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FENIiLALANIN HiDROKSILAZ ENZIiM EKSIKLiGINE MOLEKULER GEN
ANALIZLERi METODUYLA TANI KONULMASI

OZET

Fenilalanin hidroksilaz (FAH) enzimi fenilalaninin tirozine hidroksilasyonunu katalizleyen hepatik
bir enzimdir. FAH enzimi eksikligi sonucunda kanda, idrarda, beyinde ve diger viicut sivilarinda
yiiksek konsantrasyonda fenilalaninin ve metabolitleri (fenil piriivik asit, fenil laktik asit, fenil
asetik asit) birikir. Bu durum hiperfenilalaninemi (HFA) olarak bilinir. Normalin iizerindeki
fenilalanin seviyeleri sinir sistemi hiicrelerine toksiktir ve fenilketoniiri (FKU) hastalarinda beyin
gelisimi ve fonksiyonunda geri doniisiimsiiz anormalliklere neden olur. FKU, amino asit
metabolizmasinin en yaygin dogumsal hatalarindan biridir.

Insan genomunda FAH enzimi kodlayan gen 12q22-q24.1 kromozomunda yerlesir. Bu gen yaklasik
olarak 90 kb uzunlugunda olup ve 13 ekzon igerir. HFA’ ya neden olan FAH geninde su ana kadar
420’ nin iizerinde mutasyon belirlenmistir. Gen dizisinde kiiciik degisimlere neden olan 31 farklh
polimorfizm tanimlanmistir. FAH geninde meydana gelen mutasyonlar; yanlis anlamli (missense),
splice-site ve anlamsiz (nonsense) mutasyonlar ile kiiciik delesyonlar ve insersiyonlardir.

Cok sayidaki mutasyonlar yiiziinden hastalarin c¢ogu bilesik heterozigottur (compound
heterozygosity). Bu durum hastalikla ilgili fenotipik cesitliligi agiklar. FAH eksikligi ¢cevrenin ve
genotipin etkili oldugu multifaktoriyel bir hastaliktir. Bu yiizden FAH genotipi, fenotipin saglam bir
gostergesi olmayabilir. Bu mutasyonlarin sikligi ve dagilimi farkli populasyonlarda analiz edilmistir
ve belirli etnik gruplar haricinde genel populasyonda baskin ya da yaygin FKU iliskili mutasyonlar
yoktur. Bu calisma, FKU tanis1 konmus 11 hastada R261Q mutasyonunu belirlemek icin yapilan
Restriksiyon Fragmentinin Uzunluk Polimorfizmi (Restriction Fragment Length Polymorphism;
RFLP) analizlerini ve bu hastalarin kardeslerinde tasiyicilik tespiti i¢in yapilan Degisken Sayidaki
Ardigik Tekrarlar (Variable Number of Tandem Repeats; VNTR) analizlerini icermektedir. R261Q
mutasyonuna yonelik olarak cogaltilan Fenilalanin Hidroksilaz (FAH) geni PCR iiriinii Hinf I
restriksiyon enzimi ile direkt mutasyon analizine tabi tutulmustur. 11 ailenin hi¢birinde R261Q
mutasyonuna rastlanmamistir. VNTR dizileri Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain
Reaction; PCR) kullanilarak ¢ogaltilmig ve PCR iiriinii jelde yiiriitiilmiistiir. 11 aileden 4 tanesi
informatif, 7 tanesi ise noninformatif bulunmustur. Ancak yaptigimiz ¢alismada RFLP ve VNTR
sonuglart uyum gostermedigi i¢in kardeslerin tasiyici olup olmadiklart konusunda herhangi bir
yorum yapilamamustir.

Anahtar kelimeler: FKU (Fenilketoniiri), Mutasyon, RFLP, VNTR, FAH (Fenilalanin hidroksilaz)
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TO DIAGNOSE THE PHENYLALANINE HYDROXYLASE ENZYME DEFICIENCY
WITH THE METHOD OF MOLECULAR GENE ANALYSIS

ABSTRACT

Phenylalanine hydroxylase (PAH) is a hepatic enzyme that catalyses the hydroxylation of
phenylalanine to tyrosine. The result of PAH deficiency phenylalanine and its metabolits (phenyl
pyrivuc acid, phenyl lactic acid, phenyl acetic acid) increase in the blood, urine, brain and other
body fluids. This is known hyperphenylalaninemia (HPA). The abnormal levels of phenylalanine
are toxic for nervous system cells and cause irreversible anomalies in brain development and
function. PKU is a general inborn error of amino acid metabolism.

