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OZET

DUCHENNE/BECKER KAS DISTROFISI HASTALARINDA
MULTIPLEKS POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU iLE
DELESYON ANALIZI

Pervin DINCER
Doktora Tezi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dah
Subat 1994

Bu ¢aligmada klinik olarak DMD tanist alan 56 hasta, BMD tamsi alan 7 hasta
ve intermediyer kas distrofisi tanisi alan bir hasta, distrofin genindeki delesyonlar

yoniinden incelenmigtir.

Muiltipleks polimeraz zincir reaksiyonu teknigi kullanilarak akrabalik iligkisi
olmayan 33 DMD, 3 BMD ve bir intermediyer kas distrofisi hastasinda hastaligin
delesyondan kaynaklandigi saptanmugtir. Genel delesyon orami %58 olarak
bulunmugtur. 37 hastanin 25'inde delesyonlar genin merkezinde (43-52. ekzonlar),
12'sinde genin §' ucuna yakin bolgede (4-19. ekzonlar) toplanmstir.

Delesyon goriilen ekzonlar igerisinde 48. ekzonun en ¢ok delesyona ugrayan,
44. ekzonun ise en az delesyona ugrayan ekzon oldugu tespit edilmigtir. Hastalarda
delesyon goriilen ekzon sayist incelendiginde, toplumumuzda tek ekzon delesyonlarnin
sik gorildagii (%43) saptanmustir.

Genin merkezinde bulunan 42, 46, 49 ve 53. ekzonlara ait primerlerin
kullanilmasiyla 21 hastada delesyonlarin baslama ve sonlanma noktalarinin
lokalizasyonu saptanmustir. Toplam 25 adet ' kirlma noktasmnin ve 22 adet 3' kirilma
noktasinin lokalize oldugu intronlar incelendiginde, genin merkezindeki delesyon
bolgelerinde, 5' kiriima noktalarimin %32'si 44. intronda, 3' kirtlma noktalarinin %37'si

50 ve 52. intronlarda toplanmistir.

19 DMD hastasinda mRNA'nin translasyonal okuma gergevesini degistiren "out
of frame" delesyonlar, 2 BMD hastasinda ise mRNA'nin okuma gergevesini
degistirmeyen "in-frame" delesyonlar olugmustur. 21 hastada delesyonun tipi ile klinik
fenotip arasinda gosterilen korelasyon, "reading frame" teorisi ile uyumlu bulunmugstur.
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ABSTRACT

DELETION ANALYSIS OF
DUCHENNE/BECKER MUSCULAR DYSTROPHY PATIENTS
BY MULTIPLEX POLYMERASE CHAIN REACTION

Pervin DINCER
Ph D Thesis, Medical Biology Department
Subat 1994

A total of 56 Duchenne muscular dystrophy (DMD) patients, 7 Becker
muscular dystrophy (BMD) patients and | Intermediate muscular dystrophy patient
were analyzed by multiplex amplification of selected exons for intragenic deletions of
the dystrophin gene. Deletions were observed in 58% (37 cases) of the patients. The
majority of these deletions (25/37) were found to be localized within the central region
of the gene (Exons 43-52). The remaining deletions (12/37) were mapped to proximal
hot spot (Exons 4-19).

It was found that, exon 48 was most frequently affected, while exon 44 was
least frequently affected. The number of deleted exons is variable, but single exon
deletions are more frequent (43%) than larger deletions in our population.

Using the primers specific to 42, 46, 49 and 53. exons which are located in
the central region of the gene, starting and ending breakpoint regions of deletions were
detected in 21 patients. When 25 starting breakpoint regions and 22 ending breakpoint
regions were analyzed, intron 44 was involved mostly as a starting breakpoint region
whereas intron 50 and intron 52 appeared to be involved as the ending breakpoint

region.

All of the deletions described for BMD patients were in-frame deletions, and
all DMD patients had deletions leading to a frameshift of the dystrophin transcript.
Therefore, the conservation of the dystrophin and the severity of the clinical phenotype
were concordant in 100% of the DMD/BMD deletions documented in this work.
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1. GIRIS VE AMAC

Rekombinant DNA teknikleri kullanilarak DNA seviyesinde kalitsal
hastaliklarin tanisinin yapilabilmesi sonucunda, insan genomunun molekiiler
yapis1 hakkindaki bilgilerimiz gittikge artmaktadir.

Mendel kalitimina gore gegis gosteren X kromozomuna bagli kalitsal
hastaliklardan biri olan Duchenne kas distrofisi (DMD), yeni dogan her 3500
erkek gocugun birinde goriilen 6liimciil dejeneratif néromiiskiiler bir hastaliktir.
Hastaligin daha hafif formu olan Becker kas distrofisi (BMD) ise her 30000
erkek c¢ocuktan birinde goriilmektedir!. DMD hastalarinda gende gorillen
mutasyonlar sonucunda non fonksiyonal bir polipeptid olusurken, BMD
hastalarinda yar1 fonksiyonel olan distrofin proteini sentezlenir2.

Toplumdaki DMD insidansinin ¢ok yiiksek olmasi1 ve heniiz hastaligin
tedavisinin miimkiin olmamasi, DMD geninin molekiiler tekniklerle analizini
gerektirmektedir. Bundan dolayi, hastalarin %065'inde hastaliga neden olan
delesyonlarin gosterilmesi, delesyon gosterilen hasta ailelerine %100 dogru bir
genetik danigmanlik verilebilmesini ve prenatal tani yapilabilmesini saglar34.

Calismamizin amact, Tiitk DMD ve BMD hastalarinda gérillen delesyon
sikliginin ve gen iizerindeki dagiliminin, multipleks polimeraz zincir reaksiyonu
teknigi ile gosterilmesidir. Ayrica, gen iizerinde en gok delesyon goriilen
ekzonlarin, delesyon gériilen ekzon sayilarinin ve delesyonlarin 5' ve 3' kirtlma
noktalarinin lokalize oldugu intronlarin toplumumuzda gésterdigi farkliliklarin
belirlenmesi ve delesyon tipi ile klinik fenotip arasindaki iligkinin gésterilmesi
de amaglanmis olup, galisma Hacettepe Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim
Dal1 laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir,



2. GENEL BILGILER

Son yillarda kalitsal hastaliklarin tanis1 igin DNA'ya dayali teknikler
tercih edilmektedir. Rekombinant DNA teknikleri kullanilarak yapilan insan
genetigi g¢aligmalariyla, bazi kalitsal hastaliklarin molekiiler patolojilerinin
belirlenmesi ve bunun sonucunda tamsinin yapilmasinda gok biiyiik agamalar
kaydedilmisgtir.

Kalitsal hastaliklar; Mendel kalitumina gore gegis gosteren hastaliklar,
kromozomal hastaliklar ve multifaktoriyel hastaliklar olarak ii¢ grupta
toplanmaktadir. Mendel kaliimina gore gegis gosteren hastaliklar olarak
sintflandirilan otozomal dominant, otozomal resesif ve X'e bagli hastaliklar,
yeni dogan gocuklarin %1.25'inde goriilmektedir>.

X kromozomu iizerinde tagiman genlerdeki mutasyonlar sonucu olusan
hastaliklar, X'e bagh hastaliklar olarak bilinmektedir. X'e bagl hastaliklar tek
bir gendeki mutasyonlar sonucu olusmaktadir, fakat hastalarda aymi gen
tizerinde farkli tip mutasyonlar goriilebilir.

Iki X kromozomu tastyan disi, X'e bagl genlerin her iki alelini de igerir.
Bir normal aleli ve bir mutant aleli tasiyan disi heterozigot - tasiyicidir.
Homozigot disi her ikisi de normal veya her ikisi de mutant olan aleli tasir.
Erkek, sadece tek bir X kromozomu tasidigi igin X iizerinde taginan genler
ekspresse olarak bireyin fenotipinde belirleyici rol oynamaktadir.

X'e bagh kaliim gosteren hastahiklann karakteristik 6zelligi, mutasyonun
babadan erkek g¢ocuga geciginin kesinlikle olmamasi ve babanin X
kromozomunu sadece kiz ¢ocuklarina aktarmasidir. Hastaligin tagtyicist olan
asemptomatik disilerin erkek ¢ocuklarinin yarisinin hasta, kizlarmin yarisinin
tagiyict olma olasiligt vardir (Sekil 2.1)6.7. Ailedeki disilerin tagiyicihiginin
saptanmast X'e bagli hastaliklarda genetik danigmanligin énemli bir kismim
olugturmaktadir.
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Sekil 2.1. X Kromozomuna Bagli Resesif Kalitim Gosteren Aile Agaci.

[ ] Erkek O Disi
B Hasta ® Tasiyici

‘Olﬁm

Duchenne kas distrofisi, erkek ¢ocuk dogumlaninda 1/3500 olan
insidans1 ile en sik gorilen X' e bagl resesif gegis gosteren kalitsal
hastaliklardan birisidir!. Populasyonda, dogal seleksiyonla elimine edilen
hastalik geni ile mutasyonla olugan hastalik geni arasinda bir denge oldugu igin,
DMD insidans1 degismemektedir. DMD hastalarinin  g¢ogunlugu 20 yas
civarinda 6lmektedir. Bundan dolayi iireme kat sayisi sifirdir. Hastalarin
1/3"iinde hastalik nedeni, yeni mutasyonlardir®.

2.1. DUCHENNE KAS DISTROFISINIiN KLINiK OZELLIKLERI

Duchenne Kas Distrofisi ilerleyici kas hastalign ve iskelet kasi
dejenerasyonu ile karakterizedir. Hastaligmn ilk semptomlar genellikle 3 yas
civarinda gézlenir. Hasta gocuklarin bir kisminda motor gelisim geriligine bagh
olarak 18. aya kadar yiiriimenin geciktigi goriiliir. Sarsak yiiriiyiis, parmak
uglarinda yiirime, merdiven ¢ikarken zorlanma hastaligin diger erken



belirtileridir. Hastalar sik sik diiserler ve yerden kalkarlarken Gowers isareti
olarak isimlendirilen tipik bir kalkig 6zelligi gosterirler. Ayrica hastalifin erken
devrelerinde, kas dokusunun yag ve fibroz baglayici doku ile yer degistirmesine
bagli olarak baldir kasinda genisleme (pseudohypertrophy) gériilmektedir.

Kas zayiflig1 iist ekstremitelerden once alt ekstremiteleri, distal kasdan
once proksimal kasi etkilemekte, bdylece ilerleyen kas zayiflifi sonucunda
hasta genellikle 12 yas civarinda yiiriime yetenegini kaybetmektedir.

Hastalik ilerledikge, asimetrik omurilik deformasyonlart goriiliir. Kas
zayifiginin  artmasina bagh olarak hastalarin gogunlugu 20 yagindan Once
kronik solunum yetersizligi, zatiirre veya kalp yetersizliginden 6liirler!.8. Hasta
¢ocuklarin %20 - %30'unda gesitli derecelerde mental gerilik goriilmektedir.
Genetik yapi ile mental gerilik arasinda heniiz bir korelasyon gosterilememigtir.
Distrofinin beyin hiicrelerinde de sentezlenmesi ile ilgili olarak kas
poromotoriiniin 5' ucunda lokalize olan 2. bir promotoriin (beyin promotorii)
gosterilmesi, mental gerilik gorilen DMD hastalaninda distrofin yokluguna
bagli olarak goriildiigii diisiinillen mental geriligin, klinik fenotiple genotip
iligkisinin kurulmasinda ¢ok yardimci olacagim gostermektedir?.

Hastaligin tedavisi miimkiin olmadigindan, ancak deformasyonlart
engelleyerek ve solunum fonksiyonunu diizenleyerek hastanin yasami biraz
daha kolaylagtirilir.

Becker kas distrofisi (BMD), DMD'nin allelik formudurl®, Hastalik
30000 erkek gocuktan birini etkiler. Hastaligin gelisimi DMD'ye gére daha
yavag olmaktadir, BMD'li hastalar 16 veya daha ileri yaglara kadar
yiiriiyebilirler. |

Klinik olarak DMD/BMD aymmnin yapilmasinda, 12. yas ¢ok
onemlidir. 12 yagin sonunda yiiriime yetenegini kaybetmis olan hasta DMD
hastasi, 12 yasinda hala yiiriiyebilen hasta ise BMD hastasi olarak
tamimlanmaktadir.

