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Giris ve Amag: Zihinsel gelisim bozuklugu (ZGB), heterojen bir
durumdur. Genetik arastirmalar, bu bozuklugun etiyolojisinde beyin
gelisimi ve islevi icin temel hucresel yollar aydinlatmak agisindan ¢ok
onemlidir. Bu calisma, o6zellikle yeni hastaliga bagl genlerin kesfine
odaklanarak, etkilenmis bireylerde ve ebeveynlerinde yeni nesil dizileme
(NGS) yontemiyle ZGB'ye katkida bulunan olasi genetik degisiklikleri
arastirmayi amaglamaktadir.

Yontem: Mental Bozukluklarin Tanisal ve istatistiksel El Kitabi, Besinci
Baski (DSM-5) kriterlerine gore ZGB tanisi almis, konvansiyonel
sitogenetik analizler, dizi karsilastirmali genomik hibridizasyon
(arrayCGH) ve Frajil X (FMRT1) testleri normal sonug veren vakalar, Trio-
Tum Ekzom Dizileme (Trio-WES) yontemiyle analiz edilmistir. Genomik
DNA ekstraksiyonu yapilmis, amplikon kittiphaneleri olusturulmus ve

ABSTRACT

NGS platformunda dizileme gergeklestirilmistir.

Bulgular: Calismaya dahil edilen 7 vakadan 5inde MANBA, TLK2, NAATS5,
CSF1R, DRD4 ve TRIO genlerinde patojenik ve/veya muhtemelen
patojenik varyasyonlar saptandi. TLK2 genindeki p.(Arg339GIn) varyanti
ve TRIO genindeki p.(Asn1406Ser) varyanti igin protein kararlilik tahmini
analizleri yapildi. Her iki varyantin da protein kararlihgini azalttigi ve
“destabilize edici” olarak siniflandirildigi 6ngoéraldi.

Sonug: Trio-WES, ZGB'nin molekiler tanisina nemli bir katki saglamistir.
Bu bulgular, yeni hastaliklarla iliskili genlerin kesfedilmesinde WES'in
glcll bir arag olarak faydasini vurgulamaktadir.

Anahtar Sozciikler: Trio-WES, tim ekzom dizilemesi, yeni nesil dizileme,
yeni varyasyon, zihinsel gelisim bozuklugu

Introduction: Intellectual development disorder (IDD) is a
heterogeneous condition, and genetic studies are essential to unravel the
underlying cellular pathway for brain development and functioning in its
etiology. This study aimed to investigate the possible genetic alterations
contributing to IDD by performing next generation sequencing (NGS)
in affected individuals and their parents, with a particular focus on the
discovery of novel disease-associated genes.

Methods: Cases diagnosed with IDD according to DSM-5 criteria,
who had normal results in conventional cytogenetic analyses, array
comparative genomic hybridization and Fragile X (FMR1) testing, were
analyzed by using Trio-Whole Exome Sequencing (Trio-WES). Genomic
DNA was extracted, amplicon libraries were generated, and sequencing
was conducted on a NGS platform.

Results: We detected pathogenic and/or likely pathogenic variations in
MANBA, TLK2, NAA15, CSF1R, DRD4, TRIO genes in 5 of 7 cases included
in the study. Protein stability prediction analysis were performed for the
p.(Arg339GlIn) variant in TLK2 and p.(Asn1406Ser) variant in TRIO gene.
Both variants were predicted to reduce protein stability and classified as
“destabilizing.”

Conclusion: Trio-WES provided a substantial contribution to the
molecular diagnosis of IDD. These findings highlight the utility of whole
exome sequencing as a powerful tool for uncovering novel disease-
associated genes.

Keywords: Intellectual developmental disorder, next generation
sequencing, novel variation, Trio-WES, whole exome sequencing
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GiRiS

Zihinsel Gelisim Bozuklugu (ZGB), entelektiel ve adaptif islevselligin
kavramsal, sosyal ve pratik alanlarinda nemli bozukluklarla karakterize bir
norogelisimsel bozukluktur. DSM-V’e gére, ZGB tanisi, gelisim doneminde
baslayan hem entelektiel islevsellik hem de adaptif davranis eksiklikleri
gerektirir. Kuresel yayginliginin %1-3 oldugu tahmin edilmektedir ve ciddi
formlarinin kdkeni agirlikli olarak monogeniktir (1-3).

Genetik olmayan prenatal, perinatal ve neonatal risk faktorleri, ZGB
vakalarinin yaklasik %30-50'sine katkida bulunsa da, ciddi vakalarin
cogunlugundan genetik nedenler sorumludur (4). Sitogenetik
anormallikler ve kopya sayisi degisiklikleri (CNV'ler), tanilarin yaklasik
%30'unu agiklamaktadir ve ZGB vakalarinin yaklasik %60'Inin etiyolojisi
aciklanmis degildir (3, 5).
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One Cikan Noktalar

* Trio-WES ve biyoinformatik, zihinsel gelisim bozuklugun
genetik nedenlerini belirlemede kullanilr.

* WES, sendromik olmayan zihinsel gelisim bozuklugunda
yaygin olarak kullanilir.

* Literatiirde heniiz bildirilmemis iki yeni varyant bulundu.

