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OZET

Riistemoglu, B. Subkortikal Enfarkt ve Lokoensefalopati ile giden Serebral Arteriyopati
(CADASIL/CARASIL) hastaligi ile iliskili NOTCH3 ve HTRA1 gen mutasyonlarinin
aragtirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Genetik ABD.
Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2018

CADASIL, subkortikal enfarkt ve l6koensefalopati ile giden otozomal dominant (OD)
serebral arteriyopati, beyindeki kii¢iikk damarlarin vaskiiler bir faktér olmaksizin
tikanmasi sonucu, ak maddenin bozulmasi ile ortaya ¢ikan sistemik bir mikroanjiyopati
hastaligidir. Otozomal resesif (OR) formu ise ¢ok daha nadir gorillen CARASIL dir.
CADASIL, 19p13.12°de lokalize 33 ekzonlu NOTCH3’deki mutasyonlarla iligkili olup
ekzon 2-6 ve 11°de frekansinin yiiksek oldugu bildirilmektedir. CARASIL ise 10q25°de
lokalize 9 ekzonlu HTRA1’deki mutasyonlarla iliskilidir.

Amacimiz, CADASIL/CARASIL klinik tanili olgularda NOTCH3 ile HTRA1 genlerinin
incelenmesi, mutasyon sikliklarimizin belirlenmesi ve molekiiler tani stratejimizin
olusturulmasidir. Sonuglarimizin ailelere etkin genetik danigmanlik verilmesine ve

tedavi stratejilerine katki saglamasi beklenmektedir.

Projede algoritmik bir yaklasimla 64 olguda NOTCH3 hedef ekzon bdlgeleri 2-6 ve 11,
Sanger dizileme (SD) ile, NOTCHS3 tim gen yeni nesil dizileme (YND) temelli 6zgun
panel-gen testi ile, panelin kapsamadigi bolgeler ve HTRAL geni SD ile incelendi.

NOTCH3 hedef bogelerindeki mutasyon sikliklari laboratuvarimizda yapilan dnceki test
sonuglariyla birlikte retrospektif olarak degerlendirildiginde mutasyon oranimiz % 20.8
idi. Panel-gen testinin ekzon 19 ve 22°de gosterilen farkli mutasyonlarla taniya katkisi
% 5.5 olarak belirlendi. Panelin kapsami digindaki bolgelerde herhangi bir mutasyon
saptanmamasi, bu bdlgelerin tani giicliniin diisiik oldugunu gosterdi. Panel-gen
uygulamasmin biiyiikk kohortlarda birlikte c¢alisma olanagi sunarak sik ve nadir

mutasyonlarin gosterilmesini saglamasi is yiikii/zaman acisindan avantajl goriildii.

HTRAL1 geninde tek bir olguda mutasyon saptandi. Bu durumun klinik kriterlerin
heterojenligi iligkili olabilecegi ya da hastaligin toplumumuzda da nadir oldugunu

diistindiirdi.



Xiv

NOTCH3 ve HTRAL genlerinde mutasyon saptanmayan 6rneklerin fenotiple iliskili yeni
genlerin arastirilmasina yonelik projelere 6nemli bir kaynak teskil etmesi

beklenmektedir.

Anahtar kelimeler: CADASIL, CARASIL, NOTCH3, HTRAL, Sanger Dizileme, Yeni

Nesil Dizileme teknolojisi, lonTorrent Platformu

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 20217
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ABSTRACT

Riistemoglu B. Investigation of the NOTCH3 and HTRAL Gene Mutations in Cerebral
Arteriopathy with Subcortical Infarcts and Leukoencephalopathy (CADASIL/
CARASIL). istanbul University, Institute of Health Science, Anabilim Dalinin Ingilizce
Adi Tezi. Istanbul. 2018

CADASIL, cerebral autosomal dominant arteriopathy with subcortical infarction and
leukoencephalopathy, is a systemic microangiopathic disease of the brain caused by
impaired circulation of the small vessels. Mutations in NOTCH3 on 19p13.12 are
responsible for the phenotype. Of its 33 exons, exons 2-6 and 11 are hot spot regions.
Autosomal recessive (AR) form of the disease, CARASIL, is associated with mutations
in HTRAL- a nine exon gene on 10925, and is less common.

Our aim is to screen for NOTCH3 and HTRAL genes in clinically diagnosed CADASIL
| CARASIL patients, to determine the mutation frequencies and to improve molecular
diagnostic strategy. We anticipate that our results will provide effective genetic
counseling, and contribute to treatment strategies.

In this project, NOTCH3 target regions (exons 2-6 and 11) were Sanger sequenced in 64
cases, as well as applying targeted next generation sequencing (NGS) panel for
NOTCH3. Analyses of missed regions of NOTCH3 and HTRA1 were performed by

Sanger sequencing.

Mutation frequency of NOTCH3 target regions, evaluated with the previous test results
was 20.8%. NGS panel contributed an additional 5.5% with mutations identified in
exons 19 and 22. We observed that NGS decreases work load and time spent in large

cohort analysis while easily identifying frequent and rare mutations.

Only one patient had HTRA1 gene mutation which points to the high clinical

heterogeneity of the disease, and its rarity in Turkey.

We expect that cases with no mutations in NOTCH3 and HTRAL genes will be an

important resource for the identification of novel genes.



XVi

Key Words: CADASIL, CARASIL, NOTCH3, HTRA1, Sanger Sequencing, NGS,
lonTorrent platform

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 20217



17

1. GIRIS VE AMAC

Subkortikal enfarkt ve l6koensefalopati ile giden otozomal dominant (OD) ve
otozomal resesif (OR) serebral arteriyopati beyindeki kiiciik damarlar1 etkileyen,
kalitsal nadir bir nérolojik hastaliktir. OD formu CADASIL (Cerebral Autosomal
Dominant Arteriopathy with Subcortical Infarcts and Leukoencephalopathy) OR formu
icin ise CARASIL (Cerebral Autosomal Recessive Arteriopathy with Subcortical
Infarcts and Leukoencephalopathy) akronimi ile isimlendirilmektedir. Kuguk beyin
damarlarinda gozlenen bulgular benzer de olsa, bu iki hastalik, kalittm modeli, genetik
kokeni, gorlintiilemedeki farkli belirtegleri, histolojik ve klinik bulgular1 bakimindan

farkliliklar gostermektedir.

Yetigkinlerde inme ve vaskiiler demansin en yaygin kalitimsal nedeni olan
CADASIL, orta yas evresinde (30-60), beyin korteksi altindaki alan1 besleyen
damarlarin hipertansiyon, ateroskleroz gibi vaskiiler bir risk olmaksizin tikanmasi
sonucu, ak maddenin bozulmasi ile ortaya ¢ikan bir sistemik mikroanjiyopati
hastaligidir. Etkilenmis bireylerde tekrarlayan iskemik ataklar ve inme, aurali yani
onciil bulgularla (haliisinasyonlar, konusma ve ifade etmede giicliik, uyusmalar, cesitli
diizeyde algilama bozukluklar1 gibi) gelisen veya aurasiz ortaya ¢ikan migren atak
oykiisti, biligsel beceri kaybi, demans, uyusukluk, cevreyle ilgisizlik (apati) ve ruhsal
durum degisimleri gdzlenmektedir. Norogoriintiilemede sporadik kiiciik damar
hastaliklarinda oldugu gibi periventrikiiler ak madde ve sentrum semiovalede iskemik
lezyonlar olur. Nadiren bazal cekirdekler ve talamuslarda da lezyon gorilebilir. Klinik
tani, kraniyal manyetik goriintilemede (MRG) temporal bolgede ve dis kapsiildeki ak

madde lezyonlarini1 gosteren hiperintens alanlarin varligi ile desteklenmektedir (1-3).

CADASIL ilk olarak 1993°de polimorfik belirtecler ile 19.kromozoma
baglantilanmis (4) ve 1996°da iligkili genin 19p13.12°de NOTCH3 oldugu gosterilmistir

(5).

CARASIL ile iligkili genin ise 2009°da baglanti analizi ve fonksiyonel
iliskilendirme ¢alismalar1 ile 10q25°de lokalize HTRAL oldugu gosterilmistir (6).
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NOTCHS3, dort iiyeli Notch ailesinden birini kodlamaktadir. Notch sinyal
yolaklari, embriyogenezde bircok organ gelisimi, kdk hiicre yenilenmeleri, hicre

farklilagsmasi, ¢ogalmasi, apoptoz ve vaskulogenezi i¢in 6nemlidir (7).

HTRAL, serin proteaz ailesinin bir iiyesini kodlamaktadir. Bu protein ailesi
memelilerde hiicre sinyalizasyonu, protein yikimi, kas-iskelet sistemi gelisimi gibi

cesitli fizyolojik siireglere katilmaktadir (8).

Uluslararas1 literatiirde, NOTCH3 ve HTRA1 gen incelemelerinin birlikte
calisildigr ¢ok az sayidaki yayinda genotip-fenotip iliskileri net olarak agiklanmamustir
(2,9). Ulusal dizeyde ise sadece NOTCH3 geninde mutasyonun sik oldugu ekzonlarda
yapilmis olgu sunumlart bulunmaktadir (10-12).

Amacimiz, CADASIL/CARASIL klinik tanili en az 50 olguda, NOTCH3 ve
HTRA1 genlerinin algoritmik bir yaklasimla incelenerek, genotip-fenotip iliskilerinin
aragtirtlmas1 ve lilkemizdeki mutasyon sikliklarinin saptanmasi, ideal molekiiler tani

yonteminin belirlenmesi ve ailelere 6zgiin genetik danisma desteginin verilmesiydi.

Bu amac cercevesinde, birinci basamakta 64 CADASIL/CARASIL olgusunda
mutasyonlarin sik saptandigi, NOTCH3 geninin 2-6 ve 11.ekzonlar1 Sanger yontemi ile
dizilendi. Mutasyon saptanmayan 54 olguda, ikinci basamaga gecilerek yeni nesil
tabanl dizi teknolojisi (YND) ile NOTCH3 geninin tim ekzon ve ekzon-intron sinirlari
Ozgun tasarlanan YND paneli ile lonTorrent platformunda dizilendi. Bulunan
degisimlerin dogrulanmas: ve panelimizde kapsanmayan NOTCH3 bolgeleri Sanger
yontemi ile dizilendi. Bu asamada da mutasyon saptanmayan 51 olguda, dglnci
basamak testine gegilerek, CARASIL hastalig ile iligkilendirilen HTRAL geninin tim

ekzonlar1 Sanger yontemi ile dizilendi ve sadece bir olguda mutasyon saptandi.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1. Beyin anatomisi

Sag ve sol hemisferlerden olusan beyin (serebrum), korteks, bazal gangliyonlar
ve limbik sistem olarak ii¢ yapiya ayrilir. Serebral yiizey dokusu “serebral korteks”
olarak adlandirilir. Katlanmis korteks, 100 milyar sinir hiicresinin (ndron) yaklasik
%70'ini igerir. Noron yapisi; dendrit, hiicre govdesi, akson ve akson ucu kisimlarindan
olusur. Noronlarin hiicre govdesi kismi, yogun olarak kortekste bulunur ve bu bolgeye
gri-kahverengi goriinim verdiginden “gri madde” olarak adlandirilir. Korteksin alt
kisminda, miyelinli aksonlar yogun olarak bulunmaktadir. Miyelin, aksonun ¢evresini
bir yag tabakasi seklinde sardigindan bu kismin beyaz goriinmesine neden olur ve bu

nedenle bu bolge “ak madde” olarak isimlendirilir.

Gri Madde Ak Madde

ly Ty
X
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< Al ) )r\ Gri Madde e " T
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N \ 7!

Sekil 2-1: Normal beyin dokusu (13)’den alinmis ve yeniden diizenlenmistir.

Serebrum, frontal, paryetal, oksipital ve temporal lob olmak iizere dort farkli
loba ayrilir. Serebral korteksteki bir hasar, bu loblarda fonksiyon kayiplarina neden

olur.

Frontal lob, beynin 6n kisminda bulunur, konusma, iskelet kas hareketi (motor
korteks) ve davranmigsal ifadeyi kontrol eder. Paryetal lob, frontal lobun arkasinda yer
alir ve istem dis1 hareket ve duyusal verilerin alinmast ve islenmesi gorevlerini yiiriitiir.

Paryetal ve frontal lobun altinda iki tarafli yerlesim gosteren temporal lob, hafiza, koku
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ve isitme ile iligkili islevlerdn sorumludur. Oksipital lob, gorme eylemi igin gerekli
olup, géorme sinyallerinin alinmasini ve bu bilginin islenmesini saglar. Bu alandaki

hasar, kontralateral goriis kaybiyla klinik olarak iliskilendirilmektedir.

Beynin diger béliimlerinden bazal ganglionlar, hareketi koordine eder ve kaudat,

putamen ve globus pallidusdan olusur.

Limbik sistem; amigdala, singulat girus ve hipokampustan olusur. Amigdala ve
singulat girus, duygu ve hafizada 6nem tasirken, hipokampiis hafizadan ve 6grenmeden

sorumludur. Bu yapilar serebral kortekste yerlesiktir ve beyin ¢ekirdegine yakindir.

primer
duyusal
korteks

pre-motor

korteks SEREBRUM
(dokunma, gérme,duyma,
motor konugma, duygular, 8grenme,
korteks ,"'_ hareket kontrold)

SEREBELLUM

( kas hareketleri, durus ve
dengenin saglanmasi)

BEYiN SAPI

(nefes alma, kalp atig, vicut sicakhig, uyuma
uyku dongusd, sindirim, hapsirma, oksurme,
kusma, ve yutkunma)

Sekil 2-2: Beynin anatomik bolgeleri (14) ‘den alinmis ve yeniden diizenlenmistir.

Serebellum (beyincik), beyin sapinin bitisiginde yer alir ve motor fonksiyonlara
yardimci olur. Hizli degisen hareketleri, dengeyi ve konum duyusunu koordine eden
serebellumda olusan hastaliklar, tremor, konusma ve yiiriimede bozulmalara, nistagmus

gibi goz bulgularina yol agar.

Beyin sap1 (spinal kord), medulla, pons ve orta beyin olmak lzere i¢ bélime
ayrilir. Beyin sap1 beynin ilk gelisen kismidir ve birgok kritik ndrolojik islemden

sorumludur. Beyin sap1 boyunca uzanan retikiiler (ags1) formasyon nefes alma, kan
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basinci ve uyaniklik gibi kritik viicut islevlerinin kontroliinde 6nemlidir. Beyin sapi,

kraniyal sinirlerin neredeyse tamaminin bulundugu bolgedir (15-17)(15-17).

2.1.1. Beynin Vaskiiler Yapisi

Beyin viicuttaki oksijenin yaklasik %20'sini ve kardiyak dolasimin yaklasik
%15'ine ihtiyag duyar.

Beynin vaskiiler dolagimi anterior ve posterior bilesenlere ayrilabilir. Aorttan
dallanan karotid arterler ve vertebral arterler beyine kan akimini saglar. Karotid arterler
anterior dolasimi, vertebral arterler posterior dolasimi saglarlar ve birlikte, Willis
Poligonunu olustururlar. Willis Poligonu, serebral kan akimi saglamak igin birka¢ ana
damarin bulundugu dairesel bir halkadir. Buradan dallanan orta serebral arter (OSA),
frontal lobun kii¢iik bir boliimiiniin yani sira parietal, oksipital ve temporal loblara kan
tedarik eder. Lentikiilostriat arterler OSA’dan dallanir, internal kapsiil ve bazal
gangliyonlara olan dolagimi saglarlar ve inmelere neden olan ilerleyici arteryoskleroz

bu damarlarin tikanmasi ile ortaya ¢ikar.

Kicuk vaskiler damarlar, beynin ylizeyinde veya derin serebral dokuda bulunur.
Bunlar kuglk kortikal arterler, arterioller olup yiizeysel, medller ve derin olmak Uzere
nifuz eden arterlerdir. Derine nifuz eden arterler, lentikilostriat, talamoperforan ve

beyin sap1 paramedian dallari igerir.

Beyindeki kortikal ve subkortikal alanlarin, distal smir bolgelerinin, sentrum
semiovale, kaudat cekirdek, internal kapsil, globus pallidus, putamen ve beyin kékunin
orta hatt1 gibi merkezdeki ve derindeki ensefalik alanlarin kan akimi mikrosirkiilasyon
ile saglanir. Mikrosirkiilasyonu etkileyen anjiyopati kaynakli tiim kiiciik damar
hastaliklarinin en yaygin olarak kabul goreni, geleneksel olarak tek bir penetran arterin

tikanmasi sonucu olusan ve iskemik inmeye neden olan lakiinar enfarkttir (17) .
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2.1.1.1. Vaskiiler Demans

Memeli beyni, vaskilarizasyonu en yiiksek olan organlardan biridir. Serebral
damar sistemi, néronal homeostaz icin Kritiktir, oksijen ve besin maddelerinin temini,
metabolik atiklarin uzaklastirilmast ve noral mikro ortamin korunmasimi saglar. Bu
nedenle, gelisimsel veya edinilmis anormallikler, merkezi sinir sisteminin (MSS) damar

yapisini etkileyerek ciddi norolojik bozukluklara yol agar (18).

Demans, islevsel bozulma ile sonuglanan ilerleyici biligsel yikimin izlendigi bir
hastaliktir. Bellek, yiirtitiici fonksiyonlar, gorsel-uzamsal yetiler, dil ve dikkat 6nemli

biligsel 6zellikleridir.

Demanslar, primer ve sekonder demanslar olarak simiflandirilir. Demanslarin
biiylik bir bolimii primer demanslar grubunda yer alir ve merkezi sinir sisteminin
demansa yol acan norodejeneratif hastaliklarini icerir. Sekonder demanslar ise
norolojik, sistemik veya psikiyatrik bir hastaligin seyri sirasinda, alisilmis klinik
bulgularinin yan1 sira demansa gelisimine neden olan hastaliklardir. Sekonder
demanslarin en sik nedeni de 6n planda basamaksi seyir gdsteren, daha c¢ok yiirttucl

islev bozuklugu ile karakterize olan vaskiiler demanstir (19).

Vaskiiler demans (VaD), iskemik veya kanayici inme veya iskemik-hipoksik
beyin lezyonlar1 sonucu gelisen, gilinliik yasam aktivitelerini bozacak Ol¢iide agir
kognitif tutulum ile karakterize, kompleks bir hastalik olarak tanimlanir. VaD, 65 yas
iistli insanlart etkileyen en yaygin demans tiirii olup, degisken klinik tablo ve on
goriilemeyen hastalik seyri ile karakterizedir. VaD tanisinda, biligsel performans

6l¢limiinii de igeren ayrintili bir 0yki ve fizik muayene énemlidir.

VaD’a yol agan hastalik gruplarindan biri olan serebral kii¢clik damar hastaliklar
(SKDH) ise beyindeki kiigiik arterleri, arteriolleri, veniilleri ve kilcal damarlar
etkileyen cesitli etyolojilere sahip bir patolojik slire¢ grubunu tanimlar. Yasla iliskili ve
hipertansiyona bagl kiigiik damar hastaliklar1 ve serebral amiloid anjiyopati en yaygin

formlaridir (20-22).
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Tablo 2-1: Kiigiik damar hastaliklarinin 6zellikleri (20)’den alinmis ve yeniden diizenlenmistir.

Kii¢iik Damar Hastaliklar

Patoloji Ozellikleri

Lakuner infarktlar

Arteriyoskleroz

Hiyalinizasyon ve lipohiyalinizasyon
Perivaskiler alanlar

Mikroanjiyopati

Radyolojik Ozellikleri

Lakdnler
Yaygin ak madde hasarlar1

Mikrokanamalar

Klinik Bulgu Gelisimi

Basamaksi seyreder

Hastalik Progresyonu

Yavas ilerler

Norolojik Semptomlar

Sensorimotor kayip
Dizartri

Yurume glicligii
Disfaji

Uriner problemler

Biligsel Islevler

Biligsel gerileme ve bozulma
Apati

Ogrenme giicliigii ve sdzel bellek kayiplari
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Serebrovaskiiler yetersizlikler ile ortaya c¢ikan ak madde lezyonlarinin
ilerlemesinde, bilinen dis faktorlerin (yas, ¢evre) yani sira, genetik faktorlerin de rol
oynadig1 bilinmektedir (24). Kalitsal kiigiik damar hastaliklari, beyin bolgelerinde
lezyonlar, iskemik ve hemorajik inmeler ve demansa neden oldugu bilinen SKDH’larin
kiigiik bir kismmi olusturur. Iskemik inmelerin yaklasik %25'i kigik damar
hastaliklarindan kaynaklanir (21,23).

