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OZET

Amag: Sporadik ALS tanist alan olgularda literatiirde en sik gozlenen C9o0rf72,
SOD1, TARDBP, FUS ve UBQLN2 genlerinde mutasyon olup olmadigmin ve

belirlenen mutasyonun sikliginin saptanmasi amaglanmuistir.

Yontem: Sporadik ALS tanis1 alan 10 olgunun periferal kan 6rneklerinden genomik
DNA izolasyonu yapilmigtir. C9orf72 geni hekzaniikleotid tekrar sayisi artisi
fragman analizi yontemi ile c¢alisilmistir. SOD1, TARDBP, FUS ve UBQLN2

genlerinin tiim kodlayan dizileri DNA dizi analizi yontemiyle taranmustir.

Bulgular: 10 olgunun 2’sinde C90rf72 geninin birinci intronunda (% 20 oraninda)
heterozigot formda c.-45+162_-45+163insGGGGCC degisimi; SOD1 geninin birinci
intronunda 4 olguda (% 40 oraninda) heterozigot formda ¢.72+133C>T degisimi;
TARDBP geninin besinci intronunda 6 olguda (% 60 oraninda) homozigot formda
c.714+67 714+68insG degisimi tespit edilmistir. FUS genine ait mutasyon
taramasinda 3.ekzonda 3 olguda (% 30 oraninda) heterozigot formda c.147C>A,;
4.ekzonda ise 5 olguda (% 50 oraninda) heterozigot, 4 olguda homozigot formda
€.288C>T olmak tizere 2 farkli genomik degisim belirlenmistir. UBQLN2 geninde

herhangi bir genomik degisim tespit edilmemistir.

Sonug: 10 olgunun 2’sinde (% 20 oraninda) belirlenen ve daha once hastalikla
iligkilendirilmis olan C90rf72 hekzaniikleotid tekrar sayisi artisi bu genomik
degisikligin sporadik ALS’nin ortaya ¢ikmasinda en belirgin genetik defekt oldugunu

desteklemektedir.

Diger taraftan C9orf72 hekzaniikleotid tekrar sayisi artisi gézlenen olgulardan
birinde caligma kapsaminda diger olgularda gozlenen genomik degisimlerin her

birini igermesi, bu varyasyonlarin patojenik olmadigini desteklemektedir.

Bunun yaninda 10 olgudan 9’unda FUS geninde varyasyon tanimlanmis olmasi bu

genin olduk¢a polimorfik oldugunu kuvvetlendirmektedir.

Anahtar Kelimeler: ALS, sporadik ALS, gen mutasyonu



ABSTRACT

Objective: The aim of this study is to determine existence and frequency of the
mutation in C9orf72, SOD1, TARDBP, FUS and UBQLN2 genes which are most

frequently observed in sporadic ALS diagnosed cases.

Method: Genomic DNA isolation was performed from peripheral blood samples of
10 patients with sporadic ALS. In these patients the C9orf72 gene repeat number
was checked by triplet-primer PCR method amplification. All sequences encoding
the SOD1, TARDBP, FUS and UBQLN2 genes were screened by DNA sequencing.

Results: In 2 of 10 cases c.-45+162 -45+163insGGGGCC change was detected in
the first intron of C9orf72 gene as 20 % heterozygous form; in 4 cases ¢.72+133 C>T
change was detected at the first intron of SOD1gene as heterozygous form; in 6 cases
€.714+67_714+68insG change was detected in the fifth intron of TARDBP gene as %
60 homozygous form. In the FUS gene mutation screening revealed 2 different
genomic changes as ¢.147C>A change in exon three with 30 % heterozygosity in 3
cases, also in exon four with % 50 heterozygosity in 5 cases and as ¢.288C>T
change with homozygous form in 4 cases. Any genomic change could not have been
detected in UBQLN2 gene.

Conclusion: An increase in the recurrence rate of C9orf72 hexanucleotide repeat
number which is determined as 20 % (2 of 10 cases), suggests that this genomic

variation is the most obvious genetic defect in the emergence of sporadic ALS.

On the other hand, having one case carrying the increase in C9orf72 hexanucleotide
repeat number with carrying genomic changes observed in other cases suggests that
these variations are not pathogenic.

In addition, a variation in the FUS gene in 9 out of 10 cases strengthens that this gene

is highly polymorphic.

Key words: ALS, sporadic ALS, gene mutation
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1.GIRIS

Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS), alt ve {ist motor noronlarin kaybi ile karakterize
edilen oOliimciil norodejeneratif hastaliktir (Fil ve ark., 2017). ALS hastaliginin
ailesel ve sporadik olmak {izere iki formu vardir. % 90-95 oraninda sporadik
olarak ortaya ¢ikan ALS hastaliginin tanisi, klinikte motor néronlarin etkilenip
etkilenmedigini belirlemede kullanilan elektromiyograf (EMG) yontemi ile
konulmaktadir. ALS hastaliginin etkin  bir tedavi yontemi bulunmamakla
birlikte, bir benzodiazepin ve gii¢lii glutamat alim aktivitesine sahip olan ve inaktif
durumdaki sodyum kanallarin1 stabilize ederek hastalarin hayatta kalma
sliresini bir siire uzatabilen tek ilag Riluzole’diir (Dunlop ve ark., 2003; Song ve
ark., 1997).

Calismamizda, Akdeniz Universitesi, Néroloji Anabilim Dali'nda sporadik ALS
tanist konularak takip edilen 10 olguda, bugiine kadar ALS ile ilgili yapilan
caligmalarda tanimlanmis olan ve iglerinde en sik gozlenen C9orf72, SOD1,
TARDBP, FUS ve UBQLNZ2 gen mutasyonlarnin arastirilmast hedeflenmistir.
Mutasyon tanimlandigi taktirde belirlenen mutasyon sikliginin saptanarak hastaligin

baslangi¢ yasi, klinik bulgular1 ve klinik seyri ile iliskilendirilmesi amag¢lanmaigtir.



2. GENEL BIiLGILER

Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS); yetiskinlerde en yaygin goriilen motor ndron
hastaligidir (Verma, 2012). Ilk kez 1890 yilinda Jean-Martin Charcot tarafindan
tanimlanan bu norodejeneratif hastalikta, alt ve list motor ndéronlarin kademeli
sekilde artan dejenerasyonu sonucu kaslarda giigsiizliik, spastisite, atrofi ve felg
klinik bulgular1  gériilmektedir (Charcot JM, 1890). Klinik fenotip genellikle
semptomlarin goriilmeye basladigi bolgeye gore siniflandirilmaktadir. Olgularin
yaklasik % 65’ ini igeren en yaygin formu kol ve bacaklarda giicsiizlik ve
incelme ile ortaya ¢ikan klasik veya spinal formudur. Olgularin % 30’ unda
hastalik  dizorti (beyinde bir lezyona baglh konusma bozuklugu) veya disfaji
(yutkunma zorlugu) ya da her ikisi birlikte, % 5’ inde ise siddetli solunum
yetmezligi ile baslangig gostermektedir (Zufiria ve ark., 2016). Hastalik, baslangig
anindan, hastaliin seyri siiresince tim motor nodronlara yayilmaktadir.
Hastaligin baslangicin1 takiben genellikle 3 - 5 yil igerisinde solunum kaslarini
sinir sistemine baglayan motor noronlarin kaybi nedeniyle 6liimle sonuglanmaktadir,
fakat yaklagtk % 35’inin 5 yi1l veya daha uzun siire hayatta kalabildigi
belirtilmistir (Shaw ve ark., 2001). Uzun bir siire ALS, spesifik bir motor ndron
hastalig1 olarak bilinmesine ragmen, giiniimiizde ALS hastalarinda Frontotemporal
Demans (FTD) ve bulbar baslangi¢h hastalarda orta dereceli biligsel bozukluklarin
yaygin olarak goriildiigii bilinmektedir (Ferrari ve ark., 2011). ALS olgularmin
yaklasik % 90’ min etiyolojisi bilinmemekte ve bu olgular sporadik ALS (SALS)
olarak degerlendirilmektedir; geriye kalan % 5-10 luk kismi ise Mendelyen
kalittm1 gosterilmis genlerdeki mutasyonlarla ortaya c¢iktigi icin ailesel ALS
(familial ALS) olarak siiflandirilmaktadir (Al-Chalabi ve Visscher, 2014; Guerreiro
ve ark., 2015).

2.1. Etiyolojisi

ALS olgularinin ¢ogunlugunu olusturan sporadik formunda, noronal dejenerasyona
neden olan baslangic mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Ailesel ALS’ de
ise patogenez mutasyon iceren genlerin fonksiyonu ile iligkilidir. Genetik ve
cevresel faktorlerin ALS hastaliginin etiyolojisine katkisin1 belirlemek iizere
bircok c¢alisma yapilmistir. Etkili olan c¢evresel faktorlerden bir kismi asagida

agiklanmaktadir.



2.2. Cevresel Faktorler

Cevresel kosullara iliskin yapilan epidemiyolojik ve deneysel ¢aligmalar sonucu
pestisit  kontaminasyonu, sigara, alkol, kursun, viral ve fungal enfeksiyonlar,
fiziksel egzersiz ve elektromanyetik radyasyon gibi pek ¢ok ¢evresel faktoriin
ALS patogenezinde etkili oldugu belirtilmistir (Armon, 2009; Ingre ve ark., 2015)

2.2.1. B-N-metilamino-L-alanin

ALS hastaliginin parkinson ve demans ile baglantis1 ilk olarak, 1945 yilinda
Amerika Birlesik Devletleri’ndeki Guam adasinda yasamis olan Chamorros
populasyonunda tanimlanmistir (Steele, 2005). 1967 yilinda Vega ve Bell
Chamorros halkinin un yapmak igin kullandigi cycad (Cycas micronesica)
tohumlarinda  bir  norotoksin ~ olan  B-N-metilamino-L-alanin’i (BMAA)
kesfetmislerdir (A, 1967). Guamanian ALS hastalarina otopsi yapildiktan sonra
beyinde BMAA’ nin yogun olarak goézlenmesi sonucu motor ndron hastaliginda
BMAA’ nin c¢evresel bir faktor olarak yer aldigi teorisi ortaya konmustur

(Murch ve ark., 2004).

2.2.2. Agir Metaller
Agir metallerin toksik olabilecek kadar yiiksek miktarlarinin veya yetersiz
diizeylerinin hastaliklar1 indiikledigi bilinmektedir. Agir metaller icerisinde en

cok kursun, civa ve selenyum ile ilgili calisma yapilmistir (Sutedja ve ark., 2009;
Johnson ve Atchison, 2009).

Kursun:

ALS hastalarinin serebrospinal sivilarinda ve kan Orneklerinde yiiksek oranda
kursun tespit edilmistir. Aminolevulinik asit dehidrataz (ALAD) enzimini kodlayan
gendeki polimorfizmlerin ALS hastalarinin kemiklerinde saptanan kursunun
kontrol grubuna gore daha fazla miktarda birikimine neden olarak ALS riskini

artirdig1 gozlenmistir (Kamel ve ark., 2003).



Criva:

Yapilan ¢esitli epidemiyolojik ¢alismalar, civa maruziyetinin ALS riskini artirdigini
gostermistir (Pamphlett ve Waley, 1998; Adams ve ark., 1983). Deney hayvanlar1 ve
hiicre kiiltiirii ile yapilan ¢alismalar, civanin ALS patolojisindeki roliinii
desteklemektedir. Olusturulan fare modelleri civaya maruz birakildiginda civanin

alt ve st motor noronlarda biriktigi gozlenmistir (Arvidson, 1992).

Selenyum:

Selenyumun ALS hastaligina etkisi ilk olarak selenyumca zengin bolgelerde
yasayan populasyonlarda ALS riskini arttirmasi sonucu belirlenmistir (Kilness ve
Hichberg, 1977; Vinceti ve ark., 1996). Italya’da 11 yil boyunca yiiksek selenyum
iceren su icen 5000’ den fazla kiginin selenyuma maruz kalmayanlara gore
ALS hastaligi i¢in 7 kat daha fazla risk tasidigi tespit edilmistir (Vinceti ve
ark., 1996).

Cevresel faktorlerin yam sira, Bilesik Krallik (UK) ve Isve¢’ de yapilan bir
calismada monozigotik ikizlerin dizigotik ikizlerden daha yiiksek risk tasidigi,
her ikisinin de kontrol grubuna goére ALS hastaligina daha yatkin oldugu
gozlenmistir (Al-Chalabi ve ark., 2010). Esler disindaki yakin akrabalarda da
riskin artmasi genetik faktorlerin cevresel faktorlere gore Onemli Olgiide etkili

oldugunun gostergesidir (Gibson ve ark., 2014).

