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OZET

Kuskucu, A.C. (2008). Kantitatif Floresan Polimeraz Zincir Reaksiyonu Yontemi ile
Duchenne Kas Distrofisi Tastyicilarinin Saptanmast. Istanbul Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Anahtar Kelimeler : Duchenne/Becker kas distrofisi, tastyici, kantitatif floresan PZR

Duchenne ve Becker kas distrofileri (DMD/BMD), X’e baglh cekinik kalitim gosteren
kas hastaliklaridir. DMD 1/3300 oraninda goériilen, ilerleyici ve oOliimciilken, allelik
formu olan BMD daha hafif seyirlidi. DMD/BMD Xp21.2 bolgesinde yer alan
Distrofin geninde meydana gelen mutasyonlar sonucu olusur. DMD’li olgularin %60-
65’nde gozlenen kismi gen delesyonlari, %5-10’unda duplikasyonlar genin 2 “hot spot”
bolgesinde toplanmustir. Olgularin  kalan %25-30’unda nokta mutasyonlar1 ve
insersiyonlar bulunur. Olgularin 2/3’1i tasiyici bir anneden aktarilan mutasyonla, 1/3’i
ise yeni mutasyon sonucu olusur. Etkilenmis erkeklerde delesyonlar ¢oklu PZR ile
gosterilebilir. Ancak kadinda tastyiciligin belirlenmesi zordur. Bu zorlugu ¢ézmeye
yonelik baglanti analizi, floresan in-situ hibridizasyon, MLPA gibi ¢esitli molekiiler tan1
yontemleri kullanilmigtir. Tim bu yontemlerin teknik zorluk, yiiksek maliyet, fazla
zaman alimi, taze ornek ya da tiim ailelere uygulanamamasi gibi dezavantajlari vardir.
Caligmamizda, gen dozaj yontemi olan kantitatif floresan PZR’yi (QF-PCR) bu
problemlerin ¢dziimiine yonelik uyarladik. QF-PCR, floresan isaretli primerler
kullanilarak ¢ogaltilan DNA pargalarinin bir genetik analiz cihazinda kopya sayilarinin
belirlenmesine dayali bir yontemdir. Biz bu yontemi daha 6nce ¢oklu PZR yontemiyle
delesyonlar1 tespit edilmis  DMD/BMD’li hastalarin ailelelerindeki kadinlarda
tastyiciligin  belirlenmesinde kullandik. Bunun igin 24 ailede 23 olguda ekson
delesyonlart ve 28 kadinda delesyon tasiyiciligi inceledik. Olgularda 18 ekson ve
promotor bolgesinin yan1 sira 3 STR belirtecini i¢ standart ve baglant1 analizi agisindan
inceledik. 19 hastada daha 6nce belirlenen delesyonla ortiisen sonuglar elde edildi. 3
hastada ek bir ekson, 1 hastada 6nceki sonucundan eksik bir ekson delsyonu bulundu.
19 ailede annelerde delesyon tasiyiciligini gosteritken 5 ailede annelerde delesyon
gozlenmeyerek normal olarak bulundu. Sonu¢ olarak QF-PCR’1 DMD/BMD’li
hastalarda delesyonun belirlenmesi ve tastyic1 taramasinda hizl, giivenilir,
tekrarlanabilen bir yontem olarak tanimladik.
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ABSTRACT

Kuskucu, A.C. (2008). Detection of Duchene Muscular Dystrophy Carriers with
Quantitative Fluorescent Polymerase Chain Reaction. Istanbul University, Institute of
Health Science, Genetic. Doktora Tezi. Istanbul.

Key Words : Duchenne/Becker Muscular Dystrophy, QF-PCR, carrier

Duchenne and Becker muscular dystrophies (DMD/BMD) are most common X linked
neuromuscular diseases. DMD is progressive, lethal, affecting 1/3300 live-born males.
BMD is milder, allelic form of DMD. Both of them result from mutations in Dystrophin
gene at Xp21.2. Partial gene deletions responsible for up to %60-65 DMD cases and
%5-10 of cases result from gene duplications which are cluster in 2 “Hot spot” regions.
Point mutations and insertion of few nucleotides account for the remaining cases (%25-
30). Mutations are either inherited from female carriers (2/3) or occur de novo (1/3). In
affected males, deletions can be easily detected using multiplex PCR. But determining
female carrier status is difficult. This difficulty reflected in the great variety of
techniques that have been used for this purpose. These include methods such as linkage
analysis, fluorescent in-situ hybridization (FISH), MLPA, etc. All of these methods
have disadvantages; they are technically demanding, require fresh samples, are subject
to error or are not applicable to all families. To overcome these problems we optimized
gene dosage method quantitative fluorescent PCR (QF-PCR). QF-PCR refers to the
amplification of DNA fragment using fluorescence-labeled primers, followed by
quantitative analysis of the products on a genetic analyzer to determine copy number of
DNA fragments. In our study, to determine deletions in DMD/BMD patients, who were
previously diagnosed at the molecular level and female carrier status. We used 18 exon
and promoter region STR markers as internal control and for linkage analysis. We
found the same results, which previously reported, in 19 patients. In 3 patients we found
an extra exon deletion and in 1 patient we found less exon deletion than previously
found. In 19 families mothers were carriers, in 5 families mothers were not carriers.

As a result we conclude that quantitative florescent PCR is a fast, reproducible and
robust for detection of deletions of DMD/BMD patients and useful method for carrier
screening.



1. GIRIS VE AMAC

Modern Genetik biliminin temelini olusturan Gregor Mendel’in ¢alismalarindan
bu giine, teknolojinin de katkilariyla meydana gelen gelismeler sonucunda, genetik
biliminin biyokimyasal temeli biiyiik Ol¢lide giin 1518ma ¢ikartilmistir. Giiniimiizde
kalitsal faktorlerin temelinin niikleik asitler yani DNA oldugunu ve DNA'dan olusmus
tire 0zgl sayidaki kromozomlarin, kalitsal nitelikleri kusaktan kusaga aktarilmasini
sagladigimi bilmekteyiz. Bir ¢cok hastaligin da temelinde kalitsallik bulunmasi, genetik

bilimini saglik alanina sokmustur.

Tibbi Genetik, Genetik biliminin, kalitsal hastaliklar1 inceleyen bir dalidir. Tibbi
Genetik’in tiptaki diger dallardan farki yalniz hastaya odaklanilmamasi, hastaliklari
ailesel temelde incelemesi ve gelecek nesiller icin de olasiliklar 6ngoérebilmesidir.

Bunun i¢in de bir¢ok disiplini i¢inde bulundurur.

Son 5 yildir insan genom projesi ve teknolojinin ilerlemesiyle insan genomu
dizilenmis ve giderek daha da artan bir hizla kalitsal hastaliklarin temelinde yatan
mutasyonlar belirlenmeye baglamistir. Bu calismalar sayesinde taniya yonelik cesitli

yontemler gelistirilmis ve halen gelistirilmektedir.

Noroloji biliminin bir kolu olan sinir-kas hastaliklar1 i¢inde yer alan kas
distrofileri kalitsal 6zellik gosteren, ilerleyen kas giicsiizliigii ile karakterize bir hastalik
grubudur. Kas distrofileri i¢inde en sik goriilen X’e bagl c¢ekinik kalitim gosteren
Duchenne /Becker Kas Distrofisi’leridir (DMD/BMD). DMD, ilerleyici, etkin bir
tedavisi olmayan ve dliimciil seyreden bir hastaliktir (29,30,36). Allelik formu olan
BMD ise klinik bulgular1 daha hafif olan bir hastaliktir. Xp21.2 bolgesinde yerlesmis
Distrofin geninde meydana gelen delesyon, duplikasyon veya nokta mutasyonlari
nedeni ile distrofin proteini liretilemez veya islevsel olamaz, sonugta DMD/BMD
fenotipi olusur. Hastalik hemen her zaman erkek ¢ocuklarda goriiliir ¢ok nadir de olsa
kizlarda bulgu verir. Olgularin 1/3'di yeni mutasyona bagli olarak ortaya ¢ikarken, 2/3’1
ise klinik bulgu vermeyen tasiyici kadinlar yoluyla kusaktan kusaga aktarilir (2,10,12).
Bu durumda ailede birden fazla erkek cocuk etkilenebilir. DMD/BMD ile ilgili cesitli
calismalar yapilmig, gen bolgesi belirlenmis, proteini incelenmis, mutasyonlar
bulunmus, molekiiler ve dogum 6ncesi tani testleri gelistirilmistir. Hastali§in tedavisine

yonelik ¢aligmalar devam etmektedir.



DMD/BMD’nin kalitsal olusu, etkin tedavisinin olmayis1 ve agir olabilen gidisi
nedeniyle etkilenmis ¢ocuklarin ailelerindeki tasiyici kadinlarin belirlenebilmesi énem

tasimaktadir. Tagiyicilarin belirlenmesi etkin dogum Oncesi taniy1 da saglayacaktir.

Giliniimiizde tasiyict bireylerin belirlenmesinde aile agaci analizleri, baglanti
analizi, serum kreatin kinaz (CK) diizeyine bakilmasi ve Bayesian hesabi gibi
yontemlerden birkagi veya tiimi birlikte kullanilmaktadir. Ancak o6zellikle izole
olgularda, kiiciik ailelerde ya da baglanti analizi i¢in yeterli bilgilendiricilerin olmadig1
durumlarda tagiyiciligin belirlenebilmesi son derece giictiir (36,62,63). Tastyiciligin
belirlenmesinde kullanilabilecek yontemler gen dozaj belirleme yontemleridir. Bu
yontemlerde amag ilgilenilen eksonun kopya sayisinin belirlenmesidir. Floresan in-situ
hibridizasyon (FISH), MLPA, kantitatif floresan PZR (QF-PCR) gen dozaj belirleme
yontemlerinden birkacidir (26). QF-PCR, floresan isaretli primerler kullamilarak
ilgilenilen gen bolgesinin ¢ogaltilmasina ve bunun otomatize genetik analiz cihazinda
kopya sayisinin belirlenmesine dayali bir yontemdir. Rutinde, en sik rastlanan sayisal
kromozom anomalilerinin dogum Oncesi tanit yontemi olarak kullanilmaktadir. Gen
bolgelerinin kopya sayilarini belirleyebilen bir yontem oldugu icin delesyon ve
duplikasyon tipi mutasyonlarin tanimlanmasinda da kullanilabilecegi bildirilmistir

(1,3,26).

Aragtirmamizin amaci; Delesyonu Onceden tespit edilerek DMD/BMD kesin
tanis1 konmus hastalarda mutasyonlar1 ve kadin akrabalarinda delesyon tasiyiciliginin
kantitatif floresan polimeraz zincir reaksiyonu (QF-PCR) yontemi ile belirlemektir.
Calisgmamizin  sonucunda hem Distrofin geninde mutasyonun en sik gozlendigi
bolgelerdeki delesyon tipi mutasyonlarin tanisini yapabilecek, hem de tasiyicilart

belirleyebilecek bir mutasyon analiz sistemi gelistirmeyi hedefledik.



2. GENEL BILGILER

2.1. KAS DiSTROFILERIi

Kas distrofileri, temelde iskelet kas hiicrelerinin tekrarlayan yikim ve tamir
stireglerinin sonucunda meydana gelen, ilerleyici ve kalitsal 6zellik gdsteren bir hastalik
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grubudur (19,30). Distrofi sozciigii yunanca, “Dys” “anormal” ve “trophy” “biiylime”
anlamina gelen 2 sozciikten olusur. Giiniimiizde “kas distrofisi “ terimi, kalitsal 6zellik
gosteren dejeneratif kas hastaliklar1 i¢in kullanilmaktadir. Diger ilerleyici kas

hastaliklari, “miyopatiler” veya “polimiyopatiler” olarak isimlendirilir. (30,78 )

Kas distrofileri, sinirsel ileti bozukluguna bagli olarak gelisen kas
hastaliklarindan, 19. yiizyilda ayirt edilmistir. 1852 yilinda Meryon tarafindan ilk defa
kas distrofisinin klinigi detayli olarak bildirilmistir. 1891°de Erb kas dokusunda olusan
harabiyet sonucu meydana gelen bir grup hastaligin klinik ve histolojik bulgularini
inceleyerek, bu hastalik grubunu “kas distrofileri” olarak isimlendirmistir. Giliniimiize
kadar yapilan ¢alismalar sonucu ¢esitli kas distrofileri tanimlanmigtir. Son 30 yil iginde
biyoteknolojinin gelismesiyle kas distrofilerinin nedenleri ve mekanizmalar1 hakkinda
biyokimyasal ve molekiiler genetik veriler elde edilmistir. Bu gelismelerin sonucu
olarak, hastalik siniflandirmalarinda yeni diizenlemelere gidilmekte, dogum Oncesi tani

ve tedavi stratejileri gelistirilmektedir (29).

Kas distrofileri kalitsal 6zeliklerine gore otozomal baskin (OD), otozomal
cekinik (OR) ve X’e bagl ¢ekinik (XR) olarak 3 gruba ayrilir. Ancak bazi hastaliklarin
birden fazla kalitim sekli gostermeleri nedeniyle klinik siniflandirmanin daha
anlagilabilir olabilecegi goriisii vardir. Kas distrofileri klinik &zelliklerine gore de 2

grupta incelenebilir;

1. Kavsak tipi kas distrofileri: Baglica kalga ve omuz kavsagi kaslarinin
tutulumunun goriildigi ve ilerleyerek diger iskelet kaslarina da yaylimin oldugu tip

distrofilerdir.

2. Ozel kas zaafi dagilimi veya klinik tablo gosteren kas distrofileri: Bu grupta

0zel kas tutulumlariin gézlendigi ilerleyici kas distrofileri yer alir.



Tablo 1. Kas Distrofileri Siniflamas1 (19, 30 ve 65. kaynaklardan derlenmistir )

a. Kavsak Tipi Kas Distrofileri

Kas Distrofisi Tipi Kalitim  Kromozom | Etkilenen
Bicimi | Yerlesimi | Protein
Duchenne Kas Distrofisi (DMD) . i
Becker Kas Distrofisi (DMD) xR Xp21.2 Distrofin
1A 5q Myotilin
1B 1q Lamin-A/C
Limb-Girdle kas distrofisi 1C oD 3p Kaveolin-3
(LGMD 1) 1D 69 Bilinmiyor
1E 7q Bilinmiyor
1F
2A 15q Kalpain-3
2B 2p Disferlin
2C 139 y-sarkoglikan
2D 17q o- sarkoglikan
Limb-Girdle kas distrofisi 2E OR 49 B- sarkoglikan
(LGMD 2) 2F 5q 8- sarkoglikan
2G 17q Telethonin
2H 9q TRIM32
ol 19q Fuku’gin—ili§kili
protein
2J 2q Titin
B. Ozel Kas Zaafi Dagilimi veya Klinik Tablo Gosteren Kas Distrofileri
Kas Distrofisi Tipi Kalitim | Kromozom | Etkilenen
Bicimi | Yerlegsimi | Protein
. . - XR Xq28 Emerin
Emery Dreifuss kas distrofisi OD/OR 1q Lamin-A/C
Miyotonik distrofi (DM) 19q
Facio—scapulo—humeral kas 4q
distrofisi oD Bilinmiyor
Poly(A)
Okaulafaringeal kas distrofisi 14q baglayici
protein 2
Fukuyama Tipi OR 9q Fukutin
Klasik Tip (Merozin Pozitif ve OR
Negatif) Merozin
K R . N Fukutin-iligkili
as G6z Beyin Hastaligi OR 19q ;
protein
Konjenital kas distrofileri Walker-Warburg OR 9q O-Mannozil
Transferaz 1
Rijid Spine Sendromu OR 1p Selonoprotein
Integrin OR 129 Integrin a7
LARGE OR
FKRP OR FKRP




2.2. DUCHENNE / BECKER KAS DiISTROFiISi

Duchenne kas distrofisi (DMD) kas distrofileri arasinda en sik goriilen
hastaliktir. 1868’de hastaliga adi verilen Guillame Benjamin Duchenne, c¢ocukluk
caginda kas gii¢siizliigii baslayan 13 olgudan, hastaligin farkli donemlerinde alinan kas
biyopsi Orneklerinin histolojik incelemelerinde, kas dokusundaki degisimleri ve
hastaligin erkek ¢ocuklarda goriildiigiinii bildirmistir (67). 1879°da Gowers benzer 21
olguyu incelemis ve gilinlimiizde “Gowers Belirtisi” olarak isimlendirilen, hastalarin

yerden ellerini kullanarak karakteristik dogrulmasini tanimlamistir (Sekil 1).

Sekil 1. Gowers Belirtisi (62 no’lu kaynaktan alinmistir )

1955 yilinda Becker ve Keiner DMD’ye benzer ancak daha hafif bulgularin
goriildiigli Becker kas distrofisini (BMD) farkli bir hastalik olarak tanimlamislardir.
Ancak molekiiler genetik ¢alismalariin sonucunda BMD’nin, DMD’nin allelik formu

oldugu belirlenmistir.

DMD/BMD diinyadaki her irkta goriilir. X'e bagl ¢ekinik kalitimla geger. Bu
nedenle erkek cocuklarda goriiliir ve giliniimiizde etkin bir tedavisi olmayan bu

hastaliklardan DMD daha agir seyreder ve 6liimciildiir.

1983 yilinda DMD ve daha hafif formu olan BMD'ye yol agan genin, X

kromozomunun kisa kolunda (Xp21.2) yer aldigi baglanti analizi g¢aligmalar1 ile



gosterilmistir (20,63). 1986 yilinda Monaco ve arkadaslar1 Distrofin geninin pozisyonel
klonlamasimi yapmistir. Genin klonlanmasindan sonra Hoffman ve ark. Distrofin
geninin iriinii olan distrofin proteinini 1987'de tanimlamistir. Distrofin proteininin
yapisinin tanimlanmasi, DMD'yi BMD'den ayirmada ve tasiyict kadinlarin tanisinda
fayda saglamistir (7,29,63). Genin klonlanmasi sonrasinda DMD/BMD’ye neden olan
mutasyonlarin belirlenmesi ile taniya yonelik molekiiler tan1 yontemlerinin gelismesi
mimkiin olmustur. DMD i¢in kesin bir tedavi yontemi bulunmamis olmasina ragmen
distrofin geni klonlanmas1 sonrasinda gen tedavisi ile ilgili caligmalar hiz kazanmis ve

giiniimiizde halen devam etmektedir.

2.2.1.SIKLIK

DMD’nin goriilme sikligr yenidogan erkek cocuklarda 1/3300 olup, kadinlarda
tastyicilik orani 1/2500'diir. Goriilme sikligi toplumlara gore farklilik gosterebilmekle

birlikte etkin dogum 6ncesi taninin sonucunda hastaligin goriilme siklig1 azalmaktadir.

30 yili kapsayan epidemiyolojik bir caligmada 1.532.218 erkek ¢ocukta yapilan
incelemelerde 324 hasta olgu saptanmis ve DMD siklig1 1/4800 olarak hesaplanmuistir.
1970'de Gardner-Medwin ise hastalik sikligin1 1/3067 olarak belirlemislerdir (63).
Dogum ve 6lim kayitlarinin iyi tutuldugu bir iilke olan Hollanda'da 1961'den 6nce
yapilan ¢aligmalarda erkek ¢ocuklarda hastalik siklig1 1/4215 iken, hastalikta erken tani
olanaklar1 gelistik¢e bu oran Ocak 1983'de 1/18.496'ya diigmiistiir (25,63).

BMD sikligr ise net olarak bilinmemekle birlikte yaklasik 1/18.000 ile 1/30.000
civarinda olabilecegi bildirilmistir.(3,32,49,53 )

2.2.2. KALITIM

DMD’li olgularin 2/3’1, mutant genin tasiyic1 anneler ile bir sonraki kusaga
aktarim1 sonucu olusurken, 1/3"0 yeni mutasyon ile olusur (2,10,12) . Yeni mutasyonlar,
X’e bagl ¢ekinik gecen bir¢ok hastaligin izole olgularinin 6nemli bir kismini olusturur.

DMD, erkeklerde 6liimciil oldugu i¢in, erkekler tasidiklari mutant geni sonraki kusaga



aktaramazlar (fitnes = 0). Bu nedenle mutant genlerin 1/3'ii her kusakta kaybolur. Ancak
hasta olgularin goriilme siklig1 degismediginden, toplumda kaybolan mutant genlerin
yerine konuldugu diisiiniildiigiinde, DMD’li olgularin 1/3 'linlin yeni mutasyon ile
olustugu kabul edilir (Haldane Kurali [Haldane, 1935] ) (64). Mutasyon hizinin bu

kadar fazla olmasinin nedeni, genin ¢ok biiylik olmasina baglanmistir (4,62).

BMD’li erkeklerde klinik daha hafif seyrettigi i¢in tiretkenlikleri devam eder ve
hastalikli geni kizlarina aktarirlar. Bunun sonucunda, BMD’li olgularin biiyiik
cogunlugu (%90), tastyic1 anneden erkek ¢ocuga hastalikli genin aktarimi ile meydana

gelir. Olgularin yaklasik %10’u yeni mutasyon sonucu olusur ( 63 ).

2.2.3. PATOGENEZ

Hastaligin nedeni X kromozomu {izerinde bulunan ve hastaligin adinin verildigi,
Distrofin geninde meydana gelen mutasyon sonucu, genin iriinii olan distrofin

proteininin eksikligi veya hatali yapimidir.

