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ORNEKLERIN DNA DiZi ANALIZI ILE DEGERLENDIRILMESI

OZET

Plazminojen (PLG) geni altinct kromozomun uzun kolu iizerinde 6q26 pozisyonunda yer
almaktadir. PLG gen tirlinii olan PLG proteini, kan pithtisinin eritilmesi yani fibrinoliz ile
gorevli plazmin enziminin inaktif proenzim formudur. PLG genindeki homozigot ya da
birlesik heterozigot mutasyonlar, farkli viicut bdlgelerinde ¢ogunlukla mukoz membranlari
etkileyen nadir goriilen bir inflamatuvar hastalik olan Tip I plazminojen eksikligi ile
iligskilendirilmistir. Rahatsizligin en yaygin gostergesi, 6zellikle goz kapagina ait yiizeylerde
normal mukozanin yerini alan odunsu yapida beyaz, sari-beyaz ya da kirmizi kalin kitleler ile
karakterize psddomembranlar olusturan lignéz (odunsu) konjuktivittir.

Bu c¢aligmada ligndz konjuktivit hikayesi olan 16 indeks olgu PLG gen mutasyonlari
acisindan incelenmistir. Tirk toplumu, akraba evliliklerinden ve tarih boyunca c¢esitli
uygarliklara ev sahipligi yaptigindan dolay1 PLG gen degisimleri acisindan oldukca
heterojendir. Bu kiiltiirel miras yaninda PLG geni ve Tip I plazminojen eksikligi ile iliskili
mutasyonlarin ¢ogunun ilk defa Tirklerde tanimlandigi dikkate alinarak, Tiirk lignoz
konjuktivit hastalarinda daha once rapor edilmemis mutasyonlar1 saptamak bu calismanin
amacini olusturmaktadir.

Bu calismada PLG geni once denatiire yiiksek basingli sivi kromatografisi (DHPLC) ile
taranmig, daha sonra ornekler profil farkliliklarina gore siniflandirilmistir. Siniflandirmadan
sonrasinda yabanil tip profilden farklilik gdsteren her bir profili temsil eden birkag¢ referans
ornek mutasyon tagimasi olasiligi nedeniyle DNA dizi analizi ile incelenmistir.

Calismanin sonucunda literatiirde daha once yer almayan Cys30Ter anlamsiz (nonsense), +1
IVS6 G>A ayiklama bdlgesi (splice site) mutasyonu, Glul61Lys, Gly199Val, Tyr264Clys,
Gly401Asp, Gly684Asp yanlis anlamli (missense-nonsynonymous) ve 582 C>T es anlamlh
(silent-synonymous) mutasyonlar1 hastalikla iliskili olarak bu calismayla ilk defa
tanimlanmistir. Yeni tanimlanan bu degisimlerin yaninda literatiirde var olan Lys19Glu,
Asp453Asn, Pro744Ser yanlis anlamli 330 C>T, 771 T>C, 1083 A>G, 2286 T>G es anlamli
ve ¢.*45 A>G 3°’UTR mutasyonlar1 da saptanmustir.
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MUTATION ANALYSIS of PLASMINOGEN GENE (PLG) with DENATURATED
HIGH PRESSURE LIQUID CHROMATOGRAPHY (DHPLC) and DNA SEQUENCE
ANALYSIS of SAMPLES THAT EXPECTED to HAVE MUTATION

ABSTRACT

The PLG gene maps to long arm of chromosome 6 on location 6q26. PLG protein (the
product of PLG gene) is inactive proenzyme form of plasmin that dissolve fibrin trombi by a
process called fibrinolysis. It has been shown that homozygous or compound-heterozygous
type I PLG deficiency is a major cause of a rare inflammatory disease affecting mainly
mucous membranes in different body sites. The most common clinical manifestation is
ligneous conjunctivitis, characterized by development of fibrin-rich, woodlike (“ligneous”)
pseudomembranous lesions.

In this study, 16 index cases with ligneous conjuctivitis were investigated for PLG gene
mutations. Turkish population is heterogeneous for PLG gene variations probably because of
intermarriage and homing to many civilizations throughout history. In addition to this cultural
heritage most of mutations associated with PLG and Type I plg deficiency were first
identified in Turks. So, the aim of this study is identifying new mutations on Turkish ligneous
conjunctivitis patients that have not been identified before.

In this study, PLG gene was scanned for mutations with denaturated high pressure liquid
chromatography (DHPLC) and then samples that have different profile compairing with wild
type sample were classified. After classification several reference samples belonging to each
group were analyzed by DNA sequencing.

In 16 Turkish index cases with type I plasminogen deficiency we identified Cys30Ter
nonsense mutation; +1 IVS6 G>A splice site mutation; Glul61Lys, Tyr264Cys, Gly199Val,
Gly401Asp, Gly684Asp, Lys19Glu (KI19E), Asp453Asn, Pro744Ser non-synonymous
(missense) mutations; 330 C>T, 582 C>T, 771 T>C, 1083 A>G, 2286 T>G synonymous
(silent) mutations and c¢.*45 A>G 3’UTR mutation in PLG gene. To best of our knowledge,
the following PLG gene mutations are newly described: Cys30Ter, +1 IVS6 G>A,
Glul61Lys, Gly199Val, Tyr264Cys, Gly401Asp, Gly684Asp and 582 C>T.
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TESEKKUR

Sadece doktora egitimine baglamami saglamakla kalmayip, egitimim boyunca essiz bilgi ve
tecriibelerini benimle paylasan, c¢alismalarimda yol gdsteren, iyi bir bilim insant olma
konusunda saglam izlenimler edinmemi saglayan degerli tez danigmanin Dog¢. Dr. Hilal
OZDAG’a

Tez caligmamin tasarlanmasi ve sonuclanmasi ile hasta 6rneklerinin toparlanmasi konusunda
cok biiyiik katkilar1 olan, ytiksek lisans egitimi ile akademik hayata adim atmami saglayarak
gelecegimi bu yolda sekillendirmesi yaninda doktora egitimimde de kiymetli destegini
esirgemeyen, istiin bilimsel kisiligiyle tiim 6grencilerine yol gosteren degerli hocam Prof. Dr.
Nejat AKAR’a

Calismalarim siiresince ¢ok kiymetli desteklerini hissettigim Hacettepe Universitesi Genel
Direktorii Prof. Dr. Tezer KUTLUK’a, calismalarimi yiiriittiigiim Ankara Universitesi
Biyoteknoloji Enstitiisiit Merkez Laboratuvari ile laboratuvar calisanlari ve basta Uzm. Bio.
Semih DALKILIC olmak iizere Genombilim birimindeki arkadaslarima, ¢alismalarimin bir
béliimiinii yiiriittiigiim Ankara Universitesi Pediatrik Molekiiler Genetik Anabilim Dali’na ve
basta Kadir SIPAHI, Emel USLU, Cigdem ARSLAN ve Dr. Aysenur OZTURK olmak iizere
tiim caligsanlarina,

Doktora egitimine baglama konusunda beni yonlendiren ve destekleyen, egitimim boyunca
hicbir fedakarliktan kaginmayan, tez ¢calismalarimda teknik destek saglayan biricik esim Cetin
DEMIR e, ¢aligmalarmmu kiigiik yasina ragmen hosgoren ve varligtyla her daim bana mutluluk
veren biricik kizim Duru DEMIR’e,

Bu giinlere gelmem konusunda maddi-manevi her tilirlii destegi saglayan, hakkim
ddeyemeyecegim sevgili annem Riiveyde DONMEZ’e ve kaybettigim sevgili babam
Abdullah Biilent DONMEZ’e, manevi destegini her zaman hissettigim sevgili kardesim Betiil
DONMEZ’e,

Yurt i¢i doktora bursu ile doktora egitimim boyunca maddi destek saglayan TUBITAK
BIDEB’e tesekkiirii borg bilirim.
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PLAZMINOJEN (PLG) GENINIiN DENATURE YUKSEK BASINCLI SIVI
KROMATOGRAFI (DHPLC) iLE MUTASYON ANALIZi ve OLASI
MUTASYONLU ORNEKLERIN DNA DiZi ANALIZi iLE
DEGERLENDIRILMESI

1. GIRIS

Kalitsal plazminojen (PLG) eksikligi Tip I (hipoplazminojenemi) ve Tip II
(displazminojenemi) olmak {iizere ikiye ayrilmaktadir. Tip I PLG eksikligi, klinik olarak
subepiteliyal fibrin birikimi ve yangidan olusan kronik mukozal psédomembrandz
lezyonlarla karakterize bir bozukluktur. Tip I PLG eksikligi, primer gorevi fibrin pihtisinin
eritilmesi (fibrinoliz) olan plazmin molekiiliiniin inaktif proenzim formu olan PLG’yi
kodlayan gende (PLG) meydana gelen bir mutasyon sonucu olusur. 1995’den bu yana
cesitli arastiricilar PLG genindeki homozigot ya da birlesik heterozigot mutasyonlarin
farkli viicut bolgelerinde cogunlukla miik6z membranlari etkileyen nadir goriilen bir
inflamatuvar hastaligin nedeni oldugunu gostermislerdir (Mingers vd 1996, Schuster vd
1997, Schott vd 1998, Schuster vd 1999, Schuster vd 2001). Rahatsizligin en yaygin
gostergesi, kirmizilik ve bunu takiben oOzellikle goz kapagina ait ylizeylerde normal
mukozanin yerini alan odunsu yapida beyaz, sari-beyaz ya da kirmizi kalin kitleler ile
karakterize psddomembranlar olusturan ligndz (odunsu) konjuktivittir. Diger miikoz
membranlara ait psddomembran lezyonlar1 agiz, nazofarinks, trake ve disi genital
sisteminde olusur. Tip II PLG eksikligi ise, 6zgiil bir klinik gostergeyle sonu¢glanmamakta
ve muhtemelen 0zellikle Asya iilkelerinde olmak iizere popiilasyondaki genel polimorfik
degisimleri temsil etmektedir. Ligndz konjuktivit ve psddomembran olusumu yalnizca Tip

I PLG eksikligi ile iligkilidir (Schuster ve Seregard 2003).

Tip I PLG eksikligi Avrupa, Asya ve Kuzey Amerika dahil olmak iizere diinyanin dort bir
tarafinda bildirilmistir. Tip I PLG eksikligi olgularinin ¢ogunun bildirilmedigini
diisiiniirsek gercek siklik tam anlamiyla bilinmemektedir. Hastaligin sikligi, Ingiltere’de
%0.26 (Tait vd 1996), iskocya’da her 1000 kisiden 2.9’unda (Tait vd 1996), Amerika
Birlesik Devletleri’nde (ABD) %0.35 (Dykes ve Polesky 1988), Giiney Alman toplumunda
%0.13 (Weidinger vd 1988) ve Japon toplumunda %0.42 (Okamoto vd 2003) olarak
belirlenmistir. Bu verilere bakilarak homozigot ya da birlesik heterozigotlarin siklig1 1.6/1

milyon olarak saptanmistir (Schuster ve Seregard 2003).



Tiirkiye’de ya da Tiirklerde tanimlanmig ve bildirilmis hasta sayis1 akraba evlilikleri ve
founder etkisiyle iligkili olarak fazladir (Mehta ve Shapiro 2008). Ligndz konjuktivit
Tiirklerde ilk kez, 1986 yilinda iki kardeste bildirilmistir (Bateman vd 1986). Sonraki
yillarda lign6éz konjuktivit, PLG geninde meydana gelen mutasyonlar sonucu olusan tip I
PLG eksikligi ile iligskilendirilmistir. Ligndz konjuktivitin ilk defa tanimlandigi bu Tiirk
kardeslerin daha sonraki yillarda PLG genindeki del Lys212 ve Ex17 + ldel-g
mutasyonlart agisindan birlesik-heterozigot olduklar1 belirlenmistir (Schuster vd 1999).
1994 yilinda ilk defa ileri derecede lignéz konjuktiviti ve konjenital hidrosefalisi olan 18
aylik bir Tirk kiz ¢ocugunda, siddetli kalitsal tip I PLG eksikligi gosterilmistir (Mingers
vd 1996). 1997°de akrabalik iligkisi olmayan iki Tiirk kizinin lignéz konjuktivit ve okluzif
hidrosefali ile iliskili olarak Arg216His ve Trp597Ter mutasyonlarint homozigot durumda
tasidiklar1 belirlenmistir (Schuster 1997). 1998 yilinda, Tiirk akraba ana-babadan dogan
PLG eksikligi olan bir bebegin homozigot bir Glu460Stop (E460X) mutasyonu igerdigi
gosterilmistir (Schott vd 1988). 2006 yilinda, agir Tip I PLG eksikligi olan 21 Tiirk
hastanin dokuzunda founder etkisini disilindiiriir sekilde 3 temel plazminojen
polimorfizminin [406T>C (91N), 1490A>G (453N/D) ve 2362G>T (743G)] homozigot
kombinasyonu saptanmistir (Tefs vd 2006). Yukarida bahsi gegen c¢aligmalar, daha ¢ok

olgu raporlar1 ve bu olgularin molekiiler olarak incelendigi miinferit caligsmalardir.

Anadolu cografyasi, tarih boyunca pek ¢ok uygarligr bilinyesinde barindirdigi i¢in gesitli
kiiltiirlerin kesisim noktasi niteligi tasimakta, Asya ile Avrupa'nin birlesim noktasindaki
stratejik konumu nedeniyle, tarih 6ncesi ¢aglardan beri birgok medeniyetin besigi olarak
tanimlanmaktadir. Tiirk toplumunun genetik yapist bu kiiltiirel miras ve akraba
evliliklerinin yaygin olmasi nedeniyle ¢esitli gen degisimleri agisindan heterojendir. Daha
onceki caligmalarda incelenen olgu gruplarinda yer alan Tiirk hastalarda, tanimlanmis PLG
gen mutasyonlarin c¢oklugu dikkat ¢ekmektedir (Schuster 1997, Schott 1998, Schuster
1999, Scully vd 2001, Cift¢i vd 2003, Mehta ve Shapiro 2008). Bununla beraber,
literatiirde Tiirk toplumundaki hipoplazminojenemi siklig1 yer almamakta ve siklik tayini
icin ek epidemiyolojik ¢aligmalarin yapilmasi gerektigi vurgulanmaktadir (Cift¢i vd 2003,
Mehta ve Shapiro 2008). Bu calismada, Tip I PLG eksikligi gosteren 16 indeks olgu PLG
gen mutasyonlar1 acisindan incelenmistir. Literatiirde yer alan calismalar miinferit
caligmalar oldugundan Tiirk hastalarla gergeklestirilmis bir PLG geni mutasyon tarama

caligmas1 yapilmadig1 g6z onlinde bulundurularak, Tiirk tip I PLG eksikligi hastalarinda



tiim PLG genini tarayarak hastalikla iligkili saptanmamis mutasyonlar1 ortaya ¢ikarmak bu

caligmanin amacini olusturmaktadir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Hemostaz

Viicudun damar hasarini takiben kan akisini kontrol edebilme yetenegi, yasamin devami
acisindan son derece Onemlidir. Endotel biitiinliiglinlin bozulmasindan sonra kan
pihtilasmasi ve hasarli dokunun onarimini takiben pihtinin ¢6ziilmesi (fibrinoliz) islemi
“hemostaz” olarak adlandirilir. Hemostaz, sadece kan kaybini ve kan akisinda meydana
gelen aksaklig1 engellemekle kalmaz, ayn1 zamanda hasarli dokunun ve damar sisteminin

de onarimini saglar.

Hemostazi saglayan unsurlar; damar duvari (6zellikle endotel ve subendotel), trombositler
ve diger kan hiicreleri, pithtilasma faktorleri ile inhibitorleri, fibrinoliz faktorleri ile
inhibitorleri, diger plazma proteinleri (Von Willebrant Faktor, yapistirict proteinler vb.) ve

pihtilagmay1 dengeleyen dogal pihtilagma inhibitorleridir (Hans-Jiirden Kolde 2001).

Hemostazin damar daralmasi ile trombosit yapigsmast ve kiimelenmeunu igeren ilk iki
basamag1 “Primer Hemostaz” olarak adlandirilmaktadir. Fibrin pihtist olusumu ise

“Sekonder Hemostaz” adin1 alir. Primer ve sekonder hemostazi fibrinoliz izler.

Endotel, hemostazda dinamik bir rol {istlenir. Baz1 dnemli antikoagiilanlar ile fibrinolitik
molekiilleri sentezlemesi yaninda cesitli antikoagiilan ve antifibrinolitik proteinlerin
tutunabilecegi uygun bir yiizey olusturur. Normal kosullar altinda, endotel antitrombotik
bir yiizey olusturur. Bununla birlikte, hemostatik sistemdeki bir aksama veya damar hasar1
ya da aterosklerotik hastalik, miyokardi enfarktiisii ve iskemi gibi patolojik olaylar sonucu
endotel hiicreleri hizla degisime ugrar. Bu degisimler, endotel yiizeyini tromboza yatkin

hale getirir (Cooper ve Krawczak 1997).

Hemostaz 4 basamaktan olusmaktadir:



2.1.1. Damar Daralmasi (Vazokonstruksiyon)

Damar zedelenmesini takiben ilk kanama oOnlemi olarak hemen damarlarda daralma
meydana gelir. Bu iglem, hasarli bolgeye kan akigini sinirlar ve kan kaybini en aza
indirmeyi amagclar. Vazokonstruksiyon, otonom sinir sistemi, kas hiicreleri ile serotonin,
epinefrin, noradrenalin gibi pek ¢ok araci molekiil ile saglanir. Kii¢lik kan damarlarindaki
kanamay1 durdurmada vazokonstruksiyon son derece etkili bir mekanizma olmasina karsin,
daha genis damarlardaki kanamayir durdurmada yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle,
trombosit yapismasi, kiimelenmesi ve trombus olusumu gibi diger mekanizmalara ihtiyag

duyulmaktadir (Hans-Jiirden Kolde 2001).

2.1.2. Trombosit Yapismasi ve Kiimelenmesi

Endotel tabakanin hasari1 sonucu subendotelyal kollajenin agiga ¢ikmasi trombiis olusumu
acisindan 6nemlidir. Kollajen ve trombositler arasindaki etkilesim trombosit yiizeyindeki
cesitli reseptorler (glikoproteinler) araciligiyla saglanir. Daha sonraki etkilesimler ise
fibrinojen ve Von Willebrant Faktdr (vVWF) gibi plazma proteinleri ile olur. Yapisma
reaksiyonundan sonra trombositler aktive olur, sekil degistirir ve biinyelerindeki yogun
graniillerden bir takim maddeleri salarlar. vWF, fibrinojen, trombin, adenozin difosfat
(ADP), tromboksan A2, serotonin, epinefrin ve arasidonik asit trombositlerin aktivatorleri
arasindadir. Bu aktivatorler daha fazla trombositi ortama davet eder ve trombositlerin

birbirine yapigmasini saglar.

Kiimelenme, trombositlerin kollajen ya da trombin gibi ¢esitli ajanlarla uyarilmasindan
sonra olusan ek bir islemdir. Yapisma olayinda trombositlerin arasindaki etkilesimden ¢ok
yapistirict  proteinler ve hasarli damar duvari rol oynarken, kiimelenme olayinda
trombositler arasi etkilesim esastir. Kiimelenme sirasindaki bu etkilesim fibrinojen ve vVWF
tarafindan saglanir. Trombositler, birbirlerine fibrinojen kopriileri ile tutunurlar, boylece
hasarl1 bolgede gecici ve gevsek bir trombosit tikact olusturulur ve kanama kisa bir siire
icin &nlenir (A.U Tip Fak 1997, Hans-Jiirden Kolde 2001). Trombosit kiimelenmesi primer

hemostazin son basamagidir.



2.1.3. Fibrin Pihtis1 Olusumu

Primer hemostaz sonucu olusan trombosit tikaci saglam ve kararli bir yapida degildir,
hemodinamik giligler bu tikaci kisa bir siire sonra dagitir. Dolayisiyla tikacin
saglamlastirilmas: gerekmektedir ki bu iglem fibrin pihtisi olusumuyla saglanir. Pihtilasma
isleminin merkezinde, ¢0ziinebilir bir plazma proteini olan fibrinojenin ¢dziinmeyen
fibrine dontlistimii bulunmaktadir. Pthtilasma, bir zimojen aktivasyon reaksiyonu serisi ile
olusur. Her basamakta bir onciil protein (zimojen), bu 6nciil molekiildeki bir ya da daha
fazla peptid bagimin kesilmesi yoluyla aktif bir proteaza c¢evrilir. Dolayisiyla, her
basamakta bir proteaz, bir zimojen, non-enzimatik bir protein kofaktorii, kalsiyum iyonlari
ve organize edici bir ylizey (trombositler) rol oynar. Son olusturulan proteaz olan trombin
¢oziinebilen bir protein olan fibrinojeni ¢dziinmeyen fibrine ¢evirir. Trombinin olusumu,
aktif faktor X olusumu basamaginda birlesen intrinsik ve ekstrinsik sistemlerle saglanir
(Mazza 1988). Daha sonra, olusan fibrin agi, aktif faktdr XIII tarafindan katalizlenen

kovalent ¢apraz bag olusumuyla saglamlastirilir.

Intrinsik yol, hasarli endotel gibi negatif yiiklii fizyolojik olmayan bir yilizeyin kan ile
temast sonucu uyarilirken, ekstrinsik yol damar hasarimi takiben hasarli dokudaki
hiicrelerden agiga c¢ikan doku faktorii ile uyarilir. Her iki yol da aktif faktdr X olusumu

basamaginda birlesir (Sekil 1).

2.1.4. Fibrinoliz

Hemostazin son basamagi, fibrinoliz yani fibrin pihtisinin eritilmesidir. Memeli kanindaki
fibrinolitik sistem, kan pihtilarinin  ¢oziilmesi ve akigkan bir vaskiiler sistemin
saglanmasinda 6nemli bir role sahiptir. Pihtinin fizyolojik ve farmakolojik olarak eritilmesi
temel olarak bir serin proteaz olan plazmin tarafindan gerceklestirilir. Plazmin, tek zincirli
bir proenzim olan plazminojen(PLG)’in PLG aktivatorleri tarafindan kesilerek ¢ift zincirli
aktif forma donistiiriilmesi sonucu olusur. Daha sonra plazmin, kan pihtisin1 destekleyen
fibrin agini proteolitik olarak pargalar ve sonugta etkilenen dokuya kan akisini tekrar saglar

(Novokhatny 2008).



Plazmin, onciilii olan PLG’den PLG aktivatdrlerinin katalizledigi proteolitik bir reaksiyon
sonucu meydana gelmektedir. Kanda immiinolojik olarak birbirinden farkli iki fizyolojik
PLG aktivatorii tanimlanmistir, bunlar; doku plazminojen aktivatorii (t-PA) ve iirokinaz
plazminojen aktivatorii (u-PA) seklindedir (Rijken vd 1981) (Sekil 1). Her iki aktivatoriin
de plazma konsantrasyonu PLG’ye kiyasla 100.000 kat daha diisiiktiir. t-PA aracili PLG
aktivasyonu, primer olarak fibrinin ¢oziilerek dolasima katilmasinda gorev almaktadir.
(Collen ve Lijnen 1991). t-PA araciligryla PLG aktivasyonu fibrine ihtiya¢ gostermektedir
zira PLG ve t-PA, fibrin molekiillerinin pek ¢ok substarata baglanma 6zelliginden sorumlu
olan kringle domeynlerinde bulunan lizin-baglanma bdlgelerine tutunurlar (Lerch vd
1980). u-PA, 6zgiil bir hiicresel u-PA reseptorii (u-PAR) ne baglanarak hiicreye baglhi PLG
aktivasyonunda artisa neden olmaktadir. u-PA’nin temel gorevi doku yeniden sekillenmesi
ve onarimi ile makrofaj fonksiyonu, ovulasyon, embriyo asilamasi ve timor istilast
sirasinda periseliiler proteolizisin saglanmasidir (Blasi 1993). Plazmin bir kere olustugu
zaman etkisi, plazminin fibrine kringle aracili baglantisindan dolay1 fibrin yiizeylerle sinirl
kalmaktadir (Lucas vd 1983). Fibrin ylizeylere bagh plazmin molekiiliiniin yarilanma
omrii, dolagimdaki plazminle kiyaslandiginda iki-ii¢ kat daha uzundur (Wiman ve Collen

1978).

Plazminin dolasimi, fizyolojik olusumu ve inaktivasyonunun diizenlenmesi yoluyla
engellenir. Pihtilasma sisteminin ¢ok basamakli ve ¢ok geribesleme halkasi iceren
dogasinin aksine, fibrinolitik sistem diizenlenmesi anlaminda olduk¢a sadedir (Novokhatny
2008). Fibrinolitik sistemin diizenlenmesi ve kontrolii, temel bilesenler arasindaki 6zgiil
molekiiler etkilesimler araciliiyla ve PLG aktivatorleri ile inhibitorlerinin kontrollii
sentez, salimim ve ortadan kaldirilma mekanizmalariyla basarilmaktadir. Fibrinolitik
sistemde yer alan ¢ogu enzim serin proteazdir. Serin proteazlar aktif bolgelerinde serin,
aspartik asit ve histidin’den olusan bir katalitik ti¢lii yapisina sahiptirler. S6z konusu aktif
bolge, karboksi u¢ (C-ug) serin proteaz domeyninde bulunmaktadir. Amino-u¢ (N-ug)
bolgesi ise, parmak domeyni (fibronektindeki parmaklara homolog), epidermal biiylime
faktorii-benzeri domeyn ve kringle domeyn olarak adlandirilan ii¢lii ilmik yapis1 gibi

islevsel domeynlerden bir ya da birkacini icermektedir.

Fibrinolitik sistemin temel inhibitdrleri serpin (serin proteaz inhibitdrleri) enzim ailesinde
incelenmektedirler. Serpinler C-ug¢ bolgelerinde, hedef enzim tarafindan kesilen 6zgiil bir

peptit bagina sahip reaktif merkez ilmigi igerirler. Bu kesim sonucu, inhibitérden bir peptit



ayrilir ve inaktif bir enzim-inhibitdr kompleksi olusur. Kompleksteki enzimin aktif bolgesi
bozulur, boylece kesilmis inhibitdriin kompleksten ayrilmasi engellenmis olur (Huntington
2000). Fibrinolitik sistemin inhibisyonu, PLG aktivasyonu seviyesinde, temel olarak
plazminojen aktivator inhibitorii (PAI-1) veya trombin-aktive fibrinoliz inhibitorii (TAFI)
ile ya da plazmin seviyesinde, temel olarak a2-antiplazmin ile saglanmaktadir (Sekil 1).
Plazminin o6nemli inhibitorlerinden biri olan o2-antiplazmin, plazmada yliksek
konsantrasyonda bulunmakta ve kan pihtisindan kagan serbest plazmini hizli bir sekilde
inaktive etmektedir (Collen 1976, Moroi ve Aoki 1978). TAFI ise, kismen par¢alanmis
fibrinin karboksi-u¢ lizin rezidiilerini ortadan kaldirmakta ve bdylece fibrinolizin ikinci
fazin1 inhibe etmektedir. Bu mekanizmalar PLG’nin fibrinoliz ve trombolizde 6nemli
diizenleyici gorevi oldugunu gostermektedir. (Rijken ve Sakharov 2001). Fibrinolitik
sistemdeki bozukluklar, genelde asir1 aktivasyon (Ornegin kanamaya yatkinlik) ya da

yetersiz aktivasyon (6rnegin trombotik problemler) sonucu olusmaktadirlar (Booth 1999).
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Sekil 2.1. Fibrinolitik sistemin temel bilesenleri goriilmektedir. Plazminojen, t-PA ve u-PA
tarafindan aktive edilerek plazmine doniistiiriilir. Bu enzimler de PAI-1 tarafindan
diizenlenir. Plazmin, fibrinin fibrin yikim {riinlerine dontstiiriilmesinden sorumludur ve
a2-antiplazmin ile ortadan kaldirilir (a2-AP). Trombin, sadece fibrinojeni fibrine
cevirmekle kalmaz fibrin substratin1t modifiye ederek fibrinolizi 6nleyen TAFI'yi de aktive
eder (Rijken ve Lijnen 2009).

2.2. Plazminojen-Plazmin Ozellikleri

PLG, plazmada tek zincirli bir glikoprotein olarak bulunan bir proenzim olup t-PA ve u-PA
tarafindan plazmin adi verilen iki zincirli aktif forma doniistiiriiliir (Ichinose vd 1991).
Daha sonra plazmin, damar hasarimin oldugu bolgede ¢Oziinmeyen fibrin pihtisim
parcalayarak fibrinolizi saglar. Plazminin proteolitik aktivitesinin hiicre gocii, inflamasyon
ile doku yeniden sekillenmesi, anjiogenez, embriyogenez ve yara onarimi gibi bir seri
normal ya da patolojik duruma katkis1 olsa da (Carmeliet ve Collen 1995) asil gorevi
intravaskiiler trombolizdir. Plazminin temel substrat1 fibrin olmakla beraber ekstraseliiler
matriksin ¢esitli bilesenleri icin de substrat ozgiilliigiine sahiptir. Bunlar; fibronektin,
proteoglikanlar ve jelatin olup plazminin ekstraseliiler matriks yeniden sekillenmesi

iizerinde de 6nemli gorevleri oldugunu gostermektedir (Schuster vd 2007).