Son on yilda, Tim Ekzom Dizileme (WES), ozellikle de Trio-WES'in
uygulanmasi, ZGB'nin molekdler tanisinda devrim yaratmistir. Sistematik
derlemeler, tani verilerinin %30 ila %50 arasinda degistigini ve 6zellikle
akraba olmayan ailelerde otozomal dominant genlerdeki de novo
varyantlarin kilit rol oynadigini bildirmektedir. Klinik ekzom dizileme
kohortlari, tani oranlarinin yaklasik %34-36 oldugunu rapor etmekte ve
bu durum genellikle vaka degerlendirmesinde ve genetik danismanlikta
degisikliklere yol agmaktadir (6-9).

Bu calisma, konvansiyonel sitogenetik, Frajil X molekiler testi ve
kromozomal mikrodizi testlerinin negatif sonug verdigi, aciklanamayan
gelisimsel gecikme ve ZGB'’i olan bireylerde Trio-WES uygulamasini
amaclamaktadir. Amacimiz, molekiiler etiyolojiyi aydinlatmak, genotip-
fenotip korelasyonlarini arastirmak ve yonetimi ve genetik danismanlig
yonlendirmede molekdiler taninin klinik faydasini degerlendirmektir.

YONTEM

Calisma vakalarinin belirlenmesi

Cocuk ve Ergen Psikiyatri Klinigi'ne bagvuran ve DSM-5'e gére ZGB tanisi
alan vakalarimiz ¢alismaya dahil edildi. Hafif ZGB'li bireyler arasinda
dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugunun (DEHB) yuiksek yayginligi
g6z 6niine alindiginda, DEHB komorbiditesi olan vakalar da ¢alismaya
dahil edildi. Yilmaz ve ark. (2021) tarafindan yapilan yakin tarihli bir
klinik calismaya gore, hafif ZGB'li cocuk ve ergenlerin %64,9'unda eslik
eden DEHB semptomlar gérulmustir (10). Bu yuksek komorbidite
orani, gelisimsel bozukluklarin etiyolojisini arastiran ¢alismalarda
DEHB'yi temsili bir komorbid durum olarak degerlendirmenin énemini
yansitmaktadir. Bu nedenle, kohort homojenligini korumak amaciyla
DEHB'yi birincil psikiyatrik komorbidite olarak dahil ederken, diger
psikiyatrik tanilari disladik. Dislama faktorleri ise ZGB'yi aciklayacak baska
bir hastaligin veya genetik taninin, epilepsi tanisinin ve DEHB disinda
bagska bir psikiyatrik hastaligin varligiyd.

Cocugun gelisimsel gecikmesi ve ZGB olan toplam 21 vaka bu calismada
incelendi. Vaka secimi, klinik ve genetik degerlendirme protokoltindeki
belirli dislama kriterlerine dayandirldi. Bu kriterler sunlard: (i) karyotip
analiziyle kromozomal anormallik tanisi konan bireyler, (ii) molekuler
olarak dogrulanmis Frajil X sendromu olan vakalar ve (iii) array
karsilastirmali genomik hibridizasyon (arrayCGH) ile patojenik veya
muhtemel patojenik kopya sayisi degisiklikleri saptanan vakalar. Bu
dislama kriterlerinden sonra, etiyolojisi geleneksel tani yontemleriyle
aciklanamayan yedi vakaya, potansiyel monogenik nedenleri belirlemek
amaciyla Trio-WES uygulandi.

Bu ¢alismada kullanilan NGS analiz ydonteminde l¢ adim izlenmistir:

1. Cevresel kan érneklerinden DNA izolasyonu yapilmasi ve izole edilen
orneklerin kalite/miktar kontroliiniin saglanmasi.

2. Hedeflenen bolgelerin  amplifikasyonu ile kitiiphanelerin
olusturulmasi ve dizilimlerin NGS analiz platformu kullanilarak
okunmasi.

3. Verilerin biyoinformatik analizi.
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Periferik kandan DNA ekstraksiyonu ve konsantrasyon olciimii
Cocuk ve Ergen Psikiyatri Anabilim Dal’'na basvuran vaka ve
ebeveynlerinden alinan 2 mL periferik kan o6rneginden, ureticinin
protokoltine gére EZ1 DNA Blood isolation kit (Qiagen, Hilden, Almanya)
ile EZ1 Advanced XL automated nucleic acid isolation system (Qiagen,
Hilden, Almanya) kullanilarak genomik DNA izolasyonu yapildi. Vakalar,
klinik muayene sonucunda DSM-V tani kriterlerine gére ZGB tanisi almisti.
izole edilen genomik DNANin son hacmi 100 ulye ayarlandi. DNAnin
kalite 6l¢limleri olan konsantrasyonlari ve saflik degerleri NanoDrop
cihazi kullanilarak belirlendi. DNAnIn safligi agisindan 260/280 orani
2'den blylk olan ve konsantrasyonlari 20 ng/ulnin altinda olanlar igin
izolasyon islemi tekrarlandi. izolasyon sonrasi diger adimlarda kullaniimak
Uzere, vakalarin haklari ve etik degerler géz 6ntinde bulundurularak
her bir DNAya 6zel laboratuvar kodlari verildi. DNA, uygun kosullarda
-20°C'de derin dondurucuda saklandi.

NGS analiz platformu kullanilarak hedeflenen bolgelerin
amplifikasyonu ve dizi analizi yoluyla kiitiiphanelerin
olusturulmasi

Calismamizda dizilemeyi hedefledigimiz insan genomunun 37 Mb'lik
ekzonik bolgelerinin kittphanelerini olusturma asamasi, izole edilen
genomik DNAlar kullanilarak QIAseq Human Exome Kit (Qiagen, Hilden,
Almanya) ile gergeklestirildi. DNA kituphanesi olusturulmadan once,
vakalarin periferik kan 6rneklerinden elde edilen genomik DNAlarin
konsantrasyonlari, Qubit dsDNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific,
ABD) kullanilarak Qubit 4 fluorometer (Thermo Fisher Scientific, ABD)
cihazinda tekrar 6lculd.

