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BOLUM |
GIiRIS ve AMAC

Tay-Sachs hastali§i otozomal resesif gegisli bir lizozomal depo
hastaliqidir. Biyokimyasal calismalar sonucu hastalidin nedeninin
Heksozaminidaz A (Hex A) eksikligi oldugu bulunmustur. GM2
gangliozidin - u¢ kismindaki N-asetilglukozamin veya N-
asetilgalaktozamin birimini hidroliz eden bu enzimin tam veya kismi
eksiklijinde GM2 gangliozid 6zellikle néronlarda birikmekte, hastalarda
ilerleyici mental ve motor gerilik gelismekte ve hastalik 6&limle

sonuclanmaktadir (1).

Tay-Sachs hastahidi, toplum tarama programian Hex A aktivitesi
Zichmy ile oastauimis ik insan genetik haswaigicir ve ilk kaz Ashkenazi-
Musevi toplumunda tarif ediimistir. Bu hastalik ile ilgili genis capii
toplum taramalan Kuzey Amerika'daki Musevi toplumunda 1970'lerde
baslatiimis ve daha sonra farkh Ulkelerde de strdurGlmuistir. Hastalik
Ashkenazi-Musevi toplumunda 1/3.600 sikhdinda goériimektedir. Bu
oran, hastaligin normal toplumda géralme sikliginin yaklasik 100 katidir.
Gunimiizde tasiyict tarama programiari ve prenatal tani olanakiari
sayesinde bu hastalik igin risk tasiyan toplumlarda yeni hastalarin
dogmasi tamamen dnlenmistir (2).

Son yillarda bulunan yeni teknikierle Tay-Sachs hastahgmm DNA
diizeyinde incelenmesi mumkin olmus ve degisik toplumlarda Hex A
geninde bulunan 40'dan fazla mutasyonun hastalia nasil neden‘ oldugu

ortaya c¢ikanimistir. Mutasyonlarin belirlenmesi, bugiin tanisal amacla



kullaniimaktadir. Gelecekte de gen tedavisi amaciyla kullanilabilecegi

disundulmektedir (3).

Akraba evililikleri oraninin yaklasik %21 oldugu Gikemizde cesitli
kalitsal metabolik hastaliklar gorulmektedir (4). Bu hastaliklardan Dbiri
olan Tay-Sachs hastaliginin tanisi igcin serum ve I6kositlerde Hex A
tayini 1988 yilindan itibaren Anabilim Dalimizda yapiimakta, 1990
yilindan itibaren de sipheli ailelerde enzimatik dizeyde prenatal tanisi

yapiimaktadir.

Bu calismada bir ileri basamak olarak Hex A genini inceleyerek
toplumumuzda hastaliktan sorumlu mutasyonlan belirlemeyi amacladik.
Literatirde tarif edilmis olan Tay-Sachs hastalig: ile ilgili 40°dan fazla
mutasyonun blydk bir kisminin tek ‘baz’ degisikligi seklinde oldugu
gérulmekiedir. 3u nedenie bu cansmada gana $ok nekia mutasycnianing
saptamaya yonelik bir mutasyon tarama yontemi olan "Single Stranded
Conformational Polymorphism (tek zincir konformasyon degisikligi)"

(SSCP) yontemi kullaniimistir.

*Calisma 91K120930 no'lu Devlet Planlama Tegkilati projesi ile

destekienmistir.



BOLUM II
GENEL BILGILER

Heksozaminidaz (Hex) (EC 3.2.1.52), lizozomlarda bulunan
40'dan fazla enzimden biridir. Bu enzim glikoprotein, glikolipit ve
glukozaminoglikan molekdllerinin - ucunda bulunan R8-bagh N-

asetilgiukozamin veya N-asetilgalaktozamini hidroliz eder (1).
I.1. HEKSOZAMINIDAZ ENZiMININ GENETIGI

Memeli hiicrelerinde Hex'in iki temel izoenzimi vardir. Bunlar,
asidik izoenzim Heksozaminidaz A (Hex A) ve bazik izoenzim
Heksozaminidaz B (Hex B)dir. izoenzimlerin altbirim kompozisyonu
mmuncerasipiasyenia jesnimisin. Hex A, 2ir o ve Zir 3 aitbirimden,
Hex B ise iki B aitbirimden olugmustur. Aifa-aitbirim geni 15 numaralt, 3-
altbirim geni 5 numarali kromozom Uzerinde bulunmaktadir. Alfa-aitbirim
54 kD buyukligundeki a~peptidini; B-altbirim 27 kD’luk 3, ve 28 kD’luk By,
polipeptitierini icerir. B, ve B, polipeptitleri disilfit baglaryla kovalent
olarak baglanmiglardir. Ayrica o ve B altbirimlerinde 7-12 kD’luk kig¢ik
peptitler vardir. ap ve Bp seklinde gdsterilirler. Bunlar o ve B
polipeptitlerin N-uc¢larina.yakindirlar ve distilfit baglariyla kovalent olarak
baglanmiglardir. Hex A'nin yapis! (apo)(BpBapb), Hex B’nin 2(Bppap
b)dir. Basit olarak Hex A (aB), Hex B ise (BB) olarak gdésterilir (Sekil
1)(3). Biyokimyasal calismalar her iki izoenzimin de dimer yapida
oldugunu géstermistir. Hex A ve Hex B genlerinin yapisal
dizenlenmeleri de benzerdir. Her ikisi de 14 ekson ve 13 introna
sahiptirler. Hex A geni 35 kb, Hex B geni 40 kb blylkliktedir. mRNA

olusumu sirasinda 13 introndan 12'si benzer béigelerden ayrilir. Protein



sentezinin yapildi§i bolge, yaklasik 1600 'baz' uzuntugundadir. Alfa ve
beta altbirimlerinin cDNA ve aminoasit dizileri %60 benzerlik
gostermektedir. Bu nedenle bu genlerin ortak bir ata genden

evrimlestikleri distntimektedir (5).

Gn? Gn? Gna-Many Onz-Mans.7 n
Gnz-Man3 4s
Bp Bo &, Ba
o - e 555
RN NN NN Gn R R
o LG B % N S
i i ;f 4 ‘;"3 ;}
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Gn é

A Gm-Mans Gnz-Mans.t &0 Gnz-Mans Gn;-Manss O0

Sekil 1- Hex A ve Hex B’nin yapilar. Hex A o ve pB-altbirimlerden
olusan bir heterodimer, Hex B iki p-aitbiriminden olusan bir °
homodimerdir. a-altbirimi, 7 kD agirligindaki ap ve 54 kD agirligindaki o "’
polipeptitlerinden olusur. B-aitbirim sirasiyla, 8, 27, 28 kD
agirhiklarindaki Bp, pa ve Bb polipeptitlerinden olugmustur. “Gn?” a-
polipeptitte potansiyel glikozillenme boéigelerini géstermektedir (3).



I1.2. HEKSOZAMINIDAZ ENZIMININ BIYOSENTEZI

Hex, diger lizozomal hidrolazlar gibi, endoplazmik retikulumda
(ER) sentezlenir; Golgide posttransiasyonal degisiklide ugrar. Bunu
izleyerek ya lizozomda depolanir veya hiicreden saligilanir (Sekil 2) (1,
3).

Sentezin: ilk basamag! graniillii ER’da olur. Prepropolipeptitin
amino ucunda bulunan hidrofobik sinyal peptit araciligiyla polipeptit, ER
limenine girer. o sinyal peptit 22 aminoasit uzuniugunda (6), & sinyal
peptit 42 aminoasit uzuniugundadir (7). Sinyal peptitler ER'a girigte
proteinden ayrilir. Protein sentezi tamamlandiktan sonra o ve B
polipeptitter ER'da belirli asparajin aminoasitleri  lzerinden
glikozillenirler. Alfa-altbirimin éncil seklinin 3, B-altbirimin 6nctl seklinin
5 potansiyet s-gilkezillenme 2éigesi varcir (&). 3aylyen pciipeptite sir
dolikol araciigiyla mannozdan zengin bir parca, (Glc3ManSGicNAc2)
aktanlir. Bu par¢adaki mannoz molekillerinden (¢ glukoz molekuliniin
ayrilmasi, bir mannoz molekiilinin kopmasi, polipeptit ici distlfit
baglarinin olusmasi ve pro-a ve B-zincirlerinin birlesimi ER'da olur.

Bunlarin sonucunda katalitik olarak aktif pro-Hex olusur (9).

Hex'I da iceren lizozomal enzimlerin lizozoma ulasabilmeleri igin
glikozil kisimlarinda bulunan mannozlar Uzerinden fosforillenmeleri
gerekir. Bu fosfét gruplari bir fosfotransferazin basamakl etkisiyle
poteine eklenirier. Once belirli bir mannoz molekili UDP-N-
asetilglukozamin ile etkilesir, UMP ayrilir. Sonra a-N-asetilglukozaminil
fosfodiesteraz, N-asetilglukozamini de ayinir. Bdéylece fosfomannozil

yapi olusur. Bu reaksiyonlar ER ve Golgide olur (10, 11).
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Sekil 2- Hex A biyosentezinin gematik gésterimi. Farkli organellerde
a ve B polipeptitlerin dizenlenmesi gosteriimektedir. Sinyal peptitler
GER (Granilli Endoplazmik Retikulum)y'da aynlir. Polipeptitler belirli
asparajin aminoasitlerinden glikozillenirler (Gn). Muhtemel glikozillenme
bolgeleri “Gn?” ile, fosforillenen oligosakkaritier “P” ile, fosforillenmesi
muhtemel oligosakkaritler “P?“ ile, oligosakkarit kisimlarn heniz

tanimianmamig yapilar “Man? “ ile gosterilmistir (3).

Dahms ve arkadaslar , fosfotransferazin lizozomal enzimiere ézel
bir ilgisi oldugunu ve diger glikoproteinleri fosforillemedigini
gostermislerdir (12). Biyokimyasal ve kinetik veriler proteinlerin
fosfotransferaza baglanabilmek icin ortak bir protein boélgesi icerdiklerini

disiindirmektedirler. Bdyle bir protein béigesi heniiz tammianmamistir,



ancak fosfotransferazin proteini tanimasinda en az bir lizin aminoasitinin

dnemli rol oynadig: bilinmektedir (13).

Enzimin Gzerinde olusturulan fosfomannozil gruplarinin Golgi'deki
mannoz 6-fosfat reseptérierine karsi blyldk affinitesi vardir ve bu
reseptorlerle birleserek bir kompleks yaparlar. Protein-mannoz 6-fosfat
reseptér kompleksi kalatrin kaph keseciklerle Golgi'den salinir. Bunlar,
ya varolan bir lizozomla birlesirler veya asitleserek kendileri lizozom
olurlar. Organelin asit ortaminda reseptér-ligand kompleksi ayrilir.
Salinmis reseptorler, yeni ligandlar baglamak Gzere tekrar Golgi

organeline dénerler (13).

Hex, lizozomda 6nemli proteolitik ve glikozidik parcalanmaya
udrar. Oligosakkaritler lizozomal ortamda kalma siresine bagh olarak,
anzimisrcen ayniar. Cmedin, 3-aittinmin 4. cligosakkarit van zincd
asparajin bagh N-asetilglukozamine indirgenir (14). Bu strada protein
dizenlemeleri de devam etmektedir. 67 kD luk o6ncil a-aitbirim, N-
ucundan 7 kD luk parcaya ve 54 kD luk olgun polipeptite aynlir. Bu da iki
dizi arasinda 16 veya 17 aminoasitlik bir par¢anin aynldigini
gostermektedir. Benzer bir sekilde 63 kD luk B-altbirim, ara dizilerin
ayriimasiyla Bb, Ra ve Bb polipeptitlerine pargalanir (15, 16). Proteolitik
olayin biyolojik- nedeni agik degildir. Bu islemler enzim aktivitesi igin
gerekli degildir. Cinkl éncil molekillerin olusturdugu enzim de katalitik
olarak aktiftir. :‘*Klsmen parcalanmis enzimin lizozomal ortamda daha
dayanikh olmésa nedeniyle bu iglemin oldugu dustntimektedir (1).
Lizozomda Hex'in ugradi§t en énemli degisiklik, aitbirimierin aktif enzimi
olusturmak (zere dimerizasyonudur. Tek basina ne a, ne de f
monomeri aktif degildir. Monomerler, homo- ve heterodimer izoenzimieri

vermek Uzere U¢ sekilde birlesebilirler (17); A izoenzimi (ap), B



izoenzimi (383), S izoenzimi (ac). Her iki altbirim de benzer aktif
merkezler iceririer. - altbirimin varli§i, olusan dimerin dayanikliigin
artirir. En dayanikiidan en az dayanikhya dogru izoenzimierin siralamasi
Hex B (83) > Hex A (af) > > HexS (ac) seklinde olur (1).

i1.3. HEKSOZAMINIDAZ ENZIMININ FONKSIYONU

Hex glikolipitler, glikoproteinler ve glukozaminoglikaniarin indirgen
olmayan uclarindaki glikozidik bagi parcgalar. Bu bagin par¢alanmasi ile
3-N-asetilglukozamin veya p-N-asetiigalaktozamin molekdlleri ayrihir.
Hex A ve Hex B ayni substratlan hidroliz edebilirler, fakat negatif yukli
substratlan hidroliz etme yetenegine yalniz Hex A sahiptir (18). Hex
A'nin esas substrati GM2 ganglioziddir. Hex A, GM2 gangliozidin
vanisira keratan siilfat, kondroidin veya dermatan suifatlardaki R-bagli
N-asetilgiukczamin S-sulfat gibi negatif kil suestratian midreiiz 2ceouir
(Sekil 3). Ozgulliik sadlayan bu farkliigin, o-aitbirimde negatif yikii
yapay substratlari baglayabilen bir bélgenin varligi yiziinden olabilecegi
disundlmustir. Bu hipotez, N-asetilglukozamin 6-stlfat iceren yapay
substratla yapilan calismalarla desteklenmistir. Stlfath substrati Hex A

hidroliz edebilirken Hex B edemez (19).

GM2 gangliozid, kendi hidrolizi icin, “GM2 aktivatér* olarak bilinen
bir glikolipit baglayict kofaktére ihtiyac duyar (20). Bu kofaktdr, GM2
gangliozidle 1:1 oraninda b:r kompleks olusturur ve kompleks suda
¢coziunir hale gelir. GM2 aktivatér, hem Hex A'min substrati olan
gangliozidi lizozoma génderebilecek bir tagityici protein olarak gorev
yapar, hem de Hex A ile iligkiye girerek o-altbirim araciligiyla glikozidik



badin parcalanmasini sadlar. GM2 aktivatér proteinin cDNA'si izoie

edilmistir; geni 5. kromozom lizerinde bulunur (21-23).

