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OZET

SNP Mikroarray Yontemi ile Kalitsal Metabolik Hastaliklardan Sorumlu

Genlerin Tanmimlanmasi

Kalitsal metabolik hastaliklar protein, karbonhidrat ve yag asitlerinin sentez
ya da yikim yolaklarindaki bozukluklar sonucu ortaya ¢ikan kalitsal tek gen
bozukluklaridir. Bu calismada, kompleks fenotip sergileyen ayrintili klinik ve
laboratuar calismast yapilmis ve otozomal c¢ekinik kalittm modeli gosteren
metabolik/nérometabolik hastalik sahibi alt1 ailede genom boyu genotiplendirme ve
homozigotluk haritalamas1 analizleri ile hastaliktan sorumlu gen lokusunun
bulunmasi ve bu lokuslarda yer alan aday genlerdeki hastalik nedeni olan

mutasyonun saptanmasi amaglanmistir.

Calisma kapsaminda genom boyu genotiplendirme icin etkin bir metot olan
Affymetrix 250K SNP Mikroarray yontemi kullanilmis olup, otozomal ¢ekinik
kalittm modeli esas almarak yapilan haplotip analizleri sonucunda
metabolik/nérometabolik hastaligi olan ailelerde C190rf70, CLNS, COA7, HIKESHI,
MAG ve SNXI4 genleri hastaliktan sorumlu aday genler olarak belirlenmistir.
Belirlenen aday genlerin tiim ekzonlari otomatik DNA dizi analizi yontemi ile
mutasyonlar agisindan taranmistir. Mutasyon analizleri sonucunda, SNX/4 geninde
c.1108+1181_2108-2342del, C190rf70 geninde 1VS3-2A>G, HIKESHI geninde ise
c.160G>C;p.Val54Leu mutasyonlart olmak {izere daha Once tanimlanmis {i¢
mutasyon, CLNS8 geninde ise yeni bir mutasyon c.221G>A;p.Gly74Asp mutasyonu

saptanmistir.

Calisma kapsamina alinan aileler, konvansiyonel metotlar ile (metabolit
tarama, enzim analizleri, radyolojik incelemeler ya da tek gen mutasyon taramalari)
bilinen metabolik/ndrometabolik hastaliklarin disiplinler arasi1 ayrintili ¢aligmalar ile
dislandig, tant konulamamis hastalardir. Bu ¢alisma ile yiiksek dlgekli SNP ¢ipleri
kullanilarak ailelerde hastaliklardan sorumlu lokus ve genler basarili bir sekilde
belirlenmistir. Homozigotluk haritalama yontemi, 6zellikle etkilenmis bir ya da iki
hasta ¢ocugun oldugu c¢ekirdek ailelerde hastaliktan sorumlu genlerin bulunmasi

bakimindan oldukca etkin bir sekilde kullanilmustir.

Anahtar Kelimeler: Genetik haritalama, kalitsal metabolik hastaliklar, mikroarray,
SNP
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ABSTRACT

Identification of Disease-Causing Genes in Inherited Metabolic Diseases by SNP

Microarray Method

Inherited metabolic diseases are single gene disorders resulting from defects
in the synthesis or degradation pathways of proteins, carbohydrates and fatty acids.
In this study, it was aimed to find the genetic loci responsible for these diseases and
identifying the disease causing mutations in candidate genes in this loci through
genome-wide genotyping and homozygosity mapping analysis in six families with
undiagnosed metabolic /neurometabolic disease by detailed clinical and laboratory

studies showing genetic disease with autosomal recessive mode of inheritance.

Affymetrix 250K SNP microarray, which is an effective method for genome-
wide genotyping was used in the study; as a result of haplotype analyzes in the
families based on autosomal recessive inheritance model, C190rf70, CLNS, COA?7,
HIKESHI, MAG and SNX14 genes were identified as candidate genes responsible for
metabolic/neurometabolic diseases. All exons of identified candidate genes were
screened for mutations by automated DNA sequencing method. The mutation
analysis revealed three previously identified mutations: ¢.1108+1181_2108-2342del
in the SNX14 gene, IVS3-2A>G in the C190rf70 gene, c.160G>C;p.Val54Leu in the
HIKESHI gene and novel ¢.221G>A;p.Gly74Asp mutation in CLNS gene.

The families included in the study were undiagnosed patients, who were
examined with detailed interdisciplinary study for known metabolic/neurometabolic
diseases by conventional methods (metabolite screening, enzyme analysis,
radiological examinations or single gene mutation screening). In this study, genetic
locus and disease causing genes in these families were successfully identified using
high-throughout SNP chips. The homozygosity mapping approach was used very
efficiently to find genes responsible for diseases, especially in nuclear families with

one or two affected children.

Keywords: Homozygosity mapping, inherited metabolic disease, microarray, SNP
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1. GIRIS

Glinliik diyetle alinan besin maddeleri (temel olarak protein, karbonhidratlar
ve yaglar) ve zaman zaman endojen yikimla ortaya c¢ikan bilesikler katalist olarak
cok sayida enzimin ve tasiyict proteinin rol oynadigi reaksiyonlar zincirinden
gecerek, organizmanin kullanabilecegi veya organizmaya zarar vermeden viicuttan
uzaklastirilabilecek maddelere doniistiiriilmektedir. Metabolizma, viicut dokularinda
yapim ve yikim ile ilgili bu kimyasal reaksiyonlarin tiimiine verilen addir. Metabolik
hastaliklarda protein, yag ve karbonhidratlarin sentezi veya katabolizmasinda bir

enzim veya tasiyici bir proteinin eksikligi s6z konusudur (1).

Norometabolik hastaliklar ise, santral sinir sistemi tutulumu ile giden
metabolik hastaliklar olarak tanimlanmaktadir. Son yillarda, bu grup hastaliklarin
tan1 ve tedavisinde Onemli gelismeler saglanmis olmakla birlikte, halen
tanimlanmamis ¢ok sayida noérometabolik hastalik oldugu Ongodriilmektedir. Bu
nedenle ndrometabolik hastaliklar, 6zellikle ¢ocuk sagligi ve hastaliklar1 alaninda
calisan metabolizma, ndroloji ve genetik uzmanlarinin tan1 koyma, izleme ve ailelere
genetik danismanlik vermekte biiyiik zorluklar yasadigi hastaliklar olmaya devam

etmektedir.

Metabolik/ndrometabolik hastaliklarin genel olarak diinya toplumlarinda
goriilme sikligi 1/4 000- 1/5 000 olarak rapor edilmektedir (2, 3, 4, 5). Bu
hastaliklarin  %90°’dan fazlasi otozomal ¢ekinik kalitilmasi nedeniyle, akraba
evlilikleri bu hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda en onemli risk faktoriidiir. Ortalama
akraba evlilii oranmmin %24 oldugu iilkemiz, tanimlanmis ya da heniiz
tanimlanmamis metabolik/ndrometabolik hastaliklarin en sik goriildiigii toplumlarin
basinda gelmekte ve toplum sagligi acisindan 6nem arz etmektedir (6, 7). Erken tani
ve tedavisi yapilamayan metabolik hastaliklarin ¢ogunda hastalarda kalic1 ve ciddi
sistemik hasarlar gelismektedir. Bu nedenle metabolik/nérometabolik hastaliklarin

erken tanisi olduk¢a 6nemlidir.



Kalitsal metabolik hastaliklar ile ilgili farkindaligin artmasi ve rutin tani
yontemlerinin yaygin olarak kullanilmasi ile diger toplumlar i¢in nadir olarak
degerlendirilen metabolik/nérometabolik hastaliklarin iilkemizde beklenenden ¢ok

daha sik goriildiigii tespit edilmektedir.

Biyoteknoloji alanindaki gelismelerle yiiksek oOlgekli genetik metodlarin
uygulanmasi ve bunun tip pratigine uygulanabilir hale gelmesi daha once tanisi
konulamayan genetik hastaliklarin patogenezinin aydinlatilmasi firsatin1 saglamistir.
Son yillarda ileri diizey genetik analizlerin uygulanmasi ile bu hastaliklarin tanisi
konulmaya baslanmis bununla birlikte yeni hastaliklar tanimlanmistir (8, 9, 10).
Ozellikle ileri diizey genetik metodlarin en yogun olarak kullanilacagi alanlarin
basinda simdiye kadar adlandirilmamig ve sorumlu geni bilinmeyen

metabolik/nérometabolik hastaliklar gelmektedir.

Bu tez calismasinda ayrintili klinik ve laboratuar calismasi ile literatiirde
tanimli veya tamimlanmadigi ongoriilen ve kompleks fenotip sergileyen otozomal
cekinik kalittm modeli gosteren bireylerde SNP mikroarray yontemi ile yiiksek
Olcekli genom analizi yapilarak hastaliktan sorumlu genetik bozukluklarin
saptanmas1 hedeflenmistir. Calismada genom analiz yontemlerinden “genom boyu
genotiplendirme”, “homozigotluk haritalamas1”, “aday gen belirlenmesi”, *

mutasyon tarama yontemlerinin sirali bir sekilde kullanilmasi ile hastaliklara neden

olan molekiiler bozukluklarin aydinlatilmast amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kalitsal Metabolik Hastalhklar

Metabolizma, viicut dokularinda yapim ve yikim reaksiyonlarinin tiimiine
verilen addir. Metabolik hastaliklar ise, protein, karbonhidrat ve yag asitlerinin
sentezi ya da katabolizmasi yolaginda, bir enzim ya da kofaktoriiniin eksikligi ya da
substrat tastyic1 protein eksikligi sonucunda ortaya ¢ikan kalitsal tek gen
bozukluklaridir (Sekil 2.1). Kalitsal metabolik hastaliklar ilk kez 1908’de Sir
Archibald Gaarod tarafindan tanimlanmistir (11). Kalitsal metabolik hastaliklar tek
tek nadir olmakla birlikte, cok cesitli olduklar diisiiniildiigiinde ¢cocukluk cagindaki
genetik bozukluklarin énemli bir kismini1 olusturmaktadirlar. Son on yilda kalitsal
metabolik hastaliklarin tan1 ve tedavisinde onemli ilerlemeler kaydedilmistir. Tedavi
edilmeyen vakalarda erken tani, mortalite ve morbitideyi onlemek i¢in oldukg¢a
onemlidir (12). Cogu kalitsal metabolik hastalik otozomal resesif olarak
kalitilmaktadir ve akraba evliliginin sik oldugu iilkemizde kalitsal metabolik

hastaliklara oldukca sik rastlanmaktadir.
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Sekil 2.1. Metabolik blok modeli (1, 2).



2.1.1. Kalitsal Metabolik Hastaliklarin Patofizyolojisi

Kalitsal metabolik  hastaliklar  genellikle otozomal resesif gecis
gostermektedir. Ancak dominant ve X’e baghh kaliim tipleride bulunmaktadir.
Genetik bozukluklar, mutant enzimlerin veya tastyici proteinlerin fonksiyon kaybina
ya da kazanimina neden olan nokta mutasyonlar1 delesyonlari, insersiyonlar1 veya
kromozomal yeniden diizenlenmeleri igerir. Mitokondrideki biyokimyasal yolaklar
kapsayan bir grup kalitsal metabolik hastalik ise mitokondriyal DNA’daki

mutasyonlardan kaynaklanmaktadir.

Genetik bozukluklardan kaynaklanan ilgili biyokimyasal yolagin bloke
edilmesi dogrudan toksik etkiler gosterebilirken, dolayli olarakta metabolik akisin
diger yollara sapmasiyla substrat birikmesine ve iiriiniin eksikligine neden

olmaktadir (13) (Sekil 2.1).

2.1.2. Kalitsal Metabolik Hastaliklarin Epidemiyolojisi

Kalitsal metabolik hastaliklarin diinya toplumlarinda goriilme siklig1 genel
olarak 1/5 000 olarak rapor edilmektedir. Kalitsal metabolik hastaliklarin %90’dan
fazlasinin otozomal c¢ekinik kalitilmasi nedeniyle akraba evliliginin sik oldugu
iilkelerde bu hastaliklarin insidansi ve prevalansi artmaktadir. Ortalama akraba
evliligi oraninin %24 oldugu iilkemiz, tanimlanmis ya da heniiz tanimlanmamis
metabolik hastaliklarin en sik goriildiigii toplumlarin basinda gelmektedir (2, 3, 4, 5,
6, 7).

Kalitsal metabolik hastaliklarin insidansi ve prevalanst farkli tlkelerde
degisiklik gostermektedir. Amerika Birlesik Devletleri’'nde yenidogan tarama
programlarina gore biyotinidaz eksikligi insidanst 1:67 766, klasik galaktozemi i¢in
1:53 554, akg¢aagac surubu hastaligi i¢in 1:197 714, fenilketoniiri (PKU) i¢in ise 1:23
080 olarak rapor edilmistir (14). Tiirkiye’de PKU insidansinin 1:5 049 oldugu
bildirilmistir (15).



2.1.3. Kalitsal Metabolik Hastaliklarin Simiflandirilmasi

Kalitsal metabolik hastaliklar, substrat birikimine, etkilenmis enzim grubuna
ve organel fonksiyon bozukluguna bagli olarak, g¢esitli  sekillerde
siiflandirilmaktadir. Kalitsal metabolik hastaliklarin patofizyolojik ag¢idan klinik
siniflandirmasi Tablo 2.1°de gosterilmistir (16). Kalitsal metabolik hastaliklar
Arastirma Dernegi (SSIEM) tarafindan onerilen ve yaygin olarak kabul edilen

siiflandirma ise etkilenmis ana substrat goz oniine alinarak yapilmistir (Tablo 2.2).

Tablo 2.1. Kalitsal metabolik hastaliklarin siniflandirilmasi (17).

Tip Tamm Ornekler

Intoksikasyon tipi Ana patoloji, toksik e  Aminoasidopatiler
substratlarin asiri (fenilketoniiri, ak¢aagag¢ surubu
birikiminden hastalig1, tirozinemi, homosistiniiri,
kaynaklanir. iire dongiisii bozukluklari, vb.)

e  Organik asidiiriler (metilmalonik,
propiyonik, izovalerik, glutarik tip
I, 3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA
(HMG-CoA) liyaz eksikligi, vb.)

e Karbonhidrat metabolizmasi
bozukluklar (galaktozemi, kalitsal

fruktoz intoleransi)

Enerji bozukluklari tipi  Ana patoloji, iiriiniin e Karbonhidrat metabolizmasi
eksikliginden bozukluklari (glikojen depo
kaynaklanir. hastaligi tip Ia)

e  Mitokondriyal hastaliklar (solunum

zinciri bozukluklari, Krebs dongiisii

bozukluklar)
e Yag asidi oksidasyon bozukluklari

Depolama tipi Ana patoloji, hiicre e Lizozomal depo hastaliklari

organellerinde (Gaucher hastaligi, Niemann-Pick

kompleks molekiillerin hastalik tipleri A ve B, vb.)

hatal1 katabolizmasina e  Peroksizomal hastaliklar

bagli olarak (Zellweger sendromu,

metabolitlerin siirekli adrenolokodistrofi)

olarak birikiminden

kaynaklanir.




Tablo 2.2. SSIEM siniflandirmasindaki baglica metabolik hastalik gruplar1 (17).

Amino asit ve peptit metabolizmasi bozukluklar1

Karbonhidrat metabolizmas1 bozukluklar1

Yag asidi ve keton metabolizmasi bozukluklari

Enerji metabolizmasi bozukluklari

Piirin, pirimidin ve niikleotit metabolizmas1 bozukluklar1

Sterol metabolizmasi bozukluklari

Porfirin ve hem metabolizmasi bozukluklar1

Lipid ve lipoprotein metabolizmasi bozukluklari

Konjenital glikolizasyon bozukluklar1 ve diger protein modifikasyon bozukluklari
Lizozomal hastaliklar

Norotransmitter metabolizmasi bozukluklari

Vitaminler ve kofaktorlerin metabolizmasindaki bozukluklar
Eser elemetlerin ve metallerin metabolizmasindaki bozukluklar

Ksenobiyotiklerin metabolizmasindaki bozukluklar ve varyantlar

2.1.4. Kalitsal Metabolik Hastaliklarin Klinigi

Kalitsal metabolik hastaliklarin klinigi ayrintili olarak asagidaki sirayla
aciklanmaktadir. Bunlar amino asit metabolizmasi bozukluklari, organik asidemiler,
karbonhidrat metabolizmast bozukluklari, lire dongiisii bozukluklari, yag asidi
oksidasyon bozukluklari, mitokondriyal hastaliklar, lizozomal depo hastaliklari,
peroksizomal hastaliklar, piirin ve pirimidin metabolizmas1 bozukluklari, porfirialar

ve konjenital glikolizasyon bozukluklaridir.

2.1.4.1. Amino Asit Metabolizmasi1 Bozukluklari

Aminoasidopatiler, amino asitlerin metabolik yolaklarindaki kalitsal
bozukluklar  sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Aminoasidopatiler arasinda
fenilketonuri, tirozinemi, akc¢aaga¢ surubu hastaligi, homosistiniiri, alkaptoniiri,
sistiniiri gibi hastaliklar yer almaktadir. Aminoasidopatilerin klinik semptomlari,

genellikle toksik ara maddelerin birikmesinden kaynaklanmaktadir (18).



Ilk belirtiler veya semptomlar genellikle yenidogan doneminde goriilmektedir
(15, 19). Aminoasidopatiler, plazma (veya idrar) amino asit konsantrasyonlarinin ve
bazen de idrar organik asitlerinin analizi ile teshis edilmektedir. Aminoasidopatilerin
cogunlugu, proteinin ve kusurlu yolakta yer alan aminoasidin diyet kisitlamasi ile ve
bliyiilk miktarlarda protein parcalanmasimna yol agan katabolik durumlardan
kaginilmas1 yoluyla tedavi edilebilmektedir (18). Ornegin, akcaaga¢ surubu
hastaliginda tan1 konulmaz ve tedavi edilmezse, klinik seyir ensefalopati, koma ve
hatta 6liime kadar gidebilir. Fenilketoniiri hastalarinin tedavi edilmedigi durumda ise

klinik seyir motor-mental retardasyon ile sonuclanmaktadir (15, 19).

2.1.4.2. Organik Asidemiler

Organik asidemiler (piruvik, izovalerik, metilmalonik asidemiler, biyotinidaz
eksikligi) dalli zincirli amino asitlerin yikimindaki kalitsal enzim bozukluklarindan
kaynaklanan anormal ve toksik organik asitlerin birikmesiyle karakterizedir (12).
Biyokimyasal olarak, organik asidemilerdeki bozulan baz1 reaksiyonlar,
mitokondriyal beta-oksidasyon dongiisiiniin dehidrojenaz, hidrataz veya ketotiyolaz
reaksiyonlart ile paraleldir. Klinik 06zellikler sadece toksik ara maddelerin
birikmesinden degil, ayn1 zamanda mitokondriyal enerji metabolizmasi ve karnitin
homeostazindaki bozukluktan kaynaklanmaktadir. Organik asidemiler, idrarda
organik asitlerin veya kandaki acilkarnitinlerin analizi ile teshis edilmektedir.
Tedavi, aminoasidopatilere benzerdir ve ilgili aminoasitlerin beslenmede
kisitlanmasi ve protein katabolizmasinin 6nlenmesini igermektedir. Karnitin ve glisin

gibi takviye destekler, tedaviye oldukca yardimci maddelerdir (18).

2.1.4.3. Karbonhidrat Metabolizmasi Bozukluklari

Karbonhidrat metabolizmasinin en sik goriilen hastaliklar1 arasinda glikojen
depo bozukluklari, kalitsal fruktoz intoleransi ve galaktozemi yer almaktadir (13). Bu
gruptaki bozukluklar genel olarak galaktoz ve fruktoz metabolizmas: bozukluklari,
glikoneogenez ve glikojen depo bozukluklari ve karbonhidrat tagima bozukluklar

olarak simiflandirilabilir.

Galaktoz ve fruktoz metabolizmasi bozukluklari, glikoliz sirasinda galaktoz

ve fruktozun sitosolik metabolizmasindaki defektler sonucu patojenik metabolitlerin



birikmesi sonucu olusmaktadir. Galaktozemi ve fruktozemisi olan c¢ocuklarda,
strastyla, laktoz (siit, siit iirlinleri) veya fruktoz (meyve, sakaroz) alimindan sonra
karaciger ve/veya bobrekte ciddi hasarlar olusmaktadir. Tedavi galaktoz ve fruktoz

aliminin ortadan kaldirilmasini gerektirmektedir.

Glikoneogenez ve glikojen depo bozukluklarinin tipik metabolik 6zellikleri
arasinda kisa aclik siireleri ve laktik asidemiden sonra olusan hipoglisemi
gelmektedir. Glikojen depo bozukluklari, bebeklik doneminde karaciger biiylimesine
yol agmaktadir. Glikojenoz tip III gibi baz1 bozukluklarda ise transaminaz ve kreatin
fosfat kinaz yiiksektir ve sonucunda miyopati goriilebilmektedir. Tedavide,
hipoglisemiyi Onlemek amaciyla sik yemek yemek ve misir nisastasi takviyesi

Onerilmektedir.

Karbonhidrat tasima bozukluklarinda ¢ok sayida farkli glukoz ve
karbonhidrat tasiyicis1 bulunmakta ve klinik semptomlar, bozuklugun oldugu dokuya
gore biiylik farkliliklar gostermektedir. Semptomlar siklikla sindirim sistemi veya
bobreklerle ilgili olup, ayni zamanda merkezi sinir sistemini de igermektedir (kan /

beyin bariyerinde yetersiz glukoz taginimi) (18).