In teh human genome the gene that codes PAH enzyme places chromosome 12q22-q24.1. This gene
spans about 90 kb and contains 13 exons. More than 420 PKU mutations that cause HPA have been
identified until now. Thirty-one different polymorphisms causing minor changes in the gene
sequence have been identified. Mutations observed in the PAH gene iclude missense, splice-site and
nonsense mutations, small deletions and insertions.

Due to the large number of mutations most of the patients are compound heterozygotes. This
explains phenotypic variability observed in this disease. Phenylalanine hydroxylase deficiency is a
‘multifactorial disorder’ in that both environment and genotype are necessary causal components of
disease. For this reason PAH genotype may not be a robust predictor of phenotype. The frequency
and distribution of these mutations have been analyzed in different populations and there are no
predominant or common PKU-associated mutations in the general population with the exception of
certain ethnic groups.

This study contains the Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) analysis to determine
R261Q mutation in PKU patients and Variable Number of Tandem Repeats (VNTR) analysis to
determine carrier detecting. The Phenylalanine Hydroxylase (PAH) gene which was amplified by
PCR to determine R261Q mutation was performed direct mutation analysis with Hinf I restriction
enzyme. We didn’t coincide R261Q mutation in any of the 11 patients. VNTR sequences were
amplified using PCR and PCR product was run on the gel. With this method 4 families were found
to be informative and 7 families were found to be noninformative out of 11. But in this study we
couldn’t comment whether the siblings are carrier because the result of VNTR and Restriction

Fragment Length Polymorphism (RFLP) analysis are not accord each other.

Key words: PKU (Phenylketonuria), Mutation, RFLP, VNTR, PAH (Phenylalanine hydroxylase)
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KISALTMALAR

ATP : Adenozin trifosfat

DGGE : Denatiire Edici Gradient Jel Elektroforezi (Denaturating Gradient Gel Electropheresis)
DNA : Deoksiriboniikleik asit

EDTA : Etilendiamin-Tetraasetik Asit (Ethylenediamine-Tetraacetic Asit)

FAH : Fenilalanin Hidroksilaz

FKU : Fenilketoniiri

HFA : Hiperfenilalaninemi

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonlar1 (Polymerase Chain Reaction)

RFLP  : Restriksiyon Fragmentinin Uzunluk Polimorfizmi (Restriction Fragment Length
Polymorphism)

SDS : Sodyum dodesil siilfat

TBE : Tris-Borik asit-EDTA

TE : Tris-EDTA

VNTR : Degisken Sayidaki Ardisik Tekrarlar (Variable Number of Tandem Repeats)



1. GIRIS VE AMAC

Fenilketoniiri (FKU), fenilalanin hidroksilaz (FAH) enzimi eksikligine bagli kanda ve
diger viicut sivilarinda fenilalanin ve metabolitleri (fenil piriivik asit, fenil laktik asit,
fenil asetik asit)’nin artmasi ile karakterize otozomal resesif kalitimli dogumsal
metabolik bir hastaliktir. FAH esansiyel bir amino asit olan fenilalaninin metabolizmasi1
ile ilgili hepatik bir enzimdir. Enzimdeki eksiklige FKU hastalig1 ile iliskili olan ve
hiperfenilalaninemi (HFA) ile sonu¢lanan FAH genindeki mutasyonlar neden olur.
Normalin iizerindeki fenilalanin seviyeleri sinir sistemi hiicrelerine toksiktir ve FKU
hastalarinda beyin gelisimi ve fonksiyonunda geri doniisiimsiiz anormalliklere neden
olur. FAH geni i¢in 420’den fazla farkli mutasyon bildirilmistir. Cesitli FAH

mutasyonlar1 enzim aktivitesini farkli derecelerde azaltir.

Bu calismanin amaci, FKU tanis1 konmus 11 hastanin Restriction Fragment Length
Polymorphism (Restriksiyon Fragmentinin Uzunluk Polimorfizmi; RFLP) ve Variable
Number of Tandem Repeats (Degisken Sayidaki Ardisik Tekrarlar; VNTR) molekiiler
yontemlerini kullanarak kesin tanilarini koymaktir. Bilgi verici (informatif) VNTR
sonuclarindan yola c¢ikarak hastalarin kardeslerinin tasiyict olup olmadiklarmi

belirlemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. FENILALANIN HiDROKSILAZ (FAH) ENZiMi

FAH enzimi, fenilalaninin tirozine hidroksilasyonunu katalizleyen hepatik bir enzimdir
(1, 2). Esansiyel bir aminoasit olan fenilalaninin % 75’1 karacigerde fenilalanin

hidroksilazin katalitik etkisiyle geri doniisiimsiiz olarak tirozine doniisiir (Sekil 2. 1).

