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1. OZET

Seckel Sendromunun Genetik Etiyolojisinin Arastirilmasi

Seckel sendromu (OMIM 210600); otozomal resesif gegis gosteren prenatal ve
postnatal biiyiime geriligi, mikrosefali, kisa boy ve zeka geriligi ile karakterize nadir
goriilen bir hastaliktir. Seckel sendromu, hem genetik hem de klinik olarak heterojenite
gostermektedir. Bugiine kadar Seckel sendromunun etiyolojisinde rol oynayan yedi gen

tanimlanmis olup, tanimlanmay1 bekleyen baska genlerin oldugu 6ngdriilmektedir.

Bu tez calismasinda, Seckel sendromu tanisi alan iki hasta bireyin bulundugu ve
akraba evliliginin gorildigl bir ailede genetik etiyolojinin arastirilmas: amaglandi.
Caligsmada ilk olarak, iki etkilenmis birey ve etkilenmis bireylerden birinin ebeveynleri
olmak {izere toplam 4 bireye genom boyu homozigotluk taramasi yapildi. Elde edilen
tek niikleotid polimorfizm (SNP) verilerine gore 4. kromozom {izerinde (28.1
lokusunda 6.5 Mb’lik bir bolgenin ve 17. kromozom iizerinde 17¢25.3 lokusunda 0.6
Mb'lik bir bolgenin her iki hastada da homozigot kalitildigi gézlendi. Homozigotluk
gosteren her iki bolge, biitiin aile bireyleri dahil edilerek Kisa Ardisitk Tekrar
Polimorfizmi (STRP) markirlar ile test edildi ve 4. kromozom iizerindeki bolgenin
hastalikla birlikte kalitildigi dogrulanirken 17. kromozom iizerinde goriilen bolgenin
hastalikla kalitilmadigi goézlendi. Ailede hastalila birlikte kalitilan 4. kromozom
tizerindeki kritik bolge igerisinde yer alan genler degerlendirildi ve sentriol
duplikasyonunda kritik rol oynayan Polo Benzeri Kinaz 4 proteinini kodlayan PLK4
geni aday gen olarak secildi. Yapilan mutasyon taramasi sonucunda, PLK4 geninin
ikinci intronunda kirpilma alici bolgesinde mRNA kirpilmasini  bozarak protein
sentezinin erken sonlanmasina neden olan homozigot hipomorfik bir mutasyon (c.31-
3A>G/p.AspllProfs14Stop) tespit edildi. Genomik kararsizhiga neden olan bu

mutasyon, ailede hastalikla birlikte kalitilirken saglikli kontrol grubunda goriilmedi.

Sonug olarak, bu caligma ile sentriol duplikasyonunda ve genomik kararliligin
korunmasinda kritik rol oynayan PLK4 geni {izerindeki hipomorfik bir mutasyonunun

Seckel sendromuna neden oldugu ilk kez gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Genetik haritalama, Seckel sendromu, PLK4



2. SUMMARY
Investigation of the Genetic Etiology of the Seckel Syndrome

Seckel syndrome (OMIM 210600) is a rare autosomal recessively inherited
disease which is characterized by prenatal and postnatal growth retardation,
microcephaly, short stature and mental retardation. Seckel syndrome shows both genetic
and clinical heterogeneity. To date, seven genes were identified to being involved in the
etiology of Seckel syndrome and it is proposed that there could be another genes

waiting for identification.

In this study, we aimed to evaluate the genetic etiology of a family of
consanguineous marriage including two affected individuals diagnosed as Seckel
syndrome. Firstly, Genome-wide homozygosity mapping was performed on four
samples (two affected individuals and parents of one individual). Single nucleotide
polymorphism (SNP) data revealed the segregation of two homozygous interval on
chromosome 4q28.1-28.3 (6.59 Mb) and on chromosome 17g25.3 (0.6 Mb) in two
affected individuals. Critical regions were tested on all family members with short
tandem repeats polymorphisms (STRP) markers and co-segregation of the 6.59 Mb
interval with disease was confirmed, whereas 0.6 Mb interval did not show co-
segragation with disease. PLK4 gene (encoding Polo Like Kinase protein) which is
found in the critical region of chromosome 4, and plays critical role in centriol
duplication, was selected as a candidate gene. According to the mutation screening
results; a homozygous hypomorphic mutation (c.31-3A>G /p.Aspll1Profs14Stop),
which led to the early truncation of protein synthesis due to the disruption of mMRNA
splicing acceptor site, was detected. This mutation caused the genomic instability and
inherited with disease in the family and was not detected in healty control grup.

In conclusion, we showed for the first time that p.Aspl1Profs14Stop mutation in
PLK4 causes Seckel syndrome.

Key words: Genetic mapping, Seckel syndrome, PLK4,



3. GIRIS ve AMAC

Niikleik asitlerin dizilenmesinin kesfi insan genomunun ve insan genomundan
kodlanan RNA molekiilerinin dizilenmesini miimkiin hale getirmistir. Insan genomunu
dizileme amaciyla baslatilan insan Genom Projesi (IGP) ile insan genomu %99.9
oraninda dizilenirken, ayni zamanda genom tarafindan kodlanan RNA molekiileri de
dizilenmis ve insan genomunda 25-26.000 gen oldugunu gdstermistir. Insan genom
projesi sonucunda, genom dizisi ve kodlayan genlerle birlikte insan genomunda kisiden
kisiye farkliliklar gosteren ve fenotip iizerinde olumlu ya da olumsuz etki gostermedigi
diistiniilen ¢ok sayida tek niikleotitlik degisiklikler (SNP’ler) ve ardisik kisa tekrar
dizilerinin (STR’ler) varlig1 da gosterilmistir. Ik asamada STR bélgeleri ve sonrasinda
SNP’ler, Mendelian kalitim gosteren hastaliklardan sorumlu genetik bozukluklarin
etkiledigi genlerin yerlesik oldugu lokuslarin haritalanmasi siirecinde ¢igir agici
katikilar saglamislardir. Genetik haritalama ¢alismalar1 olarak adlandirilan bu ¢alismalar
kapsaminda bugiine kadar yaklasik 5439 gen hastaliklarla iligkilendirilerek 3674
hastaligin etiyolojisi aydmlatilmistir. Genlerin hastaliklarla iliskilendirilmesi ayrica

bir¢ok molekiiler mekanizmanin aydinlatilmasi siirecine de katki saglamistir (1-3).

Seckel sendromu (OMIM: 210600), diisiik dogum agirligi, mikrosefali, mental
retardasyon, boy kisaligi, atipik yliz goriiniimii (arkaya egimli alin, gaga seklinde
belirgin bir burun, kii¢iik g¢ene) ile karakterize otozomal resesif gegisli nadir bir
hastaliktir (4-6). Klinik ve genetik olarak heterojen bir hastalik olan Seckel sendromu
siklikla dogumu takip eden déonemde Sliime neden olmaktadir. Bu durum, genis ailelere
ulasma ve buna bagli olarak genetik etiyolojinin aydinlatilmasi siirecini
zorlastirmaktadir. Gelisen teknoloji ile birlikte SNP'lerin genetik haritalama
caligmalarinda kullanilmaya baglanmasi akraba evliliginin sik goriildiigli toplumlarda
genis aileler izerinden genetik etiyolojinin aydinlatilmasini miimkiin hale getirmistir.
Seckel sendromu ile ilgili olarak yiiriitiilen genetik haritalama calismalar1 sonucunda
bugiine kadar hastalikla iliskili yedi lokus tanimlanmis olup bu lokuslardan altisinda
iligkili genler tanimlanarak sorumlu mutasyonlar gosterilmistir (7-12). Seckel sendromu
ile iliskilendirilen genlerin fonksiyonlarin1 tanimlamaya yonelik olarak yiritilen

caligmalarda ise bu hastaligin etiyolojisinde rol oynayan genler tarafindan kodlanan



proteinlerin genomik kararliligin siirdiirilmesinde, hiicrenin hayat dongiisiiniin

kontroliinde ve hiicre boliinmesinin diizenlenmesinde gorev aldigi gosterilmistir (13).

Bu galisma ile Seckel sendromu tanisi konulan ancak bilinen Seckel sendromu
lokuslarina baglanti géstermeyen bir ailede, Seckel sendromunun etiyolojisinde rol alan
yeni bir genin genetik haritalama metodu kullanilarak tanimlanmasi hedeflenmistir.
Bunun yaninda; DNA hasarina cevap, hiicrenin hayat dongiisiiniin kontrolii ve hiicre
boliinmesinin diizenlenmesi gibi molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasi siirecine

katki saglayacak verilerin ortaya konulmasi amaglanmistir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Genetik Hastaliklar

Hastaliklarin 6nemli bir kisminin etiyolojisinde genetik bozukluklar veya genetik
bozukluklarla bir araya gelen g¢evresel faktorler rol oynamaktadir. Genetik bozukluklar
sonucu ortaya ¢ikan hastaliklar, genetik materyalin etkilenme sekline bagli olarak
kromozomal hastaliklar, multifaktoriyel hastaliklar ve tek gen hastaliklart olmak {izere

ti¢c gruba ayrilmaktadir (14).

Kromozomal hastaliklar, genellikle spontan olarak ortaya c¢ikmakta ve nadiren
kalitsallik gdstermektedir. Kromozomlarin etkilenme sekline bagli olarak kromozomal
anomaliler, sayisal ve yapisal kromozom anomalileri olmak {iizere ikiye ayrilmaktadir.
Bu anomalilerin genom {izerinde etkiledikleri bolgenin biyiikliiklerine bagli olarak

fenotipe yansimalari da degiskenlik gostermektedir (15)

Multifaktoriyel hastaliklar, genetik bozukluklar ile ¢evresel faktorlerin etkilesimi,
birden fazla genetik bozuklugun birlikteligi veya birden fazla genetik bozukluk ile
cevresel etkilerin bir araya gelmesi sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu grup hastaliklarda
diizenli bir kaliim goriilmezken, hasta bir bireyin bulundugu bir ailede ikinci bir bireyin

hasta olma riski genel populasyona gore artig gostermektedir (16).

Tek gen hastaliklar1 ise siklikla mendeliyen kalitim kalibr ile uyumluluk gosteren
hastaliklar olup, bu tip hastaliklarda goriilen fenotipin ortaya ¢ikmasi igin tek bir genin
bozulmas1 yeterlidir. Bir¢cok hastalikta birden fazla gen, birbirinden bagimsiz olarak
ayni fenotipe neden olabilmektedir. Bu durum genetik heterojenite olarak
adlandirilmaktadir. Bununla birlikte bir genin farkli mutasyonlar1 da farkli fenotiplere

neden olabilmekte ve bu durum fenotipik heterojenite olarak adlandirilmaktadir (17).

Genetik hastaliklarin ¢ok az bir kismi1 tedavi edilebilmektedir ve uygulanan tedavi
yontemleri bu hastaliklarin bir sonraki kusakta ortaya ¢ikmasinin 6niine gegmemektedir.
Giliniimiiz kosullarinda genetik hastaliklarla miicadele siirecinde en 6nemli hedeflerden
biri, hastaligin bir sonraki kusaga aktarilmasinin Oniine ge¢mektir. Bunun
basarilabilmesi i¢in de 6ncelikle hastaliklarin genlerle iliskilendirilmesi ve ardindan her
bir bireyde hastaliga neden olan mutasyonun belirlenerek bu genlerin rol aldigi

molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmas1 gerekmektedir. Bireylerdeki mutasyonlarin



belirlenmesinin ardindan preimplantasyon genetik tani veya prenatal tani yontemleri

kullanilarak ailelerin saglikli ¢cocuk sahibi olmalarinin yolu agilmaya calisilmaktadir
(16, 18).

Bu yondeki en kapsamli ¢alisma insan genomunu aydinlatmaya yonelik olan
Insan Genom Projesidir (IGP) IGP 1990 yilinda baslatilmis ve 15 yilda tamamlanmas1
planlanmistir. Teknolojik gelismelere baglh olarak beklenenden daha erken bir siirede
tamamlanan projenin sonuglar1 2003 yilinda diinyaya duyurulmustur. IGP, insan
genomunun 3.2 milyar baz ciftinden olustugunu ve yaklasik 26.000 gen igerdigini
gostermistir. Genom Tlizerindeki genlerin biliniyor olmasi gerek genetik hastaliklarin
tanisinin  konulmasinda, gerekse hastaliklarin bir sonraki kusaga aktarilmasinin
onlenmesinde tek basma hicbir fayda saglamamaktadir. Bugiline kadar 3674 gen
hastalikla iliskilendirilmis olmasina ragmen 3657 hastalik ile iliskili gen ya da lokus
halen kesfedilmeyi beklemektedir. Saglikli nesillerin olusturulmasi ydniinde iGP’den
azami faydanin saglanabilmesi i¢in insan genomunda tanimlanan genlerin hasatliklarla

iliskilendirilmesi ve hastalardaki mutasyonlarin belirlenmesi gerekmektedir (3, 19).
4.2. Microcephalic Primordial Dwarfism (MPD)

Microcephalic Primordial Dwarfism (MPD), otozomal resesif kalitim gdsteren ve
in utero donemde baslayan ve dogum sonrasinda da devam eden gelisme geriliginin agir
bir formudur (13). MPD’de gériilen bityiime fenotipi belirgin mikrosefali ve kisa boy ile
karakterize olup bu fenotipi paylasan c¢esitli hastaliklar rapor edilmistir. Otozomal
resesif kalitim gosteren bu hastaliklar, Meier-Gorlin Sendromu (OMIM:224690) (20,
21), Microcephalic osteodysplastic primordial dwarfism (MOPD) 1l (OMIM:210720)
(22, 23), ve Seckel sendromu (OMIM:210600) olarak gruplandirilmaktadir (24).

4.2.1. Seckel sendromu

Seckel sendromu (OMIM:210600) ; orantili boy kisaligi, siddetli mikrosefali,
mental retardasyon ve arkaya egimli alin, gaga seklinde ¢ikintili bir burun, kiigiik ¢ene
ile karakterize otozomal resesif kalitim gosteren nadir bir hastaliktir (6) . Seckel
sendromu hem klinik hem de genetik olarak heterojenite gostermektedir (25). Bugiine
kadar Seckel sendromu ile iligkilendirilen 7 farkli lokus (SCKL1-7) rapor edilmistir. Bu
SCKL3 haricindeki alt1 lokusta hastaliktan sorumlu mutasyon sirasiyla ATR, RBBP-



8(CtIP), CENPJ, CEP152, CEP63 ve NIN genleri iizerinde gosterilmistir. Bu genlerin
kodladig1 proteinler genomik kararligin siirdiiriilmesi ve sentriol duplikasyonu gibi
mekanizmalarda rol oynamaktadir (7, 8, 11, 12, 26-29).

4.2.2. Seckel Sendromu ile iliskilendirilen Genler
4.2.2.1. Ataxia-Telangecitasia and RAD3 related (ATR)

Seckel sendromunun genetik etiyolojisini aydinlatmaya yonelik genetik
haritalama c¢alismalarindan elde edilen ilk sonuglar baglangicta akraba olduklari
bilinmeyen Pakistanli iki aile tizerinden elde edilmistir. Bu ¢alismada ailedeki fenotipin
3. kromozom tizerinde 922.1-q24 lokusu (SCKL1) ile birlikte kalitildig1 gosterilmistir
(26). SCKL1 lokusunun tanimlandigi aileler iizerinde yiiriitillen ileri galigmalarda
ailedeki fenotipten sorumlu homozigot hipomorfik (minimal diizeyde fonksiyonel
transkriptin olusturulmasi durumu) bir mutasyon ATR (Ataxia-Telangecitasia and RAD3
related) geni iizerinde gosterilmistir (12). Takip eden siire iginde Seckel sendromlu
farkli bir hastada compound heterozigot ATR mutasyonu tanimlanmistir. Bu hastada
allellerden birinde 540 kb'lik bir delesyon gozlenirken, ikinci allelde kirpilma
mekanizmasint bozarak ATR ekspresyonunu siddetli bir sekilde azaltan ve bir amino
asidin bir baska amino aside doniismesi seklinde olusan bir missense mutasyon
gosterildi (30). Son olarak 2013 yilinda Seckel sendromlu iki Ingiliz ailede ATR
ekspresyonunu dramatik bir sekilde azaltan bir mutasyon gosterilmistir (31). Sonug
olarak bugiine kadar ATR geni lizerinde Seckel sendromu ile iligkili toplam 4 farkli
mutasyon tanimlanmistir ve bu mutasyonlarin tamaminda ATR ekspresyonu tamamen

ortadan kalkmadan siddetli sekilde azalmis oldugu gosterilmistir.

