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OZET
EPILEPSILI VE KORPUS KALLOSUM ANOMALILI
COCUKLARDA ILiSKIiLiI OLABILECEK GENLERIN

ARASTIRILMASI
Elif Kurt

Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi, T1ibbi Biyoloji ve Genetik AD.
Balgcova- IZMIR

Korpus Kallosum (KK) bir¢ok duyu ve motor fonksiyonlarinda 6nemli
rol oynar. Ug¢ boyutlu gorebilmede, gorsel bilgilerin ayrimini yapabilmede,
sesin lokalizasyonunda, bimanuel koordinasyonda ve bircok 0Ogrenme
proseslerinde iki hemisferi birbirine baglayarak gorev yapmaktadir. KK
displazileri (anomalileri) c¢ok sayida konjenital sendromlarla iliskilidir.
Bunun yaninda metabolik hastaliklar1 ve sendromlari da iceren bir c¢ok
serebral ve/veya eksraserebral anomalilerle birlikte de gorilir. Prevelans:
genel populasyonda 0.3% ve 0.7% arasinda degisir. KK displazisi farkli
sendromlarla birlikte kotii bir prognoza sahip olabilmektedir. KK displazili
bireylerde en yaygin klinik 06zellik epileptik ndbetlerle birlikte zeka
geriligidir. Son donem arastirmalarda AKT3 geninin KK anomalileri ile
iliskisi tartisma konusu olmustur. Bu sebeple sahip oldugumuz olgu grubunda
ilk olarak bu gende mutasyon taramasi yapilmistir. Hiicre ¢ogalmasi ve
farklilagmasi, apoptoz, tiimdrijenez, gibi bir¢ok biyolojik proseste yer alan
AKT3 geninin tim ekzonlar1 ve ekzon intron sinirlart PCR ile c¢ogaltilarak
DNA dizi analizleri gergeklestirildi. 47 hasta grubunda gerg¢eklestirilen bu
caligmada i1ki farkli niikleotid degisikligi saptandi. Bu 1iki niikleotid
degisikliginden biri ekzon igerisinde olup amino asit degisikligine neden
olmamakta (sessiz mutasyon), digeri de intronik bdlgede olup korunmus
bolgelerin igerisine girmemektedir. Bu nedenle bu degisimlerin AKT3
proteinini yapisal ve fonksiyonel agidan etkiledigi diisiiniilmemektedir. Eldeki
veriler yardimiyla AKT73 geninin KK’un gelisimsel bozukluklar: ile iliskili
olup olmadig1 tartigsmasina olmadig1 yoniinde katk: saglanmistir.
ANAHTAR KELIMELER: Korpus Kallosum Displazisi (Anomalisi),
Epilepsi, AKT3 geni.



ABSTRACT
INVESTIGATION OF EPILEPSY AND CORPUS CALLOSUM

DYSPLASIA ASSOCIATED GENES WITHIN CHILDREN

Elif Kurt
Department of Medical Biology and Genetics, Dokuz Eyliil University School
of Medicine.Balgova- IZMIR/ TURKEY kurt.elif@hotmail.com

The corpus callosum(CC) which connects two hemispheres, has been
found to play a role in various sensory and motor functions such as binocular
convergence and stereoscopic vision, the transfer of Ilearned visual
discrimination, bimanual coordination, sound localization, various learning
processes. Dysplasia of the corpus callosum is a birth defect that occurs in
many different human congenital syndromes. Dysplasia of CC 1is often
associated with other cerebral and/or extracerebral malformations including
syndromes and metabolic diseases. Its prevalence varies between 0.3% and
0.7% 1in the general population. Prognosis of dysplasia of CC remains
controversial, several studies have reported a worse prognosis in the presence
of additional anomalies. The most common clinical feature is mental
retardation together with epilepsy. Recently, there is a controversial topic
that AKT3 associsted with dysplasia of CC among the researchers. Because of
this, we initially researched for any mutation in this gene. All of the exon and
exons/introns boundaries of 4KT3 gene that plays a role in a wide variety
of biological processes including cell proliferation, differentiation, apoptosis,
tumorigenesis, as well as glycogen synthesis and glucose uptake has been
amplified by Polymerase Chain Reaction(PCR) followed by DNA sequencing.
As a result of sequence analysis we detected two nucleotide changes in 47
patients with dysplasia of CC. However, it is uncertain how these two
nucleotide changes modify structural and functional features of AKT73. We
aim to contribute to controversy about AKT3 gene association with dysplasia

of CC with our results.

KEY WORDS Displasia (Anomaly) of Corpus Callosum, Epilepsy, 4KT3.



1. GIRIS ve AMAC

Korpus kallozum (KK), sag ve sol serebral hemisferleri birbirine
baglayan en biiylik fiber demetidir. Her iki hemisferin homolog alanlari
arasindaki duyusal, motor ve bilissel bilginin iletilmesinde biitiinlestirici bir
rol oynar. KK gelisim bozukluklar:1 (displazileri) kismi agenezi (disgenezi),

hipoplasia ve tam agenezi olarak tanimlanir.

KK displazisi, 50’den fazla farklt konjenital sendromla birlikte
goriilebilir. Bunlardan bazilari, Andermann sendromu, Rubinstein-Taybi
sendromu, Joubert sendromu, Wolf-Hirschhorn sendromu, Aicardi sendromu
gibi sendromlardir (1, 2, 3). KK metabolik hastaliklar, enfeksiydoz hastaliklar
ve beyin timdrleri gibi bir¢ok patolojik durumdan da birincil ya da ikincil
olarak etkilenebilir. Kollosal malformasyonlarda otozomal resesif gecisi
destekleyen birka¢ etkilenmis aile {iyesinin tanimlandig:i soyagaglarinin

bildirilmesine ragmen, vakalarin ¢ogu sporadik olarak goriiliir (4).

1965'te yayinlanan bir ¢aligsmada, 210 kallosal agenezili vakanin 185'1
asemptomatik bulunmus ve bunlarin 1/3'iniin kismi agenezisi oldugu
belirtilmistir. 1965'ten sonra radyodiagnostik bilimdeki ilerlemeler sayesinde
asemptomatik agenezinin rutin muayeneler sirasinda tespit edilebilmesiyle,
korpus kallosum agenezisi’nin insidansinin tahmin edilenden daha yiliksek
oldugu anlasilmaya baslanmistir (5). insidans aralig1 10.000 dogumda 0,5 ile
70 arasinda degisir (6).

KK’un yapist ve fonksiyonu yalnizca her iki hemisferi birbirine
bagladigin1 gosteren kanitlar nedeniyle degil pisikiyatrik ve gelisimsel
bozukluklarla olan iliskisi nedeniyle de ilgi ¢eken bir arastirma konusudur.
Ornegin, anormal bir KK’a sahip olan hastalara sizofreni, otizm (7), Down
sendromu (8), dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu (9), gelisimsel
disleksi (10; 11) gibi teshisler konulabilmektedir. Bu sebeplerle KK displazili

hastalarda bununla 1liskili olabilecek gen ve kromozomal bodlgelerin



arastirilmasit olduk¢a O©Onemli ve merak uyandiran konulardan biridir.
Literatiirde korpus kallosum abnormaliteleri ile iliskili oldugu diisiiniilen

kromozomal bdlgeleri tanimlayan birka¢ makale vardir (12).

Bir 6nceki ¢aligsmada 1q terminal delesyonu olan KK Displazili 2 hasta
bireyin karyotipleme, array CGH ve FISH yontemleri ile karakterizasyonlari
yapild1 ve delesyonlarin 1q43-44 bdlgesinde cakistigr saptandi. Bu bdlgenin
icerdigi genlerden biri de AKT73 genidir. Bir dnceki ¢alismanin 1s1ginda ve
yapilan literatlir arastirmalart sonucu elde edilen verilere gore kendi
caliysmamizda, sahip oldugumuz hasta grubunda (47 KK’lu vakada) AKT3
geninin KK malformasyonlar: ile iliskili olabilecegi diisiiniilerek bu gende
mutasyon taramasi yapilmistir. Bunun yani1 sira hasta grubunun konvansiyonel

sitogenetik analizleri de gergeklestirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Korpus Kallosum

2.1.1 Evrimsel A¢idan Korpus Kallosum

Korpus kallosum, plasental memelilerin  beyinlerindeki  major
interhemisferik fiber demetidir (13). Insanlardaki KK yaklasik olarak 200
milyon akson icerir ve bu 6zelligi KK’u merkezi sinir sisteminin en biiyiik
fiber demeti yapar (14; 15). KK yalnizca plasental memelilerde (Eutheria)
bulunur. Bunun disinda giliniimiize kadar yapilan arastirmalarda nonplasental

memelilerde KK goézlenmemistir (13; 16).

Nonplasental tiirlerde herhangi bir homolojik prekiirsér yapiya
rastlanmamas1 KK’un evrimsel bir yenilik olarak tanimlanmasina sebep
olmustur (17; 18; 19; 20; 13) (Sekil 2.1). Darwin’nin evrim teorisinden bu
yana, bilim adamlar1 KK gibi kompleks bir yapinin, genetik mutasyonlarin

birikimi ve dogal se¢ilim ile olugsmus olabilecegini diistinmektedirler (20).

corpus callosum

Sekil 2.1 KK’un sagital (yandan goriiniis) diizlemden ve iist taraftan goriiniisi

(21).



2.1.2 Anatomik Olarak Korpus Kallosum

Sag ve sol beyin hemisferlerindeki ilgili merkezleri birbirine baglayan,
kalin miyelinli liflerden olusmus bir yoldur. Fissura longitudinalis
serebri'nin tabanini ve ventriculus lateralis'lerin biiyiik bir kisminin tavanini
olusturan korpus kallosum, yaklasik 8 cm uzunlugundadir. Korpus kallosum'a
ait lifler, laterale dogru gittik¢ge yelpaze seklinde agilarak korteks serebri'nin
cesitli bolgelerine gider. Korpus kallosum'un iizeri indusium griseum (gyrus
supracallosi) adi1 verilen ince bir gri cevher tabakasiyla ortilidir (22).

Korpus kallosumun néroanatomisi ac¢ik bir sekilde Sekil 2. 2°de gosterilmistir

(23).

-~ Lateral
longitudinal

stria

Internal
capsule

longitudinal
stria

Sekil 2.2 KK’un néroanatomisi.

a-) Histolojik acidan insan KK’u b-) Difiisyon Magnetik Rezonans
Gorintileme (dMRI) ve Traktografi ile KK; prefrontal lop (yesil), premotor
ve ilave motor bdlgeler (agik mavi), primer motor bédlgeler (koyu mavi),
primer duyu korteksi (kirmizi), parietal lop (turuncu), oksipital lop (sar1), ve
temporal lop (mor) c-) Arastirmacilarin maymumlar iizerinde kullandiklar:
izlenebilen kimyasallar sayesinde olusturulan KK haritasi; BA23, Brodmann

bolgesi; CC, Korpus Kallosum; SMA, ilave Motor Bélgeleri.



2.1.3 Korpus Kallosum'un Embriolojisi ve Yapisi

Korpus Kallosum ilk olarak gebeligin 10-11. haftalarinda belirmekte ve
12-13. haftalarda temel kollasal diizlem goriilmektedir (24). Korpus Kallosum
ilk olarak kuyruk kismindan biiylimeye baslar daha sonra gaga seklinde bir
yap1 olusturacak sekilde gelisir. Miyelinizasyon ise yavasca gerceklesen bir
sirectir ve ergenlik caginda tamamlanir (25). Miyelinizasyon da kuyruk
kismindan baslar ve korpus kallosumun gelisimine paralel olarak

(spleniumdan genu ve rostruma dogru) gelismeye devam eder (26).

Korpus kallosum iki hemisferin homolog kortikal bodlgelerini birbirine
baglar (25). Korteksin ©6n (anterior) bdlgeleri korpus kallosumun 06n
yollariyla, korteksin arka (posterior) bdlgeleri de yine KK’un arka yollariyla

baglantilidir (27).

Korpus kallosum 6nden arkaya dogru rostrum, genu, gdovde ve splenium
olmak iizere dort kisma ayrilir (Sekil 2.3). Rostrum’u olusturan lifler her iki
lobus frontalis’in orbital ylizlerini, genu’yu olusturan lifler ise 6ne dogru
kivrilarak her iki lobus frontalis’in ¢esitli kisimlarini birbirine baglar.
Genu’yu olusturan liflerin meydan getirdigi kivrima forceps minor adi
verilir. Korpus kallosumun orta kisimlar1 motor ve somatosensori bdlgelerini
birbirine baglar. Korpus kallosumun govde kismindan gegen lifler laterale
dogru, splenium kismindan gecen lifler ise arkaya dogru uzanarak iki
hemisfer arasinda yogun baglantilar saglar. Splenium’u olusturan lifler
mediale dogru bir seyir takip ederek her iki oksipital lobun igerisine girer; bu
liflerin meydana getirdigi kivrima forceps major adi verilir. Govde ve
spleniumdan ayrilan liflerin bir kismi1 ventriculus lateralis’in cornu
inferius’unun lateral duvarini, cornu posterius’un ise tavanini ve lateral

duvarini meydana getirir (22).

Korpus kallosum fiberleri iki tiptir. Biiyiik capli fiberler duyu- motor

koordinasyonuna yadimci olurken, kiigiik c¢apli fiberler buna yardim eden



bolgeleri birbirine baglarlar. Kiiciik c¢apli fiberler c¢cok sayidadir. Korpus
kallosumun boyutundaki bireysel farklanmalar, kii¢iik c¢apli fiberlerin
komposizyonundan kaynaklamaktadir ve bu fiberlerin serebral hemisferlerde
eksitasyon ve inhibisyon arasindaki dengenin saglanmasinda 6nemli oldugu

diistiniilmektedir (28).

Body
_.___‘_\‘H
Genu |/J S 2
&
ﬁ\ \‘[\\> Splenium
Beaked segment / I
Y

RosStmim * Lamina mostralis

Sekil 2.3 Korpus Kallosum’un bédliimleri. Korpus kallosum’un farkli
bolgelerini gosteren sagital gériinlimiin sematik tasfiri.

Rostrum, /lamina rostralis ve gaga seklindeki segmentten (beaked
segment) olusmaktadir. Rostrum’u genu, goévde ve splenium takip eder.
Insanda lamina rostralis ve gdvdenin burun kismi ilk kollasal aksonlarin

capraz yaptigi bdolge olarak rapor edilmistir (29).