Klinik fenotipi DMD ile BMD arasinda kalan hastalar ise Intermediyer
hastalar olarak isimlendirilir. Bu hastalar 14-15 yaglarina kadar DMD'nin
klinik 6zelliklerini gosterirken, bunu izleyen donemde hastaligin daha yavas



ilerlemesi nedeniyle BMD'nin klinik &zelliklerini tagirlar ve 12-16 yaslan
arasinda yiiriime yeteneklerini kaybederler!1.12,

DMD'nin tamist ok kiigiik gocuklarda veya hastaligin belirtilerinin geg
¢iktifi durumlarda kesin olmayabilir. Bu durumlarda serum kreatin kinaz
aktivitesinin Olgiilmesi ve kas biyopsisi, tanmin kesinlesmesine yardimci
olmaktadir. Dogumdan hemen sonra ve hastaligin klinik belirtileri goriilmeden
Once, artan kreatin kinaz seviyesi tespit edilebilir ve tant amagh kullanilabilir.
Ayrica kas biyopsisinde, kasda goriilen patolojik degismeler (farkli boyutlarda
kas lifleri, bag doku proliferasyonu, dejenerasyon vb.) klinik semptomlardan
once goriilmektedir. Diger 6nemli bir tam kriteri ise kas biyopsi 6rneklerinde
DMD geninin iiriinii olan distrofinin gosterilmesidir. DMD'li  hastalarda
distrofinin gosterilememesi, BMD'li hastalarda boyutu veya miktar1 degismis
distrofin goriilmesi, taninin dogrulugunu artirir!3.14,

Bazen tagtyici bireyler de hastaligin semptomlarimi gosterirler. Manifest
heterozigot olarak isimlendirilen bu digilerde hiicrelerin ¢ogunda normal X
kromozomu inaktive olmustur. X:otozom translokasyonu goriilen bu tastyici
digilerde translokasyonun kirilma noktasinin geni etkilemesi durumunda,
tagtyici digi de hasta olurS,

2.2. DMD GENINiIN LOKALIZASYONU

Duchenne ve Becker kas distrofilerinin X'e baglt resesif kalitim
modeline  uymalar, genetik hatanin X  kromozomunda oldugunu
diigiindiirmiigtiir.

Dengeli X: otozomal translokasyon gorillen kiz hastalarda,
translokasyonun kirilma noktasinin her zaman X kromozomunun p kolunun 21.
bandinda olmasi!5, DMD'nin yamisira X'e bagh kaliim gosteren bir kag kalitsal
hastaligt da tagtyan erkek hastalarda aym bolgede kiigiik bir delesyon
goriilmesil6, hastalik geninin Xp21 bolgesinde lokalize oldugunu géstermistir.
Xp21 bolgesinde bulunan DNA markerlart kullanilarak yapilan linkaj analizleri
de sitogenetik bulgular desteklemigtirl7.18,

Xp21 bolgesinden klonlanmig DNA fragmentlerinin, bireylerin DNA
sekanslarindaki farkliliklan géstermesi ve buna bagli olarak genetik linkaj



analizleri i¢in 6nemli olan RFLP (Restriction Fragment Length Polimorphism -
Restriksiyon Fragmentinin Uzunluk Polimorfizmi) alellerini ortaya gikarmasi,
molekiiler biyolojinin getirdigi en 6nemli gelismedir. BMD mutasyonlarinin da
DMD mutasyonlart gibi Xp21'de lokalize olmasi, Duchenne ve Becker kas
distrofilerinin ayn1 hastaligin alelik formlari oldugunu gostermigtirl?.

DMD lokusunun Xp21'de lokalizasyonu, aragtirmalar bu bolgede yer
alan DNA sekanslarinin izolasyonuna ve klonlanmasina yo6neltmigtir. DMD
genine yakin olarak yerlesen DNA problarim elde etmek igin, X kromozom
kiitiiphanelerinden izole edilen klonlarin hi¢ birisi, mutant geni direk olarak
caligmak igin gen lokusuna yeterince yakin olmadigindan, gene yakin bir
marker bulma sansimi artirmak i¢in farkli yaklagimlar denenmesi gerekmistir.

2.3. DMD GENININ iZOLASYONU

DMD geninin izolasyonu iki ayr1 grubun yaptigi ¢aligmalar sonucunda
bagarilmistir.

Worton ve grubul!?, dengeli X: 21 translokasyonu goriilen disilerden
kromozomal kirilma noktalarim izole ettiklerinde, otozomal kirilma noktasinin
28S ribozomal RNA'nin kodlandigi DNA bolgesinde oldugunu gostermiglerdir.
Translokasyon sonucunda DMD geninin yakimina yerlesen ribozomal gen
sekanslar1 marker olarak kullanildiginda, hastalardaki kromozomal kirilma
noktalart klonlanmis ve X kromozomunun translokasyona ugrayan DNA
fragmentinin, DMD geni iginde oldugu gosterilmigtir20,

Kunkel ve grubu?! ise, X 'e bagl kalitim gosteren bir ¢ok hastaligi
birlikte tagtyan DMD'li bir hastada Xp 21 'de goriilen delesyon bélgesinden
DNA fragmentlerini izole ettiklerinde, delesyonun goriildiigih DNA
fragmentinin DMD geni iginde oldugunu géstermiglerdir?2,

DNA fragmentlerinin her ikisi de, DMD gen bélgesine yakin olan
RFLP'leri bulmak igin kullanilmigtir. Genin iginde lokalize olan RFLP
markerlan kullanilmasina ragmen, bazi DMD ailelerinde marker ile mutant gen
arasinda rekombinasyon goriilmesi23, DMD geninin ¢ok biiyiikk oldugunu
diigiindiirmiis ve ekzonlara karg1 gelen cDNA'min (komplementer DNA ) DMD
geninin analizi igin gerekliligini géstermistir.



cDNA'nin olugturulmasi, mRNA'nin tammmlanmasina baglidir. Genin
biytikligi, distrofin mRNA'sinin  kasda diigiik miktarda bulunmas: ve
ekzonlarin intronlara gore daha az sayida olmasi, mRNA'nin tanimlanmasini
zorlagtrmugtir.  Kunkel ve grubu?4, proteini kodlayan gen bolgelerinin
belirlenmesi igin, tiirler boyu korunmus sekanslar ve bu sekanslarin memeli
tiirleri arasindaki homolojisinden yararlanmiglardir. Daha sonra DMD geninde
bulunan evrim boyunca korunmus DNA dizilerinin, insan f6tal iskelet kasindan
izole edilen RNA transkriptleri ile hibridizasyona sokulmasi sonucunda RNA
transkriptinin tamamim kapsayan 14 kb (kilobaz) uzunlugunda cDNA izole
edilmigtir>.

Biyokimyasal g¢aligmalar sonucunda, DMD geninin hatali  iriinii
gosterilememigtir. Gen driinii hakkinda hig bir bilgi olmaksizin genin izole
edilmesinde, genin kromozomal lokalizasyonunun bilinmesi sarttir. Xp21
bolgesinden izole edilen DNA sekanslari prob olarak kullanilarak genin yeri
bulunmugtur. Gen izole edildikten sonra sekansi belirlenerek, genin iiriinii olan
distrofin proteini gosterilmistir. {lk olarak "Reverse Genetics" olarak
isimlendirilen bu yaklasim son zamanlarda "Positional Cloning" olarak
kullanilmaktadir (Sekil 2.2)6.7.26,
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Sekil 2.2. DMD Geninin izolasyonu ve Distrofinin Tamimlanmasi.

cDNA'nin  prob olarak kullanitmasiyla, DMD geninin yaklagik 2,5

milyon niikleotid igeren en az 75 ekzondan olugmus, bilinen en biiyiik insan
geni oldugu bulunmustur. 2,3 Mb (megabaz) uzunlugundaki bu gende, her
ekzon ortalama 200 baz ¢ifti, her intron ortalama 35000 baz ¢ifti igerir (Sekil

2.3)25.27,



‘uspedoq Joyrew yyowriod sA udpuSWSeL [I] PUTH ‘TR[U0ZYd Pioputuss A
ISeIRH UeD) QNG €T IMPS

p2¢62 L3 2L 82 SE 9 8B 0L EZED LeBLLLELEIL BEZL OLSLED LY LL 2y 23 L9 €L E'L »D 8L 8L
69 - 6§ ¥ £S5 25 1S 0S S+ B b Qb Sy vh Eb 2y Lb Ov GE GE LE9E SE vE EE 2E LE OF 82 8z 2 9z sz w2 €2
\/ \/ /m\ VAN AN
6¢ G »3 E3 29 19 09 B 85 ¢S 35 S§ ¥6 €6 25 1§ 05 6 ¥ (v 9 Sk vy Ey v L O BE BE LE 96 SE e €€ 2€ LE OE
A O T T 1 T N N (VU s s O SO S B
T~ Tyttt ottt
L 5L st 212 aiLL Ec2| 504 200 8L 0SL 8vi 94U | 8rL) ELL SBL EAL Ler BZL 08 Lel 9% wLL Lbe 2St
m
duan agr gva gzd HEC BEI
SW SAd. € s &b :uis sk o :ulS
(L-£9) ¥ ) d
el oD oy 00> § oo G-vrd 8 0ra2 Cret¥) (-G8 ONOD
Bwoer S o2 2L eg¢ B 2 Lb 8 t'z 99 v s'ou e 9'F 0B L'E  S$'8 2'v SZ'E Z2'E Cax)  Mopuswidesy
ez 2 0z 5L @ L 9 S b gL £ oo 5 8 ¢ 8 s v E 2 1 Cou 11 PutH
B2 j:14 A>N 4 ve 2 2 L2 p2 6L j: 13 [A% gL St bl EL [A4% S.\/or m\/m [ 3 4 E 4 v Jejuezyyg
N SR B R R A R A R R R AN N R D N D N B I T N .
sv. iaL] 2ve 8e vz| sev o8t soL zou| oev| tst zE BBL BZL 2BL| BLL ELL €6 8L EB | 29 gEET< (3q) mntog uozyz
" gl2griis SHL 1 8AQ
w21 0E-£8 SL-.8 B8-¢8 L-81H3 ~ e ourad
[£:18-3(¢] SW S40. S DUOYIBIN Niow[04
L -0€) eg-r ONI® (2-0€) £-a2 owa2 CL-8) @2-L QNG uRIq0ld YNQ?

LYNASX



2.4. DMD GENINDE DELESYON ANALIZiI CALISMALARI

DMD genine ait c¢cDNA problann kullanilarak yapilan ¢aligmalar,
hastalarin  %65'inde hastalifa neden olan mutasyonun genomik delesyonlar
oldugunu gostermigtir. Delesyonlar gen iizerinde iki ayn bolgede
yogunlagmgtir, %701 genin 5' ucundan 1200 kb uzaklikta bir bolgede, %30'u
ise 500 kb uzaklikta ikinci bir bolgede yerlesmistir2.28, Delesyon analizi
¢alismalan, Southern Hibridizasyon veya Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
teknikleri kullanilarak yapilmaktadir.

2.4.1. Southern Hibridizasyon Teknigi

DMD tamsi igin ekzonlarnn gosteren c¢cDNA problan kullanilarak
delesyonlann direk analizi yapilmigtir. Uygun restriksiyon enzimleri ile kiigiik
fragmentlere ayrilan genomik DNA'min Southern blot teknigi ile filtrelere
gecirilmesi ve radyoaktif igaretli cDNA problart (9-7, 30-2, 30-1, 47-4, 44-1,
63-1) ile hibridizasyonu sonucunda oforadyografi sinyalinin varhigma veya
yokluguna bagl olarak, gendeki ekzonlar delesyon yoniinden taranmaktadir?,
cDNA problarimin kullanilmasiyla hastalarin %65'inde delesyonlar, %5'inde
duplikasyonlar3? gosterilmistir.

2.4.2. Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu Teknigi

cDNA problar ile delesyon analizinin yamisira, son yillarda polimeraz
zincir reaksiyonu teknigi (PCR) kullamlarak (Sekil 2.4) yapilan delesyon
analizi, ¢ok az miktar DNA ile ¢aligmaya olanak saglamasi, degerlendirme
kolayligi, radyoaktivite gerektirmemesi, kisa siirede sonug¢lanmasi ve
maliyetinin daha diigiik olmasindan dolay1 tercih edilmektedir3!.