Insan PLG’sinin aminoasit dizisi 70’li yillarda belirlenmistir (Wiman ve Wallen 1975,
Wiman 1977, Sottrup-Jensen vd 1978). PLG, 810 aminoasit rezidiisiinden olusan 90,569
kilodalton (kD)’luk tek zincirli bir glikoproteindir (Genecards). 810 aminoasitlik bir peptit



olarak sentezlense de salgilanma sirasinda 19 aminoasitlik sinyal peptit kism1 salgilanma
sirasinda karacigerde kesime ugratildigindan, olgun formu 791 aminoasit rezidiisiinden
olusmaktadir (Forsgren vd 1987). PLG, 24 disiilfit kopriisii, 5 homolog kringle domeyni ve
Asn289 ile Thr 346 olmak iizere iki glikozilasyon bdlgesi igermektedir. Tek zincirli
proenzim Arg-560 ve Val-561 arasindaki peptit baginin kirilmasiyla cift-zincirli aktif
plazmin molekiiliine doniisiir (Robbins vd 1967). Bu 6zel kesim iglemi, birer serin proteaz
olan t-PA ve u-PA araciligiyla gergeklesir. Kesim sonucu olusan plazmin molekiilii tripsin
benzeri 6zgiilligii olan iki zincirli disiilfit bagli bir serin proteazdir. Plazmin molekiiliiniin,
N-ug¢ agir zinciri her biri yaklasik 80 aminoasit rezidiisii i¢ceren 5 tane kringle domeynine
sahiptir. Kringle domeynler, plazminin aktivasyon inhibitdrleri, aktivasyon stimiilatorleri,
fizyolojik substrat1 olan fibrin ve primer inhibitdrii olan a2-antiplazmin ile etkilesimi gibi
cogu oOzelliginden sorumlu kisimlardir. PLG kringle domeynleri, plazminojenin fibrine
0zgiil olarak baglanmasina ve plazminin a2-antiplazmin ile etkilesimine aracilik eden lizin
baglanma bolgeleri icermektedir. Bu bdlgeler fibrinolizin diizenlenmesinde ¢ok énemli bir
rol oynar (Collen 1980). Plazmin(ojen)in diisiik molekiiler agirlikli varyantlar
miniplazmin(ojen) ve mikroplazmin(ojen) olup hafif zincire bagl olarak sirayla sadece bir

kringle domeyni igerir ya da hi¢ kringle igermezler.

Plazminin C-u¢ hafif zinciri, tripsine homolog bir serin proteazdir ve His603, Asp646 ve
Ser741°den olusan klasik katalitik ti¢lityii icermektedir. Bu bolge, diger islemlerde gorev
alan serin proteazlarla oldugu kadar (O6rnegin; pankreastaki sindirim enzimleri) kan
pihtilasmasinda rol alan serin proteazlarla da onemli 6l¢iide aminoasit dizi homolojisi
gosterir (Forsgren vd 1987). Pihtilasma ve fibrinolizde rol alan serin proteazlar arasindaki
homolojiden yola ¢ikarak Patthy ve arkadaslart1 bu enzimlerin evrimi lizerine ekzon-

karilmasi varsayimina dayanan bir hipotez 6nermislerdir (Patthy vd 1984, Patthy 1985).

Dogal PLG, Glu- ve Lys- PLG olmak {izere 2 formda iiretilir. Glu-PLG, N-u¢ kisminda
glutamik asit icerir ve 2.2 giinliik yarilanma dmriine sahiptir. Alternatifi olan Lys-PLG (N-
uc¢ kisimda lizin bulunur) de dolasimda bulunur fakat daha az konsantrasyondadir ve
yarilanma 6mrii de 0.8 giindiir (Coleman vd 2006). Plazmin, Glu-PLG’yi agir zincirin
Lys76-Lys77 pozisyonunda kesip preaktivasyon peptiti (PA) adi verilen bir amino-ug
fragmenti salarak Lys-PLG’e doniistiiriir (Wallen 1978). PLG, Glu-PLG formunda iiretilip
sinirl plazmik kesim sonucunda temelde lizin olmak {izere lizin, valin ya da metiyonin gibi

modifiye formlara kolayca doniistiiriiliir ve bu PLG varyantlar1 genel olarak Lys-PLG
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olarak adlandirilir. Glu-PLG kapali (sik1) bir konformasyona sahipken Lys-PLG daha agik
(gevsek) bir konformasyona sahip olup PLG aktivatorleri icin tercih edilir bir substrat
durumundadir (Castellino ve Ploplis 2005). Lys-PLG, PLG aktivatorleriyle daha ¢abuk
aktive olur ve Glu-PLG’e kiyasla daha biiyiik bir ilgiyle fibrine baglanir (Castellino ve
Powell, 1981).

Pihtilagsma ve fibrinoliz sistemlerindeki enzimlerin ¢cogu karacigerde sentezlenmektedir.
PLG de ilk olarak karaciger dokusunda sentezlenir (Raum vd 1980). Bununla beraber
ikincil kaynaklar, farede adrenal bez, bobrek, beyin, testis, kalp, akciger, uterus, dalak,
timus ve sindirim sistemi dokusunda da sentezlendigini belirtmistir (Zhang vd 2002).
Insanda kornea PLG sentezi i¢in ekstrahepatik bdlge olarak tanimlanmistir (Twining vd
1999). 1984 yilinda insan karaciger mesajciRNA (mRNA)’sindan PLG i¢in kismi cDNA
klonu olusturulmustur (Malinowski vd 1984) daha sonra da insan PLG’si i¢in tam-
uzunluklu ¢cDNA klonu olusturulmustur (Forsgren vd 1987). S6z konusu calismada, tam-
uzunluklu klonlarla olusturulan insan karaciger cDNA Kkiitliphanesi, bilinen kismi cDNA
dizisinden elde edilen 24 niikleotitlik yapay problar yardimiyla PLG cDNA’st igin
taranmistir. Calisma sonucu 12 pozitif klon tanimlanmis ve bunlardan biri detayli olarak
incelenmistir. 2.7 kilobazlik (kb) eklentinin, kodlama yapan bdlgenin tiimiinii igermekte
oldugu belirtilmistir. 791 rezidiiliik glikolize olmamis proteininin 88.4 kD’luk molekiiler
kiitleye sahip oldugu belirtilmistir. Kesim sonucu, aktif plazminin 63.2 kD’luk agir ve 25.2
kD’luk hafif zincirden olustugu belirtilmistir. Caligmada bes pozisyonda, proteinin daha
once tanimlanan aminoasit dizisinden (Sottrup-Jensen vd 1978) farkliliklar saptanmistir.
Bu farkliliklar; olgun proteinin N-ug¢ bolgesinde 65. pozisyonda ekstra bir Ile, 53. ve 342.
pozisyonda Glu yerine Gln, 88. pozisyonda Asp yerine Asn ve 453. pozisyonda Asn yerine
Asp degisimi olarak belirlenmistir (Forsgren vd 1987). 1990 yilinda fare PLG’sini
kodlayan tam-uzunluklu cDNA izole ve karakterize edilmistir. Aragtiricilar fare PLG’sinin
insan PLG’siyle karsilastirildiginda iki ek aminoasit i¢erdigi ve insan ile fare PLG’sinin
protein ve DNA diizeyinde sirayla %79 ve %76 oraninda ayni oldugunu belirtmisledir
(Degen vd 1990).
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2.3. Plazminojen Geni

Insan PLG geni 52,012 baz uzunlugunda olup altinci kromozomun uzun kolu iizerinde
6926 pozisyonunda yer almaktadir (http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=
PLG&search=PLG, 2011) (Sekil 2.2). 19 ekzon igeren PLG geninin bugiine dek 13
transkripti tanimlanmistir. En uzun aminoasit dizisine sahip transkript 2741 bazgifti(bg)
uzunlugunda olup 810 aminoasitlik olgunlasmamis PLG proteinini kodlamaktadir
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000122
194;r=6:161123270-161174338;t=ENST00000308192, 2011).
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Sekil 2.2. 6. kromozomda PLG geninin yerlesimi (http://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=PLG&search=PLG)

1983 yilinda PLG ve diger 35 isaret¢i gen arasinda higbir baglanti saptanamamistir
(Bissbort vd 1983). 1984 yilinda, FUCA2 (alfa-L-fukozidaz) ve PLG baglant1 analizinde
bu iki genin siki baglantili oldugu belirtilmistir. Ayrica aragtirmacilar, PLG-sisteminin
kendi gozlemlerine gére GC (Group-specific component) ile baglantili oldugunu ve bu
nedenle dordiincii kromozomun kisa kolu {izerinde yer aldigini 6nermislerdir (Eiberg vd
1984). PLG’nin 4.kromozomda lokalize GC geni ile olan baglanti analizi sonucu
kadinlarda elde edilen pozitif lod skor degerine karsin erkeklerde elde edilen negatif lod
skor degeri, bu baglantinin dogru oldugu konusunda soru isareti olusturmustur (Bissbort vd
1983). Bunun yant sira, diger birka¢ ¢alisma da PLG’nin 4. kromozom iizerindeki olasi
lokalizasyonu i¢in negatif ya da en azindan zayif pozitif kanit saglamistir (Falk vd 1985,
Buetow vd 1985, Marazita 1985). 1985 yilinda PLG geni altinci kromozom {izerinde
haritalanmis ve genin dordiincii kromozom {izerinde oldugu yoniindeki tez ¢iiriitiilmiistiir
(Murray vd 1985). Ayni y1l in situ haritalamada DNA problar1 kullanilarak PLG geninin
6925-q27 bolgesinde lokalize oldugunu gdsterilmistir (Swisshelm vd 1985). 1987°de PLG
lokusu somatik hiicre hibritleri ve in situ hibridizasyon yontemleri kullanilarak 6q26-q27
bolgesinde (Murray vd 1987) 1994°de ise florosan in situ hibridizasyon yontemi ile 6q26
lokusunda haritalanmistir (Rao vd 1994).
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Insan PLG geninin yapisi ve organizasyonu, normal bireylerden elde edilen l6kosit
DNA’sinmn invitro amplifikasyonu ve ii¢ farkli insan genom kiitiiphanesinden elde edilen
farkli klonlarin izolasyonu yontemlerinin kombinasyonu ile 1990 yilinda belirlenmistir. Bu
klonlar restriksiyon haritalama, southern blot ve DNA dizi analizi ydntemleri ile
karakterize edilmistir. Calisma verileri, insan PLG’sini kodlayan genin 52,5 kilobaz
(kb)’lik bir alana yayilmis oldugunu ve 18 intronla ayrilan 19 ekzon icerdigini gostermistir.
Ekzonlar 75 bg¢’den 387 bg’e kadar degisebilen biiylikliikkte olup en biiylik ekzon
ondokuzuncu ekzondur. DNA dizi analiz sonuglar1 bes kringle yapisinin iki ekzon
tarafindan kodlandigin1  géstermistir. Intronlardaki intron-ekzon smirinda bulunan
niikleotitler diger okaryotik genlerde oldugu gibi GT-AG analogudur. PLG mRNA’sinda
ii¢c poliadenilasyon bolgesi belirlenmistir. Calismada, PLG genomik DNA ve cDNA’sindan
elde edilen aminoasit dizisi ile plazma proteininin aminoasit sekans analizi ile belirlenen
dizisini karsilastirilmis ve polipeptit zincirinin bazi pozisyonlarinda belirgin bir aminoasit
polimorfizmi gozlenmistir. Amplifiye genomik DNA ve genomik klonlarin niikleotit dizi
analizi, PLG geninin 6zellikle Lipoprotein (a) (Lp(a)) bilesenlerinden apolipoprotein (a)
(apo(a)) olmak tizere diger birkag¢ proteinle yakin iliskili oldugunu goéstermistir (Petersen

vd 1990).

Lp(a), plazmadaki konsantrasyonu aterosklerozis ile iliskili olan diisik yogunluklu
lipoprotein (LDL) benzeri bir lipoproteindir. Lp(a), PLG benzeri bir protein olan apo(a)’ya
disiilfit koprii ile kovalent olarak baglanmis apo-B100°den olusmaktadir (Utterman 1989).
PLG’nin ardindan, karaciger cDNA kiitliphanesinden insan apo(a)’sinin klonlanmasi ve
sekanslanmasi sonrasi elde edilen aminoasit dizisinin analizi, apo(a) ve PLG arasinda
dikkat ¢ekici bir homoloji oldugunu gdstermistir. Apo(a)’nin, PLG kringle-4 (K4)’iin ¢ok
sayida tekrarlayan kopyasi ile tek kopya PLG kringle 5 ve PLG ile %94 oraninda benzerlik
gosteren PLG serin proteaz domeyni icermekte oldugunu gosterilmistir (McLean vd 1987)
(Sekil 3). Ilging olarak, apo(a)’daki proteaz domeyni PLG aktivatorleri tarafindan
kesilmeyi engelleyen ve aktif bolgenin deformasyonuna neden olan kritik aminoasit
degisimleri ve delesyonlar1 icermesi sebebiyle katalitik olarak inaktiftir (Gabel ve
Koschinsky 1995). de la Pefia-Diaz ve arkadaslarma gore bu yapisal homoloji Lp(a)’ya
fibrine ve monositler ile endotel hiicrelerin membran proteinlerine baglanma kapasitesi
saglar, bu durum PLG’nin s6z konusu ylizeylere baglanamamasi ve plazmin olusumunun
inhibisyonuna neden olur (de la Pefia-Diaz vd 2000). 1987 yilinda insan apo(a) geninin

insan PLG geniyle énemli 6l¢iide benzerlik gosterdigi ve ayn1 zamanda her iki genin de
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6q27°de lokalize oldugu saptanmistir (McLean vd 1987). 1989 yilinda ¢ iki-kusak aile
caligmasinda, 18 mayozun hi¢ birinde iki gen arasinda rekombinasyona rastlanmamistir ki
bu durum da Lp(a) ve PLG lokusu arasindaki sik1 baglantiy1 teyit eder niteliktedir (Lindahl
vd 1989). 1995°de in situ hibridizasyon ve genetik caligsmalarina gore PLG ve apo(a)’y1
kodlayan genlerin bagl olduklari ve 6. kromozom {iizerinde 6q26-27 bandinda lokalize
olduklar belirtilmistir. Ayn1 arastirmacilar 1995 yilinda PLG ve Lp(a) genleri ile apo(a)-
benzeri ve plazminojen-benzeri genlerin oryentasyon ve goreceli pozisyonlarini
gosterdikleri bir ¢aligma yayinlamiglardir. Boylece PLG ve Lp(a) genlerinin ters yonde
transkribe oldugunu gostermislerdir (Magnaghi vd 1995). apo(a) geninin, PLG geninin
duplikasyonu ve ekzon-karilmasi yolu ile evrimlesmis olabilecegi onerilmistir (Patthy vd

1984).
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Sekil 2.3. PLG geni 5 farkli kringle domeyni icermektedir (K1-K5). Bunlardan K4 ve K5
olmak {izere ikisi apo(a) geninde de mevcuttur. K4 domeyni apo(a) geninde ¢ok sayida
tekrara sahiptir. Apo(a) ve plazminojen arasindaki bu genetik yap1 benzerligi plazminojen
aktivitesini inhibe ederek trombotik durumlara neden olabilir (apolipoprotein(a)=apo(a);
lipoprotein(a)=Lp(a); plazminojen=PLG) (Hobbs ve White 1999).
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Lp(a) hem plazminojen aktivasyonunu inhibe ederek fibrinolizi azalttig1 hem de ekstrinsik
yol inhibisyonunu azaltarak pihtilagsmay1 arttirdig1 igin fibrinolizi azaltmaktadir. Lp(a)’nin
plazma seviyesindeki artis koroner arter hastaliklari gibi aterosklerotik rahatsizliklarin
olusumu i¢in bir risk faktoriidiir (Marcovina ve Koschinsky 2002). Lp(a), fibrinolizdeki
(tPA)-aracili PLG aktivasyonu iizerine etki etmekte ve in vivo’da pihtilagmaya meyilli bir
durum olusturmaktadir. Lp(a) fonksiyonunun potansiyel anahtari, baz1 apo(a) kringle4-
benzeri domeynler icinde lizin baglanma boélgelerinin bulunmasi ve bu domeynlerin
apo(a)/Lp(a)’nin biyolojik substratlar ile etkilesimine aracilik etmesinin altinda yatiyor
olabilir. Son zamanlardaki yaymlara gore PLG aktivasyonunun apo(a) tarafindan
inhibisyonu, apo(a) ve PLG’nin fibrin iizerindeki baglanma bdlgeleri igin yarisindan
ziyade, apo(a)’nin t-PA, PLG ve fibrin ii¢liisii ile etkilesiminden kaynaklanmaktadir. Daha
kiigiik apo(a) izoformlar1 igeren Lp(a) tiirleri fibrine daha biiylik istekle baglanirlar ve

plazminojen aktivasyonu i¢in daha etkili inhibitdrlerdir (Marcovina ve Koschinsky 2002).

2.4. Kalitsal Plazminojen Eksikligi

Kalitsal PLG eksikligi insanda ikiye ayrilir: (i) gercek PLG eksikligi (Tip I ya da
hipoplazminojenemi), (i) Tip II (displazminojenemi). ilkinde hem immiinoreaktif PLG
seviyesi hem de fonksiyonel aktivite azalmistir, ikincisinde immiinoreaktif PLG seviyesi

normal ya da hafif azalmisken fonksiyonel aktivite belirgin 6l¢iide azalmistir.

2.4.1. Tip I Plazminojen Eksikligi (Hipoplazminojenemi)

Tip I PLG eksikligi, PLG geninde meydana gelen homozigot ya da birlesik heterozigot
mutasyonlar sonucu olusur. Konjenital PLG eksikligi klinik olarak, subepiteliyal fibrin
birikimi ve yangidan olusan kronik, mukozal psdédomembrandz lezyonlarla karakterize
nadir otozomal ¢ekinik bir bozukluktur. 1995’den bu yana, gesitli arastiricilar tarafindan
homozigot ya da birlesik heterozigot Tip I PLG eksikliginin farkli viicut bolgelerinde
cogunlukla miik6z membranlari etkileyen nadir goriilen bir inflamatuvar hastaligin nedeni
oldugu gosterilmistir (Mingers vd 1996, Schuster vd 1997, Schott vd 1998, Schuster vd
1999, Schuster vd 2001). Rahatsizligin en yaygin gostergesi, kirmizilik ve bunu takiben
ozellikle gbz kapagina ait ylizeylerde normal mukozanin yerini alan odunsu yapida beyaz,
sarl-beyaz ya da kirmizi kalin kitleler ile karakterize psddomembranlar olusturan lignéz

(odunsu) konjuktivittir. Hastalarin %51’inde her iki gbz de rahatsizliktan etkilenmektedir.
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Tabloya korneanin da katildigr %26-30 kadar hastada (Pfannkuch vd 1987) skarlagma,
damarlanma, keratomalazi ve korneal perforasyon sonucu korliik goriilmektedir. Hastaligin
stiresi birka¢ aydan 44 yila kadar degismektedir (Verhoeff 1958, Hidayat ve Riddle 1987,
Pfannkuch vd 1987). Lezyonlar yerel yaralanmalarla ve/veya enfeksiyon ile tetiklenebilir
ve ¢ogu kez lokal eksizyondan sonra tekrarlar. Diger miikoz membranlara ait
psddomembran lezyonlar1 agiz, nazofarinks, trake ve disi genital sisteminde olusur
(Schuster ve Seregard 2003). Siddetli etkilenen bireylerde prognoz kétiidiir ve tedavi
secenekleri sinirhidir. Cogu olguda bebekler ya da ¢ocuklar etkilenmis goriinmektedir fakat
hastalik herhangi bir yasta ortaya c¢ikabilmektedir (Dogumdan 85 yasmna kadar). Ciddi
hipoplazminojenemisi olan hastalarin %12’sinden fazlasinda konjenital okluzif hidrosefali

goriilmektedir (Schuster vd 2007).

Tim viicut sivilarmin fibrinolitik aktivitesi fibrin depozitlerini temizlemektedir. Gz
yasinda kornea tarafindan salinan PLG aktivatorleri, zimojen PLG’yi korneay1 hizli bir
sekilde fibrin depozitlerinden temizleyen fibrinolitik enzim plazmine doniistiiriir (Mirshahi
vd 1996). Plazmin aktivite eksikligi ligndz konjuktivit hastalarinda ve PLG geni hedefli
olarak bozulmus farelerde tipik olarak goriilen, fibrinden zengin viskdz ya da membrandz
materyal olusumu ile sonuglanir (Carmeliet vd 1997, Drew vd 1998, Kao vd 1998).
Inflamatuar hiicre ve fibroblastlarin aktivasyonu ile kombine inflamatuar reaksiyon,
fibrinin kurumas1 sonucu konjuktival lezyonun odunsu bir goriiniim almasini saglar. PLG
ve fibrinojen eksikliginin birlesimi olan ¢ift-gen knock-out fare modelinde korneal fibrin
birikimi, iliskili inflamatuar reaksiyonlar engellenmis ve normal yara onarimi saglanmistir
(Bugge vd 1996, Drew vd 1998, Kao vd 1998). Benzer reaksiyonlar, etkilenen diger viicut
bolgelerinde de olusur. Trakebronsiyal fibrin depozitleri trakeobronsiyal sistemin kirpiksi
mekanizmasint bozarak enfeksiyon gelisimine neden olur, bu da hastalarin ¢oklu
sinobronsiyal enfeksiyona yakalanmalarina uygun ortam hazirlar. Kulakta olugan durum da
(Marcus vd 1990) orta kulaktaki fibrin birikimine atfedilebilir. Okluzif hidrosefalinin
patofizyolojik mekanizmasi, serebral ventrikular sistemde fibrin birikimine bagl olabilir ki

bu da beyindeki sivi dolagimini bozabilir (Schott vd 1998).

16



b.

Sekil 2.4. a. Lignoz konjuktivit ve hidrosefalisi olan bir Tiirk bebek (Schott vd 1998) b. 4
yasindaki bir lign6z konjuktivit hastasi kiz gocugu (Schuster ve Seregard 2003)

Sekil 2.5. a. Ligndz konjuktivit ve hidrosefalisi olan bir Tiirk bebek (Ciftgi vd 2003)
b. Ayn1 bebegin beynine ait sismis ventrikiilleri gosteren bilgisayarli tomografi goriintiisii
(Ciftgi vd 2003)

Sekil 2.6. a. Tip I PLG eksikligi hastalarinda goriilen ligndz diseti iltihab1 sergileyen bir
hasta (Schuster ve Seregard 2003) b. Tip I PLG eksikligi hastalarinda goriilen ligndz diseti
iltihabi sergileyen diger bir hasta (Mehta ve Shapiro 2008)
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Konjenital heterozigot hipoplazminojenemi nadir goriilmektedir ve ilk defa 1982 yilinda
tromboembolik hastaligi olan bir hastada tanimlanmistir (Hasegawa vd 1982). Daha
sonraki bazi olgu raporlar1 ve aile ¢aligmalar1 heterozigot hipoplazminojeneminin vendz
tromboz i¢in bir risk faktorli oldugunu belirtmislerdir (Lottenberg vd 1985, Dolan vd 1988,
Leebeek vd 1989). Fakat son zamanlarda yapilan ii¢ biiyiik, epidemiyolojik aragtirma
sonuglari, heterozigot hipoplazminojeneminin vendz tromboz igin bir risk faktori
olmadigint gostermistir (Shigeyiko vd 1992, Tait vd 1996, Demarmels vd 1998). 5
caligmanin (Dolan vd 1988, Shigekiyo vd 1992, Sartori vd 1994, Tait vd 1996, Biasiutti vd
1997) verilerine bakildiginda heterozigot PLG eksikligi bulunan aile {iyelerinde tromboz
oykiisti sikligi kontrollerle kiyaslandiginda sirasiyla %6,8 ve %3,5 olup aradaki fark
istatistik olarak anlamli degildir (Brandt 2002). Hipoplazminojenemi’nin vendz tromboz
icin bir risk faktorii olmadigin1 destekleyen ikinci bir veri ise ciddi homozigot ya da
birlesik heterozigot hipoplazminojenemisi olan en azindan 63 hastanin hi¢ birinde derin
ven trombozuna rastlanmamasidir (Schuster vd 1997, Schott vd 1998, Schuster vd 1999,
Schuster vd 2001, Tefs vd 2006). Ek olarak Plg -/- farelerin de genis damarlarinda tromboz
saptanmamistir (Drew vd 1998). Fibrinolitik sistemin anahtar zimojenindeki ciddi bir
eksiklik olmasina karsin, lign6z konjuktivit hastalarinda intravaskiiler tromboembolik bir
olaya rastlanmamasi oldukca ilgingtir (Schuster vd 1997). Tam PLG eksikliginde dahi
neyin damar sistemini trombozdan korudugu spekiilasyon olarak kalmaktadir. PLG-yoksun
farelerle yapilan deneylerde sekiz saatten sonra %10 hizla spontan piht1 ¢oziilmesi
goriilmektedir (Lijnen vd 1996) ki bu durum plazmin yerine diger fibrinolitik proteazlarin
fonksiyonunu gostermektedir. Veriler damar i¢indeki fibrinin ¢6ziilmesi i¢in damar dis1
boliimlerde aktif olmayan alternatif PLG-bagimsiz bir sistemin varligim1 (katepsinler,
elastazlar ya da matriks metalloproteinazlar gibi) diigiindlirmektedir. Verilerin tiimii,
heterozigot ya da homozigot/birlesik heterozigot hipoplazminojeneminin hig¢birinin derin
ven trombozu igin bir risk faktorii olmadigini gostermektedir. Bununla beraber, beyin
omurilik sivis1 santlar1 gibi implante kateterlerdeki trombotik tikanmalarm ciddi
hipoplazminojenemik hastalarda énemli Olciide arttigi gézden kagirilmamalidir (Schuster

vd 2007).

Psddomembran konjuktiviti ilk olarak 1847 yilinda, 46 yasinda bilateral psédomembranéz
konjuktivitli bir erkek hastada tanimlanmistir (Bouisson 1847). Birka¢ yil sonra 1854°de
Von Graefe 6zel ismini kullanmasa da lignéz konjuktivitten bahsetmistir (Von Graefe

1854). 1924 yilinda psddomembrandz konjuktivitin histolojik tanimi yapilmistir (Lijo”
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Pavi’a 1924). Lign6z konjuktivit lezyonlar1 esasen tekrar eden graniilasyon dokusunu
icerdigi icin kronik konjuktivitin bu tiirli baz1 yazarlar tarafindan gegici olarak “kronik
graniilomatoz psddomembrandz konjuktivit” olarak isimlendirilmistir (Saubermann 1949).
Verhoeff ise “palpebral konjuktivanin tekrarlayan psddomembrandz graniilomasi” olarak
isimlendirmistir (Verhoeff 1958). Yaygin olarak kullanilan ligndz konjuktivit (Latince:
conjunctivitis lignosa) terimi ilk defa 1933 yilinda karakteristik odun-benzeri yapiya sahip
bilateral tekrarlayan konjuktival psddomembranlara sahip 3 yasindaki bir kiz ¢ocugunda
tanimlanmistir (Borel 1933-1934). Lign6z konjuktivit hastalarimin ¢ogu diger miikoz
membranlarda da benzer psddomembranlar olusturduklarindan, bu klinik durumun
sistemik karakterine uygun olarak “psddomembrandz hastalik” terimi Onerilmistir

(Mingers vd 1997).

Borel, lign6z konjuktivitin ailesel tekrarindan bahseden ilk arastirmacidir (Borel 1933-
1934). Daha sonra, birka¢ rapor lignéz konjuktivitin otozomal-c¢ekinik tarzda kalitim
gosterdiginden bahsetmistir (Bateman vd 1986). ilk defa siddetli kalitsal tip I PLG
eksikligi ileri derecede ligndz konjuktiviti ve konjenital hidrosefalisi olan 18 aylik bir Tiirk
kiz ¢ocugunda 1994 yilinda gosterilmistir (Mingers vd 1996). 1997°den bu yana lignoz
konjuktivit hastalarinda yaygin olarak goriilen ¢esitli birlesik heterozigot ve homozigot
mutasyonlar tanimlanmis ve rahatsizligin otozomal cekinik karakterde kalitildigi teyit
edilmistir (Schuster vd 1997, Schott vd 1998, Schuster vd 1999, Schuster vd 2001).
Hastalik otozomal ¢ekinik karakterde kalitildig1 halde, yayinlara gore kadinlarda erkeklere
gore 1.4:1 ile 2:1 arasinda degisen oranda daha sik goriilmektedir (Schuster vd 1997,
Schott vd 1998, Schuster vd 2001, Schuster vd 2001, Schuster ve Seregard 2003, Tefs vd
2006). Bunun nedeni hormonlar gibi bilinmeyen bir takim nedenler olabilir (Schuster ve
Seregard 2003). 1998’de siddetli lignéz konjuktiviti olan bir ¢cocukta PLG’nin tekrarlayan
dozlarla yerine konmasiin ligndz psddomembranlar1 tamamen ¢ozdiigii bildirilmistir
(Schott vd 1998). 2002’de topikal PLG wuygulamasiyla ligndz konjuktivitin etkin
tedavisinin saglanabildigi bildirilmistir (Watts vd 2002).

