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Kalitsal hastaliklanin insidansi, populasyonun bulundugu cografik
bélge, etnik orijin ve popullasyon icersindeki diger faktdrierden
(akraba evliligi ve cevresel faktérler) dolayl popllasyondan
populasyona farklilik gostermektedir.

Doku farklilasmasi nedeni ile her protein kan ve fibroblast gibi kolay
elde edilebilir dokularda eksprese edilemiyebilir. Bu nedenle,
biyokimyasal testler ile defektif proteinin tanimlanamadigi kahtsal
hastaliklarin tanisi, her c¢ekirdekli hiicrede sabit olan DNA
molekllinlin, molekuler biyolojik metodlar ile incelenmesiyle
konulmaktadir.

Akraba evliliginin % 21 gibi ylksek degerlerde oldugu Ulkemizde (1)
kalitsal hastaliklar énemli bir sorun teskil etmektedir.Ulkemizde
oldukca yiliksek insidansta gérilen fenilketonlri (PKU) ve kistik
teknikler taniyr hizlandirdigi gibi, klinik bulgulardaki degiskenligin
tanty sipheye disirdigl durumlarda, taniyi kesinlestirmektedir.

Bu ¢alismada, PKU ve CF gen lokusundaki mutasyonlarin, Turk
hastalarindaki insidanslarini saptamak ve toplumumuza &zgul yeni
mutasyonlar tesbit etmek icin, bir 6n tarama metodu olan SSCP
(Single Strand Conformational Polymorphism) ve DNA dizi analiz
tekniklerini bélimimiz laboratuarlarinda uygulamayi1 amagladik.



1. GENEL BILGILER

Her nekadar genler dikkati cekecek kadar kararli bir yapi gésterseler
de, zaman zaman dogal veya cevre sartlarina bagli olarak
degisikliklere ugrarlar. Genetik materyalde meydana gelen ve
kalitim ile kusaktan kusaga aktarilabilen bu bozuklukiara mutasyon
denilmektedir (2). Mutasyonlar, kromozom vyapisi (delesyon,
duplikasyon ve ftranslokasyon) veya kromozom sayisindaki
degisiklikler oldugu gibi, bir gende bir veya bir ka¢ ntkleotidin
delesyonu veya insersiyonu ya da bir nokta (baz degisimi)
mutasyonu seklinde olusabilmektedir. Mutasyonlar ile yapisal ve
enzimatik gorevi olan proteinlerin etkilenmesi sonucu genetik
hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir.

Genetik hastaliklar, mutasyona ugrayan gen sayisi ve cevresel
faktorlerden etkilenme durumlarina gére (i¢ ana gruba ayriimaktadir

(3).

1.1. Kromozomal Hastaliklar.

Kromozomal hastaliklarda, mutasyonlar genomun blylk bir
bolimuni etkilemistir. Son arastirmalara gére, yeni doganlarda
kromozom hastaliklarinin insidansi % 0.60' dir. Bunlarin % 0.24' Gni
cinsiyet kromozomu anomalileri, % 0.36' sini otozomal bozukluklar
olusturmaktadir (4).

1.2. Multifaktériyel Hastaliklar.

Bu grupta, Hastaligin temelinde hem genetik, hem de cgevresel
faktorlerin etkileri bulunmaktadir. Bu malformasyonlarda, bireyin
icinde bulundugu etnik, cografik ve sosyal farkliliklar énemli rol
oynamaktadir.  Konjenital kalp hastalidi, hipertansiyon, dudak-
damak vyarikhd, mide Ulseri ve sizofreni bu grupta yer alan
hastaliklardir. Bu hastaliklarin bilinen bir kalitim sekli yoktur. Ancak



ayni aile icersinde gérulmeleri kalitsal temellerine bir ipucu teskil
etmektedir. Geng yasta ortaya ¢ikanlar da hesaba katilirsa genetik
hastaliklar igersinde, multifaktoriyel hastaliklann insidansi yaklagik
% 60'dir (5).

1.3. Tek Gen Hastaliklar!.

Bu grupta tek bir gende bozukiuk séz konusudur. Gen drindnidn
sentezlenememesi vel/veya toksik metabolitlerin birikimi hastalia
neden olmaktadir (6). Ginimizde yaklasik 4344 tek gen hastaligi
saptanmistir (7) (Tablo I). Tek gen hastaliklar, Mendelyen kalitim
sekillerinden birisi ile (otozomal resesif, otozomal dominant, X' e
bagh resesif ve X' e bagli dominant) aktariimaktadir.

Tablo | : Tek gen hastaliklarinin dagilimi (McKusick 1988)

1978 1983 1986 1988

Otozomal Dominant 1489 1827 2201 2557
Otozomal Resesif 1117 1298 1420 1477
X' e Bagl Hastaliklar 205 243 286 310
Toplam 2811 3368 3907 4344

Dinya genelinde vyapilan taramalar sonucunda, tek gen
hastaliklarindan, otozomal dominantlarin insidansi yaklasik 7/1000,
otozomal resesiflerin insidansi yaklasik 2.5/1000 ve X' e bagl
hastaliklarin insidansi yaklagik 0.5/1000 dir (8).

Degisik popllasyonlara bakildiginda, éncelikle bulunduklari cografik
bolge farklili§i ve etnik orijin, daha sonra ise, popllasyon igersindeki
diger faktérierden dolayi (akraba evililigi orani, kigilerin cevre ile olan
iliskileri v.b) kalitsal hastaliklarin insidansi farklilik géstermektedir
(Tablo I).



Tablo 1l ; Fenilketonurinin farkl Ulkelerdeki insidanslari.

L"JLKELER INSIDANSI KAYNAK
Isveg 1/30.000 (8)
Tlrkiye 1/5.524 (9)
Cin 1/16.000 (10)
Japonya 1/119.000 (11)

Bilindigi gibi kalitsal hastaliklardan korunmanin bir yéntemi yoktur.
Bu hastaliklarin fenilketon(ri ve galaktozemi gibi érneklerinin disinda
tedavi edilmeleri mimkin degildir. Onlenebilmeleri, toplumda
tastyicilarin tesbiti, genetik danisma ve dogum 6ncesi tani metodiari
ile hastaligin bir sonraki kusaklara aktariimasinin engellenmesi ile
gerceklesebilmektedir.

1.4. Tek Gen Hastaliklarinda Biyokimyasal Tani.

Tek gen hastaliklarina neden olan mutasyonlarin yapisal ve
enzimatik gérevi olan proteinleri etkilemeleri sonucunda, organizma
hiicrelerinde metabolik bozukiuklar gériimektedir.  Bazi kalitsal
hastaliklarda, idrar veya serumdaki metabolitler veya toksik
maddeler gésterilerek tani konulabilmesine karsin, biyokimyasal
testler ile en pratik tani yaklagimi enzim tayinidir (Tablo 1lI).



Tablo Ill : Biyokimyasal testler ile bazi kalitsal hastaliklarin tanisi.

DOKU
KAN IDRAR (fibroblast)
Sistinuri sistin,ornitin,
arjinin,lizin artisi

Izovalerik asidemi izovaloril-CoA izovaloril-CoA

dehidrogenaz dehidrogenaz
Zellweger send. uzun zincirli

yag asitlerinin

ve fitanik asit artisi
Homosistindri sistationin
sentetaz

Gen ekspresyonunun dokuya 6zgil oldugu durumlarda, érnegin, tip |
glikojen depo hastaligi veya fenilketoniri icin karaciger dokusu
gerekmektedir. Hastalia neden olan biyokimysal bozuklugun
mekanizmas! bilinse bile, bazi kaltsal hastaliklarda protein analiz
yéntemleri ile tanm1 mimkiin olamamaktadir. Bu durumda, doku
farklilasmasina ragmen her c¢ekirdekli hiicrede sabit olan DNA
molekllt, molekller biyolojik metodlar ile incelenerek kahtsal
hastaliklarin tanisi DNA analizi ile konulabilmektedir.

1.5. Tek Gen Hastaliklarinin Molekiler (DNA) Analizi.

Molekdiler biyolojik teknikler ile genetik hastaliklarin tanisina
yaklagimda ilk basamak hastalia neden olan genin klonlanmig
olmasidir. Geni klonlanmis ve c¢DNA' sinin (komplementer DNA)
dizi analizi ile tim mutasyonlar saptanmis bir kalitsal hastalik ile,
geni klonlanmig fakat 6zgll mutasyoniari henliz saptanamamis
kalitsal hastaliklar farkli teknikler ile analiz edilmektedir.



Mutasyonu belirlenmemis kalitsal hastaliklarda tani indirekt
yéntemler ile konulmaktadir (12). Bu yéntemde, klonlanan cDNA' nin
polimorfik yapisindan faydalanilir. HastaliJa neden olan gen ile
birlikte kalitildi§i gbsterilen gen ici veya gen dist polimorfik bdlgeler
"Linkage Analiz" ydntemleri ile incelenerek allellerin aile iginde
kalitimi takip edilir. Bu ydntem ile, normal ve mutant allelleri
birbirinden ayirabilmek igin hasta ¢ocugun muhakkak caligiimasi
gerekmektedir.

Gen icinde intronda veya gen diginda meydana gelen ve fenotipe
yansimayan bir nikleotid degisimi, bir restriksiyon endonikleaz
enziminin kesim bdlgesinin icinde yer alirsa, o restriksiyon
endoniikleaz enziminin DNA molekilini kesip kesmemesine bagli
olarak, DNA fragmentlerinin boyutlarinda bir farkliik meydana gelir.
Bu durum RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)
olarak adlandirilir (13) (Sekil 1).

O
A alleli O O
TCGA TTGA TCGA
B alleli O O @)
TCGA TCGA TCGA
A/A A/B B/B
+
elektroforetik
— — migrasyon

Sekil 1 : Restriksiyon endoniikieaz polimorfizmi.