ATR geni (OMIM:601215), 2644 aminoasitten olusan 301 kDa molekiiler
agirhigindaki ATR proteinini kodlamaktadir. (32). ATR proteini, DNA hasarina yanitta
ve DNA tamirinde gorev alan Phosphoinositid 3-kinase (PI3K) iliskili protein kinaz
(PI3KK) ailesinin bir iiyesidir. ATR proteini, DNA’da olusan ¢apraz baglanma, baz
eklenmesi, tek zincir kiriklari, replike olan hiicrelerin canliliginin siirdiiriilmesi ve
apoptoz gibi mekanizmalarda aktive olmaktadir (33). ATR, tek zincir kiriklarinin
varliginda, Replikasyon Protein A (RPA) ve Seckel sendromu ile iligkilendirilmis olan
ATR Interacting Protein (ATRIP) ile etkileserek kirik bolgesinde lokalize olur (34).
ATR proteininin ATRIP’e bagl olarak aktive olmasi ile ATR substratlarini1 fosforiller



ve mevcut DNA hasari sinyalinin nukleusun tamamina yayilmasi saglanir (35-38).
Boylece replikasyon catalinda DNA sentezi yavaslatilarak hiicrenin mitoza girisi
engellenir (39, 40). Bunlarin disinda, ATR ekspresyonundaki azalma DNA hasarina
cevapta rol alan H2AX, Chkl, NBS1 ve p53 gibi ATR substrati olan proteinlerin

fosforilasyonunun bozuldugu gosterilmistir (12).

Atr knock-out (Atr”) fareler, embriyonik gelisimin 7.5%inci giiniinde (E.7.5)
oliirken, heterozigot mutant (Atr*") farelerde sagkalim azalmakta ve tiimdr insidansi
artmaktadir (41). Diger taraftan minimal diizeyde fonksiyonel transkript olusturabilen
hipomorfik Atr mutasyonu tasiyan farelerin ise hayatta kalmayr basardigi

gosterilmistir(42).

Ayrica, ATRIP (OMIM 606605) geninde, heterozigot ¢.2278 C>T mutasyonu
tespit edilmis ve bu mutasyonun ATR baglanma etkinligini bozdugu ve Seckel
sendromu’na neden oldugu rapor edilmistir. Fakat, ATRIP mutasyonu goriilen hastalarin
klinik bulgularmin MGS ve MOPDII ile benzerlik gostermesinden dolayi, Seckel

sendromu ile iligskilendirilen lokuslara heniiz dahil edilmemistir (31).

4.2.2.2. C-term Interacting Protein (CtIP, Retinoblastoma Binding Protein-8;
RBBP-8)

Seckel sendromu ile iligkili olarak tanimlanan ikinici lokus (SCKL2) Seckel
sendromlu bireylerin bulundugu ve akrabalik goriilen Irak asilli bir ailede 18.
kromozom iizerinde p11.31-q11.2 bolgesinde gosterilmistir (27). Ayni aile iizerinde
yiiriitiilen mutasyon tarama caligmalar ile ailedeki fenotipten sorumlu mutasyon CtIP
(RBBP-8) geni iizerinde gosterilirken bu sonug ikinci bir Seckel sendromlu ailede
gosterilen farkli bir mutasyonla dogrulanmistir. SCKL2 ailesinde gosterilen ve CtIP
geninin 15. intronunu etkileyen ¢.2347+53T>G nokta mutasyonu sonucunda erken
sonlanma kodonu olusarak, normalden daha kisa mutant bir protein ortaya ¢ikmuistir.
Protein sentezinin erken sonlanmasi sonucunda CtIP proteininin karboksil terminal
kisminda yer alan Mrell-Rad50-NBS1 (MRN) kopmleksi baglanma domaini
sentezlenememistir. Ayrica CtIP geni lizeinde farkli bolgeleri tutan mutasyonlar Seckel
sendromuna bezemekle birlikte, farkli fenotipik bulgular barindiran Jawad sendromuna

(OMIM:251255) da neden oldugu gosterilmistir (9).



SCKL2 lokusunda tanimlanan CtIP geni (OMIM:604124), 897 amino asitten
olusan yaklasik 101 kDa agirliginda CtIP (RBBP-8) proteinini kodlamaktadir (43). CtIP
hiicre dongiisiiniin G1 evresinde Rb proteini ile etkileserek, hiicre proliferasyonunda
gorev alan genlerin eksprese edilmesini saglar ve hiicrenin DNA Sentezini (S fazi)
baslatmasina yardimci olur. Bunun yaninda, hiicrede DNA hasarina bagl olarak olusan
¢ift zincir kiriklariin onarilmasi i¢in BRCAL ve MRN kompleksi ile etkilesir. Boylece
ATR proteini aktive olur ve homolog rekombinasyon mekanizmas: ile kirik tamir
edilerek genomik stabilitenin korunmasi saglanir (44). CtIP geninde meydana gelen
fonksiyon kaybindan dolay1 hasta hiicrelerinde DNA hasarina karsi asirt duyarilik

gelismekte ve bu durum apoptozu tetiklemektedir (9).

4.2.2.3. Sentromerik Protein J (CENPJ; Centrosomal P4.1-Associated Protein-
CPAP)

Seckel sendromu ile iligkili olarak tanimlanan doérdiincii lokus (SCKL4), Seckel
sendromlu bireylerin bulundugu ve akraba evliliginin goriildiigii Suudi Arabistan asilli
bir ailede 13. kromozomun ql2 bdlgesinde gosterilmistir. CENPJ geninin 11.
intronunda kirpilma alici bolgesinde meydana gelen ¢.3303-1G>C mutasyonu’nun
Seckel sendromuna yol agtign rapor edilmistir (11). ilave 3 ailede daha yapilan
mutasyon taramasinda, CENPJ geni iizerinde farkli mutasyonlar tanimlanmustir. flave
ailelerden ilki Pakistan kokenli olup, CENPJ geninin ikinci ekzonunda meydana gelen
tek bazlik bir delesyon (c.17delC) sonucu nonsense bir mutasyon tespit edilmistir.
Brezilya kokenli ikinci ailede de ekzon 16’da tek bazlik bir degisim sonucunda
(c.3704A>T) missense bir mutasyon gosterilmistir (45). Pakistan kokenli ti¢iincii ailede
de ekzon 11 {izerinde dort bazlik bir delesyon (c.3243 3246delTCAG) sonucunda
nonsense bir mutasyon gosterilmistir. Bu {li¢ ailede gosterilen mutasyonlar primer

mikrosefali ile iligkilendirilmistir (46).

CENPJ geni (OMIM:609279), 1338 amino asitten olusan yaklasik 153 kDA
agirhginda CENPJ proteinini kodlamaktadir. CENPJ proteini evrimsel siirecte yliksek
oranda korunmus olup sentromerde lokalizedir ve sentriol biyogenezinde gama tubulin
halka kompleksi (y-TURC) ile etkilesmektedir (47). CENPJ sentriol biyogenezinde ig



ipligi olusumunda, sentrozomal biitiinliiglin korunmasinda ve kromozomlarin yavru

hiicrelere dengeli dagiliminda kritik 6neme sahiptir (48).

Insanda goriilen hipomorfik mutasyonu homozigot tasiyan Cenpj transgenik
farelerde (Cenpj™'™); dogum &ncesi ve sonrasi bilyiime geriligi, iskelet anomalileri,
noropatolojik  degisiklikler — gibi  Seckel = sendromunun  klinik  bulgular
tamimlanmistir.Yine ayni farelerde; tek ve ¢ok kutuplu ig iplikleri, tetraploidi gibi
genomik diizensizlikler, artmis DNA hasari ve apoptoz gibi molekiiler seviyede

degisiklikler bildirilmistir (49).
4.2.2.4. Sentrozomal Protein 152 (CEP152)

Seckel sendromu ile iliskilendirilen besinci lokus (SCKLS5), akraba evliliginin
goriildiigii Tirk asilli 5 aile {izerinde yapilan genom boyu homozigotluk taramasi
sonucunda etkilenmis bireylerde 15. kromozomun q21.1-21.2 bolgesinde bulunmustur.
CEP152 geninin 4. intronunda goriilen (¢.261+1G>C) kirpilma verici bolgede meydana
gelen tek bazlik bir degisimin alternatif kirpilmayr bozarak {i¢ farkli varyantin
(CEP152_T1, CEP152 T2 ve CEP152 T3) ortaya ¢ikmasina neden olmustur.
CEP152_T1 varyantinda 6 bazlik bir delesyon (p.Val86_Asn87del) gosterilmistir.
CEP152_T2 varyantinda ise ¢.261+1G>C degisiminin protein sentezinin erken
sonlanmasina yol agan nonsense bir mutasyonun (p.Pro65AlafsX81) olusumuna neden
oldugu gosterilmistir. CEP152_T3 varyantinda meydana gelen bir diger nonsense
mutasyonun da (p.Ala65X) protein sentezinin erken sonlanmasina yol agtigi
gosterilmistir. Ilave olarak, Tiirk asilli bir baska Seckel sendromlu bireyde yapilan
ekzom dizileme calismast ile (c.261+1G>C) mutasyonu dogrulanmustir. italyan asilli bir
baska etkilenmis bireyde ise compound heterozigot kalitilan iki farkli mutasyon
(c.2034T>G ve c.2694+1GQ) tespit edilmistir. Giiney afrika kokenli bir bagka etkilenmis
bireyde ise babadan kalitilan iki bazlik delesyon (c.4210-4211delGT) ve anneden
kalitilan bir mutasyon (c.2000A>G) compund heterozigot olarak goériilmiistiir. Intronik
dizilerde meydana gelen degisimler, kirpilma verici bdlgesini tamamen bozmakta ve
proteinin fonksiyon kaybina neden olmaktadir. CEP152-Seckel hasta fibroblastlarinin
degisik sayida ve biiylikliikte nukleus ve sentrozom igerdikleri, kromozomlarin yanlis

siralandigy, tek ve ¢ok kutuplu ig iplikleri, erken ayrilan kardes kromatidler ve metafaz
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karyotipinde anoploidi goriilmiistir (29). Bir baska caligmada ise, Dogu Kanada
populasyonunda CEP152 mutasyonlari primer mikrosefali ile iligkilendirilmistir (10).

CEP152 geni (OMIM:613529), 1654 amino asitten olusan yaklagik 152 kDA
agirh@inda sentrozomal CEP152 proteinini kodlamaktadir (50, 51). CEP152 proteini,
sentriol duplikasyonu sirasinda PLK4 ve CPAP proteinlerinin sentrozoma lokalize

olmalar1 igin iskelet gorevi goriir (52).
4.2.2.5. Sentrozomal Protein 63 (CEP63)

Seckel sendromu ile iligkilendirilen altinct lokus (SCKL6), akraba evliliginin
goriildiigli ve etkilenmis ii¢ bireyin bulundugu Pakistan kokenli bir ailede 3.
kromozomun 22 bolgesinde gosterilmistir. CEP63 geninin 4. ekzonunda meydana
gelen tek bazlik bir degisimin (c.129G>A) alternatif kirpilmay1 bozarak nonsense bir
mutasyona yol agtig1 gosterilmistir. CEP63” hasta fibroblast hiicrelerinde, CEP63
proteininin zayif miktarda sentezlendigi gosterilmis ve olusan mutasyonun hipomorfik
bir mutasyon oldugu bildirilmistir. Farelerde Cep63 geninin yoklugunda (CEP63%©),
sentrozom etrafindaki halka yapinin olusumunun bozuldugu ve ig ipligi olusumunda

defektlerin meydana geldigi bildirilmistir (8).

CEP63 geni (OMIM:614724), 703 amino asitten olusan 63.4 kDa agirhigindaki
CEPG63 proteinini kodlamaktadir. CEP63 proteini, amino ucundan CEP152 proteini ile
etkilesir ve sentrozoma lokalizasyonunu saglar. CEP63, CEP152 ve CEP57 proteinleri
sentriol ¢evresinde halka seklinde bir kompleks olusturarak, boliinen hiicrelerde sentriol
sayisinin sabit tutulmasini ve bdoylelikle sentriol duplikasyonunun uygun sekilde
gerceklesmesini kontrol eder (8, 53). Bunun yaninda, CEP63 proteini CDK1 proteinini
baglayarak sentrozoma lokalize olmasin1 saglar ve hiicrenin mitoza girisini

diizenlemektedir (54).
4.2.2.6. Ninein (NIN)

Seckel sendromu ile iliskilendirilen yedinci lokus (SCKL7), akraba evlililiginin
rapor edilmedigi etkilenmis iki bireyin bulundugu Hindistan kokenli bir ailede, genom
boyu homozigotluk haritalamasi ile, 14. kromozomun q22.1 bolgesinde gosterilmistir.

Etkilenmis bireylerde, NIN geni iizerinde ekzon 18’de p.QI1222R ve ekzon 23’de
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p.N1709S missense mutasyonlart ekzom dizileme yontemi ile compound heterozigot

olarak gosterilmistir (7).

NIN geni (OMIM:608684), 2041 amino asitten olusan 238 kD agirligindaki NIN
proteinini kodlar. Sentrozom duplikasyonu sirasinda CEP110 proteini ile etkilesir. NIN
proteininin yoklugunda sentrozomun tubular yapilanmasi degisir ve sentrozomun
mikrotubul organizasyon merkezi (MTOC) ile etkilesimi bozulur (55). NIN proteini,
sentrozom hedef sinyali iceren coiled coil II domaini araciligi ile gama tubulin ve
centrin (CENT1) proteini ile sentrozomda ektilestigi ve mikrotubul eksi uglarinda kapak

gorevi gordigii gosterilmistir (56).
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Tablo 1. Seckel sendromundan sorumlu genler
LOKUS GEN GENIN FONKSIYONU Mutasyon
DNA hasari, hiicre dongiistiiniin
SCKL1 ATR regiilasyonu, DNA replikasyonunun Hipomorfik
stabilizasyonu
sckLz | Regpg | DNAsiftzincir kinklannm onarimasi, |y
hiicre dongiisiinlin kontrolii

SCKL3 Bilinmiyor - -

SCKL4 CENPJ Sentriol biyogenezi Hipomorfik

SCKL5 CEP152 Sentriol biyogenezi, genomik stabilite Hipomorfik

SCKLS6 CEP63 Sentrozom duphaksyon_u, CEP152’nin Hipomorfik

sentromere lokalizasyonu

SCKL7 NIN Mitotik ig ipligi or'g.am.zasyonu. noron Compoynd

gelisimi heterozigot

4.3. Polo Benzeri Kinazlar

Polo benzeri kinaz (PLK)’lar, tim okaryotlarda (bitkiler ve apicompleksanlar

hari¢) hiicre boliinmesinin regiilasyonunda cesitli gérevlere sahip kinaz aktivitesi olan

proteinlerdir (57). Bu proteinler evrimsel siiregte iyi korunmuslar ve farkli taksonlardaki

iyeleri alt gruplara ayrilmistir (Sekil 1).
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Polo benzeri kinazlarin farkli taksonlardaki {iyeleri. Mayalar (S.pombe ve
S.cerevisiae yalnizca bir adet polo benzeri kinaz’a sahiptir. Omurgasizlarda

(C.elegans ve Drosophila

sp.) PLK2 bulunmamaktadir.

PLKS5 ise

omurgalilardan Amfibilerde ve Insanda bulunmaktadir.(de Carcer’dan, 59)
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Tiim polo benzeri kinazlar, amino ug¢larinda (N-terminal) serine/threonin kinaz
aktivitesine sahip korunmus bir katalitik domaini ile karboksil ug¢larinda (C-terminal)
tekrarlayan yaklasik 100 aminoasitlik polo box domainlerine (PBD) sahiptirler. PLK4
haricindeki PLK ailesi iiyelerinde iki PBD bulunurken, PLK4 yalmizca bir PBD
icermektedir. Kinaz ve PDB boliimleri birbirlerine linker ad1 verilen baglayict bolge ile
baglanirlar (Sekil 2). PBD bolgesi, fosforilasyona ugrayan peptidlerin baglanma modiilii
olarak gorev yapmaktadir (58).

