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OZET

GENETIK TANI LABORATUVARINA
BASVURAN X’e BAGLI MUSKULER DiSTROFILI AILELERDE
MUTASYON ANALIZi

Selda SIMSEK

Duchenne ve Becker miiskiiler distrofi (DMD/BMD), distrofin genindeki
mutasyonlardan. kaynaklanan, X’e bagli resesif noromiiskiiler diizensizliklerdir. Bu
mutasyonlarin gogunlugu (yaklasik olarak % 60) PCR analizi ile tespit edilebilen gesitli
biiyiikliiklerdeki gen i¢i delesyonlardir.

On farkl: aileye ait 30 DMD ve 10 BMD hastas: iki ayr1 multipleks gen amplifikasyon
seti kullanilarak delesyon igin incelenmistir. Iki ayr1 gen ampliﬁkasyon setinin birlikte
kullanilmas: ile hastalarin % 38’inde delesyon tespit edilmigtir. Delesyon tespit edilen hastalar
arasinda multipleks II gen amplifikasyon setinin multipleks I’den daha fazla bilgilendirici

oldugu goriilmiistiir.

Hastalarin tasiyici olma riski bulunan 66 bayan akrabasi, distrofin genindeki pERT 87-
15/Xmn I, pERT 87-15/ Bam HI, pERT 87-8/Taq I ve I 38/Taq I polimorfizimleri i¢in PCR-
RFLP analizi ile incelenmistir. Risk altindaki kadinlarn % 91 (60 bayan) inin bu dort

polimorfik RFLP’lerin en azindan biri i¢in heterozigot oldugu bulunmugtur.

Biitiin bu sonuglarin DMD/BMD i¢in prenatal tami programlarimin planlanmasina

katki saglayacagini umuyoruz.

Anahtar Kelimeler: Duchenne/Becker Miiskiiler Distrofi, Multipleks Polimeraz Zincir
Reaksiyonu, Restriksiyon Enziminin Parga Uzunluk Polimorfizmi, Delesyon, Tagiyicilik

Taramasi, Polimorfizm.
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SUMMARY

MUTATION ANALYSIS WITH X LINKED MUSCULAR DYSTROPHY FAMILIES
REFERRED TO GENETICS DIAGNOSTIC LABORATORY

Selda SIMSEK

Duchenne and Becker Muscular Dystrophy (DMD/BMD) are X linked recessive,
neuromuscular disorders that result from mutations in the dystrophin gene. The majority of
this mutations ( approximately 60 %) are intragenic deletions, which can be determined by

PCR analysis.

Thirty DMD and ten BMD patients from ten different families have been screened for
deletions, using two separate multiplex gene amplification sets. The application of multiplex
II gene amplification set in conjunction with multiplex I gene amplification set determined
deletions in 38 % of the cases. The informativeness of multiplex II gene amplification set was

found to be higher than that of multiplex I set among the patients with deletion.

Sixtysix female relatives of patients, who were at risk of being carrier, have been
screened for pERT 87-15/Xmn I, pERT 87-15/ Bam HI, pERT 87-8/Taq I and I 38/Taq I
polymorphisms within the dystrophin gene by PCR-RFLP analysis. We found that 91 % (60

female) of all females at risk were heterozygous for at least one of these four RFLPs.
We hope that; all these results may be useful for planning prenatal diagnosis

programmes for DMD/BMD.

Key Words : Duchenne/Becker Muscular Dystrophy, Multiplex Polymerase Chain Reaction,
Restriction Enzyme Fragment Length Polymorphism, Deletion, Carrier Detection,
Polymorphism.

viii



1. GIRIS VE AMAC

Son otuz yil iginde biyoteknolojinin gelismesi, insan kas dokusu ile ilgili bilgilerin
artmasm ve daha iyi anlagilmasmm saglamistir. Ozellikle molekiiler biyolojik calismalar, kas
hastaliklarinda ¢ok biiyiik ilerlemelere yol agmustir. Pek ¢ok hastalik ile ilgili gen izole
edilmis, kromozomal lokalizasyonlar1 g@sterilmigtir. Bu yeni bilgiler ile; tam, prognoz,

tagtyicilarin saptanmasi, prenatal tam ve tedavi i¢in yeni stratejiler geligtirilmistir (1).

Progresif kas zayiflift ile karekterize edilen ve X’e bagh resesif ozellikli bir
néromiiskiiler diizensizlik olan Duchenne Miiskiiler Distrofi (2) ile ilgili ilk bulgular 1851
yilinda Edward Meryon tarafindan bildirilmigtir (3,4). Bununla birlikte Meryon’dan on yil
sonra Guillaume Benjamin Amand Duchenne, mikroskop ile yaptig1 hastalikli kas ¢aligmalar
ile diizensizligin patolojik progresyonunun ve klinik &zelliklerinin kapsamli olarak
agiklanmasim saglamigtir. Cocukluk déneminin en siddetli ve en yaygin miiskiiler distrofisi
olarak bilinen bu distrofi, Duchenne’ in ismini almustir (4). Duchenne Miiskiiler Distrofi’nin
klinik olarak benzer fakat daha hafif seyreden formu olan Becker Miiskiiler Distrofi ise (5)
1955 yilinda Becker ve Keiner tarafindan tammlanmistir (6) ve diger distrofi tiplerinden
kesinlikle ayr1 oldugu Peter Emil Becker tarafindan gésterilmigtir (1).

Duchenne ve Becker miiskiiler distrofiye (DMD/BMD) neden olan mutasyonlarin
yaklasik olarak % 60’1 cesitli buylikliklerdeki gen i¢i delesyonlardan, % 6’s1
duplikasyonlardan ve geri kalam ise nokta mutasyonlari, mikrodelesyon/insersiyonlardan
kaynaklanmaktadir (7,8). Bu sebeple bir ailede DMD/BMD’nin delesyonlardan
kaynaklandifimn belirlenmesi ile dogum oncesi tanimin %100 bir kesinlik ile verilebilmesine
olanak saglanmaktadir (9).

Bu ¢alijmamn amaci; laboratuvarimiza bag vuran DMD ailelerinde, Multipleks
Polimeraz Zincir Reaksiyonu teknigi ile, distrofin genindeki delesyonlarin belirlenmesi ve

aile bireylerinde tagiyicilik taramasinin yapilmasidir.



Bu degerlendirme sonucunda; ydremizdeki DMD sikligimi, delesyon mutasyonu
oranini ve tagiyicilarin siklii ortaya koymak ve risk altindaki ailelere saglikli gocuk sahibi
olmalar1 konusunda yardimci olabilmek imkanlarinin dogacagina inaniyoruz.

2.GENEL BILGILER

Insan, iki hiicreli durumundan 6liimiine kadar olan siirede hem kalitsal hem -de
cevresel etkenlerin etkisi altinda bulunmaktadir. Kalitsal .ve cevresel etkenler hemen hemen
her hastalik ve nitelik ile birlikte etkilesim gosterirler; fakat baz1 hastaliklarda tiimiiyle kalitsal
Ozellikler etkinken, baz1 hastaliklarda da gevresel etkenler etkindir. Hastalik ya da niteliklerin
bu yayilgisinin iki ucu arasinda, kalitsal ve ¢evresel etkenlerin birlikte fakat degisik oranlarda
etkili oldugu pek ¢ok hastalik bulunmaktadir (10).

Kalitsal hastaliklar etiyolojilerindeki kalitsal etkenin tiiriine gére ii¢ gruba ayrilabilir.
Bunlar; 1-Tekli mutant genlere bagli olanlar, 2- Poligenik olanlar ve 3-Kromozomal
olanlardir. Tekli mutant genlere bagli olan hastaliklar, Mendel kurallarina uyar bigimde
davranirlar ve belirli kalitim kaliplar1 gésterirler ve bu kalitim kaliplari genetik etmenleri
inceleme y6ntemleri ile ortaya konabilir (10,11).

Bilindigi gibi insanda 46 tane kromozom bulunmaktadir; bunlardan 44 tanesi otozomal
kromozomlar, geriye kalan iki tanesi de kadinda XX ve erkekte XY bi¢iminde bulunan
cinsiyet kromozomlar1 ya da gonozomal kromozomlardir. Buna gére insandaki kalitim
bigimleri; Otozomal dominant, otozomal resesif, X kromozomal dominant, X kromozomal
resesif ve Y kromozomal kalitim olarak siniflandirilir (10). Bu kalitim bigimlerinden; DMD
ve BMD’nin X’e bagl resesif 6zellikli néromiiskiiler diizensizlikler olmas: nedeniyle, sadece

X kromozomal resesif kalitimin kalibim kisaca agiklayacagiz.
2.1. X KROMOZOMAL RESESIF KALITIM

Cinsiyet kromozomlan yoniinden erkekler bir X ve bir Y kromozomuna sahipken,

kadimlarda iki tane X kromozomu vardir. X kromozomu iizerindeki genlerin ¢ogu Y



kromozomu {izerinde bulunmaz bu nedenlede erkekler X’e bagh genlerin sadece bir tek

kopyasina sahiptir. ( B&yle erkeklere hemizigot denir.) Bu nedenle X kromozomundaki gen

ister dominant ister resesif etkili olsun erkeklerde daima kendini gosterir (10,12).
: \

X kromozomu {izerindeki resesif etkili mutant bir gen igin heterozigot (tasiyici) olan

bir kadinin normal bir erkek ile evlilik yapmasi ile; kiz gocuklarinin yaris1 normal yarsi

tagiyicy, erkek gocuklarinin ise yarisi hasta yarisi saglam olur (10,11).

Hasta erkek normal kadinla evlenirse; baba Y kromozomunu ogullarina, X
kromozomunu kizlarina verecegi igin erkek ¢ocuklari normal ancak kiz ¢ocuklar tagiyic: olur
(10,11).

Hasta erkek tagiyict kadinla evlenecek olursa; kizlarin yarisi hasta yarisi tagiyici,
erkeklerin ise yaris1 hasta yarist saglam olur (10). Sekil-1’de X Kromozomal resesif kalitim

kalib1 gosteren bir pedigri 6rnegi goriilmektedir (11).

Sekil 1. X Kromozomal Resesif Kalitim Kalibi Gosteren Pedigri Ornegi.



X kromozomal resesif hastaliklarin kalitim bigimi genellikle oblik bir nitelik gosterir,
ancak pek ¢ok ailede sporadik de olabilir yani aile iiyelerinin yalmizca birinde ortaya
¢ikabilir. Bu durumda anne oblik tagiyici durumunda degildir. Boyle g¢ocuklu ailelerin iigte
birinde hastalik taze mutasyonla olusmus olabilecegi gibi, geriye kalan ﬁgte ikisinde annenin
tastyicithign  s6zkonusudur. Tagiyicilik testleri yapilarak annenin gergekten tasiyici olup
olmadig: 6grenilebilir (10).

2.2. X KROMOZOM INAKTIVASYONU

Kadinlarda iki X kromozomu, erkeklerde ise bir X ve bir Y kromozomu
bulunmaktadir. Bu durum yani kadinda iki tane X kromozomunun bulunmas: ilk bakista, bu
kromozom {izerindeki genlerle iretilen proteinlerin ve dolayisiyla ilgili 6zelliklerin
erkeklerden bir kat daha fazla olacag: izlenimini vermektedir. Oysa X kromozomu {izerindeki
genlerin olusturdugu nitelikler bakimindan kadin ve erkek arasinda bir fark bulunmamaktadir.
Bu durum 1960°’larda Mary Lyon tarafindan agiklanmaya calisilmis ve kendi adiyla anilan
Lyonizasyon Hipotezi ile su sekilde 6zetlenmistir (10,11,12) :

1. Memelilerin disi embriyolarinda bulunan iki adet X kromozomundan birisi
fonksiyonel olarak inaktif duruma gelerek X kromatinini olugturur. Bu inaktivasyon
olgusu fertilizasyondan sonraki 12. giinden itibaren trofoblastda, 16. giinden
itibarende embriyoda gériilmeye baglar.

2. Liyonizasyon tamamen rastgeledir. Yani her hiicredeki liyonizasyon olgusu, komsu
hiicredekinden bagimsizdir. Bir kisim hiicrelerde maternal kokenli X kromozomlar:
inaktive olurken, bir kisim hiicrelerde de paternal kdkenli X kromozomlar inaktive
olur. Inaktivayonun anne ve baba kékenli X kromozomlarindaki oram % 50°dir.

3. Inaktivasyon olgusu yalnizca somatik hiicrelerde goriiliir. Inaktivasyona ugrayan X

kromozomu, yavru hiicrelerede inaktif olarak geger .

Inaktivasyon i¢in X kromozom se¢imi normalde rastgeledir ancak inaktivasyonun
rastgele olmadig1 durumlarda vardir; Ornegin X’e bagh resesif bir diizensizlik i¢in homozigot
olmadig halde, bu diizensizligin belirtilerini hasta erkeklerdeki gibi gosteren bazi kadinlar



vardir (12). Bu duruma ¢ Manifesting Heterozygote > da denilmektedir (11). Bagka bir
Ornekte sadece bir tek X kromozomuna sahip olan Turner Sendromlu (45,X) kadinlarda
gOriiliir, Béyle kadinlar X’e bagh genler i¢in hemizigottur ancak aymi zamanda DMD gibi
X’e baglh resesif bir diizensizligide tagiyorsa, bir tek X kromozomuna sahip oldugu i¢in bu
hastaligin klinik 6zelliklerinide gosterir (12,13).

X kromozomlarindan bir tanesinin yapisal olarak anormal oldugu durumlarda selektif
olarak bu X kromozomu inaktif duruma gecer. Ancak dengeli X-otozom
translokasyonlarinda inaktivasyon rastgele olmadan kendini g6sterir ve selektif olarak normal

olan X kromozomu inaktive olur (10).

2.3. DUCHENNE VE BECKER MUSKULER DISTROFIi’NiN KLIiNiK
OZELLIKLERI

Miiskiiler distrofi terimi, hastaligin temel kriterleri olan primer kas dokusu tutulusuna
bagli, anormal kas gii¢siizliigii ve atrofisi olan bir grup genetik hastalik i¢in kullamilmaktadir
(1,14). Yani miiskiiler distrofi bir tek hastalik degildir ve aragtirmacilar yaklasik yirmi degisik
tip distrofi bulundugunu bildirmektedir (1). Kalittm kalibi, diizensizligin baslama yag1, 6zel
iskelet kas tiplerini igermesi ve kapsamli progresyonu miiskiiler disrofilerin farkl tiplerinin
simflandirilmasi igin kullanilmustir (14). Distrofi tiplerinin taminmasinda temel klinik bulgu
her ne kadar belirli kas gruplarinin tutulmasina dayanirsa da, distrofilerin erken déneminde
sadece bir grup kasda gligsiizliik olmasi ve hastalifin daha sonraki dénemlerinde giigsiizliigiin
viicudun degisik bolgelerine yayilmas: distrofilerin tipi konusunda kesin taniya varmakta
giicliik yaratir. Iste bu sebeplerden 6tiirli miiskiiler distrofilerin smflandirlmasinda klinik
bulgularin yaninda histolojik, elektrofizyolojik ve molekiiler biyolojik yontemler gibi

yardimes incelemelerinde bulunmas gerekir (1).

Miiskiiler distrofilerin en sik rastlanan formu olan Duchenne Miiskiiler Distrofi
(6,15,16), kas giiclinlin progresiv kaybi ile karekterizedir. Cogunlukla erkek g¢ocuklarda
goriiliir ¢linkti X kromozomuna bagl resesif bir 6zellik olarak kalitilir (12,17).



