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OZET

Bagirova, G. Fanconi anemili olgularda iliskili genlerin yeni nesil dizileme teknolojisi
ile taranmasi ve mutasyonlarm saptanmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Genetik Programi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik ABD. Yiiksek
Lisans Tezi. Istanbul. 2016.

Fanconi anemisi (FA), multipl konjenital anomaliler, hematolojik bulgular, kemik
iligi yetmezligi ile karakterize, malignite riski yiliksek ve 6zgiin sitogenetik bulgular
olan nadir genetik bir hastaliktir. Molekiiler patogenezi, Fanconi anemisi/meme
kanseri (FA/BRCA) yolaginda, DNA tamir mekanizmasinin islevinde rol alan
genlerden herhangi birinde, biallelik mutasyonlarla iliskilendirilmektedir.
Giliniimiizde bu yolakta FA iligkili 17 gen tanimlanmistir. Yapilan incelemeler, FA
genlerindeki mutasyonlarin etnik farkliliklarin da oldugu heterojen bir dagilimda
oldugunu gostermektedir. Klinik heterojenite tan1 ve tedavide multidisipliner bir
yaklagimi1 gerektirmektedir. FA’nin sitogenetik tanisinda, hiicre kiiltiiriinde c¢apraz
bag yapici ajanlarin varliginda kromozom bulgularinin incelenmesi gerekmektedir.
Molekiiler tanisinda ise FA altgruplarmi olusturan, en az 15 genin incelenmesi
onerilmektedir. Genel olarak diinyadaki sikliginin yaklasik 1/350.000 oldugu tahmin
edilmektedir. FA’nin genis klinik spektrumu, ¢ok sayida gende mutasyonlarinin
daginik yerlesimli saptanmasi ve ”’hotspot” gen bolgelerin olmamasi molekiiler taniyi
zorlagtirmaktadir. Bu ¢aligmada, FA klinik tanis1 alan 11 olgu, FA iligkili 17 genin
kodlayan ve diger iliskili bolgelerini kapsayan, ekibimizce tasarlanmis Yeni Nesil
Dizileme (YND) hedef gen paneli ile lon Torrent platformunda incelendi. On bir
ailenin ti¢iinde 2 farkli gende (FANCA, BRIP1) dort farkli mutasyon saptandi. Bu
mutasyonlarin  ii¢ii daha Once tanimlanmis, biri tanimlanmamis (BRIP1,
NM_032043.2, c.761_764delAGCA) idi. Calismamizin mutasyon saptama orani tiim
aileler degerlendirildiginde %27,27, sadece kromozom kirik testi pozitif gozlenen
aileler degerlendirildiginde ise %75 oldu. Saptanan degisimler ve panelimizin
kapsamadig1 bolgeler Sanger dizileme yontemi ile arastirildi. FA’li olgularda, iliskili
17 genin tilkemizdeki mutasyon sikliklarinin belirlenmesi, genetik danismaya yararli
bilgiler edinilmesi, genotip-fenotip ¢alismalarina katki saglanmasi, hastalarin klinik
takip ve prognozunda hasta yararina bilgiler edinilmesi beklenmektedir.

Anahtar kelimeler: Fanconi Anemisi, Yeni Nesil Dizileme teknolojisi, lon Torrent
Platformu, FANCA, BRIP1
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ABSTRACT

Bagirova G. 2016. Screenning Fanconi anemia assosiated genes with next generation
sequencing technology in FA patients. Istanbul University, Institute of Health Science,
Istanbul Medical Faculty, Medical Genetics Department, Master Thesis on Genetics,
Istanbul, 2016

Fanconi anemia (FA) is a rare syndrome characterized by bone marrow failure,
malformations, cancer predisposition and specific cytogenetic findings, mostly
associated with bi-allelic mutations in any of the genes involved in DNA repair
mechanisms of the Fanconi anemia/breast cancer (FA/BRCA) pathway, where presently
17 genes are identified. The diagnosis and treatment of clinical heterogeneity requires a
multidisciplinary approach. For cytogenetic diagnosis of FA, cell cultures must be
examined for chromosomal findings with DNA crosslink agents. For molecular
diagnosis, at least 15 genes must be examined. General prevalence in the world is
roughly 1/350,000. Due to its high clinical heterogeneity, scattered distribution of
mutations along the genes, and the absence of hot spots, complicates its genetic
diagnosis. In this study, we investigated the probands with the clinical diagnosis of FA
by in-house-designed next generation sequencing (NGS) targeted gene panel, for use in
lon Torrent platform. The panel designed covers all the coding sequences of 17 FA
associated genes. Four different mutations in two genes (FANCA, BRIP1) are detected,
in three out of 11 families. One of these mutations was novel (BRIP1, NM_032043.2,
€.761_764delAGCA). Mutation detection rate, for total number of cases, was 27,27%,
furthermore if only cases with positive chromosome breakage test are included, then the
rate increased up to 75%. Mutations were confirmed and targeted regions not covered
by the panel were screened with Sanger sequencing. Molecular genetic diagnosis of FA
will benefit patients and their families through early diagnosis, genetic counseling,
precursory treatment and, ideally, prenatal diagnosis.

Key Words: Fanconi Anemia, Next Generation Sequencing technology, lon Torrent
Platform, FANCA, BRIP1
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1. GIRIS VE AMAC

Fanconi anemisi (FA), ilk kez 1927 yilinda Isvigreli Pediatrist Guido Fanconi
tarafindan mutipl konjenital anomalili {i¢ erkek kardeste tanimlandi. 1960’1 yillarda
Fanconi’nin tanimladigi klinik bulgular 1s18inda hastaligin  kromozom instabilite
sendromu oldugu, kemik iligi yetmezligi ve kansere yatkinlik gosterdigi agiklandi (1).

FA heterojen klinik tablo ile karakterize malignite riski yiiksek kromozom
instabilite sendromlarindan biridir. Klinik bulgulari, radius ve bagparmak anomalileri,
genitoliriner sistem malformasyonlari, biiylime gelisme geriligi (BGG), zihinsel
yetmezlik, deri bulgulari, konjenital kalp anomalileri, dismorfizm (mikrosefali,
strabismus, mikroftalmi, kulak anomalileri), isitme kaybi, hematolojik bulgular (anemi,
nétropeni, trombositopeni, retikiilositopeni, pansitopeni, kanama ve 16semi) ve kemik
iligi yetmezligidir. Olgularin ~%70-75’1 bu bulgularla klinik tan1 alirken ~%25-30’unda
herhangi bir fenotip gdzlenmemektedir. Somatik mozaisizm, FA’nin tanisina ek
zorluklar getirmektedir. Hastalik, Fanconi anemisi/meme kanseri (FA/BRCA)
yolaginda, DNA tamir mekanizmasinin islevinde rol alan genlerden herhangi birinde,
biallelik mutasyonlarla iliskilendirilmektedir. Gliniimiizde bu yolakta FA ile iliskisi
tanimlanmis 17 gen (FANCA, FANCC, FANCG, FANCB, FANCD2, FANCM, BRCAZ2,
FANCL, BRIP1, PALB2, FANCE, FANCF, FANCI, RAD51C, SLX4, XRCC2, ERCC4)
bildirilmistir. FA’li olgularin %90’1nda, bu genlerden 8’inde (FANCA, FANCC,
FANCG, FANCB, FANCL, FANCM, FANCE, FANCF) mutasyon gosterilmektedir (2).
Yapilan incelemelerde, olgularin %60°1nda FANCA, %10-15’ine FANCC, %10’unda
FANCG ve %15’inde ise diger iliskili genlerde mutasyonlar saptanmakta, bu oranlar
etnik farkliliklar gostermekte ancak ‘“hotspot” olarak hedef gosterilebilecek gen
bolgeleri bulunmamaktadir. Kalittim sekli biitiin iliskilendirilmis genlerde otozomal
resesif, ancak FANCB’de X’e bagl resesifdir. Tedavi ve semptomatik sorunlarin
giderilmesi i¢in multidisipliner yaklasim ile kan hiicre sayisinin arttirilmasina yonelik
cesitli farmakolojik stratejiler izlenmekte, hematopoetik kok hiicre transplantasyonu,
dismorfizm i¢in diizeltme operasyonlar1 yapilmaktadir. FA tamisinin ilk agamasinda,
hiicre kiiltiirinde diepoksibutan (DEB), mitomisin C (MMC) ve nitrojen mustard
(NTM) gibi ¢apraz bag yapici ajanlarin varliginda kromozom bulgularinin incelenmesi
gerekmektedir. Molekiiler tanisinda ise FA altgruplarini olusturan, en az 15 genin farkl

tekniklerle incelenmesi Onerilmektedir.



Tiirkiye’de, FA diger hematolojik ve onkolojik bulgularla seyreden sendromlar
arasinda en sik goriileni olsa da siklig1 konusunda bir bilgi bulunmamakta, ancak akraba
evliliginin yaygin olmasi, etkilenmis olgu sayisinin da yiiksek olacagin
diisiindiirmektedir. Genel olarak diinyadaki sikliginin yaklasik 1/350.000, tasiyici
sikliginin 1/300 oldugu tahmin edilmektedir.

FA’nin yiiksek klinik ve genetik heterojenligi, kesin tani igin FA’dan sorumlu 17
genin es zamanli ve kisa siirede dizilenmesini gerektirmekte ve bu durumda hedef
genlerin Yeni Nesil Dizileme (YND) tabanli teknolojiler ile dizilenmesi en ekonomik
ve hassas yaklasim1 sunmaktadir.

Bu ¢alismada, ayirici tanisinda FA diisiiniilen olgularda; iligkili 17 genin tim
kodlayan ekzon, ekzon-intron smirlari ile bilinen diger tiim mutasyon taniml
bolgelerine 6zgilin olarak tasarlanan YND panel primeri ile lon Torrent platformunda
inceleme yapildi. Bulunan degisimlerin dogrulanmasi ve panelimizin kapsayamadigi
bolgelerin taranmasi Sanger dizileme yontemi ile gergeklestirildi.

Calismamizin Tirkiye’de FA’li olgularda, iliskili tiim genlerin (17 gen) bir
arada calisildig ilk arastirma olmasi nedeniyle, iilkemizde mutasyonlarin sikliklar
konusunda genetik danigmaya yararli olacak bilgiler edinilmesi, genotip-fenotip
iliskileri lizerine yapilan ¢aligmalara katki saglamasi, hastalarin klinik takip ve prognozu
konusunda hasta yararina bilgiler edinilmesi beklenmektedir. Bu bilgiler 1s181inda yeni
tan1 ve tedavi protokollerinin gelistirilmesi ve bu bilgilerin yeni ¢aligmalara onciiliik

etmesi umulmaktadir.



2. GENEL BILGILER

Fanconi anemisi en sik goriilen kalitsal kemik iligi yetmezligi sendromudur. Bu
sendromun klinik bulgular1 biiyiik farkliliklar gdsterir ve siklikla ekstremite anomalileri,
café au lait lekeleri, kisa boy gibi konjenital anomaliler de gozlenir. Fenotipik ¢esitlilik
genetik heterojenite ile agiklanmaktadir. Sendromun en 6nemli bulgusu olan ilerleyici
kemik iligi yetmezligi genellikle 20’li yaslarda baslar ve tani1 genellikle pansitopeni
bulgusu ile konur. Kemik iligi yetmezliginin endojenik aldehidle indiiklenmis toksisite
ve p53 aktivasyonuna bagli DNA tamir mekanizmasi ile iliskili oldugu

distiniilmektedir.

2.1. DNA Tamir Mekanizmalari
Insan hiicreleri her zaman DNA hasar1 yaratabilecek ve genetik instabiliteye yol
acabilecek ekzojenik ve endojenik ajanlara maruz kalmaktadir. Baz ve seker
modifikasyonlari, tek ve ¢ift sarmal kiriklari, DNA — protein ¢apraz baglari ve bazini
kaybetmis zincir olusumlart DNA hasarlar1 olarak degerlendirilmektedir. Endojen
ajanlara ornek olarak spontan hidroliz, deaminasyon, hiicre metabolizmasi sonucunda
olusan reaktif tirtinler, alkillenme gosterilebilir. Tiim hiicrelerde giinde ~10,000 kez
spontan hidroliz olmaktadir. Spontan hidroliz sonucunda DNA’da baz ve deoksiriboz
arasinda bir koprii olusur (bazsiz bolgeler) ki, bu da DNA hasarlarinin en basit
orneklerindendir. Ek olarak, deaminasyon sonucunda sitozinin urasile, adeninin
hipoksantine ve guaninin ksantine doniismesi sik rastlanan DNA hasarlarindandir.
Normal hiicre metabolizmasi sonucunda olusan maddelerden reaktif oksijen ve nitrojen
tirtinleri de DNA’da baz modifikasyonlari, tek ve ¢ift sarmal kiriklari, DNA — protein
capraz baglar1 gibi hasarlar olusturabilirler. Endojen iirlinlerin yanisira, DNA ultraviole
1sinlari, ionik radyasyon ve kimyasal iirlinler gibi ekzojen ajanlara da maruz kalarak baz
modifikasyonlar1 ve ¢ift sarmal kiriklar1 gibi hasarlar goriilebilir (3-5). Bu hasarlarin
onarilmasinda etkin tamir mekanizmalar1 sunlardir:
1. Tek sarmal kiriklarinin tamiri: (a) baz eksizyon tamiri (BET), (b) yalnis eslesme
tamiri (YET), (c) niikleotid eksizyon tamiri (NET);
2. Cift sarmal kiriklarinin tamiri: (a) homolog rekombinasyon (HR) ve (b)

homolog olmayan uglarin birlestirilmesi (HOUB) (4).



2.1.1. Tek Sarmal Kiriklarimin Tamiri (TSKT)

2.1.1.1. Baz Eksizyon Tamiri (BET)

BET mekanizmasinda bir ¢cok protein gorev alarak baz modifikasyonlarini tamir
eder. Ornegin, DNA glikosilazlar bazlarla deoksirobozlar arasinda olusmus N glikosidik
koprii neticesinde ortaya ¢ikan bazsiz bélgelerin tamirinde gorevlidir. Bazsiz bolgelerin
tamirinde gérev alan diger enzim apurinik/apirimidinik endoniikleaz 1 (APE1)’dir. Bu
enzimlerin hasar olusan bazi kesip ¢ikartarak olusturduklari boslugu, DNA polimeraz ve

DNA ligaz enzimleri doldurur (3).

2.1.1.2. Yalms Eslesme Tamiri (YET)

YET, E.coli’den insana kadar biitiin canlilar arasinda yiiksek diizeyde korunmus
bir DNA tamir mekanizmasi olup, DNA polimerazin proofreading aktivitesinden
kagarak yanlig yerlestirilen bazlarin ve tekrarlayan baz bolgelerinde DNA polimeraz
hatas1 olarak ortaya g¢ikan insersiyon ve delesyon noktalarinin tamirinde 6nemli rol

oynar. YET mekanizmasi li¢ asamada calisir:

1. Tanima — yanlis yerlestirilen bazin MutS proteini tarafindan taninmasi,
2. Kesip ¢ikarma — yanlis eslesen baz/bazlarin MutL proteini tarafindan kesip
¢ikarilmasi,

3. Sentez — kesip ¢ikarma sonucu ortaya ¢ikan boslugun DNA polimerazin PCNA
(replikasyon faktor C) ve RPA (replikasyon faktdr A) proteinleri ile birlikte yeniden

sentez yapmasi ve parcalarin DNA ligaz tarafindan doldurulmasi (6).

2.1.1.3. Niikleotid Eksizyon Tamiri (NET)

NET, BET’e benzeyen, ancak daha kompleks bir tamir mekanizmasi olup
pirimidin heterodimerlerini, UV 1sinlarina maruz kalma sonucu ortaya ¢ikan DNA
hasarlarin1 ve DNA sarmal i¢i ¢apraz baglarini tanima ve tamirinde gorevlidir. NET
30’a kadar proteini iceren, DNA hasarini tanima, kesip ¢ikarma, DNA’nin yeniden

sentezi ve ligasyonu asamalarindan olusan ¢ok basamakli bir reaksiyondur (7).



2.1.2. Cift Sarmal Kiriklarmin Tamiri (CSKT)

Cift sarmal kiriklar1 (CSK) genetik materyal i¢in en zarar verici hasarlar olup
tamir edilmedigi silirece veya yetersiz tamir edildiginde delesyonlara, kromozom
yeniden diizenlenmelerine yol agar. CSKT iki 6nemli fonksiyonla ger¢eklesir: homolog

rekombinasyon (HR) ve homolog olmayan uglarin birlestirilmesi (HOUB) (8).

2.1.2.1. Homolog Rekombinasyon (HR)

HR 6nemli DNA tamir mekanizmalarindan biri olup {i¢ faza ayrilir: presinapsis —
heterotrimerik MRN protein kompleksi (Mrell-Rad50-Nbsl) ile CSK uglarinin 3’
ucundan sarkan uclar haline déniistiiriilmesi; sinapsis - RAD51 ve paraloglar ile
homolog bulunmast (kardes kromatid) ve bircok helikaz, rekombinaz, ligaz
proteinlerinin yardimi ile DNA sentezinin gerceklestirilmesi (Holliday ilmigi);

postsinapsis — sentezlenen DNA sarmallarinin ayrismasi, DNA tamirinin tamamlanmasi

(4, 5).

2.1.2.2. Homolog Olmayan U¢larin Birlestirilmesi (HOUB)

HOUB Ku70/Ku80 heterodimerinin CSK’in1 tanimasi ile baslar. Ku-DNA
kompleksinin olugsmasit DNA’ya bagli kinaz proteinin kirik bolgesine baglanmasina
neden olur ve kiriklarin modifikasyonu gergeklesir. Modifikasyona ugrayan uglarda

eksik niikleotidler polimerazlarin yardimi ile doldurulur ve ligazla birlestirilir (4, 9).

2.2. Kemik iligi Yetmezligi fle Giden Genetik Sendromlar

Kemik iligi yetmezligi ile giden genetik sendromlar (KIYGS) genellikle ¢ocukluk
evresinde ortaya ¢ikan heterojen bir hastalik grubudur. En yaygimn bilinenleri Fanconi
anemisi (FA), Diskeratozis konjenita (DK), Shwachman-Diamond sendromu (SDS),
Diamond-Blackfan anemisi (DBA), Agir konjenital ndtropeni (AKN), Konjenital
amegakaryositik trombositopeni (KAT), Radius yoklugu ile giden trombositopeni
(TAR) sendromudur. KiYGS’larin klinik ve laboratuar o6zellikleri tablo 2.1°de
sunulmaktadir (10-12).



Tablo 2-1: KIYGS’nin klinik ve laboratuar ézellikleri — Dokal ve Vulliamy (12)’den

degistirilerek.
FA DK SDS DBA KAT AKN TAR
OR, OD, OR,
Kalitim sekli OR OR, OD OR oD OR
XBR XBR
Fizik muayene ) )
+ + + + Nadir Nadir +
bulgular1
AA AA AA
Kemik iligi yetmezIligi KHA Meg Not Tro
(~%90) | (~%80) | (~%20)
Kisa telomerler + + + + - - ?
Kanser + + + + + + +
Kromozom instabilitesi + + + ? ? ? ?
Iliskili Bilinen genler 13 6 1 9 1 3 -

OR-otozomal resesif, OD- otozomal dominant, XBR-X’e bagli resesif, AA-aplastik anemi, KHA- kirmizi
hiicre anemisi, Meg- diisiik megakaryosit sayisi, Not-diisiik notrofil sayisi, Tro — diisiik tombosit sayist

KIYGS insan fizyolojisinde 6nemli olan yolaklarla iligkili proteinlerin islev

bozukluklar1 sonucu ortaya g¢ikmaktadir; 6rnegin, FA, DNA tamirindeki FA/BRCA

yolagi; DK, telomeraz onarimi; SDS ve DBA ise ribozom biyogenezi ile iliskili

bozukluklarla iliskilidir. Sekil 2-1°de bu yolaklar sematize edilmistir (11).




RiBOZOM BiYOGENEZI

RPLS
—_— SDS TELOMERAZ

— ONARIMI

RPS26 W‘\R NOP1Q
40S PSODOURIDILASYONT

RPS10 DKC1
reRT [Tenc
RPS7
RPS17

Rpsza
DNA TAMIRI DK

TPP1

MONOUBIKUTINIZASYON

HUCRE DONGUSU
FANCN KONTROL
BRCA2 muca NOKTASININ
AKTIVASYONU

Sekil 2-1: KIYGS ile iliskili yolaklar - Dokal ve Vulliamy (12)’den degistirilerek.

KIYGS ile iliskili {i¢ yolak; RP — ribozomal protein, FANC — FA komplementasyon grubu, DKC1 — DK
1, diskerin, NOP10 — niikleolar protein 10 homologu, NHP2 — non histon riboniikleoprotein 2 homologu,
GAR1 — glisin ve arjinin zengin riboniikleoprotein 1 homologu, TERF1 — telomerik tekrar baglanma
faktorii 1, TERF2 — telomerik tekrar baglanma faktorii 2, TINF2 TERF1 — iliskili niiklear faktor 2;
TERF2IP - TERF2 iliskili protein (RAP1); POT1 telomer koruyucusu 1 homologu, TPP1 - TIN2 iliskili
protein 1 ( ACD, adrenokortikal displazi homologu); PINX1 - PIN2 (TERF1) iliskili protein; ATM -
mutasyona ugramis ataksi telejiektazi; M/R/N = MRE11/RAD50/NBS1, mayotik rekombinasyon 11
homolog A/radyasyon rezistansi 50 homologu/Nijmegen kirik sendromu 1; ATR — ataksi telenjiektazi ve
Rad3 iligkili (Seckel sendromu); BRCA1 — meme kanseri 1, BRIP1 - BRCAI iliskili protein C-ug
helikaz1 1; PALB2 - BRCA2 partneri ve yerlestiricisi

2.2.1. Diskeratozis Konjenita (DK)

Diskeratozis konjenita (DK), ¢ocukluk g¢aginda tani almasi zor olan, klinik
bulgularin yasa bagli olarak arttifi ve genelde trombositopeni veya pansitopeni ile
ortaya ¢ikan bir KIYGS’dir. Olgularin yarisindan ¢ogu 15 yasin iizerinde tam
almaktadir. Sendromun deri pigmentasyon bozuklugu, displastik tirnaklar ve 16koplaki

triad1 olusturan {i¢ kardinal bulgusu vardir ve bunlara somatik bulgular eslik etmektedir.



DK’da, malignite olarak bas, boyun, 6zofagus, kolon ve anus karsinomalar1 gibi solid
tiimdrler sik olarak gozlenmektedir. Giiniimiizde DK ile iligkili dort gen tanimlanmastir:
DCK1 (XBR), TERC ve TERT (OD), NOP10 (OR). Bu genler hiicre boliinmelerinde
kromozom uglarin1 kisalmadan koruyan telomer koruma yolaginda gorev alirlar (12-
16).

2.2.2. Shwachman-Diamond Sendromu (SDS)

Shwachman-Diamond sendromu (SDS) OR bir hastalik olup, en 6nemli klinik
bulgulart bliylime geriligi, malabsorbsiyon ve asir1 yagh digki goriilmesidir. Olgularin
bir ¢ogunda boy kisalig1 ve 6grenme giicliigii, AA, miyelodisplastik sendrom (MSD)
veya losemi gozlenir. SDS cocukluk ¢aginda, pankreas yetmezligi ve hematolojik
bulgularla tan1 alir. SDS’li olgularda, kemik iligi hiicrelerinde siklikla kromozom 7
[monozomi 7, der(7) ve i(7q)] ve 20 [del(20q)] ile iligkili kromozomal anomaliler
gozlenir. Olgularin ~%95’inde SDS 'nin bilinen SBDS (Shwachman-Bodian-Diamond
syndrome) geni ve komsusunda yerlesik olan psddogeni ile olusan konverziyonlar

saptanmaktadir (17).

2.2.3. Diamond-Blackfan Anemisi (DBA)

Diamond-Blackfan anemisi (DBA) daha ¢ok yenidogan doneminde ortaya ¢ikan
bir sendrom olup, ileri yaslarda nadiren goézlenir. Fiziksel bulgular1 kisa boy, tenar
kaslarinin yassilasmasi, nadiren trifalangeal basparmak, mikroti ve yarik damaktir.
Genelde tani eritroid hipoplazisi, normal 16kosit ve trombosit sayisi ile seyreden
makrositik anemi ile konulur. Cogu olguda, ortalama 23’lii yaslarda 16semi, MDS veya
solid tiimorler (daha ¢ok osteojenik karsinomalar) ortaya c¢ikabilir. Olgularda plevral
stvida kirmizi hiicre adenozin deaminaz yiikselisi goriildiigiinden adenozin deaminaz
(ADA) testi tan1 amach kullanilabilir, fakat klasik DBA’l1 olgularin %10’da bu test
normal sonu¢ vermektedir. Gilinlimiizde, ribozom biyogenezi yolaginda rol alan
ribozomal proteinleri kodlayan iki gende (RPS19 ve RPS24) mutasyon saptama orant
yaklagik %25 olarak bildirilmistir (18, 19).



2.2.4. Agir Konjenital Notropeni (AKN)

Agir konjenital ndétropeni (AKN) erken baslangicli nétropeni (~500/pL),
piyogenik enfeksiyonlar ve ilik olgunlasmasinin durdurulmasi gibi bulgulara sahip
hastalik grubudur. Kostmann tarafindan ilk kez tanimlanan bir ailede hastaligin kalitim
sekli OR olarak gosterilmis ancak daha sonra OD sporadik formlart da tanimlanmstir.
Hastalar genelde yenidogan doneminde tani alabilse de agir ndétropeni disinda baska bir
klinik bulgusunun olmamasi ilk basta diger ndétropeni ile giden hastaliklarin
dislanmasini gerektirmektedir. Kesin taniya ulasmak i¢in her hafta iki kez kan almak
sartiyla alt1 hafta devam eden kan sayimi testi yapilmalidir. AKN ile iligkili bulunan
mutasyonlarin %70-90°1 ELA2, %2’si GTI1 genlerinde saptanmaktadir. Caligmalar,
HAX1 ve WAS genlerinin de AKN ile iliskili oldugunu gostermis ancak bu genlerdeki

mutasyon oranlari heniiz bilinmemektedir (20, 21).

2.2.5. Konjenital Amegakaryositik Trombositopeni (KAT)

Konjenital amegakaryositik trombositopeni (KAT) de AKN gibi fiziksel bulgulari
olmayan, sadece trombositopeniye bagli morluklarla giden bir sendromdur. Genelde
tanis1 yenidogan doneminde konulmaktadir. KAT’da solid tiimorler gézlenmemekte,
AA ortalama 5 yas, AML ise 17 yaslarinda baglamaktadir. Trombopoetin igin reseptor
gorevini alan MPL geninin resesif mutasyonlarinin KAT etiyopatogenezinde rol aldig:

bildirilmektedir (22, 23).

