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OZET

Biyotinidaz eksikligi, otozomal resesif kalitim paterni gosteren diinya ¢apinda goriilme
sikligr 1:40.000 ile 1:60.000 arasinda degisen, belirti ve semptomlar1 tipik olarak
yasamin ilk birka¢ ayimnda veya yilinda ortaya ¢ikan, hafiften siddetliye kadar degisen
genis bir klinik belirti yelpazesine sahip norokiitandz metabolik hastaliktir. Erken tani
ve tedaviye baslama zamani semptomlarin 6nlenebilirligi ve geridoniistiiriilebilirligi ile
dogru orantili oldugundan bu hastalik diinyada ve Tiirkiyede Ulusal Yenidogan Tarama
Programina (UYTP) dahil edilen hastaliklardan biri olmustur.

Bu calismada Biyotinidaz Eksikligine yonelik genetik tetkikleri calisilmasi amaciyla
yonlendirilmis hastalarin  genetik sonuglar1 incelenerek saptanan varyantlarin
retrospektif olarak degerlendirilmesi, biyokimyasal bulgular1 ile karsilagtirilarak

genotip-fenotip iliskisinin incelenmesi amaglanmustir.

Calismamizda 2013-2023 yillar1 arasinda Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Genetik Anabilim dalina ve Cukurova Universitesi Adana Genetik Hastaliklar Tan1 ve
Tedavi Merkezi’ne (AGENTEM) yonlendirilen hastalarin serum biyotinidaz enzim
degerleri ve BTD geni dizi analizi sonuglar retrospektif olarak degerlendirilmis, tespit
edilen mutasyonlar genin NM_001370658.1 (MANE Select) olarak tanimlanan en son
transkripti referans alinarak gilincellenmis, kalitim paternine ve American College of
Medical Genetics and Genomics (ACMGQG) kriterlerine gore patojenite siniflamasi ile
siniflandirilmalart yapilmigdir. Ayrica bu ¢alismada, varyant saptanmig bireylerin aile
tiyelerinden c¢alisilmis (aile taramasi kapsaminda) BTD geni dizi analiz sonuglar1 da

retrospektif olarak degerlendirilmistir.

Calismaya 2013-2023 yillar1 arasinda merkezimize yonlendirilmis 2672 hasta dahil
edilmistir. Hastalarin ¢ogu pediatrik ve Yenidogan Tarama Programi ile yonlendirilmis
hastalar olup, 1245 (%47) hasta 30 gilinden kiigiikk, 672 (%25) hasta 30-365 giin
arasinda, 125 (%5) hasta 1-18 yas arasinda ve 630 (%23) hasta 18 yasindan biiyiiktii.

Hastalardan 2105°nin enzim aktivitesi fluorometrik yontemle 6l¢iilmiistiir. Bu hastalarin
100’tinde (%5) enzim aktivitesi %10’un altinda (Belirgin Biyotinidaz Eksikligi), 1039
(%49) hastada enzim aktivitesi %10-%30 arasinda (Kismi Biyotinidaz Eksikligi), 966
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(%46) hastada ise enzim aktivitesi %30’un iizerinde goriildi. Tiim hastalarin BTD
genine yonelik genetik tetkikleri ¢alisilmis olup, bu hastalarin 2307’sinde mutasyon
tespit edildi, 365 hastada ise herhangi bir varyant goriilmedi. Mutasyon tespit edilmis
hastalarda toplam 83 farkli varyant goriildii. Varyantlar 6zellikle genin 4.ekzonunda
kiimelenmisti. Saptanan 83 varyantin 68’1 (%82) missense, 8 (%10) varyant frameshift
(cerceve kaymasi), 5 (%6) varyant sinonim (sessiz), 1 (%]1) varyant nonsense
(anlamsi1z), 1 (%]1) varyant intronik olarak siniflandirildi. Tespit edilmis varyantlar
ACMG kriterlerine gore 5°i Benign, 3’ii Olas1 Benign, 29°u Klinik Onemi Belirsiz, 21’
Olas1 Patojenik ve 25’1 Patojenik olmak {izere siniflandirildi. 68 missense varyanti
REVEL skoruna gore degerlendirildiginde REVEL skoru 0,75’in {izerinde olan 32,

0,94’1in tlizerinde olan 4 varyant goriildii.

Bu calismada hastalarda en sik tespit edilmis genotipler 709 hastada heterozigot
c.1270G>C (p.D424H) mutasyonu, 479 hastada homozigot c.1270G>C (p.D424H)
mutasyonu, 163 hastada heterozigot c¢.410G>A (p.R137H) mutasyonu, 143 hastada
heterozigot ¢.1535C>T (p.T512M) mutasyonu, 101 hastada c.40 44delGGCTGinsC
(p-G14Lfs*35)/c.38G>T (p.C13F) birlesik heterozigot mutasyonlari oldu. Daha 6nce

veri tabanlarinda tanimlanmamis on dort yeni varyant bildirildi.

Ulusal Yenidogan Tarama Programi, etkilenen binlerce ¢ocugun ve hatta her yil bir
milyondan fazla yenidoganin yasamini biiyiikk Olclide iyilestiren, hastaliklarin niifus
capinda tespit edilmesini saglayan dikkate deger bir basar1 elde etmistir. BTD
hastaliginin tanis1 serumda biyotinidaz aktivitesinin Ol¢limii ve molekiiler analiz
yontemlerine dayanmaktadir. Calismamizda literatiirle uyumlu olarak ciddi patojenik
varyantlara sahip bircok asemptomatik vakalar mevcuttu. Enzim aktivitesi %30’un
tizerinde tespit edilmis 157 hastada homozigot, 107 hastada birlesik heterozigot
mutasyon goriildii. Ayrica mutasyon tespit edilmemis 365 hastanin 30’unda Kismi
Biyotinidaz Eksikligi goriildii. Biyotinidaz enzim aktivite seviyelerinin yasamin ilk
giinlerinde en diisiik olup, sonraki giinlerde arttig1 bildirilmektedir. Ayni zamanda
biyotinidaz aktivitesindeki degiskenlikler, c¢esitli klinik durumlardan (erken dogum,
cevre sicakligi, orneklerin transfer kosullari, hiperbilirubinemi ve perinatal asfiksi)
etkilenebilmektedir. Bu bulgular, neonatal donemdeki dl¢limlerin mevcut enzim aktivite

diizeyini belirlemek icin yeterli olmadigini ve ardisik testlerle takip edilmesi gerektigini
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gostermektedir. Bu ¢alismanin sonuglari, bu bolgedeki BTD'li yenidoganlarda genotip
ile biyokimyasal fenotip arasinda diisiik bir uyum oldugunu ve varyant patojenitesi ile
biyokimyasal fenotip arasinda 6ngoriilebilir bir korelasyon kurmanin yeterli olmadigini
dogrulamaktadir. Ek olarak, bu calisma, genotip ve biyokimyasal fenotip arasindaki
uyumsuzlugu aciklamak i¢in enzim aktivitesi Ol¢iimlerinde ve molekiiler analizlerde

analitik zorluklarin ele alinmasinin 6nemini vurgulamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Biyotinidaz eksikligi, yenidogan tarama programi, BTD geni, yeni

nesil dizileme yontemleri.



ABSTRACT

Biotinidase deficiency is a neurocutaneous metabolic disease with an autosomal
recessive inheritance pattern, a worldwide prevalence of 1:40,000 to 1:60,000, and signs
and symptoms typically appear in the first few months or years of life, with a wide
range of clinical symptoms ranging from mild to severe. Since early diagnosis and the
time to start treatment are directly proportional to the preventability and reversibility of
symptoms, this disease has become one of the diseases included in the National

Newborn Screening Program (NBS) worldwide and in Turkey.

This study aimed to retrospectively evaluate the detected variants by examining the
genetic results of patients referred for genetic tests for Biotinidase Deficiency, compare

them with biochemical findings, and examine the genotype-phenotype relationship.

In our study, serum biotinidase enzyme values and BTD gene sequence analysis results
of patients referred to Cukurova University Faculty of Medicine, Department of
Medical Genetics and Cukurova University Adana Genetic Diseases Diagnosis and
Treatment Center (AGENTEM) between 2013-2023 were evaluated retrospectively, the
detected mutations were updated by taking the latest transcript of the gene defined as
NM_001370658.1 (MANE Select) as reference, and they were classified with
pathogenicity classification according to the inheritance pattern and American College
of Medical Genetics and Genomics (ACMG) criteria. In addition, in this study, BTD
gene sequence analysis results studied from family members of individuals with
variants detected (within the scope of family screening) were also evaluated

retrospectively.

In our study, serum biotinidase enzyme values and BTD gene sequence analysis results
of patients referred to Cukurova University Faculty of Medicine, Department of
Medical Genetics and Cukurova University Adana Genetic Diseases Diagnosis and
Treatment Center (AGENTEM) between 2013-2023 were evaluated retrospectively, the
detected mutations were updated by taking the latest transcript of the gene defined as
NM_001370658.1 (MANE Select) as reference, and they were classified with
pathogenicity classification according to the inheritance pattern and American College
of Medical Genetics and Genomics (ACMG) criteria. In addition, in this study, BTD
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gene sequence analysis results studied from family members of individuals with
variants detected (within the scope of family screening) were also evaluated

retrospectively.

The study included 2672 patients referred to our center between 2013-2023. Most of the
patients were pediatric and referred through the Newborn Screening Program, 1245
(47%) patients were younger than 30 days, 672 (25%) patients were between 30-365
days, 125 (5%) patients were between 1-18 years of age, and 630 (23%) patients were
older than 18 years. Enzyme activity was measured in 2105 patients using the
fluorometric method. In 100 (5%) of these patients, enzyme activity was below 10%
(Significant Biotinidase Deficiency); in 1039 (49%) patients, enzyme activity was
between 10%-30% (Partial Biotinidase Deficiency), and in 966 (46%) patients, enzyme
activity was above 30%. Genetic tests for the BTD gene were performed on all patients,
and mutations were detected in 2307 of these patients, while no variants were seen in
365 patients. A total of 83 different variants were seen in patients with mutations. The
variants were clustered, particularly in the 4th exon of the gene. Of the 83 variants
detected, 68 (82%) were classified as missense, 8 (10%) as frameshift, 5 (6%) as
synonymous, 1 (1%) as nonsense, and 1 (1%) as intronic. The detected variants were
classified according to ACMG criteria as 5 as Benign, 3 as Possible Benign, 29 as
Clinically Uncertain, 21 as Possibly Pathogenic, and 25 as Pathogenic. When 68
missense variants were evaluated according to the REVEL score, 32 variants with a
REVEL score above 0.75 and 4 variants with a REVEL score above 0.94 were
observed. The most frequently detected genotypes in this study were heterozygous
€.1270G>C (p.D424H) mutation in 709 patients, homozygous ¢.1270G>C (p.D424H)
mutation in 479 patients, heterozygous ¢.410G>A (p.R137H) mutation in 163 patients,
heterozygous ¢.1535C>T (p.T512M) mutation in 143 patients, and combined
heterozygous ¢.40_44delGGCTGinsC (p.G14Lfs*35)/c.38G>T (p.C13F) mutations in
101 patients. Fourteen new variants not previously identified in databases were
reported. The National Newborn Screening Program has achieved remarkable success in
detecting the disease population-wide, significantly improving the lives of thousands of
affected children and more than a million newborns annually. The diagnosis of BTD
disease is based on the measurement of biotinidase activity in serum and molecular

analysis methods. In our study, there were many asymptomatic cases with severe
X1l



pathogenic variants, consistent with the literature. Homozygous mutations were seen in
157 patients, and compound heterozygous mutations in 107 patients with enzyme
activity above 30%. In addition, partial biotinidase deficiency was seen in 30 of 365
patients without mutation. Biotinidase enzyme activity levels are reported to be lowest
in the first days of life and increase in the following days. At the same time, variations
in biotinidase activity can be affected by various clinical conditions (premature birth,
environmental temperature, transfer conditions of samples, hyperbilirubinemia and
perinatal asphyxia). These findings indicate that neonatal period measurements are
insufficient to determine the current enzyme activity level and should be followed up
with sequential tests. The results of this study confirm that there is a low concordance
between genotype and biochemical phenotype in newborns with BTD in this region and
that it is not sufficient to establish a predictable correlation between variant
pathogenicity and biochemical phenotype. In addition, this study highlights the
importance of addressing analytical difficulties in enzyme activity measurements and
molecular analyses to explain the discordance between genotype and biochemical

phenotype.

KEYWORDS: Biotinidase deficiency, newborn screening program, BTD gene,
following generation sequencing methods.
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1.GIRIS

Biyotinidaz Eksikligi (OMIM #253260) BTD genindeki mutasyonlarmdan kaynaklanan
ve biyotinin geri doniistiiriilmesinin bozulmasina neden olan otozomal resesif kalitim
paterni gosteren ndrokiitandz bir hastaliktir (1,2). Enzim eksikligi biyotinin miktarinin
ve kullaniminin azalmasina bagli olarak tiim karboksilaz enzimlerinin fonksiyonel
eksikligine yol agar ve ge¢ baslangichh multipl karboksilaz eksikligi (Multiple
Carboxylase Deficiency- MCD) olarak da adlandirilir (3).

BTD genindeki patojenik veya olast patojenik (fonksiyon kaybettirici) mutasyonlar
biyotinidaz enzim aktivitesinin tamamen veya parsiyel olarak azalmasina neden olur.
Parsiyel biyotinidaz eksikliginde enzim aktivitesi normalin %10 ila %30'u, Belirgin

biyotinidaz eksikliginde enzim aktivitesi normalin %10'undan az olarak goriiliir (4).

Belirgin biyotinidaz eksikligi tipik olarak hipotoni, emme giicliigii, gelisimsel gecikme,
ataksi, nobetler, sa¢ ve kaslarin dokiilmesi, tirnak distrofisi, alopesi ve deri dokiintiisii
ile ortaya cikar. Tedavi edilmeyen durumlarta optik atrofi, skotom ve isitme kaybi

gelisebilir (5,6). Geridondiiriilemez ve kalici kayiplara neden olabilir.

Agir vakalarda ensefalopati, hiperventilasyon, laringeal stridor ve apne dahil olmak
tizere solunum problemleri goriiliir. Ayrica tekrarlayan viral ve fungal enfeksiyonlar gibi
immiinolojik bulgular goriilebilir. Laboratuvar bulgularinda metabolik asidoz, laktik

asidoz, hiperamonyemi, idrarda 3-hidroksi-izovalerik asit artig1 goriilebilir (7).

Kismi Biyotinidaz eksikliginde daha hafif semptomlar goriiliir. Asemptomatik seyr eden

hastalarda enfeksiyon gibi stress durumlarinda klinik bulgular ortaya ¢ikabilir (8).
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Biyotinidaz Eksikligi hastaligima neden olan mutasyonlarin biiyliik ¢cogunlugu BTD
genindeki homozigot veya bilesik heterozigot mutasyonlardan kaynaklanir. Bugiine
kadar ClinVar, UniProt ve Franklin Community veritabanlarinda 729 farkli varyant
bildirilmistir. BTD geni toplam uzunlugu 543 amino asitlik proteini kodlamakta olup

dort ekzon ve 3 introndan olusmustur (9). Varyantlar 6zellikle ekzon 4’te kiimelenmistir.

€.1270G>C (p.D424H) varyanti hem Tirkiye'de hem de diinyada en sik goriilen
varyantdir. Diger yaygm patojenik varyantlar arasinda ¢.410G>A (p.R137H),
€.1308A>C (p.Q436H), .38 44delGCGGCTGINSTCC (p.C13Ffs*36), ¢.1431T>G
(p.P477P), ¢.535G>A (p.V179M), c.1395C>G (p.H465Q) ve c.175C>T (p.R59C)
bulunur (2).

Ik defa Biyotinidaz Enzim Aktivitesinin (BEA) kantitatif belirlenmesine yonelik
yontemler 1984 yilinda Virginia'da bir pilot yenidogan tarama programinda kullanildi
(10). Turkiye'de ise Biyotinidaz Eksikligine yonelik UYTP 2008 yilindan bu yana
uygulanmakta olup Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu tarafindan baslatilmigtir (11).

Gilinlimiizde biyotinidaz eksikligine yonelik yenidogan taramasi tiim Amerika Birlesik
Devletleri (ABD) eyaletlerinde ve diinya ¢apinda 25'ten fazla iilkede rutin olarak
yapilmaktadir (12,13).

Bu calismada Biyotinidaz Eksikligine yonelik genetik tetkikleri ¢alisilmasi amaciyla
bagvuran 2672 hastanin tiim verileri incelenerek saptanan varyantlarin retrospektif
olarak degerlendirilmesi, biyokimyasal bulgular ile karsilastirilarak genotip-fenotip

iliskisinin incelenmesi amacglanmaistir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1.Biyotinidaz Enzimi

Biyotinidaz enzimi (EC:3.5.1.12) BTD geni (OMIM #609019) tarafindan eksprese
edilen ve biyotin dongiisiinde major olarak rol oynayan bir enzimdir. Bu enzim 543

amino asitten olusan monomerik bir glikoproteindir. (UniProt P43251) (8,14).

Enzim en az dokuz izoforma (dort major ve bes mindr) ve alti varsayillan N-baglh
glikozilasyon bolgesine sahiptir (15). Proteinin glikozilasyonu, kiitlesini 13 ila 19 kDa
artirabilir ve glikozile edilmis enzimin molekiiler kiitlesinin 70 ila 76 kDa arasinda

oldugu tahmin edilmektedir. (8)

Biyotinidaz enzimi biyotinil-hidrolaz ve biyotinil-transferaz aktivitelerine sahiptir (16).
Biyotinil-hidrolaz aktivitesi ile, enzim biyositinden ve/veya bozulmus (fonksiyonunu
bitirmis) holokarboksilazlardan elde edilen kii¢iik biyotinil-peptitlerinden biyotini geri
doniistiiriir.  Ayrica biyotinin diyet kaynaklarindan serbest birakilmasinda rol oynar
(17). Serbest birakilan biyotin ise biyotin bagimli dort karboksilaz enzimi i¢in koenzim
gorevi gormektedir: piruvat karboksilaz (PC) (EC 6.4.1.1), asetil-CoA karboksilaz
(ACC) (EC 6.4.1.2), propiyonil-CoA Kkarboksilaz (PCC) (EC 6.4.1.3) ve 3-
metilkrotonil-CoA karboksilaz (MCC) (EC 6.4.1.4) (14).

Bu enzimler glikoneogenez, yag asidi sentezi, dalli zincirli amino asitlerin

metabolizmasi ve trikarboksilik asit (TCA) dongiisiinde rol oynamaktadir (18).
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Sekil 2.1. Biyotin dongiisii (18)

Biyotinidaz enzimi, ayni zamanda biyotinil-transferaz aktivitesine de sahip olup
biyotinin biyositinden histonlara aktarilmasindan sorumludur (20,21). Bugiine kadar on
bir farkli biyotinilasyon bolgesi tanimlanmistir: besi histon H2A'da (K9, K13, K125,
K127 ve K129), dordii histon H3'te (K4, K9, K18 ve belki de K23) ve ikisi histon H4'te
(K8 ve K12) (22.23).
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Sekil 2.2. H2A, H3 ve H4 histonlarindaki modifikasyon bolgeleri (17)

Histonlarin biyotinilasyonu geri doniisiimlii bir siire¢ olup biyotin molekiiliiniin
cekirdek histonlardaki lizin kalintilarinin e-amino grubuna kovalent baglanmasina

dayanir (24). Bu siirecte biyotinidaz enziminin yanisira holokarboksilaz sentetaz (HCS)



enzimi de rol oynamaktadir (25,26). Histonlarin biyotinilasyonunda biyotinidaz enzimi

substrat olarak biyosit (biyotinil-g-lizin), HCS ise biyotin ve ATP kullanir (25).