Kalitsal kiiciik damar hastaliklarinda, CADASIL/CARASIL ak madde
lezyonlarmin gozlendigi en karakteristik hastaliktir. Genetik kokenli bu hastalik, orta
yas doneminde, subkortikal alanit besleyen kiigiik damarlarin vaskiiler bir faktor
olmaksizin tikanmasi sonucu, ak maddenin bozulmas: ile ortaya ¢ikan kalitsal sistemik

bir mikroanjiyopatisidir (1,2,4).

2.1.1.2. CADASIL

CADASIL coklu subkortikal iskemik lezyonlar ve lakiner infarktlar ile
karakterizedir. Infarktlar ve lezyonlar MSS’ni etkileyerek biligsel yetilerde gerilemeye
ve demansa neden olur. Hastaligin ilk bulgusu genellikle migrendir ve bunu orta
yetiskinlikte hafif inmeler izler (20).

[lk CADASIL olgusu 1955 yilinda Van Bogaert tarafindan tanimlanmis ve
“Binswanger’s hastali§i” olarak isimlendirilmistir ancak ilerleyen yillarda eski doku
orneklerinin genetik analizi ile bu hastalarin bazilarinin gercekte CADASIL hastasi
oldugu saptanmustir (24).

Hastalik zaman i¢inde farkli isimlendirmeler almis olsa da (kronik ailesel
vaskiiler ensefalopati, subkortikal iskemik inmeler ile ailevi bozukluk, demans ve
l6koensefalopati ve ailesel Binswanger sendromu gibi), 1993 yilindan itibaren ise
CADASIL akronimini kullanilmaktadir.

Hastalik iliskili gen, 1993’de 19. kromozoma baglantilanmis (4) ve 1996’da
19p13.12°deki NOTCH3 geni klonlanmistir (5). Yapilan ¢alismalar bu genin Notch3
reseptorlinii kodladigint ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde (VDKH) ifade edildigini
gostermistir

NOTCHS3 geninin kodladigi protein, dort {iyeli Notch protein ailesinden biridir.
Notch sinyal yolagi,, Notch ailesi reseptorlerinin ayni kokenli ligandlarina

baglanmasiyla komsu hiicreler arasindaki etkilesimleri diizenleyen, evrimsel olarak
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korunmus bir hiicre i¢i iletisim yoludur. Bu yolak, bircok organ gelisimi ile
vaskulogenez, kok hiicre yenilenmeleri, hiicre ¢ogalmasi, hiicre farklilagmasi, apoptoz

gibi cok 6nemli fizyolojik sureclerde gorevlidir (25-27)

CADASIL patogenezinin aydinlatilmasina yonelik calismalar, fonksiyon
kaybindan ziyade, yeni fonksiyon kazandiran mutasyonlarin hastaligin patogenetik

mekanizmasinda etkin oldugunu gostermistir (2).

Tiim CADASIL mutasyonlarinin ortak yolaginda VDKH ylizeyinde NOTCH3
ekstraseliiler domain (N3ECD) birikimi saptanmaktadir. Arteryel duvarlarda N3ECD
birikimini takiben VDKH dejenerasyonu ve fibrillesmesi gozlenir. Bu durum, serebral
ak maddedeki arteriollerin darlagsmasina ve MRG’de karakteristik olarak gdzlenen

lakiiner infarktlarin olusmasina yol agar (3,17).

Mutant proteindeki dengesiz ~ sistein  reziduleri, Notch3'iin  anormal
glikozilasyonuna, anormal dimerizasyonuna ve disiilfid baglar1 ile ¢capraz baglanmalara
ve vyiksek oranda multimerizasyonuna yol acarak, VDKH yilzeyinde N3ECD
birikimiyle c¢okelti olugsmasina neden olur. Bu nedenle, CADASIL hastaliginin
tanisinda, VDKH'lerde graniler osmofilik materyalin (GOM) elektron mikroskopik
olarak gosterilmesi veya dermal arterlerde N3ECD igin pozitif immunohistokimyasal

sonug alinmasi patognomik bir bulgudur (2,28,29).

NOTCHS3 geni, 19p13.12°de lokalize 33 ekzonlu bir gendir (MIM* 600276).
Ters iplikcikten sentezlenir. 6 transkript varyant1 bulunan genin, en biiylik transkript
varyant1 8666 b¢ uzunlugundadir (NM_000435.2) ve bu varyant 2321 aa biiyiikliiglinde
(NP_000426) bir polipeptiti kodlar (30). NOTCH3 proteini, tek zincir gegisli,
heterodimer yapili, bir transmembran reseptoriidiir. Bu reseptore ligand baglandiktan

sonra, intraseliiler domain nukleusa dogru hareket eder ve transkripsiyon faktorlerini

aktive eder (2).

Bugine kadar NOTCH3 geninde CADASIL ile iliskilendirilmis 291 farkli
mutasyon tanimlanmistir. Mutasyon tiplerinden yanlis anlamli mutasyonlar siklikla
goriilmekte olup, kesilme kirpilma hatasi, kiigiik insersiyon ve duplikasyonlar, kiigiik ve

blylk delesyonlar daha nadirdir (31).

Cogu CADASIL ile iligkili mutasyonlar, NOTCH3 proteininin ekstraseliiler

domaindeki 34 EGF-benzeri tekrarlarindan birinde sistein rezidiisiiniin artmasi ya da
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azalmasina neden olur. EGF benzeri tekrarlarda ve diger NOTCHS3 protein domainlerin
yapisinda bulunan sistein aminoasitinin bu sayisal degisikligi, eslesmeyen reaktif sistein
kalintisinin olusumuna ve bagka bir NOTCH3 molekiilii veya baska bir protein ile
etkilesimi sirasinda kurulan anormal disiilfid kopriilerinden kaynaklanan NOTCH3'lin
anormal dimerizasyonu ile sonuglanir. Notch3 proteininin ii¢ boyutlu yapisinin degisimi

CADASIL'in patogenezinde merkezi bir rol oynar (32,33).

Epidermal biylme faktori /EGF (EGF_like domain)/, orta korunmusluk
seviyesinde bir polipeptitdir. Ik olarak spesifik hiicre yiizeyi reseptorlerine yiiksek
afinite ile baglanir. Reseptoriin sitoplazmik alanindaki tirozin kinazin harekete
gecirilmesi icin gerekli olan dimerizasyonunu indiikleyerek, DNA sentezi ve hiicre

cogalmastyla sonuglanan bir sinyal iletimini baglatir.

Tum EGF-benzeri domainlerin ortak 6zelligi, membrana bagl proteinlerin hiicre
dis1 bolgelerinde yer almasi ve salgilanan proteinlerde) bulunmasidir. Bu kaideye istisna
olan enzim prostaglandin G/H sentaz 1 enzimidir. EGF-benzeri domain, disulfid

baglarini igeren 6 sistein rezidisil igerir.

Bazi EGF domainlerinin N terminalinde bir kalsiyum baglama boélgesi bulunur.

Kalsiyum baglanmasi protein-protein etkilesimi i¢in 6nemlidir (34,35).

LN (Lin-12 / Notch domain), gelisim surecinde huicre kaderini belirleyen hiicre
ici sinyaller igin transmembran reseptOrii olarak gorev yapan bir polipeptiddir. LN
sadece Notch ile ilgili proteinlerde bulunan bir bdlgedir. Ligand baglanmadan 6nce
reseptOriin dinlenme konformasyonunda tutulmasina yardim eder. Her biri 6 sistein

rezidiisli iceren 35-40 amino asit biiytikliigiinde bir yapidir (36,37).

ANK (Ankyrin tekrarlary), 32 amino asitlik ardisik olarak tekrarlanan yapilardir.
Okaryotlar basta olmak iizere fonksiyonel agidan ¢ok cesitli proteinlerde bulunur. Pek
cok ankyrin tekrar bolgesi, protein-protein etkilesim alanlar1 olarak islev goriir
(38,39)(39,40).

NOD, NODP, DUF3454 domainlerinin Notch yapilarinda yer alan islevleri

bilinmeyen protein bolgeleridir.

Diger Notch reseptorleri gibi Notch3 de tiim domainlerini igerecek biitiinliikte

sentezlenir. Protein, kesme islevi olan furin enzimi tarafindan S1 olarak adlandirilan ilk
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kesilmeye ugrar, N terminal ve C terminal olarak adlandirilan iki pargaya boliiniir. C
terminal kism1 sinyali alan hiicrenin plazma membranina girer, N terminali ise membran
disinda kaldigindan ekstraseliiler domain olarak islev goriir. N3ECD, 210 kda
blyiikliiglinde olup, 34 epidermal biiyiime faktor benzeri tekrarlardan (EGFr)
(Epidermal growth factor-like repeats) olusmaktadir, EGFr’lerin her biri 6 sistein
aminoasidi icerir. EGFr domaini ardindan ii¢ adet Notch/Lin12 tekrar domaini gelir.

C terminalinde kalan kisim, transmembran (N3TMD) ve intraseliiler domaini
(N3ICD) icerir ve birlikte Notch3 transmembran intraseltler domain (N3TMIC) olarak
isimlendirilir. N3ICD, yedi adet ankyrin tekrari igerir.

N3ECD vyapisinda, N terminali ve C terminali, heterodimerizasyon domaini
olarak adlandirilan birlesim bolgesinde (HD-N ve HD-C) non-kovalent baglarla
(97kDa) birbirine baglanir.
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Sekil 2-3:Notch Sinyal Yolaginin Sematik Gosterimi (2)‘den alinmis ve degistirilmistir.
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Sinyali olusturan Notch ligandinin, (insanda Delta veya Jagged olarak
isimlendirilir) baglanma bdlgesi, 10 ve 11. EGF tekrar bolgesidir. Notch ligandinin
sinyal verici hiicre membranina baglanmasi sonrasinda S2 olarak tanimlanan kesilme
faz1 gerceklesir. Bu islemi TACE olarak isimlendirilen (TNF, tumor necrosis factor and
alpha-converting enzyme), ADAM10 veya ADAM17 enzimleri gerceklestirir. Boylece,
N3ECD, eksternal ve intramembrandz domaine ayrilir. Bunu takiben intramembrandz
domainde S3 kesilme faz1t membran iginde y-sekretaz enzimi tarafindan gerceklestirilir
ve N3TMD’den ayrilan NICD nukleus igine girer (40,41) Hedef genlerin
trankripsiyonunu aktive etmek igin RBP-Jk ve ko-aktivatorlerle etkilesir. Nukleus igine
giren N3ICD nin amaci represor molekiiller olan CoR ve HDAc salinmasini saglamaktir
(42,43). HAc ve MAMLI1 molekiillerinin de bu yapiya baglanmasi ile aktivasyon
kompleksi olusur ve transkripsiyonu aktive eder (Sekil 2-3) (2).

2.1.1.3. CARASIL

Resesif kalitim gosteren CARASIL'de, klinik tablo ve ak madde degisiklikleri
CADASIL ile benzerlik gosterir, ancak biligsel gerileme daha erken baslar ve yiiriime

glicliigi, bel agrisi ve alopesi karakteristik 6zelliklerindendir (2).

CARASIL, HTRALl (High-temperature requirement A serine peptidase 1)
genindeki bi-allelik mutasyonlardan kaynaklanmakta olup kodladigt HTRA1 proteini,
serin peptidaz ailesinin bir Gyesidir. Bu ailenin proteinleri, memelilerde hicre
sinyalizasyonu, protein yikimi, kas-iskelet sistemi gelisimi gibi fizyolojik sureglerde rol
alir (6,8).

HTRAL, transforme edici blylme faktori-f (TGF-B) sinyalininin baskilayicisi
olarak gorev yapar. Gendeki fonksiyon kaybi mutasyonlari, gen {riiniiniin proteaz
aktivitesinde azalmaya neden oldugundan TGF-f {izerindeki baski kalkar ve

sinyalizasyonda artig gOrulur (44).

TGF-B ailesinin iiyeleri, vaskiiler anjiyogenez ve yeniden sekillendirmede
gorevlidir. Ayn1 zamanda, hiicre tipine ve hiicre dis1 matrikse baglh olarak vaskiiler

endotel hiicrelerinde ve duz kas hticrelerinde ¢cok yonlu rollere sahiptirler.

Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin farklilagmasinda Onemli gorevleri olan ve

baskilanamayan asir1 derecede artmis TGF-B sinyali, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin
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dejenerasyonuna neden olur. Bu nedenle TGF-B-ailesinin sinyal yolaklarindaki
bozukluklar, ekstraseluler matriks proteinlerin (fibronektin, versikan) sentezinin

artmasina ve vaskiiler bozukluklara neden olur (20,45,46).

CARASIL hastaligi ile iliskili bilinen tek gen, 2009 yilinda baglant1 analizi ve
fonksiyonel iligkilendirme calismalari ile belirlenen HTRAL genidir (MIM * 602194)
10g26.13 de lokalize gen, 9 ekzonludur. ki transkript varyant1 bulunan genin, biiyiik
transkript varyantt 2120 b¢ uzunlugundadir (NM 002775). Translasyonda 480 aa
biyiikliigiinde, 4 fonksiyonel domaini bulunan bir polipeptit (NP_000426) sentezlenir
(6,47-49).

HTRAL proteininde, genin 1. ekzonu IGFBP ve KAZAL protein domainlerini
kodlar. 3-6. ekzonlar tripsin-benzeri serin proteazin ana domainini, 6-9. ekzonlar ise
PDZ olarak adlandirilan bir domanini kodlamaktadir (50).

IGFBP_N domaini: IGF baglayici polipeptitlerde bulunan bir domain tiirtidiir.
Insiilin benzeri biiyiime faktdrlerine (IGF-I ve IGF-II) baglanirlar. IGF'lerin yarilanma
Omriinii uzatir ve biiylime destekleyici etkilerini inhibe ettii bildirilmistir. N-
terminalinde 12 sistein rezidisi, C-terminalinde ise 6 sistein rezidiisi bulunmaktadir
(51,52).

KAZAL domaini: Bu domain kanonik serin proteinaz inhibitorlerinden biridir.Bir
¢ok organizmada bulunur ve ¢esitli fizyolojik mekanizmalarda 6nemli rol oynar (53).
Kazal inhibitorlerinin reaktif bolgeleri degiskenlik gosterir. Bununla birlikte yapilan
caligmalarda, yapisindaki lizin varliginin tripsini gii¢lii bir sekilde inhibe ettigi

gosterilmistir (54).

Tripsin_2 domaini: Tripsin benzeri peptidaz domain olarak adlandirilan domain
serin paptidaz aktivitesini ger¢eklestiren bolgedir. Tripsin, peptit zincirlerini lizin ya da

arginin amino asitlerinin karboksil bélgesinden kesim yapar (55-57) (48-50).

PDZ domaini : Bu domain ismini ayn1 domainlere sahip olan ilk kesfedilen {ii¢
proteinin bas harflerinden (Post synaptic density protein, Drosophila disc large tumor
suppressor ve Zonula occludens-1) almistir. Okaryotik PDZ domainleri, sinyal
molekiillerinin kiimelesmesine katilan membran proteinlerinin diizenlenmesinde 6nemli
rol oynayan cok islevli etkilesim gosteren modiillerden olusur. Cogu durumda, PDZ

domainine hedef proteinlerin C-ucunda olusan 6zel bir motifden baglanma gergeklesir.
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PDZ domaini ayni zamanda heterodimerler de olusturabilir ve hedef proteinlerin

internal peptit fragmanlari ile etkilesime girebilir (58-60).

TGF-B1 pre-pro-protein olarak sentezlenir. Endoplazmik retikulumda proTGF-
B1 dimerize olur ve Golgi cisimciginden gegisi sirasinda proTGF-B1 furin enzimi ile
kesime ugrar. proTGF-B1‘in kesimi ile 2 iiriin latency-associated peptide (LAP) ve
olgun TGF-B1 olusur ve bunlar birbirlerine non-kovalent baglarla baglanarak latent
TGF-B1 kompleksini olustururlar. Bu kiigiik latent TGF-B1 kompleksi, LAP sayesinde
LTBP1’e baglanarak biiyiik latent TGF-B1 kompleksini olusturur. Hiicre disina ¢ikan bu
yapt ECM tarafindan tutulur. ECM deki farkli proteazlar ve ya integrinlerin
kompleksteki LAP yapisini uzaklagtirmasiyla olgun TGF-B olusur ve kendi reseptoriine

baglanir.

TGF-B sinyal yolagt VDKH farklilasmasinda 6énemli gorevleri vardir. HTRA1
proteini, ER icinde ERAD (ER-associated protein degradation) proteini ile proTGF-
Bl'nin yikimini saglayarak, TGF-B sinyalinin baskilanmasini saglar (2), bu da
ekstraseliler matrikste (ECM) olgun TGF-B1 miktarlarinda azalmayla sonuglanir.
HTRAL genindeki, HTRAL fonksiyon kaybina neden olan mutasyonlar sonucu, olgun
TGF-f miktarinda artis ve buna bagli olarak da TGF-f sinyalizasyonu (izerindeki
baskilanma ortadan kalkar. Artmis TGF-beta sinyalizasyonu, bag dokusu buylime
faktori (CTGF), fibroblast biyiime faktorii (FGF) ve ECM proteoglikanlar1 da dahil
olmak tizere ¢esitli proteinlerin iiretimini arttirarak ECM’de birikmelerine ve vaskdiler

fibroza neden olur (61).
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2.1.2. Tanisal Yaklasim
2.1.2.1. Klinik tam

CADASIL hastaligmin  klinik tanisinda, MRI bulgularindan ak madde
hiperintensiteleri onem tasir. Ak madde lezyonlar1 periventrikiler bdlgede ve derin ak
madde de yogunlasmistir, yizeysel ak madde de az da olsa gorulur. Etkilenen bolgeler
ise frontal, parietal ve anterior temporal ile eksternal kapsuldir (62-65).

Sekil 2-4: FLAIR (Fluid-attenuated inversion recovert) MRG goruntulemesinde
hiperintens alanlarin bazilar1 kirmiz1 oklarla gosterilmistir. A) Aksiyal kesitte eksternal
kapstilde goriilen ak madde lezyonlar1 B) Koronal kesitte temporal bélgede ak madde
lezyonlar1 C) Aksiyal kesitte temporal bolgedeki ak madde lezyonlari
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Klinik tanida ayrica asagida verilen dort bulgu belirleyicidir (Sekil 2-5).

Migren: CADASIL hastalarmin %20-40’inda aurali (gérme bozukluklari,
sintilasyon skotomi, afazi, hemiparezi, hemihipoestezi gibi auray1 takip eden bas agrisi
ataklar1), %60’a yakininda aurasiz migren agrilar1 gézlenir. Migren ataklarinin ortalama
30’1u yaslarda basladig bildirilse de 20’li yaslarda da ortaya ¢iktigin1 gosteren vakalar
bulunmakta ve auranin progresif olarak siklastigi da bildirilmektedir (1,55-59).
Kadinlarda ilk aural1 migren ataklarinin ge¢ gebelik ya da lohusalik zamanlarinda ortaya

¢ikabildigi ve zaman i¢inde kotiileserek devam ettigi gosterilmistir(1,66-69).

Iskemik ataklar: Semptomatik hastalarin yaklasik %85’inde gériiliir. Inme
semptomunun goriilme yas aralifi genistir. Ilk inmesini 11 yasinda yasayan hasta
oldugu gibi (66), ilk inmesini 70 yasina ulasana kadar yasamayan hastalar da
bildirilmistir (70). Bu gibi ileri yas vakalarda iskemik ataklarin etiyolojisi yaslanma ile
siklasan aterosklerotik inmeler ile karisabilmektedir. Genel olarak CADASIL
hastalarinda inme gegcirenlerin yas araligi 40-50 olarak belirtilmektedir. inmelerin
nerdeyse hepsi subkortikal bolgede meydana gelir ve tipik olarak lakiiner sendromlara

(duyu ve motor aktivite kayiplari, dizartri, kognitif yikim, ataksi) yol agar (1,67).

Biligsel Yikim ve Demans: Gegici iskemik atak ve inme sonrasinda goriildigi
bildirilmektedir. Hastaligin ileri safhalarina kadar episodik hafiza korunsa da zaman

igcinde hastada ciddi subkortikal vaskiiler tip demans gelismektedir (71-74).

Psikiyatrik Bulgular: CADASIL hastalarinin %20-30’unda psikiyatrik bulgular
gorulebilmektedir. Depresyon bu semptomlar icinde en fazla gortlenidir. Apati (cevreye
ilgisizlik) yaygin goriilen bir psikiyatrik duygu durum degisikligidir. Fransiz CADASIL
kohortunda hastalarin %41’e yakininda apati goriilmiistiir. Bu durum hastalarin yasi,
kognitif gerilemenin siddeti, diger noropsikiyatrik semptomlar, siklikla depresyon, ve
subkortikal doku lezyonlariin yogunluguyla iliskilidir (75). Manik episodlar pek
yaygin degildir (%2). Sizofreni, ruhsal denge bozukluklar1 (psikozlar), paranoya,
agresiflik ve melankoli bildirilen diger bulgular arasindadir (1,2,67,76).

