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OzET

Bu galigmada, PKU tanisi konulmug hasta bir gocuga sahip 20 ailede, hasta gocugun
kardeslerinin tagiyici olup olmadiklanini saptamak igin PAH geni digindaki VNTR
polimorfizimlerinden faydalanarak alel segregasyonu yapilmigtir. Hastalarda IVS10nt546
mutasyonun varligint aragtirmak igin Ddel restriksiyon enzimi direkt mutasyon analizi yéntemi
uygulanmstir. DNA vendéz kandan ekstrakte edilmistir. Ekstragenik VNTR dizileri PCR
kullanilarak amplifiye edilmis ve alel segregasyonu yapmak igin de PCR urGnd jelde
yaritiimustar. Informatif ailelerde hasta gocugun kardeslerinin tagiyiciligi tesbit edilmigtir. Yirmi
aileden 18 tanesi informatif, 9 gocuk tasiyicl ve 6 gocuk sa(jlarﬁ bulunmustur. Informatif ailelere
prenatal tani yapilabilecedi bildirilmistir.

Ayni hasta gocuklarda IVS10nt546 mutasyonuna ydnelik olarak amplifiye edilen PAH
geni PCR rtinG Ddel restriksiyon enzimi ile direkt mutasyon analizine tabi tutulmustur. Toplam
40 alelden 12 sinde (%30) IVS10nt546 mutasyonu bulunmugtur. PAH-VNTR polimorfizimleri ile
alel segregasyonu yaptlamayan bir ailede hasta gocugun 1VS10nt546 mutasyonunu
homozigot olarak tagimasi, kardesinin PKU tasiyicisi oldugunu ortaya koymamizi saglamistir.
Yalniz basina PAH-VNTR polimotfizimleri ile tasiyici tespiti basarisi %90 iken, Ddel restriksiyon
enzimi direkt mutasyon analizi ydntemiyle birlikte kullanildiinda bagari orant %95 e ¢ikmigtir.

ANAHTAR KELIMELER: Fenitketoniiri, PAH geni, PCR,VNTR,
Ddel enzimi,



SUMMARY

In this dissertation, allele segregation was performed utilizing VNTR polymorphisms
outside the PAH gene in order to determine whether the siblings of a child who has been
diagnosed with PKU are carriers. Blood samples from 20 children who had PKU and their
parents as well as their siblings were studied. Ddel restriction enzyme direct mutation analysis
technique was applied to determine whether the IVS10nt546 mutation existed in patients.
DNA was extracted from the venous blood sample. The extragenic VNTR sequences were
amplified using PCR, and the PCR product was run on the gel for allele segregation. With this
process, it was determined whether a sibling of a sick child is a carrier in “informativé" families.
With this method, 18 families out of 20 were found to be “informative”; 9 children, carriers; 6
children, normal. It was concluded that the prenatal diagnosis was applicable to those
informative families.

In the samples from the PKU patients, the PAH gene which was amplified by PCR
regionally including the 1VS10nt546 mUtation. IVS10nt546 mutation was found in 12 alleles
out of 40 (80 %) by digesting the PCR products with Ddel restriction enzyme. In a
noninformative family, where the allele segregation with PAH-VNTR polymorphism failed, a sick
child was found to carry IVS10nt546 mutation homozygote. This led to the conclusion that the
sibling of the child was a PKU carrier. While the success rate in carrier determination was 90%
with PAH-VNTR polymorphism alone, the rate increased to 95 % when Ddel restriction
enzyme direct mutation analysis was used additionally.

KEY WORDS: Phenylketonuria (PKU), PAH gene, PCR, VNTR,
Ddel restriction enzyme
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1.GIRIS

Butiin canlilar igin en 6nemli yapisal ve fonksiyonel bir madde olan proteinler genetik
bilgiyi tasiyan DNA molekilleri tarafindan denetlenmektedir. Hicre nikleusunda bulunan
binlerce genin Grtnl olarak binlerce gesit protein meydana getiriimekte ve her bir protein ise
spesifik bir fonksiyon gérmektedir. Foksiyonu ve biyolojik aktivitesi ne olursa olsun butin
proteinler 20 standart aminoasitten meydana gelmigtir. Bu aminoasitlerden insan viicudunda
sentezlenemeyen 8 tanesine esansiyel aminoasit ismi verilmigtir. Aminoasitler gergek bir
biyolojik aktiviteye sahip olmamasina kargin, polipeptit zincirlerine degisik kombinasyon ve
diziler seklinde girdikten sonra olusturduklan proteinlere ¢ok farkh aktivite kazandirirlar.
Proteinlerin bir kismi enzim aktivitesi, bir kismi hormon aktivitesi, bir kismi antikor aktivitesi ve
diger bir kismi ise yapisal fonksiyon gdérmek lzere 6zellegmiglerdir (25). Proteinlerde, dolaysi ile
enzimlerde, kendi dizilis ve karakterlerini olugturan genlerdeki bagkalagimlar sonucu ortaya
¢ikan farkliliklar, “kalitsal metabolik hastaliklar” adi verilen bir grup hastaliin dogmasina sebep
olmustur. Kalitsal metabolik hastaliklarin hemen hemen hepsinin otozomal resesif kalitimbi
olmasi, baglama yag! ve siddetinin degiskenlik gdstermesi, dider pek ¢ok kalitsal hastaliklarin
aksine belli oigllerde de olsa tedavi edilebilir olmasi bu hastaliklarin ortak o&zellikierini

olusturmaktadtr (6).

Kalitsal metabolik hastaliklarin en énemlilerinden biri fenilketonlri (“phenylketonuria”,
PKU) dir (56). PKU ile ilgili bilgilerimiz 1934 yilinda, Asbjérn Félling’in 10 agir mental
retardasyoniu ve postnatal hiperfenilalaninemisi olan hastaya kendi isimlendirdigi “Imbecillites
phenyipyruvica” tanisini koymastyla baglamistir (72). Daha sonra 1946'da Penrose ve Quastel
hastalia fenilketon(ri ismini vermiglerdir (71). Otozomal ressesif kalitilan bu hastalikta,
fenilaianini tirozine geviren fenilalanin hidroksilaz (PAH) enziminin eksik ya da hig
sentezlenmedigi tesbit edilmistir. Boylece PAH enziminin eksikli§i sonucunda tirozine
dénligemeyen fenilalanin aminoasidi ve onun transaminasyonu sonucu olugan metabolitleri
(fenil pirlivik asit, fenillaktik asit, fenilasetik asit) hastanin kan, idrar ve dider vicut sivilarinda

birikerek mental-motor gerilije neden olmaktadir (56).

PKU'nin Glkemizdeki sikhigl konusundaki yayiniar arasinda farkhliklar olmakla birlikte
ortalama 1/4500 oldugu bildiriimistir (60). Diger yandan, Akraba evliliklerinin %21.21 gibi ylksek
degerlerde oldugu Ulkemizde fenilketonlri gibi dramatik sonuglar doguran, otozomal resesif
kahtim yoluyla kalitilan hastaliklarin énemli bir sorun tegkil ettigi agikardir (5). PKU tanisi klasik
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tani teknikleri ile ancak dogum sonrasinda teghis edilebilirken, bagdéndiric bir hizla gelisen
molekiler tant teknikleri ile bugln prenetal tani ve tagiyict tesbiti yapilabilmektedir. PKU
hastalan hayatlarinin erken dénemlerinde teghis edildikleri taktirde, fenilalaninden kisith bir diyet
uygulamasi ile olugabilecek beyin hasart dnlenebileceginden, tarama ve prenatal tani teknikleri

cok buytk dnem arzetmektedir (72).

PKU'da prenatal tant ve tasiyici tesbiti, PAH geni ekstragenik VNTR polimorfizmleri ile alel
segregasyonu yapilarak gergeklestirilebildigi gibi, mutasyonlarin PAH genindeki herhangi bir
restriksiyon enzimi kesim bdlgesini degistirmesine bagll olarak da yapilabilmektedir. Bu

galismamizda:

1. PKU lu hasta bir gocuga sahip ailelerde, VNTR dizileri PCR ile amplifiye edildikten

sonra alel segregasyonu yapilarak informatif ailelerde tagiyici tesbitinin gergeklestiriimesi,

2. Ayni hasta grubunda Ddel restriksiyon enzimi kullanilarak direkt mutasyon analizi
yontemi ile IVS10nt546 mutasyonunun hastalarimizdaki sikliginin belirlenmesi ve tasiyici

tesbitinin yapilmasi,
3. Ekstragenik VNTR dizileri PCR ile amplifiye edildikten sonra alel segregasyonu

yapilarak informatif olmadi§) gézlenen ailelerde, Ddel restriksiyon enzimi kullanilarak direkt
mutasyon analizi yéntemi ile tagiyicilarin tesbit edilebilmesinin, tasiyici tesbit bagsarisini yiikseltip

ylkseltmediginin ortaya konulmasi amaglanmigtir.



TS s e

3 u:
s
¥
a4
o
Z
:
&
2

oAy

2. GENEL BILGILER

2.1.Hiperfenilalaninemiler

Fenilalaninin hidroksilasyonundaki bozukluklar sebebiyle ortaya gikan, normal plazma

fenilalanin degerinin sirekli ylksek oldugu durumlar “hiperfenilalaninemi" olarak

isimlendirilmektedir (3). Normal bir hidroksilasyon reaksiyonunun meydana gelebilmesi i&;in
fenilalanin hidroksilaz (PAH), oksijen, L-fenilalanin ve kofaktdr tetrahidrobiopterine (BH4)
gereksinim vardir. Pterin kofaktérinin katalizér olarak fonksiyon gdrebilmesi igin de
dihidropteridin reditktaz (DHPR) ve indirgenmis piridin nikleotidler gereklidir. 4c-Karbinolamin
dehidrataz da keza BH4 dongls igin elzemdir. BH4 hidroksilasyon isleminin zorunlu bir 6gesi
olup, bunun sentez edilebilmesi igin guanosine trifosfat siklohidrolaz (GTP-CH) ve 6-piruvoil

tetrahidropterin sentetaz (6-PTS) gerekmektedir (72).

Guaonosin trifosfat

(GTP-CH)

Dihidroneopterin tirifosfat
(6-PTS)

6-privoil tetrahidropterin

Fenilalanin
PAH+BH4

< . Tetrahidrobiopterin

Tirozin ) ) DHPR
Quinonoid
Dihidrobiopterin

Sekil 2.1. Hiperfenilalaninemilere sebep olan enzim bloklari.

b3
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Hipertenilalaninemi, plazma fenilalanin miktarinin 2mg/di Gzerinde degerlere ulagmasi ile
tanimlanir (7,8,9). Hidroksilasyon reaksiyonunda gérev yapan enzimieri kodlayan lokislerdeki
mutasyonlarin ¢ok sayida ve farkl farkll olmas: fenotipin de heterojen olmasina yolagmaktadir
(44). Hiperfenilalaninemiler PAH enzim aktivitesi ve plazma fenilalanin konsantrasyonlarina
gére 3 gruba ayrilmaktadir:

1)PAH aktivitesi %1'in altinda ve plazma fenilalanin seviyesi >20mg/dl olan; PHD 1
(Fenilalanin Hidroksilaz eksikligi) veya klasik PKU,

2)PAH enzim aktivitesi %1-3 arasinda ve plazma fenilalanin seviyesi 10-20 mg/dl olan;
PHD Il { mild PKU ),

3)Enzim aktivitesi %3 Uzerinde ve plazma fenilalanin seviyesi <10 mg/di olan ; PHD lll

veya gegici hiperfenilalaninemi.

Bu siniflandirmanin diginda diger bir literatirde ise, PAH enzim aktivitesinin yoklugu ya da
yetersizligi fenilketontri (PKU) diye isimlendirilirken, bu gruptakilerin fenilalanin plazma degeri
16.5 mg/dl Gizerinde olarak tanimlanmaktadir. Fakat plazma fenilalanin seviyesinin 16.5 mg/dl
altinda olan ve klinik olarak mental retardasyon riskinin klasik PKU'ya gére daha distik oldugu
durumlar igin ise non-PKU hiperienilalaninemi denilmektedir (72).

2.2.Fenilketoniiri

2.2.1. Fenilketoniirinin Tarihgesi

Fenilketoniri ile ilgili ilk bilgilerimiz 1934 yilinda, Asbjorn Folling’in agir mental
retardasyoniu ve postnatal hiperfenilalaninemisi olan 10 hastaya, kendi isimiendirdigi
"Imbecillitas phenylpyruvica" tanisint koymasiyla baglamigtir. Daha sonra 1946 da Penrose ve
Quastel hastalifa bugiin anilan "Fenilketonuri" ismini vermiglerdir (56,71). Bu hastalara
uygulanan diyet tedavisi ile serum fenilalanin diizeyi digik tutularak fizik ve mental
bozukluklarin énline gegilebildiginin gbérilmesi, PKU'nun tarihi seyri igerisinde énemli bir yer
tutar. Fenilalaninin hidroksilasyonunu saglayan PAH enzimi ve tetrahidrobiopterin'in bu enzimin
kofaktdérl oldugu bulunduktan sonra her ikisinin eksikliginin de hiperfenilalaninemiye yol
agmasina karsin, fenilketonlriyi molektler yénden incelerken, ayr ayri genlerin bu
bozukluklardan sorumlu olabilece§i gindeme gelmistir. 1980 Ii yillara gelindiginde, Woo ve
arkadaglar rat karacigerinden elde ettikleri cDNA ile insan PAH genini klonlamay: bagarmiglardir

(63).