Duchenne Miiskiiler Distrofi, yaklagik 3500 erkek dogumda bir gériiliir. Semptomlar
genellikle yasamin erken yillarinda farkedilir. Hasta gocuklarin ¢ogunda motor gelisiminde
gecikme vardir ve bunlarin yaklagik yaris1 18. aydan 6nce yiiriiyemez . Hastalarin kosma
yetenegi azalir ve merdiven ¢ikmada giigliik goriiliir. Bacaklarmin tizerine tirmanarak
dogrulurlar (Pozitif Gowers belirtisi). Kaslarda giigstizliik ve atrofi, pelvik kaslarda baglar ve
~ anterior tibial gruba yayilir. Daha sonra iist ekstremite kaslar1 tutulur. Kas glicsiizliigt
genellikle simetriktir ve progresyon gosterir (1,6,12,18,19).

Karin o©ne, omuzlar geriye dogru c¢ekildiginden lordozda artma gortlir.
Proksimallerdeki gligsiizlik nedeniyle hasta iki yana sallanarak yiiriir. Buna o6rdekvari
yiirtiytlis ismi verilir. Skapula alata olugur (1,6). Baldir kaslarinda bag ve yag dokusunun
artmasiyla ps6dohipertrofi goriiliir (1,6,12,19).

Duchenne miiskiiler distrofili hastalarin {igte birinde 1lumli mental gerilik ortaya
¢ikabilir. Bu mental bozukluk kas gligstizliigii ile parelellik g6stermez ve progresiv degildir
(1). Mental retardasyondan sorumlu olabilecegi diisiiniilen bir beyin promoteri (Pb) vardir ve
mental reterdasyon gorilen DMD’li hastalarda, genotip-fenotip korelesyonu ile ilgili
yapilacak daha ileri ¢aligmalar bu noktanin agiklia kavusturulmasinda yardime olabilir (20).

Hastalarin %80 ’inde kardiyomiyopati gelisir. Klinik bulgu olarak kalpte biiyiime,
degisik disritmiler ve tasikardi vardir (1) ve EKG ve EKO degisiklikleri gériiliir (6).

Hastalarin ¢ogu 9 - 12 yas civarlarinda yliriiyemez hale gelir ve genellikle 20 yagindan
6nce (nadiren 25 yasina kadar yagarlar) pnémoni, solunum yetmezligi ve kardiak yetmezlik
gibi sebepler ile kaybedilirler (4,6,19).

Kadinlarda ise DMD’nin baglama yag1 ve siddeti, ¢arpik inaktivasyonun derecesine
baglidir. X kromozomu inaktivasyonunda mutant DMD allelini tasiyan X kromozomu
hiicrelerin ¢ogunda aktif ise DMD gelisir, fakat normal DMD allelini tagtyan X kromozomu
hiicrelerin ¢ogunda aktif ise, DMD’nin ya ¢ok az septomu goriiliir ya da hi¢ gériilmez (11).



Becker Miiskiiler Distrofi ise 30 000 erkekte bir goriilen, DMD’nin daha benign ve
allelik formudur (5,21). Baglama yas1 5-15 dir, fakat 3. ve 4. dekadda da baglayabilir.
Hastalifin baglama dénemindeki bulgular Duchenne Miiskiiler Distrofi’ ye benzerse de
Becker Miiskiiler Distrofi hastalarinin %90°1nda ilk bulgu 5 yagindan sonra ortaya gikar. Seyri
her zaman yavas progresivdir, fakat bazen aile igindeki bireyler arasinda bile degiskenlik
gosterebilir (1). DMD ve BMD de diizensizligin progresyonunda 6nemli derecede gesitlilik
vardir (11); DMD’li hastalarin ¢ogunlugu 12 yasindan 6nce tekerlekli sandalyeye baglanmaya
baglarken, BMD’li hastalarin gogunlufu 16 yagina kadar yliriiyebilir (20). 13 ve 16 yaglan
arasinda yiiriiyemez hale gelen hastalar ise intermediate grup olafak adlandinlir (20,22).

Goriiliiyorki BMD, DMD den daha az siklikla goriiliir fakat diger miiskiiler distrofi
tiplerinden daha sik goriiliir. Miiskiiler distrofi spektrumunun bir ucunda ileri Duchenne tipi,
diger ucunda ise klasik Duchenne distrofisinden daha iyi seyreden ve uzun yasayan Becker

miiskiiler distrofisi bulunan erkekler goriiliir (1).

Serum Kreatin Fosfokinaz (Serum Creatine Phosphokinase, CPK) enziminin artan
seviyesi, kas hastaliginin bir gostergesi olabilir. CPK; iskelet kasi, kaip ve beyinde bulunan
bir enzimdir ve kas hiicreleri tahrip oldugunda bu enzim seruma sizar (12). Duchénne ve
Becker miiskiiler distrofili hastalarda CPK seviyesi yiiksek oranda artar (1,4,6,12). Bu
yiikseklik dogumdan hemen sonra bile goriilebilir. Ancak normal bebeklerde bile dogumun
birinci haftasina kadar yiiksek CPK bulunabileceginden, DMD siiphesi olan bebeklerde bu
aktivitenin Ol¢lilmesi i¢in 2-3 hafta beklenmelidir (1). Serum kreatin kinaz enziminin
Olglilmesinden sonra en Onemli tam ydntemlerinden birisi kas biyopsisidir. DMD’de
immiinohistokimyasal tekniklerle boyanan kas liflerinin periferinde distrofin bulunmadigi,
BMD’de ise normalden az bulundugu goriliir (1,4). Diger bir tam1 ySntemi ise
Elektromiyografik (EMG) incelemelerdir. Sinir iletim ¢aligmalari ve elektromiyografik
bulgular DMD’yi , klinik olarak benzerlik gosteren dejeneratif ve enflamatuvar g¢ocukluk
noropatilerinden aywmada yardim eder. Elektrokardiogram (EKG), ultrasanografi ve
kompiitorize tomografi lokalize kas giigsiizliigiiniin gosterilmesi agisindan énemli olan diger

incelemelerdir (1).



DMD é6ldiiriicii bir hastaliktir ve bugtin i¢in bilinen tibbi tedavisi yoktur. Ancak genel
olarak sagligin korunmasi, egzersiz, fizik tedavi-rehabilitasyon, ortopedik ve cerrahi
olanaklarla deformitelerin 6nlenmesi ve solunum fonksiyonunun korunmasi gibi degisik
ySnlerde olumlu yaklasimlar bulunmaktadir (1,6,11,19).

2.4. DMD’DE DELESYON ANALIZI

Duchenne ve Becker Miiskiiler Distrofili hastalarin yaklagik olarak %601
delesyonlardan kaynaklanmaktadir (235. DMD geninde delesyon ve duplikasyon tespiti igin
geleneksel olarak c¢cDNA problarini kullanan Southern blotting yontemi kullamilmigtir
(23,24,25). Ancak delesyonlarin ¢ogunlugunun, distrofin geninde delesyonlarin en sik
goriildiigii iki bolgede (hotspot) kiimelenmis olmasi nedeni ile daha sonra multipleks
polimeraz zincir reaksiyonu yontemi gelistirilmigtir (26). Her iki yéntemde delesyonlarin
tespitinde kullamilmasma karsilik multipleks polimeraz zincir reaksiyonu yontemi Southern

blotting yétemine kiyasla daha hizli ve randimanli ¢aligan kullanmigh bir yontemdir (23,26).

Multipleks polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ilk olarak Chamberlain tarafindan
DMD’nin tanisinda kullamilmigtir. Bu yontemle ilk olarak alt1 ayr1 primer ¢ifti aym reaksiyon
tiipiinde bir arada kullanilarak, alt1 ekzon (ekson 8, 17, 19, 44, 45, 48) bir defada amplifiye
edilmis ve hastalarin %37’sinde delesyon mutasyonu goriilmiigtiir (26). Daha sonra yine
Chamberlain tarafindan ti¢ eksonun (ekson 4, 12, 51) daha ilavesi ile bu oran % 80’
cikarlmistir (27). Beggs tarafindan dokuz ayn eksonun (ekson 3, 6, 13, 43, 47, 50, 52, 60 ve
kas promoteri) daha ilavesi yapilarak hastalarin %98’inde delesyon mutasyonu tespit
edilmistir (28). Daha sonra Abbs tarafindan eksonlar, 5' ucunda (Pm, ekson 3, 4, 6, 8, 13, 19)
ve 3' ucunda (ckson 42, 43, 44, 45,.47, 48, 50, 51, 52, 53, 60) olarak iki multipleks seti
seklinde gendeki lokalizasyonlarina gdre bir arada toplanmis ve yine tespit edilebilir
delesyonlarin sikligi % 98 olarak goériilmiistiir (23). Biitlin bunlara ek olarak beyin promoter
bolgesi, ekson 16, 20, 21, 22, 29, 32, 34, 41, 42 ve 46’ ya ait primerlerinde ilavesi ile 30
ekson 3 multipleks reaksiyonu seklinde amplifiye edilmis ve delesyon sikligimn diger
calismalar ile benzer oldugu gosterilmistir (29).



2.5. DELESYON TASIYICILARININ TESPITi

Duchenne ve Becker miiskiiler distrofi’de genetik danigsmanin en biiyiik zorluklarindan
birisi tagtyiciligin tespit edilmesidir. Ciinkii tasiyici bir annenin kiz ¢ocuklarinin %50 risk ile
tagtyict olma ihtimali vardir ve bu ¢ocuklarin tagiyicilik statiilerinin ne oldugunun gogu
zaman tespit edilmesi gerekmektedir (12). DMD ve BMD’li hastalarin 2/3’si tagiyici bir
anneden (oblik tasiyici), geri kalan 1/3’1 ise yeni mutasyonlardan olusur (30). Tasiyicilik
tespiti yapilirken germinal mozaisizm’de goéz 6niinde bulundurulmahdir (31,32). Ciinkd
DMD’de, annenin germinal mozaisizm olma riskinin % 10’ un {izerinde oldugu tahmin
edilmektedir. Sporadik vakalarin tlimiinde anne birden fazla ¢ocuk istedigi zaman germinal

mozaisizm durumu akildan ¢ikarilmamalidir (33).

Serum kreatin fosfokinaz enzim seviyesinin 6l¢lilmesi, tasiyicilik tespitinin
belirlenmesinde ¢ogu zaman kullamilan bir testtir. Bununla birlikte aym bireyde degisik
zamanlarda 6l¢iildiigtinde bile degisik sonuglar elde edilebilir ve yanlis pozitif ve yanls
negatif sonuglarin ortaya ¢ikmasina neden olabilir (12,34). DMD/BMD’ den sorumlu olan
genin tanimlanmasi ve gen Urliniiniin (distrofin proteini) belirlenmesinden sonra prenatal tam
ve tagiyicilik tespitinin  daha dogru yapilabilmes: i¢in biyokimyasal ve molekiiler teknikler
gelistirilmistir (34). cDNA problant kullamlarak, Southern blotting teknigi ile yapilan ve
otoradyografi sinyaline gére normal ve tasiyic: bireyi tespit eden dozaj analizleri (35), RFLP
bolgelerini tespit eden DNA problarn ile dnce uygun restriksiyon endoniikleaz enzimler ile
kesilip daha sonra Southern blotting teknigi ile hibridizasyonu yapilarak tagiyicilan tespit
etmeye caligan RFLP analizleri (36,37,38), SSCP (tek zincirli DNA’nin yap1 polimorfizmi)
analizi (39), PCR yontemi kullamlarak, Southern blotting’den daha hizli ve kolay bir sekilde
yapilan PCR-RFLP analizleri (7,33,40,41), delesyona ugrayan veya ugramayan eksonlara
spesifik floresan olarak isaretlenmis primerlerin kullanilmasiyla yapilan kantitatif PCR analizi
ile PCR iirtiniiniin otomatik olarak dozajinin belirlenmesi (34), polimorfik dintikleotid tekrar
bolgelerini (STR) igeren primerler kullamlarak yapilan baglanti analizleri (42,43) ‘lbu

yontemlerden bazilandir.



2.6. DMD GENIi VE DISTROFIN PROTEINI

DMD geninin en 6nemli &zelligi onun bu giine kadar tamimlanan en biiylik gen
olmasidir (44). Sitogenetik olarak tespit edilebilen diizensizliklerin analizi ve genetik baglanti
analizleri ile yapilan galismalar; bu gen lokiisiiniin, Xp21°’de lokalize oldugunu ortaya
cikarmigtir. DMD’nin daha az siddetli ve daha seyrek gériilen formu olan BMD’nin de
ayn lokiiste bulundugu gériilmiistiir (45).

DMD geninin 2300 kb biyikligiinde oldugu yani X kromozumunun %1,5ini
kapsadif1 diigiiniilmektedir (11,46). DMD geninin total 79 eksonu kapsadifi bugiin
bilinmektedir ancak ekson yapisi heniiz tam olarak tanimlanmamuastir (47). Bununla birlikte 7
dokuya spesifik promoter ile kompleks bir yap: olusturmaktadir (11). Ayrica bir beyin
promoteri vardir ve beyinde mevcut distrofin proteininin tiretiminde ikinci bir bolge olan ve
kas promoterinin 5’- ucuna lokalize olan bu bolgenin, DMD hastalarinda ki mental

reterdasyondan sorumlu olabilecegine isaret edilmektedir (20).

DMD geninin 14 kb’lik mRNA’s1, distrofin proteinini kodlar. Distrofin geninin tiriinii
olan bu protein, 427 kD biiylikliigtindedir ve 3685 amino asitten olusmustur (11,44,48).
Distrofin proteininin amino (N-) ucunda bir aktin baglama bolgesi vardir. Bu boige -
spektrin ve a-aktinin igeren aktin baglayan proteinlerin biiyiik bir ailesine fonksiyon ve dizi
olarak benzerdir. Distrofin proteininin integral bolgesi, her biri yaklagik olarak 109 amino asit
olan 24 benzer tekran igeren, uzun ¢ubuk seklinde ticlii bir helikstir. Bu bélgeden sonra
kalsiyum (Ca®") baglayan 150 amino asitlik sisteinden zengin bir bolge bulunmaktadur.
Karboksil ( C- ) ugta ise 420 amino asitlik bir bolge vardir. Bu bolgenin difer membran
proteinleri ile iletisimi sagladifina- inamilmaktadir (12,49). Distrofin proteini Sekil-2’de
goriilmektedir (11).

Immiinohistokimyasal ¢aligmalar ile distrofin proteini, tiim kaslarn plazma

membraninda ve bazi néronlarda bulunmugtur ve tiim hiicre tiplerinde statik ve dinamik

hiicresel siirecte yapisal bir rol oynadig gériilmiistiir (49).
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Distrofin cDNA

Axtin Baglama Ugla Heliks Bélge Sisteinden  C Terminal
Balgesi Zengin Bélge
Bélge

Sekil 2. Distrofin Proteini
Distrofin Guikoprotein Kompleks (Dystophyn Glycoprotein Complex, DGC) ise;
ekstrasellitler matriks ve F-aktin hiicre iskeleti arasinda yapisal bir baglanﬁ formu olan,
periferal ve integral membran proteinlerinden olusan multisub(iﬁiteli bir komplekstir.
Distrofin proteininin identifikasyonu ve daha sonra distrofin-glikoprotein kopleksinin
karekterizasyonu bliylik bir bulustur ve miisktiler distrofinin molekiller patogenezinin agiklifa

kavugturulmasinda bugtine kadar atilan en 8nemli adimdir (14).