Hedef bolgelerin yaklasik %99'unda 20x ve Uzeri minimum okuma
derinligi guvenilir kabul edildi. Islak laboratuvar asamasindan sonra,
dizileme lllumina NovaSeq 6000 cihazi kullanilarak gerceklestirildi.
Kuttiphane hazirhgi ve dizilemenin ana adimlari, QlAseq Human Exome
Kit protokoliine gore yapildi (fragmantasyon, adaptér ligasyonu, DNA
kattphanelerinin amplifikasyonu, kitiphane havuzlarinin olusturulmasi,
hibridizasyon yakalama ve streptavidin boncuklarina baglanma, yakalama
sonrasi amplifikasyon ve dizileme). Bir sonraki adimda ise biyoinformatik
strecler (BCLden FastQ'ya donustirme, kalite degerlendirmeleri, referans
genoma esleme, dusuk kaliteli okumalarin ve varyantlarin filtrelenmesi
ve vcf dosyasi olusturulmasi) Qiagen CLC Genomics Workbench 12.0.3
(Qiagen, Hilden, Almanya) programi kullanilarak gerceklestirildi.

Verilerin biyoinformatik analizi

NGS sonrasinda, hedeflenen genlerin dizilerini ve kalite skorlarini iceren,
metin formatindaki FastQ ham veri dosyalari elde edildi. Hazir analiz icin
insan genomu (hg19) referans dizisine hizalanan FastQ dosyalarindan
donusturilen BAM dosyalarinin  biyoinformatik analizi icin Qiagen
Clinical Insight (QCI) yazilimi kullanildi. QCI programi araciligiyla, kalite
skorlamasini ve belirli filtreleri basariyla gecen genetik varyasyonlar
belirlendi ve patojeniteleri saptandi. Verilerin gorsellestirilmesi icin,
hedeflenen nukleotit dizilerini gorsel olarak incelemek amaciyla
Integrative Genomics Viewer programi (IGV) kullanildi (11).

Varyantlar filtrelenirken, synonymous varyantlar elendi ve ExAC
veritabani, GenomAD veri tabani ve tek nukleotid polimorfizm veri
tabani (dbSNP) gibi acik erisimli veritabanlarinda ve populasyon bilgi
bankalarinda minor alel frekansi %1'den buytuk olan varyantlar da
filtrelendi. Tespit edilen genetik varyasyonlarin ve patojenitelerinin
vakalarin klinik bulgulariyla iliskili olup olmadigini degerlendirmek
icin asagidaki acik erisimli cevrimici veri tabanlar kullanildi:
Human Genome Mutation Database (HGMD), National Centre for
Biotechnology Information (NCBI), dbSNP, VarSome (The Human
Genomics Community) ve Franklin by Genoox (12-15). In silico tahmin
algoritmalari olarak, Mutation Taster (16), Polymorphism Phenotyping
v2 (PolyPhen) (17), Sorting Intolerant From Tolerant (SIFT) (18), DANN
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scoring (19), genomic evolutionary rate profiling (GERP) score (20) ve
CADD (21) scoring verileri dikkate alind.

Protein modelleme yontemi

Protein stabilitesi Uzerindeki missense varyantlarin etkisini tahmin eden
ve agilma Gibbs serbest enerjisindeki degisiklikleri (AAG) hesaplayan dort
in silico araci kullanildi. Hastalikla iliskili varyantlari iceren protein alanlari
yalnizca bu pdb yapilari tarafindan temsil edildiginden, protein stabilitesi
tahminleri, girdi PDB dosyalari olarak TLK2/Serin/treonin-protein
kinaz tousled-like 2'nin (AF-Q86UE8-F1-model_v4.pdb) AlphaFold
yapisi ve TRIO/N-terminal DHPH kaseti TRIO'nun nikleotidsiz Rac1 ile
kompleksinin (2nz8.pdb) RCSB Protein Data Bank yapisi kullanilarak
DynaMut2 (22), INPS-3D (23), PremPS (24) ve FoldX (25) ile hesapland.

AAG  degerleri, TLK2'deki p.(Arg339GIn) varyantt ve TRIO'daki
p-(Asn1406Ser) varyanti icin vahsi tip (wild type) protein ile degismis
amino asit substitlisyonunun sonuglari arasinda hesaplandi. Son olarak,
vahsi tip ve degismis TLK2 ile TRIO protein yapilarinin 3 boyutlu yapilari
DynaMut2 ile olusturuldu.

ilgili substitisyonlar icin AAG degerleri (kcal/mol) su sekilde yorumlands:
AAG<0 tahmini, DynaMut2 ve INPS-3D durumunda destabilize edici
olarak degerlendirildi. AAG>0 tahminiise FoldX 5.0 ve PremPS durumunda
destabilize edici olarak degerlendirildi.

Tablo 1. Vakalarin klinik 6zellikleri ve psikiyatrik tanilari

Gorker ve ark. Zihinsel Gelisim Bozuklugunda Genetik Etiyoloji

BULGULAR

Calismada, ZGB tanisi almis vakalar (konvansiyonel sitogenetik, arrayCGH
ve Frajil X analiz sonuglari normal bulunan vakalar) ve onlarin ebeveynleri
ile ZGB ile iliskili novel patojenik varyasyonlari, de novo patojenik
varyasyonlari, yeni genleri ve/veya kromozom lokuslarini belirlemek
amaciyla WES analizleri yapildi. Calismaya, ZGB'si olan ve akraba olmayan
ebeveynlere sahip yedi vaka dahil edildi (Tablo 1). Vakalarin gt kiz,
dordu erkekti.