2.3. Genetik Faktorler:

Son yillarda yapilan calismalarla genetik faktorlerin ALS hastaliginin ortaya
¢ikmasinda etkili oldugu belirlenmistir. Hastalik etkeni olan genlerin otozomal
dominant, otozomal resesif ve X kromozomuna bagli dominant gegis gosteren ailesel
ALS’ye neden oldugu, yatkinlik genlerinin ise hastaligin sporadik formunun ortaya
¢ikma riskini artirdigi  bilinmektedir (Millecamps ve ark., 2012). DNA/RNA
islenmesi, otofaji ve vezikiil transportunda gorev alan proteinleri kodlayan genler ile
hiicre iskeleti organizasyonu, lipid-karbonhidrat metabolizmasi, glikoz alima,
oksidatif stres, apoptoz ve mitokondri biitiinligiinden sorumlu proteini kodlayan
genlerdeki mutasyonlar ALS hastalig: ile iligkilendirilmektedir (Sekil 2.1) (Petrov,
2017).
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Sekil 2.1. ALS ile iliskilendirilen genler ve hiicresel fonksiyonlari (Petrov, 2017)

2.4. ALS Hastahgma Neden Olan Genler

2.4.1. Major Genler

Siiperoksid Dismutaz 1 (SOD1)

ALS’de 1993 yilinda ilk tanimlanan gen, SOD1 geni olup, ailesel ALS’li olgularin %
20’sinde, sporadik olgularin ise % 2’sinde SOD1 geninde c¢esitli mutasyonlar
tammlanmustir (Taylor ve ark., 2016). Kromozomal lokalizasyonu 21g22.1 olan
SOD1 geninin iriinii Cu-Zn SOD1, 32 kDa molekiiler agirligina sahip, homodimerik,
153 amino asitten olusan iki alt iinitesi nonkovalent bagli metalloenzimdir (Doucette
ve ark., 2004). Her bir alt birim bir tane ¢inko ve bakir atomuna baglanmaktadir.
SOD1 enzimi, mitokondride oksidatif fosforilasyon sonucu dretilen siiperoksid
anyonlarinin bakir atomunun oksidasyonu ile hidrojen perokside doniistiiriilmesini
katalizlemektedir. SOD1 geninin bes ekzonunda 160’ dan fazla farkli mutasyon
tespit edilmistir(Saccon ve ark., 2013). SOD1 geninde goriilen mutasyonlarin
¢ogunlugunu nokta mutasyonlar1 olusturmakla birlikte ¢esitli delesyon, insersiyon ve
kirpilma mutasyonlari da tanimlanmistir (Saccon ve ark., 2013). Mutant SOD1
proteinleri normal SODL1 proteinlerine kiyasla, 6nemli 6lgiide daha stabil olmayan

yapidadir ve monomerlerine ¢ok daha kolay ayrismaktadir (Hough ve ark., 2004).
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SOD1 inkliizyonlar1 bobrek ve karacigerde de tespit edilmistir, fakat hastalik tizerine
olan etkisi heniiz tam olarak bilinmemektedir (Jonsson ve ark., 2008). Mutant SOD1
enziminin noérodejenerasyona neden olan mekanizmalar1 arasinda aksonal ve
hiicresel transportta bozulmalar, ER stresi, kalsiyum homeostazisinin bozulmasi,
ubiquitin—proteozom  sistemi ve RNA  fonksiyon bozukluklari, otofaji
mekanizmasindaki diizensizlikler ve mitokondriyal hasarlar bulunmaktadir (Bunton-

Stasyshyn ve ark., 2015).

TAR-DNA Binding Protein (TARDBP)

TDP-43 proteinini kodlayan 1p36.2°de lokalize olan TARDBP geninde yaklasik 44
farkli mutasyon hem ailesel hem de sporadik ALS olgularinda tanimlanmistir.
TARDBP gen mutasyonlarinin % 5’1 ailesel, % 1’inden daha az1 ise sporadik ALS
olgularinda gozlenmistir (Del Bo ve ark., 2009). TDP-43, RNA ve DNA’ya baglanan
ve diger riboniiklear proteinlerle de etkilesime giren multifonksiyonel bir proteindir.
TDP-43 proteini, RNA’nin  kirpilma, transport ve translasyonunu igeren RNA
metabolizmasinda gorevlidir (Lee ve ark., 2015). Bu protein, iki RNA tanima
bolgesi, bir Niiklear Lokalizasyon Dizisi (NLS) ve bir Niiklear Export Sinyali (NES)
icermektedir (Winton ve ark., 2008). Ayrica, glikoz ve lipid metabolizmasinda da
onemli rol almaktadir (Stallings ve ark., 2013). Farelerde postnatal donemde
TDP-43 proteininin azalmasi veya olmayisi viicut yag oraninin 6nemli Olgiide
azalmasin1 takiben hizli bir sekilde olim ve Tbcldl proteininin azalmasina
neden olmustur (Chiang ve ark., 2010). Tbcldl proteini bir Rab- GTPase aktive
edici protein olup, glukoz alinimimni, insiilin  duyarliligint ve lipolizisi
etkilemektedir (Hargett ve ark., 2015). Diger taraftan merkezi sinir sisteminde
yabanil tip ve A315T mutasyonu tasiyan TDP-43 proteininin asirt ifade
edilmesi sonucu yag kitlesinde artis ve obeziteye bagl insiilin direnci
gozlenmistir (Stallings ve ark., 2013). Yapilan son ¢alismalar sonucu TDP-43’iin
AMP aktive edici Protein Kinaz (AMPK) aktivasyonu ile iliskili oldugu ve
buna bagli olarak egzersiz siiresince kas hiicrelerinin glikoz aliminda gorev
alabilecegi diisiiniilmektedir. A315T mutasyonu tasiyan farelerde motor néronlarda
AMPK aktivasyonunda azalma gozlenirken, spinal kordta yabanil tip TDP-43
proteininin asirt ifade edilmesinin AMPK aktivasyonunu artirdigr gozlenmistir
(Perera ve ark., 2014; Liu ve ark., 2015).



Fused in Sarcoma (FUS)

16pl1.2°de lokalize olan FUS gen iiriinii olan FUS proteininin, énemli o6lgiide
TDP-43 proteinine yapisal ve fonksiyonel benzerlik gosterdigi bilinmektedir.
Tim ailesel olgularin % 4-5’inde 46’dan fazla farkli mutasyon tanimlanmis
olup, FUS mutasyonlar1 sporadik olgularin % 1’inden azinda rapor edilmistir
(Deng ve ark., 2014). FUS proteini, N- terminalinde serin-tirozin-glutamin glisin
(STQG)’ce zengin bolge, korunmus RNA tamima bolgesi, RanBP2 tipi zink
finger ve c¢oklu C- terminal arjinin-glisin-glisin motifi igermektedir (Yang ve
ark., 2010). N- terminal bolge glisin zengin bolgeyle birlikte FUS proteininin
kiimelenme 06zelligini belirleyen prion benzeri domain igermektedir (Sun ve ark.,
2011). ALS hastaliginda gozlenen mutasyonlarin ¢ogunlugu C-terminal bolgesinde
(515-524 amino asit) toplanmustir (Drepper ve ark., 2011). FUS gen mutasyonuna
sahip ALS hastalarinin beyin ve spinal kord dokularindan yapilan otopsi
analizi sonucu noronlarda ve gliyal hiicrelerde hiperfosforilasyon ve ubiquitinasyon
gibi post-translasyonel modifikasyonlar ger¢eklesmediginden, Fus proteinini i¢eren

anormal sitoplazmik inkliizyonlar gozlenmistir (Kwiatkowski ve ark., 2009).

Ubiquilin 2 (UBQLN2)

Ubiquitin protein ailesinin bir iiyesi olan ubiquilin-2 proteini Xp11.23-Xp13.1
lokalize olan UBQLN2 geni tarafindan kodlanmakta ve X kromozomuna bagl
dominant kalitim gostermektedir. UBQLN2 geninde bugiine kadar 5 farkli
mutasyon tanimlanmis olup, bu mutasyonlar tim ALS olgularinin % 1’inden
daha azinda goriilmektedir. Son yapilan ¢alismalarda, UBQLN2 genindeki
mutasyonlarin ALS ve FTD hastaligina neden oldugu ve dogrudan dogruya
protein degredasyon mekanizmasi ile iliskili oldugu bildirilmistir (Deng ve ark.,
2011).

C9orf72

2011 yilinda, ALS hastaligi bulunan ailelerde 9p21-22°de lokalize olan C9orf72
geninde hekzaniikleotid tekrar sayisi artisi  tanimlanmistir. Avrupa  kokenli
olgularin 1/3’inde ALS’ nin bu gendeki tekrar sayisi artiglar1 ile ortaya c¢iktig
bildirilmistir (DeJesus-Hernandez ve ark., 2011). Finlandiya’da ailesel olgularin %
46’smda, sporadik olgularin % 21’inde, Ispanya’ da ailesel olgularn % 27.1’inde,

sporadik olgularin ise % 3.2’sinde hekzantikleotid tekrar sayist artig1 belirlenmistir



(Garcia-Redondo ve ark., 2013). Bu veriler, C9orf72 genindeki tekrar sayisi
artisginin - Avrupa orijinli toplumlarda goriildiginii desteklemektedir (Smith,
2013). Ailesel ALS olgularinin % 60-80’ inden fazlasinda SOD1, TARDBP, FUS
ve CO9orf72 genlerinde mutasyonlar tespit edilmistir. Bu mutasyonlarin %
50’sinden C9orf72 genindeki tekrar sayisi artiglart sorumlu olup en yaygin
genetik defekt olarak belirtilmistir. Ayrica, hastalik baglama yaginin SOD1 ve
FUS mtasyonlarin1 tasiyan bireylerle kiyaslandiginda daha ge¢ baslangigh
oldugu (40 yasindan sonra) bildirilmistir (Millecamps ve ark., 2012). C9orf72
genindeki GGGGCC hekzaniikleotid tekrari dizi artis1 ailesel ALS olgularinda
% 40 oraninda gozlenerek en yaygin nedenleri arasindadir ve sporadik ALS
olgularinda % 9 oraninda goriilmektedir. ALS hastalar1 arasinda ve ayni bireyin
farkli dokular1 arasinda tekrar sayisindaki artisin heterojen yap1 gosterdigi ve
C9orf72 geninde tekrar sayisi artist  gozlenen Dbireylerde oOzellikle bulbar
baglangicli ALS goriilme oraninin daha yiiksek oldugu bildirilmistir (Debray ve
ark., 2013; Ratti ve ark., 2012). C9orf72 geninde bu hekzaniikleotid tekrarli dizi
artis1  sonucu gen Uriinii proteinin miktarinin azalmasi nedeniyle oldugu ve bu
azalisin  endositoz ve otofaji mekanizmalarinda bozulmalara sebep oldugu
belirtilmistir (Farg ve ark., 2014). C9orf72 geninde mutasyon tasiyan farelerle
yapilan caligmalar sonucu, bu genin ekspresyonunun makrofaj ve mikrogliya
hiicrelerinde immiin ve otoimmiin Cevabin diizenlenmesinde 6nemli rol aldig: tespit

edilmistir (Atanasio ve ark., 2016).

2.4.2. Minor Genler

Otofaji ve vezikiil transportunda gérev alan genlerden birisi olan OPTN genindeki
mutasyonlarin ¢ogunlukla Japon ailelerinde dominant veya resesif kaliim gosterdigi;
VCP, VAPB, SQSTM1, SORT1, UBQLN2 ve FIG4 genlerindeki mutasyonlarin az
sayida ailesel olgularda gozlendigi ve sporadik olgularda ise sembolik olarak
goriildigi bildirilmistir (Maruyama ve ark., 2010; Hocking ve ark., 2002).

ALS Hastaligina Yatkinhg1 Artiran Genler

ALS hastaliginin ortaya ¢ikmasinda agirlikli olarak etkili oldugu bilinen hastalik
yapicit genlere ek olarak, diger genler hastalik riskinin belirlenmesinde rol
almaktadir. ALS hastaliginin monogenik olarak ortaya ¢ikisinda etkili olan genler

sporadik formunda risk faktorii olarak, diger ndrodejeneratif hastaliklarin fenotipinin



belirlenmesinde modiilatér olarak rol almaktadir. Ornegin, SQSTM1 genindeki
mutasyonlar FTD hastaliginin fenotipini etkilerken, FUS ve TREM2 genindeki
mutasyonlar ALS hastaligi i¢in risk faktorii olusturmaktadir (Deng ve ark., 2014;
Cady ve ark., 2014).

