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OZET

Spinoserebellar Ataksi Sendromlu Hastalarda Tip 7 (SSA7) ve Tip 17 (SSA17)

CAG Triniikleotit Tekrarlarinin incelenmesi

Spinoserebellar Ataksi (SSA), beyincik, beyin sap1 ve omurilikte ilerleyen
fonksiyon bozuklugu ile karakterize, zamanla ilerleyen, dejeneratif, su ana kadar
bircok farkh tipi belirlenmis bir genetik hastaliktir. Klinik semptomlar genellikle
yiiriiyiiste bozulma, el ve ayak hareketlerinin koordinasyonunda azalma,
konusmada bozukluk, gorme kaybi1 ve bunama olarak siralanabilir. Hastalarda
genellikle beyincik atrofisi goriilmekle birlikte farkh tipteki ataksilerin beyincigin
farkh bolgelerini etkiledigi bilinmektedir. Giiniimiizde farkhh kromozomal lokus ya
da gen farhhgmma gore 30°nin iizerinde farkh tipleri olan kahtsal SSA hastahg:
tanimlanmis durumdadir. Farkh tipteki SSA’larin klinik belirtileri birbirleriyle
¢ok benzer olmakla birlikte, bu sendromun farkh tiplerine neden olan gen
bolgeleri ve bu bolgelerdeki mutasyonlar farkhhk gostermektedir. Bu nedenle
hastahgin klinik tanis1 ¢ok zor olmakla birlikte, hastahga neden olan 0zgiin
lokustaki genetik diizensizligin molekiiler yontemlerle belirlenmesi taninin kesin
olarak yapilabilmesine olanak saglamaktadir. SSA hastaligina neden olan
mutasyonlar birka¢1 disinda iiclii niikleotit tekrarlarindaki (TNR) anormal
artislardan kaynaklanmaktadir. SSA7’ye 3’iincii kromozomun p21.1 bolgesinde
bulunan ATXN?7 geninin iiciincii ekzonundaki tekrar artislar1 ve SSA17’ye 6’inc1
kromozomun 27 bélgesinde bulunan TATA box-binding protein (TBP) geninin
iiciincii ekzonundaki tekrar artislar1 sebep olmaktadir.

Bu calismada, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji ve Pediatrik
Noroloji servislerine basvurmus, SSA teshisi konmus hastalardan ve saghkh
kisilerden kan ornekleri toplandi. Hasta ve normal bireylerin SSA7 ve SSA17
bolgeleri icin tekrar sayilari, tekrar artisi gosteren bolgelerin PCR amplifikasyonu
yoluyla c¢ogaltilmasinin ardindan elde edilen PCR iiriinlerinin agaroz jel
elektroforezi yapilip uzunluklarn bilinen DNA parcalariyla Kkarsilastirilmasi
yoluyla belirlendi.



Cahsmamizda; SSA7 taramalarinda 1 bireyde (1/60, %1,7) tam penetrans,
SSA17 taramalarinda ise 3 bireyde (3/159, %1,9) 43-48 arasinda TNR sayis1 olan
diisiik penetrans, 3 bireyde (3/159, %1,9) 49-66 TNR sayis1 ile tam penetrans
gosterdigi ve hepsinin genotipinin heterozigot oldugu saptandi. SSA7 ve SSA17’nin
goriilme sikliklari, normal bireylerde goriilen tekrar sayilarinin ortalamalan ve
frekanslarn belirlendi. Ayrica, hasta bireylerdeki tekrar sayillarinin hastahk

baslama yasiyla iliskisi incelendi.

Anahtar Sozciikler: ATXN7, TATA Box-binding Protein, Spinoserebellar Ataksi
Tip 7, Spinoserebellar Ataksi Tip 17, Polimeraz Zincir Reaksiyonu



ABSTRACT

Determination of Type 7 (SCA7) and Type 17 (SCA17) CAG Trinucleotide
Repeats In Patients with Spinocerebellar Ataxia Syndrome

Spinocerebellar Ataxia (SCA) is a progressive, degenerative, genetic disease
with multiple types determined until now. It is characterized by the progressive
function disorder in cerebellum, brainstem and spinal cord. Clinical symptoms are
generally incoordination of gait, poor coordination of hands and feet, distortion of
speech, loss of vision and dementia. Mostly atrophy of the cerebellum is seen in
patients however, it is known that different ataxias affect different regions of the
cerebellum. Today, more than 30 different types of hereditary SCA is determined
according to different chromosomal locus or different gene. Different types of
ataxias have very similar clinical symptoms however, they are caused by different
gene locus and mutations in these locus are also different. Due to this reason
clinical diagnosis of the disease is very hard but mutations in the specific locus can
be determined by molecular methods and disease can be diagnosed. The mutations
causing SCA are usually the abnormal increases in trinucleotide repeats (TNR).
SCAT7 is caused by the increased repeats in ATXN7 gene which is located on p21.1
region of 3" chromosome and SCA17 is caused by the increased repeats in TATA
box-binding protein (TBP) gene which is located on 27 region of 6™ chromosome.

In this research, blood samples are collected from patients who applied to
Neurology and Pediatric Neurology clinics of Cukurova University Medical School
and are diagnosed for SCA and from healthy people for control. The repeat
numbers of the SCA7 and SCA17 regions of the patients and normal people are
determined by the PCR amplification of the regions that show expansion followed
by agarose gel electrophoresis to compare these PCR products with the known
DNA fragments.

In our research; during SCA7 screening 1 person (1/60, 1,7%) is identified
as having full penetrance, during SCAL17 screening 3 people (3/159, 1,9%) are
identified as having low penetrance with 43-48 TNR numbers, 3 people (3/159,

1,9%) are identified as having full penetrance with 49-66 TNR numbers and all

Xi



having heterozygous genotype is determined. Prevalences of the SCA7 and SCA17,
averages and frequencies of the repeat numbers are determined. Furthermore,

relation of the repeat numbers and disease onset age is examined.

Key Words: ATXN7, TATA Box-binding Protein, Spinocerebellar Ataxia Type 7,

Spinocerebellar Ataxia Type 17, Polymerase Chain Reaction
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1. GIRIS

Spinoserebellar  Ataksiler (SSA) kalitsal ozellik gosteren  kompleks
norodejeneratif hastaliklardir ve oftalmopleji, gérme kaybi, dizartri, demans ve
dengesizlikle karakterizedir'?. Bu kompleks hastalik grubu ve alt tipleri sendroma
neden olan farkli gen lokuslarmin bulunmasiyla tanimlanmaya baslamistir®. Sayilarmin
artacag1 tahmin edilmekte birlikte giiniimiizde 30°dan fazla SSA tipi bulunmustur.
Birkagi disinda SSA hastaligma neden olan mutasyonlar TNR’lerdeki anormal
artislardan kaynaklanmaktadir®. Artis miktarmm, hastaligin siddeti ve ortaya ¢ikis
yastyla ilgili oldugu diisiiniilmekle beraber heniiz kesin bir kanit bulunamamustir’. Bu
hastalik i¢in heniiz kesin bir tedavi olmamakla birlikte, hastalik tipinin dogru teshis
edilmesi hayat kalitesinin artirilabilmesi ve diger aile bireylerinde ortaya cikabilecek
sendromun erken teshis edilmesi agisindan 6nem tagimaktadir.

SSA7’ye yol agan gen bolgesi birgok farkli makalede farkli cografi bolgeler ve
etnik kokenler i¢cin haritalanmis, goriilme siklig1 ve tekrar sayilarindaki artis miktari
tespit edilmeye calisilmistir®*?. Elde edilen bulgulara gére SSA7, 3’iincii kromozomun
p21.1 lokusundaki ATXN7 geninin ti¢iincii ekzonundaki CAG triniikleotit artiglarindan
kaynaklanmadir ve Kafkas populasyonunda en sik goriilen tiplerden biridir'®. Normal
bireylerde bu bolgede trintikleotid tekrarlar1 17’nin altindayken (ortalama 10), hasta
bireylerde bu tekrarlarin 37°den 460°a kadar artabildigi goriilmiistiir''. Ayrica hastaliga
neden olan ATXNY7 alleline sahip olan ailelerde tekrar sayilarinin nesilden nesile arttigi
ve dolayisiyla hastaligin goriilme siddetinin sonraki nesillerde dramatik sekilde artig
gosterdigi tespit edilmistir'?.

SSAl7, yine SSA7 gibi, SSA1, SSA2, SSA3 ve SSA6’dan sonra Kafkas
populasyonunda en sik goriilen tiptir'>. SSA’nm bu tipine 6’mc1 kromozomum ¢27
bolgesinde bulunan TBP geninin iigiincii ekzonundaki CAG triniikleotit tekrarlarindaki
artislar sebep olmaktadir'®. Normal bireylerde bu lokustaki tekrar sayilari 25-42
arasindayken hasta bireylerdeki bugiine kadar bulunan en fazla tekrar sayis1 66 olmakla
birlikte 49°dan fazla tekrara sahip bireyler hasta kabul edilmektedir'”,

Giliniimiizde, 0zgiin bolgenin PCR amplifikasyonu yoluyla ¢ogaltilip tekrar
sayilarmin belirlenmesiyle SSA7 ve SSA17 nin teshisi kolaylikla yapilabilmektedir. Bu

tan1 sekli, kan ve amniyon sivis1 gibi kolaylikla elde edilebilen materyaller kullanilarak



uygulanmakta, erken teshis ve tani, dnleyici diagnoz, hastaligin siddetinin belirlenmesi,
hastalik goriilen bireylerin ailelerinin uyarilmasi, hastalara genetik danigsmanlik
verilmesi gibi ¢esitli amaglarla diinyanin bir¢ok yerinde bir¢ok hastane ve klinikte
kullanilmaktadir’.

Ataksi tiplerinin dogru teshisi klinik tanidan ¢ok molekiiler yontemlerle
olabilmektedir. Farkli ataksi tiplerinde goriilen TNR sayilarinin artis1 bdlgeden bolgeye
ve etnik kokenlere gore farklhilik gostermektedir. Diinyanin bir¢ok farkli bolgesinde bu
hastaligin farkl tiplerinin frekanslarinin belirlenmesi igin ¢aligmalar yapilmakla birlikte,
bdlgemiz i¢in heniiz bu yonde bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu c¢alismada, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde
spinoserebellar ataksi teshisi konmus hastalar SSA7 ve SSA17’ye neden olan gen
bolgelerindeki mutasyonlar agisindan incelenerek, bu mutasyonlarm goriilme sikligmin
belirlenmesi planlanmistir. Elde edilecek bilgilerin erken tanida kullanilabilmesi, tekrar
sayist ile hastaligin siddeti ve baglangi¢ yasinin iliskilendirilmesi ile tedavi silirecine
yardimc1 olunmasi ve hasta bireylerin ailelerine gerekirse genetik danigsmanlik verilmesi

amaclanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Uclii Niikleotit Tekrarlarinin Artisi

TNR’ler ve artiglarina bagli olarak ortaya c¢ikan hastaliklarin ilk olarak
kesfedilmesi, Frajil-X sendromu olarak bilinen genetik hastalikla ilgili yapilan
calismalara dayanir. Bu sendrom, insanlarda goriilen kalitsal mental retardasyonun
klinik olarak 1:5000 insidans ile en sik karsilasilan formudur'®. Bu sendromla ilgili
olarak yapilan ilk ¢aligmalarda, sendromun kusaklar arasinda aktarilirken siddeti, ilk
olarak ortaya ¢ikma yasi ve ortaya ¢ikma ihtimalinin bilinen diger kalitimsal hastalik
tiirlerinden biiyiik oranda farkli oldugu bulunmustur'’. Yapilan bu c¢alismalarda
“Antisipasyon” olarak anilan bu fenomenin Mendel kalitimiyla bagdasmazlik gosterdigi
ve Frajil-X sendromuna yol agan mutasyonun dinamik bir yapida oldugu bulunmustur.
Daha sonra Frajil-X bolgesinin 1991°de klonlanmasiyla birlikte bu fenomen agikliga
kavusturulmugtur'®. Yapilan ¢alismalarla sendromun, daha sonradan FMRI1 olarak
adlandirilan, ilgili gen bdlgesinin 5’ ucundaki protein sentezinde kullanilmayan
kismindaki (5°-UTR) (CGG), tekrarlarinda meydana gelen artistan kaynaklandigi, 5-50
aras1 tekrara sahip bireylerin normal oldugu ve bu tekrar sayilarini diger nesillere stabil
bir sekilde aktardigi ancak 50-200 arasi tekrara sahip bireylerin premutasyon skalasinda
bulundugu, kendilerinin sendromun klinik belirtilerini géstermemelerine ragmen diger
nesillere bu mutasyonu artis gostererek aktardigi ve her sonraki neslin sendromu
gosterme sikliginin bir 6ncekinden daha fazla oldugu anlasilmis ve antisipasyon olarak
adlandirilan fenomene agiklama getirilmistir.