2.1.4 Korpus Kallosum'un Gelisimi

Korpus kallosumun gelisimi ¢ok sayida farkli seliiler ve molekiiler
mekanizmalara dayanir (Sekil 2.4). Ilk olarak orta hat glial populasyon
olusumu gergeklesir. Daha sonra kollasal aksonlarin orta hat’a dogruca
yonelmesi ve ¢aprazlanmanin dogru bir sekilde gerceklesmesi ig¢in spesifik
molekiiller eksprese edilir. Bununla birlikte singulat korteksteki sinir
hiicrelerinden c¢ikan Oncii aksonlar tarafindan olusturulan metabolik yolda,

neokorteks sinir hiicreleri kaynakli kollasal aksonlarca kullanilan ilave



mekanizmalar da gelisir. Fare ve insanlardan elde edilen veriler rostrokaudal
ve dorsoventral eksen boyunca korpus kallosumun gelisimini kontrol eden
farkli mekanizmalarin oldugunu gosterir (Tablo 2.1). Bu kompleks gelisim
siireci insanlarda rastlanan ¢ok sayidaki konjenital sendromlarla birlikte

korpus kallosum displazilerinin de goriilmesini mantikli kilmaktadir (29).

Sekil 2.4 Korpus Kallosum’un gelisimi (29).

Neokorteksteki sinir hiicreleri kaynakli aksonlar rehber faktér Sema3A
etkisiyle ara zona dogru ilerler (1) (30). Ara zona ulasan aksonlar orta hata
dogru doner (2) (31). Bu nokta kollasal aksonlarin internal kapsiile (IC) dogru
ilerleyen aksonlardan ayrildigi1 noktadir. Sonra kollasal aksonlar geliserek
singulat kortekse (CgC) dogru yaklasirlar. Bu noktada aksonlar donerek orta
hatta ¢capraz olustururlar (3). Aksonlar burada ortahat glial yapilarla karsilasir
(IGG, indusium griseum glia; GW, glial wedge). Bu glial yapilar da aksonlari
regiile eder ve aksonlar orta hatta ilerlemeye devam eder. Karsi hemisferde
tekrar glial populasyonla (IG) karsilasirlar (4). Buradan sigulat kortekse ve
daha sonra kontralateral neokortekse girerler (5) (32, 33, 34). Son olarak
aksonlar hedef bdlge ve noronlara ulasabilmek ic¢in radial gial fiberleri

kullanirlar ve dogru hedef bolgeye ulasirlar (6) (35, 36). (MZG, midline
zipper glia).



Tablo 2.1. Farede korpus kallosum gelisimi sirasinda malformasyona neden

olan genler (29)

Gene Mouse loci Human loci
Guidance molecules/receptors
bCC 18 450 cm 18g21.3
EphAS 543 0cmM 4132
EphBZ (Sekd) 4 65.7 cu 1p36.1-36.5
EphB3 {MNuk) 16 B1-B4 3021-qter
fzd3 14 270 cM Bp21
Metrin1 11 B3 17p13pi2
MNpn B7V30cm 10p12
Slit2 5B3 4p152
Transcription factors
Em €355 cuM 2p14-—p13
Emx2 19 53.5cM 10g26.1
Hesx1 14 A3-B 3p212-p211
Mfia 4 458 cuM 1p31.3-p31.2
FaxG 258.0cM Mp13
Vax1 19 53.5CM 10g26.1
Tl 10 255 cM 6021
Extracellular matrix molecules
Ankyring {ankyrin2) 3625cm 4g25-q27
L1 CAM X 2951 oM Xn28
Signaling/Cytoplasmic molecules
FF 16 56.0cM 219212
CREB1 1310cu 2034
GAP43 16 295 cuM 3q13.1-g13.2
MAPIE 13 51.0cm 5013
MARCKS 10 220 cm G222
macMARCKS (MLF) 4 59.0cM 1p34.3
Mena (Enah) 198.7 oum 194213
p35 (cdk5R1) 11 465 cm 17912
cdks 51200cM 7036
p190-A RhoGAP unknown 19913.3
FTPG 17 33.8cm 19p133
Arx X Ap22.1-21.3
Jip3 17A33 16p133
FEES 7 46.6 cum Mp15
FEESL 5C3.1 Ap14
Growth factors
FGFB 19 450 cm 10g24
IGFBP-1 11 1.3 ¢cm pl3—pi2

ACC mouse strains

BTBR T/+titf
Chkr
BALB/cWah1 9xXCAMah
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2.1.5 Korpus Kallosum'un Fonksiyonu

Bir¢ok arastirmaci korpus kallosumun bir biitin olarak fonksiyon
gosterdigini diisinmiis fakat bu varsayim giinimiizde tamamen gegersiz
olmustur. Banich (1995), farkli tiirdeki bilgilerin korpus kallosumun farkli
boliimleri tarafindan iletildigini 6ne siirmiistiir (p. 431) (27). Korpus kallosum
beyinde Dbir¢cok farkli bodlgelerle iletisim halindedir ve fiberlerin
miyelinizasyon dereceleri farklidir. Chiarello (1995, p. 177), fonksiyon
olusumu takip ediyorsa, ¢ok cesitli kollasal fonksiyonlarin ve interhemisferik
baglantilarin mevcut oldugunu savunmustur (37). Bu goriisler korpus
kallosumun bir biitiin olarak fonksiyon gd&sterdigi diisiincesine meydan
okumustur ve yapilan arastirmalar sonucu korpus kallosumun farkl
béliimlerinin birbirinden bagimsiz olarak davranis gdsterdigi anlasilmistir

(84).

Korpus kallosum bir ¢ok duyu ve motor fonksiyonlarinda 6nemli rol
oynar. U¢ boyutlu gdriisiin saglanmasinda (steroskopik goriis) ve gérme olay1
sirasinda iki ayri goriintiinlin tek bir goriinti seklinde algilanmasinda (38),
0grenilmis gorilintiilerin arasindaki benzerlik ve farkliliklarin ayrimini
yapabilmede (31), her iki hemisferde de olusan goriintiilerin orta hat
fiizyonunda (40), biamuel kooordinasyonda (41), ses lokalizasyonunda (13)
islev goriir. Korpus kallosumun goérme olayr sirasinda her iki hemisferde
olusan goriintiilerin cakismasini1 iki hemisfer arasindaki baglantiy1 yiliksek

hizda kurarak gergeklestirdigi diisiintilmektedir (15; 42).

Korpus kallosumun hemisferler boyunca c¢esitli ndron topluluklar:
arasinda iletisim kurarak bu topluluklarin aktivasyonuna yardimci oldugu ve
boylece noron topluluklarinin gelisimsel iletisiminde ve ¢esitli 08renme

proseslerinde de rol oynadig: diisiiniiliir (43).
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2.2 Korpus Kallosum Displazileri

Literatiirlerde kallosal malformasyonlart (displazileri) tanimlamak i¢in
birkag¢ farkli terim kullanilmaktadir. Korpus kallosum agenezi (ACC), KK’un
tam yoklugunu ifade ederken (Sekil 2.5), kismi KK yoklugu i¢in hipogenez,
kismi agenezi veya disgenezi terimleri kullanilmaktadir. Hipoplazi terimi ise
biitiin segmentlerin var oldugu fakat anormal bir bicimde ince oldugu veya
KK’un kisa gorildigi fakat onun disinda herhangi bir anormallik tespit

edilmedigi durumlarda kullanilir (4; 44; 45).

Prevelansi farkli calismalarda degisiklik gosterse de genel populasyonda
0.3% ve 0.7% arasinda degisir (46). ACC, metabolik hastaliklar1 ve
sendromlar1 da iceren bir ¢ok serebral ve/veya  eksraserebral
malformasyonlarla birlikte gorilebilir (48; 50). ACC’nin prognozu hala
tartisma konusu olsa da farkli sendromlarla birlikte kotii bir prognoza sahip

oldugu rapor edilmistir (47; 49).

Sekil 2.5 Tl-agirlikli orta hat sagital magnetik resonans goriintiileri.
A. normal bir korpus kallosuma sahip birey, rostrum (r), genu (g), gdvde (b),
ve splenium (s). B. 1q44 delesyonuna sahip bir bireyde korpus kallosum

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

Son doénem arastirmalarinda KK anomalili bireylerin bazilarinda
(cocuklarda) davranigsal ve noropsikiyatrik problemlerin meydana geldigi
saptanmis, bunun yaninda; 6grenme gii¢ligi (51), uyku bozukluklar: (52), dil
ve sosyal iletisim problemleri (53), gorme (54) ve beslenme problemleri
gorilmiistiir. En yaygin klinik tablo ise epileptik ndbetlerle birlikte goriilen
zeka geriligidir (4).

2.3.1 Genetik Faktorler

Insanlarda, korpus kallosum malformasyonlarinin genetik nedenleri ¢ok
cesitlidir ve KK gelisiminin kompleksligi ile baglantilidir. Elde edilen son
verilere gore tek gen Mendelian mutasyonlari, tek gen sporadik mutasyonlar,
kompleks genetik mutasyonlar (hem kalitimsal hem de sporadik mutasyonlarin
karisimi1) gibi  genetik mekanizmalarin  birlesmesinin  malformasyon

olusumunda rol oynag1 diisiiniilmektedir.

Literatiirdeki veriler degerlendirildiginde vakalarin yaklasik %30-45’nin
tanimlanabilir nedenleri, %10’nun kromozomal anomalileri ve geriye kalan
%20-35’nin tanimlanmis genetik sendromlari oldugu gorilmektedir. Yalnizca
tam agenezi gorilen bireyler degerlendirildiginde tanimlanmis sendromlari
olan hastalarin yiizdesi %10-15’e diiser. Bu durumda tam agenezi goriilen
hastalarin  %75°nin nedenleri tanimlanamamistir (55). Insan konjenital
sendromlar1 ile KK displazileri arasinda iliski kuran Tablo 2.2 asagida

verilmistir (29).

13
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2.3.2 Cevresel Faktorler

Cevresel faktorler de KK displazilerine neden olabilir. Genetik faktorlere
oranla cevresel faktdrlerin KK’a nasil etki ettigi hakkindaki veriler daha
azdir. Cevresel faktorlerden kollasal gelisime etki ettigi bilinen bir Ornek

Fetal Alkol Sendromudur (FAS) (48).

Klinik ve deneysel arastirmalara dayanarak alkoliin uteroda gliojenezisi
(56), glial-noron etkilesimini (57) ve KK’un gelisimi i¢in gerekli hayati
prosesleri (58) azalttig1 kanitlanmistir. Buna ilaveten etanoliin L1CAM’in
(KK dislazisi ile 1iliskili oldugu disiliniilen genlerden biri (Tablo 1.2))
transkipsiyonel ve biyokimyasal fonksiyonuna zarar verdigi gorilmistiir (59,
60). FAS’ta goriilen ACC insidans1 yaklasik olarak %6.8°dir (61). Bir ¢ok
FAS wvakalarinda KK’un gelisimi yetersizdir. Bu yetersizligin yalnizca
kallosal olusumun erken evrelerinde alkoliin verdigi tahribattan dolay:1 degil
ayn1 zamanda daha sonraki safhalarda da aksonal regiilasyonlarin saglikli bir
sekilde yapilamamasindan kaynaklandig: diisiniilmektedir. Boyle
mekanizmalar sizofreni, otizim gibi diger hastaliklarda kollasal hipoplasia’ya

neden olabilir (62, 63).

2.4 Korpus Kallosum ve Epilepsi

Epilepsi, bas agrisindan sonra ndéroloji hekimleri tarafindan ikinci en
siklikta goriilen kronik ndérolojik bir durumdur. Epileptik nobetler beyindeki
noronlarin  anormal ve yogun desarjlar1t sonucu ortaya ¢ikan, suur
degisiklikleri ile birlikte olan ya da psisik semptomlarla karakterize bir

durumdur (64).

KK homotopik ve heterotopik kortikal bdlgeler arasinda iletisimi
saglayan en onemli interhemsiferik birlesme noktasidir. Anatomik ¢alismalar
ve gorintiileme teknolojileri ile elde edilen veriler sonucu biliniyor ki KK’un

burun tarafindaki (rostral pozisyon) aksonlar fromntal lobla, kuyruk tarafini
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(kaudal yon) izleyen aksonlar da parietal, temporal ve occipital loblarla

baglantilidir (65, 66).

KK’un iktal ve interiktal epileptik aktivitelerin yayilmasinda etkili
oldugu bilinir. Kediler ilizerine yapilan bir arastirmada bir grup kedinin
KK’larinin tamami, baska bir grup kedinin KK’larinin bir kismi, diger bir
grup kedinin ise KK’larina dokunulmadan ¢esitli kortikal bdlgeleri
cikarilmistir. Ameliyatlarindan 2 hafta sonra KK’lari1 tam olarak ¢ikarilan
kedi grubunda epileptik bosalmanin bilateral senkronu tamamen bozulmus,
kismi KK’lari ¢ikarilan kediler de ise kismen bozulmustur. Fakat KK’lari
korunan kedi grubunda epileptik bosalmanin bileteral senkronu korundugu

gorilmiistiir(67).

Bu sonuca ragmen KK, epileptik desarjin artisini saglayan tek yol
degildir. Ciinkii kallostomi tedavisinden' aylar sonra bile epileptik aktivitenin
kronik epilepsi olarak tekrar ortaya ¢iktig: bilinmektedir (68). Bunun ilizerine
kediler ilizerine yapilan bir baska caliysmada KK’un tamamen alinmasindan
sonra korteksten yiikselen epileptik bosalmanin ipsilateral talamus iizerinden
kars1 kortekse yayildigr goézlenmistir (69). Dorsal hipokampal birlesme
noktast epileptik desajin yayilimi i¢cin olas1 bir diger yoldur (70).

Epilepsili hastalarda KK’un hacmi ile saglikli bireylerdeki KK’un hacmi
kiyaslandig1 zaman hacimsel artislarin (71) ve azalislarin (72, 73) goriilmesi
ve hacimsel olarak bir desikligin saptanmadigi (74) durumlarin rapor edilmesi

kendi i¢cinde bir ¢eliski yaratir.

' Korpus Kallostomi: Korpus kallosumun bir kisminin veya tamaminin kesilerek
ayrildigir cerrahi bir prosediirdiir. Bu islem sonrasi krizler tamamen sonlanmaz
fakat kaynaklandigi yarimkiirede kalir. Bu nedenle bu prosediire ‘split-brain’

prosediiri adi1 da verilir (29).

17



2.5 AKT Gen Ailesi ve AKT3 Hakkinda Genel Bilgiler

AKT protein kinaz ailesi, protein kinaz B veya serin/treonin protein kinaz
ailesi olarak da adlandirilir. AKT kinazlar, trombosit kaynakli biiyiime faktori
(PDGF), insiilin ve insiiliin benzeri bliylime faktorii 1 ( IGF1) tarafindan
uyarilan hiicre sagkalim siirecinin genel regiilatorleri olarak da bilinir. AKT
kinazlar, hiicre ¢ogalmas1 ve farklilagsmasi, apoptoz, anjiogenez, tiimorijenez,
adiposit ve kaslarin farklilagmasi, gilikojen sentezi, glikoz gerialimi gibi

bir¢ok biyolojik proseste yer alirlar (Sekil 2.6).