Diinya capinda 1847°de ilk olgu bildiriminden bu yana 150’den fazla hasta bildirilmistir
(Lecame vd 2001, Schuster ve Seregard 2003). Hyaluronidaz g6z damlalar,
kortikosteroitler, siklosporin ve antiviral ajanlarla tedavi uygulamalar1 genelde hayal
kiriklig1 yaratmigtir (Francois ve Victoria-Troncoso 1968, Firat 1974, Babcock vd 1987,
Nussgens ve Roggenkamper 1993, Schwartz ve Holland 1995). Cerrahi miidahale ¢ogu kez
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psddomembranlarin daha hizli tekrarlamasini saglamistir (Chambers vd 1969, Firat 1974,
Cooper vd 1979, Hidayat ve Riddle 1987, Schwartz ve Holland 1995). Antifibrinolitik ajan
Traneksamik asit ile muamele sonucu dis eti lezyonlar1 ve peritoneal lezyonlarla birlikte
lign6z konjuktivit tablosu ortaya c¢ikmistir, traneksamik asit PLG’nin kringle-
domeynlerindeki lizin-baglayici bolgeleri bloke eder ve fibrin(ojen)-PLG kompleksinin
ayrilmasma neden olur (Diamond vd 1991). Bu tablo, lign6z konjuktivit patogenezinde

fonksiyonel PLG eksikliginin merkezi roliine isaret etmektedir.

Sporadik ligndz konjuktivit olgularinin ¢cogunun bildirilmedigini diisiiniirsek gergek siklik
tam anlamiyla bilinmemektedir. Ingiltere’deki genis bir epidemiyolojik ¢aligmada Tip I
PLG eksikliginin sikligi %0.26 olarak saptanmustir (Tait vd 1996). Iskogya’da 9000°den
fazla kan vericisinin incelenmesi sonucu, asemptomatik olarak her 1000 kisiden 2.9’unda
heterozigot kantitatif PLG-eksikligi (Tip I) bildirilmistir (Tait vd 1996). Bu verilere
bakilarak homozigot ya da birlesik heterozigotlarin sikligt 1.6/1 milyon olarak
belirlenmistir (Schuster ve Seregard 2003). Heterozigot PLG eksikligi sikligi cesitli
aragtiricilar tarafindan ABD’de %0.35 (Dykes ve Polesky 1988), Giliney Alman
toplumunda %0.13 (Weidinger vd 1988) ve Japon toplumunda %0.42 (Okamoto vd 2003)
olarak belirlenmistir. Bununla birlikte, sikligin daha iyi belirlenmesi i¢in ek epidemiyolojik
caligmalar gerekmektedir. Rahatsizligin belirtilerinin zamanla artmasi ya da azalmasi, ayni
aile icinde olsa bile etkilenen bolgenin kisiden kisiye degismesi ve tedavinin hastaya
disiplinler aras1 yaklasimi gerektirmesi gibi c¢esitli nedenler siklik ¢alismalarini
zorlagtirmaktadir. Kantitatif PLG eksikligi Avrupa, Asya ve Kuzey Amerika dahil olmak
tizere diinyanin dort bir tarafinda bildirilmistir. Tiirkiye’de ya da Tiirk hastalarda
tanimlanmis ve bildirilmis hasta sayis1 muhtemelen akraba evlilikleri ile founder etkisiyle

iligkili olarak fazladir (Mehta ve Shapiro 2008).

Tiirklerde ilk defa, 1986 yilinda lignéz konjuktivitli bir erkek ve kiz kardes bildirilmistir
(Bateman vd 1986). Arastirmacilar, dokuz etkilenmis kardesin daha raporlarina

ulagsmiglardir ki bu durum parental akrabalik olmamasina ragmen otozomal c¢ekinik

kalitimi diistindiirmektedir (Bateman vd 1986, Cohen 1990).

Ileri derecede ligndz konjuktiviti ve konjenital hidrosefalisi olan 18 aylik bir Tiirk kiz
cocugu, 1994 yilinda sant tikanmasina bagli olarak hastaneye kaldirilmig ve bunu

hidrosefalinin dekompenzasyonu izlemistir. Ilging bir sekilde, ¢ocukta ne PLG antijen
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seviyesi ne de PLG aktivitesi saptanabilmistir. Bu olgu ciddi homozigot PLG eksikliginin
ilk raporu niteligindedir (Mingers vd 1996). Daha sonra bu olguya ek olarak ayni sekilde
ciddi PLG eksikligi ve okiiler rahatsizlig1 tasiyan 2 olgu daha saptanmis ve 1997°de PLG
eksikligiyle iligkili lign6z konjuktivit ve diger miik6z membranlara ait ek psddomembran
lezyonlar1 iceren ii¢ baglantisiz aile olarak, ayni aragtirmacilar tarafindan bildirilmistir
(Mingers vd 1997). Hastalik, plazmin tarafindan yikim olmadig1 i¢in miik6z membranlarin
icine biiylik miktarda fibrin birikimi ile karakterizedir. Hastalardan ikisine damar i¢i PLG
verilmesi normal PLG aktivitesi saglamigtir, bu durum oOnemli bir klinik gelisme

olmamasina ragmen nedenin PLG eksikligi oldugunu gostermektedir (Mingers vd 1997).

1997°de akrabalik iligkisi olmayan iki Tiirk kizinda lignéz konjuktivit ve okluzif
hidrosefali bildirilmistir (Niissgens ve Roggenkdmper 1993, Schuster vd 1997). Her iki
hastada da ciddi PLG eksikligi mevcuttur. ilk hastanin ebeveynleri ve ablasi klinik olarak
sagliklidir. Ailede vendz trombozla iligkili hi¢bir durum saptanmamistir. Hasta dort
aylikken ilk olarak kronik bilateral konjuktivit gelistirmistir. Cocugun okluzif internal
hidrosefalisi oldugu belirlenmis ve ventrikuloatrial sant yerlestirilmistir. 3 yasindayken
psddomembranlar her iki gbézden de cerrahi ile wuzaklastirilmis fakat cerrahi
operasyonlardan sonra tablo tekrarlamistir. 8 yasinda hyaluronidaz-igeren géz damlalari ile
lokal tedavi olduk¢a faydali olmustur. Ikinci hastanin ebeveynleri akraba olup, ailesinin
hicbir liyesinde vendz tromboz Oykiisii bulunmamaktadir (Mingers vd 1997). 34. gebelik
haftasinda ultrasonda konjenital makrosefali ve hidrosefali saptanmigtir. Diinyaya geldigi
ilk giin, kraniyal ultrasonda Dandy-Walker malformasyonu saptanmig ve ventrikiilo-
peritoneal sant yerlestirilmistir. 4 haftalikken hem alt hem de iist goz kapaklarinda
psddomembrandz konjuktivit gelistirmis ve tekrarlayan trakeobronsit ge¢irmistir. 18 aylik
olana kadar tekrarlayan trombotik tikanmalar nedeniyle 8 kere sant degisimi yapilmistir.
Konjuktival psddomembranlarin tekrarlayan cerrahi operasyonlarla alinmasi, steroid,
siklosporin, hyaluronidaz ve kromolin ajanlarin topikal uygulamasi, gegici ve kisa siireli
iyilesme saglamistir. Hasta 2 yas 10 aylik oldugunda kendi basina oturabiliyor ve ayakta
durabiliyor fakat yiiriiyemiyor durumdadir, hi¢ konugamamaistir. 3 yasinda bronkopndémoni
gecirmis ve 3.5 yasinda ani sant tikanmasi ile komaya girmis ve geri doniisiimsiiz beyin
hasart nedeniyle Olmiistiir. Genetik analizler ilk hastanin PLG geninde Arg216His
(R216H) ve ikinci hastanin ise Trp597Ter (W597X) mutasyonunu homozigot olarak
tagidigini gostermistir. PLG molekiiliiniin ikinci kringle’in1 kodlayan bolgede meydana

gelen Arg216His mutasyonunu tagiyan hastanin saglikli kiz kardesi ve ebeveynlerinin s6z
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konusu degisimi heterozigot olarak tasidigi belirlenmistir. PLG’nin proteaz domeynini
ortadan kaldiran Trp597Ter mutasyonunu tasiyan hastanin, saglikli akrabalarinin ayni
mutasyonu heterozigot olarak tasidigi fakat babasinin ikinci allelinde ayni kodondaki baska
bir mutasyon olan Trp597Cys mutasyonunu tasidigi saptanmistir (birlesik heterozigot).
Babanin PLG degerleri heterozigot aile bireyleriyle kiyaslandiginda belirgin olciide
diistikttir. Bu sonugclar, lignéz konjuktivitin otozomal-¢ekinik tarzda kalitildigini teyit eder
niteliktedir. Bu mutasyonlarin sonucunda, mRNA transkripsiyonu ve/veya mutant PLG
allelinin mRNA’sinmn yar1 dmrii 6nemli dlgiide azalmis olabilir. ikinci bir olasilik,
karacigerin dolasimdan hizli bir sekilde uzaklagtirllan giidiik PLG molekiili
sentezledigidir. Uciincii bir olasilik ise, mutant PLG molekiiliiniin salgilanmasindaki
aksakliktir. Nitekim, bu son mekanizma Ser572Pro mutasyonunun neden oldugu Tip I
PLG eksikligi i¢in genetik miihendislik tekniklerinin kullanildigi bir calismada
gosterilmistir (Azuma vd 1997). Aynm sekilde R134K, delK212, R216H, P285T, P285A,
T319 N320insN, ve R776H seklindeki PLG mutantlarinin salgilanmasinda da ciddi dlciide
aksaklik ve PLG nin yikimininda artis oldugu in vitro olarak saptanmistir (Tefs vd 2006).

1998 yilinda, Tiirk akraba ana-babadan dogan PLG eksikligi olan bir bebek bildirilmistir.
Prenatal ultrason incelemesi ilerleyen internal hidrosefali oldugunu gostermis ve bebek
istege bagl olarak 35. gebelik haftasinda sezaryen ile alinmigtir. Dogumdan 3 giin sonra,
asir1 salgilama ve psddomembran olugumu ile birlikte konjuktivanin géz kapagina iliskin
kisminda bilateral inflamasyon gelismistir. 2 hafta i¢inde konjuktival bdlgede, iist ve alt
goz kapaklarinin i¢ bolgesinden yayilan ve her iki gézli de tamamen kaplayan kalin,
sarimsi-beyaz, fibréz, odunsu psédomembran tabaka gelismistir. Psodomembranlar birkag
defa cerrahi islemle alinmig fakat tekrar hizli bir sekilde gelismislerdir. Ayrica
trakeobronsiyal ve nazofaringeal salgilarda hiperviskozite ile yara onariminda bozukluk da
saptanmigtir. Lizin-konjuge PLG ile degisim tedavisi psddomembranlarin hizli bir sekilde
gerilemesini ve solunum sistemi salgilar1 ile yara onarmminin normalizasyonunu
saglamistir. Molekiiler analizler hastanin PLG geninde, plazminin katalitik domeyninde
bozukluga neden olarak agir Tip I PLG eksikligine yol agan homozigot bir Glu460Stop
(E460X) mutasyonu (1511G-T transversiyonu) icerdigini gostermistir. Bu mutasyondan
dolay1 mesajc1 RNA (mRNA) transkripsiyonu, mutant plazminojen allelinin yar1 6mrii ya
da ikisi birden belirgin 6l¢lide azalabilir. Sonug¢ olarak, karaciger dolagimdan hizli bir
sekilde yok edilen giidiik PLG molekiilii sentezleyebilir ya da mutant PLG molekiiliiniin

sekresyonu azalabilir. Saglikli erkek kardes ve etkilenmemis ebeveynlerde de PLG antijen
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ve aktivasyonunda azalma goriilmiis ve bu mutasyon bakimindan heterozigot olduklari
belirlenmistir. Aile {iyelerinin hicbirinde arteriyel veya vendz tromboz ile ligndz
konjuktivit ve diger semptomlara rastlanmamaistir (Schott vd 1998). Mingers ve arkadaslari
homozigot PLG eksikligi olan hastalara kisa-donemli tedavi olarak diisiik-dozlu lys-PLG
konsantresi uygulayan ilk gruptur fakat tedavinin klinik bulgular iizerinde herhangi bir
etkisini saptamamislardir (Mingers vd 1996). Schott ve arkadaglarinin ¢calismasinda, uzun-
donemli PLG degisim tedavisi i¢cin Mingers ve arkadaslarinin ¢aligmasinda kullanilan
dozun 2-10 kat1 kullanilmis ve lign6z konjuktivitin tamamen diizelmesi ve yara onarimi ile
solunum sisteminin hiperviskoz salgilarinin normalizasyonu saglanmistir. Bu degisim
tedavisiyle bulgularin ortadan kalkmasi ve tedaviye ara verildiginde bulgularin tekrar
ortaya ¢ikmasi, PLG’nin ekstravaskiiler fibrinolizdeki anahtar roliinii gdstermekte ve agir
PLG eksikliginin ligndz konjuktivite neden oldugunu dogrulamaktadir. Sistemik lys-PLG
uygulamasi yara-onarim kapasitesini tamamen geri kazandirdigr ve lignéz lezyonlari
¢ozdiigii i¢in (Schott vd 1998) tip 1 PLG eksikligi tek basina ligndz konjuktivit ve diger

miik6z membranlarla iliskili lezyonlar1 agiklamaktadir.

1999 yilinda, lignéz konjuktivitli 5 hasta incelenmis ve PLG geninde farkli birlesik
heterozigot mutasyonlar tanimlanmistir. Ug baglantisiz hastanin, PLG genindeki farkli
yanlig-anlamli mutasyonlar ig¢in birlesik heterozigot olduklar1 belirlenmistir, bunlar
sirastyla;  Lys19Glu/Arg513His, Lys19Glu/Arg216His ve  Lys19Glu/Leul28Pro
mutasyonlaridir. Diger iki hasta Tiirk olup hem PLG antijen hem de fonksiyonel aktivite
seviyeleri Ol¢iilebilir diizeyin altinda olan ve 1986 yilinda Bateman ve digerleri tarafindan
bildirilen 14 yasinda erkek ve onun 19 yasindaki kiz kardesidir (Bateman vd 1986,
Schuster vd 1999). 19 yasindaki kiz kardes ilk olarak 3 haftalikken lignéz konjuktivit
gelistirmistir. 3 yasinda, bilateral konjuktival psddomembranlar olusmustur ve lignz
konjuktivitle birlikte tan1 konmustur. Bu membranlarin hizli bir sekilde tekrarlamasi 18
defa cerrahi islem uygulanmasimi zorunlu kilmistir. 5 yasinda ses tellerinde ligndz
membran olusumu belirlenmistir. Ayn1 zamanda astim benzeri bulgular da belirlenmistir.
16 yasinda, sol cigerde apse olusumu bronkoskopik drenaji zorunlu kilmistir. Ultrason ve
piyelografi ile belirlenen diger bulgular ise dis eti membranlar1 ile renal toplama
sistemindeki nodiiler, kalsifiye kiitleler olarak belirtilmistir. Coklu g6z damlasi,
kortikosteroitler, lokal heparin ve gesitli antibiyotiklerin ¢oklu kullanimi etkisiz olmustur.
14 yasindaki erkek kardes, 9 aylikken konjuktivit gelistirmistir ve tablo 4 yasinda oldukga

agirlagsmistir. BOylece lign6z konjuktival membranlarin alinmasi i¢in 15 operasyon
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gecirmistir. Duodenal iilserlesme ve eosinofilik gastrik infiltrasyon da gdzlenmistir.
Kardeslerin PLG geninin yedinci ekzonunda del Lys212 olarak adlandirilan 3 bg’lik
delesyon ve ekzon 17’yi takip eden intronQ’da 1 b¢’lik delesyon (Ex17 + 1del-g) acisindan
birlesik-heterozigot olduklar1 belirlenmistir. Bu bulgular, PLG genindeki bazi birlesik
heterozigot mutasyonlarin ligndz konjuktivit ile iliskili olabilecegini gdstermektedir

(Schuster vd 1999).

Agir Tip I PLG eksikligi olan 50 hastanin incelendigi bir ¢aligmada, hastalardaki ilk klinik
bulgularin ortaya ¢ikmasindaki ortalama yas 9.75 ay olsa da 61 yasina kadar uzanan genis
bir araligin s6z konusu oldugu belirtilmistir. PLG aktivitesi %4-51 arasinda degismektedir.
Aragstiricilar, bu hastalardaki en yaygin klinik gdsterge olan ligndz konjuktiviti (%80)
lignoz diseti iltihab1 (%34) daha nadir goriilen lignéz vajinit (%8) ile solunum sistemi
(%16), kulak (%14), gastrointestinal sistem (%2) olgularinin izledigini belirtmislerdir. Tkisi
serebellumda Dandy-Walker malformasyonu tasiyan dort hastada konjenital okluzif
hidrosefali vardir, hastalar arasinda vendz tromboz gegiren yoktur. 21 hastanin anne ve
babasi akraba olup bunlarin 19’u Tiirk’tiir. Calisma sonucunda biitiin hastalarda plazma
PLG seviyesinin 6nemli Sl¢iide diisiik oldugu belirlenmistir. 38 hastanin 31’inde PLG
geninde birlesik heterozigot ya da homozigot mutasyon ve 7 hastada sadece tek bir
heterozigot mutasyon tanimlamiglardir. Tiirk 21 hastanin 12’sinde hi¢bir mutasyon
saptanamazken, 9 hastanin founder etkisini disiindiiriir sekilde 3 temel PLG
polimorfizminin (406T>C (91N), 1490A>G (453N/D) ve 2362G>T (743G)) homozigot
kombinasyonunu tasidigi saptanmustir. Hastalar arasinda en yaygin goriilen genetik
degisimin %34’liikk oranla (50 hastanin 17’sinde) K19E degisimi oldugu belirtilmistir.
Heterozigot, homozigot ya da birlesik heterozigot hipoplazminojenemi hastalarinda K19E
mutasyonu yaninda PLG genine ait diger genetik anormallikler belirlenmistir. Bunlar:
Yanhs anlamh mutasyonlar: TON, L128P, R134K, G142R, G176D, T181P, R216H,
D219N, R234H, P285A, P285T, R306H, N307I, T352I, P353A, P491R, A505V, R513H,
S575P, W597C, A675T, P744S, C765G, R776H;

Anlamsiz mutasyonlar: C133X, K378X, Q380X, E460X, R471X, Q540X, W597X;
Cerceve kaymasi mutasyonlari: W417fsX432, E455fsX493, V5631sX580, L650fsX652;
Ayiklama  bolgesi mutasyonlari: IVS11-2A/G, IVS11-7T/G, IVS11+1G/A,
IVS17+1delG, Delesyon mutasyonu: K212del

Insersiyon mutasyonu: T319 N320insN seklindedir (Schott vd 1998, Schuster vd 1997,
Schuster vd 1999, Schuster vd 2001, Tefs vd 2006, Azuma vd 1993). Caligmada mutant
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PLG proteinlerindeki bozuk salimimim, Tip I PLG eksikliginde temel molekiiler

patomekanizma olabilecegi onerilmistir (Tefs vd 2006).

Tip I PLG eksikligi ¢esitli hayvan modellerinde de calisilmistir. PLG geni homozigot
olarak bozulmus farelerin (PLG'/') gastrointestinal sistem, rektal doku, trake, larinks,
vajina, uterus, karaciger, akciger ve midede fibrince zengin iilseratif lezyonlar gelistirdigi
ve biiyiimede gecikme gosterip diislik fertiliteye sahip olduklar1 belirlenmistir (Ploplis vd
1995, Bugge vd 1995, Bugge vd 1996, Drew vd 1998). 1998 yilinda PLG geni hedefli
olarak bozulan farelerin fibrince zengin viskoz ya da membrandz materyal olusumu ile
karakterize ligndz konjuktivit gelistirdikleri ve bu tabloya hidrosefalinin de eslik ettigi
belirlenmistir (Drew vd 1998, Kao vd 1998). Hedefli gen bozma yontemiyle olusturulan
PLG-yoksun fareler ile hem u-PA hem de t-PA genleri i¢in homozigot-yoksun farelerde (u-
PA™/ t-PA™" fare) ligndz konjuktivit, eksik yara onarim ve internal hidrosefali gostergeleri
saptanmistir (Drew vd 1998, Kao vd 1998). Hem insanlarda hem de hayvan modellerinde
PLG eksikligine hidrosefalinin de eslik etmesi ciddi Tip I PLG eksikliginin okluzif
hidrosefaliye neden oldugunu diisiindiirse de altta yatan mekanizmalar bilinmemektedir

(Schuster ve Seregard 2003).
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Sekil 2.7. PLG molekiiliiniin yapist ve lignéz konjuktivitli hastalarda tanimlanan
mutasyonlarin yerlesimi goriilmektedir. Aminoasit rezidiileri amino-u¢ glutamik asit
rezidiisiine 1 numara verilerek (+1) numaralanmis ve 791 numaral rezidii ile sonlanmistir.
Sinyal peptiti (kutu i¢inde negatif numaralarla gosterilmis) 19 aminoasit icermektedir ve
Gly-Glu bag1 arasindan (-1/+1 pembe renkli) sinyal peptidaz tarafindan kesilmektedir.
Preaktivasyon peptiti (PAP) Lys77 ve Lys78 arasindan kesim sonucu olusur (kirmizi renkli
acik ok). Plazminojenin plazmine donlisimii Arg561 ve Val562 arasindan kesim sonucu
(kirmiz1 renkli agik ok) gerceklesir. Plazminin katalitik domeyni His603, Asp646 ve
Ser741°den (yuvarlak icinde) olusan katalitik iicliiyli igerir. Anlamsiz ne yanlis anlamli
mutasyonlar ile bir delesyon mutasyonu mavi boyali yuvarlaklar ile belirtilmis olup
insersiyon ve ayiklama bolgesi mutasyonlari pembe kapali oklar ile belirtilmistir (Schuster

ve Seregard 2003).
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Cizelge 2.1. Sekil 2.4’de numaralarla gosterilen mutasyonlar ile etnik kokenleri

goriilmektedir (Schuster ve Seregard 2003).

Numara Genetik Degisim Etnik Koken Tasinma Sekli
1 Lys19Glu ABD Homozigot
Tiirk Homozigot
Isveg Homozigot
Belgika Homozigot
Alman Birlesik Heterozigot
Alman Birlesik Heterozigot
Isveg Birlesik Heterozigot
Isveg Birlesik Heterozigot
Isveg Birlesik Heterozigot
2 Cys133Stop Isveg Birlesik Heterozigot
3 Argl34Lys Isveg Birlesik Heterozigot
4 Leul28Pro Isveg Birlesik Heterozigot
5 Glyl76Asp Tiirk Homozigot
6 Arg216His Tiirk Homozigot
Alman Birlesik Heterozigot
7 del Lys212 Tiirk (Kardes) Birlesik Heterozigot
Tiirk (Kardes) Birlesik Heterozigot
8 Ins Asn320 Alman (Kardes) Birlesik Heterozigot
Alman (Kardes) Birlesik Heterozigot
Alman (Kardes) Birlesik Heterozigot
9 Asn3071le Tiirk Homozigot
10 Lys378Stop Alman (Kardes) Birlesik Heterozigot Birlesik
Alman (Kardes) Heterozigot
Alman (Kardes) Birlesik Heterozigot
11 Glu460Stop Tiirk Homozigot
12 Ala505Val ? ?
13 Arg513His Alman Birlesik Heterozigot
14 Gly565ins-G Tiirk Homozigot
15 Trp597Stop Tiirk Homozigot
16 Ex17 + 1del-g Tiirk (Kardes) Birlesik Heterozigot
Tiirk (Kardes) Birlesik Heterozigot
17 Pro744Ser Tiirk Homozigot
18 Arg776His Tiirk Heterozigot
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2.4.2. Tip II Plazminojen Eksikligi

Tip I PLG eksikligi (hipoplazminojenemi) serum PLG aktivitesinde ve PLG antijen
seviyesindeki azalmayla karakterizeyken displazminojenemi ya da tip II PLG eksikliginde
PLG diizeyi normal ya da hafifce azalmigken, varyant PLG molekiiliindeki anormallik
nedeniyle PLG aktivitesinde belirgin azalma s6z konusudur. Displazminojenemi, 6zgiil bir
klinik gostergeyle sonuclanmamakta ve muhtemelen Ozellikle Asya iilkelerinde olmak
izere popiilasyondaki genel polimorfik degisimleri temsil etmektedir. Lignéz konjuktivit
ve psddomembran olusumu yalnizca Tip I PLG eksikligi ile iligkilidir. Muhtemelen
azalmig aktiviteye sahip normal diizeyde PLG antijeni, Tip II eksikliginde goriildiigii

izere, normal yara onarimu i¢in yeterlidir (Schuster ve Seregard 2003).

Plazma PLG fonksiyonel ve antijen degerlerinin saptanmasina ek olarak PLG aktivatorleri
ile plazma plazmin olusum hizi, izoelektrik fokuslama-immiinofiksasyon/zimografi ile
yapisal polimorfizmleri saptama yontemleri PLG varyantlariin belirlenmesinde kullanilan
etkili araglardir. En 6nemlisi de cesitli fiziksel ve biyokimyasal parametreler kullanilarak
hastanin plazma 6rneginden PLG izolasyonu ve PLG molekiiliinlin karakterizasyonudur

(Robbins 1990).

Displazminojenemi ilk olarak 1978’de tekrar eden tromboz sikayeti olan 31 yasindaki bir
Japon hastada tanimlanmistir (Aoki vd 1978). Bahsi gecen anormal PLG, sonralari
“Tochigi I” olarak isimlendirilmis olup Japonya ve diger Asya iilkelerinde
displazminojeneminin  en  yaygmm  nedeni  durumundadir.  Bunu takiben,
displazminojenemiye neden olan daha az yaygin diger PLG varyantlar1 tanimlanmis ve
Nagoya, Osaka, Kanagawa, Kagoshima, Tokyo, Chicago, Frankfurt ve Maywood olarak
isimlendirilmistir (Robbins 1990). Bunlarin bazilarinda molekiiler defekt tanimlanmistir

(Cizelge 2.2) (Schuster vd 2007).

28



Cizelge 2.2. Displazminojenemi’ye neden olan PLG varyantlari, PLG gen mutasyonlar1 ve
PLG fonksiyonel aktivite degerleri goriilmektedir (Schuster vd 2007)

PLG gen mutasyonlari
) PLG Aktivitesi
PLG Varyantlari Birinci allel | Ikinci allel (%)
Kagoshima A601T A601T ~10
Tochigi, Tochigi II, A601T YT S5
Nagoya II
Nagoya 1d2, Id3, A601T V355F 19
Osaka IV, V
Nagoya I V355F YT 51
Osaka II A601T D676N 21
Osaka IIT D676N YT 52
Kanagawa-I G732R YT 51
Kanagawa-I/Tochigi G732R A601T 8
- G693R YT 49
- C548G YT 53
L696P YT 49

YT: Yabanil Tip

Bozuk fonksiyona sahip diger PLG varyantlar1 Chicago III (Wohl vd 1982), Paris I
(Kazama vd 1981, Soria vd 1983) adiyla tanimlanmigtir. Cogu olguda PLG varyanti
probanddaki trombozla iligkili olmasina karsin, heterozigot durumdaki diger aile

bireylerinde trombotik olaylara rastlanmamastir.

Displazminojeneminin siklig1 Japonya’da %2-3.87 (Aoki vd 1978, Kikuchi vd 1992, Ooe
vd 1999, Okamoto vd 2003), Cin’de %1.5-2.2 (Li vd 1994, Ooe vd 1999), Kore’de %1.6
(Ooe vd 1999) ve iskogya’da %0.03 (Tait vd 1996) olarak bulunmustur.

[k calismalar, PLG genindeki diisiik aktiviteye sahip bozuk fonksiyonlu PLG olusumuna
neden olan heterozigot degisimlerin trombotik olaylara zemin hazirlayabilecegini dnermis
(Aoki vd 1978, Dolan vd 1988, Scharrer vd 1988, Ichinose vd 1991) fakat sonraki daha
genis kapsamli ¢alismalar displazminojeneminin tromboz igin bir risk faktorii olmadigini
gostermistir (Tait vd 1996, Shigeyiko vd 2000, Okamoto vd 2003). Sadece %1.5 ya da
%4.8’lik rezidiiel fonksiyonel PLG aktivitesine sahip homozigot displazminojenemi
hastalarinin bile saglikli oldugu belirlenmis ve vendz tromboz ya da ligndz konjuktivit
gelistirmedikleri gézlenmistir (Okamoto vd 2003). Bu bulgularin altinda yatan patogenetik
mekanizma i¢in tahminlerden biri, yabanil tip PLG gibi normal konsantrasyonda

sentezlenen displazminojenemik PLG varyantlarinin hiicre yiizeylerine ve fibrin(ojen)e

29



baglanma kapasitelerinin tam oldugudur. Bu nedenle, diisiik konsantrasyondaki yerel PLG
aktivitesi bile damar i¢i ve dis1 fibrin depozitlerini ¢6zmede yeterli gériinmektedir. Ailesel
PLG eksikliginin diger trombofilik bozukluklarla birlikteligi durumunda trombofili i¢in
risk olusturdugunu belirtilmistir (Tait vd 1996).

