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OZET

Gonen, NH. Karakterize Edilemeyen Kahtsal Kemik Iligi Yetmezliklerinde
Genetik Nedenlerin Arastirilmasi. Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi
Genetik Anabilim Dali, Tipta Uzmanlik Tezi, Ankara, 2022. Kalitsal Kemik 1ligi
Yetmezligi Sendromlar1 hematopoez siirecinde tek bir hiicre serisinde azlik seklinde
ortaya ¢ikabildigi gibi ikili ya da ticlii seride yetmezlik seklinde de ortaya ¢ikabilen
heterojen bir hastalik grubudur. Klasik 6rneklerini Fanconi Anemisi, Diskeratozis
Konjenita, Shwachman Diamond Sendromu gibi hastaliklar olustururken, bilinen
kemik iligi yetmezlikleri ile uyumlu olmayip, bir ya da daha fazla hiicre hattindaki
kemik iligi yetmezligine diger sistemik bulgularin eslik ettigi heterojen hastalik grubu
“Karakterize Edilemeyen Kemik Iligi Yetmezlikleri” olarak tanimlanmaktadir. Bu tez
caligmasinda, Tiirkiye genelinden karakterize edilemeyen kemik iligi yetmezligi 6n
tanis1 ile gonderilen 17 indeks vaka oncelikle genom boyu kopya sayis1 degisiklikleri
acisindan degerlendirilmis ardindan tiim ekzom dizileme yontemi kullanilarak
incelenmistir. 7 hastada daha dnce kemik iligi yetmezligi ile iliskilendirilen telomer
boy siirdiiriilmesinde, amino asit metabolizmasinda, ribozom maturasyonunda,
vitamin metabolizmasinda ve diger hiicresel siireglerde gorevli genlerde nedensel
varyantlar saptanirken 1 hastada klinik 6nemi bilinmeyen kopya sayis1 degisikligi
gozlenmistir. Bunlara ek olarak, kemik iligi yetmezligi, gelisme geriligi ve dismorfik
bulgulara sahip bir birey ile etkilenmis kardesinin de yer aldigi ¢ekirdek ailesinde
homozigotluk haritalamasi yapilarak p53 iliskili apoptoz yolaklarinda gorevli ve su
ana kadar kalitsal kemik iligi yetmezligi fenotipi ile iligskilendirilmemis olan giiglii bir
aday gene ulagilmistir. Sonug olarak, bu tez ¢alismasi ile karakterize edilemeyen
kemik iligi yetmezlikleri baslig1 altinda genetik ve fenotipik acidan oldukca heterojen
bir grup hasta ile kars1 karsiya kalindigi, harman fenotipler ve germline mutasyona
eklenen somatik degisikliklerin yliksek fenotip gesitliligi gosteren bu grupta ayirici

taniy1 zorlastirdig1 ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Karakterize Edilemeyen Kemik iligi Yetmezlikleri, sitopeni,
tiim ekzom dizileme, p53.

Destekleyen Kurulus: TUBITAK, Proje No: 319S062.



ABSTRACT

Gonen, NH. Investigation of Genetic Causes in Uncharacterized Inherited Bone
Marrow Failures. Hacettepe University Faculty of Medicine, Department of
Medical Genetics, Medical Specialty Thesis, Ankara, 2022. Inherited Bone Marrow
Failure Syndromes (IBMFSs) are a heterogeneous group of disorders that result from
deficiency of in a single or more hemapoetic cell lineages. Fanconi Anemia,
Dyskeratosis Congenita, Shwachman Diamond Syndrome are the classic examples,
however there are a group of conditions termed as Uncharacterized Bone Marrow
Failure Syndrome, which refer to a heterogeneous disease group of disorders, which
cannot be classified as one of the common IBMFSs where one or more cell lineages
are affected and may be accompanied by other systemic findings. In this thesis, 17
individuals with “uncharacterized bone marrow failure syndromes” sent from various
regions of Turkey were first evaluated for genome-wide copy number variations,
followed by whole exome sequencing (WES). A copy number variation of unknown
significance was detected in 1 individual. WES analysis revealed the causative variants
for 7 individuals. Disease-related variants were in genes involved in telomere
maintenance, amino acid metabolism, ribosome maturation, vitamin metabolism and
other cellular processes, which were previously associated with IBMFSs. In addition,
one affected individual with bone marrow failure, who also had developmental delay,
and dysmorphic features had a variant in a strong candidatre gene. This gene was also
pointed out by homozygosity mapping involving the other affected sibling and nuclear
family; has not been previously associated with any IBMFSs; and is critical in p53-
related apoptotic pathways. In conclusion, with this study it has been demonstrated
that the uncharacterized bone marrow failure syndromes are genetically and
phenotypically a very heterogeneous group of disorders. The blended phenotypes and
somatic mutations in a germline mutation background have been shown to complicate

differential diagnosis in this group with high phenotype diversity.

Keywords: Uncharacterized Inherited Bone Marrow Failures, cytopenia, whole
exome sequencing, p53
Supported by: TUBITAK, Project number: 319S062.
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1. GIRIS

Kalitsal Kemik [ligi Yetmezligi Sendromlar1 (KKIYS) tek bir hiicre serisinde
(eritroid, miyeloid veya megakaryositik seri) azlik seklinde ortaya ¢ikabildigi gibi ikili
ya da tglii seride yetmezlik (pansitopeni) seklinde de ortaya gikabilen bir hastalik
grubudur. Coklu seri tutulumlarinin klasik 6rneklerini Fanconi Anemisi, Diskeratozis
Konjenita, Schwachman Diamond Sendromu, Pearson Sendromu gibi sendromlar
olustururken klinik a¢idan bu sendromlarla uyumluluk géstermeyen, bir ya da ¢oklu
seri tutulumlar ile seyirli, farkli organ anomalilerinin de tabloya eklendigi grup ise
“Karakterize Edilemeyen Kalitsal Kemik 1ligi Yetmezlikleri” bashg altinda

toplanmaktadir.

Yeni nesil dizileme teknolojisinin getirdigi avantajlar sayesinde SRP72
(OMIM 602122), ERCC6L2 (OMIM 615667), DNAJC21 (OMIM 617048), MYSM1
(OMIM 612176), TP53 (OMIM 191170) ve MDM4 (OMIM 602704) gibi genlerin bu
grupla iliskilendirilebilmesi miimkiin olmustur. Karakterize edilemeyen kemik iligi
yetmezligi sendromlar1 klinik ve genetik agidan heterojen bir tablodur ve pek cogunun
genetik nedeni bilinmemekle birlikte otozomal resesif etyoloji su ana kadar saptanan
genlerde 6nemli bir yer tutmaktadir. Ulkemizin resesif hastaliklar acisindan sik bir
cografyaya sahip olmasi bu hastalik grubunda yeni genlerin tanimlanmasi agisindan

bir avantajdir.

Bu nedenle bu tez kapsaminda 6zellikle akraba evliligi olan ya da ailede birden
fazla etkilenmis birey bulunan aileler {izerinden bu agir sitopeni tablosuna yol agan

genetik nedenlerin saptanmasi hedeflenmistir.

Calisma kapsaminda Cocuk Hematoloji Kliniginden karakterize edilemeyen
kemik iligi yetmezligi 6n tanisi ile yonlendirilen hasta ve aileleri izlenmistir. Hastalara
oncelikle genom boyu kopya sayist degisikliklerinin saptanabilmesi i¢in mikrodizin
analizi uygulanmis, ardindan tiim ekzom dizileme analizi gerceklestirilmistir.
Boylelikle hastalarda fenotipe katki saglayabilecek hem kopya sayis1 degisikliklerinin
hem de genlerin kodlayan bolgelerindeki genetik varyasyonlarin bulunup genetik

etyolojinin aydinlatilmas1 amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Hematopoez

Hematopoez olarak adlandirilan kan hiicrelerinin yapimi embriyonik donemde
baslayip; hayat boyu devam eden ve yasamin devamliligi i¢in mutlak olan bir siiregtir.
Bu siirecte oncelikle kendi kendini yenileme ve differansiyasyon yetenegi olan
hematopoetik kok hiicrelerden immatiir progenitor hiicreler olusmaktadir. Ardindan
bu progenitor hiicrelerde meydana gelen bir seri differansiyasyon ve proliferasyon
asamasindan sonra viicutta belirli gérevlere sahip matiir eritrositler, myeloid hiicreler,
lenfositler ve trombositler meydana gelmektedir (1). Eritrositler dokulara oksijen
saglanmasi ve karbondioksit tasinmasi; birgok farkli hiicre tipine sahip myeloid ve
lenfoid hiicreler mikroorganizmalar ve disardan gelen etkenlere karsi viicudun
savunmasi; trombositler ise kanin pihtilasmasi ve yara iyilesmesi i¢in 6zellesmistir.
Bu hiicrelerin yapim agamasindaki hiyerarsi hem embriyonik hem de dogum sonrasi
donemde transkripsiyon faktorleri, hormonlar ve molekiiler mekanizmalar ile kontrol
edilmektedir. Bu yolagin herhangi bir yerinde meydana gelen aksakliklarda etkilenen
hiicre grubuna bagli olarak tek bir hiicre serisinden ¢oklu hiicre serisinin yetmezligi ile
sonuglanan genis bir yelpazede Klinik tablolar ortaya ¢ikabilir. Bu nedenle
hematopoezin hiyerarsisi ve bunu kontrol eden faktorlerin agiklanmasi sitopenilerle

seyreden hastaliklarin patofizyolojisinin agiklanmasi agisindan ¢ok onemlidir.
2.1.1. Embriyonik Hematopoez

Embriyonik dénemde yolk sac’da bulunan mezoderm hiicreleri gelisimin
yaklagik 2. haftasi civarinda kiimelesmeye baslar (2). Bu kiimelesen mezoderm
hiicreleri ileride hem vaskiiler yapilarin hem de ekstraembriyonik hematopoezin
kokenini olusturacaktir. Gelisimin devam etmesi ile merkezde yer alan hiicreler
kaybolup damar liimeni olusurken, periferde yer alan hiicreler damarlarin endotellerini
olusturacak sekilde farklilasir ve bunu takip edebilecegimiz endotele 6zgii belirtegleri
kazanirlar. Bazi mezoderm hiicreleri yeni olusan vaskiiler endotelyuma bagl kalir ve
buralarda kan adalar1 meydana gelir. Bu adalarda ayn1 mezoderm kiimelerinden koken

almis hem endotel hiicrelerine hem de hematopoetik hiicrelere déniisme potansiyeline



sahip olan hemanjioblastlar olusur. Hemanjioblastlarin diger hiicrelerden ayirt
edilmesinde Flk-1 6nemli bir hiicre yiizey reseptorii iken, bu hiicrelerin gelisimi igin
TAL1, GATA2, LMO2, FLI1, ETSRP o6nemli transkripsiyon faktorleridir (3).
Hemanjioblastlar hem endotel hiicrelerine hem de hematopoetik kok hiicreye
farklilagma 6zelligi olan hiicrelerdir. Bu hiicrelerin hangi yolaga dogru farklilagacagin

ylizey belirtecleri ve transkripsiyon faktorleri belirler.

Embriyonik donemin yaklasik 3. haftasinda hematopoetik hiicreye
farklilagmaya karar vermis hiicrelerle ilk hematopoez baslar. Burada meydana gelen
hematopoezin ilk dalgasi olan primitif dalgadir ve eritromyeloid potansiyele sahip
progenitor hiicrelerden daha c¢ok eritrositler olusmakla birlikte gorevleri heniiz tam
belirlenememis makrofajlar ve megakaryositlerde iiretilmektedir. Bu dalgada esas
amag hizla biiyliyen embriyo dokularinin ihtiya¢ duydugu oksijeni saglayacak kirmizi
kan hiicrelerinin elde edilmesidir (4). Burada iiretilen eritrositler ¢ekirdekli olup; fetal
hemoglobin olan hemoglobin epsilon (¢) ve hemoglobin zeta ({) bu asamada
sentezlenmektedir. Bu dalgay1 kontrol eden transkripsiyon faktorleri GATAL ve
Pu.l’dir. GATAI1 eritroid farklilagmasinda 6nemli iken, Pu.l makrofaj ve graniilosit
farklilagsmasinda 6nemlidir ve bu iki transkripsiyon faktorii birbirine zit caligmaktadir.
Bu dalganin ilerleyen donemlerinde plasenta ve allantois de kan {iretimine katilir.
Embriyonun gelisimi ile hizli bir sekilde primitif hematopoezin yerini definitif
hematopoez alir. Definitif hematopoez, eriskin hematopoez olarak da bilinir ve
hematopoezin ikinci dalgasidir. Bu dalgada 6ncelikle kan adalarinda Eritroid-Myeloid
Progenitor hiicreler olusur. Bu dalganin ilerleyen evrelerinde aortik endotel ve vitellin
arterin Oniindeki Aorta-Gonad Mezonefronlarinda (AGM) ve plasentada hemojenik
endotelyumdan biitiin kan hiicrelerine doniisme ve kendi kendini yenileme
kapasitesine sahip Hematopoetik Kok Hiicre [Hematopoietic Stem Cell, (HSC)] ler
meydana gelir. Bu HSC’lerin  olusmasi farkli epigenetik mekanizmalar,
GATAS3, RUNX1, c-myb, Notch sinyalleri gibi farkli transkripsiyon faktorleri ve
VEGF, TGF-o0, TGF-B, EGF, FGF gibi c¢esitli biiylime faktorleri ile kontrol
edilmektedir (4). HSC’ler gelisim siiresince ¢ok hizli yer degistirirler. ilk kez AGM’de
olusan HSC’ler, gelisimin 4,5-5. haftas1 civarinda esas ¢ogalma yerleri olan karacigere

gdc ederler. Kisa bir siire sonra dalaga gegerler ve yaklagik 11. hafta civarinda hayat



boyu hematopoezin esas yeri olacak kemik iligine ve az miktarda da lenfoid dokunun

gelisiminde 6nemli olan timusa go¢ ederler (2).

HSC’lerin kendi kendini yenileme ve buna bagli yayilma kapasitesi igin
bulundugu ortam ¢ok 6nemlidir (3). Burada yogun bir HSC populasyonuna sahip
kemik iligi ¢evresinin etkisinden bahsetmek kaginilmaz olacaktir. Kemik iliginde
endosteal osteoblastik ve perivaskiiler endotelyal olmak tizere 2 farkli nis
bulunmaktadir. Bu iki nig birbirlerine ¢ok yakin konumlanmalarina ragmen farkl
isimlerle tanimlansa da, bunlarin HSC’lerin devamlilig1 i¢in farkli 6zelliklerinin olup
olmadigi ya da sinerjistik ¢alisip ¢alismadigi hala bilinmemektedir (3). Ayni1 zamanda
kemik iligi hiicresel ¢esitlilik acisindan ¢ok zengindir ve bu hiicrelerden HSC’lerin
devamlilig1 i¢in gerekli olan Notch, Wnt, Sonic Hedgehog sinyalleri ve bir¢ok farkli
sitokin salinmaktadir. Burada 6nemli olan HSC’lerin herhangi bir nise yakinligindan
ziyade muhtemelen kendileri i¢in belirlenmis dogru yerde olmalaridir ki bu saglandigi
takdirde kendi kendini yenileme ya da differansiyasyon siireclerinin siirdiiriilebilir

olacag spekiile edilmektedir.

Embriyonik hematopoezde gorevli bircok farkli molekiiler mekanizma
yalnizca bu dénemde etkili olmayip; hematopoez devam ettigi siirece eriskin hayatta
da yolagin belli noktalarindaki kontrol mekanizmasi olarak gorevlerine devam

etmektedir.
2.1.2. Eriskin Hematopoez

Embriyonik déonemde olusmus ve kemik iligine yerlesmis olan HSC’lerden
yasam boyunca matiir kan hiicrelerinin yapimi devam etmektedir. HSC havuzunun
dolayist ile hematopoezin devamliligt icin bu hiicrelerin proliferasyon,
differansiyasyon, apoptoz ve kendi kendini yenileme yetenekleri arasindaki denge ¢ok
onemlidir (1). Hematopoezde, farklilasmaya karar vermis HSC’lerden matiir kan
hiicreleri olusana kadar asilmasi1 gereken yolaklar ¢ok siki kontrol altindadir. Bu
yolagin dogru bir sekilde ilerlemesi i¢in dogru zamanda dogru hiicre tipinde dogru
kontrol mekanizmalart devreye girmek zorundadir. Aksi takdirde hematolojik
hastaliklarin meydana gelmesi siirecin kaginilmaz bir sonucudur. Biitiin bu siire¢lerin
dogru bir sekilde isledigini varsaydigimizda sayilarini korumak i¢in kendi kendini

yenileme karar1 veren HSC’lerde bu siire¢ hem kemik iliginin kendi ¢evresi hem de



bircok intrinsik mekanizma ile kontrol edilmektedir. Ozellikle Notch, Wnt
sinyallerinin ve transkripsiyon faktorlerinin HSC havuzunun korunmasinda énemli

molekiiler mekanizmalar oldugu bilinmektedir.

Diger bir yandan matiir kan hiicresi olusturma yolunda farkliklagmaya karar
vermis HSC’lerde ise yine birgok karmasik kontrol mekanizmalar1 devreye
girmektedir (1). Bu kontrolii saglayan mekanizmalar, her bir hiicre basamaginda
aktiflesen farkli transkripsiyon faktorleri basta olmak iizere, kromatin modifikasyonu,
microRNA lar ve diger regiilator RNA’lardir. HSC’lerde birgok seri i¢in spesifik olan
transkripsiyon faktorleri ayni anda eksprese olabilir. Ancak bunlarin rastgele olarak
ekspresyonlarinin degismesi ve birbirleri ile olan interaksiyonu sayesinde yalnizca bir
yolaga 6zgii olan transkripsiyon faktorii dominant olarak kalir ve farklilasma tek bir
hiicre serisi cevresinde devam eder. Ornegin; HSC’lerde ve progenitdr hiicrelerde
GATAL ekspresyonunun artmasi hiicre kaderini eritroid seriye dogru yonlendirirken,
Pu.1 myeloid seri gelisimi i¢in, Notch sinyalleri T hiicrelerinin gelisimi i¢in gerekli
transkripsiyon faktorleridir. Hiicrede dominant olan transkripsiyon faktoriine gore
farklilasma yolagi belirlenir (3). Farklilasma sirasinda Oncelikle pluripotent
HSC’lerden multipotent HSC’ler meydana gelir. Bu multipotent progenitor
HSC’lerden Common (Ortak) Myeloid Progenitor (CMP) ve Common (Ortak)
Lenfoid Progenitor (CLP) hiicreler olusur. CLP hiicrelerinden B/T lenfositleri ve
Natural Killer hiicreler tretilmektedir. CMP’den ise oncelikle eritrosit ve platelet
onciilii olan Megakaryosit-Eritroid Progenitor (MEP) ve viicudun savunmasinda
onemli olan graniilosit ve makrofajlarin onciilii olan Graniilosit-Makrofaj Progenitor
(GMP) hiicre firetilmektedir. Bu progenitor hiicrelerden bir dizi proliferasyon ve
differansiyasyon basamagimin ardindan nihayetinde matiir eritrositler, graniilositler,

makrofajlar ve trombositler meydana gelmektedir.

Bu yolaklarin tamami yine birgok transkripsiyon faktorii, sitokin ve biiyilime
faktorleri ile kontrol edilmektedir. Hematopoez ve onun kontrol mekanizmasi
Sekil 2.1°de gosterilmistir (Sekil 2.1). Hematopoezde etkili olan transkripsiyon
faktorleri  ¢ogunlukla  hematolojik  hastaliklara yol acan  kromozomal
translokasyonlarda ya da hematolojik kanserlerde goriilen somatik mutasyonlarda
etkilenen faktorlerdir. Bu komplike yolagin herhangi bir yerinde meydana gelen bir
aksaklik hiyerarsinin dogru bir sekilde ilerlemesini engellemekte ve matiir kan
hiicrelerinin olusumunda problemler yaratip; kemik iligi yetmezligi fenotipinin

olugsmasina sebep olmaktadir.
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Sekil 2.1. Hematopoez ve regiilasyonu. Kisaltmalar; LT-HSC: Uzun Omiirlii
hematopoetik kok hiicre, ST-HSC: Kisa 6miirlii hematopoetik kok hiicre,
CMP: Ortak myeloid progenitér, CLP: Ortak lenfoid progenitor, MEP:
Megakaryosit/eritroid progenitdr, GMP: Graniilosit/makrofaj progenitor.
(Orkin ve ark., 2008 ve Rieger ve ark., 2012 calismalarindaki bilgilere
dayanarak bu tez c¢aligmasi kapsaminda Nesligiill Gonen ve Nebile
Dayilar tarafindan gorsellestirilmistir).

2.2. Kemik Iligi Yetmezlikleri

Kemik iligi yetmezlikleri, kemik iliginde bir ya da daha fazla hematopoietik
hiicre hattinin etkilenmesi ile ortaya ¢ikan ineffektif hematopoezin ve bunu takiben
periferik kanda etkilenen hiicre hattina bagl olarak cesitli sitopenilerin goriildiigii
nadir ve olduk¢a heterojen bir hastalik grubudur. Etyolojide kemik iligindeki
hematopoetik kok hiicrenin azalmasi, kemik iligini hasarlandiran ailesel ve klonal
kanserler, kan hiicrelerinin gelisimi sirasinda matiirasyonda sorun olusturan metabolik
hastaliklar sayilabilir. Bunlara ek olarak, Ribozomopati ve Telomeropati bashig:
altinda toplanan iki biiylik hastalik grubu kemik iligi yetmezliklerinin patolojisinde

o6nemli yer tutmaktadir (5).

Ribozomlar, hiicrenin protein sentezinden sorumlu olan primer organelleridir.

Bu organellerin yapisal ve biyogenezinde rol alan genlerde saptanan mutasyonlara



bagl olarak olusan ve biiylik bir klinik ¢esitlilik yarattigi bilinen hastalik grubu
ribozomopatilerdir. Kemik iligi yetmezligi, dismorfik bulgular, isitme Kkaybi,
norogelisimsel  gerilik, anormal deri dokiintiileri goriilebilecek fenotipik
ozelliklerdendir. Biitiin hiicrelerde ribozomlarin bulunmasina ragmen, ribozomal
bozukluklar doku spesifik 6zellik gosterebilmekte ve kemik iligi yetmezligi goriilen

durumlarda kanser yatkinlig1 meydana gelebilmektedir (6, 7).

Telomerler, kromozomlarin ucunda bulunan, kromozomlarin u¢ uca
birlesmesini, replikasyondan dolay1 olusan kromozomal kisalmanin islevsel genetik
bolgeleri etkilemesini Onleyen ve bu sebeplerle genomik stabiliteyi saglayan ve
hiicresel yaslanmay1 engelleyen “TTAGGG” niikleotidlerinin olusturdugu tekrar
dizileridir. Telomer biyogenezindeki bozukluk olarak da bilinen telomeropatiler
oldukga nadir bir hastalik grubudur. Hastaligin genetik etyolojisini direkt telomer boy
stirdiiriilebilirliginde rol alan genlerdeki degisikliler ya da bu yolakta direkt gorevli
olmasa da degisikliklerinde telomer boyunun kisalmasi ile sonug¢lanan farkli yolakta
gorevli genlerdeki genetik degisiklikler olusturabilir. Hastalarin klinik bulgular
arasinda kemik iligi yetmezligine ek olarak coklu organ yetmezlikleri, anormal deri

dokiintiileri ve mindr dismorfik bulgular gériilebilmektedir (8, 9).

Kemik iligi yetmezligi ile karakterize hastaliklarin bazilar1 i¢in spesifik
fenotipler tanimlanmis olsa da, hastalar genellikle birbiri ile ortiisen bulgulara sahiptir
ve bu durum siniflandirmayi zorlastirmaktadir (10). Hastalarda kalitilan bir varyasyon
sonucu kemik iligi yetmezligi tablosu olusuyor olsa da; kemik iligi gibi hizl1 boliinen
dokularin kaderi olan somatik mutasyonlar da klinik bulgulardan sorumlu olabilir. Zor
olsa da, bu varyasyonlarin konjenital ya da somatik ayrimimin yapilmasi 6zellikle
kanser yatkinligi, transplantasyon tedavileri, aile bireylerinin taramalar1 ve verilecek

genetik danismanlik agisindan ¢cok 6nemlidir.

Kalitsal kemik iligi yetmezlikleri, aileden kalitilan ya da de novo olarak ortaya
cikan germline bir mutasyona bagl olarak olusan kemik iligi yetmezlikleridir. Bu
gruptaki hastaliklar genellikle g¢ocukluk ¢aginda bulgu verir ve kemik iligi
yetmezligine ek olarak bazi dismorfik bulgular ve diger organ sistemlerinin de
etkilendigi kompleks bir klinik durum ile karsimiza ¢ikabilmektedir. Hastalarda ayni

zamanda hematolojik ve non-hematolojik kanserlere karsi yatkinlik gelismektedir.



Tanida dismorfik bulgulara yonelik fiziksel muayene, kemik iligi incelemesi ve
molekiiler genetik analiz olduk¢a Onemlidir. Hastalarin tedavisinde sitopenilere

yonelik replasmanlar kullanilsa da tek kiiratif tedavi segenegi hematopoetik kok hiicre
naklidir.

Kazanmilmis kemik iligi yetmezligi ise germline bir mutasyon olmaksizin,
somatik mutasyonlarla ya da ilaglar, kemoterapi, radyasyon ve enfeksiyonlar sonucu
kemik iliginin hasarlanmasi ile ortaya cikan klinik tablodur. Herhangi bir germline
mutasyon olmaksizin sonradan gelisen klonal olay ¢evresinde 6zellikle MDS/AML’ye
yatkinlik gelisebilmektedir. Hastalarin klinik bulgular1 ¢ok agir olmadikg¢a replesman
tedavileri ve immiinoterapi tercih edilmektedir. Ancak prognozun kotii seyrettigi
durumlarda hematopoetik kok hiicre nakli segenegi de kiiratif amach olarak

kullanilmaktadir.

Hem kalitilan hem de kazanilmis kemik iligi yetmezlikleri tek ya da birden

fazla hiicre hattinin etkilenmesi ile ortaya ¢ikabilir.
2.3. Tek Serinin Etkilendigi Kemik Iligi Yetmezlikleri
2.3.1. Eritroid Seriyi Etkileyen Kemik iligi Yetmezlikleri

Eritrositler, dokularin oksijen ihtiyacin1 karsilayan ana kan hiicre
elemanlaridir. Yalnizca eritroid serinin etkilendigi kemik iligi yetmezlikleri, kemik
iliginde eritroid prekiirsorlerin azaldigi, kanda ¢ogunlukla normositik olmakla birlikte
makrositik Ozellikte de olabilen anemiye retikiilositopeninin eslik ettigi bir
hipoeritropoez klinigi ile karakterizedir. Eritroid seri yetmezlikleri kalitsal ve
kazanilmis eritroid seri yetmezlikleri olarak 2 baslik altinda incelenmektedir.
Kazanilmis eritroid seri yetmezlikleri altta yatan herhangi bir organik sebep
olmaksizin ¢ogunlukla antikor aracili otoimmiin bir bozukluga bagl eritroid
progenitor hiicrelerinin hasarlanmasi ile meydana geldiginde primer, altta yatan
organik bir sebep bulunmasi durumunda ise sekonder kazanilmis eritroid seri
yetmezlikleri olarak siniflanmaktadir. Primer kazanilms eritroid seri yetmezliklerinin
arasinda ¢ocukluk cag1 gegici eritroblastopenisini (Transient erythroblastopenia of
childhood) de kapsayan primer otoimmiin eritroid seri yetmezlikleri ve primer

myeloblastik eritroid seri yetmezlikleri sayilirken, sekonder sebepler arasinda 5q



delesyonu, losemiler, lenfomalar, solid tiimérler, timoma, viral ve bakteriyel
enfeksiyonlar, ilaglar, kollajen doku hastaliklari, gebelik ve ciddi bobrek yetmezligi
sayllmaktadir (11). Ineffektif eritropoezle birlikte retikiilositopeninin eslik ettigi,
mikrositik/normositik/makrositik 6zellikte farkli anemilerle seyredebilen konjenital
diseritropoetik anemiler (CDA), hipoeritropoezle karakterize olan kalitsal eritroid seri
yetmezliklerinden farkli hematolojik ve klinik Ozelliklere sahip olabilmektedir.
Aneminin goriilme yasinin daha ileri olmasi, farkli 6zellikte gesitli anemilerin
goriilebilmesi, organomegalinin eslik edebilmesi ve kemik iliginde ineffektif
eritropoeze sekonder eritroid hiperplazi goriilebilmesi nedenleri ile son yillarda
yapilan calismalarda CDA kalitsal hipoeritropoez ile karakterize eritroid seri
yetmezlikleri igine dahil edilmemistir (11, 12). Bu nedenle kalitsal eritroid seri
yetmezlikleri hipoeritropoezle karakterize ve diseritropoezle karakterize olmak

tizere 2 baglik altinda incelenmis ve asagida ayrintilandirilmistir (Tablo 2.1).
Kalitsal Hipoeritropoezle Karakterize Eritroid Seri Yetmezlikleri
i. Diamond-Blackfan Anemisi (OMIM 105650)

Diamond-Blackfan Anemisi (DBA), ribozomun 40S ve 60S alt {initesinin
yapisina katilan ribozomal proteinleri kodlayan ribozomal protein (RP) genlerindeki
ve ribozom biyogenezini etkileyen genlerdeki (TSR2, HEATR3) mutasyonlara bagh
olarak rRNA maturasyon defekti ile sonuglanan bir ribozomapatidir (13, 14).
Ribozomal proteinler ribozom yapisina direkt katilan proteinlerdir ve bu proteinleri
kodlayan genlerde tek bir alelin saglam olmasi olusan hiicresel stresi kompanse
edememektedir. Bu nedenle bu genlerdeki mutasyonlara bagh olarak ortaya ¢ikan
hastaliklar otozomal dominant kalitim 6zelliklerine sahiptir. Ancak dogrudan ribozom
yapisina katilmayan ribozom biyogenez faktor genlerindeki mutasyonlarin hastalik
fenotipi olustirmalari i¢in her iki alelde de mutasyon beklenmesi daha olasidir (15).
Bu nedenle bir DBA hastasinda otozomal resesif kalitim paternine sahip bir aile agaci
goriiliiyorsa Oncelikle otozomal resesif hastalik sebebi olabilecek ribozom biyogenez
faktorleri ile ilgili genlerdeki mutasyonlara dikkat etmek gerekmektedir. Ribozom
biyogenezini etkilememelerine ragmen ADA2, EPO ve GATAl genlerindeki
degisikliklerde de DBA benzeri bir fenotip ortaya cikabilmektedir. Bu karmasik

molekiiler yap1 ve genetik heterojenite hastaligin siiflamasini da karmasik hale
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getirmistir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda konjenital eritroblastopeni ile birlikte
yukarida sayilan herhangi bir gende degisikligin olmas1t DBA sendromu tanimi i¢in
yeterli olmaktadir. Ancak DBA sendromu olarak siniflanan hastalar sahip olduklari
gen mutasyonuna ve Klinik bulgularina gore klasik DBA, DBA-benzeri hastalik ve
GATAL iligkili klinik olarak 3 baslik altinda incelenmektedir (14). Klasik DBA, RP
genleri ya da ribozom biyogenezinde 6nemli olan genlerdeki degisikliklere bagl
olarak rRNA maturasyon defekti ile karakterize olup, hastalarda genellikle hayatin
ilk 1 yilinda baglayan makrositer anemi, el bas parmak anomalileri, kraniyofasiyal
anomaliler ve iirogenital anomaliler ile seyretmektedir. DBA-benzeri klinik ise EPO
ya da ADA2 genlerindeki biallelik degisikliklerle ortaya ¢ikan, rRNA maturasyon
defektinin olmadigi, klinikte MCV sayis1 normal ve anemiye eslik edebilecek diger
sistemik malformasyonlarin goriilmedigi bir tablodur. Hem eritroid serinin hem de
megakaryositer serinin gelisiminde onemli bir transkripsiyon faktorii olan GATAL
degisikliklerinde ise normal rRNA maturasyonu olmasina ragmen, klasik DBA
fenotipi gosteren hastalar olmasi sebebi ile klasik DBA fenotipine yol agan genlerin

arasinda sayilip sayilamayacagi tartismasi hala devam etmektedir.

Somatik mutasyonlarla meydana gelen ve DBA-benzeri klinige sebep olan 5q
delesyon sendromuna ise kemik iligi yetmezliklerinde somatik mutasyonlar baslig

altinda yer verilecektir.
Konjenital Diseritropoezle Karakterize Eritroid Seri Yetmezlikleri
I. Konjenital Diseritropoetik Anemi

Konjenital Diseritropoetik Anemiler, ineffektif eritropoezin, kemik iliginde
multiniikleer eritroblastlarin oldugu; konjenital donemde baglayan heterojen bir
kalitsal anemidir (16). Baslica 3 tipi (CDA I/11/111) tanimlanmis olsa da transkripsiyon
faktorleri ile iligkili olan ve CDA varyantlar1 olarak bilinen formlar1 da sayilinca

toplam 5 tipi bulunmaktadir.
ii. CDA Tip | (OMIM 224120)

Dogumdan geg¢ erigkinlik donemine kadar tani alabilen fakat genellikle erken
cocukluk ve ergenlikte kendini gosteren retikiilositopeninin eslik ettigi ciddi ya da
iliml1 makrositik anemi ile karakterizedir. Bilirubin yiiksekligi, safra tas1 olusumuna

yatkinlik, splenomegali, transfiizyondan bagimsiz demir birikimi hastalarda
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goriilebilen bulgulardir. Ayrica, aneminin yaninda boy kisaligi, gogiis deformasyonu,
ekstremite anomalileri gibi ¢esitli konjenital anomaliler de tanimlanmistir. Kemik
iliginde eritrosit maturasyonunun ge¢ basamaklarinda iki ya da daha fazla ¢ekirdekli
hiicreler goriiliir. Bu ¢ekirdekler birbirlerine kromatin kopriileri ile baglanmaktadir ve
cogunlukla farkl differansiyasyon basamaklarina aittirler. Cekirdekler aras1 kromatin
kopriiler CDA tip I in tipik 6zelligidir fakat biitiin hastalarda goriilmeyebilir. Elektron
mikroskobu altinda ¢ekirdeklerin heterokromatin goriiniimii daha yogundur ve daha
genis porlara/vakuollere sahiptir. Bu yapi tipik “Swiss Cheese” goriiniimiine yol agar.
Hiicre siklusunda gorevli proteinleri sentezleyen CDAN1 ve CDIN1 genlerindeki
mutasyonlar otozomal resesif (OR) kalitim paternine uygun olarak bu fenotipin ortaya

¢tkmasindan sorumludur.
iii. CDA Tip 11 (OMIM 224100)

Cogunlukla normositik degisken derecede aneminin eslik ettigi, CDA tip I’e
gore daha gec tani1 alabilen en yaygin CDA formudur. ilerleyen splenomegali, sarilik,
safra tag1 olusumu, ineffektif eritropoeze bagli demir birikimi hastalarin ¢ogunda
yaygin olan bulgulardir. Kemik iliginde genellikle ayni maturasyon basamaklarina
ait 2 ¢ekirdekli eritroblastlar goriilmektedir. Elektron mikroskobu ile bu eritroblastlar
cift membranli olarak goriilir ve sahip olduklart glikolizasyon kusuru
patognomoniktir. Genetik etyolojide hiicre i¢i vezikiiler iletimde gorevli bir proteini

kodlayan SEC23B genindeki biallelik mutasyonlar bu fenotipten sorumludur.
iv. CDA Tip Il (OMIM 105600)

Ucg major CDA tipi iginde en nadir goriilen tiptir. Hastalar asemptomik ya da
tlimli anemi, normal ya da hafif yiikksek MCV, normal ya da hafif diisiik retikiilosit
sayisina sahip olabilirler (16). Kemik iligi incelemesinde dev ¢ok ¢ekirdekli
eritroblastlar karakteristiktir. Elektron mikroskopik incelemede heterokromatin arasi
yarik, otofajik vakuoller ve eritroblast sitoplazmasinda myelin figiirler goriilebilir.
Hastalarda goérme problemleri, monoklonal gammopati ve diger tiplerden farkli olarak
multiple myelom gelisme riski bulunabilmektedir. Mitozun ge¢ evrelerinde gorevli
proteini kodlayan KIF23 genindeki otozomal dominant (OD) kalittim paterni ile
karakterize heterozigot mutasyonlar klinik bulgulardan sorumludur. Son yillarda

yapilan bir caligmada sadece 1 hastada sitokinezde gorevli RACGAP1 genindeki
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bilesik heterozigot mutasyonda CDA Tip III’e benzeyen fenotip goriilmiis ve bu
fenotip CDA Tip IIIb olarak siniflandirilmistir (17).

v. Transkripsiyon Faktorleri ile fliskili CDA

Bu grup CDA Tip 4 (OMIM 613673) ve Diseritropoetik aneminin eslik ettigi
veya etmedigi X-linked trombositopeni (X-linked thrombocytopenia with or without
dyserytropoietic anemia) (OMIM 300367) fenotiplerini igermektedir (16).

CDA tip 4: Laboratuvar bulgulari arasinda ciddi hemolitik anemiye eslik eden
normal ya da hafif yiiksek retikiilosit sayis1 ve yliksek HbF seviyesi sayilabilmektedir.
Kemik iligi incelemesi hiperselliiler, >2 niikleuslu eritroblastlarla karakterizedir.
Elektron mikroskobunda atipik sitoplazmik inkliizyonlu, ¢ekirdek membranlarinda
invajinasyon olan ve belirgin heterokromatin yap1 kazanmis eritroblastlar
goriilebilmektedir. Terminal eritroid differansiyasyonunda ve fetal hemoglobin
sentezinden eriskine geciste 6nemli bir role sahip transkripsiyon faktorii KLF1’in

heterozigot mutasyonlar1 bu klinikten sorumludur.

Diseritropoetik aneminin eslik ettigi veya etmedigi X-linked
trombositopeni: Hipograniile makrotrombositopeni ile karakterize, kanamaya
yatkinligin ve 1ilimli/ciddi aneminin gorildiigii CDA tipidir. Kemik 1iliginde
dismegakaryopoezis ve diseritropoezis goriilmektedir. Hem eritroid serinin hem de
megakaryositer serinin gelisiminde gorevli bir transkripsiyon faktorii olan GATAL
genindeki X’e bagl resesif (XLR) kalitim paternine uygun olarak meydana gelen

mutasyonlar bu klinikten sorumludur.
vi. CDA Varyantlar

Bu gruptaki hastalar cesitli genlerdeki mutasyonlara bagli CDA benzeri
bulgulara sahip izole ya da sendromik vakalardir. Hepsinde kemik iligi yetmezlikleri
bulunmamakla birlikte diseritropoezle gittigi ig¢in CDA baghg altinda
siniflanmaktadir. Burada sorumlu olan genler ALAS2, LPIN2, CAD, COX412, MVK
genleridir.
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Tablo 2.1. Eritrositer seri yetmezIligi ile karakterize kemik iligi yetmezligi sebepleri.
CDA varyantlar1 grubu tipik CDA bulgular ile seyretmedigi i¢in tabloya

eklenmemistir.
Hastahk Kalitim Patofizyoloji Genler
s . RPS19, RPS24, RPS17,
g ob leP;eZii;’?a‘l’jJr'lbe‘;lzfgz RPL35A, RPL5, RPL11, RPLI5,
s Yo bazls mZ gana olon RPS7, RPS10, RPS26, RPS29,
£ || pBA ot o o RPS28, RPS15, RPS27,
g OR ﬁe?nafo c?ei etkgilenmesi RPS27A, RPL9, RPL18, RPL26,
-% P RPL27, RPL31, TSR2, HEATR3,
EPO, GATA1l
_ Hiicre siklus
3 . problemlerine bagl
x CDATip | OR mitozda sorunlar ve CDANL1, CDIN1
E\ hiicre yap1 degisiklikleri
E Hiicre ici
. lcre 1¢1
S CDATIp NI OR vezikiiler iletim kusuru SEC238
w
© .
S N Hiicre boliinmesinde
= L CDATip I oD olusan sorunlara bagli KIF23, RACGAP1
w 2 hiicre yap1 etkilenmesi
.
E Transkripsiyon faktorleri
8 | ile iliskili CDA
a
—»CDATip4 oD Transkripsiyon KLF1
faktoriindeki
—» X-linked X'e bagl degisiklikler
thrombocytopenia with resesif GATA1
or without
dyserytropoietic anemia

2.3.2. Graniilositer Seriyi Etkileyen Kemik iligi Yetmezlikleri

Notrofiller, graniilositer seri i¢inde %60-70 oran ile baskin olan hiicre
grubudur. Viicutta bakteriyel ve fungal etkenlere kars1 savunma gorevi bulunmaktadir.
Notrofillerin yapim-yikim siireci hizli olup yar1 6miirleri 4 saattir. Viicut savunmast
i¢in ¢ok 6nemli olan bu dinamik dengenin bozulmasi ile ortaya ¢ikan nétropeni tablosu
sekonder (kazanilan) ya da primer (kalitilan) sebeplerle meydana gelebilmektedir (18).
Notropeninin sekonder sebepleri arasinda neonatal alloimmiin ndtropeni, otoimmiin
notropeni, bazi ilaglar, enfeksiyonlar, 6zellikle B12 ve folik asit eksikligine yol agan
beslenme bozukluklar1 ve Ki’de infiltrasyon olusturan nedenler (16semi, lenfoma,
solid enfeksiyonlar, lizozomal depo hastaliklari,

timorler, graniilomatdz
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osteopetrozis) sayilabilmektedir. Kalitilan noétropeni sebepleri ise asagida

ayrintilandirilmig ve Tablo 2.2’de 6zetlenmistir (Tablo 2.2).
Kalitilan (primer) Notropeniler
I. Ciddi Konjenital Notropeni (OMIM 202700)

Erken ¢ocukluk doneminde baslayan ve nétrofil sayisinin <0.5x10%L olmasina
bagli olarak bakteriyel ve fungal enfeksiyonlara yatkinlik ile karakterizedir (13, 19).
Genetik etyolojisi heterojendir (Tablo 2.2).

ii. Immiin Bozukluklara Eslik Eden Konjenital Notropeniler

Notropeni, farkli kalitim kalib1 6zellikleri ile seyirli, retikiiler disgeneziste
(OMIM 267500), hiperimmiinglobulin-M sendromunda (OMIM 308230), X-linked
agammaglobulinemide (OMIM 300755), cartilage hair displazi’de (OMIM 250250),
IRAK4 eksikligi’nde (OMIM 607676), Schimke immuno-osseous displazide
(OMIM 242900), Warts, Hypogammaglobulinemia, Infections and Myelokathexis
(WHIM) sendromunda (OMIM 193670) ve common variable immunodeficiency
(OMIM 240500) ve IgA bozuklugunda klinik tabloya eslik eden bir bulgu olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (Tablo 2.2) (13, 19).

lii. Vezikiiler Transport Bozukluklarmma Eslik Eden Konjenital

Notropeniler

Chediak-Higashi sendromu (OMIM 214500), Hermansk-Pudlak sendromu
(tip2) (OMIM 608233), Griscelli sendromu (tip2) (OMIM 607624), Cohen sendromu
(OMIM 216550), p14 eksikligi (OMIM 610798) otozomal resesif kalitilan, hiicrede
vezikiiler transport defektine bagl olarak ortaya ¢ikan ve klinik bulgulara nétropeninin
de eslik ettigi sendromlardir. Ayn1 zamanda Chediak-Higashi sendromunda kanama
diatezinde bozukluklar, Hermansk-Pudlak sendromunda platelet defektleri de
goriilebilmektedir (13, 19).

iv. Metabolik Bozukluklara Eslik Eden Konjenital Notropeniler

X-linked resesif kalitim paternine sahip degisikliklerle meydana gelen Barth
sendromunda (OMIM 302060) ve otozomal resesif kalitilan Glikojen Depo Hastaligi
Tip 1B (OMIM 232220) de nétropeni diger klinik bulgulara eslik edebilmektedir (13,
19).


https://www.omim.org/entry/267500
https://www.omim.org/entry/308230
https://www.omim.org/entry/300755
https://www.omim.org/entry/250250
https://www.omim.org/entry/607676
https://www.omim.org/entry/242900
https://www.omim.org/entry/193670
https://www.omim.org/entry/240500
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Tablo 2.2. Graniilositer seri yetmezligi ile karakterize kemik iligi yetmezligi sebepleri

Hastahk Kalitim Patafizyoloji Genler
I
= oD Graniilopoez problemleri | ELANE, GFI1,
25 Xebagl; | Metabolik yolaktaki HAX1, G6PC3,
N ] Ciddi Konjenital Nétropeni resesﬁ problemler VPS45, JAGN1,
5 § OR Hiicre i¢i iletisim ve CSF3R, SRP54,
S hiicre iskelet problemleri WAS
O
Retikiller disgenezis OR Epoegfégliﬁbo'“ma“ AK2
Hiperimmiinglobulin-M X'e bagli Otoimmiinite? CD40L
Sendromu resesif )
= . . . X'e bagl Myeloid hiicre
§ = E X'e bagli agammaglobulinemi resesif hattinda problemler BTK
= s = -
N < S . - . Endoriboniikleaz
% __: §- Cartilage hair displazi OR metabolizma bozuklugu RMRP
] eficiency Nétrofil fonksiyon defekti
> §2 IRAKA4 def OR fil fonksiyon defekti | IRAK4
5 B = -
3 3 . . ) DNA replikasyon
x g = gﬁ;h'{:zkie IMMUNO-0SSeous OR problemlerine baglt SMARCAL1
Z g = P myeloid seride bozulma
= — P
= = Myeloid hiicre
§ WHIM ob hattinda problemler CXCR4
€
Common variable 0D, OR
immundeficiency 5 Otoimmiinite TNFRSF13B
IgA deficiency ’
Chediak-Higashi sendromu OR LYST
<
E= Hermansk-Pudlak sendromu
§ o i:J (tip2) OR AP3B1
s E g Vezikiiler transport
=5 ? Griscelli sendromu (tip2) OR defektleri RAB27A
=2 s
=E2 Cohen sendromu OR VPS13B
=3c
§ g ﬁ pl4 eksikligi OR LAMTOR2
g 5 Barth sendromu X'e ba_gln Kardlyollpln metabolizma TAZ
S c= resesif bozuklugu
=335
% X 'j ? Glikojen Depo Hastaligt OR Glikoz metabolizma G6PTL
D N= S TiplB bozuklugu
O w9
= Ul Z

2.3.3. Megakaryositer Seriyi Etkileyen Kemik iligi Yetmezlikleri

Trombositler, damar duvarindaki herhangi bir yaralanma esnasinda kanin
pihtilagmasini saglayan kan elemanlaridir. Eksikliklerinde ya da yara yerinde tam bir
agregat olusturamamalar1 durumunda siddetin degisken oldugu kanama bozukluklari
goriilebilmektedir. Trombositopeniler, psédotrombositopeni, konjenital ve kazanilmis
trombositopeniler olarak 3 baslik altinda incelenmektedir (20). Psédotrombositopeni,

EDTA’11 tiipte trombositlerin kiimeler olusturmasina bagli olarak yalanci bir trombosit
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eksikligi olustugu durumdur ve klinik olarak yaniltici olabilmektedir. Kazanilmis
trombositopeniler, immiin aracili ya da immiin aracili olmayan trombositlerin
hasarlandig1 durumlarla, c¢esitli viriislerle, kanserlerle, dalak boyutunun artmasina
bagli yikimin indiikklenmesi ile meydana  gelebilmektedir.  Konjenital
trombositopeniler ise, asemptomatik durumdan erken yasta kanama yatkinlig
olusturacak kadar genis yelpazede klinige sahip, c¢ogunlukla genetik etyolojisi
tanimlanmamis heterojen bir kemik iligi yetmezligi grubudur. Bu grup hastalar tam
kan sayiminda degerlendirilen MPV (Mean Platelet Volume) degerinin referans araligi
(7,2-11,7 fL) (21) g6z dniine alinarak biiyiik platelet boyutuna sahip trombositopeniler
(makrotrombositopeniler), normal platelet boyutuna sahip trombositopeniler ve kiigiik
platelet boyutuna sahip trombositopeniler (mikrotrombositopeniler) olmak

tizere 3 smifa ayrilir (Tablo 2.3).
Biiyiik Platelet Boyutu ile Karakterize Trombositopeniler
i. MYH-9 iliskili Hastahklar (OMIM 155100)

Trombositopeni, dev plateletler ve graniilositlerde Dohle cisimcigi benzeri
inkliizyon cisimleri ile karakterize triad1 olan hiicre iskeletinde gorevli kas dist miyozin
agr zincir 11A proteinini kodlayan MYH9 genindeki heterozigot mutasyonlarin sebep
oldugu oldukga nadir bir hastalik grubudur (13, 20). MYH9 iligkili hastaliklar arasinda
birbiri ile ortiisen bulgular1 olan May—Hegglin, Fechtner, Sebastian, and Epstein
sendromlar1 bulunmaktadir. Bunlar farkli isimlere sahip olsa da birbirinden farkli
sendromlar olarak diisiinlilmemelidir ve hepsindeki ortak genetik neden MYH9
genindeki heterozigot mutasyonlardir. Neredeyse etkilenmis tiim hastalarda hafif ya
da 1liml1 bir trombositopeni, normal graniiler yapiya sahip dev trombositler (trombosit
c¢apt >7 um), noétrofil inkliizyon cisimleri ve ¢ok nadir kanama bozukluklari

goriilmektedir.
ii. Bernard-Soulier Sedromu (BSS) (OMIM 231200)

Platelet membranlarindaki Von-Willebrand faktor reseptdr kompleksi olan
glikoprotein (GP) Ib’nin bozuklugu olarak da bilinen BSS, 6zellikle trombositlerin
yiizeyinde bulunan/kanama esnasinda adezyonda gorevli Von-Willebrand reseptor
kompleksi (GPIb/IX/V) alt iyelerini kodlayan genlerdeki mutasyonlara bagl,

trombosit adezyonunun bozuldugu ve bunun sonucunda bebeklik doneminde baslayan
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ciddi kanamalarla karakterize dev trombositlerin goriildiigii nadir bir hastaliktir (13,
20). GPIb/IX/V reseptor kompleksi 4 farkli gen tarafindan kodlanan 4 alt iiniteye
(GPIba, GPIbB, GPIX, GPV) sahiptir. GPIba, GPIbpB, GPIX ve GPV alt iiniteleri
sirastyla GP1BA, GP1BB, GP9 ve GP5 genleri tarafindan kodlanmaktadir. GP5 geni
kompleksteki GPV alt iinitesini kodlasa da bu gendeki mutasyonlar BSS fenotipi ile

iliskilendirilmemistir.

