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OZET

Noral Tip Defektli Cocuklar ve Annelerinde ZIP14 (SLC391A4) Gen

Degisimlerinin Incelenmesi

Noral tiip defektleri (NTD), ciddi komplikasyonlarla sonu¢lanan ve néral tiipiin
hatali kapanmasi sonucu olusan dogumsal anomalilerdendir. Tiirkiye'de noral tiip
defektlerinin sikligin1 arastiran ¢esitli arastirmalar bu sikligin bin canli dogumda ii¢

civarinda oldugunu gostermektedir.

Genetik faktorler, annede yiiksek ates, diabet, folik asitten fakir beslenme,
ilaclar ve c¢evresel kirleticilerin noral tiip defektinin ortaya ¢ikmasinda rol oynadigi
bilinmektedir. Cinko eksikligi noral tiip defekti patojenezinde yer alan faktdrlerden
biridir. Hiicre igerisine ¢inko aliniminda rol oynayan SLC (Solute carrier) ailesine ait

genlerden birisi ZIP 14 (SLC39A14) genidir.

Biz bu calismamizda ¢inko ile iliskili genlerden ZIP14 geninde meydana
gelebilecek olas1t bir gen degisiminin ndral tiip defekti olusumunda rolii olup
olmadigint arastirmayi1 planladik.Bu calismada 70 noral tiip defektli bebek ve
annelerine ait DNA lar ile Cezayirden gelen NTD’li 35 hasta DNAs1 kullanilmistir.
Kanlardan izole edilen DNA lar sirasiyla PCR, SSCP, DNA Dizi Analizi teknikleri
kullanilarak analiz edilmistir. Calisma sonucunda Tiirk ve Cezayir hasta grubuna ait

DNA larda NTD ile ZIP14 geni arasinda bir iligki bulunamamustir.

Anahtar Kelimeler: Noral tiip defekti, Cinko, ZIP14
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ABSTRACT

The neural tube defects are congenital malformations caused by missclosure
of the neural tube that result in serious complications. Various studies have shown
the high incidence of neural tube defects (NTD) in Turkey. The estimated incidence
is around 3 per 1000 live births.

Several factors influence the development of neural tube defects. Zinc
deficiency is one of the flawed factor for the pathogenesis of NTD’s. Either
nutritional factors and /or genetic defects related zinc may cause zinc deficiency
among women which may predispose to NTD’s. SLC (Solute carrier family) gene

family in which Zip14 provides uptake of zinc into the cell.

So, we investigated a zinc related gene, i.e. ZIP14. 70 NTD mothers, 70 NTD
babies and 35 Algerian samples were included. Following DNA extraction, PCR,
SSCP and DNA sequencing of the promotor and HHH motife were analyzed.
However, no relation of neural tube defects and ZIP14 was detected in Turkish and

Algerian NTD patients.

Key Words: Neural tube defects( NTD), Zinc, ZIP14
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1. GIRIS ve AMAC

Noral tiip defektleri (NTD) embriyonel hayatin ilk haftalarinda beyin, spinal
kord ve omurgada kapanma hatasi sonucu ortaya ¢ikan bir grup beyin ve spinal kord
malformasyonudur. Beyin ve omuriligin gelistigi noral tiip, fetal yasamin ilk dort
haftasinda olusur. Heniiz tam olarak nedeni bilinmeyen ancak genetik ve cevresel
etmenlerin birlikte rol oynadigi diisliniilen bazi durumlarda noéral tiip olusumunu
tamamlayamaz ve anensefali, ensefalosel, meningosel, meningomiyelosel, spina
bifida gibi noral tiip defektleri (NTD) denilen ciddi dogumsal anomaliler olusur.
Anensefalili bebekler dogumdan kisa bir siire sonra kaybedilirler. Diger noral tiip

defektleri ise yasam boyu siirecek ciddi sakatliklara neden olurlar. (Wald NJ, 1995)

Noral tiip defekti olusumunda genetik faktorlerin yaninda annenin yiiksek
ates, hipertansiyon, diabetes mellitus, obezite gibi saglik sorunlari, kullandig1 bazi
ilaglar ve maruz kaldig1 cevresel kirleticiler yaninda annenin A vitamini, B12
vitamini, folik asit ve ¢inko bakimindan yetersiz beslenmesinin ndral tiipiin hatali

kapanmasinda rolii olduklar1 bilinmektedir.

Cinko organizma i¢in 6nemli bir mineral olup optimal saglik i¢in her giin
belirli bir miktar alinmasi gereken biyolojik bir eser elementtir. Tiim organlar,
dokular ve viicut sivilarinda yer alir. Cinko eksikliginde anemi, biiyiime ve gelisme
geriligi, timor olusumu, gérme bozukluklari, deri hastaliklar1 ve konjenital

anomaliler meydana gelir. (Saner G, 2002)

Cinko  metabolizmasindan  sorumlu  oldugu  disiiniillen  genler
metallotiyoneinler, ¢inko parmak proteini, ZNT gen ailesi ve ZIP gen ailesidir. ZIP
gen ailesi hiicreyi ¢inko igerisine almakla gorevli olup insanda 12 adet ZIP kodlayan

gen bulunmaktadir.(Akar N, Belgemen T; 2004)



Yetersiz ¢inko alimi dolagimdaki ¢inko miktarinin azalmasina ve gelisen
fetliste noral tip gelisiminin yavaslamasina neden olabilmektedir. Bizim
calismamizda; ZIP gen ailesinden Zipl4 (SLC39A14) geninde meydana gelebilecek
herhangi bir gen degisiminin ¢inko alimini engelleyebilecegi, bu durumun da noral

tiip defekti olusumunda rolii olup olmadiginin aragtirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. NORAL TUP DEFEKTI (NTD)

Insan embriyosunun gelisiminde toplam 23 adet evre olup, ortalama 60 giin
stirmektedir. Siirecin bitiminde 30 mm uzunluguna erisen embriyo fetal doneme
girmektedir. Bu embriyolojik donemde zigottan dncelikle ana hatlar1 ile ekdoderm,
endoderm ve mezoderm tabakasi olusarak, bu tabakalardan da sistemler olusmaktadir.
Ikinci haftanin basinda olusan ii¢ tabakadan ekdoderm deri ve sinir sistemini,
mezoderm iskelet, kas sistemleri ve bag dokusunu, endoderm ise sindirim, solunum
ve genitoliriner sistemlerini olusturur. Dolayisi ile spinal kord ekdodermden, ¢evre

spinal kanal ise mezodermden olusmaktadir.

Uciincii  embriyolojik hafta icerisinde, embriyonun dorsal orta hattinda
bulunan ekdoderm kalinlasmaya baslar ve noral tabakay1 olusturur. Bu tabakanin her
iki lateral sinir1 ylikselti yaparak ortalarinda boylu boyunca uzanan ¢ukurumsu oluk
olusumuna neden olurlar. iste bu tabaka lateralinde olusan yiikseltiler noral katlant1 ,
ortadaki oluk ise noral oluk olarak adlandirilir. Bu olusan noéral oluk, lateralinde
yiikselti olarak bulunan ndéral katlantilarin ortaya dogru yaklasarak birlesmesi ile
silindir seklinde kapanir ve ndral tiipii olusturur. Noral tiip olusumu 4. embriyolojik
haftanin ortalarinda tamamlanmis olur. Daha sonra bu noéral tiip, 6n kisimda
farklilagarak beyin ve beyincigi; diger kisimlar ise spinal kordu olusturacaktir.
Tahmin edilecegi gibi, noral tiip icerisinde kalan kanalin 6n kisimlar1 ventrikiilleri,
diger kisimlar1 da santral kanali olusturacaktir. Ana hatlar ile sistem parcalarmin
olustugu donemde meydana gelebilecek aksaklik, konjenital bozukluklara neden
olmaktadir. Bu bozukluklardan en 6nemlisi embriyonel hayatin ilk haftalarinda
beyin, spinal kord ve omurgada kapanma hatas1 sonucu ortaya ¢ikan bir grup beyin
ve spinal kord malformasyonlar1  olarak tanimlanan noéral tiip defektleridir. (Senel

A)



Noral tiip defektleri bebeklerde goriilen dogumsal anomaliler arasinda siklik
acisindan kardiyak defektlerden sonra ikinci sirada yer alir. Normalde noéral tiipiin
kapanmasi ayni anda bes degisik bolgede hem bas hem de kuyruk yoniine dogru
diizensiz olarak gerceklesmektedir. Tiipiin bas bolgesindeki aciklik fertilizasyonun
25. giiniinde, kuyruk ucundaki agiklik ise 27. glinde kapanmaktadir (Fishman 2000;
Tinkle ve Sterling 1997). Heniiz nedeni tam olarak bilinmeyen cevresel ve genetik
faktorlerin birlikte rol oynadigi diisliniilen bu durumlarda noéral tiipiin olusumunu
tamamlayamamas1 sonucu anensefali, ensefalosel, meningosel, spina bifida,
miyelosel gibi konjenital anomalilerin en agirlarindan sayilan ndral tiip defektleri
meydana gelir. Bunlarin disinda daha az goriilen major noral tlip defektleri ise
hidrosefali, dermal siniis, siringomiyeli, diastomitemeyoli, konus medallurisi, tethered
kord olarak sayilabilir. Ayrica noral tiip defekti ile iligkili olarak goriilen Di George
sendromu, Velokardiofasial Sendromu, Fetal Valproate Sendromu, Lateral

Meningosel Sendromu ve Marfan Sendromlar1 vardir.

Yapilan ¢alismalarda noral tiip defektinin ebeveynlerden birinde olmasi
durumunda birinci derece akrabalardan bir kardeste tekrarlama riski %4-5; iki

kardeste tekrarlama riski % 10-12 olarak bulunmustur.

2.2. NORAL TUP DEFEKTI CESITLERI
En yaygin goriilen noral tiip defektlerini iki ana baslik altinda toplayabiliriz:

1. Omurganin arka kisminda bir kapanma hatasi sonucu ortaya ¢ikan spina

bifida (meningosel, meningomiyelosel)

2. Omurganin 6n kisminda bir kapanma hatas1 sonucu olusan anensefali ve

ensefalosel



2.2.1. Spina bifida

Spina bifida vertebral kanali ¢evreleyen kemik elemanlarin disrafik durumuna
denir. Disrafizm ise normalde birlesen iki yapmin birlesememesi kapanamamasi
durumudur. Spina bifida, vertebra ve omuriligin gelisimsel anomalisi olup spindz
cikintilarin bulunamayisindan ¢esitli vertebra ve/veya omurilik anomalilerine, islev
bozukluklarina kadar genis bir yelpazeyi kapsar. Embriyonik dénemde bebegin
omurgasi ilk olustugunda kapali degildir her iki yan1 aciktir D6llenmeyi takip eden
29. gilinde her iki yanda olusan omurga ortada birlesir ve kapali bir olusum haline

gelir. Spina bifidada bu kapanma ya hi¢ olmaz yada bazi bolgelerde meydana gelmez.

Sekil 1. Spina bifida

Spina bifidanin spina bifida okulta ve spina bifida sistika olmak iizere iki

formu vardir;

a.) Spina bifida okulta: Spina bifidanin en hafif seklidir. Spina bifida okulta
olusumunda omuriligi olusturan vertebralardan birinde veya bir kaginda kiigiik
bosluklar olusur. Bu durumda medulla spinalisin istii sadece deri ile Ortiiliir ve
kemikteki agiklik disaridan fark edilmez. Bu herhangi bir omurda meydana gelebilir
fakat daha ¢ok sirtin altinda ya da omurganin asagisinda olusur. Omurilik ve sinirler
normal oldugu i¢in bu tip hastalarda hicbir belirti, semptom olusmaz ve norolojik
problemler yasamazlar. Cogunlukla lumbasacral bolgede goriiliir. Bazen bu bolgede
deri iizerinde kiiciik bir kil demeti de olabilir bu durum okultanin gostergesidir.

(Pittman 2008)



Sekil 2. Spina bifida occulta (Akar N; 1981)

b.) Spina bifida sistika: Keseli spina bifida olarak bilinir. Sirtta ince bir deri
tabakasiyla ortiilii bir kese ya da kist gdézlenir. Meningosel ve meningomiyelosel

olmak tzere iki tird vardir.

b.1) Meningosel: Spina bifida sistikanin bu tiirlinde bebegin sirtinda
meninkslerden olusan bir kese goriiliir. Kesenin i¢inde omuriligi ve omurilik sivisini
saran dokular vardir. Omuriligi cevreleyen zarlar omurganin agik kisimlarindan
disartya dogru fitiklasirlar. Fitik kesesi ig¢inde beyin ve omuriligi koruyan ve
cevreleyen serebrospinal sivi bulunur. Bu durumda sinirler fazla zarar gérmediginden

cok az hasara neden olur. (Sekil 2)

b.2) Meningomiyelosel (Mm): Spina bifida sistika grubunda en sik rastlanan
dogumsal defekttir. Dogumla birlikte goriilen omurga iizerinde posterior hatta noral
dokunun bir membranla Ortiilii veya ortiilii olmadigi ve ¢ogunlukla disariya beyin
omurilik sivist (BOS) akintisinin oldugu ¢esitli norolojik defektleri beraberinde

bulunduran bir keseyi ifade eder.

Fitiklagan kese i¢inde meningoselde bulunan zarlarin yani sira sinir kokleri ve
omuriligin kendisi de bulunabilir. Bazen kist olmaz omuriligin kendisi de tamamen
fitiklagabilir. (Reeder 1998); (Tinkle MB; Sterling BS 1997). Meningomiyelosel
goriilme siklig1 1000 canli dogumda 1’den (A.B.D) -9’a (irlanda) kadar degisebilir.