2.1.4.4. Ure Dongiisii Bozukluklar

Ure dongiisiindeki enzimlerden herhangi birinin eksikligi, iire atiliminda
bozukluga neden olmaktadir (19). Ure déngiisii bozukluklar1 arasinda arjininemi,
arjininosiiksinik asidiiri, N-asetil glutamat sentetaz eksikligi gibi hastaliklar

sayilabilmektedir.

Ure dongiisii bozukluklari, yenidoganlarda birkag giin beslendikten sonra agir
hiperamonyemik ensefalopati ile kendini gosterir. Rezidiiel enzim aktivitesi olan
hastalarda daha ge¢ baslangiclhi bir klinik tablo goriilmektedir (19). Metabolik
taramalar, plazma ve idrarda amino asit analizini ve idrarda orotik asit analizini
icermektedir. Tedavi, esansiyel amino asitlerin takviyesi, katabolik durumlarin

Onlenmesi ve protein aliminin azaltilmasini gerektirmektedir (18).



2.1.4.5. Yag Asidi Oksidasyon Bozukluklari

Yag asidi oksidasyon bozukluklari, karnitinin hiicre igine taginmasinda rol
alan tastyic1 proteinden baslayarak, karnitin tagima sistemi, beta-oksidasyonda rol
alan enzim eksiklikleri veya elektron tasinmasindaki bozukluklar neticesinde

gelismektedir (20).

Yag asidi oksidasyon bozukluklarinda hastalarda keton cisimcikleri
yapilamamakta ve glikoneogenez olmaksizin glikoliz kullaniminin artmasi nedeniyle
kan gsekeri diigmektedir. Beyin ic¢in enerji kaynagi olmadigindan koma veya
konviilsiyonlara neden olur, toksik metabolitlerin birikmesi ile de kardiyomiyopati
ve miyopati gelismektedir. Tani, serbest yag asitleri ve keton cisimleri 3-
hidroksibutirat ve asetoasetatin yani sira asilkarnitin profili ve idrar organik asitlerin
analizi ile yapilmaktadir (18). Tedavi i¢in sik araliklarla beslenme, nazogastrik tiip

ile beslenme ve ¢ig misir nisastasi takviyesi onerilmektedir.

2.1.4.6. Mitokondriyal Hastaliklar

Enerji metabolizmasi bozukluklari, piruvat dehidrojenaz kompleksi, krebs
dongiisii, elektron tasima zinciri ve ATP {iretimindeki genetik kusurlardan
kaynaklanmaktadir. Mitokondriyal ensefalopati, Alpers-Huttenlocher sendromu,
hepatoensefalopatik mtDNA sendromlar1 ve Leigh sendromu mitokondriyal
hastaliklar arasinda sayilmaktadir. Mitokondriyal hastaliklar klinik olarak enerji
eksikligi ve ¢oklu organ yetmezligi bulgu ve belirtileri ile kendini gdstermektedir.
Bir¢ok vakada, laktik asidemi ve ilerleyici norodejeneratif hastalik vardir.
Mitokondriyal hastaliklarin tanisi, hastalarda kan laktat seviyelerinin, BOS
laktatlarin, plazma amino asitlerinin ve alanin seviyelerinin sik oOlg¢iilmesini ve
mitokondriyal DNA’daki mutasyonlarin arastirtlmasini  kapsamaktadir. Organ
fonksiyonlarinin dikkatli incelenmesi ve goriintiilenmesi tani i¢in Onem arz
etmektedir. Tedavi secenekleri sinirhidir, ancak genellikle riboflavin, koenzim Q

veya tiamin gibi ¢esitli vitaminler ve kofaktorleri icermektedir (18).



2.1.4.7. Lizozomal Depo Hastaliklar:

Lizozomal depo hastaliklari, substratlarin lizozomal degredasyonunun
bozulmasina baghh olarak doku ve organlarda glikozaminoglikanlarin,
glikoproteinlerin  veya glikolipitlerin  birikmesinden kaynaklanan metabolik
hastaliklardir (12, 16). Lizozomal depo hastaliklar1 arasinda mukopolisakkaridozlar
en sik goriilen gruptur. Fabry ve Pompe ise diger lizozomal depo hastaliklari
arasinda sayilmaktadir. Lizozomlar, biiylik lipit ve mukopolisakkarit molekiillerinin
hiicre i¢i parcalanmasi igin gerekli bir dizi hidrolaz enzimini igermektedir. Bu
enzimlerden birinin eksikligi, o enzimin substratinin birikmesine yol agarak,
organlarin fonksiyonel olarak bozulmasina ve organ biiylimesine neden olmaktadir.
Hastaligin klinik 6zellikleri arasinda karaciger biiyiimesi, dalak biiyiimesi, norolojik
gerileme, kaba yliz gorinimii ve kisith eklem hareketleri sayilabilmektedir.
Metabolik dekompansasyon yoktur, ancak bazi durumlarda akut semptomlar (6rn.,
siddetli agr1) baslica klinik  Ozelliktir. ~ Hastalarin  idrarinda  anormal
glikozaminoglikanlar ve oligasakkaritler arastirilarak tani konulabilecegi gibi, kesin
tani icin spesifik enzim ¢aligmalar1 gerekmektedir. Cogu hastalik icin heniiz spesifik
bir tedavi yoktur, ancak enzim replasman tedavisinin veya kemik iligi

transplantasyonunun ¢esitli bozukluklarda faydali oldugu goriilmektedir (21).

2.1.4.8. Peroksizomal Hastaliklar

Peroksizomal hastaliklar  peroksizomal biyogenez bozukluklart ve
peroksizomal tek enzim eksikleri olarak iki grup i¢inde degerlendirilmektedir.
Peroksizomal biyogenez defektlerinde tiim peroksizom fonksiyonlar1 bozulmustur.
Bu gruptaki bozukluklar birbiri i¢ine gegen ii¢ klinik spektrumdan olusur. Bu {i¢ tip
(Zellweger sendromu, neonatal adrenoldkodistrofi ve infantil refsum hastalig)
Zellweger spektrum bozukluklar1 olarak adlandirilir. Peroksizomal tek enzim
eksikleri, hastalarda peroksizom fonksiyonlarinda (eterfosfolipit sentezi, alfa ve beta

oksidasyon) rol alan enzimlerin birinin eksikliginden olusur (12, 16, 22).

Genel olarak yenidogan ve erken cocukluk déneminde goriilmelerine karsin
eriskin yagta goOriinen peroksizomal hastaliklarda vardir. Dismorfik bulgular,
katarakt, hepatomegali ve norolojik bulgulara ek olarak karaciger tutulumu hastaligin

klinik bulgular1 arasinda gosterilmektedir. Peroksizomal hastaliklar genellikle

10



siddetli, ilerleyici multisistem bozukluklarina neden olmaktadir. Peroksizomal
hastaliklarin tanisinda, kanda uzun zincirli yag asitlerinin ve safra asitlerinin analizi,
plazma plazminojen seviyelerin Ol¢iimii gibi peroksizomal tarama testleri ile hasta

fibroblastlarinda enzim aktivite 6l¢timii testleri kullanilmaktadir (21, 22).

2.1.4.9. Piirin ve Pirimidin Metabolizmasi Bozukluklar1

Piirin ve pirimidinler niikleik asitlerin 6nemli kisimlarint olusturmaktadir.
Piirin ve pirimidin metabolizmast bozukluklar1 niikleik asitlerin sentez, yikim veya
her ikisinde birden gdzlenen bir anomaliden kaynaklanmaktadir. Bu eksiklikler
noromiiskiiler anormalliklere, bobrek tasina, gut hastaligina, anemiye ve immiin
disfonksiyona neden olmaktadir. Piirin metabolizmasi bozukluklarina Gut hastaligi,
Lesch-Nyhan sendromu ve hiperiirisemi 6rnek verilirken, pirimidin metabolizmasi

bozukluklarina ise orotik asidiiri 6rnek gosterilebilir.

Bu grup hastaliklar kreatinin ile iliskili olarak idrarda iirenin artmasi ya da
azalmas1 veya spesifik olarak idrar piirinleri ve pirimidinlerinin analizi yoluyla
tanimlanabilmektedir. Bazi pirimidin par¢alanma metabolitleri sadece idrar organik
asit analizi ile taninmaktadir. Piirin ve pirimidin metabolizmasindaki eksikliklerin
neden oldugu bobrek tasi hastaligi sadece allopurinol adi verilen ilagla tedavi
edilmektedir. Baz1 pirimidin metabolizmasi bozukluklari, 6zellikle orotik asidiiri ve
5 ‘niikleotidazin (niikleotid deplasyon sendromu) asir1 aktivasyonu, iiridin veya
triasetiluridin ile tedavi edilebilmektedir. Piirin metabolizmasi bozukluklarinin

baslica norolojik bulgularinin ¢ogu i¢in etkili bir tedavi yoktur (21).

2.1.4.10. Porfiria

Porfiriler, hem biyosentezi sirasinda kalitsal veya edinsel enzim eksikliklerine
bagli olarak ortaya c¢ikmaktadir. Sonug¢ olarak, viicut porfirinleri veya porfirin
onciilleri dokularda birikmektedir. Porfiria hastaligi halk arasinda vampir hastalig
olarak bilinmektedir. Sinir sistemi ve / veya cilt en ¢ok etkilenen sistemler arasinda

gosterilmektedir (13, 16).
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2.1.4.11. Konjenital Glikolizasyon Bozukluklar:

Konjenital glikozilasyon bozukluklari, proteinlerin translasyon sonrasi
glikozilasyonu i¢in gerekli enzimlerin eksikliginden kaynaklanan metabolik hastalik
grubudur. Glikolizasyonda rol oynayan 40’tan fazla farkli enzim vardir. Bu
enzimlerden birinin eksikligi, c¢ok cesitli yapisal anormalliklere ve fizyolojik
fonksiyonlarin bozulmasina neden olmaktadir. Belirtiler arasinda merkezi sinir
sistemi tutulumu, gelisimsel gecikme, biiylime geriligi, hipoglisemi, derialtt anormal
yag birikimi, karaciger fonksiyon bozuklugu, protein kaybettiren enteropati ve boy
kisalig1 sayilabilmektedir (12, 13, 19). Bu gruptaki ¢cogu hasta i¢in etkili bir tedavi

heniiz yoktur.

2.1.5. Kalitsal Metabolik Hastahklara Klinik Yaklasim

Kalitsal metabolik hastaliklar herhangi bir yasta ancak en ¢ok cocukluk
doneminde oldukca genis klinik belirti ve bulgularla ortaya cikabilmektedir. Kalitsal
metabolik hastaliklardan kaynaklanan belirti ve bulgular erken baslangich ve geg

baslangich formlara ayrilabilmektedir.

2.1.5.1. Erken Baslangich Belirti ve Bulgular

Kalitsal metabolik hastaliklar yenidogan déneminde ¢esitli sekillerde ortaya
cikabilmektedir. Ancak hizli tan1 ve erken tedavi ile cogu kalitsal metabolik hastalik

basaril bir sekilde tedavi edilebilmektedir.

Galaktozemi, ketotik olmayan hiperglisemi, glutarik asidiiri tip II ve
mitokondriyal hastaliklarin bazilar1 prenatal donemde ortaya ¢ikan kalitsal metabolik
hastaliklar arasinda sayilabilmektedir (23). Kalitsal metabolik hastaliklarin
tanimlanmasinda aile dykiisii birinci adimdir ve bu tiir bozukluklarin ¢gogu otozomal
resesiftir. Otozomal resesif olduklar diisiiniildiigiinde ebeveynler arasinda akraba

evliligi olup olmadigina bakilmaktadir.
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Klinik semptomlar arasinda koma, hipotoni, hipertoni, noébetler ve
organomegali sayilabilmektedir. Belirtiler ve bulgular dogumdan sonraki saglikli bir

periyottan sonra baglamaktadir (24).

2.1.5.2. Ge¢ Baslangich Belirti ve Bulgular

Kalitsal metabolik bozukluklar ¢ocuklukta, ergenlikte ve yetiskinlik
doneminde goriilebilmekte ve g¢esitli norolojik  bulgular ile kendilerini

gostermektedirler.

Kas tonusu degisiklikleri ve istemsiz hareketler teshis i¢in olduk¢a Onemli
olan ipuglar1 arasinda sayilabilmektedir (25, 26). Ataklarin baslamasii ates,

beslenme yolu ile asir1 substrat alimi ve asir1 aglik tetiklemektedir.

Klinik belirtiler ve bulgular arasinda makrosefali, mikrosefali, dikkat
eksikligi, mental ve motor retardasyon, hipotoni, hipertoni, spastisite, ndbetler,
hareket bozukluklari, inme, ataksi, koma gibi ndrolojik bulgular sayilabilmektedir.
Diger belirti ve bulgular ise kas bulgulari, organomegali, hematolojik anormallikler,
kaba yiiz ozellikleri, iskelet anormallikleri, karaciger yetmezligi, kalp yetmezligi,

gelisme geriligi, duyusal problemler ve cilt problemlerinden olugmaktadir (25, 27).

2.1.6. Kalitsal Metabolik Hastaliklarda Teshis Yontemleri

Kalitsal metabolik hastaliklarin teshisini koymak onemlidir ve erken teshis
her hastalikta oldugu gibi burada da tedavi sansini bilylik Olclide arttirmaktadir.
Kalitsal metabolik hastalik potansiyeli tasiyan her hastanin kesin tanisi igin
enzimatik ve / veya molekiiler taniya ihtiya¢ duyulmaktadir. Klinik bulgulara ek
olarak basit metabolik laboratuvar testleri ile bazi ipuglar1 elde edilerek erken

miidahaleyi kolaylastirmak miimkiin olmaktadir (28).

2.1.7. Kalitsal Metabolik Hastaliklarda Tedavi

Kalitsal metabolik hastaliklarin tedavisinde son on yil i¢inde olduk¢a énemli
gelismeler olmus ve gelecekte daha iyi tedavi imkanlar1 bulabilmek adina 6nemli

gelismeler bugiinde devam etmektedir. Diger tiim hastaliklarda oldugu gibi kalitsal
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metabolik hastaliklarda da erken teshis 6nem arz etmektedir. Metabolik hastaliklarin
bir kismi tedavi edilebilmektedir. Diger bir kismi ise hastaliktan etkilenmeden ya da

az etkilenerek yasamlarin siirdiirmektedir.

Kalitsal metabolik hastaliklarda tedavi yaklasimlari iki ana baslik altinda
incelenmektedir: akut ve kronik tedavi. Akut tedavi siipheli/kesin kalitsal metabolik
hastaliktan kaynaklanan akut atakli bir hastay1 tedavi etmek i¢in alinacak tiim
Onlemleri icermektedir (29). Kalitsal metabolik hastaliklar i¢in kronik tedavi edici

yaklasimlar asagidaki siralanmaktadir:

1. Substrati azaltarak yapilan tedaviler
a. Besinsel kisitlama
b. Substrat inhibisyonu

2. Eksik iiriniin degistirilmesi

3. Rezidiiel enzim indiiksiyonu
a. Kofaktor degisimi
b. Saperon tedavisi

4. Eksik enzimin yenilenmesi
a. Enzim replasman tedavisi
b. Hiicre / organ nakli

5. Toksik substratin ¢ikarilmasi
a. Diyaliz / hemofiltrasyon
b. Tibbi tedavi

6. Arastirma tedavileri

2.2. Nadir ve Bilinmeyen Metabolik Hastaliklar

Yiiksek derecede heterojen olan nadir hastaliklar, yasami tehdit eden veya
kronik olarak sakat birakan diisiik prevalansli ve olduk¢a kompleks hastaliklardir
(30).

Nadir hastaliklarin ¢ogu genetiktir ve patojenik bir mutasyon sonucu
olusmaktadir. Bir kismi ise genetik yatkinlikla kombinasyon halinde, hamilelik
sirasinda veya ilerleyen yasam siirecinde cevresel etkilenme sonucu olarak ortaya

cikmaktadir. Digerleri nadir goriilen kanserler, oto-immiin hastaliklar, konjenital
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malformasyonlar, toksik ve bulasici hastaliklardir. ilk belirtilerin ortaya ¢iktigi yas
bakimindan biiyiik ¢esitlilik olmasina ragmen nadir hastaliklarin ¢ogu dogumda veya

cocukluk déneminde ortaya ¢ikmaktadir.

Son 25 yilda yapilan ¢alismalar ile tahmini 7 000 nadir monogenik hastaligin
%50’sinden sorumlu olan genler tanimlanmis ve geriye kalan ve hastaliga neden olan
genlerin ¢ogunun yakin bir gelecekte tanimlanacagi tahmin edilmektedir. Gen
kesfindeki bu ivme, yiiksek Olgekli yeni nesil dizileme teknolojilerinin
uygulanmasinin bir sonucudur. Nadir hastalik tanisi ile bagvuran ailelerin ¢cogunun
yeterli klinik takip ve uygun genetik danismaya izin veren molekiiler tan1 alma
sansin1 hizli bir sekilde artmaktadir. Ayrica, nadir goriilen hastaliklarin altinda yatan
genetik ve molekiiler nedenlerin belirlenmesi, bu patojenik yolaklarda etkili bir

sekilde miidahale edilebilecek yeni tedavilerin tasarlanmasini kolaylagtiracaktir (30).

2.2.1. Nadir Hastahklarda Klinik Yaklasim

Tani1 konulamayan terimi kapsamli bir klinik muayene ve detayl laboratuar
calismalarindan sonra kesin tan1 alamamis hastalari ifade etmektedir. Bu kismen her
bireyin kendine 6zgii genetik ve c¢evresel bir gegmise sahip olmasi ve hastaliklarin
cok sayida yolakla kendisini gostermesinden kaynaklanmaktadir. Arastirma,
konsiiltasyon, klinik testler ve daha dnce bilinen hastaliklarin atipik goriinlimlerinin
degerlendirilmesi yoluyla yapilan ayrintili bir klinik aragtirma ve klinisyenin ayirict
tanisinin genislemesine olanak saglamaktadir. Ayrintili fenotipleme, goriintiileme ve
diger testler klinik tablonun daha i1yi bir sekilde belgelendirilmesini saglayarak,
vakanin gelecekte yeni kesfedilen hastaliklar, genetik varyantlar ve hasta gruplari ile

iligskilendirilmesine yardimci olmaktadir.

Eksiksiz bir hasta kayit verisi, prenatal ve postnatal bulgulari, gelisimsel
doniim noktalarini, biiylime paternini, semptomlarin ve belirtilerin baslangic ve
ilerlemesini, tetikleyici etkileri, ilaclara verilen cevabi ve hangi aile bireylerinin
etkilendiginin belirlenmesi icin aile soy agacindan olusmaktadir. Ilgili fiziksel
bulgular arasinda dismorfizm, organomegali, ndrolojik bozukluk, kemik tutulumu ve
dermatolojik bulgular yer almaktadir. Bir¢ok nadir ve yeni hastalik multisistemik
oldugundan, klinisyenler taninin degerlendirilmesinde 6nemli rol oynamaktadirlar

(31).

15



2.3. Gen Haritalama Stratejileri

William Bateson ve Reginald Punnett tarafindan yiiriitiilen genetik baglanti
caligmalari, genetik haritalamanin temelini olusturmaktadir. Baglantili genler
arasinda par¢a degisimi oraninin farkli oldugunu ve krosingover sikliginin
kromozom {izerindeki genler arasindaki uzakligi belirttigi fikri, ilk kez 1911°de
Thomas Hunt Morgan’in Drosophila ile yaptig1 baglantt c¢aligmalarinda
kesfedilmistir. Morgan’in Ogrencisi Alfred Sturtevant tarafindan gelistirilen ilk
genetik haritalamada iki baglantili gen arasindaki mesafe ne kadar ¢oksa, bu genler
arasindaki bolgede krosingover olma olasiliginin da o derece yiiksek olacag: ileri
stiriilmiistiir. Genler arasindaki uzakligt OGlgmenin rekombinasyon olaylarini

hesaplayarak yapilabilecegi gosterilmistir (32, 33, 34).

Kromozom haritalari, 1980’de RFLP’lerin (Restriction Fragment Lenght
Polymorphism) kesfi ile olusturulmaya baslanmis ve 1990’larin ortalarinda
istatistiksel analiz yoOntemlerinin gelistirilmesi ile birlikte tiim-genom genetik

haritalar1 olusturulmustur (34, 35).