Biyoinformatik analizde, t¢ vakada klinik bulgulariyla iliskili patojenik
ve muhtemelen patojenik varyantlar tespit edildi. Bu varyantlardan
ikisi de novo idi. iki vakada ise patojenik veya muhtemelen patojenik
varyant saptanmadi. Bu iki vakada, klinik bulgulariyla iligkili iki muhtemel
patojenik varyant bulunmasina ragmen, segregasyon analizi bu
varyantlarin ebeveynlerden miras alindigini gésterdi (Tablo 2). Vakalarda
saptanan varyasyonlarin genotipi, aile segregasyon sonuglari, in silico
tahmin skorlari, dbSNP kayitlari, ACMG skorlari, ClinVar verileri ve
patojenite bilgileri Tablo 3'te verilmistir.

Vaka 1: Ogrenme gicligi, dusik akademik basari ve hiperaktivite
semptomlariyla basvuran, ZGB ve DEHB tanisi almis vaka tizerinde yapilan
WES analizi sonucunda, ZGB klinigiyle iliskilendirilebilecek herhangi bir
varyant tespit edilmemistir.

Yas Cinsiyet ilk kabul sikayetleri Psikiyatrik Tani
Vaka 1 15 Kiz ofkeli davranis, ajitasyon, akranlariyla uyumsuzluk Hafif ZGB
Vaka 2 15 Erkek okula uyum saglayamama Hafif ZGB
Vaka 3 11 Erkek konusma gelisiminde gerilik, hareketlilik, sabirsizlik ZGB
Vaka 4 8 Erkek konusma gelisiminde gerilik Hafif ZGB
Vaka 5 15 Erkek konusma gelisiminde gerilik, sinirlilik, akran uyumsuzlugu Hafif ZGB
Vaka 6 17 Erkek sinirlilik, dikkat eksikligi Hafif ZGB
Vaka 7 14 Kiz konusma gelisiminde gerilik, sinirlilik, huzursuzluk Hafif ZGB
DEHB: Dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu; ZGB: Zihinsel gelisimsel bozukluk
Tablo 2. Vaka 3, 4, 5, 6 ve 7'de patojenik, muhtemelen patojenik varyantlar tespit edildi
Vaka 3 ve ebeveynlerinde tespit edilen varyant
Varyant (HGVS) Vaka 3 Anne Baba
NM_005908.4(MANBA):c.2158-2A>G GG AG AG
Vaka 4 ve ebeveynlerinde tespit edilen varyant
Varyant (HGVS) Vaka 4 Anne Baba
NM_001330418.2(TLK2):c.569G>A (p.Arg190GlIn) GA GG GG
Vaka 5 ve ebeveynlerinde tespit edilen varyant
Varyant (HGVS) Vaka 5 Anne Baba
NM_057175.5(NAA15):c.691+1G>A GA GA GG
Vaka 6 ve ebeveynlerinde tespit edilen varyant
Varyant (HGVS) Vaka 6 Anne Baba
NM_005211.3(CSF1R):c.1349G>A (p.Trp450Ter) GA GG GA
NM_000797.4(DRD4):c.435_436insTG (p.GIn146CysfsTer201) GG/ GTGG GG/GG GG/ GTGG
Vaka 7 ve ebeveynlerinde tespit edilen varyant
Varyant (HGVS) Vaka 7 Anne Baba
NM_007118.4(TRIO):c.4394A>G (p.Asn1465Ser) AG AA AA

HGVS: insan genomu varyasyon toplulugu
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Tablo 3. Vakalarda saptanan varyasyonlarin genotipi, aile segregasyon sonuglari, in silico tahmin skorlari, dbSNP kayitlari, ACMG skorlari,

ClinVar verileri ve patojenite bilgileri

Vaka | Gen Genotip | Segregasyon Kaliim Transkript HGVSc HGVSp dbSNP ClinVar ACMG Patojenite
3 MANBA | Homozigot | MM 5p | NM.0059084 | c2158-2A5G 15772852668 | Patojenik | o1 PMZ patoienik
paternal PP5
4 TLK2 | Heterozigot de novo O.D | NM_001330418.2 ¢.569G>A p-Arg190GIn rs1567948287 VUus PPSPZZ Ppl\gg Olasi Patojenik
5 | NAATS | Heterozigot | Maternal | OD | NM.0571755 | c691+1G>A rs1579109565 Olast | PVS1, PM2, VUS
Patojenik PP5
6 CSF1IR | Heterozigot de novo O.R NM_005211.3 c.1349G>A p.Trp450Ter -- - PVS1, PM2 Vus
6 DRD4 | Heterozigot de novo 0.D NM_000797.4 | c.435_436insTG | p.GIn146CysfsTer201 -- - PVS1, PM2 | Olasi Patojenik
PS2, PMT,
7 TRIO | Heterozigot de novo 0.D NM_007118.4 c.4394A>G p.Asn1465Ser - - PM2, PP3, Patojenik
PP5

ACMG: Amerikan Tip Genetigi Koleji, 0.D: Otozomal dominant, O.R: Otozomal resesif, dbSNP: Tek niikleotid polimorfizmi veritabani, HGVS: insan genom varyasyon toplulugu,

VUS: Onemi bilinmeyen varyant

Vaka 2: Ogrenme giicligu ve dikkat eksikligi semptomlariyla bagvuran,
ZGB ve DEHB tanisi almis vaka tizerinde yapilan WES analizi sonucunda,
ZGB Kklinigiyle iliskilendirilebilecek herhangi bir varyant tespit
edilmemistir.

