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1. GIRIS VE AMAC

Hastaliklarin 6nemli bir kismin1 genetik bozukluklar sonucu ortaya ¢ikan kalitsal
hastaliklar olusturmaktadir. Bu hastaliklardan sorumlu genlerin tanimlanmasi, gerek
hastaliklarin tedavisinde gerekse hastalara genetik danigmanlik verilmesi siirecinde
belirleyici olmaktadir. insan Genom Projesi sonucunda insan genomunda yaklasik 20-
25.000 gen oldugu gosterilmistir (1). Giiniimiize kadar 3000°in iizerinde gen ve 1771 adet
gen lokusu hastaliklarla iligkilendirilmistir. Buna karsin tanimlanan 1947 hastalik ile

iligkili gen ve lokus bilinmemektedir (2).

Limb pterygium sendromlar1 (LPSs) boyun, dirsek ve/veya dizde eklem
hareketliligini kisitlayan ag yapilar1 ve diger ektodermal yapilarda kompleks konjenital
anomaliler ile karakterize, klinik ve genetik olarak heterojenite gosteren bir grup hastaliktir
(3). Popliteal pterygium sendromu (PPS), en iyi karakterize edilen LPS’lerden biri olup
otozomal dominant kalitim gostermektedir. PPS’nin en belirgin 6zellikleri; siklikla goriilen
dudak-damak yariklari, popliteal pterygium, el-ayak ve genital bolge anomalileridir (3, 4).
PPS’nin otozomal resesif kalitim gosteren formu daha agir fenotipik 6zelliklere sahip olup,
genelde yasamla bagdasmadigi i¢in 6limciil tip popliteal pterygium sendromu (LPPS)
olarak tanimlanmistir (5). Bartsocas-Papas sendromu (BPS) olarak da bilinen LPPS,
popliteal bolgede eklem hareketliliginde siddetli kisitlanmalara neden olan ileri seviyede
ag yapisi, el ve ayak kemiklerinde sinostoz, parmaklarin hipoplazisi ve sindaktilisi, alt ve
ist ¢ene arasinda filliform bantlagma, ankiloblefaron, hipoplastik burun gibi anomaliler ile
karakterizedir (5, 6). BPS siklikla fetal ya da neonatal donemde 6liimle sonug¢lanmasina
ragmen, literatiirde BPS’den etkilenmis ve yasayan vakalarin da bulundugu bildirilmistir
(7, 8,9).

Aslan tip multiple pterygium sendromu (ATMPS) [OMIM: 605203]; dismofrik yiiz
gorliniimii, 6zellikle popliteal bolgede perdeli deri kivrimlari, baz1 eklemlerde fleksiyon
kontraktiirleri ve multiple konjenital anomalilerle karakterize, otozomal resesif gegisli bir

hastalik olup simdiye kadar sadece bir Tiirk hastada tanimlanmistir. ATMPS genel olarak



BPS ile benzerlik gostermekle birlikte, ¢ene kemiklerinde fiizyon, medial kantal ag ve
rektal polip gibi anomalilerin varlig1 ile BPS’den ayrilmaktadir (10). Gelinen asamada
LPPS (BPS) ve ATMPS’den sorumlu genler bilinmemektedir.

Genleri bilinmeyen ve otozomal resesif kalitim gosteren hastaliklar, Tiirkiye gibi
akraba evliliklerinin yiiksek oldugu toplumlarda ©nemli bir sorun olarak ortaya
¢ikmaktadir. Bizim lizerinde ¢alistigimiz ATMPS ailesi (TR_ATMPS), akraba evliliginden
dogan ve ATMPS’den etkilenmis alt1 bireyin bulundugu bir ailedir. Bu etkilenmis
bireylerden ikisi halen yasamaktadir. Ailede yasayan hastalarin ve genetik ¢alismalarda
informatif olabilecek saglikli bireylerin bulunmasi hastaliktan sorumlu genin
tanimlanmasina biiylik katki saglayacak niteliktedir.

Bu c¢alismanin amact ATMPS’nin tamimlandigi ailede genetik haritalama
yontemlerini kullanarak ATMPS’den sorumlu olan geni tanimlamaktir. Caligmanin
amacina ulagmast durumunda, ATMPS’den sorumlu gen tanimlanmis olacak ve bu durum
ayni hastaliktan etkilenmis olup ¢alismamiz disinda kalan aileler i¢in de genetik danigma

ve dogum Oncesi tan1 imkan1 saglayacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Genetik Hastaliklar

Hastaliklarin 6nemli bir kisminin etiyolojisini genetik bozukluklar veya genetik
bozukluklarla bir araya gelen c¢evresel olumsuzluklar olusturmaktadir. Genetik
bozukluklarin rol oynadigi hastaliklar, genetik materyalin etkilenme sekline bagl olarak ii¢

grup altinda degerlendirilmektedir (11).

Kromozomal hastaliklar, genellikle spontan olarak ortaya ¢ikmakta ve nadiren
kalitsallik gdstermektedir. Spontan olarak gelisen kromozomal bozukluk hastaliklarinda
diizenli bir kaliim gorilmemektedir. Kromozomlarin etkilenme sekline bagli olarak
kromozomal bozukluklar, sayisal ve yapisal kromozom bozukluklari olmak tizere iki alt
grupta degerlendirilmektedir. Bu bozukluklarin genom f{izerinde etkiledikleri bolgeye bagl

olarak fenotipe yansimalar1 degiskenlik gostermektedir (11).

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

olma riski genel populasyona gore artis gostermektedir (12).

Tek gen hastaliklari ise siklikla mendeliyen kalitim kalibr gosteren hastaliklar olup,
bu tip hastaliklarin ortaya ¢ikmasi icin tek bir genin bozulmasi yeterlidir. Bir¢ok hastalikta
birden fazla gen, birbirinden bagimsiz olarak tek bir fenotipe neden olabilmektedir. Bu
durum genetik heterojenite olarak adlandirilmaktadir. Bununla birlikte bir genin farklh
mutasyonlart da farkli fenotiplere neden olabilmekte ve bu durum fenotipik heterojenite

olarak adlandirilmaktadir (13, 14).

Giliniimiize kadar 3000’in iizerinde gen ve 1771 adet gen lokusu hastaliklarla
iligkilendirilmistir. Buna karsin 1947 hastalik i¢in sorumlu gen veya lokus

tanimlanamamustir (2).



2.2. Tek Gen Kalitim Sekilleri

Hiicrelerde bir ¢ift olarak bulunan genler bir sonraki kusaga, anne ve babadan birer
allel olacak sekilde aktarilir. Bir bireyin, birbirinin aynist bir ¢ift allele sahip olmasi
durumu homozigotluk, bir normal bir mutant allele sahip olmasi durumu heterozigotiuk, iki
farkli mutant allel tasimasi durumu da kompound heterozigotluk olarak adlandirilir. Bu

terimler hem bireyler i¢in hem de genotip icin kullanilmaktadir (13, 14).

Tek gen hastaliklarinin kalitim kalib1 iki 6nemli faktore baghdir; a) gen lokusunun
otozomal veya cinsiyet kromozomlarinda lokalize olmas1 ve b) 6zelligin dominant veya
resesif olmasi. Buna bagli olarak tek gen hastaliklariin kalitimi; otozomal dominant,
otozomal resesif, X’e bagli dominant ve X’e bagl resesif olmak tizere dort farkli gruba

ayrilmaktadir (13, 14).

2.2.1. Otozomal Dominant Kalitim

Hastaligin ortaya ¢ikmasi i¢in mutasyonun heterozigot olarak taginmasi yeterlidir.
Hastalik cinsiyet ayrimi yapmaz ve hasta bir bireyin ¢ocugunun hasta olma olasilig
%350°dir. Hastalik kusak atlamadan kalitilir. Ancak mutant allelin taginmasina ragmen
hastaligin fenotipe yansitilmadigr halde hastaligin bir sonraki kusakta ortaya c¢iktig

durumlar da vardir. Bu durum penetrans eksikligi olarak adlandirilir (13, 14).

2.2.2. Otozomal Resesif Kalitim

Bu tip kalitim kalib1 gosteren genetik 6zellikler hem anneden hem de babadan gelen
mutant genin ¢ocukta bir araya gelmesi sonucunda ortaya ¢ikar. Yani 6zelligin fenotipe
yansimasi i¢in her iki allelin de mutant olmasi1 gerekmektedir. Akraba evliliklerinin sik
oldugu toplumlarda bu tip ozelliklerin ortaya ¢ikma ihtimali daha yiiksektir. Hastalik
cinsiyet ayrimi yapmaz. Tasiyict bir anne ve tasiyici bir babanin ¢ocuklarinin hasta olma
olasilig1 %25°dir. Aile agacinda, akrabalik hikayesi ve tek bir kusakta birden fazla hasta

bireyin goriilmesi otozomal resesif kalitim1 desteklemektedir (13, 14).



2.2.3. X’e Bagh Resesif Kalitim

Disilerde iki adet X kromozomu oldugu icin genetik Ozelligin tek bir X
kromozomunda taginmasi fenotipe yansimasi i¢in yeterli degildir ancak bu bireyler tastyici
olurlar. Fakat ¢cok nadir de olsa disilerde aktif olan X kromozomundaki bir gende mutasyon
olmas1 durumunda ortaya ¢ikan genetik 6zellikler de bulunmaktadir. Erkekler ise bir X ve
bir de Y kromozomu tasimaktadirlar. Erkeklerde X kromozomunda mutant bir genin
bulunmasi halinde, s6z konusu genin fonksiyonunu dengeleyecek ikinci bir X kromozomu
bulunmadig1 i¢in ozellik fenotipe yansir. Boylelikle bu kalitim kalibinda genellikle
erkeklerde hastalik fenotipe yansirken, disiler ise normal fakat tasiyicidir (13, 14).

2.2.4. X’e Bagh Dominant Kalitim

Bu sekilde kalitilan ozelliklerde X kromozomundaki allellerden sadece birinin
mutant olmasi 6zelligin ortaya ¢ikmasi i¢in yeterlidir. X’e bagl resesif kalitimdan farkli
olarak heterozigot disilerde Ozellik fenotipe yansir. Yani 6zellik erkeklerde hemizigot
durumda ortaya c¢ikarken, disilerde heterozigot durumda ortaya c¢ikar. X inaktivasyonu
disilerde genetik ozelligin siddetinin daha hafif olmasma neden olur. Ozelligin ailesel
gecisi tamamen otozomal dominant kalitima benzer, tek fark hasta erkeklerin erkek
cocuklarinda hastaligin goriilmeyisidir. Hasta annenin ¢ocuklarinda hastaligin goriilme

riski %50 olmakla birlikte hastalik disi ve erkek ¢ocuklarda esit dagilim gosterir (13, 14).

2.3. Tek Gen Hastaliklarina Neden Olan Mutasyonlar

DNA molekiiliindeki kalic1 degisiklikler mutasyon, bu degisiklikler sonucu olusan
uriinler mutant olarak adlandirilmaktadir. Tek gen hastaliklarina neden olan mutasyonlar
oldukga genis bir ¢esitlilige sahiptir. Tek bir niikleotidin degismesi sonucu olusan
mutasyonlar “niikleotid degisimleri”, bir veya daha fazla niikleotidin kaybolmasi
“delesyon”, artmasi ise “insersiyon’ olarak adlandirilmaktadir. Splicing mekanizmasini
bozan mutasyon “splicing bolge mutasyonlar:” ve tekrar dizilerindeki artis1 ifade eden

“dinamik mutasyonlar” da tek gen mutasyonlarina drnek olarak verilebilir (15).



2.3.1. Niikleotid Degisimleri

DNA dizisi iizerindeki tek bir bazin, baska bir baz ile yer degistirmesine niikleotid
degisimi denir. Niikleotid degisimi transisyon ve transversiyon olmak tizere iki sekilde
gergeklesir. Transisyon, baz degisikliginin piirinden piirine (A<>G) veya pirimidinden
pirimidine (T<>C) olmasi durumudur. Transversiyon ise baz degisikliginin piirinden
pirimidine (A>T / A—>C / G—>T/ G—C) veya pirimidinden piirine (T>A / T—>G/C—>A/
C—G) olmasi durumudur. Niikleotid degisimleri kodlanan protein {izerindeki etkilerine

gore 4 farkl alt gruba ayrilmaktadir (15);

1. Sessiz (silent) mutasyon: Gen iizerindeki baz dizisinde goriilen niikleotid degisiminin
kodlanan protein iizerinde herhangi bir amino asit degisimine neden olmadigi nokta
mutasyonu ¢esididir. Bu tip mutasyonlar ayn1 amino aside karsilik gelen farkli kodonlarin

olusmasina neden olur (15).

2. Yanhs anlamh (missense) mutasyon: Bu tip mutasyonlarda DNA dizisindeki tek bir
baz degisikligi bir kodonun farkli bir amino aside karsilik gelen baska bir kodonla yer
degistirmesine neden olur. Boylelikle gen iirlinlindeki bir amino asit farkli bir amino aside

dontisiir (15).

3. Anlamsiz (nonsense) mutasyon: Genetik kodda UAG, UGA, UAA olmak iizere 3 adet
stop kodonu bulunmaktadir. Bu tip mutasyonlarda tek baz degisikligi bir amino aside
karsilik gelen kodonu, sonlanma kodonlarindan birine doniistiiriir. Bu durum peptid zinciri
sentezinin erken asamada sonlanmasina ve olmasi gerekenden daha kisa ve/veya

fonksiyonel olmayan bir peptid zinciri sentezlenmesine neden olur (15).

4. RNA Islenmesi (Splicing) Mutasyonu: Transkripsiyon sonrasinda DNA’dan
sentezlenen islenmemis RNA’ya heterojen niiklear RNA (hnRNA) denir. hnRNA’da
protein kodlayan ekzon ve protein kodlamayan intron bdlgeleri bulunmaktadir. Splicing
mekanizmasi, hnRNA’lardaki intronlarin kesilip ¢ikartilarak olgun mRNA sentezi islemini
tanimlamaktadir. Intronlarin kesilerek cikartilmasi ve ekzonlarin birlestirilmesi, ekzon-
intron (AG/verici bolge) ve intron-ekzon (GT/alict bolge) birlesme bolgelerindeki 6zel

niikleotid dizileri sayesinde gergeklesir (15).



Splicing bolge mutasyonlari ile var olan splicing bolgesi bozulabilir veya yeni bir
splicing bolgesi olusabilir. Bu mutasyon tipi sonucunda bir ekzon, intron kabul edilerek
mRNA dizisinden tamamen ya da kismen kesilip ¢ikarilabilecegi gibi introndaki bir kisim
dizi de ekzon olarak kabul edilerek olgun mRNA’nin yapisina katilabilir. Bu tip

mutasyonlar siklikla ¢cerceve kaymasi (frameshift) mutasyonlarina neden olurlar (15).

2.3.2. Delesyonlar ve Insersiyonlar

DNA dizisindeki niikleotidlerin eksilmesine delesyon, artmasina ise insersiyon
denilmektedir. Kodlayan bolgede ii¢ ve liglin katlar1 seklinde olmayan delesyonlar ve
insersiyonlar frameshift mutasyonu olarak adlandirilir ve mutasyon noktasindan itibaren
genetik kodu olusturan kodonlar1 kaydirarak okuma c¢ergevesini degistirirler. Frameshift
mutasyonlar1 peptid zincirinin amino asit dizisini biiyiik Ol¢iide degistirmekle birlikte
siklikla peptid zincirinin erken asamada sonlanmasina neden olur. Ug ve iigiin katlart
seklinde olan delesyon ve insersiyonlar ise yalnizca mutasyonun oldugu bdlgeden amino
asit kaybina veya ilavesine neden olarak peptid zincirinin bir kismini etkiler. Delesyon ve
insersiyonlar, bir niikleotid boyutunda olabildikleri gibi, genin bir kisminin veya

tamaminin kaybi1 veya duplikasyonu seklinde de gortilebilir (15).

2.3.3. Triniikleotid Tekrar Artislan

Trinlikleotid tekrar artiglart kusaktan kusaga aktarilirken triniikleotid tekrar
dizilerindeki tekrar sayilarinin artmasi durumudur. Triniikleotid tekrar dizilerindeki artislar
ilk olarak mental geriligin en sik sebeplerinden biri olan frajil X sendromunda rapor
edilmistir. Zaman igerisinde Miyotonik distrofi, X-linked spinal ve bulbar muskular
distrofi  (Kennedy hastaligi), Huntington hastaligi gibi c¢esitli kalitsal hastaliklarin

olusmasinda da tekrar artiglarinin etkin rol oynadig1 goriilmiistiir (15).



2.4. Limb Pterygium Sendromlari

Pterygium terimi, Grek kokenli bir terim olan “pterygion” (kanat) kelimesinden
tiiretilmis ve ilk olarak 1800°lii yillarda iki eklem arasinda olusan “kanat benzeri” ag
yapisini tanimlamak i¢in kullanilmistir. Limb pterygium sendromlar: (LPSs), alt ve/veya
iist ekstremitelerde goriilen eklem hareketliligindeki kisitliliklarla birlikte bas, boyun, yiiz
ve genital bolgelerde kompleks konjenital anomalilerle karakterize, hem genetik hem de
klinik olarak heterojenite gosteren nadir bir grup hastaliktir. Hastalik, fenotipik bulgularina
ve yasamla bagdasip bagdagsmamasina bagl olarak yaklasik 15 farkli alt gruba ayrilmistir.
Bu hastaliklardan bir kisminin etiyolojisinden sorumlu gen tanimlanmisken, bir kismindan

sorumlu gen halen bilinmemektedir (Tablo 1) (3).

Tablo 1. Limb pterygium sendromu alt gruplar (3).

