHF’li hastalarin % 17-35’inde kardiyovaskiiler sorunlarin, % 7-16’sinda kromozomal
anomalilerinin, % 4-12’sinde hematolojik sorunlarm, % 5-7’sinde enfeksiyonlarm, %

6’sinda torasik sorunlarin, % 3-10’unda ikizden ikize transfiizyonun, % 2-3’iinde idrar yolu



anormalliklerinin, % 0.5-4’linde gastrointestinal sorunlarin, % 5-6’sinda lenfatik displazinin,
% 2-3’iinde tiimorlerin, % 3-4’tlinde iskelet displazilerinin, % 3-4’linde sendromlarin, % 1-
2’sinde metabolik sorunlarin goriildiigiinii ve hastalarin % 15-25’inin idiyopatik oldugunu
belirtmektedir (3). Bu veriler dogrultusunda birden fazla geni etkilemesi nedeniyle
kromozomal anomalilerinin, ¢evresel etiyolojiyi olusturmasi nedeniyle enfeksiyonlarin ve
ikizden ikize transfiizyonun diglanmasi durumunda geriye kalan %67-85’lik etiyolojinin tek
gen varyasyonlar1 nedeniyle fetal donemde goriilebilmesi sebebiyle NIHF nin biiylik bir
kisminin tek gen varyasyonlariyla ortaya ¢iktigi fikri literatiirde siklikla ifade edilmektedir
(3, 27, 28).

Mortalite ve insidans oranlarmin yiiksek olmasi, genetik etiyolojisinin
aydinlatilmamis olmasi, molekiiler mekanizmasinin bilinmemesi ve 06zgilin tedavi
yonteminin bulunmuyor olmasi gibi nedenlerle NIHF giincelligini koruyan bir arastirma
konusudur. Ozellikle son yillarda yeni nesil DNA dizileme (NGS) ve biyoenformatik veri
analizi yontemlerinde yasanan olumlu gelismelerle birlikte, birgok farkli tek gen
varyasyonunun NIHF olusumuna neden oldugunu ortaya koyan c¢ok sayida yayimn yakin
zamanlarda literatiirde girmistir (29-32). Bu miinferit ¢alismalara ragmen, NIHF nin genetik
etiyolojisinde yer alan genlerin ve mutasyonlarin kanita dayali listesi ve toplam sayis1 hala
kesin olarak bilinmemektedir. Human Phenotype Ontology (HPO) ve DisGeNET gibi
hastaliklarla iligkili gen listelerinin sunuldugu veri tabanlarinda ve yeni nesil dizileme
panellerinde 45 ile 1010 arasinda degisen farkli sayida genin NIHF’nin genetik
etiyolojisinde yer aldigi belirtilmektedir (33-37). Buna ek olarak, NIHF’ nin genetik
etiyolojisinin derlenmesi amaciyla yapilan yayinlarda uzun yillardir uygulanan ve siiregelen
yaygin yaklagim ise NIHF ile iliskilendirildigine dair kanit bulunan genler ve mutasyonlar
tizerinde degil, NIHF’li bireylerde NIHF’ye siklikla eslik eden hastalik gruplari {izerinde
durularak hastaligin etiyolojisinin derlenmesi seklindedir (30, 38-40). Son yillarda
yayimlanan derlemelerde ise NIHF ile iligkilendirilen tek gen varyasyonlar1 hakkinda artan
veriler dikkate alinarak, NIHF nin genetik etiyolojisin derlenmeye calisildig1 goriilmektedir.
Ote yandan, s6z konusu giincel derlemelerde NIHF nin genetik etiyolojisinde yer aldiklart
belirtilen genlerin referanslarinin verilmedigi, yada SMFM klinik rehberdeki tan1 kriterlerine
uyulmadigi1 bu nedenle farkli yayinlarda birbirleriyle ¢elisen sayida genlerin yer aldig1 da
goriilmiistiir. Buna 6rnek vermek gerekirse, 2019 yilinda yayimlanan bir derlemede (30)
Zellweger syndromuyla iligkili oldugu bilinen ve NIHF ile de iliskili oldugu yazilan PEX],
PEX2, PEX3, PEX5, PEX6, PEX10, PEXI11B, PEXI12, PEXI3, PEXI4, PEX16, PEXI9 ve
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PEX26 isimli 13 gene ait literatiir verilerini inceledigimizde sadece PEX3"in NIHF ile iliskili
oldugu (41) ve Zellweger sendromuyla iliskili olan diger 12 genin kanita dayali olmadan
NIHF etiyolojisiyle iliskilendirildigi goriilmiistiir. Ayn1 yayindaki bir diger 6rnekte; Meckel
Gruber sendromu ile iligkili oldugu bilinen ve NIHF ile de iligkili oldugu belirtilen B9DI,
B9D2, CC2D2A, CEP290, MKS1, RPGRIPIL, TMEM67 ve TMEM?216 isimli sekiz gene ait
literatlirdeki c¢aligmalar1 inceledigimizde, bu genlerin kanita dayali olmayarak NIHF
etiyolojisiyle iliskilendirildigi belirlenmistir (30). Ayrica, NIHF nin genetik etiyolojisi ile
iligkili oldugu bilinen GBEI, KRAS ve PPP3CA gibi genlerin ise dahil edilmedigi
goriilmiistiir (42-44). Ek olarak, benzer sorunlarin yakin tarihli bagka yayinlarda da oldugu
tespit edilmistir. 2020 yilinda yayinlanan bagka bir calismada (31) NIHF nin yeni nesil DNA
dizileme yontemiyle belirlenmesi amaciyla gelistirilen 119 genlik NIHF tan1 panelinde yer
alan genlerden bazilarinin (Or; BLOC1S3, CLN3, GNPTG gibi) NIHF ile iliskili olduklarini
ortaya koyan herhangi bir literatiir verisi bulunmamasina ragmen panelde yer aldigi, ote
yandan NIHF ile iliskili oldugu bilinen genlerin (Or; AHCY, BICD2 ve PSATI gibi) ise gen
listesinde yer almadig1 goriilmiistiir. 2021 yilinda yayimlanan bagka bir ¢alismada (29) da
onceki orneklerle benzer sekilde NIHF’nin genetik etiyolojisinde yer aldiklarina iligkin
herhangi bir kanit olmayan genlerin NIHF ile iligkiliymis gibi listelendigi ve hastalikla
iligkili olan genlerin ise yayinlanan listede yer almadig1 goriilmiistiir. Yakin tarihli olmalari
nedeniyle one cikarilan bu 6rnek yaymlarin haricindeki diger NIHF iligkili yayinlarda da
ortak olarak gdze carpan problem, kanita dayali olmadan genlerin NIHF ile iligkilendirildigi
veya NIHF etiyolojisinden diglandigi ¢aligmalar olmalaridir. Bu nedenle veri tabanlar1 ve
derlemelerdeki bilgileri direkt kullanarak NIHF ile iligkili genlerin ve varyasyonlar listesi
belirlenememektedir. NIHF iligkili gen listesinin kesin olarak bilinmiyor olmasi, NIHF nin
molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasi siirecini de sinirlandirmaktadir. Bu durum, NIHF
tanili ailelere fayda saglayacak tibbi yaklasimlarin gelistirilebilmesini sinirlandirmakta olup,
uzun yillardir diinya genelinde tanimlanan NIHF bulgulu gebeliklere yonelik yaygin tedavi
secenegi olarak hala gebeligin tibbi miidahaleyle sonlandirilmasi yontemi sunulmaktadir.
Oysa NIHF’nin immiin yanit nedeniyle ortaya ¢iktig1 bilinen benzer hastaligi olan IHF nin
molekiiler mekanizmasi bilimekte ve henliz IHF bulgular1 gelismeden fetal donemde

molekiiler hedefli antikor uygulamasiyla IHF ortadan kaldirilabilmektedir.

Her ne kadar birbirleriyle uyumluluk gostermeseler de bilimsel literatiirdeki
yaymlarda ve veri tabanlarinda ¢ok sayida farkli gendeki tek gen varyasyonun NIHF ile

iligkilendiriliyor olmas1 NIHF’nin genetik olarak heterojen olduguna, etiyopatogenezinin
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cok bilesenli ve karmasik olduguna isaret etmektedir. Ozellikle son yillarda, biyoenformatik,
bilisim teknolojileri ve biyoteknoloji alanlarinda yasanan gelismeler sayesinde kanser ve
otizm gibi etiyolojisinde ¢ok sayida bilesen yer alan karmasik hastaliklarin
mekanizmalarimin aydinlatilmasinda ve bu hastaliklara 6zgii yeni tam1 ve tedavi
yaklagimlariin gelistirilmesinde hastalik mekanizmasinda rol oynayan bilesenlerin bira
arada gozlenip analiz edilebilecegi yeni yaklasimlar uygulanmaktadir (45-49). Sistem
biyolojisi arastirma yontemleri, giiniimiizde bu amagla kullanilan ve basarili sonuglar veren

in silico bir yaklasimdir.
2.2. Sistem Biyolojisi

Sistem biyolojisi, cok sayida biyolojik molekiiliin ve/veya hiicrelerin birbirleriyle
fonksiyonel iliski i¢inde oldugu karmasik sistemlerin biitiinciil yaklasimli modeller
olusturarak incelendigi bir arastirma yaklasimidir. Sistem biyolojisi yaklasimlartyla,
sistemin parcalar1 ve birbirleriyle olan iligkileri hakkinda bilinenlerden yola ¢ikip biitiine
dogru ilerleyerek sistemin anlasilmasini saglayacak modeller gelistirilmektedir. Bilgisayar
teknolojilerinin yardimiyla hazirlanan sistem modelleri giiniimiizde basta saglik ve
biyoteknoloji alanlar1 olmak {izere bircok alanda ilerlemeler yasanmasina katki
saglamaktadir. Glinlimiizde, hastaliklarin molekiiler mekanizmalarinin sistem biyolojisi
yontemleriyle arastirilmasi amaciyla siklikla {i¢ temel yaklasim uygulanmaktadir. Bunlar;
gen ontoloji verilerine dayali fonksiyonel zenginlesme analizleri (FZA), protein-protein
etkilesimi (PPE) aglarimin olusturulmasi ve hastaliga 6zgii sinyal yolagi olusturulmasidir

(50-52).

FZA, belirli bir gen listesinin (gen seti) onceden belirlenmis ¢cok sayidaki gen setleri
arasinda hangi oranda bulundugunun (zenginlestiginin) istatistiksel olarak belirlenmesini
saglayan bir yontemdir (53). Buna gore FZA yapilabilmesi i¢in Oncelikle gen setleri
kiimesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu amacgla en sik olarak Gene Ontology (GO) veri
tabanindaki gen setleri kullanilmaktadir (54). GO veri tabaninda, genler ve proteinler
hakkinda daha onceden yapilmis aragtirmalarla elde edilen bilimsel verilere dayanarak
molekiiller biyolojik siirecler, molekiiler fonksiyon ve hiicrede yer aldiklar1 yerlere gore ii¢
ana kategori altinda gen setleri halinde diizenlenmis durumdadir. Yeni bilimsel geligsmeler
dikkate alinarak GO veri tabanindaki gen setleri siirekli olarak giincellenmekte ve gen setleri
acik erisimle sunulmaktadir. Bu nedenle GO veri tabanindaki gen setleri FZA c¢aligmalarinda

ihtiya¢ duyulan gen seti evreni olarak en sik kullanilan veri taban1 durumundadir. Bununla



birlikte istenirse GO veri tabani yerine yolak veri tabanlari, molekiiler etkilesim aglar1 veri
tabanlar1 ve hastalik (veya fenotip) veri tabanlar1 gibi ihtiyaca 6zgii farkli veri setleri de
kullanilabilmektedir. FZA, istatistiksel analizlerin yapilmasi i¢in, girdi olarak kullanicilarin
tanimladig1 bir gen listesine ihtiya¢ duymaktadir. Bu gen listesi, belirli bir hastalikla
iligskilendirilen genlerin listesi, RNA dizileme veya mikrodizin analizleriyle elde edilen
ekspresyonu degisen genlerin ekspresyon degerli listesi veya gen sembolleri igermek
kosuluyla herhangi bir 6zgiin yaklasimla olusturulan her tiirlii gen listesi olabilmektedir.
FZA yapilarak, girdi olarak sunulan gen listesinin incelenen evrendeki tiim gen setleri i¢inde
hangi oranda Ortiistiigli (zenginlestigi) istatistiksel degerlerle birlikte belirlenmektedir (55).
Temel ¢aligma prensipleri ayn1 olmakla birlikte bazi algoritma farkliliklarina sahip ¢ok
sayida FZA araci bulunuyor olup, bunlardan en yaygin olarak kullanilanlar1 GSEA (53),
g:Profiler (56), WebGestalt (57) ve Enrichr (58) araclaridir. FZA, temelde basit bir
yaklagima dayaniyor olmasina ragmen bilgisayarlarin hesaplama giiciinii kullanarak bir gen
setinin On yargisiz, istatistige dayali ve hizli bir sekilde analiz edilerek karmasik sistemlerin
anlasilmasia son derece biiyiik katki sagliyor olmasi nedeniyle giiniimiizde kullanimi

giderek artmaktadir.

PPE aglarinin olusturulmasi, ¢ok bilesenli karmasik sistemlerdeki proteinlerin
birbirleriyle olan etkilesimlerinin analiz edilmesi amaciyla sistem biyolojisinde siklikla
kullanilan bir diger uygulamadir. Kiigiik veya biiyiik 6l¢ekli 1slak laboratuvar deneylerinin
verilerine gore birbirleriyle etkilestigi belirlenen proteinlere iligkin veriler Human Protein
Reference Database (59), Database of Interacting Proteins (60), Molecular Interaction
Database (MINT) (61), IntAct (62), ve BioGRID (63) gibi ¢esitli PPE veri tabanlarinda
saklanmaktadir. Bu veri tabanlarindaki PPE verileri sayesinde arastirmacilar kendi protein
listeleriyle PPE aglar1 olusturulabilmekte ve analiz edebilmektedir. Bu veri tabanlari
arasinda en ¢ok kullanilani, PPE ag1 olusturmada sagladig: kolayliklar nedeniyle, STRING
veri tabanidir (64). PPE aglari, matematiksel olarak grafige dontistiiriilmiis, kenarlar (edges)
araciligiyla birbirine bagh diiglimlerden olugsmaktadir. PPE aglarinda proteinler "digiim" ve
proteinler arasindaki baglantilar ise “kenar” olarak adlandirilir. PPE aglar1 {izerinde yapilan
analizlerin basinda agda kilit rol oynayan proteinlerin belirlenmesi analizleri gelmektedir.
Bu amagla siklikla “Derece (Degree)” ve “Arasindalik(Betweenness)” merkezilik o6l¢iitleri
dikkate alinmaktadir. Derece, bir diigiimiin diger diiglimlerle yaptig1 baglant1 sayisini
belirtirken; Arasindalik, bir diiglimiin agda ne kadar merkezi oldugunun bir dl¢iisiidiir. Bu

nedenle, Arasindalik degeri yiliksek olan diigiimler, agin farkli boliimleri arasinda koprii
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gorevi gdrmeleri bakiminda agda 6nemli rol oynarken (65), agda diger proteinlere kiyasla
ortalamadan c¢ok daha yiliksek Dereceye sahip bir diigiim “hub/merkez” olma potansiyeli
tasimasi nedeniyle 6nemlidir. Cok sayida proteinin rol oynadigr karmasik biyolojik
etkilesimlerin bir arada kolaylikla goriilebilmesi ve merkezi proteinlerin belirlenebilmesi
nedeniyle PPE aglarinin olusturulmasi ve analizi ¢alismalarinin sayist son yillarda giderek

artmaktadir (66).

Sinyal yolaklarinin tamaminin veya bir boliimiiniin stirekli aktif veya baskilanmis
durumda kalmasi ya da normalde islevsel olmayan alternatif baglantilarin olugmasi gibi
normal yolak aktivitelerinin bozuldugu durumlarin ¢ok sayida yaygin veya nadir hastaliga
neden oldugu bilinmektedir. Bu nedenle hastaliklarin molekiiler mekanizmalarinin daha iyi
anlasilabilmesine ve arastirilmasina katki saglayacak hem saglikli hem de hastaliklarla
iliskili sinyal yolagi modellerinin olusturulmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Hiicre sinyal
yolag1 olusturulmasi ¢aligmalar1 FZA ve PPE ag analizlerine kiyasla, biyolojik siireclerin tist
ve alt akim hiyerarsilerinin kurulmasi, aktivasyon, inhibisyon ve post translasyonel
modifikasyon degisimi gibi siireclerin gorsellestirilebilmesi ve enzimatik reaksiyonlara ve
metabolitlere de yolakta yer verilebilmesi gibi cesitli avantajlar saglamaktadir. Simdiye
kadar gergeklestirilen bilimsel arastirmalarin verilerine dayali olarak, sinyal yolak
analizlerinde kullanmaya uygun bir sekilde paylasildig: cesitli veri tabanlari bulunmaktadar.
Bunlardan en yaygin olarak kullanilanlari Kyoto Genler ve Genom Ansiklopedisi (KEGG),
Wikipathways ve Reactome veri tabanlaridir (67-69). Sinyal yolak analizlerini
gerceklestirmek amaciyla arastirmacilar gesitli araclar yardimiyla yolaklar iizerinde gen
ifadesi artan/azalan genlerin veya hastaliklarla iliskili mutasyonlar belirlenenlerin
gorsellestirilmesini yapabilmekte ya da veri tabanlarindaki bilgileri temel alarak sifirdan
yolaklar olusturup analizler yapabilmektedir. Hem hastaliklarla ilgili mekanizmalarin
gercege yakin ve kolay anlasilir gorsellerinin saglamasi, hem de yolaklarin matematiksel
modellerinin gelistirilmesine imkan tanimasi1 nedeniyle hastaliklarla iliskili sinyal yolak

analizleri son yillarda giderek yayginlagan bir sistem biyolojisi yaklagimidir.

NIHF hakkindaki literatiir verileri, NIHF nin genetik etiyolojisinde ¢ok sayida genin
yer aldigint ancak bu genlerin kanita dayali listesinin belirlenmemis oldugunu ortaya
koymaktadir. Cok sayida farkli gendeki tek gen varyasyonunun ayni fenotip olan NIHF’ye
neden olmasi, bu genlerin NIHF etiyopatogenezine yol acan ana bir sistemde birlikte rol

oynadiklarint ve belirlenen mutasyonlarin bu sistemi bozarak NIHF’ye neden oldugunu
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diisiindiirmektedir. Sistem biyolojisi biyoenformatik yontemleri kullanarak, in silico
analizlerle bir gen listesinden baglayarak hastaliklarla iliskili olan mekanizmalari, kilit
konumda yer alan elemanlar1 ve karmasik hastaliklarin alt gruplar1 belirlenebilmektedir. Bu
tez ¢caligmamin amaci, NIHF nin genetik etiyolojisinde yer alan gen listesini belirleyip,
cesitli in silico yontemlerle analiz ederek, NIHF ile iligkili hiicre sinyal yolaginin

anlasilmasina katk1 saglayacak veriler tiretmektir.
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3. GEREC ve YONTEM

PubMed Veri Tabaninda
“Hydrops Fetalis”
Terimini Ara

NIHF Tanil veya SMFM Tani Kriterlerine Uygun Yayinlan Belirle
(IHF, Enfeksiyon, Kromozomal Anomalisi Olan Yayinlari Digla)

|

‘ NIHF iliskili Gen ve Varyasyonlari Belirle

G:mfr:i;“ikgi l(?llan Fonksiyonel Zenginlesme Analizi Protein-Protein Etkilesim Ag1 Analizi Sinyal Yolak Analizi
as a(('),\:‘:me e (GO, KEGG, WikiPathways, Reactome) (STRING, CytoScape) (KEGG, WikiPathways ve Literatr Verileri)
‘ Verilere Gore Sinyal Yolagini Ciz
Tablo | Sekil | | Sonuglar p<0.05 fitrele Guvenirlilik Skoru (PathVisio)

>0.7 olarak Filtrele |
| PPE Agindadaki Baglantilar

Gen Oranina Gére Yolakta Goster

ilk 20 Terimi Belirle Ce-n-riSca pe
Merkezilik Analizi Yap |

(Arasindalik ve Derece)
Alt Gruplan Belirleyerek
| Renklendir
Ortalama Skorlara Gére
Proteinleri Renklendir
P Degerine Gore
Renklendir

| Varyasyon Sayilarina Gore
Proteinlerin Boyutunu Degistir

Gen Oranina Gore
Boyutunu Degistir

FZA Sonug\ar\na Gore Gruplandir

| Ortak Temel Mekanizmalari Belirle
Tablo $ekll

Sekil 1. NIHF ile iligkili hiicre sinyal yolaginin olusturulmasinda kullanilan akis semasi

NIHF ile iligkili hiicre sinyal yolaginin olusturulmasinda kullanilan yontemleri

Ozetlemek amaciyla olusturulan is semas1 Sekil 1’de verilmistir.

3.1. NIHF’nin Genetik Etiyolojisinde Yer Alan Tek Gen Varyasyonlarinin

Belirlenmesi
3.1.1. NIHF iliskili Genlerin Belirlenmesi

NIHF’nin genetik etiyolojisinde yer alan tek gen varyasyonlarmi (NIHF iligkili
genlerin ve mutasyonlarin listesini) belirlemek i¢in bilimsel literatiirde yer alan ve hakemli
dergilerde yayimlanan ¢aligmalar tarandi. PubMed internet sitesinde “Non-immune hydrops
fetalis” ve “Hydrops fetalis” kelimeleri aratildiginda ¢ikan tiim yayinlar incelemeye alindi.
Bu ¢aligmalarda SMFM tarafindan 6nerilen ve halen gegerli olan NIHF tani kriterlerine uyan

hidrops vakalarina (ultrasografiyle deri alti 6demi (5 mm’den fazla kalinlasma), plevral
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eflizyon, perikardiyal efiizyon ve asit birikimi bulgularindan en az ikisinin tespit edildigi
vakalar) ait bulgular ile makalede hasta tanis1 direkt NIHF olarak belirtilen vakalara ait
bulgular dikkate alindi (3). Buna ek olarak, IHF tanis1 olan, kromozom anomalisi olan
(birden fazla geni etkilemesi nedeniyle) ve enfeksiyon dykiisii olan (NIHF’ye neden oldugu
bilinen Parvoviriis B19, Toksoplazmoz, Sitomegalovirlis, Kizamik¢ik, Herpes viriisi,
Frengi, Suci¢egi, Adenoviriis, Coxsackie viriisii, Leptospiroz, Trypanosoma Cruzi, Listeria,
Solunum Sinsityal viriisii, Konjenital Lenfositik Koriomenenjit viriisii gibi) (70-72),
vakalara ait veriler ile ailede NIHF Oykiisii bulunmasina ragmen NIHF’li hastanin kendi
genomik DNA’s1 kullanilmayan genetik caligmalara ait veriler ¢alismaya dahil edilmedi. Bu
kriterlere uyan hastalarda NIHF ile iligkilendirilen tek gen varyasyonlarina ait gen sembolii,
DNA varyasyonu, protein varyasyonu, zigotluk, kalitim kalib1 ve hastaya ait bulgular tek bir
tabloda ilgili referanslariyla birlikte diizenlendi. Varyasyonlarin, Human Genome Variation

Society (HGVS)’nin yazim kurallar1 uygun olarak yazildi (73).

3.1.2. NIHF 1liskili Genlerin Daha Onceden iliskilendirildigi Diger Genetik

Hastahiklarin ve Hastalik Gruplarinin Belirlenmesi

NIHF genlerinin iligkilendirildigi diger genetik hastaliklarin listesi OMIM veri
tabanindaki bilgiler kullanilarak hazirlandi. Ayn1 hastaligin genetik etiyolojisinde yer alan
farkl1 genler bir araya getirilerek hastalik alt gruplari, bu alt gruplarin ortak olarak
etkiledikleri sistemler dikkate alinarak da hastalik ana gruplar1 belirlendi. Birden fazla
hastalik ana gurubu tanimina uyan farkli genetik hastaliklarla iligkili olan genlerin gruplara
atanmasinda, bu genlerin daha fazla sayida iiyesi olan hastalik alt gruplarina dahil edilmesi
yaklagimi uygulandi. Hazirlanan tablodaki verilere gore hazirlanan sekil Adobe Illustrator

2020 programi kullanilarak hazirlandi.
3.2. Fonksiyonel Zenginlesme Analizleri (FZA)

FZA’lar; GO, KEGG, Wikipathways ve Reactome ontoloji ve yolak veri
tabanlarindaki verileri GeneSCF v1.1-p2 isimli ara¢ kullanilarak gerceklestirildi (54, 67-69,
74). GeneSCF programiyla, veri tabanlarinin 01.02.2021 tarihinde erisim saglanan verilerine
gore zenginlesen terimler ve istatistiksel degerleri elde edildi. Cikan sonuglardan diizeltilmis
p degeri 0,05’ten kiigiik olanlar tutulup diger sonuglar istatistiksel olarak anlamli olmamalari
nedeniyle filtrelenerek digslandi. Geriye kalan listelerde gen orani (bir terimin i¢inde yer alan
NIHF genlerinin toplam sayisinin o terimdeki toplam gen sayisina boliinmesiyle elde edilen

oran) en yiiksek olandan en diisiige siralandi. Elde edilen listelerde ilk 20 sirada yer alan
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terimlerin verileri tablolar ve grafikler halinde yeniden diizenlendi. Grafiklerin

hazirlanmasinda R programlama dilindeki ggplot2 kiitiiphanesi kullanild1 (75).
3.3. Protein-Protein Etkilesim (PPE) Ag1 Analizleri

NIHF genlerinden kodlanan proteinlerin birbirleriyle yaptiklart PPE ag1 STRING
veri tabanindaki PPE verilerine dayali olarak Cytoscape v3.8.2 programi (76) ve
Cytoscape’in StringAPP eklentisi (77) kullanilarak belirlendi (erisim tarihi: 26.07.2021).
PPE ag1 olusturulurken proteinlerin STRING veri tabaninda >0,7 degeriyle siiflandirdigi
yiiksek giivenilirlik degerindeki etkilesimlere ait veriler kullanildi. STRING veri tabanindaki
tiim etkilesim verileri 0 ile 1 araligindadir; 0 en diisiik 1 en yliksek olacak sekilde kategorize

edilmistir (64, 78).

En az bir etkilesim yapan proteinlerle analize devam edildi. Girdi olarak
kullandigimiz  NIHF genleri listemizdeki genlerin NIHF ile iligkilendirilen farkli
varyasyonlarinin sayisina gore daha fazla sayida NIHF iligkili varyasyona sahip protein daha
bliyiik olacak sekilde proteinlerin biiyiikliikleri yeniden diizenlendi. Agda merkezi durumda
bulunan proteinleri belirleyebilmek i¢cin CentiScaPe isimli a§ merkezilik eklentisi kullanildi
(79). Merkezilik ol¢iitleri olarak her bir proteinin Arasindalik (Betweenness) ve Derece
(Degree) degerleri dikkate alindi. Derece, agdaki bir proteinin diger proteinlerle etkilesime
girerek merkezi diizenleyici rol iistlenebilmesi ve bundan dolay1 ilgili proteinin merkezi
protein olabileceginin Ol¢iitiidiir. Arasindalik, agdaki proteinin, fonksiyonel olarak iletisim

halindeki diger proteinleri bir arada tutabilme kabiliyetini gosteren 6lgiittiir (79).

