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SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI

AA:  Amino asit

ALT: Alanin aminotransferaz

ASSP: Alternative Splice Site Predictor
ARS: Aminoagil tRNA sentetaz

AST: Aspartat Aminoransaminaz

ATP: Adenozin tri fosfat

BH4: Tetrahidrobiopterin

BOS: Beyin omurilik sivisi

CDG: Congenital disorders of glycosylation
CK: Kreatin fosfokinaz

CoQ10: Koenzim Q10

COX: Sitokrom c oksidaz

CPEO: Kronik progresif eksternal oftalmopleji
C/S: Cesarean Section

D-Loop: Displacement loop

DMM: Dig mitokondriyal membran

DNA: Deoksiribonukleik Asit

dNTP Deoksinukleotid

DTR: Derin tendon refleksleri

EEG: Elektroensefalografi

EF: Ejeksiyon fraksiyonu

EKG: Elektrokardiyogram

EMG: Elektromiyografi

ERT: Enzim replasman tedavisi

FAD: Flavin adenin dinukleotid

FADH2: indirgenmis flavin adenin diniikleotid
FGF21: Fibroblast growth faktor 21

GBS: Gullian-Bare Sendromu
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GCMS: Gas chromatography—mass spectrometry
GDF15: Growth diferansiyon faktor 15

GSD: Glycogen Storage Disease

HE: Hemotoksilen eozin

HGMD: Human Gene Mutation Database

HPA: Hyperphenylalaninemia

IEM: Inborn Errors of Metabolism

IEMbase: Inborn Errors of Metabolism Knowledgebase
IGV: Integrative Genomics Viewer

IMA: Intermembranéz aralik

IMM: I¢ mitokondriyal membran

IUGG: Intra uterin gelisme geriligi

kDa: Kilo dalton

KMH: Kalitsal metabolik hastaliklar

KSS: Kearns-Sayre sendromu

LDH: Lizozomal Depo Hastaliklari

LHON: Leber'in Herediter Optik Noropatisi

MAF: Minimum allel frekansi

MTDPS: MtDNA deplesyon sendromu

MELAS: Mitokondriyal miyopati, Ensefalopati, Laktik Asidoz, Strok-benzeri
epizodlar

MERRF: Myoklonik Epilepsi-Ragged Red Fiber

MGT: Modifiye Gomori Trikrom

MLPA: Multiplex ligation-dependent probe amplification
MPS: Mukopolisakkaridozlar

MR: Manyetik rezonans

mtDNA: Mitokondriyal deoksiribonukleik asit

mtRNA: Mitokondriyal ribonukleik asit

NADH: indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid

NADPH: Nikotinamid adenin dintkleotid fosfat
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NARP: Noropati, Ataksi, Retinitis Pigmentoza
NGS: Next-generation Sequencing

NSD: Normal servikal dogum

OA: Organik asit

OD: Otozomal dominant

OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man
OR: Otozomal resesif

OXPHOS: oksidatif fosforilasyon

PAS: Periodik asid-Schiff

PDB: Protein database

PEO: Progresif eksternal oftalmopleji

Pi: inorganik fosfat

PKU: Phenylketonuria

POLG: Mitokondriyal DNA polimeraz gama geni

PZR: Polimeaz zincir reaksiyonu
RNA: Ribonukleik asit

RRF: Ragged red fiber

rRNA: Ribozomal ribonukleik asit
SDH: Siksinat dehidrogenaz
SRT: Substrat azaltma tedavisi
TCA: Trikarboksilik asit

TED: Tum ekzom dizileme

TGD: Tum genom dizileme

TK2: Timidin kinaz 2

tRNA: Transfer ribonukleik asit
XR: X'e bagli resesif

USG: Ultrasonografi

VUS: A variant of uncertain significance

YND: Yeni Nesil Dizileme
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OZET

Gedikbasl, A. (2020). Tani Konulamayan Kalitsal Metabolik Hastaliklarda Tum
Ekzom Dizi Analizinin Katkisi. istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiis(,
Genetik AD. Doktora Tezi. istanbul.

Kalitsal Metabolizma Hastaliklari (KMH), biyokimyasal yolaklardaki bozukluklari
kapsayan, klinik ve genetik olarak heterojenligi nedeniyle tanisal guglukleri olan
genetik hastaliklardir. En buylk payi, nukleer ve mitokondriyal patojenik
varyantlarla iligkili mitokondriyal hastaliklar olusturur. DNA dizi teknolojilerindeki
gelismeler tani gucligld olan bu tip hastaliklarin genetik etiyolojisinin
aydinlatimasina Onemli bir ivme kazandirmistir. Bu tezin amaci, tani
konulamayan KMH'da godrllen klinik fenotiplerin, molekuler etiyolojilerinin
aydinlatimasinda, tim ekzom dizileme (TED) yonteminin katkisini
arastirmaktir. Calismaya, on doérdli mitokondriyal hastalik olmak Uzere 20
aileden 26 etkilenmis olgu dahil edildi. Ozgiin tasarlanan fragmantasyon tabanli
mtDNA dizileme ve TED analizi icin Thermo Scientific™ lonGeneStudio S5
Sistemi ve lonReporter analiz programi kullanildi. Kiltire edilen kas/kan
hicrelerinden transkript calismalari yapildi. On dort farkli aileden, on sekiz
etkilenmis olguda TK2, POLG, EARS2, MICOS13, ECHS1, NDUFAF6, FBXL4,
CAPNS3, DYSF, ALGS8, OXCT1, DHTK2, SMARCALZ1 genlerinde on sekiz farkli
patojenik/olasi patojenik varyant gdsterilirken alti ailede genetik etiyoloji
aydinlatilamadi. Sanger dizileme ydntemiyle dogrulanan ve aile calismalari
yapilan bu varyantlardan sekizi, novel veya hastalik iligskisi daha &nce
bildirilmeyen ¢ok nadir degisimlerdi; EARS2’de ¢.1283delC (p.(Pro428Leufs*))
ve €.319C>T(p.Argl07Cys), ALG8de c.479A>T(p.Hisl60Leu), ECHS1’de
€.202G>A (p.Glu68Lys), NDUFAF6'da c.479delA (p.(Asnl62llefs*27)), OXCT1
c.1370C>T (p.Thrd571le), €.1173-139G>T SMARCAL1'de
€.1027_1034delTTCGAGGC (p.(F343Rfs*13)) idi. Olgularin klinik, radyolojik,
biyokimyasal ve histopatolojik sonuclari gen ve varyant iligkilerini destekledi.
TED analizi ile tim aileler i¢cin %65, mitokondrial grup igin %50 oraninda
molekuler genetik tani saglandi. Tum ailelere prenatal/preimplantasyon genetik
tani olanaklarini iceren kapsamli genetik danisma verildi. TK2 eksikligi olan iki
olgu ilaca erken erisim programina yodnlendirildi. Tani konulamayan alti ailede
ise gelecek projeler dahilinde tim genom dizi analizi yapiimasi planlandi.

Anahtar Kelimeler: Kalitsal Metabolizmma Hastaliklari, Tum Ekzom Dizileme

Bu calisma, istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: TDK-2018-32544
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ABSTRACT

Gedikbasi, A. (2020). Diagnostic Utility of Whole Exome Sequencing in
Undiagnosed Inborn Errors of Metabolism. Istanbul University, Institute of
Health Science, Department of Genetics. Doctoral Thesis. Istanbul.

Inborn errors of metabolism (IEMs) are diseases that involve disorders in
biochemical pathways and have diagnostic difficulties due to clinical and genetic
heterogeneity. Mitochondrial diseases are the most common form of IEMs
associated with nuclear and mitochondrial pathogenic variants. Advances in
DNA sequencing technologies have given an important support to elucidating
the genetic etiology of such diseases, which are difficult to diagnose. The aim of
this thesis is to determine the molecular etiologies for undiagnosed IEMs using
whole-exome sequencing (WES). Twenty-six affected patients from 20
undiagnosed families, 14 of which were mitochondrial disease were included.
Thermo Scientific™ lonGeneStudioS5 System was used for WES and mtDNA
sequencing. Transcript studies were performed from cultured muscle/blood
cells. Eighteen different pathogenic/likely pathogenic variants were shown in
TK2, POLG, EARS2, MICOS13, ECHS1, NDUFAF6, FBXL4, CAPN3, DYSF,
ALG8, OXCT1, DHTK2, SMARCALL1 genes in nineteen affected cases from
thirteen families. All of the diagnosed variants confirmed by Sanger sequencing
and segregation in families with available individuals. Altogether, three novel
and five ultra-rare variants first time associated with disease in this study;
EARS2 ¢.1283delC ((p.Pro428Leufs*)) and c.319C>T (p.Argl07Cys), ALGS8
C.479A>T (p.His160Leu), ECHS1 ¢.202G>A (p.Glu68Lys), NDUFAF6 c.479delA
(p.(N162Ifs*27)), OXCT1 ¢.1370C>T(p.Thr457lle), ¢.1173-139G>T SMARCAL1
€.1027_1034delTTCGAGGC, (p.(F343Rfs*13)). The clinical, radiological,
biochemical and histopathological results of the cases supported the gene and
variant associations. Molecular genetic diagnosis was achieved at a rate of 65%
for all of the families and 50% of the mitochondrial disease group. Genetic result
allowed two patients to receive early access to the medicine for TK2 deficiency.
Genetic counseling presented for all of the families. Six of the families remain
undiagnosed, and planned for whole genome sequencing in future projects.

Key Words: Metabolism, Inborn Errors, Whole Eksome Sequencing

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University.
Project No. TDK-2018-32544
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1. GIRIS VE AMAG

Kalitsal Metabolizma Hastaliklari (KMH) veya metabolizmanin dodustan
gelen kusurlari, metabolik yolaklardaki enzim veya taslyici proteinlerin
eksikligine bagli olarak, ilgili yolakta biriken metabolitlerin toksik etkisi veya son
urunlerin yetmezIligi nedeniyle farkli klinik ve biyokimyasal fenotiplerin goruldugu
heterojen, genetik bir hastalik grubudur. Genetik hastaliklar icinde bu grup, bazi
hastaliklarinin tedavi edilebilmesi veya bulgularinin onlenebilmesi ile 6zel bir
konumdadir ve tek tek nadir olarak gorulseler de, binden fazla hastalig
kapsayan buyuk bir gruptur. Toplumlar arasinda farkliliklar goérilmekle birlikte
insidans 1/800-1/2500 arasinda degismektedir.

Kalitsal metabolik hastaliklar, cogunlugu otozomal resesif (OR), daha az
siklikla da otozomal dominant (OD) veya X'e bagl resesif (XR) kalitim gosteren
tek gen hastaliklari olup (monogenik), sorumlu mutasyonlarin blytk ¢gogunlugu,
tek veya birka¢ nukleotidi etkileyen DNA degisiklikleridir. Bu nedenle, patojenik
varyantlarin tanimlanmasinda molekiler teknikler kullaniimaktadir. Ozgiin
fenotip ya da yenidogan tarama testlerinin yonlendirmesi ile molekuller tani
amaciyla Sanger dizileme tekniginin kullanimi munkundur (Fenilketonuri gibi).
Ancak, bu hastaliklar sayica az oldugundan KMH larin molekuler tanisi Sanger
dizileme yaklasimi ile sinirli kalmakta ve iliskili binlerce genin varligi, ayni bir
yolaktaki bircok genin benzer fenotiplere yol agabilmesi molekuler tanida zorluk
olusturmaktadir. Oysa, iligkili genin tanimlanmasi, hastaya en erken zamanda
en uygun tedavinin uygulanmasina olanak sagladigi gibi ailenin bilgilendiriimesi,
ailedeki diger olasi etkilenmis ya da tasiyicilarin belirlenmesi, ailelerin saglkl
cocuk sahibi olabilmeleri konusunda yol goOsterecek genetik danigsmayl da
yonlendirmektedir. Molekuler yontemlerden “yeni nesil dizileme” (YND) teknigi
ile birgcok genin es zamanl dizilenmesi (panel gen veya klinik ekzom dizileme),
bilinen yaklagik 20 bin genin ekzonlarinin incelenmesine olanak saglayan tum
ekzom dizileme (TED) ve hatta bireyin tim genomunun dizi analizi (TGD), klinik
fenotipin yonlendirici olmadigi, birgok genin benzer fenotiplerle iligkilendirildigi
olgu gruplarinda énemli bir tani araci haline gelmistir. Bu yontemler, benzer
Ozellikte olan KMH grubunda da molekuler tanida ¢ok Onemli katkilar
saglayarak tani oranini arttirmistir.
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Tanisal gelismelere bagl olarak metabolik sureglerin daha iyi anlasiimasi
mumkun olmakta ve KMH icin yeni tedavi seceneklerinin ve stratejilerinin
olusturulmasina katki saglanmaktadir. KMH da enzim yerine koyma tedavisi
(ERT), substrat azaltma tedavisi (SRT), saperon tedavileri, koenzim - kofaktor
tedavileri, spesifik hicre-organ nakli ve gen tedavileri mevcut uygulamalar
arasindadir.

KMH, cocukluk ¢agdi boyunca énemli bir hastalik yikine ve mortaliteye
neden oldugundan, tani, tedavi ve izlemin dogru yonetilmesi, hasta igin oldugu
kadar, aile bireyleri, sosyal guvenlik kurumlari ve dolayh olarak tum toplum
acisindan onemlidir. Detayli bir klinik muayene, radyolojik goruntulemeler,
biyokimyasal incelemeler ile 6n taniya gére hastalarin semptomatik tedavilerine
bagslanmakta, ancak hastaligin molekller etiyolojisi buyuk oranda
aydinlatilamamaktadir. Bu durum, ailelerin ¢aresizce ¢d6zUm arayisi nedeniyle
farkli merkezlere muikerrer bagvurusuna, birgcok biokimyasal ve radyolojik
tetkikin tekrarlanmasina, girisimsel yontemlerle (kas/deri biyopsileri) ileri
analizler yapilmasina, daha onemlisi etkin olmayan hatta potansiyel zarari
olabilen tedaviler uygulanmasina neden olmakta, birden fazla etkilenmis birey
dogabilmekte, bu da ailenin ve dolayh olarak toplumun sosyoekonomik yukunu
artirmaktadir.

Molekuler genetik alanindaki gelismeler maliyetlerin azalmasina, testlerin
hizlanmasina ve erigilebilirlik oraninin artmasina yol actigindan genomdaki
varyantlarin saglik ve hastalik Uzerindeki etkilerinin anlasiimasini saglamis ve
genomik c¢alismalarin, arastirma laboratuvarindan klinik laboratuvara gegisini
hizlandirmistir. Genomik tip veya bir kisinin genomik bilgisinin klinik hizmetin bir
parcasl olarak kullaniimasi, nadir gorulen ve teshis edilmesi guc¢ hastaliklarin
tanisinda rutin uygulamalarda giderek daha fazla yer bulmaya baslamistir.
Translasyonel tip, yani; temel bilginin laboratuvardan klinige transferi, YND
teknolojileriyle saglanan buyuk verilerin, Kklinikle birlikte yorumlanmasi ile
“kisisellestirilmis tedavi” ve “Onleyici tip” uygulamalarinda da 6nemli gelismeler
saglamaktadir. Nadir hastaliklarin molekuler temelinin anlagiimasi, toplumda sik
gorulen diger hastaliklarin patofizyolojisine 1siIk tutmasi ve hedef tedavi
molekulu gelistiriimesine araci bilgi saglamasi bakimindan da 6nemlidir. Bu

nedenle, hem nadir ve tani konulamayan hastaliklarin dogru yonetimi hem de
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yenilikci hedef tedavi molekllu gelistirmedeki araci roli nedeniyle YND
teknikleri ile elde edilen buyuk verinin akilci kullanimi konusunda algoritmalar
belirlenmesi gerekmektedir.

Bu tezin birincil amaci, kalitsal metabolik hastaliklarin tanisinda, YND
teknolojisi ile tum ekzom dizilemenin molekuler taniya olan katkisini aragtirmak,
tani konulan olgularin dogru yonetimini ve ailelerindeki diger tagiyicilarin
belirlenmesiyle, risk tasiyan ciftlerin prenatal veya preimplantasyon genetik tani
ile saglikh cocuk sahibi olabilme secenekleri konusunda bilgilendirilmelerini
saglamaktir. Ikincil amag, nadir kalitsal metabolik hastaliklar igin, multidisipliner
ve algoritmik bir yaklagimla genetik taniyr gelistrmeye odaklanmak ve YND
tekniklerinin tanisal gucuna artiran maliyet etkin tani stratejileri geligtirmektir.
Boylelikle toplumumuzda sik gorulen mutasyonlarin belirlenmesine de katki

saglanmis olacaktir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. KALITSAL METABOLIK HASTALIKLAR: TANIM

Kalitsal metabolik hastaliklar (KMH) veya metabolizmanin dogustan
bozukluklari [inborn errors of metabolism, IEM] kavrami, ilk kez 1902 yilinda
alkaptonuri hastali§i icin Archibald Garrod tarafindan kullaniimistir (1). Sir
Archibald Garrod, amino asitler ve monosakkaritler gibi basit araci metabolitlerin
metabolizmasindaki “nokta kusurlarin” neden oldugu bir grup hastalik oldugunu
ifade etmigtir. DNA dizileme devrimi araciligiyla ortaya cikarilan muazzam
genetik cesitlilik, Garrod tarafindan neredeyse 100 yil 6nce &6ne surllen
olaganustu goérusleri basitce dogrulamistir; insanlar "kimyasal olarak bireyseldir"
(2). Buyuk bir ¢ogunlugu “tek gen hastaligi” olan KMH, biyokimyasal
reaksiyonlarda gorevli enzim veya tasiyici proteinlerin eksikligi nedeniyle bloke
olan metabolik yolakta biriken substratin toksik metabolitlerinin etkisi veya
artnlerin yetmezligi sonucu Kklinik bulgu veren genetik kokenli hastaliklardir
(Sekil 2-1).

Diger molekiiller ile
uygunsuz reaksiyonlar
Toksik substrat

iligkisiz
/v metabolit
birikimi

) ==

Alternatif
yolaklar

Uriin eksikligi

Alternatif faie
, Ikincil yolaklara
metabolitler
S e anormal akig
Farkh yolaklarin
aktivasyonu

Sekil 2-1: Kalitsal Metabolik Hastaliklarin patogenezi.
(Lanpher ve ark’dan uyarlanmistir, 2006).
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Hangi hastaliklarin KMH olarak kabul edilecegi konusunda net bir fikir birligi
olusmamistir. Bu terim, spesifik biyokimyasal yolaklardaki maddelerin
biyosentezi veya yikiminda gorevli enzimlerin kalitsal (nadiren de novo) eksikligi
sonucu genellikle biyokimyasal testler ile taninan ve bazen de metabolik bir
araci ile tedavi edilebilen hastaliklari ifade eder. KMH tanimi primer olarak su
bozukluklardan kaynaklanan hastaliklari kapsamaz; a) Yapisal proteinler ve
bunlarin modifikasyonu, b) Metabolik bir yolda iglevi olmayan membran
kanallari veya diger membran proteinleri, c) Hlcre igi veya hilcreler arasi sinyal
iletimi ve transkripsiyon faktorleri, d) Endokrin fonksiyon veya hormon
biyosentezi (8).

KMH, yasamin herhangi bir doneminde bulgu verebilir ve herhangi bir organ
sistemini etkileyebilir. En sik goruldugu yas grubu yenidogan ve sut ¢cocuklugu
dénemi olmasina ragmen patojenik mutasyonun etkisine goére, toksik madde
birikimi bazen yillar surebilir, bulgular daha ileri yaslarda ortaya ¢ikabilir ya da
gebelik gibi fizyolojik slreclerde tetiklenebilir. Yenidogan doéneminde, ilk
bulgular, etkilenen metabolik yolagin iligkili oldugu organ veya sisteme gore
degismekle birlikte, dogumdan saatler ya da gunler sonra baglayan aktivitede
azalma, emmeme, kusma, solunum sikintisi, uykuya meyil veya nobet gibi non-
spesifik bulgulardir ve c¢ogunlukla sepsis gibi sik gorulen durumlarla karigir.
Oysa ilk semptomu yakalamak erken tani i¢in son derece dnemlidir. Hastaligin
erken tanisi ile hem dogru tedavi saglanir, hem de ailenin sonraki gebeligi icin
uygun genetik danigsma verilebilir. Olgunun tani konulamadan kaybedilmesi ve
genetik tani igin biyolojik 6rneklerin saklanmamasi, genetik tani ve danisma
verilememesine yol agtigindan, ailenin ayni sireci tekrar tekrar yasamasina
neden olabilir. Bu sebeple 6zellikle yenidogan doneminde bulgu veren KMH’ a,
dikkatli ve 6zenli yaklasmak, genetik tani igin biyolojik 6rnek saklamak son
derece 6nemlidir. Oyki, aile agaci, gecmis veya mevcut gebelik dykiisi de tani
icin yonlendirici olabilir. Bazi hastaliklarda etkilenmis fetus intrauterin bulgu
verebilir (dogumsal kolesterol metabolizmasi bozukluklari; Smith-Lemli-Opitz
sendromu gibi), fetls anneyi etkileyebilir (fetlUste homozigot veya bilesik
heterozigot yag asidi oksidasyon bozuklugu sonucu annede HELLP (hemolysis,
elevated liver enzyme levels, low platelet levels) (9), ya da hasta anne fetlsu

etkileyebilir (maternal fenilketonari) (10).
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Hizla gelisen biyokimyasal ve genetik tani teknolojileri ile KMH alani, nadir,
tedavi edilemeyen ve ¢cogunlukla 6lumcul olan sinirl bir gruptan, sayisi giderek
artan ancak daha fazla tedavi edilebilir olan hastaliklar alanina dogru yon
degistirmistir. Degismeyen ise, baslangigtaki nonspesifik Kklinik bulgulari
nedeniyle tanisi atlanan bu hastaliklarin yetim dogasidir. KMH, genellikle,
sadece metabolizma uzmani tarafindan anlasilan, ¢ok sayida genle iligkili ve
tani zorlugu yasanan bir hastalik grubudur. Karmasik biyokimyasal yolaklarla
iligkili, okunmasi zor olan enzim ve protein kusurlarinin ortaya c¢ikardigi garip
hastalik isimlerinin olmasi bu hastalar i¢in oldukga talihsiz bir durumdur. Oysa,
klinik olarak farkli hastalik gruplarinda, ¢ok benzer tani ve tedavi yaklagimi
gerektiren, taninabilir ve acil tedavi ile hayat kurtaran metabolizma hastaliklari
vardir (8). Yakin zamana kadar KMH, ¢ocuk hastaliklari olarak kabul ediliyordu.
Gergekten de "dogustan” terimi klinisyenlerin zihninde uzun zamandir,
yenidoganda veya en azindan c¢ocukluk doneminde bagslayan bir hastalik
anlamina geliyordu. Her ne kadar c¢ocuk doktorlari, siddetli yenidogan
formlarina ek olarak, bir cok KMH’In, ilk klinik bulgulari ergenlik veya
yetigkinlikte baslayan hafif formlari oldugunu bilseler de, bu hastaliklar erigkinlik
dénemi tip uzmanlar tarafindan genellikle taninmadigindan, gec¢ baslangicli
formlarin kesin prevalanslari bilinmemektedir (9). Klinisyenlerin farkindahginin
arttirlmasi, ayirici tanida akla gelmesi, tedavi edilebilenlerin atlanmamasi ve
aileye genetik danigma verilmesi agisindan onemlidir.

Patofizyolojik perspektiften, tanida kolaylik saglayan klasik olarak Ug¢ tip
metabolik hastalik vardir: 1) intoksikasyon tipi, 2) Enerii eksikligi ile giden tip, 3)
Depo tipi olaran bilinen kompleks molekdillerin sentez ve yikim bozukluklari.
intoksikasyon tipi bozukluklarda, etkilenen biyokimyasal yolakta, metabolik blok
nedeniyle biriken klguk molekuller akut veya kronik ilerleyici bir zehirlenmeye
yol agar. Bu grupta amino asit (AA) katabolizmasi bozukluklari (fenilketonuri,
akcaagac surubu idrar hastali§i, homosistinuri, tirozinemi vb.), organik asiduriler
(OA) (metilmalonik, propiyonik, izovalerik vb.), konjenital Gre dongusu defektleri
(urea cycle disorder, UCD), seker intoleranslari (galaktozemi, kalitsal fruktoz
intoleransi), metal zehirlenmesi (Wilson, Menkes, hemokromatoz vb), ve porfiri
sayilabilir. Bu gruptaki hastaliklarin benzer klinik 6zellikleri vardir. Embriyo-fetal

gelisimi etkilemezler, toksik madde birikimi i¢in baglangicta semptomsuz bir ara
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donem vardir ve intoksikasyonun klinik belirtileri akut (kusma, koma, karaciger
yetmezligi, tromboembolik komplikasyonlar, vb.) veya kronik (gelisime geriligi,
ektopia lentis, kardiyomiyopati vb.) olabilir, yenidogandan ge¢ eriskine kadar
herhangi bir donemde ortaya cikabilir. Akut metabolik ataklari araya giren
enfeksiyon, ates gibi katabolik surecler ile yasak yiyeceklerin alimi provoke
eder. Bu grup hastaliklar, plazma ve idrar AA, organik asit analizi, tandem kutle
spektrometrisi (tandem MS) ile asilkarnitin profili gibi metabolik testlerle kolay
taninir ve hedef gende mutasyon analizi ile tani kesinlesir. Hastaliklarin
bircogunun tedavisi vardir; toksik metabolitin acil olarak uzaklastiriimasini
takiben, tibbi beslenme tedavisi, 6zel arindirici ilaglar (karnitin, sodyum
benzoat, penisillamin, vb.) ve vitaminlerle normal yasam mUimkunddr.

ikinci tip KMH, enerji eksikligi ile giden ve dzellikle karaciger, kalp, kas ve
beyin gibi enerji gereksinimi yuksek olan organlari etkileyen hastaliklardir.
Mitokondriyal ve sitoplazmik enerji yolaklarinin etkilendigi iki alt grupta, klinik
Ozellikler, tani ve tedavi yaklasimlari farkhdir. Mitokondrial enerji eksikligi
tablosunda klinik daha agirdir, tani ve tedavi zordur. Biyokimyasal reaksiyonlari
mitokondride gerceklesen, piruvat karboksilaz (PC), piruvat dehidrojenaz (PDH)
ve Krebs dongusu kusurlarinin neden oldugu konjenital laktik asidemiler,
mitokondriyal solunum zinciri bozukluklari, mitokondriyal tasiyici veya koenzim
Q10 (CoQ) sentezi bozukluklari, yag asidi oksidasyon defektleri (Fatty acid
oxidation disorders (FAODSs), ketogenez ve ketoliz bozukluklari gibi hastaliklar
bu gruptadir. Mitokondrial hastaliklarda karnitin, B vitamin kompleksleri gibi
destek tedavileri verilse de, bu gun igin etkin tedavileri yoktur. Sadece CoQ
kusurlari kismen tedavi edilebilir. Bu gruptaki yaygin semptomlar arasinda
hipoglisemi, hiperlaktatemi, hepatomegali, ciddi jeneralize hipotoni, miyopati,
kardiyomiyopati, gelisme geriligi, kardiyak yetmezlik, dolasim kollapsi,
ensefalopati ve bebeklikte beklenmedik ani 6lum sendromu gorulebilir.
Mitokondriyal bozukluklardan bazilari ve pentoz fosfat yolu (pentose phosphate
pathway, PPP) kusurlari embriyo-fetal gelisimi etkileyerek dismorfizm, displazi
ve malformasyonlara neden olur. Sitoplazmik enerji eksikligi tablosu ise,
sitoplazmadaki biyokimyasal yolaklarin enzim kusurlarindan kaynaklanir, daha
hafif klinikle seyreder ve genellikle tibbi beslenme tedavileri vardir. Glikoliz,

glikojen metabolizmasi, glukoneogenez bozukluklari ve hiperinsulinizm grubu
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(tumU tedavi edilebilir bozukluklar), kreatin metabolizmasi kusurlari (kismen
tedavi edilebilir) ve PPP kusurlar (tedavi edilemez) gibi hastaliklari igerir. Enerji
eksikligi tipi metabolik hastaliklarin teshisi zordur ve fonksiyonel testlere
dayanir, dokuda veya hucre kdltirinde enzimatik analizler ve molekuler
incelemeler gerektirir.

Uclinc olarak, depo tipi KMH, kompleks molekiil hastaliklari; hiicresel
organelleri (lizozomlar, peroksizomlar, endoplazmik retikulum, Golgi aygiti) ve
kompleks molekullerin, biyosentezi ve katabolizmasi ile ilgili bozukluklar igerir.
Semptomlar ¢gogunlukla kalicl, ilerleyicidir ve araya giren enfeksiyon veya besin
alimlarindan bagimsizdir. Tum lizozomal depo hastaliklari (LDH), peroksizomal
hastaliklar, hlcre igi trafik bozukluklari bu gruptandir. Lizozomal depo
hastaliklarinin da ERT ya da SRT gibi etkin tedavileri bulunmaktadir (11).

Bu iyi bilinenler disinda, kompleks lipitler ve yag asitlerinin sentezi, yeniden
modellenmesi ve geri donusum bozukluklari gibi hizla artan sayida yeni
hastaliklar tanimlanmaktadir. Kompleks molekullerin iglenmesi ve hucre igi
trafigini etkileyerek farkl sistemleri bozan pek ¢ok farkli mutasyon gosterilmistir.
Ornegin; CHMP2B mutasyonunun neden oldugu frontotemporal demans,
noronal lizozomal depo patolojisi ile karakterizedir (12). Belirgin metabolik
belirtecler olmadan, ekzom dizileme ile ortaya c¢ikan vyeni hastaliklar,
endozomal/lizozomal sistemde madde birikimi ile giden LDH'In daha genis
tanimiyla ilgili bir soruyu glindeme getirmistir. Ek olarak, sitozolik aminoagil
tRNA sentetaz (LARS, HARS, MARS, YARS) ve hem mitokondri hem de
sitozolde lokalize iki aminoacgil tRNA sentetazda (KARS ve GARS), yeni
mutasyonlar rapor edilmistir. Sitoplazmik tRNA sentetazlar, hlcrenin tim
proteinleri ve dolayisiyla tim organeller icin gerekli oldugundan yeni bir KMH
alani acgarlar. Ayni sey sitoplazmik protein sentezi ile ilgili diger faktorler
(6rnegin, EIF2AK3 gibi dluzenleyici faktorler) ve hatta gen ekspresyonu ve
kirpilma ile iligkili nikleer faktorler icin de sdylenebilir. Hastalarin iyi tanimlanmig
klinik bulgularla dikkatli gruplandiriimasi, metabolik ve genetik arastirmalar
yonlendirecek (6rn, lipidomik yaklagimlar ve ekzom dizileme) dogru algoritmalar
saglayabilir. Bu kompleks molekil sentez ve duzenlenme kusurlari, katabolik bir
yoldaki enzimatik blok nedeniyle olusan ve yapisal molekullerin sentezini ve

stabilitesini etkileyen klasik KMH'in kavsak noktasindadir.
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2.2. KALITSAL METABOLIK HASTALIKLAR: SINIFLAMA

Canli hicre dinamik yapisini korumak icin binlerce reaksiyonun gerceklestigi
bir fabrika gibi calisir. Hucresel sureglerde gerekli olan enerji adenozin
trifosfatin (ATP) hidrolizinden saglanir, ATP sentezi de enerji gerektirir ve bu
enerji, alinan besinlerin metabolizmasi sirasinda Uretilir. Metabolizmanin amaci
enerji (ATP), indirgeyici gl¢ olarak nikotinamid adenin dinukleotit fosfat (NADP)
ve biyosentezler icin yapi taslari olusturmaktir. Mitokondri i¢ zarinda oksidatif
fosforilasyon ile elde edilen enerjinin yaklasik %60’ mekanik is (kas kasilmasi),
%30’u osmotik ig (iyon transportu) ve %10 kadari da kimyasal islerde
(biyosentez) kullanilir. Bu metabolik yolaklarda, protein yapili biyolojik
katalizérler olan enzimler, tasiyici proteinler, koenzim ve kofaktorlerin
dizenlemesiyle kimyasal tepkimelerde stokiyometrik bir denge saglanir. Bir
biyokimyasal yolaktaki son veya ara urunler, diger bir yolaktaki reaksiyonlar igin
substrat olabilir ve bdylelikle karbonhidrat, lipit, protein metabolizmasi birbiriyle
dinamik bir iliski icindedir. intoksikasyon tablosunda ATP iiretimi azalir, enerji
eksikligi gorulebilir veya eneriji eksikliginde metabolik yolaklar bloke olacagindan
toksik madde birikimi olugabilir. Hiicre ve organel duzeyinde yapilan calismalar
ile metabolizmanin molekuler temeli aydinlandikga, tanimlanan hastalik sayilari
da giderek artmaktadir. Bu nedenlerle, klinik yaklasim ig¢in guncellenen yeni
siniflamada; i) ara metabolizma bozukluklari, ii) kompleks molekillerin sentez
ve yikim bozukluklari, iii) nérotransmitter bozukluklari ve iligkili hastaliklar olmak

Uzere U¢ ana grup belirlenmigtir (8).

2.2.1. Ara Metabolizma Bozukluklari

Ara metabolizmanin bozukluklari, karbonhidrat, protein ve yag asidi
metabolizmasi ya da mitokondrial enerji metabolizmasindaki enzim eksiklikleri
nedeniyle olusur. Ara metabolizma bozukluklari genellikle dinamiktir;
enfeksiyon, stres, blylime gibi metabolik durumdaki degisikliklerle dalgalanan
bir Klinikleri vardir ve siklikla etkin terapdtik mudahalelere izin verir. Bu
hastaliklarin birgogu, kan gazlari, glikoz, laktat, amonyak, plazma amino asitleri,
idrar organik asitleri ve agilkarnitin profili gibi temel metabolik arastirmalar ile
teshis edilebilir.
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Etkilenen biyokimyasal reaksiyonun metabolik fonksiyonuna dayanan

farkli patojenik mekanizmalar s6z konusudur;

. Toksik substratlarin ve bunlarin metabolitlerinin birikimi
. Metabolize olmayan substratlarin birikimi

. Reaksiyon urtnu eksikligi veya agiri aretimi

. Hucresel enerjinin yetersiz Gretimi

Ara metabolizma bozukluklarinda semptomlar nonspesifik oldugundan,
ayirici tani icin patofizyolojik mekanizmanin aydinlatiimasi zordur. Molekuler
tanida, hedef genlere yonelmek igin, klinik bulgular ve laboratuvar testleri ile

diagnostik yaklasim belirlenmelidir.

2.2.1.1. Aminoasidopatiler

Tipik olarak sitoplazmadaki aminoasitlerin yikim yolundaki enzim
eksikliklerinden kaynaklanir. Ek olarak, dalli zincirli ketoasit dehidrojenaz
(akgcaagac¢ surubu idrar hastaligi) veya ornitin aminotransferaz (gyrate atrofisi)
gibi mitokondrial enzimlerin eksiklikleri de bu gruptandir. Koenzim A (CoA) ile
aktive edilen karboksilik asitlerin, mitokondrial metabolizmasini etkileyen
organik asiduriler, aminoasidopatilerden ayri bir grup bozukluk olarak kabul
edilir. Klinik bulgular, biriken toksik ara Urtnlerin spesifik organ hasari yapmasi
ile ortaya cikar. Tani, plazma aminoasit duzeyi sonrasi molekuler testlerle
kesinlesir. Tedavide, protein kisitli diyet veya hepatorenal tirozinemide oldugu
gibi aminoasitin yikim yolundaki eksik enzimden bir dnceki basamag: inhibe

ederek toksik Urtn olugsumunu 6nleyen ilaglar kullantlir.

2.2.1.2. Organik Asiduriler
Birgogu, amino asit yikimi sirasinda olugsan karboksilik asitlerin CoA ile
aktive edilmig formlarinin, mitokondriyal metabolizmasi igin gereken enzimlerin
eksikliginden kaynaklanir. En sik rastlanan organik asitler idrar analizi ile tespit
edildiginden “organik asidemi” yerine “organik asiduri” terimi de kullaniimaktadir.
Bu metabolik yol, aglikta artmis acil-CoA esterlerinin Uretildigi, farkh tani ve
tedavi zorluklari olan yag asidi oksidasyonu bozukluklarindan ayri olmasina

ragmen, biyokimyasal olarak, organik asidurilerde bozulan bazi reaksiyonlar
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mitokondriyal B-oksidasyon dongusu reaksiyonlari olan dehidrojenaz, hidrataz
veya ketotiolaza paraleldir. Metabolik asidoz ve ensefalopati gibi klinik 6zellikler,
sadece toksik drun birikimi degil, mitokondrial enerji Uretimi ve karnitin
homeostazinin bozulmasindan kaynaklanabilir. Tani, idrar organik asit analizi
ve kan agcil-karnitin profili ile konur. Karnitin ve glisin gibi takviyeler tedavide
yardimcidir. Biyotin metabolizmasi bozukluklari da siklikla organik asiduriler
arasinda anilir. Biyotin, mitokondriyal karboksilazlarin kofaktorudir ve
biyotinidaz veya holokarboksilaz sentetaz eksikligi birden fazla, farkli

karboksilaz eksikligi hastaliklarina yol acar.

2.2.1.3. Amonyak Detoksifikasyon Bozukluklari
Protein yikimi ile olusan ylksek miktardaki azotun amonyak formu
norotoksiktir ve normalde Ureye cevrilerek idrarla atilir. Ure siklusu enzim
eksikligi veya diger amonyak metabolizmasi bozukluklarinda, ensefalopati ve
hiperamonyeminin diger klinik bulgulari gorular. Metabolik incelemeler plazma
ve idrardaki amino asitlerin analizi yani sira idrar orotik asit duzeylerini
icermelidir. Tedavide protein kisith diet, esansiyel AA takviyesi, katabolik

sureclerden kaginma ve benzoat, fenilasetat gibi preparatlar kullanilir.

2.2.1.4. Aminoasit Transport Bozukluklari:

Amino asitlerin bagirsak ve/veya bobrekten emilim eksikligi sonucu
ortaya cikan hastaliklardir (6rn. Triptofan eksikliginde Hartnup hastaligi).
Bobrekten geri emilimin azalmasi ve idrarda ¢6zUnmeyen sistin gibi amino
asitlerin artmasi sonucu nefrolitiazis goérulebilir. Sistindri dibazik amino
asitlerden sistinin renal tubuler reabsorbsiyon bozuklugu ile karakterize OR bir
hastaliktir.

2.2.1.5. Peptit Metabolizmasi Bozukluklari
Tripeptit glutatyon ve gammaglutamil dongusu, hucre metabolizmasinda,
membranlar boyunca amino asit tasinmasindan, peroksitlerin
detoksifikasyonuna kadar ¢ok sayida fonksiyona sahiptir. Eksikligi norolojik ve
hematolojik oldugu kadar metabolik sorunlara da neden olur. Tanisal
arastirmalar, idrardaki organik asitlerin ve gesitli vicut sivilarinda glutatyonun

analizini icermelidir. Tedavi buylk olgude semptomatiktir. Ek olarak bazi
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ilaglarin kullanimindan kaginilmasi énemlidir. Nedensel iligki belirsiz olmasina
ragmen, zihinsel geriligi olan hastalarda homokarnozin veya karnozin gibi
histidin dipeptidlerinin yikiminda sorun tespit edilmistir. idrarin amino asit ve

peptit analizi tanitya yardimcidir.

2.2.1.6. Karbonhidrat Metabolizmasi ve Transport Bozukluklari
Bu gruptaki bozukluklar nispeten genis bir klinik bulgu yelpazesi sergiler
ve klinik semptomlar, toksisite, enerji eksikligi, hipoglisemi veya glikojen

depolama bozuklugu nedeniyle olugabilir.

. Galaktoz ve fruktoz metabolizmasi bozukluklari: Galaktoz ve
fruktozun sitozolik metabolizmasindaki bozukluklar, patojenik metabolitlerin
birikmesi sonucu hastaliga neden olur. Galaktozemi ve fruktozemili cocuklarda,
diyetle, sirasiyla laktoz (sut, sut drunleri) veya fruktoz (meyve, sukroz)
alimindan sonra karaciger ve/veya bobrekte ciddi hasarlar olusabilir. Tedavi,

galaktoz veya fruktoz aliminin engellenmesini gerektirir.

. Glukoneogenez ve glikojen depolanmasi bozukluklari: Tipik
metabolik o6zellikleri; nispeten kisa aclik donemlerinden sonra hipoglisemi ve
laktik asidemi gorulmesidir. Degisken organ disfonksiyonu, en sik da hepatopati
gorulebilir. Glikojen depolanmasi, karaciger biyumesine yol acgar. Glikojenoz tip
Il gibi bazi hastaliklarda, transaminazlarin (Aspartat Aminoransaminaz AST,
Alanin aminotransferaz, ALT) ve kreatin fosfokinazin (CK) ylksekligi ile giden
klinik miyopati olabilir. Tedavi, hipoglisemiden kaginmak icin sik sik yemek,

misir nisastasi takviyesi veya mide tupu ile surekli gece beslenmesini igerir.

. Karbonhidrat transfer bozukluklari: Hiicre yluzeyinde bulunan farkl
glikoz ve diger karbonhidrat tasiyicilarinin kusurlarinda, klinik semptomlar, doku
lokalizasyonuna bagli olarak buyuk dlgude farkhlik gosterir. Semptomlar siklikla
gastrointestinal veya renaldir, ancak kan-beyin bariyeri boyunca glikozun

tasinmasinda bozukluk olursa merkezi sinir sistemi de etkilenebilir.

2.2.1.7. Yag Asidi Oksidasyon ve Ketogenez Bozukluklari
Mitokondriyal yag asidi oksidasyonu, hem tam oksidasyon yoluyla, hem
de beyin igin alternatif bir enerji kaynagi olan ketonlarin karacigerde sentezine

kaynak saglamak yoluyla aclikta enerji Uretiminin devami i¢in gereken onemli
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bir metabolik yoldur. Bu yoldaki bozukluklar tipik olarak aclikla tetiklenen,
komaya veya epileptik nobetlere yol agan hipoketotik hipoglisemi klinigi ile
ortaya ¢ikar. Ek olarak, bazi bozukluklar toksik metabolitlerin birikmesi sonucu
ciddi karaciger hastaligina ve/veya kardiyomiyopatiye neden olur. Tanida, akut
durumda alinan orneklerden, serbest yag asitleri, idrar organik asit analizinde
keton cisimleri 3-hidroksibutirat ve asetoasetatin yani sira agilkarnitin profili de
yardimcidir. Tedavide, agliktan kaginmak gerekir. Karnitin takviyesi genellikle
gerekmez ve Ozellikle kardiyomiyopati veya hepatopati varliginda dikkatle

dengelenmelidir.

2.2.1.8. Mitokondriyal Hastaliklar

Enerji metabolizmasi bozukluklari, mitokondriyal hastaliklar olarak
anilmasina ragmen, organik asiduri veya yag asidi oksidasyon bozukluklarinda
gorev alan ve nukleer genom tarafindan kodlanan enzimler de mitokondride
goérev yaptigindan, ATP uretiminin birincil veya ikincil nedenlerle bozulmasina
neden olan ve molekuler olarak tanimlanan hizla artan sayida hastaligi
icermektedir. Etkilenen proteinler; solunum zinciri komplekslerinin alt birimleri;
piruvat dehidrojenaz enzim kompleksi ve Krebs dongusinde substrat yikim
yollarinin son bilesenleri; solunum zinciri komplekslerinin Gretimi icin en az 24
saperon; mitokondriyal deoksiribonukleik asit (mtDNA), ribonUkleik asit (MtRNA)
ve protein sentezi bilesenleri; kofakior biyosentezinde yer alan ¢ok sayida
protein ve mitokondriyal homeostazin c¢esitli diger bilesenlerini igerir.
Mitokondriyal hastaliklar, tipik olarak enerji eksikligi ve olduk¢a degisken organ
disfonksiyonlari bulgulari ile kendini gosterir. Birgcok olguda laktik asidemi ve
progresif norodejeneratif hastaliklar gorulir. Araya giren enfeksiyonlar gibi
metabolik stres donemleri, hastaligin kétilesmesini tetikleyebilir. Metabolik stres
donemlerinde drnek alinmasini gerektirdiginden tanisal ¢alismalarda algoritma
belirlemek genellikle zordur. Laboratuvar calismalari, sik sik kan laktat
dlzeyleri, beyin omurilik sivisi (BOS) laktat dizeyi, plazma amino asitleri
analizini (6zellikle alanin) ve son yillarda genomik ve mtDNA'da mutasyon
analizini icermelidir. Organ fonksiyonlarinin ve laboratuvar goéruntilemelerinin
tekrar tekrar ve dikkatle incelenmesi 6nemlidir. Son zamanlarda, tim ekzom

dizileme yontemi bircok hastada birincil tanisal yaklasim olarak ortaya
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citkmaktadir. Tedavi segenekleri sinirlidir, ancak genellikle riboflavin, koenzim Q

veya tiamin gibi ¢esitli vitaminleri ve kofaktorleri igerir.

2.2.1.9. Kobalamin ve Folat Metabolizmasi1 Bozukluklari

Vitamin yapili kofaktorlerin genetik olarak tanimlanmis veya besinsel
eksiklikleri ¢esitli metabolik yollar etkileyebilir ve ¢ok ¢esitli klinik semptomlara
neden olabilir. Ara metabolizmada 6zellikle onemli olan, sitozolik metil grubu
transferi igin gerekli olan kobalamin (B12 vitamini) ve folattir. Folat déngusu,
kobalamin ve metionin-homosistein dongusunu iceren hlcresel metilasyon
reaksiyonlari, serinden S-adenosil metiyonine metil grup transferini gerektirir.
Bu yolaklardaki bozukluklar, metilkobalamin eksikligi, folat dongulsinin
bozukluklari, ya da homosisteinin metiyonine remetilasyon eksikligi nedeniyle
olusabilir. Siklikla, uygun maddenin takviyesi ile tatmin edici bir sekilde tedavi

edilebilirler.

2.2.1.10. Bakir, Manganez, Demir ve Cinko Kullanim ve Transfer
Bozukluklan

Bakir metabolizmasi bozukluklari: Birgok enzim icin kofaktor olan bakir,
esansiyel bir eser elementtir. Bakir homeostazi, emilimi ve tasinmasindaki
bozukluklar, bakir bagimh enzimlerin aktivitelerindeki bozukluktan ortaya
cikmaktadir. Ornegin, OR Wilson hastaligi, ATP7B genindeki mutasyonlarla
ortaya c¢lkan, siroza giden hepatopati ve merkezi sinir sistemi iligkili
semptomlara neden olurken, XLR Menkes hastaligi, ATP7A genindeki
mutasyonlarla iliskili, norolojik bulgular, sa¢, bag dokusu ve kemik bulgulari olan
norodejeneratif bir hastaliktir. Tani, serum, idrar ve karaciger dokusunda bakir
analizini igerir. Wilson hastaliginda tedavide bakir yUkini azaltmak
amaglanirken, Menkes' te bakir parenteral olarak ikame edilir. Bakir homeostazi
ile iligkili tanimlanmis bir bagka gen AP1S1, MEDNIK sendromu’nda (mental
retardation, enteropathy, deafness, neuropathy, ichthyosis, keratodermia),
fenotip (zihinsel gerilik, enteropati, sagirlik, néropati, iktiyoz ve keratoderma)

hem Wilson hem de Menkes hastaliklarinin klinik 6zelliklerini birlestirir.

Manganez metabolizmasi bozukluklari: Karaciger fonksiyonu ve hareket

bozuklugu gibi Wilson hastaligi bulgulariyla ortaya ¢ikan ve mangan tasiyici
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proteindeki degisiklerden kaynaklanan ve sonug¢ olarak hipermanganezeminin

goruldugu hastalik grubudur.

Demir metabolizmasi bozukluklari: Etkilenmis hastalarda, yetersiz
bagirsak emilimi nedeniyle demir eksikligi anemisi veya asiri demir yuku
nedeniyle hemokromatozda oldugu gibi karaciger fonksiyon bozuklugu

gorulebilir. Tedavi demirin ikamesi veya uzaklastirilmasi seklindedir.

Cinko metabolizmasi bozukluklari: Akrodermatit enteropatika, kronik cilt
problemleri, alopesi ve merkezi sinir sistemi semptomlari ile karakterize
SLC39A4 geni ile iligkili OR nadir bir hastaliktir. Serum c¢inko seviyesi dusuk

oldugundan tedavide c¢inko takviyesi gerekir.

2.2.2. Kompleks Molekillerin Sentez ve Yikim Bozukluklari

Bu grup hastaliklar, genellikle birkac organ sistemini etkiler ve akut
metabolik krizlerden ziyade, tipik olarak yavas ilerleyen klinik semptomlar
gosterir. Genellikle temel metabolik analizlerle tani konulamaz, 6zel incelemeler
gerektirir. Bu sinifin en buylk ve en 6nemli grubu olan lizozomal depo
hastaliklarinin  (LDH), oldukga karmasik olan hucresel patogenezinin
aydinlanmasi, toplumda sik gorulen o6rnegin demans gibi ndrodejeneratif
durumlarin patogenezine isik tutmasi bakimindan 6nemlidir. Birgok LDH’nin
onaylanmis, cogunlukla enzim replasmanina dayanan hastaliga 6zgu tedavileri
vardir. Bununla birlikte, kiguk molekul tedavileri, substrat indirgeme ve saperon
tedavileri de gelistirilmistir. Gen terapisi ve genom duzenleme tedavileri ise ileri
klinik dncesi agamalardadir ve hatta birkag hastalik igin klinik kullanima girmistir
(13).

2.2.2.1. Lizozomal Depo Hastaliklari (LDH):

Lizozomlar, hicre icinde mukopolisakkaridler, sfingolipidler,
glikoproteinler, trigliserid ve kolesterol esterleri gibi kompleks molekullerin
yikimini saglayan hidrolitik enzimleri iceren, hicre igi sindirimden, geri donusum
ve sinyalizasyondan sorumlu asidik yapili organellerdir. Bu enzimlerin
eksikliginde veya hidrolize olmus molekullerin hicre digina tasinmasini
saglayan transport protein kusurlarinda, hicre ig¢i birikim ile hicrede genigleme
ve islev bozuklugu meydana gelir (13). Tek tek nadir gorilse de, bu hastaliklar
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topluca 5.000 canli dogumdan bir gozlenir. Hucrelerde biriken bilegiklerin
kimyasal Ozelliklerine gore 70’'ten fazla LDH bildirilmistir (14). Bunlarin Ggu X'e
badli, geri kalani OR kaltim 6zelligindedir. Lizozomal fonksiyonda yer alan
yaklasik 1.300 genle iligkili olarak, birgcok monogenik hastalik tarif edilmistir.
Bunlar, biyokimyasal tipte depolanan materyale gore (6rnegin, sfingolipidozlar,
mukopolisakkaridozlar ve glikoproteinozlar), integral membran proteinleri ile ilgili
bozukluklar, lizozomla iligkili organellerin (Lysosome-related organelles, LROS)
hastaliklari ve lipofusin1-6 Uretimini iceren bozukluklar olarak alt siniflara ayrilir.
LDH’lar genetik ve klinik olarak heterojen gruplardir. Siklikla visseromegali
(karaciger ve dalak gibi karin igi organlarin buyumesi) ve eslik eden
nérodejeneratif hastaliklar olarak gorulir. Ancak, spesifik genetik kusur ve
depolanan makromolekdillerin biyokimyasal dogasina gére degisen LDH’lar,
kemik patolojisine bagli iskelet deformiteleri ve diger organ sistemlerini etkileyen
semptomlara ek olarak farkli merkezi sinir sistemi bulgulari ile iligkili olabilir
(Sekil 2-2).
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Sekil 2-2: Lizozom ve lizozom iligkili organel hastaliklari ve iligkili genler
Lizozomal depo hastaliklari iligkili genlerdeki patojenik varyantlar spesifik organ
tutulumlarina neden olabilir. Birgok LDH'da derin ndrolojik tutulumla birlikte ¢oklu
organ sistemlerinin tutulumu sik géraltr. Mavi gdlgeli kutular belirli organlarla ilgili
olanlari, sari golgeli kutular ise bir organ sistemine 6zgi olmayan semptomlari
yansitir. (Platt, F. M ve ark. Lysosomal storage diseases. Nature Reviews Disease
Primers’den uyarlanmistir)
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Lizozomlar, karbonhidratlar, lipitler, nukleik asitler ve proteinler gibi
makromolekullerin pargalanmasindan ve geri donusimunden sorumludur ve
besin algilamasini, amino asit ve iyon homeostazini ve kalsiyum sinyal
yolaklarini kontrol eden metabolik merkezler olarak islev goérurler (13). Bu
organeller surekli dinamiktir; otofagosomlar, fagosomlar ve plazma membrani
ile kaynasarak, hucre-hucre ve hucre-hlcre digi matriks iletisiminde, hicre

homeostazinin korunmasina yanitta dnemli role sahiptirler (Sekil 2-3.)
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Sekil 2-3: Lizozomal proteinlerin kompleks islevleri.

Butunsel oklar organel olgunlasmasini ve/veya biyogenezi yansitirken, kesik oklar
makromolekuler yikin hareketini temsil eder. (LRO, lizozomla ilgili organel; MVB,
multivezikuler gévde) (Platt, F. M ve ark. Lysosomal storage diseases. Nature
Reviews Disease Primers’den uyarlanmistir).

Lizozomal hidrolazlarin etkisi ile hlicresel makromolekulin parcalanmasi
ve geri donlusimu icin, ge¢ endozomlar (hicre disi maddeler) veya
otofagozomlar (hlcre i¢i maddeler) fizyon yoluyla degradasyon amaciyla
lizozoma verilir. Bu surece, SNARE (¢6zunur N-etilmalemid duyarl faktor aktive
edici protein reseptori) ve Rab proteinleri (trafik ve fuzyon proteinleri) aracilik
eder. Lizozomlar hucre iginde, dynein, kinesinler ve aktin bazli motor miyozinler

gibi mikrotubuller yoluyla, gerekli kompartmanlara taginabilirler. NPC1, sodyum
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bagl notr amino asit tagiyici 9 (SLC38A9) ve lizozomla iligkili membran proteini
2 (LAMP2) gibi tasiyicilar, lizozom ve sitoplazma arasinda substratlarin
tasinmasindan sorumludur. NPC1, lipit substratlarin ve aminlerin tasinmasini
kolaylastirir, SLC38A9 arginin ve LAMP2, sitozolik substratlari tasir. Mukolipinl
(MCOLN1) dahil olmak Uzere iyon kanallari, lizozomlarin iyonik ortamini
dizenler ve hucre sinyallerine katkida bulunur. Lizozom membran proteini 2 gibi
(LIMP2) lizozomal membran proteinleri, lizozom-plazma membrani birlesimi ve

lizozomal enzimlerin, mikrotubdllere baglanmasinda goérev yapar.

Ozellikle, LDHnin ortak ikincil metabolik yolaklari, kanser ve
ndrodejeneratif hastaliklar da dahil olmak tzere, ¢ogunlukla yaglanma ile iligkili
diger sik gorulen yetiskin hastaliklarinda da gosterilmigtir. Ayrica, lizozomal
enzimlerin ve substratlarinin, lizozomal degradasyon veya geri donusumun
Otesine gecen hucresel yollarda ve duzenleyici aglarda rolleri oldugu
gosterilmistir. Onemli bazi arastirmalar, nadir pediatrik LDH'lar ile yasa bagh
ndrodejeneratif hastaliklar (Parkinson hastaligi ve Alzheimer hastaligi) arasinda
paralel mekanizmalarin kesfedilmesine olanak saglamistir. Bu bulgular, hasta
kaynakli induklenmis pluripotent kok hucreleri kullanan modeller de dahil olmak
Uzere patogenezi anlamak ve yeni tedavileri degerlendirmek igin kullanilan yeni
modellerin gelistiriimesini tesvik etmistir. Boylece LDH'lar ile ilgili arastirmalar,
hem LDH hem de diger yashlk iliskili hastaliklarda fayda saglayabilecek
tedavilerin gelistiriimesine olanak saglamistir. Sekil 2-4’te, ayrintih patogenetik

yollarin agiklandigi bazi LDH ve iliskili hastaliklarin érnekleri géralmektedir.
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Sekil 2-4: LDH’da hiicresel patogenez 6rnekleri.

Bu molekiiler yolaklar, yetigkin yaglanma hastaliklarinda da rol alir. Gaucher hastaligina
yol acan lizozomal R-glukoserebrosidaz eksikliginde glukozilseramid birikimi, a-sinikleinin
birikimi ile karakterize olan Lewy cisimcikli demans ve Parkinson ile iligkilidir. a-N-
asetilglukozaminidazin eksikligi sonucunda heparan siilfat birikimi (Mukopolisakkaridoz tip 11IB),
hiperfosforile tau proteini (P-tau) birikimi ve Alzheimer dahil olmak Uzere ndrodejeneratif
hastaliklarin patogenezi ile iligkilidir. (Platt, F. M ve ark. Lysosomal storage diseases. Nature

Reviews Disease Primers’den uyarlanmistir).

LDH'da spesifik genetik bozukluga ve depolanan makromolekulin
biyokimyasal dogasina bagli olarak degisken bir klinik spektrum vardir. Pediatrik
dénemde dismorfik Ozellikler ve organomegalinin eglik etti§i nérodejeneratif
hastaliklar olarak gorulse de, kemik patolojileri, boy kisaligi gibi iskelet sistemi
hastaliklari veya diger merkezi sinir sistemi ile iligkili bulgulara da neden olabilir.
Eriskin donemde en sik goérulen Gaucher hastaligl, (R3-glukoserebrozidaz
eksikligi) splenomegali, kemik iligi tutulumuna bagl anemi, trombositopeni,
norolojik semptomlar (periferik néropati, Parkinson hastaligi, vb), kas ve iskelet
sistemi bozukluklari, hepatomegali ve siroz gibi bircok belirti ile seyredebilir.

LDH’'nin ilerleyici klinik seyri, mutasyon tipi ve mutant proteinin reziduel
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aktivitesi ile zayif korelasyon gosterir. Ayni hastaligin degisik fenotipleri ise

molekuler heterojenite ile agiklanmaktadir.

LDH, hastaligin tirine ve klinik semptomlarin baslama yasina gore;
konjenital veya infantil (genellikle en siddetli prezentasyona sahip olanlar), ge¢
infantil, cocukluk ve erigkin tip olarak siniflandirilir. Ozellikle daha uzun sag
kalim gorulen hafif olgularda, klinik semptomlarin yaygin hastaliklarla 6rtismesi
nedeniyle, tani gecikir. Tani arastirmalari, disostoz multipleks igin iskelet
sisteminin radyolojik muayenesi, hucre igi vakuoller igin lokosit ve diger
hiicrelerin analizi ve parankimatéz organlarin degerlendirmesini igerir. idrarda
anormal glikozaminoglikanlar ve oligosakkaritler arastirilabilir. Lizozomal
hastaliklarin tanisi dokularda, l6kositlerde veya fibroblast doku kultirlerinde
enzim eksikliginin belirlenmesi ve/veya molekuler tani yontemleri ile yapilabilir.
Son zamanlarda, yeni nesil sekanslama, 6zellikle de tim ekzom sekanslamanin
rutin uygulamaya girmesi tani suresini kisaltmigtir. Prenatal tani ve tasiyicilarin

belirlenmesi birgcok hastalik icin mimkanduar (15).

Mukopolisakkaridozlar (MPS), lizozomlar iginde spesifik bir enzim
eksikligine bagl olarak glikozaminoglikan birikimi ile giden bir hastalik grubudur.
Tipik olarak ilerleyici dismorfik 6zellikler, hepatomegali ve psikomotor regresyon
ile karakterizedir. Bazi formlarinda buyuk morfolojik anomaliler olmadan zihinsel
gerilik gorulurken, bazilarinda normal zeka ve siddetli iskelet sistemi
semptomlari goérulir. MPS tanisi, idrarda glikozaminoglikanlarin analizi, enzim

analizi ve molekiler testler ile mUmkUundur.

Oligosakkaridozlar MPS'ye benzeyebilir, ancak bircogu daha ciddi
norolojik semptomlar gosterir ve dogumda daha sik semptomatiktir (nonimmiun
hidrops). Tanida idrarda anormal oligosakkarit paternleri gosterilir ve bunu

molekuler veya enzim analizleri takip eder.

Sfingolipidozlar ve lipit depolama bozukluklari genellikle progresif
norolojik bozulma ile ortaya c¢ikar. Hepatomegali olabilir ancak iskelet
deformiteleri ve dismorfik 6zellikler nadirdir. Diger klinik paternler 6zellikle Fabry
(agn1 ve paresteziler, anjiyokeratomlar, kardiyomiyopati ve bdbrek yetmezligi) ve
nonndronopatik Gaucher hastaliginda (hematom, anemi, masif splenomegali,

abdominal veya kemik agrilari) gozlenir. Noronal seroid lipofusinozlar, epilepsi,
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gorme kaybi ve ilerleyici norolojik bozulma ile seyreder. Mukolipidozlar,
mukopolisakkaridozlar ve sfingolipidozlarin klinik o6zelliklerini birlestirir ve
sorunlu enzim islenmesi nedeniyle lizozomal enzimlerin birkaginin eksikligi

sonucu ortaya gikar.

Lizozomal transport kusurlari: Sistinozis nefropatiye, goz ve tiroid bezi
gibi pek c¢ok organda islev bozukluguna neden olur. LoOkosit sistin icerigi
artmistir. Sialik asit depo hastaligi, ilerleyici ensefalonéropatiye neden olur;
idrarda artmis serbest siyalik asit dlzeyi ile taninir. Bu hastaliklarin her ikisi de
lizozom disina transport bozukluklarndir. Sistinozis, oral sisteamin, g6z

damlalari ve bobrek transplantasyonu ile tedavi edilir.

2.2.2.2. Pirin ve Pirimidin Metabolizmasi Bozukluklari:

Biyosentez veya yikim igin gerekli enzimlerdeki eksiklikler, nGromuskuler
bozukluklar, nefrolitiazis, gut artrit, anemi ve immun sistem fonksiyon
bozuklugu gibi durumlara neden olur. idrar (re diizeyinin artmasi veya
azalmasi, kreatinin ve idrar mikroskopisi gibi rutin testler veya idrar purin ve
pirimidinlerinin analizi tanida yardimcidir. Bazi pirimidin metabolitleri sadece
idrar organik asit analizi ile taninabilir. Nefrolitiazis, allopurinol ile dnlenebilir
veya tedavi edilebilir. Bazi pirimidin metabolizma, bozukluklari 6zellikle orotik
asiduri ve 5' nukleotidaz asir aktivitesine bagl nukleotid tUkenmesi sendromu,
uridin - veya triasetiluridin  ile tedavi edilebilir. Purin metabolizmasi

bozukluklarinda goérilen naérolojik belirtilerin gogu igin etkili bir tedavi yoktur.

2.2.2.3. Peroksizomal Hastaliklar:

Peroksizomlarin yaygin biyokimyasal gorevleri bulunur. Bu nedenle
peroksizomal bozukluklar  genellikle  siddetli, ilerleyici  multisistemik
bozukluklardir. Peroksizom biyogenezinin veya uzun zincirli yag asitlerinin  —
oksidasyon bozuklugu sonucu ilerleyici norolojik hasar, Zellweger
sendromu’nda oldugu gibi yapisal anomaliler ve karaciger, bagirsak veya
adrenal fonksiyon bozukluklari ile birlikte gorulir. Tani genellikle kanda veya
fibroblast kaltirinde ¢ok uzun zincirli yag asitleri analizi ile konur. Etkili bir
tedavisi yoktur. Refsum Hastaligi, ekzojen fitanik asit metabolizma

bozuklugudur. Yavas ilerleyen norolojik hasar, gorme ve igitmede bozulmaya
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neden olur ve genellikle yetigkinlige kadar anlasiilmaz. Tani, serum fitanik asit

analizi ile konur ve fitanik asit kisitl bir diyetle tedavi edilebilir.

Eter-fosfolipid  biyosentezinin  kusurlari  rizomelik  kondrodisplazi
punktata'ya neden olur ve noérolojik bulgulara ek olarak ekstremitelerde
proksimal kisalik ile karakterizedir. Eritrositlerde plazmalojen analizi yapilir
ancak etkin bir tedavisi yoktur. Katalaz eksikligi, oksijen radikallerinin
detoksifikasyonunda bilinen tek enzim bozuklugudur. Oral mukozada kronik

ulserlere neden olur.

Primer hiperoksaluri tip | nefrolitiazis ve nefrokalsinoza neden olan,
glioksilat metabolizmasinin bilinen tek bozuklugudur. Organik asit analizi veya
yuksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) ile idrar oksalat ve glioksilat

analizi ile tani konur. Karaciger ve bobrek nakli ile tedavi edilebilir.

2.2.2.4. izoprenoidler ve Sterollerin Metabolizma Bozukluklari:

izoprenoidler ve steroller bircok hiicresel ve gelisimsel siirec igin
gereklidir. Asetil CoA ‘dan kolesterol sentezinin gergeklestigi metabolik yolaktaki
enzim eksikliklerinden kaynaklanir. Sentez bozukluklarina neden olan pek ¢ok
enzim eksikligi, skualen basamagindan sonradir. Skualen sentez
basamagindan dnce sadece mevalonat kinaz eksikligine bagl mevalonik asiduri
ve hiperimmunglobulinemi D sendromu goérullr. Sterol biyosentez bozukluklari
Smith — Lemli — Opitz sendromu gibi dismorfik yapisal 6zellikler ve zihinsel

yetmezlige neden olur.

2.2.2.5. Safra Asidi ve Bilirubin Metabolizmasi Bozukluklari, Kalitsal
Kolestaz ve Porfiryalar:

Safra asidi biyosentezinin genetik bozukluklari, safra asidi eksikligi veya
oncul maddelerin birikimine neden olur. Progresif kolestaz, malabsorpsiyon,
norolojik disfonksiyon ve ksantomlar goérulir. Safra asidinin biyosentetik yolu
kismen peroksizomlarda bulundugundan, peroksizomal hastaliklardan etkilenir.
Tani, idrar safra asitleri analizini igerir ve tedavide safra asitleri etkilidir. Hem
bilirubine metabolize olarak idrarda safra asitleri ile birlikte atilir. Spesifik enzim
eksikligi veya safra kanallarina transport mekanizmalarini etkileyen genetik
kusurlar direkt veya indirekt hiperbilirubinemiye neden olurlar. Bazi hastaliklar

icin 6zel tedavi stratejileri gelistirilmistir. Porfirialar, hem biyosentez kusurlaridir
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ve siklikla OD olarak kalitilirlar. Sentezin ilk birka¢ basamagini etkileyen enzim
eksikliklerinde norotoksik metabolitler birikir ve tipik olarak aralkl akut karin
agrisi gibi semptomlar cesitli faktorlerle tetiklenir. Metabolik yolagin daha
distalindeki enzim eksikliklerinde ise biriken porfirinler fotosensitivite ve
dermatolojik bulgularla iligkilidir. Tani idrar, digki veya eritrositlerde porfirin ve
porfirin Onculerinin analizini igerir. Hastaligin yonetimi biriken faktorlerden

kacinmakitir.

2.2.2.6. Posttranslasyonel Protein Modifikasyonu Bozukluklari:

Enzimler, transport ve membran proteinleri, hormonlar da dahil olmak
Uzere c¢ogu protein, islevlerini yapabilmek igcin Golgi veya endoplazmatik
retikulumda (ER) glikozilasyon veya diger posttranslasyonel modifikasyonlara
ugrar. Konjenital glikozilasyon bozukluklari (Congenital disorders of
glycosylation, CDG), glikozilasyona katilan 40 farkli enzimden birinin eksikligi
sonucu olusur. Cok cesitli yapisal anomalilere ve fizyolojik fonksiyon
bozukluklarina yol agar. Tanisi belirsiz multisistemik veya norolojik tutulumu
olan tum hastalarda CDG grubundaki bozukluklardan biri g6z ©onlnde
tutulmahdir. Glikosilfosfatidilinositol (GPI) baglantili proteinlerin ER ve Golgi'de
yeniden duzenlenmesinin bozulmasiyla ilgili hastaliklar, dismorfizm de dabhil
olmak Uzere, iskelet sistemi anomalileri, ciddi norolojik semptomlar, epilepsi ve
zihinsel yetmezlik gibi bir dizi klinik 6zellie sahip multisistemik bozukluklardir.
Bu yoldaki bozukluklarin tanisi gogunlukla tim ekzom dizileme yoluyla ¢ézulur.
Bazilari igin serumda alkalen fosfataz (ALP) aktivitesi dugukligu veya yuksekligi

yararl bir isaret olabilir.

2.2.2.7. Lipoprotein Metabolizmasi1 Bozukluklari:

Lipoprotein metabolizmasinin birgok bozuklugu, dokularda lipit birikimi ve
erken ateroskleroz ile ilgili klinik semptomlara, ek olarak gastrointestinal veya
periferik norolojik bulgulara neden olur. Serum ftrigliserit ve lipoprotein
elektroforezi yoluyla tani konur, diyet ve ila¢g tedavisine baglanir.
Hiperkolesterolemide ve miks hiperlipidemilerde ksantom geklinde lipit birikmesi
ve ksantelazma olusur, erken ateroskleroz, miyokard enfarktisi ve
serebrovaskuler hastalik gibi komplikasyonlar gorulur. Terapotik segenekler

arasinda diyet, ilaglar ve Ozellikle lipit aferezi bulunur. Silomikronlar ve c¢ok
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diguk yogunluklu lipoproteinlerin  (VLDL) kullanimini etkileyen genetik
bozukluklar hipertrigliseridemiye neden olarak karin agrisi semptomlari ve
bazen siddetli pankreatit nedeni olabilir. Diyette yag siki bir gsekilde
kisittanmahdir. Yliksek yogunluklu lipoproteinleri (HDL) etkileyen genetik
bozukluklar premature ateroskleroz, noropati, nefropati ve kornea bulanikhgi

gibi klinik belirtilere neden olur. Tedavi semptomatiktir.

2.2.3. Nérotransmitter Bozukluklar ve iligkili Hastaliklar:

Norolojik semptomlar, KMH' in en yaygin oOzelligidir ve ilk semptomu
genellikle gelisim geriligi olmak Uzere epilepsi, hareket bozukluklari, noéro-
bilissel bozukluklar, davranigsal ve psikiyatrik bozukluklar gibi nérolojik
disfonksiyonlarin  varliginda nérometabolik hastaliklardan s6z  edilir.
Norometabolik hastaliklar KMH'in tani koyulmasi en zor grubunu olugturur (16).
Nispeten yeni tanimlanmis olan bu hastalik grubuna gegcmeden 6nce, sinir
sistemini yapisal ve fonksiyonel olarak hatirlamak gerekir. Yapisal olarak,
merkezi sinir sistemi (MSS) ve periferik sinir sistemi (PSS) olmak Uzere iki
bileseni vardir. Merkezi sinir sistemi beyin, beyin sapi, beyincik ve omurilikten,
periferik sinir sistemi ise gangliyonlar (néron kumeleri) ve periferik sinirlerden
olusur. islevsel olarak ise, sinir sistemi somatik (veya istemli) ve otonomik (veya
istemsiz) olarak ayrilabilir. Somatik sinir sistemi, beyni ve omuriligi kaslara ve
duyu reseptorlerine baglayan sinirlerden olusur istemli motor fonksiyonlardan
sorumludur. Otonom sinir sistemi ise, kalp hizi, solunum hizi, sindirim, pupiller
yanit, idrara ¢ikma ve cinsel uyarilma gibi bilingsiz ¢alisan bazi bedensel
islevleri dlizenleyen bir kontrol sistemidir. Sempatik sistem (strese cevap olarak
savas ya da kag tepkisinin kontroll), parasempatik sistem (istirahatte
homeostatik fonksiyonlarin kontroli) ve gastrointestinal iglevlerle ilgili enterik
sistem olarak U¢ otonom sistem vardir. Otonom sistemin, uyku, termo
regulasyon, o6grenme, bellek, duygusal davranis gibi diger fonksiyonlari
onemlidir. Sinir sisteminin karmasik fonksiyonlari néronlar ve glial hicrelerle
saglanir ve sinir sisteminin %10’dan daha az hucresi nérondur. Glial hicreler
ise  astrositler, oligodendrositler,  mikroglialardan olusur. Noéronlar sinir
impulslarini ileten tek bir akson ve diger néronlardan implusu alan ¢ok sayida
dendrite sahiptir. Néron gévdesi ve dentritler gri maddeyi, myelin kilifina sahip
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aksonlar ise akmaddeyi olugturur. Miyelin, néron aksonlarinin yalitimini saglar.
Beyinde oligodendrositler tarafindan yapilan miyelin, periferik sinirde Schwann
hicrelerinde yapilir. Ayni molekullerin MSS ve PSS islev farkhliklari
hastaliklarinin  da ayrimina neden olmaktadir:  Ornegin MSS’de
demiyelinizasyon multiple skleroza, PSS’de demiyelinizasyon Guillain-Barre
Sendromu’na yol acar. Noronlar, sinapslar yoluyla baglanti kurarlar. Saghkl bir
yetiskin beyninde, yaklagik 100 milyar néron ve yaklasik 100 trilyon sinaps
bulunur. Sinapslarda impuls iletimi elektriksel ya da kimyasal yolla olur.
Elektriksel sinaps, beyin sapi, retina ve serebral kortekste vardir, impuls iletimi
¢ok daha hizhdir. Kimyasal sinapslar daha sik rastlanan sinaps tipidir ve impuls
iletimi ndérotransmitter aracihigiyla olur. Sinyallerin beynin ndronal agdlari
arasinda hizla ilerlemesine izin vererek, anilar, dugunceler, duyumlar, duygular,

hareketler ve becerilerin hicresel temelini olustururlar.

Norotransmitter olarak isimlendirilen kimyasal uyaranlar, sinaptik bogluga
yani iki noéron arasina dogru salinirlar. Somatik periferal sinirlerin uyaran
noérotransmitteri, asetil kolindir (Ach) ve etkiledi§i membranin sodyuma karsi
gegirgenligini arttirir. Ach ayni zamanda otonom sinir sisteminin parasempatik
bolimandn pregangliyonik ve postgangliyonik uglarinin nérotransmitteridir. Bu
nedenle otonom sinir sisteminin bu bolumu bazen kolinerjik sistem olarak
tanimlanir. Sempatik bélimin pregangliyonik uc¢ transmitteri de Ach,
postganglionik ise genellikle noradrenalindir (norepinefrin) ve sempatik bolim
sik sik adrenerjik sistem olarak tanimlanir. Norotransmitterler, merkezi veya
periferik sinir sisteminde sinaptik iletimde yer alan farkli kimyasal madde
siniflarina aittir. Kimyasal yapilarina gore, tg¢ gruba ayrilabilirler: (1) Amino asit
norotransmitterleri (glisin, glutamat, y-aminobutirik asit (GABA), monoaminler /
biyojenik aminler (dopamin, serotonin, norepinefrin, epinefrin)), (2) néropeptitler
(oksitosin, vazopressin) ve (3) atipik noérotransmitterler (noérotrofik faktorler,
sitokinler, karbon monoksit (CO), nitrik oksit (NO), adenosin, adenosin trifosfat
(ATP), endojen kanabinoidler ve opioidler). Monoamin ndrotransmitter
biyosentezindeki veya yikimindaki kalitsal kusurlar nadir nérometabolik
hastaliklara neden olur. Genel olarak, primer monoamin ndrotransmitter
eksiklikleri bes farkh sinifa ayrilabilir: (1) monoamin biyosentezi, (2) monoamin

katabolizmasi, (3) monoamin tasinmasi, (4) tetrahidrobiopterin (BH4)
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biyosentezi veya geri donusumu bozuklugu ve (5) saperon iligkili kusurlardir.
Serotonin veya 5-hidroksitriptamin kimyasal olarak indolamin grubuna aittir ve
triptofan hidroksilaz ile triptofandan Uretilir. Kimyasal olarak pterinler, 2-amino-4-
okso yapllari igeren pteridinlerdir. BH4 ve riboflavin dahil olmak Uzere vitamin
ve kofaktorlerin biyosentezi igin gereklidir. Iki grup pterin vardir: (1) pterin
kismina bagh glutamat veya p-aminobenzoat igeren konjlige pterinler ve (2)
pterin halkasinin 6- ve/veya 7- konumunda alifatik yan zincir olan ankonjuge
pterinler. BH4, omurgalilarda bulunan major ankonjuge pterindir ve fenilalanin
hidroksilaz (PAH), tirozin hidroksilaz ve triptofan hidroksilazlar, alkilgliserol
monoksigenaz ve nitrik oksit sentazlar icin dnemli bir kofaktordir. BH4'Un de
novo biyosentezinde u¢ farkli enzim goérev alr; GTP siklohidrolaz, 6-piruvil

tetrahidrobiyopterin sentaz ve sepiapterin reduktaz.

Konjenital noérotransmitter bozukluklari, ¢ogunlukla erken baslangigli
siddetli ve ilerleyici ensefalopatilerin 6nemli nedenlerindendir. Nonketotik
hiperglisinemi, glutamat transport defektleri, veya GABA-transaminaz eksikligi
genellikle erken baslangich ve tedaviye direncgli nobetler ile seyreder ancak
piridoksin metabolizmasinda etkin geligtirilen rasyonel terapiler ile tatmin edici

sonuglar alinmistir (17).

2.2.3.1. Glisin ve Serin Metabolizmasi Bozukluklari:

Nonketotik hiperglisemi, erken baslangigli epileptik ensefalopatinin en iyi
bilinen nedenlerindendir. Eszamanh plazma ve beyin omurilik sivisinin (BOS)
amino asit analizinde, glisin seviyeleri yuksektir ve BOS-plazma orani artmistir.
Dekstrometorfan, benzoat ve folat tedavisinin basarisi sinirlidir.  Serin
biyosentezi bozukluklari nérolojik semptomlara neden olur ve tedavide serin ve

glisin takviyesi yapilir.

2.2.3.2. Pterin ve Biyojenik Aminlerin Metabolizma Bozukluklari:
Biyojen aminler canli hucrelerde aminoasitlerin dekarboksilasyonu veya
aldehit ve ketonlarin aminasyon ve transaminasyonu ile olugan azotlu organik
bilesiklerdir. Etkilenen c¢ocuklarda ilerleyici gelisim geriligi ve epileptik
ensefalopati gérilir. Infantil parkinsonizm gibi spesifik dopamin ve/veya
serotonin eksikligi belirtileri olabilir. Dopa duyarli distoni, okulojirik krizler veya

bozulmus vicut 1sisi ayari gorilebilir. Bu hastaliklar bazen hiperfenilalaninemi
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olarak taninir ama ¢ogunlukla sadece BOS'ta pterinler ve biyojenik aminlerin

analizi ile tani konur.

Tetrahidrobiopterin biyosentez ve geri donusim bozukluklari fenilalaninin
hidroksilasyonunu etkiler ve atipik veya malign fenilketonuri olarak adlandirilir.
Tirozin ve triptofanin hidroksilasyonlari da etkilendiginden dopamin ve
serotonin eksikligine de neden olur. Tanisal testler, BOS'ta biyojenik aminlerin,
pterinlerin ve amino asitlerin yani sira plazmadaki amino asitlerin ve idrardaki
pterinlerin analizini icerir. Bu hastaliklar, karbidopa ve 5-hidroksitriptofan ve/

veya tetrahidrobiyopterin ile birlikte L-dopa ikamesi ile tedavi edilir.

Biyojenik aminlerin biyosentez bozukluklari, ilerleyici ekstrapiramidal
semptomlar ve ensefalopati benzeri tablo ile ortaya ¢ikar. Biyojenik aminlerin
eksikligi, L-dopa ile birlikte karbidopa ve 5-hidroksitriptofan ve/veya dopamin

agonistleri ile tedavi edilir.

Monoamin transport bozukluklari, nérotransmiter bozukluklarina yol agar.
Dopamin transporter eksikligi sendromu (#613135) ve vezikiler monoamin
transporter 2 eksikligi (#618049), OR kalitilir ve erken baslangigli kore/diskinezi,
orolingual diskinezi, distoni, okulojirik kriz ile gocuklukta parkinsonizm-distoniye

ilerleyen hareket bozukluklari ile sonuglanir.

2.2.3.3. Gama-aminobiitirat (GABA) Metabolizmasi Bozukluklari:

GABA metabolizmasi bozukluklari, 4-aminobutirat aminotransferaz
eksiklikleri bulunur. Genellikle epileptik ndbetler ve ensefalopati dahil olmak
uzere merkezi sinir sistemi fonksiyon bozukluguna neden olur. Tanida BOS’ta
amino asitlerin ve GABA'nin ve idrar organik asit analizinde, suksinat

semialdehid dehidrojenaz eksikligini gosteren 4-hidroksibutirik asit yardimcidir.

2.2.3.4. B6 Vitamini Metabolizmasi Bozukluklar:

Piridoksal fosfat (Pyridoxal phosphate PLP, B6 vitamini), amino asitlerin
tum transaminasyon reaksiyonlarinin, bazi dekarboksilasyon ve deaminasyon
reaksiyonlarinin kofaktorudur. Ayrica dopamin ve GABA dahil olmak Uzere
cesitli nérotransmitterlerin biyosentezi igin de gereklidir. Hucre igi eksikligine,
primer veya sekonder biyosentez kusurlari neden olabilir ve yenidoganda
antiepileptiklere direncli epileptik ensefalopatiye yol agar. Vitamin B6 bagimli
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nobetlerden iyi bilineni, farkli bir yolakdaki bir enzim eksikligi nedeniyle biriken
delta 1-piperidin-6-karboksilat ile inaktive olmasindan kaynaklanir. B6 vitamini
metabolizmasi bozukluklarina bagl nobetler genellikle piridoksin veya PLP ile

tedavi edilebilir.

