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ÖZET 

EPİLEPSİLİ VE KORPUS KALLOSUM ANOMALİLİ 

ÇOCUKLARDA İLİŞKİLİ OLABİLECEK GENLERİN 

ARAŞTIRILMASI 
Elif Kurt  

Dokuz Eylül Üniversitesi,  T ıp Fakültesi,  T ıbbi Biyo lo ji ve Genet ik AD. 

Balçova- İZMİR 

 Korpus Kallosum (KK) birçok duyu ve motor fonksiyonlar ında önemli 

rol oynar.  Üç boyut lu görebilmede, görsel bilgiler in ayr ımını yapabilmede,  

sesin lokalizasyonunda, bimanuel koordinasyonda ve birçok öğrenme 

prosesler inde iki hemisfer i birbir ine bağlayarak görev yapmaktadır.  KK 

displaziler i (anomaliler i)  çok sayıda konjenit al sendromlar la ilişkilid ir.  

Bunun yanında metabo lik hastalıklar ı ve sendromlar ı da içeren bir çok 

serebra l ve/veya eksraserebral anomalile r le  bir likte de görülür.  Prevelans ı 

genel populasyonda 0.3% ve 0.7% arasında değiş ir.  KK displazis i farkl ı 

sendromlar la bir likte kötü bir prognoza sahip o labilmektedir.  KK displazili  

bireylerde en yaygın klinik özellik epilept ik nöbet ler le bir likte zeka 

ger iliğ idir.  Son dönem araşt ırmalarda AKT3  geninin KK anomaliler i ile  

ilişkis i tart ışma konusu o lmuştur.  Bu sebeple sahip o lduğumuz o lgu grubunda 

ilk  o larak bu gende mutasyon taraması yapılmışt ır .  Hücre çoğalmas ı ve 

farklılaşması,  apoptoz,  tümörijenez,  gibi birçok biyo lo jik proseste yer alan 

AKT3  geninin tüm ekzonlar ı ve ekzon int ron s ınır lar ı PCR ile  çoğalt ılarak 

DNA dizi analizler i gerçekleşt ir ildi.  47 hasta grubunda gerçekleşt ir ilen bu 

çalışmada iki farklı nükleot id değişikliği saptandı.  Bu iki nükleot id  

değişik liğinden bir i ekzon içer isinde o lup amino  asit  değiş ikliğine neden 

olmamakta (sessiz mutasyon),  diğer i de int ronik bö lgede o lup korunmuş 

bö lgeler in içer is ine girmemektedir.  Bu nedenle bu değiş imler in AKT3  

proteinini yapısal ve fonksiyonel açıdan etkilediği düşünülmemektedir .  Eldek i 

ver iler yardımıyla AKT3  geninin KK’un geliş imsel bozukluklar ı ile ilişkil i  

o lup olmadığı tart ışmasına o lmadığı yönünde katkı sağlanmışt ır .  

ANAHTAR KELİMELER: Korpus Kallosum Displazisi (Anomalis i) ,  

Epilepsi,  AKT3 geni.  
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ABSTRACT  

INVESTIGATION OF EPILEPSY AND CORPUS CALLOSUM 

DYSPLASIA ASSOCIATED GENES WITHIN CHILDREN 
Elif Kurt  

Department  of Medical Bio logy and Genet ics,  Dokuz Eylü l Universit y Schoo l 

of Medicine.Balçova- İZMİR/ TURKEY  kurt .elif@hotmail.com 

The corpus callosum(CC) which connects two hemispheres,  has been 

found to  play a ro le in var ious sensory and motor funct ions such as binocular  

convergence and stereoscopic vis ion,  the t ransfer o f learned visua l 

discr iminat ion, bimanual coordinat ion, sound loca lizat ion, var ious learning 

processes.  Dysplasia of the corpus callo sum is a birth defect  that  occurs in  

many  different  human congenital syndromes.  Dysplasia o f CC is o ften 

associated with other cerebral and/or extracerebral ma lformat ions including 

syndromes and metabo lic diseases.  Its prevalence var ies between 0.3% and 

0.7% in the general populat ion. Prognosis o f dysplasia o f CC remains 

controversial,  several studies have reported a worse prognosis in t he presence 

of addit ional anomalies.  The most  common clinical feature is menta l 

retardat ion together with epilepsy. Recent ly,  t here is  a controversia l topic 

that  AKT3  associsted with dysplasia o f CC among the researchers.  Because o f 

this,  we init ially researched for any mutat ion in this gene.  All o f t he exon and 

exons/ int rons boundar ies  o f AKT3   gene that   plays  a ro le in a wide var iet y 

of bio logical processes inc luding cell pro liferat ion, different iat ion, apoptosis,  

tumorigenesis,  as well as glycogen synthesis and glucose uptake has been 

amplified by Po lymerase Chain React ion(PCR) fo llowed by DNA sequencing.  

As a result  o f sequence analys is we detected two nucleot ide changes in 47 

pat ients with dysplasia o f CC. However,  it  is  uncertain how these two 

nucleot ide changes modify st ructural and funct ional features o f AKT3 .  We 

aim to contribute to  controversy about  AKT3 gene associat ion with dysplasia 

of CC with our results.   

 

KEY WORDS  Displasia (Anomaly) o f Corpus Callosum, Epilepsy, AKT3 .  
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1. GİRİŞ ve AMAÇ 

 
Korpus kallozum (KK), sağ ve so l serebral hemisfer ler i birbir ine 

bağlayan en büyük fiber demet idir.  Her iki hemisfer in homolog alanlar ı 

arasındaki duyusal,  motor ve bilişsel bilginin ilet ilmesinde bütünleşt ir ic i bir  

rol oynar.  KK geliş im bozukluklar ı (displaziler i)  kısmi agenezi (disgenezi),  

hipoplasia ve tam agenezi o larak tanımlanır.   

 

KK d isplazis i,  50’den fazla farklı konjenit al sendromla bir likte 

görülebilir .  Bunlardan bazılar ı,  Andermann sendromu, Rubinstein-Tayb i 

sendromu, Joubert  sendromu, Wolf-Hirschhorn sendromu, Aıcardı sendromu 

gibi sendromlardır (1,  2,  3).  KK metabo lik hastalıklar,  enfeksiyöz hastalıklar  

ve beyin tümörler i gibi birçok pato lo jik  durumdan da bir incil ya da ikinci l 

olarak etkilenebilir .  Ko llosal ma lformasyonlarda otozomal resesif geçiş i 

destekleyen birkaç etkilenmiş aile üyesinin tanımlandığı soyağaçlar ının 

bildir ilmesine rağmen, vakalar ın çoğu sporadik olarak görülür (4).  

 

1965 'te yayınlanan bir  çalışmada, 210 kallosal agenezili vakanın 185 'i 

asemptomat ik bulunmuş ve bunlar ın 1/3 'ünün kısmi agenezis i o lduğu 

belirt ilmişt ir .  1965 'ten sonra radyodiagnost ik bilimdeki iler lemeler sayesinde 

asemptomat ik agenezinin rut in muayeneler sırasında tespit  edilebilmesiyle,  

korpus kallo sum agenezis i’nin insidansının tahmin edilenden daha yüksek 

olduğu anlaşılmaya başlanmışt ır  (5).  İnsidans aralığı 10.000 doğumda 0,5 ile  

70 arasında değiş ir (6).  

 

KK’un yapıs ı ve fonksiyonu ya lnızca her iki hemisfer i birbir ine 

bağladığ ını gösteren kanıt lar nedeniyle  değil pisik iyatr ik ve geliş imse l 

bozukluklar la o lan ilişkis i nedeniyle  de ilgi çeken bir araşt ırma konusudur.  

Örneğin,  anormal bir KK’a sahip o lan hastalara şizo freni,  ot izm (7),  Down 

sendromu (8),  dikkat  eksikliğ i ve hiperakt ivite bozukluğu (9),  gelişimse l 

disleksi (10; 11) gibi teşhis ler konulabilmektedir.  Bu sebepler le KK displazil i  

hastalarda bununla ilişkili o labilecek gen ve kromozomal bö lgeler in  
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araşt ır ılması o ldukça önemli ve merak uyandıran  konulardan bir idir.  

Literatürde korpus kallo sum abnormalit eler i ile ilişkili o lduğu düşünülen 

kromozomal bö lgeler i tanımlayan birkaç makale vardır (12).  

 

Bir  önceki çalışmada 1q terminal delesyonu o lan KK Displazili 2 hasta 

bireyin karyot ipleme, array CGH ve FISH yöntemler i ile  karakter izasyonlar ı 

yapıldı ve delesyonlar ın 1q43-44 bö lgesinde çakışt ığı saptandı.  Bu bö lgenin 

içerdiği genlerden bir i de AKT3  genidir.  Bir önceki çalışmanın ışığında ve 

yapılan lit eratür araşt ırmalar ı sonucu elde edilen ver ilere göre kendi 

çalışmamızda, sahip o lduğumuz hasta grubunda (47 KK’lu vakada) AKT3  

geninin KK malformasyonlar ı ile ilişkili  o labileceği düşünülerek bu gende 

mutasyon taraması yapılmışt ır .  Bunun yanı sıra hasta grubunun konvansiyone l 

sitogenet ik analizler i de gerçekleşt ir ilmişt ir .  
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2. GENEL BİLGİLER 
 

2.1 Korpus Kallosum 

 

2.1.1 Evrimsel Açıdan Korpus Kallosum 

 

Korpus kallosum, plasental memeliler in beyinler indeki ma jör  

int erhemisfer ik fiber demet idir (13).  Insanlardaki KK yaklaşık o larak 200 

milyon akson içer ir  ve bu özelliği KK’u merkez i s inir sisteminin en büyük 

fiber demet i yapar (14; 15).  KK ya lnızca plasental memelilerde (Euther ia)  

bulunur.  Bunun d ışında günümüze kadar  yapılan araşt ırmalarda nonplasental 

memelilerde KK gözlenmemişt ir  (13; 16).  

 

Nonplasental tür lerde herhangi bir  homolo jik  prekürsör yapıya 

rast lanmaması KK’un evr imsel bir yenilik o larak tanımlanmasına sebep 

olmuştur (17; 18; 19; 20; 13) (Şekil 2.1).  Darwin’nin evr im teor isinden bu 

yana, bilim adamlar ı KK gibi kompleks bir yapının,  genet ik mutasyonlar ın 

bir ikimi ve doğal seçilim ile o luşmuş o labileceğini düşünmektedir ler (20).  

 

 

 
 
 
Şekil 2.1 KK’un sagital ( yandan görünüş)  düzlemden ve üst  taraftan görünüşü 

(21).  
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2.1.2 Anatomik Olarak Korpus Kallosum 

 

Sağ ve so l beyin hemisfer ler indeki ilgili  merkezler i birbir ine bağlayan,  

kalın miyelinli liflerden o luşmuş bir yo ldur.  Fissura longitudinali s 

serebri 'nin tabanını ve ventriculus lateral is ' ler in büyük bir kısmının tavanın ı 

oluşturan korpus kallo sum, yaklaşık 8 cm uzunluğundadır.  Korpus kallo sum'a 

ait  lifler,  laterale doğru git t ikçe ye lpaze şeklinde açılarak korteks serebr i'n in  

çeşit li bö lgeler ine gider.  Korpus kallo sum'un üzer i indusium griseum  (gyrus 

supracallosi) adı ver ilen ince bir gr i cevher tabakasıyla örtülüdür (22).  

Korpus kallo sumun nöroanatomis i açık bir şekilde Şekil 2.  2’de göster ilmişt ir  

(23).  

 
 
Şekil 2.2 KK’un nöroanatomisi.   

a-) Histolo jik açıdan insan KK’u b-)  Difüsyon Magnet ik Rezonans 

Görüntüleme (dMRI) ve Traktografi ile  KK; prefrontal lop (yeşil) ,  premotor 

ve ilave motor bölgeler (açık mavi),  pr imer motor bölgeler (koyu mavi),  

pr imer duyu korteksi (kırmız ı),  par ietal lop (turuncu),  oksipital lop (sar ı) ,  ve 

temporal lop (mor) c-) Araşt ırmacılar ın  maymumlar üzer inde kullandıklar ı 

izlenebilen kimyasallar sayesinde o luşturulan KK har it ası; BA23, Brodmann 

bö lgesi; CC, Korpus Kallosum; SMA, İ lave Motor Bölgeler i.  
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2.1.3 Korpus Kallosum'un Embrioloj isi ve Yapısı  

  

Korpus Kallosum ilk o larak gebe liğin 10-11. haft alar ında belirmekte ve 

12-13. haftalarda temel ko llasal düzlem görülmektedir  (24).  Korpus Kallosum 

ilk o larak kuyruk kısmından büyümeye başlar daha sonra gaga şeklinde bir  

yapı o luşturacak şekilde geliş ir .  Miye linizasyon ise yavaşça gerçekleşen bir  

süreçt ir  ve ergenlik  çağında tamamlanır  (25).   Miye linizasyon da kuyruk 

kısmından başlar  ve korpus kallosumun geliş imine paralel o larak 

(spleniumdan genu ve rost ruma doğru) gelişmeye devam eder (26).  

 

Korpus kallosum iki hemisfer in homolog kort ika l bö lgeler ini birbir ine 

bağlar (25).  Korteksin ön (anter ior) bö lgeler i korpus kallo sumun ön 

yo llar ıyla,  korteksin arka (poster ior) bö lgeler i de yine KK’un arka yo llar ıyla 

bağlant ılıd ır (27).   

 

Korpus kallo sum önden arkaya doğru rost rum, genu, gövde ve splenium 

olmak üzere dört  kısma ayr ılır  (Şekil 2.3).  Rostrum’u o luşturan lifler her iki 

lobus frontalis’in orbit al yüzler ini,  genu’yu o luşturan lifler ise öne doğru 

kıvr ılarak her iki lobus frontalis’in çeşit li k ıs ımlar ını birbir ine bağlar .  

Genu’yu o luşturan  lifler in meydan get irdiği kıvr ıma  forceps minor ad ı 

ver ilir .  Korpus kallosumun orta kısımlar ı motor ve somatosensor i bö lgeler in i 

birbir ine bağlar.  Korpus kallo sumun gövde kısmından geçen lifler laterale 

doğru, splenium kısmından geçen lifler ise arkaya doğru uzanarak ik i 

hemisfer arasında yoğun bağlant ılar sağlar.  Splenium’u o luşturan lifler  

mediale doğru bir seyir takip ederek her iki oksipit al lobun içer is ine girer; bu 

lifler in meydana get irdiği kıvr ıma forceps major adı ver ilir .  Gövde ve 

spleniumdan ayr ılan lifler in bir kısmı ventriculus lateralis’in cornu 

inferius’unun lateral duvar ını,  cornu posterius’un ise tavanını ve latera l 

duvar ını meydana get ir ir  (22).  

 

Korpus kallo sum fiber ler i ik i t ipt ir .  Büyük çaplı fiber ler duyu-  motor 

koordinasyonuna yadımcı o lurken, küçük çaplı fiber ler buna yardım eden 
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bö lgeler i birbir ine bağlar lar.  Küçük çaplı fiber ler çok sayıdadır.  Korpus 

kallosumun boyutundaki bireysel farklanmalar,  küçük çaplı fiber ler in 

komposizyonundan kaynaklamaktadır ve bu fiber ler in serebral hemisfer lerde 

eksit asyon ve inhibisyon arasındaki dengenin sağlanmasında önemli o lduğu 

düşünülmektedir (28).   

 

 
 

Şekil 2.3 Korpus Kallosum’un bö lümler i.  Korpus kallosum’un farkl ı 

bö lgeler ini gösteren sagital görünümün şemat ik tasfir i.  

 Rostrum, lamina rostralis ve gaga şeklindek i segment ten (beaked 

segment) oluşmaktadır.  Rostrum’u genu, gövde ve splenium takip eder.  

İnsanda lamina rostralis ve gövdenin burun kısmı ilk ko llasal aksonlar ın  

çapraz yapt ığı bö lge o larak rapor edilmişt ir  (29).  