Tum bu bulgulara ek olarak, kismi veya genellesmis epileptik ndbetler,

hastalarin yaklasik %6-10'unda, genellikle hastaligin ge¢ evresinde goriiliir (77,78).
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Biligsel Gerileme Demans

Motor islev Kaybi

Apati

Duygudurum
Bozukluklari

iskemik Atak

Migren

T2 — Ak Madde Lezyonlari

10 20 30 40 50 60 70 90

(Yas)

Sekil 2-5: CADASIL klinik bulgular1 ve goriilme yas araliklart (1)’den alinmis ve
degistirilmistir.

CARASIL klinik tanisinda ise ndrolojik belirtiler ve bulgular bir¢ok bakimdan,
CADASIL ile benzerlik gosterir. Hipertansiyonun olmamast CADASIL’de oldugu gibi
CARASIL’de de vurgulanan bir durumdur. Etkilenen kisilerin %25'e yakininda 40
yasindan 6nce inme benzeri ataklar goriiliir. Hastalarin ¢ogunlugu CADASIL’de oldugu
gibi lakiiner tip tekrarlayan iskemik inmeler gegirirler. ilerleyen asamalarda bu durum
beyin fonksiyonlarinin bozulmasina, sonunda da 30-40’l1 yaslarda demansin
gelismesine neden olur. Hafizanin etkilenmesi CARASIL hastalariin CADASIL
hastalarina gore daha erken ve agirdir. CARASIL deki ilging bir baska semptom ise,
erkek hastalarda sa¢ kayiplarinin (alopesi) gozle goriiliir sekilde fazla olmasidir. Bu
durum CARASIL hastaliginda konnektif (bag) dokunun bozulmasina baglanir. Ayrica
bu dokulardaki bozulma, alt torasik (gogiis) ve iist bel seviyesi arasindaki disk hernileri
ile spondiloza da sebep oldugundan, CARASIL hastalariin %80’inde bel agrisi
goriiliir. En sik goriilen baglangic semptomu; 20-30 yaslar arasindaki spastisite ve

yiirliylis bozuklugudur. Yirmi ile elli yas araliginda duygudurum degisiklikleri (apati ve
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irritabilite), psddobulber palsi ve bilissel islev bozuklugu gdzlenebilir. Ayrica yaygin
dagilimli ak madde ve eksternal kapsul lezyonlar1 goriiliir. Ak madde hiperintensiteleri,
periventrikiiler ve derin ak maddede simetrik olarak yerlesim gosterir. Temporal lobun
on kismindaki ak madde, serebellum, beyin sapi, orta serebellar pedinkiil ve beyin
ekternal kapsiil CARASIL'in karakteristigi olan T2 agirlikli sinyal anormallikleri
gozlemlenir. Bazal gangliada ve subkortikal ak maddede lakiiner infarklar olusur

(49,79,80).
2.1.2.2. Immiinohistokimyasal bulgular

CADASIL igin en agir histopatolojik bulgular, serebral ak madde ve derin gri
maddede gorilmektedir. Damar tunika adventisyasinda fibroz bag dokusu birikerek bu
arteriollerin tamamen bozulmas: ve tikanmasina neden olur. Immiinohistokimyasal
olarak tunika medyada graniiler osmofilik materyal (GOM) birikimi saptanir. N3ECD
proteininin GOM birikimleri i¢indeki dagilimi yiiksektir. Bu birikimin igeriginde ayrica
cesitli kollajen tiirleri, laminin, klusterin ve diger ekstraseliiler matriks proteinleri de
birikir.

Arteriollerin 6zgiin patolojisi, serebral ak maddede vaskiiler kalinlasma ve
liimen stenozu, ilk olarak Miao tarafindan bildirilmistir (81). Baudrimont ve arkadaslari
(82), bir CADASIL hastasinin beyin arterlerini elektron mikroskopisi (EM) ile
arastirmis ve medyanin i¢ kisminda bulunan ve bazal tabakaya ulasan, daha sonra GOM
olarak adlandirilacak olan graniiler yogunluktaki hiicre dis1 materyali gostermislerdir.
GOM birikimi CADASIL icin patognomik bir bulgudur (Sekil 2-6). Arteriyopati
sistemik oldugundan dermal arterioller de dahil olmak iizere bir¢ok farkli organin
arterlerinde ve deri biyopsisinde GOM yataklart tespit edilebilmektedir (83). EM
tetkikleri icin glvenilir ve deneyimli laboratuarlar diinyada sinirlt sayidadir. Bu nedenle
immdinohistokimyasal testlerle deri biyopsisinde %85-95 hassasiyetle ve %95-100
ozgiilliikkle gosterilen N3ECD'nin EM’e alternatif oldugu bildirilmektedir (29,84).
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Sekil 2-6: CADASIL kiigciik damar patolojisi (85)’den alinmis ve degistirilmistir.

CADASIL hastalarinda GOM, arter ve kilcal damarlarin duvarinda birikim
gosterir. Perisit ve endotel hiicrelerinde olusan kayip, bazal membranda incelme ve kan-

beyin bariyerinde bozulmalara sebep olur (85).

CARASIL'deki ana serebrovaskiiler patoloji, CADASIL ile ayn1 vaskiiler yola
rastlar ve serebral ak madde ile bazal gangliyonlardaki kiicik penetran arterlerde
gorullr. Histopatolojik olarak arterler, tunika medyadasindaki VDKH, 151k mikroskopik
basofilik graniilitesi veya elektron mikroskobik GOM birikimleri olmaksizin ileri
derecede arteryoskleroz — gostermektedir.  Amiloid  birikimi  gérilmemektedir.
CADASIL'deki GOM birikimi gibi hastalikli arterlerde karakteristik bir degisiklik

olmadigindan, deri biyopsileri tani testi olarak kullanilmaz.

Bu vaskiiler patolojiler, 6zellikle serebral ak madde de ¢ok odakli iskemik
infarktlarin yam1 sira yaygin iskemik degisiklikler ve 1limli bir atrofi olusumu ile
sonuglanir. CARASIL'in sistemik yapisi, CADASIL'de oldugu gibi belirgin degildir.
Serebral arterlerdeki vaskiiler degisiklikler etkilenen diger organlarda goriilen

degisimlerden daha siddetlidir (2,49,86).
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2.1.2.3. Genetik Danisma

CADASIL, otozomal dominant kalittm gosteren bir hastaliktir. Etkilenen
olgularin genelde etkilenen bir ebeveyni vardir, de novo degisimler nadir goriliir.
Etkilenen bir kisinin her ¢ocugunun, patojenik varyanti kalitmis olma riski %50'dir.
Ailenin patojenik varyanti biliniyorsa, benzer semptomlart gosteren etkilenmis diger
aile bireylerinin bu degisim i¢in molekiiler genetik tani testi yaptirmasi olanaklidir.
Ancak presemptomatik olan ve 18 yasindan biiyiik olan bir aile bireylerinde noéroloji ve
psikiyatri bolimlerinin konsiiltasyonu olumlu olursa, en az ii¢ ay ara ile yapilan en az
iki tibbi genetik danismanlik seansinda birey halen istekli olursa ve onam verirse,
ailedeki patojenik degisimi tastyip tasimadigi i¢in molekiiler genetik test yapilabilir.
Yuksek riskli bir gebelik ve preimplantasyon genetik tani i¢in dogum Oncesi test
yapilmasit da miimkiindiir, ancak tipik olarak yetiskinlerde ortaya ¢ikan bozukluklarin

dogum Oncesi testleri i¢in talep ¢ok nadirdir ve etik olarak tartigmali bir konudur.

CARASIL, otozomal resesif kalitilan nadir bir hastaliktir. Etkilenen olgularin
her bir kardesinin etkilenme riski %25, tasiyict olma riski %50 ve mutant geni tasimama
sans1 %?25’tir. Bi-allelik mutasyon tasiyan indeks olgunun dogacak tiim ¢ocuklari, esi
mutasyon tagimiyorsa, asemptomatik tasiyicit olarak dogacaklardir. Ailenin patojenik
varyant1 tanimlanirsa, risk altindaki benzer semptomlar1 gdsteren aile bireyleri i¢in

molekiiler test yaptirabilirler.

Bu nadir goriilen norogenetik hastaliklar i¢in giiniimiizde etkin bir tedavi
bulunmamakta, semptomlar1 hafifletmeye ve kisinin yasam Kkalitesini arttirmayi

hedefleyen ilaglar kullanilmaktadir.

Hastaliga neden olan mutasyonlarin yiiksek bir oran1t EGFr domainindeki sistein
residiilerinin bagka bir amino asite doniislimii sonucu, sistein tekrarlarinin tek sayiya
diismesi, ekstraselliiler yapida ¢oziinmeyen multimerik yapilarin ortaya ¢ikmasi ve
serebrovaskiiler alanda toksik madde birikimi ile iligkilidir. Giinlimiizde bu
mutasyonlarin olustugu ekzonlarin, olgun transkriptte ¢eregeve kaymasima yol
acmayacak bicimde, 6zgilin tasarlanmis bir antisens oligoniikleotid (ASO) ile, pre-
mRNA diizeyinde ekzonun atlatilmasi stratejisi gelistirilmistir. Bu starteji halen
Duchenne Muskiiler Distrofisinde (DMD) hastaligi daha hafif formu olan Becker
Muskiler Distrofisine (BMD) doniistirmek igin klinik arastirmalar diizeyinde

kullanilmaktadir (Eteplirsen, Sarepta Pahrmaceuticals). CADASIL’de benzer yaklagim
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hastalarin serebral vaskiiler diiz kas hiicrelerinden hazirlanan kiiltiirlerde denenmis ve
ve ekzonun bagarilt bir bigimde atlatabildigi, NOTCH3 protein fonksiyonunun normale
donebildigi, liganda baglanabilme ve aktive edilebilme 6&zelliklerini kazandigi
gbzlenmistir (87). Bu sonuglar, CADASIL’in genetik mutasyona 6zgiin tedavileri i¢in

umut vaad etmektedir.
2.2. Molekduler Yontemler
2.2.1. DNA Dizileme Yontemleri

2.2.1.1. Sanger Dizileme

DNA zincir uzamasinin sonlandirilmasi esasina dayali bir DNA dizileme
yontemini olan bu yontem Frederick Sanger ve arkadaslari tarafindan 1977 yilinda
kesfedildi. 40 yil1 askin bir siiredir kullanilan yontem molekiiler genetikte en c¢ok
kullanilan ve altin standart olan bir DNA dizileme yontemi olarak kabul edilmektedir.
(88). 3’0OH grubu olmayan modifiye niikleotidlerin (dideoksiniikleotid, ddNTP)
kullanimiyla gergeklesen bu yontem, primer uzama asamasinda, normal niikleotidlere
ek olarak bu modifiye ve floresan isaretli terminator niikleotidlerin, yeni sentezlenen
zincire eklenmesiyle, her basamakta uzamasi sonlanan fragmanlar elde edilir. Floresan
isaretli ve farkli uzunluktaki zincirler, kapiller jel elektroforezinde uzunluklarina goére
ayrilir ve tasidiklart floresan sinyallerle Slgiiliir. Gergeklesen bu islemler bilgiyasar
sistemlerinin entegrasyonuyla birlikte hizl1 ve analizlerinin kolaylikla yapilabilmesine

olanak saglamistir (Sekil 2-7).

a

Reaksiyon karisimu:
Primer + DNA + dMNTP +
JdINTP (florokrom isaretli) + DMNA polimeraz

o)

) t kapiler jel elektroforexzi
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Sekil 2-7: Sanger dizileme agsamalari
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2.2.1.2. Yeni Nesil Dizileme

Insan genom projesinin tamamlanmasindan sonra, ikinci ya da yeni nesil
dizileme (YND) olarak adlandirilan masif paralel dizileme yontemleri gelistirilmeye
baslanmigtir. Glinlimiizde {igiincii nesil dizileme teknolojileride on plana ¢ikmaya
baslamistir. Yeni Nesil Dizileme yontemi, bir Ornekten elde edilen DNA'nin
milyonlarca fragmaninin es zamanli olarak ve yiiksek sayida dizilenmesi esasina

dayanan yontemdir.

Dizileme teknolojileri, genel olarak kalip hazirlama, dizileme, goruntiileme ve

veri analizi basamaklarindan olusur (89).

1. Nesil o o
. 2. Nesil Dizileme 3. Nesil Dizileme
Dizileme
lon PacBio
sanger FLX 454 Solexa (SA(? LllieDd Torrent Helicos (Pacific
g GS (Roche) | (Illumina) b (Thermo (HeliScope) | Bioscience
Biosystem)| * .
Fisher) )
Mekanik . Mekanik Mekanik Mekanik Mekanik Mekanik
veya Mekanik vey3 veya veya veya veya veya
KUttiphane enzimatik pnzimatik enzimatik enzimatik | enzimatik enzimatik enzimatik
Olusturma fragmen-
fragmentas- tasvon fragmen- fragmentas | fragmen- fragmentasyo| fragmentasy
yon 4 tasyon yon tasyon n on
Klonal Klonlama, o
Amplifikasyon| PZR emPZR Kopri PZR emPZR emPZR yok yok
Geridénii- !—hdrOJen Gergek Gergek
. A S e e Prob iyonuna zamanli zamanli
Dizileme | Zincir Piro-dizileme | siimli zincir | . . .
ligasyonu | duyarli yar1 | (Real-Time) | (Real-Time)
sonlanmasi sonlanmasi . .. .
iletken dizileme dizileme

Tablo 2-2: Yeni Nesil Dizileme Teknolojileri (90)’dan alinmis ve degistirilmistir.

Yeni nesil dizileme ile elde edilen veriler kisa okuma uzunluklarina sahip

olduklarindan ileri biyoinformatik araglarla bu dizilerin referans genoma haritalanmasi
ve ardisik birlestirilerek hizalanmasi gereklidir. Kisa okuma uzunluklari (~400bg)
nedeniyle YND yontemleri tekrar dizilerinin, bilyiikk delesyon ve duplikasyonlarin net

olarak belirlenmesini, dengeli translokasyonlarda kirik bolgelerin amplikon sinirlar
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icinde bulunmast durumuna bagli olarak belirlenmesinde olanakli degildir. Ayrica YND
sonucu elde edilen varyantlarin ¢oklugu ve onlarin anlamlandirilmasindaki zorluklar,
ko-segregasyon analizleri, hedef bolgelerin motif veya GC baz igerigi agisindan zengin
olmas1 kaynakli diisilk okuma aliman amplikonlarin yeniden taranmasi gerekliligi vb.
uzun slreli ve ek masraf gerektiren islemlerdir (91).

YND teknolojisindeki yeni gelismeler temeli PZR’e dayali olmayan, iiciincii
nesil dizileme teknolojilerin 6n plana ¢ikmasini saglamistir (92). Bu teknoloji, daha kisa
siirede veri eldesini sagmasi, PZR hatalarinin 6niine gegmeyi hedeflemesi, uzun okuma
oranlari, kiigiik miktarlarda baslangi¢c materyalinin kullanim1 gibi avantajlari vardir.

Bu caligma kapsaminda ikinci nesil dizileme teknoloji sistemlerinden biri olan

Ion Torrent Platformu kullanilmistir.

2.2.1.3. lon Torrent Sistemi ve Ozellikleri

Nikleotidlerin uzayan DNA zincirine eklenmesi sonucu agiga c¢ikan H+
iyonlarinin neden oldugu pH degisimlerini algilayan bir sisteme sahiptir. ‘Life
Technologies tarafindan 2010 yilinda piyasaya siiriilmiistiir. Dizileme i¢in floresan
isaretli niikleotidlere, kamera ya da lazer sistemlerine ihtiyag duymaz. Bu yonuyle lon

Torrent platformunun diger platformlara gore ekonomiktir.

lon Torrent platformunda kiituphane ve taslak hazirlama asamalari; DNA'nin
multipleks primerlerle amplikon temelli ¢ogaltilmasi, elde edilen fragman uglarinin
enzimatik olarak modifikasyonu (end repair) ve adaptorlerin baglanmasi, adaptor bagh
kiitiiphane fiiriinlerinin emiilsiyon PZR ile ¢ogaltilmasindan olusur. Uglara adaptor
bagli DNA fragmanlari, lizerlerinde adaptor dizilerin tamamlayici bazlarindan olusan
dizilerin kovalent olarak bagli bulundugu boncuklarla eslestirilir ve igerisinde PZR igin
gerekli reaktiflerin ve polimerazin bulundugu yag miselleri olusturulurak her bir DNA
fragman1 emPZR ile amplifiye edilir. Zenginlestirme asamasinda amlifiye edilmis DNA
fragmanlarim1 tasiyan boncuklar, yag parcaciklari, reaktifler ve amplifikasyona
katilmamis boncuklardan ayristirilir. Bu platformda altinda iyon sinyal alicis1 bulunan
milyonlarca kuyucuga sahip ¢ip lizerinde dizileme yapilmakta ve dizileme sirasinda
amplikonlara ANTP baglandig1 esnada ortaya salinan H* iyonlarini bu sinyal alicisi

algilayarak ham veriye dontistirmektedir (93).
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Is akis1 sirasiyla, sinyal isleme, baz isimlendirme, haritalama, varyant
isimlendirme-onceliklendirme ve yorumlanmasi basamaklarindan olugmaktadir. Bu
basamaklar platormun Torrent Suite Server (TSS) olarak adlandirilan programi
tarafindan otomatik olarak gerceklestirilmektedir. Varyant isimlendirme ve
onceliklendirme TSS ile olusturulmus BAM ve BAM-BAI formatindaki verinin lon
Torrent platformunun lon Reporter programi ile tekrar varyant isimlendirme,

onceliklendirme ve iliskilendirme ile birlikte ileri analize alinmaktadir.

Sinyal Isleme ve Baz Isimlendirme: Bu asama sonrasinda veri haritalanmamus

BAM dosyasi1 formatina doniistiiriilmektedir.

Ham Verinin Kalite Kontroli: Ham verinin adaptér kontaminasyonu, in-del
ve diisiik kaliteli okumalardan kaynaklanan yapay dizilerden arindirilmasi, standartlara
uymayan okumalarin ¢ikarilmasi veya diizeltilmesi asamasidir. Baz kalite degerlerinin
ve niikleotid dagiliminin gorsellenmesini, primer kontaminasyonu, niikleotit igerigi ve

GC fazlalig gibi dizi 6zelliklerine gore okumalarin filtrelenmesini igerir.

Haritalama ve Hizalama: Okumalarin referans genomdaki lokalizasyonlarin
belirlenmesi amaci ile haritalanip hizalandig1 basamaktir. FASTQ formatindaki diziler
SAM/BAM uzantili dosya formatina doniistiiriiliir. Veriler bam dosyas1 olarak saklanir.
Platform bu asama i¢in TMAP (Torrent Mapping Alignment Program) algoritmasim

kullanmaktadir.

Haritalama Sonrasi Kalite Kontrolii: AQ17 (alignment quality 17): %2 ve
daha diisiik hata payi ile haritalanan baz sayisi, AQ20 (alignment quality 20): %1lve
daha diisiik hata payi ile haritalanan baz sayisi ve Perfect (miikemmel): hata payi

olmayan olmak iizere ii¢ formu vardir.

Varyant Belirleme, Filtreleme ve Isimlendirme: Hizalanmis dizilerin referans
genomla kiyaslanarak varyasyonlarm belirlendigi basamaktir. Ileri analiz asamasinda
TSS tarafindan tretilmis BAM formatindaki referans genoma hizalanmis olarak
saklanan veriler lon Reporter programina aktarilir, lon Reporter programi ¢alisma igin
belirlenmis varyant isimlendirme ve analiz parametreleri ile varyantlar1 belirleyerek
iliskilendirme sonrasi detayli VCF raporu olusturur. Varyantlar belirlendikten sonra

IGV (Integrated Genome Browser) programinda goriintiilenebilir.
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2.2.1.4. Varyant Analizinde Kullanilan Tahmin Programlar:

Varyantlarin analizinde asagidaki in silico programlarindan yararlanilarak

tahminsel patojenite degerlendirilmistir.

Mutation Taster: Insan genomundaki dizi degisimlerinin patojenite etkisinin
degerlendirildigi hesaplamaya dayali bir programdir. Ekzonik ve inronik degisimler,
kisa insersiyon, delesyon ile ekzon-intron sinirindaki degisimlerin fonksiyonel etkilerini
tahmin etme amaciyla tasarlanmis bir tahmin aracidir. Analizde prob value olarak
verilen deger tahminin olasiligini belirtmektedir. Bu deger 1’e yaklastik¢a gilivenirliligi

artmaktadir (94).