2.5. Epigenetik

Epigenetik ¢alismalar erken evredeki ALS hastalarina genetik yatkinligin ve ¢evresel
faktorlerin  etkisi agisindan yol goOsterici  olmaktadir. ALS hastaliginin
patofizyolojisinin  sekillenmesinde gorevli genlerin fonksiyonlar1 epigenetik
mekanizmalar ile  diizenlenmektedir. Bu  epigenetik  calismalar, histon
modifikasyonlari ve miRNA’lar araciligi ile hastaligin patofizyolojisine yonelik
fonksiyonlarin  diizenlenmesi saglanarak tedavi yaklasimi olusturulabilecegi
bildirilmistir (Lazo-Gomez ve ark., 2013). ALS hastalarinda hastaligin baslangig
yasina bagli olmaksizin kan ve ndral dokulardaki DNA metilasyon yiizdesinin arttig1
gozlenmis ve C9orf72 gen metilasyon mekanizmasinda degisiklikler belirlenmistir
(Tremolizzo ve ark., 2014; Xi ve ark., 2014). FUS proteininde meydana gelen yapisal
degisiklikler histon konfigiirasyon degisikliklerini indiikleyerek  Arjinin-N-
metiltransferaz proteininde fonksiyon kaybina neden oldugu bildirilmistir (Tibshirani
ve ark., 2015).

Histon kuyruklarindaki post-translasyonel modifikasyonlar histon deasetilazlarin
gorev aldigr deasetilasyon mekanizmalart ile gerceklestirilmektedir. ALS
hastalarinda ve ALS hayvan modellerinde spinal kord ve beyin dokularinda gesitli

histon deasetilazlarin asir1 ekspresyona ugradigi bildirilmistir (Janssen ve ark., 2010).

Ailesel ve sporadik ALS sebebiyle kaybedilen ALS hastalarindan yapilan otopsi
analizleri sonucu spinal kordta miRNA-155’in asir1 ifade edildigi tespit edilmistir
(Koval ve ark., 2013). Ayrica miRNA analizleri sonucu birtakim mRNA’larin
hastaligin erken evresi ile iliskili oldugu ve miRNA-338-3p’nin ALS hastalarinin
beyin hiicrelerinde deregiilasyona ugradig: bildirilmistir (Shioya ve ark., 2010).

Protein agregat olusumuna neden olan TDP-43 ve FUS mutasyonlarinin, bazi
miRNA’larin bu agregatlardan ayrilmasina veya dolayli olarak HDAC4 enziminin

disregiilasyonuna neden oldugu tespit edilmistir (Freischmidt ve ark., 2015).



Uygulanan tedavilere iliskin, ALS’de tespit edilen geri doniisiimlii epigenetik
degisikliklerin ~ farmakolojik  gelismeler acisindan yol gdsterici  olacagi
diistiniilmektedir. Son alt1 y1lda, ALS hastaligi ile iliskili Mendelyan kalitim gésteren
TARDBP, C9orf72 ve diger birtakim genlerin (VCP, SigmaR1, OPTN, CHMP2B)
kesfedilmesiyle, motor ndronlarda meydana gelen enerji homeostazisindeki
diizensizlikler, RNA metabolizmasindaki degisiklikler, otofaji ve eksojen toksinlere
kars1 duyarlilikta fonksiyonel bozulmalarin altinda yatan mekanizmalar agisindan
bilgilendirici oldugu diisiiniilmektedir. Diger ¢evresel ve heniiz belirlenmemis olan
genetik faktorler, sporadik ALS olgularinda nérodejeneratif kaskadin baglamasinda
etkili olan hassas esik degeri belirlerken, ailesel ALS olgularinda bu faktorlerin
birlikte etkisi Mendelyan kaliim penetransinin, semptomlarin baslama yasinin ve

hastaligin ilerleme hizinin belirlenmesinde etkili olmaktadir.

2.6. Patogenez

Motor ndron dejenerasyonu ile iligkili olan RNA islenme mekanizmasindaki
degisiklikler, protein metabolizma anomalileri, artmis oksidatif stres, aksonal
transport ve sinaptik bozukluklar ile degismis motor ndron g¢evresini igeren tiim
gesitli hiicresel bozulmalar ALS’nin ailesel ve sporadik formunda tanimlanmistir
(Robberecht ve Philips, 2013). Bunlar arasinda protein metabolizmasindaki
(proteostazis) bozulmalarin  6zellikle o6nemli oldugu vurgulanmigtir. ALS

hastaliginda 6ngoriilen patojenik mekanizmalar asagida verilmektedir:

2.6.1. Proteinde Yanhs Katlanma

Protein yanlis katlanmalarinin dogrudan patogeneze olan etki mekanizmasi tam
olarak aydinlatilamamasina ragmen, protein degredasyonu ve hiicresel yolaklardaki
(akson ve somatik hiicreler) fonksiyon bozukluklari, oksidatif stres, prion benzeri
yanlig katlanmalar ve ER stresini i¢eren hipotezler 6ne siiriilmektedir (Ravits ve ark.,
2013). Buna bagli olarak, yanlis katlanmig proteinlerin birikimine bagh
proteostazisin bozulmasi ALS hastaliginin en temel o6zelligidir. Yanlis katlanmis
proteinlerin patojenik mekanizmalara yol agarak proteostaziste bozulmalara yol
actigr bilinmektedir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. ALS patogenezinin genel gosterimi. ALS’ de protein yanlis katlanmalarinin motor
noronlar ve hiicresel fonksiyonlar iizerindeki etkisi (Parakh ve Atkin, 2016)

2.6.2. Protein Degredasyon Sisteminin Bozulmasi

Ubiquitin Proteozom Sisteminde Fonksiyonel Bozulmalar

Hiicre igerisinde yanlis katlanmis proteinler ubiqutin proteozom sistemini igeren
hiicresel Protein Kalite Kontrol (PQC) sistemi, Saperon Aracili Otofaji (CMA) ve
makrootofaji mekanizmalar1 ile pargalanmaktadir (Ciechanover ve Kwon, 2015).
Protein substratlarinin ubiquitin proteozom sistemi ile parcalanabilmeleri igin
ubiquitin ile isaretlenmeleri gerekmektedir (Ciechanover, 2012). Tim CMA
substratlari amino asit sekanslarinda saperon kompleksinin kurucu iiyeleri tarafindan
(6zellikle hsc70) taninmalarini  saglayan bir pentapeptid motifi (KFERQ)
icermektedir (Dice, 2007). Spesifik KFERQ sinyali tagiyan yanlis katlanmig
proteinler lizozomlarda 1s1 soku proteinlerini (Hsps) iceren CMA mekanizmasi ile
pargalanmaktadir (Koga ve Cuervo, 2011). Ayrica, Ubiquitin Proteozom
Sistem’inden (UPS) ve CMA mekanizmasindan kagan daha biiyiik protein
agregatlar1 makrootofaji yoluyla degrede edilmektedir. Bu siirecte yanlis katlanan
proteinler lizozomlarda pargalanmak iizere otofagozomlar seklinde ayrilmaktadir
(Johnston ve ark., 1998). Diger norodejeneratif hastaliklarda oldugu gibi ALS’ de
etkilenen ndronlarda intraselliiler inkliizyonlarin fazla miktarda bulunmasi hiicresel

protein degredasyon mekanizmasinin fonksiyonel olmadiginin gostergesidir.
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2.6.3. Otofaji Mekanizmasinda Bozulmalar

Otofaji mekanizmasi hiicresel stres kosullari siiresince aktif olarak ¢alismakta ve bazi
durumlarda hiicrenin canli kalabilmesini saglamaktadir. Ayni1 zamanda, otofaji hiicre
Olimiinii dolayli veya direk olarak indiiklemektedir. Yapilan g¢alismalar sonucu
otofajinin ALS i¢in koruyucu veya zararli oldugu konusunda c¢eligkiler
bulunmaktadir. Trehaloz yontemi ile indiiklenen Mammalian Target of Rapamycin
(MTOR) bagmmsiz otofajinin, 85. kodonda glisinin arjinine doniisiimiinii saglayan
mutasyonu tasityan SOD1 geninin 12 kb genomik DNA fragmentinin fare
embriyolarina mikroenjeksiyon yoluyla verilmesiyle olusturulan transgenik fare
modellerinde (SOD1%8%R), SOD1 proteininin artisin1 ve motor ndron kaybini énemli
Olclide azaltarak yasam siiresini uzatmis ve hastaligin ilerleyisini yavaslatmistir
(Castillo ve ark., 2013). Otofaji indiikleyici ajan olarak kullanilan
methotrimeprazinin, primer fare néronlarindan mutant TDP-43’iin uzaklastirilmasini
sagladig1 ve otofaji indiikksiyonunun insan kok hiicrelerinden elde edilen ndéron ve
astrositlerde hiicrenin hayatta kalmasimi artirdigi goézlenmistir (Barmada ve ark.,

2014). Yapilan bu ¢alismalara gore otofajinin artmast ALS i¢in koruyucu olmaktadir.

2.7. Hiicresel isleyis Mekanizmalarinda Bozulmalar
Hiicresel trafikte bozulmalarin sinir hiicresinin akson ve gévdesinde meydana gelen

defektler sonucu ortaya ¢iktigi ALS hastalarinda tespit edilmistir.

2.7.1. Aksonal Transport islev Bozuklugu

Aksonal transport sistemindeki bozulmalar hastaligin erken evrelerinde fazla
miktarda mutant SOD1%%A proteinini asir1 ifade eden transgenik fare modellerinde
gozlenmistir (Bilsland ve ark., 2010). Noronlarin igeri ¢ekilmesi ve denervasyonu
sonucu SOD1%%A farelerinde erken evrede aksonal baglant1 ve islev bozuklugunun
meydana geldigi gorilmistiir (Fischer, 2004; Frey ve ark., 2000). Mutant SOD1
agregatlarinin molekiiler motor proteini olan dynein ile etkilesime gegtigi ve motor
noronlarindan elde edilen hiicre kiiltiirlerinde mikrotiibiiller boyunca akson
transportunda ve fonksiyonunda bozulmalara neden oldugu bildirilmistir (Ligon ve
ark., 2005). Yanlis katlanmig SOD1 agregatlarinin Kinezin Baglantili Protein 3
(KAP3) ile de etkilesime gegtigi ve hiicresel trafigi engelledigi bildirilmistir (Tateno

ve ark., 2009). Ayrica, mutant SOD1 proteininin, néronal kiiltiirlerde, farelerin spinal
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kord lizatlarinda Kinezin 1 aracili MAP kinaz yolagii ve hizli aksonal transportu

inhibe eden noronal p38’i aktive ettigi bildirilmistir (Morfini ve ark., 2013).

2.7.2. Hiicre Govdesindeki Trafik ve ER-Golgi Transportundaki Defektler

ALS’de akson trafiginde bozulmalarin yaninda endoplazmik retikulum ve golgi
organelleri arasindaki trafikte de defektlerin olduguna dair kanitlar ortaya
¢ikmaktadir. Bu durumun hastalar, hayvan modelleri ve hiicre kiiltiirii ile yapilan
calismalarda gozlenildigi tizere golgi organelinin fragmentasyonunun ALS’nin
karakteristik 6zelligi ile iliskili oldugu bildirilmistir (Sundaramoorthy ve ark., 2015).
ER — Golgi salg1 yolagi, protein ve lipidlerin ER ve golgi arasindaki transportu igin
elzemdir ve tim endomembran sistemi i¢in hayati 6nem tasimaktadir (Watson ve
Stephens, 2005). ER’da yeni sentezlenen proteinler Kilif Proteini Kompleksleri
(COPs) ile birlikte kargo proteinlerine doniistiiriilerek vezikiiller seklinde
paketlenmektedir (Barlowe ve ark., 1994). Bu proteinler, ardindan ER-Golgi Ara
Kompartimani (ERGIC) araciligi ile golgi organeline tasinmaktadir ve hiicresel
fonksiyonlarina gore dagitilmaktadirlar (Emr ve ark., 2009). Tiim proteinlerin ligte
biri bu yolla ekstraseliller, transmembran ve aksonal lokalizasyonlarina
gonderilmektedir (Barlowe ve Miller, 2013). Buna bagli olarak, ER-Golgi
transportundaki defektlerin néronlarin canliligini siirdiirebilmesini olumsuz etkiledigi

disiiniilmektedir.