Antisipasyon gosteren kalitimsal hastaliklarin biiylik ¢ogunlugunun basit
TNR’lerin artigindan kaynaklandigi ve 3 tip TNR’nin; (CGG),-(CCG),, (CTG)n-
(CAG)n, (GAA),-(TTC)y, artis gdstermeye yatkin oldugu bilinmektedir'®. Daha sonra
yapilan ¢aligmalarda elde edilen bulgular 1518inda giiniimiizde TNR’lerin artisindan
kaynaklanan bir¢ok hastalik tespit edilmistir (Cizelge 1.1). Miyotonik distrofi,
Huntington hastaligi, Friedreich ataksi (FA) ve SSA bu hastaliklara 6rnek olarak

verilebilir.



Cizelge 2.1 TNR’lerin artisindan kaynaklanan bazi hastaliklar

Tekrar Sayisi
Hastahk Gen Tekrar Dizisi
Normal Mutant

Frajil-X FMR1 CGG <50 > 200
Miyotonik Distrofi DMPK CTG <35 > 50
Friedreich Ataksi X25 GAA <35 > 100
Huntington IT15 CAG <40 > 40
SSA1 ATAXIN1 CAG <40 > 40
Spinobulbar Miiskiiler Atrofi AR CAG <30 > 40

Artig  gosteren TNR’lerin etkileri, tekrarlarin bulundugu kromozoma,
bulunduklar1 gene, gen lizerinde bulunduklar1 konuma, genin sentezledigi protein
iizerindeki etkilerine ve buna benzer daha bir¢ok faktore gore degisiklik gosterebilir. Bu
tip artiglarin sebep oldugu hastaliklarin ¢ok degisik patogenez ve semptomlar
gostermesinin nedenlerinin bunlar oldugu bilinmektedir. Ancak, her ne kadar yukarida
yazilan sebeplerden dolay1r hastaliklar birbirlerinden farkli seyir gosterse de, bu
sebeplerden bagimsiz olarak, TNR’lerin artiglarinin olusumunda belirli bir mekanizma
oldugu genel olarak diisiiniilmektedir. Bu diisiincenin dayandigi temel nokta ise birinci
olarak, hemen hemen tiim hastalik tiirlerinde normal tekrar sayilarinin genel olarak 30-
40 araliginda bulunmasi, ikinci olarak ise artis gostermeye baglayan tekrar dizilerinin
tek basamakta birden c¢ok artis birikimine neden olmasidir®. Giiniimiizde bu
mekanizmalar tam olarak bilinmese de, cesitli hipotezler ve Onerilen modeller
bulunmaktadir. Normal tekrar sayilarinin belirli aralikta (30-40) bulunmasi ve hasta
bireylerde bunlarin artis gostermesi, supercoil formdaki DNA’da olusan normal
olmayan ikincil bir yapiy1 akla getirmektedir. Bu goriis Vologodskii’nin®', DNA
tekrarlarmin DNA’da bulunan normal disi ikincil yapilar olusturma ihtimallerinin
tekrarlarm uzunluklarina baglh olarak logaritmik olarak arttigmi buldugu caligmalarina
dayandirilmaktadir. Ayrica, farkli TNR’ler iceren DNA bolgeleri ve birgok farkli
yontemler kullamlarak yapilan gesitli ¢alismalarda®*2**  bu bélgelerin katlanarak
belirli kompakt bir yapiya doniistiiklerinin gézlemlenmesi bu goriisii desteklemistir.
Yapilan niikleer manyetik rezonans analizleri bu TNR’lerin DNA iizerinde sa¢ tokasi

formasyonu basta olmak iizere birgok degisik olagandisi DNA formasyonu




26,27,28

olusturdugunu ispatlamistir . (Sekil 2.1). Baz1 tekrarlarin neden digerlerinden daha

cok arttig1 ise bilinmezligini korumaktadir.

(a) (b) (c)
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Sekil 2.1 TNR’lerin olusturdugu olagandis1 formasyonlar. (a) Sa¢ tokasi, (b) Quadrupleks, (c) H-
DNA',

Olagandis1 DNA formasyonlarinin (6zellikle sa¢ tokasy) DNA polimeraz
enzimini yavaslattigi veya durdurdugu bilinmektedir. Kunkel®®, yaptigi ¢alismalarla
basit tekrar dizilerinin replikasyon esnasinda uzunluk polimorfizmine yol agabildigini,
birka¢ bazlik tekrar dizilerinin replikasyon sirasinda “kayma” (slippage) olarak
adlandirilan bir duruma sebep olup tekrar sayisini birka¢ tekrar kadar artirabildigini
gostermistir (Sekil 2.2°%). Ancak bu kayma modeli, tekrar artislarmin bir seferde birden
cok artis birikimine sebep olmasindan ve boliinmeyen hiicrelerde de tekrar artisi
meydana gelmesinden dolayi, TNR artiglarini agiklamada yetersiz kalmaktadir.

TNR’lerde en fazla miktarda artis olusumunun bolinmeyen hiicrelerde
goriilmesi sasirtict ve bir o kadar da umulmayan bir durumdur. Farklilagsmasini
tamamlamis ndronlar gibi boliinme gecirmeyen hiicrelerin bu sekilde TNR artisi
gostermesi nasil agiklanabilir? Boliinmeyen hiicrelerde, onlarca hatta bazi durumlarda
yiizlerce TNR artis1 goriilmesi DNA’nin bir sekilde kirilmas1 ger¢eklesmeden
termodinamik olarak miimkiin goriilmemektedir. Yapilan calismalarda, ¢ift zincir
kiriklarinn  homolog rekombinasyon, crossing-over veya homolog olmayan ug
birlestirmesi gibi mekanizmalarla tamirinin insanlarda TNR artislarmi etkilemedigi
ancak tek zincir kiriklarinin tamiri smrasinda hasarli DNA bazlarinin ¢ikarilmasi
esnasinda sa¢ tokast yapismin olustugu ve TNR sayismi artis yoniinde etkiledigi

gozlemlenmistir’ ',
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Sekil 2.2 Replikasyon sirasinda olusan kayma ile tekrar sayismnin artisr™.

Tek zincir kiriklari, baz ¢ikarma tamiri mekanizmasiyla kimyasal olarak hasarli
bazlarin DNA’dan ¢ikarilmasi esnasinda olusan bir ara yapidir. Fareler iizerinde yapilan
bir Huntington Hastalig1 calismasinda, oksitlenmis DNA bazlarinin birikmesinin bir
sonucu olarak somatik hiicrelerdeki yasa bagli TNR artisnin  olustugu
gdzlemlenmistir™. Fareler iizerinde Frajil-X sendromuyla ilgili in vivo olarak yapilan
diger bir ¢aligmada potasyum bromiir (yiiksek derecede oksidan) uygulamasinin TNR
artislarin1 tetikledigi bulunmustur®®. Bunlara ek olarak, Huntington Hastaligi’na sahip
insanlarda yapilan baska bir ¢alismada, kiiltiir ortaminda bulunan fibroblastlarin
TNR’lerinde normalde artis olmamasma ragmen peroksit uygulamasmin artis
indiikledigi tespit edilmistir’®. Bu fikri destekler nitelikteki bir baska bulgu ise 7,8-
dihidro-8-oksoguaninin (8-0xoG) (DNA {izerinde en sik oksitlenme goriilen baz)
¢ikarilmasindan sorumlu 7,8-dihidro-8-oksoguanin DNA glikosilaz (OGG1) enziminin
kaybedilmesinin Huntington Hastaligi tasiyan farelerde TNR artigin1 baskiladiginin

goriilmesidir’. Bu bulgular hep beraber ele alindiginda bélinmeyen hiicrelerde TNR



artigina, oksitlenmis DNA bazlarinin ¢ikarilmasi esnasinda isleyen baz ¢ikarma tamir
mekanizmasinin katkisi oldugu sonucuna varilmaktadir.

Bilindigi iizere, oksitlenmis bazin ¢ikarilmasinin ardindan baz ¢ikarma tamir
mekanizmasi olusan bosluklar1 doldurmak {izere harckete geg¢mektedir. Bu tamir
esnasinda tek zincir kiriklarinm olustugu ve bu zincirde flap (savrulan kanat benzeri bir
yap1) olusumu gergeklestigi ayrica olusan bu flaplarin bosluklar1 doldurmasi icin DNA
polimeraz B’y1 uyardig: cesitli calismalarda gdzlemlenmistir’>>>. Normal kosullarda,
baz ¢ikarma tamiri esnasinda olusan flaplar, 5> — 3’ endonukleaz aktivitesine sahip bir
enzim olan Flap Endonukleaz 1 tarafindan kaldirilmaktadir*®*">®, Ancak, in vitro olarak
yapilan ¢alismalarda sa¢ tokasi benzeri yapilarin flapin 5° ucunu sakladigi ve flap

3839 Daha sonraki

endonukleaz 1 tarafindan kesilmesini engelledigi bulunmustur
asamalarda kesilemeyen bu sa¢ tokasmmin DNA’ya entegre oldugu ve karsi iplik
sentezinin tamamlanmasimin ardindan da TNR artiglarina sebep oldugu diisiiniilmektedir

(Sekil 2.3%).
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Sekil 2.3 Baz ¢ikarma tamiri sirasinda olusan tekrar artismin mekanizmasi. Baz ¢ikarma tamiri
sirasinda OGG1 oksitlenmis guaninleri (G=0) tanir ve iplikten ¢ikarir bu esnada bir riboz-fosfat ucu (RP)
aciga cikar ancak bu u¢ polymerazlar tarafindan taninmaz bu sebeple, apurinik/apirimidinik endonukleaz
1 (APE1) RP’yi kaldirir ve OH ucu ekler (1-2). Daha sonra DNA polimeraz 3 boslugu doldurur bu esnada
ipligin diger kisminda agilma meydana gelir (3-4). Acilma bolgesinde bulunan CAG tekrarlar1 sa¢ tokasi
veya benzer yapilarin olugsmasina miisaittir ve bu yapilar normal durumda Flap endonukleaz 1 (FEN1)
tarafindan kesilmesi gereken bolgenin 5° ucunu sakladigindan dolay1 kesilmeyi engeller (5-6). Daha sonra
bu sa¢ tokast yapisindaki halkanin DNA yapisina katilmasiyla TNR artis1 gergeklesir (7). Bu tip baz
oksitlenmeleri giinliik hayatta ¢ok kereler meydana geldiginden dolayr bu sekilde aksayarak gerceklesen
her baz ¢ikarma tamiri dongiisiinde TNR sayis1 artmaktadir (8).



Ancak baz ¢ikarma tamir mekanizmasmim TNR artiglarmi tetikledigini 6ngoren
modelle ilgili bazi itilaflar bulunmaktadir. Elde edilen bulgulara gore, OGG1 TNR
artisin1 tetikleyen bilinen tek glikosilazdir fakat 8-oxoG’yi ¢ikaran tek glikosilaz
olmamakla beraber 8-oxoG oksidasyon sonucu olusabilen tek lezyon oOzelligi de
tasimamaktadir®®*'. Bu sebeple OGGI’in TNR artisindaki rolii tam olarak
anlagilamamaktadir.

Yukarida bahsedilen simdiye kadar 6nerilmis modeller TNR artislarmin olusum
mekanizmalarin1 ve sebeplerini tam olarak aciklayamasalar da, TNR artislarinin
olusumunda benzer yolaklarm bulundugu hakkinda ipuglar1 saglamaktadir. Bu modeller
g6z Oniine alindiginda, akla gelen bir diger soru ise replikasyon veya tamir sirasinda
meydana gelen sa¢ tokasi seklindeki halka yapilarin DNA’ya nasil entegre olup TNR
sayisint artirdigidir.

