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1.GIRIS VE AMAC

Amerika Birlesik Devletleri ve baz: Kuzey Avrupa tilkelerinde orta zincir asil Ko A
dehidrogenaz (MCAD) bozuklugunun ani bebek olimlerinin nedenlerinden biri oldugu ve
bebeklerde sik rastlanan fenilketoniiriye oranla daha yaygin olarak gorildagi cesitli
arastirmacilar tarafindan bildirilmigtir*' . Ozellikle kuzey Avrupa toplumlarinda 1/ 6000 ila
1/ 10000 arast degisen sikhikta , 1/ 68 ila 1/ 150 tasiyici frekans: ile gozlendigi rapor
edilmigtir’.

S6z konusu enzim eksikligi igeren gocuklarda orta zincirli yag asitleri metabolize
olamadiklari ve dogum sirasinda ve sonrasinda fiziki bir bozukluga rastlanmamasina karsin
ozellikle ilk iki yilda gelisme ve davrams bozuklugu , kronik kas zayiflig: gibi bozukluklar ile
tammlanmaktadir®>*>*! |

Yapilan argtirmalarda 1. Kromozom iizerinde bulunan 12 ekzonluk gen iizerinde
ozellikle 3,4,6,89 ve 11. ekzonlarda ¢esitli mutasyonlara rastlanmugtir®?**2,
Aragtirmacilarn ilgisi en ¢ok mutasyonlarin gozlendigi 11.Ekzonda yogunlagmustir. Uzerinde
11 sicak nokta goriilen bu exondaki A 985 G mutasyonunun MCAD enzim bozukluklarinin %
90 kadarindan sorumlu oldugu rapor edilmis olup enzim bozuklugunun Reye Sendromuna
benzer bir klinik tablo® ile ani bebek oliimlerinin (SID) muhtemel metabolik sebeplerinin
yaklagik % 80'ini olusturdugu gesitli arstirmacilar tarafindan belirtilmigtir®?**° Protein
diizeyinde ise ekzon 11, MCAD tetramerinin olugmasini saglayan aminoasitlerin
kodlanmasini sagladig ve mutasyonun Lys _yGlu degisimine sebep oldugu gosterilmigtir’®*.
Bebekleri MCAD bozuklugu yiiziinden 6len ailelerin dogacak ¢ocuklan iginde bu bozuklugun

bir risk faktori olusturdugu savi gin gegtikge taraftar toplamaktadir. Bu nedenle MCAD



bozuklugu tastyan ¢ocuklara sahip ailelerde dogum oncesi MCAD geni ile ilgili tam 6nem
kazanmaktadir®>*’. Ayrica boyle bir risk tagtyan bebeklerin izlenmesi, olasi bir MCAD
bozuklugunda beslenmenin degistirilmesi , bebekteki aclifin engellenmesi ve boylelikle
MCAD bozuklugunun sebep olabilecegi ani bebek olimiinin goriilme oraninin azalabilecegi
gorigi ileri strilmigtir®**,

Yaptigimiz literatiir ¢aligmasi sonucu konu ile ilgili ilkemiz igin yapilmug bir
aragtirmaya rastlanmamigtir. Bu nedenle caligjmamizda random segilen bebeklerde exon 11
lizerinde MCAD enziminin mutasyon dagiliminin gosterilmesi amaglanmistir. Ayrica gen
bolgesinde goriilen mutasyonla ani bebek olimleri arasindaki korelasyonu incelemek ve elde
edilen sonuglar 15181nda erken tam ve tedavi yaklagimlarinin yakalanabilmesine destek olmak,

boylesi kolay bir tedavi yolu ile bukadar ciddi bir problemin tistesinden gelinmesine katkida

bulunabilecegi goriigiinden hareket edilerek bu ¢aligma planlanmustir,



2.GENEL BILGI

Organizmanin enerji metabolizmasim denetleyen ve hiicrenin oksidatif fosforilasyon
reaksiyonlarini diizenleyen mitokondriler sitoplazma igerisinde bulunan metabolitlerin
kimyasal enerjiye déniigtirilmesinden sorumludur. S6z konusu enerji Adenozin Trifosfat
(ATP) seklinde korunmaktadir. ATP seklinde korunan bu enerjinin hiicre tarafindan elektrik,
mekanik, ozmotik veya kimyasal bir gérev sirasinda serbest birakildigs kanitlanmigtir' %,
Mitokondri yanliz enerji metabolizmasini denetlemekle kalmayip asagida oOzetledigimiz
gorevleri de biinyesinde toplamaktadir'®*%,

A) Deoksiriboniikleik asit ( DNA ) ve riboniikleik asit (RNA) sentezleri igin gerekli olan
piirin ve pirimidin niikleotidlerinin sentezlerinden sorumludur.

B) Mitokondriyel ribozomlarda genellikle yapisal amagla kullanilacak proteinlerin
sentezlenmesinden sorumludur.

C) Piruvatin oksidatif dekarboksilasyonundan sorumludur.

D) Doymamis yag asitleri sentezini, yag asit zincirlerinin uzatilmasini, membran yapisina
giren fosfatidlerin sentezinin gergeklegmesi, yag asitlerinin B- oksidasyonundan sorumludur.
E) TCA siklusundan sorumludur.

F ) Aynica yukanda kisaca ozetledigimiz gorevlerin diginda i¢ membraninda bulunan bir dizi

tagtyict sistem ile hiicre igi anyon ve katyon dengesini korudugu gosterilmistir



Gorevlerini yukarida kisaca ozetledifimiz mitokondriler, sayilari, biytklikleri,
sekilleri incelemeye alinan doku ve dokunun alindigi canhi tiirline bagh olarak degismektedir.
Bununla birlikte tiim canlilarin mitokondrileri her biri 6 — 8 nm kalinliginda olan iki zarla

1426 i¢ ve dig zarlar arasinda 4-8 nm kalinliginda bir bosluk

cevrili oldugu gosterilmistir
mevcuttur ve i zarn gevreledigi boliim ise matriks olarak tammlanmigtir®®*,
Dis zarin diiz olmasina karsilik i¢ zar matrikse dogru krista olarak isimlendirilen uzantilar

gosterir. Kristalar mitokondri i¢ zar yiizeyinin diga oranla 4 kat daha fazla genig olmasina

neden olmaktadir.
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Sekil(1): Mitokondri kesiti
1. Igzar, 2. Dis zar , 3. Matriks , 4.Zarlar arasi bosluk, 5. Krista

Dig ve i¢ zarlar hem gorinim hem de yapilant bakiminda farklilik gostermektedir.
Ornegin her zar tabakasinda protein ve lipid orani birbirinden farklidir. I¢ zarda biyolojik
aktiviteye sahip yaklagik 60 protein tammi yapilmugtir. Bunlara 6rnek olarak elektron transfer

proteinleri, enzimler, anyon-katyonu tantyan proteinleri verebiliriz. Bu proteinler mitokondri



i¢ zarinda asimetrik bir gekilde yerlesmis oldugu gosterilmistir. Ayrica solunum zincirine
ait elektron tagsiyicilar ve bazi sitokromlar belirli bir sira ile ve birbirini takip eden vektoryel
sekilde matriksin igerisinde veya sistole yakin olarak dizilmislerdir.

Mitokondri matriksinde dehidrogenazlar, DNA, mitokondriyel RNA, niikleotidler ve
inorganik iyonlar mevcuttur™.

I¢ mitokondri zarmin bir diger 6zelligi ise bas, sap, ve bazal kisim olmak tizere li¢ ayr
bolimden olusan elemanter partikiiller icermesidir. S6z konusu elamenter partikiiller ATP
molekiiliiniin sentezi ve hidrolizinden sorumludur'®. Lipoprotein yapisinda olan ve Adenozin
S Trifosfataz (ATPaz) diye isimlendirilen kompleksin 12 alt birimi birbirinden ayrilabilmigtir.
Kompleksin bag kismini olugturan ve F1-ATPaz diye tammlanan kisim molekiil agarliklar
7000-60000 Dalton arast degisen bes ayrt polipeptid zincirinden meydana gelmistir
432 Adenozin difosfat (ADP) ve Adenozin Trifosfat (ATP) molekiilleri a, §, v, 8 ve T olarak
tanimlanan bu zincirlerden alfa veya beta alt birimlerine baglandig: diigiiniilmektedir ***7. Bir
mol F;-ATPaz'in 3 mol ATP ve 2 mol ADP ile reaksiyona girdigi gosterilmigtir*'.

Kardiomiyosit gibi yiiksek enerji gereksinimli aktif hiicrelerde gereken ATP'nin gogunu
mitokondri saglar. Kardiak dokuya oksijenin az gittii donemlerde kontraktil fonksiyon
kaybinin hayati tehlike yarattii, daha az enerji gereksinimli hiicrelerde genetik bir bozukluk
veya ksenebiotiklere maruz kalmak gibi dig etkenler sebebiyle mitokondriyel aerobik ATP
iiretimi azaldiginda zarar gorebildikleri belirtilmigtir*'.

2.1.  MEMELi DOKUSUNDA __ MITOKONDRi _METABOLIZMASININ

DUZENLENMESI:

Memeli hiicrelerinde ATP iiretimi igin gerekli enerji yiyeceklerin oksidasyonu ile gergeklesir.
Uretim ozellikle mitokondri matriksinde gerceklesir Hiicrelerde gergeklesen ii¢ basamakli

enerji tiretim mekanizmasi gekil 2 ile gosterilmigtir.
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Enerji tretiminin ilk basamaginda molekiller, Asetil KoA ya kadar yikilirlar. Ikinci
basamakta ise Asetil KoA Sitrik asit dongusiinde dehidrogenazlarin elektronlar1 ayirmas: ile
okside olmaktadrr. Uciinci basamakta ise elektronlardaki redoks enerji protonlar
mitakondriyel i¢ zardan atmak igin kullamlir. Bu sistem ATP iiretimi igin kullanimaktadir.
Bu yiizden enerjinin gogu tigiincii basamakta tiretilmektedir*+"3.