Genetik haritalama, genlerin kromozomlar {izerinde bulundugu yerlerin
(lokus) molekiiler biyolojik yontemler ve istatistiksel analizler ile gosterilmesi islemi
olarak bilinmektedir. Genetik haritalama metodu lokalizasyonu aranan gen ile
lokalizasyonunu bildigimiz genetik belirleyicinin (‘marker’) kusaklar arasinda
birlikte kalitilmasi temeline dayanmaktadir. Kromozomlar mayozda karsi karsiya
gelerek parca degisimine ugramakta ve bu parca degisimi sirasinda birbirine yakin
olan genler siklikla bir arada kalitilmaktadir. Uzak yerlesimli olan genler ise rastgele
olarak bir arada gidebilmekte ya da ayrilmaktadir. Rekombinasyon kavrami genetik
haritalamanin temelini olugturmakta ve baglica hipotez “aradigimiz gen kromozom
lokalizasyonunu bildigimiz markira ¢ok yakinsa bu genler mayozda birbirinden
ayrilamayacak ve kusaklar arasinda daima markir allel ile birlikte kalitilacaktir”
seklindedir. Bir kromozomun haritasin1 veya tiim genomun haritasin1 belirlemek
cogu genin ve diger genetik belirleyicilerin (markir) birbirine gére bir kromozom
boyunca dizilislerinin haritalanmasiyla miimkiin olabilmektedir. Insan viicudu
fonksiyonlarmin bilinmesi i¢in bu genetik haritalama oldukg¢a énemli olup, bu sayede
insan genetik hastaliklarinin heterojenite ve segregasyon analizleri yapilabilecek ve

gen tedavileri miimkiin olabilecektir (36).
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2.3.1. Genetik Haritalamada Kullanilan Genetik Belirtecler

Kromozom lokalizasyonu hakkinda bir bilgiye sahip olmadigimiz genetik bir
hastaligin lokalizasyonunun bulunmasi genetik haritalama ile miimkiin olmaktadir.
Bunun i¢inde, hangi kromozomda lokalize oldugunu kesin olarak bildigimiz genetik
markirlar kullanilmaktadir. Genetik markirlar dogrudan genlerin ig¢inde veya genlerle
hicbir ilgisi olmayan DNA pargalari iizerinde olabilmektedirler. Gen haritalamasi

yapilirken polimorfik 6zellik tagtyan markirlar kullanilmaktadir (34).

2.3.1.1. Kisa DNA Baz Tekrarlar:1 (Short Tandem Repeats, STR,
Mikrosatellitler)

Kisa DNA baz tekrarlar1 (STR’ler) olarak da bilinen mikrosatellitler, tiim
genomda yaygin olarak dagilmis tekrarli dizilerin bir grubunu temsil etmektedir.
Bunlarin ¢ogunlugu iki ila alt1 bazlik ardarda tekrarlanan kisa niikleotit dizilerden
olugsmakta olup, bunun yamisira tri-, penta- veya heksa-niikleotit tekrarlar1 da
bulunmaktadir (Sekil 2.2). Mikrosatellitler yiiksek degiskenlik gdstermeleri
nedeniyle adli tipta, popiilasyon genetiginde ve genetik soyagaci calismalarinda
kullanilmaktadir. STR varyantlar1 ve bir¢cok hastalik arasinda onemli iliskiler oldugu

gosterilmistir (34, 37).

TCCTGAGAAGGAABGAAGPAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGAA GOAAGGAAAGAAGGAAAGAAGG(AT
” 8 90 10

o 4

Sekil 2.2. Mikrosatellit dizileri (38).

2.3.1.2. Uzun DNA Baz Tekrarlar1 (Variable Number Tandem Repeats,
VNTR, Minisatellitler)

Uzun DNA baz tekrarlarn1 minisatellitler olarakta adlandirilmaktadir. Bu
yontemde, genom icinde dagilmis 16-64 baz ¢ifti ve daha uzun bdlgelerin birkag

kopya halinde tekrarlandig1 goriilmektedir (Sekil 2.3). VNTR ’lere 6zgii restriksiyon
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enzimleri kullanilarak farkli bireylerde farkli uzunluklarda fragmanlar elde
edilebilmektedir (39). VNTR’ler giiniimiizde adli tipta olduk¢a yaygin olarak

kullanilmaktadir.

mmmmm——

..... GGGGTGTGGGGGGEG....

Sekil 2.3. VNTR (34).

2.3.1.3. Tek Niikleotit Degisiklikleri (Single Nucleotide Polymorphism-
SNP)

Tek niikleotit polimorfizmi veya SNP’ler, DNA’nin tek bir bazindaki
degisiklikler olarak bilinmektedir. SNP’ler polimorfik 6zellik tasimaktadir ve insan
genomununda tanimlanmis yaklasitk on milyon SNP oldugu bilinmektedir.
Polimorfizmler, belirli bir popiilasyonda %1’den biiyiik siklikla meydana gelen baz
degisiklikleri olarak tanimlanmaktadir. Yakin akraba olmayan iki birey arasinda
degisiklik gdsteren 2.5x10% SNP vardir veya ortalama olarak genomdaki her 1 000
bazdan yaklagik biri polimorfiktir. Etnik bir popiilasyon i¢inde her 3 000-7 000 baz
icinde yaklasik bir ortak SNP olmasi burada herhangi bir hasta bireyin bu pozisyonda
polimorfik (heterozigot) olma ihtimalinin %10’dan fazla oldugunu agiklamaktadir

(31) (Sekil 2.4).

SNP’ler sadece genlerle iliskili olmayip, ayni zamanda DNA’nin
kodlanmayan boélgelerinde de bulunmaktadirlar. Her ne kadar belirli bir SNP bir
hastaliga neden olmasa da, SNP’ler baz1 hastaliklarla da iligkilendirilmektedir. Bu
iligki, bir bireyin hastaliga yakalanmasinda genetik yatkinligin degerlendirilmesinde

SNP’lerin incelenmesine olanak saglar. Ayni zamanda, belirli SNP’lerin herhangi bir
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ozellik ile iliskili oldugu biliniyorsa, bu SNP’lerin yakinindaki DNA bdlgesi
incelenerek bu 6zellikten sorumlu gen veya genleri tanimlamak amaciyla da SNP’ler

kullanilabilmektedir (40).

Sekil 2.4. Tek niikleotit polimorfizmi (SNP’ler) (41).

2.4. Mikroarray Teknolojisi

Mikroarrayler, binlerce niikleik asitin bir ylizeye baglandig1 ve karigimdaki
niikleik asit dizilerinin hibridizasyon yoluyla goreceli konsantrasyonlarinin

Olctildiigii bir teknolojidir (42).

Mikroarrayler cam, silikon veya polimerlerden yapilmis kati bir yiizey
lizerine sabitlenmis prob temelli bir teknolojidir. Problar, hedef molekiil i¢in
miimkiin oldugu kadar yiiksek ozgiillik ve affinite gosterir Ozellikte olmalidir.
Genom ve transkriptom analizleri i¢in problar PCR iirlinleri, oligoniikleotitler,
plazmitler veya bakteriyel yapay kromozomlar olabilmektedir. Bunun yanisira,
problar, proteom analizleri ic¢in proteinler, antikorlar, DNA/RNA aptamerleri,

karbohidratlar gibi farkli tipte molekiillerden de olusabilmektedir (42, 43, 44).

Arrayler ¢ap, yogunluk ve spot sayisina bagli olarak makro ve mikroarrayler
olarak isimlendirilmektedir. Dizi basina yaklasik 1 200 spot iceren bir makroarrayin
capt 22 cm uzunlugundadir. Mikroarrayler ise iizerine oligoniikleotitlerin spotlandig:
veya sentezlendigi cam substratlardan yapilan yaklasik 100 000 spot/cm? igeren

mikroskobik lam boyutundaki ¢iplerdir (45).
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Mikroarray teknolojsinin temel analiz mekanizmasi, bir 6rnekteki hedef
molekiillerinin ~ ¢ip lizerindeki tamamlayict prob dizilere baglanmasiyla
baslamaktadir. Hedef molekiil genellikle floresan boyalarla etiketlenmekte ve
hibridizasyondan sonra yikama islemine tabi tutularak tarama veya goriintiileme
cihazinda okutulmaktadir. Daha sonra yazilim araglari ile veriler analiz edilmektedir

(42, 46) (Sekil 2.5).

Goruntu tarama
Veri isleme
Veri analizi

Sekil 2.5. DNA mikroarray kullanim1 ve yapimindaki islem basamaklar1 (47).

DNA mikroarrayler, yiiksek verimlilik gerektiren ¢ok sayida uygulama icin
kullanilabilmektedir. Ayn1 anda yiiz milyona yakin farkli molekiil i¢in bir 6rnegin
incelenebilme 06zelligi, DNA mikroarray teknolojisini hizla biiyliyen tekniklerden
biri haline getirmistir. Mikroarray teknolojisi yiiksek Ol¢cekli genotipleme, gen
ekspresyon profili olusturma, karsilastirmali genomik hibridizasyon ve yeniden

dizileme gibi uygulamalar i¢in kullanilmaktadir (48).

2.4.1. Mikroarray Uygulamalarinda Prob Dizayni

Prob secim stratejisi, kullanilan uygulamaya ve biiylik 6l¢iide mikroarray
fabrikasyonuna baglidir, ancak bir prob spesifik olmali ve hedefi verimli bir sekilde
yakalayabilmelidir. Mikroarrayler icin problar Genebank vb. gibi niikleotid dizisi
veritabanlarindan se¢ilmektedir. Yirmi bes ila altmis niikleotid uzunlugundaki
problara dayanan gen ekspresyonu dizileri i¢in prob sekanslar1 genellikle transkriptin

3’ ucunda bulunan niikleotit sekanslarindan seg¢ilmektedir. Bunun nedeni, cDNA
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sentezinin ¢ogunlukla polyT primerleri kullanilarak transkriptin 3° ucundan
baglamasidir. Gen ekspresyon dizisi problari, benzer hibridizasyon sinyalleri
tiretmek tlizere ayni siklikta ve benzer serbest enerjide calismak i¢in ayni erime

sicakligina (Tm) sahip olmalidir.

Gen ekspresyon c¢aligmalari i¢in kullanilan problarin aksine, mutasyon analizi
icin kullanilan problarin AT veya GC’ce zengin bdlgelerde olup olmadigr kontrol
edilerek mutasyon bolgesinin oldugu yere yerlestirilmelidir. SNP analizlerinde ise
problarin Tm eslesmesi, SNP’lerin belirli bir lokus i¢in markir se¢im kriterinden
dolay1 daha kolay olmaktadir. GC ve AT bakimindan zengin bolgelerdeki
SNP’lerden kaginmak gerekmektedir (48).

2.4.2. immobilizasyon

DNA problart i¢in immobilizasyon adimi, mikroarraylerin gelistirilmesi i¢in
oldukca &nemlidir. Immobilizasyon, molekiillerin bir yiizeye baglanarak
hareketliliginin azalmasi veya kaybiyla tanimlanmaktadir. Genel olarak, uygun bir
immobilizasyon se¢imi hem yilizey hem de DNA problarinin fizikokimyasal

Ozellikleri ile belirlenmektedir (49).

DNA ¢iplerinin bagarisi, DNA problarinin immobilizasyonu i¢in kullanilan
kimyaya baghdir. Ayrica, DNA c¢iplerinin basarisi, ylizeye bagh problarin
islevselligine, baglanma yogunluguna ve baglanma kimyasinin yeniden
tiretilebilirligine de baglidir. Oligoniikleotit mikroarraylerin insasi i¢in iki tip baskin
immobilizasyon yontemi vardir. Bunlar fotolitografik yontemler ile ¢ip yiizeyinde
oligoniikleotitlerin dogrudan (in situ) sentezi ve elektrostatik etkilesim ya da

kovalent baglanma yoluyla problarin yiizeye immobilize olmasi seklindedir (49).

Immobilizasyonda kullanilan kati destekler 6nemli olup, arka plan sinyalini,
problar ve kati destek arasindaki bagin stabilitesini, prob yogunlugunu, hibridasyon
verimini, DNA hibrit 06zelliklerini, spot morfolojisini ve yogunlugunu
etkileyebilmektedir. DNA mikroarrayler i¢in kimyasal olarak kolayca degistirilebilir
ve floresan saptamaya izin vermesi bakimindan kati cam destekler kullanilmaktadir.

Ayrica polimerik malzemeler ve silikon kat1 desteklerde kullanilmaktadir. Polimerik
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malzemelerin esnek olusu, tarama i¢in sorun tegkil etse de bu malzemelerin cam gibi

kirilgan olmamasi bir avantajdir (48).

2.4.3. Mikroarray Teknolojisi Uygulama Alanlari

2.4.3.1. Gen-Ekspresyon Arrayleri

Hiicre ve dokulardaki gen ekspresyonu profillerindeki global degisikliklerin
incelenmesi amaciyla kullanilan ekspresyon arrayleri giiclii bir teknolojidir. Bu
teknik ile ayni1 anda binlerce farkli genin ekspresyon profillerinin birarada

incelenmesi miimkiin olmaktadir (48).

Bu yontemde, ilgili hiicrelerden RNA ekstrakte edilerek ya dogrudan
etiketlenir ya da etiketli bir cDNA'ya déniistiiriiliir. Ekspresyon arrayleri, bircok gen
ifadesinin ayn1 zamanda izlenebilmesi, hasta ve saglikli hiicrelerdeki gen ifadelerinin
karsilastirilmasinin saglamasi ve hastaliklar: alt-gruplar halinde kategorize edebilme
gibi avantajlarinin yam sira toksik bilesenlerin veya ila¢ etkilerinin agiklanmasinda

da kullanilmaktadir (43, 50).

2.4.3.2. SNP Arrayler

SNP’ler, bir tiirlin iiyelerini birbirinden ayrran DNA dizisindeki tek baz
degisiklikleri olarak bilinmektedir. Insanlardaki SNP’ler biiyiik bir popiilasyonun
onemli bir boliimiinde (%1°den fazla) goriilmektedir (51, 52). SNP’ler genomda hem
kodlayict hem de kodlayici olmayan bolgelerde bulunmaktadir. Genomda yaygin ve
cok sayida bulunan SNP’ler yaklasik 1/1 000 baz ¢ifti bir siklikla biitiin insan
genomu boyunca genis Olclide dagilmaktadirlar (51, 53, 54). Tek nikleotit
degisikliklerinin (SNP) tiim bu oOzellikleri onlar1 yiiksek Ol¢ekli array tabanli
yaklagimlar i¢in uygun genetik markirlar yapmaktadir. Ayrica SNP’lerin hastalik
tanisin1 ve yatkinligimi etkileyebilmesinden dolayr SNP’lerin klinik uygulamalarini
da desteklemektedir. Daha da oOnemlisi, genetik varyasyonlarin varligi, verilen
herhangi bir ilacin etkinligine ve/veya ilaca bagli yan etkilerine katkida bulunarak

ilag tedavisini ve ilag yanitini giiclii bir sekilde etkilemektedir (51, 55, 56).
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Tek niikleotit degisikliklerinin (SNP) 6neminden dolay1, yiiksek 6l¢ekli SNP
genotiplendirmesi i¢in ucuz ve dogru teknolojilerin gelistirilmesini kolaylastiran
genom c¢apinda yaygin SNP veritabani olusturmak amaciyla 2002 yilinda
Uluslararas1 HapMap Projesi baslatilmistir (57, 58). Insan genomununda tanimlanan
yaklagik on milyon SNP ve en az bir kb DNA uzunlugunda 1 400 CNV (Copy
number variants) bolgeleri igceren cesitli genetik varyasyonlara sahip yaklasik ¢
milyar DNA baz cifti bulunmaktadir (57, 59, 60). insandan insana kopya sayisi
degiskenligi gosteren CNV’ler insan genetik varyasyonu igin Onemli katki
saglamaktadir. Bazi1 arastirmalar, CNV’lerin ¢esitli yaygin hastaliklarla iliskili
oldugunu gostermisir (61, 62, 63).

SNP arraylerde, SNP’ler iki allel i¢cin A ve B olmak fizere rastgele
isaretlenmektedir. Bu nedenle, her birey genellikle her bir ebeveynden her SNP
pozisyonunun bir kopyasini tastyacagindan bir kisinin bir SNP bolgesindeki genotipi

AA, AB veya AB seklinde olmaktadir (64).

SNP arrayler i¢in hem Affymetrix hem de Illumina gibi ticari sirketlerin
farkli kimyasal 6zellikteki cipleri kullanilmaktadir. Bugiin SNP arrayler ile 1 000
000 dan fazla farklt SNP tespit edebilmektedir. Prob tabanli iiretilen SNP arraylerde
%99 tlzerinde dogrulukta SNP genotiplendirilmektedir (65). Affymetrix firmasinin
array teknolojisi, “allel-spesifik hibridizasyon”a dayanirken, Illumina firmas1 “allel-

spesifik primer extension” teknolojisini kullanmaktadir (66) (Sekil 2.6).

23



A O S
C G C T G ATIGC C G
[1lumina o p——
GiC T G AT
l DC G ACT x®
c& ¢ [ ] el T | |
A C
€6 Avc T
£ oy A - —.
{ - ¢ GC T G A G
BC G ACT
YR ST N N
b
Affymetrix
AT AT GC GC
7 TA AT AT
cG cG T TA
T cH ¢
A - T
G A
AT T G C GC
A AT AT
cG G A

Sekil 2.6. “Allel-spesifik hibridizasyon™ ve “allel-spesifik primer extension”
teknolojisi (67).

Belirli bir allel i¢in spesifik olarak isaretlenen probun mutasyon bolgesinin
tizerine gelecek sekilde ortalanmasina allel spesifik hibridizasyon denilmektedir.
Probun orta kismina gelerek degisiklik gosteren baz, yanlis eslesmis hibridleri
yuksek oranda destabilize ederek probun hedefteki mutasyon i¢in duyarliligim
arttirmaktadir. “Allel-spesifik primer extension” teknolojisi ise, probdaki son
niikleotidin SNP boélgesi ilizerine yerlesmesine dayanmaktadir. SNP bolgesi probun
ucu ile eslesirse polimeraz zincir reaksiyonu baslamakta, eger probun ucu SNP
bolgesi ile eslesmezse yanlis eslesmis hibridizasyonda 3’ ucu agik kalacagindan

polimerizasyonun baslamasi engellenmektedir (48).

Genetik hastaliklarin standart molekiiler arastirmalarinda yiiksek dlgekli SNP
mikroarrayler kullanilarak yapilan kapsamli genom ¢apli tarama; numune hazirlama,
isleme ve veri analizlerinde 6nemli maliyet ve zaman avantajlar1 sunmaktadir.
Mikroarray teknolojisinin artan kullanimi, kisisellestirilmis genomik tibbin ve

hastaliga 0zgli mikroarraylerin yapimina olanak saglamaktadir. Mikroarray
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teknolojisi ve analitik yazilimlardaki ileri gelismelerle birlikte, yiiksek 6l¢ekli SNP
genotiplemesi, yakin gelecekte daha fazla hastaligin  patofizyolojisinin
kesfedilmesine ve yeni hedeflenen ilaglarin gelismesine yardimci olmaya devam

edecektir (57).
Affymetrix Platform

Genom arastirmalarinda onemli bir ara¢ haline gelmis Affymetrix arrayler,
SNP array tireten ilk ticari firmadir (68). Affymetrix GeneChip HuSNP haritalama
testi, numune bagina % 99'dan fazla tekrarlanabilirlikte ve % 98'den fazla dogrulukta
yaklagitk 1 300 SNP genotipe sahip ilk mikroarray platformudur (69). Sonraki
versiyonlar kademeli olarak 10 000, 100 000, 500 000, 1 000 000 SNP igeren
arraylar olarak devam etmistir. Yeni Affymetrix Genome-Wide Human SNP arrayler
906 600 SNP probu ve 946 000 CNV probu iceren 1.8 milyon genetik markira
sahiptir (57, 61).

Affymetrix array, hedeflenen her bir SNP icin 24-40 farkli 25 oligo baz
ciftinden olusan bir prob setinden olusur. Arrayde her bir allel i¢in tam eslesen (PM)
ve yanlig eslesen (MM) dortlii prob setinden, her bir SNP i¢in alt1 veya on prob seti
icermektedir. Tam eslesen (PM) probu, genellikle hedef allellerden biri ile tam
olarak eslesirken, MM prob ise 13.baz (ortadaki baz) degistirildiginden higbir allel
ile tam olarak eslesememektedir. Yanlis eslesen (MM) probu ise, spesifik olmayan
hibridizasyonun neden oldugu kirliligi, spesifik hibridizasyon sinyalinden ayirt

etmek i¢in tasarlanmis prob olarak bilinmektedir (57, 68) (Sekil 2.7).

Affymetrix arraylar gen ifade profillerinin c¢ikarilmasinda, polimorfizm
analizlerinde, mutasyon analizlerinde, DNA dizi analizlerinde, evrimsel ¢aligmalarda
ve potansiyel terapotik ajanlarin bulunmasi, gelistirilmesi, optimizasyonu ve klinik

degerlendirmesi ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
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4 1 0 +1 +4
MMA MMA MMA MMA MMA
PMA PMA PMA PMA PMA
PMB PMB PMB PvB PvB
mMB wmB wvB mMvB mMB

Hedef dizi (250-2000 bg)

ACAGAAGTCTTG[A/CJAATCTATTTC
Prob d1z1 (25 be)

PM,: TGTCTTCAGAACITTAGATAAAGAG
MM, : TGTCTTCAGAACATTAGATAAAGAG
PMg: TGTCTTCAGAACGTTAGATAAAGAG
MMg: TGTCTTCAGAACCTTAGATAAAGAG

Sekil 2.7. Prob array dosenmesi ve hibridizasyon modeli (68).
Affymetrix Genome-Wide Human 250K SNP Array

Affymetrix 500K Array seti her biri ortalama 250 000 SNP genotipleme
yapabilen iki farkli array i¢cermektedir. Bir array Nsp [ restriksiyon enzimini (~ 262
000 SNP), diger array ise Sty I (~ 238 000 SNP) enzimini kullanmaktadir.
Affymetrix array sisteminde genomik DNA (250 ng) 6rnekleri Nsp I endoniikleaz
enzimiyle kesilmektedir. Ardindan ligasyon reaksiyonu 4 bg¢’lik yapiskan uglari
tantyan adaptorler ile yapilmaktadir. Restriksiyon enzim kesimi sonucunda elde
edilen tiim fragmentler, biiylikligiine bakilmaksizin adaptor ligasyon igin substrat
olarak kullanilmaktadir. Adaptor diziyi taniyan primer, adaptor ile baglanmis DNA
fragmentlerini amplifiye etmek icin kullanilmaktadir. Amplifiye edilen fragment

biiyliklerinin 200-1 100 bg biiyiikliigiinde olmas1 beklenmektedir.