Replikasyon veya tamir sirasinda halka yapilarin olusmasi bircok durumda
kacmilmazdir ancak olusan bu halka yapilar normal kosullarda bagka bir tamir
mekanizmasi olan ve yanlig eslesen bazlarin tamirinden sorumlu “mismatch” tamiri
mekanizmasiyla kaldirilmaktadir. Modrich* tarafindan yapilan calismada, 5° — 3
yoniinde calisan bir ekzonukleaz olan EXOI1 tarafindan bu halka yapilarm kaldirildigi,
olugsan boslugun DNA polimeraz tarafindan dolduruldugu ve bu sayede normal DNA
yapisinin mutasyona ugramadan korundugu bulunmustur. Ayrica “in vitro” olarak
yapilan bazi ¢alismalarda insan hiicresi ekstraktlarinin (CAG) ve (CTG) den olusan
halka yapilarin tamirini katalizleyebildigi gozlemlenmistir***. Bu durumda, olusan
halka yapilarin DNA’ya katilip TNR artisina sebep olabilmeleri i¢cin oncelikle bu
yapilarin kaldirilmasindan sorumlu tamir mekanizmasinda bir aksaklik gergeklesmesi
gerektigi ve halkalarin DNA’ya katiliminda bu tamir mekanizmasinin da bir roli

4245 Gomes-Periera ve ark.*® tarafindan yapilan fare

bulundugu diistiniilmektedir
deneylerinde, mismatch tamir mekanizmasinda gorev alan MutS homolog 2 ve MutS
homolog 3 (MSH2, MSH3) proteinlerinin mutasyon yoluyla kaybedilmesi halinde TNR
artiginin baskilandig1 bulunmusgtur. Elde edilen bulgular 1g1nda, halka yapilarin DNA’ya
katilmas1 ile ilgili Onerilen iki farkli goriis bulunmaktadir. Bunlardan birincisi,
mismatch tamir mekanizmasimin halka yapilarinin DNA’ya katilmasinda direkt olarak
rol oynadig, digeri ise MSH2 ve MSH3 halka yapilarinin olusumuna yardimci oldugu

ancak halka yapilarmm DNA’ya katilmasimnda etkileri bulunmadig1 yoniindedir*"*®.



2.2. Ataksiler

Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Ataksi Kurulusu'nun® yaptigi tanimlamaya
gore; “Ataksi” Latince bir kelime olan “a taxis” ten gelmektedir ve kelime manasi
olarak “diizensiz, ahenksiz” manasma gelmektedir. Merkezi sinir sisteminin
dejenerasyona ugrayan bolgelerine gore serebellar, duyusal ve vestibiiler ataksi seklinde
adlandirilabilirler. Ataksi hastalari, merkezi sinir sistemlerinin hareket ve dengeden
sorumlu bolgeleri etkilendiginden dolayi, c¢esitli koordinasyon bozukluklarindan
muzdariptirler. Ataksiler, kalitsal olarak aktarilarak veya enfeksiyon, yaralanma,
toksisite, merkezi sinir sistemindeki dejeneratif degisikliklerin bir sonucu olarak ortaya
cikabilirler ve parmaklari, elleri, ayaklari, tim viicudu, konusmayi, gozleri, hafizayi
olumsuz yonde etkileyebilirler. Ataksiler i¢in genel gecerli bir siniflandirma olmamakla
birlikte, ¢ogunlukla, kalitimsal olarak aileden gelen ve sonradan olusan (sporadik)
olmak tizere iki grupta degerlendirilmektedirler.

Kalitimsal ataksiler, kalittm modeline, mutasyonlarin olustugu gene veya
kromozom bolgesine gore, otozomal dominant (SSA’lar, Episodik Ataksiler), otozomal
resesif (FA, Ataksi Telenjiektazi), X’e bagli (Konjenital X’e bagli Ataksi, Arts
Sendromu) veya mitokondriyal (Sitokrom C Oksidaz Il mutasyonu) olarak
siniflandirilabilirler™’.

Kalitimsal ataksilerin genetik temellerinin anlasilmasi konusunda c¢ok fazla
mesafe alinmis olunmasina karsin, sporadik ataksilerin orijini hakkinda pek fazla bilgi
bulunmamaktadir. Kronik alkolizm (etil alkol tiiketimi), antiepileptik ilag ve ketamin
kullanimi, paraneoplastik nedenler, avitaminazlar, hipotiroidizm, radyasyon
zehirlenmesi ve ¢olyak hastaliinin sporadik ataksiye neden olabildigi bilinmektedir,
ancak heniiz sebebi yukaridaki nedenlerle agiklanamamis bir¢ok sporadik ataksi vakasi
bulunmaktadir’',

Ataksilerin tedavisi ve tedavinin etkinligi, hastaligin altinda yatan sebeple direkt
olarak baglantilidir. Tedavi, ataksinin etkilerini azaltabilir veya sinirlandirabilir ancak
tamam ortadan kaldirmasi miimkiin gériilmemektedir’>. Tedaviler genel olarak, olusan
bozukluklarm giderilmesine, dejeneratif tip ataksilerde dejenerasyon hizinin
azaltilmasina yonelik olarak uygulanmaktadir ve bu amagla 5-hidroksitriptofan,

idebenon, amantadin, vigabatrin gibi ¢esitli ilaglar kullanilmaktadir®.



2.3. Spinoserebellar Ataksiler

SSA’lar, serebellum ve serebellumun afferent ve efferent baglantilarinin
ilerleyen dejenerasyonuyla karakterize, otozomal dominant kalitim modeline sahip,
kompleks, heterojen bir hastalik grubudur®®. Klinik olarak SSA’lar, yiiriiyiis bozuklugu,
dismetri, dizartri, nistagmus, distoni, demans ve gérme bozuklugu gibi, bir veya birden
cok, cesitli bulgular gosterebilmektedir™.

SSA’larin prevalansi 1-5/100000 olarak cesitli calismalarda belirtilmistir ®".
SSA Tip 3 diinya ¢apinda en sik rastlanan tip olmakla beraber, Tip 1,2,6,7,8,17 diger en
sik rastlanan SSA tipleridir ancak bu tiplerin prevalansi toplumun etnik kokenine gore
bityiik degisiklikler gdstermektedir”™>*-6%-61:62:63,

SSA’larda hastalik baslama yas1 (HBY) genellikle 30-50 arasindadir ancak 20
yasindan once ve 60 yasindan sonra baslayan SSA’lar da cesitli caligmalarda
bildirilmistir’*>>*,

SSA’lar ilk olarak Harding' tarafindan fenotipik 6zellikleri dikkate alinarak, 4
baslik altinda smniflandirilmistir. Ancak gliniimiizde molekiiler biyolojideki gelismeler
1s518inda, hastalik genetik Ozelliklerine gore smiflandirilmaya baglanmis olup su ana
kadar 30 farkli tip SSA (SSA1-SSA30) tanimlanmistir. Bunlarin 15 tanesinden sorumlu
genler ve mutasyonlar tanimlanmis, digerleri linkaj analizleriyle tespit edilmis ancak
ilgili genler ve mutasyonlar heniiz tanimlanamamistir®.

Tip 1,2,3,6,7,17 SSA’lar ilgili genlerin kodlama yapan bélgelerinde meydana
gelen mutasyonlardan  kaynaklanmaktadr ve CAG tekrarlarmin  artisiyla
karakterizedir®. Bilindigi iizere CAG kodonu glutamin amino asidini kodlamaktadir.
Bu tip SSA’larda, ilgili genler ataksin adi verilen bir protein kodlamaktadir ve geni
kodlayan bolgedeki CAG tekrarlarinda meydana gelen artis, kodlanan mutant proteinin
normalden fazla glutamin igermesine sebep olmakta, bu nedenle poliglutamin
hastaliklar1 olarak nitelendirilmektedir®®. Mutant ataksin proteini toksik bir fonksiyon
kazanmakta ve norodejenerasyona sebep olmaktadir®.

Tip 8,10,12 SSA’lar ilgili genlerin kodlama yapmayan bdlgelerinde meydana

gelen mutasyonlardan  kaynaklanmaktadr ve gen ekspresyonun kontrolii

etkilenmektedir’’.
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Tip 5,11,13,14,15,27 SSA’lar ise ilgili genlerin kodladig1 proteinlerin

kompozisyonundaki  (dolayisiyla  fonksiyonundaki)  degisliklerle  karakterize
olmaktadir™.

Gliniimiize kadar c¢esitli caligmalarla tespit edilen SSA tipleri, mutasyonlarin
tipleri, meydana geldigi gen ve kromozom bdlgeleri, etkilenen proteinler Cizelge 2.2°de

derlenmistir.

Cizelge 2.2 SSA tipleri, mutasyonlarin meydana geldigi kromozom bdlgeleri, mutasyonlarin

meydana geldigi genler, mutasyon tipleri ve etkilenen proteinler

SSA | Kromozom | Etkilenen Mutasyon Etkilenen

Tipi Bolgesi Gen Tipi Protein
SSA1l 6p22.3 ATAXIN1 CAG tekrar artig1 Ataksin 1
SSA? 12q924.13 ATAXIN2 CAG tekrar artis1 Ataksin 2
SSA3 14932.12 ATAXIN3 CAG tekrar artig1 Ataksin 3
SSAS 11913.2 SPTBN2 | Missense Mutasyonu Beta-I11 Spektrin
SSA6 | 19p13.13 | CACNAILA | CAG tekrar arti: CACNAIA
SSA7 3pl4.1 ATXN7 CAG tekrar artis1 Ataksin 7
SSAS8 13921 KLHLIAS CTG tekrar artis1 Kelch-like 1
SSA10 | 22013.31 | ATXNIO | ATTCT tekrar artigi Ataksin 10
SSA11 | 15014-021.3 ? ? TTBK2
SSA12 | 5032 PPP2R2B | CAG tekrar artisi PPP2R2B
ssA13 | 19913.33 KCNC3 Missense Mutasyonu KCNC3
SSA14 | 19913.42 PRKCG Missense Mutasyonu PRKCG
SSA15 | 3p24.2-3ptr ITPR1 Nokta Mutasyonu ITPR1
SSA17 6927 TBP CAG tekrar artis1 TBP
SSA27 13¢g33.1 FGF14 Missense Mutasyonu FGF14

2.3.1. Spinoserebellar Ataksi Tip 7

SSA7 diger SSA’lar gibi norodejeneratif, toplumda ¢ok sik rastlanmayan,
otozomal dominant kalitim gosteren bir hastaliktir. Harding' tarafindan ilk olarak
“Otozomal Dominant Serebellar Ataksi Tip II” olarak adlandirilmis, daha sonra

Konigsmark ve Weiner® tarafindan retinal distrofiye neden oldugundan dolay:
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“Olivoponto Serebellar Atrofi” olarak adlandirilmistir. Genetik metotlarin ilerlemesiyle
birlikte, Holmberg ve ark.’ tarafindan meydana gelen mutasyonun kromozom
tizerindeki yeri ve sekli tespit edilmis ve SSA’larin bir alt tipi SSA7 olarak
adlandirilmistir.

Klinik bulgular1 diger SSA’lar ile ¢ogunlukla benzerlikler gosterir. Klinik olarak
diger SSA’lardan farki ise, neredeyse tiim hastalarda karsilagilan retinal
dejenerasyondur ve bu dejenerasyon kimi hastalarda korlige kadar ilerleyebilir®.

SSA7 tiim SSA’larm %]1-%12’sini olusturmaktadir®’®"". isve¢ ve Finlandiya

1072 Kafkas toplumlarinda ise SSAL,

toplumlarinda en sik karsilasilan SSA tipidir
SSA2, SSA3 ve SSA6 nin ardindan en sik rastlanan SSA tipidir””.

SSA7’ye, 3’ilincii kromozomun p21.1-p12 bolgesinde bulunan, ataksin 7 isimli
bir proteinin sentezinden sorumlu, yaklasik 140.000 baz ¢ifti (bp) boyutunda olan
ATXN7 geninin, iigiincii ekzonundaki CAG tekrarlarinin artis1 sebep olmaktadir'.
Normal bireylerde bu bolgedeki TNR sayist 17°nin altindayken (ortalama 10), hasta
bireylerde 460’a kadar ¢ikabilmektedir''. Lebre ve ark.”, 28-33 arahgindaki TNR’leri
mutasyona ugramaya egilimli normal alleller olarak adlandirmiglardir ve fenotipte
cesitli bozuklar yaratabildiklerini soylemislerdir. Mittal ve ark.””, bu araliktaki TNR
sayilarmin stabil olmadigini ve gelecek kusaklara artarak aktarilmaya egilimli oldugunu
gostermiglerdir. Ayrica, 34-36 araligindaki TNR sayilarinin diisiik penetrans allelleri
oldugu, semptomlarin daha gec¢ yasta ve daha hafif olarak fenotipe yansidigi cesitli
caligmalarda bulunmustur’®”’. Tam penetrans allellerinde ise TNR sayilar1 37 ile 460

arasinda degismektedir'’. Cizelge 2.3’te TNR artisinin gercekleserek SSA7’ye sebep

olan gen bolgesi gosterilmistir’®.

Cizelge 2.3 ATXN7 geninin TNR artis1 gostererek SSA7’ye sebep olan bolgesi. Artisa sebep
olan bdlge genin baslangicindan yaklasik 48.000 bp uzakliktadir. TNR boélgesi koyu renkle gosterilmistir.
“(CAG),” triplet artisin oldugu bdlgeyi, “n” sayidaki artis1 temsil etmektedir (asagidaki niikleotit dizisi

gosterilen normal bireyde 10 tekrar bulunmaktadir).