Vaka 3: Konusma gecikmesi ve hiperaktivite semptomlariyla basvuran,
ZGB ve DEHB tanisi almis vakada, NM_005908.4(MANBA).c.2158-
2A>G varyanti homozigot olarak saptanmistir ve ClinVar veri tabaninda
patojenik olarak rapor edilmistir. NM_005908.4(MANBA):c.2158-2A>G
varyanti, HGMD veri tabanina CS982260 erisim numarasiyla kaydedilmis
ve mannosidosis, beta, lysosomal fenotipiyle iliskilendirilmistir.
ACMG-2015 kriterleri dikkate alinarak yapilan in silico analizde,
NM_005908.4(MANBA):c.2158-2A>G varyanti patojenik (PVS1, PM2,
PP5) olarak belirlenmistir. MANBA geninin patojenik ve muhtemel
patojenik varyantlari, otozomal resesif mannosidosis, beta A fenotipiyle
iliskilendirilmistir. Vaka 3'tn ebeveynleri, NM_005908.4(MANBA).c.2158-
2A>G varyanti icin heterozigot bulunmustur.

Vaka 4: Konusma gecikmesi semptomlariyla basvuran, ZGB ve
DEHB  tamisi  almis  vakada, NM_001330418.2(TLK2):c.569G>A
(p.Arg190GIn) varyanti heterozigot olarak saptandi ve ClinVar veri
tabaninda ‘klinik 6nemi bilinmeyen’ bir varyant olarak rapor edildi.
NM_001330418.2(TLK2):c.569G>A  (p.Arg190GIn) varyant, HGMD
veritabaninda rapor edilmemistir. ACMG-2015 kriterleri dikkate alinarak
yapilaninsilicoanalizde, NM_001330418.2(TLK2):c.569G>A (p.Arg190GIn)
varyanti, klinik nemi bilinmeyen bir varyant olarak belirlendi (PM2, PP2,
PP3). Segregasyon analizi sonucunda, NM_001330418.2(TLK2):c.569G>A
(p.Arg190GIn) varyantinin, Vaka 4'in ebeveynlerinde homozigot vahsi
tip oldugu goruldu. Bu sonuca gére, NM_001330418.2(TLK2):c.569G>A
(p.Arg190GIn) varyanti, ACMG-2015 kriterlerine gére ‘PS2’' skoruna
dayanarak ‘muhtemelen patojenik’ ve ‘de novo’ olarak degerlendirildi.

Vaka 5: Konusma akran
semptomlariyla basvuran,

gecikmesi, sinirlilik ve
ZGB ve DEHB

problemleri

tanisi almis vakada,

NM_057175.5(NAA15):c.691+1G>A  varyanti  heterozigot  olarak
saptanmistir ve ClinVar veri tabaninda ‘patojenik’ olarak rapor
edilmistir. NM_057175.5(NAA15):c.691+1G>A varyanti, HGMD veri

tabaninda rapor edilmemistir. ACMG-2015 kriterleri dikkate alinarak
yapilan in silico analizde, NM_057175.5(NAA15):c.691+1G>A varyanti
patojenik (PVS1, PM2, PP5) olarak belirlenmistir. Segregasyon analizi,
NM_057175.5(NAA15):c.691+1G>A varyantinin Vaka 5'in babasinda
tespit edilmedigini ve annenin bu varyant icin heterozigot oldugunu
gostermistir. NAA15 geninin patojenik ve muhtemel patojenik varyantlari,
davranissal anormallikler gésteren otozomal dominant ZGB fenotipi ile
iliskilendirilmistir.

Vaka 6: Sinirlilik ve dikkat daginikhg semptomlariyla basvuran,
ZGB ve DEHB tanmisi almis vakada, NM_005211.3(CSF1R):
c.1349G>A (p.Trp450Ter) ve NM_000797.4 (DRD4): c.435_436insTG
(p.GIn146CysfsTer201)  varyantlari  heterozigot olarak saptandi
HGMD  veritabanlarinda rapor edilmemisti.
ACMG-2015 kriterleri dikkate alinarak yapilan in silico analizde,
NM_005211.3(CSF1R):c.1349G>A  (p.Trp450Ter) ve NM_000797.4
(DRD4): c.435_436insTG (p.GIn146CysfsTer201) varyantlari muhtemelen
patojenik olarak belirlendi (PVS1, PM2). Segregasyon analizi sonucunda,
NM_005211.3 (CSFIR): c.1349G>A (p.Trp450Ter) ve NM_000797.4
(DRD4): c.435_436insTG (p.GIn146CysfsTer201) varyantlar
ebeveynlerde saptanmadi. CSFTR geninin patojenik ve muhtemel

ve Clinvar ve

patojenik varyantlari, otozomal resesif kalitilan beyin anormallikleri,
nérodejenerasyon ve disosteoskleroz ile otozomal dominant kahtilan
|6kosefalopati, herediter diffiiz, sferoidli fenotipleriyle iliskilidir. DRD4
geninin patojenik ve muhtemel patojenik varyantlari ise otozomal
dominant kalitim gosteren dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu;
DEHB fenotipiyle iliskilidir.