Gen o

(15. kromozom)

Polipeptit a-altbirim

izoenzim Hex S
(o)

Substratlar l

Fizyolojik Glikozaminogiikaniar?

Sentetik  6- Sulfatlanmig

B
(5. kromozom)

l

B-altbirim

Hex A
(aB)
!

Glikoproteinier
Oligosakkaritter
Glikozamino-
glikanlar
Glikolipitler

Gangliozit GM2

Nétral
6-Sulfatlanmis

Aktivator

(5. kromozom)

Aktivator ——

Hex B
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!

1
i
Glikoproteinier
Oligosakkaritier
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—-Kompleks e——-J3
olusumu
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Sekil 3- Heksozaminidaz sistemi. GM2 gangliozidin parcalanmasi igin
herbiri ayri gende kodlanmis (¢ polipeptite ihtiyag vardir: A izoenziminin

a ve B-altbirimleri ve aktivatdr protein (17).



I1.4. TAY-SACHS HASTALIGI VE TANISI

ingiliz oftaimolog Warren Tay 1881'de ve Amerikali norolog
Bemard Sachs 1890 yillarinda yeni bir hastalik tanimiadilar. Hastaligin
klinik bulgularinin beyinde dejenerasyon, kdrliik ve motor fonksiyon
kaybi oldugunu bildirdiler. Semptomlar yagamin ilk 4-6 aylarinda ortaya

cikiyor, hizla ilerliyor ve 3 veya 4 yasinda 6lime yol agiyordu (24).

Tay-Sachs hastalijindaki metabolik bozukluk 1939-1942
yillarinda gésterildi; esas olarak merkezi sinir sisteminde gangliozidlerin
birikkmesi olarak tanimiandi. 1962’de Tay-Sachs hastaliginda biriken
maddenin GM2 gangliozid oldudu gosterildi. Bu bilesigin indirgen
olmayan ucunda a-N-asetiinéraminik asit ve B-N-asetilgalaktozamin
bulunmasi nedeniyle hastaliga biyokimyasal olarak bir siyalidaz veya
neksoraminicaz ksikiginm yol acugi Jdistniicl. Zana seris ~ex
Aktivitesi ile yapilan enzimatik calismalar, Hex A enziminin Tay-Sachs
hastaliinda eksik oldugunu gésterdi (24).

Yillar siren biyokimyasal ve genetik calismalar sonucu, Tay-
Sachs hastaiinin (GM2 gangliozidoz), otozomal resesif gecisli bir
lizozomal depo hastali§i oldudu; Hex A enziminin o-altbirim genindeki
bir mutasyon sonucu a¢ia ¢iktigt bulundu. Hex A aktivitesinin, bir
mutasyon sonucu azalmasi veya eksiklijinde, enzimin dodal substrati
olan GM2 gangliozid birikerek lizozomlarda sisme ve néron
fonksiyonlarinda bozukluklara yol agmaktadir. Bunun sonucu ilerleyici

tipte nérolojik dejenerasyon gelismektedir (17).

Hex A enziminin eksikli§i sonucu olusan Tay-Sachs hastaligi,

cesitli yaslarda ve degisik bulgularia ortaya cikar. Klasik infantil tip,

10



hayatin 3-5. aylarinda gelisme geriligi, korlik, géz dibinde (makulada)
kiraz kirmizisi leke, konvilsiyon bulguiariyla basglar ve no6rolojik
bulgulann ilerlemesi ile hasta 3-5 yaslarinda kaybedilir. Daha ge¢
yaslarda baslayan juvenil ve eriskin tiplerinde ise, klinik bulgular ¢cok
degiskendir: demans, konviisiyon, nérolojik bozukluklar, distoni, akut

psikoz tabloya hakim olabilir (17, 25).

Tay-Sachs hastalifi, dinyada toplum tarama programi
uygulanmis ilk insan genetik hastaliidir ve diger genetik hastaliklar igin
6émek olusturmustur. Tanisal amacla ve tarama programlarinda Hex A'yi
kantitatif olarak élgcmek icin enzimatik yontemier kullanilir. Bu amagla
serum, ldkositler, fibroblast ve amniyon hicreleri gibi &rnekler
kulanilabilir. Hex A aktivitesi icin en yaygin olarak kullanilan yontem,
izoenzimlerin sicaklia dayanikhilik farklarini esas alan termolabil
fraksinasyen yéntemidir. Hex 3 sicakiiGa dana dayaniiii ken mex A &0°
C'da aktivitesini kaybetmektedir. Substrat olarak, genellikle, yapay
substrat olan 4-metilumbelliferon N-asetilglukozaminid (4MUG)
kullanilir. Sonuglar, aciga ¢ikan 4 metilumbelliferonun fluorometrede

okunmasi ile degertendirilir(17).

Enzim aktivitesinin tayininde, dodal substrat olan GM2
gangliozidin kullaniimasi daha uygun olabilir. Bunun igin, GM2
gangliozidin postmortem beyin dokusundan ekstraksiyonu, N-
asetilgalaktozamin, siyalik asit veya sfingozinin enzimaﬁk veya kimyasal
olarak isaretlenmesi gereklidir. Substrat hazirlamanin pahali olmasi ve
GM2 gangliozid kaynaklarinin sinirlt olmast bu ydntemin ¢ok &zel
durumlarda kullaniimasina neden olmaktadir (24). Ayrica selliloz asetat
veya nisasta jel elektroforezi kullanilarak Hex A aktivitesi tayin edilebilir
(26).

11



I.5. HEX A EKSIKLIGINE NEDEN OLAN MUTASYONLAR

Tay-Sachs hastali§i, Hex A geninin klonlanmasindan &nce,
yukarda da s6z edildidi gibi klinik fenotipleri ve biyokimyasal verilerle
tanimlanabiliyordu. Rekombinant DNA tekniginin bulunmasinin ardindan
Hex geni klonlandi (5, 27); hemen ardindan da intron/ekson birlesim
yerlerinin c¢evresindeki diziler bulundu (28). Klonlanmis a-cDNA'nin
Ashkenazi-Musevi ve Fransiz-Kanada'li hastalardan elde ediimis
DNA'lara prob olarak kullanildigi Southern blot yontemiyle, Tay-Sachs
hastaliina neden olan mutasyonlarin ilki bulundu. Bu mutasyon,
Fransiz-Kanadal hastalarda ekson 1 ve cevresindeki dizilerin kaybina
neden olan 7,6 kb’lik bir delesyondu. Ashkenazi-Musevi toplumundaki

hastalardan alinan DNA émeklerinde bu mutasyon gérilmedi (29).

1989 ymindan scnra polimeraz zincir reaksiyonu (PR exnigi,
DNA diizeyinde tarama ve taniyr mimkin kilarak hastaliktan sorumiu
diger mutasyonlarin bulunmasina yardimct olmustur (18). PCR
teknolojisinin mutant genlerin tanisi ve tanimlanmasinda kullanilabiimesi
icin, genin protein sentezinde kullanilan bdlimundn dizisinin ve ekson-
intron sinirlarnnin bilinmesi gerekir. Ekson/intron kesim bdlgelerindeki
degisiklikleri tanimlayabilmek icin intronlarin cevrelerindeki dizileri
bilmek gerekir (24). Bu bilgilerle, Tay-Sachs hastalid: icin ylksek risk
tasiyan Ashkenazi-Musevilerinde hastalida neden olan mutasyoniarin

%95-99'u tanimlanabilmistir.

Ashkenazi-Musevi kokenli infantil Tay-Sachs hastalarinda en sik
gorulen mutasyonlar, ekson 11'de 4 'baz' ciftini (b¢) iceren insersiyon
mutasyonu (30), intron 12 ayriima bélgesinde G—C transizyonudur. ik

mutasyon s6zii edilen toplumdaki Tay-Sachs mutasyonlarinin %81’ini
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olusturur (31, 32, 33); Avrupa’li toplumiar arasinda da en sik goértien
mutasyondur ve bu nedenle bu konuda yapilacak g¢alismalarda hastanin
kokenine bakilmaksizin bu mutasyon arastinimahdir (24). Ikinci
mutasyon ise, Ashkenazi-Musevi toplumundaki Tay-Sachs
mutasyonlarinin %16'sini1 olusturur (31, 32, 33). Ayni toplumda erigkin tip
Tay-Sachs hastaliina en sik neden olan mutasyon, ekson 7'de G—A
degisimi (31, 32, 33), dolayisiyla enzimde bir aminoasit degigimi
(G|y269-’Ser).yapan mutasyondur (34, 35, 36). Bu mutasyonlar, Musevi
olmayan toplumlarda da gorilmektedir. Degisik toplumlarda tek veya

nadir gériilen mutasyoniar da tanimlanmisgtir (Tablo 1).

Bugine kadar Hex A geninde 40dan fazla mutasyon
tanimlanmistir (24). (Tablo 1) Simdiye kadar saptanmis mutasyonlarin
coGunlugu, 7.8 kb’hk delesycn ve az savida niklectidin delesycnu

disinda, substitusyon ve insersiyen seklindexi nokta mutasycniandir.

Tablo I. Hex A geninde bulunan mutasyonliar (24)

Niikleotid degisiklikleri Etnik grup Ekson

AT.6 kb Fransiz-Kanadali Ekson 1

A1G Zenci Ekson 1

coT Zenci Sessiz mutasyon,
' Tanimsal degil

G78A Ingitiz Ekson 1

Inwon 2+1 Kuzey Avrupal Ekson 2

G-C

intron 2+1 Fransiz Ekson 2

G-A

C409T Fransiz, irlandali? Ekson 3

GA436 Zenci Ekson 4

intron 4+5 Fransiz Ekson 4

G-A
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intron 4-1
G-T
TGA477-478
C508T
G509A
C532T
G533A
G533T
G540G
AV547
G570A
C629T
C739T
G749A
G772C
G805A
intron 7+1
G-A

TTCA910-912 veya

913-915

CTA927-928 veya

929-930

YW U

LT o SRR T i p RN
SCALBER-ZE0 vevya

561-563
G987A
intron 9+1
G-A
intron 9
A-8-12
C11777T
A1195G
G1260C
TATCV1277
G1306A
intron 12+1
G->C
G1444A
T1453C
C1495T
G1496A
CA1510
C1510T
G1511A
G1518A

Zenci

ingiliz
Fransiz-Kanadali
Japon, Fasli Yahudi
Cekoslovak
Portekiz

ingiliz

Faslt Yahudi
Cinli

Tunusiu

Kuzey Afrikalt
Panetnik
Labnanli
iskog-irlandali
Panetnik
Fransiz-Kanadali

Fash Yahudi
Alman-iskandinavyali
randai

Ingiliz/ alman
Irlandali ve digerleri

Polonyali

Fransiz

Zenci

Alman

Askenazi Musevileri
Zenci

Ashkenazi Musevileri

italyan, Cinli
Cinli

Karngmis irklar
iskog-irlandali
italyan

Misirti, Fransiz
Libnanli
Belirlenmemis

Ekson 5

Ekson 5
Ekson 5
Ekson 5
Ekson 5
Ekson 5
Ekson 5
Ekson 5
Ekson 5
Ekson 5
Ekson 6
Ekson 7
Ekson 7
Ekson 7
Ekson 7
Ekson 7

Ekson 8

Ekson 8

Ekson 9
Ekson 9

Ekson 10

Ekson 11
Ekson 11
Ekson 11
Ekson 11
Ekson 11
Ekson 12

Ekson 13
Ekson 13
Ekson 13
Ekson 13
Ekson 13
Ekson 13
Ekson 13
Ekson 13

kY

A igareti delesyon, V isareti insersiyon mutasyonunu géstermektedir.
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I.6. TAY-SACHS HASTALIGINDA PCR YONTEMININ
MUTASYON TANIMLAMASINDA KULLANIMI

Tay-Sachs hastalijinda mutasyon saptanmasi amaciyla Hex A
geninin 14 eksonu ve ekson/intron birlesim yerleri icin en uygun PCR
kosullan, Triggs-Raine ve arkadaslar tarafindan yaymlanmigtir (37).
Tay-Sachs hastaliinda PCR kullanilarak mutasyon saptanmasi icin 4
analitik islem kullanilmistir. Bunlar, heterodupleks analizi, restriksiyon
enzim analizi, allel spesifik oligonikleotid hibridizasyon ve allel spesifik
amplifikasyondur. Nadir gériilen veya yeni mutasyonlarin tanimlanmasi
icin ise, iki analitik yoéntem ("single stranded conformational
polymorphism" yéntemi ve "chemical cleavage of mismatched sites

(kimyasal parcalama)" yéntemi) kullaniimaktadir (24).
i1.53.1. Hevercdupieks anaiiz

Heterozigotlardan alinmis émeklerde, PCR’la c¢ogaltiimis DNA
dizileri direk %8 poliakrilamid jel elektroforezine uygulanir.Normal ve
mutant diziler, kendi aralarinda hem homo, hem heterodupleks yaptilar
olustururlar. iki veya daha fazla ciftienmemis ‘'baz' iceren
heteroduplekslerin yanlis birlesmis bolgeleri bu heteroduplekslerin
poliakrilamid jel elektroforezinde daha yavas harekét etmelerine neden
olacaktir. Ayrica DNA &mekleri bir restriksiyon enzimiyle de (Hae i)
kesilerek (Hae [l enziminin tanima boigesi 5 PﬁGCGC/Py 3’ dir.)
poliakrilamid jel elektroforezine uygulanir. Restriksiyon enzimi ile
kesmenin nedeni normal ve mutant diziler arasindaki farkin ayirt
edilebilecedi yeteri kadar kiiglik parcalar elde etmektir. Heterodupleks
analizi, Tay-Sachs hastalijinda en sik goérilen ekson 11'deki 4 b¢'lik

delesyon mutasyonunun saptanmasi igin iyi bir ydntemdir. Bu mutasyon
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icin  homozigot  olanlarda, heterodupleks sinyali sadece
amplifikasyondan ¢nce hasta DNA’si normal DNA ile kanstirilirsa
gdrilebilir ve homozigotiara da tani konulabilir. Hastanin mutasyon
acisindan homozigot olduju ise restriksiyon enzim Kkesimiyle

go6zlenebilir (38).
11.6.2. Restriksiyon enzim analizi

Bir mutasyon restriksiyon endontikleaz kesim bélgesinin kaybina
veya yeniden olusumuna neden olabilir. Bu durumiarda, PCR ile
cogaltilmis DNA bir restriksiyon enzimle kesilerek, jel elektroforezinde

parcalarin buyiklik farklarindan mutant ve normal alleller ayirtedilebilir.