Sendromun Adi Kahtim OMIM Sorumlu Gen

1 Popliteal pterygium sendromu OD 119500 IRF6

2 Antekubital pterygium sendromu OD 161200 LMXIB

3  Multiple pterygium sendromu, OR 265000 CHRNG
Escobar varyant

4  Oliimciil tip popliteal pterygium OR 263650 Bilinmiyor
sendromu

5  Oliimciil tip multiple pterygium OR, X’e 253290  CHRNG, CHRNAI,
sendromu bagh CHRND

6  Multiple pterygium sendromu, X’e X’e bagh, 312150 Bilinmiyor
baglh OR

7  Multiple pterygium sendromu, OD,OR 178110 Bilinmiyor
otozomal dominant

8  Multiple pterygium sendromu, Aslan OR 605203 Bilinmiyor
tip

9  Rosselli-Gulienetti sendromu OR 225000 PVRLI

10 Kuskokwim sendromu OR 208200 Bilinmiyor

11 Mietens-Weber sendromu OR 249600 Bilinmiyor

12 Weyers ulnar/oligodaktili sendromu OD 602418 Bilinmiyor

13 Roberts sendromu OR 268300 ESCO2

14 Neu-Laxova sendromu OR 256520 Bilinmiyor

15 Kromozomal defektler — — .

OR; Otozomal resesif, OD; Otozomal dominant



2.4.1. Popliteal Pterygium Sendromu

Popliteal pterygium sendromu (PPS), en sik gorilen limb pterygium
sendromlarindan biri olup otozomal dominant olarak kalitilmaktadir. PPS’yi diger limb
pterygium sendromlarindan ayiran en belirgin Ozelliklerden birisi popliteal bdlgede
gbzlenen pterygium yapisidir. Bunun disinda PPS’nin karakteristik 6zellikleri arasinda
cesitli konjenital yliz, iskelet ve ektodermal orijinli doku anomalileri yer almaktadir (Tablo
2) (3, 4). PPS’nin genetik etiyolojisini arastirmaya yonelik olan bir ¢alismada, van der
Woude sendromu (VWS) [OMIM: 119300] ile iliskilendirilmis olan IRF6 geni iizerindeki

mutasyonlarin PPS’den de sorumlu olabilecegi gosterilmistir (16).

Tablo 2. Popliteal pterygium sendromunun fenotipik 6zellikleri (3, 4).

Ozellik Aciklama
Kahtim - Otozomal dominant
Bas ve Boyun Gozler Konjenital ankiloblefaron
Agiz Yarik dudak
Yarik damak
Singnati
Genital Dis genital ~ Parcali skrotum
Erkek, Hipoplastik skrotum
Dis genital ~ Hipoplastik labia majora
Disi,
I¢ genital Kriptorsidizm
Erkek,
I¢ genital Hipoplastik vajina
Disi, Hipoplastik uterus
Iskelet Omurga Spina bifida occulta
Ayak Talipes equinovarus

Deri, sag¢, tirnak,

Molekiiler temel ve

gen lokusu

Popliteal pterygium

El ve ayak parmaklarinda sindaktili

Ayak tirnaklarinda piramit seklinde deri katlanmalari
Genital bolgedeki killanma anomalileri

1q32-g41, IRF6 (607199) geninde mutasyon
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2.4.2. Oliimciil Tip Popliteal Pterygium Sendromu

Oliimciil tip popliteal pterygium sendromu (LPPS), popliteal pterygium
sendromunun daha siddetli formu olup otozomal resesif kaliim gostermektedir (5).
Hastalik ilk olarak 1972 yilinda tanimlanmig olup Bartsocas-Papas sendromu (BPS) olarak
da adlandirilmaktadir (6).

BPS’nin en belirgin 6zelligi popliteal bolgede goriilen ileri derecedeki ag yapisidir.
Bu ozelligi ile BPS, otozomal dominant kalitim gdsteren PPS’den ayrilmaktadir. Buna ek
olarak BPS hastalarinda el ve ayak kemiklerinde sinostoz, el ve ayak parmaklarinda
sindaktili, fasiyal yarik, alt ve iist ¢cene arasinda filiform bantlasma, hipoplazik burun, total

alopecia gibi ektodermal orijinli konjenital anomaliler goriilmektedir (Tablo 3) (6).

Tablo 3. Oliimciil tip popliteal pterygium sendromunun fenotipik dzellikleri (6).

Ozellik Aciklama

Kalitim Otozomal resesif

Deri ve iskelet Belirgin popliteal pterygium

El ve ayaklar El ve ayak kemiklerinde sinostoz

El ve ayak parmaklarinda sindaktili
Basparmak aplazisi

Falangeal hipoplazi

Sindaktili
Yiiz Fasiyal yarik

Ankiloblefaron

Hipoplastik burun

Yarik dudak

Alt ve list ¢ene arasinda filiform bantlagsma
Sag/tity Kas ve kirpiklerin olmamast
Tirnak Tirnaklarin olmamasi
Diger Siklikla neonatal ya da bebeklik doneminde 6liim
Molekiiler temel Bilinmiyor

Literatiirde bugiine kadar yaklasik 30 BPS vakas1 tanimlanmis olup, bu vakalarin
biiyiik cogunlugu Akdeniz iilkelerinden (Yunanistan, italya, Ispanya, Tiirkiye vs.) rapor
edilmistir (6, 7, 8, 17). Ayrica Akdeniz kusag: iilkelerinin disinda kalan Hollanda, Giiney
Afrika, Hindistan, Pakistan ve Suudi Arabistan gibi lilkelerden de BPS vakalar1 rapor
edilmistir (9, 18, 19).
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BPS hastalarinin genellikle intrauterin veya neonatal donemde kaybedilmelerine
karsin, cocukluk donemine kadar yasamis olan vakalar da bildirilmistir (7, 8, 9).

p63”" farelerde BPS fenotipine benzer olarak kranofasiyal ve epitel gelisimi
anomalileri gbzlenmis ve bu nedenle p63 geninin BPS icin aday gen olabilecegi
Onerilmistir (18). Ancak bu durumu dogrulayan bir ¢alisma yoktur. Gelinen asamada

BPS’nin genetik etiyolojisi bilinmemektedir.

2.4.3. Aslan Tip Multiple Pterygium Sendromu

Multiple pterygium sendromunun yeni bir varyanti olarak tanimlanan Aslan tip
multiple pterygium sendromu (ATMPS), Aslan ve ark. tarafindan bir Tirk hastada
tanimlanmistir (10). ATMPS otozomal resesif gecisli olup; ektropiyon, yetersiz kas ve
kirpik gelisimi ile birlikte tiim viicutta goriilen tiiy kayiplari, 6zellikle popliteal bolgede
siddetli pterygium, oral/nazofarangeal bosluklarin hipoplazisi, ¢ene kemiklerinde fiizyon,
burun hipoplazisi, avug i¢i ve parmak c¢izgilerinin yoklugu, tiim parmaklarda sindaktili, el
ve ayak kemiklerinde sinostoz, ayaklar arasinda filiform band, skapula hipoplazisi,
anormal parmak gelisimi, blefarofimozis, mikrognati, kisa boy ve boyun, rektal polip,
medial kantal ag ve hipoplazili labia majora gibi anomaliler ile karakterizedir (10).

ATMPS’ nin fenotipik bulgulari, BPS’nin fenotipik bulgulari ile belirgin bir sekilde
benzerlik gostermektedir. Ancak ATMPS’nin oral/nazofarangeal bosluklarin hipoplazisi,
cene kemiklerinde fiizyon, ayaklar arasinda filiform band, rektal polip ve medial kantal ag
gibi anomalilerin varligina bagli olarak BPS’den farkli bir sendrom olabilecegi onerilmistir

(10). Gelinen asamada ATMPS’den sorumlu gen bilinmemektedir.

2.5. Reseptor Etkilesimli Serin-Treonin Protein Kinazlar

Protein kinazlar sahip olduklar1 fosforilleme yetenegi ile dkoryatik hiicrelerde dig
uyaranlara verilen cevabin diizenlenmesinde gorev alan genis bir protein ailesidir (20).
Giliniimiize kadar 500’iin iizerinde protein kinaz tanimlanmistir. Korunmus kinaz
domainlerini olusturan amino asit dizilerinin benzerliginden hareketle farkli protein kinaz

aileleri tanimlanmustir (21).
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Bu protein kinaz ailelerinden birini serin-treonin kinaz aktivitesine sahip olan
reseptor etkilesimli protein kinaz (RIP kinaz) ailesi olusturmaktadir. RIP kinaz ailesinin;
RIP1, RIP2, RIP3, RIP4 (RIPK4), RIP5 (SgK288), RIP6 (LRRK1), RIP7 (LRRK?2) olmak
lizere giiniimiize kadar tanimlanmis yedi tiyesi bulunmaktadir. RIP kinazlarin ortak 6zelligi
hepsinin serin-treonin kinaz aktivitesine sahip bir kinaz domaini bulundurmalaridir. Kinaz
domainleri disinda her bir RIP kinazin kendine 6zgii aktif bolgeleri bulunmaktadir (Sekil
1) (22).

[ Jkimz <@ Rod/COR Ara Domain

' 671

& DD x LRR | ‘i c ammmm  RIPI
mm CARD <
T
< REM = we T RIP3
784
it
TR, 11T DS Ip——

—HE e =

Sekil 1. Bilinen RIP kinaz proteinlerinde goriilen aktif bolgeler. Kinaz; Kinaz domaini,
DD; Oliim domaini, CARD; Kaspaz katilim domaini, RHIM; Reseptdr homotipik etkilesim
motifi, LRR; Losin tekrarlari, ANKYRIN; Ankyrin tekrarlari, WD40; Triptofan-aspartik
asit tekrarlari (22).

RIP kinazlar insan ve farede eksprese oldugu dokulara gore hiicre 6liimii, DNA
tamir mekanizmasi, inflamasyon ve farklilasma gibi bir¢ok metabolik olayda rol

almaktadirlar (Tablo 4) (22).
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Tablo 4. RIP kinaz ailesi {liyelerinin ekspresyon profili ve fonksiyonlari (22).

RIP Kromozom Eksprese oldugu dokular Fonksiyonu
kinaz Insan  Fare
iiyesi

RIPK1  6p25.2 13B3 Karaciger, bobrek, beyin, akciger, TNF aracili NF-xB
kalp, lenf nodlar1, timiis, dalak, testis yolagi aktivasyonu
RIPK2 8qg21.3 4A2 Beyin, bobrek, akciger, kalp, lenf Kaspas-8 aracili

nodlari, testis, dalak, prostat, apoptosis
pankreas, testisi, periferik kan NF-kB yolagi
aktivasyonu

RIPK3 14q11 14B1 Pankreasta yiiksek seviyede, kalp, Apaptozun
bobrek, akciger, testis, dalak, iskelet  ilerletilmesi
kasi

RIPK4 21g22.3 16F2 Deri, Timiis, tiroid, prostat, Keratinosit
kalp,brons epitel hiicreleri, karaciger, farklilagmasi
bobrek , akciger, testis NF-«B yolag:

aktivasyonu

RIPKS 1q32.1 1E4  Akciger, tiroid, uterus, Hiicre 6limi

RIPK4, ilk olarak insan keratinosit hiicre hatlarindan (HaCaT) elde edilen cDNA
kiitiiphanesi ile fare orijinli protein kinaz C (PKC) izoformu olan PKC&nin katalitik
bolgesi arasindaki etkilesimin gosterildigi maya ikili hibrid (Y2H) taramasinda klonlanmig
ve PKC-delta etkilesimli protein kinaz (DIK) olarak adlandirilmistir (23). Bagka bir
calismada RIPK4’iin faredeki ortologunun, PKC’nin diger bir izoformu olan PKCp’nin
katalitik domaini ile etkilestigi gosterilmis ve PKC iliskili kinaz (PKK) olarak
adlandirilmistir (24). DIK ve PKK’nin kinaz domainleri arasindaki ve bu kinaz
domainlerinin daha 6nce tanimlanmis olan RIP kinaz ailesi tiyelerinin kinaz domainleri ile
arasindaki benzerlikten yola c¢ikilarak DIK ve PKK insanlarda ve farelerde reseptor
etkilegsimli serin-treonin kinaz 4 (RIPK4/Ripk4) olarak yeniden isimlendirilmistir (25, 26,
29).

RIPK4, 784 amino asitten olusan, 87 kDa molekiiler agirlikli, amino ucunda serin-
treonin kinaz domaini ve karboksil ucunda 11 ankyrin tekrar1 bulunan bir proteindir. Kinaz
domaini ve ankyrin tekrarlar1 arasinda ise kaspazlar tarafindan iki yerden kesilebilen bir
ara bolge bulunmaktadir (Sekil 1) (23, 24).

Ripk4, farelerde bir¢ok dokuda eksprese olmakla birlikte, en fazla ekspresyonunun

bazal ve suprabazal epidermiste oldugu gosterilmistir. Ripk4 epidermis hiicrelerinin
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sitoplazmasinda lokalize bir proteindir. Epidermisin farkli katmanlarindaki Ripk4
ekspresyon diizeyi epidermal farklilagma siirecine bagli olarak azalmaktadir (24, 27).
Ripk4 knock-out (Ripk4”") farelerin fetiis asamasinda agiz, yiiz, burun, kuyruk gibi
bolgelerinde anormal epidermal farklilagsma sebebiyle ¢oklu anomaliler rapor edilmistir.
Ayrica agiz bolgesindeki birlesmeden dolay1 farelerin ¢cogunun solunum yolu tikaniklig
sebebiyle 6ldiigii belirtilmistir (26, 28). Tiim bu veriler dikkate alindiginda RIPK4’iin

epidermal homeostasisin saglanmasinda énemli rolii oldugu diistiniilmektedir.

2.6. RIPK4, NF-kB Yolag1 ve Keratinosit Farklilagsmasi

RIPK4’iin hangi molekiil tarafindan aktive edildigi ve hangi molekiillerin
aktiflestirilmesinde rol aldig1 hakkinda sinirli bilgiye sahip olmamiza ragmen, RIPK4’iin
PKC bagimli niiklear faktor kappa b (NF-kB) yolaginda araci bir molekiil olarak epidermal
farklilagsmada rol aldig1 bilinmektedir (26, 27, 28). RIPK4’iin amino ucunda bulunan kinaz
domaini NF-kB sinyal yolaginin aktivasyonunda belirleyici role sahiptir (25, 29, 30).

Niiklear faktor-kB; birbiri ile benzer 5 farkli proteinin (NF-kB1 (p105/p50), NF-
kB2 (p100, p52), RelA (p65), RelB ve c-Rel) homo veya heterodimerlerinden
olusmaktadir. NF-xB alt birimleri Rel homoloji domaini olarak adlandirilan korunmus
bolgeler icermektedirler (31). NF-xB ailesi iiyelerinin olusturdugu homodimer ya da
heterodimer yapi, hiicreye herhangi bir uyarmin gelmedigi durumlarda sitoplazmada
inhibitdr kappa B (IkB) molekiillerinden birine (IkBa, IkBp, IkBe) bagl olarak inaktif
halde bulunur (32). TNFoa, IL-la, UV, y radyasyonu ve patojen enfeksiyonu gibi
uyarilarda, NF-xB alt birimlerine bagli bulunan IkB’ler, iki adet katalitik alt birim (IKKa
ve IKKp) ve bir adet regiilator alt birimden (IKKy/NEMO) olusan IkB kinaz (IKK)
kompleksi tarafindan fosforillenir. IkB fosforillendikten sonra NF-xB alt birimleri serbest
kalir. Serbest kalan NF-kB dimerleri, sitoplazmadan cekirdege tasinir ve hedef genlerin
eksprese edilmesini saglar (33, 34, 35).

NF-«B ailesi liyeleri memelilerde immun sistem ve inflamasyonda gorev aldiklar
gibi farkli tipteki hiicrelerin ¢ogalma, sagkalim ve apoptoz mekanizmalarinda da rol
almaktadirlar (31, 32, 36, 37). NF-xB ailesi alt birimlerinin olusturdugu kombinasyonlar
farkli fizyolojik olaylarda rol almaktadir (31, 32). Klasik NF-kB yolaginda hiicreye
herhangi bir uyarmin gelmedigi durumlarda p50/p65 heterodimeri IkB molekiilleri

tarafindan baskilanmaktadir. Hiicrenin TNFa molekiilii tarafindan uyarilmasi ile IKK},
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IxB molekiillerini belirli rezidiilerinden fosforillemektedir. Fosforillenen IxB molekiilleri
proteozomlar ubikutinlenerek tarafindan isertlenerek pargalanir. Serbest kalan p50/p65
heterodimeri niikleusa tasimarak hedef genlerin ekspresyonunu kontrol etmektedir.
Alternatif NF-xB yolaginda ise NF-xB alt birimleri IkB molekiilleri tarafindan
baskilanmamaktadir. Bu yolakta p52°’nin Onciill molekiili olan pl100 heterodimer
olusturdugu bir diger NF-«kB alt birimi olan RelB’nin baskilanmasina neden olmaktadir.
Hiicrenin TNF ailesi iiyesi olan B hiicresi aktivasyon faktorii (BAFF) tarafindan uyarilmast
ile p100 molekiilii IKKa tarafindan belirli rezidiilerinden fosforillenmektedir. Fosforillenen
pl00 molekiiliiniin belirli bolgesi kesilip atilarak p52 formuna doniistiiriiliir. Boylelikle
serbest kalan p52/RelB heterodimeri niikleusa taginarak hedef genlerin transkripsiyonunu

kontrol etmektedir (Sekil 2) (37).

TNF

TNF Reseptorii BAFF Reseptorii
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NFkB
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Sekil 2. Klasik ve alternatif NF-xB yolaklar
(http://www.stat.rice.edu/~siefert/Research/NfKB.html).
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IkkB” farelerde herhangi bir epidermal anomali gozlenmemekte ve bu fareler
normal viicut biyiikliigii ve morfolojiye sahip olmaktadir (38, 39). Buna karsin Ikka™”
farelerin kuyruk, on ve arka ekstremiteleri ve ¢esitli kranofasiyal kemikleri normal farelere
gore daha kisadir. Ayrica Ikka™ farelerin derilerinde parlaklik ve anormal tily gelisimi gibi
epidermal anomaliler gozlenirken, bu farelerin i¢ organlarinda herhangi bir hasar
olusmamaktadir. Bu durum IKKo’nin el-ayak gelisimi, epidermal keratinositlerin

cogalmasi ve farklilasmasinda gorev alabilecegini gostermektedir (40, 41, 65).