Histon proteinlerinin posttranslasyonel modifikasyonlarindan biri olan histon
biyotinilasyonunun niikleozomlarin fiziksel yapisini degistirilmesi, kromatinin yeniden
sekillenmesi, genlerin transkripsiyonel baskilanmasina neden oldugu ve genom

stabilitesinde rol oynadig1 bildirilmektedir (18,27).
2.2.Biyotin

Biyotin, suda ¢oziinen bir vitamin olup, H vitamini veya B7 vitamini olarak da
bilinmektedir (28). Bu molekiil CIOHI6N203S formiili ve 244,31 g/mol molekiiler
agirlig ile tanimlanmis olup, tetrahidroimidazol halkasi ile valerik asit yan zincirine

sahip kiikiirt i¢eren bir tetrahidrotiyofen halkasinin birlesmesinden ibarettir (29).

O
Irrirr:igdazolidone HN )kNH
H H
Thiopene
ring S /”////\/\COOH

Valeric acid

Sekil 2.3. Biotinin molekiiler yapis1 (29)

Dogada biyotin molekiiliinii sadece bitkiler ve mikroorganizmalar sentezleme
yetenegine sahip olup, insanlar ve diger memeliler sentezleyemezler. Bu nedenle
insanlar biyotini iki yolla, ekzojen olarak diyet kaynaklar1 ile, endojen olarak ise
bagirsak mikrofloras: yolu ile alirlar (31). Ekzojen biyotin kaynagi olarak maya tam,
bugday ekmegi, avakado, karnibahar gibi bitkisel gidalar ve karaciger, yumurta sarisi,
inek siitii gibi hayvansal gidalar biyotinden zengindir (32,33). Endojen biyotin kaynagi
ise kolondaki simbiyotik olarak yasayan bakterilerdir (34).



2.3.Biyotin Dongiisii

Biyotin dongiisiinde 3 6nemli protein rol oynamaktadir (18):
e Biyotinidaz enzimi
e Sodyum bagimli multivitamin tagiyic1 (SMVT)
o Holokarboksilaz sentetaz enzimi

Diyetle alinan biyotin serbest formda veya genellikle biiylik bir kismi proteinlerdeki
lizin kalintilarina kovalent bir sekilde bagli formda bulunur. Bagl form bagirsaktan
emilmeden Once serbest biyotine doniistiiriiliir (28, 35-37). Biyotin igeren proteinler
once bagirsak liimenine salgilanan proteazlar ve peptidazlar tarafindan yikilarak
biyositin (biyotinil-e-lizin) ve biyotin oligopeptitlere parcalanir ve daha sonra ise bu
molekiiller intestinal ve pankreatik biyotinidaz enzimi ile serbest biyotine doniistiiriiliir
(28).

.. Proteases/Peptidases _ o )
Biotin > Biocytin + Biotin oligopeptides

Biotinidase

Free Biotin + Lysine or Oligopeptides
Sekil 2.4. Diyetle alinan biyotin alimi1 (28).

Biyotinin hemostazinda istirak eden bir diger protein Sodyum Bagimli Multivitamin
Transporteri (SMVT) olup proksimal ince bagirsak epitel hiicrelerinin apikal

mebraninda bulunur ve biyotinin bagirsaklardan emilmesinde istirak eder (37,38).
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Sekil 2.5. Bagirsak liimeninde biyotininin emilimi (28).

SMVT, serbest biyotinin bagirsaklardan emilmesinin yani sira, bobreklerden yeniden
emilmesinden ve Kkaraciger ve periferik dokulardaki hiicre zarlart  boyunca
taginmasindan da sorumludur (18,37). Lenfoid hiicrelerde SMVT’nin yani sira biyotin
alimma katkida bulunan proteinlerden biri de monokarboksilat tasiyict 1 (MCT1)

ptoteinidir (39).

Cesitli calismalar, SMVT proteinini kodlayan ve kromozom 2 iizerinde yerlesen
SLC5A6 genindeki bialelik mutasyonlarin biotinle birlikte, diger B grupu vitaminleri
pantoteik asit (B5 vitamini), a-lipoik asit ve iyodiiriin de emiliminin bozulmasina neden
oldugunu gostermektedir. Etkilenmis hastalarda, ndrodejeneratif bozukluklar, nobetler,
serebral palsi, beyin atrofisi, gelisim geriligi, ishal, kusma, immiin yetmezlik ve
osteopeni de dahil olmak iizere bir dizi semtomlar ortaya ¢ikmaktadir. SLC5A6'daki
resesif varyantlar, klinik olarak degisen semptomlarla biyotinidaz eksikligini taklit eden
tedavi edilebilir bir metabolik bozukluga neden olabilir (40,41). Biyotin, pantotenik asit
ve a-lipoik asitin birlikte verildigi {glii vitamin replasman tedavisinin SLC5A6
mutasyonlart olan bireylerde klinik iyilesmeye yol actigi gosterilmistir (42). Biyotinin
bazolateral membrandan transportu ise sodyumdan bagimsiz ve elektrojenik olarak
gerceklesmektedir (43). Emilimi hiicre i¢i ve hiicre dis1 birgok faktor tarafindan
diizenlenmektedir. Intraseliiler olarak protein kinaz C ve Ca+2/Calmodulin yoluyla
emilim diizenlenirken, ekstraseliiler olarak ise biyotin alim miktarindaki degisimlere

bagli olarak tasiyici protein ve mRNA miktarindaki artig ve azaligla diizenlenir (44).

Ayrica insanlarda ve hayvanlarda yapilan in-vivo ¢alismalar kalin bagirsak epitelinden

de biyotinin emilebildigini gostermistir (45,46). Kalin bagirsagin  mikroflorasi
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tarafindan sentezlenen ve bagirsak liimenine salinan serbest biyotinin kolonun epitel
hiicrelerinde bulunan Na * bagiml1 tastyici ile emildigi gosterilmistir (47). Kana salman
biyotin esas olarak serbest biyotin (%81) olarak ve daha az oranda da plazma

proteinlerine bagl olarak (%19) taginir (37).

Biyotin ve metabolitleri idrar yoluyla, bagirsak bakterileri tarafindan sentezlenen ve

emilmeyen biyotin ise digki yoluyla atilir (37,48).
2.4.Biyotinin Metabolizmadaki Rolii

Memelilerde biyotin molekiilii, ACC 1 ve 2, PC, PCC ve MCC enzimleri i¢in koenzim
gorevi gormektedir (49).  Apokarboksilazlar seklinde inaktif olarak bulunan bu
enzimlerdeki lizinin e-amino grubu holokarboksilaz sentetaz enzimi araciligi ile
biyotinle kovalent bagla baglanarak holokarboksilaz adlanan aktif bir hale gelir. Bu
biyotinilasyon reaksiyonu iki asamada gerceklestirilir ve ATP gerektirir (50).

1. ATP + biyotin + HCS — Biyotin-AMP-HCS + pirofosfat

2. Biyotin-AMP-HCS + apokarboksilaz — holokarboksilaz + AMP + HCS
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Sekil 2.6. Memelilerde biyotin bagimli karboksilazlar. ACC-asetil-CoA karboksilaz;
PC—piruvat karboksilaz; PCC-propiyonil-CoA karboksilaz; MCC—-metilkrotonil-CoA
karboksilaz (49)

ACC enziminin sitozolik ve mitokondriyal formu vardir. Sitozolik formu bikarbonatin
asetil-CoA'ya baglanmasini katalize ederek yag asidi sentezi i¢in malonil-CoA'y1
olusturur (51,52). Mitokondriyal ACC enzimi ise yag asidi oksidasyonunu kontrol eder
ve ayrica biyotin i¢in bir rezervuar gorevi gorebilir (18,51,52). Eksikliginde heksanoik
asidin farkh tiirevleri dahil olmak {izere farkli molekiillerin birikmesine neden olur (53).
Diger ii¢ biyotine bagimli karboksilazlar ise yalnizca mitokondride bulunur. PC enzimi
glukoneogenezde anahtar bir enzimdir ve ayrica bir trikarboksilik asit dongiisii ara
maddesi saglama gorevi goriir (18,51). Eksikligi laktik asit ve alanin birikimine neden
olur (53). PCC enzimi, izoldsin, valin, metiyonin, treonin gibi amino asitlerin, kolesterol
ve tek zincirli yag asitlerinin metabolizmasindaki 6nemli adimlar1 katalize eder (51).

Eksikligi 3-hidroksi propiyonik asit ve metil sitrat birikimine neden olur (53). MCC



karboksilaz, 16sin metabolizmasinda 6nemli bir rol oynar (18,49). Eksikiginde 3-

metilkrotonilglisin ve 3-hidroksiizolerat birikimi goriiliir (53).

Gorevini tamamlayan holokarboksilazlar daha sonra biyositine ve/veya biyotinil-
peptitlere proteolize edilir; sonrasinda ise bu molekiiller biyotini serbest birakmak i¢in
biyotinidaz enzimi tarafindan parcalanir ve bdylece biyotin geri doniistiiriiliir (8).
Insan HLCS genindeki mutasyonlar HLCS enziminin aktivitesinde azalmaya ve
metabolik anormalliklere neden olur (54). Erken teshis edilip tedavi edilmedigi
takdirde, erken baslangigli ¢oklu karboksilaz eksikligine yol agarak fetal yasamin ¢ok
erken donemlerinde anormal santral sinir sistemi bulgulari ve intrauterin biiyiime

geriligi seklinde ortaya cikabilir.
2.5.Biyotinidaz Enzim Eksikligi (BBE ve KBE)

Biyotinidaz Enzim Eksikligi (OMIM #253260) BTD genindeki mutasyonlardan
kaynaklanan ve biyotinin geri doniistiiriilmesinin bozulmasina neden olan otozomal
resesif kalitim paterni gosteren ndrokiitandz bir hastaliktir (1,2). Bu da biyotinin
miktarinin ve kullaniminin azalmasina bagli olarak tiim karboksilaz enzimlerinin
fonksiyonel eksikligine yol acar ve ge¢ baslangich multipl karboksilaz eksikligi
(Multiple Carboxylase Deficiency- MCD) olarak adlandirilir (3).

Biyotinidaz eksikligi serumdaki enzim seviyesine gore iki tipte siniflandirilir: Belirgin
Biyotinidaz Eksikligi (BBE) ve Kismi Biyotinidaz Eksikligi (KBE). KBE’de enzim
aktivitesi normalin %10 ila %30'u, BBE’de ise enzim aktivitesi normalin %10'undan az
olarak goriiliir. Bu ayrim prognoz ve tedavi i¢in ¢ok 6nemli olup, klinik bulgularin

baslangic yasini, siddetini ve tedavi yaklasimini 6nemli 6l¢lide etkileyebilmektedir (9).
2.6.insidans:

Biyotinidaz eksikliginin insidanst diinya ¢apinda yaklasik 1:40.000 ile 1:60.000 ve
tasiyicilik frekansi ise 1:120°dir. BBE 137.401'de bir; KBE 109.921'de bir; ikisinin
birlikte goriilme sikligr ise 61.067'de birdir (55). Akrabalik oraninin yiiksek oldugu
Tirkiye ve Suudi Arabistan Krallig1 gibi iilkelerde bu prevalans daha yiiksektir (56).
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Tiirkiye'deki ulusal yenidogan tarama programi yiiksek oranda oldugunu ortaya
koymustur. Saglik Bakanligi'nin yayinladigi verilere gore, insidans yaklasik 1: 7,116'dir
(57,58).

2.7.Klinik Bulgular

KBE’de semptomlar bebeklikten yetiskinlige kadar ortaya ¢ikabilir. Hastalar genellikle
asmeptomatik veya daha hafif semptomlara sahiptir. Tedavi altinda olmayan nadir
durumlarda stres, hipotoni, deri dokiintlisi ve sa¢ dokiilmesi gibi gelisimsel

semptomlar1 tetikleyebilir (59).

BBE’nin klinik prezentasyonu ise ayni aile i¢inde bile oldukca degisken olup, tedavi
edilmeyen hastalarda semptomlar genellikle 2 ila 5 aylikken ortaya cikar (59,60).
Yasamin ilk on yilinda hipotoni, emme giicliigii, ensefalopati, generalize ve miyoklonik
nobetler, infantil spazm, spastik paraparezi, ataksi, gelisme geriligi gibi norolojik
bulgular gortilebilir. Tedavi edilmemis derin biyotinidaz eksikligi olan bireylerde en sik
goriilen norolojik ozellikler nobetler ve hipotonidir (61). Etkilenen yash bireylerde
genellikle ataksi ve gelisimsel gecikme vardir (62). Noro-goriintilemede en

karakteristik anormallikler serebral atrofi ve ventrikiiler dilatasyonu icerir (62).

Cilt bulgularinda egzamatdz dermatit, sa¢ ve kaslarin dokiilmesi goriilebilir. Agir
vakalarda kabuklanma, likenlesme ve sekonder enfeksiyon haline gelebilecek agik

lezyonlar goriilebilir (57).

Hastalarda optik atrofi, keratokonjuktivit, skotom, sensorindral isitme kaybi, tekrarlayan
viral ve fungal enfeksiyonlar gibi immiinolojik bulgular ve laringeal stridor diger sistem

bulgulardir.

Gorme, isitme kaybr ve gelisimsel gecikmedeki degisiklikler, meydana gelirse, geri

dondiiriilemez (63).

Tedavi edilmeyen ergenler ve yetiskinlerde genellikle miyelopati ve optik noropati
gortliir ve siklikla baglangicta multipl skleroz tanisi konur. Bu bireylerin ¢ogu, biyotin

takviyesi ile semptomlarinda iyilesme yasamaktadir (64-67).
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Tedavisiz BE’de akut metabolik dekompansasyon doneminde metabolik asidoz, laktik
asidoz, ketoasidoz, hiperamonyemi gibi organik asidemileri taklit eden bulgular ortaya
cikabilir. Metabolik tetkiklerde idrarda organik asit analizinde 3-hidroksi-izovalerik asit,
metilkroto nilglisin, 3-hidroksi propiyonik asit, propiyonil glisin, laktik asit gibi organik
asidemilerde goriillen metabolitler ve tandem kiitle spektrometrisinde (MSMS) 3-

hidroksi izovaleril karnitin (C5-OH) yiiksekligi beklenir (7).
2.8.Yenidogan Tarama Programinda Biyotinidaz Eksikligi

Kurutulmus kan lekeleri iizerindeki Biyotinidaz Enzim Aktivitesinin (BEA) yar
kantitatif belirlenmesine yonelik yontemler 1984 yilinda ilk olarak Virginia'da bir pilot
yenidogan tarama programinda kullanildi (68). Tiirkiye'de Biyotinidaz Eksikligine
yonelik UYTP 2008 yilindan bu yana uygulanmakta olup Tiirkiye Halk Sagligi Kurumu
tarafindan baslatilmistir (11). Giiniimiizde biyotinidaz eksikligine yonelik yenidogan
taramasi tiim Amerika Birlesik Devletleri (ABD) eyaletlerinde ve diinya ¢apinda 25'ten
fazla iilkede rutin olarak yapilmaktadir (12,13). Ulkemizde de UYTP’de birinci
basamak test yontemi topuk kaninin Gutrhie kagidina alinarak BEA’nin dl¢iilmesidir.
Ideal tarama zamam postnatal 36-72.saat olup, bebegin 48 saattir besleniyor olmasi
tercih edilmektedir. Bu kapsamda alman topuk kanlar1 Il Saglik Miidiirliigi’nde
toplanarak ilgili laboratuarlarda calisilir. Tarama testinin pozitif olmasi, yani BEA’ nin
65 U ve alt1 olmasi halinde bebek geri ¢agrilarak tekrar ikinci bir tarama yapilir. Negatif

olmast durumunda ise herhangi bir bildirimde bulunulmaz.

Ikinci taramasinda da BEA 65 U ve alt1 ¢ikan bebekler, kolorimetrik veya fluoremetrik
yontemlerle serum veya plazmada enzim aktivitesinin Olgiilmesi amaciyla Pediatri
Beslenme ve Metabolizma Klinigine yonlendirilir. Ayn1 zamanda mutasyon durumunun
belirlenmesi ve aileye genetik danigmanlik saglanmasi amaciyla BTD genine yonelik
Yeni Nesil Dizileme (YND) yontemi ile Tiim Gen Dizi (TGD) analizi ve Multipleks
Ligasyona Bagli Prob Amplifikasyonu (MLPA) gibi molekiiler genetik testlerin
calisilmasi i¢in Tibbi Genetik uzmanlarina ve Genetik Tan1 merkezlerine yonlendirilir

(11).
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Biyotinidaz Eksikligi Akis Semasi
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KLINIGINE SEVK*

NORMAL

Sekil 2.7. Yenidogan Tarama Programi ile Biyotinidaz Enzim Aktivitesi taranmasinin

akis semasi (11)

2.9. Serum veya plazmada enzim aktivitesinin olc¢iilmesinde kullanilan tani

yontemleri

Biyotinidaz eksikliginin teshisi, serum veya plazmada biyotidinaz enzim aktivitesinin
Ol¢iilmesine dayanir (69). Bugiine kadar enzim aktivitesini 6l¢mek i¢in farkli analitik
yontemler gelistirilmistir. Serum veya plazmada enzim aktivitesi kolorimetrik ve

fluorimetrik yontemler ile dlgiilebilmektedir.

Kolorimetrik yontem biyotinidaz enzim aktivitesini dogrudan 6l¢en renk degisimine
dayali testlerdir. Bu yontemde substrat olarak biyotinidil-4-aminobenzoik asid (B-
PABA) kullanilmaktadir. Serum biyotinidaz enzimi bu molekiilii p-aminobenzoik asit’e
(PABA) hidrolize eder. P -aminobenzoik asitin N-1-naftiletilen-diamin dihidroklorid ile
diazotizasyon reaksiyonuna girmesi sonucu olusan azo boyasi pembe-mor renkte
gortliir. Ortaya ¢ikan renk degisimi, spektrofotometre adi verilen bir cihaz yardimiyla
Olciiliir ve enzim aktivitesi miktar1 belirlenir. Aktivite diizeyi renk yogunluguna gore
hesaplanir (53). Biyotinidaz eksik oldugunda veya tamamen inaktif oldugunda renk
degisikligi goriilmez. Kolorimetrik yontemde biyotinidaz enzim aktivitesi, serumun

mL'si bagina dakikada serbest kalan p-aminobenzoatin nmol'ii olarak ifade edilir (62).
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Fluorometrik testler, biyotinidaz aktivitesini floresans Ol¢iimleriyle degerlendiren daha
hassas testlerdir. Fluorimetrik yontemde ise biyotinidazin aktivitesiyle floresans sinyal
tireten bir substrat: biyotinil-6-aminokinolin (B-6AQ) molekiilii kullanilir. Biyotinidaz
enziminin amid baglarina etki etmesiyle ile boya maddesi olan 6-nitrokinolin (6AQ)
serbest hale gelir. Florometrik olarak ol¢iim; 6 AQ’nin cihazda artan intensite degerleri

vermesiyle yapilmaktadir. Enzim aktivitesi arttik¢a floresans sinyalin siddeti artar (70).