PROTEN STRUCTURE LOCALZATION| KINASE

okt Kestochores  Yos 2 Mo mioss,
K2 Ta0 WM SN Mdbody Cytokinoss
: - chmm‘
e T HE - Controsorws Yo 2 Vs cloKe stress,
K11t Tz WSO ME23003Y1 Neuron differentiaion
] —HAN e ———— s e Nuckus ONA reglication,
PLK3 Yi
T WHE  HSEOKIR Nockealus ~ 2 Y8 genctocstress
M 1 Nouron
T e ' D_*EE » Crtoplism No 2 Yosl?)  gameceesation
1—{ F ¥ Centricke
PLK4 it Twe Centrosomes  Yes 1 No bogonatis

[OKnase Domain ~ BPBInd @re0

Sekil 2. PLK ailesi iiyelerinin yapisal ve fonksiyonel ozellikleri. Solda gosterilen
kirmiz1 agag, insan PLK proteinlerinin filogenisini gdstermektedir. PBD
(mavi); Polo box domain, PBind, Fosfopeptid baglama motifi (kirmizi),
Kinaz domaini (sar1) (de Carcer’dan, 59)
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4.3.1. PLK1

PLK1 geni 16. kromozomun p12.2 bolgesinde lokalize olup, 603 amino asitlik 70
kDa agirligindaki PLK1 proteinini kodlamaktadir. PLK 1, PLK ailesinin iizerinde en ¢ok
calisilan iiyesi olup hiicre donglisiiniin ana diizenleyicileri arasinda yer almaktadir.
Hiicre dongiisiiniin interfaz safhasinda PLK1 proteini sitoplazma ve sentrozoma lokalize
olurken, hiicre bdliinmesi esnasinda kinetokorda ve sitokinez kopriisiinde
yogunlagmaktadir (Sekil 3). PLK1 proteini hiicre boliinmesi sirasinda sentrozom
maturasyonu, ig ipliklerinin dogru sekilde dizilimi, kardes kromatidlerin dogru sekilde

ayrilmasi ve sitokinez gibi evrelerde gorev almaktadir (59).

PLK1 ekspresyonunun RNA interferans (RNAi) mekanizmast ile
baskilanmasmin, ¢ift kutuplu 1§ ipliklerinin olusumunda ve kinetokorlarin
mikrotiibiillere dogru bir bigimde tutunmasinda hatalara yol actig1 gosterilmistir (60).
Ayrica PIk1” farelerin, ig ipliklerinin diizgiin olusamamasina bagli olarak yogun bir
bicimde mitotik tutulmaya maruz kaldiklar1 ve embriyonun 8 hiicreli morula evresinden
ileri gidemeyerek oldiikleri bildirilmistir. PIk1*" farelerin %27.5’inin tiimor gelistirdigi

ve bu tiimorlerin siklikla akciger ve karacigerde olustugu rapor edilmistir (61).

Prometaphase Metaphase

Cdk1
macwanam
Prophase Anaphase
Spmme \
assemhly

AF’CI C
Cemmsome regu\alwon

\ ?D%ch

Telophase

Interphase

Cytokinesis

Sekil 3.  PLKI1’in hiicre ig¢inde rol aldigi mekanizmalar. PLK1, hiicrede mitoza giris,
sentrozom olgunlagmasi, ig ipliklerinin olusumu ve sitokinez gibi temel
olaylarda aktif rol oynamaktadir (Barr’dan, 60)
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4.3.2. PLK2

PIk2 geni ilk olarak, serumsuz birakilan NIH 3T3 fare fibroblast hiicre hattinda
mitojenik uyartya karsi erken yanit olusturan gen olarak tanimlanmistir (62). P1k2’nin
protein stabilitesi analiz edildiginde, bu proteinin yarilanma 6mriiniin hiicre dongiisiiniin
G1 evresi siiresince kisa oldugu ve katalitik aktivitesinin bu evre boyunca devam ettigi
bildirilmistir. PIk2” farelerin ilging olarak hayatta kaldiklari ancak embriyonik
fibroblastlarda proliferasyonun yavasladigi ve hiicrenin S fazina ge¢cmede gecikme
oldugu bildirilmistir. Bu nedenle, PLK2’nin embriyonun canliligt ve dogum sonrasi

gelisme i¢in esansiyel olmadigi ileri siiriilmiistiir (63).

Apoptoz ve kemorezistans mekanizmalarinin diizenleyici proteinlerini belirlemek
icin yapilan bir ¢alismada, Plk2’nin siRNA ile susturulmasinin apoptozun artmasina
neden oldugu gosterilmistir (64). Yapilan mikrodizin analizlerinde transkrisiyonu p53
tarafindan kontrol edilen PLK2’nin eksikliginde DNA hasar1 olusturan ajanlara karsi

hiicrenin hassasiyeti atmaktadir (65).

Insan PLK2 geni, 5. kromozomun ql11.2 bdlgesinde lokalize olup, 671 amino
asitten olusan 78 kDa’lik PLK2 proteinini kodlamaktadir. PLK?2 transkripleri ilk olarak,
fetal akciger, bobrek, dalak ve kalp dokularinda en fazla miktarda tespit edilmislerdir
(66). PLK2 proteininin hiicre iginde sentrozomda lokalize oldugu gosterilmistir (67).
Insan servikal kanser hiicre hatt1 olan HeLa hiicrelerinde, PLK2nin hiicre déngiisiiniin
G1, Sentez (S) ve G2 evrelerinde goriildiigii ve en fazla ekspresyonun S evresinde
yapildigt bildirilmistir (68). Primer insan tiroid hiicrelerinin 24 saat boyunca X-ray
1s1nlarina maruz birakilmalar1 sonucunda PLK2 nin ekspresyon seviyesinin anlamli bir
sekilde arttig1 ve PLK2’nin, DNA hasarina bagli olusan hiicre i¢i strese cevap verici gen
oldugu ifade edilmistir (69). Ayrica, PLK2’in merkezi sinir sisteminde yliksek seviyede
eksprese edildigi; sinaptik homeostazis ve noron farklilasmasinda rol oynadiklari

bildirilmistir (58).
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4.3.3. PLK3

PIk3 geni fare NIH 3T3 fibroblast hiicre hattinda Fibroblast biiylime faktorii-1
(Fgfl) tarafindan indiiklenen ve diger Plk ailesi iiyeleri ile homoloji gosteren erken
yanit geni olarak tanimlanmistir (70). PLK3 protein seviyesinin, hiicre dongiisiiniin tim
evrelerinde tespit edildigi ortaya siiriilmesine ragmen, bazi c¢alismalar PLK3
ekspresyonunun yalnizca mitoz sirasinda en iist seviyelere ¢iktigini bazilar ise yalnizca
G1 evresinde PLK3’iin yiiksek seviyede eksprese edildigini gostermistir (71, 72). PLK3
ile ilgili bu tartigmali sonuglarin, endojen PLK3’lin zayif c¢o6ziiniirliigiinden
kaynaklanabilecegi ileri siiriilmiistiir. Endojen PLK3’iin ektopik olarak eksprese
edilmesi sonucunda proteinin interfazda sentrozomlara, mitoz sirasinda ig ipliklerinin
kutuplarina ve sitokinez sirasinda orta cisimcige (midbody) lokalize oldugu
gosterilmistir (73, 74). Ayrica PLK3’{in, mitoz esnasinda golgiden kopan membranlarin

fragmantasyonunda gorev aldigi bildirilmistir (75) .

Bir baska c¢alismada ise PLK3’iin yalnizca niikleolusta bulundugu, bunun
haricinde hiicrenin bagka hicbir yerinde bulunmadigi gosterilmistir. Yapilan fonksiyon
caligmalarinda, P1k3’{in hiicre dongiisiiniin S fazina girisinde diizenleyici rol oynadigi
rapor edilmistir (71). PIk3” farelerin viicut agirliklarinda artis tespit edilmis ve bu
farelerin ilerleyen yaslarda tiimor gelistirdigi bildirilmistir (76). Nihayetinde, mevcut
literatiire dayanarak PLK3 ile ilgili bilgiler tartismaya acik olup proteinin tam

fonksiyonu bilinmemektedir.
4.3.4. PLK4

Plk4 geni, ilk olarak farelerde cDNA kiitiiphanesi taramalari sonucunda
Drosophila Polo kinaz proteini ile homoloji gdsteren kinaz olarak tanimlanmustir (77).
Fare Plk4 geninin insandaki homologu olan PLK4 geni ise kanser gelisiminde rol
oynayan kinazlarin taranmasi esnasinda bulunmustur (78). Plk4 geni farede 3.
kromozomda insanda ise 4. kromozomda bulunmaktadir. Insan PLK4 geninin yer aldig
428 bolgesinin siklikla kromozomal yeniden diizenlemelere ugradigi ve bu bdlgenin

baz1 kanserlerde kaybedildigi bildirilmistir (79).

Diger Plk ailesi tiyelerinde oldugu gibi Plk4 proteininin, diger Plk ailesi iiyeleri ile

benzer sekilde 265 aminoasitlik N-terminal katalitik domaininde ATP baglanma bolgesi
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(Gly-X-Gly-X-Phe-Ala) bulunmaktadir. C-terminal bolgesinde ise ailenin diger
iyelerinde birinci polo box domainine karsilik gelen kriptik polo box domaini ve
korunmus 64 adet aminoasitten olusan bir adet polo box domaini yer almaktadir. Polo
box domaini Plk4’in homodimerizasyonunda gorev almaktadir (80). Diger Plk
tiyelerinden farkli olarak, PLK4 iizerinde korunmus uzun bir merkezi bolge (linker)
bulunmaktadir (Sekil 4). Bu bolgenin fonksiyonu heniiz bilinmemektedir. Bunun
yaninda, PLK4 iizerinde protein stabilitesini yoneten 3 adet PEST domaini
bulunmaktadir. Bu domainler prolin (P), aspartat (D), glutamat (E), serin (S) ve threonin

(T) amino asitlerince zengindir (81).

| ase Y I-. 603 aa PLK1 (H. sap)

linker
e (PR =

Sekil 4. Insan PLK1 ve PLK4 proteinlerinin domain yapilari. 603 aminoasitten
olusan PLK1 proteini iki adet, 970 aminoasitten olusan PLK4 proteini bir
adet polo box domaini igermektedir. Her iki proteinde kinaz domaini ortak
olarak bulunmaktadir. PBD, Polo box domain; CPB, Kriptik polo box
domaini ( Jana’dan, 82 )

Insan PLK4 geni 16 ekzondan olusmakta ve alternatif mRNA kirpilmasi ile 3 adet
transkripsiyonel varyantt meydana gelmektedir. PLK4_1 varyantinin kodlayan 16
ekzonu bulunmakta ve 970 aminoasitlik en uzun proteini kodlamaktadir. Ekzon 3’1
icermeyen PLK4 2 varyanti 15 ekzon igermekte ve 938 amino asitlik daha kisa bir
formu kodlamaktadir. PLK4 3 varyant1 ise 16 ekzondan olugmakta ancak ilk ekzonu
protein kodlamamaktadir. PLK4_3 varyanti 929 aminoasitlik en kisa varyanti

kodlamaktadir (UCSC Human Genome Browser ‘dan).

Yapilan fonksiyonel caligmalar, Plk4’iin gastrulasyon sonrasindaki embriyonik
gelisimde Onemli rol oynadigint ve mitotik ilerleme i¢in gerekli oldugunu
bildirmektedir. PIk4” fare embriyolarinin 7.5%inci giinde (E.7.5) hiicre dongiisiinde
tutuklandiklari ve apoptotik hiicrelerin sayisinda artis oldugu gozlenmistir. PIk4*" fare
embriyolarinin ise normal gelisimlerini tamamlamis fakat bu farelerde ilerleyen

zamanda akciger ve karaciger kanseri gelisimi rapor edilmistir (82).
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4.3.4.1 PLK4 ve Sentriol Duplikasyonu

Sentrozom, silindir seklinde mikrotiibiil yapil1 iki adet sentriolden olugmaktadir.
Sentriollerin etrafi, protein igerikli perisentriolar materyal (PCM) ile ¢evrilidir. Her bir
sentrozom olgun (ana) ve olgunlagsmamis (yavru) sentriolden olugsmaktadir. Sentrioller 9
kat simetrik iskelet seklinde yapilanirlar. Cember seklindeki i¢yapr (cartwheel) ise
yalnizca olgunlasmamis sentriolde bulunmaktadir. Olgun sentriol, distal ve subdistal
uzantilara sahiptir. Distal uzantilar plazma membranina tutunmay1 saglar. Sentrioller,
sentrozom, sil ve kamg¢i olusumunda rol oynayan mikrotiibiil iceren yapilardir.
Sentrozom, mitoz sirasinda ig ipliklerinin organizasyonunu diizenleyen mikrotiibiil

organizasyon merkezi (MTOC) gorevi goren organeldir (Sekil.5) (83).

8 CS"Qb Molh('r cent nolo § Pericentriolar Material
. -
I ¥ 1) ,. / Centriolar Microtubules
- g4
- 4 Subdistal Appendages
_ .\
: — icrotibule J-Ohsial Appandagés
3 : e | I Cartwheel
Daught wiole Eloctron Dense
aughter centriol - )
Centrosome Matorial (Lumen)

Sekil 5.  Sentrozomun yapist. (Brito’dan, 84)

Sentriol biyogenezi, bir¢cok proteinin rol oynadigi hiyerarsik mekanizmalar
sonucunda meydana gelmektedir. Sentrozomlar, her bir hiicre dongiisiinde bir kez
duplikasyon gecirirler. PLK4 ile CEPI152 proteinlerinin etkileserek sentriole
lokalizayonu, duplikasyon mekanizmasinin ana basamaklarindan biridir. Sentriol
dupklikasyonunun kusursuz islemesi i¢cin PLK4’iin hiicre i¢indeki yogunlugu kontrol
altinda tutulmaktadir (52, 84). Somatik hiicrelerde PLK4’iin asir1 eksprese edilmesi, ¢ok
sayida sentriolun olusumuna neden olmaktadir. PLK4’tin RNAi ile baskilanmasi
sonucunda ise sentriol duplikasyonu engellenmekte ve meydana gelen mitotik

bozukluklar sonucunda apoptoz indiiklenmektedir (83).
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4.3.5. PLK5

PLK5 geninin ilk olarak bir yalanci gen tarafindan kodlandigi ve DNA hasarina
kars1 yanitta rol aldig1 bildirilmistir. insan PLK5 geninin 6. ekzonunda meydana gelen
stop kodonundan dolayr fare PIk5 genine goére daha kisa bir formu kodladigi
gosterilmistir (85).

PIk5 proteini farelerde spesifik olarak g6z, beyin ve ovaryum dokularinda
eksprese olmaktadir. Sigan primer hipokampus neuroblast hiicrelerinde PIk5
ekspresyonunun RNAi ile baskilanmasi sonucunda akson biiyiimesi ve neurit
olusumunda azalma gériilmiistiir. insan PLKS proteininin de ndron ve glia hiicrelerinin
sitoplazmasinda var oldugu tespit edilmistir. PLK5’in insan beyin tiimdrlerinde belirgin
sekilde regiilasyonunun azaldig1 rapor edilmistir. Insan Glioblastoma multiforme
(GBM) tiimor hiicrelerinde PLKS5’in yeniden eksprese edilmesi, bu hiicreleri apoptoza

yonlendirdigi gosterilmistir (86).
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Gereg
5.1.1. Calismaya Dahil Edilen Aile Bireylerinin Belirlenmesi

Bu ¢alisma Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali ile Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali arasinda
yapilan igbirligi ile gerceklestirildi.

Calismada, Pamukkale Universitesi T1p Fakiiltesi T1ibbi Genetik Anabilim Dali’na
dogum oncesi ve dogum sonrast donemde gelisme geriligi, atipik yliz goriiniimii gibi
sikayetlerle bagvuran iki birey ve bu bireyin ailesi degerlendirildi. Ailede hastaligin
kalitm kalibim1 belirlemek tizere aile agaci olusturuldu. Ailede genetik etiyolojiyi
aydinlatma siirecine katki saglama potansiyeline sahip olan bireyler belirlendi ve bu
bireylerden 6-8 ml periferik kan 6rnegi alinarak Karadeniz Teknik Universitesi Tip

Fakiiltesi T1ibbi Biyoloji Anabilim Dali’'nda DNA izolasyonu yapildi.