2.7.3. Oksidatif Stres

Norodejeneratif hastaliklarda patojenik mekanizmalarla oksidatif stresin iliskili
oldugu disiiniilmektedir. Oksidatif stres sonucu, hiicrelerde yanlis katlanmis ve
agregat olusturma egiliminde olan, proteolizise direngli capraz kovalent bag
olusturan modifiye proteinler {iiretilmektedir (Barber ve Shaw, 2010). ALS
hastalarinin  kortekslerindeki antioksidan glutatyon molekiiliiniin yoklugu veya
azalmasi ile mutant SOD1%%** farelerinde bu redoks regiilatériiniin modiilasyonunun
mitokondriyal patolojiye yol actig1 belirlenmistir (Weiduschat ve ark., 2014). In vitro
caligmalar, oksidatif stres altinda yabanil tip SOD1 proteininin yanlis katlanma ve
agregat olusturma egiliminin arttigin1 gostermektedir (Bosco ve ark., 2010). Ayrica,
sporadik ALS olgularinda glutatyon molekiiliiniin azalmasi sonucu TDP-43

proteinlerinin inkliizyon olusturdugu belirtilmistir (Iguchi ve ark., 2012).
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2.7.4.Endoplazmik Retikulum (ER) Stresi

ER liimeni, yiiksek konsantrasyonda protein katlanmalarinda gorevli spesifik saperon
proteinleri ve enzimleri bulundurmasi nedeniyle, endoplazmik retikulum Protein
Kaite Kontrol (PQC) sisteminde 6nemli rol almaktadir (Perri ve ark., 2015). ER
icerisinde yanlig Katlanmig proteinlerin birikerek ER stresini tetiklemesi sonucu
yanlis katlanmig protein cevabi (UPR) sistemi aktive olmaktadir. Bu mekanizma ile
ER igerisinde yanlis katlanmis proteinlerin birikiminin énlenmesi, ER igerisinde yer
alan saperon proteinlerin aktive edilerek protein yanlis katlanmalarinin engellenmesi
ve ER Aracili Pargalanma (ERAD) sistemi ile yanlis katlanmig proteinlerin ortadan
kaldirilmas1 amaglanmaktadir. Kisa siireli ER stresi UPR sistemi ile giderilir iken
ALS hastalarinda goézlenen uzun siireli kronik ER stresinin UPR sistemi ile

¢oziilemedigi igin apoptozu tetikledigi bildirilmistir (Urra ve ark., 2013).

2.7.5. ALS Hastali@inda Saperon Proteinlerin Rolii

ALS’de etkin bir tedavi yontemi bulunmamakla birlikte terapotik —stratejik
yaklagimlar 6nem kazanmaktadir. ER stresi siiresince indiiklenen Protein Disiilfit
Izomeraz (PDI) ailesinin {iyesi olan saperon proteinlerinin terapotik etkisi olabilecegi
ongoriilmektedir. Molekiiler saperonlar ve baglantili olduklari saperonlar proteinlerin
fonksiyonel olgunlagsma basamaklari olan katlanma, transport ve translokasyon
olaylarinda ve yanlis katlanmis protein ve peptidlerin uzaklastirlmasinda major
oneme sahiptir (Raj, 2015). Hsp40 ailesinin iiyesi olan HSJ1a saperon protein over-
ekspresyonunun, SOD1%%A farelerinde motor ndronlarin hastaligin ge¢ evrelerine
kadar canli kalabilmelerini sagladigi gozlenerek, ALS ig¢in terapétik —Strateji
yaklagimlart sundugu bildirilmistir (Novoselov ve ark., 2013)(Sekil  2.3).
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Sekil 2.3. Protein katlanmasinda saperon proteinlerin rolii (Parakh ve Atkin, 2016).

Goriildigu tizere, bircok genetik, epigenetik ve cevresel faktorlerin rol oynadig:
ALS’de, birincil hedefin genetik oldugu goriilmektedir. Biz de bu ¢alismamizda,
ALS hastalarinda major rol oynayan 5 gendeki (C9orf72, SOD1, TARDBP, FUS ve
UBQLN2) mutasyonlar1 taramay1 ve bizim populasyonumuzda goriilen mutasyonlari

ortaya ¢ikarmay1 amagladik.
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3. GEREC ve YONTEM

C9orf72, SOD1, TARDBP, FUS ve UBQLN2 genlerinde mutasyon olup olmadiginin
belirlenmesini amaglayan calisma dahilinde, Akdeniz Universitesi, Tip Fakiiltesi,
Noroloji Anabilim Dali'nda sporadik ALS tanis1 konularak takip edilen 10 olguya
ayrintili bilgi verildikten sonra, aydinlatilmig onam formu dolduruldu. Bu olgularda
hastaligin ailesel olmadigin1 ekarte edebilmek ve sporadik olgulari segebilmek igin
ayrintili aile dykisii alind1 ve pedigri cizimleri yapildi. Hastalardan periferal kan
ornegi alindiktan sonra genomik DNA izolasyonu i¢in kullanilacak soliisyonlar

hazirlanarak DNA izolasyonu yapildi.

3.1.Periferal Kandan DNA izolasyonu
Sporadik ALS tanis1 alan 10 hastanin, KsEDTA (Venoject) iceren tiiplere periferal
kan ornekleri alindiktan sonra tuz ile ¢oktiirme (salting-out) yontemiyle genomik

DNA izolasyonu yapildi.

3.1.1. Kullanilan Soliisyonlar
Eritrosit Lizis Tamponu I¢cerigi
155 Mm NH4CI (Sigma)

10 Mm KHCOs (Sigma)

0.5M EDTA (Sigma)

EDTA (0.5 M, pH = 7.4 )’min Hazirlanmasi
18.61 g EDTA 100 ml bidistile su igerisinde ¢oziilerek NaOH (Sigma) ¢ozeltisi ile
pH ayarlandi. Oda sicakliginda saklandi.

1000 ml lizis tamponu hazirlamak igin, 8.28 g NH4Cl, 1 g KHCOs ve 4 ml EDTA
1000 ml distile suda ¢ozildii. Soliisyonlar otoklavda steril edildikten sonra
kullanilana kadar +4°C’de saklandi.

Lokosit Lizis (WBL) Tamponu Icerigi
0.1 M NaCl (Merck)
0.5 M EDTA (Sigma)
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WBL Tamponunun Hazirlanmasi

23.4 g NaCl 100 ml distile suda ¢oziilerek 0,1 M’lik NaCl elde edildi ve
otoklavlandi. Stok NaCl soliisyonundan 2,5 ml ve stok EDTA soliisyonundan da 0,5
ml alinip 100 ml’ye tamamlanarak final hacimde (100 ml) WBL tamponu hazirlandi.

%10’luk SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) Soliisyonunun Hazirlanmasi
10 g SDS (Q-Bio gene) tartilarak, 100 ml distile suda ¢oziildiikten sonra 0.22 pm’lik
filtreden (Costar) gegirilerek steril edildi.

Proteinaz K Soliisyonu

100 mg proteinaz K (AppliChem GmbH) 10 ml distile suda ¢ozildi.

Amonyum Asetat (AmAc) Soliisyonu (9.5 M)
36.613 g AmAC (Sigma) tartilarak, 6nce 15 ml steril distile su ile homojenizasyonu

sagland1 ve daha sonra son hacim olan 50 ml’ye tamamlandi.

3.1.2. DNA izolasyonu Basamaklar1

1. EDTA’L tiiplere alinmis olan 10 ml kan 50 ml’lik dibi konik santrifiij tiipiine
(falkon) aktarildi.

2. Uzerine 30 ml eritrosit lizis tamponu ilave edilerek vortekslendi ve -20°C” de 20
dakika bekletildi.

3. -20 °C’ den ¢ikarildiktan sonra +4°C’de 1.500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.
4. Santriflij sonrasinda tiiplerin dibinde olusan peleti kaldirmadan tizerindeki sivi
kisim uzaklastirildi.

5. Elle vurularak peletin homojenizasyonu saglandi.

6. Pelet, eritrosit lizis tamponu ile 30 m1’ye tamamlandi ve vortekslendi.

7. +4°C’de 1.500 rpm’de 10 dakika santrifii edildi.

8. Santrifiij sonrasinda falkonlarin dibinde olusan peleti kaldirmadan {izerindeki sivi
kisim uzaklastirildi.

9. Uzerine 9,4 ml Idkosit lizis tamponu (WBL) ve 100 pl Proteinaz K (10 mg/ml)
eklenip vortekslendi. Ayni karisimin tizerine 500 pul Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)
ilave edildi.

10. Etiivde (37°C’ de) gece boyu inkiibe edildi.

11. Etiivden ¢ikarilip yarim saat kadar oda sicakli§ina gelmesi saglandi.
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12. Uzerine 3,7 ml amonyum asetat eklendi ve beyaz képiik olusuncaya kadar elle
vurularak karistirildi.

13. 25°C’ de 5.000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi.

14. Siipernetant temiz bir santrifiij tiipline aktarildi.

15. Uzerine 1 : 2 oraninda % 96’lik soguk etanol eklendi.

16. Yavas yavas alt iist edilerek karistirildi. DNA’nin goriiniir hale gelmesi saglandi.
17. DNA 500 ul % 70’lik etanol iceren ependorf tiipe alindi.

18. 12.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

19. Etiivde kapagi acik halde 5 dakika bekletilerek alkol tamamen uzaklastirildi.
20. DNA yogunluguna gore 200-300 pl steril distile suda ¢6ziildiikten sonra
+4°C’de saklandi.

3.1.3. DNA Orneklerinin Spektrofotometrik Ol¢iimii

Izole edilen DNA &rneklerinin miktar ve saflik &lgiimleri spektrofotometre
(Nanodrop 1000) ile belirlendi. Olgiim igin 2 ul genomik DNA Ornegi
spektrofotometre cihazia yiiklendi. Orneklerin 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda
elde edilen Ol¢timlerinin orani ile DNA’nin safligt ve DNA’nin miktar1 ng/ pl
cinsinden belirlendi. PZR ¢alismalarinda kullanmak tizere DNA &rnekleri 50 ng/ pl
olacak sekilde sulandirildi.

3.2. C90rf72 GGGGCC Hekzaniikleotid Tekrar Dizilerinin PZR Amplifikasyonu
C9orf72 geninin GGGGCC hekzaniikleotid tekrar dizilerini igine alan gen bolgesi
triplet-primer PZR yo6ntemiyle ¢ogaltildi, floresan isaretli PZR iriinleri uygun DNA
standart1 esliginde kapiller elektrofezinde yiriitiildii. C9orf72 geni GGGGCC
hekzaniikleotid tekrarlarinin ¢ogaltilmast i¢in PZR reaksiyonunda kullanilan
malzemeleri ve miktarlar1 tablo 3.1’de verilmektedir. C9orf72 geni i¢in PZR

reaksiyonunda kullanilan primerler tablo 3.4’te verilmektedir.
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Tablo 3.1. C9orf72 geni GGGGCC hekzaniikleotid tekrarlarinin  ¢ogaltilmast igin  kullanilan
triplet PZR malzemeleri ve miktarlari

Malzeme Adi Miktar (pl) (1X)
10X Buffer 2,5

MgCl; (25 mM) 2,5

dNTP (DeoksiNiikleotidTrifosfat, 10 mM) 1

Primer-F/ Primer-R1/Primer-R2 (10 pM) 0,5

Betain 5

Taq polimeraz ( Su/ul) 0,3

gDNA (50 ng/ pl) 3,5

dH.O (Distile Su) 11,7

Toplam 25

C9orf72 geninin cogaltilmas: igin uygulanan triplet PZR kosullart tablo 3.2°de

verilmistir. PZR reaksiyonu Akdeniz Universitesi, Tip Fakiiltesi, T1ibbi Biyoloji ve
ABI 9700 PZR (Thermal Cycler) -cihazinda

Genetik  Anabilim Dali’nda

gerceklestirildi.

Tablo 3.2. C9orf72 geni GGGGCC

PZR Kkosullar1

hekzaniikleotid tekrarlarmin ¢ogaltilmasi i¢in uygulanan

Asama | Gergeklesen islem Sicakhik Zaman Dongii sayisi
1 On Denatiirasyon 95°C 10 dk 1 Dongii
2 Denatiirasyon 95 °C 35 sn
Primer Baglanmasi 53°C 1 dk 14 Déngii (0,5 ¥ ° C / Déngii)
Uzama 68 °C 2 dk
3 On Denatiirasyon 95 °C 10 dk
Denatiirasyon 95 °C 35 sn 28 Dongii
PrimerBaglanmasi 53°C 1 dk
Uzama 68 °C 2 dk
4 Son Uzama 68 °C 10 dk 1 Dongii
5 Saklama 4 °C 0
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3.3. PZR Uriinlerinin Agaroz Jel Elektroforezi ile Goriintiilenmesi
3.3.1. Elektroforezde Kullanilan Soliisyonlar

10 X Tris-Borat-EDTA (TBE) Tamponu:

0.089 M Trizma (Sigma)

0.089 M Borik Asit (Sigma)

0.002 M EDTA (Sigma)

10X TBE tamponu hazirlamak i¢in, 54 g Tris-baz, 27.5 g borik asit ve 0.5 M EDTA
(pH 7.4), son hacim 500 ml olacak sekilde bidistile suda ¢6ziildii.