Bu olgiitlere gore agin ortalama Arasindalik ve Derece degerleri hesaplandiktan
sonra proteinlerin bu ortalama degerlerin iistiinde veya altinda skorlara sahip olmalarina gore
agdaki proteinler renklendirildi. Bu iki 6l¢iit bakimindan ortalamanin altinda kalan proteinler
mavi, sadece bir Olgiite gore ortalamanin iistiinde olan proteinler sar1 ve her ikisi i¢in
ortalamanin iistiinde olan proteinler ise kirmizi renkli olarak gosterildi. Son olarak, elde
edilen PPE ag1 sonucu ile FZA sonuglarinin birlikte degerlendirilebilmesi i¢in FZA
verilerine gore ayni grupta olan proteinlerin arka plan renkleri PPE aginda degistirildi ve

FZA sonuglarina iligkin sayilar eklendi.
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3.4. NIHF fliskili Sinyal Yolaginin Belirlenmesi

NIHF iligkili sinyal yolagi, KEGG (67) ve Wikipathways (68) yolak veri
tabanlarindaki veriler ile heniiz yolak veri tabanlarina girmemis olan yeni literatiir verilerine
dayali olarak PathVisio v3.3.0 programi (80) kullanilarak olusturuldu. Bu kaynaklardaki
verilerle uyumlu olacak sekilde her bir protein, hiicrede lokalize oldugu yere ve diger
proteinlerle olan hiyerarsisine gore konumlandirildi. Hazirlanan yolaktaki proteinlerin
renklendirilmesi NIHF gen listesindeki genlerin varyasyon sayilarina gore yapildi. Buna
gore, NIHF ile iligkilendirilen genlerden varyasyon sayist en fazla olan koyu kirmizi olup,

sadece bir varyasyonu olan gen yesil renkte olacak sekilde renklendirme yapildu.
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4. BULGULAR

4.1. NIHF’nin Genetik Etiyolojisinde Yer Alan Genlerin ve Varyasyonlarin

Listesinin Belirlenmesi

Literatiirde, ¢ok sayida farkli tek gen mutasyonunun NIHF ile iliskilendirildigi
calisma bulunmasina ragmen NIHF’nin monogenik etiyolojisini olusturan genlerin ve
varyasyonlarin kanita dayali bir listesi bulunmamaktadir. Bu nedenle, NIHF iligkili sinyal
yolagini belirleme amacimiz dogrultusunda ilk olarak tek gen varyasyonlariyla ortaya ¢ikan
NIHF’lerin genetik etiyolojisini belirlenmeyi hedefledik. Bunun i¢in, PubMed’de
listelenen makaleler “Non-immune hydrops fetalis” ve “hydrops fetalis” kelimeleriyle
aratilinca listelenen toplan 3.670 makaleyi inceledik. Bu makalelerde NIHF nin tanisinin
koyulmasinda onerilen kriterlere uyan vakalarin (fetiiste ultrasonografiyle genel deri alt1
O6demi (Smm’den fazla kalinlasma), plevral efiizyon, perikardiyal eflizyon ve asit birikimi
bulgularindan en az ikisinin belirlendigi ve IHF’nin dislandig1 hidrops vakalar1) verileri
dikkate alinmis olup, cevresel etkiyle ortaya c¢ikmasi nedeniyle hastada veya annede
enfeksiyon belirlenen ve birden fazla geni etkilemesi nedeniyle kromozom anomalisi
belirlenen hastalara ait veriler calismadan dislanmistir. Bu olgiitlere gore yaptigimiz
literatiir taramas1 sonucunda 175 farkli gendeki toplam 415 farkh tek gen mutasyonunun

NIHF’nin genetik etiyolojisini olusturdugu tespit edilip bir tabloda listelendi (Tablo 1).
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L1

Tablo 1. NIHF ile iligkili tek gen varyasyonlarinin listesi

No Gen DNA Varyasyonu Protein Varyasyonu Zigotluk I;;‘i:it::llil NIHF Bulgular: Referanslar
NM_020745.4:¢c.2027A>C NP_065796.2:p.(Gln676Pro) Hom OR NIHF (81)

! AARS2 NM_020745.4:¢c.[1774C>T];[647_647dupC] NP_065796.2:p.[(Arg592Trp)];([Cys218Leufs*6)] BHet BOR NIHF (DAO, As, PIE), PH (82)

2 ACAD9 NM_014049.5:¢.[1109delC];[796C>T] NP_054768.2:p.[(Pro370Leufs*13)];[(Arg266Trp)] BHet BOR NIHF (PeE, As) (32)
NM_001100.4:c.[49G>A];[49=] NP_001091.1:p.[(Gly17Sen)];[(Gly17=)] Het OD NIHF (PIE, As), PH (83)

3 ACTA1 NM_001100.4:c.[110T>G];[110T=] NP_001091.1:p.[(Val37Gly)];[(Val37=)] Het OD NIHF, PH (84)
NM_001100.4:c.[430C>T];[430=] NP_001091.1:p.[(Leul44Phe)];[(Leul44=)] Het OD NIHF (DAO, PIE) (85)
NM_001101.5:¢.[209C>T];[209=] NP_001092.1:p.[(Pro70Leu)];[(Pro70=)] Het OD NIHF (86)

4 ACTB NM_001101.5:¢.[220G>A];[220=] NP_001092.1:p.[(Gly74Ser)];[(Gly74=)] Het OD NIHF, PH
NM_001101.5:¢.[359C>T];[359=] NP_001092.1:p.[(Thr120Ile)];[(Thr120=)] Het OD NIHF, PH &

5 ADAMTS3 | NM_014243.3:¢.280C>T NP_055058.2: p.(Arg94*) Hom OR NIHF (88)
NM_000687.4:¢.[145C>T];[257A>G] NP_000678.1:p.[(Arg49Cys)];[(Asp86Gly)] BHet BOR NIHF (89)

0 AHCY NM_000687.4:¢.[322G>A];[982T>G] NP_000678.1:p.[(Glul08Lys)];[(Tyr328 Asp)] BHet BOR NIHF (DAO, PIE), PH (90)

7 ALGI1 NM_019109.5:¢.773C>T NP_061982.3:p.(Ser258Leu) Hom OR NIHF o1

NIHF (PeE, As), OIH 92)
NM_024079.5:¢c.[139A>C];[1090C>T] NP_076984.2:p.[(Thr47Pro)];[(Arg364*)] BHet BOR —

8 ALGS8 NIHF (DAO, PeE, As) 93)
NM_024079.5:¢.[96-2A>G];[139A>C] NP_076984.2:p.[?];[(Thr47Pro)] BHet BOR NIHF (PeE, As) (94, 95)
NM_001077691:¢c.1075G>A NP_079016.2:p.(Glu359Lys) Hom OR NIHF (96)

’ ALGY NM_024740.2:c.1588G>A NP_079016.2:p.(Glu530Lys) Hom OR NIHF (DAO, PeE, As) 97)

10 ALPK3 NM_020778.5:¢.3175C>T NP_065829.4:p.(Arg1059%*) Hom OR NIHF (98)

11 ALPL NM_000478.6:¢.1559delT NP_000469.3:p.(Leu520Argfs*86) Hom OR NIHF 99)

12 AMER1 NM_152424.4:¢c.1000G>T NP_689637.3:p.(Glu334*) Hem XOR NIHF (100)

13 ASAH1 NM_177924.5:c.[917+4A>G;[917+4A=] NP_808592.2:p.? Het OD NIHF (101)
NM_001198800.3:¢.157_157dupG NP_001185729.1:p.(Glu53Glyfs*19) Hom OR NIHF (DAO, PIE) (102)

14 ASCClI NM_001198800.3:c.871+1G>A NP_001185729.1:p.? Hom OR NIHF (103)
NM_001198799.3:¢.[1027C>T];[exon7-10_del] NP_001185728.1:[(p.Arg343*)];[?] Bhet BOR NIHF (DAO, PIE) (104)

15 ATP11C NM_173694.5:c.1675+2T>C NP_775965.3:p.? Hem XOR NIHF (105)
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Tablo 1. (Devam)

6 | ATPLA NM_000702.4:c.835delC NP_000693.1:p.(Arg279Glyfs*4) Hom OR NIHF (106)
NM_000702.4:c.2104_2105delTG NP_000693.1:p.(Cys702Serfs*12) Hom OR NIHF
NM_001003800.2:c.[2081G>A];[2081=] NP_001003800.1:p.[(Arg694His)];[(Arg694=)] Het oD NIHF (100)

Y Bicpz NM_001003800.2:¢.[2100C>G]:[2100=] NP_001003800.1:p.[(Asn700Lys)];[(Asn700=)] Het oD NIHF (PIE, As), PH (83)
NM_004333.6:¢.[721A>C];[721=] NP_004324.2:p.[(Thr241Pro);(Thr241=)] Het oD NIHF (107)

13 BRAEF | NM_004333.6:c.[1405G>A];[1405=] NP_004324.2:p.[(Gly469Arg) ;[(Gly469=)] Het oD NIHF (DAO, PeE, PIE) (108)
NM_004333.6:¢.[1741A>C];[1741=] NP_004324.2:p.[(Asn581His)];[(Asn581=)] Het oD NIHE (DAI?ﬁPeE’ 19120, (32)

19 BRAP | NM_006768.5:c.199C>T NP_006759.3:p.(Arg67+) Hom OR NIHF (105)

20 | CALCRL |NM_005795.6:c.614_616delTAG NP_005786.1:p.(Val205del) Hom OR NIHF, PH (109)

21 CANT1 | NM_001159772.2:c.228_229insC NP_001153244.1:p.(Trp77Leufs*13) Hom OR NIHF, KH (110)
NM_005188.4:¢.[1096—1G>T];[1096-1=] NP_005179.2:p.? Het oD )

22 CBL NIHF (DAO, As, PIE), PH (111)
NM_005188.4:¢.[1100A>C];[1100=] NP_005179.2:p.[(GIn367Pro)];[(GIn367=)] Het oD
NM_133459.4:¢.223T>A NP_597716.1:p.(Cys75Ser) Hom OR NIHF (PIE, As), PH (112)

23 CCBEl | NM_133459.4:[c.335C>T];[683_684insT] NP_597716.1:p.[(Thr1 12Ile)];[(Leu229fs*8)] BHet BOR NIHF (PIE, PeE, As), KH (113)
NM_133459.4:¢.398T>C NP_597716.1:p.(Leul133Pro) Hom OR NIHF (DAO, PIE, As), PK (114)
NM_138477.4:¢.[1744C>T1;[2140C>T] NP_612486.2:p.[(GIn582%)];[(Arg714Trp)] BHet BOR NIHF (PeE, As), PK (115)

# CPANI NM_138477.4:¢.2059C>T NP_612486.2:p.(Arg687Cys) Hom OR NIHF (116)

25 CDC42 | NM_001039802.2:c.[191A>G]:[191=] NP_001034891.1:p.[(Tyr64Cys) 1;[Tyr64=] Het oD NIHF (DAO, PIE) (117, 118)
NM_000079.4:c.254T>C NP_000070.1:p.(Leu85Pro) Hom OR NIHF (105)

26 | CHRNAI (119)
NM_001039523.3:c.760C>T NP_001034612.1:p.(Arg254Cys) Hom OR NIHF 20

27 | CHRND | NM_000751.3:c.[283T>CJ;[1390C>T] NP_000742.1:p.[(Phe95Leu);[(Argd64+)] BHet BOR | NIHF (DAO, PeE, As), KH (121)

s | curng NM_005199.5:c.459dupA NP_005190.4:p.(Val154Serfs*24) Hom OR NIHF (DAG, PIE) (12
NM_005199.5:¢.753_754delCT NP_005190.4:p.(Pro251Profs*46) Hom OR

29 COG6 | NM_020751.3:c.1167-24A>G NP_065802.1:p.(Gly390Phefs*6) Hom OR NIHF (96)

30 | COL2A1 | NM_001844.5:c.[1637G>T];[1637=] NP_001835.3:p.[(Gly546Val)J;[(Gly546=)] Het oD NIHF, KH (123)

31 | CYP11Al |NM_000781.3:c.[358C>T] NP_000772.2p.(Arg120%) Hom OR NIHF (124)
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NM_001167594.2:c.[114delG1;[347A>G] NP_001161066.1:p.[(Ser39Phefs*71)]:[(His1 16Arg)] BHet BOR NIHF (125)
NM_000308.4:c.[146A>G;[1184A>G] NP_000299.3:p.[(GIn49Arg)]:[(Tyr395Cys)] BHet BOR NIHF (126)
2 184 NM_000308.4:¢.575T>C NP_000299.3:p.(Leul92Pro) Hom OR NIHF (103)
NM_000308.4:c.649delC NP_000299.3:p.(Leu217Phefs*59) Hom OR NIHF (120)
I;é\:l—omog1563‘2”‘[*224—*226CTG[750”;[*224—*2 NP_001075031.1:p.? Het oD NIHF (DAOQ, PIE), PH (127)
33 | DMPK lﬁ\g\f—omog1563‘2”‘*224—*226“6[1730];[*224—*22 NP_001075031.1:p.2 Het oD NIHF (DAO, PIE) (128)
lé\lzl\jl_OOIOS1563.2:c.*224_*226CTG[2000J;[*224_*22 NP_001075031.1:p.7 Hot ob NIHE. PH 129
34 | DNAH9 | NM_001372.4:c.2984delG NP_001363.2:p.(Arg995Lysfs*5) Hom OR NIHF (DAO, As), PH (32)
35 | DNAHI4 |NM_001373:c.3755T>A NP_001364.1:p.(Met1252Lys) Hom OR NIHF (120)
NM_173660.5:¢.331+1G>T NP_775931.3:p.Asp34_Valllldel Hom OR NIHF (DAO, PIE) (130)
3 POK7 NM_173660.5:¢.1263_1263dupC NP_775931.3:p.(Serd422Leufs*97) Hom OR NIHF (PIE, As) (131)
37 | DUOXAI |NM._144565.4:c.[1186G>T];[[1186=] NP_653166.2:p.[(Glu396*)]:[(Glu396=)] Het oD NIHF (124)
NM_001080463.2:¢.[4267C>T1;[10594C>T] NP_001073932.1:p.[(Arg1423Cys)];[(Arg3532%)] BHet BOR NIHF (DAO, As)
38 | DYNC2HI | NM_001080463.2:c.[6834G>T]:[10886G>C] NP_001073932.1:p.[(Trp2278Cys)];[(Arg3629Pro)] BHet BOR NIHF (DAO, PIE, As) (132)
NM_001080463.2:c.[6387G>T];[8339T>C] NP_001073932.1:p.[(Trp2129Cys)]:[(Leu2780Ser)] BHet BOR NIHF (DAO, As)
39 E2F4 NM_001950.4:c.947_958del12 NP_001941.2:p.(Ser316_Ser319del) Hom OR NIHF (105)
NM_006208 3:c.784A>G NP_006199.2:p.(Ser262Gly) Hom OR NIHF (DAO, PIE, PeE), PH | (133)
0 BN ML 006208 3:c.2344C5T NP_006199.2:p.(Arg782%) Hom or | NIHF (DA%EE’ PeE, As) | (134
NM_004444.4:¢c.[2216G>A];[2216=] NP_004435.3:p.[(Arg739Glu)];[(Arg739=)] Het OD .
NIHF (DAO), PeE, As) (135)
NM_004444.5:¢c.[2345T>G];[2345=] NP_004435.3:p.[(1le782Ser)];[(1le782=)] Het OD
A RV 004444.5:0.[23344 1G> CL:[2334+4 1=] ?{z 52224_3(;51‘;’74;‘9[(:%6“77S—Gly779i“SLe“MetLe“GIY)]; Het oD NIHF (136)
NM_004444.5:¢.[2354G>A];[2354=] NP_004435.3:p.[(Arg785GIn)];[(Arg785GIn=)] Het oD NIHF, PH (84)
42 ERCC5 | NM_000123.4:c.2766_2766dupA NP_000114.3:p.(Leu923Thrfs*7) Hom OR NIHF (137)
43 FCRL4 | NM_031282.3:c.847+1G>A NP_112572.1:p.? Hom OR NIHF (103)
44 FENI | NM_004111.6:c.704G>A NP_004102.1:p.(Cys235Tyr) Hom OR NIHF (103)
45 FKTN | NM_006731.2:c.78C>G NP_006722.2:p.(Tyr26*) Hom OR NIHF (103)
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Tablo 1. (Devam)

NM_182925.5:¢.2632G>A NP_891555.2:p.(Val878Met) Hom OR NIHF (PIE, As), PH (138)
NM_182925.5:c.[3121C>T];[3121=] NP_891555.2:p.[(Arg1041Trp)]; [(Argl041=)] Het OD NIHF (DAO, PIE, As) (32)
NM_182925.5:¢.[3131T>C];[3131=] NP_891555.2:p.[(Leul044Pro)];[(Leul044=)] Het OD NIHF (DAO, PIE) (139)
46 FLT4 NM_182925.5:¢.[3316G>A];[3316=] NP_891555.2:p.[(Glul 106Lys)];[(Glu1106=)] Het OD NIHF (DAO, PIE, As), PH (140)
NM_182925.5:¢.[3391G>A];[3391=] NP_891555.2:p.[(Gly1131Ser)];[(Gly1131=)] Het OD NIHF (DAO, PIE, As) (141)
NM_182925.5:¢.[3410C>T];[3410=] NP_891555.2:p.[(Prol137Leu)];[(Prol137=)] Het OD NIHF (DAO, PIE, As), KH (142)
NM_182925.5:¢.[3823A>G];[3823=] NP_891555.2:p.[(Ser1275Gly)];[Ser1275=] Het OD NIHF (143)
47 FLVCR2 | NM_017791.3:c.[1509+1G>A];[1001_1001dupT] NP_060261.2:p.[?];[(Met3341lefs*37)] BHet BOR NIHF, KH (144)
NM_005251.3:¢.[361C>T];[361=] NP_005242.1:p.[(Arg121Cys)];[Argl21=] Het OD NIHF (DAO, PIE, PeE, As) (145)
48 FOXC2 NM_005251.3:¢.[939C>A];[939=] NP_005242.1:p.[(Tyr313*)];[(Tyr313=)] Het OD NIHF (DAO, PIE, As) (146)
NM_005251.3:¢.[943C>T];[943=] NP_005242.1:p.[(GIn315%)];[(GIn315=)] Het OD NIHF (DAO],)I]?IIE, As), KH, (142)
NM_014009.4:¢.319_320delTC NP_054728.2:p.[(Ser107 Asnfs*204)] Hem XOR NIHF (DAO, PIE, As) (147)
NM_014009.4:¢c.[543-2A>G] NP_054728.2:p.? Hem XOR NIHF (DAO, PIE, PeE, As) 32)
NM_014009.4:c.749del A NP_054728.2:p.[(Lys250Argfs*4)] Hem XOR NIHF (DAO, PIE, As) (148)
49 FOXP3 NM_014009.4:¢.906delT NP_054728.2:p.[(Asp303fs*87)] Hem XOR NIHF (149)
NM_014009.4:c.1009C>T NP_054728.2:p.[(Arg337%)] Hem XOR NIHF (150)
NM_014009.4:¢.1033C>T NP_054728.2:p.[(Leu345Phe)] Hem XOR NIHF (151
NM_014009.4:c.1189C>T NP_054728.2:p.[(Arg397Trp)] Hem XOR NIHF 137)
50 FZD6 NM_001164616.2:c.773A>G NP_001158088.1:p.(Tyr258Cys) Hom OR NIHF (120)
51 GAA NM_000152.5:¢.[258_258dupC];[1115A>T] NP_000143.2:p.[Asn87Glnfs*9];[His372Leu] BHet BOR NIHF (152)
52 GALNS | NM_000512.5:c.[463G>A];[13-1G>A] NP_000503.1:p.[(Gly155Arg):[?] BHet BOR NIHF (DAO, PIE) (153)
53 GALNTI14 | NM_024572.4:c.1273C>T NP_078848.2:p.(Argd25%*) Hom OR NIHF (120)
54 GATA1 NM_002049.4:¢c.613G>A NP_002040.1:p.[(Val205Met)] Hem XOR NIHF (PIE, PeE), PK (154)
55 GATA2 NM_032638.5:¢.[310_311insCC];[310_311=] NP_116027.2:p.[(Leul05Profs*15)];[(Leul05=)] Het OD NIHF (155)
56 GATAS NM_080473.5:¢.[56G>C];[605C>T] NP_536721.1:p.[(Ser19Trp)];[(Arg202Gln)] BHet BOR NIHF, As (156)
NM_000157.4:c.516C>A NP_000148.2:p.(Tyr172%) Hom OR NIHF (DAO, PIE, As) (157)
77 aBA NM_001005741.3:c.(115+1_116-1) _(1616+1_?)del | NP_001005741.1:p.? Hom OR NIHF (DAO, As) (158)




IC

Tablo 1. (Devam)

NM_000157.4:c.1255G>A NP_000148.2:p.(Asp419Asn) Hom OR NIHF, PH (159)
> oBA NM_001005741.3:¢.1448T>C NP_001005741.1:p.(Leu483Pro) Hom OR NIHF (DAO, PIE, As) (145)
NM_000158.4:¢c.[563A>C];[1618+1G>A] NP_000149.4:p.[(His188Pro)];[?] BHet BOR NIHF (143)
NM_000158.4:c.[773C>T];[1229T>G] NP_000149.4:p.[(Ala258Val)];[(Ile410Arg)] BHet BOR NIHF (DAO, PIE, As) (145)
> OBE! NM_000158.4:c.2181_2941del760 NP_000149.4:p.(Trp717_Ter2941del) Hom OR NIHF (DAO, As) (42)
NM_000158.4:c.271+G>A NP_000149.4:p.? Hom OR NIHF (DAO, As) (160)
59 GDF2 NM_016204.4:c.451C>T NP_057288.1:p.(Argl51%) Hom OR NIHF (DAO, Ple), PH (161)
NM_000404.4:c.[75+1delG];[931G>A] NP_000395.3:p.[?];[(Gly311Arg)] BHet BOR NIHF (DAO, As) 32)
60 GLB1 NM_000404.4:c.172_173insG NP_000395.3:p.(Ser58Cysfs*33) Hom OR NIHF (162)
NM_000404.4:c.1825_1828del ATGA NP_000395.3:p.(Met609Profs*27) Hom OR NIHF (DAO, As) (158)
NM_001003722.2:¢.433-10A>G NP_001003722.1:p.(Thr144_Glul45insProPheGln) Hom OR
61 GLEI NM._001003722.2:¢.[433-10A>G].{ 1706G>A] E\Z{_g(;(élg(l)_gg]zz 1:p.[(Thr144_Glu145insProPheGln)];[ BHet BOR NIHF (163)
62 GRIN2B NM_000834.5:¢.[2332G>T];[2332=] NP_000825.2:p.[(Leu778Ile)];[(Leu778=)] Het OD NIHF (164)
63 GRIP1 NM_021150.4:c.2113+1G>C NP_066973.2:p.(Arg658fs13*) Hom OR NIHF (DAO, As) (165)
NM_000181.4:c.[35T>C];[210+1G>A] NP_000172.2:p.[(Leul2Pro)];[?] BHet BOR NIHF (DAO, PIE, PeE, As) 32)
NM_000181.4:¢.307C>T NP_000172.2:p.(Arg103Trp) Hom OR NIHF (105, 120)
NM_000181.4:c.[323C>T];[1610T>C] NP_000172.2:p.[(Pro108Leu)];[(Ile537Thr)] BHet BOR NIHF (DAO, PIE, As) (145)
NM_000181.4:¢.398G>C NP_000172.2:p.(Trp133Ser) Hom OR NIHF (120)
NM_001284290.2:¢.542G>T NP_001271219.1:p.(Arg181Leu) Hom OR NIHF (166)
NM_000181.4:c.1069C>T NP_000172.2:p.(Arg357%) Hom OR NIHF (120)
NM_000181.4:¢c.[1084G>A];[1084=] NP_000172.2:p.[(Asp362Asn)];[(Asp362=)] Het OD NIHF (100)
o OUSB NM_000181.4:c.[1091C>T];[104C>A] NP_000172.2:p.[(Pro364Leu);[(Ser35+)] BHet BOR NIHF (DAO, PIE, As) (145)
NM_000181.4:¢c.1144C>T NP_000172.2:p.(Arg382Cys) Hom OR NIHF (120)
NM_000181.4:c.1192C>T NP_000172.2:p.(Arg398Cys) Hom OR NIHF (DAO, PIE, As) (145)
NM_000181.4:c.1422_1506_del84 NP_000172.2:p.(Lys474_Gly502del) Hom OR NIHF (DAO, PeE, As) 32)
NIHF (103)
NM_000181.4:¢.1429C>T NP_000172.2:p.(Arg477Trp) Hom OR
NIHF (PIE, As) (167)
NM_000181.4:¢c.1586A>G NP_000172.2:p.(Tyr529Cys) Hom OR NIHF (120)
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64 GUSB | NM_000181.4:c.1617C>T NP_000172.2:p.(Ser539=) Hom OR NIHF (DAO, PIE, As) (168)
65 | HADHB | NM_000183.3:c.1109+243_1438-703del NP_000174.1:p.? Hom OR NIHF (DAO, PIE) (169)
66 HBAI | NM_000558.5:c.179G>A NP_000549.1:p.(Gly60Asp) Hom OR NIHF (170)
67 HBA2 | NM_000517.6:c.179G>A NP_000508.1:p.(Gly60Asp) Hom OR NIHF (170)
NM_000518.5:c.52A>T NP_000509.1:p.(Lys18*) Hom OR NIHF (171)
NM_000518.5:c.126_129de]lCTTT NP_000509.1:p.(Phe42Leufs*19) Hom OR NIHF (171)
o8 HBB NM_000518.5:c.278A>G NP_000509.1:p.(His93Arg) Hom OR NIHF (171)
NM_000518.5:¢.316-197C>T NP_000509.1:p.? Hom OR NIHF (171)
NM_005343 4:¢.[34G>T]:[34=] NP_005334.1:p.[(Gly12Cys)];[(Gly12=)] Het oD NIHF (DAO, PIE), PH (172)
NM_005343.4:¢.[35G>A;[35=] NP_005334.1:p.[(Gly 12Asp)];[(Gly 12=)] Het oD NIHF (DAO, PIE), PH (173)
o iras | WMoI767955:[376>CLI37-] NP_789765.1:p.[(Gly13Arg);[(Gly13=)] Het oD NIHF (DAOI’(]I?E’ PIE, As), (32)
NIHF (124)

NM_005343 4:¢.[38G>A];[38=] NP_005334.1:p.[Gly13Asp];[Gly13=] Het oD .
NIHF (DAO, PIE) (174)
NM_005343 4:¢.[266C>G]:[266=] NP_005334.1:p.[(Ser89Cys)1;[(Ser89=)] Het oD NIHF (PIE, As), PH (175)
70 HSPBI | NM_001540.5:c.[476_477delCT];[476_477=] NP_001531.1:p.[(Prol 59Argfs*42)];[(Pro159=)] Het oD NIHF (100)
71 IFT122 I;gag%ﬁ? A4:c.[3184G>CL;[3228_3228dupGi3231.3 | \1p 443711 2:p.[(Alal062Pro)]:[(Tyrl077Valfs*10)] BHet BOR NIHF (176)
72 IKZF1 | NM_006060.6:c.629A>G NP_006051.1:p.(Tyr210Cys) Het oD NIHF (DAO, As) 177)
73 | INPPL1 | NM_001567.4:c.[2327-1G>C;[1152_1153delGA] Ij;)—)?ms 58.3:p-[(Asn849_Arg878deD[(Lys385Glyfs BHet BOR NIHF, PH (178)
74 INVS | NM_014425.5:c.753T>G NP_055240.2:p.(Try251%) Hom OR NIHF (103)
NIHF (DAO, PIE) (139)

NM_002207.3:¢.[1210G>A];[1210=] NP_002198.2:p.[(Gly404Ser)];[(Gly404=)] Het oD

75 ITGA9 NIHF (179)
NM_002207.3:c.1210G>A NP_002198.2:p.(Gly404Ser) Hom OR NIHF (DAO, PIE) (139)
76 ITPRI | NM_001168272.2:c.[7591G>Al;[7591=] NP_001161744.1 :p.[(Val2531Met)];[Val2531=] Het oD NIHF (143)
77 KAT6B | NM_001370136.1:c.5T>G NP_001357065.1:p.(Val2Gly) Hom OR NIHF (DAO, PIE), KH, PH (180)
78 KCTD1 | NM_001258221.2:c.[86A>G];[86=] NP_001245150.1:p.[(Asn29Ser)];[(Asn29=)] Het oD NIHF (DAO, PeE) (143)
79 | KIAA0586 | NM_001244189.2:c.230C>G NP_001231118.1:p.(Ser77*) Hom OR NIHF (181)
80 | KIAA1109 | NM_015312.3:c.[997dup;11567_12352delinsG] WL DB0L27 2 L et D) (L pRats ety 2. BHet BOR NIHF (DAO, PIE), KH (182)
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80 | KIAA1109 |NM_015312.3:c.12067G>T NP_056127.2:p.(Glud023%) Hom OR NIHF, PH (103)
81 | KIAAI328 |NM_020776.3:c.[586A>T]:[586=] NP_065827.1:p.[(Arg196*)];[(Arg196=)] Het oD NIHF (105)
82 | KIDINS220 | NM_020738.4:c.208delG NP_065789.1:p.(Asp70llefs*18) Hom OR NIHF (DAO, PIE, As) (183)
NM_152393.4:c.1405G>T NP_689606.2:p.(Gly469Cys) Hom OR NIHF (DA®, PIE) (184)

83 | KEHLAO T M 152393 4:0.1516A5C NP_689606.2:p.(Thr506Pro) Hom or | NHF (DAOi,EeE’ PIE, As), | (35
NM_006563.5:c.[90G>AL;[954_954dupG] NP_006554.1:p.[(Trp30%)]:[(Arg319Glufs*34)] BHet BOR NIHF (185)
12?4—006563'5:°’[525—526mSCGGCGCCC];[10120 NP_006554.1:p.[(Gly176Argfs*179)];[(Pro338Thr)] BHet BOR NIHF (186)

84 KLFI (187)
NM_006563.5:¢.[973G>A];[973=] NP_006554.1:p.[(Glu325Lys);(Glu325=)] Het oD NIHF (188)

(100)

NM_003482.4:c.[1434G>T):[1434=] NP_003473.3:p.[(Glu4781%)];[(Glu4781=)] Het oD NIHF, KH (137)

85 | KMT2D I;I]M7003482'4:°'“5239715240‘1‘*”6];“523945240 NP_003473.3:p.[(Val5080Glyfs*57)];[(Val5080=)] Het oD NIHF (100)
NM_003482.4:c.[15535C>T];[15535=] NP_003473.3:p.[(Arg5179Cys)]:[(Arg5179Cys=)] Het oD NIHE (PIE, As) (189)
NM_001369786.1:¢.[173C>T]:[173=] NP_001356715.1:p.[(ThrS81le) ;[(Thr58=)] Het oD NIHF (DAO, PIE) (43, 190)

86 | KRAS | NM_004985.5:c.[204G>C];[204=] NP_004976.2:p.[(Arg68Ser)];[Arg68=] Het oD NIHE (143)
NM_033360.4:c.[220A>C]:[220=] NP_203524.1:p.[(Thr74Pro)];[(Thi 74=)] Het OD | NIHF (DA, PIE, As), PH 32)

87 |  KRITI | NM_194455.1:c.992A5G NP_919437.1:p.(Tyr331Cys) Hom OR NIHF (103)
NM_002292.4:¢.[4304C>T];[3339G>T] NP_002283.3:p.[(Pro1435Leu)];[(Gln1113His)] BHet BOR NIHE 84)

8 | AMBZ O 00229240 4684C5T NP_002283.3:p.(Arg]562%) Hom OD | NIHF (DAO, PeE, As), PK |  (191)
NM_015340.4:c.[388G>A]:[2099C>T] NP_056155.1:p.[(Alal30Th)]:[(Thr7001le)] BHet BOR NIHF (PIE, As) (192)

89 | LARS2 | NM_015340.4:c.[683G>AL:[1313A>G] NP_056155.1:p.[(Arg228His);[(Asp438Gly)] BHet BOR NIHF (PcE, As) (192)
NM_015340.4:¢.[1289C>T];[1565C>A] NP_056155.1:p.[(Ala430Val)]:[(Thr522Asn)] BHet BOR NIHF (DAO, PeE, As) (193)
NM_002296.4:.366+1G>T NP_002287.2:p.(Glul 12Serfs*39) Hom OR NIHF (194)

% R ML 002296.4:¢.1639AG NP_002287.2:p.(Asn547Asp) Hom OR NIHF (195)
91 | LMOD3 |NM._198271.5:c.882_882dupA NP_938012.2:p.(Asp295Argfs+2) Hom OR NIHF (196)
NM_006767.4:c.[27_27dupGl;[1A>G] NP_006758.2:p.[(GIn10Alafs*24)];[(Met1 Val)] BHet BOR NIHF (DA®, PIE) (145)

