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enetik hastaliklar, diinyada oldugu kadar, iil-

kemizde de 6nemli bir saglik sorunudur. Bu tiir

hastaliklarin, bireylerle siirli kalmayip, kusak-
tan kusaga aktarilma riskinin olmasi ve ¢ogunun
kesin tedavisinin bulunmamasi, bu sorunun temel
nedenlerini olusturur. Klinik olarak tanimlanmis
genetik hastaliklarin topluma ve hasta ailelerine
getirdigi maddi ve manevi yiik ise kiiciimsenmeye-
cek boyuttadir. Bununla birlikte, kalitim seklinin
bilinmesi, ailede olas1 ve kesin tastyicilarin saptan-
mas1 ve dogacak olan ¢ocukta ayni hastaligin ortaya
cikip cikmayacaginin aragtirilmasi, ozellikle kesin
tedavisi olmayan hastaliklarin dnlenebilmesi igin
giiniimiizde izlenebilecek tek yoldur.

Genetik hastaliklar, bireyin kalitim materyalinde
meydana gelen kalici olumsuz degisiklikler ile
ortaya ¢ikar. Bu degisiklikler, sitogenetik yontem-
lerle tespit edilebilen, yapisal veya sayisal kromo-
zom anomalilerinin yani sira, sadece molekiiler
DNA analiz sistemleri ile tespit edilebilen ekson
delesyon/duplikasyon, mikro delesyon/duplikas-
yon, substitiisyon, inversiyon, insersiyon gibi mu-
tasyonlardan kaynaklanabilir. Genetik bilimindeki
bilgilerin her gecen giin artmasi, kalitim materyalinin
kolay incelenmesini saglayan giiclii teknolojilerin
gelismesini  saglamaktadir. Bu gelismeler cer-
cevesinde, diinyada, bu tiir hastaliklardan etkile-
nen bireyler ve ailelerine yardimci olmak amaci
ile, genetik danigma merkezleri ve genetik labora-
tuvarlart kurulmaktadir. Ulkemizde de, genetik
analiz sistemlerinin iniversitelerin arastirma grup-
lar1 tarafindan etkin olarak kullanilir hale getirilmesi
ile birlikte, genetik tan1 yontemlerinin servis ola-
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rak sunulmasi konusunda 6nemli adimlar atilmak-
tadir.

Tiirkiye de sik goriilen kalitsal hastaliklar igin
etkili bir molekiiler DNA analiz programinin olus-
turulmas1 amaci ile, Bogazigi Universitesi Biyoloji
Bolimii* ve Diizen Laboratuvarlar Grubu 1993 y1-
linda ortak bir proje baslatti. Proje, tiniversite labo-
ratuvarinda kullanilan rutin DNA analiz yontemle-
rinin, tlkemizde ilk defa 6zel bir laboratuvar biin-
yesinde uygulanmasini sagladi. Proje siiresince,
Duchenne/Becker kas distrofisi (DMD/BMD), he-
mofili A, hemofili B, kistik fibroz (CF), |}-talasemi
ve orak hiicre anemisi (SCA) hastaliklarinda, poli-
meraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reacti-
on : PCR) teknigine dayali DNA tani1 yontemleri ile
ilgili uygulamalarin aktarilmasi ile, Istanbul Diizen
Laboratuvar1 Molekiiler Genetik Boliimii kuruldu.
1996 yilinda sonlanan proje doneminden sonra bo-
limiimiiz, siras1 ile, Faktor V Leiden, Spinal Miis-
kiiler Atrofi (SMA), ve akondorplazi (ACH) hasta-
liklarin1 da galisma kapsamina aldi. Subat 1996-Su-
bat 1999 tarihleri arasinda 76 faktér V Leiden, 73 P-
talasemi, 46 CF, 42 DMD/BMD, 9 hemofili A, 9
SMA, 4 SCA, 3 hemofili B ailesi olmak iizere top-
lam 266 aile mutasyon belirleme veya baglanti ana-
lizi istegi ile bolimiimiize bagvurdu. Calisma siire-
since, prenatal tani isteyen 31 aileye toplam 33
prenatal tan1 verildi.

Boliim, mevcut ¢alismalarinin yani sira, Kasim
1998 tarihinden itibaren arastirma ¢aligmalarina da
basladi. Bu c¢alismalar arasinda, rutin DNA analiz-
leri sonucunda mutasyon bulunamayan ailelerde,

(*B.U. Biyoloji Boliimii'niin ad1 1996 yihinda Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Boliimii olarak degisti.)
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bilinmeyen mutasyonlann arastirilmasi i¢in uygun
DNA analiz tekniklerinin gelistirilmesi ve Infantil
polikistik bobrek hastaligi (otozomal resesif poli-
kistik bobrek hastaligi; ARPKD) ailelerinin haplotip
analizi yer almaktadir.

AMAC VE UYGULAMA

Istanbul Diizen Laboratuvari Molekiiler Genetik
Bolimii'niin amaci, Tiirkiye'de sik goriilen kalitsal
hastaliklar i¢in etkili bir molekiiler tan1 programi
uygulamaktir. Bu uygulama sirasinda gz Oniinde
bulundurulmasi gereken ve iic ana baslik altinda
toplayabilecegimiz kriterler vardir.

1. Hasta kabul islemleri : Aile, calisma icin ka
bul edilmeden 6nce, taniy1 koyan ve aileyi
bize gonderen doktor ve/veya merkez ile
gorisiilerek, aile agaci, hasta birey ve gerek
tigi durumlarda diger aile bireylerinin kli-
nik/laboratuvar bulgular ile ilgili bilgilerin
alinmasi.

