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KISALTMALAR
be: Baz gifti
Cen: Sentromer
ddATP: Dideoksiadenozin trifosfat
ddCTP: Dideoksisitidin trifosfat
ddGTP: Dideoksiguanozin trifosfat
ddTTP: Dideoksitimidin trifosfat

dATP: Deoksiadenozin trifosfat

dCTP: Deoksitidin trifosfat

dGTP: Deoksiguanozin trifosfat

dH20: Distile su

dTTP: Deoksiadenozin trifosfat

DM: Myotonik Distrofi

DNA: Deoksiribonikleik asit

dNTP: Deoksinikleotid trifosfat
DRPLA: Dentatorubral Palliduysian Atrofi
EDTA: Etilen diamin tetra asetik asit

FRAXA: Frajil X A
FRAXE: Frajil XE
FRAXF: Frajil X F

HD: Huntington Disease

HH: Huntington Hastalig

IT 15: Interesting Transcipt 15

kb: Kilobaz

KHCO;: Potasyum bikarbonat

MJD: Machado -Joseph Disease
mRNA: Messenger Ribonucleic Acid
NaCl: Sodyum klorar

NH,CI: Amonyum Klorir

p: Kromozom kisa kolu

PCR: Polymerase Chain Reaction (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)



q: Kromozom uzun kolu

RFLP: Restiction Fragment Length Polimorphism

rpm: Revolutions per minute

SCA 1: Spino-cerebellar Ataxia type 1(Spino-serebellar Ataksi tip 1)
SDS: Sodyum dodesil sulfat

STE: Salt - Tris ~ EDTA

TBE: Tris — Borik asit — EDTA

Tel: Telomer

uv: Ultraviolet
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SEKILLER DiziNi

IT15 geninin kromozomal yerlesimi

CAG ve CCG tekrar bélgeleri ile bu iki tekrar bélgesi arasinda yer
alan dizinin gematik gésterimi

Protein riniinde 2642-2645. pozisyonlardaki glutamik asitleri
kodlayan GAG kodonlarinin IT15 geni 58. ekzonundaki yerlegimi

G—A ve C—T nokta mutasyonlari ile 6 ve 20 bg uzunlugundaki
dizinlerin 5’ promoter bélgesindeki yerlesimleri

TTC ve CCA kodonlarindaki C—G ve A—G nokta mutasyonlarinin
yerlegimi

Margolis ve ark. tarafindan iki hasta bireyde gbzlenen nokta
mutasyonlari

CAG ve CCG tekrar bolgeleri ile bu iki bolge arasindaki 12 bg¢'lik
dizinin gogaltiimasinda kullanilan primerler

IT15 geni 5 promoter bdlgesindeki
¢ogaltiimasinda kullanilan primerler

polimorfik bdlgelerin

Sekil 2.1. ve 2.2'deki PCR uygulamalarinin ayni semada gdésterimi

Bu g¢alismada kullanilan primerler ve ¢ogaltiimasi amaglanan 600
b¢ uzunlugundaki hedef bélge.

Pozitif aile 6ykiisi olan hasta bireylere ait kisaltilmig pedigriler.

3, 4, 5, 10 ve 11 nolu hastalara ait PCR urinlerinin 0.1 pg/ul
ethidium bromide igeren %2 agaroz jeldeki goruntisi

Forward/HD-2 primer ¢iftine ait PCR Griniinden forward/reverse (a)
ve HD-1/HD-2 (b) primer giftleri ile yapilan reaksiyonlar sonunda
elde edilen Granlerin 0.1 pg/ul ethidium bromide iceren %2 agaroz
jeldeki gorantisi

Sekil 3.4. C-T nokta mutasyonu bolgesinde 9 ve 12 nolu olgulara ait

otoradyografi sonuglan
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Sekil 3.5. G—>A nokta mutasyonu bdlgesinde 9 ve 12 nolu olgulara ait
otoradyografi sonuglari

Sekil 3.6. Sirasi ile 9 nolu hastanin mutant (ilk dért kuyu) ve 12 nolu hastanin
normal (ikinci dort kuyu) ve mutant (G¢anc dort kuyu) alellerine ait
yirmili dizi tekrar sayilan otoradyografik bulgulan
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CiZELGELER DiZziNi

IT15 genine ait polimorfik bélgeler

Tekrar dizinleri ve ilgili hastaliklar

FRAXA ve SCA1’de kesikli tekrar dizinlerinin yapisi

Caligma grubunda yer alan hastalarin yas ve cinsiyet dagilimlari
15 hastaya ait normal alelde polimorfik 6zellikler ve hastahgin
kahtildigi ebeveyne gére dagilimlan

15 hastaya ait mutant alelde polimorfik 6zellikler ve hastahgin
kahtiidi§1 ebeveyne gére dagilimlan

Mutant ve normal alel CAG tekrar sayilar ve paternal/maternal
kalitimin hastaligin baglama yas! izerindeki etkisi

IT-15 geni 5’ bolgesi polimorfik 6zelliklerine gére tanimlanan aleller.
Coles ve ark. tarafindan tanimlanan yedi alelin normal ve hasta
bireylerde dagilimi



1. GIRIS

Huntington Hastali§i (HH), “spiny cells” denilen dikenli néronlarin
kaybi1 ile karakterize, otozomal dominant gegis gosteren, santral sinir
sisteminin ilerleyici, dejeneratif bir hastaliidir. Genelde 40 yaslarinda
baglayan hastalik; kore, emosyonel bozukluklar, kisilik degisiklikleri ve
demans gibi bulgularla seyrederek yaklagsik 15-20 yil iginde hastanin kaybina
neden olmaktadir.

Hastalik, bulgulann baslayis yasina goére, erken (early onset 20
yasin altinda) ve ge¢ (late onset 60 yasin {izerinde) tip olmak Gzere iki
gruba ayrilabilir. Hastalik; bulgularin erken yagta bagladi§i hastalarda daha
agir seyrederken, ge¢ yasta baglayan hastalarda daha hafif seyretmektedir.
Hastalarin doktora bagvurma nedeni genellikle koredir. Ancak hastalarin
kore baglamadan énce sebepsiz diigme, ylrime sirasinda hafif uyumsuzluk,
elde tutulan birgeyi disirme egilimi ya da el yazisinda degisiklikler gibi bazi
motor fonksiyonlarda degisikliklerin farkina varabilecekleri ve hastalarin
cogunda, taninin kondudu tarihten dnce emosyonel degisikliklerin meydana
geldigi belirtiimektedir ( Koroshetz ve ark., 1993; Shaw, 1995, B6lim 4).

Huntington Hastalig sikliginin Bati Avrupa ve Amerika
toplumlart  igin 5-10/100.000 olarak verilmesine karsin godunlukla geg¢
yaslarda bulgu verdiginden gergekte sikhdinin bunun 2-4 kati kadar oldugu
6ne surilmektedir. Ayrica hastali§in goriilme sikliginda etnik farkliliktan s6z
edilmekte ve Japon, Cin, Afrika zencileri ve Finlandiya' da sikhigin 10 kez
daha dusiik oldugu belirtiimektedir. Yakin bir tarihe kadar hastalikta taze
mutasyon goriilme sikhiginin hemen hi¢ yok gibi kabul edilmesine kargin
genetik gelismeler 1siginda taze mutasyon olgulart saptanabilmektedir
(Koroshetz ve ark., 1993; Shaw, 1995, B6lim 4, Goldberg ve ark., 1995;
Chong ve ark., 1997). Ayni gelismeler hastaliyin penetransinin bazi
olgularda tam olmayabilecegi kanisini da uyandirmaktadir (Rubinsztein ve
ark., 1996).



“Restriction Fragment Length Polymorphism” (RFLP) ile yapilan
caligmalar sonucu hastalija neden olan genin (IT15 [IT=Interesting
Transcript]) 4 numarali kromozomun kisa kolunda (4p16.3) oldugu
saptanmig, 1993 yilinda da “Huntington Disease Collaborative Research
Group” tarafindan izole edilmigtir (Huntington Disease Collaborative
Research Group, 1993). IT15 geninin kromozomal yerlesimi Sekil 1.1'de
gosterilmistir (Shaw, 1995, Bolum 4).
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Sekil 1.1. IT15 geninin kromozomal yerlesimi (p:kisa kol, q: uzun kol, tel:telomer,
cen:.centromer. Seklin sag tarafindaki, telomerden sentromere dodru S168den
S10’a kadar belirtilen bdlgeler, bu kromozomal bélgede bulunan DNA “marker*lanni
ve yerlesimini g&stermektedir).