Tip 2B Von-Willebrand hastaligi (VWD 2B), GP1b/IX/V kompleksine
baglanan Von-Willebrand faktoriindeki (VWF) fonksiyon kazanimi mutasyonlari
sonucu ortaya cikan, kanama bozuklugu, dev trombositler ve trombositopeni ile

karakterizedir.

Di-George sendromunda da 22ql11.2 bolgesinde bulunan GP1BB geninin
haployetmezligine bagli kanamaya yatkinlik olmaksizin makrotrombositler

goriilebilmektedir.
Iii. Gray Platelet Sendromu (GPS) (OMIM 139090)

Biiyiik trombositlerin oldugu 1limlt bir trombositopeni ve trombositlerdeki o
graniillerin kaybina bagl periferik yayma incelemesinde gri trombositlerle karakterize

NBEAL2 genindeki biallelik mutasyonlar sonucu gériilen nadir bir hastaliktir (13).
iv. Transkripsiyon Faktorleri ile fliskili Makrotrombositopeniler

GATAl (XLR) ve FLI1 (OD/OR), megakaryosit gelisiminde Onemli
transkripsiyon faktorleridir ve mutasyonlarinda hastalarda biiyiik trombositlerle

karakterize trombositopeni goriilebilmektedir (13).
Normal Platelet Boyutu ile Karakterize Trombositopeniler
i. Konjenital Amegakaryositik Trombositopeni (CAMT) (OMIM 604498)

CAMT, trombositlerin ve multipotent hematopoetik progenitdr hiicrelerin
biliyiime faktorii olan trombopoietin reseptoriinii kodlayan MPL genindeki biallelik
mutasyonlar ile meydana gelen bir kalittimsal kemik iligi yetmezligidir (13). Klinikte
dogumla birlikte baslayan ciddi trombositopeni ve bu durumun sebep oldugu kanama
bulgular1 gériilmektedir. Hastaligin ciddiyeti mutasyon tipine gore degisebilmektedir.
Bu nedenle mutasyonun hasar verici olma potansiyeline gore 2 tipe ayrilmaktadir.

Tip 1, nonsense/frameshift gibi proteini agir hasarlandiran mutasyonlarda daha diisiik
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platelet sayisi, daha ciddi kanama bozukluklar1 ve ortalama 20’li yaslarda
pansitopeniye progresyon gosteren klinik oOzelliklere sahiptir. Tip 2 ise missense
mutasyonlarla meydana gelen bir hastalik olup, dogumda baslayan hafif platelet
disiikligi cocukluk doneminde spontan diizelme egilimindedir ve hastalar
yaklasik 40’11 yaslarda pansitopeni gelistirirler (22). Her iki tipte de trombositopeni
siddeti olduk¢a degisken olabilmektedir. Kandaki trombositlerin boyutlar1 ve
graniilasyon paterni normaldir. Ancak kemik iligi incelemelerinde megakaryositler hig

goriilmeyebilir ya da sayilar belirgin diisiik olarak degerlendirilebilir.

ii. Radius Yokluguna Eslik Eden Trombositopeni Sendromu (TAR)
(OMIM 274000)

TAR, dogumda degisken derecelerde var olan ve yasla diizelme egilimindeki
trombositopeniye eslik eden bilateral radius aplazisi ile karakterize, periferik yaymada
normal boyutta trombositlerin oldugu bir kalitimsal trombositopeni sebebidir. Iskelet
bulgularinin yaninda renal anomaliler, kardiyak anomaliler, dismorfik bulgular, inek

stitii intolerans1 bu fenotipe eslik edebilen diger bulgulardandir (23, 24).

iii. Amegakaryositik Trombositopeniye Eslik Eden Radioulnar Sinostozis

(RUSAT) (OMIM 605432)

RUSAT, ilerleyen donemde pansitopeniye ilerleyebilen amegakaryositik

trombositopeniye eslik eden proksimal radius ve ulna sinostozu ile karakterizedir (25).

iv. Myeloid Seri Kanserleri iliskili Ailesel Platelet Bozuklugu (OMIM
601399)

Plateletlerdeki hem sayisal hem de yapisal anomalilerle karakterize, myeloid
kanserler ile iligkili ailesel platelet bozuklugu (OMIM 601399), RUNX1 genindeki
heterozigot mutasyonlarla meydana gelen bir sendromdur (13). RUNX1 hematopoetik
hiicre proliferasyonunda, hiicre iskeletinin ve genomun stabilitesinde 6nemli bir
transkripsiyon faktoriidiir ve bu regililasyonun bozuldugu durumlarda kanserlere

egilim riski artmaktadir.
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Kiiciik Platelet Boyutu ile Karakterize Trombositopeniler
I. Wiscott-Aldrich Sendromu (WAS) (OMIM 301000)

WAS genindeki mutasyonlarla ortaya ¢ikan kiiciik plateletlerin, immiin
bozuklugun ve ekzemanin klinige eslik ettigi nadir bir trombositopeni sebebidir (13).
WAS genindeki mutasyonlarda diger klinik bulgular olmaksizin sadece
mikrotrombositopeni ya da trombosit bozuklugu olmaksizin ciddi konjenital nétropeni
de goriilebilmektedir. Bu pleitropik etki, genin hematopoetik hiicre gelisimi, hiicre
sinyal mekanizmasi, lenfosit apoptozu, aktin polimerizasyonu gibi farkli hiicresel

yolaklarda gorev almasindan kaynaklanmaktadir.

ii. Trombositopeni (Tip 111) (OMIM 273900)

FYB1  genindeki  biallelik  mutasyonlarla  ortaya  ¢ikan  ve
mikrotrombositopeniye bagli bebeklik doneminde kanama bulgular ile karakterize

pansitopeniye progrese olabilen trombositopeni sebebidir (13).

Ayrica bahsedilen genlerin disinda ANKRD26 (OD), CYCS (OD), IFZF5 (OD),
ETV6 (OD), SRC (OD), diger ailesel trombositopeni genlerindendir (13).
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Tablo 2.3. Megakaryositer seri yetmezligi ile karakterize kemik iligi yetmezligi

sebepleri
Hastahk Kalitim Patafizyoloji Genler
_ Megakaryosit
MYHD9 lligkli Hastalik oD differansiyasyon ve MYH9
maturasyon defekti
Trombosit adezyon
. oD - o GP1BA,
5 Bernard-Soulier Sedromu OR bozuklugune} baglh GP1BB, GPY
o trombositlerin yikimi
=5
gg Trombosit
= =
2% agregasyon
--Js] Tip 2B Von-Willebrand oD problemlerine bagli VWE
s § hastahigt OR agrege olan
%; = trombositlerin
=8 uzaklastirilmasi
s
22 Trombositlerin dalakt
] rombositlerin dalakta
a 5 Gray Platelet Sendromu OR yikimi ve firetim defekti NBEAL2
‘=
= oD, OR
é .Tra_n.skr.lpmyon fak.torlerl_ X'e bagli TranskrlpSI_yon GATAL FLI1
g ile iliskili trombositopeni resesif problemleri
S
5 - Konjenital Tromb tin resentéril
2 k] Amegakaryositik OR omtbopoetin reseptort MPL
I Q= - p problemleri
= =5 Trombositopeni
8 2g
g 22 RNA mat
I 3@ m maturasyon
w @3 TAR OR problemleri RBMBA
2 5 E
> gt
[
ks . HOXA11l
o o
= RUSAT oD Hematopoez problemleri MECOM
IS
S
Z 3 Myeloid seri kanserler Transkripsiyon
X ile iligkili trombositopeni ob problemleri RUNX1
=
= . ) . . Platelet yiizey
‘E E gﬁg?g;ﬁldmh ié:ezﬁgh proteinlerinin WAS
3% sentez problemleri
mT g
228
R R
S52
LX g Trombositopeni Megakaryosit
= s
§ = Tip 1l OR maturasyon problemleri FYBl
-
2.4. Coklu Serinin Etkilendigi Kemik Iligi Yetmezlikleri

Farkl1 hiicre yolaklarini etkileyen genlerdeki mutasyonlara bagli olarak kemik

iliginde birden fazla hiicre serisinin etkilenmesi ile ortaya g¢ikan kemik iligi

yetmezlikleridir. Kalitsal ve kazanilmis olarak meydana gelebilmektedir. Kazanilmis

sebeplerin en tipik 6rnegi aplastik anemidir ve kemik iligi yetmezliklerinde somatik
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mutasyonlar baslig1 altinda ayrintilandirilmaktadir. Kalitsal sebepler ise asagida

ayrintili bir sekilde anlatilmis ve Tablo 2.4’te 6zetlenmistir.
2.4.1. Coklu Serinin Etkilendigi Kalitsal Sitopeniler

i. Fanconi Anemisi (FA, OMIM 227650)

FA, en sik rastlanan ve her ii¢ seriyi de etkileyen bir kalitsal kemik iligi
yetmezligidir. Hastalarda hayatin ilk onyilinda sadece trombositopeni goriilebilse de
ilerleyen yagslarda eritrositer ve graniilositer seri de etkilenir ve pansitopeni meydana
gelir (10). Eslik eden konjenital anomaliler, kemik iligi yetmezlik fenotipinin siddeti
ve yatkinlik olusturdugu kanser tipleri agisindan oldukca heterojendir. Boy kisaligi,
cafe-au-lait lekeleri, radyal aplazi, el bas parmak anomalileri, mikrosefali, mikroftalmi
goriilebilecek fiziksel anomaliler olmasina ragmen bazi hastalar bunlardan higbirine
sahip olmayabilir. Genetik etyolojisinden DNA hasarinin onarilmasinda gorevli FA
genleri sorumludur (Tablo 2.4). Bu genlerdeki mutasyonlarda radyasyon ve diger
ajanlarin indiikledigi ¢ift zincirli DNA kiriklarinin tamir edilemedigi gézlenmektedir.
Bu bulgudan yola ¢ikilarak FA’nin laboratuvar tanisi i¢in diepoksibiitan (DEB) ve
mitomisin C (MMC) gibi ¢ift zincirli DNA kiriklarini indiikleyen ajanlarla periferik
kan lenfosit kiiltiirii kurulur ve bu hastalarda normal populasyona goére kromozomal

kirik oranlarinin daha yiiksek oldugu gozlenir (10, 26).
ii. Telomer Biyoloji Bozukluklar:

Telomer biyoloji bozukluklari, telomer boy siirdiiriilebilmesinde gorevli olan
genlerde meydana gelen degisikliklerin genel adidir (10, 27). Telomeropati olarak
adlandirilan bu grubun en bilinen o6rnegini Diskeratozis Konjenita (DC)
(OMIM 613989) olusturmaktadir. DC’nin klasik triadini retikiiler deri dokiintiileri,
mukozal 16koplaki ve tirnak distrofileri olustursa da biitiin hastalarda bu bulgular
bulunmayabilir. Genetik etyolojisini telomer biyogenezinde goérevli olan genler
olusturmaktadir (Tablo 2.4). Etyolojiden sorumlu genlerdeki mutasyonlara sekonder
kisalan telomerler kromozamal stabilitenin bozulmasina bagli olarak kanser
yatkinligina, hiicresel yaslanmaya ve apoptoza neden olmaktadir. Genetik mutasyona
bagl hastalarda kisalan telomer boylar1 ve azalmis telomeraz aktivitesi taniya destek

olmaktadir. Hastalarda c¢ogunlukla tek serinin etkilendigi anemi ya da
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trombositopeniyi tiim serilerin etkilendigi pansitopeni takip etmektedir. Diger telomer
biyoloji  bozukluklarindan olan  Hoyeraal-Hreidarsson (HH)  Sendromu
(OMIM 305000), Revesz Sendromu (OMIM 268130), Coats Plus sendromu
(OMIM 612199) ¢ogunlukla otozomal resesif kalitim paternine sahip olan ve DC’ye
gore daha agir fenotipi olan hastaliklardir. Bu sendromlarda telomer boyunun yasa
gore <I persentil olmasi ile ¢ok ciddi bir telomer boy kisaligindan séz edilmektedir.
HH Sendromunda, erken baslayan kemik iligi yetmezligi, intra-uterin gelisme geriligi
(IUGR), biiyiime-gelisme geriligi, mikrosefali, mental gerilik, serebellar hipoplazi,
ataksi, immiin bozukluklar; Revesz Sendromunda IUGR, gelisme geriligi, bilateral
eksudatif retinopati, intrakraniyal kalsifikasyonlar, ciddi kemik iligi yetmezligi, ince-
seyrek saclar, Coats Plus Sendromunda retinal vaskiilopati, serebral kalsifikasyonlar

ve 16kodistrofi DC’nin tipik triadina eslik eden bulgulardir.
iii. Shwachman-Diamond Sendromu (SDS, OMIM 260400)

SDS, klasik triadin1 kemik iligi yetmezligi, ekzokrin pankreas yetmezligi ve
kemik yap1 degisikliklerinin olusturdugu SBDS genindeki homozigot mutasyonlardan
kaynaklanan olduk¢a nadir bir sendromdur (10). Ayrica hastalarda dental displazi,
hepatik anormallikler, diisiik 1Q seviyesi, 6zellikle lenfositlerin etkilendigi immiin
bozukluk ve buna bagl gelisen enfeksiyonlar da goriilebilmektedir. Cocukluk ¢aginda
genellikle nétropeni ve yagh digkilama ile bulgu vermesinin yaninda yaklasik
%20 hastada ciddi aplastik anemi de goriilebilmektedir. Yaklasik %90 hastada
biallelik SBDS gen mutasyonlar1 klinik bulgulardan sorumlu iken, heterozigot ya da
somatik mutasyonlar da tanimlanmistir. Ayrica son yillarda yapilan ¢alismalarda
SBDS proteini ile birlikte calisan EFL1 proteinini kodlayan EFL1 geninde biallelik
mutasyonlar da SDS ile iligkilendirilmistir (28). SDS hastalarinda telomer boylarinin
da kisa olmasi hastaligin hem ribozomapatilerle hem de telomeropatilerle cakisan
ozelliklerinin oldugunu gostermektedir. Hastalarda SBDS gen mutasyonlarinin
yaninda klonal degisiklikler de gozlenebilmektedir. En sik goriilenlere 6rnek i(7q),
del(20q), monozomi 7 ve TP53 gen mutasyonlaridir.
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iv. Pearson Sendromu (OMIM 557000)

Pearson Sendromu, mitokondriyal DNA’daki biiyiik delesyonlar sonucu
olusan bir mitokondriyopatidir. Delesyon boyutu hastalar arasinda degiskenlik
gosterse de en sik rastlanan delesyon mitokondriyal DNA’daki 13 bazlik tekrar
dizisine bagli meydana gelen ~4.9 kbp’lik delesyondur (29). Mitokondriyal DNA
tarafindan kodlanan oksidasyon sisteminin etkilenmesine bagl ¢oklu sistem tutulumu
ile karakterizedir (30). Hastalarda kemik iliginde eritroid, myeloid ve megakaryositer
serinin etkilenmesine bagli ciddi pansitopeninin yaninda ekzokrin pankreas

yetmezlikleri, karaciger, bobrek ve endokrin bozukluklar goriilebilmektedir.
v. Dubowitz Sendromu (OMIM 223370)

Dubowitz Sendromu, patofizyolojisi ve genetik nedeni belli olmayan bir
hastaliktir. Farkli ¢alismalarda otozomal resesif kalitim kalib1 6nerilmistir (13). Klinik
bulgular degerlendirildiginde pansitopeniye IUGR, biiyiime geriligi, mikrosefali,
egzama, mental gerilik, hiperaktivite ve dikkat dagimikliginin eslik ettigi

goriilmektedir.
vi. Nijmegen Breakage Sendromu (OMIM 251260)

Nijmegen Breakage Sendromu, iyonize radyasyonla kromozomal kiriklarin
indiiklendigi bir kromozomal instabilite sendromudur (13). Etyolojiden NBN
genindeki biallelik mutasyonlar sorumludur ve fenotip olarak FA’ya benzemektedir.
Hastalarda nadir de olsa trombositopeni ve aneminin eslik ettigi kemik iligi

yetmezlikleri goriilebilmektedir.
vii. Seckel Sendromu (OMIM 210600)

Seckel Sendromu, tipik bas goriiniimii, dismorfik bulgular, artmig kromozomal
instabilitenin oldugu ve bir¢ok sistemin etkilendigi otozomal resesif nadir bir
primordiyal dwarfizm sendromudur (13). Hastalarda klinik bulgulara pansitopeni eslik
edebilmektedir. Genetik etyolojisi olduk¢a heterojendir (Tablo 2.4). Sorumlu tutulan

genler diginda etyolojide daha fazla genin rol aldig1 diistiniilmektedir.
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Tablo 2.4. Coklu serinin yetmezligi ile karakterize kemik iligi yetmezligi sebepleri

Hastalik Kahtim Patofizyoloji Genler
FANCA, FANCB, FANCC, FANCD1(BRCA2),
oD FANCD2, FANCE, FANCF, FANCG(XRCC9),
OR Cift zincirli DNA FANCI, FANCJ(BRIP1), FANCL(PHF9),
Fanconi Anemisi X'e baglt kiriklarinda tamir FANCM, FANCN(PALB2), FANCO(RAD51C),
esesi fg bozukluklari FANCP(SLX4), FANCT(UBEZ2T),
FANCQ(ERCC4), FANCR(RAD51), MAD2L2,
XRCC2
oD Telomer biyogenez ve
Telomer Biyoloji OR boy TERT, TERC, DKC1*, NOP10, NHP2,
Bozukluklar: X'e baglh siirdiiriilebilirligindeki PARN, RTEL1, TINF2, WRAP53
resesif bozukluklar
Ribozom biyogenez
Shwachman- OR Bozuklugu SBDS
. OR R EFL1
Diamond Sendromu Sekretuar proteinlerin
oD . o < SRP54
sinyal iletim bozuklugu
Pearson Sendromu ) Mitokondri iglevlerinde Mitokondriyal DNA'da
bozukluk delesyonlar
Dubowitz Sendromu |[ OR? ? ?
. Cift zincirli DNA
Nijmegen Breakage OR kiriklarinda tamir NBN
Sendromu
bozukluklari
DNA tamiri, hiicre
Seckel Sendromu OR boliinmesi ve apoptoz ATR, RBBPS, CEP152, CEP63, TRAIP, NSMC2
bozukluklar:

* En sik karsilagilan DC formu

2.5. Kemik ligi Yetmezliklerinde Somatik Mutasyonlar

Simdiye kadar anlatilan hastaliklarda daha ¢ok germline meydana gelen
mutasyonlar lizerinde durulsa da aslinda kemik iligi yetmezliklerinin ¢ok biiytik bir
kismini post-zigotik donemde ya da yaslanma ile meydana gelen somatik mutasyonlar
olusturmaktadir (10, 31). Bu somatik olaylar zemininde ¢esitli hematolojik kanserlerin
goriilme ihtimali artmaktadir ve bu da devaminda mortaliteyi getirmektedir. Kemik
iligi yetmezligi diisiiniilen bir olguda eger hayatin ilk yillarinda bu yetmezlik meydana
geliyor ve diger organlarin da etkilendigi bir klinik durum ile karsilasiliyorsa daha ¢ok
altta yatan germline bir mutasyon olabilecegini diisiinmek gerekiyorken, ilerleyen
yaslarda ortaya ¢ikan ve baska bir sistemik bulgu olmaksizin sadece kemik iligi
yetmezliginin goriildiigii durumlarda altta yatan somatik mutasyona bagli olarak bu
klinik durumun olusabilecegi g6z ardi edilmemelidir. Asagida hematolojik kanserler
disinda somatik mutasyonlarla kemik iligi yetmezligine sebep olan hastalik gruplari

ayrintilandirilmistir.
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2.5.1. 5q Delesyon Sendromu

5q delesyonu, eriskin yastaki MDS’lerde en sik rastlanan kromozomal
anomalidir ve genellikle hastalarda AML doniistimiiniin diisiik oldugu iyi seyreden bir

prognoz ile karakterizedir (32, 33).

5q delesyon sendromu, 5. kromozomun uzun kolunda yerlesik ribosomal
protein gen 14 (RPS14)’iin somatik delesyonlar1 ile meydana gelen ve DBA’y1 taklit
eden bulgulara sahip kazanilmis bir eritroid seri yetmezligidir (34). Kemik iliginde
eritroid seride hipo/aplazi ile karakterize refraktor makrositik bir anemi goriilmektedir.
DBA’dan farkli olarak genellikle 50 yas civari kadinlarda hakim olan bu delesyon
varliginda hastalarin steroid tedavisine yamiti kotii olup, talidomid analogu bir
immiinmodiilatéor olan lenalidomid tedavide oldukca etkili bir ajan olarak
kullanilmaktadir (35, 36). 5q delesyon sendromu g¢ocukluk ¢aginda olduk¢a nadir
rastlanan bir durumdur ve bu yas grubunda simdiye kadar literatiirde yaklasik 10 vaka
bildirilmistir. 5q delesyon sendromunun bir MDS alt tipi olmasi nedeni ile AML
transformasyon riski ve dogru tedavi secenegi agisindan sadece eritroid Serinin
etkilendigi fakat kalitimsal bir kemik iligi yetmezligi olan DBA ile ayirici tanisinin

mutlaka yapilmas1 gerekmektedir.
2.5.2. Aplastik Anemi

Kazanilmis ¢oklu seriyi etkileyen kemik iligi yetmezliklerinin tipik
orneklerinden biri olan aplastik aneminin patofizyolojisinde genellikle kemik
iligindeki progenitorlere karst olusan immiin yanit rol oynamaktadir ve
kemoterapi/radyoterapi, bazi ilaglar, viral enfeksiyonlar, kollajen doku hastaliklar1 ve
hatta gebelik bile etyolojiden sorumlu tutulmaktadir (13, 37). Genellikle 60 yas
tizerinde ve geng erigkinlerde goriilen bu hastalik %70 oraninda idiopatik olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Hastalarin kliniginde hiposelliiler kemik iliginin eslik ettigi
pansitopeni  goriilmektedir ve yalnizca hastalarin %50 sine genetik tam
konabilmektedir. Aplastik aneminin genetik etyolojisinden PIGA, BCOR/BCORL1,
DNMT3A, ASXL1, TP53 ve RUNX1 genlerindeki somatik mutasyonlar sorumlu

tutulmaktadir.
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Son yillarda yeni nesil dizileme yonemlerinin yaygin olarak kullanilmasi ile
somatik mutasyonlarin saptanma oranlar1 oldukga artmistir. Fakat saptanan somatik
mutasyonun patojenitesinin degerlendirilmesi ve bu hastalarin izlemi oldukca
karmagik bir hal almaktadir. Saptanan somatik mutasyon saglikli bireylerde sadece
hiicre yaslanmasina sekonder meydana gelen bir mutasyon olarak siniflanabilecegi
gibi, MDS kriterlerini karsilamayan hastalarda sadece klonal mutasyona sahip olup
Clonal Hematopoiesis of Indeterminate Potential (CHIP) olarak da siniflanabilir (37,
38). CHIP tanimu ig¢in sitopeni eslik etsin ya da etmesin hematolojik kanserlerde sik
mutasyona ugrayan genlerde somatik mutasyonun var olmasi ve 2016 WHO’nun
yayiladigi (39) MDS kriterlerini karsilamamasi yeterli olmaktir. Genellikle >65 yasta
diisiiniilen CHIP tanisinda hastalarda sitopeni klinigi degisken olabilmektedir.
Sitopeninin eslik ettigi hastalarda ¢ogunlukla bu durumun sebebi olarak ileri yaslarda
goriilebilen hematolojik kanserler dist nedenler disiiniilmektedir. CHIP olarak
degerlendirilen bir mutasyon zemininden MDS ya da diger hematolojik kanserlere
doniisme ihtimali her yil yaklasik %0.5-%1 arasinda degismektedir ve aslinda bu
hastalarin ¢ogu >65 yas olmas1 ve diger baska kronik hastaliklara sahip olmalar1 nedeni

ile mortalite genellikle hematolojik olmayan hastaliklardan kaynaklanmaktadir (38).

2.5.3. Somatik Olay ile Fenotipi Diizeltme/Hafifletme (Somatic Rescue/
Somatik Kurtarma)

Germline mutasyona bagli olarak meydana gelen bir hastaligin zamanla klinik
seyrinde iyilesme goriilebilmektedir. Klinik bulgulardaki diizelmeye germline
mutasyonun etkisini azaltacak somatik bir mutasyonun sebep oldugu bilinmektedir ve
bu mekanizma literatiirde “somatik kurtarma (Ssomatic rescue)” mekanizmasi olarak
adlandirilmaktadir (40). Ornegin; 7. kromozomun uzun kolunda yerlesik olan SBDS
genindeki fonksiyon kaybi mutasyonlari ile meydana gelen SDS’de somatik olarak
1(7q) anomalisine oldukga sik rastlanmaktadir ve bunun azalmis SBDS gen iiriin
miktarini noétralize etmek i¢in olusan bir hiicresel savunma mekanizmast oldugu
disiiniilmektedir. Bu “dogrudan somatik kurtarma” olarak tanimlanmaktadir.
Dogrudan somatik kurtarmanin bir baska 6rnegi de 7. kromozomun uzun kolunda
yerlesik olan SAMD9 ve SAMDOIL genlerinin germline fonksiyon kazanimi

mutasyonlart ile meydana gelen Miyelodisplazi, Enfeksiyon, Biiyltime geriligi,
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Adrenal hipoplazi, Genital degisiklikler, Enteropati (MIRAGE) ve Ataksi-Pansitopeni
Sendromlarinda 7. kromozomda bu genleri igeren genomik bdlgenin somatik
kayiplarinm sik goriilmesidir (40). Ote yandan somatik kurtarma dolayli olarak da
olabilmektedir. Buna 6rnek olarak, ribozomopatilerdeki artmis p53 aktivitesine bagl
olarak artan eritropoetik hiicre apoptozunun TP53’deki somatik fonksiyon kaybi

mutasyonlarla dengelenmesi verilebilir (41).

Bu nedenle klinikte kalitsal bir hastaliktan siiphelenilen fakat hasta
bulgulariin 6ngoriilen sendromla bire bir eslesmedigi durumlarda somatik kurtarma

mekanizmasi goz ardi edilmemelidir.
2.6. Karakterize Edilemeyen Kaltsal Kemik Tligi Yetmezlikleri

Yukarida da anlatildign gibi kemik iligi yetmezlikleri hem genetik hem de
fenotip ozellikleri acisindan oldukga heterojen bir hastalik grubudur. Simdiye kadar
kemik iligi yetmezligine sebep oldugu bilinen yaklasik >70 gen tanimlanmis olmasina
ragmen kemik iligi yetmezligi sebebi ile izlenen hastalarin yaklasik %350’sinde
tanimlanan genlerde herhangi bir genetik degisiklige rastlanamamaktadir. Kemik
iliginde bir ya da daha fazla hiicre serisinin etkilenmesine bagli sitopenilere eslik eden
multisistemik tutulumun oldugu fakat bilinen kalitsal kemik iligi yetmezlikleri
sendromlarindan herhangi birine dahil edilemeyen ve genetik etyolojisi heniiz
aydinlatilamamis bu biiylik hasta grubu karakterize edilemeyen/siiflandirilamayan
kemik iligi yetmezlikleri baghigi altinda incelenmektedir (5, 42, 43). Bu grup hastalik
bilinen bir kalitsal kemik 1ligi yetmezligi sendromunun atipik sekli olabilecegi gibi
bilinen sendromlarin diginda tamamen farkli bir gendeki degisiklige bagh olarak da
meydana gelebilmektedir. Hastalar bilinen kalitsal kemik iligi yetmezligi
sendromlarina sahip bireyler ile karsilastirildiginda hem hematolojik hem hematolojik
olmayan bulgularin daha ileri yaslarda ortaya c¢iktig1 yoniinde ¢aligmalar
bulunmaktadir (43). Bu grup hastalarda kemik iliginde tek serinin etkilenimi ile ¢esitli
izole sitopeniler goriilebilse de en sik karsilagilan hematolojik bulgu ¢oklu serinin
etkilenimi ile karakterize pansitopenidir (43, 44). Kemik iligi incelemesinde ise en sik
rastlanan bulgu hiposelliileritedir. En sik biiyiime-gelisme gerili§i olmak iizere boy
kisaligi, dismorfik bulgular, nérolojik anomaliler hastalarda goriilebilen hematolojik

olmayan bulgulardandir.
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Son yillarda gelisen yeni nesil dizileme (NGS) teknolojileri ile bu hastalarda
genetik etyolojiyi aydinlatabilecek yeni genler tanimlanmistir. Bu genlerin
fonksiyonlart ve neden olduklar1 klinik bulgular asagida detaylandirilmis ve

Tablo 2.5’te 6zetlenmistir.

SRP72 (OMIM 602122), hiicre membraninda gorevli olan ya da hiicre digina
atilacak proteinlerin sentezinin durdurulmasi ve bu proteinlerin endoplazmik
retikuluma iletilmesini saglayan riboniikleoprotein kompleksi i¢inde yer alan bir
proteini kodlamaktadir. Bu gendeki fonksiyon kaybi ile sonuglanan germline
heterozigot mutasyonlar pansitopeni, myelodisplazi, sagirlik ile karakterize kemik iligi

yetmezligi sendromu 1 (OMIM 614675) fenotipinden sorumludur (45).

ERCC6L2 (OMIM 615667), kromatin yapinin yeniden diizenlenmesi ve DNA
tamir mekanizmasinda gorevli bir helikazdir. Bu genin fonksiyon kaybiyla sonuglanan
germline biallelik mutasyonlarinda reaktif oksijen radikallerinin hiicrede artmasi ve
DNA tamir mekanizmasinin bozulmasina bagli olarak gelisme geriligi, 6grenme
giicligli, mikrosefali ve kemik iligi yetmezligi bulgular ile karakterize kemik iligi

yetmezligi sendromu 2 (OMIM 615715) goriilmektedir (46).

DNAJC21 (OMIM 617048), hem pre-rRNA biyogenezinde hem de 60S
ribozomal alt birimin maturasyonunda 6nemlidir. Bu gendeki fonksiyon kaybiyla
sonuclanan germline biallelik mutasyonlarda ribozom biyogenezindeki bozukluga
bagl olarak kemik iligi yetmezligine ek biiyiime geriligi, boy kisaligi, mikrosefali,
anormal deri pigmentasyonu, iskelet anomalileri, pankreas yetmezligi ve retinal
distrofiye bagli goérme problemlerinin egslik edebildigi kemik iligi yetmezligi
sendromu 3 (OMIM 617052) meydana gelmektedir. Bu hastalar kemik iligi
yetmezliginin yaninda pankreas yetmezligi ve iskelet bulgular1 goriilmesi nedeni ile

klinikte SDS ile karisabilmektedir (47, 48).

MYSM1 (OMIM 612176), histon 2A’nin ubiquitinlenmesini engelleyen ve
epigenetik mekanizma ile transkripsiyonu diizenleyen bir deubiquitinazdir. Bu
gendeki germline fonksiyon kaybi ile sonuglanan biallelik mutasyonlarda kemik iligi
yetmezligi klinigine ek olarak dismorfik bulgular, immiin yetmezlik, myelodisplazi,
gelisme geriligi, Katarakt, iskelet anomalileri ile karakterize kemik iligi yetmezligi
sendromu 4 (OMIM 618116) ile karsilasiimaktadir (49).
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TP53 (OMIM 191170), bir¢ok kanser tipinde mutasyona ugrayan bir timor
baskilayici gendir. Germline mutasyonlarinda bir kanser yatkinlik sendromu olan Li-
Fraumeni sendromuna sebep oldugu bilinmektedir. Heterozigot fonksiyon kazanimi
mutasyonlart DBA ve DC’yi taklit edebilen streroid tedavisine cevap vermeyen anemi,
gelisme geriligi, mikrosefali, retikiiler deri dokintileri, dis anomalileri ve
hipogammaglobulinemi ile karakterize bir kemik iligi yetmezligi tablosu olan kemik

iligi yetmezligi sendromu 5 (OMIM 618165)’e neden olmaktadir (50).

MDM4 (OMIM 602704), hiicrede TP53’{in negatif regiilatorii olarak fonksiyon
gormektedir. Bu gendeki germline heterozigot mutasyonlarda kemik iligi yetmezligine
eslik eden telomer boy kisaligi, erken yasta SCC ve hematolojik kanserler ile
karakterize DC benzeri bir klinik durum olan kemik iligi yetmezligi
sendromu 6 (OMIM 618849) meydana gelmektedir (51).

ADH5 (OMIM 103710) ve ALDH2 (OMIM 100650), alkol metabolizmasinda
gorevli sirastyla alkol dehidrojenaz ve asetaldehit dehidrojenaz enzimlerini kodlayan
genlerdir. Dogu Asya populasyonlar1 i¢cin ALDH2 genindeki ¢.1510G>A
(p.Glu504Lys) degisikligi alkol alimindan sonra yilizde, boyunda ve gogiiste
kizarikliklarla karakterize alkol intoleransindan sorumlu bir polimorfizmdir. Bu
polimorfizmin var oldugu durumda eslik eden ADH5 genindeki fonksiyon kaybiyla
sonuglanan germline homozigot ya da bilesik heterozigot mutasyonlarin varligi
sonucunda endojen formaldehit bilesiklerinin DNA hasari olusturdugu ve bunun
sonucunda digenik kalitim paterni ile uyumlu olarak aplastik anemi, zihinsel
yetersizlik, boy kisaligi ve mikrosefali ile karakterize bir kemik iligi yetmezligi
sendromu olan AMED Sendromunun (OMIM 619151) meydana geldigi gosterilmistir
(52).

SAMDDO9, endozom flizyonunda ve biiyiime faktorii sinyal iletiminde gorevli bir
protein kodlamaktadir. Bu proteinin asir1 ifade oldugu durumlarda hiicre
proliferasyonu negatif yonde etkilenmektedir. Bu gendeki germline heterozigot
fonksiyon kazanimi mutasyonlart kemik iligi yetmezliginin goriildigi MIRAGE
sendromuna sebep olmaktadir (53). SAMD9 paralogu olan SAMDIL genindeki yine
germline heterozigot fonksiyon kazanimi mutasyonlarda ise Ataksi-Pansitopeni

sendromu goriilmektedir (54). Her iki gende 7. kromozomun uzun kolunda lokalizedir
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ve bu genlerdeki fonksiyon kazanimi mutasyonlarinda bu kazanimin dengelenmesi
icin somatik kurtarma mekanizmasi ile 7. kromozomun monozomisi ya da 7q
delesyonu goriilebilmektedir. Bu mekanizma ile genlere ait artmis fonksiyon
dengelenirken, -7/7q delesyonu olan hiicreler nedeni ile MDS yatkinlig1 olusmaktadir
(40).

GATA2, hematopoez i¢in Onemli olan bir ¢inko parmak (zinc finger)
transkripsiyon faktoriinii kodlamaktadir. GATA2 heterozigot fonksiyon kaybina yol
acan germline mutasyonlar1 ile ¢esitli immiin bozukluklarla birlikte, lenfodem,
pulmoner alveolar proteinozis, konjenital sagirlik ve ilerleyen donemlerde MDS/AML
doniistimii ile anemi ve trombositopeninin de tabloya eslik edebilecegi bir kemik iligi
yetmezligi fenotipi olusmaktadir. MDS/AML doniisiimii icin GATA2 mutasyonuna
eslik eden somatik degisiklikler meydana gelmektedir. GATA2 germline
mutasyonlarina eslik eden somatik degisikliklerle MDS/AML yatkinlig1 olusabilecegi
gibi, germline mutasyon olmaksizin GATA2’deki somatik degisikliklerle de AML

doniisiimii meydana gelebilmektedir (55).

Tablo 2.5. Karakterize Edilemeyen Kemik iligi Yetmezligi Genleri ve Patofizyolojisi

Kalitim Patofizyoloji Gen iligkili oldugu fenotip
. . - - Kemik iligi yetmezligi
Oob Protein sentez problemlerine bagl etkilenim SRP72
sendromu 1
OR DNA tamir mek‘e}nlzrr‘lasmd_akl _prc_>blemlere bagh ERCC6L2 Kemik iligi yetmezIligi
hiicrenin etkilenimi sendromu 2
OR Ribozom biyogenez bozukluguna bagli hematopoezin DNAJC21 Kemik iligi yetmezligi
bozulmasi sendromu 3
Epigenetik problemlere bagl transkripsiyonda meydana Kemik iligi yetmezligi
OR MYSM1
gelen aksamalar sendromu 4
oD Apoptozu arttirarak hiicre 6limiiniin artmasi TP53 Kemik iligi yetmezligi
sendromu 5
TP53 negatif regiilatorii olmasi sebebi ile p53° arttirip Kemik iligi yetmezligi
Oob - o . MDM4
apoptoz yolagini aktiflestirmesi sendromu 6
OR ) Alkql dehldra!enaz ve ' § ADH5 AMED
Digenik Asetaldehit dehidrajenaz enzim problemlerine bagl ALDH2 Sendromu
DNA iizerine toksik maddelerin birikmesi
Endozom fiizyonu ve SAMDY MIRAGE Sendromu
oD Biiytime faktor sinyal iletim bozuklugu nedeni ile hiicre Ataksi-pansitopeni
. SAMDIL
proliferasyonunun bozulmasi Sendromu
oD Transkripsiyon faktorii olmasi sebebi ile hematopoez GATA2 Emberger Sendromu

Somatik regiilasyonunun bozulmasi MDS/AML yatkinlig
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Gelisen teknolojiler ile birlikte bir¢ok yeni kalitsal kemik iligi yetmezligi
genleri tanimlanmis olsa da hala vakalarin yaklasik %50 sinin genetik etyolojisi

aydinlatilamamagtir.

Hastalarda kemik iligi yetmezligine cesitli klinik bulgular eslik etse de kemik
iligi yetmezligi kanser yatkinligi olusturmasi sebebi ile mortalitenin en Onemli
sebebidir. Bu nedenle hastalarin izlemi, tedavisi, gelisecek komplikasyonlara karsi
alinabilecek Onlemler, aile iiyelerinin taranmasi ve aile planlamasi ic¢in genetik

etyolojinin belirlenmesi ¢ok kritiktir.

Bu amagcla, kemik iliginde 2 ya da daha fazla hiicre serisinde yetmezlige sahip
olup Klinik ve laboratuvar bulgular1 degerlendirildiginde bilinen bir kemik iligi
yetmezligi grubuna dahil edilemeyen hastalarin analiz edilmesi planlanmistir. Bu
grubun altinda akraba evliligi olan ya da ailede birden fazla etkilenmis bireyi bulunan
ailelere oncelik verilmis ve bu kapsama giren 17 indeks birey ve aileleri genetik
etyolojinin aydinlatilmast ve kemik iligi yetmezligi olusturan yeni genlerin

tanimlanmasi amaci ile bu tez ¢alismasina dahil edilmistir.
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3. BIREYLER VE YONTEMLER

Calisma, Horizon 2020 European Joint Programme on Rare Disease (EJPRD)
projesi ¢ergevesinde TUBITAK tarafindan fonlanan “Konjenital Kemik Iligi
Yetmezligi Sendromlarinda Genetik Etyolojinin Arastirilmasi ve Translasyon Tayini
(RiboEurope)” (Proje No: 319S062) projesi kapsaminda tamamlanmig, Hacettepe
Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan
onaylanmistir (Toplant1 tarihi 28.05.2019, Karar No: 2019/14-35, Revizyon
tarihi 23.06.2020) (EK 1).

3.1. Klinik Verilerin Toplanmasi

Karakterize edilemeyen kemik iligi yetmezligi 6n tanisi ile gonderilen ve
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi'nde takipli hastalarin verileri hastane bilgi
yonetim sisteminden, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi’nde takipli olmayan
hastalarin ise ilgili boliim doktorlarinca elde ettigimiz epikrizlerden taranarak elde
edilmistir. Molekiiler analizler sonrasinda pozitif sonug saptadigimiz hastalar ise daha

sonra ¢agrilmis ve klinige gelen hastalar tekrar muayene edilmistir.

Klinik bilgi olarak, hastalarin demografik bilgileri yaninda, saptanan
molekiiler etyolojiye bagli goriilmesi beklenen bulgular (cilt bulgulari, biiyiime ve
gelisme geriligi, anormal biyokimyasal testler ve radyografiler) degerlendirilmis ve

hastalarin pedigri analizleri tamamlanmistir.