Bir onceki hamilelikte Mm'li bebek mevcutsa, tekrar Mm'li ¢ocuk dogurma olasiligi



% 2-3; eger daha 6nce 2 Mm'li ¢ocuk mevcut ise bu olasilik %6-8'e kadar
yiikselecektir. Yakin akrabalarda, 6zellikle anne tarafinda Mm'li ¢ocuk varsa goriilme

olasilig1 artacaktir .

verlehrae
spinal cord

Sekil 3. Meningosel ve meningomiyelosel

2.2.2. Anensefali

NTD’ nin bir tipi olan anensefali en sik goriilen (1/500) konjenital beyin
anomalisidir. Biitiin noral tiip defektleri gibi diisiik sosyoekonomik gruplarda ve 40
yasindan daha biiyiik annelerin bebeklerinde daha siktir. Noral tiipiin sefalik kisminin
altinc1 haftaya kadar kapanmamastyla olusmaktadir. Anensefalide beyin hemisferleri
geligebilir, ancak bazi etkilerle yikilir. Beyin sap1 ve serebellum korunabilir. Beynin
bu ciddi anomalilerine karsin, yiiz kemikleri ve kafatasi tabani hemen hemen

normaldir. Tiim vakalarda frontal kemik yoktur ve beyin dokusu anormaldir.

Anensefali iki alt tipe ayrilir: Meroakrani hafif formu olup; kranial kilifta
serebrovaskiiler yapiyla kaph kii¢iik bir defekt vardir. Agir formu olan holoakroni de
ise beyin tamamen yok olmus durumdadir. Anensefali, maternal hipotermi, folik asit
ve cinko eksikligine bagli olabilir. Anensefali ile iligkili hastaliklar folat yetmezligi,
maternal hipotermi, kromozom 13 trizomisi, kromozom 18 trizomisi, turner

sendromu, ekstremite ve karin duvar1 defektleri olabilir. Anensefalik bebeklerde



serebral korteks olmadigindan biling yoktur, ancak beyin sap1 fonksiyonlar1 farkli
derecelerde mevcuttur. Fetuslar komada degildir. Bebek, ekstremitelerini spontan
hareket ettirebilir. Korkutuldugunda myoklonik tepki verir. Kas tonuslari ve derin
tendon refleksleri artmistir. Tehlikeli uyaranlara yanit olarak beslenme ve solunumla
ilgili ilkel refleksler gosterirler. Bebekler dogumdan kisa siire sonra kaybedilir.

Nadiren bir hafta kadar yasarlar.

2.2.3. Ensefalosel

Anensefalinin daha hafif formu olup kranial yapilarin bir defektten ¢ikmasi
seklinde goriilen bir konjenital anomalidir. Posterior yerlesimleri anterior
yerlesimlerine gore daha sik goriiliir. Kese i¢inde sadece beyin omurilik sivis1 (BOS)
varsa kranial meningosel, noral dokular varsa ensefalosel adi verilmektedir. 5000

canlt dogumda bir goriilen bir konjenital anomalidir. (Mutluer S; 2007)

2.3. NORAL TUP DEFEKTININ NEDENLERI

Noral tiip defektinde bes kapanma bolgesindeki her bir kapanmanin degisik
genler tarafindan kontrol edildigi bilinmektedir. (Reeder, Martin, Koniak-Grifin ve
ark. 1997; Tinkle ve Sterling 1997). Ancak annenin yetersiz beslenmesi, yiiksek ates,
obezite, diabetes mellitus, hipertansiyon gibi saglik sorunlari, kullandig1 baz ilaglar,
maruz kalman c¢evresel kirleticiler ve  genetik faktorler noral tiipiin hatali

kapanmasina neden olabilmektedir. (Daly S, Scott JM 1998)

2.3.1. Folat Eksikligi

Folik asit normal DNA yapimi i¢in gerekli niikleotidlerin sentezi ve hiicre i¢i
metilasyon reaksiyonlar1 i¢in esansiyel olan bir maddedir. B grubundan bir
vitamindir. Adin1 yaprak anlamina gelen “folium” dan alan folik asit, suda eriyen B

grubu vitaminlerden birisi olup, ilk olarak 1943 yilinda dogal besinlerden



ayristirilmistir. Folik asit, piirin ve timidilat sentezi ile fosfolipidler, proteinler, DNA
ve norotransmitterleri iceren dnemli biyolojik maddelerin metilasyonu i¢in gerekli
olan tek karbon iinitesini saglamaktadir. Boylece niikleik asitlerin yapimi ve bazi
amino asitlerin birbirine doniismesi (serin, glisin ve homosisteinin metiyonine

dontisiimii, histidinin glutamik asite katabolizmasi1) saglanmaktadir (Jacob A. ;2000).

Folik asit yetersizliginde; B12 vitamini yetersizliginde oldugu gibi 6zellikle
hamile kadinlarda kirmizi kan hiicrelerinin tam olgunlasamadigi megaloblastik
anemi ile iligkisinin tam olarak agiklanamadigi kolon, mide, uterus kanserleri
gorilmektedir. Ayrica ylikselmis serum homosistein diizeyi ile goriilen kalp-damar

hastaliklar1 ve noral tiip defektleri olusmaktadir. (Benoist ;1998)

1960’11 yillarda yetersiz beslenmenin, 6zellikle B kompleks vitaminlerinden
esansiyel bir besin maddesi olan Folik asit (B9 vitamini, Foliacin) eksikliginin noral
tiip defektlerine neden olacagi hipotezi One siiriilmistiir. Folik asidin viicut i¢inde
kullanilmak tizere girdigi degisik sekillere genel olarak folat adi1 verilmektedir. Folik
asidin hiicre boliinmesinde ve gelismesindeki rolii kesin olarak belirlendikten sonra,
bu vitaminin NTD olusumu iizerindeki etkileri konusunda pek ¢ok c¢alisma
yapilmustir. Ingiltere Tibbi Arastirmalar Birligi‘nin (UK Medical Research Council)
1991°de yaptig1 deneysel arastirmada, daha 6nce NTD’li bebek doguran kadinlara
perikonsepsiyonel donemde giinde 4 mg. folik asit verildiginde yeniden NTD’li
gebelik gecirme riskinin %60-72, dogurganlik donemindeki kadinlara giinde 0.4 mg.
folik asit verildiginde ise, ilk kez ortaya ¢ikacak NTD’li gebelik riskinin %50 azaldig:
ortaya ¢ikmistir (Daly ve Scott 1998; Le Mone 1999). Eritrosit folat diizeyinin
yiikselmesi ile NTD riskinde 6nemli 6l¢iide azalma oldugu, benzer g¢alismalarda
%60’1n altina diismeyen risk azalmasi oldugu goriilmiistiir. (Tinkle MB; Sterling BS
1997)

Folik asidin NTD gelismesini nasil onledigi konusunda bilinenler sinirh
olmakla birlikte, noral tiipiin kapanmasinda son derece kritik olan hizli hiicre
dongiisiinli kolaylastirdigi saptanmistir. Folatlar DNA ve RNA biyosenteziyle hiicre
ici reaksiyonlarda gorev yapan enzimlerin kofaktorii olarak rol alirlar. Folat
eksikliginin NTD gelisimi tizerindeki etkileri konusunda iki temel hipotez vardir. Her
ikisinde de NTD olusumunu etkileyen mikrobesin ve genetik faktorler {lizerinde

durulmaktadir. Ik hipotezde diisiik serum folat diizeyi durumunda, folik asidin



embriyonun hiicrelerine siirli  olarak ulagsmasi nedeniyle normal hiicre
fonksiyonlarmin bozuldugu ve proliferasyonun sinirlandigi ileri siirilmektedir. Folik
asit yetersizliginde metiyonin yapimi azalir, hiicre i¢i S-adenosilmetiyonin diizeyi
diiser. Bu da DNA da sitosin ve timinin metilasyonunu bozarak uygunsuz
protoonkojenlerin aktivasyonuna yol agar, malignant doniisiimii uyarir ve mutant gen
olusumunu 6nleyemez. Timidilat yapiminin sinirlanmasi da hatali  DNA yapimina
yol acgarak megaloblast olusumunu uyarir. Ayrica folik asit eksiliginde hiicreler
boliinme durumunda metafaz ve anafazda ilerleyemez. ikinci hipoteze gore ise folik
asit eksikliginde plazma homosistein seviyesi artar. Homosistein de ndral epiteldeki
N-metil-D-asparate reseptorlerini baskilayarak néral tlipin kapanmasia engel olur
(De Marco P ; 2001).

Folat eksikligi, folik asidin gidalarla yetersiz alinmasi, metabolizmanin
yiiksek olmasi ve/veya genetik defektlere bagl olarak gereksinimin artmasi sonucu
gelisir (Donnelly; 2001) insan viicudu folik asidi iiretemedigi i¢in disaridan alimasi
gerekmektedir. Kadinin alkol tiiketimi anoreksiya veya bulimiya rahatsizliginin
olmasi, taze sebze ve meyve yememesi, sebzeleri fazla pisirerek tliketmesi, renal

dializ uygulanmasi ve kronik hemolitik anemisinin olmasi folik asit eksikliginin diger

nedenlerindendir.
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Sekil 4.: Folik asitin yapisi

Uluslar aras1 diizeyde yapilan bir arastirmanin sonucunda folik asit

kullanimiyla 1996 yilindan 6nceki NTD oraninin 100000 canli dogumda 37.8’den
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1998-1999 yillar1 arasinda 100000 canli dogumda 30.5’e diistiigii, bagka bir ifade ile
NTD’li bebek dogum prevalansinin %19 oraninda azaldigi saptanmistir (Honein,
Paulozzi, Mathews ve ark.2001). 1992 - 1998 yillar1 arasinda yapilan bir caligmada da
(Stevenson, Allen, Pai ve ark. 2000) daha 6nce NTD’li bebek doguran ve sonraki
gebeliklerinde folik asit takviyesi alan annelerde NTD’li gebelik prevalans oraninin

1.89°dan 0.95’¢ diistiigii ortaya konmustur.

Insan viicudu folik asidi iiretemedigi i¢in bu vitaminin disardan almmasi
gerekmektedir. Folik asidin hangi dozlarla alinmas1 gerektigi konusunda ise bir ¢ok

calisma yapilmstir.

Cizelge 1.1: Folik asidin yas ve cinsiyete gore alinmasi gereken miktarlari

YAS CINSIYET DOZ (mg)
0- 6 K1Z/ ERKEK 0.05 - 0.09
7-9 KIZ/ ERKEK 0.125
10-18 ERKEK 0.150- 0.185
10-18 KIZ 0.145-0.180

Gebelikte bu gereksinim 0.3 mg artmistir. Dolayisiyla gebelikte alinmasi
onerilen folik asit miktari, eksikligin durumuna goére ayarlanabilmekle birlikte, 0.4-
0.475 mg.dir.(Bower ;2001) Emzirme doneminde ise normal gereksinime ek olarak
giinde 1 mg folik asit alinmalidir. Bagirsak emiliminin bozuk oldugu durumlarda da
giinde 1 mg’lik dozlar halinde verilebilir. (Le Mone 1999; Tinkle MB; Sterling BS
1997). Daly, Mills, Molloy ve ark. (1998) giinliik 0.1 mg folik asit takviyesi ile NTD
riskinin %22; 0.2 mg ile % 41; 0.4 mg ile % 47 oraninda azaldigin1 gostermislerdir.
Plazma homosistein seviyesi yiiksek olanlara 0.650 mg., daha 6nce NTD’li bebegi
olanlara 4 mg folik asit verilmesi uygun goriilmektedir (Krishnaswamy ve Madhavan

2001; Le Mone 1999; Spina Bifida Association of Canada 19).
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2.3.2. Annede yiiksek ates

Viicut sicakliginin 41°C veya daha yiiksek bir degere ulasmasiyla ortaya ¢ikan
termoregiilator mekanizmalarin bozulmasina neden olan duruma hipertermi
denilmektedir. Halk arasinda yiiksek ates diye bilinen hiperterminin gelismekte olan
bebekler {izerindeki zarar verici etkisi fetal gelisimin denk geldigi evresi ile

yiiksekligin miktar1 ve siiresine baghdir.

Embriyonun sinir dokusunun gelismeye basladigi gilinlerde annenin yiiksek
1stya maruz  kalmasinin - NTD’lerin  gelisiminde  etkili  oldugu  One
stiriilmiistiir(Lundberg 2003). Yiksek 1sinin teratojenik oldugu goézlenmistir. Sinir
dokularinin gelistigi gilinlerde sauna benzeri ortamlarda bulunan ya da hastalik
nedeniyle beden 1silar1 24 saatten fazla siire 38.9 - 41°C’den yiiksek olan annelerin
NTD’li bebek dogurma riskinin 3 kat arttig1 saptanmistir (Tinkle MB, Sterling BS
(1997).

2.3.3. Annede sismanlik (Obezite)

Gilintimiize kadar yapilan c¢aligmalarda hamile kadinin kilosu ile NTD’li bebek
sahibi olma riski arasinda bir iliski oldugu belirlenmistir.(Eichholzer 2006) NTD’li
bebek sahibi olma riskinin 50-59 kg. agirligindaki kadinlarla kiyaslandiginda, 80-89
kg. agirhigindaki kadinlarda iki kat, 110 kg.n istiindeki kadinlarda ise 4 kat arttig
saptanmigtir. Obeziteye yol agan fizyolojik nedenler ve sisman annelerin bazi besin
maddelerini eksik alma durumlarinin, néral tiip gelisiminde rol oynayan metabolik
stirecleri etkileyerek noral tiip defektlerinin olugsma riskini arttirdigi belirtilmektedir

(Lowdermilk DL, Perry SE, Bobak IM , 2001).

2.3.4. Annede Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus viicudun ¢esitli nedenlerle kan seker seviyesini

ayarlayamamas1 sonucunda ortaya g¢ikan bir rahatsizliktir. Yapilan arastirmalarda
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kandaki glikoz diizeyinin yiikselmesinin embriyonun gelismesini ve hiicre siklusunu
diizenleyen genlerin ekspresyonunu engelleyerek ve hiicre duvarinda yer alan
proteinlere baglanarak erken hiicre 6liimiine ve hatali morfolojik gelismeye yol actigi
belirlenmistir. Boylece annenin diabeti ile konjenital dogum defektleri arasinda iliski

oldugu kesin olarak belgelenmistir (Ray ;2007).