Amplifikasyon iriinleri piirifiye edildikten sonra DNAz [ enzimi ile
kesilmektedir. Fragmente olan DNA 0Ornegi, terminal deoksiniikleotit transferaz
(TdT) ad1 verilen bir enzim kullanilarak biotin molekiilleri ile isaretlenmekte ve
GeneChip Human Mapping 250K ¢ipe hibridize edilmektedir. Hibridizasyonda
kullanilan hibridizasyon karisimi, hibridizasyonu iyilestiren ve arka plan kirliligini

azaltan reaktifler icermektedir. Ayn1 zamanda, hibridizasyon kontrollii olarak ¢alisan
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ve ¢ip lzerindeki spesifik problara baglanan bir oligoniikleotit kontrol reaktifi

icermektedir (70).

Hibridizasyon asamasindan sonra yikama ve boyama islemleri
gerceklesmektedir. Tarayicit araciligi ile okuma yapilmakta ve veriler bilgisayar

ortaminda 6zel yazilim araciligiyla analiz edilmektedir (68) (Sekil 2.8).

: 5 RE ile
Genomik DNA (250 ng) parcilama
1 ! 1
Xba Aba Xba
Adptire baglanma
PCR: Primer
amplifikasyon

{ “

Fragmentasyon ve
isaretleme

Sekil 2.8. Affymetrix genomboyu 250K SNP array (68).

2.4.3.3. Karsilastirmali Genomik Hibridizasyon Array

Karsilastirmali genomik hibridizasyon (aCGH), DNA miktarindaki kayip ve
kazanimlar1 yiiksek c¢Oziiniirlikte saptayan oldukga gilivenli bir yontem olarak
bilinmektedir. Karsilastirmali genomik hibridizasyon yontemi ile tim genomdaki
delesyonlar, insersiyonlar ve kopya sayisi degisiklikleri saptanabilmekte ve hiicrenin

butiin kromozomlari incelenebilmektedir.

Karsilagtirmali genomik hibridizasyon, biitiin kromozomun cam slaytlar
tizerine immobilize edilmesine ve farkli floresan isaretleyiciler ile kontrol ve 6rnek

DNA’nin kromozomal preparata hibridize olma esasina dayanmaktadir (48).

2.4.3.4. Array Tabanl Kromatin Immiinopresipitasyon Arrayler (ChIP
on Chip Array)

Kromatin immiinopresipitasyon (ChIP), proteinlerin genomla nasil etkilesime

girdigini incelemek i¢in kullanilan bir yontemdir. Spesifik proteinlerin, promotor
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bolgelerdeki transkripsiyon faktorleri veya diger DNA baglama bolgeleri gibi

spesifik genomik bolgelerle iliskili olup olmadigini belirlemeyi amaglar.

Cip lizerinde ChIP, kromatin immiinopresipitasyonu, DNA mikroarray ile
birlestiren bir teknolojidir. Normal ChIP gibi, ¢ip {izerinde ChIP ile de genom-boyu
proteinler ve DNA arasindaki in vivo etkilesimleri arastirmak miimkiin olmaktadir

(71).

2.4.3.5. Yeniden Dizileme (Re-Sequencing) Array

Ozel tasarlanabilen ve yiiksek kalitede yeniden sekanslama arrayleri ile 60
000 baza kadar olan niikletit dizilerinin tek bir deneyde analizi miimkiin
olabilmektedir. Bu teknoloji mitokondriyal, bakteri veya kiiciik 6karyotik genomlarin
ve belirli hastaliklar i¢in segilen spesifik genlerin dizilenmesinde basariyla

kullanilmaktadir (68).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calismada Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghgi ve
Hastaliklar1 Anabilim Dali, Metabolizma ve Beslenme Unitesi’ne bagvurmus ayrintil
klinik ve laboratuvar ¢aligmasi ile literatiirde tanimlanmadigi1 6ngoriilen ve kompleks
fenotip sergileyen otozomal resesif kalitim modeli gosteren ve en az iki etkilenmis
metabolik/norometabolik hastalik sahibi alt1 aile c¢alisilmistir. Calismaya alinan
toplam birey sayis1 29°dur. Calisma Hacettepe Universitesi, Cocuk Sagligi Enstitiisii,
Tip Fakiiltesi, Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Anabilim Dali Metabolizma Arastirma

Laboratuvari’nda yapilmistir.

Calisma 31 Ocak 2018 tarihinde GO 18/123 proje numarasi ile “Hacettepe
Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu” tarafindan

onaylanmistir. Etik kurul izin yazis1 Ek-1’de sunulmustur.

3.1. Kandan DNA izolasyonu

Kandan genomik DNA elde edilmesi i¢in invitrogen iPrep™ piirifikasyon
cihazinda (Thermo Fisher Scientific, CA, USA) “Invitrogen iPrep™ PureLink™
gDNA Blood” kiti kullanilarak otomatik DNA izolasyonu yapildi. izole edilen DNA
ornekleri -80°C de saklandh.

3.2. Parafin Bloktan DNA izolasyonu

e Parafin bloktan DNA izolasyonu yapilacak olan bireyin dokusu 1.5
ml’lik ependorf tlipiin i¢ine alindi.

e 1.5 mI’lik ependorf tiipiine 500 pl Lizis tampon eklendi.

e Lizis tampon eklenen tiipiin i¢ine 20 pl Proteinaz K (10ug/ul) eklenerek
ornekler 56°C’de bir gece inkiibasyona birakildi.

e Inkiibasyon sonrasi tiiplere 500 ul fenol, 300 ul kloroform eklenerek,
tipler 10 dk boyunca karistirildi ve 15 000 rpm’de iki dakika santrifiij
edildi.
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e  Santrifiij sonrasinda tiipilin {istiindeki siipernatan bdlgesi yeni bir steril 1.5
ml’lik ependorf tiipe aktarilarak siipernatan miktar1 kadar kloroform
eklendi. Tiipler bes dakika boyunca iyice karistirildi ve 15 000 rpm’de iki
dakika santrifiij edildi.

e Olusan silipernatan yeni bir tiipe alind1 ve alinan miktarin 2.5 kat1 kadar
soguk %100°liik etil alkol eklenerek DNA’nin toplanmasi saglandi.

e Tiipler DNA’nin toplanmasini arttirmak igin {i¢ saat -80°C’de bekletildi.

e Tiipler daha &nceden +4°C getirilmis sogutmali santrifiijde 15 000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve %100’liik alkol uzaklastirildi.

e  Alkoliin tamamen uzaklagmast i¢in tiipler iki dakika kurumaya birakildi.

e Elde edilen DNA pelleti iizerine 50 pl steril distile su eklenerek DNA’nin
¢Oziilmesi saglandi.

e izole edilen genomik DNA, -80°C’de saklandi.

3.3. Spektrofotometrede DNA Konsantrasyonlarimin Kantitatif Ol¢iimii

izole edilen DNA &rnekleri NanoDrop cihazinda 260/280 nm dalga boyunda
Olctilerek her bir DNA 6rneginin konsantrasyonu belirlendi. Stok DNA 6rneklerinin
bir kism1 bagka bir tiipe almarak, Affymetrix 250K SNP mikroarray metodu i¢in
gerekli olan 50 ng/ul konsantrasyonda olacak sekilde sulandirildi.
Konsantrasyonlarin dogrulugu i¢in tekrar NanoDrop cihazinda 6l¢tim yapildi. DNA

orneklerine ait 260/280 degerleri 1.6 — 1.8 araliginda bulundu.

3.4. Affymetrix 250K SNP Array Genotipleme Metodu

Calismada Affymetrix ® Genome-Wide Human 250K SNP Array sistemi
kullanilarak tiim genoma dagilmis yaklasik 262 000 SNP genotiplendirilmistir.

Deney protokolii agagidaki deney basamaklarindan olusmaktadir.

e Restriksiyon enzim kesimi
e Ligasyon

e PCR

e PCR piirifikasyonu
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e PCR iiriinlerinin spektrofotometrik 6lgiimii
e Fragmentasyon

e [saretleme

e Hibridizasyon

e Yikama/Boyama

e Tarama

3.4.1. Restriksiyon Enzim Kesimi

Restriksiyon enzim kesimi basamaginda DNA Orneklerinin  toplam
konsantrasyonlart 250 ng olmalidir. Bu nedenle 50 ng/ul olacak sekilde sulandirilan
genomik DNA Orneginden bes pul alinarak kesim i¢in hazirlanan karisimdan DNA

tizerine 14.75 ul ilave edildi. Tiim deney buz iizerinde ¢alisildi.

Nsp I Enzim Kesim Reaksiyonu

H20 — 9.75 ul
NE Tampon 2 (10X) — » 2yl
BSA (10X (1 mg/mL) — 2ul
Nsp I (10 U/ul) — 5 1lul
Toplam Hacim — 5 1475l

Genomik DNA (50 ng/ul) — Sl
Kesim Karigimi — 1475 ul

Toplam Hacim —» 19.75l

Hazirlanan ornekler enzim kesimi i¢in GeneAmp PCR 9 700 cihazina

yerlestirilerek asagidaki kesim kosullarini iceren program segildi.
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Nsp I Enzim Kesim Programi

37°C P 120dk
65°C } 20 dk
4°C > Bekleme

Enzim kesimi sonucunda Ornekler ligasyon asamasinda kullanilmak iizere -

20°C’de saklandi.

3.4.2. Ligasyon

Nsp I resitriksiyon enzimi ile kesilen genomik DNA ornekleri, 4 baz ¢iftlik
yapiskan uglar1 tantyan Nsp adaptorii kullanilarak ligasyon igslemi yapildi. Ligasyona
baslamadan 6nce gerekli kosullar GeneAmp PCR 9 700 cihazina girildi ve sicaklik
16°C olacak sekilde galistirildi. Ardindan ligasyon reaksiyonu hazirland.

Adaptor Nsp Dizisi

5" ATTATGAGCACGACAGACGCCTGATCTCATG 3™
3’AATACTCGTGCTGTCTGCGGACTAGAp 5’

Ligasyon Reaksiyvonu

Adaptor Nsp I (50 uM) —  0.75pul
T4 DNA Ligaz Tamponu (10X) —  25ul
T4 DNA Ligaz (400 U/ul) — 20w
Toplam Hacim — % 525ul

Hazirlanmis olan ligasyon karigtmindan 5.25 pl alindi ve kesilen 19.75 pl

DNA tzerine eklendi.

Kesilmis DNA > 19.75pul
Ligasyon Karigimi —» 525l
Toplam hacim —  25ul
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Hazirlanmis olan karisim asagidaki ligasyon programi segilerek GeneAmp

PCR 9 700 cihazina yerlestirildi.

Ligasyon Programi

16°C } 180 dk
70°C } 20 dk
4%C p  Bekleme

Ligasyon sonucunda &rneklere 75 ul steril su ilave edilerek sulandirildi.

Ornekler PCR asamasinda kullanilmak iizere -20°C’de saklandi.

Ligasyon yapilmis DNA — 25l

H20 — 75l
Toplam Hacim —» 100 pl
3.4.3. PCR Reaksiyonu

Adaptor Nsp dizisini tantyan PCR primeri adaptor ile baglanmig DNA
fragmentlerinin amplifikasyonu i¢in kullanildi. Bu sekilde tim genomun
amplifikasyonu saglandi. Hibridizasyon asamasinda etkin bir iirlin elde edebilmek

icin her bir DNA 06rnegi i¢in li¢ adet PCR reaksiyonu yapildi.

PCR Primer Dizisi

5 ATTATGAGCACGACAGACGCCTGATCT 3'

PCR Karisim

1 XPCR 3XPCR
H>O —> 44.5 pl 133.5 ul
Clontech TITANIUM Taq —> 10 pl 30 ul
PCR Tamponu (10X)
G-C Melt (5M) —> 15 pl 45 ul
dNTP Karisimi (her biri 2.5 mM) —> 14 ul 42 ul
PCR Primer 002 (100 uM) — 4.5 ul 13.5 ul
Clontech TITANIUM Taq — 2ul 6 ul
DNA Polimeraz (50X)
Toplam Hacim —> 90 ul 270 ul

33



Ligasyon asamasindan elde edilen sulandirilmis 10 ul DNA 6rnegine 90 pl
PCR karisimindan eklendi.

PCR Karigimi — 90 ul

Dilue ligasyon yapilmis DNA — 10ul

Toplam Hacim — 100 pl
PCR Programi

PCR GeneAmp PCR 9700 cihazinda asagidaki PCR kosullar1 segilerek

yapilmistir.

94°C > 3 ]_ 1 dongii

94°C > 30" ]

60°C » 30" 30 dongii
68°C y 157

68°C > 7 - 1 dongii
e » Bekleme

PCR’dan sonra ornekler (ii¢ pl PCR iiriinti + ii¢ pl ylikleme boyasi) %2’°lik
agaroz jelde 120 sabit voltta bir saat yiiriitiildii ve Bio-Rad Gel Doc XR goriintiileme
cihaz1 (Bio-Rad Laboratories, Inc. CA, USA) ile goriintiilendi. Beklenen PCR
biiyiikliikleri 200 -1 000 bg araligindayda.

3.4.4. PCR Piirifikasyonu

e PCR reaksiyonu asamasinda her bir 6rnek igin tiip basinal00 pl olan
toplam 300 pl PCR iirlinii, 50 ul olacak sekilde 96’lik PCR piirifikasyon
kitindeki (Qiagen MinElute 96 protocol PCR purification kit) alt1
kuyucuga paylastirildi.

e 96 kuyucuklu pleyt 10 dakika vakum pompasinda (KnFLab) 800 mbar’da
vakumlandi.

e Kuyucuklarm iizerine 45 pl steril su ilave edildi ve tekrar 10 dakika 800

mbar’da vakumlanda.
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e Kuyucuklara 35 pl steril su ilave edildi ve yedi dakika yavas bir sekilde
sallanarak amplifikasyon tirtinleri toplandi.
e Her Ornek i¢in tek bir 1.5 ml’lik ependorf tiip hazirland1 ve her 6rnek tek

bir tlipe toplandi.

3.4.5. PCR Uriinlerinin Spektrofotometrik Ol¢iimii

Fragmentasyon agamasi icin toplam 45 pl (90 pg) DNA gereklidir. Bundan
dolay1 piirifikasyon agsamasindan sonra Ornekler yaklagik 50 upl olacak sekilde
1sitmal1 santrifiijde ugurularak uygun konsantrasyon saglandi. Her bir PCR 6rneginin
konsantrasyonu yaklasik 2 000 ng/ul olacak sekilde NanoDrop cihazinda 6lgiildii ve

fragmentasyon i¢in 45 pl 6rnek hazirlandi.

3.4.6. Fragmentasyon

Amplifiye edilmis DNA Ornekleri fragmentasyon i¢cin DNAz I enzimi ile
kesildi. Bu asamada mutlaka buzda calisilmalidir ve PCR cihazina 6nceden uygun

program girilerek 37°C’ye ayarlanmalidr.

Fragmentasyon Karisimi

Piirifiye PCR Uriinii (90 pg) —> 45l
10X Fragmentasyon Tamponu —>  Sul
Fragmentasyon Reaktifi (0.05 U/ul) —>  Sul

Toplam Hacim —» 55ul

Fragmentasvon Program

37°C p 35
95°C 15
4%C p= Bekleme

Reaksiyon sonrasi drnekler (dort pl 6rnek + dort pl yiikkleme boyast ) %4’ lik
agaroz jelde 120 voltta bir saat yiiriitiildii ve Bio-Rad Gel Doc XR goriintiileme
cithazi (Bio-Rad Laboratories, Inc. CA, USA) ile goriintiilendi.
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3.4.7. Isaretleme

Terminal Deoxynucleotidly Transferase (TdT) enzimi, TdT tamponu ve
biotin igaretli reaktif kullanilarak fragmente olmus PCR iirlinlerinin ug isaretlemesi

gerceklestirildi. Tiim islemler buz iizerinde yapildi.

isaretleme Karisimi

5X TdT Tampon — 14l
“Gene Chip” DNA Isaretleme Reaktifi (30 mM) —» 2 pl
TdT (30 U/ul) —> 35ul
Toplam Hacim — » 195l

Fragmentasyon asamasindan sonra kesilmis DNA {izerine 19.5 pl isaretleme

karisimindan ilave edildi ve vortekslendi.

isaretleme Program

37°C = 4 saat
95°C p 15 dakika
4°%C p Bekleme

Isaretleme asamasindan sonra drnekler -20°C’de saklandi.

3.4.8. Hibridizasyon

Hibridizasyon karisimi hazirlanirken hibridizasyon firini agild. Sicaklik 49°C
ye getirilerek hiz 60 rpm olarak ayarlandi. Hibridizasyon karigimina isaretlenmis
DNA o6rnegi eklendi. Hibridizasyon karigimindaki OCR (Oligo Control Reagent)
reaktifi bes adet biotin isaretli oligoniikleotit karisimdan olusmaktadir. Bu
oligoniikleotit karisim Affymetrix 250K SNP ¢ip iizerindeki kontrol bdlgeleriyle

hibridize olmaktadir.
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Hibridizasyon Karisimi

MES (12X; 1.22M) — 12l
DMSO (%100) —» 13l
Denhardt Cozeltisi (50X) _ 13l
EDTA (0.5M) — 3 3ul
HsDNA (10 mg/ml) 3 3ul
OCR(Oligo Control Reagent) 2l
Human Cot -1 DNA (1 mg/ml) — 3ul
Tween -20 (%3) 5 1yl
TMACL (5M) __ 140l
Toplam Hacim — > 190 ul

Isaretlenmis DNA iizerine hibridizasyon karisimi dagitildi. 95°C’de 10 dakika

denatiire edildi.

Isaretli DNA —> 70 ul
Hibridizasyon Karistmi = —» 190 pl

Toplam Hacim — 260 ul

Denatiirasyon Programi
95°C p 10 dakika
49°C = Bekleme

Denatiirasyon programi c¢alisirken drneklerin yiiklenecegi cipler +4°C’den
cikarildi ve bir siire oda sicaklifinda bekletildi. Ciplerin {lizerlerini ¢izmemeye dikkat
edilerek calisildi. Bir pipet ucuyla ciplerin sag iist tarafinda bulunan delik kapatildi
(Sekil 3.1). Denatiirasyondan sonra PCR cihazinda 49°C'de bekletilen 200 pl
hacimdeki 6rnekler hizli bir sekilde ¢ipin sol alt kisminda bulunan delige yiiklendi.
Yiikleme yapilirken hava kabarcigi olmamasina dikkat edildi. Ciplerin arkasindaki
delikler etiketlerle kapatildi. Cipler hibridizasyon firmina dengeli bir sekilde
yerlestirildi ve 49°C, 60 rpm rotasyonla 16-18 saat hibridizasyon islemi
gerceklestirildi.
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AFFYMETRIX
.

G A,
WA

GeneChip®

Sekil 3.1. Affymetrix SNP ¢ip ve ¢ipin arka yiiziinde 6rneklerin yiiklendigi
kisim (68).

3.4.9. Yikama/Boyama

Yikama i¢in gerekli olan iki farkli yikama ¢ozeltisi (Yikama A, Yikama B)
hazirlandi. Hazirlanan yikama A ve B ¢ozeltileri filtreden gecirildi ve kullaniimak

tizere oda sicakliginda saklandi.

Yikama Cozeltisi A

20X SSPE — 300 ml
10% Tween-20 —» 1.0ml

Distile Su —» 699 ml

Toplam Hacim —> 1000 ml

Yikama Cozeltisi B

20X SSPE — 30 ml
10% Tween -20 — 1.0ml
Distile Su — 969 ml
Toplam Hacim — 1000 ml

Ciplerin yikama/boyama isleminin yapildigi “Fluidics Station 450 cihazi
acilarak, cipler cihaza yerlestirilmeden 6nce, modiillerin (cihazda dort adet modiil
bulunmaktadir) altina steril 1.5 ml’lik ependorf tiipler yerlestirilerek her modiil i¢in
“prime_450” programi secildi. Boylece fluidics sisteminin yikama A, B ¢ozeltisi ve

steril su ile yikanarak hazir hale getirilmesi saglandi.
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Her modiil icin SAPE (Streptavidin, R-phycoerythrin konjugati) boyama
soliisyonu, antibadi boyama tamponu ve array bekletme tamponu igeren li¢ farkl: tiip
hazirlandi. Array bekletme tamponundan her bir tiipe 820 pl eklendi ve her bir tiip
bir modiil i¢in kullanildi. Ayrica SAPE boyama soliisyonu ve antibadi boyama

tamponunda kullanilmak {izere stain buffer (boyama tamponu) hazirlandi.