2.2.6. Radius Yoklugu Ile Giden Trombositopeni (TAR)

Radius yoklugu ile giden trombositopeni (TAR) sendromu, klinik tanis1 kolay,
gerek prenatal gerekse de postnatal erken yenidogan doneminde fark edilen bir
hastaliktir. Radius aplazisi, basparmak hipoplazisi ve trombositopeni TAR
sendromunun majoér bulgulart olup kemik ve kalp anomalileri de goriilebilmektedir.
TAR sendromu prelésemik sendrom olarak degerlendirilmektedir. Uzun siire genetik
etyopatogenezi agiklanamayan TAR sendromunda, yeni yapilan bir ¢alismada 30 klinik
tanili olgunun tamaminda 1q21.1 bdlgesinde 200 kb’lik bir mikrodelesyon varlig
saptanmasi iliskili genin bu bdlgede yer aldigini diisiindiirmiistiir (24-26).
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2.3. Fanconi Anemisi (FA)

FA, ilk kez 1927 yilinda Guido Fanconi tarafindan, konjenital malformasyonlar ve
ilerleyici AA’leri olan ii¢ kardeste tanimlanmistir. Prevalansi 1:350.000, tasiyict sikligi
1:300 olan bu hastalifin Tiirkiye’deki siklig1 tam olarak bilinmemekle birlikte, akraba
evlilik oranlarmin yiiksek olmasi, OR formlarmin yiiksek oranda olacagini
diisiindiirmektedir. Baz1 populasyonlarda (Askenazi’ler, ispanyol ¢ingeneleri ve Giiney

Afrika zencileri) tagiyici siklig1 1:100 olarak bildirilmektedir (27-30).

2.3.1. FA’mn Klinik Bulgular:

FA multipl konjenital anomaliler, hematolojik bulgular ve kansere yatkinlikla
karakterize nadir bir genetik hastaliktir. FA’l1 olgularin 6nemli bir kisminda c¢esitli
konjenital anomaliler goriiliirken, %25-40"1 fiziksel olarak normal olabilmektedir (31).
FA’ll ¢ocuklarin yarisinda konjenital iskelet anomalileri ve siklikla bagparmak veya
onkol anomalileri gozlenmektedir. Genellikle bagparmak normal olabilicegi gibi kiigiik
(hipoplastik) ya da duplike, radius hipoplazik ya da aplazik olabilir. Olgularin biiyiik bir
kisminda endokrin sistem anomalileri vardir. Olgularin yaklasik yarisinda biiyiime
hormonu yetersizligi ve hipotiroidizm nedeniyle boy kisalig1 goriilmektedir. Olgularda
anormal gliikoz veya insulin metobolizmasi nedeniyle, serum insulin diizeyi yiiksek
olabilir. Olgularin %8’1 diabetik, %72’si ise insulin degerleri yiiksek olarak
bildirilmistir.

FA’nin kliniginde hemotolojik bulgular dnemlidir ve olgularin yaklasik %75-
90’ninda hayatin ilk dekadinda gozlenen kemik iligi yetmezligi orta agir formdan agir
forma kadar degisebilmektedir. Buna ek olarak, olgularin ¢ogunda AA, MDS veya akut
miyeloid 16semi (AML) gibi bir ¢ok kan hastaliklar1 da ortaya cikabilmektedir.
Olgularda AML riski genel populasyona gore 800 kat artmistir ve ortalama baslangic
yas1 14’tur.

FA ¢ogunlukla pediatrik yaslarda goriilen bir hastaliktir. On sekiz yas tzeri
olgularda goriilen FA i¢in hematolojik kanserler, solid tliimdrler, bas ve boyun skuamoz
hiicre kanserleri, jinekolojik kanserler dahil olmak iizere gesitli kanserler icin riskleri
artmistir. Ayrica, olgularda isitme kaybi, kulak anomalileri, erkeklerde sperm sayisi

azlig1, kadinlarda erken menopoz goriilebilmektedir.
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Kemik iligi nakli olmayan olgularin yaklasik %15’inde normal gebelik goriiliirken,
hematopoetik hiicre transplantasyonu sonrasinda gebelik oranlarinin arttig1 bildirilmistir

(32-35).
Klinik bulgular1 Tablo 2’de 6zetlenmistir.

Tablo 2-2: FA’nin klinik bulgular - (36)’dan.

Sistem Bulgular

Radiyal aplazi
Bagparmak deformitesi
Iskelet sistemi Bagparmak aplazisi
Bagparmak hipoplazisi
Cift bagparmak

Bobrek malformasyonlari
Bobrek yoklugu

Duplike bobrek

Duplike toplayici sistem
At nal1 seklinde bobrek
Renal ektopi

Genitouriner sistem

Hipergonadotropik hipogonadizm

Kriptoorsidizm

Diisiik dogum tartist
Biiylime
Boy kisaligt

Sinir sistemi Mental retardasyon

Solgunluk
) Morarma

Deri ) )
Hiperpigmentasyon

Siitlii kahverengi lekeler

Kalp Konjenital kalp defekti

Mikrosefali
Strabizm

Bas, goz, kulak, burun, bogaz | Mikrooftalmi
Kulak anomalileri

Sagirlik
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2.4. Fanconi Anemisi/Meme kanseri yolagi (FA/BRCA yolag)
FA, hem klinik hem de genetik olarak ¢ok heterojen bir hastaliktir, bugiine kadar
15 FA ve 2 FA —iliskili gen tanimlanmustir:
1. FA genleri: FANCA, FANCB, FANCC, FANCD1, FANCD2, FANCE, FANCF,
FANCG, FANCI, FANCJ, FANCL, FANCM, FANCN, FANCO, ve FANCP
2. FA —iliskili genler: ERCC4 ve XRCC2

FANCB geni X kromozomunda, diger tiim bilinen FA genleri otozomlarda lokalizedir.
Bu genlerin kodladig1 proteinler ortak bir yolakta gorev almaktadir. Fanconi anemisi
yolagi veya Fanconi anemisi/Meme kanseri yolagi (FA/BRCA yolag) olarak
isimlendirilen bu yolagin islevindeki mutasyonlarin yol a¢tigi bozulma her hangi bir
etmenle/etmenlerle olusan DNA hasarmin onarilmasini engellediginden FA fenotipinin

ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir (29, 37-39).

2.4.1. FA/BRCA yolaginin esaslari

Hiicre siklusunun S fazinda DNA, coklu replikasyon ¢atallarinda DNA polimeraz
tarafindan kopyalanarak cogaltilir. Capraz bag yapict ajanlarin etkisi ile olusan DNA
hasarlar1 kromatin yapisini bozar ve replikasyon catalinin devam etmesini engeller (39).
Yavaglayan replikasyon c¢atali FA/BRCA yolagin1 aktive eder, DNA hasarimi
onardiktan sonra replikasyon devam eder.

FA/BRCA yolag iki esas kompleksten olusur: ¢ekirdek kompleksi (kompleks 1-
niiklear E3 monoubikutin ligaz ¢ekirdek kompleksi) ve kompleks 2-kromatin iligkili
FANCD2/BRCA2 DNA tamir kompleksi (Sekil 2-2). Cekirdek kompleksi yavaslayan
replikasyon ¢atalinin bulunmasinda, FANCD2 proteinin monoubikutinizasyonu sinyal
olusumunda, kompleks 2 ise DNA tamirinde rol alir. Monoubikutin E3 ligaz kompleksi
gibi de isimlendirilen ¢ekirdek kompleksi sekiz FA alt protein grubundan olugmaktadir (
A, B, C, E, F, G, L, M ). Bu proteinlerden birinde fonksiyon bozuklugu oldugunda
FA/BRCA yolaginin ana basamagini olusturan FANCD2 ve FANCI proteinlerinin
monoubikutinizasyonu ger¢eklesemez. Mutasyon saptanan olgularin yaklasik %90’inda
bu sekiz genden birinde mutasyon gozlenmektedir (29, 37-40).
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FA c¢ekirdek kompleksi

Sekil 2-2: FA/BRCA yolag1 — Kee (2)’den.

ATR-aracihigiyla gonderilen sinyal duraksamis replikasyon catalinda FA/BRCA yolagmi aktive eder, bu da FA
cekirdek kompleksinin aktivasyonuna ve FANCD2/FANCI heterodimerinin monoubikutinizasyonuna neden olur.
ATR birgok FA proteinini aktive etmek iizere fosforiller. Monoubikutinlesmis D2/I ¢apraz baglanmig DNA’nin
yakinliginda niikleotik yarik agmada rol alan FAN1 niikleaz ve FANCP (birgok niikleazla iliskilidir) proteinini aktive
eder. D2/ TLS polimerazlari (sekilde gosterilmemistir) ve FANCDI1 (BRCA2) ve RADS1 gibi HR faktorleri aktive
eder. FANCO (RADS51C) HR asamasinda rol alir. USP1/UAF1 kompleksi FA/BRCA yolagini tamamlamak igin D2/I
heterodimerini deubikutinlestirir. 15 FA proteini mavi renkte, DNA ¢apraz bagi DNA ¢ift sarmali arasinda kirmizi
renkte gosterilmistir.

Cekirdek kompleksini olusturan proteinlerin ¢ogu, skafold (scaffold proteinler bir
birleri ile kompleks olusturarak sinyal yolaklarinda, sinyal aktariminda ve yolak
komponentlerinin gerekli yerlere lokalize olmasinda gorev alan yapilardir) gérevini
yapar ve bilinen enzimatik domainleri yoktur. Kompleksin kabul edilen anahtar domaini
PHD tip RING finger katalitik domainidir ki, bu da FANCL proteinin C ucunda
yerlesiktir (2, 38). PHD domainin diger E3 ubikutin ligazlarla benzerligi vardir ve
yoklugunda hiicrelerde karakteristik FA fenotipi gozlenir. Cekirdek kompleksinin
primer fonksiyonu normal hiicre sikliisiinin S fazinda FANCD2 ve FANCI
proteinlerinin  monoubikutinizasyonudur (41). FANCD2/FANCI heterodimeri (ID
kompleks) yavaslayan replikasyon ¢atalinda ortaya ¢ikan, normal olmayan ¢esitli DNA
yapilarint taniyabilir (40). Monoubikutinize  FANCD2 proteini yer degistirerek,
FANCD1/BRCA2, BRCA1, RADS1 gibi diger DNA tamirinde rol alan proteinlerin
oldugu kromatin yapisi lizerindeki niiklear odaga yerlesir. Kromatin lizerine yer
degistiren monoubikutinlenmis FANCD2 (FANCD2-ub), ikinci kompleksin olusumunu
saglar, UBZ domaine sahip ve niikleaz aktivitesi olan Fanconi iliskili niikleaz 1 (FANT)

proteinin aktiflesmesi igin sinyal olusturur. Ikinci kompleks, HR ile DNA tamirinde
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gorev alan RADS1 proteinini igeren niiklear odagin olusumunu kolaylastirir (Sekil 2-3).
FA/BRCA yolagmin normal islevinin bozulmasi durumunda hiicrelerde spontan DNA
hasarlar1 olusabilir, bu hiicreler capraz bag yapici ajanlara karsi yiiksek hassasiyet
gosterir ve bu ajanlarin etkisi ile kromozomlarda karakteristik kiriklar, multiradiyal
figiirler olusur (37-39).

CSKT’de HR mekanizmasi ile DNA tamiri énemlidir. HR yolu ile DNA tamiri
FA proteinleri tarafindan kontrol edilir. Bu proteinlerin herhangi birinin yoklugu HR

aktivasyonunu etkiler (5, 37).

©)

XPF MUS81
ERCC1  EME1

Sekil 2-3: FA/BRCA yolag1 modeli — de Winter ve Joenje (42)’den.

(A) DNA hasar olusumu sonrasinda replikasyonun durmasi ve ¢apraz bag hasarinin FANCM tarafindan taninmasi,
hasar yerine FANCD2/FANCI yonlendirilmesi

(B) FA ¢ekirdek kompleksinin FANCM ile etkilesimi ve bu kompleksin UBE2T ile birlikte FANCD2/FANCI
kompleksinin monoubikutinizasyonunu gerceklestirmesi

(C) FANCM proteininin DNA boyunca yer degismesi daha ¢ok tek sarmal DNA olusturarak monoubikutinlesmis
FANCD2/FANCI kompleksinin artmasina neden olur. Bu da XPF/ERCC1 ve MUS81/EMEI1 komplekslerinin
yerlesmesi i¢in yer agar. MUS81/EMEI1 3 hasar1 keser.

(D) FANCD2/FANCI monoubikutinizasyonu BRCA2 ve RADS51 proteinlerinin hasari tamir etmesini, translezyon
sentezi ile bosluklarin doldurulmasini saglar. FANCD2/FANCI deubikutinizasyonu sonucunda aktiflesen USP1
proteini HR mekanizmasin tetikleyerek hasarin tamirini saglar.

FA proteinleri, DNA tamirini HR aktivasyonu ile farkli mekanizmalari
destekleyerek yapar. FA proteinlerinin, hiicre sikliisiiniin G1 fazinda gerceklesen
homolog olmayan uglarin birlestirilmesi (HOUB) mekanizmasin1 aktif olarak
baskiladigi ve FA/BRCA yolaginin dogru ¢alismadigi hiicrelerde HOUB faktorlerinin
yanlig aktivasyonu, S fazda kromozomal yeniden diizenlenmelere ve aberasyonlara
neden oldugu bildirilmektedir (37). Bu sistemin mekanizmasi sunlardir: (a) FA
proteinlerinin Ku70/80 heterodimeri gibi HOUB faktorlerinin ¢ift sarmal kirik uglarina
ulasimimin kisitlanmasi; (b) FANCD2’nin kriptik niikleaz aktivitesi CSK’nin HR

faktorleri tarafindan taninmasi (2, 5).
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Ek olarak, FA proteinleri sarmallar arasi ¢apraz baglarin tamiri i¢in niikleotid
eksizyon ve DNA translezyon sentezi (TLS) mekanizmalarini da koordine ederler [Sekil
2-3 (D)]. Xenopus’ta yapilan biyokimyasal arastirmalar sonucu FANCD2/FANCI
monoubikutinizasyonunun niikleotid eksizyon ve TLS i¢in gerekli oldugunu
gostermektedir (38). FA alt tipi olup, yolagin skafold olusumunda gorev alan SLX4
(FANCP) proteini, DNA tamirinin bu asamalarinda 6énemli olan MUS81-EME1, XPF-
ERCC1 ve SLX1 endoniikleazlarina baglanir. FANCP iki UBZ domainine sahip olup,
FANCD2 monoubikutinizasyonunun gii¢lendirilmesi i¢in gereklidir (2, 39).

FA — iligkili protein 24kDa (FAAP24), FAAP100, FAAP20, FANCM-iliskili
histon katlama proteini 1 (MHF1) ve 2 (MHF2) FA/BRCA yolaginda ¢ekirdek
kompleksin ayrilmaz parcasidir (43, 44).

FA ve FA — iliskili proteinlere ek olarak FA/BRCA yolagi agi denilen diger
regiilator proteinleri de FA/BRCA yolaginda 6nemli gorevler almaktadir. Bunlardan,
ubikuitin spesifik peptidaz 1 (USP1), USP1-iliskili protein (UAF1) FANCD2/FANCI
heterodimerinin deubikuitinizasyonunun ve FA/BRCA yolagimin tamamlanmasinin
regulasyonundan sorumludur (45, 46). ATR/ATRIP heterodimeri hiicre sikliisiiniin S
fazinda meydana gelen tek zincir DNA’nin algilanmasina ve DNA hasarina yanit olarak
FANCD2/FANCI heterodimerinin monoubikutinizasyonunun baslamasina neden olur.
ATR sinyalizasyonunda RPA (tek zincir DNA’ya baglanan protein), RAD17, RAD9 (9-
1-1 denetim noktas1 kompleksi), CHK1 ve HCLK?2 gibi proteinler gorev alir (47).

2.4.2. FA/BRCA Yolagmn Sitokinezdeki Rolii

FA/BRCA yolagmin primer fonksiyonu hiicre sikliisiniin S fazinda DNA
hasarlarinin tamiridir. Ozellikle sitokinezde FA proteinlerinin gérevi M fazina kadar
uzatilabilir. FA’l1 hiicrelerde stabil olmayan ve tamir olmamis DNA’nin gostergesi
olarak frajil kromozom bolgeleri gozlenir. Bu bolgeler FANCD2 ve FANCI proteinleri
ile islenirken, bu proteinlerin yoklugu kromozom instabilitesine ve iki c¢ekirdekli
hiicrelerin olusumuna neden olur. iki ¢ekirdekli hiicreler FA’da apopitoz ve kemik iligi
yetmezliginin potansiyel nedenlerindendir. Frajil bolgeler ultrafin DNA kopriileri
(UFB) denilen mitotik DNA yapilar ile birbirlerine baglanirlar. Hiicre sikliisiiniin S
fazinda olusan replikasyon hatalar1 M fazinda UFB yapilarinin ¢gogalmasina neden olur

ve dolayist ile sitokinezde soruna ve iki ¢ekirdekli hiicre olusumuna yol acar. Frajil
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bolgelerin ve UFB iizerinde FA proteinlerinin normal fonksiyonu bilinmemektedir.
ATR, BRCA1, RAD51 gibi FA/BRCA yolagi ile iligkili proteinler de frajil bdlgelerin
stabilitesinin regulasyonundan sorumlu olup, sitokinezde FA — BRCA aginda onemli
rollere sahiptir (48-50).

2.5. FA 1le Tliskili Genler

FA genleri kodladiklar1 proteinlerin FA/BRCA yolaginin hangi asamasinda yer
aldiklarina gore grublandirilmaktadir:

1. Cekirdek kompleksini olusturan proteinleri kodlayan genler,

2. Cekirdek kompleksinin DNA’nin hedef bdlgesine baglanmasi i¢in gereken
proteinleri kodlayan genler,

3. FANCD2 ve FANCI- monoubikutinlesen birimleri kodlayan genler,

4. DNA tamirinde gorev alan FA ve FA iligkili proteinleri kodlayan genler.

2.5.1. Cekirdek Kompleksini Olusturan Proteinleri Kodlayan Genler

Cekirdek kompleksi sekiz FA komplementasyon grubu genlerinin (A, B, C, G, F,
E, L, M) ve iki FA iliskili genin (FAAP24, FAAP100) kodladig:1 proteinlerden olusur.
Bu kompleksin fonksiyonu FANCD2 ve FANCI proteinlerini monoubikutinizasyona
ugratmak, bununla da DNA tamir proteinlerini aktive etmektir. Ayrica, FANCM ve
FAAP24 proteinleri DNA hasarin1 veya duraksamis replikasyon catalini tanimak ve

cekirdek kompleksinin hasar bolgesine yonlendirilmesinden sorumludur (5, 29, 38-40).

2.5.1.1. FA Komplementasyon Grubu A (MIM#227650) — FANCA Geni

FANCA (MIM*607139) geni 16q24.3 bolgesinde yerlesik, ters iplikgikten
transkibe olan 43 ekzonlu, 80 kb uzunlugunda bir gendir. Ensemble veritabaninda bu
genin 32 transkript varyanti olup, tek fenotiple iliskilendirilmistir. En biiyilik transkriptin
(NM_000135.2) wuzunlugu 5.451 bg¢ olup translasyonda sentezledigi peptidin
(NP_000126.2) uzunlugu ise 1.455 aa’dur.



17

~= Ters iplkgik 7920 kb
NM 000135.2 NP 0001262

Sekil 2-4: FANCA geninin referans transkript varyanti - (51)’den.

FANCA ilk klonlanan FA genlerinden biridir. Olgularin yaklasik %60’inda bu
gende mutasyon saptanmaktadir. Kodladigi protein FA/BRCA yolaginda niiklear
kompleksin bir birimi olarak gérev almakta, FANCG proteini ile stabil subkompleks
olusturmaktadir (52). Protein {iretimi olmayan homozigot mutasyonlu (null
mutasyonlar) bireylerde erken baslangicli anemi ve yiiksek l6semi riski, anormal protein

tireten diger FANCA mutasyonlarina gore daha siktir (33).

2.5.1.2. FA Komplementasyon Grubu G (MIM#614082) — FANCG Geni

FANCG (MIM*602956) 9p13.3 bolgesinde yerlesik, 14 ekzonlu, 8 transkript
varyanti olan ve ters iplik¢ikten sentezlenen bir gendir. En biiyiikk transkripti
(NM_004629.1) 2631 b¢ uzunlugundadir ve translasyonda 622 aa uzunlugunda bir
polipeptiti (NP_004620.1) kodlamaktadir.

NM_004629 1 NP_004620.1

Sekil 2-5: FANCG geninin referans transkript varyanti - (53)’ten.

FANCG mutasyonlari, FA iligkili diger gen mutasyonlarma gore daha agir
sitopeni ve 16semi acisindan daha yiiksek risk tasimasi ile karakterizedir, hi¢ protein
iretmeyen (null mutasyonlar) mutasyonlarda fenotip, normal olmayan protein

tiretenlere kiyasla daha agirdir.

2.5.1.3. FA Kompementasyon Grubu B (MIM#300514) - FANCB Geni
FANCB (MIM*300515) geni Xp22.2 bolgesinde yerlesik, ters iplikgikten
transkribe olan 10 ekzonlu, ensemble veritabaninda 4 transkript varyanti olan bir gendir

ve tek bir fenotiple iliskilendirilmistir. En biiylik transkriptinin (NM_001018113.1)
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uzunlugu 3008 bg, ilk iki ekzonu kodlanmamakta, translasyonda sentezledigi polipeptit

(NP_001018123.1) 859 aa’ten olusmaktadir.

NM_001018113.1 NP_001§18123.1
[I\/l!]:“‘-—_________——-"__ . _"“-—q___H___——F"'M___"'-—-_____-—-'"___.]\'va'f'ﬂ-__""----_f”’fﬂ

- Ters plikcik 29.66kh |

Sekil 2-6: FANCB geninin referans transkript varyanti - (54)’ten.

FANCB geni FA/BRCA yolaginda ¢ekirdek kompleksinin sekiz biriminden bir
proteini kodlamaktadir ve bu protein FANCL ve FAAP100 proteinleri ile birlikte stabil
bir subkompleks olusturmaktadir (55).

2.5.1.4. FA Komplementasyon Grubu L (MIM#614083) — FANCL Geni

FANCL (MIM*608111) 2p16.1 bolgesinde yerlesik, 14 ekzonlu, 10 transkript
varyanti olan ters iplikcikten sentezlenen bir gendir. En biiyiikk transkripti
(NM_001114636.1) 1698 b¢ uzunlugunda olup translasyonda (NP_001108108.1) 380
aa uzunlugunda bir polipeptid sentezlemektedir. Bu varyant, insan Mutasyon Veri
Bankasinda (HGMD) kullanilan referans transkripten (NM_018062.3), 7. ekzonda 45
baz daha kisa olmast ile farklidir.

Y R S Y S

~aTers iplikikc 82.10kb
NM_018062.3 NP_060532.2

Sekil 2-7: FANCL geninin referans transkript varyanti - (56)’dan.

FANCL proteininin E3 ubikuitin ligaz aktivitesine sahip PHD domaini, UBE2T
proteinini  E2  olarak  gorevlendirip, FANCD2 ve FANCI proteinlerinin
monoubikutinizasyonunu gergeklestirir (57-59). Niiklear kompleksin diger birimleri,
FANCL  proteinin FA/BRCA  yolagmmn ana hati olan FANCD2-I
monoubikutinizasyonunu diizenlemekle gorevlidir. In vitro kosullarda da FANCL
proteini niiklear kompleksin diger birimleri olmadan FANCD2-I

monoubikutinizasyonunu gerceklestirebilmesi bunun kanitidir.
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2.5.1.5. FA Komplementasyon Grubu C (MIM#227645) — FANCC Geni

FANCC (MIM*613899) geni 9q22.32 bolgesinde yerlesik, ters iplikgikten
transkribe olan 15 ekzonlu bir gendir. Birinci ekzonlar1 kodlanmayan 10 transkript
varyant1 vardir. En biiyiik transkript varyanti (NM_000136.2) 4585 b¢ uzunlugunda
olup translasyonda, 558 aa’lik bir polipeptiti (NP_000127.2) sentezler.

= Ters iplikeik 21865 kb
NM 000136.2 NP 0001272

Sekil 2-8: FANCC geninin referans varyanti - (60)’tan.

FANCC proteini FANCE ve FANCF genlerinin kodladigi proteinlerle beraber
FA/BRCA yolaginin niikleer kompleksinin subkomplekslerinden birini olusturmaktadir
(61, 62). FANCC genindeki mutasyonlar tek fenotiple iligskilendirilmistir. Bu gendeki c.
456+4A>T (IVS4+4A>T) founder etkisi olan Askenazi yahudilerinde sik gézlenen bir
mutasyondur. FANCC genindeki bu kirpilma hatasi mutasyonu ve diger sik goriilen iki
mutasyon [c.1642C>T (p.Arg548Ter), ¢.1661T>C (p.Leu554Pro)] erken baslangich
konjenital defektlerin ve hematolojik anomalilerin gozlendigi fenotipler igin yiiksek risk
tasirken, p.Asp23llefsTer23 ve p.GIn23Ter mutasyonlart konjenital anomaliler ve

kemik iligi yetmezliginde diisiik risk tagimaktadir (33, 63).

2.5.1.6. FA Komplementasyon Grubu E (MIM #600901) — FANCE Geni

FANCE (MIM*613976) 6p21.31’te yerlesik, 10 ekzonlu, 1 transkript varyanti
olan bir gendir. Transkript varyantt (NM_021922.2) 2554 b¢ uzunlugundadir ve
translasyonda 536 aa uzunlugunda bir polipeptit (NP_068741.1) sentezler.

14.74 kb

NM_021922.2 NP 0687411

Tlexi ipicgilgm

Sekil 2-9: FANCE geninin referens transkript varyanti - (64)’ten.
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2.5.1.7. FA Komplementasyon Grubu F (MIM#603467) — FANCF Geni
FANCF (MIM*613897) 11p14.3 bolgesinde yerlesik, tek ekzonlu, tek transkripti
olan bir gendir. Transkript (NM_022725.3) ters iplikcikten sentezlenerek, 4269 bg
uzunlugunda olup translasyonda 374 aa uzunlugunda bir polipeptiti (NP_073562.1)
sentezler.
\
]

-~ Ters iplikgik 427kb
NM_022725.3 NP _(73562.1

Sekil 2-10: FANCF geninin transkript varyanti - (65)ten.

2.5.2. Niiklear Kompleksinin DNA’min  Hedeflerine Baglamasi Icin Gereken
Proteinler

FANCM ve FAAP24 proteinleri cekirdek kompleksinin bir birimi olmakla
birlikte, en O6nemli fonksiyonlar1 DNA hasarini taniyarak, sahip olduklar1 niikleaz
domainleri ile heterodimer olusturup FA niiklear kompleksini hasar bdlgesine

baglamaktir (66).