Organizmalar devamli defisen miktarlarda enerjiye gereksinim duymaktadirlar. Organlarin
gereksinimleri olan enerji miktarida farklilikgostermektedir, ve canlidar bu degisen istege
homeostas ile depo enerjiyi dogru kullanma ve mitokondrilerin say: , biyiiklik ve hiicre ici
dagilimlar1 bulunduklari organa bagl olmasi sayesinde karst koyabilmektedirler. Memeli
organizmalarin bir tek hiicresinde hiicreye gereken enerji ile orantili olarak birkag yiiz ile
birkag bin arsinda mitakondri oldugu bildirilmigtir*.

Egsersiz yapan bir bireyin kalbi dinlenme aminin yaklagik alt1 kat1 ¢alisir ve normalde iiretilen
yaklagik 50 g ATP yerine 200 kg ATP drertilir. Canlilar boyle durumlarda triasilgliserol,
glikojen gibi enerji depolarim kullanarak gerekli enerjiyi saglamaktadir. Boylesi degisken
enerji miktarina sahip olundugu i¢in memeliler yakit oksidasyonunu ve dolayisi ile ATP
tiretimini kontrol eden zor fakat verimli bir olay gelilstirmiglerdir. B- Oksidasyon
mekanizmasinin kontrolii substrat miktarina , Ko faktérlerin tekrarli kullamimina |, ve Asetil
KoA'larin atilimina baglhdir. Bu faktorler bireyin metabolik durumuna ve dier metabolitleri
miktarina gorede degisiklik gosterir. Agil gurplarimin mitokondriye girisi bu enzim malonil
KoA ile engellendiginden CPT1 ile diizenlenir. Mitokondriyel matriks i¢inde Agil KoA
dehidrogenazlar iiriin inhibisyonu ve mitakondrinin redoks durumu ile diizenlenir. Acil KoA
dehidrogenazlar 2-enoil KoA, 3-hidroksi KoA ve 3-okso Asil KoA esterleri ile inhibe

edilirler™™*.



2.2. MITOKONDRIDE YAG ASITLERI OKSIDASYONU :Yaj asitleri egsersiz ve aglik

dénemlerinde adipoz dokudan serum albumine bagli olarak veya triagilgliserollere bagli
lipoproteinler geklinde mobilize olur. Mitokondri matriksinde B-oksidasyonun her
dongiisiinde yag asit molekiiliiniin B-karbonundan iki karbonlu asetil KoA tnitesi , bir
molekiil NADH , bir molekiil FADH; nin aynilmas: ve arka arkaya ger¢eklesen FAD a bagh
oksidasyon, hidrasyon, NAD" a bagli oksidasyon ve son olarak KoA ile tioliz(thiolysis) ile
gerceklesmektedir %, Mitokondriyel B- Oksidasyon reaksiyonunun ilk basamaginda Agil
KoA trans 2-enoil KoA olusturmak iizere agil KoA dehidrogenaz enziminin katalizledigi bir
reaksiyonla dehidrogenasyona ugrar*®***. Bu enzim katalizledigi asid zincirinin uzunluguna
gore kisa, orta , veya uzun zincir agil Ko A dehidrogenaz ismini almaktadir. Ikinci reaksiyon
2-enoil KoA esterlerinin 3-hidroksiasil KoA esterleri vermek tizere hidrasyonu olup bunu
takipte tiglincii basamakta bu esterler 3-oksoasil KoA esterleri olugturmak iizere dehidrasyona
ugramaktadir. Dordiincii ve son basamakta ise 3-oksoasil KoA esterleri 2 karbon kisa asetil
KoA ve asil KoA iiretmek iizere tiolotik kesime ugrarlar ( Sekil 3)*.

Agil KoA
¢ Agil KoA dehidrogenaz (ACD ler )

2-Enoil KoA
¢ hidrate olurlar

3-Hidroksi asil KoA
¢ 2,3 dehidrogenasyon

2-Ketoasil KoA
¢ thioester bag: kirilir
Asetil KoA
Sekil 3: Beta oksidasyon dongiist
B-Oksidasyon aglik ve metabolik stres donemlerinde wviicut i¢in o6nemli bir enerji

kaynagidir.Yag depolarinin yikinn veya besin kaynaklarindan kana aktanlan serbest yag

asitleri iki i¢ bolimde, mitokondri ve peroksizomda metabolize olurlar. Mitokondriyel



oksidasyon 20 ve daba az karbon sayisina sahip yag asitlerinden peroksizom ise daha uzun
zincirli yag asitlerinin oksidasyonundan sorumludur.
Mitokondriyel B-oksidasyon aktive olan agil Ko A pargalarini transfe; eden ve sirayla 2
karbonlu asetil Ko A pargalarini ayiran bir sistemdir. Bu pargaciklar daha sonra trikarboksilik
asit dongiisiinde keton cisimcikleri olugturmak iizere yakit olarak kullamlirlar. Daha sonra
elektron transport zincirine aktarilarak indirgenler olugturur ve adenozin trifosfat iiretimi
saglanir o4,
Hepatik yag metabolizmas: sonucu olugan keton cisimcikleri beyin dahil birgok doku
tarafindan yardimci enerji olarak kullanilmaktadir. En az 25 enzim ve bazilari yeni tanimlanan
birgok 6zel transport proteinleri mitokondriyel yag asit metabolizmasindan sorumiudur. Bu
enzimler arasindan en azindan 15 tanesindeki bozuklugun insanlarda hastalik olusturdugu
anlagilmigtir. Bunlardan ilki 20 yil evvel ve gogunlugu son 10 yil iginde belirlenmigtir*'.
Kanda bulunan yag asitleri ya bagirsak emiliminden sonra veya endojen depolardan
albumin veya tagiyici proteinleri kullanarak mobilize olduktan sonra veya lipoprotein
yapilaninda triagilgliserol seklinde taginirlar. Intraseliiler veya sitoplazma iginde serbest yag

asit tasimmi heniiz tam olarak karakterize edilemeyen bir transport sistemi ile

gergeklestirilmektedir™*%4!.

2.3. B-OKSIDASYON ENZIMLERI

B-oksidasyona girmeden oOnce serbest yag asitleri agil Ko A sentetaz enzimi yardimi
ile onlarin agil Ko A tiyoesterlerine aktive olurlar*' .
Kisa ve orta zincirli yag asitleri aktive olduklart mitokondriyel matrikse direkt olarak

gegerler, uzun zincirli asitler ise sitoplazmada aktive olurlar ve mitakondriye aktif tagima



yolu ile girmektedirler.Uzun zincirli agil Ko A tagmmasien azindan iki enzim ve bir tastyic
protein, ayrica ara tagtyici olarak karnitin kullamlmaktadir. Karnitin kendisi hiicre igine 6zel
bir tagtyict protein ile taginmaktadir. Sozkonusu tagiyict sistemlerden birisi 6zel olarak
karacigerde digeri bobrekler, kaslar ve fibroblastta ¢alisan iki farkls karnitin tagiyicisi olarak
belirlenmigtir. Uzun zincirli agil KoA lar karnitine karnitin palmitoil transferaz (CPT ) I ile
baglanmistir. Bu enzim dig mitokondriyel matriksin i¢ kisminda bulunur ve dokuya ozel
izoformlar1 oldugu diginilmektedir. Uzun zinci( acil karnitinler daha sonra translokaz
sistemi ile i¢ mitokondriyel matriksine, CPT Il'ye transfer olurlar*®*"*,

Mitokondri matriksine ulasan tiim uzunluktaki yag asitlerinin agil KoA lar1 bir dizi
enzimatik reaksiyon sonrasi iki karbonlu agil KoA birimlerine doniisiirler. Bu reaksiyonlar
agil KoA dehidrogenaz ailesinden enzimler tarafindan katalize edilirler (ACD'ler). Bu
enzimatik ailede sirasiyla katalizledikleri zincir uzunluguna bagli olarak ¢ok uzun, uzun, orta
ve kisa zincir agil Ko A dehidrogenazlar (VLCAD, LCAD, MCAD, SCAD) olmak iizere dort
enzim meveuttur*®**2 Enzimler son elektron alicis1 olarak elektron transfer flavoprotein
kullanmalar1 ve elektronlar1 direk ETF dehidrogenazia elektron transport mekanizmasinin
havuzuna akitabilmeleri agisindan diger dehidrogenazlardan farklilik gostermektedir.
Enzimler sitoplazmada uzun ilk proteinler olarak kodlanan ve mitokondriye transfer olan
homotetramer yapisinda olan molekiillerdir Mitokondri matriksinde ilk peptid 6zel bir proteaz
ta;aﬁndan kesilir ve olgun alt iiniteler aktif homotetrameri olusturmak igin birlegirler. Herbir
enzim alt Gnitesine bir molekiil Flavin adenin dinukleotid(FAD) non kovalent olarak
baglanmaktadir. VLCAD harici tiim enzimlerin komplementer DNA larinin klonlanmig
olmasi sayesinde dizilerde % 30 -35 orarunda bir korunma mevcuttur. Bu enzimlerin ortak bir

genden evrimlegmis oldugu disiiniilmektedir ****%7.
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Sema 3: Yag asidi zincirinin kisalma déngiisii

Kaynak:MCAD decficieny

Oksidasyon reaksiyon basamaklar: yag asidleri zincir uzunluguna gore degismektedir. Son
yillarda daha uzun agil KoA subtratlan i¢in 2-Enoil KoA hidrataz, 3-Hidroksil KoA
dehidrogenaz, ve 3 Agil KoA Kethotilaz aktivitelerine sahip ii¢ fonksiyonlu bir protein
belirlenmistir. Kisa zincirli yag asitler igin ise tek aktiviteli enzimler kullaniimaktadir.
Enzimlerin bazi basamaklan katalizleyecek 6zel substrat tamma bolgelerine sahip olduklari
gosterilmigtir '+,

B-oksidasyon zayif oldugu durumlarda bazi alternatif metabolik yollar 6nem kazanir.
Sitzoldeki -oksidasyon karakteristik dikarboksilik asit iiretimini saglar ve peroksizamol
B oksidasyon daha uzun zincirli asitlerin metabolizmalarim gergeklestirir. Buna ek olarak agil
Ko A nn sitozolik tiyoesterler tarafindan deagilasyonu ve agil KoA nin glisin ve karnitin ile
bilesimi ~swrasiyla KoA'mn ortadan kalkmasi ve detoksifikasyon icin  6nemli

mekanizmadir*®*,
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2.4.0RTA ZINCIR ACilL, KOA DEHIDROGENAZ ( MCAD ) ENZIMININ YAPISI VE

MUTASYONLART :

MCAD enzimini kodlamakla gorevli gen bolgesi 1. Kromozom 1 p 31 bolgesinde 12
ekzonluk 44 kb lik bir bolgedir®?*>* Gen bolgesi 2.4 kb ik mRNA'y1 kodlar, 6nce 25
aminoasitlik birincil protein olugur. Mitokondriye ilk giriste birincil peptid krilir ve 42 -43
kD'luk olgun MCAD monomeri olusur. Mitokondri iginde bu monomerler birlesip
fonksiyonel 4 identik alt iiniteden olusan MCAD tetramer proteinini olugturur ve her birime 1
molekiil FAD tutunur. MCAD molekiiliiniin primer amino asit diizeni $ekil 4 ile

gosterilmigtir™.