2. Calisma planinin belirlenmesi: Calisma sekli
(mutasyon tespiti ile taninin dogrulanmast,
direkt veya indirekt yontemler ile tasiyicilik
tanist veya prenatal tani) belirlenmelidir.
Mutasyon ve polimorfizmlerin analiz metod-
lar1 ve siireleri farkli olabilir. Buna bagli ola
rak analiz bitis siiresi belirlenir.

3. Sonug bildirme : Analiz sonuglart ile ilgili ra
por hazirlanarak, aileye herhangi bir yorum
yapilmadan, ilgili doktor ve/veya merkeze
iletilir.

Kalitsal hastaliklarin tanisinda kullanilan DNA
analiz tekniklerinin uygulanmas1 sirasinda, analizi
yapilan hastalik ile ilgili genetik mekanizmalarin iyi
bilinmesinin 6nemi biiyiiktiir. Bélimiimiizde cali-
silan kalitsal hastaliklari, kalitim patemlerine gore
ii¢ grupta toplamaktayiz.

A. Otozomal Resesif Kalitim Gosteren Has-
taliklar : Somatik kromozomlar iizerinde bulunan
ve resesif kalitim paterni gdsteren genler yolu ile,
bir kusaktan digerine aktarilirlar. Cinsiyet kromo-
zomlar1 {izerinde olmadiklari igin, hastalik fenotipi-
nin ortaya ¢ikma olasiligi, kiz ve erkek ¢ocuklarda
esittir. Tastyict bir anne babadan olacak biitiin ¢o-
cuklarm %25 inin hasta, %50 sinin ise tastyict olma
riski vardir. Hastalia neden olan mutasyonlarin
cesitleri ve goriilme sikliklar1 etnik farkliliklar gos-
terebilir. Akraba evlilikleri, bu tir hastaliklarin or-
taya ¢ikma olasiligini arttiran, dnemli bir faktordiir.

Kistik Fibroz (CF): CF beyaz irkta siklikla
rastlanan ve otozomal resesif gegis gdsteren en
ciddi kalitsal hastaliklardan biridir. CF, tiim etnik
gruplarda ve cografik bolgelerde goriilir. Kuzey
Amerika ve Kuzey Avrupa popiilasyonlarinda daha
sik rastlanir. Bu popiilasyonlarda her 1900-3700 ki-

siden bir tanesi CF'lidir ve her 25 kigiden birisinin
CF tasiyicist oldugu bilinmektedir (1). Kistik fibroz
dis salgi bezlerinde klor iyonu taginmasini diizen-
leyen "kistik fibroz hiicre zarindan gecis diizenle-
yici protein" (cystic fibrosis transmembrane con-
ductance regulatory protein : CFTR) olarak bilinen
proteinin yapisal bozuklugundan kaynaklanir. Has-
taliga, 7q31-32 kromozom bdolgesine lokalize olan
CFTR geninde meydana gelen degisik mutasyonlar
neden olur. CFTR geni iizerinde simdiye kadar
700'den fazla mutasyon tespit edilmistir (2).

Hastalik belirtileri tim dis salgi bezlerinde go-
riliir. Kronik akciger hastaliklari, pankreatik dis
salg1 yetersizligi gibi belirtilerin yani sira, etkilen-
mis bireylerin ter elektrolit degerleri oldukc¢a yiik-
sektir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalar, infertilite olgula-
rinda, 6zellikle CBAVD (conjenital bilateral absen-
se of vas deferens) vakalarinin biiyiik bir boliimiin-
de, durumun CFTR geninde meydana gelen mutas-
yon ve/veya varyasyonlardan kaynaklandigini or-
taya koymustur (3, 4).

CF, Tirk toplumunda da sik goriilen bir hasta-
liktir. Toplumumuzda, bugiine kadar tespit edilen
20'ye yakin mutasyondan en sik goriileni, yaklagik
%16'hk bir frekans ile, (F508 dir (5).

[-talasemi: Hemoglobin (Hb) iki a- ve iki bg-
globin zincirinden olusan tetramerik bir proteindir.
Akdeniz anemisi veya Cooley anemisi olarak bili-
nen p-talasemi, P-globin zincirinin sentezlenmesi
veya yetersiz sentezlenmesi sonucu ortaya ¢ikan
bir hemoglobinopatidir (6). Akdeniz kiyilarindaki
iilkelerden baglayarak uzak doguya kadar uzanan
kusak icinde bulunan iilkelerde (italya, Yunanis-
tan, Hindistan, Giiney Cin gibi) ¢ok sik goriiliir.
Hastaligin ortaya ¢ikmasina, 11. kromozomun kisa
kolu iizerine lokalize olan P-globin geninde mey-
dana gelen mutasyonlar neden olur. Diinyada bu-
gline kadar belirlenmis 180'den fazla P-talasemi
mutasyonu vardir (7).

B-talaseminin kesin tedavisi olmadig: i¢in tasiyi-
cilarin belirlenmesi énemlidir. Buna yonelik olarak
yapilan kan sayiminda ortalama eritrosit hacmi
(MCV) ve ortalama eritrosit hemoglobini (MCH)
degerlerinin diismesi, periferik yaymada mikrosi-
toz goriilmesi ve hemoglobin elektroforezi sonu-
cunda HbA, degerinde goriilen artis, onemli kriter-
lerdir. Tastyict oldugu belirlenen ebeveynlerde ya-
pilan molekiiler analiz, tasiyicilik genotipini ¢ogu
zaman ortaya koyar ve dolayisi ile, prenatal taniya
olanak saglar.