2016 yilinda Iseri ve arkadaslarmin yaptigi bir calismada fluorimetrik ve
spekrofotometrik  yontemle Olgiilen hastalarin  biyotinidaz enzim aktiviteleri
karsilastirilmis, hastalarin genetik sonuglariyla da karsilastirilarak tanilar dogrulanmis
ve caligma sonucunda fluorimetrik yontem %100 sensitif bulunurken, spektrofotometrik

yontem %90,5 sensitif saptanmistir (71).
2.10. BTD Geni ve Biyotinidaz eksikliginin genetik etiyolojisi

Insan Biyotinidaz geni (BTD) (OMIM 609019), biyotinidaz enziminin sentezinden
sorumlu olup, ilk defa Cole ve arkadaslari tarafindan floresan in situ hibridizasyon
kullanarak, kromozom 3p25,1 iizerinde oldugu bildirilmistir (72). Genin en giincel
(MANE Select) transkripti NM_001370658.1 transkriptidir. BTD geni toplam uzunlugu
543 amino asitlik proteini kodlayan dort ekzon, 3 intron ve 2 ATG baslatma
kodonundan olugmustur (9). Ekzon 1, 2, 3 ve 4'lin boyutlar sirastyla 79 bp, 265 bp, 150
bp ve 1502 bp civarindadir ve ilgili intron bolgelerinin boyutlar1 12.5 kb, 6.2 kb ve 0.7
kb'dir (73). Gende iki ATG baslatma kodonu mevcuttur. Her iki baslatma kodonu da
ayni okuma gergevesindedir. Birincisi ekzon 1°de kodlanirken, digeri olgun enzimin N-
terminal metiyoninini iceren ekzon 2’de kodlanir (8). Iki baslatma kodonu arasinda bir
intronun varligi, farkli BTD transkriptlerinin dokuya 6zgli ekspresyon olasiligini

artirarak alternatif kirpilmaya izin verebilir (14).

Biyotinidaz eksikligi, BTD genindeki Otozomal Resesif (OR) mutasyonlardan
kaynaklanan ve yetersiz biyotin metabolizmasmna neden olan nadir goriilen bir
metabolik bozukluktur. Hastaliga neden olan mutasyonlarin biiyiikk ¢ogunlugu
homozigot veya bilesik heterozigottur. BTD hastalarinda her tiirli mutasyon

bulunmustur; Yanls anlam, sagmalik, tek ve ¢oklu niikleotid delesyonlari, tek ve ¢oklu
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niikleotid insersiyonlar1, delesyon/insersiyonlar, kriptik ekleme yeri mutasyonlar1 ve

bilesik alelik mutasyonlar (74).

Bugiline kadar ClinVar, UniProt ve Franklin veritabanlarinda 729 farkli varyant

bildirilmistir.

LOF oD Non-coding Synonymous

@ Pathogenic 112 165 10 287
vus 177 22 4 206
@ Benig 21 51 162 236
Total 117 363 83 166 729

Sekil 2.8. ClinVar, UniProt ve Franklin veritabanlarinda bildirilmis toplam varyantlar

Varyantlar 6zellikle ekzon 4’de kiimelenmistir.

% Frameshift % Other pLoF A Missense / Inframe indel ¢ Splice region @ Synonymous / non-coding

°
° °
° ° ° °
° ° ° ° O
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€.1270G>C (p.D424H) varyanti hem Tiirkiye'de hem de diinyada en sik goriilen
varyantdir. Diger yaygin patojenik varyantlar arasinda c.410G>A (p.R137H),
€.1308A>C (p.Q436H), .38 44delGCGGCTGINSTCC (p.C13Ffs*36), ¢.1431T>G
(p.P477P), ¢.535G>A (p.V179M), ¢.1395C>G (p.H465Q) ve c.175C>T (p.R59C)
bulunur (1). Literatiire gére p.Cys186Tyr, p.GIln456His derin biyotinidaz eksikligi ile,
€.1270G>C (p.D424H) ise parsiyel biyotinidaz eksikligi ile iliskilidir (75,76).
c.1270G>C homozigot grupta ortalama BEA diizeyinin, c¢.1270G>C kombine

heterozigot gruba ve ¢.1270G>C varyant1 olmayan gruba gore anlamli derecede yiiksek

oldugu bildirilmistir (1).
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2.11.Biyotinidaz eksikliginin tanisinda kullanilan molekiiler tam: yontemleri

Frederick Sanger ve Alan.R.Coulson tarafindan tasarlanmig, Sanger-Coulson yontemi

enzimatik olarak DNA sentezine dayanan bir zincir sonlandirma yontemidir (77).

Bu yontemin temel prensibi, DNA sentezi esnasinda uzayan zincirin rastgele
inhibisyonu ile olusan gesitli uzunluktaki fragmanlarin jel elektroforezinde yiiriitiilerek

boyutlarina gore ayrilabilmesi esasina dayanmaktadir.

Bu yontemde DNA polimeraz enzimi tarafindan substrat olarak modifikasyona
ugramamis niikleotitler olan deoksi niikleozit trifosfatlarin (dANTP) yanisira 6zel
modifiye niikleotitler olan ve her biri farkli floresan boyalarla (florofor) isaretlenmis 4
farkli di deoksi niikleozit trifosfatlar da (ddNTP) kullanilmaktadir. Bu ddNTP’lerin
deoksiriboz molekiilii hem 2’-hidroksil grupundan (de-oksi) hem de 3’-hidroksil
grupundan (di-deoksi) yoksundur. Dolayisiyla bu ddNTP’ler DNA polimerazin spesifik
zincir sonlandirict inhibitorleri olarak gorev yaparak zincire yeni bir niikleotitin
eklenmesini bloke ederler. Sanger Dizi Yo6nteminin Dideoksi veya Zincir Sonlandirma

yontemi olarak da bilinmesinin ana nedeni buradan kaynaklanmaktadir (78).

C) Template Sequence

3’GAGCAAATTCCGATACATTATTGT . 5%
Primer

5/CTCGTTTAAG. 37

A) B)

crcerTTARGG —@
CTCGTTTAAGGE —©
CTCGTTTAAGGGT —@
CTCGTTTAAGGGTA
CTCGTTTAAGGGTAT =
CTCGTTTAAGGGTATG

CTCGTTTAAGGGTATGT 3
CTCGTTTAAGGGTATGTA

CTCGTTTAAGGGTATGTA) —®
CTCGTTTAAGGGTATGTAAT —@
o
D)
&(& GCTATGT AAT
o

Growing Chain Template Chain Sequence Chromatogram

J

ﬁ X

Deoxynucleotide Triphosphate (dNTP)

@ ® @- QCHVO Nlrogcnous 0-0

R

Sekil 2.10. Sanger dizileme yontemi

Bu yontem ile yaklasik 800 baz ¢iftinden 1000 baz ¢ifti uzunluguna kadar DNA bdolgesi
dizilenebilmektedir (79,80).
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Elektroforez tabanli Sanger dizilemenin dezavantaji ise elekroforez ile tek seferde gok
sayida ornegin kullanilmasi i¢in uygun olmadigindan, bu yontem ile sadece sinirlt

sayida dizi verisi Uretilebilir (81).

Dolayisiyla Sanger dizileme yonteminde karsilasilan bu zorluklar bilim insanlarini, kisa
stirede daha fazla dizileme yapabilen, daha ucuz ve dogruluk orani daha yiiksek yeni

yontemler gelistirmeye zorladi.

2005 yilindan baslayarak, Yeni Nesil Dizileme (YND) teknolojileri olarak bilinen bazi

devrim niteliginde yeni yontemler gelistirildi (82).

Dizileme teknolojilerinin daha da gelistirilmesi ile ¢cok sayida paralel dizileme teknigi
ile tek bir 6rnekten alinmis milyonlarca par¢aya ayrilmis DNA molekiiliiniin her bir
pargasinin ayn1 anda ve uyum icerisinde dizilenmesi (Sanger dizilemenin sinirlamasi
olan ‘tek seferde bir DNA parcasi’’nin aksine) ve ayn1 zamanda ayni reaksiyonda
onlarca Ornegin bir arada ¢alistirilmasit gerceklestirildi. Bu da yiliksek hizli bir sonug
elde edilerek calisma basma elde edilen veri miktarinda (dizi ¢iktis1), dizilenen
genomlarin sayisinda ve ¢esitliliginde artis ile megabaz basma dizileme maliyetinde

dramatik diistise neden olarak dizileme teknolojilerini daha da ileriye tasidi (83).

Sonug olarak, dizileme skalas1 daha da genisletilerek tek tek ekzonlar veya genlerin
dizilenmesi, tiim ekzon dizileme, tim genom dizileme, tiim veya hedeflenmis
transkriptom dizileme ve metil-dizileme (genom boyunca DNA metilasyon bdlgelerini

tanimlamak i¢in) uygulamalarinin ortaya ¢ikmasina neden oldu.

YND teknolojileri, Sanger yontemine gore her ne kadar daha avantajli olsa da elde
edilen verilerin ¢esitliligi ve karmasikligi ve bunlarin raporlanabilir sonu¢ haline
getirilmesi i¢in biyoinformatik yazilimlarin dogru bir sekilde kullanilarak komplike

hizalama veya birlestirme prosediirlerinin uygulanmasi gerekir (84).

Yeni nesil dizileme yontemlerinin biyokimyasal mekanizmalar1 degiskenlik gosterse de
hepsi kitlesel bir dizilemenin ayn1 anda paralel bir sekilde gergeklestirilmesini

hedeflemektedir.

[lumiina dizileme
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Bu ¢alismanin temeli ilk olarak 1990’11 yillarin ortasinda, Cambridge Universitesi’de

Shankar Balasubramanian ve David Klenerman tarafindan atilmistir.

Bu yontemin temel prensibi koprii amplifikasyonu ile hedef zenginlestirilmesi yapilmis
DNA fragmanlariin dizileme asamasinda substrat olarak DNA polimeraz enzimi
tarafindan florofor ile isaretli zincir sonlandirict modifiye ddNTP’ler kullanimina
dayanmaktadir. Sangerden farkli olarak bu yontemde normal (modifikasyona
ugramamis) dNTP’ler kullanilmaz. DNA polimeraz DNA fragmentlerine bir seferde
yalnizca bir nukleotit ekleyebilir. Bu zaman kamera tarafindan reng kayedilmek ig¢in
goriintiilenir ve daha sonra hem bloke edici grup hem de boya uzaklastirilir. Bdylece bir

sonraki dongii baslar ve ikinci bir nukleotitin eklenmesine izin verilir.

[Nlumina sekanslama yontemi, tek bir dongiide milyon bazlara varan veri sagladigi ve
hata oran1 Sanger gibi eski yontemlere kiyasla olduk¢a diisiik oldugu igin genellikle
organizmalarin tim genomlarinin sekanslanmasinda ve hastaliklarla iligkili SNP’lerin
(tek niikleotitlik degisimleri) ortaya cikarilmasmi hedefleyen GWAS (Ing: "Genome
Wide Association Study", Tr: "Genom c¢apinda iliskilendirme c¢alismalar1™)

arastirmalarinda kullanilir.
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/ /’/I/ s . . Z ,;/

Fragments Add adaptors Attach to flowcell
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Sekil 2.11. lllumina dizileme

(Baum, Chloé. (2021). New approaches and concepts to study complex microbial communities)
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3. HASTALAR VE YONTEM
3.1. HASTALAR

Calismamiza 2013-2023 yillar1 arasinda Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Genetik Anabilim dali ve Cukurova Universitesi Adana Genetik Hastaliklar Tan1 ve
Tedavi Merkezi’ne (AGENTEM) yonlendirilen BTD geni dizi analizi c¢alisilmis ve
Klinik bilgilerine ulasilmis 2672 hasta dahil edilmistir.

Tiim hastalarin ailelerinden, kurumsal etik kurulun (Cukurova Universitesi Tip
Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Aragtirmalar Etik Komisyonu) etik standartlarina

ve Helsinki deklarasyonuna uygun olarak bilgilendirilmis onam alinmistir.

Bu ¢aligmada tiim hastalarin dosyalar retrospektif taranarak, saptanan tiim mutasyonlar
belirlenmis ve fenotip genotip korelasyonu agisindan tekrar degerlendirililmistir. Ayrica
bu calismada, varyant saptanmis bireylerin aile iliyelerinden yapilan (aile taramasi
kapsaminda) hastalarin BTD genine yonelik genetik tetkiklerinin sonuclar1 da

restrospektif olarak degerlendirilmistir.
3.2. YONTEM
3.2.1. DNA izolasyonu

Toplanan periferik kan orneklerinden, {ireticinin talimatlarina gére QIAamp DNA
Blood Mini Kit’i (Qiagen, Hilden, Almanya) kullanilarak genomik DNA izolasyonu
yapilmistir. DNA oOrneklerinin konsantrasyonu Qubit Florimetre (Thermo Fisher

Scientific, Waltham, MA, ABD) cihazi ile dl¢lilmiistiir (ng/pL).
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3.2.2. Yeni Nesil Dizileme

Yeni nesil dizileme ¢alismalarina yonelik kiitiiphane hazirliklarinda BTD genine
yonelik spesifik primerleri iceren Qiaseq Targeted DNA Panels (Qiagen,
Almanya) kullanilmis olup uygulamalar Cukurova Universitesi AGENTEM
laboratuvarinda yapilan optimizasyon c¢alismalar1 sonucu  gelistirilen
protokollere uygun olarak gergeklestirilmistir. Sekanslama islemi MiSeq ve

NextSeq platformlarinda (Illumina, ABD) araciligtyla yapilmistir.

Oncelikle izole edilen érneklerden DNA fragmentasyonu gergeklestirilmistir. Bu
amagla her bir 6rnek i¢in 2,5 pL. Fragmentasyon tamponu ve 0,75 pL. FERA
soliisyonu igeren fragmantasyon miksi hazirlanarak 96 kuyucuklu plakaya her
bir 6rnek i¢in 3,25 pL dagitilmistir. Miks iizerine her 6rnekten 160 ng olacak
sekilde (maksimum 16 pL’de) DNA ornekleri eklenmistir. Reaksiyon hacmi 20
uL’den az olan Orneklerin tiizerine niikleaz igermeyen su eklenerek tiim
reaksiyonlar 20 pL’ye tamamlanmistir. Son olarak her kuyucuga 5 pL
Fragmentasyon enzim miksi de eklenerek otomatik pipet yardimiyla homojenize

edilmistir. Tlim asamalar soguk blok {izerinde ger¢eklestirilmistir.

Termal dongli cihazinda asagida belirtilmis olan program ayarlanarak plaka
heniiz yerlestirilmeden cihaz baslatilmis ve sicaklik 4°C’ye ulastiginda program

bekletilerek 6rnekler yerlestirilerek program devam ettirilmistir.

Tablo 3.1. YND deneyleri kapsaminda yapilan fragmentasyon islemi termal dongii

programi.
Sicakhik Zaman Dongii say1
4°C 1dk 1
32°C 24 dk 1
72°C 30 dk 1
4°C 0 Siiresiz
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Fragmentasyon asamasi tamamlandiktan sonra hizlica adaptér ligasyonu
asamasina ge¢ilmistir. Bu amagla her 6rnek i¢in 10 pL Ligasyon tamponu, 5 uLL
DNA ligaz ve 7,2 uL Ligasyon soliisyonu igeren ligasyon miksi hazirlanmistir.
Hazirlanan miksten 22,2 pL yeni bir 96 kuyucuklu plakaya dagitilmis ve
tizerlerine her bir 6rnek i¢in spesifik ve birbirinden ayr1 molekiiler barkodlardan
(9 bp uzunlugunda oligontikleotidler) 2,8 puL eklenmistir. Son olarak fragmente
haldeki 25 pL 6rnekler barkod eklenen ligasyon mikslerine eklenerek pipetaj ile
homojenize edilmistir. Reaksiyonlar1 igeren plaka, termal dongii cihazina

yerlestirilerek Tablo 3.2°de verilen programda calistirilmistir.

Tablo 3.2. YND deneyleri kapsaminda yapilan adaptor ligasyonu islemi termal dongi

programi.
Sicakhik Zaman Dongii say1
4°C 1dk 1
20°C 15 dk 1
4°C 0 Siiresiz

Adaptor ligasyonu tamamlanan 6rneklerin saflastirma (yikama) islemi manyetik
boncuk (QIAact Beads, Qiagen, Almanya) kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu
dogrultuda oncelikle Ornekleri iceren plakanin oda sicakligima ulasmasi
sonrasinda 1 dk maksimum devirde santrifiij edilmis ve buharlasma nedeniyle
stvi miktar1 azalan Ornekler tespit edilerek hacimleri niikleaz icermeyen su ile
100 uL’ye tamamlanmustir. Ornekler iizerine énceden oda sicakligina getirilen
ve homojenize edilmis manyetik boncuklar 1x oraninda (100 pL) eklenerek
pipetaj ile homojenizasyonu saglanmistir. Ornekler ilk olarak 5 dk oda
sicakliginda inkiibe edilmis sonrasinda ise 10 dk manyetik stand iizerine
birakilmigtir. Tamamen berraklasan siipernatant kismi, manyetik boncuklara
tutunmus olan Orneklere temas etmeden aspire edilmistir. Manyetik boncuklar
tizerine 200 pL %80’lik etanol eklenmis ve boncuklar1 hareket ettirmek
amaciyla plak 4 kez 180° dondiiriilmiistiir. Yikama sonrasi soliisyonun tamamen

berraklagmas1 beklendikten sonra igerisindeki etanol tamamen aspire edilmistir.
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Etanol ile yikama asamasi 2. kez tekrarlanmustir. Ikinci kez aspirasyon sonrasi
ornekler manyetik stand iizerinden alinarak 10 sn santrifiij edilmis ve tekrar
manyetik standa yerlestirilmistir. Dipte kalan alkol kalintilar1 da pipet ile aspire
edildikten sonra boncuklar 10 dk oda sicakliginda kurumaya birakilmistir (¢ok
fazla kurumamasi i¢in ara ara kontrol edilir). Kuruyan boncuklar manyetik
standtan alinarak iizerine 52 pL niikleaz igermeyen su eklenmis ve nazikge
pipetaj yapilarak homojenize edilmistir. Bu sayede DNA Orneklerinin manyetik
boncuklardan ayrilmasi saglanmistir. Plaka tekrar manyetik stand {izerine
yerlestirilip 5-10 dk oda sicaklifinda bekletildikten sonra berrak eliisyon
icerisinden 50 pL alarak yeni bir 96 kuyucuklu plakaya aktarilmistir.

e Piirifikasyonun ikinci basamagi i¢in alinmis olan 50 pL eliisyonlar {izerine 1 x
oraninda (50 pL) manyetik boncuk eklenerek yikama basamaklari tekrar
edilmistir. Ikinci yikama sonunda kuruyan manyetik boncuklar iizerine 12 puL
niikleaz icermeyen su eklenerek 9,4 pL eliisyonlar yeni bir 96 kuyucuklu

plakaya alind1.