Calismaya dahil edilen biitiin bireylere ¢alisma ve olas1 sonuglari hakkinda bilgi
verilerek, her bireyden c¢alismaya goniillii olarak katildiklarini belgeleyen Goniillii
Onam Formu alindi. Calisma, Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu
tarafindan onaylandi1 (Dosya No: 2013/73).
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2 =3 | =4  nes | uee

V:1

O

Vi1 Vil:2 VII:3 Vii:4
DB-2477 DB-2476 DB-2474 DB-2473
JIII:1 VIIE2 - VI3 Vill:4 VIII:5
DB-2475 DB-2472 DB-2471

Sekil 6.  Caligmaya dahil edilen SS_CNS 25 ailesine ait aile agaci. Igi bos kare:
Saglikli erkek; I¢i bos daire: Saglikli kadin; I¢i dolu kare: Etkilenmis erkek; I¢i dolu
daire, Etkilenmis kadmn. I¢i dolu iistii cizili daire: Etkilenmis ancak hayatta olmayan
kadin. Calismaya katilmay1 kabul eden bireylerin DNA 6rnek numaralari DB-XXXX
seklinde ilgili bireylerin altinda gosterilmistir.
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5.1.2. Kimyasallar

Potasyum hidrojen karbonat (KHCO:3)
Tris-Baz (C4H11NOs)

Sodyum kloriir (NaCl)

EDTA disodyum dihidrat (Na, EDTA.2H20)
Tris-HCI (C4H12CINO3)

Kalsiyum kloriir (CaClyz )

Proteinaz K

Hidroklorik asit (HCI)

Sodyum dodesil siilfat (SDS)

Sodyum hidroksit (NaOH)

Glasiyel asetik asit (C2H402)
SeaKem® LE Agaroz

Etidyum bromide (C12H20N3Br)
Orange G

Etil alkol (C2HsOH)

Deoksinukleotid triphosphates (ANTPs)
GoTaq® Flexi DNA polimeraz
Oligonucleotid primer

100 bp DNA ladder

Sephdex®G-50

Hi-Di™ Formamide
5.1.3. Kitler

NucleoSpin® Extract I1

ABI PRISM®BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit

3130 POP-7™ Polymer

GeneScan™ DS-33 Installation Standard
6-FAM™ VIC™ NED™ ye PET™

GeneScan™ 500 LIZ® Size Standard

EXPRESS SYBR® GreenER™ qPCR SuperMix

SuperScript® III First System for RT-PCR
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AppliChem, A2375.1000
AppliChem, A2264.1000
Merck, 1.01540.0500
AppliChem, A2937.0500
Merck, 1.01547.0.100
Merck, 910TA654681
Promega, V3021

Merck, 1.00314.2500
Merck, 822050

Merck, 1.06462

Merck, 1.00056.2500
Lonza, 50004L

Sigma, E-7637

Sigma, 0-1625

Mey, Tiirkiye

Promega, U1420
Promega, M8305

IDT

NEB, N3231L

Sigma, S5897-25G
Applied Biosystems, 4311320

Macharey-Nagel, 740 609 250

Applied Biosystems, 4336917
Applied Biosystems, 4352759

Applied Biosystems, 4330397
Applied Biosystems, 4322682
Life Technologies, 11784-01K
Life Technologies, 18080-051



5.1.4. Cihazlar

Yatay elektroforez diizenegi HU13, Ingiltere

Dogru akim gii¢ kaynagi (3000 volt) CONSORT E833, Belcika
Sogutmali yiiksek devirli santrifiij (1 adet) Eppendorf 5804, Almanya
Yiiksek devirli santrifiij (2 adet) Eppendorf 5810, Almanya
Mikrosantrifiij Thermo IEC, ABD
Vorteks Niive NM 110, Tiirkiye

UV transliiminator

Jel goriintiileme sistemi
Otomatik pipet seti
Hassas terazi

pH metre
Spektrofotometre
Manyetik karistirici
Buz makinesi
Mikrodalga firmn
Distile su cihazi

Derin dondurucu (-20)
Derin dondurucu (-86)
Buzdolabi

Etiiv

Termocycler
Termocycler

Genetik analiz cihazi
Termomikser (1s1tict blok)
Otoklav

Light Cycler® 480 11

Nanodrop® 2000 UV-Vis Spektrofotometre

Vilbert Lourmat, Fransa

Gel Logic 2000, KODAK, ABD

Rainin, ABD

AHAUS, ABD

Hanna, Portekiz

Eppendorf, Almanya

IKA, ABD

Scotmann, ingiltere
Argelik MD 554, Tirkiye
GFL 2004, Almanya
Argelik, Tiirkiye

Thermo, ABD

Argelik, Tiirkiye

Memmert, Almanya
GeneAmp 9700, ABI, ABD
Techne Genius, Ingiltere
3130 Genetic Analyzer, ABI
Eppendorf, Almanya
Tutnauer 3150 ELV, Italya
Roche, ABD

Thermo, ABD



5.1.5. Sarf Malzemeleri

Cesitli boyutlarda pipet uclari Axygene, ABD
Mikrosantrifiij tiipler Axygene, ABD
K3EDTA’ tiipler (mor kapakl1) Vacutainer

Falkon Tiipler (50 ml) Greiner Bio-One, Almanya

5.1.6. Soliisyonlar

5.1.6.1. DNA izolasyon Soliisyonlari

1. Eritrosit Lizis Tamponu (ELB) (10X) (pH 7.4)

155 mM NH.CI

10 mM KHCO3

05M Na;EDTA
Hazirlanisi:

8299 NH4CI

109 KHCO3

20 ml 0,5M Na2EDTA 900 ml deiyonize suda ¢oziildi, pH 7.4’e ayarlandiktan
sonra son hacim 1000 ml’ye tamamlandi. 121°C’de 1 atm basingta 20 dakika

otoklavland.
1X ¢alisma soliisyonu hazirlanis::

10X stok soliisyonundan 100 ml alinip son hacim deiyonize su ile 900 ml’ye

tamamlandi. 121°C” de 1 atm basingta 20 dakika otoklavlandi.

2. Nuclei Lizis Tamponu (NLB) (pH 8.2)

10 mM Tris-Base
400 mM NaCl
2 mM Na,EDTA
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Hazirlanisi:

1.21¢g Tris-Base
2349 NaCl
0.74 g Na,EDTA

900 ml deiyonize suda ¢oziildli, pH 8.2° ye ayarlandiktan sonra son hacim 1000
ml’ye tamamlandi. 121°C’de 1 atm basingta 20 dakika otoklavlandi.

3. Proteinaz K Seyreltme Tamponu (pH 8.0)

0.05M Tris-HCI

1 mM CaCl;
Hazirlanisi:

0.788 g Tris-HCI

0.011g CaCly

80 ml deiyonize suda ¢oOziildii, pH 8.0’a ayarlandiktan sonra son hacim 100

ml’ye tamamlandi. 121°C’de 1 atm basingta 20 dakika otoklavlanarak steril edildi.
4. Proteinaz K Cozeltisi (10 mg/ml)
Hazirlanisi:

100 mg’lik liyofilize haldeki Proteinaz K, 10 ml Proteinaz K seyreltme
tamponunda son konsantrasyonlOmg/mL olacak sekilde buz iizerinde ¢oziilerek
hazirlandi. Proteinaz K ¢ozeltisi 600 pl olacak sekilde 1.5 ml’lik mikrosantrifiyj tiiplere
boliindii ve -20°C’de saklandi.

5. %10’luk (w/v) Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Soliisyonu
Hazirlanisi:

10 g SDS tartild1 ve son hacim deiyonize su ile 100 ml’ye tamamlanarak 68°C’de
wsitilarak ¢ozildi. 0.22 um’lik mikrofiltre ile steril edildi.
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6. Sodyum Kiloriir (6 M)
Hazirlanisi:

58.4 g NaCl 30 ml deiyonize su icinde c¢oziildiikkten sonra son hacim 100

ml’ye tamamlandi.
7.0.1M Na2EDTA (pH 8.0)
Hazirlanisi:

37,22 ¢ Na;EDTA

700 ml deiyonize su i¢inde ¢oziildii, 10M’lik NaOH ile pH 8.0’a ayarlanarak son
hacim deiyonize su ile 1000 ml’ye tamamlandi. 121°C’de 1 atm basingta 20 dakika

otoklavlanarak steril edildi.
8. 1M Tris-HCI (pH 7.4)
Hazirlanisi:

157.6¢ Tris-HCI

900 ml deiyonize suda ¢oziildii, pH 7.4’e ayarlandi. Son hacimdeiyonize su ile

1000 ml’ye tamamlandi. 121°C’de 1 atm basingta 20 dakika otoklavlanarak steril edildi.

9. TE Tamponu (pH 7.5)

10 mM Tris HCI

1mM Na,EDTA
Hazirlanisi:

0.39%4¢g Tris-HCI

0.093 g Na,EDTA

100 ml deiyonize suda c¢oziildii. pH 7.5’ye ayarlandiktan sonra son hacim
deiyonize su ile 250 ml’ye tamamlandi. 121°C’de 1 atm basingta 20 dakika

otoklavlandi.
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5.1.6.2. Agaroz Jel Elektroforezi Soliisyonlari
1. TAE Elektroforez Tamponu (pH 8.5):
50X stok soliisyon hazirlanisi:

242 g Tris base
37.2¢ Na;EDTA.2H,0

57.1ml  Glasiyel asetik asit deiyonize su kullanilarak 900 ml’de ¢oziildii.
NaOH ile pH 8,5’e ayarlandi, son hacim deiyonize su ile 1000 ml’ye tamamlandi. 1X
calisma sollisyonu i¢in 50X stok soliisyondan 20mL alinarak deiyonize su ile 1000

ml’ye tamamlandi.
1X ¢alisma soliisyonu hazirlanisi:

50X stok soliisyondan 20mL alinarak deiyonize su ile 1000 ml’ye tamamlandi.
2. Etidyum Bromid Soliisyonu:

10 mg/ml olacak sekilde deiyonize su kullanilarak hazirlandi. Karanlikta

muhafaza edildi.

5.1.6.3. Yiikleme Tamponlari

1. 10X Orange G DNA Yiikleme Tamponu
Hazirlanisi:

20 g Sukroz 40 ml dH20 igerinde ¢6ziildi. 100 mg (0.1 g) Orange G yukaridaki

soliisyon igerisinde ¢oziilerek son hacim dH20 ile 50 mI’ye tamamlandi.
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5.2. Yontem
5.2.1. Periferik Kandan DNA izolasyonu

GoOniilli Onam Formu’nu imzalayarak calismaya katilmayi kabul eden tiim
bireylerden 10 mI’lik K3EDTA’h tiiplere periferik kan 6rnegi alindi. DNA izolasyonu
“yiiksek tuz konsantrasyonu ile ¢oktiirme” (Salting Out) yontemi ile asagidaki gibi
yapildi (87). Ailenin tiim bireylerinden alinan periferik kan 6rneklerinden izole edilen
genomik DNA 6rnegi DB-XXXX seklinde kodlanarak, Karadeniz Teknik Universitesi
T1p Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali DNA bankasina kayit edildi. Her bir bireye

ait DNA o6rneginin kayit numarasi ilgili aile agaci tizerinde gosterildi (Sekil 6).
I. Giin

1. 10 ml’lik KsEDTA’l1 steril tiiplerdeki periferik kan, 50 ml’lik steril falkon tiiplere
aktarild.

2. Steril falkon tiiplerdeki kan tizerine 40 ml ELB eklenenerek tiipler hafif¢e calkalandi.

3. Falkon tiipler buz iizerinde 30 dakika bekletildikten sonra 4°C’de 10 dakika, 2500
rpm’de santrifiij edildi.

4. Tiplerdeki siipernatant %10’luk camasir suyu iceren atik kabina dokiilerek bir gece
bekletildi. Dezenfeksiyon islemi yapildiktan sonra atik uzaklagtirildi.

5. Tiipte kalan pellet lizerine 40 ml ELB eklendi ve kapaklar sikica kapatilan falkon

tiipler kuvvetli bir sekilde calkalandi. lyice ¢alkalanan falkon tiipler 4°C’de, 10 dakika,
2500 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi.

6. Tiipte kalan pellet tizerine 25 ml ELB eklendikten sonra tiipler kuvvetli bir

sekilde ¢alkalandi ve 4°C’de, 10 dakika, 2500 rpm’de santrifiij edildi. Siipernatant
uzaklastirildi.

7.Eger pellet temizlenmemis ve tiiplin dibinde halen fazla miktarda eritrosit var ise

6.basamak tekrarlandi.
8. Pellet lizerine 4 ml NLB ve 120 pl proteinaz K eklendi.

9. Tiiplerin kapaklar sikica kapatilarak pellet dagilana kadar tiipler ¢alkalandi.
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10. Son olarak tiiplere 425 ul SDS eklendi.
11. Falkon tiiplerin kapaklari kapatilara birkag¢ kez kopiirtiilmeden alt-iist edilerek 37°C
de bir gece inkiibasyona birakildi.

II. Giin

12. Falkon tiipler etiivden ¢ikartildiktan sonra 30 dakika oda sicakliginda bekletildi.

13. Genomik DNA’larin -80°C’de stok olarak saklanmasi i¢in 2 ml’lik contali

Kriyotiiplerin tizerlerine DNA banka numaralar1 yazildi.

14. Her bir falkon tiipe 1.4 ml 6M NaCl eklendi, kapaklar1 sikica kapatildiktan sonra 15
saniye ¢ok hizli bir sekilde ¢alkaland.

15. Ornekler 20°C’de 15 dakika 4000 rpm’de santrifiij edildi.

16. Siipernatant yavasca 50 ml’lik temiz falkon tiiplere aktarildi. 20°C’de 15 dakika
6000 rpm’de tekrar santrifiij edildi.

17. Siipernatant tekrar temiz falkon tiipe aktarilarak iizerine hacminin 3 kat1 kadar

%96°1ik etil alkol eklendi.
18. Kapaklar1 sikica kapatilan falkon tiipler 1-2 dakika bekletildikten ve yavas bir
sekilde alt-iist edildikten sonra goriiniir hale gelen genomik DNA bir araya getirildi.

19. Yogunlasarak toplanan genomik DNA pipet yardimiyla 2 ml’lik contali kriyotiipe
alinarak tizerine 500 pl %70°lik etil alkol eklendi.

20. Kriyotiipler kapag1 kapatildiktan sonra alt-iist edildi ve mikrosantrifiijde 45 saniye
10.000 rpm’de santrifiij edilerek DNA pelleti ¢oktiiriildii.

21 Kriyotiiplerde kalan %70’lik etil alkol pipetle uzaklastirildi.

22. Kriyotiipler, etil alkol kalintilar1 ug¢ana kadar agik tutularak kurumaya birakildi.
Alkol ugtuktan sonra genomik DNA’nin {izerine 500 pl TE buffer ilave edildi.

23 TE buffer eklendikten sonra tiipler genomik DNA’nin homojen hale gelmesi i¢in 2
glin +4°C’de bekletildi. Tiipler araliklarla alt-tst edildi.

24. Elde edilen genomik DNA’lar molekiiler analizlerde kullanilincaya kadar

-80°C’lik derin dondurucularda saklanda.
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5.2.2. Genomik DNA Konsantrasyonlarinin ve Calisma Stoklarinin Ayarlanmasi

Elde edilen genomik DNA orneklerinden ¢alisma soliisyonu hazirlamak igin stok
genomik DNA’dan 20pul alinarak 60ul enjeksiyonluk su ile seyreltildi ve karigim oda
sicakliginda 1 giin bekletildi. Seyreltilen genomik DNA o6rneklerinden 1pl alinarak
Nanodrop® 2000 UV-Vis Spektrofotometre’de DNA konstantrasyonlar1 6l¢iildii.
Konsantrasyonlar1 belirlenen stok genomik DNA’lardan 12.5 ng/ul, 25 ng/ul ve 50

ng/ul konsantrasyonlarda ¢alisma soliisyonlar1 hazirlandi.
5.2.3. Baglanti1 Bolgesinin Belirlenmesi
5.2.3.1. Genom Boyu Homozigotluk Taramasi

SS_CNS_25 ailesinden ikisi hasta (DB-2471, DB-2475) ve ikisi saglikli (DB-
2473, DB-2474) olmak {izere toplam 4 bireyde Affimetrix GeneChip 250K SNP array
platformu iizerinde genom taramasi yapildi. 250K SNP array genom taramasi hizmet
satin alma (AY-KA Ltd. Sti., Ankara) yolu ile gerceklestirildi. Genom tizerindeki
lokalizasyonlar1 bilinen 250.000 SNP i¢in elde edilen genotip verileri VIGENOS Plus
yazilim programina aktarilarak, ailede hastalikla birlikte kalitilan homozigot bolgeler

belirlendi.