Hastaliga neden olan delesyonlarin biiyiik bir kisminin genin merkezinde
(Ekzon 43-52) geri kalaninin ise genin 5' ucuna yakin bir bolgede (1-19)
toplandiginin saptanmasi ve delesyona ugrama olasihigi yiiksek bolgeleri
¢ogaltmaya  yarayacak niikleotid dizilerinin belirlenmesi multipleks gen
amplifikasyonu adi verilen bir yontemin geligmesine neden olmugtur. ilk olarak
Chamberlain3? tarafindan DMD tanisinda kullanilan bu yontemde, 6 ayn
primer ¢ifti kullamilarak DMD geninin en fazla delesyon gosteren sicak
bolgelerine ait 6 ekzon (8, 17, 19, 44, 45, 48. ekzonlar) aym reaksiyon tiibii
iginde ¢ogaltilarak, PCR iiriinii jel elektroforezi ile dogrudan analiz edilmigtir.
Saglikl kigilerde goriillen 6 ekzona ait PCR iiriinlerinin bir veya birkaginin
hastalarda goriillmemesi, DMD geninde delesyonlanin varlifini gostermigtir.
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Sekil 2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Bu yontemle hastalarin %37'sinde delesyon mutasyonu goriillmiistiir.
Chamberlain tarafindan kullanmilan multipleks PCR testine 4, 12 ve SI.
ekzonlara ait primer giftlerinin ilavesi ile ¢cDNA problan ile gosterilen
delesyonlann %78'133, 9 ekzona (Pm, 3, 6, 13, 43, 47, 50, 52, 60) ait primer
¢iftlerini ilave ederek toplam 18 ekzonun iki ayr1 multipleks PCR reaksiyonu
iginde kullanilmasi ile delesyonlarin %95'134 gosterilmigtir. Daha sonra Abbs35,
delesyonlanin goriildiigit genin sicak bolgelerine ait ekzonlar, gendeki
lokalizasyonlarina goére bir araya toplamigtir. Boylece genin §' ucuna ait 7
ekzonu (Pm, 3, 4, 6, 8, 13, 19) ve 3' ucuna (merkez) ait 11 ekzonu (42, 43, 44,
45, 47, 48, 50, 51, 52, 53, 60) igeren 5' ve 3' multipleks reaksiyonlan ile
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delesyonlarin %98'i saptanmistir, Romeo ve grubu3¢ ise Pb (beyin promotorii),
16, 21, 22, 29, 32, 34, 41, 42, 46 ve 49. ekzonlara ait primerleri de igeren
toplam 30 ekzonu 3 ayr1 multipleks PCR reaksiyonu halinde amplifiye etmigler
ve cDNA problarn ile delesyon gosterilen 96 hastanin 95'inde delesyonlar
gostermiglerdir. Bu primerler kullanildifinda, delesyonlarin en sik goriildiigii 2
sicak bolge arasindaki ekzon delesyonlarinin da gosterilmesi saglanmaktadir.

DMD mutasyonlari arasinda hastalarin  %65'inde goriilen gen igi
delesyonlar ¢ok 6nemli bir yer tutar. Delesyon analizi ¢alismalar: ile hastaliga
neden olan mutasyonun direk olarak gosterilmesi, hem mutasyonun saptanmasi
agisindan hem de prenatal tani yoniinden %100 dogru sonug saglayacaktir.
Hasta ¢ocugun DMD geninde delesyon tasidigi gosterilmigse, bu, annenin
ileriki gebelikleri i¢in ¢ok Onemli bir bulgu olusturur. Fotiisde delesyon
taramasi yapilarak fotiisiin genetik statiisii belirlenebilir3:4.37,

2.4.3. Multipleks PCR Teknigi ile Southern Hibridizasyon

Tekniginin Kargilastiriimasi

Multipleks PCR sistemi ve c¢cDNA problar1 ile yapilan delesyon
analizleri sonuglan kargilagtinildiginda, DMD genindeki delesyonlarin her iki
metodla da saptanabildigi gorilmiistir. Southern hibridizasyon teknigi
kullanildiginda, c¢cDNA problari ile genomik DNA'nin hibridizasyonunun
otoradyografide bazen zayif sinyal vermesi, multipleks PCR sistemi ile
delesyon gorilmeyen ekzonlarda delesyon oldugu seklinde hatali sonuglar
alinmasina neden olabilmektedir. Buna karsilik, cDNA problan ile yapilan
delesyon analizinde delesyon goriilmeyen ekzonda multipleks PCR sisteminde
delesyon goriilmesi, primerlere komplementer olan DNA sekanslar igerisinde
nadiren goriillen polimorfizmlerin yiiksek derecelerde primerin  genomik
DNA'ya baglanmasini engelledigini diisiindiirmiigtiir34.35.38,

Delesyon taramasinda kullanlan multipleks PCR sisteminin tek
dezavantaji, duplikasyonlarin ve tam agisindan onemli olan "junction
fragmentlerin" (farkl boyutlarda DNA fragmentleri) gosterilememesidir. Buna
karsilik, DMD genindeki delesyonlarin lokalizasyonlarinin ve delesyon
boyutunun gosterilebilmesi igin en azindan 6 aynn c¢cDNA probunun
kullanilmasini gerektiren Southern hibridizasyon teknigi ile kargilastirldiginda
delesyonlarin %98'ini gosteren multipleks PCR sistemi her zaman tercih
edilmektedir. Ayrica gok az miktarda DNA ile galistlabilmesi ve bir giin gibi



kisa bir siirede sonucun alinabilmesi multipleks PCR teknigini ozellikle
prenatal tani igin ideal bir teknik haline getirmistir3>.39.

2.4.4. Delesyon Tagtyicilarinin Saptanmasi

X kromozomlarindan birinde delesyonu tagtyan disinin normal X
kromozomu, mutant X kromozomu iizerindeki delesyonun goriilmesini
engeller. Standard PCR ve Southern hibridizasyon analizleri ile tastyic1 ve
normal birey arasindaki dozaj farklihg ayirt edilemez. Delesyon mutasyonlar
i¢in disilerin tastyiciliginin belirlenmesinde, pratikte karsilagilan zorluklardan
dolay1 ¢ok sayida teknik geligtirilmigti. cDNA problanni ile Southern
hibridizasyon teknigi kullanilarak tagiyict ile normal birey arasindaki
otoradyografi sinyalinin dozaj farkliliklarim gdsteren dozaj analizleri40-41; pulse
field jel elektroforezi sistemi ve cDNA problan ile Southern hibridizasyon
teknigi kullamlarak delesyon ve duplikasyon tagiyicilarinda "junction
fragmentlerin” gosterilmesi42.43; delesyonun goriildigii bolgede polimorfik
mikrosatellit — markerlartn  kullamlmasi4445.46;  nonradyoaktif*?  veya
radyoaktif*8.49 igaretli primerler kullanilarak PCR amplifikasyonu ile dozaj
analizi; etidyum bromiir ile boyanan PCR iiriinlerinin jelde analizi47, mRNA
amplifikasyonu3? ve delesyon gorillen gen bolgesinin SSCP (Single strand
conformation polymorphism - Tek zincirli DNA'nin yap1 polimorfizmi) ile
analizi’! bu tekniklerden bazilaridir. Her birinin gesitli avantajlan ve
dezavantajlari olmasma ragmen, en giivenilir ve basit olan1 delesyon
bélgelerinde bulunan polimorfik mikrosatellit markerlarin  kullanilmasidir.
Delesyon yéniinden genin birinci sicak bolgesinde (44, 45, 49 ve 50.
intronlarda) lokalize olan ardarda tekrarlanan kisa sekanslar (Short Tandem
Repeat-STR), yiiksek polimorfizm kapasitelerinden dolay: delesyon goriilen
ailelerde disilerin tastyici tanisinda kullanilan mikrosatellit markerlaridir46.52,
Tiim delesyon bélgelerinin goésterilememesinden dolayi, bu markerlara ilave
olarak, Kkantitatif tekniklerden herhangi birinin kullaniimas: disilerin
tagtytciliginin  saptanmasinda yeterli olacaktir. PCR'a dayali bir kantitatif
teknigin segilmesi ile teknigin uygulanabilme kolaylig: artacaktir52.

Hastalarinin 1/3'iinde gériilen sporadik vakalarda annenin mutasyonu
tasimamasina ragmen hasta gocuklarinm olmasi, tamda karigikhiga neden
olmaktadir. Bu durumda hasta ¢ocuklar annenin germinal mozaik olmasindan
dolay1 mutasyonu tagtyabilirler. Germinal mozaizmde primitif germ
hiicrelerinde mitotik proliferasyonlar sirasinda olugan delesyonun bir sonraki
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jenerasyonda birden fazla bireyi etkileyebilecegi goriilmiigtir. Hastaligin
tekrarlama riski diigiiniilerek annenin ileriki gebeliklerinde prenatal tani
yapilmasi ve hastanin kiz kardeslerinin delesyon tasiyiciliginin test edilmesi
gereklidir33.54.55.

2.4.5. Delesyonlarin Olus Mekanizmalari

DMD geninin ¢ok biiyilk olmast mutasyonlar igin 6nemli bir hedef
olusturur. Genin mutasyona ugrama olasili1 gok yiiksek olmakla birlikte, bu
mutasyonlarm gogunlugunu delesyonlarin olusturmast ilgingtir. Diger X'e bagli
kalitim gosteren hastaliklarda, hastalarin %10'unda gériilen delesyon DMD
hastalarinda %70'e kadar ¢ikmaktadir. Bu bulgu, Xp21 bélgesi igerisinde
delesyonu baglatan sekanslarin varhgini diigiindiirmektedir. DMD geninde
delesyonlarin yaklagik %70'sinin genin merkezinde toplanmasi, bu diigiinceyi
desteklemektedir. Genin merkezindeki delesyonlarin 3' sonlanma noktalarinin
heterojen olmasi, delesyonlardan sorumlu oldugu diigiiniilen DNA sekanslarinin
delesyonlarin 5' kirilma noktalarimin lokalize oldugu ortak genis bir intron
igerisinde bulunduklarini diigiindiiriir. Bundan dolay1, gende bu kadar yiiksek
oranda goriillen delesyonun temeli, yalnizca mayoz sirasinda kromatidler
arasinda esit miktarda olmayan parga degisimi ile agiklanamazS6.
Duplikasyonlarin olug mekanizmasinin da aymi sekilde agiklanmasi, buna
karsilik DMD vakalarinin sadece %5'inde duplikasyon goriilmesi2’7 bu sonucu
desteklemektedir.