PROVEAN: PROVEAN, protein yapisini olusturan aminoasit diziliminde meydana
gelen degisimlerin protein fonksiyonunu etkileyip etkilemedigini tahmin etmek icin
gelistirilmis bir analiz aracidir. Hem tek hem de ¢oklu amino asit degisimlerinin ortaya
cikaracag etkileri tahmin eder. Esik degeri -2.5 olarak belirlenmistir. Bundan yiiksek
degerler neutral olarak bildirilir. Bu durum degisen amino asitin protein tizerindeki
etkisinin patojenik olma olasiliginin diisiik oldugunu gosterir. Esik degerinden daha
diisiik sayisal veriler ise, aa degisiminin protein iizerindeki etkisinin patojenik olma

olasiligimin yiiksek oldugu anlamina gelir ve deleterious olarak bildirilir (95).

SIFT: Amino asit degisimlerinin protein fonsiyonunu nasil etkiledigini gosteren
hesaplamaya dayali bir tahmin aracidir. PSI-BLAST tan homolog diziler arasindaki
korunmuslugun analizini yaparak bir tahmin puani verir. SIFT tahmin puani 0 ve 1
araliginda olur. 0’a yakin degerler Damaging, 1’e yaklastik¢a Tolerated olarak verilir
(96,97).

PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping v2): Yapisal ve karsilastirmali evrimsel
yaklasim kullanarak, aminoasit degiimlerinin insan protein stabilitesi ve fonksiyonu
tizerindeki etkisinin tahminini verir. Puanlama aralii O‘dan 1’e kadardir. 0 degeri
“’Benign ” olarak isimlendirilirken, 1’e yaklastikga ‘’Possibly Damaging’’, “’Probably
Damaging’’ ve “’Damaging’’ tanimlamalar1 yapilir. Sayisal puanlamanin yani sira renk
skalas1 gorseli de kullanilir. Bu skalada, yesil ‘’benign’’, kirmizi renge dogru gegis ise

gittikge artan patojenite etkisini gosterir ve ‘’damaging” tanimiyla ifade edilir (98).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Grubu

Calisma grubumuzu, 2003-2017 yillar1 arasinda Istanbul Universitesi, Istanbul
Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dalina, Tirkiye’deki ¢esitli Noroloji
Kliniklerinden CADASIL/CARASIL klinik tanisi ile yonlendirilen olgular olusturdu.
Molekdiler Genetik laboratuvarimizda 2005 ve 6ncesinde NOTCH3 geni ekzon 3 ve 4
analizi ile degerlendirilen toplam 14 olgu, daha sonra 2006-2014 yillarinda hedef ekzon
sayisi arttirildiginda (ekzon 2-6, 11) 80 olgu incelenmistir. 2015 ve 2017 yillar1 arasinda
ise, 64 olgu algoritmik bir yaklasimla NOTCH3 ve HTRAL1 gen analizleri ile
degerlendirildi. Projeye katilan olgularda panel-gen testinde kapsanmayan bolgeler igin

Sanger dizileme yapildi.

Calismanin etik agidan uygunlugu, 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurulu
tarafindan onayland1 (17.12.2015 tarih ve 398480 sayi, ek-1). Calismaya katilan

olgulardan bilgilendirilmis onam alind1 (ek-2).
3.2. Olgularin Degerlendirilmesi
3.2.1. Klinik degerlendirmeler

Olgularin 6ykii ve fizik muayene bulgulart ekte (Ek-1) gosterilen molekuler
genetik analiz istek formu esas alinarak kaydedildi. Aile Oykiilerine gore aile agaclar
cizildi.

3.2.2. Molekuler Analizler

3.2.2.1. DNA eldesi

DNA izolasyonlari, steril 2 ml KsEDTA’l1 periferik venéz kan 6rneklerinden
soliisyon / manyetik boncuk bazli sisteme 6zgiin kitler (Magnapure Large Volume KIT,
ve EZ1 DNA Blood 350 ml kit 154054059 ref n0:951054 QIAGENE) kullanilarak, firma
protokollerine uygun sekilde yapildi.

3.2.2.2. Sanger Dizileme Icin DNA Kalite Ol¢iimii

DNA izolasyonu sonrasi 6rneklerinin yogunluklari (ng/ul) ve absorbsiyon
Olcumleri (Aze0/280~1,80 - 1,89) spektrofotometrede Olgiilerek kayit edildi (Nanodrop
2000c, ThermoScientific). Azeorso degerleri 1.80’den daha az olan 6rnekler yiiksek
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protein kontaminasyonu nedeni ile manuel olarak tekrar ¢oktiiriilerek saflastirildi (Son
konsantrasyonu 2Mm Ammonuim Asetat [NH4+C2H302] ve 2,5 hacim %100 etanol
[C2H50H] ile c¢oktiiriildiikkten sonra, pellet 2 defa %80’lik ve bir defa %100°liik
etanolde yikandiktan sonra kurutularak, dH>O’da ¢oziildii). Azeo2e0 degerleri 1.80-
1.89°den fazla olan Ornekler ise RNase enzimi ile muamele edilerek fazla olan

riboniikleik asitler pargalandi.

3.2.2.3. Primer Tasarlanmasi

Primerlerin tasarlanmasi asamasinda asagidaki Ozellikler gbéz Oniinde

bulunduruldu;

a) Ileri-geri primerlerin baglanma 1silarmin birbirlerine yakin olmasi
(en fazla +/- 2-5°C fark),

b) 18-24 niikleotid i¢cermesine ve igerdigi AT ve CG niikleotidlerinin
mumkiin oldugunca esit dagilimli olmasi,

c) Gen bolgesinde beklenen mutasyonlarin analiz edilmesine olanak
saglayacak bolgeleri kapsamast,

d) Dizi analizinde ilk ~30-60 bazin iyi okunamayabilecegi,

e) Secilen primerlerin, dbSNP veritabaninda daha 6nceden saptanmis

herhangi bir SNP veya tekrarlayan dizi igermemesi

Primerlerin 6zgunligi, UCSC Genome Bioinformatics’den in silico PZR
interaktif sistemi (99) ile test edildi.

3.2.2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Her bir polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) reaksiyonu ic¢in 1X tampon
solisyonu [10X (NH4)2SO4] (ThermoScientific), 25 mM MgCl, (ThermoScientific),
%0-10 DMSO (Biomatik Corporation), 200 uM dNTP (ThermoScientific), 0,2/0,5uM
ileri ve geri primerler ve 0.5 U Taqgpolimeraz enzimi (ThermoScientific) ve 200 ng
genomikDNA kullanildi. Karisim, bidistile su (dH20) ile 50 pl’ye tamamlanarak

hazirlandi. Tim c¢alismalar buz {izerinde gergeklestirildi. Her PZR calismasinda
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amplifiye edilen her bir bolge DNA igcermeyen kontrol PZR (negatif kontrol)’1 ile
birlikte ¢alisildu.

Tablo 3-1: PZR programi

Denatiirasyon 95°C 10dk
Baglanma 64-52°C 30sn
X 25-40 Dongl
Uzama 70°C 4sn - 1dk
Bekleme 4°C 1saat
Duraklama 10°C ©

Yukaridaki PZR programinda, termal dongii cihazlarinda baglatildi.
Amplifikasyon sonrasinda PZR orneklerinden 5 pl alinarak, 50 bg’lik merdiven
markdrii (Sigma) paralelinde 8 pg/ml etidyum bromiir igeren %1.2’lik agaroz (Sigma)
jelde, 1X TBE tamponunda, 120 V da, 20 dk yiiriitiilerek beklenen b¢ uzunluguna gore
ayrilmast saglandi. Ultraviyole 151k altinda elde edilen bantlar goriintiilendi ve kayit
edildi.

3.2.2.5. PZR saflastirma

PZR saflagtirma islemi i¢in GeneJET PCR Purifikasyon Kiti (Thermo Scientific)
kullanildi. Kolon purifikasyon teknigini kullanan bu kitte, elimizdeki PZR iirtinlimiiziin
icine ayn1 miktarda (50 pl) 1:1 oraninda Binding Buffer eklendi. Pipetaj yapildiktan
sonra, tim sivi kit iginden ¢ikan filtreli GeneJET purifikasyon kolonuna aktarildi
ardindan 13.000rpm’de 1 dk santrifiij yapildi. Filtre altina siiziilen siipernatant atildi.
Ayn filtreli kolon tiibiine 700 pul Wash Buffer eklendikten sonra 13.000rpm’de 1 dk
santrifiij yapild1 ve filtre altinda kalan silipernatant atildi. Bu islemin ardindan Wash
Buffer daki alkol kalintilarin1 temizleme amactyla kolon tiibiindeki filtre yeni bir kolona
aktarihir ve hi¢ bir sey eklenmeden bos bir sekilde 13.000 rpm’de 1 dk santrifijii
yapildi. Bu filtre cikarilarak yeni bir mikrosantrijiif tiibiine alind1 ve filtreye 20-50 pl
araliginda Elution Buffer eklendi. Bu sayede saflagtirilmig PZR iiriiniimiiz, filtreden

mikrosantrifiij tiibiine aktarimi saglandi.
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3.2.2.6. Dizi PZR Reaksiyonu

PZR yontemi ile ¢ogaltilan ve ardindan saflastirilan amplikonlarin dizi analizi,

ABI3500 otomatik sekiz kapilerli elektroforezinde (Applied Biosystem) gergeklestirildi.

Dizi analizi reaksiyonu, saflastiritlan PZR {irlinleri ile termal dongii cihazinda

yapildi. Caligsmalarin tiimii buz iizerinde gerceklestirildi.

5X tampon solisyonu olan BigDye buffer, BigDye v3.1 (ddNTPleri ve
AmpliTag DNA polimeraz i¢cermektedir), primer (PZR da kullanilan primerlerden biri
ya da iki ¢ifti ayr1 yonli olarak (dizi okuma kalitesi icin secilir) saflagtirilmig PZR
urinu ve dH20 ilavesiyle final hacmi 10ul olacak sekilde plak (plate - USA Scientific-
800-522-8477) tizerinde bir kuyucuga bir iiriin gelecek sekilde hazirlandi. Karisim

termal dongii cihazinda yiiriitiildii.

Tablo 3-2: Dizi PZR programi

Denatiirasyon 96°C 10sn

Baglanma X 25 DoOngu 50°C 5sn

Uzama 60°C 4 dk
Sonlanma 4°C 0

BigDye dizi reaksiyonu drunlerinin kullanilmayan primer ve diger reaktiflerden
temizligi i¢in plak icerisinde iiriin bagina 1 pl 125 mM EDTA, 1 pl 3M sodyum asetat
ve 25 pl %100 etanol eklendi. Plak aliiminyum koruyucu yapiskan bantla (seal)
kapatilarak oda 1sisinda 15 dakika beklendi ve 3810 rpm’de 45 dak. santrifiij yapildi.
Plak (izerindeki koruyucu yapiskan bant agilarak kuyucuk agizlar tiste gelecek bigimde
cevrildi ve 1100 rpm’de 30 sn. kisa santrifiij yapildi. Her bir kuyucuga 35 pl %70’lik
etanol eklendi. Plak koruyucu yapigkan bant ile kapatildi ve 3460 rpm’de 20 dak.
santriflij edildi. Plak tizerindeki koruyucu yapiskan bant agilarak 1170 rpm’de 60 sn.
kisa santrifiij yapildi. Her bir kuyucuga 10 pl injeksiyon buffer’r [(dH20 ya da HiDi
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formamid (Highly Deionized formamid)] eklendi. Ornekler 95 °C de 5 dakika denatiire
edildi, 2 dakika buz tizerinde bekletildi ve ABI3500 cihazinda yiiriitiildi.

3.2.2.7. Kapiller Elektroforez

Saflastirilan 6rnekler ABI3500 cihazi i¢in uygun olan plak (USA Scientific-800-
522-8477) her bir kuyuya bir 6rnek gelecek sekilde yerlestirildi. Plak santrifiijiinde
(BIOSAN LMC300) 1200 RPM de 2 dakika cevrildi. Santrifiyj bitince, plak ABI3500
cihazina yerlestirilip yiiriitme islemine gecildi. Cihaz yiirlitme isleminde kalibrasyonu

yapilmis dizileme boya seti olan Dye set secildi.

Yiiriitme voltaji: 13,4 kVolts, 06n yiiriitme voltaji: 15 kVolts, injeksiyon
voltaji:1,6 kVolts, yiirlitme siiresi:2.520 sn, On yiiriitme siiresi:180 sn, injeksiyon

zamant:§ sn ve veri gecikmesi (datadelay): 250 sn. ’ye ayarlanarak tirtinler ytirtitiildii.

3.2.2.8. Kapiller Elektroforez Sonuglar: ve Degerlendirmeleri

Kapiller elektroforezi sonucunda alinan piklerin rengine gore degerlendirme
yapildi. Elektroferogramda pik rengi, Adenin ise yesil, Guanin ise siyah, Sitozin ise
mavi ve Timin ise kirmiz1 ile gosterildi. Pikler ABI Sequencing Analysis v5.4 yazilim

ve SeqScape v2.7 (ABI) programlarinda bilgisayar ortaminda analiz edildi.
Analiz sonuglarinin degerlendirilmesinde;

UCSC Genome Browser (100), Ensembl Genome Browser (101) vb. ¢esitli

veribankas: sitelerinden yararlanildi.

SeqScape V3 programinda analiz asamasina gegmeden Once programa referans
dizi yliklendi ve tanitilan transkriptin ekzon ve intronik bodlgeleri program igerisinde
gosterildi. Dizileme isleminden sonra Fasta formatina alinan olgu dizisi programa
yiiklendi ve analiz komutu verildi. Bu islemden sonra, olgu dizisinin hedef gen bolgesi
tizerindeki yeri, dizilendigi primerin yoniiniin dogrulugu (ileri ya da geri primer veya
her ikisi), saflagtirma kalitesi, dizilenen baz sayisi, goriintiilenen pik kalitesi, pik
yiiksekligi ve arka alan kirliligi olup olmadig:1 kontrol edilerek degerlendirildi. Belirtilen
kontrollerden sonra herhangi birinde farklilik var ise ¢aligma PZR asamasi veya yeterli
ornek mevcutsa, dizi saflastirma asamasindan itibaren tekrarlandi. SeqScape V3

programinda analiz agsamasinda, elde edilen olgu dizisi ile referans dizi karsilastirilarak
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tanimlanmis degisimler NCBI Entrez SNP , HGMD ve ENSEMBL GeneSNPView gibi

veritabanlar1 kullanilarak programda isaretlendi.

Bu analizde saptanan degisimler daha Once bahsedilmis in silico
programlarindan (Mutation Taster, PolyPhen-2, SIFT, PROVEAN) yararlanilarak

tahminsel patojenite degerlendirilmistir.

3.2.2.9. Yeni Nesil Dizileme (YND) Tabanlh Panel-Gen Testi
YND c¢aligmasi, 6zgiin tasarlanmig hedef panel-gen testi ile lon Torrent PGM
platformunda gegeklestirildi.

3.2.2.10. YND icin DNA Kalite Olgiimi

Her olgu icin, DNA yogunlugu 1,6-2.0 ng/ul olacak sekilde miliQ (18.2 M[1) su
kullanilarak gerekli seyreltme iglemleri yapildi. Seyreltme sonrasi, her bir olgunun
DNA o6rnekleri 6zgiin kit kullanilarak (Qubit dsSDNA HS Assay Kit) florometrik
yontemle (Qubit® V3.11 Fluorometer) tekrar él¢ildu.

3.2.2.11. YND paneli icin hedef bolgelerin belirlenmesi ve primer tasarimi

Panel kapsaminda, OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) ve HGMD
(Biobase Professional) veri tabanlar1 genler ve mutasyonlari agisindan tarandi. Tekrar
sayist artiglari ve genomik diizeydeki biiyiik indel mutasyonlar IonTorrent PGM
platformuna uygun olmadigindan elendi. Her bir genin 2015 yilindaki HGMD
transkripti referans alinarak TonAmpliSeq Designer internet sayfasindan (21) iligkili
genlerin kodlayan ekzon bolgelerini, UTR bolgeleri ile ekzonlarin 10 bg intron sinir
bolgelerini iceren 242,96 kb’lik alan, toplam 884 amplikon ile % 98,71 kapsamda

(coverage) iki primer havuzundan olusan bir YND paneli olusturuldu.

Demans Paneli adi1 verilen norodejeneretif hastaliklarla (CADASIL, Parkinson
Hastaligi, Alzheimer hastaligi) iligskilendirilmis genleri barindiran panel-gen testindeki

bilgiler asagida verilmistir.
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Demans Panel-gen Bilgileri: ADAM10 (15922, NM_001110.2), APOE(19q13.2,
NM_000041.2), APP (21g21.2, NM_000484.3), ATP13A2 (1p36, NM_022089.2), ATP1A3
(19913.31, NM_152296.3), Cl0orf2  (10023.3-g24.3, NM_021830.4), CALHM1
(10024.33,NM_001001412.3), CLU (8p21-p12, NM_001831.2),CP  (3023-g25,
NM_000096.3), DCTN1 (2p13, NM_004082.4), DNAJC13 (3g22.1, NM_015268.3), DNAJC6
(1p31.3, NM_001256864.1), EEF1D (8g24.3, NM_032378.4), EIF4G1 (3g27-qter,
NM_198241.2), FBXO7 (22q12-q13, NM_012179.3), GAK (4p16, NM_005255.2), GBA
(1g21,NM_001005741.2), GCH1 (14g22.1-g22.2, NM_000161.2), GIGYF2 (2937.1,
NM_001103146.1), GRN (17g21.32, NM_002087.2), HTRA2 (2p12, NM_013247.4), LRRK2
(12912, NM_198578.3), MAPT (17q21.1, NM_005910.5), NOTCH3 (19p13.2-p13.1,
NM_000435.2), NPC1 (18q11-q12, NM_000271.4), PARK2 (6G25.2-027, NM_004562.2),
PARK7 (1p36.33-p36.12, NM_007262.4), PINK1 (1p36, NM_032409.2), PLA2G6 (22q13.1,
NM_003560.2), POLG (15¢25, NM_002693.2), PRKRA (2931.2, NM_003690.4), PSEN1
(14024.3, NM_000021.3), PSEN2 (1g31-g42, NM_000447.2), SLC6A3 (5p15.3,
NM_001044.4), SMPD1 (11p15.4-p15.1, NM_000543.4), SNCA (4g21, NM_000345.3),
SORL1 (11023.2-q24.2, NM_003105.5), SYNJ1 (21g22.2, NM_003895.3), TH (11p15.5,
NM_199292.2), TREM2 (6p21.1, NM_018965.2), UCHL1 (4p14, NM_004181.4), VPS35
(16912, NM_018206.4).

3.2.2.12. Qubit 2.0 Florometre ile DNA Yogunluklarmm Olciimii

Seyreltilmis DNA 6rneklerinden kalibrasyon amagh Qubit dsDNA HS Assay Kit
ile dl¢iildi. Kalibrasyon 6l¢timlerinde, kitin igeriginde bulunan iki farkli standart 6rnek
kullanildi. Standart orneklerin her birine 199 pl Qubit® dsDNA HS Buffer ve 1 pl
Qubit® dsDNA HS Reagent kullanilarak galisma solusyonu hazirlandi. 10 pl standart
Ornek 190 pl ¢alisma solusyonu ile karistirilip 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edilerek
Qubit® 2.0 Florometre’ 6lgiildi. Her bir 6rnek i¢in ayni sekilde hazirlanmis ¢alisma
solusyonu kullanilarak miks (198 pl ¢alisma solusyonu + 2 pl seyreltilmis DNA 6rnegi)
hazirlanarak iki dakika oda sicakhiginda inkiibe edilip o6lgiildii. Ornek DNA
yogunluklar1 istenen araliga (1,6-2 ng/pl) gelinceye kadar gerekli seyreltme ya da

yogunlastirma islemleri yapildi.
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3.2.2.13. Hedef bolgelere ait Hot Spot dosyasinin olusturulmasi

Tasarlanan YND panelinin biyoinformatik analizlerinde, belirlenen tanimlanmis
varyasyonlarin Oncelikli olarak bakilmasini saglamak i¢in hazirlanan bu dosyada,
hedeflenen bolgelerde yer alan bilinen biitlin varyasyonlar1 igeren bilgiler,
amplikonlarin hgl9/GRCh37 ile uyumlu baslangi¢ ve bitis koordinatlart girilerek
ENSEMBL (http://grch37.ensembl.org/) veri bankasindan indirildi. Her bir
varyasyonun yer aldigi kromozom, baslangic ve bitis koordinatlari, ismi, referans ve
degisime ugramis allel bilgilerini kapsayacak bir excel dosyasi olusturuldu.
Tanimlanmig mutasyonlar bilgileri, HGMD Professional 2015.4’de kontrol edilerek
kaydedildi. Olusturulan excel dosyasi, BED dosyasi formatina g¢evrilerek, Torrent

Server ve lon Reporter yazilimlarindaki ilgili analiz akis semasina eklendi.
3.2.2.14., Kiitiiphane hazirlanmasi

Kitiiphane hazirlanmasi, lonAmpliseq Library Kit 2.0 (Life Technologies)
kullanilarak, firma protokollerinde belirtilen sekilde yapildi. Kiitiiphane triinleri, lon
Xpress Barcode Adapters Kit (Life Technologies) ile barkodlandi. Barkodlanan
kitlphane drtnleri Agentcourt AMPure XP reagent ve % 70°lik alkol kullanilarak
saflastirildi. Normalizasyon i¢in miktar tayini, lon Library Quantitation Kit kullanilarak

qPCR yontemi ile yapildi.
3.2.2.15. Hedef DNA bolgelerinin Cogaltilmasi

Hedef DNA bolgelerinin ¢ogaltilmasi i¢in toplam 884 primer ¢ifti iceren (havuz
I: 448 primer ¢ifti; havuz II: 436 primer ¢ifti) iki adet primer havuzu kullanildi. Her bir
ornek i¢in iki farkli primer havuzu kullanilarak Tablo 3-3* deki gibi iki farkli karigim

hazirlandi.

