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OZET
Doktora Tezi

OTOZOMAL RESESIF GECIS GOSTEREN MiKROFTALMILI BiR AILEDE
MIKRODIZIN VE EKZOM SEKANSLAMA YONTEMI iLE YENi GENLERIN
ARASTIRILMASI

Sezen Giintekin Ergiin
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Danigsman: Do¢.Dr.Gilivem Gilimiis Akay
Es Danigsman: Prof.Dr.E.Ferda Percin

Mikroftalmi, g6z kiiresinin total aksiyal uzunlugunun yasa gore ortalama en az iki standart
sapma altinda olmasi ile tanimlanmaktadir. Mikroftalmiler, ailesel veya sporadik, izole veya
bir sendromun parcasi, kromozomal ya da tek gene bagli, unilateral veya bilateral
olabilmektedir. Mikroftalmi’nin 1/3 oraninda malformasyonlarla iliskili oldugu
bildirilmistir. Kalitsal, maternal kaynakli ve nedeni bilinmeyen mikroftalmiler olarak
siniflanabilir. Son yillarda yapilan calismalar sonucunda mikroftalminin goriilme sikliginin
1/7000 canlt dogumda oldugu bildirilmistir.

Bugiine kadar mikroftalmi ile iligkili genler tanimlanmis olmakla birlikte, hastalikta
gozlenen genetik heterojenite nedeni ile hastalifin genetik etiyolojisi tam olarak
aydinlatilamamustir. Bu tez ¢alismasina; anne baba arasinda 3. derece akrabalik bulunan ve
3 etkilenmis bireyden olusan bir aile dahil edilmistir. Ailenin etkilenmis 3, saglikli 2
bireyinden 250K mikrodizin analizi yapilarak bugiine kadar mikroftalmi ile iligkili olarak
bildirilen genler elenmistir. Ailenin etkilenmis bireylerindeki homozigot bloklar
belirlenerek, aranilacak kromozomlar daraltilmistir. Proband olarak secilen hastada ekzom
dizileme yapilarak genomda bulunan genlerin kodlanan ekzonlar1 dizilenmistir. Mikrodizin
ve ekzom dizileme verileri beraber degerlendirildiginde mikroftalmiye neden olabilecegi
diisiiniilen goz gelisiminden sorumlu oldugu ve Wnt sinyal yolaginda 6nemli bir reseptor
gorevi oldugu bildirilen LRP5 geninde ¢.2827+1G>A splice-site mutasyonu bulunmustur.
Bu tez caligmasi ile genetik heterojenite gosteren mikroftalmiye neden olabilecegi diisiiniilen
yeni bir aday gen tanimlanmistir. LRP5 geninin mikroftalmi patogenezindeki roliiniin
aydinlatilabilmesi icin ileri seviyede hiicresel ve hayvan modeli ¢aligmalarina ihtiyag vardir.
Mikroftalmiye neden olan ilave genlerin tanimlanmasi ile, bu hastaligin daha hizli
taranabilmesi, tam1 koyulabilmesi ve dogru bir genetik danigma verilebilmesi olanaginin
artacagl iimit edilmektedir.

2015, 100 sayfa

Anahtar kelimeler: Mikroftalmi, LRPS, mikrodizin, ekzom dizileme
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ABSTRACT
PhD Thesis

INVESTIGATION OF NEW GENES IN A FAMILY WITH MICROPHTHALMIA
BY MICROARRAY AND EXOME SEQUENCING METHODS

Sezen Giintekin Ergiin
Ankara University Biotechnology Institute
Supervisor: Assoc.Prof. Giivem Giimiis Akay
Co-supervisor: Prof.E.Ferda Percin

Microphthalmia has been defined as the measurement of the total axial length of eyeball to
be below average of the two standard deviation according to the age. The origin of
microphthalmia may be familial or sporadic, isolated or a part of syndrome, chromosomal
or single gene related, unilateral or bilateral. One third of the microphthalmia has been
reported to be associated with malformations. The etiology may be related to hereditary,
maternal or idiopathic. As a result of the studies in the recent years the incidence of
microphtalmia has been reported to be 1/7000 live births.

While several genes have been identified so far associated with microphthalmia, the genetic
etiology of the disease has not been fully understood because of with genetic heterogeneity
observed in this disease. In this doctorate thesis, we included a family who has three affected
individuals and also having a third degree of consanguinity between the parents. Microarray
analysis has been performed in 3 affected and 2 healthy individuals in order to exclude the
genes that had been found to date. In order to narrow the chromosome all regions, blocks of
homozygosity have been determined in the affected individuals. Exome sequencing was also
performed in the proband in order to sequence the exons encoded throughout the genome.
When the results of exome and microarray data were considered together as a splice-site
mutation in LRP5 gene [c.2827 + 1G>A], which is known to be important for eye
development and Wnt receptor signaling pathway, was found to be the cause of
microphthalmia in this family.

In this doctorate thesis a new candidate gene has been identified for the etiology of
microphthalmia that is a genetically heterogeneous disease. Further cellular and animal
model studies are warranted to clarify the role of LRP5 gene in microphthalmia
pathogenesis. With the identification of additional genes for microphthalmia, it is expected
that the more rapid screening, diagnosis and a more accurate genetic counseling
methodology would be available.

2015, 100 pages

Keywords: Microphthalmia, LRP5, microarray, exome sequencing

v



TESEKKUR

Tibbi Genetik Anabilim Dali’nda tanidigim sevgili hocalarim Prof. Dr. E. Ferda Percin’e, Prof. Dr.
Meral Yirmibes Karaoguz’a, Prof. Dr. Mehmet Ali Ergiin’e ve Dog. Dr. Esra Tug’a benimle bilgi ve
tecriibelerini paylasirken gosterdikleri hosgorii ve sabirlart icin cok tesekkiir ederim.

Doktora siirecimin ve tez ¢alismamin baglamasina biiylik emegi gecen, bu yolculukta beni yalniz
birakmayan, insani ve ahlaki degerleri ile de 6rnek aldigim, yaninda ¢alismaktan onur duydugum,
beni sevmekten hi¢ vazgegcmeyen manevi annem Prof. Dr. E. Ferda Percin’e cok tesekkiir ederim.

Boliime ilk basladigim giin beni sevgiyle karsilayan, destegini her zaman hissettigim sevgili hocam
Prof. Dr. Meral Yirmibes Karaoguz’a, 6grenirken tartisabildigim, beni sabirla dinleyen bilim insani
Prof. Dr. Mehmet Ali Ergiin’e, bana ona abla diyebilecek kadar yakinlik gosteren sevgili Dog. Dr.
Esra Tug’a cok tesekkiir ederim.

Tez calismam sirasinda tamidigim ve cok sevdigim, bana bilgisiyle her zaman destek olan sevgili
danigman hocam Dog. Dr. Giivem Giimiis Akay’a ¢ok tesekkiir ederim.

Doktoraya baslamama destek olan ilk danismanim degerli hocam Prof. Dr. Ajlan Tiikiin’e ¢ok
tesekkiir ederim.

Tez ¢alismam sirasinda bana vaktini ayirip, bulgularimi benimle degerlendiren, sohbetiyle beni her
zaman neselendiren sayin hocam Prof. Dr. A. Nurten Akarsu’ya cok tesekkiir ederim.

Enstitiide tanidigim ve onlardan ders almaktan biiyiik keyif aldigim degerli hocalarim Prof. Dr. Hilal
Ozdag ve Yrd. Dog Dr. Bala Giir Dedeoglu’na, donem arkadaslarim Duru Aras ve Nazli S6zmen’e
dostluklart i¢in, enstitiimiiziin giilen yiizii sevgili Asuman Erzincan’a bana gosterdigi sabir ve
yakinlik i¢in ¢ok tesekkiir ederim.

Tibbi Genetik Anabilim Dali’ndaki tiim calisma arkadaslarima tesekkiir ederim.

Benim bu giinlere gelmemi saglayan, beni sadece ben oldugum i¢in karsiliksiz seven, benim de
canimdan ¢ok sevdigim sevgili aileme, ama i¢lerinden birisi var ki su an benden ¢ok uzakta olan
sevgisini her zaman yanimda hissettigim, bir giin goriisebilecegimizi bilmenin inanciyla sabirla
bekledigim, canimin diger yaris1 biricik anneme beni boyle yetistirdigi icin sonsuz saygi, sevgi ve
tesekkiirlerimi sunarim. Zor zamanlarimda yanimda olan, beni yalniz birakmayan basta canim
anneannannem ve tiim sevdiklerime sonsuz tesekkiir ederim.

Benimle bu zor hayatimi paylasan, bana her zaman destek olan, sen olmasaydin yapamazdim
dedigim hayat arkadasim, can yoldasim sevgili esim Mehmet Ali Ergiin’e ve ailesine beni hi¢ yalniz
birakmadiklar1 ve destekleri i¢in sonsuz tesekkiir ederim.

Ve hayatima yeni bir anlam katan, evimizin nese, huzur ve mutluluk kaynagi, yasam sebebim canim
ogluma benimle bu zor giinleri paylastig1 icin sonsuz tesekkiir ederim.

Burada adlarin1 yazamadigim hayatima girmis olan gercek dostlarima, bana kattiklar1 hersey i¢in ¢ok
tesekkiir ederim.

Saygi ve sevgilerimle
Sezen Giintekin Ergiin



ICINDEKILER

0 02 (O

2. KURAMSAL TEMELLER.......ccoooouuusserussssesnssssssssssssessssssssnsssssssassssssassssssnsssssssssssssssssssssnsssssssassssssassssssnsses 2
2.1 GOZUN OLUSUMU .....oooseisisreenennessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnssssssesees 2
2.2. MIKROFTALMININ TANIMI .....oovvruureeuseessssessssessssesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasens 4
2.3. MIKROFTALMININ ETIYOLOJISI...cvceriurersersessessessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 4
2.4. MIKROFTALMININ PREVALANSL........vvturersressssesssesssessssessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasessasees 5
2.5. MIKROFTALMININ ANATOMIK SINIFLANDIRILMASI ......ccoumeemumeesssnerssssessssessssssssssesssssssssnes 5
2.6. MIKROFTALMILERIN ETiYOLOJILERINE GORE SINIFLANDIRILMASI .....ccoestuemmunssnens 70
2.6.1 IZOLE MIKROFTALMILER ...ooossccceveeseesssssssssssessssssssssssssesssssssssssssssssssssssssseesssssssssssssssssssssssssssssssssssssee 15
2.7. MIKROFTALMININ DEGERLENDIRME STRATEJILERI ...coevcuisirsesssesssssssssssssssesssssssssssans 16
2.8. CALISMADA KULLANILAN MOLEKULER TEKNIKLER ....oooneeruumressssssesssssesssssssssasssssssssssess 17
2.8.1. POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU ...cccuuuuuummmmmmmmmsmmmsmsmsssmsmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 17
2.8.2. KESILMiS PARCALARIN UZUNLUK POLIMORFIZMI ....oovvvossssseeveeneesssssssssseessssssssssssssssssssssseees 18
2.8.3. BAGLANTI ANALIZI .occcvevveeessscsseeeeeesssssssssessssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssseen 19
2.8.4. MIKRODIZIN TEKNOLOJIS ..oivveeeeeeserssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssnnnns 21
2.8.5. DINA DIZI ANALIZI....oouuuuuuuuuuuuuuuumumsssussssussssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssseess 22
2.8.6. EKZOM DIZILEME.......cccoosovemsssssmssesessessssssssssssesssssssssssesssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssseen 23

3. GEREKCE VE AMA

4. MATERYAL VE YONTEM.....coccossseesssenssssensssssnssssnssssenssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssas 27

vi



4.1. CALISMA GRUBU ......cociimmnmmmmmmmsssssssssssssssssssssisissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasasassssssssnns 27

4.2. UYGULANAN YONTEMLER .......coosmeeruureesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssans 30
4.2.1. GTG-BANTLAMA YONTEMI ILE KROMOZOM ANALIZI .creetesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 31
4.2.2. GTG BANTLAMA .....ooooressscsseesssessssssssssssesssssssssssssessssssssssssessssssssssssssesssssssssssessssasssssssssesssssssssssesssssssees 33
4.2.3. DNA IZOLASYONU .ooooosseevveeeressssssssssssesssssssssssssessssssssssssessssssssssssssesssssssssssesssssssssssssssssssssssssssessssssssses 34
4.2.4. DNA'NIN BUTUNLUGUNUN, SAFLIGININ VE MIKTARININ BELIRLENMESI ... 36
4.2.5. AFFYMETRIX 250K MIKRODIZIN CALISMASI ...urernerrrseeesvsssssssssssssssssesssssssssssssssssssnsssssssssssssssees 38
4.2.6. EKZOM DIZILEME....oooosssoeevveeeessssssssssssesssssssssssssessssssssssssessssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssesssssssses 47
4.2.6.1. BIYOINFORMATIK ANALIZLERIN YAPILMASI VE DEGERLENDIRILMESI ......coovvssccrree 48
4.2.6.2. LRP5 GENININ ILGILI EKZON-INTRON DIZISINE ERISILMESI .......ovvvvveeerrrssssmmnsssssseeeensenees 49
4.2.6.3. MUTASYONUN GEN DiZISI UZERINDE GOSTERIMI ....ooovvmesscesreereesssssssssseeessssssssssssssesssssssssee 49

TASARIML...ooossseevevveeeessssssssssesssssssssssssssesssssssssssessssssssssssssesssssssssssesssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssee 50
4.2.6.5. PRIMERLERIN GEN DiZISI UZERINDE GOSTERIMI......ooossssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 51
4.2.6.6. TASARLANAN PRIMERLERIN BLAST SONUGLARI cccvvvvvvrmessssseeneesssssssssssesssssssssssssesssssssssee 51
4.2.6.7. LRP5 GENI 12.EKZON VE 12.INTRON DiZiSi iCIN PCR REAKSIYON KOSULLARLI........ 52
4.2.7. DNA DIZI ANALIZI oottt 53

5.1. GTG-BANTLAMA YONTEMI iLE KROMOZOM ANALIZI SONUCLARI ......cocovemerseerseessrenns 58
5.2. AGAROZ JEL ELEKTROFOREZDE DNA’LARIN GORUNTULENMESI.......ccouceverumeersreesanees 58
5.3. AFFYMETRIX 250K MiKRODIZiN CALISMASI SONUCLARL.......coocorummmesmssmeessssssssssssssssasens 59
5.4. EKZOM DIZILEME ANALIZI SONUCLARI ......cuueeurerssessssessssessssssssesssessssssssssssssssssssssssssssssssesas 60
5.4.1. EKZOM DIZILEME ANALIZINDE KULLANILAN ALGORITMA ......couuuummmmmmmmssssssssssssssssssssssssssssenns 61
5.5. LRP5 GENi 12.EKZON-12.INTRON PRIMERLERININ PCR GORUNTULERI.........ccccc..... 66
5.6. DNA DIZI ANALIZI SONUGLARI .....cooeeurersrerssessssesssessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesas 67
5.7. RFLP SONUGLARI .....covueerrusseessssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssessssasnns 68

6. TARTISMA VE SONU

vii



.............................................................................................................................................. 82
EKLER ....ooociiirueisssnssssssnsssessssssssnsssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssassssessssssssnassssssassssesssssssssassssasassssens 98
EK1:ETIK KURUL BELGESI ...c.oeovureeuuressssessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssesesss 98
OZGECMi

viii



SEKILLER DiZiNi

SEKIL 2.1. GOZUN EMBRIYOLOJTK GELISIMI ..occoceeresesessersesossessessssessessssessessssossossssossessssessossssssossesss
SEKIL 2.2. GOZUN YAPISL w.coooesoresesessossesssessesssossessssissos

SEKIL 4.1. MIKROFTALMI AILESINE AIT PEDIGRI ORNEGL. ..ocoococesesersesssessessssessessssos st sesse 28
SEKIL 4.2. HASTA BIREYLERE AT DNA ORNEKLERININ AGAROZ JEL ELEKTROFOREZ GORUNTUSU...38
SEKIL 4.3. HASTA BIREYLERE AiT PCR URUNLERININ AGAROZ JEL GORUNTUSU. weoorveeesersersesersesrne 43
SEKIL 4.4. FRAGMANTASYON BASAMAGI SONRASI 111-2, 1V-1, IV-2, IV-4 VE IV-5 NUMARALI ORNEKLERE
AIT AGAROZ JEL GORUNTUST cooososeseesessesessessesssossessssossossssossossssssossosossossessssessossosossosssssssos st 44
SEKIL 4.5. LRP5 GENININ 12. EKZON VE 12. INTRON DIZISI. eovccesoesessesssessessssossesssossessssossessesossessss 49
SEKIL 4.6. LRP5 GENi 12. EKZON VE 12. INTRON DiZiSINi COGALTMAK iCiN KULLANILAN PRIMERLERIN
PRIMER 3 PROGRAMI EKRAN GORUNTUSU. ..oveoeseseesescssessesessessesossessessssessessssossessssessessssessessesessessss 50

SEKIL 4.7. LRP5 GENI 12. EKZON VE 12.INTRON DiZiSINI COGALTMAK iCIN KULLANILAN PRIMERLERIN
DIZI UZERINDEKI YERLERI. ..oovvvvervrrrrrssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses

SEKIL 4.8. CALISMADA KULLANILAN BceAI ENZIMININ KESIM NOKTASL. ........

SEKIL 5.1. HASTA BIREYE AIT (IV-2) KARYOTIP GORUNTUSU. ..occrsercesesessrsssossesssssessssossessesossesse 58
SEKIL 5.2. CALISILAN BIREYLERE (III-2, IV-1, IV-2, IV-4, IV-5) AIT MERLIN PARAMETRIK ANALIZ
SONUCLARINA GORE BELIRLENEN LOD SKOR ANALIZI GORUNTUSU. .ocovcrvesesersesssessessesossessesssessne 59

SEKIL5.3. LRP5 GENINDE BULUNAN c. 2827+1G>A MUTASYONUN PROTEIN UZERINDE YERLESIMI...61
SEKIL5.4. HASTAYA AIT SNP VERILERININ ALGORITMAYA GORE AZALTILMASI......covoeeerrererreriresrennnns 62

SEKIL5.5. HASTAYA AIT INDEL VERILERININ ALGORITMAYA GORE AZALTILMASL........ossvvvecesrsreenns 64
SEKIL 5.6. SAGLIKLI, HASTA BIREYLERE VE KONTROL DNA’SINA AT PCR SONRASI COGALTILMIS
URUNLERIN AGAROZ JEL GORUNTUSU. .oceoceeeresesessessesessessssssossesessesssssssossossssosssssessossossssissossssosses s 67
SEKIL 5.7. HASTA BIREYE (IV-2) AIT HOMOZIGOT MUTANT DNA DiZi ANALIZi GORUNTUSU. ............ 67
SEKIL 5.8. HASTANIN SAGLIKLI ANNESINE (I1I-2) AIT HETEROZIGOT TASIYICI DNA DiZi ANALIZi
GORUNTUSU. et sesessesseses et ssses e srssessessesess et sreses e sessess e sesses st ses st ses st seses e srsess ettt srsss 68
SEKIL 5.9. KONTROL OLARAK KULLANILAN SAGLIKLI BIREYE AIT YABANIL TiP DNA DiZi ANALIZi
GORUNTUSU. et sesessesseses et sss s sessessessesseses e seeses e sessessesseesses st see st ses st seses e srses sttt sesss 68
SEKIL 5.10. RFLP YAPILAN MiKROFTALMIi AILESi VE KONTROLLERDEN ORNEKLER. ..cocoveroesersern 69

SEKIL 6.1. OSTEOPOROZ PSODOGLIOMA SENDROMUNA VE FAMILYAL
EKSUDATIFVITREORETINOPATIYE NEDEN OLAN MUTASYONLARIN LRP5 PROTEINININ UZERINDE

GOSTERILMESI. ..vvvvveeveeseeesssssssssssssssessessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 77
SEKIL 6.2. WNT SINYAL YOLAGL cooosccccersssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 80

iX



CIZELGELER DiZiNi

CiZELGE 2.1. MIKROFTALMININ ESLIK ETTiGi SENDROMLARIN iLiSKiLi OLDUGU GENLER VE KLINiK

E10) e 1) 17N 3 9
CIZELGE 2.2. SENDROMIK MiKROFTALMILER iLiSKiL{ OLDUGU GENLER VE KLINiK BULGULARL. ......11
CIZELGE 2.3. KROMOZOMAL ANOMALILER iLE BIRLIKTE GORULEN MIKROFTALMILERIN ILISKILi
OLDUGU GENLER VE KLINIK BULGULARL oot sessesessessssessosssssssesssssssossesessessesessessrssesessessns 13
CIZELGE 2.4. iZOLE MIKROFTALMILER ILE KOLOBOMUN BIiRLIKTE GORULDUGU SENDROMLARIN
[LISKILI OLDUGU GENLER VE KLINIK BULGULARL w.coccersercesessessesssossssssosssssssossossssosssssssosssssesossesss 14
CiZELGE 2.5.{ZOLE MiKROFTALMILERIN iLi$KiLi OLDUGU GENLER VE KLINiK BULGULARL. ......

CIZELGE 2.6. YENI NESIL DiZILEMEDE KULLANILAN PLATFORMLARIN GENEL OZELLIKLERI ...

CIZELGE 4.1. MIKROFTALMI AILESI BIREYLERININ 1998 YILINA AiT GOZ BULGULARL. ...............

CIZELGE 4.2. CALISMAYA DAHIL EDILEN AiLE BIREYLERINDE UYGULANAN YONTEMLER. .......oocc... 31
CIZELGE 4.3. CALISMAYA DAHIL EDILEN I1I-1, I11-2, IV-1, IV-2, IV-4, IV-5 VE IV-9 NUMARALI BIREYLERE
AIT DNA ORNEKLERININ SPEKTROFOTOMETRE OLCUMLERL. «..occoevsesesesessessssessesssssssosssssssssosssssss 38
CIZELGE 4.4. AFFYMETRIX 250K MIKRODIZIN CALISMASINDA YAPILAN RESTRIKSIYON ENZIM KESiMi
1000 N0 :0) U 41

CIZELGE 4.5. AFFYMETRIX 250K MIKRODIZIN CALISMASINDA YAPILAN LIGASYON PROTOKOLU. .....41
CIZELGE 4.6. AFFYMETRIX 250K MIKRODIZIN CALISMASINDA YAPILAN POLIMERAZ ZINCIR

REAKSIYONU iCIN GEREKLI REAKTIFLERIN MIKTARLARL ..cooovieevvseeesssssssssssssssssessssssssssssssssesssssssssssesssssssses 42
CIZELGE 4.7. AFFYMETRIX 250K MiKRODIZIN CALISMASINDA FRAGMANTASYON iSLEMIi iCiN
KULLANILAN REAKTIFLER VE MIKTARLARL ...oovvoessseeeeeesssssssseessssssssssssessssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssesee 43
CIZELGE 4.8. AFFYMETRIX 250K MIKRODIZIN CALISMASINDA ISARETLEME iCIN KULLANILAN
REAKTIFLER VE MIKTARLARL w...oooveveeessssceeeeeeessssesesesessssessssessssssssssssssssssessessessssssssssssessssessessssessssessesesesssssssesesssssssssseee 44
CIZELGE 4.9. AFFYMETRIX 250K MIKRODIZIN CALISMASINDA HiBRIDIZASYON iCIN KULLANILAN
REAKTIFLER VE MIKTARLARL w...ooooeveeesssseeeeeeessssesesssessssessssessssssssssssssssssessessesssssssssssssssssessessesessssessesesesssssssesesssssssssseee 45
CIZELGE 4.10. AFFYMETRIX 250K MiKRODIZiN CALISMASINDA YIKAMA BASAMAGINDA KULLANILAN
YIKAMA A BUFFERIN REAKTIFLERI VE MIKTARLARL w..ocoooeeeeeessceeeeesessssssessessssssssesssssssssssssssessssssssessesssssssesseessss 45
CIZELGE 4.11. AFFYMETRIX 250K MIiKRODIZIN CALISMASINDA YIKAMA BASAMAGINDA KULLANILAN
YIKAMA B BUFFERIN REAKTIFLERI VE MIKTARLARL w..ccoovooeeeesscceeeeesesssscssessessssssssesssssssssssssssesssssssessessssssssesseessss 46
CIZELGE 4.12. AFFYMETRIX 250K MiKRODIZIN CALISMASINDA BOYAMA BASAMAGINDA KULLANILAN
STAIN BUFFERIN REAKTIFLERT VE MIKTARLARL weeeooveeeeeessseeeeeessssssssessessssssessesssessssssessssessssesseseeesssssssssessssssseseee 46
CIZELGE 4.13. AFFYMETRIX 250K MiKRODIZIN CALISMASINDA TARAMA BASAMAGINDA KULLANILAN
ARRAY HOLDING BUFFERIN REAKTIFLERI VE MIKTARLARL ...covovveeesssceeeeseesssssseessessssssssssssesssssssessssssssssesseessss 46
CIZELGE 4.14. LRP5 GENI ICIN PCR OPTiMIZASYONUNDA KULLANILAN REAKTIFLER VE TERMAL
DONGU CIHAZI KOSULLARL ..evoovesseseesssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssesssssssssssssssesssssssesssssssesssssssssssssssesssssssesssssssesssssssess 52
CIZELGE 4.15. DNA DiZi ANALIZINDE KULLANILAN REAKTIFLER VE TERMAL DONGU CiHAZI
KOSULLARL <.cvovsteverseseessessessssesssssesssssossesseesessoesssseessssesssssesssesssseesessesssssesssssessssssssssessessosssssosssssesssssesssssssssssessssssses 55
CIZELGE 4.16. CALISMADA KULLANILAN BCEAI ENZIMININ CALISMA PROTOKOLU. .ovocovvsversseeeessnsersee 57
CIZELGE 5.1. VIGENOS ANALIZINDEN ELDE EDILEN HOMOZIGOT BLOKLARIN YER ALDIGI
KROMOZOMLARA AIT BILGILER. wooovooosssceeeeesesssssesesssessssessssssssssssssssssssssssssssessssssssssssesssssssessesssssssssssssssssssssssessssssssssee 60
CIZELGE 5.2. MIKROFTALMIYE NEDEN OLDUGU BIiLINEN BAZI GENLER VE BU GENLERIN LOKALIZE
OLDUGU KROMOZOMLAR. «..coooovveeeeeereeeessssssssssesssssssessssssssssssssssssssssssesessesssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 60
CIZELGE 5.3. ANALiZ SONUCUNDA ELDE EDILEN 11 GENIN BULUNDUGU KROMOZOM, POLYPHENZ2,
DBSNP135 VERILERLL covveesseeeeeeeeessssesesseesssssesssesesssssessesssessssessesessssssessssessssssessesseesssssessessssssssssessesessssessesesssssssssssessssssssesee 62
CIZELGE 5.4. ANALIZ SONUCUNDA ELDE EDILEN 11 GENE AiT AMINOASIT DEGISIMLERI VE 1000
GENOM PROJESI VERILERL. .ooosseeeeeseeesssseseesessesessesssessessssssessssssesssssssssssssssesssssssssssssssessssssssssssssesssssssssssssssesssssssess 63
CIZELGE 5.5. ANALiZ SONUCUNDA ELDE EDILEN 29 GENIN BULUNDUGU KROMOZOM, MUTASYONUN
TiPi VE AMINOASIT DEGISIMI VERILERL. ..oovvsiceeevssseeesssssenssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssesssssssesssssssesssseoe 64
CIZELGE 5.6.ANALIZ SONUCUNDA ELDE EDILEN 29 GENE AiT DBSNP135 VERILERI. ..ooocccconsreermssseeenns 65
CIZELGE 6.1. MIKROFTALMIYE NEDEN OLDUGU BILINEN GENLERDE BULUNAN MUTASYONLAR. ......70
CIZELGE 6.2. LRP5 GENI ILE ILISKILI OLAN HASTALIKLAR. w.coovsieevmseeessssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssesssssssses 72
CIZELGE 6.3. EKSUDATIF VITREORETINOPATININ BILDIRILMIS ALT TIPLERI. cocccsseeemsseemsssersssseessssesses 73

CiZELGE 6.4. LRP5 GENINDE EVR4’E NEDEN OLDUGU BiLDIiRILMI$ MUTASYONLAR. ...oocooorvercesrsern 74
CIZELGE 6.5. OSTEOPOROZ-PSEUDOGLIOMA SENDROMU. . 75
CiZELGE 6.6. OPPG SENDROMUNA NEDEN OLDUGU BILINEN LRP5 MUTASYONLARL.....occcoveresrsrse 76



SIMGELER DIiZiNi

A : Adenin baz1

ABD : Amerika Birlesik Devletleri
ATP : Adenozintrifosfat

B¢ : Baz cifti

°C : Santigrat derece

cDNA : Tamamlayic1 deoksiriboniikleik asit
dATP : Deoksiadenintrifosfat
dCTP : Deoksitozintrifosfat

dGTP : Deoksiguanintrifosfat
dNTP : Deoksiniikleotid trifosfat
dTTP : Deoksitimidintrifosfat
dH20 : Deiyonize su

DNA : Deoksiriboniikleik asit
EDTA : Etilendiamintetraasetikasit
Fs : Cerceve kaymasi

G : Gram

g : Dakikadaki doniis sayis1

G : Guanin bazi

HCI : Hidroklorik asit

K* : Potasyum iyonu

kb : Kilobaz

KCl : Potasyum kloriir

kDa : Kilo Dalton

M : Molar

Mb : Megabaz

Mg : Miligram

Mg* : Magnezyum

MgCl2 : Magnezyum kloriir

mL : Mililitre

mM : Milimolar

ug : Mikrogram

uL : Mikrolitre

um : Mikromol

32p : Fosfor 32

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu
pH : Asitlik-Bazlik Derecesi
pmol : Pikomol

RFLP : Restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi
RNA : Riboniikleik asit

Rpm : Dakikadaki doniis sayis1
SNP : Tek niikleotid polimorfizmi
Taq : Thermus aquaticus

TAE : Tris-Asetik asit-EDTA
TBE : Tris-Borik asit-EDTA

TE : Tris-EDTA

X : Dur kodonu

A" : Volt

Xi



Canim anneme,

Xii



1. GIRIS

GOz gelisimi, gebeligin dordiincii haftasinda baslar, embriyonun kraniyal ucundaki noral
katlantilarda optik yariklar goriinmeye baslayinca belirginlesir (1). Mikroftalmi, goz
kiiresinin total aksiyal uzunlugunun yasa gore ortalama en az iki standart sapma altinda
olmasi ile tanimlanmaktadir. Mikroftalmik bir gozde, posteriyor segment uzunlugu iki
standart sapmanin altinda iken, anteriyor segment uzunlugunun normal sinirlarin iginde veya

altinda oldugu belirtilmektedir (2, 3).