 

2.1.4 Korpus Kallosum'un Gelişimi  

   

Korpus kallo sumun geliş imi çok sayıda farklı selü ler ve moleküler  

mekanizmalara dayanır (Şekil 2.4).  I lk  olarak orta hat  glia l populasyo n 

oluşumu gerçek leş ir.  Daha sonra ko lla sal aksonlar ın orta hat’a doğruca 

yönelmesi ve çaprazlanmanın doğru bir şekilde gerçekleşmesi için spesifik  

moleküller eksprese edilir .  Bununla bir likte singu lat  korteksteki sinir  

hücreler inden çıkan öncü aksonlar tarafından o luşturulan metabo lik yo lda,  

neokorteks sinir hücreler i kaynaklı kollasal aksonlarca kullanılan ilave 
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mekanizmalar da gelişir .  Fare ve insanlardan elde edilen ver iler rost rokauda l 

ve dorsoventral eksen boyunca korpus kallosumun geliş imini kontrol eden 

farklı mekanizmalar ın o lduğunu göster ir  (Tablo 2.1).  Bu kompleks geliş im 

süreci insanlarda rast lanan çok sayıdaki konjenital sendromlar la bir likte 

korpus kallosum displaziler inin de görülmesini mant ıklı kılmaktadır (29).  

 

 
 
 
Şekil 2.4 Korpus Kallosum’un geliş imi (29).  

 

 Neokorteksteki sinir  hücreler i kaynaklı aksonlar  rehber faktör Sema3A 

etkisiyle ara zona doğru iler ler (1) (30).  Ara zona ulaşan aksonlar orta hata 

doğru döner (2) (31).  Bu nokta kollasal aksonlar ın internal kapsüle (IC) doğru 

iler leyen aksonlardan ayr ıldığı noktadır.  Sonra ko llasal aksonlar gelişerek 

singulat  kortekse (CgC) doğru yaklaşır lar .  Bu noktada aksonlar dönerek orta 

hat ta çapraz o luşturur lar (3).  Aksonlar burada ortahat  glial yapılar la  karşılaşır  

(IGG, indusium griseum glia ; GW, glia l wedge).  Bu glial yapılar da aksonlar ı 

regüle eder ve aksonlar orta hat ta iler lemeye devam eder.  Karşı hemisferde 

tekrar glial populasyonla (IG) karşılaşır lar (4).  Buradan sigulat  kortekse ve 

daha sonra kontralateral neokortekse girer ler (5) (32, 33, 34). Son olarak 

aksonlar hedef bö lge ve nöronlara ulaşabilmek için radia l gial fiber ler i 

kullanır lar ve doğru hedef bö lgeye ulaşır lar (6) (35, 36).  (MZG, midline 

zipper glia).  
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Tablo 2.1.  Farede korpus kallo sum gelişimi sıras ında malformasyona neden 

olan genler (29)  
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2.1.5 Korpus Kallosum'un Fonksiyonu 

 

Birçok araşt ırmacı korpus kallosumun bir bütün o larak fonksiyon 

gösterdiğini düşünmüş fakat  bu varsayım günümüzde tamamen geçersiz  

olmuştur.  Banich (1995),  farklı türdeki bilgiler in korpus kallo sumun farkl ı 

bö lümler i tarafından ilet ildiğini öne sürmüştür (p.  431) (27).  Korpus kallo sum 

beyinde birçok farklı bö lgeler le  ilet işim halindedir ve fiber ler in  

miye linizasyon dereceler i farklıdır.  Chiarello  (1995, p.  177),  fonksiyo n 

oluşumu takip ediyorsa,  çok çeşit li ko llasal fonksiyonlar ın ve int erhemisfer ik  

bağlant ılar ın mevcut  o lduğunu savunmuştur (37).  Bu görüşler  korpus 

kallosumun bir bütün o larak fonksiyon gösterdiği düşüncesine meydan 

okumuştur ve yapılan araşt ırmalar sonucu korpus kallo sumun farklı 

bö lümler inin birbir inden bağımsız o larak davranış gösterdiği anlaşılmışt ır  

(84).  

 

Korpus ka llosum bir çok duyu ve motor fonksiyonlar ında önemli ro l 

oynar.  Üç boyut lu görüşün sağlanmasında (steroskopik görüş) ve görme o layı 

sıras ında iki ayr ı görüntünün tek bir görüntü şeklinde algılanmasında (38),  

öğrenilmiş görüntüler in arasındaki benzer lik ve farklılıklar ın ayr ımın ı 

yapabilmede (31),  her ik i hemisferde de o luşan görüntüler in orta hat  

füzyonunda (40),  biamuel kooordinasyonda (41),  ses lokalizasyonunda (13)  

iş lev görür.  Korpus kallo sumun görme olayı sırasında her iki hemisferde 

oluşan görüntüler in çakışmasını ik i hemisfer arasındaki bağlant ıyı yüksek 

hızda kurarak gerçekleşt irdiği düşünülmektedir (15; 42).   

 

Korpus kallo sumun hemisfer ler boyunca çeşit li nöron topluluklar ı 

arasında ilet işim kurarak bu topluluklar ın akt ivasyonuna yardımcı o lduğu ve 

böylece nöron topluluklar ının gelişimsel ilet işiminde ve çeşit li öğrenme 

prosesler inde de ro l oynadığ ı düşünülür (43).   
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2.2 Korpus Kallosum Displazileri  

 

Literatür lerde kallo sal malformasyonlar ı (displaziler i)  tanımlamak iç in  

birkaç farklı ter im kullanılmaktadır.  Korpus kallo sum agenezi (ACC), KK’un 

tam yokluğunu ifade ederken (Şekil 2.5),  kısmi KK yokluğu iç in hipogenez,  

kısmi agenezi veya disgenezi ter imler i kullanılmaktadır.  Hipoplazi ter imi ise 

bütün segment ler in var o lduğu fakat  anormal bir biç imde ince o lduğu veya 

KK’un kısa görüldüğü fakat  onun dış ında herhangi bir anormallik tespit  

edilmediği durumlarda kullanılır  (4; 44; 45).  

 

Prevelansı fark lı çalışmalarda değişik lik gösterse de genel populasyonda 

0.3% ve 0.7% arasında değişir (46).  ACC, metabo lik hastalıklar ı ve 

sendromlar ı da içeren bir  çok serebral ve/veya eksraserebra l 

malformasyonlar la bir likte görülebilir  (48; 50).  ACC’nin prognozu hala 

tart ışma konusu o lsa da farklı sendromlar la bir likte kötü bir prognoza sahip 

olduğu rapor edilmişt ir  (47; 49).   

 
 

 
 
 
Şekil 2.5  T1-ağır lıklı orta hat  sagital magnet ik resonans görüntüler i.  

A. normal bir  korpus kallosuma sahip birey,  rost rum (r),  genu (g),  gövde (b),  

ve splenium (s).  B. 1q44 delesyonuna sahip bir bireyde korpus kallo sum 

agenezi (12).  
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2.3 Korpus Kallosum Displazilerinin Genel Klinik Özellikleri  

  

Son dönem araşt ırmalar ında KK anomalili bireyler in bazılar ında 

(çocuklarda) davranışsal ve nöropsikiyatrik  problemler in meydana geldiğ i 

saptanmış,  bunun yanında; öğrenme güçlüğü (51),  uyku bozukluklar ı (52),  di l 

ve sosya l ilet işim problemler i (53),  görme (54) ve beslenme problemler i 

görülmüştür.  En yaygın klinik tablo ise epilept ik nöbet ler le bir likte görülen 

zeka ger iliğ idir (4).   

 

2.3.1 Genetik Faktörler 

 

İnsanlarda,  korpus kallo sum malformasyonlar ının genet ik nedenler i çok 

çeşit lid ir ve KK geliş iminin kompleksliği ile bağlant ılıd ır.  E lde edilen son 

ver ilere göre tek gen Mendelian mutasyonlar ı,  tek gen sporadik mutasyonlar,  

kompleks genet ik mutasyonlar (hem kalıt ımsal hem de sporadik mutasyonlar ın  

kar ışımı) gibi genet ik mekanizmalar ın bir leşmesinin malformasyo n 

oluşumunda ro l oynağı düşünülmektedir.   

 

Literatürdeki ver iler değer lendir ildiğ inde vakalar ın yaklaşık %30-45’nin 

tanımlanabilir  nedenler i,  %10’nun kromozomal anomaliler i ve ger iye ka lan 

%20-35’nin tanımlanmış genet ik sendromlar ı o lduğu görülmektedir.  Yalnızca 

tam agenezi görülen bireyler değer lendir ildiğinde tanımlanmış sendromlar ı 

olan hastalar ın yüzdesi %10-15’e düşer.   Bu durumda tam agenezi görülen 

hastalar ın %75’nin nedenler i tanımlanamamışt ır  (55).  İnsan konjenit a l 

sendromlar ı ile KK displaziler i arasında ilişki kuran Tablo 2.2 aşağıda 

ver ilmişt ir   (29).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 



 14

 

 

 



 15

 

 

 
 

 



 16

 2.3.2 Çevresel Faktörler 

 

Çevresel faktörler de KK displaziler ine neden o labilir .  Genet ik faktörlere 

oranla çevresel faktörler in KK’a nasıl etki et t iği hakkındaki ver iler daha 

azdır.  Çevresel faktörlerden ko llasal geliş ime etki et t iği bilinen bir örnek 

Fetal Alko l Sendromudur (FAS) (48).  

 

 Klinik ve deneysel araşt ırmalara dayanarak alko lün uteroda glio jenezisi 

(56),  glial-nöron etkileş imini (57) ve KK’un geliş imi iç in gerekli hayat i 

prosesler i (58) azalt t ığı kanıt lanmışt ır .  Buna ilaveten etano lün L1CAM’in 

(KK dislazis i ile ilişkili o lduğu düşünülen genlerden bir i (Tablo 1.2))  

t ranskipsiyonel ve biyokimyasal fonksiyonuna zarar verdiği görülmüştür (59, 

60).  FAS’ta görülen ACC ins idans ı yaklaşık o larak %6.8’dir (61).  Bir çok 

FAS vakalar ında KK’un gelişimi yetersizdir.  Bu yetersiz liğin yalnızca 

kallosal o luşumun erken evreler inde alkolün verdiğ i tahr ibat tan do layı deği l 

aynı zamanda daha sonraki safhalarda da aksonal regülasyonlar ın sağlıklı bir  

şekilde yapılamamasından kaynaklandığ ı düşünülmektedir.  Böyle 

mekanizmalar şizo freni,  ot izim gibi diğer  hastalıklarda ko llasal hipoplasia’ya 

neden o labilir  (62, 63).   

 

2.4  Korpus Kallosum ve Epilepsi  

 

Epilepsi,  baş ağr ısından sonra nörolo ji hekimler i tarafından ikinc i en 

sıklıkta görülen kronik nörolo jik bir durumdur.  Epilept ik nöbet ler beyindek i 

nöronlar ın anormal ve yoğun deşar jlar ı sonucu ortaya çıkan, şuur  

değişik likler i ile bir likte o lan ya da psişik semptomlar la karakter ize bir  

durumdur (64).   

 

KK homotopik ve heterotopik kort ikal bö lgeler arasında ilet işimi 

sağlayan en önemli int erhemsifer ik bir leşme noktasıdır.  Anatomik çalışmalar  

ve görüntüleme tekno lo jiler i ile  elde edilen ver iler sonucu biliniyor k i KK’un 

burun tarafındaki (rost ral pozisyon)  aksonlar f rontal lobla ,  kuyruk tarafın ı 
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(kaudal yön) izleyen aksonlar da  parietal ,  temporal ve occipital  loblarla  

bağlant ılıd ır (65, 66). 

 
 
KK’un iktal ve inter iktal epilept ik akt ivit eler in yayılmasında etkili  

o lduğu bilinir.  Kediler üzer ine yapılan bir araşt ırmada bir grup kedinin 

KK’lar ının tamamı, başka bir grup kedinin KK’lar ının bir kısmı,  diğer bir  

grup kedinin ise KK’lar ına dokunulmadan çeşit li kort ikal bö lgeler i 

çıkar ılmışt ır .  Ameliyat lar ından 2 hafta sonra KK’lar ı tam o larak çıkar ılan 

kedi grubunda epilept ik boşalmanın bilateral senkronu tamamen bozulmuş,  

kısmi KK’lar ı çıkar ılan kediler de ise kısmen bozulmuştur.  Fakat  KK’lar ı 

korunan kedi grubunda epilept ik boşa lmanın bileteral senkronu korunduğu 

görülmüştür(67).   

 

     Bu sonuca rağmen KK, epilept ik deşar jın art ışını sağlayan tek yo l 

değildir.  Çünkü kallo stomi tedavisinden1 aylar sonra bile epilept ik akt ivitenin 

kronik epilepsi o larak tekrar ortaya çıkt ığı bilinmektedir (68).  Bunun üzer ine 

kediler üzer ine yapılan bir başka çalışmada KK’un tamamen a lınmasından 

sonra korteksten yükselen epilept ik boşalmanın ipsilateral  talamus üzer inden 

karşı kortekse yayıld ığı gözlenmişt ir  (69).  Dorsal  hipokampal  bir leşme 

noktası epilept ik deşajın yayılımı iç in o lası bir diğer yo ldur (70).   

 

     Epilepsili hastalarda KK’un hacmi ile  sağlıklı bireylerdeki KK’un hacmi 

kıyaslandığı zaman hacimse l art ışlar ın (71) ve  azalış lar ın (72, 73) görülmes i 

ve hacimsel o larak bir deşik liğin saptanmadığı (74)  durumlar ın rapor edilmes i 

kendi içinde bir çelişki yarat ır .  

 

 

 
                                                
1 K or p u s  K a l l os t om i :  K or p u s  k a l l os u m u n  b i r  k ı s m ı n ı n  ve ya  t a m a m ı n ı n  k e s i l e r e k  

a yr ı l d ı ğ ı  c e r r a h i  b i r  p r os e d ü r d ü r .  Bu  i ş l e m  s on r a s ı  k r i z l e r  t a m a m e n  s on l a n m a z  

fa k a t  k a yn a k l a n d ı ğ ı  ya r ı m k ü r e d e  k a l ı r .  Bu  n e d e n l e  bu  p r o s e d ü r e  ‘ s p l i t - b r a i n ’  

p r os e d ü r ü  a d ı  d a  ve r i l i r  ( 2 9 ) .  
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2.5 AKT Gen Ailesi ve AKT3 Hakkında Genel Bilgiler  

 

AKT  protein kinaz ailesi,  protein k inaz B veya ser in/t reonin protein kinaz 

ailesi o larak da adlandır ılır .  AKT  k inazlar ,  t rombosit  kaynaklı büyüme faktörü 

(PDGF), insülin ve insü lün benzer i büyüme faktörü 1 ( IGF1) tarafından 

uyar ılan hücre sağkalım sürecinin gene l regülatörler i o larak da bilinir.  AKT  

k inazlar,  hücre çoğalmas ı ve farklılaşması,  apoptoz,  anjiogenez, tümörijenez,  

adiposit  ve kaslar ın farklılaşması,  gilikojen sentezi,  g likoz ger ialımı gib i 

birçok biyo lo jik proseste yer alır lar (Şekil 2.6).   

 
Şekil 2.6 AKT Gen Ailesinin görev ald ığı biyo lo jik prosesler (86) 
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AKT  k inaz ailesinin memelilerde 3 izo formu bu lunur ; (1/alpha, 2/beta 

and 3/gamma). AKT1  ve AKT2  izo formlar ı,  proteinin karboksi termina l 

ucunda regülatör ser in fosfor ilasyon bölgesi içer ir ler.  Fakat  sıçan AKT3  

(RAC-gamma ser ine/threonine-protein kinase) proteininde d iğer  

izo formlardan farklı o larak C terminal ucundaki ser in fosfor ilasyo n 

bö lgesinde 25 amino asidin eksik o lduğu tespit  edilmişt ir .  Günümüz 

çalışmalar ı ise insan AKT3  porteininin,  insülüne yanıt  o larak fosfor ilenen bir  

ser in fosfor ilasyon bö lgesi içerdiğ ini göstermişt ir .  AKT3 'ün fosfor ilasyonun 

gerçekleşt iği bir diğer regülatör bölgesi katalat ik domaininde bulunan 

t reonin’dir.  Bu sonuçlar da insanda AKT3 'ün AKT1  ve AKT2  izo formlar ına 

benzer  şekilde regü le edildiğini göstermektedir (75).  AKT3  gen (Tablo  2.3) ve 

protein (Tablo 2.4) özellikler i aşağ ıdaki tablo larda özet lenmişt ir .  