2.2.2. Fenilalanin Metabolizmasi

Fenilalanin esansiyel bir aminoasittir. Normal kisilerde gtdalarla alinan fenilalanin,
fenilalanin hidroksilaz (PAH) enzimi ve bu enzimin kofaktdérli tetrahidrobiopterin (BH4)
aracihgiyla tirozine dénistr (40,69,72,84). Organizmada PAH enziminden bagka, tirozin
hidroksilaz ve triptofan hidroksilaz da kendilerine ait substratlarin aromatik halkalarinin
hidroksilasyon reaksiyonlarini BH4 kofakiérl ile katalizlerler. Pterine bagiml hidroksilazlar iki
oksijen atomundan birisini hidroksil grubu geklinde substratlarina sokarken diger bir oksijen
atomunu da NADPH+H ile redikier ve H5O olugumunu saglarlar. E§er fenilalanin hidroksilaz
geninde herhangi bir mutasyon meydana gelir ve bu PAH enzimi sentezinin azalmasina ya da
hig sentezlenmemesine yol agarsa, fenilalanin tirozine dénlgemeyecedi igin vicutta birikmeye
baglar. Biriken fenilalanin transaminasyonu ve dekarboksilasyonu sonucu olugan fenil piruvik
asit, fenil laktik asit ve fenilasetik asit metabolitleri hastanin kan, idrar ve diger vicut sivilarinda

birikerek fizik ve mental bozukluklara yolagmaktadir (Sekil 2.2 }(35,40,41,69).

2
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Sekil 2.2, Fenilalanin ve tirozin metabolizmas ile ilgili enzimatik bloklar ve bu bloklar

sonucu olusan enzimatik hastaliklar.
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2.2.3. Klinik Bulgular

Bebekierde PKU'nun en erken belirtilerinden birisi kusmadir. Kusmalar pilor stenozunu

7 taklid edecek kadar giddetli olabilir. Difer erken belirti, idrarin ve terin igerdikleri fenilasetik,

fenillaktik ve fenilpiruvik asitler nedeniyle fare gibi kokmasidir. Tedavi edilmeyen vakalarda

"4 uncl ay civarinda sinir sistemi belirtileri ortaya ¢itkmaya baglar. Cocuklarin gogunda agir zeka

geriligi saptanir. Tedavi gérmeyen bebeklerin ilk yag sonunda IQ larinda yaklagik 50 puanlik bir
azalma oldugu tahmin edilmektedir. Ciddi hiperaktivife, gevresine ve kendine zarar verme,
sizofrenoid ve otistik davraniglar yaygindir. Hipertonisite, gocuklarin yaklastk %25 inde konvulsif
nébetler ve tremor, %50 den fazlasinda da EEG anomalileri gézlenmektedir. Bit(in bu norblojik
belirtilerin ortaya g¢ikma sebebi tek basina fenilalaninin birikmesi degildir. Biriken diger
metabolitler ve fazla miktardaki fenilalanin; tirozin, tiriptofon gibi amnoasitierin hiicre igerisine
alimint bozarak, miyelinizasyonu engellemektedir. Biriken metabolitlerin diger bir etkisinin de
serebrosit, silfatid, dopamin ve seratonin sentezlerini inhibe ettigi varsayimiar ileri strtimastar

(8,28,42,54,56,67,80,82,85).

Tedavi gérmeyen hastalar siklikla sisman ve yakin akrabalarina kiyasla agik renklidirler.
Fenilalanin birikimi nedeniyle pigmentasyon azalmasinin, melanin sentezinin inhibisyonu
sonucu geligtigi, ayni zamanda tirozin yetersizliginin de pigmentasyon yetersizliginde roli
olabilecegdi dusitnillmektedir (56). Hayatlarninin ilk yillarinda ekzamatdz ve seboreik deri
dékiintllerine %20-40 oraninda rastlanan bu hastalarda, koroner kalp hastaliyi prevalansinin

da yiiksek oldugu gosterilmistir (85).
2.2.4. Klasik Tani Metodian

Hastaligin siddeti PAH yetersizliginin derecesine baghdir. Normal kisilerde kan fenilalanin
dlizeyi 2mg/d! nin altindadir. Bu oran 4 mg/dl dizeyine ¢iktifinda o kisiye hiperfenilalaninemi
teshisi konur. PKU'lu hastalarda kandaki fenilalanin miktari 20 mg/dl civarinda seyreder (80).

Fenilketon(rili bebek dojumda klinik olarak normaldir. Dogumdan sonra beslenmenin
baglatiimasiyla plazma fenilalanin diizeyi yavas yavas yiikselir. [drarla fenilketonlarin atiimasi ise
daha ge¢ olur. Yeni dojanda kanda yikselmis olan fenilalanin diuzeyinin gbsterilmesi igin bir
tarama testi olan Guthrie'nin bakteriyel inhibisyon testi kullanilir. Inceleme igin yalnizca birkag
damla kapiller kan yeterlidir. Beslenmenin dogumdan hemen sonra baglatildi§: hasta
bebeklerde kan fenilalanin dizeyi ilk 4 saatte Guthrie testini pozitif yapacak dizeylere
ylkselebilir. Ancak yalanci negatiflik olasiligini azaltmak igin testin 3 gilinldk beslenme
sonrasinda yapilmasi uygundur. Guthrie testinin pozitif oldugu bebeklerde ilk haftadan sonra
plazma fenilalanin *dlzeyi kromatografik ydntemlerle saptanarak hiperfenilalaninemi



dogrulanmalidir. PKU'nun kesin tanisi :

1) Plazmada fenilalanin diozeyinin >20 mg/dl ve tirozin dizeyininin normal,

2) ldrarda fenilalanin metabolitlerinin (fenilplrivik, fenilasetik asit ) artmis,

3) Diyetten ¢tkarilmig olan fenilalaninin yeniden verilmesi ile plazma dizeyinde yikselme,

4) Plazmada kofaktdr tetrahidrobiopterin konsantrasyonunun normal olmasi kriterlerine
dayanir. Tarama testi negatif olan yenidogan bebekler, ailede hastalik 6ykisl gibi glpheli bir
durum varsa dogumdan sonra 2-4 (ncl haftalarda kan fenilalanin dizeyi élgimleri ile yeniden
degerlendirilmelidir (30,56).

Fenilketonlarin idrarda ilk saptanabildidi yas, bayuk farkliliklar gésterdiginden bu yéntem
ancak bir ayliktan btylik siit gocuklarinda saglikli sonug verir. Idrara %10'luk ferrikloriirden
birkag damla damlatildiinda olugan mavi-yesil renk, idrarda fenilketonlarin varligini gbsterir.
Testin en 6nemli sakincasi PKU'lu hastalann timinde pozitif sonug vermemesidir. Diger
taraftan aspirin ve fenotiazin alanlarda ve bazi aminoasidilrik hastalarda da benzer renk
degisikligi olugabilir. Bu agidan idrar testinin tani degeri sinirlidir. PKU'lu hastalarda idrarla atilan -
fenilpirlivikasit miktariyla birlikte serum fenilalanin diizeyi ¢ok yliksek olmasina ragmen gogu
PKU'lu yenidoganin idrarinda ferrikloriir testinin haftalarca negatif kalmasinin nedeni fenilalanini
fenilpirtivik aside geviren enzimin ortaya gikmasindaki gecikmedir. Bu ylizden bebeklerdeki PKU
taramasi sadece bu teste dayandinimamalidir. Kilogram basina 100 mg aminoasit verilerek
yapilan oral L-fenilalanin ylikleme testinde kan fenilalanin diizeyleri normalin gok Gstiinde bir
dederde pik gosterir. Bu esnada tirozinde herhangi bir ylikselme olmaz. Eger hasta yakindan
takip ediliyorsa yiikleme testine klinik olarak ihtiyag duyulmayabilir. Fenilalanin dizeyi sirekli
12-15 mg/dl nin (zerinde seyrediyorsa diyet tedavisine baglanmalidir (8,30,54,70,72).

2.2.5. Tedavi

Tedavide amag bir taraftan beyin zararini 6nlemek veya minimale indirmek, diger taraftan
diyetle hiperfenilalaninemiye yol agmayacak, ancak bilylime ve gelisme igin yeterli olacak
fenilalanini saglamaktir. PKU'lu hastalain fenilalaninden kisithh diyet terapisinin mamkan
oldugunca erken ve etkili yapildig! takdirde normal bireylerden zeka geligimi yoninden farksiz

oldugu gdsterilmistir.

Diyet 6zel bir formiile sahiptir ve fenilalaninden fakir olmasina kargilik fenilalanin digindaki

tim aminoasitleri igeren tam bir besindir.

Beyin hasarnina yol agan kan fenilalanin dizeyi kesin bilinmemekle birlikte geneliikle
12 mg/d! altindaki dederlerin tehlikesiz oldugu kabul edilmektedir. Fenilalanin aliminin agiri



- ginirlandinimast kemik degisiklikleri, anemi, laterji, dokintuler, ishal, blylime ve geligme geriligi
5 - gibi eksiklik belirtilerine neden olabilir. Diyetin normal blylme ve gelismeye yetecek miktarlada

fenilalanin igermesi ve serum dizeyinin 2-9 mg/d! arasinda tutulmasi amaglanir.PKU kesin
tanisinda fenilalanin dizeyi igin Gst sinir 20 mg/dl olmakla birlikte bu dizeyin 15 mg/dl
bulundugu bebeklerde, &zellikle tirozin konsantrasyonu normal ve idrar testi pozitif ise mental
geriligi 6nlemek agisindan erkenden tedaviye baglanilmast gerekir. Fenilalaninin kisitlandid: tim
bebekler 3-4 aylik oluncé 2-3 glin normal besin verilmeli ve metabolik bozuklugun gegici ya da
slirekli olduguna karar verilmelidir. Diyet uygulanan g¢ocuklarda kan fenilalanin diizeyinin
ytksek bulunmasinin en sik nedeni diyetin iyi uygulanmamasi ve fazla miktarda fenilalanin
vetilmis olmasidir. Asirt doku yikimi da kana gegen fenilalanin miktarinin artmasina neden
olabilir. Diyetin sagladiyi enerjinin yetersiz olusu ve hastaliklar katabolizmay! arttiran
durumlardir. Ozellikle infeksiyon hastalikian sirasinda diyetle verilen fenilalanin miktari yariya

indirilmelidir.

Tedaviye dogumdan hemen sonra baglaniimasi idealdir. Bununla birlikte daha geg
baglanan vakalarda da diyet tedavisi ile laterji ve hiperaktivitede gerileme gézlenmektedir.

Gunluk fenilalanin aliminin 30-60 mg arasinda tutulmasi genellikle yeterlidir. Sik diyetin 6
yas dolaylarina kadar devam ettiriterek kesilmesinin uygun olacag! sdylenmekte ise de son
calismalar bu hastalarin bazilarinda ilerleyici 1Q diusmesi, 6grenme problemlerinde artma, dikkat
dagiimasi, davranis bozukluklari gelistigini ayrica karakteristik kiif kokusunun ve ekzamatdz
lezyonlarin da olugabilecedi bildirilmigtir. BOyuk gocuklarda diyet ¢ocuk ve aile Gzerinde
psikolojik sorunlar yasatmayacak sekilde ayarlanmaya ¢alisiimalidir (8,31,32,42,50,54,55,70,
74,75,76).

2.2.6. Fenilketoniirinin Molekiiler Genetigi
2.2.6.1. PAH Geninin Klonlanmasi

Fenilalanin hidroksilaz (PAH) geninin klonlanmasi pozisyonel klonlama ydntemi ile
gergeklestirilmistir. Insan PAH ¢DNA sinin eldesini amaglayan ilk g¢aligmalar, sigan
karacigerinden polizom immiinopresipitasyon teknidi ile saflastirilarak PAH mRNA lan tarafindan
sentezlenen sigan PAH cDNA klonlar ile yapiimaya baslanmistir(63). Elde edilen bu klonlar
daha sonralari birgok insan PAH cDNA kionlarinin, insan karaciger cDNA kutphanelerinden
izolasyonu igin 6zg{in bir hibridizasyon probu ofarak kullaniimigtir. Bu klonlarnin en uzunu, 2448
bp uzunlugunda ve ph PAH247 olarak isimlendirilmigtir. Ayrica klonun 223'ncl pozisyonunda
bir ATG baslangig kodonu ile baglayan ve 1579 ncu pozisyonunda bir TAA terminasyon
kodonu ile sonlanan agik bir okuma kalibina sahip oldugu gdsterilmigtir. Bu klon 452 amino
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‘;-, asitten olusan ve tahmini olarak 51.862 D molekil agiriginda bir proteini kodlamakta oldugu

" ngoralmistar (65).