Protein

T l Fenilalanin Hidroksilaz

FENILALANIN » TIROZIN

Feniletilamin BH4 QqBHz

v

Fenilpiruvat > Fenillaktat
l B 4-OH-fenilasetat

Fenilasetat

Glutamin

g

Fenilasetilglutamin

Sekil 2.1. Fenilalaninin tirozine dontistiigii metabolik yol. FAH enzimi blogu isaretlenmistir
(BHa4: tetrahidrobiyopterin, qBH2: quinonoid dihidrobiyopterin)
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Fenilalanin beyinde norepinefrin, dopamin, epinefrin, adrenalin, tiroid hormon yapimi
yam1 swra Onemli noropeptidlerin, somatostatin, vazopressin, melanotropin,
adrenokortikotropik hormon, substans P, enkefalin, vazoaktif intestinal peptid,

anjiyotensin II ve kolesistokinin yapimiyla da ilgilidir (3).

FAH enzimi eksikligi sonucunda kanda, idrarda, beyinde ve diger viicut sivilarinda
yiiksek konsantrasyonda fenilalanin ve metabolitleri (fenil piriivik asit, fenil laktik asit,
fenil asetik asit) birikir (4). Normalin {iizerindeki fenilalanin seviyeleri sinir sistemi
hiicrelerine toksiktir ve FKU hastalarinda beyin gelisimi ve fonksiyonunda geri
doniisiimsiiz anormalliklere neden olur (5). Fenilalanin bir tip teratojendir. Teratojenler

gelisen fetusta dogumsal hastaliklara neden olan maddelerdir (6).
2.2. HIPERFENILALANINEMI (HFA)

Hiperfenilalaninemiler fenilalaninin tirozine doniisiimiinii saglayan FAH enzimi veya
bu enzimin kofaktorii olan tetrahidrobiyopterinin eksikligi sonucu ortaya ¢ikan

heterojen bir grup hastaliktir.

Cocuklarda normal kan fenilalanin diizeyleri (ortalama 8 yas dolayinda) 62 + 18
umol/L, ergenlerde (ortalama 16 yas dolayinda) 60 + 13 umol/L, erigkinlerde normal
kan fenilalanin diizeyleri ise 58 £ 15 pmol/L’dir. Ergen erkeklerin kan fenilalanin
diizeyleri kizlarinkinden biraz daha yiiksektir. Yenidogan ve daha biiylik ¢ocuklarda
normal kan fenilalanin diizeyleri erigkinlerdeki gibidir (Tablo 2.1). Kan fenilalanin
diizeyi >2 mg/dl (>120 pmol/L)’nin {iizerinde bulundugunda hiperfenilalaninemi

varligindan soz edilebilir (3).
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Tablo 2.1. Normal plazma (umol/L), idrar (nmol/mmol kreatinin) ve
beyin-omurilik sivis1 (umol/L) fenilalanin diizeyleri

Plazma
¢ Cocuklarda 26-98 umol/L
e FErgenlerde 34-86 umol/L
e Eriskinler

» Kadinlarda 42-62 umol/L

» Erkeklerde 46-74 pmol/L
idrar
e O0-lay 4-3 nmol/mmol kreatinin
e l-6ay 7-28 nmol/mmol kreatinin
e 6-12ay 11-28 nmol/mmol kreatinin
e 1-2vyas 10-31 nmol/mmol kreatinin
e 2-4yas 7-21 nmol/mmol kreatinin
o 4.7yas 6-26 nmol/mmol kreatinin
o 7-13 yas 5-20 nmol/mmol kreatinin

2-19 nmol/mmol kreatinin

e >I3yas

Beyin-omurilik sivisi

e Kadnlarda 10.8 (2.4-19.2) umol/L
e  FErkeklerde 12.5 (6.7-18.3) umol/L

HFA, kan-beyin bariyeri ve hiicre membranlarindan aromatik ve diger aminoasitlerin
her iki yonlii gecisini kompetitif olarak engeller. Beyindeki yiiksek fenilalanin diizeyi
protein sentez hizini azaltir. Dendritik proliferasyonun erken donemi ve miyelinizasyon
etkilenir. Adenozin trifosfat (ATP) siilfirilaz inhibe olarak miyelin yikimi artar. Tirozin
ve triptofan hidroksilasyonunun kompetitif inhibisyonu ve intranoronal substrat

konsantrasyonunun azalmasi sonucu serotonin, dopamin ve norepinefrin sentezi azalir

().
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2.3. HIPERFENILALANINEMI TiPLERi VE NEDENLERI

Klinik ve fizyolojik fenotip cesitlilik insandaki bircok dogumsal metabolik hatalarin
ozelligidir. Tipik olarak yetersiz enzimin farkli seviyeleri ile hastaligin siddetli ve hafif
varyantlar1 belirlenir. Normal populasyon taramasi bazen klinik olarak ortaya konmayan

daha hafif kusurlar1 ortaya ¢ikarir. HFA’lar bu olgunun bir 6rnegidir (8).