2 R M 00676740 2317GoA NP_006758.2:p.(Val773Met) Hom OR NIHE (103)
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93 | MAP2KI | NM_002755.4:c.[383G>A];[383=] NP_002746.1:p.[Gly128Asp];[Gly128=] Het oD NIHF (DAO, PIE) (174)
94 | MAP2K2 | NM_030662.4:c.[169T>A];[169=] NP_109587.1:p.[(Phe571le)];[(Phe57=)] Het oD NIHF, PH 197)
95 MGAT2 | NM_002408.4:c.711G>C NP_002399.1:p.(Lys237Asn) Hom OR NIHF (96)
96 | MEDI3L | NM_015335.5:c.[2591T>A];[2591=] NP_056150.1:p.[(Met864Lys)];[(Met864=)] Het oD NIHF (198)
97 | MMACHC |NM_015506.3:c.271_271dupA NP_056321.2:p.(Arg91Lysfs*14) Hom OR NIHF (199)
98 MOCS3 | NM_014484.5:¢.1027C>T NP_055299.1:p.(Arg343+*) Hom OR NIHF (103)
99 | MRPS16 | NM_016065.4:¢c.331C>T NP_057149.1:p.(Argl11%) Hom OR NIHF (103)

NM_020191.4:c.[509G>A];[878+1G>T] NP_064576.1:p.[(Arg1 70His)]:[p.?] BHet BOR NIHF (200)
100\ MRPS22 NM_020191:¢.[768_769delTG];[S09G>A] NP_064576.1:p.[(Gly257Lysfs*3)]:[(Arg1 70His)] BHet BOR NIHF (124)

NM_005592.4:¢.40_40dupA NP_005583.1:p.Thr14Asnfs*9 Hom OR NIHF (DAC), PIE), PH (201)
ol MUSK NM_005592.4:c.[1724T>C];[2408A>G] NP_005583.1:p.[(1le575Thr)];[(Tyr803Cys)] BHet BOR NIHF (DAO, PIE) (143)
102 MVK NM_000431.4:c.1162C>T NP_000422.1:p.(Arg388*) Hom OR NIHF (PIE, As), PH (202)
103 | MYBPC3 | NM_000256.3:c.2449C>T NP_000247.2:p.(Arg817Trp) Hom OR NIHF (103)
104 | MYBPHL |NM_001010985.3:c.212T>G NP_001010985.2:p.(Val71Gly) Hom OR NIHF (103)
105 MYH3 | NM_002470.4:c.[2114T>C];[2114=] NP_002461.2:p.[(1le705Thr)];[(1le705=)] Het oD NIHF (DAO, PIE) (32)
106 MYH7 | NM_000257.4.c.[2135G>A];[2135=] NP_000248.2:p.[(Arg712His)];[(Arg712=)] Het oD NIHF (84)
107 | MYOMI | NM_003803.4:c.4987G>A NP_003794.3:p.(Val1663Met) Hom OR NIHF (120)
108 MYRF | NM_001127392.3:c.[789_789dupC];[789=] NP_001120864.1:p.[(Ser264GInfs*74)];[(Ser264=)] Het oD NIHF (PIE, PeE, As) (32)
109 | MYSMI | NM_001085487.3:c.1168G>T NP_001078956.1:p.[(Glu390%)] Hom OR NIHF (105)

NM_004548.3:¢.[319T>C];[207_207dupT] NP_004539.1:p.[(Cys107Ser)];[(Glu70%fs*1)] BHet BOR NIHF (203)
10| NDUFBIO NM_004548.3:¢.373_375delCAG NP_004539.1:p.(GIn125del) Hom OR NIHF (105)

NM_004543.5:¢.10872+1G>T NP_004534.3:p.(Ala3624Cys) Hom OR NIHE %’;‘?E;E’ PIE), (204)

NM_001164507.1:¢.20974del A NP_001157979.1:p.(Val6993Serfs*8) Hom OR NIHF (103)
111 NEB NM_001164507.1:¢.21076C>T NP_001157979.1:p.(Arg7026%) Hom OR NIHF (120)

NM_001164508.1:¢.2920C>T NP_001157980.1:p.(Arg974*) Hom OR NIHF, KH (205)

NM_001271208.2:¢.[18786C>G];[18981C>G] NP_001258137.2:p.[(Tyr6262%)];[(Tyr6327%)] BHet BOR NIHF (PIE, As), KH (83)
112 NEK9 NM_033116.6:c.1489C>T NP_149107.4:p.(Argd97%) Hom OR NIHF (206)
113 NEU1 NM_000434.4:c.[45G>A];[1022G>A] NP_000425.1:p.[(Trp15%)];[(Arg341Gln] BHet BOR NIHF (DAO, As), PH (207)
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22456Cys)]

NM_000434.4:c.87G>A NP_000425.1:p.(Trp29%) Hom OR | NIHF (DAO, PIE, As),KH |  (208)

3 NEUL 11?4—000434'4”‘[238C>A];[1230—1234deli“SGCCAA NP_000425.1:p.[(Pro80Thr)];[(Ser4 10Argfs*32)] BHet BOR NIHF (100)

114 |  NEXN | NM_144573.4:c.[646C>T];[1606_1607delAA] NP_653174.3:p.[(Arg216%);[(LysS36Valfs*7)] BHet BOR NIHF (PeE, As) 32)

115 | NIPBL | NM_015384.5:c.[1435C>T];[1435=] NP_056199.2:p.[(Argd79%)];[(Arg479=)] Het oD NIHF (DAO, PIE, As) (189)

116 | NMNAT2 | NM_015039.4:c.[403_403dupCl:[695G>A] NP_055854.1:p.[Gln135Profs*44]:[ Arg232Gln] BHet BOR NIHF (DAO, PIE, As) (209)
NM_000271.5:c.813_815delCAT NP_000262.2:p.(Ile27 1del) Hom OR NIHF (105)
NM_000271 5:¢.[1831_1836delGATGAAL[3734 373 | NP_000262.2:p [(Asp611_Glu612deD{(Pro1245Aral | oo BOR | NIHF (DAO. A9 PH. PK 210
5delCT] s*12)]

117 NPCl1 NM_000271.5:¢.[2728G>A];[1547G>A] NP_000262.2:p.[(Gly910Ser)];[(Cys516Tyr)] BHet BOR NIHF (PeE, As) @11
NM_000271.5:¢.[3182T>CJ;[724C>G] NP_000262.2:p.[(Ile1061Thr) ;[(p. Asp242His)] BHet BOR NIHF (158)
NM_000271.5:¢[.3182T>CJ;[2072C>A] NP_000262.2:p.[(Ile 1061 Thr) ;[ (Pro691Gln)] BHet BOR NIHF (DAO, PeE, As) 32)
NM_002524.5:c.[34G>A:[34=] NP_002515.1:p.[(Gly12Sen)|;[(Gly12=)] Het oD NIHF, KH @12)

11s | NRAs | NM_002524.5:c.[35G>T:[35=] NP_002515.1:p.[(Gly12Val)J;[(Gly12=)] Het oD NIHF, KH @13)
NM_002524.5:¢.[179G>Al;[179=] NP_002515.1:p.[(Gly60GIu)];[(Gly60=)] Het op | NHF (DA%};E’ PeE, As), | (213

119 |  PEX3 | NM_003630.3:c.856C>T NP_003621.1:p.(Arg268%) Hom OR NIHF (DAO, PIE) @1
NM_006623.4:c.1030C>T NP_006614.2:p.(Arg344%) Hom OR NIHF (105)

120 | PHGDH
NM_006623.4:c.1297C>T NP_006614.2:p.(GInd33*) Hom OR NIHF @14)
NM_001142864.4:¢.[307C>T];[7129+1G>C] NP_001136336.2:p.[(Arg103%)]:[?] BHet BOR NIHF 215)
NM_001142864.4:c.1264C>T NP_001136336.2:p.(GInd22%) Hom OR NIHF (103)
NM_001142864.4:¢.[1669+1G>A;[7289C>T] NP_001136336.2:p.[2];[(Pro2430Leu)] BHet BOR | NIHF (DAO,PIE, As),PH |  (216)
NM_0011428 64.4:.[1792G>A]:[1792=] NP_001136336.2:p.[(Val598Met)]:[(Val598=)] Het op | NHF (DAOI’(I;;’E’ PIE, As), | (35
NM_001142864.4:¢.1792G>A NP_001136336.2:p.(Val598Met) Hom OR | NIHF (DAO, PeE, PIE, As) | (217)

B ROl 001142864 40,1 792G>C NP_001136336.2:p.(Val598Leu) Hom OR NIHF (PIE, PeE, As) 217)
NM_001142864.4:¢.[2035G>T] NP_001136336.2:p.[(Glu679%)] Hom OR NIHF (124)
NM_001142864.4:¢.[2263G>T];[6682C>T] NP_001136336.2:p.[(Glu755%)]:[(GIn2228+)] BHet BOR | NIHF (DAO, PIE, As),PH |  (216)
NM_001142864.4:¢.[2610G>Al:[2610=] NP_001136336.2:p.[(Met8701le) ;[ (Met870=)] Het oD NIHF (DAO, PIE, As), PH 32)
NM_001142864.4 ¢.[2815C>A7374C>GL:[7366C>T] | NF-001136336.2:p.[(Leud39Met); (Phe2458Leu):[(Ar Het oD NIHF (DAO, PIE, As), PH (216)
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NIHF (DAO, PIE, PeE),

NM_001142864.4:¢.[3206G> AL;[6208A>C] NP_001136336.2:p.[(Trp1069%)];[(Lys2070GIn)] BHet BOR PH, PK e
NIHF @
NM_001142864.4:c.[3455+1G>A;[6085G>C] NP_001136336.2:p.[?]:[(Gly2029Arg)] BHet BOR NIHF (DAO, PIE) 219)
NM_001142864.4:¢.[3796+1G>AT;[6511G>T] NP_001136336.2:p.[]:[(Val2171Phe)] BHet BOR | NIHF (DAO, PIE, As), PH 216)
NM_001142864.4:¢.5013_5016delGGCG NP_001136336.2:p.(Ala1672Cysfs*59) Hom OR NIHF (105)
NM_001142864.4:c.[5716_5738del23];[6809T>C] NP_001136336.2:p.[Prol 906Lysfs*55];[11e2270Thr] BHet BOR NIHF (DAO, PIE), PH (32)
121 Pzl NM_001142864.4:¢.[6680C>T];[4640G>A] NP_001136336.2:p.[(Ala2227Val)|;[(Arg1547His)] BHet BOR NIHF (DAO, PIE, PeE) (145)
NM_001142864.4:¢.[6905G>A];[1495G>A] NP_001136336.2:p.[(Arg2303His)];[(Val4991le)] BHet BOR NIHF (100)
?M—OOI142864‘4“[7049+1G>C];[5366—5367d“pAG NP_001136336.2:p.[7];[(Leul 790Serfs*132)] BHet BOR NIHF (DAO, PIE) (145)
NM_001142864.4:¢.[7129+1G>C]:[307C>T] NP_001136336.2:p.[?];[Arg103+] BHet BOR NIHF (143)
NM_001142864.4:¢.[7367G>A];[7367=] NP_001136336.2:p.[(Arg2456His)];[(Arg2456=)] Het oD NIHF (DAO, PIE, As) (220)
NM_001142864.4:¢.7479_7484dup NP_001136336.2:p.(Leu2495_Glu2496dupLeuGlu) Hom OR NIHF (DAO, As) 217)
122 PIGC | NM_002642.4:c.659T>C NP_002633.1:p.(Leu220Pro) Hom OR NIHF (120)
123 PIGN ?M—Ol2327'6:‘3'[548—549+delAGGTTTGT];[654T>G NP_036459.1:p.[?];[(His218GIn)] BHet BOR NIHF (137)
124 | PIK3CA | NM_006218.4:c.[501G>C];[501=] NP_006209.2:p.[(Arg115Pro)]:[(Arg]15=)] Het oD NIHF (DAO, PIE) 21
125 | PKDILI | NM_138295.5:c.[8005C>T]:[160+1G>A] NP_612152.1:[(p. Arg2669%)]:[?] BHet or | NVHF (DAOI’(I:E’ PIE, As), | (229)
126 PKLR | NM_000298.6:c.[1022G>AJ:[993C>A] NP_000289.1:p.[(Gly341Asp)]:[(Asp331Gln)] BHet BOR NIHF (223)
NM_000303.3:c.[ 1A>G;[385G>A] NP_000294. 1:p.[(Met1Val)[;[(Val 120Met)] BHet BOR NIHF (DAO, PeE) (224)
NM_000303.3:¢.[58C>T:66+1G>T];[357C>A] NP_000294. 1:p.[(Pro20Ser;)];[(Phel19Leu)] BHet BOR | NIHF (DAO, PeE, As), PH (225)
NM_000303.3:¢.[62dupG1;[385G>T] NP_000294.1:p.[GIn55Alafs*5];[(Val129Leu)] BHet BOR NIHF (DAO, As) (226)
NM_000303.3:¢.[357C>A];[160_161insG] NP_000294.1:p.[(Phe 1 19Leu)]:[(GluS4Glyfs*5)] BHet BOR | NIHF (DAOQ, PcE, PIE, As) 27)
NIHF (DAO), PeE, As) (227)

127 |  PMM2 | NM_000303.3:c.[357C>AL;[470T>C] NP_000294.1:p.[(Phe 1 19Leu)];[(Phe157Ser)] BHet BOR
NIHF (228)
NM_000303.3:¢.[357C>A];[422G>A] NP_000294.1:p.[(Phel19Leu)]:[(Argl41His)] BHet BOR NIHF (DAO), PeE, As) (229)
NM_000303.3:¢.[563A>G];[104T>A] NP_000294.1:p.[(Asp188Gly)]:[(Leu35+)] BHet BOR NIHF (PcE, As) (229)
NM_000303.3:¢.[691G>AL;[710C>G] NP_000294. 1:p.[(Val231Met)]:[(Thr237Arg)] BHet BOR NIHF (DAO, PeE) (230)
NM_000303.3:c.[691G>A1;[640-15479C>T] NP_000294.1:p.[(Val231Met)|;[7] BHet BOR NIHF (DAO, PeE) (229)
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128 | PPP3CA | NM_000944.5:c.[1408T>C];[1408=] NP_000935.1:p.[(Phe470Leu)];[(Phe470=)] Het OD NIHF (DAO, As) (44)
NM_005041.6:c.[1A>G];[1090_1091delCT] NP_005032.2:p.[(Met1 Val)];[(Leu364Glufs*93)] BHet BOR NIHF (DAO, As) (231)
12 PR NM_005041.6:c.666C>A NP_005032.2:p.(His222Gln) Hom OR NIHF (DAO, PeE, PIE, As) (232)
NIHF (DAO, PeE) (233)

130 | PRKAG2 | NM_016203.4:c.[1592G>A];[1592=] NP_057287.2:[(p.Arg531GIn)];[(Arg531=)] Het OD
NIHF (PeE, As) (234)
131 | PRPF19 | NM_014502.5:c.794A>G NP_055317.1:p.(Lys265Arg) Hom oD NIHF (103)
132 PROC NM_000312.4:¢.[577_579delAAG];[577_579=] NP_000303.1:p.[(Lys193del)];[(Lys193=)] Het OoD NIHF (DAO, As), KH (145)
133 PSATI | NM_058179.4:c.296C>T NP_478059.1:p.[(Ala99Val)] Hom oD NIHF (235)
NM_002834.5:¢.[174C>G];[174=] NP_002825.3:p.[(Asn58Lys)];[(Asn58=)] Het oD NIHF (DAO, PIE), PH (43)
NM_002834.5:¢.[179_181delGTGI;[179_181=] NP_002825.3:p.[(Gly60del)];[(Gly60=)] Het OD NIHF (DAO, PIE, As), KH (236)
NM_002834.5:¢.[179G>T];[179G=] NP_002825.3:p.[Gly60Val];[Gly60=] Het OD NIHF (DAO, PeE, PIE) (174)
NM_002834.5:¢.[180G>AT;[180=] NP_002825.3:p.[(Asp61Asn)];[(Asp61=)] Het OD NIHF (DAO, PIE, As) (237)
NM_002834.5:c.[182A>C;[182=] NP_002825.3:p.[(Asp61Ala)[;[(Asp61=)] Het OD NIHF (DAO, PIE) (139)
NIHF (DAO, PIE), PH (43)

NM_002834.5:c.[182A>G];[182=] NP_002825.3:p.[(Asp61Gly)];[(Asp61=)] Het oD
NIHF (174)
) (174)
NM_002834.5:¢.[184T>G];[184=] NP_002825.3:p.[(Tyr62Asp);[(Tyr62=)] Het OD NIHF (DAO, PIE) 139)
134 | PTPN11 | NM_002834.5:c.[213T>AJ;[213=] NP_002825.3:p.[(Phe71Lew)];[(Phe71=)] Het OD NIHF (DAO, PIE, As), KH (237)
NM_002834.5:¢.[213T>G];[213=] NP_002825.3:p.[(Phe71Lew)];[(Phe71=)] Het OD NIHF (174)
NIHF (DAO, PIE, As) (174)

NM_002834.5:¢.[214G>C];[214=] NP_002825.3:p.[(Ala72Pro)];[(Ala72=)] Het OD =

NIHF (DAO, PIE), KH (32)
NM_002834.5:c.218C>T NP_002825.3:p.(Thr731le) Hom OR NIHF (DAO, PIE) 31
NIHF (DAO, PIE), PH (43)
NM_002834.5:c.[227A>T];[227=] NP_002825.3:p.[(Glu76Val)[;[(Glu76=)] Het OD NIHF (PAO, PeE) (238)
NIHF (DAI?P,INE, PeE), 212)
NM_002834.5:c.[317A>C];[317=] NP_002825.3:p.[(Asp106Ala)];[(Asp106=)] Het OD NIHF 1)
NM_002834.5:¢c.[417G>C];[417=] NP_002825.3:p.[(Glu139Asp)];[(Glu139=] Het OD NIHF (DAO, PIE), PH (239)
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NIHF (21)
NM_002834.5:¢.[417G>C];[417=] NP_002825.3:p.[(Glu139Asp)];[(Glu139=] Het OD =
NIHF (DAO, PIE) 21
NIHF (DAO, PeE, PIE, As) 21
NM_002834.5:¢.[854T>C];[854=] NP_002825.3:p.[(Phe285Ser)];[(Phe285=] Het OD =
NIHF (DAO, PIE, As), PH (32)
NM_002834.5:¢c.[781C>T];[781=] NP_002825.3:p.[(Leu261Phe)];[(Leu261=)] Het OD NIHF (105)
NIHF (DAO, PIE, As) (189)
NM_002834.5:¢.[922A>G];[922=] NP_002825.3:p.[(Asn308Asp)];[(Asn308=)] Het OD =
NIHF (DAO, PIE, As), PH (32)
134 PTPN11 NM_002834.5:¢.[923A>G];[923=] NP_002825.3:p.[(Asn308Ser)];[(Asn308=)] Het OD NIHF (100)
NIHF (DAO, PIE), PH (43)
NM_002834.5:c.[1381G>A];[1381=] NP_002825.3:p.[(Ala461Thr)];[(Ala461=)] Het OD —
NIHF (DAO, PIE, As) (174)
NM_002834.5:¢c.[1504T>G];[1504=] NP_002825.3:p.[(Ser502Ala)];[(Ser502=] Het OD NIHF (174)
NM_002834.5:¢c.[1507G>A];[1507=] NP_002825.3:p.[(Gly503Arg)];[(Gly503Arg)] Het OD NIHF (DAO, PIE), PH (240)
NM_002834.5:¢c.[1510A>G];[1510=] NP_002825.3:p.[(Met504Val)];[(Met504=)] Het OD NIHF (DAO, PIE, As), PH (240)
NM_002834.5:¢.[1520C>A]:[1520=] NP_002825.3:p.[(Thr507Lys)];[(Thr507=)] Het oD NIHF (237)
NM_002834.5:¢.[1530G>C];[1530=] NP_002825.3:p.[(GIn510His)];[(GIn510=] Het OD NIHF (DAO, PIE, As) (174)
NIHF (PIE, As), PH (43)
NM_001354689.3:¢.[770C>T];[770=] NP_001341618.1:p.[(Ser257Leu)];[(Ser257=)] Het OD
NIHF (174)
135 AFI NM_001354689.3:c.[775T>C];[775=] NP_001341618.1:p.[(Ser259Pro)];[(Ser259=)] Het OD NIHF (PIE, As), PH (43)
RAF
NM_001354689.3:c.[778A>C];[778=] NP_001341618.1:p.[(Thr260Pro)];[(Thr260=)] Het OD NIHF (DAO, PIE) (174)
NM_002880.4:c.[779C>T];[779=] NP_002871.1:p.[(Thr2601le)];[(Thr260=)] Het OD NIHF (100)
NM_002880.4:c.[1814C>T];[1814=] NP_002871.1:p.[(Ser605Phe)];[(Ser605=)] Het OD NIHF (DAO, PIE, As) (241)
NM_005055.5:c.[188T>C];[1119_1121delGAA] NP_005046.2:p.[(Leu63Pro)];[(Lys373del)] BHet BOR NIHF (DAO, As) (145)
NM_005055.5:¢.484G>A NP_005046.2:p.(Glul162Lys) Hom OR NIHF (DAO, PIE, As), PH (242)
% s NM_005055.5:¢.[368G>A];[149_153delins24] NP_005046.2:p.[(Gly123Asp)];[?] BHet BOR NIHF (DAO, PIE) (145)
1 RAPSN
NM_005055.5:¢.1119_1121delGAA NP_005046.2:p.(Lys373del) Hom OR NIHF (DAO, PIE) (145)
NM_005055.5:¢c.[1172T>C];[484G>A] NP_005046.2:p.[(Leu391Pro)];[(Glu162Lys)] BHet BOR NIHF (DAO, PIE) (144)
NM_005055.5:¢.1177_1178delAA NP_005046.2:p.Asn393GInfs*31 Hom OR NIHF (DAO, PIE) (144)
137 RARS2 NM_020320.5:c.[1A>G];[613-3927C>T] NP_064716.2:p.[(Met1Val)];[?] BHet BOR NIHF (DAO, PeE, PIE), PH (243)




6¢C

Tablo 1. (Devam)

NM_002890.3:c.[1698+2dupT];[1698+2=] NP_002881.1:p.2 Het oD NIHF (DAO, PIE, As), PH |  (244)
138 | RASAL | NM_002890.3:c.[2446_2447deIGAL:[2446_2447=] | NP_002881.1:p.[(Asp816Leufs*13)]:[(Asp816=)] Het oD NIHF (144)
NM_002890.3:c.[2534_2535insTAL;[2534_2535=] | NP_002881.1:p.[(Leu845Phefs*6)]:[(Leusds=)] Het oD NIHF (DAO, PIE), PH (245)
130 | REWD3 | NM_018124.4:c.[879G>T]:[835A>G] NP_0603594.3:p.[(GIn293His)]:[(Met279Val)] BHet BOR NIHF, PH (84)
NM_006912.6:¢.[170C>G1:[170=] NP_008843.1:p.[(Ala57Gly)L:[(Ala57=)] Het oD NIHF (DAO, PIE), PH (246)
NM_006912.6:¢.[229G>T];[229=] NP_008843.1:p.[(Ala77Sen)J;[(Ala77=)] Het oD NIHF (DAO, PIE), PH (246)
] (246)
NM_006912.6:¢.[229G>A;[229=] NP_008843.1:p.[(Ala77Thr)J;[(Ala77=)] Het oD NIHF (DAO, PIE), PH o
NM_006912.6:¢.[245T>G];[245=] NP_008843.1:p.[(Phe82Cys)];[(Phe82=)] Het oD NIHF (124)
NIHF (DAO, PIE), PH (246)
i RITI | NM_006912.6:c.[246 T>Gl;[246=] NP_008843.1:p.[(Phe82Leu)];[(Phe82=)] Het oD -
NIHF (DAO, PIE, As), PH 32)
NIHF (DA, PIE, A9, PH, | 0
NM_006912.6:c.[268A>G1;[268=] NP_008843. 1:p.[(Met90Val)];[(Met90=)] Het oD KH
NIHF, KH (137)
NIHF (DAO, PIE), PH (246)
NM_006912.6:¢.[270G>C];[270=] NP_008843.1:p.[(Met90Ile)];[(Met90=)] Het oD
NIHF (100)
NM_006912.6:c.[319A>G]:[319=] NP_008843.1:p.[(Met107Val)]:[(Met107=)] Het oD NIHF (DAO, PIE, As) (174)
141 | RPLII | NM_001199802.1:c.[314_315delGT];[314=] NP_001186731.1:p.[(Phe105fs* 14) ;[(Phe105=)] Het oD NIHF (DAO, PeE), KH (32)
142 |  RPL3L | NM_005061.3:c.[76C>Gl:[76=] NP_005052.1:p.[(Arg26Gly)][(Arg26=)] Het oD NIHF (249)
NM_001253379.2:¢.[85C>T1:[85=] NP_001240308. 1:p.[(GIn29%)];[(GIn29=)] Het oD
143 | RPLI5 NIHF (250)
NM_001253379.2:c.[242dupA];[242=] NP_001240308.1:p.[(Tyr81*fs*1)];[(Tyr81=)] Het OD
144 |  RPSI9 | NM_001022.4:c.[13dupAJ;[13=] NP_001013.1:p.[(Thr5Asnfs*46)]:[(Thrs=)] Het oD NIHF ©s1)
145 |  RRAS2 | NM_001177314.2:c.[110AST];[1 10A=] NP_001170785.1:p.[(GIn37Lew)]:[(GIn37=)] Het oD NIHF (100)
NM_000540.3:¢.2097_2123del27 NP_000531.2:p.(Glu699_Gly707del) Hom or | NIHF (DAOI’(II’{IE’ PeE, As), | (252
NM_000540.3:c.[4567A>C1:[9851G>A NP_000531.2: p.[(Thr1523Pro)]:[(Trp3284%)] BHet BOR NIHF (PIE, As), KH 253)
e | mymi  [NML0005403:c.[6721C> TY[14645C>T] NP_000531.2:p.[(Arg2241%)][(Thr4882Met)] BHet BOR NIHF (205)
NM_000540.3:¢.[9221C>T]:[14130-2A>G] NP_000531.2:p.[(Ser3074Phe)]:[?] BHet BOR NIHF (200)
NM_001042723.2:¢.9686-1G>C NP_001036188.1:p.2 Hom OR NIHF (254)
NM_000540.3:c.11778+1G>T NP_000531.2:p.2 Hom OR NIHF (100)
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NM_000540.3:c.[12013-2A>G];[14344G>A] NP_000531.2:p.[?];[(Gly4782Arg)] BHet BOR NIHF (200)

146 KR NM_000540.3:c.[13999-2A>G];[12271delG] NP_000531.2:p.[?];[(Asp4091 Thrfs*31)] BHet BOR NIHF (DAO, PIE), KH (102)

NM_198056.2:¢.[1226T>C];[1226=] NP_932173.1:p.[(Leud09Pro)];[(Leud09=)] Het oD NIHF (PIE, PeE, As) (255)

a SCNSA NM_198056.2:c.[1858C>T1;[1858=] NP_932173.1:p.[(Arg620Cys)];[(Arg620=)] Het oD NIHF (256)

NM_006363.6:¢.[325G>A];[325=] NP_006354.2:p.[(Glul09Lys)];[(Glu109=)] Het oD NIHF (257)

s | spcum NM_006363.6:c.[325G>A];[2101C>T] NP_006354.2:p.[(Glul09Lys)];[(Arg701Cys)] BHet BOR NIHE 258)
NM_006363.6:c.[325G>A];[197G>A] NP_006354.2:p.[(Glul09Lys)];[(Cys66Tyr)] BHet BOR

NM_006363.6:c.[325G>A];[221+3A>G] NP_006354.2:p.[(Glul09Lys)];[?] BHet BOR NIHF (DAO, PIE) (102)

149 | SERPINA11 | NM_001080451.2:c.643+1G>A NP_001073920.1:p.? Hom OR NIHF (103)

NM_003901.4:¢.664C>T NP_003892.2:p.(Arg222Trp) Hom OR NIHF (259)

150 SGPL1 NM_003901.4:¢.1037G>T NP_003892.2:p.(Ser3461le) Hom OR NIHF (259)

NM_003901.4:c.1233delC NP_003892.2:p.(Phe411Leufs*56) Hom OR NIHF (260)

NIHF (DAO, PIE, As), PH (261)

NM_007373.4:c.[4A>G);[4=] NP_031399.2:p.[(Ser2Gly)];[(Ser2=)] Het oD NIHF (DAO, PIE) (262)

b sHoe NIHF (DAO, PIE) (174)

NM_007373.4:c.[519G>A];[519G=] NP_031399.2:p.[(Met173Ile)];[(Met173=)] Het oD NIHF (DAO, PIE, As) (32)

NM_012434.5:c.308G>A NP_036566.1:p.(Trp103*) Hom OR NIHF (105)

NM_012434.5:¢.533delC NP_036566.1:p.(Thr178 Asn) Hom OR NIHF (162)

NM_012434.5:¢.738_741del TGGTTA NP_036566.1:p.(Trp246_Leu247del) Hom OR NIHF (103)

152 | SECI7AS NM_012434.5:c.[908G>A];[1259+5G>T] NP_036566.1:p.[(Trp303*)];[?] BHet BOR NIHF (PIE, As) (263)

NM_012434.5:¢.979-1G>T NP_036566.1:p.? Hom OR NIHF, (DAO, As), PH (264)

NM_012434.5:c.1111+1G>A NP_036566.1:p.? Hom OR NIHF (103)

153 | SLC26A2 | NM_000112.4:c.1987G>A NP_000103.2:p.(Gly663Arg) Hom OR NIHF (265)

NM_022902.5:c.832_836del ATCTT NP_075053.2:p.(Ile278Phefs*33) Hom OR NIHF (266)

154 | SLC30AS NM_022902.5:c.1981_1982delCA NP_075053.2:p.(His661Tyrfs*10) Hom OR NIHF (266)