Insan ve rodent cDNA dizeleri karsilagtiriidiinda nlkleotid ve aminoasit dizeyleri
arasinda biyik. benzerlikler bulunmustur. ki enzimin benzer aminoasit orani %92 olarak

belirlenmistir.

insanda baglant! analizi ile PAH lokusunun bulunmast amaci ile yapilan ilk denemeler

basarisiz olmustur. Onceleri fosfoglukdmutaz lokusu (PGM-I) ve amilaz lokuslari (AMY-1 ve

AMY-2) ile orta kuvvette bir baglanti gosterdigini belirten bilgiler 151§inda PAH'in kromozom 1 de
lokalize oldugu bulunmustur. Fakat, bu sonug¢ fenilketoniri ailelerinde heterozigotlarin
siniflandiriimas) amact ile daha gelismis metodlar kullanan bagka c¢alismalar tarafindan

destekienmemisgtir.

Insan PAH cDNA si PAH geninin kromozomal lokalizasyonunun bulunmasini saglamistir.
Bu olay farkl insan kromozomlar igeren insan/rodent hiicre hibridlerinden elde edilen genomik
DNA lar ile bagarilmigtir. Bu hibrid hiicre soylari southern blot ile incelendiginde insan PAH
lokusunun kromozom 12 ye lokalize oldudu bulunmustur. Bu sonug¢ insan/hamster hiicre
hibridleri kullanan bagka gﬁaltgmalar tarafindan da desteklenmistir. Daha sonra delesyon
kromozom haritalamalarn ve normal karyotipteki insan lenfoblastoid hiicre soylarinin metafaz
kromozomlarinin in situ hibridazasyonu ile PAH lokusu 12 nci kromozomun q22-24.1 band
bdlgesine lokalize edilmistir. PKU, PAH genindeki mutasyonlara bagli oldugundan insan PKU
lokusu PAH lokusudur (19,44,48,51).

Otozomal resesif gegis gdsteren PKU'nun gértime sikhgi toplumlara gdre farklilik gosterir.
Beyaz irkta sikhgi 1/10.000 iken, tilkemizde yaklasik olarak 1/4500, Isvigre popllasyonunda ise
1/30.000'dir. Sari irka mensup Cinde hastalifin sikligi 1/16.000, Japonya da da 1/119.000 dir.
Tastyicillarin orani Tlrkiye'de 1/34, Japonya'da 1/173 ve Beyaz irkin genelinde yaklasik olarak
1/50 dir (19,44,60,61,69,86,87).

2.2.6.2. insan PAH Geninin Yapisi

insan PAH geni cDNA sinin izolasyonu, PAH geninin yapisal organizasyonunun
aydinlatilmasini da saglamistir. Yapilan galismalarda, kozmid vektdrler kullanilarak insan
genomik DNA si kittphaneleri olusturulmus ve bu kiatiiphaneler insan PAH cDNA si
kullaniiarak taranmistir. Ust {iste gakisan PAH genomik dizelerini igeren 4 kozmid izole edilmigtir.
Bu klonlarin detayh analizinde, insan PAH geninin ortalama 90kb uzunluunda, 13 exon
iceren, intron boylari 1 ile 23kb uzunlujunda degisen bir gen oldufu saptanmstir. 6 ile
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3 (ncl exonlar arasi genin 20kb ik bir pargast igine kimelenmigken, 1 ile 5 inci ekzonlar

» '-:.intronlar tarafindan birbirilerinden ayrilmiglardir. Bunlarin en ufag: 3kb dan daha uzundur. PAH
" geninden transkribe edilen olgun mRNA yaklagik olarak 2.4kb uzuniugundadir (19,44,69,72).

2.2.6.3. PAH Genindeki Mutasyonlar

PAH geninin biyik delesyonlarl‘ PKU’'nin majér sebebi degildir. Binlerce PKU
kromozomunun analizi sonucunda delesyon tipi mutasyonlarin, farkli PKU mutasyon tipleri
arasinda sadece %12 sini olusturdugu bulunmustur. PAH geninin klonlanmasi ve dizesinin
ortaya ¢ikanlimasindan (48) ginimize kadar gegen silirede PAH geninde 200 ¢ askin
mutasyon bulunmustur (90). Bu mutasyonlarin gérilme sikliklan topl'umlara gbre farklilik
gostermektedir . Sik rastlanan PAH geni mutasyonlarindan birisi IVS10 nt546 mutasyonudur.
Bu mutasyonun gérilme sikhgi Ispanya’ da %20.3, Sicilya’ da %15.1 ve llkemizde %32
kadardir . P281L mutasyonu Yunanistan' da %10, ltalya’ da %9 ve Hirvat toplumunda %12
siklikla gorilmektedir. E280K mutasyon sikhigl, Kuzey Afrika ve Glney Avrupa toplumlarindaki
PKU hastalari arasinda %5 dolaylanndadir. R158Q mutasyonunun tlkemizdeki PKU hastalar
arasinda gorilme sikh@l %2.3 olup. Benzer olarak Yunanistan ve Sicilya'da da bu
mutasyonun frekansi disik olarak saptanmistir. PKU alelleri arasinda yeni gdzlenen iki veya
U¢ blUytk deiesyon, iki tek kodon delesyonu ve .iki tek baz delesyonu saptanmistir
(1,2,3,4,5,6,7,8,10,11,12,17,18,19,21,23,26,29,36,37,38,43,44,46,55,61,66,68,72,78,81).

En iyi tanimlanmis olan delesyon, yaklasik 7kb uzunlugunda olup ekzon 3 0 ve PAH
geninin flanking intron bdlgesindedir. Bu mutasyon o¢zellikle Yemen yahudilerinde daha
yiksek frekansta gérilmektedir (2). fkinci bir mutasyon da Iskogyali PKU hastalarinda
tanimlanmustir. Bu mutasyon PAH geninin 1 ve 2 nci ekzonlarini etkilemektedir. Bir gok Japon
PKU ailesinin Southern analizleri ile taranmasi sonucunda bir 3 Gncl buylk delesyon
tanimlanmistir. Bu delesyonun genin 3' ucunda oldugu saniimaktadir (13,33,72).

PAH geni mutasyonlarinin bazilarinin Glkemizdeki PKU alelleri arasindaki gérilme
sikliklari Cizelge 2.1.de veriimistir (61).

PKU mutasyonlarindan yaklasik 50 tanesi nokta mutasyondur. Bunlarin 6 tanesi
nonsense, 8 tanesi splicing ve geriye kalan 36 tanesi missense mutasyonlardir. Missense
mutasyonlarin 12 sinin, mutajenik CpG dinUkleotidlerinin metilasyonu ve bunu takiben
deaminasyonu ile olustugu disinlimektedir. Gen igindeki blayik delesyonlarin yani sira 2
tek kodon delesyonu ve 2 tek baz delesyonu da bulunmustur. Simdiye kadar gosterilen tek
insersiyon, intron 10 daki bir missense mutasyonu tarafindan indilklenen ve yeni bir kriptik
kesim bélgesinin kullaniimasi ile karakterize 9 baz (iftlik bir gergeve kaymast mutasyonudur
(IVS10nt546). PKU ile ilintili mutasyonlarin gogunun ekzon 7 de gbriiimesine ragmen genin
bu bélgesinin mutasyonlara agik birbdlge oldugu kanitlanamamigtir. Ekzon boyunca ve
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Cizelge 2.1.TUrk populasyonuna ait mutant PKU alelleri arasinda bazi
mutasyonlarin dagilimi

Mutasyon Tiim Alellere Gore %
IVS10nt546 32

R261Q 6.8

R158Q 23

R252W 1.1

E280K -

G272ter -

TOPLAM 42

karakterine orantili olarak yapilan mutasyon frekans hesaplarn, ekzon 7 nin PKU mutasyonlari
icin bir hot-spot oldugu hipotezini desteklememektedir. Bu ekzonun dikkat gekmesinin
nedeni fenilalaninin hidroksilasyonu igin enzimin esas fonksiyonel bélgesinin ekzon 7 de

kodlanmis olmasidir (16,61,72).

2.2.6.4. PAH Geninin Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmleri
(RFLP)

PAH geninin klonlanmasi ile genin yapisi iyice anlasiimig ve genin iginde ya da
yakininda tanimlanan polimorfik bdlge kesimleri ile bir gok haplotipin meydana geldigi ortaya
konmustur. Bu polimorfizmlerin tesbiti igin Bglll, Pvull, EcoRI (iki kesim bélgesi), Mspl,
Xmnl, Hindlll, EcoRV ve Sphl enzimleri kullaniimaktadir (Sekil 2.3) (7,10,11,15,19,22,27,
34,35,72,77,89). Bir ¢ok durumda, bu RFLP lerden sorumlu nikleotid substitisyonlarinin

Ekzonlar 1 2 3 4 5 678 91011 12 13

Polimorfik Bglll Pvull  Pwull EcoR! Msp | Xmnl Hind 1l EcoRV
bdlgeler

Sekil 2.3. Fenilalanin hidroksilaz genindeki restriksiyon endonlkleaz enzimlerinin

kesim bélgeleri ve ekzonlarin iokalizasyonu. *
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enotipik bir etkisi bulunmamaktadir. Ama bazi hallerde polimorfik kesim bdlgeleri genin
I{Odlayan kisiminda yer almaktadir. Bu bdlgelerdeki mutasyonlar sabit veya polimorfik

% ragmentlerin paternini degistirmektedir.

g . Bu polimorfik bélgelerin fiziksel harita uzakliklar ve standardize baglanti dengesizlikleri
:: _arasindaki kaba iligki, insan PAH geninde rekombinasyon ig¢in herhangi bir hot-spot
% " tarimlamamistir (72).

§ PAH genindeki bu RFLP ler mutasyonlarla siki baglanti gbsterifer (14,46). Bundan.
; dolay! PKU ailelerinde RFLP ler normal veya mutant kromozomlarin gegiglerinin takibinde,
dogum &ncesi tamida ve tagiyicl tanisinda kullanilabilirler (52). Birgok farkli populasyonda

ERTE
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normal veya mutant kromozomiar {izerinde bu polimorfizmlerin frekanslari tesbit edilmigtir.
Avrupa populasyonunda, tim PKU ailelerinin %86 sinin bir veya daha fazla bolge agisindan
heterozigot oldugu gdsterilmistir. Buna karsin dogulular igin de bu frekanslar %32 olarak
bildirilmistir. Sonugta RFLP lerin Asya popilasyonlarinda tastyict tanisi ve prenatal tani igin

daha az yararli olabilecedi kanisina variimigtir (72).

Cizelge 2.2. Fenilalanin hidroksilaz geninde en sik gorilen haplotiplerin bazi
popiilasyonlardaki insidanslar.

ULKELER % H1 H2 H3 H4 HE H6
Kuzey Avrupa
Danimarka 18 20 38 13
Norveg 21 11 17 9 0
Bati Avrupa
[skogya 30 9 18 6
[svigre 50 11 5 18 5
Dogdu Avrupa
Cekoslovakya 0 68 0 23
Polonya 9 57 11 2 5
Gliney Avrupa
italya 40 6 3 9 4 20
Tarkiye 25 1 1 17 4 40

PAH konusundaki RFLP alellerinin spesifik bir paterni, tek ({inik) bir haplotip olusturur.

12
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ﬁer bir RFLP bdlgesi yiksek heterozigositi dizeyi sebebi ile olugan farkli haplotipler, PAH
e'ks'ikligi gosteren hiperfenilalaninemilerin genetik analizi igin oldukga ayirt edici niteliktedir.
southern analizi ile 7 bdlge dismorfik, 1 bélge (Hind 1il) ise multi aleliktir. Buna bagh olarak
bu 8 bdlgede 384 haplotip tanimlanmaktadir (72). PAH lokusundaki haplotiplerin dagilimi
toplumlara gore farklilik gosterir. Ornedin mutant haplotip 2-3 alelleri ve bu haplotipler ile
iligkili mutasyonlar, Alplerin kuzeyindeki Avrupa populasyonunda stk gézikirken, giineyinde
yagayan populasyonda digik siklikta gorilmektedir (44). Bunun yanisira beyaz irkta haplotip
1-4, normal ve mutant kromozomlar iginde en sik rastlanan haplotiplerdir. Beyez irkta haplotip.
4 ile iligkili beg farkh mutasyon, haplotip 1 ile iligkili dort farkli mutasyon tanimlanmistir
(16,53,58,569). 1 ve 6 numarali haplotiplerin ikisi birden Avrupa populasyonundaki mutant
kromozomlarin %80 ini olugturur. Haplotip 3 orta ve kuzey Avrupa toplumlarinda, haplotip 2
dodu Avrupa populasyonunda, haplotip 6 ise gliney Avrupa populasyonunda mutant
kromozomlar igerisinde en fazla gérilenlerdir (10,43,57,73,77,79).