2.5.2.1. FA Komplementasyon Grubu M — FANCM Geni

FANCM (MIM*609644) 14q21.2 yerlesik, 23 ekzonlu, 10 transkript varyanti
olan bir gendir. En biiylik transkript varyanti (NM_020937.3) 7111 b¢ uzunlugunda,
translasyonda sentezledigi polipeptiti (NP_065988.1) 2048 aa biiyiikliigiindedir.

NM 020937.3 NP_065988.1

Sekil 2-11: FANCM geninin referans transkript varyanti - (67)’den.

2.5.3. FANCD?2 ve FANCI- monoubikutinlesen birimler

2.5.3.1. FA Komplementasyon Grubu D2 (MIM#227646) — FANCD2 Geni

FANCD2 (MIM*613984) 3p25.3’de yerlesik, 43 ekzonlu, 13 transkript varyanti
olan bir gendir. En biiyiik transkript varyanti1 (NM_033084.3) 5219 b¢ uzunlugunda, ilk
ekzonu kodlanmayan, kodladig: polipeptiti (NP_149075.2) 1471 aa uzunlugundadir.
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73.25kb emp ;ﬂs -—

NM_033084.3 NP_1490752

Sekil 2-12: FANCD?2 geninin referans transkript varyanti - (68)’den.

FANCD2 genindeki mutasyonlar FA’li olgularin  %5’inden sorumlu
tutulmaktadir. FANCD2, FANCI proteini ile beraber posttranslasyonel modifikasyona
bagli olarak kromatinin digina ve igine haraket edebilecek dinamik bir kompleks
olusturur. FANCD2-I monoubikutinizasyonu FA/BRCA yolaginin ana hattini
olusturmaktadir. FANCI proteininin Ataksi Telenjiektazi ve Rad3 iligkili (ATR) protein
tarafindan fosforilizasyonu monoubikutinlesmis FANCD2-1 kompleksinin kromatine
lokalize olmasini saglar. FANCD2-1 monoubikutinizasyonunun ardindan kromatine
lokalize olan kompleks DNA tamir proteinlerinin aktiflesmesi ve DNA tamir

fonksiyonunun ger¢eklesmesini saglar (38, 69).

2.5.3.2. FA Komplementasyon Grubu | (MIM#609053) — FANCI Geni

FANCI (MIM*609053) 15926.1 bolgesinde yerlesik, 38 ekzonlu, 17 transkript
varyantina sahip bir gendir. En biiyiilk transkriptin ilk ekzonu kodlamamakta
(NM_001113378.1) 4743 b¢ uzunlugunda olup, translasyonda 1328 aa uzunlugunda bir
polipeptiti (NP_001106849.1) sentezlemektedir.

R e B A N e AT [T = [T A i

NM._ 00]1133781 NP UDl]USEJ

Sekil 2-13: FANCI geninin referans transkript varyanti - (70)’ten.

2.5.4. DNA Tamirinde Gorev Alan FA Komplementasyon Grublari

FANCD2-1 monoubikutinizasyonu FANCD1 (BRCA2), FANCJ (BRIP1),
FANCN (PALB2), FANCO (RADS5IC) gibi DNA tamir proteinlerinin aktiflesmesini
saglamaktadir (2, 29, 38-40).
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2.5.4.1. FA Komplementasyon Grubu D1 (MIM#605724) — FANCD1 (BRCA2)
Geni

BRCA2 (MIM*600185) 13q13.1 bolgesinde yerlesik, 28 ekzonlu, 7 transkript
varyanti olan bir gendir. Protein kodlayan, transkript varyantinin (NM_000059.3) ilk iki
ekzonu kodlanmamaktadir. Bu transkript 10984 b¢ uzunlugunda olup, translasyon ile

sentezlenen polipeptit (NP_000050.2) 3418 aa uzunlugundadir.

IERRILE A | e i S el

NM_000059.3 NP_000050.2

Sekil 2-14: FANCD1 geninin referans transkript varyanti - (71)’den.

BRCA2 tiimdr siipressor geni olarak FA diginda meme, over ve diger kanser
tiirleri ile iliskilendirilmektedir. FA/BRCA yolagindaki rolii, rekombinasyon mediatorii
olarak Rad51 niikleofilametlerin olusumunu ve DNA hasarinin HR mekanizmasi ile

onarilmasini saglamaktir (72).

2.5.4.2. FA Komplementasyon Grubu J (MIM#609054) — FANCJ (BRIP1) Geni

BRIP1 (MIM*605882) 17q23.2 bolgesinde yerlesik, 20 ekzonlu, 6 transkript
varyant1 olan ters iplikcikten transkribe ugrayan bir gendir. En biiylik transkipti, ilk
ekzonu kodlama yapmayan (NM_032043.2) 6048 b¢ uzunlugundadir ve translasyonda
1249 aa uzunlugunda bir polipeptiti (NP_114432.2) kodlamaktadir.

-lfas iplikgik 182.26 kb
NM 0320432 NP 1144322

Sekil 2-15: BRIP1 geninin referans transkript varyanti - (73)’ten.

BRIP1, BACH1 gibi de bilinen bir gen olup, kodladig1 protein RecQ DEAH —
box ailesine dahildir. BRIP1 proteini 5’3’ helikaz aktivitesine sahip olup normal
olmayan (Holliday ilmigi, duraksamis replikasyon catall) DNA yapilarina direkt
baglanma ve bu yapiy1r ¢ozme fonksiyonunu yapmaktadir. Bu protein FA ile iliskisi,
FA/BRCA yolaginda monoubikutinize-FANCD2’nin BRCAL1 ile etkilesimi i¢in gerekli
olan bir helikaz geni olmasidir (74). BRCAL proteini BRCT domaini ile etkileserek
DNA hasarin1 onarmasi i¢in BRCA2 ve RPA proteinlerini DNA’ya yerlestirir. Rad51
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niikleofilamentlerin ¢dziilmesine neden olarak HR mekanizmasinin sonlanmasinda
gorev aldigr diisiiniilmektedir. BRIP1 geninin biallelik mutasyonlart FA, monoallelik

mutasyonlar1 ise meme kanserine yatkinlik ile iligkilendirilmektedir (75).

2.5.4.3. FA Komplementasyon Grubu N (MIM #610832) - FANCN (PALB2) Geni
PALB2 (MIM*610355) 16p12.2 bolgesinde yerlesik, 13 ekzonlu, 6 transkript
varyant1 olan, ters iplik¢ikten transkribe edilen bir gendir.

3814 kb 1

-Tersip]-jiéé}k
NM 0246753 NP 0789511

Sekil 2-16: PALB2 geninin referans transkript varyanti - (76)’dan.
PALB2 proteini BRCA2 proteini ile etkileserek DNA’da dogru bolgeye

baglanmasini saglar (77).

2.5.4.4. FA Komplementasyon Grubu O ( MIM#613390) — FANCO (RAD51C) Geni

RAD51C (MIM*602774) 17922 bolgesinde yerlesik, 9 ekzonlu, 18 transkript
varyant1 olan bir gendir. En biiyiik transkript varyanti (NM_058216.2) 2591 b¢’den
olusup 376 aa uzunlugunda bir polipeptit (NP _478123.1) sentezler.

NM 0582162 NP_478123.1

Sekil 2-17: RAD51C geninin referans transkript varyanti - (78)’den.

2.5.4.5. FA Komplementasyon Grubu P (MIM #613951) — FANCP (SLX4) Geni
SLX4 (MIM*613278) 16p13.3 bolgesinde yerlesik, 15 ekzonlu, 3 transkript
varyantt olan ve ters iplik¢ikten sentezlenen bir gendir. Genin referans transkript
varyantinin (NM_032444.2) ilk ekzonu kodlanmamakta, uzunlugu 7307 bg¢ olup,
translasyonda 1834 aa biiytikliigiinde polipeptit (NP_115820.2) sentezlenmektedir.
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30,42 kb

NM_0324442 NP 1158202

Sekil 2-18: SLX4 geninin referans transkript varyanti - (79)’dan.

SLX4 geninin kodladigr yapr spesifik endoniikleaz birimi ERCC4-ERCC1,
MUSB81-EME1 ve SIx1 endoniikleaz proteinleri ile birlikte multiprotein kompleksi
olusturmakta ve spesifik DNA hasarlarinin  tamirinde, replikasyon c¢atali
duraksamalarinda hiicresel yanitin verilmesinde fonksiyon gostermektedir. Ilaveten,
MSH2/MSH3 yanlis eslesme tamir kompleksi, TERF2 (TRF2)-TERF2IP (RAP1)
telomer baglanma kompleksi, PLK1 protein kinazi ve SLX4IP (C200rf94) gibi bakim
ve tamir proteinleri ile iliskilidir (80-82).

2.5.4.6. FA Komplementasyon Grubu Q (MIM#615272) — FANCQ (ERCC4) Geni
ERCC4 (MIM*133520) 16p13.12 bolgesinde yerlesik, 11 ekzonlu, 8 transkript

varyanti olan bir gendir. En biiyiikk transkript varyanti (NM_005236.2) 6758 bg

uzunlugundadir ve translasyonda 916 aa‘lik polipeptiti (NP_005227.1) sentezler.

3215 kb Tleri iplikcik |

NM_005236.2 NP_0035227.1

Sekil 2-19: ERCC4 geninin referans transkript varyanti - (83)’ten.
Kodladig1 protein ERCC1 proteini ile birlikte kompleks olusturarak, NET de 5’
ucunda kesme asamasinda gorevlidir. Ayrica, bu kompleks EMEI proteini ile

etkilesime girerek DNA tamirinde endoniikleaz aktivitesi gostermektedir (84, 85).

2.5.4.7. X-Ray Repair Complementing Defective Repair In Chinese Hamster Cells 2
Geni (XRCC2)

XRCC2 (MIM*600375) 7q36.1 bolgesinde yerlesik, 3 ekzonlu, 2 transkript
varyant1 olan ve ters iplik¢ikten sentezlenen bir gendir. Kodlanan transkript varyanti
(NM_005431.1) 3067 b¢ uzunlugundadir ve translasyonda 280 aa biiyiikliiglinde bir
protein (NP_005422.1) sentezlemektedir.
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—aaTers iplikg; I 29.66 kb - <|]

NM_005431.1 NP_0054221

Sekil 2-20: XRCC2 geninin referans transkript varyanti - (86)’dan.

XRCC2 geni RecA/Rad51 iliskili protein ailesinin bir proteinini kodlamaktadir.
Bu protein CSK’nin HR ile tamirinde gorevlidir (87).

2.6. FA’da Tam
FA tanisi klinik ve genetik olarak iki yaklasimla incelenir;
1. Klinik tan1 — fizik muayene ve hematolojik bulgular

2. Genetik tan1 — sitogenetik ve molekiiler genetik testler

FA, AA ve hematolojik malign tiimorlerin en sik genetik nedenlerinden biri
olmasina karsin ayirict tanisinin konulmasi igin benzer fenotiple giden diger hastaliklar
klinik, sitogenetik ve molekiiler olarak dislamak gerekmektedir. Diger kirik kromozom
sendromlarinda, Ornegin Bloom sendromu ve Ataksi Telenjiektazi’de de yiiksek
diizeyde spontan kromozom kiriklar1 olugsmakta ancak DEB testinde artmig kromozom
kiriklar1 FA I hiicrelerde gosterilebilmektedir.

Nijmegen kirtk sendromu (NKS), OR kalitim gosteren, boy kisaligi, kognitif
yetenegin kaybi ile birlikte progresif mikrosefali, kadinlarda erken over yetmezligi,
tekrarlayan sinopulmonar enfeksiyonlar, kanser riskinin artmasi (6zellikle lenfomalarin)
ile karakterize, MMC ile artmis kromozom kiriklar1 gosterebilen bir hastaliktir. NKS’nu
FA’dan ayiran ozellik, olgularin neredeyse %100’tinde NBS1 geninde dizi analizi ile
mutasyon saptanmasidir; ayirici tan1 molekiiler genetik test ile konabilmektedir.

Seckel sendromu biiyiime geriligi, entelektiiel yetersizlik ile giden mikrosefali,
karakteristik ‘kus bas1’ yiiz goriiniimii ile karakterize, DEB ve ya MMC gibi ¢apraz bag
yapict etkenlerle kromozom kiriklarinda artis gosteren bir hastaliktir. Bazi Seckel
sendromlu bireylerde pansitopeni ve/veya AML goriilebilir. En az iic gendeki
mutasyonlar Seckel sendromu’ndan sorumludurlar. Bunlardan en iyi bilineni ATR
genidir.

Norofibromatozis Tip 1 (kahve rengli lekeler ve ndrofibromlar), TAR sendromu

(radius yoklugu ile giden trombositopeni) ve FA iliskili olmayan VACTERL birlikteligi
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(radial 151 defektleri) gibi diger hastaliklar DEB ve ya MMC testi ile FA’dan ayirt
edilebilmektedir (33).

2.6.1. Sitogenetik Tani

FA’nin sitogenetik tanist ¢apraz bag yapict ajanlarin etkisi ile kromozom
kiriklarinin ve yeniden diizenlenmelerinin olusumuna dayalidir. Bu nedenle klinik
olarak FA diisiiniilen olgularda, kromozom kirik testi bulgular1 tan1 koymada 6nemli yer
tutmaktadir. Bu testte her hasta i¢in ti¢ kan kiiltiirii (0,5ml heparinli kan 4,5 ml %15
fetal dana serumu, %1 antibiotikler, %1 L-glutamine ve %1 fitohemaggqlutinin igeren
RPMI besiyerinde kiiltiire edilir) yapildiktan 24 saat sonra kiiltiirlerden ikisi final
konsantrasyonu 0,1 mg/ml olan ¢apraz bag yapici ajanlarla (DEB, MMC veya NTM)
indiiklenir, biri ise spontan kromozom kiriklarini test etmek tizere indiiklenmez. Kirk
alt1 saat sonra kiiltiirlere final konsantrasyonu 0,1 mg/ml olmak iizere kolsemid eklenir.
Kolsemid eklendikten 2 saat sonra Kkiiltiirler standart sitogenetik metodla c¢aligilir.
Preparatlar Giemsa boyasi ile boyanir ve analiz edilir. Toplamda 50 metafaz hiicresi
kromozomal kiriklar agisindan analiz edilir ve skorlanir. Sonuglar normal hiicreler ve
FA pozitif hiicrelerle kiyaslanir. Olgularda DEB ve MMC testinde kromozomal
kiriklarin artis1 gozlenirken, tasiyicilarda sonu¢ normal aralikda olur. DNA klastojen
ajanlarin olmadig: kiiltiirler spontan kirik hizin1 degerlendirmek icin kullanilabilir. Kan
sonucu normal ve ya yetersiz ise, ya da mozaisizm siiphesi varsa sitogenetik taninin deri
fibroblastlarinda DEB veya MMC teknigi ile tekrarlanmasi gerekir. Ancak, kromozom
kirik testleri yalnis pozitif sonuglar verebilir.

FA’'nin tamisinda periferik kan lenfositlerinin  hiicre sikliis profilinin
degerlendirilmesi de yararlidir. FA’I1 hiicrelerin ¢apraz bag yapici ajanlarina maruz
kalmadan hem o6nce, hem de sonra G2/M fazinda sayisinin dikkat ¢ekici sekilde artmasi

gozlenir (2, 27).

2.6.2. FA’da Molekiiler Genetik Tam
FA’nin sitogenetik tanist konulduktan sonra, komplementasyon analizi ile

mutasyonun hangi gende oldugu belirlenir ve o genin dizilenmesi saglanir.
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Komplementasyon testinde mutant FA cDNA’sin1 tasiyan referans retrovirus
hiicre serileri olusturulur. Her referans hiicre serisi farkli gendeki mutasyonu tasir.
Aragtirilacak materyalin de hiicre kiiltiirii yapilir, sonra bu kiiltlir yar1 — yariya olmak
tizere referans hiicre serileri ile karistirilir (elektroporasyonla transdiiksiyon yapilir).
Belli siirelerde yapilan inkiibasyon ve ¢esitli santrifiigasyon agamalarindan sonra ¢apraz
bag yapict ajanlarla indiiklenir ve analiz edilir. Analiz sonucunda kromozom
kiriklarinda artis ve multiradiyal figiirler gézlenmisse, referans ve olgu hiicrelerinin ayni
komplementasyon grubundaki gende mutasyon tasidigi disiniilir. Bu test
komplementasyon grubu belirleninceye kadar mevcut referans hiicre serileri ile devam
eder.

FA’nin molekiiler tanisi, sendrom ile iliskili toplam 17 gen (15 gen ve FA fenotipi
ile iligkili bulunan 2 gen) nedeniyle ¢ok zordur. Ancak komplementasyon analizi ile
grubunun belirlenmesi molekiiler tani i¢in yonlendirici olmaktadir. Tablo 2-3’de FA
fenotipi ile iliskili genler, mutasyon oranlar1 ve molekiiler test stratejileri gosterilmistir.
Bazi kapali toplumlarda founder etki nedeniyle hedef mutasyon boélgesinin dizilenmesi
ile tam planlanabilmektedir. Ornegin, Askenazi yahudilerinde FANCC geninde
c.456+4A>T mutasyonu sik oldugundan bu hastalarda, sitogenetik tani konulduktan
sonra dncelikle FANCC geninde hedef bolge dizilenmesi dnerilmektedir (33).

Tablo 2-3: FA fenotipi ile iliskili genler, mutasyon oranlari ve molekiiler test stratejisi -

(30)’dan.
Komplementasyon grubu Gen Mutasyon orant | Test Mutasyon tipleri
. . Dizi varyantlari
Dizi analizi
FA-A FANCA %60-70 Ekzon ya da tiim gen
Del/dup® analizi
delesyonlart
o o Dizi varyantlari
Dizi analizi
FA-B FANCB ~%2 . Ekzon ya da tiim gen
Del/dup analizi
delesyonlari
o C.456+4A>T, 67delG
Hedef mutasyon analizi
o o Dizi varyantlari
FA-C FANCC ~%14 Dizi analizi
. Ekzon ya da tiim gen
Del/dup analizi
delesyonlari
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FA-D1 BRCA2 ~%3

FA-D2 FANCD2 |~%3

FA-E FANCE ~%3

FA-F FANCF ~%2

FA-G FANCG ~%10

FA-I FANCI ~%1 Dizi analizi Dizi varyantlari

FA-J BRIP1 ~%?2

FA-L FANCL ~%0,2

FA-M FANCM ~%0,2

FA-N PALB2 ~%0,7 Del/dup analizi Ekzon ya da tim gen

delesyonlar1

FA-O RAD51C | ~%0,2

FA-P Dizi analizi Dizi varyantlari
SLX4 ~%0,2

1: del/dup-delesyon/duplikasyon

2.7. FA’da Genetik Damisma

FANCB, XBR kalitim gosterirken diger tiim FA genleri OR kalitim gosterir. OR
FA igin tasiyici ailelerde hasta gocuk riski %25, fenotipik olarak normal hastalik i¢in
tastyict ¢ocuk riski %50 ve saglikli genotipe sahip ¢ocuk olasiligi %25 dir. XBR FA
icin tasiyici disilerin erkek cocuklari i¢in hastalik riski %50, kiz cocuklari igin
asemptomatik tasiyict olma olasiligi da %50°dir. Hem XBR, hem de OR FA igin
ailedeki hastalik iliskili mutasyon biliniyorsa ailedeki tasiyicilarin belirlenmesi ve risk
tasiyan gebeliklerde prenatal tani olanaklidir.

Literatiirde, olgularin % 15’inde somatik mozaisizm saptandigi bildirilmektedir
(88). Ozellikle kromozom instabilite sendromlarinda “geri doniis” mutasyonlari
gozlenmektedir. Bu geri mutasyonlarla, ilk mutasyonla kaybedilen gen aktivitesi ikinci
mutasyonla tekrar kazanilmaktadir. Yapilan calismalarda fibroblast kiiltiirlerinden elde
edilen DNA o6rneklerinde FA iliskili genlerde biallelik mutasyon saptanmasina karsin

olgularin periferik kan lenfositlerinde tek allel mutasyonlarinin gdzlenmesi bu tiir
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mutasyonlarla agiklanmaktadir. Bu geri mutasyonlar kardes kromatid degisimi
esnasinda intragenik mitotik rekombinasyon veya replikasyon hatast sonucu
olusmaktadir. Somatik mozaisizmin olusumunda bir diger mekanizma olarak {i¢iincii bir
de novo diizeltici mutasyonun olusmast ve bunun sonucunda hastalik bulgularinin

hafifledigi bildirilmektedir (89, 90).

2.8. FA’da Tedavi

FA’li olgularin  ~%50’sinde androjen uygulanmast kan hiicre sayisini
arttirmaktadir. Tedaviye en erken cevap, uygulamanin ilk ya da ikinci ayinda kirmizi
kan hiicrelerinin artimi ile baslar ki, bu da kendini retikulositoz ile gosterir. Lokosit ve
trombosit cevabi degiskendir. Trombosit cevabi genelde tamamlanmamis olur ve
tedaviye basladiktan bir ka¢ ay sonra yanit verir. Bu yanitlar gegici olup, genelde
eritrositlerin sayisinin artmasina yoneliktir. Zaman gegtikce tedaviye direng baslar
(genelde yillar sonra). Onerilen standart androjen oksimetolon olup, baslangi¢ dozu 2-5
mg/kg/glindiir. Androjen uygulanmasinin yan etkileri karaciger toksisitesi, safra
kanallarimin tikanmast, karaciger peliozu ve hepatik tiimorlerdir.

Grantilosit uyarici faktor [Granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF)] derialti
olarak uygulanmasi bazi bireylerde noétrofil sayisimi arttirir. Bu tedaviye baslamadan
once ve tedavi siirecinde kemik iligi aspirasyonu ve biopsisi yapilmalidir (91).

FA’da kemik iligi yetmezliginin primer tedavisi hematopoetik kok hiicre
transplantasyonu (HKHT)’dir. Temelinde DNA tamirinin bozuklugu oldugundan
olgularda transplantasyon islemi icin yogun sekilde kemoradyasyon kullanimi yiiksek
derecede toksik olabilir. Transplantasyon sonrasinda kemoradyasyona bagli fiziksel
hasarlar (pulmonar ve renal toksisite, veno-okliizif hastalik) graft versus host hastaligi
(GVHD), immun hasar ve endokrinopatiler gibi ¢coklu komplikasyonlar olusabilir. Cogu
ailede doku uyumlu kardesin olmamasi, ailenin donor kardes amagli preimplantasyon
genetik taniya bagvurmalarma neden olur. Alternatif donor segenegi ile yapilan
HKHT de komplikasyon riski artabilir ve basarisiz sonug elde edilebilir. HKHT yiiksek
kanser riski gibi hematopoetik olmayan komplikasyonlar acisindan tedavi edici degildir.
Kok hiicreler kemik iliginden, G-CSF ile uyarilmis periferik kandan ve ya kordon
kanindan alinabilir. Ideal olarak HKHT’yi hematopoetik destek icin verilen

transflizyonlardan ve erken baslangicli MDS/l6semiden 6nce yapilir (92).
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FA gen tedavisi i¢in en iyl adaylardandir. Mutant genin belirlenmesini takiben,
saglikli cDNA tasiyan retroviral veya lentiviral verktorlerin {retilmesi ve
transdiiksiyonu ile gergeklestirilir. FA’da gen tedavisinin olgularda uygun hematopoetik
kok hiicrelerin ex vivo transdiiksiyon i¢in az miktarda olmasi, erken yaslarda alinmasi
ve saklanmasi gibi birgok zorluklari vardir. Bununla beraber gen tedavisi, aktarilan
vektor yakinhigindaki proto — onkogenin malign klonlarin artigina neden
olabileceginden I6semi riski tagimaktadir. Kosullandirma rejiminde yapilacak olan
gelismeler FA’nin  gen tedavisindeki verimliligi ve gilivenirliligi arttiracagi
beklenmektedir (93).

Olgularin birgogunda gozlenen hipotiroidizmin tedavi edilmesi biiylimede 6nemli
gelismeye neden olur. Olgularin tahminen %50-70’inde biiyiime hormonu eksikligi de
oldugundan biiyiime hormonu tedavide kullanilir. Ancak, biiytime hormonunun uzun
stire kullaninmmin AML veya diger kanserler i¢in risk artisina yol actigi konusu
tartismalidir (94, 95).

Olgularda siklikla AML, bas, boyun ve jinekolojik sistemin skuamoz hiicre
karsinomu gozlenir. Basarili transplantasyon sonucunda ortaya ¢ikan zorluklardan biri
FA iligkili kanserlerin tedavi ve yonetimidir. Kemo ve radyotoropatik rejimin olgulara
sitotoksik etkisinden dolay1 tedavi FA olmayan bireylerin kanser tedavi stratejisinden
farkli olmalidir. Olgular yilda bir kere kemik iligi aspirasyonu yaptirarak premalign
klonal ¢ogalmasi acisindan degerlendirilmeli ve biitiin olgulara HPV asilama
yapilmalidir (34, 96).

FA komplementasyon grublarina gore olusabilecek kanser tiirleri degisebilir.
Orn., FANCD1 mutasyonlar1 Wilms tiimérii, ndroblastoma ve medullablastoma gibi
beyin tiimorleri ile iliskilidi. FANCD1, FANCJ, FANCO, FANCN heterozigot
tastyicilart ise meme, over ve pankreatik kanserlere yatkinlik gostermektedir (97-99).

FA’nin biyolojisinin anlagilmis olmasina ragmen tedavisi zordur. Olgularda FA
kok hiicrelerinin reaktif oksijen tiirleri (ROS), serum formaldehidi gibi endojen DNA
hasar1 olusturan maddelere karsi hassas olmalar1 tedavi silirecinin zor olmasinin
nedenlerindendir. Bu hassasiyet erken gelisme evresinde hematopoetik kok hiicre
kaybina neden olabilir. Bu nedenle, antioksidan kullanimi olgularda hastalik bulgularini
kismi bile olsa azaltabilir. G2/M denetim noktasinin kaldirilmasi FA klinik bulgularinin
azalmasina neden olabilir, fakat bu uzun siirerse, olgularda zamanla 16semi ve

miyelodisplazi olugabilir. Olgularda 6nciil hematopoetik kok hiicrelerinde p53 ve onun
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yakinliginda bulunan p21 proteinlerinin fazla sentezi gozlenir ki, bu da hiicre
sikliistiniin durdurulmasina, HKH’lerin apopitozuna neden olur. Bu nedenle, p53
inhibitorlerinin tedavi amacl kullanimi yararli olabilir, fakat yine de l6semi riskinin
artmas1 sdz konusudur. Indiiklenmis pluripotent kok hiicre transplantasyonu FA
acisindan yararli bir tedavi secenegi olabilir. Olgularin kendi hiicrelerinin yeniden

programlastirilip, transplante edilmesi daha az komplikasyon olusturabilir (100, 101).