1X TBE Tamponu:
10X TBE ve bidistile sudan 1:9 oraninda olacak sekilde diliie edilerek hazirlandi.

Etidiyum-Bromid (EtBr) Soliisyonu (10 mg/ml)
10 mg EtBr (Sigma) 1 ml bidistile suda ¢6ziildii ve aliminyum folyaya sarilarak oda
sicakliginda kullanildi.

3.4. % 2’lik Agaroz Jel Cozeltisinin Hazirlanmasi

% 2’lik agaroz jel ¢ozeltisini hazirlamak i¢in; 2 g agaroz (Sigma) 100 ml 1X TBE
tamponunda ¢dzelti homojen oluncaya kadar kaynatildi. 50 °C’ye kadar sogutulan
¢ozeltiye, stok EtBr (10 mg/ml) ¢ozeltisinden 8 ul eklenerek karistirildi. Elektroforez
kiivetine uygun taraklar yerlestirilerek, jel ¢ozeltisi kiivete aktarildi. Oda 1sisinda
polimerlesen jel, taraklar c¢ikarildiktan sonra PZR irilinlerini yliklemek {tizere
icerisinde 1X TBE bulunan elektroforez tankina yerlestirildi. Her olgunun PZR
irlinii 25 dakika boyunca 120 voltta, % 2’lik agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii.
Yirtitme islemi 10x15 cm’lik elektroforez setinde (BioRad) gergeklestirildi.
Elektroforez sonrasi PZR iiriinlerinin ortaya ¢ikardigi bant paternlerinin goriintiileme
islemi bilgisayar destekli yazilim programi (Syngene Transilluminator) araciligi ile

gerceklestirildi.

3.5. Agaroz Jel Elektroforezi ve Goriintilleme Sistemi

Amplifikasyonun gergeklesip gergeklesmedigini kontrol etmek i¢in drnekler % 2’°lik
jel elektroforezi ile yiiritildi. C9orf72 geni GGGGCC tekrar sayist artigini
belirlemek iizere PZR iiriiniinden 7’ser pl alimip 6X yiikleme tamponu (Fermentas)
ile karistirilarak, Uriinler Sirasiyla jelin kuyucuklarina yiiklendi. PZR iiriinlerinin

niceligini belirlemek i¢in 50 bp markir (Invitrogen) kullanildi.
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C9orf72 genine ait PZR firiinleri piirifiye edilmeden her bir olgu i¢in, 2 pul PZR
tirliniine 15 pl formamid ve 0,3 pl size standart eklenip 16 kapilerli ABI 3130 XL
dizileme cihazina yiiklendi. Cihazdan elde edilen ham veriler Gene Mapper

programinda degerlendirildi.

3.6. SOD1, TARDBP, FUS ve UBQLN2 Genlerinin Hedeflenen Ekzonlarimin
PZR Reaksiyonu

SOD1 geninin, ekzon-intron baglantt bolgelerini icerecek sekilde hazirlanan

primerlerle 5 ekzonunun PZR amplifikasyonu Corbett PZR cihazinda

gerceklestirildi.

FUS geninin en sik mutasyon bildirilmis olan 3, 4, 5, 6, 11, 12, 13, 14 ve 15 nolu
ekzonlar toplam 6 sekans bolgesi olacak sekilde kodlayan dizileri ve ekzon-intron

baglant1 bolgeleri ilgili primerler ile ABI 9700 PZR cihazinda amplifiye edildi.

TARDBP geninin tiim kodlayan dizileri, ekzon-intron baglanti bdolgelerini igine
alacak sekilde 5 bolge olarak Corbett PZR cihazinda amplifiye edildi.

UBQLN2 geni 4 sekans bolgesi olacak sekilde boliinerek Corbett PZR cihazinda
amplifiye edildi.

4 gen i¢in hedeflenen ekzonlarin amplifikasyonunda uygulanan PZR reaksiyonu i¢in

kullanilan malzemeler ve miktarlar1 tablo 3.3’de verilmistir.
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Tablo 3.3. SOD1, TARDBP, FUS ve UBQLN2 genlerinin hedeflenen ekzonlarimin ¢ogaltilmasi
icin PZR reaksiyonunda kullanilan malzemeler ve miktarlart

Malzeme Adi Miktari (pl) (1X)
10X Buffer 2,5
MgCl; (25 mM) 2,5
dNTP (10 Mm) 1
fleri Primer (10 pmol) 1
Geri Primer (10 pmol) 1
Taq polimeraz (5 u/ ul) 0,3
Betain (5 M) 2,5
gDNA (50 ng/pl) 3
dH.O (Distile Su) 11,2
Toplam 25
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Tablo 3.4. C9orf72 geni GGGGCC hekzaniikleotid tekrarlart i¢in DNA fragman analizinde ve
SOD1, TARDBP, FUS ve UBQLN2 genleri i¢in yapilan DNA dizi analizinde kullanilan primer
dizileri (Primer dizayninda https://blast.ncbi.nlm.nih.gov.tr internet sayfasindan yararlanilmistir).

;rf'ltrwne(: Primer ad1 Primer dizileri
F- FAM-
TGTAAAACGACGGCCAGTCAAGGAGGGAAACAACCGCAGCC-
1 C90RF72 R-
CAGGAAACAGCTATGACCGGGCCCGCCCCGACCACGCCCCGGCCCCG
GCCCCGG-
2 SOD1-e-1 F- GCGGAGGTCTGGCCTATAA-, R-CCCGGTGACTCAGCACTT-
3 SOD1-e-2 F- CCATCTCCCTTTTGAGGACA-, R-CGACAGAGCAAGACCCTTTC-
4 SOD1-e-3 F- CTCAGATGATCCAGCCACCT-, R-AAAAGCATTCCAGCATTTGG-
5 SOD1-e-4 F- GTGCAGCCCCATCTTTCTT-, R-GGATCTTTAGAAACCGCGACT-
6 SOD1-e-5 F- TTGCAACACCAAGAAAAAGC-, R-TTCACAGGCTTGAATGACAAA-
7 TARDBP-e-1 F- CCCTTACCTTCACCTCGTCA-, R-TCGTGGTCTTCCAAACTTGTC-
8 TARDBP-e-2 F- GAATTTGCACCAGAAAAGCA-, R-ATTGTGGCTGGGCATGGT-
9 TARDBP-e-3 F- CTGGCCCCATCTCTCTTTTT-, R-TGCACTAAGGGCCAAAGACT-
10 TARDBP-e-4 F- TCACTGCTATCCAAGGCGAATG-, R-GTCTTGATCTCCTGACCTC -
| TARDBReS | o CCATICTATACCARCCA.
12 FUS-e-2-3 F- CTCCCAAACTGCTGGGATTA-, RAGGCAGGAGAATCGTTTGAA-
13 FUS-e-4-5 F- CTCTTTCCTGGTGGCTTTTG-, R-AAAATGGGCTGCAGACAAAG-
14 FUS-e-6 F- CCTGGCACTTGTCAAACCTT-, R-GCACTAGGGACTGGCTTCAG-
15 FUS-e-11-12 F- AGAAAGGCACGCTTCTCTTG-, R-TGGCTAAATCTGACCCCAAC-
16 FUS-e-13-14 F- GAGAAGCAAGCCGTTTTGTC-, R-TCCACCTAGCCCTCAAAATG-
17 FUS-e-15 F- TAGGCTTGGAGAGGCTGGTA-, R-CCTTCTCCCCGAACACTGTA-
18 UBQLN2 F- GAACCGCAGTCTTCATCACA-, R-AAACGGGTTGCTATTTGTGG-
19 UBQLN2 F- CCACAAATAGCAACCCGTTT-, R-ATTGCCAGACCCACTACCAG-
20 UBQLN2 F- CTCCGTGGGGAGTAGTTCCT-, R-GAGTGAAGCTCGGAATCAGG-
21 UBQLN2 F- CTGATTCCGAGCTTCACTCC-, R- AGTAGGAGGGAGGGACTCCA-
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3.7. PZR Uriinlerinin Saflastirilmasi
SOD1, TARDB, FUS ve UBQLN2 genlerinin hedeflenen ekzonlarina ait PZR
riinleri, reaksiyon sirasinda kullanilmamis olan dNTP'leri ve primerleri

uzaklastirmak tizere manuel PEG piirifikasyon yontemi ile saflastirildi.

3.7.1. PEG Piirifikasyonunun Basamaklari

1. PZR iiriinlerinin iizerine 1:1 hacim PEG soliisyonu ilave edildi. VVortekslenerek
oda sicakliginda 15 dk bekletildi.

2. 13500 rpm’de oda sicakliginda 15 dk santrifiij edilerek iistteki s1v1 kisim atildi.

3. 90 ul % 70’lik soguk etanol eklenerek 13500 rpm’de oda sicakliginda 5 dk
santrifiij edildi.

4. Ustteki s1vi kisim atilda.

5. Alkoliin uzaklasmasini saglamak tizere 15 dk oda sicakliginda kurutularak, 20 pl

distile suda ¢oziildii ve jelde kontrol edildi.

3.8. DNA Dizi Analizi Reaksiyonu
Dizi analizi reaksiyonlari, tablo 3.5’de belirtilen reaksiyon igerigi hazirlandiktan
sonra Applied Biosystems GeneAmp® PCR System 9700 marka PZR Cihaz ile

asagida belirtilen DNA dizileme programina gore gerceklestirildi.

Tablo 3.5. DNA dizileme reaksiyonu i¢in PZR igerigi

Malzeme Adi Miktar: (ul) (1X)
5 X Buffer 2

BigDye™v3.1 2

fleri veya Geri Primer (1 pmol / ul) 2

Piirifiye PCR iiriinii 3

dH20 1

Toplam 10

DNA dizileme amaciyla hazirlanan ornekler i¢in PZR kosullar1 tablo 3.6°da

verilmektedir.
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Tablo 3.6. DNA dizileme reaksiyonu i¢in PZR Kosullari

Asama | Gerceklesen islem Sicakhik Zaman
1 On Denatiirasyon 95°C 5 dk
2 Denatiirasyon 95 °C 30 sn
25 Dongii
3 Primer Baglanmasi 55°C 10 sn
4 Uzama 60 °C 4 dk
5 Son Uzama 72 °C 7 dk

3.9. DNA Dizi Analizi i¢in Sekans Sonras1 Piirifikasyon

1. 1.5 ml santrifijj tiiplerine 3 pl NaAc (Sodyum asetat 3 molar (M), pH 5.2),(Sigma)
konuldu.

2. Uzerine 30 pl % 96 alkol eklendi.

3.PZR riinleri tiiplerin i¢indeki karigimin {iizerine eklendi ve kisa siire
vortekslendikten sonra buzun i¢inde 15 dk bekletildi.

4. 13500 rpm’de +4 °C’de 20 dk santrifiij edildi.

5. Peleti kaldirmadan siipernetant uzaklastirildi.

6. Uzerine % 70’lik 180 ul soguk etanol eklendi ve 10 dk 13500 rpm’de +4°C’de
santrifiij edildi.

7. Siipernetant uzaklastirildi.

8. 15 dk oda sicakliginda bekletilerek etanoliin uzaklagsmasi saglandi.