Tiirkiye genelinde, hastalik geninin frekansi or-
talama %?2'dir; fakat bu frekans bolgesel farklilik
gosterebilir (8). Genetik aragtirmalar, ¢ok degisik
etnik gruplarin bir arada yasadig iilkemizde simdi-
ye kadar 40'1n iizerinde mutasyon oldugunu gos-
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terdi. Bu mutasyonlardan en sik goriilen IVS-I-
110'un frekansi toplumumuz icin %40.1'dir (9).

/1-globin geninde meydana gelen mutasyonlar-
dan kaynaklanan ve B-talasemi ¢alismalari sirasinda
incelenen diger hemoglobinopatiler, hemoglobin S
(HbS) ve hemoglobin C (HbC) dir.

Orak hiicre anemisi (SCA; HbS) : /i-globin zin-
cirinin yapisal degisikligi sonucu ortaya ¢ikan bir
hemoglobinopatidir. Eritrosit morfolojisinin bozu-
larak orak seklini almasina neden olur. Bu eritro-
sitler mikrosirkiilasyonda vazos-okliizyon ve kro-
nik hemoliz meydana getirirler. Hasta veya tastyici-
larda, HbAl degeri diisiik ve HbS degeri yiiksektir.
HbS fenotipine, p-globin zincirinin 6. amino asidi
olan glutamik asitin valine doniismesine neden
olan bir nokta mutasyonu yol agar (6).

Hemoglobin C (HbC): Diinyada HbS'ten sonra
en sik goriilen hemoglobin varyantidir. Eritrositlerde
kristallesen yapilarin olugmasina sebep olur ve
homozigot HbC veya HbC/p-talasemi birlesik hete-
rozigotlarda anemi durumu ve dalak biiylimesi
olusur. HbC fenotipine, p-globin zincirinin 6. ami-
no asiti olan glutamik asitin lizine doniigmesine
neden olan bir nokta mutasyonu yol agar (6).

Spinal miiskiiler atrofi CSMA) : Omurilikte
bulunan anterior boynuz hiicrelerinde meydana
gelen bir hastaliktir. Bu hastalar yiirime, bas ve
boynu sabit tutma, yutma gibi istemli kas hareket-
lerini gii¢ yaparlar. Klinik olarak belirlenmis {i¢ ti-
pi vardir:

- SMA Tip I (Werdnig-Hoffmann Hastalig):
SMA'nin en agir formudur. Etkilenmis bireylerin
¢ogu dogumlarini takip eden ilk alt1 ay i¢inde, bir
kismi da iki yas oncesi oliirler (10).

- SMA Tip II : SMA'nin kronik formudur. Etki
lenmis bireyde belirtiler iki yasindan dnce baglar
ve tani bu yaslarda rahatlikla konulabilir. Yiiriime
yi 6grenmeleri miimkiindiir fakat zayif gogiis kas
lar1 yiiziinden ¢abuk yoailurlar (11).

- SMA Tip III (Kugelberg-Welander Hastalig1) :
SMA'nin hafif formudur. Belirtiler, iki yas civarinda
ortaya ¢ikabilecegi gibi, daha ileri yaslarda da go
rilebilir (12).

SMA hastalarinin ¢ogu, hayatlarinin ilerleyen
yillarinda solunum yolu yetersizligi veya enfeksi-
yonlarina bagli komplikasyonlar yiiziinden hayat-
larin1 kaybederler.

Ozellikle SMA tip II ve III hastalarinda, kreatin
fosfokinaz (CPK) degerlerinin serumda yiikselme-
si, elektromyografi (EMG) ve kas biyopsi sonuglari
hastalik tanisini destekleyen dnemli kriterlerdir.

Molekiiler calismalar, SMA fenotipi ile baglantili
goriilen ve 5ql 1.2-13.3 kromozom bdlgesine ha-
ritalanan 500 kilobazlik (kb) bir DNA bdlgesinin,
invert duplike halde bulundugunu gosterdi (13,
14). 1995 yilinda bu bdlgeden birkag gen izole

edildi. Bunlardan bir tanesi "survival motor ne-
uron" (SMN) denilen, birbirine yiiksek homoloji
gosteren sentromerik (SMNc) ve telomerik (SMNt)
iki kopyast olan gendir (15). SMA hastalarinin
%97'sinin SMNt geninde homozigot ekson deles-
yonlar1 goriiliir. SMNc'de meydana gelen delesyon-
larin hastalik fenotipine etkisi olmadig1 diisiiniil-
mektedir. Izole edilen bir diger gen, "neuronal
apoptosis inhibitory protein" (NAIP) geni olarak
isimlendirilir (16). SMA tip I hastalarinin %67'inde,
SMA tip II ve III hastalarinin %24'iinde NAIP geni-
ne ait ekson delesyonlar: tespit edilmistir. Diinya-
da, SMA hastaliginin molekiiler mekanizmasi ile il-
gili aragtirmalar devam etmektedir.

Tiirk toplumunda yapilan caligmalarda SMNt
delesyon frekansinin %85-90 arasinda oldugu tes-
pit edildi (17).

