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OZET

Noral tup defektleri (NTD), merkezi sinir sisteminin heterojen ve kompleks
konjenital anomalilerindendir. Noral tiipiin bes kapanma bolgesi farkli genler tarafindan
kontrol edilmektedir. Annenin yetersiz beslenmesi, yiiksek ates, hipertansiyon, diabetes
mellitus, obezite gibi saglik sorunlari, kullandig1 bazi ilaglar ve maruz kaldigi cevresel
kirleticiler gibi baz1 faktdrler de ndral tiipiin hatali kapanmasina neden olmaktadir. ZIC5
geninin noéral tip kapanmasinda rol oynadigi nakaft deney hayvanlarinda yapilan
analizlerle gosterilmistir. ZICS yetersizligi farelerde noral tiip defektlerini iceren pek ¢ok
anomalilere neden olmaktadir. insanda NTD’li hastalarda heniiz ZIC5 geni i¢in mutasyon
taramast yapilmamistir. Bu c¢alismada spina bifidali hastalarda ZIC5 genindeki

mutasyonlarin arastirilmasi amaglanmaistir.

Calismada spina bifida teshisi konmus 100 hasta ve 100 saglikli kontrol bireyinden
periferal kan Ornekleri alinarak DNA izolasyonu gergeklestirildi. Gendeki 2 ekzon
bolgesindeki mutasyonlarin taranmasi i¢in DNA dizileme yontemi kullanildi. Ekzon

spesifik primerler kullanilarak elde edilen PZR iiriinlerinden DNA dizileme yapildi.

Genin ilk ekzonunun untransle bélgesinin 38. bazinda G—A degisimi tespit edildi.
2. ekzon icin herhangi mutasyon ya da polimorfizim bulunmadi. G—A degisimi 100
NTD’li hastanin 68’inde (%68) GG genotipi, 18’inde (%18) AG genotipi, 14’linde de
(%14) AA genotipi tespit edildi. Kontrol grubunda ise 100 saglikli bireyin 66’sinda (%66)
GG genotipi, 15’inde (%15) AG genotipi, 19’unda da (%19) AA genotipi belirlendi. Hasta
ve kontrol gruplart arasinda ZICS genotipleri veya allel sikliklar1 agisindan anlamli bir

farklilik tespit edilmedi (X?= 1.06, df=2, p=0.5; X?= 0.008, df=1, p=0.93).

Sonug olarak NTD etyopatogenezinde i¢inde genetik faktorlerin de rol oynadigi
multifaktoryel nedenler rol oynamaktadir. Yapilan bu calismada bolgemizde, NTD
gelisiminde ZICS allel sikliklarindaki degisikliklerin etkili olabilecegini diisiinmekteyiz.
Bu allel sikliginin olugsmasinda ise ¢evresel faktorler etkili olmus olabilir. Bu agidan néral
tiip defekti etyolojisinin aydinlatilmasinda daha fazla arastirma yapilmasina ihtiyag

duyulmaktadir.

Anahtar kelimeler: Noral Tup Defekti, ZIC5 geni, Spina bifida, Konjenital anomali
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ABSTRACT
The Investigation of ZIC5 Gene Mutations in Patients
with Neural Tube Defects (Spina Bifida)

Neural tube defects (NTD) are a group of heterogenous and complex congenital
anomalies of the central nervous system (CNS). Neural tube of five closure sites are
controlled by different genes. Mother's malnutrition, high fever, hypertension, diabetes
mellitus, obesity, using drugs and environmental pollutants are leading to the closure of the
neural tube incorrect. Analysis demonstrate in nacaft experiment animals that ZIC5 gene
plays a role in neural tube closure. ZIC5 deficiency causes many anomalies which contain
neural tube defects in mice. Mutation screening hasn’t been done for ZIC5 gene in patients
with NTD in humans. In this study, it has been intented to investigate mutations in ZIC5
gene in patients with spina bifida.

In this study, isolation of DNA were performed from 100 patients who had been
diagnosed with spina bifida and 100 healthy individuals’s peripheral blood samples. DNA
sequencing method was used for the screening of mutations in ZIC5 gene for two exon
regions. DNA sequencing was performed from PCR products using the exon-specific
primers.

G — A change has been detected in thirty eight basis in untranslated region (UTR) of
first exon of the gene. There was no mutation or polymorphism for second exon. G — A
change, the rates of GG, AG and AA genotypes 100 NTD disease were calculated as 68 in
100 (%68) GG genotypes, 18 in 100 (%18) AG genotypes, 14 in 100 (%14) AA genotypes,
The rates of TT, TA and AA genotypes 100 control groups were calculated as 66 in 100
(%66) GG genotypes, 15 in 100 (%15) AG genotypes, 19 in 100 (%19) AA genotypes.
There were no statistically significant differences between the patient and control groups
with regard to genotypes and allel frequencies (X?= 1.06, df=2, p=0.5; X*= 0.008, df=1,
p=0.93).

In conclusion, multifactoriel prosesses including genetic factors play role in
etiopathogenesis of NTD. Results of the present study indicate that alterations in ZIC5 allel
frequencies may influence development of NTD and that environmental factors may
contribute to these alterations. Further studies are required to enlighten etiology of SB.

Keywords : Neural tube defect, ZIC5 gene, Spina bifida, kongenital anomaly
VI
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SIMGELER VE KISALTMALAR

SSS - Santral Sinir Sistemi
NTD : Noral Tup Defekti
HPE : Holoprosensefali
SB : Spina bifida

DNA  : Deoksiribonikleik asit

RNA  : Ribonikleik asit

MRNA : Mesajc1 RNA

MTHFR : Metil tetrahidrofolat rediiktaz
PZR : Polimeraz zincir reaksiyonu
EDTA : Etilen diamin tetra asetik asit
dNTP  : Deoksintkleotid tri fosfat
DWM : Dandy-Walker malformasyonu
BOS : Beyin omurilik s1visi

BMI : Viicut Kitle indeksi

RFC-1 : Insan folat tastyici gen

UCP2  : Uncoupling protein 2

RFLP  : Restriction fragment length polymorphism

UTR : Untranslated regions
OPA : Odd-paired gen
PCP : Planar hiicre polarite sinyali

DLHP : Dorsolateral hinge points sinyali
BMP : Kemik morfojenik protein
Shh : Sonik hedhegog



1. GIRIS

Santral sinir sistemi, 3. haftanin baslarinda, bir terlik seklindeki kalinlagmig
ektoderm plagi (noral plak) halinde belirmeye baslar. Bu plak, primitif ¢ukurun Oniinde,
mid-dorsal bolgede yer alir. Noral plagin lateral kenarlar1 ¢cok gegmeden yukariya dogru
kabararak noral katlantilart meydana getirir (Sadler, 1993) (Sekil 1.1).

Noral katlanti

Amnion kesit

Vi Né&rol plak

Né&ral oluk

Somit

Primitif cukur

Primitif gizgi

Sekil 1.1. A. 18 Gunliik embriyonun arkadan gériiniisii. B. 20. Gunde dorsal gériinim (Sadler, 1993)

Gelisimin daha ileri evrelerinde, noral katlantilarin kabariklig1 daha da artar, orta
cizgide birbirine yaklasip birlesmeye baslar; kaudal ve sefalik yonde diizensiz bir bi¢imde
ilerler ve sonugta noral tiipli olustururlar. Tiipiin kraniyal ve kaudal ug¢larinda birlesme
gecikir. Karniyal ve kaudal delikler olusur. Kraniyal delik rostral néropor (anterior
noropor) admi alir ve 25. giinde kapanir. Kaudal noéropor (posterior ndropor) ise 2 giin
sonra kapanir. Noroporlarin kapanmasi, noral tiipte kan damar sisteminin kurulmasiyla
birlikte tamamlanir. Noral tiip duvarlari kalinlagarak beyin ve omuriligi yaparlar. Noral tiip
liimeni, beyin ventrikiil sistemine, omuriliginki ise santral kanala doniisiir (Seftalioglu,
1998). Noral olugun yan kisimlarindaki noral kristayr yapan bir grup hiicre toplu sekilde
gd¢ ederek bir takim diger yapilarin yaninda periferik sinir sisteminin biiylik bir bolimiinii

olusturur (Cimen, 2008).



Yeni kapanmig bir noral tiiplin duvarlari, ndroepitelyal hiicrelerden meydana gelir.
Bu hiicreler, duvarin tiim kalinlig1 boyunca uzanarak, kalin bir pseudostratifiye epitel
olusturur ve birbirleriyle liimendeki birlesim kompleksleri aracilifiyla baglanti kurarlar.
Noral olugun olusumu sirasinda ve tiipiin kapanmasindan hemen sonra, bu hiicreler hizla
boliinmeye baslayarak, giderek daha fazla sayida noroepitelyal hiicre dretirler. Sonugta bu

hiicre y1gin1, noroepitelyal katman veya ndroepitelyum adi ile anilir (Sadler, 1993).

1.1. Noral Tiipiin Kapanmasi

Noral tiipiin kapanmasi i¢in 6nemli olan spesifik sinyal yollar1 vardir. Bunlar;
kapanmanin baslamasi i¢in gerekli olan PCP (planar cell polarity) sinyali, DLHP
(dorsolateral hinge points) olusumunu 6nleme yoluyla sonik hedhegog sinyali, DLHP’lerin
onlenmesi icin gerekli olan BMP (Bone morfojenik protein) sinyali, ndérogenezisin
regulasyonu yoluyla notch sinyali, bilinmeyen hiicre mekanizmasi yoluyla retinoid sinyali
ve protein kinaz C yoluyla protein fosforilasyonuyla inositol metabolizmasidir (Copp ve

Greene, 2009).

Noral tiipin kapanmasi morfolojik olarak, noéral katlantinin dorsal kenarlardan
karsilikli olarak birbirine yaklasarak birlesmesi, temas bolgelerinde apopitozla birlikte
epitelyal ¢okme ve noroepitelyumun birlesmesini igerir. Shh ve Glil, Gli2, Gli3’in
bolgeye 0zgii ekspresyonlart hayvan embriyolarinda noral katlanti fiizyon siirecini kontrol
eden major etkenlerdir. Glil, orta hat noral plak hiicreleri tarafindan eksprese edilir ve kisa
strede hiicreleri birlestirir. Gli2 ve Gli3 tiim orta hat noral plak hiicreleri tarafindan
eksprese edilir. Glil, Shh sinyalinde gorev alir. Shh Gli2 transkripsiyonunu represe eder.
Gli3 ve Shh de digerlerini engeller. Glil ventral 6nbeynin noronal farklilasmasini indikler.
Bunun aksine ventral spinal motor noéronlar Glil ve Gli2 tarafindan indiiklenir. Boylece,
Gli proteinler hem pozisyonel bilgiyi hem de merkezi sinir sisteminde néronal tipe 6zgu
farklilasmay1 gergeklestirirler (Padmanabhan, 2006). Bunun yani sira noéral tiipiin
kapanmasi i¢in sitoiskeletal proteinler, hiicre siklusu/nérogenezisle iliskili proteinler, hiicre
canlilig: ile iliskili proteinler, hiicre yiizey-extraselller matriks interaksiyonlar: gibi Kritik
biyolojik fonksiyonu olan hiicreler vardir (Copp ve Greene, 2009).



1.2. Noral Tiipiin Kapanmasina Dair Teoriler

Insan ve fare embriyolarinda calisilan Van Allen modeline gére noral katlantilarm
birlesme noktalart 5 bdlgeden olusur ve bu birlesmenin ilerlemesi 1. ve 2. kapanma
noktalarindan her iki yone dogru olurken; 3, 4 ve 5. kapanma noktalarindan tek yonli
olarak gergeklesir (Padmanabhan, 2006). Rhombensefalon-spinal kord birlesimi birinci
bolge, prosensefalon-mezensefalon birlesimi ikinci bolge, noral katlantilarin rostral
uzantilar1 Uguincl bolge, rhombensefalonun kaudal bitis kism1 dordunct bolge ve L2 ve S2

aras1 kisim besinci bolge olarak tanimlanmistir (Sekil 1.2).

@
\——/ 2

a
Sekil 1. 2. Van Allen modeline gére noral katlantilarin birlesme noktalar1 (Padmanabhan, 2006).

Kyoto toplantisinda, insan embriyosunun noéral katlantilarinin birlesiminin 3
baslangic bolgesi oldugu belirtilmistir (Sekil 1.3). Ust servikal bolgeden baslayan A
bolgesi, rhombensefalon-mezensefalon birlesimindeki B bdlgesi ve noral olugun rostral
bitis kisminda C bolgesi yer almaktadir. Birlesmenin ilerlemesi A ve B bolgelerinden
itibaren 2 yonlii, C bolgesinden itibaren ise kaudale dogru tek yonlii olarak gercgeklesir

(Padmanabhan, 2006).

@

Sekil 1.3. Insan embriyosunun néral katlantilarinin birlesimi (Padmanabhan, 2006).



Noral tiipiin kapanmasina dair bagka bir teoride ise, a ve B alanlari olmak Uzere iki
ana birlesme baslangi¢ noktasinin oldugu o bolgesinin kaudal rhombensefalik diizeyden;
bolgesinin noral plagin rostral ekstremiteden basladigi ifade edilmistir (Padmanabhan,
2006) (Sekil 1.4).