Vaka 7: Konusma gecikmesi ve sinirlilik semptomlariyla basvuran, ZGB
tanisi almis vakada, NM_007118.4(TRIO):c.4394A>G (p.Asn1465Ser)
varyanti heterozigot olarak saptandi ve ClinVar ile HGMD veritabanlarinda
rapor edilmemisti. ACMG-2015 kriterleri dikkate alinarak yapilan
in silico analizde, NM_007118.4(TRIO):c.4394A>G (p.Asn1465Ser)
varyanti muhtemelen patojenik olarak belirlendi (PM1, PM2, PP3,
PP5). Segregasyon analizi sonucunda, NM_007118.4(TRIO):c.4394A>G
(p-Asn1465Ser) varyantinin Vaka 7'nin ebeveynlerinde bulunmadig
gorildl. Bu sonuca gore,

NM_007118.4(TRIO):c.4394A>G  (p.Asn1465Ser) varyanti, ACMG-
2015 kriterlerine gére PS2 skoruna dayanarak patojenik ve de novo
olarak degerlendirildi. TRIO geninin patojenik ve muhtemel patojenik
varyantlari, makrosefali ile otozomal dominant kalitilan ZGB ile iliskili
fenotipleri kalitsal olarak aktarmaktaydi.

Gibbs Serbest Enerjisi Hesaplamasi ve Missense Varyantlari icin
3 Boyutlu Protein Yapilarinin Bozulmasi; TLK2:p.(Arg339Gin)
ve TRIO:p.(Asn1465Ser)

Ug sterik catisma, iki van der Waals ve alti hidrojen bag etkilesimi,
TLK2'deki 339. pozisyondaki Arjinin'in Glutamin'e dontismesinden sonra,
iki sterik catisma, bir van der Waals ve dért hidrojen bagi etkilesimine
indirgenmistir. TLK2'deki p.Arg339GIn degisikliginden sonra, iki iyonik
bag kaybedilmis, protein yapisindaki yedi polar bag ile dért hidrofobik
etkilesim ise ayni kalmistir.
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TLK2 (AF-Q86UES-F1-model_v4.pdb)

ARG339 (WT)

GLN339

TRIO (2nz8.pdb)

ASN

SER

Van der waals baglan Hidrojen baglan

Sterik etki

Hidrofobik
etkilesimler

Iyonik baglar Polar baglar

Sekil 1. DynaMut2 ile hesaplanan protein kararliligi tahmin modelleri.

Tablo 4. TRIO:c.4394A>G ve TLK2:c.569G>A varyantlari icin protein modellemesinde hesaplanan AAG skorlari.

Arag Varyant AAG Skorlari (kcal/mol) Tahmin

TLK2; R339Q -0.78

DynaMut2
TRIO; N1406S -13
TLK2; R339Q -0.76

INPS-3D
TRIO; N1406S -0.36

Destabilize edici

TLK2; R339Q 0.83

PremPS
TRIO; N1406S 0.69
TLK2; R339 0.48

FoldX 5.0 ! Q
TRIO; N1406S 3.15

Tahmin edilen AAG<0 degeri DynaMut2 ve INPS-3D durumunda istikrarsizlastiricidir, Tahmin edilen AAG>0 degeri ise PremPS ve FoldX 5.0 durumunda istikrarsizlastiricidir.

Alti sterik catisma ve U¢ van der Waals etkilesimi, TRIO'daki 1465.
Pozisyonundaki Asparaginin Serin'e dénlismesinden sonra (g sterik
catisma ve bir van der Waals etkilesimine indirgenmistir. TRIO'daki
p-(Asn1465Ser) degisikliginden sonra iki hidrofobik bag kaybedilmis,
protein yapisindaki yedi polar bag ayni kalmis ve dort hidrojen bagi altiya
yukselmistir (Sekil 1).

Hem TLK2'deki p.(Arg339GIn) varyanti hem de TRIO'daki p.(Asn1465Ser)
varyanti, nokta mutasyonlari Uzerine protein stabilitesini azaltmis ve
dort farkli protein stabilitesi tahmin araciyla da “Destabilize Edici”
olarak tahmin edilmistir. Varyant icin hesaplanan AAG skorlari Tablo 4'te
gosterilmektedir.

TARTISMA

ZGB vakalarinin yaklasik %50'sinde etiyoloji bilinmemektedir. ZGB ile
iliskili cok sayida gen oldugu goz 6niine alindiginda, genetik faktorler
énemlidir (26). insan genetigindeki son gelismeler, cesitli genetik
hastaliklarin nedensel mutasyonlarinin belirlenmesini kolaylastirmis
ve bu durum, belirli mutasyonlari olan vakalar igin kisiye 6zel tedaviler

saglama olasiligini ortaya c¢ikarmistir. WES analizi, ZGB calismalarinda
de novo mutasyonlarin belirlenmesine olanak tanimistir (27). En yaygin
kullanilan NGS yaklasimlari, tim genom dizilemeye kiyasla daha diisiik
maliyetli ve daha yonetilebilir veri hacmine sahip olan hedeflenmis panel
ve WES'tir (28).

ZGB tanisi almis yedi vakada potansiyel genetik nedenleri belirlemek
amaciyla WES ve biyoinformatik analizler gerceklestirdik. Ug vakada
klinik bulgulariyla iliskili patojenik ve muhtemel patojenik varyantlar
saptanirken, iki vakada herhangi bir patojenik veya muhtemel patojenik
varyant tespit edilmedi. Diger iki vakada ise, klinik bulgulariyla iliskili
ancak ebeveynlerden kalitilan iki muhtemel patojenik varyant saptandi.