Son yillarda yapilan ¢alismalar sonucunda mikroftalminin goriilme sikliginin 7000 canli
dogumda 1 oldugu bildirilmistir (2). Mikroftalmiler, ailesel veya sporadik, izole veya bir
sendromun pargasi, kromozomal ya da tek gene bagli, unilateral veya bilateral
olabilmektedir. Mikroftalminin 1/3 oraninda malformasyonlarla iliskili oldugu bildirilmistir.
Mikroftalmi, kalitsal veya teratojenik nedenlerden kaynaklanabildigi gibi olgularin biiyiik

bir ¢ogunlugunun nedeni bilinmemektedir (2,3).

Bugiine kadar izole mikroftalmi ile iliskili yaklasik 7 gen tanimlanmis olmakla birlikte,
hastalikta gozlenen genetik heterojenite nedeni ile hastaligin genetik temeli tam olarak
aydinlatilamamistir (2-5). Bu acidan bakildiginda yeni aday genlerin tanimlanmasi,
mikroftalminin molekiiler mekanizmasin1 aydinlatmak acgisindan son derece Onem

tastmaktadir.

Bu tez calismasinda otozomal resesif kalitim gosteren izole mikroftalmili bir ailede

mikrodizin ve ekzom dizileme yontemi ile yeni aday gen(ler)in belirlenmesi amag¢lanmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Goziin Olusumu

Goz gelisimi, gebeligin dordiincii haftasinda baglamaktadir. Gozler, embriyonun kraniyal
ucundaki noral katlantilarda optik yariklar goriinmeye baslayinca belirginlesmektedir. Noral
katlantilar, optik vezikiilleri olusturmaktadir. Optik vezikiillerin olusumu, gelismekte olan
beyine komsu mezensim tarafindan indiiklenmektedir. Optik vezikiiller biiytidiikge, i¢i bos
optik saplar1 olusturmakta ve optik vezikiillere komsu yiizey ektodermi, lens plaklarini
olusturmak i¢in kalinlasmaktadir. Optik vezikiilden ¢ikan indiikleyici sinyal, lens taslagini
olusturmak iizere ektoderm hiicrelerini uyarmakta ve bu plaklar lens ¢ukurlarint meydana
getirmektedir. Lens ¢cukurunun kenarlar1 kiire seklindeki lens vezikiillerini olusturmak icin
kaynagmakta ve takiben optik vezikiillerin optik ¢anaklar1 olusturmasiyla birlikte lens iceri

alinmaktadir (1, 5).

Retina, optik canaklarin duvarindan gelismektedir. Optik canagin icteki kalin tabakasi noral
retinaya farklilagirken, distaki ince tabaka ise retina pigment epitelini olusturmaktadir. Bu
iki retina tabakasi intraretinal aralik ile birbirinden ayrilmaktadir. Dogumdan 6nce, bu aralik
retinanin iki tabakasi kaynastikca giderek kaybolmaktadir. Pigmente retinaya en yakin ic
tabaka hiicreleri, noral retinaya farklilagsmaktadir. Optik sinir liflerinin miyelinizasyonu gec

fetal donemde baslamakta ve dogumdan 10 hafta sonra tamamlanmaktadir (1, 6, 7).

Siliyer cisim, koroidin kama seklinde bir uzantisidir ve mediyal yiizeyi lense dogru uzanarak
siliyer uzantilar1 olusturmaktadir. Siliyer yapi, optik ¢ukurun dis tabakasindan gelismekte ve
retina pigment epiteliyle devamlilik gostermektedir. Siliyer kas, anteriyor skleral
yogunlagsma ve siliyer pigment epiteli arasindaki optik ¢ukurun kenarinda bulunan

mezensimden kaynaklanmaktadir (1, 7).

Iris, optik canagin ice dogru biiyiiyen ve lensi kismen 6rten dis kenarindan gelismektedir (7).
Iris epiteli optik canagin her iki tabakasini temsil etmektedir. Irisin bag dokusu ise irise go¢
eden noral krest hiicrelerinden koken almaktadir. Irisin dilatator pupilla ve sfinkter pupilla
kaslari, optik canagin noroektoderminden koken almakta ve bu diiz kaslar, epitel

hiicrelerinin diiz kas hiicrelerine doniismesi sonucu ortaya ¢ikmaktadir (1).



Lens, yiizey ektoderminden koken alan lens vezikiiliinden gelismektedir. Lensin olusumu,
lens plag1 ve lens vezikiiliinde L-Maf ve diger transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonunu
gerektirmektedir. Lens vezikiiliiniin posteriyor duvarini olusturan yiiksek prizmatik
hiicrelerin ¢ekirdekleri kaybolmaktadir. Bu hiicreler, saydam epitel hiicrelerine doniiserek,
primer lens liflerini olusturmaktadir. Ekvatoryal bolgedeki hiicreler kiibiktir, boylari
uzadik¢a cekirdeklerini kaybetmekte ve sekonder lens liflerini olusturmaktadirlar. Goziin 6n
kamarasi, gelismekte olan lens ve kornea arasindaki mezensimde bulunan yarik benzeri
alandan gelismektedir. GoOziin arka kamarasi, gelismekte olan irisin posteriyorunda ve
gelismekte olan lensin posteriorunda bulunan mezensimde olusan alandan olugmaktadir.
Lens olustuktan sonra, kornea epiteli ve konjuktivayr gelistirmek lizere ylizey ektodermini
indiiklemektedir. Pupilla membran1 kaybolup pupil olustugunda, goziin anteriyor ve
posteriyor kamaralar1 skleral venoz siniis yolu ile aralarinda baglanti kurulmaktadir. Bu
sinlis 6n kamaranin etrafin1 ¢evrelemekte ve akdoz humdriin 6n kamaradan goziin venoz

sistemine gecmesini saglamaktadir (1,7).

Kornea, ylizey ektodermi, mezoderm ve noral krest hiicrelerinden gelismektedir (6). Dis
kornea, yiizey ektodermden, mezensim tabakasi mezodermden ve kornea endoteli ise noral
krest hiicrelerinden gelismektedir. Optik ¢anagi ¢cevreleyen mezensim igte koroid adi verilen
vaskiiler tabakaya ve dista sklera adi verilen fibroz tabakaya farklilasmaktadir (1). Sekil

2.1°de goziin embriyolojik gelisimi ve Sekil 2.2°de ise goziin yapisi verilmektedir.

Noral Retina pigment
NS retina epiteli

Sekil 2.1. Goziin embriyolojik gelisimi. Ali RR, Sowden JC.Regenerative medicine: DIY
eye. Nature. 2011;472(7341):42-3’den degistirilerek alinmistir.



Sekil 2.2. Goziin yapisi. http://online.sfsu.edu/psych200/unit6/63.htm'den degistirilerek
alinmistir.

2.2. Mikroftalminin Tanimi

Mikroftalmi, goz kiiresinin total aksiyal uzunlugunun yasa gore ortalama en az iki standart
sapmanin altinda ve anteriyor segment uzunlugunun ise normal sinirlarin i¢inde veya altinda
olmast olarak tanimlanmaktadir (2,3). Anoftalmi ise, goz kiiresinin olmamasi olarak
tanimlanmaktadir. Goziin yapisina bakildiginda, total aksiyal uzunlugu yeni doganda 17 mm,
erigskinlerde ise 23 mm, anteriyor segment uzunlugu yeni doganda 6,8 mm, erigkinlerde ise
7,3 mm ve posteriyor segment uzunlugu yeni doganda 10,2 mm, eriskinlerde ise 16,5 mm
olarak belirtilmektedir. Total aksiyal uzunlugu, korneal apeksden g6z kiiresinin arkasina
kadar olan aksiyal mesafe; anteriyor segment uzunlugu, korneadan lensin arkasina kadar
olan aksiyal mesafe ve posteriyor aksiyal uzunlugu ise lensin arkasindan goz kiiresinin

arkasina kadar olan aksiyal mesafe olarak tanimlanmaktadir (2,8,9).

Goziin postnatal gelisimi, belirgin olarak birinci yilda olsa da, ilk ii¢ y1l devam etmektedir.
Prenatal donemde posteriyor segmentin biiylimesi yaklasik olarak %60 oraninda olurken,
total aksiyal uzunluk artisinin %90’1indan daha fazlasi postnatal donemde olmaktadir.
Dogumda total aksiyal uzunluk azaldig1 halde, postnatal donemde mikroftalmik bir gozde,
altta yatan malformasyonun derecesine bagli olarak degisen miktarlarda biiylime

olabilmektedir (2).

2.3. Mikroftalminin Etiyolojisi

Anoftalmi ve mikroftalmi unilateral veya bilateral goriilmekte, izole olabilecegi gibi bir
sendromun parcast da olabilmektedir. Anoftalmi ve mikroftalminin 1/3 oraninda
malformasyonlarla iligkili oldugu bildirilmistir. Nedenleri; kalitsal, teratojenik nedenlerden

kaynakli ve nedeni bilinmeyenler olarak 3 gruba ayrilmistir (2,4,10,11). Kalitsal nedenler



arasinda kromozom anomalileri ve tek gen hastaliklar1 yer almaktadir (2,4). Teratojenik
nedenler arasinda, annenin prenatal donemde bazi viriislere, talidomide ve retinoik asite
maruz kalmasi ve yine bu donemde annenin alkol almasi, hidantoin ve lizerjik asit
dietilamidi (LSD) kullanim1 gibi ¢esitli nedenler bulunmaktadir (2,4,12). Nedeni bilinmeyen
grup icinde ise izole, unilateral veya bilateral anoftalmi ve mikroftalmiler yer almakta ve

cogu vakada nedenin bilinmedigi bildirilmektedir (2,4,11).
2.4. Mikroftalminin Prevalansi

Anoftalmi/mikroftalminin prevalansi, farkli yillarda ve farkl iilkelerde yapilan aragtirma
sonuclarina gore degisiklik gostermektedir. Dogu Fransa’da 1978-1993 yillar1 arasinda
toplam 1,42 milyon canli dogum, Isve¢’de 1973-1993 yillar1 arasinda toplam 2,19 milyon
canli dogum ve Kaliforniya’da 1985-1992 yillar1 arasinda toplam 2,05 milyon canli dogum
tizerinde yapilan c¢alismalar birlestirilmis ve anoftalmi/mikroftalminin prevalansinin
1,5/10.000 oldugu bildirilmistir (13). Ingiltere’de 1984-1998 yillar1 arasinda yapilan bir
calismada anoftalmi/mikroftalminin prevalans: 10.000 canli dogumda 1 (14), Iskogya’da
yapilmig olan 16 yillik bir calismanin sonucunda anoftalmi/mikroftalmi prevalansinin tiim
canli dogumlarda 100.000°de 19 (15), 1989-1997 yillar1 arasinda Kaliforniya’da yapilan bir
baska calismada anoftalmi/bilateral mikroftalminin prevalansinin 10.000’de 0,4 oldugu
bildirilmistir (16). Son yillarda yapilan calismalar sonucunda mikroftalminin goriilme

sikliginin 7000 canli dogumda 1 oldugu bildirilmistir (2).

2.5. Mikroftalminin Anatomik Siniflandirilmasi

Bu smniflandirma, goz kiiresinin anatomik goriiniisiine ve aksiyal uzunlugun kisaliginin

siddetine gore yapilmaktadir (2,4).

Agir (siddetli) mikroftalmi; goz kiiresinin kornea ¢apinin 4 mm’den daha az ve total aksiyal
uzunlugun yeni doganda 10 mm’den az veya dogduktan bir yil sonra 12 mm’den daha az
olmasiyla tanimlanmaktadir. Klinik muayenede goz kiiresi fark edilmezken bilgisayarli
tomografi (CT) veya manyetik rezonans goriintiileme (MRI)’de okiiler doku kalintilari, optik
sinirler ve ekstra okiiler kaslar goriilebilmektedir. Orbital goriintileme c¢aligsmalari
yapilmadan agir mikroftalmi, anoftalmi ile karisabilmekte ve bu yiizden de siklikla yanlis

olarak “klinik mikroftalmi” terimi agir mikroftalmi yerine kullanilmaktadir (2,4).



Basit mikroftalmide, kisa total aksiyal uzunlugun disinda gz anatomik olarak normal
goriilmektedir. Total aksiyal uzunluktaki kisaliklar basit mikroftalmide genellikle hafif
seyretmektedir. Basit mikroftalmide, etkilenen bireylerin yaklasik %15’inde yiiksek
hiperopia veya mikrokornea varligindan siiphelenilmektedir. Etkilenmis bireylerin
bazilarinda, papillomakiiler kivrimlari, makiiler hipoplaziyi, sistoid makiiler 6demi ve uveal
eflizyonu iceren posterior segment anormalliklerinin sonucu olarak gorme kaybi

olabilmektedir (2,8,9).

Nanoftalmos, yliksek hiperopia, total aksiyal uzunlugun 18 mm’den daha az olmasi ve

mikrokornea ile karakterize olan basit mikroftalminin bir alt tipi olarak belirtilmistir (2).

Kompleks mikroftalmide, goziin anteriyor ve/veya posteriyor segmentinin disgenezisinden
bahsedilmektedir. Bu mikroftalmi tipinde total aksiyal uzunluktaki kisalik hafif, orta veya
siddetli olabilmektedir (2).

Anoftalmi ve mikroftalminin tanis1 klinik muayene ve goriintiileme ile konulmaktadir.
Klinik muayenede degerlendirme, goz kiiresinin biiyiikliigii ve kornea ¢apinin dl¢iilmesi ile
yapilmaktadir. Kornea capi, normal bir yeni doganda 9-10,5 mm, eriskinlerde ise 10,5-12
mm arasinda olmaktadir. Goriintiileme ile degerlendirme ise A mod, B mod ultrasonografi,

CT veya MRI ile yapilmaktadir (2, 4).

A mod ultrasonografi, total aksiyal uzunlugu, anteriyor ve posteriyor segment uzunlugunu
Olcerken, B mod ultrasonografi ise goz kiiresinin i¢ yapisina bakmaya imkan tanimaktadir.
CT veya MRI ile beyinin anatomisine, optik sinirlerin ve ekstra okiiler kaslarin varligina,

g0z kiiresinin i¢ yapisina ve boyutuna bakilmaktadir (2, 10).

Ayiricr tani olarak; mikroftalmide g6z kiiresinin normal boyutlarda olmasi ile beraber hafif
mikrokornea, anoftalmide ise agir mikroftalmi, kriptotalmos, kistik g6z olmasi

gerekmektedir (2).



2.6. Mikroftalmilerin Etiyolojilerine Gore Siiflandirilmasi

Mikroftalmi, ailesel veya sporadik, izole veya bir sendromun parcasi; kromozomal ya da tek

gene baglh olabilmektedir. Mikroftalmilerin siniflandirilmasi genel olarak 8 baslik altinda

incelenmektedir (3).

1-

Izole mikroftalmiler

Otozomal dominant (OD) kolobomatdz mikroftalmi

Kistle beraber goriilen mikroftalmi

Okiiler anomaliler ile birlikte goriilen mikroftalmiler

OD veya OR kalitilan kataraktla ile birlikte goriilen mikroftalmi

OD miyopi ve korektopi ile birlikte goriilen mikroftalmi

Ektopia lentis ile birlikte goriilen mikroftalmi

OR konjenital retinal dekolman ile birlikte goriilen mikroftalmi

Sporadik olarak goriilen persistan hiperplastik primer vitreus

X’e bagh kalitilan Aicardi Sendromu

Mental retardasyon (MR) ile birlikte goriilen mikroftalmi

OD, OR ve X’e bagl resesif kalitilan MR ile birlikte goriilen mikroftalmi
MR ve Konjenital spastik dipleji ile birlikte goriilen mikroftalmi (Sjogren-Larsson
Sendromu)

Kraniyofasiyel malformasyonlar ile birlikte goriilen mikroftalmiler
Goldenhar Sendromu

Hallermann-Streiff Sendromu

Amniyotik band Sendromu

Transvers fasiyal yarik

Yarik damak/dudak ile birlikte goriilen mikroftalmi

Mikrosefali ile birlikte goriilen mikroftalmi

X’ bagl resesif veya OR kalitilan mikrosefali ve retinal katlanti ile birlikte goriilen
mikroftalmi

Warburg sendromu

Schimmelpenning-Feuerstein-Mims Sendromu

5-El ve ayak malformasyonlaru ile birlikte goriilen Mikroftalmiler

Polidaktili ile birlikte goriilen mikroftalmi

OR kalitilan Waardenburg anoftalmi Sendromu



CHARGE Sendromu

6-Multipl Konjenital Anomalilerle birlikte goriilen Mikroftalmiler
CHARGE Sendromu
Lenz Mikroftalmi Sendromu (X’e bagli)
Okulo-Dento-Dijital Displazi (OD, OR)
Frasier Sendromu (OR)
Serebro-okiilo-fasiyal Sendromu (COFS1)(OR)
Goltz Sendromu (X’e bagli)
Lowe Sendromu (X’e bagli)
MIDAS Sendromu (X’e bagli)
Meckel-Grubel Sendromu tip 3 (OR)
Gorlin-Goltz Sendromu (OD)
Beals Sendromu (OD)
Rubistein Taybi Sendromu (OD)
Cross Sendromu (OR)
Fankoni Sendromu (OR)
Diamond-Blackfan Sendromu (OR)
Schimmelpenning-Feuerstein-MIMS Sendromu
Bransiyo-okiilo-fasiyal Sendrom (OD)
SOX2 ile iliskili goz bozukluklar1

7-Kromozomal anomaliler ile birlikte goriilen Mikroftalmi
Patau Sendromu
Wolf-Hirschhorn Sendromu
Edwards Sendromu
Cat-eye Sendromu
Sayisal diger kromozom anomalileri

8-Intrauterin olaylara bagh Mikroftalmiler

Maternal ila¢ kullanimi (Talidomid, alkol, izoretinoin)
Maternal A vitamini eksikligi
Maternal ates veya radyasyon maruziyeti
Maternal fenilketoniiri
Intrauterin enfeksiyonlar (CMV, EBV, Varicella, HSV, Rubella)
Amniyotik Band Sendromu

Toksoplazmozis



Mikroftalmilerin eslik ettigi sendromlarin sik goriilen klinik bulgular1 ve genleri

(Cizelge 2.1), sendromik mikroftalmilere ait klinik bulgular ve genler (Cizelge 2.2),

kromozomal anomaliler ile beraber goriilen mikroftalmilerin klinik bulgular1 ve genler

(Cizelge 2.3), izole mikroftalmilerle beraber goriilen kolobomlarin klinik bulgular1 ve

genlerini iceren (Cizelge 2.4) bilgiler asagidaki ¢izelgelerde 6zetlenmistir.

Cizelge 2.1. Mikroftalminin eslik ettigi sendromlarin iligkili oldugu genler ve klinik
bulgulari
Sendromun | MIM Kromozomal | Genin Genin ad1 Klinik bulgular | Kaynak
Adi numarast | Lokalizasyon | Sembolii
Beals 121050 5q23.3 FBN2 Fibrillin 2 Araknodaktili, 17
sendromu skolyoz, burusuk
kulaklar
Bransiyo- 113620 6p24.3 TFAP2A Trancription | Bransial kleft 18
okiilo- factor AP-2 siniis defektleri,
fasiyal alpha okiiler
sendrom anomaliler
(mikroftalmi),
dismorfik yiiz
ozellikleri, yarik
dudak/damak,
nadir olarak
sensorindral
isitme kaybi
CHARGE 214800 7q21.11 SEMA3E Semaphorin | Kolobom, kalp 19
sendromu 3E anomalisi,
koanal atrezi,
MR, kulak
anomalisi
ve/veya sagirlik
Cross 257800 Bilinmiyor Bilinmiyor Kutenoz 20,21
sendromu hipopigmentasy
onciddi okiiler
anomaliler,
norolojik
bulgular
Diamond- 105650 19q13.2 RPS19 Ribosomal Normokrom 22
blackfan protein S19 | makrositik
sendromu anemi,
retikiilositpeni,
biiylime geriligi
Frasier 136680 11p13 WT'1 Wilms Steroide direngli | 23
sendromu tumor 1 nefrotik
sendrom,
gonadal tiimor,
male
psodohermafrodi
tizm
Goltz 305600 Xpl1.23 PORCN Porcupine Ektodermal ve 24
sendromu homolog mezodermal
defektler, aplaziya
kiitis, dermal
hipoplazi, dis ve
iskelet anomalileri




Gorlin- 109400 1p34.1 PTCH2 Patched 2 Nevoid bazal- 25
Goltz hiicre
sendromu epitelyoma, cene
kistleri, bifid
kaburga
109400 9q22.32 PTCHI Patched 1 Nevoid bazal- 25
hiicre
epitelyoma, cene
kistleri, bifid
kaburga
109400 10q24.32 SUFU Suppressor Nevoid bazal- 25
of fused hiicre
homolog epitelyoma, cene
kistleri, bifid
kaburga
Lenz 309800 Xq27-q28 NAAIO N(alpha)- Unilateral/bilater | 26
mikroftalmi acetyltransfe | al
sendromu rase 10 mikroftalmi/anof
MCOPS1) talmi, iskelet ve
genitiiriner
sistem
anomalileri
Lowe 309000 Xq25-926 OCRL Oculocerebr | Konjenital 27
sendromu orenal katarakt, mental
syndrome of | retardasyon,
Lowe proksimal renal
tubulupati
Meckel- 607361 8q22.1 TMEM67 | Transmembr | Renal kistik 28
Gruber ane protein displazi, santral
sendromu 67 sinir sistemi
tip 3 anomalileri,
posaksiyal
polidaktili
MIDAS 309801 Xp22.2 HCCS Holocytochr | Unilateral veya | 29
sendromu ome ¢ bilateral
(MCOPS7) synthase mikroftalmi, yiiz
ve boyunla
stnirh cilt
defektleri
Mikroftalm | 206900 3926.33 SOX2 SRY box 2 Anoftalmi yada | 30
ive mikroftalmi,
ozefageal beyin
atrezi anomalileri,
sendromu ndbet, motor
(MCOPS3) yetersizlik,
sensorinoral
isitme kaybi,
Ozefagus atrezisi
Okiilo- 164200 6q22.31 GJAI Gap junction | Ciiriik ve kiiciik | 31
dento- protein, disler,
dijital alpha 1 mikroftalmi,
displazi mikrokornea, 4.
ve 5. parmakta
sindaktili
Okiilo- 257850 6q22.31 GJAI Gap junction | Karakteristik 32
dento- protein, yiiz bulgulari,
dijiital alpha 1 mikroftalmi,
displazi mikrokornea
(OR)
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Rubinstein- | 180849 16p13.3 CREBBP CREB Mental 33
Taybi binding retardasyon,
sendromu protein postnatal
biiylime geriligi,
mikrosefali,
genis el ve ayak
bagparmaklari,
dismorfik yiiz
ozellikleri
Schimmelpe | 163200 1pl13.2 NRAS Neuroblasto | Santral sinir 34
nning- ma RAS sistemi, okiiler
Feuerstein- viral anomalileri,
MIMS oncogene iskelet defektleri
sendromu homolog
163200 11p15.5 HRAS Harvey rat Santral sinir 34
sarcoma sistemi, okiiler
viral anomalileri,
homolog iskelet defektleri
163200 12p12.1 KRAS Kirsten rat Santral sinir 34
sarcoma sistemi, okiiler
viral anomalileri,
oncogene iskelet defektleri
homolog
Serebro- 214150 10q11.23 ERCC6 Excision Mikrosefali, 35
okiilo- repair cross- | konjenital
fasiyel complement | katarakt, agir
iskelet ation group MR, fasiyal
sendrom 6 dismorfizm,
(COFS1) artrogripozis
Cizelge 2.2. Sendromik mikroftalmiler iliskili oldugu genler ve klinik bulgulari
Sendromun MIM Kromozomal | Genin Genin ad1 Klinik Kaynak
Adi numarasi | Lokalizasyon | Sembolii bulgular
Sendromik 309800 Xq28 NAAIO N(alpha)- Unilateral/bi | 26
mikroftalmi 1 acetyltransferase lateral
10 mikroftalmi/
anoftalmi,
iskelet ve
genitoliriner
sistem
defektleri,
parmak, dis
ve kulak
anomalileri
Sendromik 300166 Xpll BCOR BCL6 corepressor | Uzun dar 36
mikroftalmi 2 yiiz,
konjenital
katarakt,
mikroftalmi,
kisa burun,
uzun filtrum,
oligodonti
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Sendromik
mikroftalmi 3