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

Malzeme Miktar

5X lon Ampliseq HiFi Miks 4 ul

2X lon Ampliseq Primer Havuzu 10 pl
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PZR i¢in hazirlanan iki pool ig¢in, iki farkli miks kullanilarak her bir 6rnek

basina Tablo 3-4’de gosterilen sekilde iki farkli soliisyon olusturuldu.

Tablo 3-4: Kiitiiphane PZR soliisyonlari

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

Hedef bolgelerin ¢ogaltilmasi igin, hazirlanan PZR solusyonu, program

kullanilarak termal dongii cihazinda hedef bolgelerin ¢ogaltilmasi i¢in kullanildi.

Tablo 3-5: Termal dongii programi

Evre Basamak Sicakhk Sire
"Bekleme Enzim aktivasyonu 99 °C 2dk
Denattrasyon 99 °C 15 sn
Dongi (x16)
Baglanma ve uzama 60 °C 4 dk
Bekleme - 10 °C o0

3.2.2.16. Primer Dizilerinin Kismi Olarak Kesilmesi

Ardindan primer dizilerinin kismi olarak kesilmesi amaciyla, her bir DNA
orneginin iki farkli primer havuzu ile ¢ogaltilmis olan PZR fiiriinleri, her birinden 10’ar
ul alinarak, toplam hacim 20 pl olacak sekilde birlestirildi. Birlestirilmis iirtinlere 2 pl
FuPa Reagent eklenerek, gosterilen (Tablo 3-6) programda termal dongli cihazina

alindu.

Tablo 3-6: Primer dizilerinin kesimi i¢in kullanilan termal déngti programi

Sicaklik Sure
50 °C 10 dk
55°C 10 dk
60 °C 20 dk
10 °C Duraklama (1 saate kadar)
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Daha sonra barkod ve adaptor ekleme asamasina gecildi. Her bir barkod Tablo

3-5” deki kimyasallar eklenerek 1:4 oraninda seyreltildi.

Tablo 3-7: Barkod-Adaptor karisimi

icerik Hacim
lon P1 Adaptor 2 ul
lon Xpress™ Barcode X* 2ul
Niikleazdan armdirilmig su 4 ul
Toplam hacim 8ul

* 1: Secilmis barkod

Barkod-adaptorlerin, primer dizilerinin kismi kesiminden sonra elde edilen
urine ligasyonu igin Tablo 3-8’daki karisim eklendi ve Tablo 3-9’deki programda

termal dongii cihazina alindi.

Tablo 3-8: Barkod-Adaptor ligasyon soluisyonu

Malzeme Hacim
Switch solusyonu 4 ul
Barkod-Adaptor Karigimi 2 ul
DNA ligaz 2 ul

Toplam Hacim (22 pl Grin ile birlikte) 30 pl

Tablo 3-9: Ligasyon i¢in kullanilan termal dongii programi

Sicakhik Sare
22°C 30 dk
68°C 5dk
72°C 5dk
10 °C Duraklama (24 saate kadar)
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Barkod-adaptorlerin ligasyonu sonrasinda fazla DNA materyalinin ve enzimlerin
uzaklagtirllmasi amaciyla ¢ogaltilmamis kiitliphane {rilinlerinin  saflastiriimasi

asamasina gegildi.

Her bir 6rnege 45 pl (toplam 6rnek hacminin 1.5 kat1) Agencourt AMPure XP
Reagent eklenerek pipet yardimiyla karistirildi ve 5 dk oda sicakligina bekletildi. Sonra
ornekleri iceren plate manyetik bir rafa (DynaMag-96 Side Magnet Cat.n0.12331D)
alindi ve solusyon berraklasincaya kadar (~2 dk) oda sicakliginda inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi pellete zarar vermeden supernatant uzaklastirildi. Ardindan her bir
ornege 150 pl taze hazirlanmis % 70°lik etanol eklendi. Plate, manyetik raf tizerinde her
iki yana hareket ettirilerek, barkodlanmis amplikonlarin bagli oldugu manyetik
boncuklarin etanol ile yikanmasi saglandi ve supernatant uzaklagtirildi. Bu islem ikinci
kez tekrarlandiktan sonra alkoliin tamamen ortamdan uzaklastigindan emin olmak i¢in 5

dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

DMNA ve ya cDNA

Primer giftleriile Hedef amplifikasyonu

AMPLIKONLAR

Amplikonlann kismi kesimi

N X poooos
Barkod Adaptdrler P1 x\% Adaptérlerin ligasyonu
X P1
rogese Y999 Barkodlanmis
oGOl SOOI kiitiioh
. ~oooo: Ktliphane

Kitliphane dlglimii

Kitiphanelerin birlestirilmesi{opsiyonel)

Sekil 3-1: Kiitiiphane hazirlama asamalar1 (21)’den degistirilerek alinmistir.



53

3.2.2.17. Barkodlanan Kiitiiphane Uriinlerinin Saflagtirilmasi

Bu agsamada her bir 6rnege 45 ul (toplam 6rnek hacminin 1.5 kati) Agencourt
AMPure XP Reagent eklenerek pipet yardimiyla karistirildi ve 5 dk oda sicakligina
bekletildi. Sonra Ornekleri igeren plate manyetik bir rafa alindi ve soliisyon
seffaflasincaya kadar (~2 dk) oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi pellete
zarar vermeden supernatant uzaklastirildi. Ardindan her bir 6rnege 150 pl yeni
hazirlanmis % 70’lik etanol eklendi. Plate, manyetik raf tizerinde her iki yana hareket
ettirilerek, barkodlanmis amplikonlarin bagli oldugu manyetik boncuklarin etanol ile
yikanmas1 saglandi ve supernatant uzaklastirildi. Bu islem ikinci kez tekrarlandiktan
sonra alkoliin tamamen ortamdan uzaklastirildigindan emin olmak i¢in 5 dk oda
sicakliginda inkiibe edildi veardindan kiitiiphane {iriinlerinin normalizasyonu agsamasina

gecildi.

3.2.2.18. Saflastirilmis Kiitiiphane Uriinlerinin Normalizasyonu, Olciimii ve

Sulandirma Faktorind Hesaplama

Kiitiiphane, normalizasyonun yapilabilmesi i¢in yeterli materyal elde etme
amaciyla Platinum™ PCR Super Mix ve Library Amplification Primer Mix ile
amplifiye edildi. Bu amacla, manyetik boncuklara bagli olarak bulunan kiitiiphane
urinleri miknatishi alinir. 50 pL Platinum ™ PCR Super Mix HiFi ve 2 puL Library
Amplification Primer Mix her iiriine gelecek sekilde karisim haline getirildi. Yapiskan
film ile kapatilan plate, manyetik rafa yerlestirilerek en az 2 dakika oda 1sisinda
beklenilir. 50 ul siipernant her kuyudan cekilerek yeni plate’e (bos kuyu) aktarilir. Yeni
platedeki Triinler termal dongii cihazinda asagidaki tabloda bulunan programda
cogaltildi. Cogaltma islemi sonrasinda Qubit 2.0 Fluorometer cihazi ile amplifiye

edilmis kiitliphane tirtinleri 6l¢timii yapildi.

Tablo 3-10: Kiitiiphane amplifikasyonu i¢in termal dongii programi

Asama Is1 Zaman
Bekleme 98°C 2 Dakika
98°C 15 Saniye
Ddngu(X5)
64°C 1 dakika
Duraklama 10°C Duraklama
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Termal dongii programindan alinan iiriinler, Agencourt AMPure XP Kit ile iki
asamal1 saflastirma islemine tabii tutuldu. Ilk asamada yiiksek molekiil agirlikli DNA
boncuklara baglanirken, amplikonlar ve primerler soliisyon halinde kaldi. Bunun igin,
platedeki 6rnek hacminin 0,5X miktarinda Agencourt ™ AMPure ™ XP Reaktifi 25 puL
her bir kuyuya eklendi. Boncuk siispansiyonunu DNA ile iyice karistirmak i¢in birkag
kez pipetaj isemi yapildi. 5 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. Ardindan plate magnetik
rafa alinir ve burada da en az 5 dakika bekletilir ve solusyon berraklastiktan sonra her

bir kuyudaki iirtin, boncuk pellete zarar verilmeden ¢ekilerek yeni kuyulara aktarildi.

Ikinci turda, amplikonlar boncuklara bagland: ve primerler siipernatantta kaldi.

Boncuk peletinden amplikonlari ¢oziilerek ayrigtirildi.

Bu amagla, Agencourt AMPure XP Reaktifinden 60 puL eklendi (1.2X orijinal
ornek hacmi). Boncuk siispansiyonunu DNA ile iyice karistirmak i¢in birka¢ kez

pipetaj yapildi. Boncuklarla tamamen baglanmasi i¢in 5 dakika oda 1sinda inkiibasyona

birakildi.

Bu islemden sonra plate magnetik rafa aktarildi. Burada 3 dakika kuyulardaki
stvi berraklasana kadar yani amplikonlar tamamen boncuklara baglandiktan sonra,

geriye kalan siipernatant ¢ekilerek kuyudan uzaklastirilip atildi.

Boncuklarin yikanmasi i¢in 150 pL yeni hazirlanmis %70’lik alkol her bir
kuyuya dagitildi. Plate, manyetik raf Uzerinde her iki yana hareket ettirilerek,
barkodlanmig amplikonlarin bagli oldugu manyetik boncuklarin etanol ile yikanmasi

sagland1 ve supernatant uzaklastirild.

Bu islem ikinci kez tekrarlandiktan sonra alkoliin tamamen ortamdan

uzaklastigindan emin olmak icin 5 dk oda sicakliginda inkiibasyon yapildi.

Magnetik bocuklardan amplikonlarin ayristirilarak ¢oézlinmesi i¢in her bir
ornege 50 pl Low TE (Tris-EDTA) eklendi. Low TE eklenmis 6rnekleri iceren plate,
manyetik rafa yerlestirildi ve manyetik boncuklarin kuyucuklarin kenarlarina tam olarak

yapismasi i¢in oda sicakliginda 2 dk bekletildi.
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3.2.2.19. Kutuphanenin  kantitasyonu  icin  dilusyon  faktérinin

hesaplanmasi ve ol¢iimii

199 pl Qubit™ dsDNA HS Buffer ve 1 pl Qubit™ dsDNA HS reagent
karistirtlarak Working soliisyonu hazirlandi. 10 pl amplifiye edilmis kiitiiphane iizerine
190 pl bu karisim eklendi. ki dakika oda 1sisinda inkiibasyona birakildi. Bu sirada
Qubit Standard 1 ve 2 nin tizerine (10’ar pl) ve 190 pul Working Solusyonu eklendi. Bu
standartlar Qubit 2.0 Fluorometer cihazina tanitildiktan sonra inkiibe edilmis iiriinler

cihazda ol¢uldu.

Elde edilen konsantrasyon 24 ng/pl ye bollnerek dilusyon faktort bulundu.
Sabit olarak belirledigimiz 10 pl iriin tizerine Dilusyon faktér oranina gore
belirledigimiz miktarda Low TE eklenir. Bu islemden sonra , tiim kiitiiphane iiriinleri

~100 pM yogunluga esitlenerek normalizasyon ger¢eklestirildi.

Esitleme sonrasinda her kiitiiphane 6rneginden 10 pl alinarak emiilsiyon PZR’de

kullanilmak tizere stok kiitiiphane hazirlandi.
3.2.2.20. Taslak (Template) Hazirlanmasi

Bu asamada normalize edilmis kiitiiphane iriinlerine emulsiyon PZR ve
zenginlestirme islemleri uygulandi. Bu islemlerde lon PGM™ HiQ™ View OT2 Kit
kullanildi.

3.2.2.21. Emulsiyon PZR

Emiilsiyon PZR asamasinda hedef bolgeleri igeren kiitliphane {iriinlerinin yag-su

emiilsiyonlar1 olusturarak klonal ¢ogaltilmas1 amacglanmistir.

Bir 6nceki basamakta hazirlanan stok kiitliphane tirtiniinden 2 pl alinarak toplam
hacim niikleazdan arindirilmis su ile 25 pl’ye tamamlandi. Boylece kiitiiphane iiriinleri
12 pM’a seyreltildi. Emiilsiyon PZR i¢in tablo 3-14’de gdsterildigi gibi amplifikasyon

¢Ozeltisi hazirlandu.



Tablo 3-11: Amplifiskasyon Cozeltisi

1 Arindirilmis su 25 ul
2 lon Pgm Hi-Q View Enzim Miks 50 pl
3 Dille kutuphane drini 25 ul
4 lon Pgm Hi-Q View ISP 100 pl
Total 1000 pl

reaksiyon filtresine (lon PGM OneTouch Plus Reaction Filter) yiiklendi. Ardindan 2
kez 850 pl reaksiyon yagi filtreye ilave edildi. islem sonucunda elde edilecek iiriinlerin
toplanacag 2 tiibe (recovery tubes) cihaza yerlestirilmeden once 150 pl Ion OneTouch

Breaking Solution eklenip cihaza yerlestirildi. Kullanilan kite uygun programda,

IonOneTouch 2 cihazinda emiilsiyon PZR yapild1.

Sekil 3-2: lon OneTouch Emiilsiyon PZR cihaz

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7
8)
9)

lon OneTouch Reaksiyon Filtresi
Is1 blogu i¢indeki Amplifikasyon Plate ¢ ulagimi saglayan kol
Atik tiibiiniin koyuldugu alan

lon OneTouch Recovery Soliisyon tubi

’Ion OneTouch Oil Soliisyon tiibil

Atik kutusu
Atik tablasi

Santrifij

lon OneTouch DL Enjektér merkezi

10) Cihaz ana ekrani
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Hazirlanan amplifikasyon ¢ozeltisi vorteks ile karistirildiktan sonra, tiim karisim
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Emiilsiyon PZR sonras1 ~10 dk santrifiij yapilarak amplikon yiiklii partikiiller
(ISP) dibe cokturuldu. Toplam 100 ul Griin kalacak sekilde her iki tiipteki supernatant
kisim atildi. Ustlerine 500 ul Ion OneTouch Yikama Soliisyonu eklendi. Yeterli pipetaj
yapildiktan sonra 1.5 ml yeni bir eppendorf tiipte bu iirlinler birlestirildi. 2,5 dk
santrifiij yapildiktan sonra renkli olan amplikon yiiklii partikiillerin oldugu pellete zarar
vermeden tiipte 100 ul kalacak sekilde siipernatant ¢ekilerek atildi.

3.2.2.22. Emiilsiyon PZR Uriinlerinin Zenginlestirilmesi

Zenginlestirilme islemi i¢in gerekli ¢ozeltiler sirasiyla hazirlandi.
1. Melt-Off Cozeltisinin Hazirlanmasi

Final yogunluklar; % 0.1 Tween deterjan ve 125 mM NaOH olacak sekilde

hazirlandi.
280 ul Tween c¢ozeltisi + 40 pul 1 M NaOH = 320 ul Melt-Off ¢ozeltisi
2. Streptavidin C1 Boncuklarinin Yikanmasi

DynaBeads MyOne Streptavidin C1 Beads pipetaj yapildiktan sonra ve 13 pl
alinarak 1.5 ml’lik ependorf tiipiine aktarildi. Ependorf, manyetik rafa (DynaMag™-2
Magnet) alind1 ve oda sicaklifinda 2 dk bekletilerek boncuklarin ependorf duvarma
yapismasi saglandi. Kalan supernatant uzaklastirildi. 130 ul MyOne BeadsWash
Solution eklenerek ependorf manyetik raftan alindi ve pipet yardimiyla karistirildi.

Boylece streptavidin C1 boncuklari, stok ¢ozeltiden uzaklastirilmis oldu.

Hazirlanan c¢ozeltiler ve emiilsiyon PZR iiriinii, tabloda gosterilen sirada 8

kuyulu levhaya yiiklendi.

@@@@@@@@

Sekil 3-3: lon OneTouch™ ES cihazindaki soliisyon yerlesimi
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Tablo 3-12: Zenginlestirmede kullanilan soliisyonlar

Kuyu Numarasi Yuklenen malzeme
Kuyu 1 Emulsiyon PZR Grtnd (100 ul)
Kuyu 2 DynaBeads® MyOne™ Streptavidin C1 Beads (130 pl)
Kuyu 3 lon OneTouch™ Wash Solution (300 pl)
Kuyu 4 lon OneTouch™ Wash Solution (300 pl)
Kuyu 5 lon OneTouch™ Wash Solution (300 pl)
Kuyu 6 Bos
Kuyu 7 Taze hazirlanmis melt-off ¢ozeltisi (300 pl)
Kuyu 8 Bos

Zenginlestirme islemi hazirlananlar icin hazirlanan bu solusyonlar lon
OneTouch™ ES cihazina yerlestirildi. Zenginlestirme sonras1 olusacak {iriiniin
aktarilacagi 0.2 ml ependorf tiiptine 10 pl noétralizasyon ¢ozeltisi konulduktan sonra

cthaz calistirildi.
3.2.2.23. Zenginlestirilmis Uriinlerin Dizilenmesi

Dizileme igin Ton PGM™ Hi-Q™ View Sequencing Kit kullanildi. Klorid
tablet ve 18 MQ su ile yikamalarinin ardindan pH kalibrasyonlar1 yapildi.
Zenginlestirilmis Uriinler ¢ipe lon 318™ Chip v2 yiklendi. Tablo 3-16’daki gibi

dizileme plan1 olusturularak dizileme islemi baslatildi.



Tablo 3-13: Dizileme plan sablonu
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lon Reporter Version: 5.6
Ornek DNA
Hedef Teknigi AmpliSeq DNA

Ion reporter is akisi

DSD_workflow

Kiitiiphane hazirlanmasinda kullanilan kit

lon AmpliSeq 2.0 Library Kit

Kiitiiphane anahtan

lon TCAG (TCAG)

Template Kiti Ion PGM™ Hi-Q™ View OT2

Dizileme Kiti lon PGM Hi-Q View Sequencing Kit

Akis sayis1 850

Cip Tipi Ton 318™ Chip V2

3' Adaptor: lon P1B
(ATCACCGACTGCCCATAGAGAGGCTGAGACQ)

Barkod lonXpress

Boncuk yukleme (%0) 10

Anahtar Sinyal (1-100) 30

Kullamlabilir dizi (%) 30

Referans Kitiphane

Hg 19 (Homo sapiens)

Hedef Bolgeler

IAD82119 197 Designed

Hotspot Bolgeler

ALZ_PARK_CAD_HOTSPOTS v2

CoverageAnalysis
FileExporter

Eklentiler RunTransfer
variantCaller (germline_low_stringency)
Proje ALZ_PARK_CAD_Panel

3.2.2.24. Veri Analizi

Dizileme sonrasinda Torrent Server yazilimina aktarilan verilere ait BAM

dosyalari, analiz i¢in Ion Reporter yazilimina aktarildi. Hedef bolgelere ve hotspot

bolgelere ait BED dosyas: eklenerek ve gerekli parametreler oOnerilen araliklarda

tutularak, Ion Reporter da analiz akis semasi olusturuldu. Her bir hasta, bu akis semasi

ile analiz edildi. Her hastada bulunan degisimler, filtrelere tabi tutularak birka¢ asamada

degerlendirildi. Oncelikle referansdan farkli olmayan veriler (NoREF), okuma

allmamamis bolgelere ait veriler (NoCall) ve nadir allel frekans degerleri (MAF) <0.02

olmayan degisimlere ait veriler filtrelendi.
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Filtreleme sonrasi kalan degisimler hotspot verilerine gore degerlendirildi.
Hotspot dosyalarinda tanimlart bulunmayan degisimler; bulunduklar1 bdlge, cerceve
kaymasi, dur kodonu olusumu ve aminoasit degisimine yol agmalarina gore listelendi.
Ardindan bu tanimlanmamis degisimlerin in silico olarak patolojik olup olmadig
asagidaki tahmin programlarinda (MutationTaster, Polyphen-2, SIFT, PROVEAN) gore
degerlendirildi.