PI3K / Akt Signaling

Sekil 2.6 AKT Gen Ailesinin gérev aldigi biyolojik prosesler (86)
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AKT kinaz ailesinin memelilerde 3 izoformu bulunur; (1/alpha, 2/beta
and 3/gamma). AKTI ve AKT2 izoformlari, proteinin karboksi terminal
ucunda regililatdor serin fosforilasyon bodlgesi igerirler. Fakat sican AKT3
(RAC-gamma serine/threonine-protein kinase) proteininde diger
izoformlardan farkli olarak C terminal ucundaki serin fosforilasyon
bolgesinde 25 amino asidin eksik oldugu tespit edilmistir. Gilinimiiz
caligmalar1 ise insan AKT3 porteininin, insiiliine yanit olarak fosforilenen bir
serin fosforilasyon bolgesi icerdigini gostermistir. AK73'lin fosforilasyonun
gerceklestigi bir diger regiilator bolgesi katalatik domaininde bulunan
treonin’dir. Bu sonucglar da insanda AK73'lin AKTI ve AKT2 izoformlarina
benzer sekilde regiile edildigini gostermektedir (75). AKT3 gen (Tablo 2.3) ve
protein (Tablo 2.4) 6zellikleri asagidaki tablolarda 6zetlenmistir.

Tablo 2.3. AKT3 Gen Ozellikleri (85)

AKT3 GEN OZELLIKLERI:
ACIK ISMI: V-akt murine thymoma viral oncogen
homolog 3
SITOGENETIK BANTI: 1q44
GENOMIK Baslangig: pter'den 243,651,535 bp
LOKALIZASYONU: Bitim: pter'den 244,013.430 bp
GENOMIK BOYUTU: 361,896 bp
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Tablo 2.4. AKT3 Protein Ozellikleri (85)

AKT3 PROTEIN OZELLIiKLERI:

ONERILEN iSMi:

RAC-gamma serine/treonin-protein kinaz

PROTEIN BOYUTU:

479 amino acids; 55775 Da

PH domaini iizerinden TCL1A ile iligskilidir. Bu alt

ALTBIRIMI: birim AKT3’iin fosforilasyonunu ve aktivasyonunu
artirict 6zelliktedir. Ayn1 zamanda TRAF6 ile de
etkilesim halindedir.
SUPERAILE: Protein Kinaz siiperailesi
AILE: AGC Ser/Thr Protein Kinaz ailesi
ALTFAMILYA: RAC
DOMAIN: - Plekstrin Homoloji domaini
- Ser/Thr Protein Kinaz benzeri domain
- Protein Kinaz, C-terminal
KATALITIK ATP + a protein = ADP + a fosfoprotein
AKTIVITE:
ENZIMATIK Iki sipesifik bolgeden gergeklesir; biri kinaz
REGULASYONU: domaininde bulunan Thr-305, digeri C terminal
regiilasyon bolgesindeki Ser-472.
LOKALIZASYONU: Okaryotik plazma membrani
Yetiskin dokuda, beyin, akciger ve bobreklerde
DOKU yiiksek derecede; kalp, testis ve karacigerde diisiik
SPESIFIKLIiGI: derecede eksprese olur. Fetal dokularda kalp,

karaciger ve beyinde yiiksek derecede eksprese olur.

20




3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Arastirmanin tipi

Tanimlayici nitelikte bir arastirmadair.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani
Arastirmanin yeri: Dokuz Eyliil Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii

T1ibbi Biyoloji ve Genetik AD.

Arastirmanin zamani: 01.09. 2010- 01.09.2011

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplari

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklari
Anabilim Dali Cocuk Norolojisi Bilim Dalina tedavi amacgli gelen, Korpus
Kallosum Displazili ¢ocuklar ve bu cocuklarin ebeveynleri olgu grubunu
olusturmaktadir. Bu caligmada tedavi amacgli gelen hasta ve ebeveynlerinin
kan ornekleri kullanildi. Gonilli kontrol grubu ise korpus kallosum

abnormalitesi olmayan kisilerden olusturuldu.

Kafa travmasi, enfeksiyon, timdér, alkol ve ila¢ kullanimi gibi dis
etkenler sonucu merkezi sinir sisteminin gelisimsel bozuklugu olusmus

hastalar dahil edilmemistir.

Gonitlli kontrol grubu 100 kisilik saglikli bireylerden olusmaktadir.
Calismada, olgu grubuna 47 korpus kallosum displazisi olan hasta ¢ocuklar ve
ebeveynleri dahil edildi. Hasta grubunun 23’14 (%48,9) kiz, 24’1 (%51,1)
erkek bireylerden olusmaktadir.

3.4. Calisma Materyali

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklari

Anabilim dalina tan1 ve tedavi amacgli gelen hastalarin kan Ornekleri
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kullanildi. Olgu ve kontrol grubunu olusturan tiim bireylere, yapilacak olan
caliysmanin amaci1 ve detaylart ag¢ik bir dille anlatildi. Dokuz Eyliil
Universitesi, Tip Fakiiltesi, Etik komitesinin onay verdigi ve Ek-1’de sunulan
bilgilendirilmis onam formlar1 imzalatilarak izinleri alindi. Calismayi1 kabul
eden hastalar ve ebeveynlerinden baska bir test i¢in kan aldirmaya geldikleri
bir giinde ayrica bu calisma icin de Dokuz Eylil Tip Fakiiltesi Merkez
Labarotuvar’inda HEPARIN’li ve EDTA’li1 “vacutainer” tiiplere ikiser ml

periferik kan 6rnekleri alindi.

HEPARIN’Ii tiipler, islem gorecekleri giine kadar +4°C’de; EDTA’D
tiipler ise -20°C’de muhafaza edildi.

Gonullid hastalarin kan O6rnekleri 03.08.2010-03.06.2011 tarihleri arasinda

alinmistir.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Caligmamizda tanimlanabilen bagimli, bagimsiz ve kontrol degiskenleri

mevcut degildir.

3.6. Veri Toplama Aracglari

3.6.1 Hasta-Kontrol Gruplarinin Belirlenmesi ve Periferik Kan

Orneklerinin Alimi

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklari
Anabilim Dal1 Cocuk Norolojisi Bilim Dalina tedavi amacgli gelen, Korpus
Kallosum Displazisi olan ¢ocuklar ve bu ¢ocuklarin ebeveynlerinden, Ek-1°de
sunulan etik kurul kararlari dahilinde imzali onam formlariyla birlikte ikiser
ml Heparin’li tiiplere steril kosullarda kan alind1 ve hemen sitogenetik analiz
icin kullanildi. Ayrica ayni hastalardan PCR i¢in ikiser ml EDTA’ 1 tiiplere
steril kosullarda kan alindi ve DNA izolasyonu yapilincaya kadar -20C’de

saklandi.
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3.6.2 Periferik Kandan Kromozom Analizi

3.6.2.1 Ortam Hazirlama

Hastalardan ve ebeveynlerinden alinan Heparin’li “vacutainer” tiiplerdeki
kan orneklerinden kromozom analizi i¢in ortamlar hazirlandi. Ortam igerigi

Tablo 3.1°de verilmistir. Ortam hazirlama prosediirii soyledir:

1-) Kullanimdan dnce tiim siseler otaklavlandi.

2-) Daha onceden 56°C’de 30dk bekletilerek inaktivasyonu gerceklestirilmis
olan Fetal Bovin Serumu (FBS) (Biochrom AG, S 0113) kullanimdan 6nce
-20°C  ‘den alinip agzi parafilmle sarilarak 37°C ’lik inkiibatdrde
(Gallenkamp) ergimesi i¢cin yaklasik 4 saat bekletildi.

3-) Tim islemler steril kabinette (Holten, HBB 2448) gerceklestirildi. Steril
kabin kullanilmadan 6nce 10dk ultraviole 151k ile steril edildi ve tiim yiizeyler

%70°1ik etanol ile temizlendi.

4-) Liyofilize halde +4°C’de saklanan L- Glutamin (BioChrome AG, K0281),
Fitohemaglutinin-L (BioChrome AG, M 5030), Penisilin/Streptomisin
(BioChrome AG, A 2210) ve Amfoterisin-B’nin (BioChrome AG, A 2610)

iizerlerine 5ml steril su ilave edilip iyice calkalanarak ¢o6ziinmeleri saglandi.

5-) 500ml’lik RPMI 1640 Medium (1X) (BioChrome AG,FG 1215)’in lizerine
150ml FBS ilave edildi. FBS kullanimdan 6nce iyice karistirildi.

6-) Daha sonra siras1 6nemli olmamakla birlikte 6,5ml L-Glutamin,

19ml Fitohemaglutin-L, 5ml Penisilin/Streptomisin, 5Sml Amfoterisin-B ilave

edildi ve iyice karistirildi.
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7-) lyice karistigindan emin olduktan sonra karisim, 10ml’lik steril serolojik
pipetler (Biofil) yardimiyla 12 ml’lik steril hiicre kiiltiir tiiplerine
(CELLSTAR, 164 160) 5’er ml koyularak paylastirildi.

Bu sekilde hazirlan 5ml’lik ortamlar -20 °C’ye kaldirildi. Ortam
hazirlama esnasinda kontaminasyonun olup olmadigini anlamak i¢in ortam

iceren bir tiip 6rnegi 37°C’ye birakildi.

Tablo 3.1. Kan 6rneklerinin ekildigi ortam igerigi

Ortam Icerigi Yiizdeleri
RPMI 1640 Medium (1X) %73

Fetal Bovin Serumu %22

L- Glutamin %9
Fitohemaglutinin-L %2,8
Penisilin/Streptomisin %0,7
Amfoterisin-B %0,7

3.6.2.2 Kan Orneklerinin Ortamlara Ekimi

Heparin’li “vacutainer” tiiplerde gelen hastaya, anne ve babasina ait kan

ornekleri geldikleri giin steril kabinette ortamlara ekildi.

Bunun i¢in ilk olarak hasta kan 6rnegi i¢in 2, anne ve babaya ait kan
ornekleri i¢in 1’er ortam, -20°C’den alinip ¢oziinmesi i¢cin 37°C’lik
inkiibatore yerlestirildi. Ortamlar c¢oziindiikten sonra steril kabin %70°1lik
alkolle iyice temizlendi. Kabinete yerlestirilecek olan malzemeler de %70’1lik
alkolle silindi. Steril kabinde ortamlar homojen hale getirildi ve
numaralandirildi. Kan Orneklerinden yaklasik 300ul kadar ortamlara ekim
yapildi. Ekim yapilan ortamlar képlirmeyecek sekilde karistirildi ve 37°C’lik
inkiibatore 30 derecelik aciyla yerlestirildi ve ekim saati kaydedildi. Ac¢il1
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yerlestilmesinin nedeni ise ortam ile temas eden kan yiizey alanini

artirmaktir.

Ekim yapilan ortamlar 3 giin boyunca (72 saat) Harvest islemine kadar
37°C’lik inkiibatorde bekletilmeye devam edildi. Bu esnada kanin tiipiin
dibine yapismamasi1 ve daha ¢ok hiicrenin ortamla temas edebilmesi i¢in her

giin birka¢ kez yavasca karistildi.

3.6.2.3 Periferik Kandan Hiicre Eldesi (Harvest Islemi)

Ekim saatinden 71 saat sonra ekim yapilan tiiplere hiicre bdliinmesini
metafaz sathasinda durdurabilmek i¢in 80pul kolsisin (Biological Industries,
12-003-1C) ilave edildi. Kolsisin ilave edilmeden Once tiipler birkac¢ kez
altiist edildi ve kolsisin 1lavesinden sonra da koplirtmeden hafifce
karistirilarak tekrar acilt konumda 37°C’lik inkiibatore koyuldu. Daha sonra
hiicreleri sisirmek i¢in kullanilacak olan hipotonik soliisyon 0,075M KCI
(Biochrome AG, L6413) agzi1 parafilm ile sarilarak inkiibatore yerlestirildi.
Ornekler ve hipotonik soliisyon 0,075 KCI vyaklasik 45dk inkiibatorde
bekletildi. Bekleme siiresi doldugunda ornekler inkiibatérden alinarak
santrifiije (Sigma 2-5) yerlestirildi ve 10dk 1200 rpm’de santrifiij edildi.
Santrifiij sonras1 lstte kalan serum ucunda pastor pipeti (ISOLAB, 108-03-
002) takilt olan vakum aleti (Hospira, 43445-61-01) 1ile ¢ekilerek
uzaklastirildi.

Orneklerin dipte kalan agregatlarina orta hizdaki vorteks (1200-1500
rpm) (Janke Kuntel) iizerinde hipotonik soliisyon 0,075 KCI’den i1lk 1 ml’si
damla damla olacak sekilde 6’sar ml ilave edildi. Orneklerin agizlar1 parfimle
iyice sarilarak hizli bir sekilde daha onceden 37°C’ye ayarlanmis su
banyosuna (Pharmacia Biotech) koyuldu. Ornekler, su banyosunda 12dk
bekletildi. Bekleme isleminin ardindan su banyosundan alinan drnekler yine

vakit kaybetmeden santrifiije yerlestildi ve 10dk, 1200rpm’de santrifiij edildi.
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Bu adimlarin hizli olmast 6nemlidir. Aksi halde hiicrelerin dekompozisyonu

olmasi gereken zamandan daha dnce gerceklesebilir.

Bu esnada c¢eker ocakta (Kottermann, 2-453) yikama islemi igin

kullanilacak olan fiksatif hazirlandi. Fiksatif oran1 sdyledir;

1 Asetik  Asit (MERCK, 1.00063.2500): 3 Metanol (MERCK,
1.06018.2500).

3.6.2.4 Yikama Islemi

Santrifiij edilen Orneklerin iist kisminda toplanan siipernatantlari vakum
aleti 1le c¢ekilerek wuzaklastirildi. Yalniz siipernatantlarin tamaminin
celimemesine dikkat edildi, agregatlarin ilizerinde yaklasik 1,5cm
yiiksekliginde siipernatant birakildi. Orneklere, orta hizdaki vorteks iizerinde
ilk T ml’si damla damla olacak sekilde 5’er ml’lik fiksatif koyulmasiyla ilk
yikama islemi gergeklestirildi.

Fiksatif ilavesinin ardindan 6rnekler 10dk 1200rpm’de santrifiij edildi.
Ust kisimda toplanan siipernatantlar vakumlanarak uzaklastirildi. Bu kez
agregatlara dokunmayacak sekilde miimkiin oldugu kadar siipernatant

cekilmeye calisildi.

Fiksatif ile yikama islemi 4 kez tekrar edildi. En sonunda dipte beyaz

cokelek olarak goriilen 16kosit hiicreleri elde edildi.