2.7. Molekiiler Genetik Yontemler

2.7.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), DNA’nin in vitro kosullarda c¢ogaltilmasi
islemidir. PCR yeni bir teknik olarak, Kary Banks Mullis tarafindan 1985’te kesfedilmistir.
PCR, aym yil Saiki ve ark. tarafindan bir hastada orak hiicre anemisi tanisinin
konulmasinda uygulamaya sokulmustur (42). Yontemde ilk olarak DNA’nin ¢ogaltilmak
istenen bolgesi, karsilikli her iki zincirin 3’ ucuna komplementer olan yapay
oligoniikleotidler (primerler) ile sinirlandirilir. Sinirlandirilan bolgenin amplifikasyonu,
cift zincirli kalip DNA’nin 1s1 ile tek zincirli hale getirilmesi (denatiirasyon), 1sinin
diistiriilmesiyle yapay oligoniikleotidlerin kalip DNA’ya baglanmasi (annealing) ve DNA
sentezi i¢in gerekli ANTP ve DNA polimeraz’in varliginda primerlerin 3’OH uglarindan
uzamasi (extention) olmak {izere ii¢ basamakta gerceklestirilir. Bu ii¢ basamak bir dongii
olarak kabul edilir ve her basarili dongiide istenilen bolgedeki DNA miktar: iki katina
¢ikar. PCR ortalama 30-35 dongiide tamamlanir. Ortamdaki DNA miktar1 2" (n=dongii
sayis1) seklinde hesaplanir. PCR ile istenen DNA fragmentinden milyarlarca kopya elde
edilebilir. PCR tek basina bir mutasyon tarama metodu olmamakla birlikte, mutasyon

tarama yontemlerinin 6n hazirlik asamasini olusturmaktadir (43, 44, 45).

2.7.2. Amplifikasyon Refrakter Mutasyon Sistemi

Amplifakasyon refrakter mutasyon sistemi (ARMS), DNA dizisinde bilinen bir
nokta mutasyonunun (missense, nonsense degisimler ve kiigiik delesyon/insersiyonlar) var
olup olmadigini gostermede kullanilan bir mutasyon tarama yontemi olmakla birlikte allele

spesifik PCR (ASP) olarak da adlandirilir. Yontem ilk kez Newton ve ark. taratindan 1989
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yilinda uygulanmistir (46). ARMS, PCR amplifikasyonunda kullanilacak primerlerin 3’-
OH uglarindaki niikleotidlerin komplementer DNA ile hibridize olup olmamalar
prensibine dayanir. ARMS, PCR’a dayali bir yontem olmakla birlikte yapilan
reaksiyonlarda normal diziye ve mutant dizisiye spesifik primerler kullanilir. PCR iki
paralel reaksiyon seklinde gerceklestirilir. Birinci primerin 3’-OH ucu normal tip DNA’nin
komplementeri, ikinci primerin 3’-OH ucu mutant tip DNA’nin komplementeri olacak
sekilde tasarlanir. Bunlarin disinda yontem her iki primer i¢in ortak bir primer (common
primer) gerektirir. Dizayn edilen primerler hedef DNA ile hibridize olabildiklerinde
PCR’da primer olarak fonksiyon gosterebilmektedir. Ancak 3’-OH wucundaki yanlig
eslesmeler her zaman amplifikasyonu engellememektedir. Bu nedenle primer dizisinin 3’-
OH ucundan ikinci, Ugiincii veya dordiincii niikleotidi degistirilerek kasitli yanlis

eslesmeler olusturulur. Boylelikle primerin spesifikligi arttirilir (Sekil 3) (47) .

Nartial sequence Mutant sequence
c X e
Hattnal e AGATAG D AGATAG .5
pritner O GAACECTCTATCGCGAT...8 O GAAAICTCTATCGCGAT..¥
452 452
X TC C
kukant AGATAG L7 e T AGATAG LY
pritner G GAMCGEICTCTATCGCGAT...Y O GAAC[ACTCTATCGCGAT. .5
452 452

Sekil 3. Normal ve mutant dizilere spesifik ARMS primerleri dizayni. Normal diziye
spesifik normal primerde C/C yanlis eslesmesine ragmen reaksiyon gerceklesmis iken;
normal diziye spesifik mutant primerde bulunan C/C ve G/T yanlis eslesmeleri zincirin
sonlanmasina neden olmustur. Mutant diziye spesifik normal primerde C/C ve A/C yanlig
eslesmesi zincirin sonlanmasina neden olurken; mutant diziye spesifik mutant primerde
bulunan C/C yanlis eslesmesi reaksiyonun sonlamasina ici yeterli olmamigtir. === normal

veya mutant dizinin Taq DNA polimeraz enzimi tarafindan uzatildigin; X normal veya
mutant dizinin uzamasinin sonlandigin1 géstermektedir (47).



18

ARMS primerleri 30 veya daha fazla niikleotidden olusmali ve reaksiyon
sonrasindaki PCR {iriinlerinin uzunluklar1 150-250 bp arasinda olmalidir. Bunlarin disinda
ARMS primeri tasarlanmasindaki en kritik nokta, dizi ile primer arasindaki yanlis baz
eslesmelerin nasil yapilmasi gerektigidir. Normal diziye ya da mutant diziye spesifik
primerlerdeki tek bazlik yanlis eslesme reaksiyonun durdurulmasi i¢in yeterli olmayacaktir
(Sekil 3). Bu nedenle mutant diziye spesifik primer ve normal dizi ile yapilan reaksiyonun
durdurulmasi i¢in tasarlanan primerin son iki bazinda destabilizasyon giicli yiiksek yanlis

eslesmelerin yapilmasi gerekmektedir (Tablo 5) (47).

Tablo 5. ARMS primerlerindeki yanlis baz eslemelerin destablizasyon glicleri (47).

Destabilizasyon giicii Yanhs baz eslesmesi
Maksimum GA,CT, TT

Giglii CC

Orta AA, GG

Zayif CA, GT

Yok AT, GC

PCR firiinleri agaroz jel elektroforezi ve etidyum bromiir boyama ile kolay ve hizl
bir sekilde gorlinlir hale getirilir. Sonu¢ olarak normal ve mutant primerlerle yapilan
reaksiyonlar sonrasinda sadece normal primerlerle yapilan reaksiyonda iiriin goriilityorsa
birey homozigot normal; sadece mutant primerlerle yapilan reaksiyonda {iriin goriiliiyorsa
birey homozigot mutant; her iki reaksiyonda da iirlin goriililyorsa birey heterozigot olarak

degerlendirilir (48, 49).

2.7.3. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi glinlimiizde en sik kullanilan mutasyon tarama yontemlerinden
biridir. Mutasyonlarin belirlenmesi amaciyla uygulanan DNA dizi analizleri 1977 yilinda
Alan Maxam-Walter Gilbert tarafindan gelistirilen “kimyasal” ve yine ayn1 yilda Frederick
Sanger ve ark. tarafindan gelistirilen “enzimatik” metotlar olarak ikiye ayrilir (50, 51).
Kullanma kolaylig1 ve hassasiyeti agisindan giiniimiizde tercih edilen metot F. Sanger’in
enzimatik yontemi olup “Sanger” veya “dideoksiniikleotid” yontemi olarak da

adlandirilmaktadir.
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2.7.3.1. Sanger (Dideoksiniikleotid) Yontemi

Dideoksiniikleotidler, seker alt biriminin 2 ve 3 numarali karbonlarinda hidroksil
(OH) grubu tasimayan, suni niikleotid molekiilleridirler. Buna karsilik, dogal bir
deoksiriboniikleotid seker alt birimi 3 nolu karbonunda hidroksil grubu tasimaktadir. DNA
replikasyonu sirasinda, replikasyona katilacak olan niikleotid kalip DNA tarafindan
belirlenir. Kalip DNA zinciri ile baz eslesmesi yapabilen niikleosid trifosfat, 5’a- fosfat
grubu ile biiyliyen zincirin son niikleotidinin 3’-OH grubuna fosfodiester bag: ile baglanir.
Biiyiiyen zincirin sonuna dideoksiniikleotid eklenecek olursa, daha sonra gelecek olan
niikleotid, bliyiiyen zincir ile fosfodiester bag1 kuramayacak ve DNA sentezi duracaktir.
Sonug olarak, Sanger yontemi; dideoksiniikleotidin DNA sentezini durdurmasi prensibi
tizerine kurulmustur (50). Sekans reaksiyonlari, yeni teknolojiler sayesinde otomatize

edilerek floresan boyalar ile goriintiilenmektedirler (52).

2.7.4. Genetik Haritalama

Genetik haritalama en basit anlamiyla genlerin kromozomlar {izerindeki
yerlesimlerinin (lokus) belirlenmesi islemidir (54).

Gilinlimiizde rekombinant DNA teknolojisindeki gelismeler sayesinde, genomu
yiiksek ¢oziiniirliilkte taramaya imkan veren bir¢ok polimorfik markir tanimlanmistir.
Genom taramasi i¢in genom tlizerinde bulunan kisa ardisik tekrar polimorfizmleri (STRP)
ya da SNP’ler kullanilmaktadir. Ancak SNP markir panelleri ¢cok sayida markir igermelerti,
hizli ve etkin bir yontem olan DNA c¢ip teknolojisini kullanmalar1 yonii ile bugiin en fazla
tercih edilen yontem olmustur. Tiim yontemlerde ortak nokta genomda lokalizasyonu
bilinen polimorfik markirlarin kusaklar arasi aktarimmi takip etmek ve bu markirlarin
hastalikla birlikte kalitilip kalitilmadigin1 gézlemlemektir (54, 55).

Giliniimtiizde bir ¢ok biyoteknoloji firmasi tarafindan, genom iizerinde binlerce SNP
taramas1 yapabilecek cipler ve bu taramalardan elde edilen veriyi degerlendirebilecek
bilgisayar yazilimlar1 gelistirilmistir. Bu sayede kisa bir siire i¢inde genis bir ailedeki
genetik  bilginin  kusaklar arasindaki gegisi ve dagilimi haplotiplerle ortaya
konulabilmektedir (56).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Calismaya Dahil Edilecek Aile Bireylerinin Belirlenmesi

Bu calisma Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim
Dal1 ile Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dali arasindaki isbirligi ile gergeklestirildi.

Calisma kapsaminda, Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saglhig
ve Hastaliklart Anabilim Dali Yeni Dogan Yogun Bakim Unitesi'ne 1998 yilinda ¢ok
sayida konjenital anomali ile miiracaat eden ve multiple pterygium sendromunun yeni bir
varyantt [OMIM: 605203] olarak rapor edilen bir hasta (10) ile yine aymi iiniteye 2010
yilinda bagvuran, benzer fenotipik 6zelliklere sahip ikinci bir hastanin bulundugu ve toplam
21 bireyden olusan bir aile (TR_ATMPS) degerlendirildi (Sekil 4A).

Calismanin ilerleyen asamalarinda, Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik
Genetik Bilim Dali’na bagvuran ve Bartsocas-Papas sendromu tanisi konulmus ancak
yasamayaan bir bireyin bulundugu ikinci bir aile (TR_BPS) calismaya dahil edildi (Sekil
4B).

TR_ATMPS ve TR_BPS ailelerinin aile agaglari Cyrillic v3.1 pedigri ¢izim
programi kullanilarak olusturuldu. Her bir bireyden alinan periferik kan 6rneginden izole
edilen DNA 6rnegi DB-XXXX seklinde kodlanarak, Karadeniz Teknik Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali DNA bankasinda kayit altina alindi ve her bir
bireye ait DNA Orneginin kayit numarasi ilgili aile agaci iizerinde gosterildi (Sekil 4A ve
Sekil 4B).

Ailesinde Aslan tip multiple pterygium ve/veya Bartsocas Papas sendromu Oykiisii
bulunmayan 335 birey bu ¢alismanin kontrol grubunu olusturdu. Calismaya dahil edilen
biitiin bireylere ¢alisma ve olasi sonuclar1 hakkinda bilgi verilerek, her bireyden caligmaya
goniillii olarak katildiklarinmi belgeleyen Géniillii Onam Formu alindi. Arastirma Karadeniz

Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan onaylandi (Dosya No: 2011/5).
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Sekil 4. Cahiymaya dahil edilen aileler. A) TR_ATMPS aile agaci, B) TR_BPS aile agaci.



3.1.2. Kimyasallar

SeaKem® LE Agaroz

Potasyum hidrojen karbonat (KHCO3)
Tris-Baz (C4H11NO3)

Sodyum kloriir (NaCl)

Tris-HCl (C4H;2CINO3)

Kalsiyum klortir (CaCl, )

Proteinaz K

Sodyum dodesil siilfat (SDS)

Sodyum hidroksit (NaOH)

Glacial asetik asit (Co,H40,)

EDTA disodyum dihidrat (Na,EDTA-2H,0)
Etidyum bromide (C;,H,oN3Br)

Orange G

Hidroklorik asit (HCI)

Etil alkol (C,HsOH)

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

100 bp DNA ladder

Sephadex®G-50

Hi-Di™ Formamide

3.1.3. Kitler

NucleoSpin® Extract II

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

3130 POP-7™ Polymer

GeneScan™ DS-33 Installation Standard
6-FAM™, VIC™ NED™ ve PET™
Floresan boyalari

GeneScan™ 500 LIZ® Size Standard
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Lonza, 50004L
AppliChem, A2375.1000
AppliChem, A2264.1000
Merck, 1.01540.0500
Merck, 1.01547.0.100
Merck, 910TA654681
Promega, V3021

Merck, 822050

Merck, 1.06462

Merck, 1.00056.2500
AppliChem, A2937.0500
Sigma, E-7637

Sigma, O-1625

Merck, 1.00314.2500
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


http://www.google.com.tr/url?sa=t&source=web&ct=res&cd=2&ved=0CBwQFjAB&url=https%3A%2F%2Fproducts.appliedbiosystems.com%2Fab%2Fen%2FUS%2Fadirect%2Fab%3Fcmd%3DcatNavigate2%26catID%3D601943&rct=j&q=big-dye&ei=GlnjS8DVK6j40wSn3si0AQ&usg=AFQjCNHF5mKJBCTjj7emS6TSCrnVIaSZIQ
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3.1.4. Cihazlar

HU13, Ingiltere
CONSORT E833, Belcika
Eppendorf 5804, Almanya

Yatay elektroforez diizenegi
Dogru akim gii¢ kaynagi (3000 volt)
Sogutmali yiiksek devirli santrifiij (1 adet)

Yiiksek devirli santrifiij (2 adet) Eppendorf 5810, Almanya

Mikrosantrifiij
Vorteks

UV transliiminator

Jel goriintiileme sistemi
Otomatik pipet seti
Dijital otomatik pipet
Hassas terazi

pH metre
Spektrofotometre
Manyetik karistirici
Buz makinesi
Mikrodalga firin
Distile su cihaz1

Derin dondurucu (-20)
Derin dondurucu (-20)
Derin dondurucu (-85)
Buzdolab1

Etiuv

Termocycler

Termocycler
Genetik analiz cihazi
Termomikser (1s1tict blok)

Otoklav

Thermo IEC, ABD
Niive NM110, Tiirkiye

Vilbert Lourmat, Fransa

Gel Logic 2000, KODAK, ABD

Rainin, ABD
Socorex, Isveg
AHAUS, ABD
Hanna, Portekiz
Eppendorf, Almanya
IKA, ABD
Scotmann, ingiltere
Argelik MD 554, Tirkiye
GFL 2004, Almanya
Bosh, Tiirkiye
Arcelik, Tiirkiye
Thermo, ABD
Argelik, Tiirkiye
Memmert, Almanya

GeneAmp PCR System 9700,
AB, ABD

Techne Genius, Ingiltere
3130 Genetic Analyzer, ABI
Eppendorf, Almanya
Tutnauer 3150 ELV, italya
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3.1.5. Sarf Malzemeleri

Cesitli boyutlarda pipet uclari Mubhtelif Firma
Mikrosantrifiij tiipler Axygene, ABD
K;EDTA’1 tiipler (mor kapaklr) Vacutainer

Falkon Tiipler (50 ml) Greiner Bio-One, Almanya
Polaroid kamera filmleri Sigma, ABD

3.1.6. Soliisyonlar

3.1.6.1. DNA Izolasyon Soliisyonlar

1. Eritrosit Lizis Tamponu (ELB) (10X) (pH 7.4)
155 mM NH,4Cl1

10 mM KHCO3
0.5M Na,EDTA
Hazirlanisi:
829¢g NH.Cl
10g KHCO;
20 ml 0,5 M Na,EDTA 800 ml deiyonize suda ¢oziildii, pH 7.4’e

ayarlandiktan sonra son hacim 1000 ml’ye tamamlandi. 121°C’de 1 atm basingta 20 dakika

otoklavlandi.

1X ¢alisma soliisyonu hazirlanisi:
10X stok soliisyonundan 50 ml alinip son hacim deiyonize su ile 500 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:
121¢g Tris-Base
234 ¢ NaCl
0.74 ¢ Na,EDTA 800 ml deiyonize suda c¢ozildi, 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)

0.05 M Tris-HC1
1 mM CaCl,
Hazirlanisi:
0.788 g Tris-HC1
0.011¢g CaCl, 80 ml deiyonize suda ¢oziildii, pH 8.0’a ayarlandiktan sonra

son hacim 100 m1’ye tamamlandi. 121°C’de 1 atm basingta 20 dakika otoklavlandi.

4. Proteinaz K Cozeltisi (10 mg/ml)

Hazirlanisi:
Proteinaz K ¢6zeltisi buz iizerinde, 10 ml Proteinaz K seyreltme tamponunda 100
mg Proteinaz K ¢oziilerek hazirlandi. Proteinaz K ¢ozeltisi 600 ul olacak sekilde 1.5 ml’lik

mikrosantrifiij tiiplere boliindiikten sonra -20°C’de saklandi.
5. %10’luk (w/v) Sodyum Dododesil Siilfat (SDS) Soliisyonu
Hazirlanisi:

10 g SDS tartildiktan sonra son hacim deiyonize su ile 100 ml’ye tamamlanarak

68°C’de 1sitilarak ¢oziildii, 0.22 pm’lik mikrofiltre ile steril edildi.
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6. Sodyum Kiloriir (6 M)

Hazirlanisi:
58.4 g NaCI 30 ml deiyonize su i¢inde ¢oziildiikten sonra son hacim 100 ml’ye

tamamlandi.