9. Her bir olgunun piirifiye PZR {irtinti 20 pl formamidle ¢o6ziildiikkten sonra ABI

3130 XL DNA dizileme ve genotipleme cihazina yiiklendi. Cihazdan elde edilen

ham veriler ABI Sequence Analysis v3.1 programinda degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Klinik Bulgular

Calismamiz kapsaminda, Akdeniz Universitesi, Néroloji polikliniginde kayitl1, klinik
olarak sporadik ALS tanist alan 10 olgu galisildi. Olgularin 4’1 kadin ve 6’s1 erkek
bireylerden olusmaktadir. Olgularda semptomlarin baslangi¢ yas ortalamasi 57 olup,
en erken 41, en ge¢ 79 yasinda ortaya ¢iktigr goriilmektedir. Hastalarin demografik

ve klinik bulgular1 Tablo 4.1°de verilmektedir.
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Tablo 4.1. Sporadik ALS olgularinin klinik bulgular

Sira dcil'llsnéi?lya Cinsiyet | Semptomlarin | Bulbar Bolge Ust Ekstremite Alt Ekstremite Aksiyal Olguda Gézlenen Genomik
No anii edileg Yas Baslama Yasi Kaslar Degisim(ler)
olgular
UMN [ LMN UMN LMN UMN LMN
Brisk Hiperrefleksi [ Atrofi ve | Hiperrefleksi SOD1: ¢.72+133C>T
jaw gligsiizliik Toraks Kas
1 Y.D E/52 49 jerk - Parmak | Fasikiilasyon | Babinski | Fasikiilasyon [Fasikiilasyonu | pys: ¢ 288C>T (Ekzon 4)
fleksiyonu refleksi
TARDBP:c.714+67_714+68insG
Brisk Hiperrefleksi |  Atrofi ve Hiperfleksi
jaw gligsiizliik
2 H.M K/69 67 jerk ) Hoffman’s | Fasikiilasyon [ Babinski ) ) FUS: ¢.288C>T (Ekzon 4)
Sign refleksi
Spastisite Spastisite
Hiperrefleksi
Atrofi ve Atrofi ve -
. e . . . e FUS: ¢.288C>T (Ekzon 4)
3 N. K/64 62 - - ’ stizlik | Hiperrefleksi stizlik
¢ Hogfi‘;lﬁ“ s |8 P s1e TARDBP:c.714+67_714+68insG
4 E.O K/81 79 + - - - - - - FUS:c.288C>T (Ekzon 4)
Hiperrefleksi Hiperrefleksi SOD1:¢c.72+133C>T
FUS:c.288C>T(Ekzon 4)
5 G.A K/70 68 - - Hoffman’s - Babinski - FUS:c.147C>A(Ekzon 3)
Sign refleksi TARDBP:c.714+67_714+68insG
- C9orf72: c.-45+162_-
Spastisite 45+163insGGGGCC
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Tablo 4.1. devam Sporadik ALS olgularinin klinik bulgular

Calismaya
Sira dahil edilen | Cinsiyet [ Semptomlarin Bulbar Bolge Ust Ekstremite Alt Ekstremite Aksiyal Olguda Gézlenen
No olgular Yas Baslama Yas1 UMN LVN UMN LVIN UMN VN Kaslar Genomik Degisim(ler)
Atrofi ve | Hiperrefleksi SOD1: ¢.72+133C>T
Hoffman’s giicstizliik
6 H.G E/58 51 - - Sign Fasikiilasyon | Babinski - - FUS:c.288C>T (Ekzon 4)
refleksi
Hiporefleksi
Weak Atrofi ve | Hiperrefleksi FUS:c.288C>T (Ekzon4)
Brisk | orbicularis | Hiperrefleksi [  giigsiizliik Babinski FUS:c.147C>A (Ekzon3)
7 OK E/63 61 jaw jerk oris refleksi - - TARDBP:
N C.714+67_714+68insG
Spastisite
Hiperrefleksi Atrofi ve SOD1: ¢.72+133C>T
Atrofi ve glgsiizlik | Toraks Kas |FUS:c.147C>A (Ekzon3)
8 C.A E/46 41 - - Parmak giigsiizliik - Fasikiilasyon Fasikiilasyonu | TARDBP:
fleksiyonu C.714+67_714+68insG
Hiporefleksi
FUS:c.288C>T (Ekzon 4)
9 H.B E/AT7 42 + - + - + - } TARDBP:
C.714+67_714+68insG
FUS: ¢.288C>T (Ekzon4)
10 su E/54 50 - - + + - - - C90rf72: ¢.-45+162 -
45+163insGGGGCC
UMN: Ust Motor Néron LMN: Alt Motor Néron
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4.2. Molekiiler Genetik Analiz Sonuc¢lar:

10 sporadik ALS olgunun SOD1, TARDBP, FUS ve UBQLN2 genlerinin tim
kodlayan bolgeleri dizi analizi yontemiyle ve C9orf72 geninin birinci intronunda
bulunan GGGGCC hekzaniikleotid tekrar sayisi artisi fragment analizi yontemiyle
calistlmistir. PZR yontemi ile gogaltildiktan sonra 50 bp DNA standart esliginde
yiiriitillen, FUS geninin 375 bp uzunlugundaki besinci ekzonuna ait elektroforez jel
goriintiisii  6rnek olarak sekil.4.1’de verilmektedir. Bu genlere ait genomik

degisiklikler tablo 4.2°de gosterilmistir.

ol el el el el bed B

Sekil 4.1. FUS geninin besinci ekzonuna ait PZR jel elektroforezi gorintiisii
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Tablo 4.2. Caligmamizda 10 sporadik ALS olgusunda SOD1,TARDBP,FUS ve C9orf72 genlerinde
gozlenen polimorfizm ve mutasyonlar

Gozlenen Genomik Degisiklik Gen Ekzon / Gozlenen Homozigot /
Intron Olgu(lar) Heterozigot
NC_000021.8:9.33032287C>T Y.D Heterozigot
NG_008689.1:9.5353C>T SOD1 Intron 1 G.A Heterozigot
NM_000454.4:c.72+133C>T H.G Heterozigot
C.A Heterozigot
G.A Heterozigot
H.M Heterozigot
NC_000016.10:9.31183958C>T H.B Heterozigot
NG_012889.2:9.8827 C>T FUS Ekzon 4 0K Heterozigot
NM_001170634.1:¢c.288C>T E.O Heterozigot
H.G Homozigot
N.C Homozigot
S.U Homozigot
Y.D Homozigot
NC_000016.10:9.31182621C>A G.A Heterozigot
NG_012889.2:9.7490C>A FUS Ekzon 3 0K Heterozigot
NM_001170634.1:c.147C>A CA Heterozigot
NC_000001.10:9.11080723_11080724 CA Homozigot
nsG G.A Homozigot
NG_008734.1:9.13045_13046insG TARDBP intron 5 HEB Homozigot
NM_007375.3:c.714+67_714+68insG N.C Homozigot
OK Homozigot
Y.D Homozigot
NC_000009.11:9.27573544 27573545
INSGGCCCC S.U Heterozigot
(’\:'g—031977'1:9'5320—532””SGGGG C9ORF72 |intron1 | G.A Heterozigot
NM_001256054.1:c.-45+162_-
45+163insGGGGCC
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C9orf72 geninin DNA fragman analizi ile incelenmesi sonucunda, birinci intronunda
10 olgudan 2’sinde heterozigot formda, NCBI’da daha oOnce tanimlanmis ve
rs74180757 numaras1 verilmis olan GGGGCC tekrar sayisi artigi belirlenmistir.
C9orf72 geninde tespit edilen genomik degisime ait sekil 4.2’de verilmektedir.
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Sekil 4.2. (a) c.-45+162_-45+163insGGGGCC mutasyonu gozlenen olgu (b) tekrar sayisi artist
mutasyonu tagimayan olgu

DNA dizi analizinde 5 farkli bolgeye ayrilarak incelenen SOD1 geninin birinci
intronunda belirlenen ve NCBI’da daha once tanimlanmis ve rs17881180 numarasi
verilmis olan €.72+133C>T degisimi heterozigot formda olmak iizere 4 olguda tespit
edilmistir. SOD1 geninin birinci intronunda gozlenen bu degisime ait gorsel, sekil
4.3’de verilmektedir.

J—

. II{\ i N \ /\ 0 0 /\\ {
HI)I} \IUI/ \/ kll /IK\ / \/ / \/._\\ / / f /\\ ,,-..\ i\\\/ \j /'\}'/\ flv_» //\ ! \ 4 llelr\llf\

R —_ 4—_ ﬁv T

Sekil 4.3. ¢.72+133C>T heterozigot degisim

FUS genine ait mutasyon taramasinda 2 farkli genomik degisim belirlenmistir.

Bunlardan birincisi, 4.ekzonda yer alan ve protein diizeyinde amino asit degisimine

31



neden olmayan ve NCBI’da daha once rs1052352 numarasi ile belirlenmis olan
€.288C>T degisimidir. Bu degisim 5 olguda heterozigot, 4 olguda ise homozigot

formda saptanmistir. Bu degisime ait gorseller, sekil 4.4 ve 4.5’de verilmistir.

160
c T c c T c c T

A

Sekil 4.4. ¢.288C>T heterozigot degisim

180 170
c R G T c c T c c T i

M) AMAMA

Sekil 4.5. ¢.288C>T homozigot degisim

FUS genine ait ikinci degisiklik 3.ekzonda bulunan ve protein diizeyinde amino asit
degisimine neden olmayan ve NCBI’da rs741810 numarasi ile tanimlanmig olan
€.147C>A degisimidir. Bu genomik degisiklik 3 olguda da heterozigot formda tespit

edilmistir. Bu degisime ait gorsel, sekil 4.6’de verilmistir.

80 90 100

O )

Sekil 4.6. ¢.147C>A heterozigot degisim (Revers goriintiisii)

TARDBP genine ait mutasyon taramasinda, besinci intronda homozigot formda 6
olguda, rs143130606 numarasi ile daha once NCBI’da tanimlanmis olan
C.714+67_714+68insG degisimi tespit edilmistir. Bu degisiklige ait gorsel, sekil
4.7°de gosterilmigtir.

300 310 320
2 c a a T c c c 2 & c a c T T T = ] ] a 3 3 c c ] [N ] ] c ] {

Sekil 4.7.c.714+67_714+68insG homozigot degisimi
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5. TARTISMA

ALS, diinya ¢apinda en sik goriilen iiglincii motor néron hastaligidir (Boillee ve ark.,
2006). Sporadik ALS’nin kadinlara gore erkeklerde daha sik, ancak bulbar
baslangicli oldugunda ise kadinlarda erkeklerden daha sik goriildiigi bilinmektedir
(Andersen ve ark., 1997; Andersen ve Al-Chalabi, 2011). Calismamiza dahil edilen
10 sporadik ALS olgunun 6’sinin erkek ve bulbar baslangi¢li 2 olgunun 2’sinin de
kadin olmasi bu bilgiyi desteklemektedir.

Hem ailesel hem de sporadik ALS olgularinda yapilan genetik analizler sonucunda
en c¢ok C9orf72, SOD1, TARDBP, FUS ve UBQLN2 genlerinde mutasyon

belirlenmistir.

C9orf72 geninin birinci intronundaki GGGGCC (G4C2) hekzaniikleotid tekrar
sayisindaki artislar ALS’nin en yaygin nedeni olarak gosterilmektedir (Cooper-
Knock ve ark., 2014; Bunton-Stasyshyn ve ark., 2015). G4C2 tekrar sayisi artiginin
neden oldugu patojenik mekanizma tam olarak bilinmemekle birlikte, C9orf72
proteininin fonksiyon kaybina ve RNA toksisitesine yol acabilecegi diisiiniilmektedir
(DeJesus-Hernandez ve ark., 2011). Southern blot analizi ile belirlenebilen tekrar
sayis1 artist biyiikliigiiniin saglikli bireylerde 20, hasta bireylerde ise 30 ve iizerine
ciktig1 bilinmektedir (Renton, 2011). 2011 yilinda Renton ve arkadaglari tarafindan
yapilan bir ¢alismada, Finlandiya populasyonunda, 402 ALS olgusundan 113’iinde
(52 ailesel ALS olgusunda % 46.4, 61 sporadik ALS olgusunda % 21 oraninda ) ve
478 kontrol grubundan ise 2’sinde % 0.4 oraninda hekzaniikleotid tekrar sayisi artigi
tespit edilmistir (Renton ve ark., 2011). Ozoguz ve arkadaslari tarafindan
Tiirkiye’deki ALS genetiginin ve yeni mutasyonlarin aragtirilmasina yonelik yapilan
bir ¢alismada, 361 sporadik olgunun 11’inde % 3.1 oraninda hekzaniikleotid tekrar
sayis1 artist gozlenmistir (Ozoguz ve ark., 2015). Bizim ¢alismamizda ise, C9orf72
geninde 10 olgunun 2’sinde % 20 oraninda hekzniikleotid tekrar sayis1 artis1 tespit
edilmistir. Bizim bulgumuz sALS’nin ortaya ¢ikisinda en etkin genetik defektin
tekrar dizisi artis1 oldugunu desteklemektedir. Diger taraftan biz galismamizda 10
olguda analiz gerceklestirirken, Ozoguz ve arkadaslarinin Tiirk populasyonuna ait
yaptig1 ¢alismada, sporadik olgu sayis1 361 gibi ¢ok yiiksek bir say1 iken tekrar sayisi
artis oran1 % 3.1 olarak bildirilmistir. 2017 yilinda, Nordin ve arkadaslarinin