3.2. Caliymada Kullanilan Kimyasal Gerecler, Kimyasal Maddeler ve
Cihazlar

3.2.1. DNA Eldesi ve Ol¢iimii

e Qiagen Puregene® Blood Core Kit A
e Subanyosu (Memmer +)
e IKA®™ HS 260 Control galkalayici

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

PCR Malzemeleri (dH20, Promega 2X Master miks, F ve R primer, DNA,
Betain)

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

UVP BioSpectrum 500 Jel Gortintiilleme Cihazi

Piirifikasyon kiti (GeneAll® ExpinTM, PCR SV, 50p)

3.2.3. Sanger Yontemi ile DNA Dizilenmesi

Big Dye Terminator v3.1 Cycle Seq Kit
Piirifikasyon kiti (Zymo Research DNA Sequencing Clean-up KitTM)

ABI Prism 3500 Genetik Analizor

3.2.4. Affymetrix CytoScan™ Optima Array

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

MagnaRack™ - miknatisli platform (Invitrogen™)

GeneChip™ Hibridizasyon firmi (Applied Biosystems™)
GeneChip™ Fluidics istasyonu (Applied Biosystems™)

GeneChip™ Scanner 3000 7G (Applied Biosystems™)

3.2.5. Genom boyu homozigotluk analizi

Affymetrix CytoScan™ Optima Array Kit (Thermo Fisher Scientific)

3.2.6. Yeni Nesil Dizileme

Illumina Platformu

3.2.7. RNA Dizilenmesi

QlAamp® RNA Blood Mini Kit

Ipsogen® RT Kit
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3.2.8. Tiim Genom Amplifikasyonu

e Qiagen REPLI-g Mini Kit
3.3. Calismada Kullanmilan Yontemler

Bu tez ¢alismasinda baslica Sanger yontemi ile DNA dizilenmesi, mikrodizin
analizi, tim ekzom dizileme, biyoinformatik analizler, genom boyu SNP genotipleme,
RNA dizilenmesi ve genom boyu amplifikasyon yontemleri kullanilmigtir. Kullanilan

yontemler asagida asamali olarak ayrintilandirilmustir.
3.3.1. DNA Eldesi

Uretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda Qiagene Puregene DNA izolasyon
kiti kullanilarak periferik venéz kandan DNA izolasyonu ger¢eklestirilmistir. DNA
izolasyonu igin izlenen talimatlar su sekildedir: Ilk olarak 1,5 ml’lik Ependorf
tiiptine 900 pul RBC tampon ¢ozelti, tizerine ise 300 pul periferik kan eklenmis ve 1 kez
pipetaj yapildiktan sonra oda 1sisinda 3 dk beklenmistir. Ug dk’nin sonunda birkag kez
Ependorf tlipii ters-diiz edilerek karistirma yapilmistir. Ardindan 45 s siire
ile 16000 x g’de santrifiij edilmistir. Santrifiijiin ardindan alttaki pellet korunarak
iistteki supernatan gekilip, atilmistir. Dipte bulunan pellet elle ¢irpilarak-vorteksle
kaldirilmis ve iizerine 300 pl cell lysis tampon ¢ozelti eklenmistir. 30-40 s vorteksle
iyice karistirildiktan sonra 1,5 ul RNAz eklenmistir. Yaklasik 15 kez alt-iist yapip
karistirilmasinin ardindan 15 dk 37 °C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon bitiminde
Ependorf tiipii buz dolu kaba alinmis ve 1-2 dk bekletilmistir. Ardindan oda 1sisinda
ortalama 1-2 dk bekletilmis ve bu siirenin sonunda 100 pl protein precipitation
¢ozeltisi eklenmistir. Karigim proteinlerin par¢alanmasi igin seffaf bir goriiniim
alincaya kadar yiiksek hizda 1 dk vortekslenmistir. Bir dk 16000 x g’de santrifiij
edilmis ve supernatan uzaklastirildiktan sonra pellet, 300 pl izopropanol konulmus
temiz Dbir Ependorf tiipiine aktarilmistir. Yaklagik 50 kez alt-tist edilerek
karistirildiktan sonra 1 dk 16000 x g’de santrifiij edilmistir. Ardindan pellet korunarak
supernatan uzaklastirilmis ve izopropanoliin olabildigince uzaklastirilmasi amaci ile
Ependorf tiipiiniin i¢i pegete ile iyice kurulanmustir. Yaklasik 2 dk kadar oda 1sisinda
beklentilmesinin ardindan pelletin iizerine 100 pl DNA hydration eklenmis

ve 65 °C 5 dk su banyosunda bekletilmistir. Son basamak olarak 1 gece diisiik derecede
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calkalayicida birakilmis ve ertesi giin Ependorf tiipii etiketlenerek DNA izolasyonu
tamamlanmistir. izole edilen DNA’larin konsantrasyonlar: nanodrop ile &lgiilmiis
ve 50 ng/ul olacak sekilde ara stok DNA’lar hazirlanmis ve reaksiyonlarda bu sekilde

kullanilmistir.
3.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Onyedi hasta i¢in yapilan WES analizinde bulunan varyantlarin validasyon ve
aile boyu segregasyonu i¢in kullanilan spesifik primerler PerlPrimer ve Primer Blast
programlar1 kullanilarak tasarlanmigtir. Liyofilize halde iiretici firma tarafindan
sentezlenen primerler distile su ile ana stok primerler 100 mikromolar, ara stok
primerler 10 mikromolar olacak sekilde diliie edilmistir. PCR igin karisimlar 0.2 ml
Ependorf tiiplerinin i¢inde Tablo 3.1°de gosterildigi sekilde hazirlanmustir (Tablo 3.1).
Karigimlar hazirlandiktan sonra Ependorf tiipleri dnce vortekslenmis ardindan tiipiin
igindeki karisim santrifiij ile ¢oktiiriilmiis ve Veriti® 96-Well Fast Thermal Cycler
(Applied Biosystems®, Foster City, CA) cihaz1 kullanilarak reaksiyon
gerceklestirilmistir. Reaksiyonun ardindan PCR iiriinleri 50 bp’lik ladder ile birlikte
%2’lik agaroz jelde 130 voltta 30 dk yiiriitiilmiistiir. Elde edilen iiriinler GeneAll®
ExpinTM, PCR SV, 50p piirifikasyon kiti kullanilarak saflastirilmistir. Piirifikasyon
sirasinda ilk basamak olarak PCR iiriinlerine 100 ul binding tampon ¢ozelti eklenmis
ve karigim pipetaj yapilarak piirifikasyon i¢in iiretilen membrana sahip minikolonlara
aktarilmigtir. Kolonlar 1600 x g’de 1 dk santrifiij edilmis ve bdylece PCR iiriinlerinin
membrana tutunmasit saglanmistir. Ardindan 500 ul yikama soliisyonu
eklenerek 1600 x g’de 1 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij bitiminde membran tagiyan
minikolonlar 1.5 ml’lik temiz ependorflara alinmistir ve 30 ul elution tampon ¢ozelti
eklenerek oda 1sisinda 1 dk beklenmesinin ardindan 1600 x g’de 1dk santrifiij edilmis

ve saflastirilmis PCR iiriinleri elde edilmistir.
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Tablo 3.1. PCR Karisimi ve Reaksiyon Kosullari

PCR Karisim Igerigi PCR Reaksiyon Kosullari
Promega 2X Master Mix 10 pl | Denatiirasyon 95°C-5dk
Forward Primer 1 ul 95°C-30s
Primere 6zgii X35
Reverse Primer 1ul baglanma sicakligi | 50-65°C —30s
(Annealing)
DNA 1 ul Uzama (Extension) | 72°C—-30s
dH.0 7l Son uzama donemi | 72 °C -7 dk
Total Voliim 20 pl 4°C-o0

Not: PCR karisimina betain (2 pl) eklendigi durumlarda dH>O 5 pl olarak eklenmistir.

3.3.3. Sanger Yontemi ile DNA Dizilenmesi

Piirifiye edilen PCR friinleri ABI (Applied Biosystems) Big Dye
Terminator 3.1 Kiti ve uygun primer (F veya R) ile Veriti® 96-Well Fast Thermal
Cycler (Applied Biosystems®, Foster City, CA) cihazi kullanilarak DNA dizi analizi
reaksiyonu gerceklestirilmistir. Reaksiyon karisimi ve kosullar1 Tablo 3.2°de

Ozetlenmistir (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Sekans Reaksiyonu Karigimi ve Sekans Reaksiyonu PCR Kosullari

Sekans Reaksiyon Karisimi

Icerigi Sekans Reaksiyon PCR Kosullar
5X Sekans Tampon , o
Cozeltisi 2 ul | Denatiirasyon 96 °C —1dk
F/R Primer 1l 96°C—-10s
. o Baglanma
Big Day Terminator Il (Annealing) 50°C_5s | %05
Karisimi
N Uzama o
Saflastirtlmis PCR Uriinii | 1 pl (Extension) 60 °C — 4 dk |
dH20 5ul
TR = 4°C- o
Total Voliim 10 pl

PCR reaksiyonunun ardindan {irlinler Zymo Research ZR DNA Sequencing
Clean-up Kit™ kullanilarak saflastirilmistir. Piirifikasyon basamaklar1 PCR
purifikasyon basamaklarina benzer olup, protokole wuygun bir sekilde

gerceklestirilmistir.  Ardindan kapiller elektroforez cihazi (ABI 3500 Genetic
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Analyzer) ile dizileme yapilmistir. Dizi analiz sonuglari FinchTV programi
kullanilarak ~ degerlendirilmis, tez  kapsaminda  varyant  pozisyonlari
GRCh37/hgl9 referans genomuna gore sunulmustur. Saptanan varyantlarin
patojenitesi  in-silico olarak Varsome ve PolyPhen-2 programlari ile
degerlendirilmistir. Bu programlardan Varsome bir¢ok in-silico tahmin programinin
on goriilerini hesaplayip kaginin patojen kagmin benign oldugu sonucunu sayisal
olarak verirken, PolyPhen-2 programi bolgedeki degisen aminoasidin protein yap1 ve
fonksiyonu iizerine olan etkisini tahmin ederek varyanti “benign, possibly damaging
ya da probably damaging” olarak siniflamaktadir. Varsome programi varyantin
patojenitesini  degerlendirirken DANN, Mutation Taster, Mutation assessor,
FATHMM, FATHMM-MKL, FATHMM-XF, LRT, DEOGEN2, EIGEN, EIGEN PC,
SIFT, SIFT4G, PROVEAN, MVP, MutPred, REVEL, PrimateAl, MetaSVM ve

MetaLR gibi in-silico programlarin tahminlerini kullanmaktadir.
3.3.4. Affymetrix CytoScan Optima Array Analizi

Genom boyu kopya sayisi degisikliklerini (CNV) belirlemek i¢in 18.018 adet
kopya sayist ve 148.450 adet SNP probu iceren Affymetrix CytoScan Optima Array
Kiti tiretici firmanin protokolleri dogrultusunda kullanilmistir. Uygulanan agamalar

asagida detaylandirilmistir.
DNA Hazirlanmasi ve Kesimi

Konsantrasyonu 50 ng/pul olacak sekilde hazirlanmis olan DNA 6rneginden Spul
alarak buz iizerinde temiz bir ependorfa aktarilmistir. Bir 6rnek i¢in; 11,55 pl
niikleazlardan arindirilmis su, 2 ul Nsp I tampon ¢ozelti, 0,2 ul 100X BSA ve 1 ul
Nsp I iceren kesim soliisyonlar1 karigtmi toplamda 14,75 pl olacak sekilde
hazirlanmistir. GeneAmp® PCR System 9700 termal cycler
cihazinda 37 °C’de 2 saat, 65 °C’de 20 dk, 4 °C’de 5 dk kaldiktan sonra kesim

tamamlanmuistir.
Ligasyon

Kesim isleminden sonra ligasyona baslanmis ve 2,5 ul DNA ligaz tampon
¢ozelti, 0,75 pl adaptér Nsp I adaptor ve 2 ul DNA ligaz olacak sekilde 5,25 pl

hacimdeki hazirlanan ligasyon karisimi kesilmis DNA G6rneginin iizerine eklenmistir.
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PCR cihazinda 16 °C’de 3 saat, 70 °C’de 20 dk, 4 °C’de 5 dk kaldiktan sonra ligasyon

tamamlanmustir.
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Kesilmis ve ligasyonu tamamlanmis DNA 6rnekleri niikleazdan arindirilmis su
ile %25 oraninda (25 pl ligasyonu yapilmis DNA ve 75 pl niikkleazdan aridirilmis su)
seyreltilmistir. 10 pl ligasyon {iriinliniin iizerine 50,3 pl niikleazdan arindirilmis
su, 10 ul CytoScan Taq tampon ¢ozelti, 20 pul 5SM Betain, 3,5 ul dNTP, 4,2 ul PCR
primer ve 2 pl CytoScan Taq DNA polimerazdan olusan PCR karisimi eklenerek
toplam voliim 100 ul’ye tamamlanmis ve her DNA 6rnegi i¢in bu sekilde 2 6rnek

hazirlanmustir.

GeneAmp® PCR System 9700 termal cycler cihazinda 95 °C’de 1 dk
denatiirasyon, sonrasinda 30 dongii 95 °C’de 30 s, 60 °C’de 45 s ve 68 °C’de 60 s ve
son olarak 68 °C’de 7 dk uzama ve 4 °C’de 5 dk bekleme (gece boyu bekleyebilir)
basamaklarindan olusan PCR reaksiyonu baslatilmistir. PCR reaksiyonunun ardindan
elde edilen tirtinden 3 pl’lik kisim 17 pl dilue ylikleme tampon ¢ozelti ile %2’lik agaroz
jelde 120 V’de bir saat boyunca yiiriitiilmiistiir. Uriinlerin jelde yaklasik 150-2200 baz

ciftleri arasinda olmasi deneyin sorunsuz ilerledigini gostermektedir.
PCR Uriinlerinin Saflastiriimasi ve Olciilmesi

Temiz bir 2 ml’lik ependorfta ayni 6rnek i¢in hazirlanan 2 farkli PCR reaksiyon
{iriinleri total voliim 197 pl olacak sekilde birlestirilmistir. Uzerine 360 pl Purification
Beads eklenmis ve 10 dk oda sicakliginda bekledikten sonra 1600 X g’de 3 dk santrifiij
yapilmistir. Ardindan ependorf miknatis platforma (Magnarack) alinarak peletin
manyetik alan aracilif1 ependorfun bir taraftaki yan duvarina ¢6kmesi beklenmis ve
tizerindeki supernatant kisim pelete dokunmadan uzaklastirilmistir. Ardindan peletin
tizerine 800 ul Purification Yikama Tampon Cozeltisi eklenerek 2 dk vortekslenmis ve
sonrasinda 1600 x g’de 3 dk santfifiij edilmistir. Bu basamaktan sonra ependorf tekrar
miknatis platforma alinmistir. Tekrar manyetik alan kullanilarak pelletin bir yan
duvara birikmesi saglanmis ve iistte kalan supernatant kisim pelete zarar vermeden
uzaklastirilmistir. Pelet 1600 x g’de 30 s yeniden satrifiij yapilmis ve bu santrifiij
sonrast hala iistte goriinen supernatant kisim varsa 20 pl’lik pipet ucu ile pelete

degmeden uzaklastirilmistir. Ardindan ependorf yeniden miknatis platforma alinmig
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ve kalan supernatan kismin ugmasi amaci ile kapagi acik bir sekilde 7 dk boyunca oda
sicakliginda bekletilmistir. Bu basamaktan sonra peletin tizerine 27 ul Elution tampon
cozelti eklenerek bead’lerin homojen hale gelmesi i¢in 10 dk vortekslenip, 1600 x g’de
ti¢ dk santrifiij yapilmistir. Yeniden miknatis platforma aliman Ependorf tiipiinde
bead’lerin manyetik alan aracilig1 ile Ependorf tiipiiniin bir yan duvarinda birikmesi
saglanmistir. Ardindan elute edilen 6rnekten 25 pl yeni bir 96’lik plate’e aktarilmstir.
Kalan 2 pl ornek ile spektrofotometre araciligiyla kantitasyon yapilmis ve DNA

veriminin yeterliligi hakkinda karar verilmistir.
Fragmantasyon

Olgiilen PCR iiriinleri 10 dk buz iizerinde bekletilmistir. 215 ul niikleazdan
arindirtlmig su, 275 pl fragmantasyon tampon ¢ozelti ve 10 pl fragmantasyon reaktifi
ile fragmantasyon master miks hazirlanmistir. Ardindan 23 pl’lik 6rnege 5 i
fragmantasyon master miksi eklenmistir. PCR
cihazinda 37 °C’de 35 dk, 95 °C’de 15 dk, 4 °C’de 5 dk boyunca reaksiyon
gerceklestirilmistir. Fragmantasyon jel iizerinde elde edilen iiriinlerin yiiriitiilmesi ile

kontrol edilmistir. Urlinlerin 25-125 bp arasinda bantlar birbirinden ayrilmayacak

sekilde bir y1gilim (smear) gostermesi beklenir.
Isaretleme (Labelling)

Yedi pl TdT tampon ¢dzelti, 1 ul DNA isaretleme reaktifi, 1,8 pl TdT enzimi
ile toplam volim 9,8 ul olacak sekilde isaretleme master miksi hazirlanmistir.
Ardindan toplam voliim 35,8 pl olacak sekilde 26 ul fragmante DNA iiriinii ile 9,8 ul
isaretleme master miksi birlestirilmistir. PCR
cihazinda 37 °C’de 4 saat, 95 °C’de 15 dk, 4 °C’de bes dk boyunca reaksiyon
gergeklestirilmistir.

Hibridizasyon

Hibridizasyona baslamadan 1 saat once hibridizasyon firin1 50 °C olacak
sekilde acilmis ve donlis hizi 60 rpm’e ayarlanmistir. Ardindan Command
Console’dan AGCC (Affymetrix® GeneChip® Command Console®) portalina
baglanilmistir. Ornekler sekmesinden “Batch Registration” secilmis ve drnek adlar
sisteme girilmistir. Ardindan array c¢ipi (array) temiz bir zemine yiikleme yiizii

yukarida olacak sekilde koyulmustur. Cipin sag tist bolgesindeki delige 200 pl’lik
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pipet ucu takilmis ve bir ¢ip igin 2 adet yapistirma kagidi hazirlanmistir. 82,5 ul Hyb
tampon ¢ozelti part 1, 7,5 ul Hyb tampon ¢ozelti part 2, 3,5 ul Hyb tampon ¢ozelti
part 3, 0,5 pul Hyb tampon ¢ozelti part 4 ve 1 pl oligo kontrol reaktifi (ayirag) ile
hibridizasyon master miksi hazirlanmis ve 6rnek iizerine eklenmistir. Iyice karisana
kadar vortekslendikten sonra onceden 1sitilmis PCR
cihazinda 95 °C’de 10 dk, 49 °C’de 3 dk olmak iizere “CytoScan Optima Hyb”
programinda reaksiyon gerceklestirilmistir. Ardindan 100 pl iiriin alinarak ¢ipe sol
alttaki delikten ytiklenmis ve yiiklemenin ardindan delikler yapiskan kagitlar ile
kapatilmistir. Sonrasinda ¢ipler hibridizasyon firininda 50 °C’de 60 rpm
hizinda 16-18 saat birakilmuistir.

Yikama, Boyama, Tarama

Yikama i¢in 6ncelikle Fluidics istasyonu agilmis ve Affymetrix Command
Console uygulamasindan “Affymetrix Launcher” baslatilmigtir.  Affymetrix
Launcher’dan “AGCC Fluidics Control” uygulamasi acilmistir. “AGCC Fluidics
Control” panelinden “PRIME 450" komut dosyasindan spesifik fluidics istasyonu ve
modiili se¢ilmistir. Yikama A ve B tampon c¢ozeltileri uygun rezervuarlara
yerlestirilmistir. Fluidics komutunu baslatmak i¢in “Run” komutu segilmistir. 500 ul
boyama tampon ¢6zelti 1 pozisyon 1’e, 500 ul boyama tampon ¢ozelti 2 pozisyon 2’ye
ve 800 pl array holding tampon ¢ozelti pozisyon 3’e yerlestirilmistir. Sonrasinda
hibridizasyon firinindan ¢ipler ¢ikarilip hemen Fluidics istasyonuna alinmistir.
Yikama ve boyama islemi tamamlandiktan sonra c¢ipler hava kabarcigi agisindan
kontrol edilmis ve hava kabarcigi yoksa tarama islemi i¢in “Scanner” a alinmistir.
Cipler AGCC yazilimi tarafindan kontrol edilen “GeneChip Scanner 3000 7G”
tarayicisina  yerlestirilmistir.  Sonuglar  “.dat” formatinda otomatik olarak
dosyalanmistir. .dat formatindaki dosyalar AGCC Viewer ile “.CEL” formatina
cevrilmistir. Tarama bittikten sonra “Analysis Workflow” programi kullanilarak ham

veri olan “.CEL” uzantili dosyadan “.CYCHP” dosyasi olusturulmustur.
Sonuclarin Degerlendirilmesi

Affymetrix CytoScan Optima array oligoniikleotid ¢ipleri kullanilarak her bir
birey i¢in yukaridaki basamaklar uygulanmig ve “.CYCHP” formatindaki dosyalar
Chromosome Analysis Suite 4.2 (ChAS 4.2) yazilimiyla analiz edilmistir. Elde edilen
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veriler GRCh38/hg38 referans genomuna gore hizalanmustir. Kalite skorlar1 olarak
MAPD<0,29 ve SNPQC>8,5 degerleri referans alinmistir ve filtreleme sinir1 1 Kbp
ve 1 marker olarak se¢ilmistir. Analiz UCSC Genome Browser kullanilarak yapilmis,
patojenite degerlendirmesi Clinvar, DECIPHER, DGV ve kurumsal veri tabanimiz

kullanilarak yapilmistir.
3.3.5. Genom boyu homozigotluk analizi

Genom boyu homozigotluk analizi i¢in Affymetrix CytoScan Optima array
oligoniikleotid ¢ipleri ile genom boyu tek niikleotid polimorfizmleri
degerlendirilmistir. SNP problarindan elde edilen genotip verisi ChAS 4.2 yazilimi
kullanilarak .CYCHP formatindaki dosyalardan alinmis ve MS excel formatina
doniistiiriilerek incelenmistir. Ardindan her bir SNP i¢in homozigot olanlar mavi,
heterozigot olanlar sar1, genotip verisi elde edilemeyenler (no call) gri, indeksten farkl
homozigot genotip verisine sahip olanlar beyaz, genotipleme hatas1 olarak
distintilenler ise kirmiz1 olarak isaretlenmistir. Genom boyu SNP’ler gozle taranmis

ve >4 Mbp olan homozigot bélgeler “homozigot blok™ olarak degerlendirilmistir.
3.3.6. Yeni Nesil Dizileme

Onalti hasta i¢in yapilan WES c¢alismalari hizmet alimi yontemi ile
gerceklestirilmistir. Bu calismalar i¢in 2 farkli sirket ve dizileme protokolii

kullanilmus, hastalar grup 1 ve 2 olarak belirtilmistir.

Grup 1 hastalar i¢in Berry Genomics (Pekin, Cin) firmasindan hizmet alimi
yapilmis, DNA kiitiiphanesi i¢cin xGen® All Exome Kit (ABD) kullanilmistir.

Grup 2 hastalar ic¢in Yearth Biotechnology (Changsha, Hunan, Cin)
firmasindan hizmet alimi yapilmig, DNA kiitiiphanesi i¢in 7argetCap® Core Exome
Panel v3.0 (Cin) kitleri kullanilmustir.

Her iki yontemde de elde edilen kiitiiphaneler  Illumina

NovaSeq6000 cihazinda 150 bp uzunlugundaki ¢iftler halinde dizilenmistir.

Bir hasta ise grup 3 olarak smiflandirilmis ve bu hastanin WES ¢aligmasi
TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi, ileri Genom ve Biyoenformatik
Arastirmalar1 Merkezi’nde (IGBAM) (Kocaeli, Tiirkiye) tamamlanmistir. Bu WES



42

isleminde DNA kiitiiphanesi Illumina TruSeq Exome Enrichment Kit kullanilarak
hazirlanmus, kiitliphane Illumina HiSeq2000 cihazinda 100 bp uzunlugundaki ciftler

halinde dizilenmistir.

Biyoinformatik analiz islemlerinde, grup 1 hastalarin WES verileri i¢in Berry
Genomics tarafindan yapilan hizalama, varyant ¢agirma ve anotasyon is akisi
kullanilmustir. Grup 2 ve grup 3 hastalar igin ise bwa mem algoritmasi kullanilarak ¢ift
uclu dizilenmis okumalarin hizalanmasi tarafimizdan gergeklestirilmis, GATK
(Genome Analysis ToolKit) HaplotypeCaller ile varyant ¢agrilmasi tamamlanmustir.

Son olarak, Annovar kullanilarak anotasyon islemleri tamamlanmigtir.

Her 3 grup i¢in de hgl9 referans genomu olarak kullanilmis, tim islemler
hgl9’a gore yapilmistir. Anote edilen varyant tablolarindan filtreleme ve varyant
onceliklendirmesi islemleri ise MS excel tablolar1 iizerinden filtreleme islemleri
yapilarak gerceklestirilmigtir. Grup 1, Grup 2 ve Grup 3 hastalar Tablo 3.3’te
Ozetlenmistir (Tablo 3.3).

Tablo 3.3. Farkli yontemlerle WES analizi gergeklestirilen hasta gruplari

Grup 1 Grup 2 Grup 3

TRBMFS-0098_03

TRBMFS-0133 03

TRBMFS-0042 03

TRBMFS-0108_03

TRBMFS-0210_03

TRBMFS-0134 03

TRBMFS-0242_03

TRBMFS-0137 03

TRBMFS-0256 03

TRBMFS-0152_03

TRBMFS-0265_04

TRBMFS-0232 03

TRBMFS-0266 03

TRBMFS-0238_03

TRBMFS-0077_03

TRBMFS-0248 03

TRBMFS-0252 03

I. Homozigot Varyantlara Ait Filtreleme Basamaklari

Homozigot varyantlara yonelik filtreleme toplam 8 basamakta yapilarak siras1
ile asagidaki basamaklardaki varyantlar dikkate alinmig, en son basamakta hala

filtrelenmemis olan varyantlar hastalig1 agiklamaya aday olarak degerlendirilmistir:


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/illumina-dye-sequencing
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1) Okuma sayis1 >5 olan varyantlar

2) Homozigot varyantlar

3) EXAC, gnomAD tiim ekzom ve gnomAD tiim genom veri tabanlarina gore
minor allel frekans (MAF) degeri <0.01 olan varyantlar

4) gnomAD veri tabaninda homozigot olarak gériilmeyen varyantlar

5) Protein kodlayan veya splice bolgelerinde yer alan varyantlar

6) Aminoasit dizisini degistiren (non-synonymous) veya splice bolgelerinde
yer alan varyantlar

7) dbSNP154 veri tabaninda MAF degeri <0.01 olan veya kurumsal veri
tabaninda daha 6nce homozigot olarak goriilmeyen varyantlar

8) IGV’de gozle incelemede gercek oldugu degerlendirilen varyantlar (kisa
ardigik tekrar bolgelerinde tekrar dizisinin artis ve azaliglarini igeren
varyantlar, okumalarin genom igerisinde haritalanmalarindaki hatalar ve
analizler sonucunda belirlenen genotip ile IGV’deki genotipin uyumsuz

oldugu varyantlar elenmistir) (EK 2)

Bu filtreleme basamaklarina ek olarak ¢ok sayida varyant bilgisine sahip
Grup 2 ve 3 i¢inde yer alan hastalarda analiz baslangicinda intergenik varyantlar
elenmistir. Yine bu gruplardaki hastalarda dordiincii ve besinci basamaklar yer

degistirilerek analizlere devam edilmistir.

TRBMFS-0098_03 numarali hastada ise kendisinde ve ailesinde yarik
damak/dudak bulgusu olmasi iizerine genetik etyolojiyi agiklayabilecek Prevention
Genetics’in Cleft Lip/Cleft Palate panelinden alinan 163 geni igeren (EK 3) panel

filtresi ile de analiz yapilmustir.
ii. Heterozigot Varyantlara Ait Filtreleme Basamaklari

Heterozigot varyantlara yonelik filtreleme toplam 9 basamakta yapilarak sirasi
ile asagidaki basamaklardaki varyantlar dikkate alinmig, en son basamakta hala

filtrelenmemis olan varyantlar hastalig1 agiklamaya aday olarak degerlendirilmistir:

1) Okuma say1s1 >5 olan varyantlar

2) Heterozigot varyantlar

3) EXAC, gnomAD tiim ekzom ve gnomAD tiim genom veri tabanlarina gére
MAF degeri <0.005 olan varyantlar (56)
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4) Protein kodlayan veya splice bolgelerinde yer alan varyantlar

5) Aminoasit dizisini degistiren (non-synonymous) veya splice bolgelerinde
yer alan varyantlar

6) Kemik iligi yetmezligi fenotipi olusturan genlerde (EK 4) yer alan
varyantlar veya splice bélgesi/nonsense/delesyon/duplikasyon varyantlar

7) gnomAD veri tabaninda homozigot veya heterozigot olarak goériilmeyen
varyantlar

8) IGV’de gozle incelemede gergek oldugu degerlendirilen varyantlar

9) dbSNP154 veri tabaninda MAF degeri <0.005 olan veya kurumsal veri

tabaninda daha 6nce homozigot/heterozigot olarak goriilmeyen varyantlar

Ayrica besinci basamagin sonunda elde edilen varyantlar bilesik

heterozigotluk acisindan g6z ile degerlendirilmistir.
3.3.7. RNA Dizilemesi

Uretici  firmanm  onerileri dogrultusunda RNA izolasyonu asagida

ayrintilandirlldig: sekilde gergeklestirilmistir.
RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in QlAamp® RNA Blood Mini Kit iiretici firmanin 6nerileri
dogrultusunda kullanilmistir. Hiicre pargalanmasindan sonra aciga ¢ikan RNAz’larin
inhibe edilmesi i¢cin 1 ml RLT tampon ¢ozeltisine 10 ul olacak sekilde
-merkaptoetanol eklenmistir.

Eritrositleri pargalamak amaci ile 15 ml’lik falkon tiipiin iginde 1 ml periferik
kan tizerine 5 ml EL tampon ¢6zeltisi eklenmistir. Cozelti, transparan goriiniim elde
edilene kadar 10-15 dk buz iginde inkiibe edilmis ve bu siirede birkag kez vorteks ile
karistirilmistir. Ardindan 4 °C’de 400 x g’de 10 dk santrifiij edilen ¢ozeltide iistte kalan
supernatan uzaklastirilmis bu islem dipte kalan pellet izerine 2 ml EL tampon ¢ozeltisi
eklenerek pellet igerisindeki kirmizi renk ortadan kalkana kadar 3-4 kez
tekrarlanmigtir. Pellet {izerine RLT tampon ¢o6zeltisinden 600 pl eklenmis ve pellet
tamamen c¢oziinene kadar vortekslenip, pipetaj yapilmis ve Karigimin tamami
QIlAshredder spin kolona (mor renkli) aktarilarak maksimum hizda 2 dk santrifiij

edilip spin kolon uzaklastirilmigtir. Homojenize olmus lizatin iizerine 600 pl
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%70 etanol eklenerek pipetaj ile karistirilmistir. Bu asamada lizatin iginde
presipitasyon meydana gelmesi normaldir. Olusan lizatin tamami kolon gevresine
bulastirmadan ve maksimum 700 pl hacimlerde olacak sekilde beyaz renkli QlAamp
spin kolona aktarilarak 8500 x g’de 30 s santrifiij edilmistir. Bu islem, kolondan gegen
siv1 atilarak lizat bitene kadar tekrar edilmistir. Icerisinde RNA molekiilleri tutunmus
olarak bulunan QlAamp spin kolon ayr1 bir toplama tiipiine yerlestirilmis
sirastyla 700 pl RW1 tampon ¢ozeltisi eklenerek 8500 x g’de 30 s, 500 ul RPE tampon
cozelti eklenerek 8500 x g’de 30 s ve tekrar 500 pl RPE tampon ¢ozelti
eklenerek 16000 x g’de 4 dk santrifiij edilerek yikanmistir. Her yikama islemi
sonrasinda toplama tiipii bosaltilmistir. RNA’nin eldesinden oOnce etanoli
uzaklastirmak amaci ile spin kolon yeni bir toplama tiipii igerisinde ve {izerine birsey
eklenmeden 16000 x g’de 1 dk santrifiij edilmistir. Son agsamada spin kolon 1.5 mI’lik
Ependorf tiipiine alinmig ve {izerine 100 ul RNAz’lardan armndirilmis su
eklenerek 8500 x g’de 1 dk santrifiij edilerek RNA eldesi tamamlanmustir.

Reverse Transcription (RT) PCR Reaksiyonu

RT PCR reaksiyonu igin ipsogen® RT Kit (33), V1 kullanilmustir. Tablo 3.4°te
gosterilen oranlarda master miksin buz iizerinde hazirlanmasinin ardindan PCR
reaksiyonu gergeklestirilmistir (Tablo 3.4). Reaksiyona eklenecek olan RNA’nin ¢ift
zincir olusturmus olma ihtimaline kars1 ana stoktan 100 ng/ul olacak kadar Ependorf
tiipline aktaritlan RNA ¢ozeltisi 65 °C’de 5 dk inkiibe edilerek hizla buz iizerinde
soklanmistir. Soklanmis olan bu ¢6zelti yine buz tizerinde master miks ile karistirilarak
vorteks yapilmaksizin kisa siireli santrifiij ile ¢Oktiiriilmiis ve Tablo 3.4’te belirtilen
kosullarda PCR reaksiyonu baslatilmisgtir (Tablo 3.4).

Tablo 3.4. RT PCR reaksiyonu i¢in hazirlanan miks icerigi ve reaksiyon kosullari

RT PCR Karisim Icerigi RT PCR Reaksiyon Kosullart

5X RT tampon ¢ozelti Sul Reverse transkripsiyon 1 25°C —10dk
dNTP (10 Mm each) 2 ul Reverse transkripsiyon 2 50°C—-60s
Random nonamer . . o

(100 uM) 525 ul Inaktivasyon 85°C-5dk
RNAaz inhibitor 0,5 ul Sogutma 4 °C—5dk
DTT 1,25 ul

RNA (en son eklenir) 10 wl 4°C-w

Total voliim 25 ul
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3.3.8. Tiim Genom Amplifikasyonu

Calismada 2 hasta 6rneginde (TRBMFS-0042_03/TRBMFS-0134_03) DNA
miktarinin devam c¢alismalar1 i¢in yeterli olmamasi nedeni ile az miktarda olan
DNA’dan Qiagen REPLI-g Mini Kit kullanilarak tim genom amplifikasyonu
gerceklestirilmistir.

Bunun i¢in 6ncelikle 2,5 pl TE tampon ¢6zeltisinde 10 ng DNA olacak sekilde
DNA soliisyonu elde edilmistir. Reaksiyonda kullanilacak olan tampon ¢ozeltiler [D1
(denaturation buffer) ve N1 (neutralization buffer)] diretici firmanin Onerileri
dogrultusunda niikleazlardan arindirilmis su kullanilarak hazirlanmistir. Bu amagla kit

igerisinde bulunan DLB ve stop ¢ozeltileri kullanilmistir.

Genom amplifikasyonu i¢in 0.2 ml’lik Ependorf tiiplerine akratilan DNA’nin
tizerine 2,5 pl D1 tampon ¢ozeltisi eklenmis, vorteksle karistirilarak santrifiijde
¢oktiiriilmiistiir. Ug dk oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra iizerine 5 pl N1
tampon ¢ozeltisi eklenerek vorteksle karistirma ve santrifiijle ¢oktiirme asamalari

tekrarlanmig, oda 1s1sinda beklemeye birakilmistir.

PCR amplifikasyonu i¢in kit i¢inde mevcut olan REPLI-g Mini DNA
polimeraz, REPLI-g Mini Reaksiyon tampon ¢ozeltisi ve niikleazlardan armdirilmis
su oda 1s1sindaki DNA ile toplamda 50 ul’lik hacim elde edilecek sekilde karistirilmus,
polimeraz eklenmesi asamasi buz iizerinde tamamlanmustir. 16 saat 30 °C’de
inkiibasyondan sonra DNA polimerazin inaktivasyonu i¢in 3 dk 65 °C’de ve kapak
sicakligi maksimum 70 °C olacak sekilde PCR reaksiyonu gergeklestirilmistir. Bu
basamaktan sonra elde edilen amplifiye olmus genomik DNA’dan 38 ul TE tampon
¢ozelti i¢ine 2 pl alinarak ara stok DNA c¢ozeltileri elde edilmistir. Genomik
amplifikasyon uygulanmis olan bu ara stoklar calismada WES analizlerinde gézlenen
varyantlarin validasyonu i¢in Sanger dizileme asamasinda kullanilmistir. Sanger
dizileme igin gerekli olan PCR reaksiyonu igin ara stoklardan 3 ul eklenmesi yeterli

olmaktadir.
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4. BULGULAR

Bu tez ¢alismasinda Hacettepe Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dalina
Karakterize Edilemeyen Kemik iligi Yetmezlikleri 6n tanisi ile gonderilen 17 aile
incelenmistir. Calisma grubu Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghg ve
Hastaliklar1 Hematoloji Unitesi &gretim iiyesi Prof. Dr. Sule UNAL tarafindan
degerlendirilerek, anabilim dalimiza genetik nedenin bulunmas: agisindan

yonlendirilen hastalardan olugsmaktadir.
4.1. Klinik Bulgular

Tez kapsaminda degerlendirilen 17 indeks vakanin 10’unun kiz, 7’sinin erkek
oldugu, 4 bireyde bulgular konjenital olarak baslarken diger bireylerde semptomlarin
ortalama 1 yas 9 ay (n=13)’da basladig1 saptanmustir. Hastalarin 13 (%76.4) tanesinde
ebeveynler arasinda akrabalik bulundugu, 1 ailede de ebeveynlerin ayni kdyden

oldugu gozlenmistir.

Aile oOykiileri incelendiginde 4 ailede indeks vaka haricinde diger bazi aile
bireylerinde de kemik iligi yetmezligi goriildiigi, 1 ailede ise indeks vakada da var

olan yarik damak/dudak bulgusunun aile bireylerinde de bulundugu saptanmigtir

Hastalarda en sik saptanan hematolojik bulgunun %58,8 (n=10) orani ile
pansitopeni oldugu, pansitopeni bulgusunu %17,6 (n=3) orani ile ndtropeninin takip
ettigi goriilmiistiir. Hastalarin 10’unda DEB testi negatif olup, 16 hastanin ihtiyag

duydukga kan tiriinleri i¢in replasman tedavileri almakta oldugu saptanmustir.

Ondort hastada kemik iligi yetmezligi disinda multisistemik tutulumun var
oldugu, bu bulgularin oldukga cesitlilik gosterdigi (gelisme geriligi, biiyiime geriligi,
zihinsel yetersizlik, hepatosplenomegali, ataksi ve hipotoni) gézlenmistir. Kemik iligi
yetmezligi disinda en sik gozlenen bulgu gelisme geriligidir (%29,4, n=5). Bunu
%17,6 (n=3) oran1 ile hepatosplenomegali izlemektedir. Calisilan 17 vakanin klinik ve

laboratuvar bulgularinin ayrintili incelemelerine boliim 4.2°de yer verilmistir.
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4.2. Laboratuvar Bulgulari
4.2.1. Genom boyu mikrodizin analizi ve kopya sayis1 degisiklikleri

Mikrodizin analizi tamamlanan 17 indeks vakanin 11’inde farkli boyutlarda
delesyon ve duplikasyonlar saptanmig olmakla birlikte bunlardan sadece 1 tanesinde
(TRBMFS-0042_03) saptanan degisikligin de-novo olarak ortaya ¢iktigi goriilmiistiir
(Tablo 4.1). Buna ek olarak Kklinik Onemi belirlenemeyen kopya sayisi
degisikligi 3 hastada (TRBMFS-0238_03/TRBMFS-0134_03/TRBMFS-0265_04)
daha saptanmis ancak ebeveynlerde de ayn1 degisiklik belirlendigi i¢in bu degisiklikler

elenmistir.



Tablo 4.1. Hastalarda saptanan kopya sayisi degisiklikleri. Delesyonlar kirmiz1 renk, duplikasyonlar mavi renk ile gosterilmistir. Klinik
onemi bilinmeyen ve de novo olarak ortaya ¢ikan CNV degisikligine sahip birey koyu renk ile isaretlenmis ve ilgili degisiklik

bilgilerini igeren satir a¢ik gri zemin ile gosterilmistir.

bolgeyi kapsayan
CNV

Chr Bant Boyut OMIM DGV Decipher/ Clinvar Kurumsal veri Aile calismasi
(kbp) genleri tabam
TRBMFS- chr2:186,214,523- g32.1 309 ZC3H15 1 tane Biraz daha kiigiik - Ebeveynlerde
0042_03 186,523,507 parsiyel etkisi bilinmeyen saptanmadi
(unknown) CNV
denilmig
chr14:21,981,849- ql1.2 487 OMIM geni 1 tane DGV+ 1 tane benign 7 tane bolgeden daha | Ebeveynlerde
22,468,664 yok biiyiik, 3 tane tam saptanmadi
bolgeyi kapsayan
CNV
chr12:33,712,261- pl1.1 894 ALG10 5 tane DGV+ Daha biiyiik In-house yok -
TRBMFS- 34,606,648 bildirilen 1 VUS
0232_03 1 tane likely benign
birey mevcut
chrX:155,717,273- q28 16 SPRY3 Bolgeden daha Unknown CNV 35 tane tam bolgeyi -
TRBMFS- 155,733,777 biiyiik ¢oklu kapsayan CNV
0152_03 DGV+
chrY:23,698,626- qli.2 1894 TTTY3B, TTTY3, DGV yok Unknown CNV 3 tane bolgeden daha | -
25,593,016 CDY1B, CDY1 biiyiik, 1 tane tam
bolgeyi kapsayan
CNV
chr4:184,468,921- g35.1 670 IRF2, CASP3, DGV yok 1 tane yakin - Anneden kalitildig1
TRBMFS- 185,139,106 PRIMPOL, CENPU, kapsayan dup var saptand1
0238_03 ACSL1, HELT etkisi bilinmeyen
(unknown) denilmis
chr8:4,108,402-4,301,206 p23.2 193 CSMD1 Bolgeden daha 3 tane daha biiyiik - Anneden kalitildig1
kiigiik 1 tane del olan hasta var saptandi
DGV+ Etkisi bilinmeyen
(unknown) denilmis
chr14:21,981,849- ql1.2 487 OMIM geni 4 tane DGV+ Bolgeden daha biiyiik | 7 tane bolgeden daha
22,468,664 yok 2 tane benign biyiik, 3 tane tam

6t



Tablo 4.1. (Devami) Hastalarda sa

tanan kopya sayisi de

gisiklikleri.

chr14:22,107,301- ql1l.2 402 OMIM geni yok 3 tane DGV+ Bolgeden daha biiyiik | 7 tane bolgeden daha | -
TRBMFS- 22,509,533 1 biiyiik, 3 tane tam
0108_03 tane benign bolgeyi kapsayan
CNV
chrX:155,691,858- q28 0.001 SPRY3 Bolgeden daha Unknown CNV In-house + -
155,691,858 biiyiik ¢oklu
DGV+
TRBMFS- chr14:22,045,252- qll.2 439 OMIM geni yok 3 tane DGV+ Bolgeden daha biiyiik | 7 tane bolgeden daha | -
0248_03 22,484,618 1 biiyiik, 3 tane tam
tane benign bolgeyi kapsayan
CNV
Xq28 or q28 16 SPRY3 Boélgeden daha 3 tane daha biiyiik 35 tane tam bolgeyi -
Y(ql2(155717274_155733 biyiik ¢coklu del olan hasta var kapsayan CNV
777 or DGV+ Etkisi bilinmeyen
56903794_56920297) (unknown) denilmig
TRBMFS- chrX:155,666,435- q28 25 SPRY3 Bolgeden daha Unknown CNV 45 tane tam bolgeyi -
0256_03 155,691,858 biiyiik ¢oklu kaplayan CNV
DGV+
TRBMFS- chr4:104,042,452- q24 198 OMIM geni yok 2 tane DGV+ Unknown CNV - Babadan kalitildig1
0134_03 104,240,630 saptand1
chr14:21,924,323- ql1.2 611 OMIM geni yok 3 tane DGV+ Bolgeden daha biiyiik | 7 tane bolgeden daha
22,535,762 1 biyiik, 3 tane tam
bireyde benign bolgeyi kapsayan
CNV
chr16:76,645,961- g23.1 1,488 MON1B, DGV yok Unknown CNV - Babadan kalitildigt
78,133,761 ADAMTS18, NUDT7, saptand1
CLEC3A, WWOX
TRBMFS- chr10:46400326- ql1.22 380 NPY4R, GPRINZ, 2 tane DGV+ Bolgeden daha biiyiik | 5 tane bolgeden daha -
0210_03 46780831 SYT15 6 bireyde benign biiyiik, 1 tane
bolgeye yakin CNV
chrX:141259312- q27.2 294 OMIM geni yok 2 tane DGV+ Bolgeden daha biiyiik | 1 tane bmlgeden daha | -
141553745 1 bireyde likely biyiik, 1 tane tam
benign bolgeyi kapsayan
CNV

05



Tablo 4.1. (Devami) Hastalarda saptanan kopya sayis1 degisiklikleri.

TRBMFS- chr12:67992232- q15 443 IFNG, 1L26, 1L22, DGV yok Unknown CNV - Anneden kalitildig:
0265_04 68435452 MDM1 saptandi
chrX:155666435- q28 25 SPRY3 Bolgeden daha Unknown CNV 45 tane tam bolgeyi
155691858 biiyiik ¢oklu kaplayan CNV
DGV+
TRBMFS- chrX:155666435- q28 25 SPRY3 Bolgeden daha Unknown CNV 45 tane tam bolgeyi -
0266_03 155691858 biiyiik coklu kaplayan CNV
DGV+

19
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Bu asamadan sonra tiim ekzom dizi analizine gegilmistir. Asagida 17 hastaya ait
[llumina alt yapisi kullanilarak elde edilen WES verilerinin ayrintili filtrelemesi ve hastalarin
klinik bulgular1 15181nda hastalik ile iligkili olabilecek varyantlarin anlamlandirilma siiregleri

ayritilandirilmistir.

4.2.2. TRBMFS-0137_03 numarah Bireyin Klinik Bulgular1 ve WES Analiz

Degerlendirmesi

Ebeveynleri arasinda akraba evliligi olan ve 34. gestasyonel haftada 1300 gr diisiik
dogum agirligi ile dogan kiz hasta ilk kez 2 yasinda iken yanlislikla haloperidol etken
maddeli ilag igmesinin ardindan hareket bozuklugu olusmasi nedeni ile hastaneye
basvurmustur. Yapilan tetkiklerinde Hb: 8.3gr/dL, Trombosit: 62.000/mm? saptanmasi
tizerine bisitopeni nedeni ile arastirilmaya baslanmistir. Tetkiklerde vitamin B12 eksikligi
saptanmis ve replasman tedavisi verilmistir. Hastanin diizenli takipleri sirasinda
bisitopenisinin direnc¢li olmasi nedeni ile kemik iligi aspirasyon biyopsisi yapilmis, yaglanma
artis1 olan hiposelliiler kemik iligi saptanmis ve kemik iliginden yapilan sitogenetik analiz
sonucu 46,XX olarak bulunmustur. Fanconi anemisine yonelik yapilan DEB testinde
kromozomal kirik artisi saptanmamistir. Hastanin ataksik yiiriiyilisiiniin olmasi nedeni ile
yapilan kraniyal MR’da serebellar hipoplazi saptanmistir. Ataksik CP (serebral palsi) 6n
tanisi ile takip edilen hasta 1 yil Fizik Tedavi ve Rehabilitasyon uygulamasi almis olup bu
tedaviden de fayda gormiistiir. Hastanin epileptik nobet Oykiisii bulunmamaktadir.
Yagitlarina gore gelisim basamaklarini kazanmakta gecikmis olan hasta, 6 aylik iken basg
kontrolii, 2 yasinda konusma, 2 yas 6 aylik iken yiirlime becerilerini kazanmig ancak dengeli
bir sekilde yiirime ve diizglin kelime telaffuzu ile konusma becerisi 5 yasinda
kazamlabilmistir. ilk disi 1 yasinda c¢ikmustir. 3 yasinda baslayan ve konusmasini,
beslenmesini etkileyen agiz yaralar1 olmasi sebebi ile bu lezyonlardan biyopsi alinmistir ve

biyopsi sonucu pyojenik graniillom olarak sonuglanmustir.