NS

Sekil 1.4. insan embriyosunda néral katlantilarin birlesim alanlar1 (Padmanabhan, 2006).

1.3. Sekonder Noérulasyon

Birinci lomber vertebranin distalinde kalan amorf hiicre kitlesi, santral sinir sistemi
taslaginin {ist bolimiiniin fiizyonu tamamlandiktan sonra 28-32. giinde sekil kazanmaya
baslar. Once bu hiicre kitlesinin i¢inde kiigiik vakuoller olusur. Sonradan biiyiiyen ve bir
araya gelen vakuoller santral kanali olusturarak, apikal boliimle birlestirirler. Bu kanal
olusumu yedinci haftaya kadar siirer. Sekonder noérulasyon bozukluklari sonucu
miyelosistosel, diastomiyeli-diplomiyeli, meningosel-lipomeningosel, lipoma ve diger
timorler, dermal sinlis, dermoid veya epidermoid Kist gibi kaudal noral tip defektleri
olugmaktadir (Ulukutlu ve Aydin, 1991).

1.4. Noral Tup Kapanma Defektleri

Merkezi sinir sisteminin  (MSS) anomalilerinin blyuk bolumi néral tip
defektleriyle iliskilidir. Noral tiip gebeligin ilk 3-4. haftalarinda kapanmaya baslar.
Kapanma gecikirse noral tup defekti olusur. MSS’nin anomalileri morfolojik olarak
gelismenin tamamlanmamasi (hipoplazi), normal gelismenin bozulmasi (agenezi), asiri
gelisme (hiperplazi), gelisme diizeninin normalden sapmasi ve sekonder dejenerasyon gibi
degisik sekillerde ortaya cikar. Birden fazla anomali bir arada olabilir. MSS’nin dogumsal

anomalilerinin sikligi, 1000 dogumda (6lii + canli dogumlar) 12.7 olarak bildirilmektedir.



Bu anomalilerin i¢inde en sik goriilenler basta okiilt spina bifida olmak iizere meningosel,
miyelomeningosel, ensefalosel, anensefali, dermal siniis, gerilmis mediilla spinalis,

sirengomiyeli, diastemomiyeli ve lipomadir (Neyzi ve Ertugrul, 2002).

1.4.1. Anensefali Noral tlp anteriorunun Ust bélgesindeki kapanma defektidir (Ergil vd.,
2004). Anensefali 2. ve 3. trimesterlerde ultrasonografik olarak kafa kaidesi Gzerindeki
kranial kemiklerin (6zellikle supraorbital alanda) ve her iki hemisferin yoklugu, ayrica
protriide olmus gozler ile birlikte tipik “kurbaga goriintlisii” ile tanimlanabilir (Sekil 1.5).
Ikinci trimesterde anensefali tanisi ultrasonografik olarak serebral hemisferlerin ve
kalvarium kemiklerinin yoklugu, birinci trimesterde normal gelisim gdsteren serebral
hemisferlerin etrafinda kalsifiye kalvarium yapisinin olmamasi ile karakterizedir (Yilmaz

vd, 2007).

1.4.2. Ensefalosel Beyin dokusunun kraniumdan disariya herniasyonudur (Ergil vd.,
2004). Ensefaloseller, konjenital bir malformasyon olup glial doku igeren nadir
lezyonlardir (Sekil 1.6). Tarif olarak ensefalosel; intrakraniyal ventrikiiler yapilarin ya da

subaraknoid bosluktan serbest baglantili meninks ile Ortiilii beyin dokusunun disart dogru

protrizyonudur (Binatli vd., 2007).

T

Sekil 1.5. Anensefali (Onrat vd., 2008) Sekil 1.6. Ensefalosel (http://www.ahmetyalinkaya.com)

1.4.3. Spina Bifida Cok cesitli gelisim anomalilerini kapsayan bir terim olup en dnemli
ozelligi vertebral arkuslarin orta hat boyunca olan flizyonundaki yetersizliktir. Ustteki

yumusak dokularda da spina bifidaya eslik edebilen veya etmeyen malformasyonlar



olabilecegi gibi spinal kord, meninksler gibi spinal kanal kapsamlarinda da anomaliler

olabilir ya da olmayabilir (Sekil 1.7).
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Sekil 1.7. Spina bifida olusumu (http://www.shawi.org/what-is-spina-bifida.html)

Tiim diinyada tibbi bakim gerektiren spina bifidali cocuklarin sayisinda giderek bir
artis olmaktadir. Bu durum bir 6l¢iide biiyliyen popiilasyondaki artan dogum sayisina bir
Olgiide de prenatal, obstetrikal ve postnatal bakimin gelismesine baghidir (Gokalp ve
Orongun, 1998). Omurgadaki gelisimsel bozukluk anlammna gelen spina bifida, agik ve
kapali olarak iki gruba ayrilir. Kapali spina bifidada omurga birlesme anomalisi digarida
gozlenebilen bir kese yoktur, sadece bazen g¢ocugun cildinde orta hatta izlenen renk
degisikligi, neviis ve killanma vardir. Altta yatan birlesme anomalisi c¢ogunlukla
asemptomiktir, bazi vakalarda omurgada gerilmeye yol agarsa ndrolojik defisitler

go6zlenebilir (Goksoy, 2009).
1.4.3.1. Spina Bifida Aperta (Acik Spinal Disrafizm)

Acik spina bifidada omurgadaki birlesme anomalisi nedeniyle meninksler ve bazen
de kord dokusu bir kese i¢inde ¢cocugun sirtinda gozlenir. Sadece omuriligi saran zarlar
kese igindeyse meningosel, zarlarla birlikte kord dokusu da Kkese icindeyse
meningomyelosel adini1 alir. Meningomyelosel, en sik gézlenen ve norolojik defisitlerin en
sik oldugu tiiriidiir (GoOksoy, 2009). Spina bifida apertada goriilen anormallikler 4 sekilde

siiflanir:



a. Meningosel: Meninks, yarik omur cisimciginden bir kist gibi disar1 ¢itkmistir. Meduller
kanaldan disar1 s1zint1 yoktur. Kist gibi disa bakan meninksin duvari epidermis ve araknoid
tabakadan olusur. Acik spina bifida vakalarinin %10’unda meningosel goriiliir (Neyzi ve

Ertugrul, 2002).

b. Meningomiyelosel: Meningomiyelosel, tanim olarak, omurilik veya kauda ekuina
liflerinin strikturel veya fonksiyonel anomalisi ile beraber, meninkslerin, konjenital de-
fektli vertebral arkuslardan kistik dilatasyonudur. Intrauterin hayatin embriyonik
doneminde, noral tlpiin olustugu noriilasyon sathasinda, hamileligin 18. ve 27. giinleri
arasinda, belirli bir etyolojiye dayanmadan olusan bir noral tiip kapanma defektidir
(Erdingler vd.,1995).

c. Lipomeningomiyelosel: Lipomlar spinal disrafizm ile birlikte ortaya c¢ikabilir ve
timuyle intraspinal lezyonlardan kemik defektten geg¢ip noéral dokular boyunca uzanim
gosterir (Lindsay vd., 2000).

d. Miyelosizis: Omurilik agiktir. Cilinkii dordiincii haftada noral katlantilar birlesememistir.
Sonugta omur ilik s6zii edilen yerde sinir dokusunun yassilagsmis bir kitlesi seklinde
goriiliir (Seftalioglu, 1998). Bazen noral dokuda belirgin sekilde asir1 biiyiime gozlenirse

de fazla biiyiiyen kisim dogumdan hemen 6nce veya sonra nekroza ugrar (Sadler, 1993).
1.4.3.2. Spina Bifida Oklta

Posterior noral arkuslarin inkomplet veya hatali bir sekilde kapanmasiyla
karakterize olan spina bifida okiilta yaklasik olarak genel popiilasyonun %5-10’unda
goriliir. Bunlarin en az %80’1 lomber seviyede veya daha asagidadir ve vakalarin c¢ok
biiyiik bir boliimii bagka bir nedenle lumbosakral grafi ¢ektirene kadar farkedilmeden kalir
(Gokalp ve Orongun, 1998). Anomalili bebekler, omurilik ve spinal kokler altinda yerlesik
islevsel onemli bozukluklara sahiptirler. Hatali kapanmanin oldugu yerde bir demet sa¢

(kil) vardir (Seftalioglu, 1998).

1.5. insidans ve Prevalans

Noral tip defektinin goriilme sikhigi cografi bolgeye, konsepsiyonun oldugu
mevsime, etkilenmis fetuslarin cinsiyetine, etnik yapiya, ailelerin sosyoekonomik

durumuna ve anne yasina bagl olarak diinyanin bir¢ok bolgesinde farkliliklar gosterir.



NTD’ler kardiovaskiiler sistem anomalilerinden sonra en sik goriilen konjenital
anomalilerdir. Diisiik ve 6lii dogumlardaki NTD vakalari normal populasyona gore ¢ok
daha yuksektir. Son zamanlarda bazi boélgelerde NTD sikliginda azalma egilimi
bildirilirken, diinyanin diger bélgelerinde insidans sabit kalmaktadir. Bu azalmanin nedeni
acik olmamakla birlikte, prenatal tani, NTD’li gebeliklerin selektif terminasyonu, genetik
danisma ve muhtemelen gebelikte besinsel ilavelerin etkisi olabilecegi gorinmektedir
(Padmanabhan, 2006). Tiim diinyada NTD’lerin biitiin formlarinin insidanst 1000 canli
dogumda 1.4-2 arasindadir. 1995°te Himmetoglu ve arkadaslarinin yaptigi calismada Tiirk
poplilasyonunda NTD insidanst %0.27 olarak bulunmustur. Bunlardan en sik spina
bifidaya, 2. siklikta da anensefaliye rastlanmistir. Universite kliniklerinde yapilan bir
calismaya gore bu siklik Kuzey ve Dogu Anadolu’da en yiiksek (sirasiyla bin canh
dogumda 4.32 ve 4.54) olup, Bat1 Anadolu’da (bin canli dogumda 2.17) en diisiiktiir
(Tuncbilek, 2004).

1.6. Patogenez

Noral tup defektlerinin gogunun embriyonik noral tiip kapanmasinda primer
yetmezlik sonucu meydana geldigi bildirilse de; kapali noral tiipiin tekrar agilma ve NTD
ile sonuclanma ihtimalini destekleyen klinik ve deneysel bulgular bulunmaktadir. NTD
yalniz noral tiipin farkli bolgelerini degil, ayn1 zamanda pek ¢ok non-ndral organi da
etkiler. Ayn1 zamanda noral tiip defektiyle diger anomaliler birlikte goriilir. Daha az
siklikla anensefali ve lumbosakral spina bifida ile birlikteligi olup; sakral spina bifida ile
birlikte ise hi¢ gorilmemektedir. Ilave anomalilerin néral tiip ve cevresindeki dokularin
mekanik uyariminin bir sonucu olarak ortaya ¢iktigi savunulmaktadir (Padmanabhan,
2006).

1.7. Tam

12 haftalik gebelikte agik spina bifida ultrason ile taninabilir. 16-18 haftada anne
karninda alfa fetoprotein diizeylerinin anormal yiikselmesi noral tiip defekti gostergesi
olabilir. Amnion sivisinda alfafetoprotein ve asetilkolinesteraz diizeylerinin artigt 6nemli

bir gostergedir. Kapali spina bifidada belirgin klinik bulgu yoktur. Baz1 vakalarda sirt veya



belde orta hatta anormal killanma, renk degisikligi, gamze gozlenebilir. Ag¢ik spina
bifidada kese sirtta goriiliir. Lezyon seviyesi altinda paralizi, duyu kayb1 vardir. A¢ik spina
bifidali bebeklerin %70-90’1 hidrosefali ve Chiari malformasyonu ile dogar (Gdksoy,
2009).

1.8. Noral Tiip Defektlerinin Olusmasina Neden Olan Faktorler

Noral tup defekti heterojen bir etiyolojiye sahiptir. Noral tiipte yer alan bes
kapanma bolgesinden her birindeki kapanmanin degisik genler tarafindan kontrol
edilebilecegi oOne siriilmistiir. Ayrica annenin yetersiz beslenme, yiiksek ates,
hipertansiyon, diabetes mellitus, obezite gibi saglik sorunlari, kullandig1 bazi ilaglar ve
maruz kaldig1 cevresel kirleticilerin farkli sekillerde etkileyerek noral tiipiin hatali

kapanmasina neden olduklar1 bildirilmektedir (Tinkle ve Sterling, 1997).