7. 0.1M Na,EDTA (pH 8.0)

Hazirlanisi:
37,22 g 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 otoklavlandi.
8. IM Tris-HCI (pH 7.4)
Hazirlanisi:
157. 6 g Tris-HCI 800 ml deiyonize suda ¢oziildii, pH 7.4’e ayarlanarak son hacim

deiyonize su ile 1000 m1’ye tamamlandi. 121°C’de 1 atm basingta 20 dakika otoklavlandi.

9. TE Tamponu (pH 7.5)

10 mM Tris HC1
ImM Na,EDTA
Hazirlanisi:
0.39%4 ¢ Tris-HC1
0.093 g Na,EDTA 100 ml deiyonize suda c¢ozildi, pH 7.5’ye

ayarlandiktan sonra son hacim deiyonize sui le 250 ml’ye tamamlandi. 121°C’de 1 atm

basingta 20 dakika otoklavlandi.
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3.1.6.2. Agaroz Jel Elektroforezi Soliisyonlar:

1. TAE Elektroforez Tamponu (pH~ 8.5):

50X stok soliisyon hazirlanisi:

242 ¢ Tris base
372¢g Na,EDTA-2H,0
57.1 ml Glasial asetik asit deiyonize su kullanilarak 800 ml’de ¢o6ziildi,

NaOH ile pH 8,5’e ayarlandi, son hacim deiyonize su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Calisma

soliisyonu deiyonize su ile 1X olacak sekilde sulandirildi.

1X ¢alisma soliisyonu hazirlanigi:
100 ml 50X TAE tamponuna 4900 ml deiyonize su eklenerek son hacim 5 L’ye

tamamlandi.

2. Etidyum Bromid Soliisyonu:
10 mg/ml olacak sekilde deiyonize su kullanilarak hazirlandi. Isiktan korunarak

muhafaza edildi.

3.1.6.3. Yiikleme Tamponlar:

1. 10X Orange G DNA Yiikleme Tamponu

Hazirlanisi:
20 g Sukroz 40 ml dH,O igerinde ¢oziildii.
100 mg (0.1 g) Orange G yukaridaki soliisyon icerisinde coziildiikten sonra son

hacim dH,0 ile 50 ml’ye tamamlandh.
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3.2. Yontem

3.2.1. Periferik Kandan DNA izolasyonu

Goniillii Onam Formu’nu imzalayarak calismaya katilmayr kabul eden tiim

bireylerden 10 ml’lik Ks;EDTA’l1 tiiplere periferik kan 6rnegi alindi. DNA izolasyonu

“yiiksek tuz konsantrasyonu ile ¢oktiirme” (Salting Out) standart protokolii ile asagidaki
gibi yapildi (57);

I. Giin

1.

10.

11.
12.

13.
14.
15.

10 mI’lik KsEDTA’l1 steril tiiplerdeki periferik kan, 50 ml’lik steril falkon tiiplere
aktarildi.

Steril falkon tiiplerdeki kan iizerine 40 ml ELB eklendikten sonra tiipler hafifce
calkaland.

Falkon tiipler buz lizerinde 30 dakika bekletildi.

Santrifujiin sicakligi 4°C’ye ayarlandi.

Falkon tiiplerde bulunan, lizerine ELB eklenmis kanlar 4°C’de, 10 dakika, 2500
rpm’de santrifiij edildi.

Santrifiijden alinan tiiplerdeki stipernatant %10’luk camasir suyu konulmus behere
dokiildii. Bu sekilde bir gece bekletilerek dezenfeksiyon islemi yapildiktan sonra
atik uzaklastirildi.

Tiipte kalan pellet lizerine 40 ml ELB eklendi ve kapaklar: sikica kapatilan falkon
tiipler kuvvetli bir sekilde calkalandi.

Iyice galkalanan falkon tiipler 4°C’de, 10 dakika, 2500 rpm’de santrifiij edildi.
Santrifiijden alinan tiiplerdeki stipernatant dikkatli bir sekilde dokiildii.

Falkon tiipte kalan pellet lizerine 25 ml ELB eklendikten sonra tiipler kuvvetli bir
sekilde galkalandi ve 4°C’de, 10 dakika, 2500 rpm’de santrifiij edildi.

Santrifiijden alinan tiiplerdeki stipernatant dikkatli bir sekilde dokiildii.

Eger pellet temizlenmemis ve tiipiin dibinde halen fazla miktarda eritrosit var ise 10.
ve 11. basamaklar tekrarland.

Stipernatant1 uzaklastirilmis pellet tizerine 4 ml NLB ve 120 pl proteinaz K eklendi.
Tiiplerin kapaklar: sikica kapatilarak pellet dagilana kadar tiipler ¢alkalandi.

Son olarak tiiplere 425 pl SDS eklendi.
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16. Falkon tiiplerin kapaklar1 kapatilarak birkag kez kopiirtiilmeden alt-iist edilerek
37°C de bir gece inkiibasyona birakildi.

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

18. Genomik DNA’larin -80°C’de saklanabilmesi i¢in 2 ml’lik contali kriyotiiplerin
tizerlerine DNA banka numaralar1 yazildi.

19. Her bir falkon tiipe 1.4 ml 6M NaCl eklendi, kapaklar1 sikica kapatildiktan sonra 15
saniye cok hizli bir sekilde ¢alkalandi.

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

21. Siipernatant yavas¢ca yeni 50 ml’lik temiz falkon tiiplere aktarildi. Altta kalan
pelletin (tuz + protein) temiz tiipe alinan supernatant ile karismamasina dikkat
edildi.

22. Temiz tlipe alinan supernatant 20°C’de 15 dakika 6000 rpm’de tekrar santrifiij
edildi.

23. Siipernatant tekrar temiz falkon tiipe aktarildi.

24. Yeni falkon tiipe alinmis silipernatanlarin iizerine 3 kati kadar %96’lik etil alkol
eklendi.

25. Kapaklart sikica kapatilan falkon tiipler 1-2 dakika bekletildikten ve yavas bir
sekilde alt-iist edildikten sonra goriiniir hale gelen genomik DNA bir araya getirildi.

26. Falkon tiip i¢inde bir araya gelmis olan genomik DNA pipet yardimiyla 1.5 mI’lik
eppendorf tiipe alinarak iizerine 500 pl %70’lik etil alkol eklendi.

27.1.5 ml’'lik eppendorf tiipiin kapagi kapatildiktan sonra alt-list edildi ve
mikrosantrifiijde 45 saniye 10.000 rpm’de santrifiij edilereck DNA pelletinin
coktiirlilmesi saglandi.

28. Eppendorf tiiplerde kalan %70’lik etil alkol pipetle uzaklastirildi.

29. Eppendorf tiipler, kapaklarindaki kalint1 alkol ucana kadar agik tutularak kurumaya
birakildi. Alkol ugtuktan sonra genomik DNA’nin iizerine 500 ul TE buffer ilave
edildi.

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

31. Elde edilen genomik DNA’lar molekiiler analizlerde kullanilincaya kadar -20°C’lik

veya -80°C’lik derin dondurucularda saklandi.
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3.2.2. Genomik DNA’min Spektrofotometre ile Konsantrasyonunun Olciimii ve

Ayarlanmasi

Elde edilen genomik DNA oOrneklerinden ¢alisma soliisyonu hazirlamak i¢in “1
hacim” stok genomik DNA, “3 hacim” enjeksiyonluk su ile diliie edildi ve karigim +4°C’de
bir giin bekletildi. Calisma konsantrasyonlarini hazirlamak ic¢in diliie edilmis genomik
DNA ornekleri “5 ul sulandirilmis stok DNA 6rnegi + 95 ul enjeksiyonluk su” olacak
sekilde tekrar sulandirilarak, spektrofotometrede 260/280, 260/230 absorbans degeri
oranlar1 ve DNA konstantrasyonlar1 06l¢iildii. Spektrofotometrede okunan degerler goz
Ontine alinarak stok genomik DNA’lar 12.5 ng/ul, 25 ng/ul ve 50 ng/ul konsantrasyonlarda

sulandirilarak ¢alisma soliisyonlar1 hazirlandi.

3.2.3. Baglant1 Bolgesinin Belirlenmesi

3.2.3.1. Genom Boyu Homozigotluk Taramasi

TR_ATMPS ailesinden ikisi hasta (DB-1616, DB-1724) ve on biri saghkli (DB-
1612, DB-1613, DB-1614, DB-1615, DB-1719, DB-1720, DB-1721, DB-1722, DB-1763,
DB-1723 ve DB-1730) olmak iizere toplam 13 bireyde Affimetrix GeneChip 250K SNP
array platformu kullanilarak genom taramasi yapildi. Genom taramasi islemi hizmet alimi
seklinde AY-KA Ltd. Sti.’de gergeklestirildi.

Genom tizerindeki lokalizasyonlar1 bilinen 250.000 SNP icin elde edilen genotip
verileri dogrudan VIGENOS programina aktarilarak, ailede hastalikla birlikte kalitilan
homozigot bdlgeler belirlendi. VIGENOS programi kullanilarak yapilan homozigotluk
haritalamas1 Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda, Prof.
Dr. A. Nurten AKARSU tarafindan gergeklestirildi.
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3.2.3.2. Baglanti Bélgesinin Biitiin Aile Bireylerinde STRP Markirlar1 fle Test
Edilmesi ve Haplotip Olusturulmasi

Genom boyu homozigotluk haritalamasina gore belirlenen baglant1 bolgesi i¢in
UCSC Human Genome Browser veri tabani (http://genome.ucsc.edu/, NCBI 36/hg18 Mar.
2006 ) kullanilarak, bolgeyi kapsayan STRP markirlar1 ve markir dizileri belirlendi (Sekil 5)
(Tablo 6). Ailede hastalikla birlikte kalitilan bolgeler SNP’lerden daha informatif olan
STRP markirlart ile biitiin aile bireylerinde test edildi. SNP ve STRP markir verileri
kullanilarak ailede hastalikla birlikte kalitilan bdlgenin haplotipi olusturuldu. Hastalikla
birlikte kalitilan bolgenin siirlarinin belirlenmesi ile kritik bdlge igcinde kalan genlerin

sayis1 en aza indirgendi.

13

| —

p il Pozisyon (Mb)
i1 é
i1 D21S1887  (41,14)
12
D21S266 (41,61)
2-
(o] D21S1260  (41,72)
i
D21S1411  (43,03)
n D21S1890  (43,68)

i
' D21S1885  (43,69)

21. Kromozom

Sekil 5. 21¢g22.3 kromozom bdlgesinde goriilen baglanti bolgesinin haplotipinin
olusturulmasinda kullanilan STRP markirlarinin fiziksel yerlesimleri.


../veri
http://genome.ucsc.edu/
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Tablo 6. TR_ATMPS ailesinde test edilen 21q22.3 kromozom bdlgesindeki STRP markir
dizileri ve iirin uzunluklari. D21S1887, D21S266 ve D21S1260 RIPK4 genine gore
sentromer tarafindaki markirlar olup; D21S1411, D21S1890 ve D21S1885 RIPK4 genine
gore telomer tarafindaki markirlardir.

Forward Primer Dizileri S
Markir Revers (5°-3") Uriin (bp)
F  tgtaaaacgacggccagtCAGACAAACAGAATGATGAAG
D2151887 R caggaaacagctatgaccAAAGATGATGTCAGGAATGC 123-147
D21S266 F  tgtaaaacgacggccagtGGGGACATTGAGTCATCACA 153-173
R caggaaacagctatgacc AGGCAAATGAAGACCTGAAC
F  tgtaaaacgacggccagtTCCAAGGGGTTCATCC
D21S1260 R caggaaacagctatgaccCCCAAGGCACTGTTCC 200-214
R caggaaacagctatgaccCGACTGTCTTTCTTAGGCTTCTGAC
D21S1411 F  tgtaaaacgacggccagt ATGATGAATGCATAGATGGATG 739
R caggaaacagctatgaccAATGTGTGTCCTTCCAGGC
D21S1890 F  tgtaaaacgacggccagtGGTCTGACCACAGATTTCC 143-173
R caggaaacagctatgaccAAAAACACTCTGAACGATTAAGG
F  tgtaaaacgacggccagtAGCATGGCACTGGCATC i
D2151885 R caggaaacagctatgaccAGGACAAGTTTGGCCCC 165-185
3.2.3.2.1. Haplotip Analizi i¢in Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve Fragman Analizi

Her bir markirin amplifikasyonunda kullanilacak primer c¢iftlerinden forward
primerin 5> ucuna Universal MI13 (-21) ileri (forward) primer dizisi (5'-
TGTAAAACGACGGCCAGT-3") ve geri (revers) primerin 5’ ucuna tiniversal M13 (-21)
geri primer dizisi (5'-CAGGAAACAGCTATGACC-3") eklendi (Tablo 6). Her bir primer
¢ifti icin 6n PCR ve isaretleme PCR’1 olmak iizere iki asamada PCR gerceklestirildi.

On PCR, genomik DNA kullamlarak istenilen bolgenin amplifikasyonu igin
yapilirken; ikinci PCR, 6n PCR iiriinlerinin u¢ kisimlarina floresan boyalarla isaretlenmis
dizilerin takilmasi igin yapildi. On PCR islemi 25 ul son hacimde gergeklestirildi ve bir

reaksiyonluk karisim asagidaki gibi hazirlandi;
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On PCR Karisimi 1X

5X PCR Tamponu (Promega).......: 5 ul
MgCl, 25 mM).......oevvenvennn 1,50l
dNTP Karisimi (10 mM)............... 0,4 ul
PrF (10 pmol/pul).........ccceivii2 0,4 pul
Pr R (10 pmol/ul)...............oco2 0,4 pul
Taq Polimeraz (5U/ul ) (Promega)..: 0,1 pl
DNA (12,5ng/ul)..c.cccovviiniiiin: 2,5 ul
dHO..ooviiiiii 14,7 1l

Toplam: 25 pul

On PCR, Applied Biosystems 9700 thermocycler cihazi kullanilarak asagidaki
kosullarda gergeklestirildi;

On PCR Kosullar

94°C 6’ Baslangi¢ denatiirasyonu
94°C 30 Denatiirasyon

60°C 30” Baglanma } 26 dongii
72°C  30” Sentez

72°C 7’ Son sentez
10°C o Bekleme

On PCR iiriinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitilerek degerlendirildi. On PCR
trtinlerinin 2 pl’si, 2 pl yiikkleme tamponu ve 4 pl dH,O ile karistirilarak 100 voltta 30
dakika yiiritiildi. Elektroforez sonuglar1 jel goriintiileme sisteminde incelenerek PCR
tirtinlerinin kalitesi belirlendi.

On PCR sonucu elde edilen amplikonlar, ikinci PCR olan isaretleme PCR’1 i¢in
kalip olarak kullanildi. Isaretleme PCR’inda D21S1887 ve D21S1885 PCR iiriinleri VIC™
(yesil), D21S1411 ve D21S1890 PCR iiriinleri NED™ (sar1), D21S266 ve D21S1260 PCR
driinleri ise PET™ (kirmizi) floresan boyalarimin takili oldugu M13 (-21) primerleri
aracilig ile isaretlendi. Isaretleme reaksiyonundaki ileri ya da geri primerlerden sadece biri
isaretlenmis olup diger primer herhangi bir floresan ile isaretli degildir. Isaretleme
PCR’1nda kalip olarak kullanilan 6n PCR iirlinlerinden reaksiyona ne kadar konulacagi 6n
PCR iiriinlerinin konsantrasyonlarina gore ayarlandi. Isaretleme PCR’1 igin yapilan bir

reaksiyonluk karisim asagidaki gibi hazirlandi;
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Isaretleme PCR Karisimi 1X
5X PCR Tamponu (Promega)..........: 2ul
MgCl, 25mM).......ocevvvvinnnenns 0,6
dNTP Karisimi (10 mM)...............: 0,2 ul
M13 (-21) Pr F (10 pmol/ul)...........: 0,1 ul

dHO. o2 4,98 1l
Toplam: 10 pl

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

Isaretleme PCR Kosullar

94°C 1’ Baslangig¢ denatlirasyonu
94°C  30” Denatiirasyon

58°C 30” Baglanma } 11 dongii
72°C 30” Uzama

72°C 1’ Son uzama
10°C o Bekleme

Yukaridaki reaksiyondan sonra elde edilen ve farkli floresan boyalarla isaretlemis
PCR friinlerinden olusan birinci panel i¢in, isaretlenmis PCR iirlinlerinin pre-run
sonucundaki sinyal siddetleri dikkate alinarak, D21S1887 (yesil)’den 1.5 pl, D21S1411
(sar1)’den 3 pl ve D21S1260 (kirmizi)’dan 2 pl PCR iirlinti alinarak toplam 6,5 pl’lik bir
karisim hazirlandi. ikinci panel igin ise D21S1885 (yesil)’den 1.5 ul, D21S1890 (sar1)’dan
3,5 ul ve D21S266 (kirmizi)’dan 2 pl isaretlenmis PCR iirlinii alinarak toplam 7 pl’lik
karisim elde edildi. Hazirlanan bu karisimlardan 2.5 pl, Hi-Di™ Formamid’ten 7 ul ve
GeneScan™ 500 LIZ® Size Standard markirindan 0,5 pl alindi ve fragman analizi i¢in
kullanilacak platelerdeki kuyucuklara her bir 6rnek icin 10 pl olacak sekilde dagitild.
Hazirlanan fragman analizi plateleri kapiller elektroforez islemi i¢in 3130 genetik analizor
cthazina tanitildi. Kapiller elektroforez islemi yapildiktan sonra elde edilen sonuglar,
GeneMapper® v4.1 & Data Collection v3.1 programi kullanilarak analiz edildi. Boylece
caligmaya dahil edilen TR_ATMPS ailesindeki tiim bireylerin haplotipleri belirlendi.
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3.2.4. Baglant1 Bolgesindeki Aday Genlerin Belirlenmesi

TR_ATMPS ailesinin haplotip analizi ile degerlendirilmesi sonucunda elde edilen
baglanti bolgesi i¢inde yer alan genler UCSC Human Genom Browser
(http://genome.ucsc.edu/), Ensembl Genom Browser (http://www.ensembl.org/index.html)
ve NCBI (National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
gibi veri tabanlar1 kullanilarak belirlendi.