Bu véntem intron 12 ayriima bdlgesi mutasyonunu tanimiamak
icin kullantidi. G—C ransizyenu mutant ailleide Sde | kesim odigesi
yaratmaktadir (39, 40, 41). Dde | enziminin tanima bdlgesi 5'- C/TNAG -
3’ dir. Restriksiyon enziminin (Dde ) normaide kesemedigi DNA dizisi
mutasyon sonucu enzim tarafindan kesilir hale gelmekte ve
poliakrilamid jel elektroforezinde normal ornekte tek bant, mutant

omekte ise 3 degisik buyuklikte bant géruimektedir.

Erigskin tip Tay-Sachs hastahéma en sik neden olan mutasyon
(G805—>A) EcoR [l kesim bélgesinin kaybina neden olur (EcoR Il 5-
/CCAGG -3’ bolgesini tanir.). Aync;,' bu 6zellik IVS 7+1 G—HA (42), ve
IVS 7+1 G—C (43) mutasyonlarinda da goérialir. Bu mutasyonlarin
saptanmasinda PCR'la ¢ogaltiimis normal DNA dizisi enzim tarafindan
kesilebilirken, mutant dizi kesilemez. Bu ti¢ mutasyonun poliakrilamid jel

elektroforezinde gérinimi aymidir. Bu ytzden restriksiyon enzim
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analizinden sonra birbirlerinden ayirmak i¢in Allel Spesifik

Oligoniikleotid hibridizasyon (ASO) ydntemiyle analiz edilmeleri gerekir.

I1.6.3- Allel Spesifik Oligoniikleotid hibridizasyon yéntemi
(ASO)

Bu metod dot blot olarak bilinir. Mutasyon tani yéntemilerinin en
yaygin kullantlanidir. 20-30 b¢'lik allel spesifik oligoniikleotid sentezi ve
isaretlemesi gerektirdiginden pahali bir yéntemdir. Isaretleme radyoaktif
nikkleotid veya biyotin ile yapilabilir. isaretli normal ve mutant
oligontikleotid problar naylon veya nitroseliloz bir tabaka Uzerine
ultraviole 151§ ile veya finnianarak sabitlestirilir. PCR ile cogaltiimis
DNA omekleri tek zincirli hale getirilerek tabaka Uzerine uygulanir.
Normal émeklerde normal probla, heterozigotlarda hem normal hem
muiant sroiila, nomoezigetlarca se sadecg mutant precia hibridizasyen
olacaktir. Bu metodun kullanimi bilinen mutasyonlarla sinirlidir. Ayrica
spesifik olmayan hibridizasyoniardan kacinmak igin cok titiz calismayi
gerektirmektedir. ASO hibridizasyonunun 6zgulligiu sayesinde tek baz

farklidi olan alleller ayirilabilir (44).
11.6.4- Allel spesifik amplifikasyon (ASA)

Bu yontem DNA dizisinde buyik delesyonlara (kb biytkiuginde)
neden olan mu?asyonlann PCR teknidi kullanilarak saptanmasi
amaciyla gelistiriimistir. Amplifikasyon icin 3 primer gerekmektedir.
Cunkld, DNA dizisindeki buylk kopukluklarda normal DNA, mutant
DNA'y1  amplifiye etmek i¢in kullanilan primerlerle amplifiye
edilememektedir. ASA yéntemi 7.6 kb’lik delesyon mutasyonunun tanisi

icin uygulanmistir. 3 primer kullanilarak amplifikasyondan sonra mutant
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ve normal alleller ayrilabilmistir. PCR reaksiyonu sirasinda bir primer 5’
delesyon bdlgesinin Gstlindeki intronik dizilere hibridize olurken, diger
ikisi alttaki dizilere baglanan primerierdir. Bunlardan biri, delesyona
ugramig bolge icindeki dizileri tanir ve normal DNA kalibindan
amplifikasyonu yénlendirir. ikincisi ise 3' ucundan delesyon bélgesine
hibridize olur ve sadece kopmus DNA kalibindan amplifikasyon urini
yapar. Degisik blylklukteki drunler jel elektroforezinde hizla ayrilir. Ayni
zamanda normal ve mutant ASO'lerle hibrid Uriinler olusturularak
sonuclar elde edilebilir. Bu yontemle tek nikleotidde farkliligi olan
alleller saptanamaz. Cunkl, amplifikasyonun yapildi§i dustk sicaklik,
primerlerin DNA kalibina tek 'baz' hatasiyla hibridize olmasina neden
olur (45).

11.6.5. Nadir gériilen veya yeni mutasyonlann tanimlanmasi

Yeni Tay-Sachs hastali§i mutasyonlarini taramada en ekonomik
yaklagim, bir mutasyon bdigesinin Hex A geninin hangi eksonunda
bulundugunu dnceden belirlemektir. Bunun igin kismen kullanigh iki
yéntem bulunmustur: "Single Stranded Conformational Polymorphism
(SSCP)" analizi (46) ve "Chemical Cleavage of mismatched sites

(kimyasal par¢alama yéntemi)” yontemi (47).

SSCP, denature olmayan jelde tek zincirli pargalar arasinda
elektroforetik hareket farkhligini saptar. Farkh hareket, tek zincirli DNA
parcalarinin sekonder yapilarinda degisik sekillerin olusumuna bagiidir.
Bu nedenle, analizi yapilacak dizinin uzuniugu, sicaklik, iyon
konsantrasyonu, denaturan ajan varli§i gibi durumiardan etkilenir. Hex A

geni 35 kb buyukitginde bir gen oldudu igin, bu teknik, son yillarda yeni
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mutasyonlarin gen igindeki yerinin énceden belirlenmesinde yaygin
olarak kullanilan bir nokta mutasyonu tarama ydntemidir. Tek 'baz'
degdisikliginde bile, DNA tek zincirinin sekonder yapisi
degdisebileceginden bu ydntemle elektroforetik olarak saptanma sansi

ylksektir.

Kimyasal parcalama yoOnteminde (chemical cleavage of
mismatched sites), mutasyon acisindan heterozigot bireylerin
eksonlarinin radyoaktif PCR ile ¢ogaltiimasi sonucu mutant DNA tek
ipligi ile normal DNA tek ipligi heterodupleksler olustururiar. Mutasyonun
oldugu bdligede, en azindan tek 'baz' hatali birlesecektir. Bu hatall
birlesmis boigeler kimyasal modifikasyondan etkilenirier. Hidroksilamin
veya osmiyumtetroksitle yapilan bu tip modifikasyonlar yanhs birlesmis
bélgeden DNA zincirinin kinimasini  saglar. Hidroksilamin Sitozin
‘bazini, osmiyumteurcksit Timin Daz'iu medifiye  eder.  Zincirler
modifikasyon bdélgelerinden piperidinle kimyasal olarak pargalanabilir.
Piperidinle par¢alamanin ardindan parcalar denature edici poliakrilamid

jel elektroforezi ile analiz edilir.

Gen iginde mutasyona ugramig bolgeyi tanimiamak icin hangi
yéntem kullaniirsa kullanilsin, mutasyonun oldugu nikleotit(ier)
tanimlamak i¢cin DNA dizi analizi yapmak gerekir. CUnki’j, daha once
anlatilan bitin teknikler ya bilinen mutasyonu goéstermeve ya da, eder
varsa, yeni mutasyonun gen igindeki yerini belirlerf;eye yarayan
yardimci yéntemlerdir. Bu yardimci yéntemlere Hex A geninin blyuklGgu
nedeniyle gerek duyulmaktadir. Mutasyonun DNA dizisinde nasil bir
degisiklik yaparak hastah§i ortaya ¢ikardigi ise ancak DNA dizi analizi
ile gosterilebilir. Bu analizi yapmak i¢in en sik kullanilan metod Sanger

dideoksi zincir sonlanmasi yéntemidir (48).
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BOLUM 11l
ARAC, GEREC ve YONTEMLER
fil.1. MADDELER

4-Metilumbelliferil-N-asetil3-D-glukozaminid, 2'-deoksi 5'-trifosfat
nikleotidler, Nonidet P-40, Fenol-kloroform-izoamilalkol karisimi,
Gliserol, agaroz, akrilamid, bisakrilamid, TEMED, amonyum persiilfat,
xylene cyanole, ethidium bromir, bromofenol blue, formamide, Kodak X-
omat film Sigma, ABD'den, 4-Metilumbelliferon Serva, Almanya'dan,
Taq DNA polimeraz Promega ABD'den, a-32P dATP Amersham,
Ingiltere'den, oligoniikieotid primerler ve Hae Il, Kpn I, Apa | restriksiyon
enzimleri, ‘sequencing kit McGill Universitesi Montreal Cocuk Hastanesi

Araslirma Enstitlsd, <anada'dan sagiandi.

Deneylerde kullanilan diger tim kimyasal malzemeler analitik
safliktadir.

ll.2. ALETLER

Thermocycier Thermolyne ABD'deh', jel kurutucu ve mikrosantrifj
Hoeffer, Almanya'dan, DNA sequencin_c'jel elektroforez cihazi BRL,
Gibco, ABD'den, 4000 volt gi¢ kaynaQﬁ ve transilluminator Consort,
Belcika'dan, 20 ul ve 200 ul otomatik pipet ve pipet uclarn Gilson,
Fransa'dan saglandi. Hex A aktivitesi tayini icin Dubnoff metabolik
calkalayici, Aminco-Bowman spektrofluorometre, Coleman Junior il

kolorimetre, IEC international tip klinik santrifiij kullanildi.
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il.3. HASTA GRUBU

Hacettepe Universitesi Cocuk Sagli§i ve Hastaliklar Anabilim dal
Noroloji bélumu ile diger uUniversite ve devilet hastanelerinde dejeneratif
beyin hastali§i 6n tanisi almis 4 hastanin (S.0, E.Y, MK, AD, E.D)
serumlarinda ve bir vakanin fibrobiast hiicre kilturinde (E.Y) Hex A
aktivitesine bakildi. Enzim aktivitesi hi¢c olmayan yani, Tay-Sachs
hastali§i tanist aimis olan vakalardan S.0O., annesi ve babasi, E.Y.,
annesi ve babasi, M.K., A.D ve E.D ile iki kontrol PCR-SSCP analizi ile

hastaliya neden olan mutasyon ac¢isindan incelendi.

S. O.: Tay-Sachs hastahig: tanisi ile len bir kardes dykisu nedeni
ile 40 gunltikken Cocuk Noroloji bélimiine basvuran erkek hasta, normal
bir gebeligin ardindan spontan vaginal yolla dogmus. Ailenin ikinci
socugu imus. ik cocuk oian =.C. Kiinik suiguian ve ssrum Hex A
aktivitesi tayini ile Tay-Sachs hastali§i tanisi almis ve 3 yasinda
bronkopnémoniden 6élmis. Anne ile baba arasinda birinci dereceden

akrabalik vardir.

Serum Hex A duzeyi %0 olarak saptanan hastaya Tay-Sachs
hastaligi tanisi konuldu. Bebekten kan alinarak I[6kositleri DNA
gahsmasi icin aynidi. (Aile muayeneyi reddetti§i icin daha sonra gelisen

Klinik bulgular verilememektedir.)

E. Y.: Hacettepe Cocuk Hastanesi'ne bagvurdugu zaman 10 aylik
olan erkek hastanin 5 aylikken mental ve motor bozuklugu, hipotonisitesi
baslamis. Anne-babasi arasinda akrabalik o|‘mayan bir ailenin ikinci
cocugu imig. 10 aylikken yapilan fizik muayenesinde boyu 75 cm.,
agirhdr 12 kg, bas cevresi 45 cm. olarak belirlenmis. Belirgin
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hipotonisite ve hiperakuzisi saptanmig. G6z dibi muayenesinde iki tarafl
Japon Bayradi gérunimi varmig. Derin tendon refleksleri iki tarafl
hipoaktifmis. Organomegalisi yokmusg. Laboratuvar incelemesinde deri
fibroblast hiicre kiltirinde Hex A aktivitesi %0 olarak saptanan hastaya

Tay-Sachs hastaligi tanisi konuldu.

Heksozaminidaz A aktivitesi, Fakultemiz Tibbi Biyoloji

béliminden saglanan fibroblast kultlr hiicrelerinde tayin edildi.

M.K.: 9 aylikken ¢evreye ilgisizlik, bagini tutumama, oturamama
yakinmalari ile ibn-i Sina Hastanesi Cocuk Noroloji Bélimiine bagvuran
kiz hastanin fizik muayenesinde derin tendon refleksleri canli, iki tarafli
babinski (+), g6z dibinde Japon Bayrag! gériinimu saptanmis. Hasta 6-7
aya kadar normalken sonra zamanla ilerleyen bir nérolojik gerileme
géstermis. ~i¢c cturamamis, cBvrasine [gisizmis. Ani 3esiere  zarsi

irkilme reaksiyonu gdsteriyormus.

Anne-baba arasinda ikinci dereceden akrabalik varmis. Serum
Hex A aktivitesi %0 olarak saptanan hastaya Tay-Sachs hastalii tanisi

konuldu.

A.D: 14 aylikken cevreye ilgisizlik, ylriyememe, konusamama
yakinmalari ile Hacettepe Universitesi Cocuk Hastanesi Noéroloji
Polikliniﬁi’ne basvuran kiz hasta, 3300 g agirifinda spontan vajinal
yolla dogmus. ik aylarda gelismesi normalken, 4 ayliktan itibaren bagini
tutamama ve sonraki aylarda da ilerleyici mental ve motor bozuklugu
olmus. Yapilan fizik muayenesinde gelisme geriligi, hipotonisite, géz
dibinde iki tarafli Japon bayrad: gérinimi, ani seslere karsi irkilme

reaksiyonu varmis.

22



Anne-baba arasinda ikinci dereceden akrabalik varmis. Serum
Hex A aktivitesi %0 olarak saptanan hastaya Tay-Sachs hastaligi tanisi

konuldu. Bu taniyla izlenen hasta 3 yasinda 4ldu.

E.D: AD’nin kardesi olan erkek hastaya, 3 aylikken daha
semptomlan baslamadan serum Hex A aktivitesinin %0 bulunmasiyla
Tay-Sachs hastalid! tanisi konuldu. Hasta daha sonraki aylarda kontrola

gelmedi.

ll.4. YONTEMLER

1.4.1. SERUM HEKSOZAMINIDAZ A TAYINI

Hex A ve B izoenzimleri sicakhda davanikhlik farklarindan
yararianiiarak Dbirbirinden aynidi. Hex 3, sicakiiga A'dan daha
dayaniklidir Enzim aktivitesi 4-Metilumbelliferil-N-asetilglukozaminin
hidrolizi ile acia c¢ikan fluoresan  4-Metilumbelliferon'un

spektrofluorometrede dicimii ile saptandi. (49-52).