HFA, plazma fenilalanin degerinin 2 mg/dl (120 pmol/L) iizerinde olmasidir. Tablo

2’de primer ve sekonder hiperfenilalaninemi tipleri ve nedenleri verilmistir.

Tablo 2.2. Hiperfenilalaninemi Tipleri

1. Primer (kalitsal) 2. Sekonder (edinsel)
Fenilalanin hidroksilaz eksikligi e  Maternal FKU

e Agrr (klasik FKU) ¢  Tirozinemi

e  Orta agirhikta hiperfenilalaninemi ¢  Gegici neonatal hiperfenilalaninemi

e  Hafif hiperfenilalaninemi o Tlaca bagh (metotreksat, trimetoprim)
Biopterin metabolizmast bozukluklari e Agir enflamatuar yanit

e  Guanozin trifosfat siklohidrolaz eksikligi | e Renal hastalik

®  6-piruvoil- tetrahidropterin sentaz| e  Karaciger hastalif
eksikligi
e  Dihidropteridin rediiktaz eksikligi

e  Pterin karbinolamin dehidrataz eksikligi

e Semiapterin rediiktaz eksikligi

Primer hiperfenilalaninemiler, hidroksilaz enzimi eksikligine ya da biyopterin
metabolizmasi1 bozukluklarina bagli otozomal resesif gecisli kalitsal bozukluklardir. Bu
bozukluklarda fenilalanini tirozine doniistiiren hidroksilasyon reaksiyonu yavaslamistir.
Sonugta kan ve diger viicut sivilarinda fenilalanin konsantrasyonu ve fenilalanin/tirozin
oram1  artar. Normalde 0.6-1.5 olan fenilalanin/tirozin  orant  primer
hiperfenilalaninemilerde 3 ve {istii, heterozigot tasiyicilarda ise 1.2-2.5 arasi
degerlerdedir. Ayrica bu hastalarin idrarlarinda fenilketonlar ve fenilaminler gibi
fenilalanin metabolitleri de bulunur. FKU terimi, basit kimyasal yontemlerle idrarda
fenilketonlarin kolay saptanabilecegi, FAH enzimi eksikliginin agir sekilleri icin
kullanilmaktadir (7). FKU amino asit metabolizmasinin en yaygm dogumsal

hatalarindan biridir (9).



2.3.1. Klasik Fenilketoniiri (FKU)

Klasik FKU hepatik dokularda normal FAH aktivitesinin %5’i ya da daha az1 eksprese
oldugunda ortaya cikar (4). Erken donemde tani konularak tedavinin baslatilmadigi
cocuklarda agir gelisme ve zeka geriligine yol acan bir kalitsal hastaliktir. Tedavisiz

hastalarda kan fenilalanin diizeyi ilk haftalardan sonra 20 mg/dl tizerindedir (7).
2.4. HIPERFENILALANINEMI’NIN SINIFLANDIRILMASI

Fazla fenilalanin beyin ve kognitif gelisim icin toksik olabilir. Boylece herhangi bir
HFA diizeyi fenilketoniirik fenotip olarak adlandirilabilir ve bu yiizden HFA bu
durumun olusmasi i¢in bir risk faktorii olabilir. Risk, HFA faktoriine bagh olarak da

degisiyor goriindiigiinden cesitli siniflandirmalar ortaya ¢cikmistir.
[k siniflandirma Kayaalp ve arkadaslar1 tarafindan 1997 yilinda yapilmastir (10):

FKU: En genel olamdir ve fenilalanin konsantrasyonu yaklasik 1000 pmol/L’dir.

Diyetle alinan fenilalanin toleransi giinde 500 mg’dan azdir.