Sekil 3'de grildugtt gibi distrofin proteininin NHz- ucu direk olarak F-aktin ile,
COOH- ucu ise diger DGC subkompleksi ile interaksiyonu saglar (11,14).

EKSTRASELLULER

INTRASELLULER

Sekil 3. Distrofin Glikoprotein Kompleksi ( DGC)
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Kasin fonksiyonu ve stabilitesi i¢in DGC kompleksinin en 6nemli rolii, miyofibril
kontraksiyonu esnasinda plazma membranina mekaniksel destek saglamasidir. Ayrica son

bulgular DGC’nin hiicresel iletisimde bir rol oynayabilecegini desteklemistir (14).

DGC’nin diger proteinlerini olusturan genlerde meydana gelecek olan bir mutasyon,
Limb Girdle miiskiiler distrofi vb. gibi baska miiskiiler distrofi tiplerinin olusmasina sebep

olabilir (11,14).

Western-blot ¢aligmalar, DMD li erkeklerin kas biyopsilerinde distrofin proteininin
total yoklugunu ortaya ¢ikarmigtir. BMD’li erkeklerde ise DMD nin aksine kalitatif ya da
kantitatif olarak (ya da her ikisi birden) anormal distrofin vardir veya baz1 hastalarda ise gok

az miktarda normal distrofin bulunmaktadir (12).

Ozellikle BMD’li hastalarda yapilan calismalar, degisik miktarlarda ve farkli
molekiiler agirliklarda distrofin proteini sentezlenmesi ile BMD’nin klinik fenotipinin ¢ok
daha fazla heterojen oldugunu goéstermistir (25). Distrofinin aktine baglandigi amino ugta
meydana gelen delesyonlarin giddetli BMD formuna sebep olugu gosterilmistir. Bu da
bdlgenin proteinin fonksiyonu ve stabilitesi i¢in ¢ok 6nemli oldugunu diisiindiirmektedir.
Sisteinden zengin bélge ve C- terminal bolgenin bir kismi, distrofin proteininin stabilitesini
slirdiirebilmesi icin esastir. BMD’ 1i hastalarda C- terminal ucun her zaman olmasi fakat
DMD’li hastalarin ¢ogunda ise bulunmamasi bu goriisii desteklemektedir (24,25). Proteinin
iiclii heliks seklindeki tekrar bolgesindeki ¢ok genis delesyon ve dupliksyonlarin DMD ile
degil BMD ile sonuglanmas: bu bélgenin molekiiliin sadece boyutunu sagladigi ve proteinin

fonksiyonunda minimal etkisi oldugunu diistindiirmektedir (25).
2.7. DMD’NIN MOLEKULER GENETIGI
DMD ve BMD’ye distrofin geninde meydana gelen mutasyonlar sebep olur (25). Bu

mutasyonlarin yaklasik olarak %60-65°i delesyonlardan, %5-6’s1 duplikasyonlardan ve geri

kalani ise nokta mutasyonlari, mikrodelesyon/insersiyonlardan kaynaklanmaktadir (7,8).
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Delesyonlarin biiyiikliigli ve lokalizasyonu oldukg¢a heterojendir buna ragmen
delesyonlarin kiimelendigi iki hotspot bolge (delesyonlarin sik goriildigi iki bolge) vardir
(50,51). Delesyonlarin bityiikk ¢ogunlugu iiglii heliks seklindeki bolgenin distal kisminda
(ekson 45-53 ) toplanmistir, bu boélgeye majér hotspot denir. Diger bolge ise amino ugta
(ekson 7 civarinda) toplanmistir ve bu béigeyede mindr hotspot denir (25,50).

Biitiin bu bilgilere ragmen delesyonlarin olusmasindaki molekiiler mekanizma (ya da
mekanizmalar) heniiz bilinmemektedir. Ancak genin yaklagik olarak %0.5°i eksonlardan
olustugu i¢in hemen hémen biitiin delesyonlarin intronlarda olusmasi beklenir. Intronik
diziler genetik kaymanin bir sonucu olarak popiilasyon farkliliklarini toplamis olabilecekleri
icin delesyon olus mekanizmalarinin anlagilmasi i¢in popiilasyon ¢aligmalari umut verici
olmustur (50). Farkli popiilasyonlarda intronik diziler farklilik gésterecegi icin intronlardaki
delesyon kirilma noktalarinin dagilimida farkli olacaktir ancak intron 44, 49 ve 53 de
meydana gelen kirilma noktalan istatistiksel olarak daha fazladir (52).

2.8. “ READING FRAME ” TEORISi

Distrofin geninde meydana gelen mutasyonlarin biiyiikliigii ve lokalizasyonu ile
diizensizligin siddeti arasinda agik bir sekilde korelasyon goriilmez. Bu durumu agiklamak
icin Monaco ve ark. “Reading Frame” teorisini 6nermistir. Bu teoriye gére DMD’ ye neden
olan mutasyonlar, mRNA’mn translasyonel okuma gercevesini bozar ve bdyle hastalarda
distrofin proteini iretilmez. Fakat BMD’ye sebep olan delesyon ve duplikasyonlar ile mRNA’
nin translasyonel okuma gergevesi devam eder ve boyle hastalarda azalan miktarda, yan
fonksiyonel olan distrofin proteini tiretilir. Bu kurali destekleyen bir ¢ok aragtirma vardir fakat
istisnalarda olmustur (22,25,53).

2.9. DNA’'DA ORTAYA CIKAN MUTASYON VE MUTASYON CESITLERI
Normal sartlar altinda DNA molekiilii; protein kilifla sarilmis ve cift sarmal olusturan

bazlarla birbirine sikica tutunmus, oldukga stabil bir durumdadir. Fakat in vivo olarak; fiziksel
ya da kimyasal ajanlar, metabolizma {irlinii olan serbest radikaller, alkali ajanlar tarafindan ya
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da replikasyon sirasinda olugan kusurlar sebebiyle birtakim degisiklige ugrayabilirler. Iste
organizmada gen rekombinasyonun disinda DNA’da  meydana gelen degisikliklere
“Mutasyon” denir. Ayrica genel olarak; kromozomun yap: ve sayisindaki degisiklikler ya da
genlerin yapisinda olusan fiziksel ve kimyasal degismelerin hepsi i¢in Mutasyon (Bagkalagim)
terimi kullanilmaktadir (54).

Mutasyonlar, hem somatik hem de germline hiicrelerde ortaya ¢ikar. Germline
mutasyonlar bir kusaktan dierine devam ederek gecerler ve bunlar kalitsal hastaliklardan

sorumludurlar (55).

Mutasyonlar1 degisik yaymlarda farkli sekilde simiflandirilmaktadir fakat genel olarak
ii¢ kategoride toplanabilirler. Bunlar:

1. Gen mutasyonlari: DNA molekiiliinde gen diizeyinde ortaya ¢gikan degisikliklerdir.
2. Kromozom mutasyonlari: Mikroskobik olarak belirlenebilen yapisal degisikliklerdir.
3. Genom mutasyonu: Kromozom sayilarinda gorillen artma ya da eksilmeler olarak

tanimlamr (11,54,55).

Yukarida ki simiflandirmadan bagka DNA’da g6zlenen mutasyonlar yap: ve etkilerine
gore kabaca dort gurupta toplanabilir. Bunlar:1-Uzunluk mutasyonlari, 2-Nokta mutasyonlari,
3-Tersine mutasyonlar, 4-Baskilayic1 mutasyonlardir (54).

1. Uzunluk Mutasyonlan :Genetik materyalde meydana gelen artma ya da eksilmeler
sonucu ortaya ¢ikan mutasyonlardir. Bu mutasyonlarin ¢ tiiri bulunmaktadir.
a)Eksilme ya da aradan g¢ikma (Delesyon) : Kromozomun herhangi bir segmentinin
kaybolmasi ile olusan genetik madde eksilmesidir.
b) Artma (Duplikasyon) : Kromozomun herhengi bir segmentinin iki katina ¢ikmasiyla
olusan mutasyondur .
c) Araya girme (Insersiyon) : Bir ya da daha ¢ok sayidaki niikleotidin fazladan gen

yapisina girmesiyle olugan mutasyondur .
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2. Nokta Mutasyonlar1 : Bir gende bir niikleotid diizeyinde meydana gelen ve genin
kromozom iizerindeki yerini degistirmeyen mutasyonlardir. Nokta mutasyonlarinda bir
niikleotid baz bagka bir niikleotid bazla yer degistirir. Bir gende meydana gelen nokta
mutasyonlari; DNA seviyesinde ve protein seviyesinde kodonlar iizerinde biraktif etkiye

gore iki sekilde incelenir .

A) DNA seviyesinde mutasyonlar: ‘
a)Karsilikh gecis ( transisyon tiirii substitiisyon ) : Bir pirimidin (T, C) bazimin bagka bir
pirimidin baz1 ile veya bir piirin (A, G) bazinin bagka bir piirin bazi ile yer degistirmesi
seklinde olugur.
b)Caprazlama gegis ( transversiyon tlirli substitiisyon ) : Bir piirin bazi ile bir pirimidin

bazinin ya da bir pirimidin baz: ile bir piirin bazinin yer degistirmesi geklinde olusur.

B) Protein seviyesinde ya da kodonlar {izerinde biraktiklar etkiye gore mutasyonlar :
a)Sessiz mutasyon (Silent mutasyon ) : DNA baz dizisinde meydana gelen bir  bagkalagim
mRNA kodonunda degisiklige neden olur. Sonugta aminoasit siras1 deismediginden yani aym
aminoasit i¢in bu aminoasiti tagiyan diger kodon olugtugundan sentezlenen proteinin dzelligi
degismez. Ornegin; AGG kodonu CGG kodonu olarak degismesine ragmen, her iki kodon da

Arginin amino asitini kodladif igin proteinin 6zelligi degismez (Tablo 1).

b)Yanlis anlamli mutasyon (Missense mutasyon ) : Gende bir baz dizisinde meydana gelen bir
baskalasim mRNA kodonunda da bir degisiklik olugturur ve sonug olarak farkl bir aminoasit
taginmasina neden olur. Bu da protein molekiiliinde yapisal degisiklige sebep olur (Tablo 1).

c)Anlamsiz mutasyon (Nonsense mutasyon ): Protein sentezini sonlandiran stop kodonunun
kodlanmasina sebep olan ve protein sentezini yarida birakan mutasyondur. Proteinin yapisal
kismu olusmadan protein sentezi durdurulur. Omnegin; Glisin aminoasitini kodlayan CAG

kodonunun, stop kodonu olan UAG kodonuna déniigmesi (Tablo 1).

d)Cerceve kaymas: (Frameshift) mutasyonu : Bir gende ii¢ baz giftinden daha az veya daha
¢ok, kiiciik delsyonlar seklinde gerceklesen mutasyon . tiiriidiir. Bu mutasyon sonucunda



mRNA’daki okuma gergevesinde olan degisiklik sebebi ile 6nemli kusurlar ortaya ¢ikabilir

(Tablo 1).

Tablo 1 . Protein Seviyesinde ya da Kodon Uzerinde Meydana Gelen Etkiye Gore
Mutasyon Ornekleri.

DNA Baz Dizisi mRNA Dizisi Aminoasit Dizisi Mutasyon Tiirti

CTA TTC CGA ACA | GAU AAG GCU UGU | Asp-Lys-Ala-Cys Normal dizi

CTA TTT CGA ACA | GAU AAA GCU UGU | Asp-Lys-Ala-Cys Silent

CTA CTC CGA ACA |GAU GAG GCU UGU | Asp-Glu-Ala-Cys Missense

CTA ATC CGA ACA | GAU UAG GCU UGU | Asp-Stop Nonsense

CTA TTT CCG ACA [GAU AAA GCU UGU |Asp-Lys-Gly -Cys | Frame-shift

3. Tersine Mutasyonlar : Mutant fenotiplerden yabanil tiplerin ya da yabanil tiplerden
mutant fenotiplerin olugsmasma neden olan mutasyonlardir. Yabanil tiplerden anormal
fenotipleri olusturan mutasyonlara ileri mutasyonlar, anormal fenotiplerden yabaml

fenotipleri olugturan mutasyonlara ise geri mutasyonlar adi verilir.

4. Baskilayict Mutasyonlar : Bir gende ilk olusan mutasyondan ayr1 bir yerde ortaya
¢ikan ve ilk mutasyonun etkisini tersine geviren ikinci mutasyona baskilayici mutasyon adi

verilir.

a)Gen i¢i baskilayici mutasyonlar (Intragenic supressor mutations ) : Aym gen i¢inde bir
bagka niikleotidin degismesi ile olusan mutasyonlardir. Bu mutasyonlar sonucunda DNA

iizerindeki kodonlar degisecek ve yeni bir kayit sirasi ortaya ¢ikmis olacaktir.
b)Gen dis1 baskilayici mutasyonlar (Extragenic supressor mutations ) : DNA molekiiliinde

mutasyona ugramis genden bagka bir gende olusan mutasyona gen digi baskilayici mutasyon

denir.
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2.10. MUTASYONUN DURUMUNA GORE UYGULANAN TANI
YONTEMLERI

Rekombinant DNA teknolojisindeki ilerlemeler, kalitsal hastaliklarin tamsina yonelik
yeni yontemlerin gelismesine sebep olmustur. Bu yontemler; direk yontemler ve indirek
yontemler olmak iizere baslica iki baslik altinda toplanmaktadir. Direkt yontemler kalitsal
hastaliklarin molekiiler temeli bilindigi (mutasyonu bilinen) durumlarda fakat indirek
yontemler molekiiler defektin bilinmedigi durumlarda kullamilir.  Indirekt yontemler
kullamilirken prenatal tam ve tasiyiciligin belirlenmesi i¢in informatif kisi ve pedigri
analizinede gerek duyulmaktadir (54).