2.9. Molekiiler Yontemler
2.9.1. DNA Dizileme Y éntemleri

2.9.1.1. Sanger Dizileme

Frederick Sanger ve ark.’lar1 1977 yilinda, 3’°0OH grubu olmayan modifiye
niikleotidlerin  (dideoksiniikleotid-ddNTP) kullanimiyla DNA zincir uzamasinin
sonlandirilmasi esasina dayali bir DNA dizileme yontemini kesfettiler. 30 yili agkin bir
stiredir Sanger dizileme (SD), en ¢ok kullanilan ve altin standart olan bir DNA dizileme
yontemi oldu ve halen, tan1 ve arastirma ¢alismalarinda sik olarak kullanilmaktadir.
Loyd M. Smith ve ark.’larinin, her bir DNA bazinin farkli florofor ile isaretlenmesi ve
poliakrilamid jel elektroforezi sirasinda tarayict ile bu bazlarin dizisinin
belirlenebilmesiyle, SD otomatize edilmistir. Floresan boya ile isaretli ddNTP’lerin
kullanimiyla birden fazla 6rnegin ayni anda dizilenmesi miimkiin olmus, ve bu islemler
bilgisayar sistemlerinin yardimi ile entegre edilerek otomatize edilmis ve boylece es
zamanli 384 6rnegin dizilenmesi saglanabilmistir. Bu sistemler her bir yiiriitmede 600-
1000 baz uzunlugundaki DNA dizisini yiiksek dogruluk oranlariyla okuyabilmektedir
(102, 103).

2.9.1.2. Yeni Nesil Dizileme

Insan genom projesinin tamamlanmasindan sonra, ikinci ya da yeni nesil dizileme
(YND) olarak adlandirilan masif paralel dizileme yontemleri gelistirilmeye
baslanmustir. Ik olarak 2005 yilinda, 454 platformu Life Sciences tarafindan piyasaya
stiriilmiistiir. Bir y1l sonra Solexa tarafindan Genome Analyser ve Agencourt tarafindan
SOLID YND platformlar1 piyasaya siiriilmiistiir. Daha sonra Agencourt, Applied
Biosystems tarafindan (2006); 454 Life Science, Roche tarafindan (2007) ve Solexa
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Illumina tarafindan satin alinmigtir. 2011 yilinda ise 3 major YND platformu daha
gelistirilmistir: lon Torrent’s PGM, Pacific Biosciences’ RS (Pac Bio) ve the Illumina
MiSeq (104).

YND yontemi, bir ornekten elde edilen DNA’nin milyonlarca fragmaninin es
zamanlt olarak dizilenmesi esasina dayanan yiiksek sayida dizileme yontemidir.
Giiniimiizde en ¢ok kullanilan YND platformlari; lon Torrent PGM ve Illumina
MiSeq’dir. Bu platformlarin temel basamaklari; taslak (template) hazirlama, dizileme,
gorlintiilleme ve elde edilen verilerin analiz edilmesidir (105).

454 platformu, taslak hazirlama asamasinda, boncuklar iizerine baglanmis tek bir
kalip molekiilin emiilsiyon PZR ile cogaltilmasi yontemini kullanir. PZR sonrasi,
tizerinde milyonlarca klonal kopya bulunan boncuklar, her bir kuyuya bir boncuk
girecek sekilde tasarlanmis pikolitrelik kuyucuklara yiiklenir ve her bir kuyucuktaki
fragmanlar paralel olarak pirosekans yontemiyle dizilenir (106).

Solexa, Illumina platformunda, DNA fragmanlarini yakalamak i¢in solid cam
yiizeyler kullanilir ve bu yiizeyde koprii PZR ile her bir DNA fragmani ¢ogaltilarak
klonal DNA kiimeleri elde edilir. Daha sonra floresan isaretli reversibl terminatorler
kullanilarak, SD’ye benzer bir yontemle senteze dayali dizileme yapilir. HHlumina MiSeq
daha kii¢iik laboratuvarlar i¢in tanisal amagli, HiSeq 2000 platformu ise daha yiiksek
kapasiteli dizilemeler [tim ekzom dizileme (TED), tim genom dizileme (TGD)] igin
gelistirilmistir (107).

SOLID, Life Technologies tarafindan piyasaya siiriilen iigiincii ticari YND
platformudur. Bu platformda da emiilsiyon PZR ile ¢ogaltilmis boncuklar iizerindeki
klonal DNA fragmanlar1 dizilemede kullanilir. Bu sistemde floresan isaretli di — baz
problar kullanilarak ligasyon temelli dizileme yapilir (105).

Helicos, HeliScope tarafindan gelistirilen ilk ticari tek molekiil dizileyicidir.
Ancak yiiksek maliyeti ve okuma uzunlugunun kisa olmasi sistemin dezavantajlaridir.
Helicos, dizileme hizmetini sadece merkezi olarak yiirtitmektedir.

Pac Bio sistemi, tek molekiiliin ger¢cek zamanli dizilenmesine olanak taniyan bir
platform olarak gelistirilmistir. Bu sistemde; 50 nm genisligindeki kuyucuklarin dibine
baglanmis polimerazlar vasitasiyla kalip DNA molekiillerinden y-fosfat floresan ile
isaretli niikleotidler kullanilarak yeni zincir sentezlenirken, her bir baz i¢in 6zgiin
floresan 151ma algilanir ve bdylece DNA dizisi gercek zamanli olarak belirlenir (103,

104, 108).
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lon Torrent / Life Technologies bu ¢alisma kapsaminda kullanilan platformdur.

lon Torrent Teknik Ozellikleri

Life Technologies tarafindan 2010 yilinda piyasaya siiriilen Ion Torrent, 454
platformuna benzer sekilde senteze dayali dizileme yapar ve niikleotidlerin uzayan
DNA zincirine eklenmesi sonucu a¢iga ¢ikan H™ iyonlarmin neden oldugu pH
degisimlerini algilayan bir sisteme sahiptir. Dolayisiyla diger sistemlerden farkli olarak
dizileme i¢in floresan isaretli niikleotidlere, kamera ya da lazer sistemlerine ihtiyag
duymaz. Bu da Ion Torrent platformunu daha ekonomik olmasini saglar.

lon Torrent platformunda kiitliphane ve taslak hazirlama asamalar;; DNA’nin
fragmantasyonu, DNA fragmanlarinin uglarinin enzimatik olarak modifikasyonu ve
adaptorlerin baglanmasi, adaptdr bagli kiitliphane {riinlerinin emiilsiyon PZR ile

¢ogaltilmasi asamalarindan olusur (sekil 2-21).

TASLAK HAZIRLAMIA

Genomikveya cDNA

iphane hazirla

DNA'nin fr Adzptér bagl

¥ ¥

Kiitiiphanenin amplifikssyonu

Emiilsiyon PZR

e |
=y " = _*“,nl l!\-‘,

kiigiik boncuklar lizerinde DA 2mplifikesyonu  <o)ig bir yiizeyde képrii PZR ile amplifikasyon

DIiZILEME ve GORUNTULEME
lon torrent PGM Miseq
ATAGTCAGCTG ATAGTCAGCTG
TAT T&T
l\ pH degisimi l\‘ Floresan isima

N i«

VERI ANALizI

Sekil 2-21: lon Torrent ve Miseq platformlarinda taslak hazirlama asamalar1 — Grada
(109)°den.

Ucglarina adaptor baglt DNA fragmanlari, {izerlerinde adaptor dizilerin
tamamlayic1 bazlarindan olusan dizilerin kovalent olarak bagli bulundugu boncuklarla
eslestirilir ve igerisinde PZR i¢in gerekli reaktiflerin ve polimerazin bulundugu yag
migelleri olusturularak her bir DNA fragmani emiilsiyon PZR ile amplifiye edilir.

Sonraki asamada, amplifiye olmus DNA fragmanlarim1 tasiyan boncuklar, yag
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pargaciklari, reaktifler ve amplifikasyona katilmamis boncuklardan ayristirilir
(zenginlestirme agamast).
lon Torrent’in genomik DNA’dan dizilenmeye hazir iiriinlere kadar olan biitiin

h™ 2 sistemi ve lon Chef

asamalar1 i¢in iki sistemden yararlanilmaktadir; Ion One Touc
sistemi.

lon One Touch™ 2 sistemi, 2 cihazdan olusur; Ion OneTouch™ 2 ve Ion One
Touch™ ES. Ion One Touch™ 2 taslak hazirlama, Ion OneTouch™ ES zenginlestirme
islemini otomatize olarak yapar. Sistemin normalize edilip esit miktarda birlestirilmis
kiitiiphane tiriiniine (hedef bolgelerin multipleks PZR ile ¢ogaltilmasi, primer uglarinin
kismi kesilmesi, barkod — adaptdr baglanmasi, purifikasyon ve normalizasyon
sonucunda elde edilen iiriin) ihtiyaci vardir. Sistem, gerekli malzeme ve soliisyonlari
yiiklendikten sonra taslak hazirlama ( emPZR) ve zenginlestirme asamalarini otomatize
olarak yapar. Islem sonunda zenginlestirilmis iiriinler +4°C’de 3 giin bekletilebilir ya da
cipe yiiklenerek dizileme yapilabilir.

Ion Chef sistemi tek bir cihazla 8 Ornegin bir veya iki primer havuzu igin
kiitiiphane ve taslak hazirhigini, ¢ip yiiklemesini yapabilen otomatize bir sistemdir. s
akist ¢cok kolay ve zaman kazandirict olup 15 dakika igerisinde, kiitiiphane hazirlamasi
icin yaklasik 10-12 ng DNA ve gerekli malzemeleri cihaza yiikleyerek dokunmatik
ekrandan baglat komutu verilmekte ve ~7 saat sonra hazirlanan kiitiiphane ile taslak
hazirlama asamasina gecilebilmektedir. Taslak hazirlama, zenginlestirme ve ¢ip
yiikleme i¢in de aym sekilde gerekli malzemeler cihaza yiliklenmekte ve otomatik olarak
yapilmaktadir. Islem sonunda yiiklenmis ¢ip/cipler alinarak Ion PGM, Ion Proton veya
lon S5/S5XL cihazlarina dizilenmek iizere yiiklenmektedir. Zenginlestirme sonrasi elde
edilen boncuklar, dizi primerleri ve polimeraz eklenmesi sonrasinda lon Chip
kuyucuklarma yiiklenir. Bu kuyucuklarin her biri uzayan DNA zincirine uygun bazin
katilmas1 sonucu agiga ¢ikan H* iyonlarinin olusturdugu pH degisimlerini algilayarak
elektrik sinyallerine doniistiiriir ve bu sinyaller kaydedilir (Sekil 2-22). Belirli bir sirada
her bir baz (A, G, C, T) i¢in tekrarlayan dongiilerle bu islem tekrar edilir ve bdylece her
bir kuyucukta bulunan DNA dizisi belirlenir (110).
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Sekil 2-22: a) lon Torrent lon Chip’in yapisi. b) Uygun bazin diziye girmesi sonucu H
salimmm — Mardis (103)’den.

Ion Torrent’in giinimiizde daha ¢ok tanisal amagli gen panelleri i¢in tasarlanmis
daha diisiik kapasiteli lon PGM ve TED veya TGD gibi yiiksek kapasiteli dizilemeler
icin tasarlanmis lon Proton ve lon S5/ S5XL sistemleri mevcuttur. Sistemin lon Proton |
(PI) ve lon Proton II (PII) olarak isimlendirilen ¢ipleri lon PGM sisteminin ¢iplerine
nazaran 1000 kere daha fazla veri elde edebilecek hafizaya sahiptir. Bu ¢ipler sayesinde
cok az (~5 ng) DNA yogunluklari ile kiitiiphane hazirlama yapilabilir, 2-4 saat gibi kisa
bir siire igerisinde TGD ve TED gergeklestirilerek en az 10 GB’a kadar veri elde
edilebilir.  TED/TGD gibi yiiksek kapasiteli ¢alismalarda, islemler otomatize
edildiginden daha hizli ve az maliyetli olan ION S5/S5XL sistemi tercih edilir. Sistemin
isleyisi ve avantajlarimi kisaca su sekilde oOzetlenebilir: reaksiyon maddeleri ile
doldurulmus kartuslar sayesinde laboratuarda manuel isler 45 dakikaya kadar
kisaltilabilir; ti¢ farkli ¢ipte, ayn1 anda, ayr1 yiikklemeler yapilabilir; 2,5 — 4 saatlik
yiiriitme zamani ile birlikte toplamda 24 saatte sonug alinabilir; kompleks hastaliklar ve
yolaklarin arastirilmasinda bile 1 ng DNA veya RNA yeterli olur; Torrent Suite™ ve
lon Reporter™ (IR) yazilimlari ile veri analizi kolaylikla yapilabilir. Ton Torrent
sisteminin zayif noktas1 8 bazdan daha uzun homopolimer bolgelerde baz sayisint dogru
saptayamamasidir (103, 104) Bu sistemlerde kullanilan ¢ip modelleri ve ozellikleri

Tablo 2-4’de gosterilmistir.



Tablo 2-4: Ton Torrent platformunda kullanilan ¢ipler ve 6zellikleri - (110)’dan.

36

Ozellik PGM 314! |PGM 316! |PGM 318! |PI? ION 520° ION 530° ION 540°
. . . . ~90-100 ~90-100 ~90-100
Sensor sayist | 1.2 milyon 6.1 milyon 11 milyon 165 milyon )
milyon milyon milyon

100 milyon . . . 15 milyar| 3-8  milyar| 12-30 milyar
Baz sayisi 1 milyar baz |2 milyar baz |10 milyar baz

baz baz baz baz
Cahisma siiresi | 2-4 saat 3-5 saat 4-7 saat 2-4 saat 2,5-4 saat 2,5-4 saat 2,5 saat
Ort. baz
okuma 200/400 baz |200/400 baz |200/400 baz | 200 baz 200/400 baz | 200/400 baz | 200/400 baz
uzunlugu
OKkuma sayis1 | 0.6 milyon |3 milyon 5.5 milyon 82 milyon 3-5 milyon | 15-20 milyon | 60-80 milyon

1: lon PGM sisteminde kullanilan ¢ipler
2: Ton Proton sisteminde kullanilan ¢ip

3: Ton S5/S5XL sisteminde kullanilan ¢ipler

lon Torrent sisteminde sik yerlestirilmis her birinin altinda ion sinyali alicisi
bulunan milyonlarca kuyucuga sahip ¢ip tiizerinde dizileme yapilmaktadir. Sistem
dizileme sirasinda amplikonlara dNTP baglandiginda her bir kuyucuktan ¢ikan H*

ionlarin1 algilayarak ham verilere donlismektedir. Ham veriler baz isimlendirme,

haritalama ve varyant isimlendirme basamaklarindan olusan bir is akis1 ile
islenmektedir.

Bu basamaklar;
1. Sinyal isleme: bu asamada alinan ion sinyalleri voltaja dondistiiriiliilerek DAT

dosyasinda toplanmaktadir.

2. Baz isimlendirme (base calling): NTP akis1 sirasinda kuyularda her bir dNTP
baglandiginda isaretlenen bazlar WELLS dosyasinda toplanmaktadir. Baz
isimlendirilirken hangi kuyucuktaki amplikonlara, hangi dNTP’nin, kag¢ tekrarla

baglandig1 ionogram grafigi olarak goriilebilmektedir (Sekil 2-23) .
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Sekil 2-23: fonogram goriintiisii.

Sistemde, ionogram verisi haritalanmamis BAM (Binary Alignment Map) dosyasi
formatina cevrilerek saklanmaktadir.

3. Haritalama: ionogram okumasi sonrasi haritalanmamis BAM dosyasina
dontistiiriilen dizi bilgileri her bir amplikon igin referans genomla eslestirilerek
haritalanmis BAM dosyasina doniistiirtilmektedir. Torrent Server haritalamada 6zgiin
olarak yazilmig Torrent Mapping Alignment Program-TMAP algoritmasin
kullanmaktadir (111). TMAP lon Torrent verilerini haritalamak i¢cin BFAST algoritma
yazarlar tarafindan yapilan, detaylar1 aciklanmamis olan bir algoritmadir. Haritalama
sonras1 sistem 3 ayr1 kalite degerlendirmesi yapmaktadir: haritalama kalitesi 17
(alignment quality-AQ17) - %2 ve daha diisiik hata payi ile haritalanan baz sayisi,
haritalama kalitesi 20 (alignment quality-AQ20) - %1 ve daha diisiik hata pay1 ile
haritalanan baz sayisi ve milkkemmel haritalama (perfect) - hata payr olmayan
haritalama. Bu kalite degerlendirmeleri sonucunda ortalama ka¢ bazin hangi kalite
degerinde haritalandigi, haritalanan ortalama baz sayisi, en uzun haritalama ve
haritalanan bolgenin derinlik bilgileri verilmektedir. Bu basamakta sistem referans
genoma haritalanan ve haritalanamayan toplam baz sayisini ve yiizdesini, okumalarin
ortalama dogruluk yiizdesini vermektedir.

4. Varyant isimlendirme (variant calling) - Amplikonlar haritalandiktan sonra
referans genomla eslesmeyen baz/bazlar varyant olarak isimlendirilirler. Bu veriler VCF

(Variant Call Format) dosyasinda toplanir (112, 113).

Tiim bu asamalar1 yaparken sistem bircok filtreleme ve kalite degerlendirme

parametreleri kullanmaktadir. Bu parametreler Tablo 2-5’de gosterilmistir.
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Tablo 2-5: lon Torrent sisteminin dizileme alinan ion sinyallerinin ham verilere
doniistiiriilmesi i¢in kullandig1 parametreler - (114)’ten.

Baz isimlendirme

parametreleri

barcode-cutoff, barcode-mode, barcode-separation, barcode-postpone,
barcode-filter, barcode-filter-minreads, disable-all-filters, keypass-
filter,

min-read-length, extra-trim-left, trim-adapter-cutoff, trim-adapter-

min-match, trim-qual-window-size, trim-qual-cutoff, trim-min-read-

Haritalama

parametreleri

len
Map4 Context, do-repeat-clip, hit-frac, end-repair, min-seed-length, max-
moduli seed-length, max-seed-length-adj-coef, max-iwidth, max-repr, rand-
(gtincel) repr, use-min, min-seg-length, max-seg-length
Genis ¢apli | max-seg-length, fn-reads, reads-format, fn-sam, bam-start-vfo, score-
TMAP match, pen-mismatch, pen-gap-open, pen-gap-extension, pen-gap-

parametreleri

long

Varyant isimlendirme

parametreleri

min_allele_freq (SNP, indel, hot spot varyantlar i¢in),
min_variant_score (SNP, indel, hot spot varyantlar igin),
min_coverage (SNP, indel, hot spot varyantlar i¢in),

min _ cov _ each _ strand (SNP, indel, hot spot varyantlar igin),
strand _ bias (SNP, indel, hot spot varyantlar i¢in),
data_quality_stringency, filter_unusual_predictions,
filter_insertion_predictions, filter_deletion_predictions,
hp_max_length

downsample_to_coverage, outlier_probability, do_snp_realignment,
prediction_precision, heavy _tailed, suppress_recalibration, kmer_len,
min_var_count, short_suffix_match, min_indel_size, max_hp_length,
min_var_freq, relative_strand_bias, output_mnv, allow_indels,
allow_snps, allow_mnps, allow_complex, min_mapping_qv,
read_mismatch_limit, read_max_mismatch_fraction,
gen_min_alt_allele_freq, gen_min_indel_alt_allele_freq,

gen_min_coverage

Dizileme sonrasinda Torrent Server’in arayiiziinden calismanin metrik sonuglari

goriilmektedir. Metrik sonuglar asagidaki bilgileri icermektedir:

1. lon Sphere Particles-ISP’in (lizerinde emPZR’de ¢ogalmis amplikonlar olan

kiirecikler) yogunlugu: yiiklenen ISP yiizdesine gdre hesaplanan toplam baz sayisi,
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anahtar sinyal (ardistk gelen bazlarin sayisini belirlemede kullanilir) ve ¢ip
kuyucuklarina yiiklenen ISP yiizdesi bilgileri,

2. ISP 6zet bilgileri-toplam okuma sayisi, kullanilabilir okuma sayisi, dolu ve bos
kuyucuklarin, zenginlestirme, klonalite, kullanilabilir kiitiiphane {irlinleri, test
fragmanlari, adaptor dimerleri ve diisiik kaliteli tiriinlerin ytlizde bilgileri,

3. Okuma uzunlugu bilgileri; aritmetik ortalama, ortanca ve tepedeger okuma

degerlerinin (bg olarak) grafik goriintiisii (Sekil 2-24).

Read Summary: Unaligned

87.4M 109 518,563 169 bp 182 bp 226 bp
90 % 46 % Read Length
."" ISP Loadomg .'l Usable R:ads g
ISP Density ISP Summary

109

90% [ERLERLT %
Loading Empty Wells
1,142,060
No r Hare
52% 589,821 48“/0
Clonal Polyclonal
1% Test Fragn
88% [BEELHE 2% Adaj nt r Dim
Final Library 9% Low Qui \ty 0 50 100 150 200 250 300 350

Read Length

100%

Enrichment

Sekil 2-24: Okuma 6zeti ve uzunluk bilgileri.

Bu bilgiler calismanin kalitesi agisindan bilgi sahibi olmamizi saglar.

Torrent Server’in arayiiziinden YND calismasinin degerlendirmesi i¢in metrik
sonuglardan sonra haritalama, kapsam ve derinlik, varyant isimlendirme sonuglar1 da
goriilmekte, analiz i¢in gerekli dosyalar indirilebilmektedir. Haritalamada eslestirilen ve
eslestirilemeyen baz yiizdeleri, eslestirilmenin ortalama dogrulugu bilgileri,

haritalamanin kalite degerleri goriilmektedir (Sekil 2-25).
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Aligned Reads 505,322 99.5%
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80.9M

Alignment Quality

AQ17  AQ20

Total Number of Bases 80.9
[bp] M
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Sekil 2-25: Haritalama sonugclari.

Kapsam (coverage) ve derinlik (coverage deep)-hedef genomik bolge ile

eslestirilen bolgelerin ne kadar derinlikte (kag tekrarla) okundugunu Torrent Server’de

coverageAnalysis ek programi (Plugin) ile incelenir. Bu program her ¢ip i¢in ornek

bazinda haritalama, kapsam ve derinlik hedef bolgenin yiizde kaginin kapsandigini ve

dizi 6zgilinligiini bilgilerini sunar (Sekil 2-26).

coverageAnalysis

Library type: AmpliSeq DNA

lonXpress_023
lonXpress_024
lonXpress_025
lonXpress_029
lonXpress_030
lonXpress_031

lonXpress_032

.nz..

coverageAnalysis.html

Target regions: 1AD43259_86_Designed
Barcode Name Sample Mapped Reads
lonXpress_019 49276
lonXpress_020 287
lonXpress_021 0578

10  lems nernags

On Target

Mean Depth

Completed

Uniformity

1-100f 11 items

-

Sekil 2-26: Kapsam ve derinlik analizinin sonuglari.
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coverageAnalysis programinda olgular se¢ildiginde her olgu i¢in haritalanan
okumalarin (baz ve amplikon seklinde) toplam sayisi, hedef bdlge ile oOrtiisen
okumalarin toplam sayisi, yiizdesi, Ozgiinliigli, her iki iplik¢ikten okuma ylizdesi,
ortalama ve maksimum okuma derinlikleri bilgileri goriilmektedir. Bu basamakta sistem
amplikon ve bazlarin derinlik bilgilerini hem grafik, hem de excell dosyas: seklinde
vermektedir. Grafikte her bir amplikon iizerine tiklanarak amplikona &zgiin detayli
bilgilere ulasilabilmektedir. Her bir olgunun amplikon ve baz diizeyinde istatistikleri

verilmektedir (Sekil 2-27).

Base Reod Depth

Amgiicon Read Coverage Tarpet Base Coverage « Rugroressetnn Pum

W
o4

142 Binned Amplicons of 148 Selected

Sekil 2-27: Olguya 6zgii kapsam ve derinlik bilgileri.