Faktir V Leiden : Aktive protein C (APC), an-
tikoagulant 6zellige sahip bir serin proteazdir. Nor-
mal hemostaz sirasinda APC factér Va ve Vllla'nin
proteolitik inaktivasyonunu saglayarak kanin pihti-
lagmasini simirlar. Tromboz hastalarinin yaklagik
%50'sinde, APC antikoagulant cevaba kars1 bir re-
zistans oldugu bilinmektedir (APC rezistans)(18).
APC rezistans fenotipinin, biiyiilk oranla faktér V
geninde meydana gelen bir nokta mutasyonuna
(1691 G-»A substitiisyonu; FVQ506) bagli oldugu
bulunmustur, (19). Faktor V Leiden olarak isimlen-
dirilen bu mutasyonu homozigot veya heterozigot
olarak gosteren bireylerde APC rezistansina bagl
tromboz olaylariin fazla oldugu bilinmektedir.

5. Infantil Polikistik Bobrek Hastaligi
(ARPKD) : Otozomal resesif-polikistlk bobrek
hastaligi (ARPKD), en genel kalitsal renal kistik
hastaliklarindan biridir. Rapor edilen insidansi can-
l1 dogumlarda 1:6.000 (Amerika raporlarinda) -
1:40.000 (Avrupa literatiirlerinde)'dir. Tiim veriler
dikkate alininca muhtemel insidans canli dogum-
larda 1-2:10.000'dir (20, 21).

ARPKD, bir¢ok ¢ocuk vakada 6liime sebep ol-
dugu i¢in, hasta ¢ocugu olan ailelerde prenatal ta-
niya bilyiik bir istek vardir. ARPKD'in fetal ultrason
ile prenatal tanist (hatta dogumda oldukga genisle-
mis bobrege sahip vakalarda bile) genellikle 22.
gebelik haftasindan 6nce miimkiin degildir. Hafif
manifestasyonu olan vakalarda ultrason ile prena-
tal tan1 imkansiz olabilir. ARPKD lokusunun &p'nin
proksimaline haritalanmasi, riskli ailelerde haploti-
pe dayali prenatal taniya imkan verdi (22). Bu has-
taliktan sorumlu olan gen heniiz klonlanmadig1
icin tasiyicilik tanist ve prenatal tanida heniiz mu-
tasyon analizi yapilamamaktadir. Prenatal tani iste-
yen aielelerde basvurunun kabulii i¢in gereken kri-
terler;

* Karakteristik ultrasonografik isaretli tipik kli-

nik igaretlerin manifestasyonu
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* Asagida belirtilen kriterlerden en az birinin
varlig,
ebeveynlerde ultrason incelemesi sonu-
cunda renal kistin olmayis1 - hepatik
fibrozun klinik isaretleri veya
histopatolojik kanit1
en az bir hasta kardeste ARPKD'in patho-
anatomik kanit1 ebeveynlerin akraba
olmasi (23).

B. Otozomal Dominant Kalitim Gosteren
Hastalhiklar: Somatik kromozomlar iizerinde bulu-
nan ve dominant kalitim paterni gosteren genler
yolu ile, bir kusaktan digerine, cinsiyet farki gézet-
meksizin aktarilirlar. Mutasyonun hem homozigot
hem de heterozigot formlarinda hastalik goriiliir.
Homozigot mutant bireylerde klinik tablo daha a-
girdir. Her iki ebeveynin heterozigot oldugu du-
rumlarda, ¢ocuklarin %25"in homozigot mutant,
%50'sinin ise heterozigot olma riski vardir. Ebe-
veynlerden sadece birinin heterozigot olmasi duru-
munda, ¢ocuklarin %50'sinin heterozigot olma ris-
ki vardir.

Akondroplazi : Kemik gelisiminde meydana
gelen aksakliklara bagli olarak ortaya ¢ikan clice-
liktir. Hastaligin, dogumda klinik ve radyolojik ola-
rak rahatlikla tanis1 konulur. Hastalik, kisa ekstre-
miteler, ¢ikik bir alin ve basik burun kokiine sahip
biiyiik bir bas ve iskelet sistemi anomalileri ile ka-
rekterize edilir. Hastaligin goriilme frekansi biitiin
toplumlarda yaklagsik 1/26000'dir (24). Akondrop-
lazi vakalarmin yaklagik %95'inde olaya, 4pl6.3
kromozom bdlgesine lokalize olan, fibroblast bii-
yiime faktor reseptorii-3 (FGFR-3) geninde meyda-
na gelen bir mutasyon (1138G—A substitiisyonu)
yol acar. Ozellikle, homozigot mutant bireylerde
klinik tablonun ¢ok agir seyretmesi ve dogumdan
bir siire sonra 6liimle sonu¢lanmasi, molekiiler dii-
zeyde prenatal taninin 6nemini arttirir.

C. X'e Bagh Resesif Kalitim Gosteren Hasta
hiklar: X kromozomu iizerinde bulunan ve resesif
kalitim paterni gosteren genler yolu ile, tastyici an-
neden erkek ¢ocuga aktarilirlar. Bazi durumlarda,
hastalik anne tagtyici olmadigi halde ortaya ¢ikabi-
lir. Tastyic1 bir anneden dogacak olan erkek ¢ocu-
gun etkilenmis olma ihtimali %50'dir. Kiz ¢ocukla
11 ise aymi oranda hastaligin tastyicisi olabilirler. Ak
raba evliliklerinin hastaligin ortaya ¢ikma frekansi
na etkisi yoktur. Hastaliga sebep olan mutasyonla-
nn gesitleri ve frekanslar1 gogu zaman etnik farkl
liklar gostermez.