FKU Olmayan HFA: Birey normal diyetindeyken fenilalanin konsatrasyonu normalin

tizerindedir. Fakat 1000 umol/L’den azdir.
Varyant FKU: FKU ya da FKU olmayan HFA tanimina uymayan bireyleri igerir.
Baska bir siniflandirmay1 Guldberg ve arkadaslar1 1998 yilinda yapmustir (11):

Klasik FKU: Klasik FKU’ye tam ya da tama yakin FAH enzim aktivitesi defekti neden
olur. Hasta bireyler diyetle alinan fenilalaninin giinde 250-350 mg’dan daha azin1 tolere

edebilir. Diyet tedavisi olmayan bir¢ok bireyde geri doniisiimsiiz zeka geriligi goriiliir.
Orta Derecede FKU: Bu bireyler giinde 350-400 mg fenilalanini tolere edebilir.
Hafif FKU: Bu bireyler giinde 400-600 mg fenilalanini tolere edebilir.

Hafif HFA: Hafif HFA’ I kiiciik ¢ocuklarda plazma fenilalanin konsantrasyonu normal
diyetle 600 umol/L’den daha azdir. Levy ve arkadaslarinin 1971 yilinda ortaya
koyduklar1 hipotezi dogrulayan, Weglage ve arkadaslarinin 2001 yilinda yaptiklar1 bir

caligmada bazi bireylerin diyet tedavisine ihtiyaci olmayabilecegini gostermistir (12).



2.5. FKU SIKLIGI

Fenilketoniirinin goriilme sikligi 1: 10000°dir. Ulkemizdeki sikligi ise 1: 4500diir
(Tablo 2.3).

Her yil tilkemizde 250-300 cocuk bu hastalikla dogmaktadir. Her 20-25 kisiden birinin
hastalig1 tasiyor olmasi ve iilkemizde akraba evliliklerinin yiiksek oranda yapilmasi

fenilketoniirinin sik goriilmesine neden olmaktadir (3).

Tablo 2.3. Tiirkiye ve baz1 iilkelerde fenilketoniiri goriilme siklig1

Ulke Sikhk
Tiirkiye 1: 4500
US.A 1: 13000
UK 1: 10000
Almanya 1: 9000
Irlanda 1: 6110
Italya 1: 7000
Fransa 1: 18800
Cin 1: 20000
Japonya 1: 60000
Finlandiya <1: 71000
2.6. KLINIK BULGULAR

Hastalik konviilsiyonlar, mikrosefali, egzema ve skleroderma benzeri deri lezyonlari,
bazi hastalarda sa¢ ve gdz renginin agik olmasi ve dzel bir idrar kokusu (kiif kokusu) ile
karakterizedir (3, 12, 13). Deri ve sagtaki hipopigmentasyon artan fenilalanin
konsantrasyonu ile tirozin hidroksilazin kompetitif inhibisyonu yiiziindendir. Tirozin
hidroksilaz aktivitesinin inhibisyonu, tirozinin DOPA’ya doniisiimiinii ve melanin
olusumunu Onler. Boylece etkilenmis ve tedavi edilmemis bireyler mavi gozlii, kumral
sacli ve acik tenli olurlar (14, 15). Daha biiyiik ¢cocuklarda hiperaktivite, otizm tarzinda
davranis bozukluklari, amagsiz hareketler, ritmik sallanma ve titreme goriilebilir (16).
Dogustan kalp hastaliklar1 FKU ‘de genel populasyondan daha yaygindir (17). Hasta
cocuk dogumda normaldir. Zeka geriligi yavas yavas gelisir ve ilk aylarda dikkati

cekmez. En erken semptomu yenidogan doneminde kusma olabilir. Katarakt ve beyinde
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kalsifikasyonlar ile iligkisi olabilecegi diisiiniilmiigse de yeterli kanit bulunamamistir
(Tablo 2. 4). Bircok calisma gosteriyor ki FKU’li bireyler yiiksek osteopeni insidansina
sahipler (18, 19).

Tedavi edilmemis fenilketoniirili ¢ocuk ve yetigkin 1Q’larinin 40 oldugu ve sadece %4
ya da daha azinin IQ’sunun 60’1 iizerinde oldugu bilinmektedir (14). Fenilketoniirili
bireyler yasamlarinin ilk yilinda tedavi edilmezlerse 1Q’larinda 50 puan azalma oldugu

hesaplanmstir (20).

Defektif miyelin olusumuna, norolojik anormalliklere ve zeka geriligine neden olan
mekanizma tam olarak bilinmiyor. Fakat fenilalanin ve iiriinlerinin birikimi sonucu sinir
sistemindeki metabolik yollarin isleyisinde herhangi bir bozukluk ile iliskili olabilecegi

diistiniilmektedir (21).

