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Ectodermal dysplasia (ED) sendromu ektoderm kaynakli gelisen organlarda
anormallikler ile seyreden kompleks genetiksel bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. ED,
hipohidrotik, anhidrotik ve hidrotik olmak iizere li¢ sekilde goriiliir. Daha once yapilan
calisgmada Bir Tirk ailesinde hastaliga EDARADD geninin (NM_080738) 6.ekzonda
c.439G>A bolgesinde meydana gelen mutasyonun sebep oldugu saptanmistir. Bu
caligmanin amaci Ectodermal dysplasia (ED) hastaligina sebep olan EDARADD gen
mutasyonun kan bagi ile akrabaligi olan tiim ailelerde saptanmasi ve tastyicilarin
belirlenmesidir. Ayrica saptanan nokta mutasyonun sekanslama islemlerine gereksinim
duymayacak sekilde teshisini hizli ve ucuz yollarla saptamak amaciyla PCR tabanlh
metotlar gelistirmektir. Elde edilecek veriler Tibbi Genetikgilerin prenatal tani
yontemlerini gelistirmelerine ve genetik danismanlik vermelerine yardimer olacaktir.
Ayrica bu calismanin sonucunda dogumsal ED vakalarinin sayisinin azaltilmasi veya tam
olarak yok edilmesi hedeflenmektedir. Daha Once saptanana hasta bireyin kan bagi olan
akrabalarindan toplam 61 kisi calismaya goniillii katilmistir. Goniilliilerin tamaminda hem
RFLP (MnlI endoniikleaz ile kesim) yontemi hem de sekanslama caligmalar1 yapilmistir.
Elde edilen sonuglara gore toplam 14 kisi tastyici olarak saptanmistir. 46 kisi normal
homozigot ve bir kisi de hasta olarak belirlenmistir. Genin otozomal resesif olarak
kalitlandig1 ve gen frekansiin Hardy-Weinberg dengesinde oldugu saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Ectodermal dysplasia; Anhidrotik; Genetik; Mutasyon; Mnll
restriksiyon endoniikleaz.




ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE HEREDITARY FEATURES OF THE DISEASE IN
FAMILIES DIAGNOSED WITH ECTODERMAL DYSPLASIA

Banu GUVEN EZER
Department of Biology
Adiyaman University, Graduate Education Institute, April/2024
Supervisor: Prof. Dr. Eyyiip RENCUZOGULLARI

Ectodermal dysplasia (ED) syndrome is defined as a complex genetic disease
characterized by abnormalities in organs originating from ectoderm. ED occurs in three
forms: hypohidrotic, anhidrotic, and hidrotic. In a previous study, it was determined that
the disease was caused by the mutation occurring in the c.439G>A region in the 6th exon
of the EDARADD gene (NM_080738) in a Turkish family. The aim of this study is to
detect the EDARADD gene mutation that causes Ectodermal dysplasia (ED) in all families
with blood relatives and to determine the carriers. In addition, it is to develop PCR-based
methods in order to detect the point mutation in a fast and inexpensive way without the
need for sequencing processes. The data to be obtained will help Medical Geneticists to
develop prenatal diagnosis methods and provide genetic counseling. In addition, as a result
of this study, it is aimed to reduce or completely eliminate the number of congenital ED
cases. A total of 61 blood relatives of the previously identified patient volunteer
participated in the study. Both RFLP (Mnll endonuclease cutting) method and sequencing
studies were performed on all volunteers. According to the results obtained, a total of 14
people were determined to be carriers. 46 people were determined to be normal
homozygous and one person was determined to be patient. It has been determined that the
gene is inherited in an autosomal recessive manner and the gene frequency is in Hardy-
Weinberg balance.

Keywords: Ectodermal dysplasia; Anhidrotic; Genetic; Mutation; Mnll restriction
endonuclease.




TESEKKUR

Tez konumun belirlenmesi, yiiriitiilmesi ve biitiin ¢alismalarim boyunca bana rehber
olan, ilgi ve yardimlarini esirgemeyen ¢ok degerli danisman hocam Sayin Prof. Dr. Eyylip
RENCUZOGULLARI'na sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuvar c¢alismalarim siiresince yardim ve desteklerde bulunan kiymetli
hocalarim Prof. Dr. Siileyman BAYRAM’a, Prof. Dr. Ahmet GENC’e ve Dog. Dr. Muhsin
AYDIN’a;

Doktora egitimim boyunca her daim yanimda olan, higbir destegini ve yardimini
esirgemeyen ¢ok sevgili esim Dog. Dr. Sabahattin EZER’e;

Hayatim boyunca her zorlukta bana gii¢ ve destek veren, basaracagima inanan ve
giivenen canmim annem Semiha GUVEN ve camm babam Rafi GUVEN’e sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim.

Projemizi maddi yonden destekleyen Adiyaman Universitesi BAP komisyonuna da

tesekkiir ederim.



10/05/2024

ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; c¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim agamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakg¢ada yer verdigimi; bu calismanin Adiyaman
Universitesi tarafindan kullanilan “Bilimsel Intihal Tespit Programi” ile tarandigini ve
hicbir sekilde “intihal igermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢aligmamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuglari kabul ettigimi bildiririm.

Banu GUVEN EZER

Vi



ICINDEKILER

Sayfa

BASLIK SAYFASL. . .iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiintiiiistisiessiosssstsssssssossssssssssssossssssssniennnn i
JURI VE ENSTITU ONAY SAYFASL..cccuuuuiiiiiiiimiiiiereetitenieeeeeeceennaeeeseeninn, ii
OZET .caiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiitiiitietititetiattattssetattstesssestesssssssssssssssssmmsansssneininns 11l
ABSTRACT ..cuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiietiittitstetatessstssstossssssstorsssssssossssssssssssssnss \Y;
TESEKKUR....cuuiuuiiiiiiietieiieieeiteteeteetteseeseeseeseesesssesssssssessssssssssssssnssson v
ETIK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI.....ccc..ceiimnnnnnnn. vi
ICINDEKILER......couiiuiiiiiiiieeieeeeeterterneeserteererneesersernesssesssseessnesnnn vii
CIZELGELER DIZINT.....ccuiiuiiiiiiiiiiiiiiiiieieeieeeeeeeierneenernnesnsseessnsssennnens X
GORSELLER DIZINI....ccitvuiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiiicee ettt e e, Xi
SIMGELER ve KISALTMALAR......cccctttutiiiiiittinieeeeeeetennneeeeeeeemmessnsennes Xii
LuGTRIS e ttiieiieiteeie et eetee et et eeteeraeeseeraesnnesanssaessnesnessnsseesssnnnssnnines 1
2.ONCEKI CALISMALAR.......couittirtietnirenetneenereerserneesesssesersesmsnnssnsnn. 6
3. MATERYAL VE METOT ..ottt sttt st snenes 10
3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Deney Ekipmanlari...........ccccoevvenennn.... 10
3.1.1. Kimyasal maddeler.........ccccceeveiiiiiiiiiiiiiniiiiiiiiiieiiiiineciecnennn.. 10
3.1.1.1. Taq DNA polimeraz (ThermoFisher Scientific EP0406)............10

3.1.1.2. DNA izolasyon kiti (ThermoFisher Scientific GeneJet)............... 10

3.1.1.3. ANTP mix (ThermoFisher Scientific R72501)........cccccceevnennne.. 10

3.1.1.4. Primer 200 nmol HPLC pure.....ccccccevviiiiiiiiiiniiinnecniinnnnnn.. 10

3.1.1.5. Mnll restriksiyon endonuclease (ThermoFisher Scientific)........ 10

3.1.1.6. Agaroz (Sigma A9539)...cccciuiiuiiiiiiniiiiiiniiicietinionsssionssnne. 11

3.1.1.7. Ethidium bromide (Sigma E8751).....cccccceiiiiiiiiiiiiniiniinnnn.. 11

3.1.1.8. 10X Tris-boric acid-EDTA (10X TBE) tamponu..................... 11

3.1.1.9. DNA loading dye (ThermoFisher Scientific R0611)..................11

3.1.1.10. DNA ladder (marker) (ThermoFisher Scientific)................... 11

3.1.1.11. MgCl2 (magnezyum Kkloriir) (ThermoFisher Scientific)...........11

3.1.1.12. Saf su (dH20, distile Su).....ccoevurriiiiiineieiiineiniiineieiiineinnnnen, 11

3.1.1.13. ddH20 (double distilled Water).......ccceeevereareerrenreeccecnsannn 12

3.1.1.14. Etil alkol (ethanol absolute) (Merck 100983).......cccccceeeeenn.n.. 12

3.1.2. Kullanilan deney eKipmanlari........c.ccoeevieiiniiiiiiiiniiiiiieiiniiennnnn. 12

Vil



3.1.2.1. Sogutmah santrifiij (Hettich Universal 320R)..........cccccuveuu... 12

3.1.2.2. Inkiibatdr (Niive EN120).......cccorummmmmemmmmnnnneennnneeeeeeennmine. 12
3.1.2.3. Steril (flow) kabin (ESCO Class I BSC)....ccccevvviiniininennnnn.. 12
3.1.2.4. Hassas terazi (Ohaus Pioneer).......ccccceiieiieiiieiinenececnnennnnn. 12
3.1.2.5. Thermal cycler (termal dongiileyici) (Applied Biosystems)........ 12
3.1.2.6. Vortex (karistirici) (Labart Multi-Mixer)......cccceeveeiinerennnnne.. 12
3.1.2.7. Saf su cihaz1 (Millipore RIOS 8)....c.ccceiiviiiiniiiniiiinniinicnnnn. 13
3.1.2.8. Istticih manyetik karistirict (VELP Scientifica)......cccccvvueneen... 13

3.1.2.9. Jel elektroforezi ve giic kaynagi (ThermoFisher Scientific).........13
3.1.2.10. UV-goriintiileme kabini (fotograf makineli) (Quantum ST4)....13

3.1.2.11. Mikrodalga firin (Argelik MD564).....cccccuviiiiniiniiiiiininnnnne. 13

3.1.2.12. Mikropipetler (Gilson) ve mikropipet uclar1 (Axygen)............13

3.1.2.13. OtoKIay (WiSeClave)....cccveveriieieiereaneronierecascsnscoascanscnnas 13

3.1.2.14. Sicak su banyosu (Wisebath).......cccevuiiiiiniiniiiiiiniiniinnnnn. 13

3.1.2.15. VaKkumlu tliP..ccceeeieiiineiiieiennrnncissatosnsessasossscsssssnscsssse 14

3.1.2.16. Eppendorf tipleri ......ccoeeiviniiiieiiiniiiniiiieteionieieicsnscsnasonens 14

TN N AR D)3 12 11111, 7 N 14

3.1.2.18. Meziir (dereceli silindir)........cccceeiiiiieiiiniiinenennnn. 14

3.1.2.19. KroZe MASASI..cceeeiiiinerieiensscoseasccssssscosessscsssassosssnscssnases 14

TN 20 O JE 1 T 1 1 1 R 14

3.1.2.21. Parafilm....ccciieiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieciiinecnannnn. 14

3.1.2.22. Eppendorf tilp standl.......cccceeviieiiiniiiniiinniiinicinrennncccnnnen.. 15

3.1.2.23. Asetat Kalemi......cccoevuineiniiniiniiiiiiiiiieiieiiiiiiiiieiiecnennnen. 15

K = (1 V7 TR 15

B TR 0\ 7 1 0 Y 15

BB\ {1 PPN 16

3.4.1. Periferal kandan DNA izolasyonu........cccceeeeeiniiniieceecnrensenceasensnninnn 16
3.4.2. DNA niikleotit dizisi amplifikasyonu (PCR, polimeraz zincir

FEAKSIYONU) .t tietintieenerinreneeratenreescensensessssnsonsesnssnsonssansansanssnnns 16

3.4.3. Elektroforez ve jelde ylriitme......ccocvveiieiiaiinieneiiniieesersnronessnsones 17

3.4.4. Mnll ile genotiplendirme ve mutasyon analizi (RFLP,
restriction fragment lenght polymorphism)......cccceeeviiiiiiiniiecnennnnn.. 18
3.4.5. Sekanslama ile mutasyon analizi...........c.ccoevveiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiennnn. 19



3.4.6. ARMS (amplification refractory mutation system)..........c.cceeeeeennennn 19

3.5, IstatistiKsel ANAliZ......evuuernnereneerneerneeeteerneereneerneereneerneernneesnnenerenn. 20

4. BULGULAR VE TARTISMAL .uiiuiiiiniiniiniieiiiiniiaiietiesitnssaseesnssnssnsnsnmenias 21

5. SONUC Ve ONERILER.......cuutuutuiuititererieneerereestertesseseeseeseeseeseesessens 31

KAYNAKCA. .o tiiiiiiiiiiitiiiiiittititiitiettttittettettectteatsssssatssssssscassssssnses 32
OZGECMIS



Cizelge 3.1.
Cizelge 3.2.
Cizelge 3.3.
Cizelge 4.1.