5.2.3.2. Homozigot Bélgelerin Biitiin Aile Bireylerinde STRP Markirlar ile Test
Edilmesi ve Haplotip Analizi

Genom boyu homozigotluk taramasina gore belirlenen homozigot bolgeler igin
UCSC Human Genome Browser veri tabani (http://genome.ucsc.edu/, NCBI 37hgl19
Feb.2009) kullanilarak, bolgeleri kapsayan STRP markirlart ve markir dizileri belirlendi
(Sekil 7) (Tablo 2). Ailede ortak homozigot kalitilan bolgeler, SNP’lerden daha
informatif olan STRP markirlar ile biitlin aile bireylerinde test edilerek bu bolgelerin
haplotipi olusturuldu ve yalanci pozitif bolgeler dislandi. Hastalikla birlikte kalitilan
bolgenin sinirlariin belirlenmesi ile kritik bolge daraltilarak bolge icinde kalan genlerin

sayisinin azaltilmas1 amaglandi.
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Sekil 7. Homozigot bolgelerin STRP markirlart ile test edilmesi. A) 4. kromozom
tizerinde gorillen kritik bolge ve kullanilan STRP markirlart B) 17.
kromozom tizerinde goriilen kritik bolge ve kullanilan STRP markirlar

32



Tablo2. 4. ve 17. kromozomlar {izerinde belirlenen kritik boélgeler igin haplotip
analizinde kullanilan STRP markirlari, dizileri ve kromozomlar tizerindeki
fiziksel yerlesimleri

Marker  Forward Primer Dizileri (5°-3°) Mb
Reverse

D4S2975 F tgtaaaacgacggccagtCTGGGCTCAAGTGATTTTC 125.44
R caggaaacagctatgaccCAGCTGGGACAATGGTGT

D4S1615 F tgtaaaacgacggccagtCCTTGGGTCAGCCACATATC 128.2
R caggaaacagctatgaccCACTCAGAACAGAAACTTGGGT

D4S2938 F tgtaaaacgacggccagtTGCAAATTCGTGGGAC 129.31
R caggaaacagctatgaccTGGTGTAGTATTCCATCGTG

D452394 F tgtaaaacgacggccagtACTGGTATGTCCTAACCCCC 130.29
R caggaaacagctatgaccGATCTGCAGTTGGATTCTGG

D4S2365 F tgtaaaacgacggccagtAGTAATTCTTCAACTGCATCACC 130.78
R caggaaacagctatgaccCATGCCAAGGATGGTGAGTTA

D4S2286 F tgtaaaacgacggccagtGCTGCACCTTAGACTAGAT 131.47
R caggaaacagctatgaccTTAGTAGCTTCTCAGCAGC

D4S429 F tgtaaaacgacggccagtGGTGATCCACCTGCCT 133.11
R caggaaacagctatgaccAAGCCACTGACCTTCACT

D452420 F tgtaaaacgacggccagtAGCTCCATCTAAGTTGCTGC 134.24
R caggaaacagctatgaccAATGCTTATCTACCAATGAGTGG

D175668 F tgtaaaacgacggccagtTGACAGAGCGAGACCCTGC 59.45
R caggaaacagctatgaccGAACGGGATTGGTTATACTAATGC

D175928 F tgtaaaacgacggccagtTAAAACGGCTACAACACATACA 80.25
R caggaaacagctatgaccATTTCCCCACTGGCTG

5.2.3.2.1. Haplotip Analizi I¢in Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve Fragman Analizi

Her bir markirin ¢ogaltilmasinda kullanilacak primer ¢iftlerinden forward
primerin 5’ ucuna tiniversal M13 (-21) ileri (forward) primer dizisi (5-TGTAAAAC
GACGGCC AGT-3) ve geri (revers) primerin 5’ ucuna tiniversal M13 (-21) geri primer
dizisi (5'-CAGGAAACAGCTATGACC-3') eklendi (Tablo 2). Her bir primer ¢ifti igin
on PCR ve isaretleme PCR’1 olmak iizere iki asamada PCR gerceklestirildi. On PCR,
genomik DNA kullanilarak istenilen bdlgenin ¢ogaltilmasi i¢in yapilirken; ikinci PCR,
6n PCR friinlerinin ug¢ kisimlarina floresan boyalarla isaretlenmis dizilerin eklenmesi

amaciyla yapildi. On PCR isleminde her bir 6rnek igin 25 pul karisim hazirland.
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On PCR Karisimi 1X

5X PCR Tamponu (Promega) 2S5l
MgClI2(25 mM) : 1.5l
dNTP Karisimi (10 mM) :0.4 ul
Pr F (10 pmol/ul) 104 pul
Pr R (10 pmol/ul) 104 ul
Taq Polimeraz (5U/ul ) (Promega) :0.1 pl
DNA (12.5 ng/ul) $2.5ul
dH20 :14.7 ul
Toplam 225 ul

On PCR Applied Biosystems 9700 Thermocycler cihazi kullanilarak asagidaki
kosullarda gergeklestirildi;

On PCR Kosullar1

94°C & Baslangic denatiirasyonu

94°C 30” Denatiirasyon

58°C 30” Baglanma } 30 dongii
72°C 30” Sentez

72°C 6 Son sentez

10°C o0 Bekleme

On PCR iiriinlerinin 2 ul’si, 2 pl yiikleme tamponu ve 4 ul dH20 ile karigtirilarak
%?2’lik agaroz jelde 100 voltta 30 dakika yiriitiildii. Elektroforez sonuclart jel
goriintiileme sisteminde kontrol edilerek PCR fiiriinlerinin kalitesi belirlendi. On PCR
sonucu elde edilen iiriinler, isaretleme PCR’1 igin kalip olarak kullanildi. Isaretleme
PCR’inda D4S29752 ve D4S429 PCR iiriinleri NED™ (sar1); D4S6115, D4S2365 ve
D17S5928 PCR iiriinleri VIC™ (yesil); D4S2938, D4S2286 ve D17S668 PCR firiinleri
FAM™ (mavi); D4S2394 ve D4S2420 PCR fiirtinleri ise PET™ (kirmizi) floresan
boyalarmin takili oldugu M13 (-21) primerleri ile isaretlendi. Isaretleme
reaksiyonundaki ileri ya da geri primerlerden sadece biri isaretlenmis olup diger primer
herhangi bir floresan ile isaretli degildir. Isaretleme PCR’1 i¢in yapilan bir reaksiyonluk

karisim asagidaki gibi hazirlandi.

Isaretleme PCR Karisimi 1X

5X PCR Tamponu (Promega) 12 ul
MgCI2(25 mM) :0.6 ul
dNTP (10 mM) ©0.2 ul
M13 (-21)Pr F (10 pmol/ul) :0.15 pul
M13 (-21)Pr R (10 pmol/pl) :0.15 ul
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Taq Polimeraz (5U/ul ) (Promega) :0.04 ul

PCR Uriinii 2 ul
dH20 1 4.86 pl
Toplam 210 pl

Isaretleme PCR’1 Applied Biosystems 9700 Thermocycler cihazi kullanilarak
asagidaki kosullarda gerceklestirildi;

isaretleme PCR Kosullari

94°C 2 Baslangi¢ denatiirasyonu
94°C 30~ Denatiirasyon

58°C 30” Baglanma }25 dongii
72°C 30” Sentez

72°C 5° Son sentez

10°C o Bekleme

Yukaridaki reaksiyondan elde edilen ve farkli floresan boyalarla isaretlemis PCR
tiriinlerinden olusan birinci panel igin, isaretlenmis PCR {irlinlerinin pre-run
sonucundaki sinyal siddetleri dikkate alinarak, D4S2975 (sar1), D4S1615 (yesil),
D4S2938 (mavi) ve D4S2394 (kirmizi) PCR iiriinlerinden 2.5 pl alinarak toplam 10
pl’lik bir karisim hazirlandi. Ikinci panel igin ise D4S2365 (yesil)’den 1.5 ul, D4S2286
(mavi)’den 1.5 pl ve D4S429 (sari)’dan 4 pl ve D4S2420 (kirmizi)’dan 2.5ul
isaretlenmis PCR fiiriinii alinarak toplam 9.5 ul’lik karisim elde edildi. Ugiincii panel
icin de D17S668 (mavi) ve D17S5928 (yesil)’den 2.5 pl alinarak toplam 5 pl’lik karisim
hazirlandi. Hazirlanan bu karisimlardan 2.5 pl, Hi-Di™ Formamid’ten 7 pl ve
GeneScan™ 500 LIZ® Size Standard markirindan 0.5 pl alindi ve fragman analizi igin
kullanilacak platelerdeki kuyucuklara her bir 6rnek i¢in 10 pl olacak sekilde dagitildi.
Hazirlanan fragman analizi plateleri kapiller elektroforez islemi i¢in 3130 Genetik
Analizor cihazina yiiklendi. Kapiller elektroforez islemi yapildiktan sonra elde edilen
sonuglar, GeneMapper® v4.1 & Data Collection v3.1 programi kullanilarak analiz
edildi. Bu sekilde SS_ CNS 25 ailesindeki tiim bireylerin haplotipleri olusturuldu.
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5.2.4. Baglant1 Bolgesindeki Aday Genlerin Belirlenmesi

SS_CNS_25 ailesinin haplotip analizi sonuglart degerlendirilerek belirlenen
baglanti bolgesinde yer alan genler UCSC Human Genome Browser
(http://genome.ucsc.edu),  Ensembl  Genom  Browser  (http://www.ensembl.
org/index.ntml) ve NCBI (National Center for Biotechnology Information
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) veri tabanlar1 kullanilarak belirlendi. Bu genlerin
herhangi bir hastalikla iliskilendirilmis olup olmadiklari, hiicredeki fonksiyonlari,

eksprese olduklar1 dokular, etkilestigi proteinler degerlendirildi.
5.2.5. Mutasyon Analizi
5.2.5.1. PLK4 Geninin PCR ile Amplifikasyonu

Mutasyon taramasi icin kritik bélgede yer alan PLK4 aday gen olarak secildi.
Mutasyon taranmasi i¢in DB-2475 no’lu hasta bireye ait genomik DNA 0Ornegi
kullanildi. PLK4 geninde bulunan 17 ekzon ve ekzon-intron baglanti bdlgelerinin
cogaltilmasinda kullanilacak primer dizileri Primer3 programi kullanilarak hazirlandi

(Tablo 3) (88).

PLK4 geninin her bir ekzonun amplifikasyonu i¢in PCR islemi 25 pl son hacimde
gerceklestirildi ve bir reaksiyonluk karisim asagidaki gibi hazirlands;

PCR Karisim 1X

5X PCR Tamponu (Promega)... 2S5l
MgCI2 (25 mM) t1.5ul
dNTP Karisim1 (10 mM) :1pul
Pr F (10 pmol/pl) :1pul
Pr R (10 pmol/ul) :1pul
Taq Polimeraz (5U/ul ) (Promega). :0.1 pul
gDNA (25 ng/ul) 225 ul
dH20 :12.9 ul
Toplam :25 ul

PCR islemi Applied Biosystems 9700 Thermocycler cihazi kullanilarak asagidaki
kosullarda gergeklestirildi;
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PCR Kosullar1

94°C 6’ Baslangi¢ denatiirasyonu

94°C 30” Denatiirasyon

58°C 45~ Baglanma } 35 dongi
72°C 30” Sentez

72°C 6’ Son sentez

10°C « Bekleme

Elde dilen PCR fdirtinlerinin 2 ul’si, 2 pl yiikleme tamponu ve 4 ul dH20 ile
karistirllarak %2’lik agaroz jelde 100 voltta 30 dakika yiiriitiildii. Jel goriintiileme

sisteminde PCR trtinlerinin kaliteleri kontrol edildi.

Kaliteli PCR iiriinleri Nucleospin® Extract II kiti ile {iretici firmanin 6nerdigi

asagidaki protokole gore temizlendi;

1. 25 pl PCR iirlinlerinin tizerine 200 pl Buffer NT (DNA baglayici tampon) ilave
edildi.

2. PCR fdriinii + Buffer NT karigimi1 2 ml’lik toplama tiipii tizerindeki Nucleospin®
Extract Column tiiplerine aktarilarak, 11.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

3. Toplama tiiplerindeki sivi uzaklagtirildi

4. Nucleospin®Extract Column tiiplerindeki membran iizerine 600 ul Buffer NT3
(yikama tamponu) eklenerek 11.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

5. Toplama tiiplerindeki s1vi uzaklastirildiktan sonra tiipler ikinci kez 11.000 g’de 2
dakika santrifiij edilerek Buffer NT3’iin membrandan tamamen uzaklagsmas1 saglandi.
6. Nucleospin®Extract Column tiipleri 1.5 m1’lik eppendorf tiiplerin iizerine alinarak

membran iizerine PCR iirlinlerinin konsantrasyonlarina gore 30-50 ul enjeksiyonluk su

eklendi ve 1 dakika bekletildikten sonra 11.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.
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Tablo 3.

PLK4 geninin amplifikasyonunda kullanilan primerler. Primer dizileri ve

PCR iiriinii uzunluklari.

Primer PCR
Primer Dizisi (5°-3”) Primer Ad1 Uriinii
No
(bps)

862 tatttcggaccgtgaagtaacc PLK4_EX1F 575
863 tcgtgtcctcccacaattactc PLK4_EXI1R
864 gactgcgtgaaggaagctaatc PLK4_EX2F 379
865 ccttggagaagtgggaggtag PLK4_EX2R
866 aacatgccttccaccctagac PLK4_EXS3F 455
867 cttaagcaaggtcaaggctttc PLK4 EX3R
868 cttttaccaagcaccctctctg PLK4_EX4 5F 641
869 aattagcagcttgggatgtagg PLK4 _EX4 5R
870 aagctccaagccactgttctac PLK4_EX6F-1 554
871 aacgatctgctggatttctacg PLK4 _EX6R-1
872 tcgacactgacacagtcaagaac PLK4 EX6F-2 496
873 gctctacgaaggtatcgagaatg PLK4_EX6R-2
874 tcttcttcaggagatggaaacag PLK4_EXG6F-3 492
875 caggtcaaaatcatgacagtgg PLK4 EX6R-3
876 attttggcatgggagtttagc PLK4 EXT7F 495
877 gatacagggtcttgctatgtgc PLK4 _EX7R
878 cagagtgacgttattttgtgtcg PLK4 EX8F 598
879 ccataaacacccagtctcttttc PLK4_EX8R
880 gtgaagcagctttgattttgac PLK4_EX9F 299
881 gaatgctaaacgtgcttaaacg PLK4_EX9R-1
882 ggaaaacctctaccaccatttg PLK4_EX9R-2
883 tttgccagtatgatagtgtctctg PLK4_EX10F 541
884 aaaggcatacaactctcaccag PLK4_EX10R
885 atttgactcccagtttggtttc PLK4_EX11F 489
886 actccgctgtgcaatttatatg PLK4 _EX11R
887 acgcaaagcattcatatcacac PLK4_EX12F 518
888 gtgcttctgtcattgtttcacc PLK4_EX12R
889 tgtatatggaccatgctaatgagg PLK4 _EX13 14F 555
890 attttacaagaagggcatcagg PLK4_EX13 14R
891 tgtctgcttttgctgaatgtg PLK4_EX15F 451
892 aagtaggtcacccaagcctagc PLK4_EX15R
893 cagaaccacaaaccctctactg PLK4_EX16F 455
894 gtaaggctacaaggaacccaac PLK4_EX16R
895 aatttttctgaggtgcctcttg PLK4_EX17F-1 562
896 gacgcagggaaaacaataaaag PLK4 EX17R-1
897 agaccataacccccgaacttac PLK4_EX17F-2 524
898 ttctgcacatgtaacccagaac PLK4 EX17R-2
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5.2.5.2. Dongiisel Dizileme Reaksiyonu (Cycle Sequencing)

Temizlenen PCR iiriinleri, her bir bandindaki DNA miktar1 bilinen markir (NEB
100 bp DNA ladder) ile birlikte %2’lik agaroz jelde yiiriitiildii. Boylece her bir dizileme
reaksiyonuna konulacak kalip PCR iiriiniiniin miktarinin 50-100 ng arasinda olmasi
saglandi. Donglisel dizileme reaksiyonunda her bir ekzon igin, ekzonun

amlifikasyonunda kullanilan primerlerinden sadece biri kullanild1 (Tablo 4).