206900

3426.33

SOXx2

SRY (sex
determining
region Y)-box 2

Beyin
anomalileri,
nobet,
sensorinoral
isitme kaybi,
ozofagiyal
atrezi ve
optik sinir
defektleri

37,38

Sendromik
mikroftalmi 4

301590

Xq27-928

geni
bilinmiy
or

Goz
kapaginin
yapigmasi,
MR

39

Sendromik
mikroftalmi 5

610125

149223

oT1X2

Orthodenticle
homeobox 2

Retinal
distrofi,
erken
baslangich
ve hipofiz
bezinde
fonksiyon
bozuklugu

40

Sendromik
mikroftalmi 6

607932

14q22.23

BMP4

Bone
morphogenetic
protein 4

Hipofiz bezi
anomalileri,
mikroftalmi,
beyin ve
parmak
gelisim
anomalileri

41

Sendromik
mikroftalmi 7

309801

Xp22.2

HCCS

Holocytochrome c
synthase

Unilateral/bi
lateral
mikroftalmi,
yliz ve
boyun ile
sinirhi lineer
cilt
bozukluklari

42

Sendromik
mikroftalmi 8

601349

6q21

Bilinmiy
or

Mikrosefali,
mikroftalmi,
ektrodaktili
ve
prognatizm

43

Sendromik
mikroftalmi 9

601186

15q24.1

STRAG6

Stimulated by
retinoic acid 6

Anoftalmi/m
ikroftlami,
akciger
hipoplazisi,
kalp ve
diyafram
malformasyo
nlar1

44,45

Sendromik
mikroftalmi
10

611222

Bilinmiyor

Bilinmiy
or

Mikroftalmi
ve beyin
atrofisi

46

Sendromik
mikroftalmi
11

614402

10926.1

VAX1

Ventral anterior
homeobox 1

Yarik damak
ve dudak,
korpus
kallozum
agenezisi

47
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Sendromik
mikroftalmi
12

615524

3p24.2

RARB

Retinoic acid
receptor, beta

Diyafram
hernisi
ve/veya kalp
defektleri,
akciger
hipoplazisi,
mikroftalmi

48

Sendromik
mikroftalmi
13

300915

Xq28

HMGB3

High mobility
group box 3

Kisa boy,
psikomotor
gerilik,
mikrosefali
ile birlikte
goriilen
kolobomattz
mikroftalmi

49

Sendromik
mikroftalmi
14

615877

4931

MAB2IL
2

Mab-21-like 2

Rizomelik
iskelet
displazisinin
eslik ettigi
veya
etmedigi
mikroftalmi

ve kolobom

50

Cizelge 2.3. Kromozomal anomaliler ile birlikte goriilen mikroftalmilerin iligkili oldugu

genler ve klinik bulgulari

Sendromun adi

MIM
numarasli

Kromozomal
lokalizasyon

Genin

Genin ad1

sembolii

Klinik
bulgular

Kaynak

46,XX,inv(2)(p21q31)

SIX3

SIX
homeobox
3

Katarakt,
nistagmus

51

46,XX,t(1;2)(p31.2;q23)

Optik sinir
kolobomu

46,XY,t(2;6)(q31;q24)

MR,
serebral
palsi

52

Cat-eye sendromu

22ql1

53

Edward sendromu

54

Mozaik trizomi 9

Biiylime
gelisme
geriligi,
diisiik
yerlesimli
kulaklar,
mikrognati
MR

55

(trizomi 13)

Patau sendromu

Yarik
damak
dudak,
polidaktili,
bobrek

kolobom,

efali, MR

anomalileri

holoproens

2,56
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Wolf-Hirschhorn 194190 4p16.3 Hipertelori | 57
zm,
strabismus,

glokom,
MR

Xp22.3 delesyonu HCSS Holocytoc | Yiiz ve 58
hrome c- boyunda
type goriilen cilt
synthase bozuklukla
11, gelisme
geriligi,
aritmi, kisa
yapi,
isitme
kayb1

Cizelge 2.4. izole mikroftalmiler ile kolobomun birlikte goriildiigii sendromlarin iliskili
oldugu genler ve klinik bulgulari

Sendromun MIM Kromozomal | Genin Genin ad1 | Klinik bulgular Kaynak
adi numarasi | lokalizasyon sembolii
izole 300345 X kromozomu | geni Mikroftalmi, 59
Mikroftalmiler bilinmiyor okiiler kolobom,
ve Kolobom 1 mikrokornea, goz
(MCOPCB1) i¢i basingta artig
Izole 605738 15q12-q15 geni 60
Mikroftalmiler bilinmiyor
ve Kolobom 2
(MCOPCB?2)
Izole 610092 14q24.3 CHX10 Visual Mikroftalmi, 61
Mikroftalmiler (V§X2) system katarakt, kolobom
ve Kolobom 3 homeobox
(MCOPCB3) 2
Izole 251505 bilinmiyor geni 62
Mikroftalmiler bilinmiyor
ve Kolobom 4
(MCOPCB4)
izole 611638 7q36 SHH Sonic Mikroftalmi, 63
Mikroftalmiler hedgehog | kolobom
ve Kolobom 5
(MCOPCB)S)
izole 613703 12p13.1 GDF3 Growth Mikroftalmi, 64
Mikroftalmiler differentiat | kolobom
ve Kolobom 6 ion factor 3
(MCOPCB6)
izole 613703 8q22.1 GDF6 Growth Mikroftalmi, 65
Mikroftalmiler differentiat | kolobom
ve Kolobom 6 ion factor 6
(MCOPCB6)
(digenik)
Izole 614497 2q36 ABCB6 ATP- Mikroftalmi, 66
Mikroftalmiler binding kolobom
ve Kolobom 7 cassette,
(MCOPCB7) subfamily

B
Izole 615145 4q35.1 TENM3 Teneurin Mikroftalmi, 67
Mikroftalmiler (ODZ3) transmemb | kolobom,
ve Kolobom 9 rane mikrokornea
(MCOPCBY9) protein 3
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2.6.1 izole Mikroftalmiler

Mikroftalmi, goz kiiresi biiyiikliigiiniin azalmasiyla karakterize okiiler malformasyonlarin

heterojen bir grubudur (2).

Izole mikroftalmi 1 (MCOP1), aralarinda akrabalik bulunan ve izole dogustan mikroftalmisi
olan 5 jenerasyonlu Pakistanli bir ailenin yasayan 6 iiyesinde yapilan baglanti analizinde

14q32 bolgesine haritalanmugtir (68).

[zole mikroftalmi 2 (MCOP?2), yapilan calismalarda 14q24.3’de lokalize CHX10 (VSX2)
genindeki homozigot mutasyonlarla ortaya ¢ikmaktadir (69, 70)

izole mikroftalmi 3 (MCOP3), yapilan ¢aligmalarda 18q21.32’de lokalize RAX genindeki
bilesik heterozigot mutasyonlarla ortaya ¢cikmaktadir (71, 72).

Izole mikroftalmi 4 (MCOP4), yapilan bir ¢alismada 8q22.1°de lokalize GDF6 genindeki
mutasyonla ortaya ¢cikmaktadir (65).

Izole mikroftalmi 5 (MCOPS), retinitis pigmentoza, foveosizis, optik disk drusen ile birlikte
goriilmektedir. Bu sendroma 11g23’de lokalize MFRP genindeki homozigot mutasyonlar

neden olmaktadir (73).

Izole mikroftalmi 6 (MCOP6), yapilan ¢alismalarda 2q37.1°de lokalize PRSS56 genindeki
homozigot veya bilesik heterozigot mutasyonlarla ortaya ¢cikmaktadir (74, 75).

izole mikroftalmi 7 (MCOP7), yapilan bir calismada 12p13.1°de lokalize GDF3 genindeki
heterozigot mutasyonla ortaya ¢ikmaktadir (64).

Izole mikroftalmi 8 (MCOPS), yapilan calismalarda 15q26.3’de lokalize ALDHIA3
genindeki homozigot mutasyonla ortaya cikmaktadir (76, 77). Cizelge 2.5’de izole

mikroftalmilere ait genel bilgiler 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.5. Izole mikroftalmilerin iliskili oldugu genler ve klinik bulgulari.

Sendromun | MIM Kromozomal | Genin Genin ad1 | Klinik bulgular | Kaynak
adi numarasi | lokalizasyon sembolii
Izole 251600 14g32 Bilinmiyor | Yiiksek 78
mikroftalmi hipermetropi,
1 (MCOP1) kisa aksiyal
uzunluk
Izole 610093 14g24.3 CHX10 Visual Hidronefroz, 79
mikroftalmi (V§X2) system bilateral
2 (MCOP2) homeobox | mikroftalmi,
2 normal zeka
Izole 611038 18g21.32 RAX Retina and | Ankilobilefaron | 71
mikroftalmi anterior anoftalmi/mikro
3 (MCOP3) neural fold | ftalmi,
homeobox | sklerokornea
izole 613094 8q22.1 GDF6 Growth Kolobom, 65
mikroftalmi differentiat | preaksiyal
4 (MCOP4) ion factor 6 | polidaktili,
mikroftalmi
izole 611040 11923 MFRP Membrane | Mikroftalmi, 80, 81
mikroftalmi frizzled- retinitis
5 (MCOP5) related pigmentoza,
protein foveoskizis,
optik disk
druseni
izole 613517 2q37.1 PRSS56 Protease, Dar  palpebral | 74
mikroftalmi serine, 56 fissurler,
6 (MCOP6) anizometropik
ya da strabismik
ambliyopi,
papillomakiiler
katlantilar
Izole 613704 12p13.1 GDF3 Growth Mikroftalmi 64
mikroftalmi differentiat
7 MMCOP7) ion factor 3
Izole 615113 15qg26. ALDHIA | Aldehyde Mikroftalmi 76,77
mikroftalmi 3 dehydroge
8 (MCOP8) nase 1
family,
member
A3

2.7. Mikroftalminin Degerlendirme Stratejileri

Mikroftalmi veya anoftalmiyi degerlendirmek icin bireyin tibbi ge¢cmisi, aile dykiisii, fizik
muayenesi, gerekli goriilen goriintiileme tetkikleri ve karyotip analizi dikkate alinmaktadir

).
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Aile dykiisii alinirken 6zellikle mikroftalmi, anoftalmi ve kolobomu iceren goz bulgulari
sorgulanmaktadir. U¢ kusakli pedigriler ¢izilmekte ve ailenin tiim bireyleri gz anomalileri

acisindan incelenmektedir (2).

Fizik muayenede, probandin mikroftalmi veya anoftalmisinin herhangi bir sendromla iligkili
olup olmadigina bakilmakta, eger spesifik bir sendroma eslik etmiyorsa, 4-5 yil sonra bir
genetik uzmani tarafindan ilerleyen yaslarda farkli sendromlarin da ¢ikabilecegi ihtimaline

kars1 yeniden muayene edilmektedir (2).

2.8. Calismada Kullamlan Molekiiler Teknikler

2.8.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction-PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu 1980’lerin ortalarinda Kary Mullis tarafindan bulunan ve iki
primer arasindaki hedef DNA’nin bir enzim varliginda in vitro olarak klonlanmasina imkan
taniyan bir tekniktir. Bu bulusuyla 1993 yilinda Kary Mullis’e Kimya Nobel odiili
verilmistir. PCR, ¢ok duyarli, giiclii ve hizli bir teknik olmasiyla bilim diinyasinda hizli bir
yer edinmistir. Duyarli olmasi nedeniyle, ¢cok az miktardaki, hatta tek hiicreden elde edilen,
DNA ornegiyle bile yontem uygulanabilmektedir. Giiclii olmas1 nedeniyle, degrade olmus
hiicre veya dokulardan elde edilen DNA ile yontem calismaktadir. Hizli olmasi nedeniyle
ise, birka¢ saat icinde istenilen bolgenin birka¢ milyon kez cogaltilmasina imkén

saglamaktadir (82, 85).

PCR temel olarak 3 basamaktan olusmaktadir. Birinci basamak, DNA ¢ift zincirinin yiiksek
sicaklik ile tek zincirli hale geldigi denatiirasyon basamagidir. Denatiirasyon genel olarak
90-98 °C ve 10 sniile 1 dk arasinda gerceklesmektedir. Ikinci basamak, tek zincirli hale gelen
kalip DNA’ya  primerlerin = baglanmast  olarak  adlandirilan  “annealing”
basamagidir. ”Annealing” 55-70°C ve 30 sn ile 1 dk arasinda gerceklesmektedir. Bu
basamakta sentetik oligoniikleotit primerler kullanilmaktadir. Primerlerin uzunlugu 18-28
b¢ arasinda olup, erime sicakliklari ise birbirine yakin olmalidir. Son basamak olan uzama
(extension) basamagi ise Thermus aquaticus bakterisinden elde edilen Tag DNA polimeraz
enziminin varliginda ortamdaki deoksiniikleotittrifosfatlarin (ANTP) zincire eklenmesiyle
gerceklesmektedir. Bu basamak 72-74°C arasinda genel olarak 1 dk icinde
gerceklesmektedir. PCR’da bu 3 basamaga bir siklus (dongii) denilmekte ve ortalama 20 ile
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40 dongii olmaktadir. Bir PCR sonucunda 2" kadar {iiriin olugsmaktadir. Buradaki n sayisi
PCR’daki siklus sayisini ifade etmektedir. Bu islem 1s1 dongiisii saglayan cihazlarda

gerceklesmektedir (82,85,93).

PCR reaksiyonunun gerceklesebilmesi bir takim kimyasallar gerekmektedir. Bunlardan,
tampon soliisyonlar (KCl, Tris-HCl gibi) PCR sirasinda pH’1 sabit tutmaktadir. Magnezyum
en kritik olan kimyasallardan biri olup PCR’1n spesifikligini ve verimini etkilemekte, Tag
DNA polimerazin c¢alismasi icin kofaktor gorevi yapmaktadir. Uzama basamaginda
kullanilan serbest ANTP’ler (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) hedef DNA’ya baglanarak yeni
zincirin olugmasini yani DNA sentezini saglamaktadir. Bir diger kimyasal 7ag DNA
polimeraz ise, primerlerin 3° OH grubuna serbest dNTP’lerin baglanmasinda gorev
almaktadir. Tag DNA polimerazin 72°C’deki sentez hizi 35-100 niikleotid/sn’dir.
Reaksiyonda forward (ileri) ve reverse (geri) olarak adlandirilan bir c¢ift primer
kullanilmaktadir. Primerler kalip DNA’ya baglanarak hedef bolgenin c¢ogalmasini
saglamaktadir. lyi bir primer, 18-28 b¢ uzunlugunda olmali, erime sicakliklar1 birbirine
yakin olmali, dimer ve sa¢ tokasi yapisi olusturmamali ve uygun konsantrasyonlarda
kullanilmalidir. PCR reaksiyonunda kullanilan her kimyasalin tiipe belli bir oranda
eklenmesi gerekmektedir. Fazla veya az kullanmak non-spesifik baglanmaya, iiriiniin az

olmasina veya hi¢ olmamasina neden olabilmektedir (93,94).

Iyi bir PCR reaksiyonu icin primerlerin kalip DNA’ya spesifik ve 6zgiin olarak secilmesi,
dogru baglanma 1sisinin bulunmasi, kullanilan DNA 6rneginin ve reaktiflerin kontamine
olmamasi gerekmektedir. Kullanilan malzemelerin kontamine olup olmadigini anlayabilmek
icin negatif kontrol ad1 verilen, icinde DNA hari¢ diger reaktiflerin bulundugu, bir tiipiin

calismaya eklenmesi gerekmektedir (82,93).

2.8.2. Kesilmis Parcalarin Uzunluk Polimorfizmi (Restriction Fragment Length

Polymorphism-RFLP)

Restriksiyon endoniikleazlar (RE) 1970’lerin basinda kesfedilmistir ve bakteriler tarafindan
viriislere kars1 bir savunma mekanizmasi olarak iiretilmektedir. RE’ler DNA’ya baglanirlar
ve Ozel tanima dizisinden cift iplikli DNA’y1 keserler. Bu diziler genellikle her iki DNA
zincirinde de 5°-3’ yOniinde okunurlar, yani palindromik dizilerdir. Bugiine kadar yaklasik

olarak 1500’den fazla RE tespit edilmistir (82,83,95).
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RFLP tekniginin mantig1 ise, nokta mutasyonlarinin bir RE ile kesim bolgesi olusturmasi
veya yok etmesi temeline dayanmaktadir. Kesimden sonra olusan farkli boyutlardaki DNA
parcalarinin agaroz jel elektroforezde yiiriitiilmesiyle genotipleme yapilmaktadir. Genellikle
tip II RE’ler bu calisma i¢in kullanilmaktadir. Bunlar 4-8 b¢ uzunlugunda tanima bolgesine

sahiptirler (95).

2.8.3. Baglant1 Analizi

Genetik bilimine biiyiik katki saglayan Gregor Johann Mendel, 1866 yilinda kalitimin
temellerini ortaya koyan Mendel kanunlarini yaymlamistir. Mendel, bagimsiz dagilim
prensibini (2.yasasi) “gamet olusumu sirasinda, birim faktorlerin birbirinden ayrilan ¢iftleri
birbirlerinden bagimsiz olarak dagilirlar” seklinde ifade etmistir. Ancak bu ifade Mendel’in
sectigi ozelliklerin tesadiif eseri farkli homolog kromozom ciftleri {izerinde bulunmasindan
kaynaklanmigtir. Bu durumu, 1911 yilinda Thomas H. Morgan ve Ogrencisi Alfred H.
Sturtevant Drosophila’da yaptiklar1 genetik calismalar ile aydinlatmistir. Calismalari
sonucunda, birbirine yakin genlerin, birbirine daha uzak olan genlere gore aralarinda
krossing-over olusturma olasiliklarinin daha diisiik oldugunu ifade etmislerdir. Bu

onermeden yola ¢ikan Sturtevant, ilk kez haritalamanin temelini atan kisi olmustur (82).

Kromozomlarin, gen haritalarinin olusturulmasinda sitogenetik, fiziksel ve genetik
haritalama olmak {izere ii¢ farkli strateji kullanilmaktadir. Sitogenetik haritalama, bilinen bir
DNA probunun, tiim kromozomlar icinde nerede lokalize oldugunu bulmak seklinde
uygulanmaktadir. Probla hibridizasyon sonrasi elde edilen sinyal ile DNA dizisinin
lokalizasyonun tanimlanmasi yapilmaktadir. Fiziksel haritalama, genler arasindaki fiziksel
uzakliktan faydalanarak genleri kromozom iizerine yerlestirme esasina dayanirken, genetik
haritalama ise, genlerin lokalizasyonunu bulmak icin kullanilan istatistiksel bir yontemdir.
Genetik haritalamanin temelinde, rekombinasyon, kromozom {izerinde birbirine yakin
genlerin beraber aktarilmasi ve hastaligin aranilan gene yakin bulunan genetik belirtecle
birbirine yakin olmasi ilkesi yatmaktadir. Genetik haritalamada parametrik bir yontem olan

baglant1 analizi kullanilmaktadir (83,84).

Baglant1 (linkage), aym1 kromozom iizerindeki birbirine yakin olan allellerinin beraber
kalitilma durumu olarak ifade edilmektedir. Ayni kromozom iizerinde bulunan genlere, bagl

gen (linked gene) bu genlerin olusturmus oldugu gruba ise baglant1 grubu (linked group) adi
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verilmektedir. Ayn1 kromozom iizerindeki genler birbirine fiziksel olarak baghdirlar ve bu
nedenle mayoz boliinme sirasinda beraber hareket etme egilimi gosterirler. Ayni1 kromozom
tizerinde bulunan alleller, mayoz boliinme sirasinda goriilen krossing-over nedeniyle farkli
gamet hiicrelerine gidebilirler. Birbirine ¢ok yakin olan genler arasinda krossing-over olma
olasiliginin diisiik olmasi sebebiyle, bu genlerin beraber kalitilma ihtimali yiiksek olacaktir.
Kromozomlar arasinda gerceklesen krossing-over nedeniyle ebeveyne benzemeyen yeni tip
recombinant gametler olusacaktir. Olusan bu yeni gametlere rekombinant gamet, bu olaya
ise rekombinasyon denilmektedir. Kardes olmayan iki kromatit arasinda teorik olarak tek bir
krossing-over gerceklesmigsse olusacak tetratlarin yiizdesi olusan rekombinant gametlerin
yiizdesinin iki kat1 olacaktir. Baglantili iki gen arasindaki krossing-overlerin ¢aligilmasi, iki

gen arasindaki uzakligin hesaplanmasinda bir temel olusturacaktir (83,84).

Baglant1 analizinin temelini, lokalizasyonu aranan gen ile, lokalizasyonu bilinen bir
belirtecin nesiller boyu beraber kalitilmasinin molekiiler yontemlerle incelenmesi ve
istatiksel olarak bu baglantinin hesaplanmasi olusturmaktadir. Bu hesaplamanin temelinde
ise rekombinasyon olay1 yer almaktadir. Bu amacla, iki genin birbirine yakinligini 6lgmek
icin rekombinasyon sikligi kullanilmaktadir. Iki lokus icin rekombinant bir gametin ortaya
cikma olasiligi rekombinasyon frekanst olarak adlandirilmakta ve 0 (teta) ile
gosterilmektedir. Rekombinasyon frekansinin % 0-50 arasinda olmasi durumunda iki genin
birbirine baglantili oldugu, % 50’den biiyiik olmasi durumunda ise iki genin bagimsiz oldugu
diisiiniilmektedir. Iki gen arasindaki % 1°lik rekombinasyona bir harita birimi ad1 verilmekte
ve Thomas H. Morgan’in anisina Morgan (M) olarak isimlendirilmektedir. Morgan’in 1/100
birimine ise 1 centiMorgan (cM) ad1 verilmekte ve 1 cM yaklasik 1 milyon baz ciftini ifade

etmektedir (83,84).

Baglant1 analizi yapilirken, lokalizasyonu bulunmak istenen genin, herhangi bir
kromozomda bulunmasi olasiliginin, o kromozomda bulunmamasi olasiligina oraninin
logaritmas1 “Logarithm of Odds ratio” (LOD Score) adi1 verilen bir olasilik hesab1 yapilarak
bulunmaktadir. LOD skor degerinin 3 veya daha fazla olmas ise iki lokusun bagli oldugunun

kanit1 sayilmaktadir (83-86).

Baglant1 analizinin basarisi, ¢alisilan hastaligin kalitim kalibinin bilinmesine ve belirteg
alleli ile hastalik allelinin, beraber kalitilip kalitilmadiginin izlenebilecegi ii¢ veya daha fazla

kusakli ailelerin incelenmesine ve dogru belirteclerin secilmesine baglidir. Dogru belirteg
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kullanilmasi, kromozomda nerede lokalize oldugu kesin olarak bilinen polimorfik 6zellik
gosteren belirtegler, olarak ifade edilmektedir. Bu amacla en sik kullanilan belirtegler
arasinda Short Tandem Repeat Polymorphism (STRP), Variable Number Tandem Repeats
(VNTR), Restriction Fragment Lentgh Polymorphism (RFLP) ve Single Nucleotide
Polymorphism (SNP)’ler yer almaktadir (87,88).

Baglanti analizi sonucunda, incelenen hastaliga neden oldugu diisiiniilen genin kromozomun
neresinde lokalize oldugunun olasilig1 elde edilecektir. Bolgenin saptanmasinin ardindan
haplotip analizi ile bolgenin daraltilmasi1 gerekmektedir. Haplotip, kromozom {izerindeki
birbirine yakin lokuslardaki allel gruplarina denilmektedir. Haplotip analizi yapilirken
Single Nucleotide Polymorphism (SNP-tek niikleotid polimorfizmi) belirtecleri
kullanilmakta ve birka¢ kusakli ailelerin incelenmesi de analizde biiylik avantaj
saglamaktadir. Haplotip analizi incelenen hastaligin kalittm kalibi dikkate alinarak

yapilmaktadir (83,84,88).

Otozomal resesif kalitim kalibina sahip hastaliklarda, bireyin hasta olmas i¢in, hastaliga
sebep olan gendeki mutasyonu homozigot olarak tagsimasi gereklidir. Bu durumda etkilenmis
bireyin ebeveynlerinin, hastaliga neden olan gendeki mutasyonu heterozigot olarak tagimasi
beklenmektedir. Aday genin lokalize oldugu kromozom segmenti krossing over ile
rekombinasyona ugramayacagi icin bu bolgedeki SNP’lerin ortak atadan kalitildigir ve
homozigot bloklar halinde bulundugu bilinmektedir (89). Homozigot haritalama ile ortak
kalitilan genomik bolgeler belirlenmeye calisilir. Boylece aranilan gen belli bir kromozom

bolgesine sinirlandirilir (90).

2.8.4. Mikrodizin Teknolojisi

Temel olarak mikrodizin teknolojisi, binlerce gen veya transkript ifadesini ayni anda
belirleyebilen yiiksek islem kapasiteli bir teknoloji olarak tanimlanmaktadir (91). Bu teknik
DNA/RNA cipleri, biocip veya gen cipleri olarak da bilinmektedir (92). Yiiksek islem
kapasiteli analiz, mikrodizin yiizeyine baglanmis olan binlerce probun komplementer hedefi
ile direkt bir karsilastirma saglamaktadir. Mikrodizin teknigi, temel olarak niikleik asit
hibridizasyonuna dayanmakta ve DNA’nin komplementer dizisine spesifik ve hizli olarak
baglanmasini esas almaktadir (91,92). Temel olarak cDNA ve oligoniikleotit olmak iizere 2

tip mikrodizin bulunmakatir. cDNA mikrodizinlerde, cam veya silikon gibi kati1 yiizeylere
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yiiksek hizli robotlar tarafindan uzun DNA molekiilleri immobolize edilmektedir. Ornek
DNA polimeraz zincir reaksiyonu ile yaklasik 100 niikleotit uzunlugunda ¢ogaltilir. Bu tip
mikrodizinler daha siklikla uzun olgekli taramalarda ve ekspresyon calismalarinda
kullanilmkatadir. Oligoniikleotit mikrodizinlerde ise DNA, cam yiizeyler iizerine kimyasal
veya konvansiyonel yontemlerle immobilize edilmektedir. Yaklasik 25 niikleotit
uzunlugunda kullanilan oligoniikleotitler ile haritalama, yeni genlerin kesfi ve mutasyon
taramasi yapilmaktadir. Calisma, kullanilacak mikrodizinin dizayni ile baglamakta sirasiyla,
orneklerin hazirlanmasi, hibridizasyon, yikama, goriintiilleme ve verilerin degerlendirilmesi
olarak devam etmektedir (92). Bu teknolojinin rutin tanida kullanilmasiyla ilgili bazi
kisitlamalar bulunmakta ve bunlar dogruluk ve tekrarlanabilirlik eksikligi olarak ifade
edilmektedir. Mikrodizin ¢alismasinin kalitesini etkileyen durumlardan bazilari, ornek
hazirlama ve etiketleme asamasi, hibridizasyon ve post hibridizasyon yikama asamasi ve
goriintii eldesi asamasinda yasanan bir takim problemler olarak 6zetlenmektedir. Ornek
hazirlama ve etiketleme asamasinda, 6rnegin kalitesi ve kantititesi biiyiik 6nem tasimaktadir.
Ornegin degredasyonu ¢alismanin sonucunu negatif yonde etkilemektedir. Hibridizasyon ve
post hibridizasyon yikama agsamasinda, problar ve komplementer hedefleri arasindaki
spesifik baglanma, temel olarak yikama tamponlar1 ve sicakliga baglidir. Bu basamakta
olusabilecek kiiciik degisiklikler non-spesifik etkilesimlere yol agmaktadir. Goriintii eldesi
asamasi, duyarliligi artirmak ve giiriiltiiyli azaltmak icin kullanilan yogunluk ve sinyal
rezoliisyonu gibi tarama parametrelerince etkilenebilir. Sonug olarak elde edilen goriintiide
kalite degerlendirmesi yapilmaktadir (91). Bu tez calismasinda Affymetrix GeneChip 250K
(NspI) SNP mikrodizin platformu (Affymetrix, Inc, Santa Clara, California, USA)
kullanilmistir. Bu platform {izerinde toplam 262.264 adet SNP'yi temsil eden 25-mer

uzunlugunda oligoniikleotidler bulunmaktadir (92).