CIZELGELER DiZINi

Sayfa
PCR KArISIMI. ..ot e 17
PCR sicaklik ve siire dongiileri............ooeviiiiiiiii 17
MnlI restriksiyon endoniikleazli kesim Karigimi....................oooeiennen. 19
EDARADD (ECTD11B) geni ekzonlari, niikleotit dizileri ve
translasyon Grinli.........c.ooieiiei i e e e 26



GORSELLER DIiZiNi

Sayfa

Gorsel 4.1. MnlI restriksiyon endoniikleaz kesimi i¢in elde edilen amplifikasyon

tirtinii. Marker (ortada) 100 bg, PCR iirtinleri 128 bg..........coovvviiininnnne, 21
Gorsel 4.2. Sekanslama ¢aligmalari i¢in elde edilen amplifikasyon iirlinii.

Marker (sagda) 100 bg, PCR iirlinleri 317 bg.....c.ooviviiiiiiiiiiiii e, 21
Gorsel 4.3. Mnll kesimi sonrasi elde edilen jel goriintiileri. M: Marker (100 bg),

H: Hasta, T: Tastyict ve N: Normal bireyler................cooooiiiiiiiiiiiiin. 22
Gorsel 4.4. Saglikli bireylerde sekans gorintlisil........ccoevvveeeevinnieiiiniiiiiiiniiieenna 23
Gorsel 4.5. Hasta bireylerde sekans gorintiisti............o.ooevviiiiiiiiiiiiieieeee, 23
Gorsel 4.6. Heterozigot bireylerde sekans gortintlisti...........ocoeveiiiiiiiiiiiiiiiiini 23
Gorsel 4.7. Hem Mnll ile kesim hem de sekanslama yoluyla yapilan

genotiplendirme ¢alismalar1 sonuglarina gore ¢izilen aile agaci................. 24
Gorsel 4.8. ARMS yontemine gore mutasyon analizi...............oeeveeivienieneinneennennnn 25
Gorsel 4.9. EDA, EDAR ve EDARADD sinyal iletim yolu. Ligand (EDA),

reseptor (EDAR) ve sinyal iletici (EDARADD) birbirlerinin sinyalleri

icin spesifiktirler. Sitoplazma iginde diger sinyal ileticiler sinyal iletimi

i¢cin baska diger reseptorler tarafindan kullanilabilmektedir. Ug gendeki

mutasyonlar ED sendromuna neden olmaktadirlar ................................. 27
Gorsel 4.10. EDARADD gen iiriiniin proteininin tersiyer yapisl.........co.evueeeeueenennenens 28

Xi



SIMGELER ve KISALTMALAR

ACMG : The American College of Medical Genetics and Genomics
AD-HED : Autosomal Dominant-Hypohidrotic Ectodermal Dysplasia
AD : Autosomal Dominant

AR : Autosomal Recessive

Arg - Arjinin

AR-HED : Autosomal Recessive-Hypohidrotic Ectodermal Dysplasia
ARMS : Amplification Refractory Mutation System

ATGC : Adenin-Timin-Guanin-Sitozin

be : Baz Cifti

CADD : Combined Annotation Dependent Depletion

Chr : Chromosome

ddH20 : Sterile Double Distilled Water

dk : Dakika

DNA : Deoksiriboniikleik asit

dNTP : Deoxyribonucleotide Triphosphate

ddNTP : Di-deoxynucleotides Triphosphates

ED : Ectodermal Dysplasia

EDA : Ectodysplasin-A

EDAR : Ectodysplasin A Receptor

EDARADD : EDAR-Associated Death Domain

EDTA : Ethylenediaminetetraacetic acid

FveR : Forward ve Reverse

g : Gram

GJB6 : GAP (Glyceraldehyde-3-Phosphate) Junction Protein, Beta-6
Gly : Glisin

gDNA : Genomic DNA

gnomAD : Genome Aggregation Database

H : Hasta

HED : Hypohidrotic Ectodermal Dysplasia

HED-ID : HED Immunodeficiency

HGVS : Human Genom Variation Society

xii


https://www.sigmaaldrich.com/TR/en/substance/ethylenediaminetetraaceticacid2922460004

His
HPLC
HW
IKB
IKK
IKK1
IKK2
MD

Met
Mg
MgCl;
mM

Ml

ul

N
NEMO
NF-xB
Nmol
NSTA
OL-HED-ID
OMIM
PCR
PK
Pmol
RFLP
RSPO4
sn

T
TAB2
TAK1
TBE
TGFp

: Histidin

: High-Performance Liquid Chromatography

: Hardy-Weinberg

. Inhibitor Kappa B

: NF-«xB kinaz inhibitori

. Inhibitor of Nuclear Factor Kappa-B Kinase Subunit Alpha
. Inhibitor of Nuclear Factor Kappa-B Kinase Subunit Beta
: Molekiiler Dinamik

: Molar

: Metiyonin

: Miligram

: Magnezyum Kloriir

: Milimol

: Mililitre

: Mikrolitre

: Normal

: NF-Kappa-B Essential Modulator

: Nukleer Factor Kappa-B

: Nanomol

: Non-Syndromic Tooth Agenesis

: Osteopetrosis, Lymphoedema, HED and Immunodeficiency
: Online Mendelian Inheritance in Man

: Polymerase Chain Reaction

: Proteinaz K

: Pikomol

: Restriction Fragment Lenght Polymorphism

: R-Spondin-4

. Saniye

: Tas1y1c1

: TGFp ile Aktiflestirilen Kinaz 1 Baglanma Proteini
: TGFp ile Aktiflestirilen Kinaz 1

: Tris- Boric Acid -EDTA

: Transforming Growth Factor Beta

Xiii



Thr

TNF
TNFR
TP63
TRAF
TRAF6
UTR

uv
WNT10A
XIST

XL

XL- HED

: Treonin

: Tumor Necrosis Factor

: Tumour Necrosis Factor Receptor

: Tumor Protein p63

: TNF Receptor Associated Factor 1

: TNF Receptor Associated Factor 6

: Untranslated Region

: Ultraviyole

: Wnt (Wingless and Int-1) Family Member 10A
: X-Inactive Specific Transcript

: X-Linked

: X Linked- Hypohidrotic Ectodermal Dysplasia

Xiv



1. GIRIS

Ik defa 1968 yilinda Frias ve Smith tarafindan inceleme icin yeni bir metot arayist
ile ad1 duyulan Ectodermal dysplasia (ED) sendromu ektoderm kaynakli gelisen organlarda
anormallikler ile seyreden kompleks genetiksel bir hastalik olarak tanimlanmaktadir (Frias
ve Smith, 1968: 606). Bu tarihten itibaren 500°iin iizerinde bilimsel ¢alismaya konu olan
ED’nin ¢ok ¢esitli klinik belirtilerle seyrettigi belirtilmistir. Ektodermal displazi,
hipohidrotik, anhidrotik ve hidrotik olmak iizere li¢ sekilde goriilir. ED’nin en yaygin
goriilen tipleri hipohidrotik ve hidrotik displazidir. Anhidrotik ektodermal displazi, ter ve
yag bezlerinin yoklugu ile karakterizedir ve digerlerine gore daha seyrek goriiliir (Baskan
Ulkii ve Yavuz, 2011: 59).

ED hastalarinda deri ile birlikte ektoderm tabakasindan olusan saclar, tirnaklar, disler
ve ter bezlerinin gelisim bozuklugu gorilmektedir (Shoenfeld vd., 1975: 279; Spfaer,
1981. 459; Rodewald ve Zahn-Messow, 1982. 455; Potter ve Bowie, 1984: 232; Keng,
1984: 553; Norval vd, 1988: 162). Etkilenen kisilerde saglar zayif ve seyrek, disler ise
anormal ve eksik (oligodontia) olabilmektedir (Vierucci vd., 1994: 295; Tape ve Tye,
1995: 526; Nijs ve Huisman, 2001: 256; Zhang ve Feng, 2003: 266; Feng vd., 2007: 15;
Lexner vd., 2007: 14; Baskan Ulkii ve Yavuz, 2011: 59; Callea vd., 2013: 1801). Baskan
Ulkii ve Yavuz (2011) yaymladiklari makalelerinde ED’li hastalarin %90’inda saglar,
kaglar ve kirpiklerin ince ve seyrek oldugunu, %42 oraninda hastada, ter ve yag bezlerinin
kismen veya tamamen olmamasi nedeniyle cildin yumusak, kuru, diiz ve ince oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica ED hastalarinin tirnaklarinda kalinlasma, renk degisikligi, koyu
pigmentasyon ve sekil bozuklugu gibi defektlerin goriilebilecegini saptamiglardir.

Yukarida bahsedilen deri ve tiirevlerindeki gelisim baz1 kisilerde farklilik gosterebilir
(Freire-Maia vd., 1975: 308). Hipohidrotik tip ED hastalarinda az da olsa terleme durumu
s6z konusu iken anhidrotik tipte ise ter bezlerinin gelismemesi sonucunda terleme
olusamamaktadir (Viljoen ve Winship, 1988: 29; Norval vd, 1988: 162). Terleme
olmamasi1 durumunda ise ¢ocuklarin viicut sicakliginin kontroliinde sorunlar olusmakta,
tehlikeli derecede yiiksek ates sorunu olabilmektedir (Dittmer vd., 1992: 239; Nijs ve
Huisman, 2001: 256; Segurado Rodriguez vd., 2002: 255).

ED’nin X kromozomuna bagl resesif ile otozomal resesif ve otozomal dominant
gecisli olmak iizere ii¢ tipi vardir (Mikkola, 2009: 2035; Baskan Ulkii ve Yavuz, 2011: 59).
Hemizigotluktan dolay1 erkeklerde daha sik goriilen ve ED vakalarinin yaklasik %95’ inden

sorumlu olan X’e bagli resesif geciste hastalar hipohidrotiktir, ter ve yag bezleri


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Viljoen%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3066219

hipoplaziktir (Mikkola, 2009: 2035; Baskan Ulkii ve Yavuz, 2011: 59; Liu vd., 2012: 246;
Wawrzynek vd., 2013: 1122; Kowalczyk-Quintas vd., 2014: 4280). Daha az oranda
goriilen otozomal resesif tipte ise hastalar anhidrotiktir ve ter bezleri yoktur (Mikkola,
2009: 2035; Baskan Ulkii ve Yavuz, 2011: 59; Naqvi vd., 2011: 157; Bashyam vd., 2012:
825). Ter bezlerinin normal olmasina neden olan hidrotik tipi ise otozomal dominat gecis
gostermektedir.