1.8.1. Folik Asit Eksikligi

Noral tiipiin kapanmasinda bir amino asit olan metiyonin kullanilmakta ve noral
tiipiin kapanmamasindan metiyonin eksikligi sorumlu tutulmaktadir. Viicutta normalde
metiyonin sentetaz enziminin rol aldig1 tepkimeyle homosistein, metiyonine doniismekte,
bu enzimatik reaksiyon da ayrica metiltetrahidrofolat ve kofaktor olarak da metil
kobalamin gerektirmektedir. Bu asamada folik asit kullanilmasiyla homosisteinin,
metiyonine doniisuminde metil vericisi olarak goérev yapan 5-metiltetrahidrofolat
saglanarak anomalinin olusmas1 engellenmektedir (Steven vd., 1997)

Folik asit yetersizliginde; B12 vitamini yetersizliginde oldugu gibi 6zellikle gebe
kadinlarda kirmizi kan hiicrelerinin tam olgunlasamadigi megaloblastik (makrositik)
anemi, iliskisinin tam olarak aciklanamadigi kolon, mide, uterus kanserleri, yiikselmis
serum homosistein diizeyi ile gorulen kalp-damar hastaliklar1 ve anensefali ve sipina bifida
gibi NTD olusmaktadir (Budak, 2002)

Folik asit metabolizmasinda gorevli olan MTHFR genindeki polimorfizmlerin,
maternal obezite, yetersiz multivitamin alimi, akraba evliligi gibi faktorlerin noral tiip
defekti etyolojisinde etkili oldugu gosterilmistir (Karaca vd., 2012). ingiltere Tibbi
Arastirmalar Birligi‘nin 1991°de yaptig1 deneysel arastirmada, daha dnce NTD’li bebek



doguran kadinlara perikonsepsiyonel donemde giinde 4 mg. folik asit verildiginde yeniden
NTD’li gebelik gecirme riskinin %60-72, dogurganlik donemindeki kadinlara giinde 0.4
mg. folik asit verildiginde ise, ilk kez ortaya ¢ikacak NTD’li gebelik riskinin %50 azaldig:
ortaya c¢ikmustir. Eritrosit folat diizeyinin yiikselmesi ile NTD riskinde onemli Olglide
azalma oldugu, benzer calismalarda %60’1n altina diismeyen risk azalmasi oldugu
goriilmiistiir (Akan, 2002). Erken gebelik doneminde multivitamin ve folik asit desteginin

noral tliip defekti prevalansini azalttigi yapilan caligmalarla gosterilmistir (Milunsky
vd.,1989)

1.8.2. Annede Yiksek Ates

Yiiksek 1sinin teratojenik oldugu, nérulasyon siirecinde annenin yiiksek 1s1ya maruz
kalmasinin noral tiip defekti ile iligkili oldugu, gebeligin birinci trimesterinde yiiksek atesin

NTD icin artan bir risk oldugu ifade edilmistir (Tinkle ve Sterling, 1997).

1.8.3. Annede Diabetes Mellitus

Annenin diabeti ile konjenital dogum defektleri arasindaki iliski kesin olarak
belgelenmistir. Insiiline bagimli diabetli annelerden dogan bebeklerde major malformasyon
riskinin 2-3 kez arttig1 konusunda arastirmacilar goriis birligindedirler. Diabetik annelerin
diabetik olmayan annelere nazaran 15 kat daha fazla anensefali veya spina bifidali bebek
dogurma riski tasidiklar: ifade edilmektedir. Gebeligin birinci trimesterinde kan glikoz
diizeyi ne kadar iyi kontrol altina alinirsa, dogumsal defektlerin de o kadar azalacag:

vurgulanmaktadir (Tinkle ve Sterling, 1997).

1.8.4. Annede Sismanhk

Arastirmacilar gebe kadinin kilosu ile NTD’li bebek sahibi olma riski arasinda bir
iliski oldugunu bildirmislerdir. 50-59 kg. agirhgindaki kadinlarda noral tiip defektli bebek
sahibi olma riski, 80-89 kg.agirligindaki kadinlara oranla iki kat, 110 kg.n tstiindeki

kadinlara oranla ise 4 kat arttig1 saptanmistir. 79 kg.dan az olan kadinlara giinde 0.4 mg.
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folik asit verildiginde NTD riski %40 azalirken, 79 kg.in {lizerindekilere bu vitaminin

yiiklenmesi ile riskin azalmadigi goriilmiistiir (Tinkle ve Sterling, 1997).

1.8.5. Cevresel Kirleticilerle Temas

Cevresel kirleticilerin konjenital anomalili bebek sahibi olma riskini arttirdigi,
kloroform ve bromodiklormetan gibi maddelerin néral tip defektinin etyolojisinde spesifik
Oonemli bir kimyasal madde oldugu yapilan c¢alismalarla gosterilmistir (Dodds ve King,
2001). Gebelikte kullanilacak ilaglar fetusu dogrudan veya dolayli olarak etkileyebilir. Bu
etkilerin ortaya cikist gebeligin devresi, ilacin dozu ve plasentadan gecisi ile iligkilidir.
Teratojenik etki bakimindan organogenez donemi olarak adlandirilan 3-8. haftalar arasi
donem gebeligin en kritik donemidir. Bu donemi izleyen 2 ve 3. trimesterde fetal doku ve
organlar olusmus olacagindan bu donemde kullanilan ilaglar fetusun gelisimi ve
fonksiyonlar1 iizerine olumsuz etkiler olusturacaklardir (Tiizlin vd., 2006). Valproik asit
gibi antikonvulsant ilaglarin gelismenin dordiincii haftasinda noral katlantilarin birlesmesi
sirasinda, hamilelere verildiginde bunlarin %1 ya da %2’sinde ndral tiip defektlerine neden

oldugu bildirilmektedir (Seftalioglu, 1998)
1.9. NTD’nin Genetigi

Noral Tiip Defektleri, omurga ya da kafatasinin kapanma defektleriyle sonuclanan
bir grup malformasyonlar1 icermektedir. Brown ve arkadaslar1 insanda NTD’ye neden
olabilecek 13q32°de kritik bir bolge tanimlamislardir. Luo ve arkadaslari, 13q33-q34°teki
delesyonunun NTD’ye neden oldugunu rapor etmislerdir. Buna ragmen insanda bu

genlerde hastalikla iligkili bir mutasyon tanimlanmamustir (Tyshchenko vd., 2008).

13q ve r(13)ln delesyonunun spina bifida, ensefalosel, enansefali, atelensefali,
eksensefali ve aprosensefali ile iliskili oldugu belirtilmistir. Schmid ve arkadaslari, 33
haftalik gebelikte amniyosentezle anensefali, limb deformiteleri, konjenital kalp defektleri
olan bir fetiiste halkasal kromozom 13’iin prenatal tanisini bildirmislerdir. Rudelli ve
arkadaglari, 18 haftalik gebelikte anensefali, ekzensefali, ¢oklu limb defektleri ve
trogenital defektleri olan fetiislerin 13. kromozomlarinda delesyon oldugunu rapor
etmislerdir. Benn ve arkadaslari, 20 haftalik gebelikte anensefali, kapali aniis, yumru ayak,

sindaktili, kalp defektleri ve diger anomalileri olan bir fetiiste halkasal kromozom 13’iin
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prenatal teshisini yapmislardir. Palmer ve arkadaslar1 18 haftalik gebelikte amniyosentezle
anensefalili fetiiste halka kromozom 13 tespit etmislerdir. Brown ve arkadaslari, 25
haftalik gebelikte, genis oksipital ensefalosel, iki tarafli basparmak yoklugu, ciddi
mikrosefalisi olan bir fetiiste 13q kromozom delesyonunun prenatal tanisini rapor
etmiglerdir. Chen ve arkadaslari, 20 haftalik gebelikte ciddi intrauterin gelisme geriligi,
kardiyomegali, oksipital ensefalosel ve kafatas1 defektleri olan bir fetlste 13q
delesyonunun prenatal tanisini rapor etmislerdir. Amniyosentezle 23 haftalik gebelikte
gelisim geriligi ve anensefalisi olan bir fetiiste mozaik halka kromozom 13’{in prenatal
tanis1 Chen ve arkadaglari tarafindan bildirilmistir. Ayni bilim adamlar1 molekiiler genetik
analizlerin temelinde 13932 iizerinde ZIC2 geninin NTD ile iliskili oldugunu
gostermislerdir. ZIC2 geninin insan holoprosensefalisinden sorumlu oldugu 1iyi
bilinmektedir. Son c¢alismalarda ZIC 2 ile NTD’nin riskleri arasinda bir iliski icin
destekleyici bulgulara rastlanmamustir. 13q32 tizerindeki insan ZIC5 geninin NTD’den
sorumlu giiclii olast gen oldugu onerilmistir. Inoue ve arkadaslari, ZICS5 geninin farelerde

noral tiip dokusunun gelisimi igin gerekli oldugunu belirtmislerdir (Chen, 2007).

13 q delesyonuna sahip 14 Italyan hastada yapilan karyotip ve fenotip analizleri
sonucunda bu hastalarin altisinda NTD igeren merkezi sinir sistemi anomalisi gézlenmistir.
Altisinda gbéz anomalileri, tigiinde mikrotalmus, koloboma, ve optik sinir hipoplasisi,
dokuz hastada fasiyal dismorfizm (daha siklikla hipertelorizm) ve diger minér anomaliler
(daha az siklikla yliksek ve dar damak, diisiik kulak ve epikanthus), sekiz hastada el ve
ayak anomalileri bulunmustur. Bes hastada ise konjenital kalp defektleri, iki hastada

gastrointestinal sistem malformasyonlari tespit edilmistir (Ballarati, 2007).
1.10. ZIC Gen Ailesi

Insanlarda ve farelerde bes adet ZIC geni vardir (Merzdorf, 2007; Gringberg,
2005). Fare ve insan genomunda ZIC genlerinin genomik organizasyonu 6nemlidir. ZIC1
ve ZIC4, insanda kromozom 3 iizerinde (farelerde kromozom 9 iizerinde)’dir. ZIC2 ve
Z1C5 insanda kromozom 13 lizerinde, ZIC3 ise X kromozomu iizerinde lokalize olmustur

(Gringberg ve Millen, 2005; Ali vd., 2012).
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Bes ZIC proteininin biiylkligii birbirinden farklidir. ZIC1 488 amino asit (aa)
biiyiikliige sahipken ZIC2 533 aa, ZIC3 468 aa, ZIC4 335 aa, ZIC5 ise 664 aa biiyiiklige
sahiptir (Sekil 1.8).
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Sekil 1.8. ZIC genleri ve lokalizasyonu (Ali vd., 2012)

ZIC ad1 serebellumdaki zinc-fingerden gelmektedir (Gringberg ve Millen, 2005; Ali
vd., 2012). Insandaki ZIC gen ailesi zinc-finger transkripsiyon faktorleriyle kodlanan bes
uyeyi icerir. ZIC genlerinin her biri bes adet Cys2His2 zinc-finger alanina sahiptir
(Gringberg ve Millen, 2005; Layden vd., 2010) . ZIC proteinlerinin zinc finger alanlari
arka arkaya devam eden bes C2H2-tip zinc finger motifi icerir (Inoue vd., 2004) (Sekil
1.9).
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Sekil 1.9. ZIC proteinlerinin domain yapis1 (Sakai-Kato vd., 2009)

Her zinc finger motifi, merkezde bir ¢inko atomu ve buna bagli alfa helikal

bolgede iki tane histidin ve beta tabakali bolgede iki tane sistein igeren tetrahedral yapidan

meydana gelmektedir (Sakai-Kato vd., 2009) (Sekil 1.10).

25 1
HOOC---N SY--NH,
K
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Sekil 1.10.A. Zinc finger’in sematik yapisi. B. Zinc finger’in li¢ boyutlu yapisi (Alberts vd., 1994)

ZIC genlerinin hepsi ii¢ ekzona sahiptir. Ilk intron-ekzon sinir1 bes genin tiimiinde
de korunmustur. Oysaki ikinci intron-ekzon sinir1 ZIC1, ZIC2 ve ZIC3’te korunmus fakat
ZIC 4 ve ZIC5’te korunmamustir. ZIC genlerinin zinc-finger alanlari, Drozofila OPA
(Drozofila odd-paired gen) geni ile en ylksek dizi homolojisine sahiptir. Memeli Glil ve

Gli3 genleriyle benzer 6zellikleri paylasirlar (Mizugishi vd., 2001; Gringberg ve Millen,
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2005; Pan vd., 2011). Gastrulasyon asamasinda ZIC gen ekspresyonu, ektoderm ve
mezodermde tespit edilebilir (Inoue vd., 2004).

Farelerde ZIC genlerinin ndral gelisim sirasinda noral plagin  mediolateral
segmentasyonunda, noéral krest indiksiyonunda ve nérogenesis inhibisyonunda rol
oynadigi bilinmektedir (EIms vd., 2003). Farelerde ZIC2, ZIC3 noérulasyonda ZIC2 erken
beyin gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir (Massuet vd., 2005). Fare embriyolarinda
ZIC2 ve ZIC3 birlikte no6rulasyonun kontrolini ve paraksiyal mezodermin
segmentasyonunu kontrol etmektedir (Inoue vd., 2007). ZIC1 ve ZIC2 genlerinin somit
miyogenezinde rolii oldugu gosterilmistir (Pan vd., 2011). ZIC1 geninin olmadig
farelerde serebellar anomaliler ve spina bifida okiiltayr iceren aksiyal iskelette coklu
malformasyonlar gozlenmistir. ZIC2 eksikligi olan farelerde spina bifida okiilta, spina
bifida aperta, eksensefali ve anensefaliyi igeren genis spektrumlu noéral tip defektleri
gOzlenmistir (Klootwijk vd., 2004). ZIC2 genindeki mutasyon farelerde noral krest
olusumunda gecikme ve ndral krest hiicre sayisinda azalmaya neden oldugu gosterilmistir
(Elms vd., 2003). ZIC2 bakimindan nakaft olan farelerde noérulasyonda gecikme ve
devaminda HPE ve spina bifida gelistigi gosterilmistir (Nagai vd., 2000). Yapilan baska bir
calisgmada ZIC1 ve ZIC2’nin serebellar gelisimin regiilasyonunda benzer fonksiyonlari
oldugu gosterilmistir (Aruga vd., 2002). Organogenez sirasinda ZIC1, ZIC2 ve ZIC3
genlerinin norulasyon suresince dnemli fonksiyonlar1 oldugu gosterilmistir ( Nagai vd.,
1997).