En son yikama ve santrifiij islemlerinden sonra toplanan siipernatantlarin
az bir kism1 ¢ekilerek uzaklastirildi. Harvest isleminin kalitesini gorebilmek
icin her bir tipten Orneklerin numaralar1 ile 1isaretlendirilmis lamlar
(Isotherm, CLDO0000000) iizerine damlatma yapildi. Damlatiktan 3 sn sonra

lamlar dik konuma getirildi ve kurumalari i¢cin bekletildi. Kuruyan lamlarin
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yeterli sayida hiicre ve metafaz alanlarina sahip olup olmadiklart inverted

mikroskopta (Nikon DIAHOT, 200) kontrol edildi.

Mikroskop incelemesinin ardindan yeterli sayida hiicre ve metafaz
alanlarina sahip olan Ornekler agizlar1 parafilm ile sarilarak -20°C’ye
kaldirildi. Yeterli sayida hiicre ve metafaz alanlarina sahip olmayan 6rnekler

tekrar ekilip harvest ve yikama islemlerine tabi tutuldu.

Periferik kandan hiicre eldesi i¢in bir seferde en fazla 8 Ornek ile
caligsilmistir ve her islem sonrasi islem kalitesi inverted mikroskop yardimiyla
kontrol edilmistir.

3.6.2.5 G Bantlama Ile Konvansiyonel Sitogenetik Analiz

Yalnizca hasta drnekleri icin G bantlama ile konvansiyonel sitogenetik

analiz gerceklestirildi.

3.6.2.5.1 Damlatma Islemi

Harvest islemleri ile periferik kandan elde ettigimiz hiicreler, G bantlama
isleminden 1 giin 6nce damlatma islemine tabi tutuldu. Damlatma presediiri

asagidaki gibidir;

1-) Damlatilacak Ornekle ayni isimi tasiyan lamlar 1’den 6’ya kadar

numaralandirild: ve gazli bezle silinerek temizlendi.
2-) Damlatilacak olan 6rnek, 10dk 1200 rpm’de santirifiij edildi.
3-) Ustte toplanan spernatantin bir kismi vakumlanarak uzaklastirildi.

Geri kalan kisimla, dipteki hiicre ¢oOkelegi yavas hareketlerle 1iyice

karistirildi.
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4-) Homojenize olan 6rnekten birinci lam iizerine iki damla damlatildi.
3sn bekledikten sonra lam, c¢ok fazla yaklastirmamak kosulu ile atesin

karsisinda yavas yavas kurutuldu.

5-) Kurutulan lam inverted mikroskopta incelendi. Bu asamada metafaz
alanlarindaki kromozomlarin dolgun ve mat goriinmesi Onemlidir. Eger
kromozomlar parlak goriiniiyorsa bu durum, damlatma kosullarinin yani
sicaklik ve nemin uygun olmadigini gdsterir. Olmas1 gerek sicaklik yaklasik

25°C, nem ise 45-48 derecedir.

6-) Inverted mikroskopta yapilan kontrol sonucu geri kalan diger 5 lama

da ayni1 sekilde damlatma yapildi.

7-) Damlatilan preparatlar, salelere yerlestirilip 65 °C’ye ayarlanmis
kurutma firinina (Gallenkamp) koyuldu. Yaklasik 17 saat 65°C’de bekledikten
sonra kurutma firininin sicakligi 80°C’ye c¢ikarildi ve preparatlar 1 saat
80°C’de bekletildi.

Ardindan sogutulan preparatlar boyama i¢in hazir hale geldi.

3.6.2.5.2 Boyama Islemi

Boyama isleminden dnce asagidaki 6n hazirliklar yapildi;

Stok Boyanin Hazirlanmasi

Stok boya, boyama isleminden en az 1 giin 6nce hazirland1 ve boyanin
iyice karistigindan emin olundu. Iyi ¢6ziinmeyen boyanin, kromozomlarin

diizgiin sekilde bant almasini engelledigi gézlenmistir.

Boyama islemi i¢in toz halinde oda sicakli§inda saklanan Leishman

(Sigma, L6254-256) boya kullanildi.
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0,2gr toz Leishman boya iizerine 100 ml absolut metanol ilave edildi.
Iyice c¢alkalandiktan sonra bir gece magnetik karistirici (Torrey Pines

Scientific) lizerinde karigmaya birakildi.

Gurr Tamponlarinin Hazirlanmasi

a-) pH:7 Gurr Tamponu Hazirlanmast

1 tane pH:7 Gurr Tampon Tableti (BDH Lobaratory, 332002U) ve 8 gr
NaClI (Sigma, 7647-14-5) 1 litre distile suda ¢oziildii ve +4°C’de saklandi.

b-) pH:6.8 Gurr Tamponu Hazirlanmasi

1 tane pH:6,8 Gurr Tampon Tableti (BDH Lobaratory, 331992P) 1 litre

distile suda ¢o6ziildi ve +4°C’de sakland:i.

On hazirliklar1 tamamladiktan sonra boyama islemi icin asagidaki

prosediir izlendi;

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

seyreltildi. lyice karistirilarak homojenize edildi.

2-) Buz igerisine yerlestirilen 2 saleden birincisine 80ml pH:7 Gurr
tamponu ve 250ul Tripsin enzimi (Bacto, 144458KA) koyuldu. 2. saleye
yikama amacli yaklasik 80ml pH:7 Gurr tamponu ilave edildi.

3-) ilk preparat ortalama 1 dk birinci salede bekletildikten sonra 2-3 sn
kadar ikinci salede yikanarak fazla tripsinden arindirildi. Daha sonra preparat
ortalama 3 dk boyunca boyada bekletildi. Siirenin dolmasinin ardindan

preparat ¢cesme suyunda yikand: ve kurutuldu.
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4-) Kuruyan preparat floresans mikroskobunda incelenerek

kromozomlarin dogru sekilde bant alip almadig1 kontrol edildi.

Mikroskop incelemesinin ardindan preparatin geneli dogru sekilde
bantlanan kromozom alanlari ile dolu ise geri kalan preparatlarin birinci
salede ve boyada bekleme siireleri degistirilmedi. Fakat preparatin geneli 1yi
bantlanmamissa geri kalan preparatlarin birinci salede ve boyada kalma

stireleri optimize edildi.

Mikroskop incelemesi esnasinda immersiyon yagi ile bulas olan
preparatlar bir gece ksilolde (MERCK, 1.08685.2500) bekletildi. Ertesi giin
ksilolden alinan preparatlar kurumaya birakildi. Kuruyan preparatlar entellan
(MERCK, 1.07961.0100) kullanilarak lamellerle (Deckglaser, CLML002450)
kapatildi.

3.6.2.5.3 Kromozom Analizi (Karyotipleme)

G bantlama ile boyanan preparatlarin PSI goriintiileme analiz sisteminde
(Nikon Eclipse E 600 Mikroskop ve Entegre Macintosh Bilgisayar Sistemi)

analizleri yapildi.

Mikroskop incelemesi sonucu saptanan, analize uygun kromozom
alanlarinin goriintiileri alindi. Mac bilgisyarinda bu alanlarin karyotiplemeleri
yapildi ve kromozomlarda herhangi bir mikroskobik degisikligin olup

olmadigi kontrol edildi.

3.6.3 Alinan Kan Orneklerinden DNA Izolasyonu

Hasta ve ebeveyinlerine ait periferik kan oOrneklerinden genomik DNA
izolasyonu i¢in kit kullanilmistir (NucleoSpin® Blood L, 740954.20). Biiyiik

hacimle calisilabilir 6zellikte olan kit igerikleri ile 2ml kan 6rneginden DNA

izolasyonu yapildi.
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Kit iceriginde tanimlanmis olan protokol, en yiiksek verimlilikte DNA
eldesini saglayacak sekilde modifiye edilerek hasta periferik kan 6rneklerine

uygulandi. Her bir izolasyon islemi en fazla 8’er 6rnek ile yapildi.

Kit ile DNA izolasyon islemine baslamadan Once kit igerigi asagidaki

sekilde hazirlandi;

Proteinaz K:; Kit igerisinde bulunan liyofilize durumdaki proteinaz K, kit

tarafindan saglanan, 3.15ml proteinaz tamponu ile ¢oziildi.

BQ2 Tamponu; 20ml konsantre durumda gelen BQ2 tamponu, kitte belirtildigi
sekilde 80 ml saf etanol (Applichem, A3678) ile seyreltildi.

On hazirliklar tamamlandiktan sonra asagidaki protokol izlenmistir:
1. -20°C’de saklanan kan O6rneklerinin, oda sicakliginda ergimesi saglandi.
2. 0Oda sicakligina gelmis olan kan Ornekleri hafifce vortekslenerek
homojenize edildikten sonra 2ml kan 6rnegi alinip, 15 ml’lik steril tiiplere

aktarildi.

3. Her bir kan 6rnegine, Proteinaz K soliisyonundan 150ul ekledikten sonra

tiipler 10’ar saniye vortekslendi.

4. Tiiplere, BQ1 tamponundan 2ml eklenildi ve 30 saniye vortekslendi.

5. Vortekslenen tiiplerin kapaklar1 parafilm ile sarildiktan sonra, 6nceden

56°C’ye ayarlanmis olan su banyosunda 45 dakika bekletildi.

6. Tiipler tekrar vortekslenerek oda sicakligina gelene kadar yaklasik 1 saat

bekletildi.
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7. Oda sicakligina gelen tiiplere, 2ml saf etanol eklendi ve 30 saniye

vortekslendi.

8. Olusan lizattan 2ml alinarak, 15 ml’lik toplama tiiplerinin i¢ine
yerlestirilmis olan kolona aktarildi. Kolondan siiziilmeyi saglamak i¢in, 4,500
rcf hizda 3 dakika santrifiij edildi. (Santrifiij cithazi; Sorvall RC 3C, Heraus;
Labofuge 4400R)

9. Kalan lizatta, kolon icerisine aktarildi ve tekrar 4,500 rcf hizda 5 dakika

santrifiij edildi.

10. Toplama tiiplinde biriken lizat ise atildi.

11. Kolonlarin yikanmasi i¢in iizerine BQ2 tamponundan 2’ser ml eklendi ve

4,500 rcf hizda 5 dakika santrifiij edildi.

12. Yikama islemi BQ2 tamponundan her bir tipe 2’ser ml eklenerek

tekrarlandi.

13. Kolonlarin yikama isleminin ardindan kurutulmasi ic¢in tiipler 4,500 rcf

hizda 10 dakika santrifiij edildi.

14. Kolonlar yerlesik oldugu toplama tiiplerinden ¢ikarilarak yeni steril

toplama tiiplerine yerlestirildi.
15. Yeni toplama tiiplerine yerlestirilen ve DNA’nin tutuldugu kolonlara su
banyosunda oOnceden bekletilerek 70°C’ye getirilmis olan eliisyon

tamponundan 100 pl eklendi ve 4,500 rcf hizda 3 dakika santrifiij edildi.

16. Eliisyon tamponunun eklenme ve santrifiij islemi ayn1 sekilde bir kez daha

tekrarlandi.
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Toplam 200pul eliisyon tamponu igerisinde elde edilen DNA ornekleri,
onceden nuralandirilip hazir hale getirilen 1,5ml’lik steril tiiplere alinarak
stok DNA’lar hazirlanmis oldu. izolasyonu yapilan DNA’larin miktar ve
saflikliklarinin belirlenmesi i¢in yapilacak spektrofotometrik 6l¢ciimlere kadar

ornekler +4°C’de muhafaza edildi.

3.6.3.1. Izole Edilen DNA’nin Konsantrasyonunun ve Safliginin

Saptanmasi

DNA'nin miktart ve safligi, pikodrop cihazinda 260 ve 280 nm dalga
boylarinda elde edilen absorbsiyon degerlerinin birbirlerine oranlar1 ile
belirlenmektedir. DNA 260nm, protein ise 280nm dalga boylarinda en yiliksek
absorbans1 gostermektedir. Bundan dolayr saf DNA’nin A260 / 280 orani
yaklasik olarak 1.80 olmalidir (83).

Elde edilen olgu grubu DNA’larinin miktarlarinin ve safliklarinin
belirlenmesi i¢in, eliisyon tamponu kor olarak kullanildi. Ardindan iyice
¢ozlinmiis olan DNA Orneklerinden 2 pl kadar cihaza yerlestirildi. Cihaz,
DNA oOrneklerinin 260nm ve 280nm dalga boylarindaki absorbsiyon
degerlerini, bu degerlerin birbirine oranlarin1 (260/280) ve ng/pl cinsinden

DNA miktarlarint sonug¢ olarak vermistir.

Miktarlar1 belirlenen tiim stok DNA o6rneklerinden, polimeraz zincir
reaksiyonunda (Polymerase Chain Reaction, PCR) kullanilma sirasinda
standarzisasyonu saglamak i¢in 25ng/pl konsantrasyonlu ara stoklar
hazirlandi. Stok DNA 6rnekleri -20°C’de muhafaza edilmistir. Ara stoklar ise
PCR’da kullanilmak iizere +4C’de muhafaza edildi.
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3.6.4 PCR Ile Belirlenen Gen Bélgelerinin Cogaltilmasi

Calismada 13 ¢ift primer, AKT73 geninde ekson ve ekson/intron
sinirlarinin ¢ogaltilmasi i¢cin kullanilmistir. PCR i¢in yalnizca hasta drnekleri

kullanilmisgtir.

3.6.4.1 PCR’da Kullanilan Komponentler

Tim PCR reaksiyonlarinda asagida belirtilen malzemeler kullanildi.

Kullanilan tim malzemeler -20°C’de muhafaza edildi.

DNA Taq Polimeraz Enzimi: (Fermentas, EP0402)
Konsantrasyonu 5U/ul olan enzimden, 30ul’lik reaksiyon ig¢in 1 iinite, 15ul

reaksiyon i¢in ise 0,5 linite olacak sekilde eklendi.

Hot Start Tag DNA Polimeraz Enzimi: (Fermentas, EPO602)
Konsantrasyonu 5U/ul olan enzimden, 30ul’lik reaksiyon ig¢in 2 iinite, 15pl

reaksiyon i¢in ise 1 iinite olacak sekilde eklendi.

10X Hot Start PCR Tamponu (KCI’li): (Fermentas, EP0O602)
AKT3 geninin 3. ekzonunun g¢ogaltilmasinda son konsantrasyonu 1X

olacak sekilde kullanildi.

10X Taq KCI'li (MgCl 2 ’siz) Tamponu.: (Fermentas, EP0402)
AKT3 gen bolgelerinin c¢ogaltilmasinda (3. ekzon haricinde) son

konsantrasyonu 1X olacak sekilde kullanildi.