1978 yilinda 15 yildir tekrarlayan tromboz sikayeti ile rapor edilen bir hastanin PLG
aktivitesinin kontrol bireylerinin yaris1 kadar oldugu belirlenmistir. Heterozigot aile
bireylerinde normal ve anormal plazminojenin hemen hemen esit oranda bulundugu
saptanmistir (Aoki vd 1978). Heterozigot durumdaki 12 aile bireyinin normal PLG
aktivitesinin yarisina sahip olmalar1 ve homozigot durumda olan bir aile iiyesinin gergekte
hic PLG aktivitesi olmamasina karsin normal diizeyde PLG antijenine sahip olmasi
molekiiler anomalinin otozomal karakterde kalitildigini gostermektedir (Sakata ve Aoki,

1980).
2.5 Molekiiler Teknikler ve Mutasyon Analiz Yontemleri

2.5.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu; herhangi bir organizmaya ait genomik DNA’daki 06zgiil
bolgelerin ¢ogaltilmasint saglayan basit ama c¢ok basarili bir invitro DNA sentez
yontemidir. PCR, DNA molekiiliiniin milyonlarca hatta milyarlarca kopyasini1 kisa
zamanda yapan bir tekniktir. Bu teknik 1985 yilinda arastirmaci Kary Mullis tarafindan
bulunmug ve 1993 yilinda Kary Mullis’e Nobel o6diilii kazandirmistir. PCR teknigi ile
DNA’nin cogaltilabilmesi i¢in tepkime karisiminda; cogaltilacak hedef DNA Ornegi
(genelde genomik DNA), ¢ogaltilmasi planlanan bolgenin iki ucundaki DNA dizisini 6zgiil
olarak taniyip baglanacak olan yapay DNA primerleri, bu DNA primerlerine baglanip
bunlara 3’ ucundan niikleotidleri ekleyerek sentez yapacak olan 1siya dayanikli DNA
polimeraz, sentezde kullanilacak olan deoksiriboniikleozittrifosfatlar (ANTP’ler, A,C,G,T)
ve polimerazin ¢alismasi i¢in uygun pH ve iyon kosullarmi (Mg'?) saglayan tampon

karisimi gereklidir (Akar, 1999).

PCR reaksiyonu, DNA’nin yiiksek 1s1 ile birbirinden ayrilmasina (denatiirasyon), sonra

sentetik oligoniikleotidlerin hedef DNA’ya baglanmasina (hibridizasyon), daha da sonra
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zincirin uzamasia (polimerizasyon) ve bu sikluslarin belirli sayida tekrarlanmasina
dayanir. Bu {i¢ adim bir PCR siklusunu olusturur ve c¢ogaltilmis iirliniin miktar1 teorik
olarak, bu ii¢ temel basamagin tekrarlanma sayisina baglidir. Yeni DNA zincirlerinin sayis1
her dongiide iki katina ¢ikar ve yeni zincirler bir sonraki dongiide kalip gorevi goriirler. Bir
dongii 4-5 dakika siirer ve cok kez tekrar edilir. Islem, thermocycler (1s1 déngiiciisii)
denilen makinelerde, 6nceden dongii sayist ve sicakliklar: belirlenen programlarla otomatik
olarak gerceklestirilir. Bu yontemle; klonlama, dizi analizi, klinik tan1 ve genetik taramalar
gibi diger islemlerde kullanmak {izere bol miktarlarda hedef DNA pargalar1 elde edilir
(Akar 1999, Klug vd 2000).

PCR reaksiyonunda ilk asama; ¢ogaltilacak olan DNA’nin iki zincirinin yiiksek 1s1 ile
birbirinden ayrilmasi basamagi olan “denatiirasyon” basamagidir.  Denatiirasyon
asamasinda insan genomik DNA’s1 icin 94-98°C sicaklik uygundur. Ikinci asama; uygun
sicaklikta primer olarak adlandirilan 18-20 baz uzunlugundaki sentetik oligoniikleotidlerin
37-65°C arasinda hedef DNA’ya baglanmasi (hibridizasyonu) basamagidir. Ugiincii asama;
DNA polimeraz enziminin en yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik olan 72°C’da dNTP’lerin
iplik¢ige eklenerek zincirlerin uzamasi (polimerizasyon, ¢ift iplikli DNA sentezi)
basamagidir. Bu ii¢c adim bir PCR dongiisiinii olusturur. Bu PCR ddngiisiiniin belirli sayida
tekrarlanmastyla hedef DNA 10° -10'? kez ¢ogaltilabilir. Bir dongii sonucunda, baslangicta
“n” olan DNA zincir sayist “2n”’e yiikselir. Dongiiler arka arkaya ¢ok kez tekrarlanirken
herbir dongiinilin tirlinii, bir sonrakinde kalip olarak kullanildig: i¢in her dongiide istenen

DNA segmentinin miktar1 2 katina ¢ikar (Akar, 1999).

PCR’dan iyi sonu¢ alinabilmesi degisik faktorlere baglidir. DNA polimerazin iyi
caligabilmesi en etkin oldugu pH’nin tim uygulama boyunca korunabilmesi en 6nemli
faktorlerden birisidir. Bu amagla genellikle, Tris.HCl pH: 8,4 tepkime karigiminda son
degisimi 10 mM olacak sekilde kullanilir. PCR karisiminda tek degerli katyonlarin
ozellikle 50-60 mM diizeyinde K+ bulunmasimin g¢ogaltilmayr onemli olgiide arttirdig
saptanmigtir. Yine karigimda 100 pg/ml jelatin bulunmasimin benzer etki gosterdigi
saptanmigtir. Ayrica, serbest magnezyum (MgCl2) konsantrasyonun azalmasi ile Taq
Polimeraz dogrulugu arttirilabilir. dNTP, DNA ve proteinlerin tiimi Mg+2 iyonunu

bagladiklarindan; her PCR protokolinde Mg+2 konsantrasyonu ampirik olarak
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ayarlanmalidir. Fazla Mg+2, enzimin spesifikliini azaltir, az1 ise; enzimin inaktif

olmasina yol acar (Akar 1999).

2.5.2. Denatiire Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi (DHPLC)

DHPLC, mutasyon saptanmasi, ¢ift zincirli ve tek zincirli niikleik asitlerin biiyiikliiklerinin
saptanmasi, karigik mikroorganizma tiirlerin ayrilmasi gibi amaglarla kullanilan bir
yontemdir. DHPLC mutasyon saptamada yiiksek 6zgiilliik ve hassasiyete sahip bir indirekt
mutasyon analiz yontemi olarak kullanilmaktadir. DHPLC yontemi ile tekli niikleotit
polimorfizmleri (SNPIler), insersiyon ve delesyonlar gibi genetik degisimler saptanabilir.
Sistemin temeli heterozigot PCR iiriinlerinin 1sitilip sogutulduktan sonra hibridizasyonla
heterodubleks olusturmalarina ve bu heterodubleklslerin saptanmasina dayanir. Caligilacak
bolge, dnce PCR ile ¢ogaltilir ardindan PCR’dan alinan ornekler termal dongii cihazina
konarak oOnce 1sitilir ve denatiirasyon saglanir, sonra kademeli olarak sogutularak
orneklerin renatlire olmasi saglanir. Sistem, denatiirasyon-renatiirasyon islemi sonucu
olusan heterodubleksler ve homodublekslerin kismi denatiire edici kosullar altinda

ayrilmasi ve saptanmasina dayanir.

Sistemde kismi denatiire edici kosullari saglayan bir firin ve firinin i¢inde polistiren-
divinilbenzen (PS-DVB) kopolimer boncuklarindan olusan bir gézeneksiz matriks igeren
kartus bulunmaktadir. Dogalar1 geregi kartusun icindeki boncuklar elektrostatik olarak
ndtral ve hidrofobiktir bu nedenledir ki niikleik asitlerle ¢abuk reaksiyona girmezler.
Sistemde ayrica iki ¢esit ¢ozelti bulunmaktadir, bunlar; trietilamonyumasetat (TEAA) ve
asetonitril (ACN)’dir. TEAA, niikleik asitlerin boncuklara tutunmasi i¢in koprii goérevi
goren iyon esleyici bir molekiildiir. Bu iyon esleyici molekiil hem hidrofobik hem pozitif
yiikliidiir ve TEAA’nin hidrofobik kismi1 PS-DVB boncuklarimin hidrofobik zincirleriyle
etkilesime girerken pozitif yiikli kisim niikleik asitlerin anyonik fosfat iskeletiyle
etkilesime girer. Bu iyon esleyici ¢ozelti niikleik asit ve kartus matriksi arasinda koprii

gorevi goriir.

Kartus matriksi “duragan faz” olarak adlandirilir. “Hareketli Faz” DNA’nin kartustan
ayrilmasini saglayan ¢ozeltilerin kombinasyonundan olusur. 0.1 M TEAA’nin %25
Asetonitril ile karisimi (Wave Optimize Cozelti B) DNA’yt ayirmak i¢in kullanilir.
Asetonitrilin artan konsantrasyonlar1 kartus matriksinden gectik¢e kartus ve DNA/TEAA
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arasindaki hidrofobik etkilesim kirilir ve DNA kartustan ayrilmaya baslar. Bu ayrilma
islemi “ters faz iyon esleyici sivi kromatografisi” olarak adlandirilir. Kismi denatiire edici
kosullar altinda heterodubleksler homodublekslerden once kartustan ayrilir. Cihazda
bulunan ultraviyole saptayicist kartustan ayrilan DNA parcaciklarii saptar ve pikler

seklinde degerlendirir.
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Sekil 2.8. DHPLC’de kontrol 6rnegi (mavi) ile mutasyon tasidigi bilinen (pembe) ve
mutasyon tasidig1 saptanan (sar1) 6rnegin profil farkliligi

Orneklerin tasidigi mutasyonlar1 etkin bir sekilde saptayabilmek icin, sdz konusu
domeynlerin belli bir sicaklikta %75-99’unun erimemis bi¢cimde helikal yapida olmasi
gerekmektedir. %75-99 oraninda helikal yapida olan heterodubleks, kartustaki hidrofobik
boncuklara baglanabilir fakat kismi denatiire edici sicaklik kosullar1 altinda yapisindaki
kararsizlik nedeniyle homodublekslerden daha 6nce kolondan ayrilir ve sistem tarafindan
ultraviyole saptayici ile belirlenir. Belli bir PCR f{iriinii, baz igerigine bagl olarak genelde
farkl sicaklik derecelerinde farkli dlgiilerde erime gdsteren birden fazla domeyne sahiptir.
Dolayistyla farkli domeynlerin her birinin %75-99 oranda helikal yapida oldugu sicaklik
derecesi farklidir. Belli bir sicaklik derecesinde, bir domeyn %75-99 oraninda helikal
yapida iken bir digeri tamamen erimis olabilir. Bu durumda, tamamen eriyen domeyndeki
olas1 bir genetik degisim saptanamaz. Bu nedenle, tiim amplikonun degerlendirilmesi i¢in,
herbir domeynin analizine olanak verecek sekilde farkli 2-3 sicaklik derecesinin
kombinasyonu ile calisilir. Sisteme yliklenen her bir 6rnek tek bir sicaklik derecesinde

yaklagik 7.5 dakika gibi kisa bir zamanda degerlendirilir.

Her c¢aligmada mutlaka sistemin kendi standardi ve yabanil tip kontrol &rnegi
kullanilmalidir. Sistemin kendi standardi, sistemin diizgiin ¢alisip ¢alismadiginin kontrolii
amaciyla kullanilir. Sistem standarti, bilinen bir mutasyonu heterozigot olarak tagiyan bir

DNA o6rnegidir. Bu heterozigot DNA 6rneginin, hangi sicaklikta tagidigi mutasyona 6zgiil
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profil sergiledigi saptanmistir ve deney Oncesi bu standart Ornek, ozgiil sicaklik
derecesinde yiiriitiilerek mutasyona 6zgiil profilin elde edilip edilmedigine bakilir. Eger
saptanan sicaklik derecesinde standart 6rnege 6zgiil profil elde edilmisse, sistemin diizgiin
calistigina kanaat getirilir ve deney asamasina gecilebilir. Deney sirasinda mutlaka yabanil
tip kontrol o6rnegi kullanilmalidir, bu O6rnek; incelenen bolgede herhangi bir genetik
degisim igermedigi DNA dizi analizi ile teyit edilmis bir homozigot yabanil tip 6rnek
olmalidir. Yabanil tip kontrol 6rnegi ile kiyaslandiginda farkli profil sergileyen ornekler

mutasyon tagimaya aday kabul edilerek DNA dizi analizi ile degerlendirilir.

Sistemin tek dezavantaji, heterodubleksleri saptadigi icin homodubleks olusturan
homozigot mutant genotipteki degisimlerin saptanamamasidir. Homozigot mutant
genotipte mutasyoonlar1 saptamak icin, her ornek esit miktarda homozigot yabanil tip
ornekle karistirilmali ve homozigot mutant degisimler i¢in yapay heterozigot durum
olusturulmalidir. DHPLC sonuglarinin DNA dizi analizi ile karsilastirilmasi sonucu,
DHPLC’nin %99 giivenilirlikle mutasyon saptadigi belirlenmistir. Ek olarak, DHPLC’nin
SSCP gibi geleneksel indirekt mutasyon analiz yontemlerinin saptayamadigt SNP’leri

basariyla saptadig1 belirlenmistir.

2.5.3. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi ya da “Sequencing” DNA'nin niikleotid dizilerinin saptanmasi anlamina
gelmektedir. Bunun i¢in iki temel teknik gelistirilmistir. Allan Maxam ve Walter Gilbert’in
kimyasal yontemi DNA'nin belirli bazlardan kirilmasina dayanmaktadir. Fred Sanger ve
arkadaglarinin gelistirdigi ikinci yontemde ise, belirli bir bazda sonlanan bir DNA zinciri

sentezi gerceklestirilmektedir (Klug ve Cummings, 2002, Ek A).

DNA dizi analizinde, dizisi saptanacak DNA zinciri yeni sentezlenecek DNA zinciri i¢in
kalip olarak kullanilir. Sentez reaksiyonu DNA polimeraz ile kataliz edilir. Ydntemde,
kimyasal degisiklige ugratilmis dideoksiniikleotid trifosfatlar (ddNTP) kullanilarak bir dizi
DNA parcaciklari elde edilir. ddNTP’nin 3’ ucunda hidroksil (OH) grubu bulunmaz. Bu
durumda molekiil yeni sentezlenen DNA'ya katilir ancak 3’-OH grubu tasimadigi icin
kendisine niikleotid ilave edilemez ve zincir sentezi sonlanarak bir DNA parcacigt elde
edilir. Deneyde, dort reaksiyon karigimi hazirlanir. Her bir reaksiyon karisimi kalip DNA

zinciri, uygun primer, radyoaktif niikleosid trifosfatlarin doérdii ve az miktarda ddNTP
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sadece birini igerir. Zincir sonlanmasi i¢in dort reaksiyon tlipinde farkli bir ddNTP
bulunur. Reaksiyonlarin herbirinde ¢ok az miktarda modifiye niikleosid kullanildig1 i¢in
yeni zincir sentezi rastgele sonlanarak, bir dizi DNA parc¢acigr meydana gelir. Elektroforez
sonrast DNA bantlar1 otoradyografi ile gorlintiilenir (Akar, 1999, Boélim 8; Klug ve
Cummings, 2002, Ek A). Bu yontem, rekombinant Taq polimerazlarin gelistirilmesiyle
PCR ile de gerceklestirilebilir hale gelmistir. Tepkime karisiminda; dizisi belirlenecek
DNA 06rnegi, polimeraz enzimi, oligoniikleotid primer, dort farkli ANTP, dort farkli ddNTP
ile enzimin ¢alismasi i¢in tampon gorevi gorecek olan maddeler bulunur. PCR’da oldugu
gibi denatlirasyon, yapisma, uzama sikluslarmin belirli sayida tekrarlanmasiyla

gerceklestirilir (Akar, 1999, Boliim 8).

Genomlarin dizi analizi i¢in otomatik DNA dizi analizi aletleri, radyoaktif izotoplar yerine
de floresan boyalar kullanilir. Bu sistemde dort farkli renkte boya kullanilarak dizinin
okunmasini saglayan dort farkli renkteki piklerin olusturdugu bir model ortaya ¢ikar (Klug
ve Cummings, 2002, Ek A).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Cahisma Grubunun Olusturulmasi

Bu ¢alisma, Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii Merkez Laboratuvar ve Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Genetik Hastaliklar Bilim Dali’nda gerceklestirilmistir.
Calismaya Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi ile
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi ve Selcuk Universitesi
Meram Tip Fakiiltesi’'nden tedarik edilen 16 ligndz konjuktivitli indeks olgu dahil
edilmistir. Ligndz konjuktivit hastalarindan dokuzunun aile bireyleri de ¢aligmaya dahil
edilirken, yedisi aile bireyleri olmadan tek numune olarak ¢alismaya alinmistir. Calismaya

dahil edilen tiim bireylerden/ailesinden imzal1 bilgilendirilmis onam formu alinmistir.
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Asagidaki ¢izelgede hastalarin akrabalik durumlart ve temin edildikleri merkezler

goriilmektedir.

Cizelge 3.1. Calismaya dahil edilen orneklerin akrabalik durumlar1 ve temin edildikleri
merkezler goriilmektedir. Akraba olan bireyler birarada listelenmis ve ayni renk kodlari ile
ifade edilmis, akrabasi olmayip tek numune olarak gelen hastalar ise beyaz renkle ifade
edilmisgtir.

ORNEK KODU | AKRABALIK | MERKEZ
PLG 44 AKDENIZ UNI.
PLG 45 CERRAHPASA
PLG 48 ANNE CERRAHPASA
PLG 49 BABA CERRAHPASA
PLG 46 BABA CERRAHPASA
PLG 47 CERRAHPASA
PLG 50 CERRAHPASA
PLG 51 ANKARA UNI.
PLG 52 ANKARA UNI.
PLG 53 ANKARA UNI.
PLG 54 ANNE ANKARA UNI.
PLG 177 BABA MERAM UNI.
PLG 178 MERAM UNI.
PLG 179 ANNE MERAM UNI.
PLG 180 HALA CERRAHPASA
PLG 181 CERRAHPASA
PLG 184 ANNE CERRAHPASA
PLG 182 BABA CERRAHPASA
PLG 183 CERRAHPASA
CERRAHPASA
CERRAHPASA
CERRAHPASA

PLG 193 ISTANBUL UNI.
PLG 194 ISTANBUL UNI.
PLG 195 MERAM UNI.
PLG 196 CUKUROVA UNI.
PLG 197 KARDES KOCAELI UNI.
PLG 198 KARDES KOCAELI UNI.
PLG 199 BABA KOCAELI UNI.
PLG 200 KOCAEL] UNI.
PLG 201 KOCAELI UNI.

ANKARA UNI.
ANKARA UNI.
ANKARA UNI.
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3.2. YONTEMLER

3.2.1. DNA Eldesi

Hastalarin kanlar1 1 ml 0,5 M EDTA’I (Etilendiamintetraasetikasit, Sigma, ABD) tiipler
icerisine 9 ml olarak alinir. 50 ml’lik falkon tiipe konularak {izerine 1/2,5 oraninda yani 25
ml RBC (Red Blood Cell) lizis soliisyonu [155 mM Amonyum Kloriir (NH4Cl) (Merck,
Darmstadt, Almanya), 10 mM Potasyum Bikarbonat (KHCOs) (Merck, Darmstadt,
Almanya), 0,5 M EDTA] ilave edilerek 15 dakika (dk) buzda bekletilir. +4°C, 4000 rpm’de
15 dk santrifiij (Hettich, Almanya) edildikten sonra siipernatant dokiiliir, ¢okelek {izerine
tekrar RBC lizis soliisyonu ilave edilir. RBC lizis soliisyonu ile yikama islemine tiim
eritrositler lize oluncaya kadar devam edilir. Kirmiz1 kiireler elimine edildikten sonra
geriye ¢ekirdekli hiicreler olan 16kositler kalir. Geriye kalan bu l6kositler iizerine beyaz
kiire hacminin 2,5 kat1 kadar Niikleaz Tamponu [10 mM Tris-HCI pH: 7,5 (Tris Base, Owl
Scientific, ABD-HCI, Merck, Almanya), 400 mM NaCl (Merck, Darmstadt, Almanya), 2
mM EDTA] eklenir. Bunun iizerine 20 pg/ml olacak sekilde Proteinaz K enzimi
(Quantum, Montreuil, Fransa), son konsantrasyonu %0,5 olacak sekilde de %10’luk SDS
(Sodyum Dodesil Siilfat, Sigma, ABD) ilave edilerek 37°C’lik su banyosunda
(Kottermann, Almanya) bir gece bekletilir. Ertesi giin 1:1 oraninda Fenol/Kloroform
25:24:1 oranlanyla sirasiyla; Fenol (Merck, Almanya): Kloroform (Merck, Almanya):
[zoamilalkol (Merck, Almanya) ilave edilerek 10 dk boyunca elde iyice ¢alkalanir. 10 dk
calkaladiktan sonra 15 dk buza gémiilii bekletilir. Daha sonra +4°C, 4000 rpm’de 20 dk
santrifiij edildiginde belirgin iki faz ayrilir. Ustteki faz yani siipernatant dikkatlice baska
bir tiipe alinir ve iizerine miktarin 1/10’u oraninda 2 M Sodyum Asetat (C,;H3;0,Na)
(Sigma, ABD) ve toplam hacmin 2 kati kadar %95’lik alkol (Tekel, Tiirkiye) ilave edilir.
Tiip nazikge calkalanir, DNA goriiniir hale getirildikten sonra —20°C’de bir gece bekletilir.
Ertesi giin +4°C, 4000 rpm’de 15 dk santrifiij edilir. Dikkatli bir sekilde siipernatant
dokiiliir, DNA dipte pellet halindedir. Tiip agz1 acik 10 dk kurutulur. Kurutulan DNA 500
ml %70’lik etanol ile tekrar santrifiij edilir. Stipernatant dokiiliir ve DNA kurutulur. Etanol
kokusu tiimiiyle gittikten sonra DNA iizerine TE soliisyonu (10 mM Tris-HCl ve 1 mM
EDTA) cklenerek bir gece 37°C’lik su banyosunda bekletilerek ¢oziiliir. TE igerisinde
¢6ziinen DNA +4°C’de saklanir. Elde edilen DNA’lar niteliksel olarak %1°lik agaroz jel

elektroforeziyle (Sekil 6), niceliksel olarak spektrofotometre ile degerlendirilirler.
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Sekil 3.1. Periferik kanlarindan DNA izolasyonu yapilan 6rneklerin %1°lik agaroz jel
elektroforezi goriintiisii

3.2.2. PLG Geni Yapisinn in silico Analizi ve LPa’dan Bagimsiz Ozgiil Primerlerin

Tasarimi

PLG geninin, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltilmasi icin kullanilacak 6zgiil
primerler tasarlanmistir. Bunun igin dnce Lp(a) geni ile homoloji gosteren bolgeler NCBI
(National Center for Biotechnology Information/http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e-
veritabaninda yer alan Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) segeneginin bl2seq alt
secenegi kullanilarak belirlenmis ve s0z konusu fragmentler PLG geni {lizerinde
yerlestirilmistir. Ozgiil PLG bélgelerinin ¢ogaltilmasi igin, LPa geni ile homoloji
gostermeyen kisimlardan primerler tasarlanmigtir. Tasarlanan primerlerin PLG geninde
ozgil bolgeleri ¢cogaltip cogaltmadiginin kontrolii icin yine NCBI e-veritabanindaki blast
secenegi kullanilmistir. Primer-BLAST alt seceneginde ileri ve geri yondeki primer
ciftlerinin insan genomunda hangi bdlgeleri ¢ogalttiginin belirlenmesi ve hedef
amplikonun dizisi ile kiyaslanmasi yoluyla primerlerin 6zgiilliigl teyit edilmistir. PLG ve

Lp(a) genleri arasindaki homolojinin ¢ok yiiksek oldugu bolgelerde, PLG’e ozgiil
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bolgelere ulasmak i¢in ¢ogaltilmak istenen ekzonun ¢ok ileri ya da gerisinden primer
tasarlamak zorunda kalinmis ve bdylece caligmaya olanak vermeyecek kadar biiyiik
amplikonlar elde edilmistir (1000-3600 bg). Bu ekzonlarin etkin bir sekilde ¢ogaltilmasi
icin ilk PCR f{irlinlerinin sulandirilarak kalip olarak kullanildigi, ikinci bir PCR reaksiyonu

kurulmustur (nested PCR). Nested PCR i¢in, amplikon boyunu 200-600 bg¢ gibi ¢alismaya

uygun boyuta indirgeyecek yeni primer giftleri tasarlanmistir. Nested PCR primer setleri,

ilk amplikonda PLG’e 6zgiil amplifikasyon elde edildigi i¢in ekzonu icine alacak ve

evrensel primer tasarlama kurallarina uyacak sekilde istenen yerlerden tasarlanabilir.

Boylece 19 ekzonlu PLG geni 28 ayr1 PCR reaksiyonuyla c¢ogaltilmistir. PCR igin

kulanilan primer setleri asagidaki tabloda listelenmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.2. PLG geninin 19 ekzonunun cogaltilmasi i¢in kullanilan primer setleri ve
amplikon boyutlar1
ILERI GERI Uzunluk
EKZON 1 5'-CCACTTAATGCTACCAGTCT-3' | 5-CTCACACTCACATTCACACA-3' | 1509 bg
EKZON 1 nested | 5~AGGACTCTTTATTCAAGGTA-3' | 5-CTTCACAGGAAACTTAAACT-3' | 400 bg
EKZON 2 5-CTGACCATTTATTCCACTTG-3' | 5-AATTACAGATTCCTGCGTAG-3' | 213 bg
EKZON 3 5-TGATCTTTAGCATGTCTCAC-3' | 5-CTGTCCTAACTCAGAATTCA-3' | 336 bg
EKZON 4 5-AGAATGTAAGCTCCATGACG-3' | 5'-CAGACACAGAGGGACAACTT-3' | 463 bg
EKZON 5 5-ACCACAATATGTGAATAAGC-3' | 5-AAGTTCAGAATTTCCATGAT-3' | 2974 be
EKZON 5 nested | 5~GATGACAATCTCAGATGGGA-3' | 5"TCTTTCCGAGAGGTGAATAC-3' | 366 bg
EKZON 6 5-GAATTACATCGGAATGAGAG-3' | 5-ACTTCTTGAGGAATGCTAAA-3' | 345 bg
EKZON 7 5-AAGAAAGTCCTTGGAATACA-3' | 5-AAGACCAATAACATCCCATA-3' | 444 bg
EKZON 8 5-AACATCCATCTGTGCATTCT-3' | 5-GTCAATGGGATTTCACATTC-3' | 584 bg
EKZON 9 5-AAGGAAATGAACTTTAGCAC-3' | 5"TTCTGACCACAATAGCATTA-3' | 371 bg
EKZON 10 5-CGTGTTTGGGATTCTAAGTA-3' | 5-TGTTTCTTCCATGTTCATGT-3' | 3419 be
EKZON 10nested | 5~-TCATAATTCTCAGAGGCTAC-3' | 5-CTAAGAGAAATTTGGTCCTA-3' | 371 bg
EKZON 11 5-TAGGTAGGTGACAAGGAAA-3' | 5-ATGGATGATTATGAAGAGC-3' | 3111 bg
EKZON 11 nested | 5-CTTTGAAATGTACACAGTTG-3' | 5-AAGGTGAGTGGTTAAGTTGA-3' | 618 be
EKZON 12-13 5-GGCTCTTCATAATCATCCAT-3' | 5-CCAAGTAGCTTCCTTTCTTT-3' | 3072 be
EKZON 12 nested | 5~GGCTCTTCATAATCATCCAT-3' | 5-ATGTCACTAAAGGGAAGAGG-3'_| 439 bg
EKZON 13 nested | 5~AGGATAGACATGAAATGCGT-3' | 5-ACCTCTAAGCTTGCTCTTTG-3' | 434 bg
EKZON 14-15 5-TTGATCACTTCTCCAACAAA-3' | 5-AGGAAGAGTGAGAAAGGAAA-3' | 2058 be
EKZON 14 nested | 5~AATTTGTCTCGAATTACACC-3' | 5-“ATCACTGTGCCTACAGATTT-3' | 451 be
EKZON 15 nested | 5~TTACTACCATCCTGATGCTG-3' | 5-CTTCCCTTCTCTCTTATCCA-3' | 385 be
EKZON 16-17 5-CTTTCTCACTCTTCCTCCCT-3' | 5-AATCTGCATGACAAACCACT-3' | 3055 be
EKZON 16 nested | 5-CCAAGAACATTCCTTAACTG-3' | 5-~ACCCAGACATAAAGCAAATA-3' | 380 bg
EKZON 17 nested | 5~GCAGAGCAGTCAAACATAAC-3' | 5“TTAAGACATAGACAGGTGCC-3' | 300 bg
EKZON 18-19 5'-CTTATCACAACCCTCATCAT-3' | 5-TTCATCTCAGTGTCAGGAAT-3' | 3661 be
EKZON 18 nested | 5-CTCAGGAACACAGAATCATA-3' | 5-CTTAGATGATCTGAATACGC-3' | 507 bg
EKZON 19 nested I_| 5~-TATGGATAGTAGAAGGATGG-3' | 5-GTTTGATTACTGCCAGTTAT-3' | 337 be
EKZON 19 nested II | 5~-TGAGGGAGTGATGAGAAATA-3' | 5-CGTTAGCTGATGAGGTAAAT-3' | 440 bg

40



3.2.3. PCR

PLG geni polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile ¢ogaltilmistir. Ekzon 1, ekzon 5, ekzon
10, ekzon 11, ekzon 12, ekzon 13, ekzon 14, ekzon 15, ekzon 16, ekzon 17, ekzon 18 i¢in
Lp(a) ile homoloji gostermeyen bolgelerden dis PCR, ardindan nested PCR uygulanmustir.
Ekzon 19 ise aymi sekilde fakat iki farkli nested PCR reaksiyonu ile ¢ogaltilmistir.
Homolojinin her bir ekzonun ayr1 ayr1 ¢ogaltilmasina imkan vermedigi durumlarda, s6z
konusu ekzonlar birlikte ¢ogaltilmis ardindan nested PCR ile amplikonlar ayrilmistir
(ekzon 12-13, ekzon 14-15, ekzon 16-17, ekzon 18-19). Diger ekzonlar tek bir 6zgiil

primer seti kullanilarak ¢cogaltilmislardir.