2.10.1. Direkt Analiz Yéntemi :

‘Rekombinant DNA  teknolojisinde bir tek gendeki bozukluktan kaynaklanan ve
bozuklugun yapisi molekiiler diizeyde tanimlanmis olan diizensizliklerde mutasyonlarin
dogrudan belirlenmesi islemi Direkt Gen Analizi olarak adlandirilir. Direkt analiz yéntemi
incelenilen bir kalitsal hastalik agisindan; hasta, tagiyic1 ve saglam fenotiplerin belirlenmesine
ve ayrica tastyicl taramalarina imkan verdigi i¢in, hem dogum 6ncesi tani1 hem de popiilasyon
taramalarinda basariyla kullanilmaktadir (54).

a)Delesyon Analizleri : DNA’daki kiiglik delesyonlar PCR ile, biiyiik delesyonlar
Southern blot yontemi ile ve daha biiyiik delesyonlar (0.5-10 Mb uzunlukta) ise Pulsed Field
Gel Electrophoresis (PFGE) yontemi ile incelenir (54,56).

b)Nokta Mutasyonu Analizleri : Nokta mutasyonlar1 kalitsal hastaliklara sebep
olmalar agisindan delesyonlara oranla daha sik goriiliir. Nokta mutasyonlar1 hem heterojen
hem de ¢ok kiiglik degismeler olduklari igin taminmalar1 daha zordur. Bu mutasyonlarn
analizinde PCR yaygin olarak kullanilmaktadir (54).

c) Allele Spesifik Oligoniikleotid (ASO) Problarla Mutasyon Analizi : Meydana gelen
spesifik bir mutasyon, herhangi bir restriksiyon enzimin kesim bdlgesine rast gelmiyor ise

mutasyona ugrayan ve PCR ile gogaltilan bolge, ASO problan (17-30 niikleotid ) ve Dot blot



hibridizasyon uygulanarak hibridizasyon yapilabilir. Cogaltilan ve incelenecek olan DNA
ornekleri Dot blot cihazi kullamlarak bir vakum altinda membranlara aktarihir. ASO
problarndan biri normal, digeri ise mutant dizi ile komplementerlik gosterir. **P ya da
kimyasal ajanlarla igaretli ASO problan hedef DNA dizisi ile hibridizasyona sokulur. Hibrid
DNA pargalann naylon membran iizerinde siyah noktalar halinde goriiliir. Hibridize
fragmentlerin otoradyografi ile belirlenmesinden sonra mutasyon igeren alleller belirlenerek
ve hibridizasyon olup olmadifina bakilarak; homozigot, heterozigot ve normal bireyler
belirlenir (54,57).

d) Allele Ozgii Amplifikasyon Yéntemi ile Mutasyon Analizi (Amplification
Refractory Mutation System, ARMS ) : Allele spesifik oligoniikleotid problarla hibridizasyon
yontemine alternatif ve PCR tabanli bir mutasyon tarama yontemidir. Bu yontemin
uygulanmas1 sirasinda yaygin mutasyonlarla karekterize patolojilerin molekiiler diizeyde
taninmasi yapilabilmektedir. Bu yontem ile in-vitro gen amplifikasyonunda kullamlacak olan
primerler ii¢ gesittir. Bunlardan birincisi yaygin primer, digeri ilgili gen i¢in olas: ve yaygin
mutasyonlardan birini iceren primer ve {iglinciisii ise normal gen igin dizayn edilen primerdir.
Mutant ve normal primerler yaygin primerler ile aym tiipte, iki ayr: primer seti kullamlarak
(yaygin/normal ve yaygin/mutant) PCR gerceklestirilmekte ve tiriinler elektroforetik olarak
kontrol edilmektedir (54,57).

ARMS yontemi dot blot yontemine gére daha kisa siirede sonu¢ almasi ve
radyoizotop kullanilmamasi gibi nedenlerle avantajli gibi goriilmektedir. Ancak ARMS
yonteminde bilinen yaygin mutasyonlardan yola gikilarak sonug¢ alindifi i¢in bilinmeyen

mutasyonlarin taninmasinda siklikla bagvurulan bir yontem degildir (54)
2.10.2. indirekt Analiz Yéntemi :

Restriksiyon enzim teknolojisindeki ilerlemeler ve 1500 civarinda Restriksiyon
enziminin bulunmasi, ¢ok sayida marker lokiislerin belirlenmesine imkan saglamigtir. DNA
yapilant ve 6zellikle protein kodlamayan ve énemli regiilatdr fonksiyonu bulunmayan DNA
bolgeleri kisiden kisiye farklilik gosterir. Bu durumda kisiler arasinda restriksiyon enzim ile

kesilme sonucu olugan DNA fragmentlerinde bilyilk varyasyon olmasi beklenir. Ancak
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yapilan ¢aligmalarda yapisal lokiislerdeki normal varyasyon miktarimin ¢ok kiigiik oldugu
gbzlenmistir. Insan genomunun biitiin bélgeleri boyunca DNA yapisinda zararsiz, kalitsal
varyasyonlar vardir. Yani bir bireyin genomu her 100-200 niikleotid de 1-2 baz degisimi
icermekte fakat bu durum kigilerde Onemli bir hastahga yol agmamaktadir. Insan
genomundaki bu degisikliklere DNA polimorfizmi denir. Polimorfizm &rnekleri Mendeliyen
kurallara uygun olarak kalitilirlar. Polimorfizm 6rnekleri ¢ogu zaman intronlarda yer alir.
Ancak bu degisimler bazen hastalia neden olan bif genin icinde veya ¢ok yakininda yer

alabilirler. Bu durumda polimorfizmin kalitimi bize hastalifin tanisi igin yardimei olur (54).

Insan genomunda yer alan DNA polimorfizm &rnekleri genel olarak ii¢ grupta

degerlendirilebilir;

a)Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi ( Restriction Fragment Lenght
Polimorphism, RFLP ) : ilk RFLP tammi, Kan ve Dozy (1978) tarafindan yaymnlanmistir.
1980’de Botstein, White, Skolnic ve Davis insan genomunda tiim genlerin haritalanmasi i¢in
RFLP kullanimini 6nerdiler .Bunu takip eden ¢ok kisa bir slirede insan genomunun RFLP’ye
dayal bir haritas1 ¢ikarilmig oldu (55).

DNA iizerinde hastalifa neden olmayan, suskun niikleotid de@isimleri olarak
tammlanan DNA polimorfizmleri; eger bir restriksiyon enzimi kesme bélgesinin yok
olmasmma ya da yeniden olugmasina neden olurlarsa kolaylikla saptanabilirler. DNA, bu
enzimlerle kesildiginde farkli uzunlukta pargalar olusur ve bu pargalar da analizlerde degisik
pozisyonlarda goriiliirler. Bunlara Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmleri (RFLP)
denir (55).

RFLP analizinin temeli, anne ve babamn iki ayri alleli tagtyan iki kromozomunun
birbirinden ayirt edilmesine ve aile iginde daha 6nceden bulunan hasta bir ¢ocuk yardim ile
hangi kromozomun mutasyona ugramus alleli tasidifinin saptanmasina dayamur. Eger bir birey
RFLP i¢in heterozigot ise bu bireye bilgilendirici denir ve dolayisiyla kromozomlarin
nesilden nesile gegmelerini incelemek miimkiin hale gelir. RFLP analizinde iki kromozom
birbirinden gen iginde veya gen yakininda bulunan bir DNA polimorfizminin bulunmasi (+)
ya da bulunmamas: (-) ile ayrilir. Analizin kesinligi kullanilan polimorfik isaretin, hastalik
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lokiisiine yakinlig1 ile dogrudan iligkilidir. Hastalik lokiisiine miimkiin oldugunca yakin gen
i¢i igaretlerin kullanumi taninin kesinligini %99’a kadar arttirir. Kullamlan genetik igaret ve
hastalik lokiisii birbirine ne kadar yakinsa rekombinasyon olasihif1 o kadar kiigiiktiir ve bu da
analiz igin avantajdir (54,55).

Homolog kromozomlar, mayoz béliinme esnasinda birlesirlerken rekombinasyon
denilen parca degigimi olayr gergeklesir. RFLP genden ne kadar uzakta ise, rekombinasyon
olasilif1 o kadar artar. Rekombinasyon {initesi centimorgandir (TH Morgan’a atfen). Bir gene
5¢M uzakliktaki bir isaretleyicinin genetik damismada kullanilabilecegi genel olarak kabul
edilir (54,55).

RFLP analizinde ¢ok farkli teknikler kullanilmakla birlikte basglica iki temel teknik
uygulanmaktadir. Bunlardan birisi Southern teknigi, digeri ise PCR teknigidir. PCR
tekniginde Southern teknigine kiyasla daha az miktarda genomik DNA kullanilir ve daha kisa
stirede biter (55).

b) Degisken Sayida Ardisik Dizi Polimorfizmleri (Variable Number of Tandem
Repeats, VNTR) : DNA {izeride ardigik tandem tekrarlayan diziler iginde yer alan, 30-60 baz
¢iftlik kisa dizilerdir. Bu polimorfizm Ornekleri tekrarlayan dizide olusan varyasyonlarla
ortaya ¢ikar. VNTR’ler RFLP’lere gore daha informatif belirleyicilerdir (54,58).

VNTR lokiislerinin tiplendirilmesinde ilk kullamian yéntemler Southern blot analizine
dayali DNA yontemleridir, ancak giiniimiizde Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) teknigi
kullamlmaktadir (56).

¢) Basit Dizi Tekrarlan ( Simple Sequence Repeats, SSR ) : SSR lokiisleri, VNTR
lokiisleri gibi gen i¢inde sifrelenmeyen dizilerdir ve genellikle kromozomlarin subtelomerik
bolgelerine yerlesmislerdir. Bunlar da genom iginde dagiik halde bulunurlar ve genetik
olarak VNTR’lere benzerler fakat SSR’lerin tekrar birimlerinin uzunlugu 2-5 bp arasimdadir.
DNA molekiiliinde yer alan bu basit dizi tekrariarn ¢ok kiigiik diziler oldugu i¢in yalmzea

PCR analizi ile tanimlanabilir. SSR 6rnekleri basit diziler i¢inde yer alan tekrarlar olmas:



nedeniyle polimorfik yaprya sahiptirler. Omegin (AC), tekrarlan gibi. Bir SSR iceren DNA
molekiiliiniin amplifikasyonu, degisken biiyiikliikte fragmentler tiretir (54,58).

2.10.3. DNA’da Yeni Mutasyon Tarama Cahgymalan :

DNA’da yeni olusan mutasyonlarin gosterilmesinde bazi degisik metodlar
gelistirilmigtir. Bunlardan DGGE, SSCP ve CCM yontemleri; DNA baz dizisindeki gergek
degisiklikleri tanimlayamaz ancak yeni mutasyonlann saptanmasinda On tarama yéntemi
olarak kullanilir. Bu yontemler, gen (ekson) iginde yer alan herhangi bir mutasyonun yalmzca
varligim belirler. Denatiirasyonu yapilan DNA fragmentlerinin birinde bir mutasyon varsa,
sekonder yap: degistigi i¢in mutant fragmentin jeldeki go¢ii normal fragmente goére farklilik
gosterir. Bu 6n tam isleminden sonra mutasyonu tagiyan fragmentin baz dizi analizi

uygulanarak kesin tanimlanmasi yapilir (54,56).

a) Denaturing Gradient Gel Electrophoresis : DGGE farkli DNA molekiillerinin
birbirinden ayrilmasini saglayan bir yontemdir. Aralarinda tek bir baz farklilifi olan DNA
molekiilleri bile bu yontemle birbirlerinden ayrilabilirler. DGGE ile 1000 baz ¢ifti
uzunlugunda DNA fragmanlar incelenebilir, ancak ideal olarak 500 baz ¢ifti veya daha az
sayidaki fragmanlarin incelenmesi 6nerilmektedir (56).

DGGE metodu ile mutasyon analizinin temeli DNA’nin denatiirasyonuna yani
sarmalin birbirinden ayrilma esasina dayanir. Yontemin dayandifi en onemli ilkelerden biri
dubleksin bir ucunun erimeye bagladigi andan itibaren elektroforetik mobilitenin &nemli
oranda azalmaya baglamasi durumudur. Diigiikk erime noktalarindaki bir nokta mutasyonu
dublekslerin agilmasimi etkilemektedir. Dolayisiyla bu diziler denatiire edici ajan oram
basamakli bir gekilde artan jelde, elektroforetik olarak ayirt edilmektedir. Homodubleksler ve
heterodublekslerin erime noktasi farkli oldugundan, elektroforetik olarak normal ve mutant
homodubleksler ile heterodubleksler birbirinden rahatlikla ayirt edilebilecektir (54,56,57,58).

DGGE, ilgili mutasyon bakimindan heterojen bir yapiya sahip olan toplumlarda

molekiiler patolojilerin aydmlatilmasinda ve kanser genetiginde farklilagmasinin tesbitinde
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siklikla kullanilan PCR’a dayal1 bir metoddur. Bu yontemin dezavantaji, incelenebilen DNA
fragmentinin 500 baz ¢iftinden kiiglik olmasindadir (54).

b) Single Strand Conformation Polymorphism ( SSCP ) : SSCP, tek zincir DNA nin
molekiil i¢i etkilesimi sonucu her zincirin farkli formda katlamip kivrilmas: ile degisik
konformasyonlarin (ikincil yapimin) olugmasina ve poliakrilamid jel elektroforezinde farkli
hizda hareket etmesi lizerine kurulmusg bir yéntemdir. Mutasyon i¢eren DNA molekiilii tek bir
baz bile farkli olsa normal dizide degisik bir yapr olusturacagindan nondenatiire jel
elektroforezinde normalden farkli yerlerde bantlar gozlenmektedir. Normal ve incelenen
O6mek bu yontem ile karsilastirildiginda normalden farkli bant(lar)in bulunmasi &rnekte

mutasyonun varligini gostermektedir (56,57,58,59).

SSCP analizi, mutasyon analizi igin oldugu kadar polimorfizmlerin saptanmasinda da
kullanilan bir yontemdir. SSCP analizinin duyarlilig1 % 35-100 arasinda degisir. Bu yontemde
duyarlilik tizerine en 6nemli etkenlerden biri, incelenen DNA fragmentinin uzunlﬁg';udur.
DNA“ fragmentinin uzunlugu artarsa, teknigin duyarliliinda diigme olur. SSCP yo6ntemi
karmagik bir yontem olmadig1 ve ¢ok fazla sofistike arag-gerece dayanmadif igin oldukga
Snemli avantajlara sahiptir. Bu avantajlara ek olarak radyoaktif isaretlemenin yam sira
cogunlukla floresan isaretli primerlerin ya da giimiis boyanin kullamlmasida y6ntemin yaygin
olarak kullamlmasini saglamigtir. Ancak mutasyonun tam yerinin saptanamamasi, tetkik
edilen DNA fragmentinin biiyiikl{igliniin sinirli olmasi, jel sonuglarinin yorumlanma giigliigii
ve 1si-iyon derigimi gibi faktorlerin optimize edilmesindeki giiglilkler SSCP ydnteminin
dezavantajlar1 olarak degerlendirilmektedir (54,56,59).

c) Chemical Cleavage of Mismatch Method (CCM) : Mutasyonun yaklagik olarak
yerinin belirlenmesi ve taranan amplifiye DNA’da birden fazla mutasyonun olup olmadiginin
test edilmesi i¢in oldukga yaygin bir yontem olan, yanhis eslesme yontemi Iki sekilde
uygulanir (54,56,57).

[k uygulanma seklinde mutant ve normal tip RNA heterodublekslerinin RNaz enzimi

ile kesilmesi ve iiriinlerin elektroforezde izlenmesi esasina dayanmaktadir. Bu yontemde

normal RNA ve test edilen RNA hibridize edildikten sonra RNaz enzimi ile muamele edilerek
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elektroforeze aliir. Ikinci uygulama seklinde ise yanhs eslesmeler enzimlerle degil, kimyasal
maddelerle kesilerek mutasyon belirlenir. Bu yontemde RNA degil DNA hibridleri
kullamlmaktadir. Yontemin temeli yanliy eslesme yapmug bazlarla 6zel kimyasallarin
reaksiyona girerek, bu bazlarin piperidinle kesilebilir hale gegmesi temeline dayanir. Timin ve
sitozin bazlarinin yanlis eslesmeleri durumunda sirasiyla tekroksid/piperidin ve osmiyum
hidroksilamin/piperidin ile kesilir. Sonu¢ olarak adenin ile guaninin de karst anlaml
dizilerinde timin ve guanin doniisimii olacagindan mutasyonlar tespit edilebilmektedir
(54,56).

d) Hetrodubleks Analiz (HDA) Yoéntemi : Optimizasyon, uygulanabilirlik ve
sonuclarin degerlendirilmesi agisindan heterodubleks analizi SSCP’ye benzemektedir ve
onunla benzer avantaj ve dezavantajlar tagimaktadir. Nokta mutasyonlarinin taranmasinda
SSCP ve HDA yontemlerinin birlikte kullanilmasi, yoéntem dezavantajlarim ortadan
kaldirmakta ve yaklasik % 95’lere varan oranda mutasyon tanimlanmasi yapilabilmektedir.
Heterodubleks analizinde normal ve mutant DNA molekiillerinin 1s1 ile denatiire edilip, tekrar
renatlirasyonu ile heterodubleks molekiilleri olusur. Denatiire edici olmayan poliakrilamid
jellerde heterodubleks ve homodubleks molekiiller farkli mobilite gosterdiklerinden mutant
DNA tanimlanmasi yapilabilmektedir (54,56;57).

e) Protein Truncation Test (PTT) Yontemi : Bu yontem PCR’in transkripsiyon ve
translasyon ile kombinasyonuna dayalidir ve bu yontemde in vitro RNA ve protein sentezi
yapilmakta, sentez edilen protein SDS-PAGE’deki mobilitesi dikkate alinarak sonuca
gidilmektedir. Diger yontemlere gére daha az siklikla kullanilan bu yéntem rutin amagtan ¢ok
aragtirma amagh kullamilmaktadir ve mutant gen-mutant iirtin kargilagtirmas: agisindan uygun
bir yéntem olarak degerlendirilmektedir (54,60).

