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ONSOz

Noral tip defektleri, etiyolojisi tam olarak aydinlatilamamis multifaktériyel kompleks hastaliklardandir.

Diger kompleks hastaliklarda oldugu gibi etiyolojide gevresel ve genetik etkenler su¢lanmaktadir.

VANGL1 geni, Wnt planar hucre polaritesi yolagi genlerinden biridir ve Vangl1 proteini planar htcre
polaritesinin saglanmasinin yaninda, hicrelerin konverjant ekstansiyon hareketinde de gérev
almaktadir. Bu gérev nedeniyle basta embryonik néral krista hicreleri olmak Uzere ¢esitli hiicrelerin

g6glerinde yer almaktadir.

Son yillarda yapilan arastirmalarda VANGL1 genindeki ¢esitli mutasyonlarin insan néral tup defekti
(NTD) etiyolojisinde yer aldigini gdsteren ya da tersi yonde sonuglar elde edilmistir. Bu projede NTD
tanisi almis foétal otopsi materyallerinde VANGL1 geninin tanimlanmis ve NTD ile iligskilendirilmis

mutasyonlari arastiriimis ve literattirdeki farkli gérislere katki saglanmasi amaglanmistir.

Bu amacla hazirlanan ve tamamlanan “VANGL1 Geni Heterozigot Missens V239l, R274Q, M328T
Mutasyonlarinin Noéral Tip Defektlerinin Etiyolojisindeki Rolliniin Degerlendiriimesi” baglikli proje
TUBITAK tarafindan 15/10/2009 tarihinde 109S198 no’lu Hizli Destek Projesi olarak desteklenmistir.
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Ozet

Noral tip defektleri en sik gézlenen konjenital anomalilerden biridir ve yiksek morbidite ve mortaliteye
sahiptir. Etiyolojide cevresel ve genetik bir ¢cok faktdr sucglanmaktadir. Wnt planar hiicre polaritesi
yolaginda yer alan VANGL1 genindeki cesitli mutasyonlarin néral tiip defektleri ile iligkisini arastiran

calismalarda tam olarak bir fikir birligi saglanamamistir.

Bu proje kapsaminda Pamukkale Universitesi ve Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakdlteleri Patoloji
Anabilim Dallar’nin arsivlerinde yer alan fotal otopsi materyallerinden 28 kontrol ve néral tip defekti
olan 18 olgu degerlendirilmistir. Olgularin ve kontrollerin, formalinle fikse edilerek parafine gémulmus

doku 6rneklerinden DNA izolasyonu yapilmistir.

Polimeraz zincir reaksiyonu ile VANGL1 geni V239I, R274Q ve M328T mutasyon bdlgeleri amplifiye
edilmis ve DNA dizi analizi ile degerlendirildiginde olgularda ve kontrol grubunda her ¢ mutasyon da

saptanmamistir.

Projemiz néral tip defekti ile VANGL1 geni mutasyonlari arasindaki iliskiyi aragtirmak tzere yapilmasi
disunllen daha genis kapsamli bir projenin 6n calismasi olarak planlanmisti. Arastirma konusu ile

ilgili daha genis bir seride yapilacak yeni ¢calismalara ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: nora tiip defekti, VANGL 1, mutasyon



Abstract

(Evaluation of the role of VANGL1, V239I, R274Q, and M328T heterozygous missense mutations in

the aetiology of neural tube defects)

Neural tube defects are one of the most common congenital anomalies which have high mortality and
morbidity rates. There are so many genetic and environmental factors in the aetiology. There is no
consensus in the literature for the association of mutations in a Wnt planar cell polarity pathway gene,
VANGL1, with neural tube defects.

18 cases of neural tube defects and 28 controls from the archives of Pamukkale and Dokuz Eylul
Universities’ Pathology Departments were enrolled in this study. DNA samples were isolated from the

formalin fixed- paraffin embedded tissue samples of the cases and controls.

V239l, R274Q, and M328T mutation sites was amplified by polymerase chain reaction and analyzed

by DNA sequencing, but no mutation was detected in the cases and controls.

This project was planned as a preliminary study for another study, which would be about the
association of VANGL1 variations and NTD in a larger cohort. The research subject should be carried

out in larger series of cases and controls.

Keywords: neural tube defects, VANGL 1, mutation



Giris ve Genel Bilgiler

NTD, yaklasik 1000 canli dogumda bir gézlenmektedir (DUNLEVY, 2007). Konjenital kardiyovaskiiler
sistem anomalilerinden sonra gériilen en sik dogumsal anomali grubudur (MANNING, 2001). Oldukga
heterojen bir klinik gdzlenmektedir ve en agir tipi olan kranyorasizisin yani sira anensefali, spina bifida
ve ensefalosel gibi bozukluklar da NTD igerisinde yer almaktadir. Birgok ndéral ve non-noral
malformasyonlar NTD’ye eslik etmektedir. NTD, acik (anensefali, myelomeningosel, spina bifida ) ve
kapali (meningosel, myelosistosel, dermal sinus, kaudal regresyon) olarak iki ana gruba ayriimaktadir.
Acik NTD c¢ogunlukla 17-30. postfertilizasyon gunleri arasinda, ndral tipin kapanmasi (nérllasyon)
sirasinda olusan bir hata sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Kapali NTD ise postnérilasyon déneminde
olusmaktadir (PADMANABHAN, 2006).

NTD etiyolojisi henliz tam olarak aydinlatilamamistir. Anne adayinin prekonsepsiyonel déneminde
diyetle folik asit almasinin NTD insidansini %50-70 oraninda azaltmasi etiyolojide cevresel faktorleri
distundirmekle birlikte, yapilan hayvan c¢alismalarinda NTD ile iligkili pek ¢ok gen mutasyonu
suglanmaktadir. Ancak ailesel olgularin azligi ve suglanacak tek gen mutasyonlarinin bulunmamasi
NTD olgularinin cogunlugunun genetik ve/veya cevresel etkenlerin etkilerinin bir arada ortaya ¢ikmasi
sonucunda olustugunu distindirmektedir (DUNLEVY, 2007; PADMANABHAN, 2006).

NTD-folat arasindaki iliski nedeniyle folat ve homosistein metabolizmalarinda yer alan proteinleri
kodlayan genler NTD'nin etiyolojisinde etkili olan gen mutasyonlarini ortaya koyabilmek igin
arastirlmis ve 5,10-metilen tetrahidrofolat rediktaz (MTHFR) geninde yaygin rastlanan bir polimorfizm
olan C677T varyasyonunun artmig NTD riski ile iligkili olabilecedi 6éne surtlmuistir (3). Yine folat
metabolizmasinda yer alan metilen tetrahidrofolat dehidrogenaz (MTHFD) geninin R293H ve R653Q
polimorfizmleri de artmis NTD riski ile iligkilendirilmigtir (PADMANABHAN, 2006).

Drosophila, fare, Xenopus gibi canlilarda yapilan ¢alismalarda; drtinleri, Wnt sinyal iletim yolaklarindan
planar hicre polaritesi (PCP) yolaginda yer alan, cesitli genler tanimlanmistir. Bu genlerde
olusabilecek mutasyonlar sonucunda vertebralilarda, insandaki kraniyorasizise benzer bir néral tup
defekti ortaya gikmaktadir (WOLFF, 1998; KIiBAR, 2001; JENNY, 2003; GOTO, 2002). Sonugta PCP,
vertebrali embryolarinin nérilasyonunda dnemli bir yolaktir. Bu yolakta yer alan Vangl2, kivriml
kuyruklu farelerde yapilan calismalar sonucunda, PCP genleri arasinda NTD ile iligkilendirilen ilk
gendir (KIBAR, 2001; TORBAN, 2004). Vangl|2, drosophilada géz, kanat ve bacak dokularinin gelisimi
sirasinda planar hiicre polaritesinin saglanmasindan sorumlu Stbm/Vang geninin memelilerdeki
homologudur (TORBAN, 2004). Vertebralilarda ikinci bir Vangl geni de (Vangl1) tanimlanmistir.
Vangl1 ve Vangl2 proteinleri %70 benzerlik gostermektedirler ve ikincil yapilarinin da hemen hemen
ayni oldugu dusunilmektedir (KATOH, 2002). PCP yolaginda Vangl disinda Fz, Dsh/Dvl,
Fmi/Stan/Celsr1, Pk, RhoA genleri de yer almaktadir (AXELROD, 2002).



VANGL1 ve VANGLZ'nin insan NTD patogenezindeki roltinun aydinlatiimasi icin yapilan az sayidaki
¢alismada bazi mutasyonlar tanimlanmakla birlikte NTD ile bu mutasyonlarin iligskisi kesin olarak
ortaya konamamistir. Doudney ve arkadaslari (DOUDNEY, 2005) tarafindan yapilan ilk ¢alismada
insan NTD’inde VANGL1 ve 2’nin rolleri arastinimistir. Arastirmada 6ncelikle Vangl1 ve Vangl2’nin
farelerde gelismekte olan néral tipte ko-eksprese edildikleri gdsterilmis ancak ekspresyonlarinin hicre
tabakasi diizeyinde farkliliklar géstermesinden dolayi birbirlerini kompanse etmedikleri bulunmustur.
Yine de Vangl2 mutant zebra baliklarinda Vangl1 overekspresyonu, konverjent ekstansiyon
hareketinin tamamlanmasini saglayarak iki proteinin fonksiyonel olarak birbirlerinin yerine gectiklerini
gOstermistir. Ayni galismada 66 NTD hastasinda VANGL1 ve VANGLZ2'nin kodlayici bolge ve ekleme
bdlgesi mutasyonlari da arastirilmistir. Sonugta VANGL1 igin 3 adet, VANGL?2 igin 6 adet nikleotid
varyanti bulunmustur. Bu varyantlardan sadece VANGL1 346G->A varyanti non-sinonim bir
degisiklige neden olmaktadir ve kraniyorasizis ve spina bifida hastalarinda kontrol grubuyla benzer
frekansta saptanmistir. Ayrica kraniyorasizisli bir hastada heterozigot olarak saptanan VANGLZ2'nin 6.
intronu 30. ndkleotid bolgesindeki 7 bp’lik bir duplikasyon da kontrol grubunda gézlenmemis ve bu
mutasyonun introna eklenmis bir enhanser olabilecedi dusuniimustir. Elde edilen veriler 1siginda
arastirma sonucunda VANGL geni mutasyonlarinin insan NTD’nin ana nedenlerinden olmadigi éne

surdimuistur.

Kibar ve arkadaslari tarafindan yapilan galismada (KiBAR, 2007) ise NTD olan 137 italyan hasta ve 7
Fransiz fetusta VANGL1 mutasyon taramasi yapiimis ve VANGL1 geni hastalik spesifik, heterozigot
missens V239l, R274Q ve M328T mutasyonlari saptanmistir. Her Gi¢ mutasyon da VANGL ailesinde
korunmus olan amino asid rezidllerini etkilemektedir. V239I ve R274Q mutasyonlari ailesel NTD olan
2 hastada bulunurken M328T sporadik bir olguda goézlenmistir. Ailesel tipte NTD olan geri kalan 11
hastada VANGL7’in agik okuma gercevesinde herhangi bir hastalik spesifik mutasyon gézlenmemistir.
Acik okuma gergevesinde gdzlenen diger 8 dizi varyasyonu ise hem NTD’li hastalarda hem de kontrol
grubunda goézlenmistir ve VANGL ailesindeki ylksek dizeyde korunmus amino asid rezidilerini

etkilememektedir.

Torban ve arkadaslarinin yaptigi arastirmada (TORBAN, 2008) Vangl1'in NTD etiyolojisi ve
embriyogenezdeki rolinin aydinlatiimasi igin Vangl1ve Vangl2 geni mutasyonu tasiyan fare modeli
olusturulmustur. Arastirma sonucunda Vangl1 ve Vangl2'nin néral tlipin kapanmasini diizenlemek igin
birbirleriyle iligkili olduklari gosterilmistir. Vangl1 ve Vangl2 genlerinin her ikisinde de heterozigot

mutasyon tasiyan farelerde NTD’nin yani sira kardiyak anomaliye de rastlanmistir.

NTD olgularinda VANGL1 genindeki bagka mutasyonlarin arastirildigi bir baska ¢alismada sporadik
ve ailesel spinal rafizmli olgularda p.Ser83Leu, p.Phe153Ser, p.Arg181GIn, p.Leu202Phe ve
p.Ala404Ser mutasyonlari tanimlanmistir (KIBAR, 2009). Bu degisikliklerin timii evrimsel olarak

korunmus residller tUzerinde yer almaktadir ve higbirine kontrol grubunda rastlanmamistir.



Ulkemiz popiilasyonunda VANGL1T mutasyonlari ile NTD gelisimi arasindaki iliskiyi incelemek
amaciyla yapmay planladigimiz bir arastirmanin 6n verilerini elde etmek amaciyla, Pamukkale ve
Dokuz Eyliil Universiteleri Patoloji AD’da, NTD tanisi almis fetal otopsi materyallerinde, VANGL 7’in
bilinen V2391, R274Q ve M328T mutasyonlarini arastirmak tzere bu ¢alismayi yaptik.

Gerec ve Yontem

Materyal

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji AD ve Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji AD
arsivlerinde fetal doku Ornekleri taranmis ve vyeterli doku Kkesitlerinin alinmasina uygun arsiv
materyaline sahip ndral tlip defektli (NTD) 18 olgu ve NTD tanisi olmayan, asfiksi, kordon dolanmasi
gibi tanilara sahip 28 kontrol ¢alismaya dahil edilmistir. Calisma materyali olarak, olgulara ait %10
formaldehit solusyonu ile tespit edilen ve sonrasinda parafin bloklara gémiilen (FFPE) arsiv doku
ornekleri kullaniimigtir. Calismaya alinan olgular, tanilari ve DNA izolasyonu i¢in 6érnek alinan dokulari
Tablo 1°de 6zetlenmistir.

Tablo 1. Calismaya alinan NTD’li olgularin NTD tipleri ve 6rnek alinan dokulari

Olgu No NTD Tipi Ornek Alinan Doku
1 Ensafalosel Karaciger
2 Meningosel Bobrek

3 Meningosel Karaciger
4 Anensefali+Spina Bifida Karaciger
5 Spina bifida Karaciger
6 Ensefalosel Karaciger
7 Anensefali Karaciger
8 Meningomyelosel Karaciger
9 Meningomyelosel Karaciger
10 Noéral tup defekti Karaciger
11 Spina bifida Karaciger
12 Meningomyelosel Karaciger
13 Spinal meningomyelosel Karaciger
14 Anensefali Karaciger
15 Anensefali+ Meningosel Karaciger
16 Spina bifida Karaciger
17 Spina bifida Karaciger
18 Spina bifida Karaciger
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Kesitlerin hazirlanmasi

Calisma grubunu olusturan olgulara ait FFPE doku bloklarindan 4-5 mikron kalinhiginda 4-5 adet seri

kesitler alinmis ve bu kesitler DNA izolasyonu amaciyla steril mikrosantriflj tiplerine aktariimistir.

Parafin bloklardan genomik DNA izolasyonu:

Olgu ve kontrol gruplarina ait doku 6rneklerinden genomik DNA izolasyonu ticari kit yardimi ile
(PureLink Genomic DNA Kit, Invitrogen) vyapimis ve izolasyon uygulamasi su sekilde

gerceklestirilmigtir:

- Doku 6érneklerinden steril bistiri ve pens yardimi ile, fazla parafinin mekanik uzaklastirma
islemi yapildi ve steril mikrosantrifij tiplerine aktarildi.

- Deparafinizasyon igin, her érnede 1000 uL ksilen ilave edildi ve vorteks yardimi ile homojenize
edildi.

- Ornekler oda sicakliginda, 14.000 rpm’de 3 dk santrifijj edildi. Stpernatan uzaklastirildi.

- Pelet tUzerine 1000 uL %96-100 etanol ilave edildi ve vorteks yardimi ile iyice homojenize
edildi.

- Ornekler oda sicakhginda, 14.000 rpm’de 3 dk santrifiij edildi ve slipernatan uzaklastirildi.

- Rezidue ksileni tamamen uzaklastirmak icin, etanolle yikama iglemi bir kez daha tekrarlandi.

- Orneklerdeki etanoliin tamamen uzaklasmasi igin 37 °C’de 10-15 dk inkiibe edildi.

- Orneklere 180 pL kitle birlikte saglanan PureLink Genomic Digestion tamponu ve 20 pL
Proteinaz K eklendi ve vorteks yardimi ile homojenize edildi. 50°C’de érnekler tamamen lize
olana kadar inkube edildi.

- Inkiibasyon sonrasi érnekler oda sicakliginda, 14.000 rpm’de 3 dk santrifiij edildi ve lizat yeni
bir tipe alindi.

- Orneklere 20 pL kitle birlikte saglanan RNaz A eklendi ve vorteksle iyice homojenize edildikten
sonra oda sicakliginda 2 dk inktbe edildi.

- Inkiibasyon sonrasi érneklere 200 uL PureLink Genomic Lysis/Binding tamponu eklendi ve
vortekslenerek karistirildi.

- Orneklere 200 pL %96-100 etanol ilave edildi ve 5 sn boyunca kuvvetlice vortekslendi.

- Bu kanigim dikkatli bir bicimde spin kolonlara aktarildi ve 10.000 rpm’de 1 dk santriftj edildi.
Toplama tipu atildi ve kolon yeni bir toplama tlpine alindi.

- Spin kolon tzerine 500 L kitle birlikte sadlanan 1. yikama tamponu (Wash Buffer 1) eklendi
ve 10.000 rpm’de 1 dk santrifij edildi. Toplama tlpl atildi ve kolon yeni bir toplama tiplne
alindu.

- Spin kolon Uzerine 500 L kitle birlikte saglanan 2. yikama tamponu (Wash Buffer 2) eklendi
ve 14.000 rpm’de 3 dk santrifiij edildi. Toplama tipu atildi ve kolon yeni bir mikrosantrif(j

tiplne alind1.
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- Spin kolon uzerine 100 pL kitle birlikte saglanan elisyon tamponundan eklendi ve oda
sicakliginda 1 dk inkiibe edildikten sonra, 8.000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi.

- Elde edilen DNA o&rneklerinin, konsantrasyonlarini ve safligini belilemek amaci ile
spektrofotometrede (Biophotometer, Eppendorf) dlgiimleri yapildi. Tim &rneklere ait degerler
bir excel dosyasina kaydedildi. Geride kalan DNA o&rnekleri, kullanilana kadar -20°C'de

sakland!. izole edilen DNA 6rneklerinin spektrofotometre sonugclari Ek 1'de verilmistir.

Polimeraz Zincir Tepkimesi

VANGL1 geni heterozigot missens V239l, R274Q ve M328T mutasyonlarinin analizi igin parafine
gomulu doku o6rneklerinden elde edilen genomik DNA'nin polimeraz zincir tepkimesi (PCR) ile

amplifikasyonu amaglandi. Bu amagla hazirlanan primer dizileri asagida verilmistir (Tablo 2).

Tablo 2. VANGL1 geni missens mutasyon bolgelerine ydnelik hazirlanan primer dizileri

ilgili Gen Bolgesi F Primer Tm R Primer Tm Oriin
Biiyiikliigu

V2391 mutasyon 5-ACGGGTGTTTGTGTTTCGTGC-3 61.0°C 5-TAGAAGCGGGACTCGCCATCG-3’ 65.0°C 255 bp
bolgesi

R274Q mutasyon 5-TGGAACCCAGTGGACTTCTGTATG-3’ 58.2°C 5-TGCTCGGAATTTGGAGGCTGTT-3’ 59.1°C 230 bp
bolgesi

M328T mutasyon 5-TTTCCCACCCTCGTGGTATT-3’ 55.2°C 5-AAGAGGGTACTGGCATCAGGA-3 56.7°C 217 bp
bolgesi

Mutasyonlarla ilgili gen bdlgelerinin amplifikasyonu amaciyla hazirlanan PCR reaksiyon karisiminin

ana bilesenleri Tablo 3’te gOsterilmistir.

Tablo 3. VANGL1 missens mutasyonlari ile ilgili gen bdlgelerinin amplifikasyonu igin kullanilan PCR
karigimi

igerik Hacim Son konsantrasyon

PCR-grade su Toplam reaksiyon hacmini -
50uL’ye tamamlayacak

Forward primer 1L 0,5 uM
Reverse primer 1L 0,5 uM
Master karigimi (2X)* 25 uL 1X
Kalip DNA 6rnegi - 2ng/puL
Toplam hacim 50 pL

*: Reaksiyon karisimi igin “Fermentas PCR Master Mix” kullanildi.

12



VANGL1 geninde ilgili mutasyon bodlgelerinin amplifikasyonu icin kullanilan PCR reaksiyonlarinin

termal profilleri asagida verilmistir (Tablo 4-6).

Tablo 4. VV239] mutasyon bélgesinin amplifikasyonunda kullanilan termal profil

Basamak Sicakhik Siire Dongii sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 95°C 10 dakika

Denatiirasyon 95°C 1 dakika

Annealing 59°C 1 dakika 40 dongu
Ekstansiyon 72°C 1 dakika

Final ekstansiyon 72°C 10 dakika

Tablo 5. R274Q mutasyon bélgesinin amplifikasyonunda kullanilan termal profil

Basamak Sicakhk Siire Doéngi sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 95°C 10 dakika

Denatiirasyon 95°C 1 dakika

Annealing 57°C 1 dakika 40 dongu
Ekstansiyon 72°C 1 dakika

Final ekstansiyon 72°C 10 dakika

Tablo 6. M328T mutasyon bélgesinin amplifikasyonunda kullanilan termal profil

Basamak Sicaklhik Siire Dongii sayisi
Baslangi¢ denatiirasyonu 95°C 10 dakika

Denatiirasyon 95°C 1 dakika

Annealing 56°C 1 dakika 40 dongu
Ekstansiyon 72°C 1 dakika

Final ekstansiyon 72°C 10 dakika
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DNA Dizi Analizi

Olgularin ve kontrol grubunun doku 6rneklerinden elde edilen DNA'nin mutasyonlarin bulundugu ilgili
gen bolgeleri mutasyonun analiz edilmesi amaciyla DNA dizi analizi ile degerlendirildi. DNA dizi

analizi laboratuarimizda uygun altyapi bulunmadigi igin hizmet alimi yoluyla gergeklestirildi.

Bulgular

Arastirmada degerlendirilen toplam 18 olgu ve 28 kontrolde iki yénli dizi analizi sonucunda V239,
R274Q ve M328T mutasyonlari gézlenmemistir (Sekil 1-3).

1 bl ] L} ] f 1 ] 9 10 1 Ju]
N N NNNN GACNTC ATTCTCTTTGT GGTTT CTAT TGGCTTTTTTACGGGGTCOGCAT TTTGGLTCTCGGGACCGGAT TACCAGRG CAT TGTGCAATAT GCAGTCTCCCTTGTGGATGCCCTC

ol Ll
AT

13 Wi 150 160 11 ] 1% i m m ] Hi
CTCTICATCCATTACCTGGCCATCGTCCTGCTGGAGETCAGGCAGCTGCAGC CCATGTTCACGCTGCA GGTGG\C(‘GC (CACCGATGEOGGCCCCGETICTA l A CTGGICCCCOCCATTAG

‘h[‘ (| ? “{ ! l\} f( | (\ \ mlm M
il

>101112-46_A11_25-V239l.ab1 398
NNNANNNGACTNTCATTCTCTTTGTGGTTTCCTATTGGCTTTTTTACGGG
GTCCGCATTTTGGACTCTCGGGACCGGAATTACCAGGGCATTGTGCAATA
TGCAGTCTCCCTTGTGGATGCCCTCCTCTTCATCCATTACCTGGCCATCG
TCCTGCTGGAGCTCAGGCAGCTGCAGCCCATGTTCACGCTGCAGGTGGTC
CGCTCCACCGATGGCGAGCCCCGCTTCTAAAACTGGCCCCCCCCATTAGA
CCAGAGTTATTACCCAGGATGATAATTTCTATTATATATCTTTCTCACTT
CGAAATTGTGAGGAAAGCCCCCTCGGGTGGCAGTCAGAAAAAACCAGTAA
ATTTCCATCAAATTAAGAAATTGGGGCTCACCCTTTTCGGGGTAAACC

c

M1 2 3 4 5 6 7

250 bp w—dp

Sekil 1. a. Olgu ve kontrol grubundan segilen 6rneklere ait V2391 mutasyon bdlgesinin PCR
urinlerinin %1 agaroz jeldeki goruntisu. M: Marker b. Olgu grubundan 5 numarali drnegdin DNA dizi
analizi goérintisi. Mutasyon bélgesi kirmizi ok ile gésterilmistir. ¢. Ayni érnedin dizi analizi sonucu.

Mutasyon sonucunda 715. pozisyondaki G, A ile yer degistirmektedir (G715A).
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10 b Rl 9 S 8 L § 1i
GGGNX TTG G GI GITCTTTACT GALTOC A % GGGITTTTCTTTA GGCCT GCTTATT ¢ 6T G A QT T TG TTATTTT GITCTTTTITTC

M1 2 3 4 5 6 7

300 b b
p
200 bp >110328-32_J19_67-R274Q_F2.ab1 203
GGGNCNTTGATGTTGTGTTCCTTTACCTGACTCCAAAGAGGATTTTTCAT
a TTAGGACCTGCTTATTCAGTGAAAAAGCTTTGCATTAATTTTGTTCTTTT

TTTCTCAGTATCCAGCGAGCAGCATTGGTGGTCCTAGAAAATTACTACAA
AGATTTCACCATCTATAACCCAAACCTCCTAACAGCCTCCAAATTCCGAG
CAA

c

Sekil 2. a. Olgu ve kontrol grubundan segilen Orneklere ait R274Q mutasyon bdlgesinin PCR
drtinlerinin %1 agaroz jeldeki goérintisi. M: Marker, 7 no.lu kuyu negatif kontrol b. Olgu grubundan 8
numarall érnegin DNA dizi analizi gbruntist. Mutasyon bdlgesi kirmizi ok ile gdsterilmistir. ¢. Ayni

Ornegin dizi analizi sonucu. Mutasyon sonucunda 821. pozisyondaki G, A ile yer degistirmektedir

(G821A).
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VA SAVAS. SASUANE NN Y

M1 2 3 4 5 6 7

130 ] 10 160 1 18 19 W 200 L]
CATGAACGGCGAGT 444G AAGC 6GAAAGCAAGRT ATACTGCCCTCCTGATGEC GTACCCTCTTOG TTTC

[TCCGCGTGTCGOGCG AGCGOG AG T CTATCCCACC

300 bp 1 ‘
200 bp
b
>110325-46_M01_14-M328T F2.ab1 359
a NNNANCNNTANNGNCTTTCCCAAGGCCCCAGTAACAATGCCACTGGCCAG

TCCCGGGCCATGATTGCTGCAGCTGCTCGGCGCAGGGACTCAAGCCACAA
CGAGTTGTATTATGAAGAGGCCGAACATGAACGGCGAGTAAAGAAGCGGA

AAGCAAGGTATACTGCCCTCCTGATGCCAGTACCCTCTTCGATTTCTCCG

CGTGTCGCGCGAGCGCGAGTCTATCCCACCTACGCCAATCTCACCCTGAA

TTTCATCTGCCCCACCCGCAATCTCCCCGTGCCGTCCCACACCCTTGTGA
CCCCTCTGATTGGTGCGTGCTGTGTTTCACCCTTTCCCACCACCACATAA

AGCCACACG
Cc

Sekil 3. a. Olgu ve kontrol grubundan segilen 6rneklere ait M328T mutasyon bdélgesinin PCR
drtinlerinin %1 agaroz jeldeki gorintisi. M: Marker, 7 no.lu kuyu negatif kontrol b. Olgu grubundan 6
numarall érnegin DNA dizi analizi géruntistu. Mutasyon bdlgesi kirmizi ok ile gdsterilmistir. ¢. Ayni
ornegin dizi analizi sonucu. Mutasyon sonucunda 983. pozisyondaki T, C ile yer degistirmektedir
(T983C).

Tartisma

Noral tip defektleri oldukga sik gorilen ve klinik heterojenite gdsteren konjenital dafektlerdendir
(MANNING, 2001; DUNLEVY, 2007). Etiyolojisinde cevresel ve genetik bir gok faktér suglanmaktadir.
Etiyolojide arastirilan genetik faktérler arasinda Wnt planar hlcre polaritesi yolaginda yer alan ve
hlcrenin planar polaritesinin saglanmasi disinda, konverjant ekstansiyon hareketinden de sorumlu
olan VANGL1 geni mutasyonlari da bulunmaktadir (DOUDNEY, 2005; KIBAR, 2007; KIBAR, 2009).

Ancak literatirde bu mutasyonlarin etkin rolu ile ilgili fikir birligi saglanamamistir.

Bu arastirmada NTD’li fetal otopsi olgularinin formalinle fikse edilerek parafine gémilmis arsiv
dokularindan yararlanarak, DNA dizi analizi ydntemi ile literatiirde NTD ile ilk olarak iligkili bulunan ¢
VANGL1 mutasyonunun taranmasi ve daha genis bir seride yapilmasi dusindlen yeni mutasyonlarin

da arastinimasini icerecek bir projenin 6n verilerinin elde edilmesi amaglandi.
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Pamukkale ve Dokuz Eyliil Universiteleri Patoloji AD arsivlerinden elde edilen 18 NTD’li olgu ve 28
kontrol fetuslerinin higbirinde V2391 mutasyonu gdzlenmedi. Literatirde daha 6nce yapilan 137 spinal
disrafizmli italyan olgu ve 7 kraniyorasizisli Fransiz fetusu kapsayan calismada da bu mutasyon
yalnizca bir olguda saptanmistir (KIBAR, 2007).

Yukarida bahsedilen galismada V239l mutasyonu saptanan ve lipomyelosizis, hidromyeli ve kaudal
regresyonu bulunan bu italyan olgunun, dermal sinusii olan erkek kardesinde ve klinik bulgusu
olmayan annesinde de ayni mutasyon bulunurken, babasi, teyzesi ve anne tarafindan biylk
ebeveynlerinde  mutasyona rastlanmamistir.  Yapilan  fonksiyon  g¢aligmalarinda  V239I
mutasyonununda etkilenen valin aminoasidinin, Vangl1 proteinin dérdincli transmembran
domeyninde yer aldigi, invaryant oldugu ve tim Vangl ailesi proteinlerde korunmus olan “VLLE”
motifinin bir pargasi oldugu bulunmustur. Mutasyon sonucunda bu aminoasidin izoldsin ile yer
degistirmesi, bdlgenin hidrofobik 6zelliginde degisiklige yol acmazken, daha buylk bir yan zincirin
olusmasina neden olmaktadir. Yapisal olarak gerceklesen bu degisiklik nedeniyle Vangl1, partner
proteinleri olan DvI1, 2 ve 3 ile baglanamaktadir (KIBAR, 2007).

Ayni arastirmada, 144 olguda R274Q ve M328T mutasyonlari sirasiyla yalnizca birer spina bifida
olgusunda gézlenmistir (KIBAR, 2007). R274Q mutasyonunu taglyan hastada myelomeningosel,
hidrosefali ve konjenital club foot deformiteleri bulunmaktadir. Olgunun annesi ve teyzesinde de
minimal bir NTD bulgusu olan vertebral sizis saptanmigtir. Bu olgunun annesinde de R274Q
mutasyonu gozlenmis ancak teyzesinden DNA 6rnedi alinamamistir. R274Q mutasyonu Vangl1
proteininin sitoplazmik domeyninde yer almaktadir. Bu bodlge C.elegans disinda tlrler arasinda
korunmus bir boélgedir. C.elegans’ta bu bdlgede arjinin yerine glutamat yer almaktadir ancak her ne
kadar bu degisiklikle protein motifi korunmamis olsa da bu bdlgenin arjininden kaynaklanan yukli
(charged) 6zelligi korunmaktadir. Bu 6zellik R274Q mutasyonu sonucunda olugan arjininin glutaminle
yer degistirmesi durumunda ise kaybedilmektedir (KIBAR, 2007).

Anilan calismada 328. pozisyondaki metiyoninin treoninle yer degistirmesine neden olan M328T
mutasyonu ise myelomeningosel, hidrosefali, tip Il Chiari malformasyonu, gergin (tethered) spinal
kord, club foot, lumbosakral skolyoz ve sakrokoksigeal kifoz deformiteleri olan sporadik bir olguda
saptanmistir (KIBAR, 2007). M328T mutasyonu da Vangl1 proteininin sitoplazmik domeyninde yer
almaktadir. Bu bdlgede metiyoninin hidrofobik 6zelligi evrimsel olarak korunmustur. Bu pozisyonda
treoninin yer almasiyla treoninin hidroksil yan zinciri nedeniyle hidrofobik 6zellik artmaktadir. R274Q
ve M328T mutasyonlari sonucunda Vangl1’in Dvl proteinleriyle ilskisinde degisiklik gdézlenmemistir
(KIBAR, 2007).

Yine Kibar ve arkadaslarinin NTD’deki yeni VANGL1 mutasyonlarini arastirdiklari ve 284 italyan ile
389 Amerikan orijinli NTD hastasini kapsayan ikinci ¢alismalarinda, saptanan mutasyonlarin dérdi
(p.Phe153Ser, p.Arg181GIn, p.Leu202Phe ve p.Ala404Ser) yalnizca birer hastada bulunurken,
p.Ser83Leu, 3 olguda saptanmistir (KIBAR, 2009). Arastirmada yaklasik 1500 kisilik kontrol grubu
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degerlendiriimis ancak anilan mutasyonlar kontrol grubunda bulunmamigtir. Her ne kadar az sayidaki
olguda bu mutasyonlar saptanmis olsa da, fonksiyon ¢alismalari VANGL1 genindeki mutasyonlarin
NTD ile iligkisini ortaya koymustur (KIBAR, 2009).

Yukaridaki literatir bilgilerinden de goérllecegi Uzere NTD ile iligkili bulunan VANGL1 mutasyonlari
oldukga nadir gozlenmekte ancak, proteinde fonksiyonel kayiplara yol acabildikleri gibi yapisal,
biyokimyasal ya da fiziksel degisikliklere de neden olabilmektedirler. Arastirmamizda da olgu
sayimizin literatlire gore ¢ok diisiik olmasi incelenen mutasyonlarin saptanmamasinin baslica nedeni
olarak gérinmektedir. Bunun disinda VANGL1 geninde proje kapsaminda degerlendiriimeyen NTD ile
iliskisi bilinen (KIBAR, 2009) ya da bilinmeyen baska mutasyonlar, PCR ve dizi analizi ile
saptanamayacak heterozigot genis delesyonlar, kopya sayisi degisiklikleri, VANGL1 genindeki
metilasyon durumu gibi epigenetik degisiklikler veya NTD’nin multifaktdriyel etyolojisine uygun olacak
sekilde, -basta Wnt PCP yolagindakiler olmak Uzere- farkli genlerde yer alan mutasyonlar da s6z
konusu olabilir. Bu genetik/ epigenetik etyolojik faktorlerin degerlendiriimesi icin daha genis serilerde

yapilacak genis kapsamli arastirmalara ihtiya¢ vardir.

Sonug

NTD en sik gérilen konjenital anomalilerden biridir ve etiyolojisi tam olarak aydinlatilamamistir.
Aralarinda VANGL1 mutasyonlarinin da bulundugu cesitli genetik faktérler de cevresel faktorlerle
birlikte hastaligin gelisiminde rol oynayabilir. Literatiirde yer alan ¢cok az sayidaki arastirma, VANGL1

mutasyonlarinin NTD etiyolojisindeki rolti konusunda farkli sonuglar ortaya koymaktadir.

Arastirmamiz sonucunda NTD etiyolojisinde yer aldigi disuntlen VANGL1 V239l, R274Q ve M328T
mutasyonlari aragtirma ve kontrol grubunda yer alan higbir fetusta bulunmamigtir. Literatirde daha
Once mutasyonun bildirildigi arastirmalarda da bu mutasyonlar 144 NTD’li olgudan birer tanesinde
saptanmistir. Yine, NTD ile iligkili yeni VANGL1 mutasyonlarinin arastirildigi calismada 284 italyan ve
389 Amerikan orijinli hastadan olusan toplam 673 kisilik bir olgu grubuyla yaklasik 1500 kisilik kontrol
grubu mutasyonlar yéninden incelenmigtir ve yine ¢ok az sayida olguda mutasyonlar bulunmustur.
Calismamiza dahil ettigimiz olgu ve kontrol gruplarimizin sayisi bu anlamda sinirlayicidir. Bu agidan
degerlendirildiginde arastirmanin c¢cok merkezli, daha genis olgu ve kontrol gruplarini kapsayacak
sekilde ele alinmasinda fayda vardir.
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Ek 1.

Olgu ve kontrol grubu DNA drneklerine ait DNA konsantrasyonlari

No Ornek No
1 1
2 2
3 3
4 4
5 5
6 6
7 7
8 8
9 9
10 10
11 11
12 12
13 13
14 14
15 15
16 16
17 17
18 18
19 K1
20 K2
21 K3
22 K4
23 K5
24 K6
25 K7
26 K8
27 K9
28 K10
29 K11
30 K12
31 K13
32 K14
33 K15
34 K16
35 K17
36 K18
37 K19
38 K20
39 K21
40 K22
41 K23
42 K24
43 K25
44 K26

A260

0.193

0.05
0.089
0.184
0.054
0.121
0.145
0.028
0.146
0.114
0.302
0.052
0.203
0.150
0.125
0.131
0.074
0.167

0.036
0.026
0.033
0.023
0.314
0.044
0.052
0.039

0.02

0.02
0.038
0.032
0.026
0.047
0.084
0.106
0.055
0.129

0.03

0.06
0.072
0.043
0.085
0.042
0.045
0.023

A280

0.122
0.035
0.056
0.115
0.035

0.09
0.089
0.022
0.093
0.071
0.202
0.037
0.131
0.088
0.094
0.075
0.060
0.120

0.031
0.023
0.027
0.021
0.312
0.033
0.038
0.029
0.018
0.016
0.035
0.027
0.022
0.036
0.059
0.068
0.044
0.088
0.024
0.042

0.05
0.034
0.075
0.035
0.038
0.021

A260/A280

1.58
1.43
1.59
1.60
1.54
1.34
1.63
1.27
1.57
1.61
1.50
1.41
1.55
1.70
1.33
1.75
1.23
1.39

1.16
1.13
1.22
1.10
1.01
1.33
1.37
1.34
1.11
1.25
1.09
1.19
1.18
1.31
1.42
1.56
1.25
1.47
1.25
1.43
1.44
1.26
1.13
1.20
1.18
1.10

Kons pu/mL

96.5
25
44.5
92
27
60.5
72.5
14
73
57
151
26
101.5
75
62.5
65.5
37
83.5

18
13
16.5
11.5
157
22
26
19.5
10
10
19
16
13
23.5
42
53
27.5
64.5
15
30
36
21.5
42.5
21
22.5
11.5
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45
46

K27
K28

0.122
0.036

0.079
0.028

1.54
1.29

61
18
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Oz (en gok 70 kelime)

Arastirmamizda, noéral tip defekti etiyolojisinde yer aldigi disinilen VANGLT geni heterozigot
missens mutasyonlari degerlendirilmistir. Olgu ve kontrol gruplarinda V239l, R274Q ve M328T
mutasyonlarinin her G¢l de saptanmamistir. Arastirma konusu ile ilgili gok merkezli, daha genis
olgu ve kontrol gruplarini kapsayacak, farkli muatsyon tirleri ve bélgelerinin de arastirilacagi

¢alismalara gereksinim vardir.

Anahtar Kelimeler: Néral tiip defekti, VANGL 1, mutasyon

Fikri Uriin Bildirim Formu Sunuldu mu? Evet [] Gerekli Degil [X

Fikri Uriin Bildirim Formu’nun tesliminden sonra 3 ay icerisinde patent bagvurusu yapiimalidir.

Projeden Yapilan Yayinlar: Bulunmamaktadir.
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