Hastalardan alinan 3 mi kan &érnegi, klinik santrifijde +4°C’de
2000 rpm'de 10 dk santrifiij edildikten sonra, serumiar aynidi ve enzim
aktivitesi diclliinceye kadar -20°C'da en fazla 15 giin sakiandi. Serumlar
Hex Aktivitesinin dlgilecedi giin ¢dzildi; ve 0,04 M sitrat-fosfat tamponu
pH 4.4 ile 10 kez sulandinidi. Kér tiiptine ve total aktivitenin dlclilecedi 3
tipe 0,05 mi ekienip hemen -20°C'da donduruldu. Hex A'nin inaktive
edilip Hex B'nin Olcllecedi baska 4 tipe yine 0,05 mi sulandinimig
serum pipetlendi; 2 tanesi 50°C'de calkalayicida 3 st, 2 tanesi de 4 st
inkiibe edildikten sonra -20°C'da donduruldu. Daha sonra 0,04 M sitrat-

fosfat tamponu pH 4,4 icinde hazirlanmis 1 mM 4-Metilumbelliferil N-
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asetil g-D-glukozaminidden 0,1 ml tim tlplere pipetiendi ve 37°C'de bir
st inkiibe edildi. inkiibasyon, her tiipe 5 ml 0,17 M glisin-karbonat
tamponu pH 9,9 eklenmesi ile sonlandinidi. Fluoresans, 365 nm
eksitasyon ve 448 nm emisyonda Aminco-Bowman
spektrofluorometrede okundu. Ko&r tiplne, glisin-karbonat tamponu
ardindan substrat eklendi. Sonuclar, nmol/ml/saat olarak ifade edildi ve

iki izoenzimin totale gére yuzdesi hesaplandi.

Standart egri, 0-10 nmol 4-Metilumbelliferonun 0,17 M glisin-

karbonat tamponu pH 9,9 icinde hazirlanmasi ile ¢izildi
I11.4.2. FIBROBLAST KULTURUNDE HEX A TAYIiNi
.4.2.1. Homoienizasyon

ikinci pasaj kuitur hiicreleri g kez dondurulup ¢ézildi. Her ¢ézme
isleminin ardindan homojen gérinim elde edilinceye kadar tlpler
vortekslendi. Bu islemier sirasinda émekler buz icinde tutuldu, protein

tayini yapildi.
11.4.2.2. Protein tayini

Lowry ve arkadaslarinin ydntemi kullanildi. Bu yéntemde, _‘élkali
ortamda bakir iyonian ile proteinlerdeki peptit baglari kompleksler
olustururlar. Folin-Ciocalteu c¢dzeitisi eklendigi zaman bu kompleksler
rediiklenir ve tirozin, triptofan aminoasitleriyle birleserek mavi-mor renk
verirler. Olusan rengin %75'i bakir komplekslerine bagdlidir. Renkli
komplekslerin absorbansi 650-750 nm arasinda &igulur (53)
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5-100 ug protein iceren 0,15 ml 6rnek, 3 ml alkalen bakir ¢ézeltisi
(bkz. Ek 1.1) ile karistiniidi. 15 dk oda sicakiiginda beklendikten sonra,
0,3 ml Folin-Ciocalteu c¢ozeltisi (1:1 v/v Folin-Ciocalteu:su) eklendi;
kanstinidi ve 1 st oda sicakliginda bekletildi. Olusan mavi-mor renk 750
nm'de Kolorimetrede okundu. Kor tipine érnek yerine distile su kondu.
Standart olarak sigir serum albumini kullanildi. Sonuglar pg/mi olarak

ifade edildi.
111.4.2.3. Hex A aktivitesi ol¢iimil

Serum Hex A aktivitesi ile ayni esasa dayanir. Enzim tayininin
yapilabilmesi icin 0,1 ml hiicre homojenatinda 5-15 ug protein oimasi
gerekmektedir. iki tipe 0,1 ml 5-15 ng protein iceren émek konduktan
senra bir tanesi -2C0°C'de saklandi. Digeri 50°C'de 3 st zalkalayicida
inklbe edildi. Daha sonra her iki tip 37°C'de 1 st caikalayicida 2 mi
AMUG (0,1 M sitrat-fosfat tamponu pH 4,5 icinde hazirlanmis)
¢cbzeltisinden 0,3 ml eklenerek inkiibe edildi. Reaksiyon 3,6 mi 0,2 M
glisin-NaOH tamponunun pH 10,8 ekienmesiyle durduruidu. A¢ida ¢ikan
4-Metilumbelliferon 365 nm eksitasyon ve 448 nm emisyonda

spektrofluorometrede okundu.

Standart egri, 0-10 nmol 4-Metilumbelliferon'un 0,2 M glisin-NaOH
pH 10,8 tamponu igincf;e hazirlanmasi ile cizildi (54).

[11.4.3. DNA iZOLASYONU

S.0, EY, ile anne ve babalarinin EDTA'll tiipe alinmis 10 ml kan
6meklerinden 6nce i6kositler elde edildi ve sonra DNA izole edildi. M.K.,
A.D.ve E.D. vakalarinda tam kan ile ¢alisilarak DNA elde edildi.
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ll1.4.3.1. Tam kandan DNA izolasyonu

EDTA'll tiplere 10 mi kan alindi, kanstinldi, ¢ézelti 1 (bkz Ek 1.2)
ile hacmi 20 mil'ye tamamiandi ve 240 ul Nonidet P-40 eklendi

sicakhginda, 2000 rom'de 10 dk. santrifljj edildi (cekirdekleri ¢oktiirmek
icin). Stpernatan atildi. *Cdkelek 400 ul su ilavesi ile stispansiyon haline
getirildi. 400 ;L'I'Iik slispansiyon haline getirilmis cekirdekler bir ependorf
tiplne pipetlendi. 40 ul %10 SDS eklendi. lyice karigtiriidi. Oda
sicakliginda yaklasik 5 dk. beklendi. 400 ul pH 8,0'e tamponianmis fenol
cozeltisi (bkz. Ek 1.3) eklendi. Vorteksle iyice karistirildi. Mikrofuijde 5
dk. maksimum hizda (14000 x g) santrifiij edildi. Ustteki sulu faz temiz
bir ependorf tiipe aktariidi. Fenol fazina 50 ul su eklendi. Vorteksle iyice
xarstinidi. Mikrefilide 5 dk. maksimum hizda santrifiij edildi. Sulu faz bir
dncekine aktanidi. Sulu faza 2sit hacim (4CC i) kicroferm ekiendi. lvica
karistinidi. Fazlarn ayiwrmak icin 14000 x g’de 5 dk santrifiij edildi. Sulu
faz, temiz bir ependorf tiipiine aktarildi. Sulu faza 1/10 hacim (40 ul) 3 M
sodyum asetat tamponu pH 4,8 eklendi. Karistiriidi. 2,5 hacim (900 yl)
soduk %100 etanol ekiendi. Kanstinidi. Oda sicakliginda 15 dk.
beklendi. 14000 x g'de 20 dk. santrifiij edildi. Sipematan atildi. DNA
cokelegine 200 ul %70 etanol eklendi. 5 dk. santrifiij edildi. Etanol atild.
CoOkelek oda sicakliginda tlpler térs cevrilerek kurutuldu. DNA'lar
kuruyunca -20°C'da c¢alistlincaya kad?r saklandi (55).

11.4.3.2. Lékositlerden DNA izolasyonu

EDTA'l tiplere 10 ml kan alindi, iyice kanstinidi. Bu kan 50 ml'lik
tiplere aktarildi ve Gzerine 30 ml lizis tampon (bkz. Ek 1.4.) ekilenerek
kanstinidi. 5-10 dk. buz icerisinde tutuldu. +4°C’de 2000 x g'de 10 dk.

26



santriflj edildi. Supernatan atilip tGpin dibindeki |6kositler tipe hafif
hafif vurarak kaldinidi ve Gzerine 10 ml lizis tampon eklenerek tekrar
ytkandi. 2000 x g'de 10 dk. santrifiij edilip sipematan atiidi. Sonra tam
kandan DNA izolasyonundaki * basamagindan itibaren ayni igslemier

uygulandi.
lil.4.4. DNA MIKTAR TAYINi

Kurumus olan DNA'nin Gzerine 1 ml Tris-EDTA tamponu (bkz. Ek
1.5.) eklenerek 18 saat 37°C su banyosunda inkiibe edildi. Uygun
miktarlarda su ile sulandinidi. Spektrofotometrede 260 ve 280 nm'de
absorbansi olglilerek A 260/A 280 oranina bakildi. Omekteki DNA
miktar, 260 nm'de 50 xg DNA'nin 1 OD okuma vermesinden

yararianilarak hesapgiandi (£8).

IIl.4.5. SINGLE STRANDED CONFORMATIONAL
POLYMORPHISM PROTOKOLU (SSCP) (46)

Bu yontem bes basamaklidir:
iil.4.5.1. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

'‘Baz' degisikligini (point mutation) saptamak icin Polimeraz Zin s,.ll'
Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction-PCR) ile 32P isaretli
cogaltiimig DNA elde etmek (37);

Hex A geninin eksonlan ve cevresindeki dizileri ¢ogaltmak igin
kullaniimig olan primer ¢iftler Ek 2'de (37) verilmektedir. Her PCR
reaksiyon tipiinde toplam hacim 50 ul olacak sekilde 0,5 ug DNA, 1 ul
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oligoniikleotid primer A (0,5 ug/ml), 1 ul oligoniklieotid primer B (0,5 u
g/mi), 5 ul 10 x PCR tamponu (bkz. Ek 1.6.), her birinden 1 ul olmak
iizere 10 mM dCTP, dGTP, dTTP, 0,5 ul 10 mM dATP, 0,5 ul o 32pP-
dATP, 0,25 pul Tag DNA polimeraz (1,25 {) bulunmaktaydi. Omekler
termocyclerda 5 dk. 80°C'da bekletiidi ve hemen ardindan
oligonlikleotid primer karisimi pipetiendi. Bu kangim Gzerine 50ul
'mineral oil' pipetlendikten sonra émekler her siklusta 94°C'da 30 sn
denatUrasyon,. 60°C'da 30 sn primer yapismasi (annealing) ve 72°C'da
1,5 dk zincir uzamas (extention) basamaklarini iceren 32 siklusa tabi

tutuldu. Ornekler +4°C'da saklandt.
111.4.5.2. Agaroz jel elektroforezi

PCR drinlerini, %2'lik Agaroz iel 2lektroforezine uygulavarak

ampilifikasyon ve kontaminasyon agisindan Kentrol etmek (E6);

1XTBE (Tris-Borat-EDTA) (bkz. Ek 1.8.) tamponu icinde %Z2'lik
agaroz jel hazirlandi. Elektroforez plagina dokildi. Hava kabarcigi
olmamasina 6zen gosterildi. Jel donduktan sonra 5ul ¢ogaltiimis DNA
émegi, 3ul loading (uygulama) tamponu (bkz. Ek 1.9.) ile kanstiridi.
Elektroforez tanki 1xXTBE tamponu ile doldurulduktan sonra &mekler,
jeldeki cukurlara uygulandi. 200 V'da bromofenol blue, jelin dibine

gelinceye kadar (yaklasik 1 st) elektroforeze devam edildi.
Elektroforez plagindan cikarilan jel etidyum bromur solisyonu

(bkz. Ek 1.10.) iginde 30 dk birakilarak boyandi ve transilluminatér iie

bantlar gézlendi.
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11.4.5.3. Poliakrilamid jel elektroforezi

32p jsaretli DNA'nin, 95°C'da 3-5 dakika kaynatilarak tek zincir
haline getirilmesinden (denatirasyonundan) sonra poliakrilamid gel

elektroforezine uygulanmasi;

Elektroforez islemi icin nihai %6 akrilamid, %10 gliserol iceren
poliakrilamid jel (bkz. Ek 1.11.) hazirlandi. Amonyum persilfat ve
TEMED, jel dokilmeden hemen 6nce pipetiendi. Karnistiriidi. Hemen
enjektére cekilerek 31 cm x 38,5 cm boyutundaki 0,4 mm araiig1 olan
cam plaklar arasina dokiidi. Hava kabarcigi oimamasina dikkat edildi.
Cam plaklar arasina dokilen jel 1,5 saat polimerizasyon icin oda
sicakiiginda bekletildi. 1,5 saat sonunda polimerize olmus jel
siektreforez tankina verlestirildi. Omek uygulama verleri cam Uzerinde

isaretlendi.

Daha sonra c¢ogaltiimis DNA émeginden 1 ul alinip 9 ul su ile
sulandinldi. Bu sulandinimis érnegin lzerine 10 ul "sequencing stop”
¢cozeltisi (bkz. Ek 1.12.) eklenerek karistiriidi. Karngim denatlrasyon igin
5 dk. 95°C'da tutuldu, buz icine yerlestiriidi ve 2 ul elektroforeze
uygulandi. Kontrol olarak her eksonun ¢ogaltiimig DNA 6émeginden 2 ul,
denatlire ediimeden nativ sekliyle elektroforeze uygulandi. Eilektroforeze
200V, 12 mA'de 18 saat devam edildi. -

Elektroforez tamamiandiktan sonra cam plaklar arasindan
cikarilan jel, bir filtre kagidina yapistinidi. Jel kurutucuda 8C°C'da 30 dk.

kurutuldu.
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111.4.5.4. Otoradyografi

Kuru jel, karanlik odada, lizerine Kodak X-omat film kapatilarak
'intensifying screen' (yogunlastirici ekran) ile film kaseti icinde bir gece

birakildi. Karanlik odada film banyo edilerek bantlar karsilastiriidi.
.4.5.5 Otoradyografinin degerlendirilmesi

Normal DNA, yukardaki yénteme gére PCR'da ¢ogaltiidiktan ve
95°C'da 3-5 dk. denatlire edildikten sonra jel elektroforezine tabi tutulup
otoradyografi yapildigt zaman, otoradyografide nativ DNA'ya gére daha
yavas hareket eden 2 bant halinde gorulir. Denatlrasyon tam

olmayacak olursa 2 taneden fazia bant da gértiebilir.

Mutasyona ugramis dir ONA, bu yéniemle iki bant normal
allelden, iki bant da mutant allelden gelmek Uzere 4 bant vermelidir.
Elektroforez kosullarina gére bantlarin sayisinda degisiklikler olabilir.
Ayni DNA tek zincirinin degisik sekonder yapilari olusabileceginden
elektroforezde 'metastable conformers' diye adlandinlan ek bantlar
- gorilebilir. Bu nedenle, degerlendirmede dikkat ediimesi gereken en
‘6nemli nokta, tek tek bantlan aciklamaya calismaktan cok, hasta ve

kontrol bantlar arasindaki farki tespit etmektir.