67 ekzon iceren 210 kb uzunlugundaki bu gen, 3144 amino asit
uzunlugunda, 348 kd blyukldgiande "huntingtin® olarak adlandirilan bir
protein kodlamaktadir (Huntington Disease Collaborative Research Group,
1993; Ambrose ve ark., 1994; Jou ve ark., 1995). Gen, iki farkh

T.C. YOKSEKGGREDIM wuRuLD
DOKUMANTASYOR MERKEZ)



poliadenilasyon bélgesi nedeniyle 11 ve 13 kb'ik iki mRNA transkripti ve
farkh biyuklUklerde iki protein Urini olugturabilmektedir. IT15 en fazla
beyinde ifade bulmakla birlikte akciger, karaciger, barsak, testis, over dahil
olmak Gzere hemen tiim dokularda ifade bulmaktadir. IT15'in, hastaliktan en
fazla etkilenen striatum ve korteksde daha fazla ifade bulduguna dair bir
bulgu bildiriimemigtir (Ambrose ve ark., 1994; Jou ve ark., 1995; Schilling ve
ark., 1995).

[T15 geni ile ilgili farkli polimorfik béigeler tanimlanmigtir. Bunlardan
en 6nemlisi “Huntington Disease Collaborative Research Group” tarafindan
1983'te tanimlanan ve genin ilk ekzonunda bulunan, glutamin kodlayan CAG
dizini tekrar bélgesidir (Sekil 1.2). Diger polimorfik béigeler guniardir:

1) CAG dizininin hemen 3' komgulugunda bulunan ve prolin kodlayan CCG
dizini tekrar bélgesi (Andrew ve ark., 1994).

CAG tekrar boélgesi ile CCG tekrar bélgesi arasinda 12 baz-gifti (bg)
uzunlugunda 5'-CAACAGCCGCCA-3’ dizisi yer aimaktadir (Sekil 1.2).
IT15-Ekzon 1

CAACAGCCGCCA
L

CAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAG CCGCCGCCGCCGCCGCCGCCE

Sekil 1.2. CAG ve CCG tekrar bblgeleri ile bu iki tekrar bélgesi arasinda yer alan
dizinin gematik gésterimi (n= tekrar sayist).



2) Protein GrGinintin 2642-2645. pozisyonlarindaki glutamik asitleri kodlayan
GAG dizini tekrar bolgesi (Ambrose ve ark., 1994) (Sekil 1.3).

IT15-Ekzon 58

1 GAGGAGGAGGAG [l

o

8239 8250

Sekil 1.3. Protein Grindnde 2642-2645. pozisyonlardaki glutamik asitleri kodlayan
GAG kodonlarinin IT15 geni 58. ekzonundaki yerlesimi (bu kodonlar genin mRNA
ariniinde 8239-8250. nikleotid pozisyonlar arasinda yer almaktadir).

3) Genin 5' promoter bélgesinde tanimlanmis polimorfik béigeler: Bunlardan
ilk ikisi G>A ve C—T nokta mutasyonlari, diger ikisi de 6 ve 20 bg
uzunlugundaki (sirasi ile GGGGGC ve GGCCCGCCTCCGCCGGTGC)
dizinleri (Coles ve ark., 1997) tekrar bolgesidir (Sekil 1.4).

IT15- 5' promoter bélgesi

5 48&]c(ce6660A — T(GECCCCECCTCCECCEECEOIA — TR(GIEE rqcrr) 3

P (R

292 212 -148 -103

Sekil 1.4. GoA ve CoT nokta mutasyonlari ile 6 ve 20 bg uzunlugundaki dizinlerin
5 promoter bolgesindeki yerlesimleri (bu polimorfik bolgelerin gendeki +1
translasyon baglama noktasina gére pozisyonlari okla gosterilmigtir).



4) CAG tekrar bodlgesinin hemen 5’ ucunda yer alan TTC kodonunda C—G
ve CCG tekrar bdlgesinin hemen 5’ ucunda yer alan CCA kodonunda A—G
nokta mutasyonlari (Margolis ve ark., 1999) (Sekil 1.5).

IT15-Ekzon 1

B 1T(0) (CAG)n CCKCCo)

Sekil 1.5. TTC ve CCA kodonlarindaki C—»G ve A—G nokta mutasyonlarinin
yerlesimi (mutasyon bélgeleri okla igaretlenmis ve mutasyona udrayan nikieotid
parantez iginde gosterilmistir).

Yukarida belirtilen polimorfik bdlgeler Cizelge 1.1’ de sunulmustur.

Cizelge 1.1. IT15 genine ait polimorfik bélgeler

Polimorfik Bélgeler | Dizin Yerlegim
Ugla Tekrar Dizinleri | CAG 1. ekzon
CCG 1. ekzon
Delesyon GAG 58. ekzon
Nokta Mutasyonlari G-A 5' promoter
C-oT 5' promoter
C-G 1. ekzon
A-G 1. ekzon
Altili Tekrar Dizini GGGGGC 5' promoter
Yirmili Tekrar Dizini GGCCCCGCCTCCGCCGGCGC | 5' promoter




Hastaliktan sorumlu olan mutasyon, ilk ekzonda yer alan CAG (gl
dizininin tekrar sayisinin belli bir esik dederin Gzerine artig g&stermesidir.
Tekrar sayisi, nhormal kromozomlarin %99'undan fazlasinda 28 ve altinda,
mutant kromozomlarin %99'undan fazlasinda ise 36 ve {izerinde
bulunmustur. CAG tekrar sayisi bir kugaktan sonraki kusada aktarilirken
artma egilimi gostermekte, o&zellikle babadan aktanldiginda tekrar
sayisindaki artig daha fazla oimaktadir (Kremer ve ark.,1995; Norremolle ve |
ark., 1995). Yine tekrar sayisi arttikga hastallk daha gen¢ yaslarda
baglamaktadir (antisipasyon) (Craufurd ve ark., 1993). 29-35 arasinda tekrar
sayisina sahip aleller “intermediate allel” olarak tanimlanmakta ve taze
mutasyonlarin, bu allellerin aktarimi sirasinda tekrar sayisindaki artis sonucu
ortaya ¢iktigt belirtiimektedir (Ranen ve ark., 1995).

CAG dizinlerinin 3’ komsulugunda yer alan CCG tekrar sayisinin 6 -
12 arasinda degigerek polimorfizm gosterdigi ve CCG tekrar sayisi ile CAG
tekrar sayisi arasinda ters orantili bir iligki oldugu belirtiimektedir. CAG tekrar
sayisi arttikga CCG tekrar sayisinin azaldi§i, tersine, CAG tekrar sayisi
azaldikca CCG tekrar sayisinin artti§i belitiimekte ve mutant
kromozomlarda CCG tekrar sayisi siklikla 7 iken normal kromozomlarda 10
olarak gdzlenmektedir (Andrew ve ark., 1994).

Protein Uraniiniin 2642 ve 2645. pozisyonlanindaki glutamik asiti
kodlayan GAG dizinlerinin sayisinin 3 ile 4 arasinda degisiklik gdstermesi
diger bir polimorfizmi olusturmaktadir. Tekrar sayisinin 3 olmasi, genin
protein Griinindeki 2642 - 2645. pozisyonlarinda bulunan 4 glutamik asitten
birinin olmamasina yol agmakta ve bu polimorfik dzellik A2642 (2642.
pozisyondaki aminoasit biriminin delesyonu) olarak gdsteriimektedir
(Ambrose ve ark., 1994). A2642' ye gore farkl iki haplotip belirlenmig, 2642.
aminoasit varsa A aleli, yoksa B aleli olarak tanimlanmigtir. A aleli, B aleline
goére daha az sayida CAG tekran igermektedir. A2642, yirmiden fazla CAG
tekrari olan kromozomlarda gézlenmekte, normal kromozomlarin %7' sinde,



mutant kromozomlarin ise %38'inde rastlanmaktadir (Almqvist ve ark., 1995;
Rubinsztein ve ark., 1995).

A2642 polimorfizmi ve CCG tekrar sayisinin, CAG tekrar sayisindaki
degisiklik Gzerindeki etkilerinin birbirinden badimsiz oldugu goézienmigtir.
A2642 polimorfizmine sahip fakat ayni sayida CCG tekran igeren
haplotiplerde CAG tekrar sayilarinda farkliliklar saptanmistir. Yine, A2642
acisindan ayni haplotipe sahip, ancak CCG tekrar sayisi farkii olan
kromozomlarda yapilan galigmalarda CAG tekrar sayilaninin farkh oldugu
gosterilmigtir. Dolayisi ile hem CCG tekrar sayisi hem de A2642'nin
birbirinden bagimsiz olarak CAG tekrar sayisi ile ilgili oldugu belirlenmigtir.
Ikisi birlikte degerlendirildijinde CCG ve A2642 polimorfizminin, CAG tekrar
sayisindaki degisikliklerin %25' ile ilgili oldugu sonucu verilmektedir.
Hastalia neden olan mutant alelin B aleli ile birlikteliginin daha g¢ok
izlenmesinin nedeni olarak B alelinde CAG tekrar sayisinin daha fazla
olmasi 6ngérillmektedir (Almqvist ve ark., 1995).