155 SMAD6 | NM_005585.5:c.818A>G NP_005576.3:p.(Glu273Gly) Hom OR NIHF (105)

156 SOS1 NM_005633.3:c.[1132A>G];[1132=] NP_005624.2:p.[(Thr378Ala)];[(Thr378=)] Het oD NIHF (144)

157 SOX18 | NM_018419.3:c.[865C>Al;[865=] NP_060889.1:p.[(C240%)];[(C240=)] Het oD NIHF (267)
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NM_001024858.3:¢.[5165_5166delTT];[5165_5166=] | NP_001020029.1:p.[(Phe1722*fs*1)];[(Phe1722=)] Het OD NIHF (268)
NM_001024858.3:¢.6055T>C NP_001020029.1:p.(Ser2019Pro) Hom OR NIHF (PIF, &) (269
158 SPTB NIHF (270)
NM_001024858.3:¢.[6055T>C];[1041C>A] NP_001020029.1:p.[(Ser2019Pro)];[(Tyr347*)] BHet BOR NIHF (270)
NM_001024858.3:¢.[6055T>C];[6224A>G] NP_001020029.1:p.[(Ser2019Pro)];[(Glu2075Gly)] BHet BOR NIHF (270)
NM_001024858.3:c.6074T>G NP_001020029.1:p.(Leu2025Arg) Hom OR NIHF (271)
159 STAT3 NM_213662.2:¢.[1022C>T];[1022C=] NP_998827.1:p.[(Thr3411le)];[(Thr341=)] Het OD NIHF (PIE, As) (32)
160 SVOPL NM_174959.3:¢.205delT NP_777619.1:p.(Phe69Leufs*28) Hom OR NIHF (103)
NM_182760.4:c.191C>A NP_877437.2:p.(Ser64*) Hom OR NIHF (DAO, As) (272)
161 SUMF1 NM_182760.4:¢.603-2A>G NP_877437.2:p.? Hom OR NIHF (273,274)
NM_182760.4:¢.691_691dupT NP_877437.2:p.(Try231Leufs*11) Hom OR NIHF (100)
162 SUZ12 NM_015355.4:c.[1451delG];[1451G=] NP_056170.2:p.[Gly484 Valfs*4];[Gly484=] Het OD NIHF (DAO, PIE) 32)
NM_006755.2:¢.512_514delCCT NP_006746.1:p.(Ser171del) Hom OR NIHF (DAO, PIE), HP (275)
163 TALDOI | NM_006755.2:c.574C>T NP_006746.1:p.(Arg192Cys) Hom OR NIHF (276)
NM_006755.2:¢.[895_897delAAC];[931G>A] NP_006746.1:p.[(Asn299de])];[(Gly311Arg)] BHet BOR NIHF 277)
164 TAPT1 NM_153365.3:c.1058 A>T NP_699196.2:p.(Asp353Val) Hom OR NIHF (DAO, PIE, As) (278)
NM_000116.5:¢.[280C>G];[280=] NP_000107.1:p.[(Arg94Gly)];[(Arg94=)] Het XOD NIHF (279)
165 TAZ NM_000116.5:c.481G>A NP_000107.1:p.[(Gly161Arg)] Hem XOR NIHF (280)
NM_000116.5:¢.583+5G>A NP_000107.1:p.? Hem XOR NIHF, PH (158)
166 TBXS NM_000192.3:¢.[330_334delCGATC];[330_334=] NP_000183.2:p.[(Asp110Glufs*8)];[(Asp110=)] Het OD NIHF (DAO, PIE) (102)
NM_018676.4:c.617G>A NP_061146.1:p.(Cys206Tyr) Hom OR NIHF (120)
NM_018676.4:c.617G>A NP_061146.1:p.(Cys206Tyr) Hom OR NIHF (103)
167 THSDI1 NM_018676.4:c.670G>A NP_061146.1:p.(Arg224*) Hom OR NIHF (120)
NM_199263.3:¢.1163_1170delGGCCAGCC NP_954872.1:p.(Arg388GInfs*66) Hom OR NIHF (PIE, As), PH (281)
NM_018676.4:c.1561C>T NP_954872.1:p.(GIn521%*) Hom OR NIHF (PIE, As) (282)
168 TPM1 NM_001018005.2:c.[G398A];[G398=] NP_001018005.1:p.[(Arg133GlIn)];[(Argl133=)] Het OD NIHF (DAO, PIE, As) (234)
NM_000548.5:¢.4703C>T NP_000539.2:p.(Ser1568Phe) Hom OR NIHF (DAO, As), PH (283)
1 18e NM_000548.5:¢.[557delT];[557=] NP_000539.2:p.[(Phe186Serfs*16)];[(Phe186=)] Het OD NIHF (PeE, PIE, As) (284)
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170 | UBNI | NM_016936:c.2356T>A NM_016936:p.(Leu786Met) Hom OR NIHF (120)
171 | UBQLN4 | NM_020131.5:c.[976C>T};[976=] NP_064516.2:p.[(Arg326*)]:[ (Arg326=)] Het oD NIHF (DAO, PIE, As) 234)
172 | UNCI3D | NM_199242.3:c.1822_1833del12 NP_954712.1:p.(Val608_Ala611del Hom OR | NIHF (DAO, PIE, PeE, As) | (285)

NM_001324036.2:¢.655T>C NP_001310965.1:p.(Cys73Arg) Hom OR NIHF (286)
73 UROS NM_001324036.2:¢.[655T>C];[655=] NP_001310965.1:p.[(Cys73Arg)];[(Cys73=)] Het ob M (DAOI’(EE’ e A (287)
174 | WDR35 | NM_020779.4:c15605G NP_065830.2:p.(Leu520Pro) Hom OR NIHF, PH (288)
175 | WDRSI | NM_001163809.2:c.[218delT]:[2836_2839delTTTG] iﬁ;‘))]ol 157281.1:p.[(Leu73Argfs*181)]:[(Phe946Serf BHet BOR NIHF (DAO, As), KH (143)

Bir gende ayn1 hastalikla iliskilendirilen farkli mutasyonlarin sayisinin fazla olmasi o genin hastalikla olan iligkisini giiclendirdigi kabul
edilmektedir (289). Bu nedenle, NIHF iligkili genler arasinda {i¢ veya daha fazla sayida farkli mutasyonu NIHF ile iligkilendirilen genlerin
hangileri oldugu incelendi ve bu genlerin sayisinin 41 oldugu belirlendi. Bu genler arasinda ilk {i¢ sirada en fazla sayida mutasyonu NIHF ile

iligkilendirilen genlerin 24 farkli mutasyonla PTPNI11, 21 farkli mutasyonla PIEZO1 ve 14 farkli mutasyonla GUSB oldugu goriildii (Sekil 2).



En Az U¢ Farkh Varyasyonu NIHF ile Iliskili Genler
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Sekil 2. En az {i¢ farkli varyasyonu NIHF ile iliskili olan genlerin sembolleri ve varyasyon sayilari



4.1.1. NIHF Genlerinin Hastalik Gruplariyla Iliskilendirilmesi

NIHF tanili hastalarda NIHF’ye ek olarak viicudun farkli sistemlerini etkileyen ¢ok
sayida farkli patolojiler goriilmektedir. NIHF 11 bireylerdeki klinik bulgular dikkate alinarak
NIHF’li hastalarda siklikla gozlenen patolojilerin gruplandirildigi ¢ok sayida calisma
bulunmaktadir (3, 24, 25). SMFM nin belirledigi dagilima gére NIHF nin etiyolojisinin %
17-35’ini kardiyovaskiiler sorunlarin, % 7-16’sin1 kromozomal anomalilerinin, % 4-12’sini
hematolojik sorunlarin, % 5-7’sini enfeksiyonlarin, % 6’sini1 torasik sorunlarin, % 3-10’unu
ikizden ikize transflizyonun, % 2-3’ilinii idrar yolu anormalliklerinin, % 0,5-4’linii
gastrointestinal sorunlarin, % 5-6’sin1 lenfatik displazinin, % 2-3’{inii tiimdrlerin, % 3-4’{inii
iskelet displazilerinin, % 3-4’1linii sendromlarin, % 1-2’sini metabolik sorunlarin olusturdugu
rapor edilirken; NIHF nin etiyolojisinin % 15-25’inin idiyopatik oldugu belirtilmektedir
(30). Ancak bu verilerle NIHF’li hastalarda neden ¢ok sayida farkli patolojinin gortildigi
aciklanamamaktadir. Ote yandan, tek gen hastaliklarinda klinik ve genetik heterojenite
goriilebildigi bilinmekte olup, NIHF’nin genetik etiyolojisindeki genlerin daha 6nceden
iliskilendirildigi genetik hastaliklarda etkilenen sistemlerden yola c¢ikarak NIHF’nin
etiyolojisini aydinlatmaya katki saglayabilecek bir yaklagimin uygulanabilecegi diisiiniildii.
Bu dogrultuda ilk olarak, NIHF genlerinin daha oOnceden iliskilendirildigi genetik
hastaliklarin OMIM veri tabaninda listelenen verilerini bir tabloda toplandi. Ardindan bu
hastaliklarin ortak olarak etkiledikleri biyolojik mekanizmalar1 ve yerleri goz Oniinde
bulundurarak hastalik alt ve iist gruplar1 derlendi. Bu yaklagimla, NIHF iligkili genlerdeki
mutasyonlarin etkiledikleri bilinen 345 farkli hastalik tizerinden NIHF iliskili 24 farkl
hastalik alt grubu ve 11 farkli hastalik ana grubu belirlendi (Tablo 2).
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Tablo 2. NIHF genlerinin OMIM veri tabaninda iliskilendirildigi hastaliklarin ve hastalik gruplarinin listesi

No | Hastalk Ana Hastalik Alt Grubu Gen iliskilendirildigi Hastalik Ady (i D031
Grubu Kodu
CTSA Galactosialidosis 256540
Sialidosis, Type I 256550

NEU1
Sialidosis, Type II 256550
Salla Disease 604369

SLC17A5 -

Sialic Acid Storage Disorder, Infantile 269920
GM1-Gangliosidosis, Type I 230500
GM1-Gangliosidosis, Type 11 230600

GLB1
GM1-Gangliosidosis, Type III 230650
Mucopolysaccharidosis Type IVB (Morquio) 253010
Lizozomal Depo Hastalig1 GUSB Mucopolysaccharidosis VII 253220

1 Metabolik

GALNS Mucopolysaccharidosis IVA 253000
Gaucher Disease, Perinatal Lethal 608013
Gaucher Disease, Type 1 230800
GBA Gaucher Disease, Type 11 230900
Gaucher Disease, Type I1I 231000
Gaucher Disease, Type I1IC 231005
Niemann-Pick Disease, Type C1 257220

NPC1
Niemann-Pick Disease, Type D 257220
SUMF1 Multiple Sulfatase Deficiency 272200
Glikozilasyon Kusuru ALGI1 Congenital Disorder Of Glycosylation, Type Ik 608540
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Tablo 2. (Devam)

1 Metabolik

Congenital Disorder Of Glycosylation, Type Th 608104

ALG8
Polycystic Liver Disease 3 With Or Without Kidney Cysts 617874
Congenital Disorder Of Glycosylation, Type Il 608776

ALG9
Gillessen-Kaesbach-Nishimura Syndrome 263210

Glikozilasyon Kusuru

PMM?2 Congenital Disorder Of Glycosylation, Type Ia 212065
MGAT?2 | Congenital Disorder Of Glycosylation, Type l1a 212066
Congenital Disorder Of Glycosylation, Type Il 614576
coa6 Shaheen Syndrome 615328
PIGN Multiple Congenital Anomalies-Hypotonia-Seizures Syndrome 1 614080
GAA Glycogen Storage Disease II 232300
Glikojen Birikimi Hastalig1 GBEI Glycogen Storage Disease IV 232500
Polyglucosan Body Disease, Adult Form 263570
PIGC Glycosylphosphatidylinositol Biosynthesis Defect 16 617816
Mevalonic Aciduria 610377
MVK Porokeratosis 3, Multiple Types 175900
Biyosentez Kusurlari Hyper-Igd Syndrome 260920
PHGDH Neu-Laxova Syndrome 1 256520
Phosphoglycerate Dehydrogenase Deficiency 601815
PSATI1 Neu-Laxova Syndrome 2 616038
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Tablo 2. (Devam)

Biyosentez Kusurlari PSATI1 Phosphoserine Aminotransferase Deficiency 610992
MRPS16 | Combined Oxidative Phosphorylation Deficiency 2 610498
N Combined Oxidative Phosphorylation Deficiency 5 611719
Ovarian Dysgenesis 7 618117
Oksidatif Fosforilasyon Combined Oxidative Phosphorylation Deficiency 8 614096
Kusuru AARS2 Leukoencephalopathy, Progressive, With Ovarian Failure 615889
ACAD9 Mitochondrial Complex I Deficiency, Nuclear Type 20 611126
NDUFB10 |Mitochondrial Complex I Deficiency, Nuclear Type 35 619003
HADHB Trifunctional Protein Deficiency 609015
1 Metabolik . . .
MMACHC | Methylmalonic Aciduria And Homocystinuria, Cblc Type 277400
AHCY Hypermethioninemia With Deficiency Of S-Adenosylhomocysteine Hydrolase 613752
Hypophosphatasia, Adult 146300
ALPL Hypophosphatasia, Childhood (Infantile) 241510
Diger Odontohypophosphatasia 146300
TALDO1 | Transaldolase Deficiency 606003
PEX3 Peroxisome Biogenesis Disorder 10A (Zellweger) 614882
Peroxisome Biogenesis Disorder 10B 617370
UROS Porphyria, Congenital Erythropoietic 263700
Noonan Syndrome 5 611553
RAF1 LEOPARD Syndrome 2 611554
Cardiomyopathy, Dilated, INN 615916
2 Sendromik Rasopatiler Noonan Syndrome 1 163950
Srili LEOPARD Syndrome 1 151100
Metachondromatosis 156250
Leukemia, Juvenile Myelomonocytic, Somatic 607785
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Tablo 2. (Devam)

2 Sendromik

Rasopatiler

Noonan Syndrome 3 609942
Cardiofaciocutaneous Syndrome 2 615278
Arteriovenous Malformation Of The Brain, Somatic 108010
RAS-Associated Autoimmune Leukoproliferative Disorder 614470
Schimmelpenning-Feuerstein-Mims Syndrome, Somatic Mosaic 163200
A Bladder Cancer, Somatic 109800
Breast Cancer, Somatic 114480
Gastric Cancer, Somatic 137215
Leukemia, Acute Myeloid, Somatic 601626
Lung Cancer, Somatic 211980
Oculoectodermal Syndrome, Somatic 600268
Pancreatic Carcinoma, Somatic 260350
Noonan Syndrome 6 613224
Melanocytic Nevus Syndrome, Congenital, Somatic 137550
Neurocutaneous Melanosis, Somatic 249400
Schimmelpenning-Feuerstein-Mims Syndrome, Somatic Mosaic 163200
NRAS RAS—Associated Autoimmune Lymphoproliferative Syndrome Type IV, 614470
Somatic
Colorectal Cancer, Somatic 114500
Epidermal Nevus, Somatic 162900
Thyroid Carcinoma, Follicular, Somatic 188470
Noonan Syndrome 7 613706
LEOPARD Syndrome 3 613707
BRAF Cardiofaciocutaneous Syndrome 115150
Adenocarcinoma Of Lung, Somatic 211980

Colorectal Cancer, Somatic

114500
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2 Sendromik

BRAF Melanoma, Malignant, Somatic 155600
Noonan Syndrome 4
SOS1 : y' e 610733
Fibromatosis, Gingival, 1 135300
Noonan Syndrome 10 616564
LZTR1
Noonan Syndrome 2 605275
RIT1 Noonan Syndrome 8 615355
RRAS2 Noonan Syndrome 12 618624
Costello Syndrome 218040
Nevus Sebaceous Or Woolly Hair Nevus, Somatic 162900
Schimmelpenning-Feuerstein-Mims Syndrome, Somatic Mosaic 163200
Rasopatiler HRAS Spitz Nevus Or Nevus Spilus, Somatic 137550
Congenital Myopathy With Excess Of Muscle Spindles 218040
Bladder Cancer, Somatic 109800
Thyroid Carcinoma, Follicular, Somatic 188470
Cardiofaciocutaneous Syndrome 3 615279
MAP2K1 — ; -
Melorheostosis, Isolated, Somatic Mosaic 155950
MAP2K2 | Cardiofaciocutaneous Syndrome 4 615280
Noonan Syndrome-Like Disorder With Or Without Juvenile Myelomonocytic 613563
CBL Leukemia
Juvenile Myelomonocytic Leukemia 607785
SHOC?2 Noonan Syndrome-Like With Loose Anagen Hair 607721
KMT2D Kabuki Syndrome 1 147920
Baraitser-Winter Syndrome 1
. ACTB y 243310
Diger Dystonia, Juvenile-Onset 607371
FLVCR2 | Proliferative Vasculopathy And Hydranencephaly-Hydrocephaly Syndrome 225790
LARS2 Perrault Syndrome 4 615300
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Tablo 2. (Devam)

LARS2 Hydrops, Lactic Acidosis, And Sideroblastic Anemia 617021
NIPBL Cornelia De Lange Syndrome 1 122470
FOXP3 Immunodysregulation, Polyendocrinopathy, And Enteropathy, X-Linked 304790
CDC42 Takenouchi-Kosaki Syndrome 616737
GRIP1 Fraser Syndrome 3 617667
Genitopatellar Syndrome 606170
2 Sendromik Diger KAT6B SBBYSS Syndrome 603736
KCTD1 Scalp-Ear-Nipple Syndrome 181270
T Cardiac-Urogenital Syndrome 618280
Encephalitis/Encephalopathy, Mild, With Reversible Myelin Vacuolization 618113
PKDI1L1 |Heterotaxy, Visceral, 8§, Autosomal 617205
SUZ12 Imagawa-Matsumoto Syndrome 618786
TBX5 Holt-Oram Syndrome 142900
Myasthenic Syndrome, Congenital, 1A, Slow-Channel 601462
CHRNA1 | Myasthenic Syndrome, Congenital, 1B, Fast-Channel 608930
Multiple Pterygium Syndrome, Lethal Type 253290
Myasthenic Syndrome, Congenital, 3B, Fast-Channel 616322
Multiple Pterygium Syndrome, Lethal Type 253290
CHRND Myasthenic Syndrome, Congenital, 3A, Slow-Channel 616321
3 Noromuskiiler Miyastenik Sendrom Myasthenic Syndrome, Congenital, 3C, Associated With Acetylcholine Receptor 616323
Deficiency
Mya.lthenic Syndrome, Congenital, 11, Associated With Acetylcholine Receptor 616326
RAPSN Deficiency
Fetal Akinesia Deformation Sequence 2 618388
DOK7 Myasthenic Syndrome, Congenital, 10 254300
Fetal Akinesia Deformation Sequence 3 618389
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3 Noromuskiiler

Myasthenic Syndrome, Congenital, 9, Associated With Acetylcholine Receptor

616325

Miyastenik Sendrom MUSK Deficiency

Fetal Akinesia Deformation Sequence 1 208150
o Lethal Congenital Contracture Syndrome 1 253310
Congenital Arthrogryposis With Anterior Horn Cell Disease 611890
Lethal Congenital Contracture Syndrome 10 617022
NEK9 Nevus Comedonicus, Somatic 617025
Kontraktiir Sendromlari Arthrogryposis, Perthes Disease, And Upward Gaze Palsy 614262
Arthrogryposis, Distal, Type 2A (Freeman-Sheldon) 193700
MYH3 Arthrogryposis, Distal, Type 2B3 (Sheldon-Hall) 618436
Contractures, Pterygia, And Spondylocarpotarsal Fusion Syndrome 1A 178110
Contractures, Pterygia, And Spondylocarpotarsal Fusion Syndrome 1B 618469

Spinal Muscular Atrophy, Lower Extremity-Predominant, 2A, Autosomal
BICD2 quinant ' . 615290

Spinal Muscular Atrophy, Lower Extremity-Predominant, 2B, Autosomal
Dominant 618291
Spinal Muskiiler Atrofi ASCCI Spinal Muscular Atrophy With Congenital Bone Fractures 2 616867
Barrett Esophagus/Esophageal Adenocarcinoma 614266
ASAHL Spinal Muscular Atrophy With Progressive Myoclonic Epilepsy 159950
Farber Lipogranulomatosis 228000
Nemaline Myopathy 3, Autosomal Dominant Or Recessive 161800
Myopathy, Actin, Congenital, With Cores 161800
ACTAL1 Myopathy, Actin, Congenital, With Excess Of Thin Myofilaments 161800
Miyopati Myopathy, Congenital, With Fiber-Type Disproportion 1 255310
Myopathy, Scapulohumeroperoneal 616852
NEB Nemaline Myopathy 2, Autosomal Recessive 256030
Arthrogryposis Multiplex Congenita 6 619334
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KLHL40 | Nemaline Myopathy 8, Autosomal Recessive 615348
LMOD3 Nemaline Myopathy 10 616165
) ) Central Core Disease 117000
Miyopati . . .

RYR] Minicore Myopathy With External Ophthalmoplegia 255320
King-Denborough Syndrome 145600
Neuromuscular Disease, Congenital, With Uniform Type 1 Fiber 117000
DMPK Myotonic Dystrophy 1 160900

Muscular Dystrophy-Dystroglycanopathy (Congenital With Brain And Eye
Anomalies), Type A, 4 253800

Kas Distrofisi FKTN Muscular Dystrophy-Dystroglycanopathy (Congenital Without Mental
Retardation), Type B, 4 613152
3 Noromuskiiler
Muscular Dystrophy-Dystroglycanopathy (Limb-Girdle), Type C, 4 611588
Cardiomyopathy, Dilated, 1X 611615
Multiple Pterygium Syndrome, Lethal Type 253290
CHRNG P yg y yp

Escobar Syndrome 265000
HSPBI Charcot-Marie-Tooth Disease, Axonal, Type 2F 606595
Neuronopathy, Distal Hereditary Motor, Type IIB 608634
Diger Spinocerebellar Ataxia 15 606658
ITPR1 Spinocerebellar Ataxia 29, Congenital Nonprogressive 117360
Gillespie Syndrome 206700
WDRS! Cerebellar Ataxia, Mental Retardation, And Dysequilibrium Syndrome 2 610185
Hydrocephalus, Congenital, 3, With Brain Anomalies 617967
Anemia, X-Linked, With/Without Neutropenia And/Or Platelet Abnormalities 300835
4 Hematolojik Anemi GATA1 Leukemia, Megakaryoblastic, With Or Without Down Syndrome, Somatic 190685
Thrombocytopenia, X-Linked, With Or Without Dyserythropoietic Anemia 300367
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4 Hematolojik

Anemi

GATALI Thrombocytopenia With Beta-Thalassemia, X-Linked 314050
Anemia, Neonatal Hemolytic, Fatal Or Near-Fatal 617948

SPTB Elliptocytosis-3 617948
Spherocytosis, Type 2 616649

CDAN1 Dyserythropoietic Anemia, Congenital, Type Ia 224120
T Dyserythropoietic Anemia, Congenital, Type II 224100
Cowden Syndrome 7 616858

5 Dyserythropoietic Anem.ia, Congenital, Type IV 613673
Blood Group--Lutheran Inhibitor 111150

RPS19 Diamond-Blackfan Anemia 1 105650
RPL11 Diamond-Blackfan Anemia 7 612562
RPL15 Diamond-Blackfan Anemia 12 615550
Thalassemias, Alpha- 604131

Heinz Body Anemias, Alpha- 140700

HBAI Erythrocytosis, 7 617981
Hemoglobin H Disease, Nondeletional 613978
Methemoglobinemia, Alpha Type 617973
Thalassemias, Alpha- 604131

T Heinz Body Anemia 140700
Erythrocytosis, 7 617981
Hemoglobin H Disease, Deletional And Nondeletional 613978
Thalassemia, Beta 613985

T Delta-Beta Thalassemia . 141749
Thalassemia-Beta, Dominant Inclusion-Body 603902

Heinz Body Anemia 140700
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Sickle Cell Anemia 603903

T Erythrocytosis 6 617980

Hereditary Persistence Of Fetal Hemoglobin 141749

Methmoglobinemia, Beta Type 617971

Aplastic Anemia 609135

P PRF1 Hemophagocytic Lymphohistiocytosis, Familial, 2 603553

Lymphoma, Non-Hodgkin 605027

4 Hematolojik T Pyruvate Kinase Deficiency 266200

Adenosine Triphosphate, Elevated, Of Erythrocytes 102900

UNCI13D | Hemophagocytic Lymphohistiocytosis, Familial, 3 608898

RFWD3 Fanconi Anemia, Complementation Group W 617784

ATP11C | Hemolytic Anemia, Congenital, X-Linked 301015

SroE Thrombophilia Due To Protein C Deficiency, Autosomal Dominant 176860

Diger Thrombophilia Due To Protein C Deficiency, Autosomal Recessive 612304

MYSM1 | Bone Marrow Failure Syndrome 4 618116

ALPK3 Cardiomyopathy, Familial Hypertrophic 27 618052

Cardiomyopathy, Dilated, IMM 615396

MYBPC3 | Cardiomyopathy, Hypertrophic, 4 115197

Left Ventricular Noncompaction 10 615396

] ) ) Cardiomyopathy, Dilated, 1E 601154
5 Kardiyovaskiiler Kardiyomiyopati

Long QT Syndrome 3 603830

SCNSA Atrial Fibrillation, Familial, 10 614022

Brugada Syndrome 1 601144

Heart Block, Nonprogressive 113900

Heart Block, Progressive, Type IA 113900
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5 Kardiyovaskiiler

Sick Sinus Syndrome 1 608567
SCNSA
Ventricular Fibrillation, Familial, 1 603829
Cardiomyopathy, Dilated, 1S 613426
Cardiomyopathy, Hypertrophic, 1 192600
Laing Distal Myopathy 160500
MYH7 | Left Ventricular Noncompaction 5 613426
Myopathy, Myosin Storage, Autosomal Dominant 608358
Myopathy, Myosin Storage, Autosomal Recessive 255160
' ' . Scapuloperoneal Syndrome, Myopathic Type 181430
Kardiyomiyopati NExN | Cardiomyopathy, Dilated, 1CC 613122
Cardiomyopathy, Hypertrophic, 20 613876
RPL3L Cardiomyopathy, Dilated, 2D 619371
Cardiomyopathy, Hypertrophic 6 600858
PRKAG2 | Glycogen Storage Disease Of Heart, Lethal Congenital 261740
Wolff-Parkinson-White Syndrome 194200
Cardiomyopathy, Dilated, 1Y 611878
TPM1 Cardiomyopathy, Hypertrophic, 3 115196
Left Ventricular Noncompaction 9 611878
TAZ Barth Syndrome 302060
RASAL Capillary Malformation-Arteriovenous Malformation 1 608354
Basal Cell Carcinoma, Somatic 605462
Arterial Calcification, Generalized, Of Infancy, 1 208000
Kan Damar1 Anomalileri ENPP1 Hypophosphatemic Rickets, Autosomal Recessive, 2 613312
Cole Disease 615522
Cerebral Cavernous Malformations-1 116860
KRITH Cavernous Malformations Of CNS And Retina 116860
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Hyperkeratotic Cutaneous Capillary-Venous Malformations Associated With

K Cerebral Capillary Malformations 116860

CLAPO Syndrome, Somatic 613089

Megalencephaly-Capillary Malformation-Polymicrogyria Syndrome, Somatic 602501

CLOVES Syndrome, Somatic 612918

Cowden Syndrome 5 615108

Nevus, Epidermal, Somatic 162900

Breast Cancer, Somatic 114480

o PIK3CA | Colorectal Cancer, Somatic 114500

5 Kardiyovaskiiler Kan Damart Anomalileri Gastric Cancer, Somatic 613659

Hepatocellular Carcinoma, Somatic 114550

Keratosis, Seborrheic, Somatic 182000

Macrodactyly, Somatic 155500

Nonsmall Cell Lung Cancer, Somatic 211980

Ovarian Cancer, Somatic 167000

GDF2 Telangiectasia, Hereditary Hemorrhagic, Type 5 615506

THSD1 Aneurysm, Intracranial Berry, 12 618734

SMADG6 | Aortic Valve Disease 2 614823

Diger GATAS Congenital Heart Defects, Multiple Types, 5 617912

CANTI Desbuquois Dysplasia 1 251450

Epiphyseal Dysplasia, Multiple, 7 617719

. TAPT1 Osteochondrodysplasia, Complex Lethal, Symoens-Barnes-Gistelinck Type 616897
6 Iskelet Osteokondrodisplazi - -

Achondrogenesis, Type II Or Hypochondrogenesis 200610

COL2A1 | Spondyloepiphyseal Dysplasia, Stanescu Type 616583

Spondyloperipheral Dysplasia 271700
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6 iskelet

SED Congenita 183900

Czech Dysplasia 609162

Stickler Sydrome, Type I, Nonsyndromic Ocular 609508

Kniest Dysplasia 156550

Platyspondylic Skeletal Dysplasia, Torrance Type 151210

COL2AL Avascular Necrosis Of The Femoral Head 608805

Legg-Calve-Perthes Disease 150600

Osteoarthritis With Mild Chondrodysplasia 604864

SMED Strudwick Type 184250

Stickler Syndrome, Type I 108300

Epiphyseal Dysplasia, Multiple, With Myopia And Deafness 132450

Osteokondrodisplazi Vitreoretinopathy With Phalangeal Epiphyseal Dysplasia 619248

Achondrogenesis Ib 600972

Atelosteogenesis, Type II 256050

e De La Chapelle Dysplasia 256050

Diastrophic Dysplasia 222600

Diastrophic Dysplasia, Broad Bone-Platyspondylic Variant 222600

Epiphyseal Dysplasia, Multiple, 4 226900

INPPL1 Opsismodysplasia 258480

Greenberg Skeletal Dysplasia 215140

R Pelger-Huet Anomaly 169400

Pelger-Huet Anomaly With Mild Skeletal Anomalies 618019

Reynolds Syndrome 613471

. . o DYNC2H1 | Short-Rib Thoracic Dysplasia 3 With Or Without Polydactyly 613091
Iskelet Siliopatileri

KIAAO0586 | Short-Rib Thoracic Dysplasia 14 With Polydactyly 616546
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Developmental And Epileptic Encephalopathy 91