25 mM MgCl 2 : (Fermentas, EP0402)
PCR optimizasyonu sirasinda farkli her primer ¢ifti i¢in 1-4mM arasinda
farkl1 konsantrasyonlarda optimizasyon c¢alismalart yapildi ve optimize

konsantrasyonlari reaksiyon igerisine eklendi.
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dNTP Karisimi Hazirlanmasi: (Fermentas, R0O182)

100 mM konsantrasyonundaki her bir dNTP’den (dATP, dTTP, dCTP,
dGTP) 10’ar pul alinip 460 pl steril distile su ile 500ul’ye tamamlanarak 2mM
konsantrasyonlu dNTP karisimi1 hazirlandi. 100’er pl kiiciik hacimlere
boliinerek -20°C’de muhafaza edildi. Reaksiyonundaki son konsantrasyonu

0,2 mM olacak sekilde eklendi.

DMSO (Dimetil Siilfoksit) (Applichem;A3672)
AKT3 geninin 2. ekzonun c¢ogaltilmasinda, PCR optimizasyonunu saglamak
icin DMSO kullanilmistir. Kalip DNA’nin olusturdugu ikincil yapilari
cozmesi ve Ozellikle GC oran1 yiiksek olan hedef bdlgelerin ¢ogaltilmasinda

verimliligi arttirdig: bilinmektedir.

3.6.4.2. Primerlerin Dizayn edilmesi

AKT3 geninin, eksprese olan tim ekzonlarinin ve ekzon/intron
sinirlarinin dizi analizlerinin yapilabilmesi i¢in, belirlenen bdlgeler PCR
islemi ile c¢ogaltildi. Cogaltilacak bolgeye spesifik olan tim primerler

“Oligo” programi kullanilarak dizayn edilmistir.

AKT3 geni 1i¢in kullanilan tiim primerlerin listesi Tablo 3.2° de

O0zetlenmistir.
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Tablo 3.2. Cogaltilan bolgelerin ve kullanilan primer dizilerinin listesi

Cogalttig1 | Primer Adu: PCR iiriin

Bolge: F: Forward | Primer Dizisi (5'-3") Uzunlugu
Primer (bp)
R: Reverse
Primer

1. Ekzon AKTIF GGGAAGTGCTTTCATTATAGAA 578
AKTIR CGCTACACACAACATACCAG

2. Ekzon AKT2F GCCAGTGTTGTAGGACATA 313
AKT2R AGGTTTCTCATATAGCCTAAGA

3. Ekzon AKT3F AAGCTGTGAGTTCGCACTG 363
AKT3R GCCAGAAGCAAGAATTTAGAGA

4. Ekzon AKT4F TGCTACTACAGACTTTAGGCAT 586
AKT4R GTCACACATGAGCCCTATC

5. Ekzon AKTSF CTAATGAGACAGCCAAT 399
AKT5R GTTTAATGGAATTTGCATACA

6. Ekzon AKT6F TTCAATCTCTGGGCTTAACCT 492
AKT6R CAGCCATTTCCTCAATAGTCTC

7. Ekzon AKT7F CTTTTCATCTTTCATGCTTACT 323
AKT7R GCTCCCATTTGTTCAATAG

8. Ekzon AKTS8F TCCCCCACTAAATCAGTAAT 276
AKT8R ATCTGCTTTTCTCAAAACTGTA

9. Ekzon AKTOF AAGTACTGAGCGTTCTATTAGC 434
AKTI9R GATCCTACAATACCCCATTATA

10. Ekzon | AKTI10F TAGGCTTTGAAAGTTAAGATTC 445
AKTI0R GTGGGAAGATGTCTACACC

11. Ekzon | AKTI11F TTGCCTCTTCCAGATCTATC 472
AKTI11R TCAATAATCACTTAAATGTCGG

12. Ekzon | AKTI12F GCGACTCAGCATTGTAGACTT 342
AKTI2R GTCACTGTGGAATTTGATCTTG

13. Ekzon | AKTI13F AAGTTTATGGGAGCTATTGCC 397
AKTI13R AACTGGAGTGTATTTGCGTGTA
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3.6.4.3 Primerlerin Hazirlanmasi

Liyofilize olarak gelen primerler (TibMolbiol) ¢o6ziilecekleri giine kadar
+4°C’de muhafaza edildi. Liyofilize primerler 100 pmol/ul konsantrasyonda
olacak sekilde, firmanin 6nerdigi miktarda steril distile su eklenerek ¢oziildii.
Tipler yaklasik 30 saniye vortekslendi ve 30 dakika buzun {izerinde
bekletildiler. Primerlerin tamamen ¢6ziilmesi saglandiktan sonra, 100 pmol/pl
konsantrasyondaki primer ana stoklari, 1:10 oraninda diliie edilerek 10
pmol/pl konsantrasyonlu 100 pl ara stoklar hazirlandi. Hazirlanan ara stoklar,

ana stoklar ile birlikte -20°C’de muhafaza edildi.

3.6.4.4 PCR " 1n Hazirlanisi

PCR reaksiyonu i¢in kullanilacak olan tiim bilesenler 0,2ul hacimli steril
ve tim enzimlerden arindirilmis tiiplere (Greiner; 683201) kondu. Farkli
orneklerde ayni1 bolgelerin ¢ogaltilmasi durumunda bilesenlerden kalip harig
digerleri karisim halinde hazirlanip daha sonra kalib1 dnceden konmus PCR
tiiplerine boliindii. Kurulan her bir PCR grubu i¢in, mutlaka negatif kontrol

olarak kalip yerine suyun konuldugu reaksiyon ile deney kontrol edilmistir.

Reaksiyon karigsimi hazirlanirken, tiim bilesenler buz {izerinde muhafaza
edildiler. Taq polimeraz enzimi karisima en son eklendi. Karigsim iyice
homojenize edildikten sonra oOnceden kalip eklenmis PCR tiiplerine
boliindiikten sonra, reaksiyon karisimi ile kalibin iyice karigmasi sagland: ve

999

daha sonra tiipler “Thermal cycler”’a yerlestirildi.

Biitiin primerlerin optimizasyonu sirasinda, cihazin gradient ( farkl
anealing sicakliklarinda ayni anda PCR yapabilme) 6zelligi kullanildi. Sekiz
farkli annealing sicakliginin ayni anda denenebilmesi optimizasyonun kisa

sirede yapilmasini saglamistir.
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3.6.4.4.1 AKT3 geninin ekzonlarinin ve ekzon/intron sinirlarinin

Cogaltilmasi

DNA dizi analizi yapilacak olan AKT3 gen bdlgelerinin ¢ogaltilma
islemleri i¢in total reaksiyon hacmi 30pl olacak sekilde hazirlandi. AKT3
ekzon ve ekzon/intron sinirlarinin ¢ogaltilmas1 i¢in 13 ayri1 primer ¢ifti
kullanilmistir. Asagida her primer ¢ifti i¢in kurulan PCR reaksiyonlari

tablolastirilmistir.

Tablo 3.3. AKT3 geninin 1, 5, 6, 7, 8, 10 ve 13. ekzonlar1 i¢in kurulan PCR

isleminde kullanilan bilesenler ve miktarlari

Bilesenler i1k Son 30pl
Konsantrasyon Konsantrasyon Reaksiyon(pnl)
KCP’li tampon 10X 1X 3
MgCl2 50mM 2.5mM 1.5
dNTP Karisimi 10mM 0.2Mm 0.6
Taq Polimeraz | 5U/pl 1U/30pul 0.2
Enzimi
Forward Primer |10 pmol/ pl 0.3 pmol/ pl 1
Reverse Primer 10 pmol/ pul 0.3 pmol/ pl 1
Kalip DNA 25 ng/ul I ng/pl 1.2
H2O(Streil 0 0 21.5
niikleaz
icermeyen)
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Tablo 3.4. AKT3 geninin 2. ekzonu i¢in kurulan PCR isleminde kullanilan

bilesenler ve miktarlari

Bilesenler i1k Son 30pl
Konsantrasyon Konsantrasyon Reaksiyon(pnl)
KCP’li tampon 10X 1X 3
MgCl2 50mM 2.5mM 1.5
dNTP Karisimi 10mM 0.2Mm 0.6
Taq Polimeraz | 5U/pl 1U/30pl 0.2
Enzimi
Forward Primer |10 pmol/ pl 0.3 pmol/ pl 1
Reverse Primer 10 pmol/ pul 0.3 pmol/ pl 1
Kalip DNA 25 ng/ul I ng/pl 1.2
DMSO O O 0.5
H2O(Streil 0 0 21
niikleaz
icermeyen)

Tablo 3.5. AKT3 geninin 12. ekzonu i¢in kurulan PCR isleminde kullanilan

bilesenler ve miktarlari

Bilesenler i1k Son 30pl
Konsantrasyon Konsantrasyon Reaksiyon(pnl)
KCP’li tampon 10X 1X 3
MgCl2 50mM 1.5mM 0.9
dNTP Karisimi 10mM 0.2Mm 0.6
Taq Polimeraz | 5U/pl 1U/30pul 0.2
Enzimi
Forward Primer |10 pmol/ pl 0.3 pmol/ pl 1
Reverse Primer 10 pmol/ pl 0.3 pmol/ ul 1
Kalip DNA 25 ng/ul I ng/pl 1.2
H2O(Streil 0 0 20.3
niikleaz
icermeyen)
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Tablo 3.6. AKT3 geninin 3. ekzonu i¢in kurulan PCR isleminde kullanilan

bilesenler ve miktarlari

Bilesenler i1k Son 30pl
Konsantrasyon Konsantrasyon Reaksiyon(pnl)

Hot Start | 10X 1X 3

tampon

MgCl2 50mM 2.5mM 1.5

dNTP Karisimi 10mM 0.2Mm 0.6

Hot Start Taq |5U/pl 2U/30pl 0.4

Polimeraz

Enzimi

Forward Primer |10 pmol/ pl 0.3 pmol/ pl 1

Reverse Primer 10 pmol/ pl 0.3 pmol/ pl 1

Kalip DNA 25 ng/ul 1.7 ng/pl 2

H2O(Streil [ [ 20.5

niikleaz

icermeyen)

Tablo 3.7. AKT3 geninin 4. ekzonu i¢in kurulan PCR isleminde kullanilan

bilesenler ve miktarlari

Bilesenler i1k Son 30pl
Konsantrasyon Konsantrasyon Reaksiyon(pnl)
KCP’li tampon 10X 1X 3
MgCl2 50mM 2.5mM 1.5
dNTP Karisimi 10mM 0.2Mm 0.6
Taq Polimeraz | 5U/pl 1U/30pul 0.2
Enzimi
Forward Primer |10 pmol/ pl 0 .3 pmol/ pul 1
Reverse Primer 10 pmol/ pul 0.3 pmol/ pl 1
Kalip DNA 25 ng/ul 2.5 ng/pl 3
H2O(Streil 0 0 19.7
niikleaz
icermeyen)
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Tablo 3.8. AKT3 geninin 9 ve 11.

kullanilan bilesenler ve miktarlari

ekzonlar1 i¢cin kurulan PCR isleminde

Bilesenler i1k Son 30pl
Konsantrasyon Konsantrasyon Reaksiyon(pnl)
KCP’li tampon 10X 1X 3
MgCl2 50mM 2.5mM 1.5
dNTP Karisimi 10mM 0.2Mm 0.6
Taq Poimeraz | 5U/pl 2.5U0/30ul 0.5
Enzimi
Forward Primer |10 pmol/ ul 0.26 pmol/ pl 0.8
Reverse Primer 10 pmol/ pul 0.26 pmol/ pl 0.8
Kalip DNA 25 ng/ul I ng/pl 1.2
H2O(Streil 0 0 21.6
niikleaz
icermeyen)

Optimizasyon sonucglarina gore belirlenmis sicakliklar ve siireler

3.9.°da 6zetlenmistir.

Tablo

Tablo 3.9. AKT3 gen bolgelerinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan PCR profilleri

Primerler—

Basamaklar AKTI1 AKT?2 AKT3 AKT4 AKTS

! Is1(® | Siire |Isi(° | Sir | Isi(° Sir | Isi(® | Sur |Isi(° Siir
C) C) e C) e C) e C) e

Baslangig¢ 95 5dk 95 5dk |95 5dk |95 5dk |95 5dk

Denatiirasyonu

Denatiirasyon 95 30s 95 30s | 95 30s | 95 30s |95 30s

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

Extension 72 30s 72 30s |72 30s |72 30s |72 30s

(Uzama)

Final 72 5dk | 72 S5dk | 72 5dk | 72 5dk | 72 5dk

Extension

Siklus Sayisi 35 35 35 35 35
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Tablo 3.9’un devami

Primerler—
Basamaklar AKT6 AKT7 AKTS AKTY9
! Is1(°C) | Siire Is1(°C) | Siire |Is1(°C) | Siire |Is1(°C) | Siire
Baslangig¢ 95 5dk 95 5dk 95 5dk 95 5dk
Denatiirasyonu
Denatiirasyon 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 Sayisi 35 35 35 35

Tablo 3.9’un devami
Primerler—
Basamaklar AKTI10 AKTI11 AKTI12 AKTI13
! Is1(°C) | Siire Is1(°C) | Siire | Is1(°C) | Siire |Is1(°C) | Siire
Baslangig¢ 95 5dk 95 5dk 95 5dk 95 5dk
Denatiirasyonu
Denatiirasyon 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 Sayisi 35 35 35 35
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3.6.4.5 PCR Uriinlerinin Agoroz Jelde Gériintiilenmesinde Kullanilan

Kimyasallar ve Geregler

5X TBE (Tris Buffer EDTA) Stok Tampon Hazirlanisi

11t 5X TBE tamponu hazirlamak ic¢in, 54 gr Tris- Base (Sigma, T6066),
27,5 gr Borik Asit (Sigma, B6768) ve asagida ayrica hazirlanisi anlatilan
0.5M EDTA (pH 8) soliisyonundan 20 ml kullanildi. Kat1 kimyasallar hassas
terazi (Presica 205A SCS) kullanilarak tartildi. Gerekli tiim kimyasallar
mezir igerisine konuldu. Mezire 11t steril distile su eklenip magnetik

karistirici iizerinde karistirilarak ¢ozeltinin homojenize olmasi1 saglandi.

0.5 M EDTA (pH:8) Hazirlanist

100 ml 0.5 M EDTA’nin hazirlanmas: i¢in; 23,26 gr EDTA (Sigma,
E5134) tartilarak tizerine 80 ml steril distile su eklendi. Magnetik karistirici
izerinde ¢ozeltinin pH’s1 8 olana kadar yaklasik 2,5 gr NaOH eklendi. pH
Ol¢iimii, magnetik karistirict 1iizerinde karistirilan ¢6zeltinin igerisine
daldirilan pH metre ile yapild1 ve pH degisimine dikkat edilerek ¢6zelti hacmi

100 mI’ye tamamlandi.

