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SKOLYOZ, KORLUK VE ARAKNODAKTILI GOSTEREN GENIi$ BIR TURK
AILESINDE BAGLANTI ANALIZi iLE YENI GEN ARASTIRILMASI

OZET

Giris: Skolyoz, korliik ve araknodaktili sendromu (OMIM ID 612445) kan bagi olan
bir ailede Diindar ve arkadaslari tarafindan tanimlanmistir. Yirmidokuz yasindaki erkek
proband da skolyoz, iki el ve ayak parmaklarinda araknodaktili ve ilerleyici gorme
kayb1 ve sasilik vardi. Probandin 33 yasindaki erkek kardesinde siddetli kifoskolyoz,
ayak ve parmaklarda araknodaktili ve iki tarafli korliik mevcuttu. Otuzdokuz yasindaki
kiz kardes sadece goz bulgularina sahipti. Altmis yasinda 6lmiis baba, hafif skolyoz,
korliik ve araknodaktliye sahip idi. Iki kiz kardeste hafif skolyoz var iken, anne ve iki
erkek kardes normaldi. Ebeveynler ilk kuzendiler.Biz bu projede, sendromdan sorumlu
gen lokusunu tespit etmek i¢in bir strateji sunduk.

Metod: Tiim genom SNP leri 250K Affymetrix Array ile tarandi.Bazi1 kardeslerin agik
olmayan etkilenmis durumlar1 yiiziinden fakli kombinasyonlu tiim pedigride
segregasyon ve 2 etkilenmis erkek kardesler tarafindan paylasilan homozigotluk
goriiniir olarak degerlendirildi. iki ve ¢oklu nokta LOD skor analizleri easyLINKAGE
plus v5.08. tarafindan yapildu.

Sonuc-Tartisma: Iki etkilenmis kardes tarafindan paylasilan 2 Mb iizerindeki 5
homozigot blogun belirgin anne fenotipinde ve 2 etkilenmis ve 3 etkilenmemis
kardeslerde fenotiple segrage oldugu bulundu. Ilk analizlerde en uzun homozigot blok
14. kromozom iizerinde 67817621bp (rs7148416) ve 82508151bp (rs17117757)
arasinda bulundu.Analize pozitif goz bulgulu diger kiz kardes eklendiginde bu bdlge
67817621bp (rs7148416) ve 75657598bp (rs11626830) arasina daraldi ve bu bolge i¢in
iki noktal1 analiz ile maksimum LOD skor 2.3956 olarak hesaplandi. Bu bolgede 3 aday
gen belirlendi.Aday genlerden LTBP2 (Latent TGF-Beta Binding Protein-2) geninin 17
ekzonunun dizi analizi yapildi ve mutasyon saptanilamadi.

Anahtar Kelimeler: Skolyoz,Korliik,Araknodaktili, Baglant1 analizi

il

SEARCHING NEW GENE WITH LINKAGE ANALYSIS IN LARGE TURKISH
FAMILY INDICATING SCOLIOSIS, BLINDNESS AND ARACHNODACTYLY

ABSTRACT



vl

Introduction:Scoliosis, blindness, and arachnodactyly syndrome (OMIM ID 612445)
has been described by Dundar ef a/ in a family with parental consanguinity. The 29-
year-old male proband had scoliosis, arachnodactyly of both fingers and toes, and
progressive visual loss and strabismus. His 33-year-old brother had severe
kyphoscoliosis, arachnodactyly of fingers and toes, and was bilaterally blind. His 39-
year-old sister had only eye findings. Late father, 60-year-old, had mild scoliosis,
blindness, and arachnodactyly. Mother and 2 more brothers were normal while 2 sisters
had mild scoliosis. Parents were first cousin. In this project we present the strategy

employed to determine the gene locus responsible for the syndrome.

Method: Whole genome SNPs were scanned using 250K Affymetrix Arrays. Runs of
homozygosity shared by two affected brothers and segregating in the entire pedigree
with different combinations due to unclear affected status of some siblings were
visually evaluated. Two and multiple-point LOD score analyses were performed by
easyLINKAGE plus v5.08.

Result and Discussion: Five homozygous blocks over 2 Mb shared by two affected
brothers were found to be segregating with phenotype in 2 affected and 3 unaffected
siblings and in mother whose phenotypes were unequvocal. The longest homozygous
block in this first analysis was found to be on the 14™ chromosome between
67817621bp (rs7148416) and 82508151bp (rs17117757). When another sister with
positive eye findings was added to the analysis, this region was narrowed down to
between 67817621bp (rs7148416) and 75657598bp (rs11626830) for which a
maximum LODscore of 2.3956 was calculated with two-point analysis. Three candidate
genes were detected in this region. Seventeen exons of LTBP2 (Latent TGF-Beta

Binding Protein-2) gene were sequence analyzed and no mutations were found.

Key words: Scoliosis, Blindness, Arachnodactyly, Linkage analysis



1.GIRIS|AMAC VE KAPSAM

Hastaliklarda yatkinlik yaratan genler son yillarda {izerinde ¢ok ¢aligilan bir konudur.
Genis aile calismalari, ikiz ve evlat edinme calismalarinin yani sira, molekiiler biyolojik
yaklasimlar hastalik etiyolojisine katkist olan genetik etkenlerin  varligini
desteklemektedir. Buna ragmen, hastaliklarin ortaya ¢ikisindan tek bir genin sorumlu
olmadig1 durumlarda mevcuttur. Bu alandaki ¢aligmalar kalitsal gecisin temelinde ¢ok
etkenli (multifaktoriyel) ve cok genli (oligojenik-polijenik) mekanizmalarin rol aldigini
diisiindiirmektedir. Ister tek gen, isterse karmasik etiyolojili olsun bir hastaliktan
sorumlu genin saptanmasina yonelik yaklasimlardan en yaygin olarak kullanilanlari,
genetik belirleyicilerin (DNA marker) hastalikla iligkisini test eden baglanti (linkage) ve
iliskilendirme (association) ¢aligmalaridir (1,2). Her ikisi de matematiksel kavramlardir,
farkl olasiliklar1 verirler. Baglanti analizi ile ayn1 kromozom iizerinde birbirine yakin
iki yerlesimin ana-babadan c¢ocuga aktarilirken bir arada gecis olasilig
hesaplanmaktadir. Bu iki yerlesim birbirlerine ne kadar yakin ise, bir arada kalitilmalar1
olasilig1 o kadar yiiksektir. Bu tip ¢alismalar esas olarak gegis sekli, gen frekansi ve
penetranst bilinen basit Mendelyan gegis gosteren hastaliklarin genetigini anlamada
basarili olmaktadir. Iliskilendirme ise kalitim kalibi tam olarak belirlenemeyen
hastaliklarda tercih edilen yontemdir. Bu yontemle hasta ve kontrol gruplarinda belirli
bir genetik belirleyiciye iliskin alellerin frekanslar1 karsilastirilir. Hasta ve kontrol

gruplar arasinda alel dagiliminda istatistiksel bir fark varsa; baska bir deyisle hastalar



hep ayn1 aleli alirken saglamlar baska bir aleli aliyorsa hastalik ile aleller arasinda bir

iligki (asosiyasyon) oldugu sdylenebilir.

Ozetlenecek olursa, baglant1 analizinde hastaligin bir kromozom bdlgesine bagli olup
olmadig1 simnanirken, iligkilendirme analizinde tiplendirilen genetik belirleyicinin bir tek
alel ile sik1 bir iligki i¢inde olup olmadig: arastirilir. Her iki yontemin de avantajlar1 ve
dezavantajlar1 géz Oniine alinarak son yillarda bu yontemlerin i¢ i¢ce kullanildigr iki
asamal1 gen haritalama stratejileri 6nerilmektedir (3). Bu tip yaklasimda genom genis
bir ya da birkag aile {lizerinden taranir ve baglant1 analizi ile aday bolgeler belirlenir.
Daha sonra sadece ilgili kromozom bolgelerine yonelik olarak iligkilendirme ve/veya
baglant1 g¢alismalar1 diizenlenir. Baglant1 analizlerinin basarisi istatistik analizlere
yetecek genislikte ailelerin saptanabilmesine baghdir ve gen haritalama alaninda
calisanlarin hi¢cbir zaman vazgecemedigi en klasik yontemdir. Uygun aile bulunabildigi

zaman, iligskilendirme ¢alismalarina gére daha dnemli bulgular saptanabilir (4).

Genis aile ¢aligmalarindaki varsayim, ailede hastaliktan sorumlu en azindan bir adet
major gen oldugudur. Ancak yeteri kadar biiylik aile saptanmis olsa bile, karmasik
etiyolojili hastaliklarda bu varsayimi siarken g6z Oniine alinmasi gereken sorunlar
vardir. Bu sorunlardan biri ailelerde birden fazla hastalik i¢in ytikliiliik goriilebilmesidir
(5,6). "Aym ailede birden fazla hastalik oldugunda bu hastaliklara yatkinlik yaratan
ortak bir genin mi, yoksa, her hastaliktan sorumlu farkli genlerin mi s6z konusu oldugu"
sorusuna yanit bulunmaksizin gen arastirmalart i¢in uygun bir varsayim olusturmak

olas1 degildir.

Projemizde calisilacak skolyoz, korliik, araknodaktili sendromu; Diindar ve arkadaslar
tarafindan ilk defa tanimlanmis ve Fibrillinl (FBN1), Transforme growth factor beta
receptor 1 (TGFBRI1) ve Tranforme growth factor beta receptor 2 (TGFBR2) gen
mutasyon taramasi ile Marfan sendromundan ayrimlanmis yeni bir sendomdur (7). Bu
anlamda c¢aligmamizda baglanti analizi ile sendromdan sorumlu olabilecek aday

genlerin tespiti ve sorumlu genin bulunmasi amaglanmugtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Skolyoz, Korliik ve Araknodaktili Sendromu
2.1.1. Sendroma Genel Bakis

Skolyoz, korlik ve araknodaktili sendromu; 2008 yilinda Diindar ve arkadaslar
tarafindan genis bir Tirk ailesinde tanimlanmis (OMIM ID 612445); korlik,
araknodaktili ve progressif skolyoz bulgularinin eslik ettigi parental gegisli bir
sendromdur. Diindar ve arkadaglari tarafindan 1996’ dan beri takip edilen sendrom
olgularinin sitogenetik,biyokimysal ve aminoasidiiri idrar analizleri ekokardiyografileri
normaldir. Zeka seviyeleri ve psikomotor gelisimleri normal diizeydedir. Biitlin
etkilenen bireylerde korliik, araknodaktili ve degisik seviyelerde skolyoz mevcuttur.
Vakalarin ¢ocukluktaki goriis seviyeleri yeterli iken, 8-12 yaslarinda bilinmeyen
sebepten otiirii lens luksasyonunu takiben goriisleri kaybolmaya baslamistir. Olgularin
okiiler gelisimi; total retinal ayrilma, opak kiiciik kornea ve en sonunda retinal ayrilma
nedeniyle korligii i¢cermektedir.Sendrom bulgular1 Marfan ve marfanoid 6zellikteki
sendromlar1 kapsadigindan olgular Marfan veya marfonoid sendromlarindan FBNI,

TGFBRI1 ve TGFBR2 genlerinde mutasyon saptanmamasi ile ayirt edilmistir (7).
2.1.2.Aile Oykiisii ve Kahtim Modeli

Proband ilk Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik poliklinigine geldiginde
annesi ve babasi 55 ve 60 yaslarindaydi. Ebeveyinler ilk kuzendiler. Aile hikayesi
normaldir. Proband benzer klinik 6zellikler gdsteren 2 kardese ve 5 tane de normal

kardese sahiptir. Olmiis baba da aym klinik dzellikleri tasimaktaydi. Bu agidan Diindar



ve arkadaslar1 tanimladiklar1 bu sendromun ¢ok yiiksek olasilikla degisken ekspresyonlu
bir otozomal gen hatas1 ile meydana gelen ve simdiye kadar bildirilmemis bir durum
tarafindan etkilenmekte oldugunu belirtmisler; ancak multigenik eklentileri ayirt
edememislerdir. Hastanin kizkardesinin erkek kardesi ve babasindan daha az
etkilenmesi nedeniyle cinsiyet etkisinin de muhtemelen bu hastaligin kalitimina katkida
bulunmakta olacagini ileri stirerek sendromun tahmini kalitim kaliplarini sunmuglardir
(7). Calismamizda anne ve baba arasinda kan bagi olmasi agsindan sendrom otozomal

resesif gecisli olarak diistiniilmiustiir (Sekil 2. 1).

2 _
P sy WA !

] Korliik El Araknodaktili @ Skolyoz @ Hafif Skolyoz

Sekil 2.1. Ailenin pedigrisive pedigri sembolleri

2.1.3.Klinik Ozellikler
2.1.3.1.Vaka 1 (Proband)

Proband (I.B.), siddetli skolyoz tanisiyla Tibbi Genetik poliklinigine yonlenderilen ve
bu durumdan dolay1 ameliyat edilen 16 yasinda (suan 29 yasinda) bir erkekti . Vakanin
bir kac yil sonraki 2. randevusu sirasinda onceki operasyona nazaran daha belirgin
skolyozu mevcuttur. Proband ilk bagvurusunda 153 cm boyunda (<P25) iist bolge 76
cm, Ust: alt segment oran1 0.987(+1SD) ve kol agiklig1 156 cm dir. Her iki el ve ayak
parmaklarinda araknodaktili vardir (>P 95) ve 5. ayak parmaklar bilateral olarak arka
pozisyonda yerlesmistir. Fakat, ne eklem laksisitesi ne de bilek ve bas parmag: isaretleri
vardir. Herhangibir deri, yiiz, dis, damak malformasyonu yoktur. Tim viicut

radyografisinde Marfan sendromu ile alakali iskeletsel bulgu elde edilememistir. Sekiz



yasindan beri hasta, ilerleyen gorlis kaybi1 ve sasiliktan muzdariptir. Oftalmik
muayenede; sag gdzde ezotropi, retinal elementlerin vitroz ve atrofisi yoluyla bilateral
lens luksasyonu ve retinal pigment epitelyumunda hipertrofi mevcutlugu ortaya
cikmistir. Goriis netligi her iki goézde +6 camlarla 0,2 idi. Bu bulgular ¢ocuklukta
siddetli miyop ile uyumludur ve lens luksasyonu olduktan sonra proband hipermetropik
olmustur. Korneal ¢aplar yatay 10 mm dir. Bu da mikrokorneanin sinirindadir. 2 yil

sonra sag gozde total retinal ayrilma gozlenmistir (7).
2.1.3.2.Vaka 2

Probandin 20 yasindaki (suan 33 yasinda) erkek kardesinin fiziksel muayenesinde
(S.B.) siddetli kifoskolyoz ve her iki ayak ve el parmaklarinda bilateral olarak
araknodaktili ortaya cikmistir. Vaka 130 cm boyundadir. Oftalmik muayenesinde
bilateral kiiciik ve opak lensler mevcuttur.Tam korlik goriilmiistiir. Deri ve yiiz

bozuklugu veya eklem laksisitesi yoktur (7).
2.1.3.3.Vaka 3

Probandin 23 yasindaki (suan 39 yasinda) kiz kardesinde de (U.B.) sadece g6z bulgular
vardir. Araknodaktili ve skolyoz yoktur . Vaka 150 cm boyundadir. Oftalmik muayenesi
bilateral fitisis tamamen opak ve kiiciik lensler ve tam korliik goriilmiistiir. Deri ve yiiz

bozuklugu veya eklem laksisitesi yoktur (7).

Tablo 2.1. Vakalarin klinik bulgular1 (7)

Aile numarast Proband IB Vaka UB Vaka SB
Yas 16 25 20
Boy uzunlugu 153 cm 150 cm 130 cm
Araknodaktili + - +
Gozlerin klinik 8 yasindan beri Biletral pititis, Biletral pititis,
muayenesi ilerleyen goriis kayb1, | opak kiigiik lens ve total | opak,kiigiik lens ve total
mikrokornea, 10 korliik korliik

yasinda lens luksasyonu
ve ilerleyen korliik

Radyografik iskelet Toraksik skolyozis - Kifoskolyozis
bulgular
Ekokardiyografi Normal Normal Normal

2.1.3.4.Diger aile bireyleri

Probandin anne ve babasi ilk bagvuruda 55 ve 60 yaslarinda, ilk kuzenlerdir. Probandla




ayni bulgulari tasiyan baba ex olmustur. Proband benzer klinik o6zellikler gosteren 2

kardesten baska 5 normal kardese sahiptir (7).
2.2.GENETIK HARITALAMA

Genetik haritalama, genlerin kromozomlar iizerindeki yerlesimlerinin gdsterilmesine
yonelik bir yontemdir. Genetik haritalama, insan genetik hastaliklarinin nesiller boyu
kalitiminda etkin olan genlerin tespit edilmesi, islevlerinin ortaya konulmas: ve ileri
siirecte bu hastaliklara yonelik gen tedavisinin gerceklestirilebilmesinde 6nemli bir yere

sahiptir.

Genetik haritalamada genlerin kromozomlar tizerindeki yerlesimleri bulunurken cesitli
molekiiler genetik teknikler ve istatistiksel analizlerden yararlanilmaktadir. Bilindigi
tizere kardes kromozomlar mayozun 1. Profaz asamasinda karsi karsiya gelerek parga
degisimine (crossing-over) ugrarlar. Parca degisimleri sirasinda birbirlerine ¢ok yakin
yerlesimli genler yavru kusaga siklikla birlikte aktarilirlar. Birbirine uzak yerlesimli
genler ise Mendel’in “Bagimsiz Ayrilma Kurali” na gore rastgele olarak bir arada
olabilir ya da ayrlirlar. Boylece yavru kusaklarda ebeveynlerinde olmayan yeni

yapilanmalar ortaya ¢ikar. Bu olaya rekombinasyon denir (8,9).

Rekombinasyon, genetik haritalamanin temelini olusturur. Buna goére, kromozom
yerlesimi kesin olarak bilinen bir genetik belirleyici ile hastalik aleli birbirine uzak
yerlesimli ise %50 rekombinasyon riski ile birlikte kalitilmayacaklardir. Buna gore
genetik haritalamada c¢ok sayida rekombinant bireye rastlanilmasi aradigimiz genden
uzaklastigimiz anlamina gelecektir. Bunun yanisira hastalik aleli ile kromozom
tizerindeki yerlesimi bilinen genetik belirleyici biribirine yakin yerlesimli ise hastalik

aleli ve genetik belirleyici kusaklar arasinda daima birlikte kalitilacaktir.

Rekombinasyon meydana gelme siklig1 yani rekombinasyon orani (theta=0) genetik
haritalamada 6nemli bir faktordiir. Rekombinasyon oranlart 6= 0 (siki bir baglanti
oldugunu gosterir) ve 6= 0.5 (genetik baglanti olmadigin1 gosterir) arasinda degisir.
Eger rekombinasyon orant 6=0 ise ¢alismada kullanilan genetik belirleyici ve hastalik

arasinda siki bir baglant1 vardir, nesiller boyu birlikte kalitiliyorlardir.

Rekombinasyon birimi santimorgan (cM) ile ifade edilir. 1 ¢cM ya da 1 harita tinitesi %1
rekombinasyon sikligini belirten yani, 100 kiside 1 rekombinant birey oldugunu

gosteren genetik harita birimidir. Bu birim sadece genetik belirleyici ile hastalik aleli



arasinda gozlenen rekombinasyon olasiligini ifade eder. DNA’da 0.7-1 Mb’lik uzunluga

karsilik gelir (9).

Belirli sayida gerceklesen mayozda rekombinasyonlarin tespit edilmesiyle kromozom
yerlesimi bilinen bir genetik belirleyici ile aradigimiz genin genetik olarak bagli olup

olmadigi belirlenebilir.

Temel olarak istatistiksel analizlere ve molekiiler genetik tekniklere dayali olan genetik
haritalamada verilerin son derece belirgin olmasi gerekir. Buna gore, genetik etkenlere
bagli oldugu diisiiniilen bir hastalia ait genin yerlesimini bulabilmek yani geni

haritalamak i¢in izlenecek asamalar vardir. Bunlar;

1. Klinik olarak hastalarin aile hikayelerinin alinmasi ve hastalik fenotipinin en dogru

sekilde tanimlanabilmesi,

2. Uzerinde ¢alisilan hastaliga ait ailedeki kalitim modelinin miimkiin oldugunca kesin

olarak belirlenmesidir (8,9).

Kalittm modeli bilgisine bagli olarak gen haritalama islevi icin hangi metodla
calisilacagr da belirlenmelidir. Bu amacgla yararlanilabilecek 2 ayr1 gen haritalama

metodu vardir (10-12);
2.2.1.Model Bagimh (parametric) Metodlar:

Baglant1 (/inkage) analizi olarak bilinmektedir. Bu tip bir analizin yapilabilmesi i¢in

degismez parametrelere ihtiyag vardir (8-12).

I. Analizin yapilabilmesi i¢in kalittm modeli kesin olarak bilinmelidir. Kalitim
modelinin belirlenmesinde, gen haritalama g¢alismalarinda istatistiksel verilerin elde
edilmesi amaciyla kullanilan programlardan yararlanilabilir. iki ve iig-noktali LOD skor
analizlerinin yapilabildigi Superlink Pedtool version 0.9 (Bayesian Network) bu amagla
kullanilabilen bir programdir. Kalittm modelinin belirlenmesinde Superlink Pedtool
version 0.9un “Segregation Analysis” programindan yararlanilir. Burada aileye ait
bireyleri, anne-babalarini, bireylerin esey durumlarint ve hastaliktan etkilenip
etkilenmediklerini belirten rakamlar kullanilarak bir aile dosyast olusturulur ve
programa tanitilir. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda sifira en yakin ¢ikan deger
anlaml kabul edilir ve bu degere karsilik gelen aileye ait kalitim modeli 0.99 olasilikla

belirlenir.



