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Tesekkur

Bu tez calismasinda oldugu gibi meslek ve egitim hayatimin onemli
asamalarinda bana yol gdsteren, manevi destegini, tecrubesini, inancini eksik
etmeyen ve en Onemlisi ikinci bir sansa beni uygun goren sevgili hocalarim
Prof.Dr. Oztirk OZDEMIR ve Prof.Dr. Fatma SILAN’a sonsuz tesekkiirlerimi
ifade etmeyi borg bilirim. Ayni zamanda ¢alismada emegi gegenler basta olmak
uzere bu guzel galisma ortaminda birlikte vakit gecirdigim, kendilerinden her

gun bir seyler 6grendigim tum mesai arkadaslarima da tesekkur ederim.



PARKINSON GENETIK ETIYOGENEZINDE YENIi NESIL
DIZILEME(NGS) YONTEMi iLE SAPTANAN VARYANTLARIN
IN-SILIKO ANALIZzi

OZET
GIiRIS ve AMAG: Parkinson hastaligi siklikla ileri yas popllasyonda gériilen

substansiya nigra bolgesindeki dopaminerjik néronlarin kaybi ile karakterize bir
hareket bozuklugu hastahdidir. Hastaligin  %5-15'i genetik yatkinlikla
iliskilendirilmistir. Bu ¢alismada, molekuler etiyolojik sebeplerin 6nemli dlglide
heterojenlik gosterdigi parkinsonizmde, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Tibbi Genetik Tani ve Tedavi laboratuvarinda yeni nesil DNA dizileme yontemi
ile (NGS) elde edilen c¢oklu test ve Klinik verilerin retrospektif olarak

degerlendiriimesi amaclanmistir.

GEREGC ve YONTEM: Bu arastirmada elde edilen veriler, 2018-2019 yillari
icerisinde merkezimize basvuran toplam 43 olguya ait aile dykduleri, klinik bilgileri
yanisira guncel literatir tarafindan Parkinson hastali§i ile iliskilendirilmis toplam
18 gen iceren gen paneli kullanilarak elde edilen laboratuvar verileri retrospektif
olarak degerlendirilmistir. Parkinson hastaligi genetik etiyolojisi agisindan
erisilebilir guncel literatur degerlendirildiginde uUlkemizde yapilan en genis gen

panelinin kullanildi§i genetik etiyoloji calismasidir.

Aragtirmada, calismaya dahil edilen olgulara ait; anamnezler gozden
gegcirildi, genetik verileri ve aile agaclari elde edildi, degerlendirildi. Elde edilen
genetik varyantlar dogrultusunda olgulara ait fenotip — genotip iligkisi guncel

literatlr ile korele edildi.



BULGULAR: Guncel veritabanlari degerlendirmesine tabi tutulan verilerin
analizi sonucunda her olguda en az bir olmak Uzere toplam 14 vakada klinikle
uyumlu olabilecek genetik varyant saptandi. Degerlendirilen 29 olguda klinik
olarak anlaml olabilecek genetik varyant saptanmadi. Parkinson patogenezinde
primer olarak bildirilen toplam 3 spesifik varyant tanimlanmigtir. Saptanan bu
spesifik varyantlarin (EIF4G1 ¢c.3142A>G (p.Ser1048Gly), ATP13A2 ¢c.2859G>A
(p.Thr953=), LRRK2 c.4915delA(p.Argl1639GlyfsTerl5)) Parkinsonizm genetik
etiyogenezinde onemli Olcide uyumluluk gosterdikleri degerlendirilmistir.

Olgularimiza ait daha 6nce bildirilmemis iki yeni varyant saptanmistir.

TARTISMA ve SONUGC: Arastirma sonunda NGS analizlerinde kullanilan veri
tabanlarinin gincellenmesi ve konu ile ilgili yeni uUretilmis akademik verilerle
desteklenmesinin Parkinson hastalarinin dogru ve etkin tani almalarinda 6nemli
Olgude katki verici oldugu anlagilmistir. Bu duruma ornek olarak, ayni genetik
verilerin farkli zamanlarda revize edilmis veri tabanlari ile degerlendirildiklerinde
farkli klinik onemde degerlendirildigi aciklikla gorulecektir. Sonug¢ olarak,
molekuler etiyolojik tetikleyicilerin 6nemli Olcide heterojenlik gdsterdigi
Parkinsonizmde dogru ve etkin tani igin NGS yonteminin sagladigi faydanin
yani sira, elde edilen verilerin Tibbi Genetik alaninda tani amagli kullanilan ileri
test ve yontemlerle korele edilmesi ve secilmis olgularda hasta ve varyantlarin
takibi ve Dbelirli araliklarla tekrardan degerlendiriimesi, bu dogrultuda genetik
danigma planlanmasinin yararli olacagdi onerilmistir. Olgularin, daha genig
kohortlarin dahil edildigi, kapsaml paneller ile calisiimasinin ve bu calisilan
panellerin yine surekli guncellenen veri tabanlari ile degerlendirilmesinin hayati

Oneme sahip oldugu anlagiimigtir.

Anahtar kelimeler: Parkinsonizm; yaygin varyant analizi; etiyogenez; yeni

nesil dizileme (NGS); Canakkale populasyonu



IN-SILICO ANALYSIS OF VARIANTS THAT DETECTED BY THE NEW
GENERATION SEQUENCING (NGS) METHOD IN PARKINSON’S GENETIC
ETIOGENESIS

ABSTRACT

INTRODUCTION and AIM: Parkinson's disease is a movement disorder
disorder characterized by the loss of dopaminergic neurons in the substantia
nigra region, which is frequently seen in the elderly population. 5-15% of the
disease has been associated with genetic predisposition. In this study, it has
been aimed to retrospectively evaluate the clinical data and multiple tests data
obtained by the new generation DNA sequencing method (NGS) at the Medical
Genetic Diagnosis and Therapy Laboratory of Canakkale Onsekiz Mart
University in parkinsonism, where molecular etiological causes show significant

heterogeneity.

MATERIALS and METHODS: In this study, family histories and clinical
information of 43 cases, as well as the laboratory data obtained by using the
gene panel containing a total of 18 genes associated with Parkinson's disease
by the current literature were evaluated retrospectively. This has been largest
gene panel reported for Parkinson's disease genetic etiology study in our
country, considering the current databases available in terms of genetic

etiology.

In the research, anamnesis were reviewed, genetic data and family
pedigrees were obtained and evaluated for the cases included in this study. In
line with the genetic variants obtained, the phenotype-genotype relationship of

the cases was correlated with the current literature.

Vi



RESULTS: As a result of the analysis of the data subjected to the evaluation of
current databases, a genetic variant that may be compatible with the clinic was
determined in 14 cases, with at least one in each case. No clinically significant

genetic variant was detected in the 29 cases.

There was two previously unreported novel variants, and total of three
specific variants that were reported as primary in Parkinson's pathogenesis
were identified. These specific variants (EIFAG1 ¢.3142A> G (p.Serl048Gly),
ATP13A2 ¢.2859G> A (p.Thr953 =), LRRK2 c.4915delA (p.Argl639GlyfsTerl5)
were considered to be significantly compatible in Parkinsonism genetic

etiogenesis.

DISCUSSION and CONCLUSION: When the data evaluated afterward, it has
been stated that updating the databases used in NGS analyzes and supporting
them with newly produced academic data on the subject significantly
contributed to the correct and effective diagnosis of Parkinson's patients. As an
example of this situation, it has clearly seen that the same genetic data are
evaluated with different clinical significance when evaluated with databases
revised at different times. In conclusion, we have suggested that in addition to
the benefit provided by NGS method for accurate and effective diagnosis in
Parkinsonism, where molecular etiological triggers show significant
heterogeneity, correlation of the obtained data with advanced tests and
methods used for diagnosis in the field of Medical Genetics as well as
reanalysis of the genetic data in selected cases and planning genetic
counseling in this direction will be useful. We have proposed that it is of vital
importance to study cases with comprehensive panels, including larger cohorts,

and to evaluate these panels with continuously updated databases.

Keywords; Parkinsonism; common variant analysis; etiogenesis; new
generation sequencing method(NGS); Canakkale population
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1. GIRIS ve AMAC

Parkinson hastaligi(PH) iki asirlik bir zaman suresinden daha oOnce
literatiirde ilk olarak ingiliz doktor James Parkinson tarafindan ‘Titremeli Fel¢’
basghg! ile 6 hastanin gozlem sonucu elde edilen verilerinin yayinlanmasi ile
bildirilmigtir[2]. Zamanla hastalik hakkindaki bilgilerimiz teknoloji ve bilimin
ilerlemesi ve idealist hekimlerin hummali ¢alismalari ile artmigtir. Parkinson
hastaligi 65 yas civari populasyonda %1 prevalans sikhgi ile gorilen dinyanin
2. en sik noérodejeneratif hastaligidir[3, 4]. Parkinson hastalii temelinde bir
hareket hastaligi olarak siniflandirilabilir fakat hastaliga eslik eden baska
semptomlarda bulunmaktadir. Hastalik siklikla yavas ve kronik bir seyir
gOstermektedir. Temel bulgulari nonintansiyonel tremor, bradikinezi, rijidite ve
yurime ile ilgili problemlerdir[5]. Hastalarda bu kardinal bulgulara eslik
edebildigi gibi prodromal donemde gorilen belirtiler olarakta karsimiza ¢ikan ek
problemlere; kognitif disfonksiyon, psikiyatrik problemler, otonom sinir sistemi ile

ilgili bozukluklar ve duyu bozukluklari érnek verilebilir[6].

PH’nda gdzlenen hareket bozukluklarin basta substansiya nigra bolgesi
pars kompaktada yer alan dopaminerjik noronlarin  harabiyetinden
kaynaklandigi ifade edilmistir[7]. Bu noéronlar harabiyete ugradiktan sonra
sitoplazmalarinda PH’'na 6zgu olmayan fakat siklikla iliskilendirilen Lewy Body
olarak isimlendirilen protein inklizyonlari birikmektedir. Bu inklizyonlar a-

synuclein pozitif olarak boyanmaktadirlar.

PH kadinlara oranla erkeklerde daha sik gozukmektedir. Hastaligin risk
faktorl olarak ¢evresel toksin maruziyeti, agir metal zehirlenmeleri, aile hikayesi
ve genetik yatkinlik ifade edilebilir[8-10]. Hastaligin tedavisi temelde eksik olan

dopamini yerine koyma uzerine kuruludur. Bu yolla hastalik adina kir saglama



degil semptomatik iyilesme elde edilmektedir. Kir saglanmasi igin hastaligin
altta yatan mekanizmalarinin anlasiimasi elzemdir ve bu baglamda genetik
alani tartismasiz bir kaynaktir. Monogenik PH igin oran %5-10 olarak ifade
edilse de sporadik vakalar ile genetik varyantlar arasindaki korelasyon gun
gectikce artmaktadir. Bu sekilde genetik ve PH arasindaki iliskiyi aydinlatmak
icin buguine kadar genetik risk faktoru arastirmalari, aile galismalari, aday gen
calismalari, genom capinda iligkilendirme calismalari(GWAS) ve vyeni
jenerasyon dizileme(NGS) gibi yaklasimlar ele alinmistir[11]. Buglne kadar
OMIM’de PH ile iligkilendiriimis 31 gen bulunmaktadir. Bu genlerden bir kismi
monogenik PH ile iligkilendirilirken bir kismi da sporadik PH igin risk faktoru
olarak nitelendiriimektedir. Bu sekilde calismalardan elde edilen mesaj PH
tanisi alan bireylerin genetik tetkiklere tabi tutulmasi genetik etiyogenezin
aydinlatiimasi icin vital 6nem tasidigidir. Turk Noroloji Dernegine gore

ulkemizde yilhik 150 000 civarinda kisi tani almaktadir.

Bu galismada bizim temel hedefimiz tarafimiza Parkinson Hastalgi iligkili
klinik hikayeler ile bagvuran olgularin olasi genetik altyapisini aydinlatmak, bu
sekilde genetik tetkikleri yapilan hastalarin ve genetik tetkik sonuglarinin takibi,
klinik 6nemi bilinmeyen varyantlarin tekrardan degerlendiriimesi surecinde
nelerin onemli oldugu ve bunun saglk hizmetine katkisi arastiriimak

hedeflenmistir.

Bu calisma ulkemizde en genis gen paneli ile yapilan ¢alisma olarak

degerlendirilmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Parkinson Hastaligi

2.1.1. Parkinson Hastaligi tanimi, tarihgesi ve epidemiyolojisi

Parkinson hastaliyi 65 yas civari populasyonda %1 prevalans sikhigi ile
gorulen ve sikhdi yasla artan, 85 yas civarinda %5’e ulasan bir sikliga
sahiptir[4, 5]. PH dinyada en sik gorulen ikinci nérodejeneratif hastaliktir[4, 5].
Her yil yeni tani alan hastalarin global prevalansi kabaca %0.3 olarak
bildiriimistir[6]. Siklikla hastalar 60’h yaslarinda tani aliyor olsa da hastaligin
degisken belirti spektrumu ve bazi belirtilerinin gézden kagabilmesi dolayisiyla
tani alma yasi degdiskenlik gosterebilmektedir[7]. Daha az siklikta olmakla
birlikte hastalar 50 yas oncesi de tani alabilmektedir ve bu duruma erken
baslangicli Parkinson Hastaligi denmektedir ek olarak daha nadir gorulen 20
yas oOncesi baglangic gosteren PH, Juvenil Baslangich PH olarak
adlandiriimaktadir[4].

Cinsiyet dagiliminin fark gostermedigi toplumlar bildirilse de ¢ogu Ulkede
PH erkeklerde daha yaygin gézikmektedir[4, 8]. Sekslel koruyucu hormonlar,
cinsiyete bagli genetik mekanizmalar ve degisken toksin maruziyeti neden
olarak 6ne surulen mekanizmalardandir[8]. Irksal anlamda belirgin bir farka
neden olabilecek anlamli ve genis ¢aph calismalar henlz yapiimamistir, bazi
irklarda gérilme sikh@ artisi bildirilmistir. Ornegin Israilde 6zellikle Askenazi
Yahudilerinde PH ile iligskilendirilen LRRK2 ve GBA gen varyantlarinin
sikhgindan dolayr hastaligin gorialme sikhiginin  arttigi  yoninde gorus
bildirilmistir[9]. Toplumlar arasi gorulme sikliginin farkli olmasi altinda yatan
neden olarak irksal farkliliklardan ¢ok toksin maruziyeti, diyet aligkanliklar vs.
gibi ortak cevresel etmenlerin daha oncelikli olarak etkili olabilecedini belirten

yayinlar bildirilmigstir[10].



Siklikla tan1 anindan itibaren yavas ve ilerleyici bir seyir gosteren bu
hastalikta hastanin tani anindan 6lume kadar gegen suresi ortalama 15-20 yil
civarinda olarak bildiriimektedir[11, 12]. Buna ragmen hastalar arasinda
etkilenmeye bagll olarak daha uzun yasam sireleri de Dbildirilmigtir[11].
Toplumlarin yaglanmasi ile birlikte hastaligin tani hizinin artmasi ve bu
durumun toplum adina hem maddi hem manevi olarak bir yuk olusturmasi
beklenmektedir[13].

2.1.2. Parkinson Hastaligi Semptomlari ve Klinik Tani

Parkinson hastaliginda gézlemlenen ana klinik belirtiler; istirahat tremoru,
bradikinezi, rijidite, postur bozuklugu ve yurime bozuklugu seklinde
tanimlanabilir[14]. Hastaligin ilerleyisine bagli olarak semptomlar degisim ve
ilerleme gobsterebilir, belirtilen klinik problemler PH disinda bagka beyin
patolojileri nedeniyle de gdzlemlenebilmektedir. Parkinson hastaliginda
g6zlemlenen motor problemlerin temel nedeni olarak 6nemli bir bazal gangliyon
olan substansiya nigrada bulunan pars kompakta boélgesindeki dopaminerjik
noronlarin kaybi gosteriimektedir. Bu bolgede hareketin baslangici ve

yapiimasindan sorumlu tutulan derin nukleuslar bulunmaktadir[3].

Hareket bozuklugu Parkinson hastaliginda gézlemlenen ana klinik belirti
olmasina ve hastalik tanisini koymada temel gbzlemlenmesi beklenen bulgu
olmasina ragmen koku alma problemleri, uyku bozukluklari ve kabizlik gibi
bulgular bradikinezi veya tremor gibi bulgulardan daha énce ortaya c¢ikip ileriye
yonelik isaret verici belirtiler olarak gézlemlenebilmektedir[7, 15, 16]. Hastaligin
ilerleyen donemlerinde ise motor problemlerin sikligi ve siddetinde artis,
tedaviye bagh ndrolojik problemler, duyu ve agri problemleri, otonom sinir

sistemi ile ilgili problemler ve psikiyatrik problemler gézlenebilmektedir[14].



Hastaligin bu sekilde seyir gdstermesinin altinda yatan neden olarak
beyinde SN diginda farkli bolgelere yayllim gostermesi olarak ileri
surtlmasttr[17]. Hastaligin risk faktorleri arasinda erkek cinsiyet, ileri yas ve
Avrupa Irki olmak sayilmaktadir. Bazi arastirmalar belirli tir toksinlere sik
maruziyetin de 6zellikle bu toksinleri metabolize eden enzimlerin polimorfizmleri

g6z onunde alindiginda risk faktoru olarak kabul edildigini bildirmigstir[18].

2.1.2.1. Hastaligin tanisi

PH igin motor semptomlar kardinal bulgu olarak kabul edilmektedir. Bu
bulgular bradikinezi, rijidite, tremor, diskinezi, postir bozuklugu ve instabilitesi,
disfaji, aksiyel deformiteler ve diusmeler olarak siralanabilir. Tani igin
bradikineziye ek olarak bir ana motor semptom (rijidite veya istirahat tremoru

gibi) ve destekleyici veya diglayici 6zellikler aranmaktadir[19-21].

Tablo 1:Uluslararasi Parkinson ve Hareket Hastaliklari Toplulugu(MDS)
Parkinson Hastaligi tani kriterleri.

MDS Parkinson Hastalig: tani kriterleri

1.Adim: Parkinsonizm tanisi(ana 6zellik)

e bradikinezi varligi, hareketin yavaslamasi, devam eden harekette hizin
veya amplitidin azalmasi

¢ rijidite ve/veya istirahat tremorundan en az birinin eslik etmesi

2.Adim:Parkinsonizmin Parkinson hastaligindan kaynaklandigini iki
asamada dogrulamak
Parkinson hastaligi tanisi igin agagidaki 3 kriterde gereklidir.

o Kesin diglama kriterlerinin yoklugu, géruntulemede parkinsonizme neden
olacak bagka patolojilerin tespiti, atipik parkinsonizm ve ila¢ kaynakl
parkinsonizm ve esansiyel tremor olmayacak

e 2 veya daha fazla destekleyici bulgu. Bunlar; L-DOPA cevabi, klasik
istirahat tremoru, L-DOPA bagiml diskineziler, MIBG de kardiyak veya
olfaktér denervasyon bulgusu

o Kesin diglama kriterleri olmayan ama beklenmeyen Kklinik Ozelliklerin
olmamasi. Ornegin cok hizli tekerlekli sandalye mahkumiyeti veya 5
yildan kisa surede otonomik disfonksiyon gelismesi




Hastaligin baslangicindan itibaren asimetrik tek tarafli tutulum
beklenmektedir. Hastanin gikayeti olabilecek, tani aninda motor semptomlara
eslik edebilecek nonmotor klinik bulgular arasinda uyku bozukluklari, hafiza
problemleri, kognitif fonksiyonlarin azalmasi, demans, hallsinasyon, mod ve
yonelim bozukluklari, otonomik disfonksiyon(siklikla ortostatik hipotansiyon,
urogenital disfonksiyon, kabizlik, fazla terleme vb), duyu semptomlari(koku
almada azalma gibi) ve agri bozukluklari bulunmaktadir[15]. Hastalar ilk
basvuruda bu sikayetlere sahip olmasalar dahi hastaligin gidisati surecinde bu
belirtiler ¢ok yuksek siklikla ortaya c¢ikmaktadir. Yapilan uzun dénem bir
calismada gozlemlenen 20 yildan uzun hastalik slreci tecribe etmis PH
orneklerinde demans %83, hallsinasyon %74, ortostatik hipotansiyon %48,

kabizlik %40 ve Uriner inkontinans %71 olarak bildirilmistir[22].

Tipik kardinal bulgular ile bagvuran hastalarda tani koymak siklikla basit
bir sure¢ olsa da subklinik bulgularla bagvuran hastalarda yanlig tani alma orani
%24’e kadar yukselebilmektedir[23]. Hastalik tanisi icin altin standart tani

yontemi postmortem patolojik inceleme olarak bildirilmistir[24].

2.1.3. Parkinson Hastaligi Goruntiileme Yontemleri

PH tanisinda cesitli gortntileme ydntemlerinden faydalanilabilmektedir
ve bu gereclerin kullanimi ve taniya yardimci olma glcu zamanla ve teknolojiyle
paralel olarak kuvvetlenmigtir. Florir-18 izotopolog ile isaretlenmis L-DOPA
molekulinun PET cihazi ile goruntulenmesi PH igin ciddi bir donim noktasi
olarak kabul ediimektedir. Zamanla iyot molekiilii bazli SPECT gériintiilemeler,
PH ve hastaligi taklit edebilecek durumlar ayirt etmek igin kullaniimaya
baglanmistir[25, 26]. Son olarak ise MR bazli olan ve c¢ok c¢esitli faz,
kontrastlanma ve modalite teknigine sahip goruntileme yodntemleri yapisal
beyin goruntulemeleri ve ayirici tanida kullaniimaktadir[27, 28]. Bu alanda hala

cesitli geligtirimekte olan teknoloji ve goruntileme yontemleri aragtiriimaktadir.