LY PHE SER PHE GLU LEU THR GLU GLN GLNLYS GLU PHE GLN ALA THR ALA ARG LYS PHE ALA ARG GLU GLU ILE ILE PRO VAL ALA ALA GLU
YR ASP ARGTHR GLY GLU TYR PRO VAL PRO LEU LEU LYS ARG ALA TRP GLU LEU GLY LEU MET ASN THR HIS ILE PRO GLU SER PHE GLY GLY
IUGLY LEU GLY ILE ILE ASP SER CYS LEU ILE THR. GLU GLU LEU ALA TYR GLY CYS THR GLY VAL GINTHR ALA ILE GLU ALA ASN THR LEU
LY GIN VALPROLEU LEILE GLY GLY ASN TYR GLN GLN GLNLYS LYS TYRLEU GL'Y ARGMET THR GLU GLU PRO LEU MET CYS ALATYR

¥S VAL THR GLUPRO GLY ALA GLY SER ASP VAL ALA GLY ILELYS THRLYS ALA GLULYS LYS GLY ASP GLU TYR ILE ILE ASN GLY GINLYS
ET TRP ILE THR ASN GLY GLY LYS ALA ASN TRP TYR PHE LEU LEU ALA ARG SER ASP PRO ASP PROLYS ALA PRO ALA SER LYS ALA PHE THR
-Y PHE ILE VAL GLU ALA ASP THR PRO GLY VAL GLN ILE GLY ARGLYS GLU ILE ASN MET GLY GLN ARG CYS SER ASP THR ARGGLY ILE VAL
IE GLU ASP VAL ARG VAL PRO LYS GLU ASN VAL LEU THR GLY GLU GLY ALA GLY PHE LYS ILE ALA MET GLY THR PHE ASP LYS THR ARG PRO
0 VAL ALA ALA GLY ALA VAL GLY LEU ALA GLN ARG ALA LEU ASP GLU ALA THR LYS TYR ALA LEU GLU ARGLYS THR PHE GLY LYS LEU

U ALA GLUHIS GIN GLY ILE SER PHE LEU LEU ALA ASP MET ALA MET LYS VAL GUU LEU ALA ARGLEU SER TYR GLN ARG ALA ALA TRP GLU
E ASP SER GLY ARG ARG ASN THR TYR TYR ALA SER ILE ALA LYS ALA TYR ALA ALA ASP ILE ALA ASN GLNLEU ALA THR ASP ALA VAL GIN
ALPHE GLY GLY ASN GLY PHE ASN THR GLU TYR PRO VAL GLULYS LEU MET ARG ASP ALA LYS ILE TYR GIN ILE TYR GLU GLY THR ALA GILN
E GIN ARG ILE ILE ILE ALA ARG GLU HIS ILE GLY ARGTYR LYS GLY PHE SER PHE GLU LEU THR GLU GLN GEN LYS GLU PHE GLN ALA THR.

A ARGLYS PHE ALA ARG GLU GLU ILE ILE PRO VAL ALA ALA GLU TYR ASP ARG THR GLY GLU TYR PRO VAL PROLEU LEU LYS ARG ALA TRP
XJLEU GLY LEU MET ASN THR HIS XLE PRO GLU SER PHE GLY GLY LEU GLY LEU GLY ILE ILE ASP SER CYS 1LEU ILE THR GLU GLULEU ALA

TR GLY CYS THR GLY VAL GLN THR ALA ILE GLU ALA ASN THR LEU GLY GLN VAL PROLEU ILE ILE GLY GLY ASNTYR GIN GLN GINLYS LYS
'RLEU GLY ARGMET THR GLU GLU PRO LEU MET CYS ALA TYR CYS VAL THR GEU PRO GLY ALA GLY SER ASP VAL ALA GLY HELYS THR

'S ALAGLULYS LYS GLY ASP GLU TYR ILE ILE ASN GLY GLNLYS MET TRP ILE THR ASN GLY GLY LYS ALAASNTRPTYRPHE LEU LEU ALA
G SER ASP PRO ASP PRO LYS ALAPRO ALA SER LYS ALA PHE THR GLY PHE ILE VAL GLU ALA ASP THRPRO GLY VAL GLN ILE GLY ARGLYS

U IEASNMET GLY GLN ARG CYS SER ASP THR ARGGLY ILE VAL PHE GLU ASP VAL ARG VAL PRO LYS GLU ASN VAL LEU THR GLY GLU GLY
AGLY PHELYS ILE ALA MET GLY THR PHE ASP LYS THR ARG PRO PRO VAL ALA ALA GLY ALA VAL GLY LEU ALA GLN ARG ALA LEU ASP GLU
ATHRLYS TYR ALALEU GLU ARGLYS THR PHE GLY LYS LEU LEU ALA GLU HIS GLN GLY ILE SER PHE LEULEU ALA ASP MET ALAMET LYS
\L GLU LEU ALA ARGLEU SER TYR GLN ARGALA ALA TRP GLU ILE ASP SER GLY ARGARG ASN THR TYR TYR ALA SER ILE ALALYS ALATYR
A ALA ASP ILE ALA ASN GIN LEU ALA THR ASP ALA VAL GLN VAL PHE GLY GLY ASN GLY PHE ASN THR GLU TYR PRO VAL GLULYS LEU MET

GASPALALYSIETYRGINILE TYR GLU GLY THR ALA GLN ILE GLN ARGILE ILE ILE ALA

Sekil 4 : MCAD proteininin primer aminoasit diizeni®®.
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MCAD molekiilii N terminali, orta terminal ve C terminali olmak {izere 3 bokimden
meydana gelmektedir. N ve C terminali ¢ogunlukla sikica paketlenmis a- helikslerden, orta

terminal ise (st {iste gelen iki anti paralel B-tabakadan meydana gelmistir**(Sekil 5 ).

t 34

T
N i
) 2[3lafs[a] 7 78] o [0l

o-Halix: (DER ©oe (0 0 Dey

RMY
LN

L 3

-

-~ -¢

By

-Shust:
p-Shs GITITT
.»Domaip’ i Mecwmma 1 38Res P [ CoOOn-termmel )

Sekil 5 :MCAD protein yapis: ile gen organizasyonunun karsilagtiriimast. Sekildeki kutular
ekzonlari, en alt satir ise protein bolimlerini gostermektedir®.
Enzimi kodlamakla gorevli genin 1-10 arast exonlar1 70 -140 bp uzunlugunda, exon 11

249bp, exon 12 ise 807 bp uzunlugundadir. Intronlar ise 71 ile 10500 bp uzunlugundadir

#(sekil6).
T JUR P NP ek hp > ki ns oyt
> 1 ; B IHB H . 8
RO TN I KA ki
1 1 "y T T T A =3 uta
' V2 %5 8 7 B 3w O
£ UTR Mutant G-985
-
1Xn
COS 18
COS § -
5 1A . . it
35 13 -

Sekil 6:MCAD enzimi gen yapxsl.]')ikey cizgiler gende bulunan ekzonlar: aradaki agik bolge

ise intronlar gostermektedir*’.
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Molekiiler yapisi Jung Ja Kim ve arkadaslar1 tarafindan X-i1gin1 kristalografisi ile tesbit

edilen MCAD enziminin yapisi Sekil 7 de gosterilmistir® .

Dimer-Dimer
Interface

.Lysine 304

@r=o

Sekil 7: MCAD enzimi tetramer yapisinin gosterilmesi 2°.

Enzimatik aktivitenin ger¢eklesmesi igin gerekli tetramer yap: bazi mutasyonlardan
dolay1 bozulabilir. Bu mutasyonlardan en sik rastlanani olan A985G, proteinin 304 numarali
aminoasidinin sekil 8 de goriildiigi gibi degisimine sebep olur'>****2% MCAD proteininin
tetramer yapisinin 304 pozisyonunda pozitif yiikli Lys bulunmaktadir. Sahip oldugu bu yik

sayesinde yan alt Ginitesindeki eksi yiikli Gln 342 ile etkilesip stabil yap1 olusturur.



Sekil 8:304 pozisyonundaki Lys —# Glu degisikliginin protein stabilizasyonunu etkilediginin
gosterilmesi 2.

Mutasyona ugramis halde ise 304 numarali pozisyona eksi yiikli Glu gelir ve negatif
yiikit sebebiyle Gln 342 ile itici etki olugturur. Dolayisiyla stabil tetramer yapi bozulur ve

proteinin katalitik aktivitesi azalmast sebebiyle orta zincirli yag asitleri oksidize edilemez *° .

( Sekil 9,10).