DMD genindeki gen igi rekombinasyon oraninin beklenilenden daha
yitksek (%l2) olmasi37, gen igindeki mayotik rekombinasyonlarn belirli
bolgelerde yogunlagmis oldugunu diisiindiirmiigtiir. Saghkli bireylerle yapilan
caligmalar, rekombinasyonlarin gen iizerindeki dagilimi ile DMD/BMD
hastalarinda goriilen delesyon kirilma noktalarimin aym bolgelerde lokalize
oldugunu gostermigtir$>. Rekombinasyon yéniinden sicak bélgelerin 44. ve 50.
intronlar arasinda yer almasi ve delesyonlarin kirilma noktalarinin da ayni
intronlarda lokalize olmasi, rekombinasyon yéniinden sicak bélgeler ile
delesyon yéniinden sicak bolgeler arasinda kesinlikle bir korelasyon oldugunu
gostermektedirts.58,

Yapilan galigmalarda delesyon tagtyan bazi DMD hastalarinda 44.ekzonun

yakininda bir transpozon elementinin bulunmasi, DMD genindeki delesyonlarin
olusumunda transpozonlarin da etken olabilecegini diisiindiirmektedir43.59.
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2.5. DMD GENINDE LiNKAJ ANALIZi CALISMALARI

Hastalarin %30-35'inde gendeki mutasyon tipi ve mutasyonun yeri
bilinmemektedir. Genetik hatanin delesyon olmadigi bu hasta ailelerinde, ailede
hastalik ile birlikte kalitilan genetik markerlarin analizine dayanan dolayli bir
yaklagim kullanilir. Farkhh uzunlukta restriksiyon fragmentlerinin olugumuna
neden olan DNA polimorfizmleri (RFLP), DMD mutasyonunu tagiyan ve
tagimayan X kromozomunun saptanmasinda ¢ok onemli olmugtur. RFLP
analizinin temeli, annenin iki X kromozomunun birbirinden ayirdedilebilmesine
dayamir4,60.61,

DMD geninin ¢ok biiyiik ve gen i¢i rekombinasyon olasiliginin yiiksek
olmas1 (%12) nedeni ile kullamlan polimorfik markerlarin mutant gen
bélgesinin gok yakiminda bulunmalari ve aile bireylerinin bu markerlar igin
heterozigot olmalani gerekmektedir. Son yillarda okaryotik genomda bulunan
mikrosatellitler de linkaj analizlerinde marker olarak kullanilmaya baglanmugtir.
Mikrosatellitler alel uzunluklarindaki ¢esitlilik ve yitksek polimorfizm
gostermelerinden dolay: linkaj analizleri igin gok uygun markerlardir. Ailelerin
cogu mikrosatellit lokusunda heterozigottur ve alellerin segregasyonu aile
agacinda izlenebilir. DMD geninin 5' ve 3' ucunda bulunan (CA)n tekrarlan ile
delesyon yoniinden birinci sicak bélgede yerlesen STR'ler, linkaj analizleri igin
kullamlan mikrosatellit markerlarindan en informatif olanlaridir44.45,46,

DMD geninde delesyon goriilmeyen hasta ailelerinde prenatal tani
yapilmadan dnce ailelerin hangi polimorfik marker igin heterozigot olduklarinin
saptanmast ve annenin tagiyici riskinin degerlendirilmesi gerekir. Prenatal
tanida gen i¢i markerlara ilaveten annenin, genin 5' ve 3' ucundaki markerlar
icin de heterozigot olmast daha dogru genetik danigmanlik verilmesini
saglard.61,

Southern hibridizasyon teknikleri ile linkaj analizleri yapilmasina
ragmen bugiin PCR'a dayali tekniklerle gosterilen polimorfik marker sayisinin
artigt Southern hibridizasyon tekniginin bu amagla kullanilirhgimi daha da
azaltmistir (Tablo 2.1).
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Gosterilen Markerlar.

Tablo 2.1. DMD Geninde Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile

PROB ENZIM LOKALIZASYON
SDYSI o . Beyin Promotorit
5'DYS 11 - Beyin Promotorii
5'DYS I - _ Beyin Promotorii
341Q Mae 111 Kas Promotérii
NM 72/73 . ~__Intron 1
OA 34735 - ____Intron 1
pERT 87-1 BstN | Intron 12
pERT 87-8 Taq 1 Intron 13
pERT 87-15 Taq | __Intron 17
pERT 87-15 Xmnl Intron 17
pERT 87-15 BamH I Intron 17
Cala Pst ] Ekzon 26+27
Cf23a Taq I Ekzon 39+40
STR44 - Intron 44
EKZON 45 (SSCP) - Ekzon 45
STR45 - _Intron 45
EKZON 48 Mse | Ekzon 48
STR49 - Intron 49
STRS0 - Intron S0
DMDI - Intron 56
J66 Pst I Intron 60
MPIP - Proteine ¢evrilmeyen bolge
3' CA TEKRARI - Proteine gevrilmeyen bolge
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2.6. DISTROFIN

DMD geninin tamammi gosteren cDNA fragmentleri klonlandiginda,
genin iiriinii olan 3685 aminoasitten olusan 427000 dalton agirliginda distrofin
proteini tanimlanmigtir!3. Protein, aktin baglayici proteinlerin aktin baglayan
bolgeleri ile yiiksek homoloji gosteren amino ucu, 109 aminoasitten olugmus
bir motifin 24 kez tekrarlandig1 iiglii heliks yapisi, alfa aktin proteininin
kalsiyum baglayici bolgesine homolog olan sisteinden zengin bolge ve hig bir
protein sekansi ile homoloji gostermeyen karboksil ucu olmak iizere 4 kisim
igeriré2,

Distrofin, iskelet kasi proteinlerinin mindr bir komponenti olmasina
ragmen, sarkolemmal proteinlerin %2'sini ve sarkolemmal hiicre iskeleti
proteinlerinin %5'ini olusturmasi, distrofinin subsarkolemmal hiicre iskeletinin
major yapisal proteini oldugunu gosterirs2.63, iskelet ve kalp sarkolemmasmnin
sitoplazmik yiizeyinde lokalize olan distrofin, sarkolemmal glikoproteinlerin
olusturdugu oligomerik kompleks ile iligki kurar (Sekil 2.5)7.64,
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Sekil 2.5. Distrofin-Glikoprotein Kompleksinin Sematik Modeli.

A. Aktin baglayan amino ucu

B. Uglii heliks seklinde tekrar bolgesi
C. Sisteinden zengin bolge

D. Karboksil ucu.
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Distrofin-glikoprotein kompleksi, subsarkolemmal hiicre iskeletinin
hiicre dist matriksle baglantisim saglar. Aynica, kasn kontraksiyonu ve
gerilmesi sirasinda sarkolemmaya yapisal destek saglama, sinyal iletimi ve
hiicre igi kalsiyum konsantrasyonunun regiilasyonu gibi biyolojik fonksiyonlart
vardir®5,.66, DMD hastalarinda distrofinle birlikte glikoproteinlerin, DMD'ye
benzeyen fenotip gdsteren otozomal resesif distrofi (SCARMD-Severe
Childhood Autosomal Recessive Muscular Dystrophy) hastalarinda yalnizca
glikoproteinlerin bulunmamasi, hiicre digt matriks ile subsarkolemmal hiicre
iskeleti arasindaki baglantinin bozulmasina ve bunun sonucunda kas hiicresinin
nekrozuna neden olur66.67.68,

Western blot analizleri sonucunda kas biyopsilerinde, BMD hastalan
degisik boyutlarda veya miktarlarda, Intermediyer hastalar ¢ok diisiik
miktarlarda distrofin tagirlarken, DMD hastalarinda genellikle distrofin
bulunmadigr gosterilmistir!4, DMD/BMD hastalarinin  %65'inde gésterilen
delesyonlarin ¢ogunlugunun proteinin iiglii heliks seklindeki tekrar bolgesinin 3'
ucuna yakin kisminda, geri kalaninin ise amino ucunda toplanmasina ragmen,
delesyonun boyutu ve lokalizasyonu ile hastaligin klinik tanis1 arasinda bir
korelasyon yoktur69,

Degisik miktarlarda ve farkli molekiiler agirliklarda distrofin
sentezlenmesine bagli olarak klinik varyasyonlar gosteren BMD hastalarinda
yapilan g¢aligmalarda, distrofinin aktine baglandigt amino ucundaki
delesyonlarin proteinin stabilitesini azaltign  ve ¢ok diigiik agirlikta bir
proteinin sentezlenmesiyle agir BMD fenotipine neden oldugu gosterilmistir.
Uglii heliks seklindeki tekrar bolgesindeki genis delesyonlarin BMD'ye neden
olmasi, bu bdlgenin sadece proteiriin boyutunu sagladin  ve proteinin
fonksiyonunda minimal etkisi oldugunu disiindiirmiigtiir. Kismen dogru
olmasina ragmen, bu bolgenin de distrofinin bazi proteinlere baglanmasinda
onemli oldugu diisiiniilmektedir?0. Sisteinden zengin bélgedeki ve karboksil
ucunun 5' kismindaki kiigiik "out of frame" delesyonlarin yalmzca bu bolgenin
kaybma ragmen DMD fenotipine neden olmasi ve hastalarda distrofinin
sentezlenememesi ayrica BMD hastalarinin  yaklagik tamaminda proteinin
karboksil ucunun her zaman bulunmasi, DMD hastalarinda ise delesyona
ugramast bu boélgelerin proteinin  fonksiyonu igin 6nemli oldugunu
gostermektedir27!, Distrofinin karboksil ucunun 3' kismindaki delesyonlarn
ise ilerleyici olmayan hafif BMD fenotipine neden olmasi bu bolgenin proteinin
fonksiyonunda 6nemli olmadigim ispatlamaktadir’2.
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2.7. "READING FRAME" TEORISi

DMD gen lokusunda goriilen g¢esitli genomik ekzon delesyonlarinin
sonucunda, hastalarin farkli klinik fenotipler (DMD ve BMD) géstermelerinin
nedeni, Monaco'nun%%.73 "Reading Frame" teorisi ile agikliga kavugmugtur.
DNA sekanslarinda meydana gelen delesyonlar, mRNA'nin translasyonal
okuma gergevesini bozuyorsa DMD fenotipi gérillmekte ve bu hastalarin kas
hiicrelerinde gen iiriinii olan distrofin yapilmamaktadir. BMD hastalarinda ise,
delesyonlar proteinin okuma gergevesini bozmadig igin kas hiicrelerinde yar
fonksiyonel olan diisiik molekiiler agirlikta distrofin sentezi goriilmektedir.
Kirilma noktalar1 kodonlarin iginde olan delesyoniar (out of frame) mRNA'nin
translasyonal okuma gergevesini bozarlar. Kirilma noktalar1 kodonlar arasinda
olan delesyonlar (in-frame) ise mRNA'nin translasyonal okuma gergevesini
bozmazlar. DMD geninde goriilen delesyonlarin 5' ve 3' kirilma noktalarinin
gen iizerindeki lokalizasyonlarina baglh olarak distrofin  mRNA'simin
translasyonal okuma gergevesinin nasil etkilendigi Koenig? ve Gillard74
tarafindan tarif edilmistir (Tablo 2.2). Ayrica DMD geninde goriilen nokta
mutasyonlari, tek ekzon  delesyonlarina veya  "intron-ekzon splicing"
mekanizmasinda hatalara neden olur. Bundan dolayi, intronlarin g¢ikariimasi
sirasinda intron kesim bolgelerinde gorillen mutasyonlar da translasyonun
okuma g¢ergevesini degistirerek daha agir bir DMD fenotipine neden
olurlar69.73,
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2.8. GEN TEDAVISI CALISMALARI

DMD'li ailelere genetik damgmanlik verilebilmesi ve prenatal tani
yapilmas1 gok énemli olmasina ragmen, hastaligin tedavisi yoniinde galigmalar
da hizla devam etmektedir.

2.8.1. Miyoblast Transferi

Iskelet kasinin stem hiicreleri olan miyoblastlar genlerin kas liflerine
iletilmeleri igin ideal hiicre vektorleridir. Distrofin geninde mutasyon goriilen
mdx (X-linked murine muscular dystrophy mutation - Sigangillerde goriilen kas
distrofisi mutasyonu) fareler kullanilarak yapilan hayvan deneyleri, normal
miyoblastlarin mdx farelerin kaslarina enjeksiyonunun ardindan az miktarda
distrofin sentezi oldugunu gostermigtir?5.76, Ancak, kisiye transplante edilen
kas hiicrelerinin immiinolojik olarak red edilmesi olasili1 oldugundan, DMD'li
hastalarin tedavisinde etkili bir metod olacagini sylemek hatali olur.

2.8.2. Gen Tedavisi

Memeli hiicrelerine saglam genin iletilmesi olan gen tedavisi
¢alismalarinda genin tamamni yapisinda tagiyan vektorler tercih edilmektedir.
Bu amagla yapilan son galigmalarda, yapay maya kromozom (YAC-Yeast
Atrtificial Chromosome) klonlar1 memeli hiicrelerinin transfeksiyonunda
bagartyla kullanilmigtir77.78,

DMD geninin gok biyitk olmast gen tedavisi galigmalarini
zorlagtirmaktadir. YAC'lar en fazla 1 Mb biiyiiklagiinde bir geni yapilarina
alabildikleri igin, genin bilyikligi tek YAC klonu olusturulmasini
engellemigtir. Bu nedenle, 6nce DMD geninin tamamm tagtyan 36 YAC
fragmenti, daha sonra tek bir rekombinant YAC klonu olusturulmugtur. DMD
geninin ekzonlarim, intronlarini ve regiilatér sekanslarinin tiimiinii igeren bir
YAC klonu, genin ekspresyonu ve gen tedavisi ¢a]1smalar1 i¢in ¢ok 6nemli
olacaktir79.80,
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. MATERYAL

Calismada kullanmlan tamponlar ve kimyasal maddeler:

3.1.1. DNA Izolasyonu
Liziz Tampon
155 mM NH4Cl
10 mM KHCO:s
0.1 mM EDTA (Etilen diamin tetra asetik asit)

Otoklavda steril edildikten sonra +4°C'de saklanr.