Distrofin geni, 2300 kb biiyiikliigiinde ve X kromozomunun yaklasik %1,5’ini
olusturan insandaki en biiyiik genlerden biridir. X kromozomunun kisa kolunda
(Xp21.2) yerlesmis olan Distrofin geni, 79 ekson ve 7 dokuya 6zgii promotor icerir. Bu
0zglin promotorlar, genin, dokuya 6zgii izoformlarmin olusumunu saglar. DMD’li
hastalarda, dokularin ¢ogunda, Distrofin geninin en az bir izoformu ifade edilir. Ancak,

iskelet kas1 dokusuna 6zgii izoform ifade edilemez ve hastalik olusur (59,60).

Distrofin geninin tanimlanmasi ve genle ilgili pek cok arastirma, molekiiler
genetik caligmalarinin en 6nemli basamaklarin1 olusturmustur. DMD/BMD, 1986
yilinda Monaco ve ark. tarafindan, ilk defa “pozisyonel klonlama” yontemi kullanilarak
geni bulunan kalitsal hastaliktir. Oncesinde 1982 yilinda Murray ve ark. ilk baglanti
analizi ¢aligmalarin1 ve 1983°te Davies ve ark. genin X kromozomu iizerinde yerlestigi
bolgeyi bildirmistir (19,20,48,63). Her iki calisma da baglanti analizine dayali
tastyicilik belirlenmesi ve mutasyonu bilinmeyen bircok hastaligin dogum oncesi
tanisinin temelini olusturmustur (29). 1987 yilinda Kunkel ve ark. Distrofin geninin tam

klonlamasini yapmig ve yapisal 6zelliklerini bildirmislerdir. ( 63 )



Distrofin geninde meydana gelen farkli mutasyonlar hastaliga yol acar.
Olgularin %60-65’inde kismi gen (ekson) delesyonlari, % 5-10’unda duplikasyonlar
goriliir (2,15,24,27,28,49). Olgularim kalan %25-30’unda nokta mutasyonlan ve
insersiyon tipi mutasyonlar goézlenir (12,13,24,29) En sik goriillen delesyon tipi
mutasyonlar, gende rastgele bir dagilim gostermezler. Gende, “Hot Spot” olarak
adlandirilan bu bolgeler; delesyonlarin %25-30’unun bulundugu, genin 5’ ucunda
yaklasik 800 kb ve kalan %65-70’inin bulundugu, genin merkezinde 200 kb’lik
alanlardir (29,33,34,35,50). Bu da ¢oklu PZR teknigi ile en sik delesyona ugrayan 19
eksonun taranabilmesini ve delesyonlarin %98’inin belirlenebilmesini saglamistir
(31,32,44,60,73). Nokta mutasyonlar1 olarak adlandirilan tek niikleotit degisimleri ise
genin tiimiine rastgele yayilmistir (13,28) Bugiine kadar 400’e yakin nokta mutasyonu
belirlenmistir (13). Tek niikleotit degisimleri, anlamsiz (%34), ¢erceve kaymasi (%33),
kirpilma bolgesinde degisim (%29) ve yanlis anlamli mutasyonlara neden olarak DMD

gen ifadesinde degisimlere ve hatali protein olusumuna neden olurlar (13,60)

Ayn1 gendeki mutasyonlar sonucunda olusan DMD ve BMD fenotiplerinin
farkli olmasi, mutasyonlarin genin okuma dizisinde 2 farkli sonuca yol ac¢tigini ortaya

koymaktadir;

1- Mutasyonlar ¢erceve kaymasina neden olabilir ve Duchenne fenotipine yol
acar. Clinkii bu tip mutasyonlar okuma c¢ergevesini bolerek, protein sentezini, bitmesi
gerekli olan yerden ¢ok Once bitirir. Dolayisiyla protein iiretilemez. Mutasyonlarin

%92’s1 bu tiptedir (5,22,49,50,55,59,60)

2- Mutasyonlar cerceve iginde kalir ve okuma dizisinde bir degisiklik
yaratmazlar. Kodlanmasi gereken bazi amino asitler yanlis kodlanir ve hatali bir
distrofin molekiilii yaparlar. Ancak proteinin amino ve karboksi uglar1 normaldir(40).
Bu tip bir mutasyon, yar1 islevsel bir proteinin sentezine neden olur ve Becker tipi

distrofiye yol acar(5,22,40,49,55,59,60) .

Hastaliga neden olan gen ve mutasyonlarin belirlenmesi, genin kodladig1 protein
olan, distrofinin de bulunmasimi saglamistir. 1987 yilinda Wood ve ark. Distrofin
geninin yaklagik 16 kb’lik bir mRNA kodladigint ve mRNA eger tek bir protein
kodluyorsa, bu proteininin de yaklasik 500 kD biiyiikliigiinde olmas1 gerektigini 6ne
stirmiislerdir. Calismalarinin devaminda, DMD’li hastalarda eksik olan proteinin

nebulin oldugunu bildirmislerdir. Aymi yil Furst ve ark. monoklonal antikor kullanarak



yaptiklan ¢alismada, DMD’li hastalarda nebulinin varligimi gostermislerdir. Yine 1987
yilinda Hoffman ve ark. fetal insan iskelet kas1 ve eriskin fare kalp kas1 drneklerinde,
DMD cDNA’smin ifade ettigi polipeptitlere yonelik antikor kullanarak yaptiklar
immiinohistokimyasal c¢alismalar sonucu, “distrofin” adim1 verdikleri proteini

tanimlamiglardir (63).

Distrofin geninden iiretilen 14 kb’lik bir mRNA tarafindan kodlanan, 427 KD
biiyiikliigiindeki distrofin, insanda bilinen en biiyiik proteindir (19,22,59,60). Distrofin
en fazla iskelet ve kalp kasinda, az da olsa noronlar ve damar diiz kaslarinda, genin

dokuya 6zgii promotorlar araciligi ile izoformlar seklinde ifade edilir(59,60,61).

Distrofin, kas hiicresi zar1 olan sarkolemmanin i¢ yiizeyindedir ve hiicre iskeleti

ile hiicre dis1 alan arasinda baglayic1 6ge olarak, sarkolemmanin yapisal biitiinliigiinii

korur (19, 22,40,60).

Protein, bir aktin baglayan N-ug¢ alani, bir merkezi alan, bir sisteinden zengin
alan ve bir de C-u¢ alanindan olusur. N-u¢ alani alfa aktinle benzerlik gosterir ve 232-
240 amino asit igerir. Merkezi alani (rod domain) spektrine benzer yapida 25 ikili
sarmal tekrar yapar. Sisteinden zengin alan 280 ve C-u¢ alan1 da 420 amino asit igerir

(61,66).

Sekil 2 . Kasta distrofin ve distrofin-glikoprotein kompleksi ( 19 No’lu yayindan
degistirilerek ¢izilmistir)

Laminin-2

Distroglikan —l
Kompleksii .

Kaveolin-3

Kollajen-VI

Biglikan integrin —.I r
5 k. Sakroglikan Kompleksi
K leksi
- \/\o?k__yompeg 41
?Ms O R
v

Kalpain-3 Filamin C PC&H
: NHgﬁ %
‘% Aktin Golgi Kompleksi
Y
DMD %

BMD

Hiicre Digi
IR RARS ARG,

Hiicre igi

Disferilin 0T \ !

Distrofin
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Distrofin kalp ve iskelet kasi sarkolemmasina baglidir ve buradaki esas gorevi
sarkolemma ile integral zar proteinleri arasinda iletisim kurmaktir. Distrofin ve bu
proteinler, distrofin-glikoprotein kompleksini (DGC) olusturur (Sekil 2). Bu komplekste
Distroglikan, sarkoglikan, distrobrevin, sintrofin yer alir. Temel gorevleri
sarkolemmanin biitiinliigiiniin saglanmasidir (40). Distrofin N-ucu ile sarkolemma altina
yerlesmis a-aktin aracilifiyla hiicre igine, C-ucu ile hiicre dis1 alandaki laminin ve diger
DGC proteinleri araciligiyla hiicre disina baglanir(5,22) . Boylece kas hiicresi zarinin iki
tarafli, hem hiicre i¢ci hem de hiicre dis1 saglam bir baglantis1 olur. Bu baglantinin
saglam olmas1 6nemlidir. Ciinkii kas hiicresi zari, kas liflerinin uzun siireli kasilmalar
sirasinda fazla yiik altinda kalarak gerilir ve dokunun hasar gérmemesi i¢in gii¢lii bir
baglant1 gerekir. Eger kas dokusunda distrofin eksikligi varsa buna bagli olarak zar
biitiinliigli bozulacak ve uzun siireli kasilmalarda dokuda hasar meydana gelecektir.
Distrofinin mekanik islevinin yani sira hiicresel iletisimde zarlar arasi sinyal ileti

kompleksi olarak da gorev yaptigina dair fikirler de ileri siiriilmiistiir (5).

2.2.5. KLINiK BULGULAR

2.2.5.1. Duchenne Kas Distrofisi

DMD’li olgular genellikle 3 yas civarinda, hemen daima 6 yastan Once tani
alirlar. izole olgularda bulgular genelde aileler tarafindan kolay fark edilemez. Aileler
genelde ¢ocuklarinda gordiikleri yiirime ve kosmada zorluk, kosarken sik sik diigme

gibi Oykiiyle doktora bagvurur (7,29,65).

Olgularm % 25'ine iki yasin altinda, % 50' sine 2-4 yas arasinda, % 75'ine 4-7
yas arasinda, % 99 - % 100'line 7-9 yaslar1 arasinda tani konulabilmektedir (29).
DMD’de oncelikle kalga kavsagi kaslar (iliopsoas, kuadriseps, gluteal kaslar) tutulur.
Bu nedenle merdiven ¢ikmada, oturdugu yerden kalkmada zorlanir, sallanarak yiiriir ve
viicudun agilik merkezini uygun duruma getirmek icin lordozlarini arttirirlar, sonugta
“Ordekvari” yiirime gozlenir. 4 yas civarinda yiiriime zorlugu dikkati ¢cekse de 4-8 yas
arasi ¢ocugun biiylime hizi hastaligin ilerleme hizim1 gecer ve bu bir iyilesme gibi

algilanarak yaniltict olabilir. Baldirda gozlenen, henliz hastalik nedeniyle
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kaybedilmemis kas liflerindeki hipertrofiye, yag ve bag dokusundaki artis eslik eder.
Kas kitlesi artmig goriiniir, ancak bu gercek hipertrofi degildir. Buna yalanci hipertrofi
“psddohipertrofi” denir. En sik baldir kaslarinda goriiliir. Psédohipertrofi bazen erken
yasta dikkati ¢ekebilir. 8 yasindan itibaren hastaligin gergek hizi kendini gdstermeye
baglar. Hastalarda “Gowers belirtisi” olarak isimlendirilen, yerden kalkarken ellerinden
giic alarak yaptig1 dogrulma hareketi g6zlenir(9,30,65,68,69). Hasta giderek parmak
ucunda yiirlimeye egilimli olur ki, bunun sonucunda Achilles tendonunda kontraktiir
geligir. Hastalar genellikle 9-11 yaslar1 arasinda yiirtimeyi, oturdugu yerden kalkmayz,
ayakta durmay1 desteksiz yapamaz duruma geldikleri icin tekerlekli iskemleye
baglanirlar (7,65). Tekerlekli iskemle bagimlilig1 hastalarda skolyoz gelisimine neden
olur (9,65) . Ilerleyici skolyoz solunum islevinin, solunum kaslarinin tutulumundan da
once bozulmasina yol agabilir. Hastalik ilerledik¢e omuz kavsaginin da tutuldugu fark
edilmeye baslar. Bardak tutma, yemek yeme gibi islevlerde de yardima ihtiyag
duyabilirler. 16 yasindan sonra hastalarin ¢ogunda kardiyomiyopati bulgular1 da klinik
tabloya eklenir. 18-19 yaslarinda yataga bagimlilik siireci baslar, bununla birlikte ortaya
cikan komplikasyonlar; solunum islevinde azalma ve siklikla buna eslik eden bir
akciger enfeksiyonu veya tekrarlayan iiriner sistem enfeksiyonlari, genel durumun
giderek bozulmasina yol acar. Genellikle hastalar 20-25 yaslar1 arasinda solunum veya

kalp yetmezliginden kaybedilir (9,65)

DMD'li ¢ocuklarin zihinsel yetenekleri konusunda yapilan ¢alismalarda

hastalarin %18-20'sinde IQ 75'in altinda bulunmustur (63).

2.2.5.2. Becker Kas Distrofisi

Distrofin genindeki mutasyonlarin % 10-15'it BMD’ye yol acar. DMD'li olgularda
distrofin proteini ya ¢ok diisiik diizeyde (yogunlugu normalin % 3 '{inden az) veya hig
yokken, BMD'li olgularda distrofin var olmasina ragmen islevini kismi olarak yerine
getirebilir. Bu nedenle de klinik bulgular ve hastaligin gidisati DMD’ye gore daha hafif
seyreder. Hastaligin bulgularinin goriillme yas1 5-55 arasindadir (30, 65). Erken yasta
hastaligin taninmasi oldukg¢a zordur. Cogu zaman c¢ocuklarin hareketten kagan tembel
cocuklar olduklar zannedilir. Aile cocugun hastaligindan habersiz olarak ikinci, bazen

iiclincii cocuga sahip olabilir.
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Genelde hastalarin sikayeti baldirlarda sislik veya egzersize bagl ortaya
cikan, baldir kaslarinda agrn ve kramptir. Kas giicsiizliigii baslangic doneminde
olmayabilir. Kas kuvvet azhigmin ilerlemesi DMD'deki aym siray1 izler. Ust
ekstremitelerin kas giicli uzun siire korunabilir. BMD de ilerleyicidir ancak ilerleme
hizi DMD’ye gore daha yavastir. DMD’li olgular 11-13 yaslar arasinda tekerlekli
sandalyeye bagimli olurken, BMD’li olgular eriskin yasa kadar yiirtiyebilirler.

BMD’de kardiyomiyopatinin goriilme olasilig1 yiiksektir. Kas giicsiizligii ile
orantili olmayan kalp kasi tutulumu olabilir. Bu nedenle sikayeti olmasa da hastalar

kardiyolojik agidan dikkatle incelenmeli, kontrol altinda tutulmalidir (30,63, 65)

BMD'de de DMD deki gibi CK ve LDH diizeyleri ytiksektir (normalin 5 kat1).
IQ normale gore biraz diisiik olabilir (DMD'li olgulardan daha hafif) (10).

BMD o6liimciil olmayip, tireme uyumu % 70'e varir. BMD'li olgular evlenebilir
ve biitiin kizlarina mutant geni gegirerek kizlarindan olan erkek torunlarinin hasta olma
riskini % 50’ye ¢ikarirlar. Bu nedenle BMD'li olgularin biiyiik bdliimii (%85-90)

kalitsaldir, ancak olgularm %10’u yeni mutasyon ile olusur (28,32).

2.2.5.3. Tasiyic1 Kadinlarda DMD/BMD

Mutant Distrofin genini tasiyan kadinlar genelde klinik bulgu vermez. Ancak
tastyici kadinlarin % 8 kadarinda hafif, orta veya agir derecede klinik bulgu goriilebilir
(9,41). Kas kramplari, kas giigsiizliigii goriilebilir. Kas giicstizliigli genelde agir
seyretmez ve ¢cogunlukla asimetriktir. Bulgu vermeyen tasiyicilarin biiyiik bdliimiinde,
degisik dercelerde kalp tutulumlar1 da goriilebilir (65). Klinik bulgularin ortaya cikis
yas1 farklilik gostermekle birlikte 10 ila 40 yaglar arasindadir (41).

Tastyic1 kadinlarda klinik bulgularin ortaya ¢ikmasi asagidaki mekanizmalarla

aciklanmaktadir;

1- X-inaktivasyonu mekanizmasi;, Disgi bir zigotta baglangigta her iki X
kromozomu da aktiftir. Fetus gelisiminin erken evrelerinde hiicrelerdeki X
kromozomlarindan birisi (anneden ya da babadan gelen) rastgele bicimde aktivitesini

kaybeder. Inaktif olan X kromozomunun replikasyonu, aktif olan X'e kiyasla daha geg
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olur. Interfaz evresindeki disi hiicrelerinde inaktif X kromozomu cekirdek icinde zara
bitisik koyu bir nokta seklinde goriiliir ve cinsiyet kromatini (Barr cisimcigi) olarak
adlandirlir. Viicut hiicresindeki iki X'ten birinin rastgele inaktivasyonu belirli bir
hastalik i¢in tastyici kadinlarda mutant genin, hiicrelerin yaklasik yarisinda aktif, oteki
yarisinda ise inaktif olmasina yol acar (Lyon hipotezi, Mary Lyon 1961,1962). Boylece
tastyic1 bir kadinda mutant genin etkisi, hiicrelerin ancak % 50'sinde belirebilir. Geri
kalan hiicrelerin islevi normaldir. Bu aktivasyonun oranina gore tasiyici kadinlardan
bazilar1 hastalik belirtilerini gosterebilir. Tasiyict kizlarda goriilen asimetrik kas

zay1flig1 buna bir drnektir(41).

2- X-otozom translokasyonu; X kromozomunun herhangi bir otozomal
kromozom ile translokasyonu durumunda, inaktivasyon mekanizmasi segici olarak
otozom kromozomunu korumak amaciyla, translokasyona ugrayan X’i aktif birakir ve
yapist bozulmamis X’i ise inaktif duruma geg¢irir. Translokasyonun Xp21.2 bolgesinden
gecmesiyle, Distrofin geninde mutasyon olustugu ve DMD fenotipinin agiga ¢iktigi
diisiiniilmektedir. ikinci bir hipotez mutant genin kromozomda zayif bir nokta yaratarak

translokasyon olusumunu kolaylastirdigi seklindedir. (20,41,45,62,63)

Bir diger agiklama da; translokasyonun normal X'de meydana geldigi, bu
kromozomda madde kaybi olustugundan yapisi korunmus olan X kromozomu ve
mutant Distrofin genini tagiyan diger X kromozomunun fenotipe yansidigi seklindedir.
Bu grup olgular her iki X kromozomunda da mutant geni tasiyan gergek DMD'li kadin
olgulardir. X-otozom translokasyonu mevcut olan DMD fenotipine sahip olgular, genin
X'in kisa kolunda oldugunun anlagilmasinda ve fiziksel haritalamada Oonemli rol

oynamiglardir (20, 21,63)

3- 45,X genotipi; Turner sendromlu kiz ¢ocugunun, tasidigr tek X'te mutasyon
varsa, bunu telafi edecek baska bir X kromozomu olmadigi i¢in klinik bulgu gosterir.

(47,62,63)

4- Her iki X kromozomunun da mutant geni icermesi; Tasiyici bir kadinla, hasta
(6rnegin BMD'li) bir erkegin evliliginden dogan kiz ¢ocuklarda veya anneden kalitilan
mutant X'e ek olarak babadan gelen X'te yeni mutasyon olugmast, kiz ¢ocugunda klinik

bulgularin goriilmesine neden olur (62).

Bu olaylar teorik olarak miimkiin olmasina ragmen, pratikte pek goriilmez.
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5- Uniparental disomi; Uniparental disomi (izodisomi) mekanizmasi es
kromozomlardan birinin 2 kopya seklinde tek bir ebeveynden cocuga aktarilmasidir.
Yani anne ve babadan ayr1 ayr degil, yalmz anne veya yalniz babanin 2 eg
kromozomundan birinin 2 kopya seklinde ¢ocuga ge¢mesidir. Bu mekanizma ile tasiyici
olan annenin kiz ¢gocuguna mutant geni tasiyan X kromozomunun iki kopya olarak
verilmesi sonucu, kiz ¢cocukta homozigot mutant X'in bulunmasi, Duchenne fenotipinin
goriilmesine yol agabilir. Pratikte ¢ok diisiik olan bu olasilik da teorik olarak

disiiniilebilir. (47,62,63)

2.2.6. HASTALIGIN TANISI

DMD/BMD tanis1 Oykii, fizik muayene, laboratuar testleri esas alinarak
yapilmaktadir. Fizik muayene bulgularinda; yiiriimede giicliikk, sik diisme, baldir
kaslarinda yalanci hipertrofi ve Gowers bulgusunun gézlenmesi, laboratuvar testlerinde;
serum CK diizeyinin normalin 5-10 kat {istiinde olmasi ve EMG'de kas tutulumu
bulgulart DMD/BMD’yi diislindiirmelidir. Kas biyopsi 6rneginin immiinohistokimyasal
incelemesinde distrofin yoklugu ve  DNA analizi ile delesyonun gosterilmesi

DMD/BMD tanisini kesinlestirir (44).

2.2.6.1. Tamida Kullanilan Yontemler

a) SERUM KREATIN KINAZ (CK) diizeyleri yiiksektir. Bu yiikseklik, hasta,
tasiyici ve normal kisilerde farkli degerler gdsterir. Hastaligin erken evresinde normalin

10 kat1 kadardir. CK diizeyinin yiiksek bulunmasi iki sekilde aciklanmaktadir:

1- Enzim proteinleri nekrotik kas liflerinden veya nekroz olusmadan once

sarkolemmanin fiziksel zedelenmesi sonucu disar1 sizar.