2.11. POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU
Polimeraz Zincir Reaksiyonu ( Polimerase Chain Reaction, PCR ) yontemi, ilk kez

1985°de bilim diinyasna sunuldugundan itibaren hem arastrmada hem de klinik
laboratuvarlarda, tamida yeni bir ¢ifir agmustir. ABD’de Henry A. Erlich, Kerry Mullis,
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Randall K. Saiki tarafindan gelistirilmigtir ve bu bulusundan dolay:r Kerry Mullis 1993 yili
nobel kimya ddiiliine hak kazanmigtir (55).

Poimeraz Zincir Reaksiyonu y6ntemi, bir organizma veya mutant gene iligkin normal
ya da parcalanmis DNA ya da RNA’nin in vitro ¢ogaltilmasina imkan veren bir yontemdir.
Yani PCR bir ¢esit in vitro klonlamadir. PCR uygulamasinin amaci, az miktardaki bir
materyalde 6zgiil bir gen ya da gen bolgesini ¢ogaltmak ve daha detayli incelemeler i¢in
yeterli genetik materyali saglamaktir (54,55).

PCR yonteminin temeli ¢gogaltilmak istenen bolgenin iki ucuna 6zgii, bu bolgedeki baz
dizilerine tamamlayici bir ¢ift sentetik oligoniikleotid primer (18-20 baz uzunlugunda)
kullamilarak; bu iki primer ile sinirlandirilan genin enzimatik olarak sentezlenmesine dayanir.
PCR’1n gerceklesebilmesi igin ortamda ;

1- DNA 6rnegi,

2- Cogaltilacak olan bolgeyi sagdan ve soldan ¢evreleyen bir ¢ift sentetik

oligoniikleotid primer,

2- dNTP’ler (A,T,G,C),

3- Istya dayanikh DNA-Polimeraz enzimi,

4- Uygun pH ve iyon kosullanm (Mg™) saglayan tampon karisimi olmalidir

(54,55,56).

Reaksiyondaki her dongii 3 evreden olusmaktadir. Bu evreler; denatiirasyon evresi,

primer baglanmasi (annealing) evresi ve primerlerin uzamasi (extension) evresidir (54,55,58).

1- Denatiirasyon evresi : Bu evrede ¢ogaltilmak istenen ¢ift sarmalli DNA, sarmallari
bir arada tutan hidrojen baglarim ayirmak lizere denatiire edilerek tek sarmalli hale getirilir.
DNA sarmallarimn birbirinden ayrlmas: igin uygulanabilecek fiziksel ve kimyasal yontemler
olmasina kargin 95-100 °C ye kadar isitmak en basit ve etkin bir ydntem olarak
uygulanmaktadir. Tipik denatiirasyon siireleri 95 °C’de 30sn. ya da 97 °C’de 15 sn. dir. Eger
6mekte ¢ogaltilmak istenen genetik materyal RNA ise; Once revers transkriptaz enzimi ile

DNA kopyas: olusturilur, sonra bu kopya primere kaliplik eder.

24



2- Primer baglanmas: (annealing) evresi : Primer ad: verilen ve gogaltilmas istenen
DNA i¢in spesifik olan oligoniikleotid, denatiirasyon evresinde elde edilen DNA tek sarmali
lizerinde kendisine komplementer olan niikleotid dizisi ile hibridize olur. Primerler, orijinal
(hedef) DNA sarmalimin amplifikasyonunu baglatmak amaciyla kullamibirlar, Bu nedenle
primer (6ncii ) olarak adlandirilmigtir. PCR uygulamalarinda kullamlan primerler, minimum
17-19 niikleotidden olugmus oligomerlerdir. Uygulamada genellikle 0.1-0.5 uM aras1 primer
konsantrasyonlar: optimal degerler olarak kabul edilir. Her bir primer, 6rnekteki orijinal DNA
sarmalinin 3’ veya 5' sarmalindan birinin tamamlayicisi ve gogaltilacak olan DNA bélgesine
6zgiidiir. Primerlerin baglanmas1 asamasinda deney ortaminmn 1s1s1 40-60 °C’ ye distiriilir.
Primer eslesmesi ve baglanmasi i¢in gerekli olan 1s1 ve siire amplifikasyon primerlerinin
konsantrasyon ve uzunluguna baglidir. Eslesmenin sonug verdigi deney ortamu 1sis1 55-72 °C

iken 0.2 uM. Pﬁmer konsantrasyonunda eglesme i¢in birkag¢ saniyelik siire yeterlidir.

3- Primerlerin uzamas: (extension) ve amplifikasyon evresi : Annealing
tamamlandiktan sonra primer, hibridlestigi tek sarmalin kargiligini sentezler. Bu sentez igin
termostabil 6zelligi olan ve Thermus aquaticus adli bakteriden elde edilen Taq polimeraz
enzimi kullanilir. Bu enzim DNA sentezi i¢in daha yiiksek optimum 1s1ya ( Toy ) sahiptir.
DNA kalibimin yapisina bagli olmak lizere Taq polimeraz enzimi, enzim molekiilii bagina
saniyede 150 niikleotide yaklasan spesifik aktivite ile’ 75-80 °C arasinda Topx ’a sahiptir.
Niikleotidleri orijinal DNA sarmalina orijinal komplementer olacak bigimde primere ekler ve
uzatir. Olusan yeni DNA sarmallart bir sonraki dongiide primerler i¢in kalip olarak gorev
yaparlar. Primerlerin uzatilmas: agamasinda 70-75 °C *de 1s1 uygulamir. 72 °C ’de niikleotid
eslesme hizi; tampon, pH, tuz konsantrasyonu ve DNA kalibnin yapisina bagh olarak
saniyede 35-100 niikleotid olarak gergeklesir. 72 °C de bir dakikalik uzama siiresi 2 kb
uzunlugundaki bir amplifikasyon {iriinii i¢in yeterli kabul edilir.

PCR uygulamalarinda standart 1s1 uygulamasim saglamak amaciyla her dongii i¢in
gerekli 1s1y1 diizenli olarak ayarlayan otomatik aletler (thermocycler) geligtirilmistir. PCR
uygulamalarinda ti¢ evre bir dongii olarak kabul edilir. Bir dongii 3-5 dakika siirer ve 20-40
kez tekrarlanur. Bir dongii sonunda sentezlenen {irlin 6ncekinin iki kati: kadardir. Déngii sayist
“n ” olarak kabul edilirse; 2" gogaltilmig DNA materyali miktarim verir.
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PCR’1n kullanim alanlar1 sunlardir ;

1- Kalitsal hastaliklarda tagiyicimin ve hastanin tanisinda,

2- Prenatal tamida,

3- Klinik drneklerde patojen organizmalarin saptanmasinda,

4~ Adli tipta,

5- Onkogenesisin aragtiriimasinda,

6- Probe’larin olusturulmasi, klonlama ve gen ekspresyon aragtirmalarinda,

7- DNA dizi analizinde, biiyiik miktarda DNA 6rneklerinin olusturulmasinda,

8- Bilinmeyen dizilerin tayininde,

9- Gegmis DNA’nin incelenmesi ve evrimin aydinlatilmasinda,

10- Invitro fertilizasyon yapilan tek hiicrede, implantasyon &éncesi genetik testlerin yapiimasi
ve sonra implantasyonun gerceklestirilmesi ile bebegin normal dogmasmmn
saplanmasinda, '

11- DNA protein interaksiyonunun aragtirilmasinda (footprinting) kullamlabilir (55).

Multiplex Polimeraz Zincir Reaksiyonu : Bu tiir PCR yonteminde, degisik sayida
primer ciftleri ayn1 ortamda kullamlir. Ozellikle biiyiik genlerin analizlerinde, spesifik baz
degisimlerini veya delesyon ve insersiyonlar1 incelemek igin kullamlabilir. Bu PCR
uygulamasi; emek, zaman, maliyetten tasarruf saglar ve kontaminasyon riskinide minimale
indirir. 1k kez Duchenne Miiskiiler Distrofi’ de basari ile uygulanan Multipleks PCR
y6ntemi, bugiin degisik hastaliklarin tanisinda uygulama alami bulmustur (27,54,55,56).



3. MATERYAL VE METOD

Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Noroloji AB.D. ve Cocuk Sag. ve Hastaliklan
A.B.D’1na bagvuran, 10 farkh aileye ait, klinik ve laboratuvar bulgular1 sonucu DMD tanisi
almig 30 hasta birey ve BMD tanisi konmus 10 hasta bireyde delesyon mutasyonu
arastirtlmistir. Ayrica bu 40 hastanin anne, teyze, kiz kardesleri gibi ulasabildigimiz 66 bayan

akrabasi tasiyicilik analizi i¢in degerlendirilmistir.

3.1. MATERYAL
3.1.1. DNA Izolasyon Tamponlan :

Liziz Tamponu (Reaktif A) pH 8.0

10 mM TRIS-HCL (Sigma)

320 mM Sucrose (Sigma)

5 mM MgCl, (Sigma)

Otoklav edilir

%1 Triton-X 100 (Sigma) eklenir, +4 °C’ de saklanr.

Reaktif B pH 8.0
400 mM TRiS-HCL

60 mM EDTA  (Sigma)

150 mMNaCl  (Sigma)

Otoklav edilir

%1 SDS eklenir (Sigma), oda 1sisinda saklanir.

Sodium Perchlorate

5 M Sodium Perchlorate (MERCK)

Otoklav yapilmaz, oda 1sisinda saklanir.
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3.1.2. DNA Amplifikasyon Tamponlar :

10x PCR Tamponu (MBI Fermentas)
750 mM tris-HCI (pH 8.8, 25 °C de)

200 mM (NH4),SO4
%0.1 Tween 20
-20 °C’ de saklanir.

Tag DNA Polimeraz Enzimi (MBI Fermentas) : -20 °C’de saklamir

dNTP Kansimi (pH 7.4

2 mM dATP (Sigma)
2 mM dTTP (Sigma)
2 mM dCTP (Sigma)
2mM dGTP (Sigma)
-20°C’ de saklanir.

Magnesium Chloride (MBI F ermentés) : 25mM,, -20°C’de saklanir.

Amplifikasyon Primerleri : Multipleks I gen amplifikasyon primerleri Tablo 2’de,
Multipleks II gen amplifiksyon primerleri Tablo 3’de ve polimorfik bolgelere ait
primerler Tablo 4’de sunulmugtur.

Formamide (Sigma)Oda 1sisinda saklanur.

Distile Su (Sigma): Oda 1sisind saklanir.

Mineral Qil (Sigma): Oda 1s1sinda saklanir,

3.1.3. Agarose Jel Elektroforez Tamponlari :

10 X TBE Elektroforez Tamponu
90 mM Tris-Borate (Sigma)
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10 mM Sodium-EDTA pH 8:3 (MERCK)
Otoklav edilir, oda 1si1sinda saklanilir. 1X TBE ve 0.6 X TBE olarak kullanilir.

6X Yiikleme Tamponu_(Sigma)
Bromphenol blue (%0.25 w/v)

Xylene cyanole FF (% 0.25 w/v)
Sucrose (%40 w/v)
2-8 °C’de saklanr.

Etidium Bromiir (Amresco) : 10 mg/ml konsantrasyonlu soliisyon, koyu renk bir

sisede oda 1sisinda saklanir.

100 bp Molekiiler Marker (Amresco): Baz iftleri; 3000, 2000, 1500, 1000, 900, 800,
700, 600, 500, 400, 300, 200, 100. =20 °C’ de saklanir.

50 bp Molekiiler Marker (Sigma): Baz ¢iftleri; 3147, 2647, 900, 800, 700, 600, 500,
450, 400, 350, 300, 250, 200, 150, 100, 100, 50. =20 °C’ de saklanir.

®X174 DNA Marker Hae III (Sigma) : Baz ¢iftleri; 3538, 1078, 872, 603, 310, 281-
271,234,194, 118, 72. -20 °C’ de saklanr.

3.1.4. Restriksiyon enzimleri

Xmn 1 Enzimi ( Pdm 1) (MBI Fermentas) : -20 °Cde saklanir
Xmn 1 Enzim Buffer (MBI Fermentas)

33 mM Tris-acetate (pH 7.9)

10 mM Magnesium Acetate

66 mM Potassium Acetate

0.1 mg/ml BSA

-20 °C’de saklamr.

Bam HI Enzimi (MBI Fermentas): -20 °C’de saklanr.
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Bam HI Enzim Buffer (MBI Fermentas)
10 mM Tris-HC1 (pH 8.0)

5 mM MgCl,

100mM KCl

% 0.02 Triton X-100

0.1 mg/ml BSA

-20 °C’de saklanir.

Taq1Enzimi (MBI Fermentas) : -20 °C’de saklanur.
Tag 1 Enzim Buffer (MBI Fermentas)

10 mM Tris-HCl (pH 8.0)

5 mM MgCl,

100 mM NaCl

0.1 mg/ml BSA

-20 °C’de saklanir.

3.1.5. Poliakrilamid Jel Elektroforez Tamponlar:

%40’1ik Akrilamid Stok Sollisyonu (19:1) : 19 akrilamid (Sigma) : 1 bisakrilamid
(sigma) +4 °C’de saklanuir, filitre edilerek kullamlir.

%40’ ik Akrilamid Stok Soliisyonu (29:1) : 29 akrilamid : 1 bisakrilamid
+4 °C’de saklanilir, filitre edilerek kullamlir.

% 12°1ik Poliakﬁlamid Jel Tamponu :

Akrilamid-bisakrilamid %40 18 ml
10 X TBE 6 ml
Amonyum persiilfat (% 10) (Sigma) 200 ul
TEMED (Sigma) 30 pl
Distile su 36 ml
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3.2. METOD

3.2.1. Periferik Kandan DNA izolasyon Yontemi

Hiicre Preperasyonu : 5-10 ml kan, sodyum-EDTA’ h tiiplere alindi. Santrifiij 4°C igin
6n sogutmaya hazilandi. 50 ml’ lik polypropylene santrifiij tliplerine kan Srnekleri aktarildi
ve iizerine 40 ml liziz tamponu (Reaktif A) eklendi. Elle hafifce iki dakikalik bir siire i¢in
kanistrildi. 4°C ye ayarlanmug santrifiijde 3000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edildi. Hiicrelere

zarar vermeden stipernatant dokiildd.