2.2.3.5. Norometabolik Bozukluklar:

Kreatin Biyosentez veya Transport bozukluklan: Sitozolik enerji
metabolizmasinin  merkezindeki bilesik olan kreatin, baslica karaciger ve
bobrekte arginin, glisin ve metiyonin amino asitlerinden sentezlenir. Endojen
yoldan Uretilen veya diyetle alinarak sindirim kanalindan emilen kreatin, iskelet
kasli, kalp, beyin retina gibi dokulara tasinir ve plazmadan hucre igine ozel
tasiyicilar ile girebilir. Hicre icinde CK ile fosforillenerek fosfokreatin olarak
enerji deposuna donusur. Kreatin kinaz kaslarda ve beyinde hem sitozolde hem
de mitokondride bulunur. Kreatin/fosfokreatin/CK sistemi ayni zamanda yuksek
enerji ihtiyacinda, mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun devam etmesine de
katki saglar. Kreatin tasiyici molekullerinin  eksikligi SLC6A8 geninde
mutasyonlarla olusan XLR bir hastaliktir (Cerebral creatine deficiency syndrome
1, MIM#300352) (18). Mental gerilik, agir konugsma gecikmesi, davranigsal
anomaliler ve nodbetler ile prezente olur. Bu hastalarda hicre icine alim
bozuldugundan agizdan kreatin destedi ile 0zellikle beyin ile iliskin
semptomlarda bir dizelme saglanamaz. Arginin-glisin amidinotransferaz ve
guanidino asetat N-metiltransferaz enzimleri kreatin sentezinde anahtar
basamaklari katalizler. Bu enzimlerin eksikliklerinde kreatin tasiyicilari normal
oldugu i¢in agizdan kreatin desteginin semptomlarda belirgin dizelme sagladigi
bildiriimektedir (19). Tani, vicut sivilarinda kreatin ve guanidinoasetat analizi
veya nukleer manyetik rezonans (NMR) konur. Kreatinin, enerji
metabolizmasinda fosfokreatin saglamasinin yani sira hucre koruyucu etkileri
de arastiriimaktadir. Nérodejeneratif hastaliklarin patogenezi ile kreatin iliskisi,
Parkinson, Huntington hastaligi, Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS) ve Alzheimer

gibi hastaliklarda galigiimaktadir. (20).

Folat Yolagi ve Transport Bozukluklari: Dihidrofolat reduktaz eksikligi
(MIM# 613839), megaloblastik anemi, ciddi gelisme geriligi ve erken baslangigh
epileptik nobetler gibi degisken norolojik semptomlar ile karakterize otozomal
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resesif metabolik bir hastaliktir (21). Serebral folat transport eksikligine bagli
norodejenerasyon (MIM# 613068) ciddi gelisme geriligi, hareket bozukluklart,
epilepsi ve I6kodistrofi ile kendini gdsterir. Folinik asit tedavisi beyin
fonksiyonlarini iyilestirip klinik semptomlari tersine c¢evirebilecedinden, bu
bozuklugun taninmasi ve tanisi énemlidir. ki hastalikta da serum folat ve
plazma homosistein konsantrasyonlari normal araliktadir. Ancak, BOS'ta 5-
metil-tetrahidrofolat dizeyinde belirgin  bir azalma oldugundan BOS

norotransmitter analizine folat mutlaka dahil edilmelidir.

Silfit oksidaz eksikligi: Yenidogan doneminde tedaviye direngli infantil
nobetler ve ensefalopati ile karakterize izole sulfit oksidaz ve molibden kofaktor
eksikliklerinde, metabolik blok nedeniyle siilfit, stlfata donisemedidi icin idrarda
artmistir ve bir dipstik test olan idrar sulfit testi ile taninir. Spesifik tedavisi

yoktur.

Canavan hastaligi ve serebral organik asiduriler: L-2-, D-2- ve D-/L-2-
hidroksiglutarik asiduriler; 2-ketoglutarik asiduri; fumarik asiduri ve malonik
asiduri, genelikle progresif olan merkezi sinir sistemi disfonksiyonuna neden
olur. Genel metabolik testlerde anormallik yoktur, ancak idrarin organik asit
analizinde spesifik metabolitler saptanabili. Bu hastaliklarin  molekuler
kokeninin aydinlatiimasi, fenotipik spektrumunun belirlenmesi ve tedavi
seceneklerinin  arttinlmasi  konusunda son vyillarda Onemli gelismeler
kaydedilmistir. Erken tani ve mudehale, noérolojik bulgularin ilerlemesinin

durdurulabilmesi nedeniyle cok dnemlidir.

2.2.4. KMH icin Onerilen Yeni Nozoloji

Genetik tani testlerinin hizla arttigi “klinik genom uygulamalar” ¢aginda
KMH artik sadece klasik biyokimyasal laboratuvar yontemleriyle olgulebilir
anormalliklerle, spesifik bir yolak i¢indeki molekullerin sentezi veya yikiminda
yer alan monogenik durumlar olarak degerlendiriliemez. Biyokimyasal yolaktaki
bozuklugun, hastalik patofizyolojisine 6zgin oldugu her durumu icerecek
sekilde tanimlanmalidir. Bir hastalik grubunun siniflandiriimasi yani,
nozolojisinin ortaya konmasiyla, tanisal aragtirmalar ve tedavisi igin bir gergceve
sunulmus olur. Klinik ve biyokimyasal fenotiple iligkili tanimlanan gende

mutasyon bulunamadigi durumlarda, TED veya TGD ile saptanan yeni
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varyantlar veya array testleriyle saptanan buylk delesyon ve duplikasyonlar,
hastalikla iligkili farkli gen ve yolaklar ortaya cikarmaktadir. Bu nedenle,
KMH’nin, iligki dizeyini koruyarak igerigini strekli gincellemek tzere, molekuler
etiyolojilerine goére gruplandiriimis yeni bir siniflama 6neriimis ve Dogustan
Metabolizma Hastaliklari Bilgi Bankasi'nda (IEMbase: Inborn Errors of

Metabolism Knowledgebase) (http://www.iembase.org/index.asp) yer almistir

(22). Bu siniflamada, biyokimyasal laboratuvar testlerindeki anormalliklerle
iligkili olup olmadigina bakilmaksizin, KMH metabolik bir yolagin bozulmasina
yol acan herhangi bir durum olarak yeniden tanimlanmis ve bu tanim temel
alinmigtir. Boylelikle, primer enzim ya da tasiyici eksiklikleri veya super-
aktiviteleri yani sira 6rnegin, hiperfenilalaninemi ile ortaya ¢ikan ve yeni
tanimlanan DNAJC12 geni iligkili saperon eksiklikleri de dahil edilmistir.
Hiperfenilalaninemili (hyperphenylalaninemia, HPA) hastalar yeni dogan
fenilketonuri (phenylketonuria, PKU) taramasi ile tespit edilir. HPA'nin PAH veya
kofaktoru tetrahidrobiopterin (BH4) eksikliklerinden kaynaklandidi bilinmektedir.
Ancak, HPA' nin ayirici tanisi igin mevcut yénergeler yeni tarif edilen DNAJC12
eksikligini icermeyebilir. Ko-saperon DNAJC12, PAH' in dizgun katlanmasindan
sorumlu protein HSP70 ile birlikte ¢alisir. Buglne kadar tanimlanan DNAJC12
eksikligi olan tum hastalarda, BH4 ylkleme testine kan fenilalanin dizeyleri
dismis, dusik seviyelerde olan BOS biyojenik aminleri, BH4, L-dopa/
karbidopa ve 5-hidroksitriptofan ile tedaviye yanit vermistir (23). Fenotipik
spektrum, hafif otistik 6zellikler veya hiperaktiviteden ciddi mental gerilik, distoni
ve parkinsonizme kadar degisebilir. Ge¢ tani, kalici nérolojik hasara yol
acgarken, erken teghis ile tedavi edilen hastalar normal gelisim gostermektedir.
Bu nedenle PAH ve BH4 eksikliklerinin genetik olarak diglandigi tim hastalarda
DNAJC12 gen varyantlarinin molekuler analizi gereklidir.

Bir diger 6rnek, XLR kaltilan transkripsiyonel ko-regulator HCFC1 (host
cell factor C1) genindeki mutasyonlarin neden oldugu kobalamin metabolizmasi
bozuklugudur. Gen trini HCF-1, DNA'nin belirli bolgelerine baglanan ve belirli
genlerin aktivitesini kontrol etmeye yardimci olan transkripsiyon faktorleri ile
etkilesime girer. HCF-1 proteininin spesifik bir fonksiyonu da, B12 vitamininin
Ozellikle MMACHC (metabolism of cobalamin associated C) geninin

duzenlenmesinde rol oynayan genlerin aktivitesini kontrol etmektir. B12 vitamini
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insanlar i¢in hayati 6nemi olan bir koenzimdir. MMACHC geni, B12 vitaminini,
adenozilkobalamin (AdoCbl) veya metilkobalamin (MeCbl) olmak uzere iki
molekllden birine donustirmeye yardimci olan bir protein kodlar. AdoChl,
metilmalonil CoA mutaz olarak bilinen bir enzimin normal fonksiyonu igin
gereklidir (kofaktor) ki bu enzim, belirli proteinleri (amino asitler), yaglar (lipitler)
ve kolesteroll pargalamaya yardimci olur. MeCbl ise metiyonin sentaz olarak
bilinen bir enzim igin kofaktordlr. Bu enzim bir amino asit olan homosisteini
baska bir amino asit olan metiyonine donusturar. Metiyonin, pek ¢ok protein ve
diger onemli bilegiklerin yapisinda kullanilir. Kobalamin metabolizmasindaki
genetik bozukluklar, kan ve idrarda metilmalonik asit ve/veya homosistein
birikimi ile karakterizedir. En sik gorilen kobalamin metabolizmasi bozuklugu,
kombine metilmalonik asidemi ve hiperhomosisteinemi CbIC tipi, MMACHC
genindeki mutasyonlardan kaynaklanir (24). Metilmalonik asiduri ve CbIC tipi
homosistinuri, B12 vitamini metabolizmasinin en yaygin kaltsal hastaligidir
(25). Etkilenmis bireylerde gelisimsel, hematolojik, norolojik, metabolik,
oftalmolojik ve dermatolojik Klinik bulgular gézlenir. Bebeklik veya c¢ocukluk
hastaligi olarak kabul edilmesine ragmen, bazi bireyler yetigkinlikte semptom
verir. Bununla birlikte, hicresel ve biyokimyasal analize dayali tanimlanan bazi
bireylerin MMACHC geninde mutasyon yoktur. Ekzom sekanslama ile global bir
transkripsiyonel ko-regulator olan HCFC1 geninde bulunan missense mutasyon
ile  CbIX tipi olarak adlandirilan kombine metilmalonikasidemi ve
hiperhomosisteinemi olan X’e bagh bir form tanimlanmigtir (26).

Onerilen yeni nozolojide, hastalik siddetinden badimsiz olarak her bir
enzim eksikligi icin tekil tanimla, 6rnegin, Gaucher hastalgi tip 1, 2 ve 3 gibi
coklu tanimlama yerine tek bir giris bulunmaktadir. Clinku bu farkh tipler buyuk
Olcude enzim eksikliginin siddetine dayalidir ve farkli bir patofizyolojiye bagli
degildir. Benzer sekilde, lizozomal asit lipaz eksikligi icin de tek bir tanim
bulunmaktadir, Wolman hastaligi ve kolesterol ester depo hastaligi icin iki ayri
giris yerine alternatif bir isimlendirme farkli bir siitunda veriimektedir. Ote
yandan, ayni enzim eksikligine bagh olup, hastalik siddetiyle iligkili olmayan,
acikga tanimlanmis farkli fenotiplerin olmasi durumunda iki ayri giris olarak
kabul edilmistir. Ornegin, GM1 gangliosidoz ve Morquio sendromu tip B'nin her
ikisi de B-galaktosidaz eksikliginden kaynaklanir, ancak fenotip bariz farkhdir.
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Benzer sekilde, asit seramidaz eksikligi, Farber hastaligina (degisken siddette),
ayni zamanda progresif miyoklonik epilepsi ile birlikte gortlen farkli bir spinal
muskuler atrofi fenotipine yol agabilir ve enzim aktivitesinin derecesi ile fenotipik
tablo arasinda bilinen bir korelasyon yoktur. ATP7A geni ile iliskili distal motor
noropati durumunda, klinik ve metabolik bulgular Menkes hastaligi veya
oksipital horn sendromu ile tamamen ilgisizdir ve gergekten de ndropati fenotipi,
ayri bir patomekanizmaya yol agan farkli varyantlardan kaynaklanir. Bu gibi
durumlarda, ayni proteindeki farkli kusurlar i¢in ayri girisler olusturulmustur.
Hem OR hem de OD kahtimin goérildigud, MCT1 eksikligi, SCOT eksikligi, 5-
oksoprolinaz eksikligi, ISCU eksikligi veya kalitsal hiperpleksi tip 1'de oldugu
gibi benzer bir hastallk mekanizmasini paylastiklari surece ayni girise dahil
edilmistir. Bununla birlikte, bazi hastaliklarda, farkli kalitim paterni tamamen
farkli bir fenotip ile iligkilidir; 6rnegin, suksinat dehidrogenazin alt birimlerini
kodlayan genlerdeki biallelik varyantlar bir I6kodistrofiye neden olurken, ayni
genlerdeki heterozigot varyantlar, ailesel paraganglioma iligkilidir, ikincisi
muhtemelen HIF prolil hidroksilazlarin inhibisyonu araciligiyla ortaya ¢ikar. Bazi
durumlarda c¢izgi daha bulaniktir. Ornegin, OD GTP siklohidrolaz eksikligi,
hiperfenilalaninemi olmadan dopa-duyarl distoni seklinde ortaya gikarken, OR
formu, daha siddetli ve sistemik tetrahidrobiyopterin eksikligine bagl olarak
daha erken baslangic¢h siddetli nérolojik disfonksiyon ve hiperfenilalaninemiye
neden olur. Bu nedenle, farkl klinik, biyokimyasal bulgulara ve farkli yonetime
dayanarak, iki kalitim modelinin girisi ayriimistir. Bununla birlikte, ara fenotipler
de mevcuttur. Ornegin, hastalar GCH1 genindeki biallelik varyantlarla
tanimlanirlar, ancak hiperfenilalaninemi olmadan, sadece dopa-yanith
ekstrapiramidal semptomlar gdsterir, 6te yandan bazi heterozigot tasiyicilarda
fenilalanin yuklemesinde hiperfenilalaninemi ortaya ¢ikar, ancak bunun diginda
asemptomatiktirler. Benzer sekilde, MAT1A'da dominant negatif varyantlarin
neden oldugu OD hipermetiyoninemi igin, fonksiyon kaybi varyantlarinin neden
oldugu OR MAT I/l eksikliginden farkh bir giris ayrilmistir. A-1-pirolin-5-
karboksilat sentaz eksikligi durumunda, predominant spastik parapleji fenotipi
hem OD hem de OR kalitim gosterebilirken, nérolojik tutulumu ve cutis laxayi
iceren bir fenotip de ayni sekilde OD veya OR olarak kaltilabilir. Cutis laxa

fenotipinin veya spastik parapleji fenotipinin OD kahtimi, dominant negatif
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varyantlarindan kaynaklanabilir. Bu gibi durumlarda, klinik fenotipe bagli olarak
ayni enzim eksikligi igin iki girig eklenmistir (hem fenotip hem de kalitim
paternine dayali dort ayri girise karsilik). X'e bagh bozukluklarin dominant veya
resesif olarak siniflandirilmasi, kadinlarin klasik bigcimde resesif olarak
tanimlanmis X'e baglh durumlardan etkilenebildigi géz ©onune alindiginda
sorunlu olabilir. Bununla birlikte, heterozigot kadinlarda hemizigot erkeklere
kiyasla farkl fenotiplerle ortaya c¢ikan X'e bagli hastaliklar igin iki ayri giris
eklenmistir. Bu durumun oOrnekleri arasinda, her ikisi de NSDHL'deki
varyantlarin neden oldugu XLR CK sendromu veya XLD CHILD sendromunu
veya her ikisi de EBP'deki varyantlardan kaynaklanan XLR MEND sendromunu
ve XLD kondrodisplazi punctata bulunmaktadir.

Bazi proteinlerde farkli varyantlar, blyuk o&l¢ude farkli fenotiplerin
g6zlendigi eksiklik veya siperaktiviteye yol acabilir. Ornekler arasinda
monokarboksilat tasiyici 1, &-aminolevulinik asit sentaz, fosforibozilpirofosfat
sentetaz ve glukokinaz yer alir. Ek olarak, ayni proteinde farkh varyantlar, farkli
hastalik mekanizmalarina yol agabilir. Ornegin, FTL genindeki fonksiyon kaybi
varyantlari kalitsal L-ferritin eksikligine yol acarken, ekzon 4'te okuma
cercevesini degistiren fonksiyon kazanimi varyantlari, protein katlanmasini ve
stabilitesini bozar ve noroferritinopatiye yol agar. Ayrica, genin 5' kodlamayan
demir-duyarli element (IRE) bdlgesindeki varyantlar hiperferritinemi-katarakt
sendromuna yol agar. Bu tir olgular patofizyolojinin farkl olmasina dayali olarak
ayri girigler olarak dahil edilmigtir.

Mevcut nozolojide kullanilan bir baska Olgut, girislerin sadece klinik
fenotipe degil, ilgili gen Uriinline dayal olarak dahil edilmesidir. Ornegin, glisin
dekarboksilaz veya aminometiltransferaz eksikliinden kaynaklanan glisin
ensefalopatisi i¢in ayri ayr girisler dahil edilmistir. Benzer sekilde, birgok farkli
mitokondriyal transfer RNA'daki kusurlar MELAS fenotipine yol agarken, multipl
nukleer kodlanmis mitokondriyal proteinlerin yani sira mitokondriyal DNA
genlerindeki kusurlar Leigh sendromuna yol acabilir. Bu sekilde olan her
gen/proteinin dahil edilmesi icin ayr girisler eklenmigtir. Klinik bir hastaliga
neden olmayan c¢ok sayida biyokimyasal fenotip tanimlanmistir. Ornegin,
Archibald Garrod tarafindan tanimlanan ilk KMH' dan biri olan pentosuri
asemptomatiktir. Klasik olarak “hastalik disi” kabul edilen diger KMH’lar
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histidinemi, hidroksiprolinemi veya sistatiyoninuridir. Buna karsilik, baslangicta
klinik olarak anlamli oldugu dusunudlen bazi biyokimyasal fenotiplerin dogrulugu
sorgulanmaktadir (kisa zincirli asil-CoA dehidrogenaz ve 3-metilkrotonil-CoA
karboksilaz eksiklikleri gibi). Son olarak, baslangigta klinik bulgu olmadigi
dusundlen bazi KMH’lar daha sonra pterin-4-a- karbinolamin dehidrataz
eksikligi gibi hastalik fenotipi ile iligkilendirilmistir. Bu durumlarin tima,
metabolik bozukluk terimi mutlaka bir hastaligi ifade etmediginden, mevcut
nozolojiye dahil edilmistir. Diger turlere kiyasla insanlarda yaygin olarak
bulunan metabolik varyantlar, 6rnegin L-gulonolakton oksidaz eksikligi veya urat
oksidaz aktiviteleri dahil edilmemistir.

Birgcok girisin fonksiyon ve fenotipe bagli olarak birden fazla gruba
atanabilecegi unutulmamalidir. Ornegdin, siiksinat dehidrogenaz hem Krebs
dongusinde hem de mitokondriyal solunum zincirinin bir pargasi olarak iglev
gorur. Bu durumlarda, spesifik fenotip, hastalik mekanizmasiyla en dogrudan
iligkii gruba dahil edilir. Ornegin, fruktoz-1,6-bisfosfataz  eksikligi,
glukoneogenez bozukluklari grubuna dahil edilirken, fruktoz metabolizmasi
bozukluklari grubunda sadece gapraz referansla gosterilmistir.

Yayinlanmamig, dogrulanmayan veya genetik bir etiyolojiye sahip olma
olasiligi dusuk durumlar dahil edilmemistir. Bu durumlarin ya molekuler
temellerinin aydinlatiimamis olmasi, ya onlarca yillik raporlarda sadece az
saylda hastanin tanimlanmis ya da sadece tekil ailelerin bildiriimesine bagl
olarak iyi karakterize edilmedigi dusunulmektedir. Ancak, belirtilen bu KMH’lar
gelecekte kabul edilerek dahil edilebilir. Son olarak, enzimleri kodlayan genleri
iceren bazi ardisik gen delesyonlari genellikle, izole (tek gen) defektinden farkh
bir fenotipe sahiptir. Bu duruma, MAOA ve MAOB kombine delesyonu, ardisik
ABCD1/DXS1375E delesyon sendromu (CADDS olarak da bilinir), hipotoni-
sistinuri sendromu veya kompleks gliserol kinaz eksikligi ornek verilebilir. Bunlar
nozolojiye dahil edilmemistir.

Sonug olarak bu yayinda belirlenen kriterlere gore KMH'In tam listesi ek
1 de detaylandiriimistir. Toplam 130 grupta 1.015 KMH tanimlanmstir. ilave
111 KMH, dogrulamanin yetersiz olmasi nedeniyle nihai kategoriye
alinmamistir. En belirgin kategori 232 KMH (toplamin %22.9'u) ile mitokondriyal
hastaliklar (grup 54-81) olmustur. Diger 6nemli kategoriler 188 KMH (%18.5) ile
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azotlu bilesiklere (grup 1-24) iliskin metabolizma bozukluklari, 123 KMH ile
(%12.1) glikozilasyon bozukluklari (grup 115-130), 79 KMH (%7.8) ile vitamin
metabolizmasi bozukluklar (grup 25-38), 67 KMH (%6.6) ile depo bozukluklari
(grup 100-108), 46 KMH (%4.5) ile sterol ve steroid metabolizmasi bozukluklari
(grup 95-97), 27 KMH (%2.7) ile peroksizomal bozukluklar (grup 109-113) ve
25 KMH (%2.5) ile metal metabolizmasi bozukluklari (grup 40-43) olarak
belirlenmistir.

KMH’lara yonelik bir nozolojiye sahip olmanin yararlari sadece akademik
amacl degil, tip alanina, molekuler etiyolojilerine gore gruplandiriimis ve guncel
olarak tanimlanmig KMH’lar igin genel bir bakis agisi sunmasi agisindan
onemlidir. Bu sayede, potansiyel yeni KMH'larin tanimlanmasina iliskin standart
belirlenebilir. Ayni zamanda, hekimlere potansiyel tanilarin tam bir listesini
saglayarak cok nadir hastaliklarin belirlenmesine yardimci olabilir. Belirli bir
KMH igin birgok ayirici taninin hizl bir hatirlaticisi olarak rol oynayabilir, uygun
kaynaklara daha ileri dizeyde danisiimasi konusunda yon gosterebilir ve
bilgisayar tabanli, yapay ogrenmeye dayali tani algoritmalarinin geligtiriimesi
icin zemin hazirlayabilir. Son olarak, hastaliklarin gruplandiriimasi, yeni nesil
dizileme panelleri veya tum ekzom veya genom verilerinin hedefli analizi i¢in
spesifik genlerin segilmesine yardimci olabilir. Nihayetinde, bu nozolojinin
metabolizma alaninda calisan bireyler arasinda farkindahg tesvik edecegi ve
isbirligini buyutecegi dngorulmektedir. Ancak unutulmamasi gereken, bu turden
bir girigsimin, genetik alanindaki ilerleme hizinin bir sonucu olarak revizyona tabi
olmasi kaginilmazdir. Bu nedenle, yeni bozukluklar kesfedildikgce ve mevcut
hastaliklarin patofizyolojisi hakkindaki anlayisimiz gelismeye devam ettikge,
mevcut nozolojide sik sik guncelleme yapilmasi, yararhligin surdurtlmesi igin
baylk dnem tasir. Gelecekteki iyilestirmeler icin bir basamak olusturan mevcut
surimun, IEMbase Uzerinden dijital olarak surekli glincellenebilir hale getiriimesi
planlanmigtir.

GunUmulzde genetik temelli tanisal yaklasimlara agirlik verilmesi
zorluklari artirmakta, her gegen gun bir bozuklugun ortaya ¢iktigi bu yenicagda
mevcut zorluklar “klasik” ve yeni tip KMH 6Ornekleri ile agiklanmaktadir (27).
Ornegin, konjenital glikozilasyon defektlerinin  (Congenital disorders of

glycosylation, CDG) sayisi son on yilda katlanarak artmigtir. CDG'leri, protein
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veya lipit glikozilasyonu bozukluklarinin goruldigu tum bozukluklar olarak
tanimlanirsak, bu terimin kapsadigi hastaliklarin sayisi dnemli dlgude artmig
olur. Anormal glikozilasyon ile iligkili Golgi trafigi bozukluklarina ek olarak, trafik
hastaliklari kapsaminda olan yeni metabolik hastaliklar arasinda endositozu
bozan fonksiyonel bozukluklar bulunur ve bunlar biyokimyasal suregleri ve
metabolizmayi acgik bir sekilde etkiler. Klinik tabloda inat¢i ndbetler, gelisme
geriligi, mikrosefali, disostoz, osteopeni, kraniyofasiyal dismorfizm, makrositoz
ve megaloblastik eritropoez gorulur. Biyokimyasal bulgular arasinda gegici
kobalamin eksikligi, ketojenik diyet sonrasi siddetli hipertrigliseridemi,
mikroalbuminuri ve kismi katepsin D eksikligi bulunur (28). Diger bir 6rnek
mitokondriyal hastaliklardir ve konuyu mitokondriyal proteinleri kodlayan ve
mitokondriyal fonksiyonu etkileyen genlerdeki mutasyonlarin primer mi yoksa
sekonder mitokondriyal hastalik olarak mi siniflandiriimasi gerektigine yonelik
uzun suredir devam eden tartigmalarin o6tesine tasir (29). Kesfedilen bu yeni
genler hakkinda sadece metabolik bir durumlia iligkili olmalari diginda genellikle
¢ok az sey bilinmektedir. Bulunan varyantinin patojenik oldugunu kanitlamak
daha zordur ve en azindan tamamlama caligmalari gibi fonksiyonel deneylerde
kullanmak Gzere glivenilir bir metabolik belirtece ihtiyag vardir. Ornegin Sengers
sendromu’nda (MIM#212350) altta yatan mutasyonun aydinlatilmasi, hastalik
patogenezi hakkindaki yanitlardan daha fazla soru ortaya ¢ikarmistir (30). Agik
bicimde kompleks lipit biyosentezinin bir hastaligi midir, yoksa mitokondriyal
reaktif oksijen tarleriyle ilgili mekanizmalar mi rol oynamaktadir? MEGDEL
sendromu (MIM#614725) benzer sekilde gizemli bir arka plana sahiptir (31).
Uclincli bir bozukluk, yeni kesfedilen Kazeinolitik Peptidaz B protein homologu
(CLPB) eksikligidir ki, pleiotropik fenotiplerle iligkili bir mitokondriyal protein
yikim bozuklugudur (32). Altta yatan hulcresel yolaklar ve bu heterojen
bozukluklari birlestiren metabolik belite¢ 3-metil glutakonik asidin kdkeni hala
zorlayicidir (33).

Tum bu sorunlara ¢ozum olarak, YND tekniklerine paralel hizla geligsen
diger tani teknikleri arasinda proteomiks, lipidomiks ve glikomiks yer alir. Bu
calismalarda, ¢ogunlukla hicre kompartmanlari hedeflenmektedir. Mitokondri,
lizozomlar veya peroksizomlar gibi bazi organellerin primer metabolik iglevleri

vardir ve bunlara iligkin genetik bozukluklarda organele 6zglu metabolik tani,



58

klasik metabolik arastirmalari tamamlamak ve bazi durumlarda yerini almak igin
kullanilabilir. Ancak KMH'lar organellerle sinirli kalmaz. Buna iyi bir ornek,
birgok farkli molekuld, birka¢ hicresel kompartmani ve zarlarin sirekli olarak
yeniden sekillenmesini igeren yeni "kompleks lipit bozukluklar" grubudur (34).
Cogu KMH, tek bir tibbi uzmanhgin o6tesinde multisistemik bozukluklardir.
Disiplinlerarasi igbirliginin surekli olarak guglendiriimesi, hastalarin tani ve
tedavi ve izleminin paylasiimasini gerektirir. BuyUk resmi kavrayabilecek
yetkinlige sahip "metabolizma uzmanhginin" gucl, vicuttaki biyokimyasal
yolaklarin, dahil olduklari bozukluklarla ilgili patofizyolojik mekanizmalarin ve
terapotik sonuglarin ayrintili olarak kavrayabilmesinden gelir. Genetik analizler
tani surecinde gittikge daha onemli hale gelse de, bazen tani 6zgulluigu daha
yuksek olan ve fenotip dlizeyinde fonksiyonel bilgi saglayan biyokimyasal
arastirmalarla tamamlanmasi gerekir. Biyokimyasal testler hastaliklarin
izlenmesi icin de 6nemlidir. Mitokondri, peroksizomlar, lizozomlar, endoplazmik
retikulum ve Golgi aparati gibi birgok organel primer metabolik fonksiyonlara
sahiptir ve bunlarla ilgili hastaliklari anlamak igin ayrintili biyokimyasal bilgiye
ihtiyac duyulur. Tipki tibbi genetik uzmanlar gibi, metabolizma uzmanlarinin da
hastalara ve meslektaslarina disiplinlerarasi aglarda sagladiklari hizmete iligkin
yukumlalUkleri artmaktadir. Kalitsal metabolik hastaliklari olan hastalarin
kompleks fenotipleri, optimum bakimin saglanmasi icin bir¢cok tibbi uzmanhgin

isbirligini gerektirir.
2.3. KMH’DA KLINIK YAKLASIM

2.3.1. Aile Hikayesi

Birgok KMH, OR kalitim kaltildigindan, ebeveynler arasinda akrabalik
olmasi tanisal ipucu saglayabilir. Hastalidin kendine 6zgu etnik veya cografi
yapisi varsa belirli hastaliklar icin toplumdaki ytksek tasiyicilik orani ve sonug
olarak aile agacinda etkilenen cocuk sayisinin fazla olmasi da bilgi vericidir.
KMH icin tanisal arastirmalar, siklikla, ayni ailede ancak etkilenen ikinci bir
¢ocuk oldugunda baslatiir. Blyuk kardesler, yani indeks olgu, benzer bir
bozukluktan veya agiklanamayan akut, érnegin sepsis, ensefalopati ve ani
bebek o6lumu sendromu gibi nedenlerden biyolojik ornek saklanmaksizin

kaybedilebilir. Ozellikle ara metabolizma bozukluklarindan, amonyak
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detoksifikasyonu (ure siklus bozuklugu), organik asidemiler ve yag asidi
oksidasyon bozukluklarinin akut olumcdl sonuglart vardir. Aile oykusunde
akrabalik, agiklanamayan yenidogan veya sut cocugu olumu, kardeste benzer
bulgular, mental retardasyon, buylime gelisme geriligi, makrosefali, beslenme
bozukluklari, besin degisiklikleri sonrasi kusma, dalginlik gibi beklenmeyen
bulgular, hastalik, asi, stres sonrasi irritabilite, dalginlk, konvulsiyon, ataksi,
gelisimde duraklama psikomotor gerilik, kazanilan becerilerin kaybi gibi
durumlar, tekrarlayan asidoz, hipoglisemi, hiperamonyemi gibi laboratuvar
bulgulari, akut ensefalopati ve koma tablosu KMH tanisi igin dnemli bulgulardir.
Tibbi kayitlarin yaniltici olmasi, tani i¢cin 6nemli klinik ipuclarini atlayabilir, bazen
ailenin verdigi bilgiler daha degerli olabilir. Son vyillarda, ara metabolizma
hastaliklarinin bagarili tedavisi sonucunda, toksik ara metabolizma Urunlerinin
birikimi engellenmig, bodylelikle hafif etkilenmis ancak nispeten saglikli olarak
ureme yagina gelen kadinlarin orani artmistir. Bu kadinlar hamile kaldiginda,
fetlis heterozigot ve etkilenmemis olmasina ragmen toksik metabolitlerin
patolojik miktarlarina maruz kalarak zarar goérme riski vardir. Ozellikle maternal
fenilketonurinin dnemli bir halk sagligr sorunu haline gelmesi muhtemeldir.
Yenidogan taramasinin olmadigi Ulkelerden gelen kadinlar, risk altinda
olduklarini bilmeyebilirler ve anne hafif PKU hastasi oldugu halde, ancak
cocuklarindan birine PKU teshisi konduktan sonra tani alabilir. Tum bu
nedenlerle, ayrintili oyku alinmasi ve aile agaci ¢izimleri KMH’in yonetimi igin

son derece onemlidir (8).

2.3.2. Dogum Oncesi Fetal Gelisim ve Gebelik Komplikasyonlari:

Birgok ara metabolizma bozuklugunda, biriken kuguk toksik molekuller,
plasenta tarafindan alinip anne tarafindan metabolize edildiginden fetls zarar
goérmez. Bu tur bozukluklardan etkilenen gocuklar genellikle tamamen normal
intrauterin gelisme ve normal dogum oOlguleriyle dogar. Tersine, hucresel
bayime ve gelismeyi etkileyen mitokondriyal hastaliklar gibi eneriji
metabolizmasi bozukluklari, fetal organ gelisimini bozabilir ve intrauterin
bldylme gelisme geriligi, yapisal anomaliler (6zellikle serebral) ve dismorfik
Ozelliklere neden olabilir. Gelisimsel yolaklar igin gerekli olan kompleks
molekullerin biyosentez bozukluklarinda, yapisal anomaliler ve dismorfik
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Ozellikler daha da belirgin olabilir. Smith-Lemli—-Opitz sendromu gibi kolesterol
sentez bozukluklari, kolesterol bagimli sinyal yolaklarini etkileyerek intrauterin
gelisimi bozmasi agisindan onemlidir. Kompleks molekullerin lizozomal yikimini
etkileyen Hurler hastaligi gibi depo hastaliklarinda, dogumda spesifik dismorfik
bulgular mevcut olabilir. Yag asidi B-oksidasyonu, 6zellikle uzun zincirli hidroksi
asil-CoA dehidrojenaz (LCHAD, long-chain 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase)
eksikligi veya karnitin palmitoiltransferaz Il eksikliginden etkilenen fetus tasiyan
annelerde preeklampsi riski artmistir. Akut yagli karaciger gelisimi sonucu
yuksek karaciger enzimleri, daha nadiren de hemoliz ve trombositopeni ile
HELLP sendromu gorulebilir. Bu yenidoganlar tandem MS ile asilkarnitin profili

analizinde yag asidi oksidasyon bozukluklari agisindan taranmalidir.

2.3.3. Klinik Bulgularin Ortaya Cikma Zamani ve Hizlandirici Faktorler
Genel populasyonda yenidogan taramasiyla erken tanisi mimkin olan
fenilketonUri ve biotinidaz eksikligi gibi hastaliklarin yani sira, KMH riski yuksek
ailelerde, hekimlerin ytz ytze geldigi dort klinik grup vardir (8):
l. Dogum o6ncesi ve yenidogan doneminde gorulen semptomlar: Bunlar tg¢
ana klinik kategoride siniflandirilabilir.:
e Iskelet sistemi malformasyonlari, konjenital kalp hastal§i, visseral
aplaziler ve noral tup defektleri gibi gercek malformasyonlar
e Kortikal heterotopiler, kortikal kistler gibi arka fossa anomalileri, polikistik
bobrekler, karaciger kisti gibi displaziler
e intrauterin gelisme geriligi, hidrops fetalis, hepatosplenomegali,
mikrosefali gibi fonksiyonel isaretler
Il. Erken veya ge¢ baslangigh akut ve tekrarlayan koma, ataksi, kusma,
asidoz, egzersiz intoleransi gibi semptom ataklari veya kalp, bobrek, karaciger
veya diger organ yetmezlikleri
. Kronik ve ilerleyici norolojik semptomlar (gelisme geriligi, mental gerilik,
epilepsi, hipotoni, norolojik ve psikiyatrik belirtiler)
V. Spesifik ve kalici organ/sistem tutulumu sonucu ortaya c¢ikan Kklinik

tablolar (kardiyoloji, dermatoloji, endokrinoloji, gastroenteroloji, hematoloji vb.)
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Farkli KMH gruplarinin, yasamin ilk yilinda, “tipik” ortaya ¢ikis donemleri
Sekil 2-5'de gosterilmistir.

Dogum 1 hafta lay 1yil

intoksikasyon tipi
Aminoasidopatiler

Organik asiddriler
Ure déngiisi bozukluklari
Galaktozemi, kalitsal fruktoz intoleransi

Azalmis aclik toleransi
Yag asidi oksidasyon kusurlari

Ketogenez bozukluklar
Glikojen depo hastaligitip |
Glukoneogenez bozukluklari

Enerji metabolizmasi bozukluklari
Mitokondriyal hastaliklar

Uzun zincirli yag asidi oksidasyon kusurlari
Kompleks molekiillerin metabolizma bzk

Lizozomal depo hastaliklari
Peroksizomal hastaliklar

Glikozilasyon bozukluklari

Norotransmitter Kusurlan

Nonketotik hiperglisinemi

Silfit oksidaz eksikligi

B6— ve piridoksal-fosfata bagimli nébetler -

GABA transaminaz eksikligi

Sekil 2-5: Yagamin ilk yilinda KMH’in ortaya ¢ikma siireleri
(Inherited metabolic diseases. 2nd ed. Hoffmann, G. F., Springer; 2017).

Ara metabolizma bozukluklari yasamin ilk saatlerinde genellikle
asemptomatiktir. Beslenme  sonrasi  diyetten gelen veya protein
katabolizmasiyla olusan aminoasitlerin yikim Griinu olan azotun detoksifikasyon
bozuklugu sonucu, toksik molekullere maruziyet sonrasi “zehirlenme” tablosu ile
ortaya cikarlar. Hastaligin ortaya cikis yasi, etken mutasyonlarin siddeti ile
iligkilidir ve birka¢ guinden, birkag aya degisen ve hatta yillar suren semptomsuz
doénemler olabilir. Akut aminoasidopatiler (6r. akgaadag¢ surubu idrar hastaligi,
MSUD), klasik organik asidemiler veya Ure dongusu kusurlarinda, en sik
postnatal 2-5. gunler arasinda ilerleyici semptomlar geligir. Sonraki risk
dénemileri ilk yilin ikinci yarisi (6zellikle 6-8 ay) gece beslenmesi kesilip, protein
icerigi yuksek kati gidalara gegcildiginde ve ge¢ ergenlik doneminde hormonal
degisikliklerle dusuk buyime hizina gegilen metabolik durum degisikligi

oldugunda hastalik bulgulari ortaya c¢ikabilir. Onemli tetikleyici faktorler,
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katabolik durumlara neden olan enfeksiyonlar, ates, asilar, gebelik, yuksek doz
steroid tedavisi, cerrahi operasyon veya kazalarin yani sira uzun sureli aglikta
da semptomlar ortaya ¢ikabilir. Akut veya kronik intoksikasyon tablosunun ortak
bulgularinda, kusma, letarji, koma ile giden tekrarlayan metabolik ataklar,
karaciger yetersizligi, asidoz, ketozis, hiperamonyemi, hipoglisemi goruldr.
Akcaagac¢ surubu idrari hastahiginda (MSUD, Maple syrup urine disease)
yasamin ilk gunleri semptomsuz iken, 4-5. gunlerde beslenme gugligu baglar
ve agdirlasarak koma tablosu gorilur. Opistotonus ile birlikte generalize
hipertonik epizotlar, yumruk sikma ve pedal gevirme hareketi gozlenir. Pastirma
gemeni kokusu tipiktir. Idrarda ketoasitlerin varligi nedeniyle DNPH
(dinitrofenilhidrazin) testi pozitiftir. Tanida, plazmada dalli zincirli amino asitlerde
(valin, I6sin, izoldsin) artis gorulur. Organik asidemiler yasamin 1-4. gunlerinde
beslenme guclugu, saatler gunler icinde gelisen koma, dehidratasyon, asidoz,
hipotermi, gdvdede hipotoni, ekstremitelerde hipertoni, yuksek amplitudiu
tremor, hiperamonyemi, anyon aciginda artig, terli ayak kokusu, noétropeni,
trombositopeni (sepsis ayirici tanisinda énemli) gibi bulgularla prezente olur.
Tanida GCMS (Gas chromatography—mass spectrometry) ile idrarda organik
asit analizi ve tandem MS ile asil karnitin profili yardimcidir.

Organik asidemilerle ayirici taniya giren Gre dénglsu bozukluklarinda ise
postnatal semptomsuz bir donemi takiben, beslenme sorunlari, biling degisikligi,
kisa sureli hipertonik donem ve bunu izleyen hipotonik koma, hiperamonyemi,
respiratuar alkaloz bulgulari gdzlenir. Ure dénglisii bozukluklari tizerine yapilan
calismalarda, dogru tanidan o6nce siklikla uzun gecikmeler oldugu, alternatif
metabolik yol terapisi ve karaciger transplantasyonu gibi etkili tedavinin
varligina ragmen sonuglarin kotu oldugu bildirilmistir (35). Organik asiduri (OA)
ve ure siklus bozukluklari (UCD) hastalarin klinik tablolari degiskendir ve
semptomlar genellikle nonspesifiktir. Bu durum, hizli tani ve erken tedavi
baslamasi igin bir zorluktur. Sepsis benzeri yenidogan krizi olan veya ge¢
baslangi¢li semptomlari olan hastalar tani atlanabildigi icin 6zellikle risk
altindadir. Bu hastaliklarin nadir goérulmesi, uzmanlarin yetersiz farkindaligi
nedeniyle ¢ogunlukla gecikmis tani s6z konusudur. Komplet enzim eksiklikleri,
postnatal birka¢ gun icinde ortaya cikan hiperamonyemik krizle %50 mortal

seyreder ve hayatta kalanlar da ciddi norolojik sekeller olur ve tekrarlayan
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hiperamonyemik koma tablosu ile basvurular (36). XL-OTCD (Ornithine
transcarbamylase (OTC) deficiency) disinda tim UCD'ler OR kalitim goésterir.
Mutasyon analizinin ~% 80 vyakalama olasigi vardir ve tasiyicilarin
tanimlanmasi, prenatal tani, soyagaci analizi, genetik danisma ve bazi
durumlarda genotip-fenotip korelasyonlarina olanak saglar. Ayrica gelecekteki
hedef tedavi yaklasimlari igin molekuler tani énemlidir. CPS1 geni gibi ¢ok
sayida ekzonu bulunan genler icin DNA dizi analizi gugtir ve fibroblast
kultarinden RNA analizi dugunulebilir. Ancak, genellikle CPS1D ¢aligmalari igin
periferik kandan DNA analizi, diger UCD'ler igin RNA analizi (OTCD’ de
karacigerden) sadece DNA analizi negatif oldugunda yapilir. Missense
mutasyonlar ve bazi splice site mutasyonlarin hastaliga neden olan dogasina
ragmen, prognostik kararlar hakkinda yargilar sunmasi mutant proteinin in-vitro
ekspresyon calismalari ile desteklenmedigi takdirde zordur (37). Prenatal
testler, klinik genetikgiler ve metabolizma uzmanlar tarafindan ortak
danismanlik gerektirir. Molekller genetik analiz, prenatal tanida tim UCD'ler
icin tercih edilen dogum 6ncesi test yontemi olsa da koryon villis ve amniyotik
sivi materyallerinde enzim aktivite dlgumu ile de yapilabilir. Kultire amniyotik
sivi hicreleri, fetal karaciger hicresi veya fetal eritrositler de ayrica kullanilabilir.
NAGSD (N-asetilglutamat sentaz eksikligi), CPS1D (Karbamoilfosfat sentaz 1D
eksikligi) ve OTCD (ornitin transkarbamilaz eksikligi) icin yenidogan taramasi
hentuz oOneriimemekte, ASSD (argininosuksinat sentaz eksikligi), ASLD
(argininosuksinat liyaz eksikligi) ve ARGIL1D (arginaz eksikligi) igin ise
tartisiimaktadir.

intoksikasyon tablosuna yol agan karbonhidrat metabolizmasi
bozukluklarindan, galaktozemi, genellikle laktoz iceren (galaktoz-glikoz
disakkaridi) sut tuketiminin basladigi hayatin ilk haftasinda bulgu verirken,
kalitsal fruktoz intoleransi olan ¢ocuklar meyve, sebze ve 6zellikle sofra sekeri
tuketiminden sonra, 6-8. aylarda semptomatik olur. Galaktoz-1-fosfat uridil
transferaz (GALT) eksikliginde ortaya ¢ikan galaktozemide, ana klinik bulgular
hepatomegali, sarilik, kusma, tarti kaybi, gelisme geriligi, katarakt, mental
retardasyon, renal fankoni sendromudur. idrarda rediiktan madde pozitiftir,
galaktozuri, proteinuri tespit edilir. Kesin tani eritrositlerde enzim analizi ve/veya

molekuler analizle mutasyon tespitine dayanir. Tedavide galaktozsuz diyet
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uygulanmaz ise 6lumle sonuglanir (38). Gelismis Ulkelerde galaktozemi su anda
yenidogan tarama programlari ile erken tespit edilmekte ve diyet tedavisine
uyum, Klasik fenotipi ortadan kaldirmaktadir. Ancak, uzun dénemde ndrolojik
sorunlar ve over yetmezligi gibi ge¢ komplikasyonlar gorulebilmektedir (39).
Kalitsal fruktoz intoleransi (HFI, hereditary fructose intolerance) veya fruktozemi
(MIM#229600), karaciger metabolizmasindan sorumlu ana enzim aldolaz B
eksikliginden kaynaklanir. Codu mutasyonlari enzim stabilitesi ve katalitik
aktiviteyi azaltan varyantlar, fruktoz, slkroz ve sorbitolin dodru sekilde
metabolize edilememesine ve siddetli organ hasarina neden olabilecek seker
toksisitesine neden olur. Erken teghis ve beslenme tedavisi ile, nispeten iyi
huylu bir hastaliktir ancak tani konulmazsa élimcul olabilir (40).

Enerji eksikligi yapan KMH’lar, glikojen depo hastaliklari, glukoneogenez
bozukluklari, pirivat metabolizmasi ve sitrik asit dongusu bozukluklari, solunum
zinciri hastaliklari ve yag asidi oksidasyonu bozukluklaridir. Enerji Uretimi ve
kullanimi ile ilgili biyokimyasal yolaklarda bozukluk vardir ve yogun eneriji
tuketen dort ana organ olan karaciger, kalp ve iskelet kasi, beyin en ¢ok
etkilenir. Enerji eksikligi tablosunda, hipoglisemi, hipotoni, miyopati,
kardiyomiyopati, kardiyak yetersizlik, gelisme geriligi, laktik asidoz dolagim
kollapsi ve ani bebek 6limu (SIDS, Sudden infant death syndrome) gibi klinik
bulgular  gorulebilir.  Glikojen depo hastaliklari  ve glukoneogenez
bozukluklarinda, hiperketotik hipoglisemi, laktik asidemi, hepatomegali
gorulurken, orta zincirli yag asidi oksidasyonu bozuklugu (MCAD, Medium-chain
acyl-CoA dehydrogenase deficiency) enfeksiyon veya uzamis achgi takiben
hipoketotik hipoglisemi, reye benzeri tablo, kardiyomiyopati, kardiyak aritmi ile
ani 6lum gorulebilir. Aglik serumunda serbest yag asitleri artmis ve 3-OH butirat
duguktar. Solunum zinciri bozukluklarinda ensefalopati en yaygin ve belirgin
klinik tablodur. Kazanilan becerilerin kaybi, piramidal bulgular, ataksi, distoni,
tremor, optik atrofi, oftalmopleji, nistagmus, ptoz gibi géz bulgulari, hipo- veya
hiperventilasyon ataklari gorulebilir. NoOropatolojik bulgular ve radyolojik
goruntlilemede bazal gangliyonlari, pons, orta beyin, talamus ve optik sinirleri
tutan simetrik nekroz bdlgeleri bulunur.

Enerji metabolizmasi bozukluklari siklikla dogumda semptomatiktir ancak

esas olarak genetik kusurun siddetine bagli olarak yasamin herhangi bir
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zamaninda da bulgu verebilir.  Mitokondriyal hastaliklarin  akut
dekompansasyonu, buyuk miktarda karbonhidrat alimi ve hizla emilmesi
sonucu ortaya ¢ikarken, uzun zincirli yag asitlerinin beta oksidasyon kusurlari
uzun sureli aglikta mitokondrial hastaliga benzer bir klinikle semptomatik hale
gelebilir. Azalmis aclik toleransina sebep olan hastaliklarin klinigi, genellikle
gida aliminin azaldigi ve/veya uzun sureli aglik, metabolik stres gibi durumlarin
arttigi dénemlerde, “intoksikasyon” bozukluklarinin klinigi ile o6rtismektedir.
Hepatik glikojen depo hastaliklarinda (glycogen storage disease GSDTipl ve
Tiplll) diyet tedavisinin amaci ekzojen karbonhidratlarin saglanmasiyla, kusurlu
endojen glikoz Uretimine sekonder biyokimyasal anormalileri 6nlemek ve
normoglisemiyi korumaktir.

Kompleks molekillerin metabolizma bozukluklarinda, nadiren akut
metabolik kriz gorulir, ancak ¢ocukluk ¢agi boyunca, siklikla ilerleyen organ
islev bozuklugu ile prezente olurlar. Bu grupta, genellikle hizlandirici metabolik
faktorler yoktur. Lizozomal Hastaliklarda, yenidogan déneminde hidrops fetalis,
asit, ddem gorulebilirken, ilerleyen donemde hepatosplenomegali, pansitopeni,
tekrarlayan ciddi enfeksiyonlar, kaba ylz goérinumu,  osteoporoz, hafif
psikomotor gerilik ile prezente olur. Mukopolisakkaridozlarda (MPS), kaba yuz
gorinimu, mental motor retardasyon, korneal opasite, eklem kontraktirleri,
kemik displazisi, hepatosplenomegali, isitme kaybi gorulebilir. MPS Tip I, Il ve
VI'da enzim replasman tedavisi yapiimaktadir.

Norotransmitter  kusurlari  ve ilgili  bozukluklarda, klinik tablo,
norotransmitter ve reseptorlerinin ontogenetik ifadesine baglidir. Etkilenen
cocuklar genellikle semptomatiktir. Semptomlar dogumdan hemen sonra ve
hatta intrauterin epilepsi gibi dogum oncesi donemde hastalik belirtileri

baglayabilir. Genellikle hizlandirici faktér bulunmaz.

2.3.4. KMH’da Fizik Muayene
KMH’dan slphelenilen her c¢ocuk, ayrintili bir fizik muayene ile organ
fonksiyonlarinin  degerlendirildigi, rutin laboratuvarlar ve goruntileme
yontemleriyle arastiriimaldir. Ayrica, isitme ve gérme muayeneleri yapiimalidir.
Mevcut semptomlara ve klinik seyre bagli olarak 6zellikle ayrintili bir fizik
muayene ile yeniden degerlendirme 6 ayda bir tekrarlanmalidir. Ozellikle kesin
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tani konulamadiginda, tespit edilen ek bulgular buylik énem tasir. Coklu organ
sistemlerinin  tutulumu, kaltsal metabolik hastalik lehine en guclu
argumanlardan biridir. Bu, 6zellikle mitokondriyal, peroksizomal hastaliklar veya
glikozilasyon defektleri grubunu iceren CDG sendromlari gibi organel
metabolizmasi  kusurlari  igin  gegerlidir.  Dismorfik  Ozellikler veya
malformasyonlar gibi yapisal anomaliler, kompleks molekullerin metabolizmasi
veya mitokondriyal enerji metabolizmasini  etkileyen bozukluklardan
kaynaklanir. Diger ara metabolizma bozukluklarinda genellikle gorulimez.
Organomegali genellikle lizozomal depo hastaliklarinin bir gostergesi iken, izole
hepatomegali gok cesitli enzim bozukluklarinda gortlebilir. idrar rengi ve kotu

vucut kokusu teshis icin ipucglari saglayabilir.

2.4. MITOKONDRININ YAPISI VE OZELLIKLERI

Mitokondriyal  hastaliklar, nukleer (nDNA) veya mitokondriyal
genomlardaki (mtDNA) mutasyonlarin neden oldugu, kalitsal nérometabolik
hastaliklarin en yaygin grubudur ve yaklasik 1/4300 kisiyi etkiler (41). Her yas
grubunda gorulen bu hastaliklarin semptomlari, destek tedavileri ile bir miktar
iyilestirilebilse de, bir ¢cogunun kesin tedavisi henlz yoktur. Klinik bulgular ve
genetik etiyoloji son derece heterojen oldugundan, hastaligin yonetimi ve kesin
tani ile molekiiler etiyolojinin aydinlatilmasi zordur. Siklikla birden fazla sistemi
etkileyen fenotipik heterojenite, uzman klinisyenlerin ayrintili fizik muayenesini
gerektirir. YUksek c¢iktili genetik tani teknolojileri sayesinde son on yilda,
tanimlanmis patojenik varyantlarin sayisi artmis olmasina ragmen, onemi
bilinmeyen birgok varyant iceren buyuk veri setleri, YND stratejileri icin buyuk
zorluk olusturmaktadir. in siliko tahmin programlari popiilasyona 6zgi
olabildiginden, bulunan varyantlarin patojenik oldugunu dogrulamak igin

fonksiyonel galismalar gerekmektedir.

Bu tez kapsamina dahil edilen ailelerin gogunlugunda, TED analizi ile,
mitokondrial yolaklarla iligkili genlerde mutasyon saptandigindan, mitokondrinin

yapisi ve metabolik iglevleri ayrintili olarak ele alinacaktir.

2.4.1. Mitokondriye Ozgii Kavramlar
Mitokondri, tim c¢ekirdekli hicrelerde bulunan ve temel islevi oksidatif

fosforilasyon yoluyla ATP Uretimi olan dinamik bir organeldir. Mitokondri, hiicre
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bayumesi ve farkhlasmasi da dahil olmak Uzere, apopitozis, kalsiyum, azot ve
yag asidi metabolizmasi gibi bir gok hicresel surecte rol alir. Hucre i¢i ortama
duyarhdir ve solunum durumundaki degisimlere cevaben, fizyon (bdlinme) ve
fluzyon (birlesme) yoluyla yeniden dizenlenme yetenegine sahiptir. Ayrica,
kendi genomu ve nukleer genomun ikili kontroli altinda olmasi bakimindan
benzersizdir. mtDNA, 16.569 baz cifti (b¢) uzunlugunda olup 37 gen igerir ve
yaklasik 1200 kadar proteinden olugsan mitokondriyal proteomun yalnizca %1’ini
kodlar. Oksidatif fosforilasyonda gérevli enzim komplekslerinin bazi alt
unitelerini iceren 13 polipeptid, mitokondriye 6zgu 22 tRNA ve 2 rRNA
sentezinden sorumludur. Mitokondriyal proteomun %99u ise nukleer DNA
(nDNA) tarafindan kodlanmaktadir. Dogdasi gere@i, mtDNA‘nin ¢oklu kopya s
ayisi, ayni hiucrede birden fazla tipte mtDNA varligi ile Kkarakterize
“heteroplazmi” kavramini dogurur. Heteroplazmik mutasyon tasiyicilarinda, esik
deger asiimadikga, hastaligin klinik bulgulari goérilmez. Mitokondrial hastalik,
mutant mtDNA’'nin tGm mitokondrilerde bulunmasi (homoplazmik) durumunda
ortaya cikabilir. Bireyin mitokondrileri ovum ile aktarildigindan, -cok nadir bi-
parental kalitim oOrnekleri ve alternatif agiklamalar bulunsa da- mitokondrial

kalitim her zaman maternaldir (42).

2.4.2. Mitokondri Biyolojisi
Neredeyse tum cekirdekli dkaryotik hucrelerde bulunan ve ¢ok sayida
biyolojik yolakta yer alan bu organel, ilk olarak 1800'lerde, ¢ekirdekli hlcrelerin
sitoplazmasindaki hicre igi yapilar, “biyoblastlar” olarak tanimlanmistir. Daha
sonra, ipliksi granile benzeyen fiziksel gorinUmleriyle Yunanca “mitos” ve

“chondros” dan “mitokondri” terimi atfedilmistir (43).

Mitokondri, endosimbiyotik teoriye goére, yaklasik 1.5 milyar yil 6nce
serbest yasayan a-proteobakteriyel atasinin, bir prokaryotik konakg¢i hicre
tarafindan fagositozu yoluyla olusmustur. Bu olay, konak¢i metabolizmasi igin,
elektron kaynagi saglayan a-proteobakteri tarafindan Uretilen hidrojen ile
metabolik simbiyozla sonuglanmis ve simbiyotun Okaryota evrimini tetiklemigtir
(44). Prokaryotik ve Okaryotik genom dizileme sonugclarinin, mitokondriyal
proteinlerin sadece %210-20'si i¢in a-proteobakteriyel kokenleri desteklemesi,

Margulis'in endosimbiyont hipotezinin yeniden degerlendiriimesine yol agmis ve
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"preendosimbiyotik hipotezi" ile demir kukurt biyogenezi gibi belirli mitokondriyal
fonksiyonlari yerine getirebilen konakgida, a-proteobakteriyel fagositozdan
sonra enerji metabolizmasi igin geligen bir "premitokondriyon" varligi 6n
gOrulmustir. Genom dizilimi, endosimbiyont genomunun birgok énemli geninin,
agsamali olarak konak¢li genomuna aktarildigi ve gerekli olmayan genlerin
kayboldugunu desteklemektedir. Klasik mitokondrinin korunmus fonksiyonlari
demir sulftr (Fe-S) biyogenezi ve oksidatif fosforilasyon (OXPHOS) yoluyla ATP
aretimidir (45).

2.4.3. Mitokondrinin Yapisi

Elektron  mikroskobu ile  mitokondrilerin  ylUksek  ¢6zUnUrlUkIG
goruntulenmesi, son derece kivrik bir ic membran ve puruzstz bir dis zar
iceren, prokaryotik ultra-altyaplyr animsatan, cift katmanh fosfolipid yapiyi
ortaya ¢ikarmistir. Dis membrana gomulmus porin, 5 kDa'a kadar olan protein
ve molekillerin pasif transportuna izin verir. ic mitokondriyal membran ise
gegirgen degildir ve genis bir ylzey alani olusturmak icin kivrilarak, OXPHOS
sisteminin igine gdomuldugu “krista” yapilarini olusturur. Dig ve i¢ mitokondriyal
zar arasinda intermembraner bosluk ve merkezde ise mitokondriyal matriks
bulunur (42). Trikarboksilik asit (TCA) déngusu ve yag asidi beta oksidasyonu
dahil olmak Uzere pek c¢ok biyokimyasal reaksiyon mitokondrial matrikste
meydana gelirken, OXPHOS i¢ zarda gerceklesir. Hiicre proliferasyonunun
duzenlenmesi ve farklilasma, hicre igi kalsiyum homeostazi, hicre dlumunun
duzenlenmesi gibi pek ¢ok dnemli metabolik olayda rol almasi, mitokondrinin
hlcre i¢i dinamik yapisi sayesinde mumkun olmaktadir. Mitokondriler, surekli
fizyon ve flzyon gegiren dinamik organellerdir (46). Hucre icindeki sayisi, sekli
ve konumu, gevresel etkiler ve enerji durumuna bagll olarak hicre dongusu
boyunca degisime ugrar. Bir hlcrede, kararli durum mitokondriyal morfolojisini,
mitokondriyal i¢ ve dis zarlarin birlesme (flizyon) veya ayrimini (fizyon) yoneten
bir dizi protein duzenler. Fizyon baskin oldugunda mitokondriler, kuguk
parcalanmis hilcre i¢i elemanlar olarak noktasal tarzda bulunur ve fluzyon
baskin oldugunda daha buyuk hiperflizyon formunda tek bir genis trabekuler ag
olustururlar. Surekli bélinme ve flzyon, mitokondrinin hiicre iskeleti boyunca

hareket etmesine yardimci olur. Bu sekil degisimleri hicre dongusu sirasinda



69

hicrenin metabolik gereksinimlerine cevap veren dinamik durumlarina cevap
verir. Mitokondriyal fuzyon ve fizyonun ana duzenleyicileri, dinamin ailesidir.
Flzyonda, Mitofusin 1 ve 2 mitokondriyal dis zari, OPA1 mitokondriyal i¢ zari
dizenlerken, mitokondriyal fizyon DRP1 (DNM1L) tarafindan duzenlenir
(47,48).

Mitokondriyal homeostazda, mitokondriyal dinamige ek olarak rol alan bir
diger mekanizma ise hasarli mitokondrinin segici olarak ortadan kaldirildigi
mitofajidir. No6ron hucrelerindeki mitokodrinin hareket bozuklugu, ndronlarin
disfonksiyou ve dejenerasyonuna neden olmaktadir. Bu 6zelligi nedeniyle ¢ok
cesitli norodejeneratif ve psikiyatrik hastaliklarin patogenezinde rol oynar. Lewy
Cisimcigi olarak adlandirilan intrasitoplazmik inkllizyonlar icinde tespit edilen
hasarli mitokondri, mitofaji bozuklugunun Parkinson patogenezindeki énemine
isaret etmektedir. Erken baslangi¢h Parkinson Tip 2 ve 6 da, sirasiyla ubikutin
ligaz ailesi Uyesi olan parkin ve mitokondriyal ser/thr kinaz ailesi Uyesi olan
PTEN-tarafindan indiklenen kinaz-1’in (PINK-1) eksikligi gérullr (49).

2.4.4. Mitoproteom

Mitoproteom bilesenleri, demir-kikurt biyogenezi, kalsiyum homeostazi,
mitokondriyal DNA replikasyonu, mitokondriyal haberci ribontkleik asit (mt-
MRNA) transkripsiyonu, mt-protein translasyonu ve oksidatif fosforilasyon dabhil
tim mitokondriyal fonksiyonlari yerine getirir (50). Mitokondrinin kendi genetik
materyali dogada dairesel ve poliploid olan bakteriyel soylarini yansitir. insan
mtDNA si, mitoproteomun sadece 13 polipeptidini kodlar ki bunlarin tamami
OXPHOS bilesenleridir. Geri kalan mitoproteom bilesenleri nikleer genomdan
kodlanir, sitozolik ribozomlarda sentezlenir ve daha sonra mitokondriye gecer.
Insan mitokondriyal proteinleri kodlayan 1158 nikleer ve mtDNA geninin
listesine “MitoCarta2.0 envanteri”, olarak erisilebilmektedir. Mitokondrial
proteinlere odaklanan MitoCarta, mitokondriye gecici olarak lokalize olan, ekstra
mitokondriyal proteinlerin genlerini igermeyebilir. Ornegin, proteomik profilleme
ile 2016’ da yeni bir i¢ zar proteini olarak tespit edilen DMAC1 (TMEM261
tarafindan kodlanir) karmasik bir montaj faktort olarak iglev gorar ve MitoCarta
2.0'de bulunmamaktadir (51).
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2.4.5. Nukleer kodlanan proteinlerin mitokondriye alinmasi

Nukleer genomda kodlanan proteinlerin mitokondriye hedeflenmesi, en
sik N-terminal kalintisini iceren ve mitokondriyal import sistemi tarafindan
taninan bir dizi ile olur (52). NUkleer genomdan kodlanan ve ribozomda
sentezlenen proteinler, mitokondrinin uygun kompartmanina taginana kadar
saperon (HSP70, heat shock proteins) etkilesimi ile katlanmadan kalirlar.
Proteinlerin mitokondriyal hedefleme dizisi, dis mitokondriyal membrandaki
TOMA40 (translocon of the outer mitochondrial membrane) poru araciligi ile
transfer boyunca presipite olan TOM20 ve TOM22 tarafindan taninir. Matriks
icin hedeflenen proteinler, i¢ mitokondri zarini da gegmelidir. Elektrokimyasal
gradyan (AW) yUkli proteinin tanima dizilerini ¢eker ve protein TIM23 poru
araciligi ile i¢ zari gecger (Sekil 2-6). Presekans translokaz ile iligkili motor-
kompleks, yeni olusan polipeptidin matrikse ve mitokondriye salinmasini saglar
ve hedefleme dizisi MPP (mitochondrial processing peptidase) ile ayrilir. Son

olarak, saperon (HSP60) proteini dogal durumuna katlayarak yonlendirir (52).

A presequence
22
. cyt TomZO‘ e o TOM
Msf ¥ "I
mt ﬂ
ﬁ Katlanmamis protein

A Saperon, proteini katlanmamis durumda tutar

mitokondriyal ylizeye
L J taginmayi destekleyen sitozolik faktor

GTP. ATp Enerjikaynagi

A Saperon, protein katlanmasini destekler

. Katlanmis protein

Sekil 2-6: Nuikleer kodlanan proteinlerin mitokondriye yénlendirilmesi.

Kunze ve Berger'den, 2015 uyarlanmigtir.
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Tablo 2-1: Mitokondriyal isevleri olan niikleer genlerden 6rnekler
(Gorman, G. S ve ark.2016’dan uyarlanmistir (52))

Solunum zinciri alt birimleri Aminoagcil-tRNA sentetazlar tRNA modifikasyonu

Kompleks I: NDUFS1, NDUFS2, AARS2, DARS2, EARS2, RARS2, @ MTO1, GTP3BP, TRMU, PUST,

NDUFS3, NDUFS4, NDUFS6, YARS2, FARS2, HARS2, LARS2, MTFMT, TRIT1, TRNT1 veTRMT5
NDUFS7, NDUFS8, NDUFV1, VARS2, TARS2, IARS2, CARS2,
NDUFV2, NDUFA1, NDUFA2, PARS2, NARS2, KARS, GARS, Toksik bilegiklerin metabolizmasi
NDUFA9, NDUFA10, NDUFA11, SARS2 ve MARS2
NDUFA12, NDUFA13, NDUFAF?, HIBCH, ECHS1, ETHE 1 ve MPV17
NDUFAF6 ve NDUFB11
Kompleks Il: SDHA, SDHB, SDHC, [l T T B (o = = EFA R I U [
SDHD ve SDHAF1
Kompleks lll: UQCRB, BCS1L, DGUOK, TK2, TYMP, MGMET1, LRPPRC, TACO1, ELAC2, PNPT1,
UQCRQ, UQCRC2, CYC1, TTC19, SUCLG1, SUCLA2, RNASEH1, HSD17B10, MTPAP and PTCD1
LYRM7, UQCC2 ve UQCC3 C100rf2, POLG, POLG2, DNA2 ve

RRM2B
Kompleks IV: COA5, SURFT1, Fosfolipid metabolizmasi Protein kalite kontrolii ve bozunma
COX10, COX14, COX15, COX20,
COX6B1, FASTKD2, SCO1, SCO2, AGK, SERACT ve TAZ FBXL4, AFG3L2 ve SPG7

LRPPRC, TACO1 ve PET100

Kompleks V: ATPAF2, TMEM?70, Srlori T =
ATP5E ve ATP5A1 Uzama faktorleri Mitoribozomal proteinler

Koenzim Q10 eksikligi: PDSS1,
PDSS2, COQ2, COQ4, COQS,
COQ8A, COQ8B ve COQY (sekonder
kusurlar ETFDH ve APTX)

TUFM, TSFM ve GFM1 MRPS16, MRPS22, MRPL3, MRP12 and
MRPL44

Demir-kiikiirt protein toplulugu Mitokondriyal fiizyon ve fizyon ATP ve ADP taginmasi

ISCU, BOLA3, NFU1 ve IBA57 OPA1 ve MFN2 ANT1

2.4.6. Mitokondriyal Genom

insan mtDNA molekili 1981°de dizilenmistir (53). Sadece maternal
gegisi olan, 16.569 baz cifti (bp) uzunlugunda, cift sarmalli dairesel bir
molekuldur. mtDNA'da, biri 16S digeri 12S olmak Uzere iki ribozomal RNA
(rRNA), 22 transfer RNA (tRNA) ve 13 mesenger RNA (mRNA) (OXPHOS igin
gerekli olan alt birimlerin 13'0) olmak tzere toplam 37 gen bulunmaktadir (54).
Ayrica, nukleer genomun aksine, mtDNA genleri intronik dizi icermez ve
kodlamayan dizinin ¢ogu, Ug¢ iplikli D-loop denilen tek bir bdlgede bulunur (Sekil
2-7). mtDNA molekulindn gift zinciri, nikleotid bilesimlerine ve santrifijlemeden
sonra farkli dagihmlarini yansitan yogunluklarina gére adlandirilir. "Agir" (H)
zincir, yuksek guanin nukleotid oranina gore isimlendirilirken, tamamlayici zincir

“hafif” (L) olarak tanimlanir.



Ribozomal RNA genleri HSP2 0,

MT-RNR1
MT-RNR-2

MT-CYB
Kompleks | e
altbirim
MT-ND1

MT-ND2 YW= w-wm“

MT-ND3 F5-Q
MT-ND4
MT-ND5

MT-ND6 . 4 N

~ T\ B0
MT-NDAL : }f\
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Kompleks Il altbirim

/72 Transfer RNA

W’ MT-TF MT-TST

MT-TV  MT-TD

MT-TL1  MT-TK

Kompleks IV altbirim MT-TI MT-TG
MT-CO1 el MT-TQ  MT-TR
MT-CO2 ” IMTND3 MT-TM  MT-TH
MT-CO3 — MT-TW  MT-TS2
K Leriape MT-TA  MT-TL2

MT-TN  MT-TT

Kompleks V altbirim MT-TY  MT-TE

MT-ATP6 MT-TC  MT-TP

MT-ATP8

Sekil 2-7: insan mitokondriyal genomu ve genler.

~ 16.6 kb'lik dairesel, cift sarmalli bir DNA molekdilidir. DNA'nin transkripsiyon ve
replikasyonunun dizenlenmesinde rol alan ve vyer degistrme dbéngist (D doéngusa,
displacement) adi verilen 1.1 kb kodlamayan boélge ve 37 gen igerir. Yedi adet kompleks |
(7/44), 1 kompleks Il (1/11), 3 kompleks IV (3/14) ve 2 kompleks V (2/16) olmak Uzere toplam
13 polipeptid alt birimi mtDNA tarafindan kodlanir. MT-RNR1 ve MT-RNR2, rRNA genleridir ve
sirasiyla 12S ve 16S rRNA'yl kodlar. Mitokondriyal protein sentezi igin gereken toplam 22 adet
tRNA genleri "Q" ve "L" gibi tek harflerle gésterilmistir. On ve Ov, agir iplikli ve hafif iplikli mtDNA
replikasyonunun baslangi¢ bdlgesini gdsterir. On: Origin of the heavy strand, O.:Origin of the
light strand, HSP:heavy strand supportive; LSP:light strand supportive. (Gorman, G. S ve
ark’dan uyarlanmigtir Nature, 2016).

insan mitokondrilerinde, siraslyla dokuz monosistronik ve iki bisistronik
ORFs'yi (open reading frames) sonlandirmak i¢cin UAA ve UAG durdurma
kodonu olarak gorev yapar. Ayrica, mtDNA'nin 4 kodonu nDNA’dan farkh
mesajlar tasir: i)UGA nukleer genomda “stop” kodonu iken mitokondride
triptofan kodlar, ii))AGA/AGG nulkleer genomda arginin kodu iken mitokondride

herhangi bir mt-tRNA veya protein faktéri tarafindan taninmayan “stop”



73

kodonudur, iii)AUA niUkleer genomda izolosin kodlarken mitokondride metionin

kodonudur.

mtDNA'nin mutasyon orani, nDNA 'nin yaklasik 10 katidir. Bunun
sebeplerinden biri mtDNA'nin matriks igindeki zararli reaktif oksidatif tlrlerine
(ROS) yakin olmasidir. nDNA, histon baglanmasi yoluyla kromatin tlrevi

nukleozomlar olarak paketlenirken, mtDNA histon icermez (55).

Her bir hucrenin diploid nukleer genomu olan sadece bir c¢ekirdegi
olmasina ragmen, bir hucre, her biri kendi matriksi, iginde mtDNA'nin birden
fazla kopyasina sahip birgok mitokondriye sahiptir. mtDNA ile iligkili patolojiler
icin 6nemli sonuglar doguran ve genetik danismay zorlastiran, mtDNA kopya
sayisinin, bireyler arasinda ve ayni kiside farkli dokular arasinda buyudk

farkhliklar gostermesidir (54).

2.4.7. Mitokondriyal DNA Replikasyonu

mMtDNA replikasyonu matrikste meydana gelir ve hicre boélinmesini
takiben yeni hucreler igin yavru mitokondrileri olusturarak hucrenin metabolik
dengesinin devamini saglar. Hucre siklusu boyunca gorulir ve sartlar degistikge
metabolik ihtiyaca gore ortalama miktari surdirecek sekilde devam eder.
Asimetrik veya simetrik olarak gosterilen bir dizi mtDNA replikasyon modeli
bulunmaktadir (56). “Zincir-yer degistirme” modeli, “bootlace (bagcik)” veya
“‘RITOLS” modeli ve “zincir eslesmis cift yonli” model gibi tim modeller
destekleyici in vitro deneysel kanitlara sahiptir ve in vivo olarak birbirini
diglayamazlar. in vivo CHIP verileri, en ¢ok asenkronize mtDNA replikasyonu

modelini desteklemektedir ancak henlz tam bir fikir birligi saglanamamistir (57).

MtDNA replikasyonunun zincir-yer degistirme modelinde, replikasyon,
mitokondriyal genom Uzerindeki iki bolgeden, asenkronize bagslar ve dnce agir
zincir orijininden (On) MtDNA'nin Ugte ikisi kopyalanana kadar, tek yonlu ve
kesintisiz ilerler (58). Bu noktada, hafif zincir replikasyon orjininde (OL) bir stem-
loop (kdk-ddngu) yapisi olusur, RNA primerinin sentezi icin POLRMT bagli
bdlgeye yonlenmesi ile hafif zincir replikasyonu zit yonde baslar (56). Bootlace
modelinde her iki zincirin senkronize olarak ilerledigi tek bir replikasyon orjini
(OriZ) vardir. Ribonukleotit gegisli zincir (RITOLS) modeli de benzerdir fakat
replikasyon catali ilerledikge, tRNA ve mRNA transkriptleri gerideki kalip zincire
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hibridize olur. iki yonli replikasyon modelinde, her iki zincirde ~4kb’lk
mesafelerde ¢oklu replikasyon orjinlerinde (Own) baslar ve mtDNA molekulu
etrafinda ¢ift replikasyon c¢atali olusturarak ilerler ve yer degistirme déngusinin

(D-loop) GglG sarmalli yapisi, replikasyonu durdurur (58,59) (Sekil 2-8).

Sekil 2-8: MtDNA’niIn iki yonlii replikasyon modeli.

MtDNA replikasyonu Ow'de baglar ve yavru zincir sentezlenirken agir ve hafif zincirleri
ayirir. Hafif zincir, OL ‘a ulagilana kadar tek sarmalli kalir. Hafif zincirin replikasyonu baslar ve
her iki zincir replikasyonu tamamlanana kadar surer (McKinney ve Oliveira, 2013’den
uyarlanmistir)

Replikasyonu kontrol eden anahtar mitokondriyal proteinler,
topoizomeraz (TOP1MT), helikaz (PEOL1), polimeraz (Y,POLG ve POLG2) ve
RNA primerleri sentezleyen RNA polimeraz (POLRMT), DNA sentezini baglatan
ribonikleaz (RNASEH1), mitokondriyal DNA ligaz (LIG3) ve tek zincir RNA
baglayici protein mtSSB (SSBP1) olarak sayilabilir (60). Ek olarak, yavru
molekullerin sentezi icin gereken uygun miktarda serbest deoksiribonukleotid 5'-
trifosfatlarin saglanmasi icin deoksiguanozin kinaz (DGOUK), timidin fosforilaz
(TYMP), ribontkleotit rediktaz (RRM2B) ve timidin kinaz (TK2) proteinleri de
islev gorur (60).

2.4.8. Mitokondriyal DNA Onarimi
Replikasyon hatalari, gama (y) polimerazin 3'-5' eksonukleaz aktivitesi
tarafindan taninarak onarilir ve replikasyon <1x10® bp hata oraniyla

sonuglanir. ilaveten, mitokondriyal genom onarim eksonikleaz 1 (MGMEL1)
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tarafindan, tek iplikli DNA ve serbest uclu DNA kesilir ve boylece hasarli mtDNA
molekulleri ve eksik replikasyon urunleri cikarihr (61,62). mtDNA hasari,
endojen (6rnegin ROS) ve ekzojen (6rn. UV) kaynakli olabilir, baz eksizyon
onarimi (BER) ve cift zincirli kirlk onarimi (DSBR) ile tamir edilir (63). mtDNA
hasari genellikle endojen oksidatif radikallere maruziyetten kaynaklandigindan,
onarim, hasarli nukleotitin eksizyonunu, DNA ug¢ onarimi, bogluk doldurma ve
ligasyonu iceren BER yolundan gecer (64). Somatik ¢ift sarmalli (ds) mtDNA
kiriimalari, nukleer dsDNA kirilmalarina kiyasla hicre canlihgl tzerinde daha az
etkiye sahip olsa da, mtDNA'nin klonal artisinin hicreye zararli sonugclari
onlemek icin mikrohomoloji aracili homolog ug¢ birlestirme (MMEJ) onarimi

kullandigina dair de kanitlar vardir (65).

2.4.9. Mitokondriyal Transkripsiyon

mtDNA'nin, nDNA'dan bagimsiz bir replikasyon ve transkripsiyon sistemi
olmasina ragmen, replikasyon ve transkripsiyon igin gerekli tim enzimler nDNA
tarafindan  kodlanmaktadir. mtDNA  tarafindan  kodlanan  genlerin
transkripsiyonu, TFAM’la, POLRMT, TFB1M ve TFB2M’ nin katihmi ile, hem
agir zincir transkripsiyonunun promoterlari olarak anilan HSP1 ve HSP2’ de,
hem de hafif zincir transkripsiyonunu baslatan LSP' de, polisistronik bir sekilde
gerceklesir (Sekil 2-9) (polisistronik MRNA birden fazla genin kodlarina sahiptir)
(66,67). HSP1 promotoru ile iligkili transkript, MTRNR1 ve MTRNR2 (12S ve
16S rRNA'lari kodlayan), MTTV ve MTTF (mitokondriyal valin ve fenilalanin
tRNA'lar1) iceren kisa bir mRNA'dir. HSP2 ile iligkili transkript, kalan genleri (12
MRNA ve 11 tRNA) kapsayan oldukc¢a uzun bir polististronik mRNA'dir. Yapilan
bazi in vivo c¢alismalar HSP2'nin transkripsiyon baglangicina katilimini
dogrulayamamigtir ve HSP1'in agir zincir transkripsiyonundan tek basina
sorumlu oldugu dusunulmektedir (68). Hafif zincirin transkripsiyonu, bir
polipeptid (MTNDG6) ve sekiz tRNA igeren, polististronik bir mRNA ile sonuglanir
(69). TFAM, POLRMT, TFB1M ve TFB2M'ye ek olarak, diger onemli
mitokondriyal transkripsiyon proteinleri arasinda TEFM transkripsiyon uzama
faktora, MRPL12, blylk mitoribozom alt biriminin bir bileseni ve MTERF1,
HSP1'den Uretilen transkriptlerin transkripsiyon sonlandirmasinda yer alan bir
DNA baglayici protein bulunur (70). Mitokondrinin spesifik genetik kodlarini
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kullanarak 22 tRNA ile organele spesifik protein sentezi yapilmakta ve protein
sentezi sirasinda sitoplazmadan mitokondriye herhangi bir tRNA
gelmemektedir. mt-tRNA molekulleri cogu polipeptit ve rRNA kodlayan genlerin
hemen 3 ’'ve 5 vyakininda yer almakta ve polisistronik transkriptlerden
transkripsiyon sonrasi ayriimalari ile olgun polipeptit mRNA molekulleri
meydana gelmektedir (71). tRNA'nin 5' kuyrugu RNAseP kompleksi tarafindan
bolunurken (sirasiyla TRMT10C, HSD17B10 ve MRPP3 tarafindan kodlanan
MRPP1, MRPP2 ve MRPP3 'ten olusur) 3’ ucu su RNAseZ ile kesilir (ELAC2).

sitozol
«+—POLRMT
5
\ MRPP1

Mitokondrial MRPP2
matriks MRPP3

5"3, 5 3
\

ELAC2
A = Yy
rRNA maturasyonu Poliadenilasyon/
MT%’;@%’;‘L&: tRNA maturasyonu 2 if:;l:zasyon
MRM1, MAM2 TAMTOND s
RNMTL1 T?grlT‘ 5.% AAAAAA

@

Sekil 2-9: mt-tRNA'nin polisistronik transkriptlerden béliinmesi.

59SCCA =

POLRMT tarafindan yapilan transkripsiyonun ardindan, RNaseP ile islenmesi sonucu
mt-mRNA, mt-tRNA ve mt-rRNA molekillleri serbest kalir. Hallberg ve Larsson'dan
uyarlanmistir,2014 (72).

2.4.10. Mitokondriyal Translasyon
Mitokondriyal translasyonun ana bileseni ribonukleoprotein
mitoribozomdur (73). Mitoribozomlarin, her biri gok sayida protein bileseni ve

RNA ‘dan olusan buyuk ve kuguk olmak tUzere iki alt birimi vardir. Mitokondrinin
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bakteriyel kdkeni goz dnune alindiginda, mitoribozomun benzer olmasi sasirtici
degildir;, buna ragmen, Okaryotik mitoribozomlarin bilesenleri bakteriyel
ribozomdan belirgin sekilde farkhdir (74). Evrim sirasinda o6karyotik
mitoribozomlar, bakteriyel ribozomlarin sahip oldugu buyuk RNA yapilarinin
¢ogunu kaybetmigtir, ancak insan mitoribozomunun ¢ozilmus kristal yapisi
onemli 6lgtde yuksek bir protein igerigine sahiptir (75). Bu ilave proteinler, hem
bakteriyel hem de sitoplazmik ribozomlarda homologlari olmayan,
mitoribozomlara 6zgudur (76). Aslinda, sitozolik 80S alt birimde protein/RNA
orani (%30 protein/%70 RNA) mitoribozomun kargilik gelen (55S) alt biriminde
(%30 RNA ila %70 protein) tersi gibidir.