Bp Niikleotit Dizisi

48061 gatgacgtca ggggggagcee gcgecgegeg geggeggegg cgggeggage ageggecgeg

48121 gccgeccggc agcag(cag)nca gcagcagcag cagcagcagc cgecgectee gecagecccag

48181 cggcagcagc acccgcecace gecgecacgg cgcacacgge cggaggacgg cgggeccggce
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2.3.2. Spinoserebellar Ataksi Tip 17

SSA17, tiim SSA’larm %0.5-3’ine’”*" sebep olan bir mutasyondan kaynaklanan,
poliglutamin hastaliklar grubuna dahil, dominant kalitim gdsteren, ndrodejeneratif bir
hastaliktir. Harding' tarafindan ilk olarak “Otozomal Dominant Serebellar Ataksi Tip I”
olarak adlandirilmis, daha sonra molekiiler tekniklerin ilerlemesiyle birlikte Koide ve
ark.'* tarafindan meydana gelen mutasyonun kromozom iizerindeki yeri, sekli ve
fenotiple iliskisi tespit edilmis ve daha sonra SSA’nin bir alt tipi SSA17 olarak
isimlendirilmistir.

Klinik bulgular olarak diger SSA tipleriyle benzerlik gosterir ve serebellar atrofi,
Purkinje hiicrelerinde kayip, demans ile karakterize olmakla birlikte kimi vakalarda
Huntington Hastaligina oldukc¢a benzerlikler gosterebilir, fokal distoni ve psikozla
birlikte seyredebilir®'**.

SSA17’ye neden olan gen, 6’inc1 kromozomun q27 bolgesinde telemore yakin
bir pozisyonda bulunmaktadir ve 1867 bp’lik bir mRNA {iriiniinii sentezleyen yaklasik
18000 bp uzunlukta ve 8 ekzona sahip bir gendir®®. Bu gen, TATA kutusuna baglanan
proteini sentezlemekte, bu sebeple TBP (TATA-box Binding Protein) geni olarak
adlandirilmaktadir ve bu genin figiincii ekzonunda bulunan, glutamin kodlayan
TNR’lerde (CAG) meydana gelen artislar SSA17°ye sebep olmaktadir®. Normal
bireylerde bu bolgedeki glutamin kodlayan (CAA ve CAG) TNR sayis1 25 ile 42
arasinda degigsmekte, hasta bireylerde ise 66’ya kadar ¢ikabilmektedir'. Cesitli
calismalardan elde edilen bulgulara dayanilarak, 43-48 arasinda TNR sayilarmna sahip
alleller diistik penetrans allelleri olarak, 49-66 arasinda TNR sayilarina sahip alleller ise

tam penetrans allelleri olarak kabul edilmistir®*5>5¢-%7

. SSA17 ye neden olan gen
bolgesinin yapis1 (CAG)3 (CAA)3 (CAG), (CAA) (CAG) (CAA) (CAG), (CAA) (CAG)
seklindedir ve bu bdlgede meydana gelebilen “ekleme”, “duplikasyon” gibi mutasyonlar
TNR artisia sebep olmakta ve hastalikla sonug¢lanmaktadir' %%, Cizelge 2.4’te TNR

artiginin gercekleserek SSA17’ye sebep olan gen bélgesi gosterilmistir™.
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Cizelge 2.4 TBP geninin TNR artis1 gostererek SSA17’ye sebep olan bolgesi. Artisa sebep olan
bolge genin baslangicindan yaklagik 7500 bp uzakliktadir. Artisin meydana geldigi TNR bolgesi koyu

renkle gosterilmistir (asagidaki niikleotit dizisi gosterilen normal bireyde 38 tekrar bulunmaktadir).

Bp Niikleotit Dizisi

7501 ccttatggcea ctggactgac cccacagect attcagaaca ccaatagtct gtctattttg

7561 gaagagcaac aaaggcagca gcagcaacaa caacagcage agcagcagea gecagcageaa
7621 cagcaacagc agcagcagcea gecagcageag cagcageage agcagcagea geageageag
7681 cagcaacagg cagtggcagc tgcagecgtt cagcagtcaa cgtcccagea ggcaacacag
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismada Cukurova Universitesi T1p Fakiiltesi Noroloji Anabilim Dali ve
Pediatrik No6roloji Bilim Dali’nda SSA tanisi almig 159 hasta ve 42 saglikli birecy SSA7
ve SSA17’ye neden olan gen bdlgelerindeki mutasyonlar agisindan taranmistir. Bu
mutasyonlarin goriilme siklig1 ve tekrar sayilarinin frekanslari 6zgiin bolgenin PCR

amplifikasyonu yapilmasi yoluyla belirlenmistir.

3.1. GEREC
A) Kimyasal Malzemeler

= Agaroz (Sigma)

» TBE Tampon Cozeltisi 1X (Ek-2)

» Etidyum Bromiir (EtBr) (Sigma)

= Yiikleme Boyas1 6X (Sigma)

= Distile Su

= Deoksiriboniikleotit trifosfat (ANTP) (Fermantas)

=  Magnezyum Kloriir (MgCl,) Cézeltisi (Fermantas)

= PCR Primerleri (Bio Basic)
SSA7 Forward Primer (5°—3”) (TGTTACATTGTAGGAGCGGAA)
SSA7 Reverse Primer (5°—3”) (CACGACTGTCCCAGCATCACTT)
SSA17 Forward Primer (5°—3”) (GACCCCACAGCCTATTCAGA)
SSA17 Reverse Primer (5°—3”) (TTGACTGCTGAACGGCTGCA)

= DNA Polimeraz Enzimi (Taq) (Fermantas)

= Taq tampon ¢ozeltisi 10X ((NH,4).SO,4) (Fermantas)

= Dimetil Sulfoksit (DMSO) (AppliChem)

» Eritrosit Lizis Cozeltisi (EK-2)

= Fizyolojik Tampon (Ek-2)

= Proteinaz K (Sigma)

» Tris-EDTA (TE) (Ek-2)

= Tris-EDTA pH 9 (TE-9) (Sigma)

= Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

= 6 M Yogun Sodyum Kloriir (NaCl) Cozeltisi (EK-2)
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»  %100’liik Etil Alkol (Sigma)
= %70’lik Etil Alkol (Ek-2)

B) Kullanilan Aygitlar
= Steril Enjektorler (10 ml’lik) (Ayset)
= EDTA’l1 Steril Tipler (BD Vacutainer)
= Steril PCR Tiipleri (Axygen)
= Steril Tipler (1.5 mL) (Eppendorf)
= Mikropipet (Gilson)
= Mikropipet Ucu (Expell Plus)
= Su Banyosu (Grant)
= Santrifiij Cihaz1 (Niive)
= Thermal Cycler (Eppendorf)
= Gii¢ Kaynagi (Consort)
= Elektroforez Tanki (Maxicell)
= Beher (IsoLab)
=  Mezur (IMC)
= Hassas Tart1 (Sartorius)
= Jel Tablas1 (Maxicell)
= Jel Tarag: (Maxicell)
=  Mikro Dalga Firin (Argelik)
= Jel Goriintiileme Cihazi (UVI Tec)

C) Kullanilan Bilgisayar Yazihmlar

= Adobe Photoshop CS4°* (Adobe Systems Inc.)
= SPSS 13.0% (SPSS Inc.)

= DNASIZE® (Raghava)

3.2. YONTEM
3.2.1. Orneklerin Saglanmasi
Caliymamiz ile ilgili kan Ornekleri 2002-2009 yillar1 arasinda Cukurova

Universitesi Tip Fakiiltesi Néroloji Anabilim Dali ve Pediatrik Néroloji Bilim Dali’na
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cesitli yakinmalarla bagvuran ve SSA tanis1 konmus hastalardan alindi. Hastaneye
tedavi amaciyla bagvuran 159 hasta birey ve 42’si saglikli kontrol grubu olusturuldu.
Ayn1 zamanda, her birey icin Onceden diizenlenmis bir adet “Bilgilendirme ve Riza
Formu” doldurularak imzalattirildi. Bu form fakiiltemizin etik kurulunun goriisleri
dogrultusunda hazirland1 (EK-1). Hasta ve kontrol gruplarindan EDTA’l1 tiiplere 2ml
kan 6rnegi alindi. Daha sonra bu kan 6rneklerinden tuzla ¢oktiirme metoduyla’ DNA
ornekleri elde edildi. Hastalarin sikayetleri ve diger tetkikleriyle ilgili bilgiler hastalar:

muayene eden uzman doktorlarin hazirladigi hasta dosyalarindan temin edildi.

3.2.2. DNA Elde Edilmesi

= Steril tiiplere 700 puL kan ve 700 uL eritrosit lizis ¢6zeltisi konulup 2-3 dakika oda
1s1sida birakildi

= 4500 rpm’de 5 dakika santriftij yapildi

= Siipernatant atildi ve 700 pL eritrosit lizis pellete eklenip pipetajlandiktan sonra
4500 rpm’de 5 dakika santrifiij yapildi

= Siipernatant atildi ve 1000 pL fizyolojik tampon eklenip pipetaj yapildiktan sonra
4500 rpm’de 5 dakika santrifiij yapildi

= Siipernatant atildi

= 300 uL TE-9 ilave edildi

= 20 uL Proteinaz K ilave edildi

= 100 pL SDS ilave edildi

= Pipetaj yapilip pellet ¢ozdiiriildii

= Ornekler su banyosunda 65 °C sicaklikta 2 saat bekletildi

= 200 pL 6 M yogun NaCl ¢ozeltisi ilave edilip karigtirildi

= 13500 rpm’de 7 dakika santrifiij yapildi

= Siipernatant yeni steril tiipe alinip pellet atild1

= 13500 rpm’de 7 dakika santrifiij yapildi

= Siipernatant yeni steril tiipe alinip tizerine 900 uL %100’liik etil alkol konuldu

= 13500 rpm’de 7 dakika santrifiij yapildi

= Siipernatant atilip pelletin iistiine 1000 pL %70’lik etil alkol konuldu

= 13500 rpm’de 7 dakika santrifiij yapildi
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= Siipernatant atilip tiipler ters cevrilerek oda sicakliginda 15-20 dakika alkoliin
tamamen buharlagsmasi beklendi

= Tiiplere 200 pL TE ilave edilip -20 °C de stokland1

3.2.3. Spinoserebellar Ataksi Tip 7 ve Spinoserebellar Ataksi Tip 17 I¢in
Uclii Niikleotit Tekrar Artis1 Olan Bélgelerin Cogaltilmasi
Uglii niikleotit tekrar artisi olan bolgeler standart PCR amplifikasyonu yontemi®
kullanilarak ¢ogaltildi.
Her 6rnek igin SSA7’ye 6zgii tekrar bolgesinin ¢ogaltilmast igin steril PCR
tiiplerine asagida belirtilenler eklenerek 25 uLL PCR karigimlar1 hazirlandi:
= 16.4 pL distile su
= 2.5 uL Taq tampon ¢ozeltisi
= (.2 uL ANTP (25 mM)
= 2 uL MgCl; (2 mM)
= 0.5%er uL SSA7 Forward Primer ve SSA7 Reverse Primer
= 0.4 uL Taq (2 tinite)
= 1.5uL DNA
= 1 uL DMSO
Her 6rnek i¢in SSA17’ye 6zgii tekrar bolgesinin gogaltilmasi igin steril PCR
tiiplerine asagida belirtilenler eklenerek 25 uLL PCR karisimlar1 hazirlandi:
= 17.4 uL distile su
= 2.5 uL Taq tampon ¢ozeltisi
= (0.2 uL ANTP (25 mM)
= 2 uL MgCl; (2 mM)
= 0.5%er uL SSA17 Forward Primer ve SSA17 Reverse Primer
= (0.4 pL Taq (2 {inite)
= 1.5uL DNA
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Hazirlanan PCR tiipleri Thermal Cycler cihazinda SSA7’ye 0zgli tekrar
bolgesinin gogaltilmasi igin asagidaki dongili zamanlarina ve sayilarina tabi tutuldu:
94°C — 5 dakika
94°C — 1 dakika
57°C — 1 dakika 30 Dongii
72°C — 1 dakika
72°C — 5 dakika
4 °C — 5 dakika

Hazirrlanan PCR tiipleri Thermal Cycler cihazinda SSA17’ye 06zgii tekrar
bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in asagidaki dongii zamanlarina ve sayilarina tabi tutuldu:
94°C — 3 dakika
94°C — 30 saniye
60 °C — 30 saniye 30 Dongii
70°C — 40 saniye
72°C — 5 dakika
4 °C — 5 dakika