2- Hiicre i¢i biiyiilk molekiillerin igerigini diizenleyen hiicre zarlarinin normal

islevlerini aksatan, bozan bir anomali vardir (29).

b) ELEKTROMIYOGRAFI’de (EMG) kas tutulumu (motor {init potansiyelleri
kisa siireli, diisitk amplitiidli polifaziktir) hemen her hastada gozlenir.(30,65,78)
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¢) KAS ULTRASONOGRAFIiSI VE BILGISAYARLI TOMOGRAFI (BT)
incelemeleri ile yogunluk degisikliklerine gore kaslardaki nekrotik bolgeler
saptanabilmekte ve erisilmesi giic olan, derindeki kaslar hakkinda bilgi

edinilebilmektedir (78) .

d) KAS BIYOPSISI: Klinik bulgularm varliginda biyopsi sonuglar1 taniya
varmada destekleyici bir anlam tagir. Biyopsi i¢in uygun kaslar, iist bacak kaslaridir
(quadriceps femoris kasinin vastus lateralis kolu). Cilinkii bu kaslar hemen her zaman
sistemik hastalig1 yansitan histopatolojileri tasiyan proksimal kaslardir. Hastalarin kas
biyopsilerindeki morfolojik degisiklikler klinik bulgular belirginlesmeden mevcut olup,
erken bebeklikte bile gozlenir. Baslangicta bag dokusu artis1 vardir. Her bir kas lifi bag
dokusu ile sarilmis goriiniimdedir. Olay ilerledik¢e bag dokusu artar ve yag dokusu da
kas lifleri arasinda yer alir (19,38). Kas liflerinin ¢aplarinda diizensizlik énemli bir
bulgu olup, hem atrofi hem de hipertrofi vardir. Normalde periferde bulunmasi gereken
hiicre cekirdeginin merkeze kaymasi 6zglin olmayan bir bulgudur. Kas dokusunda
dejeneratif ve rejeneratif degisiklikler biitlin kas distrofi tiirlerinde goriiliir. Her zaman
icin dejenerasyon daha fazladir. Dejeneratif sahalar fokal, soluk alanlar olarak baglar ve
ilerleme gosterir. Bir sonraki evre hiyalinizasyon ve nekrozdur. Burada miyofibrillerin
yapilanmasi1 bozulur, ¢ekirdek kromatin kaybina ugrayarak piknotik hale gelir. Nekroz
ile birlikte mononiikleer hiicreler gelerek, nekrotik lifleri fagosite eder. Bosalan

hiicrelerin yerini bag dokusu alir (19, 65).

e) KAS BIYOPSISINDE DiSTROFIN TAYINI ilk kez Hoffman ve ark.
tarafindan gerceklestirilmistir. iImmiinohistokimyasal boyalarla kas biyopsi &rneginde
distrofin proteininin yoklugunu gdstermek, DMD’nin tanisin1 kesinlestirmek igin
kullanilir (Sekil 3 B) (7,30,42,53,65,77). Gen delesyonunun gosterilemedigi olgularda,
kas immiinohistokimyasi distrofin varligit ya da yoklugunu belirleme agisindan
degerlidir. Delesyon belirlenmis de olsa hastalik gidigatinin belirlenmesi amaciyla da
immiinohistokimyasal inceleme yapilabilir. Distrofinin bulundugu durumlarda klinik,
kas distrofisiyle uyumluysa, distrofinin kalitesini saptamak i¢in Western Blot testi

uygulanir. Bu inceleme BMD tanisinin konmasinda yararlidir (49 ).



16

Sekil 3 A. Normal kasta pozitif boyanma

B. DMD’li hastada negatif boyanma ( 65 no’lu kaynaktan alinmistir )
A B

f) DNA ANALIZ;

1- Dolayli analiz yontemi (RFLP ve STR analizleri): Hastaliga yol acan
mutasyonlarin dogrudan taninamadigi durumlarda, hastalikla birlikte kalitilan genetik
belirteclerin analiz edilmesi ve degismis genin o ailedeki kisilerde izlenmesi amaci ile
yapilir. Polimorfizm olarak tanimlanan DNA baz dizileri farkliliklari, zamani tam
bilinmeyen ama binlerce yil denebilecek kadar uzun bir siire dnce olusmus ve halen
olugmakta olan mutasyonlar sonucu gelisir. Bu farkliliklar restriksiyon enzimlerinin
kesme bolgelerinde olduklari zaman, kolayca taniir ve restriksiyon enzimi kesimiyle
elde edilen parga uzunluk polimorfizmi (Restriction Enzyme Fragment Length
Polymorfizm-RFLP ) diye adlandirilir. Bu degisiklikler kisinin fenotipinde herhangi bir
bozukluga yol agmaz ancak DNA’y1 kesen cesitli restriksiyon enzimlerinin kesme

bolgelerini degistirerek, kisiler arasi farkli uzunlukta kesim pargalar olusturur (26 ).

DMD'de RFLP analizinin temeli, allellerdeki DNA baz dizisi farkliliklarindan
yararlanilarak, iki es kromozomun birbirinden ayirt edilmesi ve hasta olgunun

annesinden kalittig1 X kromozomunun ailedeki izinin siiriilmesine dayanir (26).

RFLP analizinde iki kromozom birbirinden gen i¢inde ya da gen yakininda
bulunan bir DNA polimorfizminin bulunmasi (bilgilendirici = informatif) ya da
bulunmamas1 (bilgilendirici olmayan = non-informatif) ile ayrilir. Cevresel kan
orneklerindeki lenfositlerden elde edilen DNA dort ya da alti nukleotitlik dizileri
taniyan restriksiyon enzimleriyle parcalanir. Daha sonra jel elektroforezi ile boylarina

gore ayrilan DNA pargalari, Southern-blot yontemi ile nitroselliiloz tabakaya gegirilir ve
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melezlemeye hazir hale getirilir. Radyoaktif probla isaretlenen DNA pargalari
otoradyogramda okunur. Analizin gilivenilir olabilmesi i¢in Oncelikle mutasyon ile
belirtec arasinda yakin baglanti (linkage) olmas1 gerekmektedir. Boylece
rekombinasyon olasilig1 azalir (gen i¢i belirtecler tercih edilmelidir) . Baska bir kosul,
ailenin RFLP ile bilgilendirici olmasi ve bunlarin hem mutasyon, hem belirte¢ i¢in

heterozigot bilgilendirici olmasidir (26).

Uygulama zorlugu ve bilgilendirici bilgi saglama yoniinden giiniimiizde yetersiz
kalan bu yontem yerini, DNA icersinde bulunan, 2-10 baz tekrarlarinin (Short Tandem
Repeats = STR) analizine birakmistir. STR belirteclerinin analizi ile kalitilan gen daha
iyi takip edilebilmekte ve istatistiksel acidan daha anlamli baglanti analizleri

yapilabilmektedir. ( 15,26)

2- Dogrudan mutasyon analizi; DMD/BMD mutasyonlarinin % 60-65’1
distrofini kodlayan gen boélgesinde delesyon olarak goriildiiglinden, hastadaki
delesyonlarin taniminda delesyon bdlgelerini ¢ogaltarak bu bolgelerdeki degisimleri
tanimlayabilen ¢oklu gen amplifikasyonu yontemi kullanilmaktadir. Multipleks I ve
Multipleks II olarak adlandirilan iki ¢oklu amplifikasyon sisteminden her biri Distrofin
geninin farkli eksonlarim taramaktadir. Bu eksonlar delesyonlarin siklikla rastlandigi
hot spot bolgelerine uyan ekson 3, 4, 6, 8, 12, 13, 17, 19, 43, 44, 45, 47, 48, 49, 50, 51,
52, 60 ve promotor (PM) bolgelerdir. 18 ekson ve PM bdlgesi coklu PZR yontemi ile
ayrt primerler kullanarak cogaltilabilmekte ve iirlinler jel elektroforezi ile dogrudan
incelenmektedir (10). Normal kisilerde tiim pargalar mevcutken, hastalarda herhangi bir
parganin saptanmamast ya da ¢ogaltilan bdlgenin boyunda goézlenen bir kisalik,
incelenen gen bolgesinde delesyon oldugunu gdstermektedir. Mutipleks I ve II'nin
birlikte kullanim amaci yalniz birinin kullanimi ile taninamayan delesyonlarin tespitidir.

Bu sayede gendeki delesyonlarin % 98’1 saptanabilmektedir (26,31,32,44,60,73).

Tamida ¢oklu PZR yonteminin yani sira, bazi1 laboratuvarlar, molekiiler
sitogenetik yontemi olan floresan in-situ hibridizasyonunu (FISH), hem hastaligin
tanisinda hem de tasiyicilarin belirlenmesinde kullanmiglardir (56,72). FISH yontemi,
coklu PZR’de kullanilan eksonlara ait problar ve Distrofin geni disinda X
kromozomuna ait bir kontrol probu kullanarak, metafaz kromozomlarinda ilgili eksona
ait sinyallerin degerlendirilmesi mantigina dayanir. Eger hastada delesyon varsa kontrol

probuna ait sinyal goriiliirken, delesyona ugramig Distrofin geni eksonuna birine ait



18

olan sinyal goriilmez. Tasiyic1 kadinlarda iki X kromozom kontrol probunun sinyali ile
delesyonun oldugu eksona probuna ait bir sinyal gozlenir. Yontem, laboratuvar
kosullarindan yiiksek oranda etkilenebildigi, hiicre kiiltiirii gerektigi icin uzun siirmesi,
eger bir ekson delesyonu varsa, o eksona ait prob sinyallerinin hemen her zaman tam
olarak goriilememesi ve maliyetinin yiiksek olmasi gibi nedenlerden dolay1 rutinde yer

almamaktadir.

Yeni bir yontem olan MLPA’nin (multiplex ligation dependent probe
amplification) gen kopya sayisi degisikliklerin belirlenmesinde kullanilabilecek bir gen
dozaj testidir. Yontem, genin eksonlarina 6zgii prob hibridizasyonunun ardindan yapilan
PZR yontemi ile ¢ogaltilan bolgelerin karsilastirmali olarak kantitasyonunu temel alir.
Bu yOntemin avantaj1 es zamanli 45’e yakin hedef dizi amplifikasyonu ile gen delesyon
ve duplikasyonlarinin tespitini miimkiin kilmasidir. DMD’li hasta gruplarinda yapilan
calismalarda Distrofin genine ait 79 eksonun, MLPA yontemi ile incelenebilecegi
bildirilmistir. Bu sayede delesyon tespitinin yani sira belirlenmesi daha giic olan gen
duplikasyonlar1 ve kadinlarda tagiyicilik belirlenmesinin de miimkiin olabilecegi
belirtilmistir.(32,46,53)

Yukarida tanimlanan tam yontemleri, klinikte belirli bir sirayla uygulanir. Sekil
4’de belirtilen tan1 akis semasina gére, DMD/BMD’den siiphelenilen erkek ¢ocuklara
oncelikle direkt mutasyon analizi (delesyon incelemesi) yapilmahdir (65). Eger
delesyon saptanmadiysa mutlaka kas biyopsi 6rneginde distrofin immiinohistokimyasal

incelemesi uygulanmalidir.
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Sekil 4. DMD/BMD diisiiniilen hastada tani akig semasi (65)
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2.2.7.HASTALIGIN ONLENMESI ve GENETiK DANISMA

Olgularin erken tanisi, tastyicilarin belirlenmesi, uygun genetik danisma ve

dogum oOncesi tani ile hastalifin 6nlenmesi miimkiindiir.

DMD, cocuk hekimleri, tibbi genetik doktorlar1 ve ndrologlar icin genetik
danigma agisindan problemli bir hastaliktir. Aslinda X’e bagh ¢ekinik tiim hastaliklar
icin genetik danisma aymi zorluktadir (36). Ozellikle, etkilenmis bir ¢ocukla doktora
bagvuran ailelerde, ¢ocugun anne tarafindan kadin akrabalarinda da tastyicilik
olasiligini, genetik danigmanlarin goz ardi etmemesi gerekir. Bu nedenle DMD genetik

danismasindaki en Onemli basamak, hastanin kesin tanisinin konmasindan sonra
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tasiyicilarin belirlenmesidir. DMD’li birey bulunan ailelerdeki kadinlarin tasiyici olup
olmadiklarinin, olanakli ise {ireme ¢agindan 6nce bilinmesi 6nemlidir. Ailesinde DMD
veya BMD’li bir bireyin bulundugu kadinlarin tasiyicilik durumlarinin belirlenmesi icin

baslica ii¢ yontem uygulanmaktadir.
I- Aile agaci analizleri (anne tarafindaki saglikli ve hasta erkek belirlenmesi),
II- Tastyicilik riski olan tiim kadinlarda serum CK diizeyine bakilmasi,
IT1- DNA testleri ile tasiyicilik tayini.

DMD'de dogru bir genetik danigma icin indeks olgunun kesin tanisit ve kadin
akrabalarda tasiyicilik riskinin olabildigince dogru hesaplanmasi i¢in aile agaci ile ilgili
bilgilerin ve tasiyicilik testlerinin giivenilir olmasi1 gerekir. Aile agaci incelemeleri ile

riskli ailelerdeki kadinlar iki gruba ayrilir ;

1- Kesin Tasiyicilar : Hasta bir oglu ve anne tarafindaki akrabalarinda ikinci bir

DMD'li hasta olgu olan kadinlar1 kapsar (en az iki kusakta hasta erkek) (Sekil 5).

2- Olast Tasuyicilar : Bir veya birden fazla hasta erkek cocugu olan anneler, ve
ailede anne tarafindan hasta erkek ¢ocuga sahip olmayan kadin akrabalar1 (hastanin kiz
kardesi, anneannesi, teyzesi ve teyze kizi) kapsar (Sekil 6A ve B). Annenin birden fazla
etkilenmis erkek ¢ocugu da olsa hastalik tek kusakta sinirlt oldugu igin anneler kesin
tastyici olarak tanimlanamazlar. Bu kadinlarin bir boliimii (% 5-15), mutasyonu somatik
hiicrelerinde tasimadigi halde esey hiicrelerinde tasiyabilmektedir. Bu olay germinal
mozaisizm olarak adlandirilir (62) ve anneye yaklasik % 90 oraninda tastyicilik 6n riski
verir. Fetus olusumunun erken mitotik bolinmeler evresinde, oncii hiicrelerde ya da
esey hiicrelerinde mutasyonlar olabilir ve o hiicreden olusan tiim klonal hiicrelerde bu
mutasyon devam eder. Sonugta 6teki somatik hiicreler normal iken gametlerin 6nemli
bir boliimiinde mutasyon tasinabilir ve bu nedenle annenin CK enzim diizeyi normaldir

distrofin ile tasiyicilig1 saptanamaz ve DNA analizinde normal bulunur.



Sekil 5. Kesin Tasiyicilik (Ailesel form); Birden fazla kusakta etkilenmis birey.

Om 0L

Sekil 6A. Olasi Tasiyicilik; Yalmz bir etkilenmis birey (izole Olgu)

Om OO

Sekil 6B. Olas1 Tasiyicilik; bir ailede birden fazla etkilenmis birey

OmOm
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Genetik danigmada 6ncelikle aileye ¢cocugun hastaligi ve dogal gidisati hakkinda
bilgi verilir, daha sonra kalittm modeli anlatilir. Annenin tasiyici olma riski dncelikle
aile agaci analizine gore belirlenir. Kesin tasiyici olarak kabul edilen anne adayinin
erkek cocuklarmin % 50’sinin hasta olma, kiz ¢ocuklarinin da %50'sinin kendi gibi
tastyici olma riskinin bulundugu anlatilir. Aile agacina gore olasi tasiyict grubunda iken,
CK diizeyi yiiksek bulunan kadinlar kesin tasiyici grubuna dahil edilir. Olas1 tasiyicilar
icin 2/3 ile 1/4 aras1 degisen baslangig riskleri, serum CK diizeyleri ve aile agaci analizi
birlestirilerek Bayesian yontemiyle hasta c¢ocuk sahibi olma riskleri hesaplanir.
Kadinlarin kendi tasiyicilik riskleri ile hasta ¢ocuga sahip olma riski arasindaki farki
anlamalar1 saglanmalidir. Ayrica baglanti analizi ¢aligmalar1 da yapilarak tasiyicilik
riskleri tekrar degerlendirilir. Ancak bu testler uzun zaman alabilir. Testler
tamamlandiktan sonra ¢ocuk planlayan aileye tiim bu bilgilerin 1s181nda riskleri, dogum
Oncesi tami olanaklarn ve sonuglarm giivenilirligi anlatilir ve aileye kararlarn

dogrultusunda yardime1 olunur.

Genetik danigsmada dogum Oncesi tan1 uygulamalarinin temel amaci, s6z konusu
hastalik i¢in yiiksek risk nedeniyle ¢ocuk sahibi olmaktan kaginan ailelere saglikli bir
cocuk icin giivence verebilmektir. Ailesinde DMD'li olgu bulunan tasiyicilik riski
yiiksek kadinlara, molekiiler biyoloji alanlarindaki gelismelerden 6nce amniosentez
(AS) veya koryon villus biyopsisi (CVS) yontemi ile fetal cinsiyet tayini, tek “dogum
oncesi tan1” olanagi olarak sunulmaktaydi. DNA tekniklerinin gelismesiyle hasta olguda
delesyon saptanan ailelerde, riskli kadinlara % 100 dogrulukla dogum Oncesi tani
verilebilmekte, delesyon saptanamayan olgularin ailelerinde ise baglant1 analizleri ile
tagiyict kadinda bilgilendirici belirtecler bulunursa, rekombinasyon riski dikkate
alinarak, bilgilendirici bulunursa % 95 giivenilirlikle sonug verilebilmektedir. Dogum
Oncesi tan1 yontemi olarak tasiyicilik riski % 2'nin altinda olanlarda amniosentez, daha
yiiksek olanlarda ise erken sonug¢ veren CVS 6nerilmektedir. Amniosentez yontemi 14.
gebelik haftasindan itibaren uygulanabilir. Bu yontemle elde edilen 15-20 ml sivida
fetusa ait hiicrelerden fetal karyotip analiziyle cinsiyet tayini, ve molekiiler genetik
testler yapilabilir. 10. gebelik haftasindan sonra uygulanabilen transabdominal koryon
villus aspirasyonu ile elde edilen dokularda da aym testler yapilabilir. Dogum oncesi
tan1 sonucu, fetusun hasta oldugu kesinlesirse yada hasta olma riski artmigsa, konu anne
ve baba adayi ile tartigilir ve ailenin istegi dogrultusunda gebelik sona erdirilerek (24.

gebelik haftasindan 6nce ise) aileye psikolojik destek verilir.
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2.2.8. TEDAVI

Her ne kadar giiniimiizde hastaligin etkin bir tedavisi yoksa da tedaviye yonelik

calismalar hizla devam etmektedir.

Tedavi bugiiniin sartlarinda halen koruyucu yondedir. Bunlar aktif egzersiz,
fizik tedavi, steroidlerin kullanimini igeren ilag tedavisi ve kontraktiir gelistiyse cerrahi
tedavidir. Hepsinde amac¢ kas giiciinin  kaybinin  Onlemesi ya da

geciktirilmesidir(11,23,78)

Miyoblast transferi, hayvanlarda yapilan ¢alismalarda olumlu sonuglar verirken

insanlarda ayni oranda iyi sonuglar elde edilememistir(11,23,39,59).