Mikkola (2009) derleme ¢alismasinda EDA  (Ectodysplasin-A), EDAR
(Ectodysplasin-A Receptor) ve EDARADD (EDAR-Associated Death Domain) genlerinin
ve sitoplazmada sinyali ileten DNA (Deoksiriboniikleik asit)’nin diger ilgili genlerinin
[TRAF6 (Tumor Necrosis Factor Receptor Associated Factor 6), TAB2 (Transforming
Growth Factor-Beta ile aktiflestirilen kinaz 1 baglanma proteini, TAK1 (Transforming
Growth Factor-Beta ile aktiflestirilen kinaz 1)] transkripsiyonunu diizenleyen NF-«xB
(Niikleer Faktor kappa B) ile birlikte ED olusumuna neden olduklarini bildirmistir. NF-xkB
sinyal proteini deri gelisimi i¢in temel proteindir. X’e bagh resesif bir gen olan ve EDA
proteinini sentezleyen EDA geni ligand gorevi gorerek sinyal iletiminden sorumludur.
Plazma zarinda yerlesen ve bir transmembran protein olan reseptor ise EDAR proteinidir.
EDAR geni otozomal resesiftir ve liganddan gelen sinyali alarak plazma zarinin sitoplazma
tarafinda yerlesmis olan ve otozomal dominant gen tarafindan sentezlenen EDARADD
proteinine iletir. Aslinda EDARADD, EDAR geninin TNFR (Tumour Necrosis Factor
Receptor) ile iliskili genler olan TRAF (Tumor Necrosis Factor Receptor Associated
Factor)’larin asag1 yoOndeki stimiilatorleridi. EDARADD ile sitoplazmaya aktarilan
sinyaller sinyal ileticiler olan TRAF6, TAB2 veTAKI tarafindan islenerek bir
transkripsiyon faktorii olan ve ¢ekirdekte bulunan NF-kB proteinine iletilir. NF-xB hedef
gen ekspresyonunu diizenler.

EDA, EDAR ve EDARADD genlerinde olusacak herhangi bir mutasyon
hipohidrotik, anhidrotik veya hidrotik tip ile birlikte daha Once bahsedilen ve deri ile
iligkili diger yapilardaki anormalliklerle birlikte ED olusumuna neden olmaktadir.

Diinyanin birgok {iilkesinde ED vakalar1 mevcuttur. Tiirkiye’de de birgok ED
hastasinin mevcut oldugu ve bunlarin dentolojik olarak tedavi sekilleri ile ilgili ¢aligmalar
yapildig1 bilinmektedir (Baskan vd., 2006: 174; Yavuz vd., 2006: 403; Yavuz vd., 2008:
81; Bani vd., 2010: 216; Bulut vd., 2010: 150; Bildik vd., 2012: 230; Yildirim vd., 2012:
28; Giin vd., 2012: 86; Aydinbelge vd., 2013: 444).



ED sendromunun genellikle Mendelien kalittimli oldugu bilinmekle birlikte bazi
calismalarda yeni bir mutasyon sonucu normal ebeveynlerden ED’li ¢cocuklarin dogdugu
bildirilmistir (spontan mutasyon) (Yoshioka vd., 2013: 1170; Sun vd., 2013: 270; Yang
vd., 2013: 501; Haghighi vd., 2013: 1353; Giampietro vd., 2013: 1432; Hernandez-Martin
vd., 2013: 787). Bununla birlikte bir¢ok iilkede mutasyon tipleri saptanarak prenatal tanilar
gelistirilmis ve hastaligin Onlenmesi ile ilgili olarak genetik damigmanlik ¢aligmalar
baslatilmistir (Shi vd., 2005: 1845; Li vd., 2006: 619; Chen vd., 2012: 3177; Liu vd., 2013:
408; Zhu vd., 2013: 400). Baz1 ¢alismalarda ise ED iliskili hastaliklarin prenatal tanisinda
allel spesifik oligoniikleotit tan1 yonteminin gelistirildigi bildirilmistir (Barbaro vd., 2012:
40). Dolayisiyla prenatal tani ile ilgili metotlar gelistirmek i¢in popiilasyonun mutasyon
profilinin ortaya ¢ikarilmasi gereklidir (Chen vd., 2012: 3177).

X kromozomunda lokalizasyon (Xql3.1) gosteren EDA geni (OMIM 300451)
(http://omim.org,15,01,2016). (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1016841220,
12.01,2016) toplam 9 ckzondan ve 4141 niikleotitten olusmus, 391 aminoasitten ibaret
ectodysplasin A proteinini sentezlemektedir (Bayes vd., 1998: 1661; Monreal vd., 1998:
390; Liu vd., 2012: 246) 1/100.000 (Yin vd., 2013: 105). Bayes vd. (1998) EDA geninin 8
izoformunun bulundugunu bildirmislerdir.

Ikinci kromozomda lokalize olan EDAR geni ise (2912.3) (OMIM 604095) 12
ekzondan olusmustur (Monreal vd., 1999: 366). Ekzonlar toplam 1779 niikleotitten
olusmakta ve 448 aminoasitten olusmus ectodysplasin A-reseptdr proteinini
sentezlemektedir.

EDARADD (OMIM 606603) (NM_080738) geni 1. kromozomda lokalizedir (1g42-
043). En az 7 ekzon igerdigi bildirilse de (Bal vd., 2007: 705) incelemeler sonucunda 6
ekzondan olustugu saptanmustir. 6 ekzon ve 3097 niikleotit uzunlugunda olan EDARADD
geni farkli formlarda olsa da 206 aminoasit uzunlugunda protein molekiilii
sentezlemektedir (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ nuccore/1036031426, 26.11.2020).

EDA geni ile iligkili 100 civarinda mutasyon bildirilmisken EDAR geni ile ilgili 20
ve EDARADD geni ile iligkili 2 mutasyon bildirilmistir (Mikkola, 2009: 2035; Yin vd.,
2013: 105). Yanlis anlamli (missense), anlamsiz (nonsense) ve c¢ergeve kaymasi
(frameshift) mutasyonlart en ¢ok saptanan mutasyonlar arasinda degerlendirilmekle
beraber, daha az olarak delesyonlara hatta splays noktalarinda olusan ve hatali splays
olusumuna neden olan mutasyonlara da rastlanmistir (Ersoy-Evans vd., 2006: 157; Rifai
vd., 2010: 113; Zhu vd., 2013: 400; Mousumi vd., 2013: 761; Wang vd., 2014: 158; Sun


http://omim.org,15,01,2016/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1016841220
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/%20nuccore/1036031426

vd., 2013: 270; Nikopensius vd., 2013: 510; Farooq vd., 2013: 578; Yin vd., 2013: 105;
Schindler vd., 2013: 1606; Hayashi vd., 2013: 281). Baz1 ED vakalarinda kismi somatik
mosaizm bildirilmis (Nishikomori vd., 2004: 4565; Kawai vd., 2012: 5458), baz1 vakalarda
ise kromozomlar aras1 translokasyon sonucunda ED vakalarinin goriildiigii rapor edilmistir
(Zankl vd., 2001: 296; Asamoah vd., 2003: 82).

Tiirkiye’de ED sendromu ile ilgili bir¢ok calisma yapilmistir. Fakat yapilan
caligmalarin hemen hemen tamamina yakini vaka sunumu veya dentolojik tedavi ile ilgili
konulardan olusmaktadir.

Gortildiigi gibi ED ¢ok kompleks ve farkli fenotipik belirtiler veren kalitsal bir
hastaliktir. Molekiiler biyoloji ve genetik alanindaki gelismeler bu hastaliga sebep olan gen
mutasyonlarimin saptanmasma olanak vermistir. Buna ragmen giiniimiizde de ED
sendromu gosteren ¢ocuklar hadld dogmaktadir. Bunun nedeni popiilasyona 06zgii
mutasyonlarin ~ saptanamamasi  ve  dolayisiyla  prenatal  tan1  tekniklerinin
gelistirilememesinden kaynaklanmaktadir. Halbuki yukarida da belirtildigi gibi bir¢ok
iilkede spesifik mutasyonlarin prenatal tanisinda Onemli ilerlemeler saglandigi
goriilmektedir. Ulkemizde spesifik mutasyonlarn saptanmasi iizerine ilk ¢alisma
Renciizogullar1 ve Giliven Ezer (2023) tarafindan yapilmistir. Arastiricilar ED hastasi bir
birey ile onun 7 kisilik ailesinde gercgeklestirdikleri sekans ¢aligmalarinda hastaliga sebep
olan mutasyonu saptamislardir. Arastiricilar ayrica olugan yeni mutasyon noktasinin Mnll
restriksiyon endoniikleaz i¢in yeni bir kesim noktasi olusturmasi dolayisiyla RFLP yontemi
ile de genetik analizler yapmuglardir. Yapilan genetik analizlerde EDARADD (gen
sinonim: ECTD11A; ECTD11B; ED3; EDA3) geni 6.ckzonda c¢.439G>A bolgesinde
niikleotit degisimi saptanmis ve hastanin bu gen lokusu icin homozigot oldugu
bildirilmistir. Bu mutasyonun sentezlenen proteinde yanlis anlamli mutasyona sebep
oldugu (p.Glyl47Arg) ve bu degisimin “in silico” analiz sonuglarima gore hastalik
fenotipiyle uyumlu oldugu sonucuna varilmistir (Renciizogullar1 ve Giiven Ezer, 2023:
175).

Dolayisiyla bu ¢aligmanin amaci bir 6nceki ¢alismada saptanan mutasyonun kan bagi
ile akrabalig1 olan tlim aile bireylerinde saptanmasi ve tastyicilarin belirlenmesidir. Ayrica
saptanan nokta mutasyonun sekanslama islemlerine gereksinim duymayacak sekilde
teshisini hizli ve ucuz yollarla saptamak amaciyla PCR (Polymerase Chain Reaction)
tabanli metotlar gelistirmektir. Elde edilecek verilerin Tibbi Genetikgilerin prenatal tanm

yontemlerini gelistirmelerine ve genetik damigmanlik vermelerine yardimci olacag:



disiiniilmektedir. Ayrica bu ¢alismanin sonucunda dogumsal ED vakalarinin sayisinin

azaltilmast veya tam olarak yok edilmesi hedeflenmektedir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Ectodermal dysplasia (ED) adi ilk defa Frias ve Smith (1968) tarafindan
duyurulmustur. Arastirmacilar inceleme i¢in yeni bir metot arastirirken tesadiifen ektoderm
kaynakl1 gelisen organlarda anormallikler ile seyreden kompleks genetiksel bir hastalik
olarak ED sendromunu tanimlamislardir. Bu tarihten itibaren 500’iin {izerinde bilimsel
calismaya konu olan ED’nin ¢ok ¢esitli klinik belirtilerle seyrettigi belirtilmistir.
Ektodermal displazi, hipohidrotik, anhidrotik ve hidrotik olmak tizere ii¢ sekilde goriiliir.

Mikkola (2009) EDA, EDAR ve EDARADD genlerinin ve sitoplazmada sinyali
ileten (TRAF6, TAB2, TAKI1l) DNA’nin diger ilgili genlerinin transkripsiyonunu
diizenleyen NF-kB ile birlikte ED olusumuna neden olduklarini bildirmistir.

Fazelzadeh Haghighi vd. (2023) EDARADD geninde c161-162 niikleotitinde A>T
substitiisyon tip mutasyonu saptayarak (c161-162 A>T) proband ve ailesinde
hiperkeratotik plaklar, yavas biliyliyen saglar, tekrarlayan enfeksiyon ve “Pektus
ekskavatum” (Gogls kafesinin igeriye dogru ¢okiintii olusturmasi) gibi olagan dis
semptomlarin varligini gostermislerdir. Ayrica probandin annesinde hipohidrozis, yaygin
dis ¢lirtigii, kirilgan tirnaklar ve seyrek sacglarin mevcut oldugu goriilmiistiir.