2.1.4. Parkinson Hastaligi Noropatolojisi

Parkinson hastaliginda noronal hucrelerde gbzlemlenen temel goruntu
SN’da dopaminerjik hiicre kaybiyla ortaya ¢ikan proteinden zengin inklizyonlar
olan Lewy Body cisimleridir[29]. Hastalar klinik belirti vermeye basladiklari vakit
SN’da yer alan dopaminerjik néronlarin ortalama en az %60 kadarinin kaybi
gereklidir[14]. Hastahgin altta yatan molekuler patolojisinde birden fazla yolak
ve mekanizma gosterilmigtir; a-synuclein protein metabolizmasi, mitokondriyal
disfonksiyon, oksidatif stress, kalsiyum metabolizmasi, aksonal transport ve
noroinflamasyon bunlardan baslicalaridir[23]. Bu mekanizmalar ve bunlara ek

olarak gozlenen hucre ici ve disi degisimler asagidaki resimde gosterilmigtir.
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Sekil 1: PH néropatogenezinde hicre bazinda gorulen degisimler.
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Klasik bir Lewy Body cismi incelendiginde a-synuclein pozitif néronal
hidcre boyanmalari gorulur. a-synuclein bir intraselliler protein depolanmasi
olup PH icin spesifik olmamakla birlikte, PH tanisi icin dopaminerjik néron kaybi
ve a-synuclein akumulasyonunun beraber gobzukmesi kesin tani igin
gereklidir[17]. Neredeyse tum PH hastalarinda go6zlemlenen bu protein
akdmdalasyonu ile ilgili, a-synuclein kodlayan SNCA geninde gézlemlenen nokta
mutasyonlarinin genetik kalitimli PH ile iligkilendiriimesi de a-synucleinin PH’da
anahtar rolde yer alan bir mekanizma oldugunu destekler niteliktedir[30, 31].
Yapilan genetik calismalar SNCA geninde gdzlemlenen mutasyonlarin a-
synuclein ekspresyonunu artirici etki gosterdigini ve bu durumun PH

patogenezinde 6nemli rol oynadigini géstermektedir[32, 33].

a-synuclein proteinin tam olarak roli anlasiimasa da hugre igi birgok
kompartimanda yer aldi§i ve vezikul sureci, mitokondriyal fonksiyonlar, hiicre igi
trafik Uzerine etkisi olan potansiyel bir saperon olabilecegi ileri strlilmuagstir[33-
35]. Ilk Uretildigi haliyle ¢dzinir formda bir hiicre proteini olan a-synucleinin,
cesitli patolojik slUrecgler sonucunda oligomerler ve en sonunda fibriller haline
gelerek yashliga bagli protein metabolizmasinin yavaglamasi ve protein
degredasyonunun sekteye ugramasi nedeniyle noron hucrelerinde birikmeye
basladigi disunulmektedir[36, 37].

a-synuclein protein degredasyonu temelde ubiquitin bagimh lizozomal
enzimler araciligiyla yapilan bir yikim islemidir. Bu stireci sekteye ugratabilecek
olasi problemler a-synuclein yikimini yavaslatarak hicre igerisinde zamanla
birikmesine neden olacaktir[38, 39]. Biriken oligomerler tekrardan inhibitor etki
gOsterip hucreyi bir nevi kisir donguye sokacaktir. Hayvan calismalarinda
gosterilmistir ki SN’da bulunan hicrelerde lizozomal enzim seviyeleri azalmisg,
saperon bagiml otofajiye ait markerlar akimulasyon lehine azalmigtir[40-42].
Lizozomal enzimlerin Uretiminde yer alan bazi genlerde gorulen mutasyonlarin

da PH ile iligkilendirilmesi bu ¢ergcevede surpriz degildir[43].



SN’da dopaminerjik néronlarin projeksiyon yaptigi; striatum bolgesinde
ve hatta otonom sinir sistemi ile ilgili bolgelerde, enterik sinir sisteminde,
dopaminerjik olmayan néradrenerjik néronlardan zengin Locus Coeruleus gibi
bdlgelerde de bu patoloji gdézlemlenmistir. Bu bolgelerde a-synuclein birikiminin
gOzlenmesi hastaligin nonmotor semptomlarini agiklamada aday olarak
bildirilmistir[17, 44]. SN harici bolgelerde gozlemlenen a-synuclein birikiminin
mekanizmasi olarak a-synuclein protein fibrilleri ve oligomerlerinin prion benzeri
bir davranis godsterdigi ileri surtlmuastir. Bu hipoteze goére a-synuclein
agregatlari akson boyunca iletilip nihai olarak ekstraselliler bosluga birakilarak
endositoz araciliiyla baska hucreler tarafindan alinimi saglanir ve bu sekilde
beynin diger bdlgelerinde yer alan ndron hicreleri sirayla a-synuclein
akimdulasyonlari gostermeye baslar[45-48]. Hastalik slrecinde gordugumuz
klinik gikayetlerin sirayla ilgili beyin bdlgelerinde bu akumulasyonlarin

gerceklesmesi ile kargimiza ¢iktigini gosteren yayinlar mevcuttur[17].

Otopsi serilerinde LB goruntisunun sikligini %20 civarinda belirten
yayinlar bulunmaktadir ve bu oran toplumda bildirilen PH sikligindan oldukga
fazladir. Bunun nedeni olarak hastalarin semptom gdstermeye baslamadan
once hayatlarini kaybetmesi ileri strllmuastir, konuyla ilgili ek arastirmalar
gerekmektedir[14]. Butin bu bilgiler 1siginda PH patogenezi motor semptomlar
acgisindan SN’da LB cismi patolojisi ve yikici néron kaybi iken , nonmotor
semptomlar acgisindan hastaligin LB cismi patolojisinin ilerleyip diger beyin

bdlgelerini etkilemesi olarak goérulmektedir[49, 50].

Parkinson hastaligi parkinsonizmden temel sorumlu hastalik olmakla
birlikte baska hastaliklar da parkinsonizme neden olmaktadir. Ornek olarak
Lewy Body cisimcikli demans, Multipl Sistem Atrofisi gibi hastaliklar érnek
verilebilir. Bu hastaliklarda gozlemledigimiz patofizyolojik degisiklikler de PH'da
gorulen degisikliklerle benzesim gostermektedir. Temel olarak a-synuclein

pozitif ndronal hiicre boyanmalari gorildigtnden bu grup hastaliklara



a-synucleopatiler denmektedir. Bunlar disinda benzer norolojik tutulum yapan
ve farkli mekanizmaya sahip hastaliklar da bulunmaktadir. Kortikobazal
gangliyonik dejenerasyon, progresif supranikleer palsi ,frontotemporal demans,
bir kisim Alzheimer hastaligi alt grubu, toksin ve adir metal zehirlenmeleri de
parkinsonizme yol acabilmektedir ve son olarak serebrovaskuler olaylarin
parkinsonizme yol actigi bilinmektedir[51]. Nadir olarak gorulmekle birlikte bir
grup hastada SN néron kaybi olmasina ragmen ek olarak Parkinson hastaligi ile
iligkilendirilen patolojik  degigsimler  gbdzlemlenmeyen nérodejeneratif

parkinsonizm vakalari da bildirilmigtir[23].

Parkinson hastaliyi patolojisinde yine karsimiza c¢ikan mitokondriyal
fonksiyonun bozuklugunun cesitli yayinlarda a-synuclein birikimi ile sineriji
gOstererek hucreyi bir gesit zararli donguye soktugu ifade edilmistir[52, 53]. PH
tanisi alan hastalardan cesitli doku orneklemeleri yapilarak gosterilen testlerde
mitokondride yer alan kompleks-1 aktivitesinin dustigu goézlemlenmistir[38, 39].
a-synucleinin sitoplazmada oldugu gibi mitokondri icerisinde de zamanla
yigiimasinin kompleks-I aktivitesinin azalmasinda ve nihai olarak oksidatif stres
olusumunda etkili oldugu dusunudlmektedir[54]. Yapilan hayvan ¢alismalarinda
retrograd aksonal dejenerasyonu takiben mitokondride gozlemlenen bu
degisikliklerin noéronal hlcrede otofajinin durmasina, ndéroinflamasyona ve

progresif olarak dopaminerjik ndronlarin 6lumune yol actigr gézlenmistir[55, 56].

Mitokondri hasarina bagh enerji metabolizmasinda ortaya c¢ikabilecek
bozukluklarin aksonal dejenerasyona yol agabilecegi ve bunun néronal hucrede
g6zlemlenebilecek ilk bulgu oldugunu 6ne suren galismalar vardir[57, 58]. Bir
diger gorus ise a-synuclein birikiminin bir noktada ¢ok buyuk bir hale gelerek
aksonal transportu engellemesi 6ne surulmustur[59]. PH etiyogenezinde rol
alan bazi genlerin mitokondri fonksiyonlarinin surdurilmesinde gorev alan bazi

proteinlerin yapiminda rol aldigi bilinmektedir. Bunlardan bazilari PINK1, DJ-1

10



gibi dogrudan iligkilendirilen genler iken FBXO7, PLA2G6, VPS13C ve
CHCHD?2 gibi genler ise risk faktorl olarak bildiriimistir[60-63].

Oksidatif stres yine PH tanisi alan kigilerin ilgili ndronal hicrelerinde
gOzlemlenen hucre igi degisimlerden birisidir. SN'da bulunan dopaminerjik
néronlarin oksidatif strese 06zellikle hassas olabilecegini dneren bir takim
gerekgeler sunulmustur. Bunlar, bu bdlgede bulunan noéronlarin 4.5 metreye
kadar uzanabilen myelinsiz aksonlara sahip olmasi, bu néronlarin ¢ok sayida
sinaps yapmasi dolayisiyla talep edilen ylksek enerji, diger dopaminerjik
néronlardan farkh olarak otonom pacemaker aktivitesi gostermeleri, hicre
icinde var olan dopamin metabolizmasi metabolitlerinin yiksek toksik stres

sonucu gibi 6zelliklerdir[64, 65].

Noéroinflamasyon, PH gercevesinde gozlemlenen, hastaligin
patogenezinde temelde rol almasa dahi duruma katkida bulunan sireclerden bir
tanesi olarak kabul edilmektedir[66]. GWA(Genome Wide Association)
calismalari gostermistir ki; PH ile iligkilendirilen genlerin bir kismi yogun olarak
immun  sistem  hucrelerinde eksprese olmaktadir ve bu acgidan
degerlendirildiginde néroinflamasyonun PH patogenezine katkisina delil olarak
degerlendirilebilir[67, 68].

Hastalar ile yapilan caligmalara ek olarak deney calismalari da
gOstermigstir ki a-synuclein birikimi dogal ve adaptif immunitenin uyariimasina
neden olarak tipki mitokondriyal mekanizmalarda gordugumuz gibi birbirini
indUkleyen bir kisir dongu olusumuna neden olmaktadir[69-71]. Hatta bazi
calismalar ndroinflamasyonun a-synuclein protein metabolizmasinin sekteye
ugramasinda tetik ¢ekici mekanizma oldugunu 6ne suirmustur[72]. Bu konuyla
ilgili olarak ozellikle immun sistem hicrelerinde eksprese olan proteinleri

kodlayan genler PH igin risk faktort olarak belirlenmistir[73, 74].
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PH ile iligkilendirilen genlerin bircogu hucre igerisinde gergeklesmekte
olan metabolizma agisindan sik kullanilan yolaklarda yer almaktadir[1]. Bu
durum da bize PH ile ilgili hicre ici mekanizmalarin gesitliligi ve karmasikhgi
hakkinda bilgi vermektedir. Genetik olarak kalitilan PH grubu nispeten klguk
bir populasyonu temsil etse de vyapilan genetik ¢alismalar hastalik
mekanizmalarina ait gobzlemlenen a-synuclein protein metabolizmasi
bozukluklari, mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif stres, kalsiyum homeostazi,
aksonal transport bozukluklari ve néroinflamasyon yolaklari gibi mekanizmalari

acgiklama adina 6nemli ipuglari vermistir[23].

2.1.5. Parkinson Hastaliginda Tedavi

2.1.5.1 Dopamin Hedefli Tedaviler

PH’nin striatal yolaklarda dopamin deplesyonuna yol acan, SN pars
kompakta bolgesindeki dopaminerjik néronlarin kaybi1 ana patogeneziyle olugan
bir hastalik oldugunun anlagiimasindan dolayi tedavi olarak buradaki dopamin
seviyelerini yukseltmek ana hedefiyle, dopamin preklrsérlu olarak L-DOPA
molekulinin yarim asirdan uzun sure once kullanilmaya baglanmasi tedavi
bulusu olarak tarihe gecmistir. Tedavi modaliteleri tarih stirecinde gelisti ve farkh
hicre ici mekanizma ve yolaklari hedefleyen farkh tedavi ajanlari ve yontemleri

uygulanmaya baslandi.

2.1.5.1.1. L-DOPA

L-DOPA Parkinson tedavisinde ana farmakolojik ajan olarak vyer
almaktadir[75, 76]. Ozellikle motor semptomlarin baskilanmasi konusunda
major tedavi ajani olarak kullaniimasina ragmen, ilacin kan-beyin bariyerinden
efektif dozlarda gecisi ve devamli kullanimda ortaya cikan komplikasyonlari
ilacin kullanimini problemli hale getirmektedir. Bu yan etkilerin —siklikla
diskineziler- temel mekanizmasi ve sebebi tam olarak anlasilmasa da hem post

sinaptik hem presinaptik mekanizmalarin  etkisiyle ortaya ¢iktigi
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dugunulmektedir. Diger nedenler ise L-DOPA molekulinin kisa yari émra ,
gastrointestinal emilimin degigkenligi ve kan beyin bariyerinin segici gegirgen
yapisi olarak gdztukmektedir[77-79]. Bu yan etkileri asabilmek adina farkli ilag

iletim mekanizmalari denenmektedir.

2.1.5.1.2. Katekol-O-metiltransferaz inhibitorleri

COMT inhibitorleri olarak adlandirilan farmakolojik ajan grubu temel
olarak L-DOPA molekulunin periferik yikimini azaltip nihai olarak daha fazla
dopamine metabolize olmasini artirarak daha uzun slre biyoyararlanim
saglamasi mantigi Uzerine kullaniimaktadir. Sistemik dolagimdan emilen L-
DOPA henuz kan-beyin bariyerini gecmeden farkli enzimlerle metabolize olup
yikima ugradigindan bu sekilde COMT inhibitorleri daha fazla miktarda L-DOPA
molekulinun santral sinir sistemine gegcmesine yardimci olmakta, 6zelikle motor

semptomlar acgisindan dalgalanma gosteren hastalarda tercih edilmektedir[80].

2.1.5.1.3. Monoamin oksidaz-B inhibitorleri

Monoamin oksidaz-B inhibitorleri(MAO-B), dopamin molekillerinin
sinaptik bogluktan alinip oksidasyon araciligiyla etkisinin sonlandiriilmasinda rol
oynayan MAO-B enzim aktivitesini geri donUsumli ve donusumsiz olarak
bloklamaktadir. Bu yolla sinaptik araliktaki dopamin konsantrasyonu artmakta
ve yarl omru uzamaktadir. L-DOPA ile birlikte kullaniminin 6zellikle dalgali
motor semptom goérulen hastalarda belirgin klinik iyilesme goOsterdigi
bildirilmistir[81].

2.1.5.1.4. Dopamin agonistleri

Dopamin reseptorleri Uzerine mimetik etki yapip dopaminerjik etki
gOsteren ergot alkaloidleri 70’li yillarda kullanilmaya baslanmis ve motor
semptomlar agisindan olumlu etki gostermistir. Bu ajanlar temelde D2

reseptorlerine baglanarak etki etmekle birlikte 5-HT reseptorlerine de
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baglandiklarindan kardiyak ve pulmoner fibrozis yan etkileri nedeniyle guvenli
kullanimi sorunlu olarak gozikmektedir[23]. Dolayisiyla ginimuzde kullanilan
dopaminomimetiklerin buyidk c¢ogunlugu ergot derivesi olmayip L-DOPA ile
karsilastirildiginda daha uzun yari dmre sahip olmalari ile de tedavide basariyi
artirabilmektedir. Bu etkilerinden dolayr semptomlarda gézuken dalgalanmalari
azaltmada ciddi aday olarak gozikmektedirler fakat L-DOPA tedavisi ile
kiyaslandiginda total etki olarak daha az kuvvetli etki gostermekte ve diger
dopamin reseptorlerine de baglanarak istenmeyen PH digi etkilere neden
olabilmektedirler. Dopamin agonistlerinin bir avantaji da transdermal, sublingual
gibi alternatif kullanim yollarinin sagladigi kolayliklar ve biyoyararlanim
avantajlaridir[81-84].

2.1.5.2. Dopamin Hedefli Olmayan Tedaviler

PH icin kullanilan ilaglar temelde eksik olan dopamini yerine koyabilmek
icin kullanilan ilaglar oldugundan alternatif yollara, ayni zamanda tedavide
kullanilan ilaglarin olasi yan etkiler veya ila¢ direncinin asilmasi agisindan da
yeni arayisglara ihtiya¢ duyulmustur. Tedavide en sik kullanilan ilaglardan olan L-
DOPA tedavisinde gorulebilen motor semptomlarda dalgalanma veya L-DOPA
bagdimli diskineziler komplikasyon olarak karsimiza cikabildigi gibi L-DOPA
direncli tremor, postur bozuklugu veya dusmeler gibi tedaviye yanit vermeyen
klinik 6zellikler olabilmektedir. Su zamana kadar L-DOPA bagimh diskinezilerin
tedavisinde kullanilan tek ilag ayni zamanda viral hastaliklarda da tedavide

kullanilan amantadindir[80, 84].

Bazi hastalarda nonmotor semptomlar, motor semptomlar kadar hayat
kalitesini dusuUrebilmekte ve hastaliga ait vyikici etki olarak tecribe
edilebilmektedir. Siklikla azalmis dopamini hedefleyen tedaviler maalesef
nonmotor semptomlari gogunlukla tedavi etmemekte ve semptomatik rahatlama
saglamamaktadir. Bu nonmotor semptomlarin ortaya c¢ikisinda diger bazal

gangliyonlar, beyin sapi yolaklari, korteks baglantilari ve dahasi santral sinir
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sistemi diginda otonom sinir sistemi gibi tedavide hedef alinan farkh yapilar
sorumlu olabilmektedir. Bu semptomlarin tedavisinde farkli bolgeler ve dopamin
digi  farkh  noérotransmitterler hedef alinarak bazi tedavi ajanlari
kullaniimaktadir[15, 85].

PH cercevesinde gorilen kognitif disfonksiyon, depresyon ve otonom
disfonksiyon hastaligin en ciddi nonmotor semptomlari arasindadir. Kognitif
disfonksiyon gozlemlenen hastalarda asetil kolinin yikimini Ustlenen enzimlerin
blokunu hedefleyen kolinesteraz enzimi inhibitorleri hastalarda klinik iyilesme

saglayabilmektedir.

Parkinson hastalarinda gorulen psikiyatrik sikayetler icin ise en efektif
tedavi ajani  klozapin olarak gozukmektedir.  Antipsikotiklerin  etki
mekanizmalarinin da siklikla dopamin reseptorleri Uzerinden oldugu géz onine
alinirsa ilag secimi ciddi bir problem olarak gézukmekte fakat klozapin bu hasta
grubunda mekanizmasi tam olarak bilinmese de etkili ve yan etki agisindan en

makul secenek olarak 6ne gikmaktadir[86, 87].

Yine sik semptomlardan olan depresyon icin dzellikle bir mekanizma ve
yolak one surilmemis dolayisiyla 6zellikle kullaniimasi tavsiye edilen bir
antidepresan grubu bulunmamaktadir. Kuguk bir grup c¢alisma trisiklik
antidepresanlardan daha fazla fayda gorulebilecegini iddia etse de bu kani

desteklenmeye ihtiyac duymaktadir[88].

Otonomik disfonksiyon ise Ozellikle ge¢ doénem hastalikta siklikla
karsimiza c¢ikan bir problem olarak gsikayetin 6zelligine gére otonom sinir sistemi
cesitli  farmakolojik ajanlarla manipule edilerek semptomatik rahatlama

hedeflenmektedir. Bu dogrultuda ortostatik hipotansiyon igin
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mineralokortikoidler, noradrenalin prekursorleri veya adrenerjik ilaglar Uriner
inkontinans igin antimuskarinik ajanlar, kabizlik igin prokinetik ilaglar gibi otonom
sinir sisteminin normal fonksiyonuna yardimci olan ilaglar hastalarin

semptomatik tedavisinde siklikla kullaniimaktadir[89].

2.1.5.3. Derin Beyin Stimulasyonu

Derin beyin stimulasyonu(DBS) yontemi beynin istenilen belli bolgelerine
yerlestirilen elektrotlar sayesinde invaziv bir teknikle yiksek frekansli elektrik
dalgalari aracihigiyla aktive edip, fonksiyonuna engel olan lezyonun etkilerini

geri getirme amaciyla kullaniimak Uzere kesfedilmis bir yontemdir.

DBS’nin o6zellikle PH patogenezinde etkilenen subtalamik nikleus
uzerine kullanimi kanita dayali olarak hastalarda gozlemlenen diskinezi ve
dalgali motor semptomlar agisindan belirgin fayda sagladigi gosterilmistir[82].
Su noktayr da gbéz 6nlne almak gerekir ki daha dnce L-DOPA tedavisinden
fayda goérmeyen hastalarin DBS tedavisinden de fayda gérmedigi ve bu
durumun tek istisnasinin L-DOPA kullanimindan fayda goéren fakat tremoru
direng gosteren hasta grubu oldugu bildirilmistir.[90]. Bu hasta grubunda

DBS’nin tremor kontrolliinde basarili olarak uygulandigi bildirilmigtir.

Ayrica demans, akut psikoz ve major depresyon semptomlari gdsteren
hastalarin DBS tedavisine uygun olmadigi bildiriimigtir. DBS tedavisinden en
fayda goren grup erken baslangi¢li genc¢ hasta grubu olarak bildirilmistir.
Ozellikle ileri yas hastalarda cerrahi girisime bagli komplikasyon gelisme riski

artisindan dolay1 DBS sec¢imi dikkatle yapiimahdir.
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Subtalamik nukleus igin bilateral DBS uygulamasinin hastalarda
gOzlemlenen motor semptomlarda ve gunlik yasam aktivitelerinde %50-60
civarinda iyilesmeye neden oldugu bildiriimistir. DBS tedavisi uygulanan
hastalarin %60 kadarinda farmakolojik tedavide kullanilan dopaminerjik ilaglar
daha dusik dozlara dusmustur. Toplam degerlendirmede diskinezi %60-70,
hipokinetik dalgalanmalar %70 azalmis olarak bildirilmistir[91].