Hastaligin esas tedavisi gen tedavisi olacaktir. Bunun i¢in de uzun yillardir
caligmalar siirdiiriilmektedir. Amagc tiim kalitsal hastaliklarda oldugu gibi, saglam genin,
bir vektor araciligi ile hasta bireye aktarilmasidir. En yaygin gen aktarim yontemi,
retroviral DNA’nin vektor olarak kullanilmasidir. Viriisten 3 gen cikarilir ve yerine
klonlanmig insan geni yerlestirilir. Klonlanmig geni tasiyan viriis, hiicre ¢ekirdegine
gecer ve kromozomun yapisina katilir. Sonugta enfekte olan hiicrelerde yabanil gen
(normal allel) hiicre genomunun bir parcasi haline gelip ifade edilerek eksik proteinin
olusumunun saglanacagi diisiniilmektedir. Ancak bu yontemin sikintili yani viriislerin
yol acacagi immiinolojik ve toksik yan etkilerdir. Bunun i¢in de her gecen giin tedavide

kullanilabilecek yeni vektorler gelistirilmektedir.(23,59,66)

Son 15 yil iginde DMD gen tedavisi caligmalari yogunluk kazanmistir.
Gliniimiizde Distrofin geninin 3,5kb’dan 2,4Mb’a kadar biiyiikliikteki pargalarinin
belirgin bir islev kayb1 olmaksizin aktarimi miimkiin olmaktadir. Bu aktarim i¢in artik
say1siz vektoriin kullanilabildigi ve tedavinin kas dokusunda olumlu etkilerinin yanisira,

immiinolojik ve toksik yan etkilerin azaldig1 yapilan ¢calismalarda belirtilmektedir. (23)
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2.3. KANTITATIF FLORESAN POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIiYONU

DNA’da meydana gelen nokta mutasyonlarnn ve kiiciik insersiyon ya da
delesyonlart belirleyebilen oturmus yontemler olmasina karsin, genomik duplikasyon
veya delesyonlarin saptanmasi daha giic olabilmektedir. PZR, mutasyon tarama
yontemlerinin genelinde ilk basamakta kullanilir. Bu yontemlerin ¢ogu niceliksel
olmaktan ¢ok nitelikseldir. PZR tabanli gen dozaj testleri kesin ya da goreceli niceliksel
sonuglar vermektedir. Kesin niceliksel sonuglara ulasabilmek i¢in, uygulanan testte dig
standartlar ile Ornek sonucunun kiyaslanmasi yontemi kullanilir. Karsilagtirma
sonucunda Ornekte aranan miktar kesin olarak belirlenir (molar, nanogram vb olarak).
Goreceli niceliksel testlerde ise 6rneklere ait sonuglar, iki parametrenin birbirlerine gore
durumlarinin ~ karsilastirilmas:  ile elde edilir. Karsilastirma icin  kullanilan
parametrelerden ilki mutasyon aranilan gene (ya da eksona) ait veri, ikincisi ise referans
alman gene (ya da eksona) ait veridir. Gerekli veriler, genellikle mutasyon aranan genle
referans genin PZR ile es zamanli ¢ogaltilmasi, sonrasinda elektroforez ile iirlinlerin
ayrigtirilarak bant yogunluklarinin hesaplanmasi ile elde edilir. Bant yogunluk oranlari
mutasyon tasimayan (normal) Orneklerin hepsinde teorik olarak ayni olmalidir.
Delesyon mutasyonlarinda 6rnek bant yogunlugu, kontroliin yarisidir. Duplikasyon
mutasyonlarinda ise iki kati olur. Bu sonuglarin normal toplum dagilimina uygunluguna
gére Ornegin sonucu normal, delesyon veya duplikasyon tipi mutasyon olarak

degerlendirilir (26) (Sekil 7)
Sekil 7 : Gen dozaj analizi sonuclan

" I I Normal

Referans Gen Mutasyon Aranan Gen

L |
| i1 1 i

Referans Gen Mutasyon Aranan Gen Referans Gen Mutasyon Aranan Gen
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Delesyon Taslyici Duplikasyon Tagiylici
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PZR sonrasi, miktar karsilastirmasi i¢in veriler degisik yollar ile elde edilebilir.
Klasik olarak, agaroz veya poliakrilamit jel elektroforezini takiben, etidyum bromiir
boyamas1 ile ya da otoradyografi sonucu elde edilen bant yogunluklarinin
karsilagtirmas1 gibi yontemler kullanilabilir (26). Kantitatif floresan PZR yonteminde
ise veriler floresan 1s1ma degerlerinin karsilastirmasi ile yapilir. Bu amagla kullanilan
primerler floresan boyalar ile isaretlenir. PZR sonucu iiriinler florofor isaret tagirlar. Bu
isaretler, floresani algilayabilen bir optik okuyucuya sahip genetik analiz cihazlariyla
saptanabilir. Kapiler elektroforezi yapan genetik analiz cihazlari, baz ¢ifti uzunluguna
gore siralanan DNA dizilerini, ekrana tepeler seklinde yansitir. Elde edilen goriintiiye
“elektroforegram “ denir. Elektroforegramda her tepenin kapladig: alanla ilgili bilgiler

0zel yazilimlarla degerlendirilerek analiz yapilir (1,17,26,58).

1991°de Lubin ve ark. X kromozomuna 6zgii bir belirteci, referans bir belirtecle
beraber ¢ogaltmis ve elde edilen iirlinlerin oranlarinin kontrol ve bilinmeyen 6rneklerle
kiyaslanmasi ile gergeklestirilen kantitatif PZR stratejisini kesin bir gen dozaj analizi
icin kullanmistir. Ayn1 yil yine Lubin ve Mansfield, trizomi 21 ve 18 tanisi i¢in bu
yontemi kullanmay1 denemisler ama, kesin sonuglar elde edilebilmesi i¢in daha fazla
kargilagtirmanin yapilmasi gerektigini belirtmislerdir (3,57,58). 1993’te Mansfield bu
kromozom dozaj belirleme teknigini trizomi 21 ve 18 ig¢in gelistirmistir. Yine bu
donemde Mansfield bu yoOntemin, delesyon ve duplikasyon tipi mutasyon
belirlenmesinde  uygulamayi1 diisiinerek, Lesch-Nyhan Sendromunun tanisi ve
tastyiciligin belirlenmesinde kullanmistir (57). Gen dozaj testleri gliniimiizde sik
goriilen sayisal kromozom anomalilerinin dogum Oncesi tanisinda, alfa talasemide
goriilen biiyiikk delesyonlarin belirlenmesinde ve ailesel meme kanseri ile ailesel
nonpolipozis koli gibi hastaliklardaki genetik degisimlerin aragtirmalarinda

kullanilmaktadir (3,26).

Gen dozaj belirleme yoOntemleri arasinda yer alan kantitatif floresan PZR
yontemi giinlimiizde tanisal amaclh olarak, yalniz dogum Oncesi tanida en sik goriilen
21, 13, 18, X ve Y kromozomlarinin sayisal anomalilerini belirlemede kullanilir
(1,3,14,16,17,18,57). Bunun i¢in yukarida sayilan kromozomlar iizerinde yer alan
STR’lere 6zgii floresan isaretli primerler kullanilir. Bu primerlerle yapilan tek asamal
coklu PZR’den elde edilen iirlinler otomatize bir genetik analiz cihazinda incelenir.

Ideal bir elektroforegramda es kromozomlara ait 2 tepe goriiliir. Ancak akraba evliligi
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gibi durumlarda STR’ler es uzunlukta olabilecegi i¢in tek bir tepe seklinde goriiliir.
Eger kromozomdan 3 kopya varsa (trizomi), elektroforegram goriintiisii yan yana es
yiikseklikte 3 tepe ya da yan yana biri digerinin 2 kat1 yiikseklikte olan 2 tepe goriiliir.
(Sekil 8)

Sekil 8 : Trizomilerde QF-PCR sonuc¢larinin degerlendirilmesi.
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Olmayan
) ] ) [
| |
Triallelik Trizomi 1:1:1 Diallelik Trizomi 2:1

Bu yontemin, ozellikle ilgilenilen DNA dizlerinin kopya sayisina yonelik sonug
vermesi nedeni ile delesyon-insersiyon tipi mutasyon saptamalarinda klasik ¢oklu
PZR’den ve gercek zamanli PZR’den daha duyarli oldugu icin kullanilabilecegi
disiiniilmektedir (26).

Delesyon tipi mutasyonlarin sik goriildiigi DMD/BMD’li hastalarin tanisinda,
bu yontemle delesyonun en sik goriildiigii eksonlarin varlig1 ve yoklugu, ilgili eksona ait
tepenin elektroforegramda goriiliip goriilmemesine gore belirlenebilir. Yontemin
diistinlilen avantaji, delesyon tasiyicist kadinlarda ekson kopya sayisinin belirlenmesini
de saglayabilecek olmasidir. Normal kadinlarda Distrofin genine ait eksonlar 2
kopyadir, ancak tasiyicilarin delesyona ugrayan eksonlar1 tek kopyadir. Bu nedenle
tasiyicilar belirlenirken, delesyona ugradigi diisiiniilen eksonlarin verileri normal
kadimnlara ait elektroforegram verileriyle karsilagtirilmasi sonucu gen dozaj analizi

yapilmalidir.
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Tezin yazim doneminde (2008) Ashton ve arkadaslari QF-PCR yontemiyle
DMD/BMD tanisinda tiim eksonlarin incelenmesine ve es zamanli nokta
mutasyonlarmin  da  belirlenmesine yonelik  yiriittiikleri projenin  sonuglarini
yaymladilar. Yayimnda yontemin DMD/BMD tanisinda kullanilabilecek hizli, giivenilir
oldugunu belirtmis ve benzer avantajlarla tasiyicilik tanisinda da kullanilabilecegini

onermislerdir ( 3 )
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. HASTA ORNEKLERIi

Olgular istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Noroloji Anabilim Dali’nda
klinik olarak tanist1 konmus hastalarla, g¢esitli genetik tani merkezlerinde molekiiler
yontemlerle Distrofin geninde mutasyonun belirlendigi hastalar ve hastalarin anne, kiz
kardes ve anne tarafindan kadin akrabalarindan secildi. 24 aileden, 23 DMD tanili olgu
24 anne 2 kiz kardes, 2 teyze kiz1 olmak iizere toplam 51 birey ve 60 adet saglikli kadin
bireyin kan 6rnekleri EDTA’l1 tiiplerde, onaylanmis rizalar1 alinarak toplandi. 24 ailenin
8’inde olgular izoleydi. DNA eldesi yapilana kadar -20 °C'de saklandi. Hasta listesi
Tablo 2'de verilmistir. Caligmanin, 1.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve
Klinik Mikrobiyoloji A.D’de yapilmas1 planlanmigti. Anabilim dalinin, rutin is yiki ve
cihaz arizalar1 nedeni ile genetik analiz cihazinin kullanimi1 miimkiin olmadi ve anabilim
dali tarafindan servis verilen firmaya (GENOMED A.S.) yonlendirilerek, firmanin
sagladig olanaklarla dis laboratuvarlarin (Firma ve Metropolitan Hastanesi ) genetik
analiz cihazlan kullanilarak tez ¢alismasi tamamlandi.

Tablo 2. Cahismadaki Aileler

Aile No Daha Once Aldigi Tani Ornek No |Ornek
1 8-50 arasi ekson delesyonu 1 Anneye ait DNA
2 47-48 arasi ekson delesyonu (2 Hastanin DNA's|
3 Anneye ait DNA
4 Kizkardese ait DNA
5 Teyze Kizina ait DNA
3 3-6 arasi ekson delesyonu 6 Hastanin DNA'si
7 Anneye ait DNA
4 50. ekson delesyonu 8 Hastanin DNA'sI
9 Anneye ait DNA
10 Kizkardese ait DNA
5 45-50 arasi ekson delesyonu 11 Hastanin DNA'si
12 Anneye ait DNA
6 Promoter delesyonu 13 Hastanin DNA'sI
14 Anneye ait DNA
15 Teyze Kizina ait DNA
7 3-19 arasi ekson delesyonu 16 Hastanin DNA'si
17 Anneye ait DNA
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Tablo 2. Calismadaki Aileler (Devami)

8 45-47 arasi ekson delesyonu|18 Hastanin DNA'si
19 Anneye ait DNA
9 45-50 arasi ekson delesyonu|20 Hastanin DNA'sI
21 Anneye ait DNA
10 47-52 arasi ekson delesyonu|22 Hastanin DNA'si
23 Anneye ait DNA
11 45. ekson delesyonu 24 Hastanin DNA'si
25 Anneye ait DNA
12 50. ekson delesyonu 26 Hastanin DNA'sI
27 Anneye ait DNA
13 45. ekson delesyonu 28 Hastanin DNA'sI
29 Anneye ait DNA
14 4-8 arasi ekson delesyonu |30 Hastanin DNA'sI
31 Anneye ait DNA
15 47-52 arasi ekson delesyonu|32 Hastanin DNA'si
33 Anneye ait DNA
16 50. ekson delesyonu 34 Hastanin DNA'si
35 Anneye ait DNA
17 45-50 arasi ekson delesyonu|36 Hastanin DNA'si
37 Anneye ait DNA
18 49-50 arasi ekson delesyonu|38 Hastanin DNA'sI
39 Anneye ait DNA
19 50. ekson delesyonu 40 Hastanin DNA'sI
41 Anneye ait DNA
20 8-12 arasi ekson delesyonu |42 Hastanin DNA'si
43 Anneye ait DNA
21 45-50 arasi ekson delesyonu|44 Hastanin DNA's|
45 Anneye ait DNA
29 8-12 arasi ekson delesyonu |46 Hastanin DNA'si
47 Anneye ait DNA
23 13. ekson delesyonu 48 Hastanin DNA'sI
49 Anneye ait DNA
24 48. ekson delesyonu 50 Hastanin DNA'si
51 Anneye ait DNA




30

Hasta Onam Formu
T.C
ISTANBUL UNIVERSITESI

CERRAHPASA TIP FAKULTESI

TIBBi BiYOLOJi ANABILIM DALI
MOLEKULER GENETIK ARASTIRMALAR ICIN BILGILENDIRILMIS
OLUR FORMU *
Proje Adi: “Kantitatif floresan polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile Duchenne Kas

Distrofisi tagiyicilarinin saptanmasi ”

Hastalik adi: DUCHENNE KAS DISTROFISI
Tarih:

Bu arastirma, kalitsal bir hastaligi bulunan hastalar ile ailelerini ilgilendiren bir ¢alismadir.
Boylesi bir ¢alismaya katilma karar1 vermeden Once sizleri ¢aligmanin amaci, riskleri ve
yararlar1 konusunda bilgilendirmek istiyoruz.Asagidaki Molekiiler Genetik Arastirmalar icin
Bilgilendirilmis Onay Formunu okuduktan sonra caligmaya katilma karar1 verirseniz formu

liitfen imzalayimiz.

1.Yapilacak islemin tanimi : Arastirmanin amaci yukarida belirtilen genetik hastaliga yol acan
genetik faktorleri tanimlamaktir. Bu calisma Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi

Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1 tarafindan yiiriitiilecektir .

Hastaliga neden olan gen ve genlerin tanimlanabilmesi amaci ile yapilacak analizler i¢in sizden

kan 6rnekleri almamiz gerekecektir.

Bu caligmaya katilmaniz i¢in sizden herhangi bir iicret istenmeyecektir. Caligmada goniilli
katilim esas alinmgtir.

2. Olas1 riskler ve faydalar :

Kan alinmasi '51rasmda olusabilecek riskler: (1) Igne-batmasmna bagl olarak az bir aci
duyulmasi. (2) Igne batmasi sonrasinda ¢ok nadiren enfeksiyon gelisebilir.

Yapilacak genetik testin getirebilecegi olasi riskler: Size ait genetik bilgi kesinlikle gizli
kalacaktir. Sizde, hastaliga neden olan gen mutasyonunun tasiyicilik durumunu saptadigimizda,
bulgularimiz: istediginiz takdirde size bildirecegiz. Ancak bu bilgiyi 6grenmeyi reddetmek her
zaman hakkimizdir. Bu bilgiyi sizin diginizda birisi ile paylasmamiz sadece sizin izninize bagl
olacaktir. Genetik testlerin dnemli bir riski de bu testler sonucunda anne yada babanin biyolojik

kimliginin saptanmasidir. Bu durumlarda da gizlilik ilkesine bagli kalinacaktir.
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Cocuklarla ilgili agiklamalar: Caligmalarimiza daha 6nceden molekiiler yontemlerle kesin tani
almig c¢ocuklar dahil edileceginden yapilacak arasgtirmada onlar ile ilgili yeni ya da farkli
sonuglar elde edilmeyecektir. Cocuklari c¢alismamiza dahil etmemizin nedeni uygulanacak
yontemin duyarliligini belirlemek olacaktir. Bu agiklamalar dogrultusunda ¢ocugunuzun bu
caligmaya katilmasi i¢in tercihen her iki ebeveynin, eger mevcut degilse bir tanesinin izin

formunu imzalamasi gerekmektedir.

Olasi1 yararlar :Bu caligmanin esas amaci saptanan genetik hastalia neden olan veya ortaya
¢ikmasini kolaylagtiran genetik faktorlerin diizeyini 6grenmektir. Biz bu asamada size veya
¢ocugunuza dogrudan yada dolayli bir yararinin olup olmayacagini heniiz bilmiyoruz. Fakat
kesin olan bu hastaligin nedenleri konusunda daha ¢ok sey Ogrenebilecegimiz ve bdylece
gelecekte bu hastalifa sahip bireylerin ailelerinin diger fertleri ve de diger hastalara ve hasta

yakinlarina daha ¢ok yardimei olabilecegimizdir.

Diger segenekler: Bu ¢alismaya katilmay1 reddedebilirsiniz. Bu aragtirmaya katilmak tamamen
istege baghdir ve reddettiginiz taktirde size uygulanan tedavide bir degisiklik olmayacaktir.

Yine caligmanin herhangi bir agamasinda onayinizi ¢gekmek hakkina da sahipsiniz.

Uygulanacak islemin yapis1 ve amaci hakkinda, olas1 riskleri ve yararlar1 tarafimdan ,

(Doktor Adr)

hastaya,
(Aile adr)

anlatilmigtir. Sorulan sorular  tarafimdan cevaplandirilmig ve cevaplandirilmaya devam
edilecektir.

Calismanin devami sirasinda ortaya ¢ikabilecek yeni riskler ve/veya yararlar tarafimdan
katilimciya iletilecektir.

Tarih :
Doktorun imzasi:
izin :

Yukarida tanimlanan aragtirmanin uygulanmasi, riskleri ve yararlari ile ilgili yeterince bilgi
aldim. Bu c¢aligmaya kendimin (¢ocugumun ) katilmasina izin veriyorum. Caligmanin herhangi
bir asamasinda sayet vazgecersem onayimi ¢ekmek hakkinda 6zgiir oldugumu biliyorum. Bu
nedenle kendimin/¢cocugumun bir zarar gérmeyecegini anladim. Arastirma bulgulari, ailemdeki
genetik hastaligin klinik ve molekiiler tanisma ve tedavisine faydali sonuglar vermesi
durumunda bana rapor edilecegini kabul ettigimi bildirmek istiyorum.

Adi Soyadi Dogum tarih Imza (Ebeveyn)
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Aile iiyesi

Aile iiyesi

Aile iiyesi

Aile iiyesi

Aile iiyesi

Aile iiyesi

Aile iiyesi

* Arastirma amagli DNA i¢in kan alinan hastalara imzalatilmalidir.

3.1.2. KULLANILAN KIMYASALLAR

Mineral yag (Sigma-Aldrich, A.B.D.)

Primerler isaretli ve isaretsiz (TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH, Almanya)
Dnaz-RNaz igermeyen Su (Merck, A.B.D)

10x Go*STR Buffer (Promega, Ingiltere)

Taq DNA Polimeraz AmpliTaqGold (AppliedBiosystems, Foster City, A.B.D.)
HiDi Formamide (AppliedBiosystems, Foster City, A.B.D.)
Gene Scan Tamra 500 Size Standart (AppliedBiosystems, Foster City, A.B.D.)
Gene Scan ROX 500 Size Standart (AppliedBiosystems, Foster City, A.B.D.)

Perfomance Optimized Polimer 4  (AppliedBiosystems, Foster City, A.B.D.)

3.1.3.KULLANILAN SARF MALZEMELERI

EDTA’I Kan Tiipii (Becton and Dickinson (BD) )
Kapiler 36 cm 50 um i¢ capli (AppliedBiosystems, Foster City, A.B.D.)

Pipet Uglar1 (Degisik Hacimler igin) (Gilson, Inc., A.B.D.)
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1.5 mI’lik ependrof tiip (Gilson, Inc., A.B.D.)

310 Sample Tubes (AppliedBiosystems, Foster City, A.B.D.)
310 Sample Tubes Septa (AppliedBiosystems, Foster City, A.B.D.)
96 Well Plate (AppliedBiosystems, Foster City, A.B.D.)
96 Well Plate Septa (AppliedBiosystems, Foster City, A.B.D.)
0.2 ml PZR Tipi (AppliedBiosystems, Foster City, A.B.D.)

3.1.4. KULLANILAN KiTLER

Instagene Matrix Kiti, Bio-Rad (InstaGene Matrix, 20 ml Cat No:732-6030,

A.B.D.)

Quantifiler Kiti (AppliedBiosystems, Foster City, A.B.D.)

3.1.5.KULLANILAN CIHAZLAR

Mikrosantrifiij (Biofuge Stratos, Heraeus, Almanya)

-20, +4 Sogutucu (Bosh, Almanya)

Is1 Bloklari (Gen Probe, San Diego, A.B.D.)

Pipet Seti (10-100-100 ul) (Eppendorf, Almanya)

Vorteks (Combispin, Biosan, Litvanya)

PZR Cihaz (9700, AppliedBiosystems, Foster City, A.B.D.)

Gercek Zamanh PZR Cihazi (7000SDS, AppliedBiosystems, Foster City,
A.B.D.)

Genetik Analiz Cihazi (ABI 310GA, AppliedBiosystems, Foster City,
A.BD.)

UV Spektrofotometre (Biotech photometer UV1101, WPA, Ingiltere)
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3.1.6. KULLANILAN YAZILIMLAR

Primer Express Software v3.0 Program (AppliedBiosystems, Foster City, A.B.D.)

BLAST Programi (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
blast/Blast.cgi)

GeneMapper Software 4.0 Programi (AppliedBiosystems, Foster City, A.B.D.)