2.8.5. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi yontemi, insan ve diger canlilarin genomlarimin dizilenmesi i¢in kullanilan
molekiiler bir tekniktir. Birinci nesil DNA dizi analizi i¢in gelistirilmis 2 yoOntem
bulunmaktadir. Bunlar, 1973’de Maxam ve Gilbert tarafindan kesfedilen kimyasal ayrilma
yontemi ve 1975°de Frederick Sanger tarafindan kesfedilen enzimatik reaksiyonlara dayali

dizi analizi yontemi olarak bilinmektedir (85,95).
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Maxam-Gilbert tarafindan kesfedilen yontem, DNA molekiiliiniin bazlara 6zgii spesifik
kimyasal ajanlarla kirilmas1 esasina dayanmaktadir. Yontemde DNA cift zinciri tek zincirli
hale getirilmekte ve sentez i¢in zincirlerden biri kullanilmaktadir. Dizisi belirlenecek olan
zincir radyoaktif 3?P ile isaretlenmektedir. Diziye 6zgii bazlarin her birinin farkli kimyasallar
tarafindan isaretlenmesiyle belli noktalarda kiriklar olusturulmaktadir. Sonraki asamada ise
farkli boylarda ortaya c¢ikan fragmanlarin jel elektroforezde goriintillenmesiyle analiz
yapilmaktadir. Bu yontem kimyasal ajanlar kullanilmasi, maliyetin cok olmasi, ¢ok hassas

olmamasi ve islem basamaklarinin ¢ok olmasi nedeniyle tercih edilmemektedir (85, 95,96).

Frederick Sanger ve arkadaslarn tarafindan kesfedilen zincir sonlandirma yontemi ise,
enzimatik DNA sentezine dayali bir tekniktir. Bu bulusuyla Frederick Sanger’e 1975°de
Nobel odiilii verilmistir. Bu yontemde Oncelikle klasik bir PCR reaksiyonuyla dizilenmesi
istenen bolge amplifiye edilmektedir. Amplifiye edilen PCR iiriiniine dideoksiniikleotid
trifosfatlarin  (ddNTP) eklenmesiyle farkli uzunlukta fragmanlar elde edilmektedir.
ddNTP’ler farkli renkte 1s1ma yapan floresan boyalarla isaretlenmis ve 3’OH grubu
bulunmayan diniikleotid trifosfatlardir. DNA polimeraz ile zincir uzamasi gerceklesirken
uygun bir ddNTP’in zincire eklenmesiyle sentez durmaktadir. Ciinkii ddNTP’lerdeki 3°OH
grubunun bulunmamasi nedeniyle yeni bir ANTP zincire eklenememektedir. Boylece farkli
boylarda fragmanlar olusacaktir. Bu reaksiyon tek bir tiipte gerceklesmektedir. Elde edilen
diziler otomatik bir cihaz tarafindan jelde yiiriitillerek floresan dedektor ©niinden
gecmektedir. Bu esnada elde edilen pikler bilgisayar programinda degerlendirilerek analiz
yapilmaktadir. Tk kez paired-end dizileme yaklasimi kullanilarak dizilenen gen HPRT
(hipoksantin guanin fosforiboziltransferaz) genidir (82, 85, 97).

2.8.6. Ekzom Dizileme

Insan genomunun enzimatik dizileme islemi Sanger tarafindan 1975°de bulunmus ve hala
altin standart olarak kabul edilmektedir. Genlerin bircogunun birden fazla ekzonlu oldugu
ve bazi ekzonlarin ise ¢ok biiyiik oldugu diisiiniildiigiinde Sanger ile dizileme ¢ok maliyetli
ve zaman alic1 bir yontem haline gelmektedir. Sanger dizileme yonteminde, 96 6rnegin 3-4
saatlik elektroforezi sonucunda ancak 30-60 kb’lik bir bilgi elde edilmektedir. 1990’11
yillarda ise DNA’nin floresan isaretlenmesi ile birlikte otomatik DNA dizileme cihazlari
gelistirilmistir. Yeni nesil dizileme ile ilgili ilk teknolojiler, birbirine paralel milyarlarca

dizileme reaksiyonlarini igcerecek sekilde 2007 yilinda gelistirilmeye baslanmistir. Bu
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teknoloji ile Sanger dizileme yontemine gore bir seferde 10 bin kat daha fazla veri elde

edilmektedir (85).

[k insan genomunun taslagimin tamamlanmasindan sonra, yiiksek ciktili DNA dizileme
(yliksek ¢iktil1 yeni nesil dizileme (High-throughput Next Generation Sequencing, HT-NGS)
de denilen) adi verilen yeni stratejiler gelistirilmeye baslanmistir. Bu gelistirilen HT-NGS
stratejileri ile genomik arastirmalarin daha etkin ve ucuz olarak yapilacag: diisiiniilmektedir

(98).

Biiyiik oOlcekli paralel dizileme yoOntemi, heterojen hastaliklarda ayni anda yiizlerce
mutasyonu taramak icin, hastalifa neden olan patojenlerin dizi tabanli tespiti ve yeni
mutasyonlarin bulunmasi i¢in kullanilmaktadir. Bu yontemlerin giderek fiyati diigmekte ve
kiiciik oOlcekli laboratuvarlarda da tercih edilmektedir (99) Mendeliyen tip kalitilan
hastaliklarda, hastaliga neden olan mutasyonlarin cogunlukla ekzonlarda veya splice site
bolgelerde oldugu bilinmektedir. Bu bolgelerin de genomun yaklasik olarak %1,5’luk bir
kismim olusturdugu disiiniiliirse hastalifa neden olabilecek aday gen/genlerin
bulunabilmesi icin etkilenmis bireye ekzom dizileme yapmak, maliyet, zaman ve verilerin

degerlendirilebilmesi acisindan etkili bir yontem olarak kullanilmaktadir (100).

Tiim ekzom analizi ile ortalama 20.000 gen ve 180.000 ekzon olmak iizere tiim insan
genomunun %]1’1 analiz edilebilmektedir.Tim ekzom, kalitsal hastaliklara ait
mutasyonlar1 %85 oraninda igermektedir. Bu teknigin basar1 oran1 tek gen

hastalilarinda %50 olarak kabul edilmektedir (101).

Tiim ekzom analizi, DNA dizi analizine gore daha kisa siirede daha biiyilk DNA bolgesi
hakkinda bilgi vermektedir.Ancak, bu teknik ile DNA’daki kodlanmayan bolgelerdeki
varyantlar, biiyiikk delesyon, duplikasyon, yeniden diizenlenimler, niikleotid tekrarlar1 ve
epigenetik degisikler tanimlanamaz. Ayrica, elde edilecek sonuclar, mutlaka DNA dizi

analizi ile dogrulanmalidir (102).

Bugiine kadar birgok yeni nesil dizileme platformu kesfedilmistir. ilk defa ticari olarak 2005
yilinda piyasaya cikartilan platform, 454 Life Sciences firmasi tarafindan yapilan GS 20
olarak bilinmektedir. Bu cihazla Mycoplasma genitalia’nin genomu %96 coverage

(kapsama) ve %99,96’lik bir dogrulukla dizilenmistir. Bunu takip eden yillarda farklh
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platformlar ortaya c¢cikmistir (98). Bu platformlarin genel oOzellikleri Cizelge 2.6’da

verilmistir (98, 103).

Cizelge 2.6. Yeni nesil dizilemede kullanilan platformlarin genel 6zellikleri

Firma adi Roche GS | Illumina Life
FLX Tecnologies
Platform GS FLX | Hiseq 2000 ABI SOLID
Titanium, GS
Junior
Kalip hazirlama Emiilsiyon Koprii Emiilsiyon
PCR amplifikasyon | PCR
Ornek miktari 5ug lug 5-20 ug
Saptama metodu
Kiitiiphane hazirlama (giin) | 3-4 2 2-4.5
YoOntem
Ornek sayisi
Dogruluk %99,5 >%98,5 %99,94
Dizileme metodu pirodizileme Polimeraz Ligasyon
temelli temelli
dizileme dizileme
Okuma uzunlugu 400 bg 75-100 bg ~50 bg
Zaman 10 saat 2-5 giin 6 giin

Genom dizilemedeki yenilikler ile genomun bir bolgesinin hedef dizileme ile dizilenmesine

odaklanilmistir. Bu amagla, tiim kanser genlerine ait genlerin ekzonlari, ekzon-intron

kavsaklari ile diizenleyici bolgeleri dizilenmistir (104).
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3. GEREKCE VE AMAC

Mikroftalmi, g6z kiiresinin total aksiyal uzunlugunun yasa gore ortalama en az iki standart
sapmanin altinda ve anteriyor segment uzunlugunun ise normal sinirlarin i¢inde veya altinda
olmasi1 olarak tanimlanmaktadir. Mikroftalmi izole veya bir sendromun parcasi olarak
goriilebilmektedir. Bugiine kadar izole mikroftalmi ile iligkili 7 gen, bir sendroma eslik eden
mikroftalmiler ile iliskili 22°den fazla gen tanimlanmustir.izole mikroftalmiler acisindan
bakildiginda, hastalikta gézlenen genetik heterojenite nedeni ile hastaligin genetik etiyolojisi
tam olarak aydinlatilamamistir. Bu acidan bakildiginda yeni aday gen veya genlerin

tanimlanmast ile ilgili bircok arastirma yapilmaktadir.

Bu tez calismasinda aralarinda 3. derece akrabalik bulunan bir ailede yeni aday gen veya
genlerin arastirilmasi planlanmaktadir. Ailenin yasayan 5 cocugundan 3’ii etkilenmis, 2’si
saglikli bireydir. Otozomal resesif kalitim gosteren hastaliklarda etkilenmis olan bireylerin
mutasyonu homozigot tagimasi prensibinden yola ¢ikarak mikrodizin yontemi ile homozigot
bloklarin tespiti ile aranilan bolgenin daraltilmasi, hem de bugiine kadar mikroftalmi ile

iliskilendirilmis genlerin diglanmasi planlanmistir.

Buradan elde edilecek homozigot bloklardaki genlerin birden fazla olacagi diisiiniildiigiinde,
bu genlerin dogrulama caligmalart hem maliyet hem de zaman agisindan kayip olacaktir. Bu
sebeple, ailedeki etkilenmis bireylerden birine ekzom dizileme yapilarak bu bolgelerin daha

da daraltilmasi ve dogrulanacak olan genlerin sayisinin azaltilmasi planlanmaktadir.

Son olarak da bulunan degisiklik veya degisikliklerin validasyonu icin DNA dizileme

yontemi ve toplum taramasi yapilmasi planlanmaktadir.

Bu calismada mikrodizin ve ekzom dizileme yontemi kullanilarak mikroftalmiye neden

olabilecek aday gen veya genlerin arastirilmasi amaglanmistir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

Izole mikroftalmiden sorumlu genlerin birden fazla oldugunu ve bu genlerin de ¢ok sayida
ekzondan olustugunu diisiindiigiimiizde, calisacagimiz ailede izole mikroftalmiden sorumlu
aday gen(ler)in bulunmasi vakit, emek ve maliyet acisindan ¢cok zor olacaktir. Ancak
calisacagimiz ailenin aralarinda akrabalik bulunmasi ve otozomal resesif kalitim kalibina
uymasi sebebiyle baglanti analizi ve homozigot haritalama yonteminin kullanilmasi izole
mikroftalmiden sorumlu olabilecek aday gen(ler)in hangi lokusta oldugunu belirlememizi
miimkiin kilmistir. Bu anlamda kullanilacak olan mikrodizin yontemiyle hem bilinen
genlerin dislanmasi, hem de izole mikroftalmiden sorumlu olabilecek aday gen(ler)in hangi

lokuslara baglant1 gésterdiginin bulunmasi planlanmastir.

Homozigot haritalama sonucu elde edilecek haplotip bloklarinin da biiyiikliigline gore ¢ok
sayida geni barindirdigimi diisiiniirsek bu verinin tek basina degerlendirilmesi ve olas1 aday
gen(ler)in DNA dizi analizi ile dogrulanmasi hem maliyet hem de zaman acisindan ¢alismayi
zorlagtiracaktir. Ayni anda tiim ekzonlarin incelenmesine olanak veren ekzom dizileme
yontemiyle bu sorun ¢oziilmiistiir. izole mikroftalmiden sorumlu olabilecek aday gen(ler)in
bulunmasi amaciyla ekzom dizileme yonteminden elde edilen veriyi degerlendirirken, ilk

once haplotip bloklardaki genler esas alinmistir.

4.1. Calisma Grubu

Bu tez calismasina, 1998 yilinda Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
Anabilim Dali’na mikroftalmi nedeni ile bagvuran ve Prof. Dr. E. Ferda Per¢in tarafindan
degerlendirilen aile dahil edilmistir. Spesifik bir sendromla iligkilendirilemeyen ailenin
bireylerine ait DNA ornekleri Hacettepe Universitesi biinyesinde bulunan TUBITAK-
DNA/Hiicre Bankas1 ve Gen Arastirmalar1 Laboratuvarinda izole edilmis ve Prof. Dr. E.
Ferda Percin tarafindan 15 Eyliil 1998 - 15 Mart 1999 tarihleri arasinda; University of
Connecticut Health Center' da "Otozomal Resesif Mikroftalmi Geninin Pozisyonel
Haritalanmas1 ve Mutasyon Taramasi1" isimli TUBITAK (NATO-B2) projesi kapsaminda
arastirtlmistir. Bu proje kapsaminda mikroftalmi ile iligkilendirilmis aday genler (CHX10,
SOX2, OTX2, PAX6, STRA6, RAX, FOXE3) i¢in baglant1 analizi yapilmis ve s6z konusu
genlere baglanti saptanmamistir. Mikroftalmiden sorumlu yeni genlerin bulunmus olmasi ve

yeni teknikler ile baglanti analizi icin tek basina giicli olmayan tek bir aile/hasta da bile
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sorumlu mutasyonun saptanabilmesinin miimkiin olmasi nedeni ile bu arastirma i¢in ekzom
dizilemenin iyi bir yontem oldugu diisiiniilmiistiir. Bu tez calismasi Kecioren Egitim ve
Arastirma Hastanesi Klinik Arastirmalar Etik Kurul’u tarafindan goriisiilmiis ve ¢alismanin
gerceklestrilmesinde etik acidan sakinca bulunmadigi kararina (karar # 4.06.68.49)

varilmastir.

Calisilan mikroftalmi ailesi 4 kusak ve toplam 26 bireyden olusmaktadir. Ailenin ilk 2
kusaktan 8 bireyi, 4. kusaktan ise 1 bireyi hayatin1 kaybetmistir. Aileye ait pedigri Sekil
4.1’de verilmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Mikroftalmi ailesine ait pedigri ornegi

Anne (I11-2) 49, baba (III-1) 51 yasinda saglikl1 bireylerdir. Ailenin toplam 9 gebeligi olmus,
bunlardan 3.’sii atesli hastaliktan 6lmiis, 6, 7 ve 8. gebelikleri abortusla sonuclanmustir.

Yasayan cocuklarindan, 3’ hasta, 2’si ise saglikli bireylerdir.

Ailenin ilk ¢ocugu (IV-1), 29 yasinda saglikli kiz bireydir. Bu bireye ait 1998 yilinda alinmig
olan DNA 6rneginden mikrodizin ¢alismasi, dizi analizi ve RFLP yapilmigtir. Hasta daha
sonra 6zel nedenlerinden dolayr kan vermeye gelemedigi i¢in hastanin sitogenetik analizi
yapilamamustir. Ailenin ikinci ¢ocugu (IV-2), 27 yasinda hasta erkek bireydir. Bu hastanin
fizik muayenesinde, mikroftalmiye ek olarak derin yerlesimli gézler, mikrosefali, brakisefali,
brakidaktili, sag elde simian ve sol elde tek transvers ¢izgi saptanmistir. Biiyiime-gelisme

geriligi bulunan hasta isitme cihazi kullanmaktadir.
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Bu hasta, proband olarak belirlenmistir. Hastanin gdz muayenesi uzman goéz hekimi
tarafindan yapilmis ve hastada bilateral pupiller aralik kapali olarak saptanmistir. USG
incelemesinde aksiyel uzunlugun sagda 12mm, solda 10 mm oldugu ve bilateral koroid

kalinlagmas1 saptanmustir.

Ailenin iiciincii cocugu (IV-4), 25 yasinda hasta erkek bireydir. Bu hastada mikroftalmiye
ek olarak derin yerlesimli gozler, sol elde tek transvers cizgi ve bas sallama seklinde sterotipi
saptanmustir. Hastada bu dismorfik bulgulara biiyiime-gelisme geriligi ve mental retardasyon
eslik etmektedir. Hastanin g6z muayenesi uzman goz hekimi tarafindan yapilmis ve hastada
bilateral korneada total opaklik saptanmistir. Hasta koopere olmadigi i¢cin USG yapilamamis
ve yeni kan Ornegi alinamamistir. Hastanin 1998 yilinda alinan DNA 6rneginden caligma

yapilmistir.

Ailenin dordiincii ¢cocugu (IV-5), 18 yasinda hasta kiz bireydir. Bu hastada mikroftalmiye
ek olarak mikrosefali, brakisefali, sag elde simian ve sol elde tek transvers ¢izgi saptanmistir.
Hastanin goz muayenesi uzman goéz hekimi tarafindan yapilmis ve hastada bilateral santral
korneal skar saptanmistir. USG incelemesinde aksiyel uzunluk sagda 12 mm, solda ise 16-

17 mm 0Olciilmiis olup bilateral koroid kalinlagsmasi1 saptanmugtir.

Ailenin besinci cocugu (IV-9), 10 yasinda saglikli erkek bireydir. Hastanin g6z muayenesi
uzman g6z hekimi tarafindan yapilmis ve gz muayenesi normal olarak degerlendirilmistir

(Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Mikroftalmi ailesi bireylerinin 1998 yilina ait goz bulgulari

Olgu/yas/ Gorsel Lens giicii Kornea On Aksiyel Korneal Klinik
cinsiyet aktivite capi kamara uzunluk bulutlanma | bulgular
derinligi
IV-1/12 K Sag 0,1 N Bilinmiyor | Bilinmiyor | Bilinmiyor | _ -
Sol 0,1 N
IV-2/10E Isiga Uygulanabilir | Sag 10 mm | On Sag 16.64 | Her iki | Biiylime
(Proband) kars1 degil Sol 10 mm | kamaralar | mm gozde de | gelisme
minimal oldukca s1g | Sol 16.61 | 16kom geriligi
cevap mm Mikrosefali,
brakisefali
Brakidaktili
Sag elde
simian-line
Sol elde tek
transvers
cizgi
Isitme cihazi
kullaniyor
IV-49 E Isik algis1 | Uygulanabilir | Sag 9 mm | On Sag 16.61 Sagda tam Biiyiime
yok degil Sol 7 mm kamaralar | Sol 3 veya | Solda hafif gelisme
oldukc¢a s1g | 5 mm geriligi
Mental
retardasyon
Sol elde tek
transvers
cizgi
Bas sallama
seklinde
sterotipi
IV-5/2K Isiga Uygulanabilir | Sag 10 mm | On Sag 16.41 Sagda tam Mikrosefali,
kars1 degil Sol 10 mm | kamaralar | Sol 16.41 Solda hafif brakisefali
minimal oldukca s1g Sag elde
cevap simian-line
Sol elde tek
transvers
cizgi
IV-9/ 2004 [ N N N N N N -
dogumlu
N: Normal

4.2. Uygulanan Yontemler

Calismamiz sirasinda hangi bireye hangi yontemlerin uygulandigi Cizelge 4.2°de

belirtilmistir.
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Cizelge 4.2. Calismaya dahil edilen aile bireylerinde uygulanan yontemler

Hasta Mikrodizin | Ekzom Sitogenetik Dizi RFLP
numarasi dizileme analiz analizi

-1 _ _ + + +

III-2 + _ + + +

V-1 + _ _ + +
Iv-2 + + + + +
Iv-4 + _ _ + +
IV-5 + _ + +
V-9 _ _ + + +

(+): Yontem uygulandi (-):Yontem uygulanmadi

4.2.1. GTG-Bantlama Yontemi ile Kromozom Analizi

Calismaya dahil edilen yedi bireyin besinden 5’er ml heparinli tiiplere kan alinmis ve GTG-

bantlama yOntemi ile kromozom analizi yapilmistir.

Calismada Kullanilan Kimyasal Malzemeler, Sarf Malzemeler ve Cihazlar

RPMI 1640 (Biological Industries, 01-100-1)
Penisilin (Biological Industries, 03-031-1)
L-glutamin (Biological Industries, 41-218-25)
Fitohemagliitinin (Biochron, M5030)

Fetal dana serum (Biochrom, S0113)
Kolsemid (Biological Industries, 12-004-1DI)
Potasyum kloriir (KCI) (Merck, 7447-40-7)
Distile su (Biochrom, L 0015)

Asetik asit (Merck, 64-19-7)

Metanol (Merck, 106009)

12 ml’lik hiicre kiiltiir tiipii (Greiner Bio-one, 163160)
Pastor pipeti (Greiner Bio-one, 700370)

2 mI'lik enjektor (Hayat, 8696569000135)
Lam (ISOTERM, CLDR000003)

Etiiv (Sanyo Incubator, MIR 162)

31



Santrifiij cihaz1 (Universal 320, Hettich, 1401)
Vortex (V1 plus, Boeco, BOE 8055000 )
Hassas terazi (Boeco, BAS 32)

Manyetik karistirici (Boeco, BOE 8057000 )
Pastor firin1 (Memmert, UF 55)

Buzdolab1 (Regal, CDR 2102)

Besi Yeri Hazirlanmasi

Calismada RPMI 1640 besiyeri kullanilmistir. Besiyerine 10000 unite/ml penisilin ve 10
mg/ml streptomisinden 1 ml, 200 mM L-glutaminden 2 ml, 100 ml fetal dana serumundan
20 ml ve 5 ml liyofilize fitohemagliitininden 2 ml ilave edilerek kullanima hazir hale

getirilmistir.

Hipotonik Cozeltisinin (0,075 M KCl) Hazirlanmasi

1,397 g KCl, 250 ml distile suda ¢oziildiikten ve manyetik karistiricida 15 dk karistirildiktan

sonra kullanilmak tizere 37 °C’lik etiivde saklanmistir.

Fiksatif Soliisyonunun Hazirlanmasi

Metanol ve asetik asit karisimi 3:1 oraninda taze hazirlanarak kullanilmistir.

Periferik Kandan Kromozom Eldesi (72 saatlik Kiiltiir)

1- Hazirlanan besi yeri 12 ml’lik steril tiiplere, 5’er ml olacak sekilde dagitilmistir. Kan
ornekleri birkag¢ kez alt iist edilerek karistirildiktan sonra i¢inde besi yeri bulunan
tiiplere 12°ser damla olacak sekilde eklenmis, alt iist edilerek karistirllmisg ve
37°C’lik etiive konulmustur.

2- Ertesi giin ve bir sonraki giin kanlar alt {ist edilerek karigtirtlmistir.

3- Ekimden sonraki 68. saatte 2 damla kolsemid eklenerek karistirilan tiipler 75 dk
37°C’lik etiivde bekletilmistir.

4- Etiivden alman tiipler 1400 rpm’de 10 dk cevrilmistir. Cevirme isleminden sonra

kanlarin tizeri dikkatli bir sekilde atilmistir.
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5-

6

10-

11-

12-

Uzerine yavas bir sekilde 6 ml hipotonik ¢ozeltisi eklenirken tiipler vortekslenmis ve
37°C’lik etiive kaldirilmastir.

Etiivde 1 saat bekleyen tiipler alt iist edilerek calkalandiktan sonra iizerine
prefiksasyon yapmak i¢in yaklasik 10-12 damla fiksatif soliisyonu eklenmis, alt iist
edilen tiipler 1400 rpm’de 10 dk c¢evrilmistir.

Dikkatli bir sekilde pellete zarar vermeden siipernatan kisim uzaklastirilmagtir.
Pellet iizerine 6 ml fiksatif soliisyonundan yavas bir sekilde eklenirken tiipler
vortekslenmistir.

Bu islem pelletin kalitesine gore 3 veya 4 kere tekrarlanmis ve son tekrardan sonra
tiipler 1 giin beklemek iizere -20 °C’ye kaldirilmistir.

Ertesi giin tiipler, 1400 rpm’de 10 dk cevrilmis, pellet olusturulmus ve pellet tizerinde
cok az bir miktar fiksatif soliisyonu kalincaya kadar fiksatif soliisyonu
uzaklastirilmastir.

Kalan kisim pastor pipeti yardimiyla iyice karistirildiktan sonra soguk 1slak lam
izerine yayilmistir.

Preparat mikroskop altinda kontrol edildikten sonra bantlama igslemine hazirlik i¢in

bir gece pastor firininda eskitilmistir.

4.2.2. GTG Bantlama

Calismada Kullamilan Kimyasal Malzemeler, Sarf Malzemeler

Tripsin (Biological Industries, 03-052-1B)

Giemsa (Merck, 1092040100)

PBS (Gibco, 10010-023 )

A soliisyonu ( NaxHPO4-2H>0) (Sigma, 7558-79-4)
B soliisyonu (NaH2PO4-2H>0) (Sigma, 13472-35-0)
Distile su (Biochrom, L 0015)

Sale (Maryfield, DC-73.1.1)

Kurutma kagidi (Whatman, 1600-001)

A Soliisyonunun Hazirlanmasi

6,9 g NaoHPO4-2H>O tartilip 500 ml distile su ile ¢oziilmiistiir.
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B Soliisyonunun Hazirlanmasi

6,9 g NaH>PO4-2H>O tartilip 500 ml distile su ile ¢oziilmiistiir.