3.2.4. Agaroz Jel Elektroforezi
PCR yontemiyle cogaltilan 6rnekler, daha sonra uzunluklarinin 6lgiilebilmesi
icin asagidaki basamaklar izlenerek agaroz jel elektroforezine tabi tutuldu ve jel
gorintileri kaydedildi:
= 3gr agaroz tartildi ve 100 mL TBE tampon ¢o6zeltisi (1X) igerisinde mikro dalga
firin yardimiyla 1sitilarak ¢oziildii
= Sivi haldeki ¢6ziinmiis agaroz oda sicakligina geldikten sonra 10uL EtBr eklenip
karistirildi ve jel tablasia dokiildii
»  Orneklerin yiiklenebilmesi igin kuyucuklar agmak amaciyla jel tablasina 22°lik jel
taragi yerlestirildi
= PCR isleminin sonucunda elde edilen 25 pL orneklerin iizerine 5 pL ylikleme
tamponu (6X) ilave edilip 30 pL’ye tamamland1 ve pipetaj yapildi
= Jel, polimerlestikten sonra, TBE tampon ¢ozeltisi (1X) ile dolu jel tankina alind1 ve
acilan kuyucuklardan birincisine 7 uL 50 bp DNA merdiveni, kalan kuyucuklara 30
pL PCR iirlinii-ylikleme tamponu karigimindan 7 pL yiiklendi
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= Jel daha sonra 130 V’luk elektrik akimina 90 dakika civari tabi tutularak DNA’larin

negatif (-) kutuptan pozitif (+) kutupa yiiriimeleri saglandi

* Yiritme isleminin ardindan jel goriintileme cihazina alindi ve jel goriintiileri

kaydedildi

3.2.5. Orneklerin Baz Uzunluklarinin Olgiilmesi ve Tekrar Sayilarinin

Bulunmasi

Elektroforez sonucu elde edilen jel goriintiileri asagidaki basamaklar izlenerek

degerlendirildi ve PCR {iriinlerinin baz uzunluklar1 ve tekrar sayilar1 bulundu:

Jel goriintiileri Adobe Photoshop CS4 bilgisayar programi kullanilarak ag¢ildi ve
program yardimiyla 50 bp DNA merdivende bulunan 50-100-150-200-250-300-
400 bp uzunlugundaki tiriinlerin yiiklendikleri kuyucuklara uzakligi referans
degeri olarak alinmak iizere milimetre cinsinden 6l¢iildii

Orneklerin yiiklendikleri kuyucuklara uzakligi milimetre cinsinden ayn1 sekilde
olgtldi

Referans degerleri DNASIZE bilgisayar programina girildi

Orneklerin &lgiilen milimetre degerleri DNASIZE bilgisayar programma
girilerek bp uzunluklar1 elde edildi

Elde edilen bp uzunluklarindan, referans bireyler i¢in kullanilan primerler ile
elde edilmesi 6ngoriilen PCR iirtinlerinin bp uzunluklar1 (SSA7 6zgiin bolgesi
icin 308 bp’®, SSA17 6zgiin bdlgesi icin 203 bp®®) ¢ikarildi ve ¢ikan sonug 3’e
boliintip tekrar sayilarindaki artis bulundu

Bulunan artis sayilarina kullanilan primerler ile elde edilmesi ongdriilen TNR
sayilar1 (SSA7 6zgiin bolgesi i¢in 10 tekrar’™, SSA17 6zgiin bolgesi igin 38

tekrar’) eklendi ve toplam TNR sayilari bulundu

3.2.6. istatistiksel Analiz

Hasta ile kontrol gruplarinda bulunan tiim bireylerin TNR sayilari

kaydedildikten sonra, elde edilen molekiiler veriler klinik bulgularla birlestirilerek SPSS

13.0 bilgisayar programi kullanilarak analiz edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda; Cukurova Universitesi Tip  Fakiiltesi Hastanesi’nde
spinoserebellar ataksi teshisi konmug 159 hasta ve 42 saglikli birey denek olarak secildi.
159 hastadan 74’tiniin detayli medikal kayitlar1 (yas, sikayet, HBY vs.) elde edildi. 60
hasta SSA7’ye neden olan gen bolgesindeki mutasyonlar agisindan ve 159 hasta
SSA17°’ye neden olan gen bolgesindeki mutasyonlar agisindan tarandi. Bu
mutasyonlarin goriilme sikligi ve TNR sayilarinin frekanslar1 6zgiin bdlgenin PCR
amplifikasyonu yapilmasi yoluyla belirlendi. Kontrol grubu olarak 42 saglikli birey ayn1
yontemler kullanilarak iki gen bolgesindeki mutasyonlar agisindan da ayrica tarandu.

Elde edilen verilere gore hastalarin yas aralig1 1-66 yas arasinda olup, genel yas
ortalamasi1 23,1 £+ 16,5, HBY ortalamasi ise 15,6 = 15,4, kontrol grubunun ise yas araligi
18-55 olup, genel yas ortalamas1 32,9 + 11,9 olarak belirlendi. Hastalarm cinsiyet
dagiliminin  %52,7-47,3 (Kadin-Erkek), kontrol grubunun cinsiyet dagiliminin ise
%52,4-47,6 (Kadin-Erkek) oldugu belirlendi (Cizelge 4.1). Medikal kayitlara gore
ataksi hastalarinda en sik goriilen sikayet %43.2 ile yiiriime giicliigli olarak tespit edildi
(Cizelge 4.2). Hastalarin %13,5’ine daha onceden FA tanisi konuldugu, %13,5’inde
mental retardasyon bulundugu ve %37,8’inin anne-babasinin yakin akraba
(Dayi/Hala/Teyze/Amca ¢ocuklar1) oldugu belirlendi (Cizelge 4.3). Norolojik
muayenede hastalarm %24,3’iinde paraparezi, %13,5’inde ise tetraparezi saptandi
(Cizelge 4.4).

Cizelge 4.1 Hasta ve kontrol gruplarinin yas dagilimlar1 ve ortalamalari. Hasta grubundaki HBY

ortalamalari.
Hasta (n = 74) Kontrol (n = 42)
Yas (Yil)
23,1+ 16,5 329+11,9
(Ortalama + SD)
Yas Araligi (Yil) 1-66 18-55
HBY (Y1)
15,6 £ 15,4 -
(Ortalama + SD)
Cinsiyet % (Kadin-Erkek) % 52,7-47,3 % 52,4-47,6
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Cizelge 4.2 Ataksi hastalarinda goriilen sikayetlerin dagilimi.

Sikayet Hasta Sayis1 Oran (%)
(n=74)

Yiiriime Glicligi 32 43,2
Dengesizlik 18 24,3
Gelisme Geriligi 6 8,1
Ellerde Titreme 6 8,1
Go6rme Bozuklugu 4 5,4
Konusma Bozuklugu 5 6,8
El Hareketlerinde Giigstizliik 3 4,1

Cizelge 4.3 Ataksi hastalarinda FA tanisi, mental retardasyon ve anne-babada akraba evliligi

dagilim.
FA Tanis1 Mental Retardasyon Anne-Babada Akraba Evliligi
(n=74) (n=74) (n=74)
Var (%) 10 (%13,5) 10 (%13,5) 28 (%37,8)
Yok (%) 64 (%86,5) 64 (%86,5) 46 (%62,2)

Cizelge 4.4 Ataksi hastalarinda tetraparezi ve paraparezi dagilimi.

. Hasta Sayisi
Ozellik Oran (%)
(n=74)
Normal 46 62,2
Paraparezi 18 24,3
Tetraparezi 10 13,5

4.1. Spinoserebellar Ataksi Tip 7’ye iliskin Bulgular

SSA tanili hastalardan ve saglikli kontrol grubundan SSA7 gen bdlgesindeki

mutasyonlar i¢in tarananlarin elde edilen baz uzunluklar1 ve tekrar sayilarinin sonuglari

Cizelge 4.5’te verilmistir.
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Cizelge 4.5 SSA7 gen bdlgesi mutasyon taramalarinda elde edilen baz uzunluklar1 ve tekrar
sayilar1 (“H” ile numaralandirilmis drnekler ataksi hastalarini, “K * ile numaralandirilmis 6rnekler kontrol

grubunu gostermektedir). Heterozigotlarda allel tekrar sayilari ayr1 ayri verilmistir.

Ornek | Baz Uzunlugu | Tekrar Sayis1 | Ornek | Baz Uzunlugu | Tekrar Sayisi
H1 317 13 H 68 327 16
H3 320 14 H 75 325 16
H5 320 14 H 76 327 16
H6 314 12 H 77 306 9
H7 314 12 H 81 306 9
H 11 320 14 H 82 327 16
H 15 327 16 H 86 327 16
H 28 306 9 H 90 327 16
H 29 323 15 H 93 315 12
H 31 330 17 H 96 323 15
H 32 325 16 H 99 330 17
H 33 330 17 H 102 306 9
H 34 508 77 H 108 314 12
H 35 304 9 H 110 327 16
H 39 325 16 H 112 323 15
H 40 318 13 H 115 314 12
H 43 327 16 H 116 323 15
H 44 327 16 H 117 309 10
H 45 309 10 H 118 306 9
H 51 330 17 H 120 317 13
H 52 327 16 H 121 318 13
H 53 310 11 H 124 323 15
H 54 306 9 H 126 314 12
H 57 317 13 H 127 325 16
H 58 330 17 H 131 314 12
H 59 330 17 H 134 327 16
H 62 312 11 H 135 325 16
H 67 327 16 H 137 330 17
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Cizelge 4.5 (Devami)

H 140 309 10 K 20 315 12
H 141 320 14 K 21 314 12
H 143 327 16 K 22 318 13
H 155 320 14 K 23 318 13
K1 309 10 K 24 318 13
K2 309 10 K 25 317 13
K3 309 10 K 26 317 13
K 4 309 10 K 27 317 13
K5 309 10 K 28 320 14
K6 309 10 K 29 320 14
K7 309 10 K 30 320 14
K8 309 10 K 31 320 14
K9 309 10 K 32 320 14
K 10 309 10 K 33 320 14
K 11 309 10 K 34 323 15
K 12 309 10 K 35 323 15
K 13 309 10 K 36 323 15
K 14 309 10 K 37 323 15
K 15 309 10 K 38 327 16
K 16 309 10 K 39 327 16
K 17 309 10 K 40 327 16
K 18 309 10 K 41 327 16
K 19 309 10 K 42 327 16

SSA7 gen bolgesinin amplifikasyonundan elde edilen {iriinlerin agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiildiikten sonra ultraviyole 11k altinda goriiniimlerine ait bir 6rnek

Sekil 4.1°de gosterilmistir.

24




Marker 310 bp
DN A ((H'l]Cl\ICI')

250 bp

Sekil 4.1 SSA7 ilgili gen bolgesinin PCR amplifikasyonu sonucu elde edilen iiriinlerin agaroz jel

goriintiilerine ait bir 6rnek.

SSA7 TNR sayilar1 ortalamalar1 hasta grubunda 13,8 + 2,7, kontrol grubunda ise
12,3 £ 2,3 bulunmustur. Kontrol ve ataksi hastalar1 dahil tiim bireyler i¢in bu say1 13,2
+ 2,6 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6 SSA7 gen bolgesi i¢in TNR sayilari ortalamalar1 (Tam penetrans tespit edilen birey

dahil edilmemistir).

Kontrol Ataksi Hastalar1 Kontrol + Ataksi Hastalar1
(n=42) (n=59) (n=101)
Ortalama + SD 12,3+2,3 13,8 +2,7 13,2+ 2,6
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Yapilan taramalar sonucu 1 hastada (H 34) normal sinirlarin iizerinde tam
penetrans araliginda (37-460) TNR sayis1 tespit edilmistir. Bu say1 SSA7 ilgili gen
bdlgesi i¢in taranan hastalara (60 ataksi hastasi) oranlandiginda SSA7’nin tiim ataksiler
icinde goriilme sikligr %1,7 olarak hesaplanmistir. Bu hastada TNR artis1 bakimindan
heterozigot bir genotipe sahip olup TNR sayis1 normal olan allel i¢in 17 (330 bp), artis
gostermis allel i¢in 77 (508 bp) olarak hesaplanmistir. Hasta anne-baba akrabaligi olan
ve gorme bozuklugu yakinmasi ile klinige kabul edilen 5 yasinda bir kiz ¢ocugu olup
hastaligin baglama yasi 3 olarak belirtilmistir. No6rolojik muayenede mental
fonksiyonlar normal olup manuel motor giic muayenesinde paraparezi saptanmistir

(Cizelge 4.7). Bu hastaya ait agaroz jel goriintiisii Sekil 4.2°de gosterilmektedir.

Cizelge 4.7 SSA7 TNR artis1 tespit edilen 6rnege iliskin bilgiler.

Hasta | TNR o Akraba Mental
Cinsiyet | Yas | HBY o Kas Giicii | Sikayet
No | Sayisi Evliligi | Retardasyon
] GOrme
H34 | 17-77 | Kadm 5 3 Evet Hayir Paraparezi
Bozuklugu

Normal Allel Mutant Allel
330 bp 508 bp

Sekil 4.2 SSA7 gen bolgesinde TNR artis1 gosteren hastanin agaroz jel goriintiisii.