Microsoft Exel (http://www.vertex42.com/ExcelArticles/

mc/Files/NormalDistribution.xlIs)

3.2. YONTEM

3.2.1. DNA iZOLASYONU

Tablo 2°de belirtilen olgulardan ve saglikli kadinlardan toplanan EDTA’l1 kan
ornekleri oda 1sisma getirildikten sonra karistirilarak homojenize edildi. Her bir kan
ormeginden 5 pl alinarak 6nceden hazirlanmis ve i¢inde 1 ml steril distile su bulanan 1.5
ml’lik ependrof tiiplere aktarildi. Ornekler vortekslendikten sonra oda 1sisinda 5 dakika
inkiibasyona birakildi. Bu uygulama ile Omeklerde bulunan eritrositlerin lizisi
gerceklestirilmis oldu. Inkiibasyondan sonra 6rnekler 13000 g’de 2 dakika santrifiij
edilerek lokositlerin ¢okmesi saglandi. Santrifiij sonras1 siipernatant dokiilerek tiipte
kalan l6kosit peleti distile su ile tekrardan yikandi. Bu amagcla peletler {izerine 1 ml
steril distile su eklendi, 6rnekler iyice vortekslendikten sonra tekrar 13000 g’de 2 dakika
santrifiij edildi. Daha sonra orneklerin iizerine 150 pl Instagene Matrix (Bio-Rad
InstaGene Matrix, 20 ml Cat No:732-6030) eklenerek 56 °C’de 30 dakika inkiibasyona
birakildi. Siirenin sonunda ornekler vortekslendikten sonra 95 °C’de 8 dakika inkiibe
edildiler. Inkiibasyon sonrast 13000 g’de santrifiij edilen &rneklerde iistte kalan
stipernatant kismindaki DNA temiz bir tiipe aktarilarak deneyler yapilincaya kadar -20
°C’de saklandu.
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3.2.2. PRIMERLERIN SECIiMi VE HAZIRLANMASI

Yayin taramasi sonucu derlenen (10,26,37,55) Chamberlain Seti ve Beggs
Setine ait primer dizileri Tablo 3'te verilmistir. Primerler AppliedBiosystems Primer
Express Software v3.0 programi ile dimer olugumlari, ikincil yap1 olugturma ve primer

Tm derecelerinin belirlenmesi igin kontrol edildi.

Tablo 3. Yayin taramasi sonucu derlenen primer dizileri.

Y*=Primerin Yonii; F Diiz “Forward”, R Ters “Reverse”.

Ekson Y* Orjinal Dizi Tm °C  Uzunluk (bp)
F GAAGATCTAGACAGTGGATACATAACAAATGC 65.2

M R TTCTCCGAAGGTAATTGCCTCCCAGATCTGAGT 74.6 53

3 F TCATCC R TCATCTTCGGCAGATTAA 61.1 410
R CAGGCGGTAGAGTATGCCAAATGAAAATCA  68.6

4 F TTGTCGGTCTCTCTGCTGGTCAGTG 65.7 196
R CAAAGCCCTCACTCAAACATGAAGC 64.0

6 F CCACATGTAGGTCAAAAATGTAATGAA 59.2 202
R GTCTCAGTAATCTTCTTACCTATGACTATGG 57.8

g F GGCCTCATTCTCATGTTCTAATTAG 56.4 360
R GTCCTTTACACACTTTACCTGTTGAG 56.4

1 F GATAGTGGGCTTTACTTACATCCTTC 56.8 331
R GAAAGCACGCAACATAAGATACACCT 60.7

13 F AATAGGAGTACCTGAGATGTAGCAGAAAT 58.5 238
R CTGACCTTAAGTTGTTCTTCCAAAGCAG 62.5

17 F GACTTTCGATGTTGAGATTACTTTCCC 60.5 416
R AAGCTTGAGATGCTCTCACCTTTTCC 63.1

19 F GATGGCAAAAGTGTTGAGAAAAAGTC 60.3 459
R TTCTACCACATCCCATTTTCTTCCA 61.6

4 F GAACATGTCAAAGTCACTGGACTTCATGG 65.6 157
R ATATATGTGTTACCTACCCTTGTCGGTCC 62.3

44 F CTTGATCCATATGCTTTTACCTGCA 60.3 268
R TCCATCACCCTTCAGAACCTGATCT 63

45 F AAACATGGAACATCCTTGTGGGGAC 64.8 547
R CATTCCTATTAGATCTGTCGCCCTAC 59.4

47 F CGTTGTTGCATTTGTCTGTTTCAGTTAC 62.8 181
R GTCTAACCTTTATCCACTGGAGATTTG 58.6

43 F TTGAATACATTGGTTAAATCCCAACATG 61.7 506
R CCTGAATAAAGTCTTCCTTACCACAC 57.5




Tablo 3. Yayin taramasi sonucu derlenen primer dizileri (Devami)

F

GTGCCCTTATGTACCAGGCAGAAATTG

65.3

¥ R GCAATGACTCGTTAATAGCCTTAAGATC 59.9 9
50 F CACCAAATGGATTAAGATGTTCATGAAT 61.2 271
R TCTCTCTCACCCAGTCATCACTTCATAG 62.0
51 F  GAAATTGGCTCTTTAGCTTGTGTTTC 59.7 388
R GGAGAGTAAAGTGATTGGTGGAAAATC 604
57 F AATGCAGGATTTGGAACAGAGGCGTCC 70.1 113
R TTCGATCCGTAATGATTGTTCTAGCCTC 64.3
60 F  AGGAGAAATTGCGCCTCTGAAAGAGAACG 69.5 139
R CTGCAGAAGCTTCCATCTGGTGTTCAGG 69.4
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Yayinlardan derlenen primerlerin Tm dereceleri ¢ok ¢esitli dagilim gdstermeleri

sebebi ile orjinal primerler 6rnek alinarak yeni primer dizileri yine AppliedBiosystems

Primer Express Software v3.0 programi kullanilarak tasarlandilar ve dimer olusumlari,

ikincil yap1 olusturma ve primer Tm derecelerinin belirlenmesi agisindan kontrol edildi.

Her bir primer dizisi SNP farkliliklar1 ve hedef bolge ile uyum agisindan gen
bankasinda BLAST programi ile kontrol edildi.

Tablo 4. Yeniden tasarlanan primer dizileri

Y*= Primerin Yonii; F Diiz “Forward”, R Ters “Reverse”.

Ekson Y* Orjinal Dizi Tm °C  Uzunluk (bp)
PM F CTAGACAGTGGATACATAACAAATGCATG 60.0 518
R GTAATTGCCTCCCAGATCTGAGTC 59.1
3 F TCCRTCATCTTCGGCAGATTA 59.3 401
R CGGTAGAGTATGCCAAATGAAAATC 59.0
4 F CGGTCTCTCTGCTGGTCAGTG 59.6 189
R AGCCCTCACTCAAACATGAAGC 59.4
6 F CCACATGTAGGTCAAAAATGTAATGAA 59.2 204
R ATGTCTCAGTAATCTTCTTACCTATGACTATGG 60.0
g F TTTAGGCCTCATTCTCATGTTCTAATTAG 59.5 366
R CTGTCCTTTACACACTTTACCTGTTGAG 59.6
1 F TGATAGTGGGCTTTACTTACATCCTTC 59.1 131
R AAAGCACGCAACATAAGATACACCT 59.2
13 F TTGGCTTGGAATGGTTTTAGGTT 59.7 153
R CTTGAAGCACCTGAAAGATAAAATGTT 59.2
17 F ACTTTCGATGTTGAGATTACTTTCCC 59.0 413
R AGCTTGAGATGCTCTCACCTTTTC 59.2




Tablo 4. Yeniden tasarlanan primer dizileri (Devami)

F

ATGGCAAAAGTGTTGAGAAAAAGTC

58.8

v R CTACCACATCCCATTTTCTTCCA 58.8 6

43 F TGTCAAAGTCACTGGACTTCATGG 60.0 346
R  GTGTTACCTACCCTTGTCGGTCC 59.6

44 F TCTTGATCCATATGCTTTTACCTGC 59.5 264
R CATCACCCTTCAGAACCTGATCT 58.2

45 F ATGGAACATCCTTGTGGGGAC 59.5 543
R CATTCCTATTAGATCTGTCGCCCTAC 59.4

47 F  GTTGTTGCATTTGTCTGTTTCAGTTAC 59.1 180
R GTCTAACCTTTATCCACTGGAGATTTG 58.6

43 F TTGAATACATTGGTTAAATCCCAACAT 59.6 506
R TCCTGAATAAAGTCTTCCTTACCACAC 59.1

49 F CCCTTATGTACCAGGCAGAAATTG 59.7 436
R  GCAATGACTCGTTAATAGCCTTAAGATC 59.9

50 F CACCAAATGGATTAAGATGTTCATGA 59.9 267
R TCTCTCACCCAGTCATCACTTCATAG 59.7

5] F  GAAATTGGCTCTTTAGCTTGTGTTTC 59.7 387
R GGAGAGTAAAGTGATTGGTGGAAAAT 58.9

55 F AATGCAGGATTTGGAACAGAGG 59.1 104
R CGATCCGTAATGATTGTTCTAGCC 59.8

60 F AAATTGCGCCTCTGAAAGAGAAC 59.9 134
R AGAAGCTTCCATCTGGTGTTCAG 585
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STR calismas i¢in yayinlarda heterozigozite oran1 en yiiksek olan DXS1236,

DX22 STR belirtegleri ile Amelogenin, i¢ standart ve kontrol amaci ile sec¢ildi.(Tablo 5)

Tablo 5. STR bélgelerine ait primer dizileri

Y*=Primerin Yonii; F Diiz “Forward”, R Ters “Reverse”.

STR Y* Orijinal Dizi

DXS1236 CATATGATACGATTCGTGTTTTGC
AGGTTCCTCCAGTAACAGATTTGG

DX22 AAATTCTTGCTTAGGCCACTCTAGG

AACGTTGTTCTGGATCGTATGCTA

Amelogenin

ACCTCATCCTGGGCACCCTGG

m|m|lm ==

AGGCTTGAGGCCAACCATCAG




38

Tiim primerlerin amplifikasyon {iriin boyutlar1 karsilagtirilarak primerlerin
cihazda okunmasi i¢in gereken florofor isaretleri belirlendi. Promotor (PM) bdlgesi,
ekson 3, 4, 6, 8, 12, 13, 17, 19, 43, 45, 47, 48, 49, 50, 51, 52 ve 60 i¢cin FAM floroforu,
iiriin boyutlar1 sayilan bdlgeler ile cakisan ekson 44 ile STR belirtegleri i¢in HEX
floroforu ve amelogenin i¢cin ROX floroforu igaretleme igin se¢ildi. Her bir bolgenin F
primerinin 3' ucu belirtilen boya ile isaretlenmis ve HPLC ile saflastirilmis olacak
sekilde TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH, Berlin (Germany) firmasi tarafindan 5
nMol miktarinda sentezletildi.

Liyofilize olarak gelen primerler 100 mM derisim olacak sekilde sulandirilarak
primer stok ¢ozeltileri hazirlandi. Daha sonra “forward” ve “reverse” primerler esit
miktarlarda kanstirilarak 50 mM’lik amplifikasyon primer stoklar1 hazirlandi. Her
gende, 19 ekson ve 3 STR boélgesi olmak iizere toplam 22 bolge ile ¢alisilmak iizere,
amplifikasyon primer stoklarindan 20 pl alinarak steril bir ependrof tiipte ¢alisma 440ul
primer stogu hazirlandi. Elde edilen 440 pl’lik son hacim PZR isleminde kolaylik
olmast amact ile 500 pl’ye tamamlandi. Bu sekilde derisimi belirlenmis multipleks

amplifikasyon primer karisimi kullanilincaya kadar -20 °C'de saklandi.

3.2.3. ORNEKLERIN DNA KONSANTRASYONLARININ BELIRLENMESI

Izole edilen DNA &rneklerin igerisinden, calismalarin standardize edilmesi
amaci ile, 12 drnek rastgele secilerek konsantrasyonlar1 gercek zamanli PZR yontemi ile
asagida belirtildigi gibi belirlendi. Geri kalan Orneklerin kalite ve miktarlarinin
degerlendirilmesi, UV spektrofortometre ile 260/280 nm absorbsiyonlarinin dl¢iimiiyle
yapildi.

Gercek zamanli PZR ile miktar belirlenebilmesi i¢in Applied Biosystems
Quantifiler kiti kullanildi. Asagida belirtilen karigim hazirlanip tiiplere dagitildiktan
sonra her bir tiipe 2 pl 6rnek veya dis kontrol standardi eklendi (Tablo 6).
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Tablo 6: Ger¢cek zamanh PZR karisimi

Bilesen Miktar Konsantrasyon
Quantifiler PCR Reaction Mix 12.5 ul 1x
Quantifiler Human Primer Mix 10.5 pl 1x
Ornek / Standart DNA's1 2.0 ul

Toplam Hacim 25.0 pl

PZR i¢in hazirlanan karisim Applied Biosystems 7000 SDS cihazinda gercek
zamanli ¢ogaltma ve miktar belirleme islemleri i¢in asagidaki program kullanilarak

inkiibe edildi ve sonuglar 7000 SDS software ile degerlendirildi (Tablo 7).

Tablo 7: Ger¢cek zamanh PZR program

Asama Is1 (°C) Siire (dak.) Tanim

1. Bekleme 95°C 10.00 Taq Polimeraz Aktivasyonu

2. PZR 95 °C 00.15 x40 Déngii PZR ile Cogaltma Asamast
60 °C 01.00

3.2.4. ORNEKLERIN PZR iSLEMi iLE COGALTILMASI

PZR igin asagida belirtilen karisim hazirlandi (Tablo 8). Hazirlanan karigimin
iizerine son reaksiyon miktar1 1-10 ng olacak sekilde 6rnekler eklendi. Karigimin {izeri
olast evoporasyonlart engellemek ve amplifiye olmus iriinleri daha iyi korumak
amactyla mineral yag ile kaplandi.

Tablo 8: Coklu PZR karisim oranlar

Bilesen Miktar Konsantrasyon

Dnase-RNase Free Su 12.0 pl 25 ul son reaksiyon hacmini tamamlamak i¢in
Primer Karigimi 5.0 ul Her bir Primerin son konsatrasyonu 10 mM
10x GoldST*R Buffer 2.5l 1x (Promega)

Taq DNA Polimeraz 0.5 ul 2.5U (AmpliTaqGold ApplicdBiosystems)
Ornek DNA's1 5.0 ul Son reaksiyon miktar1 1-10 ng

Toplam Hacim 25.0 pl
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PZR i¢in hazirlanan karigim Applied Biosystems GeneAmp 9700 PZR cihazinda
cogaltma islemleri i¢in asagidaki program kullanmilarak inkiibe edildi. Cihazin 9600
emulation modu cogaltma islemeleri i¢in secildi. Boylelikle 1sitma ve sogutma

hizlarinin 1 °C/saniye olmasi saglandi.

Tablo 9: Coklu PZR program

Asama Is1 (°C) Siire (dak) Tanim
1. Bekleme 95°C 10.00 Taq Polimeraz Aktivasyonu

95°C 00.45
2. PZR 57 °C 01.00 32 Dongii PZR ile Cogaltma
Asamast

72 °C 01.20
3. Bekleme 60 OC 60.00 Uzamas1 tamamlanmamus {iriinlerin tamamlanmasi
4. Bekleme 04 °C Sonsuz Yiikleme siiresine kadar irtinleri saklamak igin

3.2.5. PZR URUNLERININ CiHAZA YUKLENMESI VE ANALIZi

PZR islemi sonrasi elde edilen {iriinler Applied Biosystems 310 Genetik Analiz
cihazinda yiriitiildi. Yirlitme islemi sonuglarmin kontrolii ve optimizasyonu igin
Applied Biosystems 3130x/ cihazinda da ayni parametreler kullanilarak testler
uygulandi. Genetik analiz cihazina yiikleme ve yiiriitme icin asagidaki karisim
hazirlandi. Bu karisim ilk énce 95 °C 05.00 dakika denatiire edildi, denatiirasyonun
korunmasi i¢in 05.00 dakikanin sonunda 6rnekler buz iizerine alinarak 02.00 dakika buz
tistinde bekletildi. Daha sonra cihaza oOrnekler sirasi ile cihaza yiiklendi. Yiiriitme

islemi i¢in agagida belirtilen parametreler kullanildi. (Tablo 10-11, Sekil 9)




Tablo 10: Genetik analiz cihazinda yiiriitme karisimi
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HiDi Formamide (AppliedBiosystems) 18.5 ul
Gene Scan Tamra 500 Size Standart 0.5 ul
(3130xl cihaz1 i¢in ROX size Standart Kullanildi)

PZR Ornegi 1.0 ul
Toplam Hacim 20.0 ul

Tablo 11. Applied Biosystems 310 Genetik Analiz Cihaz1 Yiiriitme Parametreleri

Yiiriitme i¢in Kullanilan Kapiler

36 cm 50 um i¢ ¢apl kapiller
(AppliedBiosystems)

Yiiriitme I¢in Kullanilan Polimer

Perfomance Optimized Polimer 4 (POP4,
AppliedBiosystems)

Yiiriitme Modiili

GS STR POP4 (1mL) C.md4

Enjeksiyon Zamani 5 Saniye
Enjeksiyon Voltaji 15kV
Yiiriitme Voltaji 15kV
Yiiriitme Zamani 36 Dakika
Yiiriitme Isist 60 °C




Sekil 9. Applied Biosystems310 Genetik Analiz Cihaz1 Yiiriitme Parametreleri

10 Data Collection Software - Yersion 3.0.0
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File Edit Instrument ‘Mindow  Help

=yGeneScan Injection Sheet - Untitled-1

ollection 5...

Sample Sheet:  atd-FriMay 26 17-40-33 6mr+. = [ [> Run || Pause W Cancel ]
Length to Detector: 136 cm  Operator: iAYSEGULKUSKUCU
Inj.# | Tube & Sample Hame Module Inj. Secs Inj. k¥ Run kY Run “C Run Time
1 |A1-k1 GS STR POP4 (1 mL) C.meid 5 15.0 150 &0 36| «|
2 |a3-k2 GS STR POP4 (1 mL) C.ma4 5 15.0 150 &0 36
3 |A5-k3 GS STR POP4 (1 mL) C.meid 5 15.0 150 &0 36
4 |a7-k4 GS STR POP4 (1 mL) C.ma4 5 15.0 150 &0 36
s |ag-aTie GS STR POP4 (1 mL) C.meid 5 15.0 150 &0 36
6 |m11-aT19 GS STR POP4 (1 mL) C.ma4 5 150 150 50 36
7 |B2-aT20 GS STR POP4 (1 mL) C.meid 5 15.0 150 &0 36
g |B4-aT2 GS STR POP4 (1 mL) C.ma4 5 150 150 &0 36
9 |BE-aT22 GS STR POP4 (1 mL) C.me4 5 15.0| [P o]
10 |Bg- AT23 GS STR POP4 (1 mL) C.ma4 5 150
11 |B10 - AT24 GE TR POP4 (1 mL) C.mad 3 15.0] 1% Instrument State T |ldle Laser I [Standhby
12 |B12- AT2S GS STR POP4 (1 mL) C.ma4 5 150
13 |o1-aToe G5 STR POP4 (1 mL) C.mdd 5 150 Electrophoresis Power I |Off Door I [Closed
14 |C3- AT2T G5 STR POP4 (1 mL) C.mo4 H 15.0
15 |c5-aT28 GS STR POP4 (1 mL) C.me4 5 150] ¥ |niecti0nl ] Function |Id|e
16 |C7-kS G5 STR POP4 (1 mL) C.mc4 H 15.0
A 48 Tube Autosampler |1 Tine Rernaining 00:00:00
Buffer Valve |0pen 1 |
GelPump At | 469 Set[ 489 e e
¥  Electrophoresis Electrophoresis Gel Laser
Yoltage K Current pA Temperature °C Power vy
30 10 [ ag ]
24 g
18 [
12 4
&
00 | 0 v

Elektroferogram sonuclarinin analizi i¢in GeneMapper Software 4.0 programi

kullanildi.