Preparatlarin Boyanmasi

Preparatlarin boyanmasi i¢in 4 tane sale hazirlanmistir. Birinci saleye 0,04 g tripsin (80 ml
PBS ile sulandirilmis), ikinci saleye 80 ml 1XPBS, iiciincii saleye ise kurutma kagidi iizerine
12 ml giemsa boyasi siiziilmesi i¢in konulmustur. Siiziilen giemsa iizerine Onceden
hazirlanmis 35 ml A ve 35 ml B soliisyonu ilave edilmistir. Dordiincii saleye ise
preparatlardaki fazla boyay:r almak icin su konulmustur. Boyama islemi i¢in, preparatlar ilk
salede 25 sn bekletilmis, ikinci saleye tripsinin etkisini sonlandirmak icin hizlica batirilip
cikarilmis ve iigiincii salede ise 4 dk boyanmasi i¢in bekletilmistir. Boyanin fazlasini almak
icin ise preparatlar, son salede yaklasik 1 dk bekletilmis ve oda sicakliginda kurumaya

birakilmustir.

4.2.3. DNA izolasyonu

Calismaya daha sonra dahil edilen III-1 ve IV-9 numarali bireylerden alinan kan
orneklerinden, yiiksek konsantrasyonlu tuzla coktiirme yontemi ile DNA izolasyonu

yapilmistir (105). DNA’lar calismaya kadar -20 °C saklanmaistir.

Calismada Kullanilan Kimyasal Malzemeler, Sarf Malzemeler ve Cihazlar

Otoklavlanmis bidistile su

Lizis tamponu (AppliChem, A4150)

Proteinaz K (AppliChem, A3830)

Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Merck, 822050)
Amonyum asetat (CH;COONH4) (AppliChem, A4716)
%99,5’1uk absolut etanol (Merck, 107017)

Tris-EDTA tamponu (TE) (AppliChem, A0973)

NaCl (AppliChem, A1149)

Na;EDTA (AppliChem, A1104 )

TrisHCI1 (AppliChem, A3452)
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15 ml’lik steril tiip (Greiner Bio-one, 82050-276)
Pastor pipeti (Greiner Bio-one, 89094-394)

100’liik steril pipet ucu (Axygen Scientific, CS4800)
1000’1ik steril pipet ucu (Axygen Scientific, PK1000)
1,5’1uk mikrosantrifiij tiipii (Greiner Bio-one, 616 201)
Santrifiij cihaz1 (Hettich Micro 22R, C1110)

Etiiv (Sanyo Incubator, MIR 162)

Buzdolab1 + 4 °C (Ugur, USS 300 DTK/GD)
Buzdolab1 (Regal, CDR 2102)

Lysis Buffer’in Hazirlamisi

10 M TrisCl’den 1,576 g, 400 M NaCl’den 23,4 g, 2 M Na,EDTA’dan 0,7 g tartilmis 1 litre

steril distile suda ¢6ziilmiis ve buzdolabinda saklanmaistir.

Proteinaz K’nin Hazirlamisi

10 mg/ml stok proteinaz K 10 ml distile suda ¢6ziilmiis ve buzdolabinda saklanmustir.
SDS’in Hazirlamisi (% 10°luk)

10 g SDS tartilip 100 ml distile suda ¢oziilmiis ve oda sicakliginda saklanmistir.
Amonyum Asetatin Hazirlamsi

5M amonyum asetatdan 148 g tartilip 200 ml distile suda ¢6ziilmiis ve oda sicakliginda

saklanmustir.
TE Buffer’in Hazirlamisi

10 M TrisHCI’den 0,394 g, 1M Na;EDTA’dan 0,093 g tartilmis 250 ml distile suda

¢oOziilmiis ve oda sicakliginda saklanmistir.

DNA izolasyonunun Yapihs

1- EDTA’l tiipler icinde bulunan kanlar birkac kez asagi yukar cevrildikten sonra 2

ml’si 15°lik steril tiipe bosaltilmis ve iizerine yaklasik olarak 10 ml otoklavlanmis
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soguk bidistile su konulmustur. Hizlica 2-3 dk ¢alkalandiktan sonra 2000 rpm’de 10
dk cevrilmistir.

Cevirme isleminden sonra pelleti atmayacak sekilde siipernatant bosaltilmis ve
yeniden soguk bidistile su ilave edilerek 2000 rpm’de 10 dk ¢evrilmistir. Bu islem 5
defa tekrarlanmistir.

Son tekrardan sonra siipernatant dokiilmiis ve tiipler kagit bir havlunun iizerine ters
cevrilerek siiziilmeye birakilmistir.

Siiziildiikten sonra tekrar ¢evrilen tiipler tizerine 750 ul lysis buffer, 40 ul proteinaz
K ve 50 pl SDS koyularak hafif¢e karnistirnlmistir. Tiipler 37 °C’lik etiivde bir gece
bekletilmistir.

Ertesi sabah tiipler tizerine 500 ul amonyum asetat eklenmis, asag1 yukar1 yaklasik
20 kere hizli bir sekilde karistirilmis ve 10 dk oda sicakliginda bekletilmistir.

Oda sicakliginda bekletilen tiipler 3500 rpm’de 20 dk c¢evrilmis ve iizerindeki
siipernatant temiz bir 15 ml’lik steril tiipe aktarilmistir.

Tiiplere i¢indekinin yaklasik iki kat1 olacak sekilde soguk saf etanol konulmus,
hafifce karistirilarak icindeki DNA’nin belirginlesmesi saglanmaistir.

DNA'’]ar, onceden i¢ine 200 ul TE buffer konulmus olan 1,5 mI’lik mikrosantrifiij

tiipiiniin i¢ine steril pipet ucuyla aktarilmistir.

4.2.4. DNA’nin Biitiinliigiiniin, Safliginin ve Miktarimin Belirlenmesi

Kullamlan Kimyasal Maddeler, Sarf Malzemeler ve Cihazlar

Agaroz (Prona, 9012-36-6)

10XTBE buffer (tris-borik asit-EDTA) (AppliChem, A0972)

Yiikleme boyasi (6X) (Orange Loading dye) (New England Biolabs, B7022S)
Etidyum bromiir (EtBr) (AppliChem, A115)

Distile su (Biochrom, L. 0015)

10’luk steril pipet ucu (Axygene Scientific, CS4800)

1000’1lik meziir (Borucam, L.290125)

Mikrodalga firin (MD 554, Arcelik)

Yatay elektroforez tanki (Apollo,75, 1214)

Giic Kaynagi (Labnet, Power Station 3000)

Jel goriintiileme cihaz1 (Syngene, Ingenius LHR)
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Spektrofotometre (Nanodrop ND-1000)

1XTBE Buffer Hazirlanmasi

1000°1lik meziire 100 ml 10XTBE konulmus iizerine 900 ml distile su ilave edilerek 1XTBE

hazirlanmustir.

Agaroz Jelin Hazirlanmasi (% 1’lik)

1 g agaroz tartilmis ve iizerine 100 ml 1 XTBE buffer eklendikten sonra mikrodalga firinda
300 derecede 3 dk kaynatilmistir. Kaynamis olan jel biraz sogutulduktan sonra tizerine 10
ul EtBr eklenerek iyice karistirilmistir. Daha 6nceden hazirlanmis olan jel traye kabarcik
olusturmayacak sekilde dokiilmiistiir. Polimerizasyon ic¢in yaklasik olarak 15-20 dk
beklendikten sonra jel yatay jel elektroforez tankina alinmis, {izerine jeli kapatacak kadar
I1XTBE buffer ilave edilmistir. DNA orneginden 1 pl alinip {izerine 3 pl yiikleme boyasi
ilave edilmis ve jeldeki kuyulara yiiklenmistir. Jel, 120 voltta 1 saat yiriitiildiikten sonra

ultraviyole 15181 altinda goriintiilenerek degerlendirilmistir.

DNA Miktarmin ve Safligimin Tayini

DNA’nin safligini ve miktarmi 6lgmek igin spektrofotometre kullanmilmistir. Cihaz
kullanilmaya baslamadan once distile su ile temizlenmis, sonra DNA’nin saklandigr TE
buffer cihaza tanitilmistir. Olgiim islemi icin 1 pl DNA ornegi kullanilmistir. Olciim
sonucunda 260/280 degeri (1,70-1,90 araliginda olmali) ve optik dansitesi belirlenmis olan
genomik DNA calismaya kadar -20 °C’de saklanmistir. Sekil 4.2’de ¢alismada kullanilan

DNA ornekleri gosterilmistir. Cizelge 4.3’de spektrofotometre 6l¢iim sonuglar1 verilmistir.
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Sekil 4.2. B: 1 Kb’lik belirteg, 2.-8. kuyular III-1, III-2, IV-1, IV-2, IV-4, IV-5, 1V-9
numarali bireylere ait DNA 6rneklerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii

Cizelge 4.3. Calismaya dahil edilen III-1, III-2, IV-1, IV-2, IV-4, IV-5 ve IV-9 numaral
bireylere ait DNA orneklerinin spektrofotometre 6l¢iimleri

Ornek numarasi | 260/280 | Optik dansite (OD) (ng/ul)
-1 1,87 469,7
I1-2 1,83 456,9
V-1 1,85 387,8
Iv-2 1,85 562,7
Iv-4 1,87 654,6
V-5 1,82 459.,8
V-9 1,88 588,8

4.2.5. Affymetrix 250K Mikrodizin Calismasi

Bu calisma icin 2 saglikli (III-2 ve IV-1) ve 3 hasta (IV-2, IV-4 ve IV-5) birey kullanilmistir.
Bu calisma AY-KA Ozel Saglik Tesisleri Ltd.Sti. laboratuvarinda (Ankara) yapilmistir.

Calhsmada Kullanilan Kimyasal Maddeler, Sarf Malzemeler ve Cihazlar

GeneChip® Human Mapping 250K Nspl Mikrodizin (Affymetrix, 900767)
Nsp I enzimi (New England Biolabs, RO602S)

NE buffer 2 (10X) (New England Biolabs, R0602S)

Bovine serum albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, A3675)
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Distile su (Biochrom, L-0015)

Adaptor, Nspl (Affymetrix GeneChip Mapping 250K Nsp Assay Kit, 900767)

T4 DNA ligaz (New England Biolabs, M0202S)

T4 Ligaz Buffer (New England Biolabs, M0202S)

Adaptor Nspl (Affymetrix GeneChip Mapping 250K Nsp Assay Kit, 900767)

PCR Primer, 002 (Affymetrix GeneChip Mapping 250K Nsp Assay Kit, 900767)
Titanyum Taq PCR Kit (G-C Melt, dNTP, Clontech TITANIUM™vTaq DNA Polymerase
ve Buffer (Clontech, 639210)

Agaroz (Prona, 9012-36-6)

MinElute 96 UF PCR Piirifikasyon Kit (Qiagen, 28051)

Fragmantasyon Reagent (Affymetrix GeneChip Mapping 250K Nsp Assay Kit, 900767)
10X Fragmentasyon Buffer (Affymetrix GeneChip Mapping 250K Nsp Assay Kit, 900767)
DNA Labeling Reagent (Affymetrix GeneChip Mapping 250K Nsp Assay Kit, 900767)
Terminal Deoxynucleotidyl Transferase (Affymetrix GeneChip Mapping 250K Nsp Assay
Kit, 900767)

5X Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Buffer (Affymetrix GeneChip Mapping 250K
Nsp Assay Kit, 900767)

DNA Labeling Reagent (Affymetrix GeneChip Mapping 250K Nsp Assay Kit, 900767)
MES Hidrat (Sigma-Aldrich, M8250)

MES Sodyum tuz (Sigma-Aldrich, M3885)

Denhardt Cozeltisi (Sigma-Aldrich, D2532)

Etilendiamintetraasidik asit (EDTA) (Applichem,A1104)

Herring Sperm DNA (10mg/ml) (Promega, D1811)

Oligo Control Reagent (Affymetrix GeneChip Mapping 250K Nsp Assay Kit, 900767)
Human Cot-1 (1mg/ml) (Sigma-Aldrich, 05480647001)

Tween 20 (%10) (Sigma-Aldrich, P1379)

Dimetil siilfoksit (DMSO) (Sigma-Aldrich, D9170)

5M Tetrametil Amonyum Klorid (TMACL) (Sigma-Aldrich, 86614)

Streptavidin, R-Phycoerythrin conjugate 1 mg/ml (Thermo, S866)

Anti-streptavidin antibody (goat), biotnylated (Vector, BA-0500)

20X Saline—Sodium Phosphate-EDTA (SSPE) (Sigma-Aldrich, S2015)

Steril pipet uglart (1-10’1uk, 10-100’lik, 100-1000’1ik) (Axygene Scientific, CS4800)
Steril mikrosantrifiij tiipii (Axygene Scientific, MCT-060)

Mikropipet seti (Gilson, Pipetman Classic)
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Mikrosantrifiij (Beckman Coulter, B30134)

Vorteks (IKA, 0003340000)

Vorteks plate basligi (IKA, 0004496200)

Termal dongii cihaz1 (Applied Biosystems, GeneAmp PCR System 9700).
Elektroforez (ThermoScientific, B1)

Nanofotometre (Implen, C40)

Vakum regulator (Qiagen, 19530)

Hibridizasyon firin1 (GeneChip®, 640)

Fluidics Station 450 (GeneChip®)

Scanner 3000 7G (GeneChip®)

250K Nsp I ile yapilan mikrodizin ¢alismasi 10 temel basamaktan olusmaktadir. Belirtilen

tiim bu basamaklar, iiretici firmanin 6nerdigi protokol dogrultusunda gerceklestirilmistir.

Genomik DNA’nin hazirlanmasi
Restriksiyon enzim kesimi
Ligasyon

PCR

PCR iiriinlerinin piirifikasyonu
PCR iiriinlerinin 6l¢iimii
Fragmantasyon

[saretleme

e A T o

Hedef hibridizasyonu

10. Yikama-Boyama-Tarama

Calismaya baslamadan 6nce her bir DNA 6rnegi final konsantrasyonu 50 ng/ul olacak
sekilde diliie edilmistir. Her bir 6rnekten 5 pl alinarak toplamda 250 ng baslangic materyali
ile calismaya baslanmistir. Calisma i¢in kullanilacak DNA ornekleri tekrar agaroz jelde
yiiriitiilerek biitiinliikleri kontrol edilmistir. Calismanin ikinci basamagi olan restriksiyon

enzim kesimi protokolii Cizelge 4.4.”de verilmistir.
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Cizelge 4.4. Affymetrix 250K mikrodizin ¢alismasinda yapilan restriksiyon enzim kesimi

protokolii
Kullanilan reaktifler Miktar (ul)
Distile su 11,55
NE tampon 2 (10X) 2
BSA (100X; 10 mg/ml) 0,2
Nsp I (10 u/ pl) 1
DNA 5
Toplam 19,75

Cizelge 4.4°de belirtilmis olan reaktifler her bir 6rnek icin buz iistiinde karistirildiktan sonra
termal dongii cihazinda 6nce 37 ° C’de 2 saat (enzim aktivasyonu), sonra 65 ° C’de 20 dakika

(enzim inaktivasyonu) bekletilmistir.
Uciincii basamak olan ligasyon protokolii ¢izelge 4.5’da verilmistir.

Cizelge 4.5. Affymetrix 250K mikrodizin ¢alismasinda yapilan ligasyon protokolii

Kullanilan reaktifler Miktar (ul)
Adaptor Nsp I (50 uM) 0,75

T4 Ligaz tamponu (10X) 2,5

T4 DNA Ligaz (400 U/ ul) 2

Toplam 5,25

Cizelge 4.5’de belirtilmis olan reaktifler buz iistiinde karistirildiktan sonra restriksiyon
kesimi tamamlanan 6rneklerin iizerine eklenmis ve termal dongii cihazinda 16 °C’de 3 saat,
70 °C’de 20 dakika ligasyon reaksiyonu i¢in bekletilmistir. Ligasyon reaksiyonu sonunda

orneklerin iizerine 75 pl distile su ilave edilerek diliie edilmistir.

Dordiincii basamak olan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) icin gerekli reaktifler ve

miktarlar ¢izelge 4.6’da verilmistir.
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Cizelge 4.6. Affymetrix 250K mikrodizin ¢alismasinda yapilan polimeraz zincir reaksiyonu
icin gerekli reaktiflerin miktarlar

Kullanilan reaktifler Miktar (ul)
AccuGENE® su 39,5
TITANIUM Tag PCR tamponu (10X) | 10
GC-Melt (5M) 20

dNTP (her birinden 2,5 mM) 14

PCR primer 002 (100 uM) 4,5
TITANIUM Taq DNA Polimeraz |2

(50X)

Toplam 90

Cizelge 4.6’da 1 reaksiyon icin gerekli miktarlar verilmistir. Tiim ¢alisma buz iistiinde
yapilmustir. Ligasyon reaksiyonundan sonra her bir 6érnek i¢in 3 PCR reaksiyonu kurulmus
ve bunun i¢in 3 yeni 0,2 pl’lik tiip hazirlanmistir. Tiiplerin i¢ine diliie edilmis ligasyon
iiriiniinden 10 pl koyulmustur. Uzerine hazirlanmis olan PCR karisimi1 (90 pl) eklenmistir.

Termal dongii cihazinda asagida belirtilen programda reaksiyon gerceklestirilmistir.

94 °C 3 dakika

94 °C 30 saniye

60 °C 45 saniye 30 dongii
72 °C 15 saniye

68 °C 7 dakika

12°C

PCR isleminden sonra drnekler % 2’lik agaroz jelde uygun markerlar ile yiiriitiilerek miktar
ve boyutlar1 kontrol edilmistir. Uriinlerin 200-1100 b¢ araliginda olmasi beklenmektedir.
Sekil 4.3’de hasta bireylere (IV-2, IV-4 ve 1V-5) ait PCR iiriinlerinin jel goriintiisii

verilmistir.
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-2000

-1000
-750

-500
-300

-100

Sekil 4.3. Hasta bireylere ait PCR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii. (B:Belirte¢ (100-5000
b¢’lik), 1-3. kuyular IV-2 numarali bireye ait, 4-6. kuyular IV-4 numaral1 bireye ait, 7-9.
kuyular ise IV-5 numaral1 bireye ait)

Besinci basamak olan piirifikasyon islemi i¢in piirifikasyon plateleri kullanilmistir. Her bir
ornege ait 3 PCR {iriinii tek bir kuyuya yiiklenmis ve kolondan gecirilerek piirifikasyon
islemi yapilmistir. Saflastirilan 6rneklerin 48 pl su ile eliisyonu yapilmis ve kuyucuklardan

toplanmastir.
Altinc1 basamak olan PCR iiriinlerinin 6l¢iimii i¢in nanofotometre kullanilmastir.

Yedinci basamak olan fragmantasyon icin Oncelikle kit igerisinde bulunan stok
fragmantasyon soliisyonu bu basamakta kullanilmak {izere son konsantrasyonu 0.05 U/ul
olacak sekilde diliie edilmistir. Fragmantasyon reaksiyonunda 45 pl 6rnek kullanilmistir.

Fragmantasyon icin gerekli olan reaktifler ve miktarlar ¢izelge 4.7’ de verilmistir.

Cizelge 4.7. Affymetrix 250K mikrodizin ¢aligmasinda fragmantasyon islemi i¢in kullanilan
reaktifler ve miktarlari

Kullanilan reaktifler Miktar (ul)
Fragmantasyon tamponu 5

Fragmantasyon soliisyonu (0.05 U/ul) | 5
DNA 45
Toplam 55
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Tiim ¢alisma buz iistiinde yapilmistir. Reaksiyon termal dongii cihazinda 37°C’de 35 dakika
ve 95°C’de 15 dakika olacak sekilde gerceklestirilmistir. Fragmantasyon sonrasi
iriinler %4°lik agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmistir. Sekil 4.4’de calisilan 5 bireye
(III-2, IV-1,IV-2, IV-4, IV-5) ait jel goriintiisii gosterilmistir. Uriinlerin yaklasik 180 b¢’den

daha kiiciik olmas1 beklenmistir. Bu asamadan sonra hemen isaretlemeye gecilmistir.

B III-2IV-11V-21V-4 IV-5

Sekil 4.4. Fragmantasyon basamagi sonrast III-2, IV-1, IV-2, IV-4 ve IV-5 numarali
orneklere ait agaroz jel goriintiisii

Sekizinci basamak olan isaretleme islemi de buz iistiinde gerceklestirilmistir. isaretleme icin

gerekli olan reaktifler ve miktarlar1 (1 ornek icin) cizelge 4.8’de verilmistir

Cizelge 4.8. Affymetrix 250K mikrodizin ¢alismasinda isaretleme icin kullanilan reaktifler
ve miktarlari

Kullanilan reaktifler Miktar (ul)
TdT tamponu (5X) 14
GeneChip® DNA Labeling reagent (30mM) | 2

TdT enzimi (30 u/ pl) 3,5
Fragmente olmus iiriin 50,5
Toplam 70

Ornekler isaretleme igin termal dongii cihazinda 37°C’de 4 saat ve inaktivasyon i¢in 95°C’de

15 dakika bekletilmistir.
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Dokuzuncu basamak olan hibridizasyon i¢in gerekli soliisyonlar ve tamponlar daha 6nceden
hazirlanmistir. Hibridizasyon i¢in gerekli olan reaktifler ve miktarlar1 cizelge 4.9’da
verilmistir.

Cizelge 4.9. Affymetrix 250K mikrodizin calismasinda hibridizasyon icin kullanilan
reaktifler ve miktarlar

Kullanmilan reaktifler Miktar (ul)
MES (12X; 1,25 M) 12
Denhardt’s soliisyonu (50X) 13
EDTA (0,5 M) 3
HS DNA (10 mg/ml) 3
OCR, 0100 2
Human Cot-1 DNA® (I1mg/ml) 3
Tween 20 (%3) 1
DMSO (%100) 13
TMACL (5M) 140
Isaretlenmis DNA 70
Toplam 260

Hazirlanan karigim 95°C’de 10 dk ve 49°C’de 1 dk bekletilmistir. Uygun miktardaki drnek
mikrodizin ¢ipine yiiklenene kadar ornekler 49°C’de bekletilmistir. Bu islem sirasinda
hibridizasyon firini1 49°C ve 60 rpm’e ayarlanmis ve yiikkleme yapilir yapilmaz ornekler

hemen firia koyulmustur ve 16-18 saat arasinda bekletilmistir.

Son basamak olan yikama, boyama ve tarama islemi icin gerekli soliisyonlar ve tamponlar
onceden hazirlanmistir. Yikama soliisyonlar1t Wash A ve Wash B, boyama soliisyonu Stain
Buffer ve tarama soliisyonu Array Holding Buffer bilesenleri ve miktarlari sirasiyla Cizelge

4.10, Cizelge 4.11, Cizelge 4.12 ve Cizelge 4.13’de belirtilmistir.

Cizelge 4.10. Affymetrix 250K mikrodizin ¢aligmasinda yikama basamaginda kullanilan
yikama A bufferin reaktifleri ve miktarlar

Wash A Buffer (1000 mL) | Miktar (mL)
20X SSPE 300

%10 Tween-20 1

Su 699
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Cizelge 4.11. Affymetrix 250K mikrodizin ¢aligmasinda yikama basamaginda kullanilan
yikama B bufferin reaktifleri ve miktarlar

Wash B Buffer (1000 mL) | Miktar (mL)
20X SSPE 30

%10 Tween-20 1

Su 969

Cizelge 4.12. Affymetrix 250K mikrodizin ¢alismasinda boyama basamaginda kullanilan
stain bufferin reaktifleri ve miktarlari

Stain Buffer (1X) Miktar (uL)
Su 800.4

20X SSPE 360

%3 Tween 20 3.96

50X Denhardt’s 24

Toplam 1188

Cizelge 4.13. Affymetrix 250K mikrodizin ¢alismasinda tarama basamaginda kullanilan
array holding bufferin reaktifleri ve miktarlar

Array Holding Buffer (Stok) | Miktar (mL)
Su 73.1

MES Stock Buffer 12X 8.3

SM NacCl 18.5

%10 Tween 20 0.1

Toplam 100

Hazirlanan stain buffer her bir mikrodizin icin iki adet 1,5 mL’lik mikrosantrifiij tiiplerine
594 ul olacak sekilde boliinmiis, ilk tiipe 6 pul SAPE, ikinci tiipe ise 6 ul anti-SAPE
eklenmistir. Uciincii mikrosantrifiij tiipiine ise hazirlanan array holding buffer stogundan 820

ul eklenerek boyama islemi icin yikama istasyonuna yerlestirilmistir.

Cizelge 4.11 ve Cizelge 4.12°de belirtilen Wash A ve B yikama soliisyonlar siselerine

konularak istasyondaki yerlerine yerlestirilmistir.
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Bu agamada orneklerle ilgili bilgiler ve mikrodizin barkodlar sistem bilgisayarina girilmistir.
Hibridizasyon sonrasi ¢ipteki sivi mikropipet ile geri ¢ekilmis ve yerine uygun miktarda
yikama tamponu eklenmistir. Gerekli soliisyonlar, boyalar ve cip yikama istasyonuna
yerlestirilmistir. Calisma icin uygun protokol secildikten sonra cihaz calistirilmistir. Yikama
islemi bittikten sonra tarama islemi gerceklestirilmistir. Tarama islemi sonucu 6rneklere ait
goriintiiler, kalite kontrol raporlar1 ve genotip bilgilerini iceren dosyalar otomatik olarak

bilgisayara kaydedilmistir.

4.2.6. Ekzom Dizileme

Bu calisma, sadece 1 hasta (IV-2) i¢in uygulanmistir. Hastanin stok DNA’sindan 100 ng/ul
boliinerek Elips Saglik Uriinleri Ithalat ve Thracat Limited Sirketi destegiyle ekzom dizileme
yapilmak iizere Beijing Genomics Institute’a (BGI) (Pekin, Cin) gonderilmistir. Calisma
[lumina Hiseq 2000 platformunda gerceklestirilmistir. Calisma prensibi, genel olarak
asagidaki basamaklar1 kapsamaktadir.

1- Oncelikle genomik DNA 6rnegi sonikasyon islemi ile randomize olarak 150-200 bg
‘lik fragmanlara boliinmiis ve adaptorler bu fragmanlarin her iki ucuna da
baglanmistir.

2- Daha sonra bu adaptorler 200 b¢ olacak sekilde bagli parcalar halinde
AgencourtAMPure SPRI boncuklari ile saflastirilmistir.

3- Elde edilen DNA, ligasyon aracili PCR (LM-PCR) yontemi ile c¢ogaltilmis,
saflastirllmis ve SureSelectBiotinylated RNA kiitiiphanesine (BAITS) hibridize
edilerek zenginlestirilmistir.

4- Hibridize olan fragmanlar streptavidin boncuklarina baglanirken hibridize olmayan
fragmanlar ise 24 saat sonra yikanarak atilmistir.

5- Elde edilen LM-PCR fiiriinleri Agilent 2100 Bioanalyzer yardimiyla olgiilerek
zenginlestirilme oran1 belirlenmistir.

6- Elde edilen her kiitiiphane Hiseq2000 platformuna yiiklenerek ayr1 ayri yiiksek ¢iktili
veri elde edilmistir.