KIAAO0586 |Joubert Syndrome 23 616490
. . o Short-Rib Thoracic Dysplasia 7 With Or Without Polydactyly 614091
. . Iskelet Siliopatileri WDR35 - -
6 | Iskelet Siliopatileri Cranioectodermal Dysplasia 2 613610
IFT122 Cranioectodermal Dysplasia 1 218330
Diger AMERI1 Osteopathia Striata With Cranial Sclerosis 300373
ADAMTS3 | Hennekam Lymphangiectasia-Lymphedema Syndrome 3 618154
CCBE1 Hennekam Lymphangiectasia-Lymphedema Syndrome 1 235510
_Distichiasi 153400
FOXC2 Lymphedema-Distichiasis Syndrome
.. Lymphedema-Distichiasis Syndrome With Renal Disease And Diabetes Mellitus | 153400
Lenfodem 614038
GATA2 Emberger Syndrome
Immunodeficiency 21 614172
SOX18 Hypotrichosis-Lymphedema-Telangiectasia Syndrome 007823
Hypotrichosis-Lymphedema-Telangiectasia-Renal Defect Syndrome 137940
7 Lenfatik Lvmphatic Malf tion 7 617300
EPLIB4 ymphatic Malformation
Capillary Malformation-Arteriovenous Malformation 2 618196
Lymphatic Malformation 1 153100
. FLT4 Congenital Heart Defects, Multiple Types, 7 618780
Lenfatik Malformasyon Hemangioma, Capillary Infantile, Somatic 602089
Lymphatic Malformation 6 616843
PIEZO1 Dehydrated Hereditary Stomatocytosis With Or Without Pseudohyperkalemia
. 194380
And/Or Perinatal Edema
CALCRL | Lymphatic Malformation 8 618773
GRIN2B Epileptic Encephalopathy, Early infantile, 27 616139
8 Norogelisim Epileptik Ensefalopati Mental Retardation, Autosomal Dominant 6 613970
PPP3CA 617711
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Arthrogryposis, Cleft Palate, Craniosynostosis, And Impaired Intellectual

Development 618265
KIAA1109 | Alkuraya-Kucinskas Syndrome 617822
ERCCS Cerebrooculofacioskeletal Syndrome 3 616570
Senciemiik Xeroderma Pigmentosum, Group G/Cockayne Syndrome 278780
Mental Retardation And Distinctive Facial Features With Or Without Cardiac 616789
MEDI131, |Defects
Transposition Of The Great Arteries, Dextro-Looped 1 608808
RARS2 | Pontocerebellar Hypoplasia, Type 6 611523
Alternating Hemiplegia Of Childhood 1 104290
Diger ATP1A2 | Migraine, Familial Basilar 602481
Migraine, Familial Hemiplegic, 2 602481
KIDINS220 | Spastic Paraplegia, intellectual Disability, Nystagmus, And Obesity 617296
Nephrotic Syndrome, Type 5, With Or Without Ocular Abnormalities 614199
Nefrotik Sendrom LAMB2 Pierson Syndrome 609049
9 Bobrek
SGPLI Nephrotic Syndrome, Type 14 617575
Diger INVS Nephronophthisis 2, Infantile 602088
CYPI1A1 | Adrenal Insufficiency, Congenital, With 46XY Sex Reversal, Partial Or Complete | 613743
FZD6 Nail Disorder, Nonsyndromic Congenital, 10, (Claw-Shaped Nails) 614157
DNAH9 | Ciliary Dyskinesia, Primary, 40 618300
Lymphangioleiomyomatosis, Somatic 606690
10 Diger - TSC2 Tuberous Sclerosis-2 613254
Focal Cortical Dysplasia, Type II, Somatic 607341
IKZF1 Immunodeficiency, Common Variable, 13 616873
STAT3 Hyper-Ige Recurrent infection Syndrome 147060
Autoimmune Disease, Multisystem, Infantile-Onset, 1 615952
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DNAH14 -
DUOXA1 |- -
FEN1 - -
FCRL4 - -
ITGA9 - -
GALNTI14 |- -
MOCS3 - -
MYBPHL |- -
MYOMI1 |- -
11 Bilinmeyenler - NMNAT2 |- -
PRPF19 - -
SERPINAIL |- N
SVOPL - -
UBNI1 - -
BRAP - -
E2F4 - -
KIAA1328 -
SLC30A5 -
UBQLN4 -

NIHF ile iligkili hastalik gruplarinin ve her bir hastalik alt grubunda bulunan NIHF genlerinin sembollerinin ve sayilarinin bir sekil
tizerinde daha kolayca goriilebilmesi i¢cin Tablo 2’de sunulan verilerle Sekil 3 hazirlanmistir. Ek olarak, NIHF ’nin etiyolojisini olusturan hastalik

gruplarmin yiizdelik dagilimlarin1 gosteren pasta grafigi de Sekil 4’te sunulmustur.
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ve bu gruplardaki genlerin dagilimlari

Sekil 3. NIHF iligkili genlere iliskin OMIM veri tabaninda bulunan veriler dikkate alinarak NIHF genlerinin iliskili olduklar1 hastalik gruplari




® Metabolik
Sendromik
Noromuskiiler
Hematolojik

= Kardiyovaskiiler

® Iskelet
Lenfatik
Norogelisim

= Bobrek

u Diger

= Bilinmeyenler

Sekil 4. NIHF genlerinin iliskilendirildigi hastalik gruplarinin dagilim grafigi (Tablo 1 ve
Tablo 2’deki veriler kullanilarak hazirlanmistir

4.2. NIHF Etiyolojisindeki Genlerin Kodladiklar1 Proteinlerin Birlikte Rol
Oynayabildikleri Biyolojik Siireclerin Belirlenmesi

NIHF nin genetik etiyolojisinde yer alan genler listesindeki her bir gende ortaya
¢ikan mutasyon tek basina NIHF fenotipinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Bu durum,
listedeki genlerin belirli bir biyolojik yolakta rolii olan proteinleri kodladiklar1 ve bu nedenle
listedeki genlerden herhangi birindeki mutasyon nedeniyle NIHF iligkili sinyal yolaginin
bozularak NIHF nin ortaya ¢ikmasina neden oldugu diisiincesini dogurmustur. Listemizde
175 gen bulunmasi nedeniyle bu yolagin belirlenmesinde sistem biyolojisi biyoenformatik
yontemlerinin uygulanmasinin dogru olacagi diistiniilmiistiir. Bu kapsamda ilk olarak NIHF
iliskili gen listemizden kodlanan proteinler hakkinda literatiirde daha 6nceden yapilmis
caligmalara dayali fonksiyonel verilerden yola c¢ikarak NIHF iliskili sinyal yolagim
aydinlatmamiza yardimei olacak verilerin elde edilmesi hedeflenmistir. Bu dogrultuda NIHF
iliskili gen listemize iliskin GO, KEGG, Wikipathways ve Reactome veri tabanlarindaki
verilerle FZA’lar gergeklestirildi. Farkli veri tabanlarinin FZA sonuglarinda en yiiksek gen
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oranina sahip olan ve istatistiksel olarak anlamli olan ilk 20 terimin sonuglar1 Sekil 5’te ve

Tablo 3-6’da sunulmustur.

FZA’lar sonucunda GO veri tabanindaki verilere gore zenginlesen ilk 20 terimden
13’1iniin (%65) kas dokusuyla, besinin (%25) kalp ve kas gelisimi siirecleriyle ve ikisinin
(%10) ise lizozomda gergeklesen siireglerle ilgili olduklar tespit edildi. GO veri tabaninin
sonuglarina gore, en yiiksek gen oranina “MYOFILAMENT” terimine ait oldugu (0.192),
en disiik degerin ise “MUSCLE STRUCTURE DEVELOPMENT” terimine ait oldugu
(0.033) goriildii (Sekil S5A ve Tablo 3).

KEGG veri tabanindaki verilerle yapilan FZA sonucunda belirlenen ilk 20 terimden
birinin (%35) dogrudan Ras/MAPK sinyal yolagr ve 14’linlin (%70) Ras/MAPK yolagi
proteinlerinin gorev aldig1 diger biyolojik siirecler/mekanizmalar, tigiiniin (%15) aktin hiicre
iskeleti iligkili hiicre etkilesimi ve ikisinin (%10) ise lizozomal aktivitelerle iligkili terimler
olduklar tespit edildi. ilk 20 terim icinden gen oraninin en yiiksek oldugu terimin “LONG
TERM POTENTIATION” oldugu (0.143), en diisiik gen oranina sahip terimin ise “MAPK
SIGNALING PATHWAY” oldugu (0.049) belirlendi (Sekil 5B, Tablo 4).

WikiPathways veri tabanindaki terimlerle yapilan FZA sonucunda 6ne ¢ikan ilk 20
terimin 18’inin (%90) Ras/Mapk sinyal yolag: ile ilgili olup bunlardan ikisinin (%10)
dogrudan Ras/MAPK sinyal yolagi olduklar1 ve geriye kalan iki terimin ise birinin lizozomla
iliskili (%35) (GLYCOSYLATION AND RELATED CONGENITAL DEFECTS) digerinin
ise kas ile iliskili (%5) (STRIATED MUSCLE CONTRACTION PATHWAY) terimler
olduklar1 goriildii. Wikipathways verilerinde gen oraninin en yiiksek oldugu terim
“PILOCYTIC ASTROCYTOMA” iken (0.667), en diisiik gen oranina sahip terimin
“STRIATED MUSCLE CONTRACTION PATHWAY” oldugu (0.158) tespit edildi (Sekil
C, Tablo 5).

Reactome veri tabanindaki sonuglara gore gen orani en yliksek olan ilk 20 terimin
tamaminin (%100) Ras/MAPK sinyal yolagiyla iliskili oldugu tespit edildi. Bu terimlerden
gen oraninin en yiikksek oldugu terimin “NEGATIVE FEEDBACK REGULATION OF
MAPK PATHWAY” oldugu (0.50), en diisiik degere sahip terimin ise “SIGNALING BY
NTRK2 TRKB” oldugu (0.24) tespit edildi (Sekil SD, Tablo 6).
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Sekil 5. NIHF genlerinin GO, KEGG, WikiPathways ve Reactome veri setleri kullanilarak yapilan FZA sonuglarina gore en yiiksek gen
oranina sahip ilk 20 terimin nokta grafikleri
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Tablo 3. Gene Ontology veri tabanindaki terimler arasinda zenginlesen ilk 20 terimin listesi

SMADG6, SOS1, SOX18, TBXS, TPMI1,
COL2A1

GO o Gen Toplam Bonferroni
Sira Numarasi GO Zeximi Genler Sayis1 | Gen Sayis1 | (Diiz. P Degeri) Gen Oram
1| GO:0036379 | MYOFILAMENT ?S&?LLMOD& MYBPC3, MYBPHL, 5 26 0.027983 0.192
2 | G0:0030049 | MUSCLE FILAMENT SLIDING ?S&‘?LMYBP@’ MYH3, MYHT, NEB, | ¢ 39 0.010571 0.154
, MAP2K1, MYH3, NIPBL, PTPNI 1,
3 | GO:0060324 | FACE DEVELOPMENT RARL SGPLI 6 44 0.019873 0.136
, SKELETAL MUSCLE CHRNA1, CHRND, DMPK. GAA.
4| 600003009 | 25T AL MU VIYEDS MYH? 6 45 0.022356 0.133
_ MULTICELLULAR ORGANISMAL | CHRNA I, CHRND, DMPK. GAA.
5| G00050879 | \povpe TTPRY. MYEH3. MYH? 7 56 0.005450 0.125
, ASAHI. CTSA, GAA. GALNS, GBA.,
6 | GO:0043202 | LYSOSOMAL LUMEN LB GUSB NBUT g 96 0.016052 0.083
, STRIATED MUSCLE CELL ACTAI, KLHLA40, LMOD3, MYH3,
7| GO0055002 | heyvE OPMENT NEB. PPP3CA. RYR1, TPM]I 8 103 0.026090 0.078
_ ACTIN MEDIATED CELL ACTAL ATP1A2. MYBPC3, MYH3,
8 | GO0070252 | ~ONTRACTION MYH7. NEB, PIK3CA, SCNSA, TPM1 ? 120 0.009052 0.075
ATP1A2. CHRNAI, CHRND, DMPK.
9 | GO:0006941 ig;lg;rig%\g\slcw GAA, LMOD3, MYBPC3, MYH3, 13 176 0.000060 0.074
MYH7, PIK3CA. SCNSA. TAZ. TPMI
_ LIPOSACCHARIDE METABOLIC | ASAHL. CTSA. GBA. GLB1, NEUL,
10 | GO:1903509 | s A PIGC. SUMP! PION 8 112 0.046371 0.071
ACTAL LMOD3. MYBPC3, MYBPHL,
, MYH3, MYH7. MYOMI, NEB, NEXN,
11 | GO:0043292 | CONTRACTILE FIBER PPPICA RPLIS RYRL SCNaa Tpvl | 15 231 0.000023 0.065
KLHLA0
, ACTIN FILAMENT BASED ACTAL ATP1A2. MYH3, MYH7, NEB,
121 GO:0030048 |\t 5V EMENT PIK3CA. SCNSA, TPM1, MYBPC3 ? 150 0.049303 0.060
EPHB4. FOXC2, GAA. GATAS,
13 | GO:0003007 | HEART MORPHOGENESIS MYBPC3, MYHT7, NIPBL, RYRI, 14 239 0.000257 0.059
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Tablo 3. (Devam)

14

G0:0006936

MUSCLE CONTRACTION

ACTAL1, ATP1A2, CALCRL, CHRNAL,
CHRND, CHRNG, DMPK, GAA,
LMOD3, MYBPC3, MYH3, MYH?7,
MYOMI, NEB, PIK3CA, RYRI, SCNS5A,
TAZ, TPM1

19

352

0.000004

0.054

15

GO:0007517

MUSCLE ORGAN
DEVELOPMENT

ACTAI1, CHRNAI, CHRND, FKTN,
FOXC2, KLHL40, LMOD3, MYBPC3,
MYH3, MYH7, MYOMI1, NEB, PPP3CA,
RYR1, TAZ, TPM1

16

317

0.000207

0.050

16

G0:0003012

MUSCLE SYSTEM PROCESS

ACTAL, ATP1A2, CHRNA1, CHRND,
CHRNG, DMPK, GAA, GATAS,
LMOD3, MYBPC3, MYH3, MYH?7,
MYOMI, NEB, PIK3CA, PPP3CA,
RYRI1, SCN5SA, TAZ, TPM1, CALCRL

21

453

0.000007

0.046

17

G0:0060537

MUSCLE TISSUE DEVELOPMENT

ACTAL1, ALPK3, CHRND, FOXC2,
GATAS, KLHL40, LMOD3, MYBPC3,
MYH7, MYOMI1, NEB, PPP3CA, RYRI,
TAZ, TBXS, TPM1, CHRNA1

17

371

0.000298

0.046

18

GO0:0007507

HEART DEVELOPMENT

ALPK3, COL2A1, DYNC2H1, EPHB4,
FOXC2, GAA, GATAS, IFT122,
MAP2K1, MYBPC3, MYH7, NEB,
NIPBL, PTPN11, RAFI, RYRI1, SCN5A,
SMADG, SOS1, SOX18, TAZ, TBXS,
TPM1, TSC2, CALCRL

25

555

0.000000

0.045

19

GO:0051146

STRIATED MUSCLE CELL
DIFFERENTIATION

ACTAL1, ALPK3, DMPK, KRAS,
LMOD3, MYH3, NEB, PPP3CA, RYRI,
TBXS, TPM1, KLHL40

12

269

0.033404

0.045

20

GO:0061061

MUSCLE STRUCTURE
DEVELOPMENT

ACTAL1, ALPK3, CHRND, DMPK,
FKTN, FOXC2, KLHL40, KRAS,
LMOD3, MYBPC3, MYH3, MYH?7,
MYOMI, NEB, PPP3CA, RYRI1, TAZ,
TBXS, TPM1, CHRNAI

20

607

0.003428

0.033
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Tablo 4. KEGG veri tabanindaki terimler arasinda zenginlesen ilk 20 terimin listesi

CYTOTOXICITY

RAFI, SOS1

¥ . Gen Toplam Bonferroni
Sira KEGG Terimi Genler Sayist Gen Sayisi (Diiz. P Degeri) Gen Oram

BRAF, GRIN2B, HRAS, ITPR1, KRAS,

1 LONG TERM POTENTIATION MAP2K1. MAP2K2. NRAS, PPP3CA. RAFI 10 70 0.0000003 0.143
CDC42, HRAS, HSPB1, KRAS, MAP2K1,

2 VEGF SIGNALING PATHWAY MAP2K2. NRAS, PIK3CA, PPP3CA, RAF1 10 76 0.0000006 0.132

3 SPHINGOLIPID METABOLISM ASAHI1, GBA, GLB1, NEU1, SGPL1 5 39 0.0056143 0.128

B CELL RECEPTOR SIGNALING HRAS, KRAS, MAP2K1, MAP2K?2, NRAS,

4 PATHWAY PIK3CA, PPP3CA, SOS1, RAF1 9 7 0.0000079 0.120
BRAF, CBL, HRAS, KRAS, MAP2K1,

5 ERBB SIGNALING PATHWAY MAP2K2, NRAS, PIK3CA. RAF1, SOS1 10 87 0.0000021 0.115
CBL, CDC42, HRAS, KRAS, MAP2K1,

6 T CELL RECEPTOR SIGNALING MAP2K?2, NRAS, PIK3CA, PPP3CA, RAF1, 11 108 0.0000013 0.102

PATHWAY SOS1

HRAS, KRAS, MAP2K1, MAP2K2, NRAS,

7 FC EPSILON RI SIGNALING PATHWAY PIK3CA, RAFI, SOS1 8 79 0.0001429 0.101
BRAF, CDC42, HRAS, KIDINS220, KRAS,

g I;/E%I}V%EOPHIN SIGNALING MAP2K1, MAP2K2, NRAS, PIK3CA, 12 126 0.0000005 0.095
PTPN11, RAFI1, SOS1
BRAF, CBL, HRAS, KRAS, MAP2K1,

9 INSULIN SIGNALING PATHWAY MAP2K?2, NRAS, PIK3CA, PKLR, PRKAG2, 13 137 0.0000001 0.095
RAFI1, SOS1, TSC2
ASAHI1, CTSA, GAA, GALNS, GBA, GLBI1,

10 |LYSOSOME GUSB. NEU1, NPC1, SLC17A5, SUMF1 11 121 0.0000037 0.091
CDC42, HRAS, ITPR1, KRAS, MAP2K1,

11 | GNRH SIGNALING PATHWAY MAP2K2, NRAS. RAF1, SOS1 9 101 0.0000818 0.089
HRAS, ITPR1, KRAS, MAP2K1, MAP2K?2,

12 GAP JUNCTION NRAS. RAF1, SOS1 8 90 0.0003541 0.089
BRAF, HRAS, KRAS, MAP2K1, MAP2K2,

13 NATURAL KILLER CELL MEDIATED NRAS, PIK3CA, PPP3CA, PRF1, PTPNI11, 12 137 0.0000013 0.088
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Tablo 4. (Devam)

FZD6, HRAS, KRAS, MAP2K1, MAP2K?2,

RASA1, RRAS2, SOS1

14 | MELANOGENESIS €0 <l 7 101 0.0067545 0.069
ACTB. BRAF, CDCA42, HRAS, ITGAO.

15 E@?ggﬁgﬁ%ﬁ 815 ACTIY KRAS. MAP2K1, MAP2K2, NRAS, PIK3CA. | 13 213 0.0000169 0.061
RAFI, RRAS2, SOS1
ACTB. CDC42. HRAS. KRAS. MYH3.

16 | TIGHT JUNCTION R reas Rl 8 132 0.0048831 0.061
ACTB. BRAF, CDC42, COL2AL FLTA,

17 | FOCAL ADHESION HRAS. ITGA9, LAMB2, MAP2K 1, PIK3CA, | 12 199 0.0000587 0.060
RAFI, SOS1
CDC42. EPHB4, HRAS, KRAS, NRAS.

18 | AXON GUIDANCE DPPICA RASAT 7 129 0.0286631 0.054
BRAF, CDC42, HRAS. KRAS. MAP2K 1.

19| CHEMOKINE SIGNALING PATHWAY | ¥ Lo B o STAs 10 189 0.0016197 0.053
BRAF, CDC42, HRAS, HSPB1, KRAS.

20 | MAPK SIGNALING PATHWAY MAP2K 1, MAP2K2, NRAS, PPP3CA, RAFL, | 13 267 0.0001928 0.049
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Tablo 5. Wikipathways veri tabanindaki terimler arasinda zenginlesen ilk 20 terimin listesi

TSC2

- . ol Gen Toplam Bonferroni
Sira WikiPathways Terimi Genler Sayis1 | Gen Sayisi | (Diiz. P Degeri) Gen Oram
| | PILOCYTIC ASTROCYTOMA BRAF, PTPN11, RAF1, SOSI 4 6 0.000419 0.667
MAPK PATHWAY IN CONGENITAL BRAF, KRAS, MAP2K 1. MAP2K2. RAFL.
2 | e ALy oo 6 16 0.000011 0375
SEROTONIN RECEPTOR 2 AND ELK- HRAS. ITPR1, KRAS. MAP2K1, MAP2K2,
3 | SRFIGATA4 SIGNALING NRAS, RAF1 7 20 0.000001 0.350
INHIBITION OF EXOSOME BIOGENESIS
4 | AND SECRETION BY MANUMYCIN AIN | BRAF, HRAS, KRAS, NRAS, RAFI, RRAS2 | 6 18 0.000019 0333
CRPC CELLS
5 |SIGNALING OF HEPATOCYTE GROWTH | HRAS, MAP2KI, MAP2K2, PIK3CA, . Ny 0.000000 0265
FACTOR RECEPTOR PTPN11, RAFI, RASAIL, SOSI, STAT3 : :
BRAF, HRAS, KRAS, MAP2K 1. MAP2K2.
6 |MAPK CASCADE NRAS. RARY SOST 8 33 0.000001 0.242
HRAS, MAP2K1, PIK3CA, RAF1, RASAL
7 | PDGFR BETA PATHWAY SO81 STATS 7 29 0.000009 0.241
BRAF, CBL, CDC42, HRAS, KRAS,
8 z[fg CI?INBE’E I PAPILLARY RENAL CELL |/ \ pok | 'NRAS. PIK3CA, PTPN11, RAFI, | 13 59 0.000000 0220
RPLI1, SOS1, STAT3
NANOPARTICLE-MEDIATED ACTIVATION | HRAS, KRAS, MAP2K1, NRAS, RAFI,
9 | OF RECEPTOR SIGNALING SOS1 6 29 0.000208 0.207
CDC42. HRAS. MAP2K1, PTPN11. RAFL.
10 |PDGF PATHWAY RASAT SOST STATS 8 40 0.000003 0.200
GLYCOSYLATION AND RELATED
| CONGEMITAL DEFEeTe ALG1, ALG8, ALGY, MGAT2, PMM2 5 25 0.002166 0.200
12 | EPO RECEPTOR SIGNALING MAP2K1, RAFI, RASAI, SOS1, STAT3 5 26 0.002564 0.192
CBL. HRAS. MAP2K 1. MAP2K2. PTPN11,
13 |IL2 SIGNALING PATHWAY RAFL SOST STATE 8 ) 0.000005 0.190
14 | BDNF-TRKB SIGNALING BRAF, HRAS, MAP2K1, NRAS, SOS1, 6 33 0.000406 0.182
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Tablo 5. (Devam)

KRAS, MAP2K1, MAP2K2, PTPN11, RAFI,

PATHWAY

TPM1

15 |IL5 SIGNALING PATHWAY o 40 0.000064 0.175
KISSPEPTIN/KISSPEPTIN RECEPTOR CYPI11AL HRAS. MAP2K1, MAP2K2.

16 | SYSTEM IN THE OVARY NRAS, PIK3CA, RAF1 40 0.000064 0.175
ENVELOPE PROTEINS AND THEIR

17 | POTENTIAL ROLES IN EDMD Eﬁﬁg’ gg?ls’;f;’ MAP2K1, MAP2K2, 46 0.000009 0.174
PHYSIOPATHOLOGY » SOSI,

BRAF, HRAS, KRAS, MAP2K 1. MAP2K2.

18 | BLADDER CANCER NRAS RAFI 41 0.000074 0.171
RELATIONSHIP BETWEEN

1o R ey D EGFR BRAF, HRAS. NRAS, PIK3CA 25 0.041432 0.160

20| STRIATED MUSCLE CONTRACTION ACTAL, MYBPC3, MYH3, MYOMI, NEB, s 0.000846 o158




19

Tablo 6. REACTOME veri tabanindaki terimler arasinda zenginlesen ilk 20 terimin listesi

PTPN11, SOS1

Ar Gen Toplam Bonferroni
Sira REACTOME Terimi Genler Sayist Gen Sayisi (Diiz. P Degeri) Gen Oram
NEGATIVE FEEDBACK REGULATION OF MAPK
1 PATHWAY BRAF, MAP2K2, RAF1 3 6 0.03766 0.50
2 ACTIVATED NTRK2 SIGNALS THROUGH FRS2 AND FRS3 | HRAS, KRAS, NRAS, PTPN11, SOS1 5 11 0.00015 0.45
3 ACTIVATED NTRK2 SIGNALS THROUGH RAS HRAS, KRAS, NRAS, SOS1 4 9 0.00276 0.44
SIGNALING BY PDGFRA TRANSMEMBRANE,
4 JUXTAMEMBRANE AND KINASE DOMAIN MUTANTS HRAS, KRAS, PIK3CA, STAT3, SOSI 5 12 0.00020 0.42
5 SIGNALING BY FGFR3 FUSIONS IN CANCER HRAS, KRAS, PIK3CA, SOS1 4 10 0.00384 0.40
6 SIGNALING BY FGFR4 IN DISEASE HRAS, KRAS, PIK3CA, SOS1 4 11 0.00520 0.36
7 CONSTITUTIVE SIGNALING BY EGFRVIII HRAS, KRAS, PIK3CA, SOS1, CBL 5 15 0.00050 0.33
] CONSTITUTIVE SIGNALING BY LIGAND RESPONSIVE HRAS, KRAS, NRAS, PIK3CA, SOSI, 6 19 0.00005 0.32
EGFR CANCER VARIANTS CBL ’ :
9 SIGNALING BY FLT3 ITD AND TKD MUTANTS HRAS, KRAS, PIK3CA, PTPN11, SOS1 5 16 0.00065 0.31
10 | SIGNALING BY KIT IN DISEASE Egﬁls KRAS, NRAS, PIK3CA, STATS, 6 20 0.00006 0.30
11 PROLONGED ERK ACTIVATION EVENTS f/{l;?)l;kIZIDINSZZO, MAP2KI, 4 14 0.01141 0.29
12 | ERYTHROPOIETIN ACTIVATES RAS HRAS, KRAS, NRAS, SOS1 4 14 0.01141 0.29
13 | TIE2 SIGNALING HRAS, KRAS, PIK3CA, PTPN11, SOS1 5 18 0.00106 0.28
BRAF, BRAP, HRAS, KRAS, MAP2K1,
14 | RAF ACTIVATION MAP2K2, NRAS, RAF1, SHOC2 9 34 0.00000 0.26
CBL, HRAS, KRAS, NRAS, PIK3CA,
15 FLT3 SIGNALING IN DISEASE PTPN11, SOSI 7 28 0.00001 0.25
16 | SIGNALING BY PDGFR IN DISEASE HRAS, KRAS, PIK3CA, SOS1, STAT3 5 20 0.00166 0.25
17 | SIGNALING BY ERBB2 ECD MUTANTS HRAS, KRAS, PIK3CA, SOS1 4 16 0.01781 0.25
HRAS, KRAS, PIK3CA, PTPNI11,
18 | DOWNSTREAM SIGNAL TRANSDUCTION RASAL, SOS1, STAT3 7 29 0.00002 0.24
19 | SIGNALING BY EGFR IN CANCER ggls‘l HRAS, KRAS, NRAS, PIK3CA, 6 25 0.00019 0.24
20 | SIGNALING BY NTRK2 TRKB HRAS, KRAS, NRAS, PIK3CA, 6 25 0.00019 0.24




4.3.  NIHF lliskili Proteinlerin Protein-Protein Etkilesim Aginin Belirlenmesi

FZA’lar ile NIHF iliskili proteinlerin birlikte gorev aldiklar1 biyolojik siiregler
belirlenebiliyor olsa da FZA sonuglar1t NIHF iligkili proteinlerin birbirleriyle yaptiklari
etkilesimler (PPE) hakkinda direkt bilgi saglamamaktadir. Bu nedenle NIHF iliskili sinyal
yolagini ortaya ¢ikarabilmek i¢in NIHF iligkili proteinlerin PPE ag1 belirlenmeye calisildi.
Bu amacla, STRING PPE veri tabanindaki verilerle NIHF iliskili PPE ag1 belirlenmeye
caligildi. NIHF listemizdeki 175 proteinden 113’iiniin yaptig1 229 baglantiy1 iceren PPE ag1
belirlendi (Sekil 6). Bu proteinlerden ise 89 tanesinin 211 baglantiyla tek bir ag olusturdugu
goriildii. Agda bulunan proteinlerden merkezi konumda olanlar1 belirleyebilmek igin
CentiScaPe eklentisi kullanildi. Merkezilik oOl¢iitlerinden Arasindalik ve Derece olgiitii
secildi. Her bir proteinin ve agin ortalama skorlar1 bu kriterlere gore tespit edildi. Bunun
sonucunda agin ortalama Arasindalik degerinin 358.2 oldugu ve Derece degerinin ise 4.05
oldugu belirlendi (Sekil 7). Buna gore, listemizdeki proteinlerin 10 tanesinin sadece
Arasindalik 6l¢iitiine gore, 19 tanesinin sadece Derece Slgiitiine gore 12 tanesinin ise her iki
Olclite gore ortalama degerin lizerinde olduklar1 (Tablo 7°de “Kalin” olarak verilmistir) yani
merkezi konumda olduklar1 belirlendi. Bu verilere dayanarak hem Arasindalik hem de
Derece bakimindan ortalamanin iistiinde olan proteinler agda kirmizi renkle, Ol¢iitlerden
sadece birine ortalamanin {istiinde olanlar ise sar1 renkle gdsterildi (Sekil 6 ve 7). Bunun yani
sira, Cytoscape programi vasitasiyla NIHF genlerinin belirlenmis olan varyasyon sayilarina
ile proteinlerin sekil igerisindeki boyutlar1 orantili olarak degistirildi. Zenginlesme
sonuclariyla olusturulan PPE aginin sonuglari arasinda uyumu gozleyebilmek amaciyla GO,
KEGG, Reactome ve Wikipathways sonuclarindaki terimlerde yer alan proteinler PPE
agindaki proteinlerle eslestirildi. Bunun sonucunda Lizozom, Ras/MAPK Pathway ve Kas
kasilmasi olarak ti¢ ayr1 grup oldugu tespit edildi (Sekil 6). Bu gruplar PPE ag1 lizerinde arka

planlar1 renklendirilerek gosterildi.
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Tablo 7. Arasindalik ve Derece Merkezilik Skorlarindan en az biri ortalamanin tistiinde olan
proteinlerin skorlari

Say1| Genler | Arasindalik | Derece| |Say1| Genler | Arasindalik |Derece
1 | STAT3 3431.1 9.0 22 | CCBEIl 510.0 2.0
2 | RPS19 2190.0 5.0 23 | LZTR1 353.1 6.0
3 | RPL11 1710.0 5.0 24 | TPMI 316.0 5.0
4 | ACTB 1682.1 7.0 25 |MAP2K1 310.2 14.0
5 | ACTAIL 1649.3 11.0 26 | SOSI 236.3 13.0
6 |PIK3CA| 1516.0 18.0 27 | RAPSN 193.6 7.0
7 | GLBI 1162.0 7.0 28 |CHRNAI 178.5 6.0
8 FLT4 1006.5 5.0 29 | SHOC2 168.8 12.0
9 | HRAS 797.0 19.0 30 | MUSK 145.2 5.0
10 | KRAS 566.2 17.0 31 | BRAF 1314 11.0
11 |PTPNI11 513.2 13.0 32 | NRAS 110.2 15.0
12 | CDC42 459.8 8.0 33 | MAP2K2 104.4 12.0
13 | FOXP3 3394.0 3.0 34 NEB 96.8 5.0
14 | GATAI 3150.0 4.0 35 |[MYBPC3 31.0 5.0
15 | IKZF1 3072.0 2.0 36 CBL 27.4 6.0
16 | HBB 2520.0 3.0 37 | RAFI1 26.2 13.0
17 | PKLR 1458.0 4.0 38 | RRAS2 18.8 9.0
18 | GUSB 1280.0 2.0 39 | RASAIL 18.1 6.0
19 | HBA2 1136.0 3.0 40 | BRAP 1.1 6.0

20 | HBA1 1136.0 3.0 41 | CHRND 1.0 5.0
21 | ENPPI 514.0 4.0

4.4. NIHF Hiicre Sinyal Yolaginin Belirlenmesi

NIHF’nin molekiiler mekanizmasini daha iyi aydinlatabilmek amaciyla bir diger
sistem biyolojisi uygulamasi olan hiicre sinyal yolag1 haritasi olusturma c¢aligmasi yapildi.
Bu dogrultuda KEGG ve Wikipathways gibi veri tabanlari ve bu veri tabanlarina heniiz
girmemis olan yeni literatiir verileri dikkate alinarak PathVisio programiyla NIHF iligkili
sinyal yolagi olusturulmustur (Sekil 8) (ilgili referanslar Ek 3’te verilmistir). Ayrica PPE
aginda gosterilen baglantilar yolak tizerinde “STRING PPE” olarak ifade edilerek, farkli bir
renk ile gosterilmistir. NIHF iligkili genler Tablo 1’den faydalanarak varyasyon sayilarina

gore renklendirilmistir.