STE (Sodyum Tris EDTA)Tampon
0.1 mM NaCl
1 mM EDTA
50 mM Tris HCI
pH 7.5

Otoklavda steril edildikten sonra +4°C'de saklanir.

TE (Tris EDTA)Tampon
10 mM Tris HCI pH 7.4
1 mMEDTA pHS
Otoklavda steril edildikten sonra +4°C'de saklanir.

Proteinaz K (10mg/ml) "Sigma"
10 mM Tris HCl (pH 7.5) de ¢ozilir ve kigiik
hacimler halinde -20°C'de saklanur.

%10 SDS (Sodyum Dodesil Siilfat)
Hazirlandiktan sonra 65°C'lik su banyosunda eritilir, filtre edildikten
sonra oda 1sisinda saklanir.



Fenol "Merck"

250 gr fenol 70°C'de eritildikten sonra iizerine 150 ml 20mM Tris
HCI (pH 8.1) ilave edilir ve olugan 2 fazdan iist faz atilip aym iglem tekrarlanir.
250 mg 8-Hydroxychinolin eklenir ve solusyon bir gece +4°C'de birakilir.
Ertesi giin iist faz atilir ve alt faz olan fenol fazi -20°C'de saklanir.

Fenol-Kloroform-izoamil alkel (25:24:1 v/v/v) +4°C'de saklanir.
Kloroform-izoamil alkol (24:1 v/v)

3 M Sodyum asetat pH 5.2
Otoklavda steril edildikten sonra +4°C de saklanir.

3.1.2. Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu
1 x Taq polimeraz tamponu

6.7 mM Tris HCI pH 8.8

16.6 mM (NH4)2SO4

6.7 mM MgCl:

170 pg/ml BSA (Bovine Serum Albumin)

10 mM B merkaptoetanol

Tris HCI, (NH4)2SO4., MgClz ve BSA 10 kez konsantre olarak hazirlanip
-20°C'de saklanir.  merkaptoetanol ugucu oldugu igin galigma sirasinda ilave
edilmelidir.

Taq polimeraz enzimi "Promega" -20°C' de saklanir.

dNTP "Promega" (Deoksiniikleotidler-100mM stok)
dATP

dGTP

dCTP

dTTP

-20°C de saklanir.

Primer giftleri (Ek 1).
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3.1.3. Jel Elektroforezi

50 x TAE (Tris Asetat EDTA) tamponu

0.2 M Tris

0.5M EDTA pH 8

pH 7.8 (pH ayarlamas: asetik asit ile yapilir). Filtre edilir ve +4°C de
saklanir ve 1 x TAE olarak kullanilir.

Agaroz "Sigma" +4°C de saklanir.

NuSieve Agaroz "FMC" Oda 1sisinda saklanir.

Yiikleme soliisyonu
55 ml gliserol

45ml 1 x TAE

0.1 gr orange G
+4°C de saklanir.

Etidyum Bromiir
10 mg/ml Koyu renk bir sisede ve +4°C de saklanir.

MW "Promega" (Molekiiler agirlik markert)
®X174 Hae III DNA yiikleme solusyonu ile sulandiurilip (1:4 v/v) kiigiik
hacimlere béliinerek -20°C de saklanir.

3.2. METOD

3.2.1. DNA izolasyonu
Kan &rnekleri, Hacettepe Universitesi Pediatrik Noroloji Béliimiiniin
DMD, BMD ve Intermediyer Kas Distrofisi tams1 almg hastalanna aittir.

EDTA'h tiiplere alinan 10 ml kan, 50 ml'lik plastik tiiplere aktarildiktan
sonra {izerine 30 ml soguk liziz tampon eklenerek 2-3' karigtirtlip, kirmizi kan
hiicreleri patlatildi. 1500 rpm'de 10' santrifiij edilerek g¢oktiiriilen beyaz kan
hiicreleri bir kez daha 15 ml liziz tamponla yikandi ve 1500 rpm'de 10' santrifiij
edilerek kirmizi kan hiicreleri tamamen uzaklastirildi. Beyaz kan hiicrelerinin
iizerine 15 ml STE, 150 pl proteinaz K (10 mg/ml) ve 375 pl SDS (%10)
eklendi ve karnigtirildi. 37°C de bir gece inkiibasyona birakildi. Ertesi giin,
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tiiplere 15 ml fenol kloroform izoamil alkol (25:24:1) kanigimindan eklenip 5-
10' kangtinldiktan sonra, tiipler 5000 rpm'de santrifiij edildi. Ust faz (DNA'nmn
bulundugu faz) ayn bir tiipe alinarak bu islem bir kez daha tekrarlandi. Daha
sonra 15 ml kloroform-izoamilalkol (24:1) karigimindan ilave edilerek aym
devirde ve siirede santrifiij yapildi. Ust faz baska bir tiipe alindiktan sonra,
iizerine 1-1.5 ml 3M sodyum asetat ve 30 ml %99'luk soguk etanol ilave
edilerek DNA ¢oktiiriildii. Coken DNA pipet ucu ile toplanarak %70'lik alkolde
yikandi ve etanol uguruldu. Daha sonra DNA iginde 500 pl TE bulunan
ependorf tiipe alindi. 37°C de bir gece birakilarak DNA'nin tekrar solusyon
haline gegmesi saglandi. Bir giinliik bekleme sonrasinda DNA'nin erimemesi
durumunda S00 pl daha TE ilave edilerek DNA oda i1sisinda 1-2 giin
bekletildi®l.

3.2.2. izole Edilen DNA'min Miktarmin ve Saflifinin Saptanmasi

izole edilen DNA'lardan 1/50 diliisyonlar hazirlandi ve 260 nm dalga
boyundaki absorbans degerleri okundu. 1 OD'nin 50 pg/ml DNA miktarina
esitliginden gidilerek 260 nm dalga boyunda absorbans degerleri okunan
orneklerdeki DNA miktarlar saptandi.

0D260/0D280 orani, DNA'nin saflik derecesini gosterir. Bu oranmn 1.8
olmast DNA'min tamamen saf oldugunu, 1.8'den diisiik olmasi protein
kontaminasyonunu, 1.8'den yiiksek olmasi ise RNA kontaminasyonunu
belirtir31,

3.2.3. Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Klinik olarak DMD tanist almig 56, BMD tanist almig 7 ve Intermediyer
Kas Distrofisi tamist almig 1 hasta erkek gocuga ait DNA'lar multipleks
polimeraz zincir reaksiyonu ile amplifiye edildi. Delesyon analizi, delesyon
yoniinden sicak bolge olan genin 5' ucuna ve merkezine ait 14 ekzonun
primerlerini igeren iki ayr1 multipleks PCR seti ile yapildi. 14 ekzona ait
primerleri igeren 9 Ekzon ve 5 Ekzon Multipleks PCR setleri, 9 ekzonu ve 5
ekzonu igeren iki ayr tiip igerisindedir. 9 Ekzon Multipleks PCR Seti 4, 8, 12,
17, 19, 44, 45, 48 ve 51. ekzonlar, 5 Ekzon Multipleks PCR Seti Promoter
boélge (Pm), 13, 43, 50 ve 52. ekzonlan igerir.

Ayrica laboratuvarimizda, delesyon y6niinden sicak bolgede bulunan 19

farkli ekzona (Pm, 3, 4, 6, 8, 13, 19, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52
ve 53. ekzonlar) ait 38 primer de delesyon analizi igin kullanildi (Ek 1).
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Elimizdeki primerlerle degisik kombinasyonlar yapilarak, ilgilendigimiz
ekzonlardaki delesyonlar analiz edildi®3.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Primer 1 F (Forward 5'---)
1 R (Reverse 3'--)

Primer 2 F
2R

dATP (100 mM)
dGTP (100 mM)
dCTP (100 mM)

dTTP (100 mM)

Taq Polimeraz Tamponu (10 x)

Taq Polimeraz (5 i)

DNA
H20

PCR kosullari

94°C
94°C
52°C
65°C
65°C
94°C
94°C
54°C
65°C

65°C

7'

30"
30"
4

3 0"
3 On
4v

1 kez

25 kez

i kez

1 kez

25 kez

1 kez

50 pm
50 pm
50 pm
50 pm

0.5 mM
0.5 mM
0.5 mM
0.5 mM
1 x

3 {inite
250 ng

50.00 pl

9 Ekzonun Multipleks PCR ileAmplifikasyonu

5 Ekzonun Multipleks PCR ile Amplifikasyonu



94°C 5' 1 kez

94°C 48"
60°C 48" 25kez Set Digindaki Ekzonlarin Amplifikasyonu
72°C 3'

72°C §' 1 kez
Omekler, jelde analiz edilene kadar +4°C de saklandi32.33.82,

Caligmalarimizda delesyon goriilmeyen saghkli bir bireyin DNA'st
kontrol grubu olarak kullanildi. Ayrica herhangi bir DNA kontaminasyonu olup
olmadigim anlamak igin igerisinde DNA'nin bulunmadigi bir PCR reaksiyonu
hazirlanarak kontaminasyonlar test edildi. Caligmalarda higbir DNA
kontaminasyonuna rastlanmadi.

3.2.4.Jel Elektroforezi

9 Ekzon multipleks PCR reaksiyon iiriiniiniin 10 pl'si %3 NuSieve + %]
Agaroz igeren jelde 1 x TAE tamponu igerisinde 120 volt'da 1,5 saat, S Ekzon
multipleks PCR reaksiyon iiriiniiniin 10 pl'si ise %1.5'liik agaroz jelde 1 x TAE
tamponu igerisinde 120 volt'da, 1 saat yiiriitildii. Jel igerisine, 0.5 pg/ml
Etidyum Bromiir ilave edildi. Jel ultraviyole 15181 altinda incelendi ve
delesyona ugrayan ekzonlar tanimlandu. |

Diger PCR reaksiyon iriinleri ise %]1.5'luk Agaroz jelde veya %3
NuSieve + %1 Agaroz jelde analiz edildi.

Yiizdeler hesaplanirken + standard hatalariyla birlikte verildi. 10 bireyin
altindaki omeklerde ve populasyona maledilmeyecek sonuglar igin standard
hata verilmedi.

Standard Hata, SH(p)=VP(~P"  formiiliine gore hesaplandi®4.
SH: Standard Hata

p : Omek Sayisy/Toplam Ornek Sayist
n : Toplam Omek Saysi
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4. BULGULAR

Klinik ve laboratuvar bulgulann sonucu Duchenne, Becker veya
Intermediyer kas distrofisi tanisi almug, birbirleriyle akrabaligi olmayan farkli
ailelere ait 64 hasta erkek gocuk galigmaya alinmistir. Hasta gocuklarin 56's1
DMD, 7'si BMD ve 1'i intermediyer kas distrofisi hastasidur. .

Tiim hastalar i¢in 10 ml kandan elde edilen DNA miktar1 500 ng/pl
civarindadir. Calismamizda, Polimeraz zincir reaksiyonu i¢in 250 ng DNA
kullanilmas1 amplifikasyon iiriiniiniin jelde degerlendirilmesi i¢in yeterh
olmugtur.

DNA'nin saflik derecesinin belirlenmesi igin kullanilan OD260/0D280
oramn hasta DNA'lannnda 1.3 - 1,8 arasinda bulunmustur. Bazi DNA
orneklerinde saptanan protein kontaminasyonu DNA amplifikasyonunu
etkilememistir,

Hastalarda distrofin genindeki delesyonlarin sikligim ve gen tizerindeki
dagihmlarim gstermek amaciyla yapilan bu ¢alijmada multipleks PCR teknigi
kullanilmigtir. Genin delesyon y6niinden sicak bolgelerinde bulunan 9 ekzona
ait 18 primeri igeren "9 Ekzon Multipleks PCR Seti" ve S ekzona ait 10 primeri
igeren "5 Ekzon Multipleks PCR Seti" kullanilarak 14 ekzon birlikte amplifiye
edilmigtir.

Hastalarda, "9 Ekzon Multipleks PCR Seti" kullamildiginda 4, 8, 12, 17,
19, 44, 45, 48, 51. ekzonlardaki delesyonlar, "5 Ekzon Multipleks PCR Seti"
kullanildiginda promotér + 1. ekzon, 13, 43, 50, 52. ekzonlardaki delesyonlar
saptanmugtir. (Sekil 4.1, Sekil 4.2). Her iki multipleks PCR setinde de genin
delesyon yéniinden sicak bolgeleri olan 5' ucuna yakin kism1 ve merkezindeki
ekzonlar taranmaktadir.