Bunlara ¢k olarak filtre isleminden sonra saptanan bitiin varyantlar lon Torrent
Platformuna 6zgii okuma hatalarin1 eleme amaciyla IGV dosyalarindan kontrol edildi.
Bu islemin de ardindan her degisimin calisma grubunda kag¢ olguda gorildigi

degerlendirildi.
3.2.3. YND ile Saptanan Degisimlerin Sanger Dizileme ile Dogrulanmasi

Saptanan  degisimler, okuma kapsamlarma ve derinliklerine  gore

degerlendirildikten sonra dogrulama i¢in Sanger dizileme ile incelendi
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4. BULGULAR

Bu tez kapsaminda CADASIL/CARASIL klinik tanili toplam 64 indeks olguda
molekiiler mutasyonlar1 arastirmak amaciyla algoritmik bir yaklasimla NOTCH3 ve

HTRA1L genlerinde inceleme yapildi.

Ik asamada hedef ekzonlar 2-6 ve 11 SD ile incelendi. Bu asamada bes olguda
ekzon 4°de, bir olguda ekzon 5’de ve dort olguda ekzon 11°de mutasyon gosterilerek
toplam 10 olgu tan1 almis oldu (Tablo 3-1) ve mutasyon saptama oraninin %15,6 oldugu
belirlendi. Bir sonraki asamada mutasyon saptanmayan 54 olguda YND tabanli panel-
gen testi ile NOTCH3 geni incelendi. Bir olguda ekzon 19°da ve iki olguda ekzon 22’de
mutasyon saptandi. Panel-gen testinin katkisiin, % 4.7 oldugu belirlendi. Panel-gen
testinin kapsam dis1 biraktigi yedi farkli bolgede, 908 b¢’lik bir alan igin proje
kapsaminda 0zgiin primerler tasarlandi. Bu bolgeler 51 olguda SD ile incelendi ancak

herhangi bir mutasyon saptanmadi.

Birinci basamak testinde olgu 1 ve olgu 3’te saptanan varyantlar, NOTCH3
proteininin mutasyonlarin sik gosterildigi ekstraseliiler domaininde (EGF-3 ve EGF-4)

yer alan yanlis anlamli degisimler oldugu ve daha once literatiirde tanimlanmamis

oldugu belirlendi (Tablo 4-1).

Olgu 1°deki degisim (p.C185W), yiiksiiz polar siilfhidril grubu igeren sisteini
non-polar triptofana doniistiiriirken, olgu 3’deki degisim (p.C128R) yiiksiiz polar
stilhidril grubu iceren sisteini, yiiklii polar bazik arjinine donlismesine neden
olmaktadir. Literatiirde bu degisimle (p.C185W) ayn1 kodonda yer alan ii¢ farkli nokta
mutasyonunun (¢.553T>C, c.553T>G, c¢.553T>A) sisteinin yerine sirastyla arjinin
(p.C185R), glisin (p.C185G) ve serinin (p.C185S) gegmesine yol actifi ve CADASIL
hastalig ile iliskili oldugu bildirilmistir (70,76,102,103).

Olgu 1’in ailesinde iki saglikli erkek ve dort saglikli kiz kardesi oldugu bilgisi
mevcuttu. Ayrica tibbi Oykiisiinde annesinin saglikli babasinin ise 75 yasinda baglayan
demans1 oldugu ve 80 yasinda 61diigli bilgisi raporlanmisti. Olgu 1’in ailesinde baska
etkilenmis bireyler olmasina karsin, onam vermedikleri i¢in saptanan bu yeni degisim

icin segregasyon analizi yapilamadi.
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Olgu 3’iin ailesinde ise saglikli ii¢ kiz ve {i¢ erkek kardesi, bir iskemik ataklar
gecirdigi bildirilen kiz kardesi, bir diger CADASIL oykiilii kiz kardesi ve migren
Oykist bildirilen bir kiz kardesi raporlanmisti. 73 yasinda hayatta olan annesinde
migren Oykiisii, ve iskemik ataklar1 olan babanin ise 56 yasinda Oldigli bilgisi
raporlanmisti. Calismamizda indeks olgumuzda ve CADASIL’den etkilenmis kiz
kardesinde (p.C128R) mutasyonu heterozigot olarak gosterildi.

Calismanin ikinci basamaginda GOM testi pozitif olan olgu 13’te saptanan
p.W1003C’nin EGF-26 bolgesinde sistein rezidii sayisini etkileyen ve ilk kez bu
calismada gosterilen yanlis anlamli bir varyant oldugu belirlendi (Tablo 4-1). Indeksin
tic kiz kardesinden biiyiik olan ikisi CADASIL’den etkilenmisti ve varyanti heterozigot
olarak tasiyorlardi. Test yapilmayan en kiigiik kiz kardeste de ak madde lezyonu oldugu
raporlanmusti. indeksin kizinda da migren dykiisii mevcuttu. Vefat etmis iki amcasinda

da iskemik atak Oykiileri bulunmaktaydi.

Calismanin son basamaginda NOTCH3 geninde mutasyon saptanmayan 51
olguda HTRA1 geninde yapilan SD incelemesinde, olgu 14’de daha once literatiirde
hastalik iliskisi gosterilmis homozigot bir mutasyon (c.754G>A; p.A252T), ekzon 3’de
homozigot olarak daha once bildirilmemis patojenik nitelikte anlamsiz bir varyant
(€.235C>T ; p.79Q*) ekzon 1’de saptandi (Tablo 4-2). Bu yeni degisimin, glutamin
aminoasitini sifreleyen kodonu, dur kodonuna dontstiirerek protein translasyonunun
erken sonlanmasina ve HTRA1 protein fonksiyon kaybina yol agmasi beklenir. Ekzon
3’de gosterilen bu mutasyon yanlis anlaml tipte bir degisim olup non-polar alaninin
yiiksiiz polar hidroksil grubu igeren threonine doniisiimiine neden olmaktadir. Bu
mutasyonun toplumlarda goriilme sikligit MAF=0.000008/1 (ExAC’da 121102 allelde 1
allel) olarak bildirilmistir. Ayn1 degisimin indeksin benzer bulgularla etkilenmis erkek
kardesinde de homozigot olarak gosterildi. Olgunun anne ve babasi ayni1 kOyden

olduklar1 bilgisi mevcuttu.
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p.C128R

P.R1\41C /].stsc

123456 7 8 910

N-terminal

NOTCH3- 201 33 ekzon

. . 41.94 kb
Protein coding
1 2 3 456 78 9 10 1112 1314 15 16 171819 20 21 2223 24 26 27 28 29 30 31 32 33

+

p.W1003C

p.R558C p.W1231C

p.R592C

11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34

C-terminal

34 adet EGF-benzeri tekrar

Sekil 4-1: A) NOTCH3 gen ekzonlar1 (ENST00000263388.6, NM_000435.2), B) Caligmamizda saptanan mutasyonlar ve etkiledigi ekzon ile protein
domaini Gizerindeki yerleri C) Genin kodladigt NOTCH3 protein domainleri (Q9UMA47, ENST00000263388.6, NP_000426)

*Renklendirmeler ekzon bolgelerinin kodladig: protein domainlerine gore yapilmigstir.
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Sekil 4-2: A) HTRA1 gen ekzonlar1 B) Caligmamizda saptanan mutasyonlarin hangi ekzon ve protein domainini etkiledigi oklarla gosterilmistir C) HTRAL
protein domainleri

*Renklendirmeler ekzon bolgelerinin kodladigi protein domainlerine gore yapiimigstir.

* Sekil 4-2 A'daki ekzonlar Uzerinde belirtilen yuvarlak noktalar, literatiirde bildirilmis mutasyonlarin sayi ve dagilimlarim géstermektedir.



Tablo 4-1: Saptanan NOTCH3 gen mutasyon bilgileri 65
Olgu Aile Nukleotid Peptid Literatir MUTATION
Gen Ekzon o dbSNP no HGMD POLYPHEN-2 SIFT PROVEAN
No No (NM_000435) | (NP_000426) Bilgisi TASTER
Disease Causing Probably Damaging Damaging Deleterious
1 CD#80 NOTCH3 4 €.555T>G p.C185W Bu Calisma — —
(0.99) (Y ) (-9.60)
Disease Causing Possibly Damaging Damaging Deleterious
2 CD#149 | NOTCH3 4 c.457C>T p.R153C (102,104,105) rs797045014 CM971060
(0.99) (0.846) (0.05) (-3.88)
Disease Causing Probably Damaging Damaging Deleterious
3 CD#155 | NOTCH3 4 €.382T>C p.C128R Bu Calisma — —
(0.99) @) (0) (-10.36)
Disease Causing Possibly Damaging Damaging Deleterious
4 CD#70 NOTCH3 4 ¢.397C>T p.R133C (102,106,107) rs137852642 CM971057
(0.99) (0.846) (0.05) (-3.72)
Disease Causing Probably Damaging Damaging Deleterious
5 CD#157 | NOTCH3 4 c.421C>T p.R141C (102,107,108) — CM971058
(0.99) (0.973) (0.03) (-3.61)
Disease Causing Possibly Damaging Tolerated Deleterious
6 CD#99 NOTCH3 11 c.1774C>T p.R592C (109) rs764148985 CM107182
(0.99) (0.892) (0.11) (-4.54)
Disease Causing Possibly Damaging Damaging Neutral
7 CD#100 | NOTCH3 11 c.1672C>T p.R558C (28,110) rs75068032 CM961046
(0.99) (0.86) (-0.03) (-2.44)
Disease Causing Possibly Damaging Damaging Neutral
8 CD#150 | NOTCH3 11 €.1630C>T p.R544C (111,112) rs201118034 CM994179
(0.99) (0.462) (0.05) (-2.35)
Disease Causing Possibly Damaging Damaging Neutral
9 CD#105 | NOTCH3 11 c.1672C>T p.R558C (28,110) rs75068032 CM961046
(0.99) (0.86) (-0.03) (-2.44)
Disease Causing Probably Damaging Damaging Deleterious
10 CD#133 | NOTCH3 5 c.773A>G p.Y258C (102) — CM971066
(0.99) @ ©) (-7.87)
Disease Causing Possibly Damaging Tolerated Deleterious
11 CD#64 NOTCH3 22 €.3691C>T p.R1231C (102) 1s201680145 CM971071
(0.99) (0.462) (0.074) (-4.72)
Disease Causing Possibly Damaging Tolerated Deleterious
12 CD#112 | NOTCH3 22 €.3691C>T p.R1231C (102,113) rs201680145 CM971071
(0.99) (0.462) (0.074) (-4.72)
Disease Causing Possibly Damaging Damaging Deleterious
13 CD#136 | NOTCH3 19 €.3009G>C p.W1003C Bu Caligma — —
(0.99) (0.848) (0.001) (-8.04)




Tablo 4-2: Saptanan HTRA1 gen mutasyon bilgileri
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Olgu Aile Nukleotid Peptid Literatlr MUTATION
Gen | Ekzon dbSNP no HGMD POLYPHEN-2 SIFT PROVEAN
No No (NM_002775)| (NP_002766) Bilgisi TASTER
Disease Causing | Probably Damaging| Damaging | Deleterious
14 | CD#156| HTRA1| 3 C.754G>A p.A252T | (6,114,115) |rs113993968| CM092288
(0.99) (0.997) (0.001) (-3.51)
Disease Causing
15 | CD#98 | HTRALl| 1 €.235C>T Q79* Bu Calisma — — — — —

1)




Tablo 4-3: CADASIL olgulariin bilgileri ve klinik bulgular:
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Hastahik .
Olgu| o Dogum ) Iskemik Bilissel Psikiyatrik
Aile No | Cinsiyet . . | Baslama | Migren . Demans MRG Bulgulari Ek Bulgular
No Tarihi Atak Etkilenme Bulgular
Yas1
1 CD#80 D 1966 43 — — + — — Subkortikal ak madde lezyonlar1 *Yiiriime giigliigii
2 | CD#149 E 1959 40 + + + — — Subkortikal ak madde lezyonlar1 —
* Subkortikal temporal iskemik
3 | CD#155 E 1981 33 + — — — + Disfaji
odaklar
4 | CD#70 E 1961 40 *+ — + — — Yaygin ak madde lezyonlari —
* Periventrikiler kapsula
5 | CD#157 E 1969 42 + — + — + o Dizartri
eksternada hiperintens lezyonlar
6 | CD#99 E 1960 52 *+ — + — + Subkortikal ak madde lezyonlari Dizartri
Yiiriime giicligii
* Yaygin subkortikal ve derin ak
7 | CD#100 D 1960 49 + + + —_ + —

madde lezyonlar1
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8 | CD#150 1959 40 + + *+ | Subkortikal ak madde lezyonlan | . DZM
iriime gligliigl
* Periventrikiler derin ak madde
9 | CD#105 1966 ~30 + — + Yiiriime giicliigi
lezyonlari
Periventrikiler ak madde
10 | CD#133 1959 54 —_— —_— + *Dizartri
lezyonlar1
* Periventrikiler ak madde
11 CD#64 1941 12 —_— + + Yiiriime giigligii
lezyonlar1
Periventrikiler derin ak madde
12 | CD#112 1970 35 — + —_— —
lezyonlar1
* Yaygin subkortikal ak madde
13 | CD#136 1965 43 + + — —

lezyonlari

* sembolil ile gosterilenler olgularda ortaya ¢ikan ilk bulgulardir.




Tablo 4-4 CARASIL olgusunun bilgileri ve klinik bulgulari
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Hastahk .
Olgu ) o Dogum Iskemik Bilissel ~ | Yurume Psikiyatrik
Aile No | Cinsiyet | Baslama ) Demans | Alopesi MRG Bulgulari Ek Bulgular
No Tarihi Atak Etkilenme Giicliigii Bulgular
Yas1

Periventrikiiler yaygin

14 | CD#156 E 1982 30 — + — + + — subkortikal ak madde —
lezyonlar1
Derin subkortikal ,

15 | CD#136 E 1983 25 — — — — *+ — periventrikiiler yaygin | Brakidaktili

ak madde lezyonlar1
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Tablo 4-5: NOTCH3 mutasyonu olan ve olmayan olgularda saptanan bulgularin
orani

NOTCH3 MUTASYON NOTCH3 MUTASYON
SAPTANAN OLGULAR SAPTANMAYAN OLGULAR
BULGULAR
>n=13 >n=51
n % n %
Migren 9 69,2 24 47
Iskemik atak 4 23 14 27,4
Biligsel 10 76,9 27 52,9
etkilenme
Demans 1 7,6 6 11,7
Psikiyatrik 8 615 13 25.4
bulgular
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Sekil 4-3: Olgu 1 (CD#80) aile agaci ve elektroferogram gorintilemesi

indeks olguya (11-7) uygulanan Sanger dizileme testinde, ilk defa bu calismada
saptanan, NOTCH3 (c.555T>G; p.C185W) heterozigot mutasyonu

= ,
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34y.

NAL 000435 ;c4537C =T
NP_000426; p.R153C

: Migren - : CADASIL

Sekil 4-4: Olgu 2 (CD#149) aile agaci ve elektroferogram goriinttlemesi
Indeks (II-2)'e ait Sanger dizileme testinde saptanan NOTCH3 (c.457C>T; p.R153C)

heterozigot mutasyonu
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Sekil 4-5: Olgu 3 (CD#155) aile agac1 ve elektroferogram goriintulemelerisi

indeks olgu (11-8) ve etkilenmis kiz kardesine ve (11-9) ait Sanger dizileme testinde ilk
defa bu ¢alismada saptanan, NOTCH3 (c.382T>C; p.C128R) heterozigot mutasyonu
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NM_000435; ¢.397C>T
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l A
sVo - : CADASIL

Sekil 4-6: Olgu 4 (CD#70), aile agaci ve elektroferogram gorinttlemeleri

Indeks olguya (11-2) ve etkilenmis erkek kardesine (II-1) yapilan Sanger dizileme
testinde saptanan, NOTCH3 (c.397C>T; p.R133C) heterozigot mutasyonu
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NM_000435; c.421C>T
NP_000426. p.R141C

AAAN

- : CADASIL

Sekil 4-7: Olgu 5 (CD#157), aile agac1 ve elektroferogram goruntiilemesi

: SVO

Indeks olguya (l1-4) ait Sanger dizileme testinde saptanan, NOTCH3 (c.421C>T;
p.R141C) heterozigot mutasyonu
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NP_000426; p.R592C
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: SvVO?
Miyokard Enfarktlst?

Sekil 4-8: Olgu 6 (CD#99), aile agac ve elektroferogram gorinttlemesi

Indeks olguya (11-1) ait Sanger dizileme testinde saptanan, NOTCH3 (c.1774C>T;
p.R592C) heterozigot mutasyonu
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Sekil 4-9: Olgu 7 (CD#100) aile agaci ve elektroferogram gorintiilemesi

Indeks olguya (V-8) ait Sanger dizileme testinde saptanan, NOTCH3 (c.1672C>T;
p.R558C) heterozigot mutasyonunun elektroferogram goruntiilemesi
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Sekil 4-10: Olgu 8 (CD#150) aile agac1 ve elektroferogram goriintiilemesi

Indeks olguya (11-9) ait Sanger dizileme testinde saptanan, NOTCH3 (c.1630C>T; p.R544C)

heterozigot mutasyonu
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Sekil 4-11: Olgu 9 (CD#100) aile agaci ve elektroferogram goriintiillemesi
Indeks olguya (11-3) ait Sanger dizileme testinde saptanan, NOTCH3 (c.1672C>T; p.R558C)

heterozigot mutasyonu
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Sekil 4-12: Olgu 10 (CD#100) aile agac1 ve elektroferogram gorintiilemesi

Indeks olguya (11-3) ait Sanger dizileme testinde saptanan, NOTCH3 (c.1672C>T; p.R558C)
heterozigot mutasyonunun elektroferogram goériintiilemesi
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Sekil 4-13: Olgu 11 (CD#64) aile agaci, IGV (Integrative Genomics Viewer) gorinttlemesi ve

elektroferogram goruntilemesi

Indeks olguya (Il-1) ait panel-gen testinde saptanan, NOTCH3 (c.1672C>T; p.R558C)
heterozigot mutasyonu ve bu mutasyonun Sanger dizileme testi ile konfirmasyonu
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Sekil 4-14: Olgu 12 (CD#112) aile agac1, IGV gorUntulemesi ve elektroferogram goruntiilemesi

Indeks olguya (l1-4) ait panel-gen testinde saptanan, NOTCH3 (c.3691C>T; p.R1231C)
heterozigot mutasyonu ve bu mutasyonun Sanger dizileme testi ile konfirmasyonu
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Sekil 4-15: Olgu 13 (CD#136) aile agaci, IGV gorintiilemesi ve elektroferogram gérintiilemesi

Indeks olguya (l1-6) ait panel-gen testinde saptanan, NOTCH3 (c.3009G>C; p.W1003C)
heterozigot mutasyon ve bu mutasyonun etkilenmis iki kardesinde (II-4 ve II-5) yapilan

segregasyon analizi
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Sekil 4-16: Olgu 14 (CD#156) aile agaci ve elektroferogram gortintiilemesi
Indeks olguya (l1-1) ve etkilenmis erkek kardesinde (II-2) yapilan Sanger dizileme testinde

saptanan, HTRA1 (c.754G>A; p.A252T) homozigot mutasyonu
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. : CARASIL

Sekil 4-17: Olgu 15 (CD#98) aile agac1 ve elektroferogram goriintiilemesi
Indeks olguya (I1-4) yapilan Sanger dizileme testinde saptanan, HTRAL (c.235C>T; p.Q79%;)

homozigot mutasyonu
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5. TARTISMA

Serebral kiiclik damar hastaliklar1 (SKDH) ve bunun baslica klinik sonuglari
olan inme ve vaskiiler demans, yas ortalamasi artan toplumlarda giderek 6nem kazanan
bir saglik problemi haline gelmistir. Serebral kiigiik damar hastaliklarininin kalitsal
olanlar arasinda en yaygmi (114) OD formda goriilen subkortikal enfarktiis ve
l6koensefalopati ile giden serebral arteriyopati (CADASIL) hastaligidir. Bu hastaligin
OR formu (CARASIL) ¢ok daha nadirdir. Kapali toplumlarda ve akraba evliligi yiiksek
olan toplumlarda OR hastalik oranlarinin batili toplumlara gére daha yiiksek olmasi
beklenir. Turkiye istatistik Kurumu bilgilerine gore Tiirkiye’de ortalama akraba evliligi
orani % 23.2°dir (21). Bu nedenle CARASIL’in iilkemizdeki siklik oraninin batili
toplumlara gore daha yiiksek olmasi beklenebilir.