 
 
Tablo 2.3.  AKT3  Gen Özellikler i (85)  

 
AKT3  GEN ÖZELLİKLERİ:  

 
AÇIK İSMİ: V-akt  mur ine thymoma viral oncogen 

homolog 3 

SİTOGENETİK BANTI: 1q44 

GENOMİK 

LOKALİZASYONU: 

Başlangıç: pter 'den 243,651,535 bp 

Bit im: pter 'den 244,013.430 bp 

GENOMİK BOYUTU: 361,896 bp 
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Tablo 2.4.  AKT3  Protein Özellikler i (85)  

 

AKT3  PROTEİN ÖZELLİKLERİ:  
 

ÖNERİLEN İSMİ:  RAC-gamma ser ine/t reonin-protein kinaz 

PROTEİN BOYUTU:  

479 amino acids; 55775 Da 

 

ALTBİRİMİ:  

PH domaini üzer inden TCL1A ile ilişkilidir.  Bu alt  

bir im AKT3 ’ün fosfor ilasyonunu ve akt ivasyonunu 

art ır ıc ı özelliktedir.  Aynı zamanda TRAF6  ile de 

etkileşim halindedir.  

SÜPERAİLE: Protein Kinaz süperailesi 

AİLE: AGC Ser/Thr Protein Kinaz ailesi 

ALTFAMİLYA: RAC 

DOMAİN: - Plekstr in Homolo ji domaini  

- Ser/Thr Protein Kinaz benzer i domain 

- Protein Kinaz,  C-terminal 

KATALİTİK 

AKTİVİTE: 

ATP + a protein = ADP + a fosfoprotein  

ENZİMATİK 

REGÜLASYONU: 

İki sipesifik bö lgeden gerçekleşir ; bir i kinaz 

domaininde bulunan Thr-305, diğer i C termina l 

regülasyon bö lgesindeki Ser-472.  

LOKALİZASYONU: Ökaryot ik plazma membranı 

 

DOKU 

SPESİFİKLİĞİ:  

Yet işkin dokuda, beyin,  akciğer ve böbreklerde 

yüksek derecede; kalp,  test is ve karaciğerde düşük 

derecede eksprese o lur.  Fetal dokularda kalp,  

karaciğer ve beyinde yüksek derecede eksprese o lur.  
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3. GEREÇ VE YÖNTEMLER 

 

3.1.  Araştırmanın tipi 

Tanımlayıcı nit elikte bir araşt ırmadır.  

 

3.2.  Araştırmanın Yeri ve Zamanı 

Araşt ırmanın yer i: Dokuz Eylül Üniversitesi Sağlık Bilimler i Enst itüsü 

Tıbbi Biyo lo ji ve Genet ik AD.  

 

Araşt ırmanın zamanı: 01.09. 2010-  01.09.2011 

 
3.3.  Araştırmanın Evreni ve Örneklemi/Çalışma Grupları  

 
Dokuz Eylül Üniversit esi Tıp Fakültesi Çocuk Sağlığı ve Hastalıklar ı 

Anabilim Dalı Çocuk Nörolo jis i Bilim Dalına tedavi amaçlı gelen,  Korpus 

Kallosum Displazili çocuklar ve bu çocuklar ın ebeveynler i o lgu grubunu 

oluşturmaktadır.  Bu çalışmada tedavi amaçlı gelen hasta ve ebeveynler inin 

kan örnekler i kullanıld ı.  Gönü llü kontrol grubu ise korpus kallo sum 

abnormalit esi o lmayan kiş ilerden o luşturuldu.  

 

Kafa t ravması,  enfeksiyon, tümör,  alkol ve ilaç kullanımı gibi dış 

etkenler sonucu merkezi sinir sisteminin geliş imsel bozukluğu o luşmuş 

hastalar dahil edilmemişt ir .  

 

Gönüllü kontrol grubu 100 kişilik sağlıklı bireylerden o luşmaktadır.  

Çalışmada, o lgu grubuna 47 korpus kallo sum displazis i o lan hasta çocuklar ve 

ebeveynler i dahil edildi.  Hasta grubunun 23’ü (%48,9) kız,  24’ü (%51,1)  

erkek bireylerden o luşmaktadır.   

 

3.4.  Çalışma Materyali  

 

Dokuz Eylül Üniversit esi Tıp Fakültesi Çocuk Sağlığı ve Hastalıklar ı 

Anabilim dalına tanı ve tedavi amaçlı gelen hastalar ın kan örnekler i 
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kullanıldı.  Olgu ve kontrol grubunu oluşturan tüm bireylere,  yapılacak o lan 

çalışmanın amacı ve detaylar ı aç ık bir dille anlat ıldı.  Dokuz Eylü l 

Üniversitesi,  T ıp Fakü ltesi,  Et ik komit esinin onay verdiğ i ve Ek-1’de sunu lan 

bilgilendir ilmiş onam formlar ı imzalat ılarak izinler i alındı.  Çalışmayı kabu l 

eden hastalar ve ebeveynler inden başka bir test  iç in kan aldırmaya geldikler i 

bir günde ayr ıca bu çalışma iç in de Dokuz Eylül Tıp Fakültesi Merkez 

Labarotuvar’ında HEPARİN’li ve EDTA’lı “vacutainer” tüplere ikişer ml 

per ifer ik kan örnekler i alındı.   

 

HEPARİN’li tüpler,  işlem görecekler i güne kadar +4°C’de;  EDTA’lı 

tüpler ise -20°C’de muhafaza edildi.  

 

Gönüllü hastalar ın kan örnekler i 03.08.2010-03.06.2011  tar ihler i arasında 

alınmışt ır .  

 
3.5.  Araştırmanın Değişkenleri  

 
Çalışmamızda tanımlanabilen bağımlı,  bağımsız ve kontrol değişkenler i 

mevcut  değildir.  

 
3.6.  Veri Toplama Araçları  
 

3.6.1 Hasta-Kontrol Gruplarının Bel irlenmesi ve Periferik  Kan 

Örneklerinin Alımı  

 

Dokuz Eylül Üniversit esi Tıp Fakültesi Çocuk Sağlığı ve Hastalıklar ı 

Anabilim Dalı Çocuk Nörolo jis i Bilim Dalına tedavi amaçlı gelen,  Korpus 

Kallosum Displazis i o lan çocuklar ve bu çocuklar ın ebeveynler inden, Ek-1‘de 

sunulan et ik kurul karar lar ı dahilinde imzalı onam formlar ıyla bir likte ikişer  

ml Hepar in’ li tüplere ster il koşullarda kan alınd ı ve hemen sitogenet ik analiz  

için kullanıldı.  Ayr ıca aynı hastalardan PCR için ikişer ml EDTA’lı tüplere 

ster il koşullarda kan alınd ı ve DNA izo lasyonu yapılıncaya kadar -20C’de 

saklandı.   
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3.6.2 Periferik Kandan Kromozom Analizi  

 

3.6.2.1 Ortam Hazırlama 

 

Hastalardan ve ebeveynler inden alınan Hepar in’li “vacutainer” tüplerdek i 

kan örnekler inden kromozom analiz i iç in  ortamlar hazır landı.  Ortam içer iğ i 

Tablo 3.1’de ver ilmişt ir .  Ortam hazır lama prosedürü şöyledir:  

 

1-) Kullanımdan önce tüm şişeler otaklavlandı.   

 

2-) Daha önceden 56°C’de 30dk beklet ilerek inakt ivasyonu gerçekleşt ir ilmiş  

olan Fetal Bovin Serumu (FBS) (Biochrom AG, S 0113) kullanımdan önce  

-20°C ‘den alınıp ağzı parafilmle sar ılarak 37°C ’lik inkübatörde 

(Gallenkamp) ergimesi iç in yaklaşık 4 saat  beklet ildi.  

 

3-) Tüm iş lemler ster il kabinet te (Holten,  HBB 2448) gerçekleşt ir ildi.  Steri l 

kabin kullanılmadan önce 10dk ult ravio le ış ık ile  ster il edildi ve tüm yüzeyler  

%70’lik etano l ile temiz lendi.  

 

4-) Liyo filize halde +4°C’de saklanan L- Glutamin (BioChrome AG, K0281),  

Fitohemaglut inin-L (BioChrome AG, M 5030),  Penis ilin/Streptomis in 

(BioChrome AG, A 2210) ve Amfoter isin-B’nin (BioChrome AG, A 2610)  

üzer ler ine 5ml ster il su ilave edilip iyice çalkalanarak çözünmeler i sağlandı.   

 

5-) 500ml’ lik  RPMI 1640 Medium (1X) (BioChrome AG,FG 1215)’in üzer ine 

150ml FBS ilave edildi.  FBS kullanımdan önce iyice kar ışt ır ıld ı.  

 

6-) Daha sonra sırası önemli o lmamakla bir likte 6,5ml L-Glutamin,  

19ml Fitohemaglut in-L,  5ml Penisilin/Streptomisin,  5ml Amfoter isin-B ilave 

edildi ve iyice kar ışt ır ıld ı.  
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7-) İyice kar ışt ığından emin o lduktan sonra kar ışım, 10ml’lik  ster il sero lo jik  

pipet ler (Bio fil)  yardımıyla 12 ml’ lik ster il hücre kültür tüpler ine 

(CELLSTAR, 164 160) 5’er ml koyularak paylaşt ır ıldı.   

 

Bu şekilde hazır lan  5ml’lik  ortamlar  -20 °C’ye kald ır ıld ı.  Ortam 

hazır lama esnasında kontaminasyonun o lup olmadığını anlamak için ortam 

içeren bir tüp örneği 37°C’ye bırakıld ı.  

 

   Tablo 3.1.  Kan örnekler inin ekild iği ortam içer iği 

Ortam İçeriği  Yüzdeleri  

RPMI 1640 Medium (1X)  %73 

Fetal Bovin Serumu %22 

L- Glutamin %9 

Fitohemaglut inin-L %2,8 

Penisilin/Streptomis in  %0,7 

Amfoter isin-B %0,7 

 

 

3.6.2.2 Kan Örneklerinin Ortamlara Ekimi 

 

Hepar in’ li “vacutainer” tüplerde ge len hastaya,  anne ve babasına ait  kan 

örnekler i geldik ler i gün ster il kabinet te ortamlara ekild i.   

 

Bunun iç in ilk o larak hasta kan örneği için 2,  anne ve babaya ait  kan 

örnekler i iç in 1’er ortam, -20°C’den alınıp çözünmesi iç in 37°C’lik  

inkübatöre yer leşt ir ild i.  Ortamlar çözündükten sonra ster il kabin %70’lik  

alko lle iyice temiz lendi.  Kabinete yer leşt ir ilecek o lan malzemeler  de %70’lik  

alko lle  silind i.  Ster il kabinde ortamlar  homojen hale get ir ildi ve 

numaralandır ıldı.  Kan örnekler inden yaklaşık 300µl kadar ortamlara ek im 

yapıldı.  Ekim yapılan ortamlar köpürmeyecek şekilde kar ışt ır ıld ı ve 37°C’lik  

inkübatöre 30 derecelik açıyla yer leşt ir ildi ve ekim saat i kaydedildi.  Aç ıl ı 
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yer leşt ilmesinin nedeni ise ortam ile  temas eden kan yüzey a lanın ı 

art ırmakt ır.  

 

Ekim yapılan ortamlar 3  gün boyunca (72 saat) Harvest  işlemine kadar  

37°C’lik inkübatörde beklet ilmeye devam edild i.  Bu esnada kanın tüpün 

dibine yapışmaması ve daha çok hücrenin ortamla temas edebilmesi için her  

gün birkaç kez yavaşça kar ışt ıld ı.   

 

3.6.2.3 Periferik Kandan Hücre Eldesi (Harvest İşlemi)  

 

Ekim saat inden 71 saat  sonra ekim yapılan tüplere hücre bö lünmesini 

metafaz safhasında durdurabilmek için 80µl ko lşisin (Bio logical Industr ies,  

12-003-1C) ilave edildi.  Ko lşis in ilave edilmeden önce tüpler birkaç kez 

altüst  edildi ve ko lşisin ilavesinden sonra da köpürtmeden hafifçe 

kar ışt ır ılarak tekrar açılı konumda 37°C’lik inkübatöre koyuldu. Daha sonra 

hücreler i şişirmek için kullanılacak o lan hipotonik so lüsyon 0,075M KCI 

(Biochrome AG, L6413) ağzı parafilm ile sar ılarak inkübatöre yer leşt ir ildi.  

Örnekler ve hipotonik so lüsyon 0,075 KCI yaklaşık 45dk inkübatörde 

beklet ildi.  Bekleme süresi do lduğunda örnekler inkübatörden a lınarak 

santr ifüje (Sigma 2-5) yer leşt ir ildi ve 10dk 1200 rpm’de santr ifü j edildi.  

Santr ifüj sonrası üst te kalan serum ucunda pastör pipet i (ISOLAB, 108-03-

002) takılı o lan vakum alet i (Hospira,  43445-61-01) ile çekilerek 

uzaklaşt ır ıldı.   

 

Örnekler in d ipte kalan agregat lar ına orta hızdaki vorteks (1200-1500 

rpm) (Janke Kuntel) üzer inde hipotonik so lüsyon 0,075 KCI’den ilk 1 ml’s i 

damla damla o lacak şekilde 6’şar ml ilave edild i.  Örnekler in ağızlar ı par fimle 

iyice sar ılarak hızlı bir  şekilde daha önceden 37°C’ye ayar lanmış su 

banyosuna (Pharmacia Biotech) koyuldu. Örnekler,  su banyosunda 12dk 

beklet ildi.  Bekleme iş leminin ardından su banyosundan alınan örnekler yine 

vakit  kaybetmeden santr ifüje yer leşt ildi ve 10dk, 1200rpm’de santr ifüj edildi.  
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Bu adımlar ın hız lı o lması önemlidir.  Aksi halde hücreler in dekompozisyonu 

olması gereken zamandan daha önce gerçekleşebilir .  

 

Bu esnada çeker ocakta (Köttermann,  2-453) yıkama iş lemi için  

kullanılacak o lan fiksat if hazır landı.  Fiksat if oranı şöyledir ;  

 

 1 Aset ik Asit  (MERCK, 1.00063.2500): 3 Metano l (MERCK,  

1.06018.2500).  

 

3.6.2.4 Yıkama İşlemi  

 

Santr ifüj edilen örnekler in üst  kısmında toplanan süpernatant lar ı vakum 

alet i ile çekilerek uzaklaşt ır ıldı.  Yalnız süpernatant lar ın tamamının 

çelimemesine dikkat  edildi,  agregat lar ın üzer inde yaklaşık 1,5cm 

yüksekliğinde süpernatant  bırakıldı.  Örneklere,  orta hızdaki vorteks üzer inde 

ilk  1 ml’s i damla damla o lacak şekilde 5’er ml’ lik   fiksat if koyulmasıyla ilk  

yıkama iş lemi gerçekleşt ir ildi.  

 

Fiksat if ilavesinin ardından örnekler  10dk 1200rpm’de santr ifüj edildi.  

Üst  kısımda toplanan süpernatant lar vakumlanarak uzaklaşt ır ıldı.  Bu kez 

agregat lara dokunmayacak şekilde mümkün o lduğu kadar süpernatant  

çekilmeye çalış ıldı.   

 

Fiksat if ile yıkama iş lemi 4 kez tekrar edildi.  En sonunda dipte beyaz 

çökelek olarak görülen lökosit  hücreler i elde edildi.  

 

En son yıkama ve santr ifü j iş lemler inden sonra toplanan süpernatant lar ın 

az bir kısmı çekilerek uzaklaşt ır ıld ı.  Harvest  işleminin kalitesini görebilmek 

için her bir tüpten örnekler in numaralar ı ile  işaret lendir ilmiş lamlar  

(Isotherm, CLD0000000) üzer ine damlatma yapıldı.  Damlat ıktan 3 sn sonra 

lamlar dik konuma get ir ildi ve kurumalar ı iç in beklet ild i.  Kuruyan lamlar ın  
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yeter li sayıda hücre ve metafaz alanlar ına sahip o lup o lmadık lar ı inverted 

mikroskopta (Nikon DIAHOT, 200) kontrol edild i.  

  

Mikroskop incelemesinin ardından yeter li sayıda hücre ve metafaz 

alanlar ına sahip o lan örnek ler ağızlar ı parafilm ile  sar ılarak -20°C’ye 

kaldır ıldı.  Yeter li sayıda hücre ve metafaz alanlar ına sahip o lmayan örnekler  

tekrar ekilip harvest  ve yıkama iş lemler ine tabi tutuldu.    