Farelerdeki ZIC3 geninin yoklugunda ise situs anomalileri ve tail defektleri gibi
eksensefali gozlenmistir (Klootwijk vd., 2004). Yapilan baska bir ¢alismda ZIC3 mutant
farelerde merkezi sinir sistemi ve aksiyal iskelet defektlerinin bir arada goriildiigi
heterotaksi gozlenmistir (Purandare vd., 2002).

Insanlarda ZIC genlerindeki mutasyonlar Dandy-Walker malformasyonlari,
holoprosensefali, NTD ve heterotaksiyi igerisine alan ¢esitli konjenital malformasyonlara
neden olur (Gringberg ve Millen, 2005) (Sekil 1.11).
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Sekil 1.11. Insan ZIC genlerinin genomik organizasyonu (Grinberg ve Millen, 2005)

ZIC1 ve ZIC4 qgenlerinin heterozigot delesyonu Dandy-Walker (DWM)
malformasyonuna neden olmaktadir (Gringberg ve Millen, 2005). Serebellar bir defekt
olan DWM, ZIC1 ve ZIC4 geninin ya tek tek ya da bu iki genin kombine mutasyonu
sonucu gorulir (Gringberg vd., 2004). DWM, serebellum ve dérdinci ventrikull iceren
konjenital beyin malformasyonudur (Hu vd., 2011). Hastalik dordiincii ventrikiil denilen ve
beyin omurilik sivisinin dolastigi bosluklardan birinin dogustan anormal genislemesi,
beyincikte iki beyincik yarimkiiresinin arasinda yer alan ve vermis denilen boliimiin
yoklugu veya gelisiminin geri kalmasi ve bu anormallikler sonucunda kafatasinin arka

boslugunda bir kist olugsmasi ile karakterizedir (Cohen vd., 2011).

ZIC2 geninin fonksiyon kaybt HPE ve NTD’ye neden olmaktadir (Warr vd., 2008;
Brown vd., 2003). Holoprosensefali, embriyonal ddnemde ©n beynin (prosefalon)
gelisimsel bir anomalisinden kaynaklanan, 1/16,000 canli dogumda ve 1/250 gebelikte bir
gorulen nadir bir beyin malformasyonudur (Tanriverdi vd., 2007). Tek bir embriyolojik
defekt, hem beyin, hem de yiiz gelisimini etkilemekte, boylece agir beyin anomalilerine
agir yliiz anomalileri eslik etmektedir. Holoprosensefali 6n beynin ayrilma derecesine gore
3 tiptir. En agir formu olan alobar formda beyin kiiciiktiir, ventrikuler sistemin yerine
birbirinden bagimsiz lateral ve Tgiincii ventrikiiller ve monoventrikiiler sistem
bulunmaktadir. Iki lateral ventrikiil tek bir ventrikiil halinde goriilmekte, talamus fiizyonu

izlenmektedir. Talamus ve korpus striatum birlesmistir, korpus kallozum, forniks, falks
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serebri, optik traktuslar ve olfaktor ¢ikintilar bulunmamaktadir. Orta beyin, beyin sap1 ve
serebellum ise yapisal olarak normaldir. Semilobar tip ara formdur, ventrikiillerin kismi
segmentasyonu ve talamusun kismi fiizyonu s6z konusudur. Rudimenter oksipital ¢ikintilar
ve monoventrikiiler bir kavite bulunmaktadir. Olfaktor ¢ikintilar ve korpus kallozum
genellikle yoktur. Bazal ganglionlar ve talamik niukleuslar flizyon halindedir. En hafif
formu lobar formdur. Beyin gorunimi daha normal olup, hemisferler genellikle iyi
ayrilmistir, fakat rostral kesimde bir flizyon olusmaktadir. Lateral ventrikiiller genis
olmakla birlikte baglantilidir. Atria, oksipital ve temporal c¢ikintilar ayrilmis ve
farklilasmistir. Korpus kallozum olabilir, olmayabilir veya hipoplastik bulunabilir. Alobar
holoprosensefalide kafatas1 sonografik incelemede su ile dolu gibi goriilmektedir

(Tanriverdi vd., 2007).

ZIC3’teki mutasyonlar oliimciil defektlere, konjenital kalp hastaliklarina ve noral
tip defektlerine neden olmaktadir. ZIC gen ailesinin fenotipik etkileri sadece merkezi sinir
sistemi ile sinirh degildir. Insanda ZIC3’teki mutasyonlar NTD’ye ilaveten heterotaksiye
de neden olmaktadir (Gringberg ve Millen, 2005; Ware vd., 2004). Ayn1 zamanda X-bagl
situs anomalileriyle sonuglanmaktadir (Gebbia vd., 1997). Embriyo gelisiminde normal
sag-sol asimetrisini gerceklestiremediginde situs ambigous (heterotaksi sendromlart)
ortaya cikar ve 10.000 canli dogumda 1.44 oraninda goriiliir. Heterotaksi sendromlarinda
torakoabdominal organ ve damarlarin anormal simetri ve yanlis yerlesimleri s6z
konusudur. Iki ana grup anomali tammlanmstir: Sag ve sol izomerizm. Sag izomerizm
(lvemark Syndrome, aspleni, bilateral right sidedness) her iki tarafta sag akciger anatomisi
(ic loblu akciger, eparteryal brons yapisi), dalak yoklugu, simetrik karaciger, sag veya sol
yerlesimli mide ve safra kesesi, atrioventrikiiler septal defekt, abdomial aortanin vena
kavaya bitisik pozisyonu, konotrunkal kardiyak anomalilerle karakterizedir. Sol izomerizm
(polispleni, bilateral left sidedness) her iki tarafta sol akciger anatomisi (iki loblu akciger,
hiparteryal brons yapisi), simetrik karaciger, 2 veya daha fazla dalak varligi, sag veya sol
yerlesimli mide, barsaklarda malrotasyon, atriyal septal defekt, ventrikiler septal defekt,
bilateral superior vena kava ile karakterizedir. Ancak torasik ve abdominal organlar degisik
derecelerde patolojiye katilabilirler. Sag izomerizm olgularinin %99, sol izomerizm
olgularinin ise %90’inda kardiyak anomaliler bildirilmektedir. Isomerism olgulari

kongenital kalp defektlerinin yaklagik %1’ini olusturmaktadir. Heterotaksi sendromu
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onemli kardiyovaskiler patolojilerle iliskili karmasik bir anomali gurubudur (Bezircioglu
vd., 2007).

Fare deneylerindeki analizler ZIC3 mutasyonlarinin 6liimciil defektlere neden
oldugunu gostermistir. ZIC3, embriyoda gastrulasyonun erken asamasinda sag-sol
asimetrisinin olusumunda 6nemlidir. ZIC3 fare embriyolarinda 6lii dogumla sonuglanan

ciddi konjenital kalp defektlerine neden olmaktadir (Gringberg ve Millen, 2005).

ZIC5’in ndral tiip kapanmasi ve noral krest ayriminin olusumunda rol oynadigi
nakaft deney hayvanlarinda yapilan analizlerle gosterilmistir. Ayn1 sekilde ZIC5 geninin
Xenopus tiirlerinde noral krest olusumunu uyardigi bilinmektedir (Ishiguro vd., 2004).
ZIC5 yetersizligi farelerde noral tiip defektlerini iceren pek ¢ok anomalilere ve hipoplazi
gibi kraniyofasiyal anomalilere neden olur. ZIC2 eksikligi sadece HPE ile sonuglanirken,
ZIC2 ile birlikte ZICS eksikligi HPE’ye ilaveten DWM ile sonuglanir (Gringberg ve
Millen, 2005). Tlgili literatiir 151331nda ZIC genlerinin &zellikle embriyogenez sirasinda
onemli gorevler tstlendikleri, noral tiip kapanmasi ve sinir sisteminin gelisiminde rol
aldiklar1 belirlenmistir. Ayrica, baz1 ZIC gen defektlerinin belirli malformasyonlara neden
oldugu gosterilmistir. Ancak insanda NTD’li hastalarda heniiz ZIC5 geni i¢in mutasyon
taramasi yapilmamistir. Bu c¢alismada cesitli sendromik durumlarla beraberlik gosteren
spina bifidali hastalarda ZICS geninde herhangi bir mutasyon olup olmadigini arastirmay1
amacliyoruz. Bu alanda yapilacak caligmalarla ZIC5 genindeki mutasyonlarin neden
olabilecegi sendromik durumlar ve NTD’ile iliskisi ortaya konmaya calisilacaktir. Calisma
bu acidan bir ilk olup insandaki NTD genetiginin aydinlatilmasinda aday genlerin

tanimlanmasi i¢in bir 6n ¢aligsmadir.
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1.11. Molekduler Teknikler
1.11.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR, spesifik bir DNA parcasinin primerler tarafindan yonlendirilerek enzimatik
olarak sentezlenmesi seklinde in vitro bir amplifikasyon yontemidir. PCR ile bir hedef
DNA parcasindan milyonlarca ¢ogaltmak miimkiindiir. Yontemin temeli, ¢ogaltilmak
istenen bolgenin iki ucuna 6zgu, bu boélgedeki baz dizilerine tamamlayict olan 18-20 baz
uzunlugunda bir ¢ift sentetik oligoniikleotid primer kullanarak, bu iki primer ile
siirlandirilan bolgenin enzimatik olarak sentezlenmesine dayanir. PCR’in en Onemli
ozelligi cok az miktarda DNA ile ¢alismaya olanak saglamasidir. Bir PCR dongiisii i¢in
gerekli olan 5 ana madde vardir. DNA 6rnegi (genomik DNA), ¢ogaltilacak bolgeyi sagdan
ve soldan cevreleyen sentetik primer, deoksi-nikleotit-tri fosfatlar (ANTP), yiiksek 1siya
dayanikli Tag DNA polimeraz enzimi, uygun pH ve iyon kosullarii (Mg *?) saglayan
tampon karistmi (MgCly) kullanilir (Appilied Biosystems, 2001; AmpFISTR1 User
Manuel).

PCR ile yaklasik olarak 20,000 baza kadar olan spesifik genlerin birka¢ yiiz milyon
kopyasin1 amplifikasyon sonucu geceklestirir. Bir fosilden ya da bir faili meghul sanik
tespitinde bir kan lekesinden gen klonlamasi veya DNA analizi i¢in yeterli miktarda DNA
bulunmaz. Az miktardaki doku hatta tek bir hicreden elde edilen DNA miktarimni
artirabilmek i¢in PCR kullanilmaktadir. Ayrica viriis tarafindan heniiz yeni enfekte olmus
olan kan veya lenf igerisindeki etmen PCR ile teshis edilebilir. PCR, genomik DNA’da
dizisi bilinen veya dizisi heniiz tespit edilmemis olarak klonlanan yabanci DNA’nin
cogaltilmasin1 ve bunun dizi analizini tespit etmeye yarayan Onemli bir tekniktir.
Gunumuzde oldukca ©6nem arz eden insan genom projesi bu teknik sayesinde
yapilmaktadir. PCR teknigi 6zetle su asamalardan olusmaktadir:

Denaturasyon: Cift iplikli kaynak DNA’nin (gogaltilacak DNA) yiiksek sicaklik
derecesinde tekli iplik¢iklere ayrilmast

Hibridizasyon (annealing): Primerlerin uygun sicaklikta kaynak DNA’ya
baglanmasi

Amplifikasyon (extension): DNA polimeraz ile primerlerden itibaren zincirin
uzamasi (Sekil 1.12).
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Sekil 1.12. Polimeraz zincir reaksiyonu (Dilsiz, 2004)

PCR ile cogaltilan DNA segmenti restriksiyon enzimi ile kesilir; olusan DNA
pargalar1 agaroz veya akrilamid jel elektroforezinde ayrilir; etidyum bromidle boyanarak
direkt olarak ultraviyole 151k altinda incelenir. DNA bantlari, DNA’nin etidyum bromidle
olusturdugu floresans ozelligine bagl olarak siyah zemin Uzerinde beyaz bantlar halinde
gOriiniir. Gorlinen bantlarin fotografi polaroid bir kamera ile alinir.

Bu teknik ayni zamanda RNA amplifikasyonunda da kullanilmaktadir. Bunun i¢in
RNA once reverz transkriptaz enzimi yardimiyla cDNA’ya doniisiir ve daha sonra

DNA’nin tabi oldugu reaksiyonlara girer (Dilsiz, 2004).
1.11.2. DNA Dizi Analizi
DNA dizi analizi; genlerin organizasyonu, dogasi ve ayrica gen ve gen iriinlerinin

degismesine neden olan mutasyonlarin sayisi, yeri ve cesidi ile ilgili bilgiler verir. DNA

dizi analizi ayrica, prokaryot ve Okaryot genlerde yer alan kontrol bdlgelerin
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organizasyonu ile ilgili c¢aligmalarda ve proteinlerin amino asit dizilerinin ortaya
¢ikarilmasinda da kullanilir.