2.3. Prenatal Tani

Genetik hastaliklarin fetal ddnemde kesin tanisini koymaya ydnelik tekniklerin gelismesi
medikal genetik alaninda bilylk ilerlemelere olanak saglamigtir. Ayrica etkilenmis aileler igin
yeni bir bakis agis! getiren bu teknikler genetik danigmanin ayriimaz bir'pargasn durumuna
gelmistir. Prenatal tanidaki ana ilke, tedavi imkan! bulunmayan, yasam siiresi kisa, agir
bedensel ve zihinsel 6zlrlere yol agan hastaliklar igin yiksek riski olan ailelerde, bu etmenleri
gebeligin erken evrelerinde tanimak varsa tedavi stratejilerini bu erken dénemlerde kurmak
efer yoksa ebeveynlerin rizasi dogrultusunda, yasal stireler igerisinde gebelie son vermektir.
Bu sayede aileye ve topluma tedavi, e§itim ve sosyal agilardan yik olusturan hastaliklar
énlenmis, ailelere sagliklt ¢cocuklara sahip olma sans! taninmis olmaktadir. Prenatal tani ile
fenitketontiri gibi tedavisi miimkin kalitsal hastaliklar igin erken tedavi imkani dogmakta ve
kalitsal hastaliklarin gérilme sikliklan degistirilmekte ve topluma tretken bireylerin kazandiriimasi
‘saglanmaktadir. Prenatal tan! uygulamasinda birinci asama ailede bulunan genetik bir
hastaliga sahip gocugun tanisinin kesin olarak konulmasi ve bu hastalik igin ailenin sahip
oldugu risk oraninin belirlenmesidir. Bundan sonraki agsama, aile igin hastaligin tipine uygun
prenatal tani yontemini segmektir. Gebelik meydana gelmeden 6nce prenatal tani uygulamasi
planlanmalt, yapilmasi kararlagtirilan tim testler hakkinda aileye bilgilendirici genetik
danigmaniik hizmeti veriimelidir. Prenatal tani uygulamasinin ardindan aileye ikinci bir genetik
danigmanlik hizmeti verilmeli, sonug olumsuz ise aileye konu tim detaylan ile anlatiimali, risk
oranlan agiklanmal ve fetis ile ilgili karar aileye birakidmahidir (4,6,20,83,88).

2.3.1. Direkt Mutasyon Analizine Bagh Tani

Kalitsal hastaliklarin tanisi igin kullanilan en etkin ydéntemlerden biri de hastalia neden
olan mutasyonun (ya+ da mutasyonlarin) direkt tesbitine dayali tani ydntemidir. Eger ailede
hastalija neden olan mutasyon biliniyorsa hastaligin tanist bu tip durumliarda oldukg¢a kolay ve
%100 Ik bir kesinlikle yapilabilmektedir. Hastalia neden mutasyonlar, gogunlukla nokta
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mutasyonlan ya da delesyonlardir. Bu gibi durumlarda hastalia neden olan nokta mutasyon,

vbvir—'r'estriksiyon enziminin tanima bdlgesini (yani enzimin kesim bdlgesinin) degismesine neden

olabilir. Bu durumda enzim kesim bélgesini iceren gen bdlgesi uygun primerier kullanilarak PCR

o yontemi ile gogaltilir. Daha sonra gogaltiimig DNA bélgesi ilgili restriksiyon enzimi ile kesilir ve jel
elektroforezi ile incelenerek, enzimin kesip kesmemesine gbre hastalia neden olan
mutasyonun varli§r anlagiimaktadir (6).

Bazi kalitsal hastaliklarda ise genin bir kisminin veya tamaminin delesyona ugramasi
hastalifa neden olmaktadir. Meydana gelen bu tip mutasyonlarin tesbitinde delesyoniu
bdlgenin igine ya da her iki ucuna 6zgl segilmig primer giftleri kullanilarak PCR yéntemi ile
gogaltilan bdlge direkt jelde incelenir. Sonugta eder ¢ogaltilan bélge delesyona ugramigsa,
PCR sonrasinda primerin komplementer oldugu bolgeye bagl olarak ya hig bir DNA pargasi
olugsmayacak, ya da normal uzunluktaki pargalara oranla daha kisa bir DNA pargasi olusacaktir.

2.3.2. DNA Polimorfizmleri ve Aile Baglanti Caligmalarn
2.3.2.1. Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmleri (RFLP)

Bir kromozom ¢iftinin iki Oyesi arasinda bulunan DNA baz siralarindaki farkhliklar da
genomik problar kulianilarak ortaya konabilir. Bu tir baz farkliliklari, tm kromozomiarda her
200-500 baz iftlik (bp) kesimlerde stklikla gorilebilir ve bunlarin gok buy(k bir béliminan
herhangi bir klinik anlami yoktur. Bununia beraber, bunlarin her birinin DNA molekilindeki o
noktayr gdstermesi bakimindan klinik bir degeri olabilir. Bu farkliliklarin ortaya kona-
bilmesinde, her farklilik igin spesifik prob ve restriksiyon enzimi kombinasyonuna ihtiyag vardir.
Restriksiyon enzimleri, yani endontkleazlar bltin bakterilerde bulunur. Bunlar viral
enfeksiyonlari dnleme kabiliyetine sahip oldukiarindan yabanci DNA girigine karg! ilgili DNA
kesimlerinde metilasyon yapmak suretiyle bir savunma mekanizmas: olarak islev
yapmaktadiriar. Bugiin igin 400 den fazla restriksiyon enzimi tanimlanmis olup buniarin 100
kadar degisik tanima bélgeleri bulunmaktadir. Bu enzimlerin her biri ilk kez izole edildikleri
bakterinin adini almakta ve her biri yalnizca spesifik DNA bdlgelerini (tanima bélgesi =
‘restriction site”) 4-8 baz ¢iftlik uzuniuktaki pargalar halinde kesmektedir. Bu pargalarin uglan
endonlkleazin tipine gére kit ("blunt") ya da yapiskan ("sticky" ya da “cohesive") olarak
adlandinimaktadir (6,83,88).

2.3.2.2 Aile Baglanti Caligmalan
Ayn1 kromozom uzerinde bulunan genlere bagli (“linked”) genler, bdyle genlerin
olusturdugu gruba baglanti grubu ve bu olguya da bagdlanti (“linkage”) denir. Birbirine yakin,

fakat ayn ayn lokiuslere yerlesmis iki gen bagl gen konumundadir. Bu iki lokusteki genler
baglanti nedeniyle gametlere badimsiz olarak dedgil de birlikte gitme egilimi gostermektedirler.
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]ste boyle baglanti gbsteren genler bagimsiz tertiplenme ilkesine (Mendel'in ikinci ilkési)

:.,_ﬁymayan bir sonug ortaya koymaktadirlar. Eger bir genin ilgili kromozom Uzerindeki yeri
~ biliniyorsa, baglanti gésteren dider genin bu kromozom Gzerindeki yeri de hesaplanabilmektedir

©).

Aile baglanti galigmalarinda biri marker ya da simge olarak kultanilan digeri de s6zkonusu
hastalik ya da &6zellik igin kullanilan iki lokis ele alinmaktadir. Bu tlr ¢alismalarda kigilerin hasta
olup olmadiklarini ortaya koymak ve marker ya da simge 6zellijine gére durumlarini saptamak
izere tUm aile bireyleri incelenmektedir. ‘

Egder hastalik ve marker loklsleri farkli kromozomlarda ise, bagimsiz tertiplenme
gergeklesmekte olup, hastalk ile marker genleri gametlere ve dolayisiyle gocuklara birlikte
gegtikleri kadar ayr ayn da gegmektedirler. Buna karsilik eJer hastalik ve marker lokisleri ayni
kromozom U0zerinde birbirine yakin olarak bulunuyorsa, bu durumda bagimsiz tertiplenme
gergeklegsmeyecektir. Boylece hastalik ve marker genleri, bir sans sonucu mayoz béliinme
sirasinda krosing-overle birbirlerinden ayrilmadiklari siirece her gocukta birlikte goralarler.
Ornegin erkekteki tim mayoz bélinmeler sirasinda ortalama olarak 52 krosing-over olusur ve
her kromozomdaki krosing-over sayisi kromozomun uzuniuguna bagli olmak Uzere 1-6 arasinda
deg@ismektedir. Eger ayni kromozom {izerindeki hastalik ve marker loklsleri birbirinden yeterince
uzakta bulunuyorsa, o zaman bunlar arasinda krosing-over olugmakta ve rekombinant
bireylerde iki lokiis birbirinden ayrilarak yer alirken non-rekombinant ya da atasal bireylerde ikisi
birlikte bulunmaktadir (6).

iki loki's arasindaki bdyle bir uzakliktan dolayt marker 6zellik gosteren rekombinant
bireylerin sayisi ile yine marker ozellik gosteren atasal bireylerin sayisi birbirine esit, yani
rekombinasyon fraksiyonu ya da rekombinant bireylerin orani % 50 olmakta ve bu durum
bagim-siz tertiplenme ilkesini taklit eder sekilde kendini géstermektedir. Halbuki hastalik ve
marker lokUsleri arasindaki uzaklik azalirsa, krosing-over sansi da buna bagll olarak dismekte,
rekombinant bireylerin sayis) azalmakta, rekombinasyon fraksiyonu kigllmekte ve bagimsiz
tertiplenmedeki karigiklik da artmaktadir. Bundan dolayi rekombinasyon fraksiyonu % 0 (ki
loklis birbirine bitisik) ile % 50 (bagimsiz tertiplenmeye egdefer) arasinda degismektedir (6).

2.3.2.3. Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmleri
(RFLP) ile Tam

Hastalik etmeni olan majér mutasyonlarin tesbit edilemedigi kaltsal hastaliklarda mutant
alellerin tesbiti ve prenatal tani uygulamglarl icin DNA polimorfizmlerine ve baglanti analizierine
dayali incelemeler yapilmaktadir. Insan genomunda tek baz gifti degisiklikleri gogunlukla
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polimorfizm adi verilen ve hastalifa neden olmayan nikleotid de§igimleridir. Polimorfizmler DNA
y. kGgik pargalara keserek ayiran restriksiyon enzimlerinin 6zglin kesim bolgelerinin
degismesine neden olmaktadirlar. Bu durum sonucunda restriksiyon enzimlerine ait 6zgiin
kesim boélgeleri ya ortadan kalkmakta ya da belirli restriksiyon enzimlerine ait yeni 6zgin kesim
bélgeleri ortaya g¢ikmaktadir. Eger DNA molekuli bu tip bir restriksiyon enzimi ile kesilirse
enzimin kesmesine (+) ya da kesmemesine (-) bagh olarak sonugta kisiden ki§iyé degisiklik
. gdsteren farkli uzunlukta DNA pargalan ortaya g¢ikmaktadir. Bunlar Restriksiyon Fragment
& - Uzunluk Polimorfizmleri (RFLP) olarak isimlendirilmektedir. RFLP ler kusaktan kusada gegerek
kalititlmakta olup kalitsal hastaliklarin tanisinda yaygin olarak kullaniimaktadirlar. Belirli bir RFLP
i¢in heterozigot olan yani iki kromozomu (zerindeki alelleri birbirinden ayirt edilebilen kigilere

informalif kisi denmektedir.

RFLP ye dayali taninin yapilabilmesi igin bagvuran ailenin bir hasta gocuga sahip olmasi
ve anne ile babanin informatif olmasi gerekmektedir. Restriksiyon enzimine ait kesim bdlgesi
PCR ile ¢gogaltiimakta ve amplifikasyon arlnleri uygun enzim ile kesilmektedir. Jel elektroforezi

1 ile alellerin gdsterilmesi sonucunda eger aile informatif ise, anne ve babanin mutant alelleri,
hasta gocugun alellerinin incelenmesiyle ortaya konulmaktadir. Mutant aleller tesbit edildikten
sonra fetusun ilgili gen bdlgesi igin de ayni RFLP incelemesi yapilarak fetusun alelleri tanimianir

ve prenatal tani gergeklestiriimis olur (2,7,19,49,88).