Diger bir tip polimorfizim de, DNA (zerinde bulunan tekrarlayan
dizilerdir (tandem repeats). Bu tekrarlar 15-30 baz gifti uzunlugunda
degisen diziler igerirler, bu dizilere "minisatellite” ad:! verilir (14,15).
Bu diziler her allelde farkli sayida tekrar icerebilir (VNTR, Variable
Number of Tandem Repeats) ve bu polimorfizmden yararlanarak
normal ve mutant alleller birbirinden ayrilabilir (Sekil 2).

L. 1 2

[

713
Il. 11 2 3

383 7183 TI7

Sekil 2: Tekrarlayan (VNTR) baz dizilerinin polimorfizmi. Anne ve
baba (I.1ve2) bir allellerinde 7, diger allellerinde 3 kez tekrarlayan
diziyi tagimaktadirlar. Hasta ¢ocuk (I.1) her iki allelinde de 3 kez
tekrarlayan diziyi tasidigindan hastaligin bu allel ile aktarildigini
gostermekte. 2. kardes (ll.2) bir allelinde 7, diger allelinde 3 kez
tekrarlanan dizileri tasidigindan tasiyici birey. 3. kardes (11.3) her iki
allelinde de 7 kez tekrarlayan diziyi tasidiindan saglam birey.

RFLP yénteminde alleller restriksiyon endontkleaz enziminin kesim
yapmasi (+) veya yapmamasina (-) gére ayirt edildigi i¢in bu yéntem
her aile icin % 100 informatif olmayabilir. Fakat VNTR bdlgeleri
degisken sayida tekrar icerdi§i icin allellerin wve Kigilerin
saptanmasinda daha informatif bir sistem olustururiar.



Geni klonlanmis ve DNA dizi analizi ile hastaliya neden olan
mutasyonlar tesbit edilmis kalitsal hastaliklar direkt yontem ile
tanimlanmaktadir (12). Bu yéntemde DNA Uzerinde mutasyonun
bulundugu bolge tek kopya halindeyken PCR (Polymerase Chain
Reaction) metodu ile in-vitro sartlarda 1x106 kere ¢odaltilarak bu
bélgedeki mutasyon, ASO (Allele Specific Oligonucleotide) veya
restriksiyon endontikleaz enzimler ile analiz edilebilmektedir
(16,17,18). Bu yontem ile hastaliga neden olan mutasyon direkt
olarak gosterildi§i icin daha 6nce ailenin ¢alisiimasi gerekmeden
hasta cocuk analiz edilebilir.

1.6. Yeni Mutasyonlarin Saptanmasi.

Baz kalitsal hastaliklar tek bir mutasyonun etkisi ile ¢ikabilirler.
Ornegin, orak hucreli anemi, hemoglobinin beta zincirinin 6.
kodonundaki (GAG) adenin bazinin, timin baz! ile degismesi (GTG)
sonucunda, proteinde énemli bir yerde bulunan glutamik asit yerine
valin amino asidinin gelmesi ile ortaya ¢ikar (19). Fakat talasemi,
fenilketontiri, kistik fibrozis v.b. gibi kalitsal hastaliklarda gen icinde
birden fazla, yaklasik 100 veya 300'e yakin mutasyon tesbit
edilmistir. Mutasyonlarin genin neresinde yer aldig! ve proteine nasil
yansididi 6nem tasimaktadir. Mutasyonlar, dagiim  agisindan
populasyonun bulundudu cografik bélgeye bagli olarak bir segime
tabi tutulurlar. Ornegin, kistik fibrozisde delF508 mutasyonu kuzey
Avrupa' da % 70-80 oraninda gortlurken, gliney Avrupa' da
insidansi % 30' dur (20). Bu nedenle kalitsal hastaliklarin
heterojenliklerini agiklamak ve poplilasyon taramalarini direkt tani
metodlant  ile gerceklestirebilmek igin  popllasyona 6zgll
mutasyonlarin bulunmasi gerekmektedir.

1.6.1. Ontarama Metodlar!.

Bu metodlar ile mutasyonlar, komplementer DNA zincirinin
denatlrasyon sirasinda gdsterdikieri davraniglardan yararlanilarak



saptanmaktadiriar. Analiz edilecek DNA fragmentleri, 1st veya bir
denatlre edici ajan ile denatiire edildii zaman tek zincir haline
gelen DNA fragmentleri bir mutasyon tagiyor ise, DNA zinciri farkli
bir sekonder yapi kazanmaktadir. Bu durum, DGGE (Denaturing
Gradient Gel Electrophoresis) tekniginde, DNA' nin denatlrasyonu
bir denatlire edici ajan ile, TGGE (Temperature Gradient Gel
Electrophoresis) tekniginde, DNA' nin denatlirasyonu 1si ile
gerceklestirilir. Her iki sistemde de denatlire edilen DNA
fragmentleri, % 6' lik denatlre gradient gel elektroforezinde yurutulir
ve farkli migrasyon gésteren DNA fragmentleri, etidium bromdr ile
boyanan jelin UV lamba altinda incelenmesi ile gézlenir (21). SSCP
(Single Strand Conformational Polymorphism) tekniginde ise,
incelenecek olan DNA fragmentleri, PCR ile ¢ogaltilirken, ortamda
bulunan  radyoaktif isaretli nikleotidlerin DNA fragmentlerinin
yapisina katilmasi ile radyoaktif olarak isaretlenir. Isi ile denattre
edilen radyoaktif isaretli DNA fragmentlerinin jel elektroforezindeki
farkli migrasyonlari otoradyografiden alinan sinyale gére ayirt
edilmektedir. Bu ©6n tarama teknikleri ile, analiz edilen DNA
fragmentlerindeki herhangi bir mutasyon veya polimorfizmin yeri
analiz edilmektedir (22,23).

1.6.2. DNA Dizi Analizi

Ontarama teknikleri ile DNA fragmentlerindeki mutasyonlarin
lokalizasyonu saptandiktan sonra, mutasyonun tipi DNA dizi analiz
tekniklerinden  biri ile  gdsterilebilmektedir.  Mutasyonlarin
belirlenmesi amaciyla uygulanan DNA dizi analizleri A. Maxam ve
W. Gilbert veya F. Sanger metodlar olarak ikiye ayrilir (24,25).
Kullanma kolayli§i ve hassasiyeti acisindan glnimuzde tercih
edilen metod F. Sanger' in yéntemidir. Bu yéntemde, incelenecek
olan DNA fragmentleri éncelikle tek zincir halinde g¢ogaltilir. Tek
iplikli DNA fragmentleri, kalip olarak kullanilarak, bu zincirden, &'
uclari radyoaktif . olarak isaretlenmis ve sentezleri
dideoksiriboniikleotidler kullanilarak durdurulmus farkli uzunluktaki
yeni zincirler sentezlenir. Radyoaktif igaretli kisa DNA
fragmentlerinin denatire akrilamid jeldeki migrasyonlarina goére kalip



DNA zincirinin dizi analizi gergeklestirilir. Bu ydntem ile, DNA
fragmentleri iki farkl sekilde incelenebilmektedir.

1.6.2.1. indirekt Dizi Analizi

Bu metod, klonlanan DNA' nin tek zincirinin kopyalarinin
olusturulmasina bagldir. Bunun igin en iyi yol, M13 vektorleridir.
6407 nikleotidlik tek zincirli bir genoma sahip olan M13 vektérleri
dizi analizine alinacak olan DNA' larin klonlanmasinda kullanilir. Cift
iplikli DNA fragmenti, replikatif formdaki faja kionlanabilir. Bu fajlarin
bakterilere (E.coli, JM 101 suslar) transformasyonundan sonra, iki
DNA ipliginden birtanesi kapsit icersine paketlenir. Hangi DNA
zincirinin klonlanacagi tesadife bagldir. Universal primerler ve zincir
terminasyon faktdri olarak dideoksiribonlklotidler kullanilarak,
M13mp vektérlerine kionlanan DNA zincirinin dizi analizi ¢ikartilir.
Bu metod ile, yaklasik 2-3 kilobazlik DNA fragmentlerinin dizi analizi
gerceklestirilir (26,27).

1.6.2.2. Direkt Dizi Analizi.

Bu metodta, cift iplikli DNA fragmentinin hangi zinciri incelenecek
ise, DNA' nin in-vitro amplifikasyonu sirasinda, o iplige 6zgul primer
normal konsantrasyonda, diJer primer 1/10 daha az
konsantrasyonda kullanilarak istenilen DNA zinciri asimetrik PCR
tekni@i ile cogaltiimis olur (28). Bu tek zincirli DNA fragmenti dizi
analizi icin direkt olarak kullanilir. Bu zincire 6zgll primer ve zincir
terminasyon faktéri olarak dideoksiriboniikleotidler kullanilarak DNA
zincirinin dizisi ¢ikartilir. Bu metod hizli ve daha pratik olmasina
karsin en fazla 1 kilobazlik bélgelerin analizinde kullanilabilmektedir
(29).
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Dizi analizleri ile mutasyonun tipi saptandiktan sonra, bu
mutasyonun kontrol edilmesi gerekmektedir. Bunun igin mutasyon,
bir restriksiyon endoniikleaz enziminin kesim bdlgesi ile iligkili ise, o
restriksiyon endontikleaz enzimi kullanilarak veya  ASO (Allele
Specific Oligonukleotide) teknigi ile kontrol edilebilmektedir.

1.7. KISTIK FIBROZIS' IN MOLEKULER GENETIGI

Kistik fibrozis (CF) dis salgi bezlerindeki fonksiyon bozuklugu ile
giden ve baslica akcijer ve pankreas tutulumu olan ve ter
elektrolitlerinde anormal ylkselme ile giden otozomal resesif bir
hastaliktir. Beyaz irkta, siyah irka nazaran daha yaygin gérilen CF'
in beyaz irktaki insidansi 1 / 2500 dir (30,31). 1975 yilinda
Ulkemizde yapilan bir arastirmada K. Tinaztepe ve arkadaslar 525
otopsi vakasi arasinda % 7.04 oraninda CF vakasi saptamislardir
(32,33).