SSA7 ilgili gen bolgesi i¢in en sik goriilen TNR sayilar1 ataksi hastalarinda
%30,5 ile 16 TNR, kontrol grubunda %45,2 ile 10 TNR, hepsi birlikte
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degerlendirildiginde %22,8 ile 16 tekrar olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.8). SSA7 gen

bolgesi i¢in frekanslarin dagilimlar: Sekil 4.3’te gdsterilmistir.

Cizelge 4.8 SSA7 ilgili gen bolgesi icin TNR sayilarinin frekanslar1 (Tam penetrans tespit edilen
birey dahil edilmemistir).

TNR Sayist Ataksi Hastalar1 Kontrol Ataksi Hastalar1 ve Kontrol
(n=159) (n=42) (n=101)
9 7 (%11,9) - 7 (%6,9)
10 3 (%5,1) 19 (%45,2) 22 (%21,8)
11 2 (%3,4) - 2 (%2,0)
12 7 (%11,9) 2 (%4,8) 9 (%8,9)
13 5 (%8,5) 6 (%14,3) 11 (%10,9)
14 5 (%8,5) 6 (%14,3) 11 (%10,9)
15 5 (%8,5) 4 (%9,5) 9 (%8,9)
16 18 (%30,5) 5 (%11,9) 23 (%22,8)
17 7 (%11,9) - 7 (%6,9)

==

T T T T
9 10 11 12 13

T T T T
4 15 16 17

T T T T T
9: Hd0 41 12 13

T T T T
4 15 16 17

T T T T T
9 100 11 12 13

T T T T
14 15 16 17

TNR Sayis1 (Hasta + Kontrol)

TNR Sayis1 (Hasta Grubu) TNR Sayis1 (Kontrol Grubu)

Sekil 4.3 SSA7 gen bolgesi i¢in TNR sayilarinin frekanslarini gosterir grafik (Tam penetrans
tespit edilen birey dahil edilmemistir).
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4.2. Spinoserebellar Ataksi Tip 17’ye Iliskin Bulgular
Spinoserebellar ataksi teshisi konmus hastalardan ve kontrol grubundan SSA17
gen bolgesindeki mutasyonlar i¢in tarananlarin elde edilen baz uzunluklar1 ve tekrar

sayilarmin sonuglar1 Cizelge 4.9’da verilmistir.

Cizelge 4.9 SSA17 gen bolgesi mutasyon taramalarinda elde edilen baz uzunluklar: ve tekrar
sayilar1 (“H” ile numaralandirilmis 6rnekler ataksi hastalarini, “K “ ile numaralandirilmig 6rnekler kontrol

grubunu gostermektedir). Heterozigotlarda allel tekrar sayilari ayr1 ayri verilmistir.

Ornek | Baz Uzunlugu | Tekrar Sayisi | Ornek | Baz Uzunlugu | Tekrar Sayist
H1 200 37 H 101 207 39
H?2 200 37 H 102 189 33
H3 211 41 H 103 197 36
H4 212 41 H 104 178 30
HS 203 38 H 105 224 45
H6 229 47 H 106 189 33
H7 207 39 H 107 198 36
H8 187 33 H 108 271 61
H9 200 37 H 109 209 40
H 10 190 34 H 110 205 39
H11 188 33 H 111 189 33
H 12 205 39 H 112 215 42
H 13 212 41 H 113 187 33
H 14 183 31 H 114 191 34
H 15 203 38 H 115 203 38
H 16 191 34 H 116 231 47
H 17 194 35 H 117 189 33
H 18 208 40 H 118 205 39
H 19 213 41 H 119 192 34
H 20 208 40 H 120 205 39
H21 204 38 H 121 205 39
H 22 205 39 H 122 189 33
H 23 200 37 H 123 210 40
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Cizelge 4.9 (Devami)

H 24 193 35 H 124 200 37
H 25 193 35 H 125 178 30
H 26 205 39 H 126 213 41
H 27 189 33 H 127 191 34
H 28 209 40 H 128 182 31
H 29 215 42 H 129 178 30
H 30 208 40 H 130 207 39
H 31 193 35 H 131 206 39
H 32 263 58 H 132 193 35
H 33 198 36 H 133 188 33
H 34 213 41 H 134 214 42
H 35 209 40 H 135 191 34
H 36 183 31 H 136 213 41
H 37 198 36 H 137 193 35
H 38 190 34 H 138 188 33
H 39 193 35 H 139 198 36
H 40 199 37 H 140 191 34
H 41 186 32 H 141 186 32
H 42 186 32 H 142 200 37
H 43 200 37 H 143 199 37
H 44 207 39 H 144 200 37
H 45 193 35 H 145 193 35
H 46 200 37 H 146 203 38
H 47 200 37 H 147 212 41
H 48 178 30 H 148 203 38
H 49 183 31 H 149 199 37
H 50 207 39 H 150 184 32
H 51 278 63 H 151 193 35
H 52 212 41 H 152 211 41
H 53 191 34 H 153 210 40
H 54 211 41 H 154 192 34
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Cizelge 4.9 (Devami)

H 55 211 41 H 155 200 37
H 56 213 41 H 156 207 39
H 57 211 41 H 157 212 41
H 58 200 37 H 158 189 33
H 59 193 35 H 159 206 39
H 60 203 38 K1 212 41
H 61 193 35 K2 190 34
H 62 215 42 K3 190 34
H 63 208 40 K4 205 39
H 64 185 32 K5 193 35
H 65 191 34 K6 183 31
H 66 200 37 K7 178 30
H 67 210 40 K8 204 38
H 68 207 39 K9 200 37
H 69 211 41 K10 178 30
H 70 208 40 K11 200 37
H71 190 34 K12 178 30
H72 208 40 K13 190 34
H73 200 37 K 14 208 40
H74 184 32 K15 190 34
H 75 190 34 K 16 208 40
H 76 211 41 K17 211 41
H77 208 40 K18 212 41
H78 189 33 K19 208 40
H79 183 31 K20 192 34
H 80 191 34 K21 200 37
H 81 211 41 K22 189 33
H 82 197 36 K23 193 35
H 83 190 34 K24 200 37
H 84 186 32 K25 186 32
H 85 212 41 K 26 212 41
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Cizelge 4.9 (Devami)

H 86 198 36 K27 187 33
H 87 194 35 K28 200 37
H 88 193 35 K29 203 38
H 89 187 33 K30 186 32
H 90 204 38 K31 183 31
H 91 200 37 K32 186 32
H 92 211 41 K33 184 32
H 93 188 33 K34 184 32
H 94 208 40 K35 211 41
H 95 190 34 K 36 207 39
H 96 197 36 K37 200 37
H 97 200 37 K38 213 41
H 98 189 33 K39 208 40
H 99 211 41 K40 200 37
H 100 212 41 K41 178 30

K42 207 39

SSAL17 gen bolgesinin amplifikasyonundan elde edilen iiriinlerin agaroz jel
elektroforezinde yiiriitiildiikten sonra ultraviyole 1s1k altinda goriiniimlerine ait bir 6rnek

Sekil 4.4°te gosterilmistir.
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Marker 207-211 bp

DNA {ormekler)

250 bp ——

Sekil 4.4 SSA17 ilgili gen bolgesinin PCR amplifikasyonu sonucu elde edilen iiriinlerin agaroz

jel goriintiilerine ait bir drnek.

SSA17 TNR sayilar1 ortalamalar1 ataksi hastasi bireyler igin 36,7 + 3,3, kontrol

grubu igin 35,9 + 3,7, kontrol ve ataksi hastalar1 dahil tiim bireyler igin 36,5 + 3,4 olarak
hesaplanmistir (Cizelge 4.10).

Cizelge 4.10 SSA17 gen bolgesi icin TNR sayilar1 ortalamalar1 (Tam penetrans ve diisiik
penetrans tespit edilen bireyler dahil edilmemistir).

Kontrol Ataksi Hastalar1 Kontrol + Ataksi Hastalar1
(n=42) (n=153) (n=195)
Ortalama + SD 35,9+ 3,7 36,7+3,3 36,5+34
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Yapilan taramalar sonucu 3 hastada (H6, H105, H116) normal smirlarin
tizerinde diisiik penetrans araliginda (43-48), 3 hastada (H32, H51, H108) normal
smirlarin iizerinde tam penetrans araliginda (49-66) TNR sayis1 tespit edilmistir. Bu
sayillar SSAL7 ilgili gen bolgesi i¢in taranan hastalara (159 ataksi hastasi)
oranlandiginda SSA17’nin (tam penetrans) tiim ataksiler i¢inde goriilme sikligr %1,9,
diisiik penetrans gosteren hastalarm gorilme sikligi ise %1,9 olarak hesaplanmistir.
Tam penetrans gosteren hastalarda TNR sayilar1 sirasiyla (H108, H32, H51) normal
olan alleller i¢in 32, 33, 38 (185, 189, 203 bp), artis gostermis alleller i¢in 61, 58, 63
(271, 263, 278 bp) olarak hesaplanmistir. Diisiik penetrans gosteren hastalarda TNR
sayilar1 sirasiyla (H6, H105, H116) normal olan alleller i¢in 30, 33, 31 (178, 187, 182
bp), artis gostermis alleller igin 47, 45, 47 (229, 224, 231 bp) olarak hesaplanmustir.
Diisiik penetrans hastalarina ait agaroz jel goriintiilerine bir 6rnek Sekil 4.5’te, tam
penetrans hastalarma ait agaroz jel goriintiilerine ait bir 6rnek de Sekil 4.6’te

gosterilmistir.

Marker
DNA

s NOTTRA] __ Mutant
Allel Allel

187 bp 224 bp

Sekil 4.5 SSAL7 gen bolgesinde TNR artig1 gosteren diisiik penetrans hastasinin agaroz jel

goruntist.
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Mutant Normal
Allel Allel

266 bp I88 bp

Sekil 4.6 SSA17 gen bolgesinde TNR artisi gosteren tam penetrans hastasinin agaroz jel

goruntusu.

SSA17 gen bolgesi i¢in tam penetrans araliginda TNR sayis1 tespit edilen 3
hastanin TNR sayilari, cinsiyet, yas, hastalik baslama yasi, akraba evliligi sonucu
dogmus olma durumlari, mental retardasyon durumlari, kas gilicii durumlar1 ve sikayet

bilgileri Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.11 SSA17 TNR artis1 tespit edilen 6rneklere iligkin bilgiler.

Hasta | TNR o Akraba Mental Kas
Cinsiyet | Yas | HBY Sikayet

No | Sayisi Evliligi | Retardasyon | Giicii
Yiirtime

H32 | 33-58 | Kadmm | 10 8 Hayir Var Normal
Giicligi
Yiirtime

H51 | 38-63 | Kadin 5 1 Hayir Yok Normal
Giicligi
Yiirtime

H108 | 32-61 | Kadin 3 1 Evet Yok Normal
Giicligi
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SSA17 ilgili gen bolgesi i¢in en sik goriilen TNR sayilar1 ataksi hastalarinda
%14,4 ile 41 TNR, kontrol
degerlendirildiginde %14,4 ile 41 TNR olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.12). SSA17

grubunda %16,7

ile 37 TNR, hepsi birlikte

gen bolgesi i¢in frekanslarin dagilimlar: Sekil 4.7’ de gosterilmistir.

Cizelge 4.12 SSA17 ilgili gen bolgesi i¢in TNR sayilarinimn frekanslar1 (Tam penetrans ve diisiik

penetrans tespit edilen bireyler dahil edilmemistir).