28



Ekzon 45 (547 bg)
Ekzon 48 (506 bg)
Ekzon 19 (459 bg)
Ekzon 17 (416 bg)
Ekzon 51 (388 bg)
Ekzon 8 (360 bg)
Ekzon 12 (331 bg)

Ekzon 44 (268 bg)
Ekzon 4 (196 b¢)

©X174 Hae III DNA
1353 bg
1078 bg
872 bg

K 1T 4 11 13 14 MW  603bs
" =

: 25|

310 bg
281,271 b
234 bg
194 bg

118 bg
T2bg

Sekil 4.1. 9 Ekzonun Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile

Ekzon 50 (711 bg)
Pm (535 bg)
Ekzon 43 (357 bg)
" Ekzon 13 (238 bg)

Ekzon 52 (113 bg)

Sekil 4.2.

Amplifikasyonu.

1 numarali hastada 45 ve 48. ekzonlarda, 4 ve 13 numaral
hastalarda 51.ekzonda, 11 numarali hastada 48 ve 51. ekzonlarda, 14
numarali hastada 48. ekzonda delesyon goritlmektedir.

MW ®X 174 Hae 111 DNA

K (Kontrol) Saglikh Birey DNA'st

%3 NuSieve + %1 Agaroz Jel (0.5 pg/ml Etidyum bromiir), 120 V, 1.5 saat.

5 Ekzonun Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu

ile Amplifikasyonu.

1 ve 6 numarali hastalarda 50. ekzonda, 3 pumarahi hastada 13 ve
43. ekzonlarda, 4 numarali hastada 52. ekzonda, 5 ve 7 numarali
hastalarda 50 ve 52. ekzonlarda delesyon goriilmektedir.

MW ' @®X 174 Hae II1 DNA

K (Kontrol) Saglikli Birey DNA'st

%1,5 Agaroz Jel (0.5 pg/m! Etidyum bromiir), 120 V, 1 saat.
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iki multipleks amplifikasyon seti birlikte kullanilarak, 64 hastanin
35'inde (0.55 +0.06) distrofin geninde delesyon gosterilmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1.

14 Ekzonun Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu

ile Amplifikasyonu Sonucunda Distrofin Geninde
Delesyon Goriilen Ekzonlann Hastalara gore Dagilim.

9 Ekzon Multipleks PCR Seti s
5 Ekzon Multipleks PCR Seti. -

Hasta [Klinik Ekzonlar
Numaralant [Fenotip [Pm] 4] 8| 12| 13] 17| 19] 43 44| 45| 48] 50| 51| 52

1 |omp PR

2 DMD lﬂmmw

3 lomp T e e T

4 |[omp i
5 |omMD

6 |omDp

7 |omp

8 |omD

s |omp i el

10 |oMD =

11 |pmD R
12 |DMD j—

13 |pMD i
14 |BMD g

15 |BmD TR

16 |pMD ]

17  {oMD [
18 DMD e sy

19 |pmD A

20 |pMmD

21 |omp e
22 |INT e R

23 |omD

24 |omD

25 |pmp

26 |pmD

27 |pMD i i e i

28 |omp e O YT Y

29 |BMD e

30 |omD e

31 |omp L

32 jombp e Rk

33  |pmD 5
34 |oMmD. S

35 |omp e
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9 Ekzon Multipleks PCR  Seti tek basma kullanildiginda 64 hastanin
31'inde (%48), 5 Ekzon Multipleks PCR Seti tek bagma kullamildiginda 64
hastanin 21'inde (%33) delesyon saptanirken, 2 setin birlikte kullanimi ile
hastalarda delesyon gérme olasiligi %55'e yiikselmistir. Hastalarin hig birinde
~ promotdr bolge delesyonu goriilmemistir.

Laboratuvarimizda daha once c¢cDNA problan ile delesyon taramasi
¢aligmasinda incelemeye alinan 15 hastanin 7'sinde distrofin geni iginde 44-1 +
47-4 ve 9-7 problarmin tamidig1r bolgelerde delesyonlar tesbit edilmigtir. 7
hastanin 6'sinda 44-1 (7+8) probu ile yapilan hibridizasyon galismasinda 10kb
bityiikliigiindeki Hind I fragmentinde delesyon gosterilmistir. Bu fragmentin
goriilmemesi, 47. ekzonun delesyona ugradigim gostermistir®5. Bu g¢alisma
g6zoniine alinarak delesyon gorillmeyen 29 hastanin DNA'st 47. ekzona ait
primerler kullanilarak amplifiye edilmis ve 2 hastada (36 ve 37 numarah
hastalar) 47. ekzonda delesyon gésterilmistir. 47. ekzonda delesyon goriilen ve
goriilmeyen hastalara 6rnekler sekil 4.3'de goriilmektedir.

MWK1930 36 37

Ekzon 47 (181 bg)

Sekil 4.3. 47. Ekzonun Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile
Amplifikasyonu.
MW X 174 Hae 111 DNA
K (Kontrol )  Saglikli Birey DNA'st

%1.5 Agaroz Jel (0.5pg/ml Etidyum bromiir), 120 V. I saat.

47. ekzonda delesyon goriilen 2 DMD hastasiin ilavesi ile delesyon
yiizdesi %55'den %58'e (0.58 £0.06) ¢ikimstir. Buna gore, 56 DMD hastasinin
33'iinde (0.59 £0.07) , 7 BMD hastasinin 3'inde (%43) ve 1 intermediyer

hastada delesyon gosterilmistir.
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Distrofin genindeki delesyonlarin dagilimmna bakilacak olursa 37
hastanin 25'inde (0.68 +0.08) delesyonlar genin merkezinde, 12'sinde (0.32
+0.08) genin 5' ucuna yakin bolgede toplanmigtir. 3 no'lu hastada gendeki
delesyon Golgesi 12. ekzondan 45. ekzona kadar uzanmaktadir. Bu hasta,
delesyon bolgesi genin 5' ucuna yakin bolgede basladigi igin genin 5' ucunda
delesyon goriilen hastalar grubuna alinmistir. Delesyonlar en fazla 47-51.
ekzonlar arasinda toplanmistir (Sekil 4.4.a, 4.4.b).

12 S e

-
S

o]

HASTA SAYISI
> o

4 8 12 13 17 19 43 44 A5 A7 48 50 51 §2
EKZON NUMARALARI

Sekil 4.4.a. Delesyon Goriilen 14 Ekzonun Hastalara Gore
Dagihminin Histogram ile Gosterilmesi.
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%10.21 {Ekzon 47} %9.18 {Ekzon 45)
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i

%5.10 (Ekzon 17)

%11.22 {Ekzon 48} ; %6.12 {Ekzon 18}

%3.06 (Ekzon 43)
%1.02 {Ekzon 44}

Sekil 4.4.b. Delesyon Goriillen 14 Ekzonun Hastalara Gére
% Dagiliminin Gosterilmesi.
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Materyal ve metod béliimiinde agiklandigr iizere, primerler multipleks
PCR seti halinde kullamildigt gibi arastiricinin arzu ettigi sekilde karigim
hazirlanarak da kullamlabilir. Bu sekilde belli ekzonlar igin on tarama
yapilabilmesinin yanisira, ilgilendigimiz ekzonlarin delesyon yoniinden
incelenmesi de miimkiin olmaktadir (Sekil 4.5, 4.6).

Fkzon 48 (506 bg)
Ekzon 19 (459 bg)
Ekzon 44 (426 bg)
Ekzon 51 (388 bg)
Ekzon 8 (360 bg)
Ekzon 45 (307 by)

Ekzon 4 (196 bg)
Ekzon 47 (181 bg)
Ekzon 42 (155 by)

Sekil 4.5. 9 Ekzonun Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile
Amplifikasyonu.
5 numaralt hastada 45, 47, 48 ve 51. ckzonlarda delesvon gériilmektedir.
MW MX 174 Hae 111 DNA
K (Kontrol) Saghkl Bircy DNA's:
%3 NuSiceve + %1 Agaroz (0.5 jg/ml Etidyum bromiir), 120 V. 1.5 saat.

Ekzon 3 (410 bg)
Ekzon 8 (360 b¢

Ekzon 45 (307 bg)
Ekzon 4 (196 bg)

Sekil 4.6. 4 Ekzonun Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu
ile Amplifikasyonu.
15 numaral hastada 3. ve 4. ckzonlarda, 16 numarali hastada 45. ckzonda
delesyon gonilmekiedir.
MW (hX 174 Hae IHl DNA
K (Kontrol)  Saglikli Bires DNA's

%1.5 Agaroz Jel (0.5 pg/ml Etidvum bromiir). 120 V. [ saat.



Hastada distrofin geninde goriilen delesyonun proksimal kirtlma (5') ve
distal sonlanma (3') noktalarinin lokalizasyonunun bilinmesi, klinik fenotip-
genotip iligkisinin kurulmasinda ¢ok 6nem tagimaktadir. Multipleks PCR
metodu ile delesyonun basladig1 ekzondan bir 6nceki ekzonda ve delesyonun
en son goriildiigii ekzondan bir sonraki ekzonda delesyonun goriillmemesine
bagli olarak delesyonun boyutu gosterilebilir.

1, 6, 13, 26, 33, 35 numarali hastalarda delesyonun baglama ve
sonlanma noktalarmin lokalizasyonu bilindigine gore bu hastalarda delesyonun
boyutu bellidir (Tablo 4.1).

Calhiymamizda delesyonlarin %068'inin genin merkezinde (Ekzon 43-52)
goriillmesi iizerine hastalarda DMD geninin bu bolgesindeki 42, 46, 49, 53.
ekzonlar delesyon boyutunu gostermek amaciyla amplifiye edilmigtir (Sekil 4.7,
4.8, 49.a, 49D).

10, 12 numarali hastalarda 42. ekzon, 2, 3, 16, 19, 30, 36, 37 numarali
hastalarda 46. ekzon, 14, 17, 19, 24, 25, 29, 30 numarali hastalarda 49. ekzon
ved, 5,7, 11, 17, 21, 23, 25 numarali hastalarda 53. ekzon delesyon yoniinden
degerlendirilmis ve bu ekzonlarda delesyonun goriiliip goriilmemesine gore
hastalarda delesyonun baslama ve sonlanma noktalarinin lokalizasyonu
hakkinda bilgi alinmigtir.

MW K 3 10 12

Ekzon 42 (155 bg)

Sekil 4.7. 42, Ekzonun Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile
Amplifikasyonu.
10 ve 12 numarali hastalarda 42. ekzonda dclesyon goriilmemigtir. 42.
ekzonda delesyon goritlen 3 numarali hasta kontrol grubu olarak
kullamlmigtir.Bircylerde MW markeriman 4. bandiyla yaklagik aym hizada
goriilen band, non spesifik bir amplifikasyon iiriiniidiir.
MW ®X 174 Hac 11 DNA
K(Kontrol) Saghkli Bircy DNA'st
%1.5 Agaroz Jel (0.5 pg/ml Etidyum bromiir),120 V., 1 saat.
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36
w K 2 3 16 19 30 37

Ekzon 46 (139 bg)

Sekil 4.8.  46. Ekzonun Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile
Amplifikasyonu
19. 30, 36, 37 numarali hastalarda 46. ckzonda delesyon goriiliirken,
2. 3 ve 16 numaralh hastalarda aymi ekzonda delesyon goriilmemistir.
Mw X 174 Hac 111 DNA
K(Kontrol)  Saghkli Bircy DNA'si
%1.5 Agaroz Jel (0.5 pg/mi Etidyum bromiir), 120 V, 1 saat.

49 ve 53.ekzonlar birlikte amplifiye edildi. 14, 17, 19, 24, 25, 29 ve 30
numarali hastalar 49. ekzon, 4, 5, 7, 11, 17, 21, 23 ve 25 numarali hastalar 53.
ekzon delesyonu yoniinden degerlendirildi (Sekil 4.9.a, 4.9.b).