Tablo 4. Doéngiisel dizileme reaksiyonunda kullanilan primerler

Primer No Primer Dizisi (5°-3°) Dizilenen Ekzon
863 tcgtgtcctcccacaattactc PLK4 EX1R
865 ccttggagaagtgggaggtag PLK4 _EX2R
866 aacatgccttccaccctagac PLK4_EX3F
868 cttttaccaagcaccctctctg PLK4_EX4 5F
870 aagctccaagccactgttctac PLK4_EX6F-1
872 tcgacactgacacagtcaagaac PLK4_EXG6F-2
874 tcttcttcaggagatggaaacag PLK4_EX6F-3
876 attttggcatgggagtttagc PLK4_EXT7F
878 cagagtgacgttattttgtgtcg PLK4_EX8F
881 gaatgctaaacgtgcttaaacg PLK4_EX9R-1
883 tttgccagtatgatagtgtctctg PLK4_EX10F
886 actccgctgtgcaatttatatg PLK4_EX11R
888 gtgcttctgtcattgtttcacc PLK4_EX12R
889 tgtatatggaccatgctaatgagg PLK4_EX13_14F
891 tgtctgcttttgctgaatgtg PLK4_EX15F
894 gtaaggctacaaggaacccaac PLK4_EX16R
895 aatttttctgaggtgcctcttg PLK4_EX17F-1
897 agaccataacccccgaacttac PLK4_EX17F-2

Dongiisel dizileme reaksiyonu BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kiti

kullanilarak yapildi. Bir reaksiyonluk karisim asagidaki gibi hazirlandi;
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PCR Karisimi 1X

BigDye :1,5ul
5X Buffer : 1l

Ileri ya da Geri Primer (10 pmol/ul) 0.5 ul
Temizlenmis PCR iirlinii :0.5ul
dH-0 :6.5 ul
Toplam : 10 ul

Dongiisel dizileme reaksiyonu Applied Biosystems 9700 Thermocycler cihazi
kullanilarak asagidaki kosullarda gerceklestirildi;

PCR Kosullari

96°C 2’ Baglangi¢ denatiirasyonu

96°C 15” Denatiirasyon

50°C 20” Baglanma } 25 dongii
60°C 2’ Sentez

10°C Bekleme

Dongiisel dizileme reaksiyonu sonucunda elde edilen PCR {iriinleri Sephadex®G-

50 ile asagidaki temizleme protokolii kullanilarak saflagtirildi;

1. 1 g Sephadex®G-50 tartilarak 12-13 ml dH20 igerisinde ¢6ziildii ve ¢aligmaya
baslamadan once en az 30 dakika +4°C’de bekletildi.

2. Kolon tiipler 2 mI’lik toplama tiipleri iizerine alindu.

3. Kolon tiiplere 600 pl Sephadex®G-50 eklendi ve 750 g’de 2.5 dakika santrifiij edildi.

4. Toplama tiiplerindeki sivi uzaklastirildi ve kolon tiipler 1.5 ml’lik eppendorf tiiplerin

uzerine alindu.

5. Dongiisel dizileme reaksiyonu ile g¢ogaltilan PCR iiriinleri kolon tiipteki

Sephadex®G-50 iizerine dikkatlice eklenerek 750 g’de 5 dakika santrifiij edildi.

6. Saflastirilan PCR fdirtinleri 96 kuyulu platelere transfer edilerek ABI 3130 genetik
analiz cihazma yiiklendi ve dizileme islemi gerceklestirildi. Dizileme sonuglari
Chromas 2.32 ve SeqScape® software v2.5 programlari ile analiz edildi. Elde edilen
veriler gen bankasindan (89) alinan referans PLK4 dizisi (Ref Seq: NM_014264) ile
karsilastirildi.
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5.2.6. PLK4 Geninde ¢.31-3A>G degisiminin ARMS Yoéntemiyle Taranmasi

SS_CNS_25 ailesindeki DB-2475 numarali hastanin PLK4 geni Intron 1’de
goriilen ¢.31-3A>G degisiminin bilinen bir SNP’ye karsilik gelmemesi iizerine hem
ailenin biitiin bireylerinde hem de Seckel sendromu Oykiisii bulunmayan 335 saglikli
bireyde bu degisim i¢in tarama yapildi. Bu tarama islemi, degisimin oldugu bdlge i¢in
enzim tanima bdlgesi bulunmadigindan dolayr mutasyona dayanikli amplifikasyon

sistemi (ARMS) yontemi kullanilarak gerceklestirildi.

ARMS reaksiyonu i¢in normal allele spesifik PLK4 NS (Pr. 906), mutant allele
spesifik PLK4 MS (907) ters yon primerleri ve bu primerlerle kullanilmak {izere
PLK4 CF (Pr. 908) ileri yon primerleri tasarland1 (Tablo 5).

Tablo5. ARMS reaksiyonunda kullanilan primerler

Primer )

No Primer Dizisi (5°-3°) Primer Adi
906 cctttaccaagcagatttccaactttaaaatccGT PLK4 NS
907 cctttaccaagcagatttccaactttaaaatccGC PLK4_MS
908 gaggtgtaatacccgcttgaattttgtcaaattcc PLK4_CF

Ailede ve kontrol grubunda mutant allelin varligini test etmek i¢cin PLK4_CF ve
mutant allele spesifik PLK4 MS primerleri kullanilarak PCR reaksiyonu son hacim 25

ul olacak sekilde asagidaki sekilde hazirlands;
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PCR Karisimi 1X

5X PCR Tamponu (Promega) 2S5l
MgClI2(25 mM) :1.5ul
dNTP Karisimi (10 mM) :0.5ul
Pr F PLK4_CF (10 pmol/ul) :05pul
Pr R PLK4_MS (10 pmol/ul) :0.5ul
Taq Polimeraz (5U/ul ) (Promega) $0.1 pul
gDNA (25 ng/ul) 225 ul
dH20 1149 ul
Toplam :25 ul

Ailede ve kontrol grubunda normal allelin varligini test etmek i¢in PLK4_CF ve
normal allele spesifik PLK4 NS primerleri kullanilarak PCR reaksiyonu son hacim 25

ul olacak sekilde asagidaki sekilde hazirlandi;

PCR Karisimi 1X

5X PCR Tamponu (Promega) 25l
MgCI2(25 mM) 215l
dNTP Karisimi (10 mM) :0.5ul
Pr F PLK4_CF (10 pmol/ul) 105l
Pr R PLK4 NS (10 pmol/ul) :0.5pul
Taq Polimeraz (5U/ul ) (Promega) :0.1 ul
gDNA (25 ng/ul) 225 ul
dH20 2149 ul
Toplam :25 ul

PCR islemi Applied Biosystems 9700 Thermocycler cihazi kullanilarak asagidaki
kosullarda gerceklestirildi;
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PCR Kosullar1

94°C 6’ Baslangi¢ denatiirasyonu

94°C 30” Denatiirasyon

58°C 45~ Baglanma 35 dongii
72°C 30” Sentez

72°C 1 Son sentez

10°C « Bekleme

5.2.7. RNA izolasyonu ve Revers Transkriptase PCR (RT-PCR)

PLK4 geninde goriilen c.31-3A>G degisimini homozigot olarak bulunduran DB-
2471 no’lu hasta bireyden, heterozigot olarak bulunduran iki bireyden (DB-2471'in anne
ve babasi), ve saglikli bir bireyden alinan Na3EDTA’l periferik kandan RNeasy Mini
Kit (QIAGEN) kullanilarak RNA izolasyonu yapildi. izole edilen total RNA Invitrogen
SuperScript® III First System for RT-PCR Kiti kullanilarak cDNA'ya doniistiiriildi

Genomik dizi {izerinde goriilen ¢.31-3A>G degisiminin PLK4 mRNA’sinin ii¢
varyant1 iizerine etkisini belirlemek i¢in gene/transkripte 6zgii primerler kullanilarak
cDNA iizerinden PCR yapildi. 970 amino asitlik protein kodlayan uzun variant igin
ekzon 1’e 6zgii 902 nolu ileri primer ile ekzon 3’e 6zgii 903 no’lu ters primer kullanildi.
938 amino asitlik transkripti analiz etmek i¢in ekzon 1’e 6zgii 902 nolu ileri primer ile
ekzon2-ekzon 4 kavsagina 6zgili 955 nolu ters yonlii primer kullanildi. En kisa varyant
olan ve 929 amino asitlik protein kodlayan transkrip i¢in, bu transkripte 6zgii 905 nolu
ileri yonlii primer ile tglincli ekzona 6zgli 903 nolu primerler kullanildi (Tablo 6).

Amplifiye edilen normal ve mutant varyantlar %2’lik agaroz jelde goriintiilendi.
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5.2.8. Kantitatif Real Time PCR (qRT-PCR) ile Kirpilma Varyantlarinin

Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi

PLK4 geninde goriilen c¢.31-3A>G degisimini homozigot olarak bulunduran DB-
2471 no’lu hasta bireyden ve saglikli bir bireye ait cDNA 6rneklerinden kantitatif Real
Time PCR (gRT-PCR) gergeklestirildi. Bu islem, ¢.31 -3A>G degisiminin 970 amino
asitlik protein kodlayan transkriptinin kirpilmasini hangi oranda bozdugunu belirlemek
amaciyla yapildi. Normal traskript ekzon 1- ekzon 2 kavsagina 6zgii olacak sekilde
tasarlanan ileri yonlii primer (Pr.922) ve 4. ekzona 6zgii geri yonlii primer (Pr.914) ile
amplifiye edildi. Mutant transkript ise intron 1’den ekzon 2’ye aktarilan 63 niikleotitlik
diziye 6zgii ileri primer (Pr.911) ve ekzon 3’e 6zgli geri yonlii primer (Pr.912) ile
amplifiye edildi. Standart olarak da housekeeping gen olan Gliseraldehit 3-Fosfat
Dehidrogenaz (GAPDH) primerleri kullanildi.

Tablo 6. RT-PCR ve qRT-PCR reaksiyonunda kullanilan primerler.

Primer
No Primer Dizisi (5°-3°) Primer Adi
902 gactgcgtgaaggaagctaatc PLK4_Ex1F
903 tctetgtaccattectgcetttg PLK4 Ex3R
905 gcccctcaagagacaagagtag PLK4_Ex2F
911 ccctteccatcttectttctac PLK4 QPCR_F
912 tcacctcattttggactctctg PLK4 _QPCR_R
914 cattttctgagaagggtttcactc PLK4 QPCR_R
922 tgcatcggggagaagatcgaggatt PLK4 _NVS_Ex1-2F
943 aacatcatccctgcctctactg GAPDH_F
944 tgttgaagtcagaggagaccac GAPDH_R

955 tgctatcttcaaaatagttataaagcatttty PLK4 Wt 938 Pr R Ex4-Ex2
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gRT-PCR ig¢in reaksiyon karisimi asagidaki sekilde hazirlandt;

PCR Karisimi 1X
SYBR®GreenER™gPCR SuperMix 10 ul
fleri Primer (10mM) 1 pl
Geri Primer (10mM) 1 ul
cDNA 2,5 ul
Steril su 1 ul
Toplam 20 pul

PCR islemi i¢in hazirlanan karisim Light Cycler® 480 II cihazi ile uyumlu 96
kuyulu platelere aktarildi. Reaksiyon kit protokoliinde belirtilen sekilde asagidaki
kosullarda gergeklestirildi;

PCR Kosullari

95°C 5° On inkiibasyon

94°C 30” Denatiirasyon

58°C 1’ Baglanma } 40 dongii Amplifikasyon
72°C 457 Sentez

95°C 15~

60°C 1 } I déngii Melting Curve
97°C «

40°C 30” Sogutma

Normal ve mutant varyantlarin ekspresyon miktarlarini kiyaslamak amaci ile
LightCycler® 480 Software, Version 1.5 yazilim programi kullanldi. Varyantlarin
ekspresyon diizeyleri GAPDH geninin hiicredeki ekspresyonu referans alinarak

normalize edildi.
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6. BULGULAR

Seckel sendromu, dogum 6ncesi ve dogum sonrasi gelisme geriligi ile karakterize
otozomal resesif kalitim gosteren bir hastalik olup hem klinik hem de genetik olarak
heterojeniteye sahiptir (OMIM:210600). Bugiine kadar Seckel sendromunun genetik
etiyolojisi ile iliskilendirilmis 6 gen bulunmaktadir. Ancak tanimlanmis genler ile
aciklanamayan ailelerin varligi halen tamimlanmayi bekleyen genlerin varliginm
gostermektedir. Seckel sendromunun genetik etiyolojinde rol alan ve heniiz
tanimlanmamis genleri belirlemeye yonelik olarak yapilan bu g¢alisma kapsaminda,
Seckel sendromu tanist konulmus bireylerin bulundugu SS CNS 25 adl aile (Sekil 6)
degerlendirildi.

6.1. Klinik Degerlendirme

Calisma kapsaminda degerlendirilen SS_CNS_25 kodlu aile bireylerinin Klinik
degerlendirmesi Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda
yapildi. Ailenin DB-2471 nolu etkilenmis bireyinde gergeklestirilen fenotipik (Sekil 8)
ve radyolojik degerlendirmede (Sekil 9); hastanin Seckel sendromu ile uyumlu dogum
oncesi ve dogum sonrasi gelisme geriligi, dismorfik yiiz goriiniimii, mikrosefali, orantili
boy kisaligi, iskelet ve beyin anomalileri gozlendi (Tablo 7). Ailedeki etkilenmis ikinci
bireyde (DB-2475) yapilan fenotipik degerlendirmede de indeks vakada oldugu gibi
Seckel sendromu ile uyumlu dismorfik yiliz goriiniimii, mikrosefali ve orantili boy

kisalig1 gozlendi (Tablo 7).
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Sekil 8.  Klinik degerlendirme. DB-2471 (A-C) ve DB-2475 (D) no’lu bireylerin
gorunumdu.

Sekil 9. DB-2471 no’lu hastada radyolojik bulgular. Bilateral iist ekstremite
goriintiisiinde radius’un proksimal kisminda hipoplazi, humereus epifizinin
gecikmesi 1ile birlikte hamateum ve capitatum kemiklerinin yoklugu
gecikmis kemik yasini gostermektedir (A). Mikrosefali, sagital ve lambdoid
siitiirlerin agikligt (B). Alt ekstremite goriintiisinde Femoral epifizin
gecikmesi (C). Sagital T1 kesiti gorlintlisinde korpus callosum’un
proksimal bolgesinin eksikligi (D). Aksiyal T1 ve T2 goriintiilerinde korpus
callosum’un proksimal bdlgesinin eksikligi, pakigiri ve mikrosefali (E-F).
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Tablo 7.

Ailede etkilenmis bireylerin klinik bulgulari. (+:Var, -:Yok, BY: Bilgi yok)

Klinik Bulgular DB-2471 DB-2475
Cinsiyet Kadin Erkek
Biiyiime Parametreleri
Boy ve kilo Dogumda ?cm vel570 g BY
Bas gevresi 9.ay 30.8 cmve 7g BY
Fasiyal Dismorfizm
Arkaya egilimli alin + +
Mikrognati + +
Fasiyal asimetri - -
Diisiik/malforme kulaklar Biiytik kulaklar -
Gozkapag araligi Yukar1 egimli Yukar1 egimli
Sasilik - +
Blepharophimosis +, epikantus +, epikantus
Gaga seklinde burun Balbl Cikintilt
Yarik damak - -
Yiiksek Damak +, ince st dudak BY
Selektif dis agenezi BY BY
Dis minesi hipoplazisi BY BY
Iskelet bulgular
11 kaburga cifti - BY
Gecikmis kemik yas1 + BY
Skolyoz - BY
5. parmakta klinodaktili + BY
Brachymesophalangia BY BY
Radius Hipoplazisi + BY
Pes planus BY BY
Diger bulgular
Genital anomaliler - BY
Mental retardasyon BY +
Basitlesmis giruslar + BY
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6.2. Aile Agac1 Analizi

Tek gen hastaliklarinin genetik etiyolojisinin tanimlanmasinda kullanilan en etkin
yontemlerden biri baglanti analizidir. Baglanti analizi ¢alismalarinda, ailedeki hastaligin
kalitm kalibinin ve informatif bireylerin belirlenmesi en Onemli asamadir. Bu
dogrultuda aile bireyleri ile gorsiilerek ailedeki akraba evlilikleri, informatif olabilecek
hasta ve saglikl1 bireyler belirlendi. indeks vaka olan DB-2471 nolu bireyin ebeveynleri
arasinda akrabalik tanimlanirken, ailedeki ikinci etkilenmis birey olan DB-2475’in anne
babasi arasinda akrabalik tarif edilemedi. Bu hastanin anne ve babasinin ayn1 kdyden
koken almalart dikkate alinarak akraba olma ihtimallerinin yiiksek oldugu diistiniildii
(Sekil 6). Ayrica, DB-2475 nolu bireyin bir kardesinin de benzer klinik bulgulara sahip
oldugu ve dogumdan kisa bir siire sonra 6lmiis oldugu belirlendi. Calisma kapsaminda
informatif olabilecek bireyleri belirlemeye yonelik yapilan incelemede her iki
etkilenmis bireyin de birer saglikli kardesinin oldu goriildii. Ancak, DB-2475’nin
saglikli kardesi ¢alismaya katilmay1 kabul etmedigi i¢in ¢alisma disinda tutuldu. Sonug
olarak, ¢alisma i¢in informatif olabilecek ikisi etkilenmis toplam 7 aile bireyi ¢alismaya
dahil edildi.
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6.3. Karyotip Analizi ve Kardes Kromatid Degisimi’nin (SCE) Incelenmesi

Seckel Sendromu ile iligkilendirilen genler tarafindan kodlanan proteinlerin DNA
hasarma cevapta, hiicre dongiisiiniin kontrolii, genomik kararliligin siirdiiriilmesi ve
sitokinez gibi molekiiler mekanizmalarda rol aldigi gosterilmistir. Bu fonksiyonlarin
yerine getirilememesine bagli olarak ¢ok sayida hiicrede genomik kararsizlik
goriilmektedir (13). Genomik biitiinliigin korunmasinda bir aksaklik olup olmadigini
belirlemek amaciyla DB-2471 no’lu hastadan alinan periferik kan 6rneginden 72 saatlik
lenfosit kiiltiirii yapildi. Elde edilen metafaz plaklar1t GTG bantlama ydntemi ile
boyanarak yapilan karyotip analizinde metafaz plaklarinin %13.6’sinda (15/110)
aneuploidi gozlendi (Sekil 10).
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Sekil 10. DB-2471 no’lu hastaya ait anoploidik bir karyotip.