Hastalik, dis salgi yetersizligi, ter elektrolitterinde  anormal
yikselme (>60 mEqg/L) ve akciger enfeksiyonlari ile gitmektedir (34).
Organizmadaki tiim salgi bezlerinde anormal bir viskoz salinim séz
konusudur. Bu durum, salgl yollarinda tikanikliga neden olurken
brons ve bronsiollerde olusan tikanikiik kronik obstruktif akciger
hastaliina neden olmakta ve sekonder akciger enfeksiyonlari
ortaya cikmaktadir. llerleyici akciger enfeksiyonlari (H. influenza, E.
coli, P. aureginoza, ve stafilokok) CF' in en énemli sorunu olup
olimlere bu enfeksiyonlar neden olmaktadir.

CF vakalarinin % 85-90' ninda pankreas yetmezligi gérilmektedir.
Duedonum sivisinda pankreatik lipaz, amilaz ve proteolitik enzimler
bulunmamakta veya miktarlan ¢ok azalmistir. Pankreatik enzimlerin
intestinal kanala bosalamamasi sonucu yag ve protein emilimi
bozulmakta ve buna bagh olarak malabsorbsiyon ortaya
ctkmaktadir (35,36).
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CF geni 1989 yiinda Lap Chee Tsui ve arkadaglan tarafindan
klonlanmistir (37). Bu gen 7. kromozomun ¢ kolunun 31. bandinda
(7931) yer alir. 27 ekzon igeren 250 kilobazlik bu gen, 6.5 kilo bazlik
bir mRNA' ya transkribe olmaktadir. Genin Urind olan protein,
"Transmembrane Conductance Regulator Protein, CFTR" olarak
adlandirilan 1480 amino asitten olusan, cAMP bagimli bir klor kanah
olarak gérev yapmaktadir (38). CFTR proteini ATP

molekullerinin baglandi§i iki tane NBF (Nucleotide Binding Fold
,NBF1 ve NBF2), bdlgesi, protein kinaz A veya C' nin baglandidi bir
regulatér bolge ve iki tane transmembran bdlgesi icermektedir
(Sekil 3).

R Domain

Sekil 3 : CFTR proteininin epitel hiicre membranindaki yerlesimi ve
fonksiyonel domainleri.

Proteinin regtlator bolgesinde 660, 737, 795 ve 813. pozisyondaki
serin amino asitlerinin protein kinaz A veya C tarafindan
fosforlanmasi ve NBF bolgesine baglanan ATP' lerin hidrolizi ile
kanal aciimakta ve ClI- iyonlari mukozal bélgeye gecmektedir. CFTR
proteini bir CI- pompasi olarak gérev yapmamaktadir. Kanalin
aciimasi ile Cl- elektrokimyasal gradient ile hareket ederek
mukozal boélgeye gegmektedir. Hidroliz olan ATP molekulu ile
kanaldan gecen CI- iyonu sayisi arasinda sitokiometrik bir iligki
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yoktur. Regulatér veya NBF bolgelerine yansiyan mutasyonlar
proteinin non fonksiyonel olmasina neden oldugundan kanal
acllmamakta ve hiicre icinde CI- kristalleri olugsmaktadir (38).

Mutasyonlarin CFTR proteini (izerinde yansididi bélgeler hastaligin

siddeti acisindan 6&nemlidir. CF geninde g6rilen mutasyonlar
asagidaki sekilde siniflandiriimistir (Tablo 1V).

Tablo IV : Kistik fibrozis genindeki mutasyonlarin siniflandiriimasi.

SINIF -1l . Pl (pankreas insufficient)
< % 1 enzim sekresyonu

mutasyon tipleri
anlamsiz, cergceve kaymasi, splice-site
SINIF I : PS (pankreas sufficient)

mutasyon tipleri
yanlis anlami

CF genindeki en sik gorilen mutasyon ATP molekuliinin baglandigi
1. NBF bolgesine rastlayan ve fenilalanin amino asidini kodlayan 3
baz ¢iftlik bir  delesyondur (del F508). Bu mutasyonun
kuzey Avrupa' daki insidansi % 70-80 iken, glney Avrupa' da
insidansi % 30' dur (20). delF508 mutasyonunun Turk CF
hastalarindaki insidansi % 28 dir (39). Bugtin CF geninde yaklasik
300 kadar mutasyon tanimlanmigtir (40). Ozgll mutasyonlarin
hentiz gosterilemedigi popiilasyonlarda taslyici tesbiti gen icinde
veya gen disinda yer alan polimorfik marker bélgeler kullanilarak
saptanmaktadir. CF geni i¢inde bulunan GATT tekrari, TUB9, T854,
TUB18, TUB20 gibi polimorfik bolgeler ile, gen disinda yer alan
XV2C, KM19, Mp6D-9 gibi polimorfik bélgeler (Sekil 4) kullanilarak
normal ve mutant alleller birbirinden ayirt edilebilmektedir (41).
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Sekil 4. CF lokusunun fiziksel haritasinda, gen i¢i ve gen digl
polimorfik bolgelerin lokalizasyonlari. Siyah bélgeler
CFTR genindeki ekzonlari géstermektedir.

Bu polimorfik bélgelerin kullaniminda ¢ allelik kombinasyon séz
konusudur. (1/1, 1/2, 2/2) 1/1; her iki allelde de o polimorfik b&lgeyi
taniyan restriksiyon endontiikleaz enziminin kesim bélgesinin
olmamasi, 1/2; polimorfik bdlgede restriksiyon endonikleaz
enziminin kesim bolgesinin bir allelde olmasi, dider allelde
olmamasi, 2/2; her iki allelde de o polimorfik bdigeyi taniyan
restriksiyon endoniikleaz enziminin kesim bélgesinin olmasi. Bu
polimorfik markerlar kullanilarak, poptilasyondaki normal ve mutant
allellerin ayrimi yapilacak ise, &ncelikle o polimorfik bolgenin
normal ve mutant allellerdeki frekanslarinin  saptanmasi
gerekmektedir. Gunki, 6zgil mutasyonlarin henliz saptanamadigi
popilasyonlarda dogum &ncesi tani polimorfik markerlar kullanilarak
yapiliyor ise, o polimorfik bdlgenin o popllasyon i¢in nekadar bilgi
verici (informatif) oldugunun bilinmesi gerekmektedir.

Mutasyon veya polimorfik markerlar ile CF' in dodum o6ncesi
tanisinin yapilamadidi vakalarda, hamileligin 12-14. haftasinda
alinan amniyon sivisinda, gama glutamil transpeptidaz (GGT), 16sin
aminopeptidaz (LAP) ve alkalen fosfataz enzim dizeylerine
bakilarak fetusun hastaliktan etkilenip etkilenmedigi
saptanabilmektedir (42).
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1.8. FENILKETONURI' NIN MOLEKULER GENETIGI

Kalitsal hiperfenilalaninemilerin blylk bir cogunlugu, fenilalanin
hidroksilaz (PAH) enziminin aktivitesindeki bir eksiklik sonucu
gorulen fenilketonuri (PKU) iken, vakalarin % 1-3' i ise, bu enzimin
kofaktérli olan tetrahidrobiopterin (BH4) mekanizmasindaki,
guanozin trifosfat siklohidrolaz (GTP-CH), 6-plrivoyl tetrahidropiterin
sentetaz (PPTS) ve dihidropiteridin rediiktaz (DHPR) enzimlerinin
aktivitesindeki bozukluda bagli hiperfenilalaninemilerdir (43) (Sekil
5).

Guanozin trifosfat
| (©TP-CH)
Dihidroneopterin trifosfat
(PPTS)
6-purivoyl tetrahidropterin

Fanilalanin > Tetrahidrobiopterin —

(PAH) (DHPR)

Tirozin ——— Quinonoid &——
Dihidrobiopterin

Sekil 5 : Hiperfenilalaninemilere neden olan enzim  bloklari.
GTP-CH: Guanozin trifosfat siklohidrolaz, PPTS: 6-pUrivoyl
tetrahidropterin sentetaz, DHPR: Dihidropteridin rediktaz, PAH:
Fenilalanin hidroksilaz.

Fenilalanin  hidroksilaz (PAH)  eksikligine bagh  olarak
hiperfenilalaninemiler 3 gruba ayriimaktadir. Fenilalanin hidroksilaz
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aktivitesi % 1' in altinda olan ve kan fenilalanin diizeyi >20 mg/dl
olan hiperfenilalaninemiler PHD | (Phenylalanine Hydroxylase
Deficiency PHD) veya klasik fenilketonlri, enzim aktivitesi % 1-3
arasinda olanlar ve kan fenilalanin dlzeyi 10-20 mg/dl olan
hiperfenilalaninemiler, PHD Il veya mild PKU, enzim aktivitesi % 3'
Un Ustinde olan ve kan fenilalanin dlzeyi < 10 mg/dl olan
hiperfenilalaninemiler, PHD [l veya gegici hiperfenilalaninemi alarak
adlandiriimaktadir (44).

Hastallk klinik ve biyokimyasal acidan heterojen bir tablo
gostermektedir.Fenilalanin  hidroksilaz enziminin aktivitesindeki
bozukluk sonucu tirozine dénlsemiyen fenilalanin amino asidi ve
onun transaminasyonu sonucu olusan metabolitler (fenil purivik asit,
fenil laktik asit, fenil asetik asit) hastanin kan, idrar ve diger vucut
sivilarinda toplanarak mental-motor gerilige neden olmaktadir.

Hiperfenilalaninemiler hayatin erken déneminde teshis edildikleri
taktirde, fenilalaninden kisitli bir diyet uygulamasi ile beyin hasari
onlenebilmektedir. Hiperfenilalaninemilerin  insidansi  Avrupa'da
1/10.000 iken, Ulkemizdeki insidansi 1/5524' dir (9,45).

Fenilalanin hidroksilaz geni 12. kromozomun q kolunun 24.
bandinda (12g24) yer almaktadir. Gen 90 kilobaz uzunlugunda olup,
13 ekzon icermektedir (Sekil 6) (46). Bu genden 2.5 kilobazlik bir
mRNA transkribe olmaktadir. Fenilalanin hidroksilaz geni iginde
kesim bolgesi bulunan 7 farkli restriksiyon endonlikieaz enzimi
kullanarak, gen, 9 farkli polimorfik bélge halinde incelenebilmektedir
(47). Bu galigmalar ile fenilketonri icin yaklagik 40 haplotip elde
edilmistir. Cesitli popllasyonlarda gériilen haplotipler arasinda
farkhlik bulunmaktadir (Tablo 5).
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ekzonlar — ! 2 3 578 0N 1

S———

polimorfik ? N 4

bélgeler ~»- Bglll Pvuli(a) Pyu [ (b} + ++

EcoRl Mspt Xmnl Hind lil Eco RV

Sekil 6 : Fenilalanin hidroksilaz genindeki restriksiyon endoniikieaz
enzimlerinin kesim bolgeleri ve ekzonlarin lokalizasyonu.

Tablo 5 : Fenilalanin hidroksilaz geninde en sik gériilen haplotiplerin
bazi poptlasyonlardaki insidanslari.

ULKELER (%) H1 H2 H3 H4 H5 H6

Kuzey Avrupa
Danimarka 18 20 38 13 0 6
Norveg 21 11 17 9 6 0
Bati Avrupa
Iskogya 30 9 18 6 3 0
Isvigre 50 11 5 18 0 5
Dogu Avrupa
Cekoslavakya 0 68 0 23 0 0
Polonya e 57 2 11 2 5
Gliney Avrupa
italya 40 6 3 9 4 20
Tarkiye 25 1 1 17 4 40
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Fenilalanin hidroksilaz geninde bugline kadar yaklasik 100 adet
mutasyon tanimlanmistir (Seki 7). Bu mutasyonlar, yanlis anlamli
(missense), anlamsiz (nonsense), "splicing” mutasyonlarl ve ufak
delesyonlar seklinde gorilmektedir (48). Mutasyonlarin protein
Uzerinde vyansidiklari bélgeye bagl olarak fenilalanin hidroksilaz
enziminin aktivitesi degismektedir. Enzimin aktivitesine bagl olarak,
hastalarin serum fenilalanin duzeylerine gbére uygulanan diyet
tedavisi farkll olmaktadir. Bu nedenle popilasyondaki mutasyonlarin
ve frekanslarinin bulunmasi énemlidir. Popllasyonlar fenilalanin
hidroksilaz geninde bulunan mutasyonlar agisindan incelendiginde,
haplotiplerde oldugu gibi mutasyonlarin da populasyondan
poplilasyona farklilk gésterdidi ve bazi mutasyonlarin belirli
haplotipler ile birlikte géruldigu saptanmistir. Ornegin; Haplotip
1:R261Q, Haplotip 2:R408W, Haplotip 3:1IVS12nt1, Haplotip 4:
R158Q ve Haplotip 6:IVS10nt546 mutasyonlart ile birlikte
gbrilmektedir.

Fenilketoniride de kistik fibrozisde oldugu gibi majér mutasyonlarin
henliz saptanamadigi toplumlarda, mutant ve normal allellerin
ayrimi, gen ici; Msp [, Xmn I, Bgl I, Pvu ll polimorfizmleri veya gen
disi; 3' PAH VNTR polimorfizm markerlari kullanilarak yapiimaktadir
(49-53). RFLP yb6nteminde alleller restrisiyon endontikleaz enziminin
kesim yapmasi (+) veya yapmamasina (-) gore ayirt edildigi icin, bu
polimorfik bélgeler her aile i¢in informatif olmayabilmektedir. Fakat
VNTR bolgeleri degisken sayida tekrar icerdigi icin allellerin ve
kisilerin saptanmasinda daha informatif bir sistem olustururiar. PAH
geninin 3' ugunda bulunan VNTR bélgesi 3, 7, 8, 9 ve 12 kez tekrar
bolgeleri igermektedir. Bu tekrar bélgeleri belirli haplotipler ve belirli
mutasyonlar ile birlikte gérilebilmektedir. Bu durum bize
mutasyonlarin orijinleri hakkinda bilgi vermektedir.
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Sekil 7: Fenilalanin hidroksilaz genindeki mutasyonlar, tipleri ve
bulunduklari ekzonlar. @ : baz degisimi, * : CpG bdlgesi

O

: Devova mutasyon, A : delesyon, ¥ : splice-bélgesi

H : haplotip, + : yeni restriksiyon endonlkleaz kesim
bélgesi, # : siniflandirniamiyan haplotip.

19



2. MATERYAL VE METOD

2.1. TAMPONLAR

2.1.1. DNA izolasyon Tamponiari.

Liziz Tampon - NH4Cl 115 mM
KHCOg3 10 mM
EDTA 0.1 mM
STE Tampon : NaCly 100 mM
- (pH 7.4) EDTA 1 mM
Tris HCL 50 mM
Proteinaz K : 10 mg/ml, 10 mM Tris HCL (pH 7.5)
ile ¢6zuldr.
% 10 (w/v) SDS : Sodyum dodesil sulfat 10 gr
Distile su 100 ml
Fenol Tampon : Doymus fenol (pH7.4) 25 ml
(VIV) (25:24:1) Kloroform 24 ml
[zoamil alkol 1 mi
Sodyum Asetat : Sodyum asetat 204 gr
Tampon (3m) Distile su 500 mi
pH 5.2, asetik asit ile ayarlanir.
TE Tampon : Tris HCL (pH 7.4) 10 mM
EDTA (pH 8.0) 1 mM



2.1.2. Jel Elektroforez Tamponlari.

Tris Asetat Tampon : Tris baz 2 M
(TAE 50X, pH 8.0) EDTA 50 mM
Asetik asit 57 mi
Tris‘Borat Tampon : Tris baz 1.8 mM
(TEB 20X, pH 8.3) Borik asit 1.8 mM
EDTA 50 mM
Yikleme Tamponu : Gliserol 55 ml
1XTAE tampon 45 m|
Orange G 0.1gr
Etidium Bromur . 10 mgr/ml, distile su ile ¢ézdlir.

2.1.3. DNA Amplifikasyon Tamponlari.

Taqg DNA Polimeraz : Tris HCL (pH 9.0) 100 mM

Tampon (10X) MgClo 10 mM
KClo 500 mM
Triton X-100 % 1
dNTP Karigimi : 20 mM dATP, 20 mM dCTP, 20 mM dGTP
(pH 7.4) 20 MM dTTP.
Amplifikasyon : Amplifikasyon igin kullanilan her  primer
primerleri bir reaksiyon i¢in 660 ng (nano gram) olacak

sekilde distile su ile ¢ozulir.

21



2.1.4. Dot Blot Tamponlari.

Denatilirasyon : NaOH 04 M
Tamponu EDTA 25 mM
Brom fenol mauvisi % 6

Yikleme Tamponu : NaOH 04 M
EDTA 25 mM

Brom fenol mavisi % 0.6

20X SSPE Tampon : NaCl 3.6 M
(pH 7.7) NaHyPO4 0.2 M
EDTA 20 mM

2.1.5. Hibridizasyon Tamponlari.

50X Denhardt's . Bovin, serum albumin 1gr
Ficoll type 400 1qr
Polivinilprolidon 1gr
Distile su 100 mi

Pre Hibridizasyon

Hibridizasyon

Post Hibridizasyon A

Post Hibridizasyon B

: 5X SSPE, 5X Denhardt's, % 0.5 SDS.

: 56X SSPE, 5X Denhardt's % 0.5 SDS,

Radyoaktif isaretli oligonukleotid prob.

: 2X SSPE, % 0.1 SDS.

: 5X SSPE, % 0.1 SDS.

2.1.6. SSCP (Single Strand Conformational Polymorphism)

Tamponlari.

Tris Borat Tampon . Tris baz 1.8 M
(20XTEB, pH 8.3) Borik asit 1.8 M
EDTA 50 mM
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Akrilamid Jel tamponu
(% 6)

. Akrilamid - 13 mi
bisakrilamid (19/1) % 40
Gliserol 9 ml
20X TEB Tampon 4.5 mi
Amonyumpers(lfat %25 150 ul
Temed 50 ul
Distile su 63 mi

2.1.7. DNA Dizi Analizi Tamponlar.

Akrilamid Jel Tamponu

Amonyumpersdulfat
(% 25)

Denatiire Akrilamid Jel
(% 6)

10X Enzim Tamponu

30X Triton X100

Yikleme Tamponuu

ddATP Karigimi

. Akrilamid - 72 ml|
bisakrilamid (19/1) % 40
Ure 240 gr
20XTEB tampon 12 mi

Distile su 430 ml

: 25 mgr Amonyumperstlfat 1 ml
distile su ile ¢dzuldr.

. Akrilamid jel tampon 60 ml
Amonyumperstlfat %25 80 ul
Temed 80 ul

: KCI 100 mM

(NH4)2SO4 100 mM
Tris HCL pH 8.8 200 mM
MgSO4 50 mM

: 3 gr Triton X100, 100 ml distile

su ile ¢ézullr.

: % 95 deiyonize formamid, % 0.3 ksilen
siyanol FF, % 0.3 brom fenol mauvisi,
% 0.37 EDTA pH 7.0.

: 900 uM ddATP, 30 uM dATP, 100 uM

dCTP, 100 uM dGTP, 100 uM dTTP,
1X enzim tamponu ile hazirlandi.
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ddCTP Karigimi

ddGTP Karigimi

ddTTP Karigsimi

: 480 uM ddCTP, 30 uM dATP, 37 uM

dCTP, 100 uM dGTP, 100 UM dTTP,
1X enzim tamponu ile hazirlandi.

: 400 um ddGTP, 30 uM dATP, 37 uM

dGTP, 100 UM dCTP, 100 UM dTTP,
1X enzim tamponu ile hazirlandi.

: 720 uM ddTTP, 30 uM dATP, 100 uM

dCTP, 100 uM dGTP, 37 uMdTTP,
1X enzim tamponu ile hazirlandi.
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2.2. METODLAR.
2.2.1. DNA Izolasyonu.

Fenilketondirili ve kistik fibrozisli cocuklardan ve ebeveynlerinden
EDTA' I tiplere alinan kan, 50 ml' lik plastik tlplere aktarlip Gzerine
30 ml liziz tampon eklendi ve kirmizi kan hicrelerinin pargcalanmasi
icin 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra &rnekler
2000 g' de 10 dakika santrifiij (IEC International Santrifuge Model K)
edilerek beyaz hiicreler toplandi. Hucreler 2000 g' de bir kez daha
10 ml liziz tamponu ile yikanip, 15 ml STE tamponu ile tekrar
slispanse edildi. Hicreler % 10 SDS, proteinaz K (10 mg/ml) ile 37
derecede bir gece inkiibe edildi. Iki kez fenol-kloroform-izoamil alkol
(25:24:1), bir kez de kloroform-izoamil alkol (24:1) ekstrasyonu
sonucu, slpernatan Gzerine 3 M sodyum asetat (1ml) ve 20 ml %
99' luk soguk etanol eklenerek, DNA' nin ¢ékmesi saglandi (54).

Cokturilen DNA bir pipet yardimi ile toplanip, % 70' lik etanol ile
yikandi ve DNA &rnekleri 0.5 ml TE tamponunda bir gece oda
sicakliinda (25 derece) bekletildi. DNA 6rnekleri analize kadar -20
derecede sakland:.

2.2.2. DNA Konsantrasyonunun Hesaplanmasi.

[zole edilen DNA' lardan 1/50 dilusyonlar hazirlandi ve 260 nm
dalga boyundaki absorbans degerleri okundu. 1 OD' nin 50 ug/ml
DNA miktarina esitliinden gidilerek 260 nm dalga boyunda
absorbans degerleri okunan ©6rneklerdeki DNA  miktarlar
hesaplandi.

2.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) DNA (izerinde incelemek
istedigimiz hedef bdlgenin yapay olarak hazirlanmis oligonukleotid
primerler ile sinirlandirilarak gogaltiimasidir. Yéntem; cift iplikli hedef
bélgenin iki ayn iplikciginin 5' ve 3' uglarina komplementer olan
primer adi verilen oligonlkleotidlerin, denatlre edilerek ayriimis
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DNA zincirlerine baglanmasi (annealing), hedef bolgeye karsilik
gelen zincirin DNA polimeraz enzimi tarafindan sentezlenmesi
(extension) ve sentezlenen zincirlerin isi ile denatire edilerek
birbirinden ayrilmasi (denatirasyon) seklinde 3 temel asamayi
icermektedir. Bu Ugli asama bir déngl olarak kabul edilir ve
ortalama 25-30 déngu uygulanir (16).

Calismamizda kullanilan DNA' lar tablo 6' da verilen semaya gore
amplifiye edildiler (DNA Thermal Cycler 480 Cetus). Amplifikasyon
icin hazilanan tupler vorteks ile karistinidiktan sonra, 2-3 saniye
santrifiij edildi ve ©&rneklerin lzerine 100 ul mineral oil ilave edilerek
buharlagma engellendi.

Tablo 6 : Amplifikasyon igin gerekli maddeler ve konsantrasyonlari.

stok final
Taq tampon 10X 1X
Primer 1 50pMol/L
Primer 2 50pMol/L
dATP 20 mM 0.2 mM
dCTP 20 mM 0.2 mM
dGTP 20 mM 0.2 mM
dTTP 20 mM 0.2 mM
Taqg DNA polimeraz 5 U/ul 2.5 Unite
DNA 0.5 ug
Distile su
Toplam 100 ul

Mutasyon taramasi igin kullanilan primerler ve "annealing" dereceleri
farkli oldugu igin, bu ¢alismada kullanilan tim primerlerin sekanslari
ve "annealing" dereceleri ek 1' de verilmistir.

2.2.4. Amplifiye Olan DNA Orneklerinin Analizi.

Amplifiye edilen hedef bélge icersindeki mutasyonlar, eger bir
restriksiyon endoniikleaz enziminin kesim bdlgesi ile iligkili ise
mutasyon, PCR-RFLP ile analiz edilir. EGer herhangi bir restriksiyon
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endoniikleaz enziminin kesim bélgesi ile iliskili degil ise, ASO
metodu ile analiz edilir. Mutasyon amplifikasyon Uriniinde bir
delesyon ise, amplifikasyon rdninin poliakrilamid jel
elektroforezinde (PAGE) ylratilimesi ile analiz edilebilmektedir.

2.2.4.1. PCR-RFLP Analizi.

Incelenen mutasyon, bir restriksiyon endoniikleaz enziminin kesim
bdlgesini yok ediyor veya bir restriksiyon endonikleaz enziminin
kesim bélgesini olusturuyor ise, mutasyon bu restriksiyon
endoniikleaz enzimi kullanilarak analiz edilmektedir. Bu islem igin,
10 ul amplifiye DNA 6érnegdi 20 Unite restriksiyon endonlikleaz enzim
ve 2 ul enzim tamponu ile 37 derecede 16-18 saat inklibe edildikten
sonra, amplifiye edilen DNA oOrneklerinin mutasyonu tasiyip
tasimadiklari, restriksiyon endonilikleaz enzim ile inkiibe edilen
amplifikasyon drlnlerinin % 2-3' [0k agaroz jel elektroforezinde
yuratiimeleri ile test edilir.

2.2.4.2. Poliakrilamid Jel Elektroforez Analizi.

incelenecek mutasyon bir veya birkag niikleotidin delesyonu veya
insersiyonu sonucu oluguyor ise, amplifiye edilen hedef DNA
bélgesinin 10 ul' si, % 6 veya % 12 poliakrilamid jel elektroforezinde
250 volt' ta, 3-4 saat yiritllerek mutasyon tesbit edilir.

2.2.4.3. Allele Spesifik OligonUkleotid (ASO) Analizi.

Bu metod, DNA (zerindeki nokta mutasyonlarini saptayabilmemiz
icin, PCR ile amplifiye edilen DNA' larin Dot Blot cihazi ile naylon
membranlar Uzerine emdirilip oligoniikleotid problar ile analiz
edilmesidir.

Amplifiye olan DNA' nin 1/10' i, 100 ul denatlirasyon tamponu ile 95
derecede 3 dakika inklibe edilerek denatlre edildi. Bu érnekler dot
blot cihazi (LKB Dot-Blot Apparatus) kullanilarak vakum altinda
naylon membranlara (Hybond N+ Membran Amersham) ylklendi.
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Cihaza ait kuyucuklar iki kere 200 ul 20XSSPE ile yikanarak
orneklerin membrana fikse olmalari saglandi. Cihazdan c¢ikarilan
membran 2XSSPE ile 1 dakika yikanip kurutuldu ve molekuler
hibritleme ¢alismasina alindi.

2.2.4.3.1. Normal ve Mutant Oligoniikleotid Problarin Isaretlenmesi.

Normal ve mutant oligontkleotid problar tablo 7' de verilen semaya
gbre hazirlanip 37 derecede 30 dakika inkibe edilerek, radyoaktif
olarak isaretlendi.

Tablo 7 : Oligonikleotid problarin radyoaktif olarak igaretlenmesi.

normal mutant

Oligontikleotid prob 20 ng 20 ng
T4 Kinaz tampon  (10X) 1.5 ul 1.5 ul

Spermidin (20 mM) 1 ul 1 ul

Gama 32P ATP (10 uCiful) 3 ul 3 ul

T4 Kinaz enzim (10 U/ul) 1 ul 1 ul

Distile su

Toplam 15 ul 15 ul

2.2.4.3.2. Hibridizasyon.

Amplifiye olan DNA' lann emdirildidi membranlar hibridizasyon
torbasina yerlestirildi ve 24 6rnek i¢cin 2 ml hibridizasyon tamponu
ilave edildikten sonra, kapatilip her mutasyon igin 6ngorilen
hibridizasyon derecesinde 30 dakika prehibridizasyona alindi.
Inkiibasyondan sonra torbalar agilip bir torbaya radyoaktif isaretli
normal dizi prob, digerine radyoaktif isaretli mutant dizi prob eklenip
ayni derecede hibridizasyona alindi.
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Hibridizasyondan sonra membranlar &énce, post hibridizasyon
tampon(A) ile oda sicakliginda iki kere 2 dakika, sonra post
hibridizasyon tampon(B) ile hibridizasyon derecesinde 10 dakika
yikandi ve filtre Uzerinde kurutulup otoradyografiye alindi.

2.2.5. Yeni Mutasyonlarin Analizi igin DNA Orneklerinin
Hazirlanmasi.

2.2.5.1. SSCP (Single Strand Conformational Polymorphism)Analizi

Mutasyon analizine alinacak ekzonun amplifikasyonu igin tablo 6'da
verilen semaya ek olarak amplifikasyon tlpline 1 uCi«32P dCTP
ekienerek amplifiye Orneklerin radyoaktif olarak isaretlenmesi
saglandi. Radyoaktif olarak isaretlenen amplifiye DNA érnekleri % 1'
lik agaroz jel elektroforezinde test edildi. Orneklerin 1 ul' si, 10 ul
yikleme tamponu ile karigtirilip 80 derecede 3 dakika denattre
edildikten sonra % 6 poliakrilamid jel elektroforezinde 10 watt'ta 16-
18 saat vydritildi. Daha sonra jel, filtre (zerine alinip jel
kurutucusunda 80 derecede vakum altinda kurutuldu ve
otoradyografiye alindi.

2.2.5.2. Dizi Analizi icin DNA Orneklerinin Asimetrik PCR ile
Cogaltiimasi.

Dizi analizi ¢ikartilacak olan DNA fragmentinin éncelikle tek zincir
haline getiriimesi gerekmektedir. Bu islem asimetrik PCR ile
gerceklesir. Asimetrik PCR' da, primerlerden bir tanesi 50 pMol/L
konsantrasyonda kullanilirken, digeri 1pMol/L konsantrasyonda
kullanilarak DNA zincirlerinden  bir tanesinin amplifiye olmasi
saglandi.

2.2.5.3. DNA Dizi Analizi.
Her bir tlpte bir tip dideoksiribonijkleotid olacak sekilde dort ayri

tipe 3 ul dideoksiribontkleotid (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP)
konuldu. Tablo 8' de verilen DNA dizi reaksiyon sollisyonu, esit bir
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sekilde dideoksiribontkleotidlerin bulundudu tlplere dagitiidi.
Orneklerin Uzeri 1-2 damla mineral oil ile kapatildiktan sonra DNA
Thermal Cycler' da DNA dizi reaksiyonunun islemesi igin 20 déngu
amplifiye edildi.

Tablo 8 : DNA dizi analiz reaksiyonu.

Kalip DNA 0.01 pMol
Primer 1.2 pMol
Enzim Tampon (10X) 1.5 ul
Triton X100 (30X) 1 ul
Distile su

Alfa 35S dATP (10 uCiful) 2 ul
Enzim (10/ul) 2 ul
Toplam 12 ul

Amplifikasyondan sonra érneklere 4 ul stop soltisyonu eklenerek -20
derecede 16-18 saat inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra 6rnekler
80 derecede 3 dakika denatiire edildikten sonra, seri bir sekilde % 6'
lik denattire poliakrilamid jel elektroforezine (BRL S2) ytklenip, 1250
volt' ta 3-4 saat ydritalda (PS 2500 DC Power Supply Hoefer).
Elektroforezden sonra jel, % 10 asetik asit, % 10 metanol soltisyonu
ile 10 dakika jeldeki tirenin temizlenmesi icin yikandi ve filtre tizerine
alinip, jel kurutucusunda (Dry Gel SE 1160 Hoefer) 80 derecede
vakum altinda kurutulup otoradyografiye alindi.

Kistik fibrosis ve fenilketoniri genlerinde incelenen mutasyonlar ve
bu mutasyonlarn analiz metodlari tablo 9 ve tablo 10' da verilmistir.
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Tablo 9 : CFTR geninde incelenen mutasyonlar, bulunduklari

ekzonlar ve analiz metodlari.

MUTASYON EKZON ANALIZ METODU
R334W 7 RFLP/Mspl
R249Q 7 RFLP/Ddel
R347H 7 Dizi Analizi
A F508 10 % 12 PAGE
G542X 11 ASO
G551D 11 RFLP/Hinc |l
S549N 11 RFLP/Dde |
S549 | 11 RFLP/Dde |
R553X 11 RFLP/Hinc Il
L558S 11 RFLP/Xmn |
N1303K 21 ASO

Tablo 10 : Fenilalanin hidroksilaz geninde incelenen mutasyonlar,
bulunduklari ekzon veya intronlar ve analiz metodiar.

MUTASYON EKZON/INTRON ANALIZ METODU

L48S 2 RFLP/Eae |
R158Q 5 RFLP/Msp |
R252W 7 ASO
R261Q 7 ASO
R261X 7 RFLP/Dde |
A259V 7 RFLP/Hae I
Y277D 7 RFLP/Acc |
G272ter 7 RFLP/Bam HI
E280K 7 ASO
IVS10nt546 10 RFLP/Dde |
AL346 11 RFLP/Hind Il
R408W 12 ASO
IVS12nt1 12 ASO
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3. SONUGLAR.

Bu calismada kullanilan DNA' lar CF ve PKU' lu ¢ocuklardan ve
ebeveynlerinden izole edilmistir. Bu bdélimde, her iki hastaligin
genlerinde incelenen mutasyonlar ve frekanslar tablolar halinde
6zetlenip bazi érnek fotograflar verilmigtir.

64 Kistik fibrozis tanisi almis ¢ocugun CFTR geninin 7, 11 ve 21.
ekzonlarinda yeralan R334W, R297Q, R347H, delF508, G542X,
G551D, S549N, S549], R553X, L558S, N1303K mutasyonlari
incelendi. Tablo 11" de CFTR geninde incelenen mutasyonlar ve
insidanslari gériilmektedir.

Tablo 11: CFTR geninde incelenen mutasyonlarin insidanslari.

MUTASYON FREKANS INSIDANS (%)

R334W -/134 0.00

R297Q -1134 0.00
R347H 4/134 2.90

AF508 38/134 28.30
G542X -[134 0.00
G551D -/134 0.00
S549N -/134 0.00
S549 | -[134 0.00

R553X -/134 0.00
L5585 -/[134 0.00
N1303K 5/134 3.70

n: 134 allel.



incelenen mutasyonlar arasindan delF508 mutasyonunun orani
digerlerine gbre daha yuksek bulundu (% 28.30). Sekil 8' de delF508
mutasyonunun % 12 poliakrilamid jel elektroforezi ile analizi
gorulmektedir.
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Sekil 8: delF508 mutasyonunun % 12 poliakrilamid jel elektroforezi.
1. ¢X1 74 Hae lll marker DNA, 2-5: Homozigot (-/-); 6,7,9:
Heterozigot (delF508/-); 8: Homozigot (de!lF508/delF508)
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incelenen mutasyonlar arasinda CF vakalarinda % 3.70 oraninda
gorilen N1303K mutasyonu, ASO (Allele Specific Oligonucleotide)
teknigi ile gosterildi. Sekil 9' da bu mutasyonun ASO teknidi ile
analizi, sekil 10' da ise, CFTR geninin 21. ekzonunun dizi analizi
sonucunda, N1303K mutasyonu icin homozigot ve heterozigot olan
bireylerin analizi gértlmektedir.

normal oligo mutant oligo

N

2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

SQ o0 TN
AARR RN
e
i
NERRRRN)
NERRE NN
trieentd
N

'

i
Q=0 QO TN

Sekil 9: N1303K mutasyonunun ASO ile analizi. 3.E: Homozigot
(N1303K/N1303K) birey, 4D ve 5.E: Heterozigot
(N1303K/-) birey, diger bireyler N1303K mutasyonu icin

homozigot (-/-).
MUTANT HETEROZIGOT  NORMAL
TCGA TCGA

TCGA

>>errP 0100
@

Sekil 10: N1303K mutasyonunun dizi analizi ile gdsterilmesi.
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CFTR geninin 7. ekzonunda bulunan 347. kodon (CTG) mutasyonu,
PCR/RFLP/Hha | restriksiyon endonilikleaz enzimi ile analiz edildi
(Sekil 11). Fakat bu kodon mutasyonunda guanin (G) bazinin,
sitozin (C), timin (T) veya adenin (A) bazlar ile dedisebilecegi rapor
edilmistir (40). (R347H arg---his G--A, R347P arg---pro G--C,
R347L arg--leu G---T). Bu mutasyon icin homozigot olan iki
vakanin CFTR geninin 7. ekzonunun dizi analizi ile incelenmesi
sonucunda bu kodon mutasyonunun R347H oldugu gésterildi. Sekil
12' de CFTR geninin 7. ekzonunun dizi analizi gériilmektedir.

123 4567 8 9101112 13 1415

PRV PRSI ——— 410 b
[ o WL S o i e 280 bg

Sekil 11: CFTR geninin 347. kodon mutasyonunun PCR/RFLP/Hha
| restriksiyon endonikleaz enzimi ile analizi. 1:#X174
Hae Il marker DNA; 2-4,7-15: Homozigot (-/-); 5 ve 6:
Homozigot (+/+) bireyler.
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MUTANT NORMAL

POO0OAOOOO-A-G

Sekil 12 : R347H mutasyonunun DNA dizi analizi ile gésterilmesi.

CFTR geninde mutasyon taramasinin yanisira XV2C/KM19
polimorfik markerlan ile vyapilan haplotip calismalarinda
(XV2C/KM19: 1/1; A, 1/2; B, 2/1; C, 2/2; D) CF allellerinin % 42.2
oraninda haplotip B, % 32.7 oraninda haplotip C ile iligkili olugu
bulunmustur. Haplotip analizine alinan 28 vakadan 5 tanesi delF508
mutasyonu i¢in homozigot olarak bulundu. delF508 mutasyonu igin
homozigot olan § vakadan 3' 0 haplotip B, 2' si haplotip B/D ile
iliskili bulunmustur.

Haplotip galismalarina ek olarak CFTR geni iginde yer alan GATT
tekrar polimorfizim bolgesi ile genin diginda yer alan Mp6D-9
polimorfizim bélgelerinin, CF allelleri ile olan iligkisi incelenmistir.
GATT tekrar dizisi CF geni icersinde 6 kez tekrar veya 7 kez tekrar
seklinde gériilmektedir. Mp6D-9 polimorfik bdlgesinde ise, Msp |
restriksiyon endonlkleaz enziminin kesim bolgesinin bulunup
bulunmamasina goére normal ve mutant alleller birbirinden
ayrilabilmektedir. GATT ve Mp6D-9 polimorfik boélgeleri birlikte
calisiidiginda, mutant allellerin GATTg tekrar dizisi ve Mp6D-9 : 2

allelleri ile siki iliski gosterdigi bulunmustur.

Fenilketonuride ise, fenilalanin hidroksilaz (PAH) geninin 2, 5, 7, 11,
12. ekzonlar ile 10 ve 12. intronlarinda yer alan L48S, R1568W,
R252W, R261Q, R261X, A259V, Y277D, G272ter, E280K,
IVS10nt546, dell.346, R408W, IVS12nt1 mutasyonlari incelenmigtir.
Tablo 12' de PAH geninde incelenen mutasyonlar ve insidanslari
gorilmektedir.
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Tablo 12: Fenilalanin hidroksilaz geninde incelenen mutasyonlarin
insidanslari.

MUTASYON FREKANS INSIDANS (%)

L48S -/88 0.00
R158W 2/88 2.30
R252W 1/88 1.70
R261Q 6/88 6.80
R261X -/30 0.00
A259V -/88 0.00
Y277D -/88 0.00
G272ter -/88 0.00
E280K -/88 0.00
IVS10nt546 63/250 25.20

L346 -/88 0.00
R408W -/88 0.00
VS12nt1 -/88 0.00

PAH geninde incelenen mutasyonlar arasinda [VS10nt546
mutasyonu diger mutasyonlara gére yiksek insidansta bulunmustur.
Bu mutasyon, 10. ekzon ile 10 intronun birlesme bdlgesine 9
nikleotidlik bir baz grubunun eklenmesi sonucu ortaya ¢ikan Dde |
restriksiyon endonikleaz enzimi ile analiz edilmektedir. Sekil 13' de
[VS10nt546 mutasyonunun Dde | restriksiyon endonilkleaz enzimi
ile analizi gérilmektedir.



Sekil 13: IVS10nt546 mutasyonunun PCR/RFLP/Dde | ile
analizi. 1. #X174 Hae lll marker DNA, 2 ve 5.
homozigot (-/-), 3. homozigot (IVS10/IVS10), 4.
heterozigot (IVS10/-) bireyler.

Mutasyon ¢aligmalarinin yanisira PKU aliellerinin analizi gen ici Msp
I, Xmn [, Bgl Il ve Pvu Il polimorfik marker bélgeleri veya 3' PAH
VNTR polimorfik marker bolgesi kullanilarak g&steriimektedir.
Dogum oéncesi tani caligmalar igin polimorfik marker bélgeleri
kullanilarak PKU allelleri, restriksiyon endoniikieaz enzimlerinin
kesim yapmasi (+) veya yapmamasina (-) gbre goésteriimekiedir.
Fakat PAH geninin 3' ucunda bulunan VNTR polimorfizm bélgesi
degisken sayida tekrar igerdidi icin allellerin ve Kisilerin
saptanmasinda daha informatif bir sistemdir. Bu tekrar dizilerinin
belirli haplotipler ve mutasyonlar ile birlikte goriiimesi, dogum éncesi
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tan1 calismalarinda gen i¢i polimorfik markerlar ile birlikte
kullanildiinda fetus hakkinda daha fazla bilgi ediniimesini
saglamaktadir. Tablo 13' de [VS10nt546 mutasyonunu tasiyan bir
¢ocugda sahip 12 PKU ailesinin normal ve mutant kromozomlarindaki
VNTR allelleri, sekil 14' de ise, 3' PAH VNTR polimorfizminin agaroz
jel elektroforezi goriilmektedir.

Tablo 13: IVS10nt546 mutasyonu i¢in homozigot bir ¢cocuga sahip
12 PKU ailesinin normal ve mutant kromozomiarindaki
VNTR allelleri.

VNTR Allel 3 7 8 9

Normal (n:24) 7 5 8 4

Mutant (n:24) - 24 - -

123456 789 10111213

Sekil 14: 3' PAH VNTR polimorfizminin agaroz jel elektroforezi.
1.pBR 322 Msp | marker DNA, 2:7/8; 3, 8, 12:7/3; 4,9,
10,13:7/7; 5, 7:3/3; 6:9/3; 11:9/7.
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Her iki gende de incelenen mutasyonlar sonucunda, CF allellerinin
% 34.6' sinin mutasyonlari, PKU allellerinin % 30' unun
mutasyonliari tanimlanmigtir. Mutasyon taramasi sonucunda
allellerindeki mutasyonu gésterilemiyen 10 CF vakasinin 4, 7, 11 ve
21. ekzonlan dizi analizi ile incelenmis fakat mutasyona
rastlanmamistir. Fenilketonlri' de ise, 10 PKU vakasi 6ncelikle
mutasyona yatkin bir bélge olan ekzon 7, daha sonra 1, 2, 3, 11 ve
12. ekzonlar SSCP analizi ile incelenmistir. Sekil 15' de PAH
geninin 11. ekzonunun SSCP analizi gériilmektedir.

1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 15: PAH genin 11. ekzonunun SSCP analizi.
5. birey 11. exzonda bir mutasyon tagimakta.
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4. TARTISMA.

Kalitsal hastaliklar genlerde meydana gelen mutasyonlardan dolayi
ortaya c¢tkmaktadir. yapisal ve enzimatik gérevi olan proteinlere
yansiyan gen seviyesindeki bu mutasyonlarin tesbiti icin, proteinlerin
izolasyonu ve analizi doku farklilagsmasi nedeniyle herzaman
mumkin olamamaktadir. Bunun yanisira farklilasmaya ragmen her
dokuda sabit olan DNA molekiill, molekiler biyolojik teknikler
kullanilarak, analiz edilebilmektedir.

Calismamizda, fenilketondri ve Kistik fibrozis tanisi almis bireyler ve
onlarin ebeveynlerinden alinan 16kosit DNA &rneklerinde, her iki
hastaliin genlerinde sik goérilen mutasyonlar incelenmistir. Bu
calismalarin sonunda, CF vakalarinda mutant allellerin % 34.6'
sinda, PKU vakalarinda mutant allellerin % 30' unda mutasyon tesbit
edilmistir. Her iki hastalikta da mutant allellerin yaklasik % 65-
70'inde arastirlan mutasyonlara rastlanmamistir.

Taglyict tesbiti ve dogum 6&ncesi taninin, hizli bir sekilde
yaptlabilmesi i¢in, icinde bulundugumuz toplumun genetik yapisinin
bilinmesi gerekmektedir. Bu nedenle, popllasyonlara 6zgll
mutasyonlarin hizla tesbit edilmesi gerekmektedir. Ornegin, ingiltere’
de delF508, N1303K, G551D mutasyonlari ile CF allellerinin %
92.25' i (65), Almanya' da delF508, G542X, R553X, N1303K ve
1717G-A mutasyonlari ile CF allellerinin % 80' i tanimlanabilirken
(66), Turk CF vakalarinda ise, CFTR geninde mutasyonlarin stk
g6rildiglu bolgelerde bulunan R334W, R297Q, R347H, delF508,
G542X, G551D, S549N, S5491, R553X, L558S, N1303K
mutasyonlarinin  taranmasi  sonucu, delF508 (%28.30),
R347H(%2.90), N1303K (%3.70) mutasyonlari ile CF allellerinin
ancak % 34.6' sI tanimlanabilmektedir. Bu nedenle, 6zgl
mutasyonlarin henliz saptanamadigi toplumiarda, haplotip analizleri
ile risk hesaplamalari

yapilabiimektedir.

CFTR geninin &' ucunda bulunan XV2C ve KM19 polimorfik bolgeleri
ile yapilan haplotip ¢aligmalarinda, delF508 mutasyonunun haplotip
B ile siki iligkili oldugu gosterilmistir (56). Ornegin, Finlandiya'da
delF508 mutasyonunun haplotip B ile goérilme orani % 100,
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Bulgaristan'da delF508 mutasyonunun haplotip B ile gériime
oranlari % 88.9, haplotip D ile gértilme oranlart % 11.1' dir (67). Turk
CF vakalarinda ise, delF508 mutasyonunun haplotip B ile gérilme
orani % 80 olarak bulunmustur.

Haplotip ¢calismalarina ek olarak CFTR geninin i¢inde yer alan GATT
tekrar polimorfizim bdlgesi ile, genin disinda yer alan Mp6D-9
polimorfizm bdlgelerinin  CF mutant allelleri ile olan iliskileri
incelendiginde, mutant allellerin, GATTg tekrar ve Mp6D-9:2 allelleri

ile siki iligki gosterdigi bulunmustur (p<0.001). Bu iki polimorfik
bélgenin kombinasyonundan bir haplotip tablosu ¢ikartiimigtir. Buna
gére, haplotip b (Mp6D-9:1 ve GATT7) normal allellerde % 63,

haplotip ¢ (Mp6D-9:2 ve GATTg) mutant allellerde % 67 oraninda
gbruimektedir (58).

CFTR geninde goérilen mutasyonlar siniflandiriidiginda R347H
mutasyonu sinif |l grubuna girmektedir. Bu grup mutasyonlar
tasiyan CF vakalarinda pankreatik enzimler iglev gérecek kadar
sentezlenmekte ve vakalarda hafif seyreden akciger enfeksiyonlari
gorilmektedir. Yani hastallk hafif seyreden semptomlar ile
gitmektedir. Bu mutasyon i¢in homozigot olan iki vakamizdan
birtanesinde hastalik hafif seyreden Kklinik bulgular g&stererek
fenotip-genotip iliskisine iyi bir 6rnek teskil ederken, diger vaka ayni
mutasyonu tasimasina ragmen, klinik olarak agir seyreden bir tablo
gbstermektedir.

Fenilketoniiride ise, Polonya' da R408W (%65.4) ve IVS10nt546
(%3.8) mutasyonlarn ile PKU allellerinin % 69.20' sindeki
mutasyonlar tesbit edilmesine karsin (59), Turk hastalarinda
[VS10nt546 (%25.20), R158Q (%2.30), R525W (%1.70), R261Q
(%6.80) mutasyonlari ile PKU allellerinin ancak % 30.0' daki
mutasyolar tanimlanabilmistir.

Fenilketoniiri' de yapilan haplotip analiz c¢alismalarinda, farkli
haplotiplerin cografik dagilimi incelendiginde Dogu-Bati, kuze-
Guiney kusaginda belirgin bir farklilik gérilmektedir. Ornegin, mutant
PKU allellerinin haplotip 2 ile gbriilme ylzdesi, Cekoslavakya' da %
70, Almanya' da % 26, Fransa' da % 18, Iskogya' da % 9 ile
Dogudan Batiya; haplotip 3' in mutant PKU allelleri ile olan iligkisine
bakildi§inda, Danimarka' da % 34, Almanya' da % 11, ltalya' da % 3,
Turkiye' de % 1.5 ile Kuzeyden Gilineye dogru bir farkhiik
gostermektedir (59). Yaptigimiz bir 6n galigmada, Turk PKU allelleri
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% 40 oraninda haplotip 6 ile iligkili iken, haplotip 1-4' tin toplam orani
% 55' tir (60). Avrupa' da ise engok gérulen haplotipler 1-4' tir.

Mutasyonlarin fenotipe olan etkileri incelenecek olursa, PKU' da
fenotipik kriterler kandaki fenilalanin seviyesine goére tesbit
edilmektedir ve fenilalanin toleransi, ylikleme testi ile
gosterilmektedir. PAH geninde Y414C kodon mutasyonunu tasiyan
bireylerde % 50, R261Q kodon mutasyonunu taslyan bireylerde %
30, R158Q kodon mutasyonunu tasiyan bireylerde % 10 PAH enzim
aktivitesi gortllrken, diger mutasyonlari tasiyan bireylerde % 3 veya
daha az PAH enzim aktivitesi gériimektedir. Bu (i¢ mutasyon mild
PKU' ye sebep olurken ¢alistigimiz PKU hastalan arasinda, R158Q
ve R261Q mutasyonlan igcin homozigot olan 2 hasta ciddi mental-
motor bozukluk gd&stermekiedir. R261Q ve {VS10nt546
mutasyonlan igin genetik "compound" olan bir hastamiz ile,
[VS10nt546 mutasyonu igin homozigot veya bagkabir mutasyon ile
genetik "compound" oldugu dislinllen hastalar klinik ydnden
heterojen bir dagiim gbstermektedir. Fenotip-genotip iligkisi
arasindaki bu degisikligin sebebi, hastalarimizin diyet tedavisine
baslama yaslari ve tedavinin dizensizligi ile iligkili olabilecegi
duslnilmektedir.

Mutasyon c¢alismalari sonucunda her iki hastaliyin genlerinde de
mutasyonlarin ancak % 30' unun bulunmasindan dolayt her iki
kaltsal hastalik i¢in Turk popllasyonuna 6zglil mutasyon veya
mutasyonlari arastirmak amaci ile baglatigimiz bu calismada,
mutasyonun lokalizasyonunu bulmak amaciyla SSCP teknigini tercih
etmemizin sebebi, mutasyonu tagiyan ve tasimayan DNA
fragmentlerinin  elektroforetik  migrasyondaki  farkliliklarinin,
radyoaktif sinyal ile daha guvenilir bir sekilde ayirt edilmesinden
dolayidir. Bu teknik ile, PKU ve CF genlerindeki ekzonlar taranarak
mutasyon oldugu disinilen ekzonlar DNA dizi analizine
alinmaktadir. incelenecek olan DNA fragmentleri genel bilgilerde
bahsedildigi gibi, indiret veya direkt DNA dizi analizleriyle
calisilabilmektedir. Indirekt dizi analizinde, incelenecek olan DNA
fragmentlerinin  M13mp vektdrierine klonlanmasi ve bu klonlar
arasindan gercek klonlarin se¢imi uzun zaman alan c¢aligsmalar
oldugundan, dizi analiz galigmalarimizi, gendeki ekzonlarin asimetrik
PCR ile cogaltildiktan sonra direkt dizi analizi ile incelenmesi
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yéninde sirdurmekteyiz. Bu ybntemde gen ekzon, ekzon dizi
analizine alinabilmektedir. Az sayida ekzon igeren genlerin
analizleri i¢in pratik bir ydontem olasina karsin, fazla sayida ekzon
iceren genlerin analizinde uzun siren galismalar gerekmektedir. Bu
nedenle dizi analizini tamamladigimiz vakalarin disindaki vakalarda
calismalarimiz, Iékosit hicrelerinde bulunan ‘"illegitemate"
mRNA'larin izolasyonu (61) ve bu mRNA' larin reverstranskriptaz
enzimi ile cDNA' larinin sentezlenmesi ve bu cDNA' lar arasindan
PAH ve CFTR genlerinin amplifiye edildikten sonra genin 1 veya 2
parga halinde dizi analizinin ¢ikartiimasi yéniinde devam edecektir.
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EK 1.

CALISMADA KULLANILAN PRIMER DIZILERI

A. CFTR geninde incelenen mutasyonlarin analizinde kullantlan
primerler ve " annealing " dereceleri.

7. EKZON (55 derece) *

715" AGACCATGC TCAGATCTT CCAT
71 3" GCA AAG TTC ATT AGA ACT GAT C

10. EKZON (54 derece, delF508 mutasyon primeri) **

DFA &' GTT TTC CTG GAT TAT GCC TGG 3'
DFB 8'ATG CTT TGA TGACGC TTC TGT 3'

11. EKZON (52 derece)

11i 5' CAA CTG TGG TTA AAG CAATAG TGT
111 3' GCA CAG ATT CTG AGT AAC CAT AAT

G542X mutasyonu igin ASO primerleri

Normal: 58 ACCTTC TCC AAGAACT 3
Mutant: 58 ACCTTC TCAAAGAACT 3
Hibridizasyon: 45 derece.

21. EKZON (61 derece) *

21i 5' AAT GTT CAC AAG GGA CTC CA
21i3' CAAAAG TACCTG TTG CTC CA

N1303K mutasyonu i¢in ASO primerleri.
Normal: 5' TAG AAA AAACTT GGATCC 3

Mutant : 5' TAG AAA AAA GTT GGA TCC 3'
Hibridizasyon: 45 derece.
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B. PAH geninde incelenen mutasyonlarin analizinde kullanilan
primerler ve " annealing " dereceleri.

2. EKZON (47 derece)
5' AAA CAA GCT ATATTG AAGAC 3
5' TCA AAT AAG CGC AATACT TT &'

5. EKZON (57 derece) ***

5 CCATCC TACACT GGATGA GG 3
5 TCC TGT GTA CCG TGC AAG CC 3

7. EKZON (51 derece) ***

5 AGA TGA CGC TCAGTG TGC CT 3
5 ATC CCAGCTTGC ACTGGTTTCCGC C 3

R252W mutasyonu i¢in ASO primerleri ***

Normal: 5 GCT TTC CTCTGG GGA TTT CTT 3'
Mutant : 5 GCT TTC CTCTTG GGA TITCTT 3’
Hibridizasyon: 57 derece

R261Q mutasyonu igin ASO primerleri ***

Normal: 5' GTG GAA GAC TCG GAA CGC CAG 3
Mutant : 5' GTG GAA GAC TTG GAA CGC CAG 3
Hiridizasyon: 62 derece

E280K mutasyonu igin ASO primerleri ***

Normal: 5' TAT ACC CCC GAA CCG TGA 3'
Mutant : 5' TAT ACC CCC AAACCG TGA 3'
Hibridizasyon: 54 derece



10. INTRON (56 derece, IVS10nt546 mutasyon primeri)

5 TGC AGC AGG GAATACTGATC 3
5 TAG ACA TTG GAG TCC ACT CT &'

11. EKZON ( 55 derece) ***

5 TGC AGC AGG AAT ACT GAT 3'
5 TCCTGACTG GTGCCACTC 3

12. EKZON ( 55 derece) ***

5 GTG AAT CGATGT GGT GAC CA &
5 CTG GTT TAG CAT GAG GCG GT 3

R408W mutasyonu i¢in ASO primerleri ***

Normal: 5' TTC CGT GGC ATG AAC TGG 3
Mutant: 5' TTC CGA GAC ATG AAC TGG 3
Hibridizasyon: 65 derece

IVS12nt1 mutasyonu igin ASO primerleri ***
Normal: 5' CAA ATT CTG AAC CAT GGC 3

Mutant : 5 CAA ATT CTA AAC CAT GGC 3
Hibridizasyon 61 derece

Calismamizda kullanilan primerlerin bir kismi asagida isimleri
verilen laboratuarlar tarafindan hediye edilmis, digerleri cesitli
projelerden saglanmistir.

*: Dr.T.Bienvenu, Cochin-Tarnier, Laboratoire de Biochimie
Genetique, Paris, France.

** . Dr.R.Williamson, St Mary's Hospital London, England.

***: Dr.A.Munnich, Unite de Recherches de Genetique Medicale
INSERM U 12 Hospital des Enfants Malades, Paris, France.
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OZET

Popllasyonlarin bulunduklari cografik béige farkliligi, etnik orijin ve
poptilasyon icerisindeki diger faktdrler (akraba evliligi ve ¢evresel
faktorler) nedeniyle, kalitsal hastaliklarin ve bu hastaliklara neden
olan mutasyonlarin insidanslart popllasyondan poptlasyona
farklilik géstermektedir.

Yapisal ve enzimatik gbrevi olan proteinlere yansiyan gen
seviyesindeki bu mutasyonlarin tesbiti igin, protein izolasyonu ve
analizi doku farkllasmasi nedeniyle her zaman mimkun
olamamaktadir. Bunun yanisira, farklilagsmaya ragmen her dokuda
sabit olan DNA moleklli, molekiler biyolojik teknikler kullanilarak
analiz edilebilmektedir.

Calismamizda, fenilketonuri (PKU) ve kistik fibrozis (CF) tanisi
almis bireyler ve onlarin ebeveynlerinden alinan 16kosit DNA' si her
iki hastaligin gen lokusunda sik gérilen mutasyonlar agisindan
incelendi. Mutasyon analizleri sonucunda, CF allellerinin % 34.6'
sinda, PKU allellerinin % 30.0' unda ki mutasyonlar belirlendi. Her
iki hastalikta da poplilasyonumuza 6zglil mutasyonlarin
arastinimasi amaci ile SSCP (Single Strand Conformational
Polymorphism) ve DNA dizi analizi caligmalari baglatiimistir.
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SUMMARY

Due to geographic localization, ethnic origin and other factors such
as consanguinity the frequency of inherited mutations which cause

genetic diseases differ.

Due to tissue differentiation, detection of mutations at the protein
level is not always possible. Thus DNA analysis is required for
estimation of mutation incidence and investigation for new

mutations.

In this study, we have investigated the cystic fibrosis (CF) and
phenylketonuria (PKU) gene locus for the most common mutations.
346 % of CF, 30.0 % of PKU alleles have been typed. To
determine the population specific mutations in the rest of the
mutant allelles, SSCP (Single Strand Conformational
Polymorphism) analysis and gene sequencing have been initiated.
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