PCR reaksiyonu 25 pl son hacim ve 2 mM MgCl, i¢in 16,8 pl didistile su; 2,5 pl 10X PCR
tamponu (Fermentas, Litvanya); 2 pl 25mM MgCl, (Fermentas, Litvanya). 0,5 pl 10 mM
dNTP karisimi (Fermentas, Litvanya); 0,5 pl 10mM ileri primer (Metabion, Almanya); 0,5
ul 10 mM geri primer (Metabion, Almanya); 0,2 pl Taq polimeraz (Fermentas, Litvanya),
100 ng kalip DNA (50ng/ul DNA’dan 2 pl) kullanilacak sekilde kurulmustur. MgCl,
konsantrasyonunun 2 mM yerine 1-1,5-2,5 ve 3 mM kullanildig1 durumlarda (sirasiyla 1-
1,5-2,5 ve 3 ul MgCl,) karisima eklenecek didistile su miktart son hacmi 25 pl’ye

tamamlayacak sekilde hesaplanmistir.

PCR reaksiyonlarinda 25 pl son hacim i¢in ekzon 5 nested, ekzon 7, ekzon 12 nested ve
ekzon 15 nested i¢in 1,5 mM; ekzon 1 nested, ekzon 2, ekzon 4, ekzon 5, ekzon 6, ekzon §,
ekzon 9, ekzon 10 nested, ekzon 11, ekzon 12-13, ekzon 13 nested, ekzon 14 nested, ekzon
17 nested, ekzon 18 nested, ekzon 19 nested I ve ekzon 19 nested II i¢in 2 mM; ekzon 1,
ekzon 16-17 ve ekzon 18-19 i¢in 2,5 mM; ekzon 3, ekzon 10, ekzon 11 nested ve ekzon 16
nested i¢in 3 mM MgCl, kullanilmistir. Ekzon 1 i¢in ekstra bantlar1 engellemek amaciyla
standart PCR bilesenlerine ek olarak son hacmin %5’1 kadar DMSO (25 pl son hacim igin
1.25 pl) kullanilmis ve ekzon 14-15 i¢in standart I0XPCR tamponu yerine 6zel bir tampon
olan RDA tamponu kullanilmis ve RDA tamponunun i¢inde MgCl, yer aldigindan ayrica
MgCl, kullanilmamigstir. PCR reaksiyonlart ekzon 2, ekzon 5 nested, ekzon 6, ekzon 7,
ekzon 12 nested, ekzon 14 nested, ekzon 15 nested, ekzon 18-19, ekzon 18 nested, ekzon
19 nested I ve ekzon 19 nested II i¢in 50°C’da; ekzon 1 nested, ekzon 4, ekzon 8, ekzon 9,
ekzon 10, ekzon 10 nested, ekzon 13 nested ve ekzon 17 nested i¢in 55°C’da; ekzon 3,

ekzon 11 ve ekzon 12-13 i¢in 57°C’da; ekzon 1, ekzon 5, ekzon 11 nested, ekzon 14-15,
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ekzon 16-17 ve ekzon 16 nested i¢in 60°C’da gergeklestirilmistir. PCR reaksiyonlari,
DHPLC analizi igin 25 pl, DNA dizi analizi i¢in ise 50 pl son hacimde kurulmustur.

Cizelge 3.3. PLG geninin 19 ekzonunun ¢ogaltilmasi i¢in uygulanan PCR reaksiyonlarina
ait sicaklik ve MgCl, konsantrasyonu ile standart PCR bilesenlerine ek kullanilan
kimyasallar goriilmektedir

EKZONLAR SICAKLIK MgCl, OZEL KOSULLAR
Konsantrasyonu

EKZON 1 60°C 2,5 mM %5 DMSO
EKZON 1 nested 55°C 2 mM -
EKZON 2 50°C 2 mM -
EKZON 3 57°C 3 mM -
EKZON 4 55°C 2 mM -
EKZON 5 60°C 2 mM -
EKZON 5 nested 50°C 1,5 mM -
EKZON 6 50°C 2 mM -
EKZON 7 50°C 1,5 mM -
EKZON 8 55°C 2 mM -
EKZON 9 55°C 2 mM -
EKZON 10 55°C 3 mM -
EKZON 10nested 55°C 2 mM -
EKZON 11 57°C 2 mM -
EKZON 11 nested 60°C 3 mM -
EKZON 12-13 57°C 2 mM -
EKZON 12 nested 50°C 1,5 mM -
EKZON 13 nested 55°C 2 mM -
EKZON 14-15 60°C - 10XRDA Tamponu
EKZON 14 nested 50°C 2 mM -
EKZON 15 nested 50°C 1,5 mM -
EKZON 16-17 60°C 2,5 mM -
EKZON 16 nested 60°C 3 mM -
EKZON 17 nested 55°C 2 mM -
EKZON 18-19 50°C 2,5 mM -
EKZON 18 nested 50°C 2 mM -
EKZON 19 nested 1 50°C 2 mM -
EKZON 19 nested II 50°C 2 mM -

PCR reaksiyonlar1 96 kuyucuklu PCR platelerinde ya da 0.2 ml’lik eppendorf tiiplerinde
gerceklestirilmistir.
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3.2.4. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz (Sigma, ABD) kullanilacagi amaca uygun olarak belirli ylizdelerde hazirlanir. Bu
calismada PCR iiriinlerini %2’lik agaroz jel elektroforezi ile degerlendirilmistir. %2’°lik
agaroz jel i¢in 2 g agaroz tartilip, TBE (Tris-Borik asit-EDTA) 1X soliisyonu ile 100 mI’ye
tamamlanmistir. TBE 1X soliisyonu; TBE 5X soliisyonunun 1/5 oraninda ddH2O ile
seyreltilmesiyle hazirlanmistir. TBE 5X soliisyonu; 54 g Trizma® (Sigma, ABD), 27,5 g
Borik asit (Carlo Erba, Italya), 20 ml 0,5 M EDTA (Sigma, ABD)’nin 800 ml kadar
deiyonize suda ¢oziinmesi ve ardindan yine deiyonize su (ddH20) ile 1 I’ye tamamlanmas1
ile hazirlanmistir. Agaroz istenilen yiizdelerde hazirlandiktan sonra mikrodalga firinda
(Beko, Tiirkiye) kaynatilmis, ilizerine Etidyum Bromiir’iin (Sigma, ABD) %5’lik stok
soliisyonundan 2’ser pl ilave edildikten sonra iyice karistirilmig, jel tabagina (Qwl
Scientific, ABD) dokiilmiistiir. 96’lik plateler kullanilarak yapilan PCR’lar yiiriitmek
icin ELECTRO-FAST® STRETCH SYSTEMS 6zel 96 kuyucuklu dar tarak araligina
sahip jel sistemi (ABgene, Ingiltere) kullanilmis, plate kullanilmadan yapilan PCR’lari
yiiriitmek icin ise SCIE-PLAS jel sistemi (SCIE-PLAS, Ingiltere) kulanilmistir. Agarozun
polimerizasyonu i¢in yaklasik 30 dk beklendikten sonra jel, tabagiyla birlikte jel
elektroforez tankina (Biometra, Almanya) yerlestirilmis ve elektroforez tanki TBE 1X
sollisyonu ile jelin iistiinii kapatacak sekilde doldurulmustur. PCR iirlinlerinden 2 pl
alinarak temiz bir parafilm (Parafilm, Chicago, ABD) iizerinde 0.5 pl 6X loading dye
yiikleme boyast (10 mM Tris-HC1 (pH 7.6), 0.03% bromofenol mavisi, 0.03% ksilen
siyanol FF, 60% gliserol, 60 mM EDTA) (Fermentas, Litvanya) ile karistirilmis ve
jellerdeki kuyucuklara yiiklenmistir. PCR iiriinlerinin degerlendirilebilmesi ve reaksiyonun
istenilen uzunluktaki dogru bolgeyi ¢ogalttigini gorebilmek i¢cin marker PCR iiriinleriyle
birlikte jele 2 pg kadar yliklenmis ve LABNET POWER STATION 300 giic kaynagi
(Labnet, Amerika) kullanilarak 90-100 V akimda 30 dk kadar yiiritilmistir (Wealtec,
Tayvan). ELECTRO-FAST® STRETCH SYSTEMS jel sistemi kullanilarak hazirlanan
jellerde marker olarak 200-500-1000 bg¢’lik {ic banta sahip AB-0894: Electro-Fast®
Marker (ABgene, Ingiltere), diger standart jel sistemi ile hazirlanmis jellerde yiikleme
yaparken GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder, 100-3000 bp (Fermentas, Litvanya) ya
da GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder (Fermentas, Litvanya) kullanilmistir. Elektroforez
sonrasit degerlendirme SYNGENE InGenius (SYNGENE, Ingiltere) ultraviyole 1s1k

kaynagina sahip goriintiileme sisteminde yapilmistir.
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Sekil 3.2. PCR o6rneklerinin %2’lik agaroz jel goriintiisii

3.2.5. DHPLC

Hazirlanan PCR o6rneklerine, mutasyon analizinin gerceklestirilmesi i¢in denatiire yliksek
basingli sivi kromatografisi(DHPLC) uygulanmistir. DHPLC hassas ve giivenilir bir
indirekt mutasyon analiz yontemidir. Sistemin temeli, heterozigot PCR iiriinlerinin 1sitilip
sogutulduktan  sonra  hibridizasyonla  heterodubleks  olusturmalarma ve bu
heterodubleklslerin saptanmasina dayanir. DHPLC analizi i¢in Transgenomic WAVE®
MD System 4000 Plus sistemi kullanilmigtir.

a 40 45 50 55 6.0 6.5 70 b 35 40 45 50 55 6.0 6.5 70

Sekil 3.3. a. Mutasyon tagimamast nedeniyle homodupleks olusturan ve tek pik veren
yabanil tip kontrol 6rnegi(siyah) b. Heterozigot olmasi nedeniyle heterodupleks olusturan
ornegin(yesil) DHPLC profilindeki farkliliga bagl olarak ayrilmasi

Hazirlanan hastalara ait PCR o6rnekleri, DHPLC ile degerlendirilmek {izere 1s1 dongii
cihazinda Once denatlire edilip ardindan renatiirasyona tabi tutulmakta ve bdylece
heterodupleksler ile  homodublekslerin  olusumu  saglanmaktadir. Homo ve
heterodublekslerin olusumunu saglayan termal dongii programi: 95°C’da 5 dakika,

93°C’da 1 dakika, her dongiide 2°C diisiis ile 1 dakika olacak sekilde 26 dongii, 40°C’da 1
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dakika seklindedir. Boylece, 6rnekler DHPLC ile ¢alisilmakta ve profil farkliliklarina gore
siiflandirilmaktadir. DHPLC analizi ile herbir ekzon, asagidaki tabloda listelenen sicaklik

derecelerinde degerlendirilmistir.

Cizelge 3.4. PLG geninin 19 ekzonunun DHPLC analizi i¢in kullanilan sicaklik degerleri

1. SICAKLIK (°C) | 2. SICAKLIK (°C) | 3. SICAKLIK (°C) | 4. SICAKLIK (°C)
EKZON 1 53 54.7 57.5 59
EKZON 2 60.2 - - -
EKZON 3 51.7 55 56.8 -
EKZON 4 56.7 58.5 62.5 -
EKZON 5 55 573 60.5 -
EKZON 6 53.5 57.2 59 60
EKZON 7 573 58.5 61 -
EKZON 8 52.5 573 60 61,1
EKZON 9 54 57 60.5 -
EKZON 10 54.6 57.5 60.7 -
EKZON 11 53.7 55 59 60.2
EKZON 12 54.8 583 59.3 62
EKZON 13 51.5 58 59.4 -
EKZON 14 58.6 - - -
EKZON 15 56.5 58.5 - -
EKZON 16 56.5 59.7 - -
EKZON 17 58.4 59.7 - -
EKZON 18 56.8 59.2 62 -
EKZON 19-1 56 59.1 - -
EKZON 19-2 55.8 583 59.2 -
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EKZONLAR PROFIL ORNEGI
EKZON 1 J \ J U
EKZON 2 J —T
EKZON 3 T — 1
EKZON 5 —
EKZON 6 =1
EKZON 7

EKZON 8

EKZON 9

EKZON 10

EKZON 11

EKZON 12

EKZON 13

EKZON 14
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EKZON 15

EKZON 16

EKZON 17

EKZON 18

EKZON 19-1

EKZON 19-1I

Sekil 3.4. PLG geni ekzonlarina ait DHPLC profil 6rnekleri

3.2.6. PCR Uriinlerinin Saflastirilmasi

DNA dizi analizi i¢in 50 pl son hacimde hazirlanan PCR ornekleri, kolon bazli bir
saflagtirma sistemi olan Promega Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System Kkiti
(Promega, Amerika) kullanilarak saflastirilmistir. Once, kitin icinden ¢ikan toplama tiipleri
icine kolonlar yerlestirilmis ve toplama tiiplerinin {izerine hasta numaralar1 yazilmistir.
Elektroforezden sonra tiipiin i¢inde kalan 48 pl PCR {iriiniiniin lizerine ayn1 oranda yani 48
pl “membran binding solution” eklenmis ve karistirildiktan sonra kolonlara aktarilmstir.
Kolonlar 14.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir. Tiipin dibinde toplanan sivi
dokiilmiis ve kolonlar tekrar ayn1 toplama tiipii icerisine konularak tizerlerine 700 ul “wash
buffer” eklenmistir. Tiipler 1 dakika 14.000 rpm’de santriflij edilmis ve tiipiin dibindeki
stvi dokiilerek kolonlar tekrar ayni toplama tiipii igerisine yerlestirilmistir. Bu sefer
kolonlar tixerine 500 pl wash buffer uygulanmis ve bu sefer 5 dakika 14.000 rpm’de
santrifiij edilmistir. Bu asamada yeni 1,5 upl’lik eppendorf tiipler alinarak tiiplerin
iizerlerine ve kapagina hasta numaralar1 yazilmigtir. Santrifiij sonras1 toplama tiipiiniin

icindeki s1v1 dokiilerek kolonlar 14.000 rpm’de 1 dakika bos ¢evrilmis ve kalan sivinin da
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boylelikle uzaklagsmasi saglanmistir. 1 dakika sonunda tiipler, hazirlanan 1,5 pl’lik
eppendorflarin igine yerlestirilmis ve kolonun ortasina kit i¢erisinde yer alan niikleazlardan
yoksun sudan 25 pl konulmustur. Tiipler 1 dakika beklendikten sonra 14.000 rpm’de 1
dakika santrifiij edilmis ve tiipiin dibinde su i¢inde ¢oziinmiis halde saflastirilmis PCR

iirlinii elde edilmistir.

Elde edilen saf PCR firiinleri yukarida anlatildig: sekilde %2’lik agaroz jel elektroforezinde

yiiriitiilmiis ve goriintiilenmistir.

3.2.7. DNA Dizi Analizi

Yontemde, kimyasal degisiklige ugratilmis dideoksiniikleozittrifosfatlar (ddNTP)
kullanilarak bir dizi DNA parcaciklar1 elde edilmektedir. ddNTP’nin 3’ ucunda hidroksil
(OH) grubu bulunmaz. Bu durumda molekiil yeni sentezlenen DNA'ya katilir ancak 3’-OH
grubu tagimadigi i¢in kendisine niikleotid ilave edilemez ve zincir sentezi sonlanarak bir
DNA parcacigi elde edilir. Sekans reaksiyonu sonunda DNA zincir sentezi her bir noktada
durmus olur. Boylece birbirinden sadece bir baz fark igeren fragmentler dizisi olusur.
Otomatize analiz sistemlerinde birbirinden bir baz farklilik igeren bu fragmentler dizisi

kapiller elektroforez ile degerlendirilir.

Protokol su sekildedir:

- DHPLC calismas1 sonucu belirlenen her farkli profile ait 6rnek grubunu temsil
eden bir ya da iki adet referans 6rnek “DNA Dizi Analizi” i¢in hazirlanmistir.

- S0z konusu referans 6rneklerin 6nce PCR’1 yapilmis ardindan PCR 6rnekleri kolon
bazli bir saflastirma sistemi olan Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System Kkiti
kullanilarak saflagtirilmigtir.

- Saflastirilmis 6rnekler %2’lik agaroz jel elektroforezi ile degerlendirilmis ve kalite
kontrolii yapilmustir.

- Kalitesi belirlenen saflagtirllmig PCR oOrnekleri DNA dizi analiz reaksiyonun
kurulmasi i¢in kalip olarak kullanilmis ve 6zel kitler yardimiyla DNA dizi analiz

reaksiyonu kurulmustur.
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Sekans reaksiyonu i¢in 0,2 mI’lik, 96 tane kuyucuk iceren plaklar kullanilmistir.
Her bir kuyucuga 8 pul DTCS Quick start master karisimi, 20 pmol primer, 0,5-10
ul saflastirilmig PCR iiriinii ve son hacmi 20 pl’ye tamamlayacak sekilde distile su
kullanilarak dizi analiz reaksiyonu kurulmustur.

Sekans reaksiyonu 96°C’da 20 saniye, 50°C’da 20 saniye ve 60°C’da 4 dakika
olacak sekilde termal dongii cihazinda gergeklestirilmistir (Biometra, Almanya).
Dizi analizi reaksiyonu sonrasi, reaksiyonun durdurulmasi i¢in her bir kuyucugun
dibine 5 pl durdurma soliisyonu (1,5 M C,H30,Na, 50 mM EDTA, 20 mg/ml’lik
Glikojen) pipetlenmistir.

Orneklerin iizerine 60 pl %95°lik soguk etanol eklenmis ve +4°C’de 4000 rpm’de
30 dk santrifiijlenerek (Hettich, Almanya) yikama iglemi gerceklestirilmistir.
Ustteki kisim dokiilerek %70’1ik alkolden 200 pl eklenmis, +4°C’de 4000 rpm’de 5
dk santrifiijlenmistir.

Santrifiij sonrasi uistteki kisim dokiilmiis ve islem bir kez daha tekrarlanmstir.
Sonra plak 300 rpm’e ¢ikana kadar ters olarak santrifiijlenerek fazla etanol
uzaklagtirilmigtir.

Plak, liyofilizator cihazina (Thermo, ABD) yerlestirilmis ve yliksek vakum altinda
ornekler kurutulmustur.

Kuruyan orneklerin tizerine 25 pl formamid igeren soliisyondan konularak DNA
zincirlerinin birbirlerinden ayr1 tutulmasi saglanmistir.

Her bir kuyucuk mineral yag ile kapatildiktan sonra plak DNA dizi analizi cihazina
yerlestirilmis (CEQ8000XL, Beckman Coulter, ABD) ve cihazin bagli bulundugu
bilgisayar araciligi ile sonuglar pikler seklinde goriintiilenmistir.

DNA dizi analiz sonuglar1 “Sequencher 4.7” programinda degerlendirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Yeni Saptanan Anlamsiz (Nonsense) Mutasyonlar

4.1.1. Cys30Ter

PLG geninin ikinci ekzonunda sistein aminoasitini kodlayan TGT kodonunun TGA
sonlanma kodonuna doniisiimiine neden olan bir T>A degisimi saptanmis ve degisim
Cys30Ter olarak isimlendirilmigstir. Cys30Ter anlamsiz mutasyonunun, insan genlerinde
tammlanmis mutasyonlar1 igeren “Human Genome Mutation Database” (Insan Genom
Mutasyon Veritabani) (HGMD) e-veritabaninda degerlendirilmesi sonucu, literatiirde daha
once bildirilmedigi dolayisiyla bizim ¢alismamizla ilk defa saptanmig bir mutasyon oldugu

belirlenmistir. Mutasyonun isimlendirilmesi HGMD kayitlarindaki PLG dizisine gore

yapilmistir.

213 be

Sekil 4.1. 213 b¢ uzunlugundaki ikinci ekzonun %?2’lik agaroz jel elektroforezi goriintiisii
M: Fermentas GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder
1-5 nolu 6rnekler: Hasta grubuna ait 213 bg’lik PCR fiiriinleri

S6z konusu mutasyon, DHPLC analizinde siipheli goriiniime sahip 6rnegin DNA dizi
analizi ile degerlendirilmesi suretiyle saptanmistir. Mutasyon tagimadig: bilinen yabanil tip
kontrol 6rnegi ile hasta 6rneklerinin DHPLC profillerinin karsilastirilmasi sonucu, yabanil
tipin sergiledigi profilden farkli profil sergileyen Ornekler DNA dizi analizi ile
degerlendirilmistir. DNA dizi analizi sonrasi tek bir hastada Cys30Ter anlamsiz mutasyonu
heterozigot durumda saptanmistir, mutasyonu tasidig1 belirlenen 6rnegin DHPLC profili ve
DNA dizi analizi goriintiisii asagidaki sekilde goriilmektedir. Mutasyon 19 ekzonlu PLG
geninin ikinci ekzonunda meydana gelmesi ve transkripsiyonu oldukg¢a erken bir asamada

sonlandirmasi agisindan 6nem arz etmektedir.
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Sekil 4.2. a. Cys30Ter mutasyonunu tagimayan homozigot yabanil tip 6rnegin DHPLC
profili b. Cys30Ter mutasyonunu tasimayan homozigot yabanil tip 6rnegin DNA dizi
analizi goriintlisii ¢. Cys30Ter mutasyonunu heterozigot olarak tasiyan 6rnegin DHPLC
profili d. Cys30Ter mutasyonunu heterozigot olarak tasiyan 6rnegin DNA dizi analizi
goruntusu

b. d.

Ikinci ekzonda mutasyonun meydana geldigi nokta, asagidaki dizide kirmuzi ile

isaretlenmistir.

ctgaccatttattccacttggatctcccacctctagGTCAAGGAGAGCCTCTGGATGACTATGTGAAT
ACCCAGGGGGCTTCACTGTTCAGTGTCACTAAGAAGCAGCTGGGAGCAGGAAG
TATAGAAGAATGIGCAGCAAAATGTGAGGAGGACGAAGAATTCACCTGCAth
atttccattgtcgttgcacctacgcaggaatctgtaatt

Dizi 4.1. 213 b¢’den olusan ikinci ekzon iizerinde Cys30Ter anlamsiz mutasyonuna neden
olan T>A degisiminin meydana geldigi nokta kirmizi ile isaretlenmistir. Intronlar kiigiik,
ikinci ekzon ise biiyiik harfler ile belirtilmistir.

Cys30Ter degisiminin transkriptte denk geldigi nokta ve neden oldugu degisim “Ensembl”

e-veritabani kullanilarak belirlenmis ve asagida gosterilmistir.

Y K R
CAGCTGGGAGCAGGAAGEATAGAAGHATCISCAGCAAAATGTGAGGAGGACGAAGAATTC
CAGCTGGGAGCAGGAAGTATAGAAGAATGTECAGCAAAATGTGAGGAGGACGAAGAATTC
-Q--L--G--A--G--8-=I=-E--R--C—f}A--A--K--C—--E--E--D-=E=-E——F—

Dizi 4.2. PLG cDNA’sinda Cys30Ter degisiminin meydana geldigi noktanin kodon diizeni
ile aminoasit dizisi goriilmektedir. Cys30Ter mutasyonuna neden olan T>A degisiminin
gerceklestigi nokta kirmizi ile isaretlenmistir (http://www.ensembl.org/
Homo_sapiens/Transcript/Sequence cDNA?db=core;g=ENSG00000122194;r=6:1611232
70-161174338;t=ENST00000308192).
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4.2. Yeni Saptanan Ayiklama Bolgesi (Splice Site) Mutasyonlari

4.2.1. +1 IVS6 G>A

PLG geninin altinc1 ekzonunun bitimini takip eden altinci intronun ilk bazinda bir G>A
degisimi saptanmis ve degisim mutasyon isimlendirme kurallarina gore +1 IVS6 G>A
olarak isimlendirilmistir. +1 IVS6 G>A degisiminin, insan genlerinde tanimlanmis
mutasyonlart igeren “Human Genome Mutation Database” (HGMD) e-veritabaninda

degerlendirilmesi sonucu, literatiirde daha Once bildirilmedigi dolayisiyla bizim

calismamizla ilk defa saptanmis bir mutasyon oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.3. 345 bg¢ uzunlugundaki altinci ekzonun %2’lik agaroz jel elektroforezi goriintiisii
goriilmektedir.

M: AB-0894: Electro-Fast® Marker

1-7 nolu 6rnekler: Hasta grubuna ait 345 b¢’lik PCR {iriinleri

+1 IVS6 G>A mutasyonu hasta grubumuzdaki iki hastada homozigot ve séz konusu
hastalardan birinin anne ile babasinda heterozigot olarak saptanmigtir. Mutasyonu tastyan
hastalardan birinin kliniginde ligndz konjuktivite ek olarak hidrosefali de mevcuttur.
Mutasyonu tagimayan yabanil tip birey ile mutasyonu heterozigot ve homozigot durumda

tastyan bireylerin DNA dizi analiz goriintiisii sekilde goriilmektedir.
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Sekil 4.4. a. +1 IVS6 G>A degisimini tasimayan homozigot yabanil tip 6rnegin DNA dizi
analiz goriintiisii b. +1 IVS6 G>A degisimini heterozigot olarak tagiyan drnegin DNA dizi
analizi goriintiisii ¢. +1 IVS6 G>A degisimini homozigot olarak tagiyan drnegin DNA dizi
analizi gorlintiisii

C.

Altinc1 intronun ilk bazinda meydana gelen +1 IVS6 G>A degisiminin meydana geldigi

nokta, agagidaki dizide kirmizi ile isaretlenmistir.

gaattacatcggaatgagaggcaagtcgcacttaagtgagtaggattctggtttttactctctattttgcttcatccatttcagttttcttett
cctetetgtecttecttecccactetgtccagAGGAATGTATGCATTGCAGTGGAGAAAACTATGAC
GGCAAAATTTCCAAGACCATGTCTGGACTGGAATGCCAGGCCTGGGACTCTCA
GAGCCCACACGCTCATGGATACATTCCTTCCAAItaagtctcactgggaaaaacattccatgtttaat
taaggctctgcagctctatcagacatttgctgtcatttagatattttagcattcctcaagaagt

Dizi 4.3. 345 b¢’den olusan altinci ekzon iizerinde +1 IVS6 G>A degisiminin meydana
geldigi nokta kirmizi ile isaretlenmistir. Intronlar kiiciik, altinci ekzon ise biiyiik harfler ile
belirtilmistir.

Mutasyon ¢ogu gende intron baslangicinda ayiklama isaretcisi olarak bulunan GT dizisinde
meydana geldiginden, ayiklama mekanizmasini etkileyebilecegi ve bu nedenle transkript

yapisini degistirerek proteinin fonksiyonunu etkileyebilecegi diisiiniilmektedir.
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4.3. Saptanan Yanhs Anlamh (Missense, nonsynonymous)Mutasyonlar

4.3.1. Yeni Saptanan Yanhs Anlaml Mutasyonlar

4.3.1.1. Glul61Lys

PLG geninin besinci ekzonunda glutamik asit’in lizin’e doniistimiine neden olan bir G>A
degisimi saptanmis ve degisim Glul61Lys olarak isimlendirilmistir. Glutamik asit (E)’ 1
kodlayan GAG kodonu, AAG seklinde degiserek lizin aminoasitini kodlar duruma
gelmistir. Glul61Lys yanlis anlamli mutasyonunun, insan genlerinde tanimlanmis
mutasyonlart igeren “Human Genome Mutation Database” (HGMD) e-veritabaninda
degerlendirilmesi sonucu literatiirde daha Once bildirilmemis dolayisiyla bizim
caligmamizla ilk defa saptanmis bir mutasyon oldugu belirlenmistir. Mutasyonun
isimlendirilmesi HGMD kayitlarindaki PLG dizisine gore yapilmistir. Calisma

grubumuzda, s6z konusu mutasyon sadece ¢alisma grubumuzdaki bir hasta ve akrabasinda

heterozigot durumda saptanmustir.

366 be

Sekil 4.5 366 b¢ uzunlugundaki besinci ekzonun %2’lik agaroz jel elektroforezi goriintiisii
M: Fermentas GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder
1-9 nolu 6rnekler: Hasta grubuna ait 366 bg’lik PCR {iriinleri
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CTTC&OTG CTGTGZOgCTC SOTTCTTG CZEOGTG GCGT

Sekil 4.6. a. Glul61Lys degisimi tasimayan homozigot yabanil tip bir 6rnegin DNA dizi
analizi goriintiisii b. Glul61Lys degisimini heterozigot olarak tagiyan 6rnegin DNA dizi
analizi goriintiisti

Besinci ekzonda mutasyonun meydana geldigi nokta, asagidaki dizide kirmizi ile

isaretlenmistir.

gatgacaatctcagatgggaatcgagagcatctcecttetgecttgetaatagcaagetgatttttagaatatagtctaagtgcttettttc

catcctccccagATTCTCACCTGCTACACACCCCTCAGAGGGACTGGAGGAGAACTAC
TGCAGGAATCCAGACAACGATCCGCAGGGGCCCTGGTGCTATACTACTGATCC

AGAAAAGAGATATGACTACTGCGACATTCTT.AGTGTGAAthcag gagtggttctagaa

aatgttttcatttctgcccttcacctgtaaaataatttgttgtaaagecccttcccacagggatgttattaataattgagtaacgtattcace

tctcggaaaga

Dizi 4.4. 366 bg¢’den olusan besinci ekzon iizerinde Glul6lLys yanlis anlaml
mutasyonuna neden olan G>A degisiminin meydana geldigi nokta kirmizi ile
isaretlenmistir. Intronlar kiiciik, besinci ekzon ise biiyiik harfler ile belirtilmistir.