DNA dizi analizinde en c¢ok kullanilan yontem, tek zincirli DNA kalibinin
tamamlayici zincirinin DNA polimeraz enzimiyle 5’den 3°ne dogru sentezlenmesi iglemine
dayanir. DNA dizi analizi reaksiyonlarinda normal niikleotidlerin yan1 sira
dideoksiniikleotid adi verilen 6zgiil baz analoglar1 kullanilir. DNA parcasindaki niikletid
dizisinin tayni i¢in, her biri ayn tiiplerde olmak {izere dort reaksiyon seti hazirlanir. Her
tupte, tek zincirli bir DNA kalibi1 (dizisi belirlenecek olan DNA pargasi), uygun bir primer,
DNA polimeraz, dort nukleotid ve oransal olarak daha az miktarda dort tip
dideoksinukleotidlerden sadece biri bulunur. DNA sentezi olurken, DNA polimeraz, arada
sirada, uzayan DNA zincirinin yapisina niikleotidlerin yani sira dideoksiniikleotidleri de
sokar. Bu niikleotid analogu 3’hidroksil grubu igermedigi i¢in bir sonraki niikleotid ile
3’bag1 olusturamaz ve bu nedenle DNA sentezi sonlanir. Her bir tiipte uzunluklari
birbirlerinden birer niikkleotid farkli olan, degisik uzunluklardaki DNA molekiilleri birikir.
Her bir reaksiyon tlplndeki drnekler jel elektroforezine yan yana yuklenerek, tiplerdeki
DNA parcalar1 birbirlerinden ayrilir. Parcalarin jel tizerindeki goriiniimleri saglandiginda,
merdivene benzer bantlar serisi ortaya cikar. Dizi agagidan yukartya dogru okunarak, baz
dizilimi gercgeklestirilen DNA kalibinin tamamlayicisinin 5’ den 3’ne dogru niikleotid
dizisi belirlenmis olur.

Genom dizi analizi i¢in (genis Olgekli DNA dizi analizi igin), otomatik DNA dizi
analizi aletleri ve radyoaktif izotop yerine floresan boyalar kullanilir ve sonugta, dizinin
okunmasini saglayan dort farkli renkteki piklerin olusturdugu bir model ortaya ¢ikar (Kulg

ve Cummings, 2003).

1.12. Mutagenezis

Canli organizmanin kalitim materyali olan niikleik asitlerde meydana gelen
degisimlere mutasyon denir. Mutasyona ugramis bireye de mutant adi verilir. Mutant hale
gelen birey, ana bireyden genotip olarak farklilik arz eder. Genotipte ortaya ¢ikan farklilik
bireyde goriiniir olarak fenotipte degisimlere de yol acabilir. Yapilan ¢aligmalar sonucu
farkli insan genomlarinda yaklasik her 200 niikleotidde bir niikleotid farklidir. Bu farkliliga
polimorfizm denir. Fenotipte olusacak degisim bazen gozle goriiniir olmayabilir (Dilsiz,

2004). Polimorfizmler, tiim insan genetik arastirmalarinda anahtar niteligindeki
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elementlerdir. Genin farkli kalitsal formlarin1 veya genomun farkli bdolgelerini ayirt

edebilmek i¢in kullanilmaktadir (Nussbaum vd., 2005).

DNA’y1 olusturan bazlarda olusacak mutasyonlar faydali ya da zararli degisimlere
yol acabillir. Mutasyonlar tabii ya da yapay olarak ortaya ¢ikabilmektedir. Tabii mutasyon,
ornegin DNA replikasyonunda karsilikli gelmesi gereken es bazlar yerine olusan hatali
eslesmeler sonucu meydana gelebilmektedir. Bu tiir tabii bir hata milyarda bir oraninda
ortaya ¢ikmaktadir. Hiicreler, olusan yanlis baz eslesmelerini genelde tamir edebilmekte
ancak mitokondriyal genomda ortaya cikan hatalar1 diizeltecek enzimler mitokondride
bulunmadigindan hata tamir edilememektedir. DNA’da kalict olarak meydana gelen
mutasyonlar, DNA replikasyonu, mayotik rekombinasyon, fiziksel ya da kimyasal

etmenlerle ortaya ¢ikmaktadir (Dilsiz, 2004).

Hiicrede kromozom sayilarini etkileyen mutasyonlar (genom mutasyonlari), tek tek
kromozomlarin yapilarint degistiren mutasyonlar (kromozom mutasyonlar1) ve her bir
genin degisimine neden olan mutasyonlar (gen mutasyonlar1) olmak {izere ii¢ sekilde
simiflandirilir. Genom mutasyonlari, tiim kromozom sayilarinin degisimidir. Mayoz ve
mitoz boliinme sirasinda kromozomlarin ayrilma hatalarindan dolay1 ortaya ¢ikar.
Kromozom mutasyonlari, kromozomlarin sadece bir kisimlarini igeren duplikasyonlar,
delesyonlar, inversiyonlar ve translokasyonlardir. Kromozom bdéliinme mutasyonlari, ya
kendiliginden ya da mayoz sirasinda translokasyona ugrayan kromozomlarin anormal
ayrimi nedeniyle de olabilmektedir. Gen mutasyonlari, DNA dizilerindeki degisikliklerdir.
Tek bir niikleotidi ya da binlerce baz ¢iftini etkileyecek degisikliklerdir (Nussbaum vd.,
2005).
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Hastalarin Secimi

Frrat Universitesi Tip Fakiiltesi etik kurulunca 02.06.2011 tarihli 158/9 sayili karar
ile onaylanan calismada, Haziran 2011 ile Eylill 2012 tarihleri arasinda Firat Universitesi
Tip Fakiiltesi Cocuk Cerrahisi ve Beyin Cerrahisi polikliniginde noral tlp defekti tanisiyla
takip ve tedavileri yapilan ve bunun yani sira geriye doniik olarak ulastigimiz hastalardan,
kendilerinin, birinci derece yakinlarinin, hastane otoriteleri ve hekimlerinin rizasi ile kan
Ornekleri alind1. Kontrol grubu ise, noral tip defekti basta olmak tzere herhangi bir kronik
hastalig1 olmayan, goniillii saglikli bireylerden olusturuldu. Hasta ve kontrol grubunun
benzer cografi bolgelerden olmasina dikkat edildi. Calismamiz 100 saglikli kontrol
grubundan, 100 noral tip defektli hastadan olusmaktadir.

2.2. Orneklerin Alinmasi, Saklanmasi ve Analizlere Hazirlanmasi

Kanlar, hastalarin antekiibital veninden daha 6nceden hazirlanmis 0.3 ml’ lik, etilen
diamin tetra asetik asit (EDTA) iceren tuplere 2 cc olacak sekilde alindi. Kanlar, kan
alinma islemleri bittikten sonra DNA saflastirmasi1 yapilincaya kadar -20 C°’de bekletildi.
Kanlar birka¢ defa alt-iist edilerek homojen hale getirilip 24’erli gruplar olusturularak

calisild.

2.3. Demirbas Malzemeler

1- PCR cihazi (Biometra USA)

2- Mikrosantrifij (Ole Dich Instrumentmakers APS, type 157.MP, Germany ve
Eppendorf microcentrifuge type 5415C, Germany)

3- Elektronik hassas terazi (Shimadzu Corporation Libror AEG-320, Japan)

4- Elektroforez aparat1 1200V-500mA E815 (Belgium)

5- Electrophoresis box (Consort N.V. Parklaan 36 B-2300 Turnhout, Belgium),

6- UV lambasi ve ilgili okuma, kaydetme, fotograflama tinitesi (TCP-20-M, Vilber
Lourmat, Cedex, France)



7-
8-
9-

10-
11-
12-
13-
14-
15-

Hiz ayarli vorteks (Labinco L46, The Netherlands)

Etlv (Weiss Gallenkamp, UK)

Otoklav (Nlve, Germany)

Mikrodalga firin (Argelik)

Laminar air flow

Su banyosu (Koétterman labortechnic type 3643, Germany)
Otomatik Pipetler (Eppendorf Research, Germany)

Derin Dondurucu (Liebherr, Germany)

Buzdolabi (Argelik)

2.4. Sarf Malzemeleri

21-

Kandan DNA izolasyon kiti (PROMEGA, MADISON, WI).
Eppendorf Tiipler (0.2, 0.5, 1.5, 2’lik)

Primerler (REF GEN BIYOTEKNOLOJI)

Amonyum asetat

Amonyum klortr

Sodyum dodesil stlfat (SDS)

Potasyum hidrojen karbonat

Etanol (%70°1ik)

Izopropil alkol

EDTA

Borik asit

Agaroz

Ethidium bromide

Deoksiniikleotid trifosfat (ANTP) mix (INTRON)

Tag DNA polimeraz (INTRON),

6X Yikleme Tamponu (SIGMA)

100 bp DNA ve 50 bp DNA step marker’leri (FERMENTAS).
TRIS baz

MgCl, (FERMENTAS)

Distile Su

Tlplik ve cam malzemeler
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2.5. Kandan DNA izolasyonu

DNA saflastirilmast Promega firmasindan alinan ticari “Wizard Genomic DNA
Purification Kit”i ile gerceklestirildi (Kat. No.: A1125, Madison, WI, USA). Bu kit 300 pL
kandan DNA izolasyonu i¢in dizayn edilmistir. Calisma esnasinda kitin genel kurallarina
uymak kosuluyla bazi modifikasyonlar yapildi. Gergeklestirilen deney asamalar1 asagida
siralandig gibidir:

e 1.5 ml’lik tiiplere 900 uL “cell lysis” (hiicre pargalama) soliisyonu konuldu.

o Alt-iist edilmis kandan 300 uL alinarak hiicre pargalama solUsyununun zerine

ilave edildi, 5-6 defa alt-iist edildi, 10 dakika oda 1si1sinda bekletildi.

e 15.000 x g de 20 saniye oda 1sisinda santrifiijlendi.

o Alttaki beyaz kisma zarar vermeden miimkiin oldugu olciide fazla siipernatan
uzaklastirildi ve atildi. Altta hiicrelerin iizerinde yaklasik olarak 10-20 pL sivi
birakildu.

e Hucre pargalama solusyonundan 300 pL alinarak ¢ok hafif¢e vortekslenmis hiicre
cokuntusunin Gzerine eklendi ve 5-6 kez alt-Ust edildi. 2-4. basamaklar tekrar
edildi. Beyaz hiicrelerin arasinda hala bazi kirmizi hiicreler goriilityorsa bu
durumda tekrar hiicre parcalama solusyonu eklenerek yukaridaki deneyler
tekrarlandi.

¢ Beyaz hiicreler siddetle vortekslenerek iyice karigmasi saglandi (10-15 saniye).

e Vortekslenmis hiicrelerin tizerine 350 pL “Nuclei lysis” (¢ekirdek parcalama)
solusyonu eklendi. Beyaz hiicrelerin pargalanmasi igin solusyon 5-6 kez pastor
pipeti ile pipetlendi ve birakildi. Solusyon viskdz bir yap1 kazandi. Karistirildiktan
sonra hala hicre kiimeleri gortiniyorsa 37°C’de inkiibe edildi.

e Oda 1sisia getirilmig Niikleer lizatin iizerine 120 pL “protein presipitasyon”
(protein ¢oktiurme) solusyonu eklendi. 10-20 saniye siddetle vortekslendikten sonra
kiiciik, degisik kahverengi tonlarinda protein kiimeleri goriildii. Numuneler tam
oda 1sisina gelmeden protein ¢oktiirme solusyonu eklendiginde yeterli bir protein
cokiintiisii elde edilemeyeceginden hareketle iyi bir ¢oktiirme ic¢in bu ayrintiya
dikkat edildi.

e Oda sicakliginda 15.000 x g’de 3 dakika santifiijlendi. Eppendorf tiipiin dibinde

koyu kahverengi bir protein ¢okuntust goralda.
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e Sipernatan 300 uL izopropanol igeren 1.5 ml’lik santifiij tiipiine transfer edildi.

o Sirekli alt-iist edilerek ve ters gevrilerek karistirildi. Beyaz iplik goriiniimiindeki
DNA, goriilebilen bir kitle oluncaya kadar bu ¢evirme islemine devam edildi. Bazi
numunelerde goriilebilen kiimeler olusurken diger bazilarinda ¢ok kiiclik miktarda
iplikcik goraldu.

e 1 dakika oda sicakliginda 15.000 x g’de santrifiijlendi. DNA, ornekteki 16kosit
miktarinin az veya fazla olmasina gore miktar1 degigebilen beyaz bir ¢okiintii
olarak goraldu.

e Siipernatan dokiilerek dipte kalan DNA’nin iizerine 300 pL oda sicakligindaki
%70’lik etanol eklendi. Alt-iist yapilarak DNA pelleti ve tiiplin kenarlar1 yikandi.
Yukaridaki santrifiijleme iglemi tekrarlandi.

e Etanol dikkatlice aspire edildi. Bu asamada DNA ¢ok gevsektir. Yanliglikla
pipetlenebileceginden dikkatli olmak gerekir. Tiipler temiz kurutma kagitlarinin
iizerine agizlar alta gelecek sekilde yerlestirildi, boylece fazla etanol alinmis oldu.
Sonra 5-10 dakika normal havada kurumaya birakildi.

e Kurumus tiipe 100 u. DNA rehidratasyon solusyonu eklendi. DNA’y1 rehidre
etmek icin 65°C’de 1 saat inkiibe edildi. Tiip ara ara galkalandi.

e DNA 0.5 mL’lik eppendorf tiiplere aktarilarak 2-8°C’de saklandi.