 

 Per ifer ik  kandan hücre e ldesi için bir seferde en fazla 8 örnek ile  

çalışılmışt ır  ve her iş lem sonrası işlem kalit esi inverted mikroskop yardımıyla 

kontrol edilmişt ir .  

       

3.6.2.5 G Bantlama İle Konvansiyonel Sitogenetik Analiz  

 

Yalnızca hasta örnekler i için G bant lama ile konvansiyonel sitogenet ik  

analiz gerçekleşt ir ildi.  

 

3.6.2.5.1 Damlatma İşlemi  

 

Harvest  işlemler i ile per ifer ik kandan elde ett iğimiz hücreler,  G bant lama 

iş leminden 1 gün önce damlatma işlemine tabi tutuldu. Damlatma presedürü 

aşağ ıdaki gibid ir ; 

 

1-) Damlat ılacak örnekle aynı isimi taşıyan lamlar 1’den 6’ya kadar  

numaralandır ıldı ve gazlı bezle silinerek temiz lendi.  

 

2-) Damlat ılacak o lan örnek, 10dk 1200 rpm’de sant ir ifüj edildi.  

 

3-) Üst te toplanan spernatant ın bir kısmı vakumlanarak uzaklaşt ır ıldı.  

Ger i kalan kıs ımla,  dipteki hücre çökeleği yavaş hareket ler le iyice 

kar ışt ır ıldı.   
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4-) Homojenize o lan örnekten bir inc i lam üzer ine iki damla damlat ıldı.  

3sn bekledikten sonra lam, çok fazla  yaklaşt ırmamak koşulu ile ateşin 

karşıs ında yavaş yavaş kurutuldu.  

 

5-) Kurutulan lam inverted mikroskopta incelendi.  Bu aşamada metafaz 

alanlar ındaki kromozomlar ın do lgun ve mat  görünmesi önemlid ir.  Eğer  

kromozomlar par lak görünüyorsa bu durum, damlatma koşullar ının yan i 

sıcaklık ve nemin uygun o lmadığını göster ir .  Olması gerek sıcaklık yak laşık 

25°C, nem ise 45-48 derecedir.  

 

6-) İnverted mikroskopta yapılan kontrol sonucu ger i kalan d iğer 5  lama 

da aynı şekilde damlatma yapıldı.  

 

7-) Damlat ılan preparat lar,  şa lelere yer leşt ir ilip 65 °C’ye ayar lanmış 

kurutma fır ınına (Gallenkamp) koyuldu. Yaklaşık 17 saat  65°C’de bekled ikten 

sonra kurutma fır ınının sıcaklığı 80°C’ye çıkar ıld ı ve preparat lar 1 saat  

80°C’de beklet ildi.  

 

Ardından soğutulan preparat lar boyama iç in hazır hale geld i.  

 

3.6.2.5.2 Boyama İşlemi  

 

Boyama iş leminden önce aşağıdaki ön hazır lıklar yapıldı;  

 

Stok Boyanın Hazırlanması  

 

Stok boya, boyama iş leminden en az 1 gün önce haz ır landı ve boyanın 

iyice kar ışt ığından emin o lundu. İyi çözünmeyen boyanın,  kromozomlar ın 

düzgün şekilde bant  almasını engellediği gözlenmişt ir .  

 

Boyama iş lemi iç in toz halinde oda sıcaklığında saklanan Leishman 

(Sigma, L6254-256) boya kullanıld ı.   
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0,2gr toz Leishman boya üzer ine 100 ml abso lut  metano l ilave edildi.  

İyice çalkalandıktan sonra bir  gece magnet ik  kar ışt ır ıcı (Torrey Pines 

Scient ific) üzer inde kar ışmaya bırakıldı.  

 

Gurr Tamponlarının Hazırlanması  

 

a-) pH:7 Gurr Tamponu Hazırlanması  

 

1 tane pH:7 Gurr Tampon Tablet i (BDH Lobaratory,  332002U) ve 8 gr  

NaCI (Sigma, 7647-14-5) 1 lit re dist ile suda çözüldü ve +4°C’de sakland ı.   

 

b-) pH:6.8 Gurr Tamponu Hazırlanması  

 

1 tane pH:6,8 Gurr Tampon Tablet i (BDH Lobaratory,  331992P) 1 lit re  

dist ile suda çözüldü ve +4°C’de saklandı.  

 

Ön hazır lık lar ı tamamladıktan sonra boyama işlemi için aşağıdaki 

prosedür izlendi;  

 

1-) Stok boya, 1:3 (1 Boya: 3 Tampon) oranında pH:6.8 Gurr tamponu ile  

seyrelt ild i.  İyice kar ışt ır ılarak homojenize edild i.  

 

2-) Buz içer isine yer leşt ir ilen 2 şaleden bir incis ine 80ml pH:7 Gurr  

tamponu ve 250µl Tr ipsin enzimi (Bacto,  144458KA) koyuldu. 2.  şaleye 

yıkama amaçlı yaklaşık 80ml pH:7 Gurr tamponu ilave edildi.  

 

3-) İ lk preparat  ortalama 1 dk bir inci şalede beklet ildikten sonra 2-3 sn 

kadar ikinci şalede yıkanarak fazla t r ipsinden ar ınd ır ıld ı.  Daha sonra preparat  

ortalama 3 dk boyunca boyada beklet ildi.  Sürenin do lmasının ardından 

preparat  çeşme suyunda yıkandı ve kurutuldu.  
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4-) Kuruyan preparat  floresans mikroskobunda incelenerek 

kromozomlar ın doğru şekilde bant  alıp almadığı kontrol edild i.  

 

Mikroskop incelemesinin ardından preparat ın geneli doğru şekilde 

bant lanan kromozom alanlar ı ile do lu ise ger i kalan preparat lar ın bir inc i 

şalede ve boyada bekleme süreler i değişt ir ilmedi.  Fakat  preparat ın geneli iyi 

bant lanmamışsa ger i kalan preparat lar ın bir inci şa lede ve boyada kalma 

süreler i opt imize edild i.  

 

Mikroskop incelemesi esnasında immersiyon yağı ile  bulaş o lan 

preparat lar bir  gece ksilo lde (MERCK, 1.08685.2500) beklet ildi.  Ertesi gün 

ksilo lden alınan preparat lar kurumaya bırakıldı.  Kuruyan preparat lar entellan 

(MERCK,  1.07961.0100)  kullanılarak lameller le  (Deckglaser,  CLML002450)  

kapat ıldı.  

 

3.6.2.5.3 Kromozom Analizi (Karyotipleme)   

 

G bant lama ile boyanan preparat lar ın PSI  görüntüleme analiz sisteminde 

(Nikon Eclipse E 600 Mikroskop ve Entegre Macintosh Bilg isayar Sistemi)  

analizler i yapıldı.   

 

Mikroskop incelemesi sonucu saptanan, analize uygun kromozom 

alanlar ının görüntüler i alındı.  Mac bilg isyar ında bu alanlar ın karyot iplemeler i 

yapıldı ve kromozomlarda herhangi bir mikroskobik değiş ikliğin o lup 

olmadığı kontrol ed ildi.  

 

 3.6.3 Alınan Kan Örneklerinden DNA İzolasyonu  

 

Hasta ve ebeveyinler ine ait  per ifer ik kan örnekler inden genomik DNA 

izo lasyonu için kit  kullanılmışt ır  (NucleoSpin® Blood L, 740954.20).  Büyük 

hacimle çalış ılabilir  özellikte o lan kit  içer ikler i ile 2ml kan örneğinden DNA 

izo lasyonu yapıldı.  
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Kit  içer iğinde tanımlanmış o lan protokol,  en yüksek ver imlilikte DNA 

eldesini sağlayacak şekilde mod ifiye edilerek hasta per ifer ik kan örnekler ine 

uygulandı.  Her bir izo lasyon iş lemi en fazla 8’er örnek ile yapıldı.  

 

Kit  ile DNA izo lasyon iş lemine başlamadan önce kit  içer iği aşağıdak i 

şekilde hazır landı;  

 

Proteinaz K; Kit  içer is inde bulunan liyofilize durumdaki proteinaz K, kit  

tarafından sağlanan, 3.15ml proteinaz tamponu ile çözüldü.  

 

BQ2 Tamponu; 20ml konsantre durumda gelen BQ2 tamponu, kit te belirt ildiğ i 

şekilde 80 ml saf etano l (Applichem, A3678) ile seyrelt ild i.  

 

Ön hazır lıklar tamamlandıktan sonra aşağıdaki protokol izlenmişt ir:  

 

1.  -20°C’de saklanan kan örnekler inin,  oda sıcaklığında ergimesi sağlandı.  

 

2.  Oda sıcak lığına gelmiş o lan kan örnekler i hafifçe vortekslenerek 

homojenize edildikten sonra 2ml kan örneği alınıp,  15 ml’ lik  ster il tüplere 

aktar ıldı.  

 

3.  Her bir kan örneğine,  Proteinaz K so lüsyonundan 150μl ekledikten sonra 

tüpler 10’ar saniye vortekslendi.  

 

4.  Tüplere,  BQ1 tamponundan 2ml eklenildi ve 30 saniye vortekslend i.  

 

5.  Vortekslenen tüpler in kapaklar ı parafilm ile  sar ıldıktan sonra,  önceden 

56°C’ye ayar lanmış o lan su banyosunda 45 dakika beklet ildi.  

 

6.  Tüpler tekrar vortekslenerek oda sıcaklığına gelene kadar yaklaşık 1 saat  

beklet ildi.  

 



 32

7. Oda sıcaklığına gelen tüplere,  2ml saf etano l eklendi ve 30 saniye 

vortekslendi.  

 

8.  Oluşan lizat tan 2ml alınarak, 15 ml’lik toplama tüpler inin içine 

yer leşt ir ilmiş o lan ko lona aktar ıld ı.  Ko londan süzülmeyi sağlamak için,  4,500 

rcf hızda 3 dakika santr ifüj edildi.  (Santrifüj cihazı; Sorvall RC 3C, Heraus ; 

Labofuge 4400R)  

 

9.  Kalan lizat ta,  kolon içer is ine aktar ıldı ve tekrar 4,500 rcf hızda 5 dakika 

santr ifüj edild i.  

 

10.  Toplama tüpünde bir iken lizat  ise at ıldı.  

 

11.  Ko lonlar ın yıkanması iç in üzer ine BQ2 tamponundan 2’şer ml ek lendi ve 

4,500 rcf hızda 5 dakika santr ifüj edild i.  

 

12.  Yıkama iş lemi BQ2 tamponundan her bir tüpe 2’şer ml eklenerek 

tekrar landı.  

 

13.  Ko lonlar ın yıkama iş leminin ardından kurutulması için tüpler 4,500 rcf 

hızda 10 dakika santr ifüj edildi.  

 

14.  Ko lonlar yer leşik o lduğu toplama tüpler inden çıkar ılarak yeni ster il 

toplama tüpler ine yer leşt ir ildi.  

 

15.  Yeni toplama tüpler ine yer leşt ir ilen ve DNA’nın tutulduğu ko lonlara su 

banyosunda önceden beklet ilerek 70°C’ye get ir ilmiş o lan elüsyo n 

tamponundan 100 μl eklendi ve 4,500 rcf hızda 3 dakika santr ifü j edildi.  

 

16.  Elüsyon tamponunun eklenme ve santrifüj iş lemi aynı şekilde bir kez daha 

tekrar landı.  
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Toplam 200μl elüsyon tamponu içer isinde elde edilen DNA örnekler i,  

önceden nuralandır ılıp hazır hale get ir ilen 1,5ml’ lik ster il tüplere alınarak 

stok DNA’lar haz ır lanmış o ldu. İzo lasyonu yapılan DNA’lar ın miktar ve 

saflıklıklar ının belir lenmesi için yapılacak spektrofotometr ik ö lçümlere kadar  

örnekler +4°C’de muhafaza edildi.  

 

3.6.3.1.  İzole Edilen DNA’nın Konsantrasyonunun ve Saf lığının 

Saptanması  

 

DNA'nın miktar ı ve saflığı,  p ikodrop cihazında 260 ve 280 nm dalga 

boylar ında elde edilen absorbsiyon değer ler inin birbir ler ine oranlar ı ile  

belir lenmektedir.  DNA 260nm,  protein ise 280nm dalga boylar ında en yüksek 

absorbansı göstermektedir.  Bundan do layı saf DNA’nın A260 / 280 oranı 

yaklaşık o larak 1.80 o lmalıdır (83).  

 

E lde edilen o lgu grubu DNA’lar ının miktar lar ının ve saflık lar ının 

belir lenmesi için,  elüsyon tamponu kör olarak kullanıldı.  Ardından iyice 

çözünmüş o lan DNA örnekler inden 2 μl kadar cihaza yer leşt ir ild i.  Cihaz,  

DNA örnekler inin 260nm ve 280nm dalga boylar ındaki absorbsiyo n 

değer ler ini,  bu değer ler in birbir ine oranlar ını (260/280) ve ng/μl cins inden 

DNA miktar lar ını sonuç olarak vermişt ir .  

 

Miktar lar ı belir lenen tüm stok DNA örnek ler inden,  po limeraz zinc ir  

reaksiyonunda (Po lymerase Chain React ion, PCR) ku llanılma sırasında 

standarzisasyonu sağ lamak için 25ng/μl konsantrasyonlu ara stoklar  

hazır land ı.  Stok DNA örnekler i -20°C’de muhafaza edilmişt ir .  Ara stoklar ise 

PCR’da kullanılmak üzere +4C’de muhafaza edildi.  
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3.6.4 PCR İle Belirlenen Gen Bölgelerinin Çoğaltılması  

 

Çalışmada 13 çift  pr imer,  AKT3  geninde ekson ve ekson/ int ron 

sınır lar ının çoğalt ılması iç in kullanılmışt ır .  PCR için ya lnızca hasta örnekler i 

kullanılmışt ır .  

 

3.6.4.1 PCR’da Kullanılan Komponentler 

 

Tüm PCR reaksiyonlar ında aşağıda belirt ilen malzemeler kullanıldı.  

Kullanılan tüm malzemeler -20°C’de muhafaza edild i.  

 

DNA Taq Polimeraz Enzimi: (Fermentas,  EP0402)  

Konsantrasyonu 5U/μl o lan enzimden, 30μl’lik reaksiyon için 1 ünit e,  15μ l 

reaksiyon için ise 0,5 ünite o lacak şekilde eklendi.  

 

 Hot Start Taq DNA Polimeraz Enzimi: (Fermentas,  EPO602)  

Konsantrasyonu 5U/μl o lan enzimden, 30μl’lik reaksiyon için 2 ünit e,  15μ l 

reaksiyon için ise 1 ünite o lacak şekilde eklendi.  

 

10X Hot Start PCR Tamponu (KCl’li):  (Fermentas,  EPO602)  

AKT3  geninin 3.  ekzonunun çoğalt ılmasında son konsantrasyonu 1X 

olacak şekilde kullanıldı.  

 

10X Taq KCl’li (MgCl 2 ’siz) Tamponu: (Fermentas,  EP0402)  

AKT3  gen bö lge ler inin çoğalt ılmasında (3.  ekzon har icinde) son 

konsantrasyonu 1X o lacak şekilde kullanıldı.  

 

25 mM MgCl 2 : (Fermentas,  EP0402)  

PCR opt imizasyonu sırasında farklı her pr imer  çift i iç in 1-4mM arasında 

farklı konsantrasyonlarda opt imizasyon çalışmalar ı yapıldı ve opt imize 

konsantrasyonlar ı reaksiyon içer is ine eklendi.  

 



 35

dNTP Karışımı Hazırlanması: (Fermentas,  R0182) 

100 mM konsantrasyonundaki her bir dNTP’den (dATP, dTTP, dCTP, 

dGTP) 10’ar μl a lınıp 460 μl ster il d ist ile  su ile 500μl’ye tamamlanarak 2mM 

konsantrasyonlu dNTP kar ışımı hazır landı.  100’er μl küçük hacimlere 

bö lünerek -20°C’de muhafaza edildi.  Reaks iyonundaki son konsantrasyonu 

0,2 mM o lacak şekilde eklendi.  

 

DMSO (Dimetil Sülfoksit)  (Applichem;A3672) 

AKT3  geninin 2.  ekzonun çoğalt ılmasında, PCR opt imizasyonunu sağlamak 

için DMSO kullanılmışt ır .  Kalıp DNA’nın o luşturduğu ikincil yapılar ı 

çözmesi ve özellikle GC oranı yüksek o lan hedef bö lgeler in çoğalt ılmas ında 

ver imliliğ i art t ırdığı bilinmektedir.  