TNR Sayist Ataksi Hastalar1 Kontrol Ataksi Hastalar1 ve Kontrol
(n=159) (n=42) (n=201)
30 4 (%2,6) 4 (%9,5) 8 (%4,1)
31 5 (%3,3) 2 (%4,8) 7 (%3,6)
32 7 (%4,6) 5 (%11,9) 12 (%6,2)
33 16 (%10,5) 2 (%4,8) 18 (%9,2)
34 16 (%10,5) 5 (%11,9) 21 (%10,8)
35 14 (%9,2) 2 (%4,8) 16 (%8,2)
36 8 (%5,2) - 8 (%4,1)
37 19 (%12,4) 7 (%16,7) 26 (%13,3)
38 8 (%5,2) 2 (%4,8) 10 (%5,1)
39 16 (%10,5) 3 (%7,1) 19 (%9,7)
40 14 (%9,2) 4 (%9,5) 18 (%9,2)
41 22 (%14,4) 6 (%14,3) 28 (%14,4)
42 4 (%2,6) - 4 (%2,1)
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Sekil 4.7 SSA17 gen bolgesi i¢in TNR sayilarinin frekanslarini gosterir grafik (Tam penetrans ve
diisiik penetrans tespit edilen bireyler dahil edilmemistir).
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5. TARTISMA

Tekrarlanan DNA  bolgeleri insan genomunun yaklasik %350 sini
olusturmaktadir’ ve gogu tiirde tekrarlanan DNA bolgelerindeki degisimlerin evrim
srrasinda gesitlilige katki sagladigi diisiiniilmektedir”’. Memeliler, tekrar sayilarinda
zararl olabilecek degisiklikleri engellemek igin ¢esitli sistemler gelistirmislerdir ancak
tekrarlanan DNA bolgelerindeki tekrar sayilar1 kritik bir esik degerini astiklarinda bu
sistemleri gecersiz kilmaktadir. Macmurray® ¢alismasinda, basit TNR tekrarlarinn,
genin kodlama bdlgesinde bulunduklarinda 25-40 tekrar sayindan sonra, genin kodlama
yapmayan bolgesinde bulunduklarinda ise 55-200 tekrar sayisindan sonra
kararsizlagtiklarmi ve tekrar sayilarmin zararh artisini 6nleyen mekanizmalar1 gecgersiz
kilip ebeveyn-cocuk gecislerinde veya bireyin yasami siiresince artis gosterdiklerini
belirtmistir.

Tekrarlanan DNA bolgelerinde meydana gelen artis seklindeki mutasyonlarin
genetik hastaliklara sebep olabildigi ilk olarak 1991 yilinda Frajil-X sendromunun
genetik sebepleri incelenirken kesfedilmistir ve gilinlimiize kadar tekrarlanan DNA
bolgelerindeki artiglardan kaynaklanan 22 tane ndéromuskiiler ve norodejeneratif
hastalik tespit edilmistir ve bu hastaliklardan 20 tanesi TNR artiglarindan
kaynaklanmaktadir®®. Bu hastaliklarm olusum sekilleriyle ilgili su ana kadar 4 farkli
mekanizma bilinmektedir. Bunlar; tekrari igeren genin fonksiyonunu kaybetmesi,
poliglutamin artismin bir sonucu olarak {iretilen proteinin farkli bir fonksiyon
kazanmasi, polialanin artisinin bir sonucu olarak fiiretilen proteinin farkli bir fonksiyon
kazanmasi ve tretilen RNA’nin artmis miktarda CUG igermesinin bir sonucu olarak
farkl1 bir fonksiyon kazanmasidir’™,

Calismamizda incelenen SSA7 ve SSA17 gen bolgeleri de TNR artist
gosterebilmekte ve hastaliga sebep olabilmektedir. 1ki gen bolgesinde olusan
mutasyonlar da olusum sekli itibartyla poliglutamin artiginin bir sonucu olarak iiretilen
proteinin farkli bir fonksiyon kazanip spinoserebellar ataksiye (Tip 7 ve Tip 17) sebep
olmasiyla sonuglanmaktadir. Proteinlerde meydana gelen poliglutamin artiginin nasil
SSA7 ve SSA17’ye sebep oldugu tam olarak bilinmemekle birlikte yapilan ¢caligmalarla
elde edilmis veriler 151ginda ortaya atilan gesitli gortisler bulunmaktadir. Gatchel ve

Zoghbi’ye™ gore, poliglutamin artis1 anormal ve toksik protein iiretimine ve bu
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proteinlerin hiicre igerisinde birikmesine sebep olmakta, bunun bir sonucu olarak da
hiicrenin protein homeostazi bozulmaktadir. Noronlar gibi hassas hiicrelerde ise bunun
organellerin diizgiin calisgamamasi, aksonal iletimde bozukluklar meydana gelmesi,
sinaptik aktivitede bozukluklar meydana gelmesi gibi zararli sonuglar1 olmaktadir.

Williams ve Paulson’a'®

gore, poliglutamin artis1 proteinlerin  kalite kontrol
mekanizmasini da etkilemekte ve yanlis katlanmis proteinlerin hiicre iginde birikmesini
kismen tetiklemektedir. Ortaya atilan bu ve benzeri goriisler bir kesinlik tasimasa da,
proteinlerde meydana gelen poliglutamin artisinin toksik etki yaptigi ortak paydasini
tasimaktadirlar.

Calismamizda spinoserebellar ataksi teshisi konmus 159 hastadan kan drnekleri
topland: ve SSA7 ve SSA17’ye neden olan ilgili gen bdlgesindeki TNR sayilar1 tespit
edilmeye c¢alisildi. Tuzla ¢oktiirme metoduyla izolasyonu yapilan DNA’lar SSA7 ve
SSA17 ilgili gen bolgesindeki TNR artis1 gosteren kisimlarit da kapsayacak sekilde
uygun primer dizileri kullanilarak PCR yontemiyle amplifiye edildi ve agaroz jelde
elektroforezi yapilarak uzunlugu bilinen bir marker DNA ile karsilastirilmak suretiyle
uzunluklar1 tespit edildi ve bu uzunluklardan gerekli hesaplamalar yapilarak tekrar
sayilarina ulasildi.

DNA izolasyonu asamasi i¢in kolay yapilabilir, verimli ve maliyetinin diisiik
olmasi sebebiyle tuzla ¢oOktiirme metodu tercih edildi. PCR amplifikasyonunda
kullanilan primerler tercih edilirken amplifikasyon basar1 oranini en tist diizeye tasimak
icin TNR artig1 gosteren bolgenin DNA dizisinin gerisinden ve ilerisinden uygun C-G
oranina sahip kisimlar tercih edildi. PCR {iriinlerinin boyutlarinin tespit edilmesi ve
goriintiilenmesi asamasinda kolay yapilabilir, verimli ve maliyeti diisilk oldugundan
agaroz jel elektroforezi tercih edildi. Yiiksek konsantrasyonlu jel, diisiik voltaj ve uzun
elektroforez siiresi uygulanarak PCR f{irlinlerinin basarili bir sekilde bp uzunluklarinin
Olctimlerinin yapilabilmesi amaglandi. Elde edilen jel goriintiilerinin degerlendirilmesi
asamasinda PCR {iriinlerinin jel iizerindeki ilerleme mesafelerinin 6l¢iilmesi i¢cin Adobe
Photoshop CS4 bilgisayar programi kullanilarak milimetrik dlgekte dlgtimler yapildi ve
tekrar sayilarmin en az hatayla tespit edilmesi amaglandi.

SSAL7 gen bolgesi i¢in tiim 6rneklerden (159) sonug alinirken SSA7 gen bolgesi
icin 60 6rnekten sonug¢ alinabildi. Sonu¢ almamayan 6rneklerin bir kismi diisiik DNA

konsantrasyonuna sahip oldugundan gorsel inceleme i¢in yeterli miktarda PCR iiriinii
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elde edilemedi ve degerlendirmeye alinamadi. Sonu¢ alinamayan Orneklerin bir
kisminda ise fazla miktarda spesifik olmayan bantlar gozlendi ve degerlendirmeye
almamadi. Bu iki sebep dikkate alindiginda SSA7 ilgili gen bolgesinin
amplifikasyonunun daha diisiik bir basar1 yiizdesine sahip oldugu sonucuna varildi. Baz1
orneklerde SSA7 gen bolgesinde yeterli miktarda amplifikasyon olmamasmin veya
spesifik olmayan bantlarin goriilmesinin sebeplerinin ise kullanilan primerler ile ilgili
oldugu diisiintilmektedir. PCR yontemiyle amplifikasyon yapilirken kullanilan primerler
kimi zaman kendi iistline katlanabilmekte, baglanmas1 gereken bolgeye diisiik afinite ile
baglanabilmekte veya baglanmasi gerekenden farkli bolgelere de baglanabilmektedir'®’.
Bunlarm bir sonucu olarak elde edilen PCR iriinleri diisiik konsantrasyona sahip
olabilmekte veya spesifik olmayan DNA parcalar1 i¢erebilmektedir.

SSA7 gen bolgesi igin yapilan TNR sayisi taramalarinda bir kiside heterozigot
genotipte, normal araliklarin tistiinde TNR sayis1 tespit edildi. Hastanin normal olan
alleli 17 TNR igerirken, artis gostermis allelinde 77 TNR tespit edildi. Heniiz 5 yasinda
olan hastanin 3 yasindan beri gérme bozuklugu sikayeti bulunmaktadir. Klinik
calismalarda hastada retinal dejenerasyona rastlanmistir ve bu klinik bulgu Garden ve
Spada’nin® da belirttigi gibi SSA7’de goriilen karakterize klinik bulgulardan biridir.
Johansson ve ark.'” yaptiklar1 calismada 59 TNR sayisma kadar olan artislarin
serebellar bulgulara neden oldugunu, 59°dan fazla olan TNR sayisinin ise retinal
dejenerasyona neden olup hastalarda ilk olarak gozlerle ilgili sikayetler oldugunu
gostermiglerdir. Hastada ayrica parapareziye bagl yiirlime giicligii tespit edilmistir.
Erken yasta baslayan ve retinal dejenerasyona kadar ilerleyen SSA7 hastalarinda
yiiriime bozuklugu genellikle gézlenen bir durumdur'®,

SSA7 hastalarinda HBY bebeklik ¢agindan 70 yasina kadar degisebilmektedir ve
hastalikk baglama yasinin erken oldugu hastalarda dejenerasyon ¢ok daha hizh
ilerlemektedir®®. Hastalik baslama yasmmn tekrar sayisiyla ters orantili oldugu ve ¢ok
kiiclik yaglarda hastaliga yakalanan bireylerin ailelerinde antisipasyon goriildiigii ¢esitli

calismalarda belirtilmistir ve genel olarak kabul gtirmektedirm’lo4

. Calismamizda tespit
edilen SSA7 hastas1 sayisi sadece bir tane oldugundan HBY veya diger klinik
parametrelerle (mental retardasyon, cinsiyet, sikayet vs.) ilgili herhangi bir istatistiksel
analiz yapilip korelasyon kurulamadi. Ancak hastanin yiiksek miktarda artis gostermis

TNR sayisi, hastaligin ¢ok kiiclik yasta baglamis olmasi dikkate alindiginda elde edilen
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bulgularin genel kabullerle uyumlu oldugu diisiiniilmektedir. Deginilmesi gereken diger
onemli bir nokta ise hastanin akraba evliligi sonucu diinyaya gelmis olmasidir. Daha
once belirtildigi gibi hastalik baslama yas1 kiiglik olan bireylerde antisipasyon
goriilmektedir. Hastanin normal olan allelinin de kontrol grubu ortalamasina gore daha
fazla tekrar icerdigi goz Oniine alinirsa anne ve babada da TNR sayilarinda artis
olabilecegi tahmin edilmektedir. Babadan gelen allelin antisipasyon sonucu hasta
cocukta yiiksek miktarda TNR artisina sebep oldugu, annenin de babanin akrabasi
olmas1 dolayisiyla bir onceki kusaktan aktarilan normal saymin biraz lizerinde TNR
sayisina sahip oldugu disliniilmektedir. Yapilan c¢esitli caligmalarda elde edilen
bulgulara gore cocukluk ¢aginda baslayan SSA7’ler biiyiik c¢ogunlukla babadan
antisipasyon yoluyla gecis gdstermektedir ve bu diisiincemizi desteklemektedir®'®.
Ayrica, David ve ark.'® yaptiklar1 ¢alismada SSA7 hastalarmin spermlerindeki TNR
sayisinin kan hiicrelerindeki TNR sayisindan belirgin sekilde fazla oldugunu rapor
etmistir ve buda diistincemizi destekleyen diger bir unsurdur. Ancak anne ve babadan
alman kan 6rnekleri bulunmadigindan bu varsayimin kesinligi bulunmamaktadir.

Calismamizda ayrica SSA7’ye neden olan gen bdlgesi i¢in hasta birey disindaki
bireylerin (kontrol ve SSA hastalar1) TNR sayilarmin ortalamalar1 ve frekanslari
hesaplandi. Bu sayede iilkemizde SSA7 igin en sik goriilen TNR sayilarinin ve
ortalamalarinin tespit edilmesi amaglandi. SSA7 i¢in TNR sayilarinin ortalamasi 13,2 +
2,6 bulundu ve en sik goriilen TNR sayis1 16 olarak tespit edildi. Diinyada, normal
bireylerde SSA7 gen bolgesi icin ortalama 10 TNR bulunmaktadir''. Elde edilen
verilerde frekansi en yiliksek TNR sayilarindan birisinin 10 olmasi bu ortalamayla
uyumludur. Ancak daha dnce de belirtildigi gibi TNR sayilarinin ortalamalar1 cografi
bolgelere ve wklara gore degisiklik gostermektedir. Elde ettigimiz verilere gére SSA7
ilgili gen bolgesi icin TNR sayilarinin ortalamasi diinya ortalamasindan biraz daha fazla
bulunmustur.