¢ Bir sonraki basamak olan hedef zenginlestirmede DNA fragmanlarinin BTD
genini kapsayan primerler araciligiyla amplifikasyonu saglanmistir. Bu amagcla

oncelikle her bir 6rnek i¢in 4 pL TEPCR tamponu, 0,8 pL IL-Forward primer,
0,8 uL HotStarTag DNA Polimeraz ve son olarak 5 pL primer iceren PCR miksi
hazirlanarak 96- kuyucuklu plakaya her bir 6rnek i¢in 10,6 pL dagitilmistir.
Uzerlerine 9,4 puL 6rnek eklenerek 20 pL total hacimli reaksiyon pipetaj ile
homojenize edildi. Reaksiyonlar ~ termal dongii cihazina yerlestirilerek asagida

belirtilen programda galistirilmustir.
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Tablo 3.3. YND deneyleri kapsaminda yapilan hedef zenginlestirme islemi termal

dongii programi.

Sicakhik Zaman Dongii sayisi
95°C 13 dk 1
98°C 2dk
98°C 15sn 8
68°C 10 dk
72°C 5dk 1
4°C 5dk 1
4°C o0 Siiresiz

e Program sonunda ornekler niikleaz igermeyen su ile 100 uL’ye tamamlanmaistir.
1x oraninda manyetik boncuk eklenerek daha once belirtildigi sekilde yikama
islemi gergeklestirilmistir. Yikama sonunda DNA amplikonlari, kuruyan
manyetik boncuklardan 16 pL niikleaz icermeyen su ile ayrilmis ve 13,4 pL

eliisyonlar temiz bir 96-kuyucuklu plakaya alinmistir.

e Kiitiiphane hazirliginin gerceklestirilmesi amaciyla her bir 6rnek icin 4 pL 5x
UPCR tamponu, 1 pL HotStarTaq DNA Polimeraz ve 1,6 pL niikleaz icermeyen
su kullanilarak PZR miksi hazirlanmistir. Hazirlanan 6,6 pL miks, retici firma
tarafindan saglanan ve her bir  kuyucukta liyofilize halde evrensel molekiiler

barkod bulunan kuyucuklara dagitilmistir.

Kuyucuklarin iizerine hedef zenginlestirme sonucu elde edilen saf DNA
amplikonlarindan 13,4 pL eklenmistir. Kuyucuklar termal dongii cihazina

yerlestirilmis ve asagida belirtilen PZR programi calistirilmistir.

Tablo 3.4. YND deneyleri kapsaminda yapilan kiitiiphane hazirligi igslemi termal dongii

programi.
Sicakhik Zaman Dongii sayisi
95°C 13 dk 1
98°C 2 dk
98°C 15sn 26
60°C 2 dk
72°C 5 dk 1
4°C 5 dk 1
4°C 00 Stiresiz
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Program sonunda ornekler niikleaz icermeyen su ile 100 uL’ye tamamlanmis ve
1x oraninda manyetik boncuk ile (100 puL) daha 6nce belirtilen sekilde
yikama islemi  gergeklestirilmistir. Yikama sonunda DNA amplikonlari, kuruyan
manyetik boncuklardan 28 pL niikleaz icermeyen su ile ayrilmis ve 25 uL final

eliisyonlar temiz bir 96-kuyucuklu plakaya alinmistir.

e Saflastirma sonrasi 6rneklerin kalite kontrol 6l¢iimii florometrik Olgiim cihazi

kullanilarak (Qubit 4, Thermo Fischer Scientific, ABD) gerceklestirilmistir
(ng/uL).

e Ornekler konsantrasyonlari standart degere ¢ekmek amaciyla normalize
edilerek esit miktarlarda  birlestirilip 6rnek havuzu olusturulmustur. Ornek havuzu
konsantrasyonu florometrik 6l¢iim cihazt  kullanilarak (Qubit 4, Thermo
Fischer Scientific, ABD) 6lgiilmiis ve ng cinsinden elde edilen konsantrasyon
degerinM  cinsinden hesaplanmustir. Omnek havuzu, niikleaz-igermeyen su

kullanilarak 4 nM'a  diliie edilmistir.

e MiSeq yeni nesil dizileme platformu i¢in yiikleme hazirliklar: iretici firmanin

kilavuzlari dogrultusunda gergeklestirilmistir. Ornek havuzundaki amplikonlarin

denatiire edilmesi amaciyla 10 pL 6rnek alinarak baska bir tiipte 1:1 oraninda
NaOH ile karistirtlmistir. Kisa vorteks spinin ardindan 5 dk oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Denatiire edilen 6rnek havuzundan 10 pL alinarak iizerine 990 pL
hibridizasyon tamponu eklenmis (HT1, Illumina, ABD) ve denatiirasyon
durdurulmustur. Ornek havuzu yine hibridizasyon tamponu kullanilarak 600 pL
yiikkleme hacminde uygun  yiikleme konsantrasyonu olacak sekilde diliie edilmistir.
Ek olarak, 3 uL sekans primeri (QlAseq Read 1 Custom Primer, Illumina, ABD)
tizerine 597 pL hibridizasyon tamponu eklenerek uygun konsantrasyonda sekans

primeri hazirlanmigtir.

e Yikleme konsantrasyonundaki Ornek havuzu ve sekans primeri, yiikleme
kartusundaki uygun kuyulara aktarilmistir. Yiikleme cipi, yiikkleme kartusu ve yikama

soliisyonlar1 cihaza yerlestirilerek sekans baglatilmistir.

24



e Sckans sonrasi kalite kontroller laboratuvar i¢i optimize edilmis olan kalite kontrol

basamaklar takip edilerek gergeklestirilmistir.

o Kalite kontrol parametreleri, QIAGEN Clinical Insight (QCI) Analiz araci ve
QCI Interpret arayiizli araciligryla hem siralama hem de varyant kaliteleri i¢in kontrol
edildi.

3.2.3. Dizi varyantlarinin simiflandirilmasi

Tespit edilmis varyantlar Amerikan Tibbi Genetik ve Genomik Koleji (ACMG) ve
Molekiiler Patoloji Dernegi’nin 2015 yilinda yayinlandigi rehberdeki kriterler referans
alinarak Patojenik (P), Olas1 Patojenik (LP), Klinik Onemi Belirsiz (VUS), Benign (B),
Olas1 Benign (LB) ve Benign (B) olarak siniflandirildi.

3.3. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Verilerin analizi igin SPSS istatistik programi kullanild. Istatistiksel anlamlilik p<0,05

olarak tanimlanda.
3.4. ETIK KURUL ONAYI

Cukurova Universitesi T1p Fakiiltesi Etik Kurulu'ndan, *€02.12.2022 tarihli ve 2022/128
kayit numarali”” ve °‘04.10.2024 tarihli ve 2024/148 kayit numarali’’ etik kurul onay1

alinmistir.
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4. BULGULAR

Calismaya toplam 2672 hasta dahil edilmistir. Tiim hastalarin genetik tetkikleri Yeni
Nesil Dizileme yontemi ile ¢alisilarak BTD geninin dort ekzon ve ekzon-intron baglanti
bolgeleri analiz edilmistir. Tespit edilen varyantlar, genin NM_001370658.1 (MANE
Select) olarak tanimlanan en son transkripti referans alinarak glincellenmistir. Toplam
2105 hastanin enzim aktivitesi fluorometrik yontemle olciilmiistiir. Bununla birlikte,
cogunlugu aile taramasi ile tagtyiciligin tespit edilmesi amaciyla yonlendirilmis 567

hastada enzim aktivitesi ¢alisitlmamustir.

Calismaya dahil edilen hastalarin 1212’si (%45) kadin, 1460’1 (%55) erkek hastadir
(Sekil 4.1). Hastalarin yas ortalamas1 17,3 ay olarak goriildii.

Kadin
45%

Erkek
55%

Sekil 4.1. BTD geni dizilenen hastalarin cinsiyet dagilimi

Enzim aktivitesi ¢alisilmig 2105 hastanin 100’iinde (%5) enzim aktivitesi %10’un
altinda (Belirgin Biyotinidaz Eksikligi), 1039 (%49) hastada enzim aktivitesi %210-30
arasinda (Kismi Biyotinidaz Eksikligi), 966 (%46) hastada ise enzim aktivitesi %30 un
tizerinde gortldii (Sekil 4.2).
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BBE
YUZDE]

EA>%30
[YUZDE]

KBE
[YUZDE]

Sekil 4.2. Hastalarin biyotinidaz enzim diizeyine gore dagilimi

Hastalarin ¢ogu pediatrik ve Yenidogan Tarama Programi ile yonlendirilmis hastalardi.
1245 (%A47) hasta 30 giinden kiiclik, 672 (%25) hasta 30-365 giin arasinda, 125 (%)5)
hasta 1-18 yas arasinda ve 630 (%23) hasta 18 yasindan biiytiktii (Sekil 4.3).

>18 yas
23%

[KATEGORI
ADI][[YUZD
1-18 yas

5%

30-365 giin
25%

Sekil 4.3. Hastalarin yasa gore dagilim

27



60,0

50,0 ° °

£.3°%
00 |, o:.}‘ :o. .of °
Ll

un
(T
g °
L4 °
e © ° °
20,0
e © [ ‘
° (
100 @ o®q ® °
o o :~
O %o og, ® ®
Frvs VLT R °
® o o o e
- 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0 120,0 140,0 160,0
Enzim degeri

Sekil 4.4. Hastalarin yasa ve enzim aktivitesine gore dagilimi

Hastalarin 2307 sinde (%86,3) mutasyon tespit edildi. 365 (%13,7) hastada ise herhangi
bir varyant goriilmedi. Mutasyon tespit edilmis hastalarda toplam 83 farkli varyant

goriildli. Bu varyantlarin listesi Tablo 4.1°de verilmistir.
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Tablo 4.1. Tespit edilmis tiim varyantlarin 6zellikleri.

Varyantlar Lokalizasyon Protein kodu Mutasyon tipi dbSNP ACMG REVEL SKORU Alel say1
0-1)

¢.1270G>C ekzon 4 p.D424H Missense rs13078881 Patojenik 0.769 1983 alel
c.410G>A ckzon 4 p-R137H Missense rs146015592 Patojenik 0.589 287 alel
c.1535C>T ekzon 4 p.T512M Missense 15104893688 Patojenik 0.908 210 alel
¢.40_44delGGCTGinsC ekzon 2 p-G14Lfs*35 Frameshift Olas1 Patojenik - 134 alel
¢.38G>T ekzon 2 p.C13F Missense 1s141131444 Klinik Onemi Bilinmeyen 0.345 123 alel
¢.1308A>C ekzon 4 p-Q436H Missense rs80338685 Patojenik 0.773 73 alel
¢.175C>T ekzon 2 p-R59C Missense rs104893687 Patojenik 0.8 59 alel
¢.1193G>C ckzon 4 p-C398S Missense rs397514410 Olasi Patojenik 0.83 50 alel
c.497G>A ekzon 4 p.C166Y Missense 1s397514369 Patojenik 0.887 46 alel
c.1264delG ekzon 4 p-V422S£s*59 Frameshift rs1057517362 Patojenik - 46 alel
¢.38_44delGCGGCTGinsTCC ekzon 2 p.C13Ffs*36 Frameshift rs80338684 Patojenik - 38 alel
c.908A>G ekzon 4 p-H303R Missense 1s397507176 Olas1 Patojenik 0.817 20 alel
¢.565C>T ekzon 4 p-R189C Missense rs369102875 Olas1 Patojenik 0.75 20 alel
c.1301A>G ekzon 4 p.-Y434C Missense rs397514345 Olas1 Patojenik 0.87 16 alel
c.1379G>A ekzon 4 p.-G460E Missense 1s558477960 Klinik Onemi Bilinmeyen 0.216 16 alel
c.1429C>T ekzon 4 p.P477S Missense rs138818907 Patojenik 0.895 15 alel
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https://varsome.com/variant/hg19/rs104893688?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/rs80338685?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/rs1057517362?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/rs397514345?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/rs138818907?&annotation-mode=germline

c.197T>G ekzon 2 p-M66R Missense 1s587783002 Patojenik 0.955 15 alel
c¢.111T>G ekzon 2 p.Y37* Nonsense rs397514339 Patojenik - 14 alel
c.581A>G ekzon 4 p-N194S Missense rs397514377 Olas1 Patojenik 0.856 14 alel
c¢.73G>A ekzon 2 p.G25R Missense rs34885143 Benign 0.427 13 alel
c.451G>A ckzon 4 p-Al151T Missense rs13073139 Patojenik 0.78 10 alel
¢.1046C>T ekzon 4 p.P349L Missense 1s397514400 Klinik Onemi Bilinmeyen 0.486 9 alel
c.1273G>A ekzon 4 p.G425R Missense 1s397514417 Olas1 Patojenik 0.894 9 alel
c.44G>T ekzon 2 p.C15F Missense Klinik Onemi Bilinmeyen 0.323 9 alel
c.1280A>G ckzon 4 p-H427R Missense Olasi Patojenik 0.867 8 alel
c.695A>G ekzon 4 p.D232G Missense 1528934601 Patojenik 0,541 7 alel
c.1493A>G ekzon 4 p-H498R Missense rs1366159937 Klinik Onemi Bilinmeyen 0.298 4 alel
¢.1035G>T ekzon 4 p.L345F Missense rs768786956 Klinik Onemi Bilinmeyen 0.166 4 alel
¢.581A>C ekzon 4 p-N194T Missense Olas1 Patojenik 0.832 4 alel
c.218A>G ekzon 2 p-Y73C Missense rs397514348 Patojenik 0.9 4 alel
¢.1350dupC ekzon 4 p-C451Lfs*13 Frameshift rs886041559 Patojenik - 3 alel
c.1253A>G ekzon 4 p-Y418C Missense 1s397514415 Patojenik 0.931 3 alel
c.961C>G ekzon 4 p.P321A Missense rs1307539855 Klinik Onemi Bilinmeyen 0.343 3 alel
¢.952G>A (YENI) ekzon 4 p.A318T Missense Klinik Onemi Bilinmeyen 0.299 3 alel
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https://varsome.com/variant/hg19/rs34885143?&annotation-mode=germline
https://varsome.com/variant/hg19/rs1366159937?&annotation-mode=germline

¢.566G>A ekzon 4 p-R189H Missense rs398123139 Patojenik 0.84 3 alel
¢.333delC ekzon 3 p.F111Lfs*28 Frameshift rs397514356 Patojenik - 3 alel
c.124G>A ekzon 2 p-V42M Missense rs397507170 Patojenik 0.804 3 alel
c.1553G>A ekzon 4 p-R518H Missense 1s397514429 Patojenik 0.958 2 alel
¢.967G>C ekzon 4 p.G323R Missense 1s774003531 Klinik Onemi Bilinmeyen 0.213 2 alel
c.1013A>G ekzon 4 p-H338R Missense rs1379845261 Klinik Onemi Bilinmeyen 0.137 2 alel
c.1147T>G ekzon 4 p.F383V Missense 15104893686 Olas1 Patojenik 0.881 2 alel
c.1411A>G ekzon 4 p-S471G Missense Klinik Onemi Bilinmeyen 0.261 2 alel
¢.1255G>T (YENI) ekzon 4 p-A419S Missense Olas1 Patojenik 0.597 2alel
c¢.820A>G ekzon 4 p.1274V Missense 1s35976361 Benign 0.317 2 alel
¢.535G>A ckzon 4 p.-V179M Missense rs397514375 Patojenik 0.805 2 alel
¢.585C>T ekzon 4 p.L195L Sinonim rs145388314 Benign - 2 alel
¢.382C>T ekzon 3 p-R128C Missense rs137877018 Klinik Onemi Bilinmeyen 0.49 2 alel
¢.297C>G (YENI) ekzon 3 p-N99K Missense Klinik Onemi Bilinmeyen 0.458 2 alel
c.281G>T ekzon 3 p.G94V Missense rs375712490 Patojenik 0.827 2 alel
¢.201C>T ekzon 2 p-N67N Sinonim 1s147057169 Benign - 2 alel
c¢.571C>T ekzon 4 p.-R191C Missense 1rs372844636 Patojenik 0.874 1 alel
c.1042G>A ekzon 4 p.D348N Missense 1s769903360 Klinik Onemi Bilinmeyen 0.19 1 alel
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¢.1015A>G (YENI) ekzon 4 p-S339G Missense Klinik Onemi Bilinmeyen 0.16 1 alel
¢.1226A>G (YENI) ekzon 4 p.E409G Missense Klinik Onemi Bilinmeyen 0.244 1 alel
¢.1375A>G (YENI) ekzon 4 p.T459A Missense Klinik Onemi Bilinmeyen 0.112 1 alel
c.1309G>A ekzon 4 p.V437T™M Missense 15146600671 Olas1 Patojenik 0.696 1 alel
¢.142_145dup ekzon 2 p.L49Hfs*24 Frameshift 151205964567 Patojenik - 1 alel
c.1421A>G ekzon 4 p.-Y474C Missense rs750598655 Klinik Onemi Bilinmeyen 0.482 1 alel
c.1536G>A ekzon 4 p.T512T Sinonim 15774052068 Olas1 Benign - 1 alel
c.1559A>G ckzon 4 p-Y520C Missense rs397514431 Patojenik 0.96 1 alel
¢.158C>T ekzon 2 p.P53L Missense 152065326097 Klinik Onemi Bilinmeyen 0.743 1 alel
c.113A>G ekzon 2 p-Y38C Missense Variation ID: Klinik Onemi Bilinmeyen 0.689 1 alel
2050859
¢.202C>G ekzon 2 p-Q68E Missense rs151071780 Benign 0.24 1 alel
¢.284T>G (YENI) ekzon 3 p.195S Missense Olas1 Patojenik 0.884 1 alel
¢.291A>G ekzon 3 p.G97G Sinonim Variation ID: Olas1 Benign - 1 alel
2697667
¢.337C>A (YENI) ekzon 3 p.P113T Missense Olas1 Patojenik 0.846 1 alel
¢.368G>T ekzon 3 p.C123F Missense Olas1 Patojenik 0.979 1 alel
c.373del (YENI) ekzon 3 p.E125Sfs*14 Frameshift Olas1 Patojenik - 1 alel
c.481A>G ekzon 4 p.S161G Missense rs541012569 Klinik Onemi Bilinmeyen 0.175 1 alel
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https://varsome.com/variant/hg19/rs774052068?&annotation-mode=germline

c.545A>T ekzon 4 p-N182I Missense 1s397514376 Olas1 Patojenik 0.317 1 alel
¢.572G>A ckzon 4 p-R191H Missense rs112195009 Olas1 Patojenik 0.517 1 alel
¢.596C>T (YENI) ekzon 4 p-A199V Missense Klinik Onemi Bilinmeyen 0.322 1 alel
¢.682_686del (YENI) ekzon 4 p.1228V{s*3 Frameshift Olas1 Patojenik - 1 alel
c.868G>A ckzon 4 p-G290R Missense Olas1 Patojenik 0.909 1 alel
¢.832G>A (YENI) ekzon 4 p-A278T Missense Klinik Onemi Bilinmeyen 0.75 1 alel
¢.899T>G (YENI) ekzon 4 p.F300C Missense Klinik Onemi Bilinmeyen 0.465 1 alel
¢.39C>T ekzon 2 p.C13C Sinonim rs201564216 Olas1 Benign - 1 alel
¢.1001C>T ekzon 4 p.-T334M Missense 1s535651486 Klinik Onemi Bilinmeyen 0.259 1 alel
c.1225G>A ekzon 4 p.E409K Missense 15770633850 Klinik Onemi Bilinmeyen 0.262 1 alel
¢.1376C>T ekzon 4 p-T459M Missense 15142249642 Klinik Onemi Bilinmeyen 0.147 1 alel
¢.-16-5418A>C intron 1 Intron Klinik Onemi Bilinmeyen - 1 alel
¢.216C>G ekzon 2 p.I172M Missense 15748688625 Klinik Onemi Bilinmeyen 0.47 1 alel
c.1567G>C ekzon 4 p.D523H Missense rs397514432 Olas1 Patojenik 0.891 1 alel
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https://varsome.com/variant/hg19/rs770633850?&annotation-mode=germline

Hastalarda en sik missense (yanlis anlamli) varyantlar tespit edildi. Saptanan 83
varyantin 68’1 (%82) missense, 8 (%10) varyant frameshift (¢cerceve kaymasi), 5 (%6)
varyant sinonim (sessiz), 1 (%]1) varyant nonsense (anlamsiz), 1 (%]1) varyant intronik
olarak simiflandirildi (Sekil 4.5).