Array Bekletme Tamponu

MES Tampon (12X) —> 8.3 ml

5M NaClI —> 18.5ml
Tween -20 (10%) — 0.1 ml

Steril Su — 73.1ml
Toplam Hacim — 100 ml

Bovama Tamponu (Stain Buffer)

H20 — > 800.04 ul
SSPE (20X) — > 360 ul
Tween -20 (%3) — > 396l
Denhardt Cozeltisi (50X) —> 24 pul
Toplam Hacim —» 1188l
Toplam Hacim /2 —> 594 ul

SAPE Cozelti Karisimi

Boyama Tamponu — 594 pl
1 mg/ml SAPE —» 6.0 ul

Toplam Hacim — 600 pl

Antibadi Bovama Tamponu

Boyama Tamponu —* 594l
0.5 mg/ml Biotinlenmis Antibadi —> 6.0l
(Anti- Streptavidin Antibody, biotinylated)

Toplam Hacim — 600 pul
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16-18 saat hibridizasyon sonrasi ¢ipler hibridizasyon firinindan alindi. Sag
iist kismindaki etiket cikarilarak yine pipet ucuyla kapatildi ve sol alttaki ugtan
icindeki hibridizasyon karisimi bosaltildi. Tamamen bosaltildigina emin olunduktan
sonra ¢iplere 270 pul array bekletme tamponu yiiklendi. Pipet ucu ¢ikarildi ve ¢iplerin
arkasindaki delikler tekrar kiigiik etiketlerle kapatildi.

Fluidics cihazina her modiil i¢in 6rnek numaralar1 ve drnek ile ilgili bilgiler
sistem bilgisayarina girilerek, “mapping 5001v2 450" protokolii secildi. Cipler,
SAPE c¢ozelti karisimi, antibadi boyama tamponu ve array bekletme tamponu cihaza

yerlestirildi ve yikama/boyama iglemi baslatildi (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Affymetrix Gene Chip sistemi (72).

Yikama sonrasinda ciplerde hava kabarcigi varsa array bekletme tamponu
yiiklenerek hava kabarciklar1 yok edildi. Hava kabarciginin olmasi1 durumunda dogru

okuma saglanamamaktadir.

3.4.10. Tarama

Yikama iglemi bittikten sonra ¢ipler GeneChip® Scanner 3 000 7G ile tarama
islemine tabi tutuldu. Tarama sonuglar1 Affymetrix sistem programlart GCOS

(GeneChip® Operating Software) ve GTYPE (GeneChip® Genotyping Analysis
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Software) ile analiz edilerek, 6rnege ait imaj, kalite kontrol raporlari ve genotip

bilgilerini iceren dosyalar hazirland1 ve kaydedildi.

3.4.11. Affymetrix 250K SNP Array Sonug¢larinin Degerlendirilmesi

Affymetrix GYTPE programi tarafindan olusturulan genotip dosyalar1 (CHP
files) 6zel bir yazilim programi olan VIGENOS (Visual Genome Studio, Hemasoft,
Ankara) programina aktarilarak tiim aile bireyleri i¢in genom boyu analiz yapildi.
VIGENOS programu ile ailelerdeki anne, baba ve ¢ocuklara ait tiim genomdaki SNP
verileri  degerlendirilerek  bilinmeyen metabolik/ndrometabolik  hastaliklarla

baglantili oldugu diisiiniilen homozigot bolgeler tarand.

Kullanilan VIGENOS programi olduk¢a kapsamli genotiplendirme bilgisini
gorsel olarak anlasilabilir genomik tiplendirme seklinde bir yazilim araciligiyla
goriintiilemektedir. Bu yazilim ile SNP markir bilgileri ve alleller renklendirilerek
gosterilmektedir. Program Affymetrix ¢ip dosyalarini direkt olarak orijinal dosyadan
isleyebilmektedir. Analiz sirasinda, ilk islem ¢ip setindeki markirlar1 analiz tipine
gore filtre etmek ve informatif bilgi vermeyen markir1 uzaklagtirmaktadir. ikinci
islem haplotip bilgisini goriintiilemek i¢cin markir bilgisinin renklendirilmesidir.
Renklendirme programi analiz kismindaki “color-mapping” fonksiyonu kullanilarak
gerceklestirilmektedir. Renklendirme fonksiyonu yaninda her bir markir igin tek

boyutlu grafik kolonlar1 seklinde skor fonksiyonu tanimlamak da miimkiindiir (73).

Programda indeks vakadan (etkilenen birey) elde edilen genotip verilerine
0zdes olan homozigot genotipler mavi olarak gosterilmektedir. Karsit homozigot
genotipler beyaz olarak gosterilirken, heterozigot SNP'ler turuncu renkte
goriinmektedir. Ebeveyn-¢ocuk Olciisiindeki heterozigot genotiplerin bir sonucu

olarak informatif olmayanlar (bilgi vermeyenler) sar1 renkte gosterilmektedir (74).

3.4.12. Mutasyon Taramasi

Bilinmeyen metabolik/noérometabolik hastalig1 olan ailelerdeki bireylere ait
genomik DNA o6rneklerinde genom-boyu analizler sonucu baglanti saptanan genlerde
DNA dizi analizi ile mutasyon taramasi yapildi. Baglant1 saptanan genler secildikten

sonra uygun primerler tasarlanarak ilgili ekzon ve ekzon-intron baglantilarini iceren
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genomik DNA fragmentleri PCR ile ¢ogaltilarak 6ncelikle hastalik tanist olan
proband i¢in daha sonra ebeveynler ve diger kardesler agisindan mutasyon taramasi

yapilarak ailelerde segregasyon analizleri yapilmistir.

3.5. Aday Genlerin Amplifikasyonu

Bilinmeyen metabolik/ndrometabolik hastaligi olan ailelerdeki aday genlere
ait protein kodlayan tiim ekzonlar ve ekzon-intron baglantilart PCR (polimeraz zincir

reaksiyonu) analizi i¢in ¢ogaltildi.

PCR Reaksiyonu

DNA (50 ng/ul) — 1l
One Taq® DNA Polimeraz —> 25l
Steril Su —> 11 pul
Primer F/R — 0.3l
(100 pmol)

Toplam Hacim — 25l
PCR Kosullari

95°C B 5 dakika 1 Dongii
95°C p 30 saniye

50-65°C B 45 saniye 35 Dongii
68°C p 45 saniye

68°C p 5 dakika 1 Dongii
12°C p Bekleme

3.6. PCR Uriinlerinin Piirifikasyonu

PCR iiriinleri 96’lik PCR piirifikasyon kiti (Qiagen MinElute 96 protocol
PCR purification kit) kullanilarak ortamdaki fazla ANTP ve primerden temizlenmesi

i¢in pirifiye edildi.

e PCR iiriintine 30 pl su ilave edilerek 96 kuyucuklu pleyte yiiklendi ve 15
dakika vakum pompasinda (KnfLab) 800 mbar’da vakumlandi.
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e Her bir kuyucuga 30 pl su ilave edilerek tekrar 15 dakika 800 mbar’da
vakumlanda.

e Tekrar her bir kuyucuga 30 pl su ilave edilerek pleyt 15 dakika 800
mbar’da vakumlandi.

e En son, kuyucuklarin lizerine 30 pl su ilave edilerek pleyt 15 dakika

calkalandiktan sonra piirifiye olan {iriinler tiipte toplandi.

Piirifikasyon sonrast ornekler (iki pl o6rnek + alt1 pl yiikleme boyasi) %2’°lik
agaroz jelde 225 voltta 20 dakika yiiriitiildii ve Bio-Rad Gel Doc XR goriintiileme
cihazi (Bio-Rad Laboratories, Inc. CA, USA) ile goriintiilendi.

3.7. Otomatik DNA Dizi Analizi

Aday genlerdeki mutasyonlarin kesin yeri ve tipinin saptanmasit icin DNA
dizi analizi yapildi. DNA dizi analizi i¢in “BigDye Terminator v3.1” reaksiyon kiti

kullanildi.

DNA Dizi Analizi Reaksivonu

BigDye® Terminator v3.1 — 1 pul

5X Sekans Tamponu — 4l
PCR Uriinii } 14 pl
Steril Su

Primer F/R (5 pmol/ul) — 1yl
Toplam Hacim — > 20 ul

DNA Dizi Analizi Reaksivon Kosullari

96°C e 1 dakika 1 dongii
96°C = 10 saniye

50°C B 5 saniye 25 doéngii
60°C > 4 dakika

43



3.8. DNA Dizi Analizi Reaksiyon Uriinlerinin Coktiiriilmesi

DNA dizi analizi reaksiyonunun ardindan reaksiyona girmeyerek ortamda

kalan enzim, floresan isaretli ddNTP (dideoksiniikleozit trifosfat) karigimi ve

primerlerin uzaklastirilmasi i¢in {iriinler bir kez daha piirifiye edilerek ABI 3 130

cihazinda kapiller elektroforeze tabi tutuldu.

DNA dizi analizi reaksiyonundan elde ettigimiz {riinlerin iizerine iki pl
3M sodyum asetat ve 50 pl %100’lik etanol eklendi.

-20 C”de 20 dakika bekletildi ve 12 500 rpm’de +4°C’de 20 dakika
santrifiij edildi.

Pellete zarar vermeden supernatan atilarak 200 pl %70’lik etanol eklendi
ve 12 500 rpm’de +4°C’de 15 dakika santrifiij edildi.

Supernatan atilarak Thermo Block TDB 120 cihazinda 95°C’de 10
dakika etanol ucuruldu.

40 pl steril suda ¢oziilen iiriinler Gene Amp PCR System’de 94°C’de
dort dakika denatiire edildi.

Ardindan bes dakika -20°C’de bekletildi ve ABI 3 130 kapiller

elektroforezine yerlestirilerek otomatik elektroforez islemine tabi tutuldu.

Tablo 3.1. MAG genine ait primer dizileri.

Gen Ad1 | Ekzon | Primer F (5"—» 3°) Primer R (5>—» 3°)

MAG 1 CGGGCAATGAAACAAGACCC CTCCCATCCCCAACCACATG
MAG 2 CTGAGCAGGTTGGAGGTGG TCCCAGATCTGCCATCCAGG
MAG 3 GAGGCGATACCGTTGAGGAG AATCCCTGCCTGGCCCTG
MAG 4 GCGGAACCAGGCAGTCCT CTCGACTGTTTATGGCCGGT
MAG 5 GCTAGGTTTGGGGTGGGATC AATTCAGCTTCCCTGCCCTC
MAG 6 GGGAAATTGGAGGGCCCTAC CTCTCCAACCGGAAAGGGAG
MAG 7 CTCCGTGCCAATCAGTCAGT GCAGGGGCTGGAATTAACAG
MAG 8 GTTCTGAAAGGGCTGCTTGC TGTCCTTCCTCTCCTCCTGT
MAG 9 GGAGGTTCTCGCAGGGATTT CACTGTCACCTGCCTCACTC
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Tablo 3.2. HIKESHI genine ait primer dizileri.

Gen Ad1 | Ekzon | Primer F (52— 3’) Primer R (5>—»3’)

HIKESHI | 1 TTACCTTCCCGGAAACTGGC CCACGCTCCATCCTCACATA
HIKESHI | 2 GCTGTGATCTGCCCGAGTTA AGGGGGAAAAGTCATATTCCATGT
HIKESHI | 3 TGACAGCTATTTTTCTGGTGGGA | TGGGCAACAGAGCAAGACTC
HIKESHI | 4 TTGGGATTACAGGCATGAGC CATGCAGTGCTGATGTTCACA
HIKESHI | 5 ATCAAAACTGCCCCGATATTTAAA | CCAAAACAAAATGTCTTGCCTTTGA

Tablo 3.3. CLNS genine ait primer dizileri.

Gen Ad1 Ekzon | Primer F (55— 3’) Primer R (5>— 3°)

CLNS8 1A GCTGGACCGCTCTAGCTTTA GGCTGTGCTCTGAACACCAA
CLNS8 1B ATGGTCGCTGGCTTTGTCTT AGCGTCCAGGACATTGTAGC
CLNS 2 GAGCCCTGGGGAGGAAATTC TCAAAAGCCATCATTCGCGG

Tablo 3.4. SNX14 genine ait primer dizileri.

Gen Ad1 Intron | Primer F (5— 3’) Primer R (5°—» 3°)
SNX14 12-21 TGCATGTGTGTACATCCACGT TCCCTCCACTTGCCAGTTTC
SNX14 12-21 GCCAAAGCAATCACTGGTCTC TCCAGCCTAGGCAATAGTGT

Tablo 3.5. COA7 genine ait primer dizileri.

Gen Ad1 Ekzon Primer F (5° —»3’) Primer R (85— 3°)
COA7 1 GAGAGACAGCCCCCAGTTTC | TCCCCAGTCCCTAACCCAAA
COA7 2 TTGCCACACATCAGGAGGAC | TGATTGGCTCAAGGTCCCAC
COA7 3 ACTGACTTTGGCCTGAGACA AAGGGCTGCATCAGTCTTCA

Tablo 3.6. C/90rf70 genine ait primer dizileri.

Gen Adr

Ekzon

Primer F (5°—»3’)

Primer R(8’ —*3’)

C190rf70

4

ACCGCCCAAAACAAACTCTA

CAGGCCAACCCTGTGCTC
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4. BULGULAR

4.1. Affymetrix 250K SNP Array Bulgular
PCR

Nsp I enzimi ile kesilen ardindan Nsp adaptorii kullanilarak ligasyon islemi
yapilan genomik DNA, adaptér Nsp dizisini taniyan primer ile tiim genomun
cogaltilmasi amaciyla amplifiye edildi. Amplifiye edilen DNA 9%2’lik agaroz jelde
yuriitiilerek kontrol edildi. Beklenen PCR iiriinlerin biytikligi 200-1 100 bg
arasinda olmalidir (Sekil 4.1).

283 4 5. 0mres™ 9 1011 1213 14 158m

M

Sekil 4.1. PCR iiriinlerinin agaroz jelde goriintiilenmesi (M: 100 b¢ DNA
marker, Fermantas).

Fragmentasyon

Tim genomun c¢ogaltilmasi amaciyla amplifiye edilen DNA oOrnekleri
fragmentasyon islemi i¢in DNAz I enzimi ile kesildi. Orneklerin tiimii %4 liik agaroz
jelde yiriitillerek kontrol edildi. Beklenen fragmentasyon iirlinlerinin biiytikligi

<180 bg arasindadir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. Fragmentasyon iirlinlerinin agaroz jelde goriintiilenmesi
(M: 50 b¢, DNA marker, Fermantas).
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Tarama

Hibridizasyon ve yikama/boyama islemlerinin ardindan ¢ipler GeneChip®
Scanner 3 000 7G ile tarandi. Ciplere ait sonuglar, Affymetrix sistem programlari
(GCOS, GTYPE ile analiz edilen 6rnege ait imaj, kalite kontrol raporlar1 ve genotip
bilgilerini iceren dosyalar hazirland1 ve kaydedildi (Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5).

AFFYMETRIX,
b

GeneChip®

Ganome-Wide Human
SNP Acray 6.0

(RSN
Lot o 31
For Pamoasch Uine Only

Report File MName - D\Program Files\Affymetrix\GeneChip\Affy_Data\Dat a\NWH-1548-11.05.2018.rpt

Date 0511418 17:03:07
Total number of SNP's: 262264

Total number of QC Probes 4

Probe array type: happing250K_Nsp

SMP Perforrnance

CEL Data Called Gender SMP Call AL Call AB Call BE Call
MhH-1545-11.06 2018 bl 97.06% 36.66% 24.10% 37 24%
MMH-15459-11.05.2018 ] 96.51% 37 .64% 26.07% 36.29%
NMH-1550-11.05.2018 F 95.40% 38.15% 25.41% 36.44%
NMWH-1551-11.05.2018 F 95.91% 39.54% 2207% 38.39%
NMWH-1553-11.05.2018 it 96.43% 39.18% 23.04% 37.78%
QC Perarmance

CEL Data AFFAQ-123 AFFX-EQ-456 AFFXA0TEY AFFRB0-ABC MCR
MMH-1545-11.05.2018 717.0 474.0 1082.8 23425 95.86%
MMH-1549-11.05.2018 627.0 388.0 959.0 22525 95.08%
NMWH-1550-11.05.2018 542.0 447.0 848.0 1941.5 94.00%
NMWH-1551-11.05.2018 445.0 3130 885.0 1768.0 93.54%
NhH-1553-11.08. 2018 a73h 3465 g70.a 1566.0 94.42%
Shared SHP Patterns

CEL Data SMP1 SMPZ SNP3 SHP4 SMPS
MNMH-1548-11.05.2018 ~AB BB AB AB AB
MMH-1543-11.05 2018 Af BB BB AA AB
NMWH-1550-11.05.2018 AB BB AB AB AB
hMH-1551-11.05 2018 ~AB BB BB AB AB

Sekil 4.4. GTYPE (GeneChip® Genotyping Analysis Software) ile analiz edilen
¢ipe ait ornek kalite kontrol raporu.
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boftware - [Dynamic Model Mapping Analysis] SELES

3 Window Help BIEE:
=] [ & %
shorts  Status il Image Help
iz 4] E) % -+ L 1
MetAffx | Copy Cells  Back  Forward Find LOH Export  Options PIW
AB .
BB - AA
&
SHPID | Chiomosome Physical Posiion| cbSP RS ID | MMH-1548-11.05.2018| NMH-1548-11.06.2018 3
Cal Confidence
B W 20 47874178 1516994528 _ 0.007813
2 | SMP_A-17R0E1E 4 104234361 15233978 _nnn?ma
3 SNP_A17E0E2 14 51575831 52243522 AR 0007813
4 SNP_A-ITB0ES4 1 21033391 7553 [ | oooe13
5 | SHP_A-41392435 16 56554433 517621448 AB 0031250
6 | SMP_A-4132438 12 2591398 15216008
7 | SNP_ATEOTR2 7 102547747 512540543
g | SNP_A1780848 3 4631811 152306877
9 | SNP_A1780385 18 32432188 153653360
10 | SMP_AA7E1022 11 77651708 1510895457 (A
11 | SNP_A7E1076 14 86743793 151662658
12 | SMP_A17E1249 22 19338167 15635095
13 | SNP_A17E1Z76 4 E64Z2E1E 157683343
14 | SNP_A17E1302 § 53642052 1536841
15 | SNP_A17E1510 16 76383363 57192626
16 | SMP_A-4192564 3 12511828 16323097 B
17 | SNP_A-I781ET4 5 22436338 1516855132
18 | SNP_A-1781633 11 5109837 2472530 [BA 1 noo7ed
19 | SNP_A1761764 18 64214239 512327228 (MR | 0093750
20 | SNP_A-1761829 16 6722280 5549 (B | ooorers
21 | SNP_A781832 16 6722304 10452838 (AR | 0007813
22 | SNP_A1781382 10 66106365 n24009% (A | 007313
23 | SNP_A1762155 9 102132428 510819760 (AR | 0007813
24 | SNP_A-1762305 15 20361272 sB031E42 AR 0007813
o5 | SNP_A-1782891 4 169929466 157680120 _nnman
Avim 4 ammmnen an eeemesen ammeeenn R . £\ 4 i

Sekil 4.5. Dinamik model algoritmasi ile SNP ve genotip bilgilerinin
gosterilmesi.

4.2. Genomboyu Homozigotluk Haritalamasi1 Sonuglari

Affymetrix GYTPE programi tarafindan olusturulan genotip dosyalari (CHP
files) 6zel bir yazilim programi olan VIGENOS (Visual Genome Studio, Hemasoft,
Ankara) programina aktarilarak tiim aile bireyleri i¢in genom boyu analiz yapildi.
VIGENOS programi ile ailelerdeki anne, baba ve ¢ocuklara ait tim genoma dagilmis
yaklagik 262 000 SNP verisi degerlendirilerek metabolik/ndrometabolik hastaliklarla

baglantili oldugu diistliniilen homozigot bélgeler saptandi.

Sekil 4.6’ da soy agaci gosterilen ve aralarinda akraba evliligi olan bir no’lu
ailede toplamda alt1 birey 250K SNP array ile genotiplendirildi. Ailedeki hasta
bireylerin klinik bulgular1 arasinda iktiyozis, hafif mental retardasyon, kaba yiiz
goriiniimii ve yiirime bozuklugu bulunmaktadir. SNP verileri VIGENOS programi
ile analiz edilip incelendiginde 19. kromozomda 37 502 069-51 338 681 niikleotit
pozisyonlar1 arasinda yaklasik 14 Mb biiytikliigiinde bir homozigot kromozom bolge
saptand1 (Sekil 4.7 ve Sekil 4.8). Bu homozigot kromozom bdlgesi incelendiginde
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Cl9orf61, BLOCI1S3, MRTI11, XRCCI, ETHEI, PEPD, SCNIB, MAG, COX6BI,
SDHAFI, WDR62, RYRI genleri hastaliktan sorumlu olabilecek aday genler olarak
belirlendi. Aday genler hastalarin klinik bulgular1 ile birlikte ayrintili olarak
incelenip, literatiir taramasi ile birlikte degerlendirildiginde, kromozomal pozisyonu
40 474 829-40 496 549 olan MAG geni hastaliktan sorumlu olabilecek en kuvvetli
aday gen olarak secildi.