19
Mw K 4 5 7 1114 17

Ekzon 49 (439 b¢)

Ekzon 53 (212 bg)

Sekil 4.9.a. 49 ve 53. Ekzonlarin Multipleks Polimeraz Zincir
Reaksiyonu ile Amplifikasyonu.
14 numarali hastada 49. ekzonda, 4 ve 7 numarali hastalarda 53. ckzonda

delesyon goriilmektedir. 17 ve 19 numarali hastalarda 49. ekzonda: 5, 11

ve 17 numarah hastalarda 53. ckzonda delesyon
goriilmemistir.
MW $X 174 Hae 111 DNA

K(Kontrol) Saglikh Bircy DNA's1
%3 NuSicve + %1 Agaroz Jet (0.5 pg/ml Etidyumbromiir), 120 V., 1 saat,
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MW K 21 23 24 25 29 30
1 A e

Ekzon 49 (439 bg)
Ekzon 53 (212 bg)

Sekil 4.9.b. 49 ve 53. Ekzonlarin Multipleks Polimeraz Zincir
Reaksiyonu ile Amplifikasyonu.
24, 25, 29 ve 30 numaral hastalarin hi¢ birinde 49. ekzonda delesyon
goriilmemektedir. 21 ve 25 numarali  hastalarda 53. ekzonda
delesyon goriiliirken, 24 numarah hastada aym ekzonda delesyon tespit
edilmemistir.
MW ®X 174 Hae 111 DNA
K(Kontrol) Saglikli Birey DNA's
%3 NuSieve + %1 Agaroz Jel (0.5 pg/ml Etidyum bromiir), 120 V, 1 saat.

42, 46, 49, 53. ekzon amplifikasyonlart sonucunda 15 hastada (2, 5, 10,
11, 12, 14, 16, 17, 19, 23, 24, 29, 30, 36, 37 numarali hastalar) delesyonlarin
baglama ve sonlanma noktalarinin, 1 hastada (25 numarah hasta) delesyonun
baglama noktasinin ve 1 hastada (3 numarali hasta) delesyonun sonlanma
noktasinin lokalizasyonu belirlenmigstir. 4, 7 ve 21 numarali hastalarda ise
delesyonun baglama noktasinin lokalizasyonu bilinmesine ragmen delesyonun
sonlanma noktasinin lokalizasyonu belirlenememistir.

DMD geninde delesyon gériilen 37 hastadaki delesyon bélgeleri Sekil
4.10'da sematik olarak gosterilmistir. 37 hastanin 36'sinda (0.97 £0.03),
delesyonlar distrofin proteininin iiglii heliks seklindeki tekrar bolgesinin
tamaminin sentezlenmemesine neden olmustur, Bir BMD hastasinda (15
numarali hasta) proteinin amino ucunda (aktin baglama bolgesi) delesyon
goriillmiigtiir. 3, 8, 18, 20, 27, 28, 32, 34 numarali hastalarda delesyon bolgesi
proteinin amino ucunun bir kismin1 da igermektedir.
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21 hastada delesyonlarin baglama ve sonlanma noktalarinin
lokalizasyonu galigmanin  sonucunda gosterilmistir. Delesyonun  boyutu
bilinmemesine ragmen delesyonun proksimal kirilma noktasinin lokalizasyonu
bilinen 4 hasta (4, 7, 21 ve 25 numarah hastalar) ve distal kirlma noktasinin
lokalizasyonu bilinen bir hastamin da (3 numarali hasta) ilave edilmesiyle
toplam 25 adet 5' kirthma noktasinin ve 22 adet 3' kirtlna noktasimin lokalize
oldugu intronlar belirlenmigtir (Sekil 4.11, 4.12).

(] pMD

3 e  a
} BMD

N
L
—

8 KIRILMA NOKTASI SAYIS|
e
By

0 ﬁ'ﬁmﬁrﬂ?ﬂwug (s . S &
12 . . . 4142434445464748495051525354 . . . 5860
INTRON NUMARALAR]

Sekil 4.11. DMD Genindeki Delesyonlarin 5' Kirilma Noktalarinin
Lolalize Oldugu intronlarin Dagilim.
DMD hastalarinda 5' kirilma noktalarimin %32'si (0.32 £0.09) 44,
intronda, %I16's1 45. intronda ve %16'st da 50. intronda yerlesmigtir. Daha
sonra strastyla 49, 47, 42, 51. intronlar 5' kirilma noktalarinin yerlestigi
intronlar olarak dagilim géstermcktedir. 2 BMD hastasinmn §' kirilma

noktalar1 44 ve 47. intronlarda yerlesmistir.
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Sekil 4.12. DMD Genindeki Delesyonlarin 3' Kinlima Noktalarinin
Lokalize Oldugu intronlarin Dagilin.
DMD hastalarnda 3" kinlma noktalanmn %37'si (0.37 £0.1) 50 ve 52,
intronlarda, %27'si 45 ve 51. intronlarda, %13.5'i 48. intronda, %18'i 43
ve 47. intronlarda  %4.5'U isc 49, intronda  yerlegmigtir,. 2 BMD

hastasimn 3' kinlma noktalan, 48 ve 49, intronlarda goriilncktedir.

Sonug olarak ¢aligmamizda genin merkezindeki delesyon bolgesinde yer
alan 2 intron (44 ve 50. intronlar) 47 adet delesyon kirtlma noktasinin  16'sinin
(0.34 +£0.07) yerlegim yeri olarak goriiflmektedir. Hastalarin gogunlugunda 42.
intron ile 53. intron arasindaki delesyonlar, 44. veya 50. intronda mutlaka bir
kinlma noktasma sahiptir. Delesyon kirnlima noktalarinin 3. yerlegim yeri ise
45. introndur (Sekil 4.13).
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1 2 . . . 4142434445464748495051525354 . . . 5960
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Sekil 4.13. DMD Genindeki Delesyonlarm Kirilma Noktalarinin
Lokalize Oldugu intronlarin Dagilun.
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Delesyonlarin baglama ve sonlanma noktalarinin lokalizasyonunun
bilindigi 21 hastada delesyon goriilen ekzon sayisi heterojen dagilmigtir

(Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. DMD Genindeki Delesyon Bélgelerinde Ekzon

Sayilarin Dagilimi.

21 hastamin %42.8'inde (0.43 £0.1) tek ckzon delesyonlan gdriilmektedir.

Tek ekzon delesyonlarinin %33'iini (0.33 £0.16) 51. ekzondaki delesyonlar

olusturmakiadir.

21 hastamn

15'inde  ii¢ c¢kzona kadar goriilen

delesyonlar tiim dclesvonlarm %71'ini (0.71 +0.1) kapsamaktadir. 21

hastanin %l14'tinde ise 45-50. ckzonlarda delesyon goriilmiistiir,

Calismamizda, delesyonlarin %97'si proteinin iiglii heliks seklindeki
tekrar bolgesinin eksik sentezlenmesine neden olmustur. (Sekil 4.10). Proteinin
aymt bolgesinin eksik sentezlenmesine neden olan delesyon mutasyonlart DMD
hastalarinda agir bir klinik tablo gosterirken BMD hastalaninda hastaligin daha
hafif seyrine neden olur. Bu ise delesyonun, mRNA'nin translasyonal okuma
gergevesini degistirip degistirmemesine baglidir. Eger delesyon mRNA'nin
translasyonal okuma gergevesini degistiriyorsa DMD, translasyonal okuma
gergevesinin devamliligi korunuyorsa BMD fenotipi ortaya gikar (Tablo 2.2).
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DMD geninde, delesyonun baslama ve sonlanma noktalarinin
lokalizasyonunun bilindigi 21 hastamizda klinik fenotip ile genotip arasmndaki
iligki asagidaki tabloda gosterilmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2.

Delesyon Boyutu Bilinen 21 Hastada Klinik Fenotip-
Genotip lliskisi (Bkz. Tablo 2.2).

Kinik olarak DMD tamist alan 19 hastada goriilen declesyon mutasyonu,
mRNA'nin  translasvonal ~ okuma ¢ergevesini  degistirmigtir.  Klinik
olarak BMD tamst alan 2 hastada isc  mRNA'nin okuma

gergevesini - degistirmeven  delesyonlar  olusmustur,

Hasta | | Delesyon|
Nuﬁr';\;;éluévn F;noti; Boyutu Genotip
1 | oMD | 4550 [ Outof FRAME
2 | DMD | 45 | Outof FRAME
5 | DMD | 4552 | Outof FRAME
6 _DMD | 4550 | Outof FRAME
10 | DMD | 43 | Outof FRAME
11 | DMD | 4852 | Outof FRAME
12 | DMD | 43 | Outof FRAME
13 | bMD | 51 | Outof FRAME
14 | BMD | 4843 | INFRAME
1% | DMD | 45 | Outof FRAME
17 | DMD | 50-52 | Outof FRAME
19 | DMD | 46-48 | Outof FRAME
23 DMD | 52 | Outof FRAME
24 { DMD ; 50 | Out of FRAME
26 | omp 51 | Out of FRAME
29 | BMD | 4548 | INFRAME
30 | DMD | 46-48 | Outof FRAME
33 | DMmMD 51 | Out of FRAME
35 | DMD | 4550 | Outof FRAME
36 | DMD | 4647 | Outof FRAME
37 DMD | 46-47 | Out of FRAME

21 hastanin tamaminda delesyonun mRNA'min translasyonal okuma

gergevesi iizerine etkisi, klinik fenotiple uyumlu bulunmustur.
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5. TARTISMA

DMD, Mendel kahitimina gore gecis gosteren X'e bagh resesif bir
hastaliktir. Hastaligin toplumdaki insidansimin gok yiiksek olmasi ve heniiz
uygun bir tedavi yonteminin olmamasi, DMD geninin molekiiler tekniklerle
analizini gerektirmektedir.

DMD geninin ¢ok biiyiik bir gen olmasi ve buna bagli olarak mutasyona
ugrama ve gen i¢i rekombinasyon olasihigimn yiiksekligi, genle ilgili
mutasyonun tipini ve gen iizerindeki lokalizasyonunu saptamanin hastalifin
tamsinda izlenecek yolun belirlenmesinde ¢ok 6nemli olacagimi gostermektedir.

DMD geninin mutasyonlarini1 karakterize etmek miimkiindiir. Bunlarin
%65'ini  delesyonlar olusturmakta ve delesyonlar direk yontemlerle
gosterilebilmektedir. Ailede hastalifa neden olan genetik hatanin delesyon
oldugunun saptanmasi ailelere %100 dogrulukla genetik damgmanlik
verilebilmesini ve prenatal yapilabilmesini saglar. Bu nedenle, tani almig
DMD/BMD hastalarinda delesyon taramasi yapilarak toplumumuzda goriilen
delesyon oram saptanmig ve metod standardizasyonuna gidilmistir.

Delesyon analizi galtgmalari, Southern hibridizasyon veya polimeraz
zincir reaksiyonu teknigi kullanilarak yapilmaktadir. Laboratuvarimizda
prenatal tam igin ideal bir teknik olan PCR teknigi kullanilmistir. 64 hastada
genin delesyon yoniinden sicak bélgelerinde bulunan 14 ekzon iki ayn
multipleks PCR reaksiyonu halinde amplifiye edilmis ve hastalarin %55'inde
DMD geninde ekzon delesyonlari gosterilmigtir (Tablo 4.1).

Bolumiimiizde cDNA problar ile yapilan delesyon taramast sonucunda 7
hastanin 6'sinda 47. ekzonda delesyon goriilmiistiir8S. Bundan hareket ederek,
multipleks PCR seti ile delesyon gorilmeyen 29 hasta DNA'st 47. ekzon
delesyonu yoniinden incelenmis ve 2 DMD hastasinda 47. ekzonda delesyon
goriilmiigtiir (Sekil 4.3). 2 hastanin ilavesi ile delesyon orami %58'e ¢ikmustir.
47. ekzonda delesyon goriilmesi sonucunda delesyon oraninin artmasi delesyon
bilgisinin prenatal amaglt kullanimi igin gok 6nemli olmustur.

Kuzey Amerika ve Avrupa populasyonlarinda yapilan galigmalarda
DMD genindeki delesyon orant %50 ile %62 arasinda degismektedir27.86.87.88,
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Yaptigimiz ¢alisgmada %58 oraninda buldugumuz delesyon siklig literatiirde
bildirilen oranlarla kargilastinidiginda, bu oramin diger iilkelerin sonuglarina
uygunluk gésterdigi saptanmistir. Bu sonug delesyonun ortak bir mekanizmayla
ortaya giktifimin kamitidir. Caligmamizda analize aldigimiz DMD hastalarinin
%59'unda BMD hastalarinin %43'iinde delesyon gosterilmistir,

Delesyonlarin  baglama ve sonlanma noktalarinin lokalizasyonunun
bilindigi 21 hastada delesyona ugrayan ekzon sayist ¢ok heterojen dagilmasina
ragmen 21 hastamin 9'unda tek ekzon delesyonlari goriilmiigtiir (Sekil 4.14).
Toplumumuzda kiigiik bir populasyonla g¢alismamiza ragmen tek ekzon
delesyonlart %43 oraninda bulunmugtur. Bu sonug, delesyonlarin sicak
bolgelerine ait ekzonlarin tamaminin  delesyon yéniinden incelenmesinin
delesyon yiizdesini ve buna bagh olarak taninin hassasiyetini arttiracagin
digtindiirmektedir.

Delesyon goriilen ekzonlarin 37 hastadaki dagilimi incelendiginde en
¢ok delesyon goriilen ekzonlarin 47, 48 50 ve 51. ekzonlar olmasi
toplumumuz igin sicak bolgeyi 6zellikle 47-51. ekzonlarin olusturdugunu
gostermektedir (Sekil 4.4.a, 4.4.b). Dolayisiyla 6ncelikle bu sicak bélgenin
delesyon yoniinden incelenmesi ve bunu takiben difer ekzonlarin delesyon
analizine alinmasi delesyon taramalarimizda izlenecek yolun belirlenmesi
agisindan 6nemli olmustur.

Multipleks PCR setlerinin diginda elimizde primer giftlerinin tek tek
bulunmast belli ekzonlar igin 6n tarama yapabilme imkamini sagladiga gibi,
ilgilendigimiz ekzonlarin delesyon yoniinden incelenmesini de miimkiin
kilmigtir. Caligmamizda tiim ekzonlart istedigimiz kombinasyonlar halinde
¢aligabilmek igin gerekli olan metod standardizasyonu da yapilmigtir (Sekil 4.5,
4.6).

Cahishifimiz hastalarin 37'sinde gende goriilen hata delesyon olmasma
ragmen, hastalann DMD ve BMD olarak farkli fenotipler gostermeleri,
delesyonun 5' ve 3' kirilma noktalarinin intronlar iizerindeki lokalizasyonunun
mRNA'nin translasyonal okuma gergevesini ne gekilde etkiledigine baghdir.
Bundan dolay, delesyonlarin §' ve 3' kirilma noktalarimin gen iizerindeki
lokalizasyonu hastaligin  klinik fenotipinin belirlenmesinde ¢ok dnemli
olmaktadir. Bu amagla delesyonlarin birinci siklikla goriildiigii genin
merkezinde bulunan 42, 46, 49 ve 53 ekzonlara ait primerleri kullanarak
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toplam 21 hastada delesyon boyutu ve delesyonlarin §' - 3' killma noktalarinin
lokalizasyonu belirlenmigtir  (Sekil 4.11, 4.12). Caligmamuzda genin
merkezindeki delesyon bolgelerinde 5' kirilma noktalarinin %32'si 44. intronda
(Sekil 4.11), 3' kirtlma noktalarinin %37'si ise 50 ve 52. intronlarda toplanmigtir
(Sekil 4.12). 47 delesyon kirilma noktasimin 16'smin (%34) 44. ve 50.
intronlarda lokalize olmasi, bu intronlarin delesyonlarin gogunlugunun baslama
veya sonlanma noktalarimi igerdiklerini gostermektir (Sekil 4.13). DMD
genindeki delesyonlarin kirilma noktalarinin  gen iizerindeki dagilimimi
gostermek amaciyla farkli Avrupa populasyonlarinda yapilan ¢ahgmalarda da
kinlma noktalarinin %76'st  41-60. intronlarda lokalize oldugu ve bu
delesyonlarin §' kirilma noktalarimin ¢ogunlukla 44. intronda, 3' kirilma
noktalarinin ise 50, 51, 52. intronlarda lokalize oldugu gosterilmigtir.89.

Calismamizda delesyonun baslama ve sonlanma noktalarinin
lokalizasyonunun  bilindigi 21 hastada klinik fenotip-genotip iliskisi
incelendiginde 19 DMD hastasinda "out of frame", 2 BMD hastasinda "in-
frame" delesyonlar olustufu goriilmistir. Bu sonug, klinik fenotip ile genotip
arasindaki korelasyonu gostermektedir (Tablo 4.2). Delesyonun tipine gore
klinik fenotipin belirlenmesi 6zellikle hastaligin DMD veya BMD olarak
ayinminin yapilamadi§i vakalarda 6nemli olacaktir.

Distrofin geninde "in-frame" delesyonlar goriilen BMD hastalariyla
yapilan ¢aligmalar sonucunda hastalarin 12'sinde 45-47., 10'unda 45-48., 4'iinde
45-49., 2'sinde 45-53., l'inde 48., 2'sinde 48-49. ve 1'inde ise 48-51. ekzonlarda
delesyon gosterilmigtir’0. Yaptigimz ¢alismada da BMD hastalarninda aym
ckzon gruplarinda delesyon gorillmesi, BMD delesyonlarinin g¢ok homojen
dagildigim, belirtilen ekzon bélgelerinde "in-frame" delesyonlar olustugunu ve
fenotipe BMD olarak yansidigini1 gostermektedir (Tablo 4.2)70.87.88.90,

Beggs'in’0 BMD hastalar iizerinde yaptig galigmasini géz oniine alarak,
aym gen bolgesinde delesyon gosterdigimiz 2 BMD hastasinda (14 ve 29
numarali hastalar) delesyonlarin proteinin tekrar bolgesinin 3' ucuna yakin bir
kismimin yapilamamasina neden olmasi sonucunda diigitk agirlikta veya diisiik
oranda protein sentezlenmis oldugunu diigiinebiliriz. Gende "in-frame" tip
delesyon olugmasi, mRNA'nin translasyonunun erken sonlanmasma neden
olmayacag icin delesyon proteinin fonksiyon gormesini engellememigtir. 15
numarali BMD hastasinda ise delesyon boyutu bilinmemesine ragmen
delesyonun distrofinin aktine baglandig1 amino ucunun sentezlenmesine engel

44



olmasi sonucunda proteinin fonksiyon gormemesi agir bir BMD vakasi
oldugunu diisiindiirmektedir (Sekil 4.10).

Vainzof1, yaptigt ¢aligmada DMD tamsit konulan hastalarin  %8-
%12'sinin SCARMD (Severe Childhood Autosomal Recessive Muscular
Dystrophy - DMD Benzeri Otozomal Resesif Kas Distrofisi) hastalart oldugunu
gostermigtir. Bu nedenle, DMD fenotipine benzer fenotip gosteren SCARMD
hastalarinda delesyon ayirici bir tam olmaktadir. Hastalarda delesyon
gosterilmesi DMD lehine bir tan1 kriteri olugturur.

Sonug olarak, ¢aligmamizda 64 hasta multipleks PCR teknigi ile
delesyon yoniinden incelenmis ve hastalarin %58'inde delesyon gosterilmigtir.
Delesyon bilgisinin prenatal ve hastalik tanisinda ¢ok énemli oldugu goz oniine
alinarak, delesyon oranini arttirmak igin metod standardizasyonu yapilmusgtr.
DMD geninde delesyon analizi igin 47. ekzonun da multipleks PCR setine
kattlmas1 delesyon oramm %55'den %58'e yiikseltmigtir. Bunun yamsira
toplumumuz igin 47-51. ekzonlarin birinci sicak bolge olarak belirlenmesi, ilk
olarak bu ekzonlarda delesyon taramast yapilmasimin gerekliligini gostermistir.
Tek ekzon delesyonlarinin %50'ye yakin bir oranda goriilmesi iizerine diger
sicak bolgelerdeki tiim ekzonlarda delesyon analizi yapilmasinin da delesyon
oraninin artigina etki edecegi diigiiniilmiitiir. Bunlara ilaveten 21 hastada genin
merkezindeki delesyonlarin baglama ve sonlanma noktalari belirlenerek klinik
fenotip ile delesyon tipi arasinda korelasyon oldugu gosterilmigtir. Bu bulgu,
klinik olarak DMD veya BMD ayirimmn yapilamadigi hastalarda taninin
kesinlesmesi igin 6nemli olacaktir. Ayrica g¢aligmamizda DMD geninin
delesyon yiizdesinin arttirilmasinda, toplumumuzdaki DMD allel 6zelliklerinin
karakterize edilmis ve degerlendirilmis olmast nedeniyle, analiz edilecek
ekzonlar igeren multipleks PCR seti gelistirilebilecegi de gosterilmistir.
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EK

PRIMER DiZiLERI

EKZON  Dizi(5'-3")

PmF GAA GAT CTA GAC AGT GGA TAC ATA ACA AAT GCA TG
PmR TTC TCC GAA GGT AAT TGC CTC CCA GAT CTG AGT CC
3F TCA TCC ATC ATC TTC GGC AGA TTA A

3R CAG GCG GTA GAG TAT GCC AAA TGA AAA TCA
4F TTG TCG GTC TCC TGC TGG TCA GTG

4R CAA AGC CCT CAC TCA AAC ATG AAG C

6F CCA CAT GTA GGT CAA AAA TGT AAT GAA

6R GTC TCA GTA ATC TTC TTA CCT ATG ACT ATG G
8F GTC CTT TAC ACA CTT TAC CTG TTG AG

8R GGC CTC ATT CTC ATG TTC TAA TTA G

12F GAT AGT GGG CTT TAC TTA CAT CCT TC

12R GAA AGC ACG CAA CAT AAG ATA CAC CT

13F AAT AGG AGT ACC TGA GAT GTA GCA GAA AT
13R CTG ACC TTA AGT TGT TCT TCC AAA GCA G

17F GAC TTT CGA TGT TGA GAT TAC TTT CCC

17R AAG CTT GAG ATG CTC TCA CCT TTT CC

19F TTC TAC CAC ATC CCA TTT TCT TCC A

19R GAT GGC AAA AGT GTT GAG AAA AAG TC

A2F CAC ACT GTC CGT GAA GAA ACG ATG ATG

42R TTA GCA CAG AGG TCA GGA GCA TTG AG

43F GAA CAT GTC AAA GTC ACT GGA CTT CAT GG
43R ATA TAT GTG TTA CCT ACC CTT GTC GGT CC
44F GTT GTG TGT ACA TCG TAG GTG TGT A

44R TCC ATC ACC CTT CAG AAC CTG ATC T

45F CTT TCT TTG CCA GTA CAA CTG CAT GTG

45R CAT TCC TAT TAG ATC TGT CGC CCT AC

AGF AAG AAC AAA AGA ATA TCT TGT CAG

46R GAC TTG CTC AAG CTT TTC TTT TA

ATF CGT TGT TGC ATT TGT CTG CAG TTA C

47R GTC TAA CCT TTA TCC ACT GGA GAT TTG

48F

TTG AAT ACA TTG GTT AAATCC CAACATG
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48R
49F
49R
50F
50R
51F
51R
52F
52R
53F
53R

CCT GAA TAA AGT CTT GCT TAC CAC AC
GTG CCC TTA TGT ACC AGG CAG AAATTG
GCA ATG ACT CGT TAA TAG CCT TAA GAT C

. CAC CAA ATG GAT TAA GAT GTT CAT GAAT

TCT CTC TCA CCC AGT CATCACTTC ATAG
GAA ATT GGC TCT TTA GCT TGT GTT TC
GGA GAG TAA AGT GAT TGG TGG AAA ATC
AAT GCA GGA TTT GGA ACA GAG GCG TCC
TTC GAT CCG TAATGA TTG TTC TAG CCT C
TTG AAA GAA TTC AGA ATC AGT GGG ATG
CCT GGT TTC TGT GAT TTT CTT TTG GAT TG

Referans: 32, 34, 35, 62.

Primerlerin bir kismi agagida isimleri verilen laboratuvarlar tarafindan hediye

edilmigtir.

Dr.Gabriella Fisher, Clinical Resource Centre, London, United Kingdom.

Dr. Stephen Abbs, Pediatric Research Unit, Division of Medical and Molecular
Genetics, Guy's Hospital, London, United Kingdom.

Diger primerler ise Microsynth-isvigre, ~ Baylor College/Texas-U.S.A.
laboratuvarlarindan satin alinmigtir.
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