Diabetes mellituslu annelerden dogan bebeklerde major malformasyon
riskinin 2-3 kez arttifi ve karsilastirma yapildiginda diabetik annelerin diabetik
olmayan annelere kiyasla 15 kat daha fazla anensefali veya spina bifidali bebek

dogurma riski tasidiklart ortaya konmustur. (Tinkle MB, Sterling BS; 1997).

2.3.5. Annenin Kullandig1 Bazi ilaclar

Hamileligin ilk ii¢ ayindaki maternal folik asit eksikligi  ndral tiip
defektlerindeki artmis riski beraberinde getirir. Bu nedenle tiim anne adaylarinin
giinliik 400 mg. folik asit almalar1 gerektigi daha 6nce yapilan ¢aligmalarda ortaya
konmustur. Annenin hamilelik doneminde aldig1 bazi ilaglar folat diizeyini olumsuz
etkileyerek konjenital malformasyonlardan noral tiip defekti olusumuna neden

olabilir. Bu ilaglar1 su sekilde gruplandirabiliriz:
1. Folat antagonistleri: metotreksate, trimetreksate, trimethoprim
2. Antimalaria ilaglari: Pyrietamine
3. Antikonviilsanlar: Phenytoine, valproik asit, carbamazepine
4. Psikotropolikler: Phenothiazine, trisiklik antidepresanlar

5. Diger: Sulfasalazine, izoniazid, cycloserine, antiasidler, safra asidi
baglayicilari, eritropoietinler, estrojenler (clomiphene), ranitidine, nonsteroid

antiinflamatuvar ilaglar,alkol vb. (Hernandez-Diaz; 2001).
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2.3.6. Annenin Maruz Kaldig1 Bazi Cevresel Kirleticiler

Yapilan arastirmalarda igme suyunun dezenfeksiyonu ig¢in kullanilan klorun
suyun yiizeyinde bulunan organik maddelerle tepkimesi sonucu ortaya ¢ikan ikincil
tirtinlerden biri ve teratojen olan trihalometanlar1 (kloroform, bromodiklormetan ve
bromoform) igeren su icen annelerin NTD’li bebek dogurma riskinin {i¢ kat arttigi
saptanmistir. Bunlardan bromodiklormetanin NTD olusturma riskini 1.5°dan 5.1°e
cikardigr saptanmistir. Kloroformun ise solunum yolu ile alindig1 zaman kromozom
anomalilerine yol actigi, bir baska klorlama ikincil iiriinii olan halosetonitrilin de
embriyo ve fetiis lizerinde toksik etkiye sahip oldugu 6ne siiriilmiistiir ((Dodds 2001;
Kury 2002) Diger bir calismada ise, yliksek oranda c¢oziiciilerin ve pestisitlerin
bulundugu ortamlarda calisan kadinlarin ¢ocuklarinda anensefali goriilme riskinin
daha yiiksek oldugu saptanmistir (Tinkle MB, Sterling BS 1997). Diinya Saglik
Orgiitii Uluslararas1 Igme Suyu Standartlarina gére suda bulunabilecek maksimum
siilfat oran1 400 mg/1 dir. Bu orandan daha fazla siilfat i¢eren sular i¢ildigi takdirde
kanserler,sindirim sistemi bozukluklar1 ve oliimler meydana geldigi saptanmustir.
Chien ve ark.lar1 tarafindan yapilan bir arastirmada 630-1150 mg/ 1 oraninda asir1
siilfat iceren suyu igen iic ¢ocukta Oliim meydana geldigi bildirilmistir. Ancak
simdiye kadar asir1 miktarda siilfat iceren su tiiketimi ve noral tiip defekti arasinda

bir iligki olup olmadig ile ilgili bir caligma yapilmamastir.

2.3.7. Akrodermatitis Enteropatika

Otozomal resesif gecis paterni gosteren nadir goriilen bir hastaliktir. Diinyanin
her yerinde goriilebilir. Itk veya cinsiyet ayrim1 yoktur. Akrodermatitis enteropatikali

hastalarda ¢inko emilimi bozuktur.

Normal bireylerde emilim oram1 %?27-65 iken, bu hastalarda %2-3
civarindadir. Emilim bozuklugunun spesifik nedeni bilinmemekle birlikte hastaligin
kromozomal yerlesimi 8q 24.3 seklindedir. Bebek anne siitiinden kesildikten 4-6 hafta
sonra veya anne siitii almayan bebeklerde dogumdan sonra belirtiler ortaya ¢ikmaya

baglar. Anne siitiinde ¢inkoyu baglayip emilmesini saglayan bir peptid bulunmaktadir.
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Anne siitli ve inek siitiindeki ¢inko miktar1 benzer olmasina ragmen, hastaligin, inek

siittinde bu peptidin bulunmamasina bagli olarak gelistigi diistiniilmektedir.

Insanda ¢inko metabolizmasinda primer bir defekt sonucu ortaya ¢ikan tek
kalitsal hastaliktir. Tiim viicut ¢inko depolarinin bosaldig1 agir bir ¢inko eksikligi olup
tim organ sistemleri etkilenebilir. Semptomlari nonspesifik olup siklikla fark
edilmez. Cinkonun tasinmasinda gorev alan proteinlerin sentezinin bozulmasi nedeni
ile cinko enterositlerin apikal membranindan sitoplazma igine tasinamaz. Cinko
eksikligi nedeniyle istahsizlik, koku ve tat duyusu bozuklugu, kisilik degisiklikleri ve
anlama, idrak etme fonksiyonlarinda azalma izler. Simetrik akral ve sirkumorifisyal
dermatit, ishal, gelisme geriligi, hipogonadizm, emosyonel degisiklikler, irritabilite,
depresyon, blefarit, konjuktivit, fotofobi ve/veya korneal opasiteler gibi géz bulgulari,
immiin fonksiyonlarda azalma, enfeksiyonlara yatkinlikta artig ve 6lim gibi klinik

bulgular ortaya ¢ikar.

Cinkonun intestinal emiliminde azalmanin bu genetik hastaliktan sorumlu
oldugu, ¢inko spesifik membran tasiyicilarinda intrensek intestinal defekt sonucu
duodenum ve jejenumdaki ince barsak mukozasinda aktif ¢inko transportunda bir

defekt ortaya ¢iktig diisiiniilmektedir (Kury; 2002).

2.4. CINKO

Canlilarda hiicrelerin proliferasyon, replikasyon ve farklilasmasi igin
aminoasitler, glikoz, yag asitleri ve vitaminler yaninda minerallere de ihtiyag¢ vardir.
Cinko viicudun esansiyel eser elementlerinden biridir. Optimal saglik icin her giin
belirli miktarda alinmasi gereken biyolojik bir eser elementtir. Tiim organlar, dokular
ve viicut sivilarinda yer alir. Onemli proteinlerin yapisina girer. Enzimlerin aktif
bolgelerine baglanir, katalitik bolgelerinde anahtar rol oynar. Intraseliiler bir
diizenleyici olup, molekiiler etkilesimlerde proteinler icin yapisal destek saglar.
Biyolojik membranlarin ve iyon kanallarinin stabilitesini ve biitlinligiinii korur.
Niikleik asit veya diger gen diizenleyici proteinlerde yapisal element olarak rol oynar.

Redoks aktivitesinin olmamasi nedeniyle baglandig1 proteini dayanikli hale getirir.
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Karbonhidrat, protein, lipid, niikleik asit, hem sentezi, gen ekspresyonu, lireme ve

embriyogeneziste de gorevleri vardir (Black MM, Gawkrodger DJ; 1998).

2.4.1. Onerilen giinliik ¢inko miktar

Insan viicudunda toplam 1.36 - 2.32 g ¢inko bulunur. Giinliik ¢inko ihtiyac1
ise 2.4 -4.2 mg dir. Deniz iiriinleri, baklagiller, kuruyemisler, tahillar, yesil yaprakli
sebzeler ve meyveler ¢inko agisindan zengindir. Sarap, bira ve diger alkolli
igeceklerde ise ¢inko orani ¢ok diisiiktiir. Cinko ihtiyacinin karsilanmasi besinlerdeki
protein igerigine baghdir. Bu nedenle protein aliminin yetersiz oldugu durumlarda
cinko eksikligi geligebilir. Ayrica fitatlar ¢inko emilimini bozarlar, lif igerigi yliksek
yiyecekler bu elementin biyoyararlanimini azaltirlar. Giinlik oral ¢inko alimi 6
aydan kiiciik bebeklerde yaklasik 3 mg; 6 ay-1 yas arasi ¢ocuklarda 5 mg,;1-7 yas
arast ¢ocuklarda 10 mg; 11 yasindan biiyiiklerde 16 mg olmalidir. Gebe ve emzikli
kadinlara ise glinde 20-25 mg cinko gereklidir.

2.4.2. Cinko metabolizmasi ve biyolojik fonksiyonlar:

Besinlerle alinan ¢inkonun %15-30 ‘u duodenumdan emilir, %701 disk: ile
atilir. Idrar ve ter yoluyla da bir miktar kayrp vardir. Karaciger; c¢inko
metabolizmasinda baglica rol oynayan organdir. Cinko eksikligi, biiylimenin hizl
oldugu doénemler, hamilelik, pretermlik ve yashilik gibi fizyolojik nedenlerle
olabildigi gibi karaciger hastaliklari, malabsorbsiyon sendromlar1 ve uzun siire

parenteral beslenme gibi patolojik nedenlerle de olabilir (Onosaka; 2002).

Diyetle alim azlig1, luminal (intestinal), mukozal ve sistemik faktorler ¢inko
eksikliginin ekzojen nedenleridir. Bazi1 besinler, vitaminler ve mineraller ¢inko

emilimini etkileyerek ¢inko eksikligi veya fazlaligina neden olabilirler. Fitatlar,
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fosfatlar, lifli besinler, kalsiyum, oksalat, bakir, kadmiyum, inorganik demir, kalay ve
toprak c¢inko emilimini azaltirken; proteinler, sarap, metiyonin, D vitamini, B6

vitamini emilimini artirir (Saner G; 2001).

Cinko eksikliginde, bliylime-gelisme geriligi, hipogonadizm,
hepatosplenomegali, parakeratoz, alopesi, yara iyilesmesinde gecikme, konjenital
anomaliler, intrauterin biiylime geriligi, enfeksiyonlarda artma, bozulmus
norofizyolojik performans ve koku-tat duyusu bozuklugu gibi klinik bulgular ortaya

cikar (Golalipour; 2006).

2.4.3. Cinko Eksikliginin Nedenleri

Cinko eksikliginin nedenleri primer ve sekonder -eksiklikler seklinde
siniflandirilabilir. Primer eksiklikler genel olarak ¢inko aliniminin azalmasi (kotii
beslenme, ¢inko bakimindan fakir sivilarla parenteral beslenme) olarak

nitelendirilebilir. Sekonder eksiklikler ise dort grup altinda incelenebilir:

a. Emilimin azalmasi: Malabsorbsiyon sendromlar1 (¢6lyak hastaligi, kisa
bagirsak sendromu), inflamatuar bagirsak hastaliklari, diyette yiiksek fitat

ve lif, toprak yeme, akrodermatitis enteropatika

b. Atilmin artmasi: Bagirsak parazitleri, kronik diyare, kronik renal

hastaliklar,hepatit,siroz, yaniklar,ilaglar (EDTA;penisilamin,tiazidler)

c. Kullanimin Bozulmasi: Protein eksikligi

d. Gereksinimin artmasi: Gebelik, laktasyon, neoplastik hastaliklar, yara

iyilesmesi, yaniklar, akne vb.
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Tiirk populasyonu agisindan ¢inkonun 6nemli oldugunu gosteren yayinlar
bulunmaktadir. Tirkiyede noral tiip defektinde ¢inko eksikligi ile ilgili ilk yayin
anensefalide maternal serumda c¢inko eksikligi bulunarak 1980 yilinda Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesinde Cavdar ve ark.tarafindan yaymlanmistir.Daha sonra
Cavdar ve ark. 1981 yilinda anensefalide maternal serum,plazma ve sagta ¢inko
seviyesinin azaldigin1 gostermisler, 1985 yilinda ise noral tiip defektli annelerde
cinko seviyesinde azalma, bakir seviyesinde artis oldugunu gostermislerdir. 1991
yilinda Akar ve ark.tarafindan yapilan calismada hamilelerde oral plazma g¢inko

eksikligi ile noral tiip defekti iliskisi ortaya konmugtur.

Bu caligmalarin devami olarak Akar ve ark. kronik c¢inko eksikliginde
maternal sa¢ ¢inko seviyesinin azaldigin1i ve maternal sa¢ bakir ve magnezyum

seviyelerinin belirlendigini gostermislerdir.(Akar N; 1995)
2.5. CINKO ILE ILISKILI GENLER

Giiniimiizde ¢inko metabolizmasindan sorumlu oldugu diisiiniilen dort faktor
belirlenmistir. Bunlar metallotiyoneinler, ZNT4(SLC30A4), Zip gen ailesi ve ¢inko
parmak (zinc finger) proteinidir (Harris; 2002).