Duchenne/Becker Kas Distrofisi
(DMD/BMD): DMD/BMD, kas hiicrelerinin i¢
membran yapisinda bulunan distrofin proteininin
yapisal bozuklarindan kaynaklanan bir kas hastali-
gidir. Distrofin proteininin fonksiyonu, yapisal
Ozellikleri ve diger proteinler ile olan iliskileri ko-

nularinda yapilan ¢alismalar hala devam etmekte-
dir. Bununla birlikte, aragtirmalar, bu proteinin ek-
sikliginin, kas hiicre membraninin stabilitesini boz-
dugunu gostermektedir. Buna bagli olarak tahrip
olan kas dokusu, zamanla yerini yag dokusuna bi-
rakir. Her 3300 erkek dogumda bir goriillen DMD,
agir bir fenotipe sahiptir. Hastalik belirtileri 2-5 yas
arasinda, ylriime, merdiven ¢ikma, oturup-kalk-
mada giigliik ile baslar ve zaman i¢inde daha da a-
girlagir. Etkilenen bireyler 18-20 yas arasinda kalp
veya akciger yetmezligine bagli komplikasyonlar
sebebi ile Oliirler (25, 26).

Hasta serumunda, kreatin fosfokinaz (CPK) ve
laktik dehidrogenaz (LDH) degerlerinin yiikselme-
si, elektromyografi (EMG) ve kas biyopsi sonuglari
hastalik tanisin1 destekleyen 6nemli kriterlerdir.

BMD ise, DMD nin allelik, hafif bir formudur ve
daha ender goriiliir. Hastaliga, distrofini kodlayan
ve Xp21 kromozomuna lokalize olmus gen bolge-
sinde meydana gelen mutasyonlar sebep olur. Ol-
gularm, %50-60"inda hastalik etkeni olan mutas-
yon, ekson delesyonlaridir (27). Duplikasyonlar
vakalarin sadece %6'sinda goriiliir (28). Geri kalan
durumlarda hastalik etkeni nokta mutasyonlaridir.
DMD/BMD mutasyon ¢esitleri ve frekanslari etnik
varyasyon gostermez.

2.5 mega bazgiflik (Mbg) uzunlugu ile, distrofin
geni insan genomunun, bugiine kadar izole edil-
mis olan en biyiik genidir. Bu 6zelligi dolayisi ile
gen ici rekombinasyon riski oldukca fazladr. Indi-
rekt analiz (baglant1 analizi) kullanimi sirasinda, re-
kombinasyon olasiligi, géz 6niinde bulundurulma-
s1 gereken faktorlerden biridir.

Hemofili A ve Hemofili B : Her iki hastalik
gaibunda da, kanin pihtilasmamasina bagli olarak
hayati komplikasyonlar meydana gelir. Hemofili A,
pihtilasma zincirinde rolii olan ve Xq28 kromozom
bolgesine lokalize genin kodladig faktér VIII pro-
teinine, hemofili B ise yine ayni zincirde fonksiyo-
nel olan ve Xq27 kromozom boélgesine lokalize ge-
nin kodladig1 faktdr IX proteinine ait gen bolgele-
rinde meydana gelen mutasyonlardan kaynaklanir
(29, 30). Toplumda goriilme frekanslari, sirast ile,
1/5000-10000 ve 1/30000'dir. Her ikisinde de sap-
tanmig mutasyonlar olmasina karsin ilging bir sekil-
de bu mutasyonlarin aileye 6zel oldugu anlagilmig
dolayist ile hastalarda direkt mutasyon analizi ile
taniya gidilmesi zorlasmustir (31, 32). Dolayzst ile,
su anda bu hastaliklar i¢in arastirma bazinda uygu-
lanan mutasyon tarama tekniklerinin diginda, rutin
olarak en sik uygulanan metod, gen i¢i ve gen dist
markorler kullanilarak yapilan baglanti analizidir.

Bununla birlikte, hemofili A olgularinda agir fe-
notipe yol acan, faktor VIII geninin 22. intron bol-
gesinin (Int22h) inversiyon mutasyonuna olduk¢a
sik rastlanmaktadir.
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Biitiin bu hastaliklarda, mutasyonun. belirlendi-
gi durumlarda tasiyicilik tanisi ve prenatal tani
%100 kesinlikle verilebilir. Bununla birlikte ailede
kalitilan mutasyon tespit edilememisse, tastyicilik
tanis1 ve prenatal tani ancak baglanti analizi ile ya-
pilabilir.

Boliimiimiizde c¢alisilan biitiin  hastaliklarda,
analizini yaptigimiz mutasyonlarin ismi, her bir
mutasyonun toplum frekansi ve analiz yontemleri
Tablo l'de verilmistir. Mutasyon tespit edilemeyen
ailelerde yapilan baglanti analizi sirasinda kullani-
lan markdrlerin isimleri ise Tablo 2'de yer almakta-
dur.

KALITSAL HASTALIKLARIN MOLEKULER
TANISINDA KULLANILAN TEKNIKLER

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) DNA'nin bir
boliminii in vitro ortamda ¢ogaltip, manuple edi-
lir hale getirmek icin kullanilan hizli bir yontemdir.
PCR'in kullanim alani gittik¢e artmaktadir. Bu yon-
tem, genetik hastaliklarda, DNA'da mevcut mutas-

yonlarin ve polimorfizmlerin bulunmasinda; enfek-
siyon hastaliklarinda patojen organizmalara ait
DNA'nin veya RNA'nin varligint ve miktarimi gos-
termede biiyliik kolaylik saglar. PCR teknigi,
DNA'nin istenilen bdlgesinin, 20-30 bazlik spesifik
oligoniikleotid primerler kullanilarak, 1siya daya-
niklt bir DNA polimeraz olan Taq DNA polimeraz
enzimi ile ¢cogaltilmasina dayanir. PCR, diger analiz
sistemlerine ge¢mek i¢in hizli ve duyarl bir ara
metod olarak kabul edilir.