 

3.6.4.2.  Primerlerin Dizayn edilmesi  

 

AKT3  geninin,  eksprese o lan tüm ekzonlar ının ve ekzon/ int ron 

sınır lar ının dizi ana lizler inin yapılabilmesi iç in,  be lir lenen bö lgeler PCR 

iş lemi ile  çoğalt ıldı.  Çoğalt ılacak bö lgeye spesifik o lan tüm pr imer ler  

“Oligo” programı kullanılarak dizayn edilmişt ir .  

 

AKT3  geni için kullanılan tüm pr imer ler in list esi Tablo 3.2’ de 

özet lenmişt ir .   
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Tablo 3.2.  Çoğalt ılan bö lgeler in ve kullanılan pr imer diziler inin listesi 

Çoğalttığı 
Bölge:  

Primer Adı: 
F: Forward 
Primer 
R: Reverse 
Primer 

 
Primer Dizisi (5'-3') 

PCR ürün 
Uzunluğu 
(bp) 

1.  Ekzon AKT1F GGGAAGTGCTTTCATTATAGAA 578 

AKT1R CGCTACACACAACATACCAG 

2. Ekzon AKT2F GCCAGTGTTGTAGGACATA 313 

AKT2R AGGTTTCTCATATAGCCTAAGA 

3. Ekzon AKT3F AAGCTGTGAGTTCGCACTG 363 

AKT3R GCCAGAAGCAAGAATTTAGAGA 

4. Ekzon AKT4F TGCTACTACAGACTTTAGGCAT 586 

AKT4R GTCACACATGAGCCCTATC 

5. Ekzon AKT5F CTAATGAGACAGCCAAT 399 

AKT5R GTTTAATGGAATTTGCATACA 

6. Ekzon AKT6F TTCAATCTCTGGGCTTAACCT 492 

AKT6R CAGCCATTTCCTCAATAGTCTC 

7. Ekzon AKT7F CTTTTCATCTTTCATGCTTACT 323 

AKT7R GCTCCCATTTGTTCAATAG 

8. Ekzon AKT8F TCCCCCACTAAATCAGTAAT 276 

AKT8R ATCTGCTTTTCTCAAAACTGTA 

9. Ekzon AKT9F AAGTACTGAGCGTTCTATTAGC 434 

AKT9R GATCCTACAATACCCCATTATA 

10. Ekzon AKT10F TAGGCTTTGAAAGTTAAGATTC 445 

AKT10R GTGGGAAGATGTCTACACC 

11. Ekzon AKT11F TTGCCTCTTCCAGATCTATC 472 

AKT11R TCAATAATCACTTAAATGTCGG 

12. Ekzon AKT12F GCGACTCAGCATTGTAGACTT 342 

AKT12R GTCACTGTGGAATTTGATCTTG 

13. Ekzon AKT13F AAGTTTATGGGAGCTATTGCC 397 

AKT13R AACTGGAGTGTATTTGCGTGTA 
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3.6.4.3 Primerlerin Hazırlanması  

 

Liyo filize o larak gelen pr imer ler (TibMolbio l)  çözülecekler i güne kadar  

+4°C’de muhafaza edildi.  Liyo filize pr imer ler 100 pmol/μl konsantrasyonda 

olacak şekilde,  firmanın önerdiği miktarda ster il d ist ile  su eklenerek çözüldü.  

Tüpler yaklaşık 30 saniye vortekslendi ve 30 dakika buzun üzer inde 

beklet ildiler.  Pr imer ler in tamamen çözülmesi sağlandıktan sonra,  100 pmol/μ l 

konsantrasyondaki pr imer ana stoklar ı,  1:10 oranında dilüe edilerek 10 

pmol/μ l konsantrasyonlu 100 μl ara stoklar hazır landı.  Hazır lanan ara stoklar,  

ana stoklar ile bir likte -20°C’de muhafaza edild i.  

 

3.6.4.4 PCR’ın Hazırlanışı  

 

PCR reaksiyonu için kullanılacak o lan tüm bileşenler  0,2μl hacimli ster il 

ve tüm enzimlerden ar ındır ılmış tüplere (Greiner ; 683201) kondu. Farklı 

örneklerde aynı bö lgeler in çoğalt ılması durumunda bileşenlerden kalıp har iç  

diğer ler i kar ışım halinde hazır lanıp daha sonra kalıbı önceden konmuş PCR 

tüpler ine bö lündü. Kurulan her bir  PCR grubu için,  mut laka negat if kontrol 

olarak kalıp yer ine suyun konulduğu reaksiyon ile deney kontrol edilmişt ir .  

 

Reaksiyon kar ışımı hazır lanırken, tüm bileşenler buz üzer inde muhafaza 

edildiler.  Taq po limeraz enzimi kar ış ıma en son eklendi.  Kar ışım iyice 

homojenize edild ikten sonra önceden kalıp eklenmiş PCR tüpler ine 

bö lündükten sonra,  reaksiyon kar ışımı ile  kalıbın iyice kar ışması sağlandı ve 

daha sonra tüpler “Thermal cycler”’a yer leşt ir ildi.  

 

Bütün pr imer ler in opt imizasyonu sırasında, cihazın gradient  (  fark l ı 

anealing s ıcaklık lar ında aynı anda PCR yapabilme)  özelliği kullanıldı.  Sekiz 

farklı annealing sıcaklığının aynı anda denenebilmesi opt imizasyonun kısa 

sürede yapılmasını sağlamışt ır .  
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3.6.4.4.1 AKT3 geninin ekzonlarının ve ekzon/intron sınırlarının  

Çoğaltılması  

 

DNA dizi analiz i yapılacak o lan AKT3  gen bö lgeler inin çoğalt ılma 

iş lemler i iç in total reaksiyon hacmi 30μl o lacak şekilde hazır landı.  AKT3  

ekzon ve ekzon/ int ron sınır lar ının çoğalt ılması iç in 13 ayr ı pr imer çift i  

kullanılmışt ır .  Aşağıda her pr imer çift i iç in kurulan PCR reaksiyonlar ı 

tablo laşt ır ılmışt ır .  

 

Tablo 3.3.  AKT3  geninin 1,  5,  6,  7,  8, 10 ve 13. ekzonlar ı iç in kurulan PCR 

iş leminde kullanılan bileşenler ve miktar lar ı 
 
Bileşenler 

 
İlk  
Konsantrasyon 

 
Son 
Konsantrasyon 

 
30μl 
Reaksiyon(μl)  

 KCl’li tampon 10X 1X 3 

MgCl2 50mM 2.5mM 1.5 

dNTP Karışımı 10mM 0.2Mm 0.6 

Taq Polimeraz 
Enzimi 

5U/µl 1U/30µl 0.2 

Forward Primer 10 pmol/ μl 0.3 pmol/ μl 1 

Reverse Primer 10 pmol/ μl 0.3 pmol/ μl 1 

Kalıp DNA 25 ng/μl 1 ng/μl 1.2 

H2O(Strei l 
nükleaz 
içermeyen)  

� � 21.5 
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Tablo 3.4.  AKT3  geninin 2.  ekzonu için  kurulan PCR işleminde kullanılan 

bileşenler ve miktar lar ı 
 
Bileşenler 

 
İlk  
Konsantrasyon 

 
Son 
Konsantrasyon 

 
30μl 
Reaksiyon(μl)  

 KCl’li tampon 10X 1X 3 

MgCl2 50mM 2.5mM 1.5 

dNTP Karışımı 10mM 0.2Mm 0.6 

Taq Polimeraz 
Enzimi 

5U/µl 1U/30µl 0.2 

Forward Primer 10 pmol/ μl 0.3 pmol/ μl 1 

Reverse Primer 10 pmol/ μl 0.3 pmol/ μl 1 

Kalıp DNA 25 ng/μl 1 ng/μl 1.2 

DMSO � � 0.5 

H2O(Strei l 
nükleaz 
içermeyen)  

� � 21 

 

 

Tablo 3.5.  AKT3  geninin 12. ekzonu için kurulan PCR iş leminde kullanılan 

bileşenler ve miktar lar ı 
 
Bileşenler 

 
İlk  
Konsantrasyon 

 
Son 
Konsantrasyon 

 
30μl 
Reaksiyon(μl)  

 KCl’li tampon 10X 1X 3 

MgCl2 50mM 1.5mM 0.9 

dNTP Karışımı 10mM 0.2Mm 0.6 

Taq Polimeraz 
Enzimi 

5U/µl 1U/30µl 0.2 

Forward Primer 10 pmol/ μl 0.3 pmol/ μl 1 

Reverse Primer 10 pmol/ μl 0.3 pmol/ μl 1 

Kalıp DNA 25 ng/μl 1 ng/μl 1.2 

H2O(Strei l 
nükleaz 
içermeyen)  

� � 20.3 
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Tablo 3.6.  AKT3  geninin 3.  ekzonu için  kurulan PCR işleminde kullanılan 

bileşenler ve miktar lar ı 
 
Bileşenler 

 
İlk  
Konsantrasyon 

 
Son 
Konsantrasyon 

 
30μl 
Reaksiyon(μl)  

Hot Start  
tampon 

10X 1X 3 

MgCl2 50mM 2.5mM 1.5 

dNTP Karışımı 10mM 0.2Mm 0.6 

Hot Start Taq 
Polimeraz 
Enzimi 

5U/µl 2U/30µl 0.4 

Forward Primer 10 pmol/ μl 0.3 pmol/ μl 1 

Reverse Primer 10 pmol/ μl 0.3 pmol/ μl 1 

Kalıp DNA 25 ng/μl 1.7 ng/μl 2 

H2O(Strei l 
nükleaz 
içermeyen)  

� � 20.5 

 
 

Tablo 3.7.  AKT3  geninin 4.  ekzonu için  kurulan PCR işleminde kullanılan 

bileşenler ve miktar lar ı 

 
Bileşenler 

 
İlk  
Konsantrasyon 

 
Son 
Konsantrasyon 

 
30μl 
Reaksiyon(μl)  

 KCl’li tampon 10X 1X 3 

MgCl2 50mM 2.5mM 1.5 

dNTP Karışımı 10mM 0.2Mm 0.6 

Taq Polimeraz 
Enzimi 

5U/µl 1U/30µl 0.2 

Forward Primer 10 pmol/ μl 0 .3 pmol/ μl 1 

Reverse Primer 10 pmol/ μl 0.3 pmol/ μl 1 

Kalıp DNA 25 ng/μl 2.5 ng/μl 3 

H2O(Strei l 
nükleaz 
içermeyen)  

� � 19.7 
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Tablo 3.8.  AKT3  geninin 9 ve 11. ekzonlar ı için kurulan PCR iş leminde 

kullanılan bileşenler ve miktar lar ı 
 
Bileşenler 

 
İlk  
Konsantrasyon 

 
Son 
Konsantrasyon 

 
30μl 
Reaksiyon(μl)  

 KCl’li tampon 10X 1X 3 

MgCl2 50mM 2.5mM 1.5 

dNTP Karışımı 10mM 0.2Mm 0.6 

Taq Poimeraz 
Enzimi 

5U/µl 2.5U/30µl 0.5 

Forward Primer 10 pmol/ μl 0.26 pmol/ μl 0.8 

Reverse Primer 10 pmol/ μl 0.26 pmol/ μl 0.8 

Kalıp DNA 25 ng/μl 1 ng/μl 1.2 

H2O(Strei l 
nükleaz 
içermeyen)  

� � 21.6 

 
 

Opt imizasyon sonuçlar ına göre belir lenmiş sıcaklıklar ve süreler  Tablo  

3.9.’da özet lenmişt ir .  

 

Tablo 3.9.  AKT3  gen bö lgeler inin çoğalt ılması için kullanılan PCR pro filler i 

Primerler→ 

Basamaklar 

↓ 

 

AKT1 

 

AKT2 

 

AKT3 

 

AKT4 

 

AKT5 

Isı(°

C) 

Süre Isı(°

C) 

Sür

e 

Isı(°

C) 

Sür

e 

Isı(°

C) 

Sür

e 

Isı(°

C) 

Sür

e 

Başlangıç 

Denatürasyonu 

95 5dk 95 5dk 95 5dk 95 5dk 95 5dk 

Denatürasyon 95 30s 95 30s 95 30s 95 30s 95 30s 

Anealing 57 30s 55 30s 62 45s 62 30s 58 30s 

Extension 

(Uzama) 

72 30s 72 30s 72 30s 72 30s 72 30s 

Final   

Extension 

72 5dk 72 5dk 72 5dk 72 5dk 72 5dk 

Siklus Sayısı  35 35 35 35 35 
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Tablo 3.9’un devamı 

 

 

Tablo 3.9’un devamı 

Primerler→ 

Basamaklar 

↓ 

 

AKT10 

 

AKT11 

 

AKT12 

 

AKT13 

Isı(°C)  Süre Isı(°C)  Süre Isı(°C)  Süre Isı(°C)  Süre 

Başlangıç 

Denatürasyonu 

95 5dk 95 5dk 95 5dk 95 5dk 

Denatürasyon 95 30s 95 30s 95 30s 95 30s 

Anealing 62 30s 60 30s 63 30s 63 30s 

Extension (Uzama)  72 30s 72 30s 72 30s 72 30s 

Final   Extension 72 5dk 72 5dk 72 5dk 72 5dk 

Siklus Sayısı  35 35 35 35 

 

 

 

 

 

 

Primerler→ 

Basamaklar 

↓ 

 

AKT6 

 

AKT7 

 

AKT8 

 

AKT9 

Isı(°C)  Süre Isı(°C)  Süre Isı(°C)  Süre Isı(°C)  Süre 

Başlangıç 

Denatürasyonu 

95 5dk 95 5dk 95 5dk 95 5dk 

Denatürasyon 95 30s 95 30s 95 30s 95 30s 

Anealing 62 30s 61 30s 58 30s 60 30s 

Extension (Uzama)  72 30s 72 30s 72 30s 72 30s 

Final   Extension 72 5dk 72 5dk 72 5dk 72 5dk 

Siklus Sayısı  35 35 35 35 
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3.6.4.5 PCR Ürünlerinin Agoroz Jelde Görüntülenmesinde Kullanılan 

Kimyasallar ve Gereçler 

 

5X TBE (Tris Buffer EDTA) Stok Tampon Hazırlanışı  

 

1 lt  5X TBE tamponu hazır lamak için,  54 gr Tr is- Base (Sigma, T6066),  

27,5 gr Bor ik Asit  (Sigma, B6768) ve aşağ ıda ayr ıca hazır lanış ı anlat ılan 

0.5M EDTA (pH 8) so lüsyonundan 20 ml kullanıldı.  Kat ı kimyasallar hassas 

terazi (Presica 205A SCS) kullanılarak tart ıld ı.  Gerekli tüm kimyasallar  

mezür içer is ine konuldu. Mezüre 1lt  ster il d ist ile su ek lenip magnet ik  

kar ışt ır ıcı üzer inde kar ışt ır ılarak çözelt inin homojenize o lması sağ landı.  

 

0.5 M EDTA (pH:8) Hazırlanışı  

 

100 ml 0.5 M EDTA’nın hazır lanması için; 23,26 gr EDTA (Sigma,  

E5134) tart ılarak üzer ine 80 ml ster il d is t ile su eklendi.  Magnet ik kar ışt ır ıc ı 

üzer inde çözelt in in pH’sı 8 o lana kadar  yaklaşık 2,5 gr NaOH eklendi.  pH 

ölçümü, magnet ik kar ışt ır ıcı üzer inde kar ışt ır ılan çözelt inin içer isine 

daldır ılan pH metre ile yapıldı ve pH değişimine dikkat  edilerek çözelt i hacmi 

100 ml’ye tamamlandı.  

 

Agaroz Jelin Hazırlanışı ve Jel Elektroforezi  

 

Agoroz jelin hazır lanması ve elektroforez tankının (Biorad-Sub-Cell GT)  

doldurması için 0.5X konsantrasyonlu TBE tamponu hazır landı.  Bunun iç in 

5X konsantrasyonunda hazır lananan stok TBE tamponu 1:10 oranında 

seyrelt ild i.  Tank ın iç i,  je li örtecek kadar 0,5X TBE tampon ile do lduruldu.  