2.5.1. Metallotiyoneinler (Mt)

Mt sisteince zengin, diisik molekiiller agirlikli  metal baglayict
proteinlerdir.Oksidatif stres, interferon, iyonize radyasyon, civa, bakir, kadmiyum
gibi agir metaller, etanol hekzan gibi organik ¢dziicliler ve antikanser ajanlar gibi
uyaricilarla ekspresyonlart degisir. Radyasyon, lipid peroksidasyonu, antikanser
ajanlarin neden oldugu oksidatif stres ve hiperoksi durumlar1 gibi degisik formlardaki
oksidatif hasara kars1 dokular1 korurlar. MT-I, MT-II, MT-III ve MT-IV olmak iizere

dort metallotiyonein vardir. MT-1 ve MT-II hemen hemen her dokuda eksprese
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olurlar.Potansiyel homeostatik mekanizmalarinin kataliz, depolama, detoksifikasyon
ve immiin sistemin regiilasyonu oldugu disiiniilmektedir . MT-III noéron
proliferasyonunu inhibe eden ve sadece beyinde eksprese olan bir izoformdur. Ancak
nonspesifik olarak tiim hiicrelerin proliferasyonunu inhibe ettigi diistiniilmektedir.
MT-IV ¢ok katl yassi epitelin diferansiyasyonunu indiikleyen bir proteindir. Spesifik

olarak dil ve deri gibi epitelyal hiicrelerde eksprese olur.

Metallotiyoneinlere bagli haldeki ¢inko; kadmiyum, bakir ve civa gibi agir
metallare bagh toksisiteyi azaltir.(Kondoh; 2002) Intraselliiler metal hemostaz
saglar,oksidatif ~ stresten  korur, apoptozisi  Onler.Cinko  konsantrasyonu

metallotiyonein indiiksiyonu ile artar (Akar N ; Belgemen T; 2004).

Sekil 5. Metallotiyonein yapisi
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2.5.2. Cinko Parmak (zinc finger) Motifi Proteinleri

Bu motif, Xenopus laevis’de 5S ribozomal RNA genlerinin faaliyeti ile ilgili
caligmalar sirasinda kesfedilmistir (Fairall L., Rhodes, D., Klug, A. ;1986) Bu
genlerin transkripsiyonu, genin merkezi veya ortasindaki 50 niikleotitlik bir alan ile
diizenlenmektedir. Bu diizenleyici bdlgeye i¢ kontrol alani i¢ promotor adi verilmistir.
Bu i¢ promotor, IITA transkripsiyon faktorii (TFIIIA) adi verilen 40 kD’luk bir
protein tarafindan taninmaktadir. TFIIIA nin bir molekiilii, bir kompleks olusturmak
tizere 5S RNA genine baglanir. Bu kompleks sirasiyla TFIIIC, TFIIIB ve RNA
polimeraz III’e baglanmaktadir. B ve C faktorleri ayrica tRNA genlerinin
transkripsiyonunu baslatmada da is gormektedir. TFIIIA’nin DNA’nin yiizeyi ile
etkilestigi, bu proteinin amino asit sekansinda tekrarlanan bir motifin saptanmasiyla
anlagilmistir. TFIIIA nin primer amino asit sekansinda her biri yaklasik otuz amino
asit kokii uzunlugunda dokuz tane benzer bolge (Cys—N2—Cys—N12-His—H3-His)
bulunmaktadir. Bu tekrarlarin her biri 6zdes kisimlarda iki sistein (Cys) ve iki histidin
(His) aminoasiti kokii icermekte olup, bu proteinde ayni zamanda dokuz tane de
Cinko (Zn) iyonu bulunmaktadir. (Johnson, F.F., McKnight, S.L.;1989) Klug ve
arkadaslarinin yaptiklart X 1sm1 kirmmimi deneyleri, her bir ¢inko atomunun,
sisteinlerin kiikiirt (Cys—S), histidinlerin ise azot (His—N) atomlarina tetrahedral bir
sekilde baglanarak parmak seklinde yapilar olusturdugunu ortaya ¢ikarmistir. ( Fairall

L., Rhodes, D., Klug, A. ;1986)

Parmak seklindeki yapmmin ucu, DNA’nin biiyiik ya da kiiciik oluguna
uymaktadir. Parmak seklinde yapilara sahip birgok protein, transkripsiyon sirasinda
bu yapilar aracilig ile i¢ kontrol alanina bagli halde kalabilmektedir. RNA polimeraz,
genin bir tarafindan diger tarafina dogru ilerlerken, TFIIIA nin birka¢ parmag: kalip

koldan ayrilmakta digerleri ise dublekse veya kodlanan kola bagli halde kalmaktadir.
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TFIIIA’daki histidin ve sistein koklerinin uzaysal dagilimi, ¢inko parmagi
olusturan diger proteinlerin belirtilmesi i¢in yeterli bir ayricaliktir. Maya, meyve
sine8i ve insandan elde edilen gen diizenleyici proteinlerdeki bu yapi, TFIIIA’daki
yapt ile biiyiik benzerlik gdstermektedir. Bu motifin 6nemli 6zelligi, ¢inko ile TFIIIA
arasinda koordinasyon baglar1 ile olusan parmak benzeri yapilarin tekrarlanmasi ve
cinkonun bu tekrarlarda kritik bir rol oynamasidir. Mutant TFIIIA proteinleri
yapilarindaki parmak motiflerini kaybettikleri zaman DNA’ya kars1 sekansa 6zgii bir
sekilde gosterdikleri ilgilerini de kaybetmektedirler. TFIIIA’da bulunan Cys
koklerinin yerinin bagka bir amino asitle tutulmasi veya bu koklerin polipeptid
zincirinden c¢ikarilmasi da DNA’ya diziye 0zgii baglanma yetenegini ortadan

kaldirmaktadir.

Sekil 6. Cinko parmag: (zinc finger) proteini
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2.5.3. ZNT AILESI (SLC30A)

Insanda 9 tane ZNT, 15 tane ZIP kodlayan gen bulunmaktadir. ZNT ve ZIP
genleri ¢inko homeostasisinde birbirlerine zit olarak ¢alisirlar. ZIP genleri ¢inkoyu
hiicre i¢ine almakla gdrevli iken; ZNT genleri ¢inkoyu hiicre disina serbest birakma

veya internal olarak sekrete etmede gorevlidirler (Liuzzi; 2004).

ZnT Zip

SLCIgA

SLC3I0A //__,—-—"--——————- "N
=103 membem == 5 =84 mambes
£l Rimmn ﬂ [rll'i] ﬂ ._- ) 1'% e
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Sekil 7. Cinko tasinmasinda ZNT ve ZIP gen aileleleri ( Liuzzi Juan P, 2004)

ZNT gen ailesinin (SLC30A) filogenetik agacta tiim organizmalarda 100°den
fazla tiyesi vardir. Bu aile 3 alt aileye ayrilmistir. Altaile 1 prokaryotik organizmalari
icerirken; subfamily 2 ve 3 hem okaryotlarda hem de prokaryotlarda bulunmaktadir.

ZNT gen ailesi tiyelerinden ;

ZNT1 : Memelilerde ¢inko tasinmasinda ilk kesfedilen proteindir. insanda ve

farelerde 1. kromozom iizerinde yer alir.
ZNT2 : 1.kromozomda lokalize olup ¢inko tasiniminda gorevlidir.

ZNT3 : 388 aminoasitlik protein kodlayan ZNT3 7.kromozom iizerinde yer

almaktadir.

ZNT4 : Cinkonun hiicresel transportunda goérevli olup memeli protein
ailesinin dordiincii  belirlenmis iyesidir. 15. kromozomun uzun

kolunda 15g21de lokalize olmustur.
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ZNTS5 : h ZTL1 adiyla da bilinen ZNT 5 768 aminoasitlik protein
kodlamaktadir. 5. kromozom iizerinde lokalize olmustur. Insanda
pankreasta insiilin igeren beta hiicrelerinde ZNTS5 proteini

bulunmustur.

ZNT6 : 461 aminoasitlik protein kodlayan ZNT6 6.kromozom iizerinde yer
alir. Diger ZNT gen ailesi {liyelerinden farkli olarak histidince degil

serin aminoasiti bakimindan zengin bolgeler icermektedir.
ZNT 7 : 1. kromozom iizerinde yer almakta ve 376 aminoasit kodlamaktadir

ZNT 8 : 369 aminoasiti kodlamakta ve 8. kromozom iizerinde yer almaktadir.

ZNT 3 ile % 42 oraninda homoloji gosterir.

ZNT 9 : 4. kromozom iizerinde yer almakta ve 569 aminoasit kodlamaktadir.

2.5.4. ZIP GEN AILESI

Okaryotik ¢inko tagmiminda ZIP( ZRT/ ILT related Proteins) ve CDF (Cation
Diffussion Facilitator) aileleri olmak {izere iki aile onemli rol oynamaktadir. Zrt/Irt
benzeri proteinler olarak adlandirilan ZIP tasiyicilarindan ZRT-1 sacchromyces
cerevisia’de , IRT-1 ise arabidopsis thaliana da belirlenmistir. (Taylor; 2005) ZRT-1
mayalarda ¢inko alimiminda, IRT-1 bitkilerde demir transportunda gérev almaktadir.
Simdiye kadar National Center for Biotechnology Information (NCBI)’e gore
Obakterilerde, arkelerde, funguslarda, protozoalarda, bitkilerde ve memelilerde olmak

lizere 86 tane ZIP ailesi iiyesi belirlenmistir (Gaither ;2001) .

ZIP1 (SLC39A1) : Insanda 1. kromozomda lokalize olmustur. 324 aminoasit
kodlayan bu gen 8 tane transmembran domaini igermektedir. DNA’ a baglanmay1

saglayan 16sin fermuar1 motifi igermektedir (Gaither; 2001).

ZIP2 (SLC39A2) : insanda 14. kromozomda yer alan ZIP2 309 aminoasit
kodlamaktadir. Hiicrelere ¢inko alinnminda ve ¢inko homeostasisinin saglanmasinda

onemli rolii oldugu yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir.

ZIP3 (SLC39A3) : Insanda 19.kromozom iizerinde yer alan ZIP3, 314
aminoasit kodlamaktadir. Yapilan c¢alismalarda THP1 hiicrelerinde mZIP3
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ekspresyonuna bakilmis; kemik iligi ve dalakta yiiksek oranda akciger ve ince

bagirsakta minimum diizeyde oldugu goriilmiistiir.

Z1P4 (SLC39A4): Bu gen histidince zengin ¢inko uptake proteini olarak
gbrev yapan transmembran protein ailesinin iiyesi olan hZIP 4 olarak adlandirilan
proteini kodlamaktadir. hZIP 4 ¢inkonun intestinal emiliminden sorumludur.Yapilan
caligmalarda Akrodermatitis enteropatikaya aday bolge oldugu diisiiniilen 8q24
tizerindeki 3,5-CM bolgesinde de SLC39A4 geni tespit edilmistir. Cinko hiicrelerin
icine veya disina bir seri tastyict protein aracilifiyla hareket ettirilir. Bu tasiyici
proteinler ortamdan ¢inkoyu temin ederler, hiicreleri ¢inko toksisitesinden korurlar ve

metabolik islevler i¢in yeterli miktarda ¢inko elde edilmesini saglarlar.

Guerinot ve ark.’lar1 2000 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada ZIP proteinlerini ZIP-1
ve ZIP-2 alt ailesi olmak iizere siniflandirmislardir. ZIP-1 ailesi biiyiik oranda fungal
ve bitki grubunu igerirken, ZIP-2 ailesi memeli grubunu icermektedir. Bu ailelere ek
olarak okaryotlarda GUF alt ailesi ve LIV-1 alt ailesi olarak iki subaile daha
tanimlanmistir(Guerinot ML;2000).
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Sekil 8. Okaryotlarda ZIP gen ailesi
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2.5.5. ZIP Protein Topolojisi

Zip proteini sekiz tane transmembran domaini icermektedir. Ugiincii ve

dordiincli transmembran domainleri arasinda histidince zengin HHHGHSH yada

HDHTHDE motifleri bulunmaktadir. (Taylor ;2005) Bu motiflerin fonksiyonu tam

olarak bilinmese de potansiyel metal baglanma boélgeleri oldugu, bu metal iyonlarin

taginmasi ve regiilasyonunda rol oynadigi diisiintilmektedir.

Zip 14 geninde yer alan HHHGHSH motifinin ise ¢inko alinimini sagladigi

bilinmektedir (Gaither ;2001).
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Sekil 9. Zip protein topolojisi
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2.5.6. Z1P14 (SLC39A14)

Hiicre igerisine ¢inko aliniminda rol oynayan SLC (solute carrier) siiper
ailesine ait bir gendir. SLC ailesi 46 aile ve 360 fonksiyonel tasiyict genden olusur.
Zip 14 plazma membraninda lokalize olmustur. SLC ailesinden SLC39A14 (ZIP 14)
cinko eksikliginden sorumlu mekanizmalarla birlikte infeksiyon ya da inflamasyonda
akut faz cevapta rol oynar. Zip 14 genlerinin diizenlenmesinin IL-6 araciligiyla
hepatik ¢inko birikmesi ya da inflamasyonda ¢inko azligi ile alakali oldugu
bilinmektedir. Zip14; 8.kromozumun kisa kolunda 21.3de (8p21.3) yer almaktadir. 13
ekzon igcermektedir (Girijashanker; 2008).