Bu isglemler bittikten sonra ependorf tiiplerde bulunan DNA’nin tahmini miktarini
hesaplamak i¢in su islem gerceklestirildi: UV/visible spektrometre 260 ve 280 nm’de ¢ift
dalga boyu araliginda okuma yapacak sekilde ayarlandi. DNA 6rneginden 4 pL aliarak
mikro kivette bulunan 746 uL saf suyun (zerine konuldu ve alt-iist yapildi. Okuma
gerceklestirildi. Daha sonra ng/ul DNA= Ay X dilusyon faktori x 50 formulunden
hareketle 6rneklerdeki DNA’nin yaklagik miktar1 hesaplandi.

2.6. PCR YoOntemi

2.6.1. Oligonukleotidler (Primerler)

ZIC5 genindeki polimorfizmlerin ya da mutasyonlarin degerlendirilmesi igin

www.ensembl.org web adresi kullanilarak genlerin tam dizilerine ulasildi ve primerleri
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dizayn edildi.  Primerler  http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi
programi kullanilarak dizayn edildi. ZIC5 genindeki polimorfizmlerin ya da mutasyonlarin
dogrulanmasi i¢in DNA dizileme yapildi. Laboratuvarlarimizda DNA dizileme cihazi
bulunmadigindan 6rnekler “Ref Gen Gen Arastirmalar1 ve Biyoteknoloji” laboratuvarina
gonderildi.

PCR deneylerinde kullanilacak olan oligoniikleotidler, insan DNA’s1 iizerindeki ilgili
gen bolgesinin amplifikasyonunu gercgeklestirmek i¢in kullanildi. Satin alinan primerin

nlkleotidlerin sekansi ve orijini Tablo 2.1°de belirtilmistir.

Tablo 2.1. ZIC5 genine ait primer dizileri

Primer 1: ZIC5 Forward 5’-CAG GCC AGG CTC AAACTT CTG CA-3’
ZICS Revers 5°- GGG GCT CCA TCA GAA CTA CAC AAT CA-3°

Primer 2;: ZICS5 Forward 5’-CAACCT TGG TTC TGC TTC AA-3’
ZIC5 Revers 5°- CGG CAT TGT CTC AGG TTA GG-3°

2.6.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Bu c¢alismada hasta ve kontrollerden elde edilen DNA 6rnekleri PCR ile ¢ogaltildi.
PCR kosullar1 Zhang ve arkadaslarinca tariflenen protokole gore belirlendi (Zhang vd.,
2008). PCR optimizasyonundan sonra protokol laboratuvar sartlarimiza gore yeniden
olusturuldu.

PCR Igerigi:

10X PCR Buffer Sul

MgClI (25mM) Sul

dNTP (2.5mM) Sul

Primer R (20pmol)  2ul

Primer F (20pmol)  2ul

DNA 8ul

Tagq DNA Polimeraz 0.5ul

Toplam volim 50 ul ye distile su ile tamamlandi.
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2.6.3. ZIC5 PCR Program

95 °C 5dk. Denatiirasyon periyodu

95°C 30sn
58.4 °C 30sn 36 siklus
72 °C 40sn

72 °C 7dk. Ekstensiyon periyodu

PCR islemi gerceklestirildikten sonra %3’liik agaroz jelde PCR iiriinleri kosturuldu.
ZIC5 geninin 1. ekzonu igin ise 431 bp urun 2.ekzonu igin 600 bp Grin elde edildi.
Uzerinde calistigimiz ZICS5 geninde polimorfizm ya da mutasyon olup olmadiginin tespiti

icin PCR drlnleri DNA dizilemeye gonderildi.

2.6.4. Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

2.6.4.1. Etidyum Bromiir Hazirlanmasi:

0.2 gr etidyum bromiir tartilarak distile su ile 20 ml ye tamamlanir.

2.6.4.2. TBE Tamponu (5X)
54 gr Tris
27.5 gr Borik Asit
20 mL 0.5 M EDTA tartilarak (pH 8) 1 L distile ve deiyonize suda ¢6ziildii.

2.6.4.3. %3’liik Agaroz Jel Hazirlanmasi

3 gr agaroz tartilir, TBE ile 100 ml’ye tamamlanir. Mikrodalga firinda kaynatilarak
eritilir, sogutulur, jel kalibina dokmeden igine 7 pl etidyum bromiir eklenir, karistirilir ve

kaliba dokiiliir. Kuyucuklarin olugmasi i¢in tarak konur ve donmaya birakilir.
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2.6.5. PCR Urunlerinin Agaroz Jele Y iklenmesi

PCR firiinlerinin yiliklenecek miktarlariin %10’u kadar igerisine 6X yiikleme
tamponu eklenir ve kuyucuklara mikropipetle yiikleme yapilir. DNA’lar jele yiiklenirken,
beklenen bantlarin boyutlarinin belirlenebilmesi amaciyla ayni jelin ilk ve son kuyucuguna
Fermentas firmasindan alinan 100 bp’lik 7 ul DNA boyut marker’1 de yiiklendi. Jel, oda
sicakliginda 60 V ve 25 mA sabit akimda yiiriitiildii. 1 saatlik yiiriitmeden sonra jeller UV
151k altinda degerlendirilerek fotograflandi.

2.7. istatistiksel Analizler

Biitiin istatistiksel testler “SPSS® for Windows computing program, Version 16”
(SPSS Inc. Chicago IL USA) ile gergeklestirildi. Genetik dagilimm Hardy-Weinberg
dengesine uyumu Ki Kare (X?) testi ile analiz edildi. Hastalar ve kontroller arasindaki
genotipik dagilimlarin farkliliklart X? testi ile degerlendirildi. Kontrol ve hastalar
arasindaki allelik dagilim farkliliklar1 Fisher’s exact test ile degerlendirildi. P degerinin

<0.05 olmasi istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

Bu calismada 100 noral tiip defektli hasta ve 100 saglikli bireyden olusan kontrol
grubundan kan ornekleri alinarak DNA izolasyonu yapildi. Hastalarin cinsiyet dagilimi 53
(%53) kadin, 47 (%47 ) erkek, kontrol grubunun cinsiyet dagilimi 46 (%46) kadin, 54
(%54) erkek olarak belirlendi. Hastalarin yas ortalamalar1 2.42 £+ 3.26 yil (1 ay ile 17 yas
arasi), kizlarin yas ortalamasi 2.54 + 3.68 yil (1 ay ile 17 yas arasi1), erkeklerin yas
ortalamasi1 2.38 + 3.14 yil ( 1 ay ile 13 yas arasi) dir. Annelerin yas ortalamalar1 26.35 *
4.61 yil (19 ile 45 yas arasi) idi (Tablo 3.2).

Hasta ve kontrol gruplarindan alinan kanlarin izolasyonu sonrasi DNA’lar1 elde
edildi. DNA’s1 elde edilen hasta ve kontrol gruplarinin PCR’lar1 kurularak ¢ogaltma
yapildi. Sonra iiriinler %3 lik agaroz jelde kosturularak degerlendirildi. PCR trunleri DNA
dizilemeye gonderildi. Dizileme sonuglar1 DNA baser programinda kiyaslanarak

polimorfizm ya da mutasyon olup olmadigi tespit edilmeye ¢aligildi.

Tablo 3.2. Hastalarin yas, cinsiyet dagilimlar1 ve anne yasi

Cinsiyet (n) Yas Ortalama Minimum Maksimum
= SD (yil) (y1) (yi)

Kiz (53) 2.54 + 3.68 0.1 17

Erkek (47) 2.38+3.14 0.1 13

Toplam (100) 2.42 + 3.26 0.1 17

Anne yasi1 26.35+4.61 19 45

Her hastanin demografik ozelliklerini ve klinik Oykiilerini igeren anamnez formu
dolduruldu. Hastalardaki defektin tipi kayitlara gegirildi ve ailede benzer olgu, akraba
evliligi olup olmadig1 ve anne yasi soruldu. Dogum anamnezleri yaninda olasi teratojen
nedenleri ortaya ¢ikarmak i¢in annelerin perikonsepsiyonel donemde ila¢ kullanimi, B12
vitamini, folik asit kullanip kullanmadiklari, gebeligin 3-4. haftalarinda atesli hastalik
gecirip gecirmedikleri soruldu. Ayrica hastalarin geldigi il kaydedildi. Anne yas1 ve

olgularin yaslar1 soruldu. Hastalarin detayli muayeneleri sonrasinda sipina bifidaya eslik



eden baska bir sinir sistemi anomalisi ya da diger sistem anomalilerininin varlig
kaydedildi.

Defekt tipi 94 hastada meningomiyelosel, 6 hastada meningosel idi. Hastalarin %65’
Elaz1g, %35’1 cevre illerden gelmisti. Hastalarin annelerinin 33 tanesinde (%33) abortus
Oykiisii, 38 annede (%38) akrabalik dykiisli bulundugu tespit edildi. Hastalarin 31 (%31)
tanesinin ailesinde baska konjenital anomalili yakin1 varken, konjenital anomalilerin 25
(%25) tanesinde NTD mevcuttu. NTD olan bebeklerin annelerinin gebelikte ilag kullanimi1
18 (%18) hastada varken, 82 (%82) hastada yoktu. Hasta grubunun demografik ¢zellikleri
Tablo 3.3’de gosterilmistir.

Tablo 3.3. Hastalarin demografik ve klinik 6zellikleri.

Demografik Ozellikler var (%) yok (%)
NTD olan annelerde diigiik 33 67
Akrabalik 38 62
Ailede baska konjenital anomalili bebek 31 69
Ailede bagka NTD’li bebek 25 75
Gebelikte ila¢ kullanimi 18 82

Genin ilk ekzonunun untransle bolgesinin 38. bazinda G—A degisimi tespit edildi. 2.
ekzon ic¢in herhangi mutasyon ya da polimorfizim bulunmadi. G—A degisimi 100 NTD’li
hastanin 68’inde (%68) GG genotipi, 18’inde (%18) AG genotipi, 14’linde de (%14) AA
genotipi tespit edildi. Kontrol grubunda ise 100 saglikli bireyin 66’sinda (%66) GG
genotipi, 15’inde (%15) AG genotipi, 19’unda da (%19) AA genotipi belirlendi. (Tablo
3.4). Kontrol grubunun genotip dagilimi Hardy Weinberg dengesi icindedir (P < 0.05),
hastalarin genotip dagilimlarinin Hardy Weinberg dengesi i¢inde oldugu belirlenmistir (P >
0.05). Sekil 3.13’de ZICS5 geninin birinci ekzonunda 431 bp biiyiikligiinde, Sekil 3.14’de
ZICS5 geninin ikinci ekzonuna ait 600 bp biiyiikliigiinde agaroz jel elektroforezi goriintiisii

gosterilmektedir.
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Tablo 3.4. ZIC5 Genine ait hasta ve kontrol gruplarinin genotip frekanslari

Gruplar AA (%) AG (%) GG (%)
Kontrol (n=100) %19 %15 %66
Toplam NTD’li %14 %18 %68

Hasta (n=100)

Hasta ve kontrol gruplar1 arasinda ZICS5 genotipleri agisindan anlamli bir farklilik
tespit edilmemistir (X?= 1.06, df=2, p=0.5). ZIC5 allel sikliklar1 kontrol ve hasta grubu
karsilastirildiginda allel sikliklar1 agisindan hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir
farklilik bulunmamustir (X°= 0.008, df=1, p=0.93). Sekil 3.15’de ZIC5 geninin birinci
ekzonuna ait GA genotipi igin, Sekil 3.16’da GG genotipi i¢in, Sekil 3.17.’de AA genotipi

icin DNA dizileme goriintiileri verilmistir.

S00 s

300 =

Sekil 3.13. ZIC5 geninin 1. ekzonu icin 431 bp agaroz jel elektroforezi goriintusi

() —
4%, -
300

200
100

Sekil 3.14. ZIC5 geninin 2. ekzonu icin 600 bp agaroz jel elektroforezi gérintisu
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GCCTGAACGGGAACCAATCGAGCAGCCG

Sekil 3.15. ZIC5 genindeki GA genotipi icin DNA dizileme gorintusu

ACGGG AGCCAATCGAGCAGCCGﬂGGCTI

i

ACGGG AGCCAATCGAGCAGC

A

i

DT
G A

Sekil 3.16. ZIC5 genindeki GG genotipi icin DNA dizileme goriuntlsu

CEAATCGAGCAGCCGAGGCTACTGCCAAT

\J\ 1 A

CAAT CGAGCAGCCGAGGCTACTGCCAAT

Sekil 3.17. ZIC5 genindeki AA genotipi icin DNA dizileme goriintusu
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Tirkiye'de noral tiip defektleri (NTD) konjenital anomalilerinin en agirlarindan olup
epidemiyolojik bulgular prevalansin bolgesel ve demografik 6zelliklere gore degistigini
gostermektedir. Biitiin diinyada oldugu gibi ililkemizde de NTD siklig1 ve dagilimindaki
farkliliklar; etiyolojik faktorler olarak beslenme, kiiltiirel veya genetik nedenler gibi bazi
6zgiin veya 6zgin olmayan nedenlerin incelenmesi gerektigini gostermektedir (Ors vd.,
2012; Tungbilek, 2004). Noral tip defektleri dinyada % 0.1-0.4 Ulkemizde ise % 0.3
oraninda goriilmektedir. Tiirkiye’de noral tiip defektlerinin (NTD) sikligini arastiran ¢esitli
caligmalar, bu sikligin bin canli dogumda {i¢ civarinda oldugunu gostermektedir
(Tungbilek vd., 1999). Bu deger NTD’nin iilkemizde sik goriildiigiine isaret etmektedir.