Lysine 304

Sekil 9: MCAD protein tetramer yapisi .Mutasyon gorilmedigi durumda Lys 304 sahip hali.
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Glutamate 304

Sekil 10 : MCAD enzimin tetramer yapisinda mutasyon somrasi Glu 304 sahip hali

En stk mutasyon goriilen exon 11 iizerinde T 977 C ile Met (301)y» Thr, T 1008 A ile Ser
(311)—p Arg,C 1045 T ile Arg (324) —p-Stop, C 1150 T ile Glu (359 ) —p. Premature Stop
, T'1124 C (hastalarin higbirinde rastlanmamugtir ) , C 994 T Sessiz mutasyon , A 985 G ile
Lys (304)™® Glu, A 1161 G mutasyonlari, RELP bolgeleri ise exon 10 iizerinde T 727 C
(Pst I polimorfizmi ), G 931 A (Bam H I polimorfizmi) , exon 8 iizerinde C 392 A (Taq I

polimofizmi), exon 6 iizerinde ise G 447 A mutasyonuna rastlandig1 ¢aligmalarda



bildirilmigtir>. Ayrica ekzon 11 éncesi bulunan 10.5 kb lik intronunda genin kodladig: mRNAdaki
kesim bozukluklarmmda sebebi olabilecegi belirtilmigtir *’ (Sekil 11,12)
37-INTRON SPLICE SITE EXON 5+ -INTRON SPLICE SITE

X 28 +++92 BP...ATGCTGCAGG gtgagag ..7 3400 BP..
*r thkes

magtgttetitacag $2 GTCCTGAGAA.. .88 BP...TTTAGTTITG

gtatatg +.73800 BP..

b Akedbesiin R TY I

. .

tctaaataaccttag 83 AGTTCACCGG...98 BF...AACTGGTGAA gtaggta t....71 BP..

X 23 + (22222 3 » vkt &P

tterttttettctag #4 TATCCAGTCC...70 BF...GAGAACTGTG gtaage! ....%68 BP..

L2422 22222222 3 > (XX X 23

attttgatactgtag 45 GAGGICTTGG..101 BF...TTCTTIGGGG gtaagrg L0900 8B
E2 223 * Phhrkh » whdid e

Jattttetteggtag #6 CAAATGCCTA...B1 BP...ATTGATGIGT gtgagta ..78000 BP..
PR hANRh REAN [T XS]

tritatatattcaag 47 GCTTATTGTG..131 BP...AAGCTAATTG gtatgtyg ..75600 BF..

vt ® & ¢t he L2 XN 2 4

atgtgtatctettag B8 GTATTTTTTA..109 BP...TGGGAGAAAG gtaaag? ..73500 BP..
d & & FERARRAR

L2 24 2 2 24

caattttcttattag 89 GAATTAAACA,..141 BP...CAGACCIGTA

graagta ....BB) BP..
» (22222 2T 2 2 bhobrd
atcttaaaatactag 10 GTAGCTGCTG...9%96 BP...ACTTGTAGAG gtaattt .710300 Br..
- ﬁﬂ * bhbh P X X 2 2K 4

tetttttaattetag #11 CACCAAGCAA..247 BP...AATUTATCAG gtaaggt ...1550 BP..
Prkhhih bk Ord

bow cdedh

- ra

atat Tttt lcttgcag $12 ATTTATGAAG..807 BF...TATTATCATA - *Poli Acklemebdlgesi .e
Sekil I'1:'MEAD genine ait ekzon - imron smurlarmm ve farkli uzunlukta intronlann gésterilmesi.
En uzun intron ekzon 11 éncesi bulunur®.

TTTTTTITTTTNCAG ARG GLAAGT
ceeeeeteeee T ¢ G
A ASO 3 EcoRl ‘ wl“ TAA
L
uc:%":%m-‘h?n‘auﬁsu T oL 3
» 1GTICTTTACAG Wmessiion e
W l213.41 516, 7 8 9 r0. M =
»GTAG Rueriion
2) T a5 6 7. 8, 9 ;0. 1 )
Step
3 213 -‘Ffm-i-isl'7rslq Wl h_ 73
. Pom?
. Rowston
4y Jeeeeeee Ekzon 2 - 10 delesyonu »e-.ec-vee R 2 —
- C = cemne -
:5) 21 3 14 8 T76_)- Ekzon 7-11 delesyonu - V! 1 EF] . -
6 Eil3 ul-"“-‘-r, L7 Ekzon 8-10 delesyonu 3 2
B ;‘?o O,SA"(B EeoRl ‘.O'KB TALA
i —~ g
e 2, 3 475761 7 (8 ° 1% [ (L i
Slno
y MEIIATs el 7 181 8 o, 13 ,
Steo -
2) (Tz‘a;ﬂ ----- leJsrsDoL 1 } 12

Sekil 12: MCAD m RNA sinin anormal kesiminin gosterilmesi.En iistte bulunan m RNA normaldir, digerlerinde
ise anormal kesimler goriiliiyor®
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MCAD bozuklugunun fenotipik gostergesi, ataklar arasi asemptomatik olan, Reye
Sendromuna benzeyen bir tablodur. Semptomlar ates, enfeksiyon, agilama gibi olaylarla
baskilanabilinir ve ozellikle ilk iki yilda gorilir. MCAD bozuklugunun klasik tablosunda
aghga dayaniksizhk, kusma, tekrarl hipoglisemik koma, hipoketotik dikarboksilik asidiiri,
doku ve plazma karnitin miktarinda diigiis. ve karaciger yaglanmasi gériiliir. Bunun yaninda
heterozigot patern  gosteren bireylerin  enzim  aktivitelerinin normal  oldugu
bulunmugtur*******% Direk mutasyon analizi MCAD , SCAD , ve CPT II bozukluklarinin
tesbiti igin yeterlidir. Enzim eksikligi olanlarin her birinde, ilgili gende iki mutant alel
bulunur. Bozukluguﬁ otozomal resesiv olarak seyrettigi ve soylardaki olusma yiizdesinin %

25 oldugu belirlenmigtir*493%,

2.5, ACIL KoA BOZUKLUKLARI
LCAD , SCAD bozukluklar tamimlanan hasta sayis: fazla olmadigi gézlenmistir. VLCAD

bozuklugu ise yeni tanimlanmigtir. S6z konusu hastaligin tammlandig iki giinlik ¢ocukta
ventrikiiler fibrilasyon, solunum tutuklugu ve ileri derecede dikarboksilik asidiiri tablosu
gozlenmektedir’>*'. Dogum sirasindaki kotii tabloya ragmen hastanin iyilestigi ve iki yasinda
higbir kas ve kalp problemi kalmadig1 rapor edilmistir. Bebegin kendinden biiyiik kardesi 2
giinliik iken higbir belirti gostermeden o6ldiigii ve otopside hepatik steatosis belirlendigi
bildirilmistir. Her iki olguda da hastaligin ilk belirtisi hipoketotik hipoglisemi, hepatoseliiler
yetmezlik ve kardiomiyopatidir*'.

LCAD bozuklugundaki belirtiler ise VCLAD'a gore daha degiskenlik gésterdigi rapor
edilmistir. Bulgular arasinda hipatoni, kardiomiyopati, tekrarlayan miyoglobinuri bulunur.
Hipoglisemi, hiperamonyemi ve laktik asidemi hastalik episodlarinda siklikla gortlir. LCAD

bozuklugu bulundugu sanilan bazi hastalarda VLCAD bozuklugu oldugu belirlenmigtir*'.
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SCAD bozukluguna sahip olan 3 hasta belirlenmistir. Birisinde aralikhh metabolik
asidosis ve digerinde neonatal hiperammonemik koma goriilmusgtiir. Uglinciisiinde ise infantil
baslangiclh yag depo hastalif1, miyopati ve hipotoni ile ortaya gikmugtir 041

Gegen 5 yilda MCAD bozuklugu bazi toplumlarda en sik gorilen dogumsal
metabolik bozukluk oldugu bildirilmistir. En sik ortaya ¢ikig sekli ise ilk 2 yagtaki arahkli
hipoketotik hipoglisemidir. Orta diizeyde hiperamonemi ve koma gorilebilir veya
goriilmeyebilir. Bu bulgular Reye sendromdakine benzer, episodlar arasi belirti gostermez
hastaligin atag: sirasinda dikarboksilik asiduri ortayagikar. Hastaligin ara dénemlerinde rutin
metodlarla bozukluk tesbiti miimkiin degildir. Benzer sekilde mikrovaskiler ve
makrovaskiiler steatoz, hastaligin akut déneminde gorilmesine kargin akut donemler arasi
ortadan kaybolmaktadir*’. MCAD sebebiyle o6len hastalarin g¢ofu birden fazla episod
yasamugtir, bu yiizden tekrarli Reye sendromu benzer bulgular genelde bu bozuklugu tahmin
ettirmelidir. Bir ¢ok ani bebek éliimiinde MCAD bozuklugu oldugu gésterilmistir. Belirli bir
yas arabfinda bu oliimler ani bebek oliimii sendromu olarak tammlanmustir.Yapilan
otopsilerde genelde karakteristik mikrovaskular ve makrovaskular steatoz gorilmiistir ve
diagnozu on plana ¢ikarmistir*”. Sonugta hastalarn aile galismalarinda MCAD bozuklugu
asemptomatik kisilerde de gosterilmigtir. Gegen 7 yil iginde MCAD bozuklugu tesbiti ¢esitli
viicut sivilarindaki bazi metabolitlerin birikiminin labaratuar tetkikleri ile olgiilebilmesi,
asemptomatik kisilerde dahi MCAD bozuklugunun tesbitini miimkiin kilmustir. Son yillarda
MCAD bozuklugunun molekiiler metabolizmas: anlagiimaya baglanmigtr. MCAD ¢DNAsi
klonlandiktan sonra bu bozukluga sahip bireylerin % 90 mnda homozigot tek bir gesit mutant
alel oldugu goriilmistiir. A985 Pozisyonunda Adenin __p, Guanin yer degistirimi Glutamik
asidin Lizinin yerine gegmesi ile unstabil bir protein olusumuna sebep oldugu bildirilmistir.
A985 G mutasyon arahigi kuzey Avrupa toplulugunda 1/ 40 iken Asyada ve Giiney Avrupa

toplumlarinda 1 /100 oramindadir. Asya digindaki beyaz toplumda ise alel tagima frekans:
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1/60, ve tahmin edilen hasta birey frekans: 1/ 15000 dir. MCAD bozukluk frekans: siyah
Amerikalilarda belirtilmemistir Bu ¢aligmalar sonrasi tesbit edilen alel frekansi 50 iilkede

tesbit edilen fenilketiiniri alel frekansindan fazladir 44138,
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3 MATERYAL METOD

3.1 MATERYAL

3.1.1. SECILEN ORNEKLERIN TANIMI

Bu caligmada Sosyal Sigortalar Kurumu Ankara Dogumevinde 19961998 seneleri arasinda
dogum yapmug 2741 yas arasindaki 35 kadin ve dogan bebeklerin dogum sirasinda alinan
kordon kanlar1 kullanilmugtir .Alinan anne ve bebege ait 6meklerde dogum siras: ve éncesi
higbir anomali géstermemesi gart1 aranmigtir.

3.1.2. ARASTIRMADA KULLANILAN KiMYASAL MADDELER

Agaroz (Promega MBG), Amonyum asetat (Sigma A-8920), Amonyum klorid (Sigma
A-5666), Asetik asit (MECK K-04134156), Borik asit (Sigma B-6768), Hidroklorik asit (%
37 Merck K-13190114), Brom fenol blue (Sigma B-6896), dNTP seti (MBI Fermentas),
EDTA (dibidrat) (Merck K-90602121), Etanol (%99 Tekel), Etidium bromid (Sigma E-8751),
Hidrojen peroksit (%35 Merk K-22035097), Mineral yag (Sigma M-5904), Potasyum
bikarbonat (Merck K-126223552), Sodium doedocyl (lauryl) sulfate (Sigma L-5750),
Sodyum hidroksit (Merck C754962), Kalium dihidrogen phosphat (A 741071 Merck),
Sodyum kloriir (Carlo Erba 368257), Trizma baz (Sigma T-1503), Taq polimeraz (Promega),
Metaphor agaroz (FMC 50182), Xylene cyanol (Sigma X-4126), Ficoll 400 (Sigma F-9378),
DNA marker (¢ x 174 RF DNA / Hea III GIBCO BRL C 151611-015) , Proteinaz K
(Stratagene 300-141), Potasyum hidroksit (Sigma P 176), Nco 1 ( 109 New England Biolab) ,
Amonyum siilfat (Sigma A 5132), Centriflex Gel Filitration Cartride(Advanced Genetics

Tech.Corp. C 42453),0IA Quick DNA Purification Kit.( Qiagen C 28104).

21



Exon 11 MCAD bdlgesi primer dizileri (dizileme igin kullamlacak érnekler igin):
5'TGT AAA ACG ACG GCC AGT CAC CAA GCA ATA TCA TTT ATG 3'
3' CTG ATA GAT TTT GGC ATC CCT &'
Exon 11 MCAD bolgesi primer dizileri ( kesim igin kullanilacak 6rnekler igin):
5'TTT ATG CTG GCT GAA ATG GCC ATG 3'
3' CAG GAT ATT CTG TAT TAA ATC CAT GGC CTC 3
3.1.3. KULLANITLAN GERECLER
Eppendorf tiip, Elektroforez igin gii¢ kaynag: (Titan plus Helena Laboratories), Hassas terazi
(Mettler), Polaroid kamera (DS34 Direct screen instant camera), Istticili manyetik karigtirict
(Elektromag), Mikrowave firn (Philco), Mikrosantrifiij (TDX), PCR aleti (MJ Research
Techne), pH metre (Hanna), Pipet takum (Brand), Falkon santrifiij (Hereaus),
Spektrofotometre (Shimadzu UV-1208), Su banyosu (Elektromag), UV transilluminator
(Stratagene UV/White light Transilluminator), Vorteks (Nuve mix), Elektroforez Sistemi

(LKB 2013 miniphor electrophoresis, LKB 2012 maxiphor electrophoresis).

3.1.4. ARASTIRMADA KULLANILAN COZELTILER

3.1.4.1.DNA izolasyonunda Kullamlan Cozeltiler;

a._Eritrosit Parcalama Tamponu
8.74 gram Amonyum kloriir, 1 gram Potasyum bikarbonat, 200 pl 0.5 molarhik Etilen

diamine tetra asetat (EDTA)’nin tartimlar1 yapilarak erlen igine alind1. 900 ml ddH,0 eklendi
ve ¢dzeltinin pH'st 1 normal NaOH ile 7.4'e ayarland1. Daha sonra balon joje i¢ine alinarak 1

litreye tamamlanarak gozeltiler 120°C'de 15 dakika otoklavland: ve +4°C'de sakland1.

b.0.5 M_Disodium Etilen Diamin Tetra Asetat (EDTA) (pH 8.0)
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Etilen diamin tetra asetat (EDTA) dan 186.1 gram tartilarak beher i¢ine alind: ve 800
ml ddH,O eklendi. Manyetik kanstirict yardimiyla ¢oziindiiriildii ve pH'st sodyum hidroksid
gozeltisi ile 8.0'e ayarlanarak ddH,O ile 1 litreye tamamlandi. Cozelti 120°C'de 15 dakika
otoklavlanarak sterilize edildi.

c._ 4 Molar Sodyum Kloriir (NaCl)

Sodyum kloriirden 233.6 gram tartild1. Uzerine 800 ml ddH ,0 ilave edildi ve 1 litreye

tamamlandiktan sonra ¢ozelti 120°C'de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

d. Lokositleri Parcalama Tamponu

Dort molar Sodyum kloriir ¢ézeltisinden 25 ml alinip 50 ml 0,5 molar Etilen diamin
tetra asetat (EDTA) direk balon jojeye konularak 1 litreye tamamlandiktan sonra ¢ozelti

120°C'de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi ve oda 1sisinda saklandi.

e. 1 Molar Tris tamponu (stok)
121.1 gram Tris baz 42 mikrolitre hidroklorik asit ile yaklagik 800 ml ddH,O ile

gozilditkten sonra 1 litreye tamamland1. Cozelti 120°C'de 15 dakika otoklavlanarak sterilize

edildi.

f. 9.5 Molar Amonyum asetat

Amonyum asetattan 73.22 gram tartilarak 80 ml ddH,O su i¢inde ¢oziildii. Daha sonra
ddH;O ile 100 mlye tamamlandi. Cozelti 0.22 mikronluk filtreden gegirilerek sterilize

edildikten sonra +4°C'de saklandi.

g. %10’luk Sodyum dodesil siilfat (SDS)
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sodyum dodesil siilfattan 10 gr tartildi. SDS tozlarimi kaldrmamaya dikkat ederek
beher icine alind: ve tizerine 80 ml ddH20 eklendikten sonra pH’s1 7.2’ye ayarlandi.. Cozelti

0.22 mikronluk filtreden gegirilerek sterilize edildikten sonra oda 1sisinda sakland.

h. Proteinaz K (20 mg/ml

Proteinaz K dan20 miligram tartilarak ddH20 ile 1 militreye tamamlandiktan sonra
-20 °C’de sakland:.
POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONUNDA KULLANILAN COZELTILER :

L10X I.N TAMPONU

IM (NH,),SO, tan 4.15 ml , 2 M TRIS den 8.375 ml , IM MgCl ; 1.675 ml, BME
den 87.41 pl, EDTA dan 3.4 ml karistirildt ve 7.313 ml dH;0 ile 25 ml ye tamamland.
AGAROZ JEL ELEKTROFOREZINDE KULLANILAN COZELTIiLER

i. Etidyum Bromiir(10 mg/ml)

Etidyum bromiirden 10 gram tartilarak steril ddH2O ile 10 militreye tamamland:.

j. Agaroz Jel Yiikleme Tamponu (5x)

Ficoll 400 den 20 gram , SDS den 1 gram, 0.5 molarlik Etilen diamin tetra asetattan
0.2 mi, 1 molarlik Tris (pH 8.0)den 1 ml, Brom fenol blue dan 200 miligram, Xylen
cyanoldan 200 miligram tartilarak steril ddH20 ile 100 mlye tamamlandiktan sonra oda

1s1sinda saklandi.

k. 50x Tris - Asetik asit - Etilen diamin tetra asetat (TAE) Tamponu

Tris baz dan 242 gram tartilarak tizerine 57,1 ml Glasiyal asetik asit ve 0,5 molarlik

Etilen diamin tetra asetatdan 100 ml konularak 800 ml ddH,O ile 1 litreye tamamlandi .
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Cozelti 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi ve oda 1sisinda saklandi.

1. 5x Tris-Borik asit-Etilen diamin tetra asetat (TBE)

Tris bazdan 54 gram ve Borik asit den 27,5 gram tartilarak tizerine 20 ml 0.5 molarlik

EDTA (pH’s: 8.0) eklendi ve 800 ml ddH,O ile ¢oziindurildikten sonra 1 litreye tamamlands

ve 120 °C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi. Cézelti oda 1sisinda saklandi.

3.2 . ARASTIRMADA KULLANILAN YONTEMLER

3.2.1. Periferik kandan DNA izolasyonu

10 ml periferik kan 6rnegi steril EDTA’] tiiplere alindiktan sonra galigma igin falkon
tiipiine aktarildiktan iizerine 1:3 oraminda (30ml) eritrosit parcalama ¢ozeltisi eklenerek
kanstinldi ve +4°C’de 15 bekletildi. Daha sonra ornekler 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilerek siipernatant kisimlar: atildi ve pelletleri tamamen siispanse edilerek iizerlerine tekrar
15-20 ml eritrosit parcalama g¢ozeltisi eklendi. Bu islem bir kez daha tekrarlandiktan sonra
siispansiyon seklinde olan pellet tizerine 500 pl %10’luk SDS 50pl proteinaz K (20 mg/ml) ve
9.4 ml lokosit pargalama ¢ozeltisi eklenerek 56°C su banyosunda 1 gece inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras1 her 1 ml 6érnek bagina 0.37 ml 9.5 M ‘lik amonyum asetat ¢ozeltisi
eklendikten sonra yavagga karigtirildi ve 3000 rpm’de 25 dakika santrifiij edilerek proteinler
¢oktiiriildii. Santrifiij sonrasi siipernatant kismu temiz bir falkon tzerine aktarlarak iizerine
1:2 oraminda %99’luk mutlak alkol eklendi ve boylece DNA’nin ¢okmesi saglandi.
Yogunlagan DNA’nin alkol yiizeyine ¢ikmas: beklendi ve DNA steril bir mikropipet ucuyla
alinarak bu sekilde alinan DNA %70’lik alkolde yikanarak ve korunmak iizere TrissEDTA

cozeltisi iginde ¢oziindiiriildii. DNA oérnekleri +4°C’de sakland: >’
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3.2.2.Hazirlanan drneklerde DNA Saflik Tayinleri

DNA ormekleri Tris-EDTA ¢ozeltisi ile 1/100 oraminda sulandirildiktan sonra
spektrofotometrede 260 nm’de DNA!mn ve 280 nm’de RNA ve proteinin vermis oldugu
absorbansin degeri okundu.

260 nm’de okunan absorbans /280 nm’de okunan absorbans oranindan DNA saflig
saptand1.0.D.2¢0 /O.D.2g0 orant 1,7-1,8 olan DNA’lar temiz olarak kabul edildi.Bu oranin

altinda bir degere sahip olan DNA’lara temizleme islemi uygulandi.

3.2.3. DNA Diizeylerinin_Hesaplanmasi

Cift iplikli DNA’nin 260 nm’de vermis oldugu 1 absorbans 50 ug/ml (50ng/ul) olarak
kabul edildi®®*. Bu temel bilgiden yararlanarak DNA miktan asagidaki formiile gore
hesaplandi.

DNA Konsantrasyonu (ng/ul ): Sulandirma katsayist (100) x Aze x 50

3.24. Polimeraz Zincir Reaksivonu ile DNA’da MCAD EXON 11 B(’iig_e_sinin

Cogaltilmasi
MCAD EXON 11 gen bolgesinin gogaltilmas: igin 100 pl hacminde PCR karigimi

hazirlandi. 71.2 pl ddH,0 , 0.8ul Taq polimeraz enzimi, 10ul Taq Polimeraz enziminin
caligmast igin gereksinim duydugu 10 x Reaksiyon g¢ozeltisi (LN ¢6zeltisi), MCAD gen
bolgesine 6zgii 3ul primer ¢ifti, 2 mM deoksiniikleotid trifosfat kangimmdan (dANTP) 10 pl
kullanarak PCR reaksiyon ortamu hazirlandi ve DNA Ornekleri 0.1pg//ul olacak sekilde
hazirlanip 5ul si PCR karigimlarina eklendi.

Buharlagmanin engellenmesi igin 95°C deki 5 dakikalik ilk denatiirasyondan sonra
ornekler buz igine alindi ve karigimin iizerine 50 pl mineral yag damlatilarak 6rneklerin

Polimer Zincir Reaksiyonu belirtilen kosullara gore gerceklestirildi .
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3.2.4.1.MCAD EXON 11 gen bolgesinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu icin kullanilan

amplifikasyon kosulu:
95°C'de 5 dakika denatiirasyon

ornekler buzla taginarak Taq polimeraz eklenir, vorteks ve sentrifujden sonra mineral yag
eklendi.

Daha sonra;

94°C’de 2dakika denatiirasyon

56°C’de 1.3 dakika baglanma

72°C°de 3 dakika uzama

olmak iizere 30 dongii yapildi ve 72°C'de 5 dakika son uzama eklendi.

3.2.4.2.Dizileme Polimeraz Zincir Reaksiyonu oncesi iiriinlerin temizlenmesi :

Bu protokol 100 bp - 10 kb arast DNA lan primer, niikleotid polimeraz ve tuzlardan
arindirmak igin kullanildi .Uygulanan protokoliin basamaklar: agsagida belirtilmisgtir.

1 Hacim PCR {iriinii {izerine 5 hacim Buffer PB eklenip karistirildi. Daha sonra QIA santrifuj
kolonu kit igindeki 2 ml lik toplama tiipt igine yerlestirildi ve DNAy1 baglayacak olan madde
QIA quick kolonu iizerine yiiklenerek 30 - 60 saniye santrifuj yapild1.

Santrifuj sonras1 kolon ¢okiintiisiinti atild1 ve QIA quick kolonunu yine aym tiip igine
yerlestirildi. Yikamak igin kolona 0.75 ml Buffer PE eklendi ve 30-60 saniye santrifuj
yapildi. Tekrar santrifuj c¢okeltisi atildi ve kolon yine aym tiip igine yerlestirildi.Kolon
maksimum hizda 1 dakika daha santrifuj yapildi.QIA quick kolonu temiz 1.5 ml lik mikrofuj
tiibiine kondu ve DNA nin geri alinmasi igin 50 pl 10mM ik Tsis-HCl (PH 8.5) QIAquick
kolonunun {izerine eklenerek 1 dakika bekletildi ve santrifuj yapildi.Gode dibinde temiz

DNA elde edildi .
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3.2.4.3. Temizlik sonras: dizilenecek PCR iiriinlerinin kontrolii :

3.2.4.3.1. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR sonras1 olusan amplifikasyon triinlerinin temizlik sonrasi incelenmesi igin
%2’lik agaroz jel hazirlandi. Orneklerden 1pul PCR iiriini hazirlanmug olan jele tatbik edilerek
100 volt’luk elektrik akiminda yuritiildi. Bantlarin 260 bp lik ve ¢ok temiz olmasina dikkat

edildi.

3.2.5.0rneklerin Dizileme Yapmak Uzere Hazirlanmasi:

Bu amag i¢in AGTC Centriflex jel filitrasyon kiti kullamildi. Kit dizilenecek meteryali
primer ve boya kalintilarindan, fazlalik niikleotidlerden temizleyebilmek i¢in geligtirilmis 0.7
ml lik matriks bir kolonudur. Kolon 1mMlik EDTA ile nemlendirilmigtir.1.5 ml lik
microtiiper i¢inde devamls nemli olarak tutulmaktadir.

Ik olarak 1.5 ml lik i¢inde kolon bulunan tiip 4000 RPM de4 dakika santrifuj edilerek kolon
nemlendiren sividan aynldiKolon bagka bir tiibe aktarild: ve eldeki materyal ortadaki resin
tizerine eklendi.Sistem tekrar 8 dakika 4000 RPMde santrifuj edildi ve distaki tiipte 4 pl kadar
kayipla ilk meteryal toplandi.Toplanan materyal kurutuldu ve dizileme ig¢in hazir duruma

geldi .

3.2.6. MCAD EXON 11 gen bolgesi dizileme reaksiyonu icin yapilan Polimeraz Zincir

Reaksiyonu :

5 ul lik MCAD PCR iiriinii 8 u1 premix ¢ozeltisi karistirilip alindiktan sonra 4u1 3'-5' primeri
{M13 (-21)} eklendi, 31 su ile 20ul ye tamamlandi.
5 ul lik MCAD PCR iiriinii 9 pul premiks ¢ozeltisi kanigtiriip alindiktan sonra 1pl 5'-3'

primeri (MDER) eklendi, 511 su ile 20u1 ye tamamlandi®.
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3.2.6.1.MCAD EXON 11 gen bdilgesi dizileme reaksiyonu icin Polimeraz Zincir

Reaksiyon kosulu :

Polimeraz Zincir Reaksiyon triinleri kullamlarak
96°C'de 10 saniye

50°C'de 5 saniye

60°C'de 4 saniye

olmak tizere 25 dongii yapildi®.

3.2.7. MCAD EXON 11 gen bilgesi A 985 G bélgesi kesiminde kullanmak icin Polimeraz

Zincir Reaksiyon :

5ul 5X standart buffer(1.5 mM Mg) ve dNTP, 0.125ul 5'-3' ve 3'-5' primerleri, 250 mg/mL
hazirlanmig DNA stoklarindan 1ul, 0.3ul Taq polimeraz kangimi 18.5ul su ile 2 ul'ye

tamamlandi®®,

3.2.7.1. MCAD EXON 11 gen bolgesi A 985 G bolgesi kesiminde kullanmak icin PCR

kosulu;

94°Cde 30 saniye

60°C de 30 saniye

72°C de 30 saniye

olmak iizere 30 déngii yapild: ve 72°C'de 10 dakika son uzama eklendi®®.

3.2.8 .Restriksivon Enzim Kesimi 3

7ul steril 10 X su , 2pl Buffer, 1l Ncol, 10ul PRC iriini karistirip 37° C de en az 2 saat

kesim yapildi. Kesim iiriinleri % 2 lik agaroz jelde incelendi?®.
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3.2.9. %2’liik Agaroz Jelin Hazirlanmasi :

lg agaroz tartilarak behere alindi. Uzerine 50 ml IXTAE ¢ozeltisi eklenerek
mikrodalga firinda kaynatildi. Daha sonra iizerine lpl 10 mg/ml’lik etidyum bromiir
eklenerek kanigtirildi. Yaklagik 70°C’ye sogutularak kiivete dokiildii. Tarak yerlestirildi ve jel
sogumaya birakildi. Jel donduktan sonra tank 1XTAE ¢ozeltisi ile dolduruldu. Alinan 15ul
PCR iiriinleri son konsantrasyonu 1x olacak sekilde eklenen 5x'lik yiikleme tamponu ile
kangtinlarak jeldeki kuyucuklara yuklendi. Kuyucuklardan birine ¢X DNA size marker
yiklendi. Yiikleme islemi bittikten sonra elektrotlar yerlestirilerek ornekler 80-100 V’ta
yiiriitildii. Elektroforez tamamlandiktan sonra jel UV altinda incelendi ve Polaroid kamera ile

jelin fotografi gekildi®.

3.2.10. Dizileme Reaksiyonu Sonuclarmm Degerlendirilmesi :

Dizileme Reaksiyonu MCAD genine ait ileri ve geri dizi haritas1 kullamlarak

degerlendirilmigtir. ( Bkz.Ek. 6,7)

3.3.Bulgularin Degerlendirilmesi :

Bulgularin degerlendirilmesinde "SPSS for Windows" istatistik paket programi ile

«° testi kullamlmustrr.
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4 .BULGULAR

Calismamuzda annelerden alman 35 6mek ve 35 bebekten alinan kordon kani

kullanilmugtir. Calismamizda yer alan 35 annenin yag ortalamasi 32.4 olarak saptanmistir.

4.1.EKZON 11 UZERINDE A985G MUTASYONUNUN GOSTERILMESI:

Tiim drneklerin ekzon 11 gen bdlgesi en sik rastlanan A985 G mutasyonunun
incelenebilmesi igin Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemi ile ¢ogaltilmis ve Ncol
restriksiyon enzimleri ile kesilmistir. Gergeklestirilen Polimeraz Zincir Reaksiyonu sonucu
%2 lik Agaroz jel elektroforezindeki goriiniim sekill de gosterilmistir. Anne ve bebeklere ait
DNA 6rneklerinin 199 bp lik bantlar verdigi saptanmustir. Sonug olarak anne ve bebeklere ait

DNA'lerde istenilen gen bélgesinin gogaltildig: gézlenmistir( Sekill3 ).

Il 2 B @4 5 ¢ 9 8

Sekill3: Ornekler tizerinde MCAD geninin bulundugu 1p31 bolgesi ekzon 11 bolgesine ait amplifikasyonu
gergeklestirildikten sonra % 2 lik agaroz jelde incelenmesi. Bant 1 : Marker, Bant 2 — @ : Anne ve bebeklere ait

DNA 6rneklerinden 199 bp lik bantlar



A 985 G transisyonunun MCAD bozuklugu goriilen hiicreler igin belirleyici oldugu
gosterilmistir. Sézkonusu bozuklugun tesbiti i¢in anne ve bebeklere ait amplifiye edilen 199
bp lik genomik DNA , Nco 1 Restriksiyon enzim ile kesildikten sonra sonug %?2 lik Agaroz
jel elektroforezinde degerlendirilmistir. Orneklerin  higbirisinde A985G  mutasyonu

gériilmedigi, dolayist ile kesimin gergeklesmedigi, kesim sonrasi bantlarin yine 199 bp lik

oldugu saptanmustir(Sekil 14).

Sekil 14 : Amplifiye edilen 1p31 exon 11 bolgesi 985 pozisyonu Ncol ile kesildikten sonra

o/

s 2 lik Agaroz jelde incelenmesi. Bant 1 : Marker , Bant 2-8 : Kesim sonrasi anne ve bebek

DNA &rnekleri.



4.2.DIZILEME REAKSIYONU iLE MCAD GENi EKZON 11 BOLGESININ

INCELENMESI :

Exon 11 gen bélgesine ait tiim mutasyonlarin degerlendirilmesi ve Nco 1 kesimi ile
incelenen A985G mutasyonunun tekrar kontrolii i¢in dizileme reaksiyonu gergeklestirmek
gerekmektedir. Dizileme Polimeraz Zincir Reaksiyonu igin gerekli PCR iirlinii elde etmek
icin gen bolgesi PCR yontemi ile gogaltilmistir, ve % 2 lik Agaroz jel elektroforezinde

incelenmistir( Sekill5 ).

I 2 3 i -y

Sekil 15 : Amplifikasyon sonucu olusan, dizilemede kullanilacak 250 bp lik DNA bantlarimin
% 2 lik agaroz jelde incelenmesi. Bant 1 : Marker , Bant 2-5 : anne ve bebeklere ait 250 bp

lik DNA bantlar.



Dizileme Polimeraz Zincir Reaksiyonunda kullanmak {izere bu PCR &rnekleri

temizlenmis ve % 2 lik Agaroz jel elektroforezinde incelenmigtir. Ayni drneklerin temizlenme

Orneklerin temizlenme dncesine gore daha soluk fakat

sonrast durumu sekil 16 ile verilmistir.

bantlarn temiz oldugu gozlenmistir.

Sekil 16 : Dizileme reaksiyonu igin gerceklestirilen amplifikasyon iirtinlerinin temizlik

sonrast % 2 lik agaroz jelde incelenmesi.



Temizlenmig PCR iiriinii ile dizileme PCR reaksiyonu gergeklestirilmistir. Dizileme
PCR reaksiyonunda kullamlacak madde miktarina karar verilirken temizlik sonrasi bant
parlaklig: goz oniine alinarak en fazla 9 pl PCR uriinii madde kullanilir. Kullanilan tiriiniin
miktarindaki hata otomatik dizilemenin ger¢eklesememesine sebep olmaktadir.

Dizileme PCR reaksiyonu gergeklestikten sonra PCR iiriinleri tekrar temizlendi, kalan

temiz triin vakumla kurutularak dizilemesi gergeklestirildi.



Dizileme reaksiyonu ile genin ekzon 11 bélgesine ait tiim olas1 mutasyonlar incelenmistir
ve sonuglar ekil (18,19,20,21 Bkz. Ek 1A-1B,2A-2B,3A-3B,4A-4B, 5A-5B ) de

gosterilmistir.Dizileme sonucu bebeklerden alinan 6rneklerin dort tanesinde Val 362

aminoasidi ile sorumlu bélgede A 1161 G mutasyonu oldugu , 6rneklerin higbirisinde Nco 1

kesiminin agaroz jelde incelenmesi ile de gosterildigi gibi A985G mutasyonu bulunmadig1

saptanmugtir.
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Sekil 19 : Ekzon 11 bélgesine ait dizileme reaksiyonu ile A 1161 G mutasyonunun

gosterilmesi
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Sekil 20 : Ekzon 11 bélgesine ait dizileme reaksiyonu ile A 1161 G mutasyonunun

gosterilmesi
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MCAD Mutasyonu
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Sekil 21 : Ekzon 11 bolgesine ait dizileme reaksiyonu ile A 1161 G mutasyonunun

gosterilmesi
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Omeklere ait MCAD geni ekzon 11 985 ve 1161 bolgeleri alel dagilim: toplu tablosu

Tablo 1 'de belirtilmigtir Bu tabloya gore A 985 G mutasyonu goriilen birey olmadig1 ancak 4

bebegin A 1161 G mutasyonu tagidii saptanmigtir.

Tablo 1 : BEBEKLERDE VE ANNELERDE ORTA ZINCIRLI YAG ASIDI
DEHIDROGENAZ ( MCAD ) ENZIMI EXON 11 MUTASYON DAGILIMI

ANNE (n: 35) BEBEK (n:35)
A985G Al161G A985G All61G
A/AA/G GIG | A/A AIG GIG A/AA/G G/A | AJA A/G G/G
3. 0 O 35 0 0 35 0 0 31 4 0

Anne ve bebek arsindaki A1161G aleli agisindan farklilgin istatiksel degeri «? testi ile
incelendiginde farkin tablo 2 'de belirtildigi gibi anlamli oldugu belirlenmistir ( p < 0.5)

GRUP page 1 of 1
Commnt |
Col pot |AHKE BEBEK
Row
i 1,00 2,006} Total
Al1616 e A e e o o e e +
1,00 |} 35 | 31 | 66
AR } 00,0 1 88,6 | 94,3
e o e e ettt +
2,00 |} i 4 i 4
A5 H P 11,4 | 5.7
o e o o e +
Co Y 35 35 70
Total 56,0 50,0 100,0
Chi-Square Value DE gignificance
Peaxson 4,24242 1 03943
Continuity Coxrrecticn 2,38636 1 13240
Likmlitiood Ratio 5,785 i : | ,1R14
Mantel-Baenszel test fox 4,18182 1 o , 04086
linear associabion
Fisher's Exact Test:
Oone-Tail L0571
Two-Tall ,1342%
Minimom Expected Frequency -~ 2, 000
Calls with Ezxpected Frequency < 5 - 2 OF 4 { 50,0%)
Statistic Value 95% Contidence Pourcds
Relative Risk Zstimate {Aal181s 1,0 7 a1i6is 2,0)
cohort {GRUP 2,0 Risk} 48570 , 38349 ,BA6T4

Number of Missing Dbservations: @

Tablo 2: «? testi ile anne-bebek aras1 A1161G mutasyonu karsilastirilmas:
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5. TARTISMA

Son yillarda B-Oksidasyonun ani bebek olumlerindeki rolii aragtirmacilann ilgi
duyduklan bir konu olmaktadir. Ani bebek 6liimlerinin taniminda otopsi bulgularinin normal
olmas: gerektigi, bu neden ile kas, kalp ve karaciger tizerinde dikkatli mikroskopik ¢aligmalar
yapilmas: ve  P-oksidasyon bozukluklanmi Ani Bebek Olimlerinin sebeplerinden
ayirilabilmesi gerektigi ancak bazi durumlarda B - oksidasyon bozukluklarinin ¢ok az bir
hiicre hasant olusturmast sebebiyle postmortem bulgusunun miimkiin olamadig da
belirtilmigtir*. Semptomlarin aglik ve enfeksiyon dénemlerinde ortaya ciktigs, ortaya giktig:
yasin ortalama 15 ayhk oldugu, ve ilk semptom gorilen bireylerden %25 inin o6ldiigii
bildirilmigtir(11). MCAD bozuklugu tesbit edilen bireylerde aglik onlendigi ve yiiksek
karbonhidrat alimi gergeklestiginde oliimiin 6nlenebilecegi bildirilmigtir *. Daha 6nceleri ani
bebek olimlerinin % 15-17 si B- oksidasyon bozukluklarina baglamrken bugiin yeni
tetkiklerin geligimi ile bu degerin yiizde 1 -3 arasina diigdiigii bildirilmistir* . Giivenilir otopsi
bulgularinin bulunmamas: sebebiyle aniden , agiklanamayan sebepten 6len tiim ¢ocuklarda B-
oksidasyon metabolizmasi bozukluklarmin arastirlmasi yaninda postmortem incelemelerde
kan , idrar, agilglisin ve agilkarnitin incelemeleride yapilmalidirKaraciger , kas ve kalp
dokulan gelecekteki caligmalar i¢in aminda -70 derecede dondurmak ve miimkiinse deri
fibroblast kiiltiirii hazirlamak, ¢aligmalar sonucu gocuklarda ve asemptomatik bireyler ile ilgili
risk derecesinden soz edilebilecegi goriisii giiniimiizda yaaygin taraftar toplamaktadir®..

Bu tez ¢aligmasinda B- oksidasyon reaksiyonunda katalizorhik yapa orta zincirli yag
acil KoA dehidrogenaz (MCAD) enzim genindeki olasi mutasyonlarla ani bebek olimleri

arasindaki baglant: aragtinimugtir.
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MCAD proteininindort identik alt tnitenin birlesmesi ile meydana gelmis karali bir
tetramer yap1 oldugu ve orta zincirli yag asitlerinin B- oksidasyonu basamaginda gorev aldigy,
Merkezinde bulunan + yiiklii Lys ile 304 pozisyonundaki - yukli 342Gln ile olugturdugu

kararli yap1 bozuldugunda enzimin etkisiz hale gelecegi bildirilmigtir*-*>2

. Arastirdigimiz
gen 12 ekzona sahip 44kb lik buytik bir gendir. 12 ekzon arasindan ekzon 11 iizerinde
mutasyona agik 11 bélge bulundufu ve tzerinde gorilen mutasyon orammn diger
ekzonlardakine gore gok yiiksek oldugucaligmalarla gosterilmigtir?>2545-463

Ekzon 11 incelendiginde sekiz tane mutasyona agik nokta belirtimistir(Bkz:Ek 6,7).Bu
noktalar arasinda genin ¢aligildig1 toplumlarda en sik goriilen mutasyon hastaligi tesbit edilen
bireylerin % 90 ninda gorilen ve dikkat g¢eken nokta 985 pozisyonu olarak
bildirilmigtir'* Homozigot A985G mutasyonun gorilldigi bireylerde MCAD bozuklugu
goriildiigii ve bu bozuklugun ani bebek olimlerine sebebiyet veren metabolik sebepleri
arasinda en 6nemli ve sik rastlanam oldugu bildirilmigtir.

Tiirkiye'de gergeklestirilmis, ekzon 11 iizerindeki tiim mutasyonlar tarayan boyle bir
aragtrmanin  daha once aypilmamig olmasi sebebiyle c¢alisma gurubumuz gelisi giizel
se¢ilmistir.

Ozellikle A985 noktasiu incelemek igin yaptigimiz Polimeraz Zincir Reaksiyonu

( PCR), noktaya ait Ncol restriksiyon enzim kesimi ve sonucu %2 lik agfaroz jelde
incelenmis, sahip oldugumuz higbir 6rnekte bu noktaya ait mutasyona rastlamamigtir. Bunun
sebebinin segtigimiz orneklerin gelisi giizel se¢ilmis olmas1 , MCAD enzim genine ait higbir
ailesel bozukluk hikayesi aranmamig olmasi ve ¢alisilan 6rnek sayisinin gok fazla olmamasi
olarak diiginmekteyiz.

Enzim kesiminden sonra olas: tiim mutasyinlar1 incelemek {izere dizileme reaksiyonu

gerceklestirilmistir. Bu reaksiyon ile MCAD geni ekzon 11 bolgesine ait olast tiim mutasyona

agtk noktalar incelenmigtir.
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Sonug olarak bebeklere ait sahip oldugumuz 35 ornekten dort tanesinde A1161G
heterozigot mutasyonuna rastlanmustir, annelere ait 6rneklerde ise bu noktaya ait mutasyonada
rastlaniimamigtir. Sahip olduumuz bebeklerde gorillen 4/ 35 oramindaki mutasyon x* testi
ile anneler ile kargilastimldiginda bebeklerde gorilen mutasyon frekansi annelere gore
anlamli derecede yiiksektir ancak heterozigot olarak bulunan bu mutasyon c¢ekinik olmasi
sebebiyle fenotipik olarak MCAD 'in tetramer yapisin: etkilememekte dolayis: ile bebeklerde
klinik agidan enzim eksikligine bagl: bir sendrom olmadig: diisiiniilmektedir.

Yapilan literatiir aragtirmalarinda 1161 noktasinda bulunan mutasyona ait fazla veri
bulunamamigtir. Baz1 yayimnlarda G1161 noktasimn sadece polimorfik bir nokta oldugu
bildirilsede dizileme ¢aligmas: yapilan iilkelerde bu alele fazla rastlanmamis olmast bu
noktay: sadece mutasyona agik bir nokta olarak birakmakta ani bebek oliimleri ile bagmntist
agiklanmamaktadir sadece sessiz mutasyon noktas: diyede diisiiniilen bu noktanin ani bebek
oliimlerinde etkin olmadigida ispatlanmamustir®.

Sonug olarak yaptigimiz bu galigma ile diger tlkelerde ender goriilen G1161 alelinin
Tiirk toplumunda olduga yiiksek oldugunu saptamig bulunmaktay:z.

Turk toplumunda yapilan bu galisma ile G1161 alel frekansinin iizerinde aragtirma
yapilan dier toplumlara gore boylesi yiiksek olmasi ileride ornek sayisi gogaltilarak
yapilacak caliymalarda homozigot bireylerinde bulunabilecegini dolayist ile bu bireylerde
MCAD protein yapisinda olugabilecek degisikliklerin incelenebilecegini ve ani bebek

olumleri ile baglantisini arastirabilecegimizi diisiinmekteyiz.
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Caliymamizda ani bebek 6limleri ile orta zincirli yag asitleri dehidrogenaz ( MCAD)
enzim genindeki mutasyonlar arasindaki olas1 baZintiy1 incelemek amagli olarak annelerden
alman 35 omek ve 35 bebekten alman kordon kam kullamlarak MCAD enzim geni
incelenmisgtir.

Toplam 70 ornekten elde edilen DNA'lardan MCAD geni yapisindaki olast
mutasyonlan inceleyebilmek igin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ( PCR), restriksiyon enzim
kesimi , agaroz jel elektroforezi ve dizileme reaksiyonu teknikleri kullamlmigtir.

Caligmamiz sonucunda bebeklerde 4 / 35 oramnda 11. Ekzondaki 11 sicak noktadan
biri olan1161 noktasinda heterozigot A1161G mutasyonuna rastlanmus, diger hi¢bir mutasyon
gozlenmemistir. Annelerde ise herhangi bir mutasyon gozlenmemistir. Bebeklerde goriilen bu
mutasyon miktan istatiksel olarak annelere gore anlamli derecede yiiksek olmakla beraber
¢ekinik etkiye sahip bu alelin heterozigot durumda beklendigi sekilde herhangi bir metabolik
etkisi goriilmemigtir.

Bu sonuglara gore Tirk toplumunda diger incelenilen toplumlara gore A1161G
mutasyonunun beligin derecede yiiksek oldugu gozlenmistir. Random segilen bebeklerdeki bu
yiiksek alel oram daha bilyiik bir grup ile yapilan galigmalarda homozigot mutasyonun
bulunabilecegini ve homozigot gen yapisi ile ani bebek oliimleri arasindaki bagintinin

incelenebilecegini akla getirmektedir.
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7. SUMMARY

The relationship between Medium Chain Acyl CoA (MCAD) deficiency and sudden infant
death syndrome (SID) were studied in 70 samples, 35 from mother, and 35 from chord blood.
of newborns.

Poimerease Chain Reaction ( PCR), restriction enzyme digestion, sequencing and agarose jel
electrophoresis techniques were used to identify the probable mutations that may occur on
exon 11.

We ended up with A 1161G mutation in 4 / 35 newborns, and no A985G mutation in newborn
groups.No mutation were detected in mothers.

When A1161G mutation was compared between newborns and mothers, mutation in newborn
group was found to be statistically significant (p< 0.05 ) but as the mutation was heterozygous
and the gene was recessive , tI;e effect of the mutation at protein level couldn't be observed.
As a result, we found that G1161 allele frequncy is muchmore higher in Turkish population
then in any other populations .We think that if we increase the amount of the samplesfrom the
newborns, we may end up with homogeneous mutations and by that way we can check the

effect of the mutation on enzyme activity.
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1 10 20 30 40 50 60 70
! ! | | I ) |
CACCAAGCA.KTATCATTTATGC’I‘GGCTGA}ATGGCAA’I\GAAAGTTGAA&TAGCTAGAATGAG’I‘TACCAGAGA
i | | |
(s} G 13 bp Ins A

ST 985 999 1008

80 so 100 110 1290 130 140
| | | | | | |
GCAGCTTGGGAGCTTGATTC TGGTCGTCGARATACCTATTATGC TTCTATTGCAAAGGCATTTCCT:GAGAT
I

T
1045
150 160 170 180 1s0 200 210
. [ [ ! - !
ATTGCAAATCAGTTAGCTACTGATGCTGTGCAGATACTTGGAGGCARTGGATTTARATAC. A\EJAATATCCTGTA
I I ; 4 ]
4 bp Del (= " G
1100 1124 . ile1l
. 2290 230 240 249

| | | i
GAAAAACTAATGAGGGATGCCAAAATCTATCAG

Ek 6 : MCAD Ekzon 11 ileri (3'-5' ) dizi haritast
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MCAD EXON 11 a3

2l 10 20 30 40 50 60 70
| ! | | | I | |
CTIATAGATTTTGGCATCCCTCATTAGTTTTTCTACAGGATATTCTGTATTAAATCCATTGCCTCCAAGT
|
c
1161

80 S0 100 110 120 130 140
| | | | | | |
ATCTGCACAGCATCAGTAGCTAACTGATTTGCAATATCTCCAGCAAATGCCTTTGCAATAGAAGCATAAT
| I
G 4 bp Del
1124 1100

150 160 170 180 190 200 210

i I i I | I I
AGGTA’I‘T’I‘CGACGACCAGAATCAACCTCCCAI}GC'ICCTCTCTGGTAACTCAT’I‘CTAGCTAG’I"I‘CA.AC T

! I I I

A T 13 bp Ins . <
1045 1008 999 ! 985
s
kot
220 230 240 249

| | | |
CATTGCCATTTCAGCCAGCATAAATGATATTGCTTGGTG
|
G
877

Ek 7: MCAD Ekzon 11 geri ( 5'-3') dizi haritasi