GeneMapper Software 4.0 programi ile asagidaki analiz parametreleri

kullanildi. (Tablo 12, Sekil 10)



Tablo 12. GeneMapper Software 4.0 Panel Ayarlan

Version GMv4.0

Kit type: MICROSATELLITE
Chemistry Kit DMD none

Panel M1 _DMD none

PM  blue 513.0 523.0 - 2 0.0
3 blue 396.0 403.0 - 2 0.0
4 blue 184.0 192.0 - 2 0.0
6 blue 196.0 209.0 - 2 0.0
8 blue 360.0 370.0 - 2 0.0
12 blue 326.0 336.0 - 2 0.0
13 blue 156.0 165.0 - 2 0.0
17 blue 406.0 413.0 - 2 0.0
19 blue 449.0 461.0 - 2 0.0
43 blue 340.0 350.0 - 2 0.0
44 Yellow 263.0 277.0 - 2 0.0
45 blue 537.0 548.0 - 2 0.0
47 blue 172.0 180.0 - 2 0.0
48 blue 500.0 511.0 - 2 0.0
49 blue 428.0 441.0 - 2 0.0
50 blue 265.0 275.0 - 2 0.0
51 blue 380.0 391.0 - 2 0.0
52 blue 95.0 106.0 - 2 0.0
60 blue 115.0 129.0 - 2 0.0
AMXY Red 100.0 105.0 - 2 0.0
X22  Yellow 130.0 168.0 - 2 0.0
DX1236Yellow227.0 255.0 - 2 0.0

none

none

none

none

none

none

none

none

none

none

none

none

none

none

none

none

none

none

none

none

none

none

none

none

none

none

none

none

none

none

none

none

none

none

none

none

none

none

none

none

none

none

none

none

false
false
false
false
false
false
false
false
false
false
false
false
false
false
false
false
false
false
false
false
false

false
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Sekil 10. A. GeneMapper Tepe Saptama Yontemi B.GeneMapper Analiz Parametreleri

& GeneMapper - *Aysegul Tez 2 [Generic] - gm Is Logged In Database mertkuskucu

Analysis Method Editor - Microsatellite

Fle Edt Anayss vew Tooks Hel

COoH LF  EEHEU BEE b @ s | oo vE P De

| Peak Quality | Quality Flags

General | Allele Samples | Genotypes
[Siadue e [Anlysis lethod
Peak Detection Algarithm: | Advanced i L °
2 %
Ranges Peak Detection i R 2Tl
n hS3SHa (oD Wi_BWD Ty DyeiT
. - ) 5 ST i V0 ovoT DyeaT
Tl EG] Peak Amplitude Thresholds: 3 ArSia (oD oD oo “DyeaT
Partisl Range |AII Sizes e B: R: 7 ATSEfea VD M1_DMD VDT ADyeaT
. . 8 A-ST-1.1s8 DMD. i1 _DMD. DMDT 4DyeAT
Start Pt | 3300 G' =0 0_ gl AST-3.1sa OMD M1 _DMD DMDT 4DyeAT
Stop Pt | 10000 3 - m ASTSH (oW Wi_DWD ovoT yeaT
'(' i AT-SBfsa DMD M1_DMD. DMDT 4DyeAT
5 2 T i VD oo oyeaT
~Stnocthing and Baselining = ATSies (oD Wi_DWD oo “yeaT
in. Peak Half Width: 2 pt= ™ aTsstsa  owD i1_DD ovoT DyeaT
Smoathing @ Mone 15 ATSiifsa  [OWD i1_DWD oMDT 4DyeaT
) Polynarmial Degree: 3 i TSR (oD i_DWD oo byeaT
O Light 7 aT205a oD 1_DWD ovDT 4DyeaT
) Heawy Peak Window Size: 15 pts 0 Az oo i V0 oo DyeiT
i aTzzisa oD Wi_DWD oo “DyeaT
) ) Slope Threshold——————————————— = DG EE= T Wi_BWD Ty iyeiT
Beseire Wiiow: |51 oo — O ——
Peak Start: - 2 AST5Tn DM W1_DOHD oW1 4DyeAT
~Size Caling Method—————————————————— 5 [EE= oD Wi_DVD oo yeiT
g Peak End: oo o ZE oo i D oot DyeAT
() 2nd Order Least Squares = = oo Wi_DWD ovoT DyeaT
% e oD Wi_DWD ovoT yeaT
O 3rd Order Least Squares o I e
) Cubic Spiine Irterpalation & sl R i VD oo oyeaT
@ Local Southern Method Progress Status
() Global Southern Method B

Factory Defaults

3.2.6. GENETIK ANALiZ CIiHAZINDAN ELDE EDILEN VERILERIN
DEGERLENDIRILMELERI

Elektroforez sonrasi tiim amplifiye edilen eksonlara ait tepe alan degerleri
matematiksel hesaplar icin kullanildi. Her bir alanin toplam alana olan yiizdeleri
asagidaki formiille hesaplanarak Tepelerin Dozaj Degerleri (PDD) hastalar ve saglikli
bireyler icin belirlendi. (26 )

PDD = (Tek Eksona ait Tepe Alan1/ Tiim Ekson Tepe Alanlarimin Toplami)*100

Hastalarda delesyon, 1ilgili ekson tepesinin olmamasit ile tanimlanirken

tastyicilardaki delesyon ya da duplikasyonlar Tablo 13’te yer alan degerler ile
karsilastirilarak bulundu (26).
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Tablo 13. Tepe Dozaj Degerleri Normal Sinirlar

Tepe Dozaj Degeri
Teorik Pratik
Normal Oran Sinirlari 1.00 0.67-1.5

Tepe dozaj degerleri igin kullanilacak toplum ortalamasi, saglikli kadin kontrol
grubunun DNA o6rneklerinden elde edilen veriler kullanilarak bulundu. Bunun i¢in her
tepenin alan degeri her bir kadin i¢in hesaplandi sonu¢ olarak toplum ortalamasi ve
standart sapmalar1 bulundu.

Her bir amplikona ait tepeler degerlendirilirken toplum normalleri ve test
giivenilirligini belirlemek i¢in Gauss Egrisi (Normal dagilim, Can Egrisi) cizilerek
toplumun normal dagilim degerleri ile test giivenilirlik sinirlart hesaplandi. Gaus egrisi
cizilirken grafik limitleri (Zmax ve Zmin) -4, +4 olarak alindi ve asagida belirtilen
fonksiyonun egrisi ¢izilerek grafikler olusturuldu. Hesaplamalar ve fonksiyon grafik

cizimleri icin Microsoft Exel Yazilimi http://www.vertex42.com/ExcelArticles/mc

/Files/NormalDistribution.xls baglantisindan indirilen makro aracilig ile kullanildi. (p =

Ortalama o= Standart Sapma.) (73)
(x—p)’
1 _

f)=—e

2
2wo
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4. BULGULAR

Yayin taramasi sonucu elde edilen (10,26,37,55) Chamberlain Seti ve Beggs
Setine ait primer dizileri AppliedBiosystems Primer Express Software v3.0 programi ile
dimer olugumlari, ikincil yap1 olusturma ve primer Tm derecelerinin belirlenmesi igin
kontrol edildi. Sonug olarak hedef bolgelerimize ait primerlerin ortalama Tm dereceleri
62.39 °C, bu degerlerin standart sapmalari 4.13 °C, minimum Tm derecesi 56.4 °C ve

maksimum Tm derecesi 74.6 °C olarak bulundu.

Tm derecelerinin ¢esitli dagilim gostermeleri sebebiyle tek adimda 18 ekson ve
PM bolgesinin incelenebilecegi coklu PZR islemi i¢in, orjinal primerler 6rnek alinarak
yeni primer dizileri, yine AppliedBiosystems Primer Express Software v3.0 programi
kullanilarak tasarlandi. Dimer olusumlari, ikincil yap1 olusturma ve primerlerin Tm
derecelerinin belirlenmesi agisindan kontrol edildi. Her bir primer dizisi SNP farkliklari
ve hedef bolge ile uyum agisindan gen bankasinda BLAST programi ile kontrol edildi.
Primer dizileri igerisinde herhangi bir SNP bolgesine rastlanmadi. Sonug olarak hedef
bolgelerimize ait primerlerin ortalama Tm dereceleri yeni tasarlanan sette 59.35 °C, bu
degerlerin standart sapmalar1 0.44 °C, minimum Tm derecesi 58.20 °C ve maksimum
Tm derecesi 60.00 °C olarak bulundu. Béylelikle tepkimeler i¢in Ta degerinin 57. 00 °C

olmasina karar verildi. (Sekil 11)

Sekil 11. Primer dizi Tm derecelerinin A. Literatiirdeki dagilmlart B. Yeniden

tasarlanmis primerler.
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DNA ekstraksiyonu sonrasi yapilan gercek zamanli PZR islemi sonunda elde

edilen DNA derisimleri Tablo 14’da verilmistir.

Tablo 14. Ger¢ek zamanh PZR Sonuclari

internal Pozitif
Ornek2 Internal Pozitif Kontrol 24.63 Ornek8 Kontrol 26.08
Quantifiller H
Ornek?2 Quantifiller HUMAN 29.44 0.27 | Ornek8 UMAN 27.16 1.37

internal Pozitif
Ornek4 internal Pozitif Kontrol 25.46 Ornek10 Kontrol 26.08
Quantifiller H
Ornek4 Quantifiller HUMAN 29.5 0.26 | Ornek10 UMAN 26.77 1.81

internal Pozitif
Ornek6 Internal Pozitif Kontrol 26.94 Ornek12 Kontrol 25.8
Quantifiller H
Ornek6 Quantifiller HUMAN 29.4 0.28 | Ornek12 UMAN 29.24 0.31
Ortalama IPC Ct 25.51
Standart Sapma 0.77
Ortalama QH Ct 28.39
Standart Sapma 1.06

Ortalama DNA Kons 0.75| ng/ml
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Iki nedenle ger¢ek zamanli PZR islemine basvuruldu. Bunlardan birincisi elde
edilen DNA’larn kalite ve miktarim1 belirlemek, ikincisi ise yapilacak islem goreceli
gen kopya sayist belirlemesi olacagindan, her bir 6rnegin, hangi dongli sayisinda
logaritmik fazda bulunacagini belirlemekti. Sekil 12’de de goriildiigii gibi 6rneklerin 32.
dongii logaritmik fazda bulunduklar gozlendi. Bu dongii sayisinin amplifikasyon ve
saptama i¢in yeterli olacag: diisiiniilerek optimizasyon calismalar1 ve daha sonraki test

calismalari i¢in dongii sayis1 olarak kullanilmasina karar verildi.

Sekil 12. Gercek zamanh PZR ile logaritmik fazin belirlenmesi
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Belirlenen dongii sayisi, hesaplanan Primer Tm degerleri, amplikon uzunluklari
gdz oOnlinde bulunduruldugunda uygulanmasi1 gereken PZR programma karar verildi.
DNA miktan c¢esitlilik gosterdiginden ve optimizasyon g¢alismalar i¢in degisik DNA
derigimlerine sahip Orneklerin ¢oklu amplifikasyonlar1 ve genetik analiz cihazinda
yiriitmeleri yapilarak, test optimizasyon asamalari tamamlandi. Detaylan gere¢ ve
yontem kisminda verilen cihaz ayarlarn ve yiirlitme parametreleri kullanilarak testlerin
uygulanmasina karar verildi. Bu parametreler ile yapilan dogrulama caligmalarinda
sirast ile 1,5 ng, 4,5 ng ve 7,5 ng’lik DNA miktarlarina sahip O6rneklerin
amplifikasyonlar1 yapildi. Belirlenen kosullarda test sonuclarinin belirtilen DNA
miktarlar kullanildiginda degismedigi gozlendi. Testler i¢cin optimum DNA miktar 1-10
ng olarak bulundu. (Sekil 13 ve 14)
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Sekil 13. Eksonlarin degisik DNA derisimlerinde amplifikasyon sonuc¢lar
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Sekil 14. STR belirteclerinin degisik DNA derisimlerinde amplifikasyon sonuclar:
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Saglikli kadin kontrol grubu verilerinin degerlendirilmesi, her eksona ait
ortalama tepe alanlar1 ortalamalar1 ile standart sapmalar1 Tablo 15’te verilmistir. Bu
tepe alan degerleri kullanilarak hesaplanan tepe dozaj degeri, yine aymi tabloda
sunulmustur. Bu degerler tastyicilarin belirlenmesinde standart degerler olarak

kullanilmiglardir.
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Tablo 15. Amplifiye edilen eksonlar, bunlarin uzunluklari, ortalama tepe alanlari ile tepe

dozaj degerleri

Ekson Tepe Ortalama Ortalama  Tepe Dozaj
Tanimi Bp Tepe Tepe Alani  Degeri (%)
Alani Standart
Sapma

PM 519,5 6524,24 3933,08518 1,0735355
3 398,6 7658,64 4489,6901 1,26019611
4 187,5 75539,98 25100,3774 12,4297773
6 201,4 42377,38 32926,6261 6,97301474
8 363,9 16604,96 12097,332 2,73227441
12 332 17627,14  11694,2629 2,90046971
13 161,2 21053,34  19219,7272 3,46423611
17 408,9 25124,72  18142,0751 4,1341641
19 453,2 9403,72 7629,89512 1,54734149
43 343,7 2769,74 1971,93877 0,45574875
44 269,6 21077,78 14465,3395 3,46825761
45 541,8 7770,38 4538,11745 1,27858245
47 177,4 41937,36  34039,2231 6,90061135
48 503,9 3763,02 2237,35459 0,61918868
49 433,9 8830,7 6105,69852 1,45305352
50 271 26283,8 20118,4178 4,3248857
51 384,4 5032,94 3628,64627 0,82814853
52 99,23 150955,56 80667,9779 24,839085
60 123,2 117398,58 50875,8942 19,317429

Her bir 6rnekten elde edilen ilgili eksona ait tepe alan oraninin, standart tepe
alan oranma olan orani 1.5°den biiylik oldugu durumlar duplikasyon, 0.7’den kiiciik
oldugu durumlar ise delesyon tastyicilig1 olarak degerlendirildi (Tablo 13) (26). Ilgili
eksona ait amplifikasyon tepesinin bulunmamasi, o eksonun delesyonu olarak

degerlendirildi.

Her bir bolge i¢in yapilan amplifikasyon kontrollerinin normal dagilim egrileri
¢izildi ve toplum sonuglar1 normal dagilim egrileri iizerinde degerlendirilerek testin her
bir bolge icin istatistiksel giiven araligi bulundu. Bolgelere ait giiven araliklar1 Tablo

16’te verildi.
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Tablo 16. Amplifiye edilen bolgeler, bunlarin normal toplumda dagihim olasiliklari.

Olasilik  Olasilik Olasilik
Ekson Tanimi  X<Xmin X>Xmaks Xmin <X<Xmaks
PM 10,91% 1,06% 88,03%
3 14,85% 1,68% 83,48%
4 0,14%  0,02% 99,85%
6 10,46% 0,35% 89,19%
8 9,04% 0,12% 90,84%
12 11,60% 0,08% 88,32%
13 14,59% 0,61% 84,80%
17 13,60% 0,13% 86,26%
19 16,42% 0,09% 83,49%
43 14,04% 0,07% 85,89%
44 12,44% 0,13% 87,43%
45 7,86% 1,23% 90,91%
47 12,19% 1,45% 86,36%
48 9,68% 0,19% 90,13%
49 11,28% 0,57% 88,15%
50 10,04% 0,30% 89,66%
51 9,99% 0,28% 89,74%
52 3,29% 2,49% 94,21%
60 3,44% 7,83% 88,73%
Genel Ortalama 10,27% 0,98% 88,75%

Tiim olgulara ait ortalama tepe oranlar1 incelenip, toplumla karsilastirildiktan
sonra olgularm durumlar1 ve tanilar1 degerlendirildi. Elde edilen sonuglar olgularin daha
once aldiklart molekiiler tan1 ile karsilastirildi. 5., 6., 7., 8., 9., 13, 15., 16., 17., 18., 19,
20., 21., 22., 23., 24. aileler incelendiginde, olgularin daha 6nce aldiklar1 tanilar ile
uyumlu sonuglar elde edildi. 2 no’lu ailede de, olguda saptadigimiz delesyon, onceki
tanisi ile uyumluydu. Bu ailede hastanin annesinin yani sira olgunun kiz kardesi ve
teyze kizina ait DNA ornegini de test etme sansimiz oldu. Teyze kizi inceledigimiz

ekson delesyonlari agisindan normal bulundu (Sekil 15).

Sekil 15°te, 2 no’lu ailedeki olgu, anne, kiz kardes ve teyze kizina ait
amplifikasyon tepeleri sunulmustur. Indeks olgunun 47 ve 48. eksonlar1 delesyona
ugramis oldugundan elektroferogramda ilgili eksonlara ait tepeler goériinmemektedir.

Olgunun anne ve kiz kardesinde ekson 47 ve 48’e ait tepelerin alan ortalamalart,
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toplumun tepe alan ortalamalar ile karsilastirildiginda oranlar sirasi ile annede 0.56,
0.28, kiz kardeste 0.42 ve 0.42 olarak bulundu. Anne ve kiz kardes bu ekson
delesyonlart icin tasiyici olarak belirlendi. Olgunun teyze kizi incelendiginde bu
tepelerin, tepe alan ortalamalarinin toplumun tepe alan ortalamalarina oranlar1 ekson 47
icin 0.98 ve ekson 48 icin 0.82 olarak bulundu. Olgunun teyze kizit bu ekson
delesyonlar1 igin normal olarak tanimlandi. Sonug¢ olarak bu ailede anne ve kiz kardes

tasiyici, teyze kizi ise normal olarak degerlendirildi.

Sekil 15 A. Aile 2 47. Ekson bélgesinin analizi.
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Sekil 15 B. 2 no’lu Aile , 48. Ekson analizi
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Sekil 15 C. 2 no’lu Aile, STR belirtegleri
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Sekil 16’da yeni mutasyon sonucu olustugu diisiiniilen 3 no’lu ailedeki olgu ve
annesine ait elektroforegram sonuglar1 goriilmektedir. Elektroforegram incelendiginde
indeks olguda ekson 3, 4, 6 ve 13’iin amplifikasyonlar1 gozlenmedigi ve hastaliga bu
eksonlarda meydana gelen delesyonlarin neden oldugu goriilmektedir. Olgunun
annesine ait ekson tepelerinin, tepe alan ortalamalari, toplum tepe alan ortalamalar ile
karsilagtirildiginda sirast ile 1.48, 1.00, 0.74, ve 0.73 oranlari bulundu. Bu oranlar,
toplum ile ayn1 tepe alan oranlarim1 olgunun annesinin de tasidigini ortaya koydu ve
annede ilgili eksonlara ait delesyon tastyiciliginin olmadigini gdsterdi Sonug olarak bu

olguda yeni mutasyon olabilecegi diisiiniildii.

Sekil 16 A. 3 no’lu Aile, Eksonlara ait amplifikasyon tepeleri.
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Sekil 16 B. 3 no’lu Aile, STR belirtecleri.
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l.aile (sadece anneye ait 6rnek degerlendirilebildi, hasta ¢ocuga ulasilamadig
icin degerlendirme yapilamadi),3., 11. ve 14. ailelerde de daha 6nce aldiklar tanilar ile

uyumlu sonugclar elde edilirken bu ailelerin annelerin delesyonu tagimadigi goriildii.

3. ailede daha once bildirilen 3-6 delesyonuna ek olarak bu ailenin hasta
vakasinda ekson 13 delesyonu ek olarak bulundu (Sekil 16). 12. ailenin bildirilen 50.
ekson delesyonuna ek 49. ekson delesyonu ailenin hasta bireyinde saptanirken, annede
delesyon tastyiciligr gozlenmedi (Sekil 17). Ayni sekilde 50. ekson delesyonuna ek
olarak 49. ekson delesyonu 4. ailede incelenen anne ve kiz kardes her iki ekson igin de

delesyon tasiyicisi olarak tanimlandilar.
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Sekil 17 A. 12 aileye ait ekson tepe goriintiileri. (Ust tepe goriintiileri anneye alt

tepe goriintiileri hasta bireye ait)
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Sekil 17 B. 12 aileye ait Str belirtecleri goriintiileri. (Ust tepe goriintiileri anneye

alt tepe goriintiileri hasta bireye ait)
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10. ailede de daha 6nce rapor edilen 47-52. eksonlarin delesyonlarinin 48-52.
ekson delesyonu seklinde oldugu (47. eksonun varligl) gézlendi. Anne de, 48-52. ekson

delesyonu ac¢isindan tagiyici olarak tanimlandi (Sekil 18).

Sekil 18. 10. Aileye ait ekson tepe goriintiileri. (Ust tepe goriintiileri anneye alt tepe

goriintiileri hasta bireye ait)
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Olgulara ait toplu sonuglar Tablo 15’de sunulmustur.

Tablo 15. Tez ¢calismasinda incelenen olgular ve sonuclari

Aile Ornek
No _ Daha Once Aldigi Tani No Ornek QF-PCR Test Sonucu
1 8-50 arasi ekson delesyonu |1 Anneye ait DNA Normal
2 Hastanin DNA's| 47-48 ekson delesyonu
2 | 47-48arasi ekson delesyonu 3 ST R Lee e
4 Kiz kardese ait DNA Taslyici
5 Teyze Kizina ait DNA Normal
3 3-6 aras! ekson delesyonu 6 Hastanin F)NA sl 3-6 ve 13. ekson delesyonu
7 Anneye ait DNA Normal
8 Hastanin DNA'sI 49-50 ekson delesyonu
4 50. ekson delesyonu 9 Anneye ait DNA Taslyici
10 Kiz kardese ait DNA  Taslyicl
5 |45-50arasi ekson delesyonu 11 Hastanin PNA sl 45-50 ekson delesyonu
12 Anneye ait DNA Taslyicl
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13 Hastanin DNA'sI Promoter delesyonu

6 Promoter delesyonu 14 Anneye ait DNA Taslyici
15 Teyze Kizina ait DNA  Taslyici
16 Hastanin DNA'sI 3-19 ekson delesyonu

7 3-19arasi ekson delesyonu
17 Anneye ait DNA Taslyici

8 45-47 ekson delesyonu 18 Hastanin DNA'sI 45-47 ekson delesyonu
19 Anneye ait DNA Taslyicl

9 45-50 ekson delesyonu 20 Hastanin PNA Sl 45-50 ekson delesyonu
21 Anneye ait DNA Taslyicl

10 47-52 ekson delesyonu 22 Hastanin F)NA sl 48-52 ekson delesyonu
23 Anneye ait DNA Taslyicl

11 45. ekson delesyonu 24 Hastanin F)NA Sl 45 ekson delesyonu
25 Anneye ait DNA Normal

12 50. ekson delesyonu 26 Hastanin PNA Sl 49-50 ekson delesyonu
27 Anneye ait DNA Normal

13 45. ekson delesyonu 28 Hastanin DNA'sI 45 ekson delesyonu
29 Anneye ait DNA Taslyicl

14 4-8 ekson delesyonu 30 Hastanin PNA SI 4-8 ekson delesyonu
31 Anneye ait DNA Normal

15 47-52 ekson delesyonu 32 Hastanin DNA'sI 47-52 ekson delesyonu
33 Anneye ait DNA Taslyicl

16 50. ekson delesyonu 34 Hastanin DNA'si 50 ekson delesyonu
35 Anneye ait DNA Taslyicl

17 45-50 ekson delesyonu 36 Hastanin DNA'sI 45-50 ekson delesyonu
37 Anneye ait DNA Taslyicl

18 49-50 ekson delesyonu 38 Hastanin PNA Sl 49-50 ekson delesyonu
39 Anneye ait DNA Taslyicl

19 50. ekson delesyonu 40 Hastanin DNA'sI 50 ekson delesyonu
41 Anneye ait DNA Taslyicl

20 8-12 ekson delesyonu 42 Hastanin DNA'sI 8-12 ekson delesyonu
43 Anneye ait DNA Tasliyicl

21 45-50 ekson delesyonu 44 Hastanin DNA'sI 45-50 ekson delesyonu
45 Anneye ait DNA Taslyicl

29 8-12 ekson delesyonu 46 Hastanin DNA'sI 8-12 ekson delesyonu
47 Anneye ait DNA Taslyicl

23 13. ekson delesyonu 48 Hastanin DNA'sI 13 ekson delesyonu
49 Anneye ait DNA Taslyicl

24 48 ekson delesyonu 50 Hastanin PNA Sl 48 ekson delesyonu
51 Anneye ait DNA Taslyicl
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5. TARTISMA

DMD/BMD, sik goriilen, etkin tedavisi olmayan, 6liimciil seyreden, X’e bagl
cekinik gecis gosteren kalitsal bir kas hastaligidir. Bu nedenlerle DMD/BMD tanisi
almis cocugu olan ailelere, dogum &ncesi tami onerilir. Izole olgularda, annenin
tastyicilik olasiligr 2/3’tiir (%66). Kizinin tasiyicilik olasiligr 1/3, kiz kardesinin tasiyici
olma olasiligi 1/6’dir. Bu oran, dogum Oncesi tani i¢in uygulanacak girisimsel
yontemin diisiik riskinden (AS i¢in %0,5, CVS ig¢in %1-3) yiiksek oldugu i¢in, bireylere
her hamilelikte dogum &ncesi tan1 dnerilir. izole olgularm 1/3’{i yeni mutasyon sonucu
olustugundan, anne ve diger kadin akrabalarda da tasiyicilik durumu olmaz. Boyle
ailelerde anne disindaki kadin akrabalarda dogum Oncesi taniya gerek yoktur. Ancak
annede germinal mozaisizm diglanmamasi gerektiginden, her hamilelikte dogum oncesi
tan1 Onerilmelidir. Dogum Oncesi tan1 Onerisinin dogru yapilabilmesi, olgularin
ailelerindeki kadinlarin tasiyicilik durumlarinin  dogru belirlenmesine baglhidir.
Mutasyon tagiyiciliginin belirlenmesinde, gliniimiizde kullanilan aile agaci analizi,
Bayesiyan hesab1 ve baglanti analizleri gibi olasilik sonucu veren yontemler yerine,
mutasyonun gosterilebilecegi ve tasiyicilifin kesin olarak belirlenebilecegi gen dozaj

test yontemlerinin kullanilmasi daha uygundur.