Mitokondriyal mRNA proteinlerinin translasyonu, mitokondrial matrikste

dort korunmus anahtar asama ile gercgeklesir:

1) Baslama: mRNA mitoribozom'a baglanir ve uygun baglangi¢
kodonu, kiguk mitoribozomal alt birim (mt-SSU) ve baslatma faktori mtlF3'ten
olusan bir baslatma kompleksi ile taninir. Mitokondriyal baglatma faktori mtiF2,
posttranslasyonel modifiye bir metionin tRNA'ya baglanmayi saglar. Bu
metiyonin modifikasyonu, metiyonil-tRNA formiltransferaz (MTFMT) ile
formillenme ve metiyonine 6zgu mt-tRNA sentetaz (MARS2) ile aminoagcillenme
ile saglanir. Formilleme, mtlF2'ye olan afiniteyi arttirr ve uzama sirasinda
translasyonun basladigi mt-SSU ve mRNA ile stabil bir baslangi¢c kompleksi
olusturur (77).

2) Uzama: Bu asamada amino asitler, kendisine spesifik bir
mitokondriyal tRNA molekiili tarafindan, blylyen polipeptit zincirine eklenir. Ug
temel uzama faktori bilinmektedir -mitoribozomun A-bdlgesine aminoagil-
tRNA'y! ileten mitokondriyal translasyon uzama faktoéra Tu (TUFM / EF-Tumt),
guanin nukleotid degisim faktora Ts (TSFM / EF-Tsmt) ve translokasyon
sirasinda mRNA ve tRNA hareketini koordine eden mitokondriyal uzama faktoru
G1 (GFM1 / EF-G1mt) (77).

3) Sonlanma: Mitoribozom, A bdlgesinde durdurma kodonlarindan
(UAA, UAG, AGA veya AGG) biriyle karsilastiginda translasyon durur. Bu

noktada mitokondriyal birakma faktord (mtRF1a) mitoribozomla baglanir ve
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olgun proteini serbest birakir. C120rf65 ve ICT1 gibi diger dnemli proteinler de

translasyon sonlandirmasinda yer alir (76).

4) Geri Donlusiim. Translasyonun son adimi, mitokondriyal ribozomun
geri donisumind indukleyen faktorlerle (MTRF1/RF1mt ve MRRF/RRF1mt)
mitoribozomun serbeslesmesini igerir. Mitokondriyal uzama faktora G2 (GFM2 /
EFG2mt) ile mRNA ve tRNA yi bir sonraki translasyona hazirlik igin

mitoribozomdan ayirir (78).

2.4.11. Mitokondrial Fonksiyon
Oksidatif fosforilasyon ile ATP sentezi en bilinen fonksiyonu olmakla
birlikte, mitokondrinin kalsiyum homeostazi, hem ve demir-kikirt kimesi
biyogenezi ve apoptoz da dahil olmak Uzere birgok temel hiicresel fonksiyonu
vardir (79,80,81).

2.4.11.1. Kalsiyum homeostazisinde mitokondrinin roli

Dis mitokondriyal membran (DMM) kalsiyuma gecirgendir ve sitoplazmik
kalsiyum arttiginda, mitokondriyal intermembrandz aralikta (IMA) kalsiyum
konsantrasyonu artar. i¢ mitokondriyal membran (IMM) ise segici gecirgendir ve
kalsiyumu matrikse gecirmek igin, i¢c zara gomulu mitokondriyal kalsiyum
uniporter (MCU) islev gorur ve boylelikle matrikse kalsiyumun asiri gegisini
onler (Sekil 2-10). MCU por yapisi olusturan dimerize bir proteindir ve agik
durumu MICU1, MICU2 ve EMRE (Essential MCU Regulator) tarafindan negatif
olarak duzenlenmistir. Dusuk kalsiyum seviyelerinde kalsiyumun matrikse
alinimi inhibe olur. Sitoplazma / IMA'da yuksek kalsiyum konsantrasyonlari
altinda ise dimerize MICU1-MICU2 kompleksine kalsiyum baglanir ve MCU
porlarinin agiimasini uyarir. IMA ve matriks arasindaki voltaj farki ~ 200mA'dir,
yani pozitif yukli kalsiyum iyonlari negatif yukli matrikse dogru akarak Ca**
konsantrasyonunu dengeler (82). Kalsiyumun matriksten disa verilmesi ise aktif
transportla olur ve sodyum-kalsiyum degisim proteini, NCLX (SLC24A6) veya
Ca*?/H + degisim proteini, HCLX (LETM1) rol alir (83,84).
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DMM
s NG S
Matriks Ca 2+

Sekil 2-10: Sodyum-kalsiyum degistirici ve tek yonlii kalsiyum tasiyici sistemi
(Kamer ve Mootha, 2015 'den uyarlanmistir.)

2.4.11.2. Demir-sulfur (Fe-S) kimesi biyogenezinde mitokondrinin rolii
Fe-S kumesi biyogenezi, en dejenere mitokondri formlari tarafindan

bile gerceklestirilen evrimsel olarak korunmus, temel bir mitokondriyal iglevdir
(85). Memeli Fe — S kimeleri, demir ve inorganik sulfirden olusan inorganik
kofaktorlerdir. Proteinlerin sisteinil ligandlarina baglanarak proteinlere redoks
reaksiyonlarina girme Kkabiliyetleri de dahil olmak Uzere c¢esitli yetenekler
kazandirir ve boylece mitokondriyal solunum zinciri i¢indeki kullanimlarini
destekler (86). Solunum zinciri kompleksleri I, Il ve III' te 12 mitokondriyal Fe-S
kimesi, akonitaz ve ek olarak c¢ekirdek ve sitosol de Fe-S kime proteinleri
vardir (87,88). Mitokondriyal Fe-S kiUme biyosentezi sistemi, prokaryotik
hdcrelerinkine benzer ve ilk adimlar, demir verici frataksin (FXN), kakurt donoru
sistein desulfuraz (NFS1) ile ISD11 iceren LYR motifi (LYRM4) ve bir baglanma
iskelesi, ISCU kompleksi icerir. Fe-S kumesi konfigurasyonlari icin gerekli
elektronlar, ferredoksinler (FDX1/FDX2) ve ferredoksin rediktaz (FDXR)
tarafindan saglanir (89). Fe-S kiimeleri alici proteinlere, dogrudan veya bir ara

saperon sistemi yoluyla yerlestirilir.

2.4.11.3. Koenzim Q (Ubikinon) biyosentezi
Koenzim Q (CoQ)'nun onemli miktari mitokondride sentezlenir ve
yapisinda bulunan poli izoprenoid yan zincirli benzokinon halkasi, CoQ’'nun
hiicre zarinin fosfolipid ¢ift katmani icinde stabilizasyonunu saglar. insanlarda
CoQ, on adet izoprenoid birime sahiptir (CoQ10) ve IMM igindeki mevalonat

yolaginda bir COQx enzim kompleksi tarafindan sentezlenir (Sekil 2-11)
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(90,91). CoQ biyosentezi, kolesterol sentez yolunun 6nemli bir dizenleyicisi
olan hidroksimetilglutaril-koenzimA (HMG-CoA) reduktaz ile (HMGCoA' nin
mevalonata donustlrdlmesinde rol alir) kompleks igindeki bircok enzimin
dizenleyici kontroll altindadir. Diger dlizenleyiciler arasinda, CoQ sentezinin
sondan bir dnceki basamagindan sorumlu olan ve stres kosullari altinda PPARa
ve NFkB tarafindan inhibe edilen CoQ7 (COQ?7) ile CoQ sentezini fosforilasyon
yoluyla ATP badimli bir feedback (geri besleme) doéngusinde dizenledigi
hipoteziyle CoQ8 (ADCK3) yer alir (92,93).

Asetil CoA+Asetoasetil CoA

b-\‘o;\ Mevalonat-PP
wd Om *
Mevalonat-PP

izopentenil-PP

5 izopentenil adenil
tRNA

G il-PP i
T—S HemA

AAAAA., *__>

(Ras, LaminB gibi)

o Farnezile proteinler
!

Stereoid hormonlar

S '
\ v > VitaminD
.......... Kolesterol
,'é """" F—= Safra asitleri
‘ Lipoproteinler
S > LDL
reseptor

Plazma LDL

Sekil 2-11: insan mevalonat yolagina genel bakis.

De novo ubiquinol sentezi substrat olarak asetil Co A kullanilarak (glikolizden sonra uretilir)

mitokondri icinde gerceklesir. (Goldstein and Brown,1990’dan uyarlanmistir.).
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2.4.11.4. Hem biyosentezinde mitokondrinin rol

Hem molekulleri, birkag metabolik proteinin temel prostetik gruplaridir.
Bunlar, sitokromlarin hayati bilesenleri olan demir igeren siklik tetrapiroller ve
hem B formunu bulunduran hemoglobin ve miyoglobin proteinleridir. Heme
biyosentezi, sitozolik ve mitokondriyal substratlarin ve enzimlerin
koordinasyonunu gerektiren dort agsama ve sekiz biyosentetik reaksiyon igerir:
1) tek bir pirol halkasinin baslangi¢c sentezi, 2) tetrapirollerin (porfirin halkasi)
komplet birlesimi, 3) yan zincir modifikasyonlari ve son olarak 4) fonksiyonel

heme yapisi igin tetrapirol halkasina demir eklenmesidir (95).

1. Piroller icin karbon ve azot kaynagi, glisin ve suksinil koA nin
dekarboksilasyonuyla olusan 5-aminolevulinik asittir (ALA). Enzim ALA sentaz
(ALAS) ve kofaktor piridoksal fosfattir. Memeli ALA sentazlarinin iki izoformu
vardir, ALAS1 tarafindan kodlanan hausekeeping ve eritroide 6zgu form, ve
ALAS2 ‘nin kodladigr mitokondriyal form. Daha sonra ALA, IMM glisin degisim
proteini SLC25A38 tarafindan IMM'ye alinir. ALA dehidrataz (ALAD), iki ALA
molekulinun birlesmesiyle porfobilinojen (PBG) olusur. Bu birim tek pirol

halkasini temsil eder.

2. Dért PBG molekili, dogrusal 1-hidroksimetilbilan olusturmak igin
porfobilinojen dehidrataz (PBGD) enzimiyle birlestirilir. Uroporfirinojen Il sentaz
(UROS), 1 hidroksimetilbilani siklik Groporfirinojen Ill'e doénuastirir. Takiben

uroporfirinojen Il dekarboksilaz ile koproporfirinojen III’ e dénusur (CPIII).

3. CPIIl, dig mitokondriyal membran boyunca, muhtemelen IMS
icinde meydana gelen hem biyosentezinin son agamalari igin tagiyici protein
yoluyla geri tasinir. Koproporfirinojen 1l oksidaz, protoporfirinojen 1X Uretmek
icin propionat gruplarindan ikisini vinil gruplarina donastirar ve bu daha sonra

protoporfirinojen IX oksidaz (PPO) ile protoporfirin [X'a donustarular

4. Hem biyosentezinin son agsamasi, hem B olusturmak icin protein
ferroselataz (FECH) iceren Fe-S kimesi tarafindan protoporfirin IX yapisina

demir eklenmesini igerir.
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2.4.11.5. Apoptozda mitokondrinin rolu

Apoptoz, organizmalarin iglevini yitiren hicreleri programli olarak yok
etme yontemidir. Bcl-2 ailesi proteinleri, genellikle apoptozda kritik bir erken
basamak olan mitokondriyal dig zar gecirgenligini duzenler. Bu globuler a-
sarmal proteinler, anti- veya proapoptotik etkilerine gore siniflandirilir. Bcl-2,
Bcl-xL, Mcl-1 ve A1 dahil olmak Uzere antiapoptotik aile tyeleri, BH1 ila BH4
olmak Uzere dort korunmus Bcl-2 homoloji domeinine sahiptir. Proapoptotik aile
uyeleri ise iki kategoriye ayrilir: "multidomain” veya "BH1-3" (BH1, BH2 ve BH3
bolgelerini icerir) ve "sadece BH3" proteinleri (96). Bcl-2 ailesi proteinlerinin dig
zar gegirgenligini tam olarak nasil duzenledigi hala belirsizdir. Genetik ve
biyokimyasal ¢alismalar, BH1-3 proteinlerinin (Bax, Bak ve benzer sekilde,
belki de Bok) bircok apoptoz formu ve mitokondriyal dig zar gecirgenligi icin
gerekli oldugunu gostermektedir. Dahasi, “sadece BH3” proteinleri, apoptozu
indUklemek igin multidomain proteinlerin (Bax, Bak) yukari yoénde hareketini

etkiliyor gibi gérunmektedir.

Hucre stresi ile, mitokondriyal gudimli apoptoz, bir hicre 6luma sinyal
kaskadini tetikleyen Bcl-2 proteinlerinin BH3 aracili bélunmesini takiben ortaya
cikar. IMA'dan salinan sinyal molekulleri, apoptoz baskilayicilarinin
inhibisyonuna ve pro-apoptotik baslatici ve efektér kaspazlarin aktivasyonuna
neden olarak, hucre buzulmesine, kromatin yogunlasmasina ve nukleer zarin
parcalanmasina neden olur; hicre fragmanlar fagosite edilir ve geri dontisime
ugrar (Sekil 2-12) (97).
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Sekil 2-12: Mitokondrinin apoptozdaki rolii.

Apoptozun aktivasyonu ”BH3-only” proteininin transkripsiyonel up-regilasyonu ile
baslatiir. Bu da, BAX'in sitozolden mitokondriye tasinmasini ydnlendirmek igin Bcl-2'ye
baglanir. Proapoptotik efektérlerin oligomerizasyonu, BAK ve BAX, dis mitokondriyal
membranda VDAC1 mega porlarin olusumuna aracilik eder ve smac / DIABLO ve sitokrom ¢
salinir. Sitokrom C'nin sitosolik baglanmasi, baslatici kaspazi (CASP9) etkinlestiren APAF1'i
aktive ederken, smac / DIABLO apoptoz inhibitéri XIAP'I baskilar. Pro-apoptotik efektor
kaspazlarin downstream aktivasyonu hicre 6lumunu tetikler. APAF1: apoptotik proteaz aktive
edici faktér 1, CASP: kaspaz; AlIF: apoptoz indikleyen faktdr; smac / DIABLO: kaspazin ikinci
mitokondriyal kaynakli aktivatéri/ disuk pl direk IAP baglayici protein, XIAP: X'e bagdli apoptoz
proteini inhibitérd. (Wang ve Youle, 2009°dan uyarlanmistir).

2.4.11.6. ATP liretiminde mitokondrinin rolii
Sitozolde meydana gelen glikoz metabolizmasinin ilk asamasi olan
glikoliz harig, diger tum ATP uretim surecleri, mitokondrinin matriksinde veya
IMA'da gercgeklesir (Sekil 2-13). Mitokondrilerin hemen hemen tim ATP
uretiminin yapildigi yer olmasi, onlara “hlcrenin enerji santrali” lakabini

kazandirmistir.
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Sekil 2-13: Hiicresel enerji metabolizmasina genel bakis.

Glikoliz sirasinda glikoz, NADH ve FADH2 dreten bir dizi reaksiyonun meydana geldigi
trikarboksilik asit (TCA) donglsline giren piruvata donisir. Bunlar mitokondriyal solunum zinciri
icin substrat gorevi goérur. Diyet kaynakli yag asitlerinden ATP dretimi, agcil karnitin ve B
oksidasyon vyollariyla gergeklesir. (CPT1:Carnitine palmitoyltransferasel-l1l, ANT: Adenine
nucleotide translocator, CACT; Carnitine-acylcarnitine translocase ETF-DH:Electron-
transferring-flavoprotein dehydrogenase, (DiMauro ve Schon, 2003).

2.4.12. Oksidatif Fosforilasyon (OXPHOS)

insanda, organik molekiillerin oksidasyonlarinin en son basamagi,
solunum zincirinde gergeklesir. Elektronlarin, enzimlerin kofaktorleri olan NADH
ve FADH2den O:'ye tasinmasi sirasinda olusan proton gradyaninin gucu ile
ATP sentezlenmesine oksidatif fosforilasyon (OXPHOS) denir (98). OXPHOS
sistemini olusturan bes multimerik protein kompleksi 1-V, aerobik kosullar
altinda bir dizi redoks reaksiyonu yoluyla, hiicresel ATP'nin buylk ¢cogunlugunu
sentezlemekten sorumludur. Substratlar, NADH ve FADH2, sirasiyla kompleks |

ve |l yoluyla solunum zincirine girer ve elektronlarinin kompleks lll'e transferi
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icin kofaktér ubikinona (Q) ge¢mesi ile NAD / FAD'a indirgenir. Bu ylksek
enerjili elektronlarin komplekslerden aktariimasi, protonlarin kompleks I, Il ve
IV tarafindan matriksten IMM boyunca IMA'ya eszamanli pompalanmasina yol
agar (Sekil 2-14) (99). Protonlarin, proton-zengin matriksten ¢gikmasi ve proton
bakimindan fakir IMA’'ya gecmesi, IMM boyunca elektrokimyasal bir gradyan ve
proton hareket kuvveti olusturur. ATP sentezini yonlendiren bu kemiosmotik
¢ekimdir ve protonlar ATP sentazin yari kanallarindan gegerken, ADP ve
inorganik fosfattan ATP olusturmak igin molekuler motoru c¢alistirirlar.
Kemiosmotik teorinin formulasyonu 1978 yilinda Profesor Peter Mitchell'e Nobel

Kimya Odiili kazandirmistir.

Kompleks NADH Dehidrogenaz FMN,

| 7 Fe-S merkezi
Kompleks Suksinat-CoQ Reduktaz 5 FAD, sit bsg,

Il 3Fe-S merkezi
Kompleks CoQ-sit c Reduktaz 11 sit by, sit b, sit ¢,

” I Fe_SRieske
Kompleks Sitokrom c Oksidaz 13 Sit a, sit a5, Cuy, Cug

v

H* H* H* H*

IMA Ht

IMM

FADH,  FAD
+2H*

Matriks
NADH

2HY + /o 0,

Sekil 2-14: OXPHOS kompleksleri ve iligkili yardimei faktorler.

Multimerik protein kompleksleri I-1V, solunum zinciri boyunca, Koenzim Q10 ve sitokrom
(cyt c) ko-faktorlerin indirgenmesiyle elektronlari tasir. Elektron transferi, i¢ zar boyunca
protonlarin (H +) IMA’ya transferi ile eslesmistir ve olusan proton hareket guiciini, kompleks, V
ATP sentezinde kullanir (99).

OXPHOS sistemi, 86 yapisal alt birime ve kompleks baglanma veya
biyogenez icin gerekli en az 60 proteine sahiptir (6rn. posttranslasyonel

modifikasyon).
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2.4.12.1. Mitokondriyal solunum zinciri kompleksi |

Kompleks I, (NADH: ubikinon oksidorediktaz) holoenzimi, ~1MDa olup,
solunum zincirindeki ilk ve en buyuk multimerik komplekstir. Erken elektron
mikroskobu galigmalari, kompleks I'in, i¢ membrana gomull bir kola ve matrise
cikinti yapan bir hidrofilik periferik kola sahip olan L seklinde bir konformasyona
sahip oldugunu ortaya koymustur (100). Kompleks I, 45 yapisal alt birimden ve
kademeli olarak baglanan N, Q ve P ile gosterilen G¢ fonksiyonel modulden
olusur. 1:1 stokiyometride 43 alt birim bulunurken, 2:1 stokiyometride NDUFAB1
bulunur (101). En az on alti protein, kompleks | montaji veya biyogenezinde rol
almistir (102). insan ve bakteri kompleks | arasinda korunan ve kompleks |
fonksiyonlari olan NADH oksidasyonu, ubikinon indirgenmesi ve proton
pompalama igin gerekli modulleri barindiran 14 “cekirdek” alt birim vardir.
mtDNA ile kodlanan, yedi hidrofobik alt birimin hepsi ¢ekirdek alt birimleri temsil
ederken, geri kalan yedi polipeptid, hidrofiliktir ve nukleer genom tarafindan
kodlanmigtir (103,104) (Sekil 2-15). Kalan 30 memeli 'sGpernimere' veya
‘aksesuar' alt birimi evrimsel olarak kazanilmis olup, dusuk taksonlarda
bulunmalarina ragmen bunlarin 25'inin CRISPR/Cas9 ve TALEN knock-out
yoluyla OXPHOS fonksiyonu icin kritik oldugu gdsterilmistir (101). Sadece
NDUFV3, NDUFA7, NDUFA12, NDUFS4 ve NDUFS6 eksik hlcre hatlari
hayatta kalabilmis ve OXPHOS kapasitelerinin bozulmadan kaldigi goriimustur.
Bu veriler, memeli kompleksi I'in ¢6ztlmus kristal yapisi ile birlikte, kompleks |
mimarisinin net bir resmini sunmustur. Ayrica yapi ve iglevinde énemli bir rol

oynayan kritik alt birimlerini ortaya ¢gikarmistir.

Kompleks | birlesik yapisinin son modelinde, mitokondriyal protein
sentezini inhibe etmek igin kloramfenikol tedavisini takiben ¢esitli zaman
noktalarinda elde edilen kompleks | duzeneg@i ara bilesiklerinin kompleksom
profillerinden vyararlanmistir. Bu da, her bir badlayici ara maddesindeki
proteinlerin aydinlatiimasina ve Q, proksimal P (a)/(b) -, distal P (a)/(b) ve N
moddullerinden montaj (birlesme) adimlarinin karakterize edilmesine izin
vermigtir (105).
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Sekil 2-15: Kompleks | yapisinin gematik goriuniimii.

3 fonksiyonel modulin ve 14 korunmus gekirdek alt birimin konumu detaylandiran
sekilde, P moduli IMM’da gomulidir ve yedi mtDNA kodlanmis alt birimi (ND1-6) igerir. Q ve N
modull ise matrise ¢ikinti yapar ve sirasiyla ubikinon indirgeme ve NADH oksidasyonu
islevlerini yerine getirir (Mimaki ve ark.’dan, uyarlanmistir.)

Q modull, Fe-S iceren NDUFS7 ve NDUFS8 alt birimlerini, iki ek
'cekirdek' alt birimi (NDUFS2, NDUFS3) ve NDUFAS5 'aksesuar' alt birimini
icerir. Bu modul ilk tanimlanan modeldir (105). TIMMDC1, NDUFAF3 ve
NDUFAF4 montaj faktorlerinin igbirligiyle, proksimal P(a) moduli olusmaya
basladiginda mtDNA tarafindan kodlanan ND1 proteini eklenir. NDUFA13,
NDUFAS8 ve NDUFA3 daha sonra dahil edilir, ardindan NDUFAF2 ve Q / P(a)
alt montajini tamamlayan NDUFA9 ve NDUFA1 gelir.

Proksimal P(b) ve distal P(a)/(b) modulunun kalan bilesenleri ayri ayri
olusur. Montaj faktorleri NDUFAF1, ECSIT, ACAD9 ve COA1, proksimal P (b)
modul montajinin ilkk asamalarinda NDUFC1, NDUFC2 ve ND2'ye aracilik eder.
TMEM186 ve TMEM126B tarafindan saperon edilen ND3; ND6 ve ND4L en son
dahil edilmigtir (105). Distal P (a) kolunun erken montaj asamalari NDUFB5,
NDUFB10 ve NDUFB11 konjugasyonunu takiben NDUFBG'yi icerir. Daha sonra
TMEM70, ATP5SL ve FOXRED1, ND4 ve NDUFBL1'in dahil edilmesini module
eder. NDUFB4, NDUFA10 ve NDUFS5 bu distal P kol iskelesine monte edilir.
En distal P (b) modulu alt birimleri NDUFB2, NDUFB3, NDUFB7, NDUFBS,
NDUFB9, NDUFAB1 ve ND5, montaj faktorlerinden net bir igbirligi olmaksizin

bir alt modul olusturur.
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Kompleks | montajinin sondan bir dnceki agamasi, yukarida bahsedilen
Q- ve P-modullerinden 1.5MDa alt montajinin olusturulmasini igerir. Bu, serbest
birakilan COA1 ve TMEM186 hari¢, bilinen tim montaj faktorlerini icerir ve

birlestirir.

NDUFV1, NDUFAV, NDUFV2, NDUFS1 ve NDUFA2'den monte edilmis
bir N alt moduld, NDUFV3, NDUFA12, NDUFS6, NDUFS4, NDUFAG6, NDUFA7
ve ikinci NDUFAB1 alt birimi ile birlikte son montaj asamasinda birlestirilir. Geri
kalan montaj faktorlerinin son ayrismasi, olgun 1MDa kompleks | holoenzimini
olusturur (105).

TMEM186 ve ATPS5SL yakin zamanda iki bagimsiz grup tarafindan
tanimlanmistir ve. DMAC1 (TMEMZ231) bu modelde bulunmamasina ragmen
ND5 ile etkilesime girdigi varsayilmistir (101,105). COAl ve TMEM70'in
kompleks | montajina dahil edilmesi bu son modele 6zgudur, ancak diger
yollarda da rol oynamaktadir, COA1l kompleks IV biyogenez faktoru iken,
TMEM70 kompleks V biyogenezinde yer alir (106,107). Alternatif yollardaki
tanimlamalar, yag asidi -oksidasyonunda da yer alan ACAD?9 i¢in oldugu gibi,
daha genel bir fonksiyonun kanitidir (108). Son zamanlarda tanimlanmig
ornegin C170rf89 gibi bazi yardimci faktorler, bu modelde yer almamaktadir
(109). Bu yardimci faktorlerin, yine bu modelde olmayan NDUFAF7'nin,
NDUFS2'nin p.Arg85’'ni metillemesi 6rneginde oldugu gibi, baska bir alt birimin

posttranslasyonel modifikasyonunda rol oynadiklarini distindirmektedir (110).
Kompleks | Domainlerinin Fonksiyonu

N modulu Gg¢ "cekirdek" alt birimden olusur; -Fe-S kumesi igeren
NDUFS1 proteini, NDUFV1 ve NDUFV2 flavoproteinleri, 7 "aksesuar" protein ve
iki NDUFAB1 alt biriminden biridir (101,105). (Sekil 2-16). NDUFV1 igine
baglanan, bir flavin mononukleotid (FMN) parcasi iceren NADH oksidasyon
bolgesidir ve asagidaki reaksiyonu katalize etmek igin birincil elektron alicisi

olarak gorev yapar (111):
NADH + H+ + FMN <=> NAD+ + FMNH2

FMNH2'den gelen iki elektron, N moduli (NDUFS1, NDUFV1, NDUFV2)
ve Q moduli (NDUFS7 ve NDUFS8) Fe-S proteinleri icindeki yedi Fe-S
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kimesini gecer. Her Fe-S kimesi artan bir indirgeme potansiyeline sahiptir,
boylece Q modulindeki NDUFS7 icindeki terminal (N2) Fe-S kumesinden,
ubikinona (CoQ10) aktarilmadan 6nce kompleks boyunca elektron transferini

kolaylastirir.

N module Q mod. ND1mod. ND2mod. ND4 mod.
NDUFA2  NDUFS6 NDUFAS  MTND? MT-NBg MT-ND4

NDUFA6 NDUFVI NDUFS2  NDUFA3 NDUFB1
NDUFA7 NDUFV2 NDUFS3  NDUFA8 NDUFA1  NDUFB5
~ NDUFA12 NDUFV3 NDUFS7  NDUFA13 NDUFA10 NDUFB10
. NDUFS1 NDUFS8 NDUFC1 NDUFB11
NDUFS4 NBBE% NDUFB4
NDUFA11 NDUFA9  ND5 mod.

NDUFAB1 MT-ND5

NDUFB3

NDUFB7

NDUFB8

NDUFB9

NDUFB6

Matriks
IMM

IMA

Sekil 2-16: Kompleks | fonksiyonel domainlerinin bilesenleri.

Kompleks I; N modilt (kirmizi), Q modili (sar) ve proksimal P moduli (ND1/ND2
moddlleri,turuncu ve indigo) ve distal P moduli (ND4/ND5 moddllleri, camgdbegi ve yesil)
(Stroud ve ark.,2016).

Q modulunin NDUFS7 ve NDUFS8 alt birimleri arasindaki bir cep,
ubikinon baglanma ve ubikuinole indirgenme bolgesi olarak onerilmistir (112).
Bir kez indirgendiginde, ubikinol (QH2), IMM icine diffize olur ve bdylece
muteakip kompleks Il deki elektron alicisina elektron transferi kolaylasir. Q'nun
QH2'ye indirgenmesi, iki protonun mitokondriyal matriksten, intermembrandz
bosluga translokasyonuyla eslesmistir (113). Bu sekilde her okside NADH
molekull basina IMA’ya verilen iki elektron, elektrokimyasal gradyana (AWY)

kompleks | yoluyla dort proton katkida bulunur.

Membrana géomuli P moduili, Q baglama bdlgesinden P kolunun uzak
kismina uzanan ve proton translokasyonu icin onemli oldugu dusunulen
merkezi eksenli polar rezidulerle 78 transmembran heliks barindirir (114).

Transmembran heliksler, N2'den ubikinona elektron transferine yanit olarak,
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domain iginde konformasyonel kaymalar vyaratir; bu, subunit benzeri Ug¢
antiporter (ND2, ND4 ve ND5) igindeki kanallar boyunca, matriksten [IMA'ya

proton translokasyonunu yonlendirir (114).

Kompleks |, ATP sentaz fonksiyonu igin, i¢ mitokondriyal membran
boyunca proton konsantrasyon gradyanina katkida bulunan G¢ OXPHOS

kompleksinden ilkidir.

2.4.12.2. Mitokondriyal solunum zinciri kompleksi Il

Kompleks |l  (sUksinat: ubikinon  oksidorediktaz), @ ~260kDa
bayukligundedir ve nukleer kodlanan 4 alt birimden olusur. Soluble katalitik
flavoprotein (Fp, SDHA) ve demir sulftr (Ip, SDHB) alt birimleri mitokondriyal
matrikse dogru cikinti yapar ve SDHC ve SDHD alt birimleri ile IMM’a baglidir
(115) (Sekil 2-17). Kompleks Il, ATP sentezinde cift rol oynar - trikarboksilik
dongu iginde suksinat ve fumaratin geri donusumllu oksidoreduksiyonu ve
solunum  zinciri  icinde ubikinon ve ubikuinolin geri donusumlu
oksidoreduksiyonu. Suksinat dehidrojenaz, suksinatin oksidasyonunu geri
donugumlu katalizler, fumaratin siksinata indirgenmesini fumarat rediktaz

katalizler; boylelikle geri donusumlu reaksiyon asagidaki gibidir:
suksinat + FAD <=> fumarat + FADH2

TCA déngusinu ve solunum zincirini birbirine baglayan tek kompleks
olarak, kompleks Il hiz sinirlama potansiyeline sahiptir ve siuksinat dehidrojenaz
ile fumarat indirgenmesi redoks potansiyelinin kontroli altindadir; redoks
potansiyeli >-60mV, hizli fumarat indirgeme orani ile iligkiliyken, -60 ve -80 mV
katalitik oran arasinda yavaslar ve bu sekilde metabolik hizin kontrollne izin
verildigi dusunUlmektedir (116,117).

SDHA, kovalent bagh bir kofaktor, flavin adenin dinukleotidi (FAD) igerir.
FAD, FADH2 substrati tarafindan verilen elektronlar igin ilk akseptor gorevi
gorur; daha sonra SDHB igindeki G¢ Fe-S kimesinden asagiya, SDHC ve
SDHD alt birimleri arasindaki Q baglayan bodlgeye geger ve Qu QH2'yi
olusturacak sekilde indirger (118).
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Sekil 2-17: Kompleks Il yapisinin sematik goriiniimi.

SDHA (mavi), SDHB (yesil) SDHC (turuncu) ve SDHD (kirmizi). Elektron tasiyici
ubikinon (Q), FADH2'den elektronlarin alicisi olarak godrev yapar (Alston, C. L, 2017°den
uyarlanmistir)

Hem b grubu SDHC ve SDHD alt birim arasindaki araytze yerlesmigtir.
Her biri baglayici bir histidin kalintisi igeren bu prostetik grup, kismen duguk bir
redoks potansiyeline sahiptir. Elektron transferinde yer almazken, reaktif oksijen

turlerini notralize ederek bir antioksidan gorevi gorebilir (119).

2.4.12.3. Mitokondriyal solunum zinciri kompleksi Il

Kompleks 11l (ubikinol-sitokrom ¢ oksidorediiktaz), mitokondriyal solunum
zincirinin Uguncu enzimidir. Bu holoenzim 11 alt birimden olusur ve ~480kDa
boyutundadir. Katalitik merkezler sitokrom b (MTCYB), sitokrom c1 (CYC1) ve
Rieske proteini (UQCRFS1) arti iki fonksiyonel hem pargasi - sitokrom bL
(b566) ve sitokrom bH (b562) iginde bulunur. Kompleks IlI'in kristal yapisi
¢cozulmagtur (120) (Sekil 2-18). Gorevi, protonlari matriksten IMA’ya aktarip
proton hareket kuvvetine katkida bulunurken, elektronlari ubikunolden sitokrom

c'ye Q dongusu yoluyla transfer etmektir (121).
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Sekil 2-18: Kompleks Il kristal yapisi ve 11 yapisal alt birimi.

Cekirdek 1 (mavi), Cekirdek 2 (turuncu), sitokrom b (camgdbegi), Sitokrom c1 (koyu
mor), Rieske demir-sulfir proteini (sar1), mentese proteini (yesil), alt birim 7 (koyu
pembe),ubikinon baglayici protein (kirmizi), alt birim 9 (seftali), alt birim 10 (bordo), alt birim 11
(pembe). (Yu ve ark 1999 'dan uyarlanmistir).

Kompleks | ile NADH oksidasyonundan veya kompleks Il ile FADH2
oksidasyonundan sonra uretilen Q'nun redukte formu (ubikuinol veya QH2),
Rieske alt biriminin p.His182 kalintisi ve sitokromun b p.Glu272'si yoluyla
kompleks Il igindeki Qo bdlgesine baglanir (122). Orijinal QHz, protonlarinin ve
elektronlarinin serbest birakilmasindan sonra tamamen oksitlenir ve Qo
bdlgesinden uzaklasir; QH2'den salinan iki protonu IMA'ya pompalanir ve iki
elektron kompleks Il icindeki prostetik gruplara transfer edilir (Sekil 2-19) (123).
Bir elektron, Rieske proteini icindeki Fe-S kimesi tarafindan kabul edilirken,
ikinci dongu elektronu, sitokrom b icindeki hem grubu tarafindan alinir ve bir
yari kinon radikali Q- olusturmak icin Q1 bdlgesinde bulunan ikinci bir Q
molekuline transfer edilir. Q dongusundn ikinci bir dontisu QO bdlgesine bagh
ikinci bir QH2 kullanarak, ilave bir redikte sitokrom c Uretir, ilave iki protonu
IMA'ya aktarir. ikinci bir déngii, elektronunu yari kararli bir QH2 molekiilii
olusturmak Uzere yari kinon radikaline Q- aktarir Bu da serbest birakilir ve QO

bdlgesinde baglanarak geri donusturulebilir ve bir elektron kaybini énlemeye ek
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olarak, iki protonu matristen c¢ikarir, boylece IMM boyunca elektrokimyasal
gradyana (AW) katkida bulunur (121).

Sitokromec

A é "v
-
: .¢
IMA : . Sitokrom c1.
i
3 ,vez Fe-2S
20H, ‘@
2Q M \fg
faem b
IMM @
Q.
‘c’)';, Haem by,
‘—QH1‘< Q, site
A Kompleks I’
i
Matriks 2

Sekil 2-19: Q (Quinol) déngiisiiniin, iki agamasinin gemasi.

Q, CoQ10'un ubikinon formunu ve QH2, ubikinol (dihidroksikinon) formunu temsil eder.
Koenzim Q10'un (CoQ10) ardigik oksidasyon ve rediksiyonu, protonlarin bir lipit tabakasi
boyunca matriksten IMA’ya gegisini saglar (Sazanov, 2015’den uyarlanmigtir).

Sitokrom ¢ (CYCS), kompleks Il icindeki sitokrom b ile solunum
zincirindeki kompleks IV arasindaki elektron tasiyici olarak iglev goren, hem
iceren bir proteindir. Sitokrom ¢ biyogenezi, holositokrom ¢ sentaz (HCCS) ile
posttranslasyonel modifikasyona ugrar. Bu enzim, sitokrom c¢ proteininin
korunmus CXXCH motifine kovalent olarak baghdir (124). Elektron
transferindeki roline ek olarak, sitokrom c'nin mitokondriden salinmasi

apoptozun ilk adimi olarak islev gorar (125).
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2.4.12.4. Mitokondriyal solunum zinciri kompleksi IV

Solunum zincirinin  dérdincli kompleksi sitokrom c¢ oksidaz (COX),
elektron transfer zincirinin son enzim kompleksini temsil eder. ~200kDa olan
holoenzimin kristal yapisi, 13 yapisal alt birimin etkilesimini ortaya koyar ve
kompleks IV birlesim ve biyogenezinde rol oynayan en az 26 ilave protein icerir
(Sekil 2-20) (126-128). Kompleks IV, IMM igine gédmdull bir dimer olarak islev
gorur ve katalitik gekirdek COX1, COX2 ve COX3'ten olusur; bunlar redoks
prostetik gruplarinda iki bakir molekulli (CuA ve CuB), iki hem grubu (a ve a3),

bir magnezyum iyonu ve bir ¢inko iyonunu igerir (129).

IMA

IMM

Sekil 2-20: Komplek IV kristal yapisinin gematik gosterimi.

13 alt birim; bej: COX1, koyu mavi: COX2, mor: COX3; gokmavisi: COX4, leylak:
COX5A; Kahverengi COX5B; yesil COX6A2; menekse: COX6B1; sari: COX6C; koyu mor:
COX7A1, kirmizi: COX7B, koyu kirmizi: COX8B, pembe: COX7C. (Alston, C. L, 2017’den
uyarlanmistir)

Kompleks Il ile indirgeme sonrasinda, tek elektron tasiyicisi sitokrom ¢
kompleks IV'e baglanir ve ilk elektron alicisinin bakir pargasina CuA'ya
elektronunu vererek oksitlenir. Elektron, molekiler oksijeni baglayabilen bir
binUkleer merkez olusturan hem a2 ve CuB kompleksine aktarilmadan once,
baglangicta heme a' ya, aktarihir. Takiben, dort sitokrom ¢ molekulinu
oksitlemek igin bu iglemin dort tekrarini iceren bu reaksiyon iki molekul su uretir

(Sekil 2-21). Kristal yapi ¢ozunurligunde son zamanlarda yapilan iyilestirmeler,
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terminal oksijen indirgenmesinden Once, matriks turevi protonlari depolamak
icin yeterli kapasite saglayan ve Mg? + iyonu da iceren biylk bir su kiimesi
tanimlamistir (130). Oksijenin indirgenmesi i¢in her protonun matristen
cikariimasiyla es zamanli olarak, matriks proton havuzundan ikinci bir protonun

IMA’ya aktariminin, AW'ya katkida bulundugu dusunulmektedir (131).

Q\’ é Sitokrom C
\1@ D

Sekil 2-21: Sitokrom c oksidaz fonksiyonunun gsematik gosterimi.
Genel reaksiyon (kesintisiz oklar) dort sitokrom c¢'nin oksidasyonundan iki molekul su

(2H20) Uretimini ve matriksten protonlarin hareketini katalize eder. Protonlar hem oksijeni
indirgemek hem de IMA'ya gecerek AW’ye katkida bulunmak icin matriksten ¢ikarilir (sirasiyla

gri ve kesikli oklar). (Sazanov, 2015’den uyarlanmistir).

2.4.12.5. Mitokondriyal solunum zinciri kompleks V
Kompleks V ya da ATP sentaz, ~600 kDa olup, 13 yapisal alt birim ve

biyogenez igin en az 3 ilave protein igerir. Bu F1-FO holoenzimi, IMM igine

gémulid FO ve matrikste c¢ikinti yapan F1 alt biriminden olusur (Sekil 2-22).
Kristal yapinin ¢ozulmesi, onu izleyen Boyer'in 6ne surdugu ATP sentezi

mekanizmasinin dogrulanmasi igin kritiktir. Enzim igindeki yapisal dedgisiklik,

ATP olusturmak i¢in ADP fosforilasyonunu surdurtr (132-135).
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Kristal yapi, Boyerin kompleks V' in molekuler motor olarak iglev
gordugu hipotezini ve kompleks zincirinin redoks reaksiyonlari yoluyla,
kompleks I, lll ve IV tarafindan Uretilen proton itici gicin ATP sentezini
tetikledigini guclendirdi. Protonlar, membran gomulu FO alt birimi igindeki donme
turbini gézeneginden potansiyel gradyandan asagi dogru akmak igin proton
hareket kuvvetini kullanir. FO alt birimi, ¢ halkasini olusturan 12 ‘c’ alt biriminden
ve matriksten veya IMA'dan, IMM'nin orta noktasina kadar uzanan iki yarim
kanal iceren bir ‘a’ alt biriminden olusur (Sekil 2-21). Matriks ¢ikintili alt birim F1
icindeki molekuler doner makine, a3B3y161¢1 alt birimlerinden olusur; a ve 8 alt
birimleri ADP ve Pi baglayabilir ancak sadece  alt birimleri katalitik aktiviteye
sahiptir (132).

“‘Baglanma degisimi mekanizmasi” ATP sentezi ve salinma yodntemini
acgiklar. Temel varsayim, U¢ B alt birimin her birinin farkh bir yapisal
konfirmasyon benimsemesi (acik, gevsek veya siki) ve sirayla bu durumlarin
her biri arasinda gecis yapmasidir; 360 ° tam rotasyon ATP sentezini protona
bagli bir sekilde katalizler (132).
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Sekil 2-22: Memeli ATP sentazinin yapisi ve iglevi.
ATP sentazinin kristal yapisi ile "a" alt biriminin sematik birlesimi gérilmektedir. F1 alt

birimleri: kirmizi: 8, yesil: a / B; turkuaz y, mor: €. FO alt birimleri: Seftali: a, turuncu: b; mavi: c.
Alt birim "a" icindeki iki yarim kanal, IMA’dan yakalanan protonlar icin giris noktasi saglar.
Gogen protonlar, ¢ subuniti arayiziinde, korunmus yikli kalintilara baglanir ve nétralizasyon
sonrasi hidrofobik IMM’ya dogru hareket ederler. Bu hareket (sisteme proton giriginin tekrari ile)
c-halka motorunun dénusunu saglar ve proton baglayici yikla kalintinin yeniden iyonlasmasiyla
matrikse girdigi yer olan ikinci yari kanala ulasana kadar devam eder. (Walker, 2013 ve von
Ballmoos ve ark., 2009’dan uyarlanmisgtir).
2.4.12.6. Mitokondriyal solunum zinciri superkompleksleri

Solunum zincirinin  kompleksleri, bagimsiz olarak islev gdrmesine
ragmen, elektron transport zinciri, proton gradientinin Uretimi igin, komplekslerin
isbirligini gerektirir. Dahasi, mitokondrinin dinamik dogasi geregi, artan enerji
ihtiyaci gibi dis uyaranlara cevap vermeleri gerekir (138). IMM icinde,
mitokondriyal kompleks konumlarinin  yakinhiginin  elektron transferini
gelistirdigini oneren “kati hal” teorisi veya IMM icindeki mobil elektron
tastyicilarinin yakinhk gereksinimini ortadan kaldirdigini éneren polarize “akig”
modeli de dahil olmak Uzere solunum zinciri kompleksleri arasindaki
etkilesimleri detaylandiran gesitli teoriler vardir (139,140). Her iki modelin de bir
degeri oldugu aciktir, ancak hizli elektron transferi ve eszamanli proton
pompalama, | / 1112 stper kompleks ve 1.7 MDa /1112 / IV respirazom seklinde

yakin solunum birimlerinin olusumunu kolaylastiran “kati hal” ve “plastisite”
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modellerine destek verir (141). BN-PAGE'den elde edilen kanitlar fonksiyonel
bir respirazomu dogrulamis (147) ve mitokondriyal stper komplekslerin kristal
yapilari rapor edilmistir. KI/KIII, KI/KIV ve KII/KIV arasindaki hayati super
kompleks etkilesimleri ortaya koymaktadir (142,143). Mitokondriyal solunum
zincirinin, stper komplekslerinin bildirilen yakin atomik kristal yapisi (Sekil 2-
23), bircok mitokondriyal hastalilk mekanizmasinin tam olarak anlasiimasi igin

kritik olacaktir.

Sekil 2-23: Siiperkomplekslerin kristal yapilari.

a. Cl /112 / IV respirazom ve b. Cl / 112 stperkompleksi. Kompleks I: turkuaz; kompleks
IV: pembe; kompleks llI: yesil (Letts ve ark, 2016 'dan uyarlanmistir).

2.5. MITOKONDRIYAL HASTALIKLAR

“Mitokondriyal hastalik” semsiye terimi, klinik olarak heterojen olan
primer mitokondriyal bozukluklarin timinu ifade eder ve en ¢ok etkilenen doku
ve organlar en ylksek enerji gereksinimine sahip olanlardir (Sekil 2-24).
Semptomlar her yasta ortaya ¢ikabilir ve izole veya multisistemik bir sendromun

parcasi olabilir (144).
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Sekil 2-24: Mitokondriyal hastaliklarin klinik heterojenitesi.

Yaygin olarak etkilenen organlar (beyin, kalp, kas, karaciger, bébrekler, pankreas ve
gastrointestinal sistem) ve iligkili klinik semptomlar gdésterilmistir (Alston, C. L, 2017’den
uyarlanmistir).

Mitokondrial hastaliktan suphelenilen olgular ¢ gruba ayrilabilir;

1. Spesifik mtDNA mutasyonlarin neden oldugu bilinen sendromlar
(MERRF, LHON, MELAS vb)

2. Ozel bir sendroma uymayan, ancak mtDNA defektini distindiren,
miyopati, karaciger fonksiyon bozuklugu, oftalmopleji, sagirhk ve ataksi gibi
klinik bulgulari olan hastalar
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3. Mitokondrial fonksiyon bozuklugunu dusundudren atipik klinik
prezentasyon, diger nedenlerle agiklanamayan norolojik ve/veya ekstranorolojik
bulgular: renal, gastrointestinal (dismotilite,disfaji ve psddoobstriksiyon),
endokrinopati (6zellikle hipoparatiroidizm ve diyabet), hipertrofik kardiyomiyopati
(145).

Mitokondriyal hastaliklar igin kesin bir tedavi yoktur. Bazi hastalarda
digerlerinden daha hafif bulgular olmasina ragmen, o6zellikle klinik olarak
etkilenen cocuklar icin prognoz genellikle daha sikintilidir (146,147). Tedavisi
olmadigindan, kaltsal mitokondriyal hastaliktan etkilenen aileler icin Ureme
danigmanligi saglanmasi hayati bir 6neme sahiptir. Mevcut yaklasim, prenatal
genetik tani (koryonik villus biyopsisi (KVB) ve amniyosentez) veya in vitro
fertilizasyon ile preimplantasyon genetik taniyi icerir. Ne yazik ki, genetik
heterojenite ile birlikte bircok mitokondriyal hastalikta genotip-fenotip
korelasyonlarinin olmamasi, yaklagsik 1150 genin potansiyel aday gen
havuzuyla iligkili olmasi, genetik tani koymanin karmagik bir sure¢ olmasi,

birgcok hasta igin guglukler olugturmasi anlamina gelir.

2.5.1. Mitokondriyal hastaliklarin  arastinlmasinda  multidisipliner
yaklagim

Supheli mitokondriyal hastaligin laboratuvar arastirmasi karmasiktir ve
algoritmalar, molekller genetik taramaya rehberlik etmesi i¢in klinik ve
fonksiyonel calismalari iceren multidisipliner bir yaklagim gerektirir (148).
Elektrokardiyogram (EKG), Elektromiyografi (EMG) ve Elektroensefalografi
(EEG) gibi sinir iletim calhsmalari, kan ve idrar analizi (klinik biyokimya) ve
manyetik rezonans (MR) goruntuleme gibi rutin klinik arastirmalarin hepsi
mitokondriyal etiyolojiyi arastirmak icin faydali araclardir. Mitokondriyal solunum
zinciri kompleksi aktiviteleri spektrofotometrik olarak degerlendirilebilir ve tek bir
kompleks veya kombine kompleks eksikliginin tanimlanmasi, molekuiler analiz
icin ilgili aday genlerin 6ngdrulebilmesi icin 6Gnemini korumaktadir (149). Benzer
sekilde, seri kesitli kas biyopsi 0Orneklerinin histolojik, histokimyasal ve
immunohistokimyasal analizi, mitokondriyal patolojinin 6nemli kanitlarini saglar
ve belirli bir patolojik mekanizmanin gdstergesi olabilir (150). Hasta kas

biyopsisinin  histokimyasal ve biyokimyasal analizi genetik testlerin
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yonlendiriimesinde kritik 6neme sahiptir, ancak yeni stratejiler tanisal verimi
artirmayl amagclamaktadir. Bazi semptomlar altta yatan genetik kusurdan
badimsiz olarak tedavi edilebilirken (6rn., Pitozun cerrahi olarak duzeltiimesi
veya antikonvilsanlarla nébet kontroll), aile Gyelerinin tasiyicilik testi ve Greme
seceneklerine erisim gibi diger muadahaleler molekller analiz olmadikga

yapilamaz.

Mitokondriyal ve nukleer genomlarin  mitoproteoma  katilimi
dusundlditgunde, mitokondriyal disfonksiyon, mtDNA veya nDNA daki genetik
mutasyonlardan kaynaklanabilir. Ek olarak, primer, konjenital bir durum veya

sekonder olarak yas iligkili somatik mutasyona bagli ortaya cikabilirler (151).

2.5.2. mtDNA iligkili mitokondriyal hastaliklar

Diploid olan ve Mendelian kalitim yasalarina uyan nDNA' dan farkli
olarak, mtDNA sadece anneden kalitilir (152). mtDNA'nin ¢oklu kopya sayisi,
mtDNA ile iligkili genetigin benzersiz bir yonu olan heteroplazmiye neden olur.
Heteroplazmi, mutant ve vahsi tip mtDNA molekillerinin bir arada oldugu
durumda ortaya cikar. Homoplazmi, tim mtDNA molekullerinin ayni genotipe
sahip oldugu durumdur. Heteroplazmik mutasyonlar genellikle degisken bir esik
degerine sahiptir, bu da hidcrenin kusurlu mtDNA molekillerini tolere
edebilecegdi duzeyde olabilir (153). Mutasyon yUku bu esigi astiginda, metabolik
disfonksiyon ve iligkili klinik semptomlar ortaya cikar. Nokta mutasyonlari ve
buayuk Olgekli mtDNA delesyonlari, primer mtDNA hastaliginin en yaygin ikKi
nedenini temsil eder, her ikisi de maternal kalitimli olarak veya embriyonik

gelisim sirasinda de novo ortaya ¢ikar.

2.5.3. mtDNA nokta mutasyonlari

mtDNA nokta mutasyonlari (kiguk indel mutasyonlari dahil), tahmini 200'de 1
yayginligi ile mitokondrial hastaliklarin 6énemli bir nedenidir (154). 270'in
uzerinde farkli mtDNA nokta mutasyonu bildiriimistir ve hemen hemen her
mtDNA genini etkiler. Klinik spektrum, nonsendromik sensorindral isitme
kaybindan, Mitokondriyal Ensefalopati Laktik Asidoz ve inme benzeri ataklar
(MELAS)'a kadar degisen semptomlarla iligkilendirilmistir (155). Klinik
semptomlar c¢ocuk veya yetigkinlikte ortaya cikabilir, mutasyonlar kalitsal
olabilir (~% 75 vaka) veya de novo (~% 25 vaka) ortaya ¢ikabilir (156). Maternal
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yolla kalitilan mtDNA defektlerinde, siklikla, oositleri mitokondriyal darbogazin
secim etkileri nedeniyle degisen mutasyon oranlari icermesine ragmen, mtDNA
mutasyon yuku hucresel islev bozuklugu igin gereken esigin altinda kalan ve
klinik olarak etkilenmemis bir anne &éykusu vardir (157). Bu nedenle dogum
oncesi test edilmesine ragmen sonraki gebeliklerde tekrarlama riskini tahmin
etmek neredeyse imkansizdir. Korion villus biyopsisi veya amniyosentezde
kullanan dokular, dogru bir mtDNA heteroplazmi analizi saglayabilir (158). De
novo MtDNA nokta mutasyonlarinin rekurrens riski ¢ok dusuktur, ancak
maternal oositlerde gonadal mozaisizm riski vardir (156). mtDNA nokta
mutasyonlari nedeniyle ortaya c¢ikan ve bilinen sendromlar asagida

Ozetlenmisgtir;

a) Leber'in Herediter Optik Noropatisi (LHON) (# 535000): mtDNA’daki
patojenik varyantlarin neden oldugu bilateral, agrisiz, subakut, merkezi
gbrme  kaybi ile karakterize noérodejeneratif  bir  hastaliktir.
LHON vakalarinin yaklasik% 95'i U¢ patojenik mtDNA dizisinden birini
tasir. Elektron transport zincirinin kompleks | alt birimlerini kodlayan
genleri iceren varyantlar: MT-ND4 m.11778G> A, yuksek oranda
korunmus bir amino asidi (p.Arg340His) degistirir;, MT-ND1 m.3460G> A,
orta derecede korunmus bir amino asiti (p.Ala52Thr) degistirir ve MT-
ND6 m.14484T> C, zayif korunmus bir amino asiti (p.Met64Val) degistirir
(159). Bu hastalik i¢in bugune dek 18 farkl allelik varyant tanimlanmistir.
LHON bir enzim eksikliginden degil, elektron transportunun bir yerde
inhibe edilmesinden dolayi ortaya ¢ikmaktadir. Bu inhibisyon nDNA 'dan
da kaynaklanabilir. Ayrica erkeklerde X'e bagl mutant bir genin varligi da
cesitli galismalarda ortaya konmustur.

b) Leigh Sendromu (#256000) (Subakut Nekrotizan
Ensefalomyelopati): infantlarda gérilen laktik asidemi, hipotoni, ataksi,
retinitis pigmentoza ile seyreden noérodejeneratif bir hastaliktir. Leigh
sendromu oldukga heterojen olup oksidatif fosforilasyon ve ATP
olusumunda rol oynayan mitokondriyal solunum zinciri kompleksleri |, I,
I, IV ve V dahil olmak Uzere enerji metabolizmasinda yer alan hem

nukleer hem de mitokondriyal kodlu genlerde mutasyonlar tanimlanmigtir
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(160). Bu nedenle kalittm OR veya mitokondrial olabilir. Ornegin
Komplex I'de mitokondrial (MTND2, MTND3, MTND5, ve MTNDG6) ve
nikleer (NDUFS1, NDUFS3, NDUFS4, NDUFS7, NDUFS8, NDUFA2,
NDUFA9, NDUFA10, NDUFA12, NDUFAF6, NDUFAF5) olmak Uzere
¢ok sayida iligkili gen bulunur.

Noropati, Ataksi, Retinitis Pigmentoza (NARP) (# 551500):
Noérodejeneratif bir hastalik olan NARP, proksimal kaslarda zayiflik,
gelisme geriligi, noropati, ataksi, ndbetler ve retinitis pigmentoza ile
karakterizedir. Bu patolojinin Leigh hastaligindan farki heteroplazmik bir
mutasyon olmasi ve hastaligin ileri yaslarda gorilmesidir. MTATP6’ daki
heteroplazmik mutasyonlardan kaynaklanir. Cocuklukta gelisme gerilidi,
psikomotor gerilik ve anksiyete ataklari ve daha sonra isitme kaybi, optik
atrofiye bagh korlik ve retinitis pigmentosa, ataksi ve klonik spazmlar
dahil olmak Uzere farkli norolojik belirtiler gelistiren NARP sendromlu 40
yasinda bir erkek hastada, MTATP6 geninde tanimlanan yeni mutasyon
ve siraslyla kan ve kasta % 26 ve% 85 heteroplazmikti (161).
Mitokondriyal tRNA Genlerindeki Tek Nukleotid Mutasyonlari:
Myoklonik Epilepsi-Ragged Red Fiber (MERRF) (#545000):
Miyoklonik epilepsi, mitokondriyal miyopati, sensorindral tip isitme kaybi,
demans, ataksi, hipoventilasyon ve orta dereceli kardiomiyopati ile giden
bir hastaliktir. Mitokondriyal miyopati ve dizensiz kirmizi kas lifleri
gorular. MTTK, MTTL1, MTTH, MTTS1, MTTS2, MTTF genlerinde
mutasyon tanimlanmistir. Hastalik mutant mitokondriyal DNA yuzdesi ile
orantilidir. Yas ilerledikce oksidatif fosforilasyon kapasitesi diser ve
gerekli minimum enerjinin altina indiginde semptomlar ortaya ¢ikmaya
baslar (162).

Mitokondriyal miyopati, Ensefalopati, Laktik Asidoz, Strok-benzeri
epizodlar (MELAS) (# 540000): Mitokondriyal miyopati, ensefalopati,
laktik asidoz ve inme benzeri ataklari iceren MELAS sendromu, degisken
bir klinik fenotipi olan genetik olarak heterojen mitokondriyal bir
hastaliktir. Hastaliga, nébetler, hemiparezi, hemianopsi, kortikal korlik ve
epizodik kusma gibi merkezi sinir sistemi tutulumunun ozellikleri eslik
eder. MELAS sendromuna MTTL1, MTTQ, MTTH, MTTK, MTTC,
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MTTS1, MTND1, MTND5, MTND6 ve MTTS2 dahil olmak Uzere farkli
genlerdeki mutasyonlar neden olabilir. MELAS'a neden olan en yaygin
mutasyon ise, MTTL1 genindeki c.3243A>G degisimidir (163).

f) Letal Infantil Mitokondriya/ Miyopati (LIMM) (# 551000):
Postpartum agir laktik asidoz, hipotoni, kalp ve iskelet kaslarinda
mitokondriyal miyopati ve yeni dogan doneminde solunum yetmezligine
bagli 6limun goérulebildigi heterojen bir hastalik grubudur. mtDNA treonin
tRNA genindeki MTTT mutasyonlardan kaynaklanir (164).

2.5.4. mtDNA delesyon sendromlari

Tek ve blyuk olgcekli mtDNA delesyonlari, toplum sikligi 1.2/100.000 olan
uc ana iligkili fenotipe sahiptir. Kronik progresif eksternal oftalmopleji
(CPEO) (~%65), Kearns Sayre Sendromu (~%30) ve Pearson sendromu
(<%5) (165). Pearson sendromu, tek buyuk olgekli mtDNA delesyonlari ile iligkili
en siddetli kliniktir; hastalar erken donemde sideroblastik anemi ve pankreas
fonksiyon bozuklugu ile basvururlar ve bebeklik doneminde genellikle mortaldir
(166). Kearns Sayre sendromlu hastalar 20 yasindan 6nce pitoz ve/veya PEO
ve pigmenter retinopati ile basvururlar. Miyopati, ataksi veya kardiyak iletim
kusurlari dahil olmak Uzere coklu sistem tutulumuna sahip olabilirler (165).
Progresif eksternal oftalmopleji (PEO), iskelet kasinda ¢ok sayida mitokondriyal
DNA delesyonu ile karakterizedir. En yaygin klinik 6zellikler, yetigkinlerde dis
g6z kaslarinin tutulumu ve egzersiz intoleransidir. Ek semptomlar degiskendir;
katarakt, isitme kaybi, duyusal aksonal noéropati, ataksi, depresyon,
hipogonadizm ve parkinsonizmi igerebilir. Hem otozomal dominant hem de
otozomal resesif kalitim gorulebilir ve otozomal resesif kalitimda klinik genellikle
daha giddetlidir (167).

Diferansiyel siddet kismen heteroplazmi dizeyine ve delesyon
blyukligine baglanabilr ve Kearns Sayre hastalari genellikle CPEO
hastalarina kiyasla daha buyuk delesyonlara sahiptir (168). Delesyonlar tipik
olarak 1-10 kb arasinda degisir ve genelde 4977bp (m.8470_13446del)
delesyonu gorultr ki buna, iki 13bp’lik dogrudan tekrar bdlgesi arasindaki
(m.8470-8482 ve m.13447-m.13459) mtDNA eksizyonu neden olur (169).
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Nukleer gen yeniden duzenlemelerinden farkh olarak, buyuk olgekli
mtDNA delesyonlari, embriyonik gelisim sirasinda siklikla sporadik olarak
ortaya cikar ve dusuk tekrar riskine sahiptir (170). Bulylk olgekli bir mtDNA
delesyonunu tasiyan ve klinik olarak etkilenen kadinlarin disuk bir kalitim riski

vardir (<%10) ve prenatal test riskli gebelikler icin bilgilendiricidir (171).

2.5.5. ikincil mtDNA mutasyonlari

mtDNA delesyonlari ve nokta mutasyonlari primer mtDNA defektlerini
temsil ederken, sekonder defektler mitokondriyal hastaligin diger bir yaygin
formudur. mtDNA tamir bozuklugu, transkripsiyon, translasyon veya proteinlerin
sitoplazmadan mitokondriye transferi gibi yardimci sureglerin bozulmasi, nicel
(mtDNA kopya sayisinin azalmasi, deplesyon) veya Kkalitatif etkilere neden
olabilir (mtDNA genom butunligunu etkileyen c¢ok sayida buyuk mtDNA
delesyonlari). Bunlar nukleer genleri etkileyen mutasyonlardan kaynaklanir ve
Mendel kalitim (veya de novo) modeline uyarlar. Mitokondriyal DNA tukenmesi
sendromlari (MTDPS) klinik ve genetik olarak heterojendir ve ¢odu otozomal
resesif hastaliklardir. TK2 genindeki mutasyonun neden oldugu MTDPSZ2,;
DGUOK genindeki mutasyonun neden oldugu MTDPS3; POLG genindeki
mutasyondan kaynaklanan MTDPS4A ve MTDPS4B; SUCLA2 genindeki
mutasyonun neden oldugu MTDPS5; MPV17 genindeki mutasyonun neden
oldugu MTDPS6; C100RF2 genindeki mutasyonun neden oldugu MTDPS7; her
ikisi de RRM2B genindeki mutasyondan kaynaklanan MTDPS8A ve MTDPSS8B;
SUCLG1 genindeki mutasyonun neden oldugu MTDPS9, AGK genindeki
mutasyonun neden oldugu MTDPS10, MGME1 genindeki mutasyonun neden
oldugu MTDPS11, MTDPS12A ve MTDPS12B, SLC25A4 ve FBXL4 genindeki
mutasyonun neden oldugu MTDPS13; OPAl genindeki mutasyonun neden
oldugu MTDPS14; TFAM genindeki mutasyonun neden oldugu MTDPS15;
POLG2 genindeki mutasyonun neden oldugu MTDPS16; MRM2 genindeki
mutasyonun neden oldugu MTDPS17; SLC25A21 genindeki mutasyonun neden
oldugu MTDPS18; ve SLC25A10 genindeki mutasyonun neden oldugu
MTDPS19.
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2.5.6. Nukleer mitokondriyal hastaliklar

Mitoproteom genlerinin ¢ogu nukleer genom tarafindan kodlanir ve
Mendel kalitim 6zelligi gosterir. De novo (172,173), X-bagh (174,175), OD (176)
ve OR (172,176) kalitim olgulari literattrde bildiriimigtir. ilk nikleer mitokondriyal
gen mutasyonu, 1995 yilinda kompleks II'nin bir yapisal alt birimini kodlayan
SDHA'da tanimlanmis (177) ve o zamandan beri mitokondriyal hastalik aday
genlerinin kesfinde ¢ok buylk ilerleme kaydedilmistir. Hastada DNA analizleri
ile, genlerin patolojiye katilimlari dogrulanirken, yeni aday genleri ortaya
cikarmak igin hastalik modellerine yeni proteomik ve transkriptomik yaklasimlar
uygulanmaktadir (178,179,180). Etkilenmis birden fazla aile Uyesiyle yapilan
geleneksel baglanti analizi yaklasimi, TED gibi c¢oklu paralel dizileme
stratejilerine yol gostermis, etkilenen bireyle saglikli kardes (paired) veya
proband-ebeveyn Uglusu (trio) gibi yaklagimlar yardimi ile, 20 yildan beri yeni
hastalik genlerini ortaya ¢cikmasi hizlanmig ve tanimlanan gen sayisi artmistir.
Mitoproteomdaki ~1150 proteinden, 270'in Uzerinde gende mutasyon
bildirilmistir (Sekil 2-25) ve sadece yeni genler degil, ayni zamanda insan
hastaliklariyla halihazirda iligkili genleri iceren alternatif yolaklarda, yeni
mekanizmalar da bildirilmektedir (181). Muhtemelen klinik olarak etkilenen
dokulardaki degisen heteroplazmi seviyeleri nedeniyle, daha ciddi klinik
fenotiplerin siklikla resesif mutasyonlarla iligkili oldugu dustntlir ve bu nedenle
mtDNA mutasyonlari erigkinlerde, nukleer gen defektleri ise pediatrik vakalarda
daha sik gorilmektedir (98).
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OXPHOS DNA, RNA &

Enzymes Protein synthesis Substrate Cofactors Homeostasis
NDUFA1  —|SDHA - POLG MT-TA PDHA1 2 15LC19A3 TAZ
NDUFA2  4|SDHB 8| PoLG2 MT-TC PDHE E [stczsare BlAck
NDUFA9 B 2| C100rf2 MT-TD  2|PDHX 2 [rPka | SERACI
NDUFA10 &|SDHD =| MGME1 mT-TE  ©|PDPI1 = DNAJC19
NDUFA11 Y §| oAz MT-TF |pLar g o |HAS
NDUFA12 Z|cvcl & | RNASEH1 MT-TG PDK3 8 g [HPTL TIMMSA
NDUFA13 L |UQCRB MT-TH I Voo £ tlarFmz
NDUFB3  2|UQCRQ ABAT MT-TT ACO2 BOLA3 = alGFER
NDUFBS  g|UQCRC2 beuok MT-Tk B 2|FH FDX1L & E|pmpca
wourB1:  SlmT-cve o| MPVIZ N i £ F{iDHzB XN XPNPEP3

~ |NDUFs1 | RRM2E ol gy € 2 leLaxs
T = i
% |NDUFS2 COX4I2 | SAMHDI & g 8 HSPD1
a U B el MT-TM w n [TBAS7
a|vDUFS3  ®|coxeAl 2| SLC25A4 MT-TN  3|mPci 2 liscaz CLPB
E|npuFs4  E|coxeBi 5| suctAz MT-TP  E|SLC25A3 [ |1scu £ z|cLep
O|npurss B\ cox7e =| sucLGi : Olsiczsaiz o 2 =|Lowes:
o MT-TQ & |evrma s
NDUFS7 7| COX8A TK2 MT-TR NEU1 & S{PITRMI
NDUFSS £ |NDUFA4 TYmMp MT-Ts1  Blec NES1 AFG3L2
NDUFV1  2|TACOI MT-Ts2  Elcasa NUBPL SPG7
NDUFV2 S| MT-CO1 ELAC? MT-TT SACS
MT-ND1 E‘ MT-CO2 = HSD17BI10 MT-TV g w|ACAT1 ADCK3
MT-NDS @ =| mTpap MT-Ty 8 8|HMGCS2 @ coQz - |eoar
MT-ND4  B|ATPSAL 2| Lrepre OXCT1 E |coo+4 § §|mFF
MT-ND4L E|ATPSE ] MTEMT Nlcogs g a[mAvz
MT-ND5 @ |MT-ATPG E MTO1 AARSZ ACADM g coQr L w|OPA1
MT-ND&6 & |MT-ATPS = CARS2 ACADS 0 |coge SLC25A46
TANT | Earsz  S|acabw PDSS2 ATAD3A
PUS1 ¢| Farsz  T|CPTIA S 7D
Assembly TRITI  E| GARS = [cPT2 2lnics Unclear
TRMU | HARS2  CHADH function
NDUFAF1 BCSiL o _ c| kars g [HADHA SCO1
NDUFAF2 = |LYRM7 & §| GFMI 2| Larsz  ©|HADHB 3 |scoz S5QSTM1
% | nourars Glueccz =R GFMZ o) papgy  Zlsicz2as COA6 APOPT1
2| nourars veces £ 3| TSAM %| mars2  &|sLc2sAz0 CHCHD10
£ | nouFaFs rrcie C oo TURM NARSZ ETFA COX10 FBXL4
S| noUFAFs RMND1 ORSL1 ETEB . COX15 OPA3
AcAD9 @[ SURFI C120rf85 | paps2 ETFDH g [2PoX Inhibit
% s cz543g  ANNIDILOrS
FOXRED1 g CEP89 MRPS7 RARS2 T ETHEI
TMEM1268 = | COX14 MRPS16 SARS2 =l ppaz CYCS
NUBPL o] coxzo w| MRPS22 TARSZ HCCS D2HEDH
g|coas E| MRPS23 VARS2 COASY L2HGDH
s | spHAFL  ©| FASTKDZ G| MRPL3 YARS2 < |pankz &1 C25A1
v PET100 5| MRPL12 Y |sLczsa42 ECHS1
& | MRPL44 a HIBCH
B £| ATPAF2 MT-RNR1 2 |FLab: fim=
< @ | TMEM70 MT-RNR2 Z o |SLC25A32 TXN2
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< lsPxwa

E |sLc2sa26

Sekil 2-25: Hastalik iligkili mutasyon bildirilen mitokondrial genler.

Listelenen genler, protein islevine gére siniflandiriimigtir ve kirmiziyla gdsterilen genler
mtDNA, siyahlar nDNA’y1 ifade ederken, mor golgeli genler, metabolik hastalik tablosu
olmaksizin timdrjenezde yer alan genlerdir (Mayr ve digerleri, 2015).
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2.5.7. izole solunum zinciri kompleks eksiklikleri
izole bir solunum zinciri kompleks eksikliginin, histokimyasal ve
biyokimyasal kaniti, bes OXPHOS kompleksinden birinin yapisal bir alt birimini
veya bir yardimci faktorinu etkileyen bir mutasyonu duasundurir. Her bir
kompleks igin yapisal alt birimler ve yardimci faktorler hakkindaki mevcut bilgiler

ve iligkili gen sayisi her gegen gun artmaktadir.
) izole kompleks | eksikligi

Izole kompleks | eksikligi, %70-80'% nikleer gen iliskili pediyatrik
hastalarin yaklasik %30'unun biyokimyasal fenotipini temsil eder (182,183).
Kompleks | eksikligiyle iliskili klinik semptomlar heterojendir, ancak prognoz tipik
olarak hizli ilerler ve koétudur. Laktik asidoz, kardiyomiyopati veya I6kodistrofi ile

birlikte yaygin bir 6zelliktir.

Bu gune kadar, 19/37 yapisal alt birim ve 10/19 birlestirme faktorinde
mutasyonlar tespit edilmigtir ve bildirlen hemen hemen tum mutasyonlar,
azalmis kompleks | birlesimi ve aktivitede karsilastirilabilir bir azalma ile
iligkilidir. Ancak istisnai olarak p.Asp446Asn NDUFS2 mutasyonunun, sadece
katalitik bir defekt olusturdugu goérulmektedir (184). Gen boyunca bildirilen diger
NDUFS2 varyantlarinin bu etkiyi yeniden gdsteremedigi g6z 6nune alindiginda
bu bulgu ilgingtir (185). Dahasi, bir birlesim hatasi olmaksizin, yani N
modulindn kaybi olmaksizin, Q domaini igindeki lokasyonu g6z onine
alindiginda NADH aktivitesinin kaybi mekanizmasini agiklamak zordur ancak
fonksiyonel kanitlar p.Asp446Asn mutasyonunun patojenitesini
desteklemektedir (184).

izole bir kompleks | eksikligi ile iliskili en yaygin bulgular, fatal infantil
laktik asidoz, Leigh sendromu, kardiyomiyopati ve I6koensefalopati'dir. Birinin
olmamas! taniyi diglamaz veya birlikte gérilebilirler. Ornedin Ngu ve
arkadaslari, tgU hipertrofik kardiyomiyopati ile birlikte olan Leigh sendromu ile
uyumlu MR degisiklikleri ile basvuran bes NDUFS2 eksikligi olan hastayi
raporlamisgtir (184). Laktik asidoz, NDUFS2, NDUFS6, NDUFS8, NDUFV1,
NDUFA11l, NDUFB3, NDUFAF3 ve NDUFAF5'te bialelik mutasyonlarla iligkili

olarak bildirilen pediyatrik kompleks | eksikligi olan hastalarda yaygindir. Fatal
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infantil laktik asidoz ile iligkili genel bir genotip-fenotip korelasyonu eksikligi

olmasina ragmen, NDUFSB6, birincil aday gen olarak dusundtlebilir (186).

Kardiyomiyopati yaygin bir klinik semptomdur. ACAD9 mutasyonlari
patogenezi i¢in anahtar aday geni temsil etmektedir (187), ancak NDUFB11,
NDUFAF ve ¢ok sayida mtDNA varyanti dahil olmak Uzere diger genler de dahil
edilmistir (188,189). Her ne kadar 7 adet kompleks | yapisal alt birim mtDNA ile
kodlanmig olsa da, kardiyomiyopati bu genlerdeki mutasyonlarla iligkili
goérunmemektedir (183). Genetik olarak en heterojen mitokondriyal hastalik olan
Leigh sendromu, simdiye kadar 75'ten fazla gendeki mutasyonlar ile
iliskilendirildi ve bunlarin en az 23'U kompleks | proteinlerini kodlamaktadir (4

baglanma faktori ve 19 yapisal alt birim) (190).

Tipik olarak, calismalar kompleks | eksikligi mutasyonlarinin gogunun
Ozel ve tekrarlayici olmadigini bildirdiginden (191), kompleks | eksikliginin
genetik tanisina rehberlik eden az sayida genotip-fenotip korelasyonu g¢alismasi
bulunmaktadir. Ornegin; p.Trp22Arg NDUFB3 (192), p.Gly212Val TMEM126B
Avrupa kurucu mutasyonlari ve p.Cys115Tyr NDUFS6 Kafkasya Yahudi kurucu
mutasyonudur (193). Literatirden elde edilen sonucglar, NDUFS2 ve ACAD9
mutasyonlarinin énemli bir tani oranini olugturdugunu gosterse de, genetik tani
egilimlerinin artmasi ile daha blyuk YND veri setlerinden daha net verilerin
ortaya ¢cikmasi muhtemeldir (194). Tan1 merkezlerinin, hastalik insidansi ile ilgili
epidemiyolojik calismalari kolaylastirmak icin genetik tabanli veri setlerini

yayinlamaya devam etmesi ¢ok dnemlidir.
1) izole kompleks Il eksikligi

Kompleks |l eksikligi nadirdir ve literaturde bildirilen <50 hasta ile
mitokondriyal hastaliklarin % 2-8’ini olusturur (195). Biallelik mutasyonlar,
agirhkli  olarak merkezi sinir sistemini veya kalbi etkileyen (hipertrofik
kardiyomiyopati, I6kodistrofi, LS ve ensefalopati) konjenital metabolik bulgularla
iligkilendirilmistir (196). Heterozigot mutasyonlar ise 6zellikle feokromositoma ve
paraganglioma gibi kanser yatkinhg ile iliskilidir (197). Baglangicta SDHA ve
SDHAF1 iligkili mitokondriyal hastalik ve SDHB/SDHC/SDHD/SDHAF2 iliskili
kanser duyarlihdinin farkh genotip-fenotip iligkilerine sahip olduguna inanilsa

da, SDHx mutasyonlari igin heterozigot ailelerin etkilenmemis akrabalarinda
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tumorun ortaya cikisinin izlenme calismasi genotip-fenotip ortismesi kanitini

ortaya ¢ikarmaktadir (198).

Bu gln i¢in, metabolik hastalarda, SDHA, SDHB, SDHD ve SDHAF1'deki
mutasyonlar tanimlanmasina karsin, tim SDHx genlerindeki mutasyonlar
(SDHAF1 harig¢) timoér olusumunda rol almigtir (199). Nukleer OXPHOS alt
birim mutasyonlarinin ¢ogunlugu resesiftir; ancak optik atrofiyle iligkilendiren
dominant SDHA mutasyonlari, kardiyak disfonksiyonu olan ve olmayan iki
vakada bildirilmigtir (200).

1) izole kompleks Il eksikligi

Egzersiz intoleransi, izole kompleks Il eksikligi ile iligkili baskin bir klinik
fenotiptir ve hastalarin >%50’sinden mtDNA’dan kodlanan tek alt birimi
etkileyen MTCYB mutasyonlari sorumludur (201). MTCYB mutasyonlari ile
iligkili diger klinik bulgular kardiyomiyopati ve ensefalomiyopatidir, ancak bunlar

daha azdir.

Gelisim geriligi, ensefalopati, laktik asidoz karaciger fonksiyon
bozuklugu, renal tubulopati ve kas zayifigi gibi bulgularla, nikleer kodlanan
yapisal alt birimlerin dérdinde ve bes yardimci faktdrde patojenik mutasyonlar
bildirilmistir (202). Birlesim faktéri BCS1L’deki mutasyonlar, MTCYB’ dekilerden
sonra kompleks Il eksikliginin en sik nedenidir ve 25'ten fazla farkh mutasyon
bildirilmigtir (203). Mutasyonlar, izole ensefalopatiden, bir ¢ok sistemi tutan
GRACILE sendromu’na (buylume geriligi, aminoasiduri, kolestaz, asiri demir
yukul, laktik asidoz ve erken o6lum) kadar degisen fenotipik heterojenite ile
iligkilidir.

Tamami “ataksi plus” fenotipi ile bagvuran ve TTC19 mutasyonu bulunan
12 hasta bildirilmigtir. Ataksi, dengesiz yurume gibi kaba motor veya dugme
ilikleme, yazi yazma gibi ince motor islerde zorluk, konusma bozuklugu,
istemsiz nistagmus veya yutma guclugu gibi kas koordinasyon zayifligini
gOsteren noral dejenerasyonla iligkili (serebellum) bir bulgudur. Erken veya geg
baslangi¢l semptomlarla (baslangi¢ yasi araligi: 7 ay - 45 yil) degisken fenotip
ve progresyonu olan bu hastalikta, bazi hastalar hizla ilerleyen bir seyirle

semptomlarin baglamasindan birka¢c ay ila birka¢ yil sonra kaybedilirken,
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digerleri on yillarca hayatta kalabilmektedir. Her hastada, biallelik cerceve

kaymasi ya da anlamsiz mutasyonlari tasiyan null aleller tespit edilmistir (202).

liging bir sekilde, cok az sayida rapor edilmesine ragmen (6rnegin, CYC1
icin n = 2), biallelik kompleks Il gen mutasyonlari ile iligkili klinik tablolarin gogu
hafiftir ve ilgili amino asitler yuksek evrimsel korunma gosterir. Hastaligin
baslangicinda, yanit olarak gelisen metabolik semptomlarla (hipoglisemi, laktik
asidoz ve karaciger fonksiyon bozuklugu) basvuran hastalar bildirilmigtir.
Benzer bir tablo UQCRB mutasyonlari igin s6z konusudur ve homozigot
c.338_341del cerceve kayma mutasyonu olan sadece bir vaka bildirilmistir.
Hepatik tutulum, hipoglisemi ve laktik asidozlu bir gastroenterit ndbetinden
sonra sunulan vakanin, homozigot null allelleri olmasina ragmen, kalici zarar
gormeden iyilestigi bildiriimigtir (204). UQCRQ mutasyonlari da benzer gekilde
nadirdir. Coklu akraba evliligi olan bir ailede ¢ok sayida etkilenen bireyde
c.208C> T s.Ser45Phe, missense varyanti Leigh benzeri bozukluk ile gelisme
geriliginin erken baslangi¢ bulgularini agiklamistir. Bu tablo, birgok erken
baslangicli mitokondriyal bulgunun aksine, devam eden norolojik bozulma ve
olumle iligkili degildir ve etkilenen bazi bireyler otuzlu yaslarinda halen
hayattadir (205).

IV) izole kompleks IV eksikligi

izole kompleks 1V eksikligi, izole kompleks | eksikliginden sonra ikinci en
yaygin mitokondriyal biyokimyasal bozukluktur. Genellikle erken baslangich ve
hizla ilerleyen tablolar, 6zellikle Leigh sendromu (ve Leigh benzeri) ve ciddi
ensefalomiyopati ile iligkilidir. Sekiz yapisal alt birimde patojenik mutasyonlar
bildirilmigtir, ancak bugune kadar bildirlen mutasyonlarin buyluk c¢ogunlugu
birlesme veya biyogenezde yer alan proteinlerden birinde ortaya ¢ikmaktadir.
Bu glne kadar 17 COX biyogenez faktdéri mitokondriyal hastalik ile
iliskilendirilmistir. Bu yolakta, iki genel kurucu mutasyon (founder) bildirilmigtir;
bunlar; Fransiz-Kanada nufusu icindeki LRPPRC geninde 28'de 1 tasiyici
frekansi ile goOsterilen varyant (206) ve digeri; Lubnan popllasyonunda
tanimlanan PET100 geninde baslatici metiyonini ortadan kaldirdigi ongorulen -
¢.3G>C degisimidir (207). Bazi proteinler, COX biyogenezinin spesifik yonleri ile
baglantihdir (6rn., Bakira baglh COX2 biyogenezinde yer alan COAG (208).
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Klinik tablolar, cogunlukla erken baslangich olup, kalp ve merkezi sinir
sistemini etkiler ve yikicidir. SURF1 geni, Leigh sendromunun en yaygin
nedenlerinden biridir ve 80'den fazla farkli SURF1 mutasyonu fenotip ile
iligkilendirilmigtir (209). Diger fenotipler arasinda COA6 mutasyonlariyle iliskili
kardiyomiyopati ve biallelik COX6A1 varyantlariyla iligskilendirilen daha hafif bir
Charcot Marie Tooth fenotipi sayilabilir (210).