AILE 1

O0O0L
H oo [

Sekil 4.6. Bir no’lu aileye ait soy agaci.

i llosation Eagifem SHE & |

19 48,9508 33147651 =
19 48,0735 33367230
19 431622 33590669
19 483072 33955526
19 48,3544 34074515
19 49,4854 34402560

19 499344 J46T72649 —
19 514358 35471854 —_—
19 527238 36049549 ﬁ
189 537556 SESTEES0 ===
19 538872 6713432 =
18 54472 ITIIEE _-
18 552425 Fr456029 _;
18 557339 17323 f:
18 566735 IFFS2TTE ——
19 578788 39313748 —

19 59,1039 39934940 =-
19 B1LEZ7S 40BE77E1 ]
19 B3.3506 41929550 ——
19 64,0539 43949950 =§ 14 Mb
19 655253 44753134 ;_
19 66,1176 45119743 _E
19 677017 46567305 EES
19 701532 45556593 _i
19 FOEI33 49185894 !E
19 708520 49439622 | ]
18 P27 49733656 EE
18 735584 51188633 —]
18 755220 52586332 ——
19 FE7YF2 53228537 =

Sekil 4.7. Bir no’lu ailede 19. kromozomda saptanan homozigot bdlge ve
genotiplendirilen SNP’lere ait fiziksel harita (1-baba, 2-anne, 3,4,5-
hasta, 6-saglam).
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IR E L

Cr Lozation Pasition SHP_A

19 587314 39760922 SNP_A2233099  [NC AR BB

19 568450 39872941  SNP_A-1807354 4B AB

19 589456 39873271 SNP_A2220245  |AB AB

19 58,0764 3926175 SNP_A-1858485 4B AB

19 58,1039 39934940  SNP_A-1333144 4B AB

19 58,1993 39865539 SNP_A-1953675 4B AB

19 58,2260 39973394  SNP_A-1337744  |AB AB

19 58,5731 40084626 SHP_A2078354  |AB &B A,

19 58,6295 401026358  SMP_A2250575  |AB AB BE

19 58,6611 40112681  SHP_A-1734136  |AB AB BE .
19 58,6733 40116599  SMP_A-1795663  |AB AB BE Chr 19:
19 54,7125 40128107  SHP_A2I26746  AB AB 22 40 474 829-40 496 549
19 58,7215 40131973 SMP_A-1520041  |AB &B BE

19 §1,0037 40344549  SHP_A-1377EES AB AB

19 51,0869 40377296 SMP_A-2158539 AB AB

18 B10875 40377579 SNP_&2302808 A4 BE| AB AB AB AR
19 610840 40386159 SNP_A4218202 NE MAG
18 613366 40517045 SNP_&-2055475 I AB III B > geni
19 614832 40502931  SNP_&2172468 BB 4B AE AB AB BB

18 B16268 4O0BET407  SNP_&2022173 A4 BE| AB AB AB AR
19 616275 4O0BET7E1  SNP_A-1B0E736 BB A4 AE AB NC NC
18 B1.7346 40723238 SNP_42182392  (AF A [EE EEEE
19 61,8084 40761472 SNP_A42044562 AR BB AE AB AR BB

19 G2E579 41254397 SHP_A-2144390 AR AB A4
19 B2ES3E3 41255260 SHP_A-227EEST AB AB AA
19 B2BSEY 41255589 SNP_A-2036417 MC AB A4
19 629935 41563135 SHP_&-1797543 AR AR
19 B3.0343 41595269 SNP_A-4137314 AR MC
19 630471 41606571 SHP_&-4133570 AR HC
19 B3.0B5E 41623797 SHP_A-2130411 AR fits]

Sekil 4.8. Bir no’lu ailede saptanan homozigot bolgedeki SNP’lere ait haplotip
analiz sonucu (1-baba, 2-anne, 3,4,5-hasta, 6-saglam).

Sekil 4.9°da soy agaci gosterilen ve aralarinda akrabalik bulunmayan iki
no’lu ailede toplam alti birey 250K SNP array ile genotiplendirildi. Ailedeki
hastalarin klinik bulgular1 arasinda biiyiime ve gelisme geriligi, dismorfik bulgular,
spastisite, hipertelorizm ve motor mental retardasyon bulunmaktadir. SNP verileri
VIGENOS programi ile analiz edilip incelendiginde yedi farkli kromozomda on
farklt homozigot kromozom bdlgesi saptandi. Bu bdlgelerin lokalizasyonlar1 ve bu
bolgelerde yer alan hastalikla iligkili olabilecek aday genler ayrintili olarak Tablo
4.1°de gosterilmistir. Aday genler hastalarin klinik/biyokimyasal verileri ile birlikte
degerlendirildiginde 11. kromozomda 83 189 802-95 158 805 niikleotit pozisyonlari
arasinda yaklasik 12 Mb biiyiikliigiindeki homozigot kromozom bdlgesi i¢inde yer
alan ve fiziksel yerlesimi 85 690 913-85 734 621 olan HIKESHI geni hastaliktan
sorumlu olabilecek en kuvvetli aday gen olarak se¢ildi (Sekil 4.10 ve Sekil 4.11).
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AILE 2

1TOOOHOOOOOOL

oM e

Sekil 4.9. Iki no’lu aileye ait soy agaci.

B lleecien B SHE_A | EBE S § |

11 89.0458 52110916
11 894245 3189502
11 899168 53900085
11 90,9553 G444 126473
11 901754 54575350
11 90,2549 G5056699
11 902734 B5367660
11 90,3353 S5E6906E
11 90,3785 B6077011
11 914119 G6545496
11 915757 G667057E
11 918879 GE304123
11 92,3257 G7444914
11 92,3426 STFETET
11 924521 G8536257
11 92,5090 9555745
11 93.0400 59590560
11 93,3564 0112454
11 935323 90507475
11 93,7081 037712
11 93.8542 91230334
11 93,5409 91425076
11 94,0844 91747169
11 94,5258 92443546
11 95,3223 93007737
11 95,4560 93537561
11 95,6582 93906765
11 95,9451 94260305
11 96,9534 94949309
1 973740 95155505

12 Mb

Sekil 4.10. Iki no’lu ailede 11. kromozomda saptanan homozigot bolge ve
genotiplendirilen SNP’lere ait fiziksel harita (1-baba, 2-anne, 3,4-
hasta, 5-saglam).
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Cr Location Poszition

11 90,2539 85452707
11 90,2855 85465472
11 90,2582 85485111
11 90,2929 855255249
11 00,2939 85533835
11 90,2845 85539067
11 90,2956 85547385
11 90,2967 85556553
11 90,3021 55600090
11 90,3222 85762792
11 90,3331 85851213
11 90,3344 85861280
11 90,3349 85865800
11 90,3353 55869068
11 90,3375 85886545
11 00,3376 85887204
11 90,3396 55903240
11 90,3397 85904245

SNP_&

SHP_A-2012947
SHP_A-Z257T595
SNP_&4223651
SHP_A-1944 256
SNP_A-2090953
SNP_A-15893645
SHP_A-2050001
SNP_A-1857089
SNP_&-2073373
SHP_A-4192515
SNP_A-2012972
SHP_A-4235271
SNP_A-2055050
SNP_&-2311331
SHP_A-1755255
SNP_A22FAROS
SNF_&-2076573
SHP_A-22 73953

i3

BE

Ay

AB

NC

BE

AB

BE

NC NC
Ty
AE NC [ B8 ne
NC AE AR A4 AB
NC N A
NC 4B BE
AE 4B NC EE
AB AB AR
NC N BE

HC HMC AE BE A

Chr 11:
85 690 913-
85 734 621

HIKESHI
geni

Sekil 4.11. iki no’lu ailede saptanan homozigot bolgedeki SNP’lere ait haplotip
analiz sonucu (1-baba, 2-anne, 3,4-hasta, 5-saglam).

Tablo 4.1. iki no’lu aileye ait homozigotluk saptanan kromozomal bélgeler.

Kromozom | Niikleotit pozisyonu Genler
numarasl
3 168 563 263-177 983 377 | TNIK
158 646 329-159 903 063 | GFM1
6 145 000 503-150 125 314 | GRM1
10 61 302 860-62 332 320 ANK3
11 83 189 802-95 158 805 HIKESHI, QIL, MED17, MREI, SYTL2
33 026 641-34 979 484 PDHX
40 542 692-40 977 990 MRT23
13 20479 439-22 969 070 SACS
17 47 449 709-48 413 228 MRT35
21 36 277 829-40 312 865 PIGP

Sekil 4.12’de soy agaci gosterilen ve aralarinda birinci derecede akraba

evliligi olan ii¢ no’lu ailede anne, baba, iki hasta ¢ocuk ve bir saglam kardes icin

toplamda bes birey 250K SNP array ile genotiplendirildi. Ailedeki hasta bireylerin

klinik  bulgulari,

gelisim  geriligi,

yurilyememe,

konusamama,

agir mental

retardasyon, ataksi, mikrosefali, serebellar atrofi ve dismorfik bulgular seklindedir.

SNP verileri VIGENOS programi ile analiz edilip incelendiginde ii¢ farkh
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kromozomda toplamda dort farkli homozigot kromozom bdlgesi saptandi. Bu
bolgelerin lokalizasyonlart ve bu bolgelerde yer alan hastalikla iliskili olabilecek
aday genler ayrintili olarak Tablo 4.2°de gosterilmistir. Aday genler hastalarin
klinik/biyokimyasal bulgular1 géz oniine alinarak incelendiginde, 8. kromozomda
180 568-5 028 739 niikleotit pozisyonlar1 arasinda yaklasik 5 Mb biiyiikliigiindeki
homozigot kromozom bdlgesi i¢inde yer alan ve 1 699 277-1 722 143 niikleotit
pozisyonlarinda yerlesim gosteren CLNS geni hastalikla baglantili olabilecek en

kuvvetli aday gen olarak secildi (Sekil 4.13 ve Sekil 4.14).

AILE 3

o+ O
@iiiiiiﬁ%ﬁii%

Sekil 4.12. Ug no’lu aileye ait soy agaci.

O Location Position SHP_& I ERE S} E
8 01,2865 180568 o= ||
g 10040 B32770 == =
f=—— 1.8019 1135680 [ ||
& 20316 1260468 BEE =
g 27293 1720163 —— =
& 33338 2101183 | =
8 39830 2390378 | | ||
g 45202 2642304 =

g 49172 2821843 BEE =
8 55243 3141574 E =
g 59753 3303507 == =
5  B.1489 3396695 = | 5 Mb
8 G470 3575939

8  BB553 IKEII24 == |
g 70299 3778955 —

g 71841 IH24243 . .
8 75768 3939504 B =
f—— 78760 4027441 !_ ||
& 83577 4177720 _= -
& 91383 4395160 — —
& 97245 4534431 _! =
& 10,0457 4692731 ol | B
& 105428 4BE0324 m [}
& 110422 S028739 —= =

Sekil 4.13. Ug no’lu ailede 8. kromozomda saptanan homozigot bélge ve
genotiplendirilen SNP’lere ait fiziksel harita (1-baba, 2-anne, 3,4-
hasta, 5-saglam).
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Lseetian i SNP A I £ BE 5 K

02

5 22548 1421123 SNP_&42251445
5 23018 1450747 SHP_4-2293711

5 23451 1473011 SHP_4-1391374

5 23712 1494476 SNP_&-2173767

5 23799 1493975 SNP_&2245433

& 23822 1501416 SHP_4-2053060

5 23524 1501577 SNP_4-2058086

5 23534 1502156 SNP_&-4233333

5 24579 1549163 SNP_4-2245301

& 25194 1537574 SHP_ 42232363 Chr 8:

5 25197 1583076 SNP_42124997 1699 277-1 722 143
5 25402 1601007 SHP_A-4195406 A

5 2E116 1646000 SHP_A-1326658 A

5 27293 1720163 SNP_4-1515174 CLN8

5 a0z 1766104 SNP_&-1398533 .

5 23414 1790530 SNP_42153370 gem

& 29013 1828620 SHP_4- 1332086

5 29445 1855520 SHP_42144533

5 29909 1385054 SNP_4-1906315

Sekil 4.14. Uc no’lu ailede saptanan homozigot bolgedeki SNP’lere ait haplotip
analiz sonucu (1-baba, 2-anne, 3,4-hasta, 5-saglam).

Tablo 4.2. Ug no’lu aileye ait homozigotluk saptanan kromozomal bdlgeler.

Kromozom Niikleotit pozisyonu Genler
numarasi
6 86 173 848-88 118 708 SNX14
8 180 568-5 028 739 CLN8
15 30 231 488-36 523 156 SLCI2A6, NOLA3
58 480 650-67 952 775 HERCI1, ACP33, MTFMT, CLN6

Sekil 4.15°de gosterilen ve aralarinda akraba evliligi olan dort no’lu ailede
anne, baba ve iki hasta ¢ocuk olmak iizere toplam dort birey 250K SNP array ile
genotiplendirildi. Ailedeki hasta bireylerin klinik bulgular1 arasinda zeka geriligi,
kaba yiiz goriinimii, serebellar atrofi, basik burun kokii, ayak deformitesi, retinopati,
motor ve mental retardasyon bulunmaktadir. SNP verilerinin VIGENOS programu ile
analizi sonucunda 3. kromozomda 40 712 313-60 290 662 niikleotit pozisyonlar1
arasinda 20 Mb biiyiikliigiinde, 6. kromozomda 7 917 675-19 279 720 niikleotit
pozisyonlar1 arasinda 12 Mb biiyiikliigiinde ve 74 941 389-103 461 217 niikleotit
pozisyonlart arasinda 28 Mb biiyiikliigiinde ii¢ farkli homozigot kromozom bdlgesi
saptand1 (Tablo 4.3). Bu homozigot kromozom boélgelerindeki aday genler hastalarin
klinik/biyokimyasal bulgular1 g6z oniine alinarak incelendiginde, 6. kromozomda 15

Mb byiikliiglindeki homozigot kromozom bdlgesi icinde yer alan ve 86 271 936-86
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360 332 niikleotit pozisyonlar1 arasinda yerlesim gosteren SNX/4 geni hastaliktan

sorumlu en kuvvetli aday gen olarak secildi (Sekil 4.16 ve Sekil 4.17).

AILE 4

Sekil 4.15. Dort no’lu aileye ait soy agaci.

o

Location
a0,6200
20,8971
91,1502
91,1962
91,5460
91,7345
91,9945
921270
Q24775
925776
928427
929329
93,2612
93,2750
93,3257
93,3636
93,3960
93,4180
93,5001
93,7860
95,0948
97,0008
95,4729
98,6342
95,9491
99,3608
99,6210
99,7888
100,0733
100,2675

mmmmmmm@m@mD@onODOmammmmm@m@mMmmmdmm@mmmmmm

Pazitian

80522529
51320894
82005660
82147477
82500427
82841833
83333906
83584731
4248111
4437642
85148524
85441054
85305379
86007174
86748659
87303649
87770426
88100279
88627753
53965284
90009902
90708506
91248037
91420196
917BE277
92213424
92486626
92891530
93575648
93899565

SHP_A,

.%34

il

28 Mb

v

Sekil 4.16. Dort no’lu ailede 6. kromozomda saptanan homozigot bolge ve
genotiplendirilen SNP’lere ait fiziksel harita (1-baba, 2-anne, 3,4-
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i F i 4

BE
AR
AR

0o

Locatian Pozition SHP_A

95,2764 gE027 352 SHP_A-2505705
93,2513 SE099159 SHP_A-2114091
93,2907 BE237451 IHP_A-2259E52

°E | Chr 6
86 271 936-86 360 332

93,3385 gEYS7185 SHP_A-2120811 AB .
93,3390 SE943363 SNP_AZ2102025 AE (WC
93,3390 6943469 SNP_A-2189024 AE AB
93,3390 6943550 SNP_A-2149409 AE (NC
93,3397 38953795 SNP_A-15873671 AE AB

5

5

5

E 032960  BR314254  SNP_A-2081983 AE SNX14
E 032975  BE3I36456  SNP_A-1787144 AE .
6 933052 06448821  SNP_AZ227621 AR gem
E 033053  BE451122  SNP_A-1974328 AE

§ 933089 BES03587  SHP_A2042073 AF

§ 933108 BES33203  SNP_A2192979 AF

§ 933126  BESSTETS  SNP_A-2078657 AF

§ 033130 BES7E474  SNP_A2043841 AE

E 033130 BES7E721  SNP_A-194426F AE

§ 033227  BET0S194  SNP_A4211811 AE

E 033242  BET2TEES  SNP_A4205258 AE

§ 033750  BE739755  SNP_A<4201061 AE

§ 93357  GE748659  SHP_A-2195529 AE

§ 93266 BE761074  SHP_AZ07IEIS AF

§ 933283  GETSEETO  SNP_A4Z277ES AF

§

5

§

5

5

Sekil 4.17. Dort no’lu ailede saptanan homozigot bolgedeki SNP’lere ait
haplotip analiz sonucu (1-baba, 2-anne, 3,4-hasta).

Tablo 4.3. Dort no’lu aileye ait homozigotluk saptanan kromozomal bdlgeler.

Kromozom | Niikleotit pozisyonu Genler

numarasi

3 40 712 313-60 290 662 -

6 7917 675-19 279 720 DTNBPI, NHLRCI1

74 941 389-103 461 217 SNX14, SLC35A1, RARS2,
NDUFAF4, FBX14

Aralarinda akraba evliligi olmayan bes no’lu ailede anne, baba ve iki hasta
cocuk olmak iizere toplam dort birey 250K SNP array ile genotiplendirildi (Sekil
4.18). Ailedeki hasta bireylerin klinik bulgular1 arasinda kas tutulumu, santral sinir
sistemi tutulumu, mitokondri disfonksiyonu ve laktik asidoz goriilmektedir. SNP
verilerinin VIGENOS programi ile analizi sonucunda biiylik bir homozigot
kromozom bolgesi saptanamadi bir nolu kromozomlarda 52 759 566-53 117 495
niikleotit pozisyonlar1 arasinda yaklasitk 0.36Mb biiyiikliiglinde, ii¢ nolu
kromozomda 58 344 364-59 132 300 niikleotit pozisyonlar: arasinda yaklasik 0.8Mb
biiytlikliigiinde kii¢iik homozigot kromozom bdlgeleri tespit edildi (Tablo 4.4). Bu
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homozigot kromozom bdlgelerindeki aday genler hastalarin klinik/biyokimyasal
bulgular1 géz oniine alinarak incelendiginde 1. kromozomda 52 922 711-52 936 626
niikleotit pozisyonlar1 arasinda yerlesim gosteren COA7 geninin hastalik ile

baglantili olabilecegi diistiniildi (Sekil 4.19 ve Sekil 4.20)

AILE 5

O

Sekil 4.18. Bes no’lu aileye ait soy agaci.

B | Lo Faehtier SNP_A i B4
1 678049 44211561 =— ==
1 682677 45220356 == g_
1 B86072 46013010 —— =

1 B87250 46294913 — =

1 63,3023 46975137 == H-—
1 70,0811 47504965 ==
1 7O.EE11 47EE6355 = H |
1 714555 45302845 — —

1 716700 45806321 = — =
1 717667 49243353 = ==
1 72,0009 50301175 ===
1 723246 51241342 B
1 72,8652 52759566 == ==
1 732901 53117495 == Hm $ 0.36 Mb
1 736359 53405765 - —H |
1 741075 53702124 =5
1 75,1189 54169525 —E= e
1 7H.3054 54795145 == ==
1 7H.9363 55126890 1 H
1 77527 55592657 — | ;:
1 777118 SSTESEAS == HE=

Sekil 4.19. Bes no’lu ailede 1. kromozomda saptanan homozigot bolge ve
genotiplendirilen SNP’lere ait fiziksel harita (1-baba, 2-anne, 3,4-
hasta).
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o

Location Position SHP_A

I 4
T2 9566 aZaEEE00 SNP_A-2099552 &6
T2A567 S EEE22 SNP_A-2238763 &6
72893 SZ867390 SNP_a&-2077035 At AR &B

730165 SZEETI24 SNP_A-2241551 A6 2B
¥3.0304 22393743 SNP_&-2308420 . &5
730434 22909700 SNP_ad4222587 A A
730437 22903916 SNP_A-2096243 &6 .
730813 22941606 SNP_A-2308633 . &6
30861 22943640 SHP_&-1945671 BE AB AE BB
¥3.1796 23024445 SNP_a&-1532001% BE AB BE
73,1862 a3023939 SNP_A-2141151 A, f, A,
732012 23042535 SNP_A2307272 &E WC &6
T3.2589 23116465 SNP_&-2013519 I &5

&

73,2901 231174385 SNP_a&-2013520
73,3675 231824976 SNP_A-42045696
734218 23223487 SNP_A-1908642 &6 .
73,4469 23249555 SNP &-4233965 &6 AR

- 14 14 1 1 14 14 14 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Sekil 4.20. Bes no’lu ailede saptanan homozigot bolgedeki SNP’lere ait
haplotip analiz sonucu (1-baba, 2-anne, 3,4-hasta).

Tablo 4.4. Bes no’lu aileye ait homozigotluk saptanan kromozomal bdlgeler.