gerceklestirdigi, Avrupa, ABD ve Japonya iilkelerinin katildig1, isveg’te yapilan gok
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uluslu bir calismada, C9o0rf72 geninde hekzaniikleotid tekrarlarinin bulundugu
bolgenin downstreamindeki sekans varyantlarinin fragman analizi iizerindeki etkileri
ALS ve FTD hastalari ile kontrol grubunda arastirilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda,
Avrupa ve ABD’deki 6508 ALS ve FTD hastalan ile kontrol grubunda % 10.7
oraninda hekzaniikleotid tekrar sayisinda artis gézlenirken, Japonya’dan c¢alismaya
dahil edilen 273 hasta ve 200 kontrol grubunda tekrar sayisi artisi mutasyonu tespit
edilememistir (Nordin ve ark., 2017). Ayrica, Akdeniz Universitesi, T1ip Fakiiltesi,
Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’'nda 2016 yilinda tamamlanan TUBITAK
projesinde de 14 ailesel ALS ve 8 sporadik olguda tekrar sayisi artis1 gézlenmemistir.
Bu sonuclar arasindaki heterojenite, tekrar sayisinin belirlenmesinde uygulanan
yontemin sorgulanmasina yol ac¢mustir. G4C2 tekrar sayisindaki artisin
belirlenmesinde kullanilan en yaygin ydntem uygun maliyetli ve hizli sonug
aliabilen repeat-primed PCR yontemi olup, G4C2 tekrar sayisi artisina sahip allelin
testere digi gorintiisii ile saptandigi bir yontemdir. Southern blot yontemi ise,
metodolojik kisitlamalar1 oldugu bilinen repeat-primed PCR ydntemine gore daha
giivenilirdir ve bu yontemle G4C2 tekrar sayisinin miktarsal olarak ne kadar arttig1
saptanabilmektedir. 2013-2014 yillar1 arasinda, laboratuvarlarin G4C2 tekrar sayisi
artigin1 belirlemedeki duyarliligini ve 6zgiilliigiini test etmek amaciyla yapilan bir
caligmada, 78 DNA 06rnegi 14 ayr laboratuvarda repeat-primed PCR yontemi ile
analiz edilmistir. Sadece 5 laboratuvar % 100 duyarlilik ve hassasiyetle G4C2 tekrar
sayist artigint belirleyebilmistir (Akimoto, 2017). ALS olgularmin % 3’tinde tekrar
dizisinin downstreaminde in/del varyasyonlari belirlemislerdir. Bu delesyon ya da
insersiyon varyantlarinin fragment analizindeki testere disi goriintiisiinii bozarak
yanlig negatif sonuca sebep olabilecegini vurgulamislardir. Buradan yola ¢ikarak
C9orf72 tekrar sayis1 artist gozlenmeyen olgularda in/del varyasyonlarinin
degerlendirilmesi gerektigi diisiincesindeyiz. Bu varyasyonlarin varligi klinigi
etkilemezken, varyasyon olmaksizin tekrar dizisi artisinin hastaligin erken

baslangi¢li ve kisa yasam siiresi ile iligkili oldugu vurgulanmaktadir.

Bu calismada, C90rf72 hekzaniikleotid tekrar sayisi artist belirlenen 2 olguda
hastalik ge¢ baslangichidir. Bu da olgularda indel varyantlarinin arastirilmasini

kaginilmaz kilmaktadir.
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ALS ile iligkilendirilmis diger bir gen olan SOD1 geninde 166 mutasyonun, 147’sini
missense mutasyonlari, 19’unu SODI1 polipeptidinin uzunlugunda degisiklige yol
acan nonsense ve delesyon mutasyonlar1 olusturmaktadir. Bunlara ek olarak,
patolojik olmadig: diisiiniilen 8 sessiz mutasyon ve 9 intronik varyant tanimlanmistir
(Andersen ve ark., 2003). SOD1 genindeki patojenik varyantlarin yaklasik %
20’sinin ailesel ALS ve % 1’nin sporadik ALS olgular ile iligkili oldugu tespit
edilmistir (DW., 2009). 2009 yilinda yapilan bir ¢alismada, ailesel ALS olgularinda,
SOD1 geninin dordiincii intronunda, heterozigot formda gézlenen ¢.358 — 304C >G
degisiminin 43 bp’lik psddoekzon olusumuna ve 7 yeni amino asit ile ardindan bir
stop kodonu eklenmesine neden oldugu belirtilmistir. Bu kriptik ekzonun ailesel ALS
olgularinda  kosegregasyon  gosterdigi  belirtilerek  patojenik  olabilecegi
diistiniilmektedir (Valdmanis ve ark., 2009).

Yenidogan doneminde Oliimle sonuglanan metabolik hastaliklardan metilmalonik
asidemi ya da propionik asidemide intronik mutasyonlarla ortaya c¢ikan
psddoekzonlarin antisense oligoniikleotidlerle susturulabilecegi gosterilmis olup, bu
calisma intronik varyantlarin hem patolojik hem de tedavi agisindan Onem

kazandigin1 gostermektedir (Rincon ve ark., 2007).

Daha once literatiirde bildirilen hastalik etkeni ile iliskilendirilmis SOD1 gen
mutasyonlari tanimlanmis olup, bu ¢aligmamizda sporadik ALS olgularimizin 4’tinde
% 40 oraninda SOD1 geninin birinci intronunda goézlenen ¢.72+133 C>T degisimi
rs17881180 numarasi ile NCBI’da daha 6nce tanimlanmis olup Avrupa sikligr % 6
olarak bildirilmektedir. Ayni varyantin daha Onceki, boliimiimiizde yiiriitiilen
TUBITAK projesindeki 2 ailesel ve 2 sporadik olguda da belirlenmis olmasi, bu
varyantin Tiirk toplumunda ¢ok daha yiiksek siklikla bulundugunu gdstermekte ve
heniiz bu varyantin Klinik énemi bilinmediginden Tiirk toplumunda saglikli kontrol

grubunda bu varyantin sikliginin arastirilmasi gerektigi ortaya ¢ikmaktadir.

ALS ve FTD hastalarinda noronal sitoplazmik TDP-43 inkliizyonlarinin tespit
edilmesi tlizerine yapilan ¢aligmalar sonucu, TARDBP geninde 30 farkli mutasyon
tanimlanmistir. Bu mutasyonlardan bir tanesi hari¢ digerlerinin genin 6. ekzonunda
yer aldig1 bilinmektedir. Kirby ve ekibinin kuzey Ingiltere populasyonunda, 37
ailesel ALS ve 407 sporadik ALS olgusu ile yaptig1 bir ¢alismada, 2’si ailesel ALS,

2’si sporadik ALS olgularinda olmak tizere ekzon 6’da 4 farkli mutasyon, 3 sporadik
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ALS olgusunda 1, 3 ve 4 numarali intronlar ile 2 sporadik ALS olgusunda 5' UTR
bolgesinde yeni polimorfizmler tespit edilmesi sonucunda, TARDBP mutasyonlarinin
siklig1 ailesel ALS olgularinda % 5, sporadik ALS olgularinda % 0.4 oraninda tespit
edilmistir (Kirby ve ark., 2010). Tsai ve ekibinin 2011 yilinda yaptig1 bir diger
calismada, TARDBP genindeki mutasyonlarin % 4-6 oraninda ailesel ALS
olgularinda, % 0-2 oraninda sporadik ALS olgularinda goriildiigii bildirilmistir (Tsali
ve ark., 2011). Goriildiigii gibi, TARDBP geninde patolojik mutasyon sikligi sporadik
ALS’de olduk¢a nadir olup, bizim g¢alismamizda da patolojik mutasyon
belirlenmemistir. Ancak, 6 olguda % 60 oraninda TARDBP geninin besinci
intronunda guanin niikleotidinin insersiyonu gozlenmistir ve bu varyant NCBI’da
rs143130606 numarasi ile bildirilmistir. Bu varyantin patolojik olup olmadiginin
heniiz belli olmamasi ile birlikte, TDP-43 proteininin glisin zengin bdolgesinin
sentezinden sorumlu oldugu bilinen ekzon 6’da meydana gelen p.M337V
mutasyonunun tavuk embriyosunda uzuv ve kuyruk olsumunda bozulmalara neden
oldugu goézlendiginden (Sreedharan ve ark., 2008), 5. intronda Guanin niikleotidinin
insersiyonunu bulunduran olgularimizin hepsinde ALS’nin kol ve bacak baslangiclh
olmalari ve 6. ekzona komsulugu nedeniyle bu varyanti onemli kildigini

diisiinmekteyiz.

ALS olgularinda TARDBP geninde tanimlanan mutasyonlarin bildirilmesinden sonra,
benzer fonksiyonlara sahip oldugu bilinen FUS genine yogunlagilmistir. FUS
mutasyonlarinin % 4-6 oraninda ailesel ALS, % 0.7-1.8 oraninda sporadik ALS
olgularinda goriildiigii bilinmektedir (Millecamps ve ark., 2010). FUS geninde
simdiye kadar 3, 5, 6, 14 ve 15 nolu ekzonlarda 42 mutasyon tanimlanmistir. Bu
ekzonlarda mutasyon tasiyan bireylerde tipik ALS fenotipi gbzlenmesinin yani sira
biligsel bozuklugun da gelistigi bildirilmistir (Kwiatkowski ve ark., 2009). Bizim
calismamizda ekzon 3’te genomik degisim belirledigimiz 3 olgudan 1’inde biligsel

bozukluk gézlenmektedir.

Calismamizda, FUS geninin {igiincii ekzonunda 3 olguda % 30 oraninda c.147 C>A
genomik degisimi heterozigot; dordiincii ekzonda belirlenen ¢.288C>T degisimi 5
olguda % 50 oraninda heterozigot, 4 olguda ise % 40 oraninda homozigot formda
gozlenmigtir. FUS geninin 4. ekzonunda belirledigimiz ¢.288C>T degisiminin 10

olgudan 9’unda gozlenmesi, FUS geninin olduk¢a polimorfik bir gen oldugunu
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desteklemektedir. Ayrica 4.ekzonda gozlenen €.288C>T genomik degisiminin ayni
zamanda ALS’de en yaygin mutasyon olarak belirtilen C90rf72 hekzaniikleotid
tekrar sayisi artisi gozledigimiz iki olguda da belirlenmis olmasi, bu degisimin
patojenik olmayan bir varyant oldugunu gostermekle birlikte, hastaligin klinik
siddeti, olgunun yas1 ve tutulum boélgesinin gz oniinde bulundurulmasi gerektigini
diistinmekteyiz.

2009 yilinda Kwiatkowski ve ekibi tarafindan, FUS geninde 10 tanesi ekzon 15, 2
tanesi ekzon 5 ve 1 tanesi ekzon 6’da olmak iizere 13 farkli varyantin ailesel ALS
olgularinda gézlenmesi sonucu ekzon 15 hot-spot bolge olarak degerlendirilmektedir
(Kwiatkowski ve ark., 2009). Calismamiz kapsamindaki 10 sporadik ALS olgusunda
FUS geninin 15. ekzonunda genomik degisimin gbzlenmemesi bu ekzonun ailesel

ALS’de hot-spot bolge olarak degerlendirildigi literatiir bilgisiyle ortiismektedir.

Ubiquitin benzeri proteini kodlayan Ubiquilin 2 genindeki X kromozomuna bagl
dominant kalitim gOsteren mutasyonlarin ALS hastaligi ile iliskili oldugu
gosterilmistir. 2011 yilinda yapilan bir ¢alismada, 23 sporadik ALS,12 ailesel ALS
ve 5 FTD olgusu ile 6 kontrol grubunun spinal kord ornekleri incelendiginde, tiim
ALS olgularinda imminreaktif ubiquilin 2 inklizyonlar1 tespit ettiklerini
bildirmislerdir (Deng ve ark., 2011). Ozoguz ve arkadaslar1 tarafindan yapilan
caligmada, 116 ailesel ALS olgusunda % 2.4 oraninda; 361 sporadik olguda % 0.6
oraninda Ubiquilin 2 geninde genomik degisiklik saptadiklar1 bildirilmistir (Ozoguz
ve ark., 2015).

Calismamizda, Ubiquilin 2 geninde ALS iliskili mutasyonlarin siklikla gozlendigi
PXX domainini igeren sekans bolgesinde patojenik ya da patojenik olmayan
herhangi bir degisiklik gozlenmemistir. Bu sonucun c¢aligma kapsamina aldigimiz
smirli  olgu  sayisindan  ve genin  korunmus olmasindan kaynaklandigim
diistinmekteyiz.