NDUFA4 baslangi¢ta kompleks | alt birimi olarak onerildi, ancak COX
eksikligi olan bir hastada NDUFA4 varyantlarinin varlidi ve destekleyen
fonksiyonel galismalarla kompleks IV’Un | alt birimi oldugu gosterildi (211).
Kompleks [V'e gegisinin ardindan, COX islevindeki roluyle ilgili tartismalar
basladi ve mevcut goris, COX biyogenezinde rol almak yerine aslinda yapisal

bir kompleks 1V alt birimini temsil edebilecegini distndurdi (211,212).
V) izole kompleks V eksikligi

Izole kompleks V eksikligi, mitokondriyal hastahi§in daha nadir
formlarindan biridir. En sik, mtDNA’da kodlanan iki alt birimden biri olan “a” alt
birimini kodlayan MTATP6 geninde m.8993T>C/G ve m.9176T>C/G
mutasyonlart gorulir ve LS veya daha hafif noérojenik ataksi, retinitis
pigmentoza (NARP) sendromu ile iligkilidir (213). Klinik semptomlarla iliskili esik,
hem m.8993T>C/G hem de m.9176T>C/G mutasyonlari igin ylksektir ve ciddi
sekilde etkilenen bireyler genellikle %97 mutant yukini asmaktadir. Bugline
kadar, sadece dort nukleer kompleks V geninde, mutasyon rapor edilmistir.
Ataksi ve kardiyomiyopati de dahil, c¢esitli klinik fenotiplerle, laktat ve 3-
metilglutakonik (3-MGA) asiduri gibi anormal metabolit atilimi ile birlikte goralur.
En yaygin niukleer defektler TMEM70 genindedir ve ¢ok sayida laktik asidoz ve
kardiyomiyopati vakalarina neden olan bir Roma kurucu mutasyonunu da igerir.
Diger TMEM70 mutasyonlari, farkli toplumlarda bildirilen ensefalopati ve
kataraktlarla iligkilidir (214). Kompleks V eksikliginin diger nadir nedenleri, laktik
asidozlu iki pediyatrik hastada, dismorfik 6zellikler ve 3-MGA ile tanimlanan
ATP12'deki mutasyonlardir (215). Yakin zamanda, TIMM50 mutasyonlari ciddi
zihinsel yetersizlik, epilepsi ve 3-MGA ile iligkili olarak kompleks V eksikligine
baglanmistir. TIM50, TIM23'Un bir bilegenidir ve nukleer kodlanmis proteinlerin
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IMM'ye translokasyonunda rol oynar, kompleks V fonksiyonundaki 6zel rolu

hendz belirlenmemistir (216).
VI) Coklu solunum zinciri defektleri

Mitokondriyal fonksiyon, yaklasik 1150 ntkleer kodlanan gen tarafindan
duzenlenir ve surduralir, bu nukleer gen Urlnleri, sitozolik translasyonla ve bir
mitokondriyal hedefleme dizisi araciligiyla mitokondriye yonlendirilir. Fe-S kime
biyosentezi, mtDNA tamiri, mitokondriyal mRNA transkripsiyonu ve protein
translasyonunda yer alan genlerdeki defektler tipik olarak ¢oklu solunum zinciri
komplekslerini igceren eksikliklere neden olur. Genellikle, bu genler, hasta DNA
orneklerinin TED analizi ile tanimlanmistir ve agiklanan mitokondriyal yolaklarin

her birindeki mutasyonlari tanimlamak igin TED basariyla kullaniimaktadir.

Literaturde c¢ok sayida mitoribozom alt birimini etkileyen mutasyon
bildirilmigtir. Bunlar, mitoribozomal buyuk alt birim mutasyonlari olan MRPS16,
MRPL3, MRPL12, MRPL44 (217-220) ve kuglk alt birim MRPS22
mutasyonlaridir (221). MRPL3 ve MRPL44 mutasyonlarinin her ikisi de erken
baslangicli kardiyomiyopati ve ¢oklu OXPHOS enzim eksiklikleri ile iligkilidir,
MRPL44 mutasyonlarinda merkezi sinir sistemi tutulumunu iceren multisistemik
bir tutulum s6z konusudur. MRPL12 mutasyonlari blyime geriligi ve noérolojik
regresyon ile iligkilidir ve MRPS16 mutasyonlari korpus kallozum agenezisi ve
dismorfik 6zellikleri olan bir hastada bildirilmistir. MRPS22 mutasyonlari ayrica
Cornelia de Lange sendromunda gozlemlenenlere benzer sekilde ek kardiyak

ve bobrek tutulumu ile dismorfik 6zelliklere neden olur.

Nukleer olarak kodlanan mitoribozom alt birimlerindeki mutasyonlar,
literatirdeki her hastalik geni icin bildirilen tek veya birka¢g vaka ile,
mitokondriyal hastaligin nadir bir nedeni olarak gorinmektedir. Buna karsilik,
diger mitokondriyal yolaklari etkileyen mutasyonlar oldukga yaygindir. Ornegin,
ELAC2 mutasyonlarini tasiyan bes farkh aileden (biri coklu akraba evliligi olan)
10 hasta rapor edilmistir (222). Hastalarin ¢odunda erken baslangigli
kardiyomiyopati bulunmasina karsin akraba evliligi olgulari oncelikli olarak
mental gerilik ile bagvurmustu. ELAC2, mitokondriyal RNAseZ enzimini kodlar
ve bu enzim polisistronik mMmRNA transkriptinden, mitokondriyal tRNA

molekullerinin 3' ucunu ayirir.
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Mitokondriyal metiyonil-tRNA formiltransferazi kodlayan MTFMT'deki
mutasyonlar, bugine kadar 13 aileden 15 hastada bildirilen ¢coklu OXPHOS
eksikliklerinin en yaygin nedenlerinden biridir (223). Prevalans kismen kirpiima
hatasina (p.Argl81Serfs * 5) neden olan ve MAF = 0.0011 olan ortak bir c.626
C>T kurucu mutasyonundan kaynaklanmaktadir. MTFMT, mitokondriyal
translasyon basglangici igin gerekli olan baslangi¢ metiyonininin translasyon
sonrasi modifikasyonundan sorumludur. Etkilenen hastalar erken baslangigli

Leigh ile siklikla gelisim geriligi, hipotoni ve/veya ataksi ile bagvururlar.

Mitokondriyal —aminoagil tRNA-sentetazlar (mt-aaRS'ler), tRNA
molekulinun ayni kokenli amino asidi ile konjuge edilmesi icin gereken bir
enzim ailesidir ve birlikte coklu OXPHOS eksikliklerinin ortak nedenlerini temsil
eder. insan mitokondriyal protein sentezi igin toplam 19 farkli mt-aaRS

gereklidir; bunlardan ikisi hem sitozol hem de mitokondride islev gorar.

mt-aa tRNA sentetazlar ile iligkili klinik tablolar, Charcot Marie Tooth
(GARS ve KARS mutasyonlari), Perrault sendromu (HARS2 ve LARS2
mutasyonlari) ve pontocerebellar hipoplazi (RARS2 mutasyonlari) dahil olmak
uzere oldukga cesitlidir. DARS2 mutasyonlari, yuUksek laktat, beyin sapl,
omurilik tutulumu ve I0koensefalopati ile iligkilidir. Otuzdan fazla ailede

mutasyon bildiriimigtir (224).

Sekil 2-24'te gosterilen genlerdeki mutasyonlar ¢ok sayida OXPHOS
bilesenine dahil olmalari gdéz onune alindiginda beklenen bir sonug¢ olarak
cogunlukla c¢oklu OXPHOS eksiklikleri ile iligkili olsa da, izole kompleks

eksikliklerinde, tani icin zorlayici yeni durumlar gozlenebilir (225).

2.5.8. OXPHOS dig1 mitokondriyal hastaliklar

Tum mitokondriyal hastaliklarda, OXPHOS disfonksiyonunu gdsteren
kanit yoktur. Fakat surekli ylkselen laktat, anormal idrar organik asit profilleri
(6rn. 3-MGA), MR’da anlamli néroradyolojik bulgular ve multisistem tutulumu da
dahil olmak Uzere mitokondriyal hastalik tanisini gug¢lendiren kanitlar bulunur.
Bu tur mitokondriyal bozukluklarda TED analizi ile tanimlanan genetik sebepler
arasinda, trikarboksilik dongusunun (TCA) enzim defektleri (6rn. ACO2) veya
kofaktor transport bozukluklari (6rn. SLC19A3) yer alir (226,227). Aconitase

(ACO2), TCA'da sitrat izositrat geri donisumll reaksiyonu katalize eden bir
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mitokondriyal Fe-S proteinidir. Cocukluk c¢aginda baglayan serebellar-retinal
dejenerasyon sendromu olan yedi hastada biallelik mutasyonlari bildirilmistir
(228). Bazilarinin metabolik profilleri bozulmus, asidoz ve hiperglisemi rapor
edilmisken, digerlerinde ise laktatlar tutarli bir sekilde normal aralikta ve

metabolik tabloda kayda deger bir degisim olmamigtir (kan laktat <2.0mM).

Tiamin tasiyicisini kodlayan SLC19A3’deki mutasyonlar, biyotin/tiamin
cevapli bazal gangliyon hastaligina (BTBGD) neden olur. iligkili semptomlar,
primer bazal gangliyonlari etkileyen beyin lezyonlariyla korele olarak akut ve
tekrarlayan ensefalopati ataklarini takiben kademeli olarak noéroregresyon
gelisimidir. SLC19A3 mutasyonlarinda, tiaminin plazma membran transportunda
bozukluk olmasina ragmen, sonugta mitokondriyal tiamin tlrevlerinin (tiamin
pirofosfat) kaybedilmesi Leigh benzeri patolojiye neden olur. SLC19A3
mutasyonlari rapor edilen 50'den fazla hasta ile yaygindir (227,229,230) ve
tedavinin mumkun oldugu bir mitokondriyal hastalik formunu temsil eder. Tiamin
takviyesinin, hastalik progresyonunda duzelme ve bazi durumlarda iyilesme

sagladigi gosterilmistir (231).

2.5.9. Serbest mtDNA (ccf-mtDNA) ve lligkili Hastaliklar

Mitokondri, yiksek miktarda organel stresine ve genom hasarina maruz
kalmasina ragmen, katlanmamis protein cevabi (UPRmt), biyogenez,
mitokondriyal flizyon ve fizyon, mitofaji gibi bircok farkli mitokondriyal kalite
kontrol mekanizmasinin koordineli bir sekilde ¢alismasi ile islevsel ve yapisal
batinligu korunan bir organeldir (232). Mitokondriyal strese bagli organel
hasari ve/veya apoptoz sirasinda permeabilite artisi ile lineer mtDNA
fragmanlarinin organelden vicut sivilarina ¢gikmasi, hicre disi serbest mtDNA
(circulating cell-free mtDNA/ccf-mtDNA) olarak adlandiriimaktadir. Serbest
radikaller tarafindan indiklenen oksidatif stresin, organel DNA’sinin hidrolizine

neden oldugu gosterilmistir (233).

Son yillarda ccf-mtDNA’nin  6zellikle sistemik dolagimdaki etkisini
inceleyen ¢ok fazla sayida arastirma yapilmaktadir. Dogal bagisiklik sistemi
tarafindan taninan kuvvetli bir sinyal olup, inflamatuar cevabi baslatmada
onemli oldugu bilinmektedir (234). ccf-mtDNA’'nin sistemik inflamasyon ve

mitokondriyal hasar arasindaki baglantida merkezi rol Ustlenebileceqdi
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gosterilmigtir (235). Otoimmun hastaliklardan, kalp ve karaciger hastaliklarina,
travma ve enfeksiyonlardan kansere, yaslanma ve norodejeneratif
hastaliklardan psikiyatrik hastaliklara kadar, birgok farkli hastalik grubunda,
vucut sivilarindan elde edilen érneklerde ccf-mtDNA miktarindaki degisimlerin

prediktif amagh kullanimi arastirilmaktadir (234,235).

2.6. KMH TESHiSi iGIN GUNCEL YONTEMLER

Yeni teknolojilerin ortaya ¢ikmasi, KMH'In altinda yatan patojenik
mekanizmalarin kesfi ve hastaliklarin anlagiimasinda kritik bir 6neme sahiptir.
Ayni teknikler, klinikte bu hastaliklarin teghisinde de devrim yaratmigtir. Tandem
kitle spektrometresinin hizi ve basitligi, rutin neonatal taramanin verimli ve
uygun maliyetli bir sekilde yapilmasini saglamistir (236). YND teknolojisindeki
gelismeler, testin maliyetini, diger laboratuvar yontemleri ile karsilastirilabilir
dizeye getirse de, bireysel ve toplumsal diuzeyde etik ve mali etkileri, yeni

dogan taramasi boyutunun dikkatli sekilde degerlendiriimesini gerektirir (237).

2.6.1. Biyolojik Sivilarda Metabolit Profillerinin Analizi

KMH’In arastiriimasi, teshisi ve izlenmesi igin birincil yontem, vicut
sivilarindaki metabolitlerin analizidir. Bu testler, KMH'In altinda yatan temel
ilkeye dayanmaktadir; bir enzimin disfonksiyonunun, metabolik bir yolda bir
bloga neden olmasi sonucu, yukari yonde molekul birikimi ve asagi yonde
molekul eksikliginin gosteriimesi. Klasik 6rnek, fenilalanin hidroksilaz (PAH)
eksikliginin neden oldugu fenilketonuridir. Fenilalaninin tirozine dénidsiminde
bozulma sonucu, etkilenen bir hastadan alinan biyolojik sivilarda amino asit
konsantrasyonlarinin analiz edildiginde, yuksek seviyelerde fenilalanin ve dusuk
seviyelerde tirozin ortaya ¢ikar (238). Aslinda, birgok metabolit sinifi, belirli bir
KMH’In tanisi veya daha genis bir alt grubun gostergesi olarak bu yontemle
analiz edilebilir. iliskili biyolojik yolaklarda, benzer fizikokimyasal 6zellikleri
paylasan nispeten klguk molekul gruplari,6rnegin, organik asitler, acgilkarnitinler,
ndrotransmitter amin metabolitleri, yag asitleri ve vitaminler eszamanl olarak
analiz edilir. Bu tetkiklerin gogu, her bir analitin konsantrasyonunu olgmek igin
kutle spektrometrisini kullanir. Kutle spektrometrisi (MS), kuru kan ornegi dabhil
tam kan, plazma, idrar ve beyin omurilik sivisi (BOS) gibi biyolojik sivilarda

dUsuk konsantrasyonlarda bulunan ¢ok sayida metabolitin eszamanl dlgimune
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izin veren analitik bir tekniktir (Sekil 2-26). Kutle spektrometri, analitleri
molekuler kutleleri ve yuklerine gore tanimlayan ve kantitasyonunu yapan bir
tekniktir. Once, molekillerin gaz fazindaki iyonlara donustirilmesi, sonra
olusan iyonlarin kitle/lylk (m/e veya m/z) dederlerine gbre ayrilarak

kaydedilmesi esasina dayanir.
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Sekil 2-26: Sivi kromatografi-kitle spektrometresi kullanilarak KMH tanisi.

(a) Metabolit analizinde kuru kan 6rnegi, tam kan vb biyolojik érnekler kullanilir (b) Numune
hazirlarken kullanilan internal standart her analitin miktarinin belirlenmesini saglar (c) Numune
kirliligini 6nlemek icin 6n iglemlerle proteinler ¢okeltilerek uzaklastirilir (d) Numuneler, her
molekuliin fizikokimyasal 6zelliklerine dayanan bir ayrim igin HPLC veya UPLC sistemine
enjekte edilir. Takiben, &6ncl iyonlar olusturmak icin iyonize edilmek Uzere kutle
spektrometresine girerler. Hedeflenen éncu iyonlar segilir ve Uriin iyonu olusturmak igin argon
gazi ile garpisir (collision cell). (e) Bu analitlerin miktari, alikonma surelerine (rt) ve kutle-yik
oranina (m/z) goére, konsantrasyonu bilinen bir internal standart sinyali ile karsilastirilarak

dlgular.
Kitle spektrometre, ornek igindeki molekullerin tanimlanmasi igin,

metabolitin turine gore dedisen (gaz veya sivi) kromotografik bir ayirma

metodu ile birlikte kullanilir.  Agcilkarnitinler gibi bazi analitler i¢in 6nden
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kromatografik ayirma olmadan, tandem kutle spektrometresi (MS/MS) analizi
yapilir (239). Bu cihaz, tarama modunda c¢alistirildiginda, tim metabolit
profilinin degerlendiriimesini sadlar, ila¢ artefaktlari ve interfere eden bilesiklerin
ayrimini kolaylastirir. MS/MS sistemi ardisik iki kitle analizéra igerir (tandem,
MS1 ve MS2). Bu iki kutle analizori arasinda bir ¢arpisma odacigi yer alir.
Kisaca Ozetlenirse, baglica ESI (elektrosprey iyonizasyonu) yontemi ile
molekuler iyonlarin olugsmasi saglanir. MS1 de molekdller kitle ve yuklerine
gore analiz edilerek sadece istenen iyon(lar) gecirilir (6ncul, intakt molekuler
iyonlar). Carpisma odaciginda molekuller pargalanir (Grdn iyonlar).
Parcalanmanin derecesi odaciga gonderilen gazin (argon/azot) miktari,
odacida giren molekillere ve gaza uygulanan enerji miktarina baghdir. MS2 de
fragman iyonlar yine kutle ve yuklerine gore analiz edilerek istenen iyonlar
detektdre sunulur. Bilgisayar ortaminda algoritmalar kullanilarak MS2 de ayrilan
ve detektdrde olgulen Uran iyonlar, baslangigta MS1 tarafindan ayrilmis olan

oncul iyonlari ile iligkilendirilir.

Tandem kuitle spektrometresiyle sivi kromatografisinin baglanmasi, daha
fazla analitik 6zgullik saglar. Bu amagla, genellikle yiksek performansh (HPLC)
veya ultra performansli sivi kromatografi (UPLC) kullanilir. UPLC, HPLC ile
karsilastirildiginda , daha kiglk sabit faz pargaciklarini kullanir ve daha ylksek
basinglarda c¢alisarak Ustun analit ¢ozunurlugu, daha hizhh analiz saglar.
MS/MS'nin aksine, HPLC-MS/MS ve UPLC-MS/MS, her molekul igin U¢ seviyeli
tanimlama sadlar ki bu da daha yuksek 6zgullikle kompleks bilesiklerin Ustin
dzellikli analiziyle sonuglanir. ilk olarak, HPLC/UPLC sistemi, bilesikleri
fizikokimyasal 6zelliklerine gore ayirir. Bu sistem tipik olarak non-polar silika
bazli bir sabit faz ve bir elisyon mobil fazi igerir. Mobil fazin bilesimi
polaritelerine gore analitleri ayristirmak igin kademeli olarak degistirilir. Bilesigi
olusturan parametrelerin sayinin degismesi gradyan ve mobil fazin akis hizini
degistirir. Bdylece her molekllin alikonma slresi (retention time), sivi

kromatografi sutununda analit tanimlamasinin ilk seviyesini olusturur.

Kromatografik  ayirmanin  ardindan,  bilesikler  sirayla  kutle
spektrometresine girer ve yUkli gaz fazi iyonlari olusturmak igin iyonize edilir.

Genellikle biyolojik sivilarda, bir sivi matriks igindeki polar molekullerin analizine
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en uygun teknik olan elektrosprey iyonizasyonu (ESI) yaygin olarak kullanilir. ilk
olarak sivi numune, yukli damlaciklardan olusan ince bir aerosol olusturmak
igin, yuksek sicaklik ve voltaj saglayan ince bir kapiler araciligiyla yuksek
basingta pompalanir. Daha sonra, yuksek i1sida azot gazi akigi yardimiyla, bu
damlaciklar igindeki ¢dzucu buharlasarak gaz fazi iyonlari olusturulur (6ncu
iyonlar). En uygun hassasiyeti saglamak icin, Olcllecek molekullerin
fizikokimyasal 6zelliklerine bagh olarak, hedeflenen iyona 6zgu, pozitif veya
negatif bir yik verilebilir. iyonizasyonun ardindan, éncii iyonlar ilk quadrupole
girer. Diagnostikte en ¢ok kullanilan, yuksek ayrim guclne sahip, kuadrupol
(dort kutuplu) kutle spektrometreleri, manyetik alan yerine iyon demeti yoluna
birbirine paralel olarak hizalanmig ve icinden gecen dort silindirik metal
cubuktan olusan bir sistemi kullanir. Bu dort silindirik gubuga hem dogru akim
hem de degisken radyo frekansi (rf) gerilimi (~500 kHz) uygulanir (241). Bu
voltaj, hedeflenen ilgili analitin oncu iyonuna karsilik gelen, belirli bir kutle-yuk
(m / z) oranina sahip iyonlarin gegisine izin vermek i¢in ayarlanabilir. Bu segilim,
analit tanimlamanin ikinci seviyesini olusturur. Bununla birlikte, kompleks bir
biyolojik numunede belirli bir m/z'ye sahip iyon Uretecek birden fazla metabolitin
bulunmasi muhtemeldir. Bu nedenle, gogu klinikte, kitle spektrometrisine dayali
analizlerde, GglU dort kutuplu bir kitle analizért kullanilir. Bu sistemde, ilk dort
kutuptan gecen ilk secilen dncu iyonlar bir ¢garpisma hucresi icinde argon gazi
ile bombardiman edilerek tiire zgii bir iyon Uriinii olusturmak icin parcalanir. ilk
quadrupolle ayni sekilde, ikincide, yalnizca ilgilenilen analitin tahmini m/z'sine
sahip Urun iyonlarini secilir. Bu da, uclncu seviye tanimlamay! saglar. Hem
onci iyon hem de Urtn iyonlarinin tutulma stresi (RT) ve m/z dederleri kombine
edilerek, metabolitleri tanimlanir ve olgulir. Ancak belli bir m/z degerinde olan
iyonlar, sabit bir rf geriliminde gubuklar arasindan gecerek dedektore ulagirlar.

Spektrum rf gerilimini degistirerek kaydedilir.

Bu tur analizlerin, Ozellikle klinik laboratuvar ortaminda Dbyolojik
sivilardaki metabolitlerin farkli konsantrasyonlarini 6lgmek igin birgok avantaji
vardir. Bunlar arasinda; yliksek dérnek verimi, tek bir testle birden fazla molekulu
analiz etme yeteneg@i ve geleneksel radyo-immunolojik testlere kiyasla daha
dusuk maliyet sayilabilir. Bu nedenle oOzellikle Uglinci basamak sevk
merkezlerinde, LC-MS / MS kullanimindaki artis hizlh olmustur (242). Ancak,
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KMH tanisi igin bu metodolojilerin bir sinirlamasi; bulgularin bir hastaliga
spesifik degil, cok sayida olasi bozukluga isaret etmesidir. Ornegin, uzun sireli
piruvat birikiminin gostergesi olan plazma yuksek alanin konsantrasyonu (450
pmol/L), mitokondriyal hastaliklar igin tanisaldir. Bununla birlikte, sadece belirli
genetik varyantlarda veya fizyolojik stres zamanlarinda bu degere
yukseldiginden hiperalanineminin mitokondriyal disfonksiyon igin duyarhligi
dusuktur. Ayrica cevresel faktorlere bagl spesifik olmayan aminoasiditriler,
yanhs yorumlanabilir. Ornegin, karbonhidrat veya protein agisindan zengin bir

0gun sonrasi kan vermek veya renal tibuler disfonksiyonun bir sonucu olabilir.

Ozel Biyokimyasal Testler: Bu siniftaki testlerin drnekleri arasinda
konjenital glikozilasyon bozukluklari igin transferrin izoelektrik odaklama,
mukopolisakkaridozlar i¢in glikozaminoglikan ve Fabry hastaligi igin
globotriasilseramid analizi gibi analizler bulunur. Alternatif olarak, belirli
enzimlerin aktivitesi dogrudan degerlendirilebilir. Ornegin lizozomal hastalik
suphesinde lokositlerdeki 7 ila 11 enzimin aktivitesini dlgen taramalar yapilabilir.
Bu analizler, izotopik veya floresan etiketli substratlar kullanilarak sirasiyla kutle
spektrometresi ve spektroflorimetri kullanilarak gercgeklestirilebilir  (243).
Kolorimetrik kimyasal reaksiyonlar icin spektrofotometre kullanilabilir (244).
Enzim analizleri spesifik enzim kusurunun fonksiyonel gosterimi icin kesin bir
sonug¢ saglar. Etkilenen hastada pozitif sonu¢ tanisaldir ve rezidiel enzim
aktivitesinin derecesi, prognostik bilgi saglayabilir. Sonraki adim, etkilenen
ailelerde, yeni gebeliklerde prenatal tani imkani i¢in patojenik varyantlarin

tanimlanmasidir.

2.6.2. KMH Tanisinda Molekiiler Yontemler

2.6.2.1. Sanger Yontemi ile Tek Gen Dizileme
Blyuk cogunlugu otozomal resesif kalitilan tek gen hastaliklari olan
KMH'da, genetik tani igin geleneksel yaklagim, aday genin tum eksonlari ve
ekson-intron sinir bolgelerinin - polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile
amplifikasyonu (g¢ogaltiimasi) sonrasi Sanger dizilemeyi icerir. Bu yaklasim,
klinik ve biyokimyasal tani varhginda uygulanabilir (PKU, Galaktozemi vb),
ancak heterojen gruplarda aday gen belirleme gerekliligi vardir. Sanger dizileme

yontemi, yillar sturen kademeli iyilestirmeler ve otomasyondaki gelismelerle,
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1000 baz gifti uzunluguna kadar olan sekanslar, %99.999’a varan

hassasiyetiyle ve oldukga dusuk bir maliyetle dizileyebilmektedir (245).

DNA dizileme teknolojisi, 1977'de Sanger'in “zincir sonlandirma” veya
“dideoksi” tekniginin gelistiriimesiyle hizla ilerlemistir. Zincir sonlandirma
tekniginde, DNA zincirinin monomerleri olan dNTP’lerin kimyasal analoglari
kullantlir. DNA zincirlerinin uzatilmasi igin kullanilan ve 3' hidroksil grubu
bulunmayan dideoksiribontkleotitler (ddNTP), bir sonraki dNTP'nin 5’ fosfatiyla
fosfodiester badi kuramaz ve zincir uzamasi durur. DNA polimerizasyon
reaksiyonlarina, dusuk konsantrasyonlarda, sentezi 3’ ugtan durduran tek tip
radyoaktif veya floresan isaretli ddNTP’ler eklendiginde, tim uzayan zincirlerin
isaretli bazla bitecegi diziler Uretilmis olur. Her bir ddNTP bazini iceren dort
paralel reaksiyon gerceklestilir ve drunler bir poliakrilamid jelin dort seridi
Uzerinde yurutulerek otoradyografi ile nUkleotit dizisi ortaya ¢ikarilir. Sanger’in
dideoksi zincir sonlandirma yontemi, yillarca DNA dizilemede kullanilan en
yaygin teknoloji olmustur. ilerleyen yillarda, reaksiyonun dért yerine bir tiipte
yapilmasini saglayan florometrik 6lcim ve kapiller elektroforez gibi gelismeler,
ilk ticari DNA dizileme cihazinin gelistiriimesini saglamistir. Leroy Hood
tarafindan geligtirilen ve Applied Biosystems tarafindan uretilen, ABI PRISM
serisi otomatize sistemler, ¢ok sayida Ornedin es zamanli dizilenmesini
saglamistir (246). Bu yontemle, 1990 yilinda Amerika Ulusal Saglik Enstitisu
(National Institutes of Health — NIH) tarafindan insan Genom Projesi
bagslatiimistir.

Otomatize Sanger dizileme sistemleri, kapiller elektroforez ile veri
Unitesinden olusur (Sekil 2-27). Veri Unitesi, elektroforez ile baglantiy1 kuran ve
toplanan verilerinin de@erlendirildigi programlari iceren bilgisayar sistemidir.
Hazirlik icin gereken reaksiyon kiti icerisinde, PZR igin gerekli kimyasallar ile 4
baz icin esit miktarda ddNTP iceren miks bulunur. Bu ddNTP’lerin her biri farkl
bir floresan boya ile isaretlenmigstir. Ortak bir PZR protokolu ile tekrarli dénguler
sonucu, her biri isaretli dort ddNTP’den biriyle sonlanan farklh uzunluklarda DNA
fragmanlari olusur. Bu DNA pargalarinin nukleotit dizisi, cihazin kapiller
elektroforez kisminda, boyutlarina gore hizalanmalari ile belirlenir. Her bir hasta
ornegdi, anot ve katot arasinda uzanan ve ¢apli nanometre ol¢ulerindeki cam

kapillerlere yuklenir ve kapiller polimerle doldurulduktan sonra, negatif yukli
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fosfat gruplarina sahip DNA dizileri pozitif yukli anoda dogru ilerler. Olusan
elektrik alanda, her bir DNA fragmaninin yuku ve elektroforetik go¢ hizi, icerdigi
ndkleotitlerin sayisina baglidir. Sistemde, anot ucuna yakin yerde bir lazer
lambasi bulunur. Sonlanma nukleotiti, kapillerin sonuna ulastiginda, floresan
isaretli dANTP (A, T, G ve C), lazerle uyarilir ve spesifik dalga boyunda bir 1s1k
yayar. Bu 1sik detektor tarafindan kaydedilir ve dizileme cihazinin yazihmi ile
matematiksel olarak degerlendirilerek bir grafikle géruntulenir. Elektroferogram
adi verilen, dizileme sonucunun okundugu bu grafik, gbzle veya cesitli

yazilimlarla incelenebilir. Hastanin DNA dizisi, referans dizi ile karsilastirilarak

hastalik iligkili olabilecek baz degisimleri tespit edilir (247).

Sekil 2-27: Sanger dizileme cihazi. 8 kapilleri olan bir kapiller elektroforez ile veri

unitesinden olusur (Applied Biyosistem ABI 3500 Serisi).

2.6.2.2. Yeni Nesil DNA Dizilime Sistemleri
insan genom projesi sirasinda, Sanger dizilemenin hiz maliyet gibi
sorunlari nedeniyle, daha kisa slUrede daha fazla dizileme yapabilen yeni
yontemler gelistirme ihtiyaci dogmustur. Farkl biyokimyasal yontemlere dayali
olan, ancak temelde kitlesel paralel dizileme prensibiyle c¢alisan otomatize

sistemler (next-generation sequencing, NGS), artan hiz ve disuk maliyetle tani
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oranlarini her gegen gun artirarak, molekuler tani laboratuvarlarindaki yerini
almigtir.

Yeni nesil dizilemeye (YND) geciste ilk yontem, pirodizileme tekniginde,
DNA polimeraz reaksiyonu sirasinda, DNA zincirinin 3' ucuna dNTP eklenirken
acgiga cikan pirofosfatin (PPi), kemiliminesans yodntemle olgumuine dayanir.
Biyokimyasal olarak, iki enzimatik basamaktan olusur: (I) ATP sdlffirilazin
katalizledigi reaksiyonla ATP sentezi, (Il) ATP lusiferaz enziminin, lusiferin ve
ATP’yi substrat olarak kullanarak lUsiferini oksillsiferine donutstirmesi ile
Olculebilir 151k yaymasi olarak ozetlenir. dNTP’nin zincire her eklenmesiyle
olusan i1sima kamera tarafindan algilanir. Pal Nyrén tarafindan gelistirilen bu
teknik, Sanger yontemindeki radyoaktif isaretli ddNTP'ler yerine, dogal
nikleotitler kullaniimasi ve elektroforez gerektirmemesi gibi avantajlara sahiptir.
Bu teknikteki zayif nokta ise, ust Uste ayni nikleotitin okunma sayisidir. Salinan
1S191n yogunlugu, homopolimerin uzunlugunu gosterebilir ancak tekrar dizisi dort
veya bes nukleotitin Uzerinde oldugunda dogrusal olmayan guraltilu bir okuma
olusur. ilk basarili ticari YND teknolojisi sayilan Pirodizileme, 2005 yilinda,
Jonathan Rothberg tarafindan kurulan ve daha sonra Roche tarafindan satin
alinan bir biyoteknoloji sirketi olan 454 Life Sciences tarafindan geligtirilerek

otomatize edilmistir (247).

2.6.3. lon Torent: Entegre Yari iletken Mikrodevre (Gip) ile Dizileme
Molekuler tani laboratuvarlarinda tanisal amacgh kullanilan ikinci nesil
dizileme platformlarindan biri, Jonathan Rothburg tarafindan geligtirilen baska
bir Life Technologies urini lon Torrent, floresan veya parlaklik Olgimunu
kullanmadigindan ilk "isik sonrasi siralama" teknolojisidir (248). Emiuilsiyon
polimeaz zincir reaksiyonu (PZR) ile Uretilen ve DNA fragmanlarinin klonal
populasyonlarini tagiyan manyetik bilyeler kullanilir. Sirasiyla her bir nukleotit
birlesmesi yani polimerizasyon sirasinda, protonlarin (H+ iyonlarinin)
salinmasindan kaynaklanan pH farkinin dlglilmesi esasina dayanir. Cihazin
optik bileseni yoktur, ¢ip ile araylz olusturmak igin bir elektronik okuyucu pano,
sinyal igleme igin bir mikroislemci ve c¢ip Uzerinde reaktiflerin akisini kontrol

etmek igin bir akigkan sisteminden olugur (249).
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Kisaca, DNA fragmante edilir, adaptor baglanir ve adaptor bagh diziler
kUtiphane olusturmak Uzere manyetik bilyeler Uzerinde emulsiyon PZR ile
cogaltilir. Emulsiyon PZR’da (emPZR), reaksiyon yagl su damlalarinin igindeki
manyetik bilyeler Gzerinde gergeklesir. Genomik DNA fragmanlarinin, her iki
ucuna oligonukleotit diziler ligasyon ile eklenir ve bilyelere kovalent olarak
baglanmis oligonukleotitlerin karsiligi olan bu adaptorler, DNA fragmentleri ile
hibridize olarak bilyelere baglanir. Ortalama bir DNA molekili bir boncuk
uzerinde olacak gekilde, her bir manyetik boncugu bir klonal DNA populasyonu
kaplayarak DNA kdtuphanesi olusturulur. Klonal olarak kalip DNA
fragmanlarinin bagh oldugu manyetik bilyeler, dizileme primerleri ve DNA
polimeraz ile birlikte cipin yikleme portuna pipetlenir. Teorik olarak, her bir
bilyenin, ayri bir sensor mikrokuyusuna denk gelecek sekilde yuklenmesi igin
santrifujleme yapilir. Otomatik analiz sirasinda, iyon dzilleme, icin dort
nakleotitin hepsi kademeli olarak eklenir ve eklenen nukleotit, kalip DNA bazinin
tamamlayicisi ise, polimeraz tarafindan sentezlenen zincire dahil edilir (250).
Dizi primerinin uzunlugu bir baz artarken, gelen nukleotit trifosfatin hidrolizi her
nakleotit icin tek bir protonun serbest kalmasi ile sonuglanir. Serbest proton,
eklenen nukleotit sayisi ile orantili olarak, ¢ozeltinin pH'Inda degisime neden
olur (tek baz 0.02 pH birimi). Bu degisim, kuyucuklarin altindaki sensor
tarafindan algilanir, voltaja donusturalir ve elektronik olarak sayisallastirilir.
Sinyal Uretimi ve tespiti 4 saniyede gercgeklesir. Her bir nikleotidin gecisinden
sonra, kalan nukleotitlerin temizlenmesi icin bir yikama gercgeklesir. Kuyularin
kliguk boyutu difizyona ve saniyenin onda biri zamanda, belirli siraya gore
kuyuya qirip c¢lkmaya izin verir. Yikama, reaktiflerin enzimatik olarak
uzaklastiriimasi ihtiyacini ortadan kaldirir. Her ardisik nukleotit akigi i¢in olusan
sinyali isleme ve ham gerilimi baza donusturmek igin, (baz ¢agrima, base
calling) fiziksel bir model kullanilir. Bu model her kuyucuktan elde edilen ham
sinyalleri ¢ikartir, duzeltir, sinyal kaybini dnler ve o kuyudaki diziye uygun dogru
bazi ¢agirir. Her okumada kullanilan iki sinyal tabanli filtreler disik dogrulukta
okumalari engeller. ilk filtre, bir birlesme olayinin dlglldigu akislarin oranidir ve
bu deger alisiimadik derecede buylk oldugunda (ilk 60 okumanin % 60’indan
biiyiik) okuma klonal degildir. ikinci filtre, gdzlemlenen sinyal degerlerinin,

fazlama modeli tarafindan éngorilenlerle eslesme Ol¢isinin derecesini dlger.
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Eslesme derecesi dusuk ise daha yuksek hata oranlari olacagindan filtreden
gegemez. Son olarak, baz basina tahmin edilen kalite degerleri, Phred
yonteminin bir uyarlamasini kullanarak, tahmin edilen sinyal degeri ile
g6zlemlenen sinyal arasindaki uyumu olger. lon Torent S5 sistemi ile tim
genom, ekzom, transkriptom, metagenom ve hedef gen panellerinin dizilemesi

yapilabilmektedir.

2.6.4. Verilerin Degerlendirilmesi
lon Torrent sisteminde her birinin altinda ion sinyali alicisi bulunan sik
yerlestirilmis milyonlarca kuyucuga sahip ¢ip Uzerinde dizileme yapilmaktadir.
Sistem dizileme sirasinda amplikonlara dNTP baglandiginda her bir kuyucuktan
¢citkan H+ ionlarini algilayarak ham verilere donusmektedir. Ham veriler sinyal
isleme, baz isimlendirme, haritalama ve varyant isimlendirme basamaklarindan

olusan bir ig akisi ile islenmektedir (251).

1. Sinyal isleme: bu asamada alinan ion sinyalleri voltaja

donusturululerek DAT dosyasinda toplanmaktadir.

2. Baz isimlendirme (base calling): dNTP akisi sirasinda kuyularda
her bir dNTP baglandiginda isaretlenen bazlar WELLS dosyasinda
toplanmaktadir. Baz isimlendirilirken hangi kuyucuktaki amplikonlara, hangi
dNTP’nin, kac¢ tekrarla baglandigi ionogram grafigi olarak goérulebilmektedir.
Sistemde, ionogram verisi haritalanmamis BAM (Binary Alignment Map file)

dosyasi formatina gevrilerek saklanmaktadir.

3. Haritalama: ionogram okumasi sonrasi BAM dosyasina
donustardlen dizi bilgileri her bir amplikon icin referans genomla eslestirilerek
haritalanmis BAM-BAI dosyasina donusturilmektedir. Torrent  Server
haritalamada 6zgun olarak yazilmisg Torrent Mapping Alignment Program-TMAP
algoritmasini kullanmaktadir (252). Bu kalite degerlendirmeleri sonucunda
ortalama kag¢ bazin hangi kalite degerinde haritalandigi, haritalanan ortalama
baz sayisi, en uzun haritalama ve haritalanan bdlgenin derinlik bilgileri
verilmektedir. Bu basamakta sistem referans genoma haritalanan ve
haritalanamayan toplam baz sayisini ve ylzdesini, okumalarin ortalama

dogruluk ylzdesini vermektedir.
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4. Varyant isimlendirme (variant calling) - Amplikonlar haritalandiktan
sonra referans genomla egslesmeyen baz/bazlar varyant olarak isimlendirilirler.
Bu veriler VCF (Variant Call Format) dosyasinda toplanir (253,254).

Tim bu asamalari yaparken sistem birgok filtreleme ve Kkalite
degerlendirme parametreleri kullanmaktadir. Bu islemde 3’ uglarindan kalite
degerlerine gore okuma kalitesi dusuk bazlar kirpilarak (trimleme) optimum

kalitede baz iceren diziler elde edilir.

Dizileme sonrasi; Torrent Serverin arayuzinden calismanin metrik
sonuglari gorulebilir. (I) lon Sphere Particles-ISP’in (Uzerinde emPZR’de
cogalmis amplikonlar olan kurecikler) yogunlugu: yuklenen ISP yuzdesine gore
hesaplanan toplam baz sayisi, anahtar sinyal (ardisik gelen bazlarin sayisini
belirlemede kullanilir) ve ¢ip kuyucuklarina ytklenen ISP ytzdesi bilgileri, (II)
ISP 6zet bilgileri-toplam okuma sayisi, kullanilabilir okuma sayisi, dolu ve bos
kuyucuklarin, zenginlestirme, klonalite, kullanilabilir katiphane urlnleri, test
fragmanlari, adaptér dimerleri ve dusik kaliteli GrGnlerin yGzde bilgileri, (l11)
Okuma uzunlugu bilgileri; aritmetik ortalama, ortanca ve tepedeger okuma

degerlerinin (b¢ olarak) grafik goruntusu Sekil 2-28 ‘de gorulmektedir.

Summary
user S5XL-00683-82-CHIP2 CAPA AmpliseqExome 07112019 Nov 8 2019
Auto_user_S5XL-00683-82-CHIP2_CAPA_AmpliseqExome_07112019_249 Nov 8 2019

Unaligned Reads

156 76 61,515,988 187 bp

83 % 49% R
.'lll L p,.«r\-.-:rn:n"n you 'll Usatée Sequence
oty Chip well details

ISP Density e e

83% BEHIBFERED

Losding

100% RECKIIWED

Enrichmant

74% EEREIEEY

Conal

0 S0 100 1

66% EESEEIT)

Fimat § ihrans ity a

Sekil 2-28: TED analizi okuma 6zeti, uzunluk bilgilerinin metrik sonuglan

haritalama, kapsam ve derinlik, varyant isimlendirme sonugclari da goriimekte,
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analiz icin gerekli dosyalar indirilebilmektedir. Haritalamada eglestirilen ve
eslestiriemeyen baz yuzdeleri, eslestiriimenin ortalama dogruluk bilgileri,

haritalamanin kalite degerleri gértlmektedir (Sekil 2-29).

Aligned Reads

1098 G 3.5X 99.2% 10.4 G

99% Alignment Quality

Aligned Bases AQIT  AQ20  Perfect

1% -
0 905G 710G
. A r—\_ Total Number of Bases [bp] 104G 956G 9G
E 98 Mean Length [bp] 185 175 140
o Longest Alignment [p] 341 335 320
g 96 =
5 Mean Coverage Depth [x] 34 34
51
< 9q
0 50 100 150 200 250 300 350
Positi Read
sition in Rea: Q -+
Count %
9oL o
Total Reads 50,226,600 - 0 50 100 150 200 250 300 350
Position
Aligned Reads 58,635,638 a9.0%
Inaligned Reads 591,052 1.0%
Output Files
File Tipe Unaligned Reads Aligned Reads

Sekil 2-29: Torrent Server arayiiziinde haritalama sonuglarinin gorseli

Kapsam (coverage) ve derinlik (coverage deep)-hedef genomik bdlge ile
eslestirilen bolgelerin ne kadar derinlikte (ka¢ tekrarla) okundugu Torrent
Server'de coverageAnalysis ek programi (Plugin) ile incelenir. Bu program her
Gip i¢in 6rnek bazinda haritalama, kapsam ve derinlik hedef bdlgenin yluzde

kaginin kapsandigini ve dizi 6zgunlugunu bilgilerini sunar (Sekil 2-30).

prass_ 039 3_RECEP_TAYTP_VWLDRN 8,870 67
Q- Shnems pee page
Plugins

coverageAnalysis
mgieted 626 M8

Samgie Mappe Reacs On Targat Moan Depth

Sekil 2-30: Torrent Server Plugin ile Kapsam ve derinlik analizi.
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Varyant isimlendirme - Torrent Server programi variantcaller ek programi
ile varyant isimlendirmesi yapabilmektedir. Bu program her ¢ip igin olgu bazinda
hedef bdlgede yerlesik olan bazlarin tek (SNP) ve coklu (MNP) nikleotid
degisimi (polimorfizmi), insersiyon ve delesyon olarak varyantlari tanimlar.
Programin varyant isimlendirme icin gerekli filtreleme parametrelerinden gecen
ve referans genomla eslesmeyen bazlar sistemde varyant olarak okunmaktadir.
Baz olarak isimlendirilemeyen ve/veya referans genomla eslememesine
ragmen varyant filtreleme parametrelerinden geg¢medigi icin varyant olarak
isimlendirilemeyen bazlar no call olarak isimlendiriimektedir. Sisteme varyant
degerlendirmesi agisindan kontrol etmesi istenen hedef baz lokasyonlari hot
spot dosyasi olarak yuklenmis ise varyant raporlandirmasinda bu noktalar
hakkinda detayli bilgi verilir. Bu bilgilerde okunan bazin referans, varyant ya da
no call olarak durumunun nedenleri raporlandirilir. Ancak hot spot dosyasinda
bulunmayan lokasyonlarda saptanan No Call noktalari, geri plan dosyalarinda
raporlandiriimaktadir. Bu bdlgeler IGV penceresinden incelenerek, hangi
parametreden dolayi okunamadi ise o parametrenin durumu manuel olarak
degerlendirilebilmektedir. Hot spot dosyasinda yer alan No Call’'larin 6ncelikli
olarak IGV’den incelenmesi, eger gergcek bir degisimden siUphelenilirse ve bu
varyant mutasyon olarak tanimlanmis ise Sanger dizileme ile dogrulanmasi
gerekmektedir. varyantCaller ek programinda her bir érnedin varyant detayi
farkh formatlarda sunulmaktadir. Ayni zamanda bu bilgiler IGV programinda

acllabilecek sekilde baglanti icermektedir (255, 256).

Bu degerlendirmelerden sonra her olgunun dizi verileri lonReporter
analiz programina aktarilir ve yeniden varyant isimlendirme ve degerlendirme
icin analiz ettirilir. Varyantlarin saptanmasindan sonra analiz programinda diger
veritabanlarindan alinmis olan bilgiler de kullanilarak olgularda saptanan her bir
varyant icin biyoinformatik yorumlama (variant annotation) ve raporlama

yapilabilir.
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2.6.5. Tim Ekzom Dizileme (TED)

YND, genetik varyantlari tanimlamak, genom yapisini ve islevini anlamak
icin ¢esitli yaklagimlar ortaya koymustur. Nadir genetik hastaliklari olan bireylere
uygulandiginda bu yaklagimlar yeni gen kegfini ve hasta teshisini buyuk olgctude
hizlandirmistir. Klinik taninin yonlendirici olmadidi tanisal yaklagimlarda, tum
ekzom dizileme en yaygin kullanilan dizileme yontemidir. Ekzom, protein
kodlayan, genom pargasi olup, RNA ve ardindan intron kirpiimasi ile transkript
olusturan gen bolgelerinin tamamidir. Bu bdlgeler insan genomunun % 2'sinden
daha azini temsil etmesine ragmen bilinen patojenik varyantlarin gogunu igerir.
Dolayisiyla, sadece bu bolgelerin dizilenmesi, bireyin, intronlar dahil tim genom
dizisinin belirlenmesi olarak tanimlanan tim genom dizilemeye (TGD) goére
uygun maliyetli bir alternatiftir. Hem TED hem de TGD, panel gen dizilemeye
gore, hastaliga neden olan genlerdeki yeni varyantlari saptama avantajina
sahiptir. Olasi bir hastalik sinifinin, énceden tanimlanmis gen veya mutasyon
olmasi gerekmez. Ancak, bulunan yeni varyantin aile ¢alismasi fonksiyonel
calisma yapilarak dogrulanmasi gerekir. Panel gen dizileme ve tum ekzom
dizilemenin her ikisi de yalnizca ekzonik bolgeleri hedeflediginden, derin intronik
veya duzenleyici bolgelerdeki herhangi  bir  patojenik  mutasyon
tanimlanmayacaktir.  Ayrica, YND teknolojilerinin kisa dizilemeler yapmasi
nedeniyle (~150b¢) kopya sayisi degisiklikleri, genomik yeniden duzenlemeler
tespit edilemeyebilir. Tum genom diziliminin bir avantaji da bu tip yapisal
degisiklikleri tespit edebilmesidir. Fakat elde edilen ¢ok sayida varyantin,
filtrelenmesi ve yorumlanmasi uzun sureli bir igslem olacagindan, tim genom
dizilemenin aragtirma diginda, tanisal yaklagim olarak rutin uygulamaya

girmesine henliz zaman vardir (257).
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3. GEREG VE YONTEM

Bu galigmaya, 2018-2019 yillarinda istanbul Tip Fakiltesi Cocuk Saghg
ve Hastaliklari AD, Beslenme ve Metabolizma BD tarafindan takip ve tedavi
altinda olup, molekiler genetik arastirma amaciyla Tibbi Genetik AD’a
yonlendirilen veya Tibbi Genetik AD’a basvuran, mevcut klinik, radyolojik ve
laboratuvar bulgulari ile henlz kesin tanisi konulamamis, bilgilendirilerek
gonulli onamlari alinan 20 farkl aileden toplam 26 olgu dahil edildi. Bu
calisma, I.U. istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan
08.06.2018/872 tarih ve sayisi ile onaylanmistir.

3.1. Klinik Degerlendirmeler

Tam olgular, Tibbi Genetik polikliniginde, ayrintih éykd, fizik muayene,
radyolojik ve laboratuvar bulgulari ile butiinsel olarak degerlendirildi. En az ¢
kusak sorgulanarak aile agaclari cizildi. Ebeveynlerin yasi, gravida (G, gebelik
sayisi), parite (P, dogum sayisi), abortus (A,dlslUk sayisi), yasayan (Y) gocuk
sayisi gibi verileri kaydedildi. Mevcut radyolojik, histopatolojik, biyokimyasal ve
molekuler genetik testleri ile kesin tanisi konulamamig olan olgu ve aileler tez
kapsamina alindi. Olgu segiminde, ayni ailede birden fazla bireyde benzer
bulgulari olan ve/veya prenatal/preimplantasyon genetik tani istegi olan tGreme
cagindaki ciftlere dncelik verildi. Projeye dahil edilen ailelerin onddrdd, Cocuk
Beslenme ve Metabolizma BD’da klinik, radyolojik ve biyokimyasal olarak
mitokondrial hastalik on tanisi ile takip ediliyordu (Aile
1,2,3,4,6,7,10,11,12,13,16,17,18,19). Bir olgu ketoliz defekti veya mitokondrial
hastalik 6n tanilari ile izleniyordu (Aile 8). iki ailede CDG siiphesi ile takip edilen
birer indeks olgu vardi (Aile 9 ve 20). Diger bir ailede, iki etkilenmis olgu on yil
once Tibbi Genetik polikliniginde tetkik edilmis ancak tani konulamamigti (Aile
5). Bir diger olgu, esansiyel tremoru ve kreatin kinaz (CK) yuUksekligi olan,
metabolik myopati stuphesiyle Noroloji AD’dan yonlendirilen geng erigkin bir
olguydu (Aile 14). Agir buyime gelisme geriligi olan iki etkilenmis kardes, klinik
on tani olmaksizin dis merkezden Tibbi Genetik poliklinigine yonlendirilen
olgulardi (Aile 15). Mitokondrial hastalik klinik tanisi olan olgulara, 6zgun

tasarlanan primerler ile uzun polimeraz zincir reaksiyonu (Long-range PZR)
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sonrasl, fragmantasyon tabanli YND ile tim mtDNA dizilemesi yapildi. Ardindan
tum olgulara TED analizi gergeklestirildi. Aralarinda akrabalik olmayan bir ailede
anne—baba ve indeks olgu olmak Uzere Gglu (trio) analiz yapildi (Aile 3), diger
ailelerde, akrabalik durumu, benzer etkilenmis kardes veya saglikh kardes
varligina gore ikili (paired) (Aile-2, Aile 5, Aile 11, Aile 15) ve kalan diger ailelere
de tekli (solo) TED analizleri yapildi.

3.2. Molekiuler Yontemler

Yeni nesil dizileme ile uzun PZR sonrasi 06zgun gelistirilen
fragmantasyon tabanli mtDNA dizileme ve TED islak laboratuvar galismalari,
istanbul Universitesi istanbul Tip Fakiltesi Tibbi Genetik AD laboratuvarinda,
Thermo Scientific™ lon GeneStudio S5 Sistem platformunda yapildi. Torrent
server yazilimina aktarilan veriler, patolojiye 6zgu bir akis semasi olusturularak

lon Reporter analiz programinda incelendi.

3.2.1. Periferik Kandan DNA izolasyonu

Hastalardan, steril KsEDTA'll tuplere alinan, 3 ml periferik vendz kan
orneklerinden, solisyon/manyetik boncuk bazli otomatik sistemle (MagPurix
12s Instrument, Automated Nucleic Acid Purification System) o6zgun Kkitler
kullanilarak (MagPurix Blood DNA Extraction Kit 200,Cat.Op02001-48), Uretici

firma protokollerine uygun olarak genomik DNA izolasyonlari yapildi.

3.2.1.1. DNA Miktar ve Safliginin Olgiimii

Genomik DNA oérneklerinin yogunluklari (ng/pl) ile 260 ve 280 nm dalga
boyundaki absorbsiyon oOlgimleri UV spektrofotometresi ile yapildi (Thermo
Scientific™ NanoDrop 2000/2000c Spectrophotometer). A260/280 orani 1,80-
1,89 degeri ideal kabul edildi. A260/280 degerleri 1.80’den daha az olan
ornekler protein kontaminasyonu nedeniyle manuel olarak tekrar ¢okturtlerek
saflastirildi. A260/280 orani 1.89'den fazla olan érnekler ise RNase enzimi ile
muamele edilerek fazla olan ribonukleik asitler pargalandi. Hazirlanan genomik
DNA’lar, tum verileri DNA bankasina kaydedilerek -20 oC ‘de saklandi.

YND analizi igin, DNA yogunlugu 1,6-2.0 ng/ul olacak sekilde miliQ su ile
(18MQ) gerekli seyreltme islemleri yapildi. Seyreltme sonrasi, her bir olgunun
DNA ornekleri 6zgun kit kullanilarak (Qubit dsDNA HS Assay Kit) florometrik
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yontemle (Qubit® 3.0 Fluorometer) tekrar dlguldu ve final DNA yogunluklarinin

yeni nesil dizileme igin istenen aralikta (1,6 - 2ng/pl) olmasi saglandi.

3.2.2. YND ile Fragmantasyon tabanli Tum mtDNA Dizi Analizi

3.2.2.1. mtDNA Uzun PZR igin Primer Tasarimi

Oncelikle, 16.569 baz ciftinden olusan mtDNA’ yi pargali gogaltan, 5077

b¢, 4393 bg, 5465 bg, 5540 b¢ uzunlugunda 4 cift primer tasarlandi. Her

bolgenin 6zgunlugu, UCSC In-Silico PCR, NCBI Primer-BLAST ve IDT

OligoAnalyzer Tool kullanilarak incelendi (Tablo 3-1).

Tablo 3-1: Mitokondriyal genomu pargali gogaltan primer giftleri

Primer Hedef bolge dizi tm boyut

ChrM-1F chrM:1+5072 5’- CGATGGATCACAGGTCTATCA-3’ 58.5 | 5077
5072 bp gatcacaggtctatca

ChrM-1R 5’'- GGTTATGTTAGGGTTGTACGGTAGAA -3’ | 60.7

ttgaccaacggaacaagttacc

ChrM-2F chrM:4951+9343 5’- CCATCATAGCAGGCAGTTGA 3 59.8 | 4393
4393 bp

ChrM-2R 5’- CCTAGTATGAGGAGCGTTATGGAGT- 3’ 61.2

ChrM-3F chrM:8904+14368 | 5’- CCACTTCTTACCACAAGGCACA -3’ 62.4 | 5465
5465 bp

ChrM-3R 5’- GGTGCTGTGGGTGAAAGAGTAT- 3’ 60.4

ChrM-4F chrM:13958+2928 | 5’ - GCCTTCTTACGAGCCAAAA 3’ 58.1 | 5540

ChrM-4R 5540 bp 5/ - GGTAACTTGTTCCGTTGGTCAA -3’ 61.2

3.2.2.2. mtDNA’nin Uzun PZR ile gogaltilmasi

Hedef bodlge ¢ogaltma islemi Thermo Scientific™ Phusion High Fidelity

DNA Polimeraz enzimi, dNTP Mix (25 mM each) nukleotidleri, tasarlanilan ileri

ve geri yonlu oligonUkleotidler kullanilarak yapildi. Kullanilan enzim, kimyasalllar

ve uygulanan protokol Tablo 3-2 ve Tablo 3-3’de belirtildigi gibidir.



http://genome-euro.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=231700882_ScQMeAilDfwrUNygAnYhB6bNa9Fy&db=hg38&position=chrM:1-5072&hgPcrResult=pack
http://genome-euro.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?hgsid=231700882_ScQMeAilDfwrUNygAnYhB6bNa9Fy&db=hg38&position=chrM:4951-9343&hgPcrResult=pack
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Tablo 3-2: Long PZR igin gerekli kimyasal bilegsenler ve son hacimleri

Kimyasal Bilesenler Final Konsantrasyon Hacim (50 pL)
dH20 - 33,1 ul

5x Phusion HF Buffer 1X 10 pl

dNTP (25mM) 0,2 mM 0,4 ul
Forward Primer (10 uM) 0,5 uM 2,5 ul

Reverse Primer (10 uM) 0,5 uM 2,5 ul

Phusion High Fidelity DNA Polimeraz - 0,5 uL

DNA Miktar1 - 1 uL

Tablo 3-3: Long PCR termal dongii kosullan

Termal dongii adim Sicakhik Siire Dongii sayisi
Baslangi¢ denaturasyonu 98 °C 30 sn 1

Cift Zincir Ayrilmasi 98 °C 30 sn

Primer Baglanma 62/64 °C 30 sn 10
Uzama 72 °C 4 dk

Cift Zincir Ayrilmasi 98 °C 30sn

Primer Baglanma 60/62 °C 30 sn 35
Uzama 72 °C 4 dk

Son Uzama 72 °C 10 dk 1
Saklama 4°C 0 1

PZR urunlerinin filtre purifikasyonu

mtDNA &rneklerinin purifikasyon islemi Roche High Pure PCR Product
Purification Kit'i kullanilarak filtreleme teknigiyle yapildi. (Version: 17, Content
version: April 2017, Cat. No. 11 732 676 001). Elisyon icin son hacim 50 pL
olarak belirlendi.
Bant boyu kontrolii icin agaroz jel goruntilemesi

Purifikasyon sonrasi, érnekler bant boyunun uygunlugu ve nonspesifik
bant kontrolu agisindan elektroforez ile kontrol edildi. Sigma Agarose A-5093 ve
1X TBE tamponu (Tris, Borik asit ve EDTA ¢dzeltisi) kullanilaak %0,7’lik, 80
kuyuluk jel hazirlandi. Her bir bolge i¢in 5 yl drnek 3 pl yukleme boyasi karigimi
ve son kuyuya bant boyu kontroll icin marker (O’RangeRuler 500 bp DNA
Ladder) yuklendi. Elektroforezde 90 V’da 60 dk yurutaldu. UV transilluminatorde

goruntuleme saglandi.
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3.2.2.3. mtDNA Fragman Kitluphanesinin Hazirlanmasi

Fragmantasyon islemi, lon Xpress™ Plus Fragment Library Kit (Kat. No.
4471269) kullanilarak yapildi. Onerilen DNA girdisi kiitliphane basina 50-100 ng
olup, her bir 6érnek igin 4 bolgenin tek tlpte birlestiriime islemi yapildiktan sonra,
son hacim 35 uL olacak sekilde drneklere dH20 eklendi.

Klatiphane boyutu 400 baz okuma uzunlugunda secildi ve medyan fragman
boyutu 350-450 bp olacak sekilde fragmantasyon islemi yapildi. lon Shear ™
Plus 10X Reaction Buffer ve lon Shear ™ Plus Enzyme Mix Il ile prosedure

uygun olarak enzim kesimi gercgeklestirildi.

Tablo 3-4: Fragmantasyon ve Piirifikasyon prosediiriiniin malzemeleri

Kimyasal reaktif Miktar
Ion Shear™ Plus 10X Reaction Buffer 5ulL
Ion Shear™ Plus Enzyme Mix II 10 uL
Ion Shear™ Plus Stop Buffer 5uL
Low TE 25 uL

Diger malzemeler:

* Nlkleaz icermeyen su

* 1.5 mL Eppendorf LoBind ™ Tpleri

* 0.2 ml PCR tapleri

+ 37 ° Csi blogu

» Agencourt ™ AMPure ™ XP Reaktifi

» Taze hazirlanmis% 70 etanol

* Manyetik Rak (DynaMag™-2 Magnet)
*Kontrol DNA — E. coli DH10B Genomik Kontrol

Oncelikle asagidaki reaktifler, belirtilen sirayla 1.5 mL Eppendorf LoBind ™

tupune eklendi, ardindan 5 saniye vortekslenerek kuvvetlice karistirildi ve pulse

santrifdj yapildi.

Tablo 3-5: Fragmantasyon igin kullanilan mtDNA ve kimyasallar

igerik Hacim (50-100 ng DNA i¢in)
mtDNA, 50-100 ng x pL

lon Shear™ Plus 10X Reaction Buffer 5uL

Nuclease-free Water 35-xuL

Total 40uL
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10 pL lon Shear ™ Plus Enzyme Mix Il numuneye eklendi. Reaksiyon, 8-10 kez
yukari ve asagl pipetlenerek karigtirildi. Tapler 1si blogunda 37 °C'de
numunelerin segmis oldugumuz 350-450 bazlik medyan fragment boyutuna
indirgenmesi icin 2 dk boyunca inkiibe edildi. inkiibasyondan hemen sonra 5 L
lon Shear ™ Stop Buffer eklendi, ardindan en az 5 saniye vortekslendi.
Reaksiyon tupu buz Uzerinde bekletildi.

Fragmante edilen DNA'nin saflastirilmasi igin protokol adimlari

. 500-baz ve altindaki okumalar igin uygun olan 99 pL Agencourt™
AMPure™ XP Reagent (1.8X numune) eklendi.
. Boncuk suspansiyonu DNA ile karistirmasi igin 5 kez yukari ve asagi

pipetlendi. Pulse santriflij uygulandi, sonra karisim oda sicakliginda 5 dakika
inkUbe edildi.

. Tekrar pulse santrifij uygulandi, daha sonra tup genomik materyalin
tutulmasi icin DynaMag™-2 magnet manyetik rakina yerlestirildi, 3 dakika
boyunca veya ¢oOzeltideki kahverengi ton kaybolana kadar bekletildi, ardindan
boncuk pelleti bozulmadan stipernatant atildi.

. Tapl manyetik raktan ¢gikarmadan, 500 L taze hazirlanmis %70 etanol
eklendi. Boncuklari galkalamak icin tip manyetik rak ile 3-4 kez dondurllerek
30 saniye inkube edildi. Pelet bozulmadan supernatan atildi. Bu adim tekrar
edildi.

. Etanol kalintisini uzaklastirmak igin, pulse santriflj uygulandi, manyetik
raka geri yerlestirildi, pelleti bozmadan 20 uL pipetle kalan stpernatant atild1.

. Manyetik rak Uzerinde tutularak, boncuklar oda sicakliginda 5 dakika
hava ile kurutuldu.

. Tap manyetik raktan ¢ikarildi, boncuklari dagitmak igin pellete 25 ul low
TE eklendi. Sispansiyon pipetlenerek karigtirildi, sonra 10 saniye vortekslendi.
. Pulse santriflj uygulandi, daha sonra tip manyetik rakta en az 1 dakika
veya c¢Ozelti berraklasana kadar bekletildi. Elle edilmis olan DNA iceren
supernatant, pelleti dagitmadan, yeni bir 0.2 mL PCR tupulne aktarildi.
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Adaptorlerin baglanmasi, barkodlama, gentik-onarimi ve bagli DNA'nin
saflastinlmasi Bu prosedur igin lon Xpress ™ Plus Fragment Library Kit iginde
bulunan kimyasal bilesenler:

» 10X Ligaz Buffer

* DNA Ligaz

* Nick Repair Polymerase

* dNTP mix ve lon Xpress™ Barcode Adapters Kit icindeki bilesenler

* lon Xpress ™ P1 Adaptoru

* lon Xpress ™ Barkocode X (kutiuphane bagina 1 barkod adaptori)

Diger materyaller:

* 0.2 mL PCR tipleri

* Thermal cycler (96-WellThermal Cycler)

+ Niikleaz icermeyen Su

» Agencourtt ™ AMPure ™ XP Reaktifi

» Taze hazirlanmis% 70 etanol

» Manyetik Rak (DynaMag™-2 magnet)

Adaptor baglanmasi ve ¢entik onarimi igin protokol adimlari

. Reaktifler, 0.2 mL'lik bir PZR tUpunde, asagidaki barkodlu kutuphanler
icin olan reaksiyon tablosuna gore birlestirildi ve ardindan pipetaj ile karistirildi.
Her bir ornek icin ayri lon Xpress™ Barcode X kullanildi. Yaklagik 25 pL

mtDNA, hazirlanan karigim ile muamele edildi.

Tablo 3-6: Adaptor baglanmasi ve ¢entik onarimi ig¢in kullanilan kimyasallar

Kimyasal bilesen Miktar
10X Ligase Buffer 10 L
lon Xpress™ P1 Adapter 2 uL

lon Xpress™ Barcode X (1 barcode adapter per library) |2 uL

dNTP Mix 2L
dH20 (18 MQ) 49 pL
DNA Ligase 2 L
Nick Repair Polymerase 8 uL
mtDNA (50-100-ng DNA) ~25 pL

Total volium 100 pL
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Tablo 3-7: Baglanma iglemi i¢in uygulanan Ligasyon PZR protokolii

islem Derece Siire

Karisma 25°C 15 dk

Uzama 72 °C 5 dk

Saklama 4°C o0

. Tam reaksiyon karisimi saflastinima asamasi igin yeni bir 1.5 mL

Eppendorf LoBind ™ tapune aktarildi.

Adaptor bagh ve cgentik onarimi yapilmigs DNA’nin saflagtiriimasi igin
protokol adimlari

. 400-600 baz okumasi igin 100 pyL (1X sample volume) Agencourt ™
AMPure ™ XP reaktifi numuneye eklendi. Boncuk suspansiyonu DNA ile
karismasi icin vortekslendi, sonra pulse santriflj yapildi. Karigim 5 dakika oda
sicakliginda inkube edildi.

. Pulse santriflij uygulandi ve ardindan DynaMag™-2 magnet manyetik
rakinda 3 dakika boyunca veya c¢oOzelti berraklasana kada bekletildi. Pellet
bozulmadan supernatant atildi.

. Bir dnceki purifikasyon adimlari aynen tekrarlandi ancak %70 etanol ile
yikama adimi ikinci bir ylkama saglamak icin iki kez yapildi. Son asamada elle
edilmis DNA igeren supernatant, pelleti bozmadan yeni bir 1.5 mL Eppendorf

LoBind ™ tapune aktarildi.

3.2.2.4. Hazirlanan kitiphanede E-Gel™ SizeSelect™ Agarose Gel ile
boyut segimi

islem Size-select the library with the E-Gel™ SizeSelect™ Agarose Gel
protokoliine uygun olarak yapildi. Kitiphane boyutu 400 baz-okumasi (400-
base-read) uzunlugunda belirlendi. Ornekler 25 pL yiiklendi ve geri kazanim
kuyucuklari 25 pL deiyonize su ile dolduruldu. Marker kuyusuna 10 pL
kullanima hazir E-Gel ™ Sizing (Invitrogen 50 bp) DNA Ladder yuklendi.

E-Gel™ SizeSelect™ 2% Agarose Gel, E-Gel™ iBase™’e yerlestirildi.
Protokolde belirtildigi gibi Run SizeSelect 2% programinda yuritme iglemi
gerceklestirildi ve optimizasyon saglanan 20 dk 58 sn sonra ornekler toplandi.

Numune pipetle temiz bir 1.5 mL Eppendorf LoBind ™ tlplne geri konuldu.
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Tablo 3-8: Boyut-se¢im iglemi igin gerekli kimyasallar

Low TE (from lon Plus Fragment Library Kit)

E-Gel™ iBase™ unit and E-Gel™ Safe Imager™ transilluminator combo kit

E-Gel™ SizeSelect™ 2% Agarose Gel

Invitrogen 50-bp DNA Ladder - Cat.No. 10416-014 (400-base-read libraries)
dH20 (18 MQ)

3.2.2.5. Kutuphanenin ¢ogaltilmasi i¢in protokol
Islemler, Amplify and purify the library protokolli takip edilerek gerceklestirildi.
PZR iglemi igin Veriti™ 96-WellThermal Cycler (Catalog number: 4375786)
kullanildi. Kullanilan malzemeler Tablo 4.1.7’de PZR protokolu Tablo 4.1.8’de

belirtilmigtir.

Tablo 3-9: Kiitiiphanenin ¢ogaltilmasi i¢in gereken kimyasal hacimleri

Kimyasal Miktar
Platinum™ PCR SuperMix High Fidelity 100 pL
Library Amplification Primer Mix 5L
Unamplified library 25 L

Tablo 3-10: Kiitiiphanenin ¢ogaltilmasi i¢in optimum PZR kosullar

islem Derece Sire Doéngl

Cift Zincir Ayrilmasi 95 °C 5 dk 1
Cift Zincir Ayrilmasi 95 °C 15 sn

Primer Baglanma 58 °C 15 sn 8
Uzama 70 °C 1 dk

Saklama 4°C o0 1

Kutuphanenin saflagtiriimasi igin protokol

. Her numuneye 50-100 ng DNA qgirdisi, 400-500 baz-okuma
kUtiphanesine uygun olarak 130 uL Agencourt™ AMPure™ XP Reagent
eklendi.

. Boncuk suUspansiyonunu DNA ile karigmasi icin vortekslendi. Pulse

santrifijden sonra karisim oda sicakliginda 5 dakika inkibe edildi.
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. Pulse santriflj uygulandi, daha sonra DynaMag ™ -2 manyetik rakinda 3
dakika boyunca veya c¢Ozelti berralasana kadar bekletildi. Sonra c¢ikarilarak
pellet bozulmadan supernatant atildi.

. Diger basamaklar yikama iki kez olacak sekilde tekrarlandi. Elte edilmis
DNA igeren supernatant, pelleti bozmadan yeni bir 1.5 mL Eppendorf LoBind ™

tupune aktarildi.

3.2.2.6. Olusturulan barkodlanmis kiitiphanenin degerlendirmesi
lon Library TagMan® Quantitation Kit (Cat. No. 4468802) kullanilarak gergek-
zamanli PZR vyapilmigtir. Bu kit, lon Library kitleri kullanilarak hazirlanan
cogaltiimis kutliphanelerin élgimi igin kantitatif gercek zamanh PCR (qPCR)

reaktiflerini igerir.

Tablo 3-11: Ornek kiitiiphanesinin hazirhginda gereken gPZR kimyasallari

Malzeme ve Urln Miktar
lon Library TagMan® qPCR Mix, 2X 10 L
lon Library TagMan® Quantitation Assay, 20X 1 uL

Nuclease-free Water (15 pL'ye tamamlanir)
E. coli DH10B Control Library

Tablo 3-12: Gergek zamanli PZR kosullar

islem Derece Siire
inkiibasyon 50 °C 2 dk
Polimeraz aktivasyonu 95 °C 20 sn
95 °C 1sn
40 doéngu
60 °C 20 sn

is akisi Sekil 4.1.2.'de gosterilmektedir. E. coli DH10B Kontrol Kiitiiphanesi bir
dizi standart olusturmak igin seri olarak seyreltilir. Hazirlanan 0Ornek
ktiphanesi, Kontrol Kultiphanesi standartlari araligi  dahilinde  bir
konsantrasyona seyreltilir. Hem Kontrol Kutuphanesi standartlarinin hem de
seyreltimis  numune  kitdphanesinin @ gPCR'sinden  sonra, numune

kUtiphanesinin konsantrasyonunun hesaplandigi standart bir egri olusturulur.
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Seri Diltisyonlarin Hazirlanmasi

Tum dilusyonlar buz Uzerinde hazirlandi. E. coli DH10B Kontrol Katuphanesi'nin
seri dilusyonlari, agagidaki ornek tabloda gosterildigi gibi ntkleaz icermeyen su
ile Kontrol Kitiphanesinden (~ 68 pM stok konsantrasyonu) bes ardisik 10 kat
seyreltme ve yine 6rnek tabloda gosterildigi gibi, numune kutuphanesinin Gg
ardisik dilusyonu hazirlandi. gqPZR sonuglarina gore orneklerin pM cinsinden
degerleri hesaplanip, lon Chefe ylklemeden 6nce butin 6érnekler 100 pM’a

esitlenmisgtir.

Tablo 3-13: E. coli DH10B Kontrol Kiitiiphanesinin 50 pL diliisyonuna 6rnek

NUKkI fi S It K
Standart |Ktiiphane girdisi Ukleaz free su ey.r.e"me onsantrasyon
faktoru
1 5 pL (undiluted) 45 uL 0,1 6.8 pM
2 5L Std 1 45 pL 0,01 0,68 pM
3 5L Std 2 45 pL 0,001 0,068 pM
4 5puL Std 3 45 uL 0,0001 0,0068 pM
5 5 L Std 4 45 uL 0,00001 0,00068 pM
Tablo 3-14: Ornek kiitiiphanenin diliisyonu
Standart | Kittiphane girdisi Nikleaz free su | Seyreltme
1 1 L (undiluted) 19 uL 1:20
2 1 uL 6rnek 1 99 uL 1:2000
3 5 uL drnek 2 45 uL 1:20.000
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Amplifiye edilmiy E Coli DH10B Kontrol
numune kutuphanes: Kutuphanesi
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Gergek zamanhk PCR
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Sablon hazirlama
seyreltme iglemien
dgil lyon Kutaphanesi
hazirlama kurallanna
gore yapilir

Sekil 3-1: lon Library TagMan Quantitation Kitiyle kutiiphane 6l¢liimii is akisi

3.2.2.7.lon Chef ™ Sistemi ve lon 85 ™ Sisteminde Cip Yikleme ve
Dizileme I¢gin Otomatik Taslak Hazirlama

lon 510 ™ Kkiti (Kat. No. A34461) kullanilarak, Torrent Suite ™
yaziliminda ¢ip yukleme igin taslak hazirlanmasi iglemi, dizileme sistemlerinin
planlanan sekilde calismasi ve kontroll icgin olusturulan dijital talimatlarin
olusturulmasidir. Planlanan caligmalar ig akisi boyunca orneklerin ciplere
yuklenmesi igin lon Chef ™ 'de taslak hazirlanmasindan lon S5 ™ de dizileme
ve takiben veri analizini igerir. Her ¢ip, lon Chef ™ de kendi ¢alisma planini
gerektirir. Planlama ekraninda “Ampliseq Designer “da c¢alisiimak istenen
uygulama “mtDNA” olarak secildi ve planlanan protokole uygun yukleme iglemi
gerceklesen ¢ip lon S5™ dizileme cihazina yuklendi. Gerekli olan kit ve
solUsyanlar yerlestirildikten sonra ekrandan ilgili plan segilerek baslama komutu

verildi.
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3.2.3. Tum Ekzom Dizileme i¢in Kiitiiphane Hazirlama
DNA izolasyonu, yogunluk ve kalite kontrolu igin yapilan iglemler mtDNA
igin olan prosedurle aynidir. Her ekzom kutuphanesi icin DNA yogunlugu 1,6-

2.0 ng/pl olacak sekilde 50-100 ng genomik DNA kullaniimigtir.

lon GeneStudio S5 platformunda YND teknigiyle genomik DNA'yi
dizilemek Gzere ekzom kitlphanelerinin hazirlanmasi amaciyla lon AmpliSeq™
Exome RDY Kit 1x8™ (Cat. No. A38262) kullaniimigtir. lon Xpress™ Barcode
Adapters Kits™ (Cat. No. 4474517; 1-96 aras!I tUm adaptor seti) ile barkodlu
kUtiphanler olusturulmustur. Olusturulan barkodlu kitlGphaneler birlestirilerek
tek bir lon chip’e yuklenmis, dizileme slresi ve maliyet agisindan avantaj

saglanmistir.
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Genomik DNA izolasyonu ve Miktar Tayini
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Sekil 3-2: lon AmpliSeq™ Exome RDY is akig semasi
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3.2.3.1. Hedef gDNA bdlgelerinin ¢ogaltiimasi i¢in protokol adimlari

e Her drnek icin asagidaki tablodaki malzemeler ile master mix hazirlandi.

Tablo 3-15: Amplifikasyon i¢in master miks igerigi

Kit icerigi Miktar

5X lon AmpliSeq™ HiFi Mix 14 uL

50-100 ng gDNA < 56 pL
Nuclease-free Su 70 MI'e kadar

o Karisim vortekslenerek karigitirildi ve kisaca satrifj edildi.

e lon AmpliSeq ™ Exome RDY plate ¢ikartildi.

e Her bir 6rnek igin, plate in tek bir yatay sirasina (12 kuyucuk) master mix’den
alinan 5-plL'lik alikuotlar dagitildi.

e MicroAmp ™ Seffaf Yapiskan Film sizdirmazlik saglayacak sekilde plate
Uzerine uygulandi ve plaka kisa slre santrifiij edildi.

o Plate lizerine MicroAmp™ Optik Film Sikistirma Pedi yerlestirilerek plate termal
déngu cihazina yuklendi, sonra 5 -uL hacim i¢in asagidaki kosullarda PZR
gerceklestirildi:

Tablo 3-16: Amplifikasyon igin PZR dongii kosullar

Basamak Adim Sicaklik |Zaman
Bekleme Enzimi aktiflestirmek icin | 99°C 2 dakika
Do6ngl (10 dongl) | Denatirasyon 99°C, 15 saniye
Baglanma ve Uzatma 60°C 16 dakika
Bekleme - 10°C Bekleme

Hedefli olarak ¢ogaltilan reaksiyonlarin birlestiriimesi igin protokol adimlari

o Damlaciklari toplamak icin plate kisa slre santrif(jj edildi, ardindan yapiskan
film ¢ikarildi.

e Her bir érnek (sira) igin 12 hedef amplifikasyon reaksiyonu, 1-5 ve 7-12.
kuyucuklardan 6. kuyucuga aktarilarak birlestirildi (Sekil 3.3).

-

Sekil 3-3: Amplifikasyonlarin birlestrirlmesi
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Amplikonlarin Kismi Olarak Kesilmesi

o Birlestiriimis hedef amplifikasyon reaksiyonlarinin her birine 6 yL FuPa Reaktifi
eklendi.

e Plate MicroAmp™ Seffaf Yapiskan Film ile kapatildi, pipetaj ve hafif vorteks ile
karistirildi, ardindan damlaciklari toplamak i¢in kisa sire santrifij edildi.

e Plate in Gzerine MicroAmp™ Optik Film Sikistirma Pedi yerlestirildi, termal
dongu cihazina yuklendi ve ardindan asagidaki kosullarda PZR gercgeklestirildi:

Tablo 3-17: Amplikonlarin kesilmesi i¢in uygulanan PZR kosullari

Sicaklik Zaman
50°C 20 dakika
55°C 20 dakika
60°C 20 dakika
10°C Bekleme

3.2.3.2. Adaptorlerin baglanmasi ve barkodlama, baghh gDNA'nin
saflastiriimasi

Segcilen her barkod ve her adaptdr icin diliisyon 1:4 olacak sekilde lon P1 Adaptdri ve
lon Xpress ™ Barkod X karisimi hazirlandi. Asadidaki hacimlerle olusturulan bu
karisimdan 6 L ligasyon reaksiyonuna eklendi.

Tablo 3-18: Barkod-adaptdr karisimi igin gerekli malzemeler ve hacimleri

Malzemeler Miktar

lon P1 Adapter 2 uL

lon Xpress™ Barcode X[1] 2 uL

Nuclease-free su 4 uL

Toplam 8 uL

Ligasyon igin protokol adimlari

e Plate, igerigin toplanmasi icin kisa sure santrifij edildi.

o Plate Uzerindeki yapiskan film ¢ikarildi, ardindan kesilmis amplikonlari iceren
her kuyuya asagidaki sirayla asagidaki bilesenleri eklendi.
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Tablo 3-19: Barkod-adaptor ligasyonu i¢in mix hazirlama malzemeleri

Malzemeler Miktar
Switch Solution 12 L
lon Xpress™ Barcode Adapters mix 6 uL

(barkodlu kitliphaneler igin)

DNA Ligase 6 uL

Total miktar (kesilmis ~60 yL amplikon |~84 L

dahil )

Plaka yeni bir MicroAmp™ Seffaf Yapigkan Film ile kaplandi, vortekslendi,
ardindan damlaciklari toplamak icin kisa sure santriflj edildi.

Plakanin tGzerine MicroAmp™ Optik Film Sikistirma Pedi yerlestirildi, plaka
termal cycler'a yUklendi ve ardindan asagidaki kosullarda PZR gerceklestirildi.

Tablo 3-20: Ligasyon igin uygulanan PZR kosullari

Sicaklik |Zaman
22°C 30 dakika
68°C 5 dakika
72°C 5 dakika
10°C Bekleme

Barkodlanan iirtinlerin purifikasyonu

Plate Gzerindeki kaplama ¢ikarildi, ardindan her kutiphaneye 80 uL (yaklagsik
1X numune hacmi) Agencourt™ AMPure™ XP Reaktifi eklendi. Boncuk
suspansiyonunu ve DNA'y1 karistirmak icin pipetleme yapildi.

Karigim 5 dakika oda sicakhdinda inkuibe edildi.

Plate DynaMag ™ —96 manyetik plakaya (Kat. No. 12331D) yerlestirildi, sonra 5
dakika boyunca veya ¢oOzelti temizlenene kadar inktbe edildi ve ¢ikarilarak
pellet bozulmadan supernatant atildi.

Taze hazirlanmis %70 etanol 150 uL eklendi, boncuklari yikamak icin plate
manyetik icinde yan yana hareket ettirildi ve daha sonra miknatis ¢ikarilarak
stipernatant atildi. ikinci bir yikama igin bu adim tekrarlandi.

Manyetik plate tzerinde tutularak, boncuklar oda sicakliginda 5 dakika hava ile
kurutuldu.

lyon AmpliSeq ™ Exome RDY kiitliphaneleri, dogru miktar tayini igin yeterli materyal

elde etmek Uzere dnce ¢ogaltilir.
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3.2.3.3. Kutuphanenin ¢ogaltilmasi i¢in protokol adimlari

iyon AmpliSeq™ kiitiiphanesini iceren plate manyetik plakadan ¢ikartildi ve her
boncuk pelletine 50 pl 1X Library Amp Mix ve 2 p 25X Library Amp Primers
eklendi ve pipetaj ile karigtirildi.