Hastalik sikhiginin Bati Avrupa ve Amerika toplumuna oranla Afrikali
zencilerde, Cinli ve Japonlarda 10 kez daha disik olmasi, bu topluluklarda
A2642 polimorfizminin  gdzlenmemesine  baglanmaktadir.  A2642
polimorfizminin bu irklarda olmamasi, normal kromozomlardaki CAG tekrar
sayisinin, dolayisi ile de normal alelin mutant hale gelme olasiliinin diaguk
olmasina neden olmaktadir. Geriye dogru gidildiinde A alelinin yaban alel
oldugu, B alelinin mutasyon sonucunda A alelinden meydana geldigi, daha
sonra B alelinde mutasyonlarin sik gériilmesi nedeni ile bu haplotipin mutant
alellerdeki sikhi§inin arttig belirtiimektedir (Almqvist ve ark., 1995).

Genin translasyon baglama noktasina gére —103 ve —148. nikleotid
pozisyonlarinda sirasi ile C»T ve G—A nokta mutasyonlarinin  polimorfik
ozellik gosterdigi ve yine genin 5’ promoter bélgesinde yer alan GGGGGC



altih dizinin 1-2 kez, GGCCCGCCTCCGCCGGTGC yirmili dizinin de 1-3
kez tekrarlayabildigi bildiriimisgtir (Coles ve ark., 1997).

Genin §' ucunda yer alan dier bir polimorfizm Margolis ve ark.
tarafindan, biri tanisal, digeri de yordama amaci ile CAG tekrar sayisini
beliremek icin iki hastaya ait DNA o&meginde gergeklestirien PCR
uygulamalarinda tutarsizik gézlenmesi tzerine bulunmustur. llk hastada
gbdzlenen tutarsizligin nedeni, CAG tekrar bélgesinin hemen 5’ ucundaki TTC
kodonunda meydana gelen C—G nokta mutasyonu sonucu uygulamada
kullanilan primerin bu bélgeye baglanamamasi, ikinci hastada ise CCG
tekrar bélgesinin hemen 5’ ucunda yer alan CCA kodonunda A—G nokta
mutasyonu nedeni ile CCA dizininin CCG'ye ddniigerek CCG tekrar sayisini
degistirmesidir (Sekil 1.6).

Normal dizi: 5'- TTC (CAG)n CAA CAG CCG CCA (CCG)n-3’

Ik hasta : 5-TTG (CAG)n CAA CAG CCG CCA (CCG)n-3'
Ikinci hasta: 5'- TTC (CAG)n CAA CAG CCG CCG (CCG)n -3

Sekil 1.6. Margolis ve ark. tarafindan iki hasta bireyde gézlenen nokta mutasyonlari
(mutasyonlar kalin harflerle ve alti gizili olarak gdsterilmistir).

Bugiine kadar yapilan arastirmalarda, DNA molekiiliinde dogal olarak
bulunan {i¢la tekrar dizinlerinin bir nesilden sonraki nesile aktarimi sirasinda
tekrar sayisinda %4 oraninda azalma géstermekle beraber gogunlukla artma
gosterdigi ve bu artigin bazi genetik hastaliklarin etyolojisinde rol oynadigi
anlasiimigtir. Bu hastaliklar arasinda Frajil-X Sendromian (FRAXA, FRAXF,
FRAXE), Dentatorubral Pallidoluysian Atrofi (DRPLA), Machado-Joseph
Hastali§i (MJD), Spinocerebellar Ataksi Tip 1 (SCA1), Myotonik Distrofi (DM)
ve HH gibi hastaliklar bulunmaktadir. Bunun yanisira; Herediter Non-
Polipozis Koli, Kolon Kanseri ve degisik insan kanserlerinde yine {igls tekrar
dizinlerinin saptandi§: bildirilmektedir (Coles ve ark., 1997; Carlock ve ark.,
1994; Richards ve ark.,, 1994) (Cizelge 1.2). Tum bu hastaliklarin ortak
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ozellikleri, belli bir Ggla nikleotid dizininin tekrar sayisinin artig gostermesi ile
hastaligin ortaya gikmasidir.

Cizelge 1.2. Tekrar dizinleri ve ilgili hastalikiar.

Tekrarlayan Dizi Hastalk

CGG FRAXA, FRAXE, FRAXF

CAG Spinobulber Miskiler Atrofi
Myotonik Distrofi

Huntington Hastaligt
Spinocerebellar Ataksi Tip 1
Dentatorubral Pallidoluysian Atrofi

Mononiikleotid Herediter Non-Polipozis Koli
Dindkleotid Kolon Kanseri

Trindkleotid

Mononukleotid

TrinGkleotid Cesitli Insan Kanserleri
Tetranikleotid

Tekrar sayisinin artmasinin nedeni olarak esit olmayan krossing-over
ve “slippage” mekanizmalan (zerinde duruimaktadir. Esit olmayan krossing
over, iki homolog kromozom arasinda meydana gelen krossing-over
sonrasinda gergeklesen DNA alig-veriginin birbiri ile ayni olmamasidir.
Bunun nedeni, tekrar bdlgelerinin, tekrar dizini icermeleri nedeni ile,
krossing-over sirasinda karst zincirdeki kendi komplementeri olan tekrar
dizininde herhangi bir bélge ile eslegebilmesidir. Bunun sonucunda krossing-
over sonrasinda kromozom {izerindeki o btlgede uzama ya da kisalma
gézlenebilmektedir (Brown, 1989). Slippage mekanizmasinda ise tekrar
bolgelerindeki DNA replikasyonu sirasinda sentezienen yeni zincirin
komplementeri olan karsi zincir Uzerinde “kayarak” tekrar boigesi iginde farkli
bir bélge ile eslesebilmesi ve DNA replikasyonunun bu yeni yerlesim
bélgesinde kaldi§i yerden devam edebilmesidir. Replikasyon



tamamiandi§inda sentezlenen yeni zincirde “kayma” miktari ile orantili olarak
uzama gbézlenmektedir (Richards ve ark., 1994).

Ancak yapilan son caligmalarda hastalifin ortaya ¢ikmasinda tekrar
sayisinin belli bir sayinin Ustiinde olmasinin tek bagina yeterli olmadigina
dair bazi bulgular elde edilmigtir. Bu galigmalarda, ayni tekrar sayisina sahip
olmalarina ragmen bazi kigilerin normal bazilarinin hasta oldugu gézlenmis
ve incelendiginde, normal kisilerde Ugli tekrar dizininin strekliligini bozan,
tekrar eden Gg¢la diziden farkh bir kodonun bu tekrar bélgesi icinde yer aldig
izlenmigtir. Bu kesikli dizinin (interrupted ya da imperfect repeat), "slippage”
mekanizmasini engelleyerek genin bir sonraki nesile gegisi sirasinda tekrar
sayisinin artmasini 6nledigi ve bu nedenle kesiksiz dizine (uninterrupted ya
da perfect repeat) oranla daha stabil oldudu ileri stiriimektedir.  Bugline
kadar yapilan c¢alismalar, FRAXA' da tekrarlayan CGG dizininin iginde
kesintiye neden olan AGG, SCA1'de de tekrarlayan CAG dizini iginde CAT
U¢lt kodonunun varligini géstermistir (Chung ve ark., 1993; Eichler ve ark.,
1994) (Cizelge 1.3). HH' nda ise insan digindaki bazi diger memelilerde
kesikli tekrar dizinlerinin varligi gosterilebilmistir (Pecheux ve ark., 1996).

Cizelge 1.3. FRAXA ve SCA1' de kesikli tekrar dizinlerinin yapisi (Tekrar yapisini
bozan gl dizinler kalin harflerle gésterilmigtir.n= tekrar sayisi)

Hastalik Kesikli Tekrar Dizinlerinin Yapisi
FRAXA - (CGG)NAGG(CGG)n

(CGG)NAGG(CGG)NAGG(CGG)n
SCA1 (CAG)nCAT(CAG)n

(CAG)nCATCAGCAT(CAG)Nn
(CAG)nCATCAGCATCAGCAT(CAG)n

Bu caligmada, IT15 geninin polimorfik ézelliklerinden CAG ve CCG
tekrar sayilari ile nokta mutasyonlan ve altili-yirmili tekrar dizinleri
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polimorfizmi arastirilarak mutant alellerin bu polimorfik 6zelliklerle olan
birliktelik sikliklarinin gikarilmasi amaglanmigtir. Calisma kapsaminda ayrica
kesikli tekrar dizinleri varliginin aragtiriimasi da gergeklestirilecektir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Galisma Grubu

Bu proje kapsaminda ¢alismaya dahil edilen bireyler, Aralik 1996- Eyl{il 1999
tarihleri arasinda Ankara Universitesi Tip Fakiltesi Néroloji Anabilim Dali
tarafindan Huntington Hastalig: tanisi alan ya da bu tani ile takip edilen 15
hasta bireyden olusmaktadir.