Sekiz yas sekiz aylik iken yaptigimiz fizik muayenede mikrosefalik goriiniim, seyrek-
ince yapili saclar, dar alin, sinofrizis, bozuk dis yapisi, boyunda retiikiiler deri dokiintiileri ve

atrofik kas yapisina sahip ekstremiteler saptanmistir. Ayrica hastanin hafif ataksik
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yliriiytisiiniin oldugu goriilmiistiir. Tirnaklarda ise herhangi bir displazi ve anomaliye

rastlanmamustir.

Hasta 8 yasina kadar iiger kez Eritrosit ve Trombosit Siispansiyon (ES/TS)
replasmani almistir. Ik kez 8 yasinda dondr olan dededen Kemik Iligi Transplantasyonu
(KIT) yapilmis olup, yeterli kimerizm saglanmadig i¢in 2 ay sonra ayni1 dondrden bir kez
daha KIT yapilmustir. iki kez KIiT sonrasinda da bisitopeni sikayeti devam etmis ve yaklasik
her hafta olacak sekilde replasman tedavilerine devam edilmistir. Hasta 9 yasinda iken donor
olan kardesten 3. kez KIT yapilmistir. Son yapilan KIT ardindan 1 yil gecen hastanin
tetkiklerinde Hb: 12.5gr/dL, ANS: 7300/uL Trombosit: 260.000/mm? olarak saptanmustir.

WES Analiz Degerlendirmesi

Homozigot varyant filtrelemesi sonucunda hastaliktan sorumlu olmaya
aday 12 (Tablo 4.2), heterozigot varyant filtrelemesi sonucunda ise kemik iligi yetmezligi
olusturmasi beklenen 2 (Tablo 4.3) ve olasi zararli mutasyon (nonsense/splice/indel)
olan 8 varyant elde edilmistir (Tablo 4.4). Birlesik heterozigotluk filtrelemesinde ise
hastaliktan sorumlu olmaya aday olacak sekilde ayni gende 2 heterozigot varyant

saptanmamaigtir.



Tablo 4.2. TRBMFS-0137 03 numarali bireyin ekzom analizi sonucunda elde edilen hastaliktan soumlu olmaya aday homozigot varyantlarin
ozelliklerinin degerlendirilmesi. Klinik durumu agikladigi diigiiniilen varyant kirmizi ile gosterilmistir. In-slico degerlendirme

kolonunda P; patojen ve B; benin varyantlar1 ifade etmektedir.

Varsome: 10P10B

Ras aracili endositoz

Gen Chr Lokasyon Varyant bilgisi In-silico Clinvar Hastahk Bilgisi Gen-Fonksiyon Bilgisi Sanger Sonug
(bp) (varsome-polyphen) validasyon
TERT 5 1,282,613 c.1700C>T Polyphen: Probably - Dyskeratosis congenita Telomerase Valide Diskeratozis
p.Thr567Met damaging (OD/OR) reverse transcriptase edildi. konjenita
Varsome: 6P14B
MYH9 22 36,708,267 €.1555G>A Polyphen: Benign - Makrotrombositopeni Nonmuscle myosin 11A Valide Nadir bir
p.Ala519Thr Varsome: 11P9B Isitme kaybi edildi. polimorfizm
Nefrit (OD)
FAM71A 1 212,799,045 €.827_828del Polyphen: Benign - - Family With Sequence Similarity 71 Valide Fonksiyon uygun
p.Lys276ArgfsTer 142 Varsome: - Member A edildi. bulunmadi
Mutation taster: Disease
causing
RGS2 1 192,778,269 c.68G>A Polyphen: Benign 1-vUS - Regulator of G-protein signaling 2 - In-silico
p.Gly23Asp Varsome: 1P18B degerlendirme ile
elendi
SYDE2 1 85,666,687 c.1-8T>G Polyphen: - - - Rho GTPase-activating protein - Fonksiyon uygun
Mutation taster: Disease Proapaptoziste gorevli p53 hedefi bulunmadi
causing
GLIPR1L2 12 75,785,047 c.151G>A Polyphen: Benign - - Gliprl-like protein 2 - In-silico
p.Val51lle Varsome: 0P19B Proapaptoziste gorevli p53 hedefi degerlendirme ile
elendi
SLFN13 17 33,767,787 €.2521G>A Polyphen: Probably - - Schfalen family, member 13 - In-silico
p.Ala841Thr damaging T hiicre gelisimi ve aktivasyonu degerlendirme ile
Varsome: 4P17B elendi
LAMC2 1 183,190,055 c.599C>A Polyphen: Benign - Herlitz ve Herlitz olmayan | Laminin, Gamma 2 - Klinik bulgular
p.Ala200Glu Varsome: 0P19B tip epidermolizis biilloza uyumlu bulunmadi
(OR)
METTL7B 12 56,077,603 ¢.505G>A Polyphen: Possibly - - Methyltransferase-like protein 7B - In-silico
p.Vall69Met damaging degerlendirme ile
Varsome: 2P17B elendi
LOXHD1 18 44,109,147 €.4523G>A Polyphen: Possibly - Isitme kaybi(OR) Lipoxygenase homology domain - Klinik bulgular
p.Arg1508Lys damaging containing 1 uyumlu bulunmadi
Varsome: 1P17B Intrauterin donemde kulak gelisimi
ANTXR1 2 69,409,751 c.1312C>T Polyphen: Probably - - ?Hemangioma, capillary Anthrax toxin receptorl - Klinik bulgular
p.Arg438Cys damaging infantile, susceptibility Aktin iligkili hiicre adezyonu uyumlu bulunmadi
Varsome: 10P10B (OD) Tumdr spesifik endotel belirteci
- GAPO (OR)
GAPVD1 9 128,070,072 c.1354A>G Polyphen: Possibly - - GTPase-activating protein and VPS9 - Fonksiyon uygun
p.Serd52Gly damaging domainsl bulunmadi

14°]



Tablo 4.3. TRBMFS-0137 03 numarali bireyin kemik iligi yetmezligi

bulgusu ile iliskilendirilen heterozigot varyantlarinin 6zelliklerinin

degerlendirilmesi
Gen Chr Lokasyon Varyant bilgisi In-silico Clinvar Hastalik Bilgisi Gen-Fonksiyon |Sonug
(bp) (varsome-polyphen) bilgisi
ATRX X 76,939,594 €.1154C>G Polyphen: Benign - Alpha-thalassemia myelodysplasia syndrome, Atrx chromatin | Kalitim kalib1
p.Ser385Cys Varsome: 8P11B somatic remodeler uyumsuzlugu nedeni
Alpha-thalassemia/mental retardation syndrome Helikaz ile elendi
(XLD)
Mental retardation-hypotonic facies syndrome, X-
linked (XLR)
FANCA 16 89,851,362 €.1361_1370del Varsome: - - Fanconi anemia, complementation group A (OR)  |Fanca gene Kalitim kalibi
Mutation Taster: Disease DNA tamir uyumsuzlugu nedeni
causing mekanizmasi ile elendi

Gg



Tablo 4.4. TRBMFS-0137 03 numarali bireyde saptanan heterozigot splice-nonsense-indel varyantlarinin 6zelliklerinin degerlendirilmesi

Mutation Taster: Disease
causing

tissue-specific
transplantation
antigen 3

Gen Chr |Lokasyon Varyant bilgisi In-silico Clinvar Hastahk Bilgisi Gen-Fonksiyon |Sanger Sonug
(bp) (varsome-polyphen) bilgisi validasyon
JUND 19 18,391, 754  |c.541G>T Polyphen: - - - Oncogene jun-d |Valide Caligma devam ediyor
p.Glul81Ter Varsome: 4P1U3B edildi
RYR1 19 38,964,023 |c.3772C>T Polyphen: - - Central core disease (OD/OR) Ryanodine Valide Babada heterozigot
p.Arg1258Ter Varsome: 6P1U1B King-Denborough syndrome (OD) receptor 1 edildi saptanip elendi
Minicore myopathy with external
ophthalmoplegia (OR)
Neuromuscular disease, congenital,
with uniform type 1 fiber (OD/OR)
(Malignant hyperthermia susceptibility
1) (OD)
SMTNL1 11 57,313,819 (c.1188+1dup Polyphen: - - - Smoothelin-like |Valide Babada heterozigot
p.His397Alafs Ter27 |Mutation Taster: Disease 1 edildi saptanip, elendi
causing Iskelet kasinin
kasilma,
rahatlama ve
egzersize uyumu
HEPHL1 11 93,836, 078 |c.2576- Polyphen: Probably - ?Abnormal hair, joint laxity, and Hephaestin-like |- Kalitim kalib1
2_2576delAGG damaging developmental delay (OR) protein 1 uyumsuzlugu nedeni
p.Gly859Glufs Ter3 |Mutation Taster: Disease Dokularda ile elendi
causing demir transportu
FANCA 16 89,851,362 |(c.1361_1370del Polyphen: Benign - Fanconi anemia, complementation Fanca gene - Kalitim kalibi
p.Alad54Glyfs Ter69 |Mutation Taster: Disease group A (OR) DNA tamir uyumsuzlugu nedeni
causing mekanizmasi ile elendi
DHX40 17 57,684, 482 |c.2290_2291del Polyphen: Probably - - Deah-box Valide Babada heterozigot
p.Lys764Alafs*9 damaging helicase 40 edildi saptanip, elendi
Mutation Taster: Disease ATP bagimh
causing RNA helikaz
DMGDH 5 78,365,398 |c.31_45dup Polyphen: - - Dimethylglycine dehydrogenase Dimethylglycine |- Kalitim kalibi
p.Glyll Argl5dup |Mutation Taster: deficiency (OR) dehydrogenase uyumsuzlugu nedeni
Polymorphism ile elendi
TSTA3 8 144,695, 097 [c.945_949del Polyphen: Probably - - Gdp-I-fucose Valide Annede heterozigot
p.Asn315Lysfs Terl2 |damaging synthase edildi saptanip, elendi

99
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Hastada saptanan bu aday varyantlardan TERT, MYH9 ve FAM71A
genlerindeki homozigot degisikliklerin klinik bulgulardan sorumlu olabilecegi
diistiniilmiistiir. GnomAD veri tabaninda bu genlerde saptanan varyantlara ait daha
once bildirilmis homozigot ya da heterozigot bir birey verisi bulunmamaktadir. Her i
varyantin da Sanger dizileme yontemi ile validasyon ve segregasyon calismasi

yapilmustir.

TERT genindeki homozigot, bilesik heterozigot ve heterozigot degisikliklerin
bir telomer biyogenez bozuklugu olan DC (OMIM 613989) ile iliskilendirildigi
bilinmektedir. Bizim ¢aligmamizda homozigot TERT geni 3. ekzonundaki ¢.1700C>T
(p.Thr567Met) degisikligini tasiyan bireyin bulgularinin da TERT iliskili fenotipler ile
uyumlu oldugu goriilmistiir (Tablo 4.5). Bu bulgu iizerine RepeatDx sirketinde
yapilan telomer boy c¢alismalarinda hastanin farkli kan hiicrelerindeki telomer
boylarmin yasitlari ile kiyaslandiginda <1 persentil oldugu saptanmustir (Sekil 4.1.A).
Segregasyon ¢alismasi da, bir saglik problemi olmayan anne ve babanin bu degisikligi
heterozigot olarak tagidigini géstermistir (Sekil 4.1.B). Bu bulgularla TERT geninde

saptanan varyantin bu hastada goriilen fenotipi agikladig1 diistintilmiistiir.

MYH9 genindeki heterozigot degisiklikler makrotrombositopeni, isitme kaybi
ve nefrit (OMIM 155100) fenotipi ile iliskilendirilmistir. Klinik bulgular ile ailede
gozlenen bulgularin karsilastirilmasi sonucunda, patojenik MYH9 varyantlarinda
goriilen fenotipin aile bireylerinde goriilen tablo ile uyumlu olmadigi goriilmiistiir
(Tablo 4.6). Buna ek olarak aile boyu segregasyon ¢alismasinda da diger bir saglikli
kardesin ayn1 degisikligi homozigot olarak bulundurdugu saptanmustir (Sekil 4.1.C).
Makrotrombositopeniye yonelik yapilan trombosit biiyiikligli 6l¢iimlerinde higbir
kardeste dev trombosit (>7 pm) goriilmemistir. Bu bulgular nedeni ile ailedeki MYH9

varyantiin fenotiple iligkili olmadigi diistiniilmiistiir.

Hastadaki aday varyantlar arasinda bulunan ve ¢erceve kaymasi degisikligine
yol acan FAM71A genindeki varyantin €.827_828del (p.Lys276ArgfsTerl42)
validasyon ve segregasyon calismasinda hastalikla uyumlu segregasyon gosterdigi
goriilmiistiir (Sekil 4.1.D). FAM71A’nin fonksiyonu hakkinda bilgi bulunmamaktadir.

Ancak hastada var olan TERT varyantinin hastanin tiim klinik bulgularini agiklamig
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oldugu g6z oniine alinarak FAM71A genindeki varyantin hastalik fenotipi ile iliskisi

olmayan bir varyant oldugu diisiintilmiistiir.

Tablo 4.5. TERT iliskili klinik bulgular ile TRBMFS-0137_03 numarali bireyin
bulgularinin karsilastiriimasi. OD: otozomal dominant; OR: otozomal
resesif kalitim kaliplari ile uyumlu bulgular1 tanimlamaktadir

TERT lliskili DC (OD) TERT lliskili DC (OR) TRBMFS-0137_03
Tan1 yast1 (y1l) ~15 ~11 9y
IUGR + + +
Mikrosefali + + +
Biiyiime geriligi - + +
Anormal dis yapisi/dis kaybi - + +
Kalp bulgulan
Kardiyak fibrosis + + -
Kardiyomyopati + + -
Kemik bulgular
Osteoporoz + + +
Mukokutanéz bulgular
Anormal deri pigmentasyonu Nadir + +
Tirnak distrofisi Nadir + -
Lokoplaki Nadir + -
Erken yasta sagta beyazlama + + -
Hematolojik bulgular
Kemik iligi yetmezligi + + +
Myelodisplazi + + -
Pansitopeni + + +
Immiin yetmezlik + + -
Norolojik bulgular
Ogrenme giicliigii - +
Gelisim geriligi -
Serebellar hipoplazi -
Diger bulgular
Kanser yatkinligi + + NA
Akciger fibrozisi + + NA
Karaciger fibrozisi + + -
Laboratuvar bulgular:
Kisa telomerler + + +
Azalmis telomeraz aktivitesi + + NA
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Tablo 4.6. MYHO iliskili klinik ile TRBMFS-0137_03 numarali bireyin bulgularinin

karsilastirilmasi
TRBMFS- | TRBMFS- TRBMFS-
MYH)9 iliskili Klinik TRBMFS-0137_03 0137_02 0137_01 0137_06
(Anne) (Baba) (Kardes)
Kahtim ob
Kulak bulgusu
Goriilme yas1 (y1l) ~30 - - - -
Klinik Bilateral SNIiK - - - -
Seyir Ilerleyici - - - -
Goz bulgusu
Goriilme yas1 (y1l) ~30 - - - -
Klinik Katarakt - - - -
Seyir ? - - - -
Uriner bulgu
Goriilme yas1 (y1l) ~30 - - - -
Klinik Proteiniirik nefropati - - - -
Seyir Ilerleyici - - - -
Hematolojik bulgular
Gérillme zamant Cerrah i operasyon ya da
dogumdan sonra
Trombositopeni + + 1 kez - -
Biiyiik trombositler + + NA NA +
Uzamis kanama zamant + NA NA NA NA

Nétrofilik inkliizyon cisimleri + - NA NA -
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Lymphocytes

—— 89t percentile
90th percentile
50th percentile

= 10th percentile
= —— 1st percentile
E=
=
5
©
o
E
5
[
=
Age (years)
Heterozigot Homozigot

ACCAYGTTT ACCAT GTTT

TERT D_—_O

c.1700C>T T/C T/c
p.Thr567Met T ﬂ
7 T T/C T/C c/c I

C.

Heterozigot Homozigot
MYH9 EF::::ﬁg CCAGRCAGG CCAGACAGG
€.1555G>A G G
p.Ala519Thr

4 AfA G/G G/G AfA
En blylk
trombosit 4,45um/1 1.8pm/4  4,95um/1 4,95um/1 I I

boyutu/sayisi(adet)
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FAM71A 0

C827_828de| del/wt del/wt
p.Lys276ArgfsTer142

o L0

del/del del/wt  del/wt del/wt
Heterozigot Homozigot
CAGGGGGKWWWAG CAGGGGGGATTAG

CAGGGGGGATTAAAG

Sekil 4.1. TRBMFS-0137_03 numarali bireyin yas uyumlu kontroller kullanilarak
yapilmis telomer boy oOlgiimiine ait grafik, Klinik bulgular ile uyumlu
olabilecek  degisikliklerin  pedigride  segregasyonu Vve  sekans
elektroferogram goriintiileri. A. Bireyin yapilan telomer boy olgtimlerinin
yas ile uyumlu kontrollerin telomer boylari ile karsilagtirildig1 grafikte, X
ekseni yasi (yil), y ekseni lenfositlerin (iistte), graniilositlerin (altta) telomer
boyunu (kbp) temsil etmektedir. Grafikler iizerindeki siyah nokta ise
indekse ait telomer boy uzunlugunu gostermekte olup, grafikler
incelendiginde indeksin hem lenfoid hem de graniilositer seri elemanlarina
ait telomer boyunun ayni yastaki bireylere kiyasla <1 persentil oldugu
goriilmektedir. B. TERT genindeki degisikligin aile boyu segregasyon ve
sekans elektroferogram goriinimii, C. MYH9 genindeki degisikligin aile
boyu segregasyon ve sekans elektroferogram goriinimii, D. FAM71A
genindeki degisikligin aile boyu segregasyon ve reverse yonden yapilan
sekans elektroferogram goriiniimii.
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4.2.3. TRBMFS-0266_03 numarah Bireyin Klinik Bulgular1 ve WES

Analiz Degerlendirmesi

Ebeveynleri arasinda akraba evliligi olan ve ilk kez 2 yas 6 aylik iken viicutta
olusan ekimozlar nedeni ile hastaneye basvuran erkek hastanin yapilan tetkiklerinde
Hb: 12.2gr/dL, ANS: 6500/uL. Trombosit: 77.000/mm? saptanmasi iizerine hastaya TS
tedavisi verilmistir. DEB testinde kromozomal kirik artis1 saptanmayan hastanin
trombositopeni etyolojisini belirlemeye yonelik yapilan periferik yaymasinda dev
trombositler ve kemik iligi incelemesinde ise megakaryosit artist olmayan hafif
hiposelliiller kemik iligi saptanmustir. Yapilan {iriner ultrason incelemesinde ise

bilateral bobrek parankim ekojenitesinde diffiiz artis bulunmustur.
WES Analiz Degerlendirmesi

Homozigot varyant filtrelemesi sonucunda hastaliktan sorumlu olmaya
aday 15 (Tablo 4.7), heterozigot varyant filtrelemesi sonucunda ise kemik iligi
yetmezligi olusturmasi beklenen 1 (Tablo 4.8) gii¢lii aday varyant belirlenmis, birlesik
heterozigotluk filtrelemesinde herhangi bir aday varyant saptanmamustir. Bu bulgulara
ek olarak, heterozigotluk filtrelemesinde olast zararli mutasyon olan
toplamda 205 varyant gozenmis olmakla birlikte saptanan giiclii varyantin mevcut

fenotipi agikladig1 diisiiniilmiistiir.



Tablo 4.7. TRBMFS-0266 03 numaral1 bireyin hastaliktan sorumlu olmaya aday homozigot varyantlarinin 6zelliklerinin degerlendirilmesi

Gen Chr Lokasyon Varyant bilgisi In-silico Clinvar Hastahk Bilgisi Gen-Fonksiyon Sanger Sonug
(bp) (varsome- bilgisi validasyon
polyphen)
TALDO1 11 760,181 €.389A>G Polyphen: - Transaldolase Transaldolase 1 Valide edildi Aile bireylerine ait
p.Lys130Arg Benign deficiency (OR) Ornek olmamasi
Varsome: sebebi ile
11P11B segregasyon
analizi yapilamadi
WDR25 14 100,863,579 €.55G>T Polyphen: - - - WD repeat- - Kanonik ve kanda
p.Glul9Ter Mutation Taster: containing protein eksprese olmayan
Disease causing 25 transkriptte
Cesitli hiicresel saptanan
siiregler degisiklik elendi
KIAA2026 9 5,923,078 €.2918G>T Polyphen: - - - - In-silico
p.Cys973Phe Benign degerlendirme ile
Varsome: 6P15B elendi
OR52N1 11 5,809,925 €.122T>G Polyphen: - - Olfactory receptor, - Fonksiyon uygun
p.lle41Ser Benign family 52, bulunmadi
Varsome: 8P15B subfamily N,
member 1
FLT1 13 29,041,719 ¢.100C>A Polyphen: - - Fms-related - In-silico
p.Leu34Met Probably tyrosine kinase 1 degerlendirme ile
damaging Hiicre elendi
Varsome: proliferasyon ve
10P13B differansiyasyonu
ELMO3 16 67,235,451 €.824G>A Polyphen: - - Engulfment and - Fonksiyon uygun
p.Gly275Asp Probably cell motility gene 3 bulunmadi
damaging
Varsome:
10P11B
KDM4C 9 6,793,068 c.80G>A Polyphen: - Lysine demethylase - In-silico
p.Arg27GIn Benign 4c degerlendirme ile
Varsome: 1P21B Histon elendi
modifikasyonu
IRF7 11 613,102 c.1292G>A Polyphen: 1-vUS ?Immuno Interferon - Klinik bulgular
p.Arg431GIn Benign deficiency 39 (OR) | regulatory factor 7 uyumlu bulunmadi
Varsome: 4P18B

€9



Tablo 4.7. (Devami) TRBMFS-0266 03 numarali bireyin ekzom analizi sonucunda elde edilen hastaliktan sorumlu olmaya aday
homozigot varyantlarin 6zelliklerinin degerlendirilmesi

TRPM5 11 2,432,983 €.2489C>T Polyphen: - - Transient receptor In-silico
p.Ala830Val Benign potential cation degerlendirme ile
Varsome: 0P22B channel, subfamily elendi
m, member 5
DNHD1 11 6,578,075 €.7550G>A Polyphen: - Spermatogenic Dynein heavy chain Klinik bulgular
p.Arg2517His Probably failure 65 (OR) domain 1 uyumlu bulunmad:
damaging
Varsome:
11P11B
CTR9 11 10,800,555 €.3425G>C Poyphen: Benign | 1-VUS - Ctr9 homolog, In-silico
p.Gly1142Ala Varsome: 5P18B pafl/rna degerlendirme ile
polymerase ii elendi
complex component
Transkripsiyon
regiilatorii
ATXN1L 16 71,885,443 €.1800G>C Polyphen: - - Ataxin 1-like In-silico
p.GIn600His Benign Notch sinyal degerlendirme ile
Varsome: 2P19B baskilanmasi elendi
GSDMA 17 38,128,870 €.751+1_751+4del Polyphen:- - - Gasdermin 1 Dizinin
degerlendirilmesin
de splice site’1
degistirmedigi
goriildi
HSD17B1 17 40,706,455 c.572C>T Polyphen: - - 17-beta- Klinik bulgular
p.Thr191lle Probably hydroxysteroid uyumlu bulunmad:
damaging dehydrogenase |
Varsome: 12P5B
PCDH11Y Y 5,369,219 €.3251A>G Polyphen: - - Protocadherin 11, In-silico
p.Tyrl084Cys Possibly y-linked degerlendirme ile
damaging elendi
Varsome: 6P5B

79
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Tablo 4.8. TRBMFS-0266_03 numarali bireyin kemik iligi yetmezligi bulgusu ile
iliskilendirilen heterozigot varyantlarinin &zelliklerinin degerlendirilmesi.
Klinik durumu agikladig: diisiiniilen varyant bilgileri kirmizi ile gosterilmistir.

bocytopenia
and
granulocyte
inclusions
with or
without
nephritis or
sensorineura
| hearing
loss (OD)

Gen Chr | Lokasyon | Varyant In-silico Clinvar Hastahk Gen- Sanger Sonug¢
(bp) bilgisi (varsome- Bilgisi Fonksiyon validasyon
polyphen) bilgisi
MYH9 22 36,702,031 | c.2104C>T Polyphen: 8-Patojenik Deafness, Myosin, Valide MYH-9
p.Arg702 Probably autosomal heavy chain | edildi iligkili
Cys damaging dominant 17 | 9, fenotip
Varsome: (OD) nonmuscle
22P1B Macrothrom

Hastada saptanan aday varyantlar degerlendirildiginde MYH9 genindeki

heterozigot ¢.2104C>T (p.Arg702Cys) varyantinin hastanin fenotipinden sorumlu

olabilecegi disiiniilmiistiir (Sekil 4.2). GnomAD veri tabaninda bu varyanta sahip

daha once bildirilmis homozigot ya da heterozigot bir birey bilgisi bulunmamaktadir.

MYH9 genindeki heterozigot degisiklikler makrotrombositopeni, isitme kaybi ve nefrit

(OMIM 155100) fenotipi ile iliskilendirilmistir.

Hasta ve aile bireylerine ulasilamamasi sebebi ile ayrmtili muayenesi

yapilamayan hastanin hastane bilgi yonetim sistemi lizerinden elde edilen verileri

degerlendirildiginde periferik yaymada belirgin makrotrombositopenisinin bulunmasi

ve olasi bir renal hasar ile iligkili olabilecek bilateral artmis bobrek parankim

ekojenitesinin olmast MYH-9 iligkili klinik ile uyumlu bulgulari olarak saptanmuistir.

MYH9
c.2104C>T

p.Arg702Cys

Heterozigot

CATCYGTAT

[
|I|||

Sekil 4.2. TRBMFS-0266_03 numarali bireyin aile agaci ve klinik bulgular ile uyumlu
olabilecek MYH9 genindeki degisikligin sekans elektroferogram goriintiisii
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4.2.4. TRBMFS-0134_03 numarah Bireyin Klinik Bulgular1 ve WES

Analiz Degerlendirmesi

Ebeveynleri arasinda akraba evliligi olan ve oligohidramniyoz nedeni
ile 33. gestasyonel haftada 1300 gr diisiik dogum agirligi ile dogan kiz hastanin
dogumdan sonra solunum sikintist olmasi sebebi ile 3 giin yogun bakimda izlenmistir.
Bu donemde kandaki oksijen satiirasyonu diisiik seyreden hastaya ES tedavisi
baslanmigtir. Dogum sonrast donemde 3 kez siddetli ishal ve sepsis nedeni ile
hastanede yatarak izlenen hastanin bu donemde yapilan tetkiklerinde en diisiik degerler
Hb: 7.7gr/dL, ANS: 100/uL Trombosit: 11.000/mm? olarak saptanmis ve replasman
tedavileri baglanmigtir. Hastane bilgi yonetim sistem kayitlarindan hastanin isitme
testinde sol kulakta isitme problemi oldugu, gozde bilateral skar olup, bunun
Toxoplazma Gondii enfeksiyonu ile uyumlu oldugu, batin USG ve kemik iligi
incelemelerinin normal olarak saptandigi bilgisi edinilmistir. SBDS gen dizi analizinde
ise patojenik varyant saptanmayan hasta, takipleri sirasinda dis merkezde hayatini

kaybetmistir.
WES Analiz Degerlendirmesi

Homozigot varyant filtrelemesi sonucunda hastaliktan sorumlu olmaya
aday 10 (Tablo 4.9), heterozigot varyant filtrelemesi sonucunda ise kemik iligi
yetmezligi olusturmasi beklenen 2 (Tablo 4.10) ve olasi zararlit mutasyon sinifinda yer
alan 4 varyant elde edilmis (Tablo 4.11) olup, birlesik heterozigotluk filtrelemesinde

aday varyant saptanmamustir.



Tablo 4.9. TRBMFS-0134 03 numarali bireyin hastaliktan sorumlu olmaya aday homozigot varyantlarin 6zelliklerinin degerlendirilmesi.

Klinik durumu agikladig: diisiiniilen varyant bilgileri kirmizi ile gosterilmistir.

Hiicre kontraksiyonu
NOTCH komponenti

Gen Chr Lokasyon (bp) Varyant bilgisi In-silico Clinvar Hastalik bilgisi Gen-Fonksiyon bilgisi Sanger Sonug
(varsome- validasyon
polyphen)
EFL1 15 82,422,793 €.3284G>A Polyphen: 1-VUS Shwachman- Elongation factor-like Valide edildi Shwachman-Diamond
p.Arg1095GIn Probably 1-Patojenik Diamond GTPase 1 Sendromu 2
damaging sendromu 2 (OR) Pre-60S’den elF6’nin
12P4B uzaklastirilmasi
TNFSF11 13 43,148,522 c.83G>A Polyphen: Benign | 3-VUS Osteopetrozis TNF ligand superfamily Valide edildi Klinik 6nemi
p.Gly28Asp Varsome: (OR) member 11 bilinmeyen varyant
3P1U12B Osteoklast fonksiyonunda
regiilator
DIDO1 20 61,525,450 €.2669C>G Polyphen: - - Death-inducer obliterator 1 - In-silico
p.Ser890Cys Probably Caspas3/9 tizerinden degerlendirme ile
damaging apoptozis elendi
Varsome: 5P15B
MTMR6 13 25,839,959 €.589G>A Polyphen: Benign | - - Myotubulerin related protein | - In-silico
p.Glul97Lys Varsome: 4P15B 6 degerlendirme ile
Vesicular trafficking elendi
KCNRG 13 50,594,584 €.813G>T Polyphen: Benign | - - Potassium channel regulator | - In-silico
p.Lys271Asn Varsome: 3P16B degerlendirme ile
elendi
DHRS12 13 52,371,979 €.256C>T Polyphen: - - Short chain dehidrogenase - In-silico
p.Arg86Trp Probably reductase family member 12 degerlendirme ile
damaging elendi
Varsome: 6P13B
CRAMP1 16 1,703,106 c.986A>G Polyphen: Benign | - - Cramped chromatin - In-silico
p.Asn329Ser Varsome: 3P16B regulator homolog 1 degerlendirme ile
elendi
CRAMP1 16 1,664,719 c.79T>G Polyphen: Benign | - - Cramped chromatin - In-silico
p.Ser27Ala Varsome: 1P19B regulator homolog 2 degerlendirme ile
elendi
DSCAM 21 41,450,700 c.4625C>G Polyphen: - - Down syndrome cell - Fonksiyon uygun
p.Thrl542Ser Probably adhesion molecule bulunmadi
damaging Down sendromu visseral
Varsome: 12P9B anomalileri
PRAG1 8 8,185,715 c.2577C>A Polyphen: Benign | - - Peak 1 related kinase - In-silico
p.His859GIn Varsome: 0P16B activating pseudokinase 1 degerlendirme ile

elendi

L9



Tablo 4.10. TRBMFS-0134_03 numarali bireyin kemik iligi yetmezligi bulgusu ile iliskilendirilen heterozigot varyantlarinin dzelliklerinin
degerlendirilmesi. Klinik durumu agikladig1 diistiniilen varyant bilgileri kirmizi ile gdsterilmistir.

Gen

Chr

Lokasyon
(bp)

Varyant
bilgisi

In-silico
(varsome-
polyphen)

Clinvar

Hastahk Bilgisi

Gen-
Fonksiyon
bilgisi

Sanger
validasyon

Sonuc¢

TP53

17

7,578,403

€.527G>T
p.Cys176 Phe

Polyphen:
Probably
damaging
Varsome: 18P2B

16-Likely pathogenic
15-Somatik
1-Germline

Bone marrow failure
syndrome 5 (OD)
Breast cancer, somatic
Hepatocellular
carcinoma, somatic
Li-Fraumeni
syndrome (OD)
Nasopharyngeal
carcinoma, somatic
Pancreatic cancer,
somatic
(Adrenocortical
carcinoma, pediatric)
(OD)

(Basal cell carcinoma
7) (OD)

(Choroid plexus
papilloma) (OD)
(Colorectal cancer)
(OD, SMu)

(Glioma susceptibility
1) (OD, SMu)
(Osteosarcoma)
(SMu)

Tumor
protein p53

Valide edildi

Somatik oldugu
gosterildi

ITK

156,649,949

c.572C>T
p.Alal91 Val

Polyphen: Benign
Varsome: 3P15B

2-VUS

Lymphoproliferative
syndrome 1(OR)

IL2-
inducible t-
cell kinase

Kalitim kalib1
uyumsuzlugu
nedeni ile elendi
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Tablo 4.11. TRBMFS-0134_03 numarali bireyde saptanan heterozigot splice-nonsense-indel varyantlarinin 6zelliklerinin degerlendirilmesi

Gen Chr Lokasyon Varyant In-silico Clinvar Hastalk Bilgisi Gen- Sanger Sonug
(bp) bilgisi (varsome- Fonksiyon validasyon
polyphen) bilgisi

GH1 17 61,995,244 €.332C>A Polyphen: - - Growth hormone deficiency, | Growth - Hastalik
p.Serlll Varsome: 7P1B isolated, type IA(OR) hormone 1 mekanizmasi
Ter Growth hormone deficiency, uygun bulunmadi

isolated, type IB (Dominant negatif
Growth hormone deficiency, etki)

isolated, type 11(OD)

Kowarski syndrome(OR)

TPO 2 1,497,750 €.1946_ Polyphen: - - Thyroid dyshormonogenesis | Thyroid - Kalitim kalibi
1969del Mutation taster: 2A(OR) peroxidase uyumsuzlugu
p.Thr649 L | Disease causing nedeni
eu656del Varsome: - ile elendi

ZNF343 | 20 2,474,200 ¢.141dup Polyphen: - - Zinc finger Valide edildi Annede
p.Cys48Leuf | Benign protein 343 heterozigot
sTer100 Mutation taster: saptanip elendi

Disease causing
Polyphen: -

CTCFL | 20 56,083,813 ¢.1514 1522 | Polyphen: - - - Ccctc-binding | Valide edildi Annede
dup Mutation taster: factor-like heterozigot
p.Thr507_Hi | Polymorphism protein saptanip elendi
s508 ins Varsome: - Epigenetik
LeuArg Thr diizenleme

69
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Hastada saptanan aday varyantlar degerlendirildiginde, EFL1 ve TNFSF11

genindeki degisikliklerin hastanin fenotipinden sorumlu olabilecegi diistiniilmiistiir.

EFL1 genindeki degisiklikler otozomal resesif kalitim kalibina uygun olarak
biiylime-gelisme geriligi, pankreas yetmezligi, metafizyal displazi ve kemik iligi
yetmezliginin eslik ettigi Shwachman-Diamond sendromu 2 (OMIM 617941)
fenotipinden sorumludur. Hastada EFL1 geninde homozigot olarak saptanan
c.3284G>A (p.Argl095Gln) degisikligi i¢in gnomAD veri tabaninda homozigot birey
bilgisi bulunmazken, 7 bireyin heterozigot olarak bildirildigi saptanmistir. Hastanin
klinik takiplerinin olmamasi ve bu donemde hayatin1 kaybetmesi sebebi ile ayrintili
muayene edilememis ve ayrintili klinik bulgulara ulagilamamis olsa da, kemik iligi
yetmezligi, pankreas yetmezligini diisiindiirecek kronik ishalinin olmasi ve gelisme

geriligi Shwachman-Diamond sendromu 2 ile uyumlu olarak degerlendirilmistir.

Yapilan segregasyon analizinde ise her iki ebeveynin ayni varyanti heterozigot

olarak tasidig1 saptanmustir (Sekil 4.3.A).

Ayrica hastada klinik bulgular ile iliskili olabilecek TNFSF11 geninde
€.83G>A (p.Gly28Asp) degisikligi homozigot olarak bulunmustur. TNFSF11
genindeki degisiklikler otozomal resesif kalitim paternine uygun olarak pansitopeniye
osteoskleroz ve ¢oklu kemik kiriklari gibi gesitli kemik bulgularinin ve kemik
sklerozunun eslik ettigi Osteopetrozis, Otozomal Resesif 2 (OMIM 259710)
fenotipinden sorumludur. Hastada TNFSF11 geninde homozigot olarak saptanan
varyant i¢in gnomAD veri tabaninda homozigot olan birey bilgisi bulunmuyorken, 101
bireyin heterozigot olarak bildirildigi saptanmistir. Hastanin isitme testinde sol kulakta
isitme problemi saptanmasi ve pansitopeni bulgular1 osteopetrozis ile uyumlu olsa da
Klinik taniy1 destekleyecek olan kemik sklerozu, optik atrofi ve hepatosplenomegali

(HSM) bulgularina yénelik ayrintili incelemeleri yapilamamustir.

Bu varyantin valide edilmesi i¢in bdlgeye 0zgii tasarlanan primer ¢iftinde
annenin de ayni varyanti homozigot olarak bulundurdugu saptanmistir. Annede
varyant alelde drop-out olabilecegi géz Oniine alinarak bolgeye 6zgii farkli primer
tasarimi yapilmis ve ikinci kez tasarlanan primer ile yapilan dizi analizinde ise annenin
de babada oldugu gibi saptanan varyant agisindan heterozigot oldugu goriilmiistiir

(Sekil 4.3.B). TNFSF11 genindeki varyant hastalik ile uyumlu segregasyon gosterse
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de hastanin osteopetrozis klinigini destekleyecek kemik grafilerinin olmamasi sebebi

ile bu varyant klinik 6nemi bilinmeyen varyant sinifinda degerlendirilmistir.

Ayrica hastada TP53 geninde heterozigot ¢.527G>T (p.Cys176Phe) varyanti
saptanmustir. Saptanan bu varyant gnomAD veri tabaninda 1 kiside heterozigot olarak
bildirilmistir. Ancak gnomAD veri tabani iizerinden bu bireye ait IGV goriintimii
degerlendirildiginde 142 okumanin 41’inde varyant allelin saptanmis oldugu goriilmiis
ve gnomAD veri tabanina eklenen bu varyantin somatik bir varyant olabilecegi
disiiniilmiistiir. Benzer sekilde tez kapsaminda c¢alisilan hastanin da IGV
degerlendirmesinde bu bélgenin toplamda 121 kez okundugu ve 24 okumada varyant
allelin saptandig1 goriilmiistiir. Bolgenin okuma sayisina gore varyant allelin okuma
sayisinin ¢ok diisiik olmasi bizim hastamizda da bu varyantin somatik oldugunu
gostermistir. Ayrica, yapilan validasyon ve segregasyon ¢alismasi ile, indeks vakanin
orneginden elde edilen sekans elektroferogram goriiniimiinde varyant allelin wild tip
allelin altinda ¢ok kii¢iik bir pik seklinde goriinmesi ve anne-babada bu degisikligin

saptanmamasi bu kaniy1 desteklemistir (Sekil 4.3.C).

TP53 geni germline heterozigot degisiklikleri bir kanser yatkinlik sendromu
olan Li-Fraumeni Sendromu (OMIM 151623) ve kemik iligi yetmezligi
tip 5 (OMIM 618165) fenotipi ile iliskilendirilirken, somatik degisiklikleri ise ¢esitli

kanser fenotipleri ile iliskilendirilmistir.

Sonu¢ olarak hasta hem kemik iligi yetmezligine sebep olabilecek
Shwachman-Diamond sendromu 2 fenotipinden sorumlu germline bir varyanti hem de
kanserlerde ¢ok o©nemli bir yeri olan TP53 genindeki somatik bir varyanti

bulundurmaktadir.
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Heterozigot Homozigot
EFL1 D:O o Suru s AT i

€.3284G>A A/G AIG
p.Arg1095GIn

N
I‘l l"; ‘ || H| ‘[ H ‘
| i |ll il ‘|U |‘ | .

|

\
B.
TNFSF11 D———O Heterozigot Homozigot
c.83G>A A/G A/G GAGGRCCCC GAGG ACCCC
p.Gly28Asp |
|||||
S opo.e il
- A/A 1
C.
TP53 D———O Wild-tip homozigot Somatik
c.527G>T G/G G/G cGCcTGCCCC cGCcTGCCCC
p.Cys176Phe
00 L& il i
1/G 1 1

Sekil 4.3. TRBMFS-0134 03 numaral1 bireydeki Klinik bulgular ile uyumlu olabilecek
degisikliklerin pedigride segregasyonu ve sekans elektroferogram
goriintiileri. A. EFL1 genindeki varyantin aile boyu segregasyon ve sekans
elektroferogram goriiniimii, B. TNFSF11 genindeki varyantin aile boyu
segregasyon ve sekans elektroferogram gortinimii, C. TP53 genindeki
varyantin aile boyu segregasyon ve sekans elektroferogram goriiniimii.
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4.2.5. TRBMFS-0232_03 numarah Bireyin Klinik Bulgular1 ve WES

Analiz Degerlendirmesi

Ebeveynleri arasinda akraba evliligi olan ve 36. gebelik haftasinda IUGR ve
fetal distres nedeni ile 1905 gram diisiik dogum agirlikli dogan erkek hasta, dogumdan
sonra beslenme sikintisi ve sebebi belirlenemeyen ates nedenleri ile 29 giin hastanede
yatis1 yapilarak izlenmistir. Ardindan devam eden takiplerinde de sik enfeksiyon
Oykiisii olmus ve bu nedenle bir¢cok kez hastane yatis1 gerekmistir. Gegirdigi sik orta
kulak enfeksiyonlar1 nedeni ile her iki kulaga da ventilasyon tlipti takilmigtir. Ayrica
fizik muayenede gozlenen hipotoni ve mikrosefali bulgularina yonelik olarak yapilan
kraniyal MR’da lateral ventrikillerde bilateral genisleme saptanmistir. Goz
muayenesinde bilateral miyopi, EKO’da aort kapak anomalisi, PFO (Patent Foramen

Ovale) ve TY (Trikiispit Yetmezligi) belirlenmistir.

Hasta gelisim becerilerini yasitlarina kiyasla daha ileri yaslarda kazanmustir.
Buna yonelik yapilan degerlendirmede hastanin § aylik iken bas tutma, 2 yas 6 aylik
iken destekli oturma becerilerini kazandig: bilgisi edinilmistir. Hasta 8 aylik iken 6zel
egitime baglamistir. Epileptik nobet dykiisii bulunmayan hastanin EEG’sinde epileptik
aktivite izlenmemistir. Yutma disfonksiyonu da bulunan hasta mama ile
beslenmektedir.

Sitopeni bulgusu ilk kez 2 yasinda inmemis testis nedeni ile planlanan
operasyon oOncesinde Yyapilan tetkiklerde goriilmiistir ve notropeni olarak
degerlendirilmistir. Aralikli olarak hafif anemi bulgusu da goriilen hastanin kemik iligi
aspirasyon biyopsisinde normoselliiler olan kemik iliginde, M/E oraninin arttigi,
myeloid seride sola kaymanin mevcut oldugu ancak matiirasyon segmentinin notrofile
kadar tam oldugu ve displazinin belirgin olmadig1 belirlenmistir. Farkli merkezler
tarafindan yapilan HAX1/G6PC3/ELANE/SBDS genlerine ait dizi analizlerinde ve
mitokondriyal delesyon panelinde fenotip ile iliskili bir mutasyon gézlenmemistir.
DEB testinde de kromozomal kirik artisi bulunmamaktadir. Anabilim dalimiz
tarafindan degerlendirilen ADA2 gen dizi analizinde de hastalik ile iligkili varyant
saptanmamustir. Sirast ile periferik kan 6rneginden ve kemik iligi 6rneginden yapilan
karyotip analizleri 46,XY ve 46,XY[10]/45,XY,-20[1] olarak belirlenmistir. Simdiye
kadar sadece girisimsel islemler oncesinde G-CSF tedavisi almis olup, ndtropeniye

yonelik devamli tedavi kullanmamaktadir.
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Dort yasinda iken yaptigimiz fizik muayenede boy 90 cm (<3p), kilo 12 kg
(<3p), bas ¢evresi 46 cm (<3p) olarak saptanmistir. Fizik muayenede dar ve diiz alin,
bifrontal darlik, diiz oksipital bolge, giir ve kivrik Kirpikler, asag: egilimli palpebral
araliklar, basik burun kopriisii, bulb6z burun ucu, malar hipoplazi, silik nasolabial
oluklar ve retraktil sag testis saptanmistir. Uyaranlara cevap vermeyen ve goz temasi
kurmayan hastanin desteksiz oturma, yiirlime ve konusma becerilerini kazanamadigi

gozlenmistir.
WES Analiz Degerlendirmesi

Homozigot varyant filtrelemesi sonucunda hastaliktan sorumlu olmaya
aday 3 (Tablo 4.12), heterozigot varyant filtrelemesi sonucunda ise kemik iligi
yetmezligi olusturmasi beklenen 2 (Tablo 4.13) ve olas1 zararlit mutasyon sinifinda yer
alan 8 varyant elde edilmis (Tablo 4.14) olup, birlesik heterozigotluk filtrelemesinde

aday varyant saptanmamustir.



Tablo 4.12. TRBMFS-0232 03 numarali bireydeki hastaliktan sorumlu olmaya aday homozigot varyantlarin 6zelliklerinin degerlendirilmesi.

Klinik durumu agikladigi diisiiniilen varyant bilgileri kirmizi ile gosterilmistir.