Plate MicroAmp ™ Seffaf Yapigkan Film ile kapatilarak vortekslendi ve
ardindan damlaciklari toplamak i¢in santrif(ij edildi.

Plakaya bir MicroAmp ™ Optik Film Sikistirma Pedi yerlestirildi, thermal cycler
cihazinda asagida verilen kosullara gore ¢alistirildi.

Tablo 3-21: Kitiphane amplifikasyonu icin PZR kosullari

Basamak |Sicaklik [Zaman
Bekleme 98°C 2 dakika
5 déngl 98°C 15 saniye
64°C 1 dakika
Bekleme 10°C Bekleme

Cogaltilan kitiiphanenin piirifikasyonu igin protokol adimlari

Plaka, kuyularin altindaki igerikleri toplamak igin kisa sire santrif(jj edildi,
ardindan plaka Uzerindeki kaplama ¢ikarildi.

Yaklasik 50 uL 6rnek iceren her bir plaka kuyucuguna 25 uL (0.5X numune
hacmi) oda sicakligina getirilmis Agencourt ™ AMPure ™ XP reaktifi eklendi,
boncuk sispansiyonu ve DNA’nin karismasi igin pipetleme yapildi.

Karisim 5 dakika oda sicakliginda inkube edildi.

Plaka en az 3 dakika veya ¢ozelti beraklagsana kadar DynaMag ™ —96
miknatista tutuldu.

Her kuyucuktaki amplikonlari iceren stipernatant, pelet bozulmadan yeni bir 96-
kuyucuklu PCR plakasinin tek bir kuyucuguna aktarildi ve pelet atild1.

Onceki adimdaki stipernatanta, 60 uL (1.2X orijinal numune hacmi) Agencourt
™ AMPure ™ XP reaktifi eklendi, boncuk suspansiyonu ve DNA’'nin karigmasi
icin pipetleme yapildi.

Karisim 5 dakika oda sicakliginda inkibe edildi.

Plaka en az 3 dakika veya ¢6zelti beraklasana kadar DynaMag ™ —96
miknatista tutuldu.

Plaka 3 dakika boyunca veya ¢ozelti berraklagana kadar miknatisa tutuldu.
Cikarildiktan sonra amplikonlarin bagli oldugu pelet bozulmadan stpernatant
atildu.

Her kuyucuga 150 ul taze hazirlanmis %70 etanol eklendi, boncuklari yikamak
icin plaka miknatis icinde yan yana hareket ettirildi ve daha sonra miknatis
cikarilarak siipernatant atildi. ikinci bir yikama igin bu adim tekrarlandi.
Plakayi miknatista tutularak, boncuklar oda sicakhginda 5 dakika hava ile
kurutuldu.

Plaka miknatistan ¢ikartilarak 50 pL Low TE eklendi ve karisim pipetle
karigtirildi.

Plaka MicroAmp ™ Seffaf Yapigkan Film ile kaplandi, vortekslendi ve
damlaciklari toplamak icin santrifiij edildi.

Oda sicakhginda en az 2 dakika inkube edildi.
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e Daha sonra plaka en az 2 dakika boyunca miknatisa yerlestirildi. Bu asamada
istenen amplikonlari igceren stipernatantin alikuotu Qubit™ fluorometre ile
kitiphane miktar tayini ve sulandirma faktériintin belirlenmesi icin kullanildi.

3.2.3.4. Qubit™ Fluorometre ile kutiphane miktar tayini ve seyreltme
faktorinun hesaplanmasi

Cogaltiimis kutiphanelerden (300-1,500 ng/mL verimlilikte) Qubit ™ dsDNA HS test
kiti (Kat.Nos. Q32851 veya Q32854) ve Qubit™ fluorometre cihazi (Kat. No. Q33226)
ile analiz edildi.

Cogaltilmis kiitiiphanenin konsantrasyonunun belirlenmesi

e Qubit ™ dsDNA HS buffer kullanilarak, Qubit ™ dsDNA HS reaktifi icin 1: 200
oraninda calisma seyreltmesi yapildi. Her kitiphane ve standart igin 200 L
seyreltilmis reaktif hazirlandi.

e 190 pL seyreltiimis Qubit ™ dsDNA HS reaktifi ile 10 pL c¢ogaltiimis lon
AmpliSeq ™ exome kutlphanesi birlegtirilerek karistirildi ve en az 2 dakika
inklibe edildi.

e Her bir Qubit ™ dsDNA HS Standardini, 190 uL seyreltiimis Qubit ™ dsDNA
HS Reaktifi ile 10 uL seyrelterek hazirlandi.

e  Qubit™ Fluorometrede konsantrasyon olculdu.

e Hesaplanan kutuphane konsantrasyonuna bagli olarak, yaklasik ~ 100 pM'ye
esdeger ~ 22 ng/mL ) konsantrasyona ulasacak sekilde seyreltme faktori
belirlendi.

o Kituphane ~ 22 ng / mL'ye seyreltilerek kiitiiphanelerin birlestiriimesi ve sablon
hazirlama asamsina hazir hale getirildi.

3.2.3.5. Kalip Olusturma

Bu calismada kullanilan Thermo Fisher Scientific lon Torrent YND
platformunda kalip (template) olusturma emulsiyon PCR (emPCR) ile saglanir.
Kalip hazirlanmasi ve dizileme ¢ipine yuklenmesi islemi, otomatize lon chef
robotik sisteminde gerceklestiriimistir. Klitiphane olusturulduktan sonra elde
edilen Grdnler, Uzerlerindeki barkodlara spesifik oligolar iceren manyetik
kUrecikler ile yakalanir ve bir yag suspansiyonunda karistirilarak her bir yag
damlasi igine 1 kure dugsecek sekilde dagitilir ve bu yag kurelerinin icerisinde
PCR islemi gerceklesir (Sekil 3-4).
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Emiilsiyon Bazh Klonal Amplifikasyon
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Sekil 3-4: Emiilsiyon PCR’In sematik gosterimi (emPCR). lon Torent
platformunda bu iglem, ayni zamanda robotik kutiphane hazirhgi da yapabilen lon

Chef™ Sistemi ile gergeklestiriimektedir.

3.2.3.6. lon GeneStudio S5 ile dizileme igin giplerin hazirlanmasi ve
yuklenmesi

lon Chef ™ Sistemi (Cat. No. 4484177), GeneStudio™ S5 dizileme ile
kullanim icin otomatik, yuksek verimli kalip hazirlama ve ¢ip yliklemeyi otomatik
olarak saglar. lon 540™Kit — Chef (Cat. No. A30011) zenginlestirilmis, kalip
pozitif lon Sphere™ Pargaciklarinin (ISP'ler) hazirlanmasi ve lon Chef™
Cihazini kullanarak bir lon 54 0™ Chip'e yuklenmeleri i¢in kullanilir. YUkIU ¢ipler
lon GeneStudio S5 cihazinda dizilenir. lon Chef ™ Sistemi, ¢ip hazirlama is
akisl boyunca 6rnek ve reaktif izlenebilirligini saglamak icin Torrent Suite ™

Yazihmi ile ag entegrasyonuna sahiptir (Sekil 3-5).

lon GeneStudio S5 System ile dizileme igin lon 540™ Kit — Chef and lon
Chef™
Sistem adimlari:
e Kalip hazirlama ve dizileme cihazlarinin kontrolinu saglayan Torrent
Suite™ Software’de “plan new run” 6zellidi ile tim iglemler, akis sayisi,
kit turleri, barkodlar, numune bilgileri ve referans dosyalari gibi ayarlar

girilerek dijital olarak ayarlandi. Bu sekilde o&rneklerin, c¢ipler ve
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reaktiflerin lon Chef™ cihazinda kalip hazirlanmasindan lon GeneStudio
S5 Uzerinde dizileme ve sonraki veri analizine kadar is akisi boyunca
takibi saglandi.

e Kutuphaneler birlestiriimeden 6nce ayri ayri 100 pM’a getirildi, sonra esit
hacimlerde birlestirildi. lon AmpliSeq™ Exome RDY kutuphane oérnekleri
nukleaz icermeyen su ile konsantrasyon 50-100 pMq olacak sekilde
dille edildi ve cihaza yukleme yapmadan 6nce -20 reaktifleri oda
sicakligina getirildi.

e DilGe edilmis kitiphane dérnekleri lon 540™ Chef Reagents kartusunda
bulunan library sample tube) (barkodlu tipler) igine eklendi.

e Pipet ucu raflari ve PCR plakasi, reaktifler ve ¢dzelti kartuslari, her biri
25 pL seyreltiimis kutuphane igeren kutuphane tupleri, kurtarma tupleri
ve zenginlestirme kartuslari, kalip hazirligi ve dizileme icin kullanilacak
cipler sirasiyla dretici talimatlarina uygun sekilde lon Chef™ cihazina
yuklendi ve baslatildi.

e Program bittiginde, hazirlanan cipler lon Chef™ cihazindan alinarak
dizileme cihazina yUklendi ve dizileme iglemi baslatildi.

Dizileme

Dizileme islemi icin, her biri pH degisimlerini Olgebilen iyon sensoruyle
kaplanmig milyonlarca mikrokuyucuk iceren yari iletken ¢ip kullanir. Boncuklara
baglanan kalip DNA, her bir kuyuyu doldurur ve dNTP’lerin akigi baslar. Verilen
nukleotid kalip iplige komplementer oldugu durumda yeni olusan ipligin yapisina
eklendikge hidrojen iyonu salinimi olur ve bunlar iyon sensoérleri tarafindan
algilanir. Okumalarin c¢evrimi paralel olarak gercekleserek dogru ve yuksek
ciktih dizilemeye olanak saglar. lon GeneStudio S5 System ile 24 saatte

dizileme islemi gerceklesir.
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Sekil 3-5: Thermo Scientific™ lon Torrent lon Chef Sistemi ve lon GeneStudio
S5 Yeni Nesil Dizileme Sistemi

3.2.4. Ekzom Verilerinin Analizi ve Yorumlama

Dizleme sonrasi, veriler, lonReporterUploader eklentisi kullanilarak
Torrent Suite ™ yazilimi araciligiyla lon Reporter™ yazilimina otomatik olarak
aktarildi. Hedef bdlgelere ve hot spot bdlgelere ait BED dosyasi eklenerek ve
gerekli parametreler 6nerilen araliklarda tutularak, lon Reporter™’da analiz akis
semasi olusturuldu. Her bir hasta, bu akis semasi ile analiz edildi. Her hastada
bulunan degisimler, filtrelere tabi tutularak birkag asamada degerlendirildi.
Degisimlerin tamami, Integrative Genomics Viewer (IGV) kullanilarak genomik
duzeyde goruntulendi. lon Reporterda genel veya 0Ozel veritabanlarindan
aktarilan kolonlardaki bilgiler analiz sirasinda varyantlarin degerlendiriimesinde
kullanildi. Ek acgiklama kolonu ve bu kolonlarin acgiklamalari Tablo 3-22'de
verilmigtir.

Veri analizinde ilk olarak mitokondrial hastaliga neden olan 1158 gendeki
(MitoCarta 2.0) (258), EXAC kontrol populasyonunda <% 0,5 kuglik bir allel
frekansina sahip (259,260) ve onceliklendirmede Ensembl Variant Effect
Predictor ile orta ila yuksek ihtimalli varyantlar filtrelendi (261). Ortaya ¢ikan tek
nukleotid varyantlari (SNV'ler) ve kiguk eklenme/silinmeler (indeller), stop
kodon, cerceve kaymasi, kirpilma hatasi ve yanlis anlamli olmak Uzere oncelik
sirasina gore listelendi ve patojenite agisindan incelendi. Daha 6nce ClinVar'da
(262) velveya HGMD (Human Gene Mutation Database) (263), OMIM (Online
Mendelian Inheritance in Man) (264), GeneCARD (265) gibi veri tabanlarinda
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yayinlanmig literatUrlerde tutarh bir sekilde patojenik olarak rapor edilmislerse,
klinik bulgular da uyumlu ise bu SNV ve indeller patojenik kabul edildi. Daha
once dbSNP’de tanimlanmamis (266) veya tanimh ancak hastalik iligkisi
bildiriimemis ¢ok nadir ve yeni varyantlarin patojenitesi American College of
Medical Genetics and Genomics (ACMG) yonergelerine uygun olarak (267), (1)
hesaplama verilerine, yani kullanilan in siliko araglarinin timU veya ¢ogunlugu
tarafindan zararli olacadi tahmin edilen; (Il) populasyon verileri, yani kontrol
populasyonunda, kalitim modeline gore nadir hastaliga neden olan varyantla
uyumlu bir sikliga sahip; (lll) alelik veriler, yani patojenik bir varyantla trans
halinde olan veya varsayimsal bilesik heterozigot vakalar, cift heterozigotluk
durumlarina gére incelendi. in siliko tahmin araglari ile, aday genlerin islevleri,
ekspresyon paternleri, fenotipik etkisi, tirler arasi evrimsel korunmuslugu,
protein yapisi, posttranslasyonel modifikasyonlari, inhibitorleri, gen-gen ve
protein-protein etkilesimleri, varyantin proteine etkisi ve hastalik iligkisini ele
alan on anahtar soru soruldu (268). Mutation Taster
(http://www.mutationtaster.org/) (269), Prediction of functional effects of human
NsSNPs PolyPhen (=Polymorphism Phenotyping)
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) (270), Scale - invariant feature
transform  (http://siftjcvi.org/) (271), UCSC Genome Bioinformatics

(https://genome.ucsc.edu/index.html) (272) gibi veritabanlari  kullanilarak

degerlendirildi. Supheli patojenik varyantlar igin, hastalarin klinik bulgulari,
hastaligin baslangici ve dogal seyri, manyetik rezonans goéruntt (MRI) bulgular
ve/veya kas histopatolojisiyle eslesen bir hastalikla iligkili gende tanimlanan
nadir ve zarar verici varyantlar kabul edildi. Patojenik oldugu disunulen ve klinik
iliskili bulunan varyantlar, Sanger dizileme yoéntemi ile dogrulandi. Kalitim
paternine uygun segrege olup olmadigini gostermek igin anne baba galigsmalari
yapildi. Patojeniteyi desteklemesi igin, varsa saglikh kardes veya akrabalardan
etkilenmis olgulara da ayni bélge i¢in Sanger dizileme yapildi. Belirsiz 6nemi
olan varyantlar (VUS) i¢in de Sanger dizileme yontemi ile dogrulama sonrasi
aile galismasi yapiimistir. Olgunun ¢6zulmus sayilmasi igin, resesif bir gende
bilinen veya suphelenilen iki patojenik varyanti veya dominant bir gende (en az)
bilinen veya suphelenilen bir patojenik varyanti tasimasi gerekiyordu. Kalan

¢ozulmemis vakalar daha nadir durumlari tanimlamak igin klinik iligkili diger
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fenotipler de dahil olmak Uzere diger genlerdeki olasi patojenik varyantlar igin

tekrar analiz edildi.

3.2.5. YND ile mtDNA Dizileme Veri Analizi

Ensembl veritabani BioMart'dan mitokondrial genoma ait bilinen
varyantlar Excel formatinda indirildi ve hastalarda saptanan varyantlar bu veri
ile karsilastirilarak analiz edildi. MtDNA varyantlarini tanimlamak icin GenBank
erisim numarasi NC_012920.1 olan ve 16.569 baz cifti iceren revize edilen
Cambridge Referans Sekansi (rCRS) kullanildi. Olgularda Mitomap veri
tabaninda patojenik olarak kabul edilen 93 varyanttan herhangi birine
rastanmadi. TED analizinde nDNA mutasyonu saptanamayan ve Klinik
Ozellikleri mtDNA patojenitesini destekleyen olgular icin, Mitomap’te bir
hastalikla olasi iligkisi bildirilen yaklasik 700 mtDNA varyanti icin yapilan
analizde klinik iligkili variant bulunmadigindan delesyon analizi planlandi
(273,274). (https://mitomap.org/MITOMAP/ConfirmedMutations).
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Tablo 3-22: Varyant analizindeki kolonlar ve agiklamasi

Kolon Agiklama
Lokus Varyantin kromozomal lokasyon bilgisini igerir.
Genler Varyantin bulundugu gen/genleri belirtir.

Genotip Varyantin genotip bilgisini icerir.

Ref ilgili genomik lokalizasyondaki referans niikleotid bilgisini icerir.

Gozlenen Referans allele gore degisiklik gosteren niikleotid bilgisini icerir.
allel

Lokasyon Genetik degisikligin gen bélgesindeki karsiligini gdsterir. Ornegin; ekzonik,
intronik, intergenic (genler arasi) ... vb.

Transkript | Varyantin bulundugu genin NCBI transkript kodunu gosterir.

Kodlayan Varyantin cDNA diizeyindeki adlandirmasini belirtir.

Amino asit | Varyantin protein diizeyindeki degisimini gosterir.

degisimi

Tip Varyant tiirtini belirtir. Ornegin; SNV (Single Nucleotide Variation), INDEL
(Kuguk insersiyon/delesyon), CNV (Copy Number Variation) vb.

Variant ilgili genetik degisikligin protein lzerindeki etkisini géstermektedir. Ornegin;

Etkisi synonymous (sessiz), missense (yanls anlamli), nonsense (anlamsiz), stoploss
(Stop kodonu kaybi)

DRA Varyantin bulundugu genin “Disease Research Area” (DRA) veri tabanindaki
karsiligini gosterir.

DGV Database of Genomic Variants; genomik diizeydeki yapisal anomalileri
arastirmak i¢in kullanilan veritabanidir.

Clinvar NCBI ClinvVar  veritabanindan  goézlemlenen  varyantin  etkisinin
degerlendirilmesi. Ornegin; Uncertain significance (6nemi belirsiz), Likely
benign, Benign, Pathogenic, Likely pathogenic seklinde veriler bulunmaktadir.

ucCsc Varyantin UCSC veri tabanindaki “UCSC Common SNPs” sekmesindeki

common karsihgini belirtir

SNPs

oMiM Online Mendelian Inheritance in Man

SIFT Bir varyantin bir protein Gzerindeki fonksiyonel etkisinin tahmini.

Allele Gozlemlenen her allel igin ayri ayri okuma derinliginin sayisal degerini verir.

Coverage

Allele Gozlemlenen her allel icin ayri ayri okuma derinliginin ylzdesini verir.

Ratio
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3.2.6. YND ile Saptanan Degisimlerin Sanger Dizileme ile Dogrulanmasi

3.2.6.1. Primerlerin Tasarlanmasi

Primerlerin tasarlamasinda; secilen primerlerin, dbSNP veritabaninda daha
onceden saptanmig herhangi bir SNP veya tekrarlayan dizi icermemesine, ileri
(forward), geri (reverse) primerlerin baglanma isilarinin birbirlerine yakin
olmasina (en fazla +/- 2 — 5°C fark), icerdigi AT ve CG nukleotidlerinin
oldugunca esit dagihmli olmasina, 18 — 22 nukleotid icermesine ve gen
bolgesinde beklenen mutasyonlarin analiz edilmesine olanak saglayacak
bolgeleri kapsamasina, dizi analizinde ~30 — 50 bazin iyi okunamayabilecegi
gozetilerek 6zen gbsterildi. Ozginlik, UCSC Genome Bioinformatics
(https://genome.ucsc.edu/index.html)’ den in silico PZR interaktif sistemi ile test
edildi (272).

3.2.6.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Her bir PZR reaksiyonu igin 1X tampon solusyonu [10X (NH4)2S04] (Thermo
Scientific), 25 mM MgCI2 (Thermo Scientific), %0 — 10 DMSO (Biomatik
Corporation), 200 yM dNTP (Thermo Scientific), 0,2/0,5 uM ileri ve geri
primerler ve 0.5 U Taq polimeraz enzimi (Thermo Scientific) ve 200 ng gDNA
kullanildi. Karigim, bidistile su (dH20) ile 50 pl'ye tamamlanarak hazirlandi. Her
PZR c¢alismasinda amplifiye edilen her bir bolge DNA igermeyen kontrol PZR
(negatif kontrol)'1 ile birlikte ¢alisildi.

PZR; 95°C de 10 dk denatlirasyon, ardindan 95°C de 30 sn denatlrasyon,
primerlerin Tm (Temparature of Melting)e gore degisen 64°C den 52°C ye
kadar ve 30 sn lik baglanma isilarinda ve 70°C de 45 — 90 sn (1 kb/1 dk) uzama
basamaklarindan olusan toplam 35 — 40 déngu ve son olarak 70°C de 10 dk’lik
uzama ile, PZR yontemi kullanilarak, termal déngu cihazlarinda (MJ Research
PTC-200 ve DNA Engine-BIORAD-T100) gergeklestirildi. Amplifikasyon
sonrasinda PZR orneklerinden 5 ul alinarak, 50 b¢’lik merdiven markori
(Sigma) paralelinde 8 pg/ml etidyum bromur iceren %1.2’lik agaroz (Sigma)
jelde, 1X TBE tamponunda, 120 V da, 20 dk yurutulerek beklenen bg
uzunluguna goére ayrilmasi saglandi. Ultraviyole i1sik altinda elde edilen bantlar

goruntulendi ve kayit edildi.
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PZR Saflagtirmasi

Saflastirma igslemi icin Exonuclease — | (Lot:00173016-Thermo Scientific) enzimi
ve Rapid Alkaline Fosfataz (04898133001-Roche) enzimleri kullanildi. Termal
dongu cihazinda PZR protokolu ile 37 °C de 15dak. , 85°C de 15 dak. ardindan
4°C ye getirildi. Saflastirilan Urunler cihazdan alinarak bir sonraki islem igin

+4°C’de karanlikta saklandi.

3.2.6.3. Sanger Dizi Analizi

PZR ybntemi ile g¢ogaltilan ve ardindan saflagtirilan amplikonlarin dizi
analizi, Tibbi Genetik A.D. laboratuvarinda bulunan ABI3500 otomatik sekiz
kapilerli elektroforezinde (Applied Biosystem) gerceklestirildi. Dizi analizi
reaksiyonu, saflastirlan PZR drunleri ile termal dongu cihazinda yapildi. 5X
tampon solisyonu olan BigDye buffer (PZR igin gerekli kimyasallari igerir),
BigDye v3.1 (ddNTP’leri ve AmpliTag DNA polimeraz icermektedir), Primer
(PZR’da kullanilan primerlerden biri ya da iki ¢ifti ayri yonllu olarak (dizi okuma
kalitesi icin segilir) saflastinimis PZR Grana ve dH20 ilavesiyle final hacmi 10yl
olacak sekilde plak (plate - USA Scientific-800-522-8477) Uzerinde bir kuyucuga
bir drlin gelecek sekilde hazirlandi. Karigim termal dongu cihazinda yurutaldu.
Protokol toplam 25 déngude; 96°C de 10 sn ile denatlrasyon, 50°C de 5 sn ile
baglanma ve 60°C de 4 dk ile sonlanma basamaklari ile olusturuldu. 4°C ye
gelen cihazdan dizi reaksiyon urunleri alindi. BigDye dizi reaksiyonu urunlerinin
kullaniimayan primer ve diger reaktiflerden temizligi icin dizi reaksiyon
urunlerinin saflastirildi ve ABI3500 cihazina yuklemek igin en yuksek hizda kisa
santrifij yapilip denatlre edildikten sonra yuritme islemine gegcildi. Cihaz
yurutme igleminde kalibrasyonu yapilmis dizileme boya seti olan Dyeset secildi.

Kapiller elektroforezi sonucunda alinan piklerin rengine gore
degerlendirme yapildi. Elektroferogramda pik rengi, adenin yesil, guanin siyah,
sitozin mavi ve timin kirmizi ile gosterildi. Pikler ABI Sequencing Analysis v5.4
yazihm ve SeqScape v2.7 (ABI) programlarinda bilgisayar ortaminda analiz
edildi. Analiz sonugclarinin degerlendirimesinde UCSC Genome Browser,
Ensembl Genome Browser gibi web sitelerinden yararlanildi.
SeqScape v2.7 programinda analiz asamasina gegcmeden 6nce programa

referans dizi yuklendi ve tanitilan transkriptin ekzon ve intronik bdlgeleri
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program igerisinde gosterildi. Dizileme igleminden sonra Fasta formatina alinan
olgu dizisi programa yuklendi ve analiz komutu verildi. Bu igslemden sonra, olgu
dizisinin hedef gen bdlgesi Uzerindeki vyeri, dizilendigi primerin yodninin
dogrulugu (ileri ya da geri primer veya her ikisi), saflastirma kalitesi, dizilenen
baz sayisi, goruntulenen pik kalitesi, pik yuksekligi ve arka alan kirliligi olup
olmadigi kontrol edilerek degerlendirildi. Belirtilen kontrollerden sonra herhangi
birinde farkhlik var ise ¢alisma PZR asamasi veya yeterli 6rnek mevcutsa, dizi
saflastirma asamasindan itibaren tekrarlandi. SeqScape v2.7 programinda
analiz asamasinda, elde edilen olgu dizisi ile referans dizi karsilastirilarak
tanimlanmis degisimler NCBI Entrez SNP, ENSEMBL GeneSNPView ve HGMD
gibi veritabanlari kullanilarak programda isaretlendi. Tum sonuglar YND

sonuglar kargilagtirildi.

3.2.7. Hucre kiltiirinden RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi
Cerceve kaymasi veya kirpilma hatasina yol agmasi beklenen
varyantlarin mRNA dlzeyindeki etkilerini veya alternatif transkripti gostermek
icin kandan veya kulture kas hlcrelerinden izole edilen total RNA'dan, “random”
heksamer primerleri ile sentezlenen cDNA'da Sanger dizileme ve mRNA

ekspresyon seviyelerini belirlemek igin kantitatif PZR analizleri yapildi.

3.2.7.1. Kas Kultuiru

Histolojik inceleme amaciyla planlanan biopsi iglemi sirasinda steril
kosullarda uygun biyopsi teknikleri ile alinan kas doku érneginden, 20mg kadari
molekuler analizler igin 5ml bazal medium konmus steril doku tupune alindi.
Kimlik bilgisi ve doku tipi yazili olan steril petri kabina aktarildi. Doku, steril
pensetle tutularak bistiiri ile ince kesitler halinde parcalandi. Ustiine filtrelenerek
2-3 ml tripsin EDTA ilave edildi ve 1 saat CO?'li inkubatore kaldirildi. Tripsin
steril bir pipetle uzaklastirilarak, dokunun ustline 2-3 ml kollegenaz V eklendi,
doku bir igne yardimi ile iyice pargalandi ve CO2’li inkibatérde 2 saat inkibe
edildi. Bu sure sonunda, uzun sureli hicre kultart ekim iglemi hazirliklarina
baglandi. Kullanilacak medyumlar, +4°C’den cikarilarak 37 °C inkubatore
koyuldu. Hasta laboratuvar numarasi, kultur kabi adi, ekim tarihi yazilarak, steril
polistren 12-15 ml lik tipe yapistirildi. EKim isleminden en az 5 dk 6nce laminar

flow acllarak hava sirklasyonu olusmasi saglandi. iginde Tripsin EDTA bulunan
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petri kabi igine koyulan biyopsi materyali 1 saat 37°C de inklbe islemi
tamamlandiktan sonra tripsin pastor pipeti ile ¢ekilerek uzaklastirildi. Petriye 2-3
ml kollegenaz tip IV ¢bzeltisi koyuldu ve 3 saat boyunca 37°C CO: li etlve
kaldirildi. Stre sonunda tim materyal steril bir santrifiij tiptne aktarnldi ve 1200
rom de 10 dk santrifuj edildi. Santrifij olan tupte, Ust sivinin timud bir behere
dokuldu, kalan dip materyali Uzerine yeterli materyal varsa (>20mg) 11 ml,
yoksa (<20mg) 7 ml, materyal ¢ok az ise (<10 mg) 3,5 ml medyum eklendi ve
steril pastor pipeti ile pipetaj uygulanarak flasklara ekildi. Flasklarin agzi ve
kapagi binzen bek alevinden gegirilerek kapalilik kontrol edildi ve tekrar 1,5 tur
acllarak kapagi gevsek sekilde (etivde CO:2 sirkulasyonu saglamasi igin) CO2 li
etive kaldirildi. Kaltar kontrolleri ekimden sonraki 4. gunden itibaren her ikinci
gun sabah 8:30 da yapildi ve kultur kontrol-karar tablosuna gore islem yapildi.
Ekimi yapilan kultdrler 4. gun etivden cikarildi kapaklari sikica kapatilarak
inverted mikroskopta Uremeleri kontrol (ilk kontrol) edildi. (I) kalttrin durumu >3
koloni ise yeterli, <2 koloni 1 ml ise medyum eklendi, (Il) yapisma yeterli
degilse tlpte bekletilen medyumlu hicreler santriflijde cevrilip tekrar flaska
ekildi, (1) kalinlagsmig kultar 1 ml tripsinle sub kaltir yapildi. Bir kag pasajla elde
edilen kas hucrelerinden, bekletiimeden RNA izolasyonu yapildi ve son pasaj

sivi nitrojende donduruldu.

3.2.7.2. RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

Total RNA izolasyonu igin, QlAamp RNA Blood Mini kiti ve RNA
purifikasyonu sirasinda DNA denaturasyonu icin QIA RNase-Free DNase Set
kullanildi. Uretici firmanin, drnek tiriine gore kan veya hiicre kiltirinden RNA
izolasyonu talimatlarina uygun olarak total RNA izolasyonunu takiben cDNA
sentezi (Fermentas Revert Aid First Strand, K 1621) yapildi. Elde edilen
cDNA’lar spesifik bolgeler igin tasarlanan primerler kullanilarak optimum PZR

kosulunda c¢ogaltildi ve Sanger dizileme yontemi ile analiz edildi.
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Tablo 3-23: cEARS2? i¢in tasarlanan primerler

cEARS2_2-
3F 5-GGC TAG AGG ACA CAG ATC AGACT-3 | 23 59
EXON 2-3 80
cEARS2_2- cDNA
3R 5-GAT GCC TGC CCA CTC CA-¥ 17 61,9
cEARS2_8-
oF 5-GAT ATG CTG AAT GGA GAACTG AA-3 | 23 58,3
EXON 8-9 109
cEARS2_8- cDNA
9R 5-GTC CTT GCT GCT GTC CAC T-& 19 59
Kontrol olarak
cFUS_5-6F E)((:%IRIIEG 5-CAG CAA AGC TAT GGA CAG CA-3 20 60,2 116

Tablo 3-24:cMICOS13 igin tasarlanan primerler

Seq 5'---3’ Cal;
c.MICOS13 1-2F | Exon 1-4 | 5-GCT GAT GAG GTT CCT CAT 20 60;58,7
CA-3
F&R
c.MICOS_F2 5-GTT CCT CAT CAA GGG AAG T- 54
3
¢c.MICOS-F1lalt 5-GAA GTG AAT GCG TGC TCG
GA-3
¢c.MICOS13 4R 5-CGC CTT CAC ATACTC CCA-3’ | 18 56;58,1

3.2.8. Protein Modelleme

Yanlis anlamli degigimlerin proteinlerin U¢ boyutlu yapisina olan etkisinin
in siliko tahmini icin web tabanh I-Tasser tahmin programi kullanildi. Proteinin
Ensembl’dan elde edilen referans dizisi ile, bu diziden Uretilen varyant protein
dizisi |-Tasser programi araciligi ile, PDB dosyalarina cevrildi (Protein
database) (278). Normal ve mutant proteinlere ait PDB dosyalari Discovery
Studio Visualizer programi ile gorsellestirildi (279). Proteinin 3D goruntusunde,
degisime ugrayan aminoasitin kimyasal yapisi ve kurdugu hidrojen baglari
gorunur hale getirildi. Normal ve mutant yapi karsilastirilarak degisimin

fonksiyonel etkisi tahmine dayali olarak degerlendirildi.
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3.3. Histopatolojik Degerlendirmeler

Hastalarin dosyalarinda bulunan histopatolojik incelemeler, istanbul Tip
Fakiiltesi Coskun Ozdemir Néromuskiiler Hastaliklar inceleme Laboratuvarinda
yapimistir. Serum fizyolojikle nemlendiriimis gazli bez iginde patoloji
laboratuvarina ulastirilan kas biyopsileri sivi nitrojende dondurulmus ve
cryotome cihazinda kesitler alindiktan sonra -80°C’de saklanmistir.
Degerlendirme i¢cin 8 ym kalinhdinda kesitlere Hematoksilen Eozin (HE),
Modifiye Gomori trikrom (MGT), PAS, oil red-O (ORO), miyofosforilaz boyalari
ve oksidatif enzim boyalari (NADH-TR, SDH, COX, COX/SDH) uygulanmigtir.
Projeye dahil edilen olgulara ait kas biyopsilerinden, arsiv preparatlar

bulunanlar yeniden degerlendirilmig ve goruntuleri alinmigtir.

3.4. Biyokimyasal ve Radyolojik Degerlendirmeler

Hastalarin dosyalarindan elde edilen biyokimyasal veriler istanbul Tip
Fakultesi Cocuk Beslenme ve Metabolizma Laboratuvarinda calisiimistir.
Tandem MS ile karnitin acil karnitin profili, kantitatif aminoasit analizileri, GCMS
ile organik asit analizi sonuglari degerlendirildi. Mitokondrial hastaliklarda kan
laktat dizeyleri, pirGvatin transaminasyonuna bagli olarak ylkselen alanin
dizeyi, idrar organik asitlerinde laktat ve malat, siksinat, 2-okzaloglutarat ve
fumarat gibi TCA ara Urunlerindeki artmis atilimlar kayit edildi. Kas ve karaciger
tutulumunu isaret eden CK, AST, ALT duzeyleri not edildi. Keton cisimlerinden
3-OH-butirat ve asetoasetat duzeyleri degerlendirildi. Klinik tanisi CDG olan

hastanin transferrin izoelektrik odaklama elektroforezi sonuclari kayit edildi.

Hasta dosyalarinda bulunan, ITF Radyoloji AD veya dis merkezlede
cekilen MR goruntulerinde, mitokondriyal hastaligin tipine ve santral sinir
sistemi tutulumuna bagh olarak degisen bulgular, pediatrik radyolog tarafindan
yeniden degerlendirildi. inme benzeri lezyonlarin nonvaskiiler dagilimi, diffiiz
beyaz cevher hasari, bilateral gri cevher ve bazal ganglia, beyin sapi tutulumu
gibi mitokondriyal hastaligin santral sinir sisteminin tipik bulgulari kayit altina
alindi. Sinir kas tutulumu olan hastalarin dosyalarinda mevcut olan EMG ve
EEG raporlari ile kardiyak tutulum agisindan ¢ekilen EKO ve EKG sonuglari da
degerlendirmeye alindi.
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4. BULGULAR

istanbul Universitesi, istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali
polikliniginde, 2018-2019 vyillarinda, molekuler genetik arastirma ve genetik
danigsma amaciyla yonlendirilen 20 aileden 26 etkilenmis olgu degerlendirildi.
Ebeveynlerin akrabalik durumu, etkilenmis veya saglikli kardes varligina gore,
tekli, ikili ve Ggli TED analizleri yapildi. Onug farkh gende (TK2, POLG, EARS2,
MICOS13, ECHS1, NDUFAF6, FBXL4, OXCT1, ALG8,CAPN3, DYSF, DHTK2,
SMARCAL) 18 farkli iligkili veya iligkili oldugu dusunllen varyant saptandi
(Tablo 4-1). Bu varyantlardan, dokuzu yanlis anlamli, besi kirpilma bdlgesi ve
dordli cerceve kaymasi tipinde idi. On varyant daha o6nce literatirde
tanimlanmisti, sekizi ise ilk kez bu calismada tanimlanan veya hastalik iligkisini
destekleyen novel varyantlardi. Tamami Sanger dizileme ile dogrulandi ve
kalittm modeline uygun olarak segrege oldugunun gosteriimesi igin aile
calismalari yapildi. Bir ailede, veri tabanlarinda énemi bilinmeyen nadir bir
varyant olarak siniflandirilan COX10 geninde gosterilen degisim, in siliko analiz
programlari patojenik tahmini vermesine ve protein modelleme ile degisimin
glcu desteklenmesine ragmen, aile galismasi ile segrege olmadigi tespit edildi.
Mitokondriyal hastalik dislUnllen olgularda, 6zguin tasarlanan Long PZR
sonrasi YND yontemi ile yapilan fragmantasyon tabanl tim mtDNA dizi
analizlerinde, Mitomap’te bildiriimis veya hastalik iligkisi oldugu disunulen bir

varyanta rastlanmadi.
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Tablo 4-1: TED analizi ile gosterilen varyantlar, genleri ve iligkili klinik

Olgular Kalitim Gen Adi Alel 1 Alel 2 lliskili Klinik
OMIM no
Aile 1 OR €.323C>T; €.323C>T; Mitokondrial DNA
Olgu llI-7 ve # 609560 TK2 p.Thr108Met p.Thrl08Met | Deplesyon
I-11 Sendromu 2,
Miyopatik Tip
Aile 2 OR c.911T>G; c.911T>G; Mitokondrial DNA
Olgu IV-1 ve # 258450 POLG p.Leu304Arg p.Leu304Arg | Delesyonu ile
V-2 Progresif
Eksternal
Oftalmopleji
Aile 3 OR c.319C>T; €.1283delC Kombine
Olgu 11I-2 # 614924 EARS2 p.Argl07Cys Oksidatif
Fosforlasyon
Eksikligi 12
Aile 4 OR €.260-2A>G €.260-2A>G Kombine
Olgu V-5 # 618329 MICOS13 null null Oksidatif
Fosforlasyon
Eksikligi 37
Aile 5 OR C.161G>A; C.202G>A; Mitokondriyal kisa
Olgu 1lI-1 ve #616277 ECHS1 p.Arg54His p.Glu68Lys zincirli enoyl-CoA
-2 hidrataz 1
eksikligi
Aile 6 OR c.479delA €.420+784C>T | Mitokondriyal
Olgu I1I-2 # 618239 NDUFAF6 p.E160fs null Kompleks |
Eksikligi, Nikleer
Tip 17
Aile 7 OR €.1444C>T €.1444C>T Mitokondriyal
Olgu V-1 # 615471 FBXL4 p.R482W p.R482W DNA Deplesyon
Send.13
Ensefalomyopatik
Aile 9 OR c.C1370G c.1173- Suksinil CoA: 3
Olgu I1I-2 # 245050 OXCT1 p.T457R 139G>T oxoacid CoA
null transferaz
eksikligi
Aile 8 OR C.A479T C.A479T Konjenital
Olgu I1I-2 # 608104 ALGS p.H160L p.H160L Glikozilasyon
Bozuklugu Tip 1h
Aile 11 OR c.550delA c.550delA Limb Girdle
Olgu V-4 # 253600 CAPN3 p.Thri84Argf | p.Thrl84Argfs | Muskuler Distrofi
sTer36 Ter36 Tip2A
Aile 12 OR €.1992+1G> | ¢.1992+1G>C | Limb Girdle
Olgu V-1 ve # 253600 CAPN3 C null Muskuler Distrofi
V-2 null Tip2A
Aile 13 OR c.5885-1G>A | ¢.5885-1G>A | Limb Girdle
Olgu IV-1 # 253601 DYSF null null Muskuler Distrofi
Tip2B
Aile 14 OR C.2158G>A; 2-Aminoadipik 2-
Olgu IlI-7 # 204750 DHTKD1 p.Gly729Arg ? Oksoadipik
Asidiri?
Aile 15 OR €.1027_1034 | ¢.1027_1034de | Schimke
Olgu V-1 ve # 242900 SMARCAL1 | delTTCGAG ITTCGAGGC | imminossedz
V-2 GC p.F343Rfs*13 | displazi

p.F343Rfs*1
3
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4.1.1. Aile-1 & Olgu 1lI-7 ve 1lI-11
Oykii ve Klinik Bulgular

Aralarinda 1,5 derece kuzen evliligi bulunan anne ve babanin sekizinci
ve onikinci gebeliklerinden dogan, 29 yas ve 18 yasinda iki kiz kardes
mitokondrial hastalik klinik dntanisiyla Beslenme ve Metabolizma polikliniginde
izlenirken, molekller tani amaciyla Tibbi Genetik Kklinigine yonlendirildi
(G13P12A1Y9). Aile dykuslnde, indeks olgu (llI-7) ve etkilenmis kardesi (111-11)
disinda, dordincu gebelikten olan erkek gocuklari, 4 yasinda akrep sokmasi
sonrasli felg olmus ve 15 yasinda solunum yetmezligi nedeniyle kaybedilmis.
Besinci gebelikten olan 5 yasinda diger bir erkek ¢ocuklari enfeksiyon sonrasi
yurlyememis ve bir sure sonra eks olmus, altinci gebelikten olan 5 aylik bir kiz
cocuklari da yine enfeksiyon sonrasi kaybedilmis (Sekil 4-1). Olgunun dayi
oglunun, iki erkek bir kiz olmak Uzere 3 ¢ocugu da 4-5 yaglarinda enfeksiyon
sonrasi eks olmus. Amca oglunun kizi da lipid depo miyopatisi (mitokondrial
degisikliklerle beraber) nedeniyle eks olmus. indeks olgu, prenatal takipsiz olup,
postnatal sorunsuz NSD ile vaktinde dogmus. Mental motor gelisim basamaklari
normaldi ve sik bas agrisi ataklar diginda bir dzellik yoktu. ilk kez 17 yasinda
kOpek 1Isirmasi sonrasi baglayan kas gugsuzlukleri, zamanla 6nce kol ve
bacaklarda artmis. Sonrasinda, merdiven inip ¢ikma, yudrime, yutma, nefes
alma ve konusma guglikleri baslamis. 20 yasinda yapilan EMG’de yaygin
miyojen tutulum ve miyopati lehine bulgular saptanmis. EKO normal ve
ejeksiyon fraksiyonu (EF) %60 olan hasta, solunum gugliglu nedeniyle 22
yasindan itibaren geceleri solunum destek cihazi kullanmaya baslamis (Bipap,

iki seviyeli pozitif havayolu basinci).

2016’da ITF Nérolojide yapilan kas biopsisinde mitokondrial miyopati
lehine bulgular (ragged red lifler) saptanmasi tizerine (Sekil 4-2), ITF Beslenme
ve Metabolizma poliklinigine yonlendirilmis. Kranial MR bulgulari normal olan
hastanin  (Sekil 4-3) biyokimyasinda, CK:941U/Lt, laktat:2,49mmol/L1
saptanmis. Kantitatif aa analizinde arginin, treonin, sistin, triptofan dusik ve
idrar organik asit analizinde mitokondrial hastalikla uyumlu atilimlar tespit
edilmis. Dis merkezde yapilan mtDNA analizinde, klinikle iligkili varyant

bulunmamis. MNGIE sendromu (Mitokondrial Nérogastrointestinal Ensefalopati)



164

suphesi ile yapilan TYMP tum gen analizinde herhangi bir patjenik degisim
saptanmadigl raporlanmis. Hasta destek tedavisi ile takibe alinmis (Vit B12,
B1,B2, B6, KoenzimQ-10, karnitin, a-lipoik asit). Velofarengeal yetmezlik
sonucu, yutma guc¢ligu ve malnutrisyon gelisen hasta, son bir buguk yildir,
PEG (Perkitan Endoskopik Gastrostomi) ile besleniyor. Progresif kas

glgsuzlugu ve kas atrofisi olan hasta tekerlekli sandalye kullaniyor.

Olgunun kizkardesi 18 yasinda (llI-11) ve benzer 6yku ile halsizlik,
gugsuzluk, cabuk yorulma gibi klinik sikayetler baglamis. Fizik muayenede
astenik vucut yapisi, kollarda ve bacaklarda kas gugsuzlUgu mevcuttu (3-4/5).
EKO, g6z ve isitme testlerinde pitozis diginda patolojik bulgu saptanmadi.
Destek tedavisi ve takipleri Beslenme ve Metabolizma Polikliniginden slren

hasta, genetik kokenin arastiriimasi icin 14.05.2019 tarihinde projeye dabhil
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edilmigtir.

VA == Akrep sokmasi sonrasi felg

*4-5yas eks etiyoloji ?

Sekil 4-1: Aile 1 pedigrisi.
indeks olgu (I1l-7) ve etkilenmis kardesi 1l-11) ile, tasiyici anne (II-3), baba (II-4) ve
kardeslerini (111-9, 111-10, 111-12) gdsteren pedigri.
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Sekil 4-2: Olgu 11I-7’nin kas dokusu insizyonel biopsi histolojik incelemesi.

Subsarkolemmal yerlesimli mitokondrial birikimler (Ragged-Red lifler) (a) ve mozaik
paternde COX eksikligi izlenmektedir (b). SDH (c) ve NADH-TR yogun ragged-red liflerde
mitokondrial birikimlere uyan alanlarda PAS pozitif ve ayni liflerde nétral lipid globilleri seyrek
ve belirgindir (ITF, Néromuskiler Hastaliklar inceleme Lab)

Sekil 4-3: Olgu IlI-7’nin kontrastli kranial
MRG bulgulart.

Bilateral serebral hemisferlerde sulkus
ve fissurlerin derinlikleri  dogaldir.
Mitokondrial hastaliklarda etkilenmesi
beklenen bilateral bazal ganglionlar,
thalamus, kapsula interna-eksterna ve
sentrum semiovale normal
degerlendirilmistir (ITF Radyoloji).

Molekiiler Bulgular

indeks olgu ve etkilenmis kardesinde yapilan TED analizinde, TK2
geninde (Thymidine kinase 2, 16921, NM_004614, NP_004605) exon 5'te
homozigot ¢.323C>T (p.Thr108Met) degdisimi saptandi. Bu degisim Sanger dizi
analizi ile dogrulandi. Segregasyon amaciyla ebeveynlerde yapilan incelemede,
€.323C>T degisimi icin anne, baba ve II1-9,10,12 numarali kardeslerin,
heterozigot formda tasiyici olduklari belirlendi (Sekil 4-4). TK2 geninde
gosterilen bu varyant daha 6nce miyotokondriyal DNA Tukenme Sendromu 2
(Miyopatik Tip MTDPS2) iliskilendirilmistir (300). TK2'nin HGMD’de tariflenen
transkript varyantinin Ensembl goruntustu Sekil 4-5 (277) ve TK2 proteininin
normal ve mutant 3 boyutlu gérintileri Sekil 4-6’da gorulmektedir (278,279).
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Sekil 4-4: Aile-1 molekiiler analiz sonuglari.

Olgu llI-7’de YND ile saptanan degisimin (TK2:c.323C>T) IGV (Integrative Genomics
Viewer) goérlintusit (a) ve Sanger dizileme ile dogrulanmasi ile anne ve babada heterozigot

(b,c), indeks (d) ve etkilenmis kardesteki (e) homozigot formdaki elektroferogram goériintisa.

< TK2-201
protein coding
strand

4241 kb

Sekil 4-5: TK2 transkriptinde ekzon ve intronlar

TK2 geni (Thymidine kinase 2) (MIM*188250) 6921 bdlgesinde yerlesik, ters
zincirden transkribe olan 10 ekzonlu bir gendir. En buyuk transkripti 4,824 bg.
uzunlugundadir ve 265 aa’lik bir TK2 polipeptidini kodlar. TK2 timidin, deoksisitidin ve
deoksitridini fosforile eden bir monomerik mitokondriyal deoksiriboniikleosit kinazdir.
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Sekil 4-6: Thr108Met degisiminin TK2 proteini Gizerindeki tahmini etkisi

Normal (a) ve mutant (b) proteinin 3 boyutlu peptit yapisinin pymol goértntisu.
Normal proteindeki Thr108 (c) ve mutant proteindeki Met108'nin (d) alfa-heliks
olusumuna katillan hidrojen baglar arasinda fark olmadigi ve yan zincirlerinden
kaynaklanan herhangi bir molekul i¢i etkilesimin olusmadi§i gdézlenmektedir. Protein-
ligand veya protein-protein etkilesimi gibi molekulller arasi etkilesimde degisim s6z
konusu olabilir (I-Tasser, Discovery Studio Visualiser)

4.1.2. Aile-2 & Olgu IV-1ve V-2
Oykii ve Klinik Bulgular

Aralarinda ikinci derece kuzen akrabaligi olan ciftin, ikinci ve UGguncu
gebeliginden olan her ikisi de etkilenmis 17 yasinda erkek ve 15 yasinda kiz
hasta, kas gugsuzlugu, kas zayifligi, yirime gucligu, géz kapagr dusuklagu
sikayeti ile Tibbi Genetik klinigine yonlendirildi. Annenin ilk gebeligi 21 yas
28.GH’da inutero mort fetalis, 23 yasindayken ikinci gebeliginden erkek olgu ve
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25 yasindayken Uguncu gebeliginden kiz olgu dogmus (G3P2A1) (Sekil 4-7).
Poliklinik degerlendirmesinde; birinci olgunun prenatal takiplerinde 6zellik yok,
termde normal servikal dogum (NSD) ve asfiksi dykusu bildirilmemis. Néromotor
gelisim (NMG) o6zellikleri normal (bas tutma: 2 ay yurime: 1 yas) tarif edildi.
Olgu, 5-6 yaslarinda diz agrisi ve hareketlerde azalma nedeniyle dis merkezde
degerlendirilmis. Patolojik bulgu saptanmamis. Yedi yasinda go6zluk kullanmaya
baslamis ve 9,5 yasinda goz kapaklarinda diisiiklik (pitozis) nedeniyle iTF’ye
yonlendiriimis. Go6z hareketleri olmadigi sOylenerek ¢ocuk ndrolojiye
yonlendiriimis. EKO normal, EMG’de distal lifleri etkileyen polinéropatinin eslik
ettigi miyopatik tutulum saptanmis. Biyokimyasinda laktat: 4 mmol/L 1, CK:270
1. Kas biopsisinde mitokondrial miyopati lehine bulgular, cok sayida ragged red,
daha fazla SDH yodun, COX negatif lif mevcut ve bu lifler icinde nétral lipid
birikimi ve artmis lizozomal aktivite gorulmus (Sekil 4-8). Hucrelerin glikojen ve
fosforilaz igerikleri normalmis. Kranial MR, spinal MR normal (Sekil 4-9) ancak
orbita MR’Inda kas grubu kalinliklarinda simetrik azalma saptanmis (miyopati,
atrofi ?). Mitokondrial destek tedavisi (karnitin, B2, B50 kompleks ve CoQ10) ve
yurime gugligu nedeniyle fizik tedavi rehabilitasyonuna baglanmis. Goz
kapaklarinda dusuklik olan kiz kardesinde de ayni bulgular oldugundan ortak
etiyoloji dusunulerek, Kearns-Sayre on tanisi ile istenen mtDNA delesyon testi,
dis merkezde MLPA analizi ile negatif sonuclanmis (Dismerkez-2015). Her iki
kardesin tedavi takipleri Beslenme ve Metabolizma Polikliniginden surmekte

iken genetik kdkeninin arastiriimasi icin 14.05.2019’de projeye dahil edilmigtir.
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Sekil 4-7: Aile 2 pedigrisi.
indeks olgu (IV-1) ve etkilenmis kardesi (IV-2) ile, tasiyici anne (I11-9), babayi
(I11-10) gosteren aile agaci. Ebeveynlerin kuzenleri olan [l1-1 numarali olgu 17 yasinda

solunum yetmezligi nedeniyle ve IlI-4 numarali olgu 11 yasinda g6z kapagi dusukIigu
nedeniyle yapilan operasyon sirasinda kaybedilmigti.

Sekil 4-8: Olgu IV-1’in kas dokusu insizyonel biopsi histolojik incelemesi.

Kesitlerde ¢ok sayida ragged-red (a), daha fazla sayida SDH yogdun (b),
COX negatif lif mevcuttu (c). Bu lifler icinde nétral lipid birikimi (d) ve artmis
lizozomal aktivite gdzleniyordu (ITF, Néromuskiiler Hastaliklar inceleme Lab).
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Sekil 4-9: Olgu V-1 (a) ve IV-2'nin (b) kontrastli kranial MRG goruntuleri

Mitokondrial hastalik lehine bulgu saptanmamistir. Olgu IV-1'de bilateral

sentrum semiovalede birkag¢ adet hiperintens lezyon. (ITF Radyoloji)

Molekiiler Bulgular

indeks olgu ve etkilenmis kardesinde yapilan TED analizinde, POLG
geninde (15925, DNA polymerase gamma, catalytic subunit, NM_002693.3,
NP_002684.1) exon 4’te homozigot c.911T>G (p.Leu304Arg), (rs121918044)
degisimi saptandi. Bu degdisimler Sanger dizi analizi ile dogrulandi (Sekil 4-10).
Segregasyon igin ebeveynlerde yapilan incelemede, ¢.911T>G degisimi igin
anne ve babanin heterozigot formda tasiyici oldugu belirlendi. POLG geninde
gOsterilen bu varyant daha once mitokondrial deplesyon sendromlari ile
iligkilendirilmigtir (304). Sekil 4-11°de POLG’nin HGMD’de (280) tariflenen
transkript varyantinin Ensembl goéruntusu (277). Sekil 4-12'de ise proteinin

normal ve mutant 3 boyutlu gérintuleri gorulmektedir (278,279).
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Sekil 4-10: Aile-2 molekiiler analiz Olgu 1V-1’de YND ile saptanan varyantin
(POLG: c.911T>G) IGV gorintist (a) ve ayni degisimin sanger dizileme ile
dogrulanmasi. Anne ve babada heterozigot (a,b), indeks (d) ve etkilenmis kardeste (e)
homozigot formda elektroferogram goérintusu.

D\/II\,M,'I/I \VJM“\/-’ I\,’I\,’l‘gl\/l“ \‘IVIVIH“IVIVII__.}‘/H

< POLG-201
protein coding

feverse strand 18,50 kb

Sekil 4-11: POLG transkriptinde ekzon ve intronlar

POLG geni (DNA polymerase gamma, catalytic subunit) (MIM*174763) 15026.1
bdlgesinde yerlesik, ters zincirden transkribe olan, 23 ekzonlu bir gendir. En blylk
transkripti 4,487 bg. uzunlugundadir ve 1,239 aa’lik bir polipeptidi kodlar. POLG
proteini, bir C-terminal polimeraz ('pol') domaini ve bir amino terminal eksonikleaz
(‘ekzo") domaininden olusur. Ekzo domaini, enzime bir dizeltme aktivitesi saglayarak
mitokondriyal DNA replikasyonunun dogrulugunu artirir (277).
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Sekil 4-12: Leu304Arg degisiminin POLG proteini Gizerindeki tahmini etkisi.

Normal (a) ve mutant (b) proteinin 3 boyutlu peptit yapisinin pymol goérintisiu. Normal
proteinde, non-polar 6zellikteki Leu304, bazik 6zellikli Arg309 ile etkilesim halindeyken
(c), mutant proteindeki bazik Ozellikli Arg304, bazik 6zellikli Arg309 ile etkilesimini
kesip, asidik oOzellikli Glu358 ve Asp1024 ile baglanti kurmaktadir (d). (I-Tasser,
Discovery Studio Visualiser) (278,279).
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4.1.3. Aile-3 & Olgu IlI-2

Aralarinda akrabalik olmayan 33 yasindaki baba ile 27 yasindaki
annenin, ilki biyokimyasal gebelik olmak Uzere ikinci gebeliginden olan tek
cocugu (G1P1A0) (Sekil 4-13). Olgu, 1,5 yasinda, basini tutamama, hipotoni,
epileptik nobetler, mitokondrial hastalik lehine goértuntuleme ve laboratuvar
bulgulari ile Tibbi Genetik klinigine yonlendirildi. Prenatal izleminde, 24.
haftadan sonra bebek hareketleri azalmis ancak ek patolojik ultrason bulgusu
saptanmamis. Termde (40+7 GH) sezaryen ile (C/S) ile 2495 g tarti (3p), 51 cm
boy (75p) ile dogmus. Postnatal 12.saatte hipoglisemi (K.S 40mg/dl) ve emme
gucliglu nedeniyle 11 gun yogun bakimda (YB) tetkik edilmis. Taburculuk
sonrasi evde ategsiz havale gecirmesi nedeniyle tekrar 40 gun YB yatisi olmus.
Tetkiklerinde; kan laktati yuksek (11,6 mmol/L N: 1,1-2,3), EEG de duzensizlik,
kranial MR da hipoglisemik ensefalopatik bulgular, tim batin ultrasonografide
(USG) sol bobrek pelvikalisiyel sistem grade 1 hidronefroz, EKO da kiguk atrial
septal defekte (ASD), sinirda sol ventrikil sistolik fonksiyonu varmis. Kontrol
Onerisi ile taburcu edilmis. Taburculuk sonrasi konvulziyon nedeniyle
antiepileptik tedavi baslanmis. Metabolizma poliklinigine yonlendirilen hastanin
metabolik tetkiklerinde kan laktati yUksek, idrar organik asit analizinde
mitokondrial hastalik ile uyumlu atiimlar olmasi Uzerine, kas biopsisi yapilmis.
Biopsi sonucunda, serpinti halinde kas lifleri ragged red o6zellignde ve lipid
birikimi ile seyreden mitokondrial miyopati lehine bulgular saptanmis (Sekil 4-
14). Yapilan norolojik muayenesinde belirgin hipotoni ve kranial MR‘da talamus,
serebellum ve beyin sapinda difizyon kisitlamasi mevcutmus (Sekil 4-15).
Tedavi ve takibi Beslenme ve Metabolizma Polikliniginden sliren olgu, genetik

arastirma amaciyla projeye dahil edildi.

03.04.2019 tarihinde yapilan 1,5 yas muayenesinde, tarti 8680gr (3-10p),
boy 77 cm (10-15 p), bas ¢evresi 47,2 cm (50p) saptandi. Genel durum stabil,
solunum rahat, kalp tepe atimi ritmik, ek ses Ufirim yok, batin rahat,
hepatosplenomegali yoktu. Nazogastrik sonda ile besleniyordu. Hipotonisite var
ve derin tendon refleksleri (DTR) artmisti. Olgunun néromotor gelisimi kronolojik
yasindan geri ve goz temasi sinirhydi. Mevcut klinik bulgular ve laboratuvar
degerlendirmeleri ile ayirici tanida ilk sirada mitokondrial hastalik yer aldi.
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indeks olgunun tek olmasi ve akrabalik olmamasi nedeniyle trio TED analizi ve

mtDNA dizi analizi planlandi.

0 7
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Sekil 4-13: Aile 3 pedigrisi. indeks olgu (1l-2) ve tasiyici anne (ll-4), babayi
(I1-5) gosteren aile agaci. Indeks olgunun annesinin ilk iki gebeliginden olan iki kardesi
(11-1 ve 11-2) 1 yasindan 6nce bilinmeyen bir nedenle kaybedilmis.

Sekil 4-14: Olgu 11I-2’in kas dokusu insizyonel biopsi histolojik incelemesi.

Kas lifleri yuvarlaklasmis, caplarn farkli ve serpinti halinde ragged-red 6zelligindeydi
(a).COX negatif (b) SDH ile serpinti halinde bazi kas liflerinde yogun boyanma
izleniyordu (c). Kas liflerinin blylk kisminda lipid globilleri oldukga iri ve seyrekti (d).
(ITF, Néromuskuler Hastaliklar inceleme Lab).
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Sekil 4-15: Olgu 11I-2’nin kontrasth kranial MRG goriintiisii Bilateral dentat
nukleus, talamus ve periventrikiler derin ak maddede (siyah oklar) simetrik T2A
patolojik sinyal artiglari izlendi (a-c). Difizyon agirlikli sekanslarda ayni bdlgelerde
ayrica korpus kallozum ve kaudat nikleuslarda (siyah oklar) difizyon kisitlihgi oldugu
g6rildi (d-f). Bulgular mitokondrial hastalik lehine degerlendirildi (Dis merkez, 2019).

Molekiiler Bulgular

indeks olguda, TED analizi ile EARS2 geninde (16p12.2, glutamyl-tRNA
synthetase 2, mitochondrial, NM_001083614.2, NP_001077083.1) exon 3’te
heterozigot ¢.319C>T (p.Arg107Cys) ve exon 7’de heterozigot c.1283delC
(p.Pro428Leufs*3) degisimi saptandi. Bu dedisimler Sanger dizi analizi ile
dogrulandi. Segregasyon icin ebeveynlerde yapilan incelemede, annenin
c.319C>T degisimini ve babanin ¢.1283delC degdisimini tagidigi belirlendi (Sekil
4-16) indeks anne ve babanin periferik kandan elde edilen total tRNA ‘dan
reverse transkriptaz ile elde edilen cDNA’dan yapilan incelemede indekste
delesyonlu allelin mRNA yikimina ugradigi goézlendi (Sekil 4-17). Bu testte
saptanan EARS2 varyantlarindan c¢.319C>T degisimi daha 6nce ¢ok nadir
varyant olarak veri tabanlarinda bildirilmis (rs1355685453), ¢.1283delC degdisimi
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ise daha once bildiriimemigtir. Sekil 4-18de EARS2’nin HGMD’de (280)
tariflenen transkript varyantinin Ensembl goérintusu (277). Sekil 4-19'de ise
proteinin (glutamyl-tRNA synthetase 2, mitochondrial) normal ve mutant 3
boyutlu goruntileri gérulmektedir (278,279).
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Sekil 4-16: Aile 3 Molekiler analiz sonuglari.

Annede heterozigot ¢.319C>T varyanti (a), babada heterozigot c.1283delC
varyanti (b) ve indeks olguda (c) birlesik heterozigot saptanan varyantlarin
(EARSZ2: ¢.319C>T ve ¢.1283delC) IGV goruntuleri.
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Sekil 4-17: indeks olgunun EARS?2 geninde saptanan varyantlarin genomik ve
cDNA elektroferogramlari.

Periferik kan drneginden elde edilen total RNA'dan «random» heksameri dizilimdeki
primerler ile sentezlenen cDNA'da Sanger dizileme elde edilen elektroferogram
goruntilerinde ise olguda sadece yanlis anlamli mutasyon tasiyan allelin, babada ise
sadece normal allelinin varlidi, delesyon tipi mutasyonun mRNA yikimina ugradigini
desteklemektedir.
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agfeverss strand 3660 kb

Sekil 4-18: EARS2 transkriptinde ekzon ve intronlar

EARS2 geni (Glutamil-tRNA sentetaz 2, Mitochondrial) (MIM*612799) 16p12.2
bdlgesinde yerlesik, ters zincirden transkribe olan, 9 ekzonlu bir gendir. En blyuk
transkripti 5,196 bg. uzunlugundadir ve 523 aa’lik bir polipeptidi kodlar. Glutamil-tRNA
sentetaz, mitokondriyal protein translasyonu i¢in tRNA aminoacilasyonunu, iki asamal
bir reaksiyonda glutamatin tRNA'ya (Glu) baglanmasini katalize eder: glutamat 6nce
Glu-AMP olusturmak icin ATP tarafindan aktive edilir ve ardindan tRNA'nin (Glu) alici
ucuna aktarilir (277).
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Sekil 4-19: Arg107Cys degisiminin EARS proteini iizerindeki tahmini etkisi.

Normal (a) ve mutant (b) proteinin 3 boyutlu peptit yapisinin pymol gorintisi. Normal
proteinde gobzlenen Arg107 ve GIu89 arasindaki etkilesim (c) mutant proteinde
(Cys107) gdézlenmemektedir (d). (I-Tasser, Discovery Studio Visualiser) (278,279).

4.1.4. Aile-4 & Olgu V-5
Oykii ve Klinik Bulgular

Aralarinda akrabalik olan (1. kuzen) ciftin, ikinci gebeliginden olan, 1
yasinda erkek olgu, hepato-ensefalopatik klinik ve laboratuvar bulgulari
nedeniyle genetik acidan degerlendiriimek Uzere Tibbi Genetik Kklinigine
yonlendirildi. Ailenin ilk gebeliginden 13 yasinda saglikli kiz gocuklari var, ikinci
gebelikten olan olgunun, prenatal takiplerinde 35.GH’ da blyume durmus ve
miadinda NSD ile 2 hafta geri (IUGG) 2360 gr (<3p) ve 43 cm (<3p) dogmus
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(G2P2A0Y1) (Sekil 4-20). Postnatal 3. gin emmeme, sarilik, dehidratasyon,
solunum sikintisi ve agir metabolik asidoz/hiperamonyemi bulgulari ile dig
merkez yenidogan YB Unitesinde sepsis ve metabolik hastalik 6n tanisiyla 1 ay
takip edilmis. idrarda rediiktan maddde +2, karaciger fonksiyon testleri (KFT) ve
amonyak yuksekligi saptanmis. Takip oOnerilerek taburcu edilmis. Anne sutu
alamayan olgunun, motor gelisimi geriydi (bas tutma 9 ay ve desteksiz oturma
yok). Bes aydan sonra tarti alimi durmus, KFT'de bozulma ve laktat ylksekligi
nedeniyle iITF Cocuk klinigine ydnlendirimis. Kolestaz ve metabolik hastalik
yonunden tetkik edilen hastada, INR 1, ALP1,AFP1, laktat 1, idrarda rediktan
madde (++), monosakkarit ince tabaka kromotografisinde (MTLC) galaktoz (-),
tandem MS’de alanin 6731(134-542), iOA analizinde 4-OH fenil laktik asitt ve 8
aylikken yapilan KC biyopsisinde hepatosteatoz, kas biopsisinde mitokondrial
hastalik lehine bulgular saptanmis (Sekil 4-21). EEG’ de multifokal epileptik
aktivite varhigi ve beyin MR’da kortikal beyaz cevherde iskemiye sekonder kistik
alanlar ve serebellar vermis inferioru hipoplazik gérinimdeydi (Sekil 4-22). G6z
temasi olmayan olgunun yapilan géz muayenesinde, goz dibinde tuz biber
manzarasi saptanmis ve retinitis pigmentoza agisindan molekuller analiz
istenmis. Mevcut bulgulari ile mitokondrial hastalik klinik tanisi ile takip edilen
olgu, beslenmenin azalmasi, genel metabolik durumun bozulmasi nedeniyle
yatarak tedavi edilmekteyken, agir metabolik asidoz ve solunum yetmezligi

nedeniyle 15 aylik iken kaybedildi.
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Sekil 4-20: Aile 4 ‘lin pedigrisi.

indeks olgu (V-5) ve saglikh kardesi (V-4). Olgu V-1 prematir dogum sonrasi neonatal

dénemde kaybedilmistir.
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Sekil 4-21: Olgu V-3’tin kas dokusu insizyonel biopsi histolojik incelemesi.

S D ’

Ragged-red lifler (a), COX negatif (b) ve SDH ile yogun boyanma (c) gdsteren ve
mitokondrial miyopati lehine degerlendirilen bulgular. (ITF, Néromuskuiler Hastaliklar

inceleme Lab).

Sekil 4-22: Olgu V-3’lin kranial MR goriintisii.

T2A sagital sekanslarda(a) serebellumda ve beyin sapi ile korpus kallozumda (siyah
oklar) atrofi oldugu izlendi. T2A aksiyal sekanslarda (b) bilateral periventrikiler derin ak
madde icinde ( siyah oklar) simetrik sinyal artigi mevcuttu. T1A koronal sekanslarda

optik sinirlerin ( beyaz oklar) bilateral atrofik oldugu saptandi (Dig merkez, 2019).
Molekiiler Bulgular

indeks olguda yapilan TED analizinde, MICOS13 geninde (19p13.3,
Mitochondrial Contact Site And Cristae Organizing System, 13-Kd Subunit,
NM_205767.2, NP_991330, rs1064797230) intron 3’te homozigot ¢.260-2A>G
degisimi saptandi. Bu degisim Sanger dizi analizi ile dogrulandi. Segregasyon
icin ebeveynlerde yapilan incelemede, c.260-2A>G degisimi i¢in anne ve
babanin heterozigot formda tasiyici oldugu belirlendi (Sekil 4-23) MICOS13
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geninde gosterilen bu varyant daha once hastalikla iligkilendirilmigtir (325).
Sekil 4-24'de MICOS13'ian HGMD’de (280) tariflenen transkript varyantinin

Ensembl gorintlsa gorulmektedir (277).

il

Sekil 4-23: Aile-4 molekiiler analiz sonuglari.

Indeks olgu V-1’de MICOS13 c¢.260-2A>G degisiminin IGV goérintisi (a). Sanger
dizileme ile dogrula varyantin elektroferogram goéruntilerinde ayni degisim icin anne
ve baba heterozigot (b,c), indeks (e) homozigot mutant ve saglikh abla (d) homozigot
normaldir.
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Sekil 4-24: MICOS13 transkriptinde ekzon ve intronlar

MICOS13 geni (Mitochondrial Contact Site And Cristae Organizing System, 13-
Kd Subunit) (MIM* 616658) 19p13.3 bdlgesinde yerlesik, ters zincirden transkribe olan,
4 ekzonlu bir gendir. 516 b¢. uzunlugundadir ve 118 aa’lik bir polipeptidi kodlar. MICOS
kompleks subunit MIC13 proteini, mitokondriyal i¢c zarin buyuk bir protein kompleksi
olan MICOS kompleksinin bilesenid olup, krista baglantilarinin, i¢ zar mimarisinin ve
dig zarla temas bdlgelerinin olusumunun korunmasinda énemli roller oynar (277).

4.1.5. Aile-5 & Olgu llI-1 ve 1lI-2
Oykii ve Klinik Bulgular

Aralarinda akrabalik olmayan ciftin ikinci ve Uglncl gebeliklerinden
dogan, 12 ve 10 yasinda etkilenmis iki erkek kardes (G3P2A1l) (Sekil 4-25),
progresif néromotor gelisim geriligi, spastisite, trunkal hipotoni ve beyin MR’da
bazal ganglion tutulumu nedeniyle Tibbi Genetik AD’da takipli iken, ileri
molekuler genetik arastirma amaciyla projeye dahil edilmigtir. Aile dykuslnde,
birinci olgu (111-1) bir yasindayken, Noéroloji AD tarafindan Tibbi Genetik klinigine
yonlendirilmis. Prenatal takiplerinde 6zellik olayan olgu, termde ve makat gelisi
nedeniyle C/S ile dogmus. Dogum agirhigr 3300 g ve postnatal dykusunde
ozellik bulunmuyor. Emmesi iyi ve anne sutu alan olgu, basini 2. ayda tutmus
ve ilk 3 ay noromotor gelisimi normal seyretmis. U¢ aydan sonra dengesizlik
bagslamis ve basini tutmakta zorlanmis. Sekiz aylikken desteksiz oturamayan
olgunun vyapilan norolojik muayenesi sonrasi ve beyin MR’ da XALD
(Adrenoldkodistrofi) disunduren bulgular saptanmig (T2 Flair hiperintens sinyal
degisiklikleri, periventrikiiler ak madde tutulumu). Ug aya kadar normal olup, (g
aydan sonra baslayan néromotor gerilik nedeniyle Noroloji ile birlikte yeniden
degerlendiriimis ve hastada on planda organik asidemiler, ikinci planda
Metakromatik Lokodistrofi ve son olarak ALD 6n tanisiyla tetkik edilmeye

baslanmis. Dogumsal metabolik hastalik selektif taramasi ve idrar organik asit
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testinde ketonuri disinda patolojik deger saptanmamig olan olgunun, yurt
disinda analiz edilen Lizozomal enzimlerden Arilstlfataz A ve Beta galaktozidaz
aktivitelerinde de normal saptanmis. Peroksizomal hastaliklar agisindan VLCFA
analizi istenmis ancak o tarihte yapilamamis. Henuz tani konulamamisken
ucuncu gebelik olmus ve aile, 25.GH ‘dan itibaren izlenmis. Patolojik USG
bulgusu olmayan olgu, termde 3200 gr dogmus. Basini 2 aylikken tutmus. 6
aylkta hipotonisite ve agabeyi ile benzer fakat daha hafif klinik bulgularla gocuk
ndrolojisi tarafindan degerlendirilen olgunun beyin MR bulgularinda hipoksik
iskemik metabolik sekel yorumu yapilmis (Sekil 4-26). Ancak yapilan metabolik
testlerinde patoloji saptanmamis. Sosyal iletisimi agabeyinden daha iyi olan

olgunun da henuz tanisi konulamamigken, aile takibi birakmis.

Her iki olgu 01.10.2018 tarihinde Tibbi Genetik kliniginde degerlendirildi.
Noromotor gerilik, spastisite, distonik kasilmalari olan her iki kardes Beslenme
ve Metabolizma poliklinigine konsulte edildi. Klinik bulgulari ve metabolik testleri
ile iyi tanimlanmis bir KMH’ya isaret etmeyen olgulara hastaligin genetik

temelini aragtirmak amaciyla TED analizi yapildi.
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Sekil 4-25: Aile 5 ‘in pedigrisi.
indeks olgu (Ill-1) ve etkilenmis kardesi (I11-2)
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Sekil 4-26: indeks olguya ait beyin MR goriintiisii. T2A sekanslarda (a) ve
difizyon agirlikli sekanslarda (b) bilateral simetrik putamen ve kaudat nikleuslarda

(siyah oklar) patolojik sinyal artisi ve difuzyon kisithhdi izlendi (Dis merkez,2019).
Molekiiler Bulgular

indeks olgu ve etkilenmis kardesine ikili yapilan TED analizinde, ECHS1
geninde (enoyl-CoA hydratase, short chain 1, 10g26.3 NM_004092,
NP_004083) exon 2’te heterozigot c.202G>A; p.Glu68Lys ve heterozigot
C.161G>A (p.Arg54His) degisimi saptandi. Bu degisim Sanger dizi analizi ile
dogrulandi. Segregasyon amaciyla ebeveynlerde yapilan incelemede,
€.161G>A degisimi icin anne ve c¢.202G>A degisimi icin babanin heterozigot
formda tasiyici oldugu belirlendi (Sekil 4-27) ECHS1 geninde goOsterilen bu
degisimlerden c.161G>A daha oOnce “Mitochondrial short-chain enoyl-CoA
hydratase 1 deficiency “ ile iligkilendirilmistir (334). Diger degdisim c.202G>A
(rs1276839756) ise toplumlarda cok nadir olarak ve heterozigot formda
gésterilen bir varyanttir (TOPMed*; 62.500 bireyde 1 heterozigot %0,0008). in
siliko analiz programlari (Varsome, PolyPhen, PROVEAN, SIFT) patojenik
tahmini vermektedir ve bilinen bir hastalik iligkisi yayinlanmamistir. Sekil 4-28’de
ECHS1’'nin HGMD’de (280) tariflenen transkript varyantinin Ensembl gorintisu
(277). Sekil 4-29 ve Sekil 4-30'da de ise proteinin (short-chain enoyl-CoA
hydratase) normal ve mutant 3 boyutlu gérintuleri gérilmektedir (278,279).
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Sekil 4-27: Aile-5 molekiiler analiz sonuglari.

ECHS1'de exon 2'te heterozigot heterozigot c.161G>A (p.Arg54His) (a) ve heterozigot
€.202G>A; p.Glu68Lys degdisiminin IGV goéruntileri.
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Sekil 4-27: Aile-5 molekiler analiz sonuglari devami. Indeks olgu IlI-1 (c) ve llI-2’de (d)

Sanger dizileme ile bilesik heterozigot formda saptanan varyantlarin (ECHS1: c.161G>A ve
€.202G>A) elektroferogram goérintisid. Ayni degisimler igin anne (c.161G>A) (a) ve baba (b)
(c.202G>A) heterozigot tasiyici goérilmektedir.
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Sekil 4-28: ECHS1 transkriptinde ekzon ve intronlar

ECHS1 geni enoyl-CoA hydratase, short chain 1) (MIM* 602292) 10q26.3
bdlgesinde yerlesik, ters zincirden transkribe olan, 8 ekzonlu bir gendir. 1,277 bg.
uzunlugunda ve 290 aa’lik bir polipeptidi kodlar. Bu enzim, mitokondriyal yag asidi beta
oksidasyonundaki ikinci adimi katalize eder, ayrica izoldsin ve valinin katabolik
yollaginda da aktiftir (277).



187

Sekil 4-29: Arg58His degisiminin ECHS1 proteini lizerindeki tahmini etkisi.

Normal (a) ve mutant (b) proteinin 3 boyutlu peptit yapisinin pymol goérintisa.
Normal proteinde, bazik Ozellikteki Args8 ve bazik ozellikli Lys101, asidik
ozellikli Asp99 ile etkilesim halindeyken (c), mutant proteindeki His54, bazik
olmasina ragmen kugluk boyutu nedeniyle Asp99 Uzerindeki etkisini

kaybetmekte, Asp99 Uzerindeki Lys101 etkisi baskin hale gelmektedir (d). (I-
Tasser, Discovery Studio Visualiser) (278,279).
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Sekil 4-30: Glu68Lys degisiminin ECHS1 proteini Gizerindeki tahmini etkisi.

Normal (a) ve mutant (b) proteinin 3 boyutlu peptit yapisinin pymol gorintisi. Normal
proteinde, asidik 6zellikteki Glu68, bazik o6zellikli Arg5 ile etkilesirken (c), mutant
proteindeki Glu68 yrine gecgen bazik Lys68, bazik Arg5 ile baglantisini koparip asidik
Glu34 ile etkilesime gegmektedir (d). (I-Tasser, Discovery Studio Visualiser) (278,279).
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4.1.6. Aile-6 & Olgu llI-2
Oykii ve Klinik Bulgular

Aralarinda akrabalik olmayan ciftin ikinci gebeliginden olan 16 yasinda
erkek olgu yurGyememe, konusamama, distonik kasilmalar, skolyoz ve ellerde
kontraktur sikayetleri ile Tibbi Genetik kliniginde degerlendirildi (G2P2A0) (Sekil
4-31). Prenatal takipleri normal ve miadinda C/S ile 3600 gr 51 cm dogan
olgunun postnatal sorunu olmamis. iki yasa kadar anne siitii alan olgunun, bas
tutma 1. ay, desteksiz oturma 6. ay, yuriume 16. ay ve konusmasi 13. ayda
baslamis. Ug buguk yasina kadar mental ve motor gelisimi tamamen normal
tarif edilen olgunun bu yasta sik sik disme ve konusma bozuklugu baslamis.
Kazanilan becerilerin kaybi nedeniyle nérolojik agidan tetkik edilen olgunun 4
yas kranial MR ve MR spektroskopi (MRS) incelemesinde simetrik olarak her iki
putamende T1 posteriorda hipointens, anteriorda hiperintens, FLAIR ve T2
goruntllerde hiperintens sinyal ile karakterize lezyonlar izlenmigstir (Sekil 4-32).
Bu boélgede MR spektroda, kolin, kreatinin pikleri normal ancak laktat piki bifazik
artmistir (dis merkez). Ilk planda mitokondrial hastalik ve putamen tutulumu
nedeniyle Leigh sendromunun hafif varyantlar (o yasta klinik bulgular hafif
oldugundan), ve ayirici tanida Kearns-Sayre varyantlari ile organik asidemiler
dusundlmustir (Dis merkez, 2008). Biyokimyasal testlerde, laktat/pirtivat orani
15,47/1,30mg/dI=11,8 (>20 mitokondrial hastalik) olan hastanin plazma
aminoasit analizinde spesifik bulgu saptanamamigtir. G6z muayenesinde
goérmenin 0,7 duzeyinde olmasi disinda patolojik bulgu saptanmamis ve isitme
testi normal degerlendiriimis. EEG’de, uyaniklikta normal, uykuda santral frontal
temporal bolgede nadir keskin diken dalga aktivitesi gdzlenmis. Kardiyolojik
muayenesinde, EKO’da hafif mitral yetmezlik disinda bulgu saptanmamis. Kas
biopsi histopatolojik incelemesinde mitokondrial hastalik lehine bulgu
saptanmamis (ITF,2009). Hastanin 8 yasindaki EMG’de miyojen tutulum tespit
edilmis ve MR/MR spektroskopisinde de yine putamen lezyonlari ve Leigh
sendromu lehine laktat piki gdézlenmistir (iTF,2013). Beslenme ve Metabolizma
polikliniginde ilk kez 2016 yilinda dengesiz yurime, dizartrik konusma, hafif
yutma guclugu, hafif skolyoz, ekstremitelerde tonus artigi ve spastisite bulgulari
ile degerlendirilen olgunun mtDNA dizi analizinde klinikle iligkili bir degisim

saptanmamistir (Gazi Tip, 2016). Olgunun Tibbi Genetik polikliniginde yapilan
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16 yas muayenesinde, bagimsiz yuriayemiyordu (tekerlekli sandalyede) ve tim
ekstremiteler hipertonikti. Distonik kasilmalari artmis olan olgunun ellerinde
kontrkaturler gelismis ve skolyozu artmigti. Fizik tedavi ile 6zel egitim alan
olgunun ders basarisinin iyi oldugu o6grenildi ve g6z temasi kuruyordu.
Solunum, kalp ve sindirim sistemi muayeneleri dogaldi. Mevcut Klinik,
laboratuvar ve goruntileme bulgulari ile mitokondrial hastaliklar agisindan TED

analizi yapildi.
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Sekil 4-31: Aile 6 pedigrisi. Etkilenmis olgu (l11-2) ve saglikli ablasi (Ill-1)

Sekil 4-32: Olgunun kranial MR gorintiisi.

Bilateral putamen ve kaudat ndkleuslarda volum kaybi ve simetrik patolojik sinyal

degisiklikleri gérilmektedir (ITF Radyoloji)
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Molekiiler Bulgular

indeks olguya yapilan TED analizinde, NDUFAF6 geninde (Sekil 4-33).
(NADH Dehydrogenase (Ubiquinone) Complex I, Assembly Factor 6, 8922.1
NM_152416.4, NP_689629.2) exon 5’te heterozigot c.479delA (p.(N162Ifs*27))
ve intron 3’te heterozigot ¢.420+784C>T (rs749738738) degisimi saptandi Bu
degisimler Sanger dizi analizi ile dogrulandi ve segregasyon igin ebeveyn
calismasi yapildi (Sekil 4-34). NDUFAF6 geninde gosterilen bu degisimlerden
c.420+784C>T daha 6nce “Mitochondrial complex | deficiency, nuclear type 17¢
ile iligkilendirilmigtir (370). Diger degisim c.479delA ise toplumlarda ¢ok nadir
olarak ve heterozigot formda gésterilen bir varyanttir (rs774800472). in siliko
analiz programlari patojenik tahmini vermektedir ve simdiye kadar bir hastalik

iligkisi bildirilmemistir.
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Sekil 4-33: NDUFAF6 transkriptinde ekzon ve intronlar

NDUFAF6 (NADH:ubiquinone oxidoreductase complex assembly factor 6)
(MIM* 612392) 8922.1 bdlgesinde yerlesik, duz zincirden transkribe olan, 9 ekzonlu bir
gendir. 1,795 bg. uzunlugunda ve 333 aallik bir polipeptidi kodlar. Bu protein,
mitokondriyal solunum kompleksi I'in erken montaj agsamalarinda énemli rol oynayan
protein Okaryotlarda yuksek oranda korunur (277).
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Sekil 4-34: Aile-6 molekuler analiz sonuglari.