Sinonim Nonsense intronik
P \ 1%
0

Frameshift /

10%

Sekil 4.5. Mutasyon tiplerinin dagilimi

Tespit edilmis varyantlar ACMG kriterlerine gore degerlendirildiginde 5’1 (%6) Benign,
3’ii (%4) Olas1 Benign, 29’u (%35) Klinik Onemi Bilinmeyen, 21°i (%25) Olas1
Patojenik ve 25’1 (%30) Patojenik olmak tizere siniflandirildi (Sekil 4.6).

Olasi Benign
4%

Patojenik
30%

Klinik Onemi

Bilinmeyen
[YUZDE]

Olasi
Patojenik
25%

Sekil 4.6. Varyantlarin ACMG kriterlerine gore siniflandirilmasi
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Tespit  edilmis  varyantlar  yerlestigi  ekzonlarin  lokalizasyonuna  gore
degerlendirildiginde 17 (%21) varyantin ekzon 2’de, 9 (%11) varyantin ekzon 3’te, 56
(%67) varyantin ekzon 4’te, 1 (%]1) varyantin ise intron 1’de yerlestigi gortildi (Sekil
4.7 ve 4.8).

inton 1
1% ekzon 2

21%

. ekzon 3
11%

ekzon 4
67%

Sekil 4.7. Varyantlarin ekzon lokalizasyonuna gore dagilimi

Tespit edilmis 68 missense varyant REVEL skoruna gore degerlendirildiginde REVEL

skoru 0,75’in lizerinde olan 32, 0,94’iin iizerinde olan 4 varyant goriildii (Sekil 4.9).
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Sekil 4.8. Varyantlarin REVEL skoruna gore dagilimi
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Bu calismada hastalarda en sik tespit edilmis genotipler 709 (%27) hastada heterozigot
€.1270G>C (p.D424H) mutasyonu, 479 (%18) hastada homozigot c¢.1270G>C
(p.D424H) mutasyonu, 163 (%6) hastada heterozigot ¢.410G>A (p.R137H) mutasyonu,
143 (%5) hastada heterozigot ¢.1535C>T (p.T512M) mutasyonu, 101 (%3.8) hastada

c.40 44delGGCTGinsC  (p.G14Lfs*35)/c.38G>T  (p.C13F)

mutasyonu oldu (Tablo: 4.2).

Tablo 4.2. En sik tespit edilmis genotiplerin dagilima.

birlesik  heterozigot

N Hasta Sikhg Ortalém
Zigosite Mutasyon savi . aenzim

J aktivitesi
Heterozigot €.1270G>C (p.D424H) 709 %27 %37.7
Homozigot €.1270G>C (p.D424H) 479 %18 %27.9
Heterozigot c.410G>A (p.R137H) 163 %6 %30.4
Heterozigot €.1535C>T (p.T512M) 143 %5 %30.2
Her iki varyant ¢.40_44delGGCTGinsC (p.G14fs*35)/c.38G>T 101 %3.8 %27.2

Heterozigot (p-C13F)

Tespit edilmis varyantlar alel frekanslarina gore degerlendirildiginde alel frekansi en
yiiksek olan varyantlar ¢.1270G>C (p.D424H) (1983 alel), c.410G>A (p.R137H) (287
alel), ¢.1535C>T (p.T512M) (210 alel), c.40_44delGGCTGinsC (p.G14Lfs*35) (134
alel) ve ¢.38G>T (p.C13F) (123 alel) varyantlari oldu (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. En sik tespit edilmis varyantlar ve alel frekanslar.

Varyantlar Hasta say1 Alel say1 Alel frekansi Ekzon

numarasi
€.1270G>C (p.D424H) 1495 1983 %37 Ekzon 4
C.410G>A (p.R137H) 264 287 %5,4 Ekzon 4
€.1535C>T (p.T512M) 201 210 %3,9 Ekzon 4
€.40_44delGGCTGIinsC (p.G14Lfs*35) 133 134 %2,5 Ekzon 2
¢.38G>T (p.C13F) 122 123 %2,3 Ekzon 2
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Bu c¢alismada en sik tespit edilen varyant BTD geninin 4. ekzonunda yerlesen
c.1270G>C (p.D424H) varyanti oldu (1983 alel). Bu dizi degisikligi, asidik ve polar
olan aspartik asidi, BTD proteininin 424.kodonunda bazik ve polar olan histidin ile
degistirir (p.Asp424His).

¢.1270G>C (p.D424H) varyantinin mutasyon yiikii ve ortalama enzim aktivitesine gore

dagilim1 incelendi (Tablo 4.4)

Tablo 4.4. ¢.1270G>C (p.D424H) varyantinin mutasyon yiikii ve ortalama enzim

aktivitesine gore dagilima.

Ortalama enzim
Mutasyon yiikii Mutasyon Hasta Say1 L
yony Y v aktivitesi
HOMOZIGOT 479 %27,9
¢.1270G>C (p.D424H)
HETEROZIGOT 709 %37,7
¢.1270G>C (p.D424H)
¢.1270G>C (p.D424H) 61 %17,5
1 varyant varyanti igermeyen
HOMOZIGOT
¢.1270G>C (p.D424H) 599 %30,9
varyant1 igermeyen
HETEROZIGOT
HOMOZIGOT 9 %12,3
€.1270G>C (p.D424H)
2 varyant igin birlesik HETEROZIGOT 281 %24,1
heterozigot mutasyon €.1270G>C (p.D424H)
¢.1270G>C (p.D424H) 148 %25,2
varyanti igermeyen
HETEROZIGOT 17 %15,6
¢.1270G>C (p.D424H)
3 varyant i¢in birlesik
heterozigot mutasyon €.1270G>C (p.D424H) 4 (hepsi BBE) %4,9
varyant1 igermeyen
Hi¢ mutasyon tespit
edilmemis hastalar
365 %52,2

Tablo 4.4’deki veriler {lizerine 2 karsilastirma yapildi:
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1) Heterozigot ¢.1270G>C (p.D424H) varyanti saptanmig hastalarin ortalama
enzim aktivitesi ¢.1270G>C (p.D424H) varyant1 digsinda diger varyantlara gore

heterozigot tespit edilmis hastalarin ortalama enzim aktivitesi ile karsilastirildi.

Sonuclarin yorumlanmasi: Heterozigot ¢.1270G>C (p.D424H) varyantina
sahip hastalarin ortalama enzim aktivitesi, diger heterozigot varyant tasiyan

hastalardan daha yiiksekti. Fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05).

2) Homozigot ¢.1270G>C (p.D424H) varyant1 saptanmis hastalarin ortalama enzim
aktivitesi diger homozigot ve birlesik heterozigot mutasyon tespit edilmis

hastalarla karsilastirildi.

Sonuclarin yorumlanmasi: Homozigot c.1270G>C (p.D424H) varyantina
sahip hastalarin ortalama enzim aktivitesi, diger homozigot ve birlesik
heterozigot gruplara kiyasla daha yiiksekti. Fark istatistiksel olarak anlamlidir
(p<0,05).

Ucg varyant igin birlesik heterozigot mutasyon tespit edilmis hastalarda c.1270G>C
(p.D424H) varyanti hastalarin tiimiinde (n=17) ¢.40_44delGGCTGinsC (p.G14fs*35)
ve ¢.38G>T (p.C13F) varyantlariyla birlikte goriildii (Tablo 4.5). Bu hastalarin 11’inde
KBE, 3 hastada BBE, 2 hastada ise EA>%30 saptanmustir (1 hastanin enzim aktivitesine

bakilmamustir).

Tablo 4.5. Alellerinden birinde ¢.1270G>C (p.D424H) varyant1 olan ii¢ varyant i¢in

birlesik heterozigot mutasyon tespit edilmis hastalarin dagilimu.

Alel | Zigosite Alel 11 Zigosite | Alel Il | Zigosite F:z;tla Enzim diizeyi
¢.1270G>C HET | c.40 44delGGCTGInsC | HET | ¢38G>T | HET 11 KBE
(p.D424H) (p.G14fs*35) (p.C13F)
¢.1270G>C HET | c.40 44delGGCTGInsC | HET | ¢38G>T | HET 3 BBE
(p.D424H) (.G14fs*35) (p.C13F)
c.1270G>C HET | c.40 44deiGGCTGInsC | HET | ©38G>T | HET 2 EA>%30
(p.D424H) (p.G14fs*35) (p.C13F)
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Bu calismada en sik tespit edilen ikinci varyant BTD geninin 4.ekzonunda yerlesen
c.410G>A (p.R137H) varyant1 oldu (287 alel). Bu dizi degisikligi, BTD proteininin
137. kodonunda bazik ve polar arjinini, bazik ve polar olan histidin ile degistirir
(p.Argl37His).

c.410G>A (p.R137H) varyantinin mutasyon yiikii ve ortalama enzim aktivitesine gore

dagilim1 incelendi (Tablo 4.6)

Tablo 4.6. ¢.410G>A (p.R137H) varyantinin mutasyon yiikii ve ortalama enzim

aktivitesine gore daglimu.

Ortalama enzim

Mutasyon yiikii Mutasyon Hasta say1 .
yony Y y aktivitesi
HOMOZIGOT 23 %12,4
c.410G>A (p.R137H)
HETEROZIGOT 163 %30,4
c.410G>A (p.R137H)
c.410G>A (p.R137H) 517 %27,4
varyantl igermeyen
1 varyant
HOMOZIGOT
¢.410G>A (p.R137H) 1145 %34,8
varyant1 igermeyen
HETEROZIGOT
HETEROZIGOT 77 %24,0

€.410G>A (p.R137H)
2 varyant i¢in birlesik
heterozigot mutasyon €.410G>A (p.R137H) 361 %24,4
varyantl igermeyen

HETEROZIGOT 1 %4,3
¢.410G>A (p.R137H)
3 varyant i¢in birlesik
heterozigot mutasyon ¢.410G>A (p.R137H) 20 %13,9
varyantl igermeyen

Hi¢ mutasyon tespit 365 %52,2
edilmemis hastalar

Tablo 4.6’daki veriler {izerine 2 karsilagtirma yapildi:
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1) Heterozigot c.410G>A (p.R137H) varyanti saptanmis hastalarin ortalama
enzim aktivitesi ¢.410G>A (p.R137H) varyanti disinda diger varyantlara
gore heterozigot tespit edilmis hastalarin ortalama enzim aktivitesi ile

karsilastirildi.

Sonuclarim yorumlanmasi: Heterozigot c.410G>A (p.R137H) varyantina
sahip hastalarin ortalama enzim aktivitesi, diger heterozigot varyant tagiyan

hastalardan daha diisiiktii. Fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05).

2) Homozigot ¢.410G>A (p.R137H) varyant1 saptanmis hastalarin ortalama
enzim aktivitesi diger homozigot ve birlesik heterozigot mutasyon tespit

edilmis hastalarla karsilastirildi.

Sonuglarin yorumlanmasi: Homozigot ¢.410G>A (p.R137H) varyantina
sahip hastalarin ortalama enzim aktivitesi, diger homozigot ve birlesik

heterozigot gruplara gore daha diisiiktii. Fark istatistiksel olarak anlamlidir

(p<0,05).

Bu c¢alismada en sik tespit edilen ii¢lincli varyant BTD geninin 4.ekzonunda yerlesen
c.1535C>T (p.T512M) varyanti oldu (210 alel). Bu dizi degisikligi, ndtr ve polar olan
treonini, BTD proteininin 512. kodonunda nétr ve polar olmayan metiyonin ile degistirir
(p.Thr512Met).

c.1535C>T (p.T512M) varyantinin mutasyon yiikii ve ortalama enzim aktivitesine gore

dagilimi incelendi (Tablo 4.7)
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Tablo 4.7. ¢.1535C>T (p.T512M) varyantinin mutasyon yiikii ve ortalama enzim

aktivitesine gore dagilimu.

Ortalama
Mutasyon yiikii Zigosite Hasta Say1 enzim
aktivitesi
HOMOZIGOT 9 %12,0
€.1535C>T (p.T512M)
HETEROZIGOT 143 %30,2
¢.1535C>T (p.T512M)
1 varyant ¢.1535C>T (p.T512M) 531 %27,0
varyantl igermeyen
HOMOZIGOT
¢.1535C>T (p.T512M) 1165 %34,8
varyanti igermeyen
HETEROZIGOT
HETEROZIGOT 48 %21,2

¢.1535C>T (p.T512M)
2 varyant i¢in birlesik
heterozigot mutasyon €.1535C>T (p.T512M) 390 %24,7
varyantl igermeyen

HETEROZIGOT 1 %4,3

3 varyant i¢in birlesik €.1535C>T (p.T512M)
heterozigot mutasyon

¢.1535C>T (p.T512M) 20 %13,9
varyanti igermeyen

Hi¢ mutasyon tespit 365 %52,2
edilmemis hastalar

Tablo 4.7°deki veriler tizerine 2 karsilagtirma yapildi:

1) Heterozigot ¢.1535C>T (p.T512M) varyanti saptanmis hastalarin ortalama
enzim aktivitesi c.1535C>T (p.T512M) varyanti disinda diger varyantlar
acisindan heterozigot tespit edilmis hastalarin ortalama enzim aktivitesi ile

karsilagtirildi.
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Sonu¢larin yorumlanmasi: Heterozigot c¢.1535C>T (p.T512M) varyantina
sahip hastalarin ortalama enzim aktivitesi, diger heterozigot varyant tasiyan

hastalardan daha diisiiktii. Fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05).

2) Homozigot ¢.1535C>T (p.T512M) varyant1 saptanmis hastalarin ortalama enzim
aktivitesi diger homozigot ve birlesik heterozigot mutasyon tespit edilmis

hastalarla karsilastirildu.

Sonug¢larin yorumlanmasi: Homozigot ¢.1535C>T (p.T512M) varyantina sahip
hastalarin ortalama enzim aktivitesi, diger homozigot ve birlesik heterozigot

gruplara gore daha diisiiktii. Fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05).

1) Ayrica heterozigot ¢.410G>A (p.R137H) varyanti saptanmis hastalarin
ortalama enzim aktivitesi heterozigot c.1535C>T (p.T512M) varyanti tespit

edilmis hastalarin ortalama enzim aktivitesi ile karsilagtirildi.

Sonuglarim yorumlanmasi: Heterozigot c.410G>A (p.R137H) varyantina sahip
hastalarin ortalama enzim aktivitesi ile heterozigot ¢.1535C>T (p.T512M)
varyanti tespit edilmis hastalarin ortalama enzim aktivitesi arasinda anlaml bir

fark gortilmedi (p>0,05).

2) Homozigot ¢.410G>A (p.R137H) varyant1 saptanmis hastalarin ortalama
enzim aktivitesi homozigot c.1535C>T (p.T512M) varyant1 tespit edilmis

hastalarin ortalama enzim aktivitesi ile karsilastirildi.

Sonuclarin yorumlanmasi: Homozigot c.410G>A (p.R137H) varyantina
sahiphastalarin ortalama enzim aktivitesi ile homozigot ¢.1535C>T (p.T512M)
varyant1 tespit edilmis hastalarin ortalama enzim aktivitesi arasinda anlamli bir

fark goriilmedi (p>0,05).

10 hastada saptanmis c.451G>A (p.Al151T) varyanti tiim hastalarda ¢.1270G>C
(p.D424H) varyant ile (1 hastada homozigot, 9 hastada heterozigot) birlesik heterozigot
durumda goriildii (Tablo 4.8).
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Tablo 4.8. c.451G>A (p.A151T) varyantinin hastalar arasinda dagilimu.

Alel | Zigosite Alel 11 Zigosite Hasta Enzim diizeyi
sayl
c.451G>A (p.A151T) HET €.1270G>C HOM 1 KBE
(p.D424H)
c.451G>A (p.A151T) HET €.1270G>C HET 9 6 hasta KBE/
(p.D424H)
1 hasta BBE/
1 hasta EA>%30/
1 hastada EA
galisilmamis
Hastalarda bildigimiz kadariyla literatiirde bildirilmemis ve veritabanlarinda
tanimlanmamus 14 yeni varyant tespit edildi (Tablo 4.9).
Tablo 4.9. Yeni varyantlarin dagilimi.
Nukleotid Aminoasit | Mutasyon ACMG Alel | REVEL | MetaRNN
degisikligi degisikligi tipi sayl1 Skoru puani
c.952G>A p.A318T Missense KLINIK ONEMI 3 0.299 0.1873
BILINMEYEN
€.297C>G p.N99K Missense KLINIK ONEMI 2 0.458 0.5471
BILINMEYEN
¢.1255G>T p.A419S Missense OLASI PATOJENIK 2 0.597 0.7619
c.-16-5418A>C Intronik KLINIK ONEMI 1
BILINMEYEN
€.284T>G p.195S Missense OLASI PATOJENIK 1 0.884 0.9305
€.337C>A p.P113T Missense OLASI PATOJENIK 1 0.846 0.9829
¢.373del p.E125Sfs*14 Frameshift OLASI PATOJENIK 1
€.596C>T p.A199V Missense KLINIK ONEMI 1 0.322 0.2418
BILINMEYEN
¢.682_686del p.1228Vfs*3 Frameshift OLASI PATOJENIK 1
€.832G>A p.A278T Missense KLINIK ONEMI 1 0.75 0.9179
BILINMEYEN
€.899T>G p.F300C Missense KLINIK ONEMI 1 0.465 0.5143
BILINMEYEN
¢.1015A>G p.S339G Missense KLINIK ONEMI 1 0.16 0.05729
BILINMEYEN
¢.1226A>G p.E409G Missense KLINIK ONEMI 1 0.244 0.2066
BILINMEYEN
¢.1375A>G p.T459A Missense KLINIK ONEMI 1 0.112 0.08217
BILINMEYEN
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Revel skoru dagilimi MetaRNN puani dagilimi
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Sekil 4.9. (Yeni) Missense mutasyonlarda REVEL ve MetaRNN puanlarinin

histogramlar1

Bu grafikler, missense mutasyonlar arasinda REVEL ve MetaRNN puanlarinin hem
diisik hem de yiliksek degerlerde goriilebildigini ve puanlarin genis bir dagilim
gosterdigini ortaya koymaktadir. Bu sonuglar, mutasyonlarin patojenik olma
potansiyellerinin olduk¢a degisken oldugunu ve bazi mutasyonlarin klinik agidan daha

fazla 6nem arz edebilecegini gostermektedir.