FKU beyindeki ana norotransmitterlerden biri olan dopamin iiretimine de etki eder.
Beyin, dopamini tirozin amino asidinden yapar. Diyetlerinde yeterli tirozin tilketmeyen
FKU hastalar1 yeterli miktarda dopamin iiretemezler. Beyindeki diisiik dopamin
seviyeleri (zayiflamis kognitif fonksiyon ile sonug¢lanan) sinir hiicreleri arasindaki
normal iletisimi bozar ve bu zayiflamis mental fonksiyon ile sonuglanir. Bazi ¢alismalar
gosteriyor ki FKU hastalarmin sinir hiicreleri de tirozini absorbe etmekte zorluk
cekiyor. Bu anormallik, yeterli tirozin diyeti alan bazi hastalarin neden hala 6grenme

giicliigii cektigini gosteriyor (6).

Genel olarak alt1 ay civarinda FKU’lii cocugun akranlarindan geri oldugu fark edilmeye
baslanir. Fenilketoniirili cocukta bas kontrolii, oturma ve yiirlime evreleri gecikir.

Cocuk etrafla ilgisizdir (3).

FKU’li insanlar digerleri ile iletisim kurmaktan cekinirler, sinirli goriiniirler ve
depresyon belirtileri gosterirler. Bununla birlikte bazi hastalar kendilerini ifade edebilir,
hiperaktif, konuskan ve atilgan kisilik gosterebilir. Ilgingtir ki FKU’li insanlar yalan

sOyleme, aglama ve s6z dinlememe gibi davraniglari daha az gosterirler (6).
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Tablo 2.4. Fenilketoniirili hastalarin bazi klinik ve laboratuvar 6zellikleri

Mental retardasyon, amagsiz sterotipik hareketler, konviilsiyon,

Norolojik miyelin olusumunda bozukluk

Bas Mikrosefali

Deri Acik renk, kuruluk, egzema, skleroderma benzeri lezyonlar
Saclar Acik renk

Gastrointestinal | Yenidogan doneminde kusma

Gozler Acik renk gozler, bazi vakalarda katarakt

Diger Idrarda kiif kokusu

Radyolojik Beyinde kalsifikasyon

Laboratuvar Fenilalanin hidroksilaz eksikligi, Hiperfenilalaninemi, fenilpiriivik

asidemi, idrarda hidroksifenilasetik asit, fenilpiriivik asit, fenilasetik
asit ve fenilasetilglutamin atiliminda artma

2.7. FKU TARAMASINDA KULLANILAN YONTEMLER

1954 yilinda Dr.Horst Bickel (Almanya) diyet ile fenilketoniirinin olumsuz etkilerinin
Onlenebilecegini  gostermistir.  Hastalarin  beyin  hasar1  gelismeden  Once
tanimlanabilmeleri i¢in bir teste gereksinim vardi. Tek gecerli test demir-3-kloriir testi
idi ve her vakada pozitif olarak bulunmuyordu. Dr.Robert Guthrie (A.B.D) 1965 yilinda

cok sayida yeni dogan etkin taranmasina elverisli tarama testi gelistirmistir.

Guthrie mikrobiyolojik analizi yiizlerce cocuga kisa siirede uygulanabilmesi, 6zel bir
aleti gerektirmemesi ve ¢cok ekonomik olmasi nedeniyle 1960’11 yillardan beri taramada
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu avantajlar1 dikkate alinarak iilkemizde de ulusal
fenilketoniiri taramasi Guthrie testi ile yapilmaktadir. Test subtilus basillerinin
fenilalanin icermeyen bir kiiltiir ortaminda iireyememesi esasima dayanir. Besi yerine
eklenen beta-tiyenilalanin kanda normalde bulunan fenilalanini bakterilerin
kullanmasimi engeller ve hiperfenilalaninemisi olan bebegin Guthrie kart1 iizerine
alinmis kan Orneginin ¢evresinde ¢api kan fenilalanin diizeyi ile dogru orantili olarak