1.4.6. BILINEN MUTASYONLARIN ANALIzZi

Ekson 11°’deki 4b¢ insersiyon mutasyonu: Ekson 11’'in PCR ile
¢ogaltiimig DNA 6rmeginden 10ul alinarak tzerine 1ul Hae 1l restriksiyon
enzimi eklendi. 37°C’'de 3 st inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan 2ul

- loading tamponu (bkz. Ek 1.9.) eklenerek restriksiyon enzimi ile kesilmig
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ve kesilmemis her ornekten heterodupleks analizi icin 10yl %8
poliakrilamid jel elektroforezine (bkz. Ek 1.13.) uygulandi. 200V’da 1,5 st
elektroforez yapiidi. Bromofenol blue jelin ucuna gelinceye kadar
elektroforeze devam edildi. Ardindan jel cam plaklar arasindan
cikarilarak etidyum bromir soliisyonunda (bkz. Ek 1.10.) 30 dk bekletildi
ve transilluminatér altinda bantlar gdézienerek fotografi cekildi ve
degerlendirildi (38).

Kpn | kesim bdéigesi mutasyonu: Ekson 11'in PCR ile ¢ogailtiimis
DNA omeginden 10ul alinarak tzerine 1ul Kpn | restriksiyon enzimi
eklendi. 37°C’de 3 st inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan 2l loading
tamponu (bkz. Ek 1.9.) eklenerek her dmekten 10ul %2 agaroz jel
elektroforezine uygulandi. Ekson 17in ¢ogaltiimis dizisi 169 bg
bayakitgindedir. Normal DNA'da Kpn | enzimiyle bu dizi kesilince 113
ye 38 oglik ki parga giusur. =xson 11de 51280—-C mutasyenu scnucy

normaide varolan Kpn | kesim bdlgesi kaybolmaktadir (57).
I11.4.7. DNA DiZi ANALIZi (48)

SSCP'de kontrola gore farkli hareket eden bantlann goéruimesi
halinde bir sonraki basamak, farkli harekete neden olan ‘'baz'

degisikligini (nokta mutasyonunu) saptamaktir. Bunun igin ilgili DNA

kismi, dizi analizine tabi tutulur.

Bu ¢aligmada, elektroforezde, kontrol DNA'ya gére farkii yarimus
olan bantlarin goérildiga eksonlar icin DNA dizi analizi, Sanger
dideoksi zincir sonlandiriimasi metodu kullanilarak yapiidi (48). Bu
yéntemin esasi, defektli DNA bélgesine uygun bir oligoniikieotid primer,

355-dATP, 'sequenase’ enzimi ve ayn ayn adenin, sitozin, guanin ve
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timin nukleotidlerin deoksi ve dideoksi tirevlerini iceren tliplerde DNA
sentezini saglamaktir. Nukleotidlerin dideoksi tirevieri, deoksi
turevlerinin analogu oldugundan DNA sentezi, ilgili nikieotidde durur.
Bdylece DNA bdélgesi, kicglk kicik parcalar halinde sentezlenmis olur.
Bu DNA parcalarinin denatiiran jel elektroforezine uygulanmasi ile elde
edilen bantlarinin hareket sirasina gére karsilastinimas: ile 'baz'

degisiklikleri saptanabilmektedir.

Cogaltiimis DNA'dan 25ul alinip, 5ul loading tamponu (bkz. Ek
1.9) eklenerek, %5 denatiiran olmayan poliakrilamid jel elektroforezinde
(bkz. Ek 1.14.) ydritldi. Elektroforeze, 200 Vida 1 x TBE tamponu
kullanilarak 1,5 st devam edildi. Elektroforez sonunda jel, 10 mg/ml
etidium bromur iceren 1 x TBE tamponu iginde 30 dk. bekletildi. Daha
sonra ‘el, ultravivele :si6i altinda incelendi ve DNA bantlanina uvan
kisimiar bisturi ile kesilerek 0,5 mi Tris-EDTA {amponu (bkz. EK 1.5.)
icine aktanldi, 37°C'da bir gece kanstinidi. Ertesi giin 5 dk. 14000 x
g'de santrifilj edildikten sonra Ustte kalan sivi aynldi (400 ul); bir kez
fenol-kloroform (1:1 v/v) ve bir kez de kloroform (400 ul) ile ekstre edildi.
Ekstrakt, tGzerine 1/10 hacim 3M sodyum asetat ve 2 hacim %99,5
etanol eklendikten sonra -20°C'da bir gece bekletildi. Ertesi giin +4°
C'da 10 dk. 14000 x g'de santrifij edildi ve ¢okmis olan DNA soguk
%70 etanol ile yikandi, santrifiij edildi ve kurutuldu. Kurutulmus DNA 25-
50 ul su veya Tris-EDTA tamgonu icinde ¢oztiildi. Saflagtinimig DNA'nin
miktarini gérmek icin DNA, agaroz gel elektroforezine tabi tutuldu ve
yine etidyum bromir ile boyandi. Elektroforez ile saflastiriimis cift
sarmal DNA'nin  yarnsi, bir tlpe pipetlendi ve (zerine uygun
oligoniikleotid primerden 140 ng eklendi, kurutuldu ve ¢Gkelek 6 ul

‘annealing’ tamponu (bkz. Ek 1.15) icinde ¢ozildi. Karnigim 3 dk
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kaynatildi ve hemen buz icinde sogutuldu. 'Baz' dizi analizine kadar buz

icinde tutuidu.

Tepkimeye baslarken deney tipune 4 pl reaksiyon karigimi (1 ul
0,1 M DTT, 1 ul 35S-dATP (10 pCi, 1000 Ci/mmol), 2 pl ‘sequencing
kit'indeki tampon ile 8:1 (v/v) oraninda sulandiriimis ‘sequenase’ enzimi)

eklenerek toplam hacim 10 pi'ye tamamiandi.

Diger taraftan dort ayn tipe 2 ul dideoksi karigimlar (bkz. Ek
1.16.) pipetlendi (G, A, T, C) 37°C'da 6nceden isitildi. Bunlarin herbirinin
Uzerine yukarida hazirlanmis olan 10 pl'lik karisimdan 2,4 pl ekiendi. 37°
C'de 5 dk. inkiibe edildikten sonra her tlipe 2 ul 'chasing mix' (bkz. Ek
1.17.) eklendi ve tekrar 5 dk. 37°C'da inkiibe edildi. Bu siire sonunda
vine her tipe 4,5 ul 'stop' cézeltisi (sequencing kit) eklenerek reaksiycn

gurduruidu.

Reaksiyon karisimlarindan 2 pl, %6'lik denattran poliakrilamid
jele (sequencing jel) (bkz. Ek 1.18.) uygulanarak elektroforez yapildi.
Elektroforez 50 W 40 mA'de 2,5 saat yuritlldikten sonra jel, %5 asetik
asit, %5 metanol iceren ¢ézeltide 15 dk. fikse edildi, 80°C'da 2 saat jel
kurutucuda kurutuldu ve X-omat film UGzerine tatbik edilerek hir gece

otoradyografiye tabi tutuldu.

A,C,G,T inkiibasyon tiplerine uyan bantiarn pozisyonu, filmin aft

kismindan baslayarak sira ile degerlendiriidi.
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BOLUM IV
BULGULAR

Bu calismada Hex A geninin eksonlari, ekson-intron birlesimieri
ve eksonlarin yakinindaki intronik bélgelerin dizilerini kullanarak Tay-
Sachs hastaligina neden olan mutasyonlari PCR-SSCP ydntemi ile
taramaya galistik. DNA analizi igin 14 ayri ekson ve ¢evresindeki dizileri,
birbirinden bagimsiz 14 ayrt PCR reaksiyonuyla cogalittik. Mutasyon
taramasi, PCR ardindan cogailtiimig DNA larnn tek zincirli hale getirilip
uygun kosullarda (%6 poliakrilamid jel, %10 gliserol) elektroforezde
yuritilmesi esasina dayanan SSCP yéntemi ile yapiidi. Bu yéntemle,
serum Hex A aktivitesi tayini ve klinik bulgulanyla Tay-Sachs hastalii
anisi aimis 5 Tay-sachs hasias! ve tu hasmaardan I ianesinin (3.0,
E.Y) anne ve babasinda Hex A geninin 14 eksonu nokta mutasyoniari
acisindan incelendi; bu hastalarda stpheli gériilen 2 eksonun DNA dizi
analizi yapildi. Ashkenazi-Musevilerinde en sik goérilen ekson 11'deki 4
b¢'lik insersiyon mutasyonu agisindan 2 hasta (S.0, E.Y) ve anne-
babalar, Kpn | kesim boélgesinde degdisiklije neden olan nokta

mutasyonu ag¢isindan 1 hasta (E.Y) ve anne-babasi incelendi.
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IV.1. HEX A AKTIVITESI BULGULARI:

Total Hex ve % Hex A aktivitesi 4 hastada (S.0, M.K, AD, E.D)

serumda, 1 hastada (E.Y) fibroblast hiicre kiltiriinde ¢alisiimistir.

Serum Total Hex ve % Hex A dizeyleri Tablo 2'de

gosterilmektedir.

Tablo ll. Serum heksozaminidaz diizeyleri

Vaka Total Hex aktivitesi | Hex A aktivitesi
(nmol/ml/saat) (%)

S.0. 672 0

MUK CC ; 0

A.D. 578 0

E.D. 711 0
Kontrol 297,9-625,4* 36-62
E.Y.*™ 1007,22*** 0

*Kontrol grubunu 5-12 yas arasi ¢ocuklar olusturmaktadir.
0-1 yas arasinda total Hex'in 1000 nmol/mi/st Gzerinde
oldudu bildirilmistir.

**E. Y.'nin degerleri fibroblast hicre kiiltlriinde ¢alisilarak
elde edilmistir.

**E. Y.nin total hex. aktivitesi nmol/mg. protein/st

birimindedir.
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IV.2. BILINEN MUTASYONLARIN ANALIZ BULGULARI

iki hasta (S.0, E.Y) ve ailelerinin DNA &mekleri, Ashkenazi-
Musevi toplumunda sik goérilen ekson 11 4 bg insersiyon mutasyonu
acisindan heterodupleks analizi ile incelendi. Kpn | kesim bélgesinde
degisiklige neden olan nokta mutasyonu i¢in de 1 hasta (E.Y) ve anne-

babas) restriksiyon enzim analizi ile incelendi.

Ekson 11 4 b¢ insersiyon mutasyonu icin PCR ile c¢ogaltiimis
ekson 11 DNA Omedi Hae Il restriksiyon enzimi ile kesilmeden ve
kesildikten sonra %8 poliakrilamid jel elektroforezine uygulandi.
Mutasyon varhiginda normal ve mutant dizilerin olusturacadi DNA,
heterodupleks seklinde olmaktadir. Bu heterodupleksierin de
sciiakriiamid jer siektreforazincg yavas naraget atmesi sexienr (Resim
1). Bu yontemde PCR ile cogaitiimis DNA dmegini restriksiyon enzimi
ile kesmenin amaci, bantlar arasindaki buylkiik farkim ayirt
edebilecedimiz yeteri kadar kiugik parcalar elde etmektir. Hae i
restriksiyon enzimi 5 PuGCGC/Py 3’ dizisini tanimaktadir ve 276 bg¢
blyukligindeki ekson 11’i 3 parcaya ayirmaktadir. S.0, E.Y ile anne ve
babalarnnin, restriksiyon enzimi ile kesilmemis &meklerinde
heterodupleks olusumu gérilmemistir (kolon 8'deki heterozigot rekle
kargilagtinniz). Restriksiyon enzimi ile kesilmis émekierde de nbrmal
kontrol bantlarindan farkh bantlar gériimemektedir. Bu nedenle, her iki
hasta ve ailesi, ekson 11 4 b¢ insersiyon mutasyonu agisindan normal

olarak degerlendirilmistir.
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Resim 1. Ekson 11 4 bg¢ insersiyon mutasyonunun heterodupleks
analizi ile incelenmesi. ik 8 kolonda, S.0O annesi ve babasi (kolon 1, 2,
3), E.Y annesi ve babasi (4, 5, 6), normal kontroi (7) ve mutasyon
acisindan heterozigot kontrolun (kolon 8) ekson 11 PCR drtnleri, ikinci 8
kolonda 6meklerin ayni sirayla Hae I} restriksiyon enzimi kesimiyle elde
edilmis bantlan gérilmektedir. Restriksiyon enzimi ile kesilmemis
dmeklerde 8. kolonda pozitif kontrolda heterodupleks olusumu
goruiturken, hastalar ve anne babalarinda tek bant goériimektedir.
Restriksiyon enzim analiziyle de nommal kontroidan farkit bir bant
gérulmemektedir. Eiekiroforez; %8 poiiakrilamid jel kullanilarak, 200 V,
46 mA'de yapilmistir. Omekler etidyum bromir ile boyanmstir.
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Ekson 11’deki G1260—C degisikligi Kpn | restriksiyon enziminin
tanima bélgesini ortadan kaldirmaktadir. Kpn | enzimi 5 GGTAC/C 3’
dizisini tanimaktadir. Mutasyon varliginda Kpn !'in tanima bdigesindeki
dizi GCTAC/C olmaktadir.Ekson 11’'in PCR ile ¢ogdaltilan dizisi 169 bg¢
buyiklugtundedir. Normalde Kpn | enzimiyle bu dizi kesilince 113 ve 56
b¢'lik iki parca olugur. Ekson 11’de G1260—C mutasyonu sonucu Kpn |,
ekson 11 dizisini parcalayamamaktadir. Resim 2'de PCR ile ¢odaltiimis
ekson 11 DNA &meklerinin (E.Y, anne ve babasi) Kpn | enzimiyle
kesilmis oldugu gérulmektedir. Bu nedenle bizim hastamizda Kpn |

kesim bélgesi mutasyonunun olmadigi sonucuna varimistir.

1 2 3 4 5

Resim 2. Ekson 11 Kpn | kesim bélgesinde degisiklige neden olan
mutasyonun restriksiyon enzim analizi ile incelenmesi. Kpn | ile
kesilmemis normal kontrol ekson 11 PCR Urtind 1. kolenda, £.Y arnesi
ve babasi ve normal kontrolun Kpn | ile kesiimis DNA dmekleri sirasiyla
2, 3, 4 ve 5. kolonlarda goriimektedir. Omekler Kpn | ile kesilebildigi
icin bu enzimin kesme bélgesinde degisikiiGe neden olan bir
mutasyonun hastamiz ve ailesinde séz konusu olmadigi sonucuna
varnimistir. Elektroforez %2 Agaroz jelde 1XTBE tamponu kullanilarak
yapildiktan sonra dmekier etidyum bromur ile boyanmistir. En soldaki
numaralanmamis kolon c¢esitli molekil agirigindaki DNA parcalarini
géstermektedir. _
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IV.3. SSCP ANALIiZi BULGULARI

Vaka S.0.- 14 eksonun SSCP analizi ile incelenmesi sonucu
otoradyografilerde ekson 5 disinda dider eksoniarin verdigi bantlar,
kontrol bantlarina uygunluk gostermistir Normal tek zincir
konformasyonu gdsteren eksonlar arasindan segilen ekson 6, 9 ve 11'in

sonuglari, sirasi ile, Resim 3, 4 ve 5'de gdsterilmektedir.