2672 hastanin klinik dosyasinin retrospektif olarak taranmasi ve mutasyon yiikiine gore

dagilim1 incelendiginde Tablo 4.11°deki sonuglar elde edilmistir.

Tablo 4.10. Tiim hastalarin mutasyon yiikiine gére dagilimi.

Mutasyon Hasta say1

Bir varyant tespit edilmis hastalar 1848 hasta

Heterozigot 1308 hasta %34,2
Homozigot 540 hasta %26,7
Iki varyant igin birlesik heterozigot mutasyon tespit 438 hasta

edilmis hastalar

Heterozigot+Heterozigot 427 hasta %24,4
Heterozigot+Homozigot 7 hasta %16,4
Homozigot + Homozigot 4 hasta %15,5
Ug varyant i¢in birlesik heterozigot mutasyon tespit 21 hasta

edilmis hastalar

Heterozigot+Heterozigot+Heterozigot 21 hasta %13,4
Yok 365 hasta %52.2
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Mutasyon 3 Heterozigot 2 Heterozigot

tespit varyant varyant
edilmemis 9 16% 2 Homozigot
hasta varyant
14% 0,001

1 Heterozigot
+1 Homozigot
varyant
0,003

1 Homozigot
varyant
20%

Sekil 4.10. Toplam hastalarin mutasyon yiikiine gére dagilimi

Hastalarin mutasyon yiikii ve enzim aktivitesine gore dagilimi incelendiginde ise

asagidaki sonuglar elde edildi:

++ 1848 hastada en az bir varyant tespit edildi (Tablo 4.11).

Hastalarin 1308’sinde heterozigot mutasyon goriildi. Bu hastalarin 9’unda
belirgin biyotinidaz eksikligi, 432 hastada kismi biyotinidaz eksikligi
saptanmistir. 477 hastada biyotinidaz enzim aktivitesi %30’un tizerinde goriildii.

390 hastanin enzim aktivitesine bakilmamustir.

Hastalarin 540’inda homozigot mutasyon goriildi. Bu hastalarin 39’unda
belirgin biyotinidaz eksikligi, 321 hastada kismi biyotinidaz eksikligi
saptanmustir. 157 hastada biyotinidaz enzim aktivitesi %30’un lizerinde goriildii.

23 hastanin enzim aktivitesine bakilmamustir.
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Tablo 4.11. Bir varyant tespit edilmis hastalarin mutasyon yiikii ve enzim diizeylerine

gore dagilimu.

1 varyant tespit edilmis 1848 hasta

Heterozigot mutasyon 1308 hasta
BBE 9 hasta
KBE 432 hasta
EA>%30 477 hasta
EA ¢alistmamis. 390 hasta
Homozigot mutasyon 540 hasta
BBE 39 hasta
KBE 321 hasta
EA>%30 157 hasta
EA ¢alisimamus. 23 hasta

¢+ 438 hastada iki varyant i¢in birlesik heterozigotluk saptandi (Tablo 4.12).
e Hastalardan 427’sinde her iki varyant heterozigot olarak goriildii. Bu hastalarin

41’inde belirgin biyotinidaz eksikligi, 242 hastada kismi biyotinidaz eksikligi
saptanmistir. 104 hastada biyotinidaz enzim aktivitesi %30 un tizerinde goriildi.

40 hastanin enzim aktivitesine bakilmamuistir.

e Iki varyant icin birlesik heterozigotluk saptanmis 7 hastada, varyantlardan biri
heterozigot biri homozigot olarak goriildii. Bu hastalarin 1’inde belirgin
biyotinidaz eksikligi, 3 hastada kismi biyotinidaz eksikligi saptanimistir. 3

hastanin enzim aktivitesine bakilmamastir.

e Iki varyant igin birlesik heterozigotluk saptanmis 4 hastada her iki varyant
homozigot olarak goriildii. Bu hastalarin 3’tinde belirgin biyotinidaz eksikligi

saptanmustir. 1 hastada biyotinidaz enzim aktivitesi %30 un iizerinde goriildii.
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Tablo 4.12. iki varyant tespit edilmis hastalarin mutasyon yiikii ve enzim diizeylerine

gore dagilimu.

2 varyant tespit edilmis 438 hasta

Heterozigot+Heterozigot 427 hasta
BBE 41 hasta
KBE 242 hasta
EA>%30 104 hasta
EA calisilmamas. 40 hasta
Heterozigot+Homozigot 7 hasta
BBE 1 hasta
KBE 3 hasta
EA>%30 -

EA c¢alisilmamus. 3 hasta
Homozigot +Homozigot 4 hasta
BBE 3 hasta
KBE -
EA>%30 1 hasta
EA calisilmamas. -

¢ 21 hastada ii¢ varyant i¢in birlesik heterozigotluk tespit edildi (Tablo
4.13).

e Bu hastalarin 7’sinde Belirgin Biyotinidaz FEksikligi, 11 hastada kismi
biyotinidaz eksikligi saptanmistir. 2 hastada biyotinidaz enzim aktivitesi %30 un

tizerinde goriildii. 1 hastanin enzim aktivitesine bakilmamustir.
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Tablo 4.13. Ug varyant tespit edilmis hastalarin mutasyon yiikii ve enzim diizeylerine

gore dagilimu.

3 varyant tespit edilmis 21 hasta

Heterozigot+Heterozigot+Heterozigot 21 hasta
BBE 7 hasta
KBE 11 hasta
EA>%30 2 hasta
EA ¢alisilmamus. 1 hasta

¢+ 365 hastada herhangi bir varyant tespit edilmedi (Tablo 4.14).

e Bu hastalarin 30’unda Kismi Biyotinidaz Eksikligi saptanmistir. 225 hastada
biyotinidaz enzim aktivitesi %30’un {izerinde goriildii. 110 hastanin enzim

aktivitesine bakilmamuistir.

Tablo 4.14. Mutasyon tespit edilmemis hastalarin enzim diizeylerine gére dagilima.

Mutasyon tespit edilmemis 365 hasta

BBE -

KBE 30 hasta
EA>%30 225 hasta
EA ¢alisilmamus. 110 hasta

Belirgin Biyotinidaz Eksikligi, Kismi Biyotinidaz Eksikligi ve Enzim

aktivitesi>%30 saptanmis hastalarinin genotip ve fenotip bulgular

1. BBE, KBE ve EA>%30 saptanmis hastalarda kadin/erkek orami (Sekil
4.12).

» Belirgin Biyotinidaz Eksikligi (BBE) saptanmis hastalarin 46’s1 (%46)
kadin, 54’1 (%54) erkek hastadir.

» Kismi Biyotinidaz Eksikligi (KBE) saptanmis hastalarin 472’si (%45) kadin,
567’si (%55) erkek hastadir.

» EA>%30 saptanmis hastalarin ise 401’1 (%42) kadin, 565’1 (%58) erkek
hastadir.
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EA>30%

KBE
M Erkek
H Kadin
BBE
Toplam

0%

Sekil 4.11. Toplam hastalarda, BBE, KBE ve EA>%30 saptanmis hastalarda

kadin/erkek orani

2. BBE, KBE ve EA>%30 saptanmis hastalarda en sik tespit edilmis

20% 40%

genotiplerin dagilimi

60%

BBE hastalar1 retrospektif olarak incelendiginde:

» En sik saptanan genotipin 14 hastada tespit edilmis homozigot ¢.410G>A
(p.R137H) mutasyonu oldugu goriildii. Diger varyantlarin listesi Tablo

4.15’te verilmistir.

80% 100%

Tablo 4.15. BBE hastalarinda en sik tespit edilmis genotiplerin dagilimi.

Ortalama
Zigosite Mutasyon Hasta say1
Enzim Aktivitesi
Homozigot c.410G>A (p.R137H) 14 %7,2
Birlesik Heterozigot €.1270G>C (p.D424H)/c.410G>A 8 %7,3
(p.R137H)
Birlesik Heterozigot €.1270G>C (p.D424H)/c.1535C>T 8 %6,5
(p.T512M)
Homozigot €.1270G>C (p.D424H 7 %8,2
Homozigot €.1535C>T (p.T512M) 5 %4,1
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B Homozigot c.410G>A (p.R137H)

[YUZDE]
. B ¢.1270G>C (p.D424H)/c.410G>A
[YUZDE] (p.R137H)
.  ¢.1270G>C (p.D424H)/c.1535C>T
o [YUZDE] (p.T512M)
[YUZDE] Homozigot ¢.1270G>C (p.D424H
[YUZDE] B Homozigot ¢.1535C>T (p.T512M)

M Diger mutasyonlar

Sekil 4.12. BBE hastalarinda en sik tespit edilmis genotiplerin dagilimi

KBE hastalar retrospektif olarak incelendiginde:

» En sik saptanan genotipin 306 hastada tespit edilmis homozigot
¢.1270G>C (p.D424H) mutasyonu oldugu goriildii. Diger mutasyonlarin
listesi Tablo 4.16°da verilmistir.

Tablo 4.16. KBE hastalarinda en sik tespit edilmis genotiplerin dagilimi.

Zigosite Mutasyon Hasta say1 Ortalama enzim
aktivitesi

Homozigot ¢.1270G>C (p.D424H) 306 %20,4
Heterozigot €.1270G>C (p.D424H) 170 %24,3
Heterozigot €.1535C>T (p.T512M) 74 %21,7
Heterozigot ¢.410G>A (p.R137H) 65 %19,9

Her iki varyant | c.40_44delGGCTGinsC (p.G14fs*35)/c.38G>T 53 222,1
Heterozigot (p.C13F)
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B Homozigot ¢.1270G>C (p.D424H)

W Heterozigot ¢.1270G>C
(p.D424H)

M Heterozigot c.1535C>T
(p.T512M)

Heterozigot c.410G>A (p.R137H)

M c.40_44delGGCTGinsC
(p.G14fs*35)/c.38G>T (p.C13F)

M Diger mutasyonlar

Sekil 4.13. KBE hastalarinda en sik tespit edilmis genotiplerin dagilim1

EA>%30 saptanmis hastalar retrospektif olarak incelendiginde:

» En sik saptanan genotipin 279 hastada tespit edilmis heterozigot

€.1270G>C (p.D424H) mutasyonu oldugu goriildi. Diger mutasyonlarin

listesi Tablo 4.17°de verilmistir.

Tablo 4.17. EA>%30 saptanmis hastalarda en sik tespit edilmis genotiplerin dagilimu.

Zigosite Mutasyon Hasta say1
Heterozigot €.1270G>C (p.D424H) 279
Homozigot €.1270G>C (p.D424H) 145
Heterozigot €.410G>A (p.R137H) 60
Heterozigot €.1535C>T (p.T512M) 48
Birlesik heterozigot | c¢.40_44delGGCTGinsC (p.G14fs*35)/c.38G>T (p.C13F) 25
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M Heterozigot ¢.1270G>C (p.D424H)
W Homozigot ¢.1270G>C (p.D424H)
M Heterozigot ¢.410G>A (p.R137H)
Heterozigot c.1535C>T (p.T512M)
M Birlesik heterozigot ¢.40_44delGGCTGinsC (p.G14fs*35)/c.38G>T (p.C13F)

M Diger mutasyonlar

Sekil 4.14. EA>%30 saptanmis hastalarda en sik tespit edilmis genotiplerin dagilimi.
3. BBE, KBE ve EA>%30 saptanmis hastalarda en sik tespit edilmis

varyantlarin alel frekanslari

» Toplam 100 BBE hastasinda alel frekansi en yiiksek goriilen varyant 52 alelde
tespit edilmis ¢.1270G>C (p.D424H) varyantidir. Diger varyantlarin listesi
Tablo 4.18’de verilmistir.

Tablo 4.18. BBE hastalarinda en sik tespit edilmis varyantlar ve alel frekanslari.

Varyant Hasta say1 Alel say1 Alel frekansi
¢.1270G>C (p.D424H) 42 52 %26
C.410G>A (p.R137H) 29 43 %21,5
¢.1535C>T (p.T512M) 19 24 %12
€.1193G>C (p.C398S) 8 12 %6

c.40_44delGGCTGinsC 11 11 %5,5
(p.G14fs*35)
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» Toplam 1039 KBE hastasinda alel frekansi en yiiksek goriilen varyant
1067 alelde tespit edilmis ¢.1270G>C (p.D424H) varyantidir. Diger

varyantlarin listesi Tablo 4.19°da verilmistir.

Tablo 4.19. KBE hastalarinda en sik tespit edilmis varyantlar ve alel frekanslar

Varyant Hasta say1 Alel say1 Alel frekansi
¢.1270G>C (p.D424H) 658 1067 %51,34
¢.410G>A (p.R137H) 115 121 %5,82
€.1535C>T (p.T512M) 102 105 %5,05
€.40_44delGGCTGinsC 69 69 %3,32
(p.G14fs*35)
€.38G>T (p.C13F) 64 64 %3,08

» EA>%30 saptanmis 966 hastada alel frekansi en yiiksek goriilen varyant 643
alelde tespit edilmis ¢.1270G>C (p.D424H) varyantidir. Diger varyantlarin listesi

Tablo 4.20°de verilmistir.

Tablo 4.20. EA>%30 saptanmis hastalarda en sik tespit edilmis varyantlar ve

alel frekanslari.

Varyant Hasta say1 Alel say1 Alel frekansi
€.1270G>C (p.D424H) 498 643 %33,3
¢.410G>A (p.R137H) 84 86 %4,45
€.1535C>T (p.T512M) 60 61 %3,16
€.40_44delGGCTGinsC 29 30 %1,55
(p.G14fs*35)
¢.38G>T (p.C13F) 28 29 %1,50

4. BBE, KBE ve EA>%30 saptanmis hastalarin mutasyon yiikii ve ortalama

enzim aktivitesine gore dagilim

BBE hastalarinin mutasyon yiikiine gore dagilimina bakildiginda hastalarin 48’inde bir
varyant tespit edilmistir. 45 hastada iki varyant i¢in birlesik heterozigot mutasyon tespit
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edildi. 7 hastada ii¢ varyant icin birlesik heterozigot mutasyon tespit edildi. BBE

hastalar1 arasinda mutasyon tespit edilmeyen hasta goriilmedi (Tablo 4.21)

Tablo 4.21. BBE hastalarinin mutasyon yiikii ve ortalama enzim aktivitesine goére

dagilimi.

Mutasyon Hasta say1 Ortalama enzim
aktivitesi

1 varyant tespit edilmis hasta 48

Homozigot 39 (%6,4)

Heterozigot 9 (%7,2)

Iki varyant i¢in birlesik heterozigot 45

mutasyon

Heterozigot+Heterozigot 41 (%7,0)

HeterozigottHomozigot 1 (%9.4)

Homozigot + Homozigot 3 (%4.,3)

Ug varyant igin birlesik heterozigot 7

mutasyon

Heterozigot+Heterozigot+Heterozigot | 7 (%5,1)

Mutasyon tespit edilmemis hasta Yok

55




[KATEGORI

[KATEGORI |
ADI][K[DEGER ADI][K[DEGER
1A 1A

[KATEGOvRi A [KATEGORI
ADI][K[DEGER ADI][K[DEGER ADI][K[DEGER]
1A 1A A

Sekil 4.15. BBE hastalarinin mutasyon yiikiine gore dagilimi.

KBE hastalarimin mutasyon yiikiine gore dagilimina bakildiginda hastalarin 753’iinde
bir varyant tespit edilmistir. 245 hastada iki varyant i¢in birlesik heterozigot mutasyon
tespit edildi. 11 hastada ii¢ varyant icin birlesik heterozigot mutasyon tespit edildi. 30
hastada mutasyon tespit edilmedi (Tablo 4.22).

Tablo 4.22. KBE hastalarinin mutasyon yiikii ve ortalama enzim aktivitesine gore

dagilima.

Mutasyon Hasta say1 Ortalama enzim
aktivitesi

1 varyant tespit edilmis hasta 753
Homozigot 321 (%20,2)
Heterozigot 432 (%22,2)
Iki varyant i¢in birlesik heterozigot 245
mutasyon
Heterozigot+Heterozigot 242 (%19,4)
Heterozigot+Homozigot 3 (%18,7)
Ug varyant igin birlesik heterozigot 11
mutasyon
Heterozigot+Heterozigot+Heterozigot 11 (%14,4)
Mutasyon tespit edilmemis hastalar 30 %23,6
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3 Heterozigot
varyant
1%

[KATEGORI
ADI][[YUZDE]

2 Heterozigot/

varyant
23%

1 Heterozigot
varyant
42%

Mutasyon
tespit
edilmemis
hastalar
[YUZDE]
\ 1 Homozigot
varyant
31%

Sekil 4.16. KBE hastalarinin mutasyon yiikiine gére dagilimi

EA>%30 goriilen hastalarin mutasyon yiikiine gore dagilimina bakildiginda hastalarin

634’linde bir varyant tespit edilmistir. 105 hastada iki varyant i¢in birlesik heterozigot

mutasyon tespit edildi. 2 hastada ii¢ varyant i¢in birlesik heterozigot mutasyon tespit

edildi. 225 hastada mutasyon tespit edilmedi (Tablo 4.23).

Tablo 4.23. EA>%30 tespit edilmis hastalarin mutasyon yiikii ve ortalama enzim

aktivitesine gore dagilimu.

Mutasyon Hasta say1
1 varyant tespit edilmis hasta 634
Homozigot 157
Heterozigot 477

Iki varyant icin birlesik heterozigot mutasyon 105
Heterozigot+Heterozigot 104
Homozigot+Homozigot 1

Ucg varyant igin birlesik heterozigot mutasyon 2
Heterozigot+Heterozigot+Heterozigot 2
Mutasyon tespit edilmemis hastalar 225
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[KATEGORI

) ADI][KAT[YUZD
[KATEGORI ]

ADI][KATE\
[KATEGORI /

ADI][[YUZDE] |

2 Heterozigot
varyant
11%

1 Homozigot
varyant
16%

_—

Sekil 4.17. EA>%30 saptanmis hastalarinin mutasyon yiikiine gore dagilimi.