DBS tedavisinde bir diger tedavi hedefi olan beyin bodlgesi de globus
pallidus internus bolgesidir. Subtalamik nukleus ile karsilastirildiginda anlamh
klinik duzelme saglayip saglamadigi, ilag kullanimini azaltmasi konusunda daha
fazla delile ihtiya¢ duyulmakla birlikte tedavide alternatif hedef bdlgelerden
biridir[92].

DBS birden c¢ok alanin ortak hareket etmek durumunda oldugu uygun
cerrahi prosedur, uygun elektrot yerlesimi, dogru elektrik stimulasyon ve ilag
tedavisinin ayarlanmasi ile optimal sonuca ulagilabilen bir ydntem olarak
gOzukmektedir. Uygulama sirasinda en sik gorulen komplikasyonlar
intrakraniyal kanamalar ve elektrot yanlis yerlesimi, enfeksiyon gibi cihaz
bagimhi  komplikasyonlar olarak %1-3 siklikta  bildirilmigtir. DBS bagiml
mortalite %0,5’in altinda go6zikmektedir. Teknoloji gelisimi ile daha rafine
cihazlarin gelisimi cihaz kaynakli komplikasyonlari azaltmada onemli rol

oynayabilir bu konuda calismalar devam etmektedir[90, 93].

2.1.5.4. Deneysel Tedaviler

2.1.5.4.1. Gen Tedavisi

PH adina gen tedavisi c¢alismalann iki ana hedef Uzerinde
yogunlagsmaktadir; viral vektor aracili buylime faktorl sentezi ve nérotransmitter

sentezi i¢in enzim uretimi. Deneysel ¢calismalarda elde edilen bilgilere gore glial
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hidcre grubu norotrofik faktor(glial cell line-derived neurotrophic factor-GDNF)
SN bolgesindeki dopaminerjik noronlari korumakta ve olasi hasar durumunda

aksonal tamir i¢in rejenerasyon baglangicinda rol almaktadir.

GDNF enjeksiyonu ile ilgili yapilan c¢alismalar tartismali sonuglar
vermigtir. Bazi hayvan galismalarinda olumlu sonuglar veren GDNF alttirleri
insan ¢alismalarinda tutarli olarak fayda saglayip saglamadi§i konusunda ileri
arastinimaya ihtiya¢c duymaktadir. Postmortem c¢alismalar sonucunda GDNF
injeksiyonunun hastaligin erken donemlerinde yani hala fonksiyonel aksonal
Unite var iken yapilmasinin klinik fayda ihtimalini artiracagi ileri strtlmuasttr[94-
97].

Farkli viral vektor yontemleri ile tedavi segenegdinin bir amaci da dopamin
sentezini enzimler yoluyla induklemek olarak gozukmektedir. Burada
hedeflenen temel strateji striatum bdlgesinde hucreleri genetik olarak modifiye
edip tirozin ya da L-DOPA gibi 6ncu molekillerden dopamin sentezini
saglamaktir. Yapilan hayvan calismalarinda bu stratejinin sadece semptomlari
gidermede degil motor semptomlarin dalgali gidigini dnlemede etkili bir tedavi
yontemi olabilecedi yoniinde veriler elde edilmistir. insan calismalari ise
guvenlik agisindan olumlu sonuglanmis olup terapoétik kullanimi konusunda ek
calismalar yapiimaktadir. Bu sekilde enzim amach diger bir hedef subtalamik
nukleusta glutamat dekarboksilaz iletimi ile GABAerjik inhibisyon aracili tedavi
yaniti elde etmek olup bu calismanin faz Il deneyinde olumlu sonuglar olarak
bildirilmistir[98-100].

2.1.5.4.2. Fetal hiicre transplantasyonu

1990’h yillar basinda kirete edilen fetUsler veya abortus materyallerinden
elde edilecek fetal dopaminerjik noronlarin PH olan bireylere transplanti ile

dopaminerjik néronlarda artis ve klinik belirtilerin azaltilmasi disuncesiyle bir
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takim deneysel tedaviler denenmigtir. Bu calismalar sonucunda elde edilen
veriler hastalarin klinik fayda gérmedigini ve hatta nakledilen dokudan kaynakh
olarak hastalarda kontrol edilemeyen diskineziler gelistigini goOstermigtir.
Sonrasinda yapilan ¢alismalar bu yan etkinin nakledilen dokudaki seratonerjik
noronlarin sayisinin azaltiimasi ile azaltilabilinecegini gosterse de bu ydnde

olan galigmalar buyuk oranda durdurulmustur[101, 102].

Bir slUre sonra oOzellikle Kita Avrupasi’nda tekrardan baslatilan
calismalarda ise transplante edilen dokuda da 10-15 yil sonra Lewy Body
formasyonu go6zlendigi fakat bu durumun klinige olan etkisinin net ifade
edilemedigi bildirilmistir[103]. Tedavi yontemi ile ilgili calismalar nispeten kiglk

hasta gruplari ile hala devam etmektedir.

2.1.5.4.3. Kok hiicre tedavisi

Kok hucre tedavisi galismalari son 15 yilda kayda deger bir gelisme
goOsterdi. GUnUmuzde orta beyindeki dopaminerjik néronlarin fonksiyonlarini
yerine getiren sinir hicreleri insan embriyonik kdk hicresi ve insandan elde
edilen induklenmis pluripotent kok hicreden elde edilebilmektedir. Bu kok
hicreler hayvan transplanti sonrasinda fonksiyonunu yerine getirebilmekte,
beyinde inervasyon fonksiyonu saglamakta ve lezyon tamirini
induklemektedir[104].

Kok hucre tedavisinin insanda kullaniminin ise oOnunde ¢ozulmesi
gereken insanla biyolojik uyum, guvenlik araligi ve yapilmasi planlanan
tedavinin Uluslararasi Kok Hucre Arastirma Kurulu onayini almasi gibi asamalar
bulunmaktadir[105]. PH ile ilgili olarak bir kag jenerik ¢alisma dile getirilmis olsa
da henuz direkt olarak PH tedavisi i¢in yapilan ve sonug elde edilen bir kontrollt

calisma bulunmamaktadir.
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2.1.5.5. Yeni tedavi yaklagimlari

PH patogenezinde rol aldigi dusundlen a-synuclein fibrilleri ve
oligomerlerinin hucreden hucreye gecerek patogeneze vyaptigi katkinin
immunolojik protein hedefli yaklagsimlarla eliminasyonu planlanmaktadir. Bir
calismada insan a-synuclein proteini karboksi ucuna karsi antikor olusturan ve
immunizasyon saglayan deneysel aginin transjenik fare PH modelinde hucre igi
a-synuclein proteini birikimini engelledigi gézlenmistir[106]. Yine bir baska asi
yollu faz Il antikor g¢alismasi guvenli bir sekilde a-synuclein proteinine karsi

immunizasyon bildirmigtir.

Bir diger yaklagsim ise monoklonal antikorlarin kullanimi ile elde edilen
pasif immuanizasyon yollu a-synuclein proteini eliminasyonudur. Su anda klinik
deney asamasina gelmis bir ka¢ tane aday molekul bulunmaktadir ve
¢alismalarin sonucu beklenmektedir. Ayni sekilde a-synuclein proteininin hucre
disi ortamda tutunmasini engelleyecek bir nevi reseptér blokeri goérevi
ustlenmesi beklenen cesitli tedavi molekullerinin dizayni da teorik olarak

gundeme gelmistir[107, 108].

2.2. Genetik ve Parkinson Hastaligi

2.2.1. Genel Bilgiler

Birkac dekat oncesine kadar PH, etiyolojisinde siklikla c¢evresel
faktorlerin rol aldig1 sporadik bir hastalik olarak kabul edilmekte iken, ilerleyen
teknoloji ve genetik biliminin yayilmasi sayesinde bu gords yerini yeni bir

anlayisa birakmigtir[5, 16].
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Genetik varyantlarin penetransi degiskenlik gosterse de, hastaligin temel
baglangic yasi itibariyla hastalik tanisi almis kisilerin yaslar dolayisiyla
cocuklara genetik kalitim ihtimali az olarak gézikse bile yapilan epidemiyolojik
arastirmalar hastalarin  %10-30‘unun aile hikayesi pozitifligi gdsterdigini
bildirmistir. Bu arastirmalar birinci derece akrabada gorulen PH’nin kisinin bagil
riskini 2-7 kat artirdigini gostermektedir[109, 110].

PH icin yapilan genetik korelasyon ve etiyoloji galigmalarinin anlamli
sonuglar elde etmesinin 6nunde bir takim zorluklar bulunmaktadir. Bunlarin
temelinde hastaligin degisken semptomlari gozukmektedir. Hem mikroskopik
gOrintl duzeyinde hem de klinik olarak PH benzeri tablo gésteren pek ¢ok farkl
durum s6z konusudur ve Kkisiye kesin bir sekilde PH tanisi koyabilmek

¢ogunlukla otopsi ile mumkun olmaktadir.

Hastalarin tanisinin koyulup genetik testlere tabi tutulmasi ciddi bir
oneme sahiptir. Tum bu zorluklara ragmen yapilan GWA c¢alismalari sayesinde
degisken penetrans gosteren cesitli gen lokuslari tanimlanmigtir. Bu gen
lokuslarinin etkilerinin bazilari daha kesin iken bazilar ise ek arastirmaya
gereksinim duymaktadir. Bu calismalar sayesinde sporadik ve Mendeliyen

kalitim g6zlemlenen PH gruplari olusmustur[111].

Bulunan bu gen bdlgelerinden bazilari PH igin tipik olmayan ekstra klinik
bulgularin gézlemlendigi klinik 6zelliklere de yol agabilmekle birlikte, diger bir
kisim bolgelerde goérulen degisimler ise daha hafif klinik olarak
tanimlayabilecegimiz bir parkinsonizm tablosuna yol acgabilmektedir[112].
Dolayisiyla ¢galismada bildirecegimiz bazi genler etiyolojik olarak sadece PH ile
iligkilendiriimesine  ragmen  bir kismi  bagka hastaliklar ile de
iliskilendirilebilmektedir. Arastirmalar gostermistir ki genel gérinim olarak PH

%5-10 monogenik olarak siniflandirilirken geri kalan kisim sporadik PH olarak
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siniflandiriimakta ve hastalik sureci genetik ve non-genetik etkilesim sonucu
ortaya ¢cikmaktadir[113].

2.2.2. Monogenik Parkinson Hastaligi

Genis bir italyan aile ve akraba olmayan Yunan kékenli aileler ile 1997’ de
yapilan ve yayimlanan bir ¢alismanin sonucu PH icin genetik etiyoloji ddnemini
baslatti[31]. SNCA geninden tanimlanan patojenik varyantlar PH igin
mendeliyan kalitim paternine sahip olabilecek bir hastalik hipotezini gundeme
getirdi. Bunu takiben teknolojinin ilerlemesi ile gesgitli otozomal dominant ve
resesif kalitim goésteren genler tanimlandi. Buna ragmen yuksek penetrans
gOsteren ailesel vakalarin nispeten kuguk bir kisminda monogenik
mutasyonlarin gosterilmis olmasi geri kalan buyuk kisminin hala aydinlatiimayi

bekledigi anlamina gelmektedir.

MPH(Monogenik Parkinson Hastaligi) icin onerilen genler arasinda
SNCA, LRRK2, VPS35, PRKN, PINK1, GBA ve DJ-1 genlerinde gozlemlenen
patojenik degisimler ile hastalik arasindaki iligski ikna edici goéztkmektedir[1].
Sonrasinda yapilan ¢alismalarda MPH icin 6nerilen bagka genler de mevcuttur
fakat calismalarin bu genlerle ilgili ek destekleyici verilere ve olugan patojenik
degisimlerin PH’na yol acip agcmadidi konusunda fonksiyonel validasyonuna
intiya¢ duyulmaktadir. Yakin zamanda yapilan galismalar bu genlerin yanina
TMEMZ230,LRP10,NUS1 ve ARSA gibi genleri aday olarak gostermistir.

TMEM230 geninden tespit edilen bazi varyantlar farkli iki toplumda ilk
olarak PH ile iligkilendiriise  de  sonra  yapilan calismalarla
desteklenememistir[114]. Bir bagka toplumda otozomal dominant gegis
gOsteren Lewy Body cisimli demans ile takip edilen hastalara yapilan

calismada LRP10 geninin PH ile iligkisi gosterilmistir[115].
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NUSL ile ilgili varyantlar ise Cin populasyonunda bildirilmis ve hayvan
deneyleri ile desteklenmistir[116]. ARSA geni lizozomal hidrolaz enzimini
kodlayan bir gendir ve bu gende olabilecek patojenik varyantlarinin sitozolde a-
synuclein metabolizmasinda gorev alan saperon gorevini sekteye ugratarak
akumulasyonuna yol acabilecegi iddia edilse de ileri galigmalar bu durumu
desteklememektedir[117].

Goruldagu Uzere ailesel gegis gosteren MPH igin yapilan genetik
calismalarin 6nunde ciddi zorluklar yer almaktadir. Modern genetik tekniklerin

bu konuda gelecekte bize aydinlatici olacagl dustunulmektedir.

2.2.3. Sporadik Parkinson Hastaligi

Sporadik olarak gézlemlenen PH etiyolojisinden kuguk bir kisim genetik
kokenlidir. Bu sekilde tani almis hastalarin yuksek rakamlarda toplu olarak
GWA calismalarina tabi tutulmasi ile aday gen lokuslari tanimlanmistir.
Bunlardan ilki 2009 yilinda avrupa kokenli irklar Gzerinde yapilmis olup SNCA
ve MAPT gen bdlgesini aday gostermisken ikincisi ise asya orijinli olup SNCA
genine ek olarak PARK16, LRRK2 ve BST1 gen bdlgelerini aday olarak
gOstermistir[118, 119]. Bu oncul calismalarin devaminda c¢esiti GWA
calismalari yapilmis ve yapilmakta olup 100 kadar aday lokus belirlenmistir[120-
123].

Elde ettigimiz bu gelismelere ragmen belitmek gerekir ki GWA
calismalarinin dogasindan dolayl yakalayamadigi gen lokuslarinin oldugu,
gerek teknik Ozellikler gerekse varyasyonlarin sikhdginin azhgr ve dusiuk etki
Ozelliginin  olabilecegi g6z o©onune alindiginda GWA c¢alismalarinda
yakalanamayan aday gen lokuslarinin  olabilecegi yayinlarla ileri
surtlmastir[124-127]. Ek olarak sporadik formlari igin sadece genetik

varyasyonlarin belirleyiciliinden de 0ote gen-gevre etkilesimi ve epigenetik
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mekanizmalar da g6z o6nune alindiginda kaltim modelinin tanimlanmasi ve
genetik etiyolojinin tam olarak rolinin aydinlatiimasi noktasinda onimuzde

duran bazi engellerin varli§i ifade edilmistir[124, 128-131].

Yukarida belirtlen gen bolgelerinden bazilari hem Mendeliyen gen
kalitimina uygunluk goésterirken ayni zamanda sporadik vakalarda da rol
oynayabilmektedir[32, 119]. SNCA, LRRK2, GBA ve VPS13C gen lokuslari
buna o&rnektir[132]. SNCA geninden gorilen farkh dedisimlerin farkh
mekanizmalarda PH etiyolojisinde rol aldigr bildirilmistir. Bu  farkh
mekanizmalarin ailesel kalitim gosterebilecedi gibi sporadik forma da yol
acabilecegi ek olarakta bazi non-coding varyantlarin ise PH adina koruyucu etki
gosterdigi bildirilmistir[119, 133-135].

2.2.4. Panelde yeralan genler ve Parkinson Hastaligi

Bu calismanin yapildigi tarih itibar ile OMIM’de(Online Mendelian
Inheritance in Man® ) PH ile iligkilendirilmis 31 gen bulunmaktadir (Sekil 2). PH
ile iligkilendirilen genler gln gectikce artmakta ve ileride bildirilen genlere
eklemeler olacagi acgikga gorilmektedir. Asagida, calismada yer alan PH
genetik etiyopatogenezinde rol oynayabilecek genlerden olusan NGS gen

panelimizde yer alan genler ve Klinik etkileri siralanmistir.

24



Parkinson disease - PS168600 - 31 Entries

Location Phenotype Inheritance

1p5623  Parkincon disease 7, autosomal recessive AR
early-onsst

1p36.13  Kufor-Raksb syndrome a7

1p36.12  Parkinson disease 6, sarly onset AR

1p32 [Parkinson disease 10}

1p51L3 Parkinson disaase 19b, sarly-onsst AR

1p313 Parkinson disease 193, juvenile-onsst AR

122 {Parkinson disease, lata-onsst, AR Mu
susceptibility fo}

1g32 [Parkinson diseass 16}

2p13 [Parkinson dissass 3]

2pi3.1 [Parkinson disease 13}

2g37.1 [Parkinson dissass 11}

3g22 Parkinson disease 21

3g27.1 [Parkinson diseass 18}

4pi3 {?Parkinson diseass 5, susceptibility to}

40221 Parkinson disease 1
40221 Parkinzon disease £

4g23 {Parkinson diseass, susceptibility to}

6526 Parkinson disease, juvenile, typs 2

8g27 {Parkinson diseass, susceptibility to}

7pil2 Parkinson disease 22, autosomal
dominant

12q12 {Parkinson diceasea 8}
1292412  {Parkinson diseass, late-onsst,
susceptibility to}

13g2135  (Parkinson disease, suscaptibility to} AD Mu

15¢222 Parkinzon disease 25, autosomal
recessive, sarly onset

1l6gli2 [Parkinson disease 17} AD

17g2151  {Parkinson disease, susceptibility to} AD Mu

21g2211  Parkinson disease 20, early-onsst AR

22q125  Parkinson disease 15, autcsomal AR
recessive

22g13.1 Parkinson disease 14, autcsomal AR
recessive

Xq21-g25 {[Parkincon disease 12}

Xg24 {Parkineon disease, age of onset, AD Mu
medifisr}

0 I 0 ik i i

00 B0 TG0 0 RO BG0 G0 oo BRo G0 o ipa o

Phenotype
mapping key

H)

0y i H

00 i oy i

H

HIVRE

Phenotype

MIM number Gene/Locus

€06324

806633
505209
€06552
615528
615528
166600

615164
602404
&10297
&07688
616361
614251
615643
166601
£05543
165600
€00115
165500
616710

€070s0
168600

165600
616540

£14203
168600
£15330

260300

612353

Djl

ATP13A2
PINK1
PARKIO0
DNAJCS
DNAJCS
GBA

PARKI16
PARK3
HIRA2
GIGYF2
PARK21
ETF4GL
UCHL1
SNCA
SNCa
ADHIC
FREN
TBP
CHCHD2

LRRX2
ATXN2

ATXNBOS
VFS13C

VPS35
MAPT

SYNJ1
FEXO7

PLAGS

PARKI2
GLUD2

Gene/Locus
MIM number

£02533

610513
£08309
€06852
608375
&08375
£06463

613152
€02402
£06341
612006
616361
€00435
191342
163550
163530
105730
802532
600075
6le244

&02007

01517

603550
605573
€01501
157140
£05648

300557
300142

Sekil 2 :OMIM’de Parkinson Hastaligi ile iliskilendirilen genler
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Panel genleri;

2.2.4.1. SNCA (Synuclein, Alpha): SNCA geni 4q22.1 sitogenetik
lokasyonunda yer alan bir gen olup a-synuclein kodlamaktadir ve tarihte ilk defa
PH ile iligkilendirilen gendir[31]. Literatlr verilerine gore henuz bu proteinin tam
olarak fonksiyonu anlagilamamis olsa da SNCA gen sekansinda meydana
gelen mutasyonlar PH igin risk faktort oldugu gibi gen dozajinin da -SNCA geni
duplikasyonu ve triplikasyonunu gibi- PH’'na neden olmasi nedeniyle dnemli
oldugu aciktir. Yine ayni yayinda SNCA’da gorulen gain of function
mutasyonlarin a- synuclein ekspresyonunu artirarak PH'na neden olabilecegi
ifade edilmistir[136]. Ayrica yapilan galismalar promotor bélgede yer alan tekrar
dizileri ve intron bdlgelerinde g6zlenen SNP(Single-nucleotide
polymorphism)’lerin PH etkeni olabilecegini gdstermistir[137]. SNCA geni
yapilan farkh GWA c¢aligsmalari sonucunda PH ile iligkisi kararli olarak bildirilen

az sayida gen bolgelerinden birtanesidir[118, 138-141].

2.2.4.2. LRRK2 (Leucine-Rich Repeat Kinase 2). LRRK2 geni
12912 sitogenetik lokasyonunda yer alan bir gendir ve ilk olarak 2004 yilinda
yapilan bir calismada PH ile ilgili risk faktort olarak bildirilmistir[142, 143].
LRRK2 geninde bildirilen G2019S protein degisimi PH ile iligkili en sik gdzlenen
mutasyonlardan biridir[144].

LRRK2 geninde olusan mutasyonlarin PH olusumuna hem sporadik hem
ailesel vakalarda katki yaptigdi bildirilmistir. Yapilan farkli GWA c¢alismalari
LRRK2 geninin PH igin o6nemli lokuslardan biri oldugunu dogrular
niteliktedir[118, 139, 145]. Asya toplumlarinda yapilan bir metaanalizde yine
LRRK2'nin PH igin risk faktort oldugu gosteriimektedir[146].

LRRK2 fonksiyonu olarak bilinmeyen bir proteini kodlamaktadir. Bu

proteinin Uzerinde yer almakta olan enzim aktif bdlgelerin mitokondriyal
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fonksiyonlar, apoptoz, membran trafigi ve mikrotubul polimerizasyonu gibi
isleviere katkida bulundugu dusinilmektedir[147]. LRRK2 ayrica PH
etiyogenezinde yer alan RAB7L1,VPS35, SNCA,AKT1,MAPT gibi bagka aday
genlerle de etkilesim gostermektedir[148-150].

2.2.4.3. ATP13A2 (ATPase, Type 13A2): ATP13A2 1p36.13
sitogenetik lokasyonunda yer alan bir endolizozomal geg¢ transporter olup PH da
dahil birden fazla ndérodejeneratif hastalikla iligkilendirilmigtir. Yapilan farkli
calismalar ATP13A2 geninin juvenil baglangi¢li homozigot ve bilesik heterozigot
olarak farkl giddetlerde gozlenen PH’na yol actigini bildirmistir. Gen ile ilgili
genetik heterojenite ihtimali kuvvetle muhtemel olarak gdézlemlenmektedir[151-
154].