Bu sonuglar dogrultusunda, NIHF iliskili genlerden kodlanan 33 proteinin (%18.9)
FLT4/Ras/MAPK Yolaginda, 36 proteinin (%20.1) Ca** Sinyal Yolagi’nda, 24 proteinin
(%13.7) ¢ekirdekte, 11 proteinin (%6.3) sil yapisinda, 58 proteinin (%33.1) biyoenerjetik ve
metabolizma alt yolaginda ve 13 proteinin (%7.4) ise hakkinda yeterli fonksiyonel bilgiler

bulunmamasi1 nedeniyle diger proteinlerle iligkisiz olarak yolakta yer aldiklari goriildi.
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Biyoenerjetik ve metabolizma alt yolaginda yer alan 58 proteinden, 11 tanesinin (%18.9)
lizozomda, 10 tanesinin (%17.2) mitokondride, 7 tanesinin (%12) golgide, 8 tanesinin
(%13.7) endoplazmik retikulumda (ER’de), 4 tanesinin (%6) ribozomda, 2 tanesinin (%3)
peroksizomda, 2 tanesinin (%3) hiicre zarinda ve 14 tanesinin (%24) ise sitoplazmada

bulunmaktadir.
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Sekil 8. NIHF ile iliskili hiicre sinyal yolagi. NIHF iligkili proteinlerin bilinen fonksiyonlari, protein etkilesimleri, hiicre igindeki

lokalizasyonlari, yolak veri tabanlarindaki veriler ve literatiir verileri géz oniinde bulundurularak NIHF iliskili hiicre sinyal yolagi
olusturulmustur. Fonksiyonlarina ve lokalizasyonlarina gore birbirleriyle daha yakindan iligkili olan proteinler bir ile alt1 arasinda
numaralandirilan ve farkli zemin renklerine boyanan alt1 alt gruba ayrilmislardir. NIHF iligkili sinyal yolagi A3 kagidi boyutunda
Ek 2’de, yolagin hazirlanmasina dayanak olusturan kaynaklar Ek 3’te sunulmustur.

Tablo 8. NIHF sinyal yolagina gére NIHF nin potansiyel alt gruplari

No

Alt Gruplar Gene Sayisi Yiizdesi Gen Sembolleri

ADAMTS3, AMERI1, BRAF, BRAP, CBL, CCBE1, DMPK, EPHB4, FCRL4, FLT4, HRAS, INPPLI1,
FLT4/Ras/MAPK Yolag1 33 %18.86 KIDINS220, KRAS, LZTR1, MEK1, MEK2, NRAS, PIK3CA, PPP3CA, PRKAG2 PRPF19, PTPNI11,
RAF1, RASAL, RIT1, RRAS2, SHOC2, SMAD6, SOS1, STAT3, THSD1, TSC2

ACTA1, ACTB, ATP11C, ALPL, CALCRL, CDC42, CHRNA1, CHRND, CHRNG, COL2A1, DOK7,
DUOXA1, FZD6, GRIN2B, HSPB1, ITGA9, ITPR1, KLHIL40, LAMB2, LMOD3, MUSK, MYBPC3,
MYBPHL, MYH3, MYH7, MYOMI1, NEB, NEXN, PIEZO1, PRF1, RAPSN, RYR1, SCN5A, SPTB,
TPM1, UNC13D

Ca*? Sinyal Yolag 36 %20.57

AARS2, ACAD9, AHCY, ALGI, ALGS8, ALGY, ASAHI1, CANT1, COG6, CTSA, CYP11A1l, ENPPI1,
FKTN, FLVCR2, GAA, GALNS, GALNT14, GBA, GBE1, GLB1, GUSB, HADHB, HBA1, HBA2, HBB,
Biyoenerjitik ve Metabolizma 58 %33.14 KCTD1, LARS2, MGAT2, MMACHC, MRPS16, MRPS22, MVK, MYRF, NDUFB10, NEU1, NMNAT?2,
NPC1, PEX3, PHGDH, PIGC, PIGN, PKLR, PMM?2, PSATI1, RARS2, RPL11, RPL15, RPL3L, RPS19,
SEC23B, SGPL1, SLC17A5, SLC26A2, SLC30AS5, SMUF1, TALDO1, UBQLN4, UROS

Sil Tliskili Proteinler 11 %6.29 BICD2, DNAH14, DNAH9, DYNC2H]1, IFT122, INVS, KIAA(0586, NEK9, PKDI1L1, TAPT1, WDR35

ALPK3, ASCC1, CDANI, E2F4, ERCCS, FENI1, FOXC2, FOXP3, GATA1l, GATA2, GATAS, GLEI,

Niikleer Proteinler 24 %13.71 GRIP1, IKZF1, KAT6B, KLF1, KMT2D, MED13L, NIPBL, REWD3, SOX18, SUZ12, TAZ, TBXS,

ATP1A2, GDF2, KIAA1109, KIAA1328, KRIT1, LBR, MOCS3, MYSM1, PROC, SERPINA11, SVOPL,

Diger 13 %7.43 UBNI, WDRS!1




5. TARTISMA ve SONUC

HF, antenatal ve neonatal donemde goriilebilen ve deri alt1, akciger zar1 (plevra), kalp
zarn (perikard) ve karin zar1 (periton) bosluklarindan en az ikisinde asir1 sivi birikimiyle
karakterize 6liimciil bir patolojidir (3). HF ile iliskili bilimsel literatiir verilerinin hangi tarihe
kadar uzandigini arastirdigimizda, ilk olarak 1892 yilinda fetal hastaliklar ve deformiteler
tizerine yazilmis bir kitapta HF bulgularinin betimlendigi fetiislerden bahsedildigini gordiik
(290). HF’nin bu tarihten de once siklikla gozlendigi ama kayit altina alinmamis olmasi
kuvvetle muhtemeldir. HF, etnik kokenden bagimsiz olarak tiim toplumlarda oldukc¢a yaygin
olarak goriilen ve mortalite oran1 yiiksek olan bir patolojidir. HF nin bu 6zellikleri bilim
insanlariin dikkatini ¢ekmis ve ilk etapta eritroblastosis fetalis ile olan iligkisi lizerinde
yogun c¢alismalar yapilmistir. Bu calismalarin  verilerinin ~ degerlendirilmesiyle
belirleyebildigimiz kadariyla ilk defa 1943 yilinda yayimlanan bir derlemede HF’nin
eritroblastosis fetalis ile iliskili olan HF (su an gegerli olan adiyla immiin HF) ve iligkili
olmayan HF (bagisiklik yanit1 disinda gelisen HF yani NIHF) olmak {iizere iki alt gruba
ayrilarak tibbi pratikte ele alinmasi onerilmistir (12). Bunun ardindan ¢ok kisa denebilecek
bir siire i¢inde IHF nin temelde Rh alloimmiinizasyonu nedeniyle ortaya ¢iktig1 tespit edilip,
IHF’ nin molekiiler mekanizmasi aydinlatilmigtir. Rh alloimmiinizasyonu, eritrositlerinin
ylzeyinde Rh faktoriinii tasimayan (Rh negatif) annelerin Rh pozitif fetiise gebe olmalari
durumunda annenin bagisiklik sisteminin fetiisiin eritrositlerine karsi reaksiyon gostererek,
eritrositleri par¢alamasina verilen addir. Rh alloimmiinizasyonu nedeniyle fetal eritrositlerin
parcalanmasi sonrasinda kan ve lenf damarlarindaki normal kompozisyon bozulmakta ve
fetiisiin ser6z bosluklarinda yogun sivi birikimleri gozlenmektedir. Hastaligin molekiiler
mekanizmasiin belirlenmesi, HF nin ve o6zellikle de THF’nin sik goriilen 6liimciil bir
patoloji olmasini nedenine de aciklik getirmektedir. IHF’nin molekiiler mekanizmasinin
aydmlatilmis olmasi, tedaviye yonelik molekiiler hedefin (annenin anti-Rh antikorlari)
belirlenmesi ve uygun tedavinin gelistirilebilecegi teknolojik yeterliliklerin o donemde
bulunmasi sayesinde kisa bir zaman iginde IHF tanili bireylerde annenin anti-Rh
antikorlarina baglanip onlar1 etkisiz hale getiren antikorlarin kullanimma dayali tedavi
yontemi gelistirilmistir (15, 291). 1960’11 yillarda gelistirilen bu yontem, giiniimiizde de hala
fetal donemde IHF tanili fetiislerin tedavisinde kullaniliyor olup, bu sayede IHF’ye bagl
oliimler neredeyse ortadan kalkmis durumdadir. Ote yandan NIHF nin ise giiniimiizde hala
molekiiler mekanizmasi bilinmemekte olup, NIHF’ye 6zgii olarak uygulanan bir tedavi

yontemi bulunmamaktadir.
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NIHF’nin goriilme siklifi ve mortalite oranlar1 farkli {ilkelerde ve merkezlerde
yapilan ¢aligmalarda degiskenlik gostermekle birlikte NIHF nin goriilme sikliginin 1/1,700-
3,000 mortalite oraninin ise %50-98 araliklarinda oldugu rapor edilmistir (3, 4, 22-26).
NIHF, en erken gebeligin 10-16. haftalarinda belirlenebilmekte olup, NIHF’li fetiislerin
gelisimlerinde agir anormallikler olmasi ve NIHF’li gebeligin siirdiiriilmesinin fetiisiin
yaninda annenin yasamini da tehdit edebilmesi nedeniyle NIHF belirlenen gebeliklerin tibbi
miidahaleyle sonlandirilmasi tavsiye edilmektedir (14). Kendiliginden sonlanmayan veya
tibbi miidahaleyle sonlandirilmayan NIHF li gebeliklerin yaklasik yarist canli dogabilmekte,
ama NIHF’li yenidoganlarin yaridan fazlasi erken yenidogan donemde yasamlarini
yitirmektedir (3, 4, 14). NIHF, gebeliklerde nadiren tek basina gozlenebilmekte, NIHF
bulgulu fetiislerde siklikla baska hastaliklar ve patolojiler de tespit edilmektedir (3, 4, 14,
26). NIHF’nin ¢ok sayida farkli patolojiyle birlikte gozlenebilmesi nedeniyle, Amerikan
Maternal-Fetal Tip Toplulugu (SMFM), NIHF’nin ve siklikla NIHF’ye eslik eden
durumlarin degerlendirilmesi ve NIHF’nin yonetilmesi hususunda bir klinik rehber
hazirlamistir (3). Buna gore NIHF, ultrasonografiyle fetiiste yaygin deri alti 6dem (5
mm’den fazla deri kalinlig1), plevral eflizyonlar (akcier zar1 altinda sivi birikmesi),
perikardiyal eflizyonlar (kalp zar1 altinda siv1 birikmesi) ve asit (ascites) (karin boslugunu
saran periton zar1 altinda s1vi1 birikmesi) durumlarindan en az ikisinin belirlendigi ve IHF nin
dislandigr durum olarak tanimlanmaktadir. Ayrica ultrason muayenelerinde NIHF
bulgularina siklikla plasenta kalinlagmasi, polihidramniyoz (amniyon sivisinin normalden
fazla olmasi) ve kistik higromanin (en sik olarak boyun bdlgesindeki lenf bezleri olmak
tizere lenf bezlerinde s1v1 birikmesi) da belirlenebildigi ama bu bulgularin NIHF tanisinin
koyulmasinda kullanilan esas bulgular arasinda yer almadigi belirtilmistir (3). NIHF nin ¢ok
sayida farkli patolojiyle birlikte gozlenebilmesinin ve NIHF’nin molekiiler
etiyopatogenezinin aydinlatilamamig olmasinin neden oldugu bir diger sonug, NIHF ’nin tek
basina bir tan1 olarak degil, bir bulgu veya bir¢ok farkli hastaligin ilerlemesiyle ortaya ¢ikan
nihai bir durum oldugu goriisiinlin yerlesmis olmasidir. Bugiin hala OMIM’de NIHF
(#236750) bu sekilde tanimlanmaktadir. Molekiiler genetik, molekiiler biyoloji, prenatal tani
yontemleri, DNA dizileme ve biyoenformatik alanlarinda son yillarda yasanan hizl
tyilesmelerle birlikte ¢ok sayida farkli tek gen mutasyonlarinin NIHF’ye neden oldugunu
ortaya koyan c¢ok sayida ¢alisma yayimlanmistir. Bu gelismeler diger bir¢ok hastaligin tan
ve tedavilerinde iyilesmeler yasanmasina katki saglamig olmasina ragmen, NIHF’nin

bilimsel literatiiriine kazandirilan bilgiler degerlendirilerek NIHF tan1 ve tedavisinde
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ilerleme saglama diizeyi sinirli kalmistir. Bu durumun baslica nedeni NIHF arastirma
alaninda elde edilen bulgularin kanita dayali ve sistematik bir yaklasimla diizenlenip analiz

edilmemis olmasidir. Bu tez ¢alismasinin temel amaci bu eksikligi gidermektir.

NIHF nin bilimsel literatiiriinde ¢ok sayida farkli monogenik mutasyonun NIHF’ye
neden oldugu belirtilmekle birlikte bu genlerin ve mutasyonlarin kanita dayali listesi uzun
yillardir giderilmesi gereken bir eksiklik durumundaydi. Bu nedenle, tez c¢alismasi
kapsaminda ilk olarak NIHF’nin literatiiriindeki verileri kanita dayali olarak derleyerek
monogenik genetik etiyolojisini ortaya ¢gikarmak istedik. Calismamizi yaptigimiz siralarda
bilimsel literatiirdeki bu eksikligi giderme amaciyla yayimlanan ¢esitli yayimlar ¢ikmis olsa
da bu yayinlardaki gen listelerinin birbirleriyle ¢elistiklerini ve kanita dayali olmayan, keyfi
kriterler uygulanarak listede olmasi gereken bazi genlerin bulunmayip NIHF ile iliskili
olduguna dair veri bulunmayan genlerin listelere eklendigini gérdiik. NIHF’nin bilimsel
literatiiriinii derleyerek hazirladigimiz NIHF iliskili tek gen mutasyonlarinin listesi Tablo
1’de sunulmustur. Buna gore 175 farkli gendeki toplam 415 farkli tek gen mutasyonunun
NIHF olusumuyla iliskilendirildigini belirledik. Bu genler arasinda en fazla sayida farkl
mutasyonun NIHF ile iliskilendirilmis olmas1 nedeniyle 6ne ¢ikan ilk 10 gen sirasiyla 24
farkli mutasyonla PTPNI1, 21 farkli mutasyonla PIEZOI, 14 farkli mutasyonla GUSB,
dokuz farkli mutasyonla PMM?2, sekizer farkli mutasyonla RITI ve RYRI, yediser farkl
mutasyonla FLT4 ve FOXP3 ve altisar farkli mutasyonla RAPSN ve SLC17A5°tir (Sekil 2).
Gilinlimiizde mevcut olup, dogru gen listesine dayali olarak hazirlanmayan NIHF hedefli
yeni nesil DNA dizileme panelleri yerine, Tablo 1’deki verilere dayali olarak tani basarisi
daha yiiksek olan yeni panellerin hazirlanabilecegini, tespit edilen varyasyon verilerinin
yorumlanmasinda bir bagvuru kaynagi gorevi gorecegini ve bu yolla NIHF tani siirecinde
lyilestirmeler saglayacagi diisliniyoruz. Ek olarak, ailede NIHF olusumuna neden olan
mutasyonun belirlenmesi sayesinde ailelerin pre-implantasyon genetik tani yontemini
kullanarak mutasyon tasimayan embriyolarla saglikli ¢ocuk sahibi olabilmelerine katki
saglayacagini degerlendirmekteyiz. Bu yonleriyle Tablo 1’de sunulan verilerin tiim diinyada
Tibbi Genetik, Kadin Hastaliklar1 ve Dogum, Cocuk Hastaliklari, Embriyoloji ve
Biyoteknoloji alanlarinda direkt kullanilabilir nitelikte onemli bir eksikligi giderecegini

diisiiniiyoruz.

NIHF’nin etiyolojisinde birka¢ tane gen yer almayip 175 farkli gendeki

mutasyonlarin tek bagina ayn1 fenotipin ortaya ¢ikmasina neden olan fonksiyonel etkilerinin
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olmasi1 NIHF’nin molekiiler mekanizmasinin uzun yillardir anlagilamamis olmasinin énemli
sebeplerinden biri oldugu degerlendirilmektedir. Yeni nesil DNA dizileme ve analiz
yontemlerinin yayginlagsmasi ve yiiksek mortalite oran1 nedeniyle NIHF’ nin acilen ¢6ziim
bekleyen 6nemli bir 6liim nedeni olmasi sebebiyle yapilan yeni ¢aligsmalarla yeni genlerin
ve mutasyonlarin belirlenecegini ve bu listenin zaman icinde yenilenmesi gerektigini
ongoriiyoruz. Bununla birlikte, bu tarthe kadar elde edilen bilgileri derleyerek
olusturdugumuz listeyi kullanarak tez ¢alismasinda uzun yillardir NIHF alaninda sorulan bir
soruya farkli bir yontemle cevap aradik. Halen OMIM de dahil bir¢ok kaynakta NIHF
hakkindaki giincel degerlendirme NIHF’nin baska hastaliklar nedeniyle ortaya ¢ikan bir
durum oldugu ve bu nedenle NIHF’li bireylerde siklikla birgok farkli organi ve sistemi
etkileyen patolojiler gozlendigi seklindedir. Bu nedenle NIHF literatiiriinde yer alan
yaymlarin ¢ogunlugunda farkli NIHF popiilasyonlarinda NIHF ile birlikte gézlenen diger
patoloji gruplarinin (kardiyovaskiiler anomaliler, hematolojik sorunlar, metabolik kusurlar
vd.) ylizdeleri sunulmustur. Bu tez ¢calismasiyla, Tablo 1’de sunulan NIHF iligkili genlerin
neden oldugu bilinen ve OMIM’de dizinlenen diger tiim genetik hastaliklar1 listeleyip bu
hastaliklarin etkiledikleri sistemleri géz 6niinde bulundurarak NIHF iliskili hastaliklarin
genetik temelli gruplandirmasini yaptik (Tablo 2, Sekil 3, Sekil 4). SMFM’nin NIHF iliskili
patolojilerden, monogenik temelli olmayan kromozomal anomalilerini, enfeksiyonlar1 ve
ikizden ikize transfiizyonu g6z ardi ederek diger dagilim verileri ile bizim elde ettigimiz
genetik hastaliklar temelli dagilim verilerimiz birlikte degerlendirilirse, SMFM NIHF’li
hastalarda en sik olarak goriilen ilk ii¢ sorunun sirasiyla %17-35 oraninda kardiyovaskiiler,
%4-12 oraninda hematolojik sorunlar ve %6 oraninda torasik sorunlar oldugu belirtirken
bizim yaklasimimizla ilk ii¢ sirada sirasiyla metabolik sorunlar (%19.4), sendromik sorunlar
(%16) ve néromuskiiler sorunlar (%12.6) bulundugu ve iki dagilimin birbirleriyle biiyiik bir
uyusmazlik gosterdigi goriilmiistiir (Tablo 2, Sekil 3, Sekil 4) (3). NIHF nin etiyolojisinin
derlendigi caligmalarda uzun yillardir gézlenen patolojilere dayali dagilim grafiklerinin
NIHF’nin etiyopatogenezinin aydinlatilmasina simirli  katki  yaptigi g6z Oniinde
bulundurulursa, NIHF etiyolojisindeki genlerin etkiledikleri bilinen sistemleri temel alarak
hazirladigimiz dagilimin dikkate almaya degebilecek bir veri oldugunu diisiiniiyoruz. Buna
gore Tablo 1°deki, Sekil 3’deki ve Sekil 4°teki veriler daha ayrintili olarak incelendiginde,
NIHF’ nin genetik etiyolojisinde yer alan 175 genden 34’{iniin ¢esitli metabolik kusurlarla
neden oldugu bilinen genler olduklar1 goriilmektedir. 28 genin ise viicudun bir¢ok farkli

yerinde anormallikler ortaya ¢ikmasina neden olan ¢esitli sendromik hastaliklara neden
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olduklar1 ve bunlarin yarisinin (14 gen) Rasopatiler adi verilen tek bir sendromik hastalik
grubuna ait olmalar1 Ras/MAPK sinyal yolaginin NIHF’de 6nemli bir yolak olduguna isaret
etmektedir. Genlerden 22’sinin ¢esitli ndromuskiiler hastaliklarla iliskili olmasi dikkat ¢ekici
diger bulgulardan biridir; ¢iinkii NIHF iliskili patolojilerin siniflandirildigi calismalarda,
biiyiik ihtimalle 6zel testler uygulamadan gozlenmesinin zor olmasi nedeniyle, NIHF’li
bireylerdeki kas sorunlarindan hemen hemen hi¢ bahsedilmemektedir. Listemizdeki
genlerden 18’indeki mutasyonlarin hematolojik sorunlara neden oldugu biliniyor olup, uzun
yillardir NIHF literatiiriinde sikga bahsedildigi gibi NIHF ile iliskili en 6nemli hematolojik
sorun anemidir (16 gen). Ote yandan, anemilerin NIHF ye neden oldugundan sikga tartisilan
bir husus olmasina ragmen bizim verilerimiz anemilerin NIHF’lerin %10.3 kadarina eslik
edebilecegine isaret etmektedir. Dagilim grafigimizde dikkati ¢eken bir diger ilging bulgu
NIHF ile birlikte en sik olarak goriildiigii rapor edilen patoloji grubu olan kardiyovaskiiler
sorunlara yol acan genlerin sayisinin 17 olmasi ve bu durumun kardiyovaskiiler sorunlarin
NIHF etiyolojisindeki paymin %9.7 olduguna isaret etmesidir. Listemizdeki 175 genden
19’u (%10.9) ise daha onceden baska bir genetik hastalikla iligkilendirilmemistir. Sonug
olarak, NIHF’nin genetik etiyolojisindeki genlerin daha 6nceden iliskilendirildikleri genetik
hastaliklarda etkiledikleri bilinen organlara ve sistemlere dayali olarak hazirladigimiz
dagilim verilerinin NIHF’nin genetik temelli olarak farkli bir bakis acisiyla ele
almabilmesini  saglayacak  0zgiin  veriler sunmast acisindan Onem  tasidig

degerlendirilmektedir.

NIHF’nin genetik etiyolojisinde 175 genin bulundugunu ve bu genlerdeki fonksiyon
bozukluklarinin gelisim sirasinda viicudun birgok farkli sistemlerindeki mekanizmalari
etkileyebildigini ortaya koyan bulgularimiz NIHF’nin molekiiler etiyopatogenezinin
olduk¢a karmasik olduguna isaret etmektedir. Bununla birlikte, 175 farkli gendeki
mutasyonlarin ayni fenotip bulgusuna neden oluyor olmasi ise bize aslinda NIHF olusumuna
neden olan temel bir mekanizmanin olabilecegini diislindiirmiistiir. Sistem biyolojisi
biyoenformatik analiz yaklagimlarinin kanser tipleri, otizm ve kardiyovaskiiler hastaliklar
gibi etiyolojisinde ¢ok sayida genin yer aldig1 hastaliklarin mekanizmalarinin anlagilmasina
yaptig1 katkilar1 dikkate alarak bu tez calismasinda NIHF etiyopatogenezinde rol oynayan
baslica mekanizmalari belirleyebilmek i¢in bu yaklasimlar uygulanmistir. NIHF iliskili 175
genin kodladiklar1 proteinler hakkinda daha 6nceden yapilmis olan ¢alismalarla elde edilen
verilere dayali olarak yapilan FZA analizlerimizle KEGG, Wikipathways ve Reactome veri

tabanlarindaki bilgilere gore en ¢ok zenginlesen ilk 20 terimden KEGG veri tabaninda

73



15’inin (%75), Wikipathways veri tabaninda 18’inin (%90’1n1n) ve Reactome veri tabaninda
20’sinin (%100) direkt Ras/MAPK sinyal yolag: ile iligkili mekanizmalar olmasi NIHF
olusumunda Ras/MAPK sinyal yolagimin aktivitesinin 6nde gelen roliiniin olduguna isaret
etmektedir (Sekil 5, Tablo 4-6). Ote yandan GO veri tabanindaki verilere gére Ras/MAPK
sinyal yolagi ile iligkili higbir terimin ilk 20 terimlik listede yer almayip GO veri setinde en
cok zenginlesen terimlerin 13 terimle (%65) kas kasilmasiyla iligkili terimler olmasi dikkat
cekicidir (Sekil 5, Tablo 3). Bu farkliligin temel nedeninin GO veri setinde Ras/MAPK ve
onunla iligkili terimlerin daha ¢ok gen iceren setler olmasi sebebiyle gen orani degerinin
diger veri setlerine kiyasla daha diisiik olmas1 ve GO veri setinin diger veri setlerine kiyasla
daha ayrmtili molekiiler mekanizmalar1 yansitan az sayida gen iceren terimlerce zengin
olmas1 oldugu degerlendirilmektedir. Bu nedenle KEGG, Wikipathways ve Reactome veri
tabanlarindaki terimler daha genel mekanizmalar: terimlestirerek NIHF de rol oynayan en
dikkat ¢ekici ana mekanizmay1 belirlememize katki saglarken, GO veri tabanindaki daha
ayrintili terim yapisi ise diger veri tabanlarindan farkli olarak kas kasilmasi siireglerindeki
mekanizmalarin belirlenmesine katki sagladigi degerlendirilmektedir. Nitekim kas kasilmasi
stiregleriyle ilgili terimler KEGG ve Reactome’da yer almazken, Wikipathways’te bir (%5)
terim kas kasilmasi mekanizmalariyla iligkilidir. Ras/MAPK ve kas kasilmasi
mekanizmalarinin ardindan iigiincii sirada en ¢ok terimle zenginlesen mekanizma lizozom
ile ilgili stirecler olmustur. Lizozom ile ilgili terimler GO ve KEGG veri setlerinde en ¢ok
zenginlesen ilk 20 terimden ikisini (%10), Wikipathways veri setinde ise birini (%)5)
olusturmaktadir. Bu bulgulara gére FZA sonuglarimiz, NIHF olusumuna yol agan molekiiler
mekanizmada en 6nemli rol oynayan ilk ii¢ mekanizmanin Ras/MAPK sinyal yolagi, kas
kasilmasi ile iligkili mekanizmalar ve lizozom organeliyle ilgili biyolojik siirecler olduguna
isaret etmektedir. Bu sonuclar1 elde ettigimiz donemde, saglik alaninda en 6nde gelen
dergilerden biri olan New England Journal Of Medicine dergisinde NIHF tanil1 127 fetiisiin
DNA’lar1 kullanilarak ekzom dizileme ve analiz calismasiyla fetiislerin %29’unda
Ras/MAPK sinyal yolaginda rol oynadigi bilinen genlerde (Rasopati iliskili genlerde)
mutasyon belirlendigi rapor edilmistir (32). NIHF tanili fetiislerin {i¢te birinde hastalikla
iligkili varyasyon olarak Ras/MAPK yolagindaki mutasyonlarin belirlenmesi bilimsel
literatiirde NIHF ile Ras/MAPK sinyal yolagini ilk kez iliskilendirilen ¢alisma olmasinin
onemi bu caligmanin saglik alaninda onde gelen bir dergide yayimlanmasinin baslica
sebebidir. Bununla birlikte bu yayin, tez ¢calismamizdaki bulgularimizin giivenilirligini de

desteklemektedir. Ote yandan, bu tez aligmasiyla NIHF nin genetik etiyolojisini olusturan
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175 genden 14’linilin (%8&’inin) Rasopati grubu hastaliklara neden oldugunu belirlerken;
Sparks vd. 2020 yayminda NIHF hastalarinin %29’unda Rasopatilerle iligkili genlerdeki
mutasyonlar1 NIHF ile iligkilendirilmistir (32). Bu tez ¢calismasiyla birlikte tiim diinyadaki
farkli gruplarin yayinlarindaki verileri derleyerek belirli bir bdlgedeki hasta grubunun
genetik ozellikleriyle sinirli kalinmamasi sayesinde gercek dagilima daha yakin veriler elde
etmemiz ve tez ¢aligmamizda SMFM’nin NIHF tanisinin koyulmasi icin 6nerdigi sekilde
deri alt1 6dem, perfikardiyal efiizyon, plevral efiizyon ve asit bulgularindan en az ikisinin
goriildiigii ve IHF’nin dislandig1 vakalar1 NIHF olgusu olarak ele alarak gecerli tani
kriterlerine uymus olmamiz bu farkliligin ana sebeplerinden biridir. Buna ragmen Spark vd.
2020 yayininda ise bu bulgulardan sadece birinin goriildiigii veya tan1 kriterleri icinde yer
almayan kistik higroma veya ense kalinlig1 bulgularindan birinin tek basina gorildiigi
vakalar1 da NIHF’li olarak calismaya dahil ederek giincel bilimsel literatiirle ¢elisen bir
NIHF kohortu ile arastirma yapilmasi oldugunu diisiiniiyoruz. Ote yandan séz konusu yayin
saglik alanindaki en Onde gelen dergilerden birinde yayimlanmasi, Ras/MAPK sinyal
yolaginin NIHF etiyolojisiyle ilk kez iliskilendirilmesi ve tez calismamla elde edilen
bulgular1 desteklemesi yonleriyle literatiirde yer alan Onemli bir c¢aligma niteligi

tagimaktadir.