Bu vakanin annesine, babasina, kendisine ve normal kontrol ile
ekson 5'te bir mutasyon agisindan heterozigot oldugu bilinen kontrole
(pozitif kontrol) ait ekson 5 SSCP analizi otoradyografi bulgulari resim
6'da goriilmektedir. Hastada okla gésterilen bandin kontrola gére daha
yavas hareket etmis oldugu dikkati c¢ekmektedir. pozitif kontrol
vakasinda da okla gdsterilen bant iki cizgi halinde gériimektedir.
masiEnin ance, Sapasinda o& ayni gorunum vardir, 30yiecs hasanin
homozigot, anne ve babasinin da heterozigot oldugu sonucuna

variimistir.
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Resim 3. Ekson 6 SSCP analizi otoradyografisi. 1. kolonda denature
edilmemis nommal kontrol ekson 6 32P-PCR* DNA omegi, 2, 3. ve 4.
kolonlarda sirasiyla, S.0, E.Y ve nomal kontrol dmeklerinin tek zincir
konformasyonlan gérilmektedir. Hasta émekleri, normal kontrolla ayni
tek zincir konformasyonuna sahiptirler. Elektroforez %6 poliakrilamid
%10 gliserol iceren jeide (0,4mmx31cmx38,5cm), 1XTBE tamponu
kullanitarak 200 V, 12 mA'de 18 st yaptimistir.
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Resim 4. Ekson 9 SSCP analizi otoradyografisi. 1.kolonda S.O'nun
annesi, 2. kolonda babasi, 3. kolonda kendisinin, 4. kolonda E.Y, 5.
kolonda annesi ve 6. kolonda babasinin, 7. kolonda normal kontrolun, 8.
kolonda ekson 9'da bir nokta mutasyonu agisindan heterozigot hastanin
ekson 9 32P-PCR DNA 6meklerinin tek zincir konformasyoniar
gdrilmektedir. Hastalar ve ailelerinde normal kontroldan . farkli bant
gorulmezken, heterozigot. kontrolda okla gésterilen yerde.biri normal,
digeri de mutant zincire ait 2 bant goriimektedir. Elekiroforez %5
poliakrilamid jel, 0,5XTBE tamponu ile 40 W, 2000V'da 3 st yapuimistir.
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Resim 5. Ekson 11 SSCP analizi otoradyografisi. S.O, E.Y ve nomal
kontrole ait 32P-PCR DNA Omeklerinin tek zincir konformasyonlari,
sirasiyla, koion 1, 2 ve 3'de gdériimektedir. E.Y'nin normal kontrol DNA
bantlarindan farkli bir konformasyon gdsterdigi dikkati ¢cekmektedir.
Elektroforez %6  poliakrilamid %10 gliserol iceren - jelde
(0,4mmx31cmx38,5¢cm), 1XTBE tamponu kullanilarak 200 V, 12 mA'de
18 st yaptimistir.
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Resim 6. Ekson 5§ SSCP analizi otoradyografisi. 1., 2. ve 3.
kolonlarda sirasiyla S.O'nun annesi, babasi ve kendisinin, 4., 5. ve 6.
kolonlarda E.Y, annesi ve babasinin, 7. kolonda normal kontrollin, 8.
kolonda ise heterozigot kontroliin 32P-PCR DNA &meklerinin tek zincir
konformasyonlar gériiimektedir. E.Y ile anne ve babasimin bantiari
normal kontrolle ayni iken S.O ve anne-babasinin bantlan farkli
konformasyon gostermektedir. Anne ve babanin bantlari heterozigot
émegin bantlarindaki gibi nomal ve mutant zincirlere ait iki bant
verirken (okla gosterilmistir), S.O'nin bantlan tek ve daha farkh bir
konformasyondadir. Elektroforez %6 poliakrilamid %10 gliserol iceren
jelde (0,4mmx31cmx38,5cm), 1XTBE tamponu kullanilarak 200 V, 12
mA'de 18 st yapiimistir.
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Vaka E.Y.- Bu vakanin SSCP analizi sonuglari, ekson 11 diginda
dider eksonlarin verdi§i bantlann, kontrol bantlarina uydugunu
gostermektedir. Normal tek zincir konformasyonu gdsteren eksonlar
arasindan segcilen ekson 6 ve 9'a ait otoradyografiler sirasi ile Resim 3
ve 4'de gdsteriimektedir. Ekson 5 icin aile ¢alismasi bulgulari ise Resim
6'da gériimektedir. Bu eksonlarin uygun primerlerie yapilan 32P-PCR
DNA Urhnlerinin tek zincir konformasyonlari normal kontrolden farkli

goziikmemektedir.

Bu vakanin ekson 11 32P-PCR DNA arintinin poliakrilamid jel
elektroforezindeki tek zincir konformasyonu, kontrol DNA'dan farklilik
gostermektedir (Resim 5). Bu ylzden hastanin ekson 11'inde bir

mutasyon oldudu distnutmastar.

YaKa A.D.- 3SCPF analizi sonucu ncrmal Kenwreia jore (arkli
yirimus bir bant gérilmemistir. Ekson 11, 14 ve 9'a ait otoradyografi

sonuglari sirasi ile, Resim 7 ,8 ,9°da gérulmektedir.
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Resim 7. Ekson 11 SSCP analizi otoradyografisi. A.D, E.D ve normal
kontrola ait 32P-PCR DNA 6meklerinin tek zincir konformasyonlart,
sirastyla, kolen 1, 2 ve 3'te géraimektedir. Bantlar normal kontrolla ayni
patterni gdstermektedir. Elektroforez %6 poliakrilamid %10 gliserol
iceren jelde (0,4mmx31cmx38,5cm), 1xXTBE tamponu kullanilarak 200 V,
‘2 mA'de 18 1 saplimistir.

Resim 8. Ekson 14 SSCP analizi otoradyografisi. A.D ve nomal
kontrola ait 32P-PCR DNA &meklerinin tek zincir konformasyoniari,
sirasiyfa, kolon 1 ve 2'de gdétuimektedir. Normal kontroila
karsilastinidiginda A.D'nin  bantlart  farklihk  gdstermemektedir.
Elektroforez %6  poliakrilamid %10  gliseroi iceren jelde
{0,4mmx31cmx38,5cm), 1XTBE tamponu kullaniiarak 200 V, 12 mA'de

18 st yapiimstir.
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Resim 9. Ekson 9 SSCP analizi otoradyografisi.

A.D. E.D ve kontrola ait 32P-PCR DNA &meklerinin tek zincir
konformasyoniari, sirasiyla, kolon 1, 2, 3 'de goriimektedir. Bantlar
normal kontrolla ayni patterni gostermektedir. Elektroforez %6
poliakrilamid %10 gliserol iceren jelde (0,4mmx31cmx38,5¢m), 1XTBE
tamponu kullaniiarak 200 V, 12 mA'de 18 st yapiimistir.
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Vaka E.D- Bu vakaya ait normal eksonlardan ekson 11 ve 93 ait
otoradyografi bulgulan sirasi ile Resim 7 ve 9'da goérilmektedir. Ekson

5'te normal kontroldan farkli yirimus bir bant gérilmustir (Resim 10).

Resim 10. Ekson 5 SSCP analizi otoradyografisi. 1. kolonda denature
ediimemis nomal kontrol ekson 5 DNA 6megi, 2. ve 3. kolonlarda
sirasiyla, nommal kontrol ve E.D've ait ekson 5 32P-PCR DNA
dmeklerinin tek zincir konformasyoniarn gérilmektedir. Normal kontrol
DNA bantian ile karsilastinidigi zaman hasta bantfarindan birinin farkii
yurGdiga gdruimektedir. Bu hastada <kson S'te DNA tek zincir
konformasyonunu etkileyecek bir 'baz' degisikligi oldugu dusundimustur.
Elektroforez %6  poliakrilamid %10 gliserol iceren jelde
(0,4mmx31cmx38,5cm), 1XTBE tamponu kullanitarak 200 V, 12 mA'de
18 st yapiimistir.
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Vaka M.K.- SSCP analizi sonucu otoradyografide normal kontrole
gdre farkli bant saptanamamistir. Ekson 5, 8, 9 ve 11'e ait sonuglar,
sirastyla, Resim 11, 12, 13 ve 14'te gdsteriimektedir.

Resim 11. Ekson 5 SSCP analizi otoradyografisi. 1. kolonda denature
edilmemis normal kontrol ekson 5 DNA dmegdi, 2. ve 3. kolonlarda
sirasiyla, normal kontrol ve M.K'ya ait ekson 5 32P-PCR DNA
Omeklerinin tek zincir konformasyonian gérilmektedir. Hasta bantlan
nomal kontrol bantlarindan farkh degildir. Elektroforez %6 poliakrilamid
%10 gliserol iceren jelde (0,4Ammx31cmx38,5cm), 1xTBE taraponu

kullandarak 200 V, 12 mA'de 18 st yapiimistir.
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Resim 12. Ekson 8 SSCP analizi otoradyografisi. 1.koionda normal
kontrola, 2. kolonda da M.K'ya ait ekson 8 32P-PCR DNA &érmeklerinin
tek zincir konformasyonian gérulmektedir. Hasta bantlan kontroldan
farkh degildir. Elektroforez %6 poliakrilamid %10 gliserol iceren jelde
(0,4mmx31cmx38,5cm), 1xTBE tamponu kullanilarak 200 V, 12 mA'de
18 st yapimustir.

—

Resim 13. Ekson 9 SSCP analizi otoradyografisi. 1. kolonda denature
edilmemis normal kontrol ekson 9 DNA 6megi, 2. ve 3. koloniarda
sirasiyla, nommal kontrol ve M.K'ya ait ekson 9 32P-PCR DNA
Omeklerinin tek zincir konformasyoniarn gérilmektedir. Hasta bantlan
normal kontrol bantlarnindan farkl degildir. Elektroforez %6 poliakrilamid
%10 gliserol iceren jelde (0,4mmx31cmx38,5cm), 1XTBE tamponu
kullanilarak 200 V, 12 mA'de 18 st yapilmistir.
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Resim 14. Ekson 11 SSCP analizi otoradyografisi. 1. kolonda
denature ediimemis normal kontrol ekson 11 DNA omegi, 2. ve 3.
kolonlarda sirasiyla, normal kontrol ve M.K'ya ait ekson 11 32p.pCR
DNA &meklerinin tek zincir konformasyonian goériimektedir. Hasta
bantlart normal kontrol bantlan ile ayni konformasyondadir. Elektroforez
%6 poliakrilamid %10 gliserol iceren jelde (0,4mmx31cmx38,5cm),
1XTBE tamponu kullanilarak 200.V, 12 mA'de 18 st yapitimisgtir.

Y
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IV.4. DNA Dizi ANALIZi BULGULARI

Vaka S. O. - SSCP analizi sonucu elde edilen otoradyografide
ekson 5'te normal kontrol DNA bantlarindan farkh ylrimis bantlar
gorulmesi sonucu ekson 5'in DNA dizi analizi Sanger dideoksi zincir
sonlanmasi yontemi ile yapilmistir. Dizi analizi sonucu IVS 5+1'e uyan
donor kesim boélgesinde G—A degisikligi belirlenmistir (Resim 15).
Vakamizda normal DNA dizisindeki Guanin bandi yerine tek Adenin
bandi goriimektedir. Bu ylizden hasta homozigot olarak
degerlendirilmistir. Yani, her iki allelindede Guanin 'baz"l yerine Adenin
'baz'i tasimaktadir. Oysa, anne ve babasinda, Guanin bandinin
gorilmesi gereken yerde, hem Adenin, hem de Guanin bandi vardir (
Resim 16 ). Yani anne ve baba bir allellerinde dogru 'baz' Guanini, diger
allellerinde ise mutant 'baz’ Adenini tasimaktadiriar. Dolayisivia
Aeterczigot ciarak degeriendiriimisiercir. Su mutasyon literatirae ik kez

bu vaka ile tanimlanmistir (60).