Hiicre Lizisi : Tiiplere 2 ml Reaktif B eklendi ve hafifce karigtirilarak hiicre
¢okeltilerinin karismasi saglandi. Bu siispansiyon 15 ml’lik kapakh polypropylen tliplerine
aktarildi.

Deproteinizasyon : Her bir tiipe 5M’ lik Sodyum Perklorat’ tan 500 pl eklendi. Tiipler
kan déndiirme (rotary mix) cihazina kondu ve oda 1sisinda 15 dakika karigmas: saglandi.
Daha sonra 65 °C’ lik sicak blokta 30 dakika inkiibe edildi.

DNA Ekstraksiyonu : Her bir tiipe daha énceden -20 °C’ de bulunan Kloroform’ den
2ml eklendi. 10 dakika oda sicaklifinda rotary mix’e konarak karigmasi saglandi ve 1400
xg’de 10 dakika santrifiij edildi.

DNA Presipitasyonu : DNA igeren faz (iistteki berrak tabaka) plastik pastor pipetleri
kullanilarak 15 ml’ lik yeni bir santriflij tiiptine aktarildi. DNA igeren voliimiin iki kat1 kadar
soguk etanol (6nceden sogutulmus) ilave edildi ve hafif¢e karistirilarak DNA’ nin presipite
olmasi saglandi. Plastik 6ze yardimi ile presipite olan DNA alindi ve 3-5 dakika digsarda
bekletilerek kurumasi beklendi. Daha sonra DNA’nin bulundugu plastik 6ze kesilerek 1.5 ml’
lik ependorf tiiplerine aktarild: ve tizerine 200 pl distile su konuldu.
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3.2.2. DNA Amplifikasyonu

Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Bu caligmaya 10 aileye ait klinik olarak DMD veya BMD tamsi almig 40 hasta birey

alindi. Hastalara ait DNA’lar Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu yontemi kullamlarak
amplifiye edildi. Amplifikasyonun yapilmas: igin genin 5° ucu ve merkezine yakin delesyon
y6niinden sicak bolgede bulunan 19 primer ¢ifti kullanildi. Delesyon analizinde kullamlan
primerler Multipleks I (Ekson 4, 8, 12, 17, 19, 44, 45, 48,51) ve Multipleks II (promoterr
bolge, ekson 3, 6, 13, 43, 47, 49, 50, 52, 60) olarak iki ayrt grup seklinde iglem yapildi
(26,27,28,61).

Multipleks I i¢in PCR ortami:
Final voliim 50 pl olacak sekilde;

DiStile SU....verviverrierreeiereneneeeeneeeeene 9.5 ul
10XPCR Buffer.....ccoccvvverieenreevvesreeveennn. 5ul
dNTP Mix (2 mM)....cccvvevvrvrreernnne e 10 pl
Primer F (her bir ekson i¢in)................. 1l
Primer R (her bir ekson i¢in)................. 1l
MECLyiiereeceeeerenr s 6 pl
Tagq DNA Polimeraz (2-5unit/pl)........... 0.5ul
Genomik DNA......ccccimiririereeercnne lul

Multipleks II i¢in PCR ortami:
Final volim 50 pl olacak gekilde

DiStile SU..uvirerieerierenienrereninereceeaene 7.5 pl
10XPCR BUEFeT.....cooeoeeeeeeverereenssesens Supl
dANTP Mix (2 mM)....cocceermnrrrererenvenenes 10 pl
Primer F (her bir ekson icin)........c........ 1ul
Primer R (her bir ekson igin)................. 1 pul
MECLauoiereererieeteccresre e e sseens 6 ul
Tag DNA Polimeraz (2-5unit/pl).......... 0.5 ul
Genomik DNA.......ccccoviivenrrrieerceererceneee 1pl
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Reaksiyonu buharlasmadan korumak ig¢in tiiplere alinmig PCR kangiminin iizerine
ince bir tabaka seklinde mineral oil kondu ve DNA bu yag tabakasim gegecek sekilde PCR
kangimmna en son eklendi. Multipleks I ve Multipleks II i¢in yukaridaki gekilde PCR
reaksiyonlar1 hazirlandi ve her ikiside aym1 PCR sartlarinda otomatik bir Thermal Cycler
(Techne Cyclogene) kullamlarak amplifikasyon gergeklestirildi.

PCR sartlar::

94°C 5 dak. 1 dongi
94°C 48 sn.

60°C  48sn. 30 dongii
72°C 3 dak.

72°C  7dak. 1 dongii

Calisgmamizda her hangi bir kontaminasyon olup olmadifim anlamak i¢in negatif
kontrol olarak igine DNA birakilmayan bir PCR kanigimi hazirlandi ve béylece
kontaminasyon riski de test -edildi. Laboratuvarimizda yapilan ¢aligmalarda DNA
kontaminasyonu hi¢ goriilmedi. Ayrica delesyonlarin dogru degerlendirilmesi amaciyla
kontrol olarak saglikli bir bireye ait DNA kullanildi.

Ornekler Agarose jel elektroforezi yapilana kadar +4 °C’ de sakland:.
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Tablo 2. Multipleks I Gen Amplifikasyon Primerleri.

Ekson Primer Dizisi PCR
Uriinti
4F 5'-TTG TCG GTC TCC TGC TGG TCA GTG -3' 196 bp
5'- CAA AGC CCT CAC TCA AAC ATG AAG C-3!
4R
8F 5'-GTC CTT TAC ACA CTT TAC CTG TTG AG-3' 360 bp
8R 5'-GGC CTC ATTCTC ATG TTC TAA TTA G-3'
12F 5-GAT AGT GGG CTT TAC TTA CAT CCT TC-3' 331 bp
12R 5'-GAA AGC ACG CAA CAT AAA GAT ACA CCT-3'
17F 5-GAC TTT CGA TGT TGA GAT TAC TTT CCC-3' 416 bp
17R 5'-AAG CTT GAG ATGCTC TCA CCTTTT CC-3'
19F 5TTC TAC CAC ATC CCA TTT TCT TCC C-3' 459 bp
19R 5'-GAT GGC AAA AGT GTT GAG AAA AAG TC-3'
44F 5'-CTT ATC CAT ATG CTT TTA CCT GCA-3' 268 bp
44R 5'-TCC ATC ACC CTT CAG AACCTG ATC T-3'
45F 5'-AAA CAT GGA ACA TCC TTG TGG GGA C-3' 547 bp
45R 5'-CAT TCC TAT TAG ATC TGT CGC CCT AC-3'
48F 5_TTG AAT ACA TTG GTT AAA TCC CAA CAT G-3' 506 bp
48R 5'-CCT GAA TAA AGT CTT CCT TAC CAC AC-3'
51F 5-GAA ATT GGC TCT TTA GCT TGT GTT C-3' 388 bp
51R 5'-GGA GAG TAA AGT GAT TGG TGG AAA ATC-3'
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Tablo 3. Multipleks IT Gen Amplifikasyon Primerleri.

Ekson Primer Dizisi PCR Uriinii
PmF 5-GAA GAT CTA GAC AGT GGA TAC ATA ACA AAT GCA TG-3' 535 bp
PmR 5-TTC TCC GAA GGT AAT TGC CTC CCA GAT CTG AGT CC-3'

3F 5'.TCA TCC ATC ATC TTC GGC AGA TTA A-3' 410 bp
3R 5'-CAG GCG GTA GAG TAT GCC AAA TGA AAA TCA-3'

6F 5-CCA CAT GTA GGT CAA AAA TGT AAT GAA-3' 202 bp
6R 5-GTC TCA GTA ATC TTC TTA CCT ATG ACT ATG G-3'

13F 5'-AAT AGG AGT ACC TGA GAT GTA GCA GAA AT-3' 238 bp
13R 5-CTG ACC TTA AGT TGT TCT TCC AAA GCA G-3'

43F 5-GAA CAT GTC AAA GTC ACT GGA CTT CAT GG-3' 357 bp
43R 5'-ATA TAT GTG TTA CCT ACC CTT GTC GGT CC-3'

A7F 5-CGT TGT TGC ATT TGT CTG TTT CAG TTA C-3' 181 bp
47R 5'-GTC TAA CCT TTA TCC ACT GGA GAT TTG-3'

49F 5-GTG CCC TTA TGT ACC AGG CAG AAA TTG-3' 439 bp
49R 5'-GCA ATG ACT CGT TAA TAG CCT TAA GAT C-3'

50F 5'-CAC CAA ATG GAT TAA GAT GTT CAT GAA T-3' 271 bp
SOR 5.TCT CTC TCA CCC AGT CAT CAC TTC ATA G-3'

59F 5'-AAT GCA GGA TTT GGA ACA GAG GCG TCC-3' 113 bp
$9R 5-TTC GAT CCG TAA TGA TTG TTC TAG CCT C-3'

60F 5-AGG AGA AAT TGC GCC TCT GAA AGA GAA CG-3' 139 bp
60R 5'-CTG CAG AAG CTT CCA TCT GGT GTT CAG G-3'
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Polirﬁorﬁk Bolgelerde Yapilan Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Hasta bireylerin anne ve kiz kardeslerine ve ayrica ulasabildigimiz diger bayan

akrabalarina ait DNA’lar, tasiyici olabilme olasiliklar géz Oniline alimarak dort polimorfik
bolge (pERT 87-15/Xmnl, pERT 87-15/BamHI, pERT 87-8/Taql ve 138/Taql) agisindan
incelendi. Bu bolgelerin her biri i¢in ayn bir PCR islemi yapildi. Bu dért polimorfik bélgenin
Polimeraz Zincir Reaksiyonu Yoéntemi ile analizinin yapilabilmesi i¢in gerekli primer dizileri
tablo 4’de verilmistir (7,40,62).

Tablo 4. Polimorfik Bolgelerin PCR Yontemi ile Analizinde Kullanilan Primer Dizileri.

Primer Ad1 Primer Dizisi PCR
PERT 87.15/Xmnl/F 5'-GAC TGG AGC AAG GGT CGC C-3' 740 bp
PERT 87.15/Xmnl/R 5'-CTG ATG AAC AAT TTC CCT TTC ATT CCA G-3'

PERT 87.15/BamHI/F | 5'-CTG ATC AGG ATC CAG TAA CGG AAA GTG C-3' 226 bp
PERT 87.15/BamHL/R | 5-CTG ATG AAA TAA TTC TGA ATA GTC ACA AAA AG-3'

PERT 87 '8/Tan/F 5'-GTC AGT TGG TCA GTA AAA GCC-3' 155 bp
PERT 87.8/Taq/R | 3-CAG ATC AGT CGA CCA ATT AAA ACC ACA GCA G-3'

138/Taql/F ~ |'5-ATT CAG CAG GGG GTG AAT CGG A-3' 2500 bp
138/Taql/R 5-GTT GTA AGT TGT CTC CTC TTT GC-3'

1 -pERT 87-15/Xmnl bélgesi igin PCR ortamz :
Final voltim 50 pl olacak sekilde

Distile su........ eerreerere oot aestaeenes 29.5ul
10XPCR Buffer.......cccocvvverecnuneenncancs 5ul
dNTP Mix 2 mM)......... S 5ul
PrimerF ...oocooviiiiiieniecreceeieeeeeeeenene 0.5 ul
Primer R .ot 0.5 ul
MECL.veereereeereieerenneeerseereeneseraeesas 5ul
Formamide.......ccoccoveenenneniienrenrennecnnenne 2 ul
Taq DNA Polimeraz (2-5unit/pl)........... 0.5 ul
Genomik DNA.......ccocovivininiriniincne 2pl
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PCR Sartlar :

94°C 4 dak. 1 déngi
94 °C 40 sn.

51°C 40 sn. 37 dongii
65°C 4 dak.

72°C 7 dak. | dongii

2 - pERT 87-15/BamHI bolgesi igin PCR ortamz :
Final voliim 50 pl olacak sekilde

DiStIle SU..vevieerreeirieiereereesresesrereeneeiene 29.5ul
10XPCR Buffer.......cccocevvrreereereeerrennes 5ul
dANTP Mix 2 mM)...cooerrerereeereneanranen. 5ul
Primer F ..o 0.5l
Primer R ..o 0.5 ul
MECLaeniiiieiieiiiertcerce e 5 ul
Formamide.........cccoveveeeeneriirceecceannennne 2ul
Tag DNA Polimeraz (2-5unit/pl)........... 0.5 ul
Genomik DNA.......cccovimienrenireiieneenne 2 ul
PCR Sartlan :

94 °C 4 dak. 1 d6ngii

94 °C 48 sn.

60 °C 48 sn. 35 dongii

72°C 3 dak. '

72 °C 7 dak. 1 dongii

3 - pERT 87-8/Taq I bolgesi i¢in PCR ortamu :
Final voliim 50 pul olacak sekilde

DiISHLE SU..reeireeeeiicierrrnvrereeeeees 29.5ul
TOXPCR BUffer........ccceevevveerennvecvecrenaces 5ul
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dNTP Mix (2 mM)........... eeeeererereeaenes 5ul

Primer F .o 0.5ul
Primer R .c.oooeieiiiiniircteee e, 0.5 pnl
MEChyiiecieieeercrtee e 5ul
Formamide.......coeveveeerneeennencnneninnnene 2 ul
Taq DNA Polimeraz (2-5unit/pl)......... 0.5 ul
Genomik DNA......cccooovvervinneieneneenes 2ul
PCR Sartlan :

94 °C 4 dak. 1 déngii

94 °C 48 sn.

61 °C 48 sn. 35 déngii

72°C 3 dak.

72 °C 7 dak. 1 déngi

4 - 138/Taq I bolgesi i¢in PCR ortama :
Final voliim 50 ul olacak gekilde

Distile St...cooervieniirieniecennerrceceneene 26.5ul
10XPCR Buffer........cccocevevennnininennnn, 5ul
ANTP Mix (2 mM)..coeevvvrieieieiaene 10 pl
PrimerF .o 0.5l
vPrimer R 0.5l
MECLa et 5ul
Tag DNA Polimeraz (2-Sunit/pl)........... 0.5 ul
Genomik DNA ..o 2 ul
PCR Sartlar :

95°C  5dak. 1 dongii
195°C 30 sn.

61.5°C  2dak15sn. 30 dongi
62 °C 10 dak.

72°C 7 dak. 1 dongii
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Hazirlanan PCR ortamlarinin tiimiinde reaksiyonu buharlagsmadan korumak i¢in
tiiplere alinmig, PCR kangiminin {izerine ince bir tabaka seklinde mineral oil konmus ve DNA
bu yag tabakasim gegecek sekilde PCR kangimina en son eklenmistir. Ayrica her PCR
karigiminda kontaminasyon riskini degerlendirmek igin DNA konulmamig bir negatif kontrol
hazirlanmistir. Yapilan PCR islemlerinin hi¢ birinde multipleks polimeraz zincir
reaksinonunda oldugu gibi kontaminasyona rastlanmamigtir. Amplifikasyon yukarida verilen
PCR sartlarinda Thermal Cycler kullanilarak gergeklestirilmigtir.

Ornekler Agarose jel elektroforezi yapilana kadar +4 °C de saklanmustir.
3.2.3. Agarose Jel Elektroforezi :

Amplifikasyonu yapilan Multipleks I ve I PCR iiriinleri, %2’lik Agarose jelde
degerlendirilmistir. Polimorfik bélgeler i¢in ise pERT 87-15/BamHI ve pERT 87-8/Taql
bolgesine ait amplifikasyonu yapilmig PCR {iriinleri %2’lik Agarose jelde, pERT 87-
15/Xmnl ve 138/Taql bolgesine ait amplifikasyonu yapilmig PCR tirtinleri %1°lik agarose

jelde izlenmistir.