Universite kliniklerinde yapilan bir ¢alismaya gore; Tiirkiye nin dogusunda néral tiip
defektli hasta oranlar1 1985 yil1 verilerine gore bin canli dogumda 2.3 iken 1988 verilerine
gore binde 12.4, 1989 yilinda binde 10.0 olarak tespit edilmistir (Guveng vd., 1993).
Bursa’da 1983-1986 yillar1 istatistiklerine gore spina bifida aperta ve anensefalili
bebeklerin orani bin canli dogumda 5.8 olarak ifade edilmistir (Akar vd., 1988). Izmir’de
yapilan aragtirmalara gore spina bifida insidansi binde 1.9 olarak bulunmustur (Caglayan
vd., 1989). Ankara’da 1987’de yapilan arastirmada noral tiip defekti orani bin canli
dogumda 3.83 olarak tespit edilmistir (Mocan vd., 1992). Dogu Karadeniz bolgesindeki
verilere gore ise NTD insidans1 1981-1986 yillar1 arasinda 2.12 iken 1986’dan sonra 4.39’a
bir artig gostermistir (Mocan vd., 1990). Arastirmacilar bu biiyiik artisin Cernobil
felaketinden sonra yasandigina dikkat ¢ekmislerdir. Afyonkarahisar’da yapilan baska bir
calismada 2003-2004 yillar1 arasindaki verilere gore noral tlip defekti insidans1 3.58 olarak
bulunmustur (Onrat vd., 2009). Calisma 6rneklerimizin alindig1 Elazig ilinde yapilan bir
calismada 2004 yilina ait veriler dikkate alindiginda sipina bifida insidanst 2.6 / 1000
olarak saptanmistir (Sarag vd., 2007).

Noral tup defekti cevresel ve genetik faktorleri de iceren multifaktoriyel konjenital
bir hastaliktir (De Marco vd., 2011; Greene vd., 2011; Pulikkunnel ve Thomas, 2005;
Cabrera vd., 2004). Annenin yetersiz beslenmesi, yiiksek ates, hipertansiyon, diabetes
mellitus, obezite gibi saglik sorunlari, gebelikte kullandig1 bazi ilaglar ve maruz kaldigi
cevresel kirleticilerin farkli sekillerde etki gostererek noral tiipiin hatali kapanmasina neden

olduklar bildirilmektedir (Tinkle ve Sterling, 1997; Akan, 2002).



Yiiksek 1sinin teratojenik oldugu ve embriyonun sinir dokusunun gelismeye basladigi
giinlerde annenin yiiksek 1siya maruz kalmasmin noral tlp defektinin gelisiminde etkili
oldugu one siiriilmistiir (Tinkle ve Sterling, 1997).

Annenin diabeti ile konjenital dogum defektleri arasinda iliski oldugu, diabetik
annelerin diabetik olmayan annelere kiyasla 15 kat daha fazla anensefali veya spina bifidali
bebek dogurma riski tasidiklart vurgulanmaktadir (Tinkle ve Sterling, 1997). Bu yulzden
gebelik planlayan kadinlarda 6zellikle gebelik déneminde kan glikoz dlizeyi ne kadar iyi
kontrol altina alinirsa, dogumsal defektlerin de o kadar azalacagi vurgulanmaktadir
(Levine, 1998).

Gebe kadinin kilosu ile NTD’li bebek sahibi olma riski arasinda bir iligski oldugu,
sismanliga yol acan fizyolojik nedenler ve sisman annelerin bazi besin maddelerini eksik
alma durumlarinin, noral tiip gelisiminde rol oynayan metabolik strecleri etkileyerek noral
tiip defektlerinin olugma riskini arttirdig: ifade edilmektedir (Tinkle ve Sterling, 1997).

Cevresel Kkirleticilerin konjenital anomalili bebek sahibi olma riskini arttirdigi,
kloroform ve bromodiklormetan gibi maddelerin néral tip defektinin etyolojisinde spesifik
onemli bir kimyasal madde oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Dodds ve King,
2001). Gebelikte kullanilacak ilaglar fetusu dogrudan veya dolayl: olarak etkileyebilir. Bu
etkilerin ortaya ¢ikis1 gebeligin devresi, ilacin dozu ve plasentadan gecisi ile iligkilidir.
Teratojenik etki bakimindan organogenez donemi olarak adlandirilan 3-8. haftalar arasi
donem gebeligin en kritik dénemidir. Bu donemi izleyen 2 ve 3. trimesterde fetal doku ve
organlar olugsmus olacagindan bu doénemde kullanilan ilaglar fetusun gelisimi ve
fonksiyonlar1 Uzerine olumsuz etkiler olusturacaklardir (Tuzln vd., 2006). Valproik asit
gibi antikonvulsant ilaglarin gelismenin dordiincii haftasinda noral katlantilarin birlesmesi
sirasinda, hamilelere verildiginde bunlarin %1 ya da %?2’sinde noral tiip defektlerine neden
olugu bildirilmektedir (Seftalioglu, 1998)

Noral tiiplin kapanmasinda bir amino asit olan metiyonin kullanilmakta ve ndral
tipln kapanmamasindan metiyonin eksikligi sorumlu tutulmaktadir. Viicutta normalde
metiyonin sentetaz enziminin rol aldig1 tepkimeyle homosistein, metiyonine doniismekte,
bu enzimatik reaksiyon da ayrica metiltetrahidrofolat ve kofaktor olarak da metil
kobalamin gerektirmektedir. Bu asamada folik asit kullanilmasiyla homosisteinin,
metiyonine doénisumunde metil vericisi olarak g6rev yapan 5-metiltetrahidrofolat
saglanarak anomalinin olugsmasi engellenmektedir (Budak, 2002). Yapilan bir arastirmada,

daha 6nce NTD gebelik Oykiisii olan kadinlara gebelik oncesi ve gebeligin ilk {i¢ ayinda
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folik asit verilmesi sonucu NTD’nin tekrarlamadigi goriilmiis, bununla beraber kontrol
grubunda %4.04 oraninda NTD’i tekrari olmustur (Aydinli vd., 1999). Dizenli olarak
giinliik 200 mikrogram folik asit desteginin noral tiip defekti olusum riskini azalttig
bildirilmistir (Daly vd., 1997). Gebeligin erken donemlerinde folik asit/multivitamin
desteginin NTD prevalansini azalttig1r yapilan calismalarla gosterilmistir (Milunsky vd.,
1989).

5,10-metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) genindeki 677C-->T mutasyonunun
spina bifida icin bir risk faktorii oldugu, bu mutasyonun diisiik ¢aligma aktivitesine sahip
MTHFR enziminin sentezlenmesine neden oldugu bildirilmistir (Van der Put vd., 1995).
MTHEFR, folat ve homosistein metabolizmasinda gorevli bir enzim olup bu genin niikleotid
diziliminde 677. pozisyondaki sitozin bazinmn yerine timinin gelmesi yani C677T
polimorfizminin noral tiip defektinde genetik bir risk faktorii oldugu gosterilmistir (Yan
vd., 2012; Harisha, 212; Yaliwal, 2012) Yapilan baska bir ¢alismada MTHFR genindeki
1298 (A-->C) polimorfizminin de diisiik aktiviteye sahip MTHFR enziminin sentezine yol
actig1 ve NTD igin bir risk tasidigi bildirilmistir (Van der Put vd., 1998)

Lu ve ark. (Lu vd., 2007) spina bifidal1 hastalarda yaptiklar1 caligmada PAX3
rs16863657 polimorfizmi ile NTD arasinda iligki bulduklarini belirtmislerdir.

Insan folat tastyict gendeki (RFC-1) 80 (A-->G) polimorfizminin néral tip defekti
olusumunda etkili oldugu yapilan calismalarla gosterilmistir (de Marco vd., 2003).
MTHFRs ve RFC-1 (insan folat tasiyict gen) genlerindeki polimorfizmlerin
korelasyonunun arastirildigi bagka bir c¢alismada RFC-1 genindeki 80 (A-->G)
polimorfizmiyle MTHFR genindeki polimorfizmin kombine heterozigotluk durumunda
NTD riskini arttirdigr gosterilmistir (de Marco vd., 2001; Shang vd., 2008).

Insanda 11q13 kromozomu iizerinde lokalize olan Uncoupling protein 2 (UCP2)
geninin 8.ekzonundaki 45-bp 3’-untranslated region (UTR) insersion/delesyon (I/D)
polimorfizminin noral tip defekti icin potansiyel bir risk olusturabilecegi 6ne siirtilmiistiir
(Wang vd., 2011).

Noral tiip defektinin olusumunun temelinde genetik ve ¢evresel nedenler birlikte rol
oynamaktadir. Molekiiler genetikte kullanilan yontemlerin gelismesine paralel olrak noral
tiip defektine neden olan olas1 gen polimorfizm ve mutasyonlariin bir kismi tespit edilmis
olup hala spina bifida etiyolojisini tam olarak agiklayabilmek ic¢in ¢alismalarin devam
ettigi bilinmektedir. Bu caligmada ndral tiip defekti olusumunda etkili olabilecegini

diistindiigiimiiz ve heniiz literatiir kayitlarinda herhangibir bulguya rastlamadigimiz ZIC5
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genindeki olas1 mutasyonlarin hastaligin gelisimi {izerine etkili olabilecegi ve NTD
gelisiminde aday genlerin tespiti igin 6n calisma niteliginde olabilecek bir arastirma
yapilmustir.

ZIC genleri noral gelisimde 6nemli rol oynamaktadir (Aruga, 2004; Inoue vd., 2008).
Insanlarda ve farelerde bes adet ZIC geni vardir (Merzdorf, 2007; Gringberg ve Millen,
2005). ZIC1 ve ZIC4 insanda kromozom 3 (izerinde, ZIC2 ve ZIC5 insanda kromozom 13
Uzerinde, ZIC3 ise X kromozomu iizerinde lokalize olmustur (Gringberg ve Millen, 2005;
Alivd., 2012)

Insanlarda ZIC genlerindeki mutasyonlar Dandy-Walker malformasyonlari,
holoprosensefali, noral tiip defekti ve heterotaksiyi igerisine alan ¢esitli konjenital
malformasyonlara neden olmaktadir (Gringberg ve Millen, 2005).

ZIC1 ve ZIC4 genlerinin heterozigot delesyonu sonucu Dandy-Walker (DWM)
malformasyonu gorulmektedir (Gringberg ve Millen, 2005; Gringberg vd., 2004). ZIC2
geninin fonksiyon kaybi Holoprosensefali ve noral tiip defektine neden olmaktadir (Warr
vd., 2008; Brown vd., 2003; Costa-Lima vd., 2008).

ZIC3’teki mutasyonlar 6liimciil defektlere, konjenital kalp hastaliklarina ve noral tup
defektlerine neden olmaktadir. ZIC gen ailesinin fenotipik etkileri sadece merkezi sinir
sistemi ile siirli degildir. Insanda ZIC3’teki mutasyonlar noral tiip defektine ilaveten
heterotaksiye de neden olmaktadir (Gringberg ve Millen, 2005; Ware vd., 2004). Ayni
zamanda X-bagl: situs anomalileriyle sonuglanmaktadir (Gebbia vd., 1997). Ancak insanda
noral tup defektli hastalarda henlz ZIC5 geni igin herhengibir mutasyon taramasi
yapilmamistir. Buna ragmen ZIC5 geninin noral tiip kapanmasi ve noral krest ayriminin
olusumunda rol oynadig1 nakaft deney hayvanlarinda yapilan analizlerle gosterilmistir
(Inoue vd., 2004). Ayn1 sekilde ZICS geninin Xenopus tiirlerinde ndral krest olusumunu
uyardig1 bilinmektedir (Nakata vd., 2000). ZIC5 yetersizligi farelerde noral tiip defektlerini
iceren pek cok anomalilere ve hipoplazi gibi kraniyofasiyal anomalilere neden oldugu
yapilan aragtirmalarda gosterilmistir (Inoue vd., 2004). ZICS5 geni de diger dort ZIC genleri
gibi nérulasyon siirecinde gorev almaktadir.

Calismamizda noral tup defektli hastalarda ZIC5 geninin noral tiip defektiyle iliskisi
aragtirllmigtir.  ZIC5  geninin - NTD’de  arastirnilldigt  ilk calisma oldugu igin
karsilastiracagimiz herhangibir literatiir bilgisi bulunmamaktadir. Hasta ve kontrol gruplari
arasinda ZIC5 genotipleri agisindan anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (X*= 1.06,
df=2, p=0.5). ZICS5 allel sikliklar1 kontrol ve hasta grubu karsilastirildiginda allel sikliklar
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acisindan da hasta ve kontrol grubu arasinda anlaml bir farkhilik gdriilmemistir (X?=
0.008, df=1, p=0.93). ZIC5 geninin de diger ZIC genleri gibi noral tiip defekti
etyopatogenezinde O6nemli rolleri  olabilecegi  diisiiniilmektedir. Bu  gendeki
polimorfizmlerin hastaliga yatkinlik saglayip saglamadiginin belirlenmesi i¢in hem Tirk
populasyonunda hem de diger populasyonlarda yapilacak ¢aligmalara ihtiyag
duyulmaktadir.