ATP13A2 mitokondriyal enerji yolaklari ve lizozomal otofaji yolaklarina ek
olarak a-synuclein metabolizmasina da katkida bulunmaktadir[155, 156]. Tam
olarak mekanizmasi bilinmese de fonksiyonunun sekteye ugramasi lizozomal
gorevleri bozmakta ve PH olusumunda rol aldigi disunulmektedir. Noéronlarda
poliaminlerin transportunda rol aldigi ve bu bilesiklerin hlcre igi birikiminin

lizozomal aktiviteyi bozacagi 6ngorulmuastir[157].

Bazi calismalara gore erken baslangigch PH olan hastalara yapilan
calismalarda kontrol grubuna gore daha sik gézlenen ATP13A2 heterozigot
mutasyonlari oldugu belirtilmistir ki bu da bize ATP13A2 geninin PH igin risk
faktord oldugunu ve klinik siddet ve semptomlarin baslangici gibi faktorlerin

degiskenliginde rol aldigini disundirmektedir[158, 159].

2.2.4.4. DNAJC13 (DNAJ/HSP40 Homolog,Subfamily C,Member 13):
DNAJC13 geni sitogenetik lokasyon olarak 3022.1 bolgesinde yer alan,
endosom iligkili endosom-membran trafigini dizenledigi dustnudlen bir proteini

kodlamaktadir. Yapilan c¢alismalar DNAJC13’te olusan mutasyonlar ile
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meydana gelen endozom igi ¢ézunmez formda a-synuclein birikimi arasinda
mekanizmasi tam anlagilamasa da bag gostermistir. Sadece bu yolla dedgil
mutasyon sonucu meydana gelen proteinlerin direkt olarak dopaminerjik noron
kaybina yol actigi da bildirilmistir[160, 161]. Yapilan bir calismada DNAJC13
heterozigot mutasyonlari ge¢ baslangicl sporadik PH ile iligkilendirilmigtir[162].

2.2.4.5. GIGYF2 (GRB10-Interacting Gyf Protein 2): GIGYF2 geni
2q37.1 bolgesinde yer alan, insulin reseptorleri ve metabolizmasiyla iligkili olan
bir gen kodlamaktadir. Noron hucrelerinin glukoz hassas metabolizmasi ve bu
sekilde dopaminerjik noronlarin korunmasinda olasi bozukluklarin PH'na yol
acabilecegi bildirilmistir[163]. ilk olarak 2009'da Fransiz ve italyan sporadik PH
vakalarinda olasi aday gen olarak bildirlen GIGYF2 geninin PH’na nasil
yatkinlik olusturdugu mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir[164]. Yapilan
bir metaanalize gore ise GIGYF2 geninde tespit edilen varyantlarin farkh

irklarda farkli sekilde risk faktorl olarak siniflandirilabilecegi bildirilmistir[165].

2.2.4.6. HTRA2 (Htra Serine Peptidase 2): HTRA2 geni sitogenetik
olarak 2p13.1 bolgesinde yer alan ve mitokondriyal bir proteaz olarak gorev
alan high-temperature-regulated A2 proteinini kodlamaktadir. Bu protein
mitokondriyal molekuler kalite kontrolinde anahtar duzenleyicilerden biri olarak
fonksiyon gormektedir[166]. PH noéropatolojisi ve mitokondri fonksiyonlari
arasindaki iligki goz onune alindiginda HTRA2'de olusabilecek mutasyonlarin

hastaliga yol agma ihtimali ortaya ¢cikmaktadir.

Tarkiye'den yapilan 6 kusak bir calismada akraba evliligi olan giftin
homozigot olarak kalittiklari mutasyon PH nedeni olarak bildirilimistir[167].
Almanya orijinli bir bagska calismada ise sporadik 4 PH olgusunda bulunan
heterozigot mutasyon saglikli kontrollerde olmadigi igin hastalikla iligkili
olabilecegi bildirilmistir[168]. HTRA2 ve PH arasindaki iligki tam net olarak

aydinlatilamasa da, hangi tir varyantlarin nasil bir etkiye sahip olacagi tam
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olarak bildiriimese de literatirde bu bolge 6zellikle sporadik PH etiyogenezinde

rol oynama ihtimali olan aday gen bolgelerinden bir tanesidir[169].

2.2.4.7. MAPT (Microtubule-Associated Protein TAU): MAPT geni
17921 bolgesinde yer alan ve kodladigi mikrotubul duzenleyici protein-tau ile
siklikla beyin hucrelerinde eksprese olan bir gendir. Bu protein aksonal
transporta ek olarak hicre sitoiskeletine destek saglamaktadir[170]. MAPT
geninin iki farkli haplotipi bulunmaktadir ve bu gende meydana gelen degisimler
birden ¢ok noérodejeneratif hastalikla iligkilendiriimesine ragmen ozellikle H1
haplotipi ile PH arasinda ki bag GWA caligmasi ile de dogrulanmistir[118].
Ozellikle dominant kalittm gdsteren MAPT mutasyonlarin PH ve cesitli
ndrodejeneratif hastaliklarla olan iligkisi literatirde uzun zaman 6nce bildirilmis
olarak bulunmaktadir[171, 172].

2.2.4.8. PLA2G6 (Phospholipase A2, Group VI): PLA2G6 geni
sitogenetik olarak 22q13.1 lokusunda yer alan fosfolipazlarin hidrolizinde gérev
alan bir protein Urinu kodlamaktadir. PLA2G6 mutasyonlari ¢ok cesitli
ndrodejeneratif hastaligin yani sira erken baslangigli otozomal resesif PH ve

orta-ge¢ baslangigh sporadik PH ile iligkilendirilmistir[173].

2.2.4.9. PARK2 (Parkin-PRKN): PRKN geni sitogenetik olarak 6q26’da
yer alir ve bir protein ligaz enzimi kodlamaktadir. Bu gende meydana gelen ve
enzimde aktivite kaybina yol agan mutasyonlar mitofajiyi(zarara ugramis
mitokondrilerin  eliminasyonu) sekteye ugratmakta, hicre ici protein
akumulasyonuna neden olmakta ve mitokondriyi disfonksiyona
ugratmaktadir[174]. PRKN geninde meydana gelen homozigot mutasyonlar en
sik gorulen otozomal resesif juvenil PH genetik etiyolojisi olarak karsimiza
cikmaktadir[175].

PRKN geninin PINK1 ile birlikte zarara ugramis mitokondrilerin

temizlenmesinde anahtar rolde oldugu ve bu genlerde meydana gelen
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homozigot ve bilesik heterozigot mutasyonlarin bu rolu sekteye ugratip erken

baslangicl PH’na yol a¢tigi uzun zamandir bilinmektedir[176].

2.2.4.10. PARK7/DJ1 (Parkinson Disease 7): DJ1 geni 1p36 sitogenetik
bdlgesinde yer almaktadir. Kodlamis oldugu protein hicrede antioksidan gorevi,
transkripsiyon regulasyonu, molekuler saperon ve protein degredasyonu
olaylarinda rol almaktadir[177]. Bu gende meydana gelen fonksiyon kaybettirici
mutasyonlar erken baslangi¢li otozomal resesif PH ile iligkilendirilmistir. DJ1
geninde meydana gelen mutasyonlar PH disinda baska ndrodejeneratif

hastaliklarin patogenezinde de rol almaktadir[178].

2.2.4.11. PINK1 (Pten-Induced Putative Kinase 1): PINK1 geni
sitogenetik lokasyon olarak 1p36.12 ‘de yer alan ve PTEN bagimh putativ
kinazi kodlayan bir gendir. Bu protein urinu o6zellikle PARKIN ile birlikte
mitokondriyal kalite kontrol ve mitofajide ¢ok &nemli rol oynamaktadir[179].
Yasgla sikligi artmakta olan hasarli mitokondrilerin birikimi PH da dahil bir ¢ok

norodejeneratif hastaligin altinda yatan nedenlerden birisi olarak bildirilmistir.

PINK1 geninde meydana gelen mutasyonlar bu mitokondri temizligi
surecini sekteye ugratarak PH icin predispozisyon olusturmaktadir[180]. PINK1
geninin PRKN ile birlikte zarara ugramis mitokondrilerin temizlenmesinde
anahtar rolde oldugu ve bu genlerde meydana gelen homozigot ve bilesik
heterozigot mutasyonlarin bu rolu sekteye ugratip erken baslangich PHna yol

actigi uzun zamandir bilinmektedir[176].

2.2.4.12. VPS35 (Vacuolar Protein Sorting 35): VPS35 geni
16911.2 sitogenetik bolgesinde yer almaktadir. VPS35 tarafindan kodlanan gen
hicre ici protein trafiginden sorumlu bir retromer grubunun Gyesi olarak gérev
yapmaktadir[181]. Bu retromer  kompleksinin  disfonksiyonu  gesitli

ndrodejeneratif hastaliklarla iligkilendirilmistir[182].
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VPS35 geninde Ozellikle korunmus bolgelerde meydana gelen
heterozigot mutasyonlar erken baslangi¢li otozomal dominant kalitima uyan PH
ile bircok farkli g¢alisma tarafindan iliskilendirilmistir. Sporadik PH igin risk

faktorl olarak aday gen oldugunu bildiren galismalar da mevcuttur[183-185].

2.2.4.13. SYNJ1 (Synaptojanin 1): SYNJ1 geni 21g22.11 yer
almaktadir ve sinaptojanin 1 isimli proteini kodlamaktadir. Bu protein sinaptik
veziklllerin fosforilasyonunda &énemli rol oynamakta ve geri déndsimunu
saglamaktadir[186]. Bu gende meydana gelen yikici mutasyonlar sinaptik
vezikul siklusunu sekteye ugratmaktadir fakat PH ile ilgili olan mekanizmasi tam
olarak aydinlatilamamistir. Literatirde SYNJ1 mutasyonlarinin otozomal resesif
PH ile iliskilendiren —bazi yayinlara gore erken baslangicli PH- birden fazla
farkli yayin bulunmaktadir[187, 188].

2.2.4.14. CHCHD2 (Coiled-Coil-Helix-Coiled-Coil-Helix Domain-
Containing Protein 2): CHCHD2 geni 7p11.2 sitogenetik lokasyonunda yer
almaktadir. Kodlamis oldugu protein Grintntn tam olarak ne fonksiyon goérdugu
bilinmese de mitokondriyal krista yapisinin korunmasi ve surdurilmesinde

gorev aldigr dugunulmektedir[189].

Yapilan fonksiyonel calismalara goére bu gende meydana gelen
mutasyonlar mitokondriyal respiratuar komplekslerde bozulmaya neden olmakta
ve oksijen metabolizmasini sekteye ugratmaktadir. Bu durum noronlarda
hayatta kalimi oksidatif strese bagl olarak kisaltmaktadir[190-192]. CHCHDZ2'de
meydana gelen mutasyonlari hem sporadik PH icin risk faktorl olarak
tanimlayan hem de ailesel dominant kalitimhi PH ile iligkilendiren c¢alismalar
mevcuttur[32, 193, 194].

2.2.4.15. EIF4G1 (Eukaryotic Translation Initiation Factor 4-Gamma,

1): EIFAG1 geni 39g27.1 bolgesinde yer almaktadir. Kodladigi protein Urunu

translasyon baglatici kompleks ile baglantili olarak mRNA-Ribozom baglantisi
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ve protein sentezi baslangici sureglerinde rol almaktadir. Bu yolakta meydana
gelebilecek degisikliklerin protein sentezini bozarak PH slrecinde yer

alabilecegi dusunulmektedir [195].

Yapilan bir ¢alismada EIF4G1 mutasyonu heterozigot olarak dominant
kalitim paternine uyumlu sekilde ge¢ baslangich PH ile iligkilendirilmistir[196].
2000’den fazla sayida hastadan olusan avrupa populasyonlu kohortta benzer
sekilde ailesel otozomal dominant kalitimi igaret eden EIF4AG1l varyantlar
bildirilmistir[197].

Yapilan bir bagka metaanalizde ise PH olan populasyonda EIF4G1
sinonim olmayan degisimlerinin frekansi %1’den daha az oldugu bildirilerek PH
icin aday bir gen oldugu ama varyasyonlarinin olduk¢a nadir gozlenmekte
oldugu ifade edilmistir[198].

2.2.4.16. FBXO7 (F-Box Only Protein 7). FBXO7 22q12.3 sitogenetik
lokasyonunda yer almakta olan bir gendir. Kodladigi protein hicre i¢i gok dnemli
sureclere katkida bulunup, sinaps néroplastisitesi, hlcre proliferasyonu ve
sirkadiyan ritim gibi fonksiyonlarin devaminda ve diizenlenmesinde rol alan F-
box iceren protein grubu ailesindendir. PH ile iligkisinin ise FBXO7’nin,
ubiquitinasyon surecinde adaptor protein fonksiyonundan kaynaklandigi
disunidlmektedir[199, 200].

FBXO7 geninde meydana gelen mutasyonlar erken baslangicli agir
seyreden otozomal resesif juvenil PH ile iligkilendiriimistir[201]. Yapilan
calismalar bu gende meydana gelen hem homozigot mutasyonlarin hem de
bilesik heterozigot mutasyonlarin erken baslangi¢cli PHna yol agtigini
bildirmektedir[202].
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2.2.4.17. FGF20 (Fibroblast Growth Factor 20): FGF20 8p22
lokasyonunda yer almakta olup fibroblast bliyume faktorine ait bir alt tipi
kodlamaktadir. FGF20 6zellikle beyinde bazi bolgelerde eksprese olmakta ve
dopaminerjik noéronlarin korunmasinda goérev yapmaktadir[203]. Ayrica a-
synucleinin ekpresyonundaki regulasyonda rol almasindan dolayr gende
meydana gelebilecek mutasyonlarin PH i¢in aday genetik faktor olarak

literatlrde bildirildigini gérmekteyiz[204].

Yapilan bir galismada FGF20 geninde bulunan bazi degisimlerin PH ile
korelasyon goésterdigi bildirilse de aksi yonde fikir bildiren bagka calismalar da
mevcuttur[205, 206]. FGF20, PH patogenezinde yer almasi ‘olasl’ bir gen gibi

g6zukmektedir.

2.2.4.18. UCHL1 (Ubiquitin Carboxyl-Terminal Esterase L1): UCHL1
sitogenetik olarak 4pl4 bolgesinde vyer almaktadir. Kodladigi gen drini
ubiquitin yapim yikimi ile yakindan iligki igerisindedir. Mutant formda olan
protein drunlerinin protein yapisinda yer alan alfa heliks yapidan daha az
icerdikleri ve hucre i¢i akimulasyon gosterdikleri dolayisiyla dominant form
PH’na yol agtiklari bildirilmistir[207, 208].

Yapilan bir calismada bu gende meydana gelen mutasyonun otozomal
dominant paterne uyan PH’na yol actigi bildirilmigtir[208]. UCHL1 ve PH
arasinda her hangi bir iliski kurulamayan farkh calismalar da literatirde

mevcuttur[209].
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2.3. YENi NESIL DNA DIiZiLEME TEKNOLOJiSi

2.3.1. DNA Dizileme Teknolojisinin Geligim Sureci

Adenin (A), Guanin (G), Sitozin (C) ve Timin (T) bazlarinin deoksiriboz
seker ve fosfat baglariyla olusturdugu nukleotidlerin belli bir siraya goére
dizilenmesi ile olugsan Deoksiribonukleik asit (DNA), bilindigi gibi insan
genomunun basat 6gesi durumundadir. Bu dogrultuda bilim dinyasinda uzunca
bir sure en temel amaclardan biri insan genomunun dizisini dogru bir gekilde

tespit etmek olmustur.

DNA dizileme teknolojisi i¢in 1977 yili bir donim noktasi olmugtur. Bu
tarinten dnceki yontemlerle ancak kisa bir DNA dizisi olusturulabilmekte ve bu
islem icin ise primitif ydontemler kullaniimakta idi. 1977 yilinda Maxam ve Gilbert
ile Sanger ve Coulson iki farkli DNA dizileme teknolojisi gelistirdi ve bu yildan
sonra molekuler biyoloji ve genetik alaninda gelismeler ¢ok hizli bir sekilde
artti[210, 211].

ilk zamanlarda Maxam-Gilbert metodu Sanger-Coulson yéntemine gore
daha yeni ve daha kolay uygulanabilir oldudu icin populer olsa da Sanger
yonteminin gelismesiyle Maxam-Gilbert teknigi fazlaca zararli kimyasal icerdigi
ve zorlugu nedenleriyle birakilmistir. Sanger DNA dizileme yonteminin temeli
modifiye edilmis dideoksinukleotid trifosfatlarin (ddNTP) kullanimina bagh zincir
sonlanimi olmasi Uzerine idi. Bu reaksiyon icin normal dNTP'ler, modifiye
ddNTP'ler, DNA polimeraz, kalip DNA ve dizilenmek istenilen bdlgeye spesifik
primerler gerekmekteydi. ilk zamanlar reaksiyonlar 4 farkli sekilde kuruluyor,

ilgili primerler radyoaktif olarak isaretleniyordu.
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DNA polimeraz normal dNTP'leri kullanarak zinciri uzatirken modifiye
edilmis ddNTP'ler geldiginde zincir sonlaniyor ve kurulan 4 farkli ornek jel
elektroforezine yuklenip X-ray filme aktarildiginda farkli boyutta bantlar
gorilerek dizi okunuyordu. Sonralari ddNTP'ye baglanan hazir boyalarla bu 4
reaksiyon tek bir multipleks reaksiyona donusturalmus, kapiller elektroforez

sistemi ile otomatize edilmigtir.

Floresan isaretleme tekniginin gelismesi Sanger yonteminin kullanimini
onemli oranda yayginlastirmistir. Optimize edilen bu yontem 40 vyildir

kullaniimakta ve NGS teknolojisinin yaninda hala énemini korumaktadir.

DNA dizileme yontemleri teknolojiyle birlikte ilerleme kaydetti. Ozellikle
1990 yilinda insan genom projesinin baglatilmasi konuya verilen 6nemin
artisinin net bir gostergesiydi. insanlik tarihinin en biyiik biyolojik ortaklik
projesi olarak kayitlara gegen bu projeyi farkli devletler desteklemis, onlarca

universite ve arastirma merkezi projede yer almistir.

insan genom projesinin primer amaci yaklasik 3,2 milyar bazdan olusan
haploid insan genomunun tam dizisini belirlemekti. Bunun yaninda kuguk
genoma sahip farkli organizmalarin da genom dizileri ortaya koyulmustur.
Devasa kaynaklar harcanan ve yaklagik 15 yil alan bu projenin sonuglarinin
2001 yilinda ilk makalesi ve sonunda 2004 yilinda tum insan genomu dizisi

yayinlanmistir [212, 213].

Referans insan genomunun tespit edilmesinden sonra sira bu dizideki
farkliliklar ve hastalik patogenezleri arasindaki iligkinin kurulmasi adina yeni
nesil dizileme ydntemleri zaruri bir ihtiyag halini aldi ve hizli bir sekilde ginimuz

kosullarina ulasti. Farkh platformlar ve tekniklerle gelistirilen NGS teknigi
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gunimuzde c¢ok cgesitli cihaz ve malzemelerle dunyanin her vyerinde

kullaniimaktadir.

2.3.2. Yeni Nesil DNA Dizileme Teknolojisinin Prensipleri

NGS literatlrde; "Massively Parallel Sequencing”, "Deep Sequencing" ve
"Shotgun Sequencing" gibi farkli isimlendirmelerle de adlandiriimistir. NGS
yonteminin kullandigi temeli DNA molekulinun her hicre bolinmesi esnasinda
replikasyonuna dayanir. DNA replikasyonu igin; kalip DNA, polimeraz enzimi ve
dNTP'lere ihtiyag vardir. Bu Ugluya farkh tekniklerle kullanarak bir araya

getirerek NGS dizileme dedigimiz olay meydana gelir.

NGS calismasli 4 baslik altinda incelenebilir: kutiphane hazirlama,
amplifikasyon, dizileme ve analiz. Kitiphane hazirlama iglemi igin ilk asama
uygun kalite ve miktarda olusan kalip DNA'nin fragmentasyon(parcalara
ayirma) islemidir. Bu islem enzimatik olarak veya fiziksel yontemlerle
gercgeklestirilebilir. Kaguk parcalara ayrilan DNA molekulinin uglari tamir
edildikten sonra adaptorler (kuguk, cift-zincir sentetik DNA pargalari) DNA ligaz
enzimi yardimiyla takilir. Hedef bdlgeye yonelik hazirlanan kutuphane,

polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve klonal amplifikasyon yontemiyle ¢cogaltilir.