Kromozom numarasi Niikleotit pozisyonu Genler
1 52759 566-53 117 495 COA7
3 58 344 364-59 132 300 PDHB

Aralarinda akraba evliligi bulunan alti1 no’lu ailede anne, baba ve iki hasta
cocuk olmak tizere toplam dort birey 250K SNP array ile genotiplendirildi (Sekil
4.21). Ailedeki hasta bireylerin klinik bulgular1 arasinda pontoroserebeller hipoplazi,
3-metil glutakonik asidiiri, laktik asit ve piirivik asit yiiksekligi, mikrosefali
bulunmaktadir. SNP verilerinin VIGENOS programi ile analizi sonucunda 2.
kromozomda 221 000 360-227 753 236 niikleotit pozisyonlar1 arasinda 6.7 Mb’lik, 4.
kromozomda 137 626 126-142 286 086 ve 154 847 105-179 037 104 niikleotit
pozisyonlar1 arasinda 4.6 Mb’lik ve 24 Mb’lik, 6. kromozomda 6 798 391-11 294
035 ve 149 594 280-169 926 308 niikleotit pozisyonlar1 arasinda 4.5 Mb’lik ve 20
Mb’lik ve 19. kromozomda 2 797 782-12 553 001 niikleotit pozisyonlar1 arasinda
yaklasik 10 Mb’lik toplam alt1 farkli homozigot kromozom bdlgesi saptandi. Bu
bolgelerde yer alan hastalikla iligkili olabilecek aday genler ayrintili olarak Tablo

4.5°de gosterilmistir. Bu homozigot kromozom bdlgelerindeki aday genler hastalarin
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730141 23844935 SNP_A-420713900 BB BE 4B BE Chr1:
AR | 52922 711-
B8 52936 626

COA7
geni



klinik/biyokimyasal bulgular1 g6z oniine alinarak incelendiginde 19. kromozomda 10

Mb biiyiikligiindeki homozigot kromozom bdlgesi igerisinde yer alan 5 580 433-5

582 907 niikleotit pozisyonlar1 arasinda yerlesim gosteren C/90rf70 geni hastaliktan

sorumlu en kuvvetli aday gen olarak secildi (Sekil 4.22 ve Sekil 4.23).

Cr

14
18
19
14
18
19
14
18
19
14
18
19
14
18

Location

0.1549

d.8701

16.0409
18,7773
228675
25,1220
28,6229
321518
32,3816
I4.2336
36,6511
FEITES
35,4292
38,8837

AILE 6

O

| §

Sekil 4.21. Alt1 no’lu aileye ait soy agaci.

Pasition SHP_& H® @91
212033 L B A
2797752 EE

ABEERES ==

- ==

7860240 = 10 Mb
9167114 - |

12049317 |

12553001 == NNl
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Sekil 4.22. Alt1 no’lu ailede 19. kromozomda saptanan homozigot bolge ve
genotiplendirilen SNP’lere ait fiziksel harita (1-baba 2-anne 3-

4, hasta).
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# Cr  Location | Fosition SHP_A, H® i
37 19 16,6030 48635557 SHP_A-2185343
38 19 16,6036 45365729 SHP_A-21583297
34 19 166047 4564071 SHNP_A21225582
40 19 17.2349 2120772 SNP_A-15853967
41 19 17,5686 S178008 SHP_A-21764350
42 189 174335 5205718 SHP_A-1941213 AR AR
43 19 175480 297600 SHP_A 2225255
44 189 178651 5390549 SHP_A-1847357
45 19 179274 5417206 SHNP_A-T8E3773 Chr 19:
46 19 179573 2430215 SNP_A42539697 A6 AG 5580 433-
47 19 17,9585 2430522 SHP_A-2302955 AR AR 5582 907
45 18 181777 5524344 SHP_A-2309079 AR C19 0
49 18 18,7779 5751302 SHP_A-2107076 AR AR .0rf7
50 19 18,7871 5785212 SNP_ 41859118  AB AB gemt
=21 19 2193589 B717213 SHP_A-Z259511 AE AR
02 19 220307 Gr39973 SNP_A4192677 AB AR
53 189 220441 E743315 SHP_A-2176832 AR NC
=4 189 224840 EE52482 SHP_A-2055951 AR AR
55 19 22,4842 BE52530 SHP_A-1947550 AR AR
=6 189 2248435 E552559 SHP_A-2203070 AB AR
a7 19 22,4925 EE54537 SHP_A-20404354 AB AR
Sekil 4.23. Alt1 no’lu ailede saptanan homozigot bolgedeki SNP’lere ait
haplotip analiz sonucu (1-baba, 2-anne, 3,4-hasta).
Tablo 4.5. Alt1 no’lu aileye ait homozigotluk saptanan kromozomal bolgeler.
Kromozom | Niikleotit pozisyonu Genler
numarasi
2 221 000 360-227 753 236 | MRLP44
4 137 626 126-142 286 086 | -
154 847 105-179 037 104 | MSMO1, AGA, ETFDH, NEK 1
6 6 798 391-11 294 035 -
149 594 280-169 926 308 | RMNDI1, SERACI, MPC1
19 2797 782-12 553 001 C19orf70, ATCAY, NDUFAII,
MCOLNI, PET100, DOCKG6

4.3. Aday Genlerin DNA Dizi Analizi Sonuclari

Bir no’lu ailede hastalikla baglantili oldugu diislinillen MAG geninin 3.

ekzonu disinda tiim ekzonlar1 ve ekzon-intron baglantilar1 tiim aile bireyleri i¢in
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DNA dizi analizi ile incelendi. Fakat DNA dizi analizi sonucunda hasta bireyler,

anne, baba ve saglam kardeste herhangi bir degisiklik saptanamadi.

iki no’lu ailede hastalikla baglantili oldugu diisiiniilen HIKESHI geninin tiim
ekzonlar1 ve ekzon-intron baglantilar1 tiim aile bireyleri i¢in DNA dizi analizi ile
incelendi. DNA dizi analizi sonucunda, hasta bireylerin HIKESHI geninin 2.
ekzonunun 160. pozisyonunda yer alan guanin niikleotidinin sitozin niikleotidine
(c.160 G>C) doniistiigii saptand1 (Sekil 4.24). Bu degisiklik 54. kodonda valin
amino asitinin 16sin amino asitine (p.V54L) doniisiimiine sebep olmaktadir. Hasta
bireyler bu degisikligi homozigot olarak tasirken, hasta bireylerin anne ve babasi
heterozigot, saglam kardesleri ise bu mutasyonu tasimamaktadir (Sekil 4.25 ve Sekil

4.26).
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Sekil 4.24. Iki no’lu ailede HIKESHI geninde saptanan homozigot ¢.160
G>C (p.Val54Leu) mutasyonu.
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Sekil 4.25. iki no’lu ailede HIKESHI geninde saptanan heterozigot ¢.160
G>C (p.Val54Leu) mutasyonu.
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Sekil 4.26. iki no’lu ailede ki saglikli bireylerin DNA dizi analizi sonucu.

Ug no’lu ailede hastalikla baglantili oldugu diisiiniilen CLN8 geninin tiim
ekzonlar1 ve ekzon-intron baglantilar1 tiim aile bireyleri i¢in DNA dizi analizi ile
incelendi. DNA dizi analizi sonucunda hasta bireylerin CLNS geninin 1. ekzonunda
221. pozisyonda yer alan guanin niikleotidinin adenin niikleotidine (c.221 G>A)
dontstiigii saptand1 (Sekil 4.27). Bu degisiklik 74. kodonda glisin amino asitinin
aspartat amino asitine (p.G74D) donlisiimiine neden olmaktadir. Hasta bireyler bu
degisikligi homozigot olarak tasirken, hasta bireyin anne, baba ve saglam kardes bu

degisikligi heterozigot olarak tagimaktadir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.27. Ug no’lu ailede CLNS geninde saptanan homozigot c.221 G>A
(p-Gly74Asp) mutasyonu.
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Sekil 4.28. Ug no’lu ailede CLNS geninde saptanan heterozigot c.221 G>A
(p-Gly74Asp) mutasyonu.

Dort no’lu ailede 250K SNP array ile genotiplendirme sonucunda
hasta kardeslerde ortak homozigotluk gosteren bolgelerdeki genlerden birisi olan
SNX14 en kuvvetli aday gen olarak secilmistir. Bu ailede baska bir calisma
kapsaminda ekzom dizi analizi yapilmis ancak hastaliktan sorumlu olabilecek
anlamli homozigot mutasyon tespit edilememistir. Daha 6nce yapilan ekzom dizi
analizi verisinde IGV (Integrative Genomiks Viewer) programi kullanilarak SNX14
genine ait okumalar incelenmis ve her iki hasta kardeste 13 ve 21 ekzonlar1 i¢ine alan
ekzonik bolgelerinin okunmadigi saptanmistir. Bu nedenle bu gende tiim ekzon-
intron bolgelerine bakilmamis, bu biiyiik delesyona 6zgiil primerler dizayn edilerek
hasta kardeslerde mutasyonun varligit DNA dizi analizi ile test edilmistir. DNA dizi
analizi sonucunda hastalarda c.1108+1181_2108-2342del mutasyonu homozigot
olarak saptanmustir. Bu delesyon, intron 12 ve intron 21’1 i¢ine alan 25 640 baz

ciftlik bir delesyondur (Sekil 4.29).
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AGGCCGAGGTGGGTGGA

Intron 1/0 1108+1181 _2108- 2342de\ intron 21
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Sekil 4.29. Dort no’lu ailede SNX 14 geninde saptanan homozigot
c.1108+1181_2108-2342del mutasyonu.

Bes no’lu ailede hastalikla baglantili oldugu diisiiniilen 1. kromozomda yer
alan COA7 geninin tiim ekzon ve ekzon-intron baglantilar1 tiim aile bireyleri i¢in
DNA dizi analizi ile incelendi. Ancak DNA dizi analizi sonucunda hasta ve diger aile

bireylerinde herhangi bir degisiklik saptanmadi.

Alt1 no’lu ailede, baska bir ¢alisma kapsaminda ekzom dizi analizi yapilmig
ve analiz sonucunda elde edilen varyantlar hastalik ile iliskilendirilememistir. Alti
no’lu ailede 250K SNP array ile genotiplendirme sonucunda hastalikla baglantili
oldugu diistiniilen C/90rf70 geninin, ekzom verisindeki varyasyonlar igerisinde de
yer almasindan dolayr oncelikle bu varyasyonun olup olmadigini dogrulamak
amaciyla CI190rf70 genin 4.ekzonu tiim aile bireyleri i¢in DNA dizi analizi ile
incelendi. DNA dizi analizi sonucunda hasta bireylerde C19rf70 geninde IVS3-
2A>G mutasyonu homozigot olarak saptandi (Sekil 4.30). Hasta bireylerin anne ve

babas1 bu mutasyonu heterozigot olarak tasimaktadir (Sekil 4.31).
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Sekil 4.30. Alt1 no’lu ailede C190rf70 geninde saptanan homozigot IVS3-

2A>G mutasyonu.
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Sekil 4.31. Alt1 no’lu ailede C190rf70 geninde saptanan heterozigot IVS3-
2A>G mutasyonu.
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Tablo 4.6. Calismada bilinmeyen metabolik/ndrometabolik hastaliga neden
neden olan genlerde saptanan mutasyonlar.

Fenotip Gen Ekzon/ Niikleotit Degisikligi Protein Kaynaklar
intron Degisikligi

Metabolik/ HIKESHI 2.ekzon c.160G>C p-V54L Edvardson S., et al., 2015
Norometabolik

Metabolik/ CLNS8 1.ekzon c.221G>A p.G74D Bu ¢aligma
Norometabolik

Metabolik/ SNX14 intron 12 | c.1108+1181_2108-2342del - Thomas AC., et al., 2015
Norometabolik intron 21

Metabolik/ C19orf70 4.ekzon IVS3-2A>G Splaysing Godiker J., et al., 2018
Norometabolik
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5. TARTISMA

Dogustan metabolizma bozukluklar1 (IEM) olarakta adlandirilan kalitsal
metabolik hastaliklar, genomik veya mitokondriyal DNA’daki mutasyonlar sonucu
olusan konjenital hastaliklarin bir gurubunu olusturmaktadir. Bireysel olarak ele
alindiginda kalitsal metabolik hastaliklar, 1/50 000-1/150 000 arasinda degisen bir
insidansla nadir goriilen hastaliklar olmakla birlikte, toplu olarak ele alindiginda bu
oran 1/1 000 olmaktadir. Monogenik hastaliklar olarakta nitelendirilen kalitsal
metabolizma hastaliklarinda ki bu mutasyonlar, spesifik bir proteinin ya da enzimin

fonksiyonunu etkileyerek ilgili metabolik yolakta bozukluga neden olmaktadir (75).

Yaklasik 700 genetik hastaligin genis, ¢esitli ve heterojen bir grubunu temsil
eden kalitsal metabolik hastaliklar 6zellikle ¢ocukluk caginda 6nemli bir morbidite

ve mortalite nedeni olan nadir mutasyonlar sonucu goriilmektedir (76).

Metabolik hastaliklar i¢inde bir alt grup olarak degerlendirilebilecek olan
norometabolik hastaliklar, biyokimyasal maddelerin sentezlenememesi, anormal
birikimi veya toksik metabolitlerin olusumu sonucu beyin dokusunun hasar gérmesi
ile sonuclanan metabolik hastaliklardir. Metabolik/ndrometabolik hastaliklarin biiytik
cogunlugu otozomal resesif kalitim gostermektedir. Dolayisiyla, akraba evliliklerinin
stk oldugu toplumlarda metabolik/nérometabolik hastaliklar 6nemli bir halk sagligi
sorununu olusturmaktadir. Ornegin, erken tan1 konulup tedavi edilmedigi durumlarda
agir santral sinir sistemi hasar1 yaratan fenilketoniiri hastaliginin diinya toplumlari
arasinda insidansi ortalama yaklagik 100 000°de 4-10 iken, bu oran iilkemizde 1/4
500°diir.

Metabolik/nérometabolik hastaliklar, cocuk saglig1 ve hastaliklar1 alanindaki
metabolizma, noroloji ve genetik uzmanlarinin tanm1 koymada, izlemede ve ailelere
genetik danigsmanlik vermekte biiylik zorluklar yasadigi hastaliklarin basinda
gelmektedir. Erken tani ve tedavisi yapilamayan metabolik hastaliklarin ¢ogunda
hastalarda ciddi ve kalici sistematik hasarlar gelismektedir. Bu nedenle bu tip

hastaliklarda erken tani ve tedavi oldukc¢a onemlidir.

Glinlimiizde 700’e yakin metabolik/norometabolik hastalik tanimlanmasina

ragmen halen tanimlanmamis c¢ok sayida norometabolik hastalik oldugu
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diistiniilmektedir. Son yillarda biyoteknoloji alanindaki gelismeler ile mikroarray,
tiim genom-ekzom dizi analizi gibi ileri diizey ve yiiksek dlgekli genetik metodlarin
yaygin bir sekilde kullanilmasiyla birlikte, simdiye kadar adlandirilmamis ve
sorumlu geni bilinmeyen metabolik/nérometabolik hastaliklarin  patogenezi
aydinlatilmaya baslanmis ve hemen her yil yeni birkag metabolik/nérometabolik
hastalik tip literatiiriine kazandirilmaya baslanmustir. Ulkemiz bu agidan dzellik arz
etmekte, yeni ve nadir metabolik/norometabolik hastaliklarin 6nemli bir kismi

Tiirkiye’deki hastalardan tanimlanmaktadir (8, 9, 10, 77, 78).

Bunun yanisira, biyoteknoloji ve genetik alanindaki gelismeler tek basina
bilinmeyen metabolik/nérometabolik hastaliklarin tanimlanmasinda yeterli olmayip,
vakalarin ve ailelerin yiiksek teknoloji gen analizler i¢in aday olup olmadiginin
belirlenmesi i¢in ayrintili klinik ve laboratuvar (biyokimya, analitik kimya, enzim,
genetik analizler, elektrofizyolojik, ....) calismalarin yapilmasida ayrica Onem

tasimaktadir.

Bu tez g¢alismasinda kompleks fenotip sergileyen ve en az iki etkilenmis
metabolik/nérometabolik hastalik sahibi alt1 aile olmak {izere toplam 29 bireye ait
genomik DNA oOrnegi kullanilarak SNP mikroarray yontemi ile genom boyu
genotiplendirme, baglanti analizi ve genom-analiz yontemlerinden homozigotluk

haritalamas1 yapilmistir.

Tez calismasi kapsaminda, aralarinda akraba evliligi olan ve iktiyozis,
ylriime bozuklugu, kaba yiiz goriinimii ve nistagmusu olan bir no’lu ailede
hastalikla iligkili oldugu diisiiniilen genler arasindan 19. kromozomda yer alan MAG
(myelin associated glycoprotein) geni en kuvvetli aday olarak seg¢ilmistir. Ancak
MAG geninin 3. ekzonu disinda tiim ekzonlar1 DNA dizi analizi ile incelenmis ve bu
ekzonlarda herhangi bir mutasyon saptanmamistir. MAG genindeki hastalikla iligkili
mutasyonun 3. ekzonda olmasimin muhtemel oldugu diisiiniilmektedir. MAG geni
mutasyonlart literatiirde otozomal resesif “spastik parapleji, 757 (MIM; 616680)

fenotipi ile iliskilendirilmistir.

MAG geni tarafindan kodlanan protein, tip I membran proteinidir ve
immiinoglobulin  siliperailesinin  bir {iyesidir. MAG proteini, siyaliklesmis

glikokonjugatlara baglanan ve belirli miyelin-noron hiicre-hiicre etkilesimlerine

68


https://www.omim.org/entry/616680

aracilik eden bir lektindir ve bu proteininin miyelinasyon siirecine dahil oldugu

diistiniilmektedir.

Aralarinda akraba evliligi olmayan, biiyiime ve gelisme geriligi, dismorfik
bulgular (basik burun kokii, bas-boyun kulaklar diisiik), spastisite, hipertelorizm,
motor ve mental retardasyon bulgulart olan iki no’lu ailede genom boyu
homozigotluk haritalamasi neticesinde aday gen olarak belirlenen HIKESHI (heat
shock protein nuclear import factor) geninin ikinci ekzonunda, daha 6nce literatiirde

rapor edilmis p.Val54Leu (c.160 G>C) mutasyonu tespit edilmistir.

Bu mutasyon ilk kez literatiirde 2016 yilinda Edvarson ve ark. tarafindan (79)
erken baslangicli spastik parapleji, edinilmis mikrosefali ve optik atrofi iliskili yeni
bir konjenital 16kodistrofi oldugu diisiiniilen {i¢ farkli aileden Ashkenazi-Yahudisi
alt1 hasta bireyde, homozigot haritalama ve ekzom dizi analizi sonucunda, kurucu
(founder) mutasyon olarak bulunmustur. Ashkenazi-Yahudisi orijinli 1 012 saglikli
birey genotiplendirilerek mutasyonun tasiyicilik oranmi yaklasik 1/200 olarak
bildirilmigtir. Tamimlanan p.Val54Leu (c.160G>C) mutasyonu literatiirde
“hipomyelinizan 16kodistrofi, 13 (MIM; 616881) fenotipi ile iliskilendirilmis ilk ve

tek mutasyon olma 6zellligini tasimaktadir.

Hasta fibroblastlar1 ile yapilan fonksiyonel deneyler sonucunda bu
mutasyonun patojenitesi dogrulanmis ve hastalarda goriilen l6kodistrofi anormal 1s1-
soku stresi (heat-shock stress) yaniti ile iliskilendirmistir. HIKESHI geni, 1s1-soku ile
indiiklenen Hsp70 (heat-shock protein, 70-kd) proteinlerinin ¢ekirdege tasinmasina
aracilik eden, evrimsel olarak korunmus niikleer tasima reseptoriinii kodlayan bir
gendir. Bu protein sadece Hsp70’in ATP bagli formunun taginmasina aracilik
etmektedir. Daha Once yapilan ¢aligmalarda, Hikeshi proteinin, stres kosullar altinda

Hsp70 proteinlerinin ¢ekirdege girmesi i¢in gerekli oldugu rapor edilmistir (79, 80).

Makromolekiillerin, niiklear por kompleksleri (NPC) araciligiyla
niikleositoplazmik taginmasinin diizenlenmesi, okaryotik hiicrelerde c¢esitli hiicresel
fonksiyonlar i¢in ¢ok ©&nemlidir. Importinler, transportinler, eksportinler ve
karyoferinler olarakta adlandirilan importin 8 ailesinin {iyeleri niikleositoplazmik
tastyict molekiillerdir ve ¢ok sayida segici niikleositoplazmik protein tasinmasina

aracilik etmektedirler (79, 81, 82, 83). Mayadan insana kadar korunmus Hikeshi
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proteini ise iyi-karakterize edilmis importin beta ailesinin bir {iyesi olmayip, 6zgiin

bir niikleer tasiyici proteindir (79).

Is1 soku ve oksidatif stres gibi stresler importin B ailesi aracili yolaklarin
down-regiilasyonunu indiikleyerek stres kosullar1 altinda normal c¢alismasini
onlemektedir (79, 84, 85). Hikeshi proteininin énemi tamda bu stres kosulu altinda
anlagilmaktadir. Is1 sokuna cevaben Hsp70 proteinleri hizli ve anlik olarak
sitoplazmadan c¢ekirdege ve nukleusa tasinmaktadir (79, 86). Cekirdegin iginde,
Hsp70, Hikeshi’den ayrilip, natif ve natif olmayan proteinlere baglanarak molekiiler
saperon olarak islev gérmektedir ve hiicreleri 1s1 soku hasarindan korumaktadir (79,
87). Buna uyumlu bir sekilde, Hikeshi’den yoksun hiicrelerin 1s1 soku stresi sirasinda

canliliginin 6nemli dl¢iide azaldig1 gosterilmistir (80).

Edvarson ve ark. tarafindan yapilan yapilan fonksiyonel ¢aligma sonuglari,
HIKESHI genindeki homozigot p.V54L mutasyonunun, 1s1 soku stresi altinda,
niikleer Hsp70 proteininin yoklugu ile sonuglanan Hikeshi protein eksikligi ile iligkili
oldugunu gostermistir. Lokoensefalopatinin  nedeninin  ¢ekirdekteki HSP70
eksikliginden veya stres esnasinda sitoplazmada asir1 birikiminden kaynaklandigi

diistintilmektedir (79).