7- Ham veriler, Illumina base calling yazilimi 1,7 ile islenmistir ve diziler 90 b¢’lik

paired end okumalar halinde olusturulmustur.
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4.2.6.1. Biyoinformatik Analizlerin Yapilmasi ve Degerlendirilmesi

Cihazdan elde edilen ham verilere biyoinformatik analiz yapilmistir. Ham okumalar; 1-
adaptor dizi, 2-yiikksek miktarda bilinmeyen bazlar ve 3-diisiik kalitede okumalar
icermektedir. Veri analizi oncesi, bu okumalarin ve adaptorlerin mutlaka ayiklanmalari
gerekmektedir. Oncelikle, ham veriden, adaptor diziler ve diisiik kalitede okumalar
cikarilmistir. Adaptdr okumalarinin ve diisiik kalitede okumalarin ayiklanmasi i¢in ham
FASTQ verisinden yararlanilmistir. Bilinmeyen bazlarin %10'un {izerinde oldugu
okumalarin da ayiklanmasiyla filtreleme islemi bitmis ve “temiz veri" olusturulmustur. Bu

veri biyoinformatik analiz i¢in kullanilmugtir.

Hizalama i¢in Burrows-Wheeler Aligner (BWA) programi kullanilmistir. BWA programi,
kisa niikleotid dizilerinin dogru ve hizhi sekilde, diisiik hata oranlar1 ile hizalanmasinda
kullanilmaktadir. BWA sonuclari, BAM format dosyasi halinde alinabilmektedir. BAM
dosya formati hizalama, okuma bilgisi ve PCR sonucu olusan duplike okumalarin islenmesi
icin gereklidir. Bu islemler sonucu, son BAM dosyalar1 elde edilen varyantlar i¢in
kullanilmaktadir. BWA ayrica, hizalamalarin SAM (Sequence Alignment/Map) formatinda

da sunulmasina yaramaktadir.

Tek niikleotid polimorfizmlerini (SNP) degerlendirmek i¢in SOAPsnp kullanilmigtir. Bu
program ile bir lokustaki genotip en yiiksek olasilikta belirlenmekte ve CNS format ile kayit
edilmektedir. Konsensus dizi ile belirlenen lokus ve referans arasindaki polimorfik lokus
filtre edilmektedir. Veri seti metin dosyas: formatinda tab ile ayrilmis sekilde kayit
edilmektedir. SNP’ler belirlendikten sonra ANNOVAR ile anotasyon yapilmis ve

siniflandirilmagstir.

Kii¢iik insersiyon ya da delesyonlar (InDels) Samtools/GATK programi ile hizalanmistir.
Insersiyonlar ve delesyonlar belirlendikten sonra ANNOVAR ile anotasyon yapilmis ve
siniflandirilmistir. Tek niikleotid Varyantlar (SN'Vs) Varscan ile, somatik insersiyon ya da
delesyonlar GATK ile ve kopya sayist degisiklikleri (CNV) ise ExomeCNV/Varscan ile
yapilmistir.

Daha giivenilir varyant sonuglar1 almak i¢in bazi filtreler kullanilmistir. ANNOVAR ile

giivenilir varyant sonuclar1 degerlendirilmistir.
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Referans genom i¢in "human genome build37 (hgl19)" kullanilmistir. h19 i¢in tiim genom

boyutu 3,137,161,264 iken, etkin olan boyutu 2,861,327,131 olarak belirlenmistir.

4.2.6.2. LRP5 (Low density lipoprotein receptor-related protein 5) Geninin Ilgili

Ekzon-intron Dizisine Erisilmesi

Ekzom dizileme ve mikrodizin sonucu aday gen olarak belirlenen LRP5 geninin 12. ekzon-
intron splice site bolgesinde tespit edilen mutasyon icin genin dizilenmesi amaciyla

http://www.ncbi.nlm.nih/ ve http://www.ensembl.org/ adreslerinden yararlanilmistir. Genin

dizisi ve tiim trankriptleri her iki siteden de kontrol edilmis, c¢alisma icin

http://www.ncbi.nlm.nih/ adresi referans olarak kabul edilmistir. Genin 12. ekzon ve intron

dizisi asagida verilmistir.

LRP5 (Low density lipoprotein receptor-related protein 5) [Homo sapiens (human)]
NC_000011.9 (68080077..68216743)

Gene ID: 4041, son giincellenme tarihi 27.Eyliil.2015

4.2.6.3. Mutasyonun Gen Dizisi Uzerinde Gosterimi

LRP5 geninde bulunan mutasyonun gen dizisi tUizerindeki yeri Sekil 4.5°de

(NM_002335:exon12:¢.2827+1G>A) gosterilmistir.

GTCAGGAGCGGGTCGTGATTGCCGACGATCTCCCGCACCCGTTCGGTCTGACGCAGTACAGCGA
TTATATCTACTGGACAGACTGGAATCTGCACAGCATTGAGCGGGCCGACAAGACTAGCGGCCG
GAACCGCACCCTCATCCAGGGCCACCTGGACTTCGTGATGGACATCCTGGTGTTCCACTCCTCC
CGCCAGGATGGCCTCAATGACTGTATGCACAACAACGGGCAGTGTGGGCAGCTGTGCCTTGCCA
TCCCCGGCGGCCACCGCTGCGGCTGCGCCTCACACTACACCCTGGACCCCAGCAGCCGCAACTG
CAGCC.TAAGTGCCTCATGGTCCCCCGCACCTCACTCCCTCGTTAGATCAGGCTGGTTCTGGGA
GCTGACGCTGAAAGGAGCTTCTCATCTGGGGTTCCTGGGTGTACATAGATGGTTGGGTAGGTTG
TGCACTGCACAAGCTGCATGATGCTACCTGGGGGTCCAGGTCCAGGCTGGATGGACTTGTTGCT
TCATCAGGACATAGATAAATGGCCAAAACTCCTCAGCTGGAAGGTCCTGGGCAGGATCTTTGGG
TGTGAAAACCAGTCACAGACTAAAAATACAAAAAATGAGCCAGGCGTGGTGACGGGCGCCTGT
AGTCCCA

Sekil 4.5. LRP5 geninin 12. ekzon ve 12. intron dizisi (Kirmiz1 boyali olan dizi ekzon 12’yi,

mor olan splice site mutasyonunun oldugu bazi, mavi ise intron 12’yi gdstermektedir.)
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4.2.6.4. LRPS5 Geninin 12.ekzon ve 12.intron Dizisini Belirlemek icin Primer Tasarim

Primerlerin tasarlanmasi i¢in primer 3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) programi

kullanilmis ve bulunan primerler http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
adresinden de kontrol edilmistir. Sekil 4.6’da primer 3 programinda tasarlanan primerlerin

ekran goriintiisii verilmistir.

OLIGO start _len tin oo any i' zedq
LEFT PRIMEER 165 22 62 .64 54,55 5.00 1.00 GRCATCCTGGTGTTCCACTCCT
RIGHT PRIMER 453 21 G2 .69 S52.38 o6.00 0,00 AGTGCACAACCTALCCCALACCL

SEQUENCE 3IIZIE: 645
INCLUDED REGICHN ZIZE: 645

PRODUCT 3IIZE: Z86, PALIR ANY COMPL: 5.00, PAIR 3' COMPL: 1.00

1 GTCAGGAGCGGGTCGTGATTGCCGACGATC TCCCGCACCCGTTCGGTCTGACGCAGTACL

6l GUGATTATATC TAC TGGAC AGAC TGGAATC TGCACAGCATTGAGCGGGCCGACAAGRACTA

121 GCGGCCGEAACCGCACCCTCATCCAGGGCCACCTGGACTTCGTGATGGACATCCTGGTGT

g e e e e e e e

131 TCCACTCCTC OO CAGG AT T AATGAC TG TATGCACAAC AACGEGCAGTGTGGGT

Py

241 AGCTGTECCTTGCCATCCCCGGCGGCCACCGCTGCGGCTGCGCCTCACACTACACCCTGS

301 ACCCCAGCAGCCGCARCTGCAGCCGTAAGTGCCTCATGGTCCCCCGCACCTCACTCCCTC

361 GTTAGATCAGGCTGGTTC TGO GAGC TGACGCTGAAAGGAGC TTCTCATCTGGGGTTCCTS

421 GETGTACATAGATGGTTGGGTAGGTTGTGCACTGCACAAGCTGCATGATGC TACCTGGGE
R b il bbb b i

Sekil 4.6. LRP5 geni 12. ekzon ve 12. intron dizisini ¢ogaltmak icin kullanilan primerlerin
primer 3 programi ekran goriintiisii
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4.2.6.5. Primerlerin Gen Dizisi Uzerinde Gosterimi

LRP5 geni 12. ekzon ve 12. intron dizisini ¢ogaltmak i¢in kullanilan primerlerin gen dizisi

tizerindeki yeri Sekil 4.7°de gosterilmistir.

GTCAGGAGCGGGTCGTGATTGCCGACGATCTCCCGCACCCGTTCGGTCTGACGCAGTACAGCGA
TTATATCTACTGGACAGACTGGAATCTGCACAGCATTGAGCGGGCCGACAAGACTAGCGGCCG
GAACCGCACCCTCATCCAGGGCCACCTGGACTTCGTGATGGACATCCTGGTGTTCCACTCCTCC
CGCCAGGATGGCCTCAATGACTGTATGCACAACAACGGGCAGTGTGGGCAGCTGTGCCTTGCCA
TCCCCGGCGGCCACCGCTGCGGCTGCGCCTCACACTACACCCTGGACCCCAGCAGCCGCAACTG
CAGCC.TAAGTGCCTCATGGTCCCCCGCACCTCACTCCCTCGTTAGATCAGGCTGGTTCTGGGA
GCTGACGCTGAAAGGAGCTTCTCATCTGGGGTTCCTGGGTGTACATAGATGGTTGGGTAGGTTG
TGCACTGCACAAGCTGCATGATGCTACCTGGGGGTCCAGGTCCAGGCTGGATGGACTTGTTGCT
TCATCAGGACATAGATAAATGGCCAAAACTCCTCAGCTGGAAGGTCCTGGGCAGGATCTTTGGG
TGTGAAAACCAGTCACAGACTAAAAATACAAAAAATGAGCCAGGCGTGGTGACGGGCGCCTGT
AGTCCCA

Sekil 4.7. LRP5 geni 12. ekzon ve 12. intron dizisini ¢ogaltmak icin kullanilan primerlerin
dizi tizerindeki yerleri (Yesil renkle gosterilen dizi forward (ileri primer) primeri, siyah
renkle gosterilen dizi ise reverse (geri primeri) primeri gostermektedir.)

Forward: GACATCCTGGTGTTCCACTCCT
Reverse: AGTGCACAACCTACCCAACCA

PCR iiriin uzunlugu, 286 bg olarak belirlenmistir.

4.2.6.6. Tasarlanan Primerlerin BLAST Sonuclar:

Secilen primer dizisinin 6zgiilliigii BLAST (Basic Local Aligment Search Tool) programi

kullanilarak kontrol edilmistir (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/primertool.cgi).
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4.2.6.7. LRPS5 Geni 12.ekzon ve 12.intron dizisi icin PCR Reaksiyon Kosullari

Kullanilan Kimyasal Malzemeler, Sarf Malzemeler ve Cihazlar
Steril distile su (Qiagen 201207)

10XBuffer (Qiagen 201207)

MgCl, (25 mM) (Qiagen 201207)

dNTP (10mM) (Qiagen 201207)

Primer ¢ifti (10 pmol) (Alpha DNA)

Tag DNA polimeraz (Su/ul) (HotStartTaq, Qiagen 201207)

50 bp DNA Ladder (Promega, G4521)

Mikrofiij (Boeco, FVL-2400N)

Otomatik pipet seti (Gilson, Pipetman Classic)

0,2 mI’lik PCR tiipleri (Axygen Scientific, 10011-816)

Vorteks (Combi-Spin Boeco, FVL-2400)

Termal dongii cihazi ( Applied Biosystems, GeneAmp PCR System 9700)

PCR Optimizasyonu

Hasta DNA’lar ile ¢alismaya baslamadan 6nce, daha onceden calistig1 bilinen bir kontrol

DNA’s1 ile primerlerin dogru baglanma sicakligi optimize edilmis ve kullanilan kimyasal

reaktiflerin calistig1 belirlenmistir. Bu basamaktan sonra calismaya dahil edilen 7 DNA

ornegi, 1 saglikli kontrol ve 1 negatif kontrol ile reaksiyon gerceklestirilmistir. Cizelge

4.14’de PCR’da kullanilan reaktifler ve termal dongii cihazi kosullart verilmistir.

Cizelge 4.14. LRP5 geni i¢in PCR optimizasyonunda kullanilan reaktifler ve termal dongii

cihazi kosullar1

Kullanilan reaktifler Miktar (ul)
Steril distile su 17,7
10Xbuffer 2,5

MgClL (25 mM) 2

dNTP miks (her biri icin 10 Mm) 0,5
Forward primer (10 pmol) 0,5

Reverse primer (10 pmol) 0,5

Taq DNA polimeraz (Su/ul) (HotStartTaq) 0,3

DNA (100 ng/ul) 1

Toplam hacim 25
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96 °C 10 dakika

96 °C 30 saniye

62 °C 30 saniye } 35 dongii
72 °C 30 saniye

72 °C 5 dakika
12°C oo

Amplifikasyon Sonras1 Cogaltilmis Uriinlerin Kontrolii

PCR reaksiyonunun sonucunda elde edilmesi beklenen 286 b¢’lik tiriinlerin kontrolii, %2’lik

agaroz jel dokiilerek yapilmistir.

Agaroz Jelin Hazirlanisi (% 2’lik)

Agaroz jel i¢in, 2 g agaroz tartilip tizerine 100 ml 1XTBE buffer (hazirlanisi1 daha 6nce
belirtilmistir (Bkz. sayfa 36) eklenerek mikrodalga firinda 300 derecede 3 dk tutularak
cOziinmesi saglanmistir. Jel biraz sogutulduktan sonra iizerine 10 ul EtBr eklenerek iyice
karigtirilmis ve daha 6nceden hazirlanmis olan jel traye kabarcik olusturmayacak sekilde
dokiilmiistiir. Polimerizasyon icin yaklasik olarak 15-20 dk beklendikten sonra jel yatay jel
elektroforez tankina alinmis, iizerine jeli kapatacak kadar 1XTBE buffer ilave edilmistir.
PCR sonucu olusan iiriinlerden 5 pl alinip, 3 ul yiikleme boyasi ile karistirildiktan sonra jele
yiiklenmistir. Birinci kuyuya molekiiler 50 b¢’lik agirlik belirteci de yiiklenmistir. Jel, 120
voltta 30 dk yiiriitiildiikten sonra ultraviyole altinda goriintiilenerek degerlendirilmistir

(Sekil 5.23).

4.2.7. DNA Dizi Analizi

Calismaya dahil edilen 7 bireyin (III-1, III-2, IV-1, IV-2, IV-4, IV-5, IV-9) ve 1 saglikh

kontroliin DNA dizi analizi, 51.sayfada belirtilen primerlerle yapilmistir.

Calismada Kullamlan Kimyasal Sarf Malzemeler ve Cihazlar

ExoSAP (USB, 78250)
BigDye® Terminator v3.1 5X Sequencing Buffer (Applied Biosystems, 4337455)
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BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-100 (Applied Biosystems, 4337455)
Forward primer (10 pmol) (Alpha DNA)

Reverse primer (10 pmol) (Alpha DNA)

Sephadex,12 gram (Sigma, G2580)

310 Genetic Analyzer Performance Optimized Polymer 6 (POP-6TM) (Applied Biosystems,
4393712)

Otomatik pipetler (Gilson, Pipetman Classic)

0,2 ul’lik mikrosantrifiij tiipii (Axygen Scientific, 10011-816)

Spin Purification column (GML, 28104)

310 Genetic Analyzer Capilleries 47cm*50um (Applied Biosystems, 402839)

10 ul’lik steril pipet ucu (Axygene Scientific, CS4800)

1000 ul’lik steril pipet ucu (Axygene Scientific, CS5000)

Sekans tiipleri (GML)

Santrifiij (Hettich Micro 22R)

Vorteks (Combi-Spin Boeco, FVL-2400)

Termal dongii cihazi ( Applied Biosystems, GeneAmp PCR System 9700)

DNA Dizi Analizi Cihaz1 (Applied Biosystems 310 Genetic Analyzer)

4.2.7.1. DNA Dizi Analizi Basamaklar1

PCR Uriiniiniin Temizlenmesi

PCR iiriinlerinden dNTP artiklarim1 ve primer dimerlerini uzaklastirmak icin ExoSAP ile
piirifikasyon yapilmustir. Piirifikasyon i¢in, 2 ul ExoSAP ve 5 ul PCR fiiriinii yeni bir 0,2 lik
mikrosantrifiij tiiplinde vortekslenerek karistirllmigtir. Reaksiyon 37°C 30 dk (enzim

aktivasyonu), 80°C 15 dk (enzim inaktivasyonu) ve 4°C o’lik programda gerceklestirilmistir.

DNA Dizi Analizi Reaksiyonunun Hazirlanmasi

ExoSap yapilan 6rnekler bu basamakta kalip olarak kullanilmistir. Burada amac dizileme
reaksiyonu icin gerekli olan ddNTP’leri eklemek ve okuma reaksiyonunu gerceklestirmektir.
Cizelge 4.15’de DNA dizi analizinde kullanilan reaktifler ve termal dongii cihazi kosullari

verilmistir.
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Cizelge 4.15. DNA dizi analizinde kullanilan reaktifler ve termal dongii cihazi kosullar1

Kullanilan reaktifler Miktar (ul)
Steril distile su

2

S5Xbuffer 2
BigDye 2
2

2

Forward veya reverse primer

ExoSap

Toplam 10

96 °C 1 dakika

96 °C 10 saniye

50 °C 5 saniye }25 dongii
60 °C 4 dakika

12°C

Sephadex Piirifikasyonu

Dizileme ic¢in yapilan PCR sonrasi fazla ddNTP’lerin uzaklastirilmasi icin sephadex

piirifikasyonu yapilmustir.
Sephadex Soliisyonunun Hazirlanmasi

1 g sephadex 14 ml distile su ile ¢6ziilmiistiir. Hazirlanan bu soliisyon yaklasik olarak 20 dk

vortekslenmistir.

Hazirlanan sephadex soliisyonu her ornek i¢in 6zel filtreli tiiplere 700 pl olacak sekilde
dagitilmistir ve 5200 rpm’de 2 dk cevrilmistir. Toplama tiiplerine biriken su dokiilmiis ve
yeniden filtreli tiiplere takilmistir. Filtreli tiiplerde cevirme sonrasi bir kolon olusturulmustur.
Olusturulan bu kolona degmeyecek sekilde, dizileme i¢in yapilan PCR’dan elde edilen 10
pl’lik iirtin otomatik pipet yardimiyla dikkatli bir sekilde kolon iizerine transfer edilmis ve
tekrar 5200 rpm’de 2 dk c¢evrilmistir. Cevirme sonrasi toplama tiipiinde kalan 6rnek, DNA
dizi analizi cihazina yiiklenmek iizere yiikleme tiiplerine konulmustur. Ornekler yiikleme

icin hazir hale getirilmistir.
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Cihaza Yiikleme ve Degerlendirme

Cihaza yiikleme yapilmadan once cihazin genel temizligi ve hazirligi yapilmistir. Cihazin
uygun okuma yapabilmesi i¢in, ayarlari Applied Biosystem Genetic Analyzer with Data
Collection Software v2.0’a gore yapilmistir. Elde edilen veriler SeqScape programinda

analiz edilmistir.

4.2.8. Kesilen Parcamin Uzunluk Polimorfizmi (Restriction Fragment Length

Polymorphism - RFLP)

Calisma sonucu bulunan mutasyon i¢in, toplum taramasi yapilmak tizere RFLP yontemi

kullanilmistir.

Calismada Kullanilan Kimyasal Malzemeler, Sarf Malzemeler ve Cihazlar

BceeAl (250 units, 2000 units/ml) enzimi (NEB, R0623L)
NEB 3.1 Buffer (10X) (NEB, R0623L)

Distile su (Biochrom, L 0015)

0,2’lik mikrosantrifiij tiipii (Axygene Scientific, PCR-02-C)
10’1uk ve 100’liik pipet ucu (Axygene Scientific, CS4800)
Otomatik pipet (Gilson, Pipetman Classic)

Etiiv (Sanyo Incubator, MIR 162)

Pastor firrm (Memmert, UN55)

Calisma kapsaminda 100 saglikli kadin, 100 saglikli erkek kontrol olarak kullanilmistir.
Calismada kullanilan enzim https://www.neb.com/ sitesinden secilmistir. Sekil 4.10’da

enzimin kesim noktas1 ve Cizelge 4.16’da enzimin caligma protokolii verilmistir.

5..ACGGC(N),"..3
3...TGCCGN),.. .5

Sekil 4.8. Calismada kullanilan BceAl enziminin kesim noktasi
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Cizelge 4.16. Calismada kullanilan BceAl enziminin ¢alisma protokolii

Kullanilan reaktifler Miktar (ul)
BceAl (250 units, 2000 units/ml) | 2,5
NEB 3.1 Buffer 2,5
PCR iiriinii 15
Toplam 20

Enzim 37°C’de 1 saatte kesim islemini gerceklestirmektedir. Ornekler bu islem icin 37°C’lik
etiive konulmustur. Ornekler enzim inaktivasyonu icin 65°C’de 20 dk bekletilmistir.
Degerlendirme yabanil tip ornekler i¢in 146 ve 140 b¢, mutant ornekler i¢in 286 bg ve
heterozigot ornekler icin de 286, 146 ve 140 bg olacak sekilde yapilmistir. Bu islem icin
pastor firni kullanilmistir. Sonuglar %2,5°1uk jelde kontrol edilmistir. Sekil 5.27°de mutant,

heterozigot ve yabanil 6rneklere ait agaroz jel goriintiisii verilmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. GTG-Bantlama Yontemi ile Kromozom Analizi Sonuclar:

Calismaya dahil edilen 5 bireyden (III-2, IV-1, IV-2, IV-5, IV-9) heparinli tiiplere 5’er ml
kan alinmis ve GTG-bantlama yontemi ile kromozom analizi yapilmistir. Sitogenetik analiz

yapilan bireylerde sayisal ya da yapisal herhangi bir degisiklik saptanmamistir (Sekil 5.1).

M
E e
AT W

e

. Dt

Sekil 5.1. Hasta bireye ait (IV-2) karyotip goriintiisii.
5.2. Agaroz Jel Elektroforezde DNA’larin Goriintiilenmesi

Calismaya dahil edilen 7 bireyin, 5 tanesinin DNA 0rnegi 1998 yilinda yiiksek
konsantrasyonlu tuzla c¢oktiirme yontemi ile elde edilmis ve calismaya kadar -80°C’de
(Hacettepe Universitesi biinyesinde kurulmus olan TUBITAK DNA ve Doku Bankasi)
saklanmigtir. Diger iki bireyden (III-1 ve IV-9) calismaya baslamadan once kan alinmis ve
yiiksek konsantrasyonlu tuzla ¢oktiirme yontemi ile DNA’lar1 elde edilmistir. Elde edilen
DNA ornekleri calismaya kadar -20°C’de saklanmustir. Elde edilen yeni DNA’lar ve daha
onceden elde edilmis olan DNA’lar agaroz jel -elektroforezde yiiriitiilmiis ve

spektrofotometrede oOl¢iimleri yapilmistir.
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5.3. Affymetrix 250K Mikrodizin Calismasi Sonuclari

Mikrodizin ¢aligmasi i¢in 2 saghikli (III-2 ve IV-1) ve 3 hasta (IV-2, IV-4 ve IV-5) birey
kullanilmistir. Elde edilen veriler ile yapilan Merlin parametrik analiz sonuglarina gore en
yiiksek LOD skor gosteren kromozomlar 4, 6, 10, 11, 15, 18 ve 20 olarak belirlenmistir
(Sekil 5.2). Daha sonra ayni verilerin, .CHP uzantili olan dosyalari, Prof. Dr. A. Nurten
Akarsu ile birlikte VIGENOS programu ile analiz edilmistir (Cizelge 5.1). Yiiksek LOD skor
gosteren kromozomlarda yer alan genlerin UCSC veritabanina (GRCh37/hgl9) gore
genomik lokalizasyonlar1 belirlenmistir. Detayli analize baslamadan o©nce, SNP’ler
yardimiyla elde edilen genotip verileri kullanilarak ilk 6nce gozle analiz yapilmistir. Burada,
etkilenmis bireylerde ayn1 homozigot bloklarin ve etkilenmemis bireylerde ise heterozigot
veya hastaliga neden olmayan diger allelin homozigot olarak yer almasi prensibine
dayanilarak analiz yapilmistir. VIGENOS programindan elde edilen sonuglar, Merlin
parametrik analiz sonucglariyla biiyilkk oranda benzerlik gostermesine ragmen bazi
kromozomlar ac¢isindan (6.,10 ve 18. kromozoma ait veriler VIGENOS programinda
saptanmazken, MERLIN programinda saptanmayan 19. kromozoma ait veriler ise
VIGENOS programinda tespit edilmistir) farklilik gostermistir. VIGENOS analizinin
detayli incelenmesi sonucu, aday genlerin yer alabilecegi her kromozom i¢in belli bir baz
aralig1 tespit edilmis ve bu aralikta yer alan tiim genler detayli olarak taranmistir. Bu calisma
sonucu bugiine kadar mikroftalmi ile iligskilendirilmis genlerin bir ¢ogu lokalize oldugu
kromozomlarin LOD skor oraninin diisiik olmasi1 nedeniyle, diger genler ise LOD skor orani
yiiksek olan kromozomlarda yer almasina ragmen homozigot bloklarin bulundugu aralikta
olmamasi nedeniyle dislanmistir (Cizelge 5.2). Elde edilen bu veriler, yeni aday genlerin

olabilecegi fikrini aklimiza getirmistir.

1 2 3 4 5 6. 789 10 11712 1314 15 1617 1819:202122 "X
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Sekil 5.2. Calisilan bireylere (III-2, IV-1, IV-2, IV-4, IV-5) ait Merlin parametrik analiz
sonuclarina gore belirlenen LOD skor analizi goriintiisii
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Cizelge 5.1. VIGENOS analizinden
kromozomlara ait bilgiler

elde edilen homozigot bloklarin yer aldig

Tlgili VIGENOS verisi | SNP Bulundugu | Bu arahkta yer alan genlerden

kromozom aralik (b¢) | ornekler

4 SNP_A-1953687 | rs7663355 58,015,591 | LPHN3
SNP_A-4219901 | rs35358661 | 65,424,472

11 SNP_A- 2249979 | rs1011340 42,217,564 | KLC2, RINI, PPP6R3, NUDTS, CHKA,
SNP_A-2241153 | rs10896444 | 68,967,247 | LRP5

15 SNP_A-1828188 | rs4924200 35,054,002 | ACTC1, MEIS2, ATPBD4, SPREDI,
SNP_A-2004100 | rs4923807 39,193,242 | RASGRPI

19 SNP_A-1781030 | rs16981832 | 48,735,450 | SPHK2, TMEMI43, LMTK3, BAX,
SNP_A-2312359 | rs15459891 | 51,279,882 | TRPM4,IRF3

20 SNP_A-1946552 | Rs1161237 2,863,980 | ADAM33, CENPB, CRLS1, FERMTI
SNP_A-4204293 | Rs6077089 6,893,194

Cizelge 5.2. Mikroftalmiye neden oldugu bilinen baz1 genler ve bu genlerin lokalize oldugu

kromozomlar
Mikroftalmiye neden olan baz | Bulundugu kromozom
genler
GDF6 8g22.1
FOXE3 1p32
oTX2 14g22.3
SOX2 3q26.3-q27

5.4. Ekzom Dizileme Analizi Sonuclari

Ekzom dizileme icin se¢ilmis olan hasta bireyden (IV-2) elde edilen veriler 6nce bagimsiz

olarak degerlendirilmis, 250K mikrodizin yonteminden elde edilen verilerle birlikte tekrar

yorumlanmustir. Her iki verinin de ortak sonucu olarak, LRP5 geninin mikroftalmiye neden

olan aday gen olabilcegine ve bu aday genin de dizilenerek dogrulanmasina karar verilmistir.

