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OZET

KRANIYOEKTODERMAL DISPLAZIYE SEBEP OLAN YENI BIR
MUTASYONUN MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

KARAMAN, Aslh
Yiiksek Lisans Tezi, Molekiiler Tip Anabilim Dal1
Danisman: Prof. Dr. Berna DEMIRCAN TAN
Es Danisman: Doc. Dr. Siikrii Sadik Oner
Ocak 2023

Bu calismanmn amaci, kranioektodermal displaziye sebep olan yeni bir
mutasyonun siliya tizerindeki etkilerini arastirmaktir. Kranioektodermal
displazi, siliyopati grubundaki hastaliklardan biri olarak smiflandirilan ve
viicudun bircok boluimiinii etkileyerek, karakteristik ytiz ozellikleri, kemik
anormallikleri, eklem laksisitesi, ektodermal displazi, biiytime geriligi ve retinal
distrofi gibi problemlerle karakterize olan bir nadir hastaliktir. Siliyalar,
mikrotiibiil bazli bir aksonemden olusan ve plazma membranindan disariya
dogru hiticresel cikint1 seklindeki organellerdir, hareketli ve hareketsiz (primer)
olmak tizere ikiye ayrilirlar. Primer siliyalar hticre dist ortamdan aldig:
molekiiler sinyalleri ileterek, duyu islevlerinin yerine getirilmesinde gorev
almaktadir. Primer siliyalardaki yapisal ve fonksiyonel bozukluklar ise siliyopati
olarak adlandirilan genis bir organ-sistem etkilesimine neden olan hastalik
grubunu olusturmaktadr.

Akraba evliliginin ¢ok oldugu genis bir ailede, hastalarda yapilan tim genom
analizleri sonucunda elde edilen verilerde siliyogenezde 6nemli gorevler aldig:
bilinen “ciliogenesis associated kinase 1 (CILK1)” geninin C-terminal bolgesinde
bir mutasyon tespit edilmistir. Bu mutasyonun siliya yap1 ve fonksiyonlarmdaki
etkilerini arastirmak amaci ile hasta ve kontrol goniilliilerinden alman deri
ornekleri ile fibroblast hiicre hatlar1 elde edilmistir. Bu hiicre 6rnekleri ile yapilan
immiinositokimyasal calismalarda, mutasyonun siliya yapisimni degistirdigi ve
qPCR deneyleri sonucunda da siliya ile iligkilendirilmis olan IFT70 geninin
ekpresyonunun artmasina yol actig1 gozlenmistir. Elde edilen bu verilerle CILK1
genindeki bu mutasyonun, siliya yapisi tizerinde nasil etki ettigi ve bir siliyopati
olan ektodermal displazi hastaliginin tanisinda yeni bir tani kriteri oldugu
gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Primer Siliya, Siliyogenez, Siliyopati, Kraniyoektodermal
Displazi, CILK-1,



ABSTRACT

KRANIYOEKTODERMAL DiISPLAZIYE SEBEP OLAN YENI BIiR
MUTASYONUN MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

KARAMAN, Aslh
Master’s Thesis, Department of Molecular Medicine
Supervisors:
Prof. Dr. Berna DEMIRCAN TAN
Assoc. Prof. Dr. Siikrii Sadik ONER
January 2023

The aim of this study is to investigate the effects of a new mutation that causes
cranioectodermal dysplasia on cilia. Cranioectodermal dysplasia is a rare disease
that is classified as one of the diseases in the ciliopathy group and is characterized
by problems affecting many parts of the body, such as characteristic facial
features, bone abnormalities, joint laxity, ectodermal dysplasia, growth
retardation and retinal dystrophy. Cilia are organelles consisting of a
microtubule-based axoneme and in the form of a cellular protrusion outward
from the plasma membrane, they are divided into mobile and immobile
(primary). Primary cilia are involved in the fulfillment of sensory functions by
transmitting the molecular signals they receive from the extracellular
environment. Structural and functional disorders in primary cilia constitute a
group of diseases that cause a wide range of organ-system interactions called
ciliopathy.

In a large family where consanguineous marriage is common, a mutation was
detected in the C-terminal region of the “ciliogenesis associated kinase 1
(CILK1)” gene, which is known to play an important role in ciliogenesis, in the
data obtained as a result of whole genome analyzes performed on patients. In
order to investigate the effects of this mutation on cilia structure and functions,
fibroblast cell lines were obtained from skin samples (which, that) taken from
patient and control volunteers. In immunocytochemical studies with these cell
samples, it was observed that the mutation changed the cilia structure and
increased the expression of the IFT70 gene, which was associated with cilia, as a
result of qPCR experiments. With these data, it has been shown how this
mutation in the CILK1 gene affects the cilia structure and is a new diagnostic
criterion in the diagnosis of ectodermal dysplasia, which is a ciliopathy.

Keywords: Primary Cilia, Ciliogenesis, Ciliopathy, Cranioectodermal
Dysplasia, CILK-1
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1. GIRIS

Siliyalar hiicreden disar1 dogru tiiysii bir ¢ikinti seklinde gelisen, 5-15 pm
boyutlarinda ve farkli protein kompozisyonlarina sahip olan mikrotiibiil bazli
organellerdir. Siliya temel olarak bazal gdvde, gecis bolgesi ve siliyer u¢ kisimlarindan
olusmaktadir ve hareketli ve hareketsiz olmak iizere iki sinifa ayrilmaktadir. Hareketli
siliyalar belirli hiicre tiplerinde olusan, sivilarin hiicre yiizeyi boyunca akigini ve
temizlenmesini kolaylastirmak i¢in kordineli bir sekilde kirbag benzeri vuruslar yapabilen
bir organeldir. Primer siliyalar olarak da bilinen hareketsiz siliyalar, mekanosensor,
kemosensor ve ozmosensor gibi fonksiyonlara sahiptir (1). Ayrica, Hedhehog, Wnt ve
reseptor tirozin kinaz ligandlar1 gibi hiicresel davranis, doku gelisimi ve homeostazis ile
ilgili olan sinyal yolaklarinin koordinasyonunda gorev almaktadir (2). Hedgehog sinyal
sistemi, 6zellikle embriyonik dénemde siliya organeline lokalizedir ve organogenezin
kontroliinden sorumludur. Bu nedenle, organlarin diizgiin yerlesimi ve ekstremitelerin
diizgiin gelisimi agisindan nemlidir. flerleyen dénemlerde tiimdrogenezi de etkiledigi
bilinmekte ve bircok sinyal iletim sistemi ile ortak baglantilar yapmaktadir. Kanonik ve
kanonik olmayan Wnt sinyalizasyonunda rol alan proteinler siliyer/bazal siliya
lokalizasyonunda bulunmaktadir. Kanonik Wnt sinyalizasyonu hiicre proliferasyonunu,
farklilasmasin1 ve biiylimesinde rol alarak hiicre goc¢li ve embriyonik gelisimin
diizenlenmesini saglarken, kanonik olmayan Wnt sinyalizasyonu gastrulasyon ve
noriilasyon sirasinda yakinsama uzantisi (convergence extension) i¢in gerekli olan
hiicresel polarite, hiicre gocii veya mitotik ig oryantasyonu ve duzlemsel hicre
polaritesinin (Planar Cell Polarity, PCP) kontrolinde gorev almaktadir. Siliya
hastaliklarinda olusan agik goz kapaklari, noral tiip defektleri ve bozulmus koklear
stereosiliyer demetler Wnt sinyalizasyonuyla iliskilendirilmistir. PDGFR (Trombosit
Kokenli Biiyiime Faktorii Reseptoril) sinyalizasyonu da primer siliya araciligiyla, hiicre
dongusu kontrolii, hicre gogl ve doku homeostazi gibi birgok siiregte 6nemli rol

oynamaktadir (3).

Siliyanin yapisindaki anormallikler ve fonksiyonundaki kayiplar sebebiyle olugan
hastalik grubu siliyopati olarak adlandirilmistir. Siliya ile iliskili proteinlerde olusan
mutasyonlar ile meydana gelen bu siliyopati hastaliklarinda neredeyse tiim organlari
etkileyen ¢ok cesitli semptomlar/fenotipler goriilmektedir. Bu semptomlar retinal defekt,
anozmi (koku alamama), duyu kaybi, organlarin yer degistirmesi, iskelette meydana

gelen anormallikler, alti parmaklilik, kisirlik, beyinde meydana gelen hasarlar (ataksi,



epilepsi, zeka geriligi), hidrosefali, dogustan gelen kalp rahatsizliklari, akciger/hava yolu
defektleri, renal anormallikler, karaciger fibrozu gibi semptomlardir. Primer siliyadan
kaynaklanan bazi siliyopatiler ~Bardet-Biedl —sendromu, Joubert sendromu,
kraniyoektodermal displazi gibi multisistemik etkilenim gosteren hastalik tablolarina yol
acarken, bazilarinda g6z, bobrek ve iskelet sistemiyle siirli fenotipler ortaya
cikabilmektedir (2,4). Siliyopatilerin genetik nedenlerini belirlemede, Yeni Nesil
Dizileme (NGS) teknolojisinin klinige uyarlanmasi ile siliyopatilere sebep oldugu tespit

edilen yeni gen sayisi artmaktadir.

Kraniyoektodermal displazi (Sensenbrenner sendromu, KED), siliyopati
grubundaki hastaliklardan biri olarak siniflandirilan, kranial ve iskelet anomalileri
(kraniosinostoz, dar gogiis kafesi, kisa uzuvlar ve brakidaktili) nefronoftizis benzeri
bobrek lezyonlari, hepatik fibroz, kalp kusurlari ve retinit pigmentoz ile karakterize nadir
goriilen heterojen otozomal resesif bir hastaliktir (5). Ozellikle karaciger ve bobrek
anormallikleri erken Oliimlere iliskilendirilmistir (5). Bugiine kadar, IFT43, IFT52,
IFT122, IFT140, WDR19 ve WDR35 genleri olmak tiizere alt1 farkli gende KED ile
iligkilendirilmis mutasyonlar bulunmaktadir. Bir siliyopati olan KED’nin etiyolojisinde
bilinen genler hastalarin yaklasik ticte ikisinin tan1 almasini saglayabilirken, {icte birinde

etiyolojiden sorumlu yeni gen kesiflerine ihtiyag vardir (6).

Tibbi genetik klinigine bagvuran, aymi aileden ii¢ farkli hastada ortak klinik
ozellikler olarak, kronik bobrek yetmezligi, nefronofitizi, dismorfik yiiz 6zellikleri,
seyrek saclar, seyrek kaslar, seyrek kirpikler, kisa parmaklar, distrofik tirnaklar, retinal
distrofi, karaciger yetmezligi ya da karaciger enzim yliksekligi bulunmaktaydi. Yapilan
pedigri analizleri ile ii¢ hastanin da ebeveynleri arasinda akrabalik bulundugu ve
hastalarin birbirlerinin yakin ya da uzak kuzenleri oldugu tespit edilmistir. Ayn1 kusakta
birikim gosteren hastaligin pedigri analizine gore otozomal resesif kalittm modeli ile
uyumlu oldugu degerlendirilmistir. Ayrica ayni kusakta benzer organ-sistem tutulumlari
ile oliimle sonuglanan baska hasta bireylerin de var oldugu 6grenildi. Yapilan tiim

degerlendirmeler sonucunda hastalara KED klinik tanis1 konulmustur.

Yapilan ekzom analizlerinde bu hastalarin CILK-1 (ICK olarak da bilinen,
ciliogenesis associated kinase 1, NM_014920) geninin 1664-1665. nukleik asitleri olan
AT’nin silinmesi ile agik okuma ¢ercevesinde (open reading frame) meydana gelen

kayma sonucu 144 bazlik yani 48 amino asitlik yeni bir bdlge olusmustur



(c.1664_1665del AT, p.Tyr555CysfsTer48) ve bu durum (¢ hastada da homozigottur. Bu
sebeple, CILK 1 geni KED etiyolojisinde yeni bir aday gen olarak degerlendirilmistir.

CILK1 geninin kodladigi “serin/treonin-protein kinaz ICK” proteininin N-
terminal bolgesindeki kinaz domaininin proteinin katalitik fonksiyonlarina aracilik ettigi
bilinmektedir. Bu bdlgenin fonksiyonlarimi etkileyen bazi yanlis anlamli varyantlar
(p.R272Q ve p.G120C) homozigot durumda; endokrin sistem etkilenimi, serebral
anomaliler ve osteodisplaziyi igeren erken neonatal donemde letal seyirli bir hastalik olan
“Endokrin-serebroosteodisplazi (OMIM #612651)” ile iliskilendirilmistir (7). Yine kinaz
bolgesinde yerlesen ve fonksiyon kaybina yol acan bagka bir homozigot yanlis anlaml
varyant (p.E80K) erken letal seyirli bagka bir iskelet displazisi olan kisa kot-polidaktili
sendromu ile iliskilendirilmistir (8). Serin/treonin-protein kinaz ICK proteininin N-
terminal bolgesindeki kinaz bélgesinin fonksiyonel 6zellikleri ve iligkili oldugu hastalik
Klinikleri biliniyor olsa da, proteinin C-terminal bdlgesindeki non-katalitik domain ile
ilgili bilgiler kisithidir. Yakin zamanli in vitro ¢alismalarda non-katalitik domainin protein
baglanmasi, substrat taninmasi ve siliyer hedefleme ile ilgili fonksiyonel 6zellikler
gosterdigi belirlenmis olsa da heniiz bu bolgede yerlesen biallelik varyantlarla

iligkilendirilmis bir hastalik bulunmamaktadir.

Hastalarda belirtilen varyantin iligkili proteinin C-terminal bdlgesindeki non-
katalitik bolgede bir aminoasit dizisinin kayb1 ve yeni bir aminoasit dizisinin eklenmesine
yol acmasi beklenmektedir. Bu calisgmanin amaci, klinikte KED tanisi konulan ve
hastanin CILK1 geninde yeni tanimlanan mutasyonunun siliyada sebep oldugu
degisimlerin molekiiler temellerini anlamak ve olasi yeni genotip-fenotip iliskilisini
arastirmaktir. Bu sayede klinik semptomlarin molekiiler alt yapilar1 anlasilarak siliya ile
iliskili hastaliklarin mekanizmalarinin daha iyi anlasilmasina ve hastaliklarin ¢oziim
yollarinin daha iyi tespit edilmesine olanak saglanabilecektir. Ek olarak siliya gelisiminde
onemli fonksiyonlart bulunan CILK1 geninde saptanan varyantin proteinin C-terminal
bolgesindeki non-katalitik domainin fonksiyonuna ve siliyogeneze etkileri arastirilarak

KED’in etiyolojisinde yeni bir gen mutasyonu daha tanimlanmasi miimkiin olacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kraniyoektodermal Displazi (KED — Cranioectodermal Dysplasia,

CED)

Sensenbrenner Sendromu olarak da bilinen kraniyoektodermal displazi (KED),
siliyopati grubundaki hastaliklardan biri olarak siniflandirilan ve klinikte iskelet tutulumu
(dar toraks, kisalmis proksimal uzuvlar, sindaktili, polidaktili, brakidaktili), ektodermal
Ozellikler (genis aralikli hipoplastik disler, hipodonti, seyrek sag, cilt gevsekligi, anormal
tirnaklar), eklem gevsekligi, biiytime geriligi, karakteristik yiiz 6zellikleri (frontal ¢ikinti,
diisiik basit kulaklar, yiiksek alin, telekantus, epikantal kivrimlar, dolgun yanaklar, disa

doniik alt dudak), retinal distrofi, kronik bobrek (nefronoftizis) ve karaciger hastaligi ile

karakterize ¢oklu anomali igeren bir nadir hastaliktir (5).

Tablo 1. Gériilme Sikliklarma Gére Kranioektodermal Displazinin Ozellikleri

Sikhik
Sik (>%75)

Yaygin (%50-%75)

Daha Az Yaygin (%25-%50)

Ozellikler (Semptomlar)

Karakteristik yiiz oOzellikleri (6rn. alin ¢ikinti,
diisiik/basit kulaklar, yiiksek alin, telekantus, epikantal
kivrimlar, dolgun yanaklar, disa doniik alt dudak)
Brakidaktili

Dolikosefali ve sagital kraniosinostoz

Proksimal kemiklerin (¢cogunlukla humeri) kisalmasi
(ve bukilmesi)

Kisa boy

Dar toraks (displastik kaburgalar ve pektus
ekskavatum ile)

Dental anormallikler (bozuk, genis aralikli digler
ve/veya hipodonti)

Seyrek ve/veya ince sag

Nefronoftizis

Gelisimsel gecikme (cogunlukla motor gelisimi
etkiler)

Eklem gevsekligi

Karaciger hastalig1 (hepatik fibroz, siroz ve/veya
hepatomegali)

Sindaktili

Polidaktili

Anormal tirnaklar

Cilt gevsekligi

Tekrarlayan akciger enfeksiyonlari

Bilateral kasik fitiklar



Seyrek (<%25) Retina distrofisi
Kalca displazisi
Kistik higroma
Dogustan kalp kusuru
Zihinsel engelli

Iskeletsel ve ektodermal anomaliler nedeniyle KED olarak anilmistir (9). KED
tanis1 karakteristik bulgular1 ve radyografik Ozellikleri sayesinde klinik olarak
konabilmektedir. Sagital kraniyosinostoza sekonder olan dolikosefali ve ektodermal
bulgularin belirgin olmas1 KED’1 diger siliopatilerin ¢ogundan ayiran 6zellikler olarak
dikkat cekmektedir. Tiim KED hastalar1 i¢in, bobrek ve karaciger hastaliklari, ¢ok dnemli

bir morbidite ve mortalite nedenidir (5).

Sekil 1. Kranyoektodermal Displazinin (KED) Klinik ve Radyografik Ozellikleri. A) Kollarda
rizomelik kisalma, dar toraks ve belirgin alin, okiiler hipertelorizm ve diisiik kulaklarla
karakteristik yiz ifadesiyle KED'li yenidogan B) 16 yasinda interfalangeal sislik olan kisa, genis
eller C) Geng bir yetiskinde KED yiiz 6zellikleri D) Yenidogan doneminde rizomeli gosteren
rontgen E) Dokuz yasinda kisa falankslar1 gdsteren rontgen. F) Belirgin bir alin ve iki tarafli
epikantal kivrimlar dahil olmak {izere tipik yiiz Ozelliklerine sahip kadin G) Yenidogan
doéneminde dolikosefali gosteren rontgen H) Dar g6giis kafesini gosteren rontgen (6).

Nadir bir hastalik olan KED’in kesin siklig1 bilinmemekle birlikte, bugiine kadar
literatiirde 100°den daha az sayida hasta tanimlanmistir. KED, otozomal resesif bir
sekilde kalitilir. Fonksiyonel calismalarla desteklenen bazi bildirimlerde KED
etiyolojisinde IFT43, IFT52, IFT122, IFT140, WDR19 ve WDR35 genlerinde
mutasyonlar tanimlanmistir. Bugiine kadar KED'li hastalarda tanimlanan patojenik
varyantlarin ¢ogu, retrograd transportta gorev alan IFT-A heksamer protein kompleksinin
uyelerini kodlayan genlerde (IFT43, IFT122, IFT140, WDR19 ve WDR35) saptanmustir.



Anterograd transportta gérevli IFT-B kompleksinin bir tyesini kodlayan IFT52 geninde
yalnizca bir KED vakasinda patojen varyant bildirilmistir (6).

Mikrodizi analizi, hedefli ve tam ekzom sekanslamasi (WES) gibi genetik
analizlerde yapilan belirgin ilerlemeler, molekiiler heterojenite ve sendromun siliya

disfonksiyonundan kaynaklandigini géstermistir (9).

Tablo 2. Kranioektodermal Displazi ile Iliskili Bilinen Genler

Gen Kromozom Protein Lokusa Ozgii HGMD ClinVar
Lokusu Veritabanlari
IFT43 14924.3 Intraflagellar transport IFT43 IFT43

protein 43 homolog

IFT52 20q13.12 Intraflagellar transport IFT52 IFT52
protein 52 homolog

IFT122 3021.3- Intraflagellar transport IFT122 IFT122  IFT122
g22.1 protein 122 homolog database

IFT140 Intraflagellar transport IFT140 IFT140  IFT140
protein 140 homolog LOVD

WDR19 4pl14 WD repeat-containing WDR19 WDR19 WDR19
protein 19 LOVD

WDR35 2p24.1 WD repeat-containing WDR35 WDR35

protein 35
2.2. Siliya

Siliyalar, hemen hemen tiim hiicre tiplerinin plazma membranindan disariya
dogru uzanan ve mikrotiibiil bazli kiiciik, tiiysii ¢ikintilara benzeyen organellerdir.
Yiksek oranda korunmus yapilardir ve ¢ok ¢esitli tiirlerde bulunurlar ancak yalnizca
omurgalilarda her yerde bulunabilecegi gézlemlenir. Siliyalar yapisal olarak bazal gévde,
gecis bolgesi, aksonem, siliyer membran ve siliyer u¢ olarak alt boliimlere ayrilabilir
(Sekil 1). Bu yapilar, sentriol tiirevli bazal govdeye sabitlenmis 6zel bir plazma

membranindan olusurlar ve spesifik bir mikrotiibiil iskeleti olan aksonem tarafindan


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/112752
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/gdv/?context=gene&acc=112752
http://www.uniprot.org/uniprot/Q96FT9
http://www.uniprot.org/uniprot/Q96FT9
http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=IFT43
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/?term=IFT43%5bgene%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/51098
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/gdv/?context=gene&acc=51098
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9Y366
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9Y366
http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=IFT52
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/?term=IFT52%5bgene%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/55764
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/gdv/?context=gene&acc=55764
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/?term=IFT122%5bgene%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/9742
http://www.uniprot.org/uniprot/Q96RY7
http://www.uniprot.org/uniprot/Q96RY7
http://www.lovd.nl/IFT140
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http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=IFT140
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/?term=IFT140%5bgene%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/57728
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/gdv/?context=gene&acc=57728
http://www.uniprot.org/uniprot/Q8NEZ3
http://www.uniprot.org/uniprot/Q8NEZ3
http://www.lovd.nl/WDR19
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/?term=WDR19%5bgene%5d
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/57539
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/gdv/?context=gene&acc=57539
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9P2L0
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9P2L0
http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/gene.php?gene=WDR35
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/?term=WDR35%5bgene%5d

desteklenirler (3). Aksonemin en yakin bolgesi olan gegis bolgesi (transition zone), farkli
bir yapiya ve protein bilesimine sahiptir. Bazal govde, siliyogenezi organize eden ve
siliyalar1 belirli bir yonde sabitleyen bir siliyerin tabaninda bulunan 6zel bir sentriyoldiir
(9). Burada, bazal govde ve gegis bolgesi, sitozolik bilesenlerin ve siliyer membran

" o<

bilesiminin giris ve ¢ikisin1 kontrol eden "siliyer gecidi" “ciliary gate” olusturur ve
boylece siliyanin sinyal alim1 ve iletimi i¢in 6zellesmis bir hiicresel bolme yapmis olur.
(2, 10). Siliyer proteinler de mikrotiibiil ile iliskili (microtubule-associated) Kinesin ve
dinein tarafindan siliyalara tasinmayi beklerken bazal govdeye kenetlenirler (11).
Membranin ve siliyalarin i¢ kisminin protein ve lipid bilesimleri, bir gegirgenlik/diflizyon
bariyeri olarak gegis bolgesinin varligiyla sirastyla plazma zar1 ve sitoplazmaninkinden

ayirt edilir (11).
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Sekil 2. Siliyumun Yapisi (12).

Siliyalar yaptiklar1 gorevlere istinaden yapisal farklilik gosterirler. Bu yapisal
farkliliklarina gore icerdikleri mikrotiibiil sayilarim1 ifade eden 3 ana gruba ayrilirlar;
“9+2” hareketli, “9+0” hareketli ve “9+0” hareketli olmayan silyalar (13). Hem hareketli
hem de duyusal siliyalar, sarmal protofilamentler halinde diizenlenmis tiibiilinin a ve f3-
monomerlerinden olusan organize mikrotiibiil dizilerinden olusur. Hiicre yiizeyinde

katlar halinde olusma ve tek yonlii s1vi akisi saglamak igin birbirleriyle uyum i¢inde olma



egilimindedirler. Her mikrotiibiil ikilisi, 13 tiibiilin protofilamentlerinden olusan bir "A"
zincirinden ve 10 protofilamentten yapilmis bir "B" zincirinden olusur (12). Hareketli
siliyalar, tist ve alt solunum yollarmin apikal yiizeyinde, merkezi sinir sisteminin
karinciklarin1  kaplayan ependimal hiicrelerde, disi lireme sisteminin yumurta
kanallarinda ve erkek spermatozoanin flagellumunda bulunur. Bu hareketli siliyalar,
karakteristik "9+2" dlizeninde, merkezi bir mikrotubul ¢ifti cevreleyen dokuz mikrotbdil
¢ifti halinde bulunur. Siliyanin merkezi fibriller demeti, plazma zar1 ile siirekli olan bir
zarla kaplidir. A mikrotiibiiliinden kaynaklanan dinein motor proteinleri agir, orta ve hafif
zincirden olusan karmasik yapilardir ve ¢apraz baglanir. Dinein (dynein) molekiler
motorlar olarak hareket eden ve periferik mikrotiibiiler ciftlerin birbirine kaymasini
saglayan ATPazlar igerirken neksin, bitisik mikrotiibiiler ciftlerinin nispi hareketini
baglar ve sinirlar. Radial teller (radial spoke) da i¢ mikrotiibiil ¢iftiyle dis kollar1 birbirine
baglayarak sinyaller ileten dinein aktivitesini kontrol eder, boylece hareketi, ritmik bir
vurusa dontistiiriir (12, 13). Bir vurus (darbe-beat) sirasinda, dinein kollar1 bitisigindeki
mikrotiibiil ¢iftleriyle ile bir baglanma, geri ¢ekilme ve serbest birakma dongiisiine girer,
bu da mikrotiibiil ¢iftlerinin birbiri lizerinde kayma hareketi ile sonuglanir. Bazal govde
mikrotiibiilleri tutturur (anchor) ve nexin baglantilari, radyal teller ve siliyer membran,
mikrotiibliller arasindaki kayma derecesini sinirlar, boylece kaymayi siliyer dalga
formunun karakteristigi olan bir biikiilmeye doniistiiriir. "9+2" hareketli siliyalar, ileri ve
geri olarak senkronize bir dalga bi¢iminde vurus yapar ve bu vurusun yonii merkezi
mikrotiibiillerin yoniine baglidir. Siliyalarda, normal kosullar altinda hava yolunda siliyer
vurus, agiklik baglantilar1 (gap junctionlar) yoluyla epitel hiicreleri arasindaki kalsiyum
sinyali ile koordine edilir. Herhangi bir hareketli siliyanin organize edilmis hareketindeki
karisikliklar hastaliga yol agabilir (14).

“9+0” mikrotiibiil diizeniyle hareketli 1 bagka bir tiirli olan nodal siliyalar
embriyonik gelisim sirasinda gastrulanin ventral diiglimiinde(node) yalnizca gegici olarak
bulunur. Hareketli nodal siliyalarmin 9+0 aksonemleri, merkezi mikrotlbdllerden
yoksundur, ancak dinein kollarina sahiptir. Hiicre dis1 sivinin sola akisini yonlendiren
dairesel bir donme hareketi olusturur ve sol-sag viicut oryantasyonunu belirlemede hayati

bir rol oynar. Burada olusan anormallikler de lateralite kusurlarina yol agabilir (13, 15).
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Sekil 3. Siliyanin yapisal elemanlar1 ve siniflandirilmasi. a) “9+2” hareketli, “9+0” hareketli ve
“9+0” hareketsiz siliyer aksonemlerin yapisal bilesenlerini gosteren sematik diyagram. b)
Hareketli "9+2" siliyalarin  koordineli eszamanli hareketi ile hareketli "9+0" nodal
monosiliyumun ve hareketsiz *9+0" birincil monosiliyumun donme hareketini gosteren farkli
siliyalarin bulunduklari yerler ve siniflandirilmasi (13).

2.3. Hareketli Siliyalar

Hareketli (motor) siliyalar solunum yolunun korunmasi ve akciger hasarinin
onlenebilmesi igin olduk¢a 6nemlidir. Siliyali hiicreler epitel yuzeyinde biriken bakteri
ve partikiilleri mekanik olarak ortadan kaldirarak hava yolunu koruyan sistemlere
(savunmalara) sahiptir. Siliyer hiicreler nazofarenks, orta kulak, paranazal sinisler ve
trakeadan brongiyollere kadar alt solunum yollarini kaplar. Her siliyali hiicre, ylizeyinden
koordineli bir sekilde ¢ikan yaklagik 200 silya igerir dolayisiyla ultra-yapisaldirlar.
Oryantasyonlari, sivilari, mukus ve solunan yabanci maddeleri vektorel olarak distalden
daha ¢ok proksimal hava yollarina hareket ettirerek alt solunum yollarinin verimli bir
sekilde temizlenmesini saglar. iletken hava yollarinda etkili bir mukosiliyer klirens
(mucociliary clearance) elde etmek igin, siliyer hareketi, hava yolu yiizey s1vi hacmini,

stvi bilesimini ve makromolekiil (6rn., miisin) salgisin1 koordine eder (13). Siliyalarin



hareketsiz, hareket kaybi veya hareketlerinde sasma gibi herhangi bir bozulma,
sinopulmoner semptomlarla kendini gosterebilir. Siliyerin karmagik yapisint olusturan
400 proteinden herhangi birinde meydana gelen mutasyonlar mukosiliyer klirensin
bozulmasina neden olabilir. Dinein kollarinin kesilmesi veya yoklugu, primer siliyer
diskinezide goriilen en yaygin ultra-yapisal anormalliktir ve tanimlanmis ultra-yapisal
defektleri olan vakalarin ylizde 90'na yakin bir kismini1 olusturur. Mikrotiibiiler
transpozisyon, radyal tel ve neksin baglanti kusurlari, siliyer agenezi ve siliyer

oryantasyon bozuklugu da primer siliyer diskineziye sebep olan diger formlardir (13).

2.4. Haraketsiz (Primer) Siliyalar

Hareketsiz (primer) siliyalar, hemen hemen tiim omurgali hiicrelerinde olusur ve
yalnizca interfaz sirasinda meydana gelerek tek bir ¢ikint1 (siliya) olarak goriiniir. Primer
siliyalar, gelisim ve doku homeostazinda 6nemli olan sinyal yolaklarina, mekanik
uyarilara, kemosensasyona, 1518a, sicakliga yanit verebilen hiicre dis1 reseptdrleri igerir
(16). Primer siliyalar “9+0” diizenine sahiptirler yani sentriyol tiirevli bir bazal govdeden
uzanan 9 mikrotiibiil ¢iftinden olugan bir silindir yapisindadir ve merkezi mikrotiibiil ¢ifti
ile dinein kollarindan yoksundur. Bu nedenle bu yapilari hareketsiz kalir (13,17).

Siliyalar Sonic hedgehog (Shh), TGF-beta, Wnt, PDGFa, Notch, Hippo ve mTOR
gibi hem embriyo hem de yetiskinde hiicre olusumunun, davranisinin, farklilagsmasinin,
proliferasyonunun ve hiicre doéngisinin birgok 6nemli yonuni duzenleyen, genetik
hastalik veya kanserde bozulan cesitli sinyal yolaklarinin organizasyonunda 6nemli
rollere sahiptirler. Bu iglevleri yerine getirmek igin siliyer zarmn spesifik reseptorleri ve
iyon kanallar1 vardir (11). Siliyanin yapisindaki ve islevindeki kusurlar, birgok doku ve
organin gelisimini ve islevini etkileyen, 'siliyopatiler' olarak adlandirilan pleiotropik,
genis bir yelpazede birgok hastaliga yol agar (18). Korlik, obezite, bobrek fonksiyon
bozuklugu, kemik anormallikleri ve zihinsel yetersizlik ile karakterize edilen Bardet-
Biedl sendromu ve bu anormalliklerle birlikte arka beyin malformasyonunun (mid-
hindbrain malformation) kardinal semptomlariyla Joubert Sendromu siliyopati
hastaliklarina orneklerdir (19). Kiltur hicrelerinde, siliyogenez genellikle hicrenin
quiescence durumu ile iligkilidir, ancak embriyolarda, primer siliyalar dongiilii progenitor
hiicrelerde (cycling progenitor cells) de bulunur ve siliyanin birlesmesi ve dagilimi hiicre
dongiisiine siki1 bir sekilde baghdir (20). Gelismekte olan merkezi sinir sistemindeki

primer siliyalar, farklilagsmis néronlarin yan1 sira progenitor hiicrelerde bulunur.
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Sekil 4. intraflageller Tasimay1 Gosteren Primer Siliya Yapisi ve Siliyopati Proteinleri (22).

Intraflagellar tasima (IFT), hiicre yiizeyinde duyusal ve sinyal aygit1 olarak gérev
yapan siliyanin olusumu ve siliyer islevi i¢in gereklidir. IFT sistemi, molekiiler motorlarla
iligkili IFTA/B ve BBSome kargo adaptdrlerinden olusur ve proteinleri organele iletmek
ve proteinleri organelden ¢ikarmak igin siliyer mikrotiibiiller boyunca ¢ift yonlii olarak
calisan dongiisel bir siiregtir. Anterograd tasima siliyalarin ucuna dogru yapilir, islev
bozuklugu olan daha uzun veya siskin kirpiklere yol acarken, retrograde tasima siliyer
tabanina dogru yapilir. Anterograd tasima, kinesin-2 motoru ve IFT-B kompleksi
tarafindan yiiriitiilirken, dinein-2 motoru ve IFT-A kompleksi, tasimay1 ters yonde
diizenler. TULP3 adaptor proteini ile birlikte alt1 alt birimden olusan IFT-A kompleksi (6
protein), biyokimyasal olarak c¢ekirdek (IFT122/140/144) ve cekirdek olmayan
(IFT43/121/139) alt modiiller halinde organize olmustur ve bu kompleks kargo yiikli
retrograd IFT zincirlerinin siliyer u¢ olusumunu ve baz1 membran proteinlerinin (GPCR
gibi) siliyer uca gidisini (ciliary import) dizenler (11). IFT-B kompleksi (16 protein)
cekirdek B1 (IFT22/25/2746/52/56/70/81/88) ve periferik B2 (IFT20/38/54/57/80/172)
alt komplekslerinden olusur. BBSome (BBS1/2/4/5/7/8/9 ve BBIP10) ARL6/BBS3
GTPaz ile birlikte sekiz tyeli, Gglinct bir IFT kargo adaptorudur ve retrograd IFT yoluyla
siliyalardan zar proteini ¢ikarilmasiyla iliskilidir. Retrograd IFT yoluyla silyalardan zar
proteininin ¢ikarilmasiyla iligkilidir ve duyusal noéronal siliyalarda IFT-A/B kompleks
protein trafigini koordine eder (3, 11, 21) (Sekil 4).
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Siliyalarla iligkili tanimlanan bir¢ok hastalik merkezi sinir sistemini, iskeleti veya
diger organ sistemlerini etkileyen gelisimsel kusurlarla ilgilidir ve bunlara yol acan siliyer
fonksiyonda oOzellikle birka¢ sinyal yolagi onemli rol oynamaktadir. Primer siliyer
membrani trombosit tiirevli bliyiime faktorii reseptorii (PDGFR), somatostatin reseptorii
3, serotonin reseptori 5, melanin konsantre edici hormon reseptord 1, polisistinler 1 ve 2,
Hedgehog (Hh) ve Wnt sinyal yollarinin bilesenleri dahil olmak tizere bir dizi reseptor ve
iyon kanalin1 igermektedir (23). Bu nedenle, primer siliyumun esas olarak duyusal bir
organel olarak islev gordiigii kabul edilmektedir (24). Duyusal organeller olarak islev
goren primer siliyalar igin koku alma organlarinda bulunan duyusal siliyalar ve
fotoreseptdrlerinin dis boliimleri 6rneklerindendir. ikincisi, baslangigta goziin gelisimi
sirasinda primer silyalardan olusur ve diger silya tiirlerinin gecis bolgesine islevsel ve
yapisal olarak esdeger olan kisa bir "baglayici silyum" ile yetigkin retinasindaki i¢
segmente bagli kalir. Fotoreseptorlerin dis boliimii yiiksek bir hizda déner ve bu nedenle
biiylik miktarlarda foto transdiiksiyon proteini, esas olarak intraflagellar tasima (IFT)
mekanizmasiyla (siireciyle) siirekli olarak i¢ten dis boliime tasinir. IFT'deki kusurlar, foto
transdiiksiyon proteinlerinin i¢ten dis segmente tasinmasini bozar ve dis segmentlerin
dejenerasyonuna yol agar, sonugta korliikle sonuglanir (25). Benzer sekilde, siliyumun
koku alma noronlar1 {iizerindeki disfonksiyonu anosmiye yol acar ve bunlarin

dejenerasyonuna yol acar (24).

PDGF'ler ve PDGFR'ler yoluyla sinyalizasyon, kanser, vaskuler bozukluklar
ve fibroz dahil olmak iizere bir dizi hastalifa neden olan bozukluklarla birlikte,
gastrulasyon, fetal gelisim ve dokularin korunmasi sirasinda hiicre sag kalimi, biiyiime
kontroll ve hiicre goctnde énemli bir rol oynar (26). Fibroblast primer siliyum yoluyla
sinyal gonderen PDGFR, doku homeostazinda 6nemli olabilirken, bu yoldaki bozulmalar
onkogeneze yol acabilir. Bu sayede fibroblast primer siliyumu, yonli goct ve PDGFR

aracili kemotaksiyi koordine eden hiicresel bir GPS isglevi gorebilir (24).

Primer siliyalar, hiicre hareket ettikce hiicre disi matris (ECM) proteinleri ile
dogrudan etkilesime girerek mekanik bilgiyi dis ortamdan hiicreye iletebilir. Vaskiiler
duz kas htcrelerinde, PKD1, PKD2 ve integrinler iceren primer siliyalar hiicre-ECM
etkilesimi ve siliyalarin ECM'ye dogru ¢ikinti yapmasina ve potansiyel olarak yara
tyilesmesini kontrol etmesine izin veren mekanik algilama i¢in kritik dneme sahiptir [96].
Ayrica, kondrositlerde primer siliyalar, spesifik ECM reseptorleri araciligiyla ECM

bilesenleri ile dogrudan fiziksel temas kurar, bu da mekanik uyaranlarin doku gelisimini
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kontrol etmek ve mekanik olarak saglam bir iskelet sistemi olusturmak i¢in siliyum

yoluyla iletilebilecegini diisiindiiriir (27, 28).

Siliyalarda hedgehog (Hh) sinyalizasyonu, intraflagellar tasima mekanizmasini
icerir ve bu transport mekanizmast Hh sinyal yolagmin bilesenlerini fonksiyonel
bolgelerine dogru hareket ettirilmesini saglar. Memelilerde, Hh sinyalinin ana hedefleri
glioma (GLI) transkripsiyon faktorleri GLI1, GLI2 ve GLI3'tir (3). Hh
sinyalizasyonunun igerdigi IFT mekanizmasiyla transkripsiyon faktorleri glioma (GLI)
ve birlestirilmis stipresorler (suppressor of fused) (SUFU) siliyer uca tasmr. IFT
mekanizmasi, Hh reseptorii Patched-1'in asagisinda ve Hh'nin dogrudan transkripsiyonel
hedeflerinin yukarisinda (Upstream) Hh sinyali igin esastir.  Patched-1'e Hh
baglanmasinin yoklugunda, diizlestirilmis (SMO) Patched-1'den salinmaz ve bu nedenle
GLI3 siirekli olarak proteolitik olarak baskilayici (repressor) GLI3R'ye bdliintir. Hh
ligandinin Patched-1 (PTCH1) reseptoriine baglanmasiyla diizlestirilmis (smoothened)
(SMO) serbest birakilir ve SUFU ile etkilesime girerek GLI islemeyi kapattig: siliyer uca
tasinir. GLI transkripsiyon faktOriiniin aktivatdr formu hiicre gdvdesine tasinir ve
cekirdege girer. Burada GLI, renal patern (PAX2, SALLI) olusturma, hiicre dongisii
regulasyonu (CCND1 (cyclin D1), N-MYC), GLI ailesi iiyelerinin kendileri (GLII,
GLI2) ve PTCHL1 (self induction) ile ilgili olanlar gibi genlerin ekspresyonunu indiikler
(3). Hedgehog sinyal yolagmin aktivite kayb1 sonucunda holoprosensefali, polidaktili,
kraniofasiyal kusurlar ve iskelet malformasyonlar1 dahil olmak tizere gesitli dogum

kusurlart meydana gelebilir (29).

Primer siliyum hiicre proliferasyonunu, hiicre kaderinin belirlenmesini ve gocu
(migration) diizenleyen Wnt sinyalizasyonunda da rol oynamaktadir. Wnt sinyalleri en az
ti¢ farkl1 yolaga boliiniir ve hepsi Wnt ailesinin bir ligandinin bir 7-transmembran Frizzled
(Fz) reseptoriine baglanmasiyla baglar. Kanonik Wnt sinyali, transkripsiyonel bir
koaktivator olarak hizmet eden ve sirayla hiicre dongiisii ilerlemesini, ¢ogalmasini,
farklilasmasin1 ve biiylimesini indiikleyen katenin'in dagmik (Dvl, dishevelled) aracili
stabilizasyonunu igerir ve ayrica embriyonik gelisimin diizenlenmesini ve gogiinii saglar.
Kanonik olmayan veya kateninden bagimsiz Wnt sinyal yolaklari, 6rnegin gastrulasyon
ve ndriilasyon sirasinda yakinsama uzantist (convergence extension) igin gerekli olan
hiicresel polariteyi, gécii ve PCP'yi kontrol etmek i¢in aPCK, CamK ve JNK araciligiyla
hareket eder. Kanonik olmayan veya kateninden bagimsiz Wnt sinyal yolaklari, 6rnegin

gastrulasyon ve ndriilasyon sirasinda yakinsama uzantisi (convergence extension) i¢in
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gerekli olan hiicresel polariteyi, go¢li ve PCP'yi kontrol etmede gorev almaktadir [30].
Degredasyon kompleksi tyeleri GSK-3 ve APC'ye ek olarak PCP proteinleri inversin,
Vangl-2 ve Fat4'ln siliyer/bazal vicut lokalizasyonu nedeniyle, primer siliyum ve bazal
govdeye hem kanonik hem de kanonik olmayan Wnt sinyal yollarinin diizenlenmesinde

bir rol verilmistir (3).

Siliya aracili sinyalizasyon, kanonik Wnt ve PCP yolagi olarak da bilinen kanonik
olmayan Wnt sinyal yolaklar1 arasinda bir ge¢is (anahtar-switch) gérevi gorur. Evrimsel
olarak korunan PCP yolagi, hiicre goc¢li veya mitotik ig oryantasyonu gibi hiicresel
strecleri kontrol ederek bir hiicre katmani diizleminde polaritenin gelismesine katkida

bulunur (31).

Kanonik olmayan Wnt yolaginin mutantlarinda gézlemlenen fenotipler ile siliya
ile iliskili olan Bardet-Biedl sendromuna (BBS) yol acan Bbsl, Bbs4 veya Bbs6 (Mkks
olarak da bilinen ve McKusick-Kaufman sendromu proteinini kodlayan) genlerindeki
mutasyonlarin sebep oldugu fenotipler benzerlik sergiler. Bunlar arasinda agik goéz
kapaklari, noral tiip defektleri ve bozulmus koklear stereosiliyer demetler bulunur (30).
Yapilan calismalarda PCP proteini VANGL2'nin BBS proteinleri ile bazal gévdeye ve
siliyer aksoneme kolokalize oldugu go6zlemlenmistir bu da siliyalarin PCP
sinyalizasyonuna dahil oldugunu gostermektedir. Meckel-Gruber sendromu (MKS type
1-3) proksimal noral tiip defektleri (ensefaloseller) ile iliskili olan otozomal resesif
Oliimciil bir malformasyon bozuklugudur ve MKS1 ve MKS3'teki mutasyonlar1 ile
iligkilidir. Embriyogenez sirasinda ndral tiipiin kapanmasi, polarize epitel hiicrelerinin
apikal-bazal eksene dik tek bir diizlemde oryantasyonunu ve ayrica geligsim sirasinda
dokularin daralmasina ve uzamasina yol acan yakinsak uzantiy1 gerektirir. Bu nedenle,
kusurlu siliya aracili sinyalleme nedeniyle PCP yolunun bozulmasi, noral tiip kusurlarini

aciklayabilir (3).

2.5. Siliyopati

Sensoryal gorevleri ve sinyal iletim yolaklar1 ile iliskileri sebebiyle onemli
hiicresel fonksiyonlar1 olan siliyalarin fonksiyonel ve yapisal problemleri siliyopati
olarak bilinen hastaliklara neden olmaktadir. Bu problemler siliyogenez, siliar protein
iletimi, siliyer sinyalizasyon, duyusal algi bozuklugu gibi bircok siiregle

iligkilendirilebilir (22). Siliyopati grubu hastaliklari g¢ogunlukla hareketsiz (primer)
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siliyalarin disfonksiyonunu temsil ederken, hareketli siliyalarin disfonksiyonunu primer
siliyer diskinezi grubu hastaliklar temsil etmektedir. Yapisal ve diizenleyici molekiilleri
kodlayan genler dahil olmak iizere siliya genlerinin hepsini ortaya ¢ikarmak i¢in biiyiik
caba gosterilse de, hala tum siliya genlerini iceren bir listeye sahip olmaktan cok
uzaktayiz. Siliyopati tanis1 sadece klinik verilerle konulabilen ve genetik alt yapisi

belirlenemeyen hastalarin orani, tiim siliyopati hastalarina oran1 %25-30 seviyesindedir.

Primer siliyalardan kaynaklanan siliyopatiler genis bir organ-sistem etkilenimine
yol agabilmektedir. Siliyopatilerin izole veya ¢oklu organ sistem tutulumlar ile giden
bir¢ok farkli tipi bulunmaktadir. Retinal distrofi, anozmi, igitme kayb1 gibi sensoryel
problemler, ataksi, epilepsi, entelektiiel yetersizlik, cesitli beyin malformasyonlar1 gibi
sinir sistemi problemleri, ilerleyici disfonksiyonlara sebep olabilen bobrek ve karaciger
hastaliklari, parmak anomalileri ve toraks deformiteleri gibi iskelet sistemi anomalileri ve
enerji homeostazi bozukluklari primer siliyalarin disfonksiyonu sonucu olusabilen ¢oklu
sistem etkilenimi tablosu icerisinde bulunabilmektedir (32, 33). Joubert sendromu,
Bardet-Bield sendromu, Senior-Loken sendromu, polikistik bobrek hastaligi, Retinitis
pigmentosa, Meckel-Gruber sendromu (MKS), nefronofitizis (NPHP), silyopati
hastaliklarindan bazilaridir (34, 35, 36).

Tablo 3. Siliyopatilerin Ortak Klinik Ozellikleri

Ozellikler BB MK JBT NPH SLS JAT OFD EV ALM PK
S S S P N D 1 C S D

Bobrek Kistleri v v v v v V4 v v v

Hepatobiliyer v v Y v v v v v v

Hastahk

Yanal kusurlar N v v

Polidaktili v v v v v v

Karpus Kallosum v v V4 v v

Agenezisi

Kognitif Bozukluk v v v v v

Retina v oV v v v v

Dejenerasyonu

Posterior Fossa v v v v

Defektleri/Ensefal

osel

Iskelet Kemigi v v v

Kusurlan

Obezite V4 v
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BBS: Bardet-Biedl Sendromu; MKS: Meckel Sendromu; JBTS: Joubert Sendromu;
NPHP: Nefroftiz; SLSN: Senior-Lgken Sendromu; JATD: Jeune Sendromu; OFD1: Oro-
Yuz-Dijital Sendrom Tip 1; EVC: Ellis Van Creveld Sendromu; ALMS: Alstrom
Sendromu; PKD: Polikistik Bébrek Hastaligi (12).

iskelet

Bobrek NPHP, JBTS Goz
SLSN, BBS
ALMS
MKS

Sekil 5. Cok Cesitli Klinik Ozellikleri Olan Siliyopatiler Arasindaki Klinik Ortiisme (12).

Hastalikla 1lgili proteinlerin ¢cogu siliyumun kendisinde degil, tabaninda, bazal
govdede, gecis bolgesinde veya sentrozomda ifade edilir. Bununla birlikte, ortak fenotip
muhtemelen yetersiz siliyer sinyalizasyondan kaynaklanmaktadir (37). Siliya Uzerindeki
gecis bolgesi proteinleri, farklt model sistemlerde fiziksel ve genetik etkilesimlerine gore
gruplandirilmig MKS, NPHP ve CEP290 modiilleri ad1 verilen ii¢ ana modiil olusturur.
Gecis bolgesinin birlesim ve gecit islevi i¢in is birligi yapan ¢oziinilir ve zarla iliskili
proteinlerden olusurlar. Diger siddetli siliyopati proteinleri aksonemde lokalizedir ve
ARLI13B, INPP5E veya PDE6D gibi siliyer sinyalizasyonda yer alir (2). Bazal vicut
proteinlerini etkileyen mutasyonlar da siliyopatilere yol acar. Ornegin, Oro-Facial-Digital
sendromu tip 1 (OFD1, OMIM 311200), sik beyin malformasyonlariyla X'e bagl
baskin(dominant) bir siliopatidir ve siliogenezin diizenlenmesinde rol oynayan bazal bir
govdeyi ve sentriolar uydu proteinini kodlayan OFD1 genindeki mutasyonlardan

kaynaklanir (38). HYLS1 gibi bazal govdenin distal bolgesinin bilesenlerindeki
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mutasyonlar, hidrosefali ve beyin kusurlari (Finnish hydrolethalus syndrome, HLS) veya
JBTS iiretir [39]. Not olarak, bu siliyopati proteinlerinin cogu, gecis bolgesi, bazal govde,
siliyer saft (cilium shaft), sentriolar uydular (centriolar satellites) veya hiicre baglantilari
(cell junctions) gibi hiicre tipine veya hiicre durumuna bagl olarak cesitli yerlerde
bulunabilir (38) bu da kismen, islevlerinin ¢esitliligini ve karmasikligini ve islev

bozukluklarina bagli genis fenotipik spektrumu agiklayabilir (22).

Cilium

Retrograde
transport

Anterograde
transport

IFT complex B IFT complex A

Nephrocystins
NEK8 INVS NPHP3
NPHP4  NPHP1

41-HitH RPGRIPIL
)

Nephrocystins and
JBTS/MKS proteins

Sekil 6. Siliyer Protein Kompleksleri (40).

Farkli tipler arasinda klinik benzerlikler bulunmasimin yani sira siliyopatilerle
iliskilendirilmis genlerin ¢ogu birden fazla siliyopati klinigi ile de iliskilendirilmistir.
Siliya biyogenezi ile ilgili proteinlerin sayisinin 300°den fazla oldugu tahmin edilirken
siliyopatilerle iliskilendirilmis gen sayisi 180’in tizerindedir. Yeni nesil dizileme
teknolojilerinin ve kollaberatif ¢aligmalarin yayginlagmasi sayesinde genetik ve klinik
heterojenitenin fazla oldugu bu hastalik ailesinin etiyolojisinde her gegen giin yeni genler
ve yeni genotip-fenotip iligkileri agiga ¢ikarilmaktadir. Klinikte siliyopati tanisi
konulabilen, altinda tanimlanmis genetik bir malformasyon olmayan hasta oran1 yaklagik
olarak %30 oranindadir. Bu nedenle yeni genlerin ve mutasyonlarin tanimlanmasi

oldukca 6nemlidir.
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2.6. Siliyogenezle Iliskili Kinaz 1 (CILK1)

CILK1 yaygin olarak eksprese edilen, yiiksek oranda korunan ve mitojenle aktive
olan bir serin/treonin protein kinazdir. ilk olarak bagirsak hiicrelerinden klonlandig: igin
bagirsak hiicre kinaz1 (Intestinal Cell Kinase-ICK) adin1 almistir fakat daha sonra her
yerde ifade edilebildigi ve siklikla siliyalarin distal ucunda bulundugu gosterilmistir.
Eksikliginin siliyalarin uzamasina yol actig1 ve insanlarda siliyopatilere neden oldugu
bilinmektedir. Bununla birlikte, ICK'nin siliyer uca nasil tasindig1 hakkinda ¢ok az sey
bilinmektedir. HUGO gen terminoloji komitesi tarafindan da silyogenezdeki evrimsel
olarak korunmus islevini iletmek amactyla gen ad1 ve sembolii bagirsak hiicre kinazindan

(ICK) silyogenesle iliskili kinaz 1'e (CILK 1) degistirilmistir (41).

Insan kinomunun biiyik CMGC (CDK/MAPK/GSK/CLK) dali, RCK (v-ros
cross-hybridizing kinaz) adli alt grubu igerir (1). Bu RCK protein kinazlar1 ICK/MRK
(intestinal cell kinase/MAK-related kinase), MAK (male germ cell-associated kinase) ve
MOK'tan olusur (MAPK/MAK/MRK-overlapping kinase) (41, 42). CILK1, biyolojik
fonksiyonlarin ve sinyal mekanizmalarinin arastirilmasi i¢in N-terminal katalitik alaninda
hem mitojenle aktive olan protein kinazlar (MAPK'ler) hem de sikline bagimli protein
kinazlar (CDK'ler) ile benzerlikleri olan bu kinazlar grubu igin prototiptir. CILK1, CCRK
(huicre dongusu ile ilgili kinaz) olarak da bilinen bir upstream activating kinaz CDK20
(sikline bagimli kinaz 20) tarafindan aktivasyon dongiisiindeki MAPK benzeri TDY
motifinin fosforilasyonuyla aktive edilir (43). N-ucuna yakin CDK benzeri diizenleyici
bolgesi Tyrl5'in fosforilasyonuyla da kismen inaktive edilir. CILK1, substrat baglanmasi
ve siliyalar1 hedeflemek i¢in bir katalitik olmayan C-terminal alanina (CTD) (intrinsically
unstructured non-catalytic C-terminal domain (CTD)) sahiptir (41). KIF3A, Scythe ve
mTORCI1 gibi CILK1 i¢in aday substratlar (candidate substrates) ortaya ¢ikmustir (44,
45).
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CILKI Proteini
Epilepsi Mutasyonlar1
1

f \
A615T
1102L  K220E K305T V3201 R632X
*

Katalitik Bolge Katalitik Olmayan Bolge
E80K GI120C R272Q Y555C1s48

\ Y J lﬂ_l
Siliyopati Mutasyonlari Yeni Siliyopati Mutasyonu

Sekil 7. Siliyogenez Ile iliskili Kinaz 1 (CILK1) Proteinin Yapisi. Epilepsi mutasyonlari (siyah)
ve siliyopati mutasyonlarina (kirmizi) ek olarak Kraniyoektodermal Displaziye neden olan yeni
silyopati mutasyonu da gosterilmektedir (45°ten uyarlanmistir).

CILK1 geninin kodladigi serin/treonin-protein kinaz proteini N-terminal
bolgesindeki kinaz domaininin proteinin katalitik fonksiyonlarina aracilik etmektedir. Bu
bolgenin fonksiyonlarini etkileyen bazi yanlis anlamli varyantlar (p.R272Q ve p.G120C)
homozigot durumda; endokrin sistem etklenimi, serebral anomaliler ve osteodisplaziyi
iceren erken neonatal donemde letal seyirli bir hastalik olan “Endokrin-
serebroosteodisplazi (OMIM #612651)” ile iliskilendirilmistir (7). Yine Kinaz
domaininde yerlesen ve fonksiyon kaybina yol agan baska bir homozigot yanlis anlaml
varyant (p.E80K) erken letal seyirli bagka bir iskelet displazisi olan kisa kot-polidaktili
sendromu ile iligkilendirilmistir. Bunlarin disinda CILK1'in patojenik varyantlar1 jiivenil
miyoklonik epilepsi (JME) ile de iliskilendirilmistir (46). CILK1'in JME varyantlari,
mitoz, hiicre dongiisii ¢ikist ve goc(migration) gibi ndronal hiicre aktivitelerinin
bozulmasina sebep olmaktadir (45). Serin/treonin-protein kinaz ICK proteininin N-
terminal bolgesindeki kinaz domaininin fonksiyonel 6zellikleri ve iligkili oldugu hastalik
Klinikleri biliniyor olsa da, proteinin C-terminal bdlgesindeki non-katalitik domain ile

ilgili bilgiler kisithdr.

IFT-B aracili anterograd trafficking ve IFT-A aracili retrograd trafficking
mekanizmalar1 karsilastirildiginda, IFT mekanizmasinin yeniden modellendigi ve
anterograd kinesin-2 motorunun retrograd dinein-2 motoruyla degistirildigi yer olan
siliyer ucundaki geri doniig(turnaround) olay1 hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir (47, 48).
Mitojenle aktive olan protein kinaz superailesine ait ICK-CILK1, geri doniis olayinin
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(turnaround event) bir aday anahtar duzenleyicisidir (49). ICK'nin C-terminal katalitik
olmayan bolgesi, IFT makinesinin intraflagellar tasima (IFT) —B kompleksi ile etkilesime
girer ve siliyer ucuna taginmasina katilir. Total internal reflection floresan mikroskobuyla,
ICK'nin, IFT parcaciklarina (particles-trains) benzer sekilde siliyalar i¢inde ¢ift yonlii
harekete gectigi gosterilmistir. ICK eksikliginde, IFT partikiillerinin ve siliyer G proteini-
bagli reseptorlerin geriye doniik ticaretini (retrograde trafficking) ciddi sekilde bozdugu
ve siliyer proteinlerin, yirtilmis (torn off) ve hiicre dis1 bir vezikiil olarak ¢cevreye salinmis
gibi goriinen sigkin siliyer ucunda biriktigi gosterilmistir. ICK nakavt hiicrelerde gesitli
ICK yapilariin ekzojen ekspresyonu, ICK'nin [FT'ye bagl tasinmasinin yani sira kinaz
aktivitesi ve kanonik TDY motifindeki fosforilasyonunun ICK islevi i¢in gerekli
oldugunu gostermektedir. Bu nedenle, siliyer ucuna taginan ICK'nin retrograd siliyer

protein iletimi ve dolayisiyla normal siliyer fonksiyon icin gerekli oldugu kesin olarak

gosterilmistir (11).
pps CCRK
. PDGF pTDpYX
l PDGFRa
P pY15 « FGFR
KIF3AKIF3B /
Hh
KAP'T  pren KIF3A™72_, Anterograde IFT
- v . . Scythe™08%_, Autophagy
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Sekil 8. CILK1 Sinyalizasyonunun isleyen Bir Modeli. CILK1'in aktivitesi, TDY motifinin ve
korunmus N-terminal diizenleyici bélge Tyr15'in fosforilasyonuyla dizenlenebilir. CILK1'in bu
sinyalizayonda nasil diizenlendigi biiyiik 6l¢iide bilinmemektedir. KIF3A, Scythe, Raptor ve
GSK3p olmak iizere CILK1 igin potansiyel olarak CILK1'in siliya yapisi, sinyalizasyonu ve
fonksiyon tizerindeki etkisine aracilik edebilen dort aday substrat tanimlanmigtir (41).
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Tablo 4. Cok Organli Sistemlerde CILK1 Fonksiyon Bozuklugu Fenotipleri

Organlar

Beyin

Akciger

iskelet

Koklea i¢ Kulak

Kalp

Bobrek

Endokrin Bezleri

Major Klinik Anormallikler Gelisimsel ve Hiicresel

Kusurlar
Noronal progenitor
hicrelerinin buytmesi ve
aktivitesinde azalma, noral
progenitor hucreler kusurlu
radyal migrasyonu, kusurlu
dogum sonrasi nérogenez
Azaltilmig sakkiiler alana
sahip anormal ilkel alveoller,
azalmig dallanma ve
mezenkimal proliferasyon,
hiperselller interstisyum ve
anormal mezenkimal
farklilasma
Epifizyal plak yapisinin
bozulmasi, kisaltilmis
proliferatif bdlge(zon) ve
yetersiz olusturulmus
hipertrofik bolge, azaltilmis
mineralizasyon ve azaltilmis
tip X kollajen eksprese eden
hipertrofik kondrosit sayist,
kusurlu kondrosit
farklilasmasi1 ve olgunlagmasi
Tiyli hicrelerde dizlemsel
hicre polaritesinde bozulma,
stereocilia'nin yanlis
yonelimi ve kinocilium'un
anormal pozisyonu
Aciklama yok, az ¢aligilmig

Holoprosensefali, Hidrosefali,
Korpus Kallosum hipoplazisi,
Anormal serebral korteks

Hipoplazi solunum sikintis1 hava
boslugu eksikligi

Polidaktili, Kisa kaburgalar, Egri
uzuvlar, Kisalmis ve hipoplastik
uzun kemikler, Kusurlu
intervertebral disk ile deforme
olmus omurga

Bozulmus isitsel fonksiyon

Ventrikiler septal defekt (sadece
bir vaka)

Buyk ve hiperekojenik bobrekler Korteks ve medullada

degisken 6l¢iide Kistik olarak
geniglemis tiibiiller

Eksik veya hipoplastik adrenal ve  Agiklama yok, az ¢alisilmis

hipofiz bezleri
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3.1. Geregler
3.1.1. Kimyasallar

Bilesenler
Hulcre Kaltur Besiyeri

Serum

Pen/Strep
Tripsin

Hiicre Yikama Soliisyonu
(PBS)

TAE Buffer
Etidyum Bromur
Yiikleme Boyasi
DNA Ladder
Agaroz
Kanamisin
Gliserol
Poly-D-Lysine

Triton X-100
Tween20
Primer Antikor

Sekonder Antikor

DAPI

Serum (ICC igin)
BSA
Paraformaldehit
Stkroz

NaOH
Fluoromount
DMSO

NaCl

KCI

3. GEREC VE YONTEM

Tablo 5. Kimyasallar

Marka
Gibco™ Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM)
Gibco™ Fetal Bovine Serum
100X Gibco™ Penicillin/Streptomycin
BioShop, TRYPSIN, 1:250 Porcine Pancreas
Gibco™ DPBS, No calcium, No magnesium
Catalog no: 14190144
Tris-Acetate-EDTA, 50X Solution, Fisher BioReagents
Ethidium Bromide, Fisher BioReagents
5x DNA Loading Buffer Blue, Bioline
HyperLadder™ 1kb, Bioline
Agarose, Fisher BioReagents
Kanamycin A. sulfate, Enzo
BioFroxx
Poly-D-lysine hydrobromide (SIGMA-ALDRICH, Cat
No: P7405)
BioShop, Biotechnology Grade, TRITON X-100
Merck Tween20
Cell Signalling Technology, Acetyl-a-Tubulin (Lys40)

(D20G3) XP® Rabbit mAb Catalog No: 5335

Proteintech, ARL13B antibody (17711-1-AP)

Proteintech, IFT88 antibody (13967-1-AP)

Invitrogen, Rabbit 1gG (H+L) Highly Cross-Adsorbed
Secondary Antibody Katalog No: A32740

Invitrogen, Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Highly Cross-
Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor Plus 488
Katolog No: A32731

Sigma-Aldrich, DAPI, Katalog No: D9542

Gibco™ Goat Serum, Katolog No: 16210072
Gibco™ Bovine Albumin Fraction V (7.5% solution)
Merck, Paraformaldehyde

Merck, Sucrose

Merck, Sodium Hydroxide

Invitrogen™, Fluoromount-G™ Mounting Medium
BioShop, Dimethyl Sulfoxide (DMSQ)

Merck Sodium chloride

BioFroxx, Potassium Chloride
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MgSOg4
KH2POq4
Na:HPO4
D-Glucose
Yeast
Dekstroz
EDTA
Alkol

3.1.2.

Ekipmanlar
Laminar Flow Hood
Isik Mikroskobu
Floresan Mikroskop

Vakum

Real
Cihazi

Time PCR

Falcon tubes
Su Banyosu
Is1 Dongiileyici

uv
Transilliminator

Elektroforez Sistemi
Gii¢ Kaynag
Mikrodalga
Calkalayici
Inkiibator

Hassas Terazi

VWR, Magnesium Sulfate

Bioshop, Potassium Phosphate Monobasic
BioShop, Sodium Phosphate Dibasic
Merck, D-(+)-Glucose

BioFroxx

Dextrose, Sigma

Merck, Absolute Ethanol
Alkomed, 96% Ethanol

Ekipmanlar

Tablo 6. EKipmanlar
Marka
Herasafe™ KS, Class II Biological Safety Cabinet
Carl ZEISS Primovert Light Microscope
ZEISS Axio Vert. Al

Fluid Aspiration Systems, ISOLAB, Rocker 300 Vakum
Pompasi

Applied Biosystems, QuantStudio™ 5 Real-Time PCR
Instrument (A28134)

Conical Centrifuge Tube, SPL
BIOBASE, Water Bath
T100™ Thermal Cycler, BIORAD

Benchtop UV Transilluminators by UVP, DNR MiniBis
Pro

Thermo Scientific Owl EasyCast B2 Gel System
Biorad PowerPac 300 Electrophoresis Power Supply
Arcelik MD 674 Microwave

Labwit ZWY-100H Laboratory Shaker Incubator
BINDER, COz2 Incubator

Electronic Analytical Balance, BIOBASE
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Bilgisayar

Sivi Nitrojen Tanki

Kiiltiir Kab
Pipet

Distile Su Cihazi
Lam

Lamel

Mini Santrifuj

Santrifij

Santriftj Tupleri

Pipet Uclar:
Pipet Takimlari
Vorteks

Is1 Blogu

pH Metre

Spektofotometre,
Nanodrop

Eldivenler
Hemositometre
Otoklav

Buz Cihaz
Buzdolabi
Dondurucu
Siringa Filtresi
Serolojik Pipet

Rotator

Manyetik Karistirici

Casper, Philips

Thermo Scientific™, Locator™ Cryogenic Rack and Box
System

FALCON, SUNUB, SPL

EPPENDORF EASYPET 3

Mili-Q water, ELIX water and Distilled water
ISOLAB

ISOLAB

BIOBASE, Mini-7

Beckman Coulter Allegra X-15R, Hettich® MIKRO 120
centrifuge

Axygen® Microcentrifuge Tubes, Sarstedt Microcentrifuge
Tubes

VWR, Eppendorf, LLG

Corning® Lambda™ Plus, Nichipet EXII
BIOBASE, Vortex/Mixer Fixed Speed MX-S
BIOBASE, Heating Dry Bath

BIOBASE, PHS-3BW Benchtop pH Meter

DeNovix DS-11 Spectrophotometer

Beybi, Dolphin

Counting chambers with V-slash, MARIENFELD

Nive, Ot 90L Otoklav

Scotsman, AF 80 Kar Buz Makinesi

Grundig GFSE 6240

Haier -86 °C Derin Dondurucu, DW-86L628

VWR® Syringe Filters 0.2 um, 0.45 um

SPL

BIOBASE MX-RD-Pro, Rotator Rotating Mixer Laboratory
BIOBASE, Hotplate Magnetic Stirrer BS-4H
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3.1.3. Kitler
Tablo 7. Kitler

Kitler Marka

Total RNA izolasyon Kiti Thermo Scientific™ GeneJET RNA
Purification Kit (Catalog number:
K0731)

cDNA Sentez Kiti Applied Biosystems™ High-
Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Catalog number:
4368814)

Real Time PCR Kiti Promega, GoTag® qPCR Master
Mix (A6001)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu Kiti (PCR)  TransStart® FastPfu DNA
Polimeraz (TRANS, Kat No:

AP221)

PCR Pdrifikasyon Kiti EasyPure® PCR Saflastirma Kiti
(TRANS, Kat No: EP101)

Jel Purifikasyon Kiti Zymoclean™ Gel DNA Recovery
Kit (ZYMO Kat No: D4007)

Miniprep (Plazmit izolasyon) Kiti NucleoSpin Plazmit Mini Kiti
(MACHEREY-NAGEL, Kat No:
740588)

3.2.YOontem

3.2.1. Primer Dizaym

Primerler, kalip DNA'ya baglanarak amplifiye edilecek DNA bdlgesinin sentezini
saglar, bu nedenle miimkiin oldugunca baglanabilecek sekilde tasarlanmistir. CILK-1
geninin bagindan ve sonundan yaklasik 20 bp sec¢ilmistir. Forward ve reverse primerler
icin sirasiyla Xhol (5' - CTCGAG - 3') ve Hindlll (5' - AAGCTT - 3') enzim sekanslari

eklendi. Enzimler i¢in buffer uyumlu olacak sekilde se¢ildi. Xhol forward primer i¢in
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GC oran1 %50 ve HindIII reverse primer i¢cin GC oran1 %55'dir. Annealing i¢in tasarlanan
primerlerin sicaklik analizleri NEB Tm hesaplayicida yapilmistir. Primerlerin durumlari
analiz edilerek uygunluklar1 kontrol edildi. CILK-1 geninin pEGFP-N1 (#6085-1)

plazmitine klonlanmasi igin tasarlanan primerler tablo 9’da gosterilmektedir.

Tablo 8. CILK1’in Klonlanmas: i¢in Kullanilan Primerler

Xhol 5’ - ggCTCGAGACCatgaatagatacacaacaatcaggcagc -3’
Forward
Primer

Hindl1l 5’ — gacAAGCTTtcgccgagatgegtacttgg — 3°
Reverse
Primer

3.2.1.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonunda (Polymerase Chain Reaction, PCR) TransStart®
FastPfu DNA Polimeraz (TRANS, Kat No: AP221) kullanilmistir. Tablo 10’daki oranlara
gore toplam 100 ul PCR reaksiyonu hazirlandi. CILK-1 genini endojen olarak Uretebilen
HEK hicrelerinden iiretilen cDNA kullanildi. Primerlerin optimum baglanma sicakligi
icin PCR reaksiyonu optimize edildi ve baglanma (annealing) sicakligi 60 °C olarak

belirlendi.

Tablo 9. TransStart® FastPfu DNA Polimeraz Kitine Gore Reaksiyon Bilesenleri

Bilesenler Miktar Final
Konsantrasyon

Template DNA (HEK cDNA) 3ul Gerektigi kadar

Forward Primer (10 uM) 2 ul 0.2 uM

Reverse Primer (10 puM) 2 ul 0.2 uM

5X TransStart® FastPfu 20 pl 1X

Buffer

2.5 mM dNTPs 4 ul 0.2 uM

TransStart® FastPfu DNA 1l 1.25 Unite

Polymerase

Nukleaz-Free Su 68 pl -

Total Hacim 100 pl -

26



PCR’1n sicaklik kosullari, tablo 11°de verildigi gibi TransStart® FastPfu DNA Polimeraz
Kitine gore 1s1 dongiileyicide (thermal cycler'da) inkiibe edildi.

Tablo 10. PCR Reaksiyonu Igin Sicaklik Déngiileri

Adimlar Sicakhik Zaman Sikliis Sayis1
Baslangi¢ 95 °C 3 dakika 1
Denattrasyonu

Denattrasyon 95 °C 20 saniye

Baglanma 60-62 °C 30 saniye 35
Uzama 72 °C 1 dakika

Final Uzama 72 °C 10 dakika 1
Inkiibasyon 4°C oo

3.2.1.2. Jel Elektroforezi

Jel elektroforezi, elektrik akimi kullanilarak makromolekiilleri boyutlarma ve
yiiklerine gore ayirarak varliginin ve boyutunun belirlenmesine imkan saglayan bir
yontemdir. Agaroz jel elektroforezinde, negatif yiikli DNA fragmanlari, agaroz adi
verilen 0zel bir polisakkarit matrisi ve akimi iletebilen bir salin tampon ¢6zeltisi i¢inde
anottan katoda taginir. Molekiiller sekillerine, boyutlarina ve yiiklerine bagl olarak farkli
hizlarda ayrilirlar. Agaroz jel gézenekli bir yapiya sahiptir ve kiiciik DNA molekiillerinin
biiyiik olanlardan daha hizli hareket etmesine olanak saglar. Agaroz konsantrasyonuna
gore DNA molekiilleri farkli hizlarda hareket eder. Lineer DNA fragmanlar1 agaroz jel
Uzerinde olmasi1 gerektigi gibi dogru ilerlerken, supercoiled, sirkiiler gibi DNA
molekiilleri jel lizerinde daha kolay ve hizli yliriiyerek ger¢ek boyutlarindan daha kiiciik
sonuglar verebilmektedir. Elektroforez teknigi uygulandiktan sonra jele eklenen Ethidium
Bromid gibi DNA baglayict floresan boya sayesinde bir marker yardimiyla UV 15181
altinda DNA pargalarinin varligi ve boyutu tespit edilir.

CILK-1'1 saptamak i¢in %0,8'lik 100 ml agaroz jel hazirland1. 0.8 g agaroz tartildi ve
100 ml 1X TAE bufffer igerisine konuldu ve agaroz ¢6ziinmesi i¢cin mikrodalgada
kaynatildi. Agaroz ¢oziindiikten sonra sivi jel bir siire sogutuldu (hala sivi halde) ve
ardindan 4 pl etidyum bromiir (miktar-oran) ile karistirildi. Siv1 jel tarakli tablaya
dokiilerek donmas1 beklendi. Jel katilastiktan sonra tarak c¢ikarildi ve TAE tamponu
iceren bir elektroforez tankina yerlestirildi. 3 pl 100 pl PCR iirlint, 2 pl 5X yilikleme

boyasi ve 5 ul niikleaz icermeyen su karistirilarak toplam 10 pl karisim hazirlandi ve
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jeldeki kuyucuklara eklendi. PCR urunt jel Gzerinde 100 Volt'ta yaklagik 100 dakika

yiriitiildii ve UV transilliiminatdrde goriintiiler alindi.

3.2.1.3. PCR Purifikasyonu
Klonlamada PCR f{iriiniiniin konsantrasyonunu artirmak ve asamalarin dogru
ilerleyebilmesi i¢in PCR urununi oligolar ve tuzlar gibi PCR bilesenlerinden ayirarak
saflagtirmak gerekir. Bu amagla CILK-1 PCR iiriinii jel elektroforezi ile dogrulandiktan
sonra EasyPure® PCR Saflastirma Kiti (TRANS, Kat No: EP101) kullanilarak
saflastirildi:

e PCR iiriinii 1,5 ml'lik mikrosantrifiij tiipiine aktarildi ve 1 volum PCR Urunine
karsilik 5 voliim Binding Buffer eklendi.

e Numune kisa bir siire vortekslenerek karistirildi.

e Ormegin tiimii, toplama tiipiiniin icinde bulunan Spin Kolona aktarild1 ve
saflagtirllmis DNA verimini artirmak i¢in tiip, oda sicakliginda bir dakika inkube
edildi.

e Tiip 11.000 x rpm'de 1 dakika santrifiijlendi ve siipernatant atild1.

e Spin Kolonuna 650 pl Wash Buffer eklendi ve 11.000 x rpm'de 1 dakika santrifuj
edildikten sonra siipernatant atildi.

e Bos Spin Kolonu, kalan Wash Bufferi uzaklagtirmak igin 11.000 x rpm'de 2
dakika santrifujlendi.

e Spin Kolonu yeni bir 1,5 ml'lik mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi ve Spin
Kolon'un filtre kismina, filtreyi delmeden dogrudan iizerine 30 ul Elution Buffer
eklendi.

e Elution Buffer'in filtreye niifuz etmesi i¢in tiip oda sicakliginda 1 dakika inkiibe
edildi.

e Tip 11.000 x rpm'de 1 dakika santrifiijlendi ve DNA elde edildi.

3.2.1.4. Enzim Kesimi
PCR isleminde PCR f{irilinline enzim bolgeleri primerler araciliiyla eklenir. Bu enzim
bolgeleri, kisitlama sindirim islemi ile yapiskan ug haline getirilir. DNA fragmani ve
plazmitin yapiskan u¢ formu haline gelmesi, bir sonraki ligasyon siirecinde birbirleri ile
entegrasyonunu saglar. Boylece DNA fragmanmi ve plazmid dairesel hale gelir ve

bakterilere aktarilabilir.
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CILK-1 ve pEGFP-N1, Xhol ve HindIII enzimleri ile tablo12’ye gore 2 farkli tiipte
double digestion i¢in hazirlandi. Her biri 50 pl olacak sekilde hazirlandi ve 37°C'de 3 saat
tutuldu. NEB enzimleri ve buffer: kullanildi.

Tablo 11. CILK-1 pEGFP-N1'in Cift Kesimi I¢in Bilesenler

Bilesenler Hacim

PCR product of CILK-1 30 pl

pPpEGFP-N1 10 ug

Xhol (NEB) 2 ul

Hindl Il (NEB) 2 ul

10X NEBuffer 3.1 5ul
Nukleaz-free Su 50 pl’te tamamlanacak sekilde

3 saatlik inkiibasyonun ardindan, 2 numune 12.5 ul 5X yiikleme boyasi ile karigtirildi
ve %0.8 200 ml agaroz jel i¢inde 70 Volt'ta yaklasik 110 dakika calistirildi. Orneklerle
birlikte kesim islemine ugramayan bazi plazmitler yiikleme boyasi ile karistirilarak jel

uzerinde yuratulerek plazmitlerin kesilip kesilmedigi kontrol edildi.

3.2.1.5. Jel Ekstraksiyonu

PCR isleminde primerler ¢ogaltilacak DNA fragmani disinda ekstra baglanma
yaparak diger bolgeleri ¢ogaltabilirler. Bu gibi durumlarda PCR piirifikasyonu gibi
yontemler gercek DNA fragmanini elde etmek i¢in yeterli degildir. Kesilmis plazmitler
ayrica ayni enzim dizisini igeren birden fazla bdlgeyi tasiyabilir. Bu durumda jelde
istenilen parganin boyutuna gore bant elde etmek gerekir. Numuneler, restriction
digestion isleminden sonra jelde yiiritiilir ve dogru boyuttaki DNA, jelden kesilerek
ayristirilabilir. Boylece sonraki asamalar i¢in daha saf ve daha dogru DNA ile ¢calismak
mumkin olur. CILK-1 ve pEGFP-N1 Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (ZYMO Kat
No: D4007) ile jelden ekstrakte edildi:

e Bos 1,5 ml mikrosantrifiyj tiipleri tartildi.

e Dogru DNA boyutuna sahip fragmanlar UV transilliiminator ile belirlendi ve
cerrahi bigak ile jelden kesildi.

e Kesilen jel pargalar1 bos tiiplere konulup tekrar tartilarak kiitleleri belirlendi.

e Her 100 mg agaroz jel pargasi i¢in 3 volim ADB Buffer (300 ul) eklendi.

e Tiipler, jel parcasi tamamen ¢oziilene kadar, yaklasik 10 dakika, 55°C'de inkiibe
edildi.
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e Her bir tiipteki erimis agaroz ¢ozeltileri, bir toplama tiipii icindeki Zymo-Spin™
Kolonuna aktarildu.

e Tupler 11.000 x rpm'de 1 dakika santrifiijlendi ve siipernatanlar atildi.

e Kolonlara 200 ul DNA Wash Buffer eklendi. Tupler 11.000 x rpm'de 1 dakika
santrifiijlendi ve slipernatanlar atildu.

e Yikama adimi tekrarlandi.

e Bos kolonlar, kalan Wash Buffer1 uzaklastirmak i¢in 11.000 x rpm'de 2 dakika
santriftjlendi.

e Kolonlara yeni 1.5 ml'lik mikrosantrifiij tiipleri yerlestirildi ve filtreleri delmeden
her bir filtre Gzerine direkt olarak 30 pl DNA Elution Buffer eklendi.

e Eliisyon Bufferin filtrelere niifuz etmesi icin tiipler oda sicakliginda 1 dakika
inkube edildi.

e Tipler 11.000 x rpm'de 1 dakika santrifujlendi ve filtrelerden DNA elusyonu
yapild.

e pPEGFP-N1 ve CILK-1 miktarlar1 nanodrop cihazinda 6l¢iildi.

3.2.1.6. Ligasyon

Ligasyon isleminde, DNA fragmanlarinin uglari, ATP'ye bagli olarak bir niikleotidin
3'-hidroksil grubu ile digerinin 5'-fosfat grubu arasinda kovalent bir fosfodiester baginin
olusumuyla baglanir. CILK-1'in pEGFP-N1 ile birlestirilmesi Thermo Scientific™ T4
DNA Ligaz (THERMO SCIENTIFIC, Cat No: EL0011) ile ger¢eklestirildi. pEGFP-N1,
ve CILK-1'ln nanogram ve boyutlari ile Insilico Ligation Calculator'da 1:1, 1:3 ve 1:5
vektOr-insert oranlart igin kullanilacak nanogramlar belirlendi. Gerekli insert ve vektor
nanogramlart mikrolitre olarak hesaplandi. Toplam vektor ve insert nanogrami yaklasik
100 ve 150 ng arasinda tutuldu. Kontrol olarak ligasyon reaksiyonu da sadece kesilmis
PEGFP-NI1 plazmiti ile olusturuldu. Reaksiyon miktarlari tablo ...'de belirtilmis ve
karistirildiktan sonra 22°C'de 10 dakika bekletilmistir.
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Tablo 12. Ligasyon Islemleri i¢in Bilesenler

Ornekler Vektor CILK1 T4 DNA 10X T4 DNA Su
(PEGFp) Ligaz Ligaz Buffer

1:1 Ratio 0.6 pl
1:3 Ratio 1.1pl

0.5 ul 0.2 ul 2 ul 20
1:5 Ratio 25ul ul’e
PEGFP-N1 - kadar
Control

3.2.1.7. Transformasyon
Transformasyonda bakteri hiicrelerinin zarindaki gézenekler kimyasal veya fiziksel
yontemlerle genisletilerek bakterilerin DNA'y1 alabilmesi i¢in kompetent hiicreler haline
getirilir. DH5-Alpha bakterileri kullanilmadan 6nce kalsiyum kloriir (CaCI2) kimyasal
yontemi ile kompetent hiicreler haline getirildi ve -80'de saklandi. CILK-1 pEGFP-N1
plazmidlerinin Dh5-Alpha bakterilerine transfer islemi heat-schok yontemiyle

gerceklestirildi:

e Ligasyon drunlerinin her birinden 5 pl, 50 pl kompetan DH5-Alpha bakteril ile
karistirild1 ve buz {izerinde 20 dakika inkiibe edildi.

e Buz lzerinde inkiibasyondan sonra bakteriler 6nce 42°C'de 1 dakika sonra buz
tizerinde 2 dakika ¢alkalandi.

e Bakteriler 1 ml SOC Buffer ile karistirildi ve 37°C'de 1 saat 200 x rpm'de
calkaland.

e Bakteriler calkalama isleminden sonra 4.000 x g'de 10 dakika santrifiij edilerek
cokturalda.

e Bakteriyi slispanse hale getirmek icin tip icerisinde az miktarda SOC buffer
birakilarak geri kalan1 atilmigtir.

e Bakteri peleti bakterileri siispanse edilip ve pEGFP-N1'e diren¢ geni olan 30
png/ml Kanamisin igeren LB agar iizerine yayildi.

e LB agar plakalar bir gece boyunca 37°C'de inkiibe edildi.
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Ligasyon isleminde sirkiiler hale gelen ve direng geni tasiyan bakterilere giren
plazmitler inkiibasyon sonrasi koloniler olusturdular ve birkag koloni segilerek 30
ng/ml Kanamisin igeren 5 ml LB'ye eklendi ve gece boyunca 37°C'de ¢alkalandi.
Bir gece boyunca calkalanan bakteriler ¢ogaldi ve miniprep islemi ile plazmit

DNA izole edilebilecek yogunluga ulastirildi.

CILK-1 geni ile basarili bir sekilde birleserek dairesel hale gelen pEGFP-N1 plazmiti,

kanamisine kars1 diren¢ genini ifade edebilir. Bu nedenle transformasyon sonrasinda

kanamisinli LB agar plaklarinda olusan kolonilerden bakteriler secildi ve plazmit

izolasyonu i¢in kanamisinli LB besiyerinde ¢ogaltildi.

3.2.1.8. Miniprep — Plazmit izolasyonu

CILK-1 pEGFP-N1 plazmitinin DH5-Alpha'dan izolasyonu, NucleoSpin Plazmit
Mini kiti (MACHEREY-NAGEL, Kat No: 740588) ile gerceklestirilmistir:

Miniprep asamalarindan 6nce, 250 pl E.Coli LB kiiltiirii ve 250 pl %60 steril
gliserol, gliserol stoklar1 olarak 1,5 ml'lik mikrosantrifiij tiiplerinde karistirildi ve
-80 °C'de muhafaza edildi.

15 ml'lik falcon tuplerindeki 5 ml E.Coli LB kultiri 4000 x g'de 10 dakika
santriflij edilerek bakteriler pelet formunda elde edildi. Supernatan mimkin
oldugu kadar ¢ikarildu.

Her tiipe 250 pl Buffer A1 eklendi ve hiicre peletleri, hi¢ pelet kalmayacak sekilde
pipetaj yapilarak tamamen yeniden siispanse edildi.

Her bir tiipe 250 pul Buffer A2 eklendi ve tiipler yaklasik 6-8 kez alt Ust edilerek
vortekslenmeden hafifce karistirildi (Ornekler buffer ile mavi rengine déniistii).
Tiipler oda sicakliginda yaklasik 5 dakika inkiibe edildi.

Her bir tlpe 300 ul Buffer A3 eklendi ve mavi renkteki drnekler renksiz hale
gelinceye kadar yaklasik 6-8 kez alt Ust edilerek vortekslenmeden tamamen
karigtirildi.

Tupler 12.000 x rpm'de 10 dakika santriftj edildi.

NucleoSpin® Plazmit / Plazmid (Kapaksiz) Kolonlari Toplama Tuplerine (2 mL)
yerlestirildi ve slipernatanlar maksimum 700 pl olacak sekilde kolonlara aktarildi.
Tiipler 1 dakika 12.000 x rpm'de santrifiijlendi. Stipernatanlar atild1, kolonlar ayni
toplama tiiplerine yerlestirildi ve bu islem karigim bitene kadar tekrarlandi.
Onceden 50 °C'ye 1sit1lmis 500 pL Buffer AW kolonlara eklendi ve tiipler 12.000

x rpm'de 1 dakika santrifiijlendi. Stipernatanlar atildu.
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e Kolonlara 600 pl Buffer A4 eklendi ve tipler 12.000 x rpm'de 1 dakika
santrifiijlendi. Siipernatanlar atild.

e Toplama tiiplerindeki bos kolonlar 12.000 x rpm'de 2 dakika santrifiij edildi.

e Kolonlara yeni 1.5 ml'lik mikrosantrifiij tlipleri yerlestirildi ve 50 ul Buffer AE
eklendi. Tampon AEmin filtrelere niifuz etmesi icin tiipler oda sicakliginda 1
dakika inktbe edildi.

e 12.000 x rpm'de 1 dakika santrifiij edildi ve DNA ayristirildi.

e Ayrstirilan CILK-1 pEGFP-N1 plazmitinin miktar1 nanodrop cihazinda 6l¢iildi.

[k kontrol olarak plazmitler, CILK-1 geninin pEGFP-N1 plazmitine girip girmedigini
gozlemlemek igin Xhol ve Hindlll enzimleri ile kesildi. Reaksiyonlar restriksiyon
digestion prosediiriinde oldugu gibi 10 pl'de hazirlandi ve 37°C'de 1 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi tiim reaksiyonlar ve kontrol olarak 1 pl kesilmemis miniprep alindi
ve 5X yiikleme boyasi ile karistirildi. Hazirlanan 6rnekler 100 ml %0,8 agaroz jel
igerisinde 110 voltta 90 dakika ¢alistirild1 ve UV transilluminatérde 1899 bp olan CILK-

1 genine ait bir bant olup olmadig1 kontrol edildi.

3.2.1.9. Sekanslama
Restriction Digestion yontemiyle kontrol edilen ve jelde CILK-1 genini godsteren
miniprep numuneleri se¢ildi. Plazmitlerin niikleotit dizilimlerinde herhangi bir degisiklik
veya mutasyon olup olmadigin1 gézlemlemek i¢in miniprep drnekleri 6zel bir sirket olan
MACROGEN tarafindan dizilendi. Orneklerin dizilimi i¢gin CMV-F forward ve EGFP-N
reverse primerleri kullanmildi. Dizileme icin gerekli ornek miktart MACROGEN

tarafindan istenilen sekilde hazirlandi.

3.2.2. Hiucre Kultari

Hasta ve saglikli bireylerden alinan doku ornekleri pargalara ayrilarak 100 mm'lik
kiiltiir kabina konuldu ve mantarlasmay1 6nlemek amaciyla 2.5ug/ml Amfoterisin B
iceren 3 ml besi yeri eklendi. Bir hafta boyunca doku parg¢alarinin yiizeyden kalkmasinin
engellemek amaciyla besi yeri 3 ml (2.5ug/ml Amfoterisin B igeren) olacak sekilde
degistirildi. Bir hafta sonra besi yeri miktar1 6 ml'e(2.5ug/ml Amfoterisin B iceren)
cikartilarak degistirildi. Totalde 3 haftanin sonunda hiicreler yeteri miktarda ¢ogaltilmis
oldu ve dokularindan uzaklastirilarak yeni 100 mm'lik kiiltiir kabina alind1. Hiicreler i¢in

besiyeri olarak DMEM (Gibco™ Dulbecco's Modified Eagle's Medium) kullanildi ve
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besiyeri her kullanimdan 6nce %10 Serum (Gibco™ Fetal Bovine Serum) ve %1
Pen/Strep (100X Gibco™ Penisilin/Streptomisin) igcerecek sekilde hazirlandi. Hiicreler,
37 °C'de %5 CO? inkiibatorii altinda inkiibe edildi. Pasajlamada hiicreleri yikamak igin
PBS (Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline, DPBS, Corning®), hiicreleri tabaklarin
ylizeyinden uzaklagtirmak i¢in Tripsin (%0.25 Tripsin, %0.1 D(+)Glukoz, 0.02% EDTA)
kullanildi:

e Icinde doku pargalar1 bulunan kiiltiir kabinin besi yeri vakum araciligiyla
uzaklastirildi ve 5 ml 1X PBS eklenerek hiicreler yikandi.

e Yikama isleminden sonra 2 ml 1X Tripsin damlatilarak eklendi ve dokular 3 dk
etiivde (37 °C'de %5 CO?) inkiibe edildi.

e Inkiibasyondan sonra hiicrelerin tizerine 5 ml taze besi yeri eklendi ve pipetaj

yoluyla hiicreler zeminden kaldirilip taze besi yeri i¢eren yeni kiiltiir kaplarina

aktarildi.

| O-
Sekil 10. Hasta ve Saglikli Bireyden Alinan Doku Pargalarinin Bir Hafta Sonraki Durumu
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plosts

Sekil 11. Hasta ve Saglikli Bireyden Alinan Doku Pargalarinin IKi Hafta So"nfarkl Durumu

asta ve Salh Bireyde Alian Doku Pargalarlnlﬂ Uc Hafta Sonraki Durumu.

Hiicreler ¢ogaldik¢a bu islem uygulandi ve sonrasinda bir kismi kiiltiire devam
ederken bir kism1 10% DMSO igeren besi yerlerinde dondurularak hiicre stogu olarak sivi
nitrojende saklandi. Devam eden hiicreler kullanilarak immunositokimya ve real time pcr

deneyleri yapildi:

e Real time deneyi igin hiicreler tripsinizasyon yontemiyle kiiltiir kabindan
kaldirildiktan sonra 15ml'lik falkon tiirlere aktarildi ve 250xg'de 5 dakika santrifij
edildi.

e Santrifiij sonras1 besi yeri vakum araciligiyla uzaklastirildi ve 5 ml soguk 1X PBS
eklendi ve pipetaj yapilarak homojenlestirildi.

o Ardindan 250xg'de 5 dakika santrifiij edildi ve PBS vakum araciligiyla
uzaklastirildi.

e PBS ile yikama islemi bir kez daha tekrar edildi.

e Yikama islemlerinden sonra hiicre pelleti RNA izolasyonu i¢in kullanildi. (Hiicre

pelleti bu isleme gegene kadar -80 °C 'de bekletilebilir.)
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3.2.2.1. Total RNA izolasyonu
gPCR isleminde kalip DNA olarak kullanilmak iizere cDNA'y1 sentezlemek i¢in ilk
olarak total RNA izole edildi. Siliya ile iliskili genlerin ekpresyon diizeylerini incelemek
icin hasta ve kontrol hiicrelerinden total RNA izolasyonu GeneJET RNA Purification Kit
(Thermo Scientific™, Cat No: K0731) ile gerceklestirildi.

e Ornekler iizerine eklenmeden 6nce 1176 pl liziz buffer ile 24 pl f-merkaptoetanol
kanistirilarak, 600’er pl olarak hasta ve kontrol hiicrele peletlerine eklendi, once
pipetaj ardindan 10 saniye vortekslendi.

e 360 pl %96 etanol eklendi ve drnekler pipetaj yapilarak karistirildi.

e Ornek lizatlar1 igerisinden 700 pl alinarak toplama tiiplerinin icinde bulunan
GeneJET RNA purifikasyon kolonuna transfer edildi ve 13000 x rpm’ de 1 dakika
santrifiij edildi. Siipernatant atildi ve kolonlar tekrar toplama tiipiine yerlestirildi.

e Ayni islem kalan lizatlar i¢in tekrar edildi.

e GeneJET RNA saflagtirma kolonlarma 700'er pl Yikama Bufer 1 eklendi ve
13000 x rpm'de 1 dakika santrifiij edildi. Stipernatant atild1 ve kolonlar tekrar
toplama tliplne yerlestirildi.

o GeneJET RNA saflagtirma kolonlarina 600'er pl Yikama Bufer 2 eklendi ve
13000 x rpm'de 1 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atild1 ve kolonlar tekrar
toplama tiipiine yerlestirildi.

e GeneJET RNA saflastirma kolonlarina 250'ser pl Yikama Bufer 2 eklendi ve
13000 x rpm'de 2 dakika santrifiij edildi. Siipernatant atild1 ve kolonlar tekrar
toplama tiipiine yerlestirildi.

e Bos GeneJET RNA saflastirma kolonlart maximum hizda 1 dakika santrifiij edildi
ve kolonlar yeni 1.5 ml'lik RNaz-free mikrosantrif(ij tiirlerine yerlestirildi.

e 75 pl niikleaz-free su GeneJET RNA saflagtirma kolonunun membrani iizerine
eklendi ve 13000 x rpm'de 1 dakika santrifujlenerek RNA elde edildi.

e RNA miktarlar1 nanodropta Ol¢iilerek bir miktar1 cDNA'ya ¢evrildi, geri kalanlar
aliquatlanarak -80'e kaldirildu.
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3.2.2.2. cDNA Sentezi
Hasta ve kontrol RNA’lar1 totalde 6 pg olacak sekilde niikleaz-free su ile karistirilarak
20 pl hacminde hazirland1 ve Applied Biosystems™ High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Katalog No: 4368814) kullanilarak bu RNA’lardan cDNA elde edildi.

Bilesenler tablo 14’teki gibi hazirland1 ve tablo 15°te oldugu gibi thermal cycler’da
inkiibe edildi ve ardindan qPCR isleminde kullanildi. Bu islem disinda cDNA’lar -
20°C’de muhafaza edildi.

Tablo 13. Applied Biosystems™ High-Capacity cDNA Reverse Transcription
Kitine Gore Gerekli Bilesenler

Bilesenler Miktar
RNA 20 pl
10X RT Buffer 4 ul
25X dNTP Mix (10mM) 1.6 pl
10X Oligo dT Primerler 4 ul
MultiScribe™ Reverse Transkriptaz 2 ul
RNaz inhibitor 2 ul
Nukleaz-free Su 6.4 ul
Total 40 pl

Tablo 14. cDNA Reaksiyonu I¢in Gerekli Termal Déngii Asamalari

1. 2. 3. 4.
Sicaklik 25°C 37°C 85°C 4°C
Sure 10 dakika 120 dakika 5 dakika o

3.2.2.3.gPCR

Bilesenler tablo 16°da yer alan 6 farkli primer ¢ifti i¢cin hem hasta hem de kontrol
hiicre ¢cDNA’s1 kullanilarak Promega GoTag® gPCR Master Mix (Kat No: A6001)
protokoliine gore tablo 17°deki gibi hazirland1 ve tablo 18’de oldugu gibi Applied
Biosystems, QuantStudio™ 5 Real-Time PCR Instrument (A28134) cihazinda inkiibe
7—AACt

edilerek sonu¢ alindi. Elde edilen Ct sonuclartyla ACt degerleri belirlenip,

yontemiyle kontrol ve hasta hiicrelerinde bakilarak analizler yapildi.
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Tablo 15. Promega GoTag® gPCR Master Mix Igin Reaksiyon Bilesenleri

Bilesenler Miktar (Hacim) Final Konstantrasyon
GoTag® gPCR Master Mix 10 pl 1X

(2X)

Forward Primer 0.75 pl 200nM-1puM
Reverse Primer 0.75 ul 200nM—-1uM
cDNA 1l

Nukleaz-free Su 7.5 ul

Tablo 16. gPCR’da Kullanilan Siliya Genlerinin Primer Listesi

CCP110 Forward 5’ - TGTCTCAAGCGGACTCACTCCA -3’
TV6 Reverse 5’ —CCAGAGGTAGAATGGTGCTTCG -3’
NM_001323572.2

CEP290 Forward 5’ —TCTTCTGGACCAGTCACAAAAGG -3
NM_025114.4 Reverse 5> -TGGCTCTTTAGCCGTTCTACTAG -3’
IFT70 TTC30B Forward 5’ - TGGCAACCTGTTGCTGCTCTAC -3’
NM_152517.3 Reverse 5" - CTCTTCAGGAGCTGTCTGGCAA -3’
IFT139 TTC21B Forward 5> —CCTTCAGAATGTTACAGCCGAAC -3’
NM_024753.5 Reverse 5’ - CCAAGGAGAAGAAAAGACCGAGG -3
KIF3ATV1 Forward 5’ - GTTTGGACTATGCTGATGGCTGC -3’
NM_001300791.2 Reverse 5’ —GTTGCCGAATGTTCTCCAGTAGG -3’
IFT88 TV1 Forward 5’ - TCGGCTAGATGAGGCTTTGGAC -3’
NM_175605.5 Reverse 5’ - CACTGACCACCTGCATTAGCCA -3’

Tablo 17. Real time PCR icin Sicaklik Dong(ileri

Adimlar Sikliis Sayisi Sicakhik Sdre
GoTaq® Hot Start 95°C 2 dakika
Polymerase Aktivasyonu 1

Denatiirasyon 95°C 15 saniye
Baglanma ve Uzama 40 60 °C 1 dakika

3.2.3. Poli-D-Lizin ile Kaplama
ICC prosediirlerinde, mikroskop altinda goriintii elde edebilmek i¢in hiicreler poli-D-
lizin ile kaplanmig lamellere ekilir. Poli-D-lizin hicrelerin lamellere yapismasini
saglayarak immunositokimya deneyinin uygulanmasina olanak saglar. Bura arastirmada,
lameller poli-D-lizin (SIGMA-ALDRICH, Kat No: P7405) ile kaplaip 6 kuyulu kiiltir

kaplarina yerlestirildi ve tiim adimlar steril kabin icerisinde gerceklestirildi:

e 24 x 24 mm'lik mikroskop lamelleri 6 kuyulu kiiltiir kaplarina yerlestirildi.
e Lamellerin yikanmasi i¢in her kuyucuga 2 ml steril su eklendi ve daha sonra su

vakumlanarak uzaklastirildi.
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e 5 mg poli-D-lizin 50 ml steril suda ¢ozdurildi ve lamelin yuzeyini kaplayacak
ama tagmayacak sekilde eklendi.

e Poli-D-lizin lamellerin yiizeyinde 30 dakika bekletildi.

e 30 dakika sonra pipet yardimiyla poli-D-lizin toplandi.

e Her kuyucuk tekrar 2 ml steril su ile yikand1 ve su vakumlanarak uzaklastirildu.

e 6 kuyulu kultiir kaplari yaklasik 30 dakika UV 1s1ginda bekletildi ve UV 1s18indan
sonra kuruyana kadar laminer flow hood icinde tutuldu.

e 6 kuyucuklu kiiltiir kab1 sterilitesi bozulmadan paketlendi.

3.2.3.1. immiinositokimya (ICC)

Immiinositokimya (ICC), antikor gibi biyomolekiilleri floresan boya, florofor veya
enzim gibi raportore(haberci-reporter) baglayarak hedef peptitlerin veya protein
antijeninin dagilimini, lokalizasyonunu ve ekspresyonunu tespit etmeyi saglayan bir
tekniktir. Biyomolekdil ile haberci(reporter) arasindaki bu baglanma dolayli ya da direkt
olarak yapilabilmekte ve baglanma sonrasinda olusan bu enzim reaksiyonu ile
haberci(reporter) bir floresan ya da renk vermektedir. Mikroskop raportor tipine gore
secilir, boylece etkilesimin sonucu raportor etkisi ile tespit edilir. Genel olarak,
immunositokimya, hucre ekimi, immin boyama, gorintileme ve gorintl analizi
asamalarma ayrilir. Silya durumunun incelenmesi i¢in hasta ve kontrol hiicrelerine

indirect(dolayli ICC) uygulandi.

ICC uygulamasinda d6nce hiicreler Poly-D-lysine ile kaplanmig lameller igeren 6-kuyulu
hiicre kaplarina ekildi. Hasta ve kontrol hiicreleri hemositometre kullanilarak sayildi ve

kuyu basina 2.5x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi.

e Kuyulardaki besi yerleri vakum araciligiyla uzaklastirildi ve hiicreler 2 ml 1X
PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 1.8 mM KH2PO4, 10 mM NaxHPO,) igerisinde
iki kez yikandi.

e Hucreler sabitlenmesi icin paraformaldehit soliisyonu (%4 paraformaldehit + %4
siikroz) ile 10 dakika inkiibe edildi ve ardindan 2 ml 1X PBS ile ii¢ kez yikandu.

e Hicreler %0,1 Triton X-100 ile 5 dakika inkiibe edildi ve ardindan 2 ml 1X PBS
ile ti¢ kez yikandi.

e Hiicreler %10 goat serum ile 1 saat inkiibe edildi ve ardindan 2 ml 1X PBS ile {i¢

kez yikandi.
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Hiicreler, 1/600 oraninda seyreltilmis acetylated tubulin rabbit primer antikoru ile
antikor solisyonu (1% BSA ve %0.2 tween20 iceren 1X PBS) icinde 1 saat inkibe
edildi ve ardindan 2 ml 1X PBS ile {i¢ kez yikandi.

Hiicreler, 1/500 seyreltilmis 594 (Kirmizi) anti-rabbit sekonder antikoru ile
antikor solisyonu (1% BSA ve %0.2 tween20 iceren 1X PBS) i¢inde 1 saat
inkiibe edildi ve ardindan 2 ml 1X PBS ile ii¢ kez yikandu.

Hiicreler 0,5 ug/ml DAPI ile 5 dakika inkiibe edildi ve ardindan 2 ml 1X PBS ile
tic kez yikandi.

Her bir lamel i¢in mikroskop lamlarma bir damla Mounting Medium
(Invitrogen™ Fluoromount-G™, Katalog numarasi: 00-4958-02) eklendi.
Lameller forseps ile alindi ve lamelin hiicre igeren yiizeyi mounting medium
damlatilmis mikroskop lamlarina yerlestirildi.

Hiicreler gece boyunca karanlikta tutuldu ve son olarak floresan mikroskobu ile

goruntulendi.

3.2.3.2. ikinci ICC

Acetylated tubulin ile beraber silya ile iliskili farkli primer ve sekonder antikorlar

kullanilarak ICC islemi ayn1 adimlar seklinde yapildi. Hasta ve kontrol hiicreleri;

ARL13B Rabbit 1/600 + Acetylated Tubulin Mouse 1/200 — 594 Anti Mouse
1/500 + 488 Anti Rabbit 1/500

IFT88 Rabbit 1/200 + Acetylated Tubulin Mouse 1/200 — 594 Anti Mouse 1/500
+ 488 Anti Rabbit 1/500

Polyglutamylated Mouse 1/200 + Acetylated Tubulin Rabbit 1/600 — 488 Anti
Mouse 1/500 + 594 Anti Rabbit 1/500

seklinde hazirlanan primer ve sekonder antikorlarla muamele edildi.

3.2.3.3. Uglincu ICC

Silya rezorpsiyonunu incelemek adina hasta ve kontrol hiicreleri serum free

mediumda bekletildikten sonra farkli saat araliklarinla serumlu mediuma gegcirildi.

Hicreler 6-kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekildikten bir giin sonra bir kuyu serumlu

mediumda tutulmaya devam ederken diger kuyular serumsuz besi yerine alindi ve 2 giin

serumsuz besi yerinde inkiibe edildi. Her bir kuyu immiinositokimya deneyine

baslamadan 6nce 8 saat, 6 saat, 4 saat, 2 saat siirelerinde serumlu besi yerine gegirilerek
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inkiibe edildi ve bir kuyu serumsuz besi yerinde kaldi. Serumlu ve serumsuz besi yerleri
her gln taze besi yerleriyle degistirildi. Bu hazirlik asamasindan sonra ICC deneyi
yapildi. Primer antikor olarak acetylated tubulin rabbit 1/600 oraninda ve sekonder

antikor olarak 488 antirabbit 1/500 oraninda seyreltilerek kullanildi.

Tablo 18. Siliya Rezorpsiyonu i¢in Tasarlanan Deney Sekli

Serumlu besi yerinde 12 saat serumlu besi yerinde 6 saat serumlu besi
inkiibasyon inkiibasyon yerinde inkiibasyon
Serumsuz besi yerinde 9 saat serumlu besi yerinde 3 saat serumlu besi
inkiibasyon inkbasyon yerinde inkiibasyon

Bu calisma, S. B. Istanbul Medeniyet Universitesi Goztepe Egitim ve Arastirma
Hastanesi Klinik Arastirmalart Etik Kurulu tarafindan onaylanan 2022/0725 karar nolu

etik kurul izni ile gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. KED Hastasi ve Pedigri Analizi

Pediatrik nefrolojiye bobrek sikayetleri ile bagvuran hastanin yapilan detayli muayene
ve anamnezinde benzer sikayetlerin diger aile bireylerinde de goriildiigii tespit edilmistir.
Hastada goriilen kronik bobrek yetmezligi, nefronofitizi, dismorfik yuz 6zellikleri, seyrek
saclar, seyrek kaslar, seyrek kirpikler, kisa parmaklar, distrofik tirnaklar, retinal distrofi,
karaciger yetmezligi ya da karaciger enzim yiiksekligi ile klinik olarak kraniyoektodermal
displazi (KED) tanist konulmus (Sekil 13) ve pedigri analizi yapilmistir. Pedigri
analizinde hem akrabalik iliskileri hem de etkilenen bireyler net bir sekilde

goziikmektedir (Sekil 14).

Pedigri analizinde, Irak kokenli ailede 67 kisiden olusan 6 neslin analizini
icermektedir ve bunlardan 2'si erkek 5'i kiz olmak iizere 7 bireyde klinik olarak KED
tanist konulmustur. Fenotip olarak etkilenen 7 bireyden 4'i dlmiistiir. KED otozomal
cekinik bir siliyopatidir. Pedigri analizinde goriildiigii tizere, hastaligin ortaya ¢ikabilmesi
icin heterozigotluk (+/-) degil, homozigotluk (+/+) gerekmektedir yani soyagaci otozomal

¢ekinik durumla uyumludur.

Sekil 13. Incelenen CILK1 Mutasyonlu Hastanin Klinikte Gériilen Semptomlari.
Kroniyoektodermal displazi ile uyumlu dismorfik yiiz, seyrek ve ince sag, belirgin ¢ikintili alin,
brakidaktili ve dental anormallikler goriilmiistiir.

42



“IMSTUTURROTI JII2]IP2 P[2 I1Se[qoIql dA mSrmuie sunwnd ot 1sdoA1q qound U21y2UIQ [[eIEWNU €] "TPI[AUWR [IST) TWSIARS A211q IB[BIRTINU U[ILI]q
SPUWISLIAT 0 9A © "NPAAUN [ISWIA) [RAISUI) UIASTIUI[IQ ¢ A MI[BQEDR = ‘SISWUS[D[S 1051Z0WOY © -/- “STUIR[IN}S J0SIZOWOY +/+ “121K158) 10F1Z0I)0H
/4 YR3IR NQ/WPEY NQ [/ NN N]Q SIUUR[H/WpeEY 1[0 SIS ‘|/@ “Wped SIUua[Dd/upey] SIRWUR[T © @0 e SIuus[Id/ )R
SITBUML )Y M/0 ‘B[oqURS “MSIIUR)SQS YRIR[LIPUR[RIBWINT ap IS[ASIIq TYPP[ISaU 197 oA MSTHLIPUREIBTINT BIALIR[UENEI USUIOI YNANQ IS][ISST
JyeieAe[$eq TSpUIIST UL WIUIdBZRA0S ‘1ZI[eue LISIpad 2k §Tuas wueisey ¢ difes eUOASBINW 412 SISADGSCIAT d *IVIPPS99T #9912 2pwiuas [ TID +1 IS

1zeydsip [euuapop@ . -
Dilejsey ¥2iq0q Huosy

/N YN

[43

O

-I+
3

/

%)

+f+ -f- c VN .
i ¥

[+

f_?

IA

Al

43



4.2. CILK1 Mutasyonu

Pedigride de goriildiigii gibi, bu genis ailede akraba evlilikleri yaygin olarak
gerceklesmistir bu da nesilden nesile ilerledikg¢e ¢ekinik durumun ortaya ¢ikmasina neden
olmustur. Fenotipik olarak KED ile uyumlu klinik gosteren bireylerde yapilan 6n genetik
arastirmada KED’e sebep oldugu bilinen IFT43, IFT52, IFT122, IFT140, WDR19 ve
WDR35 genlerinde herhangi bir mutasyona rastlanmamistir. Daha sonra yapilan tim
ekzom analizinde CILK1 geninde (c.1664 1665delAT - p.Tyr555CysfsTer48), 1664 ve
1165. pozisyonda bulunan A ve T niikleotidleri silinmis, ¢ergeve kaymasi tipinde bir
mutasyon tanimlanmistir. Bu kayma neticinde var olan protein yapist bozulmus ve
mutasyondan sonra yeni 48 farkli amino asit olugsmus sonraki kisim ise silinmistir (Sekil

15).

1537
}\) Ltt att cca cct aat cca tgg tct agt tct gge ttg tct gga aaa tct tca ggg aca atg tca gta atc agc aaa gta aat tca gtt ggt tcc age
3aa taa ggt gga tta ggt acc aga tca aga ccg aac aga cct ttt aga agt ccc tgt tac agt cat tag tcg ttt cat tta agt caa cca agg tcg
Pe lle o Po A Pro Trp  Ser Ser Ser Gy Leu Ser Gy Lys Ser Ser Gy The Met Ser Val lle Ser Llys Vol Asn Ser Val Gl Ser Ser

tct aca agt tct agt gga ctg act gga aac tat|gtje cct tcc ttt ctg aaa aaa gaa atc ggt tct gct atg cag agg gta cac cta gca cct att
aga tgt tca aga tca cct gac tga cct ttg atafcajg gga agg aaa gac ttt ttt ctt tag cca aga cga tac gtc tcc cat gtg gat cgt gga taa

Ser The Ser Ser Ser Gy Lew Tar Gy Asn Pro  Ser Phe Lew Lys Lys Gu e Gy Ser As Met Gn Ay Val His Lew As  Pro e

cca gac cct tcc cct ggt tat tcc tcc ctg aag gec atg aga cct cat cct ggg cga cca ttc ttc cac acc cag cct aga agc act cct ggg ttg
ggt ctg gga agg gga cca ata agg agg gac ttc cgg tac tct gga gta gga ccc gct ggt aag aag gtg tgg gtc gga tct tcg tga gga ccc aac
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Sekil 15. CILK1°de Meydana Gelen Mutasyonun Gen Uzerinde Gosterimi. A) CILK1 geninin
(mutasyon bolgesinin) dogru bicimdeki niikleotid dizilimi gosterilmistir. B) CILK1 geninin
cerceve kaymasi mutasyonu sonu olusan niikleotid dizilimindeki degisiklik gosterilmistir. CILK1
geninin 1664 ve 1665. Niikleotidleri AT nin silinmesi ile meydana gelen ¢erceve kaymasi
mutasyonuyla tirozin aminositi sisteine doniigmiistiir. Pesi sira gelen aminoasitlerin degisimi
kirmizi, ve silinen sekans gri ile isaretlenerek belirtilmistir.
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4.3. Siliyanin Gériintillenmesi

CILK1 geni ile ilgili daha 6nce yapilan ¢aligmalarda, bu gendeki mutasyonlarda
endokrine-serebro-osteodisplazi  (ECO) sendromu ve epileptik  durumlarla
karsilagilmistir. Bir siliyopati olan kraniyoektodermal displazide CILK1 geninde bir
mutasyon daha dnce tanimlanmadigi, bu mutasyonun gergekten siliya yapisi ile alakali
problem olusturup olusturmadigini anlamak igin, hastadan deri biyopsisi alinarak
fibroblast hiicreleri elde edilmistir. Soyagacindaki 13 numarali bireyden ve saglikli
bireyden elde edilen fibroblast hicrelerinde imminositokimya (ICC) deneyi yapilarak
siliya yapis1 ve hiicrelerin siliyalasma orani tespit edilmistir. Siliya isaretleyicisi olan
asetilenmis tiibilin antikoru ile yapilan ICC deneyinde, fibroblastlarda olusan siliyalar
gortintiilenmistir (Sekil 16A). Hasta fibroblastlarinda olusan siliyalarin uzunlugu kontrol
hiicreleriyle karsilastirildiginda yaklasik olarak 2 kat daha uzun oldugu gosterilmistir
(Sekil 16B.)

Siliya isaretleyicisi olarak kullanilan ve siliyanin yapisal proteinlerinden olan
ARL13B (Sekil 17), IFT88 (Sekil 18) ve polyglutamylated tiibulin (Sekil 19) ile
asetillenmis tubulin arasindaki kolokalizasyonda ICC deneyi ile gosterilmistir. Siliya
olusumunu tesvik etmek i¢in hiicreler yine serumlu besi yerinde ekildikten sonra ICC
oncesinde 48 saat boyunca serumsuz besi yerinde bekletilmistir. Asetillenmis tiibulin,
IF88 ve ARL13B ile benzer kolokalizasyon gosterirken, polyglutamylated tiibulin, sadece
kontrol hastanin siliya boyuna benzer boyama yapmis ancak fazla uzamanin oldugu

bolgelerde bir isaretlemeye sebep olmamastir.
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Sekil 16. Kontrol ve CILK1 Mutasyonlu Hastanin Fibroblastlarinda Siliya Uzunlugunun
Degisimi. Silya sayisindaki degisim yiizdelik olarak belirtilmis, CILK1 hasta hiicrelerinde
azaldig1 gosterilmistir. Siliya uzunlugundaki degisim yaklasik 2 kat1 kadardir. Deneyler {i¢ kere
tekrarlanmis ve analizler 200 hiicre incelenerek olusturulmustur. Grafikler sirasiyla fisher exact
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test ve wilcoxon sigbe-rank testleriyle analiz edilmistir.

46

R

Kontrol Hasta

CILK1 Hasta



A- Kontrol

Dap1 ARLI13B Acetylated tubulin

B- CILK1 Hasta

Dap1 ARLI13B Acetylated tubulin

Sekil 17. CILK-1 Mutasyonunun Siliya Yapis1 Uzerine Etkisi. Siliya belirteclerinden biri olan
ARLI13B, acetylated tubulin ile beraber hasta ve kontrol fibroblastlarinda floresan mikroskobu ile
gosterilmistir. Hiicre ¢ekirdegi dapi ile maviye, ARL13B proteini yesile ve acetylated tubulin
kirmiziya boyanmustir.
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A- Kontrol

Dap1 IFT88 Acetylated tubulin

B- CILKI Hasta
Dapi IFT88 Acetylated tubulin

Sekil 18. CILK-1 Mutasyonunun Siliya Yapis1 Uzerine Etkisi. Siliya belirteclerinden biri olan
IFT8S, acetylated tubulin ile beraber hasta ve kontrol fibroblastlarinda floresan mikroskobu ile
gosterilmistir. Hiicre ¢ekirdegi dapi ile maviye, IFT88 proteini yesile ve acetylated tubulin

kirmiziya boyanmastir.
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A- Kontrol Polyglutamylated

Dapi tubulin Acetylated tubulin

B- CILK1 Hasta

Polyglutamylated
Dapi tubulin Acetylated tubulin

Sekil 19. CILK-1 Mutasyonunun Siliya Yapis1 Uzerine Etkisi. Siliya belirteclerinden biri olan
polyglutamylated tubulin, acetylated tubulin ile beraber hasta ve kontrol fibroblastlarinda floresan
mikroskobu ile gosterilmistir. Hiicre ¢ekirdegi dapi ile maviye, Polyglutamylated tubulin proteini
yesile ve acetylated tubulin kirmiziya boyanmustir.

4.4. Siliya Rezorpsiyon Deneyi

Siliyalar, hiicre sikliisiiniin G1 fazinda olusurlar, hiicrede dinamik bir sekilde
olusma ve geri ¢ekilme (assemble/disassemble - resorption) yaparlar ve bu 6zellikleri siki
kontrol altindadir. Siliyanin yapisal proteinlerinde meydana gelen mutasyonlar siliya

olusumunda sorunlar olusturdugu gibi bazen siliyanin geri ¢ekilmesinde (rezorpsiyon) de
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problemler yaratabilirler. CILK1 T555C mutasyonu gosteren hastalarin siliyalarinda
uzama gormistiik, siliya geri ¢ekilmelerini degerlendirmek amaci ile siliya rezorpsiyon
deneylerini tasarladik. Siliya rezorpsiyon deneyi, normalde 48 saat serumsuz ortamda
kalarak siliya olusumu tetiklenen hiicrelerin 3 saat boyunca tekrar serum ile muamele

edilerek olusan siliya sayisindaki azalmalarin karsilagtirllmasina dayanmaktadir.

CILK1 mutasyonu gosteren hasta ve kontrol hastasi fibroblastlarinin siliya
resorpsiyonlarina baktigimizda, 3 saat sonunda T555C mutasyonu olan hicrelerdeki
siliya sayisinin daha az oldugu gozlendi (Sekil 20). Yani daha uzun siliyalara sahip
olmasina ragmen hasta fibroblastlarindaki siliya geri ¢ekilmesi daha fazlaydi. Bu yapisal
problemin nedenlerini anlamak, hastaligin molekiiler 6zelliklerini daha iyi anlamamizi
saglayabilir. Bu amacla hasta fibroblast hiicrelerinden elde ettigimiz cDNA havuzunda

yapisal siliya proteinlerin genlerinin ifade diizeylerine bakmay1 kararlastirdik.

kkk
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Sekil 20. Siliya Rezorpsiyon Grafigi. CILK1 hasta, kontrol ve RPE hicrelerinde 48 saatlik
serumsuz besi yerinde bekletilen hiicrelerin farkli saatlerde serumlu besiyerine gegirilerek siliya
sayisindaki degisim hesaplanarak yapilmistir. Deney boyunca serumlu, serumsuz besi yerlerinde
bekletilen hiicreler disinda ICC 6ncesinde hiicreler, 12 saat, 9 saat, 6 saat ve 3 saat serumlu besi
yerinde inkiibe edilerek degerlendirildi. Ugiincii saatte siliyer rezorpsiyon farkini gésteren anlaml
sonug grafiklestirilmistir.

4.5. Yapisal Siliya Genlerindeki Farkhhiklar
CILK1’de meydana gelen mutasyonun diger siliya iligkili genleri etkileyip
etkilemediklerini incelemek icin CCP110, CEP290, IFT139, KIF3A, IFT88 VE IFT70

olmak tizere se¢ilen 6 gene hem hasta hem de kontrol hiicrelerinin cDNA’sinda gercek
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zamanl1 polimeraz zincir reaksiyonu kuruldu. Kontrol ile karsilastirildiginda IFT70 harig
ekpresyon diizeylerinde bir farklilik goriilmedi fakat sekil 21°deki grafikte gosterildigi

tizere IFT70’in ekpresyon seviyesinin kontrole gore yaklasik 2 kat arttigi gézlemlendi.

2.5

Rolatif Kopya Sayisi

Sekil 21. Hasta ve Kontrol Hiicrelerinde Siliya ile iliskili Olan Genlerinin Kantitatif Ekspresyon
Oranlar1. Grafik CILK 1 mutasyonlu hastanin, kontrole gore rolatif kopya sayisin1 temsil mektedir.
X ekseninde siralanmis olan CCP110, CEP290, IFT139, KIF3A, IFT88 ve IFT70 genlerine 6zgii
primerler kullanilarak RT-qPCR yapildi (Tablo 16'da listelenmistir). Her deney, bagimsiz olarak
hazirlanmig RNA ve ¢cDNA numuneleri kullanilarak {i¢ kez, {i¢ kopya halinde gerceklestirildi
dolayisiyla her bir veri, ti¢ farkli deneyden elde edilen ortalama degeri temsil etmektedir. Gergek
zamanli kantitatif PCR, GoTaq® qPCR Master Mix (Kat No: A6001) protokoliine gore, Uglii
kopyalar halinde yapildi. Siliya genlerinin relatif kopya sayilar1 2 24t yéntemiyle kontrol ve hasta
hiicrelerinde bakilarak belirlendi. Veriler GraphPad Prism 7.04 (GraphPad Inc, ABD) ile analiz
edilmis, istatistiksel analizler One Way Anova ile yapilmis ve sonuglar 0.05 diizeyinde anlamli
kabul edilmistir.
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5. TARTISMA
Kranioektodermal displazi, kendine 6zgt kraniofasiyal goruniim, iskelet, ektodermal,
bobrek ve karaciger anomalileri ile seyreden silyopati hastaliklari igerisinde yer alan,
nadir gorilen bir ¢oklu anomali sendromudur. Hastaligin kalittmi otozomal ¢ekinik
olarak aktarilir (9). Bugiine kadar literatiirde KED tanis1 konulan hasta sayis1 100’den az
sayidadir bu ylizden hastaligin goriilme siklig1 kesin olarak bilinmemektedir. Simdiye
kadar IFT43, IFT52, IFT122, IFT140, WDR19 ve WDR35 genlerinde tanimlanan

mutasyonlarin KED’e sebep oldugu gosterilmistir.

Bize bagvuran Irak kokenli ailenin pedigri analizinde, hastaligin otozomal ¢ekinik
olarak aktarildigi anlagilmaktadir. Ayrica ilging bir sekilde, fenotip gosteren hastalarda
yapilan genetik analizde, daha dnce KED ile iliskisi bilinmeyen CILK1 geninde T555C
mutasyonu bulunmustur. Bu mutasyonun molekiiler diizeyde gercekten siliyalarda bir
farkliliga yol agtigin1 gostermek klinik olarak tanisi konulan hastalarin molekiler olarak
da teyit edilmesine olanak saglayacaktir. Ayrica KED etiyopatogenezinde yeni bir
mutasyonun varligi dogrulanmis olacak ve hastalara yapilan panel testlerinde bu yeni
mutasyonunda eklenmesi saglanacaktir. Molekiiler olarak bu mutasyonun siliya
tizerindeki etkilerini gostermek i¢in hastalardan alinan deri biyopsilerinden fibroblastlar
elde edilmis ve saglikli birey fibroblastlar ile karsilastirilmistir. CILK1 mutasyonu olan
fibroblastlarda siliyalarin boyu yaklasik olarak 2 kat1 kadar daha uzun tespit edilmistir.

IFT43, IFT122, IFT140, WDR19 ve WDR35 genleri intraflagellar tasimada IFT-A
kompleksinde rol oynarken IFT52 geni IFT-B kompleksinde rol oynamaktadir. Bu
genlerdeki mutasyonlarin, bazi klinik bulgularla spesifik olarak iligkili olabilecegi
goriilmiistiir. Bialelik WDR19 mutasyonun retinal distrofi ile, WDR35 mutasyonun
gelisimsel gecikme ile, IFT122, WDR35, 1FT43 ve WDR19'daki mutasyonlarin da
bobrek yetmezligi ile sonuclandigr goriilmiistiir. KED’de bobrek ve karaciger hastaligi
morbiditeye ve mortaliteye yol agan en 6nemli sebeplerdir dolayisiyla IFT122, WDR35,
IFT43 ve WDR19'daki mutasyonlar genel olarak erken embriyonik o6liimle
sonuglanmaktadir (9). Ciddi karaciger yetmezligi ¢eken hastalar i¢in de gecerli bir tedavi

olarak ortotopik karaciger nakli 6nerilmektedir (5).

Primer siliyum tiirler arasinda korunan, insan viicudunun hemen hemen tiim hiicre
tiplerinin yizeyinden uzanan ve duyusal bir anten gérevi goren bir organeldir (45).

Gelisim, morfogenez ve homeostaz sirasinda ¢esitli dokulara 6zgii islevler i¢in cok yonlii

52



araglar olarak uyarlanmislardir bu da siliya ile ilgili bozukluklarin neden bir¢ok organ
sistemini etkileyebilecegini acikmaktadir (3). Primer siliya, GPCR, RTK, Hedgehog,
PDGFRa, TGFB ve WNT dahil olmak tizere bir¢ok hiicre yiizeyi reseptorii i¢erirdiginden
yluksek 6l¢iide bir algilama yiizeyi ve verimli bir sinyalizasyon siirecinin ger¢eklesmesini
saglamaktadir. Primer siliyada intraflageller tasima (IFT) siliyogenez ve sinyal yollarinin
duizenlenmesi icin gerekli olan bir surectir (50). Bu siirecte meydana gelen defektlerin ve
bunun sonucunda siliyer yapidaki yapisal kusurlarin, onemli gelisimsel sinyal
kaskadlarin1 bozarak kraniyoektodermal displaziye neden oldugu diisiiniilmektedir (51).
CILK1'in bu benzersiz sinyallesme ortaminda nasil diizenlendigi biiyiik o6lciide

bilinmemektedir.

RCK familyas1 kinaz1 olan CILK1 siliyogenez ve silyanin uzunlugunun
kisitlanmasinda olduk¢a dnemli bir rol oynamaktadir. CILK 1 geninin C-terminal katalitik
olmayan bolgesi yoluyla IFT-B kompleksine dogrudan baglanabilmektedir bu nedenle
IFT mekanizmasinin bir kargosu olarak uca tasinabilecegini diislindiirmiistiir, bundan
yola ¢ikarak siliyer uca iletildigi ve bu sekilde siliyer ugta lokalize oldugu gosterilmistir
(45). Yaptigimiz ¢alismada da immiinositokimyasal deneyler sonucunda
kraniyoektodermal displaziye sebep olan CILK1 genindeki mutasyon sonucu hasta
hiicrelerindeki siliyanin uzadigi gosterilmistir (Sekil 16). Ayrica o6nceki c¢alismalarda
gosterildigi gibi uzayan siliyalar genellikle biikiiliiyor veya kivriliyor gibi
goriinmekteydi, bu da bu kirpiklerin ventral hiicre yiizeyinde biiyliyebilecegini
diisiindirmektedir. Katalitik olmayan CTD (C-terminal domain)'deki bazi CILKI
mutasyonlarmin katalitik aktiviteyi tehlikeye atmadigini, ancak siliyogenezin
inhibisyonunu ortadan kaldirdigi bulunmustur. Mutasyonlarinin bu ayrimi, tek basina
CILK1 kinaz aktivitesinin siliyer fonksiyonlar i¢in yeterli olmadigini gdstermektedir
(112).

ARL13B ve IFT88 siliya calismalarinda sik¢a kullanilan siliyanin 6nemli
belirteclerindendir. ARL13B, ADP-ribosilasyon faktorii ailesi ve GTPazlarin Ras siiper
ailesi i¢indeki bir siliyer proteindir. ARLI13B siliyer yap1 i¢in gereklidir ve siliyer
membran i¢in bir belirtegtir. Ayrica Shh sinyal yolagiyla iliskilendirilmistir (52). IFT88,
IFTB kompleks proteinlerinden biridir. Hiicre dongiisii boyunca sentrozom ile iligkilidir
ve mitozda ig oryantasyonunda ig kutuplarina yerlesir (53). IFT88'in asir1 ekspresyonu
G1-S gegisini onler ve apoptotik hiicre dliimiine neden olurken, IFT88'in knockdown'i

hicre dongusi ilerlemesini destekler (53, 54, 55). CILK1 mutasyonunun siliyanin
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uzamasina sebep oldugu belirlendikten sonra bu siliya belirte¢leri ARL13B ve IFT88’in

lokalizasyonunun etkilenmedigi gosterilmistir (Sekil 17, 18).

CILK1’in knock-out edildigi hiicrelerde hem siliyalarin uzadigi hem de siskin siliyer
ucta IFT-A ve IFT-B komplekslerinin anormal birikimini de gosterilmistir (41). IFT-A
ile birlikte dinein-2 kompleksinin, IFT mekanizmasmin retrograde iletime aracilik
ettiginden CILK1’in yoklugunda IFT mekanizmasi tabandan uca anterograd iletime
maruz kalir, hizlandirilir ve siliyer ugtan geriye dogru hareket edemez bu nedenle CILK 1
de dynein-2 ve IFT-A alt birimlerinin genlerinde olusan mutasyonlarin yol agtig1 ayni
iskelet siliyopatisine yani SRTD'ye yol acabilmektedir (41). inceledigimiz hastada da
CILK1 genindeki mutasyon da proteinin bir boliimiiniin silinmesine neden olmustur ve
bu da siliyanin ortalama siliya boyundan ve kontrol hiicrelerinden daha uzun olmasina
neden olmustur (Sekil 16). Hastadaki mutasyonun da klinige yansimasinin da buradaki
gibi benzer olabilecegi beklenmektedir. Heterotrimerik kinesin-11'nin motor alt birimi
olan KIF3A'nin in vitro ICK tarafindan fosforillendigi gosterilmistir (11). CILK1’in
knock out edildigi hiicrelerde siskin siliyer ucta IFT bilesenlerinin anormal birikimi gz
ontline alindiginda, CILK1’in kinesin-II alt birimlerini veya IFT mekanizmasinin diger
bilesenlerini fosforile ederek intraflageller tasimada geri doniis (turnaround) olayini
diizenledigi diisiiniilmektedir (11). ICK knock out edilmis hiicrelerin gevresinde siliyer
bilesenler iceren ekstraseliiler vezikiiller bulunup bunlarin siliyer ug¢ tarafindan
kistirilarak salindigi gosterilmistir dolayisiyla siliyalar belirli bir uzunluga eristikten
sonra biriken proteinler ¢ikintili uctan elimine edilir. Sekil 17°de (Ozellikle ARL13B
belirtecinde) CILK1 mutasyonlu hasta ICC’sinde olduk¢a uzayan bir siliyada
ekstraseliiler vezikiiller goriiniim goézlenmektedir. Bu nedenle, siliyer bilesenleri igeren
ekstra salmmmasinin, kirpiklerin asirt uzamasini 6nleyen bir mekanizma olabilecegi

mumkaindur (11).

Diger hiicre organellerinin aksine, siliyalar genellikle hiicreler duragan (stationary),
hareketsiz (quiescent) veya farkli bir duruma (differentiated state) ulastiginda birlesirler
ve hiicre dongiisiine yeniden giristen dnce siliyer rezorpsiyon gelir. Bu nedenle, silyalarin
birlestirilmesi-ayrigmasi, hiicre donglisii diizenlemesi ile yakindan baglantili gibi
goriinmektedir ve bu siireglerin arizalanmasi onkogenezde yer almaktadir (3). Besi yeri
yetersizliginde hiicrelerin duragan fazda kalip siliya olusturmasi, serumlu besi yerinde ise
bliytime sinyalleri ile tekrar dongiiye devam edip siliyalarin kaybolmasi beklenmektedir.

Bunu gozlemlemek adina yaptigimiz ¢aligmada (Sekil 20). CILK1 mutasyonlu hasta
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hlcrelerinin rezorpsiyonunun daha hizli bir sekilde gerceklestigi gosterilmistir. Bu hizli
rezorpsiyonun molekiiler temellerini ortaya koymak icin daha detayli deneyler

yapilmalidir.

Siliya ile iliskili genlerde olusan bozukluklar bazen tek baslarina siliyopatilere yol
acarken bazi genlerin bozukluklar1 diger siliya genlerini de etkilemektedir. Bu ¢caligmada
CILK1’deki mutasyon sonucunda CCP110, CEP290, IFT70, IFT139, KIF3A ve IFT88
olmak tizere secilen siliya genlerinin ekpresyonlarinda degisimleri incelenmistir.
Genlerin siliyadaki rollerine bakildiginda; KIF3A'nin, silya olusumu ve bilyiimesi i¢in
kritik olan anterograd IFT iizerindeki downstream etkisine aracilik eden CILK1 substrati
olabilecegi sdylenmistir fakat yapilan bir ¢aligmada C terminal bolgede KIF3A-Thr672'yi
fosforile etme yetenegini koruyan CILK1 varyantlarinin hem siliya olusumunda hem de
siliya uzunlugunda kusurlar {irettigi goriilmiistir bu da KIF3A'nin siliyer fenotip
tizerindeki etkilerden sorumlu tek CILK1 substrati olmadigin1 gostermektedir (45, 56).
CP110, sentrozom donglsunin dizenlenmesinde yer alan, sentriollerin distal ucuna
yerlesen sentrozomal bir proteindir. CP110’un eksikligi insan siliyer hastaliginda goriilen
bir protein olan ve oncelikle sentriollere ve bazal cisimlere lokalize olan CEP290 ile
etkilesime girdigi gosterilmistir. CEP290'in ablasyonu, sentrozom fonksiyonunu veya
hiicre donglsu ilerlemesini etkilemeden siliyogenezi 6nler. CP110'un birincil siliya
olusumunu baskilayabilmesi i¢cin CEP290 ile etkilesim kesinlikle gereklidir. CP110,
blyiiyen hiicrelerde silyanin biiylimesini ve olusumunu baskilarken, CEP290 primer
silyalarin birlesimini destekler (57). IFT139, IFTA alt kompleks proteinlerinden biridir
fakat IFT-A nin birlesimi i¢in gerekli degildir. IFT-A, IFT-B ve GPCR'lerin retrograd
taginmasi i¢in gereklidir bu sebeple knock out durumunda siskin siliyer uglarinda IFT-A,
IFT-B ve GPCR'lerin birikimine yol agmaktadir (58). Siliya ile iligkili olan bu genlerin
hicbirinde ekspresyon degisiklikleri gozlemlenmemistir (Sekil 21).

IFT70 periferik olarak IFT52 — IFT88 dimer araciligiyla IFT-B kompleksi ve IFT70'in
yoklugunda siliyer bazinda toplanan diger IFT-B alt birimleri ile iliskili olmasina ragmen,
IFT70’m knock out edilmesi, silya olusumuna engel olmaktadir (59). CILK1 gibi, bagka
bir CDK benzeri kinazin (FLS2) IFT70 tarafindan siliyalara tasindigi ve bu tasimanin
kesilmesinin siliyer ayrismay1 bozdugu bulunmustur (60). Bununla beraber bu kinazdaki
mutasyonun IFT70'in ekpresyonunu artirtigr da gosterilmistir. Bu bilgiler gz Oniine
alindiginda CILK 1 hastalarindaki ger¢ek zamanli PCR sonucunda IFT70’te gézlemlenen
ekspresyon artis1 da anlam kazanmaktadir (Sekil 21).
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Sonug olarak, CILK1 geninin 1664-1665. nukleik asitlerinde meydana gelen cerceve
kaymas1 mutasyonunun bir siliyopati olan kraniyoektodermal displaziye sebep oldugu ve
bu mutasyonun siliyanin uzamasina yol agtig1 gosterilmistir. CILK 1 mutasyonun siliya
rezorpsiyonunun daha g¢abuk gerceklesmesine yol actifi ve IFT70’in ekspresyonunu

arttirdigl gorillmiistiir.

Sonraki asamalarda kurtarma (rescue) deneylerini gergeklestirebilmek igin CILK1-
WT genini iceren plazmitlerin hasta hiicrelere transfekte edilerek siliyadaki degisiminin
incelenmesi planlanmaktadir bu amagla da gerekli klonlama asamalar1 tamamlanmaigtir.
Kurtarma deneyleri sayesinde hem CILK1 geninin etkisini dogrulamis olacagiz hem de

siliya ile olan iliskisini daha net ortaya koyabilecegimizi planliyoruz.
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