T e Rt T S Bt e S .
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2.3.2.4. Degigsken Sayida Tandem Tekrarlar Polimorfizmleri
(VNTR: Variable Number of Tandem Repeats) ile Tam

Bazi DNA polimorfizmlerinin temelinde cesitli insersiyonlar, delesyonlar ve nikleotid
degisimleri bulunmaktadir. Insersiyon/delesyon polimorfizmlerinin 6zel bir grubu olan alelik
fragment uzuniuklanin, ilkk defa 1980 yilinda Wyman ve White tarafindan agiklanmigtir. VNTR lar
iki restriksiyon enzim kesim bélgesi arasinda bulunmaktadirlar. Buna gore deJisken sayida
it tandem tekrar dizileri (VNTR) nin her biri 2-60 nlkieotid uzunlugunda olup, bu lokliste buiunan
alellerdeki dizilerin tekrar sayisi 2 ile 40 arasinda degigebilmektedir. Insan genomunda bir gok
farkh VNTR loksl vardir ve bir kiginin VNTR lokis(ine ait DNA fragmentlerinin motifi genellikie o
kisi igin tektir. RFLP lerin bu grubu oldukga degisken yapidadir. Ctnkl bu tip loklsler birden
cok alel ile karaktarize olmuslardir. VNTR markerlan genetik baglanti analizi ve kimlik tesbiti igin
l oldukga informatiftirler. Aile iginde genoma ait pargalann aktarilmasinin takibinde ve kigiler
arasinda genetik farkliliklarin ortaya konulmasinda VNTR dizileri kullanilir. Yiiksek oranda
informatif olmalarindan dolayli VNTR polimorfizmi prenata! tani igin sik kullanilan bir ydntemdir.
VNTR ve RFLP analizleri arasindaki baslica fark; RFLP analizinde polimorfizm enzim kesim
boélgesini degistirir ve alellerin farklilagmasinin temelini enzimin kesip kesmemesi olugturur, fakat
VNTR da polimorfik bolge bir tekrar dizisidir ve bu tekrarlarin sayisi ki§iden+ kisiye farklilik gdsterir.
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‘Bu nedenle VNTR incelemesi RFLP ye gére daha informatif olup prenatal tanida siklikla tercih
‘edilen bir yontemdir.

. VNTR analizine dayal: tanida da RFLP ye dayali taniya benzer olarak tanin yapilabilmesi
igin, RFLP ye dayali tani yonteminde oldugu gibi VNTR a bagl tani yonteminin uygulanabilmesi
igin de bagvuran ailenin hasta bir gocuga sahip olmast gerekmektedir. Genetik merkezine
‘ prenatal tani igin bagvuran bir ailede anne, baba ve hasta gocugun genotipi aragtirilir. Burada
VNTR bolgesi ilgili primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltihp amplifikasyon Orlnleri direkt olarak jel
elektroforezi yardimiyla incelenmektedir. Anne ve babanin sahip olduklari her iki
kromozomlarinin Gzerinde bulunan alelleri birbirlerinden ayirt edilebiliyorsa ve hasta gocugun
VNTR analizi sonucunda ortaya ¢ikan allerine dayanarak, anne ve babanin mutant alelleri
tesbit edilebiliyorsa (yani aile informatif ise) prenatal tani yapilabilmektedir. Fetusa ait ilgili VNTR
bodlgesi yine ayni ydntemle arastindir ve sonugta gdzlenen aleller anne, baba ve hasta gocugun
alelleri ile karsilagtirarak prenatal tani yapmaya karar verilebilir (6,24,62,88).

2.3.2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (“polymerase chain reaction®, PCR) 1 pug dan daha az DNA
Ornegdini istenilen miktarda c¢ogaltarak DNA analizinin saatlerle ifade edilen bir sirede
yapilmasina olanak sadlamaktadir. Her PCR reaksiyonu igin gogattiimasini istedigimiz genin iki
ucuna 6zg( ve buradaki baz siralarinin tamamlayicisi olan iki oligon{ikleotid primer (genellikle
18-20 baz uzunlugunda sentetik olarak hazirlanmig DNA yapisinda pargamk)Agerekmektedir. Bu
primerler sayesinde lokalize edilen gen ya da DNA pargasinin tekrar tekrar replikasyonu
yapilarak blyiik miktarlarda (yaklagik 105 kat) elde edilmeleri mimkin olmaktadirlar (Sekil 2.4.).
Tek-dall olan oligonikleotid primerler, incelenen genin isiiimasiyla (denatirasyon) tek-dalli hale
getirilen iki DNA parcasi ile komplementer olarak birlegir ve DNA sentezini ortama konulan
deoksiribontikleotid trifosfatlar (dNTP) 5'-3' yOnlnde, i1siya dayanikli Thermus aquaticus dan
saflagtinimis Tag polimeraz enzimi etkisi altinda baglamaktadirlar. Denatiirasyondan sonra yeni
sentezienen DNA molekiilleri, orijinal DNA pargasinin tamamen ayni olup orijinal DNA parcasi
gibi primerlerle yeniden birlegebilmekte ve bdylece DNA sentezi tekrarlan igin kalip gorevi
gbérmektedirler. Ancak ilk olugsan DNA pargalari birer uglarinda primerleri hala bulundurulurlar ve
bunlarin uzunluklar hedef DNA dizisinden daha fazladir. Uglinci déngiiden itibaren, 6zgiin
DNA ile 6zdes olan ve iki uglar da primerlerle baglanmis durumdaki komplementer baz siral,
cift-dalll DNA larin ya da kisa pargalarin sayisi uzun pargalarin sayisini gegmektedir. 30-40
déngiden sonra, reaksiyon ortaminda yalnizca kisa pargalar ortaya konabilir hale gelmekte ve
uzun pargalar genellikle elimine olmaktadir. Teorik olarak PCR ile DNA nin gogalmasi 2n
formuliine gére olmaktadir (buradaki n déng sayisini gdstermektedir) (6,66,83,88).

+

17




Ozgiin DNA

Isttma ile
denatiirasyon

- ' -——— - . N
3 5" Primer-1  primerlerin
Prnm 5 -——-— ’%' baglanmasi

e a1

e

Primerlerin
uzamast

{DNA polimeraz
+dNTP)

Dongii - 3

Sekil 2.4. Polimeraz zincir reaksiyonu kullanarak bir DNA pargasinin gogaltiimasindaki agsamalar.
a) Polimeraz zincir reaksiyonunda ilk asama (déngii 1). b) Ik Gig déngli sonunda PCR

ile elde edilen DNA pargalar (kisa pargalar, uzun pargalar )
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PCR ile yapilan polimorfizm analizi Southern blot ile yapilan polimorfizm analizinden daha
duyarlt ve daha hizh sonug vermesi bakimindan bir GstinlGge sahiptir. Dezavantaji ise amplifiye
edilmek istenen DNA pargasinin her ucu igin spesifik bir proba gereksinim olmasidir. Bir diger
dnemli nokta da, eksojen orijinli DNA pargalarinin karigmast sonucu yanlis degerlendirmeleri
6nleme bakimindan sik sik kontrol edilmesi gerektigidir. PCR yontemi saflagtirimamis ¢ok kigak
genomik DNA pargalarini bile kullanarak istenilen miktarda yeni DNA olusturulmasina olanak
saglamaktadir. Ornegin PCR amplifikasyonu igin agiz galkalamasi sonucu ortama diisen bukkal
mukoza higcreleri, tek bir sag teli, bir spermium, bir lenfosit gibi tek hiicrelerden fikse edilmig
patolojik drnekler, kurumus kan damlalar, yeni-doan taramalarinda kullanilan Guthrie
kartlarina kadar degisik kaynakli pek gok materyal yeterli olabilmektedir (6,66).

Guanimizde mutasyonlarin ortaya konmas! amaciyla yapilan galigsmalar hizla
ilerlemektedir. PCR ile amplifiye edilen tek-dallt normal ve mutant DNA arasinda gérillen
heterodupleksler 6zel bir jelde (hidrolink jel elektroforezi) degisik elektroforetik hareketleri
sayesinde ortaya konabilirler. Ayrica PCR ile amplifiye edilen tek-dalli DNA nin jel Gzerindeki
hareketi hem blyUkligine, hem de baz sirasina bagl oldudu igin tek-baz degismeleri parga
hareketlerindeki farkliliklardan yararlanarak belirlenebilir (tek-dal konfirmasyon polimorfizm

analizi) (6).
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3.GEREG VE YONTEMLER

3.1. GEREGC:
3.1.1. Aragtirma Grubu Bireyleri

Bu galisma, Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Gocuk Sagligi ve Hastaliklari Anabilim
Dalinda fenilketoniri tanisi konarak, kan fenilalanin dizeylerine bakilmak tzere Tibbi Biyoloji
Anabilim Dalina génderilen 14 aile (54 kigi) ile Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Gocuk Saglig
ve Hastaliklari Anabilim Dalinda tanisi konarak Deneyse! Tip Arastirma Merkezi Molekiler Tani
laboratuvarina tagsly:ci tesbiti igin sevk edilen 6 aile (22 kisi) ile birlikte toplam 20 aile (76 kisi)
den alinan venéz kandan elde edilen DNA iarla gergeklestirilmigtir.

3.1.2. Kullanilan Geregler

Buz makinesi
Elektroforez igin glic kaynagi
Hassas terazi

Pastér pipeti

Manyetik karistirici (1ssticth)
Minijel elektroforez aleti
Mikrosantrifuj

MP4 Kamera sistemi
PCR aleti (thermal cycler)
pH metre

Pipet takimi

Sogutmall santrifuj
Spektrofotometre

Su banyosu

UV transiliiminatdr
Vorteks

Mezlr

Beher

Bidistile su cihazi

Deep-freeze
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Mikrodalga finn
UV gézlaga
Shaker
Buzdolabi
Falkon tip{

Ependorf tipi
3.1.3.Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Agaroz (Sigma A-9539)

Amonyum asetat (Sigma A-1542)
Amonyum klorid (Sigma A-4514)
Asetik asit (Merck 849)

Borik asit (Sigma B-0252)
Bromfenolblue (Sigma B-5525)

dNTP seti (Boehringer Mannheim 1277 049)
EDTA (dihidrat) (Sigma ED2SS)
Etanol (95%) (Tekel)

Etidyum bromid (Sigma E-7637)
Proteinaz K (Sigma P-4914)

| HCI (Merck 736)

Mineral yag (Sigma M-5904)
Potasyum bikarbonat (Sigma P-9144)
Sodyum dodesil silfat (loril stilfat) (BRL BD8211 Electrophoresis Grade)
Sodyum hidroksit (Merck Art.6462)

! Sodyum klorid (Carlo Erba 368259)

? Tris (Sigma T-1378)

: Fenol (Merck 233)

Kloroform (Merck 335)

! Parafilm

izoamil alko! (Sigma |-1885)
izopropano! (Carlo Erba 309505)
Sodyum sitrat (Carlo Erba 368057)

PN
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3.2. YONTEMLER
3.2.1. DNA lzolasyonu
3.2.1.1. Tuz (Amonyum asetat) Kullanarak DNA izolasyonu

*Fenilketonrili gocuklar, anne, baba ve varsa kardesglerinden EDTA h tlplere 10 ml
vendz kan alinmigtir.

*Bu kan falkon tipline bosaltilarak Uzerine 1:3 oraninda lysis buffer eklenmis ve 15
dakika buz igerisinde tutulmustur.

*Buzda bekletilen tlpler 5 er dakika arayla elde birkag kez galkalanmigtir.

*Buzdan alinan falkon tipleri +4 derecede, 15 dakika 1500 rpm de santriflij edilmistir.

*Supernatant doklimis, dipte kalan pelet tamamiyle slispanse edilmigtir,

*Uzerine 15-20 ml lysis buffer ilave edilerek, +4 derecede 10 dakika 1500 rpm de
santrifuj edilmigtir.

*Slipernatant dékilmus, dipteki pelet slispanse hale getirilmigtir.

*Bunun Gzerine %10 luk SDS den 500 pl, proteinaz K; 50 ul ve 9.4 ml WBL buffer
eklenmis, 56 derecelik su banyosunda bir gece inklibe edilmigtir.

*Inkilbasyon sonrasi herbir mililitre solusyon basina 0.37 ml 9.5 M Amonyumasetat
eklenmigtir.

*10 dakika elde iyice galkanan tipler, oda i1sisinda 25 dakika, 3000 rpm de santriflij
edilerek proteinler ¢dkttrilmuastar.

*Silipernatant bagka bir tlpe aktariimigtir.

*Slipernatantin Uzerine %99.5 luk absolu alkolden 1:2 olacak sekilde ilave edilmigtir.
Bdylece DNA nin presipite olmasi saglanmistir.

*Tip icerisinden bir gubuk vasitasiyla alinan DNA %70 lik alkol igerisinde yikanmigtir.

*DNA, 2 dakika 14.000 devirde santriflj edilmis, eppendorf thplOniin dibine
goktlralmuisgtar.

*Supernatant dékilerek, tip agz) agik olarak birakilmigtir.

*Alkolu ugarak kuruyan DNA (zerine bidistile sudan 100-500 pl ilave edilerek 56 de
derece 1 saat birakilmigtir.

*Tamamen solUsyona gegen DNA, +49C de saklanmigtir.

3.2.1.2. Fenol/Kloroform Kullanilarak DNA izolasyonu
*5-10 cc taze kan, Na-EDTA ile 1/10 oraninda kanstirilarak alinmigtir. Eger kan taze ise
alimir alinmaz (Na-EDTA ile karigtinimadan) falkon tiiptine bosaltilmigtir.

*Uzerine retikllosit soliisyonundan 35cc ye ya da 50cc ye kadar doldurup,15 dakika,
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5000 rpm de, +2/+40C de santiriflj edilmigtir.