ZIP gen ailesi iiyeleri ile noral tlip defekti hastalif1 iizerine simdiye kadar
herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Giiniimiize kadar ZIP14 {izerine yapilan
calismalarda LZT (LIV-1 subfamily of ZIP zinc Transporters) ailesinin yapisal ve
fonksiyonel analizi yapilmis, LZT ailesinde transmembran domain V de hem metal
baglayic1 6zellikte metalloproteaz motifi bulundugu (HEXPHEXGD), hem de ZIP
(Zrt-, Irt-like Proteins) tarafindan ¢inko taginiminin oldugu histidince zengin bir bolge
bulundugu goriilmiistiir. (Liu ;2008) Liuzzi JP ve ark.” larinin yaptig1 ¢aligmada Zip
14 genlerinin diizenlenmesinin IL-6 araciligiyla hepatik c¢inko birikmesi ya da
inflamasyonda c¢inko azlig1 ile alakali oldugu goriilmiistiir.(Liuzzi; 2005) Sisteince
zengin proteinler olan metallotiyoneinlerin kadmiyum, ¢inko gibi agir metallere
baglanmasinin mangan iyonlar tarafindan indiiklendigi ve IL-6 tarafindan ZIP 14
geninin ekspresyonunun diizenlendigi ise yapilan bagka bir ¢alismadir.(Kobayashi
2007) Girijashanker ve ark.’lar1 tarafindan yapilan bir calismada ise metal bikarbonat
iyonlarinin tasiniminda ZIP14 ve ZIP8 benzerlikleri ortaya konmustur.Yapilan bu
calismada ZIP14 ve ZIP8 genleri tarafindan kadmiyumun hiicre igerisine aliniminda

en etkili inhibitoriin ¢inko iyonlart oldugu bulunmustur (Girijashanker; 2008).
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2.6. MOLEKULER TEKNiKLER

2.6.1. Cozeltiler ve Soliisyonlar

Bu c¢alismada DNA izolasyonunda kirmizi kan hiicrelerini lize etmek igin
RBC lizis ¢ozeltisi, fenol / kloroform karigimi; polimeraz zincir reaksiyonu tiirlinlerini
gormek icin kullandigimiz agaroz jeli hazirlamak i¢in TBE (Tris- HCI Borik asit
EDTA), TAE (Tris-HCI1 Asetik asit EDTA) cozeltileri, SSCP jeli hazirlamak igin
akrilamid bisakrilamid c¢ozeltisi, amonyum per siilfat ¢ozeltisi ve. TEMED

soliisyonlar1 kullanilmustir.

2.6.2. DNA Ekstraksiyonu

Genomik DNA’lar, kan Orneklerinden proteinaz K, fenol / kloroform

yontemiyle izole edilmis ve etanol ile muamele edilerek ¢oktiiriilmiistiir.

2.6.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) spesifik bir DNA dizisinin in-vitro
ortamda ¢ogaltilmas1 yontemidir. ilk kez 1983 yilinda Karry Mullis tarafindan
gelistirilen bu yontem bir polimeraz enzimiyle gerceklestirildigi i¢in polimeraz zincir
reaksiyonu adini1 almaktadir. Polimeraz zincir reaksiyonu, DNA klonlanmasini
kolaylastirarak, rekombinant DNA arastirmalarinin giiglii bir teknigi olmustur ve pek
¢ok durumda konakg1 hiicrelerin kullanildigi klonlamanin yerini almistir. (Akar N.

:1999)

PCR; DNA molekiilleri toplulugunda, 6zgiil hedef DNA dizilerinin dogrudan

cogaltilmasina dayanir. Bu yontemin uygulanabilmesi i¢in ¢ok diisiikk miktarda DNA
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bile yeterlidir. PCR ile belirli bir bolgeyi cogaltabilmek i¢in, hedef DNA’nin
niikleotid dizisi hakkinda bazi bilgiler gerekir. Bu bilgi, tek zincirli hale getirilmis
DNA’ya baglanacak olan iki oligoniikleotid primerin sentezi i¢in kullanilir. Primerler,
cogaltilacak tek zincirli DNA molekiiliindeki tamamlayici diziler ile hibridize olur.
Istya dayanikli bir polimeraz, deoksiniikleotid trifosfatlar1 (ANTP; A, C, T, G)
kullanarak calisilan DNA’daki hedef bolgenin sentezini saglar. Polimerazin ¢aligmasi
icin tampon gorevi yapacak maddeler ve tuzlar (genellikle Tris ve KCI), ayrica

6nemli olan bir kofaktor olan Mg iyonlar1 gereklidir (Klug ve Clummings; 2002).

PCR reaksiyonu temel olarak ii¢c asamadan olugmaktadir. Bunlar, DNA’nin
yiiksek 1s1 ile birbirinden ayrilmasi (denatiirasyon), sentetik oligoniikleotidlerin hedef
DNA’ya  baglanmast  (hibridizasyon), son  olarak  zincirin = uzamasi
(polimerizasyon)’dur. Bu ii¢ asamaya bir PCR dongiisii denir ve ¢ogaltilacak {iriin
miktar1 bu dongiiniin tekrar sayisina baghidir. Bu dongii sayist genellikle 30-40
arasindadir. Olusturulan DNA zincirlerinin sayist her dongilide iki katina ¢ikar ve

yeni zincirler bir sonraki dongiide kalip gorevi goriirler.Bir PCR igleminde “n” dongi

sonunda kalip DNA’nm istenilen bir bdlgesi yaklasik 20 kez ¢ogaltilmis olur. Islem
151 doniistiiriiciisii (thermocycler) denilen makinelerde, onceden dongii sayis1 ve
sicaklik kosullar1 belirlenen programlarla otomatik olarak gergeklestirilir. Bu
yontemle; klonlama, dizi analizi, klinik tan1 ve genetik taramalar gibi diger islemlerde
kullanilmak tizere bol miktarda hedef DNA pargcalari elde edilir (Akar,1999, Klug ve
Clummings; 2002).

PCR reaksiyonunda ilk asamada ¢ogaltilacak olan ¢ift zincirli DNA 90-95° C
de yaklasik 5 dakika 1sitilmak suretiyle denatiire olur ve tek zincirli hale getirilir.
Ikinci adimda sicaklik 50-70°C arasinda bir degere diisiiriilerek (baglanma sicaklig1)
primerlerin tek zincirli DNA’a baglanmasi saglanir.15-30 niikleotid uzunlugunda olan
yapay oligoniikleotidlerden olusan bu primerler; c¢ogaltilacak DNA nin

sinirlandirilmasi i¢in baslangi¢ noktas1 ve bitis noktas1 olarak gorev yaparlar. Ugiincii
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asama olan DNA sentezi asamasi ise 70-75°C sicakliklar1 arasinda gerceklesir. DNA
polimeraz enzimi, niikleotidleri 5° ucundan 3’ ucuna dogru ekleyerek, primerlerin

uzamasim saglar ve hedef DNA'nin iki zincirli kopyasini olusturur (Oner; 2002).

e
—— < Dongi#3 —
_—
Dongi#2 —
_ e —
== = - — 33 Ddngu
Kallp ONA < S S et
Hedef Balge —

=4 Kopya 238 Kopya 2%=16 Kopya 32 Kopya 26=58 Milyar Kopya

Sekil 10: Polimeraz zincir reaksiyonunun ¢aligma prensibi

PCR reaksiyonu i¢in kullanilan DNA polimeraz enzimi Thermus
aquaticus’dan izole edilen 1siya dayanikli Taq polimeraz enzimidir. Enzim, yiiksek

1silarda 1yi caligmasi ve hizli DNA sentezi yapmasi nedeni ile tercih edilmektedir.

PCR’ dan iyi sonug¢ alinabilmesi degisik faktorlere bagli olarak degisir. Taq
DNA polimerazin iyi ¢alisabilmesi i¢in en etkin oldugu pH’in tiim uygulama boyunca
korunabilmesi en oOnemli faktorlerdendir. Bu amacgla reaksiyonlarda son
konsantrasyon 10Mm  olacak sekilde Tris.HClI pH:8.4 tampon olarak
kullanilmaktadir. PCR karigiminda 50-60mM diizeyinde potasyum ve 100 pg/ml

jelatin bulunmasinin ¢ogalmay1 6nemli miktarda artirdigi saptanmistir.

Magnezyum (Mg) +2 degerlikli olup DNA polimeraz’in ¢aligmasini saglayan
en Onemli faktordiir. Sahip oldugu pozitif yiik sayesinde negatif yiikli DNA
molekiilleri arasina girerek oligoniikleotidlerin DNA molekiillerine baglanmasini

kolaylastirir. DNA, dNTP ve proteinlerin timii magnezyum(Mg) iyonlarina
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baglandigr icin her PCR reaksiyonunda Mg konsantrasyonu ampirik olarak
ayarlanmalidir. Fazla Mg miktart Taq DNA polimeraz enziminin spesifikligini
azaltirken, az miktarda olmasi enzim aktivitesini diisiiriir ve enzim inaktivasyonuna

yol agar (Akar N; 1999).

PCR reaksiyonunda diger bir onemli faktor deoksiniikleotid trifosfatlar
(ANTP)dir ve bunlar son konsantrasyonlar1 2 mM olacak sekilde kullanilmalidir.
Reaksiyon sirasinda ortamda dTTP, dCTP, dATP, dGTP’nin bulunmasi1 gereklidir.
Kullanilan her bir deoksiniikleotid trifosfatin (INTP) konsantrasyonunun esit olmasi
dogru iiriin elde edilmesi agisindan Onemlidir. ANTP’nin az miktarda kullanimi
olusan PCR {iriinliniin miktarinin azalmasina; fazla miktarda kullanimi ise yanlis
oligontikleotid eslesmesi sonucu hedef DNA disindaki bolgelerin ¢ogalmasina neden

olur.

PCR spesifikliginde oligoniikleotidlerin uzunlugu 6nemli yer tutar. Optimal
uzunluk yaklagik 15-30 niikleotid olmalidir. Oligoprimerlerin DNA’ya baglanma
sicakligt  kabaca Tm: 4(GC)+2(AT) formiiliyle hesaplanir. Bu deger
oligoniikleotidlerin niikleotid konsantrasyonlarina baglidir ve hesaplanan uygun
sicaklik degeri PCR spesifikligini arttirmaktadir. Kullanilan oligoniikleotidlerin
niikleotid icerikleri rastgele ancak orantili olmalidir. Tekrarlayan diziler igermemeli,
guanin sitozin orant %501 ge¢memelidir. Oligoniikleotid dizisinin ¢ogaltilmasi
hedeflenen DNA bolgesi i¢inde sadece bir kez bulunmasina dikkat edilmelidir.
Ayrica, kullanilan oligoniikleotid ¢iftinin ug bolgelerinde ve dizisi igerisinde birbirine
uygunluk gosteren bolgeler bulunmamalidir; aksi takdirde oligoniikleotidin ug
bolgeleri  birbiri iizerine kivrilarak yada uygunluk gdsteren bolgeler birbirine

baglanarak PCR’ 1n olumsuz etkilenmesine neden olur.

2.6.4. Restriksiyon Endoniikleaz Enzimiyle Kesim

PCR firiinlerinin incelenmesinde en ¢ok kullanilan yontemlerden birisi PCR
tiriinlerinin  restriksiyon endoniikleaz (RE) enzimleri ile muamele edilerek

incelenmesidir. Restriksiyon endoniikleaz enzimleri kisa DNA dizilimlerini 6zgil
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olarak taniyan ve bu dizilimlere yakin bdlgelerden veya bu dizilimler ig¢indeki
spesifik bolgelerden DNA’1 kesen yapilardir. Restriksiyon enzimleri DNA ¢ift
sarmalinda kendilerine 6zgii tanima dizilerini seker ve fosfat omurgasindan kirarlar

ve bu sekilde DNA’1 maniiple ederler.

Tanima dizileri bir¢ok restriksiyon enzimi igin DNA zincirinin her iki
iplik¢iginde de aymidir ve bunlar ‘palindromik diziler ¢ adini1 alir. RE lerinin biiyiik
kismi bakterilerde ¢ok az bir kismi da viriis ve 6karyotlarda bulunmaktadir. Baslica
gorevleri; disardan bakteriye giren bazi 6zel gen veya markerlar tasiyan genetik
materyalleri ayristirarak mutasyonlar1 engellemek ve genetik yonden kararlilig
saglamaktir. Bakteriye 6zgii bu enzimler, ¢ift sarmalli DNA {izerinde 6zgiin bolgeyi
tanirlar ve ¢ift sarmalli DNA’nin her iki zincirindeki fosfodiester bagin1 keserek

DNA’y1 iki parcaya ayirirlar (Akar N; 1999).

Restriksiyon endoniikleaz enzimleri adlandirilirken enzimin elde edildigi
cinsin ilk harfi, daha sonra bakteri tiiriiniin ilk iki harfi ve son olarak bazen soya ait
bir harfle birlikte ilk izolasyondan baglayarak Romen rakamiyla enzimin izolasyon
sirast belirtilir. Izosizomerler ise; farkli mikroorganizmalardan elde edilip, DNA

tizerinde ayni1 diziyi taniyip kesim yapan RE’lerdir (Akar N;1999).

2.6.5. Tek iplik¢ikli Uygunluk Polimorfizmi (Single Strand Conformation
Polymorphism) (SSCP)

Mutasyon belirlenmesinde kullanilan tekniklerden biri olan SSCP denatiire
olmayan jellerde tek iplikli DNA’da olusan degisimin, jelde yiriime farkliligimin
belirlenmesine dayanir. Bu yontem ile niikleotit dizisinde mutasyon ya da
polimorfizm sonucu olusmus tek baz degisikliklerini belirlemek miimkiindiir (Akar

N; 1999).

Tek zincirli DNA pargaciglr bazi1 kosullarda niikleotit dizisine bagli olarak
belirli bir sekil alir. Bir baz degisimi DNA pargaciginin konformasyonunun ve

dolayzsi ile elektroforetik hareket yeteneginin degismesine neden olur. (Oner; 2002)
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SSCP ile mutasyon taramasi yonteminde mutasyon taranacak DNA bolgesi
once PCR ile ¢ogaltilir. Cogaltilan DNA molekiilleri yiiksek 1s1 ile ¢ift iplikli halden
tek iplikli hale getirilip, elektroforez jeline yiiklenir. Poliakrilamid jel
elektroforezinde go¢ hizlarina bakilarak sonuglar degerlendirilir. Tek iplikli DNA nin

farli bantlar géstermesi; mutasyon olabileceginin gostergesidir.

SSCP teknigi ayn1 anda bir¢ok Ornekte mutasyon taramasini sagladigindan
molekiiler genetik ¢alismalarina hiz kazandirmaktadir. Yontemden en iyi sekilde
sonug alabilmek i¢in, kullanilan PCR {iriiniintin 100 b¢’ni gegmemesi gerekmektedir.
200 niikleotitlik bir dizide %90’1n, 400 niikleotitlik bir dizide ise %80’lik bir oranda

mutasyonlar1 yakalama sans1 vardir.