Agaroz Jelin Hazirlanisi ve Jel Elektroforezi

Agoroz jelin hazirlanmasi ve elektroforez tankinin (Biorad-Sub-Cell GT)
doldurmas: i¢cin 0.5X konsantrasyonlu TBE tamponu hazirlandi. Bunun ig¢in
5X konsantrasyonunda hazirlananan stok TBE tamponu 1:10 oraninda

seyreltildi. Tankin i¢i, jeli 6rtecek kadar 0,5X TBE tampon ile dolduruldu.

Agoroz jel ise yiriitilecek niikleik asit oOzelligine gore degisik
yiizdelerde hazirlandi. Izole edilen genomik DNA’nin intakt olup olmadigin:
kontrolii i¢cin %1°lik, PCR drilinlerinin gdsterilmesi i¢cin ise %2’lik agoroz

jeller hazirlandi.
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%?2’lik, 40 ml hacimli hazirlanan jel 6rnegi lizerinden yapilan islemler su

sekilde gergeklestirilmistir:

40ml hacimli jel teknesi i¢cin 40ml 0,5X TBE tampon ile 0,8 gr agaroz
tartilarak (Applichem, A2114) erlen igerisine konuldu. Mikrodalga yardimi
ile agarozun tampon ic¢erisinde tamamen ¢Oziiliip, s1vi hale gelmesi sagland
ve oda sicakliginda el yakmayacak kadar so§umasi saglandi. Daha sonra 3pul
EtBr (Etidyum Bromiir) ilave edilerek, EtBr’iin tamamen dagilmasi1 i¢in erlen
calkalandi. Tamamen homojenize iken jel yatagina dokiildii. Daha 6nceden
konumlar1 jel yatagina gore ayarlanmis olan taraklar jel teknesine yerlestirildi
ve jel katilasana kadar oda sicakliginda yaklagik 10-15 dakika beklendi.
Katilasan jelden taraklar kuyulara zarar vermeden dikkatlice c¢ikarilip,

orneklerin yliklenmesi i¢in 0,5X TBE tampon ile dolu jel tankina yerlestirildi.

Yiikleme Tamponu Hazirlanisi

10ml yiikleme tamponu hazirlamasi i¢in; 0,025 gr bromofenol Blue (BF
Blue) ve 0,025 gr xylene cyanol FF (XCFF) 15ml steril tiip igerisinde
karistirilarak, lizerine 3 ml gliserol (Applichem, A0567) eklendi ve karisim
steril distile su ile 10 ml’ye tamamlandi. Homojenize olana kadar yiiksek

devirde vortekslendi.

PCR Uriinlerinin Agaroz Jele Yiiklenmesi

PCR iirlinlerinden 5pul ve yiikleme tamponundan Ipl karistirilarak
ornekler kuyulara yiiklendi. PCR iirlinlerinin uzunluklarinin kiyaslanmasi
acisindan PCR {iriiniin uzunluguna gore ise 50 bp (Fermentas, SM0613) ya da
100 bp (Fermentas, SM0241) DNA belirteglerinden biri kullanildi. 2ul DNA
belirteci ( Marker), 1ul yiikleme tamponu ile birlikte kuyulara yiiklendi.

Jele yiiklenen PCR irtlnleri, jel tank sistemi giic kaynagina (Biorad

PowerPac Basic) baglanarak, 80-120 V arasi sabit gerilim ve 30-40mA arasi
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akim kosullarinda yiriitiildi. Stire PCR iirlinlerinin molekiiler agirligina gore
ve jelin konsantrasyonuna bagli olarak ortalama 20-35 dakika arasinda
degisti. Yiriitilen PCR {riinleri ultraviyole 1s1k altinda transiliminator ile

goriintiilendi.

3.6.5. Kullanilan malzeme listesi

Tez calismasinda kullanilan malzemelerin ayrintili listesi asagida

tablolastirilmistir.

Tablo 3.10 Kullanilan malzemelerin listesi

Sira |Malzemenin Cinsi Miktari Fiyat1(TL)

No

1 Steril pipet ucu (1000ul) 40 rac 600

2 Steril pipet ucu (200ul) 80 rac 1.200

3 Steril pipet ucu (10ul) 100 rac 1.500

4 Cryogenic vials steril (2ml) 100 adet 50

5 Crybox (2ml) 4 adet 60

6 PCR-strept 8 well 0.2ml ince duvarli 1000 adet 400
PCR tiipii, diiz kapakl:

7 High Pure PCR template preparation|100 reaksiyon [1.500
Kit (DNA Izolasyon kiti)

8 Taq Polimeraz 1 x2000U 600

9 dNTP seti(dATP,dCTP,dGTP, Ix 1000ul 200
dTTP ) her birinden 1ml(100umol)

10 Primer 16 ¢ift 3.200

11 Ultrapure Agarose 1 x100g 100

12 BioLabs 100bp ladders Molekiiler |1 x50ug 210
agirlik marker

13 BioLabs 50 bp ladders Molekiiler agirlik |1 x50ug 240
marker
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Tablo 3.10’un devami

14 Dizileme (niikleotid degisiklikleri|40 hasta 7.040
icin) 16 ekzon igin
15 5XTBE 51t 200
16 otomatik mikropipet 3 adet 2.500
17 Rpmi1 1640 (500ml) 6 adet 246
18 Fetal bovine serum (100ml) 10 adet 810
19 Fitohemaglutinin (1.2mg) 18 adet 680
20 L-glutamin (250mM) 12 adet 450
21 Amfoterisin-B (250ug) 12 adet 450
Penisilin/streptomisin 12 adet 450
22 (10.000ug/5ml)
23 5 ml steril serolojik pipet 150 adet 45
24 10 ml steril serolojik pipet 150 adet 52
25 Enjektor 100 adet 60
26 12 ml steril tiip 600 adet 920
27 Lam 50x200 kutu 2.000
28 Lamel 100x10 kutu 40
29 Deoksitimidin (1gr) 1 adet 80
Hipotonik soliisyon, 0.075 M |18 adet 306
30 KCL (100ml)
31 Kolgisin (25ml) 1 adet 650
32 Metanol (2,5 1t) 5 adet 265
33 Asetik asit (2,5 1t) 3 adet 265
Toplam 27.369 TL

3.7. Arastirma plani

Tez calismasi i¢cin yapilan arastirma plani ayrintili bir sekilde asagida

tablolastirilmistir.
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Tablo 3.11 Arastirma plani

Arastirma basamaklari: AYLAR (01.09.10-01.09.11)
1 2 |3 |4 |5 6 |7 |8 |9 10 |11 |12

Hasta kanlarinin toplanmas1 | X x| % S I x| x x| % X
DNA Izolasyonu x |x [x [x [x [x
Sitogenetik Analiz X X X X X X X X X x
Polimeraz Zincir X X X X X X X
Reaksiyonu (PCR)
Sekans Analizi ile x| x x
mutasyonlarin belirlenmesi
Tez yazimi X X x x

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

3.8.1 PCR Uriinlerinin Sekans Analizleri

Dizi analizinin sorunsuz gergeklesebilmesi i¢cin PCR iiriinlinlerinin hepsi
jel elektroforezi sonucu goriintiilendi ve spesifik olmayan bantlarin olup
olmadig1 kontrol edildi. PCR optimizasyonlar1 spesifik tek bant elde edilene

kadar tekrarlandi.

PCR tiiplerinin lizerine yazilan hasta ve primer kodlar1 kontrol edildikten
sonra kapaklar1 parafilm ile iyice sarildi. Ornekler “Macrogen” firmasinin
Amsterdam subesine kargo yolu ile gonderildi ve bu gonderim ve dizi analizi

hizmet alim1 ile karsilandi.

Her gonderilen PCR driinii i¢in firma tarafindan ilk Once saflastirma
islemi gergeklestirilmesi istendi. 8. ekzon haricindeki ekzonlarin hepsi ic¢in
“Forward” primer kullanilarak dizi analizleri gerg¢eklestirildi. Fakat 8.
ekzonun dizi analizi ”Reverse” primer ile gerceklestirildi. Daha sonraki
asamalarda 1ise rastlanan niikleotid degisimlerinden emin olmak i¢in

“Reverse” primerler kullanilarak tekrar dizi analizleri yapildi.
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Orneklerin Amsterdam’a gdnderilmesinden 2 hafta sonra, firma
tarafindan elektronik posta yolu 1ile kapiller elektroforez sonuglar1 ve
kromatogramlar gonderildi. Sonuglar; pdf, gif, ve metin formatlarinda

gonderildi. Dizi analizi i¢in siras1 ile asagidaki yontemler uygulandai:

3.8.1.1 Karsilastirma (BLAST) Analizi

Her hastanin gelen sekans sonuc¢lari, 7“NCBI/Blast” veritabani
kullanilarak tim genom dizisi ile karsilastirildi ve istenilen bdlgenin PCR ile
cogaltilip cogaltilmadigi dogrulandi. Bu islem i¢in FASTA formatinda gelen

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

Niikleotid diizeyinde yapilan bu karsilastirma islemi ile homozigot veya

heterezigot baz degisikliklerinin olup olmadig1 kontrol edildi.

3.8.1.2 Dizi Analiz Programinin Kullanilmasi

Gelen kromotogram sonucglarinin analizleri i¢in “Mutation Surveyor
V3.30 (35-Day Trial)” programi kullanildi. Programa bir seferde 47 hasta
birden yiiklendi ve bu islem tiim sekans sonuglar: i¢in tekrar edildi. Analizler,

program yardimiyla ve g6z ile kontrol edilerek gergeklestirildi.

3.9. Arastirmanin sintrliliklart

Istatistiksel olarak anlamli hasta sayisina ulasilamamasi ve hastalikla

iliskilendirebilecegimiz bir niikleotid degisikliginin bulunamamasi.

3.10. Etik Kurul Onay:

Arastirmada hastalarimiz ‘‘Mikroskobik Kromozomal Degisikler Icin
Tim Genomu Tarayarak, Santral Sinir Sisteminin Gelisimsel Anomalileri
ile Ilgili Aday Gen ve Bélgelerin Belirlenmesi’’ isimli projenin etik kurul

onayina gore toplandi. Etik Kurul Onay1 Ek-1’de verilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Olgu Grubunun Olusturulmasi

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklari
Anabilim Dal1 Cocuk Norolojisi Bilim Dalina tedavi amacli basvuran ve ayni
anabilim dali tarafindan Korpus Kallosum Displazisi tanist konulan bireyler
olgu grubumuzu olusturdu. Caligsmada olgu grubunu olusturan bireylerin tiim
klinik bilgileri yine ayni anabilim dali tarafindan saglanan hasta
dosyalarindan temin edildi. Olgu grubunu olusturan bireylerin klinik
bilgilerine gore bu bireyler korpus kallosum displazisi ile birlikte degisik
sendromlar da (Aicardi sendromu, Wolf-Hirschhorn sendromu vb.)

tasimaktadir.

Calismada, olgu grubuna 47 korpus kallosum displazisi olan hasta
cocuklar dahil edildi. Olgu grubunun 23°i (%48,9) kiz, 24’1 (%S51,1) erkek

bireylerden olugmaktadir.

Olgu grubundaki hastalardan HEPARIN’li tiiplere alinan 2’ser ml kan
orneklerinden HARVEST islemi sonucu elde edilen hiicreler -20°C’de
saklandi. Bu hiicrelerden G bantlama ile konvansiyonel sitogenetik analiz
gerceklestirildi. Hastalara ait karyotipler incelenerek mikroskobik diizeyde
bir degisiklik olup olmadigi kontrol edildi ve hastalarin kromozom analiz
formlar1 dolduruldu. Hastalara ait karyotip goriintiileri ve preparatlar

muhafaza edildi.

Olgu grubundaki tiim bireylerden EDTA’l1 tiiplere alinan 2’ser ml kan
ornekleri, DNA izolasyonuna kadar -20°C’de muhafaza edildi.
[zolasyonularinin ardindan, spektrofotometrik Ol¢iimleri yapilip
konsantrasyon ve safliklart belirlenen DNA Ornekleri %2’lik (w/v) agaroz

jelde yitriitiilip transiliminator ile goriintiilenerek teyid edildi.
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4.2 G Bantlama Ile Konvansiyonel Sitogenetik Analiz Sonuclari

Olgu grubundaki hastalara ait HEPARIN’li tiiplerde gelen kan
orneklerinden elde edilen kromozomlar Leishman boya ile boyandiktan sonra
mikroskobik incelemeleri ve karyotiplemeleri yapildi. Ornek bir ¢calisma Sekil

4.1°de gosterilmistir.

Olgu grubunu olusturan hastalarin karyotip analizleri sonucunda higbir

hastada mikroskobik kromozomal degisiklik saptanmamistir.

[>
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Sekil 4.1 G bantlama. A-) Ep-10-208 numarali cinsiyeti kiz olan hastanin
karyotipi. B-) Ep-10-208 numarali hastanin metafaz alani. C-) Ep-11-287
numaralir cinsiyeti erkek olan hastanin karyotipi. D-) Ep-11-287 numarali

hastanin metafaz alani.

4.3 Belirlenen bélgelerin PCR ile ¢ogaltilmasi ve goriintiilenmesi

Spektrofotometrik Olg¢iimleri yapilan DNA Orneklerinden 25ng/pl
konsantrasyonlu ara alikatlar hazirlandi. PCR i¢in kalip DNA olarak
hazirlanan bu ara alikatlar kullanildi. Tim PCR sonug¢lar1 %2’lik (w/v) agoroz

jelde yturitildi.

4.3.1 Cogaltilan AKT3 Gen Bolgelerinin Jel Goriintiileri

AKT3 genininin biitiin ekzonlar1 ve ekzon-intron sinirlar1 PCR ile

cogaltildi. Cogaltilan bolgelerin FASTA formatlar1 ve jel goriintileri
asagidaki sekillerde gdsterilmistir.
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65

129
193
257
321
385
449
513

=

@]

gggaagtgctttcattatagaactatttaataaataagttccccagtttgcaggccagttgaag
acatttacaaagaattagttgtttgttattgctctgtgagttgcaagaatggaaaaaaaattct
ttcttcaatacttccttccaggctgagtcatcactagagagtgggaagggcagcagcagcagag
aatccaaaccctaaagctgatatcacaaagtaccatttctccaagttgggggctcagaggggag
tcatcatgagcgatgttaccattgtgaaagaaggttgggttcagaagaggggtaagtgctccgce
aaaccaaaaataatacggttggtaagagtgctagcagtgagtggtgtcttagaagttgatcttt
tttctgatactgttaaactgtgtcatgctatgtctagtaagagagaaatgatatatttaacgtg
tgttaggaatttgcttgttattaagggatttttttgtaattcttgattttgagcatttataatc
tagttaagttaggtttgactttctggtatgttgtgtgtageg
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Sekil 4.2 AKT3 geninin 1. ekzonunu igeren bolgenin ¢ogaltilmasi.

A Cogaltilan bdlgenin genomik dizisi.