Gen Chr Lokasyon Varyant bilgisi In-silico Clinvar Hastalik Bilgisi | Gen-Fonksiyon Sanger Sonug¢
(bp) (varsome- bilgisi validasyon
polyphen)
VPS13B 8 100,026,078 c.62T>G Polyphen: - Cohen Vacuolar Protein Valide edildi Cohen
p.Leu21Ter Unknown Sendromu (OR) | Sorting 13 sendromu
Varsome: 8P1B Homolog B
Endosomal/
lisosomal
trafficking
FLG 1 152,277,448 €.9914G>A Polyphen: Benign - Dermatitis, Filaggrin - Klinik
p.Arg3305His Varsome: 0P17B atopic, Keratinosit bulgular
susceptibility to, | farklilagmasi uyumlu
2 bulunmadi
Ichthyosis
vulgaris(OD/
OR)
HSD17B3 9 99,064,254 €.133C>T Polyphen: Probably | 1-Likely Pseudohermaph | 17-Beta - Klinik
p.Arg45Trp damaging benign roditism, male, Hydroxysteroid bulgular
Varsome: 7P14B 1-VUS with Dehydrogenase 111 uyumlu
gynecomastia Hipofiz bulunmadi
(OR) adenomgarinda
Ostrojenik aktivite

7



Tablo 4.13. TRBMFS-0232_03 numaral1 bireyin kemik iligi yetmezligi bulgusu ile iliskilendirilen heterozigot varyantlarinin dzelliklerinin

degerlendirilmesi
Gen Chr Lokasyon Varyant bilgisi In-silico Clinvar Hastahk Bilgisi Gen- Sanger Sonug¢
(bp) (varsome- Fonksiyon validasyon
polyphen) bilgisi
RHAG |6 49,580,118 | ¢.937T>C Polyphen: Benign | - Anemia, hemolytic, Rh-null, Rhesus blood | Valide edildi Babada
p.Phe313Leu Varsome: 9P13B regulator type (OD) group- heterozigot
Overhydrated hereditary associated saptanip, elendi
stomatocytosis (OD) glycoprotein
FIBP 11 65,653,889 €.412-3_415dup Polyphen: - Thauvin-Robinet-Faivre Fibroblast Valide edildi Kalitim kalibi
p.Aspl39AlafsTer3 | Probably syndrome (OR) growth uyumsuzlugu
damaging factor, nedeni
acidic, ile elendi
intracellular
binding
protein

9/



Tablo 4.14. TRBMFS-0232_03 numarali bireyde saptanan heterozigot splice-nonsense-indel varyantlariin 6zelliklerinin degerlendirilmesi

p.Ala485HisfsTerl4

Mutation Taster:
Disease causing

[High density lipoprotein
cholesterol level QTL 8]

Gen Chr | Lokasyon Varyant bilgisi In-silico Clinvar Hastalik Bilgisi Gen-Fonksiyon Sanger Sonug
(bp) (varsome-polyphen) bilgisi validasyon
GAS6 13 114,566,845 c.49C>T Polyphen: - - Growth arrest-specific 6 Valide edildi Okuma
p.GInl7Ter Varsome: 3P4B sayisinin diigiik
oldugu bolgede
bolgenin
dizilemesi ile
mutasyon
saptanmadi
VWA3B 2 98,920,212 €.3468T>A Polyphen: - ?Spinocerebellar Von willebrand factor a - Kalitim kalib1
p.Tyrl156Ter Varsome: 4P1U3B ataxia, autosomal domain-containing protein uyumsuzlugu
recessive 22 (OR) 3b nedeni
ile elendi
FBLN1 22 45,898,868 c.3G>A Polyphen:- - Synpolydactyly, 3/3'4, | Fibulin1 Caligsma devam
p.-Met1? Varsome: 11P8B associated with Kondrosit proliferasyonu ediyor
metacarpal and
metatarsal synostoses
(OD)
FIBP 11 65,653,889 €.412-3_415dup Polyphen: Probably - Thauvin-Robinet- Fibroblast growth factor, - Kalitim kalib1
p.Aspl139AlafsTer3 damaging Faivre syndrome acidic, intracellular binding uyumsuzlugu
Mutation Taster: (OR) protein nedeni
Disease causing ile elendi
LOXHD1 18 44,057,759 c.6312del Polyphen: Possibly - Deafness, autosomal Lipoxygenase homology - Kalitim kalib1
p.Ala2106GInfsTer9 damaging recessive 77 (OR) domain-containing 1 uyumsuzlugu
Mutation Taster: nedeni
Disease causing ile elendi
CCDC13 3 42,772,035 €.1641_1642insC Polyphen: Probably - - Coiled-coil domain- Valide edildi Babada
p.Glu548ArgfsTerl4 damaging containing protein 13 heterozigot
Mutation Taster: Genom stabilitesi ve silia saptanip, elendi
Disease causing formasyonu
PAK1IP1 6 10,695,230 ¢.16_22dup Polyphen: Probably - - p21-activated kinase- and Valide edildi Babada
p.Tyr8TrpfsTer30 damaging phospholipase c-interacting heterozigot
Mutation Taster: protein 1 saptanip, elendi
Disease causing
VNN1 6 133,004,368 .1453del Polyphen: Benign - - Vanin 1 Valide edildi Babada

heterozigot
saptanip, elendi

LL
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Hastada saptanan aday varyantlar degerlendirildiginde VPS13B genindeki
homozigot ¢.62T>G (p.Leu2lTer) degisikliginin hastanin fenotipinden sorumlu
olabilecegi saptanmustir. Saptanan bu degisiklige ait gnomAD veri tabaninda
homozigot ya da heterozigot bir birey bilgisi bulunmamaktadir. VPS13B genindeki
degisiklikler otozomal resesif kalitim paternine uygun olarak ntropeniye mikrosefali
ve global gelisme geriliginin eslik ettigi Cohen Sendromundan (OMIM 216550)
sorumludur. Hastanin klinik bulgulart da Cohen Sendromu ile uyumlu olarak
bulunmustur (Tablo 4.15). Saptanan degisiklik i¢in yapilan segregasyon analizinde
anne ve babanin aynmi degisikligi heterozigot olarak tasidiklart saptanmistir

(Sekil 4.4).
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Tablo 4.15. Cohen Sendromu ile TRBMFS-0232_03 numarali bireyin bulgularinin
karsilastirilmasi

Cohen Sendromu TRBMFS-0232_03

Dismorfik Bulgular

Mikrosefali

Kisa filtrum

Maksiller hipoplazi

Acik agiz goriiniimi

Asagi egilimli palpebral fissiir
Koryoretinal distrofi
Optik atrofi
Miyop

o N o o ey

Kardiyak Bulgular

MVP + -

Iskelet Bulgular:

Skolyoz + -
Artmig eklem laksitesi + +

+
+

Dar/kisa el-ayak parmaklart

Norolojik bulgular

Motor basamaklarda gerilik

Zihinsel yetersizlik

+ |+ |+

Hipotoni
Epileptik nobet
Biiyiik CC*
Serebral hipoplazi

4+ 4]+ ]|+

Endokrinolojik Bulgular

+
'

Gecikmis puberte
Biiylime hormon eksikligi + NA

Hematolojik Bulgular

Lokopeni + +
Nétropeni + +
1 Corpus Callosum

VPS13B —O Heterozigot Homozigot

C.62T>G /T G/T AACTKAAAG AACTGAAAG
p.Leu2lTer

G/T 4 G/G

Sekil 4.4. TRBMFS-0232_03 numarali bireyin klinik bulgular1 ile uyumlu olabilecek
VPS13B genindeki degisikligin pedigride segregasyonu ve sekans
elektroferogram goriintiileri
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4.2.6. TRBMFS-0248_03 numarah Bireyin Klinik Bulgular1 ve WES

Analiz Degerlendirmesi

Ebeveynleri arasinda akraba evliligi olan ve 39. gebelik haftasinda 2750 gram
dogan erkek hastanin dogumdan sonra yenidogan sepsisi ve mekonyum ileusu én
tanilar1 nedenleri ile 17 giin hastanede izlemi yapilmistir. Topuk kanindan
degerlendirilen Immiin Reaktif Tripsinojen (IRT) degerinin 2 kez yiiksek saptanmasi
(Ilk degeri: 99.7 mmol/L, ikinci degeri: 92.3 mmol/L) ve kilo alamama sebepleri ile
Kistik Fibrozis (KF) on tanist almistir. 1 yas 6 aylik iken yapilan tetkiklerinde
hipokloremik hipokalemik metabolik alkaloz, Hb: 6.7gr/dL, Trombosit: 79.000/mm?,
LDH: 1500U/L ve vitamin B12: 150pg/ml saptanmuistir. Direkt Coombs ve
haptoglobulin ise normal olarak degerlendirilmistir. Yapilan kemik iligi
aspirasyonunda normoselliiler, megakaryositlerin azaldigi, her alanda tek tek
megakaryositlerin, megaloblastik degisikliklerin ve yer-yer vakuolizasyonun
goriildiigi kemik iligi saptanmistir. 1 yas 6 aylik oldugu doneme kadar beslenme
bozuklugu, halsizlik, direngli kusma nedenleri ile 3 kez hastane yatigi olan hastanin
yatiglar1 sirasinda elektrolit bozuklugu ve bisitopeni saptanmistir. Gaita yag analizi ++
olan hastanin, abdominal USG sonucunda karaciger sag lob komsulugunda mezotelyal
kist ve splenomegali saptanmis, fekal elastaz ve CFTR geni sik goriilen mutasyon
taramasina yonelik (Delta F508, 1677delTA, Asn1303Lys, Gly542Ter, Phel052Val,
Trpl282Ter, 3849+10C>T, 2789+5G>A) analizleri ise normal olarak

degerlendirilmistir.

Bir yas sekiz aylik iken yaptigimiz fizik muayenede kilo 9,8 kg (3-10p),
boy 79 cm (3p), bas gevresi 47 cm (10-25p) olarak buldugumuz hasta i¢in 1 yasindan
sonra ek gida destegi baslandigi, beslenme kisitlamasinin olmadigi, yalnizca ara-ara
Hasta 1 yasinda yiirime ve 1 yas 2 aylik iken konusma becerilerini kazanmustir.
Hastanin takvim yas1 1 yas 8 ay iken degerlendirilen kemik yasinin 3 ay ile uyumlu
oldugu belirlenmistir. Dogumdan sonra erken yenidogan sepsisi ve mekonyum ileusu
On tanilar1 ve simdiye kadar 2 kez aldig1 ES tedavileri i¢in toplam 5 kez hastane yatis1
olan hastanin operasyon Oykiisii bulunmamaktadir. Pedigri analizinde ailede kigstik
fibrozis ya da baska bir kronik hastaligi olan birey bulunmamaktadir. Hastanin fizik

muayenesinde sinirda biiytime geriliginin disinda minor dismorfik yiiz bulgular: (hafif
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frontal bossing, sinofrizis ve 6ne yerlesimli kulaklar) izlenmistir. Yapilan kombine
kan/idrar aminoasit taramasinda katyonik aminoasitlerden lizin ve arjininin idrar
atilimlarinin yiiksek oldugu, amonyak degerinin normal oldugu saptanmistir. Ayrica
hasta 1 yas 6 ay oldugu donemden itibaren 6 ay araliklarla yapilan ter testinde klor

Ol¢limii sirasiyla 86-80-63 mmol/L olaqrak belirlenmistir.
WES Analiz Degerlendirmesi

Homozigot varyant filtrelemesi sonucunda hastaliktan sorumlu olmaya
aday 7 (Tablo 4.16), heterozigot varyant filtrelemesi sonucunda ise kemik iligi
yetmezligi olusturmasi beklenen 2 (Tablo 4.17) ve olasi zararlt mutasyon sinifinda yer
alan 4 varyant elde edilmis (Tablo 4.18) olup, birlesik heterozigotluk filtrelemesinde

aday varyant saptanmamustir.



Tablo 4.16. TRBMFS-0248_03 numarali bireydeki hastaliktan sorumlu olmaya aday homozigot varyantlarin 6zelliklerinin degerlendirilmesi.

Klinik durumu agikladig1 diisiiniilen varyant bilgileri kirmizi ile gdsterilmistir.

Gen Chr | Lokasyon Varyant bilgisi In-silico Clinvar | Hastalik Bilgisi Gen-Fonksiyon Sanger Sonug¢
(bp) (varsome- bilgisi validasyon
polyphen)
SLC7A7 14 23,243,231 €.1335_1340del Polyphen: - - Lysinuric protein Solute Carrier Valide edildi | Lizintirik
p.Gly446_lle447del Mutation taster: intolerance(OR) Family 7 (Cationic protein
Polymorphism Amino Acid intoleransi
Transporter, y+
System), Member 7
CFTR 7 117,307,030 c.4312delC Polyphen: - Cystic fibrosis(OR) Cystic Fibrosis Valide edildi | Kistik fibrosis
p.Argl438GlyfsTerl0 Unknown Congenital bilateral Transmembrane
Mutation taster: absence of vas Conductance
Disease causing deferens(OR) Regulator
Pancreatitis,
hereditary(OD)
RILP 17 15,52,238 c.530G>A Polyphen: - - Rab-Interacting - In-silico
p.Argl77Lys Benign Lysosomal Protein degerlendirme
Varsome: 1P18B Rab7 aracilt ile elendi
lizozom morfolojisi
DMBT1 10 124,361,305 €.3344-8C>T Polyphen: - - - Deleted In - Fonksiyon
Malignant uygun
Brain Tumors 1 bulunmad:
ZMYND15 17 4,649,197 €.2141C>G Polyphen: - ?Spermatogenic Zinc Mynd- - In-silico
p.Pro714Arg Benign failure 14(OR) Containing degerlendirme
Varsome: 0P19B Protein 15 ile elendi
TAF4 20 60,639,932 €.935C>G Polyphen: - - RNA Polymerase I, | - In-silico
p.Ala312Gly Benign TATA BOX- degerlendirme
Varsome: BINDING Protein- ile elendi
1P1118B Associated Factor
SSX3 X 48,209,451 c.437C>T Polyphen: - - Synovial Sarcoma, | - Fonksiyon
p.Thrl46lle Benign X Breakpoint 3 uygun
Varsome: 3P14B bulunmadi

8



Tablo 4.17. TRBMFS-0248_03 numaral1 bireyin kemik iligi yetmezligi bulgusu ile iligskilendirilen heterozigot varyantlarinin 6zelliklerinin

degerlendirilmesi
Gen Chr | Lokasyon Varyant bilgisi In-silico Clinvar | Hastalhk Bilgisi Gen-Fonksiyon Sanger validasyon | Sonug
(bp) (varsome-polyphen) bilgisi
GFI1 1 92,946,412 €.532G>C Polyphen: Benign - ?Neutropenia, Growth factor-independent 1 | Valide edildi Babada
p.Gly178Arg Varsome: 4P19B nonimmune chronic heterozigot
idiopathic, of adults saptanip elendi
(OD)
Neutropenia, severe
congenital 2, autosomal
dominant (OD)
FANCD?2 3 10,114,603 €.2543T7>C Polyphen: Probably damaging | - Fanconi anemia, Fancd2 gene - Kalitim
p.Leu848Ser Varsome: 2P20B complementation group kalib1
D2 (OR) uyumsuzlugu
nedeni ile elendi
Tablo 4.18. TRBMFS-0248 03 numarali bireyde saptanan heterozigot splice-nonsense-indel varyantlarinin 6zelliklerinin degerlendirilmesi
Gen Chr Lokasyon Varyant bilgisi In-silico Clinvar Hastahik Bilgisi | Gen-Fonksiyon Sanger validasyon | Sonug
(bp) (varsome- bilgisi
polyphen)
GDPD4 11 76,956,549 €.865-2A>C Polyphen: - - - Glycerophosphodiester Valide edildi Babada
Varsome: 4P2B phosphodiesterase domain heterozigot
containing 4 saptanip elendi
DGKG 3 185,983,035 €.1269+1G>A Polyphen: - - - Diacylglycerol kinase, gamma | Valide edildi Annede
Varsome: 6P0B Hiicre i¢i 2. haberci yolag: heterozigot
saptanip elendi
CCDC149 4 24,810,133 €.1468G>T Polyphen: - - - Coiled-coil domain Valide edildi Babada
p.Glu490Ter Varsome: containing 149 heterozigot
3P1USB saptanip elendi
FAM227B 15 49,860,478 €.710dup Polyphen: - - Family - PLI o/e
p.Met2371lefsTerl7 Benign with sequence similarity 227 oran1:1.07
Mutation member B gorilip elendi
Taster: Disease
causing

€8
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Hastada saptanan tiim aday varyantlar incelendiginde hastanin klinik
bulgularini agiklayabilecek iki farkli gende degisiklik saptanmistir. Bunlar CFTR
geni  27. ekzondaki c.4312delC  (p.Argl438GlyfsTerl0) ve SLC7A7
geni 10. ekzondaki ¢.1335_1340del (p.Gly446_lle447del) degisiklikleri olup her iki
degisiklik i¢in de gnomAD veri tabaninda homozigot ya da heterozigot bir birey bilgisi

bulunmamaktadir.

SLC7AT genindeki degisiklikler otozomal resesif kalitim kalibina uygun olarak
Liziniirik Protein intolerans1 (OMIM 222700) fenotipine neden olmaktadir. SLC7A7
geninde saptanan g¢erceve kaymasina neden olmayan delesyon in-silico (Mutation
Taster) degerlendirmede polimorfizm olarak 6n goériilmesine ragmen, hastanin klinik
bulgulart liziniirik protein intoleransi agisindan degerlendirildiginde fenotipin hastalik

ile uyumlu oldugu saptanmistir (Tablo 4.19).

CFTR geni otozomal resesif kalitim kalibina uygun olarak Kistik Fibrozis
(OMIM 219700) fenotipine neden olmaktadir. Hastada CFTR geninde bulunan ve
cergeve kaymasina neden olan c.4312delC (p.Argl438GlyfsTer10) degisikligi in-
silico (Mutation Taster) degerlendirmede hastalik sebebi olarak tanimlanmistir.
Fenotiple uyumluluk degerlendirildiginde bu degisikligin hastada konjenital
donemden itibaren goriilen elektrolit bozuklugunu acikladigr diistiniilmiistiir
(Tablo 4.20). Bu ¢alismada tanimlanan mutasyon 1989 yilinda Kistik Fibrozis Genetik
Konsorsiyumu tarafindan baslatilan ve sistematik olarak CFTR geninde tanimlanmig
mutasyonlart toplayan “Cystic Fibrosis Mutation Database” ve Clinvar veri

tabanlarinda bildirilmemis yeni bir mutasyondur.

Her iki gendeki degisikliklere bagl olarak ortaya ¢ikan klinik bulgulara sahip
ve bu nedenle harman fenotip olarak degerlendirilen hastanin anne ve babasinin da her

iki degisikligi heterozigot olarak tasidigi belirlenmistir (Sekil 4.5).
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Tablo 4.19. Liziniirik protein intoleransi ile TRBMFS-0248 03 numarali bireyin

bulgularinin karsilastirilmasi

Liziniirik
Protein Intoleransi

TRBMFS-0248_03

Biiyiime Bulgular

Biiyiime geriligi

+

+

Ciddi boy kisalig1

+

Smirda

Zay1f ekstremiteler

+

+

Gastrointestinal Sistem Bulgulart

Beslenmeyi reddetme

Periyodik kusma/ishal

Hepatosplenomegali

Pankreatit

+ |+ |+ |+

Hiperamonyemi

+

Akciger Bulgular

Interstitisyel degisiklikler

Alveolar proteinozis

Pulmoner hemoraji

Solunum yetmezligi

+ |+ |+ |+

Uriner Sistem Bulgulart

Katyonik aminoasitlerin
emilim bozuklugu

Mikroskopik
proteiniiri/hematiiri

Kronik bobrek hastaliklar

Hipertansiyon

Glomeriilonefrit

Nadir

Fanconi Sendromu

Nadir

Iskelet Sistem ve Kas Bulgulart

Osteopeni/Osteoporoz

Kemik yasinda gecikme

Sik kemik kiriklari

Hipotoni

Kaslarda zayiflik/atrofi

+ |+ |+ [+ ]+

Hematolojik Sistem Bulgular:

Anemi

Lokopeni

+

Trombositopeni

Kemik iliginde hemofagositoz

NA

HLH >/MAS?

[+ [+ |+

Norolojik Sistem Bulgular

Zengin protein beslenme sonrasi koma

+

NA

Gelisim geriligi

Davranig bozukluklar:

! Anne siitliniin kesilmesi ile baslayan semptomlar
2Hemofagositik lenfohistiyositoz
*Makrofaj aktivasyon sendromu
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Tablo 4.20. Kistik Fibrozis ile TRBMFS-0248 03 numarali bireyin bulgularinin

karsilastirilmasi
Kistik Fibrozis TRBMFS-0248_03

Biiyiime bulgular
Biiylime geriligi + +
Gastrointestinal Sistem Bulgulart

+ -
Pankreatik yetmezlik

+ -
Biliyer Siroz

+ +
YD de mekonyum ileusu
. + +
Intestinal obstruksiyon

+ R
Rektal prolapsus

+ R
ileumda adenokarsinom
Akciger Bulgular

+ -
Kronik bronkopulmoner infeksiyon

+ -
Bronsiektazi

+ -
Astim

+ -
Pseudomonas kolonizasyonu
Genital Sistem Bulgulart
) + NA
Infertilite
Laboratuvar Bulgular

+ +
YD de IRF de artis

+ +
Ter sodyum ve klor seviyelerinde yiikseklik

) o Nadir +

Hiponatremik dehidratasyon

+ +
Hiperkalsiiri




A Heterozigot
ATYGSCATTGCCMTYKCMS K
SLC7A7 ——)
il f
c.1335_1340del del/wt (A f\ I ||
0.Gly446_lle447del AV

CFTR
c.4312delC

1

Homozigot
/'. CATTGCCATTGCCCTCTCAGG!

del/del

ATCGGCATTGCCATITGCCCTICICAGGE

Heterozigot
TCTTCSGSMARSCMWYMRSCCC

I %\[WW\M
del/wt del/wt / U f
p.Arg1438GlyfsTer10 '

Homozigot

Vol TCTTCGGCAAGCCATCAGCCC
del/del

TCTTCCGGCARGCCATCAGCCC

Sekil 4.5. TRBMFS-0248 03 numarali bireydeki klinik bulgular ile uyumlu

olabilecek degisikliklerin pedigride segregasyonu ve sekans
elektroferogram goriintiileri. A. SLC7A7 genindeki degisikligin aile
boyu segregasyon ve sekans elektroferogram goriiniimii, B. CFTR
genindeki degisikligin aile boyu segregasyon ve sekans
elektroferogram goriiniimii.

87
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4.2.7. TRBMFS-0252_03 numarah Bireyin Klinik Bulgular1 ve WES

Analiz Degerlendirmesi

Aralarinda akraba evliligi olan ve ilk ¢ocuklarmi aplastik anemi, Pearson
Sendromu 6n tanilar1 ile 3 yas 6 aylik iken kaybeden ebeveynlerden 40. gebelik
haftasinda 3550 gram dogan kiz hasta, ilk kez 3 aylik iken solukluk sikayeti {izerine
yapilan testlerinde Hb: 3.6 gr/dL, Trombosit: 20.000/mm?3, ANS: 400/uL ve vitamin
B12: 163pg/ml olarak saptanmis ve hastaya ES, aferez kan firiinii, B12 replasman
tedavileri verilmistir. Yapilan kemik iligi aspirasyon biyopsi incelemesinde eritroid
seride azalma ve dismorfik degisiklikler, megakaryositlerde azalma ve her ii¢ seride
kesintisiz maturasyon saptanmistir. Kemik iligi 6rneginden yapilan karyotip analiz
sonucu 46,XX olarak bulunmustur. Hasta simdiye kadar 4 kez ES, 1 kez aferez kan
tirlinii destegi almistir. Ayrica pansitopeninin vitamin B12 tedavisinin kesilmesi ile

yeniden olustugu gézlendiginden vitamin B12 tedavisi siirekli hale getirilmistir.

Bir yas 3 aylik iken yaptigimiz fizik muayenede kilo 8,8 kg (10p), boy 80 cm
(90p), Dbas c¢evresi 45 ocom (25-50p), kulag mesafesi: 77 cm ve
viicut iist/alt segment orani:1.1 olarak belirlenmistir. Ayrica, frontal bossing, iki tarafli
epikantus, basik burun kokii, bulbdz burun ucu, asagi egilimli palpebral araliklar, iki
tarafli proksimal ¢ikish el bag parmaklar1 gibi minér dismorfik bulgular saptanmustir.
Hastanin epileptik nobet dykiisiiniin olmadig1 ve gelisim basamaklarini da yasitlari ile
uyumlu zamanlarda kazandigi goézlenmistir. Takvim yast 1 yas 3 aylik iken
degerlendirilen kemik yaginin 3-6 aylik ile uyumlu oldugu saptanmistir. Hastanin

tetkik edilen ekstremite grafileri de normal olarak degerlendirilmistir.
WES Analiz Degerlendirmesi

Homozigot varyant filtrelemesi sonucunda hastaliktan sorumlu olmaya
aday 5 (Tablo 4.21), heterozigot varyant filtrelemesi sonucunda ise kemik iligi
yetmezligi bulgusu olusturmasi beklenen heterozigot varyanta rastlanmamisken olasi
zararli mutasyon sinifinda yer alan 6 varyant saptanmistir (Tablo 4.22). Birlesik

heterozigotluk filtrelemesinde ise aday varyant gézlenmemistir.



Tablo 4.21. TRBMFS-0252_03 numarali bireydeki hastaliktan sorumlu olmaya aday homozigot varyantlarin 6zelliklerinin degerlendirilmesi.
Klinik durumu agikladig diisiiniilen varyant bilgileri kirmizi ile gosterilmistir.

Gen Chr | Lokasyon Varyant bilgisi | In-silico Clinvar Hastahk Bilgisi Gen-Fonksiyon bilgisi Sanger Sonug
(bp) (varsome- validasyon
polyphen)
TCN2 22 31,008,990 €.388C>T Polyphen: - | - Transcobalamin 11 Transcobalamin 11 Valide edildi | Transkobalamin 2
p.GIn130Ter Varsome: deficiency(OR) Vitamin B12 taswyicist bozuklugu
6P1U2B
PIEZO1 16 88,789,709 c.4363G>A Polyphen: 1-Likely | Dehydrated hereditary Piezo-type Valide edildi | Nadir bir
p.Alal455Thr Benign benign stomatocytosis with or mechanosensitive ion polimorfizm
Varsome: without pseudohyperkalemia | channel component 1
4P15B and/or perinatal edema(OD)
Lymphatic malformation
6(OR)

PAPSS2 10 89,475,483 €.754-6T>C Polyphen: - | - Brachyolmia 4 with mild 3-Prime- Valide edildi | RNA ¢aligmasi
Mutation epiphyseal and metaphyseal phosphoadenosine 5- sonucu splice’in
taster: changes(OR) prime-phosphosulfate degismedigi
Disease synthase 2 gosterildi
causing

INPP5J 22 31,529,993 €.1508C>T Polyphen: - Leber congenital amaurosis 3 | Phosphatidylinositol - Klinik bulgular

p.Ala503Val Benign Retinitis pigmentosa, 4,5-bisphosphate 5- uyumlu bulunmadi
Varsome: juvenile(OR) phosphatase, A
7P11B
SPATA7 14 88,897,520 ¢.1033A>G Polyphen: 4-VUS - Spermatogenesis- - Fonksiyon uygun
p.Met345Val Benign associated protein 7 bulunmadi
Varsome:
0P19B

68



Tablo 4.22.

TRBMFS-0252_03 numaral1 bireyde saptanan heterozigot splice-nonsense-indel varyantlarinin 6zelliklerinin degerlendirilmesi

Gen Chr | Lokasyon Varyant bilgisi In-silico Clinvar | Hastalk Bilgisi Gen-Fonksiyon Sanger Sonug
(bp) (varsome- bilgisi validasyon
polyphen)
TMODA4 1 151,144,240 c.488-1G>T Polyphen: - - - Tropomodulin 4 Valide edildi Annede
Varsome:6P0B Aktin heterozigot
filamanlarimin saptanip elendi
uzamasi ve
depolarizasyonu
engelleme
OR6S1 14 21,109,849 c.2T>C Polyphen: - - - Olfactory Valide edildi Babada
p.Met1? Varsome:7P14B Receptor heterozigot
Family 6 saptanip elendi
Subfamily S
Member 1
PRORP 14 35,592,734 €.283C>T Polyphen: - - Combined Protein only - Kalitim kalib1
p.GIn95Ter Varsome: 4P4B oxidative rnase p catalytic uyumsuzlugu
phosphorylation subunit nedeni ile elendi
deficiency 54
(OR)
SGPP1 14 64,165,377 €.685-1G>T Polyphen: - - - Sphingosine-1- Valide edildi Annede
Varsome:6P0B phosphate heterozigot
phosphatase 1 saptanip elendi
CHCHD4 3 14,154,594 C.222C>A Polyphen: - - - Coiled-coil-helix- | Valide edildi Annede
p.Cys74Ter Varsome: coiled-coil-helix heterozigot
7P11B domain- saptanip elendi
containing
protein 4
PCED1B 12 47,630,012 €.1167_1169del Polyphen: - - - PC-Esterase Valide edildi Annede
p.Tyr389_GIn390delins* | Varsome:7P1B Domain heterozigot
Containing 1B saptanip elendi
Hiicre yiizeyinde
gorevli hidrolaz

06
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Hastada tiim aday varyantlar incelendiginde TCN2 geni 3. ekzondaki
c.388C>T (p.GIn130Ter) homozigot degisikligin fenotipi agiklayabilecegi

distiniilmustir.

TCN2 geninde saptadigimiz varyanta ait gnomAD veri tabaninda homozigot
ya da heterozigot bir birey bilgisi bulunmamaktadir. TCN2 genindeki degisiklikler
otozomal resesif kalitim kalibina uygun olarak Transkobalamin II bozuklugundan
(OMIM 275350) sorumludur. Saptadigimiz bu degisikligin hastanin sitopeni
bulgusunu agikladig diistintilmustiir (Tablo 4.23). Her iki ebeveynin TCN2 genindeki
degisikligi heterozigot olarak tagidiklar1 saptanmustir (Sekil 4.6.A).

Buna ek olarak, PIEZO1 geninin anemi ile iliskisi ve PAPSS2 geninde goriilen
degisikligin protein yapisini etkileyebilecek splice varyant olmasi nedenleri ile her iKi
gendeki varyantlar olasi1 aday degisiklikler olarak incelenmistir. PIEZO1 genindeki
degisikliklerde otozomal dominant ve otozomal resesif kalitim kaliplari ile uyumlu
fenotipler tanimlanmistir. Otozomal dominant kalittim kalibi ile uyumlu olarak
perinatal 6dem ve/veya yalanci hiperkaleminin eslik ettigi ya da etmedigi kalitsal
dehidrate stomastozis (OMIM 194380) tanimlanirken, otozomal resesif kalitim kalib1
ile uyumlu olarak lenfatik malformasyon 6 (OMIM 616843) Klinigi ortaya
¢ikmaktadir. Hastada saptanan varyanta ait gnomAD veri tabaninda homozigot birey
bilgisi bulunmuyorken, 313 bireyin bu degisikligi heterozigot olarak bulundurdugu
gbzlenmistir. Yapilan segregasyon calismasinda baba degisikligi heterozigot olarak
tagiyorken, annenin ve saglikli kardesin de degisikligi homozigot olarak
bulundurduklart (Sekil 4.6.B) ancak ayrintili degerlendirmede her iki bireyde de
iliskilendirilmis hastaliklarla ilgili klinik bulgu olmadig1 saptanmistir (Tablo 4.24). Bu
nedenle PIEZO1 genindeki degisikligin aile i¢inde var olan bir polimorfizm oldugu

distinilmiistiir.

Ikinci olarak PAPSS2 genindeki degisiklikler otozomal resesif kalitim kalib
ile hafif metafizyal ve epifizyal degisikliklerin klinik bulgulara eslik ettigi
Brakiolmia 4 (OMIM 612847) fenotipinden sorumludur. GnomAD veri tabaninda
hastada saptanan PAPPSS2 genindeki degisiklige ait homozigot bir birey bilgisi
bulunmuyorken, 66 bireyin bu degisikligi heterozigot olarak bulundurdugu

saptanmustir. In-silico (Mutation Taster) degerlendirmede degisikligin hastalik sebebi
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olarak 6n goriilmesine ragmen, bireyin ayrintili ekstremite muayenesi ve radyolojik
incelemesi yapilmis ve fenotip Brakiolmia ile uyumlu bulunmamustir (Tablo 4.25).
PAPSS2 genindeki varyanta yonelik yapilan segregasyon calismasinda anne ve
babanin degisikligi heterozigot olarak tasidiklari saptanmistir (Sekil 4.6.C). Ayrica
hastanin cCDNA’sindan ilgili bolgenin dizilemesi yapildiginda varyantin splice’s
etkilemedigi kanitlanmstir (Sekil 4.7).

Tablo 4.23. Transkobalamin Il eksikligi ile TRBMFS-0252_03 numarali bireyin
bulgularinin karsilastirilmasi

Transkobalamin 11 TRBMFS-0252_03
eksikligi -
Biiyilime geriligi +
Gastrointestinal Sistem Bulgulart
Ag1z yaralari +
Kusma +
ishal + +
Norolojik Bulgular
Kaslarda zayiflik +
Letarji/irritabilite +
Zihinsel yetersizlik* +
Ataksi* +
Hematolojik Bulgular
Pansitopeni + +
Makrositik anemi + +
Megaloblastik kemik iligi + NA

Tedavi edilmediginde goriilen bulgular



Tablo 4.24. PIEZO1
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iliskili hastaliklar ve TRBMFS-252_3 numarali bireyin
bulgulariin karsilastirilmast

PIEZOL(OR)
Konjenital PIEZO1(OD) | TRBMFs- | 'RBMFS TRBMFS
- ] 0252_02 0252_01
Lenfatik Herediter 0252_03 (Homozigot) (Heterozigot)
Displazi stomositozis 9 9
Lenfatik Sistem Bulgulart
Intrauterin 6dem * + } ] }
Nonimmiin hidrops fetalis * ) ) ) )
Tiim viicutta 5dem * ) ] ) ]
Perikardiyal/Plevral effiizyon * - i - i
Silotoraks * ) B ) B
Pulmoner/intestinal
- - + - - - -
lenfanjiektazi
Dismorfik Yiiz Bulgular
Mikrosefali * ) ) ) )
Flat yiiz * ] } ) B
Kiigiik agiz * - i - -
Yiiksek damak * ] B ) B
Diseti hipertrofisi * ] } ) B
Hematolojik Bulgular
Anemi ) * + * °
Retikiilositozis ) + } NA NA
Artmig MCHC ) + B ) B
Artmis MCV ] * B . -
Demir birikimi - * NA NA NA
Artmig serum bilirubin ) + } NA NA
Periferik yaymada stomasit ) M } NA NA
Psodohiperkalemi ) M ) NA NA
Diger Sistem Bulgular
- o + - - - -
Biiyiime geriligi
Epilepsi * ) } ) B
s + - - - -
Zeka yetersizligi
- + - - -

Hepatosplenomegali




94

Tablo 4.25. PAPSS2 iliskili brakiolmia 4 ile TRBMFS-0252_03 numarali bireyin

bulgularinin karsilastirilmasi

Brachyolmia 4

TRBMFS-0252_03

Iskelet Sistem Bulgular:

Boy kisaligt + -
Platispondili + -
Skolyoz + -
Kisa-egimli alt ekstremite kemikleri + -
Genislemis diz eklemi + -
Alt ekstremite eklemlerinde i
metafizyal degisiklikler
Osteoartropati + -
Brakidaktili + -
Dermatolojik Bulgular
Akne + -
Hirsutism + -
Endokrinolojik Bulgular
Hiperandrojenizm + -
Sekonder amenore + -
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A.
TCNZ2 ( ) Heterozigot Homozigot
c.388C>T CTCAYAGCT CTCATAGCT
p.GIn130Ter © T
1|
|
® ‘ m f\ Al
| | | |} |
T/C 4 T/T I ]
B.
PIEZO1 ( 3 Heterozigot Homozigot
c.4363G>A G v CAACRCCCA CAACACCCA
p.Alal455Thr
W 'H
5 e Jil
A/A - A/A 1
C.
PA PSSZ Heterozigot Homozigot
4@ TETTYTGCOA TOGTTCTGCA
c.754-6 T>C o Py
Splice region
5 e |
/T c/c I 1

Sekil 4.6. TRBMFS-0252_03 numarali bireydeki klinik bulgular ile uyumlu olabilecek

degisikliklerin pedigride

segregasyonu ve sekans elektroferogram

goriintiileri. A. TCN2 genindeki degisikligin aile boyu segregasyon ve
sekans elektroferogram goriiniimii, B. PIEZO1 genindeki degisikligin aile
boyu segregasyon ve sekans elektroferogram goriiniimii, C. PAPSS2
genindeki degisikligin aile boyu segregasyon ve sekans elektroferogram

gorunumul.
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Ekzon 5 Ekzon 6 Ekzon 7 Ekzon 8 Ekzon 9 Ekzon 10
) : : ' . )
genomik ....GCAGgtag... tcagAACA... TAAGgtaa....gcagCTGG....GATGgtat...acagATGG....CAAAgtaa .. ctagATGG... GCTGgtat....ccagATGC
DNA . _ . . .
GC AGAACA TAAGCTGG GATGATGG CAAAATGG GCTGATGC
cDNA

hm‘ \ |"| H(l |“‘|"““‘|

DNA ¢.754-6T>C
Gams  [JEGEEN - San? el mame Ehzn 10
matir mRNA

s [NEEESN co? EESMNEERAN =

Sekil 4.7. PAPSS2 geni cDNA sekans elektroferogram goriiniimii ve splice’in sematik
gosterimi
4.2.8. TRBMFS-0108_03 numarah Bireyin Klinik Bulgular1 ve WES

Analiz Degerlendirmesi

Ebeveynleri ayni koyden olan ve 38. gebelik haftasinda 2300 gram dogan erkek
hastanin, ilk kez 7 aylik iken solukluk sikayeti {izerine yapilan tetkiklerinde
Hb: 4.9 gr/dL, Trombosit: 225.000/mm?*, ANS: 1700/uL ve vitamin B12: 125 pg/ml
olarak saptanmuistir. Bu donemde yapilan fizik muayenesinde mikrosefali, bilateral
tenar atrofi, sol elde proksimal ¢ikish bas parmak ve hepatomegali saptanmis ve hasta
anemiye eslik eden diger bulgulari ile de izlenmeye baslanmistir. Hastanin takipleri
sirasinda anemi bulgusuna ek olarak trombositopeni bulgusunun da gelismesi ile
steroid tedavisi baglanmigtir. Steroid kullanimi sirasinda sitopeni bulgusu devam ettigi
icin hastaya ES/TS replasmani1 da verilmistir. Yapilan kemik iligi aspirasyon
biyopsisinde megakaryositlerde ileri derecede azalma, E/M oraninda artis ve eritroid
seride displastik degisiklikler saptanmistir. Takipleri sirasinda sitopeni tablosu daha
da agirlasan ve kan iriinleri replasman ihtiyaci siirekli hale gelen hastaya 13 yasinda
donér olan abisinden KIT yapilmistir. KiT’in ardindan hastanin sitopeni bulgusu
diizelmis olup, kan iriinleri replasman: ve steroid tedavisine ihtiyacit kalmamustir.
Takipleri sirasinda gelisme geriligi fark edilen hastanin yapilan tetkiklerinde orta
derecede zihinsel yetersizlik ve kraniyal MR’inda diffiiz serebral atrofi gozlenmistir.
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Hastanin aile 6ykiisii ayrintili bir sekilde incelendiginde 4 aylik iken kardesinde de
ates sebebi ile hastane basvurusu oldugu ve bu sirada yapilan tetkiklerinde
Hb: 7.2 gr/dL, Trombosit: 264.000/mm? olarak saptandigi 6grenilmistir. izlemleri
sirasinda ise anemi spontan olarak gerilemis ancak trombositopeni bulgusu gelismis
olup, bu sebeple izlenmeye baslanmistir. Yapilan kemik iligi aspirasyon biyopsisinde
displastik/megaloblastik  degisiklikler gdstermeyen normoselliiler kemik iligi

gozlenmistir.

Hastanin 15 yas 7 aylik iken yaptigimiz fizik muayenesinde kilo 28 kg (<3p),
boy 142,5 cm (<3p), bas ¢evresi 49 cm (<3p) kula¢ mesafesi: 141,5 cm ve viicut tist/alt
segment orant: 0.9 olarak saptanmistir. Bun ek olarak, tiggen yiiz, diisiik 6n sa¢ ¢izgisi,
dar alin, 6ne yerlesimli kulaklar, sinofrizis, hipotelorizm, derin yerlesimli gozler,
malar hipoplazi, ince iist dudak, bilateral jinekomasti, bilateral el ve dirsek ekleminde
ekstansiyon kisithiligi, bilateral el bas parmaklarinin proksimal c¢ikisli oldugu
gozlenmistir. Epileptik nobet Oykiisii olmayan hastanin gelisim basamaklarini

yasitlarina gore daha ileri yaslarda kazandigi belirlenmistir.

Hastanin kardesinin 2 yas 4 aylik iken yaptigimiz fizik muayenesinde
kilo 12 kg (10-25p), boy 91 cm (25-50p), bas gevresi 45 cm (<3p) olarak saptanmis
olup bifrontal darlik, belirgin glabella, alinda hipertrikozis, uzun filtrum, One
yerlesimli kulaklar, belirgin retromikrognati ve alt ekstremitede ekimozlar
belirlenmistir. Yine yapilan muayene sirasinda konusma becerisinin olmadig1 ve

cevreye/kendisine zarar verme egiliminde oldugu fark edilmistir.
WES Analiz Degerlendirmesi

Homozigot varyant filtrelemesi sonucunda hastaliktan sorumlu olmaya
aday 3 (Tablo 4.26), heterozigot varyant filtrelemesi sonucunda ise kemik iligi
yetmezligi bulgusu olusturmasi beklenen heterozigot varyanta rastlanmamigken olasi
zararli mutasyon sinifinda yer alan 7 varyant saptanmistir (Tablo 4.27). Birlesik

heterozigotluk filtrelemesinde ise aday varyant gézlenmemistir.



Tablo 4.26. TRBMFS-0108_03 numarali bireydeki hastaliktan sorumlu olmaya aday homozigot varyantlarin 6zelliklerinin degerlendirilmesi.

Klinik durumu agikladig diisiiniilen varyant bilgileri kirmizi ile gdsterilmistir.

Gen Chr Lokasyon Varyant bilgisi In-silico Clinvar Hastalk Bilgisi Gen-Fonksiyon bilgisi | Sanger Sonug
(bp) (varsome- validasyon
polyphen)
MDM2 12 69,210,710 €.293C>G Polyphen: - ?Lessel-Kubisch Mdm2 protooncogene Valide p53
p.Ser98Cys Probably syndrome(OR) p53 i hedefleyen E3 edildi metabolizmasinda
damaging (Accelerated tumor | ubiquitin ligaz bozulma
Varsome: formation,
15P6B susceptibility
to)(OD)
SPTBN5 15 42,180,196 c.589G>A Polyphen: - - Spectrin, beta, Valide Ailede saglikli
p.Vall197Met Probably nonerythrocytic, 5 edildi kardeste
damaging Hiicre iskeleti homozigot
Varsome: goriilmesi sebebi
13P7B ile elendi
ZNF469 16 88,502,259 c.8381C>T Polyphen: 1-VUS Brittle cornea Zinc finger protein 469 | - Fenotip uygun
p.Thr2794Met Benign 1-Likely syndrome 1(OR) bulunmadi,
Varsome: benign homozigosite
1P16B haritasinda
saglikl kardeste

de homozigot olan
bolge
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Tablo 4.27. TRBMFS-108_03 numarali bireyde saptanan heterozigot splice-nonsense-indel varyantlarinin 6zelliklerinin
degerlendirilmesi. Kirmizi ile yazilan klinik durumu agikladig diisiiniilen varyant bilgileri.

Gen Chr Lokasyon Varyant bilgisi In-silico Clinvar | Hastahk Bilgisi Gen-Fonksiyon bilgisi Sanger Sonug
(bp) (varsome- validasyon
polyphen)
SMARCE1 17 38,786,960 €.1027+2_1027+6del Polyphen: - - (Meningioma, Swi/snf-related, matrix- Valide Farkli doku
Mutation familial, associated, edildi calismasi planlandi
Taster: susceptibility actin-dependent regulator of
Disease t0)(OD) chromatin,
causing Coffin-Siris subfamily e, member 1
syndrome 5(0OD)
SIGLEC15 | 18 43,419,059 €.874+2_874+33del Polyphen: - - - Sialic acid-binding Valide Annede heterozigot
Mutation immunoglobulin-like lectin 15 edildi saptanip elendi
Taster: Osteoklast differansiyasyonu
Disease
causing
SLC39A4 8 145,639,814 | c.981T>A Polyphen: - - Acrodermatitis Solute carrier family 39 (zinc - Kalitim kalib1
p.Tyr327Ter Varsome: enteropathica(OR) | transporter), member 4 uyumsuzlugu
3P5B1U nedeni ile elendi
AMPD2 1 110,168,363 | c.464delA Polyphen: - ?Spastic Adenosine monophosphate - Kalitim kalib1
GIn155Argfs*32 Benign paraplegia 63(OR) | deaminase 2 uyumsuzlugu
Mutation Pontocerebellar nedeni ile elendi
Taster: hypoplasia, type
Disease 9(0OR)
causing
OR10K2 1 158,390,285 | ¢.370_372del Polyphen:- - - Olfactory receptor 10K2 Valide Annede heterozigot
p.lle124del Mutation edildi olarak saptanip,
Taster: elendi
Disease
causing
FGF2 4 123,748,249 | ¢.333_338del Polyphen:- - - Fibroblast growth factor 2 Valide Okuma sayisinin
p.Argl12_Gly113del Mutation Noron ve iist ekstremite gelisimi | edildi diisiik oldugu
Taster:- bolgede dizileme
ile varyant
saptanmadi
FAT2 5 150,947,635 | c.854_858del Polyphen: - Spinocerebellar Fat atypical cadherin 2 Valide Babada heterozigot
p.Glu285Glyfs*9 Benign ataxia 45(0OD) edildi olmasi ve saptanan
Mutation degisiklikten 6nce
Taster: GnomAD dadileri
Disease yasta heterozigot
causing birey olmast sebebi

ile elendi

66



100

Hastada saptanan homozigot varyantlar degerlendirildiginde, MDM2
genindeki 4. ekzonda yer alan ¢.293C>G (p.Ser98Cys) degisikliginin hastanin
fenotipinden sorumlu olabilecegi diisiiniilmistiir. GnomAD veri tabaninda saptanan
degisiklige ait homozigot ya da heterozigot bir birey bilgisi bulunmamaktadir.
Giiniimiizde MDM2 genindeki degisiklikler yalnizca bir hastada otozomal resesif kalitim
kalibina uygun olarak erken sa¢ beyazlamasi, boy kisaligi, hipogonadizm ve ciddi arteryal
hipertansiyonun klinik bulgulara eslik ettigi Lessel-Kubisch Sendromu (OMIM 618681)
ile iliskilendirilmistir. Hasta ve etkilenmis kardes klinik bulgular1 ile yeniden
degerlendirildiginde Lessel-Kubisch Sendromu ile uyumlu bulunmamistir. Ebeveynlerin
ayn1 kOyden olmasi sebebi ile uzak ortak atadan kalitilan hastalik iliskili bir varyant
olabilecegi goz oniine alinarak aile boyu yapilan mikrodizin analizi ile aile bireylerinin
genom boyu homozigot bolgeleri belirlenmis ve ortak homozigot bolgeler Sekil 4.8°de
gosterilmistir (Sekil 4.8). Aile boyu yapilan homozigotluk haritasi incelendiginde hasta
ile etkilenmis kardes arasinda 12q14.3g21.1 ve Xp22.3p22.2 bolgelerinin ortak homozigot
bolgeler oldugu gozlenmistir. X kromozomu iizerindeki ortak homozigot bolgede yer alan
degisiklikler incelenmis ve hastalik sebebi olabilecek varyant saptanmamistir.
12. kromozom {izerindeki ortak homozigot alanda yer alan MDM2 genindeki ¢.293C>G
(p.Ser98Cys) degisikliginin ise her iki kardeste goriilen fenotipin sebebi olabilecegi
diistiniilmiistiir. Mevcut degisiklik yapilan segregasyon analizinde anne ve babada

heterozigot olarak saptanmistir (Sekil 4.9.A).