Gao vd. (2023) yaptiklar1 derleme ¢aligmalarinda EDA/EDAR/NF-«B sinyal yolunun
patojenik etkilerine ve gelisimsel dis defektlerinde EDA, EDAR ve EDARADD
mutasyonlariin roliine odaklanarak NSTA (Non-Syndromic Tooth Agenesis, Sendromik
Olmayan Dis Agenezisi)nin genetik temeli hakkindaki mevcut bilgilere genel bir bakis
sunmuslardir. Arastiricilar NSTA ve ilgili ektodermal bozukluklarin teshis ve tedavisinde
genetik analizin 6nemini ve bu kosullara iligskin anlayisimizi gelistirmek i¢in devam eden
arastirmalara duyulan ihtiyact vurgulamiglardir.

Renciizogullar1 ve Giliven Ezer (2023) bir Tiirk ailede EDARADD (NM_080738)
geninde ¢.439G>A'da (p.Glyl47Arg) homozigot niikleotit substitlisyonunun ED
sendromuna neden oldugu yeni bir mutasyon saptamiglardir. Fenotipik olarak probandin
dislerinin keskin ve eksik (oligodonti) oldugu saptanmistir. Bununla birlikte probandda
normal tirnaklar, kuru cilt, seyrek saclar, disa doniik alt dudak vermilyonu, hiperpigmente
g0z kapaklar1 ve g6z cevresi ile anormal burun kopriisii morfolojisi gézlenmistir. Ayrica,
bu genetik bozuklugun, MnlI restriksiyon endoniikleazi ile kesimi sonrasinda restriksiyon
fragment wuzunlugu polimorfizmi (RFLP) yontemi kullanilarak kolaylikla teshis

edilebilecegi gosterilmistir.



Maier-Wohlfart vd. (2022) dis malformasyonlari, tirnak defektleri ve ektodermal
displazi siiphesine yol agan birden fazla dis eksikligi olan 204 ¢ocukta yaptiklar1 genetiksel
analizlerde ilging sonuglara ulasmislardir. Patojenik WNT10A (Wingless and Int-1 Family
Member 10A) veya GJB6 (Glyceraldehyde-3-Phosphate Junction Protein, Beta-6)
varyantlart olan 18 kisiden 17'sinde distrofik veya baska sekilde anormal tirnaklarin
belirgin oldugunu, ancak X'e bagli hipohidrotik ektodermal displazinin altinda yatan EDA
varyantlart1 olan 161 cocugun higbirinde bu anormalligin olmadigini belirtmislerdir.
Bununla birlikte, ektodisplazin A sinyal yolunda yer alan diger iki gen olan EDAR veya
EDARADD genlerinde mutasyon tasiyan 17 ¢ocuktan ikisinde kirilgan veya hipoplastik
tirnaklar gibi tirnak anormallikleri goriilmistiir. TP63 (Tumor Protein p63) varyantlari
diizenli olarak tirnak bozukluklariyla iligkilendirilmistir. Bir kiz ¢ocuguna, RSPO4 (R-
spondin-4) geninin bilesik heterozigot varyantinin neden oldugu “Anonychia congenita”
(Dogustan ya da sonradan olusan tirnak yoklugu) teshisi konulmustur. Bu nedenle tirnak
displazisinin, ektodermal displazili hastalarda sanildigindan daha nadir oldugu sonucuna
varilmstir.

Asano vd. (2021), EDARADD geninde dominant olarak kalitlanan ti¢ yanlis anlamli
mutasyonu (p.D120Y, p.L122R ve p.D123N) ve resesif olarak kalitlanan bir yanlis anlaml1
mutasyonu (p.E152K) tanimlamak i¢in bir dizi genetik analizler yapmislardir. Sonucta
EDARADD genindeki tiim mutasyonlarin niikleer faktor-kappa B (NF-kB) geninin
aktivitesinde azalmaya neden olduklarini saptamiglardir. Arastiricilar immiinopresipitasyon
analizleri sonucunda p.D120Y-, p.L122R- ve p.D123N-mutasyonlarinin EDARADD ile
EDAR arasindaki etkilesimi belirgin sekilde dnledigini ortaya ¢ikarmiglardir. Calismada
son olarak p.D120Y-, p.L122R- ve p.D123N-mutant EDARADD'nin TRAF6 ile baglanma
yetenegini tamamen kaybetmis oldugunu, p.E152K-mutant EDARADD'nin ise afinitede
hafif bir azalma gosterdigini bulmuglardir.

Sadia vd. (2019) ekzom analizi ile Hindistan’da iki hastada kalitsal ED sendromuna
sebep olan mutasyonlar1 saptamislardir. Arastiricilar EDAR geni 12. ekzonunda homozigot
yanlis anlamli mutasyonu (NM_022336 ¢.1300 T>C; p.W434) sonucunda fenotipik
anormalliklerin ortaya ¢iktigini rapor etmislerdir. Caligmalarda iki farkli aile tyelerinin
EDAR geninin taranmasi sonucunda aile i¢indeki kalitim sekilleri saptanmistir. Bu
sonuglar EDAR ile iligkili bozukluklar1 olan ailelere yeni yaklasimlara, dogum Oncesi
taniya ve genetik danigmanlik yapilmasina katki saglayabilecegi diislincesinin olugmasina

yol agmustir.



Okita vd. (2019) EDAR genindeki mutasyonlarin EDARADD afinitesinin etkileme
derecesini izlemek amaciyla EDAR gen mutasyonlarini analiz etmislerdir. EDAR geni
p.F398 mutasyonu sonucunda EDAR geninin EDARADD afinitesini tamamen kaybettigini
ve mutant olmayan tip EDAR tarafindan indiiklenen niikleer faktér-kB aktivasyonunu
negatif bir sekilde baskiladigin1 gostermislerdir.

Parveen vd. (2019), hipodonti, oligodonti, genellestirilmis odontodisplazi (dis
dokusunun mezoderm ve ektodermini birlikte etkileyen gelisimsel bir anomalidir, siit ve
kalic1 dislenmeyi ayni anda etkileyebilir) ve dis carpikligi dahil olmak {tizere farklh
sendromik ve sendromik olmayan dis anomalilerine sahip Pakistan, Misir, Suudi Arabistan
ve Suriye dahil diinyanin farkli cografi bdlgelerinden toplam 57 hastay1 (17 aile, A-Q)
dahil ettikleri ¢aligmalarinda fenotipik anormalliklerinin nedenleri hakkinda 6nemli bilgiler
elde etmislerdir. A ailesinden ti¢ oligodontia hastasinda WNT10A geninde yeni bir yanlis
anlama varyanti (c.311G>A; p.Argl04His), sirasiyla B ailesinden ii¢ hastada ve C
ailesinden dort hastada EDAR geninde iki yeni dizi varyanti (c.207delinsTT,
p.Gly70Trpfs*25 ve c¢.1300T>G; p.Try434Gly) belirlemislerdir. WNT10A ve EDAR
genlerinde yanlis anlamli varyantlarin proteinlerin stabilitesi {lizerindeki yapisal ve
fonksiyonel sonuglarimi daha iyi anlamak icin kapsamli molekiiler dinamik (MD)
simiilasyonlar ger¢eklestirmislerdir. Ayrica daha once bildirilen EDA genindeki ii¢
patojenik  varyantt (c.1076T>C, p.Met359Thr; (c.1133C>T, p.Thr378Met; ve
c.594 595insC,; Gly201Argfs*39) sirastyla D ailesinde dort hastada, E ailesinde iki
hastada ve F ailesinde ise bir hastada tanimlamislardir. Arastirmacilarin bu veriler ile alti
otozomal resesif ve X baglantili soy agacindaki (A-F) 18 sendromik ve non-sendromik dis
agenezisi hastasinin genetik nedenlerini agiklamislardir.

Cluzeau vd. (2019) akraba evliligi yapmus biiyiik bir Tunuslu aileyi EDARADD gen
mutasyonlart i¢in taramislardir. Arastiricilar yaptiklari detayli analizlerde hastaliga neden
olan  EDARADD geninde biiyiik bir delesyonun varligini (c.131-?189+? del)
gostermiglerdir.

Giiven vd. (2019) ED tanis1 alan Tiirk bireylerden olusan bir popiilasyonda hastaliga
neden olan molekiiler degisimleri saptamak amaciyla WNT10A, EDA, EDAR ve
EDARADD genlerini analiz etmislerdir. 27 ailenin 17'sinde (%63) iyi bilinen 4 ektodermal
displazi geninde 8'i yeni olmak iizere 17 patojenik varyant tespit etmislerdir. EDAR ve
EDA varyantlarinin her biri 6 ailede, WNT10A varyantlar1 4 ailede ve EDARADD

varyanti ise 1 ailede tanimlanmustir.



Martinez-Romero vd. (2019), Ispanyol popiilasyonunda sendromik olmayan dis
agenezine (NSTA) sebep olan ve birbirleriyle iligkili 4 genin (EDA, EDAR, EDARADD
ve WNT10A) mutasyonlarini saptamak amaciyla yaptiklar1 calismalarda toplam 72 kisi ile
calismiglardir. En fazla mutasyonun EDA geninde oldugu, daha az olarak WNT10A ve
EDAR genlerinde mutasyona rastladiklar1 ve en az olarak da EDARADD geninde
mutasyon saptadiklarini bildirmislerdir.

Escouflaire vd. (2019) insan dis1 diger memelilerde de ED sendromuna neden olan
gen mutasyonlarinin insanlarla ayni1 fenotipik anormalliklere sebep oldugunu
gozlemlemislerdir. Fransa’da bir disi buzaginda “Homojen hipotrikoz” (Genetik 6zellik
gosteren bir killanma tipi) ve oligodonti goriilmiistiir. Isik mikroskobu altinda, etkilenen
hayvanda sag¢ folikiillerinin daha ince oldugu ve 6n derinin dermisinde kontrole gére daha
yiiksekte yer aldig1 goriilmiistiir. Ayrica, etkilenen hayvanda kil folikiillerinin sayisinda bes
kat artis ve pilary kanallarinin ¢apinda dort kat azalma gozlenmistir. Arastirmacilar tim
genom dizileme verilerini analiz ederek, EDA ve XIST (X-Inactive Specific Transcript)
genlerinin ilk intronlarinda bulunan kirilma noktalarina sahip biiyiik bir kromozomal
inversiyon belirlemiglerdir. Vakanin ve ebeveynlerinin PCR-elektroforezi ile
genotiplendirilmesi, bu inversiyonun “de novo” kokenli oldugunu gostermelerini
saglamistir. Son olarak, cesitli bilgi kaynaklarini kullanarak, bu mutasyonun X'in rastgele
olmayan bir sekilde inaktive edilmesinden (Non-randomly X-inactivation) sorumlu oldugu
ve yalnizca normal X'in inaktive edilebilecegi hipotezini destekleyen bir kanit biitlinii

sunmuslardir.



3. MATERYAL ve METOT

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Deney Ekipmanlari

Calismanin tamamlanmasi i¢in bircok kimyasal madde ve deney ekipmani
kullanilmistir. Bu ¢aligmada kullanilan kimyasal maddeler ve laboratuvar cihazlar1 asagida

aciklanmistir.

3.1.1. Kimyasal maddeler
3.1.1.1. Taq DNA polimeraz (ThermoFisher Scientific EP0406)

DNA amplifikasyonu i¢in kullanilan enzimdir. Tamponlar1 ile birlikte satin

alinmistir.

3.1.1.2. DNA izolasyon kiti (ThermoFisher Scientific GeneJet, KO721)

EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid)’li periferal kandan DNA izolasyonu igin
kullanilmastir. Igerisinde hiicre pargalama (lizis) tamponu, proteini parcalama (proteinaz K)

enzimi, yikama ve saflastirma tamponlari ile eliisyon tamponlarinin igermektedir.

3.1.1.3. dNTP Mix (ThermoFisher Scientific R72501)

Thermal Cycler’da DNA amplifikasyonu sirasinda kullanilan ve 4 ¢esit niikleotit

igeren karisimdir.