Vaka E. Y. - SSCP analizi sonucunda ekson 11'de farkh yarimuis
bantlarin varligi bu eksonun DNA dizi analizinin yapiimasini
gerektirmistir. DNA dizi analizi sonucu 5'-1177'inci 'baz’ Sitozin'in diger
zincirdeki karsiti olan Guanin 'baz'i yerinde hem Guanin, hem de Adenin
'‘baz'inin bulundugu cjérﬁlmektedir. Yani vakamiz bu mutasyon ydniinden
heterozigottur. Muté%yon Resim 17'de nokta ile gésterilmistir. Vakamizin
annesi de bu mutasyon yéninden heterozigot (Resim 18), babasi
normaldir (Resim 19). Bu mutasyon S. Akli ve ark. tarafindan

tanimlanmigtir ve 'dur’ kodonu olugturmaktadir (47).
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Resim 15. Ekson 5 DNA dizi analizi (S.0). A-Adenin, C-Sitozin, G-
Guanin, T-Timin 'baz'lanm g#stcimektedir. Nokta ile gésterilen bdigede
normal dizide olmasi gereken Guanin 'baz'i yerine Adenin 'baz'inin
gectii goruimektedir. Hasta bu mutasyon acisindan homozigottur.
Elektroforez %6 denaturan poliakrilamid jelde, 50 W, 40 mA'de 2,5 st'te
yapiidl.
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Resim 16. Ekson 5 DNA dizi analizi (S.0'nun annesi). A-Adenin, C-
Sitozin, G-Guanin, T-Timin ‘'bazlann gdstermektedir. Nokta ile
gosterilen bdlgede nomal dizide olmasi gereken tek Guanin bandi
yerinde hem Guanin hem de Adenin bandinin oldugu gériiimektedir.
Hastanin annesi bu mutasyon agisindan heterozigottur. Elektroforez %6
denaturan poliakrilamid jelde, 50 W, 40 mA'de 2,5 st'te yapild.
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Resim 17. Ekson 11 DNA dizi analizi (E.Y). A-Adenin, C-Sitozin, G-
Guanin, T-Timin 'baz'larim goéstermektedir. Otoradyografide nokta ile
gésterilen bélgede hem Guanin hem Adenin bandi vardir. Normal dizide
bu bolgede tek Guanin bandi beklenmektedir. Hasta bu mutasyon
acisindan heterozigottur. Elektroforez %6 denaturan poliakrilamid jelde,
50 W, 40 mA'de 2,5 st'te yapildi.
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Resim 18. Ekson 11 DNA dizi analizi (E.Y'nin annesi). A-Adenin, C-
Sitozin, G-Guanin, T-Timin ‘baz'lannt gdstermektedir. Otoradyografide
nokta ile gdsterilen bdigede hem Guanin hem Adenin bandi vardir.
Normal dizide bu béigede tek Guanin bandi beklenmektedir. Anne bu
mutasyon agisindan heterozigottur. Elektroforez %6 denaturan
poliakrilamid jeide, 50 W, 40 mA'de 2,5 st'te yapilidi.
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Resim 19. Ekson 11 DNA dizi analizi (E.Y'nin babasi). A-Adenin, C-.
Sitozin, G-Guanin, T-Timin 'baz'larint géstermektedir. Otoradyografide
nokta ile gdsterilen béigede nomal dizide olmasi gereken tek Guanin
bandi vardir. Babanin ekson 11 DNA dizi analizi sonucu normaldir.
Elektroforez %6 denaturan poliakrilamid jelde, 50 W, 40 mA'de 2,5 st'te
yapildt.
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BOLUM V
TARTISMA

Tay-Sachs hastaligi, Ashkenazi Musevi toplumunda sik gérilen
bir gangliozid depo hastali§idir. Fakat, son yillarda italyanlar, Fransizlar,
ingilizler, Japonlar ve Tunuslular gibi Musevi olmayan etnik gruplarda da
tanimlanmustir. Uglincii derece ve daha yakin akraba evliliklerinin
yaklasik %21 (4) oldudu llkemizde, kalitsal metabolik hastaliklarin sik
gorilmesi beklenmektedir. Tay-Sachs hastahigimin tasiyici  sikhgini
saptamak icin Ulkemizde su ana kadar bir toplum taramasi
yaptimamigtir. Ancak 1988 yilinda Anabilim Dalimizda baslatmis
oldugumuz serum ve l6kosit Hex A aktivitesi tayini ile nérodejeneratif
hasta grubu icinde 350 vakadan 16 tanesinde Tay-Sachs hastalidi
sulunmustur. 2u 18 hastadan 33CF ve DMNA dizi anaiizi yapian ki
tanesinde iki farkh mutasyonun bulunmasi Turk toplumunda Tay-Sachs

hastali§i yéntinden bir mutasyon ¢esitliligi oldugunu géstermektedir.

Bu calismada tanimladigimiz iki mutasyondan biri, Tay-Sachs
hastaligindan sorumiu literatiirde tanimlanmis 40'dan fazla mutasyona
eklenmistir. Bu, intron 5 +1 donor kesim bdlgesi mutasyonudur (Resim
16).4 +1 bdlgesi, donor kesim bdigesinin dedismez iki 'baz'indan birini
gdstérmektedir (58). Literatiirde bugtine kadar Hex A geninin intron 2, 6,
7, Qave 12'sinde +1 donor kesim bdlgesi mutasyonlar tanimianmistir. Bu
mutasyonlar icin yapiimis mRNA calismasinda, mRNA'da kriptik bir
bélgenin olustugu, bunun da ekson kaybi veya mRNA'nin tam kaybina
neden oldugu gésterilmistir (59). Bizim hastamizda da ekson/intron
kesim bdigesinin ayni pozisyonunda bulunan bu mutasyonun, mRNA'da
benzer degisikliklere neden olarak, hastada Tay-Sachs hastaliginin
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klinik ve enzimolojik bulgularini ortaya ¢ikardi§i sonucuna varilabilir.
SSCP analizi uyguladigimiz dider 4 hastanin ekson 5§
otoradyografilerinde bu hastanin DNA bantlarina benzer tek zincir
konformasyonuna rastlamamamiz ve bu mutasyonun bugine kadar
baska hicbir toplulukta da gésterilememis olmasi bunun tek bir aile

mutasyonu olabilecedini dagtndurebilir.

ikinci buldugumuz mutasyon, ekson 11'de C1177— T degisimidir.
Bu mutasyon Fransiz kékenli bir hastada daha énce tanimianmistir;
Arg®® kodonunu (CGA), 'dur kodonuna (TGA) cevirmektedir. Bu
mutasyon sonucu mRNA dlizeyinin ¢ok azaldi§i, %1’in altina dastagu
gosterilmistir (47). Bizim vakamiz (Resim 17) ve annesi (Resim 18) bu
mutasyon acgisindan heterozigottur; babasinin ekson 11 DNA dizi analizi
normal bulunmustur (Resim 19). Bu mutasyonia birlikte hastada infantil
Tay-3achs nastaiigr Kiimk ve iabcratuvar buiguianna neden cian ikinc
bir mutasyonun olabilecedgi (compound heterozygote) dusunualmustir.
Literatlirde Tay-Sachs hastaligi i¢in bu tiir vakalar, ilk kez hastaligin B1
varyantinda tanimlanmisgtir; 7 hastadan 6'sinin 'compound heterozigot'
oldugu dustniimis ve sadece birinde her iki mutasyon da
gosterilebilmigtir (61, 62). Daha sonra infantil Tay-Sachs hastalarn i¢in
de 'compound heterozigot'lar tanimlanmistir. Ekson S'te bir allelinde
nokta mutasyonu (G509—A; Arg170—>Glu) olan infantil Tay-Sachs'li bir
vakanin 'compound heterozigot olabilecedi Dbildiriimistir.  B-
heksozaminidaz genindeki diger mutasyon tanimlanamamistir (63). Yine
Amerikali zenci bir ailede de bir allelde intron 4/ekson 5 kesim
bélgesinde infantii Tay-Sachs hastaligina neden olan G-T
transversiyonu tanimianmig, hastanin bu mutasyon ic¢in ‘compound
heterozigot' olduu distundlmas, diger alleideki  mutasyon

tanimianamamistir. Bu mutasyon icin hastanin annesi ve erkek kardesi
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heterozigotken, babasi ve kizkardesi normal bulunmustur (64). DNA
diizeyinde '‘compound heterozigot'lugun bekienen bir durum oldugu
stylenmektedir. Normal olmayan allelilerden iki tanesinin biraraya
gelmesi klinik olarak hastada semptomlar ortaya ¢ikarmaktadir. Bu tir
durumlar Tay-Sachs hastalijinda mutasyon saptamanin herzaman ¢ok
kolay olmadigini géstermekte, analizi yapan laboratuvarin bu alanda
bilinen tim teknolojilere sahip olsa bile yetersiz kalabilecegini
gostermektedir. Yeni bir mutasyonu saptamak bazen ¢ok kisa siirede

olabilmekte, bazen de yillar gerektirmektedir.

SSCP analizi ile ekson 5'te normal kontrol DNA bantlarindan farkli
ylirimis bant gérilen vakamizin (E.D, Resim 10) bu eksonda bir
mutasyonu oldugu dastnuimistir. Ekson 5'in DNA dizi analizinin
vaplimasi ile hastada farkli tek zincir konformasyonuna neden olan
mutasyonun selirienmesi gerexmeieair. SECF analizi ile higoir stphei
eksonu saptanamayan diger hastalarin ise, hastalida neden olan
mutasyoniarinin  bulunabilmesi icin di§er analiz yobntemieri ile
degeriendiriimeleri gerekmektedir. Asagdidaki bilgilerde sunuldugu gibi,
SSCP analizi ile hastaliya etken mutasyonu %100 saptamak muimkin

olamamakta, yéntemin duyarliigini pekgok parametre etkilemektedir.

Bu calismada mutasyonlari saptamak igin kullanilan SSCP
analizi, bir mutasyon tarama yontemidir. Gen dizisi bt'Jyt‘ik olan
proteinierde dizi analizi yapilacak bdigeyi 6nceden saptamak anamyla
genin taranmasinda en sik kullanilan metodlardan biridir ve direk dizi
analizine ¢cok gucli bir altemnatiftir. Bu teknikte, PCR (rlnleri- denatiire
edilir ve "denattire oimayan poliakrilamid jel elektroforezine" uygulanir.
Bu durumda, tek zincirli DNA'lar, zincir ici nlkleotid ¢iftliesmeleri yoluyla

stabil yapilar olustururiar. Teorik olarak dizideki herhangi bir 'baz'
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degisikligi, elektroforezde DNA bantlarinin hareketinde bir kaymaya

neden olur.

SSCP analizinin dezavantajlar, radyoaktif madde gerektirmesi ve
elektroforez icin blylk jele ihtiyag duyulmasidir. Son 3 yil icinde bu
metodu radyoaktif madde kullanmadan yapabiimek igin degisik DNA
boyama yéntemleri ( etidyum bromir, gimus boyama ) ile ¢alismalar
yapilmistir (65-71). Ancak zincir ici radyoaktif sinyaller, ¢ok kigik
miktardaki DNA tek iplik¢igini gostermede, diger boyama
yéntemlerinden daha iyi sonu¢c vermektedir. Cok kuglik miktarlardaki
DNA 6meklerinde zincir i¢i radyoaktif sinyaller gicli olmasina ragmen,
ormekleri SSCP analizi icin elektroforeze uygulamadan énce mutlaka
PCR {runinin safigi yanisira, cogaltimig DNA miktarini gérmek
amaciyla da agaroz jel elektroforezinin yapiimasi gerekmektedir. Agaroz
jel  slexircforezinde  silik  gértilen ONA  2antlan 3SCP  elinde
gorilememektedir. Bu yuzden PCR'da beklenenden az c¢ogalmis
eksonlann émekleri SSCP jeline daha fazla miktarda (1/10 dilisyon
yerine 1/5 diliisyonda) uygulanmis ve ancak bu durumda radyoaktif
sinyaller otoradyografide gézlenebilmigtir. Ancak jele uygulanan DNA
konsantrasyonunun artmasi bantlarin rezollisyonunu bozmaktadir
(Resim 13).

SSCP analizi sonucu otoradyografide, normal kontrolun tek zincirli
DNA'si 2 bant halinde gérilmelidir. Ancak zincir?gi dedisik baglanmalar
sonucu ayni zincirin farkli sekonder yapilar olusturmasi ile "metastable
conformers" denilen ek bantiar da gérulebilir (46). Bu ylzden saglikii bir
degerlendirme igin normal kontrol SSCP bantlan ile hasta 6meginin

bantlanni karsilagtirmak gerekmektedir.
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SSCP analizi, pek¢ok DNA dizisinde mutasyonlari ve
polimorfizmleri tanimlamak i¢in blyltk basariyla kullaniimaktadir.
Mutasyon saptamada SSCP’nin duyarliiginin yidksek oldugu rapor
edilmistir (72). Tay-Sachs hastaliinda da SSCP analizi, mutasyon
saptamada kullanilan diger ydéntemlerden (6r; heterodupleks analizi)
daha duyarli bir yéntemdir (37). Bununia beraber bazi degisiklikler
SSCP analiziyle saptanamamaktadir. Cunkii, SSCP analizini
elektroforez  sirasindaki sicakitk, elektroforez tamponunun
konsantrasyonu ve jeldeki gliserol konsantrasyonu etkilemektedir. 17°
C’nin alti ve 23°C’nin Ustlindeki sicakliklar DNA tek ipliginin yar stabil
sekillerini bozabilmektedir (46, 73).

Analizi yapilacak olan DNA dizisinin buyukligd de SSCP
analizinin duyarlihdini etkilemektedir. Dizinin boyu kiculdikce mutant
diziierin géruime sansi arimaktagir. 1383 2o¢lik 2r parcada ek ‘sal
degisikliklerinin %83'i ve 307 bg'lik bir parcada %58'i saptanabilmistir.
Faktér 9 geninin 180-497 bg¢ arasinda degisen 9 pargasinda yapilan

taramada mutasyonlarin sadece %35'i g6sterilebilmistir (74).

Bir baska ¢aligmada (75), SSCP analizi, 29 ayri fare globin geni
promotor mutasyoniarini analiz etmek icin kullaniimistir. Amplifikasyon
icin degisik primerler kullamlarak"farkh buyiklikte PCR Urinleri elde
edilmistir. 200 b¢ ve altindaki bﬁyﬁkluklerde tek 'haz' degisiklikleri daha
yliksek duyariilikia saptanabilmigﬁr. Omegin, 212 bglik 2 globin geni
parcasinda tek 'baz' degisikligi yaklasik %70 oraninda bulunurken, 600
b¢'lik bir parcada 29 mutasyondan sadece 1'i saptanabilmistir. 155 b¢'lik
parcalarda da %97 ve %96 oranlarinda tek 'baz' degisikligi gésterilmistir.
Bu oran 95-135 b¢'lik parcalardakinden daha iyidir. SSCP’nin duyari

oldugu DNA blyukitigunin bir Ust simin oldugu gibi bir de alt sinin

61



oldugu dusuniimektedir. Alt simir biyukligl tam olarak belirlenmemistir.
Fakat 95-115 be¢'lik parcalarda iyi sonuglar alinmistir. 212 b¢ ve altindaki
tum pargalar icin ortalama mutasyon saptama orani %79'dur. Cok kiglk
parcalarda SSCP analizinin duyarlihgi, sekonder  yapt
olusturmalarindaki guclikier nedeniyle dugsmektedir. Bir dier ¢aligsmada
ise, 300-450 b¢ biylkludindeki parcalarda mutasyon saptamada
duyarliliin %67, 100-300 b¢’lik parcalarda %89 oldugu belirtiimigtir
(76). Qahguan'mm mutasyoniar tek 'baz' degisiklikleridir. Hex A geninin
14 eksonunun PCR sonucu elde etti§imiz DNA drinlerinde beklenen
'baz' dizi buytkiikieri ekson 1 disinda 174-276 b¢ arasinda
degismektedir (bkz. Ek 2). 502 b¢ buyuklugindeki ekson 1'i iyi analiz
edebilmek icin Apa | restriksiyon enzimi ile kesmek gerekmistir. Ekson 1
Apa | enzimiyle kesilince 335 ve 157 b¢'lik iki pargcaya ayriimakta ve

SSCP jelinde mutasyonu saptamak acisindan duyarliid artirmaktadir.

SSCP’nin  duyariliinin ayni DNA pargasini  degisik jel
kompozisyonlarinda calismakla artti§i gosteriimigtir (73). Bizim
calismamizda da ekson 9'da standart SSCP kosullarinda gérulemedigi
bilinen bir nokta mutasyonu icin degisik tampon konsantrasyonu (0,5 x
TBE), jel kompozisyonu (%5 poliakrilamid) kullamimis, elektroforez
stiresi de (2000 V'da 2 saat) degistirilerek SSCP analizi uygulanmugtir
(Resim 4).