 

Agoroz jel ise yürütülecek nükle ik asit  özelliğine göre değişik  

yüzdelerde hazır landı.  İzo le edilen genomik DNA’nın intakt  o lup o lmadığ ın ı 

kontrolü için %1’lik,  PCR ürünler inin gösterilmesi için ise %2’lik agoroz 

jeller hazır landı.  
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%2’lik,  40 ml hacimli hazır lanan jel örneği üzer inden yapılan iş lemler şu 

şekilde gerçekleşt ir ilmişt ir:  

 

40ml hacimli je l teknesi için 40ml 0,5X TBE tampon ile 0,8 gr agaroz 

tart ılarak (App lichem, A2114) er len içer is ine konuldu.  Mikrodalga yardımı 

ile  agarozun tampon içer isinde tamamen çözülüp, s ıvı hale gelmesi sağland ı 

ve oda sıcaklığında el yakmayacak kadar soğuması sağlandı.  Daha sonra 3μ l 

EtBr (Et idyum Bromür) ilave edilerek, EtBr’ün tamamen dağılmas ı iç in er len 

çalkalandı.  Tamamen homojenize iken jel yatağına döküldü. Daha önceden 

konumlar ı jel yatağına göre ayar lanmış o lan taraklar jel teknesine yer leşt ir ild i 

ve jel kat ılaşana kadar oda sıcaklığında yaklaşık 10-15 dakika beklendi.  

Kat ılaşan jelden taraklar  kuyulara zarar vermeden dikkat lice çıkar ılıp,  

örnekler in yüklenmesi için 0,5X TBE tampon ile do lu jel tankına yer leşt ir ildi.  

 

Yükleme Tamponu Hazırlanışı  

 

10ml yükleme tamponu hazır laması için;  0,025 gr bromofeno l Blue (BF 

Blue) ve 0,025 gr xylene cyano l FF (XCFF) 15ml ster il tüp içer isinde 

kar ışt ır ılarak,  üzer ine 3 ml glisero l (Applichem, A0567) eklendi ve kar ış ım 

ster il d ist ile  su ile  10 ml’ye tamamlandı.  Homojenize o lana kadar  yüksek 

devirde vortekslendi.  

 

PCR Ürünlerinin Agaroz Jele Yüklenmesi  

 

PCR ürünler inden 5μl ve yükleme tamponundan 1μl kar ışt ır ılarak 

örnekler kuyulara yüklendi.  PCR ürünler inin uzunluklar ının kıyaslanmas ı 

açısından PCR ürünün uzunluğuna göre ise 50 bp (Fermentas,  SM0613) ya da 

100 bp (Fermentas,  SM0241) DNA belirteçler inden bir i kullanıldı.  2μl DNA 

belirteci (  Marker),  1μl yükleme tamponu ile bir likte kuyulara yüklendi.  

 

Jele yüklenen PCR ürünler i,  je l tank sistemi güç kaynağına (Biorad 

PowerPac Basic)  bağlanarak, 80-120 V arası sabit  ger ilim ve 30-40mA arası 
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akım koşullar ında yürütüldü. Süre PCR ürünler inin moleküler ağır lığına göre 

ve jelin konsantrasyonuna bağlı o larak ortalama 20-35 dakika arasında 

değişt i.  Yürütülen PCR ürünler i ult raviyole ışık  alt ında t ransilüminatör ile  

görüntülendi.  

 

3.6.5.  Kullanılan malzeme listesi  

 

 Tez çalışmasında kullanılan malzemeler in ayr ınt ılı listesi aşağıda 

tablo laşt ır ılmışt ır .  

 

Tablo 3.10 Kullanılan malzemeler in listesi 

Sıra 

No 

Malzemenin Cinsi  Miktarı  Fiyatı(TL)  

1 Steril  p ipet  ucu (1000ul)      40 rac            600 

2 Steril  p ipet  ucu (200ul)        80 rac            1.200 

3 Steril p ipet  ucu (10ul)           100 rac            1.500 

4 Cryogenic vials ster il (2ml)         100 adet  50 

5 Crybox (2ml)         4 adet  60 

6 PCR-strept  8 well  0.2ml ince duvar lı 

PCR tüpü, düz kapaklı  

1000 adet  400 

7 High Pure PCR template preparat ion  

Kit  (DNA İzo lasyon kit i)    

100 reaks iyon 1.500 

 

8 Taq Polimeraz   1 x2000U 600 

9 dNTP set i(dATP,dCTP,dGTP, 

dTTP ) her bir inden 1ml(100umol)           

1x 1000ul 200 

10 Pr imer  16 çift  3.200 

11 Ult rapure Agarose                                    1 x100g       100 

12 BioLabs 100bp ladders Moleküler  

ağır lık marker              

1 x50ug   210 

13 BioLabs 50 bp ladders Molekü ler ağır lık  

marker              

1 x50ug    240 
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Tablo 3.10’un devamı 
14 Dizileme (nükleot id değiş iklikler i 

iç in)  

40 hasta  

16 ekzon için  

7.040 

15 5XTBE 5lt  200 

16 otomat ik mikropipet  3 adet  2.500 

17 Rpmı 1640 (500ml)  6 adet  246 

18 Fetal bovine serum (100ml)  10 adet  810 

19 Fitohemaglut inin (1.2mg)  18 adet  680 

20 L-glutamin (250mM) 12 adet  450 

21 Amfoter isin-B (250ug)  12 adet  450 

22 
Penisilin/st reptomis in 

(10.000ug/5ml)  

12 adet  450 

23 5 ml ster il sero lo jik p ipet   150 adet  45 

24 10 ml ster il sero lo jik  pipet   150 adet  52 

25 Enjektör 100 adet  60 

26 12 ml ster il tüp     600 adet  920 

27 Lam  50x200 kutu 2.000 

28 Lamel  100x10 kutu 40 

29 Deoksit imidin (1gr)  1 adet  80 

30 
Hipotonik so lüsyon, 0.075 M 

KCL (100ml)  

18 adet  306 

31 Ko lçis in (25ml)  1 adet  650 

32 Metano l (2,5 lt )  5 adet  265 

33 Aset ik asit  (2,5 lt )  3 adet  265 

Toplam    27.369 TL 

 
 

3.7.  Araştırma planı  

 

Tez çalışması iç in yapılan araşt ırma planı ayr ınt ılı b ir şekilde aşağıda 

tablo laşt ır ılmışt ır .  
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Tablo 3.11 Araşt ırma planı 

    Araştırma basamakları:                                   AYLAR  (01.09.10-01.09.11)     

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Hasta kanlar ının toplanması × × × × × × × × × ×   

DNA İzo lasyonu     × × × × × ×   

Sitogenet ik Analiz  × × × × × × × × × ×   

Polimeraz Zincir  

Reaksiyonu (PCR)  

     × × × × × × × 

Sekans Analizi ile  

mutasyonlar ın belir lenmesi  

         × × × 

Tez yazımı         × × × × 

 

3.8.  Verilerin Değerlendirilmesi  
 

3.8.1 PCR Ürünlerinin Sekans Analizleri  

 

Dizi analiz inin sorunsuz gerçekleşebilmesi iç in PCR ürününler inin hepsi 

jel elektroforezi sonucu görüntülendi ve spesifik o lmayan bant lar ın o lup 

olmadığı kontrol edild i.  PCR opt imizasyonlar ı spesifik  tek  bant  elde edilene 

kadar tekrar landı.   

 

PCR tüpler inin üzer ine yazılan hasta ve pr imer kodlar ı kontrol edildikten 

sonra kapaklar ı parafilm ile iyice sar ıldı.  Örnekler “Macrogen” firmasının 

Amsterdam şubesine kargo yo lu ile gönder ildi ve bu gönder im ve dizi analiz i 

hizmet  alımı ile karşılandı.  

 

Her gönder ilen PCR ürünü iç in firma tarafından ilk önce saflaşt ırma 

iş lemi gerçekleşt ir ilmesi istendi.  8.  ekzon har ic indek i ekzonlar ın hepsi için  

“Forward” pr imer kullanılarak dizi analiz ler i gerçekleşt ir ildi.  Fakat  8.  

ekzonun diz i analizi ”Reverse” pr imer  ile gerçekleşt ir ildi.  Daha sonraki 

aşamalarda ise rast lanan nükleot id değişimler inden emin o lmak iç in  

“Reverse” pr imer ler kullanılarak tekrar dizi analizler i yapıldı.  
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Örnekler in Amsterdam’a gönder ilmes inden 2 hafta sonra,  firma 

tarafından elektronik posta yo lu ile kapiller e lektroforez sonuçlar ı ve 

kromatogramlar gönder ildi.  Sonuçlar ; pdf,  gif,  ve met in format lar ında 

gönder ildi.  Dizi analizi için sırası ile  aşağıdaki yöntemler uygulandı:  

 

3.8.1.1 Karşılaştırma (BLAST) Analizi  

 

Her hastanın gelen sekans sonuçla r ı,  ”NCBI/Blast” ver it abanı 

kullanılarak tüm genom d izis i ile karşılaşt ır ıldı ve istenilen bö lgenin PCR ile  

çoğalt ılıp çoğalt ılmadığı doğrulandı.  Bu iş lem için FASTA format ında gelen 

dizi ve www.ncbi.nlm.nih.gov/blast /Blast .cgi internet  adresi ku llanıldı.  

Nükleot id  düzeyinde yapılan bu karşılaşt ırma iş lemi ile homozigot  veya 

heterezigot  baz değişik likler inin o lup o lmadığı kontrol edild i.  

 

3.8.1.2 Dizi Analiz Programının Kullanılması  

 

Gelen kromotogram sonuçlar ının analizler i için “Mutat ion Surveyor  

V3.30 (35-Day Tr ial)” programı kullanıldı.  Programa bir seferde 47 hasta 

birden yüklendi ve bu iş lem tüm sekans sonuçlar ı iç in tekrar edildi.  Analizler ,  

program yardımıyla ve göz ile kontrol ed ilerek gerçekleşt ir ildi.  

 

3.9.  Araştırmanın sınırlılıkları  

 

İstat ist iksel o larak anlamlı hasta sayıs ına ulaşılamaması ve hastalıkla 

ilişkilendirebileceğ imiz bir nükleot id değişikliğinin bulunamaması.  

 

3.10. Etik Kurul Onayı  
 

Araşt ırmada hastalar ımız ‘‘Mikroskobik Kromozomal Değişikler İçin 

Tüm Genomu Tarayarak, Santral Sinir Sisteminin Gelişimsel Anomali leri  

İle İlgi li  Aday Gen ve Bölgelerin Belirlenmesi’’  is imli pro jenin et ik kurul 

onayına göre toplandı.  Et ik Kurul Onayı Ek-1’de ver ilmişt ir .  
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4. BULGULAR 

 

4.1 Olgu Grubunun Oluşturulması  

 

Dokuz Eylül Üniversit esi Tıp Fakültesi Çocuk Sağlığı ve Hastalıklar ı 

Anabilim Dalı Çocuk Nörolo jisi Bilim Dalına tedavi amaçlı başvuran ve ayn ı 

anabilim dalı tarafından Korpus Kallosum Displazis i tanıs ı konulan bireyler  

olgu grubumuzu o luşturdu. Çalışmada o lgu grubunu o luşturan bireyler in tüm 

klinik bilgiler i yine aynı anabilim dalı tarafından sağlanan hasta 

dosya lar ından temin edildi.  Olgu grubunu o luşturan bireyler in klinik 

bilgiler ine göre bu bireyler korpus kallosum d isplazis i ile  bir likte değişik  

sendromlar da (Aicardi sendromu,  Wolf-Hirschhorn sendromu vb.)  

taşımaktadır.  

 

Çalışmada, olgu grubuna 47 korpus kallosum displazis i o lan hasta 

çocuklar dahil edildi.  Olgu grubunun 23’ü (%48,9) kız,  24’ü  (%51,1) erkek 

bireylerden o luşmaktadır.   

 

Olgu grubundaki hastalardan HEPARİN’li tüplere alınan 2’şer ml kan 

örnekler inden HARVEST işlemi sonucu elde edilen hücre ler -20°C’de 

saklandı.  Bu hücrelerden G bant lama ile konvansiyonel sitogenet ik analiz  

gerçekleşt ir ildi.  Hastalara ait  karyot ipler incelenerek mikroskobik düzeyde 

bir değ işiklik o lup o lmad ığı kontrol edildi ve hastalar ın kromozom analiz  

formlar ı do lduruldu. Hastalara ait  karyot ip görüntüler i ve preparat lar  

muhafaza edildi.  

 

Olgu grubundak i tüm bireylerden EDTA’lı tüplere alınan 2’şer ml kan 

örnekler i,  DNA izo lasyonuna kadar -20°C’de muhafaza edildi.  

İzolasyonular ının ard ından, spektrofotometr ik ö lçümler i yapılıp  

konsantrasyon ve saflıklar ı be lir lenen DNA örnekler i %2’lik  (w/v) agaroz 

jelde yürütülüp t ransilüminatör ile görüntülenerek teyid edildi.  
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4.2 G Bantlama İle Konvansiyonel Sitogenetik Analiz Sonuçları  

 

Olgu grubundaki hastalara ait  HEPARİN’li tüplerde gelen kan 

örnekler inden elde edilen kromozomlar Leishman boya ile  boyandıktan sonra 

mikroskobik incelemeler i ve karyot iplemeler i yapıldı.  Örnek bir çalışma Şeki l 

4.1’de göster ilmişt ir .  

 

 Olgu grubunu o luşturan hastalar ın karyot ip  ana lizler i sonucunda hiçbir  

hastada mikroskobik kromozomal değişik lik saptanmamışt ır .  

 
 
A  
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B  
 
 

 
 
C 
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D 

 
 

Şekil 4.1 G bant lama. A-) Ep-10-208 numaralı cins iyet i kız o lan hastanın 

karyot ipi.  B-)  Ep-10-208 numaralı hastanın metafaz alanı.  C-) Ep-11-287 

numaralı cins iyet i erkek o lan hastanın karyot ipi.  D-) Ep-11-287 numaral ı 

hastanın metafaz alanı.  

 

4.3 Belirlenen bölgelerin PCR ile çoğaltı lması ve görüntülenmesi  

 

Spektrofotometr ik ö lçümler i yapılan DNA örnekler inden 25ng/μl 

konsantrasyonlu ara alikat lar hazır landı.  PCR için kalıp DNA o larak 

hazır lanan bu ara alikat lar kullanıld ı.  Tüm PCR sonuçlar ı %2’lik (w/v) agoroz 

jelde yürütüldü.  

 

4.3.1 Çoğaltılan AKT3 Gen Bölgelerinin Jel Görüntüleri  

 

AKT3 genininin bütün ekzonlar ı ve ekzon- intron sınır lar ı PCR ile  

çoğalt ıldı.  Çoğalt ılan bö lgeler in FASTA format lar ı ve jel görüntüler i 

aşağ ıdaki şekillerde göster ilmişt ir .  
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A 
1    gggaagtgctttcattatagaactatttaataaataagttccccagtttgcaggccagttgaag 
65   acatttacaaagaattagttgtttgttattgctctgtgagttgcaagaatggaaaaaaaattct 
129  ttcttcaatacttccttccaggctgagtcatcactagagagtgggaagggcagcagcagcagag 
193  aatccaaaccctaaagctgatatcacaaagtaccatttctccaagttgggggctcagaggggag 
257  tcatcatgagcgatgttaccattgtgaaagaaggttgggttcagaagaggggtaagtgctccgc 
321  aaaccaaaaataatacggttggtaagagtgctagcagtgagtggtgtcttagaagttgatcttt 
385  tttctgatactgttaaactgtgtcatgctatgtctagtaagagagaaatgatatatttaacgtg 
449  tgttaggaatttgcttgttattaagggatttttttgtaattcttgattttgagcatttataatc 
513  tagttaagttaggtttgactttctggtatgttgtgtgtagcg 
 
 
B  

 

 
C  
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Şekil 4.2 AKT3 geninin 1.  ekzonunu içeren bö lgenin çoğalt ılması.  

A  Çoğalt ılan bö lgenin genomik diz isi.  Alt ı ç iz ili o larak belirt ilen diz i 

pr imer ler in oturma bö lgeler idir.  Gö lgelendirme ile yazılan bö lge ise başlangıç 

kodonudur.  B  AKT1 pr imer ler inin opt imizasyon sonucu. +K; Pozit if Kontrol,  

-K; Negat if Kontrol C  Olgu grubunu oluşturan hastalar ın AKT1 pr imer ler i ile  

kurulan PCR görüntüler i.  