artan bir iireme alani izlenir (3).
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Proteinle beslenmeye heniiz baslanmamis bile olsa FKU’de dogumdan sonra 4. saatte
Guthrie testi pozitiflesir. Pozitiflik smir1 (cut-off degeri) 4 mg/dl olarak kabul
edildiginde, 6zellikle ilk 12 saatte alian orneklerde yalanci pozitiflik oran1 %33 kadar
yiikksek olabilir. Tarama Orneginin, yeterli protein alimmdan sonra yasamin 48-72.
saatinde almmas1 ve pozitiflik smirinin 2 mg/dl olarak kabul edilmesi ile yalanci
negatiflik ve yalanci pozitiflik biiyiik 6lgiide onlenebilir. ideal olarak, dogumdan sonra
ilk 24 saat icinde hastaneden taburcu edilen bebeklerde taramanin ilk iki hafta i¢inde
tekrarlanmas1 gerekir. Yenidogan tarama sonucu pozitif ¢ikan, ileri degerlendirilmesi
gereken vakalarda plazma fenilalanin ve tirozin diizeyleri kantitatif olarak belirlenir ve
sekonder HFA nedenleri acisindan ayiric tan1 yapilir. Klasik FKU disinda primer HFA
diisiiniilen vakalara biyopterin metabolizma bozuklugu ayirici tanisi icin BH4 yiikleme

testi uygulanir (7).

Teknolojik ilerlemelere paralel olarak yeni tarama yontemleri gelistirilmistir. Bu

yontemlerin duyarlilik ve 6zgiinliigii Tablo 2.5’te belirtilmistir (3).

Tablo 2.5. Fenilketoniiri taramasinda kullanilan yontemler

Test Duyarhbk | Ozgiinliik | Tarama kapsama | Testin karmasikligi
Guthrie Orta Orta Diisiik Diisiik
Florometrik Yiiksek Yiiksek Diisiik Orta
Enzimatik Orta Yiiksek Diisiik Orta

HPLC ,(Yﬁk.s ek basingli st Yiiksek Yiiksek Orta Yiiksek
kramatografisi)

Kagit veya ince  tabaka Diisiik Orta Orta Diisiik

kramotografisi

Ardisik kiitle spektrometrisi Yiiksek Yiiksek Yiiksek Yiiksek
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2.8. MATERNAL FKU

Anneden fetusa aktif transport nedeniyle, fetusta amino asit diizeyi sistein disinda,
annedekinden yiiksektir. Maternal HFA’da, erken gebelik doneminden itibaren
fetal/maternal fenilalanin orami yiiksektir. Plasental transportta fenilalanin diger notral
amino asitlerle yariga girerek fetusun biiyiimesini yavaslatir, organlarin normal

gelisimini engeller.

Hiperfenilalaninemik annelerden dogan cocuklarin %80’inden fazlasinda diisiik dogum
tartisi, mikrosefali, dismorfik yiiz goriiniimii, gelisme geriligi, kalp ve biiyilk damarlar1
ilgilendiren dogustan malformasyonlar gibi bulgular gelismektedir. Ozofagus atrezisi,
trakeoozofageal fistiil, bagirsak malrotasyonu, mesane ekstrofisi ve diger {irogenital
anomaliler, kolobom, katarakt, yarim damak-dudak gibi anomaliler daha nadirdir.
Palpebral fissiirlerde kisalik, epikantal kivrim, filtrum kisaligi, yoklugu, alt dudak
inceligi gibi dismorfik bulgular fetal alkol sendromuna benzemektedir. Fetusta anomali

siklig1, anne kan fenilalanin diizeyi ile iligkilidir (Tablo 2. 6)(22).

Tablo 2.6. HFA’1//FKU’lii anne ¢ocuklarinda, kan fenilalanin diizeylerine gore anomali siklig1 (23)

Anne fenilalanin diizeyi (mg/dl)

20 mg/dl 16-19 mg/dl 11-15 mg/dl 3-10 mg/dl
Mental retardasyon % 92 % 13 % 21 90 22
Mikrosefali % 73 % 68 % 24 % 35
Dogumsal kalp hastaliklar % 12 % 15 % 0 % 6
Diisiik dogum tartist % 40 % 52 % 13 9% 56

Maternal FKU’de, meydana gelebilecek anomalilerin onlenebilmesi icin FKU’li anne
adaylar1 gebe kalmadan 6nce veya gebelik meydana gelmigse miimkiin oldugunca erken
diisiik protein ve fenilalaninli siki1 diyete donmelidir. ik trimester icin protein alimi 75
gr/giin kadarken her trimester i¢cin yavas olarak 15 gr/giinliik artirrm yapilabilir. Enerji
alimi da yeterli olmalidir. Kan fenilalanin diizeyleri 120-240 pmol/LL arasinda

tutulmalidir (3).
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2.9. FAH GENi

FKU otozomal resesif olarak kalitilir. FKU’ye 12q22-q24.1 kromozomunda bulunan
FAH genindeki mutasyonlar neden olur (24). Linsky ve arkadaslar ilk kez 1984°te FAH
lokusunu 12. kromozomda ve 12q distal par¢asinda gostermislerdir (25). FAH geni 13
ekzon igerir, 90 kb’dir ve 2.5 kb’lik mRNA’y1 kodlar (26-29). FAH geninin normal

iriinii 452 amino asit iceren FAH proteinidir (30).
2.10. FAH GENINDE MEYDANA GELEN MUTASYONLAR