II. Calismada bir kag kusakli genis aileler tercih edilmelidir.

III. Yeterli sayida &rnek toplanmasmna dikkat edilmelidir. Ornegin; otozomal resesif
kalitim gosteren bir hastalia ait gen haritalanmak isteniyorsa, tasiyicit olan anne-baba
ve tiim ¢ocuklar ¢alismaya dahil edilmelidir. Eger otozomal dominant kalitim gosteren
bir hastaliga ait gen haritalanmak isteniyorsa hasta bireyler, varsa esleri, tiim ¢ocuklari
ve normal bireylerin sadece kendisi ile ¢alisilmasi yeterlidir.Ailedeki bireylerin 6lmiis
olmasi, bazi bireylerden O6rnek toplanamamasi ve ailedeki birey sayisimin yeterli
olmamasi istatistik analiz sonuglarini olumsuz yonde etkileyebilir. Bu amagla ailedeki
mayoz sayisinin genetik haritalama igin yeterli olup olmadigini belirleyebilmede
calismaya baslamadan 6nce genetik belirleyici bilgileri i¢in simulasyon yapilarak azami
LOD skor degeri tahmin edilir. Otozomal resesif kalitilan durumlarda hastalar i¢in 1 1,
sagliklilar icin 1 2 tanimlamast yapilir (1, hastalikla iligkili alel) ve LOD skor
hesaplanir. Elde edilen LOD skor degerinin 3 ve 3’iin iistiinde olmasi ailenin genetik

haritalama i¢in uygun sayida mayoz igerdigini gostermektedir.
IV. Penetrans; hastaligin bireyde goriilme orani belirlenmelidir.

V. Fenokopi; mutasyon goriilmemesine ragmen ¢evresel etmenler sonucunda benzer

fenotipin bireylerde goriilme siklig1 belirlenmelidir.
VI. Mutasyonun populasyonda goriilme siklig1 belirlenmelidir (10-13).

2.2.2.Modelden Bagimsiz (non-parametric) Metodlar: Ozellikle belirgin bir kalitim
modeline sahip olmayan kompleks hastaliklar icin kullanilan metodlardir. Bu metod
daha Once belirtilen parametrelerden bagimsizdir ve ¢ogunlukla iliskilendirme
(association) ¢alismalarinda etkindir. iliskilendirme calismalarinda hastalik ve genetik

belirleyici alelleri arasinda anlamli bir iligski bulunmaya calisilir.

[-Bu metodla yapilan ¢aligmalarda hastalik aleli ve genetik belirleyicinin kusaklar arasi
kalittmin1 incelemek yerine hastaligin ortaya ¢ikmasinda etkin olabilecek aday genler

belirlenir.

II- Genetik haritalamada kullanilacak genetik belirleyiciler dogru bir sekilde secilmeli

ve mevcut olan genetik belirleyici haritalari etkin olarak kullanilmalidir (8-13).
Genetik haritalamada ¢esitli polimorfik genetik belirleyiciler kullanilmaktadir.

Bunlar;



= RFLP- “Restriction Fragment Length Polymorphism”: Restriksiyon enzimi
tanima bolgesini ortadan kaldiran veya yeni bir tanima bdolgesi olusturan tek baz
cifti degisimleridir. Bu polimorfizmleri belirleyebilmek icin bakterilerden elde
edilen, DNA’da yer alan 4-6 niikleotidlik 6zgil dizileri taniyarak baglanan ve
DNA’y1 bu 6zgiil dizilerden kesen enzimlerden yararlanilmaktadir. DNA’da
meydana gelen mutasyon bir restriksiyon enzimi kesim bdlgesini ortadan
kaldiriyor veya yeni bir kesim bolgesi olusturuyorsa DNA’nin bu enzim ile
kesilmesi sonucunda ortaya farkli uzunluklarda DNA fragmentleri c¢ikar.

Boylece mutasyonun varligi ya da yoklugu test edilebilir (8).

* VNTR- “Variable Number Tandem Repeat”: Minisatellit tekrarlardir,

uzunluklar1 9-70 bp arasinda degismektedir. Kodlanmayan boélgelerde bulunurlar
(8).

* SNP- “Single Nucleotid Polymorphism”: Tek bir niikleotitde meydana gelen
baz degisiklikleridir. SNP’ler insan genomunda yaklasik her 1000 baz ¢iftinde
bir bulunurlar. STR’lere (Short Tandem Repeat) oranla heterozigotluk dereceleri
diisiiktir ve bu nedenle SNP haritalarinda genetik belirleyici yogunlugu g¢ok
daha fazladir (8,14). Her ne kadar gilinlimiizde array sistemlerinin
gelistirilmesiyle SNP kullanimi artsa da, bdyle bir ¢alismada deney sisteminin
uygulanmasindaki zorluklar ve maliyetinin oldukg¢a yiiksek olmasi, SNP’ler

yerine, STR’lerin haritalama c¢aligmalarinda tercih edilmesine neden olmaktadir.

= STR/STRP/SSLP- “Short Tandem Repeats” Mikrosatellit tekrarlardir,
uzunluklar1 2-5 niikleotid arasinda degigsmektedir (8,14). Gen iizerinde rastgele
dagilim gosteren ve art arda tekrarlanan dizilerdir. STR’ler genomda ikili, iigli,
dortlii, besli tekrarlar halinde bulunabilirler. Bunlar i¢inde en sik goriilenleri
(CA)n dintikleotid tekrarlaridir ve insan genomunda ortalama her 3000 bazda bir
bulunurlar. Genomda sik bulunmalar1 ve diger genetik belirleyicilere oranla
heterozigotluk derecelerinin olduk¢a yiiksek olmasi mikrosatellitleri genetik

baglant1 analizleri i¢in ¢ok uygun genetik belirleyiciler haline getirmistir.

Bir kromozom bolgesinde farkli sayillarda STR tekrarlar1 bulunabilir ve bu tekrar
sayilarina bagl olarak da genetik belirleyicilerin heterozigotluk derecesi degisir. Bir
genetik belirleyicinin heterozigotluk yiizdesi (bireylerin heterozigot bulunmasi yiizdesi)

ne kadar yliksekse kullanilan genetik belirleyici o derece bilgi vericidir. Boyle bir
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durumda iki kromozomu birbirinden ayirt etmek miimkiindiir ve alel gecisi aile
agacinda kolaylikla izlenebilir. Bu nedenlerle genetik baglanti analizi ¢aligmalarinin
basaril1 olabilmesi i¢in alel sayis1 5’ten fazla olan genetik belirleyicilerin kullanilmasi

oldukca dnemlidir (14).

Insan genom projesi kapsaminda &zellikle 3 kusakli ailelerin kullanilmasiyla (CEPH
aileleri (Centre d’Etudes du Polymorphisme Humaine) (15); genomda polimorfik
genetik  belirleyicilerin  tespit edilmesi ve birbirlerine goére kromozomdaki
yerlesimlerinin saptanmasi hedeflenmistir. Béylece tim genomu 1-2 ¢M araliklarla
tarayabilecek haritalar olusturulmustur. Birinci kusak genetik haritalar, 21 CEPH
ailesinin ve c¢ogunlugu RFLP genetik belirleyicilerinden olusan 403 adet genetik
belirleyicinin kullanilmasiyla olusturulmus, tiim insan kromozomlarint igeren ilk
genetik haritalardir (16). Ikinci kusak genetik haritalardaki genetik belirleyicilerin
biiyiik cogunlugu STR’lerden olmustur. Genetik belirleyicilerin biiyiik cogunlugu sekiz
adet bliylk CEPH ailesi i¢in genotiplendirilmistir. Bu aileler 184-188 mayoz
icermektedir (14). Bugiin yaygin olarak kullanilan ikinci kusak genetik haritalar;

»  Marsfield (17)

» CHLC-Cooperative Human Linkage Center (18-23)

* deCODE (20,24)

»  Genethon Map (23,25)

»  Rutgers Combined Linkage- Physical Map (21,26)
Genetik haritalar kullanilirken dikkat edilecek bazi hususlar vardir.

I- Haritalar genetik belirleyicilerin kromozomlar {izerindeki sirasini ve birbirlerine gore
genetik  uzakliklarimi  vermelidir. Genotipleme yapilirken kullanilan  genetik
belirleyicilerin siralanmasinda ve fiziksel harita uzakliklarinin tespitinde yapilabilecek
hatalar, gen haritalama c¢alismalarin1 basarisiz kilmaktadir. Insan Genom Projesinden
elde edilen veriler dogrultusunda, genetik belirleyiciler arasinda hatali yerlesimlerin
yapilmamas1 amaci ile genetik belirleyicilere ait genetik harita uzakliklar1 (cM) yerine,
DNA’y1 olusturan bazlarin sirasini belirten fiziksel harita uzakliklari (b¢=baz ¢ifti) etkin

olarak kullanilmaktadir.
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II- Farkli merkezler tarafindan olusturulan genetik haritalar (Marsfield, Genethon,
deCODE) farkli sayida CEPH ailesinin kullanilmasi, ¢alisma sirasinda genotipleme
hatalarinin yapilabilmesi ve bilgi verici mayoz sayisindaki yetersizlikler nedeniyle
birbirleriyle uygunluk gdstermeyebilir ve hatali genetik harita uzakliklar1 hesaplanabilir.
Bu amagla olduke¢a genis polimorfik genetik belirleyici (N= ~16.000) setine sahip ve
yiikksek ¢Oziintirliiklii bir harita olusturulmustur. Birgok genetik belirleyicinin bu
haritada belirtilen kromozom yerlesimleri, hem fiziksel harita uzakliklar1 hem de
rekombinasyona dayali bilgilerle desteklenmistir. Farkli genotip bilgilerinin ve diger
genetik haritalarin  birlestirilmesiyle olusan Rutgers fiziksel haritast bilgisayar
ortaminda olusturulmus bir harita olan MAP-O-MAT sistemi i¢ine dahil edilmistir.
MAP-O-MAT, CRI-MAP programinin kullanilmasiyla genetik  belirleyicilerin
hesaplanan harita uzakliklarinin ve kromozom {izerindeki yerlesim siralarinin

dogrulugunun kontroliinii kolaylagtirmaktadir (20-26).
Genetik haritalama ¢alismasinin kullanim alanlari:

Bilinen Kromozom Lokuslarina Baglantimn Taranmasi: Bu yaklasimda hastalik
fenotipinin ortaya c¢ikmasindan sorumlu geni saptamak icin Oncelikle daha 6nceden
benzer klinik tabloyu gdsteren ailelerde, belirlenmis olan kromozom lokuslarina genetik
baglantinin olup olmadigina bakilir. Kromozom lokusu ¢evresinde veya icinde
yerlesmis polimorfik genetik belirleyiciler kullanilarak aranilan 6zelligin bu kromozom

lokuslariyla iliskili olup olmadig1 ortaya konur.

Yapilan istatistiksel analizler ile aranilan 6zellik ve gen arasindaki baglantinin ne derece
giiclii oldugu arastirilir. Genetik haritalama siirecinde rekombinant bireylerin varligi ile

kromozom araliginin daraltilmasi genin tanimlanmasini saglayabilecektir (19).

Genom Taramasi (Random Genome-Wide Search): Hastaligin hangi kromozomda ya
da hangi aday gen ile iliskili olacagina dair bir bilgi yoktur. Bu bilgilere erisebilmek i¢in
genomu 10-20 cM araliklarla tarayan, kromozom {izerinde yerleri belirli genetik
belirleyici panelleri kullanilarak tiim genom rastgele taranir. Istatistiksel olarak anlaml
sonu¢ veren kromozom pargasi bulunmaya calisilir. Eger tiim genom tarandiktan sonra
hastalikla baglantili olabilecek kromozom lokusu/lokuslar1 saptanamamis ise, genomu
daha sik araliklarla tarayan genetik belirleyici panelleri ile ¢alisilir. Genomu 20 cM
aralikla taramak icin yaklasik 200, 8-10 cM aralikla taramak icin yaklagik 400 ve 5 cM
aralikla taramak i¢in yaklasik 750 genetik belirleyici gereklidir (2).
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Istatistiksel Degerlendirme (LOD skor Analizi): Genetik baglantinin
degerlendirilmesinde LOD skor (Logarithm of Odds Ratio) analizi uygulanir. LOD
skor, ilgilenilen hastalik geni ile kromozom yerlesimi bilinen genetik belirleyici
arasindaki genetik baglantinin derecesini ifade eder ( 9,13,19).

Buna gore;

LOD skor = 10log = Baglant1 G6zlenmesi Olasilig1

Baglanti G6zlenmemesi Olasilig1

Bir diger deyisle, LOD skor; aranilan genin, test edilen kromozom lokusunda olma
olasiliginin olmama olasiligina oranidir. Hastaligin genetik belirleyiciye karsi analizinde
iki-noktali (two-point analysis) LOD skor analizinden yararlanilir. Elde edilen LOD
skor degerlerine gore genetik belirleyiciler ve aranilan gen arasinda baglanti olup

olmadig1 degerlendirilir.

Analiz sonucunda ¢ikan deger pozitife dogru arttikca kromozom yerlesiminin
saptanmasi olasilig1 da artar. Eger bu deger 5 gibi bir say1 ise, aranilan genin test edilen
kromozom lokusunda segilen genetik belirleyiciye baglanti gdstermesi olasiligi, baglanti

olmamasi olasiligindan 105 kez (100.000 kez) daha fazla olacaktir.

Sonucun negatif bir deger cikmasi, aranilan kromozom lokusundan uzaklasildigini
gosterirken, 3 ve 3’ iin istiinde ¢ikan degerler anlamhidir ve genetik baglantiy1

destekler.

Baglanti Analizleri ve LOD skor degerlerinin hesaplanabilmesi i¢in kullanilan birtakim

programlar vardir (14,19,27). Bunlar;

*Elston Stewart Algoritmas1 (biiylik aile agaclar1 ve az sayida genetik belirleyici
kullanildiginda),

I. LINKAGE
II. FASTLINK

*Lander-Green Algoritmas: (kiigiik aile agaclar1 ve cok sayida genetik belirleyici

kullanildiginda),

I. MAPMAKER
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II. GENEHUNTER

II. ALLEGRO

IV. MERLIN

* Diger Analiz Programlari

I. SUPERLINK (Bayesian network)
II. SIMWALK 2

1. LOKI (19)

2.2.3. Aday Gen Belirleme Stratejisi

Genetik baglant1 analizi sonucunda LOD skor degerleri pozitif ve 6zellikle 3 ve 3’iin
iistlinde olan genetik belirleyicilerin bulundugu kromozom araliginda yerlesmis olan
tiim genler veri bankalar1 NCBI-Map Viewer (The National Center for Biotechnology
Information Map Viewer) ve Ensembl (EMBL-EBI and Sanger Institute) araciligi ile
belirlenmektedir. Tespit edilen kromozom arali§inda bulunan genlerin aranan fenotipten
sorumlu olma ihtimalleri arastirillir ve aday gen/genler belirlenir. Aday genleri
belirlemede cesitli yaklasimlardan yararlanilabilir. Ancak genel olarak, bir hastaliktan
sorumlu olabilecek aday genleri tespit etmede izlenecek strateji sirasiyla asagida
belirtildigi gibidir (19):

I. Dokuya 6zel cDNA Kkiitiiphanelerinin arastirilmasi

Dokuya 6zel cDNA Kkiitiiphaneleri, ifade edilen niikleotid dizilerini (EST:Expressed
sequence tags) veya cDNA'nin tamamini icermekte olup belirli bir kromozom
araliginda bulunan hastaliktan sorumlu aday genlerin tespit edilmesinde ¢ok &nemli

kaynaklardir.

Dokuya 6zgiil cDNA kiitiiphanelerinden elde edilecek dizi bilgisinin genom igerisinde
benzerlik gosterdigi bolgeler NCBI-BLAST (The National Center for Biotechnology
Information The Basic Local Alignment Search Tool) programi ile belirlenir. cDNA
kiitliphanesinden elde ettigimiz dizi/dizilerin bir gen dizisinin belirli bir kism1 veya
tamam1 ile %100’lere varan niikleik asit dizisi benzerligi gOstermesi bu genin
hastaliktan sorumlu aday gen olmasi olasiligini arttirmaktadir. Hastalarda bu gen dizi

analizine alindiginda ve mutasyonun saptanmasi durumunda hastaliktan sorumlu gen
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saptanmis olacaktir. Mutasyonun bulunmamasi aday genlerin saptanmasi i¢in elektronik

veri bankalarinin kullanimini gerektirir (19).
I1. Elektronik veri bankalarimin kullanim

Elektronik veri bankalar1 6zellikle insan genom projesinin tamamlanmasindan sonra
aday genlerin saptanmasinda ¢ok sik basvurulan kaynaklar olmuslardir.Genom taramasi
sonucunda tespit edilen kromozom araliginda bulunan genler, ifade edildikleri dokular
ve gen lrilinlerinin islevlerini belirlemek amaciyla elektronik veri bankalarinda incelenir
ve aday gen olabilme nitelikleri ortaya konur. Bu asamada taradigimiz kromozom
araligindaki genlerin herhangi bir hastalikla iliskisi icin NCBI-OMIM (The National
Center for Biotechnology Information -Online mendelian inheritance in man), genin
kromozomdaki yerlesimi i¢in NCBI-BLAST, NCBIMap Viewer, Ensembl, Human
Genome Browser ve NCBI-Gene, ifade edildikleri dokular ve ifade edilme diizeyleri i¢in
NCBI-Gene, Ensembl, Bioinformatic Harvester, gen lriiniiniin yap1 ve islev bilgisi i¢in,
NCBIProtein, Bioinformatic Harvester, Swiss-Prot, NCBI-Conserved Domain,
Pfam,ProDomain siklikla kullanilan veri bankalaridir. Ayrica aday gen taramasi
yapmak lizere daraltilan kromozom araliginda, ilgilendigimiz dokuda ifade edilip
edilmedigini belirleyemedigimiz bir gen var ise bu gene ait EST lerin tespit edildigi
doku bilgisine bakilir. Eger sorumlu dokuda gene ait bir veya birden fazla sayida EST
tespit edilirse, o genin hastalikla ilgili dokuda ifade edildigi belirlenmis olur. Bu amagla
NCBI-UniGene veri bankasindan yararlanilir.Boylece genler igerisinden ilgili
hastaliktan sorumlu olma ihtimali yiiksek olan aday gen/genler, ifade edildigi dokular
ve protein iriinlerinin islevi acisindan arastirildiktan sonra elde edilen bilgiler
dogrultusunda segilir ve bu genler icin DNA dizi analizi yapilarak kontrol ve hasta
bireyler arasinda herhangi bir baz degisikligi olup olmadigina bakilir. KIAA, FLJ ve
LOC kodlu genler heniiz gen iiriinleri karakterize edilememis genlerdir. Bu genlerin de
elektronik veri bankalarindan yararlanilarak aday olabilme niteliklerinin arastirilmasi
gerekmektedir. KIAA’lar, 4 kb’dan biiyiik cDNA’lardir, 0-9 arasi verilen dort numara
ile adlandirilir (KIAA0400 gibi) ve Kazusa cDNA dizi analizi projesinde
tanimlanmiglardir. Bu proje ile Onceden tanimlanamamis insan gen ifadelerinin
tanimlanmast ve  tanimlanmamis insan gen ifadeleri tarafindan kodlanan gen
triinlerinin primer yapilarinin tahmini hedeflenmistir. KIAA’lar proteine kodlanan

genlerdir; ancak protein lirtinleri bilinmemektedir. Bir bagka deyisle, gen ifadesi bilgisi
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ve protein bilgisi arasinda bir baglant1 kurulamamistir. Gene ait ifade bilgisinin protein
bilgisi ile iligkilendirilebilmesi i¢in cDNA’lara ait gen iiriinleri islevleri acisindan
aminoasit dizileri diizeyinde bilgisayar analiz programlarina alinirlar. Bdylece,
aminoasit dizileri benzerliginden yararlanilarak kodlanan diziye ait protein iirlinii
belirlenmeye c¢alisilir. Yaklasik 10 yildir stiren Kazusa Dizi Analizi Projesi kapsaminda
bir¢ok gen ifadesi bilgisi tespit edilebilmistir. Bu sekilde ikinci isimlendirmeleri KIAA
kodlu olan birgok gen veri bankalarma girmistir. Or: KIAA0161-RNF144 (28). FLJ
kodlu genler de tipki KIAA’lar gibi biiyilkk cDNA dizileridir (29). KIAA’larda oldugu
gibi bu diziler i¢in de niikleotid ve aminoasit dizilerinin genomdaki diger dizilerle olan
benzerligine bakilarak, heniiz tanimlanamamis gen {riiniiniin islevleri ortaya
cikarilmaya calisilir. Bu nedenle KIAA ve FLJ kodlu genler her ne kadar {iriinleri
bilinmiyor olsa da proteine kodlaniyor olmalar1 nedeniyle gen sinifina alinmas1 gereken

nikleotid dizileridir.

Aday gen belirlenmesinde en son asamada arastirilacak genler LOC kodlu genlerdir
(LOC400942 gibi). Bu genlere ait niikleotid dizileri veri bankalar1 (NCBIGNOMON)
aracilig ile bilgisayar ortaminda belirlenmistir. Bu diziler i¢in kesin olarak tanimlanmis
herhangi bir gen {irlinii bilgisi veri bankalarinda bulunmamaktadir. Bu nedenle LOC
genleri hipotetik olarak adlandirilmaktadir. LOC kodlu genlere ait protein tirlinleri
bilinmiyor olsa da proteini aciklamaya ya da protein islevi hakkinda ¢esitli
varsayimlarda bulunmaya yonelik her tiirlii calisma genin ¢cDNA dizisi iizerinden
yapilabilir. Boyle bir durumda hipotetik bir genin ilgili hastaliktan sorumlu aday gen
olup olamayacagini belirlemek bu dizinin islevlerini belirtilen veri bankalar1 araciligiyla
cDNA dizisi iizerinden tahmin edebilmekle miimkiin olacaktir. Bu amagcla hipotetik
genlerin genomda bilinen gen dizileriyle olan niikleotid ve aminoasit dizisi benzerligine
ve bu dizilerin herhangi bir dokuda ifade edilip edilmediklerini belirten EST verilerine
bakilir ve LOC kodlu dizinin gen iiriinii ve ifade edildigi dokular hakkinda bilgi edinilir.
Elde edilen bilgiler dogrultusunda LOC kodlu dizi ya da dizilerin hastaliktan sorumlu

olabilecek aday gen listesine alinip alinmayacagina karar verilir (30).