5. I"J(,‘ varyant, iki varyant ve tek varyant tespit edilmis BBE, KBE ve Enzim

Aktivitesi>%30 olan hastalarimin dagilim ve genotip-fenotip korelasyonu

®,

% Uc varyant icin birlesik heterozigot mutasyon tespit edilmis BBE hastalar

BBE hastalarinin 7’sinde ii¢ varyant icin birlesik heterozigot mutasyon tespit edildi
(Tablo 4.24).

1) ¢.40 44delGGCTGinsC (p.G14fs*35) varyant1 (varyant I) tim hastalarda ortak bir
varyant olarak goriildii ve her hastada bulundugundan, enzim aktivitesindeki diististe

onemli bir katki sagladig diisiiniildii.

2) Varyant I ve Varyant III: Bu aleller arasindaki varyantlar hastalar arasinda degisiklik

gostermekte ve enzim aktivitesindeki farkliliklar etkilemektedir.
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Tablo 4.24. Ug varyant icin birlesik heterozigot mutasyon tespit edilmis BBE

hastalariin dagilimu.

- - - Ortalam
Hasta Varyant | Zigosit Varyant I1 Zigosit Varyant I11 Z1gosit | Enzim
sayl e e € Lo
aktivitesi
3 €.40_44delGGCTGinsC HET c.38G>T HET ¢.1270G>C HET %5,4
(p.G14fs*35) (p.C13F) (p.D424H)
1 €.40_44delGGCTGinsC HET c.38G>T HET €.1193G>C (p.C398S) HET %6
(p.G14fs*35) (p.C13F)
1 €.40_44delGGCTGinsC HET c.38G>T HET ¢.1535C>T HET %4,3
(p.G14fs*35) (p.C13F) (p.T512M)
1 €.40_44delGGCTGinsC HET c.38G>T HET ¢.175C>T (p.R59C) HET %5,1
(p.G14fs*35) (p.C13F)
1 ¢.40_44delGGCTGinsC HET C.44G>T HET ¢.410G>A (p.R137H) HET %4,3
(p.G14fs*35) (p.C15F)

% Uc varyant icin birlesik heterozigot mutasyon tespit edilmis KBE hastalar

KBE hastalarin 11’inde ii¢ varyant i¢in birlesik heterozigot mutasyon tespit edildi
(Tablo 4.25).

Hastalarin tiimiinde ¢.40 44delGGCTGinsC (p.G14fs*35), ¢.38G>T
¢.1270G>C (p.D424H) varyantlar1 ortak varyantlar olarak goriildii.

(p.C13F) ve

Tablo 4.25. Ug varyant igin birlesik heterozigot mutasyon tespit edilmis KBE

hastalarinin dagilimu.

Hasta Ortalama
Varyant | Zigosite Varyant |1 Zigosite Varyant 111 Zigosite Enzim

sayl aktivitesi
11 .40_44delGGCTGinsC (p.G14fs*35) HET ¢.38G>T (p.C13F) HET €.1270G>C (p.D424H) HET %14,4
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< Ug varyant icin birlesik heterozigot mutasyon tespit edilmis ve EA> %30 olan

hastalarin dagilim

EA>%30 tespit edilmis hastalarin 2’sinde ii¢ varyant icin birlesik heterozigot
mutasyon tespit edildi (Tablo 4.26).

Hastalarin tiimiinde ¢.40 44delGGCTGinsC (p.G14fs*35), c.38G>T (p.C13F) ve
¢.1270G>C (p.D424H) varyantlar1 ortak varyantlar olarak goriildii .

Tablo 4.26. Ug varyant icin birlesik heterozigot mutasyon tespit edilmis ve EA> %30

olan hastalar dagilimu.

Hasta . . L
_— Varyant | Zigosite Varyant Il Zigosite Varyant Il Zigosite
2 .40_44delGGCTGinsC HET ¢.38G>T (p.C13F) HET €.1270G>C (p.D424H) HET

(p.G14fs*35)

% Tki varyant icin birlesik heterozigot mutasyon tespit edilmis BBE hastalar

BBE hastalariin 45’inde iki varyant i¢in birlesik heterozigot mutasyon tespit edildi.

1) 1ki varyant igin birlesik heterozigot mutasyon tespit edilmis BBE hastalarinda en

stk goriilen varyant 32 hastada goriilen; 29 hastada heterozigot ve 3 hastada

homozigot olmak tizere ¢.1270G>C (p.D424H) varyanti oldu (Tablo 4.27).

2) ¢.1270G>C (p.D424H) varyanti en sik c.410G>A (p.R137H) ve 1535C>T
(p-T512M) varyantlari ile birlikte goriildi. (Tablo 4.17).

3) Cerceve kaymasi mutasyonlari: enzim aktivitesini ciddi bir sekilde azaltma

egiliminde oldu ve bu da protein islevselligi tizerindeki 6nemli etkilerini gosterdi.
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Tablo 4.27. ki varyant igin birlesik heterozigot mutasyon tespit edilmis BBE

hastalariin dagilimu.

Ortalama
Hasta say1 Varyant | Zigosite Varyant 11 Zigosite Enzim
aktivitesi
8 ¢.1270G>C (p.D424H) HET ¢.410G>A (p.R137H) HET %7,3
8 ¢.1270G>C (p.D424H) HET ¢.1535C>T (p.T512M) HET %6,5
1 €.1270G>C (p.D424H) HOM €.1264delG (p.V422fs*59) HOM %0,9
1 ¢.1270G>C (p.D424H) HOM ¢.1264delG (p.V422fs*59) HET %9,4
1 ¢.1270G>C (p.D424H) HET €.1264delG (p.V422fs*59) HET %9,4
2 ¢.1270G>C (p.D424H) HET ¢.1308A>C (p.Q436H) HET %7,3
2 ¢.1270G>C (p.D424H) HET ¢.175C>T (p.R59C) HET %5,6
1 ¢.1270G>C (p.D424H) HET ¢.1117>G (p.Y37%) HET %8,6
1 ¢.1270G>C (p.D424H) HET ¢.1193G>C (p.C398S) HET %9,9
1 ¢.1270G>C (p.D424H) HET ¢.1301A>G (p.Y434C) HET %7,7
1 ¢.1270G>C (p.D424H) HET ¢.1379G>A (p.G460E) HET %8,6
1 ¢.1270G>C (p.D424H) HET ¢.333delC (p.F111fs*28) HET %8,6
1 ¢.1270G>C (p.D424H) HET ¢.38_44delGCGGCTGInsTCC p.(C13Ffs*36) HET %1,7
1 ¢.1270G>C (p.D424H) HET ¢.451G>A (p.A151T) HET %8,6
1 ¢.1270G>C (p.D424H) HET ¢.695A>G (p.D232G) HET %9,4
1 ¢.1270G>C (p.D424H) HOM ¢.1147T>G (p.F383V) HOM %7,7
3 €.40_44delGGCTGinsC (p.G14fs*35) HET ¢.38G>T (p.C13F) HET %6,9
1 ¢.40_44delGGCTGinsC (p.G14fs*35) HET ¢.44G>T p.C15F HET 9%6,0
1 ¢.1535C>T (p.T512M) HET ¢.1379G>A (p.G460E) HET %8,6
1 ¢.1535C>T (p.T512M) HET ¢.73G>A (p.G25R) HET %8,6
1 ¢.1535C>T (p.T512M) HET ¢.1193G>C (p.C398S) HET %4,3
1 ¢.1308A>C (p.Q436H) HET ¢.1035G>T (p.L345F) p HET %9,4
1 €.38_44delGCGGCTGinsTCC p.(C13Ffs*36) HET €.1193G>C (p.C398S) HET %2,3
1 ¢.175C>T (p.R59C) HET ¢.1301A>G (p.Y434C) HET %3,6
1 ¢.175C>T (p.R59C) HOM ¢.1301A>G (p.Y434C) HOM %4,3
1 ¢.1308A>C (p.Q436H) HET ¢.410G>A (p.R137H) HET %7,3
1 €.1429C>T (p.P477S) HET ¢.410G>A (p.R137H) HET %9,4
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% 1ki varyant icin birlesik heterozigot mutasyon tespit edilmis KBE hastalari

KBE hastalarinin 245’inde iki varyant i¢in birlesik heterozigot mutasyon tespit edildi.
(Tablo 4.24).

1)

2)

3)

Iki varyant i¢in birlesik heterozigot mutasyon tespit edilmis KBE hastalarinda en
stk goriilen varyant, 168 hastada heterozigot ve 3 hastada homozigot olmak

tizere 171 hastada goriilen ¢.1270G>C (p.D424H) varyanti oldu (Tablo 4.28).

Heterozigot ¢.1270G>C (p.D424H) varyantinin BBE hastalarinda oldugu gibi
birlesik heterozigot olarak en sik goriildiigii varyant 39 hastada goriilen 410G>A
(p.R137H) varyantidir.

Iki varyant igin birlesik heterozigot mutasyon tespit edilmis KBE hastalarinda
c.1270G>C (p.D424H) varyantindan sonra ikinci sirada en sik goriilen varyant
57 hastada tespit edilmis c.40 44delGGCTGinsC (p.G14fs*35) varyantidir
(Tablo 4.29).
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Tablo 4.28. Iki varyant icin birlesik heterozigot mutasyon tespit edilmis KBE

hastalariin dagilimu.

Enzim . .
aktivite Hasta Varyant | Zigosi Varyant |1 Zigos|
. sayl te te
%17,6 38 €.1270G>C (p.D424H) HET c.410G>A (p.R137H) HET
%18,7 25 €.1270G>C (p.D424H) HET €.1264delG (p.V422fs*59) HET
%16,3 21 €.1270G>C (p.D424H) HET €.1535C>T (p.T512M) HET
%16,9 14 €.1270G>C (p.D424H) HET €.1308A>C (p.Q436H) HET
%23,1 8 €.1270G>C (p.D424H) HET €.38_44delGCGGCTGInsTCC HET

(p.C13Ffs*36)
%18,6 7 €.1270G>C (p.D424H) HET c.497G>A (p.C166Y) HET
%21,0 7 €.1270G>C (p.D424H) HET €.565C>T (p.R189C) HET
%21,9 6 €.1270G>C (p.D424H) HET c.451G>A (p.Al151T) HET
%22,1 5 €.1270G>C (p.D424H) HET €.1379G>A (p.G460E) HET
%23,1 5 €.1270G>C (p.D424H) HET €.908A>G (p.H303R) HET
%20,4 4 €.1270G>C (p.D424H) HET €.1193G>C (p.C398S) HET
%16,3 3 €.1270G>C (p.D424H) HET ¢.111T>G (p.Y37%) HET
%12,6 3 €.1270G>C (p.D424H) HET ¢.175C>T (p.R59C) HET
%19,3 2 €.1270G>C (p.D424H) HET €.1280A>G (p.H427R) HET
%21,3 2 €.1270G>C (p.D424H) HET €.218A>G (p.Y73C) HET
%18,4 2 €.1270G>C (p.D424H) HET €.695A>G (p.D232G) HET
%30,0 1 €.1270G>C (p.D424H) HET €.40_44delGGCTGIinsC (p.G14fs*35) HET
%17,1 1 €.1270G>C (p.D424H) HET ¢.1015A>G (p.S339G) HET
%20,6 1 €.1270G>C (p.D424H) HET €.1046C>T (p.P349L) HET
%12,0 1 €.1270G>C (p.D424H) HET €.113A>G (p.Tyr38Cys) HET
%26,6 1 €.1270G>C (p.D424H) HET €.1226 A>G p.(Glu409Gly) HET
%10,3 1 €.1270G>C (p.D424H) HET €.124G>A (p.V42M) HET
%21,1 1 €.1270G>C (p.D424H) HET c.1411A>G (p.S471G) HET
%21,4 1 €.1270G>C (p.D424H) HET €.1493A>G p.H498R HET
%11,1 1 €.1270G>C (p.D424H) HET €.1553G>A p.R518H) HET
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%24,0 1 ¢.1270G>C (p.D424H) HET ¢.197T>G (p.M66R) HET
%22,3 1 ¢.1270G>C (p.D424H) HET C.337C>A (p.P113T) HET
%28,6 1 ¢.1270G>C (p.D424H) HET ¢.39C>T (p.Cys13=) HET
%I11,1 1 ¢.1270G>C (p.D424H) HET C.566G>A (p.R189H) HET
%20,6 1 ¢.1270G>C (p.D424H) HET C.73G>A (p.G25R) HET
%19,7 1 ¢.1270G>C (p.D424H) HET €.967G>C (p.Gly323Arg) HET
%17,1 1 ¢.1270G>C (p.D424H) HET ¢.1567G>C (p.D523H) HET
%10,3 1 ¢.1270G>C (p.D424H) HOM C.1264delG (p.V422fs*59) HET
%23,1 1 ¢.1270G>C (p.D424H) HOM C.451G>A (p.A151T) HET
%22,5 1 ¢.1270G>C (p.D424H) HOM c.410G>A (p.R137H) HET
%22,1 53 ¢.40_44delGGCTGinsC HET C.38G>T (p.C13F) HET
(p.G14fs*35)
%22,7 4 ¢.40_44delGGCTGinsC HET C.44G>T p.C15F HET
(p.G14fs*35)

%28,7 2 ¢.175C>T (p.R59C) HET ¢.1301A>G (p.Y434C) HET
%12,9 2 ¢.175C>T (p.R59C) HET C.952G>A (p.A318T) HET
%12.9 1 ¢.175C>T (p.R59C) HET ¢.1429C>T (p.P4779) HET
%17,1 2 C.410G>A (p.R137H) HET C.1493A>G p.H498R HET
%13,7 1 C.410G>A (p.R137H) HET C.908A>G (p.His303Arg) HET

%18 1 C.410G>A (p.R137H) HET ¢.382C>T (p.R128C) HET
%14,6 1 C.410G>A (p.R137H) HET C.1379G>A (p.G460E) HET

29.1 1 ¢.1535C>T (p.T512M) HET €.201C>T (p.N67=) HET

240 1 ¢.1535C>T (p.T512M) HET C.1225G>A (p.E409K) HET

111 1 ¢.1535C>T (p.T512M) HET ¢.1013A>G (p.His338Arg) HET

12,9 1 ¢.1535C>T (p.T512M) HET C.961C>G p.P321A HET

%24 1 ¢.1046C>T (p.P349L) HET C.111T>G (p.Y37%) HET
%12.9 1 ¢.1046C>T (p.P349L) HET ¢.1193G>C (p.C398S) HET
%14,6 1 ¢.333delC (p.F111fs*28) HET ¢.73G>A (p.G25R) HET
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% 1ki varyant icin birlesik heterozigot mutasyon tespit edilmis ve EA> %30 olan

hastalar

1) Iki varyant icin birlesik heterozigot mutasyon tespit edilmis ve EA> %30
tizerinde olan 105 hastada en sik goriilen varyant 72 hastada goriilen c.1270G>C
(p.D424H) varyantidir. Bu hastalarda her iki varyant heterozigot durumda goriildii
(Tablo 4.29).

2) ¢.1270G>C (p.D424H) varyant1 en sik ¢.410G>A (p.R137H) varyant ile birlikte

goriildil.

3) Bu grupta c.1270G>C (p.D424H) varyantindan sonra ikinci sirada en sik
c.40 44delGGCTGinsC (p.G14fs*35) varyanti1 (27 hasta) goriildii.

Tablo 4.29. iki varyant icin birlesik heterozigot mutasyon tespit edilmis ve EA>%30

olan hastalarin dagilima.

Hasta say1 Varyant | Zigosite Varyant 11 Zigosite
20 ¢.1270G>C (p.D424H) HET C.410G>A (p.R137H) HET
11 ¢.1270G>C (p.D424H) HET ¢.1535C>T (p.T512M) HET
8 ¢.1270G>C (p.D424H) HET C.1264delG (p.V422fs*59) HET
4 ¢.1270G>C (p.D424H) HET ¢.908A>G (p.H303R) HET
3 ¢.1270G>C (p.D424H) HET ¢.1193G>C (p.C398S) HET
3 ¢.1270G>C (p.D424H) HET C.565C>T (p.R189C) HET
3 €.1270G>C (p.D424H) HET €.38_44delGCGGCTGInsTCC HET

p.(C13Ffs*36)

2 ¢.1270G>C (p.D424H) HET ¢.73G>A (p.G25R) HET
2 ¢.1270G>C (p.D424H) HET ¢.197T>G (p.M66R) HET
1 ¢.1270G>C (p.D424H) HET C.1379G>A (p.G460E) HET
1 ¢.1270G>C (p.D424H) HET C.581A>G (p.N194S) HET
1 ¢.1270G>C (p.D424H) HET ¢.1280A>G (p.H427R) HET
1 ¢.1270G>C (p.D424H) HET ¢.1042G>A (p.D348N) HET
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1 ¢.1270G>C (p.D424H) HET c.1046C>T (p.P349L) HET

1 ¢.1270G>C (p.D424H) HET c.111T>G (p.Y37%) HET
1 ¢.1270G>C (p.D424H) HET C.1375A>G (p.T459A) HET
1 ¢.1270G>C (p.D424H) HET ¢.1536G>A (p.T512T) HET
1 ¢.1270G>C (p.D424H) HET ¢.158C>T (p.P53L) HET
1 ¢.1270G>C (p.D424H) HET ¢.175C>T (p.R59C) HET
1 ¢.1270G>C (p.D424H) HET c.281G>T (p.Gly94Val) HET
1 ¢.1270G>C (p.D424H) HET ¢.291A>G (p.G97G) HET
1 ¢.1270G>C (p.D424H) HET ¢.695A>G (p.D232G) HET
1 ¢.1270G>C (p.D424H) HET C.585C>T (p.Leul95=) HET
1 ¢.1270G>C (p.D424H) HET ¢.868G>A (p.G290R) HET
1 ¢.1270G>C (p.D424H) HET C.451G>A (p.A151T) HET

¢.40_44delGGCTGinsC
25 (p.G14fs*35) HET EOC>T (UL HET

¢.40_44delGGCTGinsC
1 (p.G14fs*35) HOM €.38G>T (p.C13F) HOM

¢.40_44delGGCTGinsC

1 (p.G14fs*35) HET C.44G>T p.C15F HET
1 C.410G>A (p.R137H) HET ¢.216C>G p.172M HET
1 C.410G>A (p.R137H) HET ¢.565C>T (p.R189C) HET
1 C.1255G>T (p.A419S) HET c.1001C>T (p.T334M) HET
1 ¢.1301A>G (p.Y434C) HET ¢.175C>T (p.R59C) HET
1 C.581A>G (p.N194S) HET ¢.1379G>A (p.GA460E) HET

¢.38_44delGCGGCTGInSTCC | HET C.-16-5418A>C HET
1 p.(C13Ffs*36)

% Bir varyant tespit edilmis BBE hastalar:

BBE hastalarinin 48’inde bir varyant (39 hastada homozigot, 9 hastada heterozigot)
tespit edilmistir. (Tablo 4.30).
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Hem homozigot, hem heterozigot BBE hastalar1 arasinda en sik goriilen varyant

€.410G>A (p.R137H) varyant1 oldu.

Tablo 4.30. Bir varyant tespit edilmis BBE hastalarinin dagilima.