*Eger, kan bekletilmis ise falkon tlptine aktanldiktan sonra karnigim (kan +Na-EDTA +
retikulosit sol.) vortex ile fazla uzun olmamak sartiyla karigtinimigtir.

*Retikllosit solisyonu kanda bulunan gekirdekli ya da gekirdeksiz hiicreler digindaki
bitin elemanlardan kani temizlemek igin kullanilmaktadir.

*Kan taze ise 3 kez, bekletiimis ise ayn sartlar uygulanarak 4 kez retikulosit solisyonu ile
yikanmusgtir. lyi bir yikamanin gergeklestigi, siipernatantin berrak hale gelmesi ile
anlagtimigtir.

*Her santrif(ij sonunda stipernatant atilip {izerine retikllosit soliisyonu eklenip tip alt-st
edilerek kangtinlmigtir. Dipteki hiicre peleti her yeni koydugumuz retikulosit solusyonu ile
iyice karigtinimistir. Bu dipteki hiicre peletinin tOp0 alt-Ust ederek yerinden ayrnlamadii
durumlarda vortex cihazi kullanilmugtir.

*Kan yukardaki islemlerden gegirildikten sonra hiicre digindaki kan komponentlerinden
temizlenmigtir.

*Eritrosit ve dier tim hlcrelerin sitoplazmalarini pargalayip, nukleusunu elde etmek igin
lizisi saglayan solﬁsyondan 35-50cc ye kadar falkon tipine eklenmigtir. Hicre
metabolizmasint en aza indirip ortaya ¢ikan enzimlerin etkisini minimize etmek amaciyla
falkon tUpl 3 saat Kirik buz igerisinde bekletilmistir.

*Daha sonra,15 dakika, 5000 rpm de, +2/+4°C de santrif()j edilmigtir.

*Slpernatant atildiktan sonra 25 ml.ye kadar 1M STE solusyonundan 25 ml ye kadar
konulup, 15 dakika, 5000 rpm de, +2/+4°C de santrifilj edilmigtir.
*4,5 ml 1M STE

250 pl %20'lik SDS,
50ul Proteinaz K ilave edilmistir. Bu karigim 37.5°C de yaklasik olarak 16 saat etivde

birakiimistir. %20 lik SDS hiicrelerin ylizey membran gerilimini azaltip, proteinlerin
¢6zUnuriagiuni artirmaktadir., Proteinaz K hiicre gekirdegini pargalayarak DNA nin
etrafindaki proteinleri soluble hale getirmektedir. Cekirdek igerisinde bulunan batlin
proteinleri pargalayip sudaki ¢6ztndrlUklerini artirarak DNA yi agia g¢ikartmaktadir. Bu
nedenle proteinaz K tlpiin dibine enjekte edilmelidir.

*Et(ivden alinan tlp igerisinde yaklasik 5cc lik bir materyal bulunmaktadir. Bunun Gzerine
5cc fenol (1/1 oraninda) ilave edilip, elde karistinlmig, daha sonra1l5 dakika,5000 rpm
de +2/+4°C de santrif(yj edilmigtir.

*Bu adimdan sonra daima slpernatant galigiimaktadir. Cnki DNA stipernatantta, diger
sekilli elementler tuplin dibinde toplanmustir. Fenolun proteinlere Kargi afinitesi gok
yiksek oldudundan, proteinlerle birleserek onlan g¢oktarmustir. Boylece DNA nin
saflagmas! saglanmigtir.

*Santrifijden alinan tip igerisinde iki faz gbzlenmistirr. Fazlar arasinda bulutvari bir
Kisim 0|U$ITIJ§'[UF. Bir pastor pipeti yardimiyla 6zellikle bulutvari kisimdan ¢ekmemeye
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Ozen gosterilerek berrak stipernatanttan 4-5c¢c alinip ayr bir falkon tiptine aktanimigtir,

*1/24 ik izoamil alkol/kloroformdan 1/1 oraninda, yani 4-5cc ilave edilmigtir. Elimizdeki
tup hafifge sallanarak kangtirilmig, 15 dakika, 5000 rpm de,+2/+4CC'de santrifiij edilmigtir.
*Alkol DNAnin kristalize yapi kazanmasina, kloroform ise proteinlerle birleserek

¢bkmelerine neden olmaktadir.

*Diger taraftan

500 ul Na asetat 50 ml saf etanol,

50 ml saf etanol (1/100 )oraninda kig¢lk bir behere konulmustur.

*Santrifuj ettigimiz falkon tipininin Gst kismindan 3-4 pastor pipeti kadar gekip ufak
beherin igine bosaltildiinda DNA saf etanol/Na-asetat karisimina gére daha yogun
olarak goéralmigtir. Pastdr pipeti ile daha yodun gbéziken kisim gekilerek ependorf
tOpune aktarnimigtir

*Ependrof tipQ, 2 dakika,12.000 rpm de santriflij edilmistir.

*Santrifijden gikartilan tapln igerisinde belli bir noktada DNA beyaz olarak goriimustar.
*Supernatant, DNA avugigi tarafina gelecek sekilde tutulurak dékulmosgtr.

*%75 etonolden 1 ml konulup santrifdj edilmis, bOylece ortamdaki Na-asetat ortamdan
uzaklagtinlmigtir.

*Supernatant, DNA avug igerisine gelecek sekilde dékulmisgtur.

*Ependorf tipliniin adzi agik birakilarak DNA kurutulmustur.

*Kurumus DNA 200ul-500p! steril distile su ile ¢bzllerek. DNA hazir hale getirilmistir. Bu
DNA +49C de saklanmisgtir.

*Ortalama olarak, 10ml kandan 250 g DNA elde edilmistir.

3.2.2. izole Edilen DNA Miktarinin Olgtimii

*Elde edilen DNA nin miktan Optik Dansite degeri 6igllerek hesaplanir. Optik Dansite,
1ml sivida belli dalga boyundaki (DNA igin 260 nm) 1siga 1 cm yol aldiran madde
miktarina 1 O.D. denir. Cift iplikgik DNA igin 50pg, tek sarmal igin 40ug dir.

*DNA ya spektrofotometrede bakabilmek igin 990pu! distile su +10ul DNA koyup 1ml ye
tamalanmigtir. Okunan OD degerine gdre hesaplama agagida verildigi gibi yapiimistir.

1 OD.
Okunan OD degeri

50 pug DNA
X

X= Okunan OD degeri x 50 pg DNA
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3.2.3. izole Edilen DNA Orneklerinin PCR ile Amplikasyonu

PKU lu ailelerden elde edilmis DNA orneklerinin PCR ile amplifikasyonu igin 50 pl lik

‘kangim hazirlanmigtir.

ddHo0 18.8 pl
10xPCR buffer 5 pl
dNTP mix 5ul
primer 1 10
primer 2 10 ul
Taq pol 0.2 ul
DNA 1l

50 pl

3.2.3.1. PAH-VNTR Lokusu igin Kullanilan Amplifikasyon Sartlar

920C de 40 saniye denatiirasyon

550C de 40 saniye baglanma

720C de 40 saniye uzama

olmak Uzere 35 dongd yapiimistir. En sonunda ise 72°C de 10 dakika tutularak OrQniin

artinlmasi saglanmigtir.
3.2.3.2. PAH-IVS10nt546 Mutasyonuna Yonelik Amplifikasyon Sartlan

949C de 5 dakika
940C de 30 saniye denatlrasyon
5790C de 1 dakika baglanma
729C de 1 dakika uzama

Toplam 35 déng(l yapilmistir.

729C de 10 dakika
PCR {rin( arttiriimasi saglanmustir.

3.2.3.3. PAH-VNTR Lokusu ig¢in Kullanilan Primer Dizileri

Ailelerin PAH-VNTR polimorfizmi ydnlinden informatif olup olmadidini ortaya koyabilmek
icin Alexei A. Goltsov ve arkadaglarinin (24) insan fenilalanin hidroksilaz genindeki VNTR ile
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‘mutasyonlar arasindaki birliktelikleri belirlemede kullandiklari primerlerden yararlaniimigtir.
“Primer 1 olarak, PAH geninin downstream ucunda bulunan ilk VNTR bélgesindeki 118 inci
:baz giftinden baglamak (zere bu antisense dalin komplementeri olarak sentezienen
5-GCT TGA AAC TTG AAA GTT GC-3' oligonikleotid dizisi kullaniimigtir. Primer 2 olarak ise
downsteam ucunda bulunan son VNTR (nitinin sense dalinin 155 inci baz giftinden itibaren
komplementer olan 5- GGA AAC TTA AGA ATC CCA TC-3’ oligonikleotidi kullaniimigtir.
Goltsov ve arkadasglarninin uyguladi§i PCR reaksiyonu gartlart uygulanmigtir.

3.2.3.4. PAH-IVS10nt546 Mutasyonu icin Kullanilan Primer Dizileri

Ozgli¢ ve arkadaglarninin (60) fenilketondrili 44 Turk hastada uygulamig olduklar Ddel ile
IVS10nt546 mutasyonuna yonelik direkt mutasyon analizi yéntemlerinden faydalanilarak 20
hasta gocuga ait DNAlar PCR ile degerlendirilmistir. Primer olarak 5'-TGC AGC AGG GAA TAC
TGA TC-3' ve 5-TAGACATTGGAGTCCACTCTC-3’ oligonikleotid dizileri kullandmigtir. PCR
trinleri Ddel restriksiyon enzimi ile kesilmigtir.

3.2.3.5. PAH-IVS10nt546 Mutasyonu lgin Amplifiye Edilen PCR
Urtintinin Ddel Restriksiyon Enzimi ile Kesim Sartlari

90 pl lik kanigim hazirlanmugtir.

ddH,0 -
Buffer ol
Enzim 2ul
Spermidin 2l
DNA 77 wl

3.2.3.6. Alel segregasyonu

VNTR polimorfizimierinden yararianarak alel segregasyonunun yapilmasi tasiyict tesbitine
imkan tanir. Bunun igin anne, baba ve hasta gocuga ait DNA drneklerinin bulunmasi gereklidir.
Uygun primerler kullanilarak amplifiye edilen VNTR polimorfizimleri PCR urlnQ jelde
yiritaldiginde hasta gocugun anne ve babasindan aldi§i bantlar ayirt edilebiliyorsa alel

segregasyonu yapilir ve aile informatif aile olarak degerlendirilir (Sekil 3.1.).
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baba anne hasta gocuk

Mutant alelle baglantili e — e
VNTR bantlan

Normal alelle baglantlll rmmmm  ———

VNTR bantlan

3.1. Alel segregasyonunun §ematii< olarak go6sterilmesi
3.2.4. Kullanilan Codzeltiler
3.2.4.1. Tuz Yéntemiyle DNA izolasyonunda Kullanilan Gézeltiler
3.2.4.1.1. Ana Cébzeltileri Hazirlamak igin Gerekli Olan Cézeltiler
0.5 M EDTA (pH 8.0) Cdzeltisi
*Disodium ethylendiaminetetraacetate 2 H,O :186.1 g tartilarak beher igine konmus,
*ddH2O ile 800 ml ye tamamlanmigtir. Manyetik kanigtirict yardimi ile ¢dztindiriimastir.

*pH st NaOH ile 8.0 e ayarlanmustir. (20 g NaOH).
*120 O C de, 15 dk otoklavda sterilize edilmistir.

4M NaCl Gézeltisi

*NaCl : 233.69 tartildiktan sonra,

*Meziir iginé konulup, 800 mi ddH5O ilave edilmigtir. Tamamen ¢bzllene kadar manyetik
kanigtiric! yardimi ile karnigtinlip, ddHoO ile 1 It ye tamamianmigtir.

*120 0 C de, 15 dk otoklavda sterilize edilip, oda 1sisinda saklanmigtir.

5M NaCi ¢ozeltisi

*NaCl : 292.2¢g tartildiktan sonra,

*Mezir igine konulup, ddH50 ile 1 it ye tamamlanmigtir. Tamamen ¢bzllene kadar
manyetik kangtirici yardimi ile kangtinimigtir.

*120°C de, 15 dk otoklavda sterilize edilerek, oda isisinda saklanmigtir,
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1M Tris Qozeltisi
*Tris base: 121.1g tartilip mezir igerisine konmustur, Gzerine,

*HCl: 42 m} ilave edilerek,
*ddH50 ile 1 It ye tamamlanmigtir. Manyetik karigtirict yardimi ile ¢dzindrtlmisgtar.

1 M NaOH Cozeltisi

*NaOH : 40 g tartilip meziir igerisinde ddH50 ile 1 It ye tamamlanmugtr,
3.2.4.1.2. izolasyon igin Gerekli Ana Cozeltileri

Kirmizi Kan Htcrelerini Pargalama Cézeltisi

*KHCOgz: 1 g

EDTA : 200mi (0.5 M ik EDTA dan alinir.)

*Tartimlan yapihip mez{ir igine konulmus, ddH20 ile 1 It ye tamamlanmugtir.

*pH s1 1N NaOH ile 7.4 e ayarianmigtir.

*1209C de, 15 dakika otoklavda sterilize edilmigtir.