Caligmamizda SSA7’nin tim SSA’lar i¢indeki gorilme sikhigr %]1,7 olarak
bulunmustur. Bu oran SSA7°nin diger cografi bolgelerdeki goriilme siklig1 ile
karsilagtirilirsa (%1-12) alt sinra yakin goriilmektedir. Finlandiya, Isvec gibi kuzey
Avrupa lilkelerinde en sik goriilen tip olan SSA7, Dogu Asya toplumlarinda ise daha
seyrek goriilmektedir®. Han ve ark.'” yaptiklar1 ¢alismada cesitli Dogu Asya

toplumlarindaki SSA7’nin goriilme siklig1 verilerini derlemisler ve %0.8-2,6 arasinda

40



% yaptizi bu galismayla

oranlar bulmuslardrr. Calismamiz, Han ve ark.’nin’
karsilastirildiginda SSA7’nin  goriilme sikligir dikkate alindiginda en c¢ok Japon
popiilasyonuyla benzerlik gostermektedir (%1,7). Genetik yapisi daha ¢ok Kafkas
popiilasyonuna benzetilen Tiirk toplumunun SSA7 i¢in Asya toplumlariyla daha ¢ok
benzerlik gostermesi ise ilgi ¢ekicidir.

SSA17 gen bolgesi i¢in yapilan TNR sayisi taramalarinda 3 kiside heterozigot
genotipte, tam penetrans araliginda TNR sayisi tespit edildi. Hastalarmm normal olan
allelleri 32-38 aras1 TNR igerirken, artig gostermis allellerinde 58-63 arast TNR sayist
tespit edildi. Hastalarin klinik bulgularinda yiirime giigliigli, mental retardasyon gibi
sikayetlere rastlanmistir. Bu bulgular genel olarak literatiirde belirtilen SSA17

8182 " Cahsmamizda, klinik bulgularm siddetiyle ilgili

bulgulartyla uyum gostermektedir
Olceklendirme yapilamadigindan TNR sayilariyla aralarinda bir iligki kurulamadi.

SSA17 hastalarinda HBY ortalama 30 civarindadir ancak bebeklik cagindan
60’11 yaslara kadar degisebilmektedir®. Bebeklik caginda baslayan SSA17’ler gelisme
geriligi ve erken Sliimlerle karakterizedir®. Calismamizda SSA17 tespit edilen 2 hasta
bebeklik ¢agindadir (1 Yas) ve gelisme geriligine bagh yiirlime ve hareket giicliigi
sikayeti bulunmaktadir. Elde edilen bu veriler de, diger ¢alismalarda belirtilen klinik
bulgular1 destekler niteliktedir. Diger SSA’lar gibi SSA17’de de, hastalik baslama
yasinin tekrar sayisiyla ters orantili oldugu ve ¢ok kiiclik yaslarda hastaliga yakalanan
bireylerin ailelerinde antisipasyon goriildiigii bilinmektedir'®'**. Yaptigimiz calismada
da, HBY’nin TNR sayisiyla korelasyonu olup olmadigi hasta sayisnin ¢ok az
olmasindan dolay1 degerlendirelemedi.

Hastalarin cinsiyetlerine baktigimizda 3'iiniinde kadin olmasi dikkat ¢cekmektedir
ancak SSA17’nin otozomal dominant kalitim gdsteren bir hastalik oldugu ve simdiye
kadar hastaligin cinsiyetle iliskisi kurulamadig1 g6z 6niine alindiginda bunun sadece bir
rastlant1 olabilecegi diislinlilmektedir. Bunlara ek olarak calismamizda, SSA17
hastalarinin TNR sayilariyla diger klinik bulgulariyla (mental retardasyon, yakima,
akraba evliligi, kas giicii) iligki kurulmaya c¢alisildi ancak hasta sayisinin ¢ok az
olmasindan dolay1 degerlendirme yapilamadi.

SSA17’ye neden olan gen bolgesi icin hasta birey digindaki bireylerin (kontrol
ve SSA hastalar1) TNR sayilarinin ortalamalar1 ve frekanslar1 hesaplandi. Bu sayede

tilkemizde SSA17 i¢in en sik goriilen TNR sayilarmin ve ortalamalarinin tespit edilmesi
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amaclandi. SSA17 i¢in TNR sayilarinin ortalamasi 36,5 = 3,4 bulundu ve en sik goriilen
TNR sayis1 41 olarak tespit edildi. SSA17’ye neden olan gen bolgesindeki TNR
sayisinin genel ortalamasmin 38 oldugu'” géz dniine alindiginda elde ettigimiz verilere
gore SSA17’ye neden olan gen bolgesi icin TNR sayilarinin ortalamasi diinya
ortalamasindan biraz daha diisiik bulunmustur. Bu fark, SSA’lardaki TNR sayilarinin
cografi bolgelere ve irklara gore farklilik gosterebilmesiyle agiklanabilir.

SSA17’nin tim SSA’lar i¢indeki goriilme siklig1 %1,9 olarak bulunmustur. Bu
oran SSA17’nin diger cografi bolgelerdeki goriilme sikligi ile karsilagtirilirsa (%0,5-3)
{ist smira yakin goriilmektedir. Almanya, Italya, Ingiltere gibi Avrupa iilkelerinde sik
rastlanan (%2-3) bir tip olan SSA17, Japonya, Tayvan, Cin gibi Dogu Asya

13,107 Calismamiz, bu verilerle

toplumlarinda ise daha seyrek (%0,5-1) goriilmektedir
karsilagtirildiginda SSA17°nin goriilme siklhigi dikkate alindiginda en c¢ok Avrupa
popiilasyonuyla benzerlik gostermektedir.

Daha 6nce belirttigimiz gibi, bircok kaynakta SSA7°nin, SSA17’den daha sik
rastlanan bir tip oldugu sdylenmektedir. Calismamizda, SSA17°nin goriilme sikliginin
SSA7°den fazla olmasi beklenmeyen bir sonugtur. Bunun sebebinin ise sonug alinabilen

SSAL7 hasta sayisinin SSA7 hasta sayisindan fazla olmasi oldugu diistiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Cukurova Universitesi Balcali Hastanesi Noroloji ve Pediatrik Noroloji

Servislerinde gerceklestirdigimiz ¢alismamizda, otozomal dominant kalitim gosteren

SSA7 ve SSA17 ile ilgili olarak agagida belirtilen sonuglar elde edilmistir:

1.
2.

SSA7'nin tiim SSA'lar igindeki goriilme siklig1 %1,7 olarak belirlenmistir.

SSA7 hastas1 olmayan bireylerde hastaliga neden olan gen bdlgesindeki ortalama
TNR sayis1 13,2 &+ 2,6 olarak belirlenmistir.

SSA7 hastasi olmayan bireylerde hastalia neden olan gen bdlgesinde en fazla
goriilen TNR sayis1 16 olarak belirlenmistir.

SSA17'nin tiim SSA'lar i¢indeki goriilme siklig1 %1,9 olarak belirlenmistir.

SSA17 hastas1 olmayan bireylerde hastaliga neden olan gen bdlgesindeki ortalama
TNR sayis1 36,5 + 3,4 olarak belirlenmistir.

SSA17 hastas1 olmayan bireylerde hastalia neden olan gen bolgesinde en fazla
goriilen TNR sayis1 41 olarak belirlenmistir.

Calismamizda, SSA7 ve SSA17'ye neden olan gen bdlgeleri igin belirlenen
ortalama TNR sayilar1 ve TNR frekanslar1 iilkemizde ilerde bu iki hastalik iizerine
yapilacak molekiiler arastirmalarda yol gosterici olabilecektir. SSA7 ve SSA17 tespit
edilen hasta bireyler SSA tipinin tanis1 kondugundan hekimlerden daha spesifik
tedavi ve Oneriler alabileceklerdir. SSA7 ve SSA17 tespit edilen bireylerin ailelerine
genetik danmismanlik verilebilecektir. Calismamiz, Cukurova Universitesi Balcali
Hastanesi'ne ileride basvuran SSA hastalarinin, hastalik tiplerinin belirlenmesinde
uygulanacak yontemler agisindan yol gosterici olabilecektir. Bu konuda; SSA7 ve
SSA17'ye sebep olan molekiiler mekanizmalarin ve TNR sayilarmnin hastaligin seyri
iizerindeki etkilerinin daha iyi anlasilabilmesi icin kapsamli caligmalar yapilmasi

gerekmektedir.
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EKLER

EK-1
DNA CALISMASI ONAM FORMU
Spinoserebellar Ataksi Sendromlu Hastalarda Tip 7 (SSA7) ve Tip 17 (SSA17) CAG

Triniikleotit Tekrarlarimn incelenmesi

Prof. Dr. Halil KASAP damigsmanhiginda, Arastirma Gorevlisi Pergin PAZARCI
tarafindan yiiksek lisans tez c¢aligmasi olarak siirdiiriilecek olan caligmamizda Cukurova
bolgesindeki Spinoserebellar Ataksi sendromlu bireylerin kanlarindaki 16kosit hiicrelerinden
izole edilen DNA'lardan, bireylerin sahip olduklari degisimler (polimorfizm tipleri)
belirlenecek, bu polimorfizmlerin Spinoserebellar ataksi ile iligkilisinin olup olmadig
incelenecektir.

Calismamiz cergevesinde C.U.T.F. Balcali Egitim ve Arastirma Hastanesi Noroloji
poliklinigine basvuran Spinoserebellar Ataksi stiphesi bulunan kadin ve erkek bireylerden kan
ornegi almarak Tibbi biyoloji Anabilim Dali laboratuarmmda degerlendirmeye alinacaktir.
Sonuglar sadece bilimsel amaglh kullanilacak, kisisel bilgileriniz gizli tutulacaktir. Parasal bir
O6deme yapmanizi gerektirmeyen ve size bir 6deme yapilmasinin s6z konusu olmadigi ¢alismaya
katilmama hakkiniz ve istediginiz zaman ¢alismadan ¢ekilme hakkiniz bulunmaktadir.

Arastirmayi katilmayi kabul ettiginiz takdirde sizden 3ml kan 6rnegi alacagiz.

Bu caligsmayla ilgili ek bilgi talebiniz olursa sozlii olarak karsilanacaktir. Asagida isimleri

ve telefon numaralar1 bulunan arastiricilar tarafindan gerekli bilgilendirmeler yapilacaktir.

Aras. Gor. Pergin PAZARCI T1ibbi Biyoloji Anabilim Dali: (0322) 338 60 60/ 3498

YUKARIDA BELIRTILEN KOSULLARI OKUDUM, KANIMDAN GENETIK INCELEME
YAPILMASINI KABUL EDiYORUM.

Hasta veya hukuksal olarak sorumlu Kisi Sahit Kisi Kam alan Kkisi
Adi-Soyadt: Adi-Soyadi: Adi-Soyadu:
Imza: Imza: Imza:

Tarih: Hastaya Yakinlig1:
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EK-2

1) TBE Tampon Cozeltisi (1X)

10,6 gr Tris, 5,5 gr Borik Asit ve 20 ml 0.5M EDTA ¢ozeltisi 2 litrelik bos siseye
eklendikten sonra distile su ile 1 litreye tamamland: ve igerisindekiler ¢dziinene kadar
sicak su banyosunda 40 °C de bekletilip karistirildu.

2) Eritrosit Lizis Cozeltisi

8,26 gr amonyum Kklorit, 1 gr potasyum bikarbonat 37 mg EDTA 1 litre distile suyun
icinde ¢oziilerek pH'si 7.2'ye ayarlandi ve gerektiginde kullanilmak iizere oda
sicakliginda muhafaza edildi.

3) Fizyolojik Tampon

8,00 gr NaCl, 0,20 gr KCI, 1,44 gr Na;HPO, * 2 H,0 ve 0,24 gr KH,PO4 1 litre distile
suyun i¢inde coziilerek pH'si 7.2'ye ayarlandi ve gerektiginde kullanilmak iizere oda
sicakliginda muhafaza edildi.

4) Tris-EDTA

10 mL 1 M Tris-Cl, 2 mL 0,5 M EDTA (pH=8) ve 988 mL distile su karistirilarak
hazirlandi ve gerektiginde kullanilmak iizere 4 °C'de muhafaza edildi.

6) 6 M Yogun Sodyum Kloriir Cozeltisi

350,76 gr NaCl 1 litre distile su i¢inde ¢oziilere gerektiginde kullanilmak {izere oda
sicakliginda muhafaza edildi.

7) %70’lik Etil Alkol

700 mL saf etil alkoliin lizerine 300 mL distile su eklenerek karistirildi ve gerektiginde

kullanilmak tizere oda sicakliginda muhafaza edildi.
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