Buradan yola ¢ikarak, calismamizda gen dozaj testi olan kantitatif floresan
PZR(QF-PCR) yontemini, DMD/BMD tasiyicilik tanisinda kullanmay1 planladik. QF-
PCR yoOntemini secmemizdeki neden, yontemin genis kullanim alanimin olmast ve bu
yiizden istenilen esnekligi saglamasiydi. Teorik olarak bu yontemle, Distrofin genine ait
tim eksonlarin delesyon ve duplikasyon mutasyonlar saptanabilir. Yine bu ydntemi
SSCP, HMA gibi yontemlerle birlestirip, nokta mutasyonlarini taramak i¢in kullanmak
miimkiindiir (3). Bu sayede Distrofin genindeki mutasyonlarim hemen hepsi saptanabilir.
Bu genis uygulama alaninda karsilastigimiz zorluk yontemin en hizli, en etkin ve
maliyet olarak en ucuz olan kisimlarint segmekti. Kalabalik Tiirk aile yapist goz oniine
alimdiginda, indeks olgunun belirlenmesinin ardindan yapilan aile agaci analizi sonucu,
cok sayida kadin aile bireyinde tasiyicilik arastirmasi yapmak ve sonuglara goére dogum
Oncesi tant planlamak gerekebilir. Bu nedenle tasarladigimiz testin hizli ve kolay

uygulanabilir, bdylelikle gerektiginde tasiyicilarn belirlenmesi igin biiyiik aileleri
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tarayabilecek yapida olmasina 6zen gosterdik. Testin ayn1 zamanda dogum oncesi tani
icin de kullanilabilecegi diisiiniilerek, 6zellikle bu 6rneklerde, tanisal degerinin yiiksek

olmasini amagladik.

Etyolojisinde biiyiik oranda gen delesyon (%60-65) ve duplikasyon (%10)
mutasyonlart olan DMD/BMD tanisi, giiniimiizde mutasyonlarin en sik goézlendigi
eksonlarin incelendigi 2 asamali ¢oklu PZR yontemiyle konmaktadir (11,37,30,28,60).
Delesyon ve duplikasyon tipi mutasyonlarin yaklasik %98’1 genin, “Hot spot” olarak
adlandirilan, 5’ ucu ve merkez bolgelerinde yogunlasmistir. Hot spot bolgede yer alan
eksonlar 3, 4, 6, 8, 12, 13, 17, 19, 43, 44, 45, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 60 ve PM
bolgesidir. Calismamizda, rutin uygulamalarda bu eksonlara yonelik, 2 ayr1 coklu
amplifikasyon karisimiyla yapilan ¢oklu PZR yontemini, tek ¢oklu amplifikasyon
karistmi  kullanilacak sekilde tasarlayarak gelistirdik. Yalniz mutasyonlarin sik
gorildiigli eksonlarin se¢imi ve rutin uygulamalarda kullanilan 2 testin tek teste
indirilmesiyle, delesyon ve duplikasyon mutasyonlarimi hizli ve etkin (delesyon
duplikasyon mutasyonlarmin %98’ini) bi¢cimde tarayarak, yiiksek maliyeti olmayan
hizli tam1 yontemini gelistirdik. Calismamizda, genetik analiz cihazimi kullanarak,

yontemin yar1 otomatik ve kolay uygulanabilir olmasini sagladik.

Tami yontemleri i¢inde, ¢coklu PZR yontemi disinda, kas biyopsi 6rneklerinde
distrofinin immiinohistokimyasal incelenmesi, baglant1 analizi, FISH yontemi, DGGE
analizi, mikrochip caligsmalari, MLPA yontemi ve nokta mutasyonlarinin neden oldugu
durumlarda DNA dizi analizi hastaligin tanisinda kullanilabilen yontemlerdir
(2,4,12,24,26,32,43,46,53,56,71,76). Tiim bu yontemler etkilenmis bireylerde hastaliga

neden olan mutasyonlar1 tanimlayabilmekte ancak tasiyici tanisinda siirli kalmaktadir.

Tastyicilarin belirlenmesi i¢in bir¢ok merkezde aile agaci analizleri, serum CPK
diizeyi incelemeleri, Bayesian olasilik hesab1 ve baglanti analizi yontemi rutin olarak
kullanilmaktadir. RFLP, VNTR veya STR gibi gen i¢i ve gen dis1 belirtecler
kullanilarak yapilan baglanti analizi caligmalari, Distrofin geninde mutasyonun
gosterilemedigi durumlarda da uygulanan oOncelikli yontemdir. Tastyicilarin
belirlenmesine yonelik c¢esitli yontemlerin kullanildigr caligmalar yapilmistir. Bu

calismalarin ¢ogunun temelini baglant1 analizleri olusturmaktadir.

Tastyict  oldugu diisliniilen bireyden alinan kandan ayrilan serumla

uygulanabilen biyokimya testleri, kolay uygulanmalari, hizli sonu¢ vermeleri ve
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otomatize sistemlerle ¢ok sayida drnegi tarayabilmeleri bakimindan kuramsal olarak iyi
birer tarama testidirler. Kas hastaliklarinin tanisinda, kas enzimlerinden CK, aldolaz ve
LDH’nin serum diizeyleri incelenen parametrelerdir. Tajmaul ve arkadaslar1 (75) 1998
yilinda yaptiklar1 bir calismada trombositlerde bulunan ve proteolitik bir enzim olan
mili-calpain (m-calpain) diizeylerinin tasiyicilarda, kalsiyum metabolizmasinin
bozulmasi nedeniyle arttigimi bildirmislerdir. Ancak tasiyicilik tanisi i¢in kullanilabilen
bir dl¢iit olamamistir. DMD/BMD tastyicist oldugu diisiiniilen bireylerde, kontrol edilen
rutin biyokimya parametresi serum CK diizeyidir. Bu parametre tasiyicilarin %70’inde
yiiksek bulunur. Bu artis sadece DMD/BMD’ye 6zgli olmayip kas hastaliklariin
cogunda gozlenir. Ozellikle kas hiicresi zarinin bozukluklar1 ve kas nekrozuyla giden
miyopatilerde ¢ok yiiksek diizeylere ulasabilir. Bunun yan sira hipotiroidide de serum
CK diizeyi yikselir, hipertiroidide ise diiser. Bu gibi durumlar tasiyicilarin
belirlenmesinde karigikliklara yol acar ve bu nedenle biyokimyasal parametreler

tasiyicilik tanisi agisindan yetersiz kalmaktadir.

Baglant1 analizlerinin tarihsel gelisimine baktigimizda sirasi ile RFLP, VNTR ve
STR belirteclerinin kullanildigini goriiriiz. Enzim kesimi ile elde edilen par¢ca uzunlugu
analizi (Restriction Fragment Length Polymorphism = RFLP) Kkisilerin genetik yapisi
hakkinda bilgi saglamasina karsin elde edilen bilgiler, baglanti analizinin yapilabilmesi
icin bazen yetersiz kalmaktadir. Gliniimiizde RFLP paternlerinden daha fazla polimorfik
ozellikler gosteren DNA ic¢indeki kisa tekrar dizilerinin (STR), tekrar sayilarmi yol
acgtig1 farkliliklarin (STR belirtecleri) analizi kullanilmaktadir.

Chatuverdi ve ark. (CA) tekrarlarin1 kullanarak delesyon tespit edilememis
ailelerde yaptiklar tasiyicilik incelemesinde 9 gen i¢i (CDVS-I, DYS-I, II, III, STR44,
45, 49, 50, 62/63, DYSMS) ve 1 gen disi (STR75) belirteci otoradyografi ve
poliakrilamid jel elektroforezini kullanmislardir. Sonug olarak 14 aile iizerinde yapilan
calismada 68 aile bireyi test edilmis, STR45/50, STR44/49 ve DYSMS/DYSII
kombinasyonlarim1 en bilgilendirici (informatif) STR belirte¢ ¢iftleri olarak

bulmuslardir (12).

Clemens ve ark. calismasinda STR44/45/49/50 kullanmistir. Arastiricilar,
otoradyografi ve floresan saptamayi, sonuglari degerlendirmek i¢in kullanmislar ve
STR50’yi %71,6 £ 4,6 ile bilgilendirici 6zelligi en diisiik, STR49’u da %93,3 = 1,3 ile
bilgilendirici 6zelligi en yliksek STR belirteci oldugunu belirtmislerdir (15). Bunun yan1



64

sira CA taramalarinda iiriinler arasinda 2 baz ¢iftlik fark beklerken bazi tiriinler arasi 1
baz farklilik gozlediklerini bunun da degerlendirme de giiglik yaratigim da
vurgulamiglardir. Degerlendirmedeki bu giicliikleri asabilmek ve saptama hassasiyetini
arttirabilmek i¢in Elhawary ve ark. iyon cifti ters faz yiiksek performansli sivi
kromatografisinin kullanilabilecegini bildirmisler ve 80-587 baz cifti arasi -1,28 +0,48
baz okuma hatasi ile sistemin yiiksek duyarhilikla kullanilabilecegini belirtmislerdir

Q7).

Alcantara ve ark. pERT87.8/Taql ve pERT87.15/Xmnl ile yaptiklar1 ¢alisma
sonucu %12 gibi yiiksek bir oranda rekombinasyon gozlenmesi, izole vakalarda gen i¢i
bir delesyon polimorfizminin bulunmasi ve hastaligi tasiyan allelin kesin tanisinin

konulamamas1 nedeni ile bu gibi baglant1 analizlerinin kullanimini sinirli bulmuslardir
2).

Ulkemizde de Battaloglu ve ark. 1992°de yaptiklari 79 aileden 250 bireyin
incelendigi calismalarinda tasiyicilarin belirlenmesinde CA tekrarlarmmi ve RFLP

yontemini rutinde kullanilabilecek bir uygulama olabilecegini bildirmislerdir.(6)

Zhu ve arkadaglari ¢oklu PZR ile STR analizini ayr1 karigimlar olarak
delesyonlar1 saptamak ve tastyicilari baglanti analizi ile belirlemek igin ayr1 ayri

kullanmiglardir (80).

Neden olan mutasyonun bilinmedigi veya bulunamadigi hastaliklarda baglanti
analizleri ¢cok degerli tan1 yontemleridir. Giiniimiizde baglant1 analizlerinin kullanildig1
ikinci bir alan da PGT stratejileridir. Lee ve arkadaslar1 Distrofin geninin baslangici ve
sonunda olmak iizere 2 polimorfik belirteci PGT’de kullanmiglardir. Belirteclerin baz
dizisini belirtmis ancak hangileri oldugunu bildirmemislerdir (54). Ray ve arkadaslar
tek hiicre multipleks PCR’1, ekson 8, 19, 45,47 ve 51°de delesyonlar1 gostermek i¢in ve
amelogenini de cinsiyet tayini i¢in tasarladiklar1 bir yontem olarak belirtmisler ve bunu

da implantasyon Oncesi genetik tanida (PGT) kullanmislardir ( 70 ).

Distrofin geninin biiyiikliigiinden kaynaklanan yiiksek rekombinasyon orani,
bilgilendirici belirte¢lerin olmamasi, ailelerin kii¢iik olmasi ya da etkilenmis olgularin

erken kaybedilmesi durumlar1 baglanti analizi ¢aligmalarini kisitlar (4,8,15).

Calismamizda, X kromozomunun aile icindeki aktarimi  hakkinda

(linkage=baglant1) temel bir fikir vermesi acisindan STR belirteglerini kullandik.
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Kullandigimiz STR belirte¢ sayisini, coklu PZR islemini etkilememesi i¢in, 3 taneyle
siirl tuttuk. Bu belirtecleri kullanmaktaki esas amacimiz, uygulayacagimiz gen dozaj
testinde ekson kopya sayilarinin degerlendirilmesi i¢in bu STR belirteclerine ait tepe
alanlarini referans almak ve i¢ standart olarak kullanmakti. Calistigimiz genetik analiz
cihazinin hassasiyeti 600 = 1 baz ¢ifti olmasina karsin elde edilecek tepelerin “Starter
ve “+ A” artefaktlarinin fazla olmasi nedeniyle yukarida belirtilen g¢aligmalarda
kullanilmais ikili niikleotit (CA) tekrarlar yerine, dortlii niikleotit tekrarlar1 olan X22 ve
DXS1236 STR belirtegleri ile dogum 6ncesi tanida cinsiyetin kesin belirlenmesinde
kullanilan ve amplifikasyonunun kalimli oldugunu bildigimiz Amelogenin’i hedef
bolgeler olarak sectik. Amelogenin ve X22 belirteclerinin amplifikasyonlar1 tiim
olgularda kalimhiyken DXS1236’da amplifikasyonun basarisiz olmasi nedeniyle,
calismadan ¢ikardik. X22 belirteci ile X kromozomunun aile icinde ge¢isini tiim
olgularda belirlememize karsin tek bir STR belirteci baglanti analizi i¢in giivenle
kullanilamayacagindan, tasiyiciligin belirlenmesinde temel amacimiz olan QF-PCR
sonuclarini kullandik. Gen dozaj hesaplamalari i¢in bir referans genle, ilgilenilen genin
karsilagtirilmast esastir.  Yapilan c¢alismalarda 6zellikle, c¢oklu amplifikasyonlar
uygulaniyorsa, PZR hatalarindan dolay1 yapilacak yanlis degerlendirmeleri 6nlemek

icin referans gen sayisinin birden fazla olmasi 6nerilir (26).

Calismamizda, ekson delesyon tasiyiciligini degerlendirirken toplam tepe
alaninin, ilgilenilen ekson tepe alanma oranmi kullandik. Boylelikle olusacak PZR
hatalarinin, sonug¢larimiza yansimasini en az diizeye inmesini sagladik. Yine de
olusabilecek hatalarin 6nlenmesinde STR belirtegleriyle, ekson tepe alan oranlarinin
kullanimini ikinci bir kontrol noktasi olarak tanimladik. Boylelikle tasiyicilik tanisinda
stiphede kalinan olgular1 2 defa kontrol edebilme sansimiz olabilir. Tez ¢alismasinda

stiphede kaldigimiz bir olgu olmadigi i¢in, bu hesabi kullanmadik.

STR belirteclerini segmemizdeki amaclardan biri de dogum Oncesi tani igin
alman Orneklerde (amniyon sivisi, CVS gibi) yanlis taniya neden olabilecek anne hiicre

kontaminasyonunu kontrol etmekti. (Sekil 19)
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Sekil 19. Anne Hiicre Kontaminasyonunun QF-PCR ile Saptanmasi
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Normal sartlarda anne, tasidigi X kromozomlarindan birini erkek cocuguna

aktarir. Bu nedenle erkek ¢ocukta X STR belirtecine ait, tek ve annenin bir belirteciyle
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aynt tepe goriiliir. Annenin hiicrelerinin, dogum Oncesi tam1 Ornegine karistig
durumlarda erkek ¢ocukta X kromozomuna ait STR belirtecinde 2 tepe goézlenir. Bu
durum, anne hiicre kontaminasyonu olarak adlandirilir ve dogum oncesi tanida yanlig
tanilara neden olabilir. Ornek olarak delesyonu olan bir erkek fetustan alinan dogum
Oncesi tan1 Orneginde anne hiicre kontaminasyonu varsa, delesyona ugramis ekson

bolgesinde tepe goriiliir ve sonug normal (delesyon yok) olarak degerlendirilebilir.

Amelogenin en kaliml ve iyi amplifiye olan STR belirteci olmasinin yani sira
cinsiyet belirlemede de kullanilabildigi i¢in 6zellikle dogum o6ncesi tanida kullanish bir
belirte¢ olarak bulundu. X22 belirteci ise limitli olarak tasiyict kromozomun aile igi
takibinde kullanisl oldugunu bulduk. Ornek olarak Sekil 15C ve Sekil 16B’de sirastyla
Olgu 2 ve 3’iin ailelerinde 150 bp uzunlukta alleli tasiyan X kromozomunun delesyonlu
DMD gen allelini tasidigi goézlenmektedir. Olgu 2’de teyze kizinin da 150 bp
uzunlugunda alleli tagimasina ragmen tasiyicit bulunmamasi bu belirtecin bu hasta i¢in
yanlis bilgi verdigini, baglanti analizi i¢in daha ¢ok STR belirteci kullaniminin gerekli

oldugunu gostermistir.
Sonug olarak ileride gelistirilecek testlerde X’e ait STR belirteclerinin ;
a) Dogum Oncesi tanida, anne hiicre kontaminasyonunu belirlemek amaciyla,
b) Sonuglarin kontroliinde ikinci bir referans ve kontrol noktasi olarak,

c) Daha fazla belirteg kullanimi ile baglant1 analizinin, ekson
delesyon/duplikasyon analiziyle es zamanli yapilabilmesi i¢in kullanimini

Onermekteyiz.

DMD/BMD mutasyonlarinin tanisi i¢in, daha 6nce de belirtildigi gibi FISH
yontemi, DGGE analizi, mikrochip ¢aligmalari, MLPA yontemi ve nokta

mutasyonlariin neden oldugu durumlarda DNA dizi analizi kullanilabilir.

Rosenberg ve ark. Distrofin geni delesyonlarini saptamak amaciyla 30 saglikl
kadin, 9 hasta ve 21 tasiyicida yaptiklar1 ¢aligmada floresan in-situ hibridizasyon
(FISH) yonteminin etkinligini arastirmislardir. 6 kozmid prob kullanilarak 5-7, 8-9, 12-
13, 43, 44, 45, 46-47, 49 ve 51. ekson delesyonlarini incelemislerdir. Metafazlarda,
eksona Ozgii problara ait c¢ift sinyal goriilen olgular heterozigot normal olarak
tanimlamiglardir ( 72 ). Ligan ve ark. ekson 3-6, 8-12, 13, 17, 19, 43, 44, 45, 48, 50, 51

ve 60’a ait kozmid problar1 kullanarak yaptiklar1 calismada 24 aileyi ekson delesyon ya
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da duplikasyon mutasyonlari agisindan taramiglardir (56). Arastirmacilar sonug olarak
FISH’in Southern Blot veya ¢oklu PZR gibi bir yonteme tercih edilmesinin uygun
olmayacagi, fakat bilinen mutasyonlar i¢in FISH’in yardimc1 bir test olarak tasiyicilik
tarama amaclh kullanilabilecegini bildirmislerdir. Ek olarak giliniimiizde halen, 79
eksondan olugan bu genin tiim eksonlarinda delesyon ya da duplikasyon mutasyonlarini

es zamanli tanimlayabilecek FISH prob setinin bulunmadigina dikkati ¢ekmislerdir.