Bulgularimiz esiginde sonu¢ olarak; noral tup defekti etyolojisinde genetik ve
cevresel faktorlerin bir arada bulundugu multifaktéryel olaylarin rol oynadigi, yaptigimiz
bu calisma ile bolgemizde, noral tup defekti gelisiminde ZIC5 allel sikliklarindaki
degisikliklerin etkili olabilecegi, bu allel sikliginin olusmasinda ise annenin beslenmesi,
yas1, obezite gibi saglik sorunlari, akrabalik diizeyi, annenin gebelikte kullandig: ilaglar
gibi cevresel faktorlerin etkili olabilecegi soylenebilir. Her ne kadar istatistiksel olarak
hasta ve kontrol gruplarinda anlamli bir iliski bulunmasa da ZIC5 geninin birinci
ekzonunun 38. baz noktasindaki AG polimorfizmi yeni bir bulgu olup ileride yapilacak
calismalar i¢in de referans olusturacagini diisiinmekteyiz. Spina bifida gibi dogumsal
anomalili hastalarin sayisini en aza indirebilmek, saglikli bir toplum olusturabilmek igin
aileler genetik danisma konusunda bilinglendirilmesi gerekmektedir. Bu agidan néral tiip
defektinin nedenlerinin tam olarak aydinlatilabilmesi i¢in daha fazla arastirma yapilmasina

thtiya¢ duyulmaktadir.
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5. ONERILER

Konjenital malformasyonlar tedavi ve rehabilitasyonlar1 zor ve masrafli olan, aile ve
topluma ¢ok biiyiik maddi ve manevi yiikler getiren saglik sorunlaridir (Akan, 2002). Noéral
tiip defektleri (NTD), konjenital malfarmasyonlar iginde sik rastlanilan ve agir seyreden
malformasyonlardan biridir.

Herhangi bir dogum defektinin primer 6nlenmesi, ailenin sagligini yiikseltmek ve iyi
olusluk halini siirdiirmek i¢in ¢ok onemlidir. Primer 6nleme uygulamalari ile ailenin NTD
olan bir fetusun prenatal tanisi ile iligkili potansiyel travmaya maruz kalmasi onlenmis
olacaktir. Buna ilaveten NTD ile etkilenmis gebeligi sonlandirma hakkinda karar verme ve
eger yapilacaksa gebeligi sonlandirma islemlerinin fiziksel stresine maruz kalmasi ve
NTD’li dogan g¢ocuk ve ailesinin karmasik saglik ve psikososyal sorunlarla yiiz yiize
kalmas1 6nlenebilecektir (Yildiz ve Akbayrak, 2008). Biitiin bunlar1 6nlemek ya da NTD’li
hasta sayisini toplumumuzda en aza indirebilmek igin noral tlp defektine neden olan
genetik ve cevresel sartlar detayli olarak gozden gecirilip daha fazla calismaya ihtiyag
duyulmaktadir. ZIC5 geninde birinci ekzonunun 38. baz noktasindaki AG polimorfizmi
hasta ve kontrol gruplarinda benzer siklikta bulunmus ve istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik elde edilmemistir. Ancak bu genin ndral tiip defekti etyolojisinde 6nemli rolii
olabilecegini diislinmekteyiz. Spina bifidali hastalarda ZICS5 genindeki mutasyonlarin
arastirildigr bu c¢alisma NTD’de aday genlerin tanimlanmasi i¢in 6nemli olup, bundan
sonraki siirecte yapilacak diger calismalara referans olacagimi diisiinmekteyiz. Calismada
elde edilen verilerin dogrulanabilmesi i¢in farkli toplumlarda ayn1 genin noral tiip defektli

hastalarda calisilarak verilerimizin daha fazla calismayla desteklenmesi gerekmektedir.
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EK-1: BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU

Sayin Goniilli,

Su ana kadar yapilan ¢alismalarda ZIC5 adi verilen bir gendeki degisimlerin noral
tiip defekti (NTD; spina bifida) hastaligindaki etkisi ile ilgili olarak ¢alisma yapilmamustir.
Bu c¢alismada spina bifidali hastalardan alinan kan Orneklerinden ZIC5 genindeki
degisimlerin taramasi yapilarak hastalikla iligkisi ortaya konulmaya calisilacaktir.
Arastirmamin ismi: Noral Tip Defektli (Spina Bifidali) Hastalarda ZIC5 Genindeki
Mutasyonlarin Arastirilmasi

Sizin de bu aragtirmaya katilmanizi oneriyoruz. Ancak hemen soyleyelim ki bu
arastirmaya katilip katilmamakta serbestsiniz. Calismaya katilim goniilliilik esasina
dayalidir. Kararinizdan 6nce arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri
okuyup anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz formu imzalayimniz.

Arastirmaya davet edilmenizin nedeni ¢ocugunuzda Noral Tiip Defekti tanisinin
bulunmasidir. F.U. Tip Fakiiltesi Cocuk Cerrahisi ve Beyin Cerrahisi BD ve Tibbi Biyoloji
AD’nin ortak katilimi ile hastaligin tedavisi ve rutin kontrolleri yapilacaktir. Spina bifida
Olim ve sakatlik oran1 yliksek dogumsal bir hastaliktir. Cogunlukla folik asit eksikligi ile
birlikte genetik faktorler veya gebelikte kullanilan bazi ilaglardan kaynaklanan, ayaklarin
saglikli bir sekilde kullanilamamasi, mesane ve bagirsak problemleri gibi yasam boyu
kalic1 sakatliklara yol acan bir bozukluktur. Ailelerin ve saglik kurumlarinin bu ¢ocuklarin
tedavisi i¢in gosterdigi ¢abalar tam tedavi edici sonug verememekte, bu bireyler dmiir boyu
tibbi bakima ihtiya¢ duymaktadir. Biitiin diinyada oldugu gibi iilkemizde de Noral Tiip
Defekti siklig1 ve dagilimindaki farkliliklar, etyolojik faktorler olarak beslenme, kiiltiirel
veya genetik nedenler gibi bazi 6zglin veya 06zgiin olmayan nedenlerin incelenmesi
gerektigini gostermektedir.

Sizin c¢ocugunuz i¢in etkin olacak tedavi sekli doktorunuz tarafindan
belirlenecektir. Cocugunuzla birlikte ¢alismaya katilmasaniz da taniyr koymak igin tiim
hastalarda yapilan kan tetkikleri yapilip, tedavileri diger hastalar gibi yapilacaktir. Rutin
tant i¢in 1 ml periferik kan 6rnegi alinacaktir ve ZIC5 gen degisimleri ¢alisilacaktir. Bu
caligmalar sirasinda ¢ocugunuzdan fazladan kan alinmayacak kendi sagliligi acisindan
gerekli rutin kontrolii sirasinda alinan kanlardan gen degisimi calisilacaktir. Biyokimyasal

parametreler hastanin rutin kontrol dosyasindan elde edilecektir.
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Sizin de bu aragtirmaya hasta grubunu ( )/ saglikli kontrol grubunu () temsilen
katilmaniz1 Oneriyoruz. Hasta grubu goniilliileri i¢in aragtirmanin sonucunda eger spina
bifida hastaligi grubunda kontrol grubuna gore fark tespit edilirse tan1 ve tedavi amach
arastirmalarda faydali olacagini diisiiniiyoruz.

Saglikli goniilliller kendisi ve birinci derece akrabalarinda spina bifidast olmayan
saglikli bireyleri igerecektir. Saglikli goniilliiler i¢in kisa vadede bir fayda saglanmayacak,
ancak hayatinizin ileri asamalarinda arastirilan bu hastalikla iliskili bir risk faktorii tagiyip
tasimadiginiz konusundaki muhtemel bilimsel kazanimlardan faydalanilacaktir.

Kan alinmasi sirasinda olusabilecek riskler:

1-) igne batmasina bagl olarak az bir ac1 duyabilirsiniz.
2-) Az bir ihtimal de olsa igne batmasi sonrasinda kanamanin uzamasi veya enfeksiyon
riski vardir.

Yapilacak arastirmanin getirecegi olas1 yararlar: Bu calisma sonucunda spina
bifidali hastalardan alinan kan Grnekleri ve anemnezler sonucunda ayrintili bir genetik
danigsmanlik hizmeti verilecektir. Eger arastirmaya katilmayr kabul ederseniz tarafindan
cocugunuzun spina bifida hastaligina yonelik tedavisi yapilacak ve kayit tutulacaktir. Bu
caligmaya katilmaniz i¢in sizden herhangi bir ticret istenmeyecektir. Calismaya katildiginiz
icin size ek bir 6deme de yapilmayacaktir. Bu ¢alismaya katilmay:1 reddedebilirsiniz. Bu
aragtirmaya katilmak tamamen istege baghdir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan
tedavide herhangi bir degisiklik olmayacaktir. Yine c¢alismanin herhangi bir asamasinda
onaymizi ¢ekmek hakkina da sahipsiniz. Arastirmaya bagli géreceginiz olasi bir zararda
sorumlulugu tiistlenecegimizi ve zararin giderilmesi i¢in her tiirlii miidahalenin yapilacaginm
ve bu durumla ilgili tim harcamalar1 listlenecegimi bilmenizi isteriz.
(Katihmcinin/Hastanin Beyani)

Yrd. Dog. Dr. Ebru ONALAN sorumlulugunda ilgili doktor tarafindan F.U. Tip
Fakultesi Hastanesi Cocuk Cerrahisi BD ve F.U. Tip Fakiiltesi Beyin Cerrahisi BD
tarafindan tibbi bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki
bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya “katilimc1” (denek)
olarak davet edildim. Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken
bana ait bilgilerin gizliligine bu arasgtirma sirasinda da biiyiik 6zen ve saygi ile
yaklasilacagina inaniyorum. Arastirma sonuglarinin egitim ve bilimsel amagclarla kullanimi1

sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli giiven verildi.
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Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden aragtirmadan g¢ekilebilirim.
(Ancak arastirmacilari zor durumda birakmamak i¢in arastirmadan ¢ekilece§imi dnceden
bildirmemin uygun olacaginin bilincindeyim) Ayrica tibbi durumuma herhangi bir zarar
verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma dis1 tutulabilirim.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk altina
girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir. Ister dogrudan, ister dolayli olsun
arastirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir
saglik sorunumun ortaya c¢ikmasi halinde, her tiirli tibbi miidahalenin saglanacagi
konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi mudahalelerle ilgili olarak da parasal bir yik
altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte, F.U
Tip Fakiiltesi Cocuk Cerrahisi ve Beyin Cerrahisi BD’m1 0 424 2333555/ 2660-2909
arayabilecegimi biliyorum. Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim.
Arastirmaya katilmam konusunda zorlayicit bir davranigla kargilasmis degilim. Eger
katilmay1 reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir
zarar getirmeyecegini de biliyorum. Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilariyla anlamig
bulunmaktayim. Kendi bagima belli bir diisiinme siiresi sonunda adi1 gegen bu arastirma
projesinde “katilimc1” (denek) olarak yer alma kararii aldim. Bu konuda yapilan daveti
bilyiik bir memnuniyet ve goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum. Imzali bu form kagidinin

bir kopyasi1 bana verilecektir.

Katilimetr Gorlisme tan181

Adi, soyadz: Adi, soyadz:

Adres: Adres:

Tel: Tel:

Imza: Imza:

Katilimer ile goriisen hekim Hastanin Ebeveyninin
Adi soyadi, unvani: Adi soyadi, unvant:
Adres: Adres:

Tel: Tel:

Imza: Imza
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EK-2 : SPINA BiFIDA ANAMNEZ FORMU

Dosya No: Tarih:

1. Ailenin Degerlendirilmesi (Pedigri)

NTD tipi
Anne yasi Baba yasi
Nerali aldingi- Nearali aldigi-
1 1 1

[ Cocuk yas cinsiyeti 1 [ Cocuk yasi cinsiyeti ] [ Cocuk yasi cinsiyeti ] Cocuk yasi cinsiyeti ]

1. Akraba evliligi Yok () Var ( ) Derecesi:

2. Maternal faktorlerin degerlendirilmesi
1. Annede sigara kullanimi1 Yok () Var ( )

2. Annede BMI (viicut kitle indeksi)

3. Annede diabet Yok () Var ( ) Tipi:
4. Gebelikte vitamin B12 kullanimi Yok () Var ( )

5. Gebelikte folik asit kullanim1 Yok () Var ( )

6. Annede epilepsi Yok () Var ( )

7. Gebeligin 3-4 haftalarinda gegirilen atesli hastaliklar Yok ( ) Var ( )

Hangi hastalik:

3. Hastanin degerlendirilmesi:

Cinsiyet: Yas:

1.Disrafizmin tipi (meningosel, meningomyelosel, myelosizis vs):

2. Eslik eden santral sinir sistemi anomalisi (corpus callozum disgenezisi gibi):

3. Eslik eden diger sistem anomalileri:
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