Amplifiye edilen klonal amplikonlar dizileme cihazina yuklenir farkli
dizileme cesitlerinden biri ile dizilenir. Dizileme islemi sonucunda elde edilen
ham veri, cesitli yazilimlar yardimiyla analize hazir hale getiriimektedir. Bu
asama, NGS ile elde ettigimiz verilerin belkide en énemli ve zor asamasi olan
verilen analizi kismina gectigimiz yerdir. Karsilagilan en 6énemli zorluk, NGS
teknolojilerinin kullaniminin ucuzlamasi ve yayginlagsmasiyla dizileme igleminin
daha ulasilabilir olmasi, elde edilen genetik verinin her gegen giin artmasi fakat
verilerin yuksek dogrulukla analiz edilmesi igleminin giderek zorlasmasidir [214,
215]
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2.3.3. Yeni Nesil DNA Dizileme Kullanim Alanlari

NGS, insan saghgr ve hastaliklari, virisler ve bakteriler gibi tim
organizmalarin tespiti, atasal DNA analizi, evrimsel biyoloji, bitkilerin ve hatta
tum ekosistemin DNA dizisini anlamak gibi ¢ok genis bir spektrumu olusturan
alanlarda kullanilmaktadir. NGS yonteminin insan sagligini ilgilendiren baslica
kullanim alanlari sunlardir:

e Tek gen hastaliklarinin (Mendeliyan) tanisi,

¢ Konjenital anomalileri olan hastalarda, biligsel gerilik ve otizm
spektrum bozukluk tanisi olanlarda hastalik nedeni olan varyantin
tespiti,

e Genetik heterojenitesi olan hastaliklara (kalp hastaliklari,
norodejeneratif hastaliklar vs.) yonelik gen panelleri ile hastaliga
neden olan batin genlerin ayni anda analiz edilmesi,

e Sporadik kanser olgularinda somatik mutasyonlarin oransal tespiti
(klonal),

e Kanser vakalarinda erken tani amaciyla kanda dolasan serbest
DNA'nin analiz edilmesi,

e Anne kanindaki serbest fetal DNA'yI kullanarak prenatal genetik
tani,

e Ailesel vakalari kullanarak Mendeliyan ve kompleks hastaliklarda

hastalik yapici aday gen tespiti

2.3.4. Varyantlarin Yorumlanmasi

Yeni nesil DNA dizileme analizi ile her hastaya ait, referans diziden farkh
olan varyant ortaya gikmaktadir. Bu teknolojinin ne kadar yaygin kullanildigi goz
onune alindiginda ortaya ¢ikan bu milyonlarca varyantin hastalik olusumuna
neden olup olmayacagl sorusu yanitlanmak Uzere onumuze gelmektedir. Bu
varyantlarin hastalik etkeni olup olmadiklarini anlamak, genom analizi igin
onumuzdeki en buyuk problemi olusturmaktadir. Bu probleme ¢6zim amaciyla

cok sayida biyoinformatik yazilim gelistiriimektedir.
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Bu tez calismasinda olgularda tespit edilen varyantlari degerlendirmek
icin biyoinformatik araclar kullaniimistir. Bizim ¢alismamizin baghgdinda belirtmis
oldugumuz in-silico terimi (kelime anlami "silikonda" karsilik gelir, bilgisayar
cipleri icin silikonun toplu kullanimina atifta bulunur), biyolojik deneylere atifta
bulunarak "bilgisayarda veya bilgisayar simulasyonu yoluyla gergeklestirilen"
anlamina gelen bir ifadedir. Calismada, zamanla birlikte surekli giincellenen ve
bakimlari yapilan, tahmin dogruluklari ylksek ve siniflandirma kriterleri gugli
olan, glncel literatlr ile surekli desteklenen Clinvar ve buna ek olarak American
College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) veri programlari baz

alinarak analiz yapiimistir.

2015 yilinda NGS yontemi uygulanmasi sonucu tespit edilen varyantlarin
analizinin ve raporlanmasinin optimize edilmesi igin ACMG, Association for
Molecular Pathology (AMP) ve College of American Pathologists gruplari
tarafindan bir kilavuz yayinlanmistir[216]. Halen kullanilan bu klavuzun
ayrintilari ve nasil yorumlanacagr Tablo 3 ve Tablo 4’te O6zetlenmigtir.
Kilavuzda; standart bir terminoloji olugturmanin Mendeliyan hastaliklara neden
olan genlerdeki mutasyonlari tanimlamak icin gerekli oldugu vurgulanmistir ve
varyantlar  "patojenik”, "muhtemel patojenik”, "klinik dnemi bilinmeyen",

"muhtemel benign" ve "benign" olarak gruplandiriimistir.

ClinVar veritabani ise Amerikan Ulusal Saglik Enstitisi blnyesinde
bulunan 1300’den fazla klinik test laboratuvarlari, arastirma laboratuvarlari,
klinisyenler, hasta girigleri, uzman gorusleri gibi ¢ok farkli kurum ve Kigilerin
varyantlar hakkinda belli kriterler ve kanitlar ¢ercevesinde bildirim yaptigi ve
kimdulatif bir degerlendirme mantigi ile calisan butliin arastirmacilar tarafindan
istendiginde amacina uygun kullanilabilen bir genetik veritabani olarak yer
almaktadir[217].
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. OLGU SEGIMi

Bu arastirmada, 2018 ve 2019 yillari igerisinde Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi Tip Fakiltesi Genetik Tani ve Tedavi Merkezine Parkinson
hastaligi, parkinsonizm gikayetleri, aile hikayesi ve insidental genetik bulgu
nedeniyle basvuran 43 hastanin laboratuvar verileri ve Klinik bilgilerinin
retrospektif olarak degerlendiriimesi amacglanmistir.  Bu hastalara ait verilerin
olusturulmasi icin Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tip Fakiiltesi Genetik

Tani ve Tedavi Merkezi bunyesindeki imkanlar kullaniimistir.

Arastirmada kullanilan buttin bireylere ait retrospektif akademik verilerle
ilgili bilgilendirilmis onamlar ve klinik uygulamalar etik onaylari alinmigtir.
Olgularin sec¢imi igin tarafimiza ilgili tarihlerde yonlendiriimis tim hastalarimiz
calismaya dahil edilmesi suretiyle olmustur. Demografik ve klinik 6zelliklere ait
veriler muayene sirasinda ve hastane elektronik veri kayit sisteminden
retrospektif olarak elde edilmigtir. Hastalarin klinik hikayesi, yasi, tani yasi,
cinsiyeti, ilag kullanim ve pestisit maruziyet oykuleri var ise goruntlileme

teknikleri ile elde edilmis veriler kaydedilmigtir.

3.1.1. Kisilerin bilgilendirilmesi, aydinlatilmigs onam ve etik kurul
onay!

Olgulara ait tan1 ve tedavi amacl uretilen akademik verilerin retrospektif
olarak degerlendiriimesi amacglanan mevcut projede; arastirmaya dahil edilen
batin hastalara ait pedigree analizleri, dyku ve klinik bilgileri bagvuru sirasinda
ayrintili olarak rapor edilmis, aydinlatimis onam formlar hasta ve/veya yasal
vasilerden islak imzali sekilde alinmigtir. Ayrica bazi olgulara ait tarafimizdan

eksik oldugu tespit edilen klinikk veya demografik bilgiler laboratuvar
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kayitlarimizdaki iletisim bilgileri dogrultusunda telefonla prospektif olarak

tamamlanmistir.

Hastalara ilk degerlendirme sonucunda raporlari ve genetik danigsma
verilmis ve ileri gelecekte tekrardan sonuglarinin degerlendiriime ihtimali ifade
edilmistir. Bireylerin daha o6nceden Parkinson Hastaligi NGS analizleri igin
olusturulan datalari kontrol edilmigtir. Arastirmanin etik agidan uygunlugu
"Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu"
23.09.2020 tarih ve 2020-12 no’lu karar ile onaylanmigtir.

3.2. NGS CALISMA PRENSIPLERI

3.2.1. Calismada Kullanilan Panelin Ozellikleri

Calismada, Tablo 2’de yer alan 18 genin ekzon ve ekzon-intron bilegke
bolgelerindeki +-10 baz degisiklikleri saptayacak sekilde, GRCh37 (hg19)
referans dizisi baz alinan, Thermo Fisher Scientific tarafindan hazirlanan 6zel
uretim (custom design) panel kullanildi. Tablo 2‘de panelde bulunan 18 gen

Ozetlenmigtir.

3.2.2. DNA izolasyonu

Hastalardan c¢alisma icin EDTA (Ethylene diamine tetra acetic acid)
iceren tipe 2 ml vendz kan 6rnedi alindi ve Canakkale Onsekiz Mart
Universitesi Tip Fakdltesi Genetik Tani ve Tedavi Merkezine transfer edildi.
DNA izolasyonu, PureLinkTM Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, Almanya)

kullanilarak Ureticinin protokolleri dogrultusunda gergeklestirildi.
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izolasyon igin Heat Block 55°C ye ayarlandi. O isinirken izolasyon igin
hazirliklar yapildi. 2 ml ependorf tupun igcine 200 pl kan 6rnegi kondu, Uzerine
20 pl proteinaz K ve 20 ul RNAaz A eklendi. Ornekler kisa bir vortex ve spin
yapildi 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi 200 pl
PureLink Genomic Lysis/Binding Buffer eklenip vortex spin yapildiktan sonra 55
°C de 10 dakika inkiibasyon yapildi. inkiibasyon bittikten sonra érnegin (izerine
200 pl etanol (%96-100) eklendi, vortex ve spin yapildi. Ornegin tamami spin
column’a aktarildi 10.000 RPM’de 1 dakika santriflj edildi. Santriflj sonrasinda
collection tip atihp spin column yeni collection tupe aktarildi ve tzerine 500 pl
Wash Buffer 1 eklendi 10.000 RPM’de 1 dakika santrifij edildi. Yikama islemi
bir kez daha Wash Buffer 2 ile tekrar edildi. Yine ayni sekilde collection tup
atilip spin column yeni collection tipe aktarildi ve Uzerine 500 ul Wash Buffer 2
eklendi 14.000 RPM’de 3 dakika santrifuj yapildi. Collection tup atildi ve spin
column temiz ependorf tliipe konuldu, Gzerine 100 ul PureLink Genomic Elution
Buffer eklendi ve 2 dakika oda sicakliginda inkiibasyon edildi. inkiibasyon
sonrasinda 14.000 RPM’de 2 dakika santriflj yapildi ve DNA’lar hazir hale
getirildi.

3.2.3. DNA Kiituphanesinin Hazirlanmasi ve Purifikasyonu

izole edilen DNA'nin miktar ve kalite analizi icin Qubit ile DNA 8lgimi
yapildi. Olgiim igin 1/200 oraninda Working solution hazirlandi. Ornekler ve
standartlarin dlgimund yapmak igin kullanilacak Working solutiona; 1 pl Qubit
Reagent ve 199 ul Qubit Buffer eklendi. Orneklerin 6lgimi yapilmadan 6nce
standartlarin 6lgumu yapildi bunun igin, 2 ayri tupe 190 yl Working solution ve
tuplerden birinin Gzerine 10 ul Standart 1, ayni sekilde diger tupe de 190 pl
Working solution ve 10 pl Standart 2 eklendi. Vortex ve kisa bir spin sonrasinda,
standart Slguimleri yapilip drneklerin élgilmesine gegildi. Orneklerin lgimi igin
198 ul Working solution ve 2 ul DNA 6rnegdi kullanildi. Qubit cihazi Uzerinde
dsDNA-High Sensitivity 2 ng/ul segilip drnekler dlcildi. Olglim sonrasinda DNA
ornekleri 10ng/ ul olacak sekilde nuclease free su ile dilie edildi. Dilisyon igin

8'li strip tupler kullanildi.
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3.2.3.1. KUTUPHANE HAZIRLIGI

Parkinson paneli 2 poola sahiptir yani tek bir 6rnek icin 2 ayrn PCR
yapilir. Her bir pool 10 ul hacme sahip olacak sekilde PCR mixi hazirlanir. lon
AmpliSeqTM Library Kit 2.0 kitinden gerekli malzemeler soguk rack tzerinde

erimeye birakildi.

1.pool PCR mixi igin;

5X lon AmpliSeq HiFi Mix 2 ul
2X lon AmpliSeq Primer Pool 1 5 pl
gDNA (10ng/ i) 2 ul
Nuclease free su 1 ul

2.pool PCR Mixi igin;

5X lon AmpliSeq HiFi Mix 2 ul
2X lon AmpliSeq Primer Pool 2 5 pl
gDNA (10ng/ pl) 2 ul
Nuclease free su 1ul

PCR, plate Uzerinde yapildi, soguk rack Uzerine alinan plate’e hazirlanan
mix'den 8 pl dagitildi ve Uzerine 2 pl dilue DNA ornekleri konuldu. Plate’i kisa
bir vortex ve spin yaptiktan sonra Thermalcycle’a konuldu ve asagidaki
programa gore reaksiyon baslatildi.

PCR Programi

99 °C 2 dk

99 °C 15 sn 18 cycle

60 °C 4 dk Ramp speed: Standart ~ Reaksiyon Siiresi : 1 saat 40-45dk.
4°C Hold

Parkinson panel igin cycle sayisi 18’di.

PCR sonunda 1 6rnege ait tum PCR Urlnleri tek bir kuyucukta toplandi ve 20 pl

hacim elde edildi.
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3.2.3.2. DIGESTION

lon AmpliSeqTM Library Kit 2.0 kitinden g¢ikarilan FuUPA Reagent enzimi
buz Ustlinde erimeye birakildi. Enzim hafif pipetaj ve spin yapildiktan sonra her
bir 6rnegin Uzerine tek tek 2 pl dagitildi. Toplam hacim 22 ul'ye cikti. Plate kisa
bir vortex ve spin yapilarak Thermalcycler'a konuldu.

Thermalcycler programi :

50 °C 10 dk

55 °C 10 dk Reaksiyon siiresi : 40 dk.
60 °C 20 dk 22 pl hacim segildi.

10 °C 59 dk

Digestion asamasi devam ederken barkod hazirligina gecildi. Toplam hacim 8
Ml olacak sekilde mix hazirlandi.

Barcode Adapter Mix

lon P1 Adapter 2 ul

lonXpreeBarcode X 2 ul

Nuclease Free su 4 ul

3.2.3.3. LIGASYON

lon AmpliSeqTM Library Kit 2.0 kitinden gerekli malzemeler soguk rack
uzerinde erimeye birakildi. Malzemeler eridikten sonra DNA Ligase hari¢ diger
malzemeler vortex ve spin yapildi. DNA Ligase ise hafif pipetaj ve spin
yapildiktan sonra bir mix hazirlandi. Plate soguk rack Uzerine alinip mix’den 8 pl
dagitildi ve toplam hacim 30 ul oldu. Plate kisa bir vortex ve spin yapilarak

Thermalcycler'a konuldu.

Switch Solution 4 ul
Dilte edilmis Barcode Adapter Mix 2 ul
DNA Ligase 2 ul
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Thermalcycler programi :

22°C 30 dk
72°C 10 dk Reaksiyon siiresi :40 dk.
10°C Hold

3.2.3.4. PURIFIKASYON

Agencourt AMPure XP (+4 °C)

1.

AMPure XP Reagent oda sicakligina ulasana kadar bekletildi, Beadler iyice
vortexlendi ve tamamen dagilana kadar yavasca pipetaj yapilip kullanildi.
ION LIBRARY KIT ten Platinium PCR SUPER MIX ve Amplification Primer
MiX -20 °C’den gikarildi ve buz lizerinde erimeye birakildi.

Taze %70’lik Etanol hazirlandi ve %99'lik Ethanol i¢in érnek basina = 230 pl
Absolute Ethanol + 100 pl NF Su x 2 seklinde ekleme yapildi.

Her well Uzerine (toplam hacmin 1,5X kati olacak sekilde) 45 ul Agencourt
AMPure XP eklendi ve Uzeri strip kapaklar ile kapatildi.

Plate, vortex ile 1500-2000 rpm’de 15-20 saniye iyice karisana kadar
karistirma yapildi.

Plate oda sicakligina alinip 5 dk bekletildi.

7. inkiibasyon sonrasi, plate manyetik 13’li manyetik standa alindi 1-12

8.
9.

seklinde sutunlara denk gelecek sekilde plate yerlegtirildi.
Karisim tamamen temizlenene kadar beklendi.

Multichannel pipet kullanilarak pellete zarar vermeden supernatantlar atildi.

10.150 pl taze %70’lik etanol beadlerin Ustl kapanacak seviyeye kadar eklendi.

11. 5 kez olmak Uzere plate 1-12 situnlardan alinip 2-13 sutun hizasina

yerlestirilerek yikama yapildi.

12.Son ylkama adimi sonrasinda plate 1-12 sGtun hizasina geri getirilip 1

dakika beklendi.

13.Beadler tamamen kuyucuk ceperlerine yapistiktan sonra pellete zarar

vermeden supernatantlar atildi.
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14.10-12. adimlar, 1 kez daha tekrar edildi.

15.1-10 pl multichannel pipet kullanilarak tuplerin dibinde kalan etanol
damlaciklari da uzaklastirildi. Etanoliin tamamen uzaklastiriimasi igin plate
agzi aclk sekilde 2-3 dakika oda sicakliginda manyetik stant Uzerinde
bekletildi.

3.2.3.5. AMPLIFIED LIBRARY’NIiN Qubit ile élgiilmesi

Bu asamada c¢ok vakit kaybetmeden lon AmpliSeqTM Library Kit 2.0
kitinden PCR Super Mix Hi Fi ve Amplification Primer Mix soduk rack Uzerinde
erimeye birakildi. PCR Super Mix Hi Fi képlurdugu icin dikkatli bir sekilde vortex

ve spin yapildi. Ayni sekilde Amplification Primer Mix’de vortex ve spin yapildi.

PCR Super Mix Hi Fi.................... 45 l
Amplification Primer Mix................ 1.8 pl

olacak sekilde bir mix hazirlandi ve plate buz Uzerine alinarak 45’er pul tek tek
beadlarin Uzerine birakildi. Plate vortex ve spin yapildiktan sonra manyetik
stand Uzerinde temizlenene kadar Dbekletildi. Tamamen berraklasan
supernatanttan beadlere dokunmadan 45 ul alinarak yeni bir plate’e ya da
kullandigin plate Uzerinde bulunan temiz bos wellere aktarildi. Asagidaki

programa gore reaksiyon basglatildi.

Thermalcycler programi :

98°C........... 2 dk

98°C........... 15 sn Reaksiyon suresi :10-15 dk.
54°C........... 1 dk

10°C........... ~
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Purify the amplified library (DynaMAG 96'lik plate magnet ile)
Agencourt AMPure XP (+4 °C)
2 asamali purifikasyon ¢alismasi yaplilir:

1. ilk asamada ayrilan XP kullanilir.

2. Beadler iyice vortexlenir veya tamamen dagilana kadar yavasga pipeta;j
yaparak kullanilir.

Asama 1

3. Kuyucuklarin Uzerine 22,5 pl Agencourt AMPure XP eklendi. (0.5X)( normal
rack Uzerinde)

4. Plate vortex ile 1500-2000 rpm. de 15-20 saniye karistirma yapildi, iyice

karistigindan emin olunduktan sonra 5 sn quick spin atild1.

Oda sicakliginda 5 dakika bekletildi.

inkubasyon sonrasi, plate magnetik standa alindi. (1-12 siitun hizalamasi)

Karigim tamamen temizlenene kadar beklendi.

© N o o

Pellete zarar vermeden supernatantin tamami yeni kuyucuklara alindi.
Asama 2

Plate magnetten normal rack Gzerine alindi.

9. Her kuyucugun Uzerine 54 ul Agencourt AMPure XP eklendi. (1.2X orjinal
ornek hacmi)

10.Plate vortex ile 1500-2000 rpm. de 15-20 saniye karistirma yapilip, iyice
karistigindan emin olduktan sonra tekrar 5 sn quick spin atildi.

11.0da sicakliginda 5 dakika bekletildi.

12.inkubasyon sonrasi, plate magnetik standa alindi. (1-12 situn hizalamasi)

13.Karisim tamamen temizlenene kadar veya 3 dakika bekletildi.

14.Pellete zarar vermeden supernatant atildi. Amplikonlar bu kez beadlere
baglanmistir.

15.Her kuyucuga 150 ul taze %70’lik ethanol eklendi.

16.Plate 1-12 sutunlardan alinip 2-13 sdtun hizasina yerlegtirilerek yikama
yapildi. Bu asama 5 kere tekrarlandi. Her bir adim igin beadler toplanana
kadar beklenir.

17.Pellete zarar vermeden supernatant atildi

18. 15-17. adimlar 1 kez daha tekrar edildi.
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19. Kalan son damlaciklarin temizlenmesi: 10 luk multichannel pipet
kullanilarak kuyucuklarin dibinde kalan etanol damlaciklari da plate Ustu agik
spin attirilarak uzaklastirildi.

20. Etanolin tamamen uzaklastirilmasi icin kuyucuklar agzi acgik sekilde 3
dakika oda sicakliginda ¢ok kurumamaya 6zen gosterilerek bekletildi.

21. Magnet Uzerinde kuyucuklara 50 pl Low TE tek tek pipet degistitrilerek
dagitildi. Pellet'in Gzerinden akitildi. Plate vortexlendi, spin down yapildi.

22. Plate Magnet Uzerine yerlestirildi ve supernatant iyice temizlenene kadar
bekletildi.

23. Supernatantin tamami hazirlanmig olan 0,2 lik pcr tuplerine veya plate’in

temiz kuyucuklarina aktarildi. istenilen library supernatant icerisindedir.

3.2.3.6. KUTUPHANELERIN QUBIT iLE OLGUMU

Olgim igin 1/200 oraninda Working solution hazirlandi. Kiitiiphane
Olcimunu yapmak icin kullanilacak Working solutiona; 1 pl Qubit Reagent ve
199 ul Qubit Buffer eklendi. 190 yl Working solution ve Uzerine 10 pl kitiphane
ornegi eklendi. Qubit cihazi Uzerinde dsDNA-High Sensitivity ve 10 ng/ml
secilip 6rnekler élgildi. Olgim sonrasi kitiiphane drnekleri 10 ng’a niiclease

free su ile dilte edildi.

izole edilen DNA'nin miktar ve kalite analizi yapildiktan sonra hedef
bolgeler, lon TorrentTM lon AmpliSeqTM Library Kit 2.0 (Life Technologies,
ABD) kullanilarak multiplex PCR ile c¢ogaltildi. Amplikonlar purifikasyon
amaciyla kismi olarak parcalandi. lon TorrentTM lon XpressTM Barcode
Adapters 1-16 Kit (Life Technologies, ABD) kullanilarak barkodlama
gerceklestirildi. Adaptdr takilan kitiphane, Agencourt AMPure XP PCR
Purification System (Beckman Coulter, ABD) kullanilarak purifiye edildi.
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3.2.4. Orneklerin lon 530TM Cipe Yiiklenmesi ve Dizileme

Ornekler lon 530TM Kit ve lon ChefTM System kullanilarak ciplere
yuklendi. Hazirlanan ¢ipler lon S5TM System (Thermo Fisher Scientific, ABD)

cihazina yuklenerek dizileme islemi gerceklestirildi.