Sonug olarak, incelenen olgu sayisinin az olmasina karsin bulgularimizin literatiirii
destekledigi, sporadik ALS olgularinda etkili olabilen 5 gendeki mutasyon tarama

sonuclarinin toplumumuz agisindan 6nemli veriler ortaya koydugunu diisiinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, ailesel ve sporadik ALS olgularinin ayni klinik bulgulari tagimasi ve
ailesel ALS olgularinda gozlenen birgok mutasyonun sporadik ALS olgularinda da
gbzlenmesinden yola ¢ikilarak sporadik ALS tanisi alan olgularda C9orf72, SOD1,
TARDBP, FUS ve UBQLN2 gen mutasyonlarinin sikligi aydinlatilmaya ¢alisilmistir.

C9orf72 geninin birinci intronunda NCBI’da rs74180757 numarasi ile tanimlanan
patolojik GGGGCC hekzaniikleotid tekrar sayisi artisi 10 olgunun 2’sinde (% 20

oraninda) heterozigot formda tespit edilmistir.

SOD1 geninin birinci intronunda goézledigimiz NCBI’da rs17881180 numarasi ile
tanimlanan €.72+133C>T intronik varyanti, 4 olguda (% 40 oraninda), heterozigot

olarak belirlenmistir.

FUS geninin tgiincii ekzonunda gozlenen ve NCBI’da rs741810 numarasi ile
tanimlanan €.147C>A genomik degisimini 3 olguda (% 30 oraninda) heterozigot
formda tespit edilmistir. Ayni genin dordiincii ekzonunda gozlenen ve NCBI’da
rs1052352 numarasi ile tanimlanan €.288C>T degisimi 5 olguda (% 50 oraninda)
heterozigot, 4 olguda ise (% 40 oraninda) homozigot formda gozlenmistir. ¢.147C>A
(p.Gly49=) ve c.288C>T (p.Tyr96=) tek niikleotid degisimlerinin amino asit

degisimine neden olmadig: bilinmektedir.

TARDBP geninin besinci intronunda 6 olguda (% 60 oraninda) homozigot formda
gozledigimiz €.714+67_714+68insG degisimi NCBI’da rs143130606 numarasi ile

tanimlanmaktadir.

Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali’'nda 2016 yilinda tamamlanan ve "Ailesel
Amyotrofik Lateral Skleroz (ALS)’lu olgularda C9orf72, SOD1, TARDBP, FUS ve
UBQLN2 Gen Mutasyonlarmin Arastirilmas1" baslikli TUBITAK projesinde 14
ailesel ve 8 sporadik olguda C9orf72 geninde GGGGCC hekzaniikleotid tekrar sayisi
artig1 saptanamamistir. Yaptigimiz literatiir taramasinda, C9orf72 geninin birinci
intronunun downstream bolgesindeki sekans varyantlarmin hekzaniikleotid tekrar
sayist artigint gosteren piklerin degerlendirilmesinde yanlis negatif sonuglara yol
acabilecegi Dbildirilmistir. C90rf72 geninin downstream bolgesindeki indel

varyasyonlarinin yeni nesil dizileme yontemi ile arastirilmasi ve NCBI’da klinik
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Oonemi henliz ortaya konulmamig olan varyantlarin olgu sayisi artirilarak mutlaka
kontrol grubu ile calisilmast onerilmektedir.Sporadik ALS’de en Onemli genetik
defekt C9orf72 genindeki hekzaniikleotid tekrar sayisi artisidir. Ancak bu artigin
belirlenmesi teknik giicliikler barindirmaktadir. Iliskilendirilmis diger genlerde ALS
iligkili genetik bulgu saptanmamistir. Sporadik ALS’de orani diisiik olan bu
mutasyonlarin olgu sayist disiikliigli nedeniyle saptanmamis olabilecegini
diistinmekteyiz. Klinik 6nemi bilinmeyen SOD1 ve TARDBP intronik degisimlerinin
yatkinlikla iligkili olabilecegi diisiiniildiigiinden detayli olarak irdelenmelidir. Diger
toplumlardaki sikliklartyla birlikte istatistiki degerlendirme yapilarak Tirk
toplumunun normal populasyon sikliginin arastirilabilecegi  diisiincesindeyiz.
Sporadik ALS'li olgular C9orf72 ac¢isindan valide bir yontemle taranmalidir.
Sporadik ALS agisindan klinik olarak iyi tanimlanmis olgular tim genom
sekanslamaya alimmalidir. (DNA analizleri disinda inkliizyon ve proteolizisi
hedefleyen sitolojik analiz yontemleri avantajli olabilir. Non-spesifik olmasi
sorundur). TARDBP genindeki degisimler ekstremite tutulum iliskisi agisindan

irdelenebilir.
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EKLER

EK-1:

Aydinlatilmis Onam Formu
Katilime1 / Gonulliniin Protokol Numarasi:

1. Arastirmayla Ilgili Bilgiler:
a.Aragtirmanin Adz:

Sporadik Amyotrofik Lateral Skleroz ( ALS ) tanist alan olgularda
C90RF72, SOD1, TARDBP, FUS ve UBQLN2 Gen Mutasyonlarinin
Arastirilmasi

b.Arastirmanin Icerigi:

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Néroloji Anabilim Dali nda sporadik
ALS tanisi alan hastalarin kan oOrneklerinden literatiirde ©nemi vurgulanmis
olan ALS ile iligkilendirilmis genlerin DNA dizi analizi ve fragment analizi
yontemleri kullanilarak degisime ugrayip ugramadiginin belirlenmesidir.

c.Arastirmanin Amaci:

Sporadik Amyotrofik Lateral Skleroz ( ALS ) olgularinda C9ORF72,
SOD1, TARDBP, FUS ve UBQLN2 gen mutasyonlarinin taranmasiyla belirlenen
DNA dizi farkliliklart olgularin klinik bulgulariyla birlikte degerlendirilerek
hastalikla iligkileri ve genotip-fenotip iliskisi tespit edilecektir. ALS genetiginin
daha iyt anlasilmasi ve literatiire katki saglamasi amaglanmaktadir.

Ayrica ALS hastaliginin genetik calismalar1 Tiirkiye’de tek merkez olan
Bogazici Universitesi Norodejenerasyon Arastirma Laboratuvar’inda
Prof.Dr.Nazli Basak ve ekibi tarafindan c¢alisilmaktadir. Tez arastirmamin bir
diger amaci yapilan c¢aligmalara katki saglamaktir.

d.Aragtirmanin Nedeni:

() Bilimsel arastirma

( X)) Tez caligmasi
e.Arastirmanin Ongoriilen Siiresi:
f.Arastirmaya Katilmasi1 Beklenen Katilimc1/Goniillii Sayisi:
g.Arastirmada izlenecek Deneysel Islemler:

-Orneklerden DNA izolasyonu
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-Arastirilacak genlere 0zgiil tasarlanan primerlerle ilgili
genlerin amplifikasyonu (PCR yontemi ile)

-Amplifiye edilen bolgelerin DNA dizi ve fragment analizi

Yukarida aciklanan arastirma sirasinda uygulanacak olan islemlerin bana

asagida belirtilen riskleri ve rahatsizliklar: getirebileceginin bilincindeyim:

Arastirmada cahsilan olgudan kan alinmasi esnasinda sinek isirig1 kadar
bir ac1 hissedilmesi disinda herhangi bir risk ve zarar yoktur.

3.

Géniilliiler/Katilimcilar i¢in Arastirmadan Beklenen Yarar:

Tiirkiye’de bugiline kadar ALS ile ilgili 2015 yilinda Bogazigi

grubunun

calismasindan baska bir uluslar arasi  kaynagin olmamasi nedeniyle bu

arastirmalara ve literatiire katk1 saglamak amaclanmistir.

Arastirma Konusundaki Sorularin Cevaplandirilmast:
Arastirmanin yiiriitiilmesi sirasinda olasi1 yan etkiler, riskler
ve zararlar ile haklarim konusunda bilgi almak icin asagida
belirtilen kisiyle baglanti kurmam yeterli olacaktir.

Adi- Soyadi: Prof.Dr.Sibel Berker Karaiiziim Telefon :249 69 71
Aras.Gor. Vildan Ciftci 0541 784 96 62

Zararlarin Karsilanmas:

Arastirma kapsaminda sadece kan alimna bagh Kkiiciik
hematom ve ekimoz goriilebilir ve bu durum basit bir
tibbi miidahale ile giderilebilmektedir.

Arastirma Giderleri:

Arastirma kapsamindaki biitiin islemler icin benden ya da
bagh bulundugum sosyal giivenlik kurulusundan higbir iicret
istenmeyecektir.

Goniilliiliik, Calismayr Reddetme ve Calismadan Cekilme Hakki,
Calismadan Cikarilma:

a.Arastirmaya hicbir baski ve zorlama altinda olmaksizin
goniillii olarak katilryorum.

b.Arastirmaya katilmayr reddetme hakkina sahip oldugum
bana bildirildi.

C.Sorumlu arastirmaciya haber vermek kaydiyla, hicbir
gerekce gostermeksizin istedigim anda bu c¢alismadan
cekilebilece@imin bilincindeyim.

Calismanin yiiriitiiciisii olan arastirmaci ya da destekleyen
kurulus, calisma programinin gereklerini yerine getirmedeki
ihmalim nedeniyle ya da arastirma prosediiriine bagh olarak
onayimi almadan beni calisma kapsamindan ¢ikarabilir.

Gizlilik:
Calismanin sonuclar: bilimsel toplantilar ya da yaymnlarda

sunulabilir. Ancak, bu tiir durumlarda kimligim kesin olarak
gizli tutulacaktir.
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10. Calismaya Katilma Onayz:

Yukarida yer alan ve arastirmadan once goniilliiye / katihmciya verilmesi
gereken bilgileri gosteren Aydinlatilmis Onam Formu adh metni kendi
anadilimde okudum ya da bana okunmasinmi sagladim. Bu bilgilerin icerigi ve
anlami, yazili ve sozlii olarak aciklandi. Aklima gelen biitiin sorular1 sorma
olanag tamindi ve sorularbma doyurucu cevaplar aldim. Cahsmaya
katilmadigim ya da katildiktan sonra cekildigim durumda, hicbir yasal
hakkimdan vazgecmis olmayacagim. Bu kosullarla, s6z konusu arastirmaya
hi¢cbir baski ve zorlama olmaksizin goniillii olarak katilmayi kabul ediyorum.

Bu metnin imzah bir kopyasim aldim.

Goniilliiniin / katilmcinin Adi- Soyada:
Yas ve Cinsiyeti:

Imzasi:

Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):

Tarih:

Velayet ya da vesayet altinda bulunanlar igin;
Veli ya da Vasinin Adi1- Soyada:
Imzas::
Adresi (varsa telefon ve/veya fax numarasi):

Aciklamalar1 Yapan Arastirmacinin
Adi- Soyadi:Prof.Dr.Sibel Berker Karaiiziim

Imzas::
Tarih:
Adi- Soyadi:Aras.Gor.Vildan Ciftci
imzas:
Tarih:
Onam alma islemine basindan sonuna kadar tanikhik eden kurulus gorevlisinin
Adi- Soyadi:Prof.Dr.Hilmi Uysal
Imzas::
Gorevi: Klinik Damismanhk

Tarih:

56



OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Adi Vildan Uyrugu | TC
Soyadi Ciftci Tel no 0541 784 96 62
Dogum 15.03.1990 e-posta vildanciftci90@yahoo.com
tarihi
Egitim Bilgileri
Mezun oldugu kurum Mezuniyet yii
Lise Zonguldak Atatiirk Anadolu Lisesi 2008
Lisans Akdeniz Universitesi, Biyoloji Béliimii 2013

Yiiksek Lisans | Akdeniz Universitesi, Tibbi Genetik Programi

Doktora

Is Deneyimi
Gorevi i Kurum Siire (yil-yil)
Biyolog Ozel Antalya Genetik Hastaliklar1 Tani | 2 yil
Merkezi
Yabana Smnav tiirii Puam
Dilleri
Ingilizce Yiiksekogretim Kurumlar: Yabanci Dil Sinavi | 71,250
(YOKDIL)

Proje Deneyimi

Proje Adi Destekleyen kurum Siire (Yil-Yil)

Sporadik ~ Amyotrofik Lateral | Bilimsel —Arastirma
Skleroz(ALS) Tanis1 Alan Olgularda | Projeleri

C9orf72, SOD1, TARDBP, FUS ve | Koordinasyon Iki (2) Y1l
UBQLN2 Gen Mutasyonlarmin | Birimi(BAP)
Aragtirilmasi

Burslar-Odiiller:
Yaynlar ve Bildiriler:

The first published Alpha-globin gene variant in Turkey: Hb Fontainebleau

57