 
A 

 
1    gccagtgttgtaggacatatattgtaccataatttattttttgcataaaagctgctgttcattt 
65   ttttcagcattaacatgcgtgctttcctcatgtaggagaatatataaaaaactggaggccaaga    
129  tacttccttttgaagacagatggctcattcataggatataaagagaaacctcaagatgtggatt                                     
193  taccttatcccctcaacaacttttcagtggcaagtaagttaattataattgttgattcatcttg 
257  tatttatttatttttatgattttatgtgtcagatatcttaggctatatgagaaacct 
 
B  
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C  
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Şekil 4.3 AKT3 geninin 2.  ekzonunu içeren bö lgenin çoğalt ılması.  

A  Çoğalt ılan bö lgenin genomik diz isi.  Alt ı ç iz ili o larak belirt ilen diz i 

pr imer ler in oturma bö lgeler id ir.  B  AKT2 pr imer ler inin opt imizasyon sonucu.  

+K; Pozit if Kontrol,  -K; Negat if Kontrol C  Olgu grubunu o luşturan hastalar ın  

AKT2 pr imer ler i ile kurulan PCR görüntüler i.  
 
 
A 
 
1    aagctgtgagttcgcactgggttttgtttaaaatagaactctgtagttctcaattatttacttc 
65   ttgttttaaatatatccatatttaaagaaacattttattttattcttagaatgccagttaatga 
129  aaacagaacgaccaaagccaaacacatttataatcagatgtctccagtggactactgttataga            
193  gagaacatttcatgtagatactccagaggaaaggtaagaaattcacttgttttcattttgtgaa 
257  aaagcaacactcaatctaaagatgtatttgtatctgactttattatttgtaaatatatataaat 
321  atatttttttaaatgctatagtctctaaattcttgcttctggc 
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B  

 
 
 
C 
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Şekil 4.4 AKT3 geninin 3.  ekzonunu içeren bö lgenin çoğalt ılması.  

A  Çoğalt ılan bö lgenin genomik diz isi.  Alt ı ç iz ili o larak belirt ilen diz i 

pr imer ler in oturma bö lgeler id ir.  B  AKT3 pr imer ler inin opt imizasyon sonucu.  

+K; Pozit if Kontrol,  -K; Negat if Kontrol C  Olgu grubunu o luşturan hastalar ın  

AKT3 pr imer ler i ile kurulan PCR görüntüler i.  
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A
 

 
1    tgctactacagactttaggcatgtggtgaatgaaatgctcttaggattattttcactttggggt 
65   gatggtgagagtgtatgcttatctgtgttgagtgtgtttgatctctgaatagattttatttgta 
129  ttgatttcatagtttataaaaggaaaatatttaaatcatttaccatcttctattaatgggaaat 
193  tttactcatttttatagggaagaatggacagaagctatccaggctgtagcagacagactgcaga          
257  ggcaagaagaggagagaatgaattgtagtccaacttcacaaattgataatataggagaggaaga 
321  gatggatgcctctacaacccatcataaaagaaaggtagaaaataataacttattcccagcacag 
385  cattcatttgtctggaagaaacatattaaaagctaccatttgcagaaagatgtcagccagtttt 
449  cttacgatatgtaaatatattggtgggtcttattcacatgaatctgaaatacctgttgttgttt 
513  aaaaccaaataggtgaacattgtttcagtgatccagcactttagcactgaatgctgatagggct 
577  catgtgtgac 
 
 
B  

 
 
 
C 
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Şekil 4.5 AKT3 geninin 4.  ekzonunu içeren bö lgenin çoğalt ılması.  

A  Çoğalt ılan bö lgenin genomik diz isi.  Alt ı ç iz ili o larak belirt ilen diz i 

pr imer ler in oturma bö lgeler id ir.  B  AKT4 pr imer ler inin opt imizasyon sonucu.  

+K; Pozit if Kontrol,  -K; Negat if Kontrol C  Olgu grubunu o luşturan hastalar ın  

AKT4 pr imer ler i ile kurulan PCR görüntüler i.  
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A 
 
1    ctaatgagacagccaatgccagtctgattctttttcatttaaatgtgcttataaattggtaaaa 
65   tttggttttgagtggatattgcaaacacatatatatatgctaacaaataaattgcatcaaatac 
129  ttcatattatattttttaatttgtatttttcagacaatgaatgattttgactatttgaaactac 
193  taggtaaaggcacttttgggaaagttattttggttcgagagaaggcaagtggaaaatactatgc 
257  tatgaagattctgaagaaagaagtcattattgcaaaggtaactgatttattaaagttgattact 
321  aaatttttgtttgcagtgtgcatgtgtttgtgggctcatgaatttacatgctaatgtatgcaaa 
385  ttccattaaac 
 
 
 
 
B  
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C 
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Şekil 4.6 AKT3 geninin 5.  ekzonunu içeren bö lgenin çoğalt ılması.  

A  Çoğalt ılan bö lgenin genomik diz isi.  Alt ı ç iz ili o larak belirt ilen diz i 

pr imer ler in oturma bö lgeler id ir.  B  AKT5 pr imer ler inin opt imizasyon sonucu.  

+K; Pozit if Kontrol,  -K; Negat if Kontrol C  Olgu grubunu o luşturan hastalar ın  

AKT5 pr imer ler i ile kurulan PCR görüntüler i.  
 
 
A

 
 
1    ttcaatctctgggcttaacctcttccaattttagagaaatagtgaaattattattatcagtgct 
65   caaaacatatattgaaggtttgctttttttcttttgtaggatgaagtggcacacactctaactg             
129  aaagcagagtattaaagaacactagacatccctttttaacagtaagtgactagaggacagatgt 
193  tataatcgtaacatttgaaatttaaggaattttatgttagaaattaaattgtgaaaaatactat 
257  tcatttagatatctcattttctttgtggaaagaacgtaagtcaaatttcttataacttattaga 
321  atgtatggatttttacagtgtgtatgcattgataattcctcccattatgcatttattacttttt 
385  tgagaattttttttctcccatgaatctcttgccattaaaaacaaaaacaaaccatagagttaat 
449  acattacctctggcattttaaggagactattgaggaaatggctg 
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B  

 
 
C 
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Şekil 4.7 AKT3 geninin 6.  ekzonunu içeren bö lgenin çoğalt ılması.  

A  Çoğalt ılan bö lgenin genomik diz isi.  Alt ı ç iz ili o larak belirt ilen diz i 

pr imer ler in oturma bö lgeler id ir.  B  AKT6 pr imer ler inin opt imizasyon sonucu.  

+K; Pozit if Kontrol,  -K; Negat if Kontrol C  Olgu grubunu o luşturan hastalar ın  

AKT6 pr imer ler i ile kurulan PCR görüntüler i.  
 
 
 
A

 
 
1    cttttcatctttcatgcttactatttctatgtgttctatttttagtactattataattataaga 
65   atacaggattataatgtaacattttttcttttttttatttcaagtccttgaaatattccttcca 
129  gacaaaagaccgtttgtgttttgtgatggaatatgttaatgggggcgaggtgagtcaagaagta       
193  aatccagtatttgcatggtagtattttcattattttaaaaacattacttaaaatacaagttaca 
257  atatagcagttctccatttcttgataggaatttatgtagctcttaatactattgaacaaatggg 
321  agc 
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B  
 
 

 
 
 
C  
 

 
 
 



 68

 
 
 

 

 
 

 
 
Şekil 4.8 AKT3 geninin 7.  ekzonunu içeren bö lgenin çoğalt ılması.  

A  Çoğalt ılan bö lgenin genomik diz isi.  Alt ı ç iz ili o larak belirt ilen diz i 

pr imer ler in oturma bö lgeler id ir.  B  AKT7 pr imer ler inin opt imizasyon sonucu.  

+K; Pozit if Kontrol,  -K; Negat if Kontrol C  Olgu grubunu o luşturan hastalar ın  

AKT7 pr imer ler i ile kurulan PCR görüntüler i.  
 

A
 

 
1    tcccccactaaatcagtaattattacaatcctgtccctgctgtttaccctgcagctgtttttcc 
65   atttgtcgagagagcgggtgttctctgaggaccgcacacgtttctatggtgcagaaattgtctc        
129  tgccttggactatctacattccggaaagattgtgtaccgtgatctcaaggtaaaaaaaaaaaaa 
193  aagtaatcaaaatttgtttttgcagagactatagggacaaacataaagtaattacaaagttata 
257  cagttttgagaaaagcagat 
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B  

 

 
C  
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Şekil 4.9 AKT3 geninin 8.  ekzonunu içeren bö lgenin çoğalt ılması.  

A  Çoğalt ılan bö lgenin genomik diz isi.  Alt ı ç iz ili o larak belirt ilen diz i 

pr imer ler in oturma bö lgeler id ir.  B  AKT8 pr imer ler inin opt imizasyon sonucu.  

+K; Pozit if Kontrol,  -K; Negat if Kontrol C  Olgu grubunu o luşturan hastalar ın  

AKT8 pr imer ler i ile kurulan PCR görüntüler i.  
 
 
A

 
 
1    aagtactgagcgttctattagctacaactatgtcctgtttccaaaataccttactcagcattca 
65   gtagttttttaaaatggtattttcatgttgttgaagactatagaacaaattatgtcatttttct 
129  taatacacagttggagaatctaatgctggacaaagatggccacataaaaattacagattttgga     
193  ctttgcaaagaagggatcacagatgcagccaccatgaagacattctgtggcactccagaatatc 
257  tggcaccagaggtaggcttcggttccattaataggaaagtaacattgacataatgatttgcaaa 
321  gtaaaccatttaagcattaaaagttaactgtagtatctactacttttatctatatttcaacctg 
385  aatcaaaattttttggctcttaatttgttataatggggtattgtaggatc 
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B
 

 
 

 
C 
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Şekil 4.10 AKT3 geninin 9.  ekzonunu içeren bö lgenin çoğalt ılması.  

A  Çoğalt ılan bö lgenin genomik diz isi.  Alt ı ç iz ili o larak belirt ilen diz i 

pr imer ler in oturma bö lgeler id ir.  B  AKT9 pr imer ler inin opt imizasyon sonucu.  

+K; Pozit if Kontrol,  -K; Negat if Kontrol C  Olgu grubunu o luşturan hastalar ın  

AKT9 pr imer ler i ile kurulan PCR görüntüler i.  
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A
 

 
 
1    taggctttgaaagttaagattcatttttatgtaaaaatcttatgttttatgaataatgctttaa 
65   aagttaacatgtaataattaatctttttactgatttcacttttaggtgttagaagataatgact 
129  atggccgagcagtagactggtggggcctaggggttgtcatgtatgaaatgatgtgtgggaggtt        
193  acctttctacaaccaggaccatgagaaactttttgaattaatattaatggaagacattaaattt 
257  cctcgaacactctcttcagatgcaaaatcattgctttcagggctcttgataaaggatccaaata 
321  aacggtaagcctcaaataacgcttagtgaattactgatgaatgtggttaaaaattgagatatgg 
385  aaattaattcaaatataactaactccaagaagcaatgtatttggtgtagacatcttcccac 
 
 
B  

 
 

 
 
C  
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Şekil 4.11 AKT3 geninin 10. ekzonunu içeren bö lgenin çoğalt ılmas ı.  A  

Çoğalt ılan bö lgenin genomik diz isi.  Alt ı ç iz ili o larak belirt ilen diz i 

pr imer ler in oturma bö lgeler idir.  B  AKT10 pr imer ler inin opt imizasyon sonucu.  

+K; Pozit if Kontrol,  -K; Negat if Kontrol C  Olgu grubunu o luşturan hastalar ın  

AKT10 pr imer ler i ile  kurulan PCR görüntüler i.  
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A
 

 
1    ttgcctcttccagatctatctctaaagcctctgctcttttccaaataccatactgttctgaagc 
65   tagttcttacaagcatattaggaaaaatagatcttatagcaaaagctttttacttttagagcta 
129  tttatcccaagaactgtttattacacagaaaattacactttcacaaaatattttttgttatgct 
193  ttgagcttatgtaaatgttttatacttacttaattttatttctgttctcatagccttggtggag 
257  gaccagatgatgcaaaagaaattatgagacacagtttcttctctggagtaaactggcaagatgt 
321  atatgataaaaaggtaagatttctttatggcatagtgtgtatatattttggctgcactgctaaa 
385  atgaatttatagcaaaaatattttaagtgaataaaagttaatgatgtaatgatactttccattt 
449  taccgacatttaagtgattattga 
 
 
B

 

 
 
C 
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Şekil 4.12 AKT3 geninin 11. ekzonunu içeren bö lgenin çoğalt ılmas ı.  A  

Çoğalt ılan bö lgenin genomik diz isi.  Alt ı ç iz ili o larak belirt ilen diz i 

pr imer ler in oturma bö lgeler idir.  B  AKT11 pr imer ler inin opt imizasyon sonucu.  

+K; Pozit if Kontrol,  -K; Negat if Kontrol C  Olgu grubunu o luşturan hastalar ın  

AKT11 pr imer ler i ile  kurulan PCR görüntüler i.  
 
 
 
A  
1    gcgactcagcattgtagacttttgttctgttcatttaactacgtgctctctgcttttttcctag 
65   aaaggaattttcctgaattgaaatcagttaataaaactctttttctttctttttacagcttgta 
129  cctccttttaaacctcaagtaacatctgagacagatactagatattttgatgaagaatttacag           
193  ctcagactattacaataacaccacctgaaaaatgtaagtaaatttagaaggcaattgataaatt 
257  tctaatataatttctcctaatgtaattgaagaaaacagtcttttaaaaactcatctgatatttt 
321  caagatcaaattccacagtgac 
 
B  
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C  
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Şekil 4.13 AKT3 geninin 12. ekzonunu içeren bö lgenin çoğalt ılmas ı.  A  

Çoğalt ılan bö lgenin genomik dizis i.  Alt ı ç izili o larak  belirt ilen diz i 

pr imer ler in oturma bö lgeler idir.  B  AKT12 pr imer ler inin opt imizasyon sonucu.  

+K; Pozit if Kontrol,  -K; Negat if Kontrol C  Olgu grubunu o luşturan hastalar ın  

AKT12 pr imer ler i ile  kurulan PCR görüntüler i.  

 
 
A 
 
1    aagtttatgggagctattgcctctgttcatctttcctatgttcagagtttaaaaaacatagact 
65   agagataatgttgcaaaaaatgaatgtgtaaaattaaaatagatgtttcctgcccacagatgat 
129  gaggatggtatggactgcatggacaatgagaggcggccgcatttccctcaattttcctactctg        
193  caagtggacgagaataagtctctttcattctgctacttcactgtcatcttcaatttattactga 
257  aaatgattcctggacatcaccagtcctagctcttacacatagcaggggcaccttccgacatccc 
321  agaccagccaagggtcctcacccctcgccacctttcaccctcatgaaaacacacatacacgcaa 
385  atacactccagtt 
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B  
 

 
 

 
C  
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Şekil 4.14 AKT3 geninin 13. ekzonunu içeren bö lgenin çoğalt ılmas ı.  A  

Çoğalt ılan bö lgenin genomik diz isi.  Alt ı ç iz ili o larak belirt ilen diz i 

pr imer ler in oturma bö lgeler id ir.  Gö lgelendirme ile yazılan bö lge ise bit iş  

kodonudur.B  AKT13 pr imer ler inin opt imizasyon sonucu. +K; Pozit if Kontrol,  

-K; Negat if Kontrol C  Olgu grubunu o luşturan hastalar ın AKT13 pr imer ler i 

ile kurulan PCR görüntüler i.  
 

4.3 DNA Dizi Analizi Verileri  

 

Olgu grubundaki bireyler in DNA dizi analiz ler inin değer lendir ilmesi ile  

belir lenen nükleot id değişik likler i Tablo  4.1’de ver ilmişt ir .
 

Değer lendirme 
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sonucunda, o lgu grubunda daha önceden tanımlanmamış o lan iki nükleot id  

değişik liği saptandı.  

 

Bu nükleot id değiş iklikler inden bir i 2.  ekzondadır ve  amino asit  

değişik liğine neden o lmamaktadır.  Diğer nük leot id  değiş ikliğ i ise,  genin 4.  ve 

5.   ekzonlar ı arasındaki int ronik bö lgede bulunmaktadır.  