Analizi yapnla;h DNA parcasinin hangi bélgesinde mutasyon
oldugu, 'baz' degisikliginin ozelligi (transizyon veya transversiyon) ve
DNA pargasinin 'baz' icerii de SSCP analizinin duyarhihdini
etkilemektedir. Bu faktérlerin herbirinin DNA molekiitinde sekonder
yapiy1 etkilemesi beklenmektedir. SSCP‘nin duyarhlidi transversiyon

veya transizyonlar'igin farkli bulunmargtir. Ikisi de benzer siklikta

62



saptanabilmektedir (sirasiyla %76 ve % 81). Yanz G-T
transversiyonlari, tamamilayici dizideki C—A transversiyonlarindan daha

disuk stklikta (sirasiyla %57, %82) saptanabilmektedir (75).

Eksonlarin yan bdigelerindeki dedisik nokta mutasyonlarini
saptamak icin yapilan calismada mutasyoniar degisik oranlarda
duyarhiik ile tayin edilmistir. E§er mutasyon igeren yan bélge sekonder
yapiya katihyorsa, mutasyon bu bélgeyi bozmus olacagindan SSCP ile
saptanmasi kolaylasmaktadir. E§er mutant bdélgenin sekonder yapiyi
olusturmada roli yoksa mutasyon saptanamayabilir. Ayrica, pdrin
iceriginin daha fazla oldugu DNA tek zinciri jelde daha hizli yirimekte
ve daha belirgin degisiklikler géstermektedir. Buna bagli olarak da
DNA’nin bazen esas, bazen de tamamiayici zinciri, mutasyonu
digerinden daha iyi gdstermektedir (75). Bu hipotezlerin dogrulugu daha

fazia calisma ile destekienmelidir.

Klasik biyokimya ve molekiiler biyolojinin yeni teknikleri ile
genetik analizler, daha ayrnintili olarak Hex'in biyosentezi, islenisi ve
yapisini tanimlamaya, enzimin yoklugu veya kismi eksikligine neden
olan mutasyonlarin ndrodejeneratif hastalija nasil neden oldugunu
anlamamiza yardimci olmaktadir.

Bu yontemlerden biri olan SSCP analizi, bizim ¢alismamizda Tay-Sachs
has{allglna neden olan iki mutasyonu saptamamiza yardimci olmustur.
Ta;-Sachs hastaligina neden olan tanimlanmis mutasyonlarin gelecekte
gen tedavisi i¢in kullanilabilecedi disuniimektedir. Son 1 yil icinde
literatirde SSCP analizinin duyarhliini artirmaya yonelik yukarda da
aniatiimis olan cesitli dneriler bulunmaktadir. Bizim agimizdan en énemli
problem SSCP'nin radyoaktif madde gerektirmesi, dolayisi ile pahali bir

yéntem olmasi ve mutasyonu saptamada yetersiz kaldi§: durumiarda
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dijer yontemleri kullanabilme sansimizin heniiz olmamasidir. Bu
calisma ile toplumumuzda ndrodejeneratif hasta grubu iginde
beklenenden daha sik gorilen Tay-Sachs hastaliginin DNA dlzeyinde
incelenmesi i¢in ilk adim atiimis ve Anabilim Dalimizda bu teknolojiyi
kullanabilecegimiz bir laboratuvar kurulmustur; elde ettigimiz sonuclar,
Ulkemizde Tay-Sachs hastaliina neden olan mutasyonlar agisindan bir
cesitlilik olabilecegini dlstndurmektedir. Tim cabalar glikosfingolipit
metabolizmasindaki bir bozukluk sonucu ortaya ¢ikan ve yasamin ilk 3
yilinda 6limle sonuglanan bu hastalia, gen tedavisi uygulanincaya
kadar, toplumumuzda hastaliktan sorumlu mutasyonlar belirlemek ve
ayni zamanda ilgili ailelerde dogum dncesi tani ve genetik danismaniik

amactyla kuilanabilmek igindir.
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OzET

infantil Tay-Sachs hastali§i, Heksozaminidaz A (Hex A) genindeki
mutasyonlar sonucu olusur. Bu mutasyonlar Hex A aktivitesinin tam
kaybina yol agar. Bugtine kadar Hex A geninde 40’dan fazla mutasyon
tanimlanmistir. Bazi mutasyonlar, Ashkenazi-Musevileri ya da Fransiz-
Kanadalilar gibi belirli topluluklarda yiksek siklikta bulunurken, bazilan

da farkli toplumiarda gériiimektedir.

Bu calismada, infantii Tay-Sachs hastaliginin tipik klinik ve
enzimolojik bulgulan bulunan 5 bebek ve 2 anne-baba Hex A geni
yoninden incelendi. Hex A geninin 14 adet eksonu ve yan dizileri
radyoaktif PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) ile c¢odaitiidiktan sonra
“single stranded conformational polymorphism (SSCP)” yontemi ile
inceiendi. Tek zincir kenfcrmasyen cegisikliklerini gérmek icin denaturan
ajan kullanilmayan poliakrilamid jet elektroforezinin ardindan
otoradyografi yapildi. Otoradyografi sonucu iki hastada ekson 5'te, bir
hastada da ekson 11'de farkh bir gorintii elde edilmesi Uzerine bu iki
eksonun “Sanger dideoksi zincir sonlanmasi” yéntemi ile DNA dizi
analizi yapildi. Ekson 5'te farkli bir gérintt elde edilen Gglnci hastanin
DNA dizi analizi yapilamadi. DNA dizi analizi yapilan hastalardan
birinde intron 5 donor kesim bdlgesinde yeni bir nokta mutasyonu (IVS
5+1 G—A) saptandi. Hasta bu mutasyon yéninden homozigot*bulundu.
Birinci dereceden akraba olan anne ve babada yapilan ayni gghsmalar,
bu mutasyon yéntinden anne ve babanin heterozigot oldudunu gdsterdi.
Bu mutasyon literatiirde ilk defa tanimlanmig oldu. Di§er hastada ekson
11°de C1177-T degisimi sonucu, Arg>* kodonunun (CGA), dur kodonu
olan TGA'ya dodnustiga goruldi. Hasta bu mutasyon agisindan

heterozigot bulundu. Bu mutasyon daha dnce literatiirde tanimlanmistir.
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Amacimiz toplumumuzda Tay-Sachs hastaliinin DNA dizeyinde
incelenmesi icin bir baglangic yapmaktir. Elde edilen sonuclar
Tarkiye'de Tay-Sachs hastaligina neden olan mutasyoniarin ¢esitli

olabilecegini géstermektedir.

66



SUMMARY

Infantile Tay-Sachs disease is caused by mutations in the
Hexosaminidase A (Hex A) gene. These mutations result in the
complete absence of Hex A activity. More than 40 distinct mutations
have been identified so far concerning the Hex A gene. Some mutations
are found in high frequency in specific population groups such as
Ashkenazi-Jews or French-Canadians, while others are present in

diverse populations.

Clinically and enzymatically diagnosed 5 infantile Tay-Sachs
patients and 2 parents were investigated for the Hex A gene.
Radioactive polymerase chain reaction (PCR) amplified products of all
14 Hex A exons and their flanking sequences were analysed by single-
sranded contormational golymersiism (E8CA oroteesi.
Autoradiography was done after non-denaturing polyacrylamide gel
electrophoresis to detect altered single-strand conformations. Different
band migration pattern was found for two patients in the exon 5 and for
another patient in the exon 11. Following a positive SSCP finding in the
exon 5 and exon 11 PCR products, we sequenced the exons and the
surrounding DNA region by "Sanger dideoxy chain termination” method.
DNA sequence analysis of one of the patienté’ who had different band
pattern in exon 5 was not done. A new point mutation (IVS 5+1 G—5A) in
the intron 5 donor splice site was identified in‘m'one of the patients. This
proband is homozygous and the parents, who are first cousins, are
heterozygotes in respect of the mentioned mutation. This mutation was
reported for the first time. Other patient's exon 11 had C1177-T
substitution that resulted in change of Arg393 codon (CGA) to TGA
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which is a stop codon. This patient was found heterozygote for this

mutation. This second mutation had been reported by Akli et al in 1991.

This study is the first step for investigation of Tay-Sachs disease
at DNA level in Turkey. The results of this study indicated that the
mutations which cause Tay-Sachs disease may be heterogeneous in

Turkish population.
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EK 1. GOZELTILER

1- Alkalen bakir ¢ozeltisi

2- GCozelti 1

3- Tamponianmig fenol

4- Lizis tampon

5- Tris-EDTA

6- 10xPCR tamponu

7- 10xTBE (Tric-Borat-EDTA)

tamponu pH 8,3

8- 1xTBE tamponu pH 8,3

50 mi 0,1 N NaOH i¢inde
hazirlanmig %2 NazCOg3 Uzerine,
1 ml %1 sodyum veya potasyum
tartrat icinde hazirlanmis % 0,5
CuSO0y4. 5 HoO karistinlir.

10 mM Tris-HCI pH 7,6
10 mM MgClo

1 kg fenol 160 ml distile su icinde
65°C su banyosunda 1-2 st icinde
¢cozular. %0,1 WV
hydroxyquinolene eklenir. Esit
hacimde 1M pH 8,0 Tris tamponu
ile yikanir, kanstinlir. Su fazi atilir.
Tris tamponu ile yikama islemi 2
kez daha tekrarlanir. Her seferinde
su fazi atilir. Daha sonra fencl
Juzeoiapinda sakianir.

155 mM NH4CI
10 mM KHCO3
0,1 mM EDTA

100mM Tris
1mMMEDTApPH 7,5

500 mM KCl

100 mM Tris-HCI pH 8,3
15 mM MgCI2

%0,1 jelatin

120 g Tris
60 g Borat
40mi 0,5 M EDTA pH 8,0

10XTBE tamponunun 10 kez
sulandiriimasi ile hazirlanir.



9- Loading tamponu

10- Etidyum bromiir soliisyonu

11- %6 poliakrilamid jel
(%10 gliserol igeren)

12- Sequencing stop soliisyonu

13- %3 poiiakniamid el

14- %5 poliakrilamid jel

15- Annealing tamponu

77

%0,05 bromofenol blue
%15 Ficoll 400

%10 gliserol

1xTBE tamponu ile 1ml’ye
tamamianir.

10 mg/ml stok etidyum bromiirden
20ul alinip 1XTBE tamponu ile
kansgtirifir.

15 ml %30 akrilamid stok (%29
akrilamid, %1 bisakrilamid)

7,5 ml gliserol

7,5 ml 10xTBE tamponu

45 ml su

234 ul amonyumpersiiifat (%20)
50 ul TEMED

%95 formamid
%0,1 bromofenol blue
%0,1 xylene cyanol

18 mi %3C akrilamid stck (%29
akrilamid, %1 bisakrilamid)

6 ml 10xTBE

375 ul amonyum persilfat (%20)
40 pul TEMED

Distile su ile 60 ml'ye tamamianir.
%30 akrilamid stok 16,6 mi
10xTBE 20,0 ml

Distile su 62,7 mi )
%10 amonyum persuifat 0,7 mi

40 mM Tris pH 7,5
25 mM MgClo
50 mM NaCl iceren %10 DMSC



16- Dideoksi karigimiar
Karisim G 50 pul 1 M NaCl
0,8 ul 0,1 MdCTP
0,8 ul0,1MATTP
0,8 ul 0,1 MdGTP
0,8 ul 10 mM ddGTP
946,8 ul %10 DMSO

Kangim T 50 ul 1 M NaCl
0,8 ul0,1MdCTP
0,8 ul 0,1 MdTTP
0,8 ul 0,1 MdGTP
0,8 ul 10 MM ddTTP
946,8 ul %10 DMSO

Kanigim C 50 ul 1 M NaCl
0,8 ul 0,1 M dCTP
0,8 ul 0,1 MdTTP
0,8 ul 0,1 M dGTP
0,8 wl 10 mM ddCTP
946,8 1l %10 DMSO

Kangim A 50 i 1 M NacCi
0,8 ul 0,1 MdCTP
0,8 ul 0,1 MdTTP
0,8 ul 0,1 MdGTP
0,8 ui 0,1 mM ddATP
946,8 ul %10 DMSO

17- Chasing mix 50 ul NaCli
2,5u0,*MdCTP
25u0,1MdTTP
2,5ul0,1MdGTP
25u 0,1 MdATP
940 pl %10 DMSO

18- Sequencing jel 60 g akrilamid
3,16 g bisakrilamid
500 g tre
100 ml 10xTBE
1 litreye distile su ile tamamilanir.
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EK 2. HEX A GENININ GOGALTILMASI iCIN
KULLANILAN PRIMERLER

EKSONLAR VE PRIMER DiZILERI Biyiikliigu (b¢)

1:
A- CTCACCTGACCAGGGTCTCACGT

B- CTCCTGATTGAACCGTAGTCCTA 502
2:

A- GCTTCTAATGGCAGGTTGGCCGCA

B- GCTCTTCTAAGACAGGGAACAGGA 174
3:

A- GAATATCTGGTCTATAATCTGAG

B- TGAGCAGGGACTGGGTTACTGCA 226
4:

A- GCTCTGCTACATTGAGAACCTTCC

B- CTAGGATTCTCAATATTGGGATCC 203
5:

A- ATCTCCCTGTGCCCCCATAGTAA

B- TGCTCCATCACCCTAGAACTCTTA 229
6:

A- TGAAACCGGAGAGACTGTGATG

B- GCCACAGCCAGATTCAGACATTG 211
A- GCTAGCTTTCAGGAAGTGTGAACC

B- TAACAAGCAGAGTCCCTCTGGT 221
8:

A- ATGTATTTGTGACACTCATATGGG

B- AGTAAGCAACTGATCAGGCCACAG 269
9:

A- CAGGCATTAGGCTTTCAGGATGTT

B- CAAGCAGGGCCTGACTCGGTATG 230
10:

A- GTCTAGAACCCATCTGAGCTAAG

B- AAGCCCAATCCAAACCAGGAGGA 237
11:

A- CCAGGAATCTCCTCAGCTTTGTGT

B- AGCCTCCTTTGGTTAGCAAGG 276
12:

A- AGTTACCCCACCATCACCAGACTG

B- TTGGGTCTCTAAGGGAGAACTCCT 203
13:

A- ACCTTTGCAGGGAATACAGGGC

B- TGTCTCCTCTCTCTAAGGGGTTC 235
14:

A- TGACTGGTGTGAAAAGTGTTGCTG

B- CCTTTCTCTCCAAGCACAGG 273
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