Kardes kromatid degisimi (Sister Chromatid Exchange: SCE), boliinmekte olan
hiicrelerde genetik olarak ayni olan iki kardes kromatidin hiicre bdliinmesi esnasinda
olusan ¢ift zincir DNA kirigini takiben spontan parca degistirmesi olayidir. Bununla

birlikte, kimyasal mutajenlerle uyarilan hiicrelerde meydana gelen DNA hasarina baglh
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SCE indiiklenmektedir (90). DNA tamir mekanizmasinin bozulmasi durumunda ise

indiiklenmeye bagli SCE normale kiyasla artis gostermektedir.

Calismada, saglikli kontrol bireye ve DB-2471 no’lu hastaya ait periferik kan
hiicrelerinden 25 metafaz plaginda spontan ve Mitomycin C (MMC) uyarimina bagh
SCE analizi yapildi. MMC ile indiiklenen SCE’nin hastaya ait hiicrelerde kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde arttigi goriildii (p<0.001) (Tablo 8).

Tablo 8. DB-2471 no’lu hasta bireye ait lenfosit hiicre kiiltiiriinde spontan ve MMC
ile uyarilmig SCE siklig

Spontan SCE MMC ile indiiklenen SCE
(25 metafaz) (25 metafaz)
Kontrol 9.40 +3.58 13.16 £ 4.35
Hasta 9.12+4.01 17.48 £4.06
Anlamhlik (p) >0.05 <0.001

6.4. Genom Taramasi ve Baglant1 Bolgesinin Belirlenmesi

6.4.1. Genom Boyu Homozigotluk Taramasi

SS_CNS_25 ailesinden DB-2471 (hasta), DB-2473, DB-2474 ve DB-2475 no’lu
bireylere ait DNA Ornekleri genom boyu homozigotluk taramasina gonderildi. Genom
boyu homozigotluk taramasinda, Affymetrix GeneChip 250K SNP array platformu
kullanildi. Elde edilen SNP genotip verileri VIGENOS-PLUS yazilim programi ile
analiz edildi. Analiz verilerine gore etkilenmis iki bireyde de ortak olan ve hastalikla
birlikte homozigot olarak kalitilan iki kritik bolge tespit edildi. Kritik bolgelerden
birincisi, 4028.1-28.3 lokusunda rs12641759-rs17584535 SNP’leri arasinda kalan 6,59
Mb’lik bir bolgeydi (Sekil 11A). ikinci kritik bolge ise 17. kromozom iizerinde 17g25.3
lokusunda rs12952655 ve rs7406119 SNP’leri arasinda yer alan yaklasik 0.6 Mb
biytikligiinde bir bolgeydi (Sekil 11B).
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6.4.2. Baglanti Bolgelerinin STRP Markirlari ile Test Edilmesi ve Haplotip Analizi

Genom boyu homozigotluk taramasindan 4'lincii kromozom {izerinde q28.1-28.3
lokusunda rs12641759-rs17584535 SNP’leri arasinda kalan 6.59 Mb’lik bdlge ve 7'inci
kromozom iizerinde 17q25.3 lokusunda rs12952655-rs7406119 SNP’leri arasinda kalan
0.6 Mb'lik iki kritik bolgenin ailede hastalikla birlikte kalitilip kalitilmadigi SNP'lere
kiyasla daha heterojen olan STRP markirlar1 ile informatif olabilecek biitiin aile

bireyleri kullanilarak test edildi.
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Sekil 11. 250K SNP array verilerinin VIGENOS ile analizi. Proband ile aymi
homozigot genotipi (AA, BB) paylasanlar mavi, probandin tersi homozigot
genotipi gosteren bireyler (indeks vakanin AA, diger bireylerin BB oldugu
durumlar) beyaz, heterozigot olanlar (AB) turuncu, informasyon alinamayan
genotipler (anne-baba ve indeks vakanin her dgliniin de AB oldugu
genotipler) ise sar1 renkte isaretlendi. Genom taramasina alinan her bir
bireyin DNA banka numaralar1 seklin tizerinde gosterildi. Hasta bireyler “*”
ile igaretlendi. Homozigot kalitilan bolgeler kirmizi gergeve igerisinde
vurgulanmistir.
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4. kromozom {iizerinde belirlenen 6.59 Mb’lik bolge sekiz adet STRP markir ile
17. kromozom {izerinde belirlenen 0.6 Mb'lik bolge ise 2 adet STRP markirt ile test
edildi (Tablo 2). Her iki boélge i¢in olusturulan haplotip, 4'{incii kromozom tiizerinde
tespit edilen kritik bolgenin ailedeki etkilenmis bireylerde (DB-2471 ve DB-2475) aym
haplotipin homozigot olarak kalitildig1 goriildii (Sekil 12). Hasta bireylerin annelerinde,
babalarinda ve DB-2471'in saglikli kardesinde ise bolge heterozigot olarak
kaltilmaktaydi. Bu durum, DB-2475 nolu hasta bireyin anne ve babasimin akraba
oldugunu da gostermekteydi. 4. kromozom {izerinde ailede hastalikla ile birlikte
kalitilan bolgenin sentromerik taraftan sinir1 D4S2975 ve telomerik taraftan siniri
D4S2420 STRP markirlari olarak belirlendi (Sekil 12). Diger taraftan, SNP analizine
gore 17. kromozom {izerinde tespit edilen kritik bdlgenin ailede hastalikla birlikte
kalitilmadigi, SNP analizinin verdigi sonucun yanlis pozitiflik oldugu gézlendi (Sekil

13).
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Sekil 12.
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4028.1-28.3 kromozom bolgesinin STRP markirlar1 ile haplotip analizi.
Siyah bar ailede hastalikla birlikte kalitilan mutant haplotipi gostermektedir.

STRP  markirlar

UCSC Human

Genome  Browser

(GRCh37/hg19) veritabani kullanilarak belirlenmistir.
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[1:1 -3 1:4

1 :2 1:3

4 15§ 1:6

IV:1 IV:2

IV:6

O

VII:1 VII:2 VII:3 VIil:4
D17S668 2 3 1 2 2 2 2 2
D17S928 5 2 2 1 3 3 4 1

VIIET  vIiE2 - VI3 VIll:4 VIII:5
D17S668 2 2 2 2 2 2
D17S928 5 1 3 1 3 1

Sekil 13. 17925.3-ter kromozom bolgesinin STRP markirlar1 ile haplotip analizi.
STRP  markirlan  UCSC Human Genome Browser Feb.2009
(GRCh37/hg19) veritabani kullanilarak belirlenmistir.
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6.5. Baglanti Bolgesinde Bulunan Aday Genlerin Tespit Edilmesi

SS_CNS_25 ailesinde rs12641759-rs17584535 SNP’leri arasinda kalan 6,59
Mb’lik kritik bolgede yer alan genler cesitli veri tabanlari kullanilarak incelendi.
Bolgede 10 adet bilinen gen (INTU, SLC25A31, HSPA4L, PLK4, MFSD8, LARP1B,
PGRMC2, PHF17, SCLT1, Mir_340), 7 adet EST (AK090904, C4orf29, AK093416,
C4orf33, BC035172, BC041448, BC131768) ve 1 adet U6 dizisi bulunmaktayd: (Sekil
14). Bu genler tarafindan kodlanan proteinlerin fonksiyonlari, etkilestikleri proteinler,
hastaliklarla iliskileri literatiir taramasi yapilarak incelendi. Bolge i¢inde yer alan PLK4
(Polo-like kinase 4) geni tarafindan kodlanan PLK4 hiicre dongiisii boyunca
sentriollerde lokalize olup sentriol duplikasyonunda rol oynamaktadir. PLK4 proteininin
Seckel sendromu ile iligkilendirilmis olan CEP152 proteini ile etkilesim i¢inde olmast
da dikkate alinarak SS CNS 25 ailesinde PLK4 geni mutasyon taramasi yapmak {izere

oncelikli aday gen olarak belirlendi.
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Sekil 14. SS CNS 25 ailesinde kritik bolge i¢inde bulunan genler. 4028.1-4028.3
kromozom bolgesinde rs12641759-rs17584535 SNP’leri arasinda kalan 6,59
Mb’lik bolgede yer alan genler, U6 ve EST’ler. PLK4 geni kirmiz1 daire
icinde gosterilmistir.
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6.6. PLK4 Geninde Mutasyon Taramasi

PLK4 geninin, 3 adet kirpilma varyant1 bulunmaktadir. PLK4 kirpilma varyanti 1
(NM_014264), 16 ckzon icermekte ve 970 amino asitten olusan bir proteinini
kodlamaktadir. PLK4_2 varyant1 (NM_001190799) 15 ekzon igermekte olup 938 amino
asitlik PLK4 proteinini kodlamaktadir. PLK4_ 3 wvaryantt (NM_001190801), 16

ekzondan olusmaktadir ve 929 amino asitten olusan bir protein kodlamaktadir.

Mutasyon taramasi i¢in DB-2574 no’lu hastanin genomik DNA’s1 kullanilarak
PLK4 geninin tiim ekzonlar1 ve ekzon-intron baglant1 bolgeleri amplifiye edildi (Sekil
15)
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Sekil 15. PLK4 geninin PCR ile ¢ogaltilmasi. Cogaltilan tiim ekzonlar %2’lik agaroz
jelde yiiritiilerek goriintiilendi. M; NEB 100bp Markir; Ex;PLK4 genine ait
ekzonlar

Elde edilen PCR firiinleri temizlendikten sonra amplifikasyon primerleri ile
dizlenerek PLK4 geninin referans dizisi ile karsilastirildi ve PLK4 geninin birinci
intronunun evrimsel siiregte korunmus olan kirpilma alict bolgesinde bulunan "-3"
pozisyonundaki adeninin homozigot olarak guanine doniistiigli (c.31-3A>G) goriildi
(Sekil 16).
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Intron | Asp Phe Lys
AACTTTTGAGGATTTTAAA

Homwozigot mutant

Intron 1 Asp Phe Lys
AACTTTTRAGGATTTTAAA

Heterozgot nonual

Intron 1 Asp Phe Lys
AACTTTTAAGGATTTTAARA

Homozigot nonmal

Sekil 16. PLK4 geninde meydana gelen ¢.31-3A>G degisimine ait kromatogram. Ust
kisim; homozigot mutant birey, orta kisim; heterozigot normal birey, alt
kisim; homozigot normal birey. R: A/T heterozigot

Bilinen SNP'lere karsilik gelmeyen c.31-3A>G degisimi ARMS yontemi ile tim
aile bireylerinde ve 355 saglikli kontrol grubunda (710 kromozom) test edildi. ¢.31-
3A>G degisimi ailede hastalikla birlikte kalitilirken (Sekil 17) 355 saglikli bireyden

olusan kontrol grubunda bu degisime rastlanmadi.

DB—2474
DB—2475
- DB-2476
DB—2477

| DB247T1

| B2

‘ DB-2473
(Suw)

Na | S ﬂ“i”

MA h------

Sekil 17.  ¢31-3A>G degisiminin SS_CNS 25 ailesinde dagiliminin ARMS yontemi
ile gosterilmesi. NA: Normal allel MA: Mutant Allel, (+): Saglikli Birey,
(-): Su
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6.7. Reverse Transcriptase-PCR (RT-PCR) ve Quantitative-Real Time PCR (qRT-
PCR) ile PLK4 Kirpilma Varyantlarinin Analizi

PLK4 geninin birinci intronunun alic1 kirpilma bolgesinde gozlenen ¢.31-3A>G
degisiminin kirpilmada bozulmaya neden olup olmadigin1 tespit etmek i¢in, €.31-3A>G
degisimi homozigot olarak bulunduran DB-2471 no’lu hasta bireyden, degisimi
heterozigot olarak bulunduran iki bireyden (DB-2471'in anne ve babasi), ve saglikli bir
bireyden alinan periferik kandan izole edilen total RNA RT-PCR ile cDNA'ya
doniistiiriildii. cDNA 6rnekleri ekzon 1 ve ekzon 3'e 6zgii primerleri kullanilarak PCR

yapildi ve agaroz jelde analiz edildi (Sekil 18).

A st S31-3A9G M S H TB TB
: — === 3
PLK4 ] — Exl Ex2 Ex3 — Ex4 Ex5 — T, pr— — T
— 1
B Pr902 .
PLK4 3 Exlv Ex2 —  Ex3 — Ex4 — Ex5 T,
- — -«—
Pr90s Pr.903
C ATG M S H
. v
PLK4 2 JEsi -Ex2 B —JESS)- PLEY 2
Pr902 Pr9ss . 1,

Sekil 18. PLK4 cDNA’smin  RT-PCR ile c¢ogaltilmast sonucunda goriilen
degisiklikler. M:Markir, S. Saglikli birey, H. DB-2471 no’lu hasta, TB
Tasiyic1 ebeveynler. A) T1: Normal transkript (970 aa), T2: Mutant
transkript, T1-T2: Heterodupleks. B)T3: PLK4_3 varyant1 (T4). C)PLK4_2
varyanti (T3).

59



Saglikli bireyde beklenen boyutlarda tek band PCR {iriinii (T1) gozlenirken, hasta
bireyde diisiik konsantrasyonlu normal iiriiniin (T1) yaninda daha biiyiik boyutta bir
PCR iirlinii band1 (T2) gozlendi. Tastyic1 bireylerde ise normal bireylerde ve hasta
bireyde goriilen her iki PCR iiriinii band1 (T1 ve T2) gozlendi (Sekil 18A). cDNA
tizerinden yapilan PCR ile elde edilen iiriinler jelden alinarak dizilendiginde T1
bandinin saglikli bireylerde beklenen iirlin oldugu goriildii. Hasta ve tasiyicilarda
gbzlenen T2 bandinda ise birinci intronun 3' ucundan 63 niikleotidlik bir dizinin c.31-
3A>G degisimine bagli olarak ikinci ekzonun yapisina dahil oldugu gézlendi. PLK4_2
no’lu varyantin ekspresyonuna kanda ve fibroblastlarda rastlanmadi (Sekil 18C)

PLK4_3 no’lu varyantin (T3) ekspresyonunda bir degisime rastlanmadi (Sekil 18B)

In silico analiz, birinci intronun 3' ucundan 63 niikleotidlik bir dizinin kirpilma
sirasinda ekzon 2’ye dahil olmasi mRNA'nin okuma c¢ercevesini bozarak protein
sentezinin erken sonlanmasina (p.Aspl1Profs14Stop) neden oldugunu gostermektedir.

(Sekil 19).

Sekil 19.

c.31-3A>G
!
- Ex1 Ex2 Ex3—Exd4d— Ex5 - PLI4 |
JR— -+—
Pron?2 Pr.o03

Intron 1'in 3'ucundan eklenen 63 niikleotid

IR !
I |
P —I—.-JI I..