Ayrica hastada saptanan heterozigot varyantlarin degerlendirme sonucunda ise,
SMARCEL1 genindeki degisikligin hastanin klinik bulgularina katki saglamis olabilecegi
diisiniilmiistiir. Otozomal dominant kalitim kalibina uygun olarak SMARCEL genindeki
degisiklikler boy kisaligi, mikrosefali, gelisme geriligi ve gesitli dismorfik bulgularin
(kaba yliz, el parmak anomalileri vb.) eslik ettigi Coffin Siris Tip 5 Sendromundan
(OMIM 616938) sorumludur. Hastada SMARCEL geninde heterozigot olarak saptanan ve
splice site’1 degistiren €.1027+2_1027+6del degisikligi i¢gin gnomAD veri tabaninda
homozigot ya da heterozigot bir birey bilgisi bulunmamaktadir. Hasta bulgular ile
yeniden degerlendirildiginde Coffin Siris Tip 5 sendromu ile uyumlu fenotipe sahip

olmadig1 saptanmustir (Tablo 4.28). Bu nedenle mevcut degisikligin somatik olabilecegi
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disliniilmiis ve  sanger  dizileme  verisinden  mozaiklik  hesaplanmistir.
Degisikligin %50 oranda mozaik oldugu yani heterozigot durumda oldugu saptanmasi
sebebi ile ge¢ postzigotik olaylar ekarte edilmistir (Sekil 4.10). Kan dokusuna sinirli bir

degisiklik olmas1 ihtimaline karsi farkli bir dokudan ¢aligma planlanmustir.

SMARCEL1 geninde saptanan degisiklige yonelik yapilan segregasyon analizinde
ise anne ve babanin degisikligi homozigot ya da heterozigot olarak bulundurmadiklar

belirlenmistir (Sekil 4.9.B).
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Tablo 4.28. Coffin Siris 5 ile TRBMFS-0108 03 numarali bireyin bulgularinin

karsilastirilmasi

Coffin Siris Sendromu 5

TRBMFS-0108 03

Sik enfeksiyon dykiisii

IUGR + -
Emme/beslenme bozuklugu + -
Biiyiime geriligi + +
Dismorfik bulgular
Kaba yiiz goriiniimil + -
Kalin kaslar + +
Uzun kirpikler + -
Pitozis + -
Yarik damak + -
Iskelet sistem bulgulart
El ve ayak parmak ve tirnaklarinda +
hipoplazi/aplazi
(6zellikle besinci parmaklarda) -
Skolyoz + -
Kardiyovaskiiler sistem bulgular
Dekstrokardi + -
ASD + -
Kapak darliklari* + -
Gastrointestinal sistem bulgular
Pilor stenozu + -
Norolojik bulgular
Hipotoni + -
Epileptik nobet + -
Serebellar hipoplazi + -
CC anomalileri + -
Gelisme geriligi + +
Zihinsel yetersizlik + +
Davranig problemleri + R
Diger bulgular
Isitme kaybi + -
Gorme problemleri + -
+

* Aort, trikiispit, mitral kapaklarda
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Sekil 4.8. TRBMFS-0108_03 numaral1 birey ve etkilenmis kardesin genom boyu homozigot bolgelerinin gosterimi. 5, 12, 15

ve X kromozomlarinda her iki etkilenmis kardesin ortak homozigot segmentlere sahip oldugu goriilmektedir.
Etkilenmemis aile bireyleri de analize katildig1 zaman 5013.1-q13.2 ve 15915.1-921.1 bolgeleri etkilenmemis aile
bireylerinin de ayni bolgeye homozigotluk gostermeleri esas alinarak elenmistir.

€0T
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A.

Heterozigot Homozigot

MDM2 Ayni koy O) TTCTSTGTG TTCTGTGTG

€.293C>G 6/c 6/c

o marery

c/c G/G G/C
B.
Heterozigot
SMARCE1 []_Jﬂﬂﬂﬂ__<> ACAGGYACTACMCTARAACCM
€.1027+2_1027+6delTAACC wt/wt wt/wt
Sm ot O om
wt/wt /'del/wt wt/wt wt/wt I

ACAG

Sekil 4.9. TRBMFS-0108_03 numarali bireydeki klinik bulgular ile uyumlu olabilecek
degisikliklerin pedigride segregasyonu ve sekans elektroferogram goriintiileri.
A. MDM2 genindeki degisikligin aile boyu segregasyon ve sekans
elektroferogram goriiniimii, B. SMARCE1 genindeki degisikligin aile boyu
segregasyon ve sekans elektroferogram goriiniimii.

SYNTHEGO

Contributions Indel Distribution

status @ Guide Target @ PAM Sequence Indel % @ Model Fit (R @ Knockout-Score @

@ AACATTCCGATGGAGACAGGTAA ccc 50 50

RELATIVE CONTRIBUTION OF EACH SEQUENCE (NORMALIZED)

INDEL CONTRIBUTION v SEQUENCE
GAG TT GATGGAG 66!} TAG GCAGAGGCAGTG 4 TTTGT 6GCTE
o 44 GAG TT GATGGAG 6G: T TAG GCAGAGGCAGTG G TTTGT GGCTG

Sekil 4.10. TRBMFS-0108 03 numarali bireydeki SMARCE1 genindeki varyant igin
sanger verisinden hesaplanan mozaiklik oraninin gdsterimi. Hesaplama icin
Sanger verisinden CRISPR etkinligini degerlendirmeye yonelik kullanilan ve
online erigimi olan Inference of CRISPR Edits (ICE) programi kullanilmistir
(57). Indel yiizdesi olarak goriilen %50 orani indeksteki referans olmayan
dizinin oranin1 gostermektedir. Analiz sonucunda varyantin neredeyse tam bir
heterozigot orana sahip oldugu anlagilmaktadir.
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4.2.9. TRBMFS-0098_03 numarah Bireyin Klinik Bulgular1 ve WES

Analiz Degerlendirmesi

Ebeveynleri arasinda akraba evliligi olan ve 38. gebelik haftasinda 2900 gram
dogan kiz hastanin 3 yas 6 aylik iken dig eti kanamalar1 nedeni ile yapilan tetkiklerinde
Hb: 9,8 gr/dL, Trombosit: 70.000/mm?, ANS: 1300/uL olarak saptanmustir. Yapilan
kemik iligi aspirasyon biyopsisinde megakaryositlerde artis gosteren normoselliiler
kemik iligi, myeloid seride sola kayma, eritroid seride hafif gsiddette
megaloblastik/displastik degisiklikler saptanmistir. Trombositopeni nedeni ile hastaya
aralikli olarak TS destegi verilmistir. Ayrica intrauterin donemde yarik damak/dudak
bulgusu fark edilmis ve dogumdan sonra 3 kez yarik damak/dudak diizeltme
operasyonu gecirmistir. Yaklasik 6 yasinda ise Oncelikle iist ekstremitede Sivilce
tarzinda baslayan yaralar nedeni ile ¢oklu antibiyotik tedavisi kullanmistir. On bir
yasina kadar hem iist hem de alt ekstremitede skar birakarak iyilesen, genis yayilimli
yaralar meydana gelmis, bu donemde selliilit ya da myozit 6n tanilari ile bir¢ok kez
hastane yatis1 olmustur. Yapilan metabolik taramasinda iminodipeptid atiliminda artis
saptanmigtir. On yas alt1 aylik oldugu donemden itibaren saglarinda olusan egzama
nedeni ile de takipleri devam etmektedir. Hem dis tedavisi hem de yarik damak/dudak
nedeni ile operasyon plani devam eden hasta ihtiya¢ duydukg¢a TS destegi ve aylik
IVIG tedavisi almaktadir.

Hastanin 12 yasinda iken yaptigimiz fizik muayenesinde kilo 40,5 kg (25-50p),
boy 132 c¢cm (<3p), bas ¢evresi 52 cm (10-25p) ve kulag mesafesi: 128,5 cm olarak
saptanmugtir. Buna ek olarak, dar alin, frontal bossing, belirgin glabella, yukari egilimli
palpebral araliklar, sinofrizis, basik burun kokii, malar hipoplazi, bilateral brakidaktili,
bilateral el 5. parmaklarda klinodaktili, bilateral el parmaklarinda clubbing ve
parmaklarda fetal pad, tist ve alt ekstremitelerde en kii¢tigii 5x5 cm olan yaygin yara
skarlar1 saptanmustir. Epileptik ndbet 6ykiisii olmayan hastanin gelisim basamaklarini

yasitlari ile uyumlu zamanlarda kazandigi belirlenmistir.

Hastanin kardesinin 3 yas 1 aylhk iken yaptigimiz fizik muayenesinde
kilo 19,5 kg (>97p), boy 96 cm (50-75p), bas cevresi 48 cm (10-25p) olarak
saptanmugtir. Ayrica muayenede frontal bossing, belirgin glabella, hafif yukari egilimli

palpebral araliklar, bilateral el parmaklarinda fetal pad ve clubbing yine bilateral
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el 5. parmaklarda klinodaktili belirlenmistir. Konusma becerisini 1 yas 6 aylik iken
kazanmis olan bireyin muayene esnasinda ciimle kuramadigi gozlenmistir. Diger

gelisim basamaklarini ise yasitlar ile uyumlu zamanlarda kazandig: saptanmistir.
WES Analiz Degerlendirmesi

Homozigot varyant filtrelemesi sonucunda hastaliktan sorumlu olmaya
aday 12 (Tablo 4.29), heterozigot varyant filtrelemesi sonucunda ise kemik iligi
yetmezligi bulgusu olusturmasi beklenen heterozigot varyanta rastlanmamisken olasi
zararli mutasyon sinifinda yer alan 4 varyant saptanmustir (Tablo 4.30). Birlesik

heterozigotluk filtrelemesinde ise aday varyant gézlenmemistir.



Tablo 4.29. TRBMFS-0098_03 numarali bireydeki hastaliktan sorumlu olmaya aday homozigot varyantlarin 6zelliklerinin degerlendirilmesi.
Klinik durumu agikladig: diisiiniilen varyant bilgileri kirmizi ile gosterilmistir.

Varsome: 3P18B

Gen Chr Lokasyon Varyant bilgisi In-silico Clinvar Hastalik Bilgisi Gen-Fonksiyon Sanger Sonug
(bp) (varsome-polyphen) bilgisi validasyon
PEPD 19 33,954,937 ¢.580delG Polyphen: Possibly - Prolidase Peptidase D Valide edildi Prolidaz
p.Val194PhefsTer16 damaging deficiency(OR) Iminodipeptidlerin eksikligi
Mutation Taster: katabolizmasi gorevli
Diseaae causing
TERF2 16 69,400,738 €.1312C>G Polyphen: Benign - - Telomeric repeat Valide edildi Ailede saglikli kardeste
p.GIn438Glu Varsome: 2P15B binding factor 2 de saptanip elendi
Shelterin kompleks iiyesi
RPAP1 15 41,819,663 €.1567_1569del Polyphen: - - - RNA polymerase Il - Fonksiyon uygun
p.Glu523del Mutation Taster: Disease associated protein 2 bulunmadi
causing
DPH2 1 44,437,179 €.605G>A Polyphen: Benign - - Diphthamide biosynthesis - In-silico degerlendirmede
p.Arg202His Varsome: 1P19B protein 2 elendi
Translasyon uzama faktor
2 metabolizmasi
SELENON 1 26,135,249 c.716G>A Polyphen: Benign 2-VUS Muscular dystrophy, rigid Selenoprotein N - Klinik bulgular uyumlu
p.Arg239His Varsome: 19P1B spine, 1(OR) bulunmad:
Myopathy, congenital, with
fiber-type
disproportion(OR/OD)
CSAD 12 53,553,953 ¢.1198G>A Polyphen: Probably - - Cysteine sulfinic acid - Fonksiyon uygun
p.Gly400Ser damaging decarboxylase bulunmadi
Varsome: 18P3B Taurin biyosentezi
C120rf10 12 53,700,099 €.760T>C Polyphen: Benign - - MYG1 exonuclease - Fonksiyon uygun
p.Phe254Leu Varsome: 3P17B Vitiligo susceptibility bulunmadi
GANC 15 42,643,586 €.2591T>C Polyphen: Benign - - Glucosidase, alpha, - Fonksiyon uygun
p.Leu864Ser Varsome: 14P7B neutral C bulunmadi
Glikojen metabolizmasi
ITGA11 15 68,599,968 €.3241A>G Polyphen: Benign - - Integrin, alpha-11 - In-silico degerlendirmede
p.Asn1081Asp Varsome: 0P20B Hiicre-hiicre ve elendi
ekstraselliiler matriks
etkilegimi
KRTAP16-1 17 39,464,631 c.875C>T Polyphen: Benign - - Keratin-associated - In-silico degerlendirmede
p.Pro292Leu Varsome: 3P15B protein 16-1 elendi
KRT32 17 39,623,102 c.468+8C>A Polyphen: - - - Keratin 32, Type | - Fonksiyon uygun
Mutation Taster: bulunmadi
Polymorphism
RSPH10B 7 6,006,669 c.79G>T Polyphen: Possibly - - Radial spoke head 10 - In-silico degerlendirmede
p.Asp27Tyr damaging homolog B elendi

L0T



Tablo 4.30. TRBMFS-0098 03 numarali bireyin ekzom analizi sonucunda elde edilen hastaliktan sorumlu olmaya aday heterozigot/splice-

nonsense-indel varyantlarin 6zelliklerinin degerlendirilmesi.

Gen Chr Lokasyon Varyant bilgisi In-silico Clinvar Hastahk Gen-Fonksiyon Sanger Sonug
(bp) (varsome- Bilgisi bilgisi validasyon
polyphen)
TCERGIL 10 133,109,862 €.32_37del Polyphen: - - - Transcription Valide edildi Calisma
p.Argll_Argl2del Mutation Taster: elongation devam ediyor
Polymorphism regulator 1-like
protein
PYY 17 42,030,764 ¢.85_87dup Polyphen: - - - Peptide YY Valide edildi Annede
p-Tyr29dup Mutation Taster: heterozigot
Disease causing saptanip
elendi
ZNF730 19 23,328,922 €.1077_1079dup Polyphen: - - - Zinc finger Valide edildi Annede
p.Lys359_lle360insMet Mutation Taster: protein 730 heterozigot
Polymorphism Transkripsiyon saptanip
regiilasyonu elendi
OTOF 2 26,687,812 €.4885del Polyphen: Benign | - Auditory Otoferlin Valide edildi Babada
p.His1629ThrfsTer8 Mutation Taster: neuropathy, heterozigot
Disease causing autosomal saptanip
recessive, elendi
1(OR)
Deafness,
autosomal
recessive
9(OR)

80T
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Yarik Damak/Dudak Fenotipi Olusturabilecek Gen Listesi Kullamlarak
Yapilan WES Analiz Degerlendirmesi

Ayrica hastanin WES verisi yarik damak/dudak etyolojisini aydinlatmak amact
ile hastalik sebebi olabilecek 163 geni iceren panel kullanilarak da analiz edilmistir
(Sekil 4.11). Yarik damak/dudak fenotipi ile iligkilendirilmis ve filtrelemede
kullanilan 163 gene ait liste EK-3’de sunulmustur. Filtreleme sonucunda elde edilen
aile boyu segregasyon goriiniimii

varyant ise Tablo 4.31°de listelenmis,

Sekil 4.12.B’de gosterilmistir (Tablo 4.31 ve Sekil 4.12.B).

) Toplam varyant

Yarik dudak/damak fenotipi ile
iliskilendirilmis genlerdeki varyantlar

s Okuma derinligi > 5
sy MAF<0.01

) Non-synonymous/intron/UTR varyantlart
gnomAD veri tabaninda homozigot
goriilmeyenler

) Kodlayan ve splice bélge varyantlari

Kurumsal ve dbSNP154 veri tabanlarinda nadir
varyantlar

sy 1GV de gozle incelemede gergek oldugu degerlendirilen
varyantlar

Sekil 4.11. TRBMFS-0098 03 numarali bireydeki yarik damak/dudak etyolojisini
aciklamaya yonelik yapilan WES analizi filtreleme basamaklarindan elde
edilen varyant sayilari

Tablo 4.31. TRBMFS-0098 03 numarali bireyin yarik damak/dudak etyolojisini
aydmlatmak igin yapilan analiz sonucunda hastaliktan sorumlu olmaya
aday varyantin 6zelliklerinin degerlendirilmesi

Gen Chr Lokasyon Varyant In-silico Clinvar | Hastahk Gen-Fonksiyon Sanger Sonug
(bp) bilgisi (varsome- Bilgisi bilgisi validasyon

polyphen)

CHD7 | 8 61,769,341 | c.7502C>A Polyphen: CHARGE Chromodomain Valide Saglikli aile

p.Ser2501Tyr | Possibly syndrome (OD) Helicase Dna- edildi bireylerinde
damaging Hypogonadotropi Binding Protein 7 saptanip
Varsome: ¢ hypogonadism 5 | Transkripsiyon elendi
21P2B with or without regiilatorii
anosmia (OD)

Hastada saptanan tiim aday varyantlar degerlendirildiginde, PEPD genindeki

homozigot degisikligin hastanin fenotipinden sorumlu olabilecegi diisiiniilmiistiir.

PEPD genindeki degisiklikler otozomal resesif kalittim kalibina uygun olarak




110

pansitopeni, gelisme geriligi, HSM, akciger hastaliklari, genellikle hayatin ilk
onyilinda baslayan iilser6z/eritematoz deri lezyonlarina eslik eden iminodipeptidlerde
artmig atilim ile karakterize Prolidaz Eksikliginden (OMIM 170100) sorumludur.
Hastada PEPD geninde homozigot olarak saptanan ve proteininin erken sonlanmasina
sebep olan 8. ekzondaki ¢.580 delG (p.Vall94PhefsTerl6) degisikligi i¢in gnomAD
veri tabaninda homozigot ya da heterozigot bir birey bilgisi bulunmamaktadir. Hasta
klinik bulgulart ile degerlendirildiginde Prolidaz Eksikligi ile uyumlu oldugu
bulunmustur (Tablo 4.32).

Saptanan varyant i¢in yapilan segregasyon analizinde anne ve babanin ayni
varyant1t heterozigot olarak tasidiklari saptanmustir (Sekil 4.12.A). Yapilan aile
taramasinda hastanin kardesinin iki farkli zamanda elde edilen DNA O6rneklerinin her
ikisinde de de degisikligin homozigot olarak bulundugu goriilmiistiir. Bunun iizerine
kardesin detayli fizik muayenesi tamamlanmis ve 3 yasinda iken yaptigimiz bu
muayenede fenotip olarak hastaya benzedigi ancak cilt bulgularinin olmadig:

saptanmigtir.


https://www.omim.org/entry/170100
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Tablo 4.32. Prolidaz eksikligi ile TRBMFS-0098 03 numarali bireyin bulgularinin

karsilastirilmasi
Prolidaz
Eksikligi TRBMFS-0098 03 | TRBMFS-0098_05
(Kardes)
Biiyiime bulgular
Biiylime geriligi + + -
Boy kisaligt + + -
Mikrosefali + - -
Dismorfik yiiz bulgulari + + Hafif
Gastrointestinal Sistem Bulgular
Hepatosplenomegali + + NA
Akciger Bulgular
Tekrarlayan solunum yolu + -
enfeksiyonlari -
Dermatolojik bulgular
Kronik iilsere lezyonlar + + -
Egzema + + -
Dermatit + - -
Talenjiektazi + - -
Rash benzeri dokiintiiler + - -
Iskelet Sistem ve Kas Bulgulart
Osteopeni + - NA
Genu valgum + - -
Uriner sistem bulgulart
Artmis imidodipeptid atilimi + + NA
Hematolojik Sistem Bulgular
Anemi + + -
Trombositopeni + + Hafif
Norolojik Sistem Bulgulart
Geligme geriligi + + +
Zihinsel yetersizlik + + NA
Beyaz cevherde lezyonlar + B NA
Kortikal/serebellar atrofi + B NA
QOtoimmiin olaylar
SLE/SLE benzeri bulgular + - -
IgE yiiksekligi + + NA




A.

PEPD
c.580delG

p.Val194PhefsTerl6

B.

CHD7
c.7502C>A
p.Ser2501Tyr
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[ ™ = Yarik dudak

del/wt del/wt

[l = Yarik damak ve dudak

.- Yarik damak ve dudak,
pansitopeni, llsere deri
lezyonlari, dismorfik bulgular

= Dismorfik ozellikler,
O @ hafif trombositopeni
A

wt/wt del/wt del/del del/del

12 yas 3yas1ay

Heterozigot Homozigot

GAGKTYYKSSSTAW GAGTTCTGCGCTA

GAGGTTCTGCGCTA

Heterozigot

=:( ) GGCTMCCTA
[™ = Yarik dudak

A/C c/c

|:I B Yarik damak ve dudak

.- Yarik damak ve dudak,
pansitopeni, lilsere deri
lezyonlari, dismorfik bulgular

= Dismorfik ozellikler,
@ hafif trombositopeni
O .
A/C c/c

c/c A/C

12 yag 3yag1lay

Sekil 4.12. TRBMFS-0098_03 numarali bireyin klinik bulgulari ile uyumlu olabilecek

degisikliklerin pedigride segregasyonu ve sekans elektroferogram
goriintiileri. A. PEPD genindeki degisikligin aile boyu segregasyon ve
sekans elektroferogram goriiniimii, B. CHD7 genindeki degisikligin aile
boyu segregasyon ve sekans elektroferogram goriiniimii.
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4.2.10. TRBMFS-0152_03 numarah Bireyin Klinik Bulgular1 ve WES

Analiz Degerlendirmesi

Ebeveynleri arasinda akrabalik olan ve ilk kez 3 yas 6 aylik iken viicutta olusan
ekimozlar1 nedeni ile hastane basvurusu bulunan erkek hastanin, tetkiklerinde
pansitopeni saptanmis olup, kemik iligi yetmezligi etyolojisini belirlemek amaci ile
yapilan kemik iligi aspirasyon incelemesinde hafif hiposelliiler, eritroid seride artis,
megakaryosit seride azalma olan kemik iligi saptanmigtir. Hasta burun kanamalar1 ve
gastrointestinal sistem kanamasi oldugu donemde TS almis olup, immiinglobulin

diisiikliigii nedenti ile de IVIG tedavisi baglanmustir.
WES Analiz Degerlendirmesi

Homozigot varyant filtrelemesi sonucunda hastaliktan sorumlu olmaya
aday 9 (Tablo 4.33), heterozigot varyant filtrelemesi sonucunda ise kemik iligi
yetmezIligi bulgusu olusturmasi beklenen 1 (Tablo 4.34), olas1 zararli mutasyon
sinifinda yer alan 4 aday (Tablo 4.35) varyant gozlenmis olup birlesik heterozigotluk

filtrelemesinde aday varyant saptanmamustir.

Aday varyantlarin degerlendirilmesinde hastaliktan sorumlu oldugu diisiiniilen
bir varyant belirlenememistir. Bireyin kopya sayisi degerlendirmesi de normal olarak
saptandig1 i¢in bu indeks vaka heniiz ¢oziilmemis kemik iligi yetmezlikleri

siniflamasinda kalmustir.



Tablo 4.33. TRBMFS-0152_03 numarali bireydeki hastaliktan sorumlu olmaya aday homozigot varyantlarin 6zelliklerinin

degerlendirilmesi
Gen Chr Lokasyon Varyant In-silico Clinvar Hastahk Bilgisi Gen-Fonksiyon bilgisi Sanger Sonug
(bp) bilgisi (varsome- validasyon
polyphen)
DHX34 19 47,884,200 c.3110C>T Polyphen: Benign - - DExH-BOX Helicase 34 - In-silico
p.Thr1037lle Varsome: 1P18B degerlendirme
ile elendi
IL13RA2 X 114,248,429 c.424G>T Polyphen: - - Interleukin 13 Receptor, Alpha-2 - Fonksiyon
p.Aspl42Tyr Probably damaging IL13 etkilerini baskilama uygun
Varsome: 15P3B bulunmadi
(Astim ve
allerjide sitokin
yanitinda
gorevli)
TMEMb54 1 33,361,173 c.442G>A Polyphen: - - Transmembran protein 54 - Fonksiyon
p.Aspl148Asn Probably damaging Kanser hiicrelerinde hiicre siklusu uygun
Varsome: 11P9B bulunmadi
EPHX4 1 92,515,916 C.647TA>ST Polyphen: Possibly | - - Epoxide Hydrolase 4 - In-silico
p.Tyr216Phe damaging Arasidonik asit metabolizmasi degerlendirme
Varsome: 9P12B ile elendi
CAMSAP1 9 138,710,284 c.4138A>G Polyphen: Benign - - Calmodulin-Regulated Spectrin- - In-silico
p.Ser1380Gly Varsome: 2P18B Associated Protein 1 degerlendirme
Mikrotiibill stabilizasyonu ile elendi
TAS1R2 1 19,181,279 €.685C>T Polyphen: Possibly | - - Taste Receptor Type 1, Member 2 | - Fonksiyon
p.Arg229Trp damaging Tat reseptorii uygun
Varsome: 5P14B bulunmadi
TIGD2 4 90,034,294 C.169A>T Polyphen: Possibly | - - Tigger Transposable Element - In-silico
p.Asn57Tyr damaging Derived Gene 2 degerlendirme
Varsome: ile elendi
3P11U16B
TIGD5 8 144,680,135 €.62G>T Polyphen: Possibly | - - Tigger Transposable Element - In-silico
p.Gly21Val damaging Derived Gene 5 degerlendirme
Varsome: 1P18B ile elendi
AMOT X 112,034,001 €.709A>G Polyphen: Benign - - Angiomotin - Fonksiyon
p.Asn237Asp Varsome: 1P16B Endotel hiicrelerinin gocii ve uygun
vaskiiler patern bulunmad:

vt



Tablo 4.34. TRBMFS-0152_03 numaral1 bireyin kemik iligi yetmezligi bulgusu ile iliskilendirilen heterozigot varyantlarinin dzelliklerinin

degerlendirilmesi
Gen Chr Lokasyon Varyant bilgisi In-silico Clinvar Hastalk Bilgisi Gen-Fonksiyon Sanger Sonug
(bp) (varsome- bilgisi validasyon

polyphen)

WDR1 4 10,079,414 c.1532A>G Polyphen: - Periodic fever, Wd repeat-containing protein 1 Valide edildi Annede

p.Lys511Arg Benign immunodeficiency, and Aktin depolimerizasyonu heterozigot

Varsome: thrombocytopenia saptanip, elendi
7P13B syndrome(OR)

Tablo 4.35. TRBMFS-0152 03 numarali bireyin ekzom analizi sonucunda elde edilen hastaliktan sorumlu olmaya aday heterozigot/splice-

nonsense-indel varyantlarin 6zelliklerinin degerlendirilmesi

Gen Chr | Lokasyon Varyant bilgisi In-silico Clinvar | Hastalhk Gen-Fonksiyon Sanger validasyon Sonug
(bp) (varsome- Bilgisi bilgisi
polyphen)
DIAPH3 13 60,545,284 c.1661T>A Polyphen: - - Auditory Diaphanous-related formin 3 | Valide edildi Annede heterozigot saptanip, elendi
p.Leu554Ter Varsome: neuropathy, Aktin flamanlarimin uzamasi,
6P2B autosomal mikrotiibill stabilizasyonu
dominant, 1
(OD)

PSMA8 18 23,772,282 c.679-1G>T Polyphen: - - - Proteasome subunit, alpha- Valide edildi Okuma sayisinin diisiik oldugu bolgede
Varsome: type, 8 dizileme ile varyant saptanmadi
6P1B Spermiyogenezde

sinaptonemal komplekste
gorevli

ADGRD1 12 131,605,404 | ¢.2122_2124del Polyphen: - - - Adhesion g protein-coupled Valide edildi Babada heterozigot saptanip,

p.Leu708del Mutation receptor d1 elendi
Taster:
Polymorphis
m
DLEC1 3 38,163,262 ¢.5010del Polyphen: - - Deleted in lung and Valide edildi Babada heterozigot saptanip,
p.Met1671Cysfs | Benign esophageal cancer 1 elendi
Ter2 Mutation
Taster:
Disease
causing

G1T
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4.2.11. TRBMFS-0238 03 numarah Bireyin Klinik Bulgular1 ve WES

Analiz Degerlendirmesi

Ebeveynleri arasinda akrabalik bulunmayan ve ilk kez 2 yas 6 aylik iken atesli
oldugu donemde degerlendirilen tetkiklerinde en diisiik degerleri Hb: 10.4 gr/dL,
ANS: O/uL, Trombosit: 295.000/mm* olarak saptanan kiz hastanin bisitopeni
etyolojisini arastirmak amaci ile yapilan kemik iligi aspirasyon biyosisinde
megakaryositlerde artis, megaloblastik degisiklikler ve displazi izlenmistir. N6tropeni
etyolojisi arastirilmasina yonelik yapilan SBDS, CSF3R, HAX-1, ELA2, G6PC3, ADA2
gen dizi analizlerinde fenotip ile iliskili patojenik varyant saptanmamis ve hasta
G-CSF tedavisi ile izlenmeye baglanmustir.

Hasta 8 yasinda iken yapilan degerlendirmede gelisim basamaklarini yasitlari
ile benzer zamanlarda kazandigr ve eslik eden bir klinik bulgusunun olmadig:

saptanmigtir.
WES Analiz Degerlendirmesi

WES analizinde homozigot varyantlara yonelik yapilan filtreleme basamaklari
sonucunda hastaliktan sorumlu olmaya aday varyant elde edilmemistir. Heterozigot
varyantlara yonelik yapilan filtreleme basamaklari sonucunda kemik iligi yetmezligi
bulgusu olusturmasi beklenen 2 (Tablo 4.36), olasi zararli mutasyon simifinda
olan 7 aday varyant (Tablo 4.37) belirlenmis olmasina ragmen bu varyantlarin higbiri
mevcut klinik tablo ile iliskilendirilememistir. Bireyin kopya sayisi degerlendirmesi
de normal olarak saptandigi ig¢in bu indeks vaka heniiz ¢6ziilmemis kemik iligi

yetmezlikleri siniflamasinda kalmustir.



Tablo 4.36. TRBMFS-0238_03 numarali bireyin kemik iligi yetmezligi bulgusu ile iliskilendirilen heterozigot varyantlarinin 6zelliklerinin

Leukemia, megakaryoblastic,
with or without Down
syndrome, somatic
Thrombocytopenia with beta-
thalassemia, X-linked(XLR)
Thrombocytopenia, X-linked,
with or without
dyserythropoietic
anemia(XLR)

degerlendirilmesi
Gen Chr Lokasyon Varyant bilgisi In-silico Clinvar Hastahk Bilgisi Gen-Fonksiyon Sanger Sonug
(bp) (varsome- bilgisi validasyon
polyphen)
FANCM 14 45,645,531 €.3574G>A Polyphen: - ?Premature ovarian failure 15 Fanconi anemia-associated Valide edildi Annede
p.-Aspl1192Asn Benign (OR) polypeptide heterozigot
Varsome: Spermatogenic failure 28 (OR) | fancd monoubiquitinizasyonu saptanip elendi
0P23B
GATA1 X 48,652,266 €.937G>C Polyphen: - Anemia, X-linked, Erythroid transcription factor - Kalitim kalib1
p.Gly313Arg Benign with/without neutropenia 1 uyumsuzlugu
Varsome: and/or platelet nedeni ile elendi
9pP11/10B abnormalities(XLR)

LTT



Tablo 4.37. TRBMFS-0238 03 numaral1 bireyin ekzom analizi sonucunda elde edilen hastaliktan sorumlu olmaya aday heterozigot/splice-
nonsense-indel varyantlarin 6zelliklerinin degerlendirilmesi

Gen Chr Lokasyon Varyant bilgisi | In-silico Clinvar | Hastalik Bilgisi Gen-Fonksiyon Sanger Sonug¢
(bp) (varsome- bilgisi validasyon
polyphen)
DICER1 14 95,570,189 €.3544C>T Polyphen: - - GLOW syndrome, somatic Ribonuclease 111 Valide edildi Annede heterozigot
p.GIn1182Ter Varsome: 5P4B mosaic saptanip elendi
Goiter, multinodular 1, with or
without Sertoli-Leydig cell
tumors (OD)
Pleuropulmonary blastoma (OD)
Rhabdomyosarcoma, embryonal,
2
CCDC142 2 74,702,854 €.1483-1G>T Polyphen: - - - Coiled-coil domain Valide edildi Babada
Varsome: 6P0B containing 142 heterozigot
saptanip elendi
STEAP1B 7 22,533,082 c.458G>A Polyphen: - - - STEAP family member 1 Steapl geni ile yiiksek Fonksiyon uygun
p.Trpl53Ter Varsome: 4P2U3B Prostat kanserinde homoloji nedeni ile valide bulunmad:
overeksprese edilemedi
TMEMS88B | 1 1,363,023 c.348del Polyphen: - - Transmembrane protein Valide edildi Babada heterozigot
p.Prol17Arg Probably 88B saptanip elendi
fsTerl3 damaging
Mutation Taster:
Disease causing
OTOG 11 17,632,692 c.5883del Polyphen: Benign - Deafness, autosomal recessive Otogelin - Kalitim kalib1
p.Glu1962Argfs | Mutation Taster: 18B (OR) uyumsuzlugu nedeni ile
Terl?7 Disease causing elendi
XIRP2 2 168,108,448 €.10548del Polyphen: Benign - - Xin actin-binding repeat- | Valide edildi Annede heterozigot
p.Phe3516Leufs | Mutation Taster: containing protein 2 saptanip elendi
Ter2 Disease causing
TXLNB 6 139,564,155 .1547_1563del | Polyphen: Benign - - Taxilin, beta Valide edildi Annede heterozigot
p.Thr516Arg Mutation Taster: saptanip elendi
fsTerl4 Disease causing

81T
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4.2.12. TRBMFS-0042_03 numarah Bireyin Klinik Bulgular1 ve WES

Analiz Degerlendirmesi

Ebeveynleri arasinda akraba evliligi olan ve ilk kez 4 aylik iken hareketlerinde
azalma ve beslenmesinde bozulma olan kiz hastanin bu donemde yapilan tetkiklerinde
Hb: 11 gr/dL, Trombosit: 48.000/mm?* olarak saptanmistir. Bisitopeni etyolojisini
belirlemeye yonelik yapilan kemik iligi aspirasyonunda malignite ile uyumlu
bulunmayan seliiler ve agir displazili kemik iligi saptanmistir. DEB testinde ise
kromozomal kirik artisi saptanmamustir. Ayrica dismorfik bulgular (kaba yiiz
goriiniimii, kaba sag¢ yapisi, gingival hipertrofi, yaygin dis ciiriikleri, {ist ve alt
ekstremitelerde fleksiyon postiirii ve tonus artisi), global gelisim geriligi, hipotoni,
HSM bulgular1 da olan hastanin takipleri sirasinda pansitopeni gelismis ve kemik iligi

yetmezligi etyolojisi arastirildigi sirada hayatini kaybetmistir.
WES Analiz Degerlendirmesi

Homozigot varyant filtrelemesi sonucunda hastaliktan sorumlu olmaya
aday 23 (Tablo 4.38), heterozigot varyant filtrelemesi sonucunda ise kemik iligi
yetmezligi bulgusu olusturmasi beklenen 2 aday varyant tespit edilmistir (Tablo 4.39),
Filtreleme  basamaklari  sonucunda  olast  zararlh mutasyon  sinifinda
bulunan 150 varyant tespit edilmis olup olup, bu varyantlarin IGV programi
kullanilarak goz ile degerlendirmesi devam etmektedir. Birlesik heterozigotluk

filtrelemesinde ise kritik aday saptanmamustir.

Hastada saptanan aday varyantlar degerlendirildiginde, hasta fenotipi ile
uyumlu varyant saptanmamistir. Hastanin genom boyu kopya sayisi degisiklikleri
degerlendirildiginde 2q32.1 bolgesinde saptanan 309 kbp’lik direkt olarak hastalik ile
iliskilendirilemeyen klinik 6nemi bilinmeyen delesyon de-novo olarak saptanmustir.

Delesyon bolgesinde 1 tane OMIM geninin (ZC3H15) oldugu gozlenmistir.



Tablo 4.38. TRBMFS-0042_03 numarali bireydeki hastaliktan sorumlu olmaya aday homozigot varyantlarin 6zelliklerinin degerlendirilmesi

Varsome: 7P11/14B

member 1

Gen Chr Lokasyon Varyant bilgisi In-silico Clinvar | Hastalik Bilgisi Gen-Fonksiyon Sanger Sonug
(bp) (varsome-polyphen) bilgisi validasyon
CLEC3B 3 45,077,337 €.530C>A Polyphen: - - - Tetranectin Valide edildi Fonksiyon uygun
p.Serl77Ter Varsome: 4P11/5B Osteogenezis bulunmadi
mineralizasyon fazinda
etkili plazminojen
baglayici protein
GPN3 12 110,897,661 c.164G>A Polyphen: Possibly - - GPN-Loop GTPase 3 Valide edildi Fonksiyon uygun
p.Arg55GIn damaging RNA Pol. II’nin diizgiin bulunmadi
Varsome: 14P6B lokalizasyonu
DGKG 3 185,906,044 €.2042G>A Polyphen: Benign - - Diacylglycerol kinase, Valide edildi In-silico
p.Arg681GIn Varsome: 7P13B gamma degerlendirme ile
elendi
AXL 19 41,762,444 €.2124C>G Polyphen: Probably - - AXL Receptor tyrosine Valide edildi Fonksiyon uygun
p.lle708Met damaging Varsome: kinase bulunmad:
11P9B
ZNF180 19 44,981,209 c. 1489C>T Polyphen: - - - Zinc finger protein 180 Valide edildi Fonksiyon uygun
p.GIn497Ter Varsome: 6P11/3B Melanomada kotii bulunmadi
prognoz
SEMA3F 3 50,223,433 ¢.1699G>A Polyphen: Probably - - Semaphorin 3F - Fonksiyon uygun
p.Ala567Thr damaging Noron migrasyonu bulunmadi
Varsome: 13P7B
ZSCAN30 18 32,834,237 €.662C>T Polyphen: Benign - - Zinc finger and SCAN - In-silico
p.Ser221Phe Varsome: 0P18B domain containing 30 degerlendirme ile
Transkripsiyon elendi
regiilasyonu
YEATS2 3 183,503,986 c.2810A>G Polyphen: Benign - ?Epilepsy, myoclonic, Yeats domain-containing | - Klinik bulgular
p.GIn937Arg Varsome: 4P17B familial adult, 4 (OD) protein 2 uyumlu bulunmadi
PRICKLE2 3 64,145,695 c.317G>A Polyphen: Benign - - Prickle, planar cell - Fonksiyon uygun
p.Ser106Asn Varsome: 1P18B polarity protein 2 bulunmadi
Noronal yapi-fonksiyonu
RP1L1 8 10,467,988 €.3620C>G Polyphen: Probably - Occult macular RP1-Like protein 1 - Klinik bulgular
p.Ser1207Cys damaging dystrophy (OD) uyumlu bulunmad:
Varsome: 6P~ /11B Retinitis pigmentosa 88
(OR)
SLC18A1 8 20,036,746 c.374G>T Polyphen: Probably - - Solute carrier family 18 - Fonksiyon uygun
p.Cys125Phe damaging (vesicular monoamine), bulunmadi

0¢t



Tablo 4.38 (Devami) TRBMFS-0042 03 numarali bireyin ekzom analizi sonucunda elde edilen hastaliktan sorumlu olmaya aday
homozigot varyantlarin 6zelliklerinin degerlendirilmesi

MUC16 19 9,071,065 c.16381G>A Polyphen: - - - Mucin 16 Fonksiyon uygun
p.Asp5461Asn Varsome: 1P19B bulunmadi
AGRN 1 987,189 €.5645C>T Polyphen: Benign 2-VUS Myasthenic syndrome, Agrin Klinik bulgular
p.Thr1882lle Varsome: 6P14B congenital, 8, Néoral regiilator uyumlu bulunmadi
with pre- and postsynaptic
defects (OR)
PLCH2 1 2,430,250 €.2417G>A Polyphen: Probably - - Phospholipase c, eta-2 Fonksiyon uygun
p.Arg806His damaging ikincil haberci bulunmadi
Varsome: 14P6B mekanizmasi
KIF9 3 47,307,226 c.910T>A Polyphen: Probably - - Kinesin family member 9 Fonksiyon uygun
p.Ser304Thr damaging bulunmadi
Varsome: 19P3B
PCDHGC4 5 140,866,626 c.1886G>A Polyphen: Probably - - Protocadherin-gamma, Fonksiyon uygun
p.Arg629Gin damaging subfamily ¢, member 4 bulunmadi
Varsome: 14P6B
ZNF618 9 116,811,870 €.2288C>T Polyphen: Benign - - Zinc finger protein 618 In-silico
p.Thr763lle Varsome: 3P20B degerlendirme ile
elendi
ZNF770 15 35,274,005 ¢.1631A>G Polyphen: Benign - - Zinc finger protein 770 In-silico
p.Asn544Ser Varsome: 1P11/20B degerlendirme ile
elendi
KIAA1328 18 34,646,914 €.638G>C Polyphen: Possibly - - Hinderin In-silico
p.Ser213Thr damaging Anafazda kardes degerlendirme ile
Varsome: 5P16B kromatidlerin erken elendi
ayrilmasini diizenleme
FBXO15 18 71,790,624 c.1117C>T Polyphen: Possibly - - F-box only protein 15 In-silico
p.Arg373Cys damaging Protein-ubiquitin ligaz degerlendirme ile
Varsome: 6P16B elendi
CNDP2 18 72,173,253 €.367+7G>A Polyphen: - - - Carnosine dipeptidase 2 Fonksiyon uygun
Mutation Taster: bulunmadi
Disease causing
EXOC3L2 19 45,731,499 ¢.116G>A Polyphen: Benign - - Exocyst complex In-silico
p.Arg39His Varsome: 2P20B component 3-like 2 degerlendirme ile
elendi
TBX1 22 19,751,670 ¢.513-8C>T Polyphen: - Conotruncal anomaly face | T-box transcription factor Klinik bulgular

Mutation Taster:
Polymorphism

syndrome

DiGeorge syndrome (OD)
Tetralogy of Fallot (OD)
Velocardiofacial
syndrome (OD)

1

uyumlu bulunmadi

T¢T
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Tablo 4.39. TRBMFS-0042_03 numarali bireyin kemik iligi yetmezligi bulgusu ile
iliskilendirilen heterozigot varyantlarinin 6zelliklerinin degerlendirilmesi
Gen Chr | Lokas | Varyant In-silico Clinvar Hastahk Gen- Sanger Sonug
yon bilgisi (varsome- bilgisi Fonksiyon | validasyon
(bp) polyphen) bilgisi
FANCM | 14 45,645, | ¢.3295C> Polyphen- ?Premature Fanconi Kalitim
252 A Benign ovarian failure anemia- kalib1
p.Argl099 | 0P23B 15 (OR) associated uyumsuz-
Ser Spermatogenic polypeptide lugu
failure 28 (OR) FANCD nedeni ile
monoubiqui elendi
tinizasyonu
CEP152 | 15 49,030, | c.4792A> Polyphen- Microcephaly 9, | Centroso Kalitim
787 T Benign primary, mal kalibi
p.Thrl598 | 1P21B autosomal protein, uyumsuz-
Ser recessive (OR) 152 lugu
Seckel nedeni ile
syndrome 5 elendi
(OR)

4.2.13. TRBMFS-0133 03 numarah Bireyin Klinik Bulgular1 ve WES

Analiz Degerlendirmesi

Ebeveynleri arasinda akrabalik olan ve ilk kez 11 aylik iken sik enfeksiyon
nedeni ile degerlendirilen kiz hastanin tetkiklerinde Hb: 13.1 gr/dL, ANS: 600/uL,
Trombosit: 291.000/mm? olarak saptanmasi lizerine ndtropeni etyolojisi arastirilmaya
baslanmistir. Bu amacla yapilan kemik iligi aspirasyonunda malignite ile uyumlu
olmayan selliiler, promiyelosit-myelositlerde artis ve myeloid seride duraklama

saptanmistir.

Hasta 9 yasinda iken yapilan degerlendirmede gelisim basamaklarini yasitlart
ile benzer zamanlarda kazandig1 ve sik iist solunum yolu enfeksiyonu gecirdigi
saptanmigtir. Hastanin siklik nétropeni bulgusunun yaninda eslik eden baska bir

sistemik bulgusunun olmadigi belirlenmistir.
WES Analizinde Homozigot Varyant Degerlendirmesi

Homozigot varyant filtrelemesi sonucunda hastaliktan sorumlu olmaya
aday 2 (Tablo 4.40) varyant tespit edilmis, ancak mevcut klinik ile iligkisi
kurulamamistir. Heterozigot varyantlara yonelik yapilan filtrelemede kemik iligi
yetmezligi fenotipi ile iliskilendirilmis genlerde ve birlesik heterozigotluk
filtrelemesinde kritik aday belirlenmemistir. Filtreleme basamaklar1 sonucunda olasi

zararli mutasyonlara yonelik toplam 182 varyant saptanmis olup IGV programi
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kullanilarak g6z ile analiz devam etmektedir. Bireyin kopya sayist degerlendirmesi de
normal olarak saptandigi i¢in bu indeks vaka heniiz ¢6ziilmemis kemik iligi

yetmezlikleri siniflamasinda kalmaigtir.