Indeks olgu IlI-2’nin TED analizinde exon 5’te heterozigot c.479delA ve intron 3’te heterozigot
c.420+784C>T degisimlerinin IGV goérintileri. Sanger dizileme annenin c¢.479delA igin
heterozigot (a), babanin c.420+784C>T igin heterozigot (a) ablanin homozigot normal (c) ve

indeks olgunun birlesik heterozigot formda elektroferogram goriintuleri.
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4.1.7. Aile-7 & Olgu V-1
Oykii ve Klinik Bulgular

Aralarinda ikinci derece kuzen evliligi olan ciftin ilk gebeliginden olan 8
yasinda kiz olgu néromotor gelisim geriligi, konusamama, kas gugsuzlugu
nedeniyle genetik arastirma icin tarafimiza yonlendirildi (G2P2A0) (Sekil 4-35).
Prenatal takiplerinde 29. haftadan itibaren 2 hafta geriden gelisim gdsteren olgu
miadinda C/S ile, 2700 gr 48 cm dogmus. Postnatal sorunu olmayan olgunun
zaman zaman beslenme zorlugu olmus ve sekiz ay anne siti almis. Ug
aylikken kasik fitigi nedeniyle opere edilen, kontrolleri sirasinda hipotoni ve
motor gelisimde gerilik oldugu farkedilmis. Bas tutma 5 ay, desteksiz oturma 1
yas, siralama 2,5 yas ve ylrime 3 yasta olmus. On bes aylikken inatgi
kusmalari, sebat eden AST, ALT ylUksekligi ve metabolik ataklari nedeniyle, il
disindan ITF Cocuk Beslenme ve Metabolizma BD’a ydnlendirilmis. Néromotor
gelisim geriligi saptanan olgunun, yapilan tetkiklerinde metabolik asidoz, yuksek
laktat ve kas biopsisinden yapilan enzimatik analizde kompleks 4 eksikligi
saptanmis. Kranilal MR’da ak madde, derin gri cekirdekler ve beyin sapi
yapilarini icine alan ensefalopati lehine bulgular goéralmus. Kardiyolojik
muayenesinde, kardiyomiyopati saptanan olgu halen takip altinda ve kapril
tedavisi aliyor (ITF Cocuk Kardiyoloji). Konusmaya ancak terapi ile 5 yasinda
baslamis ve kisa cumle kurmasi 7 yasi bulmus. Halen 6zel egitimi devam eden
olgunun Denver gelisim testi sonuglarinin %50 geri oldugu ifade edildi. Yedi yas
on aylikken Tibbi Genetik polikliniginde degerlendirilen olgunun, boy 113 cm
(<3p) kilo 19 kg (3p) idi. Kas gucl tum ekstremitelerde azalmisti (3/5).
Konugsmayan, ancak birka¢ kelime sodyleyebilen olgunun bakiglari donuk ve goz
temasi sinirliydi. Kalin, daginik kaslar, kisa palpebral fissurler, basik burun koku

ve duz filtrumu olan olguya saglikli kardesi ile birlikte ikili TED analizi yapildi.
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Sekil 4-35: Aile 7 pedigrisi.

ikinci kuzen evliligi Griinii olan etkilenmis olgu (IV-1) ve saglikli kardesi (1V-2).

Molekiiler Bulgular

indeks olguya saglikh kardesiyle birlikte yapilan ikili TED analizinde,
FBXL4 geninde (Sekil 4-36) (F-Box and Leucine-Rich Repeat Protein 4, 6g16.1
NM_001278716.1, NP_001265645.1) exon 8'de homozigot c.1444C>T (p.Arg
482Trp) degisimi saptandi (Sekil 4-37). Bu degisimler Sanger dizi analizi ile
dogrulandi ve segregasyon igin ebeveynlerden kan alindi. FBXL4 geninde
gosterilen bu degisim daha once “Mitochondrial DNA depletion syndrome 13,

encephalomyopathic type“ ile iliskilendirilmigstir (374) (rs398123061).
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Sekil 4-36: FBXL4 transkriptinde ekzon ve intronlar

FBXL4 (F-Box and Leucine-Rich Repeat Protein 4) (MIM*605654) 6q16.1 bdlgesinde
yerlesik, ters zincirden transkribe olan, 7 ekzonu kodlanan 10 ekzonlu bir gendir. 8058
b¢. uzunlugunda ve 621 aa’lik bir polipeptidi kodlar. (277).



195

T T T T T
a1t

C TR o s
. g g T T T

o — ar

E

@ ' MG AR FB 4P ———
T T T g

€.1444CT
C. 1444DT

T ol

Sekil 4-37: Aile-7 molekiiler sonuglar. Indeks olgu IV-1'de homozigot (a) ve
saglikli kardesi 1V-2'de heterozigot (b) ¢.1444C>T degisiminin IGV gorintdleri (a). Sanger

dizileme ile ayni degisimin anne (c), baba (d) ve saglikli kardeste (e) heterozigot ve indeks

olguda (f) homozigot formda bulunan elektroferogram goérintleri.
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4.1.8. Aile-8 & Olgu 1lI-2
Oykii ve Klinik Bulgular

Aralarinda akrabalik olmayan ciftin (ayni kdy) Gg¢lncl gebelik Grlnu olan
1,5 yasinda erkek olgu, solunum yolu enfeksiyonu ve gastroenterit sonrasinda
gelisen agir ve direncli metabolik asidoz nedeniyle YB unitesinde tedavi altina
alindi ve akut tedaviden sonra ¢ocuk metabolizma servisinde yatarken genetik
arastirma amaciyla Tibbi Genetik AD’na konsulte edildi. Ailenin ilk gebeligi 16.
GH’da intrauterin mort fetalis ile sonuglanmis. ikinci gebelikten dogan 5 yasinda
saglikh kiz gocuklari var, Uguncu gebelikten olan olgumuzun prenetal takipleri
normal tarif edildi (G3P2A1) (Sekil 4-38). Postnatal aglamayan olgu sekiz gun
YB Unitesinde takip edilmis. Onbirinci aya kadar psikomotor gelisimi normal tarif
edlien olgunun 11. ayda solunum yolu enfeksiyonu sonrasi gelisen metabolik
atak nedeniyle bes gun YB Unitesinde tedavisi yapilmistir. Metabolik asidoz,
laktat ylUksekligi (8 mg/dl), anyon acigi 20, idrar ketonu +3, kan ketonu +2
Olgulen olgunun sivi tedavisine ragmen asidozunun direncli seyretmesi ve
ketozisin persiste olmasi nedeniyle 6n tanida organik asidemiler ve ketoliz
bozukluklari dustunulmds. Bu sirada yapilan metabolik tetkiklerinde idrar-kan
aminoasidi nonspesifik, tandem MS normal ve idrar OA ketozis ile uyumlu
bulunmus, metabolik durumu duzelen olgu idrar keton takibi onerilerek taburcu
edilmis. Bir ay sonra akut gastroenterite sekonder hipovolemik sok ve metabolik
asidoz nedeniyle tekrar YB Unitesine alinan olgunun genel durumu daha
kotiymus ve hipoksik ataklari nedeniyle nobetleri olmus. Norolojiye danigilan
hastanin norometabolik hastalik agisindan tetkik edilmesi istenmis. Metabolik
asidi duzelen ancak solunum sikintisi devam eden olgu bu defa respiratuvar
asidoz nedeniyle entlibe edilmis. Kontrasth kraniyal MR’da serebellar atrofi
g6zlenen hastanin epieptik ndbetleri devam etmis. Cocuk noroloji takibinde agir
bronkokonstriksuyon bulgulari olup servikal GBS (Gullian-Bare Sendromu
varyantl) beyin sapi tutulumu o6n tanisiyla izlenmeye baslanmis. Goégus
hastaliklari tarafindan kistik fibrozis genetik taramasi istenmis. EEG’sinde
yaygin ensefalopati ve slUpheli epileptik odagin varlhigr gézlenmis. Tum batin
USG incelemesi normal ve servikal GBS agisindan ¢ekilen servikal vertebra MR
normal sonuglanmis. Beyin MR’da kortikal iskemik lezyonlar saptanan olguda

ayrici tanida tekrar organik asidemiler ve 6zellikle MMA (metilmalonik asidemi)
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dusundlmus. Mitokondriyal hastalik agisindan yapilan kas biyopsisinde
kompleks enzim aktivitelerinden kompleks 4 dusik bulunmus, ancak
histopatolojik incelemede miyopati bulgusu saptanmamis. Distal aksonal
ndropati, tek tarafli diyafragma paralizisi olan ve GBS 6n tanisiyla IVIG verilen
hasta, kepra tedavisi esnasinda arrest olmus ve resustasyon ile dondurilmas.
Ailenin istegi ile ITF YB Unitesine nakledilen olguya trakeostomi agiimis ve atipik
GBS tanisi ile izlenmis. iVIG alimi ile genel durum diizelince trakeostomi ile
taburcu edilmistir. Sonrasinda hastanin tekrar bir metabolik asidoz atagi ile YB
yatisi olmus ve kalitsal metabolik hastalik on tanisiyla ¢ocuk metabolizma
servisinde izlenmigtir. yan olguda, molekuler inceleme amaciyla saglikli kardesi

ile birlikte TED analizi yapilmistir.
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Sekil 4-38: Aile 8 pedigrisi.
Akraba olmayan ancak ayni kdyden olan ebeveynler ve indeks olgu (I11-2).

Molekiiler Bulgular

indeks olguya saglkli kardesiyle birlikte yapilan ikili TED analizinde,
OXCT1 geni (Sekil 4-39) (3-Oxoacid CoA Transferase 1, 5p13.1,
NM_000436.3: NP_000427.1) exon 15’de heterozigot ¢.1370C>T; p.Thr457lle
degisimi (rs369643387) ve intron 12’de heterozigot ¢.1173-139G>T degisimi
saptandi (rs145673650) (Sekil 4-40). Bu degisimler Sanger dizi analizi ile
dogrulandi ve segregasyon icin ebeveynlerden kan alindi ve varyantlarin
birlesik heterozigot formda oldugu gosterildi. OXCT1 genindeki patojenik
varyantlar, suksinil CoA: 3-oxoacid CoA transferaz (SCOT) eksikligi ile iligkilidir
(MIM# 245050). Her iki degisim veritabanlarinda ¢ok nadir rastlanan ve énemi
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bilinmeyen varyant (VUS) olarak siniflandiriimistir. in siliko programlar patojenik
tahmini vermektedir. Hastanin oykusu, klinik ve laboratuvar bulgulari ketoliz
defekti ile uyumluydu ve fibroblastta Stksinil-CoA: 3-oksoasit CoA transferaz

(SCOT) enzim aktivitesi analizi planlandi.

< ONCTL-200
retein coding
i feverse strand 4036 kb |

Sekil 4-39: OXCT1 transkriptinde ekzon ve intronlar

OXCT1 (3-Oxoacid CoA Transferase 1) (MIM* 601424) 5p13.1 bolgesinde yerlesik,
ters zincirden transkribe olan, 17 ekzonlu bir gendir. 3294 b¢. uzunlugunda ve 520 aa’lik bir
polipeptidi kodlar (277). Keton cismi kullaniminin ilk adiminda goérevli suksinil-CoA: 3-oksoasit-
CoA transferaz (SCOT veya OXCT1), homodimer olarak iglev géren bir mitokondriyal matris
enzimidir. CoA'nin siiksinil-CoA'dan asetoasetata geri donlisimlu transferini katalize eder.
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Sekil 4-40: Aile 8 molekiiler analiz sonuglari. indeks olguda exon 15de
heterozigot ¢.1370C>T degisimi ve intron 12°'de heterozigot ¢.1173-139G>T degisiminin bilesik
heterozigot, ve saglikli ablasinda homozigot normal IGV goriintlist (a) Sanger dizileme annenin
€.1173-139G>T igin heterozigot (b), babanin ¢.1370C>T igin heterozigot (c) ablanin homozigot

normal (d) ve indeks olgunun birlesik heterozigot formda (e) elektroferogram goérintuleri.
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4.1.9. Aile-9 & Olgu IlI-2

Aralarinda birinci derece kuzen evliligi olan 21 yasinda saglikli anne ile
25 yasinda saglikl babanin ikinci ve ikiz gebelik Grunu olan 39 gunluk kiz olgu,
kaba yuz gorunuma, karin sigligi, solunum guglugu, hemanjiyom varligi
nedeniyle genetik arastirma amaciyla Tibbi Genetik klinigine konsdilte edildi. ilk
gebelik abortus ve ikincisi spontan ikiz gebelik olan, prenatal takiplerinde 6zellik
saptanmayan gebelikte, SAT’a gore 36, USG’ye gore 33+2 GH'da fetal distres
nedeniyle C/S ile dogum olmus. Her iki bebek de solunum sikintisi nedeniyle
yenidogan YB Unitesinde izlenirken, erkek bebek 5. gunde barsak
obstriksiyonu, enfeksiyon nedeniyle (nekrotizan enterokolit?) kaybedilmis. Kilo
2820 gr, boy 48 cm ve bas ¢evresi 36 cm olan olgumuzun batin USG ve kranial
USG’si normalmis. Ufurim nedeniyle yapilan EKO’da kiigik muskuler
ventrikiler septal defekt (VSD), sekundum ASD, solda periferik pulmoner
stenoz (PS) saptanmis ve 3 ay sonra kontrol 6nerisiyle 10. gtin taburcu edilmis.
Taburculuktan 1 hafta sonra, karinda sisme sikayeti ile basvuran hastaya acil
mudehale gerekmemis ve dort gun sonra yeniden basvurusunda ayakta direk
batin grafisinde barsak anslari dilate, batin USG’de serbest mayi izlenmis ancak
operasyon planlanmamis. Sepsis bulgulari gelisen olgu, 6zel bir hastanenin
yenidogan YB Unitesinde tedavi altina alinmis. Kraniyal MR’da retroserebellar
alanda BOS mesafesi artmis (araknoid kist?, megasisterna magna?), sag
vertebral arter ince saptanmis. Boyun bdlgesindeki sislik nedeniyle c¢ekilen
boyun USG’de sag parotis submandibuler bdlge sag servikal zincir dizeyinde
cilt ve cilt altt dokuda 6dem-enflamasyon saptanmis. Tum batin USG’de
perihepatik ve perisplenik alanda barsak anslari arasinda serbest sivi izlenmis.
Anne istegi ile ITF Cocuk boélimine bagvuran olgu, c¢ocuk endokrin,
gastroenteroloji, hematoloji, g6z ve Tibbi Genetik AD’a konsulte edilmis.
Surrenal yetmezlik, hipotiroidi, abdominal USG’de periportal 6dem ve
hemanjiyom, AST ve ALT yuksekligi, hipokrom mikroster anemi, trombositopeni,
boyunda hemanjiyom ve gobzde bilateral katarakt saptanmis. Tibbi Genetik
polikliniginde yapilan muayenesinde tarti 2730 gr. (-1,37 SD), boy 49 cm (-0,19
SD), b¢ 35 cm (0,36 SD) olup dismorfik bulgular vardi. Rolatif makrosefali,
alinda iki adet hemanjiyom, burun kokinde ve yanakta milia saptandi. On

fontonel 4x4 cm acik, arka fontonel kapaliydi. Ylksek alin ve alinda hipertrikoz
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mevcuttu. Periokuler bdlgede bitemporal basiklik ve periorbital 6dem, ¢okuk
supraorbital kemerler gézlendi. Gézde bilateral 16kom, antevert burun kanatlari
mevcuttu. Oral bolgede ankiloglosi, mikroretrognati ve dili disarida izlendi. Oral
kavitede yuksek damak saptandi. Kulak Ust kurusu genisti. Boyun bolgesinde
bol ense derisi ve dusuk ense sag ¢izgisi goruldu. Karin muayenesinde batin
distandi olup, organomegali saptanmadi. Deri ve Id6komotor sistem
muayenesinde sol arkus kosta altinda 2x1 cm hemanjiyom, interskapular
alanda solda iki pargali hemanjiyom gézlendi. Uyluk bdlgesinde cilt kirigikti.
Ayakta bilateral Gglincu parmak dusuk yerlesimliydi. Haricen disi olgunun sakral
bdlgede hipertrikozu, gluteal mongol lekeleri ve kliteromegalisi vardi. Norolojik
muayenesinde moro refleksi (+), palmar yakalama (+), DTR normoaktif ve
klonusu vardi. Dinlemekle 2/6 sistolik GfGrimU saptandi. Mevcut bulgularla
karyotip analizi mikraarray ve Noonan sendromu agisindan rasopati panel
planlanarak 3 ay sonra kontrol onerildi. Cocuk beslenme ve metabolizma
konsultasyonunda birinci derece kuzen evliligi ve eks ikiz kardes oOykusd,
prematurite, bilateral katarakt, umblikal herni, makroglosi, makrosefali, yetersiz
tarti alimi, hafif kaba yuz, hemanjiyomlar, mongol lekesi, hipokortizolemi,
hipotroidi, kardiyak bulgular, CK, AST yuksekligi, LDL dusuklagu, transfizyon
gerektiren anemi bulgulari ile degerlendirilen olgudan, metabolik tetkikler
istenmis. DMH selektif tarama, tandem MS ve KAA testlerinde 0&zellik
saptanmayan olgunun lizozomal enzim paneli normal sonuglanmis, transferrin
izoelektrik fokuslama analizinde anormal sialotransferrin paterni izlenmistir.
Karinda sislik, idrar miktarinda azalma ve morarma ile birlikte olan kasilma
sikayetleri ile ITF Cocuk gastroda yatarak tedavi altina alinan olgunun ist GIS
endoskopik biyopsisinde fibrozis saptanmis. Asit ve portal hipertansiyon,
ekzokrin pankreas yetmezligi olan hasta icin, gastro ve metabolizma
konseyinde konjenital glikolizasyon defektleri (CDG) agisindan genetik
arastirma planlanmistir. Karyotip analizi ve YND ile rasopati panelinde herhangi
bir pozitif bulgu saptanmayan olgu 7 aylik iken ¢oklu organ yetmezliginden
kaybedilmistir. Ailenin CDG acgisindan molekller genetik arastirmasi
yapilmadan uguncu gebelik gergeklesmistir (G3P3A1Y1) (Sekil 4-41). Prenatal
takipleri normal, miadinda C/S ile ile dogan ve postnatal sorunsuz olan kiz olgu

ile birlikte, 7 aylik kaybedilen kiz olguya ikili TED analizi uygulanmistir.
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Sekil 4-41: Aile 8 pedigrisi. Annenin, erkek kardesi olan Il-1 numarali olgu ve

babanin kiz kardesleri olan 1lI-11 ve 1lI-12 numarah olgular, postnatal 3-6 aylarda
etiyolojisi bilinmeksizin kaybedilmistir. indeks olgu 7 aylik ve ikiz esi postnatal 5. Giin
kaybedilmistir. Olgunun IlI-3 numarall kiz kardesi, 5 aylik ve halen bilinen bir sikayeti

olmayip, takipleri normaldir.
Molekiiler Bulgular

indeks olguya, saglikli degerlendirilen yenidogan kardesiyle birlikte yapilan ikili
TED analizinde, ALG8 geninde (Sekil 4-42) (Alpha-1,3-Glucosyltransferase, 11q14.1,
NM_024079.5, NP_076984.2) exon 5'de homozigot c.479A>T (p.His160Leu) degigimi
saptandi (Sekil 4-43). Bu degisim Sanger dizi analizi ile dogrulandi ve anne babanin
ayni degisimi heterozigot formda tasidiklari gOsterildi. “Congenital disorder of
glycosylation, type Ih* (MIM# 608104) ile iliskili ALG8 geninde gdsterilen bu varyant
daha 6nce bildiriimemis, ACMG kriterlerine ve diger veri tabanlarina gore patojenik

tahmini veren novel bir degisimdir.
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Sekil 4-42: ALGS8 transkriptinde ekzon ve intronlar

ALG8 (Alpha-1,3-Glucosyltransferase) (MIM*608103) 11ql4.1 bodlgesinde
yerlesik, ters zincirden transkribe olan, 13 ekzonlu bir gendir. 1,637 b¢. uzunlugunda ve
526 aa’lik bir polipeptidi kodlar (277). Alfa-3-glukoziltransferaz ALGS8, proteinlerin N-
glikozilasyonunda kullanilan lipit bagh oligosakarit 6ncusune ikinci glikozu ekler.
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Sekil 4-43: Aile 8 molekiiler analiz sonuglari.

indeks olgu 11l-2 (a) ve saglikli kardesi I11-3'Gn (b) IGV géruntilerinde, indeks olguda homozigot
formda saptanan c.479A>T degisimini saglikh kardesin tasimadigi gorlliyor (b). Sanger
dizilemede ayni degisimi, anne (c) ve babanin (d) heterozigot, indeks olgunun birlesik
heterozigot (e) formda tasidigini ve saglikli kardesin (f) bu degisimin bulunmadidini isaret eden

elektroferogram gorintleri.
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4.1.10. Aile-10 & Olgu V-4
Oykii ve Klinik Bulgular

Aralarinda 2.derece kuzen evliligi olan ¢iftin dérdlnct gebeliginden olan
3 aylik erkek olgu (G4P4A0Y2), ailede metabolik hastaliktan eks olan iki kardes
oykusu olmasi, hafif hipotoni nedeniyle molekuler genetik arastirma amaciyla
Tibbi Genetik klinigine yonlendirildi (Sekil 4-44). Prenatal takipleri normal olan
ve C/S ile 37 haftallk dogan olgunun postnatal 6ykistnde, hipoglisemi
nedeniyle kan sekeri takibi diginda dzellik yoktu. ilk bir ay sadece anne sit(,
sonrasinda mama destegi ile beslenen olgunun blyume gelismesi, motor
fonksiyonlari normal degerlendirildi. Aile OyklUsunde, ilk gebelikten olan kiz
olgunun prenatal takiplerinde Ug¢lu tarama testi riski (AFP ve uE3 MOM degerleri
yuksek) disinda ozellik yoktu. Postnatal uzamis sarilik nedeniyle 3 gin
fototerapi alan ve 35 gunlukken kalga USG sirasinda batinda yaygin sivi (asit)
saptanan olgu, masif asit ve hepatosplenomegali, koagulopati, KC fonksiyon
bozuklugu, tirozinemi tip 1 suphesiyle 1 ay dis merkezde yatarak tetkik ve
tedavi gérmis. Ardindan, plorezi olmus, konvilziyonlari baglamis ve IUTF
¢ocuk YB Unitesine sevk edilmis. Koagulopati, anemi, trombositopeni nedeniyle
CDG analizleri yapilmis ancak 0Ozellik saptanmamis. Kranial MR’da, distrofik
kalsifikasyonlar ve diffiz nekrotizan I6koensefalopati saptanmis. Kemik iligi
aspirasyonunda blue histiosit gortlmesi Uzerine depo hastaliklari Nieman Pick
Tip C dustnulmus ancak KC biopsisi desteklememis, biopside lobuler alanda
mikroabselesme ve santral nekroz alanlari igeren hepatit bulgulari saptanmis.
Biyokimyasinda LDH ylksek, laktik asit ylksek, Tandem MS ‘de tirozin
metabolitleri (KC fonk bzkluguna sekonder ?) ve organik asit analizinde 40H-
Fenil pirdvik asit ve laktik asit saptanan hasta 2,5 aylik iken eks olmus. Tibbi
Genetik AD’a konslilte edilen ve aile istegi ile otopsi yapilan olguda,6n planda
mitokondrial hastalik ve Aicardi-Goutieres sendromu dusunulmuis. Karyotip

analizi 46,XX olarak normal degerlendirilmis.

ikinci gebelikten olan saglikli bir kiz gcocuk sonrasi, ailenin (glnci
gebeliginin prenatal takiplerinde, Uglu testte ilk gebeliktekine benzer bir risk
saptanmis. Termde, C/S ile 2850 gr dogan olgunun metabolik tarama tetkikleri
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normal degerlendirilmis. Ikinci giin sarilik nedeniyle fototerapi almis. Kirk
gunlukken batinda gaz, atesli enfeksiyon 6ykusu olan olgu, Ug¢ aylikken akut
karaciger yetmezIligi tablosu ile IUTF Cocuk Kliniginde tetkik ve tedavi altina
alinmis. Metabolik hastalik, primer hemofagositik sendrom igin tetkikleri yapilan
hastanin Beutler testi 120. dk’da floresans vermesi nedeniyle GALT geni analizi
icin Tibbi Genetik AD’a konsulte edilmis. Sanger dizi analizi ile Galaktozemi
tanisi diglanan hastanin, yurt diginda caligilan kuru kan orneginde lizozomal
enzimlerden beta-glukosidaz, asit sfingomyelinaz be beta-galaktosidaz
aktiviteleri normal sonuglanmig. Kaybedilen ilk olguya benzer pozitif bulgular ile
(asit, hepatomegali, KC enzim yuksekligi, koagulopati (INR yuksekligi, anemi,
trombositopeni, laktat ylksekligi) tedavi altinda olan olgu da sekizinci ayda

kaybedilmis.

Doérdincl gebelikten olan 3 aylik erkek olgu Tibbi Genetik polikliniginde
goruldu. Prenatal odykusinde o6zellik olmayan ve 37.GHda C/S ile dogan
olgunun (3600 gr ve 49cm) blylime gelismesi normal degerlendirildi. Ailede iki
benzer etkilenmis ve eks olmus kardes oykusu nedeniyle yonlendirilen olguya

eks olan ikinci kardesin DNA 6rnegi ile birlikte paired TED analizi yapildi.
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Sekil 4-44: Aile 10 pedigrisi.
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Molekiiler Bulgular

Genetik arastirma icin basvuran olgu (IV-4) ve eks olan kardesinde (IV-
3) yapilan paired TED analizinde, COX10 geninde (17p12-p11.2, Cytochrome c
oxidase assembly factor heme A:farnesyltransferase COX10, NM_001303.4,
NP_001294.2) exon 3’te indeks olguda homozigot c¢.260C>T (p.Thr87lle)
degisimi saptandi (rs144000161). Saglklh kardeste bu degisim heterozigot
formda gozlendi. Bu degisimler Sanger dizi analizi ile dogrulandi. Segregasyon
icin ebeveynlerde yapilan incelemede, ¢.260C>T degisimi igin anne ve babanin
heterozigot formda tasiyici oldugu belirlendi (Sekil 4-45). Sekil 4-46’da proteinin
normal ve mutant proteinin, 3 boyutlu peptit yapisinin pymol goértntisu
izlenmektedir. Ailenin eks olan ilk olgusunun otopsi 6rneginden DNA elde
edilememesi Uzerine, yasayan diger saglikli kardeste yapilan Sanger dizi
analizinde, indeks olgudaki varyant homozigot formda saptandi. Boylece, s6z
konusu varyant segregasyonla diglandi ve gelecek projeler dahilinde TGD

analizi yapilmasi planlandi.
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Sekil 4-45: Aile 10 molekiiler analiz sonugclari. Anne

€.260C>T

(T/T Homozigot)

€.260C>T
(c/m)

baba

ve  saglkli
kardesin heterozigot formda tasidigi degisimin, eks olguda ve saglikh abladaki

homozigot elektroferogram goérintuleri
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Sekil 4-46: ¢.260C>T degisiminin COX10 protein yapisi lizerindeki tahmini etkisi.

Normal (A) ve mutant (B) proteinin 3 boyutlu peptit yapisinin pymol gérintisu. Treonin
87 (Thr87), yakininda bulunan GIu80 ve Ser88 ile etkilesim halindedir (A). Polar
Ozellige sahip olan treonin yerine non-polar izol6sinin (1le87) gegmesi, Ala92 ve 11e96
ile non-polar nitelikte iki yeni etkilesimin ortaya c¢ikmasina ve peptid zincirin
bukulmesine yol agar (B). Bukulmenin etkisiyle birbirine yaklasan Ser88 ve Glu115
arasinda olusan yeni polar etkilesim, peptid zincirde ikinci bir bikilmeye neden olur.
Non-polar 11e87-Ala92, 11e87-11e96 ve polar Ser88-Glu115 etkilesimleri sonucu ortaya
cikan bukiulme, ilk transmembran alfa-heliks yapisinda bozulmaya yol acar (D’deki
mavi ok). Bunun sonucunda da, proteinin membran topolojisi bozulmasi beklenir
(D’deki beyaz oklarla gdsterilen amino ve karboksi uglar) (I-Tasser, Discovery Studio
Visualiser) (278,279).
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4.1.11. Aile-11 & Olgu V-1 ve V-2
Oykii ve Klinik Bulgular

Aralarinda akrabalik olan (1. kuzen) ciftin, birinci ve ikinci gebeliginden
olan, her ikisi de etkilenmis 19 ve 16 yasinda erkek olgu (G3P3A0) yurime
guclugu, kas gugsuzlugu sikayetleri ile Tibbi Genetik klinigine yonlendirildi (Sekil
4-47). Aile o6ykusunde ilk gebelikte, prenatal takiplerinde 6zellik olmayan ve
postmatir (10 guin) NSD ile 4300 gr (97p), 48cm (25p) dogan olgunun,
noromotor gelisimi normal tarif ediliyor. Bas tutma 1-2 ay, desteksiz oturma 6
ay, yurume 10 ay, konusma 1 yas, tuvalet egitimi 1,5-2 yas, ilk dis 8. ayda
baslamis. Aile, birinci olgu 12 yasindayken boy kisaligi ve kilo alamama
nedeniyle iITF Cocuk AD’a basvurmus. Tetkiklerinde CK yiiksekligi saptanmis.
14 yasindayken de yiirimenin bozulmasi nedeniyle ITF Néroloji AD’'da takibe
alinmis. EMG’de miyojen tutulum, CK: 4267 U/L 1 , AST: 901 U/L 1, ve
ALT:144 1 saptanmis. Multipleks PZR ile DMD delesyon ve duplikasyonlari
negatif sonuclanan hastanin (DETAE), kas biopsisinde miyopati bulgulari
saptanmis. 17 yasinda, Tibbi Genetik klinigine DMD/BMD agisindan yeniden
degerlendiriimek Uzere yonlendirilmis. 2017°de yapilan DMD MLPA ve dizi
analizi normal sonuglanmigs ve BMD %95 diglanmis. Mentali normal olan
hastanin, merdivenden ¢ikarken, oturdugu yerden kalkarken ve yokus ¢ikarken
zorlanmasi oluyormus. Govers bulgusu pozitif ve psddohipertrofi saptanmamis.
Fizik muayenede, yukari c¢ekik palpebral fissurler, malar hipoplazi diginda
dismorfik bulgu yoktu. Tum kaslar atrofik, winged scapula goézlendi. DTR

azalmis ve tim kas gruplari 3-4/5, el kaslari 4-5/5 kuvvetindeydi.

ikinci olgu, prenatal takiplerinde 6zellik olmaksizin, miadinda, NSD ile
4000 gr, 50cm. dogmustu (V-2). Postnatal uzamis sarilik nedeniyle 10 gun
kivozde kalmig, 18 ay anne sutu almis. Mental motor gelisim normal tarif
ediliyor. Bas tutma 2 ay, desteksiz oturma 6 ay, yurume 12 ay, konusma 18
ayda baslamis. AJabeyinde kas hastali§i olmasi nedeniyle 2015 te CK testi
yapilmis yuksek ¢ikinca takibe alinmis. EMG’de miyojen tutulum (2017, CTF),
CK: 4925 |U, AST: 70 IU, ALT: 68 IU (2017,iTF), DMD dizi analizi negatif (2017,
GETAM, CTF) c¢ikmis. Kas biyopsisinde mitokondrial miyopati bulgular
saptanmasi (izerine (2018, ITF Patoloji) Beslenme ve metabolizma poliklinigine
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yonlendirilen olgulara destek tedavisi bagslanmis. Ikinci olguya sik ishal sikayeti
ile ITF Cocuk Gastroenterolojide kolonoskopi yapiimis ve biopsi sonucu
inflamatuar barsak hastaligi tanisi konularak tedavi baslanmis (2018,iTF). EKO
ve igitme testi normalmis. Her iki kardesin tedavi takipleri Beslenme ve
Metabolizma Polikliniginden surmekte iken, genetik kdkenin arastiriimasi igin
14.05.2019 tarihinde projeye dahil edilmigtir.
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Sekil 4-47: Aile 11 Pedigrisi.

Molekiiler Bulgular

indeks olgu ve etkilenmis kardesinde yapilan TED analizinde, CAPN3
geninde (Sekil 4-48) (Calpain 3, 15915.1, NM_000070, NP_000061) ekzon 4’de
homozigot c.550delA (p.Thrl184ArgfsTer36) degisimi saptandi. Bu degdisim
Sanger dizi analizi ile dogrulandi. Segregasyon icin ebeveynlerde yapilan
incelemede, c.550delA degisimi icin anne ve babanin heterozigot formda
tastyici oldugu belirlendi (Sekil 4-49). CANP3 geninde gdsterilen bu varyantin
daha 6nce Limb Girdle tip 2A (LGMDR1) ile iligkisi bildirilmigtir (347).
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Sekil 4-48: CAPNS3 transkriptinde ekzon ve intronlar

CAPN3 (Calpain 3, Calcium-Activated Neutral Protease 3, Muscle-Specific, Large
Subunit) (MIM*114240) 15915.1 bolgesinde yerlesik, diuz zincirden transkribe olan, 24 ekzonlu
bir gendir. 3,315 b¢. uzunlugunda ve 821 aa’lik bir polipeptidi kodlar (277).

arn_vem 24

Sekil 4-49: Aile 11 molekiiler analiz sonuglari. Aile 11 molekiler analiz

sonuglari. ¢.550delA'nin IGV goriintisii ve anne (a) ve babada (b) heterozigot formda

goriilen degisimin, her iki kardesteki homozigot elektroferogram goriintileri.
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4.1.12. Aile-12 & Olgu IV-1
Oykii ve Klinik Bulgular

Aralarinda birinci kuzen evliligi olan ¢iftin ilk gebelik Grind olan 20
yasinda erkek olgu yuriyememe her dort extremitede kaslarda atrofi ve her iki
ayakta valgus deformitesi nedeniyle genetik arastirma igin Tibbi Genetik
klinigine yonlendirildi (G4P1A0Y1) (Sekil 4-50). Prenetal takiplerinde sorun
olmayan ve miyadinda NSD ile dogan olgunun mental motor gelisimi normal
tarif edildi. 5-6 yasglarinda cabuk yorulma kosamama ve merdiven ¢ikmada
zorlanma gikayetleri baslamis ve ilk kez 10 yasinda c¢ocuk doktorununa
bagvurmuslar ancak tani konulamamis. istanbul’da basvurduklar cocuk
metabolizma uzmani (dis merkez) tarafindan mitokondriyal hastalik 6n tanisi ile
ITF Cocuk Metabolizmaya yonlendirilmistir. ilkokula basladiginda yiriime
bozuklugu ve ayaklarda valgus deformitesi nedeniyle 2008 ve 2010 yillarinda iki
defa operasyon gecirmistir. ITF cocuk metabolizma polikliniginde, mitokondriyal
miyopati sUphesiyle takip edilen hasta molekiler genetik arastirma icin Tibbi
Genetik klinigine yonlendirilmistir. Yapilan muaynesinde, ayaklarda bilateral pes
equino varus deformitesi ve kas gucunde azalma saptandi (3/5). Tekerlekli
sandalye kullaniyordu. Tandem MS’'te C5 karnitin Ust sinirda, biyokimyasal
tetkiklerinde kas enzimleri yliksek (AST: 188U/L, ALT:127U/L , CK:3928 UI/L,
idrar organik asit analizinde laktik asit ve betahidroksibutirik asit yutksek

saptandi. Molekuler tani amaciyla, olguya TED analizi yapildi.
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Sekil 4-50: Aile 12 Pedigrisi indeks olgunun 48 ve 47 yaslarinda iki amcasi
yurdyemiyor ancak etiyolojisi bilinmiyor.

Molekiiler Sonuglar:

indeks olguya yapilan yapilan TED analizinde, CAPN3 geninde (Sekil 4-
48) (Calpain 3, 15g15.1, NM_000070, NP_000061) ekzon 17°’de homozigot
€.1992+1G>T degisimi saptandi (Sekil 4-51). Bu degisim Sanger dizi analizi ile
dogrulandi. Segregasyon icin ebeveynlerde yapilan incelemede, ¢.1992+1G>T
degisimi icin anne ve babanin heterozigot formda tasiyici oldugu belirlendi
CANP3 geninde gosterilen bu varyantin daha dnce Limb Girdle tip 2A ile iligkisi
bildirilmistir (275).
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Sekil 4-51: Aile 11 molekiiler analiz sonuglar.  indeks olguda CANP3 geninde
homozigot saptanan ¢.1992+1G>T degisiminin IGV goruntisiu. Sanger dizileme ile ayni
degisim igin, anne (b) ve babanin (c) heterozigot, indeks olgunun (d) homozigot

oldugunu goésteren elektroferogram goérintaleri.
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4.1.13. Aile-13 & Olgu IlI-7

42 vyasinda kadin hasta, kas gugsuzligu, yuriUme guclugu ve kalp
hastaliyi nedeniyle molekuller genetik arastirma amaciyla Tibbi Genetik AD’a
yonlendirildi (GO9P7A2) (Sekil 4-52). Aralarinda birinci kuzen evliligi olan giftin
besinci gebelik Urinu olarak NSVY miyadinda dogan, mental motor gelisim
basamaklari normal olan hastanin, klinik 6éykistinde, 15 yasinda el ve ayak
bileklerinde sisme sikayeti nedeniyle olan basvurusunda, akut eklem
romatizmasi tanisi ve tedavisi (Penedur enjeksiyon/ay) disinda o6zellik yoktu.
Bes yillik takipten sonra sikayetleri gerilemis. Yirmi ve 22 yaslarindaki iki
gebeliginden olan, NSD ile dogan iki cocugu var. ilki 21 yasinda saglikli erkek
ve ikincisi, obezite, dismorfik bulgular ve zihinsel yetmezIigi olan 19 yasinda bir
kiz olgu. Kas gugsuzligu ile ilgili sikayetleri ilk kez 24 yasinda baslamis ve
¢abuk yorulma merdiven c¢ikarken guglik ve hipotoni nedeniyle takip altina
alinmis. Olgunun yurime gucliginin artmasi Uzerine yapillan EMG’de
miyopatik degisiklikler saptanmis (iTF,2010). O tarihli kas biopsisinde
mitokondrial degisikliklerle birlikte primer lipid depo hastaligi ve primer
mitokondrial miyopati tanilari ile mitokondriyal miyopati acgisindan takip ve
tedavi altina alinmis (ITF, 2010). Yapilan mtDNA dizi analizinde hastalik iligkili
varyant tespit edilmemis (2012, DETAE). Ayni yil gévde, kol ve ellerde eritemli
sedef tarzi lezyonlar nedeniyle yapilan biopside interfaz dermatit bulgulari
eritema multiforme ile uyumlu bulunmus ve tedavi gormus (Cerrahpasa
TF,2010). Kas gugsuzligu artan hastaya tekrar kas biopsisi yapiimig, seyrek
nektorik lifler, stupheli perifasikller atrofi ve iki lifteki infiltrasyon, inflamatuvar
miyopati agisindan supheli bulunmus ancak tani koydurucu olmamistir
(Hacettepe TF,2013). Olgunun mtDNA dizilemesi de tekrarlanmig ve patojenik
varyant tespit edilmemistir (2018, Gazi TF). Halen kardiyomiyopati tanisiyla
kardiyolojiden de takip edilen hasta, mitokondriyal destek tedavisi almaktadir ve
molekiker genetik arastirma igcin projeye dahil edilmistir. Tibbi Genetik
polikliniginde degerlendirilen hastanin, bulgularinin progresyon gosterdidi,
yurime guclugunun artttigr, normalin 10 kati CK yuksekligi (19731), ve hafif
laktat yuksekligi (2,21) oldugu goraldi ve molekuiler genetik arastirma igin TED

analizi yapildi.
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Sekil 4-52: Aile 13 Pedigrisi. indeks olgunun kizinda obezite, dismorfik
bulgular ve zihinsel yetmezlik gibi fenotipik 6zellikler vardi.

Molekiiler Bulgular

indeks olguya yapilan yapilan TED analizinde, DYSF geninde (Sekil 4-
53) (Dysferlin; 2p13.3-p13.1 NM_003494, NP_003485.1) ekzon 52’de
homozigot ¢.5767+1G>A degisimi saptandi (Sekil 4-54). Bu degisim Sanger
dizi analizi ile dogrulandi. Segregasyon icin ebeveynlerde yapilan incelemede,
c.5767+1G>A degisimi igcin annenin heterozigot formda tasiyici oldugu
belirlendi. DYSF geninde gosterilen bu varyantin daha Once Muscular
Dystrophy, Limb-Girdle, TYPE 2B; LGMD2B ile iligkisi bildirilmistir (276).

Sl ki sitmalii

Sekil 4-53: DYSF transkriptinde ekzon ve intronlar

DYSF (Dysferin) (MIM * 603009) 2p13.3-p13.1 bdlgesinde yerlesik, diz zincirden
transkribe olan, 55 ekzonlu bir gendir. 6,796 bg. uzunlugunda ve 2,080 aa’lik bir polipeptidi
kodlar (277). Disferlin, kas lifi onariminda énemli bir rol oynar.
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Sekil 4-54: Aile 13 Molekiiler analiz Sonuglari

indeks olguda ¢.5767+1G>A

degisiminin IGV goruntlsu (a). Sanger dizileme ile, bu degisim igin, olgunun

homozigot (b) oldugunu, annesinin (c) ve her ikKi

formda tasidiklarini gésteren elektroferogramlar.

gocugunun ise (d,e) heterozigot
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4.1.14. Aile-14 & Olgu IlI-6
Oykii ve Klinik Bulgular

Aralarinda akrabalik olmayan 56 yasinda saglikli baba ve 53 yasinda
saglikh annenin doérduncu gebelik Grinu olan 18 yasinda erkek olgu (G4P4A0)
(Sekil 4-55), CK yuksekligi ve ellerde tremor sikayetiyle Tibbi Genetik klinigine
konsilte edildi. Antenatal takipleri yapilmayan olgunun doJumu evde
gerceklesmis ve postnatal adaptasyon sorunu tariflenmiyor. ilk kez 7 yasinda
ellerinde titreme oldugu farkedilmig, Gglncl basamak dis merkezlerde tetkik
edilmig, ancak sebep bulunamamis. Her hangi bir tedavi almayan olgu, 14
yasinda esansiyel tremoru nedeniyle iTF Nérolojiye basvurmus ve dideral
baslanmig. Bir sure kullanip birakmig ve 17 yasinda sikayetinin artmasi
nedeniyle tekrar ITF Norolojiye basvurdugunda CK:10492 U/L saptanmasi
uzerine BMD 0n tanisi ile Tibbi Genetik AD’a molekuler arastirma amaciyla
yonlendiriimis.  Distrofin geni dizi analizi ve MLPA ile yapilan molektler
analizlerde herhangi bir patojenik varyant veya delesyon/duplikasyon
saptanmamig ve tani dislanmistir (ITF,2018). EMG’de ilimh miyopati bulgulari
olan hastanin EKO’su normal ve kranial MR’da sag lateral ventriktlin sola gore

hafif efase gérinimde olmasi disinda bulgu gézlenmemis.

Esansiyel tremoru ve CK ylksekligi sebat eden olgunun 12.07.2019
tarihli Tibbi Genetik poliklinik muayenesinde, astenik vicut yapisi, kas gucu her
4 ekstremite proksimal ve distalde 5/5, tonus dogal, DTR normal, serebellar
muayenesi dogaldi. Metabolik miyopatiler acisindan incelenmek Uzere
Metabolizma BD’a konsllte edildi ve idrar organik asit testinde, spesifik bir
hastali§i isaret eden atilimlari olmadi§i ancak tandem, kantitatif aa ve VLCFA
testleriyle yeniden degerlendiriimesi istendi. Patolojik inceleme igin ¢ocuk
noroloji tarafindan planlanan kas biopsisi sirasinda, mRNA diuzeyinde DMD
molekuler analizi yapilabilmesi icin, alinan deltoid kas o6rnegi kultire edildi.
Kullture kas hucresinden yapilan RNA izolasyonundan elde edilen cDNA'da,
herhangi bir patojenik dizi dedisimi saptanmadi. Histopatolojik incelemede,
distrofin ve disferlin normal ancak hafif miyopatik degisiklikler saptanan olgu,

bulgularin molekuler kdkeninin arastiriimasi igin projeye dahil edildi.
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Sekil 4-55: Aile 14 Pedigrisi.

Molekiiler Bulgular

indeks olguda yapilan TED analizinde DHTKD1 geninde (Sekil 4-56)
(10pl14, Dehydrogenase E1 and transketolase domain containing 1,
NM_018706.7, NP_061176.3) ekzon 13’te heterozigot ¢.2185G>A
(p.Gly729Arg), degdisimi saptandi (rs117225135) (Sekil 4-57). Bu degisim
Sanger dizi analizi ile dogrulandi. Segregasyon icin annede ve olgunun saglikli
agabeyinde yapilan incelemede, ¢.2185G>A degisimini tagimadiklari belirlendi.
DHTKD1 geninde gdsterilen bu varyantin daha 6nce 2-aminoadipik 2-oxoadipik
asiduri ile iligkisi bildirilmistir (354).

54.27 kb - Forviard strand pam-

DHTKD1-201

protein coding

Sekil 4-56: DHTKDL1 transkriptinde ekzon ve intronlar

DHTKD1 (Dehydrogenase E1 and transketolase domain containing 1) (MIM*614984)
10p14 bdlgesinde yerlesik, duz zincirden transkribe olan,17 ekzonlu bir gendir. Transkripti 5,173
b¢. uzunlugunda ve 919 aa’lik bir polipeptidi kodlar (277). DHTHDY'in, proteine bagh lipoil
gruplarinin indirgenmesinde gorevli bir tiamin difosfata bagiml 2-okso asit dehidrojenaz oldugu
tahmin edilmektedir.
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Sekil 4-57: Aile 14 Molekiiler analiz sonugclari

indeks olguda ¢.2185G>A degisiminin IGV gériintlisii (a). Sanger
dizileme ile, bu degdisim igin olgunun annesi (b) ve agabeyinin (d) homozigot
normal oldugunu, kendisinin ise degisimi heterozigot formda tasidigini gésteren

elektroferogramlar.
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4.1.15. Aile-15 & Olgu V-1 ve V-2
Oykii ve Klinik Bulgular

Aralarinda 1,5.derece kuzen evliligi olan giftin, ilk ve ikinci gebeliginden
olan 3 yasinda ve 10 aylik olan erkek olgu agir buyume gelisme geriligi
nedeniyle genetik arastirma amacciyla dis merkezden Tibbi Genetik klinigine
yonlendirildi (G2P2A0) (Sekil 4-58). Anne 24 yasindayken spontan gebelikle
olan ilk olgunun antenatal takipleri 6. aya kadar normalmis. Sonrasinda bebek
hareketleri azalmis ve son kontrolinde suyunun bittigi sdylenerek acil C/S ile
dogum gerceklesmis. Postnatal kardiak arrest ve resustasyon 6ykusu olan olgu,
prematur sorunlari nedeniyle 65 gun yenidogan YB Unitesinde kalmig. Anne
sutd ile beslenmis ve taburculuk sonrasi ilk 6 ay kilo alimi 400gr/ay olmus ancak
sonra durmug. Blyume gelisme geriligi nedeniyle Cocuk Endokrin ve
Metabolizma, Cocuk Gastroenteroloji bolumlerinde surekli takip altindaymis.
Basini dik tutma, oturma, yurUme gibi motor gelisim basamaklari normal
vaktinde olmus (2 ay, 8 ay,18 ay). Konusma yok, sadece anlamli sesler
¢clkarmaya baslamis. Yenidogan tarama testinde saptanan kismi biotinidaz
eksikligi nedeniyle biotin tb kullaniyor. Ikinci olgumuz annenin 26 yasindaki
spontan gebeliginden olan ve benzer antenatal o6zellikleri gosteren, 6. ayda
suyun bitmesi ile acil C/S ile dogan ve prematurite nedeniyle 56 giin yenidogan
YB oykusu olan 10 aylik erkek olgu. Her iki olgu buyume gelisme geriligi
nedeniyle Tibbi Genetik polikliniginde degerlendirildi. ilk olgunun yapilan
muayenesinde, kilo 7 kg (-7,5SD) ve 69 cm boy (-6,68 SD), 6n fontanel agik (1
cm) arka fontanel kapali, seyrek ve ince saglar, belirgin alin, sag gozde ice
bakan sasilik, bulbdz nasal tip, hafif diz filtrum, ince Ust dudak, kaslar ve
kirpikler belirgin ve belirgin buyuk kulaklarn vardi. Sistemik muayenesinde
retrakte testtisler digsinda bulgu saptanmadi. Radyolojik bulgularinda, tim
iskelet sisteminde proporsiyonel kisalik mevcuttu. ikinci olgunun muayenesinde
kilo 5 kg (-5,79 SD) boy 56 cm (-4,32), 6 fontonael agik (3cm) arka fontanel
kapaliydi. Kromozom analizi ve mikroarray testi normal sonuglanan olgulara

paired TED analizi planlandi.
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Sekil 4-58: Aile 15 Pedigrisi.

Molekiiler Bulgular

indeks olgu ve etkilenmis kardesinde vyapilan TED analizinde
SMARCAL1 geninde (Sekil 4- 59) (2935, SWI/SNF related, matrix associated,
actin dependent regulator of chromatin, subfamily a like 1 NM_014140,
NP_054859.2) ekzon 5'te homozigot  ¢.1027_1034delTTCGAGGC
(p.F343Rfs*13) varyanti saptandi (Sekil 4-60). Bu varyantin her iki olguda
homozigot, anne ve babada ise heterozigot formda bulundugu Sanger dizi
analizi ile dogrulandi. SMARCAL1 (SIOD, MIM#242900) genindeki bi-allelik
patojenik varyantlar Schimke immune-kemik displazisi ile iligskilendiriimektedir.
Ailede saptanan ve daha Once tanimlanmamis olan bu variantin, gen
transkriptinde kodlanan dizide sekiz nukleotit kaybi ile gcerceve kaymasi ve

erken dur kodonu olusturmasi beklendiginden patolojik olarak yorumlandi.

: ‘ T057 kb Fervardstrand o
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Sekil 4-59: SMARCAL1 transkriptinde ekzon ve intronlar

SMARCAL1 (SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of
chromatin, subfamily a like 1) (MIM*614984) 235 bélgesinde yerlesik, diz zincirden transkribe
olan,18 ekzonlu (kodlayan 16) bir gendir. Transkripti 3,201 b¢. uzunlugunda ve 954 aa’lik bir
polipeptidi kodlar (277).
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Sekil 4-60: Aile 15 Molekiiler analiz sonuglari. ¢.1027_1034del’in IGV goéruntisi ve
anne (a) ve babada (b) heterozigot formda goérilen degisimin, her iki kardesteki

homozigot elektroferogram goéruntdileri.
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4.1.16. Aile-16 & Olgu IlI-3

Onbes yasinda kiz olgu, progresif pitozis ve kas biopsisinde mitokondrial
miyopati lehine bulgular olmasi nedeniyle, molekuler genetik arastirma
amaciyla Tibbi Genetik AD’a yonlendirildi. Aralarinda akrabalik olmayan giftin
3’Uncu ve ikiz gebelik Urinud olarak NSD ile vaktinde dogmus (G5P5A0Y6)
(Sekil 4-61). Prenatal takipsiz ve postnatal sorunsuz olan olgunun mental motor
gelisim basamaklari normal tarif ediliyor. ik kez ilkokul 1’inci sinifta bacak agrisi
nedeniyle tetkik edilmis, romatizma oldugu soOylenmis fakat kesin tani
konulamamig. Sekizinci sinifta goz kapaklarinda digsme baslamis (pitozis), bir
sonraki yil ilerlemis, istahi azalmis ve kilo kaybi baslamig. Yapilan kas
biopsisinde; 14-15 adet ragged red lif, 6-7 adet SDH yogun lif ve yine 11-12
adet COX negatif lif izlenmesi Uzerine, mitokondrial miyopati ile uyumlu
bulunmus (iTF,2015). Dis merkezde yapilan mtDNA dizi analizinde patojenik bir
degisim saptanmamistir (Gazi Tip,2018). Son 2 yildir IUTF Metabolizmadan

takip edilen olgu molekuler genetik arastirma amaciyla projeye dahil edilmistir.
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Sekil 4-61: Aile 16 Pedigrisi.

Molekiiler Bulgular

indeks olguya yapilan TED analizinde molekdiler etiyolojiyi aciklayan bir
varyant gosterilemedi. MtDNA dizi analizi igin, 6zgun tasarlanan primerlerle
yapilan uzun PZR ile, dort bolgeye ait uygun bant boyunda gorunta alindi (Sekil
4-62). YND ile yapilan tim mtDNA dizi analizinde MITOMAP veri tabaninda
patojenik olarak bildirilen degisimlere rastlanmadi. Hastanin Kearn Sayre ile
uyumlu klinik 6zellikleri nedeniyle delesyon analizi planlandi.
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Sekil 4-62: Aile 16 olgu IlI-3 mtDNA uzun PZR agaroz jel goriintiisii
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4.1.17. Aile-17 & Olgu IV-1
Aralarinda birinci derece kuzen evliligi olan ciftin ilk gebelik tGrlni olan 4
yasinda kiz olgu, yuriyememe, konugsamama gikayeti ve mitokondriyal hastalik
lehine laboratuvar ve Klinik bulgulari ile genetik arastirma amaciyla Tibbi
Genetik AD’a yonlendirildi.

Olgu ilk kez 2016 yilinda 14 aylikken, gelisim geriligi, hipotoni ve nedeni
bilinmeyen ates sikayetiyle yatarak tetkik ve tedavi altindayken Tibbi Genetik
klinigine konsulte edilmigti. Spontan gebelikle olan, antenanatal sorun tarif
etmeyen, 38. GH'da C/S ile 3750gr dogan olgunun postnatal adaptasyon
sorunu da olmamis (G2P2A0) (Sekil 4-63). ilk 6 ay anne siitii alan, sonra mama
ve ek gida ile beslenen olgunun, tarti alimi normalmis. Dogumdan beri aile
tarafindan kas gevsekligi oldugu farkedilmis ancak patolojik oldugu
dusundlmemus. Bas kontrolu 3. ay, desteksiz oturma 7. ayda olmus ancak 8.
ayda baslayan atesli hastaliklari (USYE,IYE) nedeniyle bu becerileri kaybetmis.
Hirnilltili solunum, Oksuruk kesilmeksizin, onuncu aydan sonra atesleri kontrol
altina alinamaz olmus ve 12 aylik iken ITF’de yatarak takip ve tedavi altina
alinmisg. IVIG tedavisi ile atesi diusen ancak 2 hafta sonra tekrar yukselen
olgunun ategli nobetleri ve uykuda sag elde titreme seklinde olan ve 10 sn
suren nobetleri omus. EEG’de spontan uyku trasesinde organizasyon
bozuklugu ile multifokal yiksek amplitidli keskin yavas dalga aktivitesi seklinde
patolojik desarj raporlanmig (ITF, 2016). Kranial MR’da yasa goére hafif gecikmis
miyelinizasyon, korpuz kallozum diffiz ince, MRS’te laktat piki yok ancak
bulgular mitokondrial hastalik agisindan sipheli bulunmus. EMG’de 1limh
miyojen tutulum, kas biopsisinde lipid birikim miyopatisi ve tip Il lif atrofisi
g6zlenmis (ITF, 2016). Kas dokusunda kompleks IV enzim aktivitesi dusuk
saptanmig (30 U/grprotein N:112-351, Kompleks IV/Sitrat Sentaz:0,3 N: 1,1-5)
(Hacettepe, 2016). Kemik iligi aspirasyon biopsisinde depo hastaligi lehine
bulgu saptanmayan olgunun, tandem MS, KAA, IOA, CDG, VLCFA gibi
metabolik tetkiklerinde o6zellik saptanmamig, CK normal (70 U/L) bulunmus.
MtDNA dizi analizinde (Gazi,2017) ve >4800 gene ait dizilemeyi iceren klinik
ekzom analizinde (intergen,2017) molekiiler etiyolojiyi acgiklayacak bir degisim
saptanmamis. Farkli bir merkezde yapilan ekzom analizinde de KCNT1 geninde

tek allelde gosterilen degisim annede de gérilmis (Biruni Univ, 2018).
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Hasta 4 yasinda Tibbi Genetik polikliniginde tekrar degerlendirildiginde,
motor gelisiminde; bir buguk yasinda tekrar oturmaya basladigi, 3 yas 10
aylikken siraladigi  ancak halen yudriyemedigi, aldigi fizik tedaviden fayda
gordigu ogrenildi. Heceleme 3 yas 9 ayda bagslamig ancak halen
konusmuyordu. Kranial MR'da korpus kallozum 06zellikle posteriorda belirgin
inceydi (Hacettepe, 2018) ve idrarda 2 yildir devam eden proteinlri mevcuttu
(biopsi yapilmamis). Halen, femoral katetere sekonder tromboz o&ykusu
nedeniyle (2 yasinda) enapril ve mitokondrial destek tedavisi alan hasta,
molekuler etiyolojinin arastiriimasi icin projeye dahil edildi. mtDNA ve TED
analizi yapildi. Her iki analizde de iligkili patojenik varyant saptanmamasi

uzerine TGD analizi planlandi.
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Sekil 4-63: Aile 17 Pedigrisi.

4.1.18. Aile-18 & Olgu IV-1
Sekiz yasinda erkek olgu, néromotor gerilik, biyime gelisme gerilidi,
hipotoni, lipid birikim miyopatisi, miyoklonik nobet Oykusu ile Beslenme ve
Metabolizma Bilim Dalinda mitokondrial hastalik klinik tanisi ile izlenmekte iken,
molekduler etiyolojinin arastiriimasi amaciyla Tibbi Genetik AD’a konstlte edildi.
Aralarinda akrabalik olmayan (farkli sehir) saglikh 33 y anne ile 36 y babanin
ikinci gebelik Urund olarak 41.GH’da NSVY ile dogmus (G2P1A1) (Sekil 4-64).

Prenatal takiplerinde ve postanal dykisunde 6zellik olamayan olgunun, emmesi
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iyiymis ve 1,5 aylikken gulumsemis. Anne ilk U¢ ay gelisimin normal oldugunu,
kas gevsekligi olmadigini ifade ediyor. iki buguk aylikkken her giin uykuda
miyoklonik jerkleri oluyormus ancak anne nobet oldugunu anlamamis. Ug
aylikken basini tutmadigi i¢cin gocuk norolojisine basvuran olgu, bir ay sonra
kontrole gagirimis. Bes aylikken nobetleri nedeniyle Goztepe EAH'de 21 gln
YB yatig oykusu var. Fenobarbital tedavisi baglanarak taburcu edilen hastaya,
yapilan kas biopsisinde lipid depo miyopatisi saptanmasi Uzerine Cocuk
Metabolizma takibi énerilmis (iTF,2011). Mitokondrial destek tedavisi baslanan
olgunun, mitokondrial hastalik acgisindan ilgili branslarla birlikte takipleri
yapiimis. 4-5 yaslarinda strabismus nedeniyle goz takibine alinmig ve iki yildir
g6zlik kullaniyor. Batin USG de bdbrekte saptanan grade I-ll ekojenite artisi
nedeniyle nefrolojiden takipli ancak proteinlri saptanmiyor. Doért yasinda
fenobarbital azaltilarak kesilmig, ve tekrar ndbet gecirme Oykusu olmamis.
EKO’su normal olan hastanin kranial MR’da her iki periventrikiler derin beyaz
cevherde, T2 agirlikl ve FLAIR sekansta hiperintens ve T2 agirlikli sekansta
hipointens diffiz simetrik sinyal degisimleri, derin ak maddeyi tutan metabolik
hastalik dusundurmektedir. Yapilan mtDNA dizi analizinde klinik durumun
molekuler temeleini aydinlatacak gugte patojenik degisim saptanmamigtir.
Metabolik tetkiklerinde zaman zaman laktat yuksekligi olan hastanin son
analizinde N (ITF, 2017), tandem ve kaa normal ve IOA analizinde nonspesifik
atiimlar saptanmis. Total hekzozaminidaz aktivitesi normal olan olgu (Dizen
Lab) molekuler genetik arastirma amaciyla Tibbi Genetik AD’ a yonlendirilmistir.
8 yas 1 aylik erkek olgunun, tarti 16 kg (-3,83 SD) , boy 110 cm (-3,4 SD) ve
BC: 49,5 cm (-2,5SD) ile blyime geli,sme geriligi ve ndromotor geriligi
g6zlendi; bas kontroll 3 yas, desteksiz oturma 3,5 yas (FTR ile), emekleme 4
yas, siralama olmamig ve halen destekle yuruyor (elinden tutarak). Hecelemeye
4 yasinda baslayan olgunun, 20 kelimesi var ancak dizartrik konusuyordu.
Trunkal hipotoni saptanan olguda DTR normoaktif ve babinski negatifti.

Gozlerde disa bakis kisithydi.

Konvansiyonel karyotip analizi normal olan hastanin (46,XY, dismerkez),
yapilan array CGH analizinde klinik olarak anlaml herhangi bir kopya sayisi
degisikligi saptanmamis (iTF, 2018). Frajil X sendromu igin yapilan FMR-1 geni
tekrar sayisi analizi FRAXA-30 CGG, normal olarak raporlanmis (Haseki, 2017).
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Mevcut éyku, klinik bulgular, gérinttileme ve laboratuvar testleri ile hastaya solo
TED analizi yapildi. Ancak mevcut klinigin molekuler temelini aciklayacak

herhangi bir patojenik varyant saptanmadigindan TGD analizi planlandi.

5 b0

Sekil 4-64: Aile 18 Pedigrisi.

4.1.19. Aile-19 & Olgu IV-7 ve IV-10

Dort yasinda kiz olgu sik disme, kosamama, oturdugu yerden kalkma ve
merdiven g¢ikmada gugluk, CK yuksekligi ve eks kardes Oykisu olmasi
nedeniyle genetik arastirma ve danisma icin Tibbi Genetik Klinigine
yonlendirildi. Aralarinda ikinci derece kuzen akrabaligi olan giftin Gglincl gebelik
arinua (G3P3Y2) (Sekil 4-65). Birinci gebelikte, antenatal ve postnatal oyku
dogal ve 12 yasinda saglikli kiz (IV-5), ikinci gebelikte, antenatal takiplerinde
bebek hareketleri azmis ve 38.GH'da C/S ile dogan kiz olgunun, postnatal
hipotoni ve uzamis sarilik nedeniyle 10 gun YB yatis dykusu var. Motor gelisimi
geri, hipotonisi ve hepatosplenomegalisi olan bu kardese 3 yasinda yapilan
karaciger biopsisinde GSD Tip 3 patolojik tanisi konmus ancak molekuler olarak
dogrulanmamis. Sik akciger enfeksiyonu geciren olgu 3,5 yasinda solunum
yetmezIligi nedeniyle kaybedilmig (IV-6). Uglincli gebelikten olan olgumuz (1V-7)
33 haftalik C/S ile dogmus ve postnatal adaptasyon sorunu ve YB yatisi
olmamig. Bas tutma 3. ay, desteksiz oturma 7. ay ve yurime 18. ayda baslayan

olgunun, mental gelisimi normal degerlendirilmis. Eks kardes oykusu nedeniyle
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GSD tip 3 ve la icin yapilan AGL ve G6PC geni dizi analizinde mutasyon
saptanmamis (Ege TF). Yedi aylikken yapilan tetkiklerde serum kas enzimleri
yuksek saptanan olgunun degerleri giderek yukselmis (CK: 64301, AST:24271,
ALT:1501, LDH:968). idrar OA analizinde laktat ve siiksinik asit atilimi 2 kat ve
4-OH fenil laktik asit atilimi 5 kat ylUksek saptanmis. Tum batin USG'de
karaciger normal degerlendirilen olguya, kas biopsisi yapilmis ve mitokondrial
solunum zinciri enzim aktiviteleri disuk raporlanmis (Hacettepe, 2017), ancak
histopatolojik incelemede spesifik miyopatik degisiklik gdzlenmemis (ITF, 2017).
Hem mitokondriyal yapi ve fonksiyonu degerlendiren boyamalar, hem de
distrofiler agisindan yapilan immunhistokimyasal incelemelerde normal kas
dokusu ile benzer patern gbzlenmis ve sonug¢ “kas liflerinin g¢apinda hafif
degisklikler” olarak raporlanmis. Kranial MR ve EKO’su normal olan olgunun iki
farkh dis merkezde yapilan klinik ekzom dizileme analizinde patojenik varyant

saptanmamis (Ege TF ve Intergen) .

ilk olgunun kuzeni (IV-10) ve aralarinda akrabalik olan ciftin (1.kuzen),
doérdlincu gebelik Grind 13 aylik erkek olgu, motor gelisimde gecikme (bas
tutma 6. ay, destekli oturma 8. ay) ve aile hikayesinde eks kuzen dykusu olmasi
nedeniyle, genetik arastirma amaciyla Tibbi Genetik klinigine yonlendirildi.
Annenin ilk iki gebeliginden 14 ve 10 yaslarinda iki kiz gocugu var (IV-8,9),
dclnclu gebelik abortus (17. hafta) ve doérdincu gebelik olgumuz (IV-10).
Antenatal takiplerinde sorun olmayan, NSD ile preterm dogan (36.GH) olgunun
postnatal adaptasyon sorunu olmamis. Ik yirmi giin emmesi zayif oldugundan
formUl mamayla beslenmis, ancak sonra emmeye baslamis. Halen tamamlayici
beslenme ile anne sitl aliyor. Basini tutmasi geciktigi icin ilk kez besinci ayinda
cocuk Norolojisi tarafindan degerlendirilien olgunun CK’si ylksek (CK:3210)
EMG, EEG, gbz ve kardiyolojik muayeneleri normal sonuglanmis (ITF, 2018).
Cocuk Metabolizma’ ya konslilte edilen olgu, mitokondriyal hastalik agisindan
tetkik edilmis, Tandem MS normal ve IOA analizinde nonspesifik atilimlari olan
hastaya mitokondriyal destek tedavisi baglanmis. Halen Cocuk Norolojisi ve
Cocuk Metabolizma tarafindan takip edilen olgunun, digs merkezde yapilan klinik
ekzom analizinde patojenik varyant saptanmamis (Bezmi Alem,2019). Genetik
arastirma i¢in 07.03.2019 tarihinde Tibbi Genetik klinigine yonlendirilen olgunun
yapilan 13. ay muayenesinde, tarti 8,3 kg (10-25p), boy 74 cm (50-75p), bas
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cevresi 46,4 cm (50p), motor gelisimi geri (bas kontrolu 8. ay, desteki oturma
10.ay ve destekle dikiliyor) ve mental gelisimi normaldi. Halen siralamiyor
sadece destekle dikilebiliyo ve ayakta pes planovalgus deformitesi vardi. Her iki
olgunun dis merkezlerde yapilan TED verileri yeniden ve karsilastirmali analiz
edildi. Miyopati iligkili genlerde saptanan yanlis anlamh varyantlarin birlesik
heterozigot formda ve veri tabanlarinda 6nemi bilinmeyen veya muhtemel
benign olarak gorulmesi olgulardaki klinigin molekuler kokenini agiklayamadi.
Olgularla ilgili olarak, Gguncu nesil dizileme igin ilgili firma ile irtibat kuruldu ve
yeni bir proje kapsaminda TGD analizi yapilmasi dusundldu. Ayrica,
hastalardan dis merkezden istenen FGF-21 ve GDF-15 testi igin, mitokondriyal
hastaliklarda yeni biyobelirtecler olarak kabul edilen FGF-21 ve GDF-15’in
ELISA yontemi ile analizi icin kit temin edildi ve mitokondriyal hastalik
dusundlen olgular, diger miyopati olgulari ve saglikh kontrollerle birlikte prediktif

bir kesme degeri hesaplanacak sekilde ¢alisiimasi planlandi.
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Sekil 4-65: Aile 19 Pedigrisi.

4.1.20. Aile-20 &0Olgu V-3
Aralarinda 1.5 derece kuzen evliligi olan 24 yasinda saglikli anne ile 29
yasinda saglikli baba’nin dordlinclu gebelik Urinl olarak dogan 4.5 aylik disi

olgu, disformik bulgular, psikomotor gerilik, glokom, megakornea, mikrosefali
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epileptik ndbetler, nakil gerektiren ve sebahat eden pansitopeni bulgulari ile
Tibbi Genetik AD’a konstilte edildi (G4P3A1) (Sekil 4-65).G1:spontan abortus,
G2:4 yasinda saglikh erkek, G3: 37.GH’da NSD ile 2600gr tarti 48cm boy ile
dogmus. Perinatal asfiksi Oyklsu yok. Postnatal ikinci haftada halsizlik
trombositopeni ve emme gucligu nedeniyle yatarak tedavi gormus (Tekirdag
DH). Kranial BT'de bilateral serebral ve serebellar hemisferlerde iskemi lehine
hipodens alanlar, sol pariato-oksipital fisslirde kalsifikasyon izlenmis. Goéz
muayenesi enfeksiyon disinda (Burkholderia cepacia Uremis) normal
raporlanmis. Metabolik testlerinde, IOA hafif etanolamin artisi, KAA'da aspartik
asitte orta derece artis disinda Ozellik yokmus. Opistotonus, araknodaktili,
trombositopeli (40.000), aPTT uzun (86sn) ve intrakranial kanama nedeniyle
postnatal 20.gliinde eks olmus. G4: Olguya olan son gebelik 6zel hastanede
dizenli takipli, tarama testleri normal ancak 31.haftada polihidroamnios
saptanmig. 38. GH'da NSVY ile 2630 gr tarti ve 48 cm boyda dogmus.
Trombositopeni ve megalokornea nedeniyle vyatarak izlenen hastada,
pansitopeni (Hb:9-11 mg/dl, trombositi 60.000, lenfosit 1000) go6riimas.
Hastanin yapilan noérolojik muaynesinde opustotonus postiriande DTR normal
solda klonus go6zlenmis. Tonik spazmlari nedeniyle antiepileptik baglanmis.
Kranial MR’da korpus kallozumda incelme, sag glob boyutlarinda artis, ROP’da
sagda megalokornea, korneal 6dem, retina on ve arka kamarada hemoraji,
posteriorda sinesi, dekolman ve glokom saptanmis. Karaciger ve batin USG
normal olan hasta, ilgili branglara izlem o6nerisi ile 4 ay sonra taburcu edilmis.
Akut I6semi paneli, DEB testi ve MPL gen dizi analizi (bilinen mutasyonlar)
normal sonucglanmis. Hematoloji ve Metabolizma takibi 6nerisiyle taburcu
olmus. ITF Cocuk hematolojiye 5000 tombosit sayisi ile basvuran hastaya
trombosit inflzyonu yapilmis. Tbbi Genetik AD’ a konsulte edilen 4,5 aylik
olgunun yapilan muayenesinde tarti 4,63 kg (-3,11 SD) boy 57,5cm (-2,64SD)
bas cevresi 37,5cm (-3,41SD) genel durum iyi, suur acik ve aktifti. On fontanel
1x2cm, arka fontanel kapali, belirgin oksiput, sari kizil saclar, acik sari kaslar,
g6z muaynesinde kornealar buyuk ve bulanik, megalokornea, sag sklera
hemorajik, basik burun kokl, dar ve yliksek damak, hipoplastik lobulli belirgin
kulaklar izlendi. Pektus ekskavatum, ayrik inverted meme baslari, 2/6 sistolik

afirim mevcuttu. Solunum sesleri dogal, batin rahat hepatosplenomegali
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olamyan ve haricen disi olgunun, govde opustotonus postiurinde, ekstremiteler
hipotonik, DTR normoaktif, solda klonus, basini tutamiyor ve 1s1ga donmesi

yoktu.

Ayrici tanida psikomotor gerilik ve pansitopeni nedeniyle Jacobsen
sendromu (11g23.3 delesyon sendromu) dusunuldi ancak bu amacla yapilan
array-CGH analizinde 15q11-2ql4’de, 23706111_34104221 baz iftleri
arasinda LOH (heterozigozite kaybi) disinda 6zellik saptanmadi (iTF,2018).
Ebeveynler arasinda akrabalikk olmasi nedeniyle genom noyunca bagka
bolgelerde de LOH saptanabilme ihtimali ile imprinted genlerin yeraldigi bu
bdlgede, PWS/AS bolgesi metilasyona 6zgi PCR yontemi ile incelenerek
normal metilasyon dizeyinde maternal ve paternal bi-allelik kalitim saptandi
(iTF,2018). Benzer etkilenmis eks kardes oykisl, pansitopeni (kronik
trombositopeni agirlikl), tonik spazmlar, g6z bulgulari (hemoraji, megalakornea,
dekolman) kizil sag, disformizm, blUyime gelisme geriligi ve mikrosefali
nedeniyle izlenen olgu YB’da kalp ve solunum destegi almaktadir. Ozgiin tanisi
olmayan olgudan periferik yayma, kemik iligi biyopsisi istendi ve sonuglari ile
birlikte ileri molekll analiz planlandi. Kromozom analizi ve mikroarray testi
normal sonuglanan olguya TED analizi yapildi. Ancak mevcut klinigin molekuler

temelini acgiklayacak herhangi bir patojenik varyant saptanmadigindan TGD

:
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Sekil 4-66: Aile 20 Pedigrisi.

analizi planlandi.
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5. TARTISMA

Tani konulamayan KMH’in blydk bir grubunu mitokondrial hastaliklar
olugturmaktadir. Bu durum hem klinik heterojenite hem de mitokondrial
genetigin kendine has tani zorluklarindan kaynaklanir. Yeni nesil dizileme
tekniklerinin gelismesi, mitokondrial hastaliklarin tanisal basarisini artirmig,
klinisyenlerin bu tir hastaliklara kargi daha duyarli olmasi ve surekli artan
sayida hastaligin tanimlanmasina olanak saglamistir. Ginimuizde, patojenik
MtDNA mutasyonlarinin yani sira, mtDNA butunlagunu degistiren, nukleer
genlerle ilgili Mendel kahtimina uyan mekanizmalar aydinlatilamaya devam
etmektedir. Guncel c¢alismalar, algoritmanin degismesini, YND ile yapilan
molekuler analizlerin, kas biopsisi gibi girisimsel islemleri gerektiren
biyokimyasal ve patolojik incelemelerin dncesinde yapilmasini 6nermektedir.
Bu projeye dahil edilen olgularin da bir ¢gogu (14/20) mitokondrial hastalik
suphesi olan ancak henuz molekuler etiyolojinin aydinlatilamadigi olgulardi ve
ailelerin yarisinda molekuller etiyoloji “mitokondriyal hastalik” temelinde

¢O6zumlenmistir.

Mitokondriyal patolojiler, yani mitokondri i¢inde aktif olan proteinler icin
gerek nDNA, gerekse mtDNA tarafindan kodlanan genlerdeki mutasyonlar
nedeniyle mitokondriyal metabolizmay! etkileyen genetik hastaliklar 1988
yihindan itibaren ilgi cekmeye baslamistir. 1988’de, iki farkl arastirmaci grubu
tarafindan, sirasiyla mitokondriyal miyopati olan hastalardan alinan kas
biyopsilerinde mtDNA'da buyuk oOlcekli delesyonlar ve mtDNA tarafindan
kodlanan NADH dehidrogenaz kompleks subunit 4 geninde (MTND4), maternal
kalitim gosteren Leber'in herediter optik néropatisi (LHON) ile iliskili bir nokta
mutasyonu tanimlanmigtir (281,282). Yine ayni yil Kearns-Sayre sendromunun
(KSS) genetik etiyolojisinde mtDNA delesyonlarinin rolu oldugu ortaya
konmustur (283). Bu gelismelerin ardindan, Mendel genetiginden ayri,
mtDNA'nin agagidaki Ug¢ Ozelligine dayali yeni bir "mitokondriyal genetik"

kavrami ortaya ¢ikmigtir (284,285):

() Poliplazmi, homoplazmi, heteroplazmi: Her hlcre yuzlerce veya

binlerce mitokondri icerir ve her mitokondri mtDNA'nin ¢oklu kopyalarini
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barindirir (poliplazmi). Normal hucreler ayni mtDNA (homoplazi) kopyalarina
sahiptir, ancak mtDNA'da mutasyon olan hastalarda mutant ve normal tip
mtDNA'lar rasgele dagihim (heteroplazmi) gosterir. Heteroplazminin énemli bir
sonucu olarak solunum zincirinde bozulmalarin izlenmesi ve hastaligin ortaya
¢cikmasi icin kritik sayida mutant mtDNA gereklidir (esik etkisi). Dolayisiyla,
mitokondrinin tum dokularda bulundugu da g6z 6nudne alindiginda, mtDNA
hastaliklari herhangi bir dokuyu veya tum dokulari etkileyebilen, oldukca
heterojen Kklinik tablolara neden olur. KSS, MELAS (mitokondriyal
ensefalomiyopati, laktik asidoz ve inme benzeri ataklar), MERRF (miyoklonik
epilepsi ve duzensiz kirmizi lif hastaligi), NARP/MILS (noropati, ataksi, retinitis
pigmentoza/maternal kalitim gosteren Leigh sendromu) dahil multisistem
bozukluklari mtDNA hastaliklarinin tipik ornekleridir. Bununla birlikte, tek tek
dokularin etkilenebilecegi nadir durumlar vardir, érnegin CYTB genindeki
mutasyonlara bagli iskelet kasi miyopatisi durumunda, iskelet kasinda mutant
CYTB'nin mutasyon yudkunun esik etkisini asarak diger dokulara kiyasla
orantisiz olarak yuksek oldugu varsayiimistir (286). Ancak tipik olarak mtDNA

ile iligkili hastaliklar heterojen bir klinik bozukluk grubudur.

() Maternal kahtim: mtDNA'daki ¢odu patojenik kiguk mutasyonlar
maternal olarak kaltihr (287). Mutant bir mtDNA tasiyan etkilenmis veya
etkilenmemis bir anne, erkek ve kiz tum ¢ocuklarina bunu gegirebilir ve hastalik,
anne soyundan gelen tum Uyelerde az ya da c¢ok siddetli bir sekilde ortaya
¢ikabilir. Bu nedenle, maternal akrabalarda kisa boy, egzersiz intoleransi,
diabetes mellitus veya migren bas agrisi gibi “hafif bulgular” dahil aile
oykdlerinin alinmasi onemlidir. Aile oykusu, maternal olarak kalitilan mtDNA
nokta mutasyonlarini daha ¢ok sporadik olgularda gorulen buyuk olgekli tek
mtDNA delesyonlarinin neden oldugu hastaliklardan ayirt edilmesini saglar
(288). mtDNA'da maternal kaltimin arastirildigi yakin zamanli bir makalede
akrabalik iligkisi olmayan birden fazla nesli kapsayan Ug¢ ailede, yeni nesil tim
MtDNA dizileme ile paternal mtDNA'ya iliskin degisken heteroplazmi (%24-%75)
gosterilmigtir (289). Patojenik paternal mtDNA mutasyonu gegisinin etkisi halen
arastirma konusudur, ¢unkl ayni calismada maternal kalitimin yayginligini
korudugu ve test edilen tum ailelerde paternal gecisin mtDNA'ya sinirli bir katki

sagladigi gosterilmigtir. Aslinda, embriyo gelisimi sirasinda, muhtemelen halen
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bilinmeyen otozomal dominant bir genle iligkili mutasyona bagli olarak paternal
miDNA'nin ortadan kaldirimasina yol agan tam olarak anlasiimamis

mekanizmalar olabilecedi 6ngorulmektedir.

(1) Mitotik segregasyon: mtDNA icin heteroplazmik olan hicreler
bolundukge, gelecek nesle gegen mtDNA'nin mutasyon yukud normal tip ya da
mutant tip lehine olmak Uzere farklilasabilir ve boylece hem genotip hem de

fenotip zaman icinde degisebilir (290).

Ug teknik sayesinde mtDNA ile iligkili hastaliklarin tanisinda degerli
ipuclari saglanmistir. Ik teknik, histokimyasal olarak sitokrom ¢ oksidaz/sodyum
dehidrogenaz (COX/SDH) cift boyama yodntemidir. COX eksikligi mtDNA
hastaliklarinin ayirt edici 6zelligidir. COX-negatif lifler, SDH ile yodun boyanir ve
kompansatuvar olarak mitokondriyal proliferasyon nedeniyle, Gomori trikrom
boyama ile "dlzensiz kirmizi lifler" (ragged red fiber) olarak goérulirler. COX'un
kahverengi boyasi, normal liflerde SDH'nin mavi boyasina ustun gelirken, COX
negatif lifler parlak mavi bir renk ("dlzensiz mauvi lifler") ve COX eksikligi olan
lifler daha hafif mavimsi bir renk ile boyanir (291). Mitokondriyal hastaliklari olan
hastalarda COX/SDH ¢ift boyamanin genellikle kas biyopsilerinde tanisal olarak
yararli oldugu kanitlanmistir ve mtDNA ile iligkili ensefalomiyopatili hastalarin
beyin kesitlerinde ayni derecede degerlidir. ikinci ve daha duyarl teknik, yeni bir
mtDNA mutasyonunun PCR ile amplifiye edilmesine dayanmaktadir (292). Bu
yontem COX-negatif ve normal gérinimli kas liflerindeki normal tip ve mutant
mtDNA'nIn nispi yuzdelerini tespit eder. Bu sonuglar yeni mtDNA varyantlarinin
patojenitesine dair ipuglari sunar. Uglinct teknik, sitoplazmik hibrid fibroblast
hicre hatlarinin olusturulmasini temel almistir (293). Bu heteroplazmik veya
homoplazmik hibridler MELAS, MERRF ve KSS'deki biyokimyasal sonuglari ve
fonksiyonel esik etkilerini degerlendirmek icin ayirt edici modeller saglamistir.
Hibrid hucre hatlari, mtDNA ile iligkili hastaliklarin tedavisinde farkl yaklagimlari

test etmek igin gesitli terapotik stratejilerde kullaniimistir.