CADASIL ve CARASIL’de temel olarak kiiciik kan damarlart etkilenir. Kan
akisinda yetersizlik ile belirgin olan bu etkilenme, Ozellikle beyindeki serebral
damarlarda oldugunda hastaliga 06zgii bulgularin ortaya ¢ikmasindan sorumlu
tutulmaktadir. Bu siirecte, kan damarlarini c¢evreleyen vaskiiler diiz kas hiicrelerinin
normal anatomik yapisi bozulur ve sonunda hiicrelerin 6liimiine kadar ilerler. Beyindeki
kiiciik arterlerde ortaya c¢ikan damar hasar1 arteriyopati olarak adlandirilir ve
CADASIL’in ilk bulgularindan biri olan migrenin altinda yatan ana patolojik nedendir.
Hasar goren kan damarlarinda kan akis1 azalir ve zamanla enfarktiis gelisir. Beyindeki
bu tir bir enfarktiis inmeyede neden olabilir. CADASIL'li bireylerde inme, ¢ocukluktan
yetigskinlige kadar herhangi bir yasta ortaya cikabilse de, ozellikle 40-50 yaslarinda
siklig1 artar ve yagam boyunca birden fazla defa tekrar edebilir. Bu tekrarlayan iskemik
ataklar zamanla beyinde kalici hasarlar birakir. Beynin subkortikal bolgesinde meydana
gelen inmeler, demansa kadar ilerleyebilen biligsel etkilenmeye yol acar

(1,2,16,110,116).

CARASIL’de beyin ve sinir sistemi digindaki viicudun diger bolgelerini
etkileyen anormallikler, 20-30’lu yaslarda bulgu vermeye baslar. Cogu kez,
bacaklardaki spastisite ve ylirime sorunlari, hastaligin ilk bulgularidir. Hastalik
ilerledikce hareket ve yiiriimedeki zorluklar daha da agirlasir. Hastaliktan etkilenen

kisilerin yaklagik yarisi, 40 yasindan Once ortaya ¢ikan inme ya da benzeri bir atak
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Oykiisiine sahiptir. CADASIL’de oldugu gibi, CARASIL'li bireylerde de bilissel
etkilenme ve duygu durum degisikligi goriilebilmektedir. Ancak CADASIL’deki en
yaygin goriilen bulgu olan migren CARASIL hastalarinda nadir goriilir. CARASIL'in

diger karakteristik 6zellikleri arasinda alopesi ve bel agrisi ataklar1 sayilabilir.

CADASIL ve CARASIL’de beyindeki degisimler, 16koensefalopati ad1 verilen
ak madde lezyonlarinin olusumuna yol acar. Bu degisimlerin MRG ile tespiti, hastaligin

tanisinda 6nemlidir (2,6,49,79,117).

CADASIL ve CARASIL hastaliklarinda goriilen bulgular ve MRG sonuglari
klinik taniya yardimeci olmakla birlikte kesin tani icin yeterli degildir. Kesin tani, bu
hastaliklarla iligkilendirilmis NOTCH3 ve HTRA1 genlerindeki mutasyonlarin
belirlenmesi i¢in yapilan molekiiler genetik testler ile konulur. CADASIL hastaliginda
ayrica, patognomik bir bulgu olan vaskuler dokulardaki GOM birikiminin, EM ve
immunohistokimyasal yontemlerle gosterilmesi ile de kesin tamiya gidilebilir. EM
incelemeleri icin glivenilir ve deneyimli laboratuvarlar diinyada smirh sayidadir. Bu
nedenle deri biyopsisinde GOM birikimlerinin gosterilmesi icin EM incelemesi yerine
immiinohistokimyasal yontem genelde tercih edilmektedir. CARASIL’de ise
histopatolojik olarak kuguk arterlerin, tunika medyadaki VDKH’lerde, 151k mikroskobisi
ile basofilik graniil tespiti veya EM incelemesinde GOM birikimleri olmaksizin ileri
derecede arteryoskleroz tespiti ile belirlenebilir (118,119). Bunlarla birlikte vaskuler
patolojinin ayni mutasyonu tasiyan kisiler arasinda farklilhik gosterebilecegi ve bu
farkliigin  yasa bagh oldugu da bilinmektedir. Ornegin CADASIL’deki GOM
birikimlerinin histopatolojik yontemlerle tespitinin, etkilenen kisinin yasina bagli olarak
degistigi, genc ve ileri yaslarda GOM birikim miktart diisiik bulunurken orta
yetiskinlikte artmis olarak saptanabilecegi bildirilmektedir. GOM birikimi olan
hastalarda NOTCH3 gen mutasyon oraninin %90 {izerinde olmasi, NOTCH3 geni igin
yapilan molekiiler testlerin CADASIL i¢in son derece duyarli (%45-96) ve 6zgin

(%100) oldugunu gostermektedir (118-120).

CADASIL tanisinda 6zgiin bir bulgu olarak kabul edilen GOM birikiminin
gosterilmesi, gerek deri biyopsisi gibi invazif bir yontem olmasi, gerekse teknigin 6zel
bir uzmanlik gerektirmesi ve maliyeti gibi nedenlerle zorluklar igermektedir. Bilgimiz
dahilinde Tirkiye’de bu hastaliklarin kesin tanisi icin EM ve immiinhistokimyasal

testleri uygulayan laboratuvar az sayidadir. Bu nedenle de giinimuzde rutin tanida kesin
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taniya ulagsmak igin molekiiler analize ihtiyag duyulmaktadir. Molekiler genetik
testlerin noninvaziv olmasi ve deneyimli genetik laboratuvar sayisinin artmasiyla test
hizmetine ulasmay1 kolaylagsmaktadir. Klinik taninin heterojenitesi de, kesin taniya

ulagsmada molekiiler genetik taninin ¢ok dnemli oldugunu gostermektedir.

Diinya genelinde oldugu gibi iilkemizde de yas ortalamasinin artmasiyla
norodejeneretif hastaliklarin yayginligi artmaktadir. Orta yetiskinlik ve ileri yaslarda
goriilen, hayat kalitesini ve yasam siiresini azaltan norodejeneretif hastaliklardan
CADASIL ve CARASIL in iilkemizdeki siklig1 konusunda yapilmis arastirmalar sadece
olgu sunumlar1 dizyindedir (10-12,121,122). CADASIL ve CARASIL’in birlikte ele
alindig1 arastirmalar ise ulusal literatiirde yoktur, uluslararasi literatiirde ise sinirli
sayidadir (2,9). Literatiirdeki farkli populasyonlarda CADASIL olgularinda yapilan
calismalar mutasyonlarin  en sik ekzon 4’de saptandigimi  gdstermektedir
(102,111,123,124). Mutasyon sikliginin en yiiksek saptandigi ikinci ekzon Fransiz,
Alman ve Ingiliz toplumlarinda 3. Ekzon (123,125), Japon ve Hollanda toplumlarinda
11. ekzon olarak bildirilmistir (116). Bu nedenle Tibbi Genetik AD molekiiler
laboratuarimizda 2005 ve Oncesinde 14 olguda NOTCH3 geninin 3 ve 4. ekzonlarini,
daha sonraki yillarda (2006-2015) 80 olguda, diger ekzonlarda da mutasyonlarin
gosterilmesi Uzerine genin 2-6, 11. ekzonlari SD teknigi ile yapilmisti. 2015 yilindan
itibaren YND platformunun laboratuarimizda kurulmasi ile akis semasina genin diger
27 ekzonun da taranmasi ile panel-gen testinin taniya katkisinin belirlenmesi, panel-gen
testinin kapsanmayan bdlgelerinin ve HTRAL genin 9 ekzonunun SD teknigi ile
incelenmesi ve taniya katkisi miimkiinse en uygun akis semasinin belirlenmesi bu tezin

amaci olarak belirlendi.

[k olarak 1977 yilinda bazi ailelerde OD kalitim gdsteren inme tanimlandiktan
sonra 1991 de ¢ok biiyiik bir ailede hastaligin klinik, goriintiileme ve genetik 6zellikleri
gosterilerek akronim olarak CADASIL kullanilmaya baslanmis ve Tournier-Lasserve E
ve arkadaslari tarafindan 1993°de hastalik 19q12 ye haritalanmis (4), 1996’da ayni1 grup
tarafindan hastalik iliskili gen olarak NOTCH3 tanimlanmistir(28). Bu grup, 1997°de
50 etkilenmis akraba olmayan CADASIL olgusunun 27’sinde baglanti analizi ile iligkili
geni kromozom 19’a haritalanmis, 16’sinda beyin, otopsi veya deri biopsi materyalinde
vaskiiler diiz kas hiicresindeki lezyonlarin histopatolojik olarak taniy1 desteklendigini

gostermislerdir. Ayn1 ¢alismada, NOTCH3 geninin tiim ekzonlarimi ve ekzon-intron
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baglant1 noktalarmi tek zincir konformasyon polimorfizmi yontemi (SSCP) ve SD
teknikleri ile incelemisler ve 45 olguda (%90) tiimii yanlis anlamli mutasyon tipinde ve
EGF-benzeri tekrar bolgelerinde lokalize heterozigot mutasyon saptadiklarini
bildirmislerdir (102). Saptanan mutasyonlarin 32’si ekzon 3 ve 4 de, 4’ii ekzon 11°de
saptanirken ikiser mutasyon ekzon 18 ve 19°da, birer mutasyon da ekzon 2, 5, 14, 22 ve
23’de yer almaktaydi. Markus ve arkadaslari 2002 de ingiliz populasyonunda olasi
CADASIL tanili 83 olguda ekzon 2-23 dizilemisler ve 48 ailede (%58) 15 farkli
mutasyon saptamiglardir. Bu mutasyonlarin %731 ekzon 4’de, %81 ekzon 3’de, %6’s1
ekzon 5 ve ekzon 6’da bulunmustur (123). Peters ve arkadaslart 2005°de biopsi ile
ispatlanmis 125 Alman CADASIL olgusunda ekzon 2-24’1 SD analizi ile incelemis ve
olgularin 120’sinde (%96) mutasyon saptamislardir. Bu serideki mutasyonlarin %85.8’1
ekzon 2-6 arasinda, %58.3’li sadece ekzon 4’e¢ yer almustir (124). Ampuero ve
arkadaslar1 (2009) ispanyol populasyonunda CADASIL siiphesi ile degerlendirmeye
aldiklar1 200 olguyu klinik, immunohistokimyasal ve molekiiler genetik analizlerle
degerlendirmisler. Bu ¢aligmada olgularin 190’inda NOTCH3 geninin ekzon 2-6, 8, 11,
14, 18, 19, 22, 23 dizilenmis ve 65 olguda (%34) mutasyon saptanmistir (126). Liu ve
arkadaglar1 (2015), Cin populasyonundan CADASIL tanili olan ve mutasyon saptanmig
62 olguyu iki asamali olarak degerlendirmistir. Ilk asamada ekzon 2-6’da 57 olguda,
mutasyon saptanmayan 5 olguda ise ikinci asamada ekzon 7-24 analiz edilmis ve ikisi
novel toplam 28 mutasyon saptanmistir (127). 2017 yilinda Mizuta ve arkadaglar1 102
Japon CADASIL ve CADASIL-benzeri tanili olguda, NOTCH3 geni ekzon 2-8, 11, 14,
18, 19 ve 21°de dizi analizinde mutasyon saptanan olguda 40 farkli mutasyon
saptamiglardir. Bu mutasyonlarin ekzonlara gore dagilimi siklik sirasiyla ekzon 4 (n:
44), ekzon 3 (n: 24), ekzon 11 (n: 10), ekzon 6 (n: 6), ekzon 2 (n: 5), ekzon 7 (n: 5),
ekzon 5 (n: 3), ekzon 8, 14, 18, 19 ve 21°de birer mutasyon olarak belirlenmistir(63).

I.U Istanbul Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik AD molekiiler laboratuvarimizda
2006 oncesinde NOTCH3 geni ekzon 3 ve 4 analizi ile degerlendirilen toplam 14
CADASIL klinik tanili olgunun 5’inde mutasyon saptanarak %36 tani orani elde
edilmisti. Daha sonra ekzon sayisi arttirildiginda (ekzon 2-6, 11) incelenen 80 olgunun
20 sinde mutasyon saptanmis ve tani orant %25 olarak belirlenmisti. 2015 sonrasinda
YND tekniginin de kullanildigi asamali bir algoritma ile incelenen 64 olguda 2-6 ve 11.
ekzonlarin SD ile incelendigi ilk asamada 10 olgu tani almis (%16), mutasyon

saptanmayan 54 olgunun YND ile tiim ekzonlar1 dizilendiginde 3 olguda daha mutasyon
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saptanmig ve uygulamanin taniya katkist %35.6 olarak belirlenmistir. Bu asama
sonrasinda 64 olguda tan1 oranimiz %20.3 (13/64) olarak gergeklesmistir. 3. asama
olarak uygulanan panel-gen testinin kapsamadig1 yedi farkli bolgede 908 bg’lik bir alan
icin proje kapsaminda Ozgiin primerler tasarlanarak bu bdlgeler 51 olguda SD ile
incelendiginde herhangi bir mutasyon saptanmamis ve taniya katki saglamadigi

belirlenmistir.

Tibbi Genetik AD’da, 2006 6ncesinde sadece ekzon 3 ve 4 iin incelendigi 14
olgudaki %36’lik molekiiler tan1 oraninin 2006-2014 yillar1 arasinda 80 olguda daha
fazla ekzonun degerlendirildigi (ekzon 2-6, 11) ve 2015-2017 yillart arasinda ayn1 hedef
ekzonlarin incelendigi 64 olguda (toplam 134) sirasiyla %25 ve %16’ya gerilemesi,
YND teknigi ile tiim gen dizilendiginde dahi tani oranmmin %20,3 olmasi dikkat
cekicidir. Bu durum, CADASIL klinik tamisinin giincel pratiginde deri biyopsisinin
yaptlmamasit ve olgu se¢im kriterlerinde kullanilan MRG bulgularinin = diger
norodejeneratif hastaliklarla oOrtiismesi ve hastaligin klinik heterojenitesinin  genis
olmasi ile agiklanabilir ve ayrica CADASIL igin klinik se¢im kriterlerinin TUrk

populasyonu i¢in yeniden degerlendirilmesi uygun olabilir.

Calismamizda 2015-2017 tarihleri arasinda degerlendirilen 64 olgudaki klinik
bulgularin genel dagilimi ve oranlart (Tablo 4-5) mutasyon saptanan ve
saptanmayanlardaki en yaygin birinci bulgu bilissel etkilenme, ikincisinin ise migrendir.
Psikiyatrik bulgularin ise mutasyon saptanan olgularda daha yiiksek oldugu
gozlenmektedir. Sonuclarimiz iskemik ataklarin etkili bir belirte¢ olmadigin
vurgulamakta ancak pozitif olgu sayisinin azligt bu oranlan etkileyen onemli bir

faktordur.

2006-2017 yillar1 arasinda olgularimizin 33’ilinde saptanan mutasyonlarin
ekzonlara dagilimi siklik sirasiyla ekzon 4 (12/33, %36.3), ekzon 11 (6/33,%18.1),
ekzon 3 (5/33, %15.1), ekzon 2 (3/33, %9.1), ekzon 6 (2/33, %6.1) ekzon 5 (2/33,
%6.1), ekzon 22 (2/33, %6.1) ve ekzon 19 (1/33, %3) idi. Bu bulgular daha Once

belirtilen farkli populasyonlarda yapilan ¢alisma sonuglari ile uyumlu bulunmusgtur.

2015 sonrasinda asamal1 yaklasimla 13 olguda 11 farkli mutasyon saptanmistir
ve bunlarin 8’1 tanimlanmis mutasyonlar olmasina karsin {i¢ii daha dnce literatiirde ve
veritabanlarinda tanimlanmamis novel mutasyonlar idi (Olgu-1; p.C185W, Olgu-3;
p.C128R ve Olgu-13; p.W1003C). Bu nedenle, ilk defa saptanan bu varyantlarin
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hastalik iligkili olup olmadigini belirlemek amaciyla yapilan in silico analizler her g
varyantin da patojenik oldugu yoniinde sonu¢ verdi. Bu (¢ varyanttan beklenen
fizikokimyasal farkliliklar protein yapisindaki sekonder katlanmalarin diizenini
bozacagini 6ngérmekte ve bilinen NOTCH3 gen mutasyonlarinin etki mekanizmalar ile
benzerlik gostermektedir. Bu ii¢ varyantin protein diizeyinde neden oldugu degisimin,
daha once tanimlanmig mutasyonlarda da oldugu gibi ekstraseliiler domainini olugturan
yapiy1 etkileyerek islev bozukluguna yol ag¢masi beklenmektedir. Saptadigimiz
mutasyonlarin, hastaligin kalittm modeli ile uyumlu olarak heterozigot formda
goriilmesi ve CADASIL mutasyonlarinin bir¢ogunda gdzlenen sistein say1 degisikligine
yol agmasi, bu degisimlerin hastalik iligkili bir mutasyon oldugunu gii¢lii bir bigimde
destekledi. Aile i¢i segregasyon analizinde iki varyant icin iki ailede etkilenmis
kardeslerde de mutasyon gosterilmesi bu varyantlarin patojenitesi lehine bir bulgu

olarak degerlendirildi.

NOTCH3 geninde saptanan ekzon 11 deki (c.1672C>T; p.R558C) ve ekzon 22
deki (c.3691C>T; p.R1231C) degisimler ikiser farkli olguda saptanmistt ve bu nedenle
olgularin aile agaclar1 ve dosyalar1 tekrar degerlendirildiginde ayni cografi bolgelerde
yasadiklar1 ancak bilindigi kadariyla aralarinda bir akrabalik iligkisi bulunmadigi
goriilmiistiir. Ancak ortak atasal birliktelik haplotip analizleri ile gosterilebilir. Bu

calisma yapilmadigindan kurucu etkisi hakkinda bilgi edinilememistir.

Bugiine kadar (HGMD 02.01.2018) CADASIL ile kesin iligkisi bilinen,
NOTCH3 geninde tanimlanmis 287 mutasyondan 266’s1 yanlis anlamli, 3’ erken
terminasyona neden olan anlamsiz, ikisi transkriptte kirpilma hatasina neden olan
intronik mutasyon ve biri de sessiz mutasyondur. Ayrica NOTCH3 geninde CADASIL
ile iliskilendirilmis 8 kii¢iik delesyon, 3 kiiciik insersiyon, 2 kiigiik indel ve 2 adet
bliyiuk delesyon mutasyonu bildirilmistir (21). Calismamizda NOTCH3 geninde
saptanan tiim degisimler yanlis anlamli mutasyon tipinde idi. Yanlhs anlamh
mutasyonlar NOTCH3 proteinindeki her bir EGF-benzeri tekrarinda ¢ift sayida olmasi
gereken (6 adet) sisteinlerin tekil sayilara doniismesine neden olmaktadir. Glinlimiizde
kabul edilen CADASIL patolojisine yol agan mekanizmanin esas1 sisteinlerin sayisal
degisimleriyle iligkilendirilmektedir (33). NOTCH3 reseptor proteininin ligandlarina
baglanabilmesini saglayan ekstraselliiler domainin olusturan EGF-benzeri tekrarlarin

yapisindaki sisteinler arasi distilfid kopriileri, bu domainin yap1 stabilizasyonu ig¢in
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onemlidir. Bu sisteinlerin sayisinin artis ve azalisi, NOTCH3 ekstraseliiler domaini
(N3ECD) igindeki disiilfid baglarmin formasyonlarint degistirir. Bu durumda mutant
N3ECD’nin multimerizasyonu yabanil tip N3ECD’ye kiyasla daha yiiksek oranda
gergceklesir.  Multimerizasyondaki artis, Ozellikle beyindeki kiigiik arterlerin
VDKH’lerinde ve diger organ ile dokularin arterlerinde toksik agregasyona yol agar. Bu
domainin yapisinda meydana gelen degisimler proteinin tersiyer yapisini degistirerek
fonksiyonunu bozdugu bildirilmektedir (1,32). Calismamizda gosterilen mutasyonlarin,
literatiirdeki bilgilerle  uyumlu olarak tamami NOTCH3 proteininin ekstraseliiler
domaini olan EGF benzeri tekrar bolgelerini (EGF_4: 4 mutasyon, EGF_6: 1 mutasyon,
EGF_14: 2 mutasyon, EGF_15: 1 mutasyon, EGF _26: 1 mutasyon, EGF_31: 1

mutasyon) etkiledigi gozlendi.