Agarose Jelin Hazirlanmasi :

%?2’lik Agarose jel : 2 gr. Agarose 100mi 1 X TBE (pH 8.3) tamponunda ¢6ziildii.

%]1°lik Agarose jel : 1 gr. Agarose 100ml 1 X TBE (pH 8.3) tamponunda ¢6ziildii.

%1°lik NuSieve jel: 1 gr.NuSieve Agarose (3 NuSieve : 1 Standart) 100 ml 1XTBE
(pH 8.3) tamponunda ¢oziildii. |

Agarose jel 1XTBE tamponunda kaynatilarak hazirlandi ve daha sonra 60-65 °C’ ye
kadar sogutuldu. Diiz bir zemin ‘lizerinde dengeli olmasi saglanarak birakilmig plak iizerine
taraklar yerlestirildi ve jel bu plaga bir kerede dokiildii. 15-20 dakika donmast igin beklendi.

Tarag: dikkatli bir sekilde ¢ikanlan plak, 1XTBE tamponu igeren elektroforez tankina
yerlestirildi. 8 pul PCR Uriiniint, 2 pl jel yikleme tamponu ile karigtinlarak sira ile jel

lizerindeki kuyucuklara aplikasyon yapildi. Agarose jel bu tampon igerisinde yaklasik olarak
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45-60 dakika 90 voltta yiiriitiildii. Ethidium bromide ile boyanan jel, UV transilliiminatér

tizerinde izlenerek degerlendirildi ve daha sonra fotograflar ¢ekildi.

Dogru bir degerlendirme yapilabilmesi i¢in jelin ilk kuyucuguna DNA size marker
yiiklendi.

3.2.4. PCR-RFLP Analizi

Hasta bireyleriri anne ve kiz kardegleri gibi bayan akrabalarinin pERT 87-15/Xmnl,
pERT 87-15/BamHI, pERT 87-8/Taq I ve I 38/Taq I polimorfik bolgeleri agisindan
degerlendirilmesi; PCR iirliniiniin Restriksiyon Enzim Digestiyonu ile ger¢eklestirildi. Bunun
i¢in her bolge igin ayn ayr olacak gekilde amplifikasyonu yapilan PCR fiiriinlerinin uygun
restriksiyon enzimleri ile digestiyonu yapildi.

Restriksiyon Enzim Digestiyonu :

pERT 87-15/ Xmnl bolgesi igin; Xmnl enzimi buffer ile 2X olacak sekilde dilue
edildi ve bu karigsim (2ul) 8 ul PCR iiriiniine eklendi. 18 saat 37 °C’de inkiibe edildi.

pERT 87-15/BamHI bélgesi i¢in; BamHI enzimi buffer ile 2X olacak sekilde dilue
edildi ve bu karigim (2ul) 8 pl PCR iiriiniine eklendi. 18 saat 37 °C’de inkiibe edildi.

pERT 87-8/Taql bélgesi igin; Taq I enzimi buffer ile 2X olacak sekilde dilue edildi ve
‘bu kangim (2ul) 8 pl PCR iiriiniine eklendi. 3 saat 65 °C’de inkiibe edildi.

1 38/Taql Bolgesi; Taq I enzimi buffer ile 2X olacak gekilde dilue edildi ve bu karigim
(2ul) 18 pl PCR iiriiniine eklendi. 3 saat 65 °C’de inkiibe edildi.

Inkiibasyon siiresi bittiginde enzim aktivitesini sonlandirmak i¢in 5 dakika -20°C’de

tutuldu. Digestiyonu yapilan iiriinler elektroforez iglemine kadar +4 °C’de bekletildi. pERT
87-15/Xmnl ve 1 38/Taq I bolgesine ait digestiyon iiriinleri %2’lik NuSieve jelde
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degerlendirildi. PERT87-15/BamHI ve pERT 87-8/Taq I bolgesine ait digestiyon liriinleri
%12’lik poliakrilamid jelde degerlendirildi (7,40).

3.2.5. Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE)

pERT87-15/Bam HI bélgesine ait digestiyon tirtinleri 19:1 %12’lik poliakrilamid
jelde, pERT 87-8/Taq I bolgesine ait digestiyon triinleri ise 29:1 %12’lik poliakrilamid jelde
degerlendirildi.

Boyutlar1 10X10 olan bir ¢ift cam, deterjan ile ¢ok iyi yikandiktan sonra etil alkol ile
silindi. Camlarin arasina kenarlara gelecek sekilde 1 mm kalinlifinda "spacer" lar yerlestirildi
ve iki cam kiskaglarla birbirine tutturuldu. Materyal kisminda belirtildigi sekilde hazirlanan
jel, camlarin ist kisimlan farklt uzunlukta oldugu igin uzun olan kistm zemine 45° ag1
olusturacak sekilde egilerek iki cam arasina dokildi. Hava kabarcigi olugmamasina dikkat
edildi ve jel dﬁkﬁlﬁrl dokiilmez tarak yerlestirildi. Bir miktar jel bir ependorf tiipiine alinarak
jelin donup donmadigr kontrol edildi. Jel donduktan sonra elektroforez tanki 0.6XTBE
tamponu ile dolduruldu ve camlar tanka dikey olacak sekilde yerlestirildi. Tarak dikkatli bir
sekilde jelden ¢ikarildi. Olugan kuyular tamponla yikanarak jel artiklarn temizlendi.

Restriksiyon enzimi ile digestiyonu yapilmig PCR triiniinden S ul, 2 ul jel loading ile
kangtinlarak her bir kuyuya ayr1 ayn aplike edildi. Ilk kuyuya DNA size marker yiiklendi.
150 volt akimda yaklagik olarak sekiz saat +4 °C’de yiiriitiildii ve daha sonra giimiis boyama

y6ntemi ile boyanarak degerlendirildi.

Gilimiis Boyama Yontemi :
Glimiis boyamada kullanilacak soliisyonlar ;

Soliisyon 1 : % 10 etanol-% 0.5 asetik asit soliisyonu.

Soliisyon 2 . % 0.1 Glimiis nitrat (AgNO3) soliisyonu.

Soliisyon 3 : Taze hazirlanmis % 1.5 Sodyum hidroksit (NaOH) ve % 0.15 Formaldehit
soliisyonu.

Soliisyon 4 : % 0.75 Sodyum karbonat soliisyonu.
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Elektroforez iglemi tamamlandiktan sonra iki cam birbirinden ayirild: ve jel temiz bir
kaba alindi. Soliisyon 1’de 3 dakika siire ile yavas yavas karigtirilarak fikse edildi. Bu islem
bir kez daha tekrar edildi ve soliisyon 2 igine alinarak 15 dakika boyanmasi saglandi. Siirenin
bitiminden sonra bu soliisyon tekrar kullanilmak iizere bos bir siseye alind1 ve +4°C’de
sakland1. Jel bekletilmeden distile su ile yikand1 ve taze hazirlanmis soliisyon 3’de 20 dakika
inktibe edilerek bantlar goriiniir hale getirildi. Daha sonra jel soliisyon 4’te 10 dakika
bekletilerek fikse edildi. (Béylece boyanan jelin uzun siire saklanmasi miimkiin olur.)
Boyanan jel 151k altinda degerlendirildi ve fotografi gekildi.
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4. BULGULAR

Bu ¢aligmaya birbirleriyle akraba olmayan 10 farklr aileye ait; klinik ve laboratuvar
bulgulan1 sonucu DMD veya BMD tanist konmus toplam 40 hasta birey ve onlarin anne,
teyze, kiz kardesleri gibi ulagabildigimiz 66 bayan akrabasi alinmgtir.

Hasta bireylere ait DNA’lar multipleks polimeraz zincir reaksiyonu yontemi
kullanilarak amplifiye edilmis ve distrofin genindeki delesyon mutasyonlar: aragtirilmigtir. Bu
amag ile PCR amplifikasyonu i¢in distrofin genindeki delesyonlarin en sik rastlandigi iki
bolgede (iki hotspot) bulunan 19 eksona ait primerler kullamilmigtir. Multipleks I ile 4, 8, 12,
17,19, 44, 45, 48, 51 nolu eksonlara ait primerler ve Multipleks Il ile Pm, , 3, 6, 13, 43, 47,
49, 50, 52, 60 nolu eksonlara ait primerler kullanilmigtir Multipleks I gen amplifikasyon
primer seti ve Multipleks II gen amplifikasyon primer seti kullamlarak iki ayr1 PCR islemi
yapilmigtir. Bdylece Multipleks I gen amplifikasyon primer seti ile 9 ekson ve Multipleks II
gen amplifikasyon primer seti ile bir promoter bélge ve 9 ekson bir defada amplifiye
edilmigtir.

Bu degerlendirme sonucunda; Tablo 5°te goriildtigi gibi; aym ailenin bireyleri olan 1
ve 2 numarali hastalarda ekson 48, 49, 50, 51 ve 52 olmak lizere 5 ekson delesyonu, 3-12 nolu
bagka bir ailenin hasta bireylerinde ekson 43 delesyonu ve 13-15 nolu bagka bir ailenin hasta
bireylerinde ise ekson 3, 4, 6, 8, 12, 13 olmak iizere 6 ekson delesyonu tespit edilmigtir.
Promoter bolgede ve ekson 17, 19, 44, 45, 47 ve 60°da delesyon goriilmemistir.

Multipleks I ve Multipleks II primerleri kullanilarak yapilan PCR islemi sonucunda

tespit edilen delesyonlar, gende delesyonlarin sik gortildiigii 5' (ekson 2-22) ve sentral
(ekson 43-52) bolgelerinde bulunmustur.
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Tablo 5. Hastalarda Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Yontemi Kullanilarak Tespit Edilen Delesyonlar.

Delesyona Ugrayan Eksonlar
Hasta Numarast | Multipleks I Multipleks II

1° 48,51 49,50,52
2° 48,51 49,50,52
3P - 43

4° - 43

5° - 43

6° - 43

7° - 43

8° - 43

9P - 43

10° - 43

11° g 43

12° 4 43

13° 48,12 3,6,13
14° 4,8,12 3,6,13
15° 4,812 3,6,13

2 : Aym ailede bulunan hasta bireyler,
® . Aymi ailede bulunan hasta bireyleri,
° : Aym ailede bulunan hasta bireyleri ifade etmektedir.

Multipleks I gen amplifikasyon primer seti tek bagina kullanildiginda 40 hastanin
5’inde (%13), Multipleks II primer gen amplifikasyon primer seti tek bagina kullamildiginda
ise 15’inde (%38) delesyon goriilmiistiir. Iki multipleks primer seti bir arada kullanildiginda
ise yine 40 hastanin 15’inde delesyon gériilmiigtiir ancak bazi hastalarda delesyona ugrayan
ekson sayis1 artmigtir. Multipleks I ve Multipleks II primerleri kullanilarak yapilan PCR islemi
sonucunda olugsan {irinlerin  bazilarimin elektroforez sonuglann Sekil 4 ve Sekil 5°de

goriilmektedir.

44



172 3 45 6 7 8 9 10 11 12

= = 5 o 2 o= Im oS

Sekil 4. Multipleks I Primerleri Kullanilarak Yapilan PCR iglemi Sonucu Olugan Uriinlerin Bazilarinin
Elektroforez Sonucu Olusan Gériintiisii. M: DNA Molekiiler Marker(100 bp Molekiiler Marker), 1,2:
Ekson 48, 51 Delesyonu, 10-12: Ekson 4,8,12 Delesyonu, 13 : Saglikli Kontrol Bireyi, 14 : Negatif Kontrol.

2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Sekil 5. Multipleks II Primerleri Kullanilarak Yapilan PCR Islemi Sonucu Olugan Uriinlerin Bxlanmn Elektroforez
Sonucu Olugan Gériintiisii. M: DNA Molekiiler Marker(100 bp Molekiiler Marker), 1,2: Ekson 49,50,52 Delesyonu,
3-9: Ekson 43 Delesyonu, 10-12: Ekson 3,6,13 Delesyonu , 13 : Saglikli Kontrol Bireyi, 14 : Negatif Kontrol.




Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu ydntemi ile yapilan analiz sonucunda
herhangi bir eksonunda delesyon tespit edilen ve edilmeyen hastalarin bayan akrabalarinin
timi, pERT 87-15/Xmnl, pERT87-15/BamHI, pERT87-8/Taq I ve I 38/Taq I bélgeleri
agisindan PCR-RFLP analiz yontemi kullanilarak tasiyicilik yoniinden incelenmigtir. Bu
amagla 6ncelikle bu bolgeler, uygun primer dizileri kullamlarak PCR y6ntemi ile amplifiye

edilmistir.

Amplifikasyon sonrasi yapilan agaroz jel elektroforezinde; pERT 87-15/Xmnl bolgesi
i¢in 740 bp’lik, pERT 87-15/BamHI bélgesi igin 226 bp’lik, pERT 87-8/Taq I bolgesi i¢in
155 bp’lik ve I 38/Taq I bolgesi i¢in 2500 bp’lik PCR iiriinii elde edilmistir. PCR iiriinlerinin
bazilan gekil-6, 7, 8, 9 da goriilmektedir.
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Sekil 6. pERT 87-15/Xmn I Bolgesine ait 740 bp’lik PCR iiriinii. M: Molekiiler Marker (100
bp Molekiiler Marker), 1-13: PCR Uriinii, 14: Negatif Kontrol

12 3 45 6 7 8 9 10 11 12 1314

Sekil 7. pERT 87-15/ Bam HI Bolgesine ait 226 bp’lik PCR iiriinii. M: Molekiiler Marker
(100 bp Molekiiler Marker), 1-13: PCR Uriinii, 14: Negatif Kontrol
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Sekil 8. pERT 87-8/Taq I Bolgesine ait 155 bp’lik PCR iiriinii. M: Molekiiler Marker (100 bp
Molekiiler Marker), 1-13: PCR Uriinii, 14: Negatif Kontrol

Mt 2 03 @ -Sr6 il 879310 °11:12:1314

Sekil 9. 1 38/Taq I Bolgesine ait 2500 bp’lik PCR iiriinii. M: Molekiiler Marker (100 bp
Molekiiler Marker), 1-13: PCR Uriinii, 14: Negatif Kontrol




Dért ayrnt RFLP bolgesi igin amplifikasyonu gergeklestirilen PCR iiriinlerinin, uygun
restriksiyon enzimleri kullamlarak digestiyonu gergeklestirilmistir. pERT 87-15/Xmnl
bolgesine ait PCR iiriinlerinin Xmnl enzimi, pERT 87-15/Bam HI bolgesine ait PCR
tiriinlerinin Bam HI enzimi, pERT 87-8/Taql bolgesine ait PCR iiriinlerinin 7aq I enzimi ve I
38/Taq I bolgesine ait PCR iiriinlerinin 7aq I enzimi kullamlarak digestiyonu yapilmugtir.

Restriksiyon enzim ile yapilan digestiyon sonucunda eger enzimin kesim bolgesi varsa
allel " + " olarak, yoksa " - " olarak gosterilmektedir. Béylece RFLP yontemi ile polimorfik
DNA dizisi bakimindan homozigot +/+, -/- veya heterozigot +/- kisiler belirlenebilmektedir.