Uzunlugu 90 kb olan ve 13 ekzon iceren FAH geni 7 farkh restriksiyon enzimi
kullanilmak suretiyle 9 farkli polimorfik bdlge halinde incelenebilmektedir. Fakat
mutasyonlar etnik farkliliklar gostermektedir. Ornegin R408W mutasyonu, Dogu
Avrupa iilkelerinde bu hastaliga iliskin tiim mutasyonlarin dortte iigiinii olustururken
Iskocya’da %24 dolaylarindadir. Intron 10’°daki bir kesilme mutasyonu (IVS 10) ise

Tiirklerde goriilen tiim mutasyonlarin %40 kadarin olusturmaktadir (Tablo 2. 7).

Tablo 2.7. FAH geninde sik goriilen haplotiplerin baz1 Avrupa iilkelerindeki sikligi

HAPLOTIPLER

ULKE H1 H2 H3 H4 HS Hé
Kuzey Avrupa

Danimarka % 18 % 20 % 38 % 13 % 0 % 6
Norveg % 21 % 11 % 17 % 9 % 6 % 0
Bati1 Avrupa

Iskocya % 30 % 9 % 18 % 6 % 3 % 0
Isvicre % 50 % 11 % 5 % 18 % 0 % 5
Dogu Avrupa

Cekoslovakya % 0 % 68 % 0 % 23 % 0 % 0
Polonya % 9 % 57 % 2 % 11 % 2 % 5
Giiney Avrupa

Italya % 40 % 6 % 3 % 9 % 4 % 20
Tiirkiye % 25 % 1 % 1 % 17 % 4 % 40
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Son yillarda FAH enziminin eksik olmadigi, fakat bunun yerine dihidropterin rediiktaz
ve dihidropterin sentetaz adh iki enzimden birinde eksilme goriildiigii iki yeni FKU
varyant1 daha bulunmustur. Bu iki enzim FAH enziminin kofaktérii olan
tetrahidrobiyopterin senteziyle iligkilidir. Bu iki hastalik da klasik FKU’den daha ciddi

hastaliklardir, zira iy1 bir diyetle bile elde edilen sonuglar pek basarili olmamaktadir.

Tiirkiye’deki FKU mutasyonlarmin biiyiik cogunlugu (%40) haplotip 6 ile iliskilidir ve
bu haplotip Kuzey Avrupa iilkelerinde ¢ok seyrek rastlanan bir haplotiptir (tablo 2.7).
Ayrica RFLP ile yapilan ¢alismalar FAH geninin biiyiik boliimiiniin 1-4 haplotipleriyle
iligkili oldugunu da gostermistir (31).

FAH geninde 420’den fazla mutasyon tanimlanmistir (En azindan 385’1 patojenik ve
27’si patojenik olmayan)(2). Gen dizisinde kiiclik degisimlere neden olan 31 farkh
polimorfizm tanimlanmistir. Biitiin bu polimorfizmlerin, protein {iriinii iizerindeki
etkilerinin notral oldugu tahmin edilmektedir (32). FAH geninde meydana gelen
mutasyonlar; yanlis anlamli, splice-site ve anlamsiz mutasyonlar ile kii¢iik delesyonlar

ve insersiyonlardir (Tablo 2. 8) (33).

Tablo 2.8. FAH geninde meydana gelen mutasyonlarin siniflandirilmasi

Mutasyon goriilme yiizdesi | Genetik mekanizma
% 62 Yanlis anlamli (missense)
% 13 Delesyon (ozellikle kiiciik delesyonlar)
% 11 Splice
% 6 Sessiz (silent)
% 5 Anlamsiz (nonsense)
% 2 Insersiyon

Cok sayidaki mutasyonlar yiiziinden hastalarin cogu bilesik heterozigottur. Bu en
azindan kismi olarak bu hastalikta incelenen 6nemli fenotipik cesitliligi aciklar. Her bir
hastadaki FAH mutasyonlarinin belirlenmesi hastaligin siddetini onceden bildirmeye
yardimci olabilir (34-36). Mutasyona bagli olarak bazi hastalar ¢ok etkili bir sekilde
FAH kofaktorii olan BH4 ile muamele edilir (37-40).
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FAH eksikligi cevrenin (fenilalaninin diyetle alimi) ve genotipin (FAH genindeki
mutasyