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1.GIRIS

1.1. Periodontitis

Periodontitis, immunoenflamatuar konak cevaplarini uyararak alveoler kemik
ve atagman kaybina sebep olan enfeksiyoz bir hastaliktir (Duarte ve ark., 2015). Bir
baska deyisle periodontitis; periodonsiyumun bakteriyel iirlinler, ¢ok sayida hiicre
populasyonu ve enflamatuar mediatorler arasindaki etkilesimlerini igeren kronik
enflamatuvar bir durumdur. Periodontitisin, dis yilizeyinde olusan karmasik ve ¢esitli
mikrobiyal biyofilmler yani dental plak tarafindan baslatildigi kabul edilir. Bu
biyofilmden salinan lipopolisakkaritler, antijenler ve diger viriilans faktorleri gibi
maddeler diseti dokularina gecer ve konak savunma hiicrelerinin aktivasyonuna yol
acan enflamatuar ve immiin yanit1 baglatirlar. Hiicresel aktivasyonun sonucu olarak
sitokinler, kemokinler, arasidonik asit metabolitleri, proteolitik enzimler gibi
enflamatuar mediatorler doku yikimi ve kemik kaybina katkida bulunurlar (Yucel-
Lindberg ve Bage, 2013). Periodontitisin baslica klinik 6zellikleri klinik atagman
kaybi, alveolar kemik kaybi, periodontal cep olusumu ve gingival enflamasyondur.
Buna ek olarak; disetinde sondalamadan sonra kanama, diseti biliylimesi veya

cekilmesi, diste mobilite artis1 ve dis kayb1 goriilebilir (Flemmig, 1999).

Agresif ve kronik periodontitis multifaktoriyel etiyolojiye sahip olan karmasik
hastaliklardir. Bu etiyolojik faktorler karmasik bir etkilesim mekanizmasiyla
modifiye edilmektedir (Vieira ve Albandar, 2014). Periodontal hastaliklarin baslica
etiyolojik ajani; tiim sert ve yumusak doku ylizeylerinde olusabilen, yapisik,
bakteriyel biyofilm olan dental plaktir (Fine, 1988). Esas etiyolojik faktor olan ve
yiizlerce bakteri tiirtinii iceren dental plagin yanisira diger sebepler; hem dis-kok
yuzeyi Uzerinde hem de cep epitelinde bulunan subgingival biyofilm, genetik

faktorler ve epigenetik modifikasyonlar, sigara i¢cme, stres, kotii beslenme gibi yasam



tarziyla iligkili risk faktorleri, 6zellikle diyabet olmak {izere bireyde goriilen sistemik

hastaliklardir (Van der Velden, 2017).

Kronik periodontitis, genelde yetiskinlerde gozlenir ve belirgin sekilde
biyofilm ve kalkulus birikimiyle birlikte yavas bir sekilde ilerler (Duarte ve ark.,
2015). Agresif periodontitis ise geng yaslarda baglayan, yiiksek seviyelerde biyofilm
ve kalkulus miktariyla iligkili olmasi gerekmeyen, hizli alveoler kemik yikimiyla
birlikte periodontal atagman kaybi da izlenen ve ailesel gegis gosterme egiliminde

olan bir hastaliktir (Duarte ve ark., 2015; Tonetti ve Mombelli, 1999).

Kronik ve agresif periodontitiste, doku kaybinin patogenezi ve mekanizmasi
benzer olsa da konak faktorlerinin doku kaybindaki etkisi bariz bir sekilde daha
belirleyicidir. Ornegin, agresif periodontitisin ailesel kiimelenme gosterdigine dair
giiclii kanitlar vardir ve hastaligin gelisim riskini arttirabilecek birkag genetik faktor
tanimlanmistir. Hastaligin ailesel paterni, genetik yatkinligin bulundugunu gésteren
onemli bir 6zelliktir. Bunun aksine kronik periodontitiste lokal etiyolojik faktorler

ana rol oynarken, konak faktorlerinin rolti daha az 6neme sahiptir (Albandar, 2014).

1.2. Periodontitiste Genetik Faktorlerin Rolu

Giliniimilizde, genetik faktorlerin dogal immiin sistemi diizenledigi ortaya
konulmustur. Bazi genetik polimorfizmler, enfekte edici mikroorganizmalarin
saldirilarina karsit bagisiklik sisteminin savunmada basarisiz olmasina ve immiin

sistemin bozulmasina sebep olurlar (Vieira ve Albandar, 2014).

Bakteriyel enfeksiyonlara karsi konak yanitinda etkili olan genetik degiskenler
periodontitis i¢in 6nemli risk faktorleridirler. Cok sayida genetik iliskilendirme
caligmasi, proteinleri kodlayan genlerin periodontitise duyarlilik durumunda verilen

Immun cevapta olast bir rolii oldugunu gostermistir (Hashim ve ark., 2015).



1.2.1. Gen Polimorfizmleri

Periodontitise verilen konak cevabinda bazi1 genlerin ve bunlarin
polimorfizmlerinin rolleri hakkinda yayinlanan ¢ok sayida bilimsel makale vardir.
Genetik polimorfizmler, kodlanmis proteinde veya ekspresyonunda degisime neden
olarak dogal ve adaptif immiinitede degisikliklere yol acabilirler ve bu durum

hastalikla sonuglanmada belirleyici olabilir (Laine ve ark., 2012).

Periodontitisle ilgili yapilan ¢ogu genetik aragtirmada, immiinoregiilasyon veya
metabolizmada rol oynayan sitokinler, hiuicre yiizey reseptorleri, metabolizmayla
alakali ve antijen tanima ile iligkili gen polimorfizmlerine odaklanilmistir. Tiim bu
gen polimorfizmleri konagin bakterilere kars1 verdigi immun cevabi degistirmektedir

(Yoshie ve ark., 2007).

1.2.1.1. Sitokin Gen Polimorfizmleri

Interlokin-1 (IL-1), interlokin-6 (IL-6), timor nekroz faktori-o. (TNF-a) gibi
sitokinlerin, periodontal hastalifin fokal immiinopatolojisinde 6nemli bir rol
oynadig1 bilinmektedir. Bu nedenle sitokin fonksiyonlarimin genetik kontrolii ve

polimorfizmleri, periodontitisin ortaya ¢ikisint veya siddetini etkileyebilir

(Nikolopoulos ve ark., 2008).

IL-1, esas olarak monositler, makrofajlar ve dendritik hiicreler tarafindan
salman gucli bir pro-enflamatuar mediatordir (Yoshie ve ark., 2007). Periodontitis
ile iligkili IL-1 gen polimorfizmine yonelik literatiirdeki ilk caligmada; bir grup
arastirmaci sigara igmeyen beyaz irkta, IL-1A geninin -889 pozisyonundaki minér
alleli ve IL-1B geninin +3954 pozisyonundaki min6r allelinin  kombine
mevcudiyetinin kronik periodontitisin siddeti ile iligkili oldugunu bildirmislerdir. Son
yapilan ¢aligmalara gore bu kombinasyon, “IL-1 kompozit genotipi” olarak tarif
edilmistir (Vaithilingam ve ark., 2014).



Bagka bir genis kapsamli vaka-kontrol ¢alismasinda agresif periodontitisin, IL-1
gen kumesinin IL-1A -889 (+4845), IL-1B -511 (-31), IL-1B +3954 IL-1RN +2018
pozisyonlarindaki 10 tane tek niikleotid polimorfizmiyle (SNP) olan iliskisi
aragtirllmistir. Bu ¢aligmaya beyaz irktan 415 agresif periodontitis hastasi ve 874 saglikli
birey dahil edilmistir. Incelenen 10 SNP’ten higbiri hasta ve kontrol bireyleri arasindaki
allel veya genotip frekanslari agisindan istatistiksel olarak anlaml degildi (Fiebig ve ark.,
2008).

Son literatiir taramalarina gore, Nikolopoulos ve ark. (2008) daha 6nce beyaz irkta
IL-1 kompozit genotipi ile kronik periodontitis arasinda iliski bulan ¢alismaya benzer
sekilde, IL-1A -889 ve IL-1B +3953 R allelleri ile kronik periodontitis arasinda bir iligki
oldugunu bildirmislerdir. Meta analiz metodu kullanilarak yapilan bu ¢aligmada, agresif
periodontitis ve IL-1 gen polimorfizmleri arasinda herhangi bir iliski bulunamadi. Vaka-
kontrol ¢alismalari hep birlikte ele alindiginda, IL-1 gen kimesi polimorfizmlerinin
agresif veya kronik periodontitis duyarliligi icin kesin risk faktorii olarak kabul

edilemeyecegi bildirilmistir (Vaithilingam ve ark., 2014).

TNF-a, pro-enflamatuvar bir sitokin olup genis bir yelpazeye yayilan immiin
diizenleyici iglevlere sahiptir. Monositler, makrofajlar ve lenfositler tarafindan tretilirler
ve enflamasyon derecesini arttiran kemokinler veya siklo-oksijenaz Grunleri gibi ikincil
mediyatdrlerin Gretimini uyarma potansiyeline sahiptirler (Laine ve ark., 2012; Loos ve
ark., 2005).

Farkli etnik popiilasyonlarda yapilan birgok c¢alismada TNF-a gen
polimorfizminin, periodontitis i¢gin risk faktorii olup olmadig1 degerlendirilmistir. TNF
promotor degiskenlerinin arastirildig1 bircok vaka kontrol ¢alismasi sonucunda celisen
bulgular ortaya ¢ikmistir. TNF-o -380 bolgesindeki polimorfizm; Cekoslavakyali beyaz
irkta kronik periodontitis duyarliligiyla iliskilendirilirken Hollanda, Polonya, Isve¢ veya
ABD beyaz rkinda boyle bir iliski tespit edilememistir. Bu ¢alismanin sonucunda, daha
once ABD beyaz rkinda ayn1 bolgedeki polimorfizmin kronik periodontitis siddeti ile

iligkili bulundugu ¢alismayla tamamen zit sonuglar bulunmustur. Ayni ¢aligmada agresif



periodontitisle bu bolgedeki polimorfizm arasinda herhangi bir iliski tespit edilemedi

(Yoshie ve ark., 2007).

Yukarida ifade edilen sitokinlerin disinda, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17
sitokinlerindeki gen polimorfizmleri ile periodontitis arasindaki iliski birgok ¢alisma i¢in

arastirma konusu olmustur (Laine ve ark., 2012; Vieira ve Albandar, 2014).

1.2.1.2. Hicre Yizey Reseptort Polimorfizmleri

Cok hiicreli bir organizmanin i¢indeki hiicreler, islevlerini koordine etmek i¢in
birbirleriyle iletisim kurmalidirlar. Dogrudan hiicre-hiicre iletisimi, hiicre yiizeyinden
cikint1 yapan 6zel reseptor molekiillerinin etkilesimleri ile saglanir. Bu etkilesimler,
bir hiicre tarafindan hedef hiicreye sinyal vermek i¢in salgilanan molekiillerin uygun
yuzey reseptor molekiillerine baglanmastyla gergeklesir. Bu fizyolojik etkilesimlere
paralel olarak, viriisler organizmay1 enfekte etmek icin hiicre yiizeyi reseptorleri ile

spesifik etkilesimlerden yararlanirlar (Deller ve Jones, 2000).

Fc-gama reseptorli (FCYR) fagositler tzerinde bulunan, imminglobulin G
(IgG)'nin Fc kismina baglanan ve bdylece bakterilerin opsonize edilip fagositoza
ugramasinda ¢ok onemli rolii olan bir reseptordiir. FcYR’ler periodontal dokularda
immiin hiicrelerin ¢ogunda bulunurlar. Fc reseptorleri ile IgG altsiniflar1 arasindaki
baglanma afinitesini etkileyen polimorfizmlerin, periodontal hastaliga yatkinlikta

onemli rol oynadig1 diistintilmiistiir (Kinane ve Hart., 2003).

Sar1 1rkta yapilan bir ¢alismada (Kobayashi ve ark., 2000), FCYRIIIA N alleli
ve FCYRIIIB +141 R allelinin genotipiyle agresif periodontitis arasinda bir iligkili
oldugu gosterilmistir. Japon niifusunda yapilan bir bagka ¢alismada (Sugita ve ark.,
1999), FCYRIIIA R allelinin, periodontal hastaligin yeniden ortaya ¢iktigi durumda
fazlaca tespit edildigi bulunmustur. Detayli bir literatiir arastiritlmasi yapildiginda,

FCYR polimorfizmiyle periodontitis arasinda iliski bulan c¢alisma sayis1 fazla



olmasia ragmen, zit sonuglar bulan ¢alismalarin da oldugu (Chai ve ark., 2011)

bildirilmistir.

1.2.1.3. Metabolizmayla iliskili Gen Polimorfizmleri

Katepsin C; avug i¢i, diz, oral keratinize diseti gibi hiperkeratotik epitelyal
lezyonlardan eksprese edilen bir proteinazdir (Hart ve ark., 1989). Katepsin C
genindeki fonksiyonel mutasyonlar prepubertal periodontitis ve Papillon Le Fevre

Sendromu igin sebep olarak kabul edilebilirler (Noack ve ark., 2004).

D vitamini kalsiyum ve fosfor metabolizmasinda rol oynar. Insan Vitamin D
Reseptor (VDR) geni osteokalsin seviyeleri ve kemik mineral yogunlugu ile iligkili
fonksiyonel polimorfizmler sergilemektedir. Bu nedenle, VDR polimorfizmleri
alveolar kemigin yikiminda rol oynayabilir (Yoshie ve ark., 2007). Alveoler kemik
rezorpsiyonu ve bakteriyel birikim periodontal hastaliklarin baslica ozellikleri
oldugundan, VDR ve bu reseptoriin genetik polimorfizmleri periodontitis
duyarliliginda rol oynar (Laine ve ark., 2012). Yapilan bir¢cok ¢alismada (de Brito ve
ark., 2004; Hennig ve ark., 1999; Inagaki ve ark., 2003) periodontitisle VDR
polimorfizmleri arasinda iliski bulunurkun, buna zit olacak sekilde periodontitisle
VDR polimorfizmleri arasinda iligki saptanamayan bir calisma (Yoshihara ve ark.,

2001) da mevcuttur.

Matriks metalloproteinazlar (MMP) embriyonik gelisim, morfogenez,
anjiyogenez, doku onarimi sathalart boyunca gorulen fizyolojik ve patolojik
olaylarda Onemli bir rol oynarlar. Ayrica periodontitis gibi enflamatuar
bozukluklarda, bag dokusunun asir1 yitkimindan sorumludurlar. Enflame periodontal

dokularda birgok MMP tiirii tanimlanmistir (Ingman ve ark., 1996).

Yapilan bir ¢alismada MMP-1 polimorfizminin siddetli kronik periodontitisli
26 hastada; orta derecede kronik periodontitisli 24 hastaya ve 37 kontrol grubuna

gore daha sik goriildiigii ortaya konmustur (de Souza ve ark., 2003). Bunun aksini



belirten bir calismada (Itagaki ve ark., 2004); 37 agresif periodontitisli, 205 kronik
periodontitisli hasta ve 142 saglikli bircyde MMP-1 ve MMP-3 polimorfizmleri

arastirilmis ancak periodontitis ile anlamli bir iligski bulunamamustir.

1.2.1.4. Antijen Tanima ile iliskili Gen Polimorfizmleri

1.2.1.4.1. insan Lokosit Antijen Polimorfizmleri

MHC (Majér Doku Uygunluk Kompleksi) sistemi, insan I6kosit antijenlerini
kodlayan genlerin kiimelenmesinden olusmaktadir (Bach ve ark., 1967). Insan
I6kosit antijen bolgesi MHC 1 ve MHC 2 olmak {izere iki smifa ayrilir (Yoshie ve
ark., 2007). Yapilan bir calismada (Shapira ve ark., 1994), arastirmacilar bazi insan
l6kosit antijenlerinin agresif periodontitisli hastalarda saglikli  kontrollerle
karsilastirildiginda  yiikseldigini  bulmuslardir. Japonlarda yapilan bir diger
aragtirmada (Takashiba ve ark., 1994), insan 16kosit antijen -DQa geniyle agresif
periodontitise yatkinlik arasinda anlamli bir iligki oldugu gosterilmistir. Bu sonuglara
benzer sekilde son zamanlarda yapilan bir calismada (Machulla ve ark., 2002), baz1
insan l6kosit antijen allellerinin agresif periodontitis ve kronik periodontitisle énemli

bir iligkisi oldugu gosterilmistir.

1.2.1.4.2. CD14 Polimorfizmleri

CD14 molekiilii lipopolisakkaritlerin taninmasi i¢in gerekli bir reseptordiir ve
bakteriyel invazyona karsi dogal immiin yaniti baslatir (Goyert ve ark., 1988).
Promotor bodlgede -159 pozisyonunda, transkripsiyonel aktiviteye ve CD14
yogunluguna etki eden tek bir niikleotid polimorfizmi (C-T) tanimlanmistir (Y oshie

ve ark., 2007).

Bati Avrupali hastalarda yapilan bir ¢calismada (James ve ark., 2007), CD14
SNP’iyle (-159 ve -1359) agresif periodontitis arasinda iliski bulunamazken,



Asp299Gly TLR-4 gen polimorfizmiyle azalmis agresif periodontitis riski arasinda

iliski oldugu ortaya konmustur.

Bir diger ¢alismada (Holla ve ark., 2002), Cek hastalarda CD14’{in -1359 C/T
genotipinin siddetli kronik periodontitis ile iligkili oldugu bulunurken -159 G/T
genotipi ile herhangi bir iligki bulunamadi Japonya’da yiiriitiilen baska bir ¢calismada
(Yamazaki ve ark., 2003), CD14 genotipinin periodontitis gelisimi ile iliskili

olmadig1, ancak erken hastalik aktivitesi ile iligkili olabilecegi saptanmastir.

1.3. GWAS Calsmalarinda Agresif Periodontitisle Qliskili Bulunan Gen

Polimorfizmleri ve Genler

Agresif periodontitis patogenezinde, kronik periodontitise goére genetik
faktorlerin daha oOnemli bir rol oynadigi disiiniilmektedir. Bu durum, agresif
periodontitis patogenezinde dogal immun sistemin biiyiik 6l¢lide 6nemi olmasina
baglanmaktadir. Bundan dolay1r genetik iliskilendirme c¢alismalarinda, agresif
periodontitisin risk belirtecleri saptanmaya calisilirken bagisiklik yanitini diizenleyen

genetik faktorler lizerinde odaklanilmistir (Vieira ve Albandar, 2014).

Genom capli iligkilendirme ¢aligmalarint (GWAS) takiben genis vaka-kontrol
popiilasyonlarinda yapilan kopyalama ¢alismalar1 sonucunda, birka¢ gen lokusunda
agresif periodontitis i¢in risk faktorii olabilecek bir takim SNP’ler tanimlanmistir

(Van der Velden, 2017).

GWAS, genomik DNA'daki ylzbinlerce hatta milyonlarca varyasyonu ayni
anda analiz etmek ve herhangi bir lokusun belirli bir hastalik fenotipi ile iliskili olup

olmadigini belirlemek i¢in gii¢lii bir molekiiler tekniktir (Laine ve ark., 2014).

Yapilan literatiir taramasinda kronik periodontitise gore agresif periodontitisle
daha yiiksek derecede iligkili bulunan g¢esitli gen polimorfizmleri belirtilmistir.
GWAS’mn son 3 yildaki raporlarinda agresif periodontitisin birgok genle iligkili



oldugu bildirilmistir (Schaefer ve ark., 2014). Bu genlerden biri olan CDKN2B
antisense RNA 1 (ANRIL) geninin agresif periodontitisle olan iligkisini arastirmak
i¢in yapilan bir ¢alismada (Schaefer ve ark., 2009), 35 yas ve altinda olan lokalize
agresif periodontitis hastalarindan ve ayni yas araliginda kontrol grubu bireylerinden
alman kan Ornekleri iizerinde c¢alisilmis ve tiim genom amplifikasyonlar
degerlendirilmistir. Sonug¢ olarak agresif periodontitisle bu genin orta derecede

iligskiye sahip bir gen oldugu ortaya konmustur

Bir baska gen arastirmasi i¢in agresif periodontitis, siddetli kronik periodontitis
ve saglikli goniilliilerden elde edilen genomik DNA 6rnekleri degerlendirilmistir. Bu
¢alismanin raporlarina gore (Suzuki ve ark., 2004), CTSD geni agresif ve kronik

periodontitisle orta derecede iliskiye sahip bir diger gendir.

FPR1 genini aragtirmak i¢in agresif periodontitisli ve saglikli bireylerden elde
edilen periferal kan orneklerinden l6kosit izolasyonu yapilip DNA ekstraksiyonu
degerlendirilmistir. Elde edilen verilere gore FPR1 geni agresif periodontitisle orta

derecede iliskiye sahip bir diger gendir (Gunji ve ark., 2007).

GSTM1, IL-1B, 1L-1RN, IL-6, PTSG2 gibi genler agresif peridontitisle orta
derecede iliskiye sahip olan diger genlerdir (Carranza, 2015).

Son yapilan GWAS calismalarina gore, GLT6DI1 agresif periodontitis ile
iligkilendirilen en giiclii aday gen olarak tanimlanmistir (Schaefer ve ark. 2010).
Glikoziltransferazlar (GLT), hiicre i¢i membrana bagli enzimlerin fonksiyonel bir
ailesini  olustururlar. Cesitli hiicresel islevlerde ©nemli bir rol oynayan
glikoproteinlerin ve glikolipidlerin karbonhidrat parg¢alarinin biyosentezine katilirlar.
GLT6 gen ailesi ABO kan grubu genlerinin de dahil oldugu bir gen ailesidir. Bu gen
ailesinin filogenetigi memeli ve zebrabalig1 da dahil olmak iizere birden ¢ok tiir igin
sekans bazinda arastirilmistir Ancak GLT6D1 zebrabaligi homologu ile ilgili bilgiler
literatiirde halen eksiktir (Turcot-Dubois ve ark., 2007). 2014 yilinda Schaefer ve

ark. periodontitisin genetik risk faktorlerinin tanimlanmasi i¢in Alman agresif



periodontitisli hastalarda daha detayli bir sekilde GWAS c¢alismalar1 yaptilar. Bu
caligmanin sonucunda agresif periodontitisin GLT6D1 geninde bulunan intronik SNP
rs1537415 polimorfizmi ile giiglii sekilde iliskili oldugu bulundu. SNP, genomda
belirli bir pozisyonda meydana gelen tek bir nikleotiddeki varyasyondur. Rs1537415
allelindeki SNP’in, tranksripsiyon faktorii olan GATA baglayici protein 3 (GATA-
3)’lin baglanmasinda bozulmaya sebep oldugu gosterilmistir. GATA-3 T-helper 2
hiicre farklilasmasinin transkripsiyonel kontroliinde ana transkripsiyon faktori olarak
kabul edilir (Zheng ve Flavell, 1997). Schaefer ve ark. (2014) yaptiklar1 ¢alismada;
GLT6D1’in insan dokularindaki ekspresyon sablonunun analizini yaparak testis,
l16kositler, saglikli ve enflame gingival dokularda gicli GLT6D1 ekspresyonu
oldugunu gostermislerdir. Bu calismada GLT6D1 geninin dokuya 6zel ifadesini
gostermek icin, elde edilen cDNA’ler RT-gqPCR ile amplifiye edildikten sonra jel
elektroforez deneyi gergeklestirilmistir. Sonug¢ olarak gingival bag dokusunda
gingival epitelden belirgin derecede daha gii¢lii GLT6DI1 ifadesine rastlanilmistir.
GLT6DI1 geninin hangi dokularda ifade oldugu Sekil 1.1.’de gosterilmektedir.
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Sekil 1.1. GLT6D1’in insan dokularindaki jel elektroforez goruntist (Schaefer ve ark.,
2014) (Resmin kullanimi i¢in Oxford University Press’ten izin alinmistir: Ek 2)
(A) Saglikli ve iltihapli diseti epitelinde (GE) ve diseti bag dokusunda (GCT) dokuya
0zgii ekspresyon H=saglikli, I= iltihapl1, kontrol=su.
(B) Kontrol=su
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1.4. Genetik Calismalarda Kullanilan Omurgalh Hayvan Modelleri

Cavia porcellus (Gine domuzu, Kobay), Cricetus cricetus (Hamster), Gallus
gallus domesticus (Tavuk), Felis domesticus (Kedi), Canis lupus familiaris (Kopek),
Mus musculus (Fare), Rattus norvegicus (Sigan, Rat), Danio rerio (Zebrabaligi),
Oryctolagus cuniculus (Tavsan) and Rana tigrina (Kurbaga) gibi omurgali hayvan

modelleri genetik arastirmalar i¢in kullanilmaktadir (Govind, 2011).

1.4.1. Hayvan Modeli Olarak Zebrabalhgi Tercih Edilmesinin Sebepleri

Streisinger ve ark. (1981) zebrabaligin1 genetik model sistemi olarak
belirlemislerdir. Zebrabaligi, gelisimsel biyoloji, norofizyoloji, biyomedikal
arastirma ve etiyoloji alanlarinda bilim adamlar1 i¢in umut vadeden bir model
organizma haline gelmistir (Friedrich ve ark., 2010). Insan genomuyla zebrabalig:
genomunun karsilagtirllmasit sonucunda, insan genlerinin yaklasik %70'inin
zebrabaliginda ortologlarinin var oldugu ortaya konmustur (Howe ve ark., 2013).
Zebrabalig1 beyin, omurilik gibi organ ve dokular1 olan, entegre sinir sistemine sahip

omurgali bir hayvan tiiriidiir (Kabashi ve ark., 2011).

Zebrabalig1 ¢ok sayida embriyo iiretimi, kisa embriyonik gelisim donemi,
embriyolarin transparan olmasi, DNA/RNA/protein dizisinin memeli organizmalarla
yap1 ve islev benzerligi gostermesi dolayisi ile insan hastalik modeli olarak siklikla
ve fareye alternatif olarak kullanilmaktadir (Doldur-Balli ve ark., 2015) (Sekil 1.2).
Zebrabaliginin ¢ok sayida ve saydam embriyolar iiretmesi sonucunda gelisim
evrelerinin mikroskobik tekniklerle gbzlenmesine olanak saglanmaktadir. Ayrica,
embriyolarin hizla gelismesiyle temel gelisimsel olaylar memelilere gore daha erken
ve daha hizli gézlemlenir. Ornegin fertilizasyondan yaklasik olarak 10 saat sonra
sinir sisteminin olusmasi (nérogenez), 18 saat sonra embriyolarin ilk davranislari
baslar ve yaklasik 52 saat sonra embriyolarin yumurtadan ¢iktigi gézlenir (Friedrich
ve ark., 2010; Kabashi ve ark. 2011). iki giinliik gelisimden sonra, zebrabaligi
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embriyosunun i¢ organlari, gozleri, kulaklar1 ve 12 kisma ayrilan beyni olusur

(Ndsslein-Volhard ve Dahm, 2015).

Sekil 1.2. Yetiskin zebrabaligi goriintiisii (Wild type-yabanil tiir)
(https://www.biochemie.abi.med.uni-muenchen.de/haass/zebrafish/index.html internet erisim
adresindeki resmin kulanimi igin igerikten sorumlu Dr. Bettina Schmid’ten yazigma
aracilifiyla izin alimmistir: Ek 3)

Yapilan literatiir taramas1 sonucunda mutant zebrabalig1 karakterizasyonunun,
insanda goriilen hastaliklardan sorumlu gen veya genlerin tanimlanmasina katkida
bulundugu bir dizi basarili vaka saptanmustir. Ornegin zebrabaliginin weissherbst
mutantinda, ferroportinl geni hipokromik kan olusumundan sorumludur. Bu
mutantin  fonksiyonel analizi zebrabaligindaki ferroportinl'in, embriyonun
beslenmesini saglayan yumurta kismindan demir tasinmasi i¢in gerekli oldugunu
ortaya koymustur (Donovan ve ark., 2000). Bu kesiften bir y1l sonra iki farkli grup
(Montosi  ve ark., 2001; Njajou ve ark.,, 2001) bagimsiz olarak, insan
Ferroportinl'inin diyetsel iyonun asir1 emilmesi ile karakterize olan kalitsal
hemokromatozis hastalarinda mutasyona ugradigini bildirmistir. Baska bir ¢alismada
(Kawahara ve ark., 2009) bir grup arastirmaci, zebrabaligir kalp mutantini analiz
ederken, yeni bir zar proteini olan Spns2'nin, sfingosin-1-fosfatin (S1P) lipit
mediyatdriiniin tasiyicist olarak islev gordiigiinii bulmustur. Bu ¢alismadan sonra,
memelilerde bulunan Spns2'nin endotelyal hiicrelerde S1P salgisim1 diizenledigi
gosterilmistir (Hisano ve ark., 2012a,b). Bu bulgular gelisimsel gen fonksiyonlarinin

zebrabalig1 ve insanlar arasinda uyumlu oldugunu ve konjenital insan anomalileri
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calisilirken zebrabaligi kullanmanin yararliligin1 géstermektedir (Ota ve Kawahara,

2014).

Zebrabalig1 genetik manipiilasyonlarin kolay yapilabildigi gii¢lii bir model
organizma olmasi sebebiyle dis hekimliginde dis rejenerasyonu alanindaki
caligmalarda tercih edilmektedir fakat periodontitise neden olan genler ve gen
polimorfizmleri alaninda zebrabaligt modeli kullanilarak yapilan bir calismaya
rastlanmamuistir. Periodontoloji alaninda olmasa da insanlarda yarik dudak-damak
vakalaria sebep olan gen polimorfizmleri temel alinarak zebrabaliginda ¢aligmalar
yapilmistir. Ornegin Leslie ve ark., (2015), insanlarda yarik dudak ve kombine yarik
dudak-damakla iliskilendirilen genlerin zebrabaligindaki fonksiyonel varyantlari
tizerinde calismiglar ve anlamli sonuglar bulmuslardir. Yapilan literatiir taramasi
sonucunda zebrabaliginda MHC sinif 1 ve 2 polimorfizmlerini aragtiran ¢alismalara
(Graser ve ark., 1996) ulasilmistir. Insan 16kosit antijenlerini kodlayan MHC
sistemiyle ilgili polimorfizmlerin zebrabaliginda ¢alisilmasinin 6nemi; agresif
periodontitisle insan 16kosit antijen allelleri arasinda iliski bulunan ¢aligmalar dikkate
alindiginda (Machulla ve ark.,, 2002) zebrabaligt modelinin kullanilarak
periodontitise neden olan genler ve polimorfizmlerle ilgili arastirmalar yapilmasi igin

Umit vadetmesidir.

1.4.1.1. Zebrabahg Disleri ve Dis Gelisimi

Zebrabalig1, dislerin omrii boyunca siirekli olarak degistigi anlamina gelen
polifiodont bir organizmadir. Zebrabalig1 oral dentisyon gostermez fakat posterior
bransial arklarla iligkili farengeal dislere sahiptir (Van der Heyden ve ark., 2000). Bu
dislerin basit morfolojisi birgok omurgali tiiriin diglerine benzerlik gdstermektedir
(Neues ve ark., 2006). Zebrabaligi disleri, besinci keratobransiyallerin oldugu
bolgede konumlanan ve farengeal c¢eneler diye adlandirilan ¢eneler {iizerinde
bulunurlar. Zebrabaliginin disleri farengeal bolgede olsa da yapilan morfolojik
calismalar zebrabaliginin dis gelisiminin memeli dis gelisimi ile belirgin benzerlikler

tasidigin1 gostermistir (Bruneel ve ark., 2015). Bu disler viicudun her iki tarafinda
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simetrik olarak bulunan; {izerinde 5 dis bulunan ventral dizi, {izerinde 4 dis bulunan
mediodorsal dizi, lizerinde 2 dis bulunan dorsal dizi olmak iizere ii¢ dis dizisinden
olugmaktadir. Toplamda her farengeal arkta 11 adet dis vardir (Van der Heyden ve
ark.,) (Sekil 1.3). ilk dis, ventral dis dizisindeki dordiincii pozisyonda gelisir ve
fertilizasyondan 48 saat sonra erken morfogenez evresinde mikroskobik olarak
goruntdlenebilir. Ventral dis dizisi fertilizasyondan 16 giin sonra tamamlanir ve ilk
dis degistirme bu dis dizisi tamamlanmadan ¢ok once yaklasik olarak embriyo
olusumundan sonra 80. saatte gozlenir (Bruneel ve ark., 2015). Mediodorsal dizideki
disler fertilizasyon sonrasi 14-24. giinler arasinda gelisir ve en son olarak
fertilizasyondan sonra 24-28. giinler arasinda dorsal dizideki disler gelisir. Bu
nedenle yapilacak embriyo ¢alismalarinda 6zellikle ventral dislere yogunlasilmasi
mantikli olacaktir. Gelisen fazla odontojenik dalgalanma sonucunda yer degistiren
dislerin olusumu baslamakta fakat ilk olusan dislerin goriinme zamanina gore
yeniden dis olusma sayis1 farklilik gostermektedir. Her dis ailesi i¢erisinde bulunan
dislerin sayisi, yasi daha biiylik juvenil ve olgun zebrabaliklarinda yer degistirme

hizinin diismesiyle birlikte azalma gostermistir (Van der Heyden ve ark., 2000).

Sekil 1.3. Yetiskin zebrabaliZindan diseke edilen 5. farengeal ark goriintiisii
(Bu gorintl Bilkent Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bolimii Zebrabaligi
Tesisi’nde Tiilay Arayic tarafindan gekilmistir)
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Zebrabalig1 dislerinin olusumu ve degisimiyle ilgili dinamiklerin arastirildigi
bir ¢alismaya gore (Van der Heyden ve ark., 2000), dis gelisimi memelilerinki gibi
belirgin tomurcuk, takke, can ve diferansiasyon agamalarindan gecer. Dis olusumu,
disin sekli ya da boyutu ne olursa olsun bes basarili gelisim evresi ile tamamlanir.
Morfogenezisin baslangici olan birinci asamada odontojenik epitelyum kalinlasir ve
invaze olmaya baglar. Devam eden morfogenez evresi olarak bilinen ikinci asamada,
epitel can olusturmak amaciyla yeniden invaze olur ve asagi yonde biiyiime
goriilmeye baslar. Hiicre farklilagmasinin goriildiigli asama olan ti¢lincii asamada, ilk
matriks cokelmesi disin u¢ kisminda olmakta ve bu arada epitelyal organin asagi
yondeki biiyiimesi devam etmektedir. Tutunma asamasi olarak adlandirilan dordiincii
asamada yeni olugsmus dis kemik atagmani olusturarak kemik destegine tutunur ve
fonksiyona gelmek igin farengeal epiteli deler. Rezorpsiyon ve dokiilme asamasi olan
besinci asamada osteoklastlar destek kemigi, atagman kemigi ve dentini rezorbe eder.
Yeni tutunan fonksiyonel dis, pulpalarindaki o6zellikleri ile eski disten farklilik

gosterir.

Onceki disin epiteline bagli olan ve lamina sekeli olarak isimlendirilen
epitelyal bir biiyiimeden meydana gelen disler siirekli olarak yenilenmektedir. Geriye
kalan lamina erken morfogenez asamasinda kalinlasarak yeniden ortaya c¢ikar. Bu
lamina ge¢ morfogenez asamasinda, bir dis ve bir i¢ epitel tabakasindan olusan iki
katmanli ¢an seklinde bir yap1 olusturur. Preameloblastlarin ve preodontoblastlarin
farklilagsmasi, erken hiicre farklilagsmasi evresini isaret eder. Geg hiicre farklilasmasi
evresine ulasildiginda, dis ucunda mine ve dentin matriksinin birikmesi baglar. Tiim
bunlarin sonunda, dis altta yatan farengeal ¢eneye ankiloza benzer bir mekanizmayla

tutunur (Bruneel ve ark., 2015).

Farengeal dislerin basit morfolojisi birgcok omurgali tiiriin dislerine benzerlik
gostermektedir. Yeni dis olustugunda eski dis dokiilmekte ve yenisi dis arkinda
tutunarak fonksiyonel hale gelmektedir. Cogu omurgali hayvan gibi yetiskin
zebrabaligi disleri de, pulpa boslugunu c¢evreleyen dentinden olusur ve
hipermineralize bir tabaka ile ¢evrelenir. Kron yapisi ince tabaka seklinde bulunan

mineyle kaplanmistir. Dis yapis1 odontoblastlar ve pulpa hiicreleriyle birlikte pulpa
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odasii g¢evreleyen tiibiiler dentin ve mineden olugsmaktadir (Neues ve ark., 2006).
Mine yapisi omurgali tiirlere ait dislerden organik icerigi bakimindan farklilik
gostermektedir (Arnold ve ark., 2008). Dentin, tip I kollajen lifleri ve diger
proteinlerin matriksindeki karbon apatit kristallerinden olusur ve odontoblastlar
olarak bilinen mezenkimal kaynakli hiicreler tarafindan iiretilir. Zebrabaligi dentini
de, diger omurgal1 tiirlerde baskin dentin tipi olan ortodentindir. Yetiskin zebrabalig
dislerinin pulpa boslugu sinirlerden ve kan damarlarindan zengindir. Zebrabalig
larvalarinin dislerinde goriilen dentin ve pulpa bosluklarinin yapisi yetiskinlerden
daha farklidir. Bu durumun olas1 sebebi, larva boyutlarinin yetigkinlere goére daha
kiiciik olmasidir. Larva dentini tiibiillerden yoksundur, pulpa boslugu ise sadece
birka¢ odontoblast hiicresi icerirken higbir kilcal damar veya sinir igermez (Stock,
2007). Kok yapisi alttaki brangiyal kemige oOzellesmis bir kemik baglantisi ile
tutunmustur. Farengeal disler zebrabaliklarinin yasam stireleri boyunca 11-13 gun
igerisinde siirekli olarak yenilenmektedir. Bu durum zebrabaligini, mine ve dentinin
gelisimi ve biyomineralizasyonu agisindan aragtirma yapilabilmesi i¢in model

organizma yapmaktadir (Arnold ve ark., 2008).

1.5. Zebrabaliginda Disle ilgili Yapilan Cahismalar

Zebrabaliginda yapilan dis hekimligi alanindaki ¢aligmalar genelde dis gelisim
asamalari, diglerin yer degistirmesi ile ilgili dinamikler, dis gelisimine katkida
bulunan yapilar, sinyalizasyon mekanizmalari ile ilgilidir. Yapilan literatiir taramas1
sonucunda periodontal hastaliklar ile ilgili genlerin modellemesi i¢in zebrabalig

kullanilarak yapilan herhangi bir ¢alismaya rastlanmamuistir.

Yapilan bir ¢calismada (Zhang ve ark., 2016), zebrabalig1 larvalarinda dental
florozisin derecelendirilmesi ve Ol¢lilmesiyle ilgili parametrelere bakilmigtir. Bu
arastirmada, zebrabaligi yumurtalar1 olustuktan sonra 5 giin boyunca fazla miktarda
flora maruz birakilmislardir (19 ppm, 38 ppm ve 76 ppm). Ilk siiren dislerde
gbzlenen morfolojik degisiklikler hematoksilen eozin, tiim agiz alizarin kirmizi,

alsiyan mavi boyamasi ve tarayicit elektron mikroskobu ile incelenmistir. Flor
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uygulamasindan sonra disler ¢esitli yogunluk ve dagilimlarda kirmizi renk boyamasi
gostermistir. 19 ve 38 ppm flor uygulanan dis grubunda, tiiberkiillerden disin 1/3 alt
boliimiine kadar olan bolgede koyu kirmizi renk boyanma gozlenmistir. 76 ppm flor
uygulanan dis grubunda bazi disler malformasyon gostermis ve yapisi zayiflamistir.
Sonug olarak fazla dozda flor uygulamasi zebrabalig1 larvalarinin dislerinde doza

bagimli florozis olusturmustur.

Verstraeten ve ark.nin (2010) yaptig1 bir diger caligmaya gore, dis gelisimi
mezengim ve epitelin arasindaki etkilesim sonucu olmaktadir ve her ikisi de kapsaml
morfogenezise ugramaktadir. Morfogenezisteki hiicre adezyon molekiillerinin 6nemi
uzun zamandir bilinmektedir fakat dis gelisiminde bu molekiillerin fonksiyonu ve
dagilimlariyla ilgili ¢ok az calisma bulunmaktadir. Bu arastirmada onemli bir
epitelyal kadherin olan E-kadherinin ekspresyon yolagi, zebrabaliginda yerine gelen
dislerin yani sira ilk gelisen dislerin de olusumu sirasinda gézlenen protein dagilimi
ve mMRNA ekspresyonunu belirlemek icin immdiinohistokimyasal boyama yontemi ve
in situ hibridizasyon metodu kullanilarak analiz edildi. Dis gelisiminin farkli
asamalarinda mine organinin her katmaninda E-kadherin tespit edildi fakat ilk olusan
dislerle sonradan olusan dislerin sinyalizasyon giicii ve dagiliminda hafif farkliliklar
ortaya kondu. Bu g¢alismaya gére mezensimden gelisen dental papilde herhangi bir
ekspresyon gozlenmemistir. Dikkat ¢ekecek sekilde, fonksiyonel disin etrafinda E-
kadherin farengeal bdlge boyunca diizensiz dagilim gostermistir. E-kadherinin
kesintisiz ekspresyonu, dis gelisiminin tomurcuk sathasinin olusabilmesi i¢in E-
kadherin ekspresyonunun azalmasina ihtiya¢ olmadigini gostermistir. Sonug¢ olarak
dislerin gelisimi ve yerine gelen dislerin olusumunda diger hiicre adezyon

sistemlerini anlasilabilmesi i¢in daha ileri ¢alismalara ihtiyag vardir.

Bir baska calismaya gore (Verstracten ve ark., 2013), N-kadherin dislerin
birgok gelisimsel asamasiyla iligkili, sinyalizasyon fonksiyonu oldugu bilinen, birgok
calismada arastirilmig bir kadherin tiiriidiir. Bu ¢alismada zebrabaligi model olarak
kullanilarak, N-kadherin dagilimindaki degisikliklerin dis morfogenezine eslik ettigi
ve N-kadherin eksikliginin dis gelimini bozdugu hipotezi test edildi. Arastirmanin

sonucunda Cdh2 geni tarafindan kodlanan N-kadherinin, imminohistokimyasal
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caligmalarla hem ilk olusan hem de yerine gelen dislerin morfogenez ve baslangi¢
asamalarinda rol almadigi gosterilmistir. Ancak c¢alismaya gore N-kadherin
ekspresyonu, i¢ dental epitelin ve dental papilla hiicrelerinin yani sirasiyla
ameloblastlar ve odontoblastlarin farklilasmaya baslamasiyla artar. Bu arastirmadaki
yazarlar, farelerde N-kadherini kodlayan genin yok edilmesiyle erken dénemde
Olime sebep olundugu igin bu hayvanlarda N-kadherinin odontogenezisteki
fonksiyonlartyla ilgili calisma yapamadiklarini belirtmislerdir. Bu sebepten Gtiirii
hayvan modeli olarak zebrabaligi kullanilarak N-kadherini kodlayan genin yok
edilmesiyle yapilan bu ¢alismaya gore, ilk disler olusur fakat gelisimleri erken hiicre
farklilasmas1 asamasinda durur. Arastiricilara gére bunun muhtemel sebebi ilk dis
farklilagsmas: oldugunda, N-kadherin uyariminin eksikligine bagli olarak olusan
dislerin gelisiminin engellenmesidir. Sonu¢ olarak bu g¢alismanin verilerine gore,
zebrabaliginin  dis  gelisiminde hiicre farklilasmasi asamasinda N-kadherin
ekspresyonunun yani sira i¢ mine epitelinde de E ve N-kadherinin ko-

ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir.

Kemik morfogenik protein (BMP) sinyalizasyonunun, baslangigtan sert doku
olusumuna kadar olan tim dis gelisimi evrelerinde ©nemli rol oynadig
bilinmektedir. Yapilan bir ¢calismaya gore (Wise ve Stock, 2010), zebrabaliginda ve
farede dis gelisiminde rolii oldugu diisiiniilen bmp2b ve bmp4 ligandlarinin tamamen
elimine edilmesi veya azaltilmasi i¢in morfolino antisens oligoniikleotidleri ve
mutant analizleri yapilmustir. ilging bir sekilde, bu iki genin fonksiyonunun tek
basina veya birlikte elimine edilmesinin olgun disin olugmasini engellemedigi
goriilmistiir. Arastirmacilar bu sonucun zebrabalifinda ve farede farklilik
gosterebilen diger fonksiyonel BMP ligandlarinin fazlaligi nedeniyle olustugunu
bildirmislerdir.

Yapilan bir diger ¢calismada (Jackman ve ark. 2004) fibroblast biiyiime faktor
(FGF) sinyalizasyonunun, zebrabaligindaki farengeal dentisyonun gelisimi
sirasindaki rolii arastirilmistir. Zebrabaliginin dis gelisimi ile iligkili bir¢ok genin

ifadesinin, epitelyal ve mezensimal isaretleyicilerini igerecek sekilde fare
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ortologlariyla benzerlik gosterdigi bulunmustur. Bu caligmanin sonuglarina gore,

FGF sinyalleri dental epiteli hedef alir ve tiim bunlar dis morfogenezi i¢in gereklidir.

Bir bagka calismaya gore (Jackman ve ark., 2010), memelilerde hedgehog
sinyalizasyonun odontogenezisin birgok asamasi i¢in 6nemli oldugu bilinmektedir
ancak dis gelisiminin baglangic1 veya daha sonraki morfogenezde potansiyel rolii tam
olarak anlagilmamistir. Bu ¢alismada zebrabaliginin dis gelisimi sirasinda, hedgehog
ligand1 Shha ve Ptcl ve Ptc2 reseptorlerinin mRNA ekspresyonlart da incelenmistir.
Arastirmanin sonucunda, memelilerde oldugu gibi zebrabaliginda da sadece Shha
ligandinin dis gelisimi asamalarina katilmakta oldugu gosterilmistir ve hedgehog

sinyalizasyonunun odontogenezis sirasinda siirekliliginin gerektigi bildirilmistir.

Yapilan literatiir taramalar1 sonucunda, periodontoloji alaninda zebrabaligi
kullanilarak yapilan tek bir c¢aligma oldugu tespit edilmistir. Bu c¢alismada
(Widziolek ve ark., 2016), zebrabaligi modeli kullanilarak kronik periodontitis
etiyolojisinde  rol  oynayan  Porphyromonas  gingivalis  (P.gingivalis)’in
kardiyovaskiiler hastaliklar tizerindeki etkileri arastirilmistir. Arastirmada zebrabaligi
larvasinda, yeni bir sistemik enfeksiyon modeli olusturulmustur. Sonuglara gore
P.gingivalis, zebrabalig1 vaskiiler endoteline hizla yapisarak perikardiyal 6demin ve
kardiyak hasarin gelisimine ve bununla iliskili olarak doza ve zamana bagli mortalite
goriilmesine neden olur. Olusturulan bu in vivo modelde, gingipain eksik P.gingivalis
mutantlart kullanilarak, P.gingivalis’in eksprese ettigi gingipain proteazlarinin
sistemik olarak rolii arastirilmistir. Sonuglar azalmis zebrabaligi morbiditesi ve
mortalitesini ortaya koymustur. Ek olarak, bir gingipain inhibitériiniin P.gingivalis
kaynakli sistemik hastalik {izerindeki etkinligini gostermek i¢in zebrabaligi modeli
kullanilmis ve olumlu sonuglar neticesinde bu inhibitoriin kardiyovaskiiler
hastaliklarin tedavisinde terapotik olarak kullanimi onerilmistir. Calismadan elde
edilen veriler, bir enfeksiyon modelinin endotelinde hicre ici P.gingivalis'in ilk
gergek zamanli in vivo kanitlarini ortaya koymaktadir. Ayni zamanda gingipainlerin
sistemik hastalik ile ¢ok onemli bir sekilde baglantili oldugu ve kardiyovaskiiler

hastaliklara potansiyel katkida bulundugu kanitlanmistir.
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Zebrabaligr hayati boyunca siirekli olarak dis iiretmekte ve insan dis doku
miithendisligi ile genetik c¢alismalara yardimci olabilecek 6zglin  Ozellikler
barindirmaktadir. Zebrabaliginda siirekli dis {iretiminde etkili olan faktorler
aragtirmaya aciktir. Zebrabaliginda, periodontal patojenler ¢ok yakin zamanda
calisilmaya baslanmis olup (Widziolek ve ark., 2016) bu modelin periodontitis
caligmalar1 i¢in uygun bir model olabilecegine deginilmistir. Tiim bu ¢alismalar dis
gelisimini kisa siirede tamamlayan ve memeli ile benzer gen ve sinyal yolaklarinin
dis olusumu ve patogenezini etkiledigi bilinen zebrabaliginin kullanilarak,
periodontal hastaliklar ¢ercevesinde daha detayli arastirmalar yapilmasi gerektigini

go6zler dniine sermektedir.

Planladigimiz bu tez c¢alismasinin amaci, yapilan GWAS caligmalar
sonucunda agresif periodontitisle giiglii iliskiye sahip oldugu diisiiniilen, insanda

taniml1 GLT6D1 geninin zebrabaliginda;

e Gen, mRNA ve protein sekanslarinin memeli ile karsilastirmali olarak
belirlenmesi
e Muhtemel transkript varyantlarinin  tanimlanmasi ve  zebrabalifi

embriyolarinda bu genin ifade profilinin ortaya konulmasidir.

Boylelikle GLT6D1 geninin agresif periodontitis iizerindeki fonksiyonlarmin
ortaya konmasi igin, genin susturulmasi (knock-down), genin etkisinin azaltilmasi
(knock-out) veya overeksprese edilmesi gibi genetik metodlar kullanilarak yapilacak

daha ileri ¢alismalar i¢in temel ¢alisma tamamlanmis olacaktir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Etik Kurul Onay1

Bilkent Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 27.10.2016
tarihli toplantisinda alinan 2016/32 sayili kararina gore etik agidan uygun olduguna

karar verilerek yiiriitiilen bu ¢alisma in vivo bir aragtirmadir (Ek 1).

2.2. Zebrabahg ve Embriyolar

Bu calismada kullanilan zebrabali§i ve embriyolar, Bilkent Universitesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii Zebrabaligi Tesisi’'nde yetistirilip bakildi.
Zebrabaliginin AB (wild type) suslart kullanildi. Embriyolar tireme giftlerinden elde
edilip, E3 besiyerinde buyutildi. Tiim balik ve embriyolar 28°C de, 14 saat giindiiz

10 saat gece donguslinde tutuldu.

2.3. Biyoenformatik Analizler

Genetik arastirmalarin laboratuvar ¢alismalar1 yapilmadan once, arastirilacak
olan genle ilgili bilgiler iceren veri bankalarindan yararlanilir. Bu genetik veri
bankalarinda 6n ¢aligma yapma olanagi da vardir. Bu veri bankalarindan en ¢ok
kullanilan1 farkli tiirlerden bilgi iceren Ensembl’dir. GLT6D1 geninin filogenetik
analizi i¢in Ensembl veri bankasi kullanildi (http://www.ensembl.org/index.html).
Ayrica insan GLT6D1 proteini, NCBI Blast veri tabani kullanilarak
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)  zebrabaligi  genomunda  arastirilarak
benzerlik orani ve zebrabaligindaki tahmini konumu belirlendi. GLT6D1 geninin
zebrabaligindaki ortologu olabilecek genlerin ifade seviyeleri ise Expression Atlas

veri tabani kullanilarak analiz edildi (http://www.ebi.ac.uk/gxa).
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2.4. Zebrabaliginda GLT6D1 Geninin Olas1 Ortologlarinin ifade Analizi

2.4.1. RNA Ekstraksiyonu ve cDNA Eldesi

iki, 3, 4, 5, 6 giinliik embriyolar toplanarak gruplar olusturuldu. Her bir giin
icin 5’er grup embriyo toplandi. Bu gruplar 3 adet n=30, 2 adet n=20 olacak
sekildedir. Her giin i¢in ayr1 olacak sekilde 20-30 arasinda embriyo kullanilarak total
RNA izolasyonu yapildi (74104, RNeasy Mini Kit, Qiagen, Valencia, CA). Ilk
deneyde, total RNA eldesi tiim gruplar icin genomik DNA uzaklastirmasi
yapilmadan elde edildi. Ikinci deneyde tiim gruplar igin genomik DNA
uzaklastirmasi yapilarak total RNA eldesi yapildi (12185010, PureLink™ DNase
Set, Invitrogen, USA). Her iki yontemin kullanilmasinin sebebi, DNA ¢ikartimi
yapilmasina iligkin literatiir bilgilerini destekleme amacglhidir. Literatiire gére DNA
cikartimi yaparak RNA izolasyonu yapilmasi; RT-gPCR analizlerinde RNA
preparatlarin1 kirleten genomik DNA'nin da cogaltilip yanlis pozitif yanitlara yol
acabilmesinden kaynaklanan hatali sonuglar1 onlediginden tercih edilmektedir.
PCR’1in asirt duyarliligi nedeniyle, genomik dizinin tek bir kopyasi bile cihaz
tarafindan tespit edilebilir. Bu durum, test edilen genler DNA seviyesinde mRNA'ya
benzer sekanslara sahip psodogenler barindirdiginda daha da koétiilesir. Bu nedenle
RNA elde edilirken DNA c¢ikartimi yapilmasi 6nerilir. DNA c¢ikartimiyla ekstrakte
edilen RNA’dan elde edilen cDNA’in, RT-qPCR’da ortaya koydugu esik
dongiilerinde bir azalma vardir ve sonuglar genomik DNA kontaminasyonu

icermedigi i¢in daha giivenilirdir (Dotti ve Bonin, 2011).

Elde edilen total RNA’nmin 500 nanogrami (ng) kullanilarak oligoDT
yontemiyle cDNA sentezlendi (K1622, RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis
Kit, Fermentas Thermo Fisher Scientific, Hudson, NH, USA).
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2.4.2. Gercek Zamanh PCR ile Embriyolardaki ifade Profilinin Belirlenmesi

Gergek Zamanli PCR (RT-qPCR) deneyinde kullanilmak iizere Gbgtll3,
Gbgtlll, Gbgtll4, Actb2, Elfa, Fabpl0a genleri i¢in primerler tasarlandi (Cizelge
2.1). Tum RT-gPCR deneyleri, LightCycler 480 (Roche Diagnostics, Penzberg,
Germany) sistemi ve syber green master miksi (4707516001, FastStart SYBR Green
Master 5ml, Roche) kullanilarak yapildi. Numunelerden elde edilen cDNA'lar 1:10
oraninda seyreltildi ve 1 mikrolitre (ul) olarak kullanildi. RT-gPCR deneyinin her
ornegi; 5 pl SYBR green master miks, 2 ul RNA icermeyen su, ilgili genin 1 pl
reverse primeri, 1 pl forward primeri ve 1 pl cDNA olmak Gzere toplam 10 pl
hacimlik reaksiyonlar olacak sekilde hazirlandi. Boylece c¢DNA’ler Ensembl
kullanilarak elde edilen primer ciftleriyle RT-gPCR ile amplifiye edildi. Her
reaksiyon ayni plakada iki teknik replika olacak sekilde yapildi. RT-qPCR kosullari
95°C'de 10 dakika boyunca denatiirasyon, ardindan 95°C'de 10 s, 60°C'de 30 s,
72°C'de 20 s 50 dongiiliik amplifikasyon tamamlanacak sekilde gerceklestirildi. PCR
amplifikasyonundan hemen sonra 95°C’de 5 s, 55°C’de 60 s ve 55°C ile 95°C
arasinda 0.11°C/s sicaklik gecis hiz1 ile erime egrileri olusturuldu. Ct (Threshold
cycle) ve TM (Temperature of melting) degerleri ikinci tiirev metoduyla, LCS480
yazilimi (Roche, Almanya) kullanilarak elde edildi. RT-qPCR islemi sonucunda elde
edilen Ct degeri, PCR f{iriinlerinin miktarindaki ilk énemli artis1 ifade eder. Her bir
Ornege ait ilgili genin Ct degeri, o 6rnegin referans geninin Ct degerinden ¢ikartilarak
delta Ct (ACt) degerleri hesaplandi. Bu degerler Excel programina girildi ve 27(-
ACT) metoduyla analizleri yapildi. Boylece her bir 6rnek i¢in (2, 3, 4, 5, 6 giinlik
embriyolarin Ornekleri) ilgili genlerin referans genlere gore goreceli ifadesi
hesaplandi. 2°(-ACT) metodundan elde edilen verilere gore Graphpad Prism 7
yazilim programi (GraphPad Software, California, USA) kullanilarak grafikler
cizildi.
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Cizelge 2.1. Gbgtll3, Gbgtlll, Ghgtll4, Actb2, Elfa, FabplOa genleri i¢in tasarlanan
forward ve reverse primerler (Actb2, Elfa, Fabp10a genlerinin primerleri Dr. Ender Avci
tarafindan tasarlanmistir)

Gen Primer Sekans
Gbgt1I3 F 5’-TGGCAAAGTTGGTCCTCTGG-3’
R 5’- CCTGCTCTGGATGATCGGTG-3’
Gbgt1l1 F 5-TTCTTCTTGGGGTGACTGCT-3’
R 5’-AGTCAAAGGTTCCCGTCCAA-3’
Gbgtll4 F 5’-ACTACAGTCTTCGCTCTTGGA-3’
R 5’-TCACCGTCAACTGATGTCCT-3’
Actb2 F 5’-GCCTGACGGACAGGTCAT-3’
R 5’-ACCGCAAGATTCCATACCC-3’
Elfa F 5’-CCCTGGACACAGAGACTTCSA-3’
R 5’-CAGCCTCAAACTCACCAACA-3’
Fabpl0a F 5’-AGAAAGCATGGCCTTCAGC-3’
R 5’-TGGTGAAACGCTTCAGATCTTC-3’

2.5. Paralog Gbgtll3 Geninin Alternatif Kirpilma Analizi

Buradaki amag¢ insandaki GLT6D1 geninin zebrabaligindaki muhtemel
ortologunun (Gbgt113), insanda oldugu gibi birden fazla transkripti olup olmadigin
ortaya c¢ikarmaktir. Gbgtll3 daha once karakterize edilmedigi ig¢in Ensembl
(ENSDARGO00000035555) wveri tabanindan elde edilen gen sekansi, bu deneylerde

kullanilacak primerleri tasarlamak i¢in kullanildi.

Gbgtll3 geninin alternatif kirpilma analizinin yapilmasi i¢in ekzon 1-5 ve
ekzon 4-7 bolgeleri igin ayr1 primerler dizayn edildi (Cizelge 2.2). Sekil 2.1°deki
ekzon 1-5 bolgesi igin 4. primer g¢ifti tasarlandi. Ekzon 4-7 bolgesi igin Sekil 2.2’deki
primerlerden 9. primer ¢ifti tasarlandi. Bu primerleri test etmek ve optimum
baglanma sicakligini belirlemek i¢in 6 giinliik zebrabaligi embriyo Orneklerinden

cDNA elde edildi. Olas1 genomik DNA kontaminasyonu ihtimalini elimine etmek
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icin, cDNA sentezi sirasinda reverse transkriptaz icermeyen (—RT) negatif kontrol
ornekleri de deneye dahil edildi. Bu primerler ve elde edilen cDNA’ler kullanilarak
gradient PCR yapildi. PCR iiriinleri %1.5’luk agaroz jelde vyiiriitiildi. Deney
sonucunda primerlerin sorunsuz bir sekilde calistigt ortaya kondu ve optimum
baglanma sicakligi 60°C olarak belirlendi. Daha sonra aragtirmada kullanilan 2, 3, 4,
5, 6 giinliik embriyo orneklerinin tiimiinden ¢cDNA elde edildi ve farkli ekzon
bolgelerine 6zel tasarlanan bu primerler ile 60°C’de PCR yapildi. Elde edilen PCR
urtinleri %1.5’luk agaroz jelde vydratildi. Boylece Gbgtll3 geninin alternatif
kirpilma analizi yapildi. %1.5’luk agaroz jel, 100 ml 10X TAE’ye 1.5 gr agarose
reducta (085501PR, Prona) eklenenerek hazirlandi. Bu karisim agaroz ¢oziiliinceye
kadar mikrodalga firinda kaynatildi. Agaroz tamamen ¢ozlndlkten sonra soliisyonun
biraz sogumasi beklendi ve 5 pl Etidyum Bromir (EtBr) eklendi. Agaroz jelin
donmasi i¢in yarim saat bekledikten sonra oOrnekler kuyucuklara yiiklendi.
Elektroforez 90V’ta 40 dakika olacak sekilde uygulandi. Elektroforez isleminin

ardindan UV 151k altinda goriintiileme sistemi ile bantlarin degerlendirmesi yapildi.

¥
EEE% Ekzon 2 fron 4 Floron 6 r Elczon 7 .
Elzon 3 Ekzon 5
F 1 <R 1
F2mp 4mR 2
F 3mp 2 3
F 4 mip -=r i |
F5mp R 5
F6mip 4mR6
F T R 7
a7 P
Fo
=1 -« R 10

Sekil 2.1. Ekzon 1-5 bdlgesi i¢in primer tasarimi
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Sekil 2.2. Ekzon 4-7 bdlgesi i¢in primer tasarimi

=

Cizelge 2.2. Ekzon 1-5 ve ekzon 4-7 bolgeleri icin tasarlanan primerler

Ekzon Boélgesi Primer | Sekans

Ekzon 1-5 F 5’-AAGCAAGGATAACAGGTGGAAT-3’
R 5’-GCCCAATACACTGGGCTGAT-3’

Ekzon 4-7 F 5-AGTCGCCTCAAGGGCTTAAATA-3’
R 5-TCCAGCCTTTTCATCCTGCC- 3

2.6. istatistiksel Analizler

Ilgili genin her bir drnege ait Ct degeri, o Ornegin referans geninin Ct
degerinden cikartilarak delta Ct (ACt) degerleri hesaplandi. Bu degerler Excel
programina girildi ve 2°(-ACT) metoduyla (Livak ve Schmittgen, 2001) analizleri
yapildi. Boylece her bir 6rnek igin ilgili genlerin referans genlere goére goreceli
ifadesi hesaplandi. 2°(-ACT) metodundan elde edilen verilere gére Graphpad Prism 7
yazilim programi (GraphPad Software, California, USA) kullanilarak barplot
cizimleri yapildi. Korelasyon analizleri ise Excel'de yapildi ve Mathpad yazilim
programi (MathPad Software, California, USA) kullanilarak dotplot c¢izimleri

tamamlandi.
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3. BULGULAR

3.1. GLT6D1 Geninin Biyoenformatik Analizi

Ensembl’da yapilan aragtirmalara gore GLT6D1 geninin insanda ABO,
GBGT1, A3GALT?2 olmak uzere 3 tane paralogu bulunmaktadir (Sekil 3.1). Bu
genlerin homoloji degerlerine bakildiginda GLT6D1 geniyle ABO geni arasinda
%23.86, A3GALT2 geni ile arasinda %27.65, GBGT1 geni ile arasinda ise %27.09
oraninda benzerlik vardir. Ayrica bu genin 2 tane transkript varyanti vardir. Bu
transkript varyantlarindan bir tanesi olan ENST00000371763.5 transkript ID’li
GLT6D1-201; 276 amino asitten ve 1526 baz c¢iftinden meydana gelir. Diger
transkript varyanti olan ENST00000613244.1 ID’li GLT6D1-202 ise 307 amino
asitten ve 1523 baz ¢iftinden olusur. GLT6D1-202 transkript varyantinda, GLT6D1-
201 tranksript ~ varyantindan  farkli  olarak = 6. ekzon eksiktir.
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=ENSG0000020
4007;r=9:135623656-135639540). Gergeklestirdigimiz deneyin 6n calismalarinda,
omurgalilarda GLT6D1 geninin filogenetigi Ensembl veri tabaninda arastirildi (Sekil
3.2). Ensembl filogenetik analizine gore GLT6D1 geni primatlarda (Sempanze-insan
arasinda %81,98 benzerlik, orangutan-insan arasinda %96,75 benzerlik) yiiksek
Olciide korunmaktadir. GLT6D1 geninin ortologu fare (insanla %55,63 benzerlik),
rat (insanla %55,31 benzerlik), inek (insanla %56,56 benzerlik), domuz (insanla
%57,28 benzerlik), kopek (%58.44 benzerlik) gibi birgok tiirde de bulunmaktadir. Bu
karsilastirmalarda kullanilan aminoasit dizileri Ensembl veri tabanindan elde edildi
(release 92). Bu genin tanimlanmis 56 tane ortologu vardir. Ensembl’da zebrabaligi
icin GLT6D1 geninin ortologu heniiz tanimlanmamistir. Bu yiizden bu genin
paraloglarinin ortologlar1 hedef genler olarak belirlendi. GLT6D1 geninin 3 tane
paralogu arasindan GBGT1 geni tanimlanmasi hedeflenen gen olarak belirlendi.
Bunun sebebi GBGT1 paralogunun GLT6D1 genine benzerlik oraninin ABO
paraloguna gore yiiksek olmasi (http://www.ensembl.org/index.html), Expression
Atlas veri tabaninda (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) yapilan arastirmaya

gore ise zebrabaligindaki ifade degerlerinin homoloji degerleri yakin olan A3GALT?2
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paraloguna gore daha uyumlu olmasidir. Paralog GBGT1 geninin 4 tane alt grubu
vardir. Bu genler Gbgtll4 (genID ENSDARG00000068503), Ghgtll3 (genlD
ENSDARGO00000035555), Gbgtll2 (genID ENSDAEG00000092718), Gbgtlll
(genID ENSDARG00000025275) gibi zebrabalig1 genleridir. Ayrica insan GLT6D1
proteini, NCBI Blast veri tabani kullanilarak zebrabaligi genomunda arastirilarak
tahmini konumu belirlendi (Sekil 3.3). Buna gore zebrabaliginda olas1 bir GLT6D1
geni 5. kromozomda bulunmakta olup, bu bdlge insan ile %33-%37 oraninda
benzerlik gostermektedir. Bu bolgede lokalize olan genler ile homoloji analizi ile
elde ettigimiz genler uyusmaktadir. Bu da homoloji analiziyle belirledigimiz genlerin

giivenilirligini géstermektedir.

Expression Atlas veri tabani kullanilarak (http://www.ebi.ac.uk/gxa), insandaki
GLT6D1 geninin zebrabaligindaki ortologu olabilecek Gbgtlll, Gbgtl12, Gbgtll3,
Gbgtll4 genlerinin ifade seviyeleri analiz edilmistir (Sekil 3.4). Bu veri tabaninda,
zebrabalig1 embriyolarinda ilgili genlerin ifade profilini arastiran fakat yayini heniiz
yapilmamis tek bir ¢calisma vardi. Bu ¢alismanin verilerine goére, 0 saat ile 5 giin
arasinda farkli 18 gelisimsel donemden 5’er grup olmak iizere 360 embriyo
kullanilarak RNA-Seq yapilmis ve genlerin ortalama ifade miktarlar1 rapor
edilmistir. Sekil 3.4’teki in silico bulgulari degerlendirerek; zebrabaliginda dis
gelisim donemi olan 2. ve 3. giinlerde ifade seviyesi daha yiiksek olan Gbgtl13
genini, tanimlanmas1 hedeflenen gen olarak belirledik. Sekil 3.4 teki renk skalasinda
koyu mavi daha ylksek ekspresyon seviyesini ifade ederken, agik mavi daha diisiik

ekspresyon seviyesini ifade etmektedir.
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> GENSCANOOO000011927 cdna chromosome:GRCz10:5:23345981:23351761:-1
transcripc_biotype:protein_coding
Length=870

Score = 134 bits (431), Expect = 8e-42, Method: Compositional matrix adjusc.
Identities = 83/228 (36%), Positives = 131/228 (57%), Gaps = 3/228 (1%)
Frame = +1

Query 51 WLAPVLWEGTFDRRVLEKHYRRRNITVGLAVFATGRFAEEYLRPFLHSANKHFMIGYRVI 110
WLAP++ EG+FD +++ Y+++NITV +FA G++ +L+ FL SA +HF G+RV
Sbjct 73 WLAPIVSEGSFDPTLIDAIYRQONITVATTIFALGRYIV-FLEDFLESAEQHFFVGFRVH 249

Query 111 FYIMVDAFFELPDIEPSPLRTFEAFKVGTERWWLDGPLVHVKSLGEHIASHIQDEVDFLF 170
+¥+ D ++PD++ vV o+ WD L +K L I 5 + ++ D+LF
Sbjct 250 YYVFIDHPEQVPDVELGEEHELTVMIVNSSSRWQDMSLGRMERLEMIL.IESGLVNDADYLF 429

Query 171 SMAANQVFONEFGVETLGPLVAQLHAWWYFRNTENFPYERRPTSAACIPFGQRGDFYYGNL 230
5+ + F +G ETLG L+ <+HAW+Y+ + FPYERRP 5 A IP+ +GD+YYG
Sbjct 430 SLDVDITKFYGRWGAETLGDLIGVIHAWYYYTPREQFPYERRPESQAFIPYSEGDYYYGGA 609

Query 231 MVGGTPHNILDFIKEYLNGVIHDIENGLNSTY--ERKHLNEYFYLNKPT 27§&
++GG+ + K + D + + + E HLNEYF NEKP+
Sbjct €10 VLGGSVECVYQLAKTCREQLDIDAAKSIEAAWQEESHLNEYFLYNKPS 753

Sekil 3.3. GLT6D1 geninin insan protein sekansinin zebrabaligi genomuyla eslestirilmesi
(%36 benzer sekans) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
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Sekil 3.4. GLT6D1’in zebrabaligindaki olas1 ortolog genlerinin ifade profilleri (http://www.ebi.ac.uk/gxa/experiments/E-ERAD-475)


https://www.ebi.ac.uk/gxa/experiments/E-ERAD-475

3.2. RT-qPCR ile 1lgili Genlerin Embriyolardaki ifade Profillerinin

Belirlenmesi

3.2.1. Referans Genlerin (Actb2 ve Elfa Genleri) DNA Uzaklastirmasi Yapilarak
ve Yapilmadan Elde Edilen Embriyo Orneklerinde Ortaya Koyduklar1 Ifade

Profilinin Belirlenmesi

DNA c¢ikartilmasi yapilmadan elde edilen 2, 3, 4, 5, 6 giinliik embriyolarin
RNA ornekleri kullanilarak uygulanan RT-gPCR amplifikasyonunun sonuglarina
gore 4. giinde genin ifadesinde azalma goriilirken, DNA c¢ikartilmasi yapilan
orneklerin kullanildigi deneyde 5. giinde de azalma devam etmektedir. Bu durumun
DNA c¢ikartma isleminden kaynakli olup olmadigini anlamak i¢in referans genlerle
(Actb2 ve Elfa genleri) DNA c¢ikartma islemi yapilarak ve yapilmadan elde edilen
ornekler kullanilarak kontrol amagli RT-qPCR yapildi. DNA uzaklastirmasi
yapilarak ve yapilmadan elde edilen 2, 3, 4, 5, 6 giinliik embriyo O6rneklerinin
sonuglarinda referans genlerin goreceli ifadelerinin seviyesinde bariz bir fark
olmadig tespit edildi (Sekil 3.5). Fakat Actb2 ve Elfa genlerinin DNA ¢ikartimi
yapilan ve yapilmayan orneklerde ortaya koydugu ifade profilleriyle korelasyon
analizi yapildiginda Actb2 geni DNA c¢ikartimindan etkilenmezken Elfa geninin
etkilendigi tespit edildi (Sekil 3.6). Bu da DNA c¢ikartiminin Elfa geni gibi bazi
genlerin ifadesini degistirebildigini gostermektedir. Eger her iki gen ile yapilan
normalizasyonda DNA ¢ikartimi1 yapilan ve yapilmayan Ornekler birebir uyumlu
olsaydi DNA kontaminasyonu olmadig diisiiniilebilirdi. Ancak korelasyon analizine
gore DNA cikartiminin Elfa geninin ifade degerlerinde degisiklik yaratmasindan
dolayt DNA c¢ikartimi uygulamasimin deney sonuglarinda dnemli bir etkisi oldugu
diistintildii. Bu sebepten DNA uzaklastirmasi yapilan 6rneklere uygulanan RT-qPCR,
genomik DNA kaynakli amplifikasyonlar1 engelleyerek sonuglart daha giivenilir

yaptigindan diger deneylere bu metodla devam edildi.
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251

20+

154

Géreceli ifade (22€T)

Elfa_DNA Elfa_DNA Actb2_DNA Actb2_DNA
¢ikartma (-) c¢ikartma (+) ¢ikartma (-) c¢ikartma (+)

2 dpf 3dpf ®mm  4dpf mm Sdpf W 6dpf
Sekil 3.5. Elfa ve Actb2 referans genlerinin DNA uzaklastirmasi yapilarak ve yapilmadan
elde edilen 6rneklerde ortaya koyduklar: ifade profilleri. 2 dpf: 2 gunliik embriyo, 3 dpf: 3

guinlik embriyo, 4 dpf: 4 giinluk embriyo, 5 dpf: 5 gunlik embriyo, 6 dpf: 6 gunlik embriyo
(dpf: fertilizasyondan sonra giin)
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Sekil 3.6. (a) Actb2 geninin 2, 3, 4, 5, 6 giinliik embriyolardan DNA ¢ikartma yapilarak ve
yapilmadan elde edilen 6rneklerde ortaya koydugu ifade degerlerinin korelasyon analizi ile
karsilastirilmasi (b) Elfa geninin 2, 3, 4, 5, 6 giinliikk embriyolardan DNA ¢ikartma yapilarak
ve yapilmadan elde edilen 6rneklerde ortaya koydugu ifade degerlerinin korelasyon analizi
karsilastirilmast. 2 dpf: 2 giinlik embriyo, 3 dpf: 3 glinlik embriyo, 4 dpf: 4 glinlik embriyo,
5 dpf: 5 gunlik embriyo, 6 dpf: 6 glnlik embriyo (dpf: fertilizasyondan sonra giin)
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3.2.2. Fabp10a Geninin DNA Uzaklastirilarak ve Uzaklastirilmadan Elde Edilen
Embriyo Orneklerinde Ortaya Koydugu Goreceli ifadesi

Fabp10a geni karaciger gelisimine 6zgii bir gen olup fertilizasyondan sonra 5.
giinde onemli derecede artis1 beklenmektedir (Venkatachalam ve ark., 2009). Daha
once Dr. Ender Avci tarafindan dizayn edilen primerler kullanilarak Fabp10a geninin
hem DNA ¢ikartimi1 yapilan hem de yapilmayan 6rneklerden elde edilen RT-gPCR
sonuglar1 Elfa ve Actb2 referans genleriyle normalize edildi ve 2, 3, 4, 5, 6 gunlik
embriyolarda bu genin ortaya koydugu ifade profilleri degerlendirildi (Sekil 3.7).
DNA c¢ikartimi uygulanan 6rneklerde hem Elfa hem de Actb2 referans geniyle
yapilan goreceli ifade karsilastirmasi sonucunda, FabplOa geninin her gegen gln
ifadesinin arttig1 ve 6. giinde maksimum seviyeye ulastigi goriilmektedir. DNA
cikartimi uygulanmayan orneklerde ise bu genin ifadesinin DNA ¢ikarilandan daha
az oldugu tespit edildi. Bu sayede DNA ¢ikariminin PCR verimliligini arttirdig ve

inhibisyonu engelledigi soylenebilir.
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Sekil 3.7. Fabpl0a geninin DNA ¢ikartma yapilarak ve yapilmadan elde edilen drneklerde ortaya koydugu ifade profilinin Actb2 ve Elfa referans

genleriyle normalizasyonu. 2 dpf: 2 gunlik embriyo, 3 dpf: 3 glinlik embriyo, 4 dpf: 4 glnlik embriyo, 5 dpf: 5 glinlik embriyo, 6 dpf: 6 ginlik

embriyo, dpf: fertilizasyondan sonra giin (Biyolojk oOrnek sayisi her bir grup i¢in 1 olup, RNA 20-30 adet embriyodan ¢ikarilmistir)
\l



3.2.3. Paralog Gbgtll3 Geninin DNA Uzaklastirilarak ve Uzaklastirilmadan
Elde Edilen Embriyo Orneklerinde Ortaya Koydugu Goreceli Ifadesi

Hem Actb2 hem de Elfa referans genleriyle karsilastirma yapildigindan, DNA
cikartmasi uygulanarak elde edilen 6rneklerin Gbgtl13 geni icin ortaya koydugu RT-
gPCR amplifikasyonunun sonuglari birbiriyle uyumludur (Sekil 3.8). Bu sonuglara
gore 3. ve 6. glnlerde Ghgtll3 geninin ifadesi artmakta, 6. gunde ise maksimum
seviyeye ulagsmaktadir. Iki, 4, 5 giinliik embriyolarda genin ifadesi diger giinlere gore
daha azdir. Actb2 referans geniyle normalizasyon sonucunda DNA ¢ikartimi
uygulanmayan orneklerden elde edilen deney sonuglart DNA ¢ikartimi yapilarak elde
edilen Orneklerin deney sonuglarindan 2. ve 5. giinlerde genin ifadesinde artis
goriilmesiyle farklilik gostermektedir. Elfa referans geni kullanilarak DNA
cikartmasi uygulanmayan orneklerle yapilan RT-qgPCR amplifikasyonunun sonuglari
karsilastirildiginda, genin maksimum ifade profili ciddi bir artisla 3. glinde ortaya
cikmaktadir. Iki, 4, 5, 6 giinliik embriyolarin hepsinde genin ifade oldugu
goriilmektedir. Gbgtll3 geninin Actb2 geniyle normalize edilerek DNA ¢ikartimi
yapilan ve yapilmayan 2, 3, 4, 5, 6 gilinlik embriyo 6rneklerinin ifade degerlerinin
korelasyon analizine bakildiginda (Sekil 3.9) diize yakin bir ¢izgi elde edilirken,
Gbgt113 geninin Elfa geni ile normalizasyonu sonucu elde edilen korelasyon analizi
sonucunda tutarsizlik oldugu tespit edildi. Gbgtll3 geninin Elfa referans geniyle
normalize edilerek DNA ¢ikartimi yapilan ve yapilmayan drneklerde ortaya koydugu
goreceli ifade sonuglarinin korelasyon analizine gore, DNA ¢ikartimi
uygulanmamasinin Gbgtl13 geninin ifade profilinde degisiklik yarattigi gorildii.
DNA c¢ikartim1 Actb2 geniyle yapilan normalizasyonda cok etkili degilken, Elfa
geniyle yapilan normalizasyonda etkilidir. Bundan dolay1 DNA ¢ikartmasi uygulanan
orneklerin bazi1 genlerin ifadesinde degisiklik meydana getirmesinden dolayt DNA
cikartilarak elde edilen Orneklerin deney sonuglarinin daha stabil oldugu

desteklenmis oldu.

Ayrica amplikonlarin gézlenebilmesi i¢in DNA uzaklastirmasi yapilan 3, 4, 5
gunlik embriyo 6rneklerinden elde edilen RT-gPCR drinleri, %1.5’luk agaroz jel

elektroforez yontemi uygulanarak goriintiilendi (Sekil 3.10). Deney sonucunda
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orneklerde beklenen boyutta, tek bir bant elde edildi. Bu durum genin dogru ve
hedeflenen kisminin ¢ogaltildigin1 géstermektedir. Negatif kontrol 6rnegi yiiklenen
bolgede bant saptanmadigindan, deneyin uygulanmasi esnasinda herhangi bir

kontaminasyon olmadig1 belirlenmistir.
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Sekil 3.8. Paralog Gbgtl113 geninin DNA ¢ikartma yapilarak ve yapilmadan elde edilen érneklerde ortaya koydugu ifade profilinin Actb2 ve Elfa
~ referans genleriyle normalizasyonu. 2 dpf: 2 gunliik embriyo, 3 dpf: 3 gunlik embriyo, 4 dpf: 4 gunlik embriyo, 5 dpf: 5 gunlik embriyo, 6 dpf: 6
© gunlik embriyo, dpf: fertilizasyondan sonra gin (Biyolojk ornek sayisi her bir grup igin 1 olup, RNA 20-30 adet embriyodan g¢ikarilmistir)



12 }10'3 GBGT1L3 (aktin normalizasyonu)

o6 dpf

o
o
T

o3 dpf

DNA c¢ikartma (-)
o
[e)]

oS
N

I 0 3 o

o4 dpf

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
DNA cikartma (+) %1073

(@)

26 %102 GBGT1L3 (elfa normalizasyonu)

a3 dpf

251
@6 dpf

165 dpf
1.5 - @2 dpf

DNA cikartma (-)

05F @ dpf

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5
DNA cikartma (+) %107

(b)

Sekil 3.9. (a) Paralog Ggt1I3 geninin Actb2 referans geniyle normalize edilmesi sonucunda
DNA ¢ikartma yapilarak ve yapilmadan elde edilen 2, 3, 4, 5, 6 glinltik embriyo 6rneklerinde
ortaya koydugu ifade degerlerinin korelasyon analizi ile karsilastirilmasi (b) Paralog Ggt1l3
geninin Elfa referans geniyle normalize edilerek DNA ¢ikartma yapilarak ve yapilmadan
elde edilen 2, 3, 4, 5, 6 giinliik embriyo 6rneklerinde ortaya koydugu ifade degerlerinin
korelasyon analizi ile karsilagtirilmasi. 2 dpf: 2 giinliik embriyo, 3 dpf: 3 giinliik embriyo, 4
dpf: 4 gunlik embriyo, 5 dpf: 5 gunlik embriyo, 6 dpf: 6 ginlik embriyo, dpf:
fertilizasyondan sonra giin
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Sekil 3.10. DNA uzaklastirmasi yapilan 3, 4, 5 giinlilk embriyo 6rneklerinin RT-qPCR
amplifikasyon  drlnlerinin ~ %21.5’luk  agaroz  jel  elektoroforez ~ goruntdsa.
BC: Baz cifti, B: Belirte¢ DNA (SM0241, GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Thermo
Scientific), 1: 3 giinlik embriyo grubu 6rnegi, 2: 4 giinlilk embriyo grubu 6rnegi, 3: 5
glinliik embriyo grubu 6rnegi, 4: Negatif kontrol grubu 6rnegi, dpf: fertilizasyondan sonra
glin, NK: Negatif Kontrol
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3.2.4. Paralog Gbgtll4 Geninin DNA Uzaklastirllarak ve Uzaklastirilmadan
Elde Edilen Embriyo Orneklerinde Ortaya Koydugu Goreceli Ifadesi

DNA ¢ikartimi uygulanan orneklerde Gbgtl1l4 geninin hem Elfa hem de Actb2
referans geniyle normalize edilerek ortaya konan goreceli ifade sonuglart birbiriyle
uyumludur. Bu sonuglara gore 3. ve 6. giinlerde Gbgt114 geninin ifadesi artmaktadir
(Sekil 3.11). Bes giinliik embriyolarda genin ifadesi diger giinlere gére minimum
seviyededir. DNA g¢ikartmas: yapilmayan Orneklerin Actb2 referans geniyle
karsilagtirmali olarak ortaya koydugu goreceli ifade sonuclarma gore ise genin
ifadesi tiim giinlerde azdir. DNA ¢ikartmasi uygulanmayan grupta ilgili genin
goreceli ifadesini  belirlemek i¢in Elfa geninin kullanmildigt RT-qPCR
amplifikasyonunun sonuglarina gére, genin maksimum ifade profili 4. giinde ortaya
¢ikmaktadir. Uciincii giinde DNA cikartma uygulanan gruba gére genin ifadesinde
azalma gorilmektedir. DNA g¢ikartim1 yapilmayan Orneklerin Gbgtll4 igin ortaya
koydugu goreceli ifade profillerini karsilastirmada Actb2 ve Elfa referans genlerinin

kullanimina gore sonuglarda farklilik goriilmektedir.
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Sekil 3.11. Paralog Gbgt114 geninin DNA ¢ikartma yapilarak ve yapilmadan elde edilen 6rneklerde ortaya koydugu ifade profilinin Actb2 ve Elfa
referans genleriyle normalizasyonu. 2 dpf: 2 ginlik embriyo, 3 dpf: 3 glnlik embriyo, 4 dpf: 4 glinlik embriyo, 5 dpf: 5 ginlik embriyo, 6 dpf: 6
= giinliik embriyo, dpf: fertilizasyondan sonra giin (Biyolojk Ornek sayist her bir grup i¢in 1 olup, RNA 20-30 adet embriyodan ¢ikarilmistir)



3.2.5. Paralog Gbgtlll Geninin DNA Uzaklastirilarak ve Uzaklastirilmadan
Elde Edilen Embriyo Orneklerinde Ortaya Koydugu Géreceli ifadesi

DNA c¢ikartimi uygulanarak elde edilen orneklerin, Elfa ve Actb2 referans
genleriyle Gbgtlll geninin ortaya koydugu RT-qPCR amplifikasyonunun sonuglari
karsilastirildiginda 2, 3, 4, 5, 6 giinliik embriyolarin hepsinde ilgili genin ifade profili
diisiiktiir (Sekil 3.12). Actb2 referans geniyle normalize edilerek DNA ¢ikartimi
yapilmadan elde edilen grubun deney sonuglarina gore, 6. giinde genin ifadesi
maksimum seviyeye ulasmaktadir. DNA ¢ikartimi1 yapilmadan elde edilen 6rneklerin
Elfa referans geniyle normalizasyonunda 2. ve 6. gunlerde Gbgtlll geninin
ifadesinde artig goriilmekte, 6. glinde ise maksimum seviyeye ulagsmaktadir. DNA
cikartimi  yapilmadan elde edilen Orneklerin  Actb2 referans geniyle
normalizasyonunun yapildigi deney sonuglarina gore Gbgtl11 geninin ifadesi 3. ve 5.
giinlerde daha azken, Elfa referans geniyle yapilan normalizasyonda bu giinlerde

Gbgtl111 geninin ifadesinin daha yiiksek oldugu ortaya kondu.
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Sekil 3.12. Paralog Gbgtlll geninin DNA ¢ikartma yapilarak ve yapilmadan elde edilen 6rneklerde ortaya koydugu ifade profilinin Actb2 ve Elfa
referans genleriyle normalizasyonu. 2 dpf: 2 ginlik embriyo, 3 dpf: 3 glnlik embriyo, 4 dpf: 4 glinlik embriyo, 5 dpf: 5 ginliik embriyo, 6 dpf: 6
S giinliik embriyo, dpf: fertilizasyondan sonra giin (Biyolojk 6rnek sayisi her bir grup i¢in 1 olup, RNA 20-30 adet embriyodan ¢ikarilmistir)



3.3. Gbgt113 Geninin Alternatif Kirpilma Analizi

Baglanma sicakligimin optimizasyonu i¢in gradient PCR yapilmasi gerekmektedir
(58°C, 60°C, 62°C olacak sekilde 3 farkli derecede). Bu nedenle 6 glnlik embriyolar
kullamlarak 1-4, 4-7, 1-7 ekzon bolgelerine ait primerler diliie edilip her 3 grup icin 3
farkli derece (58°C, 60°C, 62°C) ayan yapilarak Gradient PCR yapildi. Sonuglara gore
60°C’de her 3 ekzon bolgesine ait primerlerin ifadesinin goriildiigii ve primerlerin etkin bir

sekilde calistig tespit edildi (Sekil 3.13).

60°C optimum sicaklik derecesi olarak belirlendikten sonra 2, 3, 4, 5, 6 giinliik
embriyolardan elde edilen drneklerle ve 1-5 ve 4-7 ekzon bélgelerine ait primerler ile PCR
yapildi. Elde edilen PCR iiriinleri %1,5’luk agaroz jel hazirlanarak elektroforezde
yurdttlda (Sekil 3.14). Jel sonuglarina gore ekzon 1-5 bolgesinin yaklasik uzunlugu 200
baz ciftiyken, ekzon 4-7 bolgesinin uzunlugu yaklasik 400 baz ¢ifti civarindadir. Negatif
kontrollerde herhangi bir bant goriilmemektedir. Bu da deneyler sirasinda herhangi bir
kontaminasyon olmadigna isaret etmektedir. Gbgtll3 geninin ckzon 4-7 bolgesinde
gorlintiilenen bantlarin daha belirgin olmast genin bu ekzon bolgesinde daha fazla ifade

olduguna isaret etmektedir.

1 12 13 14 15 16 17 18 19 20

14 1-4NC 4-7 4-7TNC 1-7 Bos 1-TNC 14 bos 47 4-TNC 1-7 1-7TNC 44 14NC 4-7 4-TNC 1-7 1-TNC

58 derece 60 derece 62 derece

Sekil 3.13. Alt1 giinliik embriyolardan elde edilen 6reklere 1-5, 4-7 ve 1-7 ekzon bolgelerine ait
primerler kullamlarak yapilan Gradient PCR uygulamasmin %1.5’luk agaroz jel elektoroforez
goruntist. M: Belirtec DNA (SM0241, GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Thermo Scientific), 1, 2,
3,4, 5,6, 7 sirastyla 58°C ‘de GbgtlI3 geni icin 1-4, 1-4 NC, 4-7, 4-7 NC, 1-7, bos, 1-7 NC,
8,9,10,11, 21 sirastyla 60°C’de Ghgt1I3 geni i¢in 1-4, bos, 4-7, 4-7 NC, 1-4 NC, 14,15,16,17,18,19
sirastyla 62°C’de Gbgtll3 1-4, 1-4 NC, 4-7, 4-7 NC, 1-7, 1-7 NC, 20: Belirtec DNA (SM0241,
GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Thermo Scientific), NC: Negatif Kontrol
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2dpf 3dpf 4dpf Sdpf 6dpf NK 2dpf 3dpf 4dpf Sdpf 6dpf NK

ekzon 1-5 ekzon 4-7

Sekil 3.14. 2, 3, 4, 5, 6 gunlik embriyo 6rneklerinin ekzon 1-5 ve ekzon 4-7 boélgelerine ait
primerlerle 60°C’de yapilan PCR iiriinlerinin %1.5’luk agaroz jel elektoroforez goruntiisu.
BC: Baz cifti, B: Belirtegc DNA (SM0241, GeneRuler 100 bp DNA Ladder, Thermo
Scientific), 2 dpf: 2 ginlik embriyo, 3 dpf: 3 gunluk embriyo, 4 dpf: 4 glnlik embriyo, 5
dpf: 5 glnlik embriyo, 6 dpf: 6 ginlik embriyo, dpf: fertilizasyondan sonra giin, 1-6: Ekzon
1-5 bolgesine ait primerler, 7: Bos, 8-13: Ekzon 4-7 bolgesine ait primerler
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4. TARTISMA

Kronik periodontitisin aksine agresif periodontitis; daha erken yaslarda ve daha
siddetli seyretmekle birlikte, popiilasyonda daha az siklikta gorilmektedir. Bireylerin
her iki periodontitis tipine duyarliligi; bakteriler, bagisiklik sistemi ve sigara, stres,
diyet gibi yasam tarzi faktOrlerinin arasindaki karmasik etkilesimler tarafindan
belirlenir ve genlerin de bu dizenlemede etkin roli vardir Agresif periodontitisin
konvansiyonel periodontal tedaviye verecegi yanit ongoriillemez ve bu hastalar igin
genel prognoz kronik periodontitisli hastalardan daha koétidir. Agresif periodontitis
hastalar1 konvansiyonel yontemlere arzu ettigimiz yaniti vermedikleri ve hastalik
olagandis1 bir hizla ilerledigi i¢in bu durumda sorulabilecek en mantikli soru
bozulmus konak bagisiklik yanit1 ile iliskili olarak bu hastaliga katkida bulunabilecek
ve her zamanki terap6tik onlemlere ragmen hastaliga sinirli yanit verilmesine sebep
olabilecek bagka etkenlerin olup olmadigidir. Bu baglamda agresif periodontitiste
genetik faktorlerin, hastaligin gelisimi ve ilerlemesine biiyiik o6lclide katkida
bulundugu diisiiniilmektedir. Agresif periodontitis gibi daha nadir ve erken yaslarda
goriilen hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda nedensel rol oynayan gen varyantlarinin
etkisi olduk¢a fazladir ve bunu dogrulamak i¢in farkli popiilasyonlarda GWAS
caligmalar1 yapilmaktadir (Carranza, 2015; Laine ve ark., 2014; Vaithilingam ve ark.,
2014). Alman popiilasyonu ele alinarak yapilan bir GWAS c¢alismasi sonucunda
(Schaefer ve ark. 2010), insandaki GLT6D1 geninin agresif periodontitisle
iliskilendirilen en gii¢clii aday gen oldugu ortaya konmustur. Bu arastirmada,
GLT6D1 geninin rs1537415 varyantinin G allelinde goriilen SNP’in bu iligskide rolii
oldugu iddia edilmistir. Schaefer ve ark.nin yaptig1 calisma referans alinarak, Sudan
popiilasyonunda agresif periodontitis ve kontrol bireylerinin dahil edildigi bir pilot
calisma yapilmis (Hashim ve ark., 2015) ve GLT6D1 geninin agresif periodontitisle
anlamli derecede iligkili oldugu bu popiilasyonda da ortaya konmustur. GLT6DI
geni ve agresif periodontitis arasindaki iliskiyi arastirmak i¢in yapilan her iki GWAS
calismasinda da; kontrol ve hasta bireylerden kan Ornekleri toplanmig, bu kan
orneklerinden DNA ekstraksiyonu yapilmis, genomik DNA elde edildikten sonra
onceden belirlenen SNP’ler icin genotipleme yapilarak bu iligki ortaya konmustur.

Konuyla ilgili detayli literatiir taramasi yapildiginda, GLT6D1 geninin agresif
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periodontitis {izerindeki etkisini kanitlamak ve bu geni en giicli aday gen
konumundan ¢ikarip iliskisi kesin olarak kanitlanan gen konumuna getirmek ig¢in
herhangi bir ¢aligma yapilmadigi farkedilmistir. Bu tez ¢aligmasi planlanirken,
GLT6D1 geninin agresif periodontitis tizerindeki etkilerinin kanitlanmasi i¢in; genin
susturulmasi, genin etkisinin azaltilmasi veya overeksprese edilmesi gibi genetik
manipiilasyonlar kullanilarak yapilan daha ileri ¢alismalara ihtiya¢ duyuldugu tespit

edilmistir.

Caligmamiz1 planlarken hedefimiz, GLT6D1 geninin ifade profilinde
degisiklikler olustururak agresif periodontitisle olan iliskisini kesin ve somut kanitlar
lizerine dayandirmakti. insan iizerinde bu genin etkisini degistirmek hem daha once
yapilan ve kesin sonuglar igeren hayvan c¢alismalart olmasi zorunlulugu
barmdirdigindan hem de ilgili genin daha dnce tanimlanmamis hayati fonksiyonlari
olabilmesi acisindan tehlike arz etmekte ve bu calismayr yapmayi1 etik agidan
imkansiz kilmaktaydi. Sonu¢ olarak bu durum bizi hayvan modelleriyle ¢alisma

yapmaya yonlendirdi.

Buradan yola ¢ikarak yaptigimiz 6n analizler sonucunda, GLT6D1 geninin
fare, rat gibi hayvanlardaki ortologunun tanimli oldugu fakat zebrabaligindaki
ortologunun heniiz tanimli olmadigim tespit ettik. Fare, rat gibi hayvan modelleri
yerine zebrabaligi modeli tercih etmemizin sebebi; son donemlerde zebrabaliginin
Ozellikle embriyonik gelisiminin genetik kontroliinli inceleyen arastirmacilar igin
arzu edilen bir omurgali model organizma haline gelmis olmasidir. Bunun sebebi
zebrabaligimin bir dizi embriyolojik ve deneysel avantaja sahip olmasidir.
Zebrabaliginin bakimi ve iiretimi kolaydir ve embriyolar mikroenjeksiyon, hiicre
transplantasyonu gibi deneysel manipilasyonlar igin yeterince gucludir (Brand ve
ark., 2002). Fare, rat gibi hayvan modellerinde uzun yillar siirebilecek deneylerin
yapimi, zebrabaliklart ¢ok hizli bir sekilde gelistiginden ve bdylece deneylerin
genellikle birkac saatten birkac giine kadar tamamlanmasina olanak sagladigindan
zaman kazanci saglamaktadir. Memelilerde bulunan c¢ogu gen ailesinin,
zebrabaliklarinda bir veya birden daha fazla ortologu bulunmaktadir. Bu modelde

cok sayida insan hastalifina ait gen ortologlarinin tanimlanmasi, zebrabaligini
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insanda goriilen hastaliklarin incelenmesi i¢in uygun model haline getirmektedir
(Carpio ve Estrada, 2006; Dahm, 2002; Gilmour ve ark., 2002).

GLT6D1 geninin zebrabaligindaki ortologu tanimli olmadigindan, ilk adimimiz
GLT6D1 geninin paraloglarinin  zebrabaliginda ortologu olup olmadigini
arastirmakti. Yaptigimiz on aragtirmalar sonucunda insan GLT6D1 geninin paralogu
olan GBGT1 geninin zebrabaliginda tanimlanmis ortologlar1 oldugunu tespit ettik.
GBGT]1 geninin zebrabaligindaki ortologlar1 Gbgt111, Gbgt113 ve Gbgt114 genlerinin
dahil oldugu GBGT]1 ailesidir. Yeni zebrabaligi genom/proteom eklemeleri ¢iktikga,
Ensembl veri tabaninda insan protein sekansi incelenmeye devam edilip varsa baska
paraloglar da deneylerle test edilecektir. Elimizdeki mevcut in silico bulgulara gére
(Sekil 3.4), Gbgtlll geni maternal bir gendir ve embriyonun sadece erken gelisim
evrelerinde ihtiya¢ duyulan proteinleri saglamaktadir. Gbgtll4 geninin ifadesi ise
embriyogenezin baslangicindan itibaren stirekli yiiksek seviyededir. Bunun yaninda
Gbgt113 geninin zebrabalig1 embriyolarinda dis gelisim doneminin baslangici olan 2.
ve 3. giinlerden itibaren ifadesi artmaktadir. Bu bilgiler 1s181inda Gbgt113 geni, insan
GLT6D1 geninin muhtemel ortologu olarak diigiiniilmiistiir. Bu hipotezi dogrulamak
amaciyla tim genler i¢in aym deneyler yapilmistir. Paralog genler Uzerinden
ilerlememizin riski paralog genlerin tek genomda gen ikilenmesi sonucunda olusan

tirtinler oldugundan islevlerinin farklilik gosterebilmesiydi.

Deneylere baglamadan 6nce kullanilacak embriyo sayisi yeterli miktarda RNA
ekstraksiyonu yapabilmek igin literatiirdeki ¢alismalar dikkate alinarak (Avci ve ark.,
2016; Doldur-Balli ve ark., 2015) 20-30 arasinda olacak sekilde belirlendi.

Embriyolardan total RNA ekstrakte edip, bu RNA’dan cDNA sentezledikten
sonra muhtemel ortolog genimiz olan Gbgt113 geninin ve diger genlerin 2, 3, 4, 5, 6
giinliik embriyolarda ortaya koydugu ifade profilini belirlemek i¢in RT-qPCR
yapilmast planlandi. Hedef genleri normalize etmek icin hangi referans geni
sececegimize literatiir taramasi yaparak karar verdik. Literattire gore ideal bir

referans gen, farkli deneklerden, farkli dokulardan, farkli gelisim asamalarindan

51



aliman Orneklerde, deneysel tedavilerden sonra bile stabil bir ifade ortaya koymalidir
(Bustin, 2000). Zebrabaliklarinda qPCR kullanilarak yapilan arastirmalara ait
literatlir taramasinda daha stabil oldugu i¢in referans gen olarak genelde Actbl
geninin tercih edildigi goriiliirken bazi ¢alismalarda ise Elfa geninin tercih edildigi
tespit edilmistir (McCurley ve Callard, 2008). Biitiin bunlar1 dikkate alarak hedef
genlerin normalizasyonu icin Actb2 ve Elfa referans genlerini sectik. Deneylerin
giivenilirligini arttirmak ve referans gen kaynakli hatalari elimine etmek i¢in Elfa ve
Actb2 referans genleriyle kontrol amacli RT-qPCR yaptik. Deneyde her iki referans
gen i¢in, hem DNA ¢ikartilmasi uygulanan hem de uygulanmayan iki farkl grupla
calistik. DNA uzaklastirmasi yapilarak ve yapilmadan elde edilen 2, 3, 4, 5, 6 giinliik
embriyo Orneklerinin sonuglarinda referans genlerin goreceli ifadelerinin seviyesinde
bariz bir fark olmadig tespit edildi (Sekil 3.5). Fakat Actb2 ve Elfa genlerinin DNA
cikartimi yapilan ve yapilmayan Orneklerde ortaya koydugu ifade profilleriyle
korelasyon analizi yapildiginda Actb2 geni DNA ¢ikartimindan etkilenmezken Elfa
geninin etkilendigi tespit edildi (Sekil 3.6). Bu sonuglar DNA ¢ikartimi
yapilmamasinin Elfa geni gibi diger hedef genlerin de ifadesini degistirebilecegini
gostermektedir ve DNA ¢ikartiminin 6nemine dikkat ¢cekmektedir. Literatiir taramasi
yapildiginda zebrabaligi embriyo ve larvalarinda arastirilan genlerin normalizasyonu
icin hem Actb2 hem de Elfa referans genlerinin kullanildig: goriilse de (McCurley ve
Callard, 2008), DNA ¢ikartimi uygulamasinin bu referans genlerin ifadesinde
degisiklik yaratip yaratmadigina dair herhangi bir calisma bulunamadi. Bizim
calismamizla literatiire, DNA ¢ikartiminin Elfa referans geninin ifadesinde degisiklik
yarattigi gibi bagka genlerin ifadelerinde de degisiklik yaratabilecegi bilgisi
kazandirildi.

Deneysel hatalar1 elimine etmek icin zebrabaliginda daha 6nce tanimlanan ve
embriyolardaki ifade profili bilinen Fabpl0a geni icin RT-qPCR yapildi. Deneyde
Elfa ve Actb2 referans genleri kullanilarak hem DNA ¢ikartimi yapilan hem de
yapilmayan embriyo gruplarinin ortaya koydugu ifade profilleri karsilagtirildr (Sekil
3.7). Yapilan delta-CT analizlerinden elde edilen sonuclara gore, Fabpl0a geni 2
gunlik embriyolarda ifade olmakta ve ilerleyen glnlerde bu genin ifadesi gittikce

artmaktadir. Alt1 giinlik embriyolarda ise bu genin ifadesi en ylksek seviyeye
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ulagmaktadir. Literatiirde FabplOa geninin embriyolardaki ifade profilini ortaya
koyan bir ¢calismada (Venkatachalam ve ark., 2009), bu genin 2 giinliik embriyolarda
ifade oldugu ve embriyo olgunlastikca genin ifadesinin giderek arttigt RT-qPCR ve
in situ hibridizasyon yontemleriyle ortaya konmustur. FabplOa geni zebrabaligi
embriyo ve larvalarinda sadece karacigerde sentezlendiginden, karaciger gelisimi ve
blylmesi devam ettikce genin ekspresyonu artmaktadir. Bu durum genin ifadesinde
strekli artis olmasmm1  agiklamaktadir. Zebrabaligindaki  Gbgtll3  geninin
karakterizasyonu daha once yapilmadigindan elimizdeki in silico bulgulardan baska
bir kaynagimiz yoktur. Yaptigimiz deneylerde teknik bir hata olmadigini 1spatlamak
icin, ekspresyon paterni iyi bilinen FabplOa geni ile karakterizasyonunu
hedefledigimiz genle birebir ayni deneysel yontemlerle c¢alisiimistir. Buna gore
FabplOa geni ile yaptigimiz deneyin sonuglari literatiirle uyumludur. Boylece

izledigimiz deney protokoliinde herhangi bir teknik hata olmadig: goriilmiis oldu.

Esas hedef genimiz olan GbgtlI3 geni icin Elfa ve Actb2 referans genleriyle
hem DNA g¢ikartma yaparak hem de yapmadan elde ettigimiz RT-qPCR sonuglari
karsilastirildi (Sekil 3.8). Buna gore DNA c¢ikartimi yapilmadan elde edilen
sonuglarda Elfa ve Actb2 genleriyle yapilan deneylerin sonuglariin birbiriyle
uyumlu olmas1 gerekirken, ifade profillerinde farklilik oldugu goriilmektedir. DNA
cikartimi1 yapilan ve yapilmayan Orneklerin Elfa ve Actb2 referans genleriyle
normalizasyonun karsilastirildigi korelasyon analizine gore (Sekil 3.9) Elfa geninin
referans olarak kullanildigi deneyde Gbgt113 geninin ifadesinin DNA ¢ikartimindan
etkilendigi goriildii. Bundan dolay1 farkli referans genlerin kullanimi sonucunda
genin ifadesinde farklilik goriilmesinin sebebinin referans gen tercihinden kaynakli
olmasindan ziyade DNA uzaklastirma yapilmamasindan ve dolayisiyla genomik
DNA kaynakli amplifikasyonlarin engellenememis olmasindan kaynaklanabilecegini
diisiindiik. Burdan yola ¢ikarak DNA uzaklastirmasi yapilan sonuglarin daha
giivenilir oldugu kanisina vardik. Her iki referans genle yapilan normalizasyonda
DNA c¢ikartma iglemi uygulanan 3 giinliik embriyolardaki Gbgtll3 geninin ifade
profili 2, 4, 5 giinliik embriyolara gore daha yiiksektir. Altinci giinde ise en yiiksek
ifade profili goriilmektedir. On calismalarimizda elde ettigimiz in silico

bulgularimiza goére bu genin ifadesi 4. ve 5. giinlerde yiliksekken (Sekil 3.4),
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yaptigimiz deneylerde 4. ve 5. giinlerde ifadede bir diisiis goriilmektedir. /n silico
bulgularla deney sonucglarimiz arasinda farklilik goriilmesinin sebebi, embriyolarin
farkl1 donemlerde farkli tesislerde toplanmasi ve dolayisiyla embriyo kalitesinin
degisiklik gostermesi olarak diigiiniildii. Genin ifade profilinin hangi giinlerde kesin
olarak daha yiiksek oldugunun ortaya konulabilmesi i¢in; ilk olarak ayni zamanlarda
birden fazla set olusturularak toplanan embriyolarda deney yapilip bunlarin
sonuglarinin karsilagtirilmas: gerekir. Ayni embriyolardan hazirlanan O6rneklerle
yapilan deneyler ve teknik replikalarin sonuglarinin karsilagtirilmasi ile embriyolarin
farkli zamanlarda toplanmasindan kaynaklanabilecek farkliliklar elimine edilmis
olunacaktir. Ikinci olarak da farkli zamanlarda toplanmis embriyo setlerinde teknik
replika sayist arttirilarak deneyler tekrarlanmali ve sonuglar karsilagtiriimalidir. Buna
gore, ayn1 giin alinan setlerdeki embriyolarin sonuclari hem kendi i¢inde hem de
farkli giinlerde toplanan embriyolarin sonuglariyla karsilastirilarak ifade profilinin
kacinci giinlerde yiikseldigi daha net bir sekilde ortaya konulabilir. Yaptigimiz deney
sonuclartyla in  silico bulgular birlestirildiginde insan GLT6D1 geninin
zebrabaligindaki en muhtemel ortologunun dis gelisim doneminden itibaren ifadesi
artan Gbgtl13 geninin oldugu distliniilmektedir. Fakat bunun daha net bir sekilde
ortaya konmasi i¢in yetiskin zebrabaliklarinin dis ve dis ¢evresindeki dokularinda bu
paraloglarin ifade degerlerinin tespiti i¢in deneyler yapilip embriyolara ait sonuclarla
karsilagtirilmalidir. Boylece zebrabaligindaki muhtemel ortolog genin dige ait

dokulara spesifik olup olmadig: belirlenmis olacaktir.

GLT6D1 geninin paraloglarinin ortologlarini hedef alarak belirledigimiz genler
arasinda bulunan Gbgtlll geni, yayini heniiz yapilmamis tek bir ¢aligmadan elde
ettigimiz in silico bulgulardan yola ¢ikarak degerlendirilmistir (Sekil 3.4). Bu
calismaya gbre Gbgtlll geni maternal donemde ifade olmakta ve sadece erken
gelisim evrelerinde ihtiya¢ duyulan proteinleri saglamaktadir. Embriyo olgunlastikca
ifade profilinde ciddi diislis goriilmektedir. Bu bulgulara gore dis gelisim donemi
olan 2. ve 3. glinlerde genin ifadesi oldukea diisiik oldugundan bu gen esas hedef gen
olarak belirlenmemistir. Bu genin GLT6D1 geninin ortologu olup olamayacagini
bulgulamak icin, 2, 3, 4, 5, 6 giinliik embriyolarda ilgili genin sergiledigi ifade
profili RT-qPCR yapilarak arastirilmistir (Sekil 3.12). Deney sonuglarimiza gore 2,
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3, 4, 5, 6 gunlik embriyo 6rneklerinde in silico bulgulara benzer sekilde bu genin
ifadesinin diger hedef ortolog genlere gore daha az oldugu goriilmektedir. Sadece
maternal donemde ifadesi yuksek seviyelerde oldugu ve gelisimin devam eden
giinlerinde ifadesi diisiik oldugu icin Gbgtlll geni esas hedef gen olarak

belirlenmemistir. .

Gbgtll4’tn in silico bulgularina bakildiginda (Sekil 3.4) ise bu genin
embriyogenezin baglangicindan 5. gline kadar yliksek seviyelerde ifade oldugu
goriilmektedir. DNA c¢ikartim1 uygulanmayan oOrneklerde yaptigimiz RT-qPCR
deneyinin sonuglarina gore (Sekil 3.11) Gbgtll4 geni in silico bulgulara benzer
sekilde 2, 3, 4, 5, 6 giinliik embriyo 6rneklerinin hepsinde yiiksek derecede eksprese
olmaktadir. Fakat deney sonuglarimizda DNA ¢ikartim1 uygulanan 6rneklerin ortaya
koydugu ifadenin inigli cikighh bir profil sergiledigi goriilmektedir. Bdyle bir
farkliligin ortaya c¢ikmasiin olasi sebeplerinden biri 6rneklere DNA ¢ikartimi
uygulanmasinin, genomik DNA kontaminasyonu kaynakli amplifikasyonlari
engelledigi icin genin ifade profilinde degisiklik olusturmus olabilecegidir. DNA
cikartimi uygulanmayan orneklerden elde edilen sonuglar in silico bulgularla daha
stabil bir seyir gostermesi agisindan benzemektedir. Deneyimizin sonuglariyla in
silico bulgular birlestirildiginde, Gbgtll4 geninin dis gibi herhangi bir dokuya
spesifik olmaktan cok ifadesi siirekli yiiksek seviyede olan bir gen oldugu
goriilmektedir. Bu sebeple bu genin de muhtemel ortolog olamayacagi
distiniilmiistiir. Fakat deney sonuglarimizda DNA ¢ikartimi uygulanan ve
uygulanmayan gruplarin ifade profillerinde farklilik goriilmesinden dolayr deneyin
farkli embriyo gruplariyla yeniden tekrarlanmasi daha giivenilir sonuglar elde

edilmesi agisindan yararli olacaktir.

RT-qPCR igin tasarladigimiz primerler (Cizelge 2.1) Gbgtll3 geninin tim
ekzonlarini degil belirli bir kismin1 amplifiye ettiginden, ilgili genin tiim ekzonlarinin
zebrabaliginda ifade olup olmadigini belirlemek igin ekzon 1-5 ve 4-7 bélgeleri icin
2 ayr primer (Cizelge 2.2) tasarladik. Tasarlanan primerlerle 6 giinliik embriyolari
kullanarak gradient PCR (58°C, 60°C, 62°C) yapmamizin scbebi baglanma

sicakligini test edip optimum sicaklik derecesini belirlemekti. Jel elektoroforez
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sonuglarina gore (Sekil 3.13) 62°C’de ekzon 1-5 ve 4-7 bolgelerine ait primerlerin
daha radyoopak bantlar ortaya koymasinin sebebi bu sicaklik derecesinde daha giiclii
ifade olmalarindan kaynaklanmaktadir. Fakat jel elektroforez goriintiileri
incelendiginde, Gbgtll3 geninin en uzun ekzonu olan 1-7’e ait primerlerin bu
sicaklik derecesinde hi¢ ¢alismadigi goriildii. Bundan dolay1 her 3 ekzon bolgesine
ait primerlerin ifadesinin goriildiigi 60°C, optimum baglanma sicakligi olarak
belirlendi ve daha sonra yapilan tiim PCR deneylerinde bu sicaklik derecesinde
caligildi. Ayrica jel elektoroforez goriintiileri degerlendirildiginde ilgili gen igin
tasarlanan 3 primerin de alternatif kirpilma ortaya koymadigi, yani ayni genden

olusan farkli iirtinlere sebep olmadig1 goriildii.

Optimum baglanma sicakligi olarak belirlenen 60°C’de Gbgt1I3 geninin ekzon
1-5 ve 4-7 bolgelerine ait primerler ve 2, 3, 4, 5, 6 ginlik embriyo 6rnekleri
kullanilarak jel elektroforez yapildi (Sekil 3.14). Bu jelin sonuglarina gére ekzon 4-7
bolgesi icin 3, 4, 6 glnlik embriyolarda yaklasik 1000 baz ¢iftlik kisma denk gelen
bolgede fazladan bantlar goriilmektedir. Bu bantlarin  goriilmesinin  olasi
sebeplerinden biri ekzon 4-7 bdlgesinde bulunan intronlardan herhangi birinin
bolgeye eklenip ¢ogaltilmis olmasidir. Ancak embriyo 6rneklerine DNA ¢ikartimi
uygulandigr i¢in, fazla bant goriilmesinin sebebinin DNA kontaminasyonu olma
ihtimali disiliktiir. Bundan dolayr bu bantlarin nonspesifik olma olasiligi daha
yiiksektir. Ifade oranlarina bakildiginda ise; ekzon 4-7 bolgesinde genin ekzon 1-5
bolgesine gore daha fazla ifade oldugu ancak 4-7 ekzon bdlgesi igin 5. glinde bir
miktar diislis oldugu goriilmektedir. Ekzon 1-5 bolgesinde 5. giin icin ifadede diisme
gorilmemektedir, bu yizden 4-7 bolgesi igin 5. giindeki diisiikliigiin sebebi jel
yukleme hatasina bagl olabilir. 1-5 ekzon bolgesi igin ise genin ifadesinin genel
olarak daha diisiik oldugu goriilmektedir. Bu ifade diisiikligi PCR verimliligindeki
hatadan kaynakl1 olabilir. Ancak bunu net olarak belirtebilmek i¢in PCR sonuglarinin

verimliliginin test edilmesi gerekir.

Bu c¢alismanin limitasyonlarindan bir tanesi zebrabaligi embriyolar
kullanmamizdi. Zebrabaliginda dis gelisimi 48. saatte basladigi i¢in Gbgt113 geninin

agresif periodontitisle olan iliskisini belirlemek adina bu genin embriyolardaki ifade
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profilini ortaya koymak caligmanin baslangici icin sartti. Fakat zebrabaliginda dis
gelisimi yaklagik olarak 24-28. giinler arasinda tamamlandigindan, zebrabalig
larvalariin ve eriskin zebrabaliklarinin da ¢alismaya dahil edilip ilgili genin larva ve
erigkinlerdeki ifade profillerinin ortaya konmasiyla daha somut kanitlar elde
edilebilirdi. Boylece dis olusumunun baslangi¢c doneminde embriyolardaki ifadesini
ortaya koydugumuz bu genin, dis gelisimi ilerleyip tamamlandiginda da ifade olmaya

devam edip etmedigi kontrol edilebilir.

Bu calismayla, agresif periodontitiste etkili oldugu diisiiniilen gen veya gen
polimorfizmleri daha 6nce hi¢ ¢alisilmayan bir hayvan modeli olan zebrabaliginda
calisilmis ve boylece literatiire yenilik getirilmistir. Devam eden bir projenin
baslangi¢c caligmasi olan bu arastirma tamamlandiginda, insan GLT6DI1 geninin
zebrabaligindaki muhtemel ortologu olan Gbgt113 geninin etkisinin azaltilmas1 veya
tamamen susturulmasiyla dis dokular {izerindeki etkisi incelenebilecektir. Hayvan
modeli olarak zebrabalig: tercih edilerek hem hizli gelisim gosterdigi igin zamandan
kazang hem de bu model {izerinde genetik manipiilasyonlarin yapilmasi daha kolay

oldugu icin teknik avantaj saglanmigtir.
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5. SONUC VE ONERILER

Yapilan biyoenformatik analizler sonucunda insan GLT6D1 geninin DNA,
mRNA ve protein yapisiyla zebrabaligi Gbgtll3 geninin yapisinin diger muhtemel
paralog genlere gore daha uyumlu oldugu ve Gbgtll3 geninin zebrabaligi
embriyolarinda dis gelisim donemi olan 2. giinden itibaren ifadesinin goriildigi
tespit edildi. Sonug olarak agresif periodontitisle iliskilendirilen GLT6D1 geninin
zebrabaligindaki muhtemel ortologu Gbgt113 tiir.

Zebrabaliginda dis gelisimi yaklasgik olarak 24-28. giinler arasinda
tamamlandigindan daha ileriki calismalarda, zebrabaligi larvalarinda ve erigkin
zebrabaliklarinda 1ilgili genin ifade profillerinin ortaya konmasiyla daha somut

kanitlar elde edilebilir.
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OZET

Agresif Periodontitiste Etkin GLT6D1 Geninin Zebrabahgindaki Ortologunun

Tanimlanmasi

In vivo yapilan bu arastirmada, GWAS (Genome Wide Association Studies)
calismalar1 sonucunda agresif periodontitisle giiclii iliskiye sahip oldugu diisiiniilen ve
insanda tanimli GLT6D1 geninin zebrabaligindaki muhtemel transkript varyantlarinin
tammlanmas1 ve zebrabaligi embriyolarinda bu genin ifade profilinin ortaya konulmasi
amaglanmustir.

Calismada zebrabaliginin AB suslar kullanildi. Her giin i¢in ayr1 olacak sekilde 2, 3,
4, 5, 6 glinlik embriyolardan 30ar adet embriyo toplanarak hem DNA ¢ikartilarak hem de
¢ikartilmadan RNA izolasyonu yapildi. izole edilen total RNA’dan ¢cDNA sentezlendi.
Biyoenformatik 6n ¢alismalardan elde ettigimiz bulgulara gére GLT6D1 geninin
zebrabaligindaki muhtemel ortologunun Gbgtll3, Gbgtlll, Gbgtll4 genlerinden biri
olabilecegi belirlendi ve bu genler i¢in primer dizaym yapildi. Elde edilen primerler ve
cDNA'’lerle RT-qPCR amplifikasyonu gergeklestirildi. Deney sonucunda elde edilen Ct
(Threshold cycle) degerleri kullanilarak delta Ct (ACt) degerleri hesaplandi. 2°(-ACt)
metoduyla elde edilen verilere gore grafikler ¢izildi.

GLT6D1 geninin muhtemel ortologu zebrabaligi embriyolarinin dis gelisimlerinin
basladig1 giin olan 2. giinde ifadesinde artig goriilen Gbgt113 geni oldugu icin, bu genin 1-5,
4-7 ve 1-7 ekzon bolgeleri icin ayr primerler tasarlandi. Optimum baglanma sicakligini
tespit etmek amactyla DNA ¢ikartimi yapilarak elde edilen embriyo drnekleri ve primerler
kullanilarak Gradient PCR yapild1. Belirlenen optimum sicaklikta PCR uygulandi. PCR’dan
elde edilen urtinlerle jel elektroforezi gergeklestirildi ve Gbgt113 geninin alternatif kirpilma
analizi degerlendirildi.

Gbgtl13, Gbgtlll ve Gbgtll4 genlerinin DNA ¢ikartimi uygulanan embriyo
orneklerinde ortaya koyduklar1 goreceli ifade profillerini belirlemek i¢in Actb2 ve Elfa
referans genleriyle, ilgili genlerin RT-qPCR sonuglar1 karsilastirildi. Bu deneyden elde
edilen sonuglara gore 3. ve 6. ginlerde Gbgtll3 geninin ifadesi artmakta, 6. giinde ise
maksimum seviyeye ulagmaktadir. 2, 4, 5 giinliik embriyolarda ise genin ifadesi diger
ginlere gore daha azdir. Gbgt114 geninin DNA ¢ikartimi uygulanan embriyo orneklerinde
ortaya koydugu goreceli ifade profilinde 3. ve 6. giinlerde ilgili genin ifadesinde artig
goriilmektedir. Bir diger arastirilan gen olan Gbgtl11 geninin goreceli ifade profili ise, DNA
cikartimi yapilarak elde edilen 2, 3, 4, 5, 6 giinliik embriyo 6rneklerinin hepsinde diisiiktiir.
Gbgtl13 geninin alternatif kirpilma gosterip gdstermedigini degerlendirmek icin yaptigimiz
jel elektroforez deneyine gore, bu gen igin tasarlanan 3 primerin de alternatif kirpilma ortaya
koymadig1 yani ayni genden olusan farkli iiriinlere sebep olmadigi tespit edildi.

Calismamizin sonuclarina gore agresif periodontitisle iliskilendirilen GLT6D1 geninin
zebrabaligindaki muhtemel ortologu Gbgtll3’tiir ve bu genin embriyolardaki ifadesi
anlamlidir. Bu tespitle ilgili genin agresif periodontitis iizerindeki roliinii kesinlestirmek igin
etkisinin azaltilmas: (knock-down) veya susturulmasi (knock-out) gibi ileri genetik
aragtirmalar i¢in temel olusturan ilk ¢alisma yapilmis olundu.

Anahtar Kelimeler: Agresif periodontitis, Zebrabaligi, GLT6D1 geni, Ortolog gen

59



SUMMARY

Identification of Zebrafish Ortholog of GLT6D1 Gene That is Active in Agrressive

Periodontitis

Results of GWAS (Genome Wide Association Studies) studies revealed a strong
association of GLT6D1 gene with aggressive periodontitis and in this in vivo study we aimed
to identify possible transcript variants of the gene in zebrafish and to reveal genetic
expression profile in zebrafish embryos.

Thirty AB strain embryos from each 2, 3, 4, 5, 6 dpf (fertilizasyondan sonra giin) were
collected for total RNA isolation. Total RNA isolation was performed both by DNAse
treatment and without. cDNA was synthesized from isolated total RNA. According to our
findings from bioinformatics studies; we determined that the Gbgtll3, Gbgtlll, Gbgtll4
genes in zebrafish are possible orthologs of the human GLT6D1 gene and designed primers
for these genes. RT-gPCR amplification was performed with the primers and cDNAs
obtained. The delta Ct (ACt) values were calculated using the Ct (Threshold cycle) values
obtained as a result of the experiment. Graphics were created according to the 2*(-ACt)
method.

Since the possible orthologue of the human GLT6D1 gene in zebrafish is the Gbgt113
gene which its expression increases on day 2, the day tooth development begins, specific
primers for the 1-5, 4-7 and 1-7 exon regions of this gene were designed. Gradient PCR was
performed using the DNAse treated embryo samples and our designed primers in order to
determine optimal annealing temperature. PCR was performed at the specified annealing
temperature. Gel electrophoresis was run with these PCR products to evaluate the alternative
splicing of the Gbgt113 gene.

RT-gPCR results of the DNAse treated embryo samples for Gbgtll3, Gbgtlll and
Gbgtl114 genes were compared with the p-actin and Elfa referans gene results in order to
determine their relative expression profiles. According to the results obtained from this
experiment, the expression of Gbgtll3 gene increases on days 3 and 6 and reaches its
maximum level on the 6th day. Genetic expression of this gene in 2, 4, 5 dpf
embryos are lower than in the other days. The relative expression profile of the Ghgt114
gene in DNAse treated embryo samples shows an increase on days 3 and 6. The relative
expression profile of the Gbgtlll gene, another investigated gene, is low in all DNAse
treated 2, 3, 4, 5, 6 dpf embryo samples. According to the gel electrophoresis experiment we
runned to evaluate the alternative splicing of the Gbgt1l3 gene, it was determined that all
the 3 primers designed for this gene did not reveal alternative splicing, ie, did not cause
different products of the same gene.

According to the results of our study, the possible ortholog of the GLT6D1 gene in
zebrafish associated with aggressive periodontitis is Gbgt1l3 and the expression of this gene
in embryos is significant. Thus, the first study to establish a basis for further genetic
investigations such as gene knock-down and gene knock-out has been performed to confirm
the association of the related gene with aggressive periodontitis.

Key Words: Aggressive periodontitis, GLT6D1 gene, Zebrafish, Orthologue gene
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