Varyant isimlendirme - Torrent Server progranu variantcaller ek programi ile
varyant isimlendirmesi yapabilmektedir. Bu program her ¢ip i¢in olgu bazinda hedef
bolgede yerlesik olan bazlarin tek (SNP) ve coklu (MNP) nikleotid degisimi
(polimorfizmi), insersiyon ve delesyon olarak varyantlari tanimlar. Programin varyant
isimlendirme igin gerekli filtreleme parametrelerinden gegen ve referans genomla
eslesmeyen bazlar sistemde varyant olarak okunmaktadir (Sekil 2-28). Baz olarak
isimlendirilemeyen ve/veya referans genomla eslememesine ragmen varyant filtreleme
parametrelerinden gegmedigi i¢in varyant olarak isimlendirilemeyen bazlar No Call
olarak isimlendirilmektedir. Sisteme varyant degerlendirmesi acisindan kontrol etmesi
istenen hedef baz lokasyonlar1 hot spot dosyasi olarak yiiklenmis ise varyant
raporlandirmasinda bu noktalar hakkinda detayli bilgi verilir. Bu bilgilerde okunan

bazin referans, varyant ya da No Call olarak durumunun nedenleri raporlandirilir.
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Ancak hot spot dosyasinda bulunmayan lokasyonlarda saptanan No Call noktalari, geri
plan dosyalarinda raporlandirilmaktadir. Bu bolgeler IGV penceresinden incelenerek,
hangi parametreden dolayr okunamadi ise o0 parametrenin durumu manuel olarak
degerlendirilebilmektedir. Hot spot dosyasinda yer alan No Call’larin 6ncelikli olarak
IGV’den incelenmesi, eger gercek bir degisimden siiphelenilirse ve bu varyant
mutasyon olarak tanimlanmis ise SD ile dogrulanmasi gerekmektedir. varyantCaller ek
programinda her bir 6rnegin varyant detayr farkli formatlarda sunulmaktadir. Ayni
zamanda bu bilgiler IGV programinda acilabilecek sekilde baglant1 igermektedir (115,
116).
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variantCaller (v5 0 3 5) varantCatechtmi e
Output Directory variantCabler_out 612
Downiocad all barcodes  VCF2P XLszoe xas cov
Please note Variant caling was carried out for al with QENOME as Spx above
Barcode Name Sampie Name Varants Hotspot Variants. Downioad Lnks
lonXpress_019 “* 13 VCFGZ  VCFGZTBI  gVCFGZ  QVCFGZTBI  XLS
lonXpress_020 ) 20 VCFGZ  VCFGZTBI  gVCFGZ  QVCFGZTBI  XLS
lonXpress_021 2 2 VCFGZ  VCRGZTBI  gVCFGZ  QVCFGZTBI  XLS
lonXpress_023 2 2 VCRGZ VCRGZTBI GVCRGZ QVCF.GZTBI xs
lonXpress_024 12 0 VCFGZ  VCRGZTBI  QVCFGZ  QVCRGZTBI  XLS
lonXpress_025 1% 15 VCRGZ VCRGZTB! GVCRGZ QVCRGZTBI xs
lonXpress_029 1% 12 VCFGZ  VCRGZTBI  gVCFGZ  QVCFGZTBI  XLS
lonXpress_030 18 "% VCF.GZ VCRGZTBI GVCFGZ QVCFGZTBI xs
lonXpress_031 1% L] VCFGZ  VCRGZTBI  gVCFGZ  QVCRGZTBI  XLS
lonXpress_032 9 8 VCFGZ VCRGZTBI GVCFGZ QVCFGZTBI xLs
lonXpress_047 1% 15 VCFGZ  VCRGZTBI  gVCRGZ  QVCRGZTBI  XLS
Barcode lorpress 025 Mapped Reads LAM BAl
sample Name ] TVC-Processed BAM  BAl
Reads
Reference Gename B 15
Vanant Calls WCFGE | VCFGETBI A
Library Type AmpiSeq
Wiew Variant Cadls in W
FRead timming Enakded L1
Targeted Regions RAED_ADGS5TI_DPD0_Designed  ED Deprecated Fastures Chmk
L lan Community Torrant Vs Callsr
Hotipet Regions RAD_hotapats_vE  BED
iR i e LB T
Effective Reglons RAED_LADGESTH_I00_Desigred_efeciive
BED
Parameter Settings G = PGM - Germ Line « Low Sinagency Praraaatis Pl
Variani Caller Version Tvo 4511 [Dcdefi)
View Allele Annotations View Coverage Metrics | View Quality Metrics
) | Position Ref Vari... Allele Call Freguen... Quality Variant Type Allele Source Allele Name « Gene ID Region Name
[] chr1:149895048 - G Homozygous 100.0 % 11506 INS MNovel — SF3B4 AMPLT157227032
[ chr1:149895951 G A Heterozygous 76.5% 15383 SNP Novel = SF3e4 AMPL7157227032
(] chr1:149895950 AGG CCC Heterozygous 235% 15383 MNP Novel — SF3B4 AMPLT157227032
[ chr2:58387051 T A Homozygous 95.0 % 1738 SNP Novel = FANCL AMPL7155128857
[0 chr8:145737040 - T Homozygous 100.0 % 11.3° INS Novel — RECOQL4 AMPL7 155128308
[  chr8:35079622 - G Heterozygous 833% 360 INS Novel = FANCG AMPL7155128885
[ chr10:1123432. C Heterozygous 333% 105  SNP Novel - SMC3 AMPL7 154428731
[ chr10:1123432.. C G Heterozygous 333% 105  SNP Novel = SMC3 AMPL7154428731
[ | chr13:32906647 ' TA CG Heterozygous 40.0 % 106 MNP Novel - BRCA2 AMPL7 156564314
[ chr13:32006653 C A Heterozygous 40.0 % 106  SNP MNovel = BRCA2 AMPLT 156564314
[ chr16:14042025 G A Heterozygous 286% 104 SNP Novel — ERCC4 AMPLT156654337
[ chr17:42971867 T c Heterozygous 25.0% 103° SNP Novel = EFTUD2 AMPLT153511640
(] chr5:36976060 C A No Call 0.0% 35 SNP Hotspat BM1290857_CA NIPBL AMPLT155102805
[ chrX:71710820 A T No Call 0.0 % 0.0 SNP Hotspot BM1458591_AT HDACS AMPLT 154811354
() chr17:59878709 C G No Call 00% 00  SNP Hotspot BRIP1_c_1045GC_CG BRIP1 AMPLT7 154494056
[ chr17:59876615 G C No Call 00% 47 SNP Hotspot BRIP1_c_1186CG_GC BRIP1 AMPL7 154493843
[ chr17:59853818 C G No Call 00% 46 SNP Hotspot BRIP1_c_1941GC_CG BRIP1 AMPL7 154494002
[ | chr17:59937152 ' C A No Call 00% 46 SNP Hotspot BRIP1_c_205_5GT_.. BRIP1 AMPL7 154493998
[] chr17:59821931 G A No Call 0.0% 46 SNP Hotspot BRIP1_c_2119CT_GA BRIP1 AMPLT 153201560
[ chr17:59821794 TT = No Call 0.0% 45 DEL Hotspot BRIP1_c_2255_2256... BRIP1 AMPL7153201560
Export Selected = Selected 0 of 16681 Showing 1 - 20 of 16681 = Back

Next =

Sekil 2-28: Varyant isimlendirme bilgileri.
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Bu degerlendirmelerden sonra her olgunun dizi verileri IR programina aktarilir
ve yeniden varyant isimlendirme ve degerlendirme i¢in analiz ettirilir. Varyantlarin
saptanmasindan sonra IR programinda diger veritabanlarindan alinmis olan bilgiler de
kullanilarak olgularda saptanan her bir varyant i¢in biyoinformatik yorumlama (variant

annotation) ve raporlama yapilabilir.

Yukarida anlatilmig olan YND platformlar1 (Illumina MiSeq, Ion Torrent PGM,
Pac Bio RS, lllumina HiSeq 2000) maliyet, kapasite ve islem siireleri agisindan Tablo 2-
6’da karsilastirilmistir.

Tablo 2-6: YND platformlarinin maliyet, kapasite ve islem siiresi boyutlar ile
karsilastirilmasi — Quail (104)°ten.

Platform Illumina MiSeq | lon Torrent PGM Pac Bio RS Illumina HiSeq 2000
Cihaz maliyeti 128 bin $ 80 bin $ 695 bin $ 654 bin $
314 ¢ip: 20-50 Mb
Dizileme
o 1.5-2 Gb 316 ¢ip: 100-200 Mb 100 Mb 600 Gb
kapasitesi
318 ¢ip: 1 Gb
Gb basina )
o o 502 $ 1000 $ (318 ¢ip) 2000 $ 41%
dizileme maliyeti
Dizileme siiresi 27 saat 2 saat 2 saat 11 giin
Hata oram
% 0.80 %1.71 % 12.86 % 0.26
(ham veri)
Okuma
150 baza kadar ~200 baz ort. 1500 baz 150 baza kadar
uzunlugu
DNA
o 50-100 ng 10-12 ng ~1 pg 50-100 ng
gereksinimi

YND yontemi bir¢ok alanda kullanilabilmektedir. Hedefe yonelik YND panelleri
ile hastalik iliskili bircok genin aymi anda dizilenmesi, hastaliklarla iligkili yeni
gen/genlerin kesfi amaciyla TED ya da TGD, ekspresyon ¢aligmalari igin RNA dizileme
(RNA-Seq) ve mikrobiyoloji alaninda hastaliga yol acan genomun ya da viral /
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bakteriyal yeni virulans faktorlerin saptanmasi amaciyla mikroorganizma genomlarinin

dizilenmesi bu alanlardan bazilaridir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma grubu

Calisma grubumuzu, 2004-2014 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi, Istanbul
Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali poliklinigine, genetik konsiiltasyon
amaciyla ¢esitli Pediyatrik ve Tibbi Genetik kliniklerinden yonlendirilen klinik ya da

ayirici tanida FA’nin yer aldigi 11 etkilenmis olgu olusturdu.

Calismanin etik agidan uygunlugu, 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurulu
tarafindan onaylandi (25.12.2014 tarih ve 1937 sayi). Calismaya katilan olgu ve

ailelerinden onam alinda.

3.2. Olgularin Degerlendirilmesi

3.2.1. Klinik degerlendirmeler
Olgularin 6ykii ve fizik muayene bulgulart formlarda (Form-1) gosterilen
muayene formu esas alinarak kaydedildi. Aile dykiilerine gore aile agaclar1 hazirlandi.

Etkilenmis bireylerin fotograflari arsivlendi.

3.2.2. Molekiiler Analizler

3.2.2.1. DNA eldesi

DNA izolasyonlar, steril 2 ml KsEDTA’I1 periferik vendz kan 6rneklerinden
soliisyon / manyetik boncuk bazli sistemli kit yontemi ile (DNA Isolation Kit for
Mammalian Blood, Rochel1667327001 / Magnapure Large Volume KIT,
Roche03730972001 ve Prepito DNA Cyto Pure Kit, Perkin Elmer), firma protokollerine
uygun olarak yapildu.

FA nedeniyle kemik iligi transplantasyonu (KiT) yapilmis bir olgunun DNA’s1,
deri biyopsi materyalinden firma protokollerine uygun sekilde kit (Prepito DNA Cyto
Pure Kit) kullanilarak elde edildi.
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3.2.2.2. DNA Kalite Arastirmasi ve Seyreltme Islemleri

Izolasyon sonrasi ¢alismaya alinacak DNA 6rneklerinin yogunluklari (ng/ul) ve
absorbsiyon Ol¢iimleri (Aze0/280) (1,80 - 1,89) spektrofotometrede Olgiilerek kayit edildi
(Nanodrop 2000c, Thermo Scientific). Asorns0 degerleri 1.80°den daha az olan Grnekler
yiikksek protein kontaminasyonu nedeni ile manuel olarak tekrar ¢oktiiriilerek
saflastirild1 (Son konsantrasyonu 2mM Ammonuim Asetat [NH;C,H30,] ve 2,5 hacim
%100 etanol [C,HsOH] ile ¢oktiiriildiikten sonra, pellet 2 defa %80’lik ve bir defa
%100’liik etanolde yikandiktan sonra kurutularak, dH,O’da ¢6ziildii). Azeorso degerleri
1.80-1.89’den fazla olan ornekler ise RNase enzimi ile muamele edilerek fazla olan
riboniikleik asitler parcalandi. Her olgu i¢in, DNA yogunlugu 1,6-2.0 ng/ul olacak
sekilde miliQ (18.2 MQ) su kullanilarak gerekli seyreltme islemleri yapildi. Seyreltme
sonrast, her bir olgunun DNA 6rnekleri 6zgiin kit kullanilarak (Qubit dSDNA HS Assay
Kit) florometrik yontemle (Qubit® 3.0 Fluorometer) tekrar olgiildii ve final DNA
yogunluklarinin YND igin istenen aralikta (1,6 - 2 ng/ul) olmasi saglanda.

3.2.2.3. Qubit® 3.0 Florometre ile DNA Yogunluklarimin Ol¢iimii

Seyreltilmis DNA o6rnekleri 6l¢lilmeden once Qubit dsSDNA HS Assay Kit ile
kalibrasyon 6l¢iimii yapildi. Bunun i¢in kitin i¢eriginde bulunan iki farkli standart 6rnek
kullanildi. Standart 6rnek basma 199 pl Qubit® dsDNA HS Buffer ve 1 pl Qubit®
dsDNA HS Reagent kullanilarak calisma solusyonu hazirlandi. On mikrolitre standart
ornek 190 pl calisma solusyonu ile karistirilarak 2 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildikten sonra Qubit® 3.0 Florometre’de Olgim yapildi. Kalibrasyon olgiimii
sonrasinda, her bir 6rnek i¢in ayni sekilde hazirlanmis ¢alisma solusyonu kullanilarak
bir karisim (198 pl galisma solusyonu + 2 ul seyreltilmis DNA &rnegi) hazirland:. iki
dakika oda sicakliginda inkiibasyon sonrasi dlgiim yapildi. Ornek DNA yogunluklar:
istenen araliga (1,6-2 ng/ul) gelinceye kadar gerekli seyreltme ya da deristirme islemleri

sonrasinda Ol¢timler tekrarlandi.

Yeni Nesil Dizileme (YND)
Caligma grubumuzda yer alan, klinik bulgular 1s181inda fenotipi agiklayacak

degisim elde edilemeyen 11 olguya, radiyal 1s1n defektleri (RID) ile giden sendromlar
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icin tasarladigimiz YND paneli (Tablo 3.1) ile lon Torrent PGM platformunda YND
caligmasi yapildi.

3.2.2.4. YND paneli i¢cin hedef bolgelerin belirlenmesi ve primer tasarimi

RID ile giden sendromlar, LMD (London Medical Database) ve OMIM (Online
Mendelian Inheritance in Man)’den tarandi. iliskili geni/genleri bilinen 14 fenotip
secildi. Bu fenotiplerle iliskilendirilmis genler, HGMD (Biobase Professional) veri
tabanindan tarandi. Her bir genin HGMD transkripti referans alinarak lon AmpliSeq
Designer (http://www.ampliseg.com) ile Tablo 3-1’de gosterilen fenotiplerle iliskili 43

genin kodlayan bolgelerini, ekzon—intron sinir bdlgelerini ve varsa mutasyon
tanimlanmis diger bolgelerini (derin intron, UTR vs.) igine alan, 765 amplikondan ve iki

primer havuzundan olusan bir YND paneli olusturuldu.

Tablo 3-1: RID ile giden sendromlar icin olusturulan YND panelinde yer alan genler

Fenotip Gen

Cornelia de Lange sendromu 1 (OMIM #122470) NIPBL (NM_133433.3)
Cornelia de Lange sendromu 2 (OMIM #300590) SMC1A (NM_006306.3)
Cornelia de Lange sendromu 3 (OMIM #610759) SMC3 (NM_005445.3)
Cornelia de Lange sendromu 4 (OMIM #614701) RAD21 (NM_006265.2)
Cornelia de Lange sendromu 5 (OMIM #300882) HDACS8 (NM_001166419.1)
Roberts sendromu (OMIM #268300) ESCO2 (NM_001017420.2)

Thrombositopeni-radius yoklugu sendromu (TAR)

(OMIM #274000) RBMSA (NM_001031743.2)

Duane-radiyal 1s1n sendromu (OMIM #607323) SALL4 (NM_020436.3)
Akrofasiyal Dizostoz 1, Nager tip (OMIM #154400) SF3B4 (NM_005850.4)
Holt-Oram sendromu (OMIM #142900) TBX5 (NM_000192.3)

FANCA (NM_000135.2)
FANCC (NM_000136.2)
FANCG (NM_004629.1)
FANCD2 (NM_033084.3)
FANCB (NM_001018113.1)
FANCM ( NM_020937.2)
BRCA2 (NM_000059.3)
FANCL (NM_018062.3)
Fanconi anemisi* (OMIM #227650) BRIP1 (NM_032043.2)
PALB2 (NM_024675.3)
FANCE (NM_021922.2)
FANCF (NM_022725.3)
FANCI (NM_001113378.1)
RAD51C (NM_058216.2)
SLX4 (NM_032444.2)
XRCC2 (NM_005431.1)
ERCC4 (NM_005236.2)
Mandibulofasiyaldizostoz, Guion-Almeida tip (OMIM #610536) | EFTUD2 ( NM_004247.3)



http://www.ampliseq.com/
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Baller-Gerold sendromu (OMIM #218600) RECQL4 ( NM_004260.3)
Rapadilino sendromu (OMIM #266280)

Rothmund-Thomson sendromu (OMIM #268400)

Townes-Brocks sendromu (OMIM #107480) SALL1 (NM_002968.2)
RPS19 (NM_001022.3)
Diamond-Blackfan anemisi (OMIM #105650) RPL15 (NM_002948.3)

RPS10 (NM_001014.4)
RPL11 (NM_000975.3)
RPL35A (NM_000996.2)
RPS17 (NM_001021.4)
RPS24 (NM_033022.3)
RPL26 (NM_000987.3)
RPS7 (NM_001011.3)
GATAL (NM_002049.3)
RPL15 ( NM_002948.3)

RPS29 (NM_001032.4)
fskelet Defektleri-genital hipoplazi-MR (OMIM #612447) PLZF (ZBTB16) (NM_006006.4)

1: Bu tez ¢alismasinin kapsadig: fenotip ve genler

3.2.2.5. Hedef bolgelere ait Hot Spot dosyasinin olusturulmasi

Analiz asamasinda kullanilmak {izere, her bir hedef bolgedeki bilinen biitiin
varyasyonlara ait gerekli bilgiler, amplikonlarin hg19/GRCh37 ile uyumlu baslangic ve
bitis koordinatlar1 girilerek ENSEMBL (http://grch37.ensembl.org/) veri bankasindan
indirildi. Her bir varyasyonun yer aldigi kromozom, baslangi¢c ve bitis koordinatlari,
ismi, referans ve degisime ugramis allel bilgilerini igeren excel dosyasi olusturuldu.
Tanimlanmig mutasyonlar, HGMD Professional 2015.2 siiriimiinden kontrol edilerek,
her bir gen i¢in eksik olan mutasyon bilgileri eklendi. Olusturulan excel dosyasi, BED
dosyas1 formatina gevrilerek, Torrent Server ve IR yazilimlarindaki ilgili analiz akis

semasina eklendi.

3.2.2.6. Kiitiiphane hazirlanmasi

Kiitiiphane hazirlanmasi, lon Ampliseq Library Kit 2.0 (Life Technologies)
kullanilarak, firma protokollerine uygun sekilde yapildi. Kiitiiphane iiriinleri, lon Xpress
Barcode Adapters Kit (Life Technologies) ile barkodlandi. Barkodlanan kiitiiphane
iriinleri Agentcourt AMPure XP reagent ve % 70’lik etanol kullanilarak firma
protokollerine uygun olarak saflagtirildi. Normalizasyon i¢in miktar tayini, lon Library
Quantitation Kit kullanilarak qPCR ile yapildi.
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Hedef DNA bolgelerinin ¢cogaltilmasi
Hedef DNA boélgelerinin ¢ogaltilmasi igin toplam 765 primer ¢ifti igeren (havuz
I: 387 primer c¢ifti; havuz II: 378 primer ¢ifti) iki adet primer havuzunun her biri igin

Tablo 3-2’de gosterilen miktarlarda soliisyon hazirlandi.

Tablo 3-2: 2X primer havuzu i¢in hazirlanan miks.

Malzeme Miktar
5X lon Ampliseq HiFi Mix 4 ul
2X lon Ampliseq Primer Havuzu 10 pl

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) icin iki farkli soliisyon Tablo 3-3’de

gosterilen sekilde hazirlanarak bir sonraki basamaga gegildi.

Tablo 3-3: PZR solusyonlari.

2X Primer Havuzu icin Hazirlanan Miks 14 ul
Seyreltilmis DNA 6rnegi 6 pl
Total hacim 20 ul

Hazirlanan PZR reaktiflerinin, Tablo 3-4’de gosterilen program kullanilarak

termal dongii cihazinda hedef bolgelerin ¢ogaltilmasi saglandi.

Tablo 3-4: Hedef bolgelerin ¢ogaltilmasinda kullamlan termal dongii programi

Evre Basamak Sicakhik Siire
Bekleme Enzim aktivasyonu 99 °C 2 dk
Denatiirasyon 99 °C 15sn
Dongii (x17)
Baglanma ve uzama 60 °C 4 dk
Bekleme - 10°C o0
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Primer Dizilerinin Kismi Olarak Kesilmesi

Bu asamadan oOnce, her bir DNA Orneginin iki farkli primer havuzu ile
cogaltilmis olan PZR {iriinleri, her birinden 10’ar pl alinarak, toplam hacim 20 ul olacak
sekilde birlestirildi. Birlestirilmis tiriinlere 2 pl FuPa Reagent eklenerek, tablo 3-5’de

gosterilen programda termal dongii cihazina kondu.

Tablo 3-5: Primer dizilerinin kesimi i¢in kullamilan termal déngii program

Sicaklik Siire
50 °C 10 dk
55°C 10 dk
60 °C 20 dk
10°C Bekleme (1 saate kadar)

Barkod ve Adaptorlerin Baglanmasi
Her bir barkod (lon Express™ Barcode), lon P1 Adapter ve niikleazdan

arindirilmis su ile karistirilarak 1:4 oraninda seyreltildi (Tablo 3-6).

Tablo 3-6: Ornek barkod adaptér karisimi

icerik Hacim
lon P1 Adapter 2 ul
lon Xpress™Barcode X* 2l
Niikleazdan arindirilmig su 41l
Toplam hacim 8 ul

1: Secilmis barkod

Primer dizilerinin kismi kesiminden sonra elde edilen firiine (22 pl), 6rnek
basina, tablo 3-7’de gosterilen miktarlarda switch solusyonu, barkod adaptér karisimi
ve DNA ligaz eklenerek, barkod — adaptorlerin ligasyonu i¢in tablo 3-8’deki programda

termal dongii cihazina kondu.
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Tablo 3-7: Barkod-adaptor ligasyon solusyonu

Malzeme Hacim
Switch solusyonu 4 ul
Barkod-Adaptor Karigimi 2 ul
DNA ligaz 2 ul
Toplam Hacim (22 pl iiriin ile birlikte) 30 ul

Tablo 3-8: Ligasyon i¢in kullanilan termal dongii programi

Sicaklik Siire
22°C 30 dk
72 °C 10 dk
10°C Bekleme (1 saate kadar)

Barkod — adaptorlerin  ligasyonu

enzimlerin  uzaklastirllmas1  amaciyla

saflastirilmast asamasina gecildi.

sonrasinda fazla DNA materyalinin ve

cogaltilmamig  kiitiiphane  {irtinlerinin

Sekil 3-1°de kiitiiphane hazirlamanin basamaklari gorsel olarak sematize edilmistir.
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Genomik DNA

=
Multipleks PZR
Ion AmpliSeq Primer Havuzu

Primer dizilerinin kismi
olarak kesilmesi

Adaptorler

==
=
Adaptor ligasyonu
Barkod Adaptorler * T——
P1 S

A P1
e — ] Barkodlanmams Liitiiphane

2 = Barkodlams kiitiphane

Sekil 3-1: Kiitiiphane hazirlamanin basamaklari - (110)’dan.

Cogaltilmams Kiitiiphane Uriinlerinin Saflastirilmasi

Bu asamada Agencourt® AMPure® XP Reagent ve taze hazirlanmig % 70°lik
etanol kullanildi.

Her bir 6rnege 45 pl (toplam 6rnek hacminin 1.5 kat1) Agencourt® AMPure®
XP Reagent eklenerek pipet yardimiyla karistirildi ve 5 dk oda sicakligina bekletildi.
Ardindan 6rnekleri igeren plate manyetik bir rafa (DynaMag'™ 96 Side Magnet
(Cat.no.12331D) alind1 ve soliisyon berraklagincaya kadar (~2 dk) oda sicakliginda
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi pellete zarar vermeden supernatant uzaklastirildi.
Ardindan her bir 6rnege 150 pl taze hazirlanmig % 70°lik etanol eklendi. Plate,
manyetik raf iizerinde her iki yana hareket ettirilerek, barkodlanmis amplikonlarin bagl
oldugu manyetik boncuklarin etanol ile yikanmasi saglandi ve supernatant
uzaklastirildi. Bu islem ikinci kez tekrarlandiktan sonra alkoliin tamamen ortamdan
uzaklastigindan emin olmak icin 5 dk oda sicakliginda inkiibasyon yapildi. Ardindan
kiitiiphane {riinlerinin normalizasyonu i¢in kantitasyon asamasina gecildi. Kiitiiphane

tirlinlerinin kantitasyonu kantitatif PZR ile yapildi.
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Cogaltilmamus Kiitiiphane Uriinlerinin Kantitatif PZR ile Yogunluk Tayini

Kantitatif PZR icin lon Ampliseq™ Library Quantitatin Kit kullamldi. Bu kitin
igeriginde yer alan malzemeler: E. Coli DH10B lon Control Library, 2X TagMan®
MasterMix, 20X lon TagMan® Assay.

Saflastirma sonrasinda manyetik boncuklara bagli olarak bulunan amplikonlarin
ayristirilarak ¢oziinmesi igin her bir 6rnege 50 ul low TE (Tris — EDTA) eklendi. Low
TE eklenmis O6rnekleri igeren plate, manyetik rafa yerlestirildi ve manyetik boncuklarin
kuyucuklarin kenarlarina tam olarak yapismasi i¢in oda sicakliginda 2 dk bekletildi.
Daha sonra her bir 6rnek, niikleazdan arindirilmis su kullanilarak 1:100 oraninda (495
ul niikleazdan arindirilmis su + 5 pl Ornek) seyreltildi. Kantitatif PZR igin bu
seyreltilmis 6rnekler kullanildi.

Standart ornek olarak kullanilmak {izere E. Coli DH10B lon Control Library
(~68.0 pM)’den seri seyreltme islemleri ile 6.8 pM, 0.68 pM ve 0.068 pM
yogunluklarinda ornekler hazirlandi. Kantitatif PZR i¢in her kiitiiphane Ornegi ve
standart Ornek ¢ift tekrarli olarak calisildi. Her Ornek i¢in tablo 3-9°da gosterilen
miktarlarda 2X TagMan® MasterMix, 20X lonTagMan®Assay kullanilarak karigim
hazirlandi. Bu karigima her kiitliphane 6rnegi ve standart drnekten 9’ar pl eklenerek

Tablo 3-10’daki gibi hizli dongii programinda ger¢ek zamanli PZR yapildi.

Tablo 3-9: Kantitatif PZR icin 6rnek basina hazirlanan karisim

Malzeme Miktar
2X TagMan® MasterMix 20 pl
20X lon TagMan® Assay 2 ul
Toplam Hacim* 22 ul

1: Her bir 6rnek duplike olarak ¢alisildigindan, 2x karisim hazirlandi ve 11’er pl dagitildi.

Tablo 3-10: Gergek zamanh PZR i¢in kullanilan termal dongii programi

Basamak Sicaklik Siire
UDG Inkubasyonu 50 °C 2dk
Polimeraz aktivasyonu 95 °C 3sn

Dongii (40X) 60°C 30 sn
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Gergek zamanli PZR sonucunda elde edilen yogunluk degerlerine gore gerekli
seyreltme islemleri yapilarak, tim kiitiiphane iirtinleri ~100 pM yogunluga esitlendi.
Esitleme sonrasinda her kiitiiphane Orneginden 10 pl alinarak emiilsiyon PZR’de

kullanilmak tizere stok kiitiiphane hazirlandi.

3.2.2.7. Taslak (Template) Hazirlanmasi

Taslak hazirlanmasinda kullanilan kitler tablo 3 — 11°de gosterilmistir. Bu
asamada ~100 pM yogunluga normalize edilmis kiitiiphane iirlinlerine emiilsiyon PZR

ve zenginlestirme islemleri uygulanda.

Tablo 3-11: Taslak hazirlanmasinda kullanilan Kitler ve icerikleri - (117)’dan.

lon PGM OneTouch Plus Reaction Filter

lon PGM Template OT2 Reactions 400 Kit
Assembly

lon OneTouch Reagent tubes, lon
OneTouch Recovery Routers, lon
OneTouch  Recovery  Tubes, lon
lon PGM Template OT2 Supplies 400 Kit OneTouch Sipper Tubes, lon OneTouch
2 Amplification Plates, lon OneTouch
ES Supplies, lon OneTouch 2 Cleaning
Adaptors

lon PGM Template OT2 400 Reagent
Mix, lon PGM Template OT2 400
lon PGM Template OT2 Reagents 400 Kit Enzyme Mix, lon PGM Template OT2
400 ISP, lon PGM Template OT2 400
Reagent X

lon PGM Template OT2 400 PCR
Reagent B, lon OneTouch Oil, lon
OneTouch Reaction Qil, Nuclease Free
lon PGM Template OT2 Solutions 400 Kit  (Water, lon PGM OT2 Recovery
Solution, lon PGM Wash Solution,
MyOne  Beads Wash  Solution,
Neutralization Solution, Tween Solution

Dynabeads MyOne Streptavidin C1
Beads

lon PGM Enrichment Beads
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Emiilsiyon PZR

Bu asamada, hedef bolgeleri igeren kiitiiphane {riinlerinin yag — su
emiilsiyonlar1 olusturarak klonal ¢ogaltilmasi amaglanir.