Alt1 ¢izili olarak belirtilen dizi

primerlerin oturma bolgeleridir. Golgelendirme ile yazilan bolge ise baslangig

kodonudur. B AKT1 primerlerinin optimizasyon sonucu. +K; Pozitif Kontrol,

-K; Negatif Kontrol C Olgu grubunu olusturan hastalarin AKT1 primerleri ile

kurulan PCR goriintiileri.

A

65

129
193
257

gccagtgttgtaggacatatattgtaccataatttattttttgcataaaagctgctgttcattt
ttttcagcattaacatgcgtgctttecctcatgtaggagaatatataaaaaactggaggccaaga
tacttccttttgaagacagatggctcattcataggatataaagagaaacctcaagatgtggatt
taccttatcccctcaacaacttttcagtggcaagtaagttaattataattgttgattcatcttyg
tatttatttatttttatgattttatgtgtcagatatcttaggctatatgagaaacct
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Sekil 4.3 AKT3 geninin 2. ekzonunu igeren bdlgenin ¢ogaltilmasi.

A Cogaltilan bdlgenin genomik dizisi. Alt1 ¢izili olarak belirtilen dizi
primerlerin oturma bodlgeleridir. B AKT2 primerlerinin optimizasyon sonucu.
+K; Pozitif Kontrol, -K; Negatif Kontrol C Olgu grubunu olusturan hastalarin
AKT?2 primerleri ile kurulan PCR goriintiileri.

A

1 aagctgtgagttcgcactgggttttgtttaaaatagaactctgtagttctcaattatttactte
65 ttgttttaaatatatccatatttaaagaaacattttattttattcttagaatgccagttaatga
129 aaacagaacgaccaaagccaaacacatttataatcagatgtctccagtggactactgttataga
193 gagaacatttcatgtagatactccagaggaaaggtaagaaattcacttgttttcattttgtgaa
257 aaagcaacactcaatctaaagatgtatttgtatctgactttattatttgtaaatatatataaat
321 atatttttttaaatgctatagtctctaaattcttgcttctgge
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Sekil 4.4 AKT3 geninin 3. ekzonunu igeren bdlgenin ¢ogaltilmasi.

A Cogaltilan bdlgenin genomik dizisi. Alt1 ¢izili olarak belirtilen dizi
primerlerin oturma bdlgeleridir. B AKT3 primerlerinin optimizasyon sonucu.
+K; Pozitif Kontrol, -K; Negatif Kontrol C Olgu grubunu olusturan hastalarin
AKT3 primerleri ile kurulan PCR goriintiileri.
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577
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tgctactacagactttaggcatgtggtgaatgaaatgctcttaggattattttcactttggggt
gatggtgagagtgtatgcttatctgtgttgagtgtgtttgatctctgaatagattttatttgta
ttgatttcatagtttataaaaggaaaatatttaaatcatttaccatcttctattaatgggaaat
tttactcatttttatagggaagaatggacagaagctatccaggctgtagcagacagactgcaga
ggcaagaagaggagagaatgaattgtagtccaacttcacaaattgataatataggagaggaaga
gatggatgcctctacaacccatcataaaagaaaggtagaaaataataacttattcccagcacag
cattcatttgtctggaagaaacatattaaaagctaccatttgcagaaagatgtcagccagtttt
cttacgatatgtaaatatattggtgggtcttattcacatgaatctgaaatacctgttgttgttt
aaaaccaaataggtgaacattgtttcagtgatccagcactttagcactgaatgctgataggget

catgtgtgac
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Sekil 4.5 AKT3 geninin 4. ekzonunu igeren bdlgenin ¢ogaltilmasi.

A Cogaltilan bdlgenin genomik dizisi. Alt1 ¢izili olarak belirtilen dizi
primerlerin oturma bodlgeleridir. B AKT4 primerlerinin optimizasyon sonucu.
+K; Pozitif Kontrol, -K; Negatif Kontrol C Olgu grubunu olusturan hastalarin
AKT4 primerleri ile kurulan PCR goriintiileri.
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193
257
321
385
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ctaatgagacagccaatgccagtctgattctttttcatttaaatgtgcttataaattggtaaaa

tttggttttgagtggatattgcaaacacatatatatatgctaacaaataaattgcatcaaatac
ttcatattatattttttaatttgtatttttcagacaatgaatgattttgactatttgaaactac
taggtaaaggcacttttgggaaagttattttggttcgagagaaggcaagtggaaaatactatgce
tatgaagattctgaagaaagaagtcattattgcaaaggtaactgatttattaaagttgattact
aaatttttgtttgcagtgtgcatgtgtttgtgggctcatgaatttacatgctaatgtatgcaaa

ttccattaaac
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Sekil 4.6 AKT3 geninin 5. ekzonunu igeren bdlgenin ¢ogaltilmasi.

A Cogaltilan bdlgenin genomik dizisi. Alt1 ¢izili olarak belirtilen dizi

primerlerin oturma bodlgeleridir. B AKTS5 primerlerinin optimizasyon sonucu.

+K; Pozitif Kontrol, -K; Negatif Kontrol C Olgu grubunu olusturan hastalarin

AKTS primerleri ile kurulan PCR goriintiileri.

A

65

129
193
257
321
385
449

ttcaatctctgggcttaacctcttccaattttagagaaatagtgaaattattattatcagtget

caaaacatatattgaaggtttgctttttttcttttgtaggatgaagtggcacacactctaactg
aaagcagagtattaaagaacactagacatccctttttaacagtaagtgactagaggacagatgt
tataatcgtaacatttgaaatttaaggaattttatgttagaaattaaattgtgaaaaatactat
tcatttagatatctcattttctttgtggaaagaacgtaagtcaaatttcttataacttattaga
atgtatggatttttacagtgtgtatgcattgataattcctcccattatgcatttattacttttt
tgagaattttttttctcccatgaatctcttgccattaaaaacaaaaacaaaccatagagttaat
acattacctctggcattttaaggagactattgaggaaatggctg
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Sekil 4.7 AKT3 geninin 6. ekzonunu igeren bdlgenin ¢ogaltilmasi.

A Cogaltilan bdlgenin genomik dizisi. Alt1 ¢izili olarak belirtilen dizi

primerlerin oturma bodlgeleridir. B AKT6 primerlerinin optimizasyon sonucu.

+K; Pozitif Kontrol, -K; Negatif Kontrol C Olgu grubunu olusturan hastalarin

AKT6 primerleri ile kurulan PCR goriintiileri.

[>

65

129
193
257
321

cttttcatctttcatgcttactatttctatgtgttctatttttagtactattataattataaga
atacaggattataatgtaacattttttcttttttttatttcaagtccttgaaatattccttcca
gacaaaagaccgtttgtgttttgtgatggaatatgttaatgggggcgaggtgagtcaagaagta
aatccagtatttgcatggtagtattttcattattttaaaaacattacttaaaatacaagttaca
atatagcagttctccatttcttgataggaatttatgtagctcttaatactattgaacaaatggg

age
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Sekil 4.8 AKT3 geninin 7. ekzonunu igeren bdlgenin ¢ogaltilmasi.

A Cogaltilan bdlgenin genomik dizisi. Alt1 ¢izili olarak belirtilen dizi

primerlerin oturma bodlgeleridir. B AKT7 primerlerinin optimizasyon sonucu.

+K; Pozitif Kontrol, -K; Negatif Kontrol C Olgu grubunu olusturan hastalarin

AKT7 primerleri ile kurulan PCR goriintiileri.

A

65

129
193
257

tcccccactaaatcagtaattattacaatcctgtceccecctgetgtttaccctgecagetgtttttece
atttgtcgagagagcgggtgttctctgaggaccgcacacgtttctatggtgcagaaattgtctce
tgccttggactatctacattccggaaagattgtgtaccgtgatctcaaggtaaaaaaaaaaaaa
aagtaatcaaaatttgtttttgcagagactatagggacaaacataaagtaattacaaagttata
cagttttgagaaaagcagat
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Sekil 4.9 AKT3 geninin 8. ekzonunu igeren bdlgenin ¢ogaltilmasi.

A Cogaltilan bdlgenin genomik dizisi. Alt1 ¢izili olarak belirtilen dizi

primerlerin oturma bdlgeleridir. B AKTS8 primerlerinin optimizasyon sonucu.

+K; Pozitif Kontrol, -K; Negatif Kontrol C Olgu grubunu olusturan hastalarin

AKTS8 primerleri ile kurulan PCR goriintiileri.

A

65

129
193
257
321
385

aagtactgagcgttctattagctacaactatgtcctgtttccaaaataccttactcagcattca

gtagttttttaaaatggtattttcatgttgttgaagactatagaacaaattatgtcatttttct
taatacacagttggagaatctaatgctggacaaagatggccacataaaaattacagattttgga
ctttgcaaagaagggatcacagatgcagccaccatgaagacattctgtggcactccagaatatc
tggcaccagaggtaggcttcggttccattaataggaaagtaacattgacataatgatttgcaaa
gtaaaccatttaagcattaaaagttaactgtagtatctactacttttatctatatttcaacctyg
aatcaaaattttttggctcttaatttgttataatggggtattgtaggatc
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Sekil 4.10 AKT3 geninin 9. ekzonunu iceren bolgenin ¢ogaltilmasi.

A Cogaltilan bdlgenin genomik dizisi. Alt1 ¢izili olarak belirtilen dizi
primerlerin oturma bodlgeleridir. B AKT9 primerlerinin optimizasyon sonucu.
+K; Pozitif Kontrol, -K; Negatif Kontrol C Olgu grubunu olusturan hastalarin
AKT9 primerleri ile kurulan PCR goriintiileri.
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1 taggctttgaaagttaagattcatttttatgtaaaaatcttatgttttatgaataatgctttaa
65 aagttaacatgtaataattaatctttttactgatttcacttttaggtgttagaagataatgact
129 atggccgagcagtagactggtggggcctaggggttgtcatgtatgaaatgatgtgtgggaggtt
193 acctttctacaaccaggaccatgagaaactttttgaattaatattaatggaagacattaaattt
257 cctcgaacactctcttcagatgcaaaatcattgctttcagggctcttgataaaggatccaaata
321 aacggtaagcctcaaataacgcttagtgaattactgatgaatgtggttaaaaattgagatatgg
385 aaattaattcaaatataactaactccaagaagcaatgtatttggtgtagacatcttcccac
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Sekil 4.11 AKT3 geninin 10. ekzonunu iceren bdlgenin c¢ogaltilmasi. A
Cogaltilan bolgenin genomik dizisi. Alt1 c¢izili olarak belirtilen dizi
primerlerin oturma bdlgeleridir. B AKT10 primerlerinin optimizasyon sonucu.
+K; Pozitif Kontrol, -K; Negatif Kontrol C Olgu grubunu olusturan hastalarin
AKTI10 primerleri ile kurulan PCR goriintiileri.
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Sekil 4.12 AKT3 geninin 11.

EP-277

EP-284

EP-287
(_

EP-302

I||I‘|\II II|I HI
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ekzonunu igeren bodlgenin c¢ogaltilmasi. A

Cogaltilan bolgenin genomik dizisi. Alt1 ¢izili olarak belirtilen dizi

primerlerin oturma bdlgeleridir. B AKTI11 primerlerinin optimizasyon sonucu.

+K; Pozitif Kontrol, -K; Negatif Kontrol C Olgu grubunu olusturan hastalarin

AKT11 primerleri ile kurulan PCR goriintiileri.

65

129
193
257
321

gcgactcagcattgtagacttttgttctgttcatttaactacgtgctctctgecttttttcectag
aaaggaattttcctgaattgaaatcagttaataaaactctttttectttctttttacagecttgta
cctccttttaaacctcaagtaacatctgagacagatactagatattttgatgaagaatttacag
ctcagactattacaataacaccacctgaaaaatgtaagtaaatttagaaggcaattgataaatt
tctaatataatttctcctaatgtaattgaagaaaacagtcttttaaaaactcatctgatatttt
caagatcaaattccacagtgac
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Sekil 4.13 AKT3 geninin 12. ekzonunu iceren bdlgenin c¢ogaltilmasi. A
Cogaltilan bolgenin genomik dizisi. Alt1 c¢izili olarak belirtilen dizi
primerlerin oturma bdlgeleridir. B AKT12 primerlerinin optimizasyon sonucu.
+K; Pozitif Kontrol, -K; Negatif Kontrol C Olgu grubunu olusturan hastalarin
AKTI12 primerleri ile kurulan PCR goriintiileri.

[>

1 aagtttatgggagctattgcctctgttcatctttcctatgttcagagtttaaaaaacatagact
65 agagataatgttgcaaaaaatgaatgtgtaaaattaaaatagatgtttcctgcccacagatgat
129 gaggatggtatggactgcatggacaatgagaggcggccgcatttceccctcaattttecctactcetg
193 caagtggacgagaataagtctctttcattctgctacttcactgtcatcttcaatttattactga
257 aaatgattcctggacatcaccagtcctagctcttacacatagcaggggcaccttccgacatccc

321 agaccagccaagggtcctcacccctegceccacctttcaccctcatgaaaacacacatacacgcaa
385 atacactccagtt
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Sekil 4.14 AKT3 geninin 13. ekzonunu iceren bdlgenin c¢ogaltilmasi. A
Cogaltilan bolgenin genomik dizisi. Alt1 c¢izili olarak belirtilen dizi
primerlerin oturma bodlgeleridir. Golgelendirme ile yazilan bolge ise bitis
kodonudur.B AKT13 primerlerinin optimizasyon sonucu. +K; Pozitif Kontrol,
-K; Negatif Kontrol € Olgu grubunu olusturan hastalarin AKT13 primerleri

ile kurulan PCR goriintiileri.

4.3 DNA Dizi Analizi Verileri

Olgu grubundaki bireylerin DNA dizi analizlerinin degerlendirilmesi ile

belirlenen niikleotid degisiklikleri Tablo 4.1°de verilmistir. Degerlendirme
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sonucunda, olgu grubunda daha onceden tanimlanmamis olan iki niikleotid

degisikligi saptandi.

Bu niikleotid degisikliklerinden biri

2. ekzondadir ve

amino asit

degisikligine neden olmamaktadir. Diger niikleotid degisikligi ise, genin 4. ve

5. ekzonlar1 arasindaki intronik bolgede bulunmaktadir.

Tablo 4.1. Dizi analizi yapilan bolgelerde saptanan niikleotid degisiklikleri

HASTA NO: Mutasyon Tipi Kodon Amino  Asit | Amino Asit Degisimi Niikleotid Kromozomal
Pozisyonu Degisimi Pozisyon
Ep-11-251 Sessiz (Silent) | CCT — CCA | 42 Pro{P}— Pro{P} T>A 243858939
T>TA:42P>42P
Ep-11-277 | intron - - - T>A 243801079
T>TA
DNA dizi analiz verilerinin degerlendirilmesi ile Ep-11-251 no’lu

hastanin 2. ekzonunda T>TA:42P>P/P degisikligi ve Ep-11-277 no’lu hastanin

4. ve 5.

ekzonlar1 arasindaki intronik bdlgede T>TA niikleotid degisikligi

saptanmistir. Bu iki niikleotid degisikliginin 47 hasta bireyden olusan olgu

grubundaki goriinme siklig1 hesaplanmis ve Tablo 4.2°te 6zetlenmistir.