FZA verilerimizin NIHF nin molekiiler etiyopatogenezi hakkinda 6énemli ip uglari
saglamasina ragmen eger NIHF nin monogenik etiyolojisinde yer alan genler belirli bir
molekiiler mekanizmanin bilesenleri olan proteinleri kodluyorlarsa listemizdeki proteinlerin
bilinen etkilesimlerine dayali olarak bir PPE ag1 olusturabilirsek NIHF gelisiminde rol
oynayan kilit proteinlerin hangileri olduguna iliskin 6nemli veriler elde etmenin miimkiin
olabilecegi diisiiniildii. Bu amagla, STRING veri tabanindaki PPE verilerini kullanarak 175
genden kodlanan proteinlerin etkilesimler ag1 sorgulanip gorsellestirildi. Hazirlanan PPE
aginda 175 proteinden 113’{inlin birbirleriyle baglantili tek bir PPE ag1 olusturdugunu
gordiik (Sekil 6). Bu durum, listemizdeki tim proteinlerin birbirleriyle iligkili olabilme
ihtimalinin olduk¢a yiiksek oldugunu ancak mevcut 1slak laboratuvar g¢alismalarinin
sonuglarina gore tiim baglantilarin heniiz aydinlatilamamis olabilecegini diigiindiirmdistiir.
Bunun ardindan, agda fonksiyonel énem tasima potansiyelleri diger proteinlerden daha
yuksek olanlar1 6n plana c¢ikaracak iki temel yaklasim uygulanmistir. Bunlardan ilki,
proteinlerin daire biiyiikliiklerinin NIHF iligkili farkli mutasyon sayilariyla orantili olarak
cizilmesidir. ikinci yaklasim ise, bildigimiz kadarryla PPE ag gérsellerinde daha dnceden

uygulanmamig olan 6zgiin bir yaklagim olup PPE aginin ortalama merkezilik degerleri
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olarak dikkate alinan Derece ve Arasindalik kriterlerinden her ikisi bakimindan da
ortalamanin tstiinde degere sahip olan kirmizi renkli proteinler ilk sirada ve sadece bir
kritere gore ortalamanin iistiinde degere sahip olan sar1 renkli proteinler ise ikinci sirada
merkezi konumda proteinler olarak agda dikkat ¢ekecek sekilde gorsellestirilmesidir (Sekil
6, Sekil 7, Tablo 7). Bu yaklasimlara gore hazirlanan PPE aginda ilk bakista FZA
analizlerimizin sonuglariyla uyumlu olarak dort alt ag grubunun bulundugu goriilmektedir.
Bunlar Ras/MAPK yolagi, kas kasilmasi, lizozom ve tam olarak fonksiyonel bir grup adi
veremeyecegimiz igin diger olarak isimlendirilebilecek PPE alt gruplaridir. 24 farkh
mutasyonla en fazla sayida mutasyonu NIHF ile iliskilendirilmis olan genler arasinda yer
alan PTPNI11, PPE aginda da Ras/MAPK proteinleri arasinda 6nde gelen kilit konumdaki
bir protein olarak oncelikle dikkat ¢cekmektedir (Sekil 2 ve Sekil 6). Ayrica yedi farkl
mutasyonu NIHF ile iligkilendirilen FLT74 geninden kodlanan FLT4 proteini ve bes farkli
mutasyonu NIHF ile iliskilendirilen HRAS geninden kodlanan HRAS proteini de Ras/MAPK
kaskadi PPE alt grubunda bulunan 6nemli proteinler arasindadir. Daha az sayida mutasyonu
NIHF ile iliskilendirilmis olmasina ragmen yaptiklar1 PPE baglant1 sayilariyla Ras/MAPK
alt grubu proteinlerde 6ne c¢ikan diger proteinler ise KRAS, PIK3CA ve STAT3
proteinleridir. NIHF iligkili mutasyon sayilar1 bakiminda {giincli sirada yer alan GUSB
geninin kodladig1 protein, lizozom proteinlerinin yer aldigi etkilesim alt aginda yer
almaktadir. Her ne kadar GUSB geninde belirlenen mutasyon sayilar1 fazla olsa da PPE ag
verilerimize gore lizozom alt etkilesim grubunda merkezi konumda bulunan protein GLB1
proteinidir. Bununla birlikte GUSB, ACTB ile yaptigi etkilesim ile lizozom ve kas kasilmasi
alt gruplarin1 birbirlerine baglayan bir protein olarak agda onemli role sahip bir protein
konumundadir. PPE aginda dikkat ¢ceken diger alt gruplardan olan kas kasilmasi alt grubunda
NIHF iligkili mutasyon sayilarinin fazlaligi bakiminda ©6ne ¢ikan bir protein
bulunmamaktadir. Ote yandan, ACTB, CDC42 ve ACTA1 proteinlerinin agim biitiiniin bir
arada tutacak nitelikte yaptiklar1 etkilesimlerin kas kasilmasi siirecinin  NIHF nin
etiyopatogenezindeki dnemini vurgular nitelikte oldugu degerlendirilmektedir. Son olarak,
FZA bulgularimizla direkt uyusan bir biyolojik siirecteki proteinleri igermemesi nedeniyle
adlandiramadigimiz ve zeminini renklendirdigimiz bir PPE alt ag1 grubunun varligi da dikkat

¢ekmektedir.
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FZA ve PPE analizleriyle NIHF’nin molekiiler mekanizmasinda rol oynama
potansiyeli yiiksek olan biyolojik siiregler ve dnemli proteinler hakkinda veri elde edilmis
olmasma ragmen eldeki veriler {ist akim iiyeleri, alt akim tiyeleri, post translasyonel
modifikasyon degisimleri, bu degisimlerin aktiflestirici ve baskilayic1 etkileri gibi
mekanizmanin daha biitiinciil bir sekilde anlasilmasini saglayacak diizeyde degildi. Bu
nedenle tez calismasinin son asamasinda sinyal yolagi PPE agindaki baglantilar kullanarak
ana yolak olusturuldu ardindan veri tabanlarindaki ve bilimsel literatiirdeki verileri de
kullanarak NIHF olugsumuyla iligkili hiicre sinyal yolag: haritas1 tamamlanmistir. Bu yolag:
olustururken KEGG veya Wikipathways gibi hazir yolak veri tabanlarindaki yolaklardan
birini alip bu yolak tizerinde degisiklik yapilmasi yaklasimi uygulanmamistir. Bunun yerine
NIHF iligkili 175 genden kodlanan proteinlere iliskin KEGG ve Wikipathways veri
tabanlarindaki bilgiler ve bilimsel literatiirdeki verileri dikkate alinarak yeni ve 6zgiin bir
yolak insa edilmistir. Ek olarak, yolaktaki baglantilarin kurulmasini saglayan referanslar da

sekilde sunularak yolagin bilimsel giivenilirliginin artmasina katki saglanmistir (Sekil 8).

NIHF iliskili sinyal yolaginin sagladigi veriler incelendiginde ilk dikkati ¢eken sonug
NIHF etiyolojisindeki genlerden kodlanan proteinlerin tez ¢alismasina baslarken ileri
stirdliglimiiz gibi aslinda birbirleriyle iliskili bir mekanizmanin iiyeleri olduklarinin tek bir
gorselde goriinlir durumda olmasidir. Buna goére, NIHF olusumuyla iliskili biyolojik
mekanizma olduk¢a karmasik olmakla birlikte ortaya ¢ikarilan yolak haritasinin bu karmasik
biyolojik sistemin ¢oziimiinde oldukca biiylik katki saglayabilecek bir basvuru kaynagi

olmaya aday oldugunu degerlendirilmektedir.

Karmasik molekiiler mekanizmaya sahip hastaliklarin alt gruplara ayrilarak ele
alinmas1 durumunda kisiye 6zgii en dogru tedavi yaklasiminin uygulanabildigi ve bu sayede
daha yiiksek basar1 elde edilebildigi bilinmektedir. Kanser hastalarinin tedavisinde son
yillarda tiim kanser tiplerinde uygulanan genel gecer kemoterapi uygulamalarinin yapilmasi
yerine kanserin tipine, o tipe 6zgii alt gruplara ve hastanin genetik profiline spesifik tedavi
yaklagimlarinin uygulanmasi sayesinde tedavi basarisinin kayda deger bir sekilde artmasi bu
yaklagimin uygulamadaki gecerliligini destekleyen baslica kanit niteligindedir (292-294).
NIHF iliskili sinyal yolag1 dikkatli bir sekilde incelediginde, NIHF’nin aslinda sekilde
numaralarla ve farkli zemin renkleriyle belirtilen alt1 alt gruba ayrilabilecegi goriilmiistiir
(Sekil 8, Tablo 8). Bu alt gruplardan ilki, FZA ve PPE ag1 sonuglarinda da ilk sirada goze
carpan Ras/MAPK sinyal yolagi proteinlerinin olusturdugu alt gruptur. Bu alt grubun ligand:
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aktiflestiren proteinleri (ADAMTS3 ve CCBELl), reseptorii (FLT4 veya diger sembolii
VEGFR3), adaptor proteinleri (PTPN11 ve SOS1), ana elemanlar1 ve efektor proteinleri
(HRAS, KRAS, NRAS, RRAS2, RIT1, RAF1, BRAF, MEK1 ve MEK2) ve sinyal diizeyini
kontrol eden diger proteinleri (LZTR1, RASA1, SHOC2 vd.) iceren elemanlarinin NIHF ile
iligskilendirilmis oldugu goriilmiistir. Bu nedenle bu alt gruba reseptdriin de sembolii

eklenerek “FLT4/Ras/MAPK Yolag1” ad1 verilmistir.

Ras/MAPK sinyal yolagimi iist akimda aktiflestirebildigi bilinen bir¢ok farkl
reseptor arasindan FLT4’iin NIHF ile iligkilendirilmis olmasi NIHF iligkili alt grubun
spesifik bir mekanizmaya odaklanabilmesini saglamasi agisinda 6nemli bir bilgi saglamistir.
FLT4 geni, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptorii (VEGFR) ailesinden VEGFR3’1
kodlamaktadir. VEGFR’lardan VEGFR1 ve VEGFR2 esas olarak vaskiiler endotelde
yerlesirlerken VEGFR3 ise lenfatik endotelde lokalizedir (295). VEGFRI1, hematopoietik
onciil hiicrelerin yetistirilmesi ile monositlerin ve makrofajlarin gogiinde fonksiyon
gosterirken VEGFR2 esas olarak vaskiiler endotel hiicrelerde, VEGFR3 ise lenfendoteliyal
hiicrelerde islev gostermektedir (295). VEGFR’lar esas olarak homodimerler olarak
fonksiyon gostermektedirler (296). VEGFR’lara baglanan VEGF ligandlarindan A, B, C ve
D isminde dort tipinin bulundugu, VEGF-A ve VEGF-B’nin VEGFRI1 ve VEGFR2’ye
baglanirken VEGF-C ve VEGF-D’nin VEGFR3’e baglandig1 bilinmektedir (296). VEGFR1
ve VEGFR2 daha ¢ok kan endotel hiicrelerinde bulunan reseptorler olup VEGFR2, endotel
hiicrelerin filizlenmesi, biiylimesi ve bu yolla yeni kan damarlarinin olugsmasi siireglerini
yonetmektedir. VEGFR3 (FLT4) ise gelisimin erken asamalarinda énce hem kan hem lenf
endotel hiicrelerinde ifade olurken ilerleyen asamalarda sadece lenfatik endotel hiicrelerde
ifade olarak lenfatik endotel hiicrelerin ¢ogalmasini, gé¢iinii ve sag kalimini yoneten sinyalin
reseptorii olarak lenfanjiyogenezi ve lenf filizlenmesini yonetir (297, 298). FLT4 geni, yedi
farkli mutasyonla NIHF ile en fazla sayida mutasyonu iligkilendirilen genler arasinda yedinci
sirada yer alan onemli bir gen durumundadir. Buna ek olarak, VEGFR1, VEGFR2 ve
VEGFR3’ten sadece FLT4 (VEGFR3) NIHF ile iliskilendirilmis olup FLT4’iin
reseptorlerinden VEGF-C’nin inaktif durumdan aktif liganda doniismesini sagladig: bilinen
ADAMTS3 ve CCBEI proteinlerini kodlayan genlerde de NIHF iligkili mutasyonlar
belirlenmistir ve VEGF-C FLT4’e baglanarak reseptorii aktiflestirdiginde FLT4’iin
Ras/MAPK yolagini aktiflestirebildigi de bilinmektedir (299-301). Daha spesifik olarak ise,
lenf hiicrelerinde VEGF-C ile uyarilan FLT4’iin Ras/MAPK yolagin aktiflestirerek ERK

proteinlerini aktiflestirebildigi ve sinyalin lenf hiicrelerinde hiicre dongiisiinii durdurarak
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lenf filizlenmesini ve farklilagsmasini indiikledigi yakin zamanda belirlenmistir (302). Bu
veriler, endotel ve lenf damarlarinin saglikli bir sekilde gelismesi i¢cin FL.T4/Ras/MAPK
sinyalinin aktivitesinin son derece dnemli olduguna isaret etmektedir. Ayrica bu veriler,
VEGF-C/FLT4/Ras/MAPK  seklinde isleyen bir yolagin NIHF’nin molekiiler
etiyopatogenezinde islevi olan bir alt sinyal yolagi grubunu olusturduguna da isaret
etmektedir (Sekil 8). Lenf sisteminin temel gorevlerinden biri, hiicreleraras: alanda siv1 ve
protein gibi molekiilleri toplayarak bunlar1 kan dolasimina kazandirmaktir. Ayrica lenf
damarlarinin etrafini saran diiz ve ¢izgili kaslarin koordineli kasilmalartyla toplayici lenf
damarlarinda biriken sivi akisinin gergeklestigi bilinmektedir (303). VEGF-C/FLT4
etkilesiminin lenf damarlarinin gelisimini yonettigi ve NIHF nin prenatal donemde viicudun
cesitli bolgelerinde sivi birikimiyle karakterize oldugu bilgileri dikkate alindiginda
FLT4/Ras/MAPK sinyal yolaginin NIHF olusumunda kilit rol oynayan bir mekanizma
olabilecegi degerlendirilmektedir. Nitekim, NIHF hastalarinda lenf sistemiyle ilgili
patolojilerin gézlenmis olmasi ve lenf damarlariyla iliskili hastaliklarda rol oynadigi bilinen
genlerdeki mutasyonlarin NIHF ile iliskilendirilmesi nedeniyle NIHF etiyolojisinde lenf
sisteminin bozulmasinin 6nemli bir roliiniin olabilecegi uzun yillardir tartisilmaktadir (3, 25,
26). Ote yandan, ilk kez bu calismayla sistem bir yolak halinde aciga c¢ikarilarak
FLT4/Ras/MAPK yolaginin NIHF ile iligkili olduguna isaret eden veriler elde edilmesinin
onem tasidig1 degerlendirilmektedir. Bunlara ilaveten, FLT4 dahil VEGFR’larin ¢cok sayida
hastalikla iligkilendirilmis olmasi nedeniyle bu reseptorlerin aktivitelerini bloke edebilen
cok sayida kiigiik molekiil gelistirilmistir. FLT4’iin hiicre ylizeyinde bulunmasi, yolagin en
ist noktadan hedef alinabilmesi imkani tanimasina ve kii¢iik molekiillere ek olarak terapotik
antikorlarin ~ kullanimina imkan vermesinin de Onemli bir avantaj oldugu

degerlendirilmektedir (296, 304).

Ras/MAPK sinyal yolagi, sadece FLT4 tarafindan degil basta biiyiime faktori
reseptorleri olmak tiizere ¢ok sayida farkli hiicre ylizey reseptoriiniin aktiflesmesinin
ardindan uyarilan bir hiicre i¢i sinyal yolagidir (305). Ras sinyal yolagi, cok sayida farkli
hiicresel siireci etkileyebilen c¢esitli fonksiyonel rollere sahip olup kanonik yolak olan
Ras/MAPK yolaginin temel iglevi hiicre bilylimesinin ve ¢cogalmasinin uyarilmasidir (306).
Ras/MAPK sinyalinin aktivitesini artiran somatik mutasyonlar en sik olarak basta melanoma
(>%380), tiroid kanseri (%70) ve pankreas kanseri (>%60) vakalarinda goriilmekle birlikte
hemen hemen tiim kanser tiplerinde Ras/MAPK sinyal yolaginin asir1 aktif durumda

olmasina yol acan mutasyonlarin belirlendigi ve genel olarak kanser hastalarinin %19’ unda
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KRAS, HRAS veya NRAS genlerinde mutasyonlar belirlendigi rapor edilmektedir (307, 308).
Ras sinyal yolaginin kanser tiplerinin etiyolojisindeki énemli rolii nedeniyle bu yolaginin
bilesenlerinin, mekanizmasinin ve fonksiyonlarmin anlasilmasina ve tedavi amaciyla
hedeflenmesine yonelik ¢cok sayida arastirma yapilmistir. Bu arastirmalarin verilerine gore
Ras sinyal yolaginda aktiflesen hiicre yiizey reseptdriinden gelen sinyali alarak inaktif Ras
proteininin aktif hale doniismesi siirecine aracilik eden ve Ras proteinlerinin iist akiminda
bulunan 6nemli proteinler bulundugu belirlenmistir. Bu proteinlerden PTPN11 (diger adiyla
SHP2) ve SOS1 NIHF ile iligkilendirilmis olup, PTPN11 NIHF iliskili 24 farkli mutasyonla
en fazla sayida farkli mutasyonu NIHF iligkili gen olarak ayrica dikkati ¢cekmektedir (Sekil
1). Bu ozelligiyle PTPNI11, FLT4/Ras/MAPK alt grubunda dikkati ¢ekiyor olsa da NIHF
tedavisi icin PTPN11’in hedeflenmesi c¢ok etkili olabilecek bir yaklagim gibi
goriinmemektedir ¢linkii PTPN11’in yaptig1 adaptorliik islevini yapabilecek alternatif
proteinlerin  bulundugu (GRB2 gibi) bilinmektedir (309). Bu nedenle, PTPNI11’in
hedeflendigi bir tedavi yaklagiminin uygulanmasi durumunda alternatif proteinler {izerinden
sinyalin devam etmesi nedeniyle tedavinin ise yaramamasi séz konusu olabilir. Ote yandan
bu durum bir dezavantaj gibi goriinmekle birlikte ayn1 zamanda iyi bir avantaj da sagliyor
olabilir ¢linkii PTPN11’in hedeflenerek inhibe edilmesi durumunda sinyalin GRB2 gibi
alternatif bir adaptor proteinle devam edebiliyor olmasi sayesinde gelisim sirasinda
Ras/MAPK sinyalinin tamamen kapatilmayip kesintiye ugramamasi saglanarak saglikli
gelisim i¢in normalde olmasi gereken diizeyde sinyalle biyolojik siireglerin devam etmesi de
saglanabilir. Sonug olarak PTPNI1, en fazla sayida NIHF iligkili mutasyona sahip olmasi,
halihazirda PTPN11’1 spesifik olarak hedefleyen deneysel asamadaki inhibitor kiigiik
molekiillerin (RMC-4630, TNO155 ve PHPSI gibi) gelistirilmis olmast (310, 311), hiicre
disindaki sinyalin hiicre i¢ine ilk agamada iletildigi 6nemli bir asamada fonksiyon gostermesi
ve etkili bir sekilde inhibe edilmesi durumunda alternatif yollar iizerinden Ras/MAPK
sinyalinin bozulmayarak saglikli bireylerdekine benzer yolak aktivitesinin saglanmasi
olasiliginin bulunmasi gibi yonleriyle FLT4/Ras/MAPK yolag: iiyesi genlerden birinde
mutasyon tespit edilen bireylerin tedavisi amaciyla hedeflenebilecek ve iizerinde ¢alismaya

degebilecek one ¢ikan molekiillerden biridir.

FLT4/Ras/MAPK vyolaginda Ras proteinleri olarak kanonik Ras’lardan HRAS,
KRAS ve NRAS’1n ve diger Ras ailesi liyelerinden RRAS2’nin ve RIT1’in NIHF ile iliskili
mutasyonlarin rapor edildigi goriilmektedir (Sekil 8). Bunlardan RIT1’in NIHF iliskili

sekiz farkli mutasyonla en fazla sayida varyasyonu tanimlanan besinci protein, HRAS n ise
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bes farklt mutasyonla 11. siradaki protein olmalar1 dikkat c¢ekicidir (Sekil 2). Ras
proteinlerinin kanser hastaliklarinda siklikla mutasyona ugramasi ve aktif Ras proteininin
cok sayida farkli proteini etkileyerek yukaridan gelen sinyalin ¢ok ¢esitli yan yolaklarla
hiicre icinde farkli etkiler gosterebilmesi nedeniyle Ras proteinlerini inhibe edici bir¢ok
farklr yaklagim (kiigiik molekiil inhibitorleri ve proteazomal pargalanmaya ydnlendirici
kimerik proteinler gibi) arastirilmistir (312). Bu yaklasimlar potansiyel olarak NIHF
tedavisinde arastirilma potansiyeli tasimakla birlikte mevcut bilgilerimiz NIHF iliskili hiicre
i¢i Ras sinyalinin dallanmayip sadece kanonik yolak olan Ras/MAPK yolaginin NIHF ile
iligkili olduguna isaret ettiginden Ras/MAPK sinyal aktivitesini hedef alacak tedavi
yaklagimlariin daha uygun olacagi degerlendirilmektedir. RAS/MAPK yolagi
aktiflestiginde aktif sinyal sirasiyla RAS/RAF/MEK/ERK proteinlerine iletilip aktiflesen
ERK1 ve ERK2 proteinleri transkripsiyonu aktiflestirici efektor proteinler olarak yukaridan
gelen sinyale iligkin etkiyi olusturmak tizere ¢aligirlar (313). NIHF ile iliskilendirilmis genler
listemizde ERK1 ve ERK2 proteinleri bulunmayip, yolagin sinyali en son MEK1 ve MEK2
proteinlerine kadar uzanmaktadir (Sekil 8). Gelecekte yapilacak c¢alismalarla ERK1/2
proteinlerinin de bu yolakta yer alma ihtimali bulunmakla birlikte, mevcut yolakta MEK1/2
proteinleri yolagin tiim sinyallerinin toplandig1 efektor proteinler olarak onemli bir
konumdadir. Cilinkii yolagin iist akiminda sinyali etkileyen herhangi bir mutasyonun alt
akimda bulunan yolagin efektorleri olan MEK1/2 proteinlerinin aktivitelerine de etki etmesi
s6z konusu oldugundan yolaktaki her bir proteini ayr1 ayr1 hedefleyen ilag adaylarini
arastirmaktansa yolagin sinyallerinin ulastig1 en son nokta olan MEK1/2 proteinini 6zgiil
olarak hedefleyip aktivitesini inhibe eden ila¢ adayinin belirlenmesi daha etkili bir yaklagim
olabilir. Neurofibromin 1 (NF1) genindeki mutasyonlarla ortaya ¢ikan Rasopati grubundaki
bir hastalik olan norofibromatoz tip 1 hastaliginin tedavisi icin MEK1 ve MEK2
proteinlerinin dzgiil inhibitdrii olan Selumetinib’in Amerikan Gida ve ilag Dairesi (FDA)
tarafindan yakin zamanda onaylanmis olmasi bu yaklagimi desteklemektedir (314). Ciinkii
NF1 proteini RAS/MAPK sinyal yolaginda aktif RAS-GTP proteinlerinin inaktif RAS-GDP
formuna doniismesinde rol oynayan (bir GTPaz aktiflestirici protein (GAP)) bir timdor
baskilayici proteindir. Yabanil tip (WT) NF1 proteinin aktivitesi, RAS/MAPK sinyalinin
azalmasina neden olurken, noérofibramatoz tip 1 ile iliskili NFI mutasyonlart NFI
proteininde fonksiyon kaybina neden olarak RAS/MAPK sinyalinin asir1 aktif olmasina
neden olmaktadir (315-317). RAS/MAPK yolaginin asir1 aktif olmasi direkt olarak NF1
proteiniyle iligkili olmasalar da MEK1/2 ve ERK1/2 proteinlerinin agir1 aktiflesmelerine
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neden olarak hastaliga yol agmaktadir (316). Hastaligin genetik etiyolojisinde MEK1 veya
MEK?2 proteinleri yer almiyor olsa da RAS/MAPK sinyal yolaginda yukaridan gelen
sinyalin diiglimlendigi efektér proteinler olmalari nedeniyle o6zgiil olarak MEK1/2
proteinlerini inhibe eden Selumetinib norofibramatoz tip 1 tedavisinde onaylanmistir. Bu
gelisme, basta Rasopati grubundaki diger hastaliklar olmak iizere RAS/MAPK sinyal
yolagiyla iliskili kanser tipleri gibi tiim hastaliklar i¢in Selumetinib ile ila¢ yeniden
konumlandirmasi yoluyla kisa siirede tedavi sunulabilmesi ihtimalini dogurmustur ve
elimizdeki veriler bu durumun NIHF icin de gegerli olabilecegine isaret etmektedir (318).
Ciinkii RAS/MAPK sinyal yolaginda yer alan ¢ok sayida farkli proteine 6zgii ilag adaylar
icin ayr1 ayri ¢alisma yapmaktansa sinyalin alt akiminda bulunan MEK1/2 proteinlerinin
hedeflenmesi bircok yonden avantaj saglayabilecek bir stratejidir. Bu veriler 1s18inda
FLT4/Ras/MAPK sinyalinde yer aldig1 bilinen genlerden birinde NIHF iliskili mutasyon
belirlenmesi durumunda Selumetinib adli ilacin veya MEK 1/2 proteininin aktivitesini hedef
alan baska bir yaklasiminin kullanilma potansiyeli tasidigimi degerlendirmekteyiz. Ote
yandan, NIHF‘nin bir alt grubu oldugunu 6ne siirdiigiimiiz FLT4/Ras/MAPK yolaginin
aktivitesine iliskin Oncelikle fonksiyonel arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir ¢iinkii
hentiz NIHF iligkili mutasyonlarin bu yolagin aktivitesini nasil bozduguna iliskin herhangi
bir fonksiyonel veri bulunmamaktadir. Sonug olarak, elde ettigimiz veriler ve literatiirdeki
bilgiler 15181inda FLT4/Ras/MAPK yolaginda 6nemli konumda bulunan proteinlerin tizerinde
cok calisilmis hedefler olmalari nedeniyle en iist akimda FLT4 sinyalini yonetmek, PTPN11
tizerinden sinyali yonetmek veya sinyalin diiglimlendigi MEK1/2 proteinleri iizerinden
yolak aktivitesini yonetmek gibi etkili olma potansiyeli olan ¢esitli yaklagimlarin ilk etapta

denenebilecegi degerlendirilmektedir.

NIHF iligkili sinyal yolaginin ikinci alt grubunu “Ca*?> Sinyal Yolag1”
olusturmaktadir. NIHF iligkili 36 genin kodladig1 proteinleri iceren bu alt grubu kendi i¢inde
daha ozellesmis alt gruplar olan sarkomer yapist, hiicre i¢i Ca*? diizeyinin diizenlenmesinde
gorev alanlar ve nikotinik asetil kolin reseptorii (nAChR) iliskili proteinler olmak {izere ii¢
alt grup halinde ele almak miimkiin goriinmektedir. Ca*? sinyal yolagi, FZA ve PPE
analizlerinde ortaya ¢ikmamis olup, bu mekanizma sinyal yolagiyla birlikte belirlenmistir.
Bunun baslica nedeninin hiicre igindeki Ca*? diizeyinin belirlenmesinde direkt rolii olan
PIEZO1, RYR1 ve ITPR1 gibi proteinlerin birlikte rol oynadiklarina iliskin bilimsel literatiir
verilerinin goreceli olarak yeni olmasi, Ca*? sinyalinin bir¢ok farkli sinyal yolagi ve

metabolik siire¢le birlikte galisan bir ikinci haberci olmasi nedeniyle bu tarz analizlerde
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birincil haberci sistemlerin daha 6n planda goriilmeleri ve Ras/MAPK yolaginda ve kas
kasilmasi mekanizmasinda rol oynayan ¢ok sayida proteinin listemizde yer almasi nedeniyle
bu mekanizmalarin istatistiksel olarak baskin olup 6n siralarda sonug¢ vermeleri oldugu

degerlendirilmektedir.