*+4 derecede sakianmistir.

Beyaz Kan Hdcrelerini Pargalama Cdzeltisi (WBL)

*NaCl (4M) 110 mi

EDTA (0.5M) : 20 ml

*Direkt mezir igine konulup, ddH5O ile 400 mi ye tamamianmigtir.
*120° C de, 15 dk otoklavda sterilize edilip, oda 1sisinda saklanmistir.

9.5M NH4Ac Cozeltisi

*NH4Ac : 73.226 g beher igine alinarak,

*ddH50 ile 100 ml ye tamamlanmugtir. Manyetik karigtirici yardimi ile ¢ézUndUrllmasgtir.
(Manyetik karnigtincinin isisi 40°C olmalidir.)

*0.22 mikron luk filtreden gegirilerek sterilize edilmistir.

*+40 C saklanmigtir.
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%10 SDS Cozeltisi

*SDS : 10 g tartilmigtir.

*Dikkatlice beher igine alinip SDS tozlanini kaldirmamaya dikkat ederek tizerine ddH5O ile
100 m! ye tamamlanmustir.

*56 C de bekletilerek ¢dziindUrllmustur. (Ya da iyice solusyona gegmesi igin uzun bir
sire (1-2 saat) manyetik kanigtirici da gevrilmistir.)

*0.22 mikron luk filtreden gegirilerek sterilize edilmigtir.

*pH s1 7.2 ye ayarlanmig , oda Isisinda saklanmigtir .

Proteinaz K Cozeltisi

1 mg/ml olacak sekilde hazirlanmigtir.

50 x TAE Cozeltisi

*Tris base 1242 g
Glacial acetic acid :57.1 mi
EDTA (0.5M) : 100 mi

*MezUr igine aktarlip, ddHo0 ile 1 It ye tamamlanmugtir .
*120 © C de, 15 dk otoklavda sterilize edilerek, oda 1sisinda saklanmistir .

3.2.4.2. Fenol/Kloroform Yéntemiyle DNA izolasyonunda Kullanilan
Cozeltiler

3.2.4.2.1. Soliisyonlar

5 x Retikilosit Tuz Cozeltisi

Sodyum Klordr : 686 mM
Potasyum Kloriir : 25mM
Magnezyum Klor{ir : 35 mM

Cézach ¢ozelti (Lizat Hazirlama ¢ézeltisi)

Amonyum Klordr : 155.0 mM
; s Potasyum Bikarbonat : 10.0 mM
» Disodyum EDTA .: 0.1 mM
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Amonyum Klorar : 131.0 mM
Amonyum Bikarbonat : 0.9 mM

STE Cozeltisi

Sodyum Kior{ir : 100.0 mM

Tris HCI : 10.0 mM (pH 8.0)
EDTA (Disoydyum tuzu) : 1.0 mM

Doymus Fenol Hazirlanmasi

DNA 6zltlemesinde kullanilan doymus fenolu hazirlayabilmek igin:

*250 g kristal fenoll 50 ml saf suda ¢6zandirGlmastar.

*Uzerine 500 mi 1M Tris.HCI (pH 8.0) eklenip, kangtinimistir.

*Fazlar ayrildiktan sonra su fazi alinmis ve bu igslem 2-3 kez tekraralanmigtir.
*Su fazinin pH st 8.0 oluncaya kadar bu islem surdardimustar.

*Su fazi alinarak koyu renkli sisede saklanmigtir.

3.2.5. Agaroz Jel Elektroforezi Coézeltileri

Etidyum Bromdr

Stok 10 mg/mt olacak gekilde steril ddH2O ile 10 ml hazirlanmighr .

Agaroz Jel Yikleme Tamponu

*%0.25 bromfeno! blue
*%30 giliserol olacak gekilde steril ddHoO ile 10 ml hazirlanmigtir .

TAE (Stok-50 x)Solisyonu
*1X0.04M Tris-asetat

*0.001M EDTA olacak gekilde steril ddH2O ile 1 It haziflanmigtir .
*120 © C de, 15 dk otoklavda sterilize edilmigtir .
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3.2.5.1. Agaroz Jel Elektroforezi

PCR sonrasi olugan trinlerin incelenmesi igin %3 1k agaroz jeli hazirlanmistir ve 6rnekler
agaroz jel elektroforezi yontemine tabi tutulmugtur.

70 ml lik %3 0k agaroz jelin hazirlanmasi

*2.1 g agaroz tartilip, bir beher iginde 70 m! ye tamamlanmustir .

*Mikrodalga furmda kaynatimigtir.

*Yaklagik 60° C ye kadar sogutulduktan sonra (izerine konsantrasyonu 0.5 ul/ml olacak
sekilde etidyum bromir eklenip karigtinlmigtir.

*Elektroforeze baglamadan &nce tank, taraklar ve jel yatag! temizlenmistir.

*Tankin beng tlizerindeki dengesi ayarlanmigtir .

*Tarak ve jel kliveti tanka yerlestirilip, hazirlanan jel kiivete dékilmustir.

*Jel donduktan sonra tank 1XTAE ¢dzeltisi ile doldurulmustur.

*18 ul PCR trinl alinip,izerine 2 ul 10X lik yikleme tamponundan konarak karistiriimig
ve jeldeki kuyucuklara yoklenmigtir (Her jelin bir kuyusuna markir yiiklenmistir).

*Yiikleme islemi bittikten sonra elektrodlar yerlestirilerek ornekler 80-100 Volita
yarotalmastar,

*Elektroforez tamamlandiktan sonra jel UV. altinda incelenmig ve jelin fotografi ¢ekilmigtir.
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4. BULGULAR

Bu calisma, Osmangazi Universitesi Tip Fakiltesi Gocuk Saghg: ve Hastaliklan
Anabilim Dalinda fenilketonri tanisi konarak, kan fenilalanin diizeylerine bakiimak GOzere Tibbi
Biyoloji Anabilim Dalina génderilen 14 aile (54 kisi) ile Istanbul Universitesi Tip Fakiltesi Gocuk
Saghgr ve Hastaliklari Anabilim Dalinda tanisi konarak Deneysel Tip Arastirma Merkezi
Molekuler Tani laboratuvarina tagiyici tespiti igin sevk edilen 6 aile (22 Kisi) ile birlikte toplam 20
aile (76 kisi)’den alinan vendz kandan elde edilen DNA larla gergeklestirilmigtir.

Anne, baba, hasta gocuk ve varsa kardeglerden alinan kandan DNA lar elde edilmigtir.
Bu DNA larnn purifiye olup olmadiklarnini anlamak igin spektrofotometrede 260nm/280nm
oranlarnna bakilmig ve oranin 1.8 civarinda bulunmasi (zetine DNA larin temiz oldukiarina karar
verilmistir.

Ailelerin PAH-VNTR polimorfizmi y&nlnden informatif olup olmadigini ortaya koyabilmek
icin Alexei A. Goltsov ve arkadaslarinin (24) insan fenilalanin hidroksilaz genindeki VNTR ile
mutasyoniar arasindaki birliktelikleri beliremede kullandiklar primerlerden yararlaniimigtir.

PCR sonrasi %3 lik agaroz jelde elde edilen gdrintiden alel segregasyonu yapilarak
anne, baba ve hasta ¢ocuk hakkinda bilgi edinilmigtir. Jelde izlenen g&or(intli hangi bantlarin
normal alel, hangi bantlarin mutant alele uygun oldudu sonucunu vermistir. Bu sonucun elde
edildigi aileler informatif ailelerdir. Calismamizdaki 20 ailenin 18 i informatif aile olarak
degerlendiriimistir (Cizelge 4.1).

Aile 1'de PAH-VNTR polimorfizm PCR uygulamas! sonucunda elde edilen Grin %3 lik
agaroz jelde ylrGtllmis ve Resim 4.1 deki veriler elde edilmigtir. PAH-VNTR PCR {riini, anne,
baba ve gocuga ait 13 Uncl ekzon disinda bulunan VNTR tekrar sayilarinin polimorfizm
gostermesinden dolay! degisik bantlar vermistir. Hasta gocudun bir kardesi tasiyici, bir kardesi
normaldir (Sekil 4.1).
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Resim 4.1. (Sagdan) Kuyu 1: Baba, kuyu 2: Anne, kuyu 3: PKU Ii gocuk,
kuyu 4: Kardes(tagiyict) ve 5: Kardeg(normal)
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Aile 2’de PAH-VNTR_ polimorfizm PCR 0rin0 %3 lik agaroz jelde yarattldiikten sonra
elde edilen gériintd Resim 4.2 de verilmigtir.

Aile informatif olup, bu bilgiler 1g1§inda, aileye gocuk sahibi olmak isterlerse prenatal
taninin mimkan oldugu bildirilmigtir.

Sekil 4.2. Aile 2'ye ait pedigri

Resim 4.2. (Soldan) Kuyu 1: Marker(Bg/l,Hinfi pBR328), kuyu 2: Baba,
kuyu 3: Anne, kuyu 4: PKU i gocuk
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Aile 3'te PAH-VNTR polimorfizm PCR Uriinl %3 luk agaroz jelde yaritildikten sonra
elde edilen goéruntd Resim 4.3 te verilmigtir.

Aile informatif olup ($ekil 4.3) doJacak olan kardeglerde prenatal tani yapilmasinin
mumkdn oldugu aileye bildiriimigtir

©

Sekil 4.3. Aile 3'e ait pedigri

Resim 4.3. (Soldan) Kuyu 1: Marker(Bgll,Hinfl pBR328), kuyu 2: Baba,
kuyu 3: Anne, kuyu 4: PKU i gocuk
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Aile 7 ve Aile 8'de yapilan PAH-VNTR polimorfizm PCR Grini %3 IGk égaroz jelde
ylrataldukten sonra elde edilen gorinta Resim 4.4 te verilmigtir.

Sekil 4.4. Aile 7'ye ait pedigri

s

Resim 4.4. : ( Soldan ) Kuyu 1: Marker(Bg/l,Hinfl pBR328), Aile 7: Kuyu 2: Baba,
Kuyu 3: Anne, Kuyu 4: Hasta, Kuyu 5: Kardeg (normal),
Aile 8: Kuyu 6: Baba, Kuyu 7: Anne,Kuyu 8: Hasta,
Kuyu 9: Kardes (?).
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Aile 7 informatiftir. Tekrar gocuk sahibi olmak isterlerse prenatal tani yapilabilecegi aileye
bildirilmisgtir.

Aile 8 de ise Anne, baba ve hasta ¢ocuk bantiarinin informatif olmadidi, bundan dolayi
prenatal donemde tasiyici ve hasta tesbitinin yapilamayacadi géralmastar.

Ozgiig ve arkadaglarinin (60) uygulamig olduklari Ddel ile IVS10nt546 mutasyonuna
yonelik direkt mutasyon analizi yontemlerinden faydalanilarak 20 hasta gocuga ait DNAlar
degerlendiriimistir (Resim 4.5.). 2 ve 7 inci kuyucukta gérilen bantlar PAH geni 1VS10nt546
mutasyonuna yonelik PCR Grinlnin Ddel restriksiyon enzimi ile kesildigini gdstermektedir.

1 2 4 5 6 7

Resim 4.5. Ddel ile kesim sonucu olugan bantlar
Kuyu 1: Marker (X174 Haelll), kuyu 2: IVS10nt546 igin homozigot PKU
hastasi, kuyu 3-4-5-6: IVS10nt546 mutasyonu tasimayan PKU hastalarn
kuyu 7: IVS10nt546 igin heterozigot PKU hastasi
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PKU li hasta bir gocuda sahip ailelerde VNTR polimorfizimlerinden yararlanilarak alel
segregasyonu yapilmig ve tastyici tesbiti gergeklestirilmistir. Yirmi aileden 18 i informatif aile
olarak degerlendirilmigtir. [ki aile ise noninformatif bulunmusgtur. Toplam 16 kardesten 9
tanesinin tagiyici, 6 tanesinin ise normal oldugu tesbit edilmigtir (Cizelge 4.2.).

Yirmi hasta gocugun toplam 40 mutant alelinden 12 tanesinin (%30) 1VS10nt546
mutasyonunu tagidigi tesbit edilmigtir. Bu gocuklardan 3 tanesi mutant alelleri homozigot olarak
tagimakta olup, 6 tanesi ise 1VS10nt546 mutasyonu ydnlinden heterozigottur.