NOTCH3 panel-gen testinde, ekzon 1, 22, 24, 25, 33’deki kapsanmayan
bolgelerin 54 olgudaki analizi yogun bir 1slak laboratuvar emegi gerektirmis ancak bu
bolgelerde herhangi bir mutasyon saptanmamistir. CADASIL’in nadir bir hastalik
olmasi, mutasyonlarin genel olarak tiim gene yayilmis olarak bulunmasi, ekzon 22’nin
kapsanmayan bolgesinde daha o©nce iki farkli mutasyonun bildirilmis olmasi
(c.3893G>T; p.C1298F, ¢.3944G>A; p.C1315Y), ek olarak bu bolgelerde N3ECD vi
olusturan EGF-benzeri tekrarlarini kodlayan diziler {izerinde ¢ok sayida 6nemi
bilinmeyen nadir varyantlarin bulunmasi, eksiksiz bir sonuca ulagmak i¢in algoritmaya

bu bolgelerin de ilave edilmesinin dnemli oldugunu gostermektedir.

NOTCH3 geni molekiiler tani algoritmamiz igin iki segenek On plana
¢ikmaktadir. Birincisi yeni gosterilen hedef ekzon bdlgelerinin (ekzon 19 ve 22) SD
kapsamina almmasidir. Bu tiir bir uygulama o6zellikle YND alt yapist olmayan
laboratuvarlar i¢in kabul edilebilir bir yaklasim olacaktir. Diger secenek ise panel-gen
testinin birinci basamak test olarak uygulanmasidir. Teknolojik gelismelerle YND
maliyetlerinin giin gegtikce diistiigii, hedefteki sekiz ekzonun SD ile incelenmesinin ise
ek is yiikii getirecegi gbz Oniinde bulundurulursa, panel-gen testinin uygulanmasi
gelecekte daha akilc1 goriinmektedir. Sonug olarak, laboratuvar alt yapisina bagli olarak
CADASIL/CARASIL genetik tan1  algoritmasinin  degisiklik  gdsterebilecegini

diisiinmekteyiz.
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Kenju Hara ve arkadaglarinin 2009 yilinda baglanti analizi ve fonksiyonel
iliskilendirme ¢aligmalart ile belirledigi CARASIL hastalig: ile iliskili bilinen tek gen,
10026.13 de lokalize, 9 ekzonlu HTRAL genidir (MIM * 602194) (6). Calismamizda,
aile dykusunde akraba evliligi olan sekiz ve kiigiik niifuslu kéyden geldiklerini beyan
eden dokuz olgu dahil toplam 51 olguda yapilan HTRAL gen analizinde iki olguda (olgu
14 ve olgu 15) biri bilinen (p.A252T) digeri ilk kez bu ¢alismada gosterilen (p. Q79%)
mutasyonlar homozigot olarak saptanmistir. Bu olgularin ebeveynleri kii¢iik niifuslu
koylerden gelmektedir. Klasik olarak OR hastaliklarda heterozigotlar asemptomatiktir.
Hindistan, Japon ve Italyan hastalarinda yapilan bazi calismalarda heterozigot HTRA1
mutasyonu tastyan olgularin hafif klinik bulgular gosterdigi, Japon olgularinda
HTRAT’in proteaz aktivitesinde azalma oldugu bildirilmistir (128-130) Bu nedenle,
olgularimizin, anne ve babalarinin norolojik agidan incelenmesi 6nerilmelidir. HTRA1
analizi, serimizdeki mutasyon oranimin %4 (2/51), akrabalik iliskisi kesin ve olasi olan

grupta ise %11,7 (2/17) oldugunu gostermistir.

Bugiine kadar (HGMD 05.01.2018) CARASIL hastaligiyla iligkili HTRA1
geninde 26 farkli mutasyon bildirilmistir. 21 yanhs anlamli mutasyon, 2 erken
terminasyona neden olan anlamsiz mutasyon, bir tane kirpilma hatasina neden olan
intronik mutasyon ile birlikte, birer tane kicik delesyon ve insersiyon tiplerinde
gorulen mutasyonlardir (32). Calismamizda saptanan degisimle yanlis anlamli ve
anlamsiz tipte mutasyonlardi. Olgu 14’te saptanan mutasyon, genin kodladigt HTRAI
proteinin, serin paptidaz aktivitesini gergeklestiren tripsin benzeri peptidaz domainini
etkiler ve aktivitesinde azalmaya neden olur. Olgu 15°te literatirde ilk defa bu
caligmada saptanan dur kodonuna sebep olan anlamsiz tipte bu mutasyon, protein
translasyonunun erken sonlanmasina ve HTRA1 protein fonksiyon kaybina yol agmasi

beklenir.

Fernandez ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada da (9) genis kohortlarda
NOTCH3 ve HTRAL genlerinin birlikte bulundugu YND panel-gen testinin zaman ve
maliyet yoniinden Onerilebilir oldugu belirlenmistir. Caligmamizda HTRAL geni panel-
gen test kapsaminda bulunmadigindan, bu gen SD ile incelenmisti. Caligmamizin
cikarimlarindan bir digeri de, panel-gen testlerinin tasarlanmasi sirasinda panellere yeni
genlerin eklenebilir 6zellikte olmasi testlerin giincelligini korumasini saglayacak ve

etkiligini arttiracaktir. Benzer klinik ve  MRG bulgular1 gosteren CADASIL ve
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CARASIL hastaliklarmin klinik ayrimi gii¢ olabilir. Bu nedenle NOTCH3 ve HTRAL
genlerinin birlikte yer aldigit YND panel-gen testlerinin tasarlanmasi, benzer klinik ile
norogorintiileme bulgulart gosteren bu iki hastaligin da kesin tanisi igin katki

saglayacaktir.
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MOLEKULER INCELEMELER ICTN BILGILENDIRILMIS
GONULLU OLUR FORMU

Proje Ada
“Subkortikal Enfarkt ve Likoensefalopati ile giden Serebral
Arterivopati (CADASIL/CARASIL) hastah# ile iliskili NOTCHSZ ve
HTRAI gen mutasyvonlarmin arastirillmasi™

Tarih: .

I-Araztirmayla Ilgili Bilgiler

Bu projelstanbul Tip Faldiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dalinm  Genetik
Laboratuvannda gergekdestirilecekt bir genetik  ¢aligma oluwp, Klimik olarak
CADASITL/CAFRASIL digliniilen olgularda NOTCHF we HTRAI gen mutasyon
sikhiklarmin ve genotip-fenotip iligkiler: ile moleldiler patolojinin aragtirlmasin,
onmtasyon  sikliklammin  belirlenmesing,  moeleldiler tam  icin  akiy  jemalannin
belirlenmesini amaglamaktadir. Bu calismaya izin vermeden Snce sizlen calizmamn
riskleri ve yararlan konusunda bilgilendirmel: istivommz.

Size ait gepetik bilgi kesinlikle gizli kalacaktwr. Inceleme sonunda elde edilecek
sonuglar istedifiniz takdirde size bildirilecelfir. Ancak bo bilzgivi SErenmeyi
reddetmek her zaman haldamzdir Bu bilgivi sizin digmizda birisi ile paylagmanuz
sadece sizin izninize bagh olacaktir.

Bu incelemelerin esas amaci sizde/aile bireyinizde saptanan mmutasyonlar daha detayh
arastumak, kinik tamiy desteklemel:/desteklememelk ve genotip-fenotip iliskisinin
anlagilmasma ve ilkemizdeli mutasyon siklikclanmin belirlenmesine yardime: olacak
bilgilere ulagmaltir.

Bu calizma tek merkezli olup 30 clgu e gerceklestirilecek ve 18 ay sfireceldr (Aralik
2015-Haziran 2017).

Bu projeye katilmak igin sizden 2 ml periferik kan Srnegi alimacaktir. Bu Sroelden elde
edilen DNA materyali proje ¢alismasinda kullamlacaltir. Elde edilen DNA Srneginin
yetersiz veya kalitesiz olmas: dummmunda telrar Smek istenebileceltir. Bu durumda
gomiillistelorar bilgilendirilerek 17n1 ahmacalktr.

Olas riskler ve faydalar:

Ean alinmas: siasinda olusabilecek riskler: (1) Igne batmasma bagh olarak az bir aca
duyulmasi. (1) Igne batmas: sonrasinda ¢ok nadiren enfeksiven gelismesi durmmm.
Yapilacak genetik testin getirebilecedi olasi riskler Size ait genetik bilgi kesinlikde
gizli kalacaktw. Inceleme scnunda elde edilecek sonuglar istedifiniz takdirde size

bildirilecektir. Ancak bu bilgiyi Ggrenmeyi reddetmek her zaman haklomizdiwr Bu
bilgiyi sizin disinizda biris ile paylasmanuz sadece sizin izninize bagh olacaltar.

Olass  vararlar-Bu incelemelerin  esas amaci sizdefaile bireyinizde saptanan
nmtasyonlan daha detayll aragtwmak kinik tamy desteklemel/desteldememek ve
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genotip-fenotip  iligkismin anlasilmasina ve flkemizdeld mmtasyon sididdarnmn
belirlenmesine yardimes olacak bilgilers wlagmalctir.

II- Géniilliiniin Haklariyla Ilgili Bilgiler:

By caliymayva katilmaltan herhangi bir asamada vazgecebilirsiniz. Bu dumumda,

tedaviniz devam eder, herhangi bir cerava ya da yaptirnma mamz kalmayacaksmz,
highir haklinizs kaybetmeyeceksiniz

Izlevicilerin, voklama vyapan kisilerin, Etik Kuwmul, Kwum ve diger ilgili saglik
otoritelerinin - gdnillinin  oryginal tbbi  kayitlarma  dogmdan  erijimlerinin
bulunabilecefini. ancak bu bilgilenin gizli twmlacagim vazh bidgilendinlmig goniilli
ol formunun imzalanmasiyla génillii veva yasal temsileisinin séz komsu erigime
izin verilmis olacagim bildirmelk isteriz.

Goniilliniin  kimligini ortaya ¢ikaracak lawitlar gizli twtolacaktr. Kamuoyuna
aciklanmayacak. aragtrma sonuclan bilimsel dergilerde yayimlansa dahi goniilliinin
kimligimin gizli kalacagim bildirmek isteriz.

Bu calismaya katilmaniz icin sizden herhangi bir ticret istenmeyeceltir.

Bu belgewi clmdultan sonra cabismaya katilma karan verirseniz formda agafidala
lkntucuklardan biring se¢iniz.

DNA Srmeginin:

O Sadece yukanda bahsi gegen araghrmada kullamlmasina izin veryonmm

T Ileride yapilmas: planlanan tiim aragtrmalarda kullamlmasina izin veriyorum
O Highir kogulda kullamlmasima izin vermiyorm

I- Katdumemm/Hastann Bevam

Saym Do tarafindan - (Eurum
Add) (Anabilim Dal, Unite Adi)'da tibl:u I:u.r araf;tu:ma }“apﬂacagi
belirtilerel: bu aragtuma ile dlgili yukandald bilgiler bana aktanldi. Bu bilgilerden
somra boyle bir arastumaya “katilmer”™ (denek) olarak davet edildim Eger btum
aragtumaya katilirsam helim ile aramda kalmas: gereloen bana ait bilgilerin gizlilifine
bu arastirma swasinda da biyilk dzen ve savzm ile vaklasilacafmna mamyorum
Aragtrma sonuclarmin efmim ve bilimsel amaclarla kmllanimm sirasinda lrgisel
bilgilerimin ihtimamla komnacag konusunda bana yveterli giiven verildi.

Projemin yiiriitiilmes: swasmda herhangi bir sebep gstermeden arastirmadan
celilebilirim  (Ancal aragtirmacilan zor dummda birabmamal igin arastirmadan
cekilecefimi Snceden bildirmemim uygon olacagmin bilineindeyim) Ayrica tibbi
duwmmuma herhangi bir zarar verilmemesi kojuluyla arastirmacs tarafindan aragtma
izt da tutulabilirim.

Aragtirma igin yapilacak harcamalarla ilgili herthangi bir parasal somuminiuk alting
girmiyorum. Bana da bir Sdeme yapilmayacaltar.

Ister dogrudan, ister dolayl olsun aragtuma vygulamasindan kavnaklanan nedenlesle
meydana gelebilecek herhangi bir saghk sorenumun ortava cibmas: halinde her tiirlil
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tibbi miidahalenin saglanacagy konusunda gerekli givence verildi. (Bu tibbi
miiidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyece@im).

Aragtyma swrasmda bir saghik somunun ile karmlastfimda; herhangi bir saatte,
D e ADoktor  ismi),
............................................................................................ (telefon wve adres) ‘ten
arayabilecegimi bilivorum. (Deoktor ismi, telefon wve adres bilgilenn mwutlala
belirtilmelidir).

Bu arastirmaya katilmak zommnda degilim ve katilmayabilirim. Aragtirmaya katilmam
konusunda zorlayic: bir davramisla karsilagmig degilim. Eger katilmaw reddedersem,
bu dwnpmun tibbi balkmuma wve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar
getirmevyecegmi de bilivorum.

Bana yapilan tiim agildamalan aynntlanyla anlammg bulunmaktayim Kendi basima
belli bir diigiinme siiresi sonunda adi gegen bu aragtuma projesmnde “katilimer™
(denek) olaral: ver alma kararmm aldum Bu konuda vapilan daveti biiyik bir
memnuniyet ve gonillilik icerisinde kabul ediyorzm.

Imzal: bu form kagidinm bir kopvas: bana verilecektir.

Eentak knmlabilecek kigiler:

Prof Dr. Z. Oya Uyguner (ITF Tibbi Genetikc AD)- Sorumbn Aragtirmaca
Dog. Dr. Murat Kiirtiincii (TTF Néreloji AD) — Projemin Klimk Diamgman
Bio. Burcu Seving (ITF Tibbi Genetik ATY)-Yardime: Aragtirmaci

Ulagilabilecek Tel No'lan: Direk hat: (0 212) 414 20 00 — 31289 (ITF- Noroloji)
Dahili hat:{0 212) 414 20 00 — 32327 (ITF-Tibbi Genetik ATY)
Ulagim Adresi: Istantml Universitesi Istanbul Trp Falailtesi
Tibbi Genetik Anabilim Dali
Millet Cad. 34390 Capa— ISTANBUL
Elektronik Posta Adresi:  lowtuncum@ gmail com/’  o.nyguner@istanbul edo trf
burcu sevine ] @ gmail com

Ads Sovadi  Dogpm tarihi Tel No. Imza

Gomiilli Yasal temsileisi

Gomiilli Yasal temsileisi

Gomiilli Nasal temsileisi

Gomiilli Nasal temsileisi
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NOTCH3- F1 Exonl | 5-GCCTCACTTCGGCGAAGTT -3 19 [ 60
NOTCH3- R1 5-GGT CCT CCAGGACTG GCAT -3° 19 | 60 368
NOTCH3-F2 Exon2 | 5-CAT GCAGCT GTT GCC TGG T-3’ 19 | 58
NOTCH3-R2 5-GGT AGA GAC ATC CAT GGT GA-3’ 20 | 60 288
NOTCH3-F3/4 Exon3-4 | 5-GTG TCT GGG GCC ATC CT-3’ 17 | 56
NOTCH3-F3/4 5’-CTG GCC TGC TGT CCC CA-3’ 17 | 58 670
NOTCH3-F5/6 Exon56 | 5-CAG GAG AGT CAG AGG GGT-3’ 18 | 58
NOTCH3-R5/6 5-GTC AGA CTT CTT ATT TGC CCT-3’ 21 | 60 >81
NOTCH3-F11 Exon1l | 5°-CTG AAC CAG GAT TGG TCC GA-3’ 20 | 62
NOTCH3-R11 5’-CAC TAG ATG CAC CAT TCC CA-3’ 20 | 60 388
NOTCH3-F18-19 Exon 18-19 | 5’-CTA ACA GCG GGA CTC AGG AA-3’ 20 | 62
NOTCH3-R18-19 5-CAT CCC GGC CAG TTG TCA-3’ 18 | 58 2
NOTCH3-F21/23 Exon 21-23 | 5- CCT ACT GGT AGT GCGCTGAA-3* | 20 | 60
NOTCH3-R21/23 5°-GAA ACT CCC TTC CCT TCG AT -3’ 20 | 60 921
NOTCH3-F24 Exonza | 5 CCACTCCTCCATTICTTCTCCT- [
3 742

NOTCH3-R24 5°- AAG TGG ATG GGC AGG TGG - 3° 18 | 619
NOTCH3-F25 5= TGC AAG CCT TGT CTG GAG TCT -

Exon2s | 3 21 | 624
NOTCH3-R25 5'- GCT CCT GAC ATCTGG TGG GTA - | [ | 555

3

NOTCH3-F26-27-28 5-GTG GAG ATG GCG CTT CAG A-3’ 19 | 62
NOTCH3-R26-27-28 | Exon 26-28 | 5-GGG GAC AGC GGT GCC AT-3’ 17 | 65 | 92
NOTCH3-R27Seq 5°-CAG AGG TCT GAG TCAGGT CAA3® | o1
NOTCH3-F33 5-CCAGGT CTG TCAAGC TCCA -3’ 19 | 60
NOTCH3 R33 fyonas |5 CCTGGGCTGATGACCTATCT-3 | 20 | 62
NOTCH3-F33 SEQ 5-GAC TCG CTG GAC TCC C -3’ 16 | 547 | 1337

NOTCH3-R33 SEQ

5’-CCA GTG GCA GCA GGA ACG A-3

19

62
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Name Region Seq Mer m Band
HTRAL-F1 5’-GAG GCC CTC CTGCACTCT-3’ 18 60.5
HTRAL-RL Exon 1 5’-CGAGAGTTGCCCTGGCCA-3’ 18 65.9 676
HTRAL-F1seq 5’-GCC CAG ACC GCT GCG A-3’ 16
HTRA1-R1seq 5’-GTT GGC GTC GCT GCC GCA-3’ 18
HTRA1-F2-3 5’-CCT TCAGAATTC CAA AGG CT-3’ 20 58
HTRALR?.3 5°-GGC TCA GAC TGG CTT CAG T-3’ 19 60
Exon 2&3 957
HTRAL-R2seq 5’-GTT CTA AGG GAG ACACAC TTA-3 21
HTRA1-F3seq 5’-GGC TGT TGC ACA ACC CA-3’ 17
HTRA1-F4-5 5’-GGA TGT TAG TTG TGA GCT CAG T-3° 22 56
5’-GCA GTA CAT TTA CAG AGC CA-3’
HTRA1-R4-5 Exon 4&5 20 54 1028
HTRA1-R4seq 5’-GGG CTA AGA CCT ATG CTG A-3° 19
HTRA1-F5seq 5’-CGA CCA GGC AGG GAC AT-3 17
5’-CAC TTC GAT CTC TGA AAT AGC T-3’
HTRAL-F6 22 55.6
Exon6 335
HTRAL-R6 5’-CTT GGC TAG TCC TAG GGG CT-3’ 20 599
HTRA1L-E7 5’-GTG GCC CTT CCT GCA AC-3’ 17 60.2
Exon7 235
HTRAL-R7 5’-GGT GCC CGT GAG CAC CT-3 17 63.4
HTRAL-F8 5’-GGA ACT GGT GAG AGC TGA GT-3° 20 62
Exon8 283
HTRAIL-R8 5’-CAA CAT AAT CAT CTG AGC CAG T-3 22 56.8
HTRA1-F9 5’-GCT GTG CCT CTG TCC AT-3’ 17 553
Exon9 325
HTRAL-R9 5’-GCA GCC CAG AGT CCT CA-3 17 58.44
TOPLAM 377
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T.C:
ISTANBUL UNIVERSITESI
{STANBUL TIP FAKULTESI

KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU

Sayi : 2074
Konu : Prof. Dr. Z. Oya UYGUNER

Sayin Prof, Dr. Z. Oya UYGUNER
Tibbi Genetik Anabilim Dali

Tarih :

28.12.2015

ligi :Tibbi Genetik Anabilim Dalinin 17/12/2015 giin ve 398480 sayih yazisi

Sorumlu aragtinciigini Ostlendiginiz ve Yiksek lisans ogrencisi Burcu SEVING' in yurutecedi 2015/2055
dosya numarall "Subkortikal Enfarkt ve Lokoensefalopati ile giden Serebral Arteriyopati
(CADASILICARASIL) hastalig ile iligkili NOTCH3 ve HTRA1 gen mutasyoniannin aragtinimas:” bashikl
¢alisma kurulumuzun 25/12/2015 tarih ve 22 sayil toplantisinda gértigllerek etik ydnden uygun bulunmus

olup, tutanaklar ekte sunulmustur

Bllgdennizi rica ederim

/

~

7l
{
Prof.Dr. A. YaglzélREslN
Istanbul Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar

Etik Kurul Bagkam

Eki: Tutanaklstanbul Tip Fakilitesi Klinik Arastirmalan Etik Kurulu Karar Formu
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