Glul61Lys degisiminin transkriptte denk geldigi nokta ve neden oldugu aminoasit

degisimi “Ensembl” e-veritabani kullanilarak belirlenmis ve asagida gosterilmistir.

P2GrGTGAAGAGGAATGTATGCATTGCAGTGGAGAAAACTATGACGGCAAAATTTCCAAG
GAGI' GTGAAGAGGAATGTATGCATTGCAGTGGAGAAAACTATGACGGCAAAATTTCCAAG
-E-f-C--E--E--E--C--M--H--C--5--G--E--N--Y--D--G--K--I--S--K-

Dizi 4.5. PLG cDNA’sinda Glul61Lys degisiminin meydana geldigi noktanin kodon
diizeni ile aminoasit dizisi goriilmektedir. Glul61Lys mutasyonuna neden olan G>A
degisiminin gerceklestigi nokta kirmiz1 ile isaretlenmistir.
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence cDNA?db=core;g=ENSG00
000122194;r=6:161123270-161174338;t=ENST00000308192).
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NCBI e-veritabani icersinde yer alan “multiple alignment tool” segenegi kullanilarak sirasi
ile insan, sempanze, domuz ve fare aminoasit dizilerinin karsilagtirllmasi yoluyla
Glul61Lys mutasyonunun tiirler arasinda korunmus olan kritik 6nemdeki bir noktaya denk
geldigi belirlenmistir. Bu durum glutamik asit’in bulundugu konumun, PLG fonksiyonu
acisindan Onemli oldugunu ve bu noktadaki degisimin PLG’in fonksiyonunu
etkileyebilecegini gostermektedir, bu nedenle birbirinden farkli dort organizmada da ayni

konumda yer alacak sekilde korunmustur.

Cizelge 4.1. Siras1 ile insan, sempanze, domuz ve fare aminoasit dizileri
karsilagtirildiginda Glul61Lys mutasyonu ile lizine donilisen glutamik asit’in tiirler
arasinda korundugu ve dolayisiyla kritik Oneme sahip bir noktada bulundugu
belirlenmistir. Degisimin oldugu nokta kirmizi ile isaretlenmistir.

Insan GPWCYTTDPEKRYDYCDILECEEECMHCSGENYDGKISKTMSGLEC
Sempanze | GPWCYTTDPEKRYDYCDILECEEECMHCSGENYDGKISKTMSGLEC
Domuz GPWCYTTDPETRFDYCDIPECEDECMHCSGEHYEGKISKTMSGIEC
Fare GPWCYTTDPDKRYDYCNIPECEEECMY CSGEKYEGKISKTMSGLDC

4.3.1.2. Gly199Val

PLG geninin altinc1 ekzonunda glisin’in valin’e doniisiimiine neden olan bir G>T degisimi
saptanmis ve degisim Glyl99Val olarak isimlendirilmistir. Glisin’i kodlayan GGA
kodonu, GTA seklinde degiserek valin aminoasitini kodlar duruma gelmistir. Gly199Val
yanlis anlamli mutasyonunun, insan genlerinde tanimlanmis mutasyonlari i¢ceren ‘“Human
Genome Mutation Database” (HGMD) e-veritabaninda degerlendirilmesi sonucu
literatiirde daha once bildirilmemis dolayisiyla bizim ¢alismamizla ilk defa saptanmis bir

mutasyon oldugu belirlenmistir. Mutasyonun isimlendirilmesi HGMD kayitlarindaki PLG

dizisine gore yapilmistir.

Sekil 4.7. 345 bg¢ uzunlugundaki altinci ekzonun %2’lik agaroz jel elektroforezi goriintiisii
goriilmektedir.

M: AB-0894: Electro-Fast® Marker

1-7 nolu 6rnekler: Hasta grubuna ait 345 b¢’lik PCR {iriinleri
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S6z konusu mutasyonu birbiriyle baglantisiz iki lignéz konjuktivit hastasinin heterozigot
durumda tasidig1 belirlemistir. Mutasyon direkt olarak DNA dizi analizi ile saptanmis olup

mutasyona ait DNA dizi analiz goriintiisii asagida goriilmektedir.

FACACGCTCATGN ATACATTCCT
FACACGC TCATGG ATAC AT TCC T

Sekil 4.8. a. Gly199Val mutasyonunu tagimayan homozigot yabanil tip 6rnegin DNA dizi
analizi goriintiisii b. Gly199Val mutasyonunu heterozigot durumda tagiyan drnegin DNA
dizi analiz goriintiisii

Altinc1 ekzonda mutasyonun meydana geldigi nokta, dizide kirmiz: ile isaretlenmistir.

gaattacatcggaatgagaggcaagtcgcacttaagtgagtaggattctggtttttactctctattttgcttcatccatttcagttttett
cttectetetgtecttectteccactetgtccagAGGAATGTATGCATTGCAGTGGAGAAAACTAT
GACGGCAAAATTTCCAAGACCATGTCTGGACTGGAATGCCAGGCCTGGGAC
TCTCAGAGCCCACACGCTCATG.ATACATTCCTTCCAAgtaagtctcactgggaaaaacatt
ccatgtttaattaaggctctgcagctctatcagacatttgctgtcatttagatattttagcattcctcaagaagt

Dizi 4.6. 345 b¢’den olusan altinci ekzon iizerinde Gly199Val yanlis anlamli mutasyonuna
neden olan G>T degisiminin meydana geldigi nokta kirmizi ile isaretlenmistir. intronlar
kiictik, altinci ekzon ise biiyiik harfler ile belirtilmistir.

ACCATGTCTGGACTGGAATGCCAGGCCTGGGACTCTCAGAGCCCACACGCTCATGArAC
ACCATGTCTGGACTGGAATGCCAGGCCTGGGACTCTCAGAGCCCACACGCTCATGGATAC
-T--M--S--G--L--E--C--Q--A--W--D--5--Q--5--P--H--A--H\-G/-Y-

Dizi 4.7. PLG cDNA’sinda Glyl99Val degisiminin meydana geldigi noktanin kodon
diizeni ile aminoasit dizisi goriilmektedir. Gly199Val mutasyonuna neden olan G>T
degisiminin gerceklestigi nokta kirmizi ile isaretlenmistir
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence cDNA?db=core;g=ENSG00
000122194;r=6:161123270-161174338;t=ENST00000308192).

NCBI e-veritabani icersinde yer alan “multiple alignment tool” segenegi kullanilarak sirasi
ile insan, sempanze, domuz ve fare aminoasit dizilerinin karsilagtirllmasi yoluyla
Gly199Val mutasyonunun tiirler arasinda korunmus olan kritik dnemdeki bir noktaya denk

geldigi belirlenmistir.
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Cizelge 4.2. Siras1 ile insan, sempanze, domuz ve fare aminoasit dizileri
karsilagtirildiginda Gly199Val mutasyonu ile valin’e dontisen glisin’in tiirler arasinda
arasinda korundugu ve dolayisiyla kritik Oneme sahip bir noktada bulundugu
belirlenmistir. Degisimin oldugu nokta kirmizi ile isaretlenmistir.

Insan GENYDGKISKTMSGLECQAWDSQSPHAHGMIPSKFPNKNLKKNYCR
Sempanze | GENYDGKISKTMSGLECQAWDSQSPHAHGMIPSKFPNKNLKKNYCR
Domuz GEHYEGKISKTMSGIECQSWGSQSPHAHGMLPSKFPNKNLKMNYCR
Fare GEKYEGKISKTMSGLDCQAWDSQSPHAHGMIPAKFPSKNLKMNYCR

4.3.1.3. Tyr264Cys

PLG geninin sekizinci ekzonunda tirozin’in sistein’e doniisiimiine neden olan bir A>G
degisimi saptanmis ve degisim Tyr264Cys olarak isimlendirilmistir. Tirozin’i kodlayan
TAT kodonu, TGT seklinde degiserek sistein aminoasitini kodlar duruma gelmistir.
Tyr264Cys yanlis anlamli mutasyonunun, insan genlerinde tanimlanmis mutasyonlari
iceren “Human Genome Mutation Database” (HGMD) e-veritabaninda degerlendirilmesi
sonucu literatiirde daha Once bildirilmemis dolayisiyla bizim calismamizla ilk defa

saptanmis bir mutasyon oldugu belirlenmistir. Mutasyonun isimlendirilmesi HGMD

kayitlarindaki PLG dizisine gore yapilmistir.

Sekil 4.9. 584 b¢ uzunlugundaki sekizinci ekzonun %?2’lik agaroz jel elektroforezi
goruntist

M: AB-0894: Electro-Fast® Marker

1-8 nolu 6rnekler: Hasta grubuna ait 584 b¢’lik PCR {iriinleri

S6z konusu mutasyon sadece tek bir hastada homozigot durumda saptanmistir. Mutasyon
homozigot durumda saptandigi i¢in 6rneklerin DHPLC profilleri mutasyonu teshis eder
nitelikte degildir. Sekilde mutasyonu tastyan hastanin DNA dizi analiz goriintiisii

goriilmektedir.
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a. b.

Sekil 4.10. a. Tyr264Cys mutasyonunu tagimayan homozigot yabanil tip 6rnegin DNA dizi

analiz goriintlisii b. Tyr264Cys mutasyonunu homozigot olarak tasiyan 6rnegin DNA dizi
analizi gorlintiisii

Sekizinci ekzonda mutasyonun meydana geldigi nokta, dizide kirmizi ile igaretlenmistir.

aacatccatctgtgcattctctattttaaaattattcattgtagggctgggcacggtggctcacgectgtaatcccageacttcecggagg
ccgaggtggocggatcacgaggtcaggagticaagaccaacctggcecaatatgatgaaacceccacctctactaaaaatacaaaa
aaattagccagttgtggtgacacgcacctgtagtctgagetactcgggaggctgaggcaggagaatgacttgaacccaggaggc
agaggttgcagtgagctgagatcgtgccactgactccagectgggegacagagegagactcegtctcaaaaaatatatatattcatt
gtaacttattttgcccattcaagCAACACCTCCACCATCTTCTGGTCCCACCTACCAGTGTCTG
AAGGGAACAGGTGAAAACTETCGCGGGAATGTGGCTGTTACCGTGTCCGGGCA
CACCTGTCAGCACTGGAGTGCACAGACCCCTCACACACATAACAGGACACCAG
AAAACTTCCCCTGCAAgtaagtccectecggteteattetgetgetatggaatgtgaaatcecattgac

Dizi 4.8. 584 b¢’den olusan sekizinci ekzon iizerinde Tyr264Cys yanlis anlamh
mutasyonuna neden olan A>G degisiminin meydana geldigi nokta kirmizi ile
isaretlenmistir. Intronlar kiigiik, onbirinci ekzon ise biiyiik harfler ile belirtilmistir.

Tyr264Cys degisiminin transkriptte denk geldigi nokta ve neden oldugu aminoasit

degisimi “Ensembl” e-veritabani kullanilarak belirlenmis ve asagida gosterilmistir.

GGTGARANCTJTE GCGGGAATGTGGCTGTTACCGTGTCCGGGCACACCTGTCAGCACTGG
GGTGAAAACTATLGCGGGAATGTGGCTGTTACCGTGTCCGGGCACACCTGTCAGCACTGG
-G--E--N\-Y5/-R--G--N--V--A--V--T--V--S--G--H--T--C--Q--H--W-

Dizi 4.9. PLG cDNA’sinda Tyr264Cys degisiminin meydana geldigi noktanin kodon
diizeni ile aminoasit dizisi goriilmektedir. Tyr264Cys mutasyonuna neden olan A>G
degisiminin gerceklestigi nokta kirmiz1 ile isaretlenmistir.
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence cDNA?db=core;g=ENSG00
000122194;r=6:161123270-161174338;t=ENST00000308192).

NCBI e-veritabani icersinde yer alan “multiple alignment tool” segenegi kullanilarak sirasi

ile insan, sempanze, domuz ve fare aminoasit dizilerinin karsilastirilmasi yoluyla
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Tyr264Cys mutasyonunun tiirler arasinda korunmus olan kritik 6nemdeki bir noktaya denk

geldigi belirlenmistir.

Insan RCTTPPPSSGPTYQCLKGTGENMRGNVAVTVSGHTCQHWSAQTPH
Sempanze | RCTTPPPSSGPTYQCLKGTGENMRGNVAVTVSGHTCQHWSAQTPH
Domuz RCTTPPPTSGPTYQCLKGRGENMRGTVSVTASGHTCQRWSAQSPH
Fare RCTTPPPPPSPTYQCLKGRGENMRGTVSVTVSGKTCQRWSEQTPH

Cizelge 4.3. Siras1 ile insan, sempanze, domuz ve fare aminoasit dizileri
karsilagtirildiginda Tyr264Cys mutasyonu ile sistein’e doniisen tirozin’in tiirler arasinda
arasinda korundugu ve dolayisiyla kritik Oneme sahip bir noktada bulundugu
belirlenmistir. Degisimin oldugu nokta kirmizi ile isaretlenmistir.

4.3.1.4. Gly401Asp

PLG geninin onbirinci ekzonunda glisin’in aspartik asit’e doniisiimiine neden olan bir G>A
degisimi saptanmis ve degisim Gly401Asp olarak isimlendirilmistir. Glisin (G)’1 kodlayan
GGC kodonu, GAC seklinde degiserek aspartik asit aminoasitini kodlar duruma gelmistir.
Gly401Asp yanlis anlamli mutasyonunun, insan genlerinde tanimlanmis mutasyonlari
iceren “Human Genome Mutation Database” (HGMD) e-veritabaninda degerlendirilmesi
sonucu literatiirde daha Once bildirilmemis dolayisiyla bizim calismamizla ilk defa
saptanmis bir mutasyon oldugu belirlenmistir. Mutasyonun isimlendirilmesi HGMD

kayitlarindaki PLG dizisine gore yapilmistir.

S6z konusu mutasyon, DHPLC analizinde siipheli goriiniime sahip 6rnegin DNA dizi
analizi ile degerlendirilmesi suretiyle saptanmistir. DNA dizi analizi sonrasi Gly401Asp
yanlis anlamli mutasyonunu tasidigi belirlenen 6rnegin  DHPLC profili sekilde

goriilmektedir.
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Sekil 4.11. a. Gly401Asp mutasyonunu tagimayan homozigot yabanil tip drnegin DHPLC
profili b. Gly401Asp mutasyonunu tagimayan homozigot yabanil tip 6rnegin DNA dizi
analiz goriintiisii ¢. Gly401Asp mutasyonunu heterozigot olarak tasiyan 6rnegin DHPLC
profili d. Gly401Asp mutasyonunu heterozigot olarak tagiyan 6rnegin DNA dizi analizi
goruntusu

Gly401Asp mutasyonu lignéz konjuktivit hastalarmin hi¢birinde saptanmayip PLG 48
kodlu hasta yakininda heterozigot olarak belirlenmistir. Mutasyonu tastyan hasta yakini

hastanin annesi olup isitme engelli oldugu bilinmektedir.

Onbirinci ekzonda mutasyonun meydana geldigi nokta, asagidaki dizide kirmizi ile

isaretlenmisgtir.

ctttgaaatgtacacagttgttitagaagttgaggaccatttttgtitgttacaacattattgtacctataatgggaatatttcaaage
cacttgttaacactttgttagaacaaaatgtagagggtgctgggtecccctgaatattctcccacctettgtgacctgtattgtttt
ggaatttccag TGECCTGACAATGAACTACTGCAGGAATCCAGATGCCGATAAA
GGCCCCTGGTGTTTTACCACAGACCCCAGCGTCAGGTGGGAGTACTGCAA
CCTGAAAAAATGCTCAGGAACAGAAGCGAGTGTTGTAGCACCTCCGCCTG
TTGTCCTGCTTCCAGATGTAGAGACTCCTTCCGAAGAAGgtaagaaatctgtggctgg
acatctacacacttggacgctgggatgaaaagcecatggaaaatctcactgatgcagaaaccttccatgctacacgagaaatc
aagtgtttttagagggtctgecatgtggaaggaagectcagtgeactctctcaaggaggeagaggtgtgacttttggcacaa
cgtgagtggectgtgcctttaggacaggtgcaaacccetccaaggtgctcaacttaaccactcacctt

Dizi 4.10. 618 bg¢’den olusan onbirinci ekzon fiizerinde Gly401Asp yanlis anlamh
mutasyonuna neden olan G>A degisiminin meydana geldigi nokta kirmuzi ile
isaretlenmistir. Intronlar kiiciik harfler, onbirinci ekzon ise biiyiik harfler ile belirtilmistir.

Gly401Asp degisiminin transkriptte denk geldigi nokta ve neden oldugu aminoasit

degisimi “Ensembl” e-veritabani kullanilarak belirlenmis ve dizide gosterilmistir.
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GJcd TGACAATGAACTACTGCAGGAATCCAGATGCCGATAAAGGCCCCTGGTGTTTTACC
GGCJTGACAATGAACTACTGCAGGAATCCAGATGCCGATAAAGGCCCCTGGTGTTTTACC
-G-4L--T--M--N--Y--C--R--N--P--D--A--D--K--G--P--W--C--F--T-

Dizi 4.11. PLG cDNA’sinda Gly401Asp mutasyonunun meydana geldigi noktanin kodon
diizeni ile aminoasit dizisi goriilmektedir. Gly401Asp mutasyonuna neden olan G>A
degisiminin gerceklestigi nokta kirmizi ile isaretlenmistir
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence cDNA?db=core;g=ENSG00
000122194;r=6:161123270-161174338;t=ENST00000308192).

NCBI e-veritabani icersinde yer alan “multiple alignment tool” segenegi kullanilarak sirasi
ile insan, sempanze, domuz ve fare aminoasit dizilerinin karsilastirilmasi yoluyla
Gly401Asp mutasyonunun tiirler arasinda korunmus olan kritik 6nemdeki bir noktaya denk
geldigi belirlenmistir. Bu durum glutamik asit’in bulundugu konumun, PLG fonksiyonu
acisindan Onemli oldugunu ve bu noktadaki degisimin PLG’nin fonksiyonunu

etkileyebilecegini gdstermektedir.

Cizelge 4.4. Siras1 ile insan, sempanze, domuz ve fare aminoasit dizileri
karsilagtirildiginda Gly401Asp mutasyonu ile aspartik asit’e doniisen glisin’in tiirler
arasinda korundugu ve dolayisiyla kritik Oneme sahip bir noktada bulundugu
belirlenmistir. Degisimin oldugu nokta kirmizi ile isaretlenmistir.

Insan WSSMTPHRHQKTPENYPNASLTMNYCRNPDADKGPWCFTTDPSVR
Sempanze | WSSMTPHRHQKTPENYPNASLTMNY CRNPDADKGPWCFTTDPSVR
Domuz WVSMTPHRHEKTPGNFPNAGLTMNYCRNPDADKSPWCYTTDPRVR
Fare WAAMFPHRHSKTPENFPDAGLEMNY CRNPDGDKGPWCYTTDPSVR

4.3.1.5. Gly684Asp

PLG geninin onyedinci ekzonunda glisin’in aspartik asit’e doniisiimiine neden olan bir
G>A degisimi saptanmis ve degisim Gly684Asp olarak isimlendirilmistir. Glisin’i
kodlayan GGC kodonu, GAC seklinde degiserek valin aminoasitini kodlar duruma
gelmistir. Gly684Asp yanlis anlamli mutasyonunun, “Human Genome Mutation Database”
(HGMD) e-veritabaninda degerlendirilmesi sonucu literatiirde daha Once bildirilmemis
dolayistyla bizim calismamizla ilk defa saptanmis bir mutasyon oldugu belirlenmistir.

Mutasyonun isimlendirilmesi HGMD kayitlarindaki PLG dizisine gore yapilmistir.
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Sekil 4.12. 300 b¢ uzunlugundaki onyedinci ekzonun %?2’lik agaroz jel elektroforezi
gorilintiisli goriilmektedir.

M: AB-0894: Electro-Fast® Marker

1-8 nolu 6rnekler: Hasta grubuna ait 300 b¢’lik PCR {iriinleri

S6z konusu mutasyonu, lignéz konjuktivit hastalarindan sadece birinin homozigot
durumda tagidig1 belirlenmistir. Mutasyon direkt olarak DNA dizi analizi ile saptanmis

olup mutasyona ait DNA dizi analiz goriintiisii sekilde goriilmektedir.

TTTCATCACTG G CTG GG GAAGNAAACCC TTCAT C ACTG ACTG GG GAAGAAAACC

| . ! . / FAVAERY / AN

Sekil 4.13. a. Gly684Asp mutasyonunu tasimayan homozigot yabanil tip 6rnegin DNA
dizi analizi goriintlisii b. Gly684Asp mutasyonunu homozigot durumda tasiyan 6rnegin
DNA dizi analiz goriintiisii

Onyedinci ekzonda mutasyonun meydana geldigi nokta, asagidaki dizide kirmizi ile

isaretlenmisgtir.

gcagagcagtcaaacataactgetgatgcttttctttcagTCCTGCCGTCATCACTGACAAAGTAATCCC
AGCTTGTCTGCCATCCCCAAATTATGTGGTCGCTGACCGGACCGAATGTTTCAT
CACTG.CTGGGGAGAAACCCAAthgagataaattccattgcccacataac gaattggttttgacctacagtcc
atgtgacaaaatgatcattttggagaaagctgtgcaaattcctatccatgaatgtggtccaccccactectgattttgectgggcacctgt
ctatgtcttaa

Dizi 4.12. 300 bg¢’den olusan onyedinci ekzon iizerinde Gly684Asp yanlis anlamh
mutasyonuna neden olan G>A degisiminin meydana geldigi nokta kirmuzi ile
isaretlenmistir. Intronlar kiiciik, onyedinci ekzon ise biiylik harfler ile belirtilmistir.
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TTCATCACYGc NGGGGAGAAACCCAAGGTACTTTTGGAGCTGGCCTTCTCAAGGAAGCC
TTCATCACTGGCTGGGGAGAAACCCAAGGTACTTTTGGAGCTGGCCTTCTCAAGGAAGCC
-F--I--TA-G-4W--G--E--T--Q--G--T--F--G--A--G--L--L--K--E--A-

Dizi 4.13. PLG cDNA’sinda Gly684Asp degisiminin meydana geldigi noktanin kodon
diizeni ile aminoasit dizisi goriilmektedir. Gly684Asp mutasyonuna neden olan G>A
degisiminin gerceklestigi nokta kirmizi ile isaretlenmistir
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence cDNA?db=core;g=ENSG00
000122194;r=6:161123270-161174338;t=ENST00000308192).

NCBI e-veritabani icersinde yer alan “multiple alignment tool” segenegi kullanilarak sirasi
ile insan, sempanze, domuz ve fare aminoasit dizilerinin karsilagtirllmasi yoluyla
Gly684Asp mutasyonunun tiirler arasinda korunmus olan kritik 6nemdeki bir noktaya denk

geldigi belirlenmistir.

Cizelge 4.5. Siras1 ile insan, sempanze, domuz ve fare aminoasit dizileri
karsilagtirildiginda Gly684Asp mutasyonu ile aspartik asit’e doniisen glisin’in tiirler
arasinda arasinda korundugu ve dolayisiyla kritik 6neme sahip bir noktada bulundugu
belirlenmistir. Degisimin oldugu nokta kirmizi ile isaretlenmistir.

Insan ALLKLSSPAVITDKVIPACLPSPNYVVADRTECFITE@WGETQGTFGA
Sempanze | ALLKLSSPAIITDKVIPACLPSPNYVVADRTECFIT@WGETQGTFGA
Domuz ALLKLSSPAIITDKVIPACLPTPNYVVADRTACYIT@WGETKGTYGA
Fare ALLKLSRPATITDKVIPACLPSPNYMVADRTICYIT@WGETQGTFGA

4.3.2. Saptanan Bilinen Yanhs Anlamh Mutasyonlar

4.3.2.1. Lys19Glu ( K19E )

PLG geninin ikinci ekzonunda lizin’in glutamik asit’e doniisiimiine neden olan bir A>G
degisimi saptanmis olup bu degisimin literatiirde bahsi gecen LyslI9Glu oldugu
belirlenmistir. Lizin (K)’i kodlayan AAG kodonu, GAG seklinde degiserek glutamik asit
(E)’1 kodlar duruma gelmistir. Lys19Glu yanlis anlamli mutasyonu HGMD’de yer almakta
olup ayrica cesitli calismalarda da bildirilmistir. S6z konusu mutasyon, 2003 yilindaki bir
caligmada ailesel hipoplazminojenemi’nin temel nedeni olarak gosterilmistir (Tefs vd
2003). Agir Tip I PLG eksikligi olan 50 hasta ile yapilan bir ¢alismada, %34’liik oranla

hastalar arasinda en yaygin goriilen genetik degisim olarak saptanmistir (Tefs vd 2006).
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Sekil 4.14. 213 b¢ uzunlugundaki ikinci ekzonun %2’lik agaroz jel elektroforezi goriintiisii
M: Fermentas GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder
1-5 nolu 6rnekler: Hasta grubuna ait 213 bg’lik PCR fiiriinleri

Calismamizda Lys19Glu mutasyonu taranan hastalarin 1’inde homozigot 1’inde

heterozigot durumda saptanmustir.
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Sekil 4.15. a. Lys19Glu mutasyonunu tagimayan homozigot yabanil tip 6rnegin DHPLC
profili b. Lys19Glu mutasyonunu tasimayan homozigot yabanil tip 6rnegin DNA dizi
analiz goriintiisii ¢. Lys19Glu mutasyonunu heterozigot olarak tasiyan 6rnegin DHPLC
profili d. Lys19Glu mutasyonunu heterozigot olarak tasiyan Ornegin DNA dizi analizi
goruntist

Ikinci ekzonda mutasyonun meydana geldigi nokta, dizide kirmizi ile isaretlenmistir.

ctgaccatttattccacttggatctcccacctctagGTCAAGGAGAGCCTCTGGATGACTATGTGAATA
CCCAGGGGGCTTCACTGTTCAGTGTCACTlAGAAGCAGCTGGGAGCAGGAAGT
ATAGAAGAATGTGCAGCAAAATGTGAGGAGGACGAAGAATTCACCTGCAGgtattt
ccattgtcgttgcacctacgcaggaatctgtaatt

Dizi 4.14. 213 bg¢’den olusan ikinci ekzon lizerinde Lys19Glu yanlis anlamli mutasyonuna
neden olan A>G degisiminin meydana geldigi nokta kirmizi ile isaretlenmistir. intronlar
kiigtik, onbirinci ekzon ise biiyiik harfler ile belirtilmistir.
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Lys19Glu degisiminin transkriptte denk geldigi nokta ve neden oldugu aminoasit degisimi

“Ensembl” e-veritabani kullanilarak belirlenmis ve asagida gosterilmistir.

GAGCCICTGGATGACTATGTGAATACCCAGGGGGCTTCACTGTTCAGTGTCAJTAAGRAG
GAGCCTCTGGATGACTATGTGAATACCCAGGGGGCTTCACTGTTCAGTGTCAQTAAGAAG
-E--P--L--D--D--Y--V--N--T--Q--G--A--S--L--F--S--V--T\=K#-K-

Dizi 4.15. PLG cDNA’sinda Lys19Glu degisiminin meydana geldigi noktanin kodon
diizeni ile aminoasit dizisi goriilmektedir. Lys19Glu mutasyonuna neden olan A>G
degisiminin gerceklestigi nokta isaretlenmistir (http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/
Transcript/Sequence cDNA?db=core;g=ENSG00000122194;r=6:161123270-161174338;
t=ENST00000308192).

4.3.2.2. Asp453Asn

PLG geninin onbirinci ekzonunda aspartik asit’in asparajin’e doniisiimiine neden olan bir
G>A degisimi saptanmis olup bu degisimin Forsgren ve arkadaslarinin 1987 yilindaki
caligmalarinda (Forsgren vd 1987) bildirdikleri Asp453Asn oldugu belirlenmistir. Aspartik
asit’i kodlayan GAT kodonu, AAT seklinde degiserek asparajin’i kodlar duruma gelmistir.
1990 yilinda Petersen ve arkadaslari da ayni degisimden bahsetmis ve normal
popiilasyondaki bir polimorfizm olarak nitelendirmistir (Petersen vd 1990). S6z konusu
mutasyon, Schott ve arkadaglarinin PLG eksikligi olan bir Tiirk bebegi bildirdikleri 1998
yilindaki yazilarinda da belirtilmis ve hastaya ek olarak 4 saglikli bireyde de bulunmustur
(Schott vd 1998). 2008 yilinda Zaas ve arkadaslari, Asp453Asn mutasyonunun invaziv
aspergliozis olusumuna yatkinlik yarattigini belirtmislerdir. S6z konusu caligmada 236
allojenik hematopoietik kok hiicre transplant alicis1 (HKHT) ile baglant1 ¢alismasi yapilmis
ve s0z konusu mutasyonu tasimanin HKHTdan sonra invaziv aspergliozis gelisimi riskini
onemli Olclide arttirdigin1  belirtmislerdir (Zaas vd 2008). Asp453Asn mutasyonu,
literatirde PLG varyantlarmin  PLG  eksikligi disindaki klinik rahatsizliklarla
iligkilendirildigi tek degisimdir.
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Sekil 4.16. 618 b¢ uzunlugundaki onbirinci ekzonun %2’lik agaroz jel elektroforezi
gorilintiisli goriilmektedir.

M: L AB-0894: Electro-Fast® Marker

1-8 nolu 6rnekler: Hasta grubuna ait 618 b¢’lik PCR {iriinleri

Calismamizda Asp453Asn mutasyonu taranan 16 hastanin 3’linde heterozigot, 4’iinde

homozigot durumda saptanmuistir.

a. b.