Tez galismasi planlanirken optimizasyonunu yapmay1 planladigimiz ¢oklu PZR
yontemiyle elde edecegimiz sonuclari FISH yontemi ile de karsilastirmayi
hedeflemistik. Tez proje Onerisi asamasinda rutin kullanim igin tasarlanmis ticari kit
(Cytocell Aquarius Dystrophin Exon Specific Probe) kullaniminda meydana gelen
sorunlar ve etkin olmadigi gerekcesiyle tiim diinyada satistan kaldirildi. Bu nedenle de
FISH yontemini ¢alismamizda kullanamadik. Rutin laboratuvar uygulamasi ¢ok zaman
ve deneyim gerektiren, iyi sinyal elde etmesi ve degerlendirmesi her zaman miimkiin
olamayan, otomatize edilemeyen, maliyeti yliksek ve tarama sinirlart tiim eksonlar igin

genisletilememis olan bu yontem DMD tanisinda rutin uygulama alanina girememistir.

Chip mikroarray yontemi, DMD tanisi i¢in kullanilabilecek yontemler i¢inde de
yerini almaya baslamistir. Ferrance ve ark. bu amacla mikro-total analiz sistemi
gelistirmeye calismiglardir. Hedef olarak ekson 3,6,8,13,17,19,43,45,48,47 ve PM
bolgeleri iizerinde yaptiklart denemelerde basarili sonuclar elde ettiklerini
bildirmislerdir. Ancak halen optimizasyon ve standardizasyon sorunlarinin olmasi ve
yiiksek maliyet nedeni ile mikroarray chipleri rutin uygulamaya girememis, fakat

gelecekte yaygin kullanilacak bir teknoloji olacag: diisiiniilmektedir (31).

Tastyicilarin belirlenmesine yonelik son yillarda yapilan ¢aligmalarda kullanilan
yontemler, bizim c¢alismamizda oldugu gibi, gen kopya sayisinin belirlenebilmesine

yonelik gen dozaj testleridir.

DMD’de gerek delesyon tipi gerekse nokta mutasyonlarinin tanisi i¢in DGGE ve
HPLC yontemleri kullanilarak da caligmalar yapilamistir. Dolinsky ve arkadaslar
herhangi bir mutasyon saptanamamis 20 DMD’li olguda yaptiklar1 ¢alismada DGGE ile
yeni mutasyonlar tanimlamiglardir. DGGE’nin yiiksek mutasyon saptama oranina sahip
(%100) bir yontem oldugunu ve tanida kullanilabilecegini bildirmislerdir (24). Hung ve
arkadaslan ¢oklu PZR yontemiyle DHPLC’yi birlestirmigler ve yaptiklar 4 ayri ¢oklu
PZR (1. PZR ekson 3, 50, 6 ve 60, 2. PZR ekson 43, 13, 47, 52 ve PM, 3. PZR ¢kzon
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46, 17, 8, 44 ve 46, 4. PZR ckzon 45, 19, 51, 12 ve 4) sonucunu HPLC ile
degerlendirmisler, kapiler elektroforez ve MLPA gibi yontemlere gére bu yontemin
radyoaktif veya floresan isaretleme gerektirmedigi i¢in daha kolay ve ucuz bir yontem

oldugunu belirtmislerdir ( 43)

Bizim c¢alismamizda, kullandigimiz primerler florofor isaretli olduklan igin
florofor isaretleme islemini PZR isleminden sonra ek bir yontemle yapmamiza gerek
kalmadi. Hung ve arkadaslarimin caligmalarinda yaptigi 4 ayri PZR yerine, tek bir
multipleks seti hazirladigimiz i¢in, PZR maliyetimiz belirtilen ¢alismanin "’i kadar
olmustur. Bunun yani sira sadece genetik analiz cihazi i¢in harcanan sarflarin 6rnek
basina maliyeti yaklasik 4$’dir. Coklu PZR ile gerektiginde 79 eksonun da bir defada
taranabilecegi ve yurtdisinda maliyetlerinin daha diisiik oldugu diisiiniildiigiinde kapiler

elektroforez tasiyicilik taramasinda oldukg¢a ucuz ve uygun bir yontem olacaktir.

Kumari ve arkadaglar1 ¢coklu PZR’nin delesyon saptamasinin yani sira PZR’nin
logaritmik fazda durdurulmasi ile gen miktar1 belirlenerek tasiyicilarin saptanmasinda

da denenebilecegini yaptiklari bir ¢alismada belirtmislerdir ( 50 ).

Ionnau ve arkadaslar1 de Beggs ve Chamberlain’a ait ¢oklu PZR setlerini
kullanarak PZR’nin logaritmik fazinda amplifikasyonu durdurarak gen kopya sayisinin
belirlenebilecegi PZR islemini uygulamislardir. Sonuglari poliakrilamid jel elektroforezi
ve otoradyografi ile degerlendirmislerdir. 23-25 déngiiden sonra PZR fiiriiniiniin doyuma
ulagtigini, bu ylizden amplifikasyonun bu dongii sayisinda 6nce durdurularak analizlerin
yapilmas1 gerekliligini bildirmislerdir (44). Saptama yoOntemi ve amplifikasyon
karigiminin yapisi geregi bu arastiricilar 50-250pg (50.000ng-250.000ng) DNA 6rnegini
baslangic hedefi olarak kullanmiglardir. Bu miktar PZR isleminin erken dénemde
doyuma ulagmasina neden olmustur. Biz ¢alismamizda dogum Oncesi tani i¢in alinan
oreklerden az miktarda DNA elde edilebildiginden yola ¢ikarak, az miktarda DNA ile
calismay1 hedefledik (1-10ng).

DMD tamisinda, ¢oklu PZR kadar popiiler ve tasiyicilik belirlenmesinde de
kullanilabilecek olan baska bir gen dozaj yontemi yeni bir yontem olan multipleks
ligasyon prob amplifikasyon ( MLPA) teknigidir. Gatta ve arkadaslarinin klinik tani,
EMG ve kas biyopsisi sonuglarina géore DMD tanis1 almig 9 aile ile BMD olarak
degerlendirilmis 3 ailede bu teknigin etkinligini arastirmislardir. Incelenen 22 birey i¢in

20 sonug bilgilendirici nitelikte (%90,9) olarak degerlendirilmis ve tasiyicilik
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durumlarinin da saptanabildigi belirtilmistir (32). Jansen ve arkadaslar1 193 olgudan
olusan daha genis bir seride retrospektif ve prospektif analizleri MLPA teknigini
kullanarak yapmislardir. Orijinal protokol iizerinde olumsuzluklara neden olabilen
faktorleri ortadan kaldirmak icin baz1 degisiklikler yapmis ve elektroforez sonuglarinin
kalitesini arttirmak i¢in kolon saflagtirma yontemini de eklemislerdir. Bir ailede ekson
38 delesyonu ve baska bir ailede ekson 37 delesyonu bildirmislerdir. Cesitli 6rnek
tiirleri ile (kan, CVS, amnion sivis gibi ) calisabilme olanagi, 79 eksonu taramanin
miimkiin olmasi ve tasiyicilarin da belirlenebilmesi gibi 6zellikleri MLPA yonteminin
baslica avantajlaridir.  Polimorfizmler nedeniyle tek ekson delesyonlarimin
saptanmasinda problemler yasandigini ve kompleks diizenlenmelerde testin giiciiniin
yeterli olamadigini belirtmisler fakat bu gibi durumlarin sik goézlenmedigini de
eklemislerdir (46). Lai ve arkadaslari da MLPA teknigini klasik c¢oklu PZR ile
karsilagtirmistir. Bu amagla 45 DMD tanili ve 20 BMD tanili olguda her iki yontemin
de mutasyon saptamadaki giiclinii kargilagtirmislar, MLPA nin ¢oklu PZR’den daha
fazla delesyon saptayabildigini belirtmislerdir. MLPA yo6nteminin 2 olguda tek ekson
delesyonu icin yanlis sonu¢ verdigini ve tek ekson delesyonlarinin mutlaka PZR ile

dogrulanmasi gerektigini bildirmislerdir ( 53 ).

Uygulama olarak MLPA yo6ntemi islemin uzun siirmesi, pek ¢ok maniiplasyon
agamasinin bulunmasi nedeni ile rutin uygulamasi zor olan bu testin optimizasyon ve
standardizasyonu da bu nedenlerle zordur (46,51,52). 79 eksonun ayni anda
taranabilmesi, hazir ticari kitinin bulunmast MLPA y0nteminin avantajlaridir.
Tastyicilarin ~ tanisinda her hastanin  sonuglarinin  istatistiksel olarak dogru
hesaplanabilmesi i¢in en az 3 kontrol testinin de Ornekle birlikte yiiriitiilmesinin
gerekliligi, testi uygulayabilmek i¢in gerekli DNA miktarinin QF-PCR’dan fazla
olmasi1 da MLPA testinin QF-PCR y6ntemine gore dezavantajidir.

Coklu PCR ile ilgili son yayin Ashton ve arkadaslarinin 2008’de yayinladiklari
makaledir. Bu makalede arastiricilar, 12 ¢oklu PZR seti kullanarak, DMD’nin tiim
eksonlarinda meydana gelebilecek delesyonlar1 belirlenmesinde QF-PCR ydntemini
denemislerdir. Uyguladiklar1 yontemin diger ¢aligmalardan farkliligi, PZR 22. dongiide
durdurulmusg ve firiinlere, QF-PCR i¢in alinip delesyon ve duplikasyonlarin saptanmasi
sonrasinda 8 dongii daha yapilmis, normal 6rneklerle karsilagtirilan hasta 6rneklerinin

heterodupleks analizinin yapilarak nokta mutasyonlarinin da tanimlanabilecegini
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bildirmis olmasidir. Caligmalarinda QF-PCR’mn hizli, giivenilir bir yontem oldugunu
belirtmis ve DMD/BMD tasiyiciliginda da kullanilabilecek bir yontem olabilecegine
deginmislerdir ( 3 ).

Calismizda 24 ailede DMD/BMD’li hasta ve tasiyicilik durumlarini
degerlendirdik. 24 ailenin 5’inde (1., 3., 11., 12. ve 14. aile) mutasyon hastada gosterildi
ancak annede tasiyicilik goriilmedi ve hastada yeni mutasyon olarak degerlendirildi.
Kalan 19 ailede, anneler tasiyici olarak degerlendirildi. iki ailede (2. ve 4. aile) olgularin
kiz kardeslerinde de tasiyicilik durumu belirlenirken, 2. ve 6. ailedeki teyze kizilart
sirsiyla normal ve tasiyict olarak degerlendirildi. Gerek yeni mutasyon olarak
degerlendirmeler, gerekse tasiyicilik durumlari, olgular ve annelerinin daha &nceki
sonuclari, aile degerlendirmeleri ile uyumluydu. Ailelerde belirlenen mutasyonlar
disinda tasiyicilik saptamamamiz, saglikli bireylerden alman DNA 6rneklerinin
incelenmesinde de tasiyicilik durumu goézlemememiz nedeni ile tez ¢alismamamizda
yanhs tasiyicilik saptamadik. Testin tamisal degeri icin, optimizasyon c¢alismalar
sonucu, saglikli bireylerden yapilan veri analizleri ile elde edilebilecek DNA’larin
normal dagilima %88.75 oraninda uyabilecegini, normal dagilima uymayan kismin
(X<Xmin) %10.27 oldugu normal dagilim egrilerinin analizi sonucu hesaplanmistir

(Tablo 16).

X<Xmin, DNA kalitesinin kotii olmasi ya da miktarinin az olmasina bagli sonug
almamayan durumdur. Boyle bir durumda testin tekrar1 gereklidir. Yeterli miktarda,
kaliteli DNA ile yeniden yapilacak ¢alismada, yukarida belirttigimiz %10.27°lik oranda
kalan olgulara da sonug¢ verilebilecegi diisliniiliirse, yontem %99.02 oraninda

tasiyicilarin tanisini koydurabilecek bir testtir.

Olgularin  6nceden aldigi delesyon tanilar, yoOntemimizle elde -ettigimiz
sonuclarla karsilastirildiginda, 24 ailenin 20’sinde daha 6nceki tan1 sonuglart ile bire bir
uyum gosterirken, 4 ailede farkliliklar bulduk. Ancak onemli olan nokta, farklilik
gordiigiimiiz olgular da dahil, tiim delesyonlarin bolgesel olarak 6nceki hasta raporlar
ile Ortligmesiydi. Boylelikle kantitatif PZR test sonuglarimizin onceki sonuglar ile

bolgesel olarak tam uyumlu oldugunu soyleyebiliriz.

Saptadigimiz farkliliklar; 3. ailede ek 13. ekson delesyonu, 4. ailede ek 49.
ekson delesyonu, 12. ailede ek 49. ekson delesyonu ile 10. ailede 47-52. ekson

delesyonunda 47.eksonu saglam olarak saptamamizdir. Bu farkliliklar, ydntemlerin
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temeli PZR oldugundan, O6zellikle primer baglanma bolgelerinde meydana gelen
mutasyonlar olarak diisiiniilebilir. Her ne kadar bu duruma kars1 primerlerimizi gen
bankasi verileri ile karsilastirsak ta Yau ve arkadaslar1 bu tip varyasyonlar nedeni ile
meydana gelen degerlendirme basarisizliklar1 bildirmislerdir (79). Ulkemize &6zgii,
primer baglanma bdlgeleri dizilerine ait veri tabani1 bulunmadigindan bu gibi sonuglar
mutlaka DNA dizi analizi ile dogrulanmalidir. Kantitatif PZR yontemi {iizerine ilk
caligmalar1 yapan Mansfield ve arkadaglar1 14 merkezin katildigi calismada 9 ekson
bolgesinden en az birinin ¢ogalmasinda problem olduguna dikkati ¢ekmisler, 6zellikle
ekson 48’in degerlendirmede en problemli ekson oldugunu bildirmislerdir (58).

Calismamizda, bu eksonla ilgili bir sorun olmamustir.

Yaptigimiz optimizasyon caligmalar1 sonucu, kantitatif floresan PZR testini
uygulamada laboratuvarin is yiikiinii azaltabilecek, testin tanisal degerini arttiracak
sekilde gelistirdik. Rutin kullanilan ¢oklu PZR testinin, iki asamali ¢oklu PZR
isleminden tek asamaya indirilmesi sagladigimiz kolayliklarin ilki olarak diisiiniilebilir.
Islemin tek tiipe indirgenmesi, laboratuvar is yiikiinii azaltarak maliyeti diisiirmesinin
yam sira, test karigimina ekledigimiz STR belirtegleri, coklu PZR islemiyle ilgili
yaptigimiz en 6nemli degisikliktir. Boylelikle, dogum oncesi tam 6rneklerinde, hem i¢
kontrol eklenmesi, hem de anne hiicre kontaminasyonun yapilan tek PZR islemiyle
belirlenebilmesi, testin tanisal giiciinii ek islemlere gerek kalmadan arttirabilecektir. PM
bolgesi ile 18 ekson mutasyon analizini yapmayi hedefledigimiz yontemimiz,
gerektiginde daha fazla eksonun incelenmesini saglayabilecek, SSCP ya da HMA gibi
yontemlerle birlestirilerek nokta mutasyonlarin1 da tarayabilecek bir sistem haline
getirilebilir. Bu da yontemimizin, DMD/BMD hasta ve tasiyiciik durumu

belirlenmesinde tanisal giiciinii daha da arttirabilecektir.

Sonug olarak QF-PCR yontemini, DMD/BMD’ye yol agan ve en sik gdzlenen
delesyon mutasyonlarin saptanmasinda hizli, giivenilir ve tekrarlanabilir bir yontem
olarak tamimladik. Yine bu yontemi, hastalikla ilgili mutasyonlar i¢in tasiyict olan
bireylerin saptanmasinda kullanilabilecek bir tarama testi olarak, laboratuvar sarlarina
bagimli, pahali ve zaman alan diger tarama testlerinin aksine daha ucuz, rahat

uygulanabilen, tekrarlanabilir sonuglarin alinabilecegi ve hizli bir test olarak tanimladik.
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FORMLAR

T.C
ISTANBUL UNIVERSITESI
CERRAHPASA TIP FAKULTESI
TIBBi BIYOLOJi ANABILIM DALI
MOLEKULER GENETIK ARASTIRMALAR ICIN BILGILENDIRILMIS
OLUR FORMU *
Proje Adi: “Kantitatif floresan polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile Duchenne Kas

Distrofisi tagtyicilarinin saptanmasi ”

Hastalik adi: DUCHENNE KAS DISTROFISI
Tarih:

Bu arastirma, kalitsal bir hastaligi bulunan hastalar ile ailelerini ilgilendiren bir ¢aligsmadir.
Boylesi bir ¢alismaya katilma karar1 vermeden Once sizleri ¢alismanin amaci, riskleri ve
yararlar1 konusunda bilgilendirmek istiyoruz.Asagidaki Molekiiler Genetik Arastirmalar icin
Bilgilendirilmis Onay Formunu okuduktan sonra caligmaya katilma karar1 verirseniz formu

liitfen imzalaymiz.

1.Yapilacak islemin tanimi : Arastirmanin amaci yukarida belirtilen genetik hastalifa yol acan
genetik faktorleri tanimlamaktir. Bu calisma Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi

Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1 tarafindan yiiriitiilecektir .

Hastaliga neden olan gen ve genlerin normal olarak tanimlanabilmesi amaci ile yapilacak

analizler i¢in sizden kan 6rnekleri almamiz gerekecektir.

Bu ¢aligmaya katilmaniz igin sizden herhangi bir iicret istenmeyecektir. Calismada goniillii
katilim esas alinmstir.

2. Olas1 riskler ve faydalar :

Kan alimasi sirasinda olusabilecek riskler: (1) Igne-batmasma bagh olarak az bir aci
duyulmasi. (2) Igne batmasi sonrasinda ¢ok nadiren enfeksiyon gelisebilir.

Yapilacak genetik testin getirebilecegi olasi riskler: Size ait genetik bilgi kesinlikle gizli
kalacaktir. Sizde, hastaliga neden olan gen mutasyonunun tasiyicilik durumunu saptadigimizda,
bulgularimiz: istediginiz takdirde size bildirecegiz. Ancak bu bilgiyi 6grenmeyi reddetmek her
zaman hakkinizdir. Bu bilgiyi sizin disinizda birisi ile paylagmamiz sadece sizin izninize bagli
olacaktir. Genetik testlerin dnemli bir riski de bu testler sonucunda anne yada babanin biyolojik

kimliginin saptanmasidir. Bu durumlarda da gizlilik ilkesine bagli kalinacaktir.
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Cocuklarla ilgili agiklamalar: Caligmalarimiza daha 6nceden molekiiler yontemlerle kesin tani
almig c¢ocuklar dahil edileceginden yapilacak arasgtirmada onlar ile ilgili yeni ya da farkli
sonuclar elde edilmeyecektir. Cocuklari calismamiza dahil etmemizin nedeni uygulanacak
yontemin duyarliligini belirlemek olacaktir. Bu agiklamalar dogrultusunda ¢ocugunuzun bu
caligmaya katilmasi i¢in tercihen her iki ebeveynin, eger mevcut degilse bir tanesinin izin

formunu imzalamasi gerekmektedir.

Olasi1 yararlar :Bu caligmanin esas amaci saptanan genetik hastalia neden olan veya ortaya
¢ikmasini kolaylagtiran genetik faktorlerin normal diizeyini 6grenmektir. Biz bu asamada size
veya c¢ocugunuza dogrudan yada dolayli bir yararinin olup olmayacagini heniiz bilmiyoruz.
Fakat kesin olan bu hastaligin nedenleri konusunda daha ¢ok sey 6grenebilecegimiz ve bdylece
gelecekte bu hastalifa sahip bireylerin ailelerinin diger fertleri ve de diger hastalara ve hasta

yakinlarina daha ¢ok yardimei olabilecegimizdir.

Diger segenekler: Bu ¢alismaya katilmay1 reddedebilirsiniz. Bu aragtirmaya katilmak tamamen
istege baghdir ve reddettiginiz taktirde size uygulanan tedavide bir degisiklik olmayacaktir.

Yine caligmanin herhangi bir agamasinda onayinizi ¢gekmek hakkina da sahipsiniz.

Uygulanacak islemin yapis1 ve amaci hakkinda, olas1 riskleri ve yararlar1 tarafimdan ,

(Doktor Adr)

hastaya,
(Aile ad1)

anlatilmigtir. Sorulan sorular  tarafimdan cevaplandirilmig ve cevaplandiriimaya devam

edilecektir.

Calismanin devami sirasinda ortaya ¢ikabilecek yeni riskler ve/veya yararlar tarafimdan
katilimciya iletilecektir.

Tarih :
Doktorun imzasi:
izin :

Yukarida tanimlanan aragtirmanin uygulanmasi, riskleri ve yararlari ile ilgili yeterince bilgi
aldim. Bu c¢aligmaya kendimin (¢ocugumun ) katilmasina izin veriyorum. Caligmanin herhangi
bir asamasinda sayet vazgecersem onayimi ¢ekmek hakkinda 6zgiir oldugumu biliyorum. Bu
nedenle kendimin/¢cocugumun bir zarar gérmeyecegini anladim. Arastirma bulgulari, ailemdeki
genetik hastaligin  klinik ve molekiiler tanismma ve tedavisine faydali sonuglar vermesi
durumunda bana rapor edilecegini kabul ettigimi bildirmek istiyorum.
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Adi Soyadi Dogum tarih Imza (Ebeveyn)

Aile iiyesi

Aile iiyesi

Aile iiyesi

Aile iiyesi

Aile iiyesi

Aile iiyesi

Aile iiyesi

* Arastirma amagli DNA i¢in kan alinan hastalara imzalatilmalidir.
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