2.6.6. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi ya da “Sequencing” DNA'min niikleotid dizilerinin
saptanmas1 anlamma gelmektedir. Niikleotid dizilerinin saptanmasinda Maxam-
Gilbert kimyasal degredasyon yontemi ve Sanger dideoksi enzimatik yontemi olmak
tizere iki temel teknik gelistirilmistir. Her iki yonteminde dizi analizi yapilacak
DNA’nin hazirlanmasi, reaksiyonlar ve yliksek voltaj jel elektroforezi olmak iizere ii¢

ana asamasi bulunmaktadir.

Allan Maxim ve Walter Gilbert kimyasal degredasyon yonteminde dizisi
belirlenecek DNA parcaciginin komplementer zincirleri ayrilip zincirlerden biri
kullanilir.Dizisi saptanacak zincir 5’ucundan poliniikleotid polintikleotid kinaz enzimi
kullanilarak radyoaktif fosfor ile isaretlenir. Bu isaretlenen DNA parcasi1 dort 6rnek
olarak boliiniir. Her 6rnege, DNA'da ki bazlardan birisini tahrip edecek sekilde bir
kimyasal madde eklenir. Reaksiyon ig¢in kisith bir siire verilerek her tiipte farkl
pozisyonlardaki hedef niikleotidlerden kirilmis molekiiller elde edilir. Sonugta,
kirildig1 noktaya gore, hepsi 5° ucundan isaretli ancak boylar1 farkl bir dizi parcacik
elde edilir. Dort 6rnek karigimi daha sonra uzunluklarina gore elektroforetik olarak

ayrilacaklar1 poliakrilamid jel iizerinde, yan yana dort paralel kuyuya uygulanir.

32



DNA pargalarinin uglar1 radyoaktif olarak isaretli oldugu ic¢in otoradyografi ve
elekroforez yontemiyle sonug alinir (Maxam AM, Gilbert W.;1992)

Dideoksi yada zincir sonlanma reaksiyonu olarak bilinen Fred Sanger ve
arkadaglarinin gelistirdigi ikinci yontemde ise belirli bir bazda sonlanan bir DNA
zinciri sentezi gergeklesmektedir. Dizisi saptanacak DNA zinciri yeni sentezlenecek

DNA zinciri i¢in kalip olarak kullanilir (Sanger; 2004)

Bu yontem i¢in dizisi belirlenecek olan DNA ‘ya, dort farkli dNTPye, dort
farkl1 ddNTPlere, reaksiyonu kataliz edecek DNA polimeraz enzimine ve serbest OH
grubu iceren primere ihtiya¢ vardir. Ik olarak analiz i¢in kullanilacak kalip DNA
asimetrik amplifikasyon yontemiyle hazirlanir. Béylece daha fazla kalip DNA elde
edilir. PCR’da oldugu gibi denatiirasyon, yapigsma, uzama sikluslarinin belirli sayida
tekrarlanmasiyla gerceklestirilir (Akar ;1999). Yontemde kullanilan ddNTP’lerin 3’
ucunda hidroksil (OH) grubu bulunmamaktadir. Bu durumda molekiil yeni
sentezlenen DNA’ya katilir ancak 3’-OH grubu tagimadigi i¢in kendisine niikleotid
ilave edilemez ve zincir sentezi sonlanarak bir DNA parcacigi elde edilir. Deneyde,
dort reaksiyon karigimi hazirlanir. Her bir reaksiyon karigimi kalip DNA zinciri,
uygun primer, radyoaktif niikleotid trifosfatlarin dordii ve az miktarda ddNTP’den
sadece birini igerir. Zincir sonlanmasi i¢in dort reaksiyon tiipiinde farkli bir ddNTP
bulunur. Elektroforez sonrast DNA bantlar1 otoradyografi ile goriintiilenir. Bu bantlar

yukaridan agagiya dogru okunarak dizi saptanir. (Akar N. ; 1999)

Giiniimiizde DNA dizi analizi i¢in Sanger’in enzimatik yontemi esasina dayali
tam otomatik kapiller sistemli ¢alisan DNA dizi analiz cihazlari, radyoaktif izotoplar
yerine ise floresan boyalar kullanilmaktadir (Oner ;2002). Sistem sahip oldugu lazer
15181 teknolojisiyle farkli 6zellikteki floresan boyalari algilar, her niikleotid i¢in ayri

renkte bir pik olusturarak niikleotid dizisini belirler.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghigi ve Hastaliklari
Ana Bilim Dali; Pediatrik Molekiiler Patoloji ve Genetik Bilim Dali Laboratuvarinda
gergeklestirilmistir. Herhangi bir hastalik grubuna dahil olmayan 239 birey ile 70
noral tiip defektli hasta (NTD) ve akrodermatitis enteropatika (AE) hastaligina sahip
10 birey ¢alisma grubu olarak belirlenmistir. DNA 6rnekleri Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi Yenidogan iinitesi, Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali, Pediatrik
Nefroloji Bilim Dal1, Pediatrik Noroloji Bilim Dal1 ve Giilhane Askeri Tip Akademisi
Kadin Dogum Kliniginden gonderilmistir. Ayrica calismaya Cezayir’den gelen 35
noral tiip defektli hastaya ait DNA’lar da dahil edilmistir. Caligmaya katilan tiim
ailelere c¢alismanin olasi sonuglart hakkinda bilgi verilmis ve goniillii olarak

katildiklarina dair onam formu alinmistir.

3.1. YONTEM
3.1.1. DNA iZOLASYONU

Calisma grubunu olusturan hastalardan 1 ml 0.5M
Etilendiamintetraasetikasitli (EDTA) (Sigma, ABD) polietilen tiip icerisine 9 ml kan
ornegi alinir. Alinan kan 6rnegi 50 ml.lik falkon tiip igerisinde 25 ml RBC( Red
Blood Cell) lizis soliisyonu [155 mM Amonyum Klorid (AppliChem, Almanya) 10
mM Sodyum Bikarbonat (Merck, Almanya); 0,5 mM EDTA (AppliChem, Almanya)]
eklenir, ¢alkalanarak 20 dk buzda bekletilir. Sogutmal1 santrifiijde (Hettich, Almanya)
+4°C’de 4000 rpm’de 20 dakika santriflij edildikten sonra siipernatant dokiilerek,
pellet iizerine tekrar 25 ml RBC Lizis soliisyonu eklenir. Bu islem tiim eritrositler
giderilene kadar tekrarlanmistir. Son kez siipernatant dokiildiikten sonra dipte kalan

16kositler iizerine 1000 pL RBC lizis soliisyonu eklenir ve bu karigimin 800 pL’si

34



ependorf tiipiine alinarak -20°C’de stok olarak saklanir. Geriye kalan 200 pL bir
ependorf tlipline alinarak {izerine 20 pg/mL olacak sekilde Proteinaz K enzimi (MBI
Fermentas, Litvanya), son konsantrasyon %0,5 olacak sekilde %10’luk Sodyum
Dodesil Siilfat (Merck, Almanya) ve 16kosit hacminin 2,5 kati olacak sekilde niikleaz
soliisyonu [10 mM Trisklorid (Amresco, ABD) pH: 8; 100 mM Sodyum Klorid
(Merck, Almanya), 1| mM pH: 8.0 EDTA (AppliChem, Almanya) eklenerek bir gece
56°C*de sicak su banyosunda ( Almanya) bekletilir.

Ikinci giin tiiplere 1:1 oraninda Fenol/Kloroform [Fenol (Merck, Almanya),
Kloroform(Merck, Almanya), izoamil alkol (Merck, Almanya)] eklenerek 10 dk
calkalanir ve buz igerisinde 20 dk bekletildikten sonra +4°C’de 4000 rpm’de 20 dk
santrifiij edilir. iki faza ayrilan karisimm iist kismi baska bir eppendorf tiipiine
alinarak {izerine toplam hacmin 1/10’u kadar 3 M Sodyum Asetat (Sigma, ABD) ve
toplam hacmin 2 kat1 kadar %95°1ik alkol (Tiirkiye) eklenir. Eppendorf tiipii ters diiz
edilerek DNA goriiniir hale getirildikten sonra -20°C’de bir gece bekletilir.

Uciincii giin tiipler  +4°C 4000 rpm’de 20 dk santrifiij edilerek DNA
coktiiriiliir. Stipernatant kismi1 dokiilerek tiipe 500 puL %70’lik alkol eklenir ve +4°C
4000 rpm’de 20dk santrifiij edilir. Santrifiij sonrasinda alkol dokiiliir ve tiipler
kurutma kagidi {izerinde kapaklar agik bir sekilde kurumaya birakilir. Kurutulduktan
sonra tiiplerin igerisine Tris EDTA (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA) soliisyonu
eklenip 37°C’de bir gece bekletilerek DNA’nin ¢oziilmesi saglanir. Izole edilen DNA
+4°C veya -20°C ‘de saklanmistir.

3.1.2. Z1P14 Gen Degisimlerinin Belirlenmesi

ZIP 14 geni degisimlerinin belirlenmesinde kullanilan polimeraz zincir
reaksiyonu i¢in yapilan PCR karisiminda igerigi iiretici firmalar arasinda fark olsa da
genellikle 500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI (pH 8.3); 15 mM MgCl2 bulunur. Bazi
tamponlarda BSA (Bovine Serum Albumine), gliserol, betain, DMSO (Dimetil
stilfoksit) de bulunabilir. ANTP (Fermentas, Litvanya) karisimindan 10 mM stok
hazirlanir. Primerler (ABD) liyofilize olarak alinir, 100 uM olacak sekilde stok

hazirlanir.
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Cizelge 2.1. Polimeraz zincir reaksiyonunun bilesenleri ve kullanilan miktarlar

SonKonsantrasyon Kullanilan Miktar
Distile Su - 37.8 ul
10x PCR Tamponu 1x 5ul
dNTP Karisim 0.2 mM 2 ul
Primer Karisimi 20 uM 2 ul
MgCl12 1.5 mM 1l
Taq DNA Polimeraz 1 {inite 0.2 ul
DNA Kalip 100- 300 ng 2ul
Toplam Miktar 50 ul

3.1.3 ZIP14 Gen Degisimlerinin incelenmesindeki PCR Kosullari

ZIP14 gen degisimleri incelenmesinde

diisiincesiyle oncelikle promotor bolge se¢ilmistir. Promotor

gen ekspesyonunu etkileyebilecegi

bolge -592 ile -240

bazlar aras1 birinci bolge; -240 ile -25 arasindaki bolge ikinci bolge olarak iki kisma

ayrilmig bu bolgeler i¢in primerler tasarlanarak PCR lar1 yapilmistir.

=592

S

240

|

Promotor IT.Bélge

? Transknpsiyon
Baglama
_25 Balgesi

L

Promotor I Bdlge

Sekil 11. ZIP14 geni promotor bolgesi
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3.1.3.1. ZIP14 Promotor I. Bolge PCR Kosullar:

Promotor L.bolge i¢in
F: 5>-TCACCCCCAAATTAACATTTCT-3’

R:5’-GCTAGGCGGTGAGAGCTTC-3>  primerleri  kullanmilarak ~ PCR

gergeklestirildi.

PCR komponentleri yukarda ¢izelgede belirtilen oranlarda son hacim 50ul

olacak sekilde reaksiyona sokulmustur.
Polimeraz zincir reaksiyonu sicaklik sartlar1 ise:

95°C de 5 dk

94°C de 0.5 dk
52°C de 0.5 dk 35 Dongii
72°C de 0.5 dk

4°C de 5 dk. olarak gergeklestirilmistir.(Biorad, ABD). PCR sonrasinda 333
b¢ uzunlugunda oligoniikleotid iiriinler elde edilmistir. PCR f{iriinleri %2’lik agaroz

jele 10 ul yiiklenmistir.

TCACCCCCAAATTAACATTTCTCCCAACTTTGGGTTAGTAGGGTTCTTTAGGCGTCTGATCATTGTGGGAAGCGGTGCG
GCATCAAGTCTGAAAAGTGAATATAATATGGTTTATTTGGAACTCGACCAGGAAATTTTGGTTCTTTTGGCTGGTGGA
AATATGCAGAAGAAACACCATCTAAGGGCGCGTCCCCTTCTGAAGTACCTTTCCGAACTGGGGAGGGAAGAGAAAAG
CTTTTTGGGTGAACCAGAAGTGGTAAAATCACATTCAAATAGAGTGGGTAGGACTCTCCTCCAGGGGGTGTGGGGTGG
AGGCTAGGCGGTGAGAGCTTC

Dizi 2.1. ZIP14 geni promotor 1. Bolge i¢in PCR ile ¢cogaltilmis dizi. Primerler alt1
cizili olarak gosterilmistir. (GenelD: 23516)
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3.1.3.2. ZIP14 GENI Promotor IL.Bélge icin PCR Kosullar

-240 ile -25 bolgeleri arasinda yer alan promotor ikinci bdlge icin
F:5’-CCAGGGAGCAGGTCTTCAC-3’

R:5’-TGACGCGCCGGGTATATAG-3"  primerleri  kullanilarak ~ PCR

gergeklestirildi.
Polimeraz zincir reaksiyonu kosullari ise su sekildedir:

95°C 5 dk,
94°C 0.5 dk
55°C 0.5 dk 35 Dongii
72°C 0.5 dk

4°C 5 dk. olarak gergeklestirilmistir.(Biorad,ABD) PCR sonrasinda 231 bg
uzunlugunda oligoniikleotid iirlinler elde edilmistir. PCR f{irlinleri %2’lik agaroz jele

10 ul yiiklenmistir.