Hastalarla yapilan ve yaklagik bir saat stiren ilk gériigmede hastalifin
oykislt alindiktan sonra pedigri analizi yapilarak ailedeki diger hasta
bireylerle henliz bulgusu olmayan ancak risk altindaki asemptomatik bireyler
saptanmig, hastalifin 6zellikle genetik 6zellikleri hakkinda aileye detayli bilgi
verilmigtir. Bu bilgiler 1s1§inda istenildiginde DNA incelemesi yapilabilecegi
belirtiimis ve en az bir aylk bir siire sonra gergeklestirilen ikinci gérigsmede
incelemeyi kabul eden hastalardan aydinlanmis onamlan (bkz. EK)
alindiktan sonra DNA incelemesi i¢in periferik kan drnekleri alinmistir.

2.2. Polimorfik Ozelliklerin Belirlenmesi

2.2.1. DNA lzolasyonu ve Kantitasyonu

Genomik DNA, EDTA'l tipe alinmis 5 ml periferik kandan standart fenol-
kloroform yontemi ile izole edilmigtir (Sambrook ve ark., 1982, s. 458). 5 mi
periferik kan 15 ml'lik polipropilen tiupe aktariip 3500 rpm'de 15' santrifije
edildikten sonra (lonetics medical products, Centurion 6000) serum atilip
pelet izerine 10 ml' ye tamamlayacak sekilde lizis tamponu (0.154 M NH,CI
[Sigma, A9434], 0.0092 M KHCO; {Sigma, P4913], 0.0001 M EDTA [Sigma,
E5134]) eklenip iyice kanstinimis ve tip igindeki solusyon saydam hale
gelene kadar buz iginde bekletiimigtir. 3500 rpm' de 15 dk santrifije
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edildikten sonra sipernatan atilip peletin ¢dzlilerek yikanmasi igin, {izerine
5ml' ye tamamlayacak sekilde 1XSTE (0.1 M NaCl [Merck, 1.06400], 0.01 M
Tris pH=8.0 [Sigma, T8524], 0.001 M EDTA) solusyonu ilave edilip vortexle
kanstinimig ve 3500 rpm' de 15 dk santrifiije edilmistir. Daha sonra
siipernatan atilip pelet Gizerine 4,5 ml 1XSTE solusyonu, 500 pl %10 SDS
(Sodium Lauryl Sulfate [Sigma, L4390] ve 50 pg/ml Proteinaz K (Sigma,

P4914) ilave edilip bir gece 37°C etiivde (Heraus, FB 420) inkiibe edilmistir.
Ertesi giin solusyon Uzerine esit hacimde doymusg fenol (Sigma, P4557)
eklenip yavasca karigtinidiktan sonra 3500 rpm' de 15 dk santrifiije edilip
sipernatan temiz bir tipe aktariimig, Ozerine esit miktarda
kloroform:izoamilalkol (24:1) (Sigma, C2432:Sigma, 19392) eklenip iyice
kanigtirildiktan sonra 3500 rpm’' de 15 dk santrifilje edilmigtir. Daha sonra

siipernatan temiz bir tipe aktanlip {izerine esit miktarda 0°C saf etanol
(Carlo Erba, 414608) eklenip DNA presipite edilmigtir. Presipite olan DNA
mikropipetle Eppendorf tiipe aktarilip bir kez saf etanol, bir kez de %70
etanol ile 13 000 rpm' de 10 dk santrifije edilip (Herolab, MikroCen 13D)
stUpernatan atildiktan sonra pelet oda sicakliinda kurumaya birakiimig,
daha sonra tzerine 500 pl steril dH,O eklenip 37°C'de bir gece inkiibe
edilerek gozulmugtar.

Elde edilen her bir DNA 6érnedinden 20 pl alinarak 1980 pl dH2O ile
karigtinhp 260 ve 280 nm'deki optik dansite de§erleri &lgllerek (Jasco
UVNIS Spectrophotometer, V-530) konsantrasyon ve safli§i belirlenmigtir
(Sambrook ve ark., 1982, s. 468).

2.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Bu caligmada uygulanan polimeraz zincir reaksiyonunda kullamiacak
primerlerin segilmesinde daha &nce literatiirde tanimlanmig iki farkih PCR
uygulamasindan yararlaniimigtir. Bunlardan ilki, CAG ve CCG tekrar
bolgeleri ile bu iki bbige arasinda yer alan 12 bg'lik dizinin bulundugu
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bélgenin g¢ogaltiimasini saglayan PCR uygulamasidir. Bu uygulamada
kullanilan primerler Sekil 2.1'de gosterilmistir.

CAACAGCCGCCA

5 (CAGn H(CCO) 3"

Sekil 2.1. CAG ve CCG tekrar bolgeleri ile bu iki bélge arasindaki 12 bg'lik dizinin
¢ogaltiimasinda kullamitan primerier (HD-1: forward primer, HD-2: reverse primer).

Primerlerin segiminde yararlanilan diger PCR uygulamasi ise genin 5
promoter bdlgesindeki G—A ve C—T nokta mutasyonlar ile 6 ve 20 bg

uzunlugundaki dizinlerin ¢ogaltiimasinda uygulanan PCR’da kullanilan
primerlerdir (Sekil 2.2).

Sekil 2.2. IT15 geni 5 promoter bolgesindeki polimorfik bdlgelerin godaltiimasinda
kullanilan primerier (forward: forward primer, reverse: reverse primer).

Bu iki PCR uygulamasinda kullanilan primerlerin ve g¢ogaltilan bdlgelerin
birbirine gére yerlesimleri Sekil 2.3'de gdsterilmistir.
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B

-292 -212 -148 +130

260 bg

Sekil 2.3. $ekil 2.1. ve 2.2'deki PCR uygulamalarinin ayni sgemada gésterimi (343
ve 260 bg olarak yatay gizgilerle belirtilen bélgeler her iki PCR uygulamasinda
cogaltilan bélgeleri ve bu bélgelerin uzunluklarini géstermektedir).

Bu galigmanin amacina ulagabilmesi i¢in Sekil 2.3'de gosterilen tim
polimorfik bélgelerin normal ve mutant alellerde ayrn ayrni gézlenebilir hale
getirilmesi gerektiginden, PCR uygulamasinda forward ve reverse primer
olarak $ekil 2.3'deki forward ve HD-2 primerlerinin kullanilmasi uygun
gérulmagtar. Segilen bu primer ¢ifti ile her iki bélgedeki polimorfik 6zelliklerin
ayni alelde arastinlabilmesi saglanmigtir (Sekil 2.4).

+130

Sekil 2.4. Bu gallsmada kullanilan primerler ve gogaltiimasi amaglanan 600 bg
uzunlugundaki hedef bolge.

0.1 ug genomik DNA, 0.2 yg (20 pmol) primerler [(forward:5-GCG
CGA GCT CAG CGG CTT GCT GTG TGA GG-3', HD-2: 5'-AAA CTC ACG
GTC GGT GCA GCG GCT CCT CAG-3') (lontek)], her bir dNTP’den 200uM
(Sigma, dNTP-100), %10 dimetilsulfoksit (Sigma, D5879), Expand™ High
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Fidelity PCR System kitine ait 2.5 pyl Expand HF 10x tampon ve 0.25 pl
Enzim karigimi (Boehringer Mannheim, 1 732 641) toplam 25 ul hacim iginde
kangtinlarak Gzeri mineral ya§:i (Sigma, M5904) ile kaplanmis ve
thermocyclerda (Biometra Personal Cycler™, 050-500) 94°C'de 1'30"
baglangi¢ denatirasyonundan sonra 94°C'de 1', 60°C'de 1', 72°C'de 2
olmak {izere 30 déngl uygulanip son olarak 72°C'de 10' inkiibe edilerek
PCR uygulanmistir (The Huntington Disease Collaborative Research Group.
1993). Her bir reaksiyona ait PCR triniinden 10 pl alinarak 1xTBE (0.089 M
Tris-borat [Sigma, T8524], 0.089 M Borik asit [Sigma, B6768], 0.002 M
EDTA) iginde hazirlanmis 0.1 ug/ul ethidium bromide (Sigma, E8751) igeren
%2'lik agaroz (Sigma, A9539) jele yuklenmistir. 90V'da 1 saat yuritildikten
sonra (Biometra-Agagel Mini, 020-000) jel uv transiliminatér Gzerine konmus
ve PCR rinlerine ait bandlarnn bulundugu jel bélgeleri bistiri ile kesilerek
1.5 ml'lik Eppendorf tiplere alinmistir. Daha sonra PCR (rinleri Wizard PCR
Preps DNA Purification System (Promega, A7170) kullanilarak jelden izole
edilmistir. Bunun igin 6nce jel eriyene kadar tipler 37°C'de inkiibe edilmis
daha sonra tizerine 1 ml resin eklenerek kanstirdmistir. Daha sonra ucunda
mini-column bulunan 2 ml'lik enjektére aktarilan bu karigim mini-column’dan
gegirilmis  ve bu iglem sonrasinda ayni enjektore ikiser kez 2 ml %80
izopropanol alinip verilerek mini-column yikanmigtir. Enjektérden ayrilan
minicolumn 10000 rpm’de 2 dakika santrifiije edilmis ve daha sonra igindeki
PCR drlnlerinin ¢ozllmesi igin 50 ul dH20 eklenerek bir dakika oda
sicakliginda beklenmistir. Temiz bir Eppendorf tlp Uzerine altnan mini-
column 10000 rpm’de 20 saniye santrifilje edilmig ve PCR triinleri tap i¢inde
toplanmistir.