3.1.1.4. Primer 200 nmol HPLC pure
DNA amplifikasyonunda amplifikasyon baslangicini ve sonunu belirleyen niikleotit
dizileridir. Forward (F) ve Reverse (R) olacak sekilde amaca uygun farkli baz

uzunluklarinda tiretilmistir.

3.1.1.5. MnllI restriksiyon endoniikleaz (ThermoFisher Scientific ER1071)

Amplifiye olan DNA’nin spesifik bolgelerden kesilmesinde kullanilmistir. Mnll
restriksiyon endoniikleaz enzimi 5'-GAGG-3' baz dizilerinden taniyarak DNA’y1 5°-
ucundan 6 baz ve 3’-ucundan 7 baz ileriden kesmektedir (5’-(N)eGAGG-3"/3’-(N);CTCC-
5”). Eger gen normal baz dizilerini igeriyorsa (5°-GGGG-3’) kesim ger¢eklesmemektedir
(http://nc2.neb.com/NEBcutter2, 02.12.2016).
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3.1.1.6. Agaroz (Sigma A9539)

1X TBE’nin i¢ine toz agaroz eklenerek agaroz jel hazirlanmis ve DNA amplikonlar1

bu jele yiiklenip jel elektroforez cihazinda yiirtitilmiistiir.

3.1.1.7. Ethidium bromide (Sigma E8751)

Agaroz jellerde DNA molekiiliiniin iplikleri arasia girerek UV 1s1k altinda bantlar

halinde kolay bir sekilde goriintiilenmesini saglamak amaciyla kullanilmistir.

3.1.1.8. 10X Tris-boric acid-EDTA (10X TBE) tamponu

10X TBE soliisyonu, Tris-Base (Merck 648311), Boric Acid Merck B7660) ve
EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid) (Merck E9884) ile stok tamponu olarak
hazirlanmistir. 10X TBE saf su ile seyreltilerek 1X TBE hazirlanmistir Daha sonra agaroz

jel hazirlanirken ve elektroforez tank soliisyonunda kullanilmistir.

3.1.1.9. DNA loading boyast (6X, ThermoFisher Scientific R0611)

DNA’y1 elektroforez tamponundan daha yogun hale getirerek DNA’nin jele
yuklenmesini ve jelin kuyucuklarinda asagiya batmasini saglayan boyadir. Ayrica
elektroforez sirasinda DNA'ya benzer bir oranda go¢ ederek ve DNA’nin jelde yiiriimesini

goriintir kilarak DNA hareketinin takip edilmesini saglar.

3.1.1.10. DNA ladder (marker) (ThermoFisher Scientific 156280019)

100 bg boyutlu marker DNA merdiveni olarak kullanilmistir.

3.1.1.11. MgCl2 (magnezyum kloriir) (ThermoFisher Scientific R0971)

Primerlerin baglanmasi ve Taq DNA polimerazin ¢alismasi i¢in uygun pH ve iyon

kosullarini saglamak iizere PCR karisimina MgCl eklenmistir.

3.1.1.12. Saf su (dH0O, distile su)

Cozeltilerin hazirlanmasmda kullanilan distile su Millipore RIOS 8 marka saf su

cihazi tarafindan tretilmistir.
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3.1.1.13. ddH20 (double distilled water)

Eczaneden temin edilen enjeksiyonluk sudur. Amplifikasyon islemi sirasinda PCR

karigiminda kullanilmigtir.

3.1.1.14. Etil alkol (ethanol absolute) (Merck 100983)

DNA izolasyonu sirasinda su banyosundan c¢ikarilan tiiplere 200 pl saf etil alkol

eklenmistir.

3.1.2. Kullanmilan deney ekipmanlari
3.1.2.1. Sogutmali santrifiij (Hettich Universal 320R)

Devir sayisi ve siiresi ayarlanabilen ve DNA izolasyonu amaciyla kullanilan aragtir.
Calismamizda 24 eppendorf tiip kapasiteli, sabit baslik, sogutabilen ve zaman ayarlayici

ozelliklerine sahip santrifiij kullanilmistir.

3.1.2.2. Inkiibator (Niive EN120)

37°C£1 hassasiyetinde olan inkiibator restriksiyon endoniikleaz Mnll’nin

inkiibasyonunda kullanilmistir.

3.1.2.3. Steril (flow) kabin (ESCO Class Il BSC)

Amplifikasyon igin tiiplerin hazirlanmasinda steril bir ortam saglanmasi amaciyla
kullanilmistir. Flow kabin UV ampulii bulunan ve % 99,99 partikiil tutma 6zellikli filtreye
sahiptir.

3.1.2.4. Hassas terazi (Ohaus Pioneer)

0,0001 g hassasiyetindeki terazi her tirli kimyasal maddenin tartim islerinin

yapilmasinda kullanilmistir.

3.1.2.5. Thermal cycler (termal déngiileyici) (Applied Biosystems)

Thermal cycler cihazi spesifik DNA bolgelerinin amplifikasyonu i¢in kullanilmistir.

3.1.2.6. Vortex (karigtiricy) (Labart Multi-Mixer)

Vortex hazirlanan ¢6zelti ve numunelerin homojenize edilmesinde kullanilmistir.
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3.1.2.7. Saf su cihazi (Millipore RIOS 8)

Saf su cihazi ¢ozelti, tampon ve besiyeri hazirlamada kullanilacak olan suyun distile

hale gelmesini saglamaktadir.

3.1.2.8. Isttrcitl manyetik karigstirict (VELP Scientifica)

Manyetik 1siticilt  kimyasallarin  ¢6ziilmesi ve jel hazirlanmas: islemlerinde

kullanilmustir.

3.1.2.9. Jel elektroforezi ve gii¢c kaynagi (ThermoFisher Scientific EC 1000 XL)

Cogaltilan DNA bdlgelerinin boyutlarina gore yiiriitiilmesi amaciyla kullanilmistir.

3.1.2.10. UV-goriintiileme kabini (fotograf makineli) (Quantum ST4)

Elektroforez ile yiiriitilen DNA bolgelerinin UV 1sik altinda incelenmesi ve

fotograflarinin ¢ekilmesi amaciyla kullanilmugtir.

3.1.2.11. Mikrodalga firin (Arcelik MD564)

Mikrodalga firin agaroz jellerin hazirlanmasi igin kullanilmistir.

3.1.2.12. Mikropipetler (Gilson) ve mikropipet uglar: (Axygen)
Farkli hacimlere sahip (0,1-2 pl, 2-20 upl, 20-100 pl ve 100-1000 nl) olan

mikropipetler agaroz jele ylikleme yapilmasi, PCR yiikleme 6rneklerinin hazirlanip PCR
tiiplerine yiiklenmesi ve DNA izolasyonu gibi ¢calisma esnasindaki her tiirlii sivi 6rneklerin
Ol¢iilmesinde kullanilmistir. Cesitli biiyiikliikteki pipet uglart da mikropipetlerin bas

kismina takilarak sivi madde alim1 saglanmustir.

3.1.2.13. Otoklav (WiseClave)

Pipet uclariin ve eppendorf tiiplerinin steril edilmesinde kullanilmistir.

3.1.2.14. Sicak su banyosu (Wisebath)

Kan orneklerinden DNA izolasyonu c¢alismalarinda 1sitma islemi amaciyla

kullanilmastr.
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3.1.2.15. Vakumlu tiip

Hasta birey ile kan bagi akrabaligi olan aile bireylerinden toplanan yaklasik 1 ml
periferal kan 0.5 molar (M) etilendiamintetraasetik asit (EDTA) (5,4 mg) igeren vakumlu

tiiplerde toplanmustir.

3.1.2.16. Eppendorf tiipleri

DNA izolasyonu esnasinda 1,5 ml’lik Eppendorf tiipleri igerisinde karigim

hazirlamak i¢in kullanilmistir.

3.1.2.17. Erlenmeyer

Agaroz jel ve TBE tamponu hazirlanirken erlenmeyer kullanilmistir.

3.1.2.18. Meziir (dereceli silindir)

Olgii silindiri ya da dereceli silindir olarak da adlandirilan meziir, sivilarin
hacimlerini 6l¢mekte kullanilan yaygin bir laboratuvar ekipmanidir. Caligmalarimizda 10X
TBE tamponunun distile su ile 1X TBE tamponuna seyreltilmesi esnasinda 6l¢ii almak i¢in

mezir kullanilmistir.

3.1.2.19. Kroze masast

Kromaj kapli ¢elikten iiretilen kroze masalari, krozelerin kolay kavranmasina ve
tasinmasma olanak saglarlar. Calismalarimizda agaroz jel hazirlanirken mikrodalga

firiindan ¢ikarilan kaynar sicakliktaki erlenmeyerin tutulmasi amaciyla kullanilmigtir.

3.1.2.20. Spatiil

Toz veya macun kivamindaki maddeleri tasimak ve dl¢iimlemek amaci ile kullanilir,
Toz agaroz, TBE hazirlanmasinda kullanilan kimyasallarin ve c¢alismamizda kullanilan

diger tiim toz kimyasallarin hassas terazide tartimi sirasinda kullanilmistir.

3.1.2.21. Parafilm

Arkas1 kagit kapli plastik film seklindeki tirtindiir. Genellikle flask veya beher gibi

malzemelerin sizdirmaya karsi veya koruma amagl Ortiinmesinde kullanilir. Bazi
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durumlarda DNA orneklerinin jele yiiklenmeleri sirasinda loading dye boyas: ile

karistirilmasi i¢in de kullanilir. Caligmamizda parafilm bu iki amag i¢in kullanilmigtir.

3.1.2.22. Eppendorf tiip standi

Eppendorf tiiplerinin dizilmesi ve karisimlar hazirlanirken tiiplerin dik bir sekilde

sabit durmasi i¢in kullanilmistir.

3.1.2.23. Asetat kalemi

Kullanilan kan toplama tiiplerinin, eppendorf tiiplerinin ve diger biitin kaplarin

isaretlenmesinde ve etiketlerinin yazilmasinda kullanilan cam yazar kalemidir.

3.2. Etik Izin
Bu calisma Helsinki Bildirgesi’ne uygun olarak gerceklestirilmistir. Calismanin etik

izinleri Firat Universitesi, Girisimsel Olmayan Etik Kurulundan alinmistir (Tarih ve karar

no: 27.06.2019/11-14).

3.3. Materyal

Bu calismada hasta birey ile kan bag1 akrabaligi olan aile bireylerinden toplanan
periferal kan kullanilmistir. Bu calismaya dahil edilmesi diisliniilen aile bireyleriyle
yapilan 6n goriigmelerde 61 kisinin bu caligmaya goniillii olarak destek verebilecegi
saptanmigtir. Onam formu imzalatildiktan sonra aile bireylerinden kan alinmistir. Yaklagik
1 ml kan, 0.5 molar (M) etilendiamintetraasetik asit (EDTA) (5,4 mg) igeren vakumlu
tiiplerde toplanmistir. Kan bagi akrabaligi olmayan diger aile bireyleri (gelin veya damat
olarak aileye giren bireyler) bu ¢aligmaya dahil edilmemistir. Toplanan kanlar DNA
izolasyonu yapilincaya kadar +4°C’de saklanmustir.

Bu c¢alismada 61 goniillii dahil edilebilecegi diisiiniilerek etki biiytkliigi ile gii¢c ve
anlamhilik  diizeyi  belirlenmistir.  Goniillik sayist QUANTO 1.1  programi
(http://nydra.usc.edu/gxe, 02.12.2016/) kullanilarak hesaplanmistir. Programa genetik
kalitrm modeli olarak resesif genetik model girilmistir. Istatistiksel giic %90 ve anlamlilik

diizeyi 0,05 olarak saptanmustir.
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3.4. Metot
3.4.1. Periferal kandan DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in ThermoFisher Scientific GeneJet marka DNA izolasyon Kkiti
kullanilmistir. Su banyosu 56 °C’ye ayarlanip 1sinmaya birakilmistir. Santrifiij 6000
devirde 1 dk.’ya ayarlanmistir. Buzdolabindan ¢ikarilan kan tiipleri erimeye birakilmistir.
1,5 ul’lik eppendorf tiiplerine 400 pl lizis, 200 ul kan ve 20 ul proteinaz K (PK) eklenip
tiipler vortekslenmistir. Vortekslenen tiipler 56 °C’lik su banyosunda 10 dk. bekletilmistir.
Su banyosundan ¢ikarilan tiiplere 200 pl etil alkol eklenip tiipler vortekslenmistir.
Mikropipet 1000 ul’ye ayarlanip tiiplerin igerigi filtreli eppendorf’lara (genejet tiipleri)
aktarilmistir. 6000 devirde 1 dk. santrifiijlendikten sonra genejet tiiplerinin alt1 atilmis ve
iist taraflar1 kapaklari agilmadan yeni tiiplere yerlestirilmistir. Yeni tiiplere 500 pl buffer 1
eklenmis, 8000 devirde 1 dk. santrifiij edilmistir. Uzerine 500 pl buffer 2 eklenmis 12000
devirde 3 dk. santrifiij edilmistir. Tipler bir kerelik olmak iizere santrifiijde 12000 devirde
gevrilmis ve 12000 devire ulasir ulasmaz santrifiij durdurulmustur. Alttaki tiip atilmus,
filtre 1,5 pl’lik yeni steril tiiplere eklenmistir. Uzerlerine 150 ul’lik elution buffer eklenmis
ve 2 dk. oda sicakliginda bekletilmislerdir. Daha sonra bu tiipler 8000 devirde 1 dk.
santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra tiipiin isti atilmig, DNA igeren tiiplerin alt kismi
birakilmistir. Her tiip ayr1 ayr pipetaj yapilarak izole edilmis olan DNA’lar kiigiik steril

tiiplere aktarilmis ve -20 °C’de saklanmustir.

3.4.2. DNA niikleotit dizisi amplifikasyonu (PCR, polimeraz zincir reaksiyonu)

Mutasyonun saptanmasi i¢in mutasyon noktasinin oldugu bolgeyi kapsayacak sekilde
toplam 128 bg biiyiikliigiinde DNA niikleotit dizisi amplifiye edilmistir. Bunun i¢in her
birisi 22 b¢ uzunlugunda iki primer dizayn edilmistir (Renciizogullari ve Giiven Ezer,
2023: 175) (Forward 5'-tgacttgctcaatgatcaggac-3' ve Reverse 5'-ggaagcacaattcgtcatagga-
3"). Primerler “Primer3 Output” veri tabaninda kontrol edilmistir (http://bioinfo.ut.ee/cgi-
bin/primer3-0.4.0/primer3_results.cgi, 05.09.2019). PCR toplam 25 pul igeren tiiplerle
gergeklestirilmistir. Her PCR tiipti Cizelge 3.1°de goriilen kimyasallar icermektedir. DNA
hari¢ diger kimyasallar steril tiipte karistirildiktan sonra 20 pl olacak sekilde steril PCR
tiiplerine paylastirilmistir. Her PCR tiiptine 5 pul gDNA (genomic DNA) ilave edilmis,
vorteks ile karistirillarak Thermal Cycler cihazina yerlestirilmistir. PCR sartlar1 Cizelge
3.2°de goriilmektedir.
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Cizelge 3.1. PCR karigimi

PCR mix Hacim (ul)
ddH>0 10.5

10X Taq Buffer 25

MgCl; (25 mM) 2.0

dNTP mix (25mM) 25

Primer (50 pmol) (F ve R) 0.5-0.5
Taqg DNA Polimeraz (300 Unite/pl) 15

DNA (125 ng/ml) 5

Toplam hacim 25

Cizelge 3.2. PCR sicaklik ve siire dongiileri

Islem sirasi Islem Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
1. On denatiirasyon 95 5 dk 1

2.1 Denatiirasyon 95 45 sn 30

2.2 Primerlerin baglanmasi 59 45 sn

2.3 Uzama safhasi 72 45 sn

3. Son uzama safhasi 72 7 dk 1

4, Sogutma 4 0

3.4.3. Elektroforez ve jelde yiiriitme

Amplifikasyon isleminin basarili olup olmadigi PCR fiiriinlerinin elektroforezi
sonucu kontrol edilmistir. Once 10X TBE (Tris-Base, Boric acid, EDTA) stok tamponu
hazirlig1 i¢in hassas terazide 108 gr Tris-Base, 55 gr Boric acid ve 7,5 gr EDTA tek tek
tartilmistir. Bu kimyasallar sirastyla 1siticili manyetik karistiricida tutulan ve iginde distile
su bulunan erlen igerisinde sirasiyla ¢oOzdiirilmistir. Kimyasallarin  tamami
¢ozdirtldiikten sonra ¢ozelti distile su ile 1 It’ye tamamlanmis ve agzi kapali cam sisede
saklanmistir. Hazirlanan bu 10X TBE stok tamponundan meziir kullanilarak 10 ml alinip
tizeri 100 ml distile su ile tamamlanmis ve 1X TBE tamponu hazirlanmstir.

Elektroforez i¢in 1X TBE ile hazirlanan %1,5’luk agaroz jel kullanilmistir. 1,5 g toz
agaroz’un istiine eklenen 100 ml 1X TBE tamponu ile olusturulan karigim, bir
erlenmeyerin i¢inde 2-3 dk boyunca mikrodalga firminda isitilip ¢ozdiriilmistiir.
Mikrodalga firindan kroze masasi yardimiyla ¢ikarilan kaynar sicakliktaki jel, oda
sicakliginda sogumaya birakilmistir. Jel 45 °C derecenin altina diismeyecek sekilde
sogutulmustur ve donmamasi saglanmistir. Jel kaba dokiilmeden once jelde kuyucuklar
elde etmek amaciyla jel kabinin bas kismina uygun biiyiikliikteki jel tarag: yerlestirilmistir.
Daha sonra jel dokiim kabina dokiilen jelin katilasmasi beklenmistir. Jel katilastiktan sonra

taraklar jelden kaldirilmistir. Jel, ici 1X TBE tamponu ile doldurulmus elektroforez tankina
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yerlestirilmistir. Agaroz jeldeki kuyucuklardan birine 100 b¢ uzunlugunda 5 pl DNA
Ladder (marker), diger kuyucuklarin da her birine 5 pl PCR iiriinii alinip bir parafilm bandi
tizerine damlatilmis olan 3’er ul DNA Loading Dye (6X) ile karistirilarak bir mikropipet
yardimiyla yiiklenmistir. Yiikleme islemi tamamlandiktan sonra elektroforez tankinin agzi
kapatilmig ve gii¢ kaynagina baglanmistir. Yiiklenmis olan jel elektroforez cihazinda 150
voltta 30 dk boyunca yiiriitiilmistiir. Siire sonunda agaroz jel 20 sn boyunca Ethidium
Bromide (5 pg/ml) ¢ozeltisinde bekletilmis ve temizlenmesi icin ise saf suya alinarak 30
dk yikanmistir. Daha sonra agaroz jel UV (Ultraviyole)-jel goriintiilleme kabinine alinmis

ve DNA profillerinin fotograflart ¢ekilmistir.

3.4.4. Mnll ile genotiplendirme ve mutasyon analizi (RFLP, restriction fragment
lenght polymorphism)

RFLP metodu PCR’a dayal1 bir metottur. Restriksiyon enzimlerinin DNA’da spesifik
kesme islemleri sonucunda ortaya cikan DNA fragmentlerinin uzunluk farklarinin
elektroforezde biiylikliiklerine ayrilmasi esasina dayanir (Koloéren vd., 2017). Olusan
mutasyonlar restriksiyon enzimlerinin kesim yerlerini yok edebilecegi gibi yeni kesim
yerleri de olusturabilir. Olusan bu DNA fragmentleri elektroforetik olarak saptanabilir. Bu
calismada EDARADD geninin 6. ekzonda c.439G>A bolgesinde G bazinin A bazina
doniismesi sonucunda Mnll restriksiyon enzimi i¢in yeni bir kesim noktas1 olugsmaktadir.
Normal gende 5’-GGGGG-3° olan baz dizisi mutasyon sonucunda 5’-GGAGG-
3’olmaktadir. Mnll enzimi DNA’y1 5°-GAGG-3’/3’-CTCC-5" baz dizilerinden tanimakta
ve DNA’y1 kesmektedir.

Mnll ile genotiplendirme islemleri (iireticinin yOntemine gore yapilmistir
(https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/ER1071, 29.10.2018). Bu amagla 15
pl PCR fiiriinii alimarak 2 pl MnlI (300 iinite), 2 pl 10X buffer ve 11 pl bidistile su ile
karistirtlarak 30 pl’ye tamamlanmistir (Cizelge 3.3). Hazirlanan karisim 37°C’de bir gece
(16 saat) inkiibe edilerek kesim islemi gerceklestirilmistir. Ardindan inkiibatérden ¢ikarilan
tiriinler 1X TBE ile hazirlanmis %4 agaroz jelde 2 saat elektroforeze tabi tutulmustur.
Etidyum Bromiir muamelesinden sonra jel, UV-jel goriintilleme cihazinda bant profilleri

incelenmis ve fotograflar1 ¢cekilmistir.
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Cizelge 3.3. Mnll restriksiyon endoniikleaz ile kesim kKarisimi

Mnll Restriksiyon Endoniikleazli Mix Hacim (ul)
PCR Uriinii 15
Mnll R.E. Enzim 2.0
10X Mnll Buffer 2.0
Bidistile Su (ddH-0) 11
Toplam Hacim 30

3.4.5. Sekanslama ile mutasyon analizi

MnllI ile genotiplendirmenin dogrulugunu teyit etmek amaciyla 6rneklere sekanslama
yapilmistir. Sekanslama Sanger ddNTP (Di-deoxynucleotides Triphosphates) yontemine
gore hizmet alimi seklinde gergeklestirilmistir. Mutasyon noktasini amplifikasyon
noktasinin ortasinda tutmak i¢in RFLP metodunda kullanilan primerlerden farkli primerler
dizayn edilmistir (Forward 5'-tgacttgctcaatgatcaggac-3' ve Reverse 5'-aagagctctagaagtgcct-
3’). Primerler “Primer3 Output” veri tabaninda kontrol edilmistir (http://bioinfo.ut.ee/cgi-
bin/primer3-0.4.0/primer3_results.cgi, 05.09.2019). PCR karisimi, PCR sicaklik ve siire
dongiileri Cizelge 1 ve Cizelge 2’de agiklandigi gibi gerceklestirilmistir. PCR tiriinlerinden
5 ul almarak 3 pul 6X DNA Loading Dye ile karistirilmis ve 10X TBE ile hazirlanmis
agaroz jele yiiklenmistir. Elektroforez 150 voltta 30 dk gergeklestirilmistir. Siire sonunda
agaroz jel 20 sn Etidyum Bromiir (5 pg/ml) ¢ozeltisinde bekletilmis ve temizlenmesi igin
ise saf suya alinarak 30 dk yikanmistir. Daha sonra agaroz jel UV-jel goriintiileme cihazina
alimmis ve DNA profillerinin fotografi c¢ekilmistir. Amplifikasyonun dogrulugu
gozlendikten sonra PCR iirlinleri Nucleogene firmasina gonderilerek sekanslama islemleri

tamamlanmistir. Sekans sonuglari gorseller seklinde verilmistir (Gorsel 4.4, 4.5 ve 4.6).

3.4.6. ARMS (amplification refractory mutation system) yontemi ile mutasyon analizi

Calisgmamizda ARMS yontemi de uygulanmistir. ARMS, allele spesifik primerler
kullanilan bir PCR yontemidir. Nokta mutasyonlarinin belirlenmesinde etkili ve giivenilir
bir yontemdir (Najmabadi vd., 2001). Primerlerden biri normal alleli belirlerken digeri
mutant alleli belirlemektedir. ARMS icin PCR tiipleri Cizelge 3.1°e gore hazirlanmistir.
Her birey i¢in iki PCR tiipii hazirlanmistir. Tiiplerden birisine normal alleli amplifiye
edecek primer (mutant alleli amplifiye etmez), digerine de mutant alleli amplifiye edecek
primer (normal alleli amplifiye etmez) ilave edilmistir. PCR sicaklik ve siire dongiileri

Cizelge 3.2°ye gore gerceklestirilmistir. Fark olarak sadece primerlerin baglanma 1sis1 57
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ile 64°C arasinda degistirilerek calisilmistir. PCR firtinleri her birey igin yan yana jele
yiiklenmis ve elektroforeze tabi tutulmustur.
Calismamizda mutasyonu belirleyen ve asagida goriilen hem F hem de R primerleri

dizayn edilmis ve ¢alisilmistir.

F primerleri
Hem normal G alleli hem de mutant A allelini saptamak i¢in dizayn edilen F

primerleri:

F: 5’>-GGAATTTTGCAAGCAAATGGG-3’ (G alleli i¢in)
F: 5>-GGAATTTTGCAAGCAAATGGA-3’ (A alleli igin)
R: 5’-AAGAGCTCTAGAAGTGCCT-3”

R primerleri
Hem normal G alleli hem de mutant A allelini saptamak i¢in dizayn edilen R

primerleri:

R: 5’-ACAATTCGTCATAGGACATCCC-3’ (G alleli igin)
R: 5’-ACAATTCGTCATAGGACATCCT-3’ (A alleli i¢in)
F: 5’-GCAGAGATCAGCAAGGACAA-3’

3.5. Istatistiksel Analiz

Gen frekanslariin Hardy-Weinberg dengesinde (HW dengesi) olup olmadigini
kontrol etmek igin X2-test sistemi kullanilmistir. X2-testi, gdzlenen ve gen frekanslari igin
dengede olan bir popiilasyonda beklenen frekanslar arasindaki sapmanin istatistiksel

bakimdan 6nemli olup olmadigini belirlemek i¢in uygulanmistir.

20



4. BULGULAR ve TARTISMA

Daha once yapilan mutasyon analizinde EDARADD geninin 6. ekzonda ¢.439G>A
bolgesinde niikleotit degisimi saptanmis ve hastanin bu gen lokusu i¢in homozigot oldugu
bildirilmistir. Bu mutasyon sentezlenen proteinde yanlis anlamli mutasyona sebep
olmaktadir (Renciizogullar1 ve Giiven Ezer, 2023: 175). Bu calismada hasta bireyin
akrabalarinda EDARADD geninin 6. ekzonda c.439G>A bolgesinde mutasyon taramasi
yapilmistir. Calismaya hasta bireyle birlikte toplam 61 kisi dahil edilmistir. Mutasyonlar
hem RFLP (Mnll restriksiyon enzimi ile kesim), hem sekanslama ve hem de ARMS
yontemlerine gore calisilmistir.

Hem Mnll ile yapilacak kesim islemleri i¢in yapilan amplifikasyon tirtinlerinin (128

bc) hem de sekanslama galigmalari i¢in kullanilacak amplifikasyon iiriinlerinin (317 bg) jel

goriintiileri Gorsel 4.1 ve Gorsel 4.2°de goriilmektedir.

Gorsel 4.1. Mnll restriksiyon endoniikleaz kesimi icin elde edilen amplifikasyon iiriinii.
Marker (ortada) 100 bg, PCR tiriinleri 128 bg.

Gorsel 4.2. Sekanslama ¢alismalart igin elde edilen amplifikasyon iiriinii. Marker (sagda)
100 b¢, PCR iiriinleri 317 bg.
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Mnll restriksiyon endoniikleaz ile kesim islemleri sonucunda saglikli bireylerde
sadece 72 ve 56 baz ¢ifti biiylikligiinde iki bant olugsmaktadir (Gorsel 4.3 ve Gorsel 4.4).
Ciinkii normal bireylerde 128 bg¢ biiyiikliigiindeki amplifikasyon iirlinlinde ve calisilan
mutasyon bolgesinin disinda bagka bir yerde Mnll i¢in bir kesim noktas1 bulunmaktadir
(5’-(N)eGAGG-3"/3’-(N)7CTCC-5"). Bundan dolay1 tiim bireylerde 128 b¢ DNA pargasi
72 bg ve 56 bg olarak boliinmektedir. Hasta bireylerde ise 56 bg biiylikliigiindeki pargada
ikinci bir kesim noktasi olusmakta ve sonugta 35 ve 21 bg biiyiikliigiinde iki bant daha
olugsmaktadir (Gorsel 4.3 ve Gorsel 4.5). Tasiyici (heterozigot) bireylerde ise 72, 56, 35 ve
21 bg biytikliigiinde 4 bant profili goriilmektedir (Gorsel 4.3 ve Gorsel 4.6).

Gorsel 4.3. Mnll kesimi sonrasi elde edilen jel goriintiileri. M: Marker (100 b¢), H: Hasta,
T: Taswyici ve N: Normal bireyler.
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CAAa AT G 66 G 66 AT G °

|

Gorsel 4.4. Saghikl bireylerde sekans goriintiisii

Gorsel 4.5. Hasta bireylerde sekans goriintiisii

C AA AT G 6 G G G AT G

Gorsel 4.6. Heterozigot bireylerde sekans géoriintiisii

Hem Mnll kullanilarak hem de sekanslama yoluyla yapilan genotiplendirme
caligmalarinda kan bagi akrabaligi olan ailede 46 kisinin homozigot saglikli (Gorsel 4.4), 1
kisinin hasta (Gorsel 4.5) ve 14 kisinin ise heterozigot (tasiyici) (Gorsel 4.6) olduklar
saptanmigtir. Hasta bireyin anne-babasinin akraba oldugu (teyze ¢ocuklar1) ve her ikisinin
de tasiyict olduklari sonucuna ulagilmistir. Hastanin biiylik annelerinin de (anneanne ve
babaanne) tasiyict olduklart gozlenmistir. Bu sonuglara gére gen mutasyonunun otozomal

resesif kalitlandig1 goriilmektedir (Gorsel 4.7). A¢iklama gorsel altinda verilmistir.
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Gorsel 4.7. Hem Mnll ile kesim hem de sekanslama yoluyla yapilan genotiplendirme
calismalar: sonuglarina gore ¢izilen aile agaci.

? : Kan vermeyen bireylerdir, analizleri yapiimamstir.

11-8, 111-2,8,10: Bu bireylerin kan veren tiim ¢cocuklart normal olarak
saptanmigtir.

111-1,3,5,12,13: Bu bireylerin ¢ocuklart kan vermemislerdir.

Yapilan istatistiksel analizlere gore gen frekansinin Hardy-Weinberg dengesinde
oldugu, gen frekanslar1 arasindaki farkin istatistiksel anlamda 6nemsiz oldugu (P<0.05)
goriilmiistiir.

ARMS yontemi i¢in dizayn edilen hem F hem de R primerlerinde yiiksek oranda
tamamlayict bazlar (high end self complementarity) nedeniyle spesifik bantlar elde
edilememistir. Genin hem 5’-ucundaki mutasyonu saptayan F allelinde hem de 3’-
ucundaki mutasyonu saptayan R allelinde sag¢ tokasi yapisi olusumu nedeniyle belirleyici
bantlar bulunamamistir. Spesifik baglanmay1 saglamak i¢in primer baglanma 1sis1 57 ile 64
°C arasinda calisildigi halde basarili amplifikasyon elde edilememistir. Gorsel 4.8’de
goriildiigii gibi hasta bireyde dogru bir sekilde normal primer amplifiye olmamis fakat
normal bireyde mutant primer amplifiye olmamasi gerekirken hata sonucu amplifikasyon

gostermistir.
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Gorsel 4.8. ARMS yontemine gore mutasyon analizi.

EDARADD geni A ve B olarak adlandirilan iki izoform kodlamaktadir
(ectodysplasin A receptor associated death domain A and B). Bu iki izoform arasindaki tek
fark sadece birinci ekzonu ilgilendiren segenekli splays sonucu olugmaktadir. Dolayisiyla
iki izoform arasinda sentezlenen proteinin N-terminal ucunda farklilik bulunmaktadir (Yan
vd., 2002: 410). Mutasyon saptanan EDARADD geni 6 ekzon ve toplam 648 niikleotit
uzunlugunda olan bir gendir. 215 aminoasit uzunlugunda protein molekiilii
sentezlemektedir (https://www.omim.org/entry/614941, 22.08.2019, 11.05.2016) (Cizelge
4.1).

EDAR geni, EDA geni tarafindan sentezlenen ligand ektodisplazin A i¢in hiicre
ylizeyinde bulunan bir reseptor proteinini sentezlemektedir. Bu sinyal, dermal gelisimi
baglatmak {izere niikleer faktér kappa-B (NF-kB) sinyal yolunu aktive etmek igin bir
adaptor olarak ¢alisan EDARADD proteinine iletilir (Bibi vd., 2011: 40). EDARADD

iriinii ve NF-kB geni etkilesime girerek dermal gelisim baslatilmaktadir.
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Cizelge 4.1. EDARADD (ECTD11B) geni ekzonlar, niikleotit dizileri ve translasyon tirtinti
(Renciizogullart ve Giiven Ezer, 2023).
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/CCDS/CcdsBrowse.cgi?REQUEST=CCDS&DATA=CCDS
1610.1).

Niikleotit Sekanslar: (648 bg):

Exon 1 (1-61, toplam 61 bg)

ATGGGCCTCAGGACGACTAAACAGATGGGGAGAGGCACTAAAGCTCCTGGTC
ACCAAGAGG

Exon 2 (62-120, toplam 59 bg)

ATCATATGGTAAAGGAACCAGTGGAAGACACAGACCCTAGCACTTTATCCTTT
AATATG

Exon 3 (121-160, toplam 40 bg)
TCAGACAAATATCCCATTCAAGATACGGAACTCCCTAAAG
Exon 4 (161-219, toplam 59 bg)

CTGAAGAATGTGATACAATTACTTTGAACTGCCCACGAAATTCAGATATGAAA
AATCAG

Exon 5 (220-265, toplam 46 bg)
GGAGAAGAAAATGGCTTTCCAGATAGCACTGGAGATCCTCTTCCAG
Exon 6 (266-645, toplam 380 b¢ ve stop kodon)

AGATCAGCAAGGACAACTCCTGCAAAGAAAACTGTACTTGTTCCTCCTGCTTG
CTCCGGGCCCCCACCATAAGTGACTTGCTCAATGATCAGGACTTACTAGACGT
GATCAGGATAAAGCTGGATCCGTGTCACCCAACGGTGAAAAACTGGAGGAATT
TTGCAAGCAAATGGG(A)*GGATGTCCTATGACGAATTGTGCTTCCTGGAGCAG
AGGCCACAGAGCCCCACCTTGGAGTTCTTGCTCCGGAACAGTCAGAGGACGGT
GGGCCAGCTGATGGAGCTCTGCAGGCTCTACCACAGGGCCGACGTGGAGAAG
GTTCTGCGCAGGTGGGTGGACGAGGAGTGGCCCAAGCGGGAGCGTGGAGACC
CCTCCAGGCACTTCTAG

Translasyon (215 aa):

MGLRTTKQMGRGTKAPGHQEDHMVKEPVEDTDPSTLSFNMSDKYPIQDTELPKA
EECDTITLNCPRNSDMKNQGEENGFPDSTGDPLPEISKDNSCKENCTCSSCLLRAPT
ISDLLNDQDLLDVIRIKLDPCHPTVKNWRNFASKWG(R)*MSYDELCFLEQRPQSPT
LEFLLRNSQRTVGQLMELCRLYHRADVEKVLRRWVDEEWPKRERGDPSRHF

*Parantez: Yer degisen niikleotit ve yeni aminoasit

EDARADD, EDAR geninin TNFR ile iligkili genler olan TRAF’larin asag1 yondeki
stimilatoriiddir.  EDARADD, farkli TNFR'ler tarafindan kullanilan ortak adaptor
molekiiller olan TNFR ile iligkili faktorler (TRAF faktorleri) araciligrtyla EDAR"
sitoplazmadaki yolaklara baglamaktadir (Headon vd., 2001: 913; Yan vd., 2002: 410).
EDARADD ile sitoplazmaya aktarilan sinyaller sinyal ileticiler olan TRAF6, TAK1 ve
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TAB?2 tarafindan islenerek bir transkripsiyon faktorii olan ve ¢ekirdekte bulunan NF-xB
proteinine iletilir. NF-xB gen firiini de hedef gen ekspresyonunu diizenlemektedir
(Mikkola, 2009: 2035; Bibi vd., 2011: 40; Lefebvre ve Mikkola, 2014: 226) (Gorsel 4.9).

EDA = XL-HED
EDAR —» AR-HED, AD-HED

m EDARADD —> AR-HED, AD-HED
TRAF6 AR
TAK1

‘

@NEMED —> HED-ID, OL-HED-ID

i - nucleus — ~
> ~
{ NF-«B transcription A
\ (DI » of target genes !
7
~ -

— —-—

D R p——

Gorsel 4.9. EDA, EDAR ve EDARADD sinyal iletim yolu. Ligand (EDA), reseptér (EDAR)
ve sinyal iletici (EDARADD) birbirlerinin sinyalleri i¢in spesifiktirler. Sitoplazma i¢inde
diger sinyal ileticiler sinyal iletimi i¢in baska diger reseptorler tarafindan
kullamlabilmektedir. U¢ gendeki mutasyonlar ED sendromuna neden olmaktadirlar

(Kaynak: Mikkola, 2009: 2033, fig. 1).

NF-kB’nin sinyali almasi deri ek gelisimi igin gereklidir ve “in vivo” EDAR
aktivitesinin ayrilmaz bir pargasidir (Mikkola, 2008: 220). NF-xB ve IKK (NF-xB kinaz
inhibitorii) kalitimsal ve kazanilmig bagisiklik tepkileri, hiicre 6liimii ve iltihaplanma dahil
olmak tizere bir¢ok fizyolojik siireci diizenler. NF-kB veya IKK fonksiyonunun bozulmasi,
kanser de dahil olmak iizere bircok insan hastaligina katkida bulunur. Ancak NF-xB ve
IKK yolaklar1 tek basina gorev yapmazlar. Bunlarin aktivitesini diger hiicre sinyal
aglariyla biitiinlestiren bircok mekanizma vardir. Bu iki faktor hiicre kaderini belirleyen
karar verme siirecini olusturmaktadirlar (Perkins, 2007: 50). Sinyal alamamig
(uyarilmamis) hiicrelerde NF-xB, sitoplazmada IxB (inhibitsr Kappa B) proteinleri
tarafindan tutulur. IkB, IKK tarafindan fosforile edilir. IKK, iki kinaz alt biriminden IKK1
(Inhibitor of Nuclear Factor Kappa-B Kinase Subunit Alpha) ve IKK2 (Inhibitor of
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Nuclear Factor Kappa-B Kinase Subunit Beta)] ve zorunlu bir diizenleyici bilesen NEMO
(NF-xB Essential Modulator)'dan olusan kompleks bir bilesiktir. IkB fosforile olarak
bozuldugunda NF-kB serbest kalir ve cekirdege gecerek hedef gen ekspresyonunun

diizenlenmesine olanak saglar (Perkins, 2007: 50).

Gorsel 4.10. EDARADD gen tirtiniin proteininin tersiyer yapisi, Okun ucunda glisin amino
asidi buunmaktadr.
(https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=EDARADD#proteins-structures)

Renciizogullar1 ve Giliven Ezer (2023) yaptiklar1 ¢alismada EDARADD geni
6.ekzonunda yer alan bir baz substitiisyonu saptamislardir (c.439G>A). Bu degisimin
mRNA 147 kodonunun (GGG) degismesine neden oldugunu (AGG) ve bunun sonucunda
Gly amino asitinin Arg sekline doniistiigiinii bildirmislerdir (p.Gly147Arg) (Cizelge 4.1.
parantez i¢inde). Glisin amino asiti katlanan protein yapisinin merkezinde yer almaktadir
(Gorsel 4.10, ok). Tersiyer protein yapisinin merkezinde bulunan glisin amino asitinin
yerine arginin amino asitinin girmesi proteinin fonksiyonunu bozmaktadir. Bulunan bu
mutasyon EDARADD gen proteinin gorevini yapmasini engelleyerek EDAR gen proteini
tarafindan hiicre igine iletilen sinyallerin NF-kB gen proteinine iletilmesine engel
olmaktadir. Dolayisiyla ter bezlerinin gelismesinden sorumlu olan hedef genlerin
transkripsiyonu yapilamamaktadir. Ciinkii Gly nonpolar, yiiksiiz (nétr) ve hidrofobik bir
amino asittir fakat Arg polar, pozitif yiiklii ve hidrofiliktir. Aminoasitlerin islevsel tersiyer
yapilarinin stabil kalmasinda distilfit (S-S) kopriilerinin 6nemi ne kadar fazla ise hidrofob-
hidrofil aminoasitlerin yerlesimi de o kadar onemlidir (Renciizogullari, 2020: 45).

Mutasyon sonucunda hidrofob bir amino asitin hidrofil bagka bir aminoasite doniisiimii

28


https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=EDARADD#proteins-structures

proteinin tersiyer yapisinin degismesine neden olarak molekiiliin islevsel yapisini yok
edebilmektedir (Aydin vd., 2017: 54). Bu c¢alismada EDARADD geninde olusan
mutasyonun EDARADD geni tarafindan sentezlenen proteinin licboyutlu katlanmasini
bozdugu ve reseptor EDAR geni tarafindan iletilen sinyalin taninamadigi soylenebilir. Bu
sonu¢ baska arastiricilar tarafindan da desteklenmektedir (Okita vd., 2019: 710; Asano vd.,
2021: 1535). Arastiricilar EDA, EDAR ve EDARADD genlerinde meydana gelen herhangi
bir patojenik mutasyonun genlerin birbirlerine olan afinitesinin vyitirilmesine ve
EDARADD geninin TRAF6 ile baglanma yetenegini tamamen kaybetmesine sebep
oldugunu rapor etmislerdir.

EDARADD geni ¢.439G>A (p.Glyl47Arg) icin tespit edilen mutasyon, Mendel
kurallarina gore resesif olarak kalitilir ve hastalarda ter bezlerinin gelisimini engeller.
EDARADD geninin A izoformu, 215 amino asit igeren reseptorle iliskili protein iireten alti
kodlayici ekzona (toplam 648 niikleotit uzunlugunda) sahiptir (Cizelge 4.1)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/1036031426, 26.11.2020). Mutasyona ugramis
niikleotit, birinci kromozomun 236482440 pozisyonunda lokalizedir
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/128178, 26.11.2020).

Bu calismada incelenen varyantin daha 6nce Renciizogullar1 ve Giiven Ezer (2023)
tarafindan genel popiilasyonundaki allel frekansinin Genome Aggregation Database
(gnomAD) veri tabaninda dogrulandigi ve varyantin patojenitesinin The American College
of Medical Genetics and Genomics (ACMG, American Molecular Pathology) yonergesine
gore olast patojenik (likely Pathogenic) olarak siniflandirildigr saptanmistir. Arastiricilar
yeni varyanti ClinVar veritabaninda SCV002817173 erisim numarasiyla kaydetmislerdir.
HGVS  terminolojisine  gore de  (Human  Genom  Variation  Society
(http://varnomen.hgvs.org, 15.04.2023), varyant NM_145861.4:¢.439G>A,p.(Gly147Arg)
seklinde tanimlanmistir. Bu yeni mutant protein, hiicre i¢i sinyallerin NF-xB proteinine
iletilmesini onlemektedir.

CADD (Combined Annotation Dependent Depletion) puani 31 olarak hesaplanmustir.
Bu sonug varyantin daha once agiklandigi gibi insan genomundaki en zararli mutasyonlar
arasinda ilk %1'lik dilimde oldugunu gostermektedir (Chr 1, Pozisyon 236482440, CADD
GRCh38-v1.5) (Rentzsch vd., 2019: 886; Ahmed vd., 2021: 1389).

EDARADD geninde ¢ogu patojenik ve hastalik nedeni olan toplam 17 varyant
saptanmistir. Ayrica gnomAD veri tabaninda (https://gnomad.broadinstitute.org/gene,
12.4.2023) EDARADD geninin 400 varyanti tanimlanmistir.
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ENSG000001861977dataset=gnomad_r2_1). (Rencuzogullar1 ve Giiven Ezer, 2023: 175).
5-UTR ve 3'-UTR bolgelerinde 39 varyant tespit edilirken, 112 varyantin yanlis anlamli
mutasyon oldugu belirlenmistir. Bunlardan dordiinde baslangi¢c kodonunun delesyonu
seklinde tanimlanmistir. intron bolgelerinde toplam 187 varyant bulunurken, intron-ekzon
eklenme bolgelerinde 24 varyant saptanmustir.

Sonug olarak caligilan varyantin Mendelien kalitimina uygun olarak otozomal resesif
olarak kalitlandig1 ve homozigot formda ter bezleri olusumunu tamamen engellenmesinden

kaynaklanan anhidrotik ED sendromunun ortaya ¢iktig1 sdylenebilir.
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5. SONUC ve ONERILER

Ectodermal dysplasia (ED) sendromu ektoderm kaynakli gelisen organlarda
anormallikler ile seyreden kompleks genetiksel bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. ED,
hipohidrotik, anhidrotik ve hidrotik olmak iizere ii¢ sekilde goriilir. EDARADD, EDAR
geninin TNFR ile iliskili genler olan TRAF’larin asag1r yondeki stimiilatoriidiir.
EDARADD ile sitoplazmaya aktarilan sinyaller sinyal ileticiler olan TRAF6, TAB2 ve
TAKI1 tarafindan islenerek bir transkripsiyon faktori olan ve cekirdekte bulunan NF-xB
proteinine iletilir. NF-xB gen tiriinii de hedef gen ekspresyonunu diizenlemektedir

Calismamizda ED sendromuna sahip proband ve ailesinde gen mutasyon calismalari
yapilmistir. Ailede c.439G>A pozisyonundaki nokta mutasyonu
[NM_145861.4:c.439G>A,p.(Gly147Arg)] (ClinVar SCV002817173) hem Mnll ile kesim
(RFLP) hem de sekanslama yoluyla tanimlanmistir.

Yapilan genotiplendirme c¢aligmalarinda kan bagi akrabaligi olan ailede 46 kisinin
homozigot saglikli, 1 kisinin hasta ve 14 kisinin ise heterozigot (tasiyici) olduklar
saptanmistir. Hasta bireyin anne-babasinin akraba oldugu (teyze ¢ocuklari) ve her ikisinin
de tasiyict olduklari sonucuna ulagilmistir. Hastanin biiylik annelerinin de (anneanne ve
babaanne) tasiyict olduklari gézlenmistir. Bu sonuglara gore bu gen mutasyonunun
otozomal resesif kalitlandig1 goriilmektedir.

MnlI restriksiyon enzimi ile genotiplendirme daha ucuz ve daha hizli sonu¢ alinmasi
i¢in uygun bir metottur. Bu yontem prenatal tan1 ¢aligsmalarinda kullanilarak dogumsal ED
vakalarmin sayisinin azaltilmasi veya tam olarak yok edilmesi i¢in kullanish ve giivenilir

bir yontem olarak saptanmistir.
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