Tablo 4.2. Nikleotid degisikliklerinin olgu grubundaki genotip ve allel
yiizdeleri
Mutasyon Hasta Genotip Genotip Genotip Allelik Frekans
Sayisi
Sessiz (Silent) | 47 T/T (%) A/A(%) T/A(%) T(%) A(%)
(T>A) 46(97.87) - 1(2.13) 93(98.9) 1(1.06)
Intron 47 T/T (%) A/A(%) T/A(%) T(%) A(%)
(T>A) 46(97.87) - 1(2.13) 93(98.9) 1(1.06)

Dizi analizi yapilmak istenen ve PCR

ile cogaltilmis tiim bdlgeler

Macrogen firmasina gonderildikten sonra elektronik-posta yolu ile ulasan dizi

analiz

sonug¢larinin

kromatogram

goriintiileri

incelenerek,

niukleotid
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degisiklikleri saptandi. Saptanan tiim niikleotid degisikliklerinin kromatogram

ornekleri asagida sunulmustur.

A NormalDizii ACCTCAA

b

B Polimorfik Dizi: ACC A CAA

}\ o,

Sekil 4.15 2. ekzonda saptanan niikleotid degisikliginin kromatogram
gorintiisi. A. Referans dizi. B. Ep-11-251 no’lu hastada saptanan

T>TA:42P>P/P heterozigot niikleotid degisikliginin kromatogram goriintiisii.

ANormaIDizi:TGCATCAAA

Sekil 4.16 4. ve 5. ekzonlar arasindaki intronik bdlgede saptanan niikleotid
degisikliginin kromatogram goriintiisii. A. Referans dizi. B. Ep-11-277 no’lu

hastada saptanan T>TA heterozigot niikleotid degisikliginin kromatogram

goruntisu.
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5. TARTISMA

Korpus Kallosum (KK) Displazili bireylerde epileptik ndbetlerle birlikte
zeka geriligi, davranigsal ve noropsikiyatrik problemler, 68renme giicliigi,
uyku bozukluklari, dil ve sosyal iletisim problemleri, géorme ve beslenme
problemleri goriilmektedir. Biitiin bu klinik 6zellikler hasta bireylerin yasam
kalitelerini diisiirmektedir ve hala KK abnormalitelerinin olusumunda genetik

degisikliklerin yeri tartigsma konusudur.

Bir 6nceki ¢calismada KK Displazili iki olgumuzda karyotipleme, array
CGH ve FISH yoOntemleri ile 1q terminal delesyonlarinin 1q43-44 bdlgesinde
cakistig1 ve bolgedeki genlerden birinin de AKT73 oldugu belirtilmistir. Bu
calismanin sonucunda AKT3 geninin Korpus Kallosum Displazileri i¢in aday
oldugu goriilmektedir. Fakat bu konu ile iliskili literatiirlerde ¢eliskili
ifadeler mevcuttur. Literatiir bilgileri degerlendirilirken i1ki ag¢idan ele

alinmistir.

AKT3 ile KK Displazileri Arasinda Iliskiyi Gésteren Veriler

Andrieux ve arkadaslari gelisim geriligi ve bozuklugu, yliz bdlgesinde
deformasyon, vermis hipoplazisi, polimikrogiri ve Korpus Kallosum agenezi
olan bir vakada, konvensiyonel sitogenetik ve yiliksek ¢ozintirlikli
oligoniikleotid array-CGH analizi ile, Iqter’de 6,9Mb‘lik bir delesyon ile
18pter’de 4.4Mb’lik dublikasyon (de nova) saptamistir. Andrieux ve
arkadaslarina gore terminal 1q delesyonlar1 ile beyin malformasyonlari
arasinda iliski oldugunu gosteren bir¢ok bulgu vardir ve 1q44 delete genler
arasinda AKT3, vermis hipoplasia ve KK agenezi i¢in en kuvvetli aday gendir
(76). AKT3 geni susturulmus bir farede beyin fonksiyonlarinin da azaldig:
bilinmektedir (78).

Boland ve arkadaslar1 mikrosefali, KK agenezi, serebral vermis

hipoplazisi ve polimikrogiri gibi ¢esitli beyin malformasyonlarina sahip 6
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hasta bireyin 1q42-44 bolgelerindeki yeniden diizenlenmeleri
haritalamiglardir. Haritalama sonucu A4KT3’liin mikrosefali ve Korpus

Kallosum Agenezi i¢in ideal bir aday gen oldugunu 6nermislerdir. (77).

1q44-qter submikroskobik delesyonlar1 bir¢ok hastada siddetli mental ve
gelisim geriligine, mikrosefaliye, KK hipo/agenezine neden olmaktadir. 44K
oligonukleotid array-CGH ile saptanan 1,152 kb’lik (de novo) 1q44
delesyonuna sahip diger bir vakada, fenotipe orta derecede yansiyan KK
abnormaliteleri saptanmistir. i1k delete oligoniikleotid’in (ADSS geni icinde)
242.638 Mb’lik bir bolgeye, son delete oligoniikleotid’in ise (KIF26B geni
icinde) 243.791 Mb’lik bir bdlgeye lokalize oldugu not edilmistir. Ilave
olarak postnatal mikrosefali ve KK agenezi tanisi konulan bir hastada
resiprokal t(1; 13) translokayonu tanimlanmis ve 1q44’deki kirilma
noktalarinin AKT3 ve ZNF238 genleri arasinda oldugu tespit edilmistir (Sekil
5.1). Orellana ve arkadaslar1 ellerindeki bu verilere gore, AKT3 geninin KK
gelisiminde ve mikrosefalide fonksiyonel ag¢idan o6nemli rol oynadigini

savunmaktadir (79).
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I
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CASE ~ CCHMIC | VanBever, 2005
LP94-879

LR04-249  CCAMIC

e

- Boland, 2007
LR08-076  CCAMIC

LR05101  CCAMIC

Critical region

PAT2  CCHIMIC

PAT3  CCHMIC

PAT4  CCHMIC

PAT5  CCAMIC

PAT6 Mc

PAT-7 CCA

PATS CCH

PAT9  CCAMIC

paTi0  Comic | Yan Bon, 2008
PAT-11  CCAMIC

PAT-2  CCAMIC

PATA3  MIC

MOTHER

Criical region

CASE  CCAMIC | Poot, 2007

PRESENT CASE

Sekil 5.1 Farkli 1q44 submikroskobik delesyonlari. KK abnormaliteleri

gorilmeyen hastalardaki delete bolgeler mavi bant olarak, KK agenezi ve

hipogenezi goriilen hastalardaki delete bolgeler siyah bant ile gdsterilmistir.

Yatay kesik c¢izgiler kirilma noktasindaki

turuncu

yildizla

dengeli

translokasyonu, kirmizi kutular ise kritik bolgeleri temsil etmektedir. Dikey

kesik cizgiler, aday bdlgenin sinirlarint belirtir. Dipteki gri kutular da o

bolgelerdeki genleri gosterir. Kisaltmalar: CCA: Korpus Kalllosum Agenezi,

MIC: Mikrosefali (79).
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AKT3 ile KK Displazileri Arasinda Iligki Olmadigini Gésteren Veriler

Rapor edilen bir vakanin klinik 06zellikleri; psikomotor geriligi,
mikrosefali, KK’un yetersiz gelisimi, vermis hipoplazisi’dir. Bu vaka 1q44
bolgesinde terminal 4.8 Mb’lik bir delesyon tasimaktadir. Bu delesyonun
kirilma notas1 ZNF238 geni ile HNRPU geni arasindadir (80). Ayni zamanda
bu hastanin kirilma noktasi the Infinium HumanHap300 Genotyping BeadChip
kullanilarak haritalanmis ve kirilma bdlgesinin 242,447,016. ve 242,447,174.
niikleoditleri arasinda oldugu saptanmistir . Bdylece 1q44 delesyonunun
AKT3 geninin 30 bp distalinde; 373,810 ve 373,968 baz ciftleri arasindan
basladigi1 goriilmiistiir. Sonu¢ olarak hem AKT3 geni hem de ZNF238 geni bu
hastada delete olmamistir (82).

Ayni zamanda van Bon ve c¢alisma arkadaslar: birbiri ile akraba olmayan
KK anomalili dokuz hastada 1q44 delesyonu saptamis ve 360kb’lik c¢akisan
hedef bolge tanimlamislardir. Bu bdlge Clorfi100, ADSS, Clorfl01 ve
Clorfl2 (Alias: CGI-146, PNAS-4) genlerini igerirken ZNF238 ve AKT3
genlerini kapsamamaktadir (Sekil 5.2). Buna ilaveten van Bon ve arkadaslar:
ailesel AKT3 delesyonuna rastlanmislar, iki kiz kardeste ve hasta olmayan
annelerinde 4KT3 delesyonu saptamiglardir (81). Tiim bu verileri g6z Onilinde
bulundurarak arastirmaci, 4K7T3 geni ile KK abnormaliteleri arasinda iliski

olmadigini savunmaktadir.
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Sekil 5.2 MLPA (Multiplex Ligation Dependent Probe Amplification) ve
farkli mikroarray platformlart ile tanimlanmis farkli uzunluktaki 1q
delesyonlari. Koyu gri bantlar, mikroarray analizleri sonucu bulunan delete
bolgelerdir. Agik gri bantlar, MLPA ile saptanan yaklasik kirilma noktalarini
gosterir. CC: Korpus Kallosum (81).

Bu tez kapsaminda yapilan arastirma sonucu 47 hasta bireyden olusan
olgu grubunda DNA dizi analiz verilerinin degerlendirilmesi ile Ep-11-251
no’lu hastanin 2. ekzonunda T>TA:42P>P/P niikleotid degisikligi ve
Ep-11-277 no’lu hastanin 4. ve 5. ekzonlar1 arasindaki intronik bolgede T>TA
niikkleotid degisikligi saptanmistir.

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

niikleotid degisikligi amino asit degisikligine neden olmamaktadir (Tablo

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

niikleotid degisikligi’nin degerlendirilmesi

KODON DEGIiSIiKLiGi: PROTEIN DEGISILiGi: MUTASYON
ADI:
ONCEKI MUTASYON
KODON: KODUNU:
CCT CCA DEGISIKLIK YOK (P—P) SILENT (SESSiz)
(Prolin—Prolin) MUTASYON

Ep-11-277 no’lu hastanin 4. ve 5. ekzonlar1 arasindaki intronik bdlgede
saptanan T>TA niikleotid degisikligi ‘splicing’ ile iliskili konsensus dizileri

kapsamamaktadir (Sekil 5.3).

GGAAGAATGGACAGAAGCTATCCAGGCTGTAGCAGACAGACTGCAGAGGCAAGAA
GAGGAGAGAATGAATTGTAGTCCAACTTCACAAATTGATAATATAGGAGAGGAAG 4 . Ekzon
AGATGGATGCCTCTACAACCCATCATAAAAGAAAGogtagaaaataataacttatt
Cccagcacagcattcatttgtctggaagaaacatattaaaagctaccatttgcag
aaagatgtcagccagttttcttacgatatgtaaatatattggtgggu .
ctaatgagacagccaatgccRgtctgattctttttcatttaaatgtgcttataaa intronik bolge
ttggtaaaatttggttttgagtggatattgcaaacacatatatatatgctaacaa

ataaattgcat/acaaatacttcatattatattttttaatttgtatttttcag

ACAATGAATGATTTTGACTATTTGAAACTACTAGGTAAAGGCACTTTTGGGAAAG
TTATTTTGGTTCGAGAGAAGGCAAGTGGAAAATACTATGCTATGAAGATTCTGAA 5.Ekzon
GAAKGAAGTCATTATTGCAAAGgtactgatttattaaagttgattactaaatttt
Tgtttgcagtgtgcatgttttgtgggctcatgaatttacatgctaatgtatgcaa

attccattaaac

Sekil 5.3. Ep-11-277 no’lu hastanin 4. ve 5. ekzonlar1 arasindaki intronik
bolgede saptanan T>TA niikleotid degisikligi’nin degerlendirilmesi. Kirmizi
renk: degisikligin olustugu niikleotid. Turuncu renk: Dondr Bolge(87) Mavi
renk: Akseptor Bolge(87). Yesil renk: AKTSF (Forward) ve AKTS5R (Reverse)

primerleri.

Bu verilere gore saptanan degisikliklerin korunmus bolgelerde olmayisi
ve AKT3 proteininde yapisal bir degisiklik yaratmamas: gbéz Oniinde
bulunduruldugunda AKT3 geninin KK displazileri ile iliskili olma ihtimali

diisiik goriinmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Korpus Kallosum (KK) Displazileri, ¢ok sayida konjenital sendromlarla
birlikte goriilebilen ve bir¢ok patolojik vakadan dnemli derecede etkilenerek
olusabildigi bilinen kompleks bir durumdur. Ayrica KK Displazileri,
psikiyatrik ve gelisimsel bozukluklarla olan iliskisi nedeniyle de dikkat ¢eken

bir arastirma konusudur.

KK Displazilerinin insidansi tahmin edilenden daha yiiksektir. Bunun
nedeni rutin muayenelerde saptanamayan asemptomatik vakalarin da
bulunmasidir. Ulkemizde KK Displazileri iizerine yapilmis bir insidans
calismasi bulunmamaktadir. KK Displazileri {izerinde yapilan her bir
caligsmanin daha iyi yorumlanabilmesi i¢cin Tiirkiye’de de ne kadar siklikta

goriildigi bilinmelidir.

Hala genetik nedenleri aydinlatilamamis olmakla beraber bir¢ok gen KK
Displazileri i¢in aday olarak gosterilmistir. Bunlardan biri de AKT3 genidir.
Bastaki hipotezimizde belirtildigi gibi AKT3 geninin KK Displazileri ile

iliskisi arastirilmis fakat iliskili olabilecegine dair veriler elde edilememistir.

Diger tiim beyin malformasyonlar: ile beraber KK Displazileri i¢in
yapilan her bir ¢aligma, tedavi ve tani protokollerinin gelistirilebilmesi igin
olduk¢a 6nemlidir. Bu amagla sonraki ¢aligsmalarda, KK Displazileri i¢in aday
gosterilen diger genlerin daha ileri diizeyde genis hasta gruplar1 ile
caligmalar1 yapilmalidir. Bu sekilde hastaligin genetik nedenleri {izerinde

daha ayrintili bilgi edinmek miimkiin olabilecektir.
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