Bir oOnceki basamakta hazirlanan stok kiitliphane iirlinlinden (~100 pM
yogunluktaki iirinler) 2 ve 23 ul armndirilmis su ile 25 ul’ye tamamlandi. Bdylece
kiitiiphane iiriinleri 8 pM’a seyreltildi. Emiilsiyon PZR i¢in Tablo 3-12’de gosterildigi

gibi amplifikasyon ¢ozeltisi hazirlandi.

Tablo 3-12: Emiilsiyon PZR i¢in hazirlanan amplifikasyon ¢ozeltisi

Malzeme Hacim
lon PGM Template OT2 400 Reagent Mix 500 pl
lon PGM Template OT2 400 PCR Reagent B 285 ul
lon PGM Template OT2 400 Enzyme Mix 50 pl
lon PGM Template OT2 400 Reagent X 40 pl
Seyreltilmis kiitiiphane 25 ul
Toplam hacim 900 pl

Hazirlanan amplifikasyon ¢ozeltisi vorteks ile karistirildiktan sonra, tizerine 100
ul lon PGM Template OT2 400 ISP eklenerek toplam hacim 1000 ul’ye tamamlandi.
Vorteks ile karigtirildiktan sonra tiim karisim reaksiyon filtresine (lon PGM OneTouch
Plus Reaction Filter Assembly) yiiklendi. Uzerine 1,5 kat hacimde (1500 ul) reaksiyon
yagt ilave edilerek kullanilan kite uygun programda, lon OneTouch 2 cihazinda
emiilsiyon PZR yapildi (Sekil 3-2).
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Sekil 3-2: lon OneTouch 2 cihaz.

Emiilsiyon PZR Uriinlerinin Zenginlestirilmesi
Emiilsiyon PZR sonrast ~10 dk santrifiij yapilarak amplikon yiiklii partikiiller
(template positive ISP) dibe c¢oktiriildii. Toplam 100 ul {iriin kalacak sekilde

supernatant kisim atild1 ve zenginlestirme i¢in gerekli ¢ozeltiler hazirlandi.

Melt-Off Cozeltisinin Hazirlanmasi

Melt-Off ¢ozeltisi igin Tween® Solution ve 1 M NaOH kullanildi. Final
yogunluklar; % 0.1 Tween® 20 deterjan ve 125 mM NaOH olacak sekilde, 280 pl
Tween® ¢ozeltisi ve 40 pul 1 M NaOH kullanilarak 320 pl melt-off ¢6zeltisi hazirlandi.

Streptavidin C1 Boncuklarinin Yikanmasi

DynaBeads® MyOne™ Streptavidin C1 Beads karistirildi ve 13 pl alinarak 1.5
ml’lik ependorf tlipiine aktarildi. Ependorf, manyetik rafa (DynaMagT'V| — 2 Magnet)
alind1 ve oda sicakliginda 2 dk bekletilerek boncuklarin ependorf duvarina yapismasi
saglandi. Olusan supernatant atildi. 130 pl MyOne™ Beads Wash Solution eklenerek
ependorf manyetik raftan alind1 ve pipet yardimiyla karistirildi. Boylece streptavidin C1

boncuklari, stok ¢ozeltiden uzaklastirilmis oldu.
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Sekiz Kuyulu Plagin Doldurulmasi

Hazirlanan ¢ozeltiler ve emiilsiyon PZR {iriinii, Tablo 3-13’te gosterilen sekilde
8 kuyulu plaga yiiklendi ve zenginlestirme islemi i¢in lon OneTouch™ ES cihazina
(Sekil 3-3) konuldu. Ek olarak, zenginlestirme sonrasi olusacak {irliniin aktarilacagi 0.2
ml ependorf tiipiine 10 pl nétralizasyon ¢ozeltisi konularak Sekil 3-3’deki gibi cihaza
yerlestirildi.

Tablo 3-13: Sekiz Kuyulu Plagin Doldurulmasi.

Kuyu Numarasi Yiiklenen malzeme

Kuyu 1 Emiilsiyon PZR {iriinii (100 pl)

Kuyu 2 DynaBeads® MyOne ™ Streptavidin C1 Beads (130 pl)
Kuyu 3 lon OneTouch™ Wash Solution (300 pl)

Kuyu 4 lon OneTouch™ Wash Solution (300 ul)

Kuyu 5 lon OneTouch™ Wash Solution (300 pl)

Kuyu 6 Bos

Kuyu 7 Taze hazirlanmig melt-off ¢ozeltisi (300 pl)

Kuyu 8 Bos
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Sekil 3-3: lon OneTouch™ ES cihaz1.

3.2.2.8. Zenginlestirilmis Uriinlerin Dizilenmesi

Dizileme i¢in lon PGM™ Hi-Q™ Sequencing Kit kullanildi.
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Firma

protokollerine uygun olarak; lon PGM™ dizileme cihaziim (Sekil 3-4) klorid tablet ve

18 MQ su ile yikamalari, pH kalibrasyonlar1 yapild1 ve zenginlestirilmis iiriinler ¢ipe

(lon 318™ Chip v2) yiiklendi. Tablo 3-14’deki gibi dizileme plani olusturularak

dizileme islemi baglatildi.

Tablo 3-14: Dizileme Plani.

lon Reporter Version: 4.6
Ornek DNA

Hedef Teknigi AmpliSeq DNA
Ion reporter is akisi Olusturulacak

Kiitiiphane hazirlanmasinda kullanilan kit

lon AmpliSeq 2.0 Library Kit

Kiitiiphane anahtan

lon TCAG (TCAQG)

Template Kiti

lon PGM Template OT2 400 Kit

Dizileme Kiti

lon PGM Hi-Q Sequencing Kit
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Akis sayisi 850

Cip Tipi Ion 318™ Chip v2

3' Adaptor: fon P18
(ATCACCGACTGCCCATAGAGAGGCTGAGAC)

Barkod lonXpress

Boncuk yiikleme (%) 10

Anahtar Sinyal (1-100) 30

Kullanilabilir dizi (%) 30

Referans Kiitiiphane hg19(Homo sapiens)

Hedef Bolgeler RRD_IAD68579 200_Designed.bed
Hotspot Bolgeler
) coverageAnalysis, FileExporter, RunTransfer,
Eklentiler : . .
variantCaller (germline_low_stringency)
Proje RRD_Panel

Sekil 3-4: lon PGM™ dizileme cihazi.
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3.2.2.9. Veri Analizi

Dizileme sonrasinda Torrent server yazilimina aktarilan verilere ait BAM
dosyalari, analiz i¢in IR yazilimina aktarildi. Hedef bolgelere ve hot spot bolgelere ait
BED dosyasi eklenerek ve gerekli parametreler onerilen araliklarda tutularak, IR’da
analiz akis semasi olusturuldu. Her bir hasta, bu akis semas: ile analiz edildi. Her
hastada bulunan degisimler, filtrelere tabi tutularak birka¢ asamada degerlendirildi. ilk
asama filtreleme isleminde; ¢erceve kaymasina, dur kodonu olusumuna veya aminoasit
degisimine yol agan degisimler listelendi. Fenotip ile uyumlu bulgu elde edilemeyen
olgularda ikinci asama filtreleme ile kodlayan boélgeler, kirpilma bolgeleri ve UTR
(untranslated regions) bolgelerindeki sikligi bilinmeyen veya nadir (MAF<0.01)
degisimler listelenerek incelendi. Tiim degisimler Integrative Genomics Viewer (IGV)
yazilimda tek tek bakilarak teyit edildi. Daha once karakterize edilmemis degisimlerin
in silico olarak patolojik olup olmadigi, Mutation Taster

http://www.mutationtaster.org/), Prediction of functional effects of human nsSNPs

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) ve Scale — invariant feature transform

(http://sift.jcvi.org/) veritabanlar1 kullanilarak degerlendirildi.

3.2.2.10. YND {le Saptanan Degisimlerin SD fle Dogrulanmasi
Primerlerin Tasarlanmasi

Primerlerin tasarlamasinda dikkat edilen hususlar; secilen primerlerin, dbSNP
veritabaninda daha oOnceden saptanmis herhangi bir SNP veya tekrarlayan dizi
icermemesine, ileri, geri primerlerin baglanma 1silarinin birbirlerine yakin olmasina (en
fazla +/- 2 — 5°C fark), igerdigi AT ve CG niikleotidlerinin oldugunca esit dagilimli
olmasina, 18 — 24 niikleotid icermesine ve gen bdlgesinde beklenen mutasyonlarin
analiz edilmesine olanak saglayacak bolgeleri kapsamasina, dizi analizinde ~30 — 50
bazin iyi okunamayabilecegi gozetilerek 6zen gosterildi. Ozgiinliilk, UCSC Genome

Bioinformatics (https://genome.ucsc.edu/index.html)’ den “in silico PZR” interaktif

sistemi ile test edildi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
Her bir PZR reaksiyonu igin 1X tampon soliisyonu [10X (NH4),SO,4] (Thermo
Scientific), 25 mM MgCl, (Thermo Scientific), %0 — 10 DMSO (Biomatik


http://www.mutationtaster.org/
http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/
http://sift.jcvi.org/
https://genome.ucsc.edu/index.html
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Corporation), 200 uM dNTP (Thermo Scientific), 0,2/0,5 uM ileri ve geri primerler ve
0.5 U Taq polimeraz enzimi (Thermo Scientific) ve 200 ng gDNA kullanild1. Karigim,
bidistile su (dH,0) ile 50 pl’ye tamamlanarak hazirlandi. Tiim ¢alismalar buz tizerinde
gerceklestirildi. Her PZR ¢alismasinda amplifiye edilen her bir bolge DNA icermeyen
kontrol PZR (negatif kontrol)’1 ile birlikte ¢alisildi.

PZR; 95°C de 10 dk denatiirasyon, ardindan 95°C de 30 sn denatiirasyon, primerlerin
Tm (Temparature of Melting)’e gore degisen 64°C den 52°C ye kadar ve 30 sn lik
baglanma 1silarinda ve 70°C de 45 — 90 sn (1 kb/1 dk) uzama basamaklarindan olusan
toplam 35 — 40 dongii ve son olarak 70°C de 10 dk’lik uzama ile, PZR yontemi
kullanilarak, termal dongii cihazlarinda (MJ Research PTC-200 ve DNA Engine-
BIORAD-T100) gerceklestirildi. Amplifikasyon sonrasinda PZR orneklerinden 5 pl
alinarak, 50 b¢’lik merdiven markorii (Sigma) paralelinde 8 pg/ml etidyum bromiir
iceren %1.2’lik agaroz (Sigma) jelde, 1X TBE tamponunda, 120 V da, 20 dk
yiriitiilerek beklenen b¢ uzunluguna gore ayrilmasi saglandi. Ultraviyole 1sik altinda

elde edilen bantlar goriintiilendi ve kayit edildi.

PZR Saflastirmasi (Enzimatik Yontem fle)

Saflastirma islemi i¢in Exonuclease — | (Lot:00173016-Thermo Scientific)
enzimi ve Rapid Alkaline Fosfataz (04898133001-Roche) enzimleri kullanildi. Termal
dongii cihazinda PZR protokolii ile 37 °C de 15dak. , 85°C de 15 dak. ardindan 4°C ye
getirildi. Saflastirilan iriinler cihazdan alinarak bir sonraki islem igin +4°C’de

karanlikta saklandi.

Dizi Analizi

PZR yontemi ile ¢ogaltilan ve ardindan saflagtirilan amplikonlarin dizi analizi,
Tibbi Genetik A.D. laboratuvarinda bulunan ABI3500 otomatik sekiz kapilerli
elektroforezinde (Applied Biosystem) gerceklestirildi.

DNA Dizi Analizi
Dizi analizi reaksiyonu, saflastirilan PZR {iriinleri ile termal dongii cihazinda yapildi.

Calismalarin tiimii buz tizerinde gergeklestirildi.
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Dizi PZR Reaksiyonu

5X tampon soliisyonu olan BigDye buffer (PZR icin gerekli kimyasallari igerir),
BigDye v3.1 (ddNTP’leri ve AmpliTag DNA polimeraz i¢ermektedir), Primer (PZR’da
kullanilan primerlerden biri ya da iki ¢ifti ayr1 yonlii olarak (dizi okuma kalitesi igin
secilir) saflagtirllmig PZR iiriinii ve dHO ilavesiyle final hacmi 10ul olacak sekilde plak
(plate - USA Scientific-800-522-8477) ilizerinde bir kuyucuga bir iiriin gelecek sekilde
hazirlandi. Karigim termal dongii cihazinda yiiriitiildii. Protokol toplam 25 dongiide;
96°C de 10 sn ile denatiirasyon, 50°C de 5 sn ile baglanma ve 60°C de 4 dk ile
sonlanma basamaklari ile olusturuldu. 4°C ye gelen cihazdan dizi reaksiyon iiriinleri

alindi.

Dizi Reaksiyon Uriinlerinin Saflastiriimasi

BigDye dizi reaksiyonu iiriinlerinin kullanilmayan primer ve diger reaktiflerden
temizligi i¢in plak igerisinde iiriin bagina 1 ul 125 mM EDTA, 1 ul 3M sodyum asetat
ve 25 ul %100 ethanol eklendi. Plak aliiminyum koruyucu yapiskan bantla (seal)
kapatilarak oda 1sisinda 15 dakika beklendi. 3810 rpm’de (1400-2000xg) 45 dak.
santrifiij yapildi. Plak tzerindeki koruyucu yapiskan bant acildi ve plak kuyucuk
agizlan iiste gelecek bigimde c¢evrilerek 1100 rpm’de (168xg) 30 sn. kisa santrifiij
yapildi. Her bir kuyucuga 35 pl %70’lik ethanol eklendi. Plak koruyucu yapiskan bant
ile kapatild1 ve 3460 rpm’de (1650xg) 15 dak. santrifiij edildi. Plak {izerindeki koruyucu
yapiskan bant acildi ve 1170 rpm’de (185xg) 60 sn. kisa santrifiij yapildi. Her bir
kuyucuga 10 pl injeksiyon buffer’t [(dH,O ya da HiDi formamid (Highly Deionized
formamid)] eklendi. Ornekler 95 °C de 5 dak. denatiire edildi, 2 dak. buz iizerinde
bekletildi ve ABI3500°de yiiriitiildii.

Elektoforez Cihazina Yiikleme

Saflastirilan 6rnekler ABI3500 cihazina yiiklemek icin en yiiksek hizda kisa
santrifiij yapilip denatiire edildikten sonra yiirlitme islemine ge¢ildi. Cihaz yiiriitme
isleminde kalibrasyonu yapilmis dizileme boya seti olan Dyeset secildi.

Yiiriitme voltaji: 13,4 kVolts, 6n ylriitme voltaji: 15 kVolts, injeksiyon voltaji:
1,6 kVolts, yiiriitme siiresi:2.520 sn, 6n ylriitme siiresi:180 sn, injeksiyon zamani:8 sn

ve veri gecikmesi (data delay): 250 sn. ’ye ayarlanarak {iriinler yiiriitiildii.
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Elektroforez Sonuclari ve Degerlendirilmesi

Kapiller Elektroforezi sonucunda alinan piklerin rengine gore degerlendirme
yapildi. Elektroferogramda pik rengi, Adenin yesil, Guanin siyah, Sitozin mavi ve
Timin kirmiz ile gosterildi.

Pikler ABI Sequencing Analysis v5.4 yazillim ve SeqScape v2.7 (ABI)
programlarinda  bilgisayar ortaminda analiz  edildi. Analiz  sonuglarinin
degerlendirilmesinde UCSC Genome Browser, Ensembl Genome Browser vb. ¢esitli
web sitelerinden yararlanildi.

SeqScape v2.7 programinda analiz asamasina gegmeden once programa referans
dizi yliklendi ve tanitilan transkriptin ekzon ve intronik bolgeleri program igerisinde
gosterildi. Dizileme isleminden sonra Fasta formatina alinan olgu dizisi programa
yiiklendi ve analiz komutu verildi. Bu islemden sonra, olgu dizisinin hedef gen bolgesi
tizerindeki yeri, dizilendigi primerin yoniiniin dogrulugu (ileri ya da geri primer veya
her ikisi), saflastirma kalitesi, dizilenen baz sayisi, goriintiilenen pik kalitesi, pik
yiiksekligi ve arka alan kirliligi olup olmadigi kontrol edilerek degerlendirildi. Belirtilen
kontrollerden sonra herhangi birinde farklilik var ise ¢alisma PZR asamasi veya yeterli
ornek mevcutsa, dizi saflastirma asamasindan itibaren tekrarlandi. SeqScape v2.7
programinda analiz agsamasinda, elde edilen olgu dizisi ile referans dizi karsilastirilarak
tanimlanmis degisimler NCBI Entrez SNP, ENSEMBL GeneSNPView ve HGMD gibi
veritabanlar1 kullanilarak programda isaretlendi. Elde edilen sonuglar YND ile elde

edilen sonuclarla karsilastirildi.
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4. BULGULAR

Calismamiza Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik
Anabilim Dali polikliniginde, 2004-2014 yillar1 arasinda, klinik muayeneleri ve
sitogenetik bulgular1 sonucu tan1 ve ayirici tanida FA oldugu diistiniilen 10 aileden 10
indeks olgu ile Kog¢ Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Polikliniginden
yonlendirilen 1 indeks olgu katildi. DNA izolasyonlar1 10 indeks olgudan, 22 saglikli
ebeveyninden, 1 etkilenmis amca, 1 saglikli dede ve 1 etkilenmis kardesten alinan
periferik kan orneginden, kemik iligi nakli almis olan bir indeks olguda ise deri
biyopsisi (Aile FA-11) érneginden gergeklestirildi. Ailelerden birinde etkilenmis erkek
cinsiyette indekse ek olarak etkilenmis bir amca (FA-1), bir digerinde etkilenmis erkek
cinsiyette iki kardes (FA-3), diger tiim ailelerde tek etkilenmis olgu bulunmaktaydi.
Etkilenmis olgularin 6’s1 disi (FA-2, 6, 7, 8, 9, 10) 7’si erkek (Aile FA-1, 3, 4, 5, 11)
cinste idi. Olgularin 5’1 birinci derece akraba evliliginden dogan ¢ocuklardi (FA-1, 3, 4,
7, 11). indeks olgularin 4’{inde (Aile FA-1, 2, 3,11) DEB testi pozitif, 5’inde (Aile FA-
4,5, 6, 7, 9) negatif bulunmus, diger iki olguda (Aile FA-8 ve FA-10) kromozom kirik
calismasi yapilmamisti. DEB testi yapilmayan olgularda ve DEB testi yapilip negatif
saptanan olgularda ayirici tanida FA diisliniilmekte idi.

YND caligmast kapsaminda 11 ailenin indeks olgularinda, FA iligkili 17 genin
biitiin ekzonlarin1 ve ekzon/intron simirlarinin introna ait 10b¢’i RID igin tasarlanan
hedefe yonelik YND paneli ile ¢alisildiktan sonra yapilan biyoinformatik analizlerde, ii¢
ailede, iki farkli gende (FANCA, BRIP1) 4 farkli mutasyon saptandi. 11 ailenin 3’{inde
mutasyon saptanmasi boyle bir grupta molekiiler tani oraninin %27,27 oldugunu
gosterdi. Saptanan mutasyonlarin {igii kirpilma bolgesi mutasyonu, biri ¢ergeve kaymasi
mutasyonu idi. Bu mutasyonlarin ii¢li daha 6nce tanimlanmais, biri daha once literatlirde
tanimlanmamis mutasyonlardi.

RID, YND paneli proje kapsamindaki olgular disinda, radiyal 1sin defektleri ile
giden ve klinik tanis1 FA olmayan 23 diger olgu ile birlikte ¢alisildigindan yiiriitiilen
dort farkli islemden (ilk, 2. ve 3. ¢alismanin her birinde 8, 4.¢alismada 10 olgunun
kiitliphane iirlinleri, emPZR ve zenginlestirme sonrasinda 4 ayr1 318v2 ciplerine
yiiklemesi) elde edilen metrik sonuglar, kapsam (coverage), derinlik (coverage deep)

ve varyant isimlendirme (variant calling) bilgileri Torrent Server’in arayiiziindeki
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istatistiksel veriler ve sistemin verdigi excell dosyasindan alinarak Tablo 4-1’de

sunulmaktadir.

Tablo 4-1: YND c¢alismalarinin metrik sonuglari.

Calisma No 1. 2. 3. 4,
Toplam baz sayisi 112G 142G 813 M 1.32G
Anabhtar sinyal 55 55 67 55
Toplam okuma sayisi 4,428,129 | 5,522,817 | 4,251,706 | 5,636,447
Kullanilabilir okuma (%) 76 76 68 74
Cip kuyucuklarinin dolma yiizdesi 53 65 57 68
Zenginlestirme (%) 97 100 98 100
Klonalite (%) 81 82 82 82
Son kiitiiphane iiriinleri (%) 93 91 82 91
Okumalarin aritmetik ortalamasi (bg) 252 257 191 234
Okumalarin ortancasi (bg) 281 286 192 249
Okumalarin tepedegeri (bg) 330 330 79 329
Referans genoma haritalanan toplam 11G 138G 796 M 1.29G
baz sayisi
Referans genoma haritalanan toplam 4,375,012 |5,414,531 | 4,197,063 | 5,573,118
okuma sayisi
Okumalarin ortalama dogrulugu (%) 99,4 994 99,3 99,3
AQ17 kalitesinde olan baz sayisi 1.07G 135G 756 M 126 G
AQ20 kalitesinde olan baz sayisi 1.02G 1,29G 709 M 119G
Miikemmel haritalama kalitesinde 762 M 957 M 544 M 894 M
olan baz sayisi
Hedef bolge ile ortiisen ortalama 93,1 95 74,6 91
okuma (%)
Ortalama haritalanmig okuma 546,9 676,8 524,6 557,3
Ortalama derinlik 603,4 770,3 384,9 559,3
Ortalama okuma 6zglnliigii 94,9 95,4 92,7 93,9
Gozlenen ortalama varyant 161,9 158,3 93,9 171,1
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Toplam dort ¢aligmanin her birinde ortalama 1168 M baz ortalama 579
derinlikle okundu. AQ17 kalitesinde 1109 M baz dizilendi. Bu degerlerle birlikte metrik
sonuglarin diger degerleri de her bir olgunun detayli analizi ve yorumlanmasi i¢in
uyumlu bulundu.

RID YND panel ile yaptigimiz dort ¢alisma sonucunda toplam 765 amplikondan
ortalama 500 derinlikle ¢alisildiginda 6 amplikon (tiim panelin %0,8’1) kagirildi. Bu
oran paneldeki FA genleri i¢in %1 olup ortalama 500 derinlikle toplam 407 FA genleri
amplikonundan ortalama 4’ kacirildi. Baz diizeyinde hesaplandiginda; RID panelinin
toplam bazlar1 (220.000 bg) i¢in ortalama 415 derinlikle calisildiginda ortalama 2388
(toplam panelin %1,1°1) baz kacirildi. Her olgu i¢in tiim panelin ortalama %0,56’s1

kadar No Call bazlar gozlendi.

4.1 Aile FA - 1:

1,5° kuzen evliligi bulunan anne ve babanin ikinci gebeliklerinden dogan 1912
yasindaki erkek ¢ocuklari Tibbi Genetik AD polikliniginde degerlendirildi ve fizik
muayenede; fasiyal dismorfik bulgular, viicutta ¢ok sayida siitlii kahverengi lekeler,
bilateral proksimal yerlesimli el basparmaklar1 ve sag el basparmaginda hipoplazi
saptandi. Tim bu klinik bulgularla ayirict tanida ilk sirada FA diisiiniildiigiinden tam
kan saymmi yapildi ve trombositopeni (102.000/ul) saptandi. Kromozom kirik
caligmasinda da FA ile uyumlu sonuglar (NTM ile % 3.80 kirik; DEB ile % 3.69 kirik)
alindu.

Aile Oykiisiinde etkilenmis bir amcanin bulundugu 6grenildi. Amcanin 30
yasindaki fizik muayenesinde indeks olguya benzer klinik bulgular saptandi. Olgunun
kromozom kirik ¢alismasinda FA ile uyumlu olarak NTM ile % 3.48, DEB ile % 6.96
kirik tespit edildi (Sekil 4-1) .
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Sekil 4-1: Aile FA-1, fotograflar ve aile agaci.
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()-(d) olgunun 1% yas fotograflari, (e)-(h) olgunun 2" yas fotograflars. (i)-(k) etkilenmis amca; (1) aile agaci.

% :molekiiler analiz yapilan olgular
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4.1.1 Molekiiler Analizler

Indeks olguda (Sekil 4.1, V:2) RID YND panel calismasinda, ortalama 537
derinlikle hedef bolgenin %99,35°1 kapsandi, toplam 157 varyant gozlendi. Filtreleme
ve varyant degerlendirme sonrasinda daha dnce FANCA (NM_000135.2) geninde FA
iligkili olarak tanmimlanmis (118, 119) homozigot c.894-2A>G (CS050799; [hgl9]
chr16:89862428T>C) mutasyonu saptandi ve SD ile dogrulandi, anne ve babanin bu
mutasyon igin heterozigot tasiyici oldugu belirlendi (Sekil 4-2). Bu mutasyonun
etkilenmis amcada heterozigot olarak saptanmasi {izerine mozaisizm olasiligini
aragtirmak amaciyla agiz mukoza hiicrelerinde de mutasyon arastirildi ancak mozaisizm
saptanmadi. Paternal biiyiikbabanin (III:4) bu mutasyon igin heterozigot oldugu

gosterildi ancak biiylikanne (I11:3) yasamadigindan arastirilamadi.

FANCA: ¢ 894-2A>G
sl EEE NN NN e
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1 1 1 1 1
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Sekil 4-2: Aile FA-1, molekiiler sonugclar.

(a) olgu V:2’de YND ile saptanan mutasyonun (FANCA: ¢.894-2A>G) IGV goriintiisii, (b) Aynt mutasyonun SD ile
dogrulanmasi, olgu V:2, (c) tastyict babanin (IV:12) elektroferogram goriintiisi, (d) tasiyict annenin (IV:11), (e)
etkilenmis amcanin (IV:13) () tastyic1 dedenin (I11:4) elektroferogram gériintiisii.
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4.2 Aile FA -2:

Aralarinda akraba evliligi bulunmayan anne ve babanin ilk gebeliklerinden
dogan disi olgu 3**? yasinda hidrosefali, anal atrezi ve RID nedeniyle Tibbi Genetik AD
polikliniginde degerlendirildi.