Tablo 4.40. TRBMFS-0133_03 numarali bireydeki hastaliktan sorumlu olmaya aday
homozigot varyantlarin 6zelliklerinin degerlendirilmesi

Gen Chr | Lokasyon Varyant | In-silico Clinvar | Hastahk | Gen- Sanger Sonug
(bp) bilgisi (varsome- Bilgisi Fonksiyon | validasyon
polyphen) bilgisi
C70RF57 7 48,086,169 | c.463G> Polypen- - - Chromoso - In-silico
A Benign me 7 open degerlendirmede
p.Vall55 | 0P20B reading elendi
Ile frame 57
DIS3L 15 66,586,050 | c.116C> Polypen- - - Dis3-like - In-silico
G Benign exosome 3- degerlendirmede
p.Pro39 1P20B prime-5- elendi
Arg prime
exoribonuc
lease
RNA
islenmesi

4.2.14. TRBMFS-0210_03 numarah Bireyin Klinik Bulgular1 ve WES

Analiz Degerlendirmesi

Ebeveynleri arasinda akraba evliligi olan ve ilk kez 4 aylik iken sik enfeksiyon
gecirmesi sebebi ile degerlendirilen kiz hastanin tetkiklerinde Hb: 9.4 gr/dL,
ANS: 600/uL, Trombosit: 256.000/mm? saptanmis olup bisitopeni etyolojisine yonelik
yapilan kemik iligi aspirasyon biyopsisinde MDS’den siiphelenilse de MDS paneli
(FISH ile trizomi 8, 7g delesyonu/monozomi 7, 5q delesyonu agisindan
degerlendirme) normal olarak sonuglanmuistir. DEB testinde de kromozomal kirik

artig1 saptanmayan hasta G-CSF tedavisi ile izlenmeye devam etmektedir.
WES Analiz Degerlendirmesi

Homozigot varyant filtrelemesi sonucunda hastaliktan sorumlu olmaya
aday 9 (Tablo 4.41) varyant tespit edilmis, ancak hastalik ile iliskisi kurulamamustir.
Heterozigot varyantlara yonelik yapilan filtrelemede kemik iligi yetmezligi fenotipi ile
iligkilendirilmis genlerde ve birlesik heterozigotluk filtrelemesinde kritik aday
belirlenmemistir.  Olast  zararli mutasyonlara  yonelik  filtrelemede  ise
toplam 206 varyant saptanmis olup IGV programi kullanilarak g6z ile analiz devam
etmektedir. Bireyin kopya sayis1 degerlendirmesi de normal olarak saptandigi igin bu

indeks vaka heniiz ¢6ziilmemis kemik iligi yetmezlikleri siniflamasinda kalmistir.




Tablo 4.41. TRBMFS-0210_03 numarali bireydeki hastaliktan sorumlu olmaya aday homozigot varyantlarin 6zelliklerinin degerlendirilmesi

Varsome: 0P12B

Gen Chr Lokasyon Varyant bilgisi In-silico Clinvar Hastalik Bilgisi Gen- Sanger Sonug
(bp) (varsome- Fonksiyon validasyon
polyphen) bilgisi
ARMC6 19 19,168,246 €.1315C>T Polyphen: - - - Armadillo Valide edildi Aile bireylerinin
p.Arg439Ter Varsome: 8P0B Repeat orneklerine ulagilamadigi
Containing 6 i¢in segregasyon
caligmasi yapilamadi
FCHO1 19 17,897,438 €.2482G>T Polyphen: Probably | - Immunodeficiency | Fch domain Valide edildi Aile bireylerinin
p.Gly828Cys damaging 76 (OR) only protein 1 orneklerine ulasilamadigi
Varsome: 13P11/9B Endositoz i¢in segregasyon
caligmasi yapilamadi
STPG1 1 24,696,200 c.701G>A Polyphen: Benign - - Sperm-tail pg- - In-silico degerlendirmede
p.Ser234Asn Varsome: 0P22B rich repeat- elendi
containing
protein 1
Mismatch
tamir
KIF26A 14 104,642,936 €.3811C>T Polyphen: Benign - - Kinesin family - In-silico degerlendirmede
p.Pro1271Ser Varsome: 1P21B member 26a elendi
EPHAS8 1 22,903,043 c.493A>G Polyphen: Probably | - - Ephrin - Fonksiyon uygun
p.Lys165Glu damaging receptor epha8 bulunmadi
Varsome: 14P8B Aksonal
biiyiime
LACTBL1 1 23,279,604 c.1672G>A Polyphen: Probably | - - Lactamase - Fonksiyon uygun
p.Asp558Asn damaging beta like 1 bulunmadi
Varsome: 5P5B
ZNF839 14 102,786,386 €.284C>T Polyphen: Probably | - - Zinc finger 839 | - In-silico degerlendirmede
p.Pro95Leu damaging elendi
Varsome: 5P15B
COL5A3 19 10,104,478 €.1592G>A Polyphen: Possibly - - Collagen, type - Fonksiyon uygun
p.Arg531His damaging v, alpha-3 bulunmadi
Varsome: 17P6B
ZNF66 19 20,988,761 €.355A>G Polyphen: Possibly - - Zinc finger 66 - In-silico degerlendirmede
p.Ser119Gly damaging elendi

174"
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4.2.15. TRBMFS-0242_03 numarah Bireyin Klinik Bulgular1 ve WES Analiz

Degerlendirmesi

Ebeveynleri arasinda akraba evliligi olmayan kiz hasta kronik konstipasyon
nedeni ile arastirildigi sirada yapilan tetkiklerinde Hb: 8.8 gr/dL, ANS: 700/uL,
Trombosit: 118.000/mm?® saptanmasi iizerine kemik iligi yetmezligi etyolojisi
arastirilmaya baslanmistir. Hastanin devamli goriilen anemi bulgusuna ek olarak nétrofil
ve trombosit degerlerinin degiskenlik gosterdigi saptanmustir.  Yapilan kemik iligi
incelemesinde megaloblastik degisiklere sahip, malignite bulgusu olmayan selliiler kemik
iligi bulunmustur. Hasta anemi bulgusuna yoénelik ihtiya¢c duymasi halinde ES tedavisi ile

takip edilmeye devam etmektedir.

Hasta 3 yas 6 aylik iken yapilan degerlendirmede gelisim basamaklarini yasitlari
ile es zamanl kazandig1 ve sik enfeksiyon gegirmesi diginda herhangi bir bulgusunun

olmadig1 saptanmustir.
WES Analiz Degerlendirmesi

Homozigot varyant filtrelemesi sonucunda hastaliktan sorumlu olmaya
aday 2 varyant tespit edilmis, ancak hastalik ile iligkisi kurulamamstir (Tablo 4.42).
Heterozigot varyantlara yonelik yapilan filtrelemede kemik iligi yetmezligi fenotipi ile
iliskilendirilmis genlerde ve birlesik heterozigotluk filtrelemesinde kritik aday
belirlenememistir. Olas1 zararli mutasyonlara yonelik filtrelemede ise toplam 215 varyant
saptanmig olup IGV programi kullanilarak g6z ile analiz devam etmektedir. Bireyin
kopya sayist degerlendirmesi de normal olarak saptandigi ig¢in bu indeks vaka heniiz

¢Oziilmemis kemik iligi yetmezlikleri siniflamasinda kalmstir.

Tablo 4.42. TRBMFS-0242_03 numarali bireydeki hastaliktan sorumlu olmaya aday
homozigot varyantlarin 6zelliklerinin degerlendirilmesi

Gen Chr Lokasyon Varyant In-silico Clinvar Hastahk | Gen- Sanger Sonug¢
(bp) bilgisi (varsome- Bilgisi Fonksiyon validasyon
polyphen) bilgisi
HYAL4 7 123,516,806 €.1045-2A>T Polyphen: - Hyalurono Fonksiyon
Varsome: glucosamini uygun
5P1B dase 4 bulunmadi
EFCAB14 1 47,150,259 €.1090A>G Polyphen: Ef-hand In-silico
p.Asn364Asp Benign calcium- degerlendirme
Varsome: binding ile elendi
0P23B domain-
containing
protein 14
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4.2.16. TRBMFS-0256_03 numarah Bireyin Klinik Bulgular: ve WES Analiz

Degerlendirmesi

Ebeveynleri arasinda akraba evliligi olan ve dogumda degerlendirilen
tetkiklerinde Hb: 12.7 gr/dL, ANS: 3700/uL, Trombosit: 29.000/mm? olarak saptanan
erkek hastanin trombositopeni etyolojisini aydinlatmaya yonelik yapilan kemik iligi
aspirasyon incelemesinde megakaryosit goriilmiis olup ek bir bulgu saptanmamuigtir.
Erken sa¢ beyazlamasi disinda kemik iligi yetmezligine eslik eden sistemik bulgusu
olmayan hastada dis merkezde klinik ekzom sekanslama yapilmis ve fenotip ile iliskili
patojenik bir varyant saptanmamustir. Hasta steroid ve gerek duydukga TS ile izlenmeye

devam etmektedir.

Hasta 4 yasinda iken yapilan degerlendirmede kilo 13 kg (<3p), boy 90 cm (<3p)
olup, steroid tedavisine bagli adrenal yetmezlik ve bilateral katarakt nedeni ile takibe
baslanildigr 6grenilmistir. Gelisim basamaklarin1 yasitlar1 ile benzer zamanlarda
kazanmis olan hastada mindr dismorfik yiiz bulgular (dar alin, diisiik 6n sag ¢izgisi, kalin
kaslar, basik burun kokii, asagi egilimli palpebral araliklar) disinda ek bir bulgu

saptanmamigtir.
WES Analiz Degerlendirmesi

Homozigot varyant filtrelemesi sonucunda hastaliktan sorumlu olmaya
aday 21 varyant tespit edilmis olmasina karsin bu varyantlarin hi¢biri mevcut klinik ile
iliskilendirilememistir (Tablo 4.43). Heterozigot varyantlara yonelik yapilan filtrelemede
kemik iligi yetmezligi fenotipi ile iligkilendirilmis genlerde ve birlesik heterozigotluk
filtrelemesinde kritik aday belirlenememistir. Olas1 zararli mutasyonlara yonelik
filtrelemede ise toplam 202 varyant saptanmis olup IGV programi kullanilarak goz ile
analiz devam etmektedir. Bireyin kopya sayisi degerlendirmesi de normal olarak
saptandigi i¢in bu indeks vaka heniiz ¢6ziilmemis kemik iligi yetmezlikleri siniflamasinda

kalmustir.



Tablo 4.43. TRBMFS-0256_03 numarali bireydeki hastaliktan sorumlu olmaya aday homozigot varyantlarin ozelliklerinin

degerlendirilmesi
Gen Chr | Lokasyon Varyant bilgisi In-silico Clinvar | Hastalk Bilgisi Gen-Fonksiyon Sanger Sonug
(bp) (varsome-polyphen) bilgisi validasyon
ZNF75D X 134,428,054 c.13G>T Polyphen: - - - Zinc finger protein 75D Valide edildi | PLI o/e orant: 0.96
p.GluSTer Varsome: 3P1B olmasi ve gende LoF’a yol
acacak varyantin
homozigot goriilmesi
sebebi ile elendi
CD163 12 7,640,564 ¢.1540G>A Polyphen: Probably - - Hemoglobin scavenger receptor | Valide edildi | Klinik bulgular uyumlu
p.Val514lle damaging Haptoglobulin-hemoglobin bulunmadi
Varsome: 11P11B kompleksi ile hemoglobin
yikilmasi
CORO6 17 27,943,817 €.907_913del Polyphen: Probably - - Coronin 6 Valide edildi | Babada homozigot
p.Val303ThrfsTer2 damaging Aktin baglayict protein saptanip elendi
Mutation Taster:
Disease causing
AASDH 4 57,219,729 c.1417G>A Polyphen: Benign - - Aminoadipate-semialdehyde - In-silico degerlendirme ile
p.Alad73Thr Varsome: 8P14B dehydrogenase elendi
CDCA3 12 6,958,806 c.467G>C Polyphen: Benign - - Cell division cycle-associated - In-silico degerlendirme ile
p.Argl56Thr Varsome: 0P21B protein 3 elendi
NHSL2 X 71,359,290 c.1892G>A Polyphen: Benign - - NHS-like protein 2 - In-silico degerlendirme ile
p.Ser631Asn Varsome: 1P16B elendi
HCN2 19 616,278 €.2474C>T Polyphen: Benign - Febrile seizures, Hyperpolarization-activated - In-silico degerlendirme ile
p.Pro825Leu Varsome: 8P14B familial, 2 (OD) cyclic nucleotide-gated elendi
Generalized potassium channel 2
epilepsy with
febrile seizures
plus, type 11 (OD)
(Epilepsy,
idiopathic
generalized,
susceptibility to,
17) (OD)
STX6 1 180,971,756 €.286C>T Polyphen: Possibly - - Syntaxin 6 - Fonksiyon uygun
p.Arg96Trp damaging Hiicre ici iletisim bulunmadi
Varsome: 20P2B
SNAP47 1 227,954,668 €.1132C>G Polyphen: Benign - - Synaptosome-associated protein - In-silico degerlendirme ile
p.Leu378Val Varsome: 2P19B 47 elendi
FAT1 4 187,527,259 ¢.10315G>A Polyphen: Benign - - Fat atypical cadherin 1 - In-silico degerlendirme ile
p.Val3439lle Varsome: 0P22B elendi
CEMIP2 9 74,305,069 €.3790G>C Polyphen: Benign - - Transmembrane protein 2 - In-silico degerlendirmede
p.Vall264Leu Varsome: 0P21B elendi

LZT



Tablo 4.43 (Devami). TRBMFS-0256 03 numarali bireyin ekzom analizi sonucunda elde edilen hastaliktan sorumlu olmaya aday
homozigot varyantlarin 6zelliklerinin degerlendirilmesi

KIAA1958 9 115,408,089 | ¢.1331C>T Polyphen: Benign - - Kiaal958 gene In-silico
p.Thr444lle Varsome: 0P22B degerlendirme ile
elendi
FDXACB1 11 | 111,745,821 | ¢.1700T>C Polyphen: Benign - - Ferredoxin-fold In-silico
p.1le567Thr Varsome: 7P15B anticodon binding degerlendirme ile
domain containing 1 elendi
rRNA islenmesi
BIN2 12 | 51,696,879 €.209C>G Polyphen: Probably damaging - - Bridging integrator 2 Fonksiyon uygun
p.Ala70Gly Varsome: 13P8B Adaptdr protein bulunmadi
HELB 12 | 66,703,975 €.1267G>A Polyphen: Benign - - Helicase, DNA, B In-silico
p.Asp423Asn | Varsome: 2P18B degerlendirme ile
elendi
SLC35E3 12 | 69,141,738 c.431A>G Polyphen: Benign - - Solute carrier family 35 In-silico
p.Asnl44Ser | Varsome: 2P18B member E3 degerlendirme ile
elendi
LRRIQ1 12 | 85,449,854 c.1283A>G Polyphen: Benign - - Leucine-rich repeats and In-silico
p.Asp428Gly | Varsome: 0P22B 1Q motif containing 1 degerlendirme ile
elendi
RFLNA 12 | 124,798,904 | c.241C>G Polyphen: Benign - - Family with sequence In-silico
p.Leu8lVal Varsome: 3P18B similarity 101, member A degerlendirme ile
elendi
TMEM132D | 12 | 130,184,731 | ¢.592C>T Polyphen: Benign - - Transmembrane protein In-silico
p.Leul98Phe | Varsome: 4P19B 132D degerlendirme ile
elendi
SLC28A1 15 | 85,432,079 c.173C>T Polyphen: Benign - [Uridine-cytidineuria] (OR) Solute carrier family 28 Klinik bulgular
p.Pro58Leu Varsome: 1P21B (sodium-coupled uyumlu bulunmadi
nucleoside transporter),
member 1
SSH2 17 | 28,029,992 c.277C>T Polyphen: Probably damaging Slingshot protein Fonksiyon uygun
p.Arg93Trp Varsome: 13P9B phosphatase 2 bulunmadi

Aktin dinamiklari

8¢1
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4.2.17. TRBMFS-0265 04 numarah Bireyin Klinik Bulgular1 ve WES

Analiz Degerlendirmesi

Ebeveynleri arasinda akraba evliligi olmayan erkek hastanin dogum sonrasi
degerlendirilen tetkiklerinde Hb: 11.6 gr/dL, ANS: 100/uL, Trombosit: 323.000/mm?
olarak saptanmis olup konjenital notropeni nedeni ile arastirilmaya baglanmustir.
Hastanin etyoloji aydinlatilmasina yonelik yapilan kemik iligi incelemesinde anormal
bulgu saptanmamuistir. Hastanin ablasinda da konjenital nétropeni saptanmis olup, bu

nedenle takipleri devam etmektedir.

Hasta 2 yas 6 aylik iken yapilan degerlendirmede gelisim basamaklarini
yagsitlari ile benzer zamanlarda kazandig1 buna ek olarak allerjik astim 6n tanisi ile
steroid tedavisine baslandigi Ogrenilmistir. Hastanin ve ablasiin sik enfeksiyon

gecirme haricinde ek bir sikayetinin ve bulgusunun olmadig: saptanmistir.
WES Analiz Degerlendirmesi

Homozigot varyant filtrelemesi sonucunda hastaliktan sorumlu olmaya
aday 2 varyant tespit edilmis olmasina karsin bu varyantlar mevcut klinik ile
iliskilendirilememistir (Tablo 4.44). Heterozigot varyantlara yonelik yapilan
filtrelemede kemik iligi yetmezligi fenotipi ile iligkilendirilmis genlerde ve birlesik
heterozigotluk filtrelemesinde kritik aday belirlenememistir. Olas1  zararl
mutasyonlara yonelik filtrelemede ise toplam 216 varyant saptanmis olup IGV
programi kullanilarak g6z ile analiz devam etmektedir. Bireyin kopya sayisi
degerlendirmesi de normal olarak saptandigi igin bu indeks vaka heniiz ¢oziilmemis

kemik iligi yetmezlikleri siniflamasinda kalmistir.

Tablo 4.44. TRBMFS-0265_04 numarali bireydeki hastaliktan sorumlu olmaya aday
homozigot varyantlarin 6zelliklerinin degerlendirilmesi

Gen Chr Lokasyon Varyant In-silico Clinvar | Hastalik Bilgisi | Gen- Sanger Sonug
(bp) bilgisi (varsome- Fonksiyon validasyon
polyphen) bilgisi
PHEX | X 22,239,868 €.1899+8 Polyphen: - | - Hypophosphate | Phosphate- - Klinik
Cc>T Mutation mic rickets, X- regulating bulgular
Taster: linked dominant | endopeptida uyumlu
Disease (XLD) se homolog, bulunmads
causing X-linked
IRS4 X 107,977,569 | c.2006A> Polyphen: - Hypothyroidism | Insulin - Klinik
G Benign congenital, receptor bulgular
p.Glu669 Varsome: nongoitrous, 9 substrate 4 uyumiu
Gly 4P16B (XLR) bulunmad
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4.2.18. TRBMFS-0077_03 numarah Bireyin Klinik Bulgular1 ve WES

Analiz Degerlendirmesi

Ebeveynleri arasinda akraba evliligi olan ve 5 yasinda iken degerlendirilen
tetkiklerinde Hb: 8.3 gr/dL, ANS: 1700/uL, Trombosit: 11.000/mm? olarak saptanan
kiz hastanin kemik iligi yetmezligi etyolojisini aydinlatmaya yonelik dis merkez
tarafindan >43 kemik iligi yetmezIligi iliskili geni kapsayan panel analizi yapilmis ve
fenotip ile iliskilli patojenik varyant saptanmamustir. Kemik iligi yetmezligine yonelik

replasman tedavileri devamli hale gelen hasta 8 yasinda KIT olmustur.

Hasta 9 yasinda iken yapilan degerlendirmede kemik iligi yetmezligi
bulgusunun KIT ardindan diizeldigi, gelisim basamaklarin1 yasitlar1 ile benzer
zamanlarda kazandigi ve eslik eden herhangi bir sistemik bulgusunun olmadig:

saptanmigtir.
WES Analizinde Homozigot Varyant Degerlendirmesi

Homozigot varyant filtrelemesi sonucunda hastaliktan sorumlu olmaya
aday 1 varyant tespit edilmis, ancak mevcut klinik ile iliskilendirilememistir
(Tablo 4.45). Heterozigot varyantlara yonelik yapilan filtrelemede kemik iligi
yetmezligi fenotipi ile iliskilendirilmis genlerde ve birlesik heterozigotluk
filtrelemesinde kritik aday belirlenememistir. Olas1 zararli mutasyonlara yonelik
filtrelemede ise toplam 194 varyant saptanmis olup IGV programi kullanilarak goz ile
analiz devam etmektedir. Bireyin kopya sayisi degerlendirmesi de normal olarak
saptandigi i¢in bu indeks vaka heniiz ¢6ziilmemis kemik iligi yetmezlikleri

siniflamasinda kalmustir.

Tablo 4.45. TRBMFS-0077_03 numarali bireydeki hastaliktan sorumlu olmaya aday
homozigot varyantlarin 6zelliklerinin degerlendirilmesi

Chr Lokasyon Varyant In-silico Clinvar | Hastalilk | Gen- Sanger Sonug¢
(bp) bilgisi (varsome- Bilgisi Fonksiyon validasyon
polyphen) bilgisi
ADH6 4 100,130,004 €.649G> Polyphen: - - Alcohol - Fonksiyon
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5. TARTISMA

Bu tez ¢aligmasinda klinik ve genetik olarak oldukga heterojen bir grup olan
karakterize edilemeyen kalitsal kemik iligi yetmezliklerinin genetik etyolojisi
aydinlatilmaya calisilmistir. Calisilan kohortun %47°sinde (n=8) her biri farkh
genlerde (EFL1, TERT, MYH9, TCN2, VPS13B, PEPD, SLC7A7 ve MDM2)
hastaliktan sorumlu olan genetik degisiklikler saptanmig, 1 bireyde ise 2q32.1
bolgesinde ZC3H15 genini igeren, klinik 6nemi bilinmeyen, de-novo delesyon
belirlenmistir. Literatiirde daha genis hasta kohortu ile ¢alisilan bir yayinda da hastalik
etyolojisinin belirlenme oran1 bizim ¢alismamiza benzer sekilde %48 olarak
bulunmustur (44). Yapilan ileri genetik analizlere ragmen hastalarin yaklagik yarisinda
genetik nedenin saptanamamasi genomda kodlamayan bdlgelerin analizlerinin de bu

hasta grubu i¢in 6nemli olabilecegini diisiindiirmektedir.

Ulkemizde akraba evliliklerinin sik olusu genetik etyolojisi biiyiikk oranda
¢Oziilmemis olan bu grupta otozomal resesif kalitim kalibi ile uyumlu hastalik
genlerinin bulunmasii kolaylastirmaktadir. Tez calismast kapsaminda genetik
etyolojisi belirlenen 8 hasta degerlendirildiginde 1 indeks birey haricinde diger tiim
bireylerde kemik iligi yetmezligine neden olabilecek genlerde homozigot mutasyonlar
saptanmigtir.  Birlesik heterozgotluk ise hi¢ gozlenmemistir. Buna karsin,
literatiirde 179 indeks bireyin katilimi ile yapilan ¢alismada genetik etyolojisi
belirlenen 86 bireyden 16 tanesinde kemik iligi yetmezligine neden olabilecek
genlerde birlesik heterozigotluk belirlenmis olup sadece 12 bireyde homozigot
mutasyonlar bulunmustur (44). Bu da ¢alisma kohortumuzdaki yiiksek akraba evliligi
orani ile uyumlu olarak hastaliktan sorumlu homozigot varyantlarin saptanmasi
olasiliginin bizim toplumumuzda anlaml 6l¢iide yiiksek oldugunu desteklemektedir
(Odds orani: 68,25; %95 C.I : 4.87-382.74; p=0.0007). Sunulan tez calismasinda
homozigot MDM2 gen mutasyonunun Kkarakterize edilemeyen kemik iligi
yetmezlikleri ile ilk kez iligkilendirildigi de g6z oniine alindiginda toplumumuzda yeni
nesil dizileme verisinde Oncelikli olarak homozigot varyantlara odaklanilmasinin
klinik acidan karmasik Ozelliklere sahip bu hastalik spektrumuna yol agan yeni

genlerin bulunmasinda da ne denli giiclii bir strateji oldugu ortaya ¢ikmaktadir.
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Klinik  ozellikler agisindan  genetik  etyolojisi  belirlenen  kohort
degerlendirildiginde yine literatiir ile uyumlu olarak en sik hematolojik bulgunun
pansitopeni oldugu, hematolojik bulgularin ilk meydana gelme zamaninin ise klasik
kalitsal kemik iligi yetmezlikleri ile kiyaslandiginda daha gec (ortalama 1 yas 9 ay)
oldugu gortlmistir (43, 44). Aym1 zamanda bu grup hastalarda diger sistemik
bulgularin eslik etme olasilig1 da klasik kalitsal kemik iligi yetmezliklerinden daha
fazla olup, en sik eslik eden sistemik bulgu gelisme geriligidir. Etyoloji belirledigimiz
hastalarin %50 (n=4)’sinde pansitopeniye gelisim geriliginin eslik ettigi goriilmiistiir.
Buna ek olarak, ileri genetik analizlere ragmen genetik etyolojisi belirlenemeyen hasta
grubunda ise sadece 1 (%11) hastada pansitopeni ve gelisme geriligi birlikteligi
goriilmiis olup, bu bireyde de klinik 6nemi bilinmeyen kopya sayisi degisikligi
saptanmistir. Bu nedenle her {i¢ seriyi de etkileyen bir kemik iligi yetmezligi varliginda
klinik bulgulara gelisim geriligi de eslik ediyorsa etyolojide bilinen kalitsal kemik iligi
yetmezlikleri yaninda karakterize edilemeyen kemik iligi yetmezlikleri de akla

gelmelidir.

Caligmamizda gozlemledigimiz 6nemli bir bulgu ise hematoloji kliniklerinde
Ozellikle beklenmeyen bulgularla karsilasildiginda karakterize edilemeyan kemik iligi
yetmezligi 6n tanisinin klasik kemik iligi yetmezliklerini de igerecek sekilde genis
tutulmasidir. Buna ek olarak, kemik iligi yetmezliklerinin eslik ettigi sendromlar, nadir
goriilen hematolojik hastaliklar, harman fenotipler de ayirici tanida zorluk olusturarak
bu  kapsama  alinabilmektedir. Bu  bulguyu  destekleyecek  sekilde,
literatiirde 179 birey’lik karakterize edilemeyen kemik iligi yetmezlikleri grubu ile
yapilan calismada da genetik etyolojisi belirlenen 86 hastanin 41 tanesinde klasik
kemik iligi yetmezliklerinden olan DC, DBA ve SDS ile iligkili genlerde, 21 tanesinde
ise hematopoez ile iligkili bilinen genlerde degisiklikler saptanmistir (44). Ayrintili
fizik incelemede ise klasik kalitsal kemik iligi yetmezligine sahip hastalarin atipik
bulgulara sahip olmasi, Fanconi Anemisi disinda kemik iligi yetmezlikleri i¢in dislama
testinin olmamasi ve muayene esnasinda bu sendromlardan siiphelenilmemesi
sebepleri ile Klinikte ayirict taninin zorlastigi ve klasik kemik iligi yetmezliklerinin de
karakterize edilemeyen kemik iligi yetmezligi grubu icinde incelenebildigi
gosterilmistir (44). Calisma grubumuzda saptanan TERT iliskili Hoyereal Hreidarrson
Sendromu (OMIM 305000) ve EFL1 ilsikili Shwachman Diamond Sendromu
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Tip 2 (OMIM 617941) ayirict tanida zorluk yasanmasi nedeni ile bu grup altinda

incelemeye alinan klasik kemik iligi yetmezlikleri 6rneklerindendir.

TERT geni telomerlerin yapist ve uzunlugununun kontrolinde gorevli
telomeraz kompleksinin katalitik alt {nitesini olusturan Telomerase Reverse
Transcriptase proteinini kodlamaktadir (27). TERT geni heterozigot mutasyonlari
klasik triad: retikiiler deri dokiintiileri, mukozal 16koplaki ve tirnak distrofileri olan
DC fenotipini olusturur. TERT geni biallelik mutasyonlar ile ortaya ¢ikan Hoyereal
Hreidarrson Sendromu ise giiniimiize kadar sadece 7 ailede bildirilmistir (58-62).
DC’nin tipik bulgularinin yaninda <1 persentil telomer boyu, erken yasta baslayan
kemik iligi yetmezligi, serebellar hipoplazi, ataksi gibi ek bulgularin eklenmesi ile
DC’ye gore daha agir bir klinikle seyirlidir. TRBMFS-0137 03 numarali bireyde
saptanan ve korunmus bir boélgede bulunan mutasyon daha 6nce akraba evliligi yapmis
ebeveynleri olan iki kardeste de homozigot olarak bildirilmistir (59). Bireyin
degerlendirilmesinde saptanan IUGR, erken yasta baglayan kemik iligi yetmezligi,
serebellar hipoplazi, ataksi, telomer boyunun <1 persentil olusu Hoyereal Hreidarrson
Sendromu ile uyumlu olmasina karsin olduk¢a nadir goriilen bir durum olmasi
nedeniyle karakterize edilemeyen kemik iligi yetmezlikleri spektrumu kapsaminda

incelenmesine yol agmustir.

Benzer bir durum EFL1 iliskili SDS (OMIM 617941) fenotipinde karsimiza
cikmistir. EFL1 geni “Elongation Factor Like GTPaz 1" proteinini kodlamaktadir. Bu
protein SBDS proteini ile birlikte pre-60S ribozomun birlesme arayiiziinden
Eukaryotic Translation Initiation Factor 6 (elF6)’nin uzaklastirilmasinda ve
boylelikle ribozomun 60S ve 40S altiinitelerinin birleserek translasyon baslangic
kompleksini olusturmasi asamasinda rol almaktadir (63). Hastada bulunan mutasyon
daha oOnce vyapilan bir c¢alismada ebeveyn akrabaligi bulunan 2 aileden
toplam 4 bireyde saptanmis ve Shwachman-Diamond Sendromu 2 fenotipi ile
iliskilendirilmistir (28). Bu bireylerin klinik bulgular1 degerlendirildiginde biiytime-
gelisme geriligi, pankreatik yetmezlik, metafizyal displazi ve tiim hiicre serilerinin
etkilendigi kemik iligi yetmezligi gozlenmistir. TRBMFS-0134_03 numarali bireyde
saptanan kemik iligi yetmezligi, gelisme geriligi ve pankreatik yetmezlik
diistindiirecek tekrarlayan ishalinin olmasi daha 6nce mutasyon saptanan vakalarla

ortak klinik bulgularidir. Ancak SDS fenotipinden farkli olarak hastada konjenital
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isitme kaybi goriilmesi ve %90 oraninda SDS etyolojisinden sorumlu olan SBDS
geninde mutasyon bulunmamast nedenleri ile ilk asamada SDS olarak
degerlendirilmemis, boylelikle hasta klasik kemik iligi yetmezligine sahip olmakla
birlikte karakterize edilemeyen kemik iligi yetmezlikleri altinda c¢alisilmaya

baslanmistir.

WES incelemeleri ise durumun beklenenden daha karmasik oldugunu ve bu
bireyin EFL1 gen mutasyonuna ek olarak TP53 geninde somatik bir degisiklik
tasidigini ortaya ¢ikarmistir. TP53 geni apoptozis, transkripsiyon regiilasyonu, hiicre
boliinmesinde kontrol noktasi olmasi gibi hiicrede ¢ok onemli gérevlere sahip bir
tiimor baskilayici gendir. Ribozomapatilerde hiicre icinde meydana gelen ribozomal
stres sebebi ile p53’iin artmasi ve artan p53’lin sebep olacagi hiicresel apoptozisi
azaltmak amaci ile TP53 geninde fonksiyon kaybi mutasyonlariin goriilmesi bilinen
bir somatik kurtarma mekanizmasidir (41). Bunun 6nemli bir 6rnegi de biallelik SBDS
mutasyonlarina sahip hastalarda yiliksek oranda somatik TP53 fonksiyon kaybi
mutasyonlarinin goriilmesidir (64). Somatik mutasyon tasiyan bu grup hastada kemik
iligi yetmezliklerinin daha ileri yaslarda ortaya ¢ikmasi ve fenotipin SDS’ye gore daha
ilimli olmasi nedenleri ile bu durum SDS i¢in bilinen bir somatik kurtarma

mekanizmasi olarak kabul edilmistir (64, 65).

Bu tez calismasinda ise ilk kez SDS’nin bir diger sebebi olan EFL1 germline
mutasyonuna eslik eden TP53 somatik mutasyonu tanimlanmaktadir. Ancak fenotip
somatik kurtarma mekanizmasi aciklamasi ile uyumlu olmayacak sekilde oliimle
seyredecek oranda daha agir olarak karsimiza ¢ikmistir. Bunun bir nedeni TP53
geninde meydana gelen somatik fonksiyon kaybi mutasyonunun kanser yatkinlig
meydana getirmis olabilecegidir. Keza tez kapsaminda caligilan hastada saptanan
TP53 mutasyonu daha once bir¢ok farkli doku kanserlerinde sik goriilen mutasyon
olarak bildirilmistir (66). Ayrica saptanan mutasyon daha dnce AML olan bir hastada
germline olarak da gozlenmistir (67). Buna ek olarak, SDS hastalarinda SBDS
germline mutasyonuna eslik eden somatik TP53 mutasyonu miyeloid kanserlerle
iliskilendirilmistir (65). Ancak, bunlarda TP53 geni her iki allelinde somatik olaylarin
meydana geldigi raporlanmis olup TP53 somatik mutasyon zemininde kanser meydana

gelmesi i¢in TP53’1in her iki allelinin de hasarlanmas1 gerektigi iddia edilmistir (65).
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Calismamizda ise EFL1 mutasyonuna eslik eden somatik degisiklik
heterozigot olup ikinci allelde herhangi bir degisiklik gézlenmemistir. Hastanin Klinik
takipsizligi ve bu takipsizlik doneminde hayatini kaybetmesi sebebi ile hem son donem
bulgular1 hem de bu donemde yapilan kemik iligi incelemesi olmadigindan hastanin
bulgularinin olast bir myeloid kanser transformasyonu ile uyumlu olup olmadig:
belirlenememistir. Buna ek olarak, hastada saptanan ve kemik iligi yetmezligi yanisira
isitme kaybi1 ile seyirli osteoepetrozis hastalifina sebep olan TNFSF11 gen

mutasyonunun da harman fenotip olarak klinik ¢esitlilige katki yapmis olmasi olasidir.

Bir hasta 0Ozelinde karsilasmis oldugumuz fenotip ve laboratuvar
degerlendirmelerini karmasik hale getiren bu durum o6zellikle kemik iligi gibi hizh
boliinen dokularin hastaliklari ile ilgilenildiginde daha detayli inceleme gerekliligi ve
Ozellikle hastalarin takibinde somatik mutasyonlarin saptanmasinin  6nemini
vurgulanmaktadir. Yeni nesil dizileme teknikleri ile somatik mutasyonlar
degerlendirilirken elde edilen okumalarda varyant allelin okuma sayisinin bdlgenin
toplam okuma sayisina boliinmesi ile bulunan varyant allel frekans (VAF) degeri
kritiktir (68). VAF degerinin ~%50 oldugu durumlarda varyantin heterozigot oldugu
diistiniilmesi gerekirken, <%50 oldugu durumlarda somatik olaylarin varligi akla
gelmelidir. Bu hastada da p53 varyant1 i¢in VAF degeri %19 olarak hesaplanmis ve
<%50 olmas1 sebebi ile dikkat cekmistir. Son yillarda oOzellikle diisiik diizey
mozaikligin de belirlenmesi amaciyla tiimoér dokusundan daha ¢ok panel testleri ile
yeni nesil dizileme yontemi kullanilsa da WES analizi de VAF degerlerinin
belirlenmesi amagh olarak kullanilabilmektedir. Burada en biiyiik dezavantaj panel
testlerine gére WES analizinde okuma sayilariin daha diisiikk olmast ve buna baglh
olarak VAF degeri diislik somatik varyantin gézden kagma ihtimalinin artmasidir. Bu
nedenle WES analizinde heterozigot olarak saptanan varyantlarin VAF degerlerinin
dikkatli bir sekilde incelenmesi somatik varyantlarin aydinlatilmasi agisindan oldukga
onemli hale gelmektedir. Siiphelenilen somatik olay1 dogrulamanin bir bagka yontemi
ise farkli bir doku orneginden saptanan mutasyonun c¢alisilmasidir. Ancak bu tez
calismasinda hasta kaybedilmis oldugu i¢in ikinci bir doku alinarak dogrulama

calismas1 yapmak miimkiin olmamuistir.

Buna ek olarak, bu hastada saptandigi sekilde TNFSF11 geninde bir alelin

cogaltilamamasi (allele drop-out) genetik analizlerde karsilasilan ve analizi zorlagtiran
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durumlardan birisi olarak daima akilda tutulmalidir. Genellikle ¢ogaltilan bolgeye
yonelik tasarlanan primer baglanma bolgesinde farkli bir polimorfik degisikligin
bulunmasi ile bir alelin gogaltilamamasi olarak tanimlanan “allel drop out” hastalik
nedeni olan genetik degisikliklerin hatali olarak ekarte edilmesine neden olmaktadir
(69, 70). Ozellikle klinik bilgiler 1s181nda sanger dizileme ile siiphelenilen varyantin
hastalikla birlikte segregasyonunun dogrulanamamasi halinde mutlaka ikinci bir
primer dizisi ile ayn1 bolgenin ¢alisilmasi ve alellerden birinin drop-out olmus olma

olasiligiin ekarte edilmesi gerekmektedir.

Calismamiz, bir bireyde birden fazla hastaligin birarada bulunmasi1 olarak
tanimlanan harman fenotiplerin de hasta tam1 ve takibinde zorluk yaratabilecegini
gostermistir. Harman fenotipler 6zellikle WES analizlerinin yaygin kullanima
girmesinden sonra giderek artan drneklerle karsimiza ¢ikan ve klinik taniy1 zorlagtiran
bir durumdur. Daha once Tiirkiye’den katilan aileler ile yapilan bir calismada,
norogelisimsel gerilige sahip bireylerin oldugu 234 aile incelenmis ve genetik
etyolojisi belirlenen 176 hastanin 51°inde (%28.9) birden fazla gendeki degisikligin
fenotipe etki ettigi “harman fenotip” saptanmistir (71). Tespit edilebilmeleri pedigri
analizleri yanisira multisistemik muayene ve WES analizi sonucunda elde edilen
hastaliktan sorumlu gen degisikliklerinin isaret ettigi fenotiplerin dikkatli bir sekilde
incelenmesi ile miimkiin olabilmektedir. Bu nedenle, pedigri analizleri ve hastaliklara
multisistemik yaklagimi on plana alan Tibbi Genetik alan1 uzmanlarinca hastalarin
degerlendirilmesi etkin hasta takibi ve genetik danigsmanlik agisindan vazgegilmez

Oneme sahiptir.

Calisma grubumuzda TRBMFS-0248_03 numarali bireyde saptanan SLC7A7
iligkili liziniirik protein intolerans1 (OMIM 222700) ve CFTR iligkili kistik fibrozis
(OMIM 219700) hastalig1 birlikteligi yanisira TRBMFS-0098_03 numarali bireyde
saptanan PEPD iliskili prolidaz eksikligi (OMIM 170100) ve kompleks etyolojili yarik
damak/dudak fenotipinin ayni birey ve ailede kalitiliyor olusu harman fenotip

ornekleridir.

SLC7A7 geni katyonik aminoasitlerin, ince barsak ve bobrek tiibiil
hiicrelerinde bulunan epitel hiicrelerinin bazolateral membranlarinda transportundan

sorumlu proteinin hafif zinciri olan y(+) L-Type aminoasit transporter 1 (y+LAT1)’i
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kodlamaktadir. Bu protein agir zinciri ile birlikte dimer olusturup, katyonik
aminoasitlerin emilimini gergeklestirmektedir (72). Proteinde meydana gelen
fonksiyon kayb1 mutasyonlar1 sonucunda katyonik aminoasitlerin emiliminin azalmasi
ile karakterize olduk¢a farkli klinik bulgulara sahip bir metabolik hastalik olan
Liziniirik Protein Intolerans1 (OMIM 222700) meydana gelmektedir. Bu hastalikta ¢ok
farkli organ tutulumlarmin olmasmin yaninda kemik iligininin de etkilenmesi ile
sitopeni ortaya ¢ikmaktadir. Cok biiyiik vaka serileri olmasa da 11 hastanin katilim1
ile yapilan bir ¢alismada %57.1 oraninda Klinik bulgulara sitopeninin de eslik ettigi
goriilmistiir (73). TRBMFS-0248_03 numarali bireyde saptanan 11 ekzonluk SLC7A7
geninin 10. ekzonunda yer alan homozigot 6 bazlik ger¢eve kaymasina neden olmayan
delesyon daha once hastalik ile iliskilendirilmemis yeni bir mutasyondur. Bireyde
buna ek olarak CFTR geninde de ¢ergeve kaymasina neden olan ve yine ilk kez bu tez
calismasinda bildirilen homozigot ikinci bir mutasyon daha bulunmaktadir. CFTR geni
Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator proteinini kodlamaktadir. Bu
protein epitel hiicrelerinin apikal yiizeylerinde anyon iletiminden sorumlu
transmembran bir kanal proteindir ve ATP binding cassette (ABC) ailesinin bir
tiyesidir (74). ABC proteinleri 2 transmembran (TMD), 2 niikleotid baglayict domain
(NBD) olmak fizere toplam 4 domainden olusmaktadir. CFTR proteininde
bu 4 domainin yaninda bir de Regiilatér domain bulunmaktadir. Bu regiilatér domain
NBD’lere ATP baglanmasini saglamak i¢in protein kinaz A tarafindan fosfatlanir ve
ardindan NBD domainlerine baglanan ATP’nin hidrolizi ile kanal porlarinin agilmasi
gerceklesir. Bu proteinde meydana gelen fonksiyon kaybi mutasyonlar: ile Kistik
fibrozis klinigi meydana gelmektedir ve gende tanimlanmig mutasyonlar 6 sinif olarak
incelenmektedir; sinif I: Proteinin neredeyse hi¢ yapilamadigi nonsense, cergeve
kaymasina neden olan mutasyonlar, sinif II: Protein maturasyonunu ve iletimini
hasarlandiran mutasyonlar, simif III: Kanal kapt regiilasyonunun bozuldugu
mutasyonlar, smif IV: Ag¢ik kanal porlarindan anyon gecisini hasarlandiran
mutasyonlar, smif V: Alternatif splice’a sebep olan mutasyonlar, sinif VI: Stabil
olmayan protein olusturan mutasyonlar (75). TRBMFS-0248 03 numarali bireyde
saptanan 27 ekzonluk CFTR geninin 27. ekzonunda bulunan tek niikleotid delesyonu
cerceve kaymasina sebep olan bir mutasyondur. Saptanan mutasyon, son ekzonda

olmasi sebebi ile nonsense mediated mMRNA decay mekanizmasiyla proteinin tamami
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hiicrede yikilmasa da giidiik kalip, stabil olmayan bir protein olugsmasi ve bu yapi
bozukluguna bagl  proteinin  fonksiyon gérememesi muhtemel olup,
sinif VI mutasyonlar igerisinde olacagi diisiiniilmiistiir (76). Literatiirde de daha 6nce
giidiik protein olugsmasina bagli proteinin fonksiyon kaybedip kistik fibrozis kliniginin

meydana geldigi ve agir bir fenotiple seyrettigini bildiren ¢alismalar bulunmaktadir
(77-79).

Bireyin 1 yas 6 aylik iken yapilan muayenesi sirasinda her iki hastaligi da agir
bulgular1 olmaksizin tasidig1 gézlenmistir. Ozellikle her iki hastalikta da gériilmesi ve
ileri yaslarda olugmasi beklenen biiyiime geriligi ve akciger bulgulari heniiz
gozlenmemis olup bu bulgular agisindan dikkatli takip gereklidir. Akciger bulgularinin
olusmasinda iki hastalikta da artan proinflamatuar sitokin salinimlari sorumlu iken (80,
81), biliyiime geriligi bulgusu liziniirik protein intoleransinda proteinden zengin
beslenmeyi reddetmeye, kistik fibroziste ise olusan mukus tikaglari ile gastrointestinal
sistemde pankreas, safra kesesi dahil bir¢ok salgi kanalinin tikanmasi sonucunda besin
emiliminin tam olamamasina baglanmaktadir (82). Bu nedenlerle bu iki hastalik
birlestiginde artan proinflamatuar sitokinlere bagli akciger bulgularinin, farkl
mekanizmalarla da olsa biiylime geriligininin daha da agir olmasina sebep olmasi
beklenebilir. Bu baglamda bu hasta i¢in bu bulgular daha ileri yaslarda sadece liziniirik
protein intoleransina sahip bireylerden ya da sadece Kistik fibrozise sahip bireylerden
daha da agir bulgular olarak karsimiza cikabilmesi muhtemel bulgulardandir. Bu
nedenle uzun donem izlemde hastayi tek bir klinik disiplinin izlemesi yeterli olmayip
genetik polikliniklerince her iki a¢idan dikkatli bir sekilde takip edilmesi

gerekmektedir.

Calisma grubumuzdaki ikinci harman fenotip ornegi
TRBMFS-0098_03 numarali bireyde tespit ettigimiz PEPD geninde homozigot
degisiklige bagli Prolidaz Eksikligi (OMIM 170100) ile yarik damak/dudak
malformasyonu birlikteligidir. PEPD geni C-terminal bdliimiinde prolin ve
hidroksiprolin rezidiilerine sahip iminodipeptitlerin katabolizmasinda gorevli bir
metalloenzim olan prolidaz enzimini sentezlemektedir. Prolidaz aracilig: ile protein
yikimi sonucu agiga ¢ikan prolin yeniden metabolizmaya katilabilmekte ve prolinin
protein dongiisii devam etmektedir. Bu enzim 6zellikle >%25 iminodipeptid iceren

kollajenin metabolizmasinda olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir (83). Bu proteindeki
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fonksiyon kaybi durumlarinda heniiz patofizyolojisi tam aydinlatilamayan 6zellikle alt
ekstremitede kronik iilsere lezyonlar, gelisim geriligi, zihinsel yetersizlik, SLE benzeri
bulgular ile seyredebilen anemi ve trombositopeninin tabloya eslik ettigi prolidaz
eksikligi goriilmektedir. Yapilan bir ¢alismada prolidaz eksikligi olan hastalardan
alian fibroblastlarin kiiltiire edilmesi ile elde edilen hiicrelerde prolinin azalip, hiicre
icinde iminodipeptidlerin birikmesine bagli hiicre yapisinin degistigi (normalden daha
sis, kromatin yogunlugu kaybolmus, sitoplazmik vakuolizasyon ve inkliizyon
cisimcikleri olan, hiicre zarlar1 kesintili olan hiicreler), mitokondrilerin beklenenden
az sayida, daha az yogun matriksli ve beklenenden daha sis bir yapida oldugu
saptanmustir (84). Ayrica hiicre 6liim oraninda da artis saptanmustir. Hiicrede prolidaz
enziminin fonksiyon kaybina bagli prolin havuzunun azaldigir durumlarda bu havuzu
arttirmak amagli bir yan yol olan prolin hidroksilaz enziminin aktivasyonu sonucu
hiicredeki prolin miktar artarken yaninda radyoaktif oksijen radikallerinin de arttigi
ve hiicrenin bu yolla apoptoza siiriiklendigi hipotezi ise varligini stirdiirmektedir (85).
Doku spesifitesi oldukga diisiik olan PEPD genindeki fonksiyon kaybiyla hiicrelerin
hem yap1 hem de hayatta kalma durumlarinin etkilenmesine bagli bir¢ok dokunun ayni
anda etkilenmesi muhtemeldir. Klinik bulgular olduk¢a degisken seyredebilmekle
birlikte aile i¢inde bile fenotip farkliligi goriilebilmektedir (86). Genellikle 2 yasindan
once {ilsere lezyonlar, gelisim geriligi gibi bulgular baslasa da ¢ok ileri yasta bulgu

veren hastalar da literatiirde bildirilmistir.