Bu genlerin bilinen hastaliklarla iligkilerinin olup olmadigi, fonksiyonlari, eksprese
olduklar1 dokular, etkilesime girdigi diger proteinler ve etkilesime girdigi proteinlerin
fonksiyonlar1, hastaliklarla olan iliskileri ve eksprese oldugu embriyonik donemler

degerlendirildi.

3.2.5. RIPK4 Geni Mutasyon Analizi

3.2.5.1. RIPK4 Geninin PCR ile Amplifikasyonu

Aday gen olarak secilen RIPK4 geni DNA dizi analizi tarandi. DNA dizi analizinde
TR_ATMPS ailesindeki hastalardan DB-1724 nolu birey ile TR_BPS ailesindeki
etkilenmis fakat yasamayan bireyin annesi (DB-2119) ve babasina (DB-2094) ait genomik
DNA ornekleri kullanildi. RIPK4 geninde bulunan 8 ekzonun ve ekzon-intron baglanti
bolgelerinin  amplifikasyonunda  kullanilacak  primer dizileri Primer3 programi
(http://frodo.wi.mit.edu/cgibin/primer3/primer3_www.cgi) kullanilarak hazirland1 (Tablo
7).


http://genome.ucsc.edu/
http://www.ensembl.org/index.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://frodo.wi.mit.edu/cgibin/primer3/primer3_www.cgi
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Tablo 7. RIPK4 geninin amplifikasyonunda kullanilan primer dizileri ve PCR iiriinii
uzunluklari.

Primer No Primer Dizisi Primer Adi PCR Uriin

(53°-3) (bp)

467 ctattcatccgtcegeagte RIPK4_Ex1F 488

468 cctcgecggeaattggttte RIPK4_ExIR

469 cgtgatgtgacattgaagtgtg RIPK4_Ex2F 578

470 tcaagctctttcctccaagaag RIPK4_Ex2R

471 ctacctggagaggcacagacac RIPK4_Ex3F 496

472 aaactcctgggctcaagtaatce RIPK4_Ex3R

473 tgacatctgagctatcaacatgc RIPK4_Ex4F 395

474 ttcctgeatgcaaattacacc RIPK4_Ex4R

475 gtcgatttcaaaaccaggaaac RIPK4_Ex5F 487

476 tgttacacgccttgtttctcac RIPK4_Ex5R

477 ggtgaggccttcaaatgattac RIPK4_Ex6F 469

478 catgggacctacacttctaatgg RIPK4_Ex6R

479 aggttatctgcattgcttccag RIPK4_EXTF 588

480 gacataagacggagccaaatg RIPK4_EX7R

481 ttaatcacgaggcacagacaac RIPK4_Ex8F1 1592

482 agcacaacgaaatgattctgac RIPK4_Ex8R1

RIPK4 geninin her bir ekzonun amplifikasyonu i¢in PCR islemi 25 pl son hacimde
gerceklestirildi ve bir reaksiyonluk karisim asagidaki gibi hazirlands;

PCR Karisimi 1X

5X PCR Tamponu (Promega)......: 5 pl
MgCl, 25mM).....coooeveiin 1,5l
dNTP Karisimi (10 mM)............. 1 ul
PrF (10 pmol/pul).......cooooiiiiii 1 pl
PrR (10 pmol/pl).......cooooeiiiiiis 1l
Taq Polimeraz (5U/ul ) (Promega).: 0,1 pul
gDNA (25 ng/ul)..eeveeieiniii2 2,5 ul
dHxO..oooii 0 12.9 0l

Toplam: 25 pl

Amplifikasyon Applied Biosystems 9700 thermocycler cihazi kullanilarak asagidaki
kosullarda gergeklestirildi;
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PCR Kosullart

94°C
94°C
58°C
72°C
72°C
10°C

6’ Baslangi¢ denatiirasyonu

30” Denatiirasyon
1’ Baglanma 35 dongii
1’ Sentez

6> Son sentez
oo Bekleme

PCR firiinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitillerek degerlendirildi. PCR {iriinlerinin 2

ul’si, 2 pl yiikkleme tamponu ve 4 ul dH,O ile karistirilarak 100 voltta 30 dakika yiirtitildii.

Elektroforez sonuglar1 jel goriintilleme sisteminde incelenerek PCR iiriinlerinin kalitesi

belirlendi.

Kaliteli PCR fiirlinleri Nucleospin® Extract II kiti ile iiretici firmanin 6nerdigi

asagidaki protokol dogrultusunda temizlendi;

. 25 pl olan PCR fiiriinlerin tizerine 200 pl Buffer NT (DNA baglayic1 tampon)

eklendi.

PCR irinii + Buffer NT kanigimi 2 ml’lik toplama tlipii iizerindeki
Nucleospin®Extract Column tiiplerine aktarilarak, 11.000 g’de 1 dakika santrifiij
edildi.

Toplama tiiplerindeki sivi dokiildiikten sonra, Nucleospin®Extract Column tiipler
tekrar toplama tiiplerinin iizerine alindu.

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

Toplama tiiplerindeki sivi uzaklastirildiktan sonra tiipler ikinci kez 11.000 g’de 2
dakika santrifiij edilerek Buffer NT3’lin membrandan tamamen uzaklagmasi
saglandi.

Nucleospin®Extract Column tiipleri 1.5 ml’lik eppendorf tiiplerin iizerine alinarak
membran tizerine PCR {irlinlerinin konsantrasyonlarina gére 30-50 ul enjeksiyonluk

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



38

3.2.5.2. Dongiisel Dizileme Reaksiyonu (Cycle Sequencing)

Temizlenen PCR iiriinleri, her bir bandindaki DNA miktar1 bilinen ile markir (NEB
100 bp DNA ladder, Kat. No: N3231L) ile birlikte %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek her bir
dizileme reaksiyonuna konulacak kalip PCR iirliniiniin miktarinin 50-100 ng arasinda
olmasi saglandi. Dongilisel dizileme reaksiyonunda her bir ekzon igin kullanilan

amplifikasyon primerlerinden sadece biri kullanildi (Tablo 8).

Tablo 8. Dongiisel dizileme reaksiyonunuda kullanilan amplifikasyon primerleri.

Primer No Primer Dizisi Dizilenen Ekzon
(5°-3)
467 ctattcatccgtcegeagtc RIPK4_Ex1F
469 cgtgatgtgacattgaagtgtg RIPK4_Ex2F
471 ctacctggagaggcacagacac RIPK4_Ex3F
473 tgacatctgagctatcaacatgc RIPK4_Ex4F
475 gtcgatttcaaaaccaggaaac RIPK4_EXxSF
477 ggtgaggccttcaaatgattac RIPK4_Ex6F
479 aggttatctgcattgcttccag RIPK4_EXTF
481 ttaatcacgaggcacagacaac RIPK4_Ex8F1
482 agcacaacgaaatgattctgac RIPK4_Ex8R1
483 gatgaggaccagtggacagc RIPK4_Ex8F2
484 gctcgtcgaacaggtcaatg RIPK4_Ex8R2

BigDye® Terminatér v3.1 Cycle Sequencing Kiti kullanilarak yapilan dongiisel

dizileme reaksiyonu i¢in bir reaksiyonluk karisim asagidaki gibi hazirlands;

PCR Karisimi 1X
BigDye......ooviiiiiii 20l
SXBuffer.....co.ooovvvvvviiiina Ll
[leri ya da Geri Primer (10 pmol/ul)..: 0.5 ul
Temizlenmis PCR iiriindi................ 2 ul
dHyO.ooiic 245 1l

Toplam: 10 pl

Dongiisel dizileme reaksiyonu Applied Biosystems 9700 thermocycler cihazi

kullanilarak asagidaki kosullarda gerceklestirildi;
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PCR Kosullar
96 °C 1’ Baslangi¢ denatiirasyonu

96 °C 15’ Denatiirasyon
50 °C 15’ Baglanma }25 dongii
60°C 2’ Sentez

10°C o Bekleme

Dongiisel dizileme reaksiyonu sonucunda elde edilen PCR iiriinleri Sephadex®G-50

ile asagidaki temizleme protokolii kullanilarak saflagtirildi;

1. 1 g Sephadex®G-50 tartilarak 12-13 ml dH,O igerisinde ¢oziildii ve ¢aligmaya
baslamadan 6nce en az 30 dakika +4°C’de bekletildi.

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

3. Kolon tiiplere 600 ul Sephadex®G-50 eklendi ve 750 g’de 2 dakika santrifiij edildi.

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

5. PCR iiriinleri kolon tiipteki Sephadex®G-50 {izerine, Sephadex®G-50nin yapisini
bozmadan, dikkatli bir sekilde eklendi.

6. 750 g’de 5 dakika santrifiij edildi.

Saflagtirilan PCR {iriinleri ABI 3130 genetik analiz cihazi iizerindeki platelere
aktarilarak dizileme islemi gerceklestirildi. Dizileme sonuglart Chromas 2.32
(www.technelysium.com.au/chromas.html) ve SeqScape® software v2.5 programlari ile
analiz edildi. Elde edilen veriler gen bankasindan alinan referans RIPK4 dizisi (GenBank

Kayit No: NC _000021.8) ile karsilagtirildi.
3.2.6. RIPK4 Geninde Bulunan Degisimlerin ARMS Yontemi ile Taranmasi

TR_ATMPS ailesindeki DB-1724 numarali hastanin RIPK4 geni 2. ekzonunda
belirlenen ¢.362T>A ve TR BPS ailesindeki hastaliktan etkilenmis fakat yasamayan
bireyin ebeveynlerinin RIPK4 geni 3. ekzonunda belirlenen ¢.551C>T degisimlerinin nadir
goriilen polimorfizmler olabilecekleri goz Oniinde bulundurularak, ATMPS ve/veya BPS
Oykiisii bulunmayan 335 saglikli bireyde ayn1 degisimler icin heterozigot/homozigotluk
taramasi yapildi. Bu tarama islemi, s6z konusu degisimler i¢in enzim tanima bolgesi

bulunmadigindan dolay1r ARMS yontemi ile gerceklestirildi.


http://www.technelysium.com.au/chromas.html
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3.2.6.1. ¢.362T>A Degisiminin ARMS Yontemi fle Taranmasi

DNA dizi analizi sonucuna gore belirledigimiz ¢.362T>A degisiminin TR_ATMPS
ailesi ve kontrol grubundaki dagilimi ARMS ydntemi kullanilarak belirlendi. ARMS i¢in
mutant allele spesifik RIPK4_MR (Pr-487), normal allele spesifik RIPK4_NR (Pr-486) ters
yon primerleri ve bu primerlerin her ikisi ile de kullanilmak tizere RIPK4_CF (Pr-485) ileri

yon primeri tasarlandi (Tablo 9).

Tablo 9. c.362T>A degisiminin ARMS ile taranmasinda kullanilan primer dizileri.

Primer No Primer Adi Primer Dizisi (5°-3°) PCR Uriinii
485 RIPK4_CF  cagggagcgcatggagcttttggaagaagccaag
486 RIPK4_NR  aggaagttcatgcccaccgecgtetegtggatCA 216 bp
487 RIPK4_MR  aggaagttcatgcccaccgecgtetegtggatCT

Orneklerde ¢.362T>A degisimi dagilimmm ARMS ile belirlenebilmesi icin
RIPK4_CF ve mutant allele spesifik RIPK4_MR primerleri kullanilarak son hacim 25 pl
olacak sekilde bir reaksiyonluk karisim asagidaki gibi hazirlands;

PCR Karisimi 1X

5X PCR Tamponu (Promega)........: 5 pl
MgCl, 25mM).....coooeveens 15l
dNTP Karisimi (10 mM).............: 0.5 ul
Pr F: RIPK4_CF (10 pmol/ul)........: 0.5 ul

Toplam: 25 pl

Normal allele spesifik ARMS reaksiyonunda ise RIPK4_NR ve RIPK4_CF
primerleri kullanildi ve son hacim 25 pl olacak sekilde asagidaki reaksiyon karigimi

hazirlands;
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PCR Karisimi 1X

5X PCR Tamponu (Promega)........: 5 ul
MgCl, 25 mM)......ccvvvvnennnns 1,51l
dNTP Karisimi (10 mM)...............: 0.5 ul
Pr F: RIPK4_CF (10 pmol/pl)........: 0.5 ul
Pr R: RIPK4_NR (10 pmol/ul).......: 0.5 ul
Taq Polimeraz (5U/ul ) (Promega)..: 0,1 pul
DNA 25 ng/ul)...ccvevniiiiiii2 2,5l
dHoO. ool 14.4 ul

Toplam: 25 pl

ARMS reaksiyonlar1 Applied Biosystems 9700 thermocycler cihazi kullanilarak
asagidaki kosullarda gerceklestirildi;

PCR Kosullar

94°C 6> Baslangig¢ denatiirasyonu

94°C 30’ Denatiirasyon
58°C 30” Baglanma 35 dongii

72°C 30” Sentez
72°C 1’ Son sentez
10°C o Bekleme

3.2.6.2. ¢.551C>T Degisiminin ARMS Yontemi ile Taranmasi

TR _BPS ailesindeki anne ve babanin RIPK4 geni 3. ekzonu {lizerinde DNA dizi
analizi sonucunda belirledigimiz heterozigot ¢.551C>T degisiminin kontrol grubunda
taranmasi i¢gin ARMS yo6ntemi kullanildi. ARMS i¢in mutant allele spesifik RIPK4_MR?2
(Pr-489), normal allele spesifik RIPK4_NR?2 (Pr-488) ters yon primerleri ve bu primerlerin
her ikisi ile de kullanilmak tizere RIPK4_CF2 (Pr-490) ileri yon primeri tasarlandi (Tablo
10).

Tablo 10. ¢c.551C>T degisiminin ARMS ile taranmasinda kullanilan primer dizileri.

Primer No Primer Adi Primer Dizisi (5°-3”) PCR Uriinii
488 RIPK4_NR2 atgcgctctggagggaggtaggcgatGG
489 RIPK4_MR2 atgcgctctggagggaggtaggcgatGA 250 bp

490 RIPK4_CF2 acctggagaggcacagacacggctcttag
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Omeklerde ¢.551C>T degisimi dagilimmin ARMS ile belirlenebilmesi igin
RIPK4_CF ve mutant allele spesifik RIPK4 MR primerleri kullanilarak son hacim 25 pl
olacak sekilde bir reaksiyonluk karisim asagidaki gibi hazirlandi;

PCR Karisimi 1X

5X PCR Tamponu (Promega)...........: 5 ul
MgCl, 25mM)....ccoovvvvvvinnnen 15l
dNTP Karisimi (10 mM)................... 0.5 ul
Pr F: RIPK4_CF2 (10 p mol/ul).........: 0.5 ul
Pr R: RIPK4_MR?2 (10 pmol/ul)........: 0.5 ul
Taq Polimeraz (5U/ul ) (Promega)......: 0,1 pul
DNA 25ng/ul)..cccvieiiiiiiiiin 2,51l
AHoO. el 14.4 nl

Toplam: 25 pl

Normal allele spesifik ARMS reaksiyonunda ise RIPK4_NR ve RIPK4_CF

primerleri kullanildi ve son hacim 25 pl olacak sekilde asagidaki reaksiyon karigimi

hazirlandz;

PCR Karisimi 1X

5X PCR Tamponu (Promega)...........: 5 ul
MgCl, 25mM)....ccooeveviinnn 15l
dNTP Karisimi (10 mM)................... 0.5 ul
Pr F: RIPK4_CF2 (10 p mol/ul).........: 0.5 pl
Pr R: RIPK4_NR2 (10 pmol/pl).........: 0.5 ul
Taq Polimeraz (5U/ul ) (Promega)......: 0,1 pul
DNA (25 ng/pl)..ceveiiiiiiiii 2,51l
dHO. ool 14.4 ul

Toplam: 25 pl

PCR islemi Applied Biosystems 9700 thermocycler cihazi kullanilarak asagidaki
kosullarda gergeklestirildi;

PCR Kosullart

94°C 6’ Baglangi¢ denatiirasyonu
94°C 30" Denatiirasyon

58°C 45’ Baglanma }35 dongii
72°C 30" Sentez

72°C 1’ Son sentez

10°C o Bekleme



43

Her bir reaksiyon i¢in PCR firiinleri %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek degerlendirildi.
PCR iirlinlerinin 2 pl’si, 2 pl yiikkleme tamponu ve 4 pl dH,O ile karistirilarak 100 voltta 30
dakika yiiritiildi. Elektroforez sonuglar1 jel goriintiileme sisteminde incelenerek PCR

urdnlerinin kalitesi belirlendi.

3.2.7. Biyoinformatik Analizler

RIPK4’de amino asit seviyesinde tespit edilen p.llel21Asp ve p.Thrl184lle
degisimlerinin protein iizerinde korunmus bir bolgede olup olmadigi, proteinin farkli
tirlerdeki ortologlar1 ile karsilastirilarak belirlendi. Bu islem i¢in ClustalW Multiple
Sequnces  Alignment  programi  (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html)
kullanildi.