2.3.GENETIK HARITALAMADA SNP MIKROARRAYLERiI (AFFYMETRIiX
MIKROARRAY) iLE GENOTIiPLENDIRME

Tanimlanmig SNP'lerin giivenilir, kisa ve verimli bir metodla tespiti 6zellikle rutin tani

acisindan biiylik onem tagimaktadir. Bu amagcla bugiine kadar gelistirilen metodlar PZR
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(Polimeraz Zincir Reakasiyonu) teknolojisinin sundugu olanaklardan yararlanmiglardir.
SNP'lerin teshisinde yaygin olarak kullanilan metodlar arasinda RFLP ve alel spesifik
PZR analizi sayilabilir. Bu metodlar arasinda RFLP’ nin her SNP i¢in uygulanamaz
olusu (SNP'in bulundugu bolgede herhangi bir restriksiyon enziminin tanyip
kesebilecegi dizinin olmamasi) ve alel spesifik PZR ise ozellikle bazit SNP'lerin
bulundugu bdlgelerde kesin giivenilirlikle optimizasyonunun zorluklar ¢ikarmasi

acisindan uygulamalarda giicliikler yasanan tekniklerdir.

Son yillarda gelistirilen array teknolojisinin otomasyona adapte edilmesiyle rutin
analizlerde kullanma imkan1 teknolojinin kesfinden bu yana iizerinde ¢alisiimis bir konu
olmustur. Affymetrix array platformu cam bazli tasarimiyla rutin SNP analizlerinde
yiiksek gilivenilirlik arz eden bir sistemdir. Affymetrix array, SNP analizlerinin yan sira
gen ekspresyonu analizlerinde ve bilinmeyen mutasyonlarin saptanmasinda
giivenilirlikle kullanilan bir teknolojidir. Yeni bir teknik olmasi ve kisa siirede rutine
girmesi nedeniyle, glinden giine gelismektedir. Modifiye edilebilmeye elverisli olmasi

nedeniyle yeni uygulamalarda da kolaylikla kullanima agiktir.

Affymetrix firmasi tarafindan tiretilen her ¢ip 1,28 x 1,28 cm alanda 6,8 milyon 5 x 5
um okuma alani igerir. Bu alan igerisinde 1 milyon tane 25 bp prob kopyast bulunur. Bu
problar cam ylizey iizerinde sentetik olarak sentez edilmistir (Sekil 2.2). 1.8 milyondan
fazla marker bolgesi bulunmaktadir.Bunlardan 906,600’1 tek hiicre polimorfizmi bolgesi
itken 945,826 polimorfik olmayan bolge igermektedir. Bu sayede SNP tabanh
iliskilendirme c¢alismalarinin yaninda kopya sayisi degisiklikleri de bu array ile
taninabilmektedir. 200-1100 bp uzunlugundaki Nsp ve Sty endoniikleaz enzimleri ile

kesilmis 6rnekler kullanilmaktadir ( 31,32).
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Sekil 2.2. Affymetrix 250K Nsp Array (31)

Sistem {ii¢ ana cihazdan olusmaktadir: GeneChip® Scanner 3000 7G, GeneChip®
Fluidics Station 450, GeneChip® Hybridization Oven 640. Ayrica sistemi ¢alismasi igin
gerekli bir bilgisayar sistemi ve GeneChip® Operating yazilimina sahiptir (Sekil 2.3).

Sekil 2.3. Affymetrix donanimi (A:GeneChip® Hybridization Oven 640, B:GeneChip®Fluidics
Station, 450, C:GeneChip® Scanner 3000 7G (31)

Laboratuvar calismasindan sonra ¢ip verileri tarayici tarafindan taranir. Elde edilen
goriintli yazilimsal olarak dnceden bilinen ¢ip ¢ergeve verileri ile iliskilendirilir. Bundan

sonra ilgili her tarama noktasi i¢in elde edilen 151k verilerine gore duyarlilik verileri
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hesaplanir. Bu asamadan sonra elde edilen veriler normalize edilir, ayrica problar
yiizeydeki yerlesimleri ve hibridizasyon sirasinda olusabilecek dalgalanma etkilerini
azaltan diizeltmeler uygulanir. Daha sonra veriler normal polpiilasyon verileri ile

karsilastirilarak Log2 degeri hesaplanir.

Analiz i¢cin Board enstitiisii tarafindan gelistirilen “Birdsuit” algoritmasi
kullanilmaktadir. Bu algoritma SNP genotiplemesi i¢in “Birdseed” CNV analizi i¢in
“Canary” algoritmalarindan olugmaktadir. Algoritma hidden Markov modelini temel
almaktadir. Bu algoritmada sik goriilen kopya sayist polmorfizmi bilgileri ile SNP
genotiplemesinden elde edilen ender gorilen CNV bilgisi entegre edilerek

genotiplendirme yapilir (31,32).
Affymetrix array’in baslica kullanim alanlart:
* Gen expresyon analizleri
= Mutasyon taramasi
* Genotipleme
» @enlerin ve klonlarin haritalanmasi

* Kromozom mikrodelesyonlarinin incelenmesinde kullanilmaktadir

(31,32).
2.4.GENETIK HARITALAMADA DNA DiZi ANALIZi

DNA dizi analizleri yada sekanslama DNA birincil yapilariin tayininde ve niikleotid
baz diziliminin belirlenmesinde kullanilan yontemdir. Analiz bir niikleik asit dizisinin
digerine hibridizasyonuna dayanir. Bu hibridizasyon sirasinda radyoaktif yada
radyoaktif olmayan maddelerle isaretleme yapilir. Siklikla gen mutasyonlar1 (delesyon,
insersiyon vb.) tespiti yada rekombinant DNA olusum yapilarmin tayininde kullanilir.
Ayrica gen regiilasyonunda yer alan genetik kontrol bdlgeleri, konsensus dizileri,
epistatik genler ve etkileri belirlenebilmektedir. Preimplantasyon tanisi, kalitsal hastalik
tayininde olduk¢a kullanilir. Kalitsal hastalik tasiyan ciftlerde tiip bebek
embriyolarindan alinan DNA’lar bu yontemle analiz edilerek tasiyici embriyolar elenip
genetik hastalik tagimayanlarin dogmasi saglanmaktadir. Yine ayni sekilde doku
uygunlugu saptanmis embriyolardan saglikli dogacaklardan elde edilen kordon kani ve

kemik iligi hasta kardeslerin tedavisinde kullanilmaktadir.



19

Ik dizi analiz calismalari 1960°li yillarin basinda 75-80 niikleotitlik tRNA’larla
baslanmistir. Ilk olarak maya alanin tRNA dizi analiz teknikleride gelismektedir.

Niikleotit dizilein belirlenmesinde iki temel teknik kullanilmaktadir.
* Sanger dideoksi yontemi (33)

* Maxam-Gillbert kimyasal degredasyon yontemi (34)

Her iki teknik de ti¢ temel basamaktan olusmaktadir.

* DNA’nin hazirlanmasi

» Reaksiyonlar

* Yiiksek voltajli jel elektroforezi

Her iki analiz sirasinda da tek iplik¢ikli DNA parcalart hazirlanip DNA dizi analiz
yontemi sirasindaki temel fark, DNA fragmentlerinin iiretilme bi¢ciminden kaynaklanir.
Jel elektroforezi yiiksek c¢oziirniirliikteki DNA molekiillerini ayristirdigr i¢in her iki
metotta da kullanilir (33,34).

2.4.1.Sanger Dizi Analiz Yontemi

Dideoksi yada zincir sonlanmasi reaksiyonlari olarak da bilinir. Tehlikeli
kimyasallardan uzak ve daha hizli bir yontem oldugundan Maxam-Gilbert yontemine

tercih edilir. Bu yontem igin:

* Tek iplik¢i kalip DNA’ya

* ANTP’lere

* ddNTP

* DNA polimeraz

* Serbest OH grubu iceren primere ihtiyag¢ vardir

ddNTP’ler dideoksiniikleosittrifosfatlardir. OH grubu tasimayan modifiye niikleotit
substratlardir. Bunlar riboz sekerinin ikinci karbon aotmuna ek olarak {i¢lincii karbon
atomunda da deoksi halde oldugundan fosfodiester baginin olusumu engellenir yeni
niikleotitler yapiya katilmaz. DNA zincir uzamasi sonlanir. Bu Sanger yonteminin en
can alict noktasidir. ilk olarak analiz icin kullanilacak kalip DNA asimetrik
amplifikasyon yontemiyle hazirlanir. Boylece daha fazla kalip DNA elde edilir. Bu

amacgla dizi analizinin yapilacagi kolun primer derisimi komplementer kolunkinden
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daha yiiksek tutulur. Dongii ilerlediginde sinirlayici primerin bittigi anda yalnizca
uzama kolu ¢ogalir. Amplifikasyon bitiminde {iriin ortamdaki maddelerden arindirilir.
Artik tek zincirli kalip DNA olarak kullanilmaya hazirdir. ilk olarak reaksiyon sonunda
olusacak iiriinlerin rahat goriintiilenebilmesi icin DNA molekiilii isaretlenir. Isaretleme
islemi icin genelde S35, P33 yada P32 kullanilir. Isaretleme ya gama pozisyonuna
yapisinda bulunduran niikleotitleri kullanarak yada alfa pozisyonunda isaretli ANTP’leri
kullanarak yapilir. DNA polimeraz, primer kalip DNA ve dNTP’ler ortama konuplup
isaretli niikleotitin yapiya katilmasi saglanir. Kullanilan ddNTP’lerin konsantrasyonu

diger maddelerden dah diisiik olmalidir.

Isaretleme primerede yapilabilir. Isaretlemede sonra zincir sonlanmasi reaksiyonlarina
gecilir. Karigim dort kisma ayrilarak dort tiipe konulur. Her tiipe gerekli enzim
faktorleriyle birlikte diisiik derisimli farkli ddNTP’ler konulur ve inkiibe edilir.
ddNTP’ler ve dNTP’ler ayn1 karisima kondugunda aralarinda bir yarisma olur. Substrat
olarak dNTP’ler kullanildig1 siirece uzama devam eder. Sentezin herhangi bir
noktasinda yapiya dideoksi girdiginde reaksiyon durur. Her tiipte ayn1 anda birbirinden
bagimsiz bircok reaksiyon olmustur. Sonugta primer sonundan baslayip prematiire
sonlanmalarin oldugu bdlgelere kadar ¢esitli uzunlukta DNA pargalari olugur. Olusan
tirtinlerin ayristirilabilmesi i¢in yiiksek reziilasyonlu denatiire edici poliakrilamid jel
elektroforezi kullanilir. Elektroforez sonunda jel kurutularak otoradyografi ile fotografi
cekilir. Otoradyogramdan elde edilen basamak seklindeki bantlar radyoaktif izotop
tasiyan tek zincirli DNA molekiillerine aittir. Birbirine en yakin iki bant arasinda tek bir
niikleotitlik fark vardir. Elektroforezde mobilitesi en hizli olan bant primere en yakindir
yani radyoaktif elemente en yakin bant en kiigiik DNA fragmentidir. Bu fragmen hangi
ddNTP ile olusturulmus ise isaretten sonra gelen ilk bazdir. Ilk bantta en yakin ikinci
bazi verir. Boylece asagidan yukar1 dogru ciktikca hareketi azalan bantlarin hangi
ddNTP ile olusturuldugu belirtilenir. Sonugta otoradyogramda ki bu bant verilerden

yararlanilarak 5°- 3’ yoniine dogru olan baz dizilimi saptanmis olur (33,35).
2.4.2.DNA Dizi Analizinde Dikkat Edilmesi Gereken Hususlar

1-Asimetrik DNA amplifikasyonunda sinirlayict primer 1-2 pmol’dan (10-6) fazla

olmamalidir,
2-Amplifikasyon iirlinleri temizlenmeden kullanilmamalidir,

3-Kalip DNA ile primerin birbirine orani 1 olmalidir,
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4-Guanin ve sitozince zengin bolgeler sekanslanirken yiiksek annealing sicaklig
secilmeli, DNA ve primer birlesmesi oda sicakliginda en az 20 dakika olmali,
Sequenazlar yerine Tag polimeraz kullanilmalidir (tag polimeraz 72 derecede

polimerizasyon kullanilmalidir )
5-Jelde saf ve kaliteli kimyasallar kullanilmalidir,

6-Eger radyoaktif isaretleme yapacaksa S35 tercih edilmelidir (yarilanma omriinden

dolay1) (33)
2.4.3.Maxam —Gilbert Kimyasal Degredasyon Yontemi

Cok yonlii sekans olarak da bilinen bu yontem de bazi kimyasallarla DNA 6zgiil baz
dizilerinden kesilerek degisik uzunlukta fragmentler elde edilir. Bu metotta bir sekans
jelinden kirk klon analizi yapilabilmektedir. Yine de cok fazla tercih edilmeyen
metottur. Ana mantik DNA’daki bazlarin tahrip edilip hasar gormiis bolgelerden
piperidin ile fosfodiester baglarmin kirilmasidir. Ilk olarak DNA pargasi bir ucundan
isaretlenir. Isaretleme sonras1t DNA dort pargaya ayrilir. Her bir érnege bazlardan birini
tahrip edilebilecek kimyasallar eklenir. Genelde ilk piirin ve piirimidinlerin ayrimi
ardinda bazlarin ayrimi seklinde olur. Dimetilsiilfat ile miidahale piirinlerin hydrozin ile
miidahale de piirimidinlerin arasindaki glikozit baglarinin kirilmasi saglanir. Piperidin

de fosfodiester baglarinin kirinimini katalizler.

* Dimetilstilfat, piperidine guanini baglarken,» Dimetil siilfat, piperidine formikasit

guainin ve adenini baglar.

* Hidrozin ve piperidin birlikte timin ve sitozini baglarken,» Hidrozin piperidin ve 1.5

M*lik NaCl yalnizca sitozini baglar.

Yukaridaki kimyasallarin uygulanmasiyla olusan ¢esitli uzunluktaki fragmentler yiiksek
voltajli elektroforez sonunda X-ray duyarli film ile kaplanarak otoradyograma alinir.
Otoradyografik bantlar 5°-3” yoniinde en alttan en iiste dogru okundugunda bize 5°-3°

yoniindeki baz dizilimini verir (34,35).

2.4.4.DNA Dizi Analizinde Kullanilan Enzimler

DNA dizi analizinde ¢esitli polimerazlar kullanilabilmektedir:
* Klenow Fragment/E.Coli DNA polimeraz

* Reverse Transkriptaz
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* Bakteriofaj T7 DNA polimeraz
* Taq DNA polimeraz
* Sequenazlar

Klenow Fragment/E.Coli DNA polimeraz kullanilmasina ragmen bazi dezavantajlar
vardir; Bu enzim standart olarak 250-300 niikleotitlik bir dizi analizi edebilir ¢ok
zincirlerde etkisini gdsteremez, homopolimerik bdlgeleri etkin olarak c¢ogaltamaz
(Homopolimer DNA segmentlerinin uglarma ilave edilen poli A, poli T’lerden) Ikincil

yapinin olmas1 durumunda da etkili degillerdir (Dyad simetri)

Reverse Transkriptaz enzimi de ¢ok fazla kullanilmamakta dizi homopolimerik bolgeler

(A/T veya G/T ) bakimindan zenginse tercih edilmektedir.

Tag polimeraz Klenow’un yapamadig: tiim islevleri yapabilmektedir ve 6zellikle G/C

bakimindan zengin bolgelerde daha etkindir.

Sequenazlar Bakteriofaj T7 DNA polimerazin bir formu olup 3’-5° ekzoniikleaz
aktivitesi kisitlanmis  bir enzimdir. Bu 06zelli§i ddNTP’lerin  baglanmasini
kolaylastirdigindan g¢oklukla tercih edilmektedir.Bu enzimin tamamiyla modifiye bir
formu olan Sequenaz ver 2’de li¢ kat daha fazla aktivitesi olan bir enzimdir.
Polimerizasyon orant 300 diir. Bir reaksiyonda yaklasgitk 3000 niikleotit sentezi
yapilabilmektedir. Burada smirlayicilar poliakrilamid jellerdir. Bu avantajlardan

yararlanabilmek i¢in iki kademeli dizilenme reaksiyonu yapilir (36).
2.4.5.Non Radyoaktif Isaretleme ile DNA Dizi Analizi

Radyoaktivitenin pahali ve zararli olmasi gibi dezavantajlar1 oldugundan nonradyoaktif

yontemler kullanilarak DNA dizi analizi yapilmaya baglanmistir. Bu yontemler:
* Glimiis boyama teknigiyle

* Biotinlenmis primer kullanilarak

* Floresans isaretleme teknigiyle

* Magnetik parcaciklar kullanilarak

* DNA baglayan proteinlerle

* Digoxigeninle DNA dizi analizi (35)
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2.4.6.Elektroforez

DNA molekiilleri fosfat grubu tasidiklari i¢in (-) yiikliidiir ve anoda dogru (+) hareket
eder. Bu hareket DNA’ nin yapisina ve uzunluguna baghdir. Jel boyunca kisa DNA
fragmentleri daha hizli yol alirken uzunluk arttikga DNA’ nin hiz1 azalir. Her iki dizi
analizi yontemi ile elde edilen farkli uzunluklardaki fragmentlerin birbirlerinden
ayrilmas1 ve tanimlanmasinda DNA’nin bu 6zelligi kullanilir. Birbirlerinden farkli
sonlanmalara sahip reaksiyon iriinleri dort ayr1 kulvarda s6z konusu jel matrikse
yiiklenir. DNA fragmentleri olusturulacak elektriksel alanda uzunluklarmma gore
siralanirlar ve DNA dizisi jelden okunur. Poliakrilamid jeller her iki teknik i¢in de
kullanilir ve yiiksek ayirim giiciine sahiptir. Poliakrilamid jeller uygun siire ve uygun
voltajda tek bir niikleotit farkini bile ayirabilir. DNA dizi analizi reaksiyonu sonucu elde
edilen fragmentler jel ilizerinde glimiis boyama, radyoaktif veya floresan boyalarla
isaretlenerek tespit edilebilir. Otomatik DNA cihazlarinin gelismesi ile poliakrilamid
jellerin yerini polikarbon bilesikleri olan polimerler almistir. Bu polimerler
yogunluklarina gore farkli ayrim giiciine sahiptirler. Kullanilan polimer otomatik
cithazlarda ¢aplar1 milimetreden kiigiik olan cam kapilerler i¢ine yiiklenirler. Boylece

poliakrilamid jellerde meydana gelen problemler en aza indirilmis olur (36).
2.4.7.0tomatik DNA Dizi Analizi

Insan Genom Projesi gibi biiyiik projeler ¢ok sayirda DNA dizi analizi yapilmasini
gerektirmektedir. Artan analiz sayisi, uzun zaman ve yiiksek is giicii gerektirir. Bu
gelismeler sonucunda otomasyon kaginilmaz olmustur. Otomatik DNA dizi analizleri
zaman kazancit yaninda, standart calisma kosullari ve elde edilen sonuglarin
degerlendirilmesinde de yarar saglamistir. Otomatik analizde de Sanger’ in enzimatik
DNA sentezine dayanan zincir sonlanma yontemi kullanilmistir. Otomatik DNA dizi
analiz cihazlar basit olarak, sabit bilgisayarda yiiklii programlar ile bu programlarin
yonettigi elektroforez sistemini igerir. Elektroforetik tnitelerde bulunan lazer 11k
kaynagi ile monokromatik bir 151k olusturulur. S6z konusu DNA’ nin bulundugu jel
matriks bu monokromatik 151k ile taranir. Elektroforez siiresince DNA’ ya baglanan
floresan boya 1s1k ile taranan bolgeye geldiginde uyarilir. Uyarilan boya kendi igin
karakteristik olan dalga boyunda 15181 geri yansitir. Yansiyan bu 151k demeti bir detektor

tarafindan kaydedilir.Kaydedilen veriler bilgisayar programlari ile degerlendirilerek
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sonuglar grafiksel ya da matematiksel olarak bilgisayar ekranina aktarilir. DNA dizi

analizi cihazlarinda 6 bazdan 1000 baza kadar giivenli okuma yapilabilmektedir (36,37).
2.5. LTBP2(Latent TGF-Beta Binding Protein-2) Geni

LTBP?2 geni insanlarda Latent TGF-B Binding Protein 2’ yi kodlayan 14q24.3 te (Sekil
2.4 ) lokalize bir gendir. Bu gen tarafindan kodlanan protein, latent transforming growth
factor (TGF)-B binding protein (L7BP) ailesine aittir ve bu proteinler multi-domain
yapisinda ekstraselliiler matriks proteinidir. Ekstraselliiler matriksin (ECM) bilesenleri
ve onlarin farkli ekspresyon modelleri doku formasyonunda 6nemli rol oynarlar. LTBP
ailesi, fibrillin-1 ve fibrillin-2 mikrofibrin proteinleri ile giliglii benzerlik gosteren iki
farkli sisteince zengin tekrar sekansi, EGF (Epidermal Growth Factor) benzeri tekrarlar
ve 8 sistein reziidiiriinden olusan ¢oklu domain yapisina sahiptir (Sekil 2.5). Matriks
icinde TGF-f aktivitesinin kontrolii, hiicre adezyonu ve mikrofibrillerde yapisal bir rol

oynar (38-50).
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Sekil 2.4. LTBP2 geninin genomik lokasyonu (50)
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Sekil 2.5.LTBP?2 geninin domainleri (48)

Fibrillin proteini, bag dokuda elastik liflerin olusumunda yapisal destek saglayan kritik

bir rol oynamaktadir. Fibrillin proteninin eksikligi veya defektif olmasi1 sonucu 6zellikle
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aort damari, akcigerler ve goz kiiresi gibi elastik liflerden zengin organlarin bag
dokularinda zayiflik olugsmaktadir. Marfan Sendromu, 15. kromozoma lokalize fibrillin
genindeki defekt sonucu mikrofibrillerin yapisal glikoproteini olan fibrillin sentezinde
kalitatif ve kantitatif bozuklukla karakterizedir. Fibrillinlere yapisal olarak benzerligi
sebebiyle literatiirde LTBP2 geni mutasyonlar1 da, bag dokusunda etkili olarak Marfan
sendromunda gozlenen ozellikle gozde lens dislokasyonlarina (mikrosferofaki ve
ektopia lentis), miyopi, megalokorneya, glakomaya, uzun boy ve kol olusumu gibi

marfanoid 6zelliklerin olsumuna neden olmaktadir (38-50).


http://tr.wikipedia.org/wiki/Kromozom_15

3. GEREC VE YONTEM
3.1. GEREC

3.1.1. Calismanin Yapildig1 Yer

Bu ¢alisma 2009-2010 yillar1 arasinda Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
Anabilim Dalm’ da ve Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii Merkez

Laboratuvar1 Genom Bilim Arastirma Unitesinde yapilmustir.
3.1.2 Calisma grubu

Bu calismanin deneysel asamalar1 Temmuz 2009 — Eyliil 2010 tarihleri arasinda Erciyes
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali ve Ankara Biyoteknoloji
Enstitiisii Merkez laboratuvart Genom Bilim Arastirma Unitesin’de yapilirken, LOD

skor hesaplamalar1 Do¢.Dr. Mustafa Tekin’ nin yonetiminde gergeklestirildi.