Analiz edilen bireyler arasinda, ZGB ve DEHB tanisi almis bir vakada, bir
lizozomal depo hastaligi olan -mannosidoz ile iliskili oldugu bilinen
MANBA geninde patojenik bir varyant bulunmustur. MANBA, N-bagl
oligosakkaritlerin parcalanmasinda kritik rol oynayan lizozomal enzim
B-mannosidazi kodlar. MANBAdaki homozigot veya bilesik heterozigot
mutasyonlardan kaynaklanan fonksiyonel eksiklik, parcalanmamis
glikoproteinlerin birikimine yol acarak ilerleyici n&rodejenerasyonla
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sonuglanir. Bu bireyde gézlemlenen klinik 6zellikler (gelisimsel gecikme,
konusma bozuklugu, hiperaktivite ve agresyon) daha 6nce bildirilen
MANBA ile iliskili fenotiplerle uyumludur (29, 30).

MANBA genindeki c.2158-2A>G varyanti, intron 15'in kanonik kabul
edici ekleme bolgesini etkiler ve mRNA eklenmesini bozarak anormal
transkriptlere ve f-mannosidaz fonksiyon kaybina yol actigi igin patojenik
olarak siniflandiriimistir (31). Birden fazla tani laboratuvarindan gelen
ClinVar siniflandirmalari, bu varyantin patojenik dogasini oybirligiyle
desteklemektedir (32). Bu baglamda, ¢.2158-2A>G mutasyonu, molekuler
duzeyde bir genotip-fenotip korelasyonunu desteklemektedir; gligli
biyoinformatik ve klinik ifade verileri, bu mutasyonu f-mannosidozun
etiyolojik bir nedeni olarak acik¢a tanimlamistir. Ancak, bu mutasyona
iliskin fonksiyonel analiz verileri literatirde sinirlidir; bu nedenle, mRNA
diizeyindeki ekleme etkilerini ve enzim aktivitesi eksikligini dogrulayan
deneysel calismalara ihtiyag vardir.

ZGB ve DEHB ozelliklerini gosteren baska bir bireyde, TLK2 geninde
muhtemelen patojenik bir de novo varyant oldugu saptanmistir. Bu gen,
histon saperonlari ASF1A/B ile etkilesimi sayesinde kromatin yeniden
modellenmesi ve genomik stabilite icin hayati énem tasiyan bir serin/
treonin kinazi kodlar. Yapisal protein modellemesi, mutasyon nedeniyle
kodlanan proteinde destabilizasyon oldugunu ortaya koymustur.
TLK2 aracili kromatin diizenlemesindeki bozulmanin nérogelisimsel
fenotiplerle iliskili oldugu bilinmektedir ve bu vakadaki klinik tablo,
Mental Retardasyon 57 sendromu ile uyumludur (33). p.Arg190, TLK2'nin
N-terminal bélgesindeyeralir;bubdlge niikleerlokalizasyonsinyaliyleilgili
olabilir ve protein dimerizasyonu, niikleer hedefleme ve aktivasyon igin
kritik 6neme sahiptir (34). Arg190'in pozitif yiklt bir amino asit oldugu ve
bu konumda bulundugu géz éniine alindiginda, Arg—Gln substitlisyonu
proteinin konformasyonunu, lokalizasyonunu veya etkilesim agini
etkileyebilir; bu nedenle, DNA hasari yaniti, kromatin bakimi ve ASF1A/B
saperonlariyla etkilesimler acisindan 6zel olarak degerlendirilmelidir (35).
TLK2 missense varyantlarinin klinik etkileri genellikle kinaz aktivitesinin
kaybi, bozulmus hiicre ici lokalizasyon ve protein-protein etkilesimlerinin
azalmasini (6rnegin, CHD7, CHD8, RAD50 ve BRD4 ile) icerir (33). Sonug
olarak, TLK2 p.Arg190GIn varyanti literatiirde rapor edilmemis olsa da,
protein yapisinin N-terminal bolgesindeki potansiyel fonksiyonel roli, in
silico tahminlerine ve TLK2 varyantlari icin tanimlanmis mekanizmalara
dayanarak olasi bir patojenik faktér oldugunu dustindirmektedir.

Ayri bir vakada, NAA15 geninde muhtemelen patojenik bir varyantin
varligi tespit edilmistir. Bu gen, yeni sentezlenen proteinlerin translasyon
sonrasi N-terminal asetilasyonundan sorumlu olan NatA kompleksinin
temel bir bilesenini kodlamaktadir. Bu modifikasyon, proteinlerin hiicre
icerisindeki dogru konumlanmasi ve islevleri icin kritik bir 6neme sahiptir.
NAA15'teki haploinsufisiyansin néronal gelisimi ve sinaptik dizenlemeyi
olumsuz yonde etkiledigi gosterilmistir. Bu bireydeki gelisimsel ve
konusma gecikmesi, davranis bozukluklari ve epilepsi gibi klinik belirtiler,
daha 6nce literatiirde tanimlanmis olan NAA15 ile iliskili nérogelisimsel
bozukluklarla yakin bir benzerlik géstermektedir (36-38). Ancak,
vakamizda belirledigimiz bu varyant, segregasyon analizinde anneden
miras alindiginin ortaya ¢ikmasi nedeniyle, cocugun tim klinik tablosunu
tek basina aciklayabilecek yeterli bir bulgu olarak degerlendirilmemistir.