CCAGGGAGCAGGTCTTCACGGGAGGTTTCCGGAGGCAGGAGGAGCCTGCGGGTCCTCGGGAGTCACGG
CCGGATGAAGGATGGGAGCGGGCGCCGACCACAGCCAGGGCCGCGAGGCGCAGGAGGGCGCAGGCTGGCCAGG
TCCCCAGCCTGCCGGCCCCACGTGGCAGCCCCGGGGCGAGCGGGGCGGGCCGGGGGCGGGTCCGGCCGCTGACG
CGCCGGGTATATAG

Dizi 2.2. ZIP14 geni promotor II. Bolge icin PCR ile ¢ogaltilmis dizi. Primerler alt1

cizili olarak gosterilmistir.
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3.1.3.3. ZIP14 GENI 7.Ekzonda yer alan HHH Motifi icin PCR Kosullar

7.ekzonda yer alan histidin aminoasiti bakimindan zengin olan bu bdlgenin
(HHHGHSH) ¢inko aliniminda rolii oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle bu bolge
calismaya dahil edilmistir.246 b¢ uzunlugundaki bu bdlge i¢in;

F: 5’- CCTCCCTGTCACCCTTCC-3
R:5’-TGCTTGGTGGAGCCTCTAAG-3’ primerleri kullanilmistir.
Polimeraz zincir reaksiyonu kosullar1 ise su sekildedir:

95°C 5dk

94°C 0.5 dk
58°C 0.5 dk 35 Dongii
72°C 0.5 dk

4°C 5 dk. olarak gerceklestirilmistir.(Biorad, ABD) PCR iiriinleri %2’lik
agaroz jele 10 pl yiiklenmistir.

CCTCCCTGTCACCCTTCCAGCATCATCATGGTCGCTTCCCTCCAAGAAGGACCAGGAGGAGGGGGTGAA
GCTGCAGAACGGGGACCTGGACCACATGATTCCTCAGCACTGCAGCAGTGAGCTGGACGGCAAGGCGCCCATGGT
GGACGAGAAGGTCATTGTGGGCTCGCTCTCTGTGCAGGTCAGTGGGCCACCAGCTGCTTGGTGGAGCCTCTAAG

Dizi 2.3. ZIP14 geni 7. ekzon HHH motifi i¢in PCR ile ¢ogaltilmis dizi. Primerler alt1

cizili olarak gosterilmistir.
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3.1.4. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz (Sigma, ABD), kullanilacagi amaca uygun olarak belirli yilizdelerde
hazirlanir. Bizim ¢alismamizda PCR iiriinlerini %2’lik agaroz jelde degerlendirdik
9%2lik jel i¢in 3 gr agaroz tartilip TAE 1X (Tris-HCl Asetik asit, EDTA) ile 150 ml’e
tamamlanir. TAE 1X soliisyonu TAE 50X sollisyonunun 1/5 oraninda distile su ile
seyreltilmesiyle hazirlanir. Agaroz istenilen yiizdelerde hazirlandiktan sonra
mikrodalga firinda kaynatilir. Uzerine Etidyum Bromit (Sigma, ABD)’in %5°lik stok
soliisyonundan 5 ul ilave edilir. lyice karistirildiktan sonra énceden uygun taraklar
konularak hazirlanmis olan jel tabagima(Thermo Midicell Primo) dokiiliir. Agarozun
donmasi i¢in yaklasik 30 dk beklenir. Jelin donmasindan sonra jel tabag ile birlikte
elektroforez tankina yerlestirilir. Elektroforez tanki TAE 1X soliisyonu ile jelin iisti
kapanacak sekilde doldurulur. PCR iiriinlerinden 10 pl alinip, 3 pl Brom-Fenol
Mavisi (BBF, Merck, Almanya) ile kanistirilarak jele yiiklenir. PCR {iriinlerinin
degerlendirilmesi ve reaksiyonun istenilen uzunluktaki dogru bolgeyi cogalttigini
gorebilmek i¢in marker (®X174 DNA Hae IIl BioLabs, ABD) PCR firiinleri ile
birlikte jele 2 pl kadar yiiklenir. 80 V akimda 25-30 dk yiiriitiiliir. Ultraviyole 151k

(Spectroline, ABD) altinda incelenir ve fotograflanir.

3.1.5. SSCP Jeli icin Poliakrilamid Jel Hazirlanis

%7 lik poliakrilamid jelin hazirlanmasi: Bu jelin hazirlanmasinda %40 lik
49:1 oranindaki akrilamid/ bisakrilamid soliisyonu kullanilmistir. Bunun i¢in 196 g
akrilamid (Merck , Almanya) ve 4 gr N,N'-metilen-bis-akrilamid (Sigma, Almanya)
200 ml distile su ile 37°C’de 1sitilarak ¢ozdiiriiliir ve hacim distile su ile 1000ml’ye

tamamlanmistir (Sambrook ve ark., 1989).

Jel yapimi icin kullanilan TBE 5X soliisyonu, 54 g Tris (Amresco, ABD),
27,5 g Borik asit (AppliChem, Almanya), 20 ml 0,5 M pH: 8 EDTA (AppliChem,

Almanya) distile su ile 1000 ml hacime tamamlanarak yapilmistir.
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Jelin polimerlesmesi i¢in kullanilan %10’luk Amonyum Persiilfat; 0.3 g
Amonyum Persiilfat(AppliChem, Almanya) distile su ile 3 ml’lik hacime

tamamlanarak hazirlanmistir.

Akrilamid monomerlerinin polimerlesme reaksiyonunu katalizleyen TEMED

(Tetra Etil Metilen deamin) ise hazir olarak bulunur.

Elektroforez Aparatinin Hazirlanmasi: Camlar bol su ile iyice yikandiktan
sonra deiyonize suyla durulanir. %70’lik alkolle temizlenir ve kurulanir. 1.5 mm’lik
spacerlar yardimiyla arada 1.5 mm bosluk birakilmasi saglanir ve klemplerle

sabitlenir. Jel dokiildiikten sonra yine 1.5 mm’lik tarak oturtulur.

Bu calismada kullanilan %7 lik poliakrilamid jelin hazirlanmasinda stok
olarak hazirlanan %30luk akrilamid/ bisakrilamid soliisyonundan 24 ml, TBE 5X
tamponundan 25 ml, 600ul 10%’luk Amonyum Persulfat (Sigma, ABD) ve 70.0 ml
deiyonize su bir beherde manyetik karigtirict yardimu ile karistirildiktan sonra {izerine,
60 ul TEMED (Tetra Etil Metilen deamin, Sigma, ABD) konularak, hazirlanan
camlarin arasina dokiiliir. Yiikleme yapilacak kuyucuklar1 olusturmak iizere uygun

taraklar takilarak donmasi beklenir.

Jelin polimerlesmesinden ve taraklarin ¢ikarilmasindan sonra camlar vertikal
jel elektrofezine yerlestirilerek {izeri TBE 1X soliisyonuyla doldurulur. PCR
tirlinlerine spesifikligi arttirmak amaciyla belli bir oranda denatiire edici yiikleme
boyasi eklenmistir. Kullanilan yilikleme boyasi toplam hacminde %95 formamid,
20mM EDTA, %0,05 Xyelene Cyanol, %0,05 Brom-fenol mavisi icermektedir. 40 pl
PCR iiriinlerine 8 pl yiikleme boyasi eklenerek 99 °C‘de 8 dk denatiire edilir.

Orneklerden 10 pl kuyucuklara yiiklenerek 13 0 V da baz ¢ifti uzunluklarina
gore 15-18 saat siireyle +4°C de akima tabi tutulur. Bantlar, glimiis boyama

teknigiyle boyanarak goriiniir hale getirilir.
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3.1.6 SSCP Jeli icin Giimiis Boyama

Glimiis boyama igin tli¢ farkli soliisyon kullanilmaktadir. Bunlardan birincisi
%]1 lik glimiis nitrat ¢ozeltisidir. 5 g glimiis nitrat (AgNO;) (AppliChem, Almanya)
tartilip distile su ile 500 ml’ ye tamamlanir.ikinci ¢dzelti %15 lik sodyum hidroksit
(NaOH) c¢ozeltisidir. 150 g kati1 sodyum hidroksit distile su ile 1000 ml’ye
tamamlanmasiyla hazirlanir. Son soliisyon ise %7,5’lik Sodyum B bikarbonat
sollisyonudur ve bu soliisyon %7,5’lik sodyum bikarbonat (Na,COs) distile su ile

1000 ml’ye tamamlanarak hazirlanir.

Elektroforez sonrasi jel, stok soliisyonundan distile su ile 9:1 oraninda
seyreltilerek hazirlanan %0,1°lik giimiis nitrat soliisyonu ile 5 dk muamele edilir.
Daha sonra %1,5’lik sodyum hidroksit soliisyonuna formaldehit eklenip glimiis

soliisyonunu agamasini takiben jelle muamele edilir.

Jel %0,75’lik sodyum bikarbonat soliisyonu icinde birka¢ dakika birakilarak
boyama islemi sonlandirilir. Boylelikle jeller goriiniir hale getirilerek bant farklilig

olan ornekler belirlenir.

3.1.7 PCR Uriinlerinin Temizlenmesi (Piirifikasyon)

ZIP14 geni i¢in belirlenen bolgeler polimeraz zincir reaksiyonu ile taranip
SSCP (single strand conformation polymorphism) teknigi ile farkli bant profili veren
DNA lar belirlendikten sonra bu DNAlar tekrar PCR yapildi ve PCR firiinleri PCR
ptirifikasyon kiti(Agencourt) kullanilarak temizlenir. Miknatis 6zelligindeki magnet
lizerine yerlestirilen plate’e 50 pl per iiriinii konuldu.Uzerine 1.8 kat1 kadar (90 pl)
agencourt clean soliisyonundan eklendi.3-4 dk beklenerek DNA’larin miknatisl alana
yapismas1 saglandi.Ust kisimda yer alan supernatant atildi ve 200 ul %70 lik etanol
eklendi. 30 sn.beklendi. Siipernatant pipetle uzaklastirildi. Bu islem iki kez tekrar
edildi. Oda sicakliginda 6rnekler 10-15 dk.kurumaya birakildi. Kurutma isleminden
sonra 40 pl deiyonize su ile sulandirilarak DNA’nin ¢dziinmesi saglandi. Daha sonra

her bir ekzon i¢in temizlendigi diisliniilen DNA’lar %2’lik agaroz jelde incelendi.

42



3.1.8 DNA Dizi Analizi

Her bir ekzon i¢in birbirinden farklar1 tespit edilen DNA Orneklerinin
niikleotit dizilerinin belirlenmesi i¢in kapiller sistem otomatik sekans cihazi
(CEQ800XL, Beckman Coulter, USA) kullanildi. Bunun i¢in 0,2 ml’lik, 96 tane
kuyucuk igeren plaklar kullanilip her bir kuyucuga 12 pl premiks (2 pl 10X reaksiyon
tamponu, 1ul dANTP karigimi, 2ul ddUTP, 2ul ddGTP, 2ul ddCTP, 2ul ddATP, 1ul
polimeraz enzimi), Sul temizlenmis PCR {iriin{i, 20 pmol primer konularak “cycle
sequencing” islemi gergeklestirildi. Bunun i¢in plaklar, PCR cihazina (Biometra,
Almanya) yerlestirilip 94°C’de 5 dk ilk denatiirasyon, 30 siklus 96°C’de 20 s
denatiirasyon, 50°C’de 20 s yapisma ve 60°C’de 4 dk’lik uzama evresi
gergeklestirildi. “Cycle sequencing”  sonlandiktan hemen sonra reaksiyonun
durdurulmast igin her bir kuyucugun dibine 5 pl durdurma soliisyonu (1,5 M
C,H30,Na, 50 mM EDTA, 20 mg/ml’lik Glikojen) pipetlendi. Orneklerin iizerine 60
ul  %95°1ik soguk etanol eklenerek +4°C’de 4000 rpm’de 4 dk santrifiijlenerek
(Hettich, Almanya) yikama islemi gerceklestirildi. Ustteki kisim dékiilerek %70°lik
alkolden 200 ul eklenip, +4°C’de 4000 rpm’de 2 dk santrifiijlenerek tstteki kisim
dokiildii. Bu islem bir kez daha tekrarlandiktan sonra plak 300 rpm’e ¢ikana kadar
ters olarak santrifiijlenip fazla etanol uzaklastirildi. Plak, liyofilizator cihazina (Christ,
Almanya) yerlestirilip ve yiiksek vakum altinda 6rnekler kurutuldu. Kuruyan
orneklerin lizerine 25 pl formamid igeren soliisyondan konularak DNA zincirlerinin
birbirlerinden ayr1 tutulmasi saglandi. Her bir kuyucuk mineral yag ile kapatildiktan
sonra plak, DNA dizi analizi cihazina yerlestirildi ve elde edilen sonuglar CEQ

Sequencing Software programi kullanilarak dalgalar halinde goriintir hale getirildi

3.2. ARASTIRMA BULGULARI

Yaptigimiz ¢alismada noral tiip defektli (70), Akrodermatitis enteropatika(10)
ve kronik ¢inko eksikligi oldugu belirlenen 10 hasta DNA s1 ¢alismaya dahil edildi.
ZIP14 geninin promotor bolgesi ve 7.ekzonunda yer alan HHH motifi SSCP
teknigiyle tarandi.
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3.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Bulgular:

3.2.1.1. 333 b¢’lik promotor 1.bdlgeye ait PCR iiriinleri %2’°lik agaroz jelde

80V da 10 dk yiirttilmiistiir.

Sekil 12. ZIP14 geni promotor [.bolge PCR iirlinlerinin %?2’lik agaroz jeldeki

goruntiisi

3.2.1.2. 231 bg.’lik promotor I1.bolge PCR iirlinleri %2’lik agaroz jelde 80V
da 10 dk yiiritiilm{istir.