TRBMFS-0098 03 numarali bireyde ve kardesinde saptanan homozigot
gergeve kaymasina neden olan mutasyon daha once bildirilmemis bir mutasyon
olup 15 ekzonluk PEPD geninin 8. ekzonunda bulunmaktadir. Proteinde erken
sonlanmaya sebep olarak fonksiyon kaybi olusturmasi agisindan kritik bir éneme
sahiptir. Klinik bulgularin degerlendirmesinde hastanin iilsere lezyonlari, bisitopenisi,
gelisim geriligi ve zihinsel yetersizligi prolidaz eksikligi fenotipi ile uyumlu iken
heniiz 3 yasinda olan kardeste konusma gecikmesi ve dismorfik bulgulari sebebi ile
hastamiza benzemesi disinda ek bir bulgunun olmadigr gorilmiistiir. Kardeste
dismorfik bulgu ve hafif trombositopeni disinda eslik eden bir bulgunun olmamasi aile
icinde var olan fenotipik ¢esitliligin bir kanitin1 olusturmaktadir. Homozigot

mutasyona sahip hasta kardes olasi semptomlar acgisindan dikkatli bir sekilde takip
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edilmelidir. Ayrica bu hasta ile indeks vakalarda saptanan mutasyon ag¢isindan aile

bireylerinin taranmasinin 6nemi vurgulanmaktadir.

Prolidaz eksikligi yarik damak/dudak esligi acisindan incelendiginde
literatiirde simdiye kadar bildirilen 75 tane prolidaz eksikligine sahip bireyin
hi¢birinde yarik damak/dudak bulgusu tanimlanmadigi gorilmistir (86). PEPD
geninde homozigot mutasyonun saptanmadig aile bireylerinde de yarik damak/dudak
bulgusunun olmasi sebebi ile bu durumun prolidaz eksikligi yaninda ikinci bir fenotip
oldugu diistiniilmistiir. Pedigri analizi de yarik damak/dudak malformasyonunun
ailede prolidaz eksikliginden bagimsiz olarak otozomal dominant kalitim kalibi ile
uyumlu olarak kalitildigin1 desteklemistir. Yarik damak/dudak toplumda sik rastlanan
multifaktoryel bir hastalik olup genetik nedenlerin yaninda cevresel etkenler ve
epigenetik degisikliklerin de hastalik sebebi oldugu bilinmektedir (87, 88). Bunun
yaninda vakalarin ~%30’unda yarik damak/dudak fenotipi ¢evresel etkenlerden
bagimsiz olarak farkli genlerdeki mutasyonlar ile de meydana gelmekte ve gesitli
sendromlara eslik etmektedir (89). Bu nedenle su ana kadar yarik damak/dudak
malformasyonu ile iligkilendirilmis ve c¢ogunlugu transkripsiyon faktorlerinden
olusan 163 gene ait degisiklikler TRBMFS-0098_03 numarali bireyin WES analizinde
aragtirllmasimna ragmen bu malformasyona yol acabilecek kritik bir varyant

gdzlenmemistir.

Bunlara ek olarak genetik neden iyi tanimlanmig bazi sendromlarin ve
hematolojik hastaliklarin da karakterize edilemeyen kemik iligi yetmezlikleri
kapsaminda tibbi genetik polikliniklerine inceleme i¢in gonderilebildigi
goriilmektedir. Caligma kohortumuzda saptanan dismorfik yiiz bulgulari, gelisme
geriligi, bilateral miyopi ve nétropeni birlikteligi ile seyirli ve VPS13B geninde
mutasyonlarla ortaya ¢ikan Cohen sendromu (OMIM 216550); TCN2 iligkili
Transkobalamin Il eksikligi (OMIM 275350) ve MYH9 iliskili Makrotrombositopeni
(OMIM 155100) bunlara 6rnektir. Bu grup i¢inde 6zellikle MYH9 iliskili varyantlarin
degerlendirilmesi genetik tamida klinik ve laboratuvar verilerinin birarada

degerlendirilmesinin 6nemini bir kez daha kanitlamustir.

Calisma  kohortumuzda 2 indeks vakada (TRBMFS-0266 03 ve
TRBMFS-0137_03) MYH9 geninde nadir missense varyantlar saptanmis, bunlardan
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birisi hastalik etkeni olarak degerlendirilirken digerinin ailede rastlanan nadir bir
polimorfizm oldugu diistiniilmiistiir.

Miyozin gen ailesinin kodladig1 miyozin proteinleri aktine baglanip, ATP’nin
hidrolizi ile mekanik enerji lireten ve hiicrenin temel iskelet proteinlerinden olan motor
protein ailesidir. 30°dan farkli iiyesi olan miyozin ailesinde sinif Il miyozinler hem kas
icindeki hem de diger dokulardaki miyozini kapsamaktadir. Bu sinif miyozinlerin
hiicre iskeletine destek olmanin yaninda hiicre migrasyonu, adezyonu, hiicre seklinin
korunmasi ve sinyal iletimi gibi gorevleri de bulunmaktadir. Memelilerde kas dis1
smmif II miyozinlerin 3 izoformu vardir (I1A, 11B, IIC). Bu izoformlardan
miyozin IIA’nin agir zinciri MYH9 tarafindan kodlanmaktadir (90). Bu izoformunun
sentezinde meydana gelen bozukluklarda, makrotrombositopeni ve nétrofilik
inkliizyon cisimciklerine ileri yaslarda eslik edebilen Sensérinoral isitme kaybi
(SNIK), renal bozukluk, katarakt ve karaciger enzim yiikseklikleri gibi bulgularin
oldugu, olduk¢a heterojen bir klinige sahip ve otozomal dominant kalitim 6zellikleri
gosteren MYH-9 iliskili hastaliklar meydana gelmektedir. Calismamizda
TRBMFS-0266_03 numarali bireyde saptadigimiz heretozigot MYH9 missense
degisikligi literatiirde hastalikla iligkili olarak birden ¢ok kez bildirilmistir (91-93).
Buna ek olarak genotipten fenotipe giden degerlendirmede, hastada periferik yaymada
saptanan makrotrombositler, trombositopeni ve renal USG’de bilateral artmis renal
parankim ekojenitesi bulgularinin  tamami  da  MYH-9 iligkili fenotipi
diisiindiirmektedir. Bu bulgularla ilgili degisiklik hastaliktan sorumlu olarak kabul
edilmistir.

MYH?9 geninde homozigot degisikliklere ait bir fenotip heniiz bilinmemektedir.
Buna karsin trombositopeni ve anemi birlikteligi gosteren
TRBMFS-0137 03 numarali bireyde ise nadir bir MYH9 missense degisikligi
homozigot olarak saptanmistir. Ancak, fenotip, laboratuvar ve pedigri bulgular ile
birlikte degerlendirildiginde ilgili varyantin hastaliktan sorumlu olmadig1 ve aslinda
nadir bir polimorfizm oldugu diisiiniilmiistiir. Bireyde saptanan homozigot TERT
mutasyonunun klinik bulgular1 tam olarak agikliyor olmasi yanisira ailede MYH9
degisikligini  homozigot  ve  heterozigot olarak  tasiyan  bireylerde
makrotrombositopeniyi destekleyecek sekilde dev trombosit boyutu (>7 pum) ile

uyumlu olabilecek anlamli sayida trombosit bulunmamasi, periferik yaymada
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noétrofilik inkliizyon cisimciklerinin gozlenmemesi nedenleri ile MYH9 varyanti
hastaliktan sorumlu varyant olarak degerlendirilmemistir. Buna ek olarak, TERT ve
MYH9 varyantlarint homozigot olarak tasiyan indeks bireye daha sonra TERT
varyantin1 tagimadigi halde MYH9 varyantini homozigot olarak bulunduran saglikli
kardesten KIT vyapildiginda trombositopeni bulgusunun tamamen diizeldigi
goriilmiistiir. Bu durum MYH9 ve TERT duble homozigot varyantina sahip bireyde
ilgili MYH9 varyantinin trombositopeni bulgusunu ortaya c¢ikarma/agirlagtirma

yoniinde modifye edici etkisini de diglamaktadir.

Sunulan tez ¢aligmasinda saptanan en Onemli basar1 ise 1 ailede
(TRBMFS-0108) kemik iligi yetmezliklerinde 6nemli olan p53 yolaginda kritik bir
role sahip MDM2 genindeki mutasyonun Kkarakterize edilemeyen kemik iligi

yetmezligi fenotipi ile iligkisinin ilk kez gdsterilmis olmasidir.

MDM gen ailesi her ikisi de p53 metabolizmasinda rol alan iki tiyeden(MDM?2
ve MDM4) olusmaktadir (94). Bunlardan MDM2 geni, E3 ubiquitin-protein ligase
Mdm?2 proteinini kodlayan ve ubiquitinizasyonda gorevli bir gendir. Ubiquitinizasyon,
proteinlerin ubiquitin proteini tarafindan igaretlenip, bu isaretleme sayesinde bir¢ok
hiicresel yolakta etkili olan bir posttranslasyonel modifikasyon mekanizmasidir (95).
Temel olarak proteinlerin bir kez (mono) ubiquitinlenmesi ile hiicre iginde proteinlerin
tasinimu  (trafficking) saglanirken, birgok kez (poli) ubiquitinizasyon ile protein
yikilimindan sorumlu proteazomlar tarafindan taninmasi saglanmaktadir. MDM2
proteini ise E3 ligaz aktivitesi araciligi ile p53’°{in ubiquitinizasyonunu saglayan ve bu
yolla p53 stabilitesini sagladigi belirlenen ilk proteindir (96, 97). TP53 geni tarafindan
kodlanan p53 proteini hiicresel stres durumunda apoptozun aktiflesmesi, hiicresel
yaslanmanin tetiklenmesi, biliylime gibi gorevlere sahip bir tiimor baskilayici
proteindir. p53’tin hiicrede arttigi durumlarda apoptoz ve hiicresel yaslanmanin
tetiklenmesi ile hematopoezin etkilendigi ve kemik iligi yetmezligi klinigi meydana
geldigi fonksiyonel deneylerle gosterilmistir (97). Bu nedenle hematopoezin diizgiin
bir sekilde ilerlemesi i¢in hiicre iginde p53 miktarinin stabil durumda olmasi oldukga

kritiktir.

MDM2 N-terminalinden p53’in C-terminaline baglanarak protein-protein

iligkisi kurar ve bu yolla p53 metabolizmasinda dogrudan etkili olur (98, 99). Bu
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etkilesimde temel olarak MDM?2’deki N-terminal bolge etkili olsa da proteinin diger
kisimlarinin da yardimci oldugu bilinmektedir. Sekil 5.1°de detaylandirildig: sekilde
MDM2 proteini p53 mekanizmasimi 3 yoldan etkilemektedir (99) ve hangi yolagi
sececegine karar verdiren mekanizma hiicresel strestir (Sekil 5.1). Hiicrenin stres
altinda olmadigi durumda c¢ekirdekte bulunan p53, MDM2’nin transkripsiyonunu
indiiklemektedir (100). Artan MDM2 proteini, p53’i ubiquitinleyip proteazomlarda
yikilmasia neden olmaktadir. Bu negatif feed-back mekanizma ile p53’iin artip,
hiicrede strese bagli yolaklarin aktiflesmesi engellenmektedir. Ancak hipoksi, DNA
hasar1 gibi hiicrede strese sebep olacak bir durum karsisinda bu negatif regiilasyon
ortadan kalkip, p53 birikmeye baslamaktadir. Daha diisiik seviyelerde kalan MDM2,
p53’iin monoubiquitinizasyonunu meydana getirip, p53’lin niikleustan sitozole gogiine
sebep olmaktadir. Sitozole ¢ikan p53 ise apoptoz yolaklarimi aktiflestirecek sekilde

gorevine devam etmektedir.

MDM2, direkt p53°e baglanip etki olusturmasinin yaninda indirekt bir
mekanizma ile ribozomapatilerde artan ribozomal strese bagli p53’lin artmasi ve
apoptoz yolaginin aktiflesmesinde de gorev almaktadir (101). Ribozom biyogenezinin
bozuldugu durumlarda c¢ekirdek¢ikte ribozom olusturmak icin gorevli ribozomal
proteinlerin dengesi bozulup stres ortam1 meydana gelmektedir. rRNA olusturmak i¢in
yapiya katilamayan serbest ribozomal proteinler MDM2’ye baglanip, bu yolla
MDM2’nin p53°ii ubiquitinlemesi engellenmektedir. Boylece artan p53 ribozomapati
patofizyolojisinde 6nemli olan hiicresel apoptozu tetiklemektedir. Goriildiigi gibi
hematopoezin sorunsuz bir sekilde ilerlemesi i¢in MDM2, RP/MDM2/p53 arasinda
var olan dengenin korunmasinda kritik rol istlenen bir protein olarak gorev

yapmaktadir.
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Cekirdek Stres Sitoplazma

Mitokondri

@ Apoptozis

MDM2/p53 mekanizmasi. Ub: Ubiquitin proteini. Kutu igindeki numaralar
p53-MDM2  arasindaki  yolaklart  gostermektedir. (1) p53’in
poliubiquitinizasyonu: Bu yol ile p53 birgok kez ubiquitinlenir ve
proteazomlar tarafindan taninip, yikilir, (2) p53 {lizerindeki asetilasyon
bdlgesinin ubiquitinlenmesi: p53’ilin asetillenmesi ile onun asag1 yolaginda
gorev alan ve apoptoz, hiicresel duraklamaya sebep olacak genlerin
(p21, BAX, Noxa, PUMA) transkripsiyonunun tetiklenmesi MDM?2 nin
p53’in asetilasyon bolgesini ubiquitinlemesi sonucunda engellenir (99).
MDM2 nin asetil transferaz 6zellikli olan proteinleri (p300/CBP, PCAF, ve
Tip60) ubiquitinleyip onlarin proteazomal yikimlarini indiiklemesi de
p53’iin asetillenmesini etkileyerek benzer etki yaratir, (3) p53’iln
monoubiquitinizasyonu: bir kez ubiquitinlenme p53’iin ¢ekirdekten sitozole
gdc¢ etmesini ve apopitoz yolaklarini aktive etmesini saglar. Aktiflesme i¢in
p53’lin ubiquitinden ayrilmasini saglayan molekiil ise mitokondriyal
HAUSP (USP7)’dir. HAUSP hiicresel strese gore MDM2 ya da p53’ii
deubiquitinler (102). (Lee ve ark., 2010 ¢alismasindaki bilgilere dayanarak
bu tez ¢aligmas1 kapsaminda Nesligiil Gonen tarafindan gorsellestirilmistir).

MDM2 varyantlar ile hastaliklar arasindaki iligki tam kurulamamistir. MDM2,

OMIM veri tabaninda Werner sendromu benzeri bir hastalikla (Lessel-Kubish
sendromu; OMIM 618681) iliskilendirilmis olmakla birlikte 1 hastada gdsterilen bu

iliskinin heniiz dogrulanmamis oldugu belirtilmektedir. Bu tek hastada MDMZ2’de

terminasyon kodonunda degisiklik meydana gelmesine bagli 5 aminoasitin daha

protein yapisina eklendigi bulunmustur (103). Yapilan deneysel ¢aligmalarda hiicrede

MDM2 ekspresyonunun arttigi bulunsa da MDM2 aracilig: ile siirdiiriilen p53°iin

proteazomal yikiminin hasarlandigi, buna bagl olarak p53 seviyesinin de arttig

gosterilmistir. p53’iin hiicrede artmasmin hiicresel yaslanma siirecini baglattigi ve
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buna bagli olarak hastada meydana gelen progeria fenotipinden MDM2’deki bu

varyantin sorumlu oldugu iddia edilmistir.

Yine bagka bir calisma otizm, zihinsel yetersizlik ve bilissel geriligi
olan 189 birey ve aile liyelerinin katilimi ile yapilmis olup, 1 indeks vakada MDM2’de
biri missense biri nonsense olmak tizere 2 degisiklik saptanmistir. Ancak, yayn igerigi
arastirildiginda her iki degisikliginde saglikli babadan kalitildig1 saptanmis ve direkt

otizm ile nedensel iligski kurulamamistir (104).

Caligmamiz agisindan 6nemli olacak yayin ise 179 tane kemik iligi yetmezligi
hastasinin germline varyantlarinin saptanmasi i¢in hasta fibroblast 6rnekleri ile yapilan
calismadir (44). Bu ¢alismada 1 hastada MDM2 geninin son 4 ekzonunu igine alan
heterozigot biiyiik bir gen ici delesyon saptanmis olmakla birlikte klinik 6zellikler
hakkinda bilgi verilmemis, ileri ¢aligmalar yapilmamis ve ilgili varyant klinik 6nemi

belirlenemeyen varyant kategosinde siniflanmistir (44).

MDMZ2 su ana kadar dogrudan kemik iligi yetmezlikleri ile iliskilendirilmemis
olsa da tiimor yatkinlig: ile iliskilendirildigi yaymlar bulunmaktadir. Bu baglamda,
MDM2’de yerlesik bir polimorfik degisiklik olan SNP309T>G (rs2279744),
MDM2’nin promoter bdlgesinde bulunmaktadir ve MDM2 nin transkripsiyon faktorii
olan Spl’in baglanimini arttirip, MDM2 transkripsiyonunu pozitif yonde regiile
etmektedir. Bu SNP’in varliginda bir de hiicresel stres eklenirse p53’iin ve onun agagi
yolaginda gorevli genlerin hiicrede azalmasina bagli hiicrenin apoptoza
ilerleyememesi, DNA hasarina cevap verememesi meydana gelmekte ve bunun
sonucunda hiicre onkogen 6zellik kazanmaktadir (105). Bu durumda daha erken
yaslarda kanserlerin goriildiigii, primer tiimorlere ikincil ¢ok daha fazla sayida
timoriin olustugu goézlenmistir. Bu SNP’ten dolay1 MDM2’nin tiimér yatkinligi
(OMIM 614401) olusturdugu kabul edilmektedir.

Buna ek olarak, MDM ailesinin diger iiyesi olan MDM4 ise otozomal dominant
kemik iligi yetmezligi ile iliskilendirilmistir (Kemik iligi Yetmezligi Sendromu 6;
OMIM 618849). p53 metabolizmasinda, MDM4, MDM2’nin ring domainine baglanip
p53’lin ubiquitinizasyonu i¢cin MDM2 ile birlikte sinerjistik olarak c¢aligmaktadir
(106). OMIM’de karakterize edilemeyen kemik iligi yetmezlikleri altinda siniflanan
Kemik Iligi Yetmezligi Sendromu 6 hastaliginda DC fenotipi gosteren bir ailenin 4
etkilenmis bireyinde MDM4te heterozigot missense bir varyant tanimlanmistir.

Yapilan fare deneylerinde ise bu varyanta sahip farelerde hiicrede p53 seviyelerinin
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arttig1 saptanmis ve hastada kemik iligi yetmezligi olusturan fenotipten bu varyant

sorumlu tutulmustur (51).

MDMZ2 proteini toplamda 4 domainden olusmaktadir (Sekil 5.2). Bunlar; p53’e
baglanmay1 saglayan p53 binding domain, hiicresel stres durumlarinda bazi
proteinlerin ~ (ARF, ribozomal proteinler) baglandigt ve bu yolla
MDM?2 inaktivasyonunun meydana geldigi acidic ve zinc finger domainleri, MDM4
(MDMX) ile heterodimer olusturmasini ve bunun sonucunda ubiquitinizasyonda
sinerjist etki gostermelerini saglayan ring domainidir. Asagida MDM2 gen-domain
goriiniimii ve giiniimiize kadar gende bildirilen varyasyonlar sematize edilmistir

(Sekil 5.2).

[ g.69,222,485-69,235,607del |
1

1

H l|Il!lll-ll_l<§

€.293C>G ¢.480G>A c.1297G>A €.14927>C
p.598C p.W160X p.E433K p.*498Qext5

18 101 237 288 436 482

p53 binding _Zinc finger Ring

289 331

Sekil 5.2. MDM2 gen-domain ve bildirilen mutasyonlarin goriiniimii. MDM2 gen
yapisi seklin st tarafinda yer almaktadir. Seklin alt kisminda yer alan
protein domainlerinin eslestigi ekzonlar ayni renk skalasi ile gosterilmistir.
Tez kapsaminda saptanan mutasyon kirmizi cergeve ile isaretlenmistir.
0.69,222,485-69,235,607del varyanti kemik iligi yetmezligi kohortunda
saptanan varyant. p.*498Qext5 ise Werner Sendromu benzeri fenotip ile
iligkilendirilmis varyanti gostermektedir. Otizim ile nedensellik iligkisi
kurulamadig1 halde MDM2’de bildirilen nadir varyant olmalar1 sebebi ile
heterozigot p.W160X ve p.E433K varyantlar1 da sekle eklenmistir.

Bu tez kapsaminda olduk¢a korunmus bir bolgede saptanan homozigot
degisiklik MDM2’nin p53 binding domainine denk gelmektedir ve daha 6nce bu
domaine rast gelen bir mutasyon bildirilmemistir (Sekil 5.3). RP/MDM2/p53
arasindaki denge disiiniildiigiinde, MDM2’nin p53’e baglaniminin inhibe olmasi ile
p53 miktarinin artmasi ve hiicrenin yasamsal faaliyetlerinde ciddi etkilenmeler olmas1
muhtemeldir. MDM2’nin santral acidic ve zinc finger domainlerine baglanan bazi
RP’lerin (RPL5 ve RPL11) p53 ubiquitinlenmesini engelleyerek p53 artisina sebep
olup, ¢esitli sistemik bulgulara kemik iligi yetmezliginin de eslik ettigi ribozomapati

fenotipini olusturmasi bilinen bir mekanizmadir (107). Ancak giiniimiize kadar yapilan
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calismalarda MDM2-p53 baglanimini bagka bir faktor olmadan inhibe edebilecek
MDM2 mutasyonu ve bunun kemik iligi yetmezligi ile iliskisi heniiz bildirilmemistir.

cons_ervation species match gene aa alignment

protein level for non-synonymous changes Uisoan 98 LLGDLFGVPS Fv KEHRKIYTMIY
mutated not conserved 98 LLGDLFGVPSFCVKEHRKIYTMI
Ptroglodytes all identical ENSPTRGOOO00005283 98 LLGDLFGVPSFEVKEHRKIVTMI
Mmulatta all identical ENSMMUGB@@@@@14193 92 LLGDLFGVPSFEVKEHRKIYTMI
Fcatus no homologue
Mmusculus all identical ENSMUSGe@@0@@@20184 92 LLGDVFGVPS FEVK EHRKIYAMI
Ggallus all identical ENSGALGO@@OBG@9942 91 LLGDLFGVTSF gV KEHRRIYSMI
Trubripes all identical ENSTRUGO@9OG@88338 97 ELGRVLGVDSF E VKEPRVLFAMI
Drerio all identical ENSDARGO©9GG@833443 85 PLGAVLGVKSF EV KEPRALFALI
Dmelanogaster no homologue
Celegans no homologue

Xtropicalis all identical ENSXETGO@@@00@1434 103PLGELFGVQEFSVKEPRRLYAMI

Sekil 5.3. MDM2 geninde mutasyon saptanan aminoaside ait evrimsel korunmusluk
goriiniimii. Sar1 ile igaretli bolge tiirler aras1 korunmuslugun yiiksek oldugu
bolge. Kirmizi ile isaretli aminoasit tez kapsaminda mutasyon saptanan
serin aminoasidi (Mutasyon saptanan aminoasidin tiirler arasinda
Korunmusluguna ait goriiniim Mutation Taster veri tabanindan alinmustir).

Degisikligin saptandigi serin aminoasidi MDM2/p53 baglanimi sirasinda

meydana gelen hidrofobik cepteki olduk¢a korunmus aminoasitlerle interaksiyon
halinde oldugu gosterilmistir (108). MDM2/p53 interaksiyonunun gosterilmesi amaci
ile Protein Data Bank’te MDM2/p53 baglanimmin en giincel (3V3B) (109)protein
kristalografik goriiniimii degerlendirilmistir (Sekil 5.4). MDM2/p53 baglaniminda p53
tizerinde Trp23, Leu26 ve Phel9 ile MDM2 {izerindeki Val93 aminoasitleri etkilesime
girip hidrofobik bir cep olusturmaktadir. Mutasyonun saptandigi MDM2 iizerindeki
Ser92 (WES analizinin gergeklestirildigi NM 002392.5 numarali
transkriptte 98. pozisyonda yer alan serin aminoasidi) direkt olarak bu hidrofobik
yapiya katilmasa da bu yapinin iginde yer alan Val93’e dogrudan baglanmaktadir.
Ayrica bu serin aminoasidi hidrofobik cebi stabilize eden MDM2 iizerindeki B-pileli
yapinin i¢inde yer almaktadir. Bu nedenle serin aminoasidinin sisteine donilismesi ile
B-pileli yapinin bozulup hidrofobik cebin destabilize oldugu diisiiniilmektedir. Bunun
sonucunda MDM2/p53 baglaniminin bozulmus olmasi ile p53’iin proteazomal
yikiminin azalmasi ve hiicrede artan p53’iin apoptoz yolagini tetikleyip hematopoezi
etkiliyor olmast muhtemeldir. Buna ek olarak, hiicrede artan p53°tin bu ailede
etkilenmis iki kardeste de goriilen zihinsel yetersizlik ve dismorfik bulgulara katki
sagliyor olmasi da olasidir. Tiim bu bilgiler 151381nda MDM2’nin kemik iligi yetmezligi
fenotipinden sorumlu yeni bir gen oldugu diisiinilmiistiir.
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Val93

Leu26
Ser92

Phel9

Sekil 5.4. Protein Data Bank (3V3B) kullanilarak resmedilmis MDM2/p53
interaksiyonunun kristalografik goriiniimii. Mor ve su yesili ile isaretli alanlar
interaksiyona katilan p53 proteinine ait bolgeleri gostermektedir. Su yesili ile
gosterilen aminoasitler MDM2/p53 interaksiyonunda temel olarak gorev alan
ve hidrofobik cebe katilan 3 hidrofobik aminoasiti (Trp23, Leu26, Phel9)
temsil etmektedir. Sari, kirmizi ve mor ile gosterilen bolgeler MDM?2
proteinine ait kritik bolgeleri ifade etmektedir. Kalin sar1 interaksiyonu
stabilize eden B-pileli yapiyi, ince sarilar ile gosterilen alanlar ise mutasyonun
cevresindeki evrimsel korunmuslugu yiiksek olan bolgeyi gostermektedir.
Mor: MDM2/p53 interaksiyonundaki hidrofobik cebe katilan korunmus
Val93 amino asidini; Kirmizi: mutasyonun saptandigir Ser92 amino asidini
isaret etmektedir. Mutasyonun saptandigr Ser92 aminoasidinin MDM2/p53
baglanimindaki hidrofobik cebe katilmadigi, ancak bu hidrofobik cebe katilan
MDM2 iizerindeki Val93 ile direkt baglanti halinde oldugu goriilmektedir.
Ayrica Ser92 aminoasidi bu hidrofobik yapinin stabilizesinden sorumlu
B-pileli yapmnin (kalin sar1) ucunda yer almaktadir. Bu yap: sayesinde
MDM2/p53 baglaniminin stabilizasyonu saglanmaktadir.

Bu ailede rastlanan ikinci bir 6nemli 6zellik ise MDM2’deki ayni1 mutasyonu
homozigot olarak tasiyan iki kardes arasindaki fenotip farkliligidir. indeks vakada ¢ok
erken yaslarda baglamis ve direngli seyretmis olan agir kemik iligi yetmezliginin
homozigot mutasyona sahip olan kardeste indeks vakada oldugu kadar agir olmadigi
goriilmiistiir. Bu nedenle harman fenotipler agisindan indeks vakada MDM2’ye ek

olarak baska bir varyantin var olabilecegi arastirilmistir. indeks vakada olup
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etkilenmis kardeste olmayan, daha 6nce bildirilmemis ve splice site’in degismesine
sebep olan SMARCEL1 genindeki heterozigot delesyonun indeks vakadaki kemik iligi
yetmezlik bulgusunu agirlastirmis olabilecegi diisinilmistir. SMARCEL geni
kromatin modifikasyonunda dnemli SWI/SNF kompleksi i¢inde yer alan SWI/SNF-
related matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin subfamily E member
1 proteinini kodlamaktadir (110). SMARCE1 genindeki heterozigot mutasyonlar
Coffin Siris Sendromu Tip 5 (OMIM 616938) ile iliskilendirilmistir. Coffin Siris
Sendromu Tip 5 ile indeks vakanin fenotipi karsilastirildiginda ise uyumlu
bulunmamis ve bu nedenle bu mutasyonun kemik iligine 6zgii bir mutasyon olup

olmadiginin belirlenmesi amaci ile farkli bir dokudan ¢aligma planlanmustir.

Tez c¢alismasina eklenen 17 hastanin yarisinda ise herhangi bir genetik etken
saptanamamis ve bu hastalar heniiz ¢oziilememis vakalar smifinda kalmistir.
Bunlardan 1 tanesi klinik 6nemi belirlenemeyen kopya sayisi igermesi agisindan
ilgingtir. TRBMFS-0042_03 numarali bireyde 2q32.1 bdlgesinde saptanan 309 kbp’lik
Klinik 6nemi bilinmeyen delesyonun de-novo oldugu belirlenmistir. Delesyon bolgesi
incelendiginde bolgede 1 tane OMIM geninin (ZC3H15) oldugu gozlenmistir
(Sekil 5.5). Saptanan delesyon bolgesi agisindan veri tabanlari incelendiginde
Decipher veri tabaninda ZC3H15 genini igeren ancak saptanan delesyon bdlgesini
parsiyel kapsayan delesyonlara sahip 3 bireyin var oldugu goézlenmistir. Her ti¢ bireyin
sahip oldugu delesyon da veri tabaninda klinik 6nemi bilinmeyen kopya sayisi
degisikligi olarak degerlendirilmistir. Sekil 5.5’te gosterilen 1 ve 3 numaral
bireylerdeki delesyonun anneden kalitildigi saptanirken, 2 numarali bireydekinin
ebeveynlerden kalitilip kalitilmadigi hakkinda bir bilgi bulunmamaktadir. Decipher
veri tabanindan bireylere ait klinik bulgular incelendiginde hicbirinde kemik iligi
yetmezligi fenotipi saptanmazken, 1 numarali bireyde global gelisme geriligi,
trigonosefali, 2 numarali bireyde otizm, yarik 6n mitral kapak, duodenal darlik,
hipospadias, renal hipoplazi, 3 numarali bireyde ise global gelisme geriligi gibi cesitli
bulgularin oldugu gozlenmistir. Tez kapsaminda degerlendirdigimiz hasta ve
Decipher’da bildirilen hastalar karsilagtirlldiginda gelisme geriligi haricinde ortak
bulguya rastlanmamistir. DGV veri tabaninda ise, ZC3H15 genini kapsayan delesyon

gozlenmemistir.
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2. Kromozom

186,214,523 186,523,507
LINCO1473 ZC3H15
e ——————————

186,326,300 186,486,260 186,509,361
1.
I ——
186,285,299 186,541,932

2.
I ——

186,309,002 186,561,035

3.
I —

186,336,085 186,541,903

186,250,304 186,455,765

Sekil 5.5.  TRBMFS-0042_03 numarali bireyde saptanan delesyon bolgesi. Mavi renk
ile gosterilenler bolgede bulunan genleri ifade etmektedir. Bolgedeki tek
OMIM geni ZC3H15tir. Yesil ile ifade edilen bolge Decipher veri tabaninda
ZC3H15 genini kapsayan ve saptanan delesyon bolgesini parsiyel kapsayan
delesyona sahip bireylerdeki CNV sinirlarini géstermektedir. Her ti¢ delesyon
da veri tabaninda klinik 6nemi bilinmeyen kopya sayis1 degisikligi olarak
degerlendirilmistir. Sar1 ile ifade edilen bolge DGV veri tabaninda yer alan ve
tez kapsaminda saptanan delesyon sinirini parsiyel kapsayan delesyona sahip
bireydeki CNV sinirlarin1  gostermektedir. Bu degisiklik veri tabaninda
yalnizca 1 kiside bildirilmistir (Sekilde gosterilen tim pozisyon bilgileri
GRCh38/hg38 referans genomuna gore ifade edilmistir).

ZC3H15 geni, zinc finger CCCH domain-containing protein 15 proteinini
kodlamakta olup, giiniimiizde herhangi bir fenotip ile iliskilendirilmemistir. Hiicre
hattinda ZC3H15 geninin knockdown edilmesi ile hiicre siklusunu durduran, hiicre
adezyonunu saglayan ve NF-kB yolagin1 diizenleyen proteinlerin ifadeleri azalirken,
immiin cevap, MAPK yolagi ve transkripsiyonda gorevli bazi proteinlerin ifadelerinin
arttigl saptanmistir (111). Bunun yaninda ZC3HI15'in translasyonda, mikrotiibiil
regiilasyonunda ve hiicre biiylimesinde gorevli bir GTPaz olan DRG1’in
ubiquitinizasyonunu engelleyerek, hiicresel yikimini onledigi bilinmektedir (112).
ZC3H15 geninin c¢esitli hiicresel siire¢lerde dolayli olarak etkili oldugunun kanitlari
olsa da kemik iligi yetmezligi dahil herhangi bir hastalikla iligskilendirilmesi i¢in daha
fazla kanita ihtiyag¢ oldugu asikardir.
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Hastanin tiim bulgular1 belirlenen delesyon ile agiklanamadigi, ZC3H15 genine
ait degisiklikler daha once herhangi bir fenotip ile iligskilendirilmedigi ve saptanan
delesyon bdlgesi sagliklt populasyona ait veri tabaninda bildirilmedigi igin tez
kapsaminda belirlenen delesyon klinik 6nemi bilinmeyen kopya sayisi degisikligi

sinifinda degerlendirilmistir.

Sonug olarak bu tez ¢aligmasinda bilinen en kompleks ve genetik heterojenitesi
yiiksek hastalik grubu olan karakterize edilemeyen kemik iligi yetmezlikleri grubu
detayli olarak calisilmigtir. Tim kohortun yariya yakininda nedensel etyoloji
saptanmis ancak klinik bulgularin genis bir ¢esitlilik gostermis oldugu belirlenmistir.
Konjenital kemik iligi yetmezligine yol agacak ¢ok gii¢lii bir aday gen (MDM2) ilk
kez bu tez kapsaminda kemik iligi yetmezligi ile iliskilendirilmistir. Buna ek olarak
genomik kopya sayisi degisiklikleri, TP53 gibi kritik genlerdeki somatik degisiklikler,
atipik ya da harman fenotiplerin klinik taniy1 zorlastiracagi, bu nedenle klinik ve
genetik gruplarin is birligi iginde bu hasta ve ailelerin takibinde yer almas1 gerektigi

bir kez daha ve ¢ok giiclii bir sekilde ortaya konmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calisma Tiirkiye’de Karakterize Edilemeyen Kalitsal Kemik iligi

Yetmezliklerine yonelik ilk ve kapsamli ¢calisma 6zelligi tagimaktadir.

Arastirma sonucunda diger toplumlarda oldugu gibi bizim toplumumuzda da
oldukga heterojen klinik ve genetik 6zellikte bir hastalik grubu ile kars1 karsiya

kalindig1 kanitlanmistir.

Klinik bulgularin tiim yonleri ile ve dikkatli bir sekilde incelenmesinin klinik

tan1 agisindan oldukga kritik oldugu sonucuna varilmaistir.

Klinik heterojenite nedeni ile genis 6l¢ekli genetik testlerin gerekliliginin 6nemi

gosterilmistir.

Calisma sonucunda klinik izlemi degistirebilmesi agisindan dogru taninin ¢ok

onemli oldugu bu hasta grubu i¢in yiiksek bir tan1 oran1 yakalanmistir.

Etyolojinin aydinlatilmasina yonelik yeni aday genlerin saptanmasi hedefine

ulagilmustr.
(Calisma sonucunda 1 ailede giiclii bir aday gen saptanmustir.
Saptanan bu aday gen ile gene 6zgii yeni bir fenotip tanimlanmustir.

2 ailede iki farkl gendeki degisikliklere baglh klinikleri ayr1 ayr1 tagiyan “harman

fenotip” saptanmustir.

Toplumumuz igin harman fenotiplerin saptanmasit ve izlenmesinin &nemi

vurgulanmustir.

Son olarak genetik etyolojisi belirlenemeyen hastalar i¢in ileri analizler devam
etmekte olup, bu analizlerde kodlamayan bolge varyantlarinin degerlendirilmesi,

RNAseq calismasi ve yeni filtreleme stratejileri ile reanalizler onerilir.
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8. EKLER

EK 1. WES analizi sirasinda IGV degerlendirmesi ile elenen varyantlara ait 6rnek goriintiiler

..|a.s v‘ld-nkss.mmjms |a. B/ - @O x| Bl & T Lok T .k
- B.
T e L S e e e ar
o s o ey
A1bp 1 | Il Il 1 1 1

B-21
1 N N O O O O
——
I ———
e
————————————————————————————————
1
——————————————————
I
e

€ r € € T T € A T € 6 €C T & & T G € T € € A A A A R A A A A G T A A G C C T C A a

WR2DLe o
1955324678 T | EEEED

G € C T G T A AT CCCAGCACTTT GGG A GG CCAACGC G 6 G T 6 G A

Homo sapiens chromosome 1, GRCh38.p13 Primary Assembly
C. Sequence ID: NC_000001.11 Length: 248956422 Number of Matches: 1

Range 1: 146794412 to 146794561 GenSank Graphics Next Match A Previous Maich
Score Expect Identities Gaps Strand
278 bits(150) Ye-73 150/150(100%) 0/150(0%) Plus/Minus
Features: 449697 bp at §' side peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A-like 4H
165583 bp at 3 side: int family member 1.
Query 1 teccccteccagtegetecgetectccagggetcgeagettctccaggegcteccgetec 68
iAo

Sbjct 146794561 TCCCCCTCCCAGTCGCTCCGCTCCTCCAGGGCTCGCAGCTTCTCCAGGCGCTCCCGCTCC 146794502

Query 61 ccttctccctctccam.a cgetcteteteccggtecTTGEGGCCC 120
T sttt

Shjct 146794501 GCCTTCTCCCTCTCCAGGCGCTCCTTCTCCAGGCGCTCTCTCTCCCGETCCTTGCGGCCC 146794442

Query 121 CTGCGCCCACCCGAGGGGACCTGGCGETGG 150

LLLLLCELELLECELEL LD LLTELLL
Sbjct 146794441 CTGCGCCCACCCGAGGEGACCTGGCGCTCE 146794412
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16. Kromozomda
— yer alan gendeki
hizalama hatasi

Ek 1. WES analizi sirasinda IGV degerlendirmesi ile elenen varyantlara ait 6rnek goriintiiler. A. Kisa ardisik tekrar bolgelerinde tekrar
dizisinin artisina 6rnek teskil eden varyant. B. Analizler sonucunda belirlenen genotip ile IGV’deki genotipin uyumsuz olduguna 6rnek tegkil

eden varyant. C. Genom igerisinde haritalama hatasina 6rnek teskil eden varyant.



EK 2. Yarik Damak/Dudak Fenotipi ile iliskilendirilmis Gen Listesi

ABCA12 CLPTM1 EYAl ISM1 PDGFRA SIX3 UGTIA9
ABCA4 CLPTM1L FAM20C JAG2 PGM1 SKi VAX1
ACACB COG5 FBLN1 KDM6A PHF8 SMAD2 WDR11
ACBD5 COL11A1 FGD1 KLF4 PHYH SMAD3 WDR35
ACSS2 COL11A2 FGF10 KMT2D PIBF1 SMC1A WNT5A
ACTC1 COL2A1 FGF8 LHX8 PIGA SNAP29 WNT7A
ADH7 COL9A1 FGFR1 LRP8 PLEKHAS SNTG1 YWHAE
AHDC1 COL9A2 FGFR2 MAFB PLEKHAY SOX9 ZBTB24
ALX1 COL9A3 FGFR3 MASP1 POLR1C SP8

AMELX COLEC11 FLNA MEIS2 POLR1D SPECCI1L

ANOS1 CRISPLD2 FOXE1 MIB1 PORCN SPRY2

ARHGAP29 CRYZ FOXF2 MN1 PPP1R21 SPRY4

ARID5B CTNND1 FRAS1 MSX1 PREPL SUMO1

BMP2 DAB1 FREM2 MSX2 PRICKLE1 TBX1

BMP4 DEAF1 FZD6 MYH3 PTCH1 TBX10

CADPS DENNDA4B GJAl1 NBAS PTHLH TBX22

CBFB DHCRY GLI2 NECTIN1 PTPRS TCOF1

CDH1 DHODH GLI3 NECTINZ2 RIMS3 TFAP2A

CDH19 DLG1 GPC6 NEDDA4L RIPK4 TGDS

CDKN1C DLX4 GREM1 NOTCH2 RPGRIP1L TGFB1

CDON DUSP22 GRHL3 NTN1 RYK TGFB3

CFAP57 DVL3 HYAL2 NUDT6 RYR1 TGFBR2

CFDP1 EFTUD2 IFT88 PAX3 SATB2 TGIF1

CHD7 ESCO2 IGF1R PAX7 SEMA3E TP63

CHN2 ESRP2 INPPL1 PAX9 SF3B4 TXNRD2

CHRNAY EVC2 IRF6 PDGFC SHH UFD1

Prevention Genetics firmasinin “Cleft Lip/Cleft Palate ” panelinden alinmistir.




EK 3. Kahtsal Kemik ligi Yetmezlikleri ile Iliskilendirilmis Gen Listesi

ABCB7 CD177 EPO GPI LAMTOR2 NRAS RPL21 SLC19A3 TPK1
ACD CD36 ERCC4 GP9 LDB1 NSMCE3 RPL26 SLC25A19 TP53
ACKR1 CD40LG ERCC6L2 GRWD1 LIG4 PALB2 RPL27 SLC25A38 TRNT1
ACTN1 CEBPA ETO2 GSS LMBRD1 PARN RPL31 SLC4A1 TSR2
ADAMTS13 CENPJ SR HAX1 LMO2 PAXS RPL35 SLC35A1 UBE2T
ADA2/CECR1 | CEP152 FANCA HBA1 LPIN2 PC RPL35A SLC37A4 UNC13D
ADH5 CLCN7? FANCB HBA2 LYST PCCA RPL5 SLC7A7 USB1
AK2 CLPB FANCC HBB MAD2L2 PCCB RPL9 SLX4 VPS13B
ALAS2 COX4l12 FANCD2 HFE MAGT1 PDHA1 RP1L1 SMARCD?2 VPS45
ALDH?2 CSF2RA FANCE HOXA11 MAP2K1 PDHX RPS10 SOS1 ZFPM1
AMN CSF3R FANCF HPS1 MAP2K2 PGM3 RPS15 SPTAl WAS
ANKRD26 CTC1 FANCG HPS3 MDM4 PKLR RPS15A SPTB WDR1
ANK1 CTSC FANCI HPS4 MKL1/MRTFA | POT1 RPS17 SRP54 WIPF1
AP3B1 CUBN FANCL HPS5 MPL PRF1 RPS19 SRP72 WRAPS53
ATM CYBSR3 FANCM HPS6 MRE11 PTPN11 RPS24 STIM1 XIAP
ATR CYCS FAS HSPA9 MSN PUS1 RPS26 STK4 XRCC2
ATRX CXCR2 FASLG HSPA14 MTR RAB27A RPS27 STN1 YARS2
BLM CXCR4 FCGR3B HTRA2 MTRR RAC2 RPS27A STX11

BLOC1S3 C150RF41 FIBP HYOU1 MVK RAD51 RPS28 STXBP2

BLOC1S6 DDX41 FLI1 IFNG MYD88 RADS51C RPS29 TAL1

BRAF DHFR G6PC3 IFNGR2 MYB RBBP8 RPS7 TAZ

BRCA1 DIAPH1 G6PD IKZF1 MYH9 RBMS8A RTEL1 TCIRG1

BRCA2 DKC1 GATAL IL2RG MYO5A RFWD3 RUNX1 TCN2

BRIP1 DNAJC19 GATA2 IRAK4 MYSM1 RHAG SAMD9 TERC

CAD DNAJC21 GFI1 ITGA2B NAF1 RIT1 SAMDIL TERF2IP

CASP10 DNASE2 GFI1B ITGB3 NBN RMRP SBDS TERT

CBL DTNBP1 GINS1 ITK NF1 RNF168 SEC23B TFRC

CBLIF EFL1 GLRX5 JAGN1 NHEJ1 RNUG-1 SEC61A1 THPO

CDAN1 EIF2AK3 GNE KCNN4 NHP2 RPL11 SETD1B TINF2

CDIN1 ELANE GP1BA KLF1 NOL11 RPL15 SH2D1A TNFSFS

CDKN2A EPB42 GP1BB KRAS NOP10 RPL18 SLC19A2 TNFSF11

Gen Listesi Cincinnati Children’s Hastanesi, Chicago Universitesi Genetik Servis Laboratuvari, Prevention Genetics ve Invitae
firmalar tarafindan olusturulan “Kalitsal Kemik iligi Yetmezligi Panel”leri kullanilarak meydana getirilmistir.