3¥12 yagindaki fizik muayenesinde, ciltte ok sayida siitlii kahverengi lekeler,
bilateral el bagparmak agenezisi, el bileklerinde radiyal deviasyon, hipoplastik ayak
tirnaklari, ayaklarda parmak pozisyon anomalileri (3. parmaklar, 2. ve 4. parmaklarin
altinda yerlesimli), anal atrezi saptandi. Bu bulgularla olguda VACTERL-H sendromu
ve FA ayirici tanida yer aldi. Ek olarak agir biiylime geriligi, mikrosefali, ¢ok sayida
stitlii kahverengi lekelerin olmasi FA tanisinin ilk siraya alinmasma neden oldu. Tam
kan sayiminda ozellik saptanmadi. Kromozom kirik ¢aligmasi FA ile uyumlu (NTM ile

% 11.3 kirik, DEB ile % 10 kirik) bulundu (Sekil 4-3).

ﬁv/3

Sekil 4-3: Aile FA-2, fotograflar ve aile agaci.

3312 yas, indeks olgu. (a). Olgunun yiiz goriniimii (b). sol el goriiniimii (c). anal atrezi (d). aile agaci. * : molekiiler

analiz yapilan olgular.



71

4.2.1 Molekiiler Analizler

Indeks olguda (sekil 4-3, 1V:1), RID YND panel calismasinda ortalama 960
derinlikle hedef bolgenin %99,35°1 kapsandi, 171 varyant gozlendi. Filtreleme ve
varyant degerlendirme sonrasinda BRIP1 geninde (NM_032043.2) birlesik
heterozigot formda [(c.205+5G>T);(c.761_764delAGCA)] varyantlar1 saptandi.
€.205+5G>T (CS053448) varyanti daha once FA ile iligskili bir mutasyon olarak
tanimlanmis (119, 120) olmasina karsin ¢.761 764delAGCA daha once literatiirde
bildirilmemisti. Cergeve kaymasina yol agmasi nedeniyle bu varyant patolojik olarak
kabul edildi. Saptanan her iki mutasyon, SD ile dogrulandi. Parental analizde olgunun
€.205+5G>T mutasyonunu babadan, ¢.761 764delAGCA mutasyonunu ise anneden
kalittig1 gosterildi (Sekil 4-4).

Totsl court: M0
by A - 431 08N, TN 130 )
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C) BRIP1:¢.205+5G>T d) BRIP1:¢.761_764delAGCA
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Sekil 4-4: Aile FA-2, molekiiler sonuclar.

(@) ve (b). indeks olguda (IV:1) YND ile saptanan BRIP1: ¢.205+5G>T heterozigot ve c¢.761_764delAGCA
heterozigot mutasyonlarinin IGV goriintiisii, (c). indeks olguda ¢.205+5G>T heterozigot mutasyonunun SD ile
dogrulanmast, (d). Indeks olguda c.761_764delAGCA heterozigot mutasyonunun SD ile dogrulanmasi, (e). babada
(III:16), ¢.205+5G>T heterozigot mutasyonu, elektroferogram goriintiisii, (f). annede c¢.761 764delAGCA
heterozigot mutasyonu, elektroferogram goriintiisi.
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4.3 Aile FA-3:

1° kuzen evliligi bulunan anne ve babanin ikinci ve dordiincii gebeliklerinden
dogan, 10**2 yasinda (Sekil 4-5, 1V:2) ve 3%*2 yaginda (Sekil 4-5, 1V:4) iki erkek kardes
FA tanistyla hematoloji kliniginden izlemdeyken genetik konsultasyon amagli Tibbi
Genetik poliklinigine yonlendirildi.

Antenatal izleminde sorun saptanmamis olan olgu FA — 3.1, zamaninda, normal
spontan dogmus. Postnatal adaptasyon sorunu olmamis, dogumdan sonra her iki elinde
preaksiyel polidaktili saptanmis ve 4 aylikken opere edilmis. U¢ yasindayken, tarti
alamama ve sik enfeksiyon gegirme sikayetleri olmus ve bu nedenle olgunun tam kan
saymmi yapilmig ve pansitopeni (hgb: 10.7 g/dl, htc: % 31, ldkosit: 2800/mm?°,
trombosit: 37000/ul) ve kemik iligi aspirasyonunda tiim hiicre serilerinde azalma
saptanmis. Tibbi Genetik polikliniginde de olgunun klinik bulgular1 ile (preaksiyel
polidaktili ve kemik iligi yetmezligi) FA tanisi desteklendi. DEB testi ile FA uyumlu
bulundu. On yasinda belirginlesen trombositopeni (23000/ul) nedeniyle streoid
(metilprednizolon) tedavisi baglanmusti.

Ailenin benzer bulgular tasiyan ikinci olgusunda da (olgu FA — 3.2) kromozom
kirik ¢alismasinda FA ile uyumlu (NTM ile % 7.17 kirik, DEB ile % 3.48 kirik) sonug

alindi.
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Sekil 4-5: Aile FA - 3, fotograflar ve aile agaci.

(a) Olgu FA — 3.1’in (IV:2) 19%*? yas, olgu FA — 3.2’nin (IV:4) 13¥'2 yas fotografi. (b). Olgu FA — 3.1, bilateral
opere preaksiyel polidaktili. (c).Olgu FA — 3.2,benzer yiiz goriinimii. (d).Olgu FA — 3.2, sol elde opere preaksiyel
polidaktili ve hipoplastik bagparmak, (). aile agaci.
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4.3.1 Molekiiler Analizler

Indeks olgu FA — 3.1 (Sekil 4-5, 1V:4)’da, RID YND panel calismasinda
ortalama 116 derinlikle hedef bdlgenin %96,47’si kapsandi, 124 varyant gozlendi.
Filtreleme ve varyant degerlendirme sonrasinda FANCA geninde (NM_000135.2) daha
once tanimlanmig homozigot c.4261-2A>C (CS042812 [hg19] chr16:89805118T>G)
mutasyonu saptandi (121). SD ile indeks olgu ve etkilenmis kardesin (olgu FA — 3.2,
sekil 4-6, 1V:2) ayn1 mutasyonu homozigot olarak, anne ve babanin heterozigot olarak

tasidigi gosterildi (sekil 4-6).

|| chr16:59,505,058-85,505, 138 o f o« r @O X D g =
FANCA: c.4261-2A>C
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Sekil 4-6: Aile FA — 3, molekiiler sonuglar.

(@). olgu FA — 3.2 (IV:4)’de YND ile saptanan FANCA: ¢.4261-2A>C ([hg19] chr16:89805118T>G) homozigot
mutasyonunun IGV goriintiisi, (b). Olgu FA — 3.2°de YND ile saptanan mutasyonun SD ile dogrulanmasi, (c). Ayni
mutasyonun, etkilenmis kardeste (IV:2) SD ile gosterilmesi, (d) ve (e). sirastyla anne ve babada, heterozigot formdaki
€.4261-2A>C mutasyonunu gosteren elektroferogram goriintiileri.
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Tablo 4-2: Olgu grubumuzda sonugclar pozitif saptanan aileler.

Dogum | Ailede Klinik tam Sitogenetik Molekiiler bulgular
yili Akrabahk bulgular
FA-1 2012 1,5° kuzen | Fanconi DEB (+): % 3.69 | YND: FANCA: c.894-2A>G
anemisi kirik; NTM (+): 3
93.80 kirik SD: Dogrulama
FA -2 2010 yok Fanconi NTMile % 11.3 | YND: BRIP1:
anemisi, kirik, DEB ile % | (c.205+5G>T);(c.761_764delAGCA)
10 karik
VACTERL- SD: Dogrulama
H sendromu
FA-3 2001 1° kuzen Fanconi NTMile % 7.17 | YND: FANCA: c.4261-2A>C
anemisi kirik, DEB ile % 5
3 48 kirik SD: Dogrulama
4.4 Aile FA - 4:

1° kuzen evliligi olan ¢iftin 2. gebeliginden dogan 2. cocuklar1 7 aylikken
unilateral (sol) radius aplazisi ve bagparmak agenezisi nedeniyle Tibbi Genetik AD
poliklinigimize konsiiltasyon amagli gonderilmisti. Fizik muayenede; sol radius
hipoplazisi, sol el bagparmak agenezisi, sol el 2. ve 3. parmakta hem proksimal, hem de
distal, 4. parmakta distal fleksiyon ¢izgisi yoklugu, bilateral simian ¢izgisi, dismorfik
bulgular (sag kulak tragusu hipoplazik, sag kulak Oniinde 1 adet ve tragus ile
kommisiire inen hat iizerinde 2 adet 0.3x0.3 cm sapsiz, deri kabartisi, basik burun kokii
ve kemeri, alinda kapiller hemanjiom, siitlii kahverengi lekeler), EKO bulgular
[midseptal ventrikiiloseptal defekt (VSD), genis koroner sinus, pulmoner venéz (PV)
donlis anomalisi, sol ventrikiil genis] saptandi ve bu bulgularla ayirict tanida;
kromozom anomalisi, Goldenhar sendromu, VACTERL assosiyasyonu, FA, Holt-Oram
sendromu diistiniildii. Kromozom kirik ¢alismasinda (DEB) normal sonug alindi.

Olguda RID YND panel ¢aligmasinda, ortalama 666 derinlikle hedef bolgenin
%99,35’si  kapsandi, 140 varyant gozlendi. RID YND panel c¢aligmasinda
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kapsanamayan bolgeler SD ile tarandi. Her iki dizileme g¢alismasinda da herhangi bir

patolojik degisim saptanmadi.

4.5 Aile FA-5:

Aralarinda akraba evliligi olmayan ¢iftin ICSI ile olusan ikiz ikinci gebeliginden
dogan olgumuz, prenatal dénemde (17. GH) 1.U, ITF, Kadin Dogum AD tarafindan
degerlendirilerek patolojik ultrason bulgular1 (1. fetusta sag 6n kolda tek kemik, sag
elde fleksiyon kontraktiirii, 2. fetus normal) nedeniyle Tibbi Genetik AD poliklinimize
yonlendirildi. Aileye verilen genetik danigma sonucunda her iki fetusta amniosentez
(AS) yapilmis ve fetal karyotipler normal saptandi. 32 GH’da yapilan USG’de 1. fetusta
onceki USG bulgularmma ek olarak VSD ve oOzefageal pos, 2. fetusta ise beyin
kivrimlarinin yoklugu gozlendiginden fetal kranial MR uygulandi. Fetal kranial MR
sonucunda 2. fetusun bulgulari lizensefali ile uyumlu bulundu. Gebeligin 35. haftasinda
dogumun baslamasi tlizerine 2. fetusa fetosit uygulandi. Canli dogan ikiz esi, postnatal
donemde poliklinigimizde detayli degerlendirildiginde Sag radius ve bagparmak
agenezisi, sag elde fleksiyon kontraktiirii, dismorfik bulgular (goreceli makrosefali,
belirgin oksiput, liggen yiiz yapisi, yiiksek damak, hafif mikrognati), konjenital kalp
hastalig1 saptandi. Ayirict tanida Holt-Oram sendromu ve FA disiiniildii. Kromozom

kirtk ¢alismasi ve yurtdiginda yapilan TBX5 geni dizi analizinde normal sonug alindu.

Olguda RID YND panel galismasi ortalama 129 derinlikle hedef boélgenin
%96,08°1 kapsandi, 146 varyant gozlendi. RID YND panel ¢alismasinda kapsanmayan
bolgeler SD ile tarandi. Her iki dizileme ¢aligmasinda da herhangi bir patolojik degisim

saptanmadi.

4.6 Aile FA - 6:

Aralarinda akrabalik olmayan ciftin ilk gebeliklerinden dogan olgu sol radius
agenezisi nedeniyle konsiiltasyon amagli Tibbi Genetik AD poliklinigimize
yonlendirilmisti. Poliklinigimizdeki degerlendirmede annede gestasyonel diabet oldugu,

babada bagparmak distal falanks duplikasyonu oldugu, olguda sol radius ve sol



76

bagparmak agenezisi, sag basparmak hipoplazisi, gingiva hipertrofisi, konjenital kalp
anomalisi, serebral atrofi ve trombositopeni saptandi. Bu klinik bulgularla ayirici tanida
yer alan sendromlardan biri de FA idi. Kromozom kirik ¢alismasinda (DEB) normal
sonu¢ alindi.

Olguda RID YND panel calismast yapildi, ortalama 496 derinlikle hedef
bolgenin %99,22°si kapsandi, 165 varyant gozlendi. RID YND panel ¢alismasinda
kapsanamayan bolgeler SD ile tarandi. Her iki dizileme c¢aligmasinda da herhangi bir

patolojik degisim saptanmadi.

4.7 Aile FA -T7:

1° kuzen evliligi olan ¢iftin ilk gebeliginden dogan olgu ekstremite anomalileri
nedeniyle Tibbi Genetik AD poliklinigimize konsiiltasyon amaciyla yonlendirildi. Fizik
muayenede dismorfik bulgular (brakisefali, bilateral oryantal epikantus, yukari ¢ekik
palpebral fissiirler) ve ekstremite anomalileri (ellerde geri yerlesimli bagparmaklar, uca
dogru incelen parmaklar, bilateral radiyale doniik 6n kollar, ayaklarda parmak pozisyon
anomalileri) nedeniyle ayirici tanida FA, Holt — Oram ve TAR sendromu diisiiniildii.
Kromozom kirik ¢alismasinda ve yurtdiginda yapilan TBX5 geni dizi analizinde normal
sonu¢ alindi.

Olguda RID YND panel calismasi yapildi, ortalama 363 derinlikle hedef
bolgenin %98,95°1 kapsandi, 179 varyant gozlendi. RID YND panel calismasinda
kapsanamayan bolgeler SD ile tarandi. Her iki dizileme c¢aligmasinda da herhangi bir

patolojik degisim saptanmadi.

4.8 Aile FA - 8:

Aralarinda akrabalik olmayan ¢iftin 3.gebeliklerinden dogan disi olgu bilateral
radiyal hipoplazi ve basparmak agenezisi nedeniyle Tibbi Genetik AD poliklinigimize
yonlendirilmisti. Fizik muayenede bilateral 6n kollar kisa, dirseklerde gamzelenme,
ellerde radiyale deviyasyon, bilateral bagparmak agenezisi, 2.parmakta silik fleksiyon
cizgileri, kamptodaktili, 5.parmakta klinodaktili nedeniyle ayirici tanisinda FA ve Holt-

Oram sendromu diisiiniildii. TBX5 geni dizilendi ve normal sonug alindi.
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Olguda RID YND panel galismast yapildi, ortalama 329 derinlikle hedef
bolgenin %98,95°1 kapsandi, 175 varyant gozlendi. RID YND panel ¢alismasinda
kapsanamayan bolgeler SD ile tarandi. Her iki dizileme c¢alismasinda da herhangi bir

patolojik degisim saptanmadi.

4.9 Aile FA-09:

Aralarinda akrabalik olmayan ¢iftin ilk ¢ocuklar1 olan olgumuz Fallot tetrolojisi
ve bilateral dogustan kalca ¢ikigi (DKC) nedeniyle Tibbi Genetik AD poliklinigimize
konsiiltasyon igin yonlendirilmisti. Fizik muayenede dismorfik bulgular (diiz oksiput,
diiz kas kemerleri, dar palpebral fissiirler, bilateral epikantus, hafif malar hipoplazi,
hipoplastik burun kanatlari, dolgun yanaklar, mikrognati, kisa boyun), Fallot tetrolojisi,
bilateral DKC, psikososyomotor gerilik, BGG, mikrosefali, hipoplastik sol el
basparmagi ve uca dogru incelen parmaklar nedeniyle ayirici tanida MKA/MR ve FA

diistiniildii. Kromozom kirik ¢alismasinda ve aCGH analizinde normal sonug alindi.

Olguda RID YND panel calismas: yapildi, ortalama 450 derinlikle hedef
bolgenin %98,82’s1 kapsandi, 162 varyant gozlendi. RID YND panel calismasinda
kapsanamayan bolgeler SD ile tarandi. Her iki dizileme calismasinda da herhangi bir

patolojik degisim saptanmadi.

4.10 Aile FA - 10:

Aralarinda akrabalik iliskisi olmayan ¢iftin 5. gebeliginden 18 GH’da tahliye ile
dogan disi fetus, patolojik USG bulgular1 (sag 6n kolda tek tiibiiler kemik, sag elde
bilekten ige deviyasyon, dort parmak yapisi) nedeniyle perinatoloji konseyinde
degerlendirilmis ve Tibbi Genetik AD poliklinigimize yonlendirilmisti. Fetusta yapilan
fizik muayenede sag iist ekstremitede el radiyal tarafa deviye, sag elde dort parmak
mevcut, aplastik bagparmak, sol elde hipoplastik basparmak nedeniyle ayirici tanida

Holt-Oram sendromu ve FA diistiniildii.

Olguda RID YND panel c¢alismasit yapildi, ortalama 225 derinlikle hedef
bolgenin %98,43°1 kapsandi, 155 varyant gozlendi. RID YND panel ¢aligmasinda
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kapsanamayan bolgeler SD ile tarandi. Her iki dizileme calismasinda da herhangi bir

patolojik degisim saptanmadi.

4.11 Aile FA -11:

1° kuzen evliligi olan ¢iftin 2. gebeliklerinden dogan olgu BGG nedeniyle Kog
Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik polikliniginde degerlendirilmis. Aileden

aliman bilgiye gore olgunun 6

yasinda kusma ve halsizlik nedeniyle degerlendirilmis
ve AA tanis1 alarak KIT yapilmis. Fizik muayenede BGG’ye ek olarak mikrosefali,
licgen yliz goriiniimii, hipoplastik el yapisi, tenar hipotrofisi, hipopigmente lekeler
saptanmis. Bu nedenle FA klinik tanmida yer almis. Yapilan kromozom kirik

calismasinda pozitif sonug alinmis.

KIT yapilmis oldugundan olgudan DNA elde etmek amaciyla deri materyali

alinmas.

Olguda RID YND panel calismast yapildi, ortalama 291 derinlikle hedef
bolgenin %98,56’s1 kapsandi, 153 varyant gozlendi. RID YND panel calismasinda
kapsanamayan bolgeler SD ile tarandi. Her iki dizileme caligmasinda da herhangi bir

patolojik degisim saptanmadi.
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5. TARTISMA

FA, klinik olarak inter ve intrafamilyal heterojenlik gdsteren nadir bir genetik
hastaliktir. Olgularin %70-75’inde multipl konjenital anomaliler, ¢oklu sistem, organ ve
hematolojik bulgular, kemik iligi yetmezligi ve kanser riskinde artig gozlenmekte, %25-
30’unda ise her hangi bir fiziksel anomali ortaya ¢ikmamaktadir. Simdiye kadar iliskisi
bilinen ve lokus heterojenligi gosteren genlerdeki germ line mutasyonlara ek olarak,
somatik mozaisizmle ortaya ¢ikan formlarinin da varligi, bu genis spektrumda seyreden

hastaligin tanisini giiclestirmektedir.

Gilinlimiize kadar yapilan ¢esitli molekiiler genetik ¢calismalarda, 16’s1 otozom ve
biri X kromozomunda lokalize toplam 17 biiyiikk gendeki yaklasik 712 farkh
mutasyonla iliskili oldugunun gosterilmis olmas1 FA’nin  yiiksek genetik
heterojenitesinin altin1 ¢izmektedir. Bu genlerin herhangi birinde belli bir “hot spot”
mutasyon bolgesi de bulunmamaktadir. Kapali toplumlarda, genetik kayma ve atasal
haplotipler sonucu bazi mutasyonlarin siklik oranlari cografik ve etnik farkliliklar

gostermektedir.

FA’nin molekiiler genetik tanisinda, SD yontemi ile her bir genin dizilenmesi
yiiksek maliyeti ve teknik islemlerin uzun siirmesi nedenleriyle tercih edilmemektedir.
Her bir genin tek tek dizilenmesi yerine, aday genin komplementasyon testi ile segilerek
genomik diizeyde dizilenmesi uzun yillardan beri tercih edilen daha pratik bir yaklagim
olarak uygulanmaktadir. Komplementasyon testinde hastanin hiicre kiiltiirii birgok ayr1
kapta hazirlanarak, her birinde FA iliskili genin cDNA’s1 ifade edilmekte, DEB/MMC
fenotipini diizelten kaptaki cDNA, genomik diizeyde incelenmesi gereken aday gen
olarak secilmektedir. Her bir gene 6zgiin mutasyon tasiyan kontrol referans hiicre
serilerinin stirekli kullanima hazir bir kosulda bulundurulmas: gerekliligi, bu testin
pratik bir tan1 testi olarak kullanilmasini zorlagtirmakta, bu nedenle test diinyada sayili
merkezlerde yapilabilmektedir. Yiiksek kapasiteli DNA dizileme teknolojilerinin

uygulamaya girmesi ile bu yaklasim terk edilmeye baglanmustir.

YND teknolojisi, ayn1 bir siirede birgok genin bir arada dizilenmesine olanak
sagladigindan, yiiksek genetik heterojenite gosteren hastaliklarda ve biiyiik genlerin
incelenmesi gerektigi durumlarda molekiiler genetik taniy1 kolaylastiran ve maliyeti

diisiiren bir yaklasim sunmaktadir.
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YND teknolojisi ile yapilan incelemeler, SD teknolojisinin aksine diisiik
mozaiklikleri de tanima olanag1 sunarken, kiitiiphanenin hazirlanmasi ve biyoinformatik
analizlere bagli olarak translokasyonlari, biiyiikk inversiyonlari, delesyonlari,
duplikasyonlari, konversiyonlar1 ve tekrar dizi artiglar1 gibi mutasyonlar1 saptama
ozelligi degismektedir.

FA’ya neden olan mutasyonlarin biiyiik ¢ogunlugu kiiciik mutasyonlar (yanlis
anlamli, anlamsiz, kii¢iik del/dup, kirpilma hatasi) olup DNA dizi analizi ile
saptanabilmektedir. FANCA, FANCB, FANCC ve PALB2’de ise ek olarak hastalik
iliskisi olan biliyiik delesyon ve duplikasyonlar da gosterilmistir. Delesyon tipi
mutasyonlarin homozigotlugu, PZR iiriinii ya da amplikon elde edilemeyeceginden,
indirekt olarak taninabilse ya da tahmin edilebilse de, bu tip mutasyonlarin ve birlesik
heterozigotluklarinin incelenmesi gerektiginde gergek zamanli PZR, Multiplex Ligation
Probe Amplification (MLPA), microarray, FISH gibi farkli yontemlere bagvurmak
gerekmektedir (30).

Bu tez calismasindaki amacimiz, FA iligkili 17 ve diger RID ile iligkili 26 genin
kodlayan bolgelerini ve literatiirde mutasyon tanimlanmis tiim diger bolgelerini
kapsayacak bicimde YND tabanli bir RID panelinin tasarlanmasi, 1slak laboratuvar
analiz kosullarinin optimize edilmesi, elde edilen ham verilerden sadece FA ile iligkili
genlerin biyoinformatik analizlerinin gergeklestirilmesi, panelin FA’nin molekiiler
genetik tanisindaki etkinliinin aragtirlmast ve yoOntemin limitlerinin ortaya
cikarilmasidir.

Panel tasarimi i¢in ilk asamada 17 FA geninin HGMD’de kullanilan
transkriptlerinde kodlama yapan bolgeleri ve ekzon-intron sinirindan igeri giren 10
b¢’lik intronik bolgeleri ampliseq designer’a (https://www.ampliseg.com) tanitildi.
Toplam 63.035 bg’lik bir genomik dizinin, her biri 125-375 bg¢ araliginda toplam 407

amplikonda kapsanan ve iki ayr1 havuza ayrilmis primer giftleri elde edildi. Bu tasarim
ile beklenen FA iliskili hedef bolgelerinin % 99,331 kapsanmaktaydi. Dizi motifindeki
zorluklar nedeniyle ampliseq designer’in primer konuslandiramadigi yaklasik 425
bg¢’lik bolgenin ise manuel yontemlerle tasarlanan primerlerin kullanildigi SD yontemi
ile dizilenmesi planlandi. Sonug¢larimizin, Tirkiye’deki FA olgularinda, mutasyon
sikliklarinin belirlenerek molekiiler tan1 stratejilerinin gelistirilmesine yardimci olmast,
mutasyon saptanan olgu ve ailelerine 6zgiin genetik danisma verilmesi, tasiyicilarin

belirlenmesi, prenatal ve preimplantasyon tani i¢in zemin olusturmasi1 hedeflendi.


https://www.ampliseq.com/
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FA iliskili 17 genin tarandigi, 11 indeks olgunun calisildig1 serimizde ii¢ olguda
mutasyon saptanmasi ile olusan oranimiz % 27,27 idi oysa FA’da 8 gende mutasyon
orani literatiirde %90 olarak bildirilmektedir (2). Bu farkin en 6nemli nedeni FA igin
gold standart olan DEB testinin serimizdeki olgularin tiimiinde yapilmamis olmas1 veya
DEB negatif olgularin da ayirici tan1 amaciyla bu seride yer almasidir. DEB testi
bulgular1 ile sonuglar degerlendirildiginde, DEB pozitif olgularda mutasyon orani
%75’e (3/4) yiikselmektedir ki bu oran literatiir ile uyumludur. DEB testi yapilmayan
veya negatif saptanan olgularda RID paneli ile klinik olarak anlamli olabilecek herhangi
bir varyant saptanmamasi klinik taniyr tartismali hale getirmektedir. Ancak, DEB
testinin duyarliliginin laboratuvar kosullarina, materyalin tiiriine ve olgularda olasi
mozaiklik durumuna gore degiskenlik gosterebilecegi bildirildiginden testin
tekrarlanmasi, bir bagka dokuda uygulanmasi disiiniilebilir (27). DEB testi negatif olan
olgularimizda herhangi bir mutasyon saptanmamasi, DEB testinden ¢ok klinik taninin
yeniden degerlendirilmesinin, klinik bulgularin giiclii oldugu olgularda 6nce MLPA
teknigi uygulanmasi normal sonuglanan olgularda hastalik iliskili yeni genlerin
arastirilmasi icin TED gibi daha detayli analizlerin yapilmasi akilct bir algoritma
olacaktir diye diisiinmekteyiz.

Literatiirde, FA’da saptanan mutasyonlarin %60’min FANCA, %10-15’inin
FANCC, %10’unun FANCG ve %15’inin ise diger iliskili genlerde saptandigi, bu
oranlarin etnik farkliliklar gosterebildigi ancak “hotspot™ olarak hedef gosterilebilecek
gen bolgeleri bulunmadigimi bildirilmektedir. Kiigiik olgu grubumuzda da 3 mutasyonun
ikisinin FANCA geninde saptanmas literatiir ile uyumludur.