Bu durum g6z 6niine alindiginda;

pERT 87-15/Xmnl bélgesinin 740bp’lik PCR iirtini i¢in; 730bp+10bp (- allel) veya
520bp+210bp+10bp (+ allel) (40),

pERT 87-15/Bam HI bglgesinin 226bp’lik PCR fiiriinii i¢in; 216bp+10bp (- allel) ya
da 166bp+50bp+10bp (+ allel ) (40),

pERT 87-8/Tagl bolgesinin 155bp’lik PCR iiriinii igin; 145bp+10bp (- allel) ya da
74bp+71bp+10bp (+ allel) (40),

1 38/Taq I bolgesinin 2500bp’lik PCR iiriinii igin; 1600bp+520bp+380bp (+ allel) ya
da 2500 bp’lik (- allel), elde edilmistir (62).
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Sekil 10. pERT 87-15/Xmn I bolgesine ait 740 bp’lik PCR iiriiniiniin Xmn I enzimi ile digestiy-
onu. M : Molekiiler Marker (UI‘X 174 Hae Molekiiler Marker) 1-3, 8-12: +/- Genotip,
4-7,13:+/+ Genotip, 14: Saglikli Birey.

M1 23456 78 9101112131415161718
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Sekil 11. pERT 87-15 / Bam HI Bolgesine ait 226 bp’lik PCR iiriiniiniin Bam HI enzimi ile
digestiyonu. M : Molekiiler Marker ( 50 bp Molekiiler Marker), 1,2,5,7,8,11,13,14 : +/+
Genotip, 4,6,12,15,16:4/- Genotip, 3,9,10:-/- Genotip,18 : Saglikli Kontrol :
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Sekil 12. pERT 87-8 / Taq I Bolgesine ait 155 bp’lik PCR iiriiniiniin 7ag 1 Enzimi ile
Digestiyonu. M: Molekiiler Marker ((DX174 Hae Molekiiler Marker), 1,9,11-13:+/- Genotip ,
2-8,10,14-18:4/+ Genotip, 19 : Saglkli Kontrol.

10 11 12 13 14

Sekil 13. 1 38 / Taq I Bolgesine ait 2500 bp’lik PCR iiriiniiniin 7aq I Enzimi ile Digestiyonu.
M: Molekiiler Marker (1000 bp Molekiiler Marker), 1,2,7,8,12:+/- Genotip, 3-6,9,10,13:-/-
Genotip 14 : Tagiyici Kontrol.




Tasiyic1 olma ihtimali bulunan toplam 66 bayanda PCR-RFLP ile yapilan analiz
sonucunda tablo 6’ da géruldtugli gibi; pERT 87-15/Xmnl ve pERT 87-15/Bam HI bolgesi
icin 9 kisi +/+, 51 kisi +/- ve 6 kisi -/- olarak bulunmugtur. pERT 87-8/Taq I bélgesi igin 40
kisi +/+, 24 kisi +/- ve 2 kisi -/- olarak ve I38/Taq I bolgesi i¢in 11 kisi +/+, 38 kisi +/- ve
17 kisi -/- olarak bulunmustur.

Tablo 6 . PCR-RFLP Analiz Sonuglari.

RFLP Bolgesi ++ +/- -/- Toplam
PERT 87-15/Xmnl 9 51 6 66
PERT 87-157BamHI 9 51 6 66
PERT 87-8/Taq I 40 24 2 66
138/Taql 11 38 17 66

Bu degerlendirme sonucunda; - tagiyict olma ihtimali bulunan bayanlarin tlimiinde
pERT 87-15/Xmn I bélgesinin Xmn 1 enzimi ile tek basina digestiyonu yapildifi zaman
heterozigotluk orami %77, pERT 87-15/Bam HI-bolgesinin Bam HI enzimi ile tek bagmna
digestiyoﬁu yapildiginda yine %77, pERT 87-8/Taq I bolgesinin Taq I enzimi ile tek bagina
digestiyonu yapildiginda %36 ve I 38/Taq I bolgesinin Tag I enzimi ile tek bagina digestiyonu
yapildiginda %57 olarak bulunmugtur. Hastalartn bayan  akrabalanmn timii pERT
87-15/Xmn I, pERT 87-15/Bam HI ve pERT 87-8/Taq I bolgelerinin her {igli igin
degerlendirildiginde heterozigotluk orami % 83 (55 bayan) olarak bulunmus ve buna I 38/Tag
I bolgeside eklendigi zaman bu oran % 91’e (60 bayan) yiikselmistir.
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5. TARTISMA

Duchenne ve Becker miiskiiler distrofi; distrofin genindeki mutasyonlarin sebep
oldugu, allellik ve X’e bagli resesif nitelikli noromiiskiiler diizensizliklerdir (22). Bu
mutasyonlarin yaklasik olarak % 60-65’inin ¢esitli biiyiikliiklerdeki gen i¢i delesyonlardan
kaynaklandig: bilinmektedir. Bu delesyonlar Southern blotting ve PCR gibi molekiiler
yontemler kullamilarak tespit edilebilmektedir (9).

Bu cercevede bir ailede DMD/BMD’nin delesyonlardan kaynaklandiginin tespit
edilmesi ile dogum Oncesi tanmmin % 100 bir kesinlikle konulabilmesine olanak
saglanmaktadir (9). Bu amagla klinik olarak DMD veya BMD tams: almis 40 hastada
delesyon analizi yapilmistir ve hasta kisilerin ulagilabilen aile bireyleri (66) tasiyicihik

yoniinden incelenmistir.

Amplifikasyon i¢in gende delesyonlarin en sik rastlandig: iki bolgede bulunan primer
dizileri kullanilmigtir. Tablo 2 ve 3’te verilen primer dizileri Multipleks I ve Multipleks II
olmak iizere iki ayn set seklinde hazirlanmig (26, 27, 28) ve iki ayr1 PCR reaksiyonu halinde

amplifikasyon gergeklestirilmigtir. Hastalarin % 38’inde delesyon tespit edilmigtir.

Multipleks polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ilk olarak Chamberlain ve arkadaslar
tarafindan 1988 yilinda DMD/BMD’nin tamisinda delesyon mutasyonlarim tespit etmek igin
kullamlmistir. Bu yontemle dnce alt1 ayr1 ekson bolgesine ait, alti ¢ift primer aym reaksiyon
tiipiinde bir arada kullamlmis ve hastalarin %37’sinde delesyon mutasyonu gériilmustiir (26).
Daha sonra yine Chamberlain tarafindan {i¢ eksonun daha ilavesi ile bu oran % 80’e
¢ikanlmistir (27). Bu dokﬁz primer c¢iftine Beggs tarafindan dokuz ayn ekson ve bir kas
promoteri olmak iizere 10 farkli pri‘m@r‘,giﬁtinin‘,glaha ilavesi yapilarak hastalarin %98’inde
delesyon mutasyonu tespit edilmigtir (28). Daha sonra Abbs tarafindan eksonlar, 5' ucunda ve
3' ucunda olmak lizere iki multipleks seti seklinde gendeki lokalizasyonlarina gére bir arada
toplanmig ve yine tespit edilebilir delesyonlarin siklig1 % 98 olarak bulunmustur (23). Bundan
sonrada multipleks PCR yontemini kullanarak distrofin genindeki delesyonlarn tespit etmeye
y6nelik bir ¢ok caliyma yapilmustir. Bunlardan Claustres ve arkadaglan Giiney Fransa’da
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DMD/BMD i ailelerde yapmis olduklar1 ¢alijmada Beggs’in primerlerini kullanarak
delesyon sikligim1 %92 olarak bulmuslardir (65). Daha sonra Niemann-Seyde ve arkadaglari
yine Beggs’in primer dizilerini kullanarak delesyon sikligini % 60 olarak bildirmiglerdir (66).
Biitiin bunlara ek olarak Covone ve arkadaslari, Beggs’in primer dizilerine ek olarak beyin
promoter bdlgesi ve 10 eksona ait primerlerinde ilavesi ile 30 eksonu 3 multipleks reaksiyonu
seklinde amplifiye etmis ve delesyon sikliginin diger ¢alismalar ile benzer oldugunu ( % 63)
rapor etmiglerdir (29). Singh ve arkadaslar1 Beggs’in primer dizilerini kullanarak Kuzey
Hindistan’ da DMD/BMD’li ailelerde yaptiklar1 aragtirmada delesyon sikligim % 73 olarak
tespit etmiglerdir (67). Kwiatkowska ve arkadaglari ise 22 eksona ait primer dizilerini
kullanarak delesyon oranimm1 % 55 (8) ve Werneck ve arkadaslari’da 20 eksona ait primer
dizileri kullanarak % 87.50 olarak belirtmiglerdir (44).

DMD/BMD’de goriilen delesyon mutasyonlan ile ilgili olarak {ilkemizde yapilan
¢alismalarda ise; Caglayan, DMD geninde delesyonlarin sik rastlandii iki boélgesinde
bulunan 10 eksona ait primer dizilerini ¢ogaltarak, hastalarin % 51’inde delesyon tespit
etmistir (63). G6kgoz ve arkadaglar ise yaptiklar1 ¢aligma ile 18 eksona ait primer dizisi
kullanarak hastalarin % 52’sinde delesyon tespit etmisler ve delesyon tespit edilen hastalarda
Tiirk toplumu i¢in Multipleks II gen amplifikasyon sisteminin Multipleks I’e gére daha fazla
bilgi verici oldugunu bildirmislerdir (9). Battaloglu ve arkadaglar1 ise Multipleks I ve II
primerlerini kullanarak delesyon sikligim % 57 olarak tespit etmislerdir (33). Daha sonra
tekrar Battaloglu ve arkadaslar1 hem Southern blotting yontemini hemde PCR y&ntemi birden
kullanarak delesyon sikligim % 61 olarak bulmuslardir (64). Erdem ve arkadaslan ise
Southern blotting yéntemi ile cDNA problar1 kullanarak hastalarin % 47’°sinde delesyon tespit
etmislerdir (2). Dinger ve arkadaglar1 15 eksona ait primer dizileri kullanarak hastalarin % 65’
inde delesyon tespit etmislerdir (22). Onengiit ve arkadaglar1’da Tiirkler , Avrupalilar, Kuzey
Hintliler ve Hindistan’da bulunan diger Hintliler olmak iizere dért popiilasyondan alinan
DMD/BMD hastalarinda distrofin geninde goriilen delesyon 6rneklerini karsilagtirmiglar ve
bu dért popiilasyonda yaygin olarak gézlemlenen spesifik delesyonlarn sikliklarmin ggemli
istatistiksel farklar gdstermedigini bildirmiglerdir (50). Erdal ve arkadaslan ise Multipleks I
ve II primerlerini kullanarak 36 DMD/BMD hastasinin 4’tinde bir veya daha fazla ekson
delesyonu tespit etmiglerdir. Bu g¢aligmalarin ¢ogunda Tiirk toplumunda ekson 45-52
arasindaki delesyon sikligimin yiiksek oldugu bildirilmistic (9, 33, 50, 61, 64). Bizim
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calismamizda bu sonuca uygun olmakla birlikte delesyon oram daha diigiik tespit edilmistir.
Bu durum ise delesyon tespit edilmemis olan hastalarda hastaligin nedeninin, inceledigimiz
eksonlar digindaki eksonlarinda mutasyonlardan (delesyon, nokta mutasyonu veya
duplikasyon gibi mutasyonlardan) yada inceledigimiz hasta popiilasyonunun kiigiikliigiinden

de kaynaklanmis olabilecegini diiglindiirmektedir.

Klinik bulgular1 sonucu DMD veya BMD tanist almig 10 farkl aileye ait toplam 40
hasta birey delesyon yoniinden incelendikten sonra, delesyon tespit edilen ve edilmeyen bu
hastalarin tiimiiniin ulagabildigimiz 66 bayan akrabasi pERT 87-15/Xmn I, pERT 87-
15/Bam HI, pERT 87-8/Taq I ve I 38/Taq I bolgeleri agisindan PCR-RFLP analizi yapilarak
tagiyict olma olasiliklar aragtirnlmugtir. Bu analiz sonucunda heterozigotluk orani; pERT 87-
15/Xmn I bslgesinin tek bagina %77, pERT 87-15/Bam HI bélgesinin tek bagina yine %77,
pERT 87-8/Taq I bolgesinin tek basina %36 ve I 38/Taq I bélgesinin tek basina %57 olarak
bulunmustur. Hastalarin bayan akrabalarimin tiimii pERT 87-15/Xmn I, pERT 87-15/Bam HI
ve pERT 87-8/Taq I bolgelerinin her li¢li i¢in degerlendirildiginde heterozigotluk oram % 83
olarak bulunmus ve buna I 38/Taq I bolgeside eklendigi zaman bu oran % 91’e yiikselmistir.

[lk olarak Roberts ve arkadaglann pERT 87-15/Xmn I, , pERT 87-15/Bam HI, pERT
87-8/Taq I bolgelerini PCR-RFLP analizi ile incelemis ve ¢alistiklar: bayanlarin % 70°inin bu
iic RFLP bolgesinin en azindan biri i¢in heterozigot olabilecegini bildirmislerdir (40). Fassati
ve arkadaglar1 , pERT 87-15/Bam HI ve pERT 87-8/Taq I bdlgesine ek olarak farkli iki
bolgenin daha PCR-RFLP analizlerini gergeklestirmiglerdir. Daha sonra kompetetive PCR ile
13 aileden 34 kadinin % 99 oraninda tagiyici olma riski olan 7’sinin tasiyici olduklarini ortaya
koymuslardir (68). Kwiatkowska ve arkadaglari ise PCR-RFLP analizi ile pERT 87-15/Xmn [,
pERT 87-15/Bam HI, pERT 87-8/Taq I bolgelerini degerlendirmis ve tasiyicilik tespiti igin
calistiklar1 kadinlarda bu bolgelerin % 2.4 bilgilendirici oldugunu bildirmiglerdir (8).
Ulkemizde ise Battaloglu ve arkadaglan ise PCR-RFLP analizi ile pERT 87-15/Xmn I, ,
pERT 87-15/Bam HI, pERT 87-8/Taq I bolgelerini ve polimorfik CA tekrar dizilerini
incelemistir. Inceledikleri 79 ailede; 25 kadinin tagiyic1 oldugunu, 37 sini tagtyic1 olmadigini
ve 3’liniin durumunun ise tespit edilemedigini bildirmislerdir (33). Yine Battaloglu ve
arkadaglan 3 polimorfik CA dizisi ve 10 RFLP bolgesine ait cDNA problan kullanarak 81
Tiirk ailesinde tasiyicilik statiisiinii % 95 olarak belirlemislerdir (64). Gokgoz ve arkadaglar
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ise PCR-RFLP analizi ile pERT 87-15/Xmn I, , pERT 87-15/Bam HI, pERT 87-8/Taq 1
bélgelerini incelemis ve risk altindaki annelerin yaklagik olarak % 70 inin bu bélgelerden
enazindan biri igin bilgi verici oldugunu bildirmiglerdir (7). Yapilan RFLP analizi sonucunda
elde ettigimiz sonuglar {ilkemizde ve diinyadaki literatiirler ile uyumlu bulunmusgtur.

DMD/BMD tanist almis hasta ailelerinde yapilan bu ¢aligma, tastyict olma riski
bulunan kadinlara biiyiik fayda saglamistir. Ancak distrofin geninin ¢ok biiyiik oldugu ve
rekombinasyon oraniminda ¢ok yiiksek oldugu (% 12) goz 6niine alindiginda yiiksek derecede
polimorfik &zellige sahip olan kisa tekrar bolgelerinin (STR)’nin de incelenmesi gerektigini

diigtinmekteyiz.
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