2.2.3. Asimetrik Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PCR trtnleri, her iki ucu da serbest ¢ift zincirli DNA molekulleri oldugundan
dizi analizinde yaniltici ya da istenmeyen sonuglar elde edilebilmektedir. Bu
gibi durumlarda PCR drinlerinin dizi analizinde once asimetrik PCR
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yapilarak tek zincirli PCR Urlnlerinin elde edilmesi onerilen bir yoldur
(Gyllensten, 1989, Bolum 5). Asimetrik PCR'In normal PCR uygulamasindan
farki, kullamlan primerlerin egit miktarda degil farkli miktarlarda reaksiyona
katiimasidir. Bu gekilde hazirlanan reaksiyonda miktari az olan primer,
reaksiyonun ilerleyen déngllerinde yetersiz kalmakta ve senteze devam
edememekte, bu agamadan sonra sadece ortamda fazla miktarda bulunan
diger primer senteze devam edebilmektedir. Reaksiyon sonunda miktan
fazla olan bu primerin sentezledigi DNA molekiilleri, kendisi ile eslesebilecek
diger primerin sentezledigi DNA molekillerinin azhid nedeni ile tek zincirli
olarak kalmaktadir. Bu calismada da dizi analizine gegmeden &nce
asimetrik PCR yapiimigtir. Bu reaksiyonda, jelden izole edilen mutant ve
normal alellere ait PCR uriinleri kalip DNA olarak kullaniimig ve primer
konsantraéyonlan degistirilerek (forward/HD-2) ayni sicaklik ve sirelerde
asimetrik PCR uygulanmigtir. Asimetrik PCR’dan sonra, bu PCR karigiminin
5 whsi dizi analizi igin kullaniimigtir. Asimetrik PCR sonrasinda reaksiyonun
gerceklesip gerceklesmedidini kontrol amaci ile sadece bir kez 10 ul
asimetrik PCR arint 0.1 pg/ul ethidium bromide igeren %2'lik agaroz jelde
yuratilerek uv transilluminatérde gériintilenmigtir.

2.2.4. Dizi Analizi

Asimetrik PCR drdnlerinin dizi analizinde Omnibase™ DNA Cycle
Sequencing System (Promega, Q6800) kullaniimigtir. PCR Grininan §'
bolgesinin dizi analizi igin (IT15 geninin 5’ promoter béigesindeki polimorfik
bélgelerin bulundugu kisim-$ekil 2.2) forward, 3’ bélgesi icin (CAG ve CCG
tekrar bolgeleri ile bu bdlgede yer alan diger polimorfik bélgeler-Sekil 2.1)
HD-2 primeri kullamimigtir. Oncelikle dizi analizinde kullanilacak primerden
10 pmol alinarak 1 pl T4 polindkleotid kinaz, 1 ul T4 polintkleotid kinaz
tamponu, 3 pl [y-2P]dATP (3000 Ci/mmol, Amersham, PB10168) ve 4 i
dH20 ile kangtiriimig ve 37°C'de 10 dakika inkibe edilerek primer
isaretlenmistir. Her bir dizi analizi reaksiyonu igin A, C, G ve T olarak
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etiketlenmis 4 ayn 0.5 ul Eppendorf tipe uygun dNTP/ddNTP
karigimlarindan 2'ser pl konmusg ve buz lizerine alinmistir. Daha sonra ayr
bir tiipte dizi analizi yapilacak asimetrik PCR triiniinden 5 pl, 5 pl dizi analizi
tamponu, 1.5 pl igaretli primer, 4.5 uwl dH,O ve 1 u enzim kanstirilarak
hazirlanmig olan A, C, G ve T tiplerine 4'er ul eklenmigtir. Karigimlarin
tizerini 6rtecek kadar mineral yagi eklendikten sonra thermocycler'da 95°C 2
dk baglangi¢ denatiirasyonundan sonra 95°C 30 s, 60°C 30 s ve 70°C 60 s
olmak Uzere 30 déngl uygulanarak dizi analizi yapilmigtir. Reaksiyon
sonunda tlplere 3 ul formamid stop sollsyonu ekienerek reaksiyon
durdurulmustur. Reaksiyon trinleri 70°C'de 2 dk denature edildikten sonra
60x20 cm’lik %6 denatiran poliakrilamid jelde (20 gram ure [Sigma, U5378],
6 ml %40 akrilamid:bisakrilamid stok solusyonu (38:2 akrilamid [Sigma,
A9099] : bisakrilamid [Sigma, M2022]), 4 ml 10x TBE ve 15.3 ml deiyonize
dH>0) 1500 V'da 10 saat yuritilmistir (Biometra DNA Sequencing Gel
Apparatus, 022-100). Jel, elektroforez sonrasinda %10 glasiyal asetik asit
(Merck, 1.000.56) iceren fiksatifte 20 dakika bekletiimig, daha sonra 1 litre
deiyonize su ile yikandiktan sonra filtre kagidina (Biorad, 1650959)
aktarilarak kurutucuda (Biorad, 583 Gel Dryer) 80°C'de 1 saat kurutulmustur.
Kuruma sonrasinda kurutucudan alinan jel Kodak X-OMAT AR film (Sigma
Z35, 858-4) ile film kasetine yerlestiriimis ve kaset aliminyam folyo ile
sarllarak —70°C’'de 16-24 saat inkibe edilerek otoradyografi sonrasi
degderlendirilmigtir.

Tum reaksiyonlarda elde edilen Urinler ya hemen kullaniimig ya da
kullanifana kadar gegen sirede -20°C'de saklanmis ve kullanma sirasinda
¢cozulmuigtir.

2.3. Sonuglarin Degerlendirilmesi

Elde edile sonuglar Spearman’in korelasyon katsayist, ¢oklu regresyon
analizi, Mann-Whitney U testi ve ki-kare testi ile degerlendirilmigtir.
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3. BULGULAR

3.1. CGalisma Grubu

Calisma grubunda yer alan toplam 15 hasta bireyden 8'ini kadin (% 53),

7’sini erkek hastalar olugturmusgtur. Hastalarin ortalama yasi 48 olup bu

ortalama kadinlarda 45, erkeklerde ise 51’ dir. Hastali§in baslama yagi genel
hasta grubunda 41 iken, kadinlarda 39, erkeklerde 43 olarak gézlenmistir

(Cizelge 3.1.).

Cizelge 3.1. Caligma grubunda yer alan hastalarnn yas ve cinsiyet dagtimlan.

Olgu no | Cinsiyeti Yasi Hastaligin
Baslama Yasi
1 K 48 41
2 K 29 24
3 E 36 24
4 K 61 53
5 E 66 51
6 E 54 51
7 E 49 37
8 E 61 53
9 K 43 39
10 K 44 43
11 E 47 45
12 K 52 35
13 E 45 38
14 K 48 40
15 K 38 36

Calisma grubundaki pozitif aile dykist olan bireylerin kisaltiimig

pedigrileri Sekil 3.1.’de verilmigtir.
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Sekil 3.1. Pozitif aile dyklsl olan hasta bireylere ait kisaltiimis pedigriler.
(rakamlar Tablo 3.1.'deki ayni nolu olgulan géstermektedir)

3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

DNA d&rnekleri tzerinde forward ve HD-2 primerleri ile gergeklestiriien PCR
sonunda elde edilen Grinlerin agaroz jeldeki gorintist Sekil 3.2.'de
gosterilmigtir.

Sekil 3.2. 3, 4, 5, 10 ve 11 nolu hastalara ait PCR Granlerinin 0.1 ug/ul ethidium
bromide igceren %2 agaroz jeldeki géruntisa (istenilen bdlgeye ait PCR arinleri
kiglk beyaz oklarla, — ve + kutuplar ve yarime ydnii siyah okla gésterilmigtir).
M1:Marker, pUC18/Haelll kesimi

M2:Marker, pUCBM21/Hpall kesimi + pUCBM21/Dra1-+Hind!ll kesimi

1-5 nolu kuyular: Sirasi ile 3,4,5,10 ve 11 nolu olgulara ait PCR Granleri. Kisa
bandlar normal alelleri, uzun bandlar mutant alelleri gdstermektedir.
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Elektroforez sonrasinda jelde gérilen DNA bandlarinin beklenen
uzunlukta olmast (CAG tekrar sayisindaki farklilik nedeni ile PCR Urinlerinin
normal ve mutant alellerdeki boylar farklilk gdstermektedir), 6ngdrilen
primerler ile uygulanan PCR'In gergeklestigini ve istenilen Griniin elde
edildigini géstermigtir. Ancak bunu dogrulamak amaci ile elde edilen bu PCR
aranleri kalip olarak kullanilarak forward/reverse ve HD-1/HD-2 primer giftleri
ile ayn ayn PCR yapilmistir. Bu reaksiyonlar sonucunda her iki primer gifti ile
de bu primer ciftlerine 6zgli sirasi ile 343 ve 260 bg¢'lik bolgeler
cogaltilabilmigtir (CAG tekrar sayisindaki farklilik nedeni ile HD-1 ve HD-2
primerlerine ait PCR arinlerinin normal ve mutant alellerdeki boylar farklilik
gostermektedir). Bunun sonucunda forward ve HD-2 primerleri ile
gerceklestirilen reaksiyon sonunda elde edilen Uriinin amaglanan bdlgeye
ait oldugu dogrulanmugtir (Sekil 3.3.).

a b

Sekil 3.3. Forward/HD-2 primer ¢iftine ait PCR Grtintinden forward/reverse (a) ve
HD-1/HD-2 (b) primer giftleri ile yapilan reaksiyonlar sonunda elde edilen Grtnlerin
0.1 pug/ul ethidium bromide igeren %2 agaroz jeldeki goriintist (hedef bélgeye ait
PCR dranleri okla isaretlenmistir. Diger bandlar spesifik olmayan Griinlerdir).

a: M=Marker (pUC18/Haelll kesimi)

1 nolu kuyu: 3 nolu hastanin normal alelinden forward/reverse primer ¢ifti ile elde
edilen PCR ariind

2 nolu kuyu: 3 nolu hastanin mutant alelinden forward/reverse primer ¢ifti ile elde
edilen PCR drdni

b: M=Marker (pUC18/Haelll kesimi)

1 nolu kuyu: 3 nolu hastanin normal alelinden HD-1/HD-2 primer ¢ifti ile elde edilen
PCR Grana

2 nolu kuyu: 3 nolu hastanin mutant alelinden HD-1/HD-2 primer ¢ifti ile elde edilen
PCR Grdna
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Tamamlanan bu ilk asamadan sonra PCR Grinleri kalip olarak
kullanitarak ayni primerlerin (forward ve HD-2) degisik oranlardaki miktariar
ile asimetrik PCR gercgeklestiriimis ve elde edilen Uriinlerde dizi analizi
yaptlmigtir. En iyi sonug 1:100 oraninda primer konsantrasyonlarinda yapilan
asimetrik PCR {drinlerinde elde edilmis ve sonraki tim dizi analizi
reaksiyonlari, bu konsantrasyonda gerceklestiriimis asimetrik PCR drunleri
kalip olarak kullanilarak yapilmigtir.

3.3. Polimorfik Ozellikler

3.3.1. G—A ve C—T Nokta Mutasyonlarn

15 hasta bireyin gerek normal gerekse mutant alellerinin hi¢birisinde nokta
mutasyonu gézlenmemis, -103 ve —148 nilkleotid pozisyonlarinda sirasi ile C
ve G nikleotidlerinin bulundugu saptanmistir (%100 [30/30]) (Sekil 3.4. ve
3.5.).

13 nolu hasta
mutant alell

13 nolu hasta
normal alell

9 nolu hasts

mutant alell

12 nolu hasta | 12 nolu hasta | 9 nolu hasta
normal alell mutant aleli normal aleli

ACGTACGTACGTACGTACGT

ACCT

Sekil 3.4. C—T nokta mutasyonu bolgesinde 9, 12 ve 13 nolu olgulara ait
otoradyografi sonuglan (dizi analizi sonunda, nokta mutasyonu beklenen nikleotid
pozisyonunda gézlenen nikleotidler okla gosteriimistir. A: dATP/ddATP, C:
dCTP/ddCTP, G:dGTP/ddGTP, T: dTTP/ddTTP dizi analizi reaksiyon taplerinin
yiklendigi kuyulan géstermektedir. )
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12 nolu hasta

normal alell mutant alell normal atell

12 nolu hasta | 8 nolu hasta

8 nolu hasta {13 nolu hasta [13 nolu haste
mutant alell | normal alell | mutant alell

CGTACGT

ACGT

ACGT ACGTACGT

Sekil 3.5. G—>A nokta mutasyonu bdigesinde 9, 12 ve 13 nolu olgulara ait
otoradyografi sonuglar (dizi analizi sonunda, nokta mutasyonu beklenen nikleotid
pozisyonunda gobzlenen nilkleotidler okla gosterilmistir. A: dATP/ddATP, C:
dCTP/ddCTP, G:dGTP/ddGTP, T: dTTP/ddTTP dizi analizi reaksiyon taplerinin
yuklendigi kuyulari géstermektedir).

3.3.2. A - G ve C—-G Nokta Mutasyonlan

Incelenebilen 2 hasta bireyin gerek normal gerekse mutant alellerinin
higbirisinde bu pozisyonlarda nokta mutasyonu gézlenmemistir (%100 [4/4]).

3.3.3. Altili ve Yirmili Tekrar Dizileri

15 hastadan sadece birisinde (13 nolu hasta) normal alelde altili dizi tekrar
sayisl 2 bulunmus (%3 [1/30]), bu hastanin mutant alelinde ve diger tim
hastalarin normal ve mutant alellerinde tekrar sayisi 1 olarak gdzlenmistir
(%97 [29/30]). Yine, sadece bir hastanin (9 nolu hasta) normal alelinde
yirmili dizi tekrar sayisi 3 olarak gdzlenirken (%3 [1/30}), bu hastanin mutant
ve diger tim hastalarin normal ve mutant alellerinde tekrar sayisi iki olarak

gozlenmistir (%97 [29/30]) (Sekil 3.6.).
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12 nolu hesta | % nolu hasta| 9 nolu hasta
mutant alell normal aleli| mutant alell

ACGTACGTACGT

3
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Sekil 3.6. Sirasi ile 12 nolu hastanin mutant (ilk dért kuyu) ve 9 nolu hastanin
normal (ikinci dért kuyu) ve mutant (Gglncd dort kuyu) alellerine ait yirmili dizi tekrar
sayilan otoradyografik bulgulan. (A: dATP/ddATP, C: dCTP/ddCTP,
G:dGTP/ddGTP, T: dTTP/ddTTP dizi analizi reaksiyon tuplerinin ylklendigi kuyulari
gbstermektedir. Tekrar eden dizin iki ok arasinda kalan dizindir).
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3.3.4. CAG ve CCG Dizileri Tekrar Sayisi ve Kesikli Tekrar Dizileri

Bu inceleme, ilk agamada ¢aligilan iki hastanin (9 ve 12 nolu olgular) normal
ve mutant alellerinde gergeklestirilebilmistir. Sonrasinda tim denemelere
ragmen diger hastalardan sonug¢ alinamamugtir. Bunun {zerine kullanilan
primer degistiriimis, ancak yeni primer ile de (HD-1) basanli sonug
alinamamigtir. HD-1 primeri ile bir 6mek Gzerinde [0-*P]dATP ile yapilan
denemede Uriin elde edilmesi primer isaretlenmesinde bir sorun oldugunu
gostermis ancak galigma devam ettiriimemistir.

Caligilabilen iki hastadan 12 nolu hastanin normal alelinde CCG
tekrar sayisi 10, mutant alelinde ve 9 nolu olgunun hem mutant hem normal
alelinde 7 olarak bulunmustur. Ayrica her dért alelde de kesikli tekrar
dizisinde degisikligin olmadig: gézlenmigtir.

Geri kalan hastalardan 10 ve 11 nolu olgular digindaki
(1,2,3,4,5,6,7,8,13,14 ve 15 nolu olgular) hastalarin CAG tekrar sayilarinin
degerlendiriimesinde, bu hastalarin yer aldlglv daha once yapilan bir
calismada elde edilen sonuglar kullaniimigtir (Mutluer ve ark., 1998).

15 hastaya ait normal ve mutant alellerde elde edilen polimorfik
dzellikler ve hastaliin kaltildigi ebeveyne gére dagilimlan Cizelge 3.2. ve
Cizelge 3.3.'de sunulmustur.

1.C. VURSEACSEETIM HURULE
DOKUMANTASYOH MERKEZ!



Cizelge 3.2. 15 hastaya ait normal alelde polimorfik dzellikler ve hastaligin
kahtildigi ebeveyne gére dagilimiar.

Olgu | G/A | C/T | Aluli | Yimili | A/G| C/G | CAG | CCG | Hastalik | Kalitim
no tekrar | tekrar tekrar | tekrar | baglama
sayist | sayisi sayisi | sayist yast
1 G C 1 2 18 41 Maternal
2 G C 1 2 19 24 Maternal
3 G C 1 2 19 24 Maternal
4 G C 1 2 19 53 Maternal
5 G C 1 2 20 51 Paternal
6 G C 1 2 18 51 Paternal
7 G C 1 2 23 37 Paternal
8 G C 1 2 19 53 ?
9 G C 1 - 3 A| C 17 7 39 ?
10 G C 1 2 ? 43 ?
11 G C 1 2 ? 45 Paternal
12 G C 1 2 A|] C 14 10 35 Maternal
13 G C 2 2 19 38 ?
14 G C 1 2 25 40 Maternal
15 G C 1 2 21 36 Paternal

Cizelge 3.3. 15 hastaya ait mutant alelde polimorfik 6zellikler ve hastali§in
kalitildigi ebeveyne gére dagilimiari.

Olgu [ G/A | C/T | Aluh | Yirmili | A/G | C/G | CAG | CCG | Hastahik | Kalitim
no tekrar | tekrar tekrar | tekrar | baglama
sayisi | sayisi sayist | sayist yasi
1 G C 1 2 44 41 Maternal
2 G C 1 2 51 24 Maternal
3 G C 1 2 51 24 Maternal
4 G C 1 2 45 53 Maternal
5 G C 1 2 43 51 Paternal
6 G C 1 2 42 51 Paternal
7 G C 1 2 43 37 Paternal
8 G C 1 2 41 53 ?
9 G C 1 2 A C 48 7 39 ?
10 G C 1 2 ? 43 ?
11 G C 1 2 ? 45 Paternal
12 G C 1 2 A C 45 7 35 Maternal
13 G C 1 2 48 38 ?
14 G C 1 2 49 40 Maternal
15 G C 1 2 43 36 Paternal
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4. TARTISMA

Bu galismada IT15 genine ait sekiz polimorfik 6zelligin 15 hastanin normal
ve mutant alelleri Gzerindeki dagilimi aragtiriimigtir. Cahisilan hi¢bir hastanin
normal ve mutant alellerinde nokta mutasyonlarina rastlanmamigtir. Genin 5’
promoter bolgesindeki altili ve yirmili dizinlerin tekrar sayisi tim mutant
alellerde sirasi ile 1 ve 2 olarak bulunurken, normal alellerden birisinde altili
dizi tekrar sayisi 2, birisinde ise yirmili dizi tekrar sayisi 3 olarak
saptanmigtir.  Bu sonuglar literatiirde bildirilen populasyon galismalan ile
uyumluluk géstermektedir (Coles ve ark., 1997).

Normal ve Mutant Alel CAG Tekrar Sayisi ve Paternal/Maternal Kalitimin
Hastalhigin Baglama Yagt Uzerindeki Etkisi: 15 hastaya ait normal ve
mutant alellerden elde edilen sonuglarin ¢oklu regresyon analizi ile ilk
istatistik degerlendiriimesinden elde edilen sonuglar, hastaligin baslama yas!
ile CAG tekrar sayisi arasinda ters orantili bir iligki oldugu ve sadece mutant
aleldeki CAG tekrar sayisinin bu iligkideki k_atklsmm %59 oraninda oldugunu
gostermistir. Normal aleldeki CAG tekrar sayisi ve hastahgin kalitildig
ebeveyn ile birlikte degerlendirildiginde, bu ¢ 6zelligin hastaligin baglama
yasl Uzerinde %63.7 oraninda etkili oldu§u g&zlenmisti. Ancak normal
aleldeki CAG tekrar sayisi ve kalitimi gdsteren ebeveyne gore tek tek
incelendiginde, normal CAG tekrar sayisinin ve paternal ya da maternal
kalitimin hastaligin baglama yasi zerindeki etkisinin istatiksel olarak anlamh
olmadi§i sonucuna vanimigtir. Mutant aleldeki CAG tekrar sayisi ile kalitimi
gbsteren ebeveyn arasindaki iligki incelendiginde maternal aleldeki CAG
sayisinin paternal alele gére daha fazla olduju gézlenmistir. Literatirdeki
bilgilerle uyumlu goériiimeyen bu sonuglarin, sinirh sayidaki bu hasta grubu
icinde hem maternal kalitim &zelligi gésteren ve hem de en yiksek CAG
tekrar sayisina sahip olan 2 ve 3 nolu olgularin varli§i nedeni ile
olabileceginden hareketle bu olgular degeriendirme digi birakilarak ikinci bir
degerlendirme yapilmigtir. Bu inceleme sonunda gerek mutant alel CAG
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sayIs| kalitimin hastaliin baglama yas!

izerindeki etkilerinin ortadan kalktigi gézlenmistir (Cizelge 4.1).

gerekse maternal/paternal

Bu bilgiler 1g1§inda, bu hasta grubu igin, hastaliin baslama yasi
Uzerinde maternal/paternal kaittm ya da mutant aleldeki CAG tekrar
sayisinin etkisi konusunda yorumda bulunulamayacag! sonucuna variimistir.

Cizelge 4.1. Mutant ve normal alel CAG tekrar sayilari ve paternal/maternal
kalitimin hastaligin baslama yagi Gzerindeki etkisi (Mann-Whitney U testi)

Mutant Alel CAG Normal Alel CAG Hastaligin Baglama
Tekrar Sayisi Tekrar Sayisi Yas!
X+SD |Ortanca| X+SD |Ortanca| X+SD |[Ortanca
Paternal | 42.75+0.5 43 20.5+2 20.5 44.7+7.3 45
Maternal | 46+2.65 45 20.7+3.8 19 42.25+7.6 40.5

Polimorfik Ozelliklerin Normal ve Mutant Alelierle Birlikteligi: Coles ve
ark. 208 hasta ve farkh etnik gruplardan (Afrikali, Japon ve “East Anglians”)

olusan 120 normal bireyde yapti§i ¢aligma sonunda, G—A ve C—T nokta

mutasyonlari ile altili ve yirmili dizilerin tekrar sayilarina gére farkh yedi alel

tanimlamistir (Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.2, IT-15 geni 5’ bélgesi polimorfik 6zelliklerine gére tanimlanan aleller.

Alel Polimorfik Ozellikler
G-A C-T Altil dizi Yirmili dizi
Nokta Nokta: tekrar sayisi | tekrar sayisi
mutasyonu | mutasyonu
i G C 1 2
i A C 1 2
tii G T 1 2
v G C 2 2
v A C 2 2
vi G C 1 3
vil G C 1 3
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Bu alellerden, IT-15 geninin orijinal dizininde belirtilen diziyle uyumlu
olant ilki (i aleli) olup, Coles ve ark.'’nin galismasinda 120 normal bireyde
%68.3 - 90.2 arasinda, 208 kisilik hasta grubunda da %90.4 oraninda
gbzlenmigtir. Tanimlanan bu yedi alelin bizim ¢alismamizdaki 15 hasta
bireye ait normal ve mutant alellerdeki dagilimlari ile Coles ve arkadaglarinin
normal ve hasta bireylerde elde ettiji degerlendirme sonuglan Cizelge
4.3.'de verilmigtir.

Cizelge 4.3. Coles ve ark. tarafindan tanimlanan yedi alelin normal ve hasta
bireylerde dagilimi (%).

Coles ve ark. Calisma Grubu Tez Calisma Grubu
Afrikali | Japon East Hasta Normal Mutant
Aleller Anglian Grubu Alel Alel
n=60 | n=68 n=112 n=416 n=15 n=15
i 68.3 89.7 90.2 90.4 86.6 100
i 3.8 0 3.1 1.5 0 0.
iii 3.8 0 2.1 5.25 0 0
iv 16.7 0 1.8 0.96 0 0
v 6.7 0 0 0.24 6.7 0
vi 0 0 3.6 1.2 0 0
vii 1.7 10.3 0 0.48 6.7 0

Coles ve ark.'nin galigmasinda, i aleli digindaki diger alellerin olduk¢a
seyrek gozlendigi, sadece iii alelinin sikhdinin istatistk degerlendirme
goéraldagu  belirtiimekte,
hastahigin baslama yast ile bu alelin sikhgi arasinda anlamh bir iligki

agisindan yeterli ancak inceleme sonunda
bulunamadigi belirttiimektedir. Bunun nedeni olarak da galisma grubunun
kugiik olmasi ve kullandiklar yéntemle, bu alellerin normal ve mutant alellere
gore dagilimlarinin yapilamamasini 6ne strmaglerdir.

Bu caligmadaki hasta grubunda ise mutant alellerde i aleli diginda
alele rastlanmamis, normal ve mutant aleller birlikte degerlendirildiginde i, v
ve vii alellerinin siklikian sirasi ile %93.4, %3.3 ve %3.3 olarak bulunmustur.
Normal ve mutant alellerdeki bu dagilim, gerek ayri ayri gerekse birlikte
Coles ve ark.’nin caligma grubundaki dagiimlara gore incelendidinde
uyumlu oldugu gdézlenmistir. Bu galigmada kullanilan yéntem, tanimlanan bu

yedi alelin normal ve mutant alellere dagilimini olasi kilmakla birlikte,
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calisma grubunun g¢ok kiiglik olmasi nedeni ile bu alellerden belli birinin
mutant alel ile birlikteligi ya da hastaliyin baglama yasi ya da kalitimi gibi
faktorler izerinde olasi etkilerini yorumlama olana@i bulunamamustir.

Bu galigmada yer verilmeyen ancak IT15 geni 5’ ucuna ait bir bagska
polimorfik 6zellik Sau3A RFLP’ dir (Carlock, 1994). Genomik DNA Sau3A
enzimi ile kesildiginde, CAG tekrar bdlgesini icine alan 1.8 ve 2.7 kb'lik iki
irin vermektedir. Carlock ve ark.’ nin 13 ailede 50'nin {izerinde hasta
bireyde yaptigi ¢alismada bu tranlerin sikliini 1.8 ve 2.7 kb’lik iki trtn igin
sirasl ile %81.9 ve %18.2, normal popiilasyonda ise %70.2 ve %29.8 olarak
belirtiimektedir. Bu dagiim ilk bakigta farklik géstermemektedir. Ancak ayni
¢alismada ileri incelemede mutant alellerin timinin 1.8 kb’lik Griin iginde yer
aldi§i gosterilmistir. Mutant alellerin neden 1.8'lik alellerde birikme gosterdigi
tam olarak agiklanamamakla birlikte mutant kromozomlarda CAG tekrar
bolgesi disindaki bazi dizi ya da yapilarin etkisi olabileceginden séz
edilmektedir. Taze mutasyon olgulari da dikkate alindijinda, mutant alellerin
2.7 kb’lik Grtnlerde de rastgele dagihm géstermesi gerektidi ancak bu
olgularda yapilacak galismalarla yine mutant alellerin 1.8'lik Granle birlikteligi
saptanirsa, bu alelin CAG tekrar bélgesi ile tam bir baglanti dengesizligi
(linkage disequilibrium) gdsteren atasal bir karakterinin olabilecedinden séz
edilmektedir.
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5. SONUGLAR

Bu galigma, IT15 geni 1. ekzonu ve 5' promoter bélgesinde tanimlanmig olan
polimorfik &6zelliklerin mutant alellerle olan birlikteliginin, Huntington
hastaliinin ortaya ¢ikmasindaki direkt ya da dolayh etkisini arastirmak
amaci ile planlanmigtir. Kullanilan yéntem, aragtirilan polimorfik 6zelliklerin
normal ve mutant alellerde ayri ayri gézlenebilmesini olanakh kilmig ancak
calisma grubundaki hasta sayisinin son derece kisith olmasi ve aile
bireylerinin ¢aligilamamig olmasi nedeni ile bu polimorfik dzelliklerin mutant
alellerle birlikteliji ya da hastaiin ortaya ¢ikmasindaki olasi etkileri
konusunda yorum yapilabilecek yeterli veri elde edilememigtir.
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OZET

Huntington Hastali§i Geni (1T15) Polimorfik Ozelliklerinin Normal ve
Mutant Alellerdeki Dagilimi

Huntington Hasta@ (HH), dikenli néronlarin kaybi ile karakterize, otozomal
dominant gegis gosteren, santral sinir sisteminin ilerleyici, dejeneratif bir
hastaligidir.

Hastaliktan sorumlu gen 1993 yilinda “Huntington Disease Collaborative
Research Group” tarafindan izole edilmigtir. Hastaliga neden olan mutasyon,
genin 1. ekzonunda yer alan CAG dizisi tekrar sayisindaki artigtir. Gen
Gizerinde tanimlanan bazi polimorfik 6zelliklerin CAG tekrar sayisi ile iligkili
oldugu ve bu nedenle hastaliin ortaya ¢ikmasinda etkili olabilecegi
dustnilmektedir.

Bu galigmada, genin 1. ekzonunda ve 5 promoter bdlgesinde tanimlanan
polimorfik 6zelliklerin hastalia neden olan mutant alellerle birlikteligi
aragtiriimigtir. Bu amagla 15 hastanin periferik kan 6rneginden DNA
izolasyonu yapilarak PCR ve DNA dizi analizi uygulamasi gergeklestirilmistir.
Kullanilan yéntem, CAG tekrar sayilar yanisira arastinlan polimorfik
6zelliklerin de normal ve mutant alellerde ayri ayri gdzlenebilmesini olanakli
kilmig ancak galisma grubundaki hasta sayisinin kisith kalmasi ve aile
bireylerinin galisilamamis olmasi nedeni ile bu polimorfik dzelliklerin mutant
alellerle birlikteligi ya da hastaligin ortaya ¢ikmasindaki olasi etkileri
konusunda yorum yaptlabilecek yeterli veri elde edilememigtir.

Anahtar kelimeler: Huntington hastaligi, tekrar dizileri, PCR, polimorfizm.
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SUMMARY

The Distribution of Huntington Disease Gene (IT15) Polimorphic
Features on Normal and Mutant Alleles.

Huntington Disaese is an autosomal dominant, progressive degenerative
disorder of central nervous system characterized by loss of spiny cells.

The gene responsible for the disease was identified by the Huntington’s
Disease Collaborative Research Group in 1993. The underlying mutation
causing the disease is the expansion of a CAG trinucleotide repeat in the first
exon beyond a certain repeat number. It is suggested that some polimorphic
features of the gene may be associated with the CAG repeat number and
therefore may have a role in disease expression.

In this study, the distribution of polymorphic features identified on the first
exon and the 5’ promoter region of the gene on normal and mutant alleles
was investigated. PCR and DNA sequencing was performed following DNA
isolation from peripheral blood samples of 15 patients for this purpose. The
method of choice enabled a clear observation of the CAG repeats as well as
the polymorphic features under investigation both in mutant and wild type
alleles separetely. But, the limited number  of the patient group and
unavailability of the samples from the family members didn’t allow the
researcher for a thorough comment on the co-existance of mutant alleles with
the polymorphic features to effect the expression and the characteristics of
the disease due to the insufficient data obtained.

Key words: Huntington disease, trinucleotide repeats, PCR, polymorphism.
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EK

HASTA BILGILENDIRME ve ONAM FORMU

Bu form, katilmaniz énerilen arastirma ile ilgili olarak sizi bilgilendirmek amaci
ile dizenlenmigti. Formun dlzenlenmesinde, arastirmaya katilip katilmama
konusunda karar vermenizin kolaylagtirimasi hedeflenmistir.

Aragstirmanin Adi: Huntington Hastaligi geni (IT-15) polimorfik dzelliklerinin normal
ve mutant alellerdeki dagilimi

Arastirmanin Amaci: Genellikle ileri yaslarda ortaya ¢ikan Huntington Hastaligi,
psikolojik ve ndrolojik sorunlarla birliktelik gbstermektedir. Hastalik, ayni zamanda
genetik 6zellikler tagimasi nedeni ile sadece birey agisindan degil aile agisindan da
onem kazanmaktadir. Hastalkla ilgili gen ve bu gendeki hastalia neden olan
degisiklik 1993 yilinda belirlenmigtir. Bu tarihten itibaren gen dizeyinde cesitli
topluluklarda yapilan c¢aligmalarla gen Uzerinde toplumdan topluma degisebilen
ozellikler saptanmig ve bu o6zelliklerden hastalikla ilgili olabilecek degigiklikler
Uzerinde calismalar yogunlastinimigtir. Bu proje, Huntington Hastalidi geninin,
sO6zkonusu degisiklikler agisindan Tirk Toplumundaki yapisini belilemeye yénelik
bir ¢calisma olarak planlanmigtir.

Caligsma Protokolii: Aragtirmaya katilacak bireylerden 5 ml periferik kan alinarak
gen dizeyinde ¢alisma vyapilacaktir. Bu yéntem herhangi bir yan etki
tasimamaktadir. ) , '

Ben .o, , bu arastirma ile ilgili yeterli bilgiye
sahibim. Aragtirma ile ilgili sorularimi Dr. Halil Girhan Karabulut'a sorarak agik ve

doyurucu yanitlar aldim. Bu bilgiler 1g1§inda ¢aligmaya kendi istegimie katiiyorum.

Tarih: Imza:

v.¢. YUKSEXDERETIN HURULD
SauDIMANTASYOR WMERKEZh-
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