RIPK4’de amino asit diizeyindeki degisimlerinin protein tlizerindeki etkilerinin ne
derece yikict oldugunu belirlemeye yonelik olarak Sorting Intolerant From Tolerant (SIFT)

analizi yapilarak s6z konusu degisimlerin tolere edilebilirligi degerlendirildi.


http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html

4. BULGULAR

Bu c¢alisma kapsaminda, Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk
Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dali’na miiracaat eden ve Aslan tip multiple pterygium
sendromu tanisi konulmus hastalarin bulundugu TR_ATMPS ailesinde (Sekil 4A)
ATMPS’nin genetik etiyolojisi aragtirildi.  Ayrica ilerleyen asamalarda, Istanbul
Universitesi Tip Fakiiltesi Pediatrik Genetik Bilim Dali’na bagvuran ve ATMPS ile benzer
klinik bulgulara sahip, Bartsocas-Papas sendromu tanisi konulmus bir hastanin bulundugu

TR_BPS ailesi (Sekil 4B) ¢alismaya dahil edildi.

4.1. Klinik Degerlendirme

TR_ATMPS ailesi, akraba evlilikleri sonucu hastaliktan etkilenmis toplam alt1
bireyin dogdugu bir ailedir. Ailedeki hastalardan ikisi (DB-1724 ve DB-1616) halen
yasamakta olup diger dordii dogumdan kisa bir siire sonra Slmiistiir (Sekil 4A).

Hastalarin dismorfik 6zelliklerinin degerlendirilmesi sonucu DB-1724 numarali
hastanin, Bartsocas-Papas sendromunun karakteristik 6zelliklerini tasimakla birlikte; daha
once Bartsocas-Papas sendromunda rapor edilmemis olan ¢ene kemiklerinde fiizyon,
ayaklar arasinda filiform band, oral ve nazofarangeal bosluklarin hipoplazisi, medial kantal
ag, rektal polip gibi farkli klinik bulgulara da sahip oldugu gosterildi (Sekil 6 A-B) (Tablo
11). Bu farkliliklardan dolay1 hastalik, 2000 yilinda Aslan ve ark. (10) tarafindan multiple
pterygium sendromunun yeni bir varyanti olarak rapor edildi. Ailede 2010 yilinda diinyaya
gelen DB-1616 numarali hastada siddetli popliteal pterygium yapisi, el ve ayaklarda
sindaktili, fasiyal yarik, alt ve {list ¢ene arasinda filiform bantlagsma, hipoplazik burun, total
alopecia gibi Bartsocas-Papas sendromunun tipik Ozellikleri arasinda sayilabilecek
bulgular bulunmaktaydi. DB-1724’den farkli olarak DB-1616 numaral1 bireyde rektal polip
bulunmadigi, bununla birlikte bu bireyde dudak-damak yarig1 gibi anomalilerin oldugu

gozlendi (Sekil 6 C-D) (Tablo 11).
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Sekil 6. Aslan tip multiple pterygium sendromlu hasta fenotipleri. TR_ATMPS
ailesinden A-B) DB-1724 numarali (10), C-D) DB-1616 numaral1 bireyler.

TR_BPS ailesi, hala-day1 ¢ocuklarmin evliligi sonucu Bartsocas-Papas sendromu
tanis1 konulmus bir bireyin diinyaya geldigi bir ailedir (Sekil 4B). Ailedeki IV:3 nolu
etkilenmis birey siddetli popliteal pterygium, cift tarafli dudak-damak yarigi, el ve ayak
parmaklarinin sindaktilisi gibi Bartsocas-Papas sendromunun tipik dismorfik 6zelliklerini

barindirmaktadir ve bu hasta dogumdan 57 giin sonra dlmiistiir (Sekil 7) (Tablo 11).

Sekil 7. Bartsocas-Papas sendromlu hasta fenotipi. A) TR_BPS ailesinden IV:3 nolu
bireyde A) kranofasiyel anomaliler, B) popliteal bolgede siddetli pterygium.
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Tablo 11. ATMPS ve BPS’den etkilenmis bireylerin klinik bulgularinin karsilastirmali
analizi (+: Var, -: Yok, ?: Bilinmiyor).

Klinik Bulgular TR_BPS DB-1616 DB-1724
Genel Bilgiler
Akrabalik + + +
Cinsiyet Erkek Kadin Kadin
Yas 57 giin (Ex) 9 12
Dogumdaki agirlik 2200 gr 2350gr 3.050¢g
Dogumdaki boy 35 cm ? 37.4 cm
Kranofasiyal Bulgular
Total alopesi + + +
Ektropion/lagoftalmia keratitis ++ +/+ +/+
Korneal iilser + (bilateral) + +
Ankiloblefaron /blefarofimosis -/- +/+ +/+
Medial kantal ag - + +
Kirpik/kas yoklugu +/+ +/+ +/+
Hipoplastik burun ? + +
Cene kemiklerinde fiizyon - + +
Oral/Nazofaringeal bosluklarin hipoplazisi - +/+ +/+
Diistik kulaklar + + +
Orolabial sinesi (yapisiklik) + + +
Mikrognati ? + +
Yarik dudak/damak +(bilateral) /+ +(unilateral)/+ -/-
Palpebral fisiir + + +
Kisa boyun - + +
El ve Ayaklar
Parmak hipoplazisi/bagparmak aplazisi +/+ +/+ +/+
El ve ayak parmaklarinda sindaktili +/+ +/+ +/+
Avug i¢i ¢izgilerinin yoklugu + + +
Cogul fleksiyon kontraktiirii (Artrogripozis) ? + +
Ayaklar arasinda filiform band (Halka bacak) ? + +
Deri ve Iskelet
Popliteal / aksillar / inguinal pterygia ++/+ +/-/+ +/-1+
Ayakla pelvik bolge arasinda filiform band + (unilateral) + -
Anal stenoz /atrezi/rektal polip -/-- -/-/- ++/+
Genital Bolge
Bikornuat uterus ? + -
Hipoplastik labia majora - + +
Mikropenis/hipoplastik skrotum +/+
Radyolojik Bulgulari
Radius aplazisi +(unilateral) ? -
Ulnar egrilik + ? -
Metakarpal/falang kemik hipoplazisi +(4Metakarpal) + +
El ve ayak kemiklerinde sinostoz ? + +
Iliak kanat/pelvik kemik/skapul hipoplazisi +/?/? ? ++/+
Kraniyal MRI ? normal normal
Abdominal ve Renal USG ? normal normal
Ektopik bobrek + - -
Diger
Kuru ve pullu deri + + -
Kalp miirmiirii - + -
Ekokardiyogram (EKG) ? mitral kapak normal
yetmezligi
Mental retardasyon ? - -
Karyotip 46,XY 46,XX 46,XX
Molekiiler Genetik Temel
RIPK4 geni mutasyonlari c.551C>T c.362T>A c.362T>A
(p.Thr184lle) (p.Ile121Asn) (p.Ile121Asn)
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4.2. Pedigri Analizi

TR_ATMPS ailesi, akraba evliligi yapan ii¢ ¢ekirdek aileden olusmaktadir (Sekil
4A). Yapilan aile agaci analizi sonucunda hastalifin ailede otozomal resesif olarak
kalitildigr gozlendi. Genetik haritalama calismalarinda kullanilmak {izere, ailede bilgi
verici olabilecegi diisiiniilen ikisi hasta toplam 21 birey ¢aligsmaya dahil edildi.

TS BPS ailesi de yukarida belirtildigi gibi akraba evliliginden dogan tek bir hasta
¢ocugun bulundugu bir ¢ekirdek ailedir (Sekil 4B). Hastanin dogumdan kisa bir siire sonra
O0lmiis olmasindan dolayr DNA o6rnegine ulasilamamistir. Bu sebeple c¢alisma, TR_BPS
ailesinde hastaliktan etkilenmis ancak yasamayan bireyin anne ve babasinin DNA 6rnekleri

lizerinden yiiriitiilmiistiir.

4.3. Genom Taramasi ve Baglanti1 Bolgesinin Belirlenmesi

4.3.1. Genom Boyu Homozigotluk Haritalamasi

TR_ATMPS ailesi i¢in genom boyu homozigotluk taramasi Affymetrix GeneChip
250K SNP array platformu kullanilarak yapildi. Genom taramasinda, ailede hastaliktan
etkilenmis iki bireye (DB-1616, DB-1724) ve bu hastalarin anne, baba ve kardeslerinden
olusan on bir saglikli bireye (DB-1612, DB-1613, DB-1614, DB-1615, DB-1719, DB-
1720, DB-1721, DB-1722, DB-1763, DB-1723 ve DB-1730) ait DNA 6rnegi kullanildi.
Elde edilen SNP verileri VIGENOS genetik analiz programiyla degerlendirildi ve 21q22.3
kromozom boélgesinde rs2838045 ve rs225444 SNP’leri arasinda kalan 0.71 cM’lik
bolgenin ailede hastalikla birlikte kalitilan en genis bolge oldugu belirlendi (Sekil 8).
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Sekil 8. TR_ATMPS ailesinde 250K SNP array sonu¢larinin VIGENOS ile analizi.
Indeks vaka ile ayn1 homozigot genotipi (AA, BB gibi) paylasanlar mavi, indeks vakanimn
tam karsitt 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 ti¢liniin de AB oldugu genotipler) ise sar1
renkte isaretlendi. Genom taramasina alinan her bir bireyin DNA banka numaralar1 seklin
lizerinde gosterildi. Hasta bireyler “*” ile vurgulandi. Hastalikla birlikte kalitilan 0.71
cM’lik bolgenin sinirlarini belirleyen SNP’ler seklin sol tarafinda gosterilmistir.

4.3.2. Baglant1 Bélgesinin STRP Markirlari ile Test Edilmesi ve Haplotip Analizi

TR_ATMPS ailesinden toplam 13 bireyin DNA 0&rnekleri kullanilarak yapilan
genom boyu homozigotluk haritalamasi sonucunda elde edilen ve rs2838045-rs225444
SNP’leri arasinda kalan 0.71 cM’lik kritik bolgenin hastalikla birlikte kalitilip
kalitilmadigi, ¢alismaya dahil edilmis olan ailedeki toplam 21 bireyde STRP markirlar
kullanilarak test edildi. Ailede hastalikla birlikte kalitilan rs2838045 ve rs225444 SNP’leri
arasinda kalan bolgede test edilebilecek informatif STRP markir1 bulunmamaktadir. Bu
nedenle kritik bolgenin haplotipini olusturmak i¢in test edilen STRP markirlarina ek olarak
genom taramasindan elde edilen informatif SNP verileri kullanildi. Olusturulan haplotipe
gore; sentromerik taraftan DB-1615 numarali bireyde rs2838045 SNP markir1 ve telomerik
taraftan DB-1763 numarali bireyde rs225444 SNP markir1 ile smirlandirilan bélgenin
hastalikla birlikte kalitildig1 dogrulandi (Sekil 9).
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A o B -

DB-1725
D2151887 25 \é__o ﬁ/ z__,@
D215266 1 RE
D2151260 10 |4
rs469480 - -
rs2838045 - -
rs2838101 - -
1s2839398 - -
rs2839402 - -
rs0081687 - -
rs225444 - -
D21S1411 afl| |7
D2151890 3 1
Dzismss 1UL3
DB-1731 DB-1726
D21S1887 203 2@z
D215266  |RE | E
D2181260 105 1M 3
rs469480 - - - -
152838045 - - - -
152838101 - - - -
152839398 - - - -
152839402 - - - -
rs0981687 - - - -
rs225444 - - - -
D2151411 RE 10 E
D21S1890 N RE | B
D21S1885 1L 1 1M 2
DB-1612 DB-1613 DB-1727 DB-1735 DB-1719 DB-1720
D2151887 3PN 1 10O 3 d | B 5T1W 2 71 (E 2B
D215266 - - sl 4 | E 2| (M3 4811 sl |4
D2151260 4 [JM 2 A | B 10l 3 4| M3 10|13 11| 4
rs469480 2 M 1 B | E - - 7] B 2l
rs2838045 1 1 "] | K - - 1 1 11l 2
rs2838101 2 [N 2 H | B - - 7] NE 2l |1
rs2839398 1 1 1 1 - - 1 1 11l 2
rs2830402 1 [N 2 " | K - - - - 1 E
rs0981687 2 [N 2 B | E - - 20 |1 " NE
rs225444 1 1 7] | K - - 10| |2 1002
D2151411 4[| M6 6 M4 4[|M5 HIE 1 K & NG
D2151890 5| |M 1 18l |3 3( M3 4 3 1 RE |
D2151885 1M 3 1 1 1 1 1 1 L1 1 L1

;

EREERYT

DB-1614 DB-1615 DB-1616 DB-1728 DB-1736 DB-1729 DB-1730 DB-1721 DB-1722 DB-1723 DB-1763 DB-1724

D2151887 3 1 3 3 3 3 2l5 4@5 4W[5 2B5 2@ 2@FI3 3[1F8 2 3 2 2

D215266 3 5 3 4 3 4 4 2 1 2 1 2 4 2 4 4 4 4 1 4 4 4 4 4
D2151260 4 2 4 1 4 1 1 4 3 4 3 4 1 4 1 4 1 4 3 4 1 4 1 1

rs469483 2 1 2 2 2 2 - - - - - - - 2 1 2 1 2 1 2 1 2 2
rs2838045 1 2 1 1 1 1 - - - - - - -1 2 1 2 1 21 2 1 1
rs2838101 2 2 2 2 2 2 - - - - - - - 2 1 2 1 2 1 2 1 2 2
rs2839398 1 1 1 1 1 1 - - - - - - -1 2 1 2 1 2 1 2 1 1
rs2839402 1 2 1 2 - - - - - - - - -1 2 1 2 2 2 1 2 1 1
rs9981687 2 1 2 1 2 2 - - - - - - - 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2

rs225444 1 2 1 2 1 1 - - - - - - -1 2 1 2 2 21 1 1 1
D2151411 4 6 4 6 4 4 4 7 5 7 5 7 4 7 3 6 1 6 1 6 3 3 3 3
D2151890 5 1 5 1 5 3 3 4 3 4 3 4 3 4 4 2 3 2 3 2 4 4 4 4
D2151885 1 1 1 11 1 (AN|SREERE |EREERE [HA S 1 T Y |5 I T O 5 I B 6 1 5 I 1 1 1

Sekil 9. TR_ATMPS ailesinde haplotip analizi. TR_ATMPS ailesinde 21q22.3
kromozom bdlgesindeki D21S1887 ve D21S1885 markirlart arasinda kalan bolgenin
haplotipi. Siyah bar ailede hastalikla birlikte kalitilan mutant haplotipi gostermektedir.
STRP ve SNP markirlan UCSC Human Genome Browser veri tabani
(http://genome.ucsc.edu/, NCBI 36/hg18 Mar. 2006) kullanilarak belirlendi.


../veri
http://genome.ucsc.edu/
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4.4. Baglant1 Bolgesindeki Aday Genlerin Belirlenmesi

TR_ATMPS ailesinde rs2838045 ve rs225444 SNP’lerinin smirlandirdigi 0.71
cM’lik baglant1 bolgesi i¢inde yer alan genler UCSC Human Genom Browser veri tabani
(http://genome.ucsc.edu/) kullanilarak arastirildi. Bolge icerisinde yedi adet gen
(TMPRSS2, RIPK4, PRDM15, C2CD2, ZNF295, UMODLI ve ABCGI) ve iki adet EST
(C21orfl29 ve AY040089) bulunmaktadir (Sekil 10). Bu genlerin kodladigi proteinlerin
fonksiyonlari, eksprese olduklar1 dokular ve herhangi bir hastalikla iliskili olup olmadiklar1
belirlendi (Tablo 12). Ripk4” farelerde ATMPS ve BPS fenotipine benzer sekilde coklu
epidermal anomalilerin ortaya ¢iktig1 ve heterozigot farelerin normal fenotipe sahip oldugu
bildirilmistir (26, 28). Ripk4” fareler ile hastalarimzin fenotipik 6zellikleri arasinda
goriilen dikkat ¢ekici fenotipik benzerliklerden yola ¢ikarak TR ATMPS ailesi i¢in RIPK4

en onemli aday gen olarak secildi.

posiion/search |chi21:41 B18250-02531 295 | gene (jump ) clear ] size 713,037 bp.

chr2t (g22.3) |ETIER AL BT o1 2 [ EEAR AR 21g213 212-q222|l
Seale 200 kb |
L] chr21: | 41900000 41950000] 42000000| 42050000 | 42100000 42150000] 42200000| 42250000 | 42300000| 42350000| 42400000 42450000 42500000
Chromosome Bands Localized by FISH Mapping Clones
Ll 216223
UCSC Genes Based on RefSed, UniProt, GenBank, CCDS and Comparative Genomics
TMPRSS2 <[] C21arf! M PansHm-lﬂ-l-H—-l ZNF?BSE}-H umooL! HHEAHIHHEY  aBCot ke
V040033 fetet ZNF29s -H  UMoDLT HHHEHHHHES  aBcot f=={-
ZNF295 - 4748362 | ABCGI Hi>
INF295 W UMODLT K ABCGI >
PROMIS HkHldiele il 2nres | umoDLt S HEHE S ABCGI i~
C2co2 k44 ZNF285 jH  UMODLY Heb ABCG1 [
c2co2 K44 ZNF295 ek UMODL! HeH
caco2 k-4 uUMODLY FHHHHHHE
caco2 i1 UMODL1 He
caco2 it UMODL1 HeH
0D
Hnuou}

Sekil 10. TR_ATMPS ailesinde kritik baglanti bélgesi icersinde yer alan genler.
21g22.3 kromozom bolgesi, rs2838045-rs225444 SNP’leri arasinda 0.71 Mb’lik aralikta
lokalize genler ve EST’ler. RIPK4 geni kirmiz1 daire i¢inde gosterilmektedir.


http://genome.ucsc.edu/
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Tablo 12. TR_ATMPS ailesinde rs2838045-rs225444 SNP’lerinin smirlandirdigi 0.71
cM’lik baglant1 bolgesi i¢inde yer alan genlerin ekspresyon profili ve fonksiyonlari.