Sekil 4.17. a. Asp453Asn mutasyonunu tagimayan homozigot yabanil tip 6rnegin DNA
dizi analiz goriintiisii b. Asp453 Asn mutasyonunu homozigot olarak tasiyan 6rnegin DNA
dizi analizi goriintiisii

Onbirinci ekzonda mutasyonun meydana geldigi nokta, asagidaki dizide kirmizi ile

isaretlenmisgtir.

ctttgaaatgtacacagttgtitagaagttgaggaccatttttgtitgttacaacattattgtacctataatgggaatatttcaaagccactt
gttaacactttgttagaacaaaatgtagagggtgctgggtgcccctgaatattctcccacctettgtgacctgtattgttttggaatttce
agTGGCCTGACAATGAACTACTGCAGGAATCCAGATGCCGATAAAGGCCCCTG
GTGTTTTACCACAGACCCCAGCGTCAGGTGGGAGTACTGCAACCTGAAAAAAT
GCTCAGGAACAGAAGCGAGTGTTGTAGCACCTCCGCCTGTTGTCCTGCTTCCA
lATGTAGAGACTCCTTCCGAAGAAthaagaaatctgtggctggacatctacacacttggacgctgggatg
aaaagccatggaaaatctcactgatgcagaaaccttccatgctacacgagaaatcaagtgtttttagagggtctgecatgtggaagg
aagcctcagtgcactctctcaaggaggecagaggtgteacttttggcacaacgtgagtgggctgtgcctttaggacaggtgcaaace
ctccaaggtgctcaacttaaccactcacctt

Dizi 4.16. 618 bg¢’den olusan onbirinci ekzon tiizerinde Asp453Asn yanlis anlamli
mutasyonuna neden olan G>A degisiminin meydana geldigi nokta kirmizi ile
isaretlenmistir. Intronlar kiiciik, onbirinci ekzon ise biiyiik harfler ile belirtilmistir.

Asp453Asn degisiminin transkriptte denk geldigi nokta ve neden oldugu aminoasit

degisimi “Ensembl” e-veritaban1 kullanilarak belirlenmis ve sekilde gosterilmistir.
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AGTGTTGTAGCACCTCCGCCTGTTGTCCTGCTTCGAGATSTAGAGACTCCTTCEGARGAA
AGTGTTGTAGCACCTCCGCCTGTTGTCCTGCTTCEAGAT STAGAGACTCCTTCCGAAGAA
-$--V--V--A--P--P--P--V--V--L--L--B-=D5-V--E--T--P--S--E--E-

Dizi 4.17. PLG cDNA’sinda Asp453Asn degisiminin meydana geldigi noktanin kodon
diizeni ile aminoasit dizisi goriilmektedir. Asp453Asn mutasyonuna neden olan G>A
degisiminin gerceklestigi nokta isaretlenmistir (http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/
Transcript/Sequence cDNA?db=core;g=ENSG00000122194;r=6:161123270-161174338;
t=ENST00000308192).

4.3.2.3. Pro744Ser

PLG geninin ondokuzuncu ekzonunda prolin’in serin’e doniisiimiine neden olan bir C>T
degisimi saptanmistir. Prolin’i kodlayan CCT kodonu, TCT seklinde degiserek serin’i
kodlar duruma gelmistir. Pro744Ser yanlis anlamli mutasyonu HGMD’de yer almakta olup
ilk olarak 2006 yilinda tanimlanmistir (Tefs vd 2006).

S6z konusu mutasyon hasta grubumuzdan sadece bir kiside homozigot durumda ve bu
hastanin iki kardesinde heterozigot durumda saptanmistir. Hasta mutasyonu homozigot
durumda tagimakta, saglikli aile bireyleri ise heterozigot durumda tasimaktadir. Bu bulgu
literatiirde yer alan PLG genindeki homozigot mutasyonlarin hastaliga neden oldugu ile
ilgili bilgiyle tutarlilik gostermektedir. Mutasyonu heterozigot ve homozigot durumda

tastyan Orneklerin DNA dizi analizi goriintiisii sekilde goriilmektedir.
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b. C.

Sekil 4.18. a. Pro744Ser degisimini tasimayan homozigot yabanil tip 6rnegin DNA dizi
analiz goriintiisii b. Pro744Ser degisimini heterozigot olarak tasiyan 6rnegin DNA dizi
analizi goriintiisii ¢. Pro744Ser degisimini homozigot olarak tagiyan ornegin DNA dizi
analizi goriintiisii

Ondokuzuncu ekzonda mutasyonun meydana geldigi nokta, asagidaki dizide kirmizi ile

isaretlenmistir.

tatggatagtagaaggatggcatcccataataaaaggcaggcagectaaccctcacatgeatttttctctcectetgtatagGGTGA
CAGTGGAGGTICTCTGGTTTGCTTCGAGAAGGACAAATACATTTTACAAGGAGTC
ACTTCTTGGGGTCTTGGCTGTGCACGCCCCAATAAGCCTGGTGTCTATGTTCGTGT
TTCAAGGTTTGTTACTTGGATTGAGGGAGTGATGAGAAATAATTAATTGGACGGG
AGACAGAGTGACGCACTGACTCACCTAGAGGCTGGAACGTGGGTAGGGATTTAG
CATGCTGGAAATAACTGGCAGTAATCAAAC

Dizi 4.18. 337 bg¢’den olusan ondokuzuncu ekzon iizerinde Pro744Ser degisiminin
meydana geldigi nokta kirmizi ile isaretlenmistir. Intronlar kiigiik harfler, ondokuzuncu
ekzon siyah biiylik harfler ile, transle olmayan 3° downstream dizi ise mavi biiyiik harflerle
belirtilmistir.

Pro744Ser degisiminin transkriptte denk geldigi nokta ve neden oldugu aminoasit degisimi

“Ensembl” e-veritabani kullanilarak belirlenmis ve sekilde gosterilmistir.
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K

AGTGGAGGHICTIC TGGTTTGCTTCGAGAAGGACAAATACAT TTTACAAGGAGTCACTTCT
AGTGGAGGTCCTCTGGTTTGCTTCGAGAAGGACAAATACATTTTACAAGGAGTCACTTCT
-5--G--G-%P4-L--V--C--F--E--K--D--K--Y--I--L--Q--G--V--T--S-

Dizi 4.19. PLG cDNA’sinda Pro744Ser degisiminin meydana geldigi noktanin kodon
diizeni ile aminoasit dizisi goriilmektedir. Pro744Ser mutasyonuna neden olan C>T
degisiminin gergeklestigi nokta kirmizi ile isaretlenmistir (http://www.ensembl.org/
Homo_sapiens/Transcript/Sequence cDNA?db=core;g=ENSG00000122194;r=6:1611232
70-161174338;t=ENST00000308192).

4.4 Saptanan Es Anlamh (Synonymous) Mutasyonlar

4.4.1. Saptanan Yeni Es Anlamh Mutasyonlar

4.4.1.1. 582 C>T

PLG geninin altinc1 ekzonunda aminoasit degisimine neden olmayan bir C>T degisimi
saptanmistir. Degisim sonucu aspartik asit’t kodlayan GAC kodonu GAT sekline
doniigmiistiir. GAT kodonu da aspartik asit aminoasitini kodlamaktadir. S6z konusu
degisim daha Once literatiirde bildirilmemistir, degisim ensembl e-veritabani esas alinarak

582 C>T seklinde isimlendirilmistir.

Calismamizda 582 C>T degisimi sadece bir ligndz konjuktivit hastasi ve hastanin

babasinda heterozigot durumda saptanmustir.

PG AA ACTATG ACGGCAAAATTTCCA G &G L & ACTATG ANG GC AAA AT T T C O

a. A b.

Sekil 4.19. a. 582 C>T degisimini tasimayan homozigot yabanil tip 6rnegin DNA dizi
analizi goriintiisii b. 582 C>T degisimini heterozigot durumda tasiyan hastanin DNA dizi
analiz goriintiisii
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Altinc1 ekzonda mutasyonun meydana geldigi nokta, asagidaki dizide kirmizi ile

isaretlenmistir.

gaattacatcggaatgagaggcaagtcgceacttaagtgagtaggattctggtttttactctctattttgettcatccatttcagttttcttcttect
ctctgtccttccttcccactctgtccagAGGAATGTATGCATTGCAGTGGAGAAAACTATGAIGGC
AAAATTTCCAAGACCATGTCTGGACTGGAATGCCAGGCCTGGGACTCTCAGAGCC
CACACGCTCATGGATACATTCCTTCCAAgtaagtctcactgggaaaaacattccatgtttaattaaggctctge
agctctatcagacatttgctgtcatttagatattttagcattcctcaagaagt

Dizi 4.20. 345 bg¢’den olusan altinc1 ekzon iizerinde 582 C>T degisiminin meydana geldigi
nokta kirmmzi ile isaretlenmistir. Intronlar kiigiik, altinci ekzon ise biiyiik harfler ile
belirtilmistir.

GAGTGTGAAGAGGAATGTATGCATTGCAGTGGAGAAAACTATGAJsGCAAAATTTCCAAG
GAGTGTGAAGAGGAATGTATGCATTGCAGTGGAGAAAACTATGACFGCAAAATTTCCAAG
-E--C--E--E--E--C--M--H--C--5--G--E--N--Y\--D-}G--K--I--S--K-

Dizi 4.21. PLG cDNA’sinda 582 C>T degisiminin meydana geldigi noktanin kodon diizeni
ile aminoasit dizisi goriilmektedir. 582 C>T degisimine neden olan C>T degisiminin
gerceklestigi nokta kirmizi ile isaretlenmistir
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence cDNA?db=core;g=ENSG00
000122194;r=6:161123270-161174338;t=ENST00000308192).

4.4.2. Saptanan Bilinen Es Anlamh Mutasyonlar

4.4.2.1.330 C>T

PLG geninin doérdiincii ekzonunda aminoasit degisimine neden olmayan bir C>T degisimi
saptanmigtir. Degisim sonucu asparajin’i kodlayan AAC kodonu AAT sekline
doniismiistiir. AAT kodonu da asparajin aminoasitini kodlamaktadir. S6z konusu degisim
daha oOnce literatiirde bildirilmis ve ensembl e-veritabaninda 330 C>T seklinde

isimlendirilmistir.

Calismamizda 330 C>T mutasyonu hastalarin 4’iinde heterozigot, 3’iinde homozigot

durumda saptanmuistir.
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Sekil 4.20. a. 330 C>T degisimini tagimayan homozigot yabanil tip 6rnegin DNA dizi
analiz gorlintlisii b. 330 C>T degisimini heterozigot olarak tagiyan 6rnegin DNA dizi
analizi gorlintlisii ¢. 330 C>T degisimini homozigot olarak tasiyan 6rnegin DNA dizi

analizi goriintiisii

Dordiincii ekzonda mutasyonun meydana geldigi nokta, asagidaki dizide kirmizi ile

isaretlenmisgtir.

agaatgtaagctccatgacggccaagectctggetgeactgtgeceegtgtgtccccageatectggtggggctegatacaca
gagagctcataagtagcatttgaatacatgaatcaaagaatggctcagtttactgcagcectttttgcagatgcaaaagatgatctttt
agaaagcagaaacagggggtctggtgcatgagatcttttictcaacgtgactatgctgtgcagaccttcatgtggtgtettgtgaa
agactttgaccactgtgtggacttcccttcagTGTATCTCTCAGAGTGCAAGACTGGGAATGGA
AAGAAITACAGAGGGACGATGTCCAAAACAAAAAATGGCATCACCTGTCAA
AAATGGAGTTCCACTTCTCCCCACAGACCTAGgtaagacattccctttcatctttgtgttcatctact

Dizi 4.22. 463 bg’den olusan dordiincii ekzon iizerinde 330 C>T degisiminin meydana
geldigi nokta kirmiz1 ile isaretlenmistir. Intronlar kiiciik, dérdiincii ekzon ise biiyiik harfler

ile belirtilmistir.

330 C>T degisiminin transkriptte denk geldigi nokta “Ensembl” e-veritabani kullanilarak

belirlenmis ve dizide gosterilmistir.
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CTETCAGAGTGCAAGACTGGGAATGGAANGAAETACAGAGGGACGATGTCCAAAACAAAA
CTCTCAGAGTGCAAGACTGGGAATGGAANGAACTACAGAGGGACGATGTCCAAAACAAAA
-L--S--E--C--K--T--G--N--G--K\-N-/~Y--R--G--T--M--S--K--T--K-

Dizi 4.23. PLG cDNA’sinda 330 C>T degisiminin meydana geldigi noktanin kodon diizeni
ile aminoasit dizisi goriilmektedir. 330 C>T degisimine neden olan C>T degisiminin
gerceklestigi nokta isaretlenmistir (http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/
Sequence cDNA?db=core;g=ENSG00000122194;r=6:161123270-161174338;t=
ENST00000308192).

4.4.2.2.771 T>C

PLG geninin yedinci ekzonunda aminoasit degisimine neden olmayan bir T>C degisimi
saptanmistir. Degisim sonucu sistein’i kodlayan TGT kodonu TGC sekline doniismiistiir.
TGC kodonu da sistein aminoasitini kodlamaktadir. S6z konusu degisim daha once

literatiirde bildirilmis ve ensembl e-veritabaninda 771 T>C seklinde isimlendirilmistir.

Calismamizda 771 T>C degisimi taranan 16 hastanin 1’inde heterozigot, 3’iinde

homozigot durumda saptanmastir.

n :

| o f
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C.

Sekil 4.21. a. 771 T>C degisimini tasimayan homozigot yabanil tip 6rnegin DNA dizi
analiz gorlintiisii b. 771 T>C degisimini heterozigot olarak tagiyan 6rnegin DNA dizi
analizi gorlintlisii ¢. 771 T>C degisimini homozigot olarak tasiyan 6rnegin DNA dizi
analizi gorlintiisii
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Yedinci ekzonda mutasyonun meydana geldigi nokta, asagidaki dizide kirmizi ile

isaretlenmistir.

aagaaagtccttggaatacagggccaaccttgtttccttgttgecatctctgaacacagecttcatctgattacctcctccatgecc
gactgtgcctagcacacagcaggtgctcaatgtttgctcttgaaaaagagtcttatccatgaatgtaaatgttcagtgctactaaaa
tetttettgtccattcagATTTCCAAACAAGAACCTGAAGAAGAATTACTGTCGTAACCC
CGATAGGGAGCTGCGGCCTTGGTGTTTCACCACCGACCCCAACAAGCGCTGG
GAACTTTGIGACATCCCCCGCTGCAgtgagtatgatgcacacccagattccaggatttggacctgccct
gttcttgaaatcaaaagaaaacatgtgtcagtgcctgagtgcagectctgaaaagtgacctacaagtectatgggatgttattggt
ctt

Dizi 4.24. 444 bg¢’den olusan yedinci ekzon iizerinde 771 T>C degisiminin meydana
geldigi nokta kirmiz ile isaretlenmistir. Intronlar kiiciik, yedinci ekzon ise biiyiik harfler
ile belirtilmistir.

771 T>C degisiminin transkriptte denk geldigi nokta “Ensembl” e-veritaban1 kullanilarak

belirlenmis ve asagida gosterilmistir.

Y
GAGCTGCGGCCTTGGTGTTTCACCACCGACCCCAACAAGCGCTGGGAACTTTGEGACATC
GAGCTGCGGCCTTGGTGTTTCACCACCGACCCCAACAAGCGCTGGGAACTTTGTGACATC
-E--L--R--P--W--C--F--T--T--D--P--N--K--R--W--E--L-\C—-p--I-

Dizi 4.25. PLG cDNA’sinda 771 T>C degisiminin meydana geldigi noktanin kodon diizeni
ile aminoasit dizisi goriilmektedir. 771 T>C degisimin gerceklestigi nokta isaretlenmistir
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence cDNA?db=core;g=ENSG00
000122194;r=6:161123270-161174338;t=ENST00000308192).

4.4.2.3. 1083 A>G

PLG geninin dokuzuncu ekzonunda aminoasit degisimiyle sonuclanmayan bir A>G
degisimi saptanmistir. Degisim sonucu glutamin’i kodlayan CAA kodonu CAG sekline
dontigsmiistiir. CAG kodonu da glutamin aminoasitini kodlamaktadir. S6z konusu degisim
daha oOnce literatiirde bildirilmis ve ensembl e-veritabaninda 1083 A>G seklinde

isimlendirilmistir.

Calismamizda 1083 A>G degisimi taranan 16 hastanin 3’linde heterozigot, 5’inde

homozigot durumda saptanmastir.
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C.

Sekil 4.22. a. 1083 A>G degisimini tasimayan homozigot yabanil tip 6rnegin DNA dizi
analiz gorlintlisii b. 1083 A>G degisimini heterozigot olarak tagiyan ornegin DNA dizi
analizi goriintlisii ¢. 1083 A>G degisimini homozigot olarak tasiyan ornegin DNA dizi
analizi goriintiisii

Dokuzuncu ekzonda mutasyonun meydana geldigi nokta, asagidaki dizide kirmizi ile

isaretlenmisgtir.

aaggaaatgaactttagcacgttttttcccgtaacggttgtictcaaagegtggttccctagacttttttctttttggaaagctaaactc
acaatcacttctttttcagAAATTTGGATGAAAACTACTGCCGCAATCCTGACGGAAAAA
GGGCCCCATGGTGCCATACAACCAACAGCCAAGTGCGGTGGGAGTACTGTA
AGATACCGTCCTGTGACTCCTCCCCAGTATCCACGGAACABTTGGCTCCCAC

AGgtaagcaagggtatgggagcttactgagggcccaagttttctccttatttttgtataccagtggcatcatcacaatatacagta
getttgtaagtttaatgetattgtggtcagaa

Dizi 4.26. 371 b¢’den olusan dokuzuncu ekzon lizerinde 1083 A>G degisiminin meydana
geldigi nokta kirmizi ile isaretlenmistir. intronlar kiigiik, dokuzuncu ekzon ise biiyiik
harfler ile belirtilmistir.

1083 A>G degisiminin transkriptte denk geldigi nokta “Ensembl” e-veritabani kullanilarak

belirlenmis ve sekilde gosterilmistir.
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Dizi 4.27. PLG cDNA’sinda 1083 A>G degisiminin meydana geldigi noktanin kodon
diizeni ile aminoasit dizisi goriilmektedir. 1083 A>G degisimin gerceklestigi nokta
isaretlenmistir (Homo_sapiens/Transcript/Sequence cDNA?db=core;g=
ENSG00000122194;r=6:161123270-161174338;t=ENST00000308192).

4.4.2.4. 2286 T>G

PLG geninin ondokuzuncu ekzonunda aminoasit degisimiyle sonuglanmayan bir T>G
degisimi saptanmistir. Degisim sonucu glisin’i kodlayan GGT kodonu GGG sekline
doniigmiistiir. GGG kodonu da glisin aminoasitini kodlamaktadir. S6z konusu degisim
daha oOnce literatiirde bildirilmis ve ensembl e-veritabaninda 2286 T>G seklinde

isimlendirilmistir.

Calismamizda 2286 T>G degisimi taranan 16 hastanin 7’sinde homozigot durumda
saptanmistir. Mutasyonu tagimayan yabanil tip Ornek ile mutasyonu heterozigot ve

homozigot tasiyan 6rneklerin goriintiisii sekilde goriilmektedir.

GTGG /GGICCTCTGGT TJ.GC
G 60, 70"

C/GTGG %GIC lClGGIIIGC
70

\ I

Sekil 4.23. a. 2286 T>G deglslmlm tagimayan h0m021g0t yabanil tip 6rnegin DNA dizi
analiz goriintiisii b. 2286 T>G degisimini heterozigot olarak tasiyan drnegin DNA dizi
analizi goriintiisii ¢. 2286 T>G degisimini homozigot olarak tasiyan 6rnegin DNA dizi
analizi gorlintilisi
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Ondokuzuncu ekzonda mutasyonun meydana geldigi nokta, asagidaki dizide kirmizi ile

isaretlenmisgtir.

tatggatagtagaaggatggcatcccataataaaaggcaggcagectaaccctcacatgeatttttctctcectetgtatagGGTGA
CAGTGGAGGHECCTCTGGTTTGCTTCGAGAAGGACAAATACATTTTACAAGGAGTC
ACTTCTTGGGGTCTTGGCTGTGCACGCCCCAATAAGCCTGGTGTCTATGTTCGTGT
TTCAAGGTTTGTTACTTGGATTGAGGGAGTGATGAGAAATAATTAATTGGACGGG
AGACAGAGTGACGCACTGACTCACCTAGAGGCTGGAACGTGGGTAGGGATTTAG
CATGCTGGAAATAACTGGCAGTAATCAAAC

Dizi 4.28. 337 b¢’den olusan ondokuzuncu ekzon iizerinde 2286 T>G degisiminin
meydana geldigi nokta kirmizi ile isaretlenmistir. Intronlar kiigiik harfler, ondokuzuncu
ekzon siyah biiylik harfler ile, transle olmayan 3° downstream dizi ise mavi biiyiik harflerle
belirtilmistir.

2286 T>G degisiminin transkriptte denk geldigi nokta “Ensembl” e-veritabani kullanilarak

belirlenmis ve sekilde gosterilmistir.

K

AGTGGAGGCYTCTGGTTTGCTTCGAGAAGGACAAATACATTTTACAAGGAGT CACTTCT
AGTGGAGGTCETCTGGTTTGCTTCGAGAAGGACAAATACATTTTACAAGGAGTCACTTCT
-5--G-3\G-/P--L--V--C--F--E--K--D--K--Y--I--L--Q--G--V--T--S-

Dizi 4.29. PLG cDNA’sinda 2286 T>G degisiminin meydana geldigi noktanin kodon
diizeni ile aminoasit dizisi goriilmektedir. 2286 T>G degisimin gergeklestigi nokta
isaretlenmigstir  (http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Sequence ¢cDNA?db=
core;g=ENSG00000122194;r=6:161123270-161174338;t=ENST00000308192).

4.5. Transle Olmayan Boélgedeki (UTR) Mutasyonlar

4.5.1. c.*45 A>G

PLG geninin ondokuzuncu ekzonu i¢inde, transle olmayan bodlgede bir A>G degisimi
saptanmigtir. S0z konusu degisim daha Once literatiirde bildirilmis ve ensembl e-

veritabaninda ¢.*45 A>G seklinde isimlendirilmistir.

Calismamizda c¢.*45 A>G degisimi taranan 16 hastanin 5’inde homozigot durumda

saptanmistir.
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Sekil 4.24. a. c.*45 A>G degisimini tasimayan homozigot yabanil tip 6rnegin DNA dizi
analiz goriintiisii b. c.*45 A>G degisimini homozigot olarak tasiyan 6rnegin DNA dizi
analizi gorlintiisii

b.

Ondokuzuncu ekzonun transle olmayan kisminda degisimin meydana geldigi nokta, dizide

kirmizi ile isaretlenmistir.

TGAGGGAGTGATGAGAAATAATTAATTGGACGGGAGACAGAGTGACGCA
CTGACTCACCTAGAGGCTGGJACGTGGGTAGGGATTTAGCATGCTGGAAA
TAACTGGCAGTAATCAAACGAAGACACTGTCCCCAGCTACCAGCTACGCC
AAACCTCGGCATTTTTTGTGTTATTTTCTGACTGCTGGATTCTGTAGTAAG
GTGACATAGCTATGACATTTGTTAAAAATAAACTCTGTACTTAACTTTGAT
TTGAGTAAATTTTGGTTTTGGTCTTCAACA tttcatgetetttgttcaccccaccaatttttaaatg
ggcagatggggogooatttagetgcttitgataaggaacagetgcacaaaggactgagecaggcetgecaaggtcacagaggeg
agagccaagaagttgtccacgcatttacctcatcagctaacg

Dizi 4.30. 440 bg¢’den olusan ve ondokuzuncu ekzonun transle olmayan bolgesi ile 3’
UTR’yi de icgine alan dizi lizerinde degisiminin meydana geldigi nokta kirmizi ile
isaretlenmistir. Ondokuzuncu ekzonun transle olan bolgesinin amplikon i¢inde yer alan
kismu1 siyah biiyiik harfler, transle olmayan kistm mor biiyiik harfler, 3’UTR kismi ise
kiictik yesil harflerle gosterilmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

Genetik hastaliklarin incelenmesi ve arastirilmasinda Oncelikli asama hastalikla iliskili
genin tanimlanmasidir. Geni tanimlanmis olan hastalikta takip eden ikinci asama genis
hasta gruplarinda ilgili gendeki mutasyonlarin saptanmasidir. Bugiin insan genetigi
iizerinde yapilan arastirmalarin iizerinde en yogun olarak durdugu konularin basinda
bireyler aras1 farkliliklar ile genlerdeki mutasyonlar ve bunlarin olast etkilesimleri yer
almaktadir. Insan genetik hastaliklarinda tanimlanmis biitiin mutasyonlar1 biinyesinde
barindiran “Human Genome Mutation Database” (HGMD) barindirdig1 bu verileri Biobase
aracilifiyla hastaliklarin dogasi, ilgili genlerin iiriinlerinin yap1 ve islevleri ile bir biitiin
olarak incelenmesine imkan tanimaktadir. Biobase ve HGMD yalnizca mutasyon verilerini
degil, tanimlanmis biitiin tekli niikleotid polimorfizmlerini (TNP) biinyesinde barindiran
NCBI dbSNP verilerini de analizlerinde degerlendirmeye almaktadir. Bu nedenledir ki

genetik hastaliklara neden olan genlerdeki mutasyonlarin tanimlanmasi énemlidir.

Bu tez ¢alismasinin konusu olan Tip I PLG eksikligine neden olan PLG gen mutasyonlari
bugiine dek cesitli hasta gruplarinda aragtirillmistir. Analiz edilen bu hasta gruplarinda
miinferit olarak Tirk hastalar da yer almis ve mutasyonlar tanimlanmistir (Schuster vd
1997, Schott vd 1998, Tefs vd 2006). Ancak bugiine dek yalnizca Tiirk hastalarla yapilan
genis kapsamli bir PLG gen analiz ¢aligmast bulunmamaktadir. Sunulan ¢alisma kapsami
ile bu eksikligi gidermeye yonelik olarak tasarlanmistir. Beklenildigi gibi calisma
sonucunda bilinen yanlis anlamli, es anlamli ve 3’ transle olmayan bolge mutasyonlari
yaninda literatiirde daha Once yer almayan yeni anlamsiz (nonsense), yanlis anlamli
(missense, nonsynonymous), es anlamli (synonymous) mutasyonlar ile ayiklama bolgesi
(splice site) mutasyonu tanimlanmistir (Sekil 5.1). Saptanan mutasyonlardan literatiirde
daha 6nce yer almayan Cys30Ter anlamsiz, +1 IVS6 G>A ayiklama bdlgesi mutasyonu,
Glul61Lys, Glyl199Val, Tyr264Cys, Gly401Asp, Gly684Asp yanlis anlamli ve 582 C>T
es anlamli mutasyonlar1 bu c¢alismayla ilk defa tanimlanmistir. Yeni tanimlanan bu
degisimlerin yaninda literatiirde var olan Lys19Glu, Asp453Asn, Pro744Ser yanlis anlaml
330 C>T, 771 T>C, 1083 A>G, 2286 T>G es anlamli ve ¢.*45 A>G 3’UTR mutasyonlari

da saptanmustir.
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Glul61Lys

Gly199Val
582 C>T
+11VS6 G>A
771 T>C Pro744Ser
Cys30Ter Tyr264Cys Gly401Asp 2286 T>G
Lys19Glu 330 C>T ul083 A>G Asp453Asn Gly684Asp c.*45 A>G
Lol T
|
|
|
‘1 23 4 5 6 7 89 10 1112 13 141516 17 1819’
Ekzonlar

Sekil 5.1. PLG geni ekzon-intron yapisi ve saptanan mutasyonlarin konumu, yeni
tanimlanmis olan mutasyonlar kirmizi ile yazilmistir.
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000122
194;r=6:161123270-161174338;t=ENST00000308192)

Yeni Tanimlanan Anlamsiz (Nonsense) Mutasyonlar

Cys30Ter

PLG geninin ikinci ekzonunda sistein aminoasitini kodlayan TGT kodonunun TGA
sonlanma kodonuna doniisiimiine neden olan bir T>A degisimi saptanmis ve degisim
Cys30Ter olarak isimlendirilmistir. Cys30Ter anlamsiz ~ mutasyonunun, HGMD’de
degerlendirilmesi sonucu, literatiirde daha ©nce bildirilmedigi dolayisiyla bizim

calismamizla ilk defa saptanmis bir mutasyon oldugu belirlenmistir.

Cys30Ter anlamsiz mutasyonu, 19 ekzonlu PLG geni {iriinii olan PLG molekiiliiniin
translasyon sirasinda ikinci ekzon gibi erken bir evrede sonlanmasina neden olmasi
acisindan olduk¢a 6nemlidir. Olduke¢a erken evrede gerceklesen bu sonlanmanin islevsiz

PLG molekiilii olusumuna yol agacag: siiphesizdir.
Cys30Ter anlamsiz mutasyonu sadece PLG 183 kodlu hastada heterozigot durumda

saptanmigtir. Ayni hasta séz konusu mutasyona ek olarak Glul61Lys yanlis anlamh

mutasyonunu heterozigot olarak tagimaktadir. Bu durum, literatiirde belirtildigi gibi sadece
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homozigot ya da birlesik heterozigot mutasyonlarin Tip I PLG eksikligine neden oldugu
yoniindeki verilerle tutarlidir. Zira hastanin PLG 182 kodlu babasi da Glul61Lys
mutasyonunu heterozigot durumda tasimasina ragmen Cys30Ter mutasyonu tasimamakta
olup sagliklidir. Hasta ve babasi Asp453Asn degisimini homozigot olarak tagimakla
birlikte literatiirde bu degisimin ¢ok sik goriildiigii belirtilmis ve mutasyon olmaktan ¢ok

normal popiilasyondaki bir polimorfizm olarak nitelendirilmistir (Petersen vd 1990).