Sekil 13. ZIP14 geni promotor Il.bolge PCR firiinlerinin %?2’lik agaroz jeldeki

goruntisi
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3.2.1.3. 246 bg.’lik 7.ekzonda yer alan HHH motifi PCR iiriinleri %2’lik
agaroz jelde 80V da 10 dk yiiriitiilmiistiir.

mEEEEe

S O W YT T e T WS W e oo e

Sekil 14. ZIP14 geni 7. ekzon HHH motifi PCR iiriinlerinin %2 ‘lik agaroz jeldeki

goruntiisu

3.2.2 Tek iplikcikli Uygunluk Polimorfizmi (SSCP) Bulgulari

3.2.2.1. Promotor I. Bolge: 333 b¢’lik promotor 1.bdlgenin SSCP teknigi

kullanilarak yapilan taramasi sonucunda farkli bant 6rnegi tespit edilmistir.

Sekil 15. ZIP14 geni promotor I.bolge SSCP jel goriintiisii

45



3.2.2.2. Promotor IL.Bélge: 231 bg.’lik promotor 2.bdlgenin SSCP teknigi
kullanilarak yapilan taramasi sonucunda ornek marker (©X174 DNA Hae III)’la
karsilastirildiginda jelde 194 b¢ uzunlugunda farkli bantlar oldugu goriilmiistiir.

Sekil 16. ZIP14 geni promotor II. Bolge SSCP jel goriintiisii

3.2.2.2. Z1P14 7.Ekzonda yer alan HHH Motifi: 246 bg¢.’lik 7.ekzonda yer
alan HHH motifinde SSCP teknigi kullanilarak yapilan tarama sonucunda farkli bir

DNA bant 6rnegine rastlanmistir.

Sekil 17. ZIP14 geni 7.ekzon HHH motifi SSCP jel goriintiisii

SSCP ler sonucunda farkli bant profili veren DNA lar belirlendikten sonra
DNA dizi analizi yapilmistir. Yapilan DNA dizi analizi sonuglar1 ZIP 14 geninde
taranan bolgeye ait diziyle karsilagtirilarak farklilik olup olmadigina bakilmstir.
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3.2.3 Promotor L.bolge icin DNA Dizi Analizi Sonuclari

Bu bolge i¢in SSCP de farkli bant profili veren hasta DNAlarinda herhangi bir
degisimin olup olmadiginin saptanmasi amaciyla DNA dizi analizi yapilmistir.

Promotor 1. Bolge icin yapilan DNA dizi analizinde;

=0 122 112 120
[CTACTOO.A 4.0 40 JJCcQoa A 4T 8 47T 4T Q40T TTAT T T O 0o .n

FlLIOr sy o

Sekil 18. K.Y.adl1 hastaya ait ZIP14 promotor I. Bolge forward primerleri ile
yapilan DNA dizi analizi

Aralvzed Data

a0 1T =0 pl-e)
T GGL 4 48T 4 40 GGCGAT 4T T AT &4TT CA ST TT T G4 240 CcTT O

Sekil 19. K.Y.adli hastaya ait ZIP14 promotor 1. Bolge reverse primerleri ile yapilan
DNA dizi analizi

Promotor I. Bolgeye ait primerlerle yapilan DNA dizi analizinde yapilan

karsilastirmalar sonucunda herhangi bir degisim saptanamamaistir.
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3.2.4. Promotor I1.Bolge DNA Dizi Analizi Sonug¢lar::

Promotor II. Bolge i¢in yapilan SSCP de farkli bant profili veren DNAlar
ZIP14 promotor II. Bolge forward ve reverse primerleriyle DNA dizi analizi

yapilmustir.

Analyzed Data

110 10 120 140
AT T T CCG& T C4 OO0 C4 4 4 L40L440C0C440 oTT T COCT 3T CO0L4 3

T T T
ji- ] 2000 2100 2300 Z200 e ] 2500 2500
O=t= Folnts

Sekil 20.H.S. adli hastaya ait DNA dizi analizi

Yapilan karsilagtirmalar sonucunda herhangi bir degisiklik bulunamamustir.
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3.2.5 HHH MOTIFi DNA Dizi Analizi Sonuclar:

HHH motifi i¢in yapilan SSCP de farkli bant profili veren DNA lara ZIP14
7.ekzonda yeralan HHH motifine ait reverse ve forward primerlerle DNA dizi analizi

apilmistir.
yap ; Analyzed Data

= b [

3 L4000 00T 3L TO A L LA CT OCLA 5B 4 400 0O

1]

m
|||||||||=E||||

Fi

EI'

Fluor amoanos
M
m
|

Sekil 21. HHH motifi forward primerle yapilan DNA dizi analizi

Analyzed Data

=0 Tea 200 Z10
™ & CCooaET T T G 4 @ CT T ST C CAT SL4 O CCCCT COCT CCT O G T

410

Sekil 22. HHH motifi reverse primerle yapilan DNA dizi analizi
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Diziler her iki taraftan karsilastinnldiginda herhangi bir degisim

saptanamamuistir.

SSCP de farkli bant profili gosteren F.A adli hastaya ait DNA ile yapilan
DNA dizi analizinde;

120 g Ec=) 140
o Cca O a0 O O OO a c oT O O A Ga CGa T = AT T

Sekil 23. F.A adli hastaya ait HHH motifi forward primerle yapilan DNA dizi analizi

Analyv=zed Data

4.0
- R (=] 180 170 190
ag JJ 43 04 ATECAT OTEE ETEC G O T CCCCET T ST &G
3 a0
ﬁ ze £
§ =0
] C
[T 16 L
1.0 -
D-E_ m
1 1 111 I I 1 I|r|l } 1 : 1 } 1 1
g (7] TI00 ZE00 fcin e a] 00 200 3300

D=t= Polrrs

Sekil 24. F.A. adli hastaya ait HHH motifi reverse primerleriyle yapilan DNA dizi

analizi
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HHH motifine ait primerlerle yapilan DNA dizi analizi sonuglari

karsilagtirildiginda herhangi bir degisim bulunamamustir.

Cezayirden gelen DNA o6rneklerinin HHH motifi primerleriyle yapilan DNA

dizi analizleri sonucunda farkli DNA larda ayni bolgede degisime rastlanmistir.

Sekil 25. Cezayirden gelen NTD li hastaya ait HHH primerleriyle yapilan DNA dizi

analizi
130 a0 B0 -]
I Qo S CTT CT CCAT CoaCcCcCocCcoCT O S a I CTT CT CCGAT GAaC G CCCT O

dtlaon] [l

Sekanslarda goriilen degisimi saptayabilmek icin bu bolgede G/C i1
tanimlamak amaciyla GCAGC dizini kesen Alu I restriksiyon endoniikleaz enzimi ile

kesim yapilmustir.
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Tzel
ApekI
FriudHI
Alul
CwikI-1
Setl

5 ... BCAGCTTCTCCA ... 3
F1 | F1o
3... CGTCGARGAGGT ... 5

CwikI-1
Alul
ApekI
Tzel
FriudHI
Setl

Sekil 26. Alu I restriksiyon enzimi

Reaksiyon komponentleri 12ul PCR firiinii + 2 pl tampon + 1ul Alul = 15 pl

toplam hacim olmak {izere hazirlanir. 370C’de 16 saat siireyle reaksiyon
gerceklesmistir. (Biorad, ABD) Enzimle kesim sonunda kesim {irlinleri PAGE(
poliakrilamid jel elektroforezi)’ de 130 V da 4 saat yiiriitilerek sonug

degerlendirilmistir.

Sekil 27. Alul restriksiyon enzimiyle yapilan kesimin PAGE’de goriintiisii
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Cezayirli NTD hastalarinda HHH motifi primerleriyle yapilan DNA dizi
analizinde goriilen bu degisimin herhangi bir mutasyon olup olamayacagina karar
verebilmek i¢in Alul restriksiyon enzimiyle yapilan kesim sonucuna bakildiginda bu

bolgede herhangi bir degisimin olmadig1 goriilmiistiir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Konjenital malformasyonlar tedavi ve rehabilitasyonlar1 zor ve masrafli olan,
aile ve topluma cok biiylikk maddi ve manevi yiikler getiren saglik sorunlaridir.
Perikonsepsiyonel (gebelik olugsmadan 1 ay once ve gebeligin ilk 6-8. haftalar
arasindaki siire) ve prenatal donemde konjenital malformasyonlara yol agan faktorler

belirlenip gerekli 6nlemler alinabilmektedir.(Rosano; 2008)

Noral tiip defektleri (NTD) ciddi komplikasyonlarla sonuglanan néral tiipiin
hatal1 kapanmasi sonucu olusan dogumsal bir kusurdur. Prenatal donemde kalp
hastaliklarindan sonra en fazla bebek 6liimiine ve dmiir boyu siirecek rahatsizliklarin
ortaya ¢ikmasina yol agan dogumsal defektler arasinda yer alir. Tiirkiyede noral tiip
defektlerinin (NTD) sikligin1 arastiran ¢esitli ¢aligmalar bu sikligin bin canli dogumda
li¢ civarinda oldugunu gostermektedir. Universite kliniklerinde yapilan bir calismaya
gore bu siklik Kuzey ve Dogu Anadolu’da en yiiksek (sirasiyla bin canli dogumda
4.32 ve 4.54) olup, Bat1 Anadolu’da en diistiktiir (bin canli dogumda 2.17). Genetik
faktorler, ,ilaclar ve ¢evresel kirleticiler, annede yiiksek ates, diabet, folik asitten fakir
beslenme, B12 ve A vitamini bakimindan fakir beslenme, ¢inko eksikliginin bu

dogumsal kusurun ortaya ¢ikmasinda rol oynadigi savunulmaktadir.(Tuncbilek; 1999)

Tiim viicut ¢inkosunun %85°1 iskelet kasinda ve kemikte; %11 ‘i deri ve
karacigerde; geriye kalan %2-3’l ise diger dokularda bulunur.Tiirkiyede c¢inko
eksikligine bagli NTD olusumu iizerine ilk calisma Cavdar ve ark.’lar1 (1980)
anensefalide maternal serumda c¢inko eksikligini(Babacan 1983; Cavdar 1983),
anensefalide maternal serum, plazma ve sagta ¢inko seviyesinin azaldigini1 (1981),
noral tiip defektli annelerde c¢inko seviyesinde azalma, bakir seviyesinde artig
oldugunu gosteren calismalar yapmiglardir.(Cavdar ;1991) Akar ve ark’lar1 (1988)
hamilelerde oral plazma ¢inko eksikligi ile noral tiip defekti iliskisini ortaya koymus,
cinko eksikligi gosteren annelerde ¢inko supplementasyonunun etkisini

gostermislerdir. Yapilan calismalarla yetersiz ¢inko aliniminin dolasimdaki ¢inko
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miktarinin azalmasina ve gelisen fetiiste noral tiip gelisiminin yavaglamasina neden

oldugu diistiniilmektedir.(Akar ;1988)

Yapilan genetik calisma tiplerinden en ¢ok bilineni, hastaliklarla ilgili aday
genlerin ortaya konmasi ve bu genler lizerindeki degisimlerin tanimlanmasidir. Bunun
icin bu caligmada hiicre igerisine ¢inko alimiminda gorev alan SLC39 ailesinden
ZIP14 genindeki degisimler ile noral tiip defektli anneler ve ¢ocuklar arasinda bir
iliski olup olmadig1 arastirilmistir. ZIP gen ailesi iiyeleri ile noral tiip defekti hastalig
lizerine simdiye kadar herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ancak NTD
olusumunda ZNT gen ailesinden ZNT4 geninin rolii oldugu Akar N ve ark.’lart
tarafindan yapilan ¢calismada gosterilmistir (Akar N, 2006).

Simdiye kadar ZIP14 iizerine yapilan ¢aligsmalarda ise LZT (LIV-1 subfamily
of ZIP zinc Transporters) ailesinin yapisal ve fonksiyonel analizi yapilmis, LZT
ailesinde transmembran domain V de hem metal baglayici 6zellikte metalloproteaz
motifi bulundugu (HEXPHEXGD), hem de ZIP (Zrt-, Irt-like Proteins) tarafindan
¢inko tagiiminin oldugu histidince zengin bir bdlge bulundugu goriilmiistiir. Liuzzi
JP ve ark.’ larmin yaptigi ¢alismada Zip 14 genlerinin diizenlenmesinin IL-6
araciligiyla hepatik cinko birikmesi ya da inflamasyonda ¢inko azligi ile alakali
oldugu  goriilmiistiir.(Liuzzi;  2004)  Sisteince  zengin  proteinler  olan
metallotiyoneinlerin kadmiyum, c¢inko gibi agir metallere baglanmasinin mangan
iyonlar1 tarafindan indiiklendigi ve IL-6 tarafindan ZIP 14 geninin ekspresyonunun
diizenlendigi yapilan baska bir ¢alismadir.(Liuzzi ;2005) Girijashanker K. ve ark’lar
tarafindan yapilan bir ¢alismada ise metal bikarbonat iyonlarinin tasiniminda ZIP14
ve ZIP8 benzerlikleri ortaya konmustur. Yapilan bu ¢alismada ZIP14 ve ZIP8 genleri
tarafindan kadmiyumun hiicre igerisine aliniminda en etkili inhibitdriin ¢inko iyonlar

oldugu bulunmustur.

ZIP14 geninde meydana gelen bir mutasyonunun genin fonksiyonu olan ¢inko
alimin1 engelleyebilecegi bu durumun da NTD olusumundaki rolii iizerine yaptigimiz

bu calismada sonug olarak;
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1.

ZIP14 geninin ekspresyonunu etkileyebilecegi diisiincesiyle oncelikle
promotor bolgesi NTD li hastalarda taranmis; herhangi bir mutasyon ya
da polimorfizm bulunamamustir.

Hiicre igerisine ¢inko aliniminda rolii olan histidince zengin bir bolge olan
HHH motifi iceren 7.ekzon’un NTDIi hastalarda taranmasi sonucu
herhangi bir mutasyon ya da polimorfizm bulunamamastir.

Bu calismada ¢inko alinnminda etkin olabilecegi diisiiniilen iki bdlge
taranmis olup herhangi bir sonuca ulasilamamistir. Diger ekzonlarin

taranmas1 Onerilebilir.
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