FANCA geninde bir ailede (FA-1) ¢.894-2A>G, bir digerinde (FA-3) c.4261-
2A>C mutasyonlar1 saptandi. Her iki mutasyon da FANCA geninde kirpilma hatasina
yol agmasi beklenen ve daha dnce FA’l1 olgularda bildirilmis olan mutasyonlard1 (118,
119, 121).

Bugiine kadar FANCA geninde 62 adet kirpilma hatasina yol agan mutasyon
tanimlanmistir. Bunlardan olgularimizdan birinde saptanan €.894-2A>G, Levran ve
ark.’nin (2005) ¢alismasinda gosterilmistir (118). Daha sonra Xiong ve ark.’lar1 (2015)
kirpilma bolgesi degisimlerinin patolojik olup olmadigini degerlendirdikleri in silico
analizlerde, bu mutasyonun intron 10°da (intervening sequence 10, IVS10) acceptor
kirpilma bolgesinin kaybina yol agmasi beklendigini belirtilerek hastalik iligkisini
desteklemistir (119). Ancak, bu mutasyonun in vivo transkriptte yol actig1 anormal yap1
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cDNA dizilemesi ile heniiz kanitlanmamistir. Bizim ¢aligmamizda FANCA genindeki
bu degisimin indeks olguda homozigot, saglikli anne ve babasinda heterozigot
saptanmasi hastaligin kalittm modeli ile uyumluydu. Ayni aileden kesin klinik tanili
amcada (FA-1, 1V:13) bu mutasyon arastirildiginda periferik kandan elde edilen DNA
orneginde mutasyon heterozigot olarak saptandi. Amcada KIT’in yapilip yapilmadig
bilinmediginden, ilk asamada bu durumun olas1 bir kimerizm ile iligkili olabilecegi
diistiniilmiistii ancak daha sonra olguda KiT yapilmadig1 dgrenildi ve sonug ¢ok diisiik
bir olasilikla somatik bir rekombinasyona bagli olarak, bir bagska dokuda bu mutasyonun
heterozigosite kaybina ugrayip ugramadigini aragtirmak icin yanak mukozasindan elde
edilen DNA 06rneginde inceleme tekrarlandi ve bu dokuda da mutasyon heterozigot
olarak gozlendi. Amcanin annesi hayatta degildi, babasinin (olgumuzun paternal dedesi
ve maternal biiylik amcas1) bu mutasyon i¢in heterozigot oldugu belirlendi. Bu asamada,
amcanin iki farkli FANCA geni mutasyonu icin birlesik heterozigot olmasi
beklendiginden, tiim gen dizi analizi yapilmasi onerildi. 43 ekzonlu bir gen olan
FANCA’da SD yontemi ile inceleme ¢ok yiiksek bir maliyet gerektireceginden RID
panel calisilmasina alinmasi planlandi. Bu incelemede FANCA’da herhangi bir ikinci
mutasyon ya da diger FA iliskili genlerde hastaligin kalitm modeli ile uyumlu
mutasyonlar saptanmaz ise del/dup mutasyonlarinin arastirilmasi i¢in MLPA analizi,
test normal sonuglanirsa, TED yapilmasi planlandi. Yapilan arastirmalar normal ¢ikarsa,
bu durum literatiirde FANCA geninde birlesik heterozigot mutasyonun geri mutasyon
mekanizmasi ile olusan somatik mozaisizm olasilig1 ile agiklanabilir (122).

FANCA geninde saptanan diger bir mutasyon homozigot €.4261-2A>C idi.
Genin 42. intronunda acceptor kirpilma bolgesinde gozlenen bu mutasyon daha énce
literatiirde tanimlanmistir. FA’da yapilan molekiiler ¢alismalar, FANCA genindeki
kirpilma mutasyonlart arasinda donor bolgedeki (intronun 5’ ucu) mutasyonlarin
acceptor bolgedeki (intronun 3’ ucu) mutasyonlara kiyasla daha sik goézlendigini
gostermektedir (121, 123). Calismamizda ise saptanan her iki mutasyon da, daha nadir
goriilen acceptor bolge mutasyonu olarak dikkat g¢ekmektedir. Saptanan her iki
mutasyonunda diinyada daha ender gozlenen mutasyonlar olmasi Tiirkiye’deki
mutasyonlarin diger toplumlardan farkli olabilecegine isaret etmektedir.

Genel olarak, FANCA geninde anormal protein sentezine yol agan tipte
mutasyon tasiyan olgularin, protein sentezini engelleyen (null) tipte mutasyon

tasiyanlara gore ¢ok daha hafif etkilendikleri; null mutasyonlu olgularda, aneminin daha
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erken yasta basladigi ve malignite riskinin daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (124).
Bir ailemizde saptanan FANCA ¢.4261-2A>C mutasyonunun, kirpilma hatasina yol
acarak anormal protein {riinlinlin olugsmasmma neden oldugu goéz Oniinde
bulunduruldugunda, daha hafif bir fenotipin goézlenmesi literatiirdeki bu bilgilerle
uyumludur. Ancak, FANCA geninde ayni mutasyonu tasidigi bildirilen bir Arap
ailesinin etkilenmis ti¢ olgusunda hipoplastik el basparmak bulgusu, ikisinde ek olarak
bobrek anomalisi (unilateral renal agenezi/pelvik ektopik bobrek), diger ikisinde ise
mikrosefali, zihinsel yetmezlik ve isitme kaybi bildirilmistir. Ayrica bu olgularda
ortalama 8°*? yasinda kemik iligi yetmezligi basladig ve iki olguda ise sirasiyla 26 ve
30 yaslarinda yass1 hiicreli deri kanseri gelistigi bildirilmistir (121). Ayn1 mutasyonu
tastyan serimizdeki iki etkilenmis (indeks 13812, etkilenmis kardes 19°*2 yas) kardesteki
(FA = 3, IV:2 ve 1V:4) klinik bulgular ise Arap ailesine gore ¢cok daha hafifti (sadece
bagparmak anomalileri). Olgularin son klinik degerlendirmesinde de belirgin bir
transfiizyon ihtiyaclarinin olmadigi, kemik iligi naklini gerektirecek diizeyde kemik iligi
yetmezligi bulunmadigi ve herhangi bir malignitenin gelismedigi gozlendi. Ancak
genetik danigmada aileler, malignite agisindan takip gerektigi konusunda uyarildi. Ayni
mutasyonu tasiyan bu iki aile arasindaki fenotipik farklar, modifiye edici genlerin
varligini diistindiirmektedir.

Serimizde iki farkli varyant (c.205+5G>T ve c.761_764delAGCA) saptanan
diger gen BRIP1 idi. Birlesik heterozigot saptanan bu olgunun ailesinde SD ile
€.205+5G>T nin babadan, ¢.761_764del AGCA’nin anneden kalitildigi gosterildi.

BRIP1 geninde saptanan ¢.205+5G>T nin FA ile iliskisi, daha once Levitus ve
ark.’lar1 (2004) tarafindan bildirilmis ve bu mutasyonun, kirpilma hatasina yol agarak,
BRIP1’in helikaz motif I (proteinin DEXD domaini) bolgesini kodlayan 3. ekzonunun
delesyonuna yol actifi, cDNA diizeyinde gosterilmistir (120). Literatiirde BRIP1
geninde FA iligkisi tanimlanmis 15 farkli mutasyon bulunmasina karsin olgumuzdaki
c.761 _764delAGCA degisimi daha oOnce literatiirde bildirilmemistir. Tanimlanan bu
mutasyonlardan sadece biri delesyon tipi mutasyon olup (c.2255 2256delAA) cergeve
kaymasina yol ag¢maktadir. Polipeptid zincirinde 751. amino asiti ve devamini
degistirerek proteinin HELIC domainini etkilemesi beklenmektedir. Calismamizda
saptanan delesyonun ise protein diizeyinde 254. amino asit olan lizinin yerine arjinin

gelmesine (p.K254Rfs*19) ve sonraki 19. kodonun “dur” sifresi alarak protein
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trunkasyonuna yol agmasi beklenmektedir. Cergeve kaymasi proteinin  DEXD
domainini kodlayan bolgede olusmaktadir.

BRIP1 mutasyonu tasiyan FA’li olgularm agir klinik bulgular gosterdigi,
ortalama 4-5 yaslarinda kemik iligi yetmezligi gelistigi bildirilmistir (125). BRIP1
geninde birlesik heterozigot mutasyon saptanan olgumuzdaki (FA-2, IV:1) agir biiyiime
geriligi, mikrosefali, dismorfik bulgular, ciltte ¢ok sayida siitlii kahverengi lekeler,
bilateral el basparmaklarinda agenezi, el bileklerinde radiyal deviasyon, hipoplastik
ayak tirnaklari, ayaklarda parmak pozisyon anomalileri (3. parmaklar, 2 ve 4.
parmaklarin altinda yerlesimli), anal atrezi gibi agir fiziksel anomaliler literatiir ile
uyumluydu.

Olgu grubumuzdaki DEB testi pozitif, AA nedeniyle KiT yapilan FA-11
olgumuzda, deri biyopsisinden elde edilen DNA o6rneginde yapilan RID panel test
calismasinda FA iligkili herhangi bir mutasyon heterozigot veya homozigot formda
saptanmamis olmast YND tabanli analizlerde yanlis negatiflik olabilecegini
diigiindiirmektedir. Ion PGM platformunun duyarliligi %98-99 olup 6zellikle uzun
homopolimer dizi bdlgelerinde yanlis okuma yapabilecegi bilinmektedir (104). Olguda
panelin kapsamadigi bolgeler ile yetersiz derinlik nedeni ile diisiik kalitede okunan
diziler, SD yontemi ile incelendi ve mutasyonlar agisindan dislandi. Bu olguda taranan
genlerde dislanamayan mutasyon tipleri biiylik delesyon ve duplikasyonlardir. Bu
nedenle MLPA analizi ile olast del/dup mutasyonlarinin incelenmesi 6nerilebilir. Deri
orneginde heterozigot bir mutasyon saptanmasi durumunda diger allelde geri mutasyon
olasiligi zayif da olsa disiiniilebilir, ancak olgumuz erkek oldugundan X’e bagh
FANCB geni i¢in somatik mozaisizm olasiliginin dislanamadigini diisiinmekteyiz.
MLPA analizi normal sonuglanirsa FA-11 olgusunun Kklinik bulgulari tekrar
degerlendirilerek DEB pozitifligi nedeniyle diger kromozom kirik sendromlari
acisindan degerlendirilmesi gerektigini diisiinmekteyiz.

Bu calisma 2014’de planlanarak panelde yer alacak genler belirlenmisti. Ancak
2015‘te FA ile iliskili bir gen (UBE2T geni) tanimland1 (126). FA klinik tanili DEB
pozitif mutasyon saptanmayan olgularimizda bu genin de SD ile arastirilmasi
gerekmektedir. Yeni bir panel olusturdugumuzda panele bu genin de ilave edilmesinin
uygun olacagini diisiinmekteyiz.

Olgu sayisi kiiglik olmasina ragmen g¢alisma grubumuzda DEB testi pozitif

olgularda %75 mutasyon oranimin saptanmasi ve bu mutasyonlarin 2/3‘tiniin FANCA
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geninde olmasi literatiir ile uyumlu sonuglardir. Bu kadar kiigiik bir grupta bile BRIP1
geninde mutasyon saptanmasi ve akraba evliligi olmayan ailede iki farkli mutasyonun
bulunmasi literatiirden farkli olarak Tiirk populasyonunda farkli gen ve mutasyon
sikliklarinin olabilecegine isaret etmektedir. Bu durumda klinik 6n tanili olgularin YND
teknolojisi ile panel olarak ¢alisilmasinin daha dogru olacagini da gostermektedir.

Bu ¢alisma sonuglari; 1) DEB testinin molekiiler analizler 6ncesinde 6nemli bir
tan1 testi oldugunu, 2) tasarladigimiz RID panelindeki 17 FA geninin, klinik tanili
olgularda, mutasyonlarin saptanmasinda tek bir calisma ile hizli analizine olanak
sagladigini, 3) YND analizlerinin normal saptanmasi sonrasinda MLPA analizlerinin
gerekli oldugunu bu nedenle akis semasinda yer almasi gerektigini gostermektedir.
Daha biiyiik seri caligmalariyla Tiirkiye populasyonunda FA gen mutasyon frekans
bilgilerine ulasilmasi daha akile1r ve ekonomik tani akis semalarinin olusturulmasina

katk1 saglayacaktir.
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Olgu No:
Ad-Soyad:
D.T/ yast:
Cinsiyet:
Adres bilgileri:

Tel:

FORMLAR

Form-1: Muayene formu

T.C.
I.U. istanbul Tip Fakiiltesi

Tibbi Genetik Anabilim Dah

Muayene Formu

Protokol No:
DNA No:

Tarih:
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Ozgecmis:

Akrabalik:

Soygecmis:

Antenatal/Natal/Postnatal:

Oykii:

Psikososyal motor gelisme:

Aile agaci



Fizik muayene:

Bas cevresi: Tart1:

Sistemik muayene:

Goriintiileme:

Ek tetkikler:

Boy:
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Pozitif bulgular:

TANI:

Molekiiler analizler:
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Form-2: Bilgilendirilmis Onam Formu

T.C
ISTANBUL UNIVERSITESI
ISTANBUL TIP FAKULTESI
TIBBi GENETIK ANABILiM DALI

MOLEKULER iINCELEMER iCiN BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

Proje Adx

“FANCONI ANEMILi OLGULARDA ILiSKiLi GENLERIN YENI NESIiL DiZILEME
TEKNOLOJIiSi iLE TARANMASI VE MUTASYONLARIN SAPTANMASI”
Tarih:

Bu incelemede, klinik ve radyolojik incelemeler sonucunda Fanconi anemisi oldugu saptanan se¢ilmis
olgularda, fenotipe neden olan molekiiler patolojinin arastirilmas1 amaclanmaktadir. istanbul Universitesi,
Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali poliklinigine gonderilen olgularda arastirma amagh
molekiiler incelemelerinin yapilmasina izin vermeden once sizleri ¢alismanin amaci, riskleri ve yararlari

konusunda bilgilendirmek istiyoruz.

Asagidaki Molekiiler Incelemeler icin Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formunu okuduktan sonra

calismaya katilma karar1 verirseniz formu liitfen imzalayiniz.

1.Yapilacak islemin tamm: Inceleme, Fanconi anemisi saptanan olgularda altta yatan nedenin ileri
diizeyde aydinlatilmasim amaglamaktadir. Bu calismalar Istanbul Universitesi istanbul Tip Fakiiltesi

T1bbi Genetik Anabilim Dali tarafindan yiiriitiilecektir.

fleri molekiiler analizlerin yapilmasi igin hastalarm tan1 amaci ile énceden alinmis olan mevcut doku
ornekleri kullanilacaktir. Segilecek uygun olgularda ileri molekiiler yontemler kullanilarak detayli taniya
gidilmeye caligilacaktir. Eldeki 6rneklerin yetersiz olmast ya da kullanilamamasi durumunda hastadan
yeniden doku (kan, vb) 6rnekleri almamiz gerekebilir. Bu durumda hasta ve aile bilgilendirilecek ve izni

aliacaktir.

Bu ¢aligmaya katilmaniz icin sizden herhangi bir {icret istenmeyecektir. Bu incelemeler i¢in sizden alinan
kanlardan elde edilecek Orneklerinizin saklanmasi konusunda liitfen asagidaki seceneklerden birini

se¢iniz:

a. Elde edilen doku 6rnegimin ¢alisma bittikten sonra boliimiiniiz 6rnek bankasinda saklanmasina izin

veriyorum.
b. Elde edilen doku 6rnegimin ¢aligma bittikten sonra imha edilmesini istiyorum.

Doku 6rneginiz saklandig takdirde size sorulmadan, izniniz alinmadan hicbir sekilde baska bir ¢alisma

icin kullanilmayacaktir.
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2. Olasi riskler ve faydalar:

Kan alinmasi sirasinda olusabilecek riskler: (1) igne-batmasina bagli olarak az bir ac1 duyulmasi. (2) igne
batmas1 sonrasinda ¢cok nadiren enfeksiyon geligmesi durumu.

Yapilacak genetik testin getirebilecegi olasi riskler: Size ait genetik bilgi kesinlikle gizli kalacaktir.

Genetik bilginin kullanilmasina bagli olarak sosyal, ekonomik ve psikolojik sorunlar ortaya cikabilir.

Inceleme sonunda elde edilecek sonuglar istediginiz takdirde size bildirilecektir. Ancak bu bilgiyi
ogrenmeyi reddetmek her zaman hakkinizdir. Bu bilgiyi sizin disinizda birisi ile paylagmamiz sadece
sizin izninize bagli olacaktir. Genetik testlerin dnemli bir riski de bu testler sonucunda anne ya da babanin

biyolojik kimliginin saptanmasidir. Bu durumlarda da gizlilik ilkesine bagl kalinacaktir.

Olasi yararlar: Bu incelemelerin esas amaci sizde/aile bireyinizde saptanan kromozom anomalisini daha

detayli aragtirmak ve genotip-fenotip iliskisinin anlagilmasina yardimei olacak bilgilere ulagsmaktir.

Diger secenekler: Bu galismaya katilmayi reddedebilirsiniz. Bu arastirmaya katilmak tamamen istege
baglidir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide bir degisiklik olmayacaktir. Yine ¢aligmanin

herhangi bir agamasinda onayinizi gekmek hakkina da sahipsiniz.

Uygulanacak iglemin yapist ve amaci hakkinda, olasi riskleri ve yararlari tarafimdan,

(Doktor Adr)

hastaya,
(Aile Adi)

(Tanik Kisi)

anlatilmistir. Sorulan sorular tarafimdan cevaplandirilmis ve cevaplandirilmaya devam edilecektir.

Calismanin devami sirasinda ortaya ¢ikabilecek yeni riskler ve/veya yararlar tarafimdan katilimciya
iletilecektir.

Tarih:
Doktorun imzasi:

Kontak kurulabilecek kisiler:

Ulasilabilecek Tel. No.’lart: Direk hat:
Dahili hat: (0 212) 414 20 00 — 32347
Ulasim Adresi: Istanbul Universitesi Istanbul T1p Fakiiltesi

Tibbi Genetik Anabilim Dali
Millet Cad. 34390 Capa — ISTANBUL
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Elektronik Posta AAreSi:  ..ooocceeiiiiiiiiiiiiiiiisiieessiieeeans

Izin: Yukarida tanimlanan ileri diizey incelemenin uygulanmasi, riskleri ve yararlari ile ilgili yeterince
bilgi aldim. Bu ¢alismaya kendimin (¢ocugumun) katilmasina izin veriyorum. Caligmanin herhangi bir
asamasinda sayet vazgegersem onayimi ¢ekmek hakkinda 6zgiir oldugumu biliyorum. Bu nedenle
kendimin/gocugumun bir zarar gormeyecegini anladim. Arastirma bulgulari, ailemdeki genetik hastaligin
klinik ve molekiiler tanisina ve tedavisine faydali sonuglar vermesi durumunda bana rapor edilecegini

kabul ettigimi bildirmek istiyorum.

Ad1 Soyadi Dogum tarih Imza (Ebeveyn)

Aile tiyesi

Aile tiyesi

Aile tiyesi

Aile iiyesi

Aile iiyesi

Aile iiyesi

Aile iiyesi

Aile tiyesi

Aile tiyesi


mailto:uzumcu@pretam.com

ETIiK KURUL KARARI

T.C. oL UNiye
. S S ® O\
iSTANBUL UNIVERSITESI N )
ISTANBUL TIP FAKULTESI o b
KLINiK ARASTIRMALAR ETiK KURULU ) 7\ &

Sayi : 1937 Tarih : 25.12.2014
Konu : Prof.Dr.Z.0ya UYGUNER

Sayin Prof.Dr.Z.0ya UYGUNER
Tibbi Genetik Anabilim Dal

ilgi :Tibbi Genetik Anabilim Dalinin 03/12/2014 giin ve 363 sayil yazisi

Sorumlu arastiricihidini tstlendiginiz ve Yuksek lisans égrencisi Gulendam BAGIROVA'nin
yurutecedi 2014/1880 dosya numarali "Fankoni Anemili Olgularda lligkili Genlerin Yeni Nesil Dizileme
Teknolojisi lle Taranmasi Ve Mutasyonlarin Saptanmasi" baslikli caligsma kurulumuzun 12/12/2014 tarih ve
21 sayill toplantisinda gorusulerek etik yonden uygun bulunmus olup, tutanaklar ekte sunulmustur.

Bilgilerinizi rica ederim.

Prof.Dr. A. Yagiz URESIN

istanbul Tip Fal&'jl si Klinik Arastirmalar
Etik Kurul Baskani

Eki: Istanbul Tip Fakiltesi Klinik Arastirmalari Etik Kurulu Karar Formu
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ISTANBUL TIP FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALARI ETiK KURULU KARAR FORMU

- ; .
‘ ST KURKILAN ADS iISTANBUL TIP FAKULTESI

=g | !(;_,[NiK ARASTIRMALARI ETiK KURULU

=5 & ; i.(.ISTANBUL TIP FAKULTESI HULUSI BEHCET

a GIK ADRESI: Ly : s

o KUTUPHANESI KAT:3 FATIH/ISTANBUL

= = TELEFON 0(212) 41421 53

=

3= FAKS 0(212) 41421 53

L E-POSTA itfetikkurul@istanbul.edu.tr.

"Fankoni Anemili Olgularda Tliskili Genlerin Yeni
Nesil Dizileme Teknolojisi Ile Taranmasi Ve
Mutasyonlarin Saptanmas:”'

‘ ARASTIRMANIN ACIK ADI

[ ARASTIRMA PROTOKOL
KODU
KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACI
UNVANI/ADI/SOYADI
KOORDINATOR/SORUMLU

Prof.Dr.Z.0ya UYGUNER

R ————— e |

ARASTIRMACININ UZMANLIK !T|hhi Genetik
ALANI

KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ
BULUNDUGU MERKEZ

istanbul Universitesi istanbul Tip Fakiiltesi
Tibbi Genetik Anabilim Dal

DESTEKLEYICI istanbul Universitesi Bilimsel Aragtirmalar Birimi
I

YESTEKLEYICININ YASAL
TEMSILCISI

1 FAZ | d
‘ | - 2 FAZ2
1 ARASTIRMANIN FAZI :

BASVURU BIiLGILERI

FAZ3

FAZ 4 [

—

* ‘ ARASTIRMANIN TURU

Yeni Bir Endikasyon

Atonguiostodaagsd
Diger ise belirtiniz :
TEK MERKEZ QOK MERKEZLI \ ULUSAL

ARASTIRMAYA KATILAN

ULUSLAR ARASI
] MERKEZLER 0

L] | L}

Sayfa 1
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[STANBUL TIP FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALARI ETIK KURULU KARAR FORMU

LSTIRMANIN ACIK ADI ""Fankoni Anemili Olgularda Hiskili Genlerin Yeni Nesil Dizileme Teknolojisi Ile
Taranmasi Ve Mutasyonlarin Saptanmasi''

Belge Ad1 Tarihi Versiyon Numaras: Dili
z
= ARASTIRMA PROTOKOLU Tarkge m  Ingilizce 0 Diger[]
=
Z _ | BILGILENDIRILMIS GONULLOOLURFORMU | m Tarke @ Ingilizce ) Diger[]
Z = | OLGURAPOR FORMU 0 Turkge [ iIngilizce D Diger(]
S S |ARASTIRMA BROSURU a Tarkge [ Ingilizee 0 Digerl]
Belge Adi O Agiklama
TURKCE ETIKET ORNEGI O
SIGORTA O
ARASTIRMA BUTCESI * | |
F
= | BIYOLOJIK MATERYEL TRANSFER FORMU 0
= | HASTA KARTUGUNLUKLERI 0
r - 3
| E ILAN a
s e YILLIK BILDIRIM (0]
z
= | SONUG RAPORU a
=
Z | GUVENLILIK BILDIRIMLERI )
5 DIGER - Anabilim Dali Bagkanhgindan Ust Yazi ve Akademik Kurul Karan, Literatir
S Kaynag, Sorumiuluk Paylagim Belgesi, Olgu Rapor Formu, ligili Elemanlarin
R Bilgilendirildigine Dair Belge, CV,CD
| Karar No:21 Tarih: 12/122014
= manhul Oniversitesi Istanbul T1p Fakoltesi Tibbi Genetik Anabilim Dalinda gorevli Prof.Dr.Z.0ya UYGUNER ‘in sorumlulugunda ve Yksek lisans
z _:_ | ogrencisi Gulendam BAGIROVA'min yarttecegi yukanda bilgileri verilen arastirma bagvuru dosyasi ile ilgili belgekr aragtirmanin gerekge, amag, yaklasim ve
| =< |yontemleri dikkate almarak | gergekl de etk ve bilimsel sakinca bulunmadiina toplantiya katilan Ftik Kurul Giye tam sayisinin salt
i £ | gogunlugu ile karar verilmistir..
ISTANBUL TIP FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALARI ETIK KURULU
CALISMA ESASI 19,08.2011 tarihli, 28030 sayih Resmi Gazetede yaymlanan Klinik Arastirmalar Hakkindaki Yonetmelik
BASKANIN UNVANI/ADI/SOYADI: Prof. Dr. A. Yagiz URESIN
Unvan/AdvSoyadi Uzmanlhk Alam Kurumu Cinsiyet Ar:::;'ln: e Kathm ** Im;; /
e ji ve I Tip Fakiltesi (Etik 0 G 3
Prof. Dr. A. Yagiz URESIN | farexe: e em |kO |€0 [um |em [u0 |~ Y
I Tstanbul Tip Fakiitesi (Etik = = $
| Prof. Dr. Berrin UMMAN | Kardiyoloj Karid Bapksis¥ e0 |km [EO |um |em [HD 3
! | Prof. Dr. Ahmet GUL Romatoloji Istanbul Tip Fakiitesi em (kO [ED |wm |em |00 | 5
Prof. Dr. Oguzhan COBAN | Néroloji Istanbul Tip Fakiitesi em | kO ED |pm |em | HO(
| Or. Sevda OZEL By U0 WarbiTpFaomesl | g |xm [EC |nm |e@ |00

+ :Aragtirma lle lligki
** Toplantida Bulunma

1.0, Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik arastrmalar Etik kurulu 13.04.2013 tarih, 28617 sayih Resmi Gazetede yaymlanan Klinik Arastirmalar Hakkinda
Yonetmelik gergevesinde kurulmus ve T.C. Saghk Bakanhfn Tirkiye flag ve Tibbi Cihaz Kurumu tar find. yl . ligili y lik
kapsaminda kalan arastirmalar Saghk Bakanh@ndan izin almak zor dadir. Yonetmelik kap diginda kalan aragtirmalar ise Etik Kurul biinyesinde
olusturulmus 5 Kisilik alt komisyon tarafindan degerlendirilmekte olup Saghk Bakanh@ iznine tabi degildir.

Sayfa 2
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PATENT HAKKI iZNi
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TELIF HAKKI iZNi
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Ozel ilgi Alanlar1 (Hobileri):