LRP5 geninde bulunan c.2827+1G>A mutasyonun protein {izerindeki yerlesimi Sekil 5.3’ de

gosterilmistir.
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Sekil 5.3. LRP5 geninde bulunan ¢.2827+1G>A mutasyonun protein iizerinde yerlesimi.

5.4.1. Ekzom Dizileme Analizinde Kullanilan Algoritma

Hasta bireye (IV-2) ait VCF dosyasinda 77.169 SNP verisi ile birlikte 8890 INDEL verisi

elde edilmistir.

SNP analizi i¢in izledigimiz yol haritasinda, dnce VIGENOS programu ile yapilan analiz
sonucu belirlenmis olan 4, 11, 15, 19 ve 20. kromozomlar filtre edilmis ve veri sayisi
77.169’dan 17.045’e indirilmistir. Otozomal resesif kaliim kalibina sahip hastaliklarda
etkilenmis bireyin mutasyonu homozigot olarak tasimasi gerektigi esasindan yola ¢ikarak
GT:AD:DP:GQ:PL wverisi 1/1 olarak kabul edilmis ve veriler 17.045’den 9.718’e

indirilmistir.

Daha sonra hastaliga neden olmayacag: bilinen sinonim mutasyonlar filtre edilerek 9.718
olan veri sayis1 8.480’e indirilmistir. Mutasyonun bulundugu bolge dikkate alinarak (exonic,

exonic+splicing veya splicing) veri sayist 8.480°den 1.194 veriye azaltilmigtir.

Mutasyonun protein diizeyinde etkilerine bakabildigimiz Sorting Intolerant From Tolerant

(SIFT) programi kullanilmis ve SIFT <0,05 degerine gore veriler filtre edilerek 1.194’den
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240 veriye indirilmistir. Daha sonra Polymorphism Phenotyping v2 (PolyPhen-2) veritabani

kullanilarak >0,85 degerine gore veriler filtre edilerek 146 veriye kadar azaltilmistir.

Son olarak 1000 Genom Projesi verilerine gore <0,01 degeri dikkate alinarak ¢alismanin tiim

verisi 11 gene kadar indirilmistir (Sekil 5.4). Analiz sonucunda elde edilen 11 gene ait

bilgiler Cizelge 5.3 ve Cizelge 5.4’de verilmistir.

Ham veri 77,169
VIGENOS (4, 11, 15, 19 ve 20. kromozomlar haric)
17.045
Mutasyon homozigot olmali

9.718

! SIFT ve PolyPhen veri tabanlarinin kullanilmasi
146

‘insan genom projesi verileri

11

Sekil 5.4. Hastaya ait SNP verilerinin algoritmaya gore azaltilmasi.

Cizelge 5.3. Analiz sonucunda elde edilen 11 genin bulundugu kromozom, PolyPhen2,

dbSNP135 verileri (kr=kromozom;ref=referans genom; goz=gozlenen)

Gen ad1 | PolyPhen2 | dbSNP135 | Kr. | Baslama | Bitis Ref. | Goz. | GT:AD:DP:GQ:PL
C190rf81 rs117025012 | 19 | 51159502 | 51159502 |G | C 1/1:1,63:64:99:2044,120,0
ZNF471 |1 rs117330176 | 19 | 57036725 57036725 |C |G 1/1:2,34:36:96.31:1285,96,0
OR56A5 rs7114672 |11 |5989415 |5989415 |[C |A 1/1:0,52:101:99:1685,126,0
B3GNT6 rs34153015 |11 |76751587 76751587 |G | A 1/1:0,33:35:62.87:520,63,0
ZNF234 rs11668974 |19 [44660791 |44660791 |G | A 1/1:0,70:70:99:2570,190,0
FUT2 0.954 rs602662 19 149206985 49206985 |G | A 1/1:0,97:97:99:3418,262,0
CCPG1 ]0.903 15 |55653126 55653126 |A |G 1/1:0,21:21:57.15:721,57,0
LRPS5 11 | 68181481 68181481 |G |A 1/1:0,22:22:12.04:162,12,0
NATIO |0914 rs143567201 | 11 | 34129833 34129833 |C | T 1/1:0,45:45:99:1409,111,0
HERCI 15 164021518 |64021518|G | A 1/1:0,52:52:99:1818,138,0
CYP2F1 |0.998 rs146029724 | 19 41633841 41633841 |A |C 1/1:0,7:7:15.03:166,15,0
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Cizelge 5.4. Analiz sonucunda elde edilen 11 gene ait aminoasit degisimleri ve 1000 genom
projesi verileri (kr=kromozom)

Genin 1000
Fonksiyon | adi Kr. | Fonksiyon Aminoasit degisimi Genom

eksonik C19orf81 |19 |sinonim olmayan SNV NM_001195076:c.G160C:p.V54L | 0.005
eksonik ZNF471 |19 |sinonim olmayan SNV NM_020813:¢.C1289G:p.P430R 0.006
eksonik OR56A5 |11 |sinonim olmayan SNV NM_001146033:c.G310T:p.V104L
eksonik B3GNT6 |11 |sinonim olmayan SNV NM_138706:c.G992A:p.G331D
eksonik ZNF234 |19 |sinonim olmayan SNV NM_001144824:¢c.G622A:p.V208M | 0.006
eksonik FUT2 19 |sinonim olmayan SNV NM_000511:c.G772A:p.G258S
eksonik CCPGI 15 |sinonim olmayan SNV NM_001204450:c.T845C:p.L.282P
splicing LRP5 11 NM_002335:exon12:¢c.2827+1G>A
eksonik NATIO 11 |sinonim olmayan SNV NM_024662:c.C61T:p.R21W
eksonik HERCI 15 |sinonim olmayan SNV NM_003922:c.C3071T:p.P1024L
eksonik CYP2F1 |19 |sinonim olmayan SNV NM_000774:c.A1330C:p.M444L

Elde edilen bu 11 gen mikroftalmi ve genel olarak da goz gelisimi acisindan cesitli
veritabanlar1 kullanilarak ayrmtili olarak incelenmistir. Oncelikle tiim genler icin

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/ veri tabani kullanilarak fonksiyonlar1 hakkinda genel bir

bilgi elde edilmistir (Sekil 5.10). Bir sonraki asamada, bu genlerin hangi biyolojik siirecte

rol aldig1 ve hangi genlerle etkilesim i¢inde oldugunu anlamak i¢in http://imp.princeton.edu/

veritaban1 kullanilmustir. Uciincii asamada, bulunan genlerin hangi yolakta rol aldigini

anlamak i¢in http://www.genome.jp/kegg/pathway.html veritabani1 kullanilmstir.

INDEL analizi icin izledigimiz yol haritasinda, once VIGENOS programu ile yapilan analiz
sonucu belirlenmis olan 4, 11, 15, 19 ve 20. kromozomlar filtre edilmis ve veri sayisi

8.890’dan 1.839 veriye indirilmistir.

Otozomal resesif kaliim kalibina sahip hastaliklarda etkilenmis bireyin mutasyonu
homozigot olarak tasimasi gerektigi esasindan yola ¢ikarak GT:AD:DP:GQ:PL verisi 1/1
olarak kabul edilmis ve veriler 1.839’dan 1.070 veriye azaltilmistir. Mutasyonun bulundugu
bolge dikkate alinarak (exonic, exonic+splicing veya splicing) veri sayist 1.070’den 87’ ye
indirilmis ve son olarak 1000 Genom Projesi verilerine gore <0,01 degeri dikkate alinarak
caligmanin tiim verisi 29 gene kadar indirilmistir (Sekil 5.5). Analiz sonucunda elde edilen

29 gene ait bilgiler Cizelge 5.5 ve Cizelge 5.6’da verilmistir.
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Ham veri 8.890

VIGENOS (4, 11, 15, 19 ve 20. kromozomlar harig)

1.839

Mutasyon homozigot olmali

1.070

Mutasyonun yeri

8

Insan genom projesi verileri

2

Sekil 5.5. Hastaya ait INDEL verilerinin algoritmaya gore azaltilmasi.

Cizelge 5.5. Analiz sonucunda elde edilen 29 genin bulundugu kromozom, mutasyonun tipi

ve aminoasit degisimi verileri (kr=kromozom)

Fonksiyon | Genin adi | Kr. | Mutasyon Aminoasit degisimi
frameshift

eksonik ZNF595 4 insersiyon NM_182524:¢.600_601insA:p.Y200fs
nonframeshift

eksonik HRC 19 | delesyon NM_002152:¢.782_784del:p.261_262del
nonframeshift

eksonik OR7C2 19 |insersiyon NM_012377:¢.683_684insATC:p.V228delinsVS
frameshift

eksonik DCHS?2 4 delesyon NM_001142552:¢.4095_4098del:p.1365_1366del
frameshift

eksonik UNC93B1 |11 |insersiyon NM_030930:¢c.888_889insC:p.A296fs
nonframeshift

eksonik NRIH?2 19 |insersiyon NM_007121:¢.516_517insCAG:p.K172delinsKQ

splicing CREB3LI |11 NM_052854:exonl2:c.1524-1->G
frameshift

eksonik ZNF595 4 delesyon NM_182524:c.637delA:p.N213fs
nonframeshift

eksonik KRTAP5-2 |11 |delesyon NM_001004325:¢.279_308del:p.93_103del
frameshift

eksonik ZNF595 4 insersiyon NM_182524:¢.621_622insC:p.K207fs
frameshift

eksonik LTBP4 19 |insersiyon NM_001042545:¢.3032_3033insG:p.Q101 1fs

splicing IGFIR 15
nonframeshift

eksonik MESP2 15 |delesyon NM_001039958:¢.547_558del:p.183_186del
frameshift

eksonik MMPI12 11 |insersiyon NM_002426:¢c.632_633insA:p.T211fs
nonframeshift

eksonik RALY 20 |insersiyon NM_007367:c.641_642insCAG:p.A214delinsAS
frameshift

eksonik ZNF274 19 |insersiyon NM_016324:c.215_216insG:p.E72fs
frameshift

eksonik VPS11 11 |insersiyon NM_021729:¢.220_221insC:p.S74fs
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nonframeshift

eksonik ARTS5 11 |insersiyon NM_053017:c.74_75insCCA:p.125delinsTI
nonframeshift

eksonik DMKN 19 | delesyon NM_001126057:¢.819_821del:p.273_274del
frameshift

eksonik SPONI 11 |insersiyon NM_006108:c.601_602insC:p.A201fs
frameshift

eksonik ALDH3BI |11 |insersiyon NM_001030010:¢c.1266_1267insC:p.R422fs
nonframeshift

eksonik MAML3 4 delesyon NM_018717:¢.2302_2304del:p.768_768del
frameshift

eksonik DIXDCI 11 |insersiyon NM_033425:¢.179_180insC:p.S60fs
nonframeshift

eksonik HRC 19 |insersiyon NM_002152:¢.606_607insGGA:p.E202delinsEE
frameshift

eksonik NR2E3 15 |delesyon NM_014249:¢.948delC:p.D316fs
frameshift

eksonik ZNF595 4 delesyon NM_182524:c.640delC:p.P214fs
frameshift

eksonik ALDH3BI1 11 |insersiyon NM_001030010:¢c.791_792insC:p.G264fs
nonframeshift

eksonik DSPP 4 insersiyon NM_014208:c.2643_2644insAGTAGTGAC:p.D881delinsDSSD
frameshift

eksonik COROIB 11 | delesyon NM_020441:c.953delG:p.G318fs

Cizelge 5.6.Analiz sonucunda elde edilen 29 gene ait dbSNP135 verileri (ref=referans
enom; goz=godzlenen)

Genin ad1 dbSNP135 |Baslama | Bitis Ref. Goz.
ZNF595 85995 85995 - A
HRC rs66501117 [49657711 | 49657713 | CAT -
OR7C2 15052983 | 15052983 |- ATC
DCHS?2 rs140019361 | 155244402 | 155244405 | TTTG -
UNC93BI rs5792426 | 67765163 | 67765163 |- G
NRIH?2 rs112359270 | 50881822 | 50881822 |- CAG
CREB3LI rs79068197 | 46342259 |46342259 |- G
ZNF595 86032 86032 A -
CCCCCACAGGAGCCA
KRTAPS-2 1619173 1619202 | CAGCCCCCCTTGGAG -
ZNF595 86016 86016 - C
LTBP4 41123093 |41123093 |- G
IGFIR 99192755 (99192763 |TTTTTTTTT -
MESP2 90320135 |90320146 | GGGCAGGGGCAG -
MMPI2 rs5794199 | 102738793 | 102738793 | - T
RALY rs10649600 | 32664864 |32664864 |- CAG
ZNF274 rs78144540 |58718360 |58718360 |- G
VPS11 rs5795166 | 118939939 | 118939939 | - C
ARTS rs3062849 | 3661585 |3661585 |- TGG
DMKN rs111543270 | 36002410 | 36002412 | CTG -
SPONI rs5789820 | 14101493 | 14101493 |- C
ALDH3BI rs11436139 | 67795378 | 67795378 |- C
MAML3 rs5862430 | 140651585 | 140651587 | CTG -

65




DIXDCI rs139455912 | 111853106 | 111853106 | - C
HRC 49657889 |49657889 |- TCC
NR2E3 rs11351249 |72105929 |72105929 |C -
ZNF595 1s57594632 | 86035 86035 C -
ALDH3BI rs78732492 | 67789293 | 67789293 |- C
AGTAG
DSPP 88536457 | 88536457 |- TGAC
COROIB 67207643 | 67207643 |C -

INDEL verilerinden elde edilen 29 gen mikroftalmi ve genel olarak da goz gelisimi acisindan,
SNP verilerinden elde edilen genlerin arastirildigi aynmi veritabanlar1 kullanilarak ayrintili
olarak incelenmistir. Inceleme sonucu herhangi bir INDEL mutasyonunun mikroftalmiye

neden olmadig1 bulunmustur.

5.5. LRP5 Geni 12.ekzon-12.intron Primerlerinin PCR Goriintiileri

Mikrodizin ve tiim ekzom dizileme analizi sonucunda LRPS5 genindeki ¢.2827+1G>A splice
site mutasyonun ailedeki mikroftalmiye neden olabilecegine karar verilmis ve sadece ilgili
bolgenin ¢ogaltilmasi i¢in Ozgiin primerler secilmistir. Secilen primerlerle yapilan PCR
sonrasinda 286 b¢’lik elde edilen iiriinler %2’lik agaroz jel elektroforezde yiiriitiilmiistiir
(Sekil 5.4). Calismaya tiim saglikli (III-1, II-2, IV-1 ve IV-9) ve hasta bireylerin (IV-2, IV-
4 ve IV-5) disinda, 1 tane de kontrol DNA’s1 dahil edilmistir. Kontrol DNA’s1, ailesinde ve

kendisinde mikroftalmi bulunmadig1 bilinen saglikli kadin bireyden alinmstir.
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Sekil 5.6. Saglikli, hasta bireylere ve kontrol DNA’sina ait PCR sonrasi ¢ogaltilms iiriinlerin
agaroz jel goriintiisii. (Ilk kuyu B (belirteg): 50 b¢ PCR goriintiisii, 2 ve 5. kuyular saglikli
bireyler (III-1, II-2, IV-1 ve IV-9), 6 ve 8. kuyular hasta bireyler (IV-2, IV-4 ve IV-5), 9.
kuyu kontrol DNA’s1, 10. kuyu negatif kontrol)

5.6. DNA Dizi Analizi Sonuclar:

Cogaltilan PCR iiriinlerinden LRP5 genindeki c¢.2827+1G>A splice-site mutasyonunun
dogrulanmasi amaciyla ¢alismaya dahil edilen tiim bireylere ve kontrol DNA’sina DNA dizi
analizi yapilmistir. Hasta bireylerde (IV-2, IV-4 ve IV-5) c.2827+1G>A splice-site
mutasyonu homozigot olarak, hastalarin saglikli anne, baba ve kardeslerinde bu mutasyon
heterozigot olarak bulunmus, kontrol olarak kullanilan saglikli bireyde ise bu mutasyon

bulunmamustir (Sekil 5.5, Sekil 5.6 ve Sekil 5.7).

Ay
| annatation || sequence | Features | Electropherogram | Raw | EPT | Audit | Electronic Signature|

hasan47_110-12-13-5-43 PM

20 1400 14Z0 1440 14e0 1480 1500 1E5z0 LE40 1EE0 1520 Lle00 1ez20 1g40 L&g0 1&20

& C A A [E: T G [E: A [} C & & E FS 4 G T G C C T {CR i ] G
123 125 127 123 131 133 135 137 139 Lal 143 Las 147

|3

2025
1230
1755
1620
1425
13580
1z1E
10&80
S4E
810
E7E
540
408
270
138

-

»

Sekil 5.7. Hasta bireye (IV-2) ait homozigot mutant DNA dizi analizi goriintiisii
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Annokation | Sequence Features | Electropherogram | paw | EPT | Audic Electronic Signature

fatma48_110-12-13-7-55 PM

L4077 1422 1443 la70 1451 1512 1533 1554 LE?E 1596 lel? lezg less lego 1701 1
B: 2 & m FE #F e oz & & © ¢ fM ® o & 6 ¥ 8 E 5 i G W W G 0
121 123 125 127 129 131 133 135 137 139 141 143 145
zozz |

la0g
177e
1651
1524
1337
1z70
1142
10le
eg3
TEZ
B35
503
351
z54
1z7

‘.

Sekil 5.8. Hastanin saglikli annesine (III-2) ait heterozigot tasiyict DNA dizi analizi
goriintiisii

-
Anatation | Sequence | Features | Electropheragram | Raw | EFT | Audt | Electronic Signature |

sezen_F10-18-13-9-52 PM

1008 10z6 1044 1067 1080 1058 1116 1134 1157 1170 1188 1z06 1z74 1747 1Ze0
] - [ | [ I | & W 1 | B D B | | I | 1 5 1 1 [ T |
E l & C T G E b G E C =3 T B i G T 3 E o4 E E i i

3|2 8|3 8|4 8|5 SIG 8;? 8|B 8|9 QID 9‘1 9|2 9‘3 9|4 9§ QIE 9;? 9|8 9|9 lQU lql lQZ J.QS 194 J.Q

3392 -
3180
F96R8
2756
Z2E44
E33F
£1zo
1308
1696
1484
1z7z
1060
848

E2E

474

21z

Sekil 5.9. Kontrol olarak kullanilan saglikli bireye ait yabanil tip DNA dizi analizi goriintiisii

5.7. RFLP Sonuclar

LRP5 geninde bulunan ¢.2827+1G>A splice-site mutasyonu ilk kez bu tez calismasinda
bulunmustur. Dolayisiyla bu mutasyonun patojenik bir mutasyon mu ya da polimorfizm mi
oldugunu anlamak icin 100 saglikli kadin ve 100 saglikli erkek kontrolde saptanmis olan
mutasyonun taramasi yapilmistir. Bu mutasyon taramasi BceAl restriksiyon enzimi
kullanilarak PCR-RFLP yontemi ile yapilmistir. Tarama sirasinda kadin kontrollerden
birinde LRP5 genindeki mutasyonu heterozigot tasiyici olarak bulunmustur. Heterozigot
mutasyon tespit edilen kadin kontroliin dosyasina bakildiginda evli oldugu ve esiyle
aralarinda akrabalik bulunmadigi tespit edilmistir. Buna ragmen esi de ¢alismaya dahil

edilmis ve mutasyon saptanmamustir. Calisilan erkek kontrollerde ilgili mutasyon tespit
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edilmemistir. Sekil 5.8’de calismada kullanilan mikroftalmi ailesine ve kontrollerden

bazilarina ait RFLP sonuglarinin agaroz jel elektroforez goriintiileri verilmistir.

300 be

——

150 bg

Sekil 5.10. RFLP yapilan mikroftalmi ailesi ve kontrollerden 6rnekler (B: 50 b¢’lik belirteg;
1,2,4 ve 5. kuyular:heterozigot tastyict; 3,6 ve 7. kuyular: homozigot mutant, 8-11. kuyular:
yabanil tip; 12:uncut )
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6. TARTISMA VE SONUC

Anoftalmi/mikroftalmi gozle ilgili dogum defektlerinin ve dogustan korliigiin en sik
nedenlerinden biridir. Yapisal bir géz bozuklugu olan mikroftalmi 7000 canli dogumda 1
oraninda goriilmektedir (2). Anoftalmi/mikroftalminin etiyolojisi, hastalarin %50’sinden
daha fazlasinda bilinmemekle beraber, birden fazla gendeki farkli mutasyonlar bu

fenotiplere yol acabilmektedir (106).

Insanda; SOX2, PAX2, PAX6, OTX2, STRA6, BCOR, HCSS, BMP4, BMP7, SMOCI1, GDF3,
GDF6, VSX2 (CHX10), RAX, PITX3, CHD7, SHH, SIX6, ALDHIA3, RARB, FOXES3,
ABCB6, ATOH7, Cl2o0rf57, TENM3 (ODZ3), VAXI, SALL2 ve YAPI genlerinin goziin
gelisimi ile ilgili oldugu bildirilmistir (3, 106, 107, 108). Bu genlerin bir kism1 sendromik
mikroftalmiye, bir kismi mikroftalminin de eslik ettigi bir sendroma sebep olurken bazilari
ise izole mikroftalmiye neden olmaktadir. Bu genlerden SOX2, OTX2, PAX6, STRAG,
ALDHIA3, RARB, VSX2 (CHXI10), RAX ve FOXE3 genlerindeki mutasyonlarin (Cizelge
6.1) mikroftalmiye neden oldugu, BMP4, BMP7, GDF3, GDF6, ABCB6, ATOH7, C120rf57,
TENM3, VAX, SALL2 ve YAPI genlerindeki mutasyonlarin, mikroftalmiye neden olabilecegi
bildirilmistir (107,109).

Cizelge 6.1. Mikroftalmiye neden oldugu bilinen genlerde bulunan mutasyonlar

Genin Mutasyonun adi Goz bulgular Ek bulgular Kaynak

sembolii

SOX2 ¢.310G>T, ¢.549delC, | Unilateral mikroftalmi Beyin anomalileri, hafif 110
c.557G>A, c.469C>A hidrosefali, biiylime ve

tiroid hormonu eksikligi,
gelisme geriligi ve ataksik
yiriime

Anoftalmi, kolobom, | Hafif gelisme geriligi, | 111

glokom, katarakt kiigiik kulaklar, beslenme
bozuklugu, agir mikrognati
¢.70del120 Anoftalmi 112
c.368A>G Unilateral anoftalmi, | Gecikmis motor gelisimi, 113
unilateral ~ mikroftalmi,
mikrokornea
c.479_480dupAC Unilateral ~mikroftalmi, | Agir derecede konusma ve | 113
mikrokornea, motor gelisim bozuklugu
sklerokornea
c.277G>T Unilateral mikroftalmi, 113
mikrokornea,
sklerokornea
3q26.33 bolgesinde | Bilateral anoftalmi/agir | Mental retardasyon, | 114
delesyon mikroftalmi geligme ve bilylime gerili§i
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retinal ayrilma

PAX6 11p13°de 877kb’lik | Mikroftalmi, konjenital 114
duplikasyon katarakt, glokom, optik
sinir hipoplazisi, retina
dekolmani
Bilateral mikroftalmi, 109
sklerokornea
oTX2 ¢.265C>T Bilateral anoftalmi 112
c.276_294dell19 Unilateral mikroftalmi Yiirimede ve konusmada | 113
gecikme, uyku bozuklugu
CHXI0 | c.679C>T Mikroftalmi Isitme kaybi, agir 6grenme | 115
giiclugii
¢.668G>C Bilateral mikroftalmi 116
BMP4 c.751C>T Bilateral mikroftalmi, 117
unilateral katarak
FOXE3 c.244A>G, ¢.705delC Bilateral mikroftalmi, 111
sklerokornea
c.557delT Bilateral mikroftalmi, 111
afaki, sklerokornea ile
birlikte anormal anteriyor
segment, displastik iris
c.720C>A Bilateral asimetrik | Otizm, gelisme geriligi 111
mikroftalmi (sol gozde
daha agir), afaki, glokom,
korneal opasite
c.292T>C Sklerokornea, afaki, 118,119
mikroftalmi, optik disk
kolobomu
ALDH] c.265C>T, ¢.1477G>C, | Bilateral mikroftalmi 120
A3 c.475+1G>T
c.1105A>T, ¢.434C>T Bilateral mikroftalmi 121
c.568A>G, c.1165A>T Unilateral agir 122
mikroftalmi, anoftalmi
c.521G>A Bilateral mikroftalmi Agir psikomotor gelisim | 123
geriligi
c.666G>A Mikroftalmi 124
RARB c.1159C>T Bilateral agir | Yarik damak, sol diyafram | 125
mikroftalmi,  unilateral | hernisi
kolobom
STRA6 c.1774C>A Bilateral mikroftalmi Bobrek anomalileri 126
c.1120T>C, Bilateral mikroftalmi, Kardiyak anomali, bobrek | 127
c.1343_1841+51delinsT yetmezligi, konusmada
gecikme
c.52delT, c.1684+1G>A | Bilateral mikroftalmi 125
c.1223G>A Bilateral mikroftalmi, | Mental retardasyon 125
kolobom, unilateral

Bu tez calismasinda, mikrodizin yontemi kullanilarak bugiine kadar hem mikroftalmiye

neden oldugu bilinen genler dislanmis, hem de yeni aday gen yaklasimi icin aranilacak

bolgeler daraltilmistir. Bu yonteme ek olarak tek bir hastada yapilan ekzom dizileme

yontemi ile 77.169 SNP verisi ile birlikte 8890 INDEL verisi bulunmustur. Iki yontemin

sonucu elde edilen ortak veriler incelendiginde, izole mikroftalmi tanisi ile izlenen ailede

LRP5 (Low Density Lipoprotein Receptor-related Protein 5, gen numarast 603506)
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genindeki ¢.2827+1G>A splice-site mutasyonunun agir mikroftalmiden sorumlu olabilecegi

sonucuna varilmistir.

LRP5, 23 ekzonlu, 5128 b¢’den olusan ve 1615 aa’lik bir protein kodlayan, 11q13.2
bolgesine lokalize bir gendir. LRPS5, reseptor aracili endositoz islemi sirasinda ligandlara
baglanarak, bu ligandlarin hiicre icine alinmalarini saglayan diisiik yogunluklu bir
transmembran lipoprotein reseptoriinii kodlamaktadir (128). LRP5 geni ayrica BMNDI,
EVRI, EVR4, HBM, LR3, LRP7, OPPG, OPS, OPTAIl, VBCH2 geni olarak da

isimlendirilmektedir (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4041).