Lokodistrofiler, degisken periferik sinir sistemi tutulumu ile miyelin
olusumunu veya korunmasini etkileyen beyaz cevher bozukluklaridir. Yeni nesil
dizileme teknigi ile artan tani1 oranlarina ragmen, hastalarin yaklasik yarisinda

l6kodistrofilerin genetik nedeni bilinmemektedir.

Bu tez calismasinda iki nolu ailede hastaliktan sorumlu HIKESHI geninde
tanimlanan p.V54L mutasyonu Tiirk hastalarda tanimlanan ilk mutasyon, literatiirde

ise bildirilen ikinci mutasyon olma 6zelligi tasimaktadir.

Akraba evliligi yapmuis, yiiriyememe, konusamama, dismorfik bulgular1 (dar
alin) olan ve serebellar atrofi, mikrosefali, agir motor ve mental retardasyon, siddetli
hareket bozuklugu olan {i¢ no’lu ailede CLNS (ceroid lipofuscinosis, neuronal,8)
geninde yapilan mutasyon taramasi sonucunda hasta bireylerde genin birinci
ekzonunun 221. pozisyonundaki guanin niikleotidinin adenin niikleotidine (c.221
G>A) doniigmesi, sonucunda 74. kodonda glisin amino asitinin yerine aspartat amino

asitinin (p.G74D) olustugu saptanmistir. Bu mutasyon, farkli veritabanlarinda (ExAc,
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1000 genome) bildirilmemis, ilk kez bu c¢alismada rapor edilmis yeni bir
mutasyondur. Bu mutasyonun protein iizerindeki patojenik etkisini belirlemek i¢in
PolyPhen ve Mutation Taster in-silico tahminleme programlar1 kullanilmig ve
p.G74D varyasyonun etkisi, her iki programda “muhtelemel patojenik™ olarak analiz
edilmistir. CLNS genindeki mutasyonlar literatiirde otozomal resesif “seroid

lipofusinoz, néronal, 8 (MIM; 600143) fenotipi ile iliskilendirilmistir.

Noronal seroid lipofusinozlar (NCL’ler), tipik olarak otofloresan lipopigment
seroid’in beyin ve diger dokularda birikmesi ile karakterize olan klinik ve genetik
olarak heterojen norodejeneratif lizozomal bozukluklardir. Bugiine kadar, farklh
genlerdeki mutasyonlardan kaynaklanan 14 farkli NCL alt tipi (CLN1 - CLN14)
tanimlanmustir (88, 89, 90).

Noronal seroid lipofusinozlar genellikle ¢ocukluk ve ergenlik doneminde ve
cok nadiren geng eriskinlik doneminde goriilmektedir. Bu heterojen bozukluklar,
gorme kaybi, epilepsi, demans gibi benzer semptomlar1 ve belirtileri paylasmaktadir.
Noronal seroid lipofusinozlarin patofizyolojisi tam olarak anlasilamamakla birlikte
hiicre i¢i depolama siireci ve ilerleyici sinir hiicre kaybini igermektedir (89). Noronal
seroid lipofusinozlarin ¢ogunlugu su anda tedavi edilebilir degildir ve genellikle

erken dliime yol agmaktadir (89, 91, 92).

CLNS8 formu ilk olarak Finlandiya'da Kuzey epilepsi (Northern epilepsy, NE)
sendromu olarak da bilinen mental retardasyonlu progresif epilepsi olarak
tanimlanmistir (93). Daha sonraki ¢alismalar ile, Fin kuzey epilepsisinden farkli
olarak Tiirk, Italyan ve Pakistanli hastalarda gec¢ infantil varyant NCL (VLINC)
fenotipi tanimlanmistir (89, 94, 95, 96, 97).

Son olarak gec¢ infantil NCL fenotipi ile iligskilendirilmis yeni bir CLNS

mutasyonu Japon bir hastada rapor edilmistir (88).

CLNS8 geni, endoplazmik retikulumda yerlesim gdsteren 286 amino asitlik bir
zar proteinini kodlamaktadir (89, 98, 99). Noronlarinda dahil oldugu polarize
hiicrelerde de ER disinda bir yerlesiminin oldugu tahmin edilmektedir (100).

Her ne kadar protein fonksiyonu biiyiik oranda bilinmese de CLNS, lipit-
tanima domeynleri iceren TLC (TRAM-LAGI-CLNS) protein ailesinin bir tiyesidir
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(101). TLC proteinleri lipit regiilasyonununda lipit-tanima, sentez ve transport gibi
farkli rollerde gorev alan proteinlerdir. Bu nedenle, bu NCL formunun lipid
biyosentezinde veya taginmasindaki bozukluklar sonucu ortaya ¢iktig

diistintilmektedir (89).

Bu c¢alismada CLN8 geninde tespit edilen ve in-siliko tahminleme
programlari ile muhtemel patojenik olarak oOngiiriilen ve evrimsel olarak yiiksek
oranda korunmus bolgedeki p.G74D yanlis anlamli varyasyon proteini, TLC
domeyni igerisindeki bolgede yer almaktadir. Bu nedenle bu mutasyonun protein
konformasyonunu etkileyerek lipit diizenlemesinde bir bozukluga neden olabilecegi

diistiniilmektedir.

Aralarinda akraba evliligi olan ve zeka geriligi, retinopati, motor ve mental
retardasyon, serebellar atrofi, ayak deformitesi, konusma ve ylirlime bozuklugu ve
dismorfik bulgulara (kaba yiiz) sahip dort no’lu ailede hastalikla baglantili oldugu
diistiniilen SNX/4 (sorting nexin 14) geninin DNA dizi analizi sonucunda hasta
bireylerde, daha once literatiirde bildirilmis homozigot ¢.1108+1181 2108-2342del
mutasyonu tespit edilmistir. Bu mutasyona genin 12. intronu ve 21. intronu
arasindaki bolgeyi kapsayan 25 640 bazlik biiyiik bir delesyon neden olmaktadir
(102). SNXI14 gen mutasyonlar literatiirde “spinoserebellar ataksi, otozomal resesif

20” (MIM; 616354) fenotipi ile iligkilendirilmistir (103).

Thomas ve ark. (102) tarafindan yapilan ¢alismada, homozigot haritalama ve
ekzom dizi analizi yontemi ile aralarinda akrabalik olan Tiirk bir ailede bildirilen bu
delesyonun, intron 12 ve 21’de bulunan iki Alu tekrar dizisi arasindaki hatali
rekombinasyon sonucu ortaya ¢iktigi diisiiniilmektedir. Alu tekrar dizileri insan
genomunda en yaygin bulunan tekrar dizilerindendir ve 300 baz ciftlik tekrar
dizilerinden olusmaktadir. Insan genomu iginde en az 500 000 Alu dizisi

bulunmaktadir,

Thomas ve ark. (102) tarafindan yapilan ¢alismada, SNX/4 gen mutasyonlari
serebellar atrofi ve zihinsel yetersizlik sendromu ile iliskilendirilmistir. Zihinsel
yetersizlik ve serebellar atrofi, cok sayida genetik kosulla bir araya gelmekte ve
siklikla mikrosefali ve / veya epilepsi ile iliskilendirilmektedir. Ayrica bu hastaliklar

klinik ve genetik olarak heterojen norolojik bozukluklardir (102). Cocukluk
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cagindaki zihinsel yetersizlik sendromu ile iliskili serebellar hastaligin
siniflandirilmas1 ve tanisal yaklasimi karmasik ve oldukca zordur. Genellikle
nororadyolojik ve diger klinik bulgularin dikkatli bir sekilde tanimlanmasina ve

degerlendirilmesine baghdir (102, 104, 105, 106, 107).

SNX14 proteini sorting nexin ailesinin bir {iyesidir. Phox (PX) fosfoinositid
baglama domeynine sahip bu ailenin iiyeleri hiicre i¢i trafikte rol oynamaktadir.
SNX14 proteini ayrica bir G protein sinyal diizenleme (RGS) domeynine sahiptir. G
protein sinyal diizenleme ailesinin iiyeleri diizenleyici molekiillerdir ve
heterotrimerik G proteinlerinin G alfa alt birimleri i¢cin GTPaz aktive edici proteinler
olarak islev gérmektedir. SNX7/4, normal ndronal uyarilganlik ve sinaptik iletimin
korunmasinda  rol  oynamaktadir. Ayrica  SNX/4’in  hiicresel  protein
metabolizmasinda ve vezikiil-aracili transportta yer alan genlerle birlikte ifade

edildigi tahmin edilmektedir (102).

Daha o©nce literatiirde bildirilen SNX/4 genindeki bu homozigot
c.1108+1181_2108-2342del mutasyon i¢in Thomas ve ark. (102) tarafindan yapilan
caligmada, hasta fibroblastalarinin cDNA’lar1 DNA dizi analizi ile incelendiginde,
ekzon 12 ve ekzon 22 arasinda in-frame bir splaysing oldugu dogrulanmis ve RGS
ve PX domeynlerini i¢ine alan 334 amino asitlik (p.Val369_Leu702del) bir bolgenin
delesyona ugradig1 gosterilmistir. Bu delesyon direk olarak hem PX hem de RGS
domeynini etkilediginden SNX14 proteinin normal hiicresel fonksiyonunun

kayboldugu diistiniilmektedir.

PX domeyni, ¢esitli organellerin sitoplazmik uzantilar iizerindeki
fosfoinosititlere (PtdIns3P) baglanarak, endozomal sorting ve hiicre trafigi dahil
olmak iizere farkli PX domeyn iceren proteinlerin farkli hiicresel yerlesimlerini ve

fonksiyonlarini belirlemektedir (102, 108).

RGX domeyni, G-protein aracili reseptorlerin (GPCR) G-alfas (Gos) alt
tinitesine baglanip, GTPaz aktivitesini artirmaktadir. PX domeyni araciligiyla, bu
aktivitenin endozomlarda meydana gelebilecegi protein sorting ve degredasyon yolu

ile G-alfas sinyalinin zayiflamasina yol acabilecegi dngoriilmiistiir (102, 109, 110).

Bu c¢alismalarla, SNX14'lin endozomal sorting’deki ve protein yikiminin

diizenlenmesindeki rolii son zamanlarda yapilan prenatal insan beyni transkriptom
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analizleri ile desteklenmistir (102, 111).

Sinaptik disfonksiyonun, zihinsel yetersizlik ile iligkili nodrogelisimsel
bozukluklar1 kapsadigi bilinmektedir (102, 112) ve bunun SNX/4 mutasyonlarinin
patogenezininin altinda yatan neden olabilecegi diistiniilmektedir. SNX/74’{in, ndral
gelisim ve fonksiyonda, 6zellikle de beyincik gelisimi ve olgunlagsmasinda oldukg¢a

onemli bir rol oynadig1 gosterilmistir (102).

Aralarinda akrabalik olmayan ve kas tutulumu, santral sinir sistemi tutulumu,
mitokondri disfonksiyonu ve laktik asit yiiksekligi olan bes no’lu ailede hastalikla
iliskili olarak tanimlanmis genler arasindan birinci kromozomda yer alan COA7
(cytochrome C oxidase assembly factor 7) geni en kuvvetli aday olarak secilmistir.
COA7 geninin tiim ekzonlart DNA dizi analizi ile incelenmis ancak bu ekzonlarda
herhangi bir mutasyon saptanmamistir. COA7 geni literatiirde otozomal resesif
“spinoserebellar ataksi, aksonal noéropati 3”7 (MIM: 618387) ile iligskilendirilmistir.
COA7 geni, mitokondriyal solunum zinciri kompleksi I ve IV’iin biraraya

gelmesinde rol oynamaktadir.

Hastalikla baglantili oldugu diisiliniilen diger ikinci kuvetli aday gen ise,
PDHB genidir. PDHB gen mutasyonlari literatiirde “piruvat dehidrojenaz El-beta
eksikligi” (MIM: 614111) fenotipi ile iliskilendirilmistir. Bes no’lu ailede hastalarin
klinik ozellikleri goz Oniine alindiginda {igiincii kromozomdaki kiiciik homozigot

bolge icinde yer alan PDHB geninin hastalikla baglantili olabilecegi muhtemeldir.

Aralarinda akraba evliligi olan ve pontoserebellar hipoplazi, 3-metil
glutakonik asidiiri, laktik asit ve piirivik asit yliksekligi, motor ve mental
retardasyon, dismorfik bulgular, mikrosefali, lipid miyopatisi, hipertrofik
kardiyomiyopati bulgulart olan alti no’lu ailede hastalikla baglantili oldugu
diisiiniilen C190rf70 (QILI) geninin DNA dizi analizi sonucunda hasta bireylerde
genin Tlgiincii ekzonunun akseptdr splays bolgesinde literatiirde daha Once
tanimlanmis homozigot IVS3-2A>G splaysing mutasyonu saptanmustir. QILI
genindeki mutasyonlar literatiirde “kombine oksidatif fosforilasyon eksikligi, 37”
(MIM: 618329) fenotipi ile iliskilendirilmistir. Godiker ve ark. (113) tarafindan
yapilan calismada QIL1 proteinini kodlayan C19orf70 genindeki IVS3-2A>G

mutasyonunun psikomotor retardasyon ile uyumlu agir mitokondriyal ensefelopati,
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hepatopati ve laktik asidoza neden oldugu bildirilmistir ve bu ¢alismadaki hastalarla

alt1 nolu ailedeki hasta bireylerin klinik bulgular1 olduk¢a benzerlik gostermektedir.

C190rf70 geninin {g¢ilincii intronundaki IVS3-2A>G  (c.260-2A>G)
mutasyonu, dordiincii ekzonun akseptor splaysing bolgesini etkilemekte ve anormal
splaysing olusumuna neden olmaktadir. Hasta fibroblastlarindan elde edilen
cDNA’larinin dizi analizi sonucunda alternatif splays bdlgelerinin olugsmasi sonucu
dordiinci ekzonda iki adet anormal ve kisalmig splays iriinii olusmaktadir.
Bunlardan birinci splays transkripti, ekzon dortte 21 baz ¢iftinin eksilerek yedi amino
asitin kayb1 sonucu olusan bir transkriptir. Diger splays transkripti ise 44 baz ciftinin
silinerek c¢erceve kaymasi sonucu dur kodonu (G87Gfs*18) olusturan transkriptir

(113).

Mitokondriyal baglanti bolgesi ve krista organizasyon sistemi (MICOS),
mitokondriyal zar yapisim1 dinamik olarak diizenleyen yaklagik 700 kD’luk bir
komplekstir. MICOSI3 olarakta bilinen QILI (CI190rf70) geni, krista baglanti
noktalarinda mitokondriyal i¢ membranda yerlesim gosteren ve krista baglanti
biitiinliigl, krista morfolojisi ve mitokondriyal fonksiyon icin gerekli olan MICOS

alt unitesini kodlamaktadir.

Ic membran, krista membrani ve dis membrandan olusan mitokondri yapisi
mitokondriyal fonksiyon i¢in olduk¢a dnemlidir. Mitokondri hiicre i¢inde dinamik
bir yapiya sahiptir ve oldukca organize bir i¢ membran yapisindan olusmaktadir.
Anormal krista yapilar1 normal mitokondriyal fizyolojiyi bozmakta ve bu da bir¢ok

norodejeneratif hastaliga neden olmaktadir (113, 114, 115, 116, 117).

Son yillarda kesfedilen ve mayadan insana kadar tiim organizmalarda yiiksek
oranda korunmus krista baglantilarinda zenginlesen “Mitokondriyal Baglant1 Bolgesi
ve Krista Organizasyon Sistemi” (MICOS) ad1 verilen ve i¢ membran yapisina dahil
olan bir protein kompleksinin (113, 116, 118, 119) krista baglantilarinin olugmasina
ve/veya stabilize edilmesine, mitokondri icindeki kristalarin yerlesim, dagilim ve
kopya sayisinin belirlenmesine yardimci oldugu bildirilmistir. Ayrica MICOS i¢
membran ve dis membran ile baglanti kurarak mitokondriyal flizyon ve fisyon

siireclerine de dahil olmaktadir (113, 116, 118, 119, 120, 121).
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MICOS kompleks proteinlerinden biri olan QIL1 proteini, alt komplekslerin
bir araya gelmesi ve baglantis1 i¢in vazgegilmez bir rol oynamaktadir ve MICOS
stabilitesi i¢in ¢cok Onemlidir. QIL1 protein yapisinin bozulmasi ile krista baglanti

yapilar1 kaybolarak MICOS kompleks yapist bozulmaktadir (113).

Bu tez calismasi sonucunda genomboyu genotiplendirme ve homozigotluk
haritalamas1 yontemleri kullanilarak kompleks fenotip sergileyen ve nadir
metabolik/néromatebolik hastalik sahibi ailelerde hastalikla baglantili oldugu
diisiiniilen genler saptanmis ve ilgili genlerde DNA dizi analizi sonucunda daha 6nce
literatiirde rapor edilmemis CLNS geninde yeni bir mutasyon, HIKESHI, SNX14 ve
C190rf70 genlerinde ise daha Once rapor edilmis {i¢ mutasyon bulunmustur.
Mutasyonlarin bulundugu genlerin hepsi literatiirde son birka¢ yilda tanimlanmis ve
nadir goriilen metabolik/nérometabolik hastaliklardan sorumlu genlerdir. Ayrica bu
sonuglar calismada kullanilan 250K ¢oziiniirliikteki SNP Array metodunun etkin bir
yontem oldugunu gostermekte olup daha yiiksek bir genotiplendirmeye ihtiyag
duyulmadan 6zellikle etkilenmis bir ya da iki hasta bireyin oldugu ¢ekirdek ailelerde
bile hastaliktan sorumlu genlerin bulunmasi miimkiin olmustur. Bu ¢aligma sonunda
bazi hastalarda tespit edilen hastaliktan sorumlu genler ve patojenik mutasyonlar
literatiirde bilinen bir klinik fenotip ile iliskilendirilmis olmasina karsin bu hastaliklar

nadir hastaliklar grubu icerisinde yer almaktadir.

Bu calisma genom boyu genotiplendirme metodu olan SNP mikroarray
yontemi kullanilarak, daha once tanisi konulamayan nadir genetik hastaliklarin
molekiiler temelinin aydinlatilmasi bakimindan o6nemlidir. Cocuk sahibi olmak
isteyen ailelere genetik danigmanlik verilmesi i¢in hastaligin molekiiler patolojisinin
belirlenmesi 6nemli olup, hastalikla ilgili genlerin saptanmasi erken tani ve yeni
tedavi stratejilerinin belirlenmesini kolaylastiracaktir. Nadir hastalik tanist ile
basvuran ailelerin molekiiler tani almalari, gelecekte yeni kesfedilen hastaliklar,
genetik varyantlar ve diger hasta gruplari ile iliskilendirilmesine yardimci olarak

hastalik fenotiplerinin daha kolay aydinlatilmasina olanak saglayacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alisma sonucunda SNP mikroarray metodu ile tani alamamis nadir
metabolik/nérometabolik hastalik sahibi ailelerde genom-boyu homozigotluk
haritalamas1 ve baglanti analizi yapilarak hastaliktan sorumlu olan genler ve hastalik
nedeni olan molekiiler patolojiyi belirlemeye yonelik ilk adim olan mutasyon
saptanmasi basaril1 bir sekilde tamamlanarak, hastalia 6zgii genotip-fenotip iligkisi

kurulabilmistir.

Mikroarray, tim genom-ekzom dizi analizi gibi ileri diizey ve yiiksek 6lgekli
genetik metodlar, tek basma bilinmeyen metabolik/nérometabolik hastaliklarin
molekiiler patolojisinin tanimlanmasinda yeterli olmayip, vakalarin ve ailelerin
yuksek teknoloji igeren gen analizleri i¢in aday olup olmadiginin belirlenmesinde
ayrintili  klinik ve laboratuvar (biyokimya, analitik kimya, enzim, genetik
analizler,elektrofizyolojik,....) ¢alismalart 6nemli olup, mutlaka yapilmasi
onerilmektedir. Bu konuda ilgili klinisyenlerin ve temel bilimlerdeki arastiricilarin

multidisipliner bir calisma i¢inde olmasi biiylik 6nem tagimaktadir.

Bu calisma, ilkemiz i¢in Onemli bir saglik sorunu olan
metabolik/nérometabolik ~ hastaliklarin ~ genetik  temelinin  arastirilmasini
hedeflemistir. Bu hastaliklar tek tek ele alindiginda az sayida olmasina karsin toplu
olarak degerlendirildiginde gerek say1 gerekse tedavi hizmetleri alaninda topluma
ekonomik, sosyal ve saglik alaninda 6nemli 6l¢iide bir yiik getirmektedir. Literatiirde
her 800 ile 5 000 yeni dogandan birisinin herhangi bir metabolik/nérometabolik
hastalikli olarak dogdugu rapor edilmektedir. Bu hastaliklar agir mortalite ve
morbidite ylikiine sahiptir. Bu nedenle bu tiir hastalar, genelde mevcut saglik sistemi
igerisinde tan1 konulamadigi i¢in bir siire sonra gz ardi edilmekte ve bu hastaliklara
sahip olan aileler ve tani1 alamayan bireyler umutsuz bir sekilde toplumdan izole
edilmektedirler. Bu hastaliklarin genetik patolojilerinin aydinlatilmasi saglik sistemi
icerisinde farkindalik yaratarak yeni hastalarin daha erken donemde tanimlanmasini

ve tedavi altina alinmasini saglayacaktir.
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