Caligmamiz skolyoz, korliik ve araknodaktili bulgular1 gosteren, otozomal resesif gecisli
genetik modele sahip bir ailede bu bulgular1 verecek yeni gen kesfi i¢in baglanti analizi

yapilmas1 planlanmustir.

Anabilim Dalimiz klinigine 2001 yilinda bagvuran skolyoz, araknodaktili ve korlik
bulgularinin eslik ettigi 9 hasta calismaya dahil edildi. Iki erkek kardeste (29 yas ve 33
yas) korliik, araknodaktili ve skolyoz mevcuttur. Otuzdokuz yasindaki kiz kardeste
korlik mevcuttur. Calismaya katilan diger aile bireyleri fenotipik olarak normaldir.
Marfan sendromundan ayrimlanmak i¢in ailede daha 6nce FBN1, TGFBR1 ve TGFBR2
gen mutasyon taramasi yapilmis ve mutasyon saptanamamistir. Konvansiyonel

sitogenetik analizleri normaldir (7).
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Yukarida bahsedilen klinik semptomlara sahip 9 hastanin aydinlatilmis onamlar

almarak; periferik vendz kandan KsEDTA’l1 steril tiiplere [Venoject®] 5 cc kan 6rnegi

alinmustir.

3.1.3. Kullamlan Gerecler

Calismada kullanilan cihaz listesi asagidaki gibidir:

Aletler

Yatay Elektroforez diizenegi
Distile Su cithazi

Dogru akim gii¢ kaynagi
Hassas Terazi

Laminar air flow

Manyetik karistiric
Mikrodalga Firin

Thermal cycler
Mikrosantrifiij

Otomatik Mikropipetler
(10,20,100,200,1000 p1’1ik)
Sogutmal1 santrifuj

Jel Gortintiileme Sistemi
Spektrofotometre
Buzdolabi(+4 °C)

Derin Dondurucu (-20 °C)

Aspirator

Yatay calkaliyact

Vorteks

Hibridizayon firin1

Array yikama istasyonu
Affymetrix Array

Hassas Terazi

Dizi Analizi Cihazi

Otomatik DNA izolasyon cihazi

Markasi

Biozym TC

Millipore

Biometra PP4000

Libror AEG-220

Heraus

Sanyo

Simens

MJ Research DNA EngineTetrad 2
Heraus

Ependorf Gilson

Sigma

Gene Genius

Nanodrop

Argelik

Bosh

Qiagen

Sanyo

Vortexmixer VM20 Chiltern Scientific
GeneChip® Hybridization Oven 640
GeneChip® Fluidics Station 450
GeneChip® Scanner 3000 7G
Sartorius 13P 2215

Beckman Coulter 8000CE

Qiagen Bio Robot M48
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3.1.4 Calismada Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasal, sarf malzeme ve kitlerin listesi asagida verilmistir.

Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeleri Markasi

Mag Attract ® DNA Blood Mini Kit Qiagen

Sodyum asetat Sigma

Fenol Merck

Kloroform Merck

Izoamil alkol Merck

Etanol Merck

Sucrose Sigma

MgCl, Fermantas

Triton-X Sigma

NaCl Merck

Sodyum dodasil siilfat(SDS) Sigma

Agaroz Sigma

DNA boyut markiri Bionexus

Loading Buffer Sigma

10X TBE Buffer Merck

Etidyum Bromid Sigma

dNTP Takara

PCR primer Affymetrix

TITANIUM Taq DNA Polimeraz Clontech

TITANIUM Taq DNA Polimeraz Buffer Clontech

G-C Melt Clontech

Nsp I restriksiyon enzimi New England Biolab

BSA New England Biolab

H,O( Molecular Biology Grade Water) BioWhittaker Molecular
Applications

Fast Digest Buffer New England Biolab

T4 DNA Ligaz New England Biolab

T4 DNA Ligaz Buffer New England Biolab

Adaptor Nsp Affymetrix
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Recovery Buffer

EDTA

Piirifikasyon plate( Clean-Up Plate)
Aliminyum Folyo

Fragmentation Reagent(Dnase I)
Fragmentation Buffer

DNA Labelling Reagent

Terminal Deoxynucleotidyl Transferase
Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Buffer
Tetramethyl Ammonium Chloride
Tween 20

MES hydrate Sigma Ultra

MES sodium salt

DMSO

Denhardt s Solution

Human Sperm DNA(HSDNA)
Human Cot-1 DNA

Oligo Control Reagent

TMACL

OCR

SSPE

Anti-Streptavidin Antibody

MES hydrate

MES Sodium Salt

Stain Buffer

Streptavidin Phycoerythrin (SAPE)
Biotinylated antibody

DTCS kit

Seperation Gel

Sequencing Seperation Buffer
DNA seperation capillary array
Clean SEQ

10 x PCR Tamponu

Clontech
Ambion

Qiagen

Beckman
Affymetrix
Affymetrix
Affymetrix
Affymetrix
Affymetrix
Sigma
Surfact-Amps
Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Promega
Invitrogen
Affymetrix
Affymetrix
Affymetrix
Surfact-Amps
Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter
Beckman Coulter

Fermentas
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Steril Falkon tiipler Sigma
Taq DNA polimeraz Sigma
TEMED Sigma
Tris Sigma
Tris / HCl pH : 8,0 Sigma

3.1.5 Kullanilan Kimyasal Soliisyonlar ve Tamponlarin Hazirlanmasi

Reagent A
5 ml. 500 mM Tris HCI

27,4 g Siikroz (MW:342,3)
0,12 g MgCl2 (MW:95,21)

2,5 ml. Triton X-100

250 ml’ ye kadar dH ,O ile tamamlandi. Otoklavlanarak steril edildi.
Lizis Buffer

200 pl Tris 500 uM

200 ul EDTA 500 uM

300 ul NaCl 5 M

200 ul SDS % w/v 20

dH,O0 ile 50 ml’ ye tamamland.
TE Buffer

10mM TrisCl (pH 8.0)

1 mM EDTA (pH 8.0)

1 ml 500 mM Tris (pH 8.0)

100 ul 500 mM EDTA

50 L dH,O ile tamamlandi.
Etidyum Bromid

0,2 gr Etidyum Bromid hassas terazide dikkatlice tartilarak 20ml dH,O ile tamamlandi.
Wash A:

6X SSPE, 0.01% Tween 20 (1 litre igin)

300 ml 20X SSPE

1.0 ml 10% Tween-20
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699 ml disitile su

Karisim hazirlanip ve 0.2 pm filtre ile siiziiliir. Kullanilincaya kadar oda sicakliginda
bekletilir.

Wash B:

0.6X SSPE, 0.01% Tween 20 (1 litre i¢in)

30 ml 20X SSPE

1.0 ml 10% Tween-20

969 ml disitile su

Karisim hazirlanip ve 0.2 pm filtre ile siiziiliir. Karigtmm pH degeri 8 olmalidir.
Kullanilincaya kadar oda sicakliginda bekletilir.

0.5 mg/mL Anti-Streptavidin Antibody

0.5 mg Anti-Streptavidin Antibody 1 ml disitile su i¢inde ¢oziiliir ve kullanilincaya
kadar 4°C’de bekletilir.

12X MES Stok Buffer:

1.25 M MES, 0.89 M [Na+]

70.4g MES hidrat

193.3g MES Sodyum Salt

800 ml disitile su

Toplam hacim 1000 ml ye tamamlanir. Karisim hazirlanip ve 0.2 pm filter ile siiziiliir.
Karisimin pH degeri 6.5-6.7 arast olmalidir. Kullanilincaya kadar 2-8°C’de bekletilir.
1X Array Holding Buffer

100 mM MES, 1M [Na+], 0.01% Tween-20 (100 ml i¢in)

8.3 ml 12X MES Stok Buffer

18.5 ml 5 M NaCl

0.1 ml 10% Tween-20

73.1 ml disitile su ile tamamlanir. Kullanilincaya kadar 2-8°C’de bekletilir.
Stain Buffer

H20 800.04 pl

SSPE (20X) 360 ul

Tween-20 (3%) 3.96 ul

Denhardt’s (50X) 24 ul

SAPE (Streptavidin Phycoerythrin) Stain Soliisyonu

Stain Buffer 594 nul
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1 mg/ml Streptavidin Phycoerythrin (SAPE) 6.0 ul
Toplam 600 pl olarak alinip 1500 pl Eppendorf 6rnek tiipiinde hazirlanir ve 1518a hassas
olan bu karisim folyo ile sarilarak 1siktan korunur.

Antibody Stain Soliisyonu
Stain Buffer 594 ul

0.5 mg/ml biotinylated antibody 6 pl
Toplam 600 pl olarak alinip 1500 pl Eppendorf 6rnek tiiptinde hazirlanir.

3.2. YONTEM
3.2.1.Kandan DNA izolasyonu

Periferik kandan DNA izolasyonu iki farkli yontemle ¢aligildi. Bunlardan ilki Otomatik
Izolasyon cihaz1 ile yapilan izolasyon, ikincisi fenol-kloroform ile yapilan DNA

izolasyonudur.
3.2.1.1.Cihazla Yapilan DNA izolasyonu Yéntemi

DNA izolasyonu, Qiagen Bio Robot M48 marka\ model otomatik DNA izolasyon cihazi
ile yapildi. Izolasyon kiti olarak “Mag Attract DNA Blood Mini M48” kiti kullanildi.
Izolasyon kitinin kartusu cihazin yuvasina yerlestirildikten sonra hastanin 16kosit sayisi
dikkate alinarak 200 - 300 pl kan 6rnegi 2 ml’lik eppendorf tiipe konularak cihazda
ilgili yerlere yerlestirildi. Cihaz c¢aligtirilarak 20 dk i¢inde 100 pl izole edilmis DNA
elde edildi.

3.2.1.2.Fenol-Kloroform Yontemi

EDTA’ I tiiplere alinan kan ornekleri 50 ml polipropilen santrifiij tiipline aktarildi.
Uzerine 40 ml Reagent A ilave edildi. 10 dk oda sicakliginda karistirildi. 2700 rpm 4 dk
santrifiij edildi. Siipernetan atildi. Ayrilan hiicrelerin tizerine 1000 pl Lizis buffer ve 50
pl (1 mg) proteinaz K ilave edildi. 37 °C’ de su banyosunda 14-16 saat bekletildi.
Uzerine 500 pl Kloroform:isoamilalkol (24:1), ve 500 pl Fenol ilave edildi.10 dk oda
1s1sinda ters diiz edilerek karistirildi. 10 dk 3000 rpm de santrifiij edildi. Olusan 2
fazdan {istteki faz alindi. Uzerine 500 pl Kloroform:izoamilalkol (24:1), 500 ul Fenol
ilave edildi. 10 dk oda 1s1sinda ters diiz edilerek karigtirildi. 10 dk 3000 rpm’de santrifiij
edildi. Ust faz pipetle toplandi. Toplanan kismin iizerine 1000 pul
Kloroform:izoamilalkol eklendi. 10 dk oda 1sisinda yiiz edilerek karistirildi. 10 dk 3000
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rpm’ de santrifiij edildi. Ust faz toplandi. Uzerine 100 pl 3M NaAsetat ve 2000 ul 100%
v/v Etanol eklenerek karvdtdrvldo.(-20°C)’ de bekletildi.Pellet mikrosantrif6j topone
alvnarak ozerine 2000 pl %80 v/v Etanol eklendi. 5 dk 13000 rpm’ de yikandi.
Supernetant atilidi ve 5 dk ekletilerek Etanol uzaklastirildi. Pellet 400 ul TE igerisinde
¢Oziildii. DNA +4 °C’ de saklandi.

3.2.2.250K Genotiplendirme Analizi

Caligma, tretici firma tarafindan tanimlanan protokole uygun olarak gergeklestirilmistir.

Calisma basamaklarinin tamamu sekil 3.1 de 6zetlenmistir (31).

.

=
DNA izolasyonu

:
Nsp
Msp enzim kesimi
Ligasyon
PCR
1
Birlestirme ve Saflastirma
]
Fragmantasyon ve Etiketleme
|
Hibridizasyon
WA l

- Yikama, Boyama
l

—'Ciplerin Taranmasi

l

Analiz

Sekil 3.1. Affymetrix GWS 6.0 array ¢aligmasinin basamaklari

3.2.2.1.DNA’nin Nanodrop Spektrofotometre ile Konsantrasyonunun Olgiimii

Izole edilen DNA’larin Nanodrop spektrofotometresi ile 260 nm dalga boyundaki
absorban degerleri okundu. 1 OD’nin 50 ng/ul DNA miktaria esitliginden gidilerek
260 nm dalga boyunda okunan absorban degerlerinden, Orneklerdeki DNA
konsantrasyonu hesaplandi. 250K genotipleme metodunda baslangi¢c materyali 250 ng
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(50ng/ul) genomik DNA oldugu i¢in, DNA’lar niikleaz icermeyen steril deiyonize su
ile 50 ng/pl olacak sekilde sulandirildi (51).

3.2.2.2.izole edilen DNA 6rneklerinin agaroz jelde yiiriitiilmesi

Izole edilen DNA 6rneklerinin degrage olup olmadigmin 8lgiilmesi % 1 lik agaroz jel
elektroforezinde 200 V(Volt)’ ta DNA oOrnekleri yatay elektroforezde kosturularak

goriintiilenmek suretiyle kontrol edildi.

Jeli hazirlamak i¢in, 1 gr Agaroz, TBE tamponu ile 100 ml’ ye tamamland,
kaynatilarak erimesi saglandi, jel kalibina dokmeden Once yaklasik 65 °C’ye kadar
sogutuldu. Igerisine 4,5 ul Etidyum Bromid eklendi, karistirild: ve jel kalibina dokiildii,
kuyucuklarin olusmasint saglayan tarak takildi ve donmaya birakildi. Jel polimerize
olduktan sonra taraklar cikarildi ve jel yatay elektroforez tankina yerlestirildi. Jelin
tizerine 1-2 mm gececek sekilde 1x TBE tampon ¢ozeltisi ilave edildi. PZR f{iriiniiniin
agaroz jele yiiklenmesi sirasinda jelin ilk ve son kuyucuguna izole DNA’y1
karsilastirmak amaciyla DNA boyut belirleyicisi yiiklendi. Izole DNA iiriiniinden
0,5’1ik Ependof tiipe 5 pl alindi ve iizerine 2 pl loading buffer eklendi . Mikropipetle
karistirildiktan sonra sirastyla herbir DNA &rnegi kuyucuga yiiklendi. Uriinler 15 dakika
yiriitildi. Daha sonra jel, transiliiminatorde degerlendirildi (Sekil 3.2). DNA

orneklerinin smear ve dimer goriintiisii vermemesine dikkat edildi.

Sekil 3.2: izole edilen DNA 6rneklerinin agaroz jel goriintiisii
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3.2.2.3 Restriksiyon enzim kesimi

Restriksiyon enzimleri, ¢ift sarmal DNA’y1 6zgiin parcalara kesen ve bu sekilde
Ozellikle tek niikleotid polimorfizmlerinin c¢alisilmasn1  saglayan enzimlerdir.
Bakterilerin biiyiik bir bolimii bir veya birkacg tiirde restriksiyon enzimleri sentezler.
Asil gorevleri, bakteriye disaridan giren yabanci genetik materyalleri ayristirarak
mutasyonlart 6nlemek ve bdylece bakteri DNA’sin1 korumaktir. Bakteriye 6zgii olan bu
enzimler, cift iplikli DNA iizerinde 6zgilin bir bolgeyi tanirlar ve ¢ift iplikli DNA’nin
her iki zincirindeki fosfo-diester bagini keserek DNA’y1 tanidiklar1 kesim noktalarindan
parcalara ayirirlar.  Giiniimiizde 500’e yakin restriksiyon enzimi degisik
mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Isimleri izole edildikleri bakterilerin ilk {i¢

harfi; ayn1 bakteriden birka¢ enzim elde edildi ise Roma rakamu ile belirtilir (52).
3.2.2.3.1 250 K Fast Digest Nspl

Konsantrasyonu 50 ng/ul ye ayarlanan ve degrage olmadig1 saptanan DNA o6rnekleri
arraya uygun bir restriksiyon enzimi olan Nsp [ enzimi ile kesildi. Nsp [ restriksiyon
enziminin tanima bolgesi 5' RCATGYY 3' dir. Bunun igin buz iizerinde toplam
reaksiyon hacmi 25ul olacak sekilde herbir 50ng/pl olan DNA 6rneginden 6,25 pl, 10X
Fast Digest bufferdan 2,5ul, Nspl fast digest enzimden 0,31 pl, steril distile sudan
15,94 pl alinarak kesim karigimi hazirlandi. 37° C da 5 dakika ve 65° C da 5 dakika
inkiibasyon programinda kesim reaksiyonu yapildi. Inkiibasyon programi thermal cycler

cthazinda uygulanda.
3.2.2.4.Restriksiyon enzim kesimi iiriinlerinin goriintiillenmesi

Nspl restriksiyon enzimi ile kesim reaksiyonu sonucu olusan iirlin, yatay jel
elektroforezinde (Sekil 3.3) %1 lik agaroz jelde 30 dak. yiiriitiilerek, transliiminatorde

goriintiilenerek degerlendirildi.
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Sekil 3.3. Nsp [ restriksiyon enzimi ile kesim reaksiyonu sonucu olusan iiriiniin, yatay jel

elektroforezinde goriintiisii. 1-5,7,8,9 Nspl kesim smear goriintiisii.

3.2.2.5 Ligasyon

Baglama veya ligasyon, rekombinant DNA teknolojisinde klonlanacak geni tasiyan
DNA parcalar1 ile vektoriin bir enzim aracigiliyla birbirlerine baglanmasi islemine

denir. Bu islem i¢in ligaz cinsi enzimler gorev yapar.

Baglamadaki sorunlardan biri vektoriin yabanci DNA’ya baglanmasi yerine kendi

uclarmin  birlesip halka seklini kazanmasidir, bunu engellemek i¢in yapilan

uygulamalardan biri, vektoriin 5’ uglarindaki fosfat gruplarmin yok edilerek fosfodiester

bag olusumunu 6nlemektir.Baglama i¢in uygun uglarin bulunmas: ya da olusturulmasi

gerekir. Degisik yontemlerle bu gergeklestirilebilir:

Kesme enzimleri tarafindan meydana getirilen yapiskan uclarin birbirini tanimasi

seklinde baglanma

Ayni cins enzimle kesilmis DNA parcalar1 ve dogrusal konuma getirilmis tasiyict DNA
molekiilleri biraraya getirildiginde, farkli kokenlere sahip olsalar bile, birbirlerini
tamamlayic1 6zellikteki (yapiskan) uclari tasimalarindan dolayir uglar arasindaki baz
eslesmeleriyle molekiiller baglanir. Sonrasinda ligaz enzimi niikleotidler arasinda
fosfodiester baglar1 kurarak agik uclar1 kapatir. Bu yontem rDNA elde etmek i¢in
kullanilan en basit ve etkili yoldur. Ligaz yiiksek yogunlukta kullanilirsa rekombinant

orani artarken, diisiik yogunlukta kullanildiginda DNA parcalar1 halka seklini alirlar.
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Baglayici ya da araci molekiiller kullanarak baglanma

Bu yontem kiit olan uglarin baglanmasinda kullanilir. Araci olarak yapay baglayici
molekiiller kullanilmaktadir. Bu sentetik aract molekiiller 6-10 baz ¢iftinden olusan
oligontikleotidlerdir. Bu molekiiller 5° ucglar1 poliniikleotid kinaz ile fosforlanma sonrasi
T4 DNA ligaz yardimiyla kiit uclu pargalara baglanir ve bir kesme enzimi yardimiyla
yapigskan uclar olusturulur. Bu sekilde olusturulmus diger bir tasiyiciya baglanma ve

araliklarin ligazla kapatilmasiyla baglanma islemi tamamlanir.
Homopolimerik tek zincirli kuyruklar kullanarak baglanma

Bu yontemle de kiit uglarin baglanmasi saglanmaktadir. Kiit uglarin 3’ uclarinda
terminal transferaz enzimi yardimiyla homopolimerik tek zincirli kuyruklar takilir. Bu
yontem ozellikle dkaryotik genlerin ¢cogaltilmasinda kullanilmaktadir. Okaryotik cDNA
parcalarinin tasiyicilara baglanmasinda kuyruklama yontemi basarili sonuglar

vermektedir (53).
3.2.2.5.1.Ligasyon reaksiyonu

Nsp [ restriksiyon enzimi ile kesilen DNA 6rneklerinin ligasyonu T4 DNA ligaz enzimi
ile yapildi. Bunun i¢in buz {izerinde toplam reaksiyon hacmi 25,25ul olacak sekilde 20
pl kesilmis DNA iiriinti, 2 pul T4 DNA ligaz, 2.5 pl 10X T4 DNA ligaz buffer,0.75 ul
Nspl restriksiyon enzimine uygun 50pum ik adaptor Nspl ile reaksiyon karisimi
hazirlandi. Reaksiyon karigimi 16 °C 180 dakika, 70° C 20 dakika ve 4 ° C sogutma

olan PZR inkiibasyon programinda ligasyona birakildi.
3.2.2.6 Polimeraz zincir reaksiyonu

PZR; bir organizmaya ait deosiriboniikleik asit veya riboniikleik asit dizilerinin in vitro
¢ogaltilmasina imkan veren bir ydntemdir. Ilk kez 1985 yilinda Kary Mullis ve
arkadaslar1 tarafindan kullanilmis ve daha sonra Saiki ve arkadaslar1 tarafindan

gelistirilmistir (54-57).

PZR yontemi kisaca bir gen yada DNA bolgesinin, bu hedef bolgenin u¢ kisimlarina
baglanan ve hedef diziye komplementer oligoniikleotid primerler kullanilarak ardisik bir
dizi replikasyonla (siklus) ¢ogaltilmasi islemidir. PZR’1n gergeklesebilmesi i¢in ortamda
amplifiye olacak cift iplikli DNA yada komplementer DNA (cDNA) fragmenti, iki adet
tek sarmalli oligoniikleotid ve bunlara ek olarak bir protein bileseni olan DNA

polimeraz enzimi, uygun deoksiriboniikleotid trifosfatlar (dANTP), bir tampon ve tuz
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soliisyonlarinin bulunmas: gerekmektedir. Reaksiyondaki her dongii 3 evreden

olusmaktadir (56,57).

1. Denatlirasyon Evresi: Bu evrede cift ipikli DNA 90°C iizerinde tek iplikli hale
getirilmektedir. ii. Primerlerin Baglanma (annealing) Evresi: Bu evrede primer olarak
adlandirilan ve cogaltilmak istenen DNA dizisinin u¢ kisimlarina komplementer olan
oligoniikleotidler, denatiirasyon evresinde tek iplikli hale DNA iizerinde kendilerine
komplementer olan niikleotid dizilerine hibridize olmaktadirlar. Primerlerin baglanmasi
50-75°C’ta gerceklestirilmektedir. 1ii. Uzatma (extansion) Evresi: Baglanma evresi
tamamlandiktan sonra primerlerin uzatilmasiyla tek sarmalli DNA’nin kopyasi
sentezlenmektedir. Bu sentez islemi termofilik bir bakteri olan Thermus aquaticus’dan
elde edilen Tag DNA polimeraz enzimi tarafindan gerceklestirilmektedir. Bu enzim
PZR ig¢in ilk defa 1988 yilinda kullanilmaya baslanmistir. Enzim 72-78°C’ta optimum
diizeyde islev gormektedir ve saniyede 150 niikleotid ilave edebilmektedir. Ancak
cesitli ortam kosullarina bagli olarak bu oran saniyede 35-100 niikleotid civarindadir
(54-57). PZR reaksiyonunda bu 3 evre bir dongii olarak kabul edilmektedir. Bir dongii
yaklasik olarak 3-5 dakika siirer ve tipik bir PZR reaksiyonu i¢in 20-40 defa tekrarlanir.
PZR’da bir dongii sonunda olusan {iriin miktar1 bir 6nceki dongilide olusan iiriin
miktarinin iki katidir. Dongii sayist ‘n’ olarak kabul edilirse 2" ¢ogaltilmis DNA
miktarin1 verir. PZR uygulamalarinda standart 1s1 uygulamasini saglamak amaciyla
1980’lerin sonlarinda her dongii i¢cin gerekli 1s1y1 diizenli olarak ayarlayan otomatik

aletler (thermal cycler) gelistirilmistir (56,57).
3.2.2.6.1 PZR prosediirii

Ligasyon sonrast liriinler ¢ok yogun genomik DNA igerigine sahip oldiuklarindan diliie
edilerek PZR agamasina hazirlanildi. Bunun i¢in son hacmi 25 pl ligasyon tiriinleri 75 pl
steril distile su ile dilue edildi. PZR ile iiriiniin 90 ng/ul den daha az olmamasi i¢in her
hastadan 3 PZR reaksiyonu calisildi. 90 pl’lik PZR karisimi igerisinde bir hasta i¢in; 10
X dream Taq Bufferdan 10 pl, Primer 002 100 pM’liikden 4,5 ul, MgCl, (25 mM’lik) 14
pl, dNTP (2,5 mM’lik) 14 pl, DNA 6rnegi 10 pl, Dream Taq DNA polimeraz (5 U/ul) 4
ul, Betain( GC kontingi olarak kullanildi) 20 pl konuldu ve toplam voliim distile su ile
90 ul’ ye tamamladi. PZR programi ise 94°C’de 5 dakika, 94°C’de 30 saniye, 60°C’de
30 saniye , 68°C’de 15 saniye, son li¢ siklusun 29 kere tekrari, 68°C’de 7 dakika ve

16°C’de forever seklinde uygulandi, iiriinler thermal cycler cihazina yiiklendi.



39

3.2.2.7 PZR iiriinlerinin agaroz jelde yiiriitiilmesi

Her hasta i¢in yapilan 3 PZR sonucu olusan 3 PZR {iriinii % 2 lik agaroz jelde ayr1 ayri
kuytucuklara yiiklenerek 120 voltta 20 dakika kosturularak (Sekil3.4) kontrol edildi.
200-110 bp araliginda tirtinler goriilmesi beklendi.

Sekil 3.4. PZR iirtinlerinin %?2 lik agaroz jelde goriintiilenmesi.

1: 100 bp lik marker ,2,3,4:1. hastanin PZR iiriinleri; 4,5,6: 2. hastanin PZR fiiriinleri;7,8,9: 3.
hastanin PZR firiinleri; 9,10,11: 4. hastanin PZR iiriinleri; 12,13,14: 5. hastanin PZR iiriinleri;
15,16,17: 6. hastanin PZR f{iriinleri; 18,19,20: 7. hastanin PZR iiriinleri.

3.2.2.8. Piirifikasyon

DNA "nin saflastirilmasi olarak da adlandirilan DNA piirifikasyonu, PZR" dan ¢ikarilan
amplikonun kullaniminda en ideal sonucu alabilmeyi saglamak i¢in yapilan islemler
biitiinidiir. DNA pirifikasyonu ile PZR amplikonlar1 primer, DNA artiklar1 ve

tuzlardan temizlenir ve saflastirilir (58,59).
3.2.2.8.1 PZR Priifikasyonu ve Clean-Up Plate ile Eliisyon

Bu amagla milipore filtrelerle yapilan, molekiilleri boyut ve bigimlerine gore ayirt
edebilen piirifikasyon plate’ler kullanilir. Amplikonlarin digsaridan olusturulan negatif
hava basinciyla bu filtrelerden siiziilmesi saglanir. Amplikonlar, diger primer ve DNA
artiklarina nazaran daha biiyiik olduklar i¢in zardan gecemezler ve plate’in dibinde

kalirlar.

Her bir PZR tiibtine 0,1 M EDTA dan 8 pl eklenildi. EDTA eklenen PZR tiipleri
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vortekslenerek 2000 rpmde 2 dakika santrifiij edildi. Her hastaya ait 3 PZR f{irlinii
piirifikasyon sonrast DNA igeriginin 90ng/pl olmasi i¢in piirifikasyon tablasinin (Clean
Up Plate) tek bir kuyucuguna yiiklendi ve tabla iistii aliminyum folyo ile kapatildi.
Piirifikasyon icin uygun aspirator cihazi kullanildi. Aspirator negatif hava basimeci 600
mbar olacak sekilde ayarlanarak ¢aligtirild1 ve piirifikasyon tablasi cihaza yerlestirildi
(Sekil3.5). Plagin kurumamasi énemlidir bunun i¢in 5-10 dk beklendi. Sivi bitmeden
veya bitimine yakin mutlaka kontrol edildi ve iizerine dH,O eklendi. Aksi taktirde
amplikonlar da porlardan gececektir veya porlara yapisinca cikarilamayacaktir. Goz
karar1 yaklasik 5 pl sivi kaldigr diisiiniildiigiinde aspirator kapatildi, lizerine tekrar 50 pl
dH,O eklenerek islem yeniden uygulandi. Bu islem 3 kez tekrarlandi. Son asamada 45
ul Recovery buffer eklenerek yatay calkalayiciya yerlestirildi, 10 - 15 dk ¢alkalandi.

Sekil 3.5. Piiriifikasyon plate ve aspirator

Amplikonlarin  miliporlardan ¢oziinerek Recovery buffera karismast saglandi.
Amplikonlar iyice pipetaj yapilarak piirifikasyon plate’lerden alind1 ve her hasta i¢in

hazirlanmis eppendorf tiipline kondu.

3.2.2.9 Piirifikasyon sonrasi PZR iiriinlerinin Nanodrop Spektrofotometre ile

Konsantrasyonunun ol¢iimii

Piirifiye edilen iiriinler 260 nm dalga boyundaki absorban degerleri okundu. 1 OD’nin
50 ng/pl DNA miktarina esitliginden gidilerek 260 nm dalga boyunda okunan absorban
degerlerinden, trilinlerinin konsantrasyonu hesaplandi. 90ug ulasilmayacak diisiik

konsantrasyonlarda ek PZR ve piirifikasyon islemeleri yapildu.
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3.2.2.10 Fragmantasyon
Fragmantasyon prosediirii

Piirifikasyon sonrast amplikon kaybmin var olup olmadigmmi anlamak icin
fragmantasyon islemi ic¢in tekrar bir hesaplama yapildi. Piiriifikasyon tablasindan
toplanan miktar (pul) ile konsantrasyon miktar1 (ng/pl) ¢arpildiginda toplanan miktardaki
pg cinsinden PZR iirlinii hesaplandi. PZR iiriinlerinin toplanan pl deki pg miktar
g6zoniinde bulundurularak, PZR friinleirnin fragmantasyon reaksiyonu i¢in gerekli 90
pg olmasi icin driinlerden ka¢ pl alimmasi gerektigi hesaplandi. Fragmantasyon
reaksiyonu i¢in toplam PZR iirlin hacmi 45 pl kullanilcagr i¢in 45 pl olmayan hacimler

recovery buffer ile 45 pl’ ye tamamlandi.

Fragmantasyon islemi icin toplam hacim 55 pgl olacak sekilde 45 pl PZR iiriinii
tizerine 5 pl 10X reaksiyon buffer ve 5 pl dilue fragmentation reagent eklendi.
Reaksiyon karisimi vortekslenerek 2000 rpmde 1 dakika santrifiij edildi. PZR programi
ise 37°C’de 35 dakika, 95°C’de 15 dakika, 4°C’de hold seklinde uygulandi, {irtinler

thermal cycler cihazina yiiklenerek inkiibe edildi.
3.2.2.11 Fragmantasyon iiriinlerinin agaroz jelde yiiriitiilmesi

Fragmante PZR firiinleri % 4 lik agaroz jelde 120 voltta 30 dakika- 1 saat kosturularak
(Sekil3.6 ) kontrol edildi. 180 bpden kii¢iik iiriinlerin goriilmesi beklendi.

Sekil 3.6. Fragmante PZR {iriinlerinin %4 lik agaroz jelde goriintiilenmesi.

1:100 bp lik marker 2:1. hastanin fragmante PZR {iriinleri; 3: 2. hastanin fragmante
PZR iiriinleri; 4: 3. hastanin fragmante PZR {iriinleri; 5: 4. hastanin fragmante PZR
iirlinleri, 6: 5. hastanin fragmante PZR {iriinleri; 7: 6. hastanin fragmante PZR iiriinleri;
8:7. hastanin fragmane PZR {iriinleri
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3.2.2.12 Isaretleme

Fragmente oOrnekler bu asamada standart adaptorlerle isaretlendi. Isaretleme
reaksiyonunda i¢in toplam hacim 70 pl olacak sekilde 50,5 ul fragmante DNA ya 14ul
5X TdT Buffer, 2 ul 30 mM DNA labeling reagent, 3,5 ul 30U\ ul TdT eklendi.
Reaksiyon karigimi  vortekslenerek 2000 rpmde 1 dakika santrifiij edildi. PZR
programi ise 37°C’de 4 saat, 95°C’de 15 dakika, 4°C’de hold seklinde uyguland,

tirtinler thermal cycler cihazina yiiklenerek isaretleme yapildi.

3.2.2.13 Hibridizasyon

Sekil 3.7.Array yiikleme delikleri ve etiketle kapatilmasi

Bu asamada ornekler array ¢ipe yiiklenilmek tizere hazirlandi. 70.4 g MES hidrat, 193.3
g MES sodium salt, 800 mL, niikleaz icermeyen disitile su kullanilarak 1000 mL 12X
MES stok soliisyonu hazirlandi. Bu soliisyonun 6.5 ila 6.7. pH’ya sahip olmasi
beklenildi. Hazirlanan soliisyon kullanilincaya kadar 4°C’de bekletildi.Bu sirada
hibridizasyon firm1 50°C ve 60 rpm doniis hizina ayarlandi ve dnceden isinmasi igin
calistirildi. 12 ul MES (12X; 1.25 M),13 pl Denhardt’s soliisyonu (50X), 3 ul EDTA
(0.5 M), 3 ul HSDNA (10 mg/mL),2 pl OCR, 0100, 3 pl Human Cot-1 DNA® (1
mg/mL),1 pl Tween-20 (3%),13 ul DMSO (100%),140 pl TMACL (5 M) karisim
miktarlar1 kullanilarak 6rnek bagina 190 pl hibridizasyon master miksi hazirlandi,
vorteks cihazi ile 3 saniye karistirildi ve73 pl isaretlenmis 6rnegin iizerine eklendi. PZR
cihazina ytklenildi. 95 °C’de 10 dakika ve 49 °C’de beklemeye ayarlanmis program
calistirildi. Boylelikle drnekler denatiire edildi. Ornekler bu asamada cipe yiiklenmeye
hazir hale getirildi. Yiikleme Oncesi arraylar hazirlandi. Yiikleme delikleri 200 pl pipet
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ucu ile delinmis ve yukarida kalan tarafi arrayin ic¢indeki havanin ¢ikmasini saglamak
icin pipet ucuyla acik birakildi. Daha sonra zaman kaybetmeden 200 pl 6rnek 49 °C’den
alimarak diger yiikleme deliginden arraye enjekte edildi. Bu asamadan sonra array
delikleri yapiskan etiket ile hizlica kapatildi (Sekil 3.7). Ornekler bekletilmeden
hibridizasyon firinina konuldu. Ornekler hibridizasyon firminda 16-18 saat 50 °C’de

bekletildi.
3.2.2.14. Yikama ve Tarama

Bu asamada GeneChip® Fluidics Station 450 cihazi kullanilarak arrayler yikanir ve
boyanir (Sekil 3.8). Bu asama tarama Oncesi son asamadir. Wash A ve Wash B
soliisyonlar1 yerlerine yerlestirildi. Bu asama yikama istasyonunu her ¢alistirma dncesi
yapilmasi gereken 6n yikama islemini baslatti.16-18 saat hibridisazyon firininda kalan
arrayler firindan ¢ikartilmis ve iglerindeki hibridizasyon karisimi 200 pl pipet ile alinip
1500 pl eppendorf 6rnek tiipline konuldu ve -80°C’de saklanmistir. Arraylerin i¢i daha
sonra 270 pl Array holding buffer ile dolduruldu. Arrayler yikama oOncesi oda
sicakligina gelinceye kadar bekletildi.Bu sirada boyama igin kullanilacak soliisyonlar
hazirlandi. Hazirlanan SAPE (Streptavidin Phycoerythrin) Stain soliisyonundan toplam
600 pl olarak alinip 1500 pl eppendorf 6rnek tiiplinde hazirlandi ve 1518a hassas olan bu
karisim folyo ile sarilarak 1siktan korundu. Bu tiip yikama istasyonunda 1 numarali
yerine yerlestirildi. Antibody Stain Solution ve Array Holding Buffer ayni sartlarda
yikama istasyonunda 2 ve 3 numarali yerlerine yerlestirildi.Daha sonra arrayler yikama
istasyonuna yerlestiridi ve Onceden yiliklenmis GenomeWideSNP6 450 programi

kullanilarak yikama ve boyama islemleri yapildi. Tarama islemi hemen yapilmayacaksa

ornekler 4°C’de bekletildi.

Sekil 3.8. GeneChip® Fluidics Station 450
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Tarama istasyonu calistiridi ve kullanmadan 6nce 10 dakika otomatik test siirecinin
tamamlanmas1 beklenildi. Yazilimda kullanilacak deney parametreleri tanimlanmis ve
ornek taranmak i¢in cihaza yerlestirildi. Cihaz netlik ayarmi ve tarama islemini
otomatik olarak gerceklestirmekte ve sonucu dat uzantili bir dosya olarak

kaydetmektedir.
3.2.2.15 Veri Analizi

Analiz i¢in Affymetrix firmasi tarafindan saglanan GeneChip® Operating Software
(GCOS) ve Affymetrix Genotyping Console™ 4.0 yazilimlar1 kullanildi.Yazilimlar
Microsoft Windows Vista isletim sisteminde kullanildi. Yine analiz igin gerekli
kiitiiphaneler: Affymetrix Genome-Wide Human SNP Array 6.0 library files
(GenomeWideSNP_6),Affymetrix Genome-Wide Human SNP Array 6.0 SNP
Annotation files from NetAffx firmanin web sayfasindan yararlanildi. Taranan 6rnekler
GCOS yazilimi ile girdileme islemi uygulandi ve CEL dosyalar1 olusturuldu. CEL
dosyalar1 taranmig array goriintiisiiniin duyarlilik verilerine doniistiiriildii. Bu asamada
yazilim tarafindan array basarisim1 degerlendirmek iizere “contast QC” degerleri
hesaplanmis ve contast QC degeri 0,4 ve {izerinde olan okumalar ¢alismaya alinmistir.
Daha sonra Ornekler GeneChip®Data Transfer Tool (DTT) yazilimi ile operatdr
bilgisayardan tasmnip analiz bilgisayarina yiiklenmistir. Ornek dosyalari daha sonra
Affymetrix Genotyping Console™ 4.0 yazilimina transfer edildi ve bu yazilimla iiretici
tarafindan  Onerilen “Canary” algoritmi ile CNV analizi gercgeklestirildi.
Genotiplendirme i¢in ise “Birdseed” algoritmasi kullanildi. Referans olarak {iretici
tarafindan saglanan GenomeWideSNP_6.hapmap270.na29.r1.a5” dosyast kullanildi.
Yine algoritma tarafindan hesaplanan MAPD kontrol degeri 0.35 ve altinda olanlar
analize alimmustir.Ayrica “Segment Reporting Tool” kullanilmis ve en az 5 marker
igeren en az 100 kbp bolgelerin isaretlenmesi sagland1.Ornekler GTC Browser yazilimi

kullanilarak incelendi.
3.2.3.Homozigotluk Haritalamasi

Otozomal resesif kalittm modeline uyan bir genetik hastalig1 olan ailelerde,etmen genin
saptanmasi i¢in, her iki allelin de hastaliga yol agan mutasyonu tasidig1 varsayimindan
yola cikilarak, ilk asamada sec¢ilen aday gene informatif bir baglantinin kurulmasi ve
ardindan bu gende mutasyon analizinin yapilmasi yontemleri izlenir.Ozellikle akraba

evliliklerinde ortak ata nedeniyle gen i¢i ve yakin ¢evresinde rekombinasyon olasiligi
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diisiik oldugundan polimorik markér analizlerinde homozigotluk (baglanti esitsizligi)
gosterilebilmektedir. Homozigot bolgelerin belirlenmesi bu bolgelerde yer alan
hastalikla iliskili gen/lerin arastirilmasina yardimei olur. Bu incelemeye “homozigotluk
haritalamas1” adi verilir. Bu teknik, akraba evliligi yapmis ailelerde daha informatif
olmakla birlikte, genomun baska bdlgelerinin de homozigot olabilmesi giicliikler
yaratabilmektedir. Teorik olarak, birinci dereceden kuzen evlilikleri sonucunda diinyaya
gelen ¢ocuklarin genomlarinin 1/16’s1 homozigot olacaktir. Hastalik geninin iginde
bulundugu boélge i¢in saglikli kardeslerin farkli (heterozigot) ve hasta kardeslerin ise

ayni (homozigot) olmasi beklenmektedir.

Homozigotluk haritalamasi, otozomal resesif hastaliklarin haritalanmasindaki istatiksel
analizin giiclinii arttirmakta ve kiigiik ailelerde bile yiikksek LOD skor degerlerinin elde

edilmesini olas1 kilmaktadir (60,61).

Homozigotluk haritalanmasinda, “DNA havuzlama” teknigi kullanilmaktadir.Bu
yontemde; otozomal resesif bir hastaligin goriildiigii akraba evliligi yapmus ailelerdeki
etkilenmis ¢ocuklarin esit konsantrasyondaki DNA’lar1 bir araya toplanmakta, genom-
boyu taramada kullanilan SNP markoérleri ile ¢ogaltilmakta ve genotiplenmektedir. Bu
yontemin temelinde, etkilenmis ¢ocuklarin hepsinin hastalikla iligkili markér/markorler
icin homozigot olacag: diislincesi yatmaktadir. Bu teknik sayesinde otozomal resesif
hastaliklarin genom-boyu baglant1 analizinde gereken PZR amplifikasyonlarmin ve
kullanilan jel kuyucuklarinin sayis1 azaltilmis ve bdylece genom-boyu baglant
analizinin daha az maliyet ile daha kisa siirede yapilabilmesi saglanmistir. Ayrica her
birey icin genotiplemeye gerek olmadigindan genotipleme sadece havuzlanmis

orneklerde yapilmaktadir (60-64).

Bu anlamda caligmamizda anne baba akraba oldugu icin aradigimiz mutasyonun
homozigot oldugunu farzederek, ortak bir atadaki heterozigot mutasyonu homozigot
bolgeler iginde arastirildi. Bu bolgelere "identity by descent" denir.Affymetrix Array
sonuglar1 tizerinde olusturulan Dr. Mustafa Tekin tarafindan olusturulan makrolu bir
program arayiciliftyla homozigot bloklar belirlendi. Bu homozigot bloklar 250K
Affymetrix Array verileri iizerinde isaretlendi. Isaretlenen homozigot bloklarin aile
bireyleri lizerindeki segresyonuna gozle yapilan bir taramayla bakildi.Bu verilerle LOD

skor analizi i¢in gerekli dosyalar hazirlandi.
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3.2.4. LOD SKkor Analizi

Aranilan genin test edilen kromozom lokusunda olma olasiliginin, olmama olasiligina
oranint (LOD skor degeri) hesaplayabilmek amaci ile easyLINKAGE plus v5.08
programinin iki ve ¢ok noktali LOD skor analizinden yararlanildi (65,66) (Sekil 3.9).

S
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Sekil 3.9. esayLINKAGE v5.08 programinin goriintiileri
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Bu programla hastaligin her bir genetik belirleyiciye karst LOD skor degerlerinin
hesaplanabilmesi i¢in Oncelikli olarak aileye ait aile agaci dosyasi (pedfile) ve
homozigot haritalamas1 verilerine gorede data dosyasi (datafile) asagida belirtilen
kurallara gore olusturuldu. Aile agacit dosyasi olusturulurken, 1. siitunda bireyleri
tanitic1 rakamlar (id=identification), 2. siitunda bireylerin babalarini tanitici rakamlar, 3.
Stitunda bireylerin annelerini tanitici rakamlar, 4. siitunda bireylerin esey durumlarini
belirten rakamlar (1: Erkekler, 2: Disiler, 0: Cinsiyet bilinmedigi durumlarda kullanilir),
5. siitunda bireylerin hastaliktan etkilenip etkilenmedigini belirten rakamlar (O:
Hastaliktan etkilenip etkilenmedigi bilinmiyor, 1: Saglikli, 2: Hasta), geriye kalan
siitunda ise calismada kullanilan DNA 6rneklerine ulasilip ulasilmadiginin bilgisi (0:
DNA yok, 1: DNA ya ulasilmis)olusturuldu. Bu olusturulan excel dosyasi isminin *“ p”

ile baglayip “pro” ile biten dosya olarak tekrar kaydedildi.(Tablo3.1) .

Data dosyast i¢in 1. siitunda homozigotluk haritalamasindan elde edilen SNP ID Ier,
diger siitunlarada tek tek aile bireylerinin yine homozigotluk haritalamasindan elde
edilen genotipleri yazilir(A veya B yada allel yoksa 00 ).Bu excel dosyas1 “snp” uzantili

olarak tekrar kaydedildi.(Tablo3.2).

Tablo3.1.: PEDFILE dosyast

W

File Edit Fermat Wiew Help

skol anne2 0 4] 21 0
skol dede2 0 0] 110
skol anne0l 0 0 210
skol dede0l dedez anne2 1 1 0
skol annel 0 0 210
skol dedel dede? anne2 1 1 O
skol baba dedel annel 1 2 0O
skol emine dededl annedl 2 1 2
skol ummugulsum baba emine 2 2 2
skol sami baba emine 1 2 2
skol kasim baba emine 1 1 2
skol dibrahim baba emine 1 2 2
skol abdullah baba emine 1 1 2
skol sevda baba emine 2 1 2
skol halime baba emine 2 1 2
skol sare baba emine 2 1 2
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Tablo3.2. DATAFILE dosyast

_ iy - loepad I R W R R

File Edit Format View Help

SNP_ID emine  halime ummugulsum samil  kasim  ibrahim abdullah sevida  halime sare
SNP_A-4234551  AB AB BB BB AB BE AB AB AB AB
SNP_A-2233141 AR AB AA AA AB AA AB AB AB AB
SNP_A-1943144  AB AB BB BB AB BE AB AB AB AB
SNP_A-4238217  AB AB AA AA AB AA AB AB AB AB
SNP_A-1933840 AR AB BB BB AB BB AB AB AB AB

LOD skor degerleri easyLINKAGE plus v5.08 ile hesaplanirken aile agaci ve data

dosyasi disinda programa veri girisleri yapildi. Programin program options boliimiinde

oncelikle hastaligin ailedeki kalittm modeli otozomal resesif olarak isaretlendi. Alel

frekans1 algoritmas1 Affymetrix reference-Caucasian yada Codominant olarak

isaretlendi.. Ayrica, hastaliga ait mutant gen frekansi 0.001 olarak kabul edildi (Sekil

3.10).
[ o2% SuperLink Options - easyLINKAGE Plus v5.02 e L0
Please adjust the following fields according to your needs
(default values model a dominant trait)

Inheritance model

(" Dominant  Recessive [ =1 liahbility class LC file: NONE|
Allele frequency algorithm: thFYMETRIK Reference - Caucasian éj
Frequency of the dise.ﬂ |.e. 0.001 means that the population prevalence is 0.1%. | [].[]{]1[]3?
Recombination increment step | 0.05| “
Recombination finishing value | 0.45?
Autosomal genotypes witfwt wt/imt mtimt -
Penetrance vectors _ 0.0000 _: 0.0000 1.0000
X chromosomal genotypes witfwt wt/imt mt/mt
Penetrance vector female 0.0000 . 0.0000 0.9900
Penetrance vector male 0.0000 0.9900

Advanced output handling of LOD plots

¢ Only "TOTALS" plot " Plots for all families I LDGging
Note: All fields are required for the analysis.
Missing frelds result in program fermination.
Reset to predefined (INI) options Ok

Sekil 3.10. SuperLink Options bolimii

Programda lokus analiz tipi se¢imi single lokus olarak secilirken, linkaj analiz programi

boliimiine hem iki noktali hesaplamalarimiz i¢in SuperLinkvi.5-Two Point Parametric

Linkage Analysis,cok noktali hesaplamalarimiz i¢in GeneHunter-Multi Point Linkage
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Analysis parametreleri isaretlendi. Proje tipi SNP chip project olarak secildi. Programin
taranacak kromozom ve kromozom araliklart boliimiinde taranacak kromozom ve
aralig1 isaretlendi. Genetik marker map boliimiinde cinsiyet kismu isaretlendi. Iki nokta
analizi i¢in bu boliimde AFFY10k Marshfield, AFFY100k Marshfield, AFFY500k
Marshfield, ¢ok noktali analiz icin AFFY 10k Marshfield her bir ayr1 hesaplama icin
isaretlendi. Addtional options bolimil icin gerekli isaretlemeler (Recode allels ve
Recode ID) yapildiktan sonra programa olusturulan PEDFILE ve DATAFILE dosyalari
yiiklenerek program kosturuldu.

3.2.5. Aday Genlerin Belirlenmesi

EasyLINKAGE programindan ¢ikan en yiiksek LOD skor degerinin saptandigi marker
araligindaki gore tiim genler, elektronik ortamda veri bankalar1t (NCBI-Map Viewer,
Ensembl) kullanilarak tespit edildi. Aday genleri belirleyecegimiz kromozom araliginda

bulunan genlerin aday gen nitelikleri asagidaki veri bankalar1 araciligi ile arastirildi.

NCBI-OMIM, genlerin herhangi bir hastalikla iligkili olup olmadigini belirlemede,
NCBI-Map Viewer, Ensembl, Human Genome Browser ve NCBI-Gene, genlerin
kromozom yerlesimlerini belirlemede, NCBI-Gene, Ensembl, Bioinformatic Harvester,
genlerin ifade edildikleri dokular ve ifade edilme diizeylerini tespit etmede, NCBI-
Protein, Bioinformatic Harvester, Swiss-Prot, NCBI-Conserved Domain, Pfam, gen
tirtinlerinin yap1 ve islev bilgisini tespit etmede, yolak bilgisi i¢in KEGG veri bankasi

kullanildi ve sendromla iliskili olabilecek aday genler bulundu.
3.2.6. Primer Dizaym

Belirlenen aday genlerden sendromla en yakin iligkisi olabilecek LTBP2 geni se¢ildi ve
LTBP2 geninin 2-17 araligindaki ekzonlara 6zgili forward ve reverse primerler dizayn
edildi. Primerler tasarlanirken, segilen oligoniikleotidlerin herhangi bir SNP iizerine
gelmemesine, tekrarlayan diziler izerinde bulunmamasina, ileri geri oligoniikleotidlerin
baglanma 1silarinin birbirleri ile ayn1 ya da en fazla +/- 2°C farkli olmasina, igerdigi AT
ve CG niikleotidlerinin oldugunca esit dagilimli olmasina, 18-22 niikleotid icermesine
ve gen bdlgesi igin dzgiin olmasma dzen gosterildi (67). Ozgiinliik, USCS Genome
Browser’dan “in silico PCR” interaktif sistemi ile test edildi. IndelSNP markorleri igin
gerekli forward ve reverse primerler markor alanini kapsayacak ve yaklasik 150-500 baz
ciftlik bir bant bolgesini ¢ogaltacak bicimde tasarlandi. Asagida LTBP2 geninin dizi

analizi i¢in tasarlanmis 16 ekzon ait forward ve reverse primer dizileri verilmistir:
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Ekzon 2

F Primer 5-TAGATTTGCAAGTAGAATAG-3'
R Primer 5'-GTTGCCTCCACTTTAAATA-3'

Ekzon 3
F Primer 5'-CTCATATCTCTGGCCATGC-3'
R Primer 5'-TTCTGACAGGAAGGTGTG-3'

Ekzon 4
F Primer 5'-AGGAGTGGCACAGACACA-3'
R Primer 5'-ACAAGGTGACAACTCAGC-3'

Ekzon 5
F Primer 5'-GGAACCATCTGAGCAGGA-3'
R Primer 5'-CCTTGAGATGAATGCAGC-3'

Ekzon 6
F Primer 5'-CACTCTTCTTCACTCTACAT-3'
R Primer 5'-GATCATAAAGGAAGGACTAC-3'

Ekzon 7
F Primer 5'-ACACATAGCCAGTGGCCT-3'
R Primer 5'-ACAACTGCCATCCTGGAA-3'

Ekzon 8
F Primer 5'-GAGTGAGCTCTGTGTCCTA-3'
R Primer 5'-TACCAGCCTGTTCTACCT-3'

Ekzon 9
F Primer 5'-GAGAGGAGTCTGGTGAGAAC-3'
R Primer 5'-AGTCCCTGGATTTCCTTAGT-3'
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Ekzon 10
F Primer 5'-GAATCCCACTGAATACATAG-3'
R Primer 5'-GAAGTGTCCCATCTTGTCTC-3'

Ekzon 11
F Primer 5'-CTAAAGTTCTTGTGAGCATT-3'
R Primer 5'-CTACTTCAGTCTTCCAGATT-3'

Ekzon 12
F Primer 5'-GGAAGACTGAAGTAGCCT-3'
R Primer 5'-ACTTCTCTGAGGTGCTGG-3'

Ekzon13-14
F Primer 5'-GAGCTCACGCTGTTACCTT-3'
R Primer 5'-GAACCAGCTCACACATAG-3'

Ekzon 15
F Primer 5'-CTCTCAGATTCTCTAAGTGG-3'
R Primer 5'-GGGACTTTACCTAGTTGGA-3'

Ekzon 16
F Primer 5'-AGTTCTGGTCTCTCCTCCT-3'
R Primer 5'-GACTCTCAACTCGGCCT-3'

Ekzon 17
F Primer 5'-CTTCCAGCCTTAGAGATT-3'
R Primer 5'-AGTTCTGGTCTCTCCTCCT-3'

3.2.7. DNA Dizi Analizi ile Mutasyon Analizi

LTBP2 geninin 16 ekzonunun sekanslanmast CEQTM 8000CE Genetik Analiz Sistem
(BeckmanCoulter) otomatik kapiller DNA dizileyicisinde Ankara Biyoteknoloji

laboratuvarinda gergeklestirildi.
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3.3.7.1 Dizi analizi icin DNA orneklerinin PZR ile ¢cogaltilmasi

LTBP2 geninin 2-17 araligindaki ekzonunlarini sekanslamak amaciyla genin bu
ekzonlardaki dizayn edilen primerlerle belli kisimlar1 PZR yontemiyle ¢ogaltildi. Her
bir 6rnek DNA’smma PZR reaksiyonunu gerceklestirebilmek amaciyla, 50 ul’lik PZR
karisimi hazirlandi. 50 pl’lik PZR karisimi igerisinde bir hasta i¢in; 10 x PZR
Tamponu’ndan 5 pl, Primer 1 (sense) 10 pM’lilkkden 3 pl, Primer 2 (antisense) 10
pM’liikkden 3 pl, MgCl2 (25 mM’lik) 3 pl, ANTP (2,5 mM’lik) 3 pl, DNA 6rnegi 3 pl,
Taq DNA polimeraz (5 U/ul) 0,5 pul, DMSO 5 pl konuldu ve toplam voliim distile su ile
50 ul’ ye tamamladi. PZR programi ise On denatiirasyon 94°C’de 5 dakika,
denatiirasyon, 94°C’de 30 saniye, hibridizasyon 53°C’de 50 saniye ve sentez, 72°C’de 1
dakika, son ii¢ siklusun 34 kere tekrar1 ve 72°C’de 5 dakika son uzama seklinde

optimize edildi, tirinler thermal cycler cihazina yiiklendi.
3.3.7.2 PZR sonrasi agaroz jel elektroforezi

PZR isleminin ardindan hedef DNA boélgesinin amplifikasyonunun dogru gerceklesip
gerceklesmedigi triinlerin jelde kosturulmasi suretiyle kontrol edildi. Jeli hazirlamak
icin, 2 gr Agaroz, TBE tamponu ile 100 ml’ ye tamamlandi, kaynatilarak erimesi
saglandi, jel kalibina dokmeden 6nce yaklasik 65 °C’ye kadar sogutuldu. Igerisine 4,5
pl Etidyum Bromid eklendi, karistirildi ve jel kalibina dokiildii, kuyucuklarin
olusmasini saglayan tarak takildi ve donmaya birakildi. Jel polimerize olduktan sonra
taraklar ¢ikarildi ve jel yatay elektroforez tankina yerlestirildi. Jelin {izerine 1-2 mm
gececek sekilde 1x TAE tampon cozeltisi ilave edildi. PZR {iriiniinlin agaroz jele
yiiklenmesi sirasinda jelin ilk ve son kuyucuguna iiriiniin bant boyutunu karsilastirmak
amactyla DNA boyut markir1 yiiklendi. PZR iirliniinden 0,5’lik Ependof tiipe 13 pl
alindi1 ve lzerine 2 pl loading buffer eklendi . Mikropipetle karistirildiktan sonra
sirastyla herbir PZR iiriinii kuyucuga yiiklendi. Uriinler 30 dakika yiiriitiildii. Daha

sonra jel, transiliiminatorde degerlendirildi.
3.3.7.3 PZR Uriinlerinin Piirifikasyonu

Bu protokol; tek veya ¢ift iplik DNA fragmentini PZR’dan ve diger enzimatik
reaksiyonlardan saflagtirmak amaciyla uygulanacaktir. PZR iiriinlerinin saflastirilmast,

piirifikasyon kiti kullanilarak yapildi.



53

Bu islemde yapilan basamaklar asagida siralanmistir; PZR tirtinidi (20-50 pl) 1.5 mI’lik
ependorf tiipe konuldu ve iizerine 500ul Binding tamponu eklendi. El ile karistirildi.
Oda 1s1sinda 1 dakika bu tampon igerisinde beklenildi. Bu bekleme siiresi icerisinde 2
ml’lik toplama tiipiine spin kolonu yerlestirildi.Orek toplama tiipiine alinan spin
kolona konuldu ve 13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipiinde biriken
stv1 atild1 ve spin kolon tekrar toplama tiipiine yerlestirildi.Spin kolona 700 pl yikama
tamponu eklendi ve 13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiiplinde biriken
sivi atildi ve spin kolon tekrar ayni toplama tiipiine yerlestirildi.Toplama tiipli ile
beraber i¢indeki spin kolon 13.000 rpm’de 1 dakika iizerine herhangi bir soliisyon

eklenmeden santrifiij edildi.

Spin kolon steril ve temiz yeni bir santrifiij tlipiine konuldu. 50 pl Elution tamponu (10
mM Tris CI, pH 8.5) veya distile su spin kolon {izerine konuldu ve 1 dakika beklenildi.
Ardindan 13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij tlipline gecen PZR {irlinleri
%2’lik agaroz jelde 80 V ‘da 20 dakika yiiriitiilerek kontrol edildi.

3.3.7.4 DNA dizi analizi icin PZR
DNA dizi reaksiyonunun hazirlanmasi

Bu basamakta amag, ¢ogaltilan DNA bolgelerindeki her bir baz1 etiketlemektir.20 pl
dizi reaksiyonu 0.2 ml ince duvarl tiiplerde veya mikroplate kuyucuklarda hazirlandi.
Dizi reaksiyonu icin gerekli asagida listesi verilmis reaktanlar eklenirken buz tizerinde

calisildi.
Premiksin Hazirlanmasi:

Bir ependorf tiip icerisine, 10x Dizi Reaksiyon Tamponundan 200 pl, 100 ul dNTP Mix,
200 pl ddUTP Dye Terminator, 200 ul ddGTP Dye Terminator, 200 pl ddCTP Dye
Terminator, 200 pl ddATP Dye Terminator ve 100 pl Polimeraz enzimi eklenir. Daha
sonra hasta basina bu premiksden 12 pl, DNA template 0.5-4.0 pl, pUC18 kontrol
template 0.5 pl, primer (1.6 pmol/ul ya da 1.6 pM) 2.0 ul alinir ve total voliim 20 pl
olacak sekilde distile su eklenir.Daha sonra 30 dongii, 96°C’de 20 saniye, 56°C’de 20
saniye ve 60°C’de 4 dakika sekans PZR’1 yapilmak iizere {iirlinler thermal cycler

cihazina yiiklenir.
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3.3.7.5 Etanol Presipitasyonu

Her 6rnek igin steril 0.5 ml’lik santrifiij tlipi hazirlandi.Taze stop soliisyonu/Glikojen
karisimi su sekilde hazirlandi: 2 pl 3 M Sodyum Asetat (pH 5.2), 2 pul 100 mM
Na2EDTA (pH 8.0), 1 ul 20 mg/ml glikojen.-Her tiipe 5 pl Stop soliisyonu/Glikojen
karisimindan konuldu.Sekans reaksiyon karisimi da eklenerek elle alt-iist edilmek
suretiyle karistirlldi.60 pl -20°C’de bekletimis soguk %95°lik (v/v) etanol eklendi ve
karigtirildi.Ardinda hemen 14000 rpm’de 4°C’ye ayarlanan sogutmali santrifiijde 15
dakika santrifiij edildi. Dikkatli bir sekilde supernatant alind1 ve atildi. Pellet iki kez 200
pl -20°C’de bekletimis soguk %70’lik etanolle yikandi ve her yikama sonras1 14000
rpm’de 4°C’ye ayarlanan sogutmali santrifiijde en az 2 dakika santrifiij edildi. Dikkatli
bir sekilde supernatant mikropipetle alindi ve atildi.Pellet kuruyuncaya kadar beklenildi.

Kuruyan pellet 40 pl 6rnek yiikleme soliisyonu icerisinde resiispanse edildi.
3.3.7.6 Sekansa yiiklemek icin 6rnek hazirlanmasi

Sekans i¢in Onerilmis olan polipropilen 6rnek plate’nin uygun kuyucuklarina resiispanse
edilmis Ornekler transfer edildi.Mineral yagun bir damlasi ile reslispanse edilmis
orneklerin herbirinin lizeri kapatildi.Sekans igerisindeki plate Ornekleri ve kapiller

cihaza yiiklendi ve istenilen metotla sekansa baslandi.
3.3.7.7.DNA Dizi Sonuclarin Analiz edilmesi

Sonuglar LTBP2 geninin toplam 16 ekzonunun dizileme sonuglar1 Chromas 2.32

(www.technelysium.com.au/chromas.html)veNCBIBLAST(www.ncbi.nlm.nih.gov/BL

AST) programlart kullanilarak 5°-3° ve 3°-5’ referans dizileriyle karsilastirilarak

bilgisayar ortaminda analiz edildi.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST

4.BULGULAR

4.1 Affymetrix Array Verileri

Dokuz bireye ait yapilan Affymetrix Array -dinamik model mapping analiz sonuglarinin
ancak bir kism1 asagidaki tabloda (Tablo 4.1) gosterilmistir.
Tablo 4.1. Affymetrix Array Dinamik model Analiz Sonuglar

AC211081 - f |
A E 5 1] E F a H I W K L M H 1] F 7] R
1 SHFID Chrom Phyrizal Foriti 46 SHF RS0 2009-0% 2009- Z009-1 2009-C 2009- 2009 2009-05-06_Ummuqe 2009-0%-06_ Samil_Call 2009-0%-0%_[krahim_Call
H BEBEd SHP_A-1356922 1 TTEE52 2920200 |EE EE EE EE EE EE EE EE EE
2 136705 SHF_A-190245% 1 1205490 10907175 |AA A4 AR AA A4 AR AR .1 AR
q 152356 SHF_A-Zi166n0 1 114599 rr2$87286 |HoGall BB BB Holall A& MoC: BE Hotall EE
5 186433 SHP_A-dz21047 1 1254710 207378 |AA AR AR AA AR AR AR L1 AR
13 czebx SHP_A-133d606 1 1495598 7540221 | AA AR AR AA AR AR AR L1 AR
T E0d43 SHF_A-zEx5Eke 1 1TH339 2272905 AR AA AR AR AA AR AR 1] -1}
& 151551 SHF_A-zi14153 1 ATd35dE rriEidi34d A4 AA AR AR AA AR AR 1] -1}
k] 14513 SHF_A-1914014 1 ATdEE56 raTE6963 |BE EE EE EE EE EE EE EE EE
10 196540 SHP_A-1$154922 1 1743914 rr 10907157 |EE EE EE EE EE EE EE EE EE
1 151325 SHP_A-Z11509% 1 1$12782 wrRE2E000 AR AA AR AR A AR AR L] AA
12 26556 SHF_A-ZZeq5EE 1 2094341 rr2e2ed] AE AE AR AR A AR AR L] AA
13 exed SHP_A-1T48724 1 2095738 w3izExd |BE EE EE EE EE EE EE EE EE
14 C2d773 SHP_A-421577% 1 2145729 r2b2eds AR AR AR AA AR AR AR L1 AR
15 75932 SHP_A-zdizidd 1 ZETHTE r2dd2 0 AN AR AR AA AR AR AR L1 AR
1% 160253 SHF_A-E1356494 1 ZEYETT erl0di0060 |EE EE EE EE EE EE EE EE EE
17 14514 SHF_A-dEznThe 1 ZEAROE rriZ03R |AE RE AR AE AA AR AR 1] AE
1% 14600% SHF_A-1T48345 1 230562 rrdfd3E33 |AE AE EE AE HoGal BB EE EE AE
1 k1 SHP_A-1739d472 1 2ddz2dz29 2985862 |AE AE AR [-1:3 AA AR AR 1] AE
0 14266 SHF_A-1924232 1 2495572 rri0910049: |BE EE EE EE EE EE EE EE EE
Fil £9547 SHP_A-42070x1 1 2E2E029 rEkEdERE (AR AE  AE AE AE Mol EE AE AE
22 1955 SHP_A-z:05014 1 2542618 erddVdl9E AR AE AR AB A4 AR AR .1 AE
&3 17673 SHF_A-2i792d2 1 ST rl0a0asTE | AA AR AR AA AR AR AR L1 AR
&4 129342 SHP_A-1743543 1 2T4dZEE 29045 | AA AR AR AA AR AR AR L1 AR
&5 162055 SHP_A-zzeidet 1 274d3TE rekE0dT |EBE EE EE EE EE EE EE EE EE
3 EETEN SHF_A-Z115d0% 1 ETEI09E rriZORE0EE (AR AR AR AR AR AR AR [-1] AR
H HdT0E SHF_A-Z116 745 1 2EIITA0 raTE2S15  |AE AE  MoCal AB HoGal Mol BEE HoCall AE
H3 4di5d SHF_A-1T9dd3d 1 2Ed109% rrikeaaTe |AE RE AR AE AA AR AR 1] AE
9 134926 SHF_A-Z060495% 1 2865638 rrTSA3TET |[AA AA AR AR AA AR AR 1] -1}
0 165929 SHF_A-1531667 1 2EETO0Z rr2e06dld |AE AE AR AE A AR AR L] AE
Kl 2963 SHP_A-Z141751 1 25ETH1 r23d2922 |AE AE AR Holall 48 AR AR L] AE
32 136349 SHF_A-2izéesd 1 2369320 rrERBOEEZ |EE EE EE EE EE EE EE EE EE
33 44775 SHP_A-zoxzide 1 2398248 rridaddiss (AN AR AR AA AR AR AR L1 AR
4 25113% SHF_A-Z0z594t 1 29d019d rrERE1A0E AR AR AR AA AR AR AR L1 AR
35 atil SHP_A-zi0330] 1 2940230 EE EE EE EE EE EE EE EE EE
36 A5T1% SHF_A-E1T1340 1 Z4dTAED rriZd04ETT (A AA AR AR AA AR AR 1] -1}
37 101545 SHF_A-1T45581 1 I091B2E rrERS19ET  |AA AA AR AR AA AR AR 1] -1}
3% 100d30 SHF_A-zEs94i] 1 091723 rr26519E5 |BE EE EE EE EE EE EE EE EE
ki 205584 SHP_A-1358352 1 2109529 rrd20391%  |AA AA AR AR AA AR AR 1] -1}
40 140312 SHF_A-Z29470E 1 ITTEE rbd2d0e2 |AE AE AR AE A AR AR L] AE
41 96227 SHP_A-4213510 1 2210020 rreETOS1E  |BE EE EE EE EE EE EE EE EE
LH 14654% SHF_A-1743921 1 e a S TEH | AE AE AR AE AR AR AR L1 AE
43 109579 SHRP_A-21T6477 1 Zed3$0d 7552331 |HoCall EE BB EE EE  MoC:<EE EE EE
LLl 152493 SHP_A-2303642 1 3297494 2493275 |EBE EE EE EE EE EE EE EE EE
LH 11655d SHF_A-ZX04608 1 3305574 rrS0ZdZAE AR AR AR AR AR AR AR [-1] AR
L1 HT41d SHF_A-1490445% 1 I36E5E rrERTOIE: |BE EE EE EE EE EE EE EE EE
a7 Elfdds SHF_A-1410607 1 I330045 eriTdOOITE [AA AA AR AR BA AR AR 1] -1}
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4.2. Homozigotluk Haritalamasi Verileri

Affymetrix array verileri lizerinde tasarlanan makrolu program araciligi ile blok boyutu,
sonlanim1 ve kromozom yerlesimi belli hasta kisilere ait homozigot bloklar belirlendi
(Tablo 4.2). Boyut biiyiikliigii en fazla olan bloklarda sendromdan sorumlu gen
bulunacagindan ilk bes blok degerlendirmeye alindi. Yani iki etkilenmis ve 3
etkilenmemis kardeste 2MB {izerinde segrege olan 5 bolge saptandi. Bu ilk analize 3
kardes dahil edilmedi. Bu bloklardan en biiyiigii 5. kromozomda 29962835 bp
(rs2914130) ile 16760837 bp (rs17501392) arasindaydi. Vaka 3 ve kiz kardeslerden biri
(Se. B) hasta kabul edilip diger kiz kardes (Sa.B) normal kabul edilince bu aralik
darald1. Eger sadece Vaka 3 hasta kabul edilince bu aralik ortadan kalkti. iki. biiyiik
blok 14.kromozom 67817621 bp (rs7148416) ve 82508151bp (rs17117757) araliklar
arasindaydi. Bir tane daha kardes g6z bulgular1 nedeniyle etkilenmis kabul edilip
(Vaka3) diger iki kardes etkilenmemis kabul edilince (Se.B ve Sa. B) bu araiik 14.
kromozomda 67817621 bp (rs7148416) ile 75657598 bp (rs11626830) arasina indi.
Besinci kromozomdaki bolge ise fenotiple birlikte segrege olmadigr kabul edildiginden

LOD skor analizlerine 14. Kromozom tizerinden devam edildi.

Tablo 4.2. Sendromdan sorumlu olabilecek homozigot bloklar

block size | block ends | chr.
171 81943 5
167 82237 5
156 211654 14 | SNP_A-1912069 | 14 | 74789526 | SNP_A-2187350 | 14 | 72312223
120 605 1
114 81771 5
106 211323 14 | SNP_A-4223404 | 14 | 70540593 | SNP_A-1914043 | 14 | 69462045
99 143439
95 105128
95 211176 14 | SNP_A-4225163 | 14 | 68751471 | SNP_A-2214389 | 14 | 67817621
92 82069 5
92 85466
91 211415 14 | SNP_A-2230635 | 14 | 71564561 | SNP_A-4223404 | 14 | 70540593

4.3. LOD Skor Analiz Sonuglar

Iki-noktal1 LOD skor analizine gére, 14. Kromozomdaki bolge icin en yiiksek LOD
skoru 2.3956 elde edildi (Sekil 4.1). LOD Skor degeri her nekadar 3 iin altinda olsa bile

calismaya 14. kromozom tiizerindeki genetik belirleyicilerden devam edilmistir.
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Sekil 4.1. Kromozoma yapilmig two- point analizi

4.4. Aday Genlerin Belirlenmesi

Calisgmamizda en yiiksek LOD skorun saptandigi 14. Kromozomun 7817621bp
(rs7148416) ve 75657598bp (rs11626830) araliginda NCBI-Map Viewer ve Ensembl
veri bankalar ile (Sekil 4.2) toplam 87 gen belirlenmistir (Tablo 4.3 ). NCBI-OMIM
veri bankasiyla saptanan 87 adet geninin Skolyoz, Korlik ve Araknodaktili
Sendromuyla iligkili olup olmadigmin belirlenmesinde saglanmistir. Sendromumuz
marfanoid oOzellikte oldugundan, Oncelikli olarak aday gen saptamada, marfanoid
ozelliklere ile iligkili yolaklar tarandi. Yolak bilgisi icin KEGG veri tabanindan
yararlanildi. Bu anlamda, Marfan sendromunda 6nemli TGF- B yolagi, skolyoz
olusumunda 6nemli Notch yolaklart kullanildi Yolak bilgisi belirlenmemis genler, gen
iriinii islevleri agisindan arastirildi. Bu amagla, Bioinformatic Harvester, Swiss-Prot,
Pfam veri bankalarindan yararlanildi. Tiim bilgiler degerlendirildiginde tanimladigimiz
kromozom araliginda Tablo 4.3’de goriilen genlerden 3’u otozomal resesif Skolyoz,
Korliik ve Araknodaktili Sendromundan sorumlu olabilecek aday genler olarak

belirlendi.
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Tablo 4.3. Human Genom Browser tarama verileri

chr14:72312224-74789525

RGS6

DPF3

DCAF4 (isoform 2)
DCAF4 (isoform 3)
DCAF4 (isoform 4)
DCAF4 (isoform 5)
ZFYVE] (isoform 1)
ZFYVE] (isoform 2)
PSENI (isoform 1-463)
PSENI (isoform 1-467)
RBM25

PAPLN

NUMB (isoform 4)

NUMB (isoform 2)

NUMB (isoform 1)
HEATR4

Cl4orf169

ACOTI

ACOT2

ACOT4

ACOT6

DNALI

Cl4orf43 (transcript variant 1)
Cl4orf43(trancript variant 2)
PNMAI1

PTGR2 (trancript variant 1)
PTGR2 (trancript variant 2)

PTGR2( transcript variant 3)

ZNF410

COQs5

COQ6

ENTPD5

Cl4orf45

ALDHG6A1

LIN52

Usx2

ABCD#4 (trancript variant 1)
ABCD#4 (trancript variant 2)
FAM161B

WDR21A

chr14:69.462,045-70.540,593

DCAF5

GALNTL1
EXD2
ERH
SLC3A9
FLJ44817
Cl4orfl62
KIAA0247
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SFRS5(trancript variant 1)
SFRS5(trancript variant 2)
SLC10A1

SMOC I (trancript variant 1)
SMOC | (trancript variant 2)
SLC8A3(trancript variant a)
SLC8A3(trancript variant b)
SLC8A3(trancript variant c)
SLC8A3(trancript variant d)
SLC8A3(trancript variant g)
SLC8A3(trancript variant f)

WDR22

chr14:67817621-68751471

ATP66VID

EIF2S1

PLEK2

Cl14orf83

PLEKHHI1

RDHI11

VTIIB

ARG2

ZFYVE26

RDH12
RADS51LI(isoform 1)
RADS51LI(isoform 2)
RADSILI1(isoform 3)

PIGH

chr14:70540593-71564561

SLC8A3(trancript variant a)

SLC8A3(trancript variant b)
SLC8A3(trancript variant c)
SLC8A3(trancript variant d)
SLC8A3(trancript variant g)
SLC8A3(trancript variant f)
ADAM21P

COX16

SYNJ2BP

ADAM20

ADAM21

MED6

TTC9

MAP3K9

PCNX

chr14:62315667-62865982

SYTI16

FLJ43390

chr14:74,789,526-75.657,598

Cl4orfl15

TMEM90A

NPC2

ISCA2

LTBP2
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KIAA0317

FCF1

YLPMI

PROX2

DLST

RPS6KLI

PGF

MLH3(isoform 1)
MLH3(isoform 2)
EIF2B2
ACYPI(isoform a)
ACYPI(isoform b)
FAM164C(isoform a)
FAM164C(isoform b)
TMEDI10

NEK9

chr14:71.564,561-72,040,112

PCNX

SNORDS56B (non- coding RNA)
LOC145474 (non- coding RNA)

SIPAILI

Bu aday genlerden 74,789,526-75,657,598 araliginda bulunan, L7BP2 geni LTBP2
ekstraselliiler matriks proteinini kodladigy, fibrinlerle ile cok benzerlik gosteren domain
yapisina sahip oldugu, matriks i¢inde ifade olarak, hiicre adezyonunda,mikrofibrillerin
yapsina katilmada ve TGF-f aktivitesinde dnemli rol oynadigi belirlenmistir.Bu veriler

LTBP2 geninin kuvvetli bir aday gen olarak belirlenmesinde 6nemli rol oynamistir

(NCBI-Gene, NCBI-UniGene, Bioinformatic Harvester, KEGG) (68,69).

Ikinci aday gen 72,312,224-74,789,525 araliginda bulunan Numb genidir. Bu genin
aday gen olarak secilmesindeki sebepler, NCBI-Gene, NCBI-UniGene, Bioinformatic
Harvester, KEGG veri bankalar1 ile Numb geninin Notch yolaginda gorevli, noral

gelisimden sorumlu genler arasinda bulundugunun saptanmasidir (70,71).

Ugiincii aday gen olarak bulunan Numb geni ile ayni aralikta saptanan (72,312,224-
74,789,525) PSENI(Presenilin 1) genidir.Notch yolaginda gorevli ve spinal gelisimden
sorumlu oldugu belirlendi. PSENI geninin daha ¢ok Alzehimer hastaligindan sorumlu
baslica 6nemli genlerden biri oldugu da saptandi (72,73). Bu durum PSEN! genin aday

gen olma derecesini diger iki gene oranla diisiirmiistiir.

Sonug olarak skolyozkorliik ve araknodaktili sendromu marfanoid 6zellikleri tagiyan

bir sendrom oldugundan Marfan sendromunda da ¢ok 6nemli bir yolak olan TGF- f
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yolaginda gorevli ve mutasyonlart marfan sendromuna sebep olan fibrillin 1 geniyle
homoloji gostermesi acisindan 1. aday gen olarak kabul edilerek, L7BP2 geninin dizi

analizi yapilmasina karar verildi.
4.5. DNA Dizi Analizi Verileri

LTBP2 geninin literatur 15181 altinda 2-17 aralifindaki 16 ekzonunu sekanslandi.
Sonuglar Chromas 2.32 ve NCBI-BLAST programlar1 kullanilarak degerlendirildi. 2
ekzonda -85 de (2. ekzona 85 baz uzaklikta (upstream -8 )intronda) G/C degisimi
saptand1 (Sekil4.3). Ancak bu baz degisiminin protein kodlayan bodlgede olmadigi
kararina varildi.Saptanan diger ekzonlardaki degisimler ekarte edildi. Neticede LTBP2

nin 2-17 araligindaki ekzonlarda bir mutasyon saptanmadi.
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Sekil 4.3 DNA dizi analizi verileri



5.TARTISMA VE SONUC

Bireylerin sosyal gelisimlerini olumsuz yonde etkilemesi ve tiim diinyada yaygin olarak
goriilmesi genetik tabanli sendromlarin ortaya c¢ikmasinda etkin olan genlerin
haritalanmas1 ve tanimlanmasina yonelik yapilacak ¢aligmalar1 hizlandirmistir. Genetik
haritalama, kisaca genomun matematiksel analizi olarak bilinir ve genlerin
kromozomlar {izerindeki lokalizasyonlarinin bulunmasinda molekiiler biyolojik
yontemler ve bir dizi karmasik istatistiksel analizleri kullanir. Ozellikle genetik
etyolojili hastaliklarin lokalizasyonlarmin saptanmasi alaninda son derece verimli bir
metod olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bir hastalik geninin tanimlanmasi ise, o genin
fonksiyonu ile ilgili hiicresel mekanizmalarin daha 1yi anlagilmasinda bize yardimci olur
ve hastaligin olusumunu kavramamiza olanak saglar. Hastalikk geninin saptanmasi
ayrica ila¢ Uretilmesine ve dogum Oncesi ve sonrasi genetik taniya da olanak
saglayacaktir. Otozomal resesif kaliimli Skolyoz,Korlik ve  Araknodaktili
sendromundan sorumlu aday gen\genlerin belirlenmesine yonelik yapilan bu tez
calismasinda, gen lokuslarii belirlemek amaciyla baglanti analizi yontemi uyguland.
Tiim genom SNP’leri 250K Affymetrix Array ile tarandi. Bazi kardeslerin agik olmayan
etkilenmis durumlart yiliziinden farkli kombinasyonlu tiim pedigride segregasyon ve 2
etkilenmis erkek kardesler tarafindan paylasilan homozigotluk goriinlir olarak
degerlendirildi. 1ki noktali LOD skor analizleri easyLINKAGEplus v5.08. tarafindan
yapildi. Sonug¢ olarak 14. kromozomda 7817621bp (rs7148416) ve 75657598bp
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(rs11626830) araliginda iki noktali analiz ile maksimum LOD skor 2.3956 olarak
hesaplandi.Bu boélgede lokalize LTBP2 geninin 2-17 ekzon araliginda dizi analizi

yapildi.Bu ekzonlarda mutasyon saptanamadi.

Diindar ve arkadaslar1 tanimladiklar1 bu sendromun ¢ok yliksek olaslikla degisken
ekspresyonlu bir otozomal dominant gen hatasi ile meydana gelen ve simdiye kadar
bildirilmemis bir durum tarafindan etkilenmekte oldugunu bildirmislerdir.Fakat
multigenik eklentileri ayirt edememislerdir. Hastanin kizkardesinin erkek kardesi ve
babasindan daha az etkilenmesi nedeniyle cinsiyet etkisinin de muhtemelen bu
hastaligin kalitmma katkida bulunmakta olacagini ileri siirerek sendromun tahmini
kalitm kaliplarint sunmusglardir(7). Bu anlamda projede segregasyon ve baglanti
analizleri otozomal dominant ve otozomal resesif modeller iizerinden yiiriitilmiistiir.
Aile bireyleri arasinda belirsiz fenotiplerin bulunmasi ( en kiigiik iki kiz kardeste hafif
skolyozun bulunmasi [Sa. B ve Se. B] ,vaka 3 de skolyozun g6zlenmemesi) etkilenmis
ve etkilenmemis bireylerin farkli kombinasyonlar1 olusturularak baglant1 analizinin
yapilmas1 saglanmistir (Vaka 1 ,vaka 2, vaka 3 hasta, diger aile bireyleri normal yada
vaka 1 ve vaka 2 hasta diger aile bireyleri normal yada vaka 1,vaka 2,vaka 3 ve hafif
skolyozu olan iki en kii¢iik kiz kardesler hasta, diger bireyler normal kombinasyonlari
gibi). Otozomal dominanat kalittmin segildigi LOD skor hesaplamalari anlamli
bulunmadigindan ekarte edilmis, ailedeki kan bagi nedeniyle otozomal resesif kalitim

modelinden baglant1 analizine devam edilmistir.

Haritalamada, otozomal resesif kalitim gosteren bir hastaliga ait gen haritalanmak
isteniyorsa, tasiyict olan anne-baba ve tiim c¢ocuklar c¢alismaya dahil edilmesi
gerekirken, otozomal dominant kalitim gosteren bir hastaliga ait gen haritalanmak
isteniyorsa hasta bireyler, varsa esleri, tiim cocuklart ve normal bireylerin sadece
kendisi ile ¢alisilmasi gerekmektedir. Ailedeki bireylerin 6lmiis olmasi, bazi bireylerden
ornek toplanamamasi ve ailedeki birey sayisinin yeterli olmamasi istatistik analiz
sonuclarint olumsuz yonde etkilenmesine sebep olmaktadir. Bizim ¢alismamaizda hasta
bireylerle ayni1 fenotipi tagiyan baba 6lmiis oldugu i¢in baglant1 analizinde bilgi verici

olamamustir.Aile birey saysinin az olmasida analizi negatif yonde etkilemistir.

Ailenin baglanti analizinde otozomal dominant ve resesif modeller denenmesine ragmen
anne ve baba arasinda kan bagi ( amca ¢ocuklari) oldugu i¢in otozomal resesif model

tizerinde fokuslanilmigtir. Anne baba akraba oldugu i¢in aradigimiz mutasyonun
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homozigot oldugu farzedildi. Ortak bir atadaki heterozigot mutasyon homozigot
bolgeler icinde arandi. Bu bolgelere "identity by descent" denmektedir. Otozomal
resesif kalitim modeline uyan bir genetik hastaligi olan ailelerde, etmen genin
saptanmasi icin, her iki allelin de hastalifa yol acan mutasyonu tasidigi varsayilir.
Ozellikle akraba evliliklerinde ortak ata nedeniyle gen ici ve yakin cevresinde
rekombinasyon olasiligt  diislik oldugundan polimorik markér analizlerinde
homozigotluk gosterilebilmektedir. Homozigot bolgelerin belirlenmesi bu bélgelerde
yer alan hastalikla iligkili genlerin arastirilmasina yardimci olur. Bu incelemeye
“homozigotluk haritalamasi” ad1 verilir. Bu haritalama, otozomal resesif hastaliklarin
haritalanmasindaki istatiksel analizin giiclinii arttirmakta ve kiiciik ailelerde bile yiiksek

lod skor degerlerinin elde edilmesini olas1 kilmaktadir.

Calismamizda aile bireylerin SNP tiim genom taramasi i¢in 250K Affymetrix array
kullanilmigtir. Tanimlanmig SNP’lerin giivenilir, kisa ve verimli olarak Affymetrix
array ile tespiti 0zellikle haritalama calismalarina hiz kazandirmistir. Aile icinde SNP
segregasyonunun incelenmesi ile belirlenen kromozom araligi daraltilabilmistir. Ayrica
belirledigimiz aday genlerin i¢ine diisen SNP’leri kullanarak aday genin baglanti analizi
ile dislanmasi1 saglanabilmistir.Polimorfik STR genetik belirleyicilerle RFLP ve allele

spesifik PCR’ 1n siurli kullanimlarini ve zaman kaybini gidermistir.

Travmatik olmayan subluksasyon veya kristalin lenslerinin dislokasyonu en ¢ok Marfan
sendromunda gozlenir. Bunun yaninda Homosistuniiri, Weil Marchesani Sendromu ve
bir ka¢ az karsilasilan otozomal resesif bozukluklarin ana belirtisidir (74). Radyografik
olarak tanilanan skolyozisin pek cok nedeni vardir (75). Osteogenezis imperfekta (76),
Marfan sendromu(77),Stickler Sendromu (78), Ehler Danlos Sendromu (79), Muskular
distrofiler (80) gibi kalitsal kas iskelet bozukluklarinin hepsinde skolyozis bir belirti
olarak gortliir. Spina Bifida, Serebral Palsi ve Miyelomeningosel gibi ndromuskuler
hastaliklar kas dengesizliginin yaninda skolyozis olusumu ile de iliskilidirler (81,82).
Polio ve spinal travmadan kaynaklanan paralitik bozukluklar ilerleyici skolyozise neden
olur. Radyasyon terapisi, tiimorler, slinks olusumu da skolyozisis nedenleri arasinda
sayllmaktadir. Bunun yaninda skolyozis vakalarinin en az %80 i hi¢ bir neden
tanimlanamadig1 igin idiyopatik olarak simiflandirilmistir. Idiyopatik skolyozisin genetik
bir bileseni olduguna dair kanitlar ¢ok giicliidiir. Fakat belli bir kalittm modeline dair

bilgiler sinirlidir. Marfan sendromu pek ¢ok sistemi ( iskelet, okuler, kardiovaskuler,
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pulmonar, deri, beyin ve dura ) i¢ine alan bag dokunun otozomal dominant kalitsal
bozuklugudur. Fakat en giiclii belirtileri iskelet,okiiler ve kardiovaskiilerdir. Marfan
sendromu FBNI1 genindeki mutasyonlar sonucu olusur (83). Bunun yaninda onceki
yapilan calismalarda genis capli mutasyon analizleri yaklasik olarak %10 yada daha
fazla Marfan sendromu hastalarinda FBNI baglantisin1 gosterememistir ki bu da
GHNET kriteri ile uyusur. Marfan sendromlu hastalarin TGF f nin transmembran
reseptor tip I proteinini kodlayan TGFBR2 geninde mutasyonlar oldugu gosterilmistir
(84). Marfan sendromunda olusan c¢ok cesitli iskelet bozukluklari: dolikostelomedia,
araknodaktili, skolyozis, goglis duvart deformasyonlart (pektus kavinatum,
ekskavatum),uzun goriinlim, ligamentoz laksiti,anormal eklem oynaklig1 ve protrusio
asetabul’ dur. Skolyozis cinsiyet ayrimi1 olmaksizin Marfan sendromu olan yetigkinlerin
yaklasik % 60 1nda skolyozis goriiliir(85). Tiim Marfan sendromu hastalarinin yaklasik
3/2 sinde belirli ciddiyet derecelerinde pektus ekskavatum olusur ve ameliyatla
diizeltmeden sonra idiyotipik pektus ekskavatumdan daha yiiksek seviyede bir egilimle
yeniden olusabilir (86). Marfan sendromu hastalarinin yaklasik %80 ninde ektopia lentis
olusur ve her zaman bilateraldir (87). Marfan sendromunun en yaygin kardiovaskiiler
belirtileri atrio ventrikiiler kapaklar1 ve aortay: etkiler. Marfan sendromu tanist GHENT
nozolojsi kriterlerine uygun olarak yapilabilir (88,89). Marfan sendromunun
azimsanmayacak derecede aile i¢i ve aileler arasi degiskenliginden dolayr tanisal
ikilemler yasanabilir. Ayn1 zamanda Marfan sendromunun vitral kapakc¢ik purolapsi
veya skolyozis gibi pek cok ozellikleri genel populasyonda da yagindir veya diger bag
doku bozukluklarinda da olusabilir ve pek ¢ok belirtileri de yasa baglidir. Marfan
sendromunda araknodaktili,skolyozis ve lens sublaksasyonu goriilebilir, fakat erken
cocuklukta zayif goriis ve goriis kaybinin ilerlemesi bu sendromda pek goriilmez. Ek
olarak bilateral anterior pitalmos, bilateral mikrokornea ve kornea opakligi Marfan
sendromunda mevcut degildir ve lens dislokasyonunun yonii superotemporaldir. Oysaki
skolyoz,araknodaktili ve korliik sendromunu tasiyan bireylerde lens dislokasyonu yonii
asag1 dereceede ve zeka ve ekokardoyogramlari normaldir ve GENTh kriterlerini tam

olarak uymaz.

FBNI mutasyonlar1 Marfan Sendromununu, siddetli neonatal Marfan Sendromu ,
dominant kalitimli ektopia lentis, kifo skolyozis gibi izole edilmis iskeletsel
ozelliklerinide igeren tam ve tam olmayan g¢esitlerinde tanimlanmigtir. Tip I

fibrillopatilerin yeni molekiiler grubu aralarinda Sprintzen Goldberg Sendromu ve daha
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yeni olarak ailevi veya izole aortik anevrizma formlarininin bulundugu iist iiste binen
TGFRBI  molekiiller  genetik  testlerinde  herhangibir = mutasyon  ortaya
cikarmamamislardir (7). Bu demektir ki ya Diindar ve arkadaslarinin mutasyon taramasi
hastaliga neden olan bir rmutasyonu tanimlayamamistir yada rapor edilen klinik
durumlar FBNRI ve TGFR I ve II nin eksiklik dizisinin bir pargas1 degildir. Bu ailede
biitiin aile liyeleri erken cocuklukta zayif goriisten muzdarip olmuslardir ve bir kag yil
icinde goriislerini  kaybetmislerdir. Benzer bulgular Stickler sendromunda da
bulunabilir. Stickler sendromu aralarinda miyopia, katarakt ve retinal ayrisma gibi
okiiler bulgular, hem kondaktive ve sensorindral isitme kaybi, orta yiiz gelisim azlig1 ve
yaritk damak (kendi basina veya robin sekansina bagli olarak), ilimli spodiloepifisial
artris (91) bulunan bir otozomal bag doku sendromudur. Fakat lens dislokasyonu
Stickler sendromunda goriilmez ve sendrom vakalarinda isitme kaybi, yarik damak ve
katarakt yoktur. Kifozun skolyotik tipi Ehlers Danlos sendromu (EDS VIA) (MIM 22
5400) bir kalitsal bag doku bozuklugudur. Bu sendrom klinik olarak dogumdaki siddetli
kas hipotonisi, dogumda var olan veya erken bebeklikte baslayan ve gelisen
kifoskolyozis ve siddetli hiper mobilitesi ve luksasyon (92,93) ile karakterize
edilir.Bunlarin yaninda siklikla marfanoid habitus, kirilma egilimsiz osteopenia,
anormal yarali deri kirilganlhigi, mikrokornea ve goz kiiresinde ve arterlerde yirtik
goriliir.(93) ve siddetli kas hipotonisi ve genel motor gelisimindeki gecikmeden dolay1
tanilama siklikla cok ge¢ olur. Ozellikle ayaklardaki deformasyonlar ve eklem
dislokasyonlar1  birlikte  goriildiigiinde  bir  ndéromuskular  bir  hastaliktan
siiphelenilir.Bunu takiben genis capli ve siklikla invaziv bir néromuskuler ¢alisma
yapilsa da genelde hep normal sonuug verir (93). Sendrom vakalarinda klinik 6zellikler
ve hastali§in baslangi¢c zamanlamasi bu taniya uymaz.Garsio et all. (94) dort Meksikali
kardeste komple akromatopsia ve uzun parmaklar, pes planus gibi iskeletsel anormaliler
ile karakterize edilen yeni ve muhtemelen otozomal resesif bir sendrom tarif etmistir.
Fakat lens luksasyonu yoktur. Buna karsin sendrom vakalarinin renk goriisleri dahil
oftalmolojik muhayeneleri normaldir. Diindar ve arakadaslar1 ailede korliige ve fitisise
muhtemelen miyop, lens dislokasyonu, retinal ayrisma ve diger biliinmeyen nedenlerin
yol actigim1 diisiinmiislerdir. Sonug olarak, diger bilinen genetik durumlarin arasinda
belli benzerlikler olmasina ragmen korliik,skolyozis ve araknodaktili kombinasyonuna

tam ve yaklasik olarak karsilik gelen herhangibir bilinen marfanoid 6zelllikleri tagiyan
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sendrom gosterememislerdir.

Bu calismada en yiikksek LOD skorun saptandigt 14. Kromozomun 7817621bp
(rs7148416) ve 75657598bp (rs11626830) araliginda NCBI-Map Viewer ve Ensembl
veri bankalar1 ile toplam 87 gen belirlenmistir. Bu genlerin 6ncelikli olarak marfanoid
ozelliklere sebep olan yolaklar acisindan arastirilmistir. Bu taramada sendroma sebep
olabilecegi diisliniilen Marfan sendromunda o6nemli TGF-B yolagi, skolyoz
olusumunda 6nemli Notch yolaklar1 kullanildi. Bunu takiben, belirtilen kromozom
araliginda genler yolak bilgisi ve gen iirlinii islevleri acisindan arastirilmistir.Bu
amagla KEGG, Bioinformatic Harvester, OMIM veri bankalarindan yararlanilmistir.
Tarama sonucunda, TGF-B yoalginda gorevli, 36 ekzonlu LTBP2 geni, skolyozda
onemli bir yolak olan Notch yolaginda gorevli ve spinal gelisimden sorumlu PSEN]
geni ve yine Notch yolaginda gorevli Numb geni aday gen olarak belirlendi. PSENI
geninin daha ¢ok Alzehimer hastaligindan sorumlu baglica 6nemli genlerden biri
oldugu diisiiniilerek calisilmast uygun goriilmedi. Numb geninin sadece skolyozdan
sorumlu bir gen oldugu diisiiniildiigiinden 2. ¢alisilacak aday gen olabilecegi kararina
varildi. Yapilan literatiir taramsinda L7BP2 geninin lens dislokasyonlarina ve ek
marfanoid Ozelliklere sebep olduguna pek ¢ok c¢alisma mevcuttur. Kumar ve
arkadaglar1 kan bagi olan Marfan sendromu, Weill-Marchesani sendromlariyla
karakterize mikroferofakilili 2 hintli ailede yaptiklar1 calismada L7BP2 genin
homozigot duplikasyon mutasyonlarini (c.5446dupC) rapor etmislerdir (95). Desir ve
arkadaslar1 iki ailede (aileler icinde kan bagi mevcut) yaptiklar: baglanti analizinde
lens dislokasyonu (mikrosferofaki ve ektopia lentis), miyopili,uzun statiirlii, anormal
derece yiiksek kol uzunluguna sahip Marfan sendromuyla baglantili fenotipe sahip iki
kardeste LTBP2 geninin homozigot mutasyonu saptanmislardir (96). Azamanov ve
arkadaslar1t Roman populasyonunda Marfan sendromunda gozlenen konjenital glakom
ve ektopia lentisli bireylerde yaptiklar1 bir ¢aligmada L7BP2 mutasyonlarina dikkat
cekmislerdir(97). Bu anlamda 1. aday gen olarak LTBP2 geni belirlendi ve

sekanslanmasina karar verildi.

LTBP2 geni insanlarda 14q24.3 te lokalize, Latent TGF-Beta Binding Protein 2 y1
kodlayan 36 ekzonluk biiyiik bir gendir. Bu gen tarafindan kodlanan proteinler multi-
domain yapisinda ekstraselliiler matriks proteinidir. ECM nin bilesenleri ve onlarin

farkli ekspresyon modelleri doku formasyonunda 6nemli rol oynarlar. Latent TGF- 3
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proteinleri fibrinler ile giiclii benzerlik gosteren ¢oklu domain yapilar1 ile L7BP
ailesinin en biiyiik tiyesidir. LTBP2 geninin, fibrinlerde de bulunan EGF like, EGF like
Ca binding, 8 ve 4 sistein domainlerinin yogun oldugu ( 1. ekzon harig ) ilk 16 ekzonu
sekanslandi. Ancak c¢alismada 1 ekzon ¢ok uzun oldugu i¢in uygun primer dizayn

edilemediginden caligsmaya dahil edilememistir.

Literatiirde skolyoz,araknodaktili ve korlik fenotipik bulgularini beraber tasiyan
skolyoz, araknodaktili ve korliik sendromundan ve Marfan sendromundan baska
araknodaktili, ektopia lentis ve kifoskolyozun eslik ettigi Beals sendromu
mevcuttur.Beals sendromu (konjenital araknodaktili) Marfan sendromundan daha hafif
bulgular veren bir sendrom olup 5. kromozomda lokalize FBN2 genindeki mutasyonlar
sonucu olusmaktadir (97-100). Literatiirde progressif skolyoz ve horizontal gaze palsi
(yatay bakis felci) bulgularimi gosteren olgularda 11.kromozomda lokalize ROBO3
mutasyonlart dikkat c¢ekmektedir (101,102).Yalnizca adalosent idiyopatik skolyoz
bulgularin1 gosteren olgularda 1,6,7,8,14 ve 12. kromozomlarda baglant1 saptanmis
(103), skolyoz ve sagirligin eslik ettigi bir calismada, PPPIR9B ve COLIAI genlerinin
mutasyonu tespit edilmis (104), adalosent idiyopatik skolyoz ve pektus ekskavatum
bulgulu bir ailede 18q da baglanti saptanmistir (105). Bu anlamda skolyoz,
araknodaktili ve korliikk bulgularinin eslik ettigi sendromumuzda literartiirde Marfan ve
Beals sendromundan bagka yaklasik bulgu gosteren bir sendrom ve baglanti saptanmis
kromozom bdlgesi bildirilmemistir. Bu agidan skolyoz,araknodaktili ve korliik
sendromunda saptadigimiz 14q3.3-q24.3 gen boélgesi literatiirde ilk bildirilmis baglanti

bolgesi olacaktir.

Arastirma siirecinde bilgilerin hizli, dogru ve etkin bir sekilde elde edilebilmesinde
elektronik veri bankalar1 en 6nemli kaynaklar olmustur. Yapilan tez calismasinda birden
fazla farkli veri bankalarindan yararlanilmis (NCBI-OMIM, NCBI-Map Viewer, NCBI-
UniGene, NCBI-Gene, NCBI-Conserved Domain, Ensembl Human Genome Browser,
Bioinformatic Harvester, KEGG) ve farkli veri bankalarinin kullanimi elde edilen

bilgilerin dogrulugunu desteklemistir.

Sonug olarak, bu tez ¢aligmasi sirasinda ortaya konan ve takip edilen gen belirleme
stratejisi sonunda 7817621bp (rs7148416) ve 75657598bp (rs11626830) araliginda
skolyoz,araknodaktili,korliik sendromundan sorumlu olabilecek 3 adet aday gen

belirlenmistir. LTBP2 geninin 16 ekzonunda DNA dizi analizi ile incelenmesi sonucu
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proteine kodlanan bolgelerindeki baz degisikligi saptanamamis olup,bu sendromdan
sorumlu yeni bir gen tespiti i¢cin L7BP2 geninin diger ekzonlarinin ve diger 2 aday
genin sekanslanmasi zorunludur. Elektronik veri bankalarinin takip edilerek literatiire
yeni kazandirilan genlerin de aday gen olup olmayacaklar1 yoniinde degerlendirilmeleri
gerekmektedir. Bunlara ek olarak diislinlilen ikinci bir strateji, sendromdan sorumlu
genin bulunmasi amaciyla bu vakalara bagka bir yontem olan STR marker
uygulanmasidir. Yeni bir genin literatiire kazandirilmasi bu siire¢ sonrasinda
saglanacaktir. Ancak ¢alismamiz sendromdan sorumlu olabilecek kromozom bolgesi ve

3 aday gen bilgisi vermesi agisindan literature katkida bulunmustur.
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PROJE SONUC RAPORU YAZIMINDA
UYULMASI GEREKEN KURALLAR

Proje sonug raporu yazziminda A4 ebadinda kagit alan1 kullanilmali, sayfalardaki sag,
sol ve alt bosluk 2.5 cm, iist bosluk ise 3 cm olmalidir.

Proje sonug raporunun tam metni, tek bir pdf desyasi olarak elektronik ortamda ERU-
PRODIS sistemi iizerinden birime sunulmalidir. Dosya isimleri asagidaki formata
uygun olmali ve isim verilirken Tiirkce karakter kullanilmamalidir:

projeno.pdf (6rnek: FBA 09 1236.pdf)

Proje sonug raporu igerigi asagida belirlenen diizende olmalidir:
KAPAK: Yukarida verilen formata uygun olarak hazirlanmalidir.
BOS SAYFA: Kapaktan sonra bos bir sayfa birakilmalidir.
TESEKKUR: Bu kisim istege bagli olarak eklenebilir.

ICINDEKILER: Rapor igindeki basliklari, alt basliklar1 ve bunlarin sayfa numaralarini
verecek sekilde hazirlanmalidir.

OZET: Proje bashgi ile birlikte en az 100, en ¢ok 250 sdzciikten olusan Tiirkce dzet
verilmelidir. Zorunlu hallerde 6zet 400 sozciige kadar gikabilir. Ozet’in bitiminde
“Anahtar Kelimeler” yer almalidir.

ABSTRACT: Proje bash ile birlikte en az 100, en ¢cok 250 sozciikten olusan Ingilizce
ozet verilmelidir. Zorunlu hallerde 6zet 400 sdzciige kadar ¢ikabilir. Ozet’in bitiminde
“Keywords” yer almalidir.

Onerilen Proje Metni Ana Béliimleri,

GIRIS / AMAC VE KAPSAM
GENEL BiLGILER

GEREC VE YONTEM
BULGULAR

TARTISMA VE SONUC
KAYNAKLAR

EKLER

Tartisma ve Sonuc¢ bolimiinde, projenin Oneri asamasinda ortaya konulan hedeflere ne
Olciide ulasildig acikca ortava konulmali, ulasilamayan hedefler var ise bunlarin
gerekceleri de tartisiimalidir.

Aragtirmacilarin sonug raporu yaziminda ilgili enstitii veya uzmanlik egitiminin
yapildig fakiiltenin belirledigi tez yazim formatini1 kullanmalari 6nerilir.



Proje calismasindan elde edilen veriler veya sonuglar kullanilarak iiretilmis yayinlar var
ise, rapor sonunda listelenmeli ve yayimin bir 6rnegi rapora eklenmelidir.

Hatirlatma
(Uygulama Yonergesinin Sonuc¢ Raporu ile ilgili Maddesi)

Madde 15. Proje yiiriitiiciisii, protokolde belirtilen bitis tarihini izleyen 1 ay igerisinde,
arastirma sonuglarini iceren ve BAP Komisyonu tarafindan belirlenen formata uygun
olarak hazirlanmis Proje Sonu¢ Raporunu, tez projesi yiiriitiiciisii ise tezin elektronik
ortamdaki niishasin1 proje degerlendirme ve izleme sistemi araciligi ile BAP
Koordinasyon Birimine sunar. Ayrica, var ise proje kapsaminda gerceklestirilmis
yayinlar da rapora eklenir. Tez projeleri i¢in, proje yiiriitiiciileri tezin basarili bulunarak
tamamlandigina dair ilgili enstitiiden alimmis bir belgeyi de birime teslim etmek
zorundadir. Giidiimli projeler ve sempozyum diizenleme projeleri i¢in, sonug¢ rapor
formatina bagli kalinmaksizin bu destegin nasil kullamildigin1 aciklayan bir rapor
hazirlanir ve BAP Birimi’ne sunulur. Arastirma projelerine ait sonug raporlari, hakem
degerlendirmesi 1s18inda degerlendirilerek projenin basarili sayilip sayilmayacagina
Komisyon tarafindan karar verilir. Diger projelerin sonu¢ raporlari ise dogrudan
Komisyon tarafindan degerlendirilerek karara baglanir. Arastirma projeleri kapsaminda
gerceklestirilen ¢alismalar ve elde edilen sonuglar, yiiksek lisans, doktora veya tipta
uzmanlik tezlerinde kullanilamaz. Bu kapsamdaki sonuclar, ancak literatiirdeki diger
kaynaklarmn kullanildig1 oranda ve kaynak gosterilerek kullanilabilir.
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