3.2.5. Dizileme islemi Sonrasi Ham Datanin Elde Edilmesi

Dizileme sonrasi elde edilen veri Uretici firma tarafindan cihaz Gzerinde
bulunan Torrent Suite™ Software kullanilarak analize hazir veri Binary
Alignment/Map (BAM) ve Variant Calling Format (VCF) formatinda elde edildi.
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Tablo 2. Panelde bulunan genler, referans transkript numaralari ve iligkili OMIM

numarasi.
Gen ismi Ref Seq oMIM Gen ismi Ref Seq oMIM
numarasi numarasi

ATP13A2 NM_022089.3 610513 MAPT NM_001123066.3 | 157140
(ATPase, Type 13A2) (Microtubule-Associated

Protein TAU)
SNCA NM_001146055.2 | 163890 PLA2G6 NM_001349867.1 | 603604
(Synuclein, Alpha) (Phospholipase A2, Group

\Y)
DNAJC13 NM_015268.3 614334 PRKN(PARK?2) NM_004562.2 602544
(DNAJ/HSP40 (Parkin)
Homolog, Subfamily
C, Member 13)
GIGYF2 NM_001103146.1 | 612003 PARKY NM_007262.4 602533
(GRB10-Interacting (Parkinson Disease 7)
Gyf Protein 2)
HTRA2 NM_181575.4, 606441 PINK1 NM_032409.2 608309
(Htra Serine NM_013247.4 (Pten-Induced Putative
Peptidase 2) Kinase 1)
LRRK2 NM_198578.3 609007 VPS35 NM_018206.5 601501
(Leucine-Rich (Vacuolar Protein
Repeat Kinase 2) Sorting 35)
SYNJ1 NM_003895.3 604297 EIF4G1 (Eukaryotic NM_001194947.1 | 600495
(Synaptojanin 1) Translation Initiation

Factor 4-Gamma, 1)
CHCHD2 NM_016139.3 616244 FBXO7 NM_012179.3 605648
(Coiled-Coll-Helix (F-Box Only Protein 7)
Domain-Containing
Protein 2)
FGF20 NM_019851.2 605558 UCHL1 NM_004181.4 191342
(Fibroblast Growth (Ubiquitin Carboxyl-
Factor 20) Terminal Esterase L1)
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Hedeflenmis gen yeni nesil dizileme yontemi ve analizi akis
cizelgesi;

Hasta kan orneklerinin alinmasi ve laboratuvara transportu
Periferik kandan genomik DNA izolasyonu
Genomik DNA'nin milftir ve kalite analizi
Hedef bolgelerin multiplex PCR ile gogaltiimasi
Amplikonlarin kismi olarak parcalanmasi
Barkodlarin ve Adaptoérlerin amplikonlara ligasyonu ve purifiye edilmesi
Katiphanenin egitlenmesi ve miktar 6lgima
Orneklerin lon ChefTM System cihazina yiiklenmesi
Orneklerin lon S5TM System cihazina yiiklenmesi
Verilerin BAM ve VCF formatinda elde edilmesi
VCF dosyasinin Franklin Genoox programinda annote edilmesi (yorumlanmasi)
Orneklerin BAM dosyasinin IGV programinda gérsel olarak incelenmesi
Varyantlarin ACMG kriterlerine gore siniflandiriimasi

Varyantlarin ClinVar kriterlerine gore siniflandiriimasi

3.3. TESPIT EDILEN VARYANTLARIN DEGERLENDIRILMESI

Calisma icin gerekli hastalara ait daha o6nceden olusturulmus ham
veriler(rawdata) arsivden .bam,.bam.bai,.vcf dosyasi seklinde alindi. Analiz
programinda tespit edilen varyantlarin gercgeklikleri, The Integrative Genomics
Viewer 2.8.2 (IGV, Broad Institute) programi kullanilarak, BAM dosyalarinin
gorsel olarak degerlendiriimesiyle dogrulandi. IGV ile degerlendirme yapilirken
ayni ¢alismada yer alan tum hastalarin verisi birlikte degerlendirilerek i¢ kalite
kontrol yapiimis oldu. En az %35 allel fraksiyonu esik degerine ulagmayan

varyantlar galisma disi birakildi.
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Tespit edilen varyantlarin frekans bilgileri(gnomAD %5 Ustu frekans filtre
digi birakildi), in-siliko tahmin araglari ve diger bilgilerinin tespiti icin Franklin
Genoox programi kullanildi. Hastalarin varyantlari degerlendirilirken ekzon-
intron bileske bdlgelerindeki degisiklikleri saptayacak sekilde +10,-10 baz
genisliginde yer alan bdlgedeki degisimler filtrelendi. Takipte klinik 6nemi
degisen varyantlar igin eski analiz belgelerinde kalan varyantlarda ise herhangi
bir sinir gdzetilmeden klinik bilgisi olan varyantlarda tabloya dahil edildi(Tablo
7).

p2; p23.1 [} p213 p21.1 p12 p123  pitl ql21 qlz1  ql23 ql% qL11 q21.13 q213  q221 q223 qg q24.11 qzill qz% q243

| HMbp i
16.850.700 bp 16.850.710 bp 16.850.720 bp 16.850.730 bp
| | |

[EEeTeme T Ne T T T e T AR G 6T ET e AT AT A AT AT ATE ET T 6 e e e e ATE T e ]|

FGF20

Sekil 3: BAM uzantili dosyanin IGV programinda géruntilenmesi.
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Hastalarin .vcf uzantih verileri Franklin Genoox programina yuklendi.
Tespit edilen varyantlarin siniflandirilmasi asamasina gegildi. Varyantlari
siniflandirmak igin bir filtre olusturuldu. Olusturulan filtre igin 6ngoérilen 6zellikler

su sekildedir:

i. Varyantlarin The Genome Aggregation Database (gnomAD) ekzom ve
gnomAD genom veritabanindaki sikliklarina gore filtrelenmesi (ylizde 5'in
Uzerinde gorulen varyantlar diglanmistir)

ii. Varyantlarin 1000 Genomes Project (1000G), Exome Aggregation
Consortium (EXAC) ve Exome Sequencing Project v.6500 (ESP6500)
veritabani sikliklarina gore filtrelenmesi (ylzde 5'in Gzerinde gorilen
varyantlar diglanmistir)

iii. Protein kodlayan bodlge disindaki varyantlarin dislanmasi

iv. Protein kodlayan bdlgelerde hastalik nedeni olabilecek patojenik bir
varyant bulunamadigi i¢in ekzon-intron bileskesine 10 bazdan daha
yakin olan varyantlar fonksiyonel etkisi agisindan incelendi.

v. Allel fraksiyonunun en az %35 olmasi

Varyantlarin hastalik yapici olup olmadigini degerlendirirken, Tablo 3 ve
Tablo 4'te 6zetlenen, ACMG tarafindan yayinlanan mutasyon degerlendirme

kilavuzu ve ClinVar veritabanindaki bildirimler referans alinmistir.

3.3.1. Tespit Edilen Varyantlarin Onceliklendirilmesi

Genetik heterojenitesi olan hastaliklarda taniya ulagsmada gen paneli
calismasi sonunda elde edilen varyantlarin onceliklendirme islemi su anda en
dnemli asamayi olusturmaktadir. Ozellikle protein kodlayan bdlgede meydana
gelen nukleotit degisimleri protein yapisinda veya fonksiyonunda bozukluga yol

acgarak hastalik gelisimine neden olmaktadir.
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Protein kodlayan bu bodlgelerin varyantlarinin fonksiyonel c¢alismasini

yapmak her zaman mumkdn olmamaktadir. Bu amacla biyoinformatik tahmin

araglan gelistirilmigtir ve yenileri

gelistiriimeye devam etmektedir. Biz

calismamizda bildirim usull Gzerine c¢alisma prensibine sahip ClinVar ve

varyantin gesitli kriterlere uyumuna gore karar veren ACMG kriterlerini

kullandik.

Tablo 3. ACMG 2015 kriterlerine gore varyant degerlendirmede kullanilan

skorlarin olusum mekanizmalari.

Patojenite lehine ¢ok giigli delil

PVS1.Hastalik ile iligkilendirilmis fonksiyon kaybina yol agan
degisim( nonsense mutasyon, gergeve kaymasi, splicing
etkileyip okuma gergevesi bozulmasi, baglangi¢c kodonu kaybi,
tek veya ¢oklu ekzon silinmesi)

Patojenite lehine ¢ok gliglu delil

PS1 Daha énce tanimlanmis patojenik aminoasit degisiminin
ayni kodondaki farkli niikleotit degisikliginden kaynaklanmasi
PS2 De-novo varyant tanimlanmasi (anne ve babada olmadigi
gosterilen varyantlar)

PS3 in-vivo veya in vitro yapilan fonksiyonel galismalari
bulunan varyantlar

PS4 Etkilenen bireylerdeki varyant sikliginin kontrol gruplara
gbre 6nemli 6lglide fazla olmasi

Patojenite lehine orta glicte delil

PM1 Mutasyonun hotspot bélgede ve/veya kritik ve iyi
tanimlanmig fonksiyonel domainde yer almasi

PM2 ESP, 1000G, veya ExAC veritabanlarinda kontrol
gruplarda olmamasi (resesif ise gok diusik siklikta olmasi )
PM3 Resesif hastaliklar igin patojenik varyantin trans seklinde
tespit edilmesi

PM4 Tekrarlamayan bolgelerde in-frame indel kaynaklanan ya
da stop kodonu degistirerek proteinin uzunlugunun degismesi
PM5 Patojenik missense mutasyon tespit edilen bélgede farkl
bir missense degisikligin saptanmasi

PM6 De-novo oldudu tahmin edilen ancak anne babanin
galisiimadigr durumlar

Patojenite lehine destekleyici delil

PP1 Hastaliga neden oldugu bilinen bir gende ayni ailedeki
birden gok etkilenmis bireyde segregasyon saptanmasi

PP2 Hastaligin gogunlukla missense varyantlarla iligkili oldugu
durumlarda Benign missense varyant oraninin disik oldugu
bir gende

missense varyant tespit edilmesi

PP3 Birden cok bilgisayar programinin gen veya gen
UrGnaniln zararh (deleterious) bir sekilde etkilendigini
goOstermesi

PP4 Hastanin fenotipi ya da aile 6ykusiiniin tek bir genetik
etiyolojiye sahip hastalikla uyumlu olmasi

PP5 Son zamanlarda guvenilir bir kaynakta patojenik olarak
rapor edilmis ancak ispati igin laboratuvarda bagimsiz
degerlendirme

gerceklestirmenin mimkin olmamasi

BP1 Proteinin erken sonlanmasina sebep olan varyantlarinin
hastalik nedeni oldugu bilinen genlerde tespit edilen missense
varyantlar

BP2 Tam penetrans gosteren otozomal dominant bir
hastalikta patojenik bir varyant ile trans pozisyonunda
gbzlenmesi ya da herhangi

bir kalitim paterninde cis durumunda patojenik varyant
g6zlenmesi

BP3 Fonksiyonu bilinmeyen tekrarlayici bolgelerde in-frame
delesyon ya da insersiyon saptanmasi

BP4 Birden ¢ok bilgisayar programinin gen veya gen
Urintiniin zararl bir sekilde etkilendiginin gosterilmemesi
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i i i iCi i (evrimsel
Patojenite aleyhine destekleyici delil oranmusluk, “splicing® etiisi)

BP5 Alternatif bir molekiler temeli olan bir hastada varyant
g6zlenmesi

BP6 Son zamanlarda guvenilir bir kaynakta benign olarak
rapor edilmis ancak ispati igin laboratuvarda bagimsiz
degerlendirme

gerceklestirmek igin elverigli olmayan

BP7 "Synonymous" varyasyonun “splicing” tahmin
algoritmalarinda "splice" konsensus dizilerine etki etmemesi
ve yeni bir splice

olusturmamasi ve niikleotidin yiksek korunmus bir bolgede
yer almamasi

BS1 Allel sikhginin hastalik igin beklenenden daha yuksek
olmasi

BS2 Erken yaslarda tam penetrans olmasi beklenen resesif
(homozigot), heterozigot (dominant), X'e bagh (hemizigot)

. . . I . hastaliklar igin

Patolenlte aleyhlne guglu delil saglikl yetigkin bireylerde gézlenmesi

BS3 in vivo ve in vitro fonksiyonel galigmalarda protein
fonksiyonu ve “splicing” Gizerine hasar verici etkisinin
gosterilememesi

BS4 Ailedeki etkilenmis bireylerde segrege olmamasi

Patojenite aleyh ine mutlak delil BA1 Exome Sequencing Project, 1000 Genomes Project,
veya Exome Aggregation Consortium veritabanlarinda allel

sikhgi >%5 olmasi

PVS: Pathogenic Very Strong, PS: Pathogenic Strong, PM: Pathogenic Moderate, PP: Pathogenic Supporting,BA:
Benign Stand-Alone, BS: Benign Strong, BP: Benign Supporting

Tablo 4.ACMG kriterlerine gore varyantlarin siniflandiriima algoritmasi.

(i) 1 Cok guglu (PVS1) VE

a) 2 1 Giglia (PS1-PS4) YA DA

b) =2 Orta (PM1-PM6)YA DA

.. ¢) 1 Orta (PM1-PM6) ve 1 destekleyici (PP1-PP5) YA
Patojenik DA

d) =22 Destekleyici (PP1-PP5)

(i) 22 Gigli (PS1-PS4) YA DA

(iii) 1 Guglu (PS1-PS4) VE

(a)z3 Orta (PM1-PM6) YA DA

(b) 2 Orta (PM1-PM®6) VE 22 destekleyici (PP1-PP5) YA
DA

(c)1 Orta (PM1-PM6) VE 24 destekleyici (PP1-PP5)

(i) 1 Cok guglu (PVS1) VE 1 orta (PM1- PM6) YA DA

(i) 1 Guglu (PS1-PS4) VE 1-2 orta (PM1-PM6) YA DA
(iii) 1 Glglt (PS1-PS4) VE 22 destekleyici (PP1-PP5)
YA DA

(iv) =23 Orta (PM1-PM6) YA DA

(v) 2 Orta (PM1-PM6) VE =2 destekleyici (PP1-PP5) YA
DA

(vi) 1 Orta (PM1-PM6) VE 24 destekleyici (PP1-PP5)

Muhtemel Patojenik

Benign (i) 1 Tek basina (BA1) YA DA
(i) 22 Giicli (BS1-BS4)

Muhtemel Benign (i) 1 Gugliu (BS1-BS4) VE 1 destekleyici (BP1- BP7) YA
DA
(ii) =22 Destekleyici (BP1-BP7)

Klinik Onemi Bilinmeyen(VUS) (i) Yukarida sirlanan kriterler karsilanmiyorsa YA DA
(if) Benign ve patojenik kriterler geligkili ise
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4. BULGULAR

4.1. Demografik ve klinik bulgular

Calismamiza toplamda 39 aileden 22 kadin 21 erkek olmak Uzere 43
olgu dahil edilmigstir(Sekil 1). Tani merkezimize ydnlendirilen hastalarin basvuru
sebepleri genis bir yelpaze olusturmaktadir. Klinik olarak tani almis hastalarin
yani sira tani almamig fakat parkinsonizm belirtileri gosteren olgular mevcuttur.
Bu bulgular arasinda rijidite, tremor, diskinezi, postur bozuklugu ve instabilitesi,
disfaji, aksiyel deformiteler ve dlismelere ek olarak uyku bozukluklari, hafiza
problemleri, kognitif fonksiyonlarin azalmasi, demans, hallsinasyon, mod ve
yonelim bozukluklari, otonomik disfonksiyon(siklikla ortostatik hipotansiyon,
urogenital disfonksiyon, kabizlik, fazla terleme vb), duyu semptomlari(koku
almada azalma gibi) ve agr bozukluklari bulunmaktadir. Buna ek olarak aile

hikayesi ve insidental genetik bulgusu olan olgumuz da bulunmaktadir.

Olgularimizin  klinige basvurusunda vyas ortalamasi 53,4 olarak
hesaplanmistir. Genetik calisma yapilan proband bireyler degerlendirildiginde 3
olgumuzun anne babasi arasinda akraba evliligi hikayesi bulunmaktadir.
Olgularin bir kismi tani almis tedavi gormekte olan hastalar iken bir kismi ise
ayirici tani acisindan tarafimiza yénlendirilmistir. Ailesinde PH tanisi ya da PH
ile uyumlu olabilecek uzun sureli gdzlemlenebilen en az bir semptom olan
olgularin orani 20(%46) olarak bulundu. Bu 20 olguluk grubun igerisinde 8(%40)

olguda raporlanabilir, klinik 6nemi oldugu dusunulen varyant saptandi.

PH tanisi ya da uzun donem parkinsonizmle uyumlu olabilecek
semptomlarin goézlendigi olgular g6z 6nline alindiginda, raporlanabilir varyant
tespit edilen olgular icerisinde 8(%57) olgu 50 yas ve sonrasi baglangi¢ olarak
degerlendirilirken , 4(%28) olgu ise 50 yas oncesi erken baslangigh bulgu veya

taniya sahiptir. Bir(%7) olgu kendisinde tani veya belirti olmamasina ragmen
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aile hikayesinden oturi basvurmus olup bir raporlanabilir varyant tasidigi
gOrulmustur. Son olarak raporlanabilir varyantlar icerisinde degerlendirilen bir
olgu(%7) da ise insidental genetik tani durumu s6z konusudur. 20 yas dncesi
hastalik tanisi olan veya uyumlu semptoma sahip 3 olguda raporlanabilir

varyant tespit edilememigtir.

Erken baglangicli PH tanisi alan ya da uyumlu semptom gozlenen toplam
13 olgudan 4(%30)’inde raporlanabilir varyant tespit edilmistir. Yine bu 13 olgu
icerisinde 9(%69) kisinin ailesinde PH tanisi alan ya da uzun donem
parkinsonizmle uyumlu olabilecek semptomlara sahip birey hikayesi mevcuttur.

Geg baslangigli grupta ise aile hikayesi pozitifligi 22 olgu icerisinde 8(%36)’dir.

Sekil 4. Arastirmaya dabhil edilen olgularin cinsiyet dagilimlari.

Klinik olarak raporlanabilir varyant saptanan hastalar ve klinik ve

demografik 6zelliklerini ifade eden tablo asagdida gosterilmistir(Tablo 5).
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Tablo 5. Raporlanabilir varyant tespit edilen olgularin demografik bilgileri ve klinik 6zellikleri.

Klinik Olgu laboratuvar kodlari
Ozellikler
0-02 | 0-10| O-12 | O-13 | O-14 | O-23 | O-25 | O-26 | O-28 | O-31 | O-33 | O-37 | O-38 | 0O-39

Yas 2 29 75 97 77 40 53 57 64 66 70 54 54 70
Cinsiyet E K E K K E E K K K E K K E
Semptom - 25 53 80 75 37 N/A |54 60 50 65 50 - 65
baglangici
Motor - + + + + + + + + + + + - +
semptomlar
Duyu - - - - - - - + - - - - - -
semptomlari
Demans - - + - - - - - + - - - - -
Otonomik - - - - - - - + - + - - - -
disfonksiyon
Goruntuleme | N/A | - + + + + + + + - N/A | N/A N/A +
bulgusu
Aile hikayesi | - + + - - - + + + + - + + ¥
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4.2. Genetik Bulgular

Tekrardan analizi yapilan hastalardan toplamda 14’Gnde(%32) ClinVar
velveya ACMG kriterleri gercevesinde VUS(Klinik Onemi Bilinmeyen-Variant of
Uncertain Significance)-Muhtemel Patojenik-Patojenik olarak degerlendirilen
toplam 14 farkh varyant tespit edilmigtir. Olgularin 3(%7)unde Patojenik-
Muhtemel Patojenik varyant tespit edilirken, 11(%26)inde klinik onemi
bilinmeyen varyant tespit edilmigtir. Tespit edilen varyantlarin tamami
heterozigot olarak bulunmustur. Varyantlar ve patojeniteleri asagidaki tabloda
gosterilmistir(Tablo 6). 9 farkl gende( EIF4G1, ATP13A2, LRRK2, FBXO?7,
FGF20, PRKN, SYNJ1, VPS35, DNAJC13 ) VUS-Muhtemel Patojenik-

Patojenik olarak siniflandirilan varyantlar tespit edilmistir.
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Tablo 6. Tespit edilen varyantlarin glincel veritabanlari degerlendirmeleri ve gnomAD sikliklari. * ile isaretlenmis varyantlarin tasiyicisi olan

olgularimizin pedigree ¢iziminde PH tanisi veya uzun sireli parkinsonizm bulgusu olan aile bireyi mevcuttur.

Olgu laboratuvar Gen: Varyant Varyant Allel ACMG ClinVar Yorumu Rapor
kodlari Transkript Protein degisimi tipi sikhigi Sinifi Clinvar ID goriisii(2020)
gnomAD)

Olgu-37 LRRK2 c.4915delA* Cerceve kaymasina
(NM_198578.4) (p-Arg1639Gly yol agan degigim
| fsTer15)

Patojenik Patojenik

Olgu-28, Olgu-25 PRKN c.245C>A* Missense 0.003484 Benign Celiskili yorum Vus
(NM_004562.3) (p.Ala82Glu) Benign(1);VUS(2)
1D:7038
Olgu-26 PRKN c.136G>A* Missense 0.000003978 VUS Benign Vus
(NM_004562.3) (p.Ala46Thr) 1D:468586
Olgu-14 SYNJ1 c.3863C>T Missense 0.0003041 Muhtemel VUS Vus
(NM_003895.3) (p.Pro1288Leu) Benign ID:567214
Olgu-12 SYNJ1 c.700G>A* Missense 0.00005656 Muhtemel VUs Vus
(NM_003895.3) (p.Ala234Thr) Benign 1D:653212
Olgu-38 ATP13A2 c.2816T>C* Missense - VUS - Vus
(NM_022089.4) (p.Leu939Pro)
Olgu-31 DNAJC13 c.3872A>G* Missense 0.004565 Benign Celigkili yorum VUS
(NM_015268.4) (p-Glu1291Gly) Muhtemel benign(2);VUS(1)
1D:715477
Olgu-39 EIF4G1 c.1403C>A* Missense - VUS - VUS
(NM_198241.3) (p.Ala468Glu)
Olgu-2 FBXO7 ¢.1546G>C Missense 0.00002841 VUS Celigkili yorum VUS
(NM_012179.4) (p.Asp516His) Benign(1);VUS(3)
1D:444586
Olgu-10, Olgu-25 FGF20 €.499G>C* Missense - VUS = VUs
(NM_019851.3) (p.Val167Leu)
Olgu-39 LRRK2 €.2915A>G* Missense 0.00006385 VUS VUS Vus
(NM_198578.4) (p.Asp972Gly) 1D:533777
Olgu-23 VPS35 ¢.506+6T>C Splicing etkileyen degisim 0.000007991 VUS - Vus
(NM_018206.6)

VUS:Klinik 6nemi bilinmeyen varyant
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Patojenik-
Muhtemel
Patojenik

Anlamli degisim
saptanmayan
olgular
67%

Sekil 5. Tespit edilen varyantlarin olgular Gzerinde dagilhmi.