Mitokondrial hastaliklarda, iki genom arasindaki ortaklik esit degildir ve
genetik kdken ezici bir sekilde mtDNA bakimini, ¢cogalmasini ve butinligunu
kontrol eden nukleer genom lehinedir. mtDNA’y1 etkileyen nukleer genlerdeki

patojenik mutasyonlar mtDNA tukenmesi veya ¢oklu mtDNA delesyonlari ile
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karakterize edilen iki grup mitokondriyal hastaliga yol acar. Bu hastaliklarin
Mendelyan genetik kokenleri ortaktir ancak mtDNA hasarinin "esik etkisi"
nedeniyle fenotipik heterojenite gorilir. MtDNA tikenmesi kavrami, ilk kez
1991 yilinda Carlos Moraes tarafindan tanimlandi ve etkilenen bebeklerden
alinan farkh dokularda kismi mtDNA azalmasi go6zlendi (294). MtDNA
batunligunu etkileyen Mendelian genetik kusurlar, cesitli kombinasyonlarda
MtDNA tikenmesini ve mtDNA'nin ¢oklu delesyonunu kapsamaktadir. DNA'nin
yapi taslari olan deoksinukleozit trifosfatlarin (dNTP'ler) intramitokondrial
havuzunun ve mitokondriyal nukleik asit biyosentezinin kontrolunde ¢oklu
nikleer genler yer alir. Timidin kinaz 2'yi kodlayan TK2 genindeki mutasyonlar,
en yaygin nedenler arasindadir. Wang tarafindan bildirilen yaklasik 200 hastalik
mitokondriyal tikenme sendromu grubunda, TK2 mutasyonlari olan hastalarin
cogunda infantil baglangigh formu go6zlenmistir. Dogumda veya dogumdan
hemen sonra genel zayiflik, solunum yetmezIigi ve 1 ila 3 yas arasinda o6lumle
sonuglanan, iskelet kasinda siddetli mtDNA tikenmesi gorulir (295,296). Son
yillarda, bu bebekler igin hayat kurtaran bir tedavi yaklagsimi gelistirilmistir. Oral
deoksinukleozitler (TK2 enziminin substratlari) farelerde mtDNA tukenmesini
iyilestirmede ve artan yasam suresinde etkinlik gostermistir. Bu tedavi, dinya
¢apinda 16 hastada kullaniimis ve elde edilen sonuglar, bir klinik denemeyi
baglatmistir (297,298). TK2 genindeki mutasyonlar, infantil baslangich
miyopatinin yani sira, iskelet kasinda ¢cok sayida mtDNA delesyonunun eslik
ettigi, daha gec¢ baslangigh klinik prezentasyonlar da gdstermektedir. TK2 gen
mutasyonlarina sahip ge¢ baslangigh hastalardan  oral deoksinukleosid
tedavisine cevap veren yetiskin hastalar da bildirilmigtir  (298).

Calismamiza dahil edilen aile 1'deki 2 kardes olguda TK2 geninde
(Timidin Kinaz 2) exon 5te homozigot ¢.323C>T (p.Thr108Met) degdisimi
saptandi. Sonu¢ ge¢ baslangi¢li myopatik form mtDNA deplesyon sendromu

klinigi ile uyumluydu.

Timidin kinaz 2 (TK2), replikasyon i¢cin mtDNA’ya katilan ve pirimidin
nukleozitlerinin (timidin ve deoksisitidin) monofosfatlarina dontisumini katalize
eden, nDNA tarafindan kodlanan bir mitokondriyal enzimdir. Mitokondriyal
dNTP havuzu, mitokondri i¢ zari yuklu molekullere kargi gegirimsiz oldugundan
sitozolik havuzdan ayrilir. Mitokondride de novo dNTP sentez yolagi bulunmaz.
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Cizgili kas hucreleri gibi replike olmayan hucrelerde mtDNA sentezi igin gerekli
dNTP havuzu sadece deoksiribonukleosit kinazlar gibi mitokondriyal kurtarma
yolagl enzimlerine baglidir. Doért insan deoksiribonukleosit kinazindan ikisi,
deoksiguanozin kinaz (dGK) ve timidin kinaz-2 (TK2) mitokondride eksprese
edilir (299). TK2'nin otozomal resesif eksikligi ilk olarak 2001 yilinda giddetli
miyopati, yuksek kreatin kinaz, mitokondriyal solunum zinciri aktivitesinin goklu
eksikligi ve kas dokusundaki dusuk mtDNA kopya sayisi olan dort ¢ocukta
Saada ve ark. tarafindan tanimlanmistir (300). Bu calismada TK2'deki iki
patojenik varyant, 90. pozisyondaki histidinin ve 181. pozisyondaki izoldsinin
asparajine donusmesine neden olmustur. Bu bireylerde, TK2'nin kas
mitokondrilerindeki aktivitesinin, saglikli kontrollerdeki ortalama degerin %14-
45'ne kadar azaldigi tespit edilmistir. TK2'deki bu mutasyonlar, mitokondriyal
DNA deplesyonu icin yeni bir etiyolojiye isaret etmis ve mitokondriyal deplesyon
patogenezinde mitokondriyal dNTP havuzunun &nemini vurgulamigtir.
Sitoplazmik hibrid yontemi mitokondriyal olmayan kalitimi desteklemigtir.
mtDNA replikasyonu veya promotorlerle iligkili diger mutasyonlar diglanmistir.
MtDNA deplesyonu olan bir ailede baglanti analizi, mitokondriyal transkripsiyon
faktoru A, nukleer solunum faktort1, mitokondriyal tek sarmalli DNA baglayici
protein ve endonukleaz G'nin tutulumunu diglamistir. Sitoplazmik havuzdan
farkh olarak mitokondriyal dNTP havuzunun mtDNA deplesyonu patogenezinde
rol oynadigi 6ne surtulmustur. mtDNA instabilitesinin tespit edildigi artan sayida
mitokondriyal hastalik, TK2, dGK, RRM2B veya TYMP eksiklikleri de dabhil
olmak Uzere mitokondriyal deoksinukleotid havuz dengesizligi ile
iligkilendirilmistir.

TK2'deki patojenik degdisimlerin  mtDNA deplesyon sendromu ile
iliskilendirildigi ilk calismada beyin, karaciger, kalp ve bobrek sistemi dahil diger
organlarin klinik veya biyokimyasal tutulumu bildirilmemistir. Mitokondriyal
solunum zincirinde yer alan 1, Ill, IV ve V komplekslerinin enzimatik aktivitesi
kaslarda onemli Olgide azalirken, mtDNA tarafindan kodlanan proteinler
icermeyen tek kompleks olan kompleks II'nin aktivitesi nispeten normal
bulunmustur. Bu c¢alismada etkilenen bireylerin farkli dokularindaki mtDNA/
NDNA oraninin, saglikh bireylerle karsilastirlmasi hastaligin organlara 6zgu
dogasini desteklemektedir. Mitokondriyal kinazlar, TK2 ve dGK (DGUOK) ve
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sitozolik deoksisitidin kinaz (dCK), evrimsel olarak yakindan iligkilidir. dGK
genindeki mutasyonlar da TK2'deki mutasyonlara ek olarak mtDNA
deplesyonunun bir nedenidir. Ayrica timidin fosforilaz genindeki mutasyonlar,
mitokondriyal nérogastrointestinal ensefalomiyopati (MNGIE) sendromu olan

hastalarda mtDNA deplesyonuna neden olur.

Mitokondriyal DNA deplesyon sendromu (MTDPS); ortak olarak
mtDNA'ya iliskin kantitatif bir kusurun goézlendidi klinik olarak heterojen bir
kalitsal hastalik grubudur. MtDNA degisimleri, tikenme, delesyon ve nokta
mutasyonlarini igerebilir. MTDPS 'li bireylerin aile dykusu genellikle otozomal
resesif kalitima igaret eder.Tip 2 (MIM#609560 miyopatik tip), TK2 geni ile
iligkilidir ve etkilenen kigilerin ¢cogu yenidogan doneminde kas gug¢suzlugu,
karaciger yetmezligi veya laktik asidemi ile iligkili renal tubulopati ile bagvurmus
ve yasamlarinin ilk yillarinda kaybedilmistir. Digerlerinde, motor regresyon ile
iligkili izole miyopati veya erken ¢ocukluk doneminde baslayan yavas ilerleyen
ensefalomiyopati izlenmistir. Daha ge¢ baslangich olgularda (>12yas) bulgular
silik olmakla birlikte ¢ocuklukta baslar (yavas kosma) ve tim hastalarda
zamanla yurume zorlagir ve solunum igin ventilator destegi gerekir. Ek belirtiler,
pitoz, PEO, disfaji, dizartri/disfoni, solunum yetmezligi, kardiyomiyopati, periferik

ndropati ve isitme kaybidir.

Yakin zamanda yapilan bir analizde, 25'i yeni tani olmak Uzere 92
hastadan olusan bir kohortta TK2 eksikliginin bulgulari ve dogal éykusu geriye
donuk olarak incelenmigtir (295). Bu analiz sonucunda klinik ve molekuler
genetik bulgulara dayanarak, farkh sagkalim gobzlenen ¢ fenotipi
tanimlanmistir: (1) siddetli mtDNA deplesyonu, sik nérolojik tutulum ve erken
mortaliteye hizli progresyon ile infantil baslangi¢li miyopati (medyan baslangic
sonrasi sagkalim (median post-onset surviva IPOS) 0.58 ila 2.33 yil) (%42); (2)
mtDNA deplesyonu, generalize zayifigin orta ila siddetli progresyonu ve en az
13 yil medyan POS ile gocukluk ¢agdi baslangi¢li miyopati (%40.2) ve (3)
baslangigta hafif ekstremite zayifligi ve 23 yillik medyan POS ile solunum
yetmezligine yavas ilerleyen gec¢ baslangicl miyopati (%17.4). TK2 eksikliginde
baslangi¢ yasl, progresyon hizi ve POS ¢ klinik alt tipi tanimlayan 6nemli

degiskenlerdir. Sinir sistemi tutulumu siklikla infantil baslangig formunun klinik
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seyrini zorlastirirken, ekstraokuler kas ve yuz tutulumu geg baslangi¢ formunun
karakteristigidir. iskelet kasi biyopsilerinin incelenmesi infantil baglangich ve
cocukluk baslangigh miyopatilerde siddetli mtDNA deplesyonunu ortaya
koyarken, ge¢ baslangicli miyopatide mtDNA kopya sayisinda kismi azalma
veya multipl mtDNA delesyonlarini géstermistir. Birkag TK2 mutasyonu spesifik
klinik formlarla iligkili olmasina ragmen (0rn. infantil baslangic¢h olgularda protein
trunkasyonu ve ge¢ baslangi¢ch miyopatide yanhs anlamli), 12 mutasyon genel
olarak farkh fenotiplerle iliskilendirilmistir. Mutasyon tipine ve protein
lokasyonuna dayali genotip-fenotip korelasyonlari agikga tanimlanamamigtir.
Bu calismada en sik, p.Thr108Met varyanti, heterojen klinigi olan 13 hastada
(U¢ infantil baslangich, alti cocukluk baslangi¢li ve dért ge¢ baslangicl birey)
homozigot formda saptanmistir. Substrat baglanma bolgesi (ekson 5 tarafindan
kodlanir) ve aktif bolge (ekson 8) mutasyonlarin sik goruldugu bdolgelerdir.
Varyantlarin genomik lokalizasyonuna dayanarak 5. ekzonun bir hotspot oldugu
dogrulanmistir ve 8. ekzonda TK2 patojenik varyantlarinin sik gozlendigi
bildirilmigtir  (301). Ekzon 5, deoksinlkleozid kinaz alaninda enzim
dimerizasyonu ve nukleozid tanima igin gerekli olan a4 sarmalini kodlar. Ekzon
8 ise, ATP ve kataliz fosfat gruplarinin baglanmasi icin gerekli olan baslik
bdlgesinin bir bileseni olan a8 sarmalini kodlar (302). Klinik tablonun c¢esitliligi
nedeniyle TK2 eksikligine yetersiz tani konabilir. Tani olgutlerinin ve klinik
bulgularin dediskenligine iliskin artan farkindalik hastaligin daha iyi taninmasina
yol acabilir. Pre-klinik calismalarda TK2 H126N knock-in fare modelinde
pirimidin  deoksinukleozid monofosfatlar ve deoksinukleozid terapilerinin
guvenliligi ve etkililiginin gosteriimesiyle 6zellikle 6nem kazanmistir (303). Aile
1’de olgu IlI-7 ve llI-11, heterojen bir klinik fenotipe sahipti, blylik kardeste
myopatik bulgularin baslangi¢ yasi 16-17 olarak tarif edilirken, kiguk olan 10
yas sonras! bulgu vermigti. Miyopati disinda, disfaji, dizartri/disfoni, solunum
gucliglu mevcuttu ve norolojik tutulum yoktu. TK2 eksikligi olan hastada CK
seviyeleri yukselebilir ancak normal CK, TK2 eksikligini diglamaz. Miyoglobintri
ve rabdomiyoliz nadirdir. Bizim hastamizda da ihmh bir CK yuUksekligi vardi.
Literatlrde %69-77 pozitif olarak bildirilen, kas biopsisinde mitokondrial miyopati
lehine bulgular, ¢cok sayida ragged red lif, COX negatif ve daha SDH yogun lifler
mevcuttu. Daha énce mtDNA analizi ve MNGIE i¢in TYMP gen analizi yapiimis
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ancak mutasyon saptanmamisti. Calismamizda TED analizi ile ekzon 5’te
saptanan ve daha 6nce bildirilmis olan ¢.323C>T (p.Thr108Met) degisimi ile
taninin kesinlesmesi, hastalara ilaca erken erisim sansi sagladi. Ebeveynleri
birinci derece kuzen olan ve akraba evliliginin sik oldugu bu ailede, molekuler
tani diger bireylere tagiyicilik testi ve genetik danisma ile prenatal veya

preimplantasyon tani olanaklarini sundu.

Calismamiz kapsaminda aile 2'de, etkilenmis iki kardes olguda, POLG
geninde (MtDNA polimeraz gama, Kkatalitik subunit) exon 4’te homozigot
c.911T>G (p.Leu304Arg, rs121918044) degisimi saptandi. Her iki olgunun
klinigi, g6z kaslarinin tutulumu ile baglayan ve progresyon gdsteren miyopati ile
uyumluydu. Goéz hareketini kontrol eden kaslarin tutulumuna bagh olarak g6z
kapaklarinda sarkma (pitoz) mevcuttu. Néromotor retardasyonu olmayan ve 5-6
yaslarina kadar normal biyume gelisme gdsteren olgularin, bu yasta baglayan
progresif eksternal oftalmopleji (PEO) bulgulari, literatirden farkli olarak erken
baslangicli ve progresif tipteydi. Etkilenmis blyuk kardes, 18 yasinda solunum

yetmezIligi nedeniyle kaybedilmisti.

Progresif eksternal oftalmoplejide, POLG genindeki mutasyonlar, diger
POLG iligkili hastaliklarda goértulen genel mtDNA tukenmesinden ziyade,
etkilenen kas dokusunda buyuk mtDNA delesyonlarina neden olmaktadir.
mtDNA delesyonlarinin PEO spesifik belirti ve semptomlarina nasil yol acgtigi
tam olarak belirlenememistir ancak géz kaslarinin, enerji icin 6zellikle oksidatif
fosforilasyona bagimli olmasi nedeniyle 6zellikle etkilendigi one suralmusgtur
(304,305).

POLG geni, polimeraz gama (pol y) enziminin, aktif alfa alt birimini
kodlar. Pol y, mitokondride aktif olan ve mtDNA'yl kopyalayabilen tek DNA
polimerazdir. DNA polimerazlar ayrica DNA onariminda kritik roller oynarlar.
mtDNA replikasyonu, topoizomerazlar ve RNaz H aktiviteleriyle birlikte ¢ekirdek
replikasyon proteinleri DNA polimeraz y, mitokondriyal tek zincirli DNA baglayici
protein ve Twinkle mtDNA helikazi iceren replikomdaki proteinlerin isbirligi ile
gerceklesir. insan Pol vy, kromozomal lokusta 15g25'teki POLG tarafindan
kodlanan 140kDa'lik bir katalitik alt birim olan POLG ve dimer olusturan ve
kromozomda 17g24.1'deki POLG2 tarafindan kodlanan 55 kDa'lik bir aksesuar
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alt birim olan POLG2'den olugur. POLG, DNA polimeraz, 3'> %' ekzonukleaz
ve 5'-deoksiriboz fosfat liyaz aktivitelerine sahiptir (306). Bu alt birim, baglayici
bdlgede karboksi terminal polimeraz alanina baglanan bir amino terminal
ekzonukleaz alani igerir. POLG2, katalitik alt biriminin DNA afinitesini arttirarak
polimeraz iglenebilirligini arttirr (307). Van Goethem ve arkadaslarn 2001
yihinda OR ve OD kaltimli, mtDNA'da delesyonlarin oldugu PEO iligkili 4 POLG
mutasyonu yayinladilar (304). Bir ailede, bilesik heterozigot formda bulunan iki
yanlis anlamli mutasyondan biri bizim olgularimizda homozigot formda bulunan
ekson 4’ de ¢.911T>G (p.Leu304Arg) degisimi, digeri ise ekson 7'de c.1399G>A
(p.Alad467Thr) degisimidir. 229 kontrolden Ggl A467T igin heterozigottu (allel T
frekansi % 0.6), L304R mutasyonlari ise higbir kontrol érneginde gdzlenmedi.
Erigkin baslangigh OD formda, pitozis ve yavas seyirli kas zayifigr varken, OR
formda klinik heterojen ve daha agir seyirliydi. 2003 ve 2005 arasinda, c¢esitli
raporlarda ataksisi olan hastalarda POLG mutasyonlari saptanmistir (308,309).
Ayrica, Alpers-Huttenlocher sendromunun (AHS) POLG' deki resesif
mutasyonlardan  kaynaklandigi  bildirilmistir ~ (310). Norve¢ ve Fin
populasyonlarindaki POLG  mutasyonlarinin  yuksek  sikhgi, ataksi
sendromlarinda birinci basamak tani olarak POLG testinin yapilmasina neden
olmustur. POLG 'deki patojenik varyantlarin, molekuler temelleri bilinmeden ¢ok
once Klinik olarak tanimlanan cakisan fenotiplere neden oldugu bildirilmigtir.
POLG mutasyonlari, bir Londra kohortunda PEO olgularinin ~% 25'ini ve blyuk
bir italyan kohortunda olgularin ~% 10'unu etkilemistir. POLG mutasyonu tespit
edilen 46 yetigkin hastadan olusan bir serinin %83'nde PEO bildirilmistir ve bu
olgularin yarisindan fazlasinda ensefalomiyopati goézlenmigtir. POLG ile iligkili
hastaliklarin baslangic¢ yasli, bebeklikten gec¢ yetigkinlige kadar degisir ve POLG
mutasyonlari en az alti ana sendromdan sorumludur (311). AHS, cocukluk
caginda baslayan ilerleyici ve siddetli ensefalopati, inatci epilepsi ve karaciger
yetmezIligi ile karakterizedir. Cocukluk c¢aginda miyoserebrohepatopati
spektrumu (MCHS), gelisim geriligi, laktik asidoz, miyopati ve karaciger
yetmezligi ile prezente olur. Tipik olarak oftalmoplejinin eslik etmedigi,
miyoklonik epilepsi, miyopati, duyusal ataksi (MEMSA), spinoserebellar ataksi

ve epilepsi (SCAE) klinigi gosterir. Ataksi noéropati spektrumu mitokondriyal
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resesif ataksi (MIRAS) ve duyusal ataksi, néropati, dizartri ve oftalmopleji icerir
(SANDO).

insan DNA Polimeraz Gama Mutasyon Veritabaninda POLG geninde
300'den fazla patojenik varyant bildirilmigtir. POLG mutasyonlarinin sonucunda
multipl mtDNA delesyonlari ve mtDNA deplesyonu meydana gelir. POLG
mutasyonlari icin dogrudan genotip-fenotip korelasyonlari belirgin degildir. Ayni
mutasyon siklikla mtDNA delesyonlarina, mtDNA deplesyonuna veya her ikisine
birden yol acabilir ve bu da fenotipin gdzlemlenen mutasyonlara goére
dngorilmesini  zorlastirabilir. Ornegin, en yaygin POLG mutasyonu olan
p.A467T icin homozigotluk, cocukluk caginda baslayan olumciul AHS'den
MEMSA, ANS ve SANDO'yva kadar bir dizi fenotip ile iligkilendirilmistir.
Noronlarda mtDNA deplesyonunun epilepsi gelisiminde tetikleyici oldugu ileri
surtlmastir ve on veriler, POLG mutasyonunun neden oldugu mtDNA fenotipi
ile klinik fenotip arasinda bir iligki oldugunu gdstermektedir (312) . Ornegin,
siddetli mtDNA deplesyonu olan bir ¢cocukta AHS, multipl mtDNA delesyonu
olan bir hastada ise SANDO izlenmistir ve her iki bireyin de homozigot p.A467T
POLG genotipine sahip oldugu belirtilmistir (313).

Mutasyonlarin Pol y yapisi Uzerinde modellenmesi, patojenik nitelikteki
varyantlarin bes ayr bdlgede kumelendigini ortaya koymustur (314). AHS
tablosunun olusmasi igin, iki farkh korunmus bolgeyi etkileyen mutasyonlarin bir
kombinasyonun gerektigi gorulurken, ataksi fenotiplerinin, POLG2 tarafindan
kodlanan aksesuar alt birimiyle etkilesimi modifiye eden, intirinsik proses alanini
etkileyen bolgelerle iligkili olabilecegi ileri surlilmustlir. Bu bes ayri kimeye
dayanarak, bilinen mutasyonlarin klinik sonuglarini 6ngérmeye yardimci olmak
icin bir POLG Patojenite Ongorli Sunucusu olusturulmustur (315). Bununla
birlikte, ayni POLG mutasyonlarina sahip hastalarda POLG ile iligkili hastaligin
baslangi¢ yasi ve progresyonu birka¢c dekad surebilir ve bu da ongorileri
zorlastinir. Shamima Rahman ve arkadaslari, bulgularin, genetik modifiye
ediciler (nDNA veya mtDNA), bagdisiklik disfonksiyonu, viral enfeksiyon ve
mitokondriyal toksinler gibi ¢evresel etkiler dahil olmak Uzere diger faktorlerin

etkisiyle hastaligin fenotipinin degistigini kaydetmigtir (316).
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Mitokondriyal hastaliga ek olarak, mtDNA mutasyonlari yaslanma
surecinde rol oynar ve cesitli kanitlar DNA polimeraz hatalarinin  mtDNA
mutasyonunda belirgin bir rol oynadigini goéstermektedir (317). mtDNA'daki
mutasyonlar, spontan DNA replikasyonu hatalari veya onarilmamigs mtDNA
hasarlari nedeniyle ortaya cikabilir. POLG, ylksek nukleotid segiciligi ve
ekzonukleolitik proofreading sayesinde, sentezlenen 500.000 nukleotid bagina
sadece bir kez meydana gelen nukleotid insersiyon hata olaylari ile olaganustu
yuksek dogrulukta DNA replikasyonu sergiler (318). Replikasyon dogruluguna
katkida bulunan intirinsik 3'-5' ekzonukleaz aktivitesi, POLG'nin korunmus
ekzonukleaz | motifinde Asp198 ve Glu200’in alanine degismesiyle tamamen
ortadan kalkabilir. In vivo mutasyon spektrumunun in vitro insan Pol y tarafindan
uretilen hata spektrumu ile karsilastiriimasi, mtDNA’daki nokta mutasyonlarinin
temel tetikleyicisi olan Pol y’e bagh biyosentetik hatalari gug¢lu bigcimde
gOstermigtir.  Ayrica, yasa 0zgu mtDNA dizilerinin analizi, mutasyon
paternlerinin, oksidatif hasarin etkilerinden c¢ok polimeraz hatalariyla daha
uyumlu oldugunu ortaya koymustur (319). Bu nedenle, Pol y’e bagli spontan
replikasyon hatalari mtDNA'daki baz yer degdistirme mutasyonlarinin gogundan
sorumludur ve yaslanma surecinde mtDNA'da nokta mutasyonlarinin ve

delesyonlarinin birikmesine yol agabilir (317).

Calismamiz kapsaminda, aile 3’de tek indeks olguda, anne baba
arasinda akrabalik yoktu ve ucli (trio) TED analizi ile EARS2 geninde
(mitokondriyal glutamil-tRNA sentetaz 2) exon 3’te heterozigot ¢.319C>T
(p.Argl07Cys) ve exon 7’de heterozigot ¢.1283delC (p.Pro428Leufs*3) degisimi
saptandi. Paternal alelde saptanan p.Pro428Leufs*3 degisimi daha &nce
bildirilmemisti. Hastamizin klinik oykusunde erken baslangich hipoglisemik
ndbetler vardi ve 1,5 yasinda, basini tutamama, hipotoni, epileptik ndbetler
nedeniyle Beslenme ve Metabolizma polikliniginde takip ve tedavi altindaydi.
Genetik  olarak  tanimlanmamis infantil baglangicli mitokondriyal
ensefalopatilerin gogunlugunda, mitokondriyal DNA ile iligkili solunum zinciri
komplekslerinin  ¢oklu defektlerine iliskin biyokimyasal &zellikler goze
carpmaktadir ve YND ile kuguk hasta gruplarinda, tek bir ailede ve hatta tek bir
hastada yeni hastalik lokuslarinin tanimlanmasi saglanmistir. Bu yontemle her

gecen gun artan sayida mutasyon bildirilen ARS gen ailesi, mitokondriyal
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aminoasil-tRNA sentetazlari kodlar. Mitokondriyal aminoasil-tRNA sentetazlar,
yeni sentezlenen polipeptit zincirine amino asit eklenmesini katalizleyen bir
enzim grubudur ve translasyonda o6nemli rol oynarlar. Protein sentezi ve
ekspresyonunun dogrulugunu sadglarken, oksidatif fosforilasyon enzimlerinin
fonksiyonuna da katkida bulunurlar (320). Bu gen ailesinde, simdiye kadar 19
gen tanimlanmigtir ve bu genlerin 16'sindaki biallelik varyantlar hastalik ile
iliskilendirilmistir (321). Klinik fenotipler degiskendir. Noérolojik bulgulari, erken
baglayan siddetli merkezi sinir sistemi hastaligi, sensorinoral igitme kaybi ve
beyin manyetik rezonans goruntilemede (MRG) Iokodistrofidir. Ek olarak,

karaciger, bobrek, goz ve kalp tutulumlari bildirilmistir.

Mitokondriyal aminoasil-tRNA sentetaz eksikliklerinin tanisi molekuler
genetik arastirmalara dayanmaktadir. Steenweg ve ark’in, MRG bulgulari
benzerlik gosteren 12 olguyu igeren ¢alismasinda, sorumlu genleri tanimlamak
icin, kas ve fibroblastlarda oksidatif fosforilasyon bozuklugunu godsteren
biyokimyasal ve morfolojik 6zelliklere dayanarak mitokondriyal hastalik tanisi
konulan bir hastaya ekzom dizileme uygulanmistir (322). Veriler, MitoP2 SVM
skoru >1 ve resesif kalitim paterni dikkate alinarak incelendiginde, tek aday gen
olarak mitokondriyal DNA translasyonunda yer alan ve glutamat (E) i¢in spesifik
olan mitokondriyal glutamil-tRNA sentetazi kodlayan EARS2 tespit edilmistir.
Maternal allelde p.Arg168Gly degisikligine neden olan yanlis anlamli ¢.502A>G
ve Leu insersiyonuna neden olan c¢.1279 1280insTCC mutasyonlari ve
paternal allelde, p.Argl08Trp degisikligine neden olan ¢.322C>T mutasyonu
tespit edilmigtir. Her iki ebeveyn de karsilik gelen alleller i¢in heterozigot
bulunmustur. Bu hastanin beyin MR goéruntulemesi, periventrikiler siniri
korunan genis simetrik serebral beyaz cevher anormallikleri ve talamus, orta
beyin, pons, medulla oblongata ve serebellar beyaz cevherin simetrik sinyal
anormalliklerini gostermigtir. Proton manyetik rezonans spektroskopisinde laktat
artigi goralmastir. Bu goéruntileme paterni, 3000'den fazla vakanin MR
goruntisuna iceren Amsterdam I6koensefalopati veritabaninda taranmis ve
akrabalik iligkisi olmayan 11 olgu ile eslestiriimistir. Bu hastalarda, EARS2 geni
dizilendiginde birlesik heterozigot allelik mutasyonlar saptanmistir. Bu 12
hastanin hepsi siddetli MR anormallikleri ve vicut sivilarinda laktat artigi ile
birlikte infantil baslangicli ve hizla ilerleyen bir klinik sergiliyordu . Yazarlara



246

gore bu sonuglar yeni bir spesifik mitokondriyal hastalik durumunun varhgina
dair kanit saglamigtir; talamus ve beyin sapi tutulumlu l6koensefalopati ve
yuksek laktat, "LTBL” (Leukoencephalopathy with thalamus and brainstem
involvement and high lactate) olarak tanimlanmigtir. MR gorunttu paterninin,
genetik taniya giden yolda tani igin standart biyokimyasal calismadan daha
guvenilir bir ipucu sundugu belirtiimistir. Hastalardaki ortak MR goruntu paterni,
yasamin ilk yilinda gelisim geriligi ile karakterize norolojik sendrom ile iligkili
bulunmustur. Cogu hastada, acgik, hizli noérolojik bozulma baslamadan 6nce
gelisim geriligi gozlenmigtir. Klinik olarak hafif gruptaki hastalarda sonraki
yillarda MR goruntilemede belirgin iyilesme ve azalan laktat seviyeleri
izlenmistir, buna karsilik siddetli olarak tarif edilen grup MR goéruntilemede
beyin atrofisi ve kalici laktat artislar ile karakterize edilmistir. Bununla birlikte,
bu ciddi sekilde etkilenen hasta grubu da zamanla klinik stabilizasyon
g6stermistir. lyilesme biyik olasilikla ilk atagin neden oldugu beyin hasarinin
siddetine baglidir. Hasar siddetli ve geri dondurulemezse, ciddi kalici beyin
atrofisi ortaya cikar. Hicresel bozukluk, 6nemli derecede sinir hiicresi sagkalimi
ve iyilesmesi ile uyumluysa, beyin gelisimi ve olgunlagsmasi meydana gelir ve bu
da Klinik iyilesmeye yol acar. Bu veriler EARS2 mutasyonlarinin 6zellikle beyin
gelisimini etkiledigini gostermektedir. Bu calismada hastalarda ciddi klinik
bozulma, beyin anormallikleri ve mitokondriyal yolakta temel bir bileseninin
bozulmasina ragmen, mutant enzimin fonksiyonel yeterliliginin kismen
korundugunu gOsteren tutarsiz biyokimyasal degisimler izlenmigtir. Diger
mitokondriyal ARS'lerdeki (6rnedin DARS2 ve RARS2) mutasyonlar da, ayni
biyokimyasal tutarsizliga isaret eder (323,324). Yazarlar mitokondriyal DNA
translasyon kusurlarinda, 6zellikle mitokondriyal ARS'leri igerenlerde, hastalik
belirti penceresinin dar oldugunu belirtmiglerdir. Bu yolak yasam igin gereklidir,
dolayisiyla ¢gogu mutasyon ya ekstrauterin sagkalima olanak saglamayacak
kadar etkilidir ya da belirgin bir fenotipe neden olamayacak kadar hafif etkilidir.
Sonug olarak, etkilenen bireyler nadirdir ve segilmis ve izin verilen bir mutasyon
grubu sergiler. Bu durumun bu hasta grubundaki birlesik heterozigot
mutasyonlarin, genellikle daha zararl bir degisiklige yol agan bir nonsense
mutasyon ve daha hafif bir missense mutasyondan olusmasini agiklayabilecegi
belirtiimigtir. Olgumuzda tespit edilen birlesik heterozigot mutasyon da benzer
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dzelligi sergilemistir. llging bir sekilde, benzer molekiiler genetik durumlar, yani
homozigot mutasyonlarin olmamasi veya bilesik heterozigot fonksiyon kaybi arti
hafif degigikliklerin predominant kombinasyonu, mutant DARS2 ve RARS2
tasiyan hastalarda da ortaya ¢ikar (323,324). Bu da, izin verilen dar pencerenin,
farkli mitokondriyal ARS mutasyonlarinda ortak bir patofizyolojik mekanizmanin
altinda yatan genel bir durum olabilecegini dustindirmektedir. ilging bir klinik
gbzlem, birgcok mitokondriyal bozuklukta gorulen asirt ve rastlantisal klinik
heterojenliginin  aksine, mitokondriyal ARS'leri kodlayan genlerdeki
mutasyonlarin genellikle spesifik klinik sendromlarla iliskili olmasidir. DARS2
mutasyonlarinda beyin sapi ve omurilik tutulumlu I6koensefalopati ve yuksek
laktat (LBSL), RARS2 mutasyonlarinda pontoserebellar hipoplazi tip 6 (PCHD-
6) ve EARS2 mutasyonlari ile iligkili LTBL 6rnek olarak verilebilir. Olgumuzun
MR goéruntuleme bulgulart ve klinigi litertarle karsilastirildiginda, néromotor

gerilige ragmen nispeten iyi bir gelisme gostermistir.

Al Balushi ver ark. tarafindan yayinlanan yakin zamanli retrospektif bir
olgu bildirisinde mitokondriyal aminoasil-tRNA sentetaz eksiklikleri olan
hastalarin fenotip ve genotipleri bildirilmigtir (320). Burada EARS2 eksikligi olan
hastada yasamin ilk yilinda global gelisim geriligi, genel distoni ve diskinezi
kaydedilmistir. Bu hastada dogumda apgar skorlari dusuk bulunmus, dogum
sirasinda resititisayon uygulanmis ve hipoksik-iskemik ensefalopati tanisi
konmustur. Serum AST ve plazma laktat seviyeleri hafifce ylkselmistir. Bu
hastada tum ekzom dizileme ile patojen oldugu ongérilen c¢.293C>T
(p.-Ala98Val) mutasyonu homozigot formda bildirilmigtir. Bu ¢alismada EARS2
eksikliginde beyin MRG'sindeki ilk FLAIR goéruntllerinde izole bilateral globus
pallidus degisiklikleri gosterilmistir, ancak hipoksinin noro-goruntileme
Ozellikleri veya EARS2 eksikliginin diger tipik MRG o6zellikleri saptanmamistir.
DARS2 eksikligi olan hastalarda nispeten normal bilissel islevler ve spastisite ile
kaba motor gelisimde gecikme belirgin Ozellikler iken, EARS2 ve PARS2
eksikligi olan hastalarda biligsel igslev bozuklugu ve hareket bozukluklari
izlenmigtir. EARS2 ve PARS2 eksikligi olan hastalarda ndbetler tek bir anti-
epileptik ilagla iyi kontrol edilmistir. EARS2 ve RARS2 eksikligi olan hastalarda
hafif AST yuksekligi ve PARS2 eksikligi olan hastada karaciger fonksiyon

bozuklugu bulunmusgtur. Yazarlar tUm ekzom dizileme sayesinde gelecekte
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mitokondriyal aminoasil-tRNA sentetaz eksikliklerine iliskin muhtemelen daha
fazla hasta tanimlanmasini beklemektedir. Onemi bilinmeyen varyantlarin
patojenitesinin  yorumlanmasi  zor  olabildiginden, genetik  taninin
dogrulanmasinda mitokondriyal aminoasil-tRNA sentetaz eksikligi olan
hastalarin fenotip, genotip ve beyin goruntileme ozelliklerinin entegre bir
yaklasimla kullanimi yararl olacaktir. Farkli, nadir ve potansiyel olarak zararli
varyantlarin benzer fenotipi paylasan ve akraba olmayan hastalarda

kesfedilmesi, genotip-fenotip nedenselligini géstermek igin altin standarttir.

Calismamizda aile 4’deki indeks olguda yapilan TED analizinde,
MICOS13 geninde (Mitochondrial Contact Site And Cristae Organizing System,
13-Kd Subunit) intron 3’te homozigot ¢.260-2A>G degdisimi saptandi. Bu
varyantin hastalikla iligkisinin ilk kez bildirildigi, akraba evliligi GrinG olan Irak’li
bir olguda, bu homozigot kirpiima bolgesi (splice site) mutasyonu, ekson 4'U 21
bc eksilten ve ekson 4'Un 44 bg silinmesiyle gerceve kaymasina neden olarak
erken dur kodonu olusturan iki anormal transkripte neden olmustu (325). Bizim
olgumuzda da, kulltire kas htcresinden elde edilen RNA ve cDNA’dan,
transkript dizisinin belilenmesi igin Sanger yapildi ancak Kkaliteli okuma
alinamadigindan yeniden primer dizayn edilmesi planland. ilk bildirilen olgunun
hastamizla benzer hepatoensefalopatik, laboratuvar ve goérintileme bulgulari
vardi ve 22 aylikken kaybedilmisti Olgumuz, postnatal Gglinci gin emmeme,
sarilik, solunum sikintisi, agir metabolik asidoz ve hiperamonyemi bulgulari ile
YB Unitesinde metabolik hastalik 6n tanisiyla 1 ay tedavi almigti ve sonrasinda
ilerleyen klinik bulgulari ile beslenme ve metabolizma polikliniginde takip
altindaydi. 15 aylik iken agir metabolik asidoz ve solunum yetmezligi nedeniyle
kaybedildi.

Yakin zamanda tanimlanmig mitokondriyal temas bodlgesi ile krista
organizasyon sistemi (MICOS) kompleksi mitokondriyal membran yapisini
dinamik olarak duzenler. MICOS kompleksindeki kusurlar sadece mitokondriyal
mimariyi degil, ayni zamanda fizyon, metabolik sinyalizasyon, lipid trafigi ve
hicresel elektrik homeostazini da etkiler (326). Mitokondri, farkl i¢ bolmeler
olusturan iki zari kapsayan karmasik bir topoloji sergilemektedir. Mitokondriyal
ic zar (IMM, inner mitochondrial membrane), oksidatif fosforilasyon icin gerekli

solunum komplekslerinin varliginin bir sonucu olarak protein bakimindan



249

olaganustt yogundur. IMM, i¢ sinir membrani (IBM, inner boundary membrane)
ve cristae membranlari dahil olmak Uzere morfolojik ve bilesimsel olarak farkli
alt alanlara sahiptir. Bu karmasik mimari, krista baglantilari (CJ, cristae
junctions) ve temas bdlgeleri (CS, contact sites) olarak adlandirilan yapilar
tarafindan korunur. Krista membranlari, krista kavsaklari olarak da adlandirilan
dar acikliklar ile i¢ sinir membrandan ayrilir, boylece fonksiyonel ayriimis
bdlmeler olusur ve bunlar protein tasinmasi, oksidatif fosforilasyon ve apoptoz
gibi gok sayida mitokondriyal yolak icin gereklidir. ic membran organizayonunda
yer alan bu protein kompleksinin mayalarda ve insanlarda ylksek oranda
korundugu ve mayalarda solunum fonksiyonu igin dnemli oldugu kesfedilmistir.
Kanitlar, MICOS'un CJ'leri olusturmaya ve/veya stabilize etmeye ve mitokondri
icerisindeki cristae'nin yerlegimini, dagilimini ve kopya sayisini belirlemeye
yardimci oldugunu gostermektedir. Fizyolojik enerji ve oksijen mevcudiyetindeki
degisikliklerin cristae ve CJ'lerin morfolojisini etkiledigi Dbildirilmigtir (327).
MERRF sendromu, fatal neonatal laktik asidoz, mtDNA kusurlari ve hipertrofik
kardiyomiyopati  gibi  birgok  mitokondriyal = hastaliga  mitokondriyal
ultrastriukturdeki degisiklikler ve CJ kaybi eslik eder (328). Bu nedenle, CJ'lerin
ve CS'lerin nasil olustugu ve duzenlendiginin ortaya konmasi, saglik ve hastalik
durumunda cristae dinamiklerinin i¢in gok 6nemlidir. Guarani ve ark., cristae
baglantilari ile iliski proteinleri sistematik olarak taramiglar ve QIL1 olarak
adlandirilan daha énce bilinmeyen bir proteini bulmuslardir. Sonrasinda, QIL1'in
MIC10 adi verilen bir proteinin cristae baglantilarini dis membrana sabitleyen
protein kompleksine baglanmasi i¢cin gerekli oldugu gdsterilmistir.
Arastirmacilar insan MICOS'unun sistematik proteomik analizi ile QIL1'i
(C190rf70) yeni bir korunmus MICOS alt birimi olarak belirlemistir. QIL1
deplesyonunun, insan hucre kulturlerinde ve in vivo olarak Drosophila kasinda
ve noronlarinda CJ yapisini bozdugu gosterilmigtir. Spesifik olarak, yapilan bu
arastirmalarda htcrelerdeki QIL1/MIC13 kaybi, insan MIC10, MIC26 ve MIC27
proteinlerinde destabilizasyonuna yol acmis ve sonug¢ olarak IMM’de siddetli
morfolojik kusurlar meydana gelmistir (325). Diger ¢alismalarda bazi MICOS alt
birimlerinin genetik olarak yoklugunun, mitokondriyal par¢calanmaya, solunumun
azalmasina, CJ kaybina ve IBM baglantisi kesilen konsantrik IMM yiginlarinin
olusumuna neden oldugu bildirilmistir (329). Ayrica, bazi MICOS alt birim
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protein seviyesindeki degisiklikler, mutasyonlar ve protein modifikasyonlari,
diyabetik kardiyomiyopati, epilepsi, Parkinson hastaligi ve kanser dahil olmak
uzere c¢esitli hastaliklarla iligkilendirilmistir (330). Bir c¢alismada, insan
hicrelerindeki MIC10/MINOS1  protein etkilesimlerinin  proteomik analizi
kullanilarak, IM gekirdek alt birimlerine ek olarak, OM proteinleri SAMMS0,
MTX1, MTX2 ve saperon DNAJC11 tanimlamigtir (331). Ayni zamanda faredeki
DNAJC11 mutasyonlarinin mitokondriyal bozulmaya, krista anormalliklerine ve
motor néron patolojisine yol agtigi saptanmistir.

Zeharia ve ark., hepatoselliler disfonksiyonun eslik ettigi agir
norodejeneratif bozukluk ile basvuran ve akraba evliligi olan bir aileden gelen
kiz ve erkek kardeste, ilk defa insanda bir MICOS alt biriminde mutasyon
tanimlamiglardir (332). Kiz olgu, sorunsuz bir gebelikten sonra 42. gebelik
haftasinda normal vajinal yolla dogmustur. Gestasyonel yasina goére kuguk
(2600 g, 5-10. persentil) oldugu tespit edilmistir. Apgar skorlari sirasiyla 1 ve 5
dakikada 9 ve 10 olarak kaydedilmistir. Ug aylikken buyiime-gelisme geriligi icin
degerlendirien hastanin, nérolojik muayenesinde, istemli hareketlerin yoklugu,
trunkal hipotoni, bas kontrolinin gecikmesi, ekstremite spastisitesi, hareketli
periferik tendon refleksleri ve pozitif Babinski bulgusu tespit edilmigtir.
Fundoskopi muayenesi bilateral optik atrofiyi gostermistir. Bir yasinda, beyin
MRG'de serebellar ve vermis atrofisi saptanmistir. Diger sistemlerde tutulum
g6zlenmemis olup, ekokardiyografi normal olarak bildiriimistir. Hasta vejetatif
kalmis ve gastrostomi ile beslenmeye baslamistir. 2.5 yasinda bagslayan
tedaviye direngli miyoklonik ndbetler nedeniyle 5 yasinda kaybedilmistir. Erkek
kardeste benzer bulgular bildirilmigtir ve 12 aylikken beslenme yetmezligi ve
koma ile hastaneye yatan hasta 3 gun sonra kaybedilmistir. Her iki hastada da
pik duzeylerde plazma alanin aminotransferaz (ALT) dizeyi ve pihtilasma
sorunlari ile karaciger fonksiyonlarinin bozuldugu bildirilmistir. Mitokondriyal yag
asidi oksidasyou ve peroksizomal biyogenez kusurlari ile protein glikozilasyon
kusurlari, normal agilkarnitin ve ¢ok uzun zincirli yag asitleri profili ile plazma
transferrin  izoelektrofokuslama testi ile dislanmistir. Plazma laktat
duzeylerindeki surekli artis her iki hastada da mitokondriyal solunum zinciri
kusurunu dusundirmastir. Laktat 46 pM (referans:1.3 yuM), alanin seviyesi
464 uM (referans: 350 uM) idi. idrarda organik asit analizinde, 3-metilglutakonik
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ve 3-metiglutarik asitlerin atilimindaki artis gézlenmistir. Kas mitokondrial enzim
aktiviteleri normal sinirlarda bulunmustur. Ancak karaciger dokusundaki
anormal enzimatik patern, mtDNA tarafindan kodlanan proteinlerin sentezinde
bir kusur olduguna isaret etmekle birlikte, erkek kardesin fibroblastlarinda
MtDNA/ nDNA oraninin normal aralikta olmasi yani sira kandan analiz edilen
mtDNA’'nin normal bulunmasi yazarlarin karaciger dokusundaki mitokondriyal
solunum zinciri kusurunun mtDNA replikasyonundaki bozulmanin bir sonucu
olmadigini dugiinmesine yol agmigtir. Homozigot haritalama ve ekzom dizileme
ile, bu iki hastanin, MICOS kompleksinin bir bileseni olan MICOS alt birimlerinin
stabilitesi igin gerekli olan 118 amino asitlik proteini kodlayan QIL1/MIC13
(C190rf70) genindeki c.44delC, p.Gly15Glufs*75 varyanti igin homozigot oldugu
bulunmustur. Ebeveynleri ve iki saglkh kiz kardesin heterozigot tasiyici oldugu
tespit edilmistir. Hasta fibroblastlarinda, hem MICOS alt birimleri QIL1/MIC13
hem de MIC10 saptanmamigtir, ancak MIC60’In saglikli kontrole benzer
dizeyde oldugu gosterilmistir. Yazarlar insandaki QIL1/MIC13 eksikliginin,
MICOS kompleks butinliginin bozulmasiyla birlikte krista morfolojisinde
bozulma ve mitokondriyal solunum disfonsiyonu ile iligkili oldugu sonucuna
varmistir. Bu nedenle, kardiyolipin yeniden sekillenme kusurlariyla sonuglanan
TAZ veya DNAJC19 varyantlari ve mitokondriyal fosfolipid metabolizmasi
kusuruyla sonuglanan SERAC1 varyantlari dahil olmak Uzere, 3-metilglutakonik
asiduri ile iligkili IMM duzenleyici etkenlerin bozuldugu, artan sayidaki hastaliklar
grubuna dahil edilmigtir (333).

Olgumuzunda da literaturde bildirilen klinik, laboratuvar ve goruntileme
bulgulari mevcuttu. Karaciger fonksiyon bozuklugunu destekleyen biyokimyasal
sonuglari vardi. Tandem de alanin ylksek ve MRG’de serebellar vermis
inferioru hipoplazik gériinimdeydi. indeks olgudaki homozigot degisimi, akraba
olan ebeveynleri heterozigot formda tasiyordu ve saglikli olan ablasinda bu
varyant saptanmadi. Aileye, bir sonraki gebelik i¢in preimplantasyon ve prenatal
genetik tani olanaklari konusunda genetik danigsma verildi.

Calismamizda aile 5’deki indeks olgu ve etkilenmis kardesinde yapilan
paired TED analizinde, ECHS1 geninde (enoyl-CoA hydratase, short chain 1)
exon 2’te heterozigot ¢.202G>A; p.Glu68Lys ve heterozigot c.161G>A
(p-Arg54His) degdisimi saptandi. Aralarinda akrabalik olmayan ciftin 12 ve 10
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yasinda etkilenmis iki oglu progresif noromotor gelisim geriligi, spastisite,
trunkal hipotoni ve beyin MR’'da bazal ganglion tutulumu nedeniyle Tibbi
Genetik polikliniginde tetkik ediliyordu.

ECHSL1 tarafindan kodlanan kisa zincirli enoil-CoA hidrataz (SCEH veya
ECHS1), yag asitlerinin ve valin gibi esansiyel amino asitlerin oksidasyonunda
rol oynayan c¢ok fonksiyonlu bir mitokondriyal matriks enzimidir. ECHS1,
doymamis trans2-enoil-CoA turlerini, ¢ift baga bir molekul su ilavesiyle karsilik
gelen 3(S)-hidroksi asil-CoA'ya dénustirar. Oldukga genis bir substrat 6zgullugu
gosterir, ancak kisa ve orta zincirli yag asitlerinin -oksidasyon spiralinin
anahtar bilegeni olan krotonil-CoA'ya kargi en yuksek aktiviteye sahiptir.
ECHS1, ayrica izoldsin ve valinin katabolik yolaklarinda da aktiftir. Valin
katabolizmasinda, metakrilil-CoA'y1 (S)-3-hidroksiizobutiril-CoA’ya ve akriloil-
CoA’y1 3-hidroksipropionil-CoA. Donusturur.

Haack ve ark.in 2015 yilinda yaptidi ¢alismada, mitokondriyal eneriji
metabolizmasinda bozulma suphesi olan 435 bireyden olugsan bir kohortta tUm
ekzom dizileme uygulanmis ve birlesik heterozigot veya homozigot ECHS1
mutasyonlari tasiyan ve akrabalik iliskisi bulunmayan 10 hasta bildirilmistir
(334). Bu kohortta saptanan 13 farklh ECHS1 mutasyonundan sadece biri,
c.431dup, p.Leuld5Alafs*6, erken protein trunkasyonu ve fonksiyon kaybini
ongormustur. Tespit edilen diger tim mutasyonlar, ECHS1 fonksiyonunun
tamamen kaybinin embriyonik donemde olumcul olabilecegini gosterecek
sekilde yanhs anlamli (missense) varyantlardir. c.268G>A, p.Gly90Arg varyanti
hari¢, hepsinin hastaliga neden oldugu tahmin edilmektedir (MutationTaster2)
(335). Tum varyantlar nadir olmasina ragmen (MAF < 0.05%), biri bizim
ailemizde de saptanan c.161G>A olmak Uzere, ¢ mutasyon birden fazla ailede
tanimlanmistir (c.161G> A, p.Arg54His, n = 3; c.176A> G, p.Asn59Ser, n = 2 ve
c.476A> G, p.GIn159Arg, n = 2) ve tum bu olgularda diger allelde farkli
mutasyonlar saptanmistir. Ek olarak, akrabalik iligkisi olan bir ailede homozigot
durumda c.476A> G, p.GIn159Arg mutasyonu bulunmustur. Bununla birlikte, bu
analizde ECHS1 geni igin mutasyonel bir hotspot bildirilmemigtir, tanimlanan
mutasyonlar, ekzon 1 ve 7 harig, ECHS1'deki 8 kodlayan ekzonun timuine
dagiimis gorinmektedir. Bu calismada, bir alleli olgumuzdaki varyant olan c.
[161G> A ; 817A> G] p.[Arg54His ; Lys273Glu] mutasyonu, akrabalik iligkisi
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olmayan ebeveynlere sahip bir erkek gocukta rapor edilmigtir. Apgar skorlari 1
dakika sonra 8 ve 5 dakika sonra 9 olarak kaydedilen hastada, dogumda hafif
generalize kas hipotonisi ve beginci aya kadar beslenme sorunlari gozlenmistir.
Daha sonra klinik durumu koéttlesmis ve dinmeyen aglama ndbeti ve yutkunma
problemleriyle birlikte ciddi ensefalopati gelismistir. EEG'de 1 ve 3 yasinda
hiperaritmi ve multifokal epileptik aktivite gorulmustur. Hastalik boyunca
ekstremitelerde eksenel hipotoni ve hipertoni izlenmistir, zamanla distonik
hareketler azalmig ancak néromotor gelisim geriligi devam etmistir. Laboratuvar
testlerinde kronik demir eksikligi anemisi bulgulari ve 6 yasinda yapilan fizik
muayenede mikrosefali, skolyoz ve kas hipotonisi saptanmigtir. Cocuk 7.5
yasinda akciger enfeksiyonu sirasinda solunum yetmezligi nedeniyle
kaybedilmistir. Bir yasindaki beyin MRG'sinde kaudat c¢ekirdegi, korpus
kallozum, mezensefalon ve pons atrofisi saptanmigtir. Bu degisikliklerin 4
yasinda ilerleyici oldugu tespit edilmis, 6zellikle frontal ve temporal loblarda
bilateral olarak beyaz ve gri cevher beyin atrofisini takiben subaraknoid bosluk
ve ventrikuler sistemin genislemesi izlenmigtir. Beyin MR spektroskopisi, bazal
gangliyonlarda en belirgin olmak Uzere genel bir azalma ortaya koymus, ancak
laktat yUkselmesi rapor edilmemigstir. 1 ve 4 yaslarinda kardiyak ultrasonda
yapisal veya fonksiyonel patoloji gérilmemistir. Iskelet kasi 6rneginin
biyokimyasal analizinde, solunum zinciri kompleksleri 1-V i¢in normal sitrat
sentaz (CS) aktivitesi, ancak genel ATP Uretiminde azalma gozlenmistir.
Hastalardan elde edilen fibroblast hicre dizilerinde immunoblotting, enzim
aktivite olgcimU ve palmitat ylUkleme testi gergeklestiriimistir. ECHS1 protein
seviyelerinde ve 2-enoil-CoA hidrataz aktivitesindeki azalma ilgili mutasyonlarin
patojenitesi igin ilave kanitlar saglamistir. Bizim olgularimizda da oldugu gibi,
serum asilkarnitin profilleri buylk o6lgide normal olmakla birlikte, hasta
fibroblastlarinda in-vitro palmitat yUklemesi, kisa zincirli yag asitlerinin
mitokondriyal B-oksidasyonundaki fonksiyonel kusuru gdsterecek sekilde
butirilkarnitin artigini ortaya koymustur. Valin katabolik yolaginda potansiyel bir
akriloil-CoA tlrevi olan 2-metil-2,3-dihidroksibltiratin idrarla atilimi, valin
oksidasyonunun bozulmasina isaret edecek sekilde onemli Olgide artmistir.
Serum laktat ylkselmis ve beyin manyetik rezonans goéruntilemede,

mitokondriyal enerji metabolizmasi bozukluklarinda gorulen beyaz cevher
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degisiklikleri veya Leigh benzeri bir patern izlenmistir. Hastalar, yasamin ilk
yilinda hastalik baslangici ile neonatal dlumden erigkinlikte sagkalima kadar
degisen heterojen bir fenotip gdstermistir. En belirgin klinik 6zellikler sirasiyla
ensefalopati sagirlik, epilepsi, optik atrofi ve kardiyomiyopati olarak
kaydedilmistir. ECHS1 eksikliginin yeni Leigh benzeri bir sendrom oldugu,
ancak Leigh sendromunun diger formlarindan klinik ve biyokimyasal olarak ayirt
edilebildigi ortaya konmustur. ECHS1 eksikligindeki siddetli klinik tabloya
ragmen, kas ve deri biyopsi oOrneklerinde sadece dort hastada piruvat
oksidasyonu ve ATP JUretiminde hafif degisimler ve NADH:CoQ
oksidoreduktazda (solunum zincirinin kompleks I) veya sitokrom c oksidaz
(solunum zincirinin kompleks V) aktivitesinde artis izlenmistir. Dikkat ¢ekici bir
sekilde, tum bu hastalar kaybedilmis, oysa bu analizlerde degisiklikler olmayan
hastalar yasamaya devam etmistir. Bizim hastalarimiz da potnatal 3. ayda
baglayan gerileme progresif olarak devam etmis, ancak metabolik testlerinde
hafif laktat yiksekligi disinda pozitif bulgu saptanmamistir. Distoni, vertigal
nistagmus bulgulari ile beyin MRG de bazal ganglion, putamen tutulumlari
ECHS1 eksikligini desteklemektedir.

ECHS1 eksikliginde, primer OXPHOS eksikligine benzeyen uzun zincirli
asil-CoA dehidrojenaz  eksikligi (LCHAD, Ilong-chain  3-hydroxyl-CoA
dehydrogenase) ve mitokondriyal ¢ iglevli protein eksikligi (MTP, Mitochondrial
trifunctional protein) ile de Kklinik ortusme saptanmigtir. LCHAD ve MTP
eksikliginde, gelisme geriligi, hipotoni ve lipid depolama miyopatisi, epilepsi
kardiyomiyopati, yenidoganlarda ve bebeklerde ani 6lum sik goérulur. ECHSA
eksikliginin aksine, LCHAD/MTP eksikligi olan bireylerde genellikle hepatik
disfonksiyon, retinopati ve periferik néropati gorulur, ancak genellikle distoni ve
sensorinoral isitme kaybi yoktur. iiging bir sekilde, uzun zincirli yag asitleri ve
asil-CoA'nin birikmesinin, LCHAD ve MTP eksikligi olan bireylerde enerji
metabolizmasini inhibe eden mitokondriyal toksinler olarak hareket ettigi
dusunulmektedir (336).

ECHS1 eksikligi ve 3-hidroksiizobutiril-CoA hidrolaz (HIBCH) eksikligi
olan bireylerin noérolojik fenotipleri ¢arpici sekilde benzerdir. Yakin zamanda
Leigh hastaligi ve HIBCH eksikligindekine benzer klinik ve biyokimyasal
degerleri olan iki kardeste ECHS1 mutasyonlar bildirilmistir (337). Her ikisinde
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de dogumdan kisa sure sonra generalize hipotoni, emme gugligu, solunum
yetmezligi ve gelisme geriligi ortaya ¢cikmigtir. Agir bir klinik seyirle her ikisi de 4
ve 8 aylikken kaybedilmistir. ECHS1 ve HIBCH eksikligi arasindaki klinik ve
biyokimyasal benzerliklere ragmen, ECHS1 eksikligi olan hastalarin
fibroblastlarinda veya kas biyopsi drneklerinde HIBCH eksikligi olanlara gore
oksidatif fosforilasyon bozuklugu daha nadirdir. Bununla birlikte, saptanabilir
OXPHOS eksikligi olan ECHS1 hastalarinda ciddi hastalik tablosu rapor edilmis
ve bebeklik veya erken gocukluk doneminde kaybedilmiglerdir.

Fitzsimons ve ark, Leigh sendromu klinigi ile bebeklik doneminde
bagvuran, akrabalik iligkisi olan iki aileden dort hastada (bir Pakistanli ve bir
irlandali gezgin), GC/MS ile idrar organik asit analizinde, eritro-2,3-dihidroksi-2-
metilbltirat ve 3-metilglutakonat (3-MGC) seviyelerinde artis gozlenmistir (338).
LC-MS/MS ile analiz edilen metakriil-CoA ve akriloil-CoA ile iligkili metabolitlerin
idrarda artan atilimi ECHS1 eksikligini dusindurmustar ve bu sonug¢ hasta
fibroblastlarinda dogrulanmistir. Her iki ailenin de ECHS1 geninde homozigot
patojenik varyantlar oldugu gosterilmistir (Pakistanli ailede c¢.476A>G
(p.GIn159Arg) ve irlandall ailede ¢.538A>G (p. Thr180Ala). Bu degisimlerden,
c.538A>G varyantinin 6nceden Kanada kokenli bir kurucu mutasyonu temsil
ettigi varsayilimistir, ancak bu galismada tUm genom dizileme verilerinden elde
edilen SNP’ler kullanilarak yapilan genotipleme analizinde daha énce bildirilen
Kanadali hastalar ve irlandali aile icin ortak bir haplotip ¢alismasi, bu varyantin
irlanda kékenini desteklemistir. Bu ¢alismada dért hastanin hepsi benzer klinik
ve biyokimyasal Ozellikler ile progresyon gostermistir. Hepsinde merkezi
hipotoninin erken gorulen ortak bir bulgu oldugu belirtiimis ve agir gelisim
geriligi gozlenmistir. Her olguda progresif beslenme sorunlari belirgindir ve
sureg ilerledikge, ndbetler ve apneik ataklarin daha sik ve siddetli hale geldigi
kaydedilmistir. Dort hastanin beyin goéruntilemesinde bazal ganglionlarda Leigh
sendromu ile uyumlu, progresif bilateral simetrik lezyonlar gorilmustir. Dort
hastanin UGglnde serebral ve serebellar atrofi ve sol bazal gangliyonun
MRS'sinde cift laktat piki tespit edilmistir. Hastalar 13 aylik, 21 aylik, 28 aylik ve
4 yasinda kaybedilmistir.

Haack ve ark. yeni tanimladiklari bu hastalikta, $-oksidasyon kusurunun

ve valin metabolizmasindaki blok nedeniyle, toksik metakriil-CoA ve akriloil-CoA
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birikimi ve toksik 2-enoilCoA bilegiklerinde artigin diyetten etkilendigi géz dniune
alindiginda, ECHS1 eksikligi icin tedavinin mumkun olabilecegini 06ne
surmuslerdir. ECHS1 eksikliginde etkilenen tim amino asitler (valin, izoldsin ve
lizin) esansiyel amino asitlerdir ve diyetle alimlarinin katabolizmalarini
etkilemesi beklenmektedir. Hastalarimizin da Beslenme ve Metabolizma
Polikliniginde beslenme tedavisi planlanmasi igin takip altina alinmasi
saglanmis, ayrica yeni gebelik plani olan aileye preimplantasyon ve prenatal

tani olanaklari konusunda da kapsamli bir genetik danigsma verilmistir.

Calismamizda aile 6 ‘da indeks olguda TED analizinde NDUFAF6
geninde (NADH Dehydrogenase (Ubiquinone) Complex I, Assembly Factor 6)
exon S’te c.479delA ve intrond4’de ¢.420+784C>T varyanti saptandi. NDUFAF6
veya eski adiyla C8orf38 geni, Okaryotlar arasinda ylksek oranda korunmus
olan ve mitokondriyal solunum zinciri kompleksi 1’in erken birlesme agsamasinda
onemli rol oynayan bir mitokondriyal proteini kodlar. NDUFAF6'daki bialelik
yanlis anlamli mutasyonlar, mitokondriyal kompleks | eksikligine bagli Leigh
sendromu vakalariyla iligkilendirilmistir (369,370,371). Leigh sendromunun en
sik nedeni oksidatif fosforilasyon kusurlandir ve yakin tarihli bir makalede
NDUFAF6 en sik mutasyona ugrayan nukleer genlerden biri olarak tanimlanmig
olup, azalmis kompleks | aktivitesi ile iligskilendirilmigtir (372). Bianciardi ve
arkadaglari, NDUFAF6'da patojenik heterozigot yanlis anlamh varyant
(c.532G> C: p.A178P) ve mutasyona ugramis alelin neredeyse tek alelelik
transkripsiyonel dizeyde ekspresyonunu, Leigh sendromu ve mitokondriyal
kompleks | eksikligi gorilen bir hastada tanimlamistir. Otozomal resesif bir
kalitim modeli varsayllmig, ancak ikinci patojenik varyant gosterilememistir.
(370). Cataina ve ark. Leigh sendromundan etkilenen ve ayni heterozigot yanlis
anlamli mutasyonu barindiran iki kardes ve biri dnceden Biancardi tarafindan
bildirilen vaka olmak Uzere farkh aileden diger iki olguda, ikinci alelik
mutasyonun tum etkilenmis bireylerde bulunan derin intronik bir varyant
olduguna dair kanit sunmuslardir. mRNA analizi sayesinde, intron 4’de gorulen
derin intronik varyantin (c.420+784C>T) alternatif bir kirpilma bdlgesinin
olusumundan sorumlu oldugunu gdstermislerdir (373). intronik varyantin

etkilerini degerlendirmek icin aile Uyelerinin taze kan oOrneklerinden RNA
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ekstrakte edilmis ve cDNA sentezlenmigtir. cDNA amplifikasyonu (ekson 3'ten
ekson 7'ye) ve dizileme igin tasarladiklari 6zgun primer giftini kullanmislar ve
hem kardeslerin hem de annelerinin o6rneklerinde ek bir transkript
saptamiglardir. Bu transkript, alternatif kirpilma izoformlarina karsilik gelmis
(6rn. ENST00000520757.1 veya XM_005250791.1), fazladan 124 nukleotid
uzunlugunda bir ekson ve transkriptin erken bir stop kodon olusmasi nedeniyle
veri tabanlarinda prematlr anlamsiz degisim aracili yikima (decay) ugrayacagi
tahmin edilmistir. ilging bir sekilde, alternatif kirpiima alici bdlgesi, rs749738738
varyantinin 11 nukleotit asadisina yerlesmistir ve insiliko tahminler, mutant
diziye bir alici alan olusturmak igin yuksek skor vermektedir. Diger ailede de
transkriptin alternatif kirpilma izoformunun artan ekspresyonu, hastanin
fibroblastlarindan saflastirrlan RNA (zerinde de dogrulanmistir. NGS
kullanilarak NDUFAF6 transkriptlerinin analizinde, bu varyanti olmayan kontrol
orneklerindeki dusik ifade duzeyleriyle kargilastirildiginda, intronik varyanti olan
bireylerde alternatif izoformun asiri ifade edildigi dogrulanmistir. insilico
tahminlerine uygun olarak, transkript verileri intronik varyantin, alternatif
kirpilma olayini tegvik ettigini, bdylece genin fonksiyonel olmayan varyant
izoformunun ekspresyonunu arttirdigini géstermistir. Benzer bir klinik sergileyen
italya'dan (i¢ akraba olmayan ailede, oldukga nadir gérilen iki varyantin
belirlenmesi, aileler ve ortak kurucu alleller arasinda bildiriimemis veya
bilinmeyen iligki olasiligini artirmis ve NDUFAF6 genomik bolgesinde bulunan 7
tagSNP'yi kullanarak bir haplotip analizi gergeklestirilmistir. TUm hastalar ortak
NDUFAFG6 alellerini barindiran ayni haplotipi gostermis, bununla birlikte,
kromozom 8 Uzerinde bulunan c¢evre genlerde oldukca farkli varyant profili
kurucu etkinin yakin zamanda olusmadigini dugundurmustar.

U¢ vyasindan sonra kazanilan becerilerin kaybi, yirllyememe,
konusamama, distonik kasiimalar, skolyoz, ellerde kontraktir gibi literatlirde
bildirilen olgularla benzer klinik 6zellikleri olan olgumuzda da, ayni derin intronik
varyant, daha Once hastalik iligkisi bildirilmemis olan c.479delA (p.E160f)
(rs774800472) degisimi ile birlesik heterozigot formda gdsterilmistir. Cergeve
kaymasina sebep olan ikinci patjenik degisimle birlikte bu sonuglar, MR
bulgularinin da destekledigi Leigh Sendromu ile uyumlu bulunmus ve molekuler
etiyoloji “Mitokondriyal kompleks | eksikligi, nukleer tip 17” olarak aydinlanmistir.
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Bu tip, olgumuzla ayni derin intronik degisimin bildirildigi diger NDUFAF6-
mutant vakalarinda da ortak gozlenen, etkilenen yapilara bagh olarak izole
serebellar veya ekstrapiramidal belirtiler, erken ¢ocukluk déneminde kazanilan
beceri kaybi ile baslangi¢ (1-5 yil) ve stabil veya yavas ilerleyen seyirle, biligsel
tutulum ve ndbetlerin gorulmedigi bir Leigh sendromudur.

Kodlanmayan bolgelerinin hastaliklarla iliskisini gosteren varyantlarla ilgili
caligmalar hizla artmaktadir. Bu olguda elde edilen sonuglar, TED veri
analizinin, transkript/protein Uzerinde zayif bir 6ngorulebilir etkiye sahip olanlar
dahil tim nadir varyantlari hesaba katmasi gerektigine isaret etti. mMRNA
analizinin tamamlayici bir strateji olarak TED’e entegre edilmesi, tanimlanmig
varyantlarin, 6zellikle de kirpiimayi ve transkriptlerin stabilitesini etkileyen zararli
etkilerinin gosterilmesi bakimindan son derece yararli olacaktir.

Calismamizda aile 7‘de indeks olgu ve saglikli kardesinde yapilan ikili
TED analizinde, FBXL4 geninde (F-Box and Leucine-Rich Repeat Protein 4)
exon 8de homozigot ¢.1444C>T; p.R482W degdisimi saptandi. Daha 6nce Gai
ve arkadaslarl tarafindan Suudi Arabistanli akraba ebeveynlerden dogan 3
kardeste homozigot formda tanimlanan bu varyant, proteinde evrimsel olarak
korunmus amino asit kalintilarini iceren Idsinden zengin tekrar domaininde
p.arg482trp degisimiyle sonuglanir (374). Homozigot haritalama ve ardindan
tim ekzom dizi analizi ile gdsterilen bu varyant, 242 Suudi ekzomunda, 4.500
Avrupa kontrol havuzunda veya Exome Variant Server veritabaninda
bulunmuyordu. Bu calismaya dahil edilen tim olgular, farkli klinik agirlikta,
erken baslangi¢l laktik asidemi, hipotoni, ensefalomiyopatinin neden oldugu
gelisme geriligi, MR da beyaz cevher, derin gri ¢ekirdekler ve beyin sapi
yapilarinda degisken tutulum ve serebral atrofi gibi ortak 6zellikleri tasiyordu.
Olgumuzdaki ¢.1444C>T; p.R482W degisiminin goruldigu u¢ kardes olgudan
ilki, Arap kokenli saghkh birinci kuzen ebeveynlerin ilk gocuguydu. Dort yasinda
siddetli laktik asidoz atagi sirasinda kaybedilen bu ¢ocuk igin kayitlar yetersizdi.
ikinci erkek kardes 9 yasindaydi ve aralikli plazma laktat yiiksekligi, siddetli
biligssel gerilik (1Q 50) ve egzersiz intoleransi, hafif yuz dismorfizmi vardi ancak
mikrosefali yoktu. Alti aylik olan Uguncli erkek kardeste dogumda neonatal
depresyon, tekrarlayan siddetli laktik asidoz vardi ancak buylume parametreleri
ve yuz gorunumu normaldi. Ebeveynler kas ve cildi biyopsisini reddetti. Ayni
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mutasyonda bile gozlenen bu klinik heterojenite, bildirilen diger yanlis anlamli
mutasyonlarda da mevcuttu. Bizim olgumuzda intrauterin 26. haftada baglayan
gelisme geriligi, hipotoni, motor gelisim basamaklarinda gerilik vardi ancak
postnatal donemde laktik asit yuksekligi ile giden agir bir metabolik kriz
tariflenmedi. Metabolik acgidan degerlendiriimek Uzere 15. ayda ITF ye
yonlendirildiginde laktik asit yuksek, KAA da alanin yuksek ve OA analizinde
mitokondrial hastalikla uyumlu atilimlari tespit edilmisti. Kas biopsisinde
kombine OXPHOS enzim eksikligi vardi ve histopatolojisi lipid depo miyopatisi
olarak raporlanmigti. Hipertrofik kardiyomiyopati nedeniyle kardiyoloji
takibindeydi. Su an 9 yasinda, Denver gelisim testi %50 geri, verbal becerisi
kisitli ve konusma terapisi ile ancak bir ka¢ cumle kurabiliyor.

FBXL4, bir kismi fosforilasyon bagimli ubikitinasyon ve/veya G protein
reseptor baglanmasinda rol oynayan F-box protein ailesinin bir Gyesidir. Adini
ilk olarak gozlendigi siklin F'den (CCNF;MIM*600227) alan F kutusu, SKP1'i (S-
Phase Kinase-Associated Protein 1) baglayan yaklasik 40 amino asitlik bir
motiftir. FBXL4 gibi F-box proteinleri, fosforilasyon bagimli ubikitinasyonda islev
goren SCF'ler (SKP1, cullin, F-box proteinleri) adi verilen moduiler E3 ubikuitin
protein ligazlarinin bilesenleridir. Bu aile, 16sin agisindan zengin tekrarlara
(FBXL'ler, or., SKP2), WD40 domaine (FBXW!'ler, 6r., BTRCP) sahip C terminali
icerebilir veya taninabilir motifler icermiyebilir (FBXQO'lar, ér., CCNF) (375).
FBXL4’Un mitokondriye hedeflendigi ve zarlar arasi bogslukta lokalize yaklasik
400 kDa’luk bir protein kompleksine katildigi gosterilmigtir (374). Bu veriler,
FBXL4'Un biyoenerjetik homeostazin ve mtDNA bakiminin kontrolindeki rolinu
kuvvetle desteklemektedir. Kombine OXPHOS enzim eksikliine neden olan
FBXL4 mutasyonlarinin, erken bebeklik doneminde baslayan mitokondriyal
ensefalomiyopati ile mtDNA tukenme sendromu 13 (MTDPS13) ile
iliskilendirildigi bir baska calismada, fatal ensefalopati, laktik asidoz ve kasta
mtDNA tikenmesi bulgulari ile basvuran Suudi Arabistan’dan 3 farkli ailede,
TED ve segregasyon analizi yoluyla, FBXL4" de OR, anlamsiz ve kirpiima
hatasi mutasyonlari belirlenmistir (376). FBXL4'Un mitokondride lokalize olan bir
F-box proteini oldugu ve bu proteindeki fonksiyon kaybi ve kirpilma hatasi
mutasyonlarinin ciddi bir solunum zinciri enzim eksikligine, mitokondriyal

membran potansiyeli kaybina ve dinamik mitokondriyal ag ve nukleoid
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dagiliminda bir bozulmaya neden oldugu gosterilmistir. Yabanil tip FBXL4
transkriptinin, etkilenen bireylerden alinan fibroblast hucre dizilerinde
ekspresyonu, mitokondriyal biyokimyasal eksikligin duzeltimesine yol agarak
mtDNA kopya sayisinin seviyelerini tamamen kurtardigindan, FBXL4'teki
mutasyonlarin hastalida neden oldugu ve FBXL4'UGn mtDNA butinlugunu ve
stabilitesini korumada olasi bir role sahip bir mitokondriyal protein oldugunu
gOstermektedir.

Klinik, morfolojik, biyokimyasal, goérintlileme bulgulari ile degerlendirilen
ve FBXL4 mutasyonu bildirilmis olan 21 kisiyi kapsayan calismada, fenotip
genotip korelasyonu net olarak tanimlanamamigtir (377). Yenidogan/erken
infantil dénem baslangigl laktik asidoz, hipotoni, beslenme sorunlari ve gelisme
geriliigi ilk basvurudaki karakteristik Ozellikler olup dismorfik yiz 6zellikleri,
hastalarin % 67'sinde tarif edilmigtir. Yedi cocuk kaybedilmis (ortalama yas 37
ay) ve 11 cocuk yasiyordu (ortalama 46 aylk takip yasi), U¢ cocuk edilememisti.
Hayatta kalanlarin tUmunde siddetli psikomotor gerilik vardi. Yeni doganlarda
beyin gorintileme spesifik degildi, ancak daha sonra baslayan, hizla ilerleyen
beyin atrofisi ifade edilmisti. YUksek kan laktati ve metabolik asidoz tum
bireylerde gozlemlenmis, %45'inde kreatin kinaz yuksekligi gorulmustar.
Hastalik seyri sirasinda tipik semptom paterni genellikle nérobiligssel bozukluk,
psikomotor gerilik ve gelisim geriligi olup sadece kag¢ kiside, mitokondriyal
hastaligin sinir sistemi tutulumu ile iligkilendirilen ndbetler, igsitme, konugsma ve
hareket bozukluklari gibi 6zellikler bulunuyordu. Mitokondriyal OXPHOS
fonksiyonunu destekleyen ilag tedavileri etkili olmamistir. Bir bagka ¢alismada,
Norvegli bir ailede akraba olmayan ebeveynlerin 3,5 yasindaki tek erkek
cocugunda, klinik, biyokimyasal ve serebral MR'da MTDPS13 ile uyumlu
Ozelliklerle birlikte FBXL4'te yeni bir yanlis anlamli varyant bildirilmistir (378).
c.1442T>C; p.Leud481Pro degisimi, veritabanlarinda, 149 Norveg¢ kontroll, 440
kisiden elde edilen tum ekzom veri havuzunda bulunmadi ve insilikoda protein
islevi icin zararh tahmini vermistir. Kas dokusunda (kompleks I-IV) ve kiltire
deri fibroblastlarinda (kompleksler 1-V) kompleks enzimlerinin aktivitesi normaldi
ancak kasta mtDNA tukenmesi gosterilerek bu varyantin 6ngorulen patojenitesi

dogrulanmistir. Bu ¢alismada mitokondriyal ensefalomiyopati gibi Kklinik
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endikasyon varliginda kompleks enzimlerinin aktivitesi normal olsa bile FBXL4
sekanslamasi yapilmasi geregi onerilmistir.

Erken baslangigh ensefalopati, laktik asidoz, hipotoni ve hafif ylz
dismorfizmi paterni (belirgin alin,kalin daginik kaslar, kisa palpebral fissurler,
genis burun koku, kdépri ve genis burun tabani) gibi bulgular FBXL4 igin
molekuler genetik incelemenin yapilmasini dusundurmelidir. mtDNA’daki 37
gende hastalik iliskili cok sayida patojenik varyant bildiriimesine ragmen,
mitokondrial hastaliklarin bircogu aslinda 6zellikle mitokondri hedefli proteinleri
kodlayan nukleer genlerden kaynaklanir. Genis aile veya akrabalik iligkisi olan
pedigrilerde, badlanti analizi yoluyla yapilan Kklinik-molekuler arastirmalar
mitokondriyal hastaliklara neden olan ¢ok sayida varyantin tanimlanmasina
katkida bulunmus ve bunlarin % 96's1 mitokondriye lokalize proteinlerle iligkili
gosterilmigtir. Bu galismalar mitokondriyal proteom bilesenlerini aydinlatmanin
yani sira organel biyoenerjetigi ve homeostaz mekanizmalari hakkinda énemli
bilgiler saglamistir.

Calismamizda aile 8‘de indeks olgu ve saglikh kardesinde yapilan TED
analizinde OXCT1 (3-Oxoacid CoA Transferase 1) geninde exon15’te
c.1370C>T;  p.Thrd457lle (rs369643387) ve intron 12’de c¢.1173-139G>T
(rs145673650) degisimleri birlesik heterozigot formda saptandi ve anne baba
incelemesinde bu degisimleri heterozigot formda tasidiklari gézlendi. Her iki
degisim, veri tabanlarinda 6nemi bilinmeyen varyant olarak siniflandirilan nadir
varyantlar olup, in siliko programlar patojenik tahmini vermekteydi. OXCT1
genindeki patojenik varyantlar Suksinil-CoA: 3-ketoasit CoA transferaz (SCOT)
eksikligi ile iligkilidir (379). SCOT eksikligi, keton cismi katabolizma bozukluguna
neden olan nadir kalitsal bir metabolizma hastaligidir. Mutasyonun siddetine ve
rezidUel enzim aktivitesine gore degisen siddette klinik bulgular, epizodik veya
kalici ketozis ile karakterizedir. Aclik, atesli hastaliklar, kusma ve ishal gibi
ketojenik stresler hem serbest yag asidi oksidasyonunu hem de keton cismi
sentezini indukler. Ketoliz kusurlari olan hastalarda, keton cisimlerinin birikimi
fatal ketoasidoza neden olabilir veya enerji tukenmesi nedeniyle beynin
etkilenmesi sonucu psikomotor gerilikle sonuglanabilir.

Dolasimdaki keton seviyeleri, enerji metabolizmasinin  6nemli bir

parametresidir. iki ana keton cismi olan asetoasetat (AcAc) ve 3-hidroksibutirat
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(3HB), Ozellikle glikoz aliminin diguk oldugu uzamis aglik sirasinda veya
enfeksiyonlar gibi katabolik sureclerde karacigerden ekstrahepatik dokulara
(6zellikle beyin) enerji tasinmasinda O6nemlidir. Dort karbonlu karboksilik
asitlerdir, dolayisiyla kanda birikmeleri ketoasidozla sonuglanir. Total kan keton
cismi (TKB) seviyeleri, aglik suresi ve ketojenik stres gibi klinik dyku varhiginda
glikoz, insllin ve serbest yad asitleri (free fatty acids, FFA) ile paralel
degerlendiriimelidir. AcAc, mitokondriyal matriksin redoks durumuna bagli
olarak degisken bir TKB fraksiyonundan sorumludur. FFA/TKB orani 6zellikle
keton cismi metabolizmasinin degerlendiriimesi igin faydaldir. Ketogenez
(keton cismi sentezi) ve yag asidi oksidasyonundaki kusurlarda oran 2,5
Uzerinde, ketoliz (keton cismi yikimi) kusurlarinda ise 0,3'Un altindadir (380).
Yag dokusundan salinan FFA, hepatositlerde, yag asidi beta oksidasyonu ile
bol miktarda asetil-CoA (AcCoA) ve asetoasetil-CoA’ya (AcAcCoA) donusur.
Mitokondriyal 3-hidroksi-3-metil-glutaril-CoA Sentaz (HMG-CoAsentaz (mHS) ile
3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA'ya (HMG-CoA) metabolize edilirler. Daha sonra,
HMG-CoA'dan HMG-CoA liyaz (HL) ile AcAc, uretilir. AcAc kismen 3HB'ye
indirgenir. Hem AcAc hem de 3HB kan dolasimiyla, ekstrahepatik dokulara
geger ve 3HB, AcAc'ye geri donusur. Ekstrahepatik dokularda, suksinil-CoA: 3-
oksoasit CoA transferaz (SCOT) tarafindan asetoasetil-CoA'ya aktive edilir.
Daha sonra, mitokondriyal asetoasetil-CoA tiolaz (T2), bir asetil grubunu
serbest CoA'ya aktarir ve iki molekul asetil-CoA sentezlenmis olur. Bu adimlar
ekstrahepatik dokularda ketonlardan enerji Uretimi igin gereklidir. Beyin yag
asitlerini enerji kaynagi olarak kullanamadigindan, keton cisimleri, aglikta beyin
metabolizmasinin dnemli bir substratidir.