Boliimiimiizde kullanilan analiz sistemleri iki
ana baslik altinda toplanir. Bunlar Dogrudan Ana-
liz ve indirekt Analiz (Baglant1 Analizindir. Bu ana-
liz sistemleri, kendi i¢lerinde gruplara ayrilir.

A. Dogrudan Analiz (bilinen mutasyonlarin
taranmast)

1. PCR sonrast dogrudan inceleme

a. Coklu gen amplifikasyon sistemleri
(MI, Mil) : DMD/BMD hastalarinin delesyon ana-
lizlerinde kullanilan primer mbderidir. Hastaliga
neden olan delesyonlarin, 2500 kilo bazlik distofin
geninin iki ayr1 bolgesinde lokalize oldugu saptan-

Tablo 1. Molekiler Genetik Birimi‘nde Rutin Galisma Kapsaminda Olan Mutasyonlar
Hastaltk ismi  Kaltim Sekli Mutasyon ismi Mutasyon esidi  Tirk populasyonunda  Kullanilan yéntem
gorilme frekansi (%)
DMD,/BMD X'e bagh resesif ekson delesyonu Makro delesyon 5060 Ml ve MIl PCR
CF i Otozomal resesif AF508 Mikro delesyon 15.38 Heterodupleks
1677delTA Mikro delesyon 513 Heterodupleks
Wi1282X Substitisyon 1.28 REA
N1303K Substitisyon 1.28 REA
V520F Substitisyon ? REA
5549X Substitisyon ? REA
R560T Substitisyon 2 ASO
G542X Substitisyon 2.56 ASO
R349X Substitiisyon 2 REA
2083AAG Substitisyon 4.91 Heterodupleks
2043delG Mikrodelesyon 1.64 Heterodupleks
CFTR-2,3 del [ekson Mikrodelesyon 2 Direkt PCR
grve 3 delesyonu)
varyasyonu T insertion infertili
PBalasemi Otozomal resesif IVS-HTD ¢ Substitisyon 4§. ] :Eﬁg [g[f)eéhhre]
IVSH Substitisyon 5.1 ARMS, RDB
VS5 Substitisyan 1.1 ARMS, RDB
V56 Substitiisyon 10.1 ARMS, RDB
VS+116 Substitiisyon 0.2 REA
V&K1 Substitisyon 4.9 ARMS, REA, RDB
IVSI-745 Substitisyon 5.1 ARMS, REA, RDB
Cd39 Subslitisyon 38 REA, RDB
FSC-5 Mikro delesyon 2.1 REA, heterodupleks, RDB
FSC6 Mikro delesyon 0.6 REA, heteradupleks, RDB
FSC-8 Mikro delesyon 55 Heterodupleks, RDB
FSC8/9 Insersiyon 1.2 Heterodupleks, RDB
HbS Subsfitisyon 4.4 REA, RDB
HbC Substitisyon 2 RDB
-87 Substitisyon 0.8 RDB
30 Subsfitisyon 3.1 ARMS
Faktor V eksikligi  Otozomal resesif Fy-leiden Subsitiisyon - REA
SMA Otozomal resesif SMNI ekson 7-8 del. Makro delesyon 85 REA
MNAIP eskson 56 del. Makro delesyon 15 Ikili mutlipleks PCR
Akondroplazi Otozomal dominant Substitisyon 9098 REA

1138 GoA/C
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Tablo 2. Molekiiler Biyoloji Unitesi’nde Rutin Calisma Kapsaminda Kullanilan Baglanh Analiz Markérleri

Hastalik ismi Kaliim $ekli Polimorfizm ismi Markér Tipi
(Markar Ismi)
DMD/BMD X'e bagh resesif PERTB7.8/Taq | RFLP
CF PERT87.15/%mn | RFLP
PERTB7.15/Bam HI RFLP
| 38/Taq | RFLP
5DYS | VINTR
S5DYs 1 VINTR
5DYs VINTR
Sir 44 VNTR
Sir 45 VINTR
Sir 49 VNTR
Sie 50 VINTR
3" |CAln VNTR
Hemofili A X'e bagh resesif Intron 19/Hind Il RFLP
St 14 VINTR
Intron 13 VINTR
Intron 22 VNTR
Hemolfili B X'e bagh resesif Intron d/Taq | RFLP
+8kb3"/Hha | RFLP
Intron o/Dde +50bp insersiyon RFLP
CF Otozomal resesif 1540A—=G/Hph | RFLP
VS8 (CAn VINTR
IVS 17b (CAln VINTR
VS 17b (TAn VNTR
ARPKD Otozomal resesif D&6S1714 VINTR
D651024 VNTR
D6S465 VINTR
VINTR

D6S466

R e e

mustir. Bu bolgelere hot-spot bolge denilir. Coklu
gen amplifikasyon sistemleri, hot-spot bolgesi i¢in-
de bulunan 9 ekson bolgesinin ¢ogalmasi sagla-
yan iki setten olusur. Normal bireylerde 9 bolgenin
amplifikasyonu beklenir. Delesyonlu bireylerde
ise, delesyonlu bolge/bolgeler amplifikasyon nega-
tif goriiliir.

b. ARMS (Allel Refractory Mutation
System) PCR: Herhangi bir restriksiyon enzim ke-
sim bolgesi degisikligine neden olmayan nokta
mutasyonlarinin tanimlanmasinda yaygin olarak
kullanilan bir yontemdir. Hasta bireye ait DNA or-
negi, mutasyonlu ve normal bolgeye 6zgii primer-
ler ile iki farkl: tiipte, ayni reaksiyon kosullar altin-
da amplifiye edilir. Ayrica, her iki reaksiyon tiipii-
niin i¢inde, amplifikasyon kontrolii i¢in kontrol-
primerler kullanilir. Amplifikasyon sonucu, kontrol-
bolgenin tiim bireylerde amplifikasyon pozitif ol-
mast beklenir. Bununla birlikte, homozigot mutant
bireyler, mutant bdlge icin amplifikasyon pozitif;
homozigot normal bireyler, normal bolge icin
amplifikasyon pozitif ve heterozigotlar hem mutant
hem de normal bdlge i¢in amplifikasyon pozitif
olurlar.

. ASA (Allele Specific Atnplification ; Allele
Ozgii Amplifikasyon): Y Ontemin temeli, mutas-
yonun bulundugu bolgeye 6zgii, ya da bir baska

deyis ile, allele 6zgii primer kullanmaya dayanur.
Ayrica, amplifikasyonun kontrolii igin kontrol pri-
merleri kullanilir. Incelenen 6rnek mutasyonu tasi-
yorsa, hem kontrol bolge hem de mutasyona 6zgii
bolge igin amplifikasyon pozitif goriiliir; mutasyo-
nu tagimiyor ise, sadece kontrol bolge i¢in amplifi-
kasyon pozitiftir.

Heterozigot bireylerde, allellerden birinde mev-
cut olan mutasyon sebebi ile, homozigot mutant-
larda oldugu gibi, her iki bolge igin amplifikasyon
pozitif goriiliir.

2. PCR iiriiniiniin degisik iglemlerden geci-
rildikten sonra incelenmesi

a. REA (Restriksiyon Enzim Analizi) : Tek
bir baz ¢iftinin degisimi ile olusan bir mutasyon
restriksiyon enzim bolgesinin ortadan kalkmasina
veya yeni bir kesme bolgesi olusmasina neden ola-
bilir. Restriksiyon enzim analizi ile tespit edilebilen
mutasyonun saptanmasinda kullanilan yaklasim,
mutasyonun bulundugu bolgenin PCR ile ¢ogaltil-
mast ve ¢ogaltilan DNA'nin mutasyona 6zgii rest-
riksiyon enzimi ile kesildikten sonra analiz edilme-
sinden ibarettir.

b. Heterodupleks olusum analizi ; 1-5 niik-
leotidlik delesyon mutasyonunu jel iizerinde sapta-
mak oldukea giictiir. Fakat homozigot normal ve
mutant bireylere ait DNA 6rnekleri, ayni tiip i¢in-
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de amplifiye edildikleri takdirde, heterodupleks
denilen yapilari olustururlar. Heterodupleksler, tam
uyusmayan baz ¢iftlerinin varligi nedeni ile homo-
duplekslere kiyasla farkli bir elektroforetik 6zellik
gosterir.

¢. RDB (Reverse dot blot) (fi-globin strip
assay; Vienna-Lab) : Kit, 14 ayr1 mutasyonun kisa
siirede taranmaqgsini saglamaktadir. Kite ait pro-
sediir icinde DNA ekstraksiyonu, PCR, hibridizas-
yon ve renklendirme reaksiyonu yer almaktadir.
Kitten ¢ikan DNA ekstraksiyon ¢ozeltileri kullanila-
rak elde edilen genomik DNA, yine kitin i¢inde bu-
lunan PCR amplifikasyon mixleri ile karistirilarak
PCR multipleks reaksiyonuna sokulur ve reaksiyon
sonucu biyotinlenir. Sonu¢ olarak PCR iiriinii strip
izerinde bulunan immobilize mutant ve normal
oligoniikleotid problar ile hibridize edilir. Baglanan
biyotinli diziler streptavidin-alkalen fosfataz ve
renklendirme substratlar1 kullnilarak belirlenir.
Hastaya ait DNA'da taranan mutasyonlardan biri
var ise analiz sonucunda strip lizerinde mevcut
mutant prob bolgesinde bir renk belirir. Normal
problarin bagli oldugu bodlgelerde ise mutasyonsuz
normal alleller baglanir.

B. Indirekt Analiz (Baglantt Analizi) : Bu
analiz mutasyonun tespit edilemedigi durumlarda
aile i¢inde anne/anne+baba ve hasta ¢ocuk arasin-
daki allel gecislerinin belirlenmesine dayalidir. Bu-
nun i¢in RFLP ve/veya VNTR markorleri kullanilir.

/. Restriction Fragment Length Polymorp-

hisms; Restriksiyon Parca Uzunlugu Polimor-
fizmleri (RFLPs) : Hastaliga neden olan mutas-
yonlarin tanimlanmadigr durumlarda aile iginde
hastalik ile birlikte kalitilan allelin dolayli bir yak-
lagim kullanilarak tespit edilmesidir.

DNA polimorfizmleri, DNA iizerinde, hastaliga
neden olmayan niikleotid degisimleri olarak tanim-
lanir. Bu dogal farkliliklar kusaktan kusaga Mendel
yasalarina gore aktarilirlar. Eger bu polimorfizmler,
bir restriksiyon enzimi kesme bdlgesinin yok olma-
sina ya da yeniden olusmasina neden olursa kolay-
likla saptanabilirler. DNA, bu enzim ile kesildiginde
farkli uzunlukta pargalar olusur. DNA polimor-
fizmlerinin bulundugu bolgeleri PCR yontemi ile
cogaltmanin miimkiin olmasi, bir bdlgenin kolay-
likla jel elekroforezi ile dogrudan analizine olanak
saglamistir. Restriksiyon parga uzunlugu polimor-
fizmleri (RFLP) kalitsal hastaliklarin penatal tani ve
tasiyicilik tanisinda yaygin olarak kullanilmaktadir.

RFLP analizinin temeli, anne ve babanin iki ayr1
alleli tastyan iki kromozomun birbirinden ayirde-
dilmesine ve aile i¢inde daha 6nceden bulunan
hasta bir ¢ocuk yardimi ile hangi kromozomlarin
riskli oldugunun, yani hangi kromozomun mutas-
yona ugramis alleli (bozuk geni) tasidiginin saptan-
masma dayanir. RFLP analizinde, iki kromozom
birbirinden, gen i¢inde veya gen yakininda bulu-

nan bir DNA polimorfizminin bulunmasi (+) ya da
bulunmamasi (-) ile ayrilir.

Analizin kesinligi kullanilan polimorfik marko-
riin, hastalik lokiisiine yakinlig ile dogrudan iliski-
lidir. Hastalik lokiisiine miimkiin oldugunca yakin
gen i¢i markdrlerin kullanimi taninin kesinligini
%100'e kadar arttirir. Hastalia neden olan genin,
DMD/BMD'de oldugu gibi, ¢ok biiyikk olmasi du-
rumunda ise, gen i¢i markorler kullanilsa bile tani-
nin kesinligi %95 civarindadir. Kullanilan genetik
markdr ve hastalik lokiisii birbirinre ne kadar ya-
kinsa rekombinasyon olasilig1 o kadar kiigiiktiir.

X kromozomuna bagl olarak seyreden kalitsal
hastaliklarda RFLP analizinin uygulanabilmesi i¢in
on kosul annenin herhengi bir polimorfizm i¢in in-
formatif (+/-) olmasidir. Otozomal kalitsal hastalik-
larda ise, RFLP analizinin uygulanbilmesi igin hem
annenin hem de babanin informatif bulunmasi ve
riskli kromozomlarin belirlenmesi gerekmektedir.
Riski kromozomun belirlenmesinde ise, daha 6nce
diinyaya gelmis hasta ve saglikli ¢ocuklarin analizi
ve hatta bazi durumlarda yakin akrabalari da ige-
ren detayli aile analizi gereklidir.

RFLP analizi, 6zellikle hastaligin kalitsal olarak
kusaktan kusaga gectigi bilinen durumlarda kolay-
likla tasiyicr tanist igin kullanilabilmektedir. Spora-
dik olgularda ise tagiyici tanisi dikkatle verilmelidir.

2. Variable Nutnber of Tandem Repeats;
Degisken Sayida Tandem Tekrarlart (VNTRs) :
Dolayli bir yaklasim kullanilarak prenatal tani ve
tagiyicilik tanisi verilmesinde kullanilan bir yo6n-
temdir. VNTR yonteminde kullanilan DNA poli-
morfizmleri, farkli sayilardaki tandem tekrarlandir.
Her tandem tek bir birim olarak ele alinir. PCR igin
kullanilan primerler, bu birimi sinirlayacak niikle-
otid dizisine sahiptir. PCR sonucu olusan firiinlere
jel tizerinde bakarak birim sayisindan kaynaklanan
uzunluk farkina gore allel gegis durumu tespit edi-
lebilmektedir. RFLP analizinde oldugu gibi, X kro-
mozomuna bagli olarak seyreden kalitsal hastalik-
larda VNTR analizinin uygulanabilmesi i¢in 6n ko-
sul annenin herhangi bir polimorfizm i¢in informa-
tif olmasidir. Otozomal kalitsal hastaliklarda ise,
VNTR analizinin uygulanbilmesi i¢in hem annenin
hem de babanin informatif bulunmas ve riskli kro-
mozomlarin belirlenmesi gerekmektedir.

YORUM

Ozetle, bugiine kadar Diizen Laboratuvart Mo-
lekiiler Biyoloji Unitesi, proje kapsaminda baslatil-
mis olan hastaliklarda var olan rutin analiz yontem-
lerinin uygulamaya sokulmasi, gerek hasta aileleri-
ne gerekse doktorlara en kisa zamanda sonug ve-
rilmesi ve genetik danisma zincirinde {izerine dii-
sen gorevi en dogru sekilde yerine getirebilmesi
i¢in gerekli disiplini kurmus ve 1996 senesinden
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bu yana bu displini korumustur. Bununla birlikte,
kalitsal hastaliklarin yukarida bahsi gegenlerle si-
nirli kalmadigmin ve toplum sagligi igin tehdit
olusturan daha bir¢oklarinin oldugunun bilincinde-
dir. Bu sebeple amacimiz, arastirma kapsaminda
yapilmasi gereken ¢aligmalarin laboratuvarimiz
bilinyesinde gerceklestirilebilmesi i¢in yeni, duyarl
ve hizli DNA analiz yontemlerini uygulamaya sok-
maktir ve ¢caligma spektrumumuzu genisletmektir.
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