VNTR polimorfizimlerinden yararlanilarak alel segregasyonu yapilmas! sonucu tastyici
tesbiti yapilabilme oraminin %90 (20 aileden 18 tanesi informatif) oldugu, noninformatif
ailelerden birinin hasta gocudunun 1VS10nt546 mutasyonunu homozigot tagidig) tesbit
edilmigtir. Bu hasta gocugun kardesininde tagtyict oldugu bu yolla saptanmistir.
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Cizelge 4.1. Fenilketonirili hasta bir gocuda sahip ailelerde VNTR polimorfizmi tasiyici
tesbiti bulgulari

Alle (VNTR
Kardes Polimorfizmine Gére)
TOPLAM
Aile No | Baba Anne Hasta | Tagiyici Saglam )
Cocuk infor- Nonin-
) ] 1 : l I Taﬁf formatif -
2 I 1 1 - - + 3
3 1 1 1 - ) + 3
4 ! I 1 - 1 + 4
5 1 1 1 1 - + 4
6 1 1 1 1 £ + 4
7 1 1 1 3 1 + 4
8 1 1 1 - 3 - 3
9 1 1 i 1 o + 4
10 i 1 1 I s + 4
11 1 I ! - 1 + 4
12 ! ! 1 - - + 3
13 1 1 1 - - + 3
14 1 1 1 1 - + 4
15 1 1 1 1 - + 4
16 I 1 1 - 1 + 4
17 1 1 1 - - - 3
18 ! 1 ! - - + 3
19 1 I 1 1 1 + 5
20 1 1 1 1 - + 4
Toplam 20 20 20 9 6 18 2 75
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Cizelge 4.2. PKU'li gocuklarda Ddel enzimi ile kesilen aleller

PKU'li Gocuk
Ddel Kesimi
1IV§10nt546 Mutasyonu
Aile Toplam
Alel Alel n=40 %
1 - * 1
2 - d v
3 - * !
4
5
6
7
8 + + 2
9
10
11
12 + + 2
13 + + 2
14
15
16
17
18 - * 1
19 - + 1
20 ) + 1
TOPLAM 3 9 12 %30
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5. TARTISMA

Kalitsal metabolik hastaliklar grubuna giren fenilketonlri, hepatik fenilalanin hidroksilaz -
(PAH) enziminin eksikliinden kaynaklanan otozomal resesif bir hastaliktir, Fenilalanin
hidroksilaz enziminin eksikligi sonucunda tirozine déniismeyen fenilalanin amino asidi ve onun
transaminasyonu sonucu olugan metabolitleri (fenilpirlvik, fenil laktik asit, fenil asetik asit)
hastanin kan, idrar ve diger viicut sivilarinda birikerek mental-motor gerilije neden olmaktadir.
PKU hastalari hayatiarinin erken dénemlerinde teghis edildikleri takdirde, fenilalaninden kisitli
bir diyet uygulamasi ile olugabilecek beyin hasar dnlenebilmektedir. Ulkemizde PKU insidansi
1/4500 dar. Molekiler genetikdeki son gelismeler sonucunda PKU bakimindan riskli ailelerde
dogum oncesi tant verilmesi glindeme gelmigtir. Boylece fenilketondri hastaliginin tamisi gok
erken donemde konabilmekte ve hastalarda olugabilecek hasar diyet tedavisiyle
onlenebilmektedir.

PAH geninin Klonlanmasi ile genin yapisi iyice anlasilmig, genin iginde veya yakininda
tanimlanan polimorfik bolge kesimleri ile birgok haplotipin meydana geldigi ortaya konmustur.
Bu polimorfizmlerin tespiti i¢in Bg/ll, Pvull, EcoRl, Mspl, Xmnl, Hindlll, EcoRV ve Sphl
enzimleri kullaniimigtir. Birgok durumda, bu RFLP lerden sorumlu niikleotid subsitiisyonlarinin
fenotipik bir etkisi bulunmamaktadir. Ama bazi hallerde polimorfik kesim bélgeleri genin
kodianan kisminda yer almaktadir. Bu bdlgelerdeki mutasyonlar sabit veya polimorfik
fragmanlarin uzunluklarini degistirmektedir. Bu polimorfik bolgelerin fiziksel harita uzunluklari ve
standardize baglant! disekilibriumlarn arasindaki kaba iligki insan PAH geninde rekombinasyon
icin harhangi bir hot-spot tanimlamamigtir. PAH geni Uzerindeki mutasyonlaf ile bu RFLP fer
arasinda siki baglantt vardir. Bu nedenle PKU alellerinde RFLP ler normal veya mutanat
kromozomlarnn gegiglerinin takibinde, dogum Oncesi tanida ve tasiyici tanisinda kullanilabilirler.
Birgok farkli populasyonda normal veya mutant kromozomlar Uzerinde bu polimorfizmlerin
frekanslan tespit edilmigtir. Genel Avrupa populasyonunda, tim PKU alellerinin %86 sinin bir
veya daha fazla bdlge agisindan heterozigot oldugu gdsterilmistir. Buna karsilik dogulular
icinde bu frekanslar %32 olarak bildirilmigtir. Dolayisiyla RFLP ler Asya populasyonlarinda
tasiyici tanisi ve prenatal tani igin daha az yararlidir.

Kalitsal hastaliklarin tani ve tagtyici tespiti igin kullanilan en etkin yéntemlerden biri de
hastalija neden olan mutasyonun direkt tespitine dayall tan! yontemidir, Eger ailede hastaliga
neden olan mutasyonun biliniyorsa hastaliin tanisi bu tip durumiarda oldukga kolay ve %100
Itk bir kesinlikle yapilabilmektedir. Hastalia neden olan nokta mutayonu bir restriksiyon

¥ enziminin kesim bolgesini degistiriyorsa, bu durumda enzim kesim bblgesini iceren gen bolgesi
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PCR ile gogaltilarak uygun bir restriksiyon enzimi ile kesilerek elektroforez iglemi sonunda jelde
incelenmektedir. Oysa, PAH enzimi yetersizli§i gosteren hastalarda genig bir klinik fenotip
spektrumu oldugunu Scrvier ve arkadaglari 1988 yilinda yayinladiklan Mendeliyen
hiperfenilalaninemi adli makalede ortaya koymuslardir. Bu fenotipik varyasyon altta yatan
molekUler diizeydeki heterojeniteyi ve dolayisiyla PAH mutant alellerinin gesitliligini gdstermekte
oldugunu ise Guldeberg ve arkadaglan 1988 yilinda yayinladikiari DDGE ile fenilketoniiri
mutasyonlarinin tespiti ile ilgili makalede bildirmislerdir. Danimarkalilar'da (Charhraborty ve
arkadaglan 1987)," Almanlar'da (Riess ve arkadaglari 1988; Lichter-Konecki ve arkadaglan
1988; Aulehla- Scholz ve arkadaglan 1988; Herrman ve arkadaglari 1986), Fransiziarda (Rey
ve arkadaglari 1988), Cinliler'de (Chen ve arkadaglari 1989), Tlrkler'de (Lichter-Konecki ve
arkadaglan 1989; Stuhrmann ve arkadaslar 1989) belirli haplotiplerle, fenilalanin hidroksilaz
enziminin degisik derecelerde eksikligi arasinda ilging ve bilgi verici bir iligki oldugunu ortaya
koymuslardtr.

Ozgii¢ ve arkadaglarn, Tiarkiye'de 44 fenilketondrili hastada gesitli mutasyoniari
taramiglardir. Bu hastalarin alellerinin %32 sinde IVE10nt546 mutasyonu bulmusglar ve 11
hastada da haplotip 6 ile bu mutasyonlarin baglantili oldugunu ortaya koymuslardir.
Dworniezak ve arkadaglari; 1991de, Dasovich ve arkadasglari; 1991de, Kolaydjieva ve
arkadaglari; 1991de, Eisensmith ve arkadaslari; 1992de, haplotip 6 kromozolari ile IVS10nt546
mutasyonu arasinda Ozellikle GlUney Avrupa populasyonlarinda gigli bir assosiyasyon
bulundugunu yayinlamiglardir. Ddel restriksiyon enzimi ile yapmis oldugumuz mutasyon
analizlerinde 40 mutant alelin 12 sinin kesilmesi sonucu, alel frekansinin %30 oldudu,
dolayisiyla yukarida adi gegen aragtirmacilarin galigmalar ile uyumlu oldugu gériilmistir.

Spesifik PAH mutasyonlan ile RFLP haplotipleri arasinda birgok populasyonda kuvvetli
assosiyasyoniar olmakla beraber hem mutant haplotiplerin dagilimi hem de mutasyon/haplotip
assosiyasyonlan degisik etnik gruplarda farki bulunmaktadir. Simdiye kadar gézlenen en
kuvvetli assosiyasyon sirasiyla haplotip 2, 3 ve 6 ile R408W, IVS12nt1, ve (VS10nt546
arasinda olmugtur. Dilella ve arkadaglarinin 1986 da mutant haplotip 3 ile IVS12nt1 mutasyonu
arasindaki assosiyasyon Danimarka populasyonu igin kesin olup, mutasyon sadece bu
haplotipte bulunmustur ve mutant haplotip sadece bu mutasyonu tasimaktadir. Fakat
Turkiye'de ve birgok Avrupa populasyonunda béyle bir baglanti henliz tanimianamamistir.

Alexei Goltsov ve arkadaglari, 1992 yiinda PAH genindeki mutasyonlarla VNTR lar
arasinda da bir baglanti oldugunu ortaya koymustur. Haplotip g¢alismalari sirasinda
HindMlirestriksiyon enziminin meydana getirdigi 4.0 kb, 4.4 kb,ve 4.2 kb ik fragmentleri
icerisinde belli sayitarda VNTR lar bulundugunu gézlemiglerdir. 4.0 kb ik fragment igerisinde 30
baz ¢iftlik tekrardan 3 adet, 4.4 kb hk fragment igerisinde ise 12 adet tekrar dizisi
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bulunmaktadir. 4.2 kb ik fragment igerisinde ise bu tekrar dizisinden 6, 7, 8 ve 9 adet gibi
dedisik sayida oldugunu tespit etmiglerdir. Bu degisken sayida tandem tekrarlarin her biriyle
mutasyonlar arasinda bir baglanti oldugunun kegfi, RFLP ile mutasyonlar arasindaki iligkinin
tant ve tagiyici tespitinde bilgi verici olmasmdan daha detayli ve daha glvenilir oldugunu ortaya
koymaktadir. Bu nedenle biz de tasgiyici tespitine yonelik 20 PKU ailesinde VNTR lardan
yararlanmay: tercih ettik. VNTR polimorfizmlerinden faydalanarak ale! segregasyonu analizleri
sonucunda 18 ailenin tagiyici tespitini gergeklestirebilmemiz, VNTR larla galigiimasinin %90 gibi
bir sonug verme yuzdesine sahip oldugunu ortaya koymustur.

Yaptigimiz ¢aligmada, IVS10nt546 mutasyonunun tespit edilmesine ydnelik olarak, 20
hastanin DNA lan amplifiye edildikten sonra Ddel restriksiyon enzimi ile kesim iglemine tabi
tutimustur. 40 mutant alelden 12 tanesi (%30) kesilmistir. VNTR polimorfizimlerinden
yararlanilarak yapilan alel segregasyonu ile informatif olmayan 2 aileden birinin hasta
gocugunun iki mutant aleli de kesime ugramig ve bu hastanin IVS10nt546 mutasyonunu
homozigot olarak tagidig tesbit edilmigtir. Bu ailede prenatal tan! ve tagiyici tesbitinin mamkan
oldugu goérulmistir. Bundan dolayr VNTR polimorfizimleri ile tagtyici tesbitinin yapilmas: ylzdesi
cok yliksekse de Ddel ile direkt mutasyon analizinin de yapilmasinin tagtyici tesbit yizdesini

artiracagi kanaatine variimigtir.
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6. SONUG.

a. PKU li hasta bir gocuga sahip ailelerde VNTR polimorfizmlerinden faydalanarak alel
segregasyonu ile taglyici tespiti gergeklegtirilmigtir. Yirmi aileden 18 i informatif aile olarak
degerlendirilmigtir. Iki aile ise noninformatif bulunmustur. Toplam 16 kardesten 9 tanesinin
tasiyici, 6 tanesinin ise normal oldugu tespit edilmigtir.

b. Yirmi hasta gocugun toplam 40 mutant alelinden 12 tanesinin 1VS10nt546
mutasyonunu tagidi§l (%30) Ddel restriksiyon enzimi direkt mutasyon analizi ile tespit edilmigtir.
Bu g¢ocuklardan 3 tanesi mutant alelleri homozigot olarak tagimakta olup, 6 tanesi ise
IVS10nt546 mutasyonu yéninden heterozigottur.

c. VNTR polimorfizmlerinden faydalanip alel segregasyonu ile tagiyici tespiti yapilabilme
imkaninin %90 (20 aileden 18 tanesi informatif) oldugu, noninformatif ailelerden birinin hasta
gocugunun IVS10nt546 mutasyonunu homozigot tagidigr Ddel restriksiyon enzimi direkt
mutasyon analizi ile tespit edilmistir. Bu hasta gocugun kardesginin de tagiyict oldudu ayni
yéntemle saptanmustir.

Dolayisiyla PKU li ailelerde her iki yontem birlikte uygulandiginda 20 aileden 19 unda

tagiyict tespiti yapilabildigi gortimuastir. Tek bagina VNTR uygulamasi tagiyicilarin tesbitinde
%90 sonug verirken her iki ydontem bir arada uygulandiginda bu oran %95 e gikmigtir.
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