Ekzon 1 o Ekzon 2
| o | A Mutant
\ Niafl transkript
Ekzon1 Ekzon 2
i AL A W Normal

_— .

transkupt

€.31-3A>G degisiminin sonucunda hastada goriilen varyantlar. ¢.31-3A>G
degisimi sonucunda Intronl’den 63 nt’nin Ekzon2’ye ilave oldugu mutant
transkript ve normal PLK4 1 varyanti
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Hasta bireylerde mutant transkript (T2) ile birlikte diisiik miktarda da olsa normal
transkriptin (T1) goriilmesi lizerine hasta bireylerde normal transkriptin miktarini
belirlemeye yonelik Kantitatif-Real Time PCR yapildi. Calisgmada 970 aa'lik protein
kodlayan PLK4 1 varyanti analiz edildi. Hasta bireylere ait hiicrelerde normal PLK4_1
varyanti transkriptinin 12.5 kat (1/0.08) azaldig1 gosterildi (Sekil 20).

1,2
B Wt transkript
1

= 1
=]
P
S os
=
z
= 0,6
e
[
E 0,4
L
(=

0,2

0,08
0
Kontrol Hasta

Sekil 20. PLK4_1 gRT-PCR analizi. Normal PLK4 1 transkriptinin hasta saglikli
kontrole oranla 12.5 kat azaldig1 gosterildi.
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7. TARTISMA VE SONUC

Seckel sendromu (OMIM:210600), dogum Oncesi ve dogum sonrasinda gelisme
geriligi, mikrosefali, kisa boy, arkaya egilimli alin, ¢ikintili burun, kiigiik ¢ene, iskelet
anomalileri gibi dismorfik bulgular ile karakterize otozomal resesif kalitim gdsteren
klinik ve genetik olarak heterojen, nadir bir hastaliktir (4, 5, 24, 91). Seckel
sendromunun klinik tanimlanmasi ilk olarak 1960 yilinda yapilmis olmasina ragmen
hastalikla iliskili ilk lokusun kesfi ancak 2000 yilinda miimkiin olmustur (26). insan
genom projesinin sonuglarmin 2003 yilinda agiklanmasi ve bu sonuglara bagli olarak
gelisen yiiksek coziiniirliiklii genom tarama, baglanti analizi, ekzom dizileme ve tiim
genom dizileme stratejileri hastaliklarin etiyolojisinde rol oynayan genlerin
tanimlanmasint hizlandirmigtir (19). Bu baglamda Seckel sendromundan sorumlu

genlerin kesfedilmesi siirecinde de 6nemli gelismeler olmustur (25-27).

Bugiine kadar Seckel sendromu ile ilgili yedi lokus (SCKL1-7) tanimlanmistir ve
bu lokuslardan altisinda hastaligin etiyolojisinde rol oynayan gen gosterilmistir. ilk gen
(ATR) 2003 yilinda Seckel sendromu ile iligkilendirilirken, diger alti gen (CENPJ,
CEP152, CEP63, CtIP/RBBP8 ve NIN) 2010-2012 yillart arasinda tanimlanmistir(8, 9,
11, 12, 26, 27, 29). Biitiin bu gelismelere ragmen Seckel sendromu tanisi alan ve bilinen
lokuslara baglanti gostermeyen ailelerin varligi hastalikla iliskili olabilecek yeni

genlerin var olabilecegini isaret etmektedir.

Bu noktadan hareketle, bu tez ¢alismas1 kapsaminda Seckel sendromu tanis1 almis
iki bireyin bulundugu, akraba evliligi goriilen ve bilinen Seckel sendromu genlerine
baglant1 gostermeyen SS CNS 25 ailesinde genom boyu homozigotluk taramasi
gerceklestirildi. Homozigotluk taramasi sonucunda, 4q28.1-28.3 kromozom lokusunda
6.5 Mb’lik bir bolgenin ailede hastalikla birlikte kalitildigi tespit edildi. Ailede
hastalikla birlikte kalitilan kritik bolge igerisinden 9 adet protein kodlayan gen (INTU,
SLC25A31, HSPA4L, PLK4, MFSD8, LARP1B, PGRMC2, PHF17 ve SCLT1), bir
mikro RNA kodlayan gen (Mir_340), 7 adet EST (AK090904, C4orf29, AK093416,
C4orf33, BC035172, BC041448, BC131768) ve 1 adet kiigiik niiklear RNA (U6)
kodlayan dizisi bulunmaktaydi.
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Kritik bolge ig¢inde yer alan ve Polo-like kinaz ailesinin bir {iyesi olan PLK4
proteini sentriol duplikasyonunda rol oynamaktadir (80, 92-94). Hiicrede sentriol
duplikasyonu her hiicre dongiisiinde bir kez meydana gelecek sekilde kontrol
edilmektedir (84). Plk4’iin siRNA ile susturuldugu fare fibrobast hiicrelerinde, sentriol
duplikasyonu engellenmektedir. PLK4’{in asir1 ekspresyonunda, hiicrelerde gereginden
fazla sentriol duplikasyonu meydana gelmektedir. Bu durum, genomik olarak kararsiz

hiicrelerin olusumuna yol agmaktadir (83).

Diger taraftan, PLK4 kriptik polo box domaini ile daha 6nce Seckel sendromu ile
iliskilendirilmis olan CEP152 ile etkilesmekte ve bu etkilesim PLK4’{in sentrozoma
lokalizasyonunu kontrol etmektedir (92). Buna ek olarak, Seckel sendromu ile
iliskilendirilen CENPJ ve CEP63 proteinleri de sentriol dupklikasyonunda rol almakta
olup CEPG63 proteini CEP152’nin sentrozoma lokalizasyonunu saglamaktadir (53, 84).
Plk4 geni tlizerinde yapilan ¢alismalar, bu genin embriyonik gelisimde 6nemli rol
oynadigini gostermistir (95). Bu verilerden yola ¢ikilarak, ¢alismamizda kritik bolge
igerisinde yer alan PLK4 geni SS_CNS_25 ailesi igin aday gen olarak segildi.

PLK4 geninin kodlayan dizileri ve ekzon-intron baglant1 bolgelerini igine alacak
sekilde yapilan dizi analizi sonucunda birinci intronunun kirpilma alici bdlgesinde
homozigot ¢.31-3A>G degisimi gozlendi (Sekil 16). Ailede hastalikla birlikte kalitilan
ve saglikli kontrol bireylerde goriillmeyen bu degisim RNA seviyesinde incelendiginde,
p.AspllProfs14Stop mutasyonuna yol agarak hasta bireylerde 970 aa’lik en uzun
varyantin (PLK4_1) mRNA sentezinin %92 oraninda erken sonlanma ile sonug¢landigi,
genin %8 oraninda minimal diizeyde fonksiyonel olabilecek mRNA sentezledigi

gosterildi.

Giliniimiize kadar insan genomunda tanimlanmis ve genetik bir hastalikla
iligkilendirilmis mutasyonlarin yaklasik %9.2°sin1 kirpilma mekanizmasint bozan
mutasyonlar olusturmaktadir (96). Kirpilma mekanizmasini bozan mutasyonlar normal
transkriptin tamamen ortadan kalkmasina neden olabilirken, kirpilmay1 kismi olarak da

etkileyebilmekte ve bir miktar fonksiyonel proteinin iiretimine firsat tanimaktadir (97,
98).
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Seckel sendromu ile ilk olarak iligkilendirilen ATR geni 6zellikle tek zincir DNA
kiriklarinin tamirinde gorev alarak genomik kararliligin korunmasinda onemli rol
oynamaktadir (33, 99). Insanda gosterilen ilk ATR mutasyonu hipomorfik bir mutasyon
olup, minimal diizeyde de olsa protein sentezinin gergeklestigi gosterilmistir (12).
Bugiine kadar insanda ATR’nin fonksiyonunun tamamen ortadan kalkmasma yol
acabilecek bir mutasyona rastlanmamistir. Ayrica Atr’" farelerin E7.5’inci giinde

6lmeleri ATR geninin yoklugunun tolere edilemeyecegini gostermektedir (41, 100).

Benzer sekilde, PIk4" farelerin de embriyonik donemde 6lmesi bu genin
yoklugunun yasamla bagdasmadigimi gostermektedir (82). Calismamizda SS_CNS_25
ailesinde PLK4 geni tizerinde gosterdigimiz mutasyonun hipomorfik olusu ve PLK4 3
(929 aminoasitlik en kisa varyant) varyantinin c¢.31-3A>G mutasyonundan
etkilenmemesi, mutasyonu hipomorfik sekilde tasiyan hasta bireylerin yasamla
bagdagsmasmin  kaynagi olarak  gorilmektedir. ATR ve PLK4 genlerinin
ekspresyonlarinin azalmasi ya da tamamen ortadan kalkmasi durumunda ortaya ¢ikan
benzer hiicresel mekanizmalarin etkilenmesi ve ortak fenotipin ortaya ¢ikmasi bu iki

genin hiicre i¢inde ortak mekanizmalarda rol alabilecegini diisiindiirmektedir.

Sentrozom, hayvan hiicrelerinde mikrotiibiil demetlerinin geometrilerinin
diizenlenmesi, hiicrenin sekil, polarite ve hareketliliginin belirlenmesini, 1§ ipliklerinin
olusumu, kromozomlarin yavru hiicrelere dagilimi ve hiicre bdliinmesinin kinetigini
kontrol eden dinamik bir yapidir (101, 102). Hiicre boliinmeye tek bir sentrozomla
baslamaktadir, ancak hiicre boliinmesi sirasinda sentriollerin kendilerini bir kere duplike
etmeleri zorunludur (103). Sentriol duplikasyonunda rol oynayan proteinler genomik
kararliligin siirdiiriilmesi igin de biiyiik 6neme sahiptir (52, 55, 92, 94, 102, 104).

Seckel sendromu ile iligkilendirilmis olan CENPJ, CEP152 ve CEP63 genlerinin
kodlag: proteinler sentriol duplikasyonunda ve genomik kararligimnin siirdiiriilmesinde
rol oynamaktadir Bu genlerin eksikliginde genomik kararlilik bozulmakta ve sonugta
hiicreler apopitoza yonlendirilmektedir (104, 105). Bu durum gerek prenatal, gerekse
postnatal donemde asir1 kiitle kaybina neden olarak Seckel sendromunun en belirgin

fenotipik bulgusu olan mikrosefali ve gelisme geriligine yol agmaktadir (106).
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Benzer sekilde, Plk4”" knock-out farelerle yapilan galismalar ile Plk4’iin sentriol
duplikasyonunda kritik 6neme sahip oldugu, Plk4’iin eksikliginde sentrioller duplike
olamazken Plk4’iin asir1 ekspresyonunda sentriollerin kontrolsiiz sekilde duplike oldugu
gosterilmistir (107). Ayrica, PIk4” farelere ait hiicrelerin, hiicre dongiisiinde yogun bir
sekilde tutuklanarak apoptoza yonlendirildigi, Plk4” fare embriyolarinin normal

farelere gore daha kiigiik oldugu gosterilmistir (82, 108)

Bu calisma kapsaminda degerlendirilen bireylere ait mutant PLK4 lenfositlerinde
yapilan karyotip analizi sonucunda %13.6 oraninda aneuploidi goriilmesi ile birlikte
yapilan SCE analizinde de anlamli seviyede artis gozlenmesi genomik kararliligin
bozuldugunu gostermektedir ve bu durum c¢alisma kapsaminda gosterdigimiz
mutasyonun Seckel sendromu ile iliskisini desteklemektedir. Diger taraftan, bu bulgular
PLK4 ve daha once Seckel senromu ile iliskilendirilmis CENPJ, CEP152 ve CEP63
proteinlerinin  kesisen molekiiler mekanizmalarda rol oynayabilecegine kanit

olusturmaktadir (29, 52, 53, 104).

DNA hasarlarinin tamirinde, ATR tek zincir kiriklarinin onarimina katilirken
ATM ise ¢ift zincir kiriklarinin onariminda anahtar rol oynamaktadir (109). Cift zincir
DNA kiriklarinin tamirinde Chk2 ve Cdc25’in ATM ile ayni yolakta rol oynayarak
hiicre dongiisiinin G2-M gegisini kontrol ettigi bilinirken, PLK4’tin de Chk2 ve
CDC25C"yi fosforilleyerek bu yolakta gorev aldigt gosterilmistir (110-113).

Kardes kromatid degisimindeki artis (SCE), ¢ift zincir DNA kiriklariin
tamirindeki aksakligin bir gostergesidir. PLK4 mutant hiicrelerde gordiigiimiiz SCE
artist PLK4’tin DNA tamir mekanizmasi siirecinde de kritik dneme sahip oldugunu
diisiindiirmektedir. Diger taraftan CEP152- Seckel hiicrelerinde de anlamli sekilde artan
SCE profilinin goriilmesi (29), bu iki proteinin genomik kararlilikta benzer veya kesisen

yolaklarda rol aldiklarini diistindiirmektedir.

Seckel sendromu ile iliskilendirilen genlerin deneysel hayvan modellerinin
olusturulmasindan elde edilen verilere gore, Atr’- knock out farelerin ve PIk4” knock
out farelerin embriyonik gelisimin erken safhalarinda 6lmesi, bu proteinlerin gelisim
sirasinda kritik 6neme sahip olduklarini gdstermistir (82, 114). Bu genlerin insanda
embriyonik donemde yoklugunun yol acabilecegi fenotipin dogum Oncesi evreyi

siddetli sekilde etkileyerek fetiisiin prenatal donemde kaybina yol agabilecegi
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diisiiniilmektedir. Bu nedenle ilave hasta bireylere ulasmak kolay olmamaktadir. Bunun
yaninda, Seckel sendromu tanisi almig ve bilinen lokuslara baglant1 gostermeyen ilave
ailelerde yapilan mutasyon taramasinda, PLK4 iizerinde herhangi bir degisim
gozlenmemistir. Bu durum, Seckel sendromunun hem nadir kalitilan bir hastalik olmasi1
hem de genetik olarak yiiksek heterojenite gostermesinden kaynaklanmaktadir. Ayrica
bu veriler bize Seckel sendromunun etiyolojisinde bagka genlerin de rol

oynayabilecegini de diisiindiirmektedir.

Sonug olarak bu g¢alisma ile literatiirde ilk defa, sentriol duplikasyonu ve DNA
tamir mekanizmalarinda rol oynayan PLK4 geninde meydana gelen mutasyonun Seckel

sendromuna yol actig1 gosterilmistir.
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8. SONUC ve ONERILER

1.

Otozomal resesif kalitim gosteren Seckel sendromunun genetik etiyolojisinin
belirlenmesini amaglayan bu ¢aligma kapsaminda SS_CNS_25 ailesinde genetik
haritalama yapildi ve bu ailede hastaligin 40921.1-28.3 kromozom bdlgesinde
rs12641759-rs17584535SNP’leri arasindaki 6.59Mb’lik bolge ile kalitildigt

belirlendi.

Hasta bireylerde PLK4 geninde yapilan mutasyon taramasi sonucunda intron

1’deki kirpilma alic1 bolgesinde ¢.31-3A>G degisimi goriildi.
355 kisiden olusan saglikli kontrol grubunda bu degisime rastlanmada.

PLK4 iizerinde belirlenen €.31-3A>G degisiminin intron 1’den 63 niikleotidin
ekzon 2’ye dahil olarak protein sentezinin erken sonlanmasina

(p-Asp11Profs14Stop) neden oldugu gosterildi.

Yapilan SCE analizinde PLK4’de meydana gelen mutasyon sonucunda hasta

bireylerde genomik kararsizligin arttig1 goterildi.

PLK4 proteininin genomik kararlilik ve DNA tamir mekanizmalarindaki
rollerinin aragtirilmasinin  ve PLK4 kirpilma varyantlarinin  her  birinin
fonksiyonlarinin ayr1 ayri arastirilmasina yonelik yeni ¢aligmalarin yapilmasinin

gerekli oldugu kanisina varilmigtir.
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Lisans : Marmara Universitesi, Biyoloji 2008

Lise : Gaziosmanpasa Anadolu Lisesi 2004

AKADEMIK/MESLEKI DENEYIMi

Gorevi Kurum Siire(Yil-Yil)
1. Aragtirma gorevlisi (OYP) KTU SABE Tibbi Biyoloji AD ~ 2011-halen

YABANCI DiL
Almanca ( DSD KMK 1)

Ingilizce (2010 UDS Fen Bilimleri: 88,75)

81