Gen Ekprese oldugu dokular Fonksiyonu Kaynak
TMPRSS2 Inf:e bagirsak, prostat, kolon ve Prostat kanseri gelisimi >8
mide
Deri, timiis, tiroid, prostat, kalp, Epidermal farklilasma 26.27.28
RIPK4 brons epitel hiicreleri, karaciger,
bobrek, akciger, testis NF«B yolag1 aktivasyonu 25,29, 30
PRDM15 Fetal akeiger, kalp, karaciger, Pankreas kanseri gelisimi 59
adrenal korteks
C2CD2 Adrenal bez, adrenal korteks, Bilinmiyor
dalak, prostat
ipsi 60
ZNF295 Meme, testis Trafl skripsiyonel ..
regiilasyonun kontrolii
61
UMODLI1 Bobrek, testis ve fetal timus K“oklama ve duyu
noronlarinin uyarilmasi
ABCGI Akciger, dalak, timiis, adrenal bez ~ Glukoz ve lipid homeostasisi 62

4.5. RIPK4 Geninde Mutasyon Taramasi

4.5.1. TR_ATMPS Ailesinde RIPK4 Mutasyon Analizi

TR_ATMPS ailesinde RIPK4 (NM_020639) geni mutasyon analizi i¢in DB-1724

numarali hastanin genomik DNA’s1 kullanildi. Amplifikasyon RIPK4 geninin biitlin

ekzonlar1 ve ekzon-intron baglanti bolgelerini kapsayacak sekilde tasarlanan intronik

primerler kullanilarak yapildi (Tablo 7). Gen iizerinde bulunan sekiz ekzonun her biri ayr

ayr1 amplifiye edildi (Sekil 11).
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Sekil 11. RIPK4 geninin PCR ile amplifikasyonu. Her bir ekzona ait PCR {iriinii %2’°lik
agaroz jelde yiiriitiildii. M; NEB 100 bp Marker, Ex; Ekzon.

Elde edilen PCR iriinleri

saflagtirildiktan sonra amplifikasyon primerleri

kullanilarak dizilendi. DNA dizileri RIPK4’{in referans dizisi ile karsilastirildi ve RIPK4

geni lizerinde 8 farkli homozigot degisiklik gozlendi. Bunlardan yedisi daha once

tanimlanmis olan SNP’lere karsilik gelirken RIPK4 geni ikinci ekzonunda goriilen

c.362T>A degisimi bilinen herhangi bir SNP’e karsilik gelmemektedir (Sekil 12) (Tablo

13).

Tablo 13. DB-1724 numaral1 bireyde RIPK4 geni iizerinde goriilen degisiklikler.

Niikleotid

Protein

No Degisikligi Seviyesinde SNP No Ekzon/Intron
1 c.362T>A p-Ile121Asn - Ex2
2 IVS6- 45T>G - rs2277790 Int6
3 c.1005G>T p.-Leu335Leu 1s2277789 Ex7
4 c.1203C>T p-Gly401Gly rs3746894 Ex8
5 c.1476G>A p-Alad492Ala r$s3746893 Ex8
6 c.1548C>T p-Asp528Asp rs2838113 Ex8
7 c.1996A>G p.Pro665Pro rs3746891 Ex8
8 c.2331G>A p.Thr777Thr 157276592 Ex8




c.362T>A
(p.lle121Asn)

Phe Arg Asn lle His
TPCCCRAACATCCAL

Homozigot mutant

Phe Arg lle/Asn lle  His
TTCCGAR/tCATCCAC

Heterozigot
normal

Phe Arg lle lle His
T ZCC CGAATCATCECAC

Homozigot
normal
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Sekil 12. RIPK4 geninde tammlanan ¢.362T>A degisimi kromatogrami. Ust panel;
homozigot mutant birey, orta panel; heterozigot normal birey, alt panel; homozigot normal

birey.

ARMS yontemi kullanilarak yapilan taramada c¢.362T>A degisimi DB-1616 ve
DB-1724 numarali hasta bireylerde homozigot olarak goriiliirken; DB-1723, DB-1729 ve

DB-1736 numarali saglikli bireylerde gozlenmedi. Caligsmaya dahil edilen diger bireylerde

ise ¢.362T>A heterozigot olarak tespit edildi (Sekil 13). Etnik olarak ortlisen 335 saglikli

bireyden olusan kontrol grubunda yapilan taramada ise ¢.362T>A degisimi higbir bireyde

gorilmedi.

216 bp, NA
216 bp, MA

Sekil 13. ¢.362T>A degisiminin TR_ATMPS ailesindeki dagiliminin ARMS ile
gosterilmesi. Ust panel NA; normal allel, alt panel MA; mutant allel, “*”; hasta bireyler.
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TR_ATMPS ailesinde tanimladigimiz RIPK4 geni iizerindeki ¢.362T>A degisimi,
proteinin kinaz domaini lizerinde yer alan 121. pozisyonundaki izoldsin amino asidinin
asparajine donilisiimiine (p.Ile121Asn) neden olmaktadir (Sekil 14A). ClustalW Multiple
Sequences Alignment programi kullanilarak yapilan analiz ile RIPK4’tn 121.
pozisyonunda bulunan izoldsin amino asidinin farkli tlirlerdeki RIP kinaz ailesi {iyeleri

arasinda yiiksek diizeyde korunmus oldugu gosterildi (Sekil 14B).

¢.362T>A (p.lle121Asn)

SerMhr Kinase
Damaln

122 81 437 734 784
B pJlel21Asn

Homo sapiena RIPK4 WDLRFRIIHETAVG 136
Mus musculus Ripk4 WDLRFRIVHETAVG l3¢
Rattus norvegicus_Ripkd WDLRFRIVHETAVG 1l3e
Pan troglodytes Ripk4 WDLRFRIIHETAVG 136
Macaca mulatta Ripkd WDLRFRIIHETAVG 136
Bos taurus RIPR4 WDLRFRIIHETAVG 13¢
Gallus gall‘-.*.s_Rl?K‘! WELRFRIIHETAVG 136
Danic rerio Ripké4 WELRFRITIHETAVG 136
Mus musculus RipkZ WPLRFRILHEIALG 138
Homo sapiens RIPKZ WPLRFRILHEIALG 139
Rattus norvegicus Ripk2 WPLRFRILHEIALG 138
Homo sapiens RIPK3 WPLLCRLLEEVVLG 135
Mus musculus Ripk3 WPLLCRLLOQEVVLG 13€
Rattus norvegicus Ripk3 WPLLCRLLEEVVLG 13¢
Homo sapiens RIPK1 LSVEGRIILEIIEG 133
Mus musculus Ripkl LSLEGRIIVEAIEG 133
Rattus norvegicus Ripkl LSVRKGRIIVEIIEG 133

Sekil 14. RIPK4’te belirlenen p.lle121Asn degisimi icin in silico analiz. A) p.Ile121Asn
amino asit degisiminin proteinin serin-treonin kinaz domaini {izerindeki yerlesimi, B)
p-lle121Asn degisiminin RIP kinaz ailesi arasindaki korunmuslugunun ClustalW Multiple
Sequences Allignment programi kullanilarak gosterilmesi.
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SIFT analizi ise RIPK4’{in 121. pozisyonundaki izoldsin amino asidinin asparajin
ile yer degistirmesinin, proteinin fonksiyonu acisindan tolere edilemeyecegini

gostermektedir (Sekil 15).

Tolere edilemeyecek aminoasitler Pozisyon Tolere edilebilir aminoasitler

cwifmvielvhr 116D gntskAPQDE
vywvtsrqpnmkihgtedca 117L |
cwfdmiyvgphlnateq 118R SKR
hkqnedgepctsamvily 119F WF
ywvtsqpnmlkihgtedeca 120R R
Iul\\wlpmcu:gl.\n!f MLVI
dhwngvrecksqptfm 1221 vALI
ywvtsrqpnmlkigfedca 123H H
ewfmiyvlvhrgntspakd 124E QE
whgdynrqekscpf 125T a IMVIT
whvfimarndelkcevtp 126A GSA

Sekil 15. p.Jle121Asn degisimi icin SIFT analizi. SIFT programi ile RIPK4’iin 121.
pozisyonundaki izoldsin (I) amino asidi kalintisinin asparajin (N) ile yer degistirmesinin
degerlendirilmesi.

4.5.2. TR_BPS Ailesinde RIPK4 Mutasyon Analizi

TR_ATMPS ailesinde RIPK4 geninin 2. ekzonunda c.362T>A degisiminin
tanimlanmasi {izerine, Bartsocas-Papas sendromu tanisi konulmus ancak yasamayan
bireyin bulundugu TR_BPS ailesindeki sorumlu mutasyonun da RIPK4 geni lizerinde olup
olmadigi, DNA dizi analizi yontemi ile arastirildi. Bu siirecte etkilenmis bireyin hayatta
olmamasi ve elimizde bu bireye ait DNA 6rnegi bulunmamasi sebebiyle hasta bireyin hem
babasina (DB-2094) hem de annesine (DB-2119) ait genomik DNA 6rnekleri kullanilarak,
RIPK4 geninin her bir ekzonu ve ekzon-intron baglanti bolgeleri amplifiye edilerek
dizilendi. DNA dizi analizi sonug¢larinin RIPK4’lin referans dizisi ile karsilastirilmasi
sonucunda hastanin babasinda 14 farkli degisiklik gézlendi (Tablo 14). Bunlardan on {i¢i
daha once tanimlanmis olan SNP’lere karsilik gelirken, ticlincili ekzonda goriilen ve bilinen

SNP’ler ile eslesmeyen ¢.551C>T degisimi heterozigot olarak goriildii (Sekil 16).
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Tablo 14. DB-2094 (Baba) numarali bireyde RIPK4 tlizerinde goriilen degisiklikler.

No Niikleotid degisikligi Protein Seviyesinde SNP Ekzon/
Allel 1 Allel 2 Allel 1 Allel 2 Intron
1 c.35C>G - p-Alal2Gly - r$6586239 Ex1
2 c.159G>A - p-Ser53Ser - 16586238 Ex1
3 ¢.551C>T - p.Thr184lle - -- Ex3
4 c.630G>A - p.Ala210Ala - rs2838114 Ex4
6 c.1203C>T - p-Gly401Gly - rs3746894 Ex8
7 c.1476G>A - p-Ala492Ala - rs3746893 Ex8
8 c.1548C>T - p-Asp528Asp - rs2838113 Ex8
9 c.1996A>G  c.1996A>G  p.Pro665Pro  p.Pro665Pro  rs3746891 Ex8
10 ¢.2331G>A - p-Thr777Thr - 157276592 Ex8
11 c.2445T>C - - - 1s6586232 Ex8
12 1IVS6-19C>T - - - 1s73906243 Int6
13 IVS6-45T>G - - - 1s2277790 Int6
14  1VS7-43A>G - - - rs3746895 Int7

Hastanin annesinde ise RIPK4 geni lizerinde 13 farkl degisiklik goriildii (Tablo
15). Bu degisikliklerden on ikisi bilinen SNP’lere karsilik gelirken, hastanin babasinda
oldugu gibi t¢iincii ekzonda goriilen ve bilinen SNP’ler ile eslesmeyen ¢.551C>T degisimi

heterozigot olarak goriildii (Sekil 16).

Tablo 15. DB-2119 (Anne) numaral1 bireyde RIPK4 iizerinde goriilen degisiklikler.

No Niikleotid degisikligi Protein Seviyesinde SNP Ekzon/Intron
Allel 1 Allel 2 Allel 1 Allel 2
1 c.35C>G - p-Alal2Gly - 16586239 Ex1
2 eS551C>T - p.-Thr184lle - - Ex3
3 ¢.1005G>T - p.Leu335Leu - 1s2277789 Ex7
4 ¢.1203C>T - p.Gly401Gly - rs3746894 Ex8
5 c¢.1476G>A - p-Alad492Ala - rs3746893 Ex8
6 c.1548C>T - p-Asp528Asp - rs2838113 Ex8
7 c.1996A>G - p.Pro665Pro - rs3746891 Ex8
8 ¢.2331G>A - p.Thr777Thr - 157276592 Ex8
9  ¢.2445T>C - - - 1s6586232 Ex8
10 IVS4-135T>G - - - rs13048502 Int4
11 IVS6-19C>T - - - rs73906243 Int6
12 1IVS6-45T>G 1VS6-45T>G - - 1s2277790 Int6
13 IVS7-43A>G IVS7-43A>G - - rs3746895 Int7
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¢.551C>T
(p.-Thr184lle)

Phe Gly Thrllle lle Ala

TTTGGCAtAAT CGCC
Heterozigot normal

Phe Gly Thr lle Ala
TTTGGCACAATCGCC

Homozigot normal

Sekil 16. RIPK4 geninde tammlanan ¢.551C>T degisimi kromatogrami. Ust panel;
heterozigot normal birey, alt panel; homozigot normal birey.

ARMS yontemi kullanilarak yapilan taramada c¢.551C>T degisiminin anne ve
babada heterozigot olarak bulundugu dogrulandi (Sekil 17). Etnik olarak ortiisen 335
saglikli bireyden olusan kontrol grubunda yapilan taramada ise ¢.551C>T degisimi higbir

bireyde goriilmedi.

DB-2094
DB-2119

K1
K2

250 bp, NA

250 bp, MA

Sekil 17. ¢.551C>T degisiminin TR_BPS ailesindeki dagiliminin ARMS ile
gosterilmesi. DB-2094; Heterozigot normal baba, DB-2119; Heterozigot normal anne, K1
ve K2; Homozigot normal bireyler, (-); Negatif kontrol, NA; Normal allel, MA; Mutant
allel.
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TR _BPS ailesinde tanimladigimiz RIPK4 geni lizerindeki ¢.551C>T degisimi,
proteinin kinaz domaini iizerinde bulunan 184. pozisyonundaki treonin amino asidinin
izolosine doniisiimiine (p.Thr184lle) neden olmaktadir (Sekil 18A). ClustalW Multiple
Sequences Alignment programi kullanmilarak yapilan degerlendirmede RIPK4’iin 184.
pozisyonunda bulunan treonin amino asidinin farkli tiirlerdeki RIP kinaz ailesi iiyeleri

arasinda yiiksek diizeyde korunmus oldugu gosterildi (Sekil 18B).

A
c.551C>T (p.Thr184lle)
Ser/Thr Kinase “m‘““l_:‘
Domain
122 28
B g
p-Thri184Ile

Homo sapiens_RIPK4 GLFG*IAYLPPE 191
Mus musculus Ripk4 GLFGTIAYLPPE 191
Rattus norvegicus_ Ripk4 GLFGTIAYLPPE 161
Pan troglodytes Ripk4 GLFGTIAYLPPE 1981
Macaca mulatta Ripk4 GLFGTIAYLPPE 191
Bos taurus_RIPK4 GLFGTIAYLPPE 191
Gallus gallus RIPK4 GLCGTIAYLPPE 191
Danio rerio Ripk4 GFCGTIAYLPPE 191
Mus musculus_ Ripk2 PEGGTIIYMPPE 197
Homo sapiens RIPKZ PEGGTIIYMPPE 197
Rattus norvegicus Ripk2Z PEGGTIIYMPPE 197
Homo sapiens RIPK3 EPGGTLGYLAPE 189
Mus musculus_Ripk3 DSGGTLAYLDPE 154
Rattus no*vegicus _Ripk3 DSGGTLAYLAPE 1982
Homo sapiens RIPKI1 N-GGTLYYMAPE 1S¢
Mus muscu‘us_Rlpxl NNGGTLYYMAPE 187
Rattus norvegicus Ripkl N-GGTLYYMAPE 1%¢
Rattus norvegicus Ripkl LSVRGRIIVEIIEG 133

Sekil 18. RIPK4’te belirlenen p.Thr184lle degisimi i¢in in silico analiz. A) p.Thr184lle
amino asit degisiminin proteinin serin-treonin kinaz domaini {lizerindeki, B) p.Thr184lle
degisiminin RIP kinaz ailesi ve RIPK4 ortologlar1 arasindaki korunmuslugunun ClustalW
Multiple Sequences Alignment programi kullanilarak gosterilmesi.
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SIFT ile yapilan bir diger analiz, RIPK4’iin 184. pozisyonundaki treonin amino

asidi kalintisinin izoldsin ile yer degistirmesinin tolere edilemeyecegini gostermektedir

(Sekil 19).

Tolere edilemez aminoasitler Pozisyon Tolere edilebilir aminoasitler

W 179D yf cmhivlpgrnqt ADSKe
w 180G fmychil vPrqtdk NeGSA
whg 1SIL cdnpryqskfmEt AvIL
182F wempdi eqtvonhGFs | Ryak
ywvtsrqpoml ki hfedca 183G G
whycfqrdegpk lavs MT
dhgwncersykq 35 tPafmvIL
W 186A cf ymhpllgnrVqdt SKAE
qknrhdgepct smavi wl 187Y FY
hdwnqepcrgskyta 188L f ML VI
whyfmingredlkety 189P sg AP

Sekil 19. p.Thr184Ile degisimi icin SIFT analizi. SIFT programi ile RIPK4’lin 184.
pozisyonundaki treonin (T) amino asidi kalintisinin izolosin (I) ile yer degistirmesinin

degerlendirilmesi.



5. TARTISMA

Limb pterygium sendromlari; boyun, diz arkasi, dirsek pterygiumlari ve eklemlerde
hareket kisitligi gibi multiple konjenital anomaliler ile karakterize, hem genetik hem de
fenotipik olarak heterojenite gosteren nadir bir grup hastaliktir (3). Limb pterygium
sendromlari, fenotipik bulgularindan olan pterygium yapisinin bulundugu bolgeye gore
farkli alt gruplara ayrilmis olup, pterygium yapisinin hem alt hem de iist ekstremitelerde
goriilebildigi durumlarda multiple pterygium; oOzellikle diz arkasinda bulundugu
durumlarda ise popliteal pterygium sendromu olarak isimlendirilmislerdir (19, 63). Bir
diger siniflandirma ise pterygium sendromlarinin liimciil olup olmama 6zelliklerine gore
yapilmistir (5). Bu hastalik grubu ile ilgili olarak farkli fenotipik bulgulara sahip yeni
vakalarin tanimlanmasi ve hastaligin gerek klinik gerekse genetik olarak yliksek
heterojenite gostermesi nedeniyle siniflandirilmasi halen daha netlesmemistir.