LRP5, Wnt/p katenin sinyal yolaginda ko-reseptor olarak gorev yapan hiicre ylizey
reseptoriidiir (128). Wt/ katenin yolagi ilk kez 1982’de farelerde int-1 proto-onkogeninin
kesfi ile ortaya cikmistir (129). Wnt geni ilk kez farenin tiimo6rlii meme dokusundan inz-1 adi
ile klonlanmistir. Drosophila’da bulunan wingless geninin farede bulunan inz-1 geni ile dizi
ve fonksiyon acisindan biiyiik benzerlik gostermesi tlizerine 1991 yilinda bu isimler
birlestirilmis ve literatiire Wnt geni olarak girmistir. insanda bugiine kadar 19 adet WNT geni
tamimlanmastir (130,131).

Yapilan caligmalar LRP5 geninin goz gelisimi ve hastaliklarinda 6énemli bir role sahip
oldugunu gostermistir (128). G6z ve kemik anomalileri ile giden bir grup hastalik LRP5
genindeki mutasyonlarla iliskilendirilmistir (Cizelge 6.2). LRP5’in goz anomalileri ile
iliskili oldugu hastalik Familyal eksudatif vitreoretinopati (FEVR) olarak tanimlanmistir.
LRP5 mutasyonlar1 ayrica 2 grup kemik anomalisi ile karakterizedir. Ik grupta, osteoporoz
psodoglioma (OPPG) (MIM 259770) sendromu yer almaktadir. Ikinci grupta ise, endosteal
hiperostozis (MIM 144750), osteosklerozis (MIM 144750), osteopetrozis (MIM 607634),
van Buchem tip 2 hastaligi (MIM 607636) ve yiiksek kemik kiitlesi (high bone-mass (HBM))
(MIM 601884) (Cizelge 6.2) yer almaktadir (132).

Cizelge 6.2. LRP5 geni ile iligkili olan hastaliklar

Fenotip MIM numarasi
Eksudatif vitreoretinopati 4 601813
Endosteal hiperostozis 144750
Otozomal dominant osteopetrozis 1 607634
Osteoporoz-pseudglioma sendromu 259770
Osteoskleroz 144750
van Buchem hastali1 tip 2 607636
Kemik mineral yogunlugu degiskenligi 1 601884
Osteoporoz 166710
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FEVR, ilk kez 1969 yilinda Criswick ve Schepens tarafindan tantmlanmistir (133). FEVR,
periferik retinada vaskiiler olmayan alanlar, periferik retinal neovaskiilarizasyon, damarlarda
kivrim artis1 ve dilatasyon, subretinal eksudasyon ve vitreoretinal fibrozis ile karakterize
nadir goriilen bir hastaliktir. FEVR’in yiiksek penetrans ve degisken ifadelenme gosterdigi
bildirilmekte ve ayni ailede bile bireyler arasinda farkli klinik 6zellikler goriilebilmektedir.
Az etkilenmis bireylerde gorme ile ilgili herhangi bir semptom goriilmemektedir. FEVR
yavas ilerlemekte ve retinal ayrilma genellikle yasamin ilk on yilinda goriilmemektedir.
FEVR’ye LRP5 mutasyonlarinin neden oldugu ise ilk kez 2004 yilinda tanimlanmistir (134,
135). Genetik heterojenite gostermekte olan FEVR i¢in en sik otozomal dominant (OD-MIM
133780) kalittm modelinden soz edilmekle birlikte, X’e bagh (XR-MIM 305390) ve
otozomal resesif (OR-MIM 601813) kalittm modeli de bildirilmistir (134, 135). Otozomal
dominant ve otozomal resesif FEVR’ye LRP5 genindeki mutasyonlar neden olurken, X’e
baglhi FEVR’ye Norrie hastaligina da neden olan Xpl1.3’de lokalize NDP genindeki
mutasyonlar neden olmaktadir (132). Literatirde X’e bagli FEVR’de nadir olarak
mikroftalmi goriildiigi bildirilmistir (www.omim.org). FEVR’nin tanimlanmis 6 alt tipi
bulunmakta bunlardan LRP5 mutasyonlar1 (Cizelge 6.3) ile sadece tip 4
iliskilendirilmektedir. LRP5 genindeki mutasyonlarla ortaya EVR4 (Eksudatif
vitreoretinopati 4-MIM 601813) sendromunun klinik bulgularina bakildiginda mikroftalmi
yer almamakla beraber literatiirde mikroftalminin eslik ettigi 2 olgu bildirilmektedir
(136,137). Bu olgulardan birinde molekiiler herhangi bir ¢alisma yapilmamis ve EVR’nin
hangi alt tipi olduguna dair bir bilgi verilmemistir (136). Digerinde ise yine EVR’nin hangi
alt tipi oldugu bildirilmemis ve 5. kromozomda bir translokasyon tanimlanmistir

(137)Cizelge 6.4).

Cizelge 6.3. Eksudatif vitreoretinopatinin bildirilmis alt tipleri.

Kromozomal Fenotip MIM Gen/lokus Gen/lokus
Lokalizasyon numarasli MIM
numarasl

7q31.31 Eksudatif 613310 TSPANI12,NET2,EVR5 613138
vitreoretinopati 5

11p13-p12 Eksudatif 605750 EVR3 605750
vitreoretinopati 3

11p11.2 Eksudatif 616468 ZNF408,EVR6,RP72 616454
vitreoretinopati 6

11q13.2 Eksudatif 601813 LRP5,BMNDI1,LRP7,LR3,0PPG, | 603506
vitreoretinopati 4 VBCH2,0PTA1,EVR4

11q14.2 Prematiire 133780 FZD4,EVR1 604579
retinopatisi
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11q14.2 Eksudatif 133780 FZD4,EVRI 604579
vitreoretinopati 1
Xpll.3 Eksudatif 305390 NDP,ND,EVR2 300658
vitreoretinopati 2, X
linked

Cizelge 6.4. LRP5 geninde EVR4’e neden oldugu bildirilmis mutasyonlar

Mutasyonun adi Goz bulgular Kaynak

c.1757G>A, 2302C>G, c.4147G>A Belirtilmemis 134

c.4488+2T>G, ¢.4119-4120insC, Belirtilmemis 135

c.3804delA

¢.518T>C Anomal retinal damarlanma, retinal katlanmalar 135

¢.3502T>C Retinal ayrilma, retinosizis 135

c.4081T>G Zay1f gorme 135

c.433C>T Bilateral retrorental fibroplazi, retinal ayrilma 138

c.1330C>T Sag gozde ciddi falsiform retinal katlanma, sol gézde 138
korliik

c.1564G>A Sag gozde retina yirtig1, sol gdzde ciddi makiiler ektopi | 138

c.2392A>G Periferal retinal dejenerasyon ve yirtiklar ile birlikte 138
bilateral periferal avaskiiler retina yapisi

c.3361A>G Bilateral retinal avaskiilarizasyon ile birlikte unilateral | 138
falsiform retinal katlanma

c.1828G>A, 803_812del Bilateral makiila dejenerasyonu 138

c.1604C>T, ¢.1850T>G Retinal ayrilma ile birlikte retinal katlanma 138

p.E441K, p.W993X, c.4489-1G>A, Belirtilmemis 132

p.C1253F, p.G610R

LRP5 genindeki fonksiyon kayb1 yapan mutasyonlarla iliskilendirilmis diger bir hastalik ise,
otozomal resesif kalitima sahip Osteoporoz-Psddoglioma sendromudur (osteoporosis-
pseudoglioma syndrome-OPPG - OMIM 259770). OPPG sendromu, dogustan veya erken
baslangicl korliik, agir ve erken baslangich osteoporoz, iskelet yapisinda kirilganlik ve
bazen de ogrenme giicliigii ile karakterizedir (Cizelge 6.5) (128). OPPG sendromunda
dogustan veya erken baslangichi goz bulgulari, vitréretinal dokunun dejenerasyonu,
mikroftalmi, falsiform katlanmalar, retinal ayrilma ve fitizis bulbi gibi farkli problemleri
icermektedir. Bunlara ek olarak agir bilateral retinal displazi, korneal opasite, katarakt da
goriilmektedir (128,139, 140, 141,142). Sendromun en sik goriilen kemik bulgusu, azalmis
kemik mineral yogunlugu sebebiyle kemiklerde deformiteler ve kiriklara yatkinlik olarak
bilinmektedir (142). Ayrica OPPG’li hastalarda, hipotoni, gelisme geriligi, kisa boy ve bazi
olgularda mental retardasyon tanimlanmaktadir (128,139,140). Hastaligin fenotipik
ozellikleri kardesler arasinda bile ¢esitlilik gosterebilmektedir (143). Heterozigot bireylerin,
genellikle kemik kiitlesinde azalma goriiliirken gérmeleri normal olarak degerlendirilmistir

(128).
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Cizelge 6.5. Osteoporoz-Pseudoglioma Sendromu; OPPG [#259770]

Kategori Alt Kategori Ozellikler

Kalitim - Otozomal resesif

Biiylime Boy Kisa boy

Bas ve Boyun Kafa Mikrosefali

Gozler Pseudoglioma

Korliik (cocukluk ¢agi baslangicl)
Mikroftalmi

Vitreoretinal anomaliler

Katarakt

Fitizis bulbi

On kamara yoklugu

ris atrofisi

Kardiovaskiiler Kalp Ventrikiiler septal defekt

Gogiis Dis ozellikler Fi¢1 gogiis

Iskelet - Spontan kirik

Osteoporoz (¢cocukluk ¢ag1 baslangiclr)
Kafatas1 Intraokiiler kalsifikasyon

Omurga Kifoskolyoz

Platispondili

Uzuvlar Eklemlerde hiperekstensibilite

Dar diyafizler

Genis metafizler

Uzun kemik deformiteleri

Norolojik Santral Sinir Sistemi Cogu vakada normal zeka

Orta derecede mental retardasyon
Hipotoni

Diger - Cocukluk cag1 baglangich kemik kiriklar
Molekiiler Temel - LRP5 genindeki mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikar

Insanlarda kemik kiitlesi biiyiime esnasinda artmakta ve yasamin yaklasik 3. dekadinda en
yiiksek seviyeye ulagmaktadir. Sonrasinda katabolizmanin artarak anabolizmanin yerini
almasiyla kemik yogunlugunda azalma ve osteoporoz goriilmektedir. Kemik yogunlugunda
azalma osteoporozun en belirgin Ozelliklerinden biridir (139). Ayrica erken c¢ocukluk
doneminde goriillen osteoporoz, genellikle tekrarlayan uzun kemik kiriklari, vertebral
kompresyon kiriklar1 ve azalmis kemik mineral yogunlugu ile de ortaya ¢ikmaktadir (143).

Dogustan korliikle beraber osteoporoz ilk kez 1931 yilinda tanimlanmistir (144).

Literatiire bakildiginda LRPS5 genindeki mutasyonlarla (Cizelge 6.6) iliskilendirilmis OPPG
sendromlu hastalarin hemen hepsinde, géz bulgularina eslik eden, 6zellikle erken ¢cocukluk
caginda birden fazla kirikla ortaya c¢ikan agir osteoporoza bagli kemik bulgular
goriilmektedir (141-143,145-148). Literatiirde OPGG sendromu oldugu bilinen yaklasik 70
olgu bildirilmistir (142,148).
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Cizelge 6.6. OPPG sendromuna neden oldugu bilinen LRPS5 mutasyonlari

Mutasyonun adi GOz bulgular Kemik bulgular: Ek bulgular Kaynak
p-N5311 Konjenital korliik Diisiik kemik kiitlesi, hafif _ 145
diismelere bagh kiriklar
c.43_60del ve | Konjenital korliik Agir kas hipotonisi Biiyiime geriligi, 146
g.ex14_1l6del mikrosefali, hafif
MR
p.L145F, Mikroftalmi, Hafif diismelere bagli | Orta derecede MR 5
p-Y244M, katarakt, retina | kiriklar, osteopeni, kas
p.P382L, p.T552M, | dekolmani, hipotonisi,  platispondili,
p.-R1534X, nistagmus, 1okokori kisa yap1
c.1584+1G>A
p-R334£sX51 Goz tembelligine | Dorsal kifoz, femur ve - 147
bagli sol gozde | tibiada mediyale
korliik, mikroftalmi, kavislenme, nanism
c.4112-2A>G, Retrolental Agir  osteoporoz, ¢oklu . 143
p-S356L, fibroplaziye bagh | kiriklar, skolyoz, dorsal
c.1015+1G>T, konjenital korliik, | kifoz, desteksiz
c.1584+4A>T, mikroftalmi, bilateral | yiirliyememe, tekerlikli
katarakt, retinal | sandalyeye bagimlilik
kalsifikasyonlar
p-R1002X, Mikroftalmi, korneal | Kifoz, lomber lordoz, - 142
p-V336M, p.G507S | 16kom, afaki, | skolyoz, platispondili,
katarakt, strabismus spinal deformiteler, ince
kemik yapisi, agir
osteoporoz
p-T297NfsX3, Bilateral mikroftalmi, | Agir osteopeni, kemik - 148
2827+1G>A retina dekolmani kiriklar1, c¢oklu vertebral
kariklar

Calismamiza dahil edilen ailenin hasta bireylerinin klinik 6zelliklerine bakildiginda agir
mikroftalmi disinda kemiklerin etkilendigini diislindiirecek herhangi bir bulgu
bulunmamaktadir. Calismaya dahil edilen IV-2 ve IV-4 numarali hastalarda, LRP5 geninde
mutasyon bulunmasi tizerine Dual-enerji x-ray absorpsiyometresi (DXA) yontemi ile kemik
mineral yogunlugu ol¢iilmiis ancak IV-3 numarali hastada mental retardasyon nedeni ile
kooperasyon kurulamadigi i¢in kemik mineral yogunlugu olciilememistir. IV-2 ve 1V-4
numarall hastalarin L1-L4 vertebral kemik mineral yogunlugu Z skoru sirasiyla -3.1 ve -4.7
olarak belirlenmistir. Bu bulgular, hastalarin kendi yas grubuna gore kemik mineral
yogunlugu degerlerinde azalma oldugunu gostermektedir. Welinder ve ark. (2015)
olgularimizda LRPS5 geninde homozigot olarak buldugumuz c.2827+1G>A splice site
mutasyonunu bizim ¢alismamizla es zamanli bilesik heterozigot olarak bulmustur. Bilateral
mikroftalmi, retina dekolmani, agir osteopeni, kemik kiriklar1 ve ¢oklu vertebral kiriklar
olan OPPG sendromlu 2 kiz kardeste, paternal orijinli ¢.899dupA (p.T297NfsX3)
mutasyonu ve maternal orijinli ¢.2827+1G>A splice site mutasyonu bilesik heterozigot

olarak bulunmustur (148).
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Ailenin caligmaya dahil edilen hasta bireylerinde, OPPG sendromunun 6nemli klinik
bulgularindan olan kemik kiriklar1 ve cocukluk ¢agi osteoporoz sikayetleri olmadig ve
mikroftalmi ve 16kom disinda da baska g6z bulgular1 olmadigi i¢in hastalar bugiine kadar
izole mikroftalmi olarak degerlendirilmistir. Buradan yola c¢ikarak ilk defa bizim
calismamizda homozigot olarak bulunan ¢.2827+1G>A splice site mutasyonunun kemikten
daha c¢ok gozde bir anomaliye Ozellikle de mikroftalmiye neden olabilecegini
diistindiirmektedir. Yine Welinder ve ark.’min 2015 yilinda yayimnlanan c¢alismalarinda
bizimle es zamanli bulduklar1 bilesik heterozigot mutasyonlardan maternal orijinli
c.28274+1G>A splice site mutasyonunun bilateral mikroftalmi ve retina dekolmanina,
paternal orijinli olan ¢.899dupA mutasyonunun ise agir osteopeni, kemik kiriklar1 ve ¢coklu

vertebral kiriklara, sebep olabilecegi ihtimal dahilindedir.

LRPS5, disik yogunluklu lipoprotein reseptdr (low-density lipoprotein receptor-LDLR)
ailesinin bir liyesi olup 4 adet epidermal biiyiime faktorii (epidermal growth factor-EGF)
onciil spacer domainine sahiptir. Her bir domain 5 adet YWTD tekrar1 ve 1 adet EGF
tekrarini birlikte icererek bir  propeller yapisi olusturmakta ve bu yap1 3 adet LDLR ligand
baglayan domain motifi, tek bir transmembran domaini ve bir sitoplazmik kuyruk ile takip

edilmektedir (Sekil 6.1) (134).

OPPG sendromuyla iligkili bulunan LRP5 mutasyonlarinin proteinin 2. ve 3. B propeller
domaininde yer aldig1 bilinmektedir (143,149)(Sekil 6.1). LRP5 geninde bulunan
c.2827+1G>A splice site mutasyonu ise LRP5 proteininin 4.  propeller domaininde yer
almaktadir. Bu durum bize yine bu mutasyonun gozle 6zellikle de mikroftalmi ile iligkili

olabilecegini diistindiirmiistiir.

W19 B-propeller| |B-propeller| |B-propeller|
i it 1K it | I 1t

W10% R428% D718%Q853% E1270fs
D490fs vee7M
R494Q
R570W Osteoporoz Psédoglioma Sendromu mutasyonlar
T173M Y1168H K1374fs
E1270fs T1449fs
C1361G
Familyal Eksudatif Vitrézretinopati mutasvonlar

Sekil 6.1. Osteoporoz Psodoglioma Sendromuna ve Familyal Eksudatif Vitreoretinopatiye
neden olan mutasyonlarin LRP5 proteininin iizerinde gosterilmesi. *=anlamsiz mutasyon;
fs= cerceve kaydiran mutasyon.
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Whnt proteni yaklasik 350 aminoasitten olusmakta ve 40 kDa agirligindadir. Wnt proteini 23-
25 sistein rezidiisiine sahiptir ve bu rezidiiler tiirler arasinda iyi korunmuslardir. Bu
sisteinlerden bazilar1 disiilfit baglarinin i¢inde ve arasinda yer alarak Wnt katlanmasi ve
multimerizasyonuna katilmaktadir. Olgunlasmamis Wnt, endoplazmik retikulumda (ER)
cesitli post translasyonel modifikasyonlar (glikolizasyon ve lipit modifikasyonlari) gecirerek
Wnt sinyal yolunda gorev alacak seklini almaktadir. Wnt, ER’a N terminalinde bulunan
hidrofobik sinyal dizileri ile ilerlemektedir. Glikolizasyon, ER zarinda bulunan
oligosakkaril-transferaz kompleksi (OST) tarafindan, Wnt peptid omurgasinda yer alan N
bagli oligosakkaritlerin zincirlere baglanmasiyla gergeklesmektedir. Lipit modifikasyonlari
ise, ER zarinda bulunan porcupine proteininin sistein rezidiilerine palmitat adl1 lipid grubunu
eklemesiyle gerceklesmektedir. Wnt proteini heat-shock protein (Hsp70) ailesinin bir iiyesi
olan immunglobulin-heavy-chain-binding protein (BIP) ile birlesmektedir. Bu sayede, Wnt

proteinini dogru katlanmakta ve ii¢ boyutlu hale gelmektedir (150,151).

Wnt proteininin temel reseptdr molekiilii olarak bilinen Frizzled (Fz) molekiilii, G protein
ailesinin bir iiyesidir. Fz reseptorii, cystein-rich domain (CRD- sisteinden zengin domain)
adi verilen uzun amino-terminal uzantilari olan bir transmembran proteinidir (131, 151). Wnt
proteinleri Fz’nin CRD kismina dogrudan baglanmaktadir. Wnt sinyalinde fonksiyonel Fz
molekiiliiniin disinda LRP sinifinin iiyeleri olan LRP5 ve LRP6 reseptorleri de gorev

almaktadir (131). LRP5/6 Fz’nin ko-reseptorii olarak gorev yapmaktadir (151).

WNT sinyal yolagi, hiicre kaderinin belirlenmesine neden olan kanonikal ve hiicrenin
hareket ve doku polaritesinin kontroliinde rol oynayan non-kanonikal olmak iizere 2 sekilde

gorev yapmaktadir (150,152).

Wnt/f katenin olarak da bilinen kanonikal yolak, kok hiicre biyolojisi, gelisimsel biyoloji ve
erigskin organ sistemleri gibi bir¢cok biyolojik sistemde gorev almaktadir. Bu yolakta, Wnt
proteini ile Fz reseptoriiniin eslesmesi sonucu, B-katenin’in yikilmasi engellenmektedir. Bu
sekilde B-kateninin hiicre sitoplazmasinda miktar1 artmakta ve sitoplazmadan cekirdek icine
gecmektedir. B-katenin, ¢cekirdekte transkripsiyon faktorleri ile kompleks olusturarak, bircok
hedef genin transkripsiyonunu etkilemektedir (129). B katenin sitozolik proteini CTNNBI
geni tarafindan kodlanmaktadir. B katenin, E-kaderin ile a-aktin arasinda koprii gorevi

yapmaktadir.
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B katenin N-terminal domain, C-terminal domain ve 12 armadillo tekrarindan olusan
armadillo domaininden olusmaktadir (129, 151, 153,154). Wnt’nin sentezlenip ekzositozla
intersiilliiler bosluklara verilmesi ve hiicre zarinda bulunan Fz ve LRP5/6 reseptorlerine

baglanmasiyla Wnt/p katenin sinyal mekanizmasi baglamis olmaktadir (151,153).

Wnt sinyal mekanizmasiin aktif oldugu durumda, Wnt hedef hiicre zarinda bulunan
reseptorlere baglanarak fosforillenme reaksiyonunu uyarmaktadir. Fosforillenme reaksiyonu
2 sekilde gerceklesmektedir. Bunlardan ilki, LRP5/6’nin sitozol i¢inde kalan kisminin,
glikojen sentaz kinaz (GSK3p) ve kazein kinaz Iy (CKly) enzimleri tarafindan
fosforillenmesidir. Bu durumdan sitozol icinde bulunan yikict kompleks etkilenecektir.
Yikici kompleks, aksin (axin), GSK3p ve adenomatéz polipozis koli (APC)’den
olusmaktadir. Fosforillenme sonucu, aksin ve GSK3[3 bu kompleksden ayrilarak LRP5/6’nin
sitozol icindeki fosforillenmis kismina baglanacaktir. Diger fosforillenme ise, Dishevelled
(Dsh/Dvl) proteininin fosforillenmesidir. Dvl bir ucu ile Fz’nin hiicre i¢i kismina, diger ucu
ile LRP5/6’ya bagli olan aksine baglanir. Bu sayede aksin proteinininde konformasyonel bir
degisim gerceklesecek, GSK3p aksinden ayrilacak ve hiicrede bulunan bir inhibitor protein
tarafindan inhibe edilecektir. Boylece GSK3B’nin B katenini fosforilleme etkisi ortadan
kaldirilmis olacaktir. Fosforillenmeyen 3 katenin, sitozolde birikecektir. Biriken 8 kateninin
bir kismi cekirdege gitmekte ve buradaki transkripsiyon faktorlerini aktive ederek Wnt
sinyal yolaginin hedef genlerinin transkripsiyonunu baslatmaktadir (Sekil 6.2). Diger kismi1

ise E-kadherinin sitozoldeki kismina baglanmaktadir (151).
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beta katenin
birikmesi

e i___ﬂe_grjfks_w_“ﬂ____
Cekirdek

beta katenin

Gen transkripsiyonul

Sekil 6.2. Wnt sinyal yolagi. Fz=Frizzle; DIX, PDZ,DEP= Dishevelled (Dsh) proteininin alt
tiniteleri; GSK3=glikojen senthaz kinaz 3; CKl=kazein kinaz 1; B-TrCP= beta-transducin
repeat containing E3 ubiquitin protein ligase.

Inaktif Wnt sinyal yolaginda ise, Wnt Fz ve LRP5/6 reseptorlerine baglanamayacak ve
fosforillenme gerceklesemeyecektir. Fosforillenme gerceklesmedigi icin yikici kompleks
aktif durumda olacaktir. B katenin yikict komplekse baglanmakta ve GSK3p tarafindan
fosforillenmektedir. Fosforillenme sayesinde B-TrCP enzimi, 8 katenini tanimis olacak ve
onu yikici kompleksden ayirarak proteozomlara yikmak iizere gotiirecektir.  katenin burada
parcalanarak cekirdege gidemeyecek ve dolayisiyla hedef genlerin transkripsiyonu

gerceklesmeyecektir (151).

Wnt sinyal yolagi, goz gelisiminin her asamasinin regiilasyonunda rol almakta ve yiiksek
derecede kompleks bir yap1 gostermektir. Wnt/ 8 katenin sinyal yolaginin, lens ve retinanin
rejenerasyonunda rol oynayabilecegi bildirilmistir (155). Bu nedenle, bu yolakta rol alan
LRP5 geninin yolagin calismasi ag¢isindan ©nemi diistiniildiiglinde LPR5 geninin

mikroftalmiden sorumlu olabilecegi diisiiniilmiistiir.
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Calismaya dahil edilen aileye, mevcut bulgular 1s18inda ayrintili bir genetik danigsma
verilmis ve kemik kiriklarima yatkinlik ve kemik mineral yogunlugunda azalmaya baglh

olarak gelisebilecek osteoporoz agisindan takip onerilmistir.

Bu calismanin yapildig: ailede, mikroftalmi ile ilgili literatiirde bildirilmis olan genler klasik
yontemlerle incelenmis olsaydi; maliyet ve zaman acisindan kayip olacagi gibi, bir sonuca
ulagsmakta miimkiin olmayacakti. Bu ailede kullanilan ekzom dizileme hem klasik
yontemlere gore kisa siirede sonug alinmasini, hem de hastaligin dogru tanisinin konulmasini
saglamistir. Ekzom dizileme yonteminin hassasiyeti diisiiniildiigiinde ve maliyetinin de
giderek diismesiyle birlikte bu caligmalarin ilerleyen yillarda rutine girecegi ve incelemeleri

cok kolaylastiracag: timit edilmektedir.

Bu bilgiler 1s181nda, yasadigimiz deneyim genetik heterojenite gosteren mikroftalmilerin
etiyolojisinin arastirilmasinda izlenecek yol agisindan yeni bir bakis acis1 getirecektir. Bu ve
benzer diger calismalar sayesinde hastalara dogru bir genetik damisma verilebilecek,
ilerleyen yillarda mikroftalmiye neden oldugu bilinen genleri kapsayan bir kit ile bu

hastaligin taramasi yapilabilecektir.

Sonug olarak; mikroftalmi bulunan hastalarda LRP5 geninin dizilenmesi ve bulgu vermeyen
kemik etkilenimi olabilecegi bilgisiyle hastalarda kemik mineral yogunluk Olgiimii
yapilmasi hastalarin ileride daha agir sikdyetlere neden olmadan 6nlem almalarini saglamak

acisindan dogru bir yaklasim olacaktir.

Bu tez calismasinin devaminda, ekzom sekanslama sonucunda bulunan genin dogrulugunu
daha da giivenilir kilmak hem de sonucta bulunan varyasyonlarin sayisinin azaltilmasi
acisindan ailenin diger etkilenmis bireylerinden de ekzom sekanslama yapilmasi

planlanmaktadir.
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