Keton cismi metabolizmasinda, sentezi ve kullanimini kapsayan ve klinik
olarak o6nemli dort KMH; ketogenez defektlerinde mitokondriyal HMG-KoA
sentaz (mMHS, HMGCS2) ve HMG-CoA liyaz (HL, HMGCL) eksikligi, ketoliz
defektlerinde suksinilCoA: 3-oksoasit CoA transfeaz (SCOT, OXCT1) eksikligi
ve mitokondriyal asetoasetil-CoA tiyolaz (T2, ACAT1 geni) eksikligidir.

ik kez 1972'de tanimlanan SCOT eksikligi, ketoliz bozuklugu nedeniyle,
klinik olarak aralikli ketoasidotik ataklar ve epizodlar arasinda asemptomatik
durumla karakterize, OR kaltim 6zelliginde nadir bir KMH'dir. ilki 1996°da olmak
Uzere bu gune kadar yaklasik 30 hastada OXCT1'de 36 farkli patojenik varyant
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bildirilmistir (381). Bu varyantlarin 30'u yanhg anlamli veya anlamsiz nokta
mutasyonlari, 2’'si kirpilma bodlgesi ve biri buyluk delesyon olmak Uzere 4’U
indeldir (HGMD Professional version 2020.3). Kalici ketozis, yani hastanin iyi
beslendigi ve a¢ olmadigi asemptomatik donemlerde bile her zaman idrarda
keton varhgr SCOT eksikligi igin patognomoniktir ancak tum SCOT eksikligi olan
hastalarda bulunmaz. Yenidogan taramasinda SCOT eksikligi saptanmaz. Kan
ve idrardaki yluksek keton cisimcikleri hari¢, hastalarin nonspesifik olmayan
laboratuvar sonuglari vardir. Sahip olduklari SCOT enzim aktivitesine bagh
olarak, hastalarda epizodik veya kalici ketosis bulunabilir. Hastalarin yaklasik
yarisi yenidogan déneminde ilk ketoasidotik ataklarini gegirir. idrar organik asit
analizinde 3HB ve AcAc atiliminda artig diginda karakteristik atilim
bulunmayabilir. Tam idrar testinde keton pozitifligi veya kanda keton pozitifligi
basit uyarici testlerdir ve tekrarlayan ataklar SCOT enzim analizine
yonlendirebilir.

Sasai ve arkadaslari, 5 yildan uzun slire (2008-2012), siddetli
ketoasidoz ile basvuran hastalari arastirmislar ve olgularin dordinde
heterozigot OXCT1 varyanti belirlemistir (382). Heterozigot durumlarini
dogrulamak igin, OXCT1 geni Uzerinde baska bir alelde bluyuk delesyonlarin
veya insersiyonlarin varligini diglayan multipleks ligasyon bagimh prob
amplifikasyon (MLPA) analizi yapilmistir. cDNA'nin dizi analizi ile tam uzunlukta
SCOT, yabanil tip cDNA klonlarinin, mutant cDNA klonlarla makul oranlarda
mevcut oldugunu gostermiglerdir. Takip eden 2 yil boyunca (2013-2014),
ketoasidoz ile basvuran alti hastada daha OXCT7de cesitli varyantlarini
gostermiglerdir. Bu veriler, OXCT1 varyanti icin heterozigot tasiyicilarin,
ketojenik streslerle birlikte siddetli ketoasidotik epizodlar gelistirebilecegini
gOstermektedir. Bu olgularin baslangi¢ yasi 11 ay ile 6 yas arasinda degdismekte
ve tamami bir enfeksiyon sonrasi tetiklenen ketoasidoz sonrasi letarji ve koma
tablosu ile basvurmustur. Olgumuzun postnatal aglamama ve 8 gun YB yatis
dykusi disinda 11. aya kadar gelisimi normal tarif edildi. ilk atagini 11. ayda st
solunum yolu enfeksiyonu sirasinda gecirmig, metabolik asidoz, idrar ketonu
+3, kan ketonu +2 dlgulen olgunun sivi tedavisine ragmen asidozunun direngli
seyretmesi ve ketozisin persiste olmasi nedeniyle 6n tanida organik asidemiler

ve ketoliz bozukluklari dasunulmustu. Kesin tani konulamayan olgunun, 1,5
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yasinda iki kez daha gastroenterit sonrasi ataklari olmus, ikinci atak sirasinda
arrest sonrasi resustasyonla donmus ve trakestomi ile taburcu edilmistir. Bu
asamada saglikli kardesi ile birlikte TED analizi yapilan olguda saptanan
C.[1370C>T] ; [1173-139G>T] degisimlerinin GnomAD’deki alel frekanslarinin
¢ok nadir oldugu gorulda (sirasiyla, 0.000004003 ve 0.0009874) (383). Her iki
degisim de 6nemi bilinmeyen varyant olarak siniflandiriimisti (384) ve in siliko
programlar patojenik tahmini veriyordu (385,386). Alternative Splice Site
Predictor (ASSP) programi, intronik degisim icin alternatif ekson izoformunu
ongoruyordu (387). Bu veriler, hastanin oykusu, enfeksiyonu takip eden
metabolik ataklari, kan ve idrarda keton pozitifligi, ataklar arasindaki
donemlerde beslenme tedavisi ile asemptomatik olmasi gibi klinik ozellikleri
molekuler genetik analiz sonucunu destekler nitelikteydi. Daha 6nce hastalik
iligkisi bildirilmemis olan bu degisimler igin, fibroblast SCOT enzim aktivitesi,
mRNA c¢alismasi gibi fonksiyonel analizlerin yapilmasi planlandi. Hastanin
trakeostomisi kapatildi ve noromotor gelisimi normal degerlendirildi. Halen 2 yas
8 aylik olan olguda verbal gerilik disinda bir 6zellik bulunmamaktadir.

Epizodik ketozis veya bebeklik doneminde ylksek anyon agigiyla
metabolik asidozun gorulmesi, keton metabolizmasinin kaltsal hastaliginin
teshisi igin ipuclari saglayabilir. Keton cisimleriyle ilgili bir metabolik bozukluktan
suphelenmek, SCOT eksikliginin teshisinde ilk adimdir. SCOT eksikligi
konusunda artmis farkindalik ve metabolik krizlerin genel ydnetiminde daha
fazla deneyim sayesinde ¢ogu hasta norolojik sekel ve 6lim olmaksizin iyi bir
prognoza sahip olmaktadir.

Calismamizda aile 9‘da indeks olgu ve saglikli kardesinde yapilan TED
analizinde ALG8 geninde exon 5’de homozigot ¢.479A>T; p.His160Leu degisimi
saptandi. Bu gen, ALG6/ALGS8 glukoziltransferaz enzim ailesinin bir Uyesi olan
dolikil-fosfatglukoz 1-mannoz 9-N-asetilglukozamin (Dol-P-Glc: Glc (2) Man (9)
GIcNAc (2) -PP-Dol-alfa-2) glukosiltransferaz enzimini kodlar ve bu enzim,
endoplazmik retkulumda (ER) proteinlerin N-glikozilasyonu igin ikinci glikoz
kalintisinin lipid baglh oligosakarit (LLO) odncusune eklenmesini katalize eder. Bu
gendeki mutasyonlar, konjenital glikozilasyon tipi Ih (CDG-lh) ile
iligkilendirilmistir (MIM # 608104). Glikozilasyon, monosakkaritlerin, glikoprotein

veya glikolipid gibi bir alici molekule tek tek eklendigi temel ve karmasik bir
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hicresel suregtir. Her canl organizmada bulunur ve evrimsel suregte siki bir
sekilde korunur. Insanda, glikozilasyon reaksiyonlarindan biri genetik olarak
bozulursa, Konjenital Glikozilasyon Bozukluklari (CDG) ortaya ¢ikar ve ilk kez
1980'de Belgikali ¢ocuk doktoru Jaak Jaeken tarafindan, iki hastasinda
tanimlanmistir (388).

Glikozilasyon, proteinlerin dogru olgunlagmasi ve iglevi i¢in gerekli olan
monosakkarit aktivasyonu, proteinlere ve lipitlere glikan eklenmesini saglayan
enzim katalizli bir igslemdir. CDG’ler 4 ana gruba ayrilmistir ve (l) Protein N-
glikozilasyon, (Il) protein O-glikozilasyon, (lll) kombine glikozilasyon kusurlari
(coklu yolak tutulumu) ve (IV) glikosfingolipid ve glikozilfosfatidilinizotol (GPI)
ankraji sentez hatalari gibi bozukluklari icerir (389). Protein N-
glikozilasyonundaki kusurlar ise iki alt gruba ayrilir: CDG-I bozukluklari, glikan
sentezi (sitozol ve ER) kusurlarini ve CDG-II, glikan islenmesindeki (Golgi)
kusurlari icerir. Jaeken ve arkadaglari 2008'de, gen adina atifta bulunan bir yeni
isimlendirme 6nermistir; gen adi (italik degil)- semsiye isim CDG 6rnegin ALGS8-
CDG, vb. Bu isimlendirmenin tehlikesi, o genin ne oldugu hakkinda higbir bilgi
olmamasi halinde fizyolojik islev ve tedavilerin mantigi ile baglantinin kesilmesi
potansiyelidir (390).

Bu glne kadar, bir ¢cogu N-glikosilasyon kusurlarini iceren yuzelliden
CDG tanimlanmistir ve ¢ogu ultra nadir hastaliklardir. En sik tipi, yaklasik 1000
hasta bildirilen ve tahmini prevalansi 1:100.000 olan PMM2-CDG'dir (6nceki
isimlendirme: CDG-la). Tani, birden fazla organ sistemini etkileyen bir klinik
prezentasyon ve tipler arasindaki fenotipik heterojenite nedeniyle genellikle
zordur. Cogu hastada dismorfik ylz 6zellikleri, anormal yag dagilimi, degisen
siddette pihtlasma ve endokrin kusurlari  bulunur. Norolojik, kalp,
gastrointestinal, hepatik, renal, hematolojik, immunolojik ve iskelet system
anomalileri farkli CDG turlerinde bildirilmistir. Klinik spektrumdaki veriler klguk
hasta gruplarina dayandigindan, hastaligin dogal seyri hakkinda kapsamli bir
bilgi saglanamamistir. Cogunlukla, N-glikozilasyon bozuklugu igin ilk
biyokimyasal tarama serum transferinin izoelektrik odaklanma veya Kkutle
spektrometrisi ile gergeklestirilir. Anormal transferrin glikozilasyon paterni,
sitoplazma, endoplazmik retikulum veya Golgi'de glikozilasyonun bozuldugunu
gosterebilir. CDG tip 1'de glikan sentezinde bir azalma varken, CDG tip 2’de
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trunke glikanlar vardir. Tip | CDG, lipide bagh oligosakaritlerin birlesmesinde
veya bunlarin yeni olusan glikoproteinlere aktariimasinda bir kusurun oldugu
bozukluklari igerirken, tip Il CDG, proteine bagh glikanlarin kirpilmasi, uzamasi
ve islenmesindeki kusurlari igerir (390). NUkleotid sekerlerin oranindaki azalma
mix paterne yol acabilir. Golgi ile ilgili birgok CDG'de kesin biyokimyasal
patogenez tam olarak anlasilmamigtir. Ayrica O-glikozilasyon bozukluklari, lipid
glikozilasyon bozukluklari, GPl ankraj sentez bozukluklari ve bazi N-
glikozilasyon bozukluklari dahil birgok CDG’de serum transferrin profili olabilir.
Matris destekli lazer desorpsiyonu/iyonlagma-ugus suresi (MALDI-TOF) analizi,
tip 1l CDG'deki kusurlar hakkinda daha fazla bilgi saglayabilir. Anormal
transferrin profilleri, CDG ile iligkili patojenik varyantlari tanimlamak igin, hedefli
CDG gen panelleri veya ekzom/genom dizilemeyi gerektirir.

Klinik ve laboratuvar bulgulari CDG ile uyumlu olan olgumuzda TED ile
gosterilen novel varyant, literaturde daha az siklikla bildirilen, agir karaciger ve
GIS bulgulari ile mortal seyreden ALG8-CDG (=CDG-Ih) ile iligkilidir. ilk kez
2003’ te Chantret ve arkadaslar tarafindan tanimlanmistir (391). Arastirmacilar,
GIS semptomlari olan ancak SSS semptomu olmayan hastanin fibroblastlarinda
baglica Man9GIcNAc2-PP-dolichyl birikimi oldugunu, ancak, endoplazmik
retikulum glukozidaz inhibitdri castanospermine varliginda, Glc1Man9GIcNAc2-
PP-dolichyl'in baskin oldugunu gdstermistir. Northernblot analizi, hastadan
alinan  hucrelerin, bu reaksiyonu katalize eden  dolikilP-glikoz:
Glc1Man9GIcNAc2-PP-dolikil 3-glukosiltransferaz (hALG8p) enzimini kodlayan
MRNA’nin normal miktarin sadece % 10-20’sine sahip oldugunu ortaya ¢ikardi.
Genomik DNA hALGS8 dizilemesi, ekson 4'de bir alelde bir baz delesyon ve
digerinde ibir baz nsersiyon gostermis olup her iki mutasyonun da erken stop
kodona neden olarak, ciddi sekilde trunke proteinler olusturacagi tahmin edildi.
Muhtemelen her iki transkript de nonsense aracii mMRNA bozunmasina neden
oluyordu. Hastanin htcreleri vahsi tip hALG8 cDNA ile basariyla tamamlandi ve
bu mutasyonlarin temelinde CDG I|h olarak énerdikleri yeni CDG | alt tarinin
yattigl sonucuna vardilar.

Hock ve ark tarafindan 2015 yilinda 3 yeni vaka ve 12 geg¢mis
literatirden bildirilen olgularin ¢ogunda beyin tutulumu, karaciger patolojisi,
gastrointestinal semptomlar, dismorfizm (brakidaktili dahil), g6z tutulumu
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(6zellikle katarakt) ve cilt semptomlar vardi (389). Pihtilagsma bozukluklari,
protein kaybettiren enteropati, 6dem ve siklikla masif ¢oklu organ tutulumu
nedeniyle ¢cogu hasta yasamin ilk yilinda kaybedilmisti. Arastirmacilar, ALG8-
CDG'li hastalarin yenidogan baslangic¢li ve benzer klinik ézelliklerle hayatin ilk
yilinda kaybedildiklerini ve bu nedenle yetersiz teshis edildigini savunmustur.
ALG8-CDG hastalarinda erken ayirt edici semptomlar, dismorfizm,
gastrointestinal semptomlar ve vakalarin yaklasik% 50'sinde katarakt olarak
bildirilmigtir. Bu nedenle erken c¢oklu organ tutulumu olan tum bebeklerde
(6rn.katarakt, immun olmayan hidrops, koagulopati) serum veya plazmada CDG
sialotransferrinleri i¢gin tarama sonrasi taninin dogrulanmasi igin molekuler
genetik test dGnermiglerdir. Prenatal hidrops, 6dem ve katarakti olan bir hasta ile
daha once ayni bulgulari olan tip 1 patern ve katarakt ile teshis koyulan baska
bir ¢ift kardesin ayni kokeni paylasmasi (Tirol boélgesi) kurucu bir mutasyonu
akla getirmis ve ALG8de iki heterozigot mutasyon (ekson 2'de c.139A> C,
p.Thrd7Pro ve c.1090C> T, p.Arg364Ter) gosterilmistir. Bu gcalismada 6zetlenen
15 hastada tespit edilen 30 allelden 12’si (% 40) c.139A>C olarak bildirilmistir.
Olgumuzun ikiz esinin postnatal besinci gunde barsak obstriksiyonu ve
nekrotizan enterokolit nedeniyle kaybedilmesi, olgumuzda, konjenital katarakt,
kalp, karaciger, barsak gibi multisistemik tutulum ve dismorfik 6zelliklerin
olmasi, serum transferrin izoelektrik fokuslama testinin paterni, ALG8deki
degisimin CDG tipth ile iliskisini desteklemektedir. Tespit edilen
c.479A>T;p.His160Leu degisiminin, genomik lokalizasyonu beginci ekzonun ilk
bazi olmasi nedeniyle kirpilma hatasina yol agmasi beklenir. Bu variant,
GnomAD’de bulunmuyordu ve ACGM kriterlerine gére patojenik olarak
siniflandinimisti. PolyPhen, Provean gibi tahmin programlari da patojenik
tahmini veriyordu. Ebeveyner bu degisim igin heterozigot tasiyici ve besinci ay
muayenesinde saglikli degerlendirilen kardes homozigot normaldi. Aile tekrar
gebelik planladigindan, tekrar riski ve prenatal/preimplantasyon genetik tani
konularinda genetik danigsma verildi. Bu nadir hastalik grubu igin, sadece agiri
fenotiplerin taninmasi, az sayida varyant siniflandirmasi, glikan analiz
metodolojisindeki sinirlamalar ve ekspresyonun zamana ve doku tipine gore
degismesi gibi zorluklari gozmeye yardimci olmak igin fonksiyonel ¢alismalarin
onemi giderek artmaktadir.
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CDG'de N-Glikozilasyon igin, su anda mevcut olan tedavi segeneklerinin
cogu semptomatik ve bazi tiplerde onemli dl¢ude iyilesme saglayan tedavilerdir
(392). Diyet takviyesi en yaygin uygulanan tedavilerden biridir. Takviye
bilesikleri monosakkaritlere ek olarak aktive sekerler, nukleotid sekerler ve eser
elementler de igerebilir. $eker takviyesinde tedavi stratejisi, eksojen
monosakkaritlerin alimi yoluyla, glikozilasyonun bozulmasi sonucu etkilenen
yolaklarin atlatilmasi veya duzenlenmesini saglamaktir. Yuksek doz mannozun
oral takviyesi MPI-CDG'de en eski ve basarili tedaviyi temsil eder. SLC35C1-
CDG'de fukoz takviyesi Golgi'de fukozilasyonu kolaylastirabilir. Galaktoz
takviyesi, PGM1-CDG'de iki pilot calismada ve SLC35A2-CDG, SLC39A8-CDG
ve TMEM165-CDG’de kuguk vaka galismalarinda faydal klinik etki gostermistir.
Gal takviyesi in vitro olarak endoplazmik retikulumda, glikan sentezi ve
galaktosilasyonu duzenlemektedir. Aktive seker Dbilesikleri, farmakolojik
saperonlar, enzim tedavileri, gen terapileri ve transplantasyon gibi yeni terapotik
yaklagimlar, klinik oncesi arastirma altindadir gelecekteki uygulamalar igin

blylk umut vaat etmektedir (390).

Calismamizda aile 10'da kaybedilmis olan indeks olgu ve saglikli
kardesinde yapilan paired TED analizinde, COX10 geninde (Cytochrome c
oxidase assembly factor heme A:farnesyltransferase COX10) exon 3’te indeks
olguda homozigot ¢.260C>T (p.Thr87lle) degisimi saptandi. Saglikli kardeste
ise bu degisim heterozigot formdaydi. COX10 geninde gdsterilen bu varyant,
gorunuste saglikli bir populasyonda, yatkinlik taramasinin pargasi olarak
ICSL’de (lllumina Clinical Services Laboratory) tanimlandi. insan Genom
Mutasyonlari Veritabaninda (HGMD) 1 Haziran 2018'den dnce bildiriimemisti ve
bu nedenle bir puanlama sistemi araciligiyla siniflandirma igin adaydi. Varyant
alel frekansi, hastalik prevalansi, penetrans tahminleri ve kalitim modeli
kullanilarak, bu varyantin patojenik etkisini ve sikligini degerlendirmek igin
otomatik hesaplanan skora gore, bu varyantin hastaliga neden olma ihtimali gbz
ardi edilemediginden hastalikla iliskisi daha fazla arastirma gerektirmekteydi.
Gen, cDNA degisikligi ve amino asit degisikligi icin yapilan literatir
arastirmasinda hi¢bir yayin bulunamadigindan, bu hastalik icin 6nemi

bilinmeyen bir varyant olarak siniflandiriimisti. in-sliko protein modeli patojenik
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tahmini veriyordu. Bu nedenle, Sanger dizileme ile konfirmasyon ve aile
calismasi icin bolgeye 6zgu primer dizayn edildi. S6z konusu variantin, indeks
olguda homozigot, anne, baba ve saglikl kardeste heterozigot formda olmasi
OR kalitim modeli ile uyumluydu. Ailenin ilk gebeliginden olan ve benzer
bulgularla kaybedilen ilk olgunun otopsi dokusundan DNA elde edilemedi. ikinci
gebelikten olan saglikh kizlarinda yapilan Sanger dizi analizinde de ayni
varyantin homozigot formda tespit edilmesi Uzerine bu hastalik icin patojen
olmadigi sonucuna varildi.

Mitokondriyal solunum zincirinin terminal kompleksi olan sitokrom c
oksidaz (COX), indirgenmis sitokrom c'den molekuler oksijene elektron
transferini katalize eder. izole COX eksikligi, insanlarda solunum zinciri
kusurlarinin en sik nedenidir ve Leigh sendromu, karaciger yetmezligi ve
ensefalomiyopati gibi c¢esitli klinik belirtilere neden olur (340). Bu Klinik
heterojenlik muhtemelen multimerik protein olan COX'un, 13 alt birim
polipeptidinin ekspresyonunda yer alan ¢ok sayida nukleer genden ve bunlarin
daha sonra islenmesi, fonksiyonel komplekse birlesimi sureglerinden
kaynaklanmaktadir. Altbirimlerin GgU katalitik bdlgeyi olusturur ve mtDNA
tarafindan kodlanir (subunit I-lll). Alt birimler iginde ylUksek oranda korunan | ve
II, enzimin katalitik aktivitesi igin esas olan iki bakir baglama bolgesi (CuA,B) ve
iki hem parcasi igerir (hem a, a3). Kalan 10 daha az korunan alt birim, nDNA
tarafindan kodlanir ve yapisal olarak stabilite, enzim aktivitesini module edilmesi
ve her bir alt birimin iglevsel bir holoenzime montajinda goérev alir. Bu yardimci
proteinlerin kendileri COX kompleksinin bir parcasi dedgildir, transkripsiyon,
translasyon, yapisal alt birimlerin sentezi ve membrana eklenmesi, saperon
aracili islenmesi ve prostetik gruplarin eklenmesi dahil holoenzim biyogenezinin
farkli asamalarinda gorev alirlar (341).

Yirmi yil 6ncesine kadar, COX eksikligine neden olan sadece iki nukleer
gen mutasyonu tanimlanmisken (SURF1,SCOZ2), Valnot ve arkadaslari 2000
yilinda, akrabalik iligkisi olan genis bir ailede genetik baglanti analizi ile, bir
enzim eksikligine neden olan Uguncu bir nukleer gende mutasyon bildirmistir
(340). Genom boyu homozigozite ¢alismasi, hastalik genini kromozom 17p13.1
— gq11.1 bdlgesinde isaret etmisti ve bu bdlge, COX montajinda yer alan
proteinleri kodlayan iki geni, SCO1 ve COX10'u kapsiyordu. Mutasyon analizi
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ve ardindan mayada yapilan fonksiyon c¢alismasi, COX eksikligini COX10
genindeki homozigot vyanlis anlamli bir mutasyonu gosterdi. Bu gen,
protohemin, enzimin prostetik grubu olan hem O’ya doénisiminde C2
pozisyonunda bir vinil grubun farnesilasyonu yoluyla ilk adimi katalize eden
heme A: farnesiltransferazi kodlar. Olgular, siddetli kas gugsuzlugu, hipotoni,
ataksi, pitoz, piramidal sendrom bulgulari ve epilepsi gibi klinik ozellikler
sergiliyordu ve kalp ultrasonu normaldi. Kan ve BOS laktati yiksek, ve GC/MS
ile idrar organik asit analizinde laktat ve Krebs dongusu ara drtnleri yuksekti.
Artmis idrar amino asitleri proksimal tubulopatiyi dusunduriyordu. Kas, lenfosit
ve fibroblast kulturlerinde izole COX eksikligi tespit edildi. Olgularin bliyugu 2
yasinda, kugugu ise 3 vyasinda kaybedilmigti. Daha sonra 2003 vyilinda
Antonicka ve arkadaslar tarafindan, biri anemi ve klasik Leigh sendromu ve
digeri anemi, sensorinédral isitme kaybi, fatal infantil hipertrofik kardiyomiyopati
ile bagvuran ve izole COX eksikligi olan iki hastada, COX10 geninde patojenik
mutasyonlar bildirilmisti. Bu c¢alisma, bu gendeki mutasyonlarin erken
baslangicli izole COX eksikligi ile iligkili neredeyse tim klinik fenotiplere neden
olabilecegini goOstermistir (341). Fenotipik olarak Leigh benzeri bulgular ile
bagsvuran ve azalmis COX aktivitesi saptanan basvuran 5 aylik bir olguda,
COX10 geni baslangi¢c kodonunda (ATG) homozigot mutasyon tespit edilmistir
(342). Ikinci bazda T>C degisimi, protein translasyonu igin baslangic

kodonunun kaldirilmasiyla sonuglanmis ve hasta 9 aylikken kaybedilmistir. Bir
bagka c¢alismada 37 yasinda erigkin bir kadin hastada, miyopati, demiyelinizan
noropati, erken yumurtalik yetmezligi; kisa boy, isitme kaybi, pigmenter
makdulopati ve renal tibuler disfonksiyon ile seyreden ve nispeten hafif bir klinik
fenotip ile iligkili izole COX eksikligi tespit edilmistir (343). TED analizinde, daha
once fatal infantil COX eksikligi ile iliskisi bilinen bir patojenik (c.1007A> T;
p.Asp336Val) ve bir yeni mutasyonu (c.1015C> T; p.Arg339Trp) saptanmistir.
Bu bulgular, COX10 mutasyonlarinin, yetigkinlerde mitokondriyal hastalik
nedeni olabildigini gostermis, nikleer dizenleyici genler, epigenetik fenomen
ve/veya cgevresel faktorlerin, azalmig COX aktivitesinin neden oldugu hastalik
fenotipini etkileyebildigi ve degisken Kklinik ciddiyeti aciklayabildigi ileri
surdlmustur. Bizim ailemizde de, postnatal birinci ayda baglayan agir karaciger
yetmezligi ile prezente olan, mitokondrial hastalik lehine bulgulari olan ve 2,5 ay
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ve 8,5 aylikken kaybedilen iki kardesin bulundugu olgulardan birinde saptanan
COX10 genindeki homozigot ¢.260C>T degdisiminin, saghkh kardeste de
homozigot formda saptanmasindan o6tlrl, bu hastalik icin patojen olmadigi
anlasildi ve TED veri analizi ile patojen varyant analizine devam edilmesi
planlandi.

Calismamiza dahil edilen aile 11'de akraba evliligi UGrini olan ve
mitokondrial miyopati nedeniyle takip edilen 19 ve 16 yaslarindaki iki etkilenmis
kardeste yapilan TED analizinde, CAPN3 geninde (Calpain 3) ekzon 4’de
homozigot ¢.550delA (p.Thr184ArgfsTer36) degisimi saptandi. Daha once Limb
Girdle Muskduler Distrofi Tip 2A (LGMD) ile iligkisi bildirilen ve Ulkemizde de sik
g6zlenen bu degisimi, ebeveynler heterozigot formda tasiyordu. Her iki kardes,
10 yas civari baslayan ylrime guclugi ve CK ylksekligi nedeniyle tetkik
edilmis, yapilan molekuler analizlerde BMD/DMD’nin diglanmasi ve kas
biopsisinde mitokondrial miyopati lehine bulgular saptanmasi tzerine beslenme
ve metabolizma poliklinigine ydnlendirilmisti.

Ekstremite-kusak kas distrofisi (LGMD) terimi, ilk kez Walton ve Nattrass
(1954) tarafindan kas distrofileri siniflandirmasinin bir alt grubu olarak
Onerilmistir. Pelvik, skapular ve proksimal ekstremite kaslarinda, ilerleyici
simetrik atrofi, kas zayifligi ve ylksek serum kreatin kinaz ile karakterizedir.
Semptomlar genellikle yasamin ilk yirmi yilinda baslar ve hastalik yavas yavas
ilerler, genellikle baslangigtan 10 veya 20 yil sonra yurime yeteneginin kaybina
neden olur (344). Bununla birlikte, seyir olduk¢ca degiskendir. Hem otozomal
dominant hem de resesif kalitim bildirilmistir. Otozomal resesif ekstremite-kusak
kas distrofileri (LGMD2), klinik ve genetik olarak heterojen bir hastalik grubudur.
LGMD2'lerin bir alt grubu olan LGMD2A, tim populasyonlarda LGMD2'nin en
yaygin formu kabul edilmektedir. Klasik olarak kalpainopati olarak da
adlandirilan LGMD2A, kalsiyuma bagimh bir sistein proteaz olan kalpain 3
enzimini kodlayan CAPN3 genindeki mutasyonlardan kaynaklanmaktadir.
Richard ve ark. 1995 yilinda 24 ekzondan olugan insan CANP3 geninin
genomik organizasyonunu tanimlamistir. LGMD2A ailelerinde bu genin
sistematik olarak taranmasi sonucunda ortaya ¢ikan 15 farkli mutasyon, CANP3

genindeki mutasyonlarin LGMD2A'dan sorumlu oldugunu gdOstermistir. Bu
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hastaligin yapisal bir kusurdan ziyade bir enzimatik bir kusurdan kaynaklanan
bir kas distrofisi oldugu kaydedilmigtir.

Kalpainler, hiicre igi kalsiyum ile modiile edilen (Ca?* sinyallerine yanit
verir), lizozomal olmayan sistein proteazlaridir. Protein substratlarinin kismi
hidrolizi ile iglevlerini geri dondurulemez bir sekilde degistirirler. Bazi kalpainler
her yerde eksprese edilirken digerleri dokuya 6zgudur. Kalpainlerin ¢ok sayida
fizyolojik ve patolojik olaya karistigi diisiintilmektedir. iki tipinin, hastalik iligkisi
tespit edilmistir; (i) kalpain-3, uzuv kusagi kas distrofisi tip 2A’ya neden olur ve
(i) kalpain-10 insuline bagimh olmayan diyabette rol oynar. Kalpain ailesinin bir
uyesi olan kalpain-3’Un, lens ve beyinde bazi izoformlari tanimlanmis olmakla
birlikte, tam uzunlukta klasik CAPN3 formu baslica iskelet kasinda eksprese
edilir. Dikkat c¢ekici bir sekilde, kalpteki ekspresyonu iskelet kasindan en az 100
kat daha dusuktur ve tiurler arasinda degiskenlik gdsterir. Enzim kasta
muhtemelen ortak islevleri paylastigi dev bir protein olan titin (TTN, LGMD2J)
ile etkilesime girerek pasif bir enzim olarak bulunur (345). Kalpain-3'in, substrat
erisimi icin katalitik bolgeyi serbest birakmak Uzere otoliz yoluyla bir peptidini
uzaklastirarak kendiliginden aktive oldugu gosterilmistir (346). Otoliz aktivasyon
surecinde rol almasina ragmen mutant proteinlerin tumua otolitik aktivitelerini
kaybetmez. Kalpain 3 islevlerinin yakin zamanda tanimlanan modelinde,
otolizden sonra proteaz aktivitesini eski haline getirmek icin molekuller arasi
komplementasyon (tamamlama), mutasyonlarin patojenik etkisine yeni bir yon
vermistir (347). Kalpain 3'Un kesin islevleri ve LGMD2A'ya nasil neden oldugu
tam olarak anlagsilamamasina ragmen gesitli kanitlar hicre iskeletinin yeniden
sekillenmesinde bir roli olduguna isaret etmektedir. Amets Saenz ve ark.,
LGMD2A hastalarinda kas hucresi protein dongusindeki patofizyolojik
mekanizmay! aydinlatmayl ve terapotik hedeflerin kas dejenerasyonunu
durdurabilecegini 6ne surmustur. LGMD2A hastalarinin olgun miyotiplerinde,
transmembran integrin B1A izoformundan miyoblast flizyonu ve kas lifi
olgunlagsmasi sirasinda normal fizyolojik kosullar altinda gérilen (1D
izoformuna gegiste bir kusur oldugunu gdstermistir. Wnt yolaginin bir proteini
olan frizzled-related proteinin, integrin 1D ekspresyonunu duzenledigini ve
FRZB’nin susturulmasinin integrin 1D ekspresyonunu, kontrollerde bulunan

seviyelere yukselttigini bulmusglardir. Bu bulgu, Wnt yolaginin potansiyel
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hedefler olarak onerilen diger yolaklara ek olarak LGMD2A igin terapotik bir
secenek sunabilecegini dusundurmektedir (348).

Tarkiye’de 2006 yilinda 93 LGMD?2 ailesinin dahil edildigi calismada, 29
LGMD2A'l ailenin 21'inde (%22.6) CAPN3 geninde altisi yeni ve dokuzu
onceden bildirilen olmak Gzere 15 mutasyon tespit edilmis, aile 11 de saptanan
c.550delA (%40) ve p.R490Q (%10) mutasyonlarinda kimelenme gozlenmigtir.
Aileler arasinda ve hatta aile i¢i bireylerde klinik heterojenite vardir ve mutasyon
tipi ile Klinik fenotip arasinda anlamli bir korelasyon saptanmamistir c.550delA
mutasyonu hem orta hem de hafif fenotiple iligkilidir (349).

Calismamizda aile 12 olgu IV-1’de yapilan TED analizinde de yine
CAPN3de ekzon 17’de homozigot ¢.1992+1G>T degisimi saptanmigtir.
CAPN3’deki Intronik CAPN3 mutasyonlarinin transkripsiyonel ve translasyonel
etkilerini arastiran bir seri vaka calismasinda, bu varyant U¢ farkh LGMD2A
hastasinda tespit edilmis ve farkli mutant allellere sahip bir bilesik heterozigot
formda bulundugunda, bu degdisimin translasyonel seviyedeki zararl etkisi,
protein yoklugu veya hemen hemen hi¢ yoklugu ile baglantili gosterilmistir
(275). Bu varyantin, kanonik eklenme bdlgesini ortadan kaldirdidi ve kasta
ekson 17'nin (r.1915 1992del; p.P639_D664del) atlanmasina neden oldugu
gOsterilmis ve bu sonug, bir hastanin kan mRNA'sinda da dogrulanmistir.
Ortaya c¢ikan transkript muhtemelen kararsizdir ve sadece spesifik primerler
(atlayan) ile tespit edilebildigi icin zayif bir sekilde ifade edilmistir. Bu mutasyonu
cevreleyen bolgedeki en az g kriptik ekleme bdlgesi, SSPP analizinden yuksek
bir skor elde etmis, ancak bunlardan sadece birinin, splice spesifik primerlerle
kas ve kan cDNA'sinda etkin bir sekilde aktive edildigi gdsterilmistir. Bu kriptik
eklenme vyeri, intron 17' ye 31 baz ciftinin eklenmesine yol acan anormal bir
transkript olusturmustur.

Kalpainopatilerin henuz etkin bir tedavisi yoktur ancak gen terapisi gibi
tedavi yaklasimlarinin gundeme gelmesiyle, 2017 yilinda, 9 Uulkeden 18
arastirmaci ve iki aile dernegi temsilcisinin katildigi uluslararasi bir toplantida bir
¢ok klinik arastirma tartisiimistir (345). Fransa’da yapilan c¢alismalarin
sonuglarina gore kalpainopati orani, genetik olarak test edilen tim LGMD'lerin
yaklasik %20'sidir. Hastalik ¢godunlukla erken ergenlik déoneminde baslamakla

beraber, baglangic yasi erken c¢ocukluktan yetigkinligin ortasina kadar
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degismektedir. Klinik patern homojen olmakla birlikte, klasik tablonun yani sira,
fenotipte varyasyonlar gozlemlemek mumkundur. Fransa, Bask bolgesi ve
Reunion adalar populasyonlarini igeren, genetik olarak tanimlanmis 85
LGMD2A hastasinin verilerinin derlendigi ¢alisma, yasamin ikinci on yilinda
baglayan, yavas ilerleyen, cinsiyet ve mutasyon tipine bagh olarak degiskenlik
gOsteren Kklinik hastalik tanimini dogrulamaktadir. Null mutasyonlar (CAPN3
aclk okuma cergevesi kaybi ve dolayisiyla kalpain proteini yokluguna neden
olan) daha ciddi bir fenotipe yol acarken birlesik heterozigot mutasyon
tasiyanlar en az etkilenenlerdir. Kas zayifligi, govdenin eksenel kaslarinda ve
alt ekstremitenin proksimal kaslarinda belirgin olarak simetrik ve baskindir.
ispanya N&éromiskiiler Bozukluk kayitlarindan (NMD-ES) 83 kalpainopati
hastasinin klinik ve genetik verilerinin derlendigi bir galismada, son muayenede
hastalarin %97'sinde alt ekstremitelerde kas gugsuzligu ust ekstremitelere gore
daha siddetli bulunmustur ve hastalarin %64'Unde skapular kanatlanma
saptanmigtir. Bu kohortta saptanan en yaygin mutasyon, Bask bdlgesindeki
hastalarda goérulen ylksek prevalans nedeniyle genellikle “Bask mutasyonu”
olarak bilinen p.Arg788Serfs14* olmustur. Diger sik gorulen mutasyonlar
p.Gly222Arg ve p.Arg748GIn olarak bildirilmistir. ingiltere’de, 56 Ingiliz LGMD2A
hastasindan olusan bir kohortta, daha 6nce bildirilen insidans c¢alismalariyla
uyumlu sekilde, LGMD2A'nin, LGMD populasyonunun %21'ini temsil ettigini
bildirilmistir ve higbir hastada kalp tutulumu gérilmemistir. Homozigot veya
bilesik heterozigot mutasyonlar neredeyse tum hastalarda dogrulanmigtir.
Otuzbes kalpainopati hastasindan olusan bir Alman kohortta, ingiltere
kohortuna benzer sekilde, juvenil baslangicl hastalarda daha hizli progresyon
bildirmigtir. En sik kargilasilan mutasyonlar, bizim hastamizda da homozigot
formda saptanan c.550delA (p.Thrl184ArgfsTer36) ve c.1468C>T (p.Arg49Trp)
olmustur. 2 null alleli olan hastalar igin medyan semptom baslangi¢ yasi, bir
veya sifir null alleli olan hastalardan daha disuk bulunmustur. MRG bulgulari,
distrofin iligkili kompleks proteinlerini (distrofin ve sarkoglikanlar) kodlayan
genlerdeki mutasyonlarin baskin olarak 6n uyluk kaslarini etkiledigini, enzim
fonksiyonu olan proteinlerdeki (kalpain-3 ve FKRP fukutin-related protein)
mutasyonlarin baskin olarak arka uyluk kaslarini etkiledigini gostermistir.

Bununla birlikte, kalpainopatide, hastalik sirasinda, anterior kompartman da
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etkilenebilir ancak dikkat gekici bir sekilde, ciddi MRG dedgisikliklerinin aksine,
bazi hastalar kirkli yaslarinda iyi yurayebilmektedir.

italya'da da en sik gériilen LGMD tipi LGMD2A olarak bildirmistir. Motor
fonksiyonlar, yas (gencte iyi), cinsiyet (kadinlarda iyi), Western Blott'ta rezidiel
protein varligi ve gerceve kaymasi/null allel sayisi (0, 1 ve 2'den daha liyi) ile
korelasyon gostermistir. Ekzon 11'deki spesifik mutasyonlar, nispeten ge¢ bir
yasta hastalik baglangici ve normal bir CAPN3 ekspresyonunun (otokatalitik
kusur) goézlendigi 6zgun bir fenotip ile iliskili bulunmustur. LGMD2A, Brezilya'da
da LGMD vakalarinin yaklagik %32'sine karsilik gelen yaygin form olarak
izlenmistir. Toplam 31 farklh mutasyon tanimlanmistir ve ailelerde akrabalik
orani ¢ok yuksektir (% 72). p.Arg788Serfs*14 (Bask mutasyonu) ve p.Arg110*
mutasyonlari gibi Avrupa ve ABD'deki en yaygin mutasyonlardan bazilari
Brezilya'da daha sik gorulmustur. Mutasyon tipi ve proteinin korelasyonu
gosterilmig, nonsense mutasyonlar proteinin tamamen yoklugunu gosterirken,
bazi mutasyonlar kasta bir miktar kalpain 3 proteininin varligi ile uyumlu
bulunmustur. ilging bir sekilde, p.Lys254del ve p.Arg490Trp gibi bazi spesifik
mutasyonlar, kasta neredeyse normal kalpain 3 varligini gostermigtir.

Hollanda'da 2019 yilinda yapilan bir galismada kalpainopatinin Ulkedeki
en blyik OR LGMD alt grubu oldugu tespit edilmistir. CAPN3 geni dizilenmis ve
delesyon/duplikasyon taramalari MLPA analizi ile gerceklestiriimistir. CAPN3'te
kirk dokuz farkli mutasyon tespit edilmistir. Codu mutasyon, sadece bir kez
bulunan ve CAPN3 geni boyunca dagilmis farkli mutasyon tipleridir. En sik
goOrilen mutasyonlar, c¢.1981del, p.lle661, c.550delA (p.Thr184Argfs*36),
c.759_761del (p.Lys254del), c.640G>A (p.Gly214Ser) olarak kaydedilmistir.
Hastalarda genellikle diger allelde buyuk bir delesyon ya da duplikasyonla
birlikte yeni varyantlar tespit edilmigstir (350).

Sadece anormal bir proteinin Uretilmesi ile sonuclanan tekil CAPN3
varyantlari dominant LGMD2A’'ya neden olur. Kalpain-3'in tamamen
kayboldugu bazi LGMD2A olgularinin aksine, ciddi élgiide azalmis seviyelerde
olmakla beraber normal tip proteinler dominant formda kismen bulunabilir. Bu
nedenle dominant kalpainopati fenotipinin resesif formdan daha hafif olabilecegi
bildirilmistir. Hastaligin baslangi¢ yasi daha gectir ve kas zayifligi daha hafiftir.
Ayrica, plazma CK seviyeleri her zaman ylkselmez.
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Sonug olarak, cogu ulkede LGMD2A genellikle LGMD'nin en sik gorulen
formudur. Hastalarin gogu, uylugun posterior kompartimaninin dnemli, segici bir
tutulumu olan klasik bir klinik fenotip gdsterir. Hastalik seyri genellikle yavastir,
ancak erken baglangi¢ ile daha yuksek bir siddet arasinda olasi bir korelasyon
vardir. Solunum fonksiyonu hastalarin bir kisminda tehlikeye girebilir. Kardiyak
sorunlar nadiren gorulir ve muhtemelen rastlantisaldir. LGMD2A'da nadiren
ortaya c¢iksada, solunum fonksiyonunun degerlendiriimesi ve izlenmesi tedavi
standartlarinin bir pargasi olmalidir. Gunimuzde, bilinen tim LGMD genlerini
veya bilinen tim miyopati genlerinin analizi, tUm ekzom dizileme gibi farkh
stratejiler de dahil olmak tGzere CAPN3 analizi i¢in NGS kullanilabilir. CAPN3
mutasyon spektrumu genistir, su anda iyi karakterize edilmis kurucu
mutasyonlar dahil olmak Uzere 400'den fazla farkli patojenik varyant rapor
edilmistir. Kalpainopatinin molekller tanisi, sekonder eksikliklerden de
kaynaklanabileceginden karmasiktir. Kalpain gen mutasyonu olmadan kalpain
ekspresyonunda sekonder azalmanin (sekonder kalpainopatiler) diger limb-
girdle kas distrofilerinden nadir olmadigi belirtmistir. Bu olgularda FKRP, ANO5,
TTN genlerinde primer genetik kusur tanimlanmistir. Klinik tablo primer formdan
oldukga farklidir. Ornegin TTN mutasyonu tasiyan hastalar yaygin kontraktirler
ve kas biyopsisinde inklizyon cisimcigi ile ayirt edilebilir (351). Bu nedenle
uzmanlar tani ve arastirma amacli kas biyopsilerinin degerini vurgulamaktadir.
Primer kalpainopati tani algoritmasinda NGS kullaniimasina ragmen, biyopsi
analizi, protein ekspresyonu ve klinik seyir arasindaki korelasyonun daha iyi
anlasilmasi ve hastalara prognostik bilgi saglanmasi igin ¢ok yardimcidir.

Kalpainopatiler Uzerine yapilan calistayda Kalpain-3'e iligkin iki farkli
terapi tartisilmistir (345). insan adipoz mezenkimal kék hiicrelerinin (MSC) ve
umbilikal kordondan elde edilen kdk hucrelerin, C3KO farede kalpain-3
ekspresyonu ve fonksiyonel kapasitenin artirlmasi amaciyla kas igine greftleme
yetenegdi degerlendiriimistir. incelenen hayvanlarin kaslarinda uygulama
sonrasinda western blot analizi ile kalpain 3 proteini saptanmamistir. Bununla
birlikte, bazi testler, enjekte edilen hucrelerin faydali bir etkisi olabilecegini
dusundurmastir. MSC hucrelerinin kas rejenerasyonunun rejeneratif intrinsik
siureglerine olasi parakrin etkisi tartisiimistir. lyi bir miyojenik potansiyele sahip
farkli hiucre kaynaklarindan ekstrakte edilen hicre digi vezikillerin rejeneratif
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potansiyeli incelenmeye devam etmektedir. Ikinci bir starteji olarak iskelet
kasinda gen transferi icin mevcut standart arag olan rekombinant Adeno-iligkili
Viral (rAAV) vektorlerin kullanildigi bir dizi deneyde, LGMD2A igin gen
transferine dayal terapdétik bir strateji gelistiriimesi amaclanmigtir. Kalpain-3'Un
susturuldugu bir murin modelinin iskelet kasina, CAPN3 eksprese eden rAAV
vektorlerinin lokal enjeksiyonlarindan sonra, iskelet kaslarinda etkili bir CAPN3
transgen ekspresyonu gozlenmistir (352). Kardiyak toksisite olugsmasi nedeniyle
ikinci nesil vektorler tasarlanarak yeniden uygulama yapiimig ve bu etkiler
baskilanmistir. AAV9-kalpain-3 vektorlerine iligkin devam eden bir biyo-dagilim
ve guvenlik calismasinin sonuglari umut verici olmakla beraber, iskelet
kasindaki kalpain-3'in fonksiyonunu daha iyi anlayabilmek icin daha fazla
preklinik caligsmaya ihtiya¢ vardir.

Calismamizda aile 13 olgu lll-7‘de DYSF geninde ekzon 52'de
homozigot ¢.5767+1G>A degisimi saptandi. Disferlin genindeki patojenik
varyantlar Myoshi miyopati (MM) ve Limb-girdle muskuler distrofi LGMD-Tip 2B
ile iligkili bununmustur (276). Disferlin kalsiyum (Ca+2) aracili sarkolemma
hasari tamirinde rol oynayan bir membran proteinidir. Disferlinin vezikll-
membran flzyonunda goérev yaparak, kas hucre membran tamiri ve kas hucre
rejenerasyonunda rol oynadidi gosterilmigtir CAPN3 gen mutasyonu sebebi ile
gorulen kalpain 3 eksikligine bagli LGMD-Tip2A’'ya benzer klinik gosterir.
Kalpain proteini disferlinopatili hastalarda da disuk bulunabilir.

Calismamizda aile 14 olgu lll-6‘da astenik vucut yapisi, CK yuksekligi
(10492 U/L) ve tremoru olan 18 yasinda erkek olguda, BMD/DMD molekuler
analiz ile dislanmis ve TED analizinde DHTKD1 geninde (Dehydrogenase E1
and transketolase domain containing 1) ekzon 13’de heterozigot ¢.2185G>A
(p.Gly729Arg) degisimi saptanmistir. DHTKD1 geninin, OR 2-aminoadipik 2-
oxoadipik asiduri (MIM# 204750) ve OD Charcot-Marie-Tooth Disease, Aksonal,
Tip 2Q; CMT2Q (MIM# 615025) ile iligkisi bildirilmistir.

Olgunun, mikerrer hastane basvurularinin nedeni yedi yasindan beri
devam eden ellerindeki tremor olmakla birlikte, bu surecte tespit edilen ve sebat
eden CK yuUksekligi nedeniyle, BMD/DMD agisindan yapilan molekuler
analizlerde patojenik degisim saptanmamis. igne EMG’de hafif miyojen tutulum
ve histopatolojik incelemede hafif miyopati bulgulari saptanan olgu, iimh bir kas
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hastaligi olarak degerlendirilerek tani icin TED’e yoOnlendirildi. Metabolik
miyopatiler agisindan Beslenme ve Metabolizmaya konsulte edilen olgunun
idrar organik asit analizinde spesifik bir hastaligi isaret etmeyen 3-metiladipik
asit atihmi vardi (14 mmol/molkre referans deger:0). Kanda ve idrarda kantitatif
aminoasit analizi yapiimasi planlandi.

Olgumuzda heterozigot formda tespit edilen p.Gly729Arg degisimi,
birlesik heterozigot formda DHTKD1'in fonksiyon kaybi ile birlikte 2-aminoadipik
2-oksoadipik asiduri ile iligkilendirilmistir (353,354). Danhauser ve arkadaslari
tarafindan sunulan ilk galismada, etkilenen iki bireyden ilkinin ekzom dizilemesi,
DHTKD1 geninde, bir alelde baslangi¢ kodonunda metiyonin mutasyonu
(c.1A>G) [p.Metl?]) ve diger alelde yanlis anlamli mutasyon (c.2185G>A
[p.Gly729Arg]) olmak (izere birlesik heterozigot degisimi gostermistir. ilk
mutasyon, c.1A>G, baslangi¢ kodonunu etkiler ve sonraki AUG Uglusune kadar
160 nukleotidinin gergeve digi kalmasina neden olarak islevsel olmayan bir
protein ekspresyonuna neden olur. Diger etkilenmis bireyin dizi analizinde,
DHTKD1'de ayni yanhs anlamli mutasyon, dur kodonuna neden olan anlamsiz
bir mutasyonla birlikte (c.1228C> T [p.Arg410 *]) saptanmigtir. Her iki birey de
bir alelde tahmini bir fonksiyon kaybi mutasyonu tasidigindan, paylasilan yanls
anlamli  mutasyonunun DHTKD1 aktivitesi Gzerindeki etkinligi belirsizdi.
Lentiviral sistem kullanilarak gergeklestirilen tamamlayici  fonksiyonel
calismalarda, p.Gly729Arg varyantinin  tasiyicilarindan izole edilen
fibroblastlara, vahsi tip DHTKD1 cDNA’sI iceren ekspresyon vektorl transferi ile
artmis 2-oksoadipat seviyelerinin normalize edildigi goOsterilmis ve sonuglar
kusurlu lizin metabolizmasina isaret etmistir. L-lizin yikimi, mitokondriyal,
sitozolik ve peroksizomal yolaklardaki enzimleri iceren karmagsik ve ¢ok adimli
bir katabolik surectir. L-hidroksilizin ve L-triptofanin yikim yolaklari ile sirasiyla
2-aminoadipik-6-semialdehit ve 2-oksoadipat seviyelerinde birlesir. Bu veriler
DHTKD1'in, 2-oksoglutarat-dehidrojenaz enzim kompleksinin (OGDHc) bir
parcasi oldugunu ve bu amino asitlerin yikim yolunda, 2-oksoadipatin glutaryl-
CoA'ya dekarboksilasyonunda rol aldigini gostermistir. Disik DHTKD1
aktivitesinin, 2-oksoadipat ve 2-oksoaminoadipat seviyelerinde artisa neden
olarak, MSUD gibi aminoasidopatilerden daha hafif ve nonspesifik bulgulara

neden oldugu ileri suralmustar. Bu olgularda, hafif psikomotor gerilik ve dikkat
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eksikligi hiperaktivite sendromu, konugmanin gecikmesi ve iliml hipotoni gibi
klinik bulgular bidirilmigtir. Hastaligin genetik temelini daha iyi tanimlamak igin,
biyokimyasal bulgulari olan on hastadan olusan bir kohortta DHTKD1 geni
dizilenmistir (354). DHTKDL1'in molekuler analizinde, ekson/intron baglant
bolgeleri dahil 17 eksonun tumu Sanger yontemi ile dizilenmig, fibroblast
mevcutsa, tanimlanan mutasyonun etkisi qPCR ile mRNA seviyesinde ve
immunoblot ile protein seviyesinde gosterilmistir. Bu c¢alismada dokuz yeni
mutasyon rapor edilmistir (¢ yanlis anlamli, iki anlamsiz, iki kirpilma hatasi, bir
delesyon ve insersiyon). Daha 6nce bildirilen ve bizim olgumuzda da saptanan
degisim, vakalarin ¢ogunda gorulmuastir. Sadece tek alelde p.Gly729Arg
degisimi olan ve ikinci alelde degisim saptanamayan 2 yasinda bir erkek
cocukta ihmli bir psikomotor gerilik ve myoklonik epileptik ndbetler tarif edilmisti.
Klinik bulgular heterojen olup, erken baslayan PMG, epilepsi, ataksi,
mikrosefali, gelisme basamaklarinda gecikme, davranis bozuklugunu ile
agirdan normale yakin fenotipe kadar genis bir spektrum sergiliyordu. Bu genis
fenotip yelpazesi bazi arastirmacilarin, 2-ketoadipik asidurinin gercek bir
hastalik mi, yoksa yalnizca biyokimyasal anormalliklerin neden oldugu bir tani
Onyargisi mi oldugunu sorgulamasina yol acti (355). Stiles ve arkadaslari,
DHTKD1'de birlesik heterozigot veya homozigot mutasyonlari olan iki farkl
aileden dort ketoadipik asidurili olgudan, ¢.915G>C; p.GIn305His varyantini
homozigot tasiyan U¢ kardegin asemptomatik kaldigini bildirdiler. Bu varyant,
genel populasyonda % 0,05'lik bir minor alel frekansina (MAF) sahipti. Diger
olguda, 15 aylikken motor gerilik, atipik norolojik muayene bulgulari, nobet
benzeri ataklar tespit edildi. TED analizi olguda, birlesik heterozigot formda
€.2185G>A (p.Gly729Arg) ve c¢.2143C>T (p.Arg715Cys) degdisimini gosterdi. 4
yillik bir sire boyunca takip edilerek gelisme egrileri kaydedilen olguda, son
degerlendirmede isitsel dikkat igin 1 persentilin altinda ve okuma bozuklugu
teshis edildi. Diger Ug¢ kardeste heniuz semptom vermeyen 2-ketoadipik asiduri,
cocuklukta klinik Dbelirtiler belirgin olmadan ortaya ¢ikmis olabilir. Bu
asemptomatik bireylerin daha sonra yasamlarinda bir klinik fenotip gelistirecek
olma olasiligini diglamak, veya DHTKD1 geninde belirli mutasyonlarin hastaliga
neden oldugu, digerlerlerinin olmadigini sdylemek zordur. Bu caligmalar
DHTKDZ'in belki de ge¢ baslangili baska fenotiplerle iligkisi olabilecegini
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disundiurmektedir. Ornegin, Xu ve arkadaslari 2012'de, bir Cin ailesinde 5
nesilde OD formda segrege olan, Charcot-Marie-Tooth Noropatisi tip 2 (CMT2)
fenotipi (#615025) ile iligkili DHTKD1 geninde fonksiyon kaybina neden olan
ekzon 8'de c.1455T>G (p.Tyr485*) varyantini tanimlamistir (356). Baslica
semptomlar, distal alt ekstremitelerde gugsuzlik, distal 6n kollarda ve ellerde
kas atrofisi, azalmis derin tendon refleksleri, hafif ila orta derecede derin duyu
bozuklugu ve yuriume guglugunu iceren calismada, hastalarin mRNA's|
normalin yarisi kadar eksprese olmustu. In-vitro olarak DHTKD1
susturulmasinin, ATP, NAD+ ve NADH seviyelerinin azalmasiyla kanitlanan
bozulmus enerji Uretimine yol acgtigi gosterilmigtir. Cesitli hicre dizilerinde
DHTKDL1 ifadesinin azaltilmasi, ve farelerde metabolomik/proteomik ¢alismalar
bu proteinin 2-aminoadipik asit baglantisi yoluyla glukoz homeostazi,
mitokondriyal fonksiyon ve enerji Uretiminde bir rol oynadigini dusundurmektedir
(357).

Olgumuzdaki en énemli bulgu olan tremor, "vicut pargasinin istemsiz,
ritmik, saliniml hareketi" olarak tanimlanir ve esansiyel tremor (ET), tim dinya
populasyonunda vyaklasik %1 oraninda bildirilen en yaygin hareket
bozuklugudur. Etiyopatogenezi halen aydinlanmamis olsa da genetik
degisimlerin neden olduguna dair kanitlar artmaktadir. Klasik olarak "iyi huylu”
bir motor bozukluk olarak kavramsallastiriimasina ragmen, artan bir arastirma
grubu, ET'nin ne tek basina bir antite, ne de iyi huylu olmadigini ifade
etmektedir (358). Siniflandirmaya yonelik yaklagim, dort ana 6zelligi tanimlar:
etkilenen anatomik bdlge (6rn. bacak, el), aktivasyon (dinlenme, postaral),
frekans (hareketin hizi, Hz olarak tanimlanir) ve genlik (hareketin ne kadar
blaylk oldugu). Abartili bir fizyolojik titreme esansiyer tremor olabilecegi gibi,
etiyolojiye gore de tanimlanabilir (Parkinson, Wilson gibi bir hastaligin semptom
kimesinin pargasi olarak). Charcot-Marie-Tooth Noropati tip 2, herediter motor-
duyusal néropatinin (HMSN) en sik formudur ve bu gline kadar 90 kadar genle
iligkili bir ¢cok alt tipi tanimlanmistir. CMT Aksonal, OD tip 2Q DHTKD1 ile
iliskilendirilmistir (359). HMSN ile iligkili tremor, klinik olarak esansiyel tremora
benzer sekilde, genellikle postiraldir. HMSN’deki hareket bozukluklari ile ET
arasindaki iliskiyi inceleyen bir galigmada, klinik 6zelliklerdeki ortugsme, ailede
tremor OykUsunun yuksek sikhdi ve tremorun ciddiyeti ile periferik ndropati
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arasinda bir iligkinin olmamasi, HMSN'deki titremenin patojenik olarak ET ile
iligkili oldugunu, belki de CMT ve ET genlerinin baglantisi oldugunu
dusundirmektedir (360).

Sonug olarak olgumuzda tek alelde saptanan c.2158G>A; p.Gly729Arg
degisiminin, literatirde klinik bulgusu olan hastalarda goézlenen en sik ortak
varyant olmasi fenotip ile iligkisini desteklemektedir. Bu varyantin, Genom
Toplama Veritabaninda (Genome Aggregation Database, gnomAD) Finlandiya
digi Avrupa populasyon frekansi %0,3 (125.736’de 347) olarak belirtilmigtir ve
Clinvar'da muhtemel patojenik / dnemi belirsiz (ID 39564 ) olarak listelenmistir.
Mevcut bilgilere dayanarak, p.Gly729Arg varyantinin CMT hastaligina iligkin
klinik 6nemi kesin olarak belirlenemez, ancak 2-aminoadipik 2-oksoadipik
asiduri ile iligkili olarak patojenik olmasi muhtemeldir. G729R varyanti, Ekzom
Toplama Konsorsiyumu ExAC’ta (The Exome Aggregation Consortium) hi¢ bir
bireyde homozigot bildiriimemisg, Finlandiya digi Avrupa kokenli bireylerde 151 /
66.498 allelde go6zlenmistir (% 0.23). Bu dizi degisikligi, DHTKD1 proteininin
(p.Gly729Arg) kodon 729'unda glisini arginin ile degistirir. Glisin orta derecede
korunur ve glisin ile arginin arasinda fizikokimyasal fark vardir. Polarite, yuk,
boyut ve/veya diger 6zellikler bakimindan farklilik gosterdiginden ikincil protein
yapisini etkileme olasiligi yuksektir. Bu degisim, korunmayan bir pozisyonda
meydana gelse de, in-siliko analizler, bu varyantin muhtemelen protein
yapisina/fonksiyonuna zarar verdigini 6ngoérur. Literatirde, 2-aminoadipik 2-
oksoadipik asidurili bireylerde, nadir gorulen yanlis anlam ve fonksiyon kaybi
varyantlari ile kombine ve zit kromozomda (trans olarak) gézlenmistir. Bu bulgu
otozomal resesif kalitimla uyumludur ve bu varyantin hastaliga katkida
bulundugunu disitndirmektedir. ClinVar, bu varyant icin bir giris icermektedir
(Varyasyon Kimligi: 39564). Yanhs anlamli degisikliklerinin protein yapisi ve
islevi Uzerindeki etkisini tahmin etmek igin geligtirilen algoritmalar, bu yanlhs
anlamli degisimin potansiyel etkisi konusunda hemfikir degildir. Bu nedenlerden
dolayi bu varyant patojenik olarak siniflandiriimistir.

Olgumuzun aile taramasinin tamamlanmasi ve kalitim modelinin
belirlenmesi, plazma 2-ketoadipik, 2-aminoadipik ve 2-hydroksiadipik asit
duzeylerinin olgumu, derin fenotipleme ve TED verisinin yeniden analizi

sonrasinda varyantin olasi etkisinin tekrar degerlendirilmesi planlandi.
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Calismamizda aile 15 ‘da indeks olgu ve etkilenmis kardesinde yapilan
TED analizinde SMARCAL1 geninde ekzon 5'te homozigot
c.1027_1034delTTCGAGGC (p.F343Rfs*13) varyanti saptandi. SMARCAL1
protein iglevinde fonksiyon kaybina yol agmasi beklenen bu patojenik varyantin,
hastaligin kalittm modeli ile uyumlu olmasi, destekleyen radyolojik ve
laboratuvar bulgularinin olmasi (idrarda proteintri ve flowsitometrik olarak
saptanan T hicre yetmezligi) Schimke immun-kemik displazisi tanisini
desteklemis ve kardeslerdeki bulgularin genetik kokenini aciklamistir.
Tarafimiza il disindan bagvuran her iki olguda, agir buyime gelisme geriligi
diginda henuz semptom olmadigindan, hastane basvurularinda, bu geriligin sik
nedenleri tetkik edilmig, ancak herhangi bir tani konulamamis ve nadir
hastaliklar agisindan arastirma yapiimamistir. Radyolojik tetkiklerde orantili
kisalik saptanmasi, bizim muayenemizde de iskelet displazisi iligkili 6n tanilar
akla getirmediginden, sitogenetik ve molekuler sitogenetik incelemelerden sonra
TED analizine gecilmistir. Patojenik varyantin saptanmasindan sonra, hastaligin
bobrek ve immun sistem tutulumunu arastirmak icin idrarda protein tayini ve
kanda flowsitometrik inceleme istenmis ve elde edilen patolojik bulgular
molekuler taniyr dogrulamigtir. Bu olgularda yapilan TED analizi, molekuler
inceleme ile klinik tan1 olanag saglamistir.

Gen regulasyonu, replikasyon, rekombinasyon ve DNA onariminda,
nikleozom katlanmasini/sikismasini dizenlemek igin, kromatinin yeniden
modellenmesinde, birka¢ multiprotein kompleksi islev gorur. Bu kompleksler
tipik olarak, iyi korunmus SNF2 protein ailesinin bir Gyesini igerir. Tum SNF2
ailesi proteinlerinde, helikazlarda bulunan motiflere benzer 7 motife sahip
yaklasik 400 amino asitli SNF2 domaini vardir. SNF2 domaininde, bir nikleotit
baglama sahasi, bir fosfat baglama déngusu (Walker A ve B kutulari olarak da
adlandirilir), bir DEAD kutusu ve DNA ve ATP baglama motifleri bulunur.
Coleman ve arkadaslari, 2000 yilinda SNF2 domainine benzer diziler iceren
preteinler icin, veritabanini arastirarak ve ardindan RT-PCR ile HARP olarak
adlandirdiklart SMARCAL1'i kodlayan bir cDNA elde etti. Fare homologuna %72
O0zdes olan ve tahminen 954-amino asitten olusan SMARCAL1 proteini,

korunmus bir C-terminal SNF2 alanina sahiptir (361).
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Her hdcre bolinme dongusinde, genomun tam ve dogru duplikasyonu
icin DNA kalip hasari, replikayon ve transkripsiyonel mekanizmalar arasindaki
carpismalar ve replikasyonu zor DNA dizileri dahil, replikasyon stresi olusturan
faktorlerin giderilmesi gerekmektedir. Hucreler bunlarin Ustesinden gelmek
Uzere, duran replikasyon ¢atallarini sabitleyen, onaran ve yeniden baslatan 6zel
enzimler iceren c¢ok yonlu replikasyon stres yanitini kullanir. SMARCALA1,
ZRANB3 ve HLTF dahil olmak Uzere bu enzimler DNA bagimli ATPazlarin
SNF2 ailesinin Uyeleridir (362). Bu enzimlerin hepsi SNF2 tip ATPaz domainine
sahiptir, ancak DNA baglanmasi ve aktivitesi igin gereken aksesuar
domainlerde farkllik gosterir. SMARCAL1, replikasyon proteini A'ya (RPA)
dogrudan baglanma kabiliyeti nedeniyle bu enzimler arasinda benzersizdir
Spesifik olarak, replikasyon c¢atali yapilarina RPA baglanma konumu,
SMARCAL1'i inhibe edebilir veya aktive edebilir. RPA baglanmasi, hucrelerde
SMARCAL1'in replikasyon stres yaniti fonksiyonlarinin en azindan bir kismi igin
Kritiktir.

DNA replikasyonu, onarimi, rekombinasyonu, telomer bakimi ve DNA
hasarina hucresel yanitin dizenlenmesinde yer alan RPA kompleksi, DNA
metabolizmasinda énemli bir rol oynar. SMARCAL1?’in, protein-protein etkilesimi
(PP1) aginda RPA kompleksinin alt birimlerini kodlayan iki RPA2 ve RAP1 geni
ve replikayon stresine hucresel yanit ve DNA onariminda yer alan ATR-ATRIP
protein kinaz kompleksini kodlayan genlerle gugliu bir etkilesim iginde oldugu
gosterilmistir (363). Endojen replikasyon stresinin bir kaynagi telomerik DNA'nin
TTAGGG tekrarlaridir. Telomerler, olagandisi DNA yapilari olusturabildikleri i¢in
replikasyon mekanizmalarini zorlayabilir. Poole ve arkadaglarinin ¢alismasinda,
SMARCAL1 eksikligi olan hicrelerin telomer ile iligkili DNA hasari biriktirdigi ve
yuksek diuzeyde ekstrakromozomal telomer DNA's1 (C-daireleri) icerdigi tespit
edilmistir. SMARCAL1'in telomerlerdeki aktivitesi, RPA ile etkilesim
gerektirmedigi icin, kromozomal replikasyondaki genom-bakim aktivitesinden
ayrilabilir. Bu telomer bitinluiguni surdirme fonksiyonunun SMARCAL1’e 6zgu
oldugu kaydedilmistir. Arastirmacilar SMARCAL1 mutasyonlarinin neden
oldugu bir hastallk olan Schimke immun osse6z displazi (SIOD) ile iliskili
fenotipleri etkileyecek, daha o6nce bilinmeyen bir SMARCAL1 fonksiyonunu
tanimladiklarini belirtmiglerdir (362).
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Schimke immuno-ossedz displazi (SIOD), spondiloepifizeal displazi,
bobrek fonksiyon bozuklugu ve T-hucre immun yetmezligini kapsayan tanisal
Ozelliklere sahip otozomal resesif bir pleiotropik bozukluktur. Bu klinik
durumlarin yani sira hastalarin bir kisminda hipotiroidizm, epizodik serebellar
iskemi ve kemik iligi yetmezligi gorulur. F. Boerkoel ve arkadaglari genom boyu
baglanti haritalamasi ve pozisyonel aday yaklasimi kullanarak, SMARCAL1
(SWI/SNF2 ile baglantili, matrisle iligkili, aktin bagimli kromatin dizenleyicisi, alt
aile A-benzeri 1) mutasyonlarinin SIOD'dan sorumlu oldugunu belirlemistir.
Yazarlar siddetli hastaligi olan bireylerde iki allelde nonsense, cerceve kaymasi
veya insersiyon mutasyonlari, hafif hastaligi olan bireylerde ise her bir allelde
missense mutasyon tespit etmiglerdir. Bu goOzlemler bazi missense
mutasyonlarin  SMARCAL1 fonksiyonunun kismi olarak korunmasina izin
verdigini ve dolayisiyla daha hafif hastaliga neden oldugunu gostermektedir
(364). SIOD fenotipik heterojenlik gdsterir ve hastalik siddeti SMARCALA1
inaktivasyon derecesi ile orantildir. infantil baslangicl, erken dénemde dlimciil
olan siddetli hastaliga sahip hastalarda en az bir SMARCAL1 fonksiyon kaybi
mutasyonu (delesyon, nonsense veya gerceve kaymasi) tasir, oysa daha az
siddetli fenotip ve ikinci 10 yilda hayatta kalma orani muhtemelen birlesik
missense mutasyonlarla iligkilidir. Bununla birlikte, Elizondo ve ark. subseluler
yerlesimi, enzimatik aktiviteyi, protein seviyelerini veya kromatin baglanmasini
etkiledigi gosterilen missense mutasyonlarin siddetli fenotiplere neden
olabildigini  bildirmistir. Ote yandan c¢ergceve kaymasi ve trunkasyon
mutayonlarinin hafif bir fenotipe yol agabildigi bulunmustur ve genotip-fenotip
korelasyonlarinin buyuk Olgude ongorduruact olmadigini dasundurmektedir.
Ayni SMARCAL1 mutasyonlarinin hastaligin hem hafif hem de siddetli
olgularinda goruldigu kesfedilmistir ve meyve sineklerinde, farelerde ve
insanlarda SIOD fenotiplerini sekillendiren c¢evresel faktorlere iliskin kanitlar
bulunmustur (363). Dolayisiyla, bir SMARCAL1 mutasyonunun etkisi sadece
SMARCAL1 genotipine degil, ayni zamanda c¢evresel ve genetik arka plan
varyasyonlarina da baghdir.

SIOD hastalarinda SMARCAL1 protein fonksiyonunun bulunmamasi
veya bozulmasi, perinatal veya ergenlik doneminde ortaya ¢ikan bobrek gelisim
anomalilerine neden olabilir. Erigkin bébrekte SMARCAL1, glomerulus, nefron
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tubdlleri ve toplama kanallarinda eksprese edilir vee SMARCAL1 proteininin
podositlerin ve endotelyal hucrelerin bakiminda ve butlnlugunde rol oynadigini
gosterir. Ozellikle, SMARCAL1 ile etkilesen ilk 15 genin hepsinin benzer bir
renal temporal ekspresyon paterni gosterdigi tespit edilmistir (363). Ek olarak,
SIOD olgularinda mutasyonlar SMARCAL1'in helikaz ATP baglayici ve C-
terminal domainlerinde toplanmigtir. Arg645 bolgesi, c¢esitli amino asit
degisikliklerine sahip tekrarlayan duyarli bir SMARCAL1 lokusu olma
egilimindedir ve diger biallelik bolge (c.2141+5G), helikaz C-terminal alt
domainin bir kismini kodlayan ekzon 13'e yakindir. Her ne kadar SMARCAL1
genindeki biallelik mutasyonlarin SIOD'nin genetik etiyolojisindeki yeri bildirilmig
olsa da, molekuler tani olgularin agiri nadir olmasi nedeniyle zorlayicidir. Jin ve
ark.in galismasinda hastanin asiri derecede hafif ve karakteristik olmayan
fenotipi (asemptomatik proteinuri ile sinirli bébrek fonksiyon bozuklugu olan,
ancak norolojik bulgu veya tekrarlayan enfeksiyon olmayan) ile kesin taniya
ulasilamamistir ve hastalik dogrulanmadan 6nce TED uygulanan ve genetik
teste dayanarak tani konulan ilk olgu olmustur. Sonug¢ olarak, yeni bir maternal
kirpilma hatasi mutasyonu (c.2141+5G>A) ve bilinen bir paternal mutasyon
(c.1933C>T; p.Arg645Cys) tanimlanmistir. Baslangigta karakteristik bir fenotipe
gore SIOD tanisi konulan hastalara kiyasla, genetik tarama ile tani konulan
SIOD probandlarinda, daha hafif bir ekstrarenal fenotip ve daha iyi bir 10 yillik
hasta sagkalimi izlenmigstir (365). TED'in, 6zellikle nadir gértlen hastaliklarda,
klinik semptomlarin hastalik tanisina olanak tanimayacak kadar hafif seyrettigi
kisilerde patojenik mutasyonlari etkili bir sekilde tanimlayabildigi bilinmektedir
(366,367). TED'in genetik test olarak kullanildi§i daha 6nce bildirilen tek SIOD
hastasinda molekiler tani siddetli nérogelisimsel gecikme, fasiyel dismorfizm ve
spondiloepifizal kemik displazisi ile birlikte fenotipe dayal ilk tanidan sonra
gerceklestirmistir (368). Yazarlar calismalarinin, TED'in ¢ok nadir gorllen
hastaliklarin erken tanisinda yuksek performansh bir ara¢ oldugunu bir kez
daha kanitladigini belirtmiglerdir. Benzer gekilde bizim olgumuzda da, agir
bayume geriligi nedeniyle, Endokrin ve Metabolizma tarafindan takip edilen
olgunun, tarafimiza bagvurdugunda cekilen iskelet sistemi grafilerinde
saptanacak duzeyde displazik kemik yapisi bulunmuyordu. Ancak bu durum
teknik ¢ekim hatalarindan (yon, dozaj vb) kaynaklanabilir. Ayrica proporsiyonel
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bir kisalik vardi ve literatlrle uyumlu dar pelvis yapisi mevcuttu. Kiguk kardeste
henlz hafif dizeyde olmak Uzere her iki olguda proteinuri saptand. (buyuk olgu
2000 mg/L, kiguk kardes 157 mg/L). Her iki kardeste, flowsitometrik
incelemede T hucre yetmezligi tespit edildi ve kuguk olgu sitomegalovirise bagl
akciger enfeksiyonu nedeniyle, bir ka¢ ay YB tedavisine ragmen kaybedildi.
Aileye molekuller tani sayesinde, immun yetmezlik agisindan ek asilar ve
Onlemlerle enfeksiyondan korunmasina yonelik ve yine proteindri agisindan
nefrolojik takip Onerilerini iceren kapsamli bir genetik danisma verildi. Ayni
bilgiler il disindaki surekli bakim veren hastane doktorlari ile de paylasildi. Yeni
gebelik plani olan aileye, hem kendileri hem de diger akrabalarinin tasiyicilik
riski acisindan, OR kalitim 6zelliginde olan bu hastalik igin prenatal ve
preimplantasyon tani olanaklari konusunda da genetik danigsma verildi.

Rutin laboratuvarlarda tanisal amagh TED uygulamalarinin sayisi her
gecgen gun artmaktadir. Turkiye'de akraba evliligi nedeniyle nadir hastaliklara
sik rastlanmaktadir. Turkiye Aile Yapisi Arastirmasi (TAYA) 2011 verilerine
gore, Turkiye genelinde akraba evliliklerinin orani %21.3 iken, kentte %19.8,
kirda ise bu oran %24.6'dir (393). YND tekniklerinin ortaya cikisi tanisal
paradigmay! degistirse de, hastalarin dikkate deger bir yuzdesi teshis
edilmeden kalmaktadir. Farkh Kklinik ortamlarda, hastalik tipine ve hasta
secimine bagl olarak, TED’in nadir Mendelian hastaliklarin % 30-50'sinde taniyi
sagladigi tahmin edilmektedir (394). Yuksek verimli YND teknolojisi, patojenik
degisimi tagiyan alellerin belirli genlerde biriktigini ortaya koyarken, nadir
hastaliklarda yeni nedensel genlerin tanimlanmasina yardimci olmaktadir.
Ancak éncesinde biyolojik bir calisma olmadan, TED ile tek bir vakada yeni bir
gen ve patojenik varyant bulma olasilhigr dusuktur. Ortalama bir birey yaklasik
20 nadir, "iglev kaybi" varyanti tagir (MAF <0.1) ve bunlardan dordu kirpiima
hatasina yol acar (395). YND ile hastaliklarin tanisininda yeni gen tanimlamak,
nadir fakat iyi tanimlanandan patolojilerin tanisindan daha zordur. Boyle bir
teshisin saglanmadigi "ekzom-negatif' vakalar icin, ekzomdan bir sonraki adimi
segcmek, blyuk bir zorluk olmaya devam etmektedir. Negatif ekzom sonuglarinin
nedenleri arasinda; patojenik varyantin somatik mozaiklik vakalarinda gézden
kagabilmesi; kodlayan bolgede olup teknik nedenlerle iyi tespit edilememesi,

onemi bilinmeyen bir varyantin filtrelemede segilmemesi, patolojiden sorumlu
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olan iki veya daha fazla gende birden fazla varyantin olmasi, yapisal bir
varyantin ekzom dizileme yoluyla diuzgun bir sekilde yakalanmamasi, ya da
varyantin ekzonik olmadidi durumlarda okunamamasi olarak sayilabilir ve bu
durumlarda tani konulamayabilir (394). Protein kodlayan bdlgeler icin, TGD,
yalnizca TED ile yakalanamayan degisimleri yakalama firsati saglar ve 6zellikle
yapisal varyantlarin daha guvenilir bir sekilde tespit edilmesine izin verir. TGD,
Ozellikle nérogelisimsel bozukluklarda %3 ek ek katki sadlasa da, TED ve TGD
icin tanisal oran %35-50’yi gegmemektedir.

RNA dizileme (RNA-seq), RNA duzeyini ve transkript gesitliligini 6lgmek
icin altin standart haline gelmigtir. Nadir Hastaliklardaki tanisal gucu, hem
kodlayan hem de kodlamayan varyantlarin gen ekspresyon seviyesini ve
alternatif kirpilma sonuglarinin  degerlendirmesini  sagladigi icin  umut
vaadetmektedir. Ozellikle, ndromuskiler ve mitokondriyal hastaliklarda
patojenik kirpilma varyantlarinin tespit edilmesinde faydalidir, ancak RNA
dizileme ve diger fonksiyonel genomik testlerin potansiyel bir sinirlamasi, gen
ifadesinin cevreye, hiicre tipine ve duruma bagli olmasidir. Gen ifadesi
calismak, bir sonraki adim vyaklasimidir, ancak sadece ekzom negatif
vakalardaki varyantlarin etkilerini aramak icin potansiyel bir pencere acar.
Yanhs anlamhi varyantlar gibi bazi degisimler, gen ekspresyonunu
etkilemeyebilir. Proteom, metabolom veya epigenom gibi diger analiz
yontemleri, bu tir varyantlarin sonugclarini degerlendirmede yardimci olabilir.
"Ekzom negatif® vakalar igin, saglikli kontrollerden elde edilen verilerle
tamamlanan gesitli veri turlerine surekli erisim imkani, nadir hastaliklarin teshis
gucunu her gegen gun artirmaktadir.

YND ile hedefli mitokondriyal gen panelleri, tim ekzom ve tim genom
dizileme ve son zamanlarda mtDNA ve nDNA'nin kombine analizi gibi farkli
genetik yaklagimlar sayesinde, mitokondriyal hastaliklarda da tani orani artmis,
290'dan fazla iligkili gen tanimlanmistir. Tanisal etkinligin artmasinin yaninda,
yeni mekanizmalarin ortaya c¢ikmasi ve yeni bulgularin taninmasini da
saglanmaktadir. Ancak halen, mtDNA varyant degerlendirme kriterleri yeterince
standardize edilememistir ve bu durum varyant patojenite raporlamasinda
zorluklara yol agmaktadir. mtDNA uzmanlarindan olusan uluslararasi bir

calisma grubu, Mitokondriyal Hastalik Dizi Veri Kaynagi Konsorsiyumu
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(Mitochondrial Disease Sequence Data Resource Consortium) olarak bir araya
gelmis ve ClinGen'den uzman paneli statisu almigtir. Bu grup, 2015 ACMG ve
varyantlarin klinik yorumu igin yaygin olarak kullanilan diger standart ve
rehberleri referans alarak, mtDNA varyant siniflandirmasiyla ilgili 6zel bir
kilavuz hazirlamigtir (396).

Sonu¢ olarak bu calismada, projeye dahil edilen ailelerden %65’ine
TED ile molekuler genetik tani saglandi. Sadece mitokondriyal hastalik grubu
olarak baktigimzda ise %50 oranindaydi. Tespit edilen 18 varyantin sekizi novel
veya daha oOnce hastalik iligkisi bildiriilmeyen c¢ok nadir degisimlerdi.
Mitokondriyal miyopati dusunulen G¢ hastada molekiler taninin ekstremite-
kusak muskuler distrofisi (iki kalpainopati, bir disferlinopati) olarak
sonuglanmasi, bu grubun ayirici tanida géz 6nlinde tutulmasi gerektigini ve
molekuler taninin, hem hastanin dogru izlemi hem de yeni tedavi
olanaklarindan faydalanmasi acgisindan o6nemli oldugunu ortaya koydu.
Molekuler tani saglanan ailelerde, gerekli olmayan tanisal incelemelerin ve
efektif olmayan tedavilerin kesilmesi ve hastaligin seyri sirasinda ortaya
¢itkmasi muhtemel komplikasyonlarinin takip edilebilmesi saglandi. Gebelik
plani olan ailelere dogum o6ncesi tani segenekleri konusunda genetik danisma
verildi. Aileler, hastaliklari konusundaki yeni c¢alismalar ve tedavideki olasi
gelismeler konusunda bilgilendiriimek Uzere takibe alindi. Hastaligin kaynaginin
bilinmesinin ve bu konuda yapilan bilgilendirmelerin hasta ve hasta ailesi

Uzerinde yarattigi pozitif etki gdzlendi.
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