Arastirmamizin  konusunu olusturan Aslan tip multiple pterygium sendromu
(ATMPS), diger pterygium sendromlarinda daha once tanimlanmamis olan ¢ene
kemiklerinde fiizyon, medial kantal ag ve rektal polip gibi anomalilerin varlifina baglh
olarak multiple pterygium sendromlarinin yeni bir varyanti olarak rapor edilmistir (10).
Ancak daha sonralari, ATMPS vakas: ile ilgili olarak viicudun iist kisminda pterygium
bulunmamasi, popliteal bolgede belirgin pterygium yapisinin olmast ve BPS’nin
karakteristik 6zelliklerinden olan ankiloblefaron, el ve ayaklarda sindaktili ve c¢esitli
kraniyofasiyel anomalilerin bulunmas1 gibi sebeplerden dolayt ATMPS’nin BPS ile ayni
sendrom olabilecegi dnerilmistir (63). TR_ATMPS ailesinde, yasayan ikinci hasta ¢ocukta
medial kantal ag ve rektal polip gozlenmemesi ve bu bireyin Bartsocas-Papas sendromu ile
uyumlu klinik fenotip sergilemesi ATMPS nin BPS ile ayni hastalik oldugu yoniindeki
onerileri gliclendirmistir.

Bartsocas-Papas sendromu siklikla 6lii dogum veya dogumdan kisa bir siire sonra
Olimle sonuclanmaktadir (3, 5, 6, 18). BPS hastalarinin 6liim sebeplerinden biri atipik

fasiyal yariklara bagli olarak gelisen pndmoni olmakla birlikte, solunum yetmezligi ve
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sepsis diger nedenler olarak siralanmigtir (6, 9, 18). Bununla birlikte ¢ocukluk donemine
kadar yagsayan BPS’li bireyler de rapor edilmistir (7, 8, 9). TR_ATMPS ailesinde, uzun bir
yogun bakim siiresinden sonra biri 2, digeri 13 yasinda olan iki hastanin halen yasiyor
olmasi, dogumdan sonraki tedavi siirecinin hastalarin yasama sansint arttirdigini
gostermektedir.

IRF6 geni lizerindeki mutasyonlarin popliteal pterygium sendromunun daha hafif
formu olan ve otozomal dominant kalitim gdsteren popliteal pterygium sendromuna neden
oldugu gosterilmistir (16). Ancak PPS’nin daha 6liimciil formu olan ve otozomal resesif
kalitm gdsteren Bartsocas-Papas sendromlu hastalarda [RF6 geninde mutasyon
bulunmamistir (64). Gelinen asamada Aslan tip multiple pterygium sendromu ve
Bartsocas-Papas sendromu ile iliskilendirilmis bir gen bilinmemektedir.

Calisma kapsaminda degerlendirdigimiz TR_ATMPS ailesinde yapilan genetik
haritalama c¢alismalarinda hastalikla birlikte kalitilan kritik bolgedeki genlerden olan
RIPK4, RIP kinaz ailesinin bir iiyesi olup, reseptor etkilesimli serin-treonin kinaz 4
proteinini kodlamaktadir. RIPK4, amino ucunda serin-treonin kinaz domaini, karboksil
ucunda 11 ankyrin tekrar1 ve bu iki bolgeyi birbirine baglayan bir ara bolgeden
olusmaktadir (Sekil 1) (23, 24). RIPK4’{in eksikligi (Ripk4”") farelerde agiz, yiiz, burun ve
kuyruk bolgelerinde anormal epidermal farklilagma sebebi ile ¢oklu anomalilere neden
olmaktadir. Ayrica damak ve dudaklar arasindaki yapisikliktan dolay1 Ripk4” fareler
solunum yolu tikaniklig1 sebebiyle dogumu takiben kisa bir siirede 6lmektedir. Ancak
Ripk4’tin heterozigot mutant (Ripk4™") oldugu durumlarda fareler normal fenotip ile
dogmaktadir (26, 28). Ripk4™" farelerde bu anomalilerin ortaya ¢ikmamasi otozomal resesif
kalitim kalib1 ile uyum gostermektedir. Ripk4” farelerde ATMPS ve BPS fenotipi ile
benzer epidermal anomalilerin goriilmesinden yola ¢ikilarak RIPK4 geni bu g¢alismada
ATMPS’den sorumlu aday gen olarak secilmistir.

TR_ATMPS ailesinde yapilan RIPK4 geni mutasyon taramasi sonucunda belirlenen
c.362T>A (p.Ile121Thr) missense mutasyonu, RIPK4’iin serin-treonin kinaz domaini
tizerinde korunmus olan 121. pozisyondaki izolosin amino asidininin, treonin amino
asidine doniismesine neden olmaktadir (Sekil 14A, 14B). TR_ATMPS ailesindeki
hastalarin her ikisinde de c¢.362T>A (p.lle121Thr) mutasyonunun homozigot olarak
goriilmesi ve ailedeki saglikli bireylerin hi¢birinde s6z konusu mutasyonun goriilmemesi,

bu mutasyonun ailede hastaliktan sorumlu olabilecegini gostermektedir (Sekil 13). Ayrica
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degisikliginin proteinin fonksiyonu acisindan tolere edilemedigi SIFT analizi ile de
desteklenmistir (Sekil 15).

TR_BPS ailesinde yapilan RIPK4 geni mutasyon taramasi sonucunda ise yine
proteinin serin-treonin kinaz domaini ilizerinde korunmus bir amino asidin degismesine
(p.Thr184Ile) neden olan bir mutasyon c.551C>T belirlenmistir (Sekil 16). TR_BPS
ailesindeki hastanin dogumdan kisa bir siire sonra 6lmiis olmas1 ve elimizde bu hastaya ait
DNA o6rneginin mevcut olmamasindan dolayr hastada ¢.551C>T mutasyonunu test etme
imkanimiz olmamistir. Ancak hastanin, aralarinda akrabalik bagi olan, annesi ve babasinda
bu mutasyonun heterozigot olarak gdriilmesi, ¢.551C>T mutasyonunun ailede hastaliktan
sorumlu olabilecegini fikrini desteklemektedir (Sekil 17). Diger taraftan RIPK4’iin
faredeki ortologu olan Ripk4 proteininin 184. pozisyonunda bulunan treonin amino
asidinin, site-directed mutagenesis yoOntemi ile alanine dontstiiriilmesi sonucunda
Ripk4’iin kinaz aktivitesinin bozuldugu gosterilmistir (30). Bu durum RIPK4’iin kinaz
aktivitesi i¢in Thr184 amino asit kalintisinin son derece Onemli role sahip oldugunu
gosterirken, TR _BPS ailesinde gordiiglimiiz degisimin de mutasyon olduguna isaret
etmektedir.

RIPK4, PKC bagimli NF-xB sinyal yolagi {izerinden epidermal gelisimi ve
keratinosit farklilasmasini kontrol etmektedir (26, 27, 28). RIPK4 aracili NF-«B
aktivasyonunda RIPK4 proteininin serin-treonin kinaz domeini belirleyici role sahiptir (25,
29, 30). Ripk4’iin kinaz domainin inaktivasyonu durumunda keratinositlerde NF-xB
aktivasyonu azalmaktadir ve epidermal gelisim ile birlikte keratinosit farklilasmasi
bozulmaktadir (27, 28). Bu c¢alismada tanimlamis oldugumuz her iki mutasyon da
(p.lle121Asn  ve p.Thr184lle) proteinin serin-treonin kinaz domaini iizerinde
bulunmaktadir. Bu durum epidermal gelisim ve keratinosit farklilasmasi i¢in gerekli olan
NF-«B sinyal yolunun bozuldugunu gostermektedir.

Niiklear faktor-xB ailesi iiyeleri memelilerde immun sistem ve inflamasyonda
gorev aldiklar1 gibi farkli tipteki hiicrelerin ¢ogalma, sagkalim ve apoptoz
mekanizmalarinda da rol almaktadirlar (31, 32, 36, 37). Niiklear faktor-xB transkripsiyon
faktorii olup birbirine benzer bes farkli proteinin (NF-kB1 (p50), NF-kB2 (p52), RelA
(p65), c-Rel ve RelB) farkli kombinasyonlari sonucu olusan homo veya heterodimer bir
yapiya sahiptir (31, 32). c-Rel embriyolojik gelisim siirecinde mezodermal hiicrelerle
birlikte ekstremiteleri meydana getirecek olan tomurcuklarin olusumunda 6nemli géreve

sahip olan apikal ektodermal sirtta (AER) yliksek seviyede eksprese olmaktadir. c-Rel’in
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eksikliginde AER’in ve ekstremitelerin gelisimi bozulmaktadir (70, 71). Diger taraftan
RelA (p65)’nin da epidermal gelisim siirecinde c-Rel ile birlikte rol oynadig1 gosterilmistir
(69).

Niiklear Faktor-kB ¢ok ¢esitli uyaranlara yanit olarak aktive olmasina ragmen bu
sinyal yolaklar1 inhibitor kappa kinaz (IKK) kompleksi seviyesinde birlesmektedir (34, 37,
68). NF-xB yolaginda rol alan IKK kompleksi iki adet katalitik alt birim (IKKa ve IKK[)
ve bir adet regiilator alt birimden (IKKy/NEMO) olugmaktadir (33, 34). IKK’nin katalitik
alt birimlerinden IKKp’nin yoklugu fare embriyonik gelisiminde siddetli apopitoz sonucu
karaciger dejenerasyonuna neden olmaktadir (38, 39). Buna karsin, IKKa’nin yoklugunda
farelerde epidermal hiicrelerin gelisiminde ve keratinositlerin farklilasmasinda siddetli
sorunlar yasandigi ve buna bagl olarak ekstremite ve kraniofasial anomaliler ortaya ¢iktig
gosterilmistir (40, 41, 65). Yakin bir gegmiste IKKa’ nin insanlardaki ortologu olan CHUK,
epidermal gelisimin, keratinosit farklilagmasinin, el ve ayak gelisiminin bozulmast ile
karakterize ve otozomal ge¢is gosteren Cocoon sendromu [OMIM: 613630] ile
iligkilendirilmistir (67). Bu veriler NF-kB sinyal yolaginin epidermis ve ekstremitelerin
embriyonik gelisiminde 6nemli rol aldigin1 ve RIPK4’tin CHUK ile birlikte bu sinyal
yolaginda yer aldigin1 gostermektedir.

Sonug olarak; bu ¢alisma ile Aslan tip multiple pterygium sendromunun, Bartsocas-
Papas sendromunun bir varyant1 oldugu ve bu hastaligin olusumuna NF-kB sinyal yolag:
tizerinden keratinosit farklilasmasi siirecinde rol alan RIPK4 proteinini kodlayan RIPK4

geni mutasyonlarinin neden oldugu gosterilmistir.



6. SONUC VE ONERILER

1. Otozomal resesif kalitim gosteren Aslan tip multiple pterygium sendromunun genetik
etiyolojisinin belirlenmesini amaclayan bu calisma kapsaminda TR_ATMPS ailesinde
genetik haritalama yapildi ve hastaligin 21g22.3 kromozom bdlgesinde rs2838045 ve
1s225444 SNP’leri arasindaki 0.71 cM’lik bolge ile kalitildig: belirlendi.

2. Baglant1 bolgesinde bulunan yedi adet genin fonksiyonlar1 incelendi. Farelerde Ripk4
geninin eksikligi sonucu Aslan tip multiple pterygium sendromuna benzer klinik bulgularin
ortaya ¢ikmis olmasindan hareketle baglant1 bolgesinde yer alan ve Ripk4’lin insanlardaki

ortologu olan R/IPK4 hastaliktan sorumlu olabilecek aday gen olarak segildi.

3. Hasta bireylerin genomik DNA’s1 kullanilarak RIPK4 geninde yapilan mutasyon
taramas1 sonucunda gen iizerinde hastalikla birlikte kalittilan ¢.362T>A (p.lle121Asn)
degisimi tespit edildi.

4. Aslan tip multiple pterygium sendromunun Bartsocas-Papas sendromu ile ayni sendrom
olabilecegi yoniindeki oOnerilerden yola ¢ikilarak, Bartsocas-Papas tanist almis ancak
yasamayan bir hastanin bulundugu TR_BPS ailesindeki anne ve babada yapilan mutasyon
taramasi sonucunda yine RIPK4 {izerinde, patolojik oldugu fare ¢alismalarinda gosterilmis

c.551C>T (p.Thr184lle) degisimi tespit edildi.

5. Kontrol grubumuzu olusturan 335 saglikli bireyde ¢.362T>A ve ¢.551C>T degisimleri

goriilmedi.

6. ClustalW Multiple Sequences Alignment programi ile Ile121Asn ve Thr184lle amino
asit degisimlerinin RIPK4 proteinin farkli canlilardaki ortologlarinda korunmus olarak
bulunan amino asitlere karsilik geldigi; SIFT analizi ile de yine bu amino asit
degisimlerinin, RIPK4 proteininin fonksiyonu agisindan tolere edilemeyecek degisimler

oldugu gosterildi.
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7. Sonug olarak bu tez kapsaminda Aslan tip multiple pterygium sendromundan sorumlu

gen tanimlanmis ve bu genin RIPK4 oldugu gosterilmistir.

8. Gelinen asamada birbirinden farkli sendromlar olarak tanimlanan Aslan tip multiple
pterygium ve Bartsocas-Papas sendromlarinin ayni gen iizerindeki mutasyonlar sonucu
olusmus, birbirinin varyant1 olan sendromlar olabilecegi fikrine varildi. Ileride yapilacak

olan ¢alismalar bu konuya daha da netlik kazandiracaktir.

9. RIPK4 proteini, NF-kB sinyal yolagi {izerinden keratinosit proliferasyonu ve
farklilasmas siirecine katilmaktadir. Ancak bu siirecteki tam rolii bilinmemektedir. fleride

bu konular1 aydinlatmaya yonelik fonksiyonel ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.
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7. OZET

Multiple pterygium sendromunun bir varyanti olan Aslan tip multiple pterygium
sendromu (ATMPS) [OMIM: 605203]; kraniyofasiyal yarik, el-ayak malformasyonu ve
siddetli popliteal pterygium ile karakterize otozomal resesif gegisli bir hastaliktir. Yalnizca
bir hastada tanimlanmis olan ATMPS’nin, fenotipik benzerliklerinden yola cikilarak,
Bartsocas-Papas sendromu ile ayni hastalik olabilecegi yonilinde goriisler bildirilmistir.
Gelinen asamada ATMPS ve Bartsocas-Papas sendromundan sorumlu genler
bilinmemektedir. Bu calismada ATMPS’den sorumlu genin belirlenmesi hedeflenmistir.

Calisma kapsaminda ATMPS’nin ilk kez tanimlandig1 ve ikisi hayatta toplam alt1
etkilenmis bireyin bulundugu aile degerlendirildi. Genom boyu homozigotluk taramasi ve
takip eden ayrintili haritalama sonucunda hastaligin ailede 21q22.3 kromozom bdlgesinde
rs2838045 ve rs225444 SNP’leri arasinda kalan 0.71 cM’lik bir bolge ile kalitildig
gosterildi. Secilen aday gende yapilan mutasyon taramasi ile NF-kB sinyal yolagi
tizerinden epidermis gelisimi ve keratinosit farklilagmasinda kritik rol oynayan, reseptor
etkilesimli serin-treonin kinaz 4 proteinini kodlayan RIPK4 geni lizerinde homozigot
c.362T>A (p.Ile121Asn) mutasyonu belirlendi. Bartsocas-Papas sendromu tanist almis bir
bireyin bulundugu ailede yapilan mutasyon taramasinda yine RIPK4 geni {izerinde
¢.551C>T (p.Thr1841Ile) mutasyonu belirlendi.

Sonug olarak, bu ¢alismada ATMPS’ nin Bartsocas-Papas sendromunun bir varyanti
olabilecegi ve embriyonik gelisimde kritik dneme sahip reseptor etkilesimli serin-treonin
kinaz 4 proteinini kodlayan RIPK4 geni mutasyonlarinin ATMPS ve BPS’den sorumlu

oldugu gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Aslan Tip Multiple Pterygium Sendromu, Bartsocas-Papas

Sendromu, RIPK4, RIP, NF-xB
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8. ABSTRACT

Investigation of The Genetic Etiology of Aslan Type Multiple Pterygium Syndrome

Aslan type multiple pterygium syndrome (ATMPS) [OMIM: 605203], a variant of
multiple pterygium syndrome (MPS), is an autosomal recessive disorder and characterized
by craniofacial cleft, limb malformations and severe popliteal pterygium. ATMPS has been
described only in one patient and depending on the phenotypic similarities it was suggested
that it might be the same disorder with Bartsocas-Papas syndrome (BPS). The causative
genes for ATMPS and Bartsocas-Papas syndrome are still unknown. In this thesis it was
aimed to identify the causative gene of the ATMPS.

In this study, we evaluated the original ATMPS family in which the syndrome was
described. In ATMPS family there are six affected individuals and only two of them are
still alive. Genome-wide homozygosity mapping and subsequent fine mapping revealed
co-segregation of 0.71 cM interval between SNPs rs2838045 and rs225444 on
chromosome 21g22.3 with disease in family. Mutation screening of the candidate gene
revealed a homozygous c¢.362T>A (p.lle121Asn) mutation in RIPK4 gene encoding
receptor interacting serine threonine kinase 4 which has a critical role in NF-xB induced
epidermal development and keratinocyte differentiation. Mutation screening in a family
which there was an affected individual suffering from Bartsocas-Papas syndrome revealed
a missense mutation, ¢.551C>T (p.Thr184Ile), in RIPK4 gene.

In conclusion, here we suggested that ATMPS might be the variant of Bartsocas-
Papas syndrome and mutations in RIPK4 gene encoding receptor interacting serine
threonine kinase 4 protein which has a critical function in embryonic development cause

ATMPS and BPS.

Keywords: Aslan Type Multiple Pterygium Syndrome, Bartsocas-Papas Syndrome,
RIPK4, RIP, NF-xB
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