Ayri bir bireyde, hem CSF1R hem de DRD4 genlerinde yeni, muhtemelen
patojenik varyantlar saptanmistir. CSF1R geni, mikroglial hticre cogalmasi
ve homeostazi icin kritik olan bir reseptor tirozin kinazi kodlar; bu
gendeki mutasyonlar, bozulmus mikroglial fonksiyon nedeniyle beyaz
madde anormalliklerine yol acabilir. Bu sirada, DRD4 ise sinaptik
iletimi modiile eden bir dopamin reseptériinii kodlar. Ozellikle ekzon
3'teki tandem tekrar polimorfizmleri, DRD4'teki varyantlar, degismis
dopaminerjik sinyalizasyon ile iliskilendirilmis ve DEHB gibi dikkat
eksikligi fenotiplerinde rol oynamaktadir (39-42).
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Vakada saptanan hem CSF1R hem de DRD4 gen varyantlari, segregasyon
analizinde babadan miras alindig icin, cocuktaki patojenik etkilerini klinik
tabloyla agiklamak icin yeterli bulgular olarak degerlendirilmemistir.

Son olarak, vakalardan birinde TRIO geninde de novo muhtemelen
patojenik bir varyant saptandi. TRIO, Racl ve RhoAnin aktivasyonu
yoluyla aktin sitokeletinin yeniden modellenmesini dizenleyen bir Rho
guanin nikleotid degisim faktoriinu kodlar. Patojenik varyantlarin, Rac
aracili dendritik diken gelisimini bozdugu, bunun da sinaps olusumunun
ve ndrogelisimsel eksikliklerin bozulmasina yol actigi gosterilmistir.
Gozlemlenen fenotipik 6zellikler, TRIO ile iliskili bozukluklarin bilinen bu
mekanizmasiyla uyumluydu (43-45).

Saptanan NM_007118.4(TRIO):c.4394A>G mutasyonu de novo'dur
ve TRIO'nun Dbl homoloji 1 (DH1) alt alaninda yer alan p.Asn1465Ser
amino asit degisikligine karsilik gelir. Bu varyant, ClinVarda muhtemelen
patojenik olarak, bazi kaynaklarda ise patojenik olarak siniflandiriimistir
ve ¢ogu calisma, bu mutasyonun TRIO ile iliskili genetik bozukluklarda
oldugunu dogrulamistir (46).

Klinik baglama bakildiginda, literatiirdeki genis kohort calismalan
ve vaka raporlar, TRIO genindeki de novo mutasyonlarin genellikle
gelisimsel gecikme, zihinsel yetersizlik, makrosefali veya mikrosefali,
davranigsal sorunlar (DEHB, obsesif-kompulsif davranis vb.), epilepsi,
iskelet anomalileri ve dis malformasyonlarini iceren genis bir fenotipik
spektruma yol actigini géstermektedir.

Trio-WES analizi, ZGB'nin klinik tanisina énemli bir katki saglamistir.
Bu calismada, literatiirde heniiz rapor edilmemis olan bir novel ve
iki de novo varyant tespit ettik. Ozellikle, TLK2 ve TRIO genlerindeki
varyantlarin, protein modelleme analizlerine dayanarak protein yapisini
destabilize edecegi tahmin edilmistir. Bu bulgular, yeni ve/veya de novo
mutasyonlarin ZGB'nin ana nedenini olusturdugunu &ne siren 6nceki
raporlarla tutarhdir. Ayrica, sonuglarimiz, aile temelli WES'in yalnizca
sporadik vakalar icin degerli bir tani yaklasimi olmakla kalmayip, ayni
zamanda yeni, hastalikla iliskili genlerin kesfi icin de etkili bir strateji
oldugunu vurgulamaktadir.

Genel olarak, bulgularimiz de novo varyantlarin patojenik iliskisini
vurgulamakta ve ZGB etiyolojisinde bozulmus hiicre i¢i sinyalizasyon
yollarinin,  kromatin ~ yeniden = modellenmesinin  ve  protein
modifikasyonunun roliine dikkat ¢ekmektedir. Calismanin temel bir
sinirlamasi, varyant patojenitesini dogrulamak icin fonksiyonel testlerin
eksikligidir. In silico tahminler ve yapisal modelleme destekleyici kanitlar
sunsa da kesin mekanistik icgoruler elde etmek igin deneysel dogrulama
esas olacaktir.

Tesekkiir: Hastalarimiza, ailelerine ve ilgili hekimlere tesekkirlerimizi sunariz.

Etik Kurul Onayi: Bu calismada kullanilan protokoller Helsinki Bildirgesi'ne uygun olup
Trakya Universitesi Tip Fakltesi Etik Kurulu (2019/194) tarafindan onaylanmistir.

Bilgilendirilmis Onam: Calisma o6ncesinde katilimcilarin  ebeveynlerinden/yasal
vasilerinden yazili onam alinmistir.

Hakem Degerlendirmesi: Dis bagimsiz.

Veri ve Materyallerin Kullanilabilirligi: Bu calisma sirasinda olusturulan veya analiz
edilen tiim veriler bu makaleye [ve/veya] ek materyal dosyalarina dahil edilmistir. Daha
fazla bilgi icin ilgili yazara basvurabilirsiniz.

Yazar Katkilart: Fikir - IG; Tasarim - HG; Denetleme - EA Kaynaklar - EIA; Malzemeler
- LB; Veri Toplanmasi ve/veya islenmesi - SD; Analiz ve/veya Yorumlama - CK; Literatiir
Taramas! - SY, IG; Yazim - EA, IG; Elestirel inceleme - HG, IG.
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