Klinik olarak anlamli olabilecek varyant tespit edilen olgularin soyagaclari
ayrintili bir sekilde cizildi. 43 olgudan klinik olarak anlamli olabilecek varyant
saptanan 14 olgunun soyagaci ve klinik anamnez bilgileri asagida bildirilmigtir.

Ok ile isaretlenen bireyler proband olgulardir.

Olgu 2

2017 dogumlu hasta, epilepsi etiyolojisi arastirmasi sirasinda array-CGH
testi sonucunda PARK2 geni 2. ekzonda heterozigot delesyon dolayisi ile diger
alleli degerlendirmek tizere NGS degerlendirmesine alinmis olup insidental
olarak FBXO7(NM_012179.4):¢c.1546G>C(p.Asp516His) degisimi
saptanmigtir. Ailede PH hikayesi bulunmamaktadir. Hastanin aile agaci

asagidaki gibidir.
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FEXOT c.1546G>C p.Asp516His

Sekil 6. Olgu 2’ye ait aile agaci

Olgu 10-24-25

1991 dogumlu hasta klinigimize basvurdugunda PH tanili ve tedavisini
almakta idi. Tarafimiza yonlendiriime sebebi erken yasta PH tanisi etiyolojisi
olan hastanin analizinde FGF20(NM_019851.3):c.499G>C(p.Vall67Leu)
saptandi aile agaci asagidaki gibidir. Benzer sikayetleri olan babada bu
varyanta ek olarak PRKN(NM_004562.3):c.245C>A(p.Ala82Glu) varyanti
saptanmistir.  Segregasyon olarak annede herhangi bir varyanta

rastlanmamisgtir.

O = | O

Olgu-25 Olgu-24
FGF20:c.499G>C (p.Vali67Leu)
PRKN:c.245C=A (p.Ala82Glu)

O O 148 O

FGF20:c.499G=C (p.Val167Leu)

|

Sekil 7. Olgu 10-24-25’e ait aile agaci
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Olgu 12

20 yildir atipik sikayetleri olan hasta poliklinigimize aktif olarak tek tarafli
elde tremor ve unutkanlik, demans aktif yakinmalari ile basvurdu. PH ile takip
edilmekte olan erken baslangigh PH etiyolojisi adina tarafimiza yonlendirilen
hastada SYNJ1(NM_003895.3):c.700G>A(p.Ala234Thr) varyanti  tespit
edilmistir. Aile agaci asagidadir.

—™> ™

Demans Demans

O “mm O

PH-Demans
SYNJ1:c.700G=A(p.Ala234Thr)

é 1

Sekil 8. Olgu 12’ye ait aile agaci

Olgu 13

15 yildan uzun suredir tremor sikayeti olan  hastada
EIFAG1(NM_001194947.1):c.3142A>G(p.Ser1048Gly) varyanti tespit

edilmigtir. Aile agaci ve varyantin IGV Genome Browser goruntist asagidaki
gibidir.
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EIF4G1:.3142A=G (p.Ser1048Gly)

& O O

Sekil 9. Olgu 13’e ait aile agaci
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EIF4G1

24.1 p22.2 p21.31 pl143 pl14.1 pi123 pil21 qlll ql21 qi13.12 qi1331 q21.1 q22.1 q23 q24 q25.2 q26.1 q
41bp
184.043.420 bp 184.043.430 bp 184.043.440 bp
| | e I I I
]
A flc T 6 A G T T € CAAGTGC I G

Sekil 10. EIF4AG1(NM_001194947.1):c.3142A>G(p.Ser1048Gly) varyanti

IGV Genome Browser goruntiusu.
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Olgu 14

2 yildir sol tarafli bradikinezi, koreiform hareketler, hemiparezi gibi atipik
sikayetlerle tarafimiza ayirici  tani agisindan yonlendirilen hastada
SYNJ1(NM_003895.3):c.3863C>T(p.Pro1288Leu) varyantt saptandi. Aile
agaci asagidaki gibidir.

O

® O O O L

h |
SYNJ1:¢c.3863C=T (p.Pro1288Leu)

O [+O

Sekil 11. Olgu 14’e ait aile agaci

Olgu 23

Sag kolda baslayip unilateral sekilde devam eden tremor ve bradikinezi
sikayetleri ile tarafimiza gen¢ atipik parkinsonizm olarak yonlendirilen hastada
VPS35(NM_018206.6):¢.506+6T>C degisimi saptanmistir. Aile agaci asagidaki
gibidir.
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O L

VPS35:c.506+=6T=C

O

Sekil 12. Olgu 23’e ait aile agaci

Olgu 26

Tarafimiza karakteristik PH bulgulari ve glgli aile hikayesi ile
yonlendirilen hastada PRKN(NM_004562.3):c.136G>A(p.Ala46Thr) varyanti

tespit edilmigtir. Aile agaci asagidaki gibidir.
o O O

PRKN:c.1 BGGQA(p.AIaAGThr)

O O O L

Sekil 13. Olgu 26’ya ait aile agaci
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Olgu 28

Tek tarafli tremor, bradikinezi, digli gark muayene bulgusu ve uyku
bozuklugu gibi tipik PH bulgulari ile tarafimiza yénlendirilen hastada PRKN
(NM_004562.3):¢.245C>A(p.Ala82Glu) varyanti saptanmistir. Aile agaci
asagidaki gibidir.

G—

O © [

N
PRKN:c.245C=A (p.Alag2Glu)

Sekil 14. Olgu 28’e ait aile agaci

Olgu 31

Tek tarafli tremor, bradikinezi, digli cark muayene bulgusu ailede ¢ok
sayida benzer sikayet ile ayirici tani agisindan tarafimiza yonlendirilen hastada
DNAJC13(NM_015268.4):c.3872A>G(p.Glu1291Gly) varyanti tespit edildi.
Aile agaci asagidaki gibidir.
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DNAJC13:c.3872A>G (p-Glu1291Gly)

Sekil 15. Olgu 31’e ait aile agaci

Olgu 33

2 yidir yeni baslangich unilateral tremor ve bradikinezi sikayetleriyle
tarafimiza  yonlendirilen  hastada  ATP13A2(NM_022089.4):c.2859G>A
(p.-Thr953=) varyanti tespit edilmistir. Aile agaci ve varyantin IGV Genome

Browser goruntusu asagidaki gibidir.

O

‘i O d l |

ATP13A2:¢.2859G>A (p.Thr953=)

%)

Sekil 16. Olgu 33’e ait aile agaci
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ATP13A2

Sekil 17. ATP13A2(NM_022089.4):c.2859G>A (p.Thr953=)varyanti IGV

genome Browser goruntusu

Olgu 37

3 yildir PH tanili olan hasta, aile hikayesinde PH ve henuz tani almamis
uzun sdreli tremor gibi gsikayetleri olan hastada LRRK2(NM_198578.4):
c.4915delA (p.Argl639GlyfsTerl15) varyanti saptandi. Aile agaci ve varyantin
IGV Genome Browser goruntisu asagidaki gibidir.
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~N N Tremor
LRRK2: c.4915delA(p.Arg1639ClyfsTer15)

O Lo

Tremor

Sekil 18. Olgu 37’ye ait aile agaci

p11.22  pilia Iqlz ql3.11 qi13.a3 ql4a ql43 q21.1 QZIE q21.31 q21.33 q23.1 ng

54 bp

40.713.860 bp 40.713.880 bp
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LRRK2

Sekil 19. LRRK2(NM_198578.4): c.4915delA (p.Argl639GlyfsTerl5)

varyanti IGV genome Browser goruntusu
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Olgu 38

Aile hikayesi nedeniyle tarafimiza basvuran hastanin yapilan analizinde
ATP13A2(NM_022089.4):¢c.2816T>C(p.Leu939Pro) varyanti saptanmistir. Aile
agaci asagidaki gibidir.

O O

~N
ATP13A2:c.2816T=C (p.LeuS39Pro)

d) |

Sekil 20. Olgu 38’e ait aile agaci

Olgu 39

Kendisinde sol taraf baslangi¢li tremor ve ailesinde birden fazla kiside
PH olan hastanin analizinde LRRK2(NM_198578.4):c.2915A>G
(p.Asp972Gly) ve EIFAG1(NM_198241.3):c.1403C>A(p.Ala468Glu)

varyantlari saptanmigtir. Aile agaci asagidaki gibidir.
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https://varsome.com/variant/hg19/ATP13A2(NM_022089.4):c.2816T%3EC
https://varsome.com/variant/hg19/EIF4G1(NM_198241.3):c.1403C%3EA

O
O G

LRRK2:c.2915A>G (p.Asp972Gly)
EIF4G1:c.1403C>A (p.Ala468GIu)

d) |

Sekil 21. Olgu 39’a ait aile agaci

4.2.1. Takipte klinik 6nemi degisen varyantlar

Olgularin ilk degerlendirmelerinde farkh siniflandiriimis bazi varyantlarin
zaman iginde degisen yorumlari asagidaki tabloda bildirilmistir. 16 varyant
tarafimizca yapilan ilk degerlendirmede klinik énemi bilinmeyen(VUS) varyant
olarak siniflandiriimasina ragmen takipte patojenite degerleri dusmus, 1 varyant

ise tam aksi yonde patojenite skoru zamanla artmistir(Tablo 7).
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Tablo 7. Takipte klinik dnemi degisen varyantlar. Olgularimiza ait elde edilen

NGS verileri Clinvar ve  ACMG olmak Uzere iki farkh veritabani ile farkl
periyotlarda yeniden degerlendirilmistir.
Varyant Clinvar Clinvar ACMG ACMG
2018-2019 2020 2018-2019 2020
PINK1(NM_032409.3):c.1251+43C>T - - VUS Benign
PINK1(NM_032409.3):c.1252-25T>C - - VUS Benign
FGF20(NM_019851.3):c.616G>A - Benign VUS Benign
PINK1(NM_032409.3):c.1251+43C>T - - VUS Benign
LRRK2(NM_198578.4):¢.1653C>G Celiskili Benign VUS Benign
yorum
Benign(1);
VUS(1)
DNAJC13(NM_015268.4):c.4385G>A - Benign VUS Benign
SYNJ1(NM_003895.3):c.1000A>C - Benign VUS Muhtemel
Benign
GIGYF2NM_001103146.3:¢.3524-26T>G - - VUS Benign
GIGYF2(ENST00000409451.3): - - VUS Benign
€.1311T>C
LRRK2(NM_198578.4):c.4624C>T Celiskili Benign VUS Benign
yorum
Benign(1);
VUS(1)
GIGYF2(ENST00000409451.3):¢c.1311T>C - - VUS Benign
PINK1(NM_032409.3):c.737G>A - - VUS Muhtemel
Benign
GIGYF2:NM_001103146.1 ¢.3104C>G - - VUS Benign
EIFAG1(NM_001194947.1):c.1424C>A ? - ? VUS
VPS35(NM_018206.6):c.151G>A VUS Benign Muhtemel Benign
Benign
PRKN(NM_004562.3):c.-30T>C VUS Muhtemel | Benign Muhtemel
Benign Benign
PRKN(NM_004562.3):c.136G>A Benign Benign Muhtemel VUS
Benign
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https://varsome.com/variant/hg19/PINK1(NM_032409.3):c.1252-25T%3EC
https://varsome.com/variant/hg19/FGF20(NM_019851.3):c.616G%3EA
https://varsome.com/variant/hg19/PINK1(NM_032409.3):c.1251+43C%3ET
https://varsome.com/variant/hg19/LRRK2(NM_198578.4):c.1653C%3EG
https://varsome.com/variant/hg19/DNAJC13(NM_015268.4):c.4385G%3EA
https://varsome.com/variant/hg19/SYNJ1(NM_003895.3):c.1000A%3EC
https://varsome.com/variant/hg19/GIGYF2(ENST00000409451.3):c.3524-26T%3EG
https://varsome.com/variant/hg19/GIGYF2(ENST00000409451.3):c.3524-26T%3EG
https://varsome.com/variant/hg19/LRRK2(NM_198578.4):c.4624C%3ET
https://varsome.com/variant/hg19/GIGYF2(ENST00000409451.3):c.1311T%3EC
https://varsome.com/variant/hg19/PINK1(NM_032409.3):c.737G%3EA
https://varsome.com/variant/hg19/EIF4G1(NM_001194947.1):c.1424C%3EA
https://varsome.com/variant/hg19/VPS35(NM_018206.6):c.151G%3EA
https://varsome.com/variant/hg19/PRKN(NM_004562.3):c.136G%3EA

5. TARTISMA ve SONUG

Bu calismada genetik etiyolojisi hala aydinlatimaya devam eden
Parkinson Hastaligi ve imkanlarimiz dahiline nispeten yeni girmis olan Yeni
Nesil Dizileme yontemi ile ydrutulmus genetik calismalarda tespit edilen
varyantlarin klinik korelasyonu, literatire katkida bulunmak, klinik 6nemi
bilinmeyen varyantlarin raporlanmasi ve takip slrecinde ugramis olduklari
degisimlerin genetik bilimi adina nasil yorumlanmasi gerektigine dair gorus

olusturmak amaclanmigtir.

Bu amagla klinigimize bagvuran 43 hastadan 18 gen igeren bir gen panel
calismasi yapilmis ve toplam 14 farkh hastada en az bir tane olmak Uzere 14
farkli, klinikle uyumlu olabilecek genetik degisim saptanmistir. Taramalarimiza
goére bu calisma PH igin Ulkemizde su ana kadar yapilmis en genis gen sayisi

ile yapilan kapsamli bir calismadir.

PH, Alzheimer hastaligini takiben en sik gortlen ikinci nérodejeneratif
hastalik olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Prevalans calismalari yapilan topluma
gore farklilik gostermekle birlikte yasin hastalikta dnemli risk faktorlerden birisi
olmasi dolayisiyla yasla birlikte prevalansi da artmaktadir ve erkeklerde

kadinlara oranla daha sik gézikmektedir[218].

Turkiyede Turk Noroloji Dernegi acgiklamasina goére vyillik 150 000
civarinda PH tanisi olan hasta mevcuttur. Hastalik tedavisi temelde eksik olan
dopamini yerine koyan semptomatik rahatlama Uzerine planlanan ve kirden
uzak gibi gézukse de, 6zellikle son yillarda kur Gzerine gen tedavileri, kok hucre

tedavileri gibi ¢esitli deneysel tedavi denemeleri 6ne ¢ikmaktadir.
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Hastaligin neden meydana geldigi sorusu ise hala énimuzde agilmasi
gereken bir duvar olarak dikili durmaktadir. PH etiyopatogenezinin
aydinlatiimasi, hastaligi olusturan c¢esitli mekanizmalari anlamamiza ve
mumkunse tedavisi ve hatta kur saglama konusunda bize yardimci olma sansi
en yuksek yol gibi gézikmektedir. Bu sekilde hicre duzeyinde hucre ici veya
digi olaylarin genetik altyapisi ise belkide hastaligin tedavisinde anahtar
roldedir. Bu agidan degerlendirildiginde PH ve genetik iligkisi terapdtik anlamda

onemli bir dialekt olarak gorulmektedir.

Genetik etiyoloji anlaminda PH sadece %5-10 gibi kiguk bir ylzde
halinde Mendeliyen kalitima uyan monogenik olarak aciklanabilmektedir. Bu
monogenik etiyoloji icerisinde dominant ve resesif kalittm modeli ayri bagliklar

altinda incelenmekte fakat total olarak hastalarin az bir kismini olusturmaktadir.

Hastalik tanisi alan diger kisiler ise sporadik PH olarak adlandirilmakta
ve bu grupta genetigin tam olarak rolinU belirlemek gesitli agilardan zorluklar
icermektedir. Sporadik PH c¢esitli genetik ve non-genetik etmenlerin etkilesimi ile
aciklanmaktadir[113]. Bu sekilde sporadik olarak adlandirilan etiyoloji icin
genetik varyantlarin katkisini aydinlatmak adina elimizdeki en faydali
yontemlerden birinin GWA calismalari oldugu asikardir. PH kohortlari ve saglkli
kontrol grubunun kargilastinldigi bu calismalardan elde edilen veriler atadan
kalma genetik olarak yiuksek veya dusuk risk faktori olabilecek varyantlarin
yuzdesini genel olarak %22 olarak belirtmektedir[219]. Bu durumda PH genetik
etiyoloji olarak hala bilinmezlerle dolu aydinlatiimayi bekleyen devasa bir hazine

degerindedir.
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Sekil 22: Parkinson hastaligi genetik etyopatogenezi igin yapiimis GWA
calismalari ve iligki bulunan genler.Hastalik ile net olarak iligkilendirilmisg(Kare)
ve ilisigi celigkili olan genler (elips) gosterilmigtir. * ile isaretli genler atipik
parkinsonla iliskilendirilmis genleri gostermektedir. Sara Bandres-Ciga ve ark.
2020 [1].

Bu sekilde simdiye kadar tanimlanmis ailesel gecis gosteren genler ve
risk faktorl olarak tanimlanan gen bdlgelerinin c¢esitli merkezlerde ve diinyanin
dort bir yaninda yapilan c¢alismalarla degerlendiriimesi hastalikta genetik
etiyolojinin  rolund aydinlatmada 6nemli bir saha c¢alismasi olarak One
cikmaktadir. Teknoloji ve imkanlarin gelisimi ile birlikte hayatimiza giren NGS
yontemi daha pratik, daha kullanilabilir ve Uretilen veri olarak ¢ok zengin bir
kaynak saglamakta bize yardim etmektedir. Ozellikle PH gibi kompleks
etiyolojiye sahip hastalik gruplari igin dizayn edilen gen panelleri bu konuda

buyuk pratiklik saglamaktadir.
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Hastalikla iligkilendirilebilecek birden fazla geni ayni anda ve ylksek
guvenilirlikle analize imkan veren bu yontemin kullanimi elimizdeki imkanlar
dahilinde hastaligi anlamamiza yardimci olan en onemli kaynaklardan birisidir.
Nitekim biz de bu ¢alismayi NGS temelli, ginimuze kadar PH ile iliskilendirilmis
18 farkl gen iceren bir gen paneli ile yapmig bulunmaktayiz.

Calismada elde ettigimiz veriler itibari ile PHna neden olarak
atfedebilecegimiz, olgularda saptadigimiz Patojenik-Muhtemel Patojenik
varyantlarin ylzdesi(%7) uluslararasi yayinlarda bildirilen oranlar ile tutarh
g6zukmektedir. Tespit edilen varyantlarda homozigotluk veya bilesik
heterozigotluk tespit edilmemis olup hepsi heterozigottur. Klinik 6nemi
bilinmeyen varyantlarin orani 11(%26)'dir ve toplamiyla elde edilen oran ise
monogenik ve sporadik olarak total degerlendirdigimizde yine elde edilen oran

literatUrde bildirilen rakamlarla korele gozuUkmektedir.

Tespit ettigimiz varyantlardan EIFAGL1(Eukaryotic Translation Initiation
Factor 4-Gamma, 1)(NM_001194947.1):c.3142A>G (p.Ser1048Gly) varyanti
ileri yas baslangi¢c ile uyumlu patojenik varyant olarak degerlendiriimistir.
Olgumuz 60’ yaslarin basinda tremor sikayeti ile basvurup 70’li yaslarin
sonunda tani almis bir PH olgusudur. EIF4G1 geninde tespit edilen varyantlar
2011 yihnda vyayinlanan bir makalede Fransiz PH popullasyonunda gec
baslangicli PH adina etiyolojik neden olarak bildirilmistir[196]. 2013 yilinda
yayinlanan bir bagka makalede 213 PH olgusunda yapilan ¢aligmada bulunan
R1205H varyanti ailesel bir PH olgusunda saptanmig fakat ayni varyant klinik
belirti gostermeyen bir aile bireyinde de goOsteriimis olmasi Uzerine azalmig
penetrans gosterdigi bildiriimistir[220]. Son olarak genis rakamli Avrupa
kohortunda yapilan bir baska ¢alismada yazarlar EIF4AG1 varyantlarinin dusuk
penetransli ve ge¢ baslangic gdsteren hastalia neden olma egiliminde

oldugunu belirtmislerdir[197]. Olgumuzun Klinigi ve genetik tetkik sonucu da
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literatur ile uyum gostermektedir. Hastamizin MR goruntilemesi santral kortikal

atrofi olarak raporlanmistir.

ATP13A2(ATPase, Type 13A2)(NM_022089.4):c.2859G>A (p.Thr953=)
varyanti saptanan olgumuz ileri yas baslangich tipik sikayetleri i¢in tarafimiza
yonlendirildi. 2007 yilinda yayinlanan bir arastirmada iki farkli erken baslangicli
PH olan italyan hastada bulunan heterozigot varyantin hastalik riskini
artirabilecegi gorusu bildiriimistir[158]. 2008 yilinda yayinlanan ve Han Cin
populasyonunda yapilan bir arastirmaya gore ise ATP13A2 A746T varyant
erken baslangicli PH olgularinda kontrol grubuna goére anlamh derecede sik
g6zlenmistir[159]. 2012 yilinda yapilan bir hiicre ¢alismasinda ise literatlirde o
zaman kadar bildirilen ve patojenik olarak degerlendirilen varyantlarin protein
stabilizasyonunu bozmadigi ve hicre igi fonksiyonu wild tipe gore degistirmedigi
dolayisiyla hastalik etiyogenezinde roll olmadigi bildirilmistir[221]. Sonug¢ olarak
heterozigot ATP13A2 varyantlarinin PH ile iligkisi hala net olarak
aydinlatilamamis gibi gézikmektedir. Olgumuz ise ileri yas baslangigli -65 yas-
tremor ve bradikinezi sikayeti ile bize basvurmus olup yaptigimiz tetkik sonucu
elde ettigimiz varyantin hastaliga neden olarak en makul se¢cenek oldugunu

ifade etmekteyiz.