Ca*? sinyal yolagi alt grubunda sarkomer yapisindaki hemen hemen tiim ana
proteinlerin yer almis olmasi oldukca dikkat ¢ekicidir. Nitekim FZA sonuglarimiz, kas
kasilmas1 mekanizmasinin NIHF etiyopatogeneziyle iliskili 6nde gelen mekanizmalardan
oldugunu (Sekil 5), PPE agimiz kas kasilmasiyla iliskili proteinlerin birbirleriyle yakin
etkilesim i¢inde olduklarini gostermis (Sekil 6) ve NIHF genlerinin iliskilendirildigi genetik
hastaliklardan yola ¢ikarak yaptigimiz gruplamada da miyopatiler, kas distrofileri, spinal
muskiiler atrofiler, kontraktiir sendromlar1 ve miyastenik sendromlar gibi kas kasilma
bozukluklariyla iliskili genlerin NIHF’nin monogenik etiyolojisinde yer aldigini ortaya
koyarak kas kasilmasi mekanizmasindaki  bozuklugun NIHF’nin  molekiiler
etiyopatolojisindeki 6nemine isaret eden farkli veriler elde edilmistir (Sekil 3). NIHF sinyal
yolag1 sekli ise bu mekanizmanin temelde kas kasilma birimi olan sarkomer yapisiyla iligkili
oldugunu ortaya koymaktadir (Sekil 8). Sarkomer, kas kasilmasinin temel birimine verilen
addir. Kas hiicrelerinde ¢ok sayida sarkomer belirli bir diizen halinde dizilir ve sarkomerlerin
organize hareketiyle kas kasilmasi1 gergeklesir. Sarkomerler, iki Z diskiyle birbirlerine ve
aktin filamana baghdirlar (319). Sarkomer yapisinda iki farkli filaman yapis1 bulunmaktadir.
Bunlar ince (Aktin) filaman ve kalin (Miyozin) filamandir. Ince filamanin temel gorevi Ca*?
diizeyine gore hareket ederek kasilmay1 ve gevsemeyi diizenlemektir. Kalin filamanin temel
islevi ise ATP enerjisini kullanip kasilma bagladiginda ince filamanlar1 ¢ekmektir. Sarkomer
yapisindaki NIHF iligkili proteinler hakkinda bilinenler incelendiginde kalin filamanda yer
alan ana proteinlerden MYH3, MYH7, MYOMI1, MYBPHL ve MYBPC3’iin; ince filaman
yapisinda yer alan ACTA1, TPM1 ve NEB proteinlerinin ve ayrica bu proteinlerle birlikte
calistigi bilinen bazi yardimci proteinlerin (KLHL40 ve LMOD3 gibi) NIHF ile
iligkilendirilmis oldugu goriilmektedir (320). Sarkomer yapisinin farkli birimlerinde gérev
alan proteinlerin kiimelendigi goriilmiis olmasina ragmen kas hiicrelerine 6zgii baska
proteinlerin yolakta yer almiyor olmasi, ama bunun yaninda hiicre igindeki Ca*? diizeyini
kontrol eden ve Ca*? diizeyiyle yonetilen baska siireclerde gorev alan proteinlerin bulunmasi
nedeniyle bu gruba “Ca*? Sinyal Yolag” adi verilmesinin daha dogru olacag
degerlendirilmistir. Ca*? Sinyal Yolagi’'nda hiicre digindaki Ca*? iyonlarinin hiicre igine

alimmasinda rol oynadigi bilinen PIEZO1 proteininin yer almasi dikkat ¢ekicidir. PIEZO1
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geni 21 farkli tek gen mutasyonunun NIHF ile iligskilendirilmis olmasi nedeniyle PTPNI1’in
ardindan ikinci sirada en ¢gok mutasyon belirlenen gendir (Sekil 2). PIEZO1’in diger NIHF
iliskili proteinlerle birebir protein etkilesimi yapmiyor olmasi nedeniyle bu proteinin 6nemi
ancak sinyal yolag1 hazirlaninca degerlendirilebilir hale gelmistir. PIEZO1, oldukga biiyiik
homotetramerik kompleks olusturan bir hiicre yiizey proteinidir (321). Temel gorevi hiicre
ylzeyindeki bozulmay1 ve hiicre dis1 ortamdaki mekanik degisimi algilamak ve degisime
yanit olusturmaktir. Bir mekanosensor olan PIEZO1, mekanik degisimlere yanit olarak
hiicre digindan Ca*? gibi katyonlarin ¢ok biiyiik miktarlarda ve hizla hiicre igine akmasini
saglar (322). PIZEO1’in mekanosensor gorevi Ozellikle embriyonik gelisimde oldukga
onemli olup yakin zamanda yayimlanan bir ¢galismada endotel hiicrelerindeki PIEZO1’in kan
akiminin damarlara uyguladigi mekanik kayma kuvveti olan kan akis gerilimi (Ing. shear
stress) ile uyarildig1 ve PIEZO1’in embriyonik vaskiiler gelisimi yonettigi belirlenmistir
(323). NIHF iliskili ilk alt grup olan FLT4/Ras/MAPK yolaginin 6zellikle embriyonik lenf
damar gelisimiyle iliskili oldugu bilgisi ve PIEZO1’in embriyonik donemdeki islevi birlikte
degerlendirildiginde PIEZO1’in NIHF hastalarinda en ¢ok mutasyon goriilen genlerden biri
olmasinin altinda bu roliiniin 6nem tasidig1 degerlendirilmektedir. Buna ek olarak, PIEZO1
genindeki baz1 mutasyonlarin otozomal dominant kalitimli bir konjenital hemolitik anemi
tipi olan Hereditary xerocytosis ile iligkilendirilmis olmas1 da ayrica dikkat cekicidir.
Bilindigi iizere olgun eritrositler ER veya mitokondri gibi organeller icermezler. Bununla
birlikte eritrositler ¢ok dnemli bir ikinci haberci olmasi ve bir¢ok biyolojik siiregte ihtiyag
duyulmas: nedeniyle hiicre i¢inde Ca*? iyonu bulunmasina ihtiya¢ duyarlar ama hiicre
icindeki Ca*?’yi depolayacak organele sahip degillerdir. Bu nedenle PIEZO1 gibi anlik
olarak ¢ok yiiksek miktarda Ca*? iyonunu hiicre igine alan bir mekanosensoriin fonksiyonu
eritorisitler i¢in diger hiicrelere kiyasla ¢ok daha hayati olmaktadir. Bu nedenle PIEZO1
proteininin normal fonksiyonunu etkileyen mutasyonlar hiicre icine katyon girisini
sinirlandirarak eritrositlerin dehidrasyonuna ve hemolitik anemiye yol agmaktadir (324,
325). Anemilerin uzun yillardir NIHF ile birlikte gozlendigi ve NIHF iligkili genler
listemizdeki genlerden 16’sinin (%9.14) mutasyonlar1 anemiye yol agan genler oldugu
bilgileri birlikte degerlendirildiginde PIEZO1’in NIHF’deki islevi dikkate alinirken sadece
damar gelisimiyle smirli kalinmamasi gerektigi degerlendirilmektedir. NIHF iligkili
proteinler arasinda, PIEZO1 gibi hiicre disindan Ca*? girisinde rol oynayan bir proteine ek
olarak hiicre i¢ginde Ca*?’nin depolandigi yer olan sarkoplazmik retikulumun zarinda lokalize

olan ve gelen sinyallere goére Ca*? deposundan hiicre i¢ine Ca*? salinmasini saglayan RYR1
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ve ITPR1 proteinleri de yer almaktadir. RYR1 proteini sekiz farkli mutasyonla en ¢ok sayida
mutasyonu NIHF ile iliskilendirilen besinci siradaki protein durumundadir (Sekil 2). RYR1
ve ITPR1 proteinlerinin de NIHF iligkili yolakta yer aliyor olmalari da Ca*? sinyal yolaginin

NIHF olusumundaki roliiniin 6nemini destekledigi degerlendirilmektedir.

Ca*? Sinyal Yolagi’inin diger bir alt grubu nikotinik asetilkolin reseptorii (nAChR)
yapisinda bulunan CHRNA1, CHRND ve CHRNG proteinlerini ve bu reseptorler yakin
iliskili RAPSN, MUSK ve DOK7 proteinlerini iceren gruptur (Sekil 8). nAChR’ler,
néromuskiiler baglantilarda hizli iletimi yoneten ligand kapili iyon kanallar1 olup, ligand
olarak nikotinin baglanmasi sonrasinda Ca*?, K* ve Na' katyonlarmim membrandan
gecmesini saglarlar (326). nAChR’lerin muskiiler ve néral olmak iizere iki tipi ve muskiiler
nAchR’lerin de fetal ve yetiskin olmak {izere iki tipi tanimlanmistir. Muskiiler nAChR nin
fetal ve yetigkin tipleri arasindaki farklilik, yetiskin kanal yapisinda CHRNE geninden
kodlanan epsilon alt birimi bulunurken fetal kanal yapisinda CHRNG geninin kodladig:
gama alt biriminin nAChR yapisinda bulunmasidir (327). NIHF iliskili genler listemizde
CHRNG geni yer aldig1 i¢cin NIHF iligkili nAchR tipinin fetal tip muskiiler nAChR oldugu
anlasilmaktadir (CHRNB geni hari¢ yapiy1 olusturan diger proteinleri kodlayan genlerdeki
mutasyonlar NIHF ile iliskilendirilmistir) (Tablo 1, Sekil 8). Fetal tip nAchR’ler daha ¢ok
gelisim sirasinda dogru sinaps baglantilarinin  kurulmasinda gorev alirken, yetiskin
nAchR’lerin olgunlagsmis ndromuskiiler baglantilardaki sinyallesmeyi yonetirler. Bu
fonksiyonel farkliliklara ek olarak fetal tip nAchR’nin nikotin ligandina olan ilgisinin
yetiskin tipten 30 kat daha fazla oldugu ve Ca*? gegirgenliginin ise yetiskin tipe kiyasla daha
az oldugu belirlenmistir (327, 328). Buna ek olarak, fetal muskiiler nAChR’lerin gelismekte
olan néromuskiiler baglanti noktalarinda dogru konumda bulunmalarinin RAPSN geninin
kodladig1 Rapsyn proteini ve MUSK proteini ile saglandig1 bilinmekte olup bu proteinleri
kodlayan genlerdeki mutasyonlar da NIHF ile iliskilendirilmistir (329). Bu bilgiler, fetal
gelisim sirasinda nikotin ligandina bagl bir katyon tasiyicist olan nAchR’nin aktivitesinin
NIHF olusumunda 6nemli bir roliinlin olduguna isaret etmektedir. Son olarak, MAPK ve
Ca*? sinyal yolaklarinin her ikisinin de bazi merkezi proteinler iizerinden kesisebilen
birbirleriyle iliskili yolaklar oldugu bilinmektedir. Bu durum, yolak haritasinda da
yansitilmaya ¢alisilmistir. Ote yandan, NIHF nin etiyolojisinin karmasik olmas1 nedeniyle
mekanizmanin daha odakli yaklagimlarla incelenmesi ve daha kesin iligkiler iizerinden
hedefli molekiiler tedavi yaklasimlarinin arastirilabilmesi i¢in bu iki yolak birbirinden

ayrilmistir. Bu sayede FLT4/Ras/MAPK yolagiyla iliskili mutasyon tanimlanan bireylere
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ozgii ve Ca*? sinyali veya kas kasilmasi siireglerinden rol oynadigi iyi bilinen proteinleri
kodlayan genlerde mutasyon goriilen bireylere 6zgii ve daha basarili kisiye 6zgii tedavi
yaklasimlarinin uygulanabilecegini diisiiniiyoruz. Ote yandan, mevcut bilimsel verilere
dayali olarak hazirladigimiz NIHF sinyal yolagindan MAPK ve Ca*? sinyal yolaklari i¢ ige
girmemis durumda olsa da yeni yapilacak ¢aligmalarla bu iki alt grubu birbirine baglayan
kilit proteinlerin fonksiyonlarinin aydinlatilacagin1 ve NIHF iligkili genlerin aslinda
birbirleriyle siki iligkili proteinleri i¢eren bir yolak halini zamanla alacagini diisiiniiyoruz.
Bu diisiinceye destek olarak, yakin zamanda yayimlanan bir ¢aligmada, fare ve civciv
embriyolarinda ERK proteinlerinin inhibe edilmesinin RYR1 ve RYR3 proteinlerini
aktiflestirerek hiicre i¢inde Ca*? iyonu artisina yol agmasinin miyoblast hiicrelerinin olgun
miyotiiplere donlismesini hizlandirdigim1 ortaya koyan c¢alisma gosterilebilir (330). Bu
caligma, kas yapisinin dogru bir sekilde gelismesinde MAPK ve Ca*? sinyal yolaklarinin bir
arada calistiklarina isaret etmekte olup, NIHF’nin molekiiler -etiyopatogenezinin
aydmlatilmasinda yolaktaki baglantilar1 zenginlestirecek ve mekanizmayi aydinlatmaya

katki saglayacak ileri aragstirmalarin gerektigine isaret etmektedir.

NIHF iligkili sinyal yolaginin tiglincii alt grubunu “Biyoenerjetik ve Metabolizma”
olusturmaktadir. Bu alt grup, 58 protein igermesi bakimindan tanimladigimiz en fazla tiyeli
alt grup durumundadir. Ote yandan, FLT4/Ras/MAPK ve Ca*? Sinyal Yolagi alt gruplarinda
oldugu gibi bu alt grubun NIHF etiyopatogenezinde spesifik bir mekanizmay1 isaret ettigini
belirleyemedik. Bu alt grup daha c¢ok, cesitli metabolik siireclerde birlikte rol oynadigi
bilinen ER-Golgi-lizozom organelleri ile mitokondri, ribozom, peroksizom ve sitozolde
gerceklesen siireclerin bir araya getirilmesiyle olusturulmustur. Bu nedenle, Biyoenerjetik
ve Metabolizma bashigi altinda toplanan bu alt grupta gerceklesen olaylarin NIHF
olusumuyla olan iligkisinin ayrmtili bir sekilde arastirillip aydinlatilmasia ihtiyag
duyulmaktadir. Bu alt grupta dikkati ¢eken siirecler incelendiginde ilk olarak ER-Golgi-
lizozom organel grubu goze carpmaktadir. Bilindigi gibi lizozomal depo hastaliklari,
lizozom organelinde pargalanmasi gereken cesitli atik molekiillerin kalitsal enzimatik
kusurlar nedeniyle parcalanamayip lizozomda birikmesiyle ortaya ¢ikmakta ve bu
hastaliklarin sadece lizozomda lokalize olan enzimlerin fonksiyonlariyla sinirli olmayip ER
ve Golgi organellerinde gergeklesen metabolik siireclerdeki kusurlarla da iliskili oldugu
bilinmektedir (331). Bununla birlikte, lizozomal depo hastaliklariyla iliskili genlerin ¢ogu
uzun yiulardir tanimlanmis olmasi nedeniyle bu hastaliklarla iliskili genlerdeki

mutasyonlarin NIHF ile iligkilendirildigi ¢ok sayidaki ¢alismanin sonuglariyla birlikte NIHF
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etiyolojisinde bu proteinlerin 6nemli roller oynadigina bilimsel literatiirdeki bir¢ok yayinda
deginilmektedir (3, 25, 26). FZA ve PPE verilerimiz de lizozoma lokalize oldugu bilinen
proteinlerin Ras/MAPK yolag1 proteinleri ve kas kasilmasinda rol oynayan proteinlerin
ardindan ti¢lincii siradaki en biiyiik protein grubu oldugunu ortaya koymustur (Sekil 5 ve 6).
Sinyal yolag1 seklimizde lizozom organelinde lokalize olan proteinleri fonksiyonlarina gore
grupladigimizda sialik asit metabolizmasi, sfingolipid metabolizmasi glikozaminoglikan
metabolizmasi siireclerinin farkli basamaklarinda rolii olan proteinlerin yer aldig1r ve bu
nedenle lizozomda gergeklesen metabolik olaylardan bu {igiiniin 6zellikle NIHF ile
iligkisinin dikkati ¢ektigi goriilmistiir (Sekil 8). Ek olarak, 14 farkli mutasyonla ii¢lincii
sirada en fazla mutasyonu NIHF ile iliskilendirilen GUSB geninin kodladig1 proteinin, alti
farkli mutasyonla mutasyon sayis1 siralamasinda dokuzuncu sirada yer alan SLCI7A5
geninden kodlanan proteinin ve bes farki mutasyonu NIHF ile iligkilendirilen NPCI
geninden ifade olan proteinin lizozomda lokalize olan proteinler olmasi lizozomun NIHF
etiyopatogenezindeki dnemine dikkat cekmektedir (Sekil 2 ve 8). Bununla birlikte, bilimsel
literatiirdeki verileri inceledigimizde lizozomal proteinlerin NIHF ile olan fonksiyonel
iliskisinin sadece lizozomdaki fonksiyonlariyla iligkili olamayabilecegine isaret eden veriler
de dikkati ¢cekmistir. Her birinin sialik asit metabolizmasinda rol oynadigi bilinen NEUI,
GLB1 ve CTSA proteinlerinin bir hiicre dis1 matriks elemani olan Elastin proteinine
baglanan Elastin Reseptdr Kompleksinin (ERC) tiyeleri oldugu belirlenmistir (332). Elastin,
damarlar, kalp, akciger ve deri gibi elastiklik 6zelligine sahip yapilarin genisleyip daralma
stireglerinde yapilarinin bir arada kalmasinda destek veren bir proteindir (333). ERC, hiicre
ylizeyinde bir transmembran kompleks olusturarak Elastin proteinine baglanmakta, elastik
fibrillerin dogru bir sekilde olusmasinda ve hiicre disinda parcalanan Elastin’lere baglanip
hiicre i¢cinde PI3K kompleksi ve ERK1/2 proteinlerini aktiflestirerek sinyallesmede de rol
oynamaktadir (332). NIHF nin Elastin proteininin fonksiyonunun 6nem arz ettigi perikard,
plevra, deri, periton ve damar yapilarindaki bozulmalarla iliskili oldugu dikkate alindiginda
lizozomal proteinlerin NIHF etiyolojisinde son derece kritik fonksiyonel rollerinin
olabilecegi ve lizozomal proteinlerin bu yonleri iizerine odaklanarak arastirilmalarinin
faydali olabilecegi degerlendirilmektedir. Daha ilginci, ERC’nin NIHF ile iliskilendirilmis
olan PI3K kompleksini (kompleks tliyelerinden PIK3CA NIHF iligkilidir) aktive ederek
ERK1/2’yi ve AKT yolagin1 (PI3K/AKT/mTOR yolag: iiyelerinden TSC2 NIHF ile
iligkilendirilmistir) aktive edebilmesi Biyoenerjetik ve Metabolizma alt grubunu

FLT4/Ras/MAPK alt grubuna baglayan ve NIHF iliskili proteinlerin birbirleriyle birlikte

87



calisan ortak bir siirecin pargalar1 oldugu diisiincemizi destekleyen énemli bir bilgidir. Ote
yandan, ERK1/2 proteinlerinin henliz NIHF ile iliskilendirilmemis olmasi, ERK1/2
proteinlerinin aktivitesinin Ras/MAPK yolaginda yer almayan baska proteinler tarafindan
da yonetilebiliyor olmasi ve PI3K/AKT/mTOR yolaginin ana unsurlarimin NIHF ile iligkili
olmamas1 nedenleriyle simdilik ERC yapisi yolak seklinde bagimsiz olarak ¢izilmistir.
Bunun disinda Biyoenerjetik ve Metabolizma alt grubunda Golgide O-Glikan
Biyosentezinde rol oynadigi bilinen FKTN ve GALNT 14 proteinlerinin bir arada bulunmasi,
ER’de N-Glikan Biyosentezinde rol oynadigi bilinen ALG1, ALGS, ALG9, PIGC ve PIGN
proteinlerinin bir arada bulunmasi, fonksiyonel Hemoglobin yapisinin alt birimlerinden
HBAT1, HBA2 ve HBB’nin bir arada bulunmasina ek olarak hiicre disindan iceriye Hem
tastyan FLVCR?2 proteinin ve mitokondride bu siirecle iliskili olan MRPS16 ve MRPS22
proteinlerinin bir arada bulunmasi nedeniyle Hemoglobin olusum siirecinin farkli iiyelerinin
NIHF ile iliskili olmalar1 ve glikoliz basta olmak fiizere sitozolde gergeklesen cesitli
metabolik basamaklarda gorevli proteinlerin de bu alt birimde yer aliyor olmasi dikkat
cekmektedir. Sonug olarak, Biyoenerjetik ve Metabolizma alt grubunun, 58 tiyesiyle NIHF
iligkili alt gruplardan en biiyiigiinii olusturmas1 bu siirecin NIHF olusumundaki énemine
isaret etmekle Dbirlikte NIHF’nin  molekiiler etiyopatogenezindeki  roliiniin

spesifiklestirilmesi i¢in ileri aragtirmalarin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

NIHF iligkili sinyal yolagiyla belirledigimiz bir diger alt gruba “Sil Iliskili
Proteinler” adi verilmistir. Bu alt grubun 11 iiyeyle diger alt gruplara kiyasla az sayida
protein igermesine ragmen hepsinin primer sil organelinin yapisinin farkli birimlerinde yer
alan proteinler olmasinin oldukg¢a dikkat ¢ekici oldugu degerlendirilmektedir. Sil ve flagella,
Okaryotik hiicrelerin yiizeyinden ¢ikint1 yapan iki organeldir. Sil organeli sil membrant,
merkezi aksonem ve matriks adi verilen ii¢ kisimdan olusur ve aksonem organizasyonuna
gore hareketli sil ve hareketsiz (primer) sil olmak lizere iki tipe ayrilir. Hareketli sil,
hiicrelere hareket etme ve icerebildikleri bazi reseptorlerle duyu algilama 6zelligi
kazandirirlar. Hareketli sil organeli memeli hiicrelerinde yaygin bulunmayip insanlarda
sadece sperm hiicreleri ile akciger ve Fallopi tiipiindeki bazi epitel hiicrelerde
bulunmaktadir. Ote yandan, hareketsiz olan primer sil organeli ise hemen hemen tiim hiicre
tiplerinde ve hiicre basina bir adet bulunmaktadir. Primer sili hareketli silden ayiran temel
farkliliklar hareketli silde aksonem yapisinda bulunan ve hareketlilik fonksiyonunda rol
oynayan merkezi konumdaki iki mikrotiibiiliin primer silde bulunmamasi ve yine harekette

islevi olan Dynein proteinlerinin hareketli silde bulunup primer silde bulunmamasidir.
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Bunun yaninda primer sil, hiicreden disariya uzanan bir anten gibi islev dis ortami1 kontrol
eden mekanosensorleri ve iyon kanallarii barindiran ve ¢ok sayida sinyal yolaginin
reseptorlerini icererek hiicre sinyallesmesinde kritik 6neme sahip 6zel bir bolgesini
olusturdugu belirlenmistir (332, 333). Sil Iliskili Proteinler isimli NIHF iliskili alt yolak
grubunda hem hareketli sil yapisina 6zgii oldugu bilinen Dynein proteinlerinden DNAH9 ve
DNAH14 proteinlerinin bulunmas1 hem de primer sil yapisina 6zgii oldugu bilinen PKDI1L1
ve INVS proteinlerinin bulunmasi nedeniyle her iki sil yapisinin da NIHF olusumunda rolii
oldugu degerlendirilmektedir. Bununla birlikte, bu alt grup heniiz diger alt gruplardaki
proteinlerle iligkilendirilememigtir. PKD1L1’in primer sil yapisinda bulunan ve hiicre igine
Ca*? iyonlarini alan heteromerik PKD1L1-PKD2L1 kanalinin bir alt birimi olmasi nedeniyle
ilk bakista sil ile Ca*? yolag1 arasinda bir baglanti olabilecegi akla geliyor olsa da bu kanalin
sadece primer silin fonksiyonu igin gereken az miktarda Ca*?’yi hiicre igine alip hiicre
icindeki ana Ca*™ deposuna katki saglamamasi nedeniyle yolak seklinde baglanti
kurulmamaistir (334). Ek olarak, lenfatik endotel hiicrelerde primer silin bulundugu ve primer
sil yapisinin lenf damar gelisiminde kritik 6nem sahip oldugu yakin zamanda belirlenmis
olup, ayrica primer sil yapisinda bulunan reseptorlerin uyarilmasiyla MAPK sinyal yolaginin
uyarildigi ve sil icinde vesikiiler ve lipidli kargolarin taginmasi siireglerinde sil ve Golgi
organellerinin birlikte ¢alistiklar1 literatiirde yer alan bilgiler arasindir (335-337). Ote yandan
bu siireclerde rol oynayan ve birbirleriyle iligskili olan proteinler NIHF listemizde yer
almadigr i¢in bu baglantilar kurulamamistir. Ama bu bilgiler sil organelinin
FLT4/Ras/MAPK, Ca** Sinyal Yolag1 ve Biyoenerjetik ve Metabolizma alt gruplariyla
iliskilendirilme ihtimalinin yliksek olduguna isaret etmekte olup bu baglantilar1 kuracak ileri

arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

NIHF iliskili sinyal yolagmin besinci alt grubunu “Niikleer Proteinler”
olusturmaktadir. NIHF sinyal yolaginda yer alip ¢ekirdekte lokalize oldugu bilinen 24
protein bu alt grupta yer almaktadir. Bunlardan 11°1 transkripsiyon faktoérleri olup bazilariin
aktivitelerinin MAPK veya Ca*? sinyal yolaklari tarafindan iist akimdan gelen diizenleyici
uyarilarla diizenlendigi bilinmektedir. Bu baglantilar, yolak seklinde kesikli oklarla
referanslariyla birlikte verilmistir (Sekil 7). Ote yandan MAPK yolaginda transkripsiyon
faktorlerine sinyal iletiminde kritik 6neme sahip olan ERK1 ve ERK?2 proteinlerinin NIHF
ile iliskilendirilmemis olmas1 ve Ca*? sinyal yolaginda da transkripsiyon faktorlerini aktive
eden direkt baglantilar1 saglayan proteinlerin belirlenmemis olmasi nedeniyle yolaklarin

cekirdekteki iiyeleriyle entegrasyonu kurulamamistir. Bununla birlikte, transkripsiyon
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faktorleri arasinda FOXC2 ve SOX18 gibi lenf damar1 gelisiminde kritik 6éneme sahip
olduklart iyi bilinen transkripsiyon faktorlerinin bulunmasi ¢ekirdekteki proteinlerin bir
kisminin {ist akimda yer alan FLT4/Ras/MAPK Sinyali alt grubuyla yakindan iligkili
olduklarina ve lenf gelisimi siirecinin NIHF olusumundaki 6nemine isaret etmektedir (303).
NIHF iliskili sinyal yolaginda c¢ekirdek transkripsiyon faktorlerine ek olarak
transkripsiyonel aktivatorler (TAZ, MEDI13L ve NIPBL), epigenetik diizenleyici proteinler
(KMT2D, KAT6B ve SUZI12), DNA replikasyonunda gore alan proteinler (RFWD3 ve
CDAN1) ve DNA onariminda rol oynayan proteinler (FEN1 ve ERCCS) kiigiik gruplar
olusturmustur. Bununla birlikte elimizdeki veriler, ¢ekirdekte lokalize olduklar1 bilinen
proteinlerin NIHF nin molekiiler etiyopatogeniziyle olan iliskisinin anlasilmasina yetecek
diizeyde olmayip bu konuya agiklik getirecek c¢alismalara ihtiyag duyuldugu

degerlendirilmektedir.

NIHF iligkili sinyal yolaginin son alt grubunu diger alt grup siniflandirma kriterlerine
uymayan veya diger proteinlerle baglant1 kurulmasini saglayacak fonksiyonlar1 bilinmeyen
proteinleri igeren “Diger” isimli alt grup olusturmaktadir. Yolaktaki 13 protein bu grupta yer
aliyor olup bu proteinleri yolaktaki diger proteinlerle iligskilendirecek deneysel arastirmalarin
hem NIHF yolagin1 daha iyi anlamamiza hem de bilimsel literatiire 6nemli katkilar yapacak

arastirmaya deger proteinler oldugu degerlendirilmektedir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasiyla, bilimsel literatiirdeki NIHF iligkili makaleleri
taray1p kanita dayali olarak derleyerek NIHF nin monogenik etiyolojisini olugturan genler
ve mutasyonlar referanslariyla birlikte derlenerek NIHF arastirma alaninda ihtiya¢ duyulan
onemli bir eksiklik giderilmeye ¢alisilmis, genetik verilere dayali olarak uygulanan ve NIHF
arastirma alani i¢in nispeten yeni olan bir yaklasimla NIHF ile iliskili etkilenen sistemler
siniflandirilmig, NIHF arastirma alaninda ilk kez sistem biyolojisi temelli biyoenformatik
analiz yaklagimlar1 uygulanarak istatistiksel olarak NIHF nin molekiiler etiyopatogenezinde
on siralarda islevi olan biyolojik siiregler ve kilit konumdaki proteinler FZA ve PPE
analizleriyle belirlenmis, NIHF arastirma alaninda yeni arastirmalarin Oniinii agacagini
diistindiigiimiiz NIHF iliskili hiicre sinyal yolag: ilk kez ortaya ¢ikarilmis ve son olarak
NIHF’nin molekiiler etiyopatogenezinin daha 1iyi anlasilabilmesine ve odakl
kisisellestirilmis tedavi yontemlerinin gelistirilebilmesine biiyiik katki saglayacagini
diistindiigiimiiz NIHF yolagmin alt gruplar ilk kez tanimlanmistir. In silico arastirma

yontemlerinin kullanildig1 bu yiiksek lisans tez ¢aligmasinin verilerine dayali olarak yakin

90



gelecekte WT ve NIHF iligkili mutant proteinlerin fonksiyonlarinin arastirilacagi ayrintili ve
yenilik¢i 1slak laboratuvar caligmalari yaparak NIHF arastirma alanina kendi 6zgiin

katkilarimizi yapmaya devam etmeyi hedefliyoruz.
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