Ortalama Enzim

Hasta say1 Varyant Zigosite akdivitesi
14 .410G>A (p.R137H) HOM %7,2
7 €.1270G>C (p.D424H) HOM %8,2
5 €.1535C>T (p.T512M) HOM %4,1
4 ¢.1193G>C (p.C398S) HOM %5,6
3 €.38_44delGCGGCTGInsTCC p.(C13Ffs*36) HOM %6,2
2 ¢.1273G>A (p.G425R) HOM %7,3
2 €.1308A>C (p.Q436H) HOM %4,9
2 €.175C>T (p.R59C) HOM %3,9
4 ¢.410G>A (p.R137H) HET %6,6
2 €.1535C>T (p.T512M) HET %09,4
2 ¢.1308A>C (p.Q436H) HET %6,9
1 ¢.175C>T (p.R59C) HET %6,0

% Bir varyant tespit edilmis KBE hastalar:

KBE hastalarinin  753’tinde bir varyant (321 hastada homozigot, 432 hastada
heterozigot) tespit edilmistir. (Tablo 4.31).

1) Bu hastalarda en sik tespit edilmis varyant 476 hastada goriilen €.1270G>C
(p.D424H) varyanti (306 hastada homozigot, 170 hastada heterozigot) oldu.
(Tablo 4.30).

67




Tablo 4.31. Bir varyant tespit edilmis KBE hastalarinin dagilima.

Hasta say1 Varyant Zigosite Ortalama enzim aktivitesi
306 ¢.1270G>C (p.D424H) HOM %20,4
170 €.1270G>C (p.D424H) HET %24,3

6 ¢.410G>A (p.R137H) HOM %14,6
3 ¢.1535C>T (p.T512M) HOM %18,4
2 ¢.1308A>C (p.Q436H) HOM %14,4
2 ¢.581A>G (p.N194S) HOM %18,0
1 c.497G>A (p.C166Y) HOM %30,0
1 ¢.1193G>C (p.C398S) HOM %14,6
74 ¢.1535C>T (p.T512M) HET %21,7
65 ¢.410G>A (p.R137H) HET %19,9
24 c.497G>A (p.C166Y) HET 9%20,0
23 ¢.175C>T (p.R59C) HET %19,9
21 ¢.1308A>C (p.Q436H) HET %21,4
11 €.1193G>C (p.C398S) HET %20,8
9 ¢.1429C>T (p.P477S) HET %17,5
4 ¢.581A>G (p.N194S) HET %20,0
4 ¢.1280A>G (p.H427R) HET %27,1
2 €.38_44delGCGGCTGInsTCC HET %19,4
(p.C13Ffs*36)
2 ¢.535G>A (p.V179M) HET %29,6
2 €.197T>G (p.M66R) HET %24,4
2 ¢.566G>A (p.R189H) HET %21,0
2 ¢.1273G>A (p.G425R) HET %27,0
2 ¢.1350dupC (p.C451Lfs*13) HET %16,7
1 ¢.1035G>T (p.L345F) HET %30,0
1 ¢.124G>A (p.V42M) HET %22,3
1 ¢.1253A>G (p.Y418C) HET %24,0
1 €.1309G>A) p.V437M HET %19,7
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1 ¢.1379G>A (p.G460E) HET %13,7
1 ¢.142_145dupATCC HET %21,4
(p.L49fs*24)
1 ¢.1421A>G (p.Y474C) HET %18,0
1 ¢.368G>T (p.C123F) HET %25,7
1 ¢.373del (p.E1255fs*14) HET %18,9
1 ¢.545A>T (p.N182I) HET %28,3
1 ¢.565C>T (p.R189C) HET %21,4
1 €.592_594delGTC HET %21,4
1 ¢.695A>G (p.D232G) HET %18,0
1 ¢.832G>A (p.A278T) HET %18,9
1 €.908A>G (p.H303R) HET %30,0

% Bir varyant tespit edilmis ve enzim aktivitesi %30 olan hastalar

Bu gruptaki hastalarin 634’tinde (157 hastada homozigot, 477 hastada heterozigot) bir
varyant tespit edilmistir (Tablo 4.32).

Bir varyant tespit edilmis hastalarda en sik goriilen varyant 424 hastada saptanmis
¢.1270G>C (p.D424H) varyanti oldu. Bu varyant 145 hastada homozigot durumda, 279

hastada heterozigot durumda goriildii.
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Tablo 4.32. Bir varyant tespit edilmis ve EA> %30 olan hastalarin dagilim1.

Hasta say1 Varyant Zigosite
145 ¢.1270G>C (p.D424H) HOM
279 ¢.1270G>C (p.D424H) HET
60 c.410G>A (p.R137H) HET
48 ¢.1535C>T (p.T512M) HET
14 €.38_44delGCGGCTGInsTCC (p.C13Ffs*36) HET

8 .497G>A (p.C166Y) HET
8 €.1308A>C (p.Q436H) HET
7 €.1193G>C (p.C398S) HET
7 ¢.73G>A (p.G25R) HET
5 ¢.565C>T (p.R189C) HET
5 .581A>G (p.N194S) HET
5 ¢.175C>T (p.R59C) HET
4 €.908A>G (p.H303R) HET
3 ¢.197T>G (p.M66R) HET
2 C.1046C>T (p.P349L) HET
2 ¢.820A>G (p.1le274V) HET
2 ¢.1253A>G (p.Y418C) HET
2 C.1429C>T (p.P477S) HET
1 C.111T>G (p.Y37%) HET
1 €.202C>G (Q68E) HET
1 €.201C>T (p.N67=) HET
1 ¢.218A>G (p.Y73C) HET
1 €.284T>G (p.195S) HET
1 ¢.572G>A (p.R191H) HET
1 €.695A>G (p.D232G) HET
1 €.682_686del (p.l1le228ValfsTer3) HET
1 €.899T>G (p.Phe300Cys) HET
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€.967G>C (p.Gly323Arg) HET
€.961C>G (p.Pro321Ala) HET
¢.585C>T (p.Leu195=) HET
¢.1379G>A (p.G460E) HET
¢.1350dupC (p.C451Lfs*13) HET
¢.596C>T (p.Ala199V) HET
¢.1559A>G (p.Y520C) HET
¢.1308A>C (p.Q436H) HOM
c.197T>G (p.M66R) HOM
c.410G>A (p.R137H) HOM
¢.1301A>G (p.Y434C) HOM
¢.1535C>T (p.T512M) HOM
¢.565C>T (p.R189C) HOM
c.908A>G (p.H303R) HOM
€.1193G>C (p.C398S) HOM
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5. TARTISMA

Bu calismaya toplam 2672 hasta dahil edilmistir. Bu say1 literatiir taramasinda
erisebildigimiz vaka serileri igerisindeki en yiiksek sayidir. Calismaya dahil edilen
hastalarin 1212’si (%45) kadin, 1460’1 (%55) erkek hastadir. Enzim aktivitesi ¢aligilmis
2105 hastanin 100’iinde (%5) enzim aktivitesi %10’un altinda (Belirgin Biyotinidaz
Eksikligi), 1039 (%49) hastada enzim aktivitesi %10-30 arasinda (Kismi Biyotinidaz
Eksikligi), 966 (%46) hastada ise enzim aktivitesi %30’un iizerinde goriildi. Bu
calismada 2307 (%86,3) hastada mutasyon tespit edildi. 365 (%13,7) hastada ise
herhangi bir varyant saptanmadi. Varyant saptanmayan hastalarin 30’unda KBE tespit
edildi, BBE tespit edilmis hasta ise goriilmedi. Ulkemizde Murat ve arkadaslarinin
Glineydogu Anadolu bdlgesinde yaptigi 711 hastalik bir ¢alismada hastalarin 325’1
(%45,8) kadin, 386’s1 (%54,2) erkek hastaydi. Bu hastalarin 22’sinde (%3) BBE,
95’inde (%13) KBE, 594 (%84) hastada ise normal enzim aktivitesi goriilmiistiir. 55
(%7,7) hastada varyant saptanmamigtir. Varyant saptanmayan hastalardan 1 hastada
BBE, 1 hastada ise KBE goriilmiistiir (85).

Bu ¢alismada mutasyon tespit edilmis 2307 hastada 83 farkli varyant tespit edildi. Bu
varyantlarin 68’1 (%82) missense, 8’1 (%10) frameshift, 5’1 (%6) sinonim, 1’1 (%1)
nonsense, 1 (%1) varyant intronik olarak goriildii. Bu varyantlardan 14’1 bildigimiz
kadariyla daha oOnce yayinlanmamis ve veri tabanlarinda tanimlanmamis yeni
varyantlardi. Ulkemizde Begiim ve arkadaslarinin yaptign 247 hastalik bir ¢alismada
toplam mutasyonlarin %98,6's1 missense, %0,8'1 frameshift, %0,3'i nonsense ve %0,3"i

kodlamayan mutasyonlard1 ve 4 varyant daha once tanimlanmamis yeni bir varyantdi

(1).
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Bu calismada hastalarda en sik tespit edilmis genotipler incelendiginde 709 (%27)
hastada heterozigot ¢.1270G>C (p.D424H) varyanti, 479 (%18) hastada homozigot
c.1270G>C (p.D424H) varyanti, 163 (%6) hastada heterozigot c.410G>A (p.R137H)
varyanti, 143 (%5) hastada heterozigot c.1535C>T (p.T512M), 101 (%3,8) hastada
€.40_44delGGCTGInsC  (p.G14Lfs*35)/c.38G>T (p.C13F) birlesik heterozigot
mutasyonlart oldu. 2018 yilinda Canda ve arkadaslarinin yaptigi 259 hastalik bir
calismada en sik goriilen genotipler ¢.410G>A (p.R137H)/c.1270G>C (p.D424H) (44
hasta; 9%19.4), ikinci sirada en sik goriilen mutasyon ¢.1270G>C (p.D424H) varyant1 ile
bilesik heterozigot mutasyonlart (41 hasta; %16), 38 (%16,8) hastada homozigot
€.1270G>C (p.D424H) mutasyonu ve 26 (%11,5) hastada homozigot c.410G>A
(p-R137H) mutasyonlartydi (75).

Bu ¢alismada 100 BBE hastasinda en sik tespit edilmis genotipler incelendiginde 14
(%14) hastada homozigot ¢.410G>A (p.R137H) mutasyonu, 8 (%8) hastada ¢.1270G>C
(p.D424H)/c.410G>A (p.R137H) birlesik heterozigot mutasyonu, 8 (%8) hastada
€.1270G>C (p.D424H)/c.1535C>T (p.T512M) birlesik heterozigot mutasyonu, 7 (%7)
hastada homozigot ¢.1270G>C (p.D424H) mutasyonu ve 5 (%5) hastada homozigot
c.1535C>T (p.T512M) mutasyonlarinin saptandigi goriildii. 1039 KBE hastasinda en
stk tespit edilmis genotipler indelendiginde 306 hastada homozigot c¢.1270G>C
(p.D424H) mutasyonu, 170 hastada heterozigot ¢.1270G>C (p.D424H) mutasyonu, 74
hastada heterozigot ¢.1535C>T (p.T512M) mutasyonu, 65 hastada heterozigot
c.410G>A (p.R137H) mutasyonu ve 53 hastada .40 _44delGGCTGinsC
(p.G14£5*35)/c.38G>T  (p.C13F) birlesik heterozigot mutasyonlarinin saptandigi
goriildii. Gokpmnar G. ve arkadaglarimin 2020 yilinda yaptigi c¢alismada ise BBE
saptanan 19 hastada en sik goriilen mutasyonlar birlesik heterozigot c.1270G>C
(p.D424H)/c.410G>A (p.R137H) (%26,3), homozigot p.C33Fsf*36 (%10,5) ve
homozigot ¢.410G>A (p.R137H) mutasyonu (%10,5) olarak bildirilmistir. KBE
saptanan 51 hastada ise en sik saptanan mutasyonlar sirast 67 ile homozigot p.D424H
mutasyonu (%?25,4), birlesik heterozigot c.1270G>C (p.D424H)/c.410G>A (p.R137H)
mutsayonu (%21,5) ve birlesik heterozigot ¢.1270G>C (p.D424H)/p.C33Fsf*36
mutasyonu (%]13,7) olarak bildirilmistir.

73



Bu caligmada varyantlar1 alel frekanslarina gore degerlendirdigimizde en sik tespit
edilen varyant ¢.1270G>C (p.D424H) varyant1 oldu. Homozigot ¢.1270G>C (p.D424H)
varyantr saptanmis hastalarin ortalama enzim aktivitesini diger homozigot ve birlesik
heterozigot mutasyon tespit edilmis hastalarla karsilastirdigimizda homozigot
c.1270G>C (p.D424H) varyantina sahip hastalarin ortalama enzim aktivitesinin diger
gruplara gore anlami derecede yiiksek oldugu goriildi. Homozigot c¢.410G>A
(p.R137H) varyant1 saptanmis hastalarin ortalama enzim aktivitesini diger homozigot ve
birlesik heterozigot mutasyon tespit edilmis hastalarla karsilastirdigimizda ise
homozigot c.410G>A (p.R137H) varyantina sahip hastalarin ortalama enzim aktivitesi,

diger gruplara gore anlamli derecede daha diisiik oldugu goriildii.

Literatlirde Beglim ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada da benzer olarak ¢.1270G>C
(p.D424H) homozigot varyanti olan hastalarda ortalama enzim aktivitesi, ¢.1270G>C
(p.D424H) birlesik heterozigot hastalardaki ortalama enzim aktivitesinden ve
c.1270G>C (p.D424H) varyantt olmayan hastalarin ortalama enzim aktivite
seviyesinden istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir.
c.410G>A (p.R137H) homozigot varyant1 tespit edilmis hastalardaki ortalama enzim
aktivitesi, ¢.410G>A (p.R137H) birlesik heterozigot hastalarin ortalama enzim
aktivitesinden ve ¢.410G>A (p.R137H) varyant1 olmayan hastalarin ortalama enzim

aktivite seviyesinden istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik oldugu goriilmiistiir

D).
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6.SONUCLAR

Calismaya dahil edilen 2672 hastanin 2105’inde enzim aktivitesi fluorimetrik yontemle
Ol¢iilmiistiir. Enzim aktivitesi ¢alisilmis 2105 hastanin 100’iinde (%35) enzim aktivitesi
<%10 altinda (Belirgin Biyotinidaz eksikligi), 1039 (%49) hastada enzim aktivitesi
%10-%30 arasinda (Kismi Biyotinidaz Eksikligi), 966 (%46) hastada hastada ise enzim

aktivitesi>%30’un {lizerinde gorilmiistir.

Tiim hastalarin 1212°si (%45) kadin, 1460’1 (%55) erkek hasta olup, BBE, KBE ve
NEA hastalarin1 ayr1 ayrilikta degerlendirdigimizde Belirgin Biyotinidaz Eksikligi
(BBE) saptanmig hastalarin 46’s1 (%46) kadin, 54’1 (%54) erkek, Kismi Biyotinidaz
Eksikligi (KBE) saptanmis hastalarin 472’si (%45) kadin, 567’si (%55) erkek, Normal
Enzim Aktivitesi (NEA) saptanmis hastalarin ise 401°1 (%42) kadin, 565’1 (%58) erkek

hasta oldugu goriildii. Kiz erkek oraninda anlamli bir fark tespit edilmedi.

Hastalarin 2307’inde (%86,3) mutasyon tespit edildi, 365 (%13,7) hastada ise herhangi
bir varyant goriilmedi. Mutasyon tespit edilmis hastalarda toplam 83 farkli varyant
goriildi. Bu varyantlarin 68’1 (%82) missense, 8 (%10) varyant frameshift (¢erceve
kaymast), 5 (%6) varyant sinonim (sessiz), 1 (%1) varyant nonsense (anlamsiz), 1 (%]1)
varyant intronik olarak goriildii. Tespit edilmis varyantlar ACMG kriterlerine gore
degerlendirildiginde 5’i (%6) Benign, 3’ii (%4) Olas1 Benign, 29°u (%35) Klinik Onemi
Belirsiz, 21°1 (%25) Olasi1 Patojenik, 25’1 (%30) Patojenik olmak iizere siniflandirildi.

Tespit edilmis varyantlar1 alel frekanslarina gore degerlendirdigimizde hastalarda en sik
goriilen 3 varyant 1270G>C (p.D424H) (1983 alel), c.410G>A (p.R137H) (287 alel),
c.1535C>T (p.T512M) (210 alel) varyantlari oldu.

Hastalarda bildigimiz kadartyla literatiirde bildirilmemis ve veritabanlarinda

tanimlanmamig 14 yeni varyant tespit edildi. Yeni Misense mutasyonlar: arasinda
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REVEL ve MetaRNN puanlarinin hem diisiik hem de yiiksek degerlerde goriilebildigini
ve puanlarin genis bir dagilim gosterdigini ortaya koyuyor. Bu sonuglar, mutasyonlarin
patojenik olma potansiyellerinin olduk¢a degisken oldugunu ve bazi mutasyonlarin

klinik ac¢idan daha fazla 6nem arz edebilecegini gostermektedir.

Ulusal Yenidogan Tarama Programi, etkilenen binlerce ¢ocugun ve hatta her yil bir
milyondan fazla yenidoganin yasamini biiyiik Ol¢iide iyilestiren, hastaliklarin niifus
capinda tespit edilmesini saglayan dikkate deger bir basar1 elde etmistir. BTD
hastaliginin tanis1 serumda biyotinidaz aktivitesinin Ol¢iimii ve molekiiler analiz
yontemlerine dayanmaktadir. Calismamizda literatiirle uyumlu olarak ciddi patojenik
varyantlara sahip bircok asemptomatik vakalar mevcuttu. Enzim aktivitesi %30’un
tizerinde tespit edilmis 157 hastada homozigot, 107 hastada birlesik heterozigot
mutasyon goriildii. Ayrica mutasyon tespit edilmemis 365 hastanin 30’unda Kismi
Biyotinidaz Eksikligi goriildii. Biyotinidaz enzim aktivite seviyelerinin yasamin ilk
giinlerinde en disiikk olup, sonraki giinlerde arttig1 bildirilmektedir. Ayn1 zamanda
biyotinidaz aktivitesindeki degiskenlikler, cesitli klinik durumlardan (erken dogum,
cevre sicaklifi, orneklerin transfer kosullari, hiperbilirubinemi ve perinatal asfiksi)
etkilenebilmektedir. Bu bulgular, neonatal donemdeki 6l¢iimlerin mevcut enzim aktivite
diizeyini belirlemek i¢in yeterli olmadigini ve ardisik testlerle takip edilmesi gerektigini
gostermektedir. Bu calismanin sonuglari, bu bolgedeki BTD'li yenidoganlarda genotip
ile biyokimyasal fenotip arasinda diisiik bir uyum oldugunu ve varyant patojenitesi ile
biyokimyasal fenotip arasinda 6ngoriilebilir bir korelasyon kurmanin yeterli olmadiginm
dogrulamaktadir. Ek olarak, bu g¢aligma, genotip ve biyokimyasal fenotip arasindaki
uyumsuzlugu agiklamak i¢in enzim aktivitesi Ol¢iimlerinde ve molekiiler analizlerde

analitik zorluklarin ele alinmasinin 6nemini vurgulamaktadir.
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