LRRK2 (Leucine-Rich Repeat Kinase 2 )(NM_198578.4):c.4915delA
(p.Argl1639GlyfsTerl5) patojenik varyanti tespit edilen olgumuzun kendisi 50’li
yaglarin hemen baginda tani almis olup ailesinde PH tanisi alan hastalar
bulunmakta ve PH tanisi almayan fakat uzun suredir tremor sikayeti olan
yakinlari oldugunu bildirmistir. LRRK2, PH adina en c¢ok calisilan ve yayin
yapilan genlerden bir tanesi olup hem dominant kahtimli ailesel PH ile
iligkilendirilmis hem de sporadik PH igin risk faktori olarak belirlenmigstir[222].
Bir ¢cok galismada ailesel PH galismalarinda dominant kalitim paternine uygun
olarak farkli heterozigot LRRK2 varyantlari bildirilmistirj142, 143, 223]. Benzer

sekilde farkli gruplar tarafindan yapilan c¢alismalarda c¢esitli tek nukleotid
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degisimleri LRRK2 varyantlari sporadik PH ig¢in risk faktori olarak
yayinlanmigtir[224, 225]. Olguda c¢ergceve kaymasina neden olan mutasyon
varligl, annede de PH tanisinin olmasi ailesel gecisi destekler nitelikte olup,
ailede henlz tani almamis fakat benzer klinik bulgular gdsteren bireylerin
bulunmasi aile bireylerine tetkik yapma sansimiz olmamasina ragmen
penetrans degdiskenligini akla getirmektedir. Bu genetik varyant daha once

literaturde bildirilmis olmamasi sebebiyle novel olarak degerlendirilmistir.

Hastalarda tespit ettigimiz klinikk ©6nemi bilinmeyen degisimlerin
yorumlanmasi ise yukarida belirtilen varyantlardan daha komplike bir
degerlendirme strecine ihtiyag duymaktadir. ACMG varyant degerlendirme
Onerilerine gore 5 siniftan birisi olan bu kiime, elde edilen genetik degisimle ilgili
celigkili deliller oldugunu ya da degerlendirmek igin yeteri kadar veriye sahip
olmadigimizi ifade etmektedir[216]. Maalesef 6zellikle gen panelleri ile yapilan
genis kohortlarda klinik onemi belirsiz varyantlar kimesi nadir veya az siklikta

denemeyecek kadar sayida karsimiza ¢ikmaktadir.

Gunumuzde en sik genetik dizileme endikasyonu olarak karsimiza gikan
kanser genetigi ile ilgili calismalarin %34-41 oraninda klinik énemi bilinmeyen
varyant raporlama yuzdesiyle sonucglanmasi bize konu ile ilgili bir projeksiyon
imkani  sunmaktadir[226, 227]. Klinik o6nemi bilinmeyen varyantlara
yaklagimimiz olasi yanlhg patojenite yonunde ilerlediginde hasta ve yakinlari
uzerinde ekstra hayal kirikhgi ve gereksiz tibbi girisimlere neden olabilecek
iken, olasi yanls benign degerlendirmeler ise yalanci bir guven verme
durumuna donusup hastanin hayat kalitesini belirleyecek bir takim girisimlerin
geciktiriimesi ya da hi¢ yapilmamasi anlamina gelebilmektedir. Bu agidan bu
varyantlari anlamlandirabilme asamasinda siklikla kullandigimiz in-silico

veritabanlari bizlere yardimci olmaktadir.
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Veritabanlarindan elde ettigimiz veriler herseye ragmen klinik 6nemi
bilinmeyen varyantlari benign ve patojenite spektrumunda net olarak bir koseye
yerlestirmekte sinirlh kalip onumuze ¢ozulmesi gereken bir soru
birakabilmektedir. Agikga goérinmektedir ki elde etti§imiz genetik verinin dogru
yorumlanmasi hasta agisindan hayati 6nem tasimaktadir. Tam olarak bu
noktada su gorusu dile getirmek gerektigi kanisindayiz, yayinlanan her vaka
raporu ve bilgisayar tabanli in-silico veritabanlarinin glinbeguin evrilmesi ile
varyantlarin degerlerinin degistigi, varyant degerlendirmenin statik bir olgu

o

olmadigi zamanla degistigi agikga gozikmektedir.

Genetik verinin degerlendiriimesinde testin yapildigi toplumun genetik
veri bankasi ¢ok onem arzetmektedir. Yaptigimiz calismada elde ettigimiz
genetik degisimleri degerlendirmeye tabi tuttugumuz genetik veri bankalarinin
siklikla belirli etnik gruplarin genetik verileri ile olusturulmus olmasi durumu bu
etnik gruplarin disinda kalan populasyonlarda elde edilen varyantlarin siklikla
klinik 6nemi hakkinda yeterli veri bulunamamasina ve varyantlarin VUS olarak
siniflandinimasina neden olmaktadir[228]. Bu yuzden Ozellikle benign veya
patojenik sinifina yerlegtirilemeyen klinik dnemi bilinmeyen varyantlarin zaman

icerisinde yeniden degerlendiriimesi ihtiyaci dogmaktadir[229].

Hastalarimizdan elde ettigimiz genetik degisimlerden guncel veritabanlari
kullanilarak tarafimizca VUS(klinik o6nemi bilinmeyen varyant) olarak

siniflandinlan degdisimleri Tablo 6’da gosterilmistir.
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Tabloda gosteriien FBXO7 (F-Box Only Protein 7)(NM_012179.4):
€.1546G>C (p.Asp516His) varyanti tarafimiza epilepsi etiyoloji ile yonlendirilen
2 yasinda bir olguda saptandi . Array-CGH sonucunda PARK2 geni 2.
ekzonunda heterozigot delesyonu saptanan hastadan ileri tetkikler sonucu bu
varyant tespit edilmistir. Bu varyant ile ilgili guncel literatirde iki yayin
bulunmaktadir ve bu iki yayinin ifadeleri geligkilidir[230, 231]. Olgunun aile

agacinda PH hikayesi bulunmuyor.

FGF20 (Fibroblast Growth Factor 20)(NM_019851.3):c.499G>C
(p.Vall67Leu) varyanti hakkinda ise herhangi bir yayin bulunmamaktadir ve
sadece bilgisayar tabanli veritabanlarindan degerlendirildigi kadar ile VUS
olarak nitelendirilmistir. Olgu 50 yas 6ncesi PH tanisi almis olup babasinda da
benzer bir hikaye s6z konusudur. Hastanin beyin MR’ normal olarak
raporlanmigtir. Yukarida aile agaci ¢izimi verilen Olgu 10’da gorulecegi Uzere
hastanin benzer sikayetleri olan babasinda da bu varyantin bulunmasi
patojenite lehine kanit olustursa da elimizde bunda Oteye giden baska bir kanit
bulunmamaktadir. PRKN (Parkin) (NM_004562.3):c.245C>A (p.Ala82Glu)
varyanti yine literatlrde Uzerinde net bir anlasma yapilamamis varyantlardan bir
tanesi olarak goézikmektedir. Ayni varyant icin benignden patojenige farkli
bildirimler igeren yayinlar bulunmaktadir[231, 232]. Bu iki varyant babada (Olgu
25) birlikte bulunmaktadir. Aile iletisimi olmadigi icin Olgu 25 ile ilgili bilgilerimiz
kisithdir. Bu PRKN varyanti, hastamizla akrabalik bagi olmayan Olgu 28 kodlu

vakamizda da mevcuttur.

SYNJ1 (Synaptojanin1)(NM_003895.3):¢c.700G>A (p.Ala234Thr)
degisimi ise guncel olarak higbir yayinda bildiriimemis olup degerlendiriimesinde
sadece bilgisayar tabanli veritabanlari kullanilabilmigtir. Bu olgu 70’li yaglarinda,
2 dekadi askin bir siredir motor semptomlara ek olarak demans problemine

sahiptir. Géruntuleme sonucu kronik senil atrofi tespit edilmistir.
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Yine nitekim SYNJ1(NM_003895.3):¢c.3863C>T(p.Pro1288Leu) varyanti
da benzer kaderi paylagsmaktadir bu varyanti iceren higbir yayin
bulunmamaktadir. Bu varyanti tasiyan olgumuz 2 yildir bradikinezi ve koreyi
animsatan hareket bozukluguna sahiptir. Tomografi goérintilemesi sonucunda

kortikal serebral atrofi tespit edilmigtir.

VPS35 (Vacuolar Protein Sorting 35) (NM_018206.6):c.506+6T>C
varyanti ise henuz bir yayinda bildirilmemis fakat toplumsal genom tabanlarinda
az siklikta olmasi ve splicing etkileme potansiyeli itibariyla patojeniteye neden
olma ihtimali olmasi dolayisiyla VUS olarak siniflandiriimigtir. Olguda unilateral
ust ekstremite tremor bradikinezisi mevcut olup sikayetler 30’lu yaslarda
baslamistir. Kraniyal MR’da korona radiata subkortikal beyaz cevherde iskemi

raporlanmigtir.

PRKN(NM_004562.3):c.136G>A(p.Ala46Thr) degisimi ise Nijerya
populasyonunda yapilan bir galismada kontrol grubuna oranla PH olan kisilerde
daha sik goérulmesine ragmen bilgisayar temelli verinin protein fonksiyonunu
bozma ihtimalini az gérmesi nedeniyle hastalikla iligkisi net olarak
belirtiimemistir[233]. Bu varyanti tasiyan olgumuzda tremor, bradikinezi, ylirime
bozuklugu ve yutma disfonksiyonu mevcuttur. MR goérintilemesinde

periventrikller alan sentrum semiovale de kronik lakiner infarkt rapor edilmistir.

Yukarida belirtildigi Gzere PRKN(NM_004562.3):c.245C>A (p.Ala82Glu)
varyantini tagiyan bir diger Olgu-28 kodlu vakamiz 3-4 yildir tremor, unutkanlk
yurumede zorluk, dugsme ve muayenede disli ¢ark bulgusu olan ayni zamanda
ailede PH hikayesi olan bir olgudur. Sikayetleri 60’li yaglarinda baslamis olup
MR goérintilemesinde milimetrik boyutlarda kortikal iskemi raporlanmistir.
Varyantin patojenitesi Uzerinde yine yukarida belirtildigi Uzere(Olgu-25) net bir
fikir birligi yoktur.
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DNAJC13 (DNAJ/HSP40 Homolog, Subfamily C, Member 13)
(NM_015268.4):¢.3872A>G (p.Glul291Gly) varyanti guncel olarak higbir
yayinda bildiriimemis olup degerlendiriimesinde sadece bilgisayar tabanli
veritabanlari kullanilabilmistir. Olgumuzda PH klasik motor semptomlarina ek
olarak kronik kabizlik problemi mevuttur. MR goruntilemesi normal olarak

raporlanmigtir.

ATP13A2(NM_022089.4):c.2816T>C (p.Leu939Pro) varyanti
degerlendiriirken de yine sadece bilgisayar tabanli  veritabanlari
kullanilabilmigtir ve literatirde daha 6nce bildiriimemis olup, novel varyant
olarak degerlendirilmistir. Bu varyanti tagsiyan olgumuzda her hangi bir semptom

olmayip guclu aile hikayesi nedeniyle tarafimiza bagvurmustur.

LRRK2(NM_198578.4):¢c.2915A>G (p.Asp972Gly) varyanti da benzer
sekilde bilgisayar tabanl veritabanlari ile degerlendirilmistir.
EIFAG1(NM_198241.3):c.1403C>A (p.Ala468Glu) varyanti ile ilgili Cin menseili
bir calismada hasta ve kontrol grubu arasinda belirgin fark olmadigi bildirilmistir
fakat varyantin toplumsal veritabanlarindaki frekansi olduk¢ga duslk
bildirilimistir[234]. Bu calisma ile ilgili olarak kontrol grubunda yer alan 130
saglikli birey ile ilgili olarak, kontrol grubunu olusturan bireylerin yas araligi 40-
80 olarak ifade edilmistir ve Ozellikle geng yasta olan bireylerin ileride PH
gelistirme ihtimali ¢calismanin tasarimi geregi dislanamaz bir durum olarak goze
carpmaktadir. Bu iki varyanti birden tagiyan olgumuz 60’ yaglarinda olup uzun
suredir tremor sikayetine ek olarak ailesinde birden fazla kiside PH tanisi

OykUsu mevcuttur. Kraniyal MR’da senil atrofi raporlanmistir.

Calismamizda vurgulamak istedigimiz temel mesajlarimizdan bir tanesi
de hastalarin ve varyantlarin takibidir. Yukarida da ifade edildigi Uzere NGS

teknolojisinin her gegen gun daha ulasilabilir olmasi ve bu teknoloji ile elde
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edilen varyant verilerinin gun gectikce artmasi nedeniyle genetik degisimler ve
hastaliklar arasindaki baglantinin kurulmasi gunumuz sartlari ve imkanlarinda
dahi oldukga zor bir gorev olarak gozukmekte, hatta cok deneyimli klinikler bile

bu konuda zorluklarin oldugunu c¢esitli yayinlarda dile getirmektedirler[216, 235].

Ozellikle bu durumda yardimci olabilecek segenek olarak varyantlarin
ilerleyen doénemlerde tekrardan degerlendiriimesi secenedi Onumize
cikmaktadir. Yukarida belirtildigi UGzere hem in-silico analiz programlarinin
muatemadiyen guncellenmesi hem allel frekans verilerinin degisik irksal kokenli
toplumlar igin guncellenmesi dolayisiyla varyantlarin klinik éneminin zamanla
degismesi slpriz olmayan bir durumdur. Bu konuda yayinlanmis bir ka¢ goéris
olsa da henuz Uzerinde uzlasilmig ve yeniden degerlendirmeyi sart kosan

uluslararasi bir veri rehberi yayinlanmamigtir[236-238].

Yapilan bir arastirmada 5-6 yillik sire igerisinde varyantlarin tekrardan
degerlendiriimesi ile %26’dan %47’ye dogru artis gdsteren bir klinik tani faydasi
saglandig bildirilmistir [239]. Ozellikle PH gibi her gegen giin yeni aday genlerin
hatta aday genler adina yeni varyantlarin raporlandigi hastaliklar agisindan
dusunuldigunde varyantlarin yeniden degerlendiriimesi klinik degisimin olasihgi
Uzerine dusunuldigu zaman kacginilimaz olarak goézikmektedir. Bu sekilde
yapilan planin en énemli noktasi ise hasta ile temasin koparilmamasi, gerekli
zaman araliginda klinik ziyaretleri ve gereklilik halinde hastaya tekrardan ulagip
zamanla degigsmis olan klinik olarak anlamli genetik varyantlara ait danigsmanin

verilmesidir[240].

Avrupa Genetik Veri Degerlendirme Komisyonu Euro-Gentest yayinladigi
bir makalede varyantlarin yeni verilerle degerlendiriimesinin degdismesi ve
hastaya olan etkisi hakkinda klinisyenlerin yeniden hastalari bilgilendirmek

durumunda olabileceklerini ifade etmistir[241]. Kanada Tibbi Genetik Dernegi
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(CCMQG) ise hastalara verilen genetik danisma sirasinda elde edilen verilerinin
ileri gelecekte tekrar degerlendirmeye tabi tutulabilecegini ve olasi klinik anlaml
degisim olmasi durumunda tekrar hastalarla iletisim kurulabileceginin
bildiriimesi gerektigini ifade eden bir yayin olusturmustur[242]. ACMG ise yine
yayinladigi goruste klinisyenlere 6zellikle patojeniteye yakin VUS degisimlerin
belirli araliklarla tekrardan degerlendiriimesini onermistir[216]. Buna karsilik
olarak Birlesik Kralliktan arastirmacilar bu durumun sadece klinisyenin degil

ayni zamanda hastanin da sorumlulugunda oldugunu ifade etmistir[238].

Kendi klinigimizin tecrlibesi ise yukarida Tablo 7’de gdsterilmistir.
Tarafimiza basvuru aninda yapilan ve Parkinson hastaligi ile ilgili 18 genden
olusan gen panelinden NGS ile elde edilen genetik verilerden analizlerde edilen
varyantlar tekrar degerlendirmeye tabi tutulmustur. Bu yapilan ilk analizlerde
yayinlar, in-silico veri tabanlari degerlendirilip 16 varyant ‘klinik 6nemi
bilinmeyen’ olarak siniflandirilmis iken, gincel verilerle analiz sonucunda bu
varyantlarin ‘benign’ veya ‘muhtemel benign’ sinifinda yer aldigi goralmuagtur.
Sadece 1 varyant ilk degerlendirmede ‘benign’ olarak degerlendirildikten sonra
guncel de@erlendirme patojenite skoru artmis olup ‘klinik énemi bilinmeyen’

olarak tekrardan siniflandiriimistir.

Bu iki degerlendirme periyodu arasindaki fark en az 12, en fazla 24 aydir.
Bu kadar kisa slUrede dahi elde ettigimiz varyantlarin %55 kadarinin klinik
degeri in-silico analizlerde degisim gostermistir. Bu sekilde NGS sonucu elde
edilen verinin 12 ay kadar kisa bir surede dahi tekrardan analizinde taniya
yonelik anlamli derecede veri degisimi oldugu cesitli yayinlarda bildirilmigstir[243-
245].
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Tekrardan degerlendirme sonrasi hasta ile gorugsme ve bildirim yapma
konusunda da Uzerinde uzlasiimis bir metin yoktur. Bazi laboratuvar ve klinikler
hasta ile tekrardan iletisim kurmayi dnerirken bazilari bu durumu laboratuvar

veya klinigin sorumluluklari arasinda gérmemislerdir[246].

Bu konu Uzerinde net bir fikir birliginin saglanmasi nedeniyle uluslararasi
bir rehber yayinlanmasi klinik pratik agisindan elzemdir. Ozellikle klinik dnemi
bilinmeyen varyantlarla ilgili izlenecek yol haritasinin standartize edilmesi hem
klinisyenler acisindan kolaylik saglama konusunda hem hastalar agisindan

klinik fayda saglanmasi adina énemli bir isleve sahip olacaktir.
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SONUC ve ONERILER;

1-

Bu galismada klinik olarak PH tanisi almig, suphesi olan, aile hikayesi
olan ve insidental PH genleri ile iligkili varyant saptanan toplam 43 hasta,
NGS temelli 18 gen igeren bir panel galismasina tabi tutularak molekuler

analizleri guncel verilerle yapilmistir.

Bu gen panelinin c¢aligiimasi sonucunda hastalardan toplamda
14’'inde(%32) ClinVar ve veya ACMG kriterleri cergevesinde VUS-
Muhtemel Patojenik-Patojenik olarak degerlendirilien toplam 14 farkl
varyant tespit edilmistir. Olgularin 3(%7)'Unde Patojenik-Muhtemel
Patojenik varyant tespit edilirken, 11(%26)’inde Klinik Onemi Bilinmeyen
varyant tespit edilmigtir. Tespit edilen varyantlarin tamami heterozigot
olarak bulunmustur. Tespit edilen varyantlarin iki tanesi novel olarak

degerlendirilmigtir.

Ailesinde PH tanisi ya da PH ile uyumlu olabilecek uzun sureli
g6zlemlenebilen en az bir semptom olan olgularin orani 20(%46) olarak
bulunmus ve bu grubun igerisinde 8(%40) olguda raporlanabilir, klinik

onemi oldugu dusunulen varyant saptanmistir.

Toplamda 9 farkh gende(EIF4G1, ATP13A2, LRRK2, FBXO7, FGF20,
PRKN, SYNJ1, VPS35, DNAJC13) VUS-Muhtemel Patojenik-Patojenik

olarak siniflandirilan varyantlar tespit edilmistir.

Tespit edilen varyantlarin degerlendirimesinde ClinVar ve ACMG

veritabanlari kullaniimistir.
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6- Bu calisma taradigimiz kadariyla ulkemizde yapilan Parkinson hastahgi
ile ilgili en genis hedeflenmis gen paneli ile yapilmig genetik etiyoloji

calismasidir.

7- Klinik 6nemi bilinmeyen varyantlarin raporlanmasi ve takibi ve yeniden
degerlendiriimesinin ne kadar onemli oldugu bir kez daha ¢aligmamizda

ortaya ¢ikmis, bu konuda uluslararasi bir kilavuz gerekliligi belirtilmigtir.

8- Sonug¢ olarak Parkinson Hastaligi genetik etiyopatogenezinde literattr

katkisinda bulunulmustur.

9- Oneri olarak daha genis kohortlarin daha fazla sayida gen iceren gen
panelleri ile tetkik edilmesinin Uretilecek akademik veri agisindan daha

zengin olabilecegini ifade etmekteyiz.

10- Ek olarak PH ve genetik baghg! altinda galismalar yogunlukla molekuler
duzeyli testlere yogunlagsmis olsa da, sitogenetik calismalar, kopya sayisi
degisiklikleri gibi daha farkli perspektifte genetik anomalilerin PH ile

iligkisinin arastiriimasini olasi etiyolojik faydasindan dolayr dnermekteyiz.
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Projenin Kisithhiklari

Calismada 18 gen iceren ve PH molekiler tanisi igin 6zel olarak dizayn
edilmis bir panel kullaniimigtir. Bu panel igerisinde OMIM'de PH ile
iliskilendirilen bazi genler bulunmamaktadir. Varyant tespit edilmeyen grupta bu

genlerin galigilamamasi bir kisithliktir.

Ayrica, bu panel ile PH fenotipine yol agan yeni genlerin bulunmasi
mumkun degildir. Ayni sekilde bu panelde sadece PH iliskili genlerin ekzonlari
ve ekzon komsulugundaki bolgeleri analiz edilebilmistir. Panel igeriginin
promoter bolgeleri, derin intronik bolgeleri, intergenik bolgeleri, buyuk insersiyon
ve delesyonlari saptayabilecek sekilde duzenlenmesi molekller tani oranini

artiracaktir.

Batun genetik ¢calismalarda sayisal anlamlilik saglayabilmek ve arastirma
gucund artirabilmek amaciyla 6rnek miktarinin fazla olmasi tercih edilir. Bu
calismaya sadece 43 olgu dahil edilebilmigtir. Yiksek hasta sayisi ile yapilacak
calismalarda anlamh genetik varyantlarin bulunma sayisi da artmis olacaktir. Ek
olarak elde edilen varyantlarin c¢alisilan  populasyondaki(Canakkale

populasyonu) sikliginin bilinmiyor olmasi yine karsimiza ¢ikan bir kisithliktir.

Calismanin en o6nemli kisithiliklarindan birisinin  de tespit edilen
varyantlarin %26’sinin ACMG ve ClinVar kriterlerine gére VUS kategorisine
girmesi olarak degerlendirilmistir. Varyant tespit edilen olgularin cesitli
nedenlerle aile igi segregasyon calismalarina alinamamasi, varyantlarin
fonksiyonel calismasinin yapilamamasi, bazi varyantlara ait allel frekansi
verisinin olmamasi gibi nedenlerden dolayi elde edilen varyantlarin gogu VUS
kategorisine girmistir. PH nedeni olabilecek potansiyel varyantlar VUS

kategorisine girerek klinik degerlendirmeyi zorlastirmaktadir.
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