Hastanin ve babasinin ayni zamanda 330 C>T ile 1083 A>G es anlamli mutasyonlarin
homozigot durumda ve yeni tanimladigimiz 582 C>T es anlamli mutasyonunu heterozigot
tasidigr belirlenmistir. Bu mutasyonlar molekiiliin aminoasit dizilimini degistirmeyip ayni
aminoasiti  kodladiklar1  i¢cin  hastaliga neden olabilecek degisimler olarak
diistintilmemektedir. Zira, hem hasta hem de babasi ayni es anlamli degisimleri aym
genotipte tagimaktadir fakat hastanin babasiyla karsilastirildiginda Glul61Lys yanlis
anlamli mutasyonuna ek olarak Cys30Ter anlamsiz mutasyonunu birlesik heterozigot

durumda tagimasinin hastaligin ortaya ¢ikisini sagladigi goriilmektedir.

Yeni Saptanan Ayiklama Bolgesi (Splice Site) Mutasyonlari

+1IVS6 G>A

PLG geninin altinc1 ekzonunun bitimini takip eden altinci intronda bir G>A degisimi
belirlenmis ve +1 IVS6 G>A seklinde isimlendirilmistir. HGMD’de degerlendirilmesi
sonucu, literatiirde daha Once bildirilmedigi dolayisiyla bizim ¢alismamizla ilk defa

saptanmig bir mutasyon oldugu belirlenmistir.

Cogu intron GT dizisi ile baglamakta ve AG ile bitmektedir (5’-3” yoniinde). Bu diziler
sirastyla ayiklama verici ve ayiklama alic1 bolgeler olarak tanimlanir. Genlerin ¢ogunda bu
diziler mevcuttur ve ayiklama sinyalini goérevi  goriirler  (http:/www.web-
books.com/MoBio/Free/Ch5A4.htm). Bu nedenle GT ya da AG dizilerinde meydana
gelecek bir degisim ayiklama mekanizmasini etkileyerek transkriptin farkli sekilde
ayiklama olmasint saglayarak ve dolayisiyla olusacak proteinin yap1 ve Ozelligini

degistirebilecektir.
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S6z konusu mutasyonu PLG 178 ve PLG 195 kodlu hastalarin homozigot, PLG 178 kodlu
hastanin PLG 177 kodlu babasi1 ile PLG 179 kodlu annesinin heterozigot durumda tasidig:
belirlenmistir. PLG 178 kodlu hastanin ligndz konjuktivit yaninda hidrosefalisinin de
oldugu ve akraba evliligi neticesinde diinyaya geldigi bilinmektedir. Literatlirdeki yaygin
kant ile tutarli sekilde mutasyonu homozigot olarak tasiyan bireylerin hastalig1 sergilerken
heterozigot tasiyan aile bireylerinin sergilemedigi goriilmiistiir. PLG 178 kodlu hasta +1
IVS6 G>A mutasyonuna ek olarak Asp453Asn yanlis anlamli mutasyonu ile 330 C>T,
1083 A>G ve 2286 T>G es anlamli mutasyonlarini, PLG 195 kodlu hasta ise 1083 A>G ve

2286 T>G es anlamli mutasyonlarini homozigot olarak tasimaktadir.

Yeni Saptanan Yanhs Anlamh (Missense, nonsynonymous) Mutasyonlar

Glul61Lys

PLG geninin besinci ekzonunda glutamik asit’in lizin’e doniisiimiine neden olan bir G>A
degisimi saptanmis ve degisim Glul61Lys olarak isimlendirilmistir. Glutamik asit (E)’ 1
kodlayan GAG kodonu, AAG seklinde degiserek lizin aminoasitini kodlar duruma
gelmistir. Glul61Lys yanlis anlamli mutasyonunun HGMD’de degerlendirilmesi sonucu,
literatiirde daha once bildirilmedigi dolayisiyla bizim ¢alismamizla ilk defa saptanmis bir
mutasyon oldugu belirlenmistir. Insan, sempanze, domuz ve fare aminoasit dizilerinin
karsilagtirilmasi yoluyla Glul61Lys mutasyonunun tiirler arasinda korunmus olan kritik
onemdeki bir noktaya denk geldigi belirlenmistir. Bu durum glutamik asit’in bulundugu
konumun, PLG fonksiyonu a¢isindan énemli oldugunu ve bu noktadaki degisimin PLG’in
fonksiyonunu etkileyebilecegini gostermektedir, bu nedenle birbirinden farkli dort

organizmada da ayn1 konumda yer alacak sekilde korunmustur.

Calisma grubumuzda, s6z konusu mutasyon sadece PLG 183 kodlu hastada heterozigot
durumda saptanmistir. S6z konusu hasta yukarida bahsi gecen Cys30Ter anlamsiz
mutasyonunu da heterozigot durumda tasiyan hastadir. Hastanin babasi olan PLG 182
kodlu hastanin da s6z konusu mutasyonu ayni genotipte tasidigi belirlenmigtir. Fakat
literatiirde belirtildigi gibi mutasyonu homozigot ya da baska bir mutasyonla birlesik-

heterozigot durumda tagimadigi i¢in hastaliktan etkilenmedigi diigiiniilmektedir.
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Gly199Vval

PLG geninin altinc1 ekzonunda glisin’in valin’e doniisiimiine neden olan bir G>T degisimi
saptanmis ve degisim Glyl199Val olarak isimlendirilmistir. Glisin’i kodlayan GGA
kodonu, GTA seklinde degiserek valin aminoasitini kodlar duruma gelmistir. Gly199Val
yanlis anlamli mutasyonunun HGMD’de degerlendirilmesi sonucu, literatiirde daha once
bildirilmedigi dolayisiyla bizim c¢alismamizla ilk defa saptanmis bir mutasyon oldugu
belirlenmistir. Insan, sempanze, domuz ve fare aminoasit dizilerinin karsilastirilmasi
yoluyla Glyl199Val mutasyonunun tiirler arasinda korunmus olan kritik énemdeki bir
noktaya denk geldigi belirlenmistir. Bu durum glisin’in bulundugu konumun, PLG
fonksiyonu acisindan dnemli oldugunu ve bu noktadaki degisimin PLG’in fonksiyonunu
etkileyebilecegini gostermektedir, bu nedenle birbirinden farkli dort organizmada da ayni

konumda yer alacak sekilde korunmustur.

S6z konusu mutasyonu, PLG 193 ve PLG 194 kodlu birbiriyle baglantisiz iki lignoz
konjuktivit hastasinin heterozigot durumda tasidig1 belirlemistir. Bunlardan PLG 193 kodlu
hastanin klinik bulgularinda lignéz konjuktivite ek olarak genitoiiriner sistem tutulumu da
saptanmigtir. Hastalar aym1 zamanda Asp453Asn yanlis anlamli mutasyonunu da
heterozigot durumda tasimakta olup, buna ek olarak 330 C>T ve 1083 A>G es anlamli
mutasyonlarin1 heterozigot, 2286 T>G es anlamli mutasyonu ile c. *45 A>G transle

olmayan bdlge mutasyonunu homozigot durumda tasidiklart belirlenmistir.

Tyr264Cys

PLG geninin sekizinci ekzonunda tirozin’in sistein’e doniisiimiine neden olan bir A>G
degisimi saptanmis ve degisim Tyr264Cys olarak isimlendirilmistir. Tirozin’i kodlayan
TAT kodonu, TGT seklinde degiserek sistein aminoasitini kodlar duruma gelmistir.
Tyr264Cys yanlis anlamli mutasyonunun HGMD’de degerlendirilmesi sonucu, literatiirde
daha once bildirilmedigi dolayisiyla bizim ¢aligmamizla ilk defa saptanmis bir mutasyon
oldugu belirlenmistir. Insan, sempanze, domuz ve fare aminoasit dizilerinin
karsilagtirilmast yoluyla Tyr264Cys mutasyonunun tiirler arasinda korunmus olan kritik
onemdeki bir noktaya denk geldigi belirlenmistir. Bu durum tirozin’in bulundugu

konumun, PLG fonksiyonu a¢isindan énemli oldugunu ve bu noktadaki degisimin PLG’in
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fonksiyonunu etkileyebilecegini gostermektedir, bu nedenle birbirinden farkli dort

organizmada da ayn1 konumda yer alacak sekilde korunmustur.

Mutasyonu sadece PLG 44 kodlu bir hastanin homozigot durumda tasidigi belirlenmistir.
Hastanin bu mutasyonu homozigot tasimasi, literatiirdeki hastalifa homozigot ya da
birlesik heterozigot mutasyonlarin neden oldugu yoniindeki genel kani ile uyumludur.
Hasta ayn1 zamanda Asp453Asn mutasyonunu da homozigot durumda tasimakta olsa da
yukarida da deginildigi gibi bu mutasyon daha ¢ok normal popiilasyondaki bir polimorfizm
olarak kabul edilmektedir. PLG 44 kodlu hasta ayni1 zamanda 330 C>T ve 1083 A>G es

anlamli mutasyonlarini homozigot olarak tasimaktadir.

Gly401Asp

PLG geninin onbirinci ekzonunda glisin’in aspartik asit’e doniisiimiine neden olan bir G>A
degisimi saptanmis ve degisim Gly401Asp olarak isimlendirilmistir. Glisin (G)’1 kodlayan
GGC kodonu, GAC seklinde degiserek aspartik asit aminoasitini kodlar duruma gelmistir.
Gly401Asp yanlis anlamli mutasyonunun, insan genlerinde tanimlanmis mutasyonlari
iceren “Human Genome Mutation Database” (HGMD) e-veritabaninda degerlendirilmesi
sonucu literatiirde daha Once bildirilmemis dolayisiyla bizim calismamizla ilk defa
saptanmig bir mutasyon oldugu belirlenmistir. insan, sempanze, domuz ve fare aminoasit
dizilerinin karsilagtirilmas: yoluyla Gly401Asp mutasyonunun tiirler arasinda korunmus
olan kritik 6nemdeki bir noktaya denk geldigi belirlenmistir. Bu durum glisin’in bulundugu
konumun, PLG fonksiyonu a¢isindan dnemli oldugunu ve bu noktadaki degisimin PLG’in
fonksiyonunu etkileyebilecegini gostermektedir, bu nedenle birbirinden farkli dort

organizmada da ayn1 konumda yer alacak sekilde korunmustur.

S6z konusu mutasyon, DHPLC analizinde siipheli goriiniime sahip 6rnegin DNA dizi
analizi ile degerlendirilmesi suretiyle saptanmistir. Mutasyon hicbir ligndz konjuktivit
hastasinda saptanmazken PLG 48 kodlu hasta yakininda heterozigot olarak saptanmaistir.
Mutasyonu tastyan aile bireyi, PLG 45 kodlu lignéz konjuktivit hastasinin annesi olup

isitme engelli oldugu bilinmektedir.
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Gly684Asp

PLG geninin onyedinci ekzonunda glisin’in aspartik asit’e doniisiimiine neden olan bir
G>A degisimi saptanmis ve degisim Gly684Asp olarak isimlendirilmistir. Glisin’i
kodlayan GGC kodonu, GAC seklinde degiserek valin aminoasitini kodlar duruma
gelmistir. Gly684Asp yanlis anlamli mutasyonunun HGMD’de degerlendirilmesi sonucu
literatiirde daha once bildirilmedigi dolayisiyla bizim ¢alismamizla ilk defa saptanmis bir
mutasyon oldugu belirlenmistir. Insan, sempanze, domuz ve fare aminoasit dizilerinin
karsilagtirilmast yoluyla Gly684Asp mutasyonunun tiirler arasinda korunmus olan kritik
onemdeki bir noktaya denk geldigi belirlenmistir. Bu durum glisin’in bulundugu konumun,
PLG fonksiyonu acisindan onemli oldugunu ve bu noktadaki degisimin PLG’in
fonksiyonunu etkileyebilecegini gostermektedir, bu nedenle birbirinden farkli dort

organizmada da ayn1 konumda yer alacak sekilde korunmustur.

Gly684Asp mutasyonu sadece PLG 196 kodlu hastada homozigot olarak saptanmaistir.
Hastanin bu mutasyonu homozigot tasimasi, literatiirdeki hastalifa homozigot ya da
birlesik heterozigot mutasyonlarin neden oldugu yoniindeki genel kani ile uyumludur.
Ayni hastanin 771 T>C, 2286 T>G es anlamli mutasyonlar1 ile c. *45 A>G 3’transle

olmayan bdlge mutasyonunu da homozigot durumda tasidigi belirlenmistir.

Bilinen Yanhs Anlamh Mutasyonlar

Lys19Glu ( K19E )

PLG geninin ikinci ekzonunda lizin’in glutamik asit’e doniisiimiine neden olan bir A>G
degisimi saptanmis olup bu degisimin literatiirde bahsi gecen Lysl19Glu oldugu
belirlenmistir. Lizin (K)’i kodlayan AAG kodonu, GAG seklinde degiserek glutamik asit
(E)’1 kodlar duruma gelmistir. Lys19Glu yanlis anlamli mutasyonu HGMD’de yer almakta

olup ayrica gesitli ¢calismalarda da bildirilmistir.
S6z konusu mutasyon, 2003 yilindaki bir calismada Iskogyali hastalarla ¢alisilmis ve 15

propozitinin 13’linde bir hastada homozigot olmak {izere saptanmistir ve ailesel

hipoplazminojenemi’nin temel nedeni olarak gosterilmistir (Tefs vd 2003). Agir Tip I PLG
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eksikligi olan 50 hasta ile yapilan bir ¢aligmada, Lys19Glu mutasyonu %34’liikk oranla
hastalar arasinda en yaygin goriilen genetik degisim olarak bildirilmistir (Tefs vd 2006).
Bizim hasta grubumuzda ise Lys19Glu mutasyonu PLG 181 kodlu hastada ve hastanin
PLG 180 kodlu halasinda heterozigot, PLG 53 kodlu hastada homozigot hastanin PLG 52
kodlu babasi ve PLG 54 kodlu annesinde heterozigot olarak saptanmistir. Hastalar
disindaki diger aile bireyleri sagliklidir. Bu durum hipoplazminojeneminin en yaygin
nedeni olarak gosterilen Lys19Glu mutasyonun bizim hasta grubumuzda diger toplumlarda

goriildiigi kadar sik goriilmedigi diisiindiirmektedir.

PLG 181 kodlu hastanin Lys19Glu mutasyonuna ek olarak 330 C>T, 771 T>C,
Asp453Asn ve 1083 A>G es anlamli mutasyonlarini heterozigot olarak tasidigi
belirlenmistir. PLG 53 kodlu hastanin ise 330 C>T es anlamli mutasyonunu heterozigot ve

Asp453Asn es anlamli mutasyonunu homozigot olarak tasidigi belirlenmistir.

Asp453Asn

PLG geninin onbirinci ekzonunda aspartik asit’in asparajin’e doniisiimiine neden olan bir
G>A degisimi saptanmis olup bu degisimin Forsgren ve arkadaslarinin 1987 yilindaki
caligmalarinda (Forsgren vd 1987) bildirdikleri Asp453Asn oldugu belirlenmistir. Aspartik
asit’i kodlayan GAT kodonu, AAT seklinde degiserek asparajin’i kodlar duruma gelmistir.
1990 yilinda Petersen ve digerleri de ayni degisimden bahsetmis ve normal
popiilasyondaki bir polimorfizm olarak nitelendirmistir (Petersen vd 1990). S6z konusu
mutasyon, 1998 yilinda PLG eksikligi olan bir Tiirk bebegin bildirildigi bir ¢aligmada da
belirtilmis ve hastaya ek olarak 4 saglikli bireyde de bulunmustur (Schott vd 1998). 2008
yilinda Zaas ve arkadaglari, Asp453Asn mutasyonunun invaziv aspergliozis olusumuna
yatkinlik yarattigini belirtmislerdir (Zaas vd 2008). Asp453Asn mutasyonu, literatiirde
PLG varyantlarinin PLG eksikligi disindaki klinik rahatsizliklarla iligkilendirildigi tek
degisimdir.

Bizim c¢alisgmamizda Asp453Asn degisimi, PLG 44 kodlu hastada homozigot, PLG 178
kodlu hastada homozigot ve hastanin PLG 177 kodlu annesi ile PLG 179 kodlu babasinda
heterozigot, PLG 181 kodlu hasta ve hastanin PLG 184 kodlu annesinde heterozigot ve
hastanin PLG 180 kodlu halasinda homozigot, PLG 183 kodlu hasta ile hastanin PLG 182
kodlu babasinda homozigot, PLG 193 ve PLG 194 kodlu hastalarda heterozigot, PLG 53
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kodlu hasta ile hastanin PLG 54 kodlu annesinde homozigot ve hastanin PLG 52 kodlu
babasinda heterozigot olarak saptanmistir. Degisimin hem saglikli aile bireylerinde hem de
lignd6z konjuktivit hastalarinda olduk¢a yaygin oldugu goriilmektedir. Bu durum,
literatiirde Asp453Asn degisiminin mutasyon olmaktan ¢ok normal popiilasyondaki bir
polimorfizmi temsil ettigine dair yaygim kani ile uyumludur. Ilging olan nokta, Asp453Asn
degisimini tagiyan tiim hastalarda dordiincii ekzondaki 330 C>T ve dokuzuncu ekzondaki
1083 A>G es anlamli mutasyonlarinin da heterozigot ya da homozigot olarak saptanmis
olmasidir. Bu durumda 330 C>T ve 1083 A>G degisimleri Asp453Asn es anlaml
mutasyonuyla birlikte tasiniyor gibi goriinmektedir. Dolayisiyla Asp453Asn yaninda
amimoasit diziliminde farkliliga yol acan bagka bir mutasyonu tasimayan hastalarda, 330
C>T ve 1083 A>G es anlamli mutasyonlarinin Asp453Asn ile birlikte taginmasi hastaligin

ortaya ¢ikmasina neden oluyor olabilir.

Pro744Ser

PLG geninin ondokuzuncu ekzonunda prolin’in serin’e doniisiimiine neden olan bir C>T
degisimi saptanmistir. Prolin’i kodlayan CCT kodonu, TCT seklinde degiserek serin’i
kodlar duruma gelmistir. Pro744Ser yanlis anlamli mutasyonu HGMD’de yer almakta olup
ilk olarak 2006 yilinda tanimlanmistir (Tefs vd 2006).

S6z konusu mutasyon hasta grubumuzdan sadece PLG 187 kodlu bir kiside homozigot
durumda ve bu hastanin PLG 188 ve 189 kodlu iki kardesinde heterozigot durumda
saptanmigtir. Bu bulgu literatiirde yer alan PLG genindeki homozigot mutasyonlarin
hastaliga neden oldugu ile ilgili bilgiyle tutarlilik géstermektedir. Hastanin ayni1 zamanda

2286 T>G ve c. *45 A>G degisimlerini homozigot olarak tasidigi belirlenmistir.

Yeni Saptanan Es Anlaml (Synonymous) Mutasyonlar

582 C>T

PLG geninin altinc1 ekzonunda aminoasit degisimine neden olmayan bir C>T degisimi

saptanmigtir. Degisim sonucu aspartik asit’i kodlayan GAC kodonu GAT sekline

doniigmiistiir. GAT kodonu da aspartik asit aminoasitini kodlamaktadir. S6z konusu
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degisim daha Once literatiirde bildirilmemis olup degisim ensembl e-veritabani esas

aliarak 582 C>T seklinde isimlendirilmistir.

Calismamizda 582 C>T degisimi sadece PLG 183 kodlu bir lignéz konjuktivit hastasi ve
hastanin PLG 182 kodlu babasinda heterozigot durumda saptanmistir. S6z konusu hasta

Cys30Ter ve Glul61Lys mutasyonlarinin saptandig hastadir.

Bilinen Es Anlamh Mutasyonlar

330 C>T

PLG geninin doérdiincii ekzonunda aminoasit degisimine neden olmayan bir C>T degisimi
saptanmigtir. Degisim sonucu asparajin’i  kodlayan AAC kodonu AAT sekline
doniismiistiir. AAT kodonu da asparajin aminoasitini kodlamaktadir. S6z konusu degisim
daha oOnce literatiirde bildirilmis ve ensembl e-veritabaninda 330 C>T seklinde

isimlendirilmistir.

Calismamizda 330 C>T es anlamli mutasyonu PLG 178 kodlu hastada homozigot hastanin
PLG 177 kodlu babasi ile PLG 179 kodlu annesinde heterozigot durumda, PLG 183 kodlu
hasta ile hastanin PLG 182 kodlu babasinda homozigot olarak saptanmistir. 330 C>T es
anlamli mutasyonu PLG 181 kodlu hasta ile hastanin PLG 184 kodlu annesinde heterozigot
ve hastanin PLG 180 kodlu halasinda homozigot, PLG 193 ve PLG 194 kodlu hastalarda
heterozigot, PLG 53 kodlu hastada ve hastanin PLG 52 kodlu babasinda heterozigot PLG
54 kodlu annesinde homozigot olarak saptanmistir, PLG 44 kodlu hastada homozigot
olarak saptanmistir. Bunlara ek olarak 330 C>T es anlamli mutasyonu hastalarda
saptanmadig1 halde PLG 188, PLG 189, PLG 197, PLG 201, PLG 202 ve PLG 49 kodlu
hasta yakinlarinda saptanmistir. Goriildiigii gibi 330 C>T es anlamli mutasyonuna hem

hasta hem de saglikli hasta yakinlarinda sik olarak rastlanmaktadir.

771 T>C

PLG geninin yedinci ekzonunda aminoasit degisimine neden olmayan bir T>C degisimi

saptanmigtir. Degisim sonucu sistein’i kodlayan TGT kodonu TGC sekline dontigmiistiir.
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TGC kodonu da sistein aminoasitini kodlamaktadir. S6z konusu degisim daha once

literatiirde bildirilmis ve ensembl e-veritabaninda 771 T>C seklinde isimlendirilmistir.

Calismamizda 771 T>C degisimi PLG 45 kodlu hastada homozigot ve hastanin PLG 48
kodlu anne ile PLG 49 kodlu babasinda heterozigot durumda, PLG 47 kodlu hastada
homozigot ve hastanin PLG 46 kodlu babasinda heterozigot, PLG 181 kodlu hasta ve
hastanin PLG 184 kodlu annesinde heterozigot, PLG 196 kodlu hastada homozigot, PLG
200 kodlu hastada homozigot ve hastanin PLG 199 kodlu babasi, PLG 201 kodlu annesi ile
PLG 197,198,199 kodlu kardeslerinde heterozigot, PLG 203 kodlu hastada ve hastanin
PLG 204 kodlu annesinde homozigot ve PLG 202 kodlu babasinda heterozigot olarak
saptanmistir. Bunlarin disinda 771 T>C esanlamli mutasyonu hastada goriilmedigi halde
PLG 188 ve PLG 189 kodlu hasta yakinlarinda saptanmistir. Bu veriler 771 T>C es
anlamli mutasyonunun hem hasta hem de hasta yakinlarinda sik goriilmekte oldugunu

ortaya koymaktadir.

1083 A>G

PLG geninin dokuzuncu ekzonunda aminoasit degisimiyle sonuclanmayan bir A>G
degisimi saptanmistir. Degisim sonucu glutamin’i kodlayan CAA kodonu CAG sekline
dontigsmiistiir. CAG kodonu da glutamin aminoasitini kodlamaktadir. S6z konusu degisim
daha oOnce literatiirde bildirilmis ve ensembl e-veritabaninda 1083 A>G seklinde

isimlendirilmistir.

Calismamizda 1083 A>G degisimi PLG 44 kodlu hastada homizigot, PLG 53 kodlu hasta
ile hastanin PLG 54 kodlu annesinde homozigot ve PLG 52 kodlu babasinda heterozigot,
PLG 178 kodlu hastada homozigot ve hastanin PLG 177 kodlu babasi ile PLG 179 kodlu
annesinde heterozigot durumda, PLG 181 kodlu hasta ile hastanin PLG 184 kodlu
annesinde heterozigot ve hastanin PLG 180 kodlu halasinda homozigot, PLG 183 kodlu
hasta ile hastanin PLG 182 kodlu babasinda homozigot, PLG 193 ve PLG 194 kodlu
hastalarda heterozigot ve PLG 195 kodlu hastada homozigot olarak saptanmistir. Bununla
beraber hastalarda saptanmadig1 halde PLG 197, PLG 201 ve PLG 202 kodlu saglikl1 hasta
yakinlarinda saptanmigtir. Bu veriler 1083 A>G es anlamli mutasyonunun hem hasta hem

de hasta yakinlarinda sik goriilmekte oldugunu ortaya koymaktadir.
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2286 T>G

PLG geninin ondokuzuncu ekzonunda aminoasit degisimiyle sonu¢lanmayan bir T>G
degisimi saptanmistir. Degisim sonucu glisin’i kodlayan GGT kodonu GGG sekline
doniismiistiir. GGG kodonu da glisin aminoasitini kodlamaktadir. S6z konusu degisim
daha oOnce literatiirde bildirilmis ve ensembl e-veritabaninda 2286 T>G seklinde

isimlendirilmistir.

Calismamizda 2286 T>G degisimi PLG 45 kodlu hastada homozigot ve hastanin PLG 49
kodlu babasi ile PLG 48 kodlu annesinde heterozigot, PLG 178 kodlu hastada homozigot
ve hastanin PLG 177 kodlu babasi ile PLG 179 kodlu annesinde heterozigot, PLG 187
kodlu hasta ile PLG 188 ve PLG 189 kodlu kardeslerinde homozigot, birbirinden bagimsiz
PLG 193, 194, 195, 196 kodlu hastalarda homozigot durumda saptanmistir. Ayrica hastada
saptanmadig1 halde PLG 52 kodlu hasta yakininda da heterozigot olarak saptanmistir. Bu
veriler 2286 T>G es anlamli mutasyonunun hem hasta hem de hasta yakinlarinda sik

goriilmekte oldugunu ortaya koymaktadir.

Transle Olmayan Bolgedeki (UTR) Mutasyonlar

c.*45 A>G

PLG geninin ondokuzuncu ekzonu i¢inde, transle olmayan bdlgede bir A>G degisimi
saptanmigtir. S0z konusu degisim daha Once literatiirde bildirilmis ve ensembl e-

veritabaninda c¢.*45 A>G seklinde isimlendirilmistir.

Calismamizda c.*45 A>G degisimi PLG 45 kodlu hastada homozigot ve hastanin PLG 49
kodlu babasinda heterozigot, PLG 187 kodlu hasta ile PLG 188 ve PLG 189 kodlu
kardeslerinde homozigot, birbirinden bagimsiz PLG 193, 194, 196 kodlu hastalarda
homozigot, durumda saptanmistir. Ayrica degisim hastada bulunmazken PLG 52 ve PLG
204 kodlu hasta yakinlarinda da belirlenmistir. Bu veriler c.*45 A>G mutasyonunun hem

hasta hem de hasta yakinlarinda sik goériilmekte oldugunu ortaya koymaktadir.

Daha 6nceki ¢aligmalarda incelenen olgu gruplarinda yer alan Tiirk hastalarda, bildirilmis

PLG gen mutasyonlarin ¢coklugu dikkat cekmektedir (Schuster 1997, Schott 1998, Schuster
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1999, Scully vd 2001, Mehta ve Shapiro 2008). Bunun nedeni, Anadolu’nun tarih boyunca
pek cok uygarligi biinyesinde barindirarak cesitli kiiltiirlerin kesisim noktast niteligi
tagimasi, Asya ile Avrupa'nin birlesim noktasindaki stratejik konumu nedeniyle tarih
oncesi ¢aglardan beri bircok medeniyete ev sahipligi yapmasi olarak diisiiniilebilir. Bu
nedenlerden dolayidir ki Tiirk toplumunun genetik yapist bu kiiltiirel miras ve akraba
evliliklerinin yaygin olmasi nedeniyle gesitli gen degisimleri acisindan heterojendir. Tez
calismamiz, PLG geninde Onceden tanimlanmis mutasyonlarin yaninda yeni anlamsiz,
yanlig anlamli, es anlamli ve ayiklama bdlgesi mutasyonlarini ortaya koyarak onceki
yayinlarla tutarl bir sekilde Tiirk toplumunun PLG gen degisimleri agisindan heterojen bir

yapiya sahip oldugunu gosterir niteliktedir.

Hemostaz yolaginda énemli bir role sahip olan PLG proteininin mutasyonlarina, trombotik
hastaliklarda rastlanmamasi (gosterilmemis verilerimiz) ancak, bu gendeki mutasyonlarin
basta gozler olmak iizere agiz, nazofarinks, trake ve disi genital sisteminde olusan
membrandz lezyonlardaki fibrinin temizlenmemesine yol agarak Tip I PLG eksikligi
hastaligina neden olmasi, metabolizma ve hastaliklarin anlagilmasi ile agiklanmasinda
sistem biyolojisi yaklasimlarinin ne kadar gerekli ve vazgegilmez oldugunu ortaya
koymaktadir. Bu ¢ercevede genis kapsamli ve yiiksek islem hacimli mutasyon analizlerinin

tim genom boyunca yiiriitilmesi son derece Onemli olmaya devam etmektedir.
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