 

Tablo 4.1.  Dizi analizi yapılan bö lgelerde saptanan nükleot id değişik likler i 
HASTA NO: Mutasyon Tipi Kodon Amino Asit 

Pozisyonu 
Amino Asit Değişimi Nükleotid 

Değişimi 
Kromozomal 
Pozisyon 

 Ep-11-251  Sessiz (Silent) 
T>TA:42P>42P 

CCT → CCA 42 Pro{P}→ Pro{P}  T>A 243858939 

 Ep-11-277 İntron 
T>TA 

 T>A 243801079 ־ ־ ־

 
 

DNA dizi analiz ver iler inin değer lendir ilmesi ile Ep-11-251 no’lu 

hastanın 2.  ekzonunda T>TA:42P>P/P değiş ikliği ve Ep-11-277 no’lu hastanın 

4.  ve 5.  ekzonlar ı arasındaki int ronik bölgede T>TA nükleot id değiş ikliğ i  

saptanmışt ır .  Bu iki nükleot id değişik liğinin 47 hasta bireyden o luşan o lgu 

grubundaki görünme sıklığ ı hesaplanmış ve Tablo 4.2’te özet lenmişt ir .  
 

Tablo 4.2.  Nükleot id değişik likler inin olgu grubundaki genot ip ve alle l 

yüzdeler i  

Mutasyon Hasta 
Sayısı 

Genotip Genotip Genotip Allelik Frekans 

Sessiz (Silent) 
(T>A) 

47 
 

T/T(%) 
46(97.87) 
 

A/A(%) 
- 

T/A(%) 
1(2.13) 

T(%)     A(%) 
93(98.9) 1(1.06) 

İntron  
(T>A) 

47 
 

T/T(%) 
46(97.87) 
 

A/A(%) 
- 

T/A(%) 
1(2.13) 

T(%)     A(%) 
93(98.9) 1(1.06) 

 

 

Dizi analizi yapılmak istenen ve PCR ile çoğalt ılmış tüm bö lgeler  

Macrogen firmasına gönder ild ikten sonra elektronik-posta yo lu ile  ulaşan diz i 

analiz sonuçlar ının kromatogram görüntüler i incelenerek, nükleot id  
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değişik likler i saptandı.  Saptanan tüm
 
nükleot id değiş iklikler inin kromatogram 

örnekler i aşağıda sunulmuştur.  

 

 
 
Şekil 4.15 2.  ekzonda saptanan nükleot id değişik liğinin kromatogram 

görüntüsü. A.  Referans diz i.  B. Ep-11-251 no’lu hastada saptanan 

T>TA:42P>P/P heterozigot  nükleot id değişikliğinin kromatogram görüntüsü.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Şekil 4.16 4.  ve 5.  ekzonlar arasındak i int ronik bö lgede saptanan nükleot id  

değişik liğinin kromatogram görüntüsü. A.  Referans dizi.  B. Ep-11-277 no’lu  

hastada saptanan T>TA heterozigot  nükleot id değ işikliğ inin kromatogram 

görüntüsü.  
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5. TARTIŞMA  

 

Korpus Kallosum (KK) Disp lazili b ireyle rde epilept ik  nöbet ler le  bir likte 

zeka ger iliği,  davranışsal ve nöropsikiyatrik  problemler,  öğrenme güçlüğü,  

uyku bozukluklar ı,  d il ve sosyal ilet işim problemler i,  görme ve beslenme 

problemler i görülmektedir.  Bütün bu klinik özellikler hasta bireyler in yaşam 

kaliteler ini düşürmektedir ve hala KK abnormaliteler inin  o luşumunda genet ik  

değişik likler in yer i tart ışma konusudur.   

 

Bir  önceki çalışmada KK Disp lazili ik i olgumuzda karyot ipleme, array 

CGH ve FISH yöntemler i ile 1q terminal delesyonlar ının 1q43-44 bö lgesinde 

çakışt ığı ve bö lgedeki genlerden bir inin de AKT3  o lduğu belirt ilmişt ir .  Bu 

çalışmanın sonucunda AKT3 geninin Korpus Kallosum Disp laziler i için aday 

olduğu görülmektedir.  Fakat  bu konu ile ilişkili literatür lerde  çelişkil i  

ifadeler mevcut tur.  Literatür bilgiler i değer lendir ilirken iki açıdan ele 

alınmışt ır .  

 

AKT3 ile KK Displazileri Arasında İlişkiyi Gösteren Veriler  

 

Andr ieux ve arkadaşlar ı ge lişim ger iliği ve bozukluğu, yüz bö lgesinde 

deformasyon, vermis hipoplazis i,  po limikrogir i ve Korpus Kallosum agenez i 

olan bir vakada, konvensiyonel sitogenet ik ve yüksek çözünür lüklü 

oligonükleot id array-CGH analiz i ile,  1qter’de 6,9Mb‘lık bir delesyon ile  

18pter’de 4.4Mb’lık dublikasyon (de nova) saptamışt ır .  Andr ieux ve 

arkadaşlar ına göre terminal 1q delesyonlar ı ile beyin malformasyonlar ı 

arasında ilişki o lduğunu gösteren birçok bulgu vardır ve 1q44 delete genler  

arasında AKT3,   vermis hipoplasia  ve KK agenezi için en kuvvet li aday gendir  

(76).  AKT3  geni susturulmuş bir farede beyin fonksiyonlar ının da azaldığ ı 

bilinmektedir (78).    

 

Bo land ve arkadaşlar ı mikrosefali,  KK agenez i,  serebral vermis  

hipoplaz isi ve po limikrogir i gibi çeşit li  beyin malformasyonlar ına sahip 6 
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hasta bireyin 1q42-44 bö lgeler indeki yeniden düzenlenmeler i 

har italamış lardır.  Har italama sonucu AKT3’ün mikrosefa li ve Korpus 

Kallosum Agenezi için ideal bir aday gen olduğunu önermiş lerd ir.  (77).  

 

1q44-qter submikroskobik delesyonlar ı birçok hastada şiddet li mental ve  

gelişim ger iliğine,  mikrosefaliye,  KK hipo/agenezine neden o lmaktadır.  44K 

oligonukleot id array-CGH ile saptanan 1,152 kb’lık (de novo) 1q44 

delesyonuna sahip diğer bir vakada, fenot ipe orta derecede yansıyan KK 

abnormalit eler i saptanmışt ır .  İ lk delete o ligonükleot id’in (ADSS geni içinde)  

242.638 Mb’lık bir  bö lgeye, son delete oligonükleot id’in ise (KIF26B geni 

içinde) 243.791 Mb’lık bir bö lgeye lokalize  o lduğu not  edilmişt ir .  İ lave 

olarak postnatal mikrosefali ve KK agenezi tanıs ı konulan bir hastada 

resiprokal t (1; 13) t ranslokayonu tanımlanmış ve 1q44’deki kır ılma 

noktalar ının AKT3 ve ZNF238 genler i arasında o lduğu tespit  edilmişt ir  (Şeki l 

5.1).  Orellana ve arkadaş lar ı eller indeki bu ver ilere göre,  AKT3 geninin KK 

gelişiminde ve mikrosefalide fonksiyonel açıdan önemli ro l oynadığın ı 

savunmaktadır (79).   
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Şekil 5.1 Farklı 1q44 submikroskobik delesyonlar ı.  KK abnormaliteler i 

görülmeyen hastalardaki delete bö lgeler  mavi bant  olarak, KK agenez i ve 

hipogenezi görülen hastalardaki delete bölgeler siyah bant  ile göster ilmişt ir .  

Yatay kesik çizgiler kır ılma noktasındaki turuncu yıldız la dengel i 

t ranslokasyonu, kırmız ı kutular ise kr it ik  bö lge ler i temsil etmektedir.  Dikey 

kesik çizgiler,  aday bö lgenin sınır lar ını belirt ir .  Dipteki gr i kutular da o 

bö lgelerdeki genler i göster ir .  Kısaltmalar : CCA: Korpus Kalllo sum Agenezi,  

MIC: Mikrosefa li (79).  
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AKT3 ile KK Displazileri Arasında İlişki Olmadığını Gösteren Veriler 

  
Rapor edilen bir vakanın klinik özellik ler i; psikomotor ger iliği,  

mikrosefali,  KK’un yetersiz geliş imi,  vermis hipoplazisi’dir.  Bu vaka 1q44 

bö lgesinde terminal 4.8 Mb’lık bir delesyon taş ımaktadır.  Bu delesyonun 

kır ılma notası ZNF238  geni ile HNRPU  geni arasındadır (80).  Aynı zamanda 

bu hastanın kır ılma noktası the Inf inium HumanHap300 Genotyping BeadChip  

kullanılarak har italanmış ve kır ılma bö lgesinin 242,447,016. ve 242,447,174.  

nük leodit ler i arasında o lduğu saptanmışt ır  .  Böylece 1q44 delesyonunun 

AKT3 geninin 30 bp distalinde; 373,810 ve 373,968 baz çift ler i arasından 

başladığı görülmüştür.  Sonuç o larak hem AKT3 geni hem de ZNF238  geni bu 

hastada delete o lmamışt ır  (82).  

 
Aynı zamanda van Bon ve çalışma arkadaşlar ı birbir i ile  akraba o lmayan 

KK anomalili dokuz hastada 1q44 delesyonu saptamış ve 360kb’lık  çakışan 

hedef bö lge tanımlamış lardır.  Bu bö lge C1orf100 ,  ADSS, C1orf101  ve 

C1orf12 (Alias: CGI-146, PNAS-4) genler ini içer irken ZNF238  ve AKT3  

genler ini kapsamamaktadır (Şekil 5.2).  Buna ilaveten van Bon ve arkadaşlar ı 

ailesel AKT3  de lesyonuna rast lanmışlar,  iki kız kardeşte ve hasta o lmayan 

anneler inde AKT3  delesyonu saptamış lardır (81).  Tüm bu ver iler i göz önünde 

bulundurarak araşt ırmacı,  AKT3  geni ile  KK abnormalit eler i arasında ilişk i 

olmadığını savunmaktadır.    
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Şekil 5.2  MLPA (Mult iplex Ligat ion Dependent  Probe Amplificat ion) ve 

farklı mikroarray plat formlar ı ile tanımlanmış farklı uzunluktaki 1q 

delesyonlar ı.  Koyu gr i bant lar,  mikroarray analiz ler i sonucu bulunan delet e 

bö lgelerdir.  Açık gr i bant lar,  MLPA ile  saptanan yaklaşık k ır ılma noktalar ın ı 

gösterir .  CC: Korpus Kallosum (81).   

 
Bu tez kapsamında yapılan araşt ırma sonucu 47 hasta bireyden o luşan 

olgu grubunda DNA dizi analiz  ver iler inin değer lendir ilmesi ile  Ep-11-251 

no’lu hastanın 2.  ekzonunda T>TA:42P>P/P nükleot id değiş ikliğ i ve  

Ep-11-277 no’lu hastanın 4.  ve 5.  ekzonlar ı arasındaki int ronik bö lgede T>T A 

nük leot id değişik liği saptanmışt ır .   

 

Ep-11-251 no’lu hastanın 2.  ekzonunda saptanan T>TA:42P>P/P 

nük leot id değişik liği amino asit  değişikliğine neden o lmamaktadır  (Tablo  

5.1).   



 89

Tablo  5.1 Ep-11-251 no’lu hastanın 2.  ekzonunda saptanan T>TA:42P>P/P 

nük leot id değişik liği’nin değer lendir ilmesi 

 

Ep-11-277 no’lu hastanın 4.  ve 5.  ekzonlar ı arasındaki int ronik bö lgede 

saptanan T>TA nükleot id değiş ikliği ‘splicing’ ile ilişkili konsensus diziler i 

kapsamamaktadır (Şekil 5.3).  

 
 
 
 GGAAGAATGGACAGAAGCTATCCAGGCTGTAGCAGACAGACTGCAGAGGCAAGAA 
 GAGGAGAGAATGAATTGTAGTCCAACTTCACAAATTGATAATATAGGAGAGGAAG      4.Ekzon 
 AGATGGATGCCTCTACAACCCATCATAAAAGAAAGgtagaaaataataacttatt 
 Cccagcacagcattcatttgtctggaagaaacatattaaaagctaccatttgcag 
 aaagatgtcagccagttttcttacgatatgtaaatatattggtggg……………………… 
 ………………………………………………………………………………………………………………………………………………… 
 ctaatgagacagccaatgccRgtctgattctttttcatttaaatgtgcttataaa      intronik bölge 
 ttggtaaaatttggttttgagtggatattgcaaacacatatatatatgctaacaa 

 ataaattgcat/acaaatacttcatattatattttttaatttgtatttttcag              

 ACAATGAATGATTTTGACTATTTGAAACTACTAGGTAAAGGCACTTTTGGGAAAG 
 TTATTTTGGTTCGAGAGAAGGCAAGTGGAAAATACTATGCTATGAAGATTCTGAA      5.Ekzon 
 GAAKGAAGTCATTATTGCAAAGgtactgatttattaaagttgattactaaatttt 
 Tgtttgcagtgtgcatgttttgtgggctcatgaatttacatgctaatgtatgcaa 
 attccattaaac 
 

 
Şekil 5.3.  Ep-11-277 no’lu hastanın 4.  ve 5.  ekzonlar ı arasındaki int ronik 

bö lgede saptanan T>TA nükleot id değiş ikliği’nin değer lendir ilmesi.  Kırmız ı 

renk: değiş ikliğin o luştuğu nükleot id.  Turuncu renk: Donör Bö lge(87) Mavi 

renk: Akseptör Bölge(87).  Yeşil renk: AKT5F (Forward) ve AKT5R (Reverse)  

pr imer ler i.  

 

 Bu ver ilere göre saptanan değiş iklikler in korunmuş bö lgelerde o lmayış ı 

ve AKT3 proteininde yapısal bir değişiklik yaratmaması göz önünde 

bulundurulduğunda AKT3 geninin  KK displaziler i ile ilişkili o lma iht ima l i 

düşük görünmektedir.  

 
KODON DEĞİŞİKLİĞİ: 

 

 
PROTEİN DEĞİŞİLİĞİ:  

 
MUTASYON 

ADI:  
ÖNCEKİ 
KODON: 

MUTASYON 
KODUNU: 

CCT CCA DEĞİŞİKLİK YOK (P→P)  
(Prol in→Prol in ) 

SILENT (SESSİZ) 
MUTASYON 
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

 
Korpus Kallosum (KK) Displaziler i,  çok sayıda konjenital sendromlar la  

bir likte görülebilen ve birçok patolo jik vakadan önemli derecede etkilenerek 

oluşabildiği bilinen kompleks bir durumdur.  Ayr ıca KK Displaziler i,  

psikiyatr ik ve gelişimsel bozukluklar la o lan ilişkis i nedeniyle de dikkat  çeken 

bir araşt ırma konusudur.  

 

KK Displaziler inin ins idansı tahmin edilenden daha yüksekt ir .  Bunun 

nedeni rut in muayene lerde saptanamayan asemptomat ik vakalar ın da 

bulunmasıdır.  Ülkemizde KK Displaziler i üzer ine yapılmış bir insidans 

çalışmas ı bulunmamaktadır.  KK Displaziler i üzer inde yapılan her bir  

çalışmanın daha iyi yorumlanabilmesi için Türkiye’de de ne kadar sıklıkta 

görüldüğü bilinmelidir.  

 

Hala genet ik nedenler i ayd ınlat ılamamış olmakla beraber birçok gen KK 

Displaziler i için aday o larak göster ilmişt ir .  Bunlardan bir i de AKT3  genid ir.  

Baştaki hipotezimizde belirt ildiği gibi AKT3  geninin KK Displaz iler i ile  

ilişkis i araşt ır ılmış fakat  ilişkili o labileceğine dair ver iler elde edilememişt ir .  

 

Diğer tüm beyin malformasyonlar ı ile  beraber KK Displaziler i iç in  

yapılan her  bir çalışma, tedavi ve tanı protokoller inin gelişt ir ilebilmesi iç in 

oldukça önemlidir.  Bu amaçla sonraki çalışmalarda,  KK Displaziler i için aday 

gösterilen diğer genler in daha iler i düzeyde geniş hasta gruplar ı ile  

çalışmalar ı yapılmalıdır.  Bu şekilde hastalığın genet ik nedenler i üzer inde 

daha ayr ınt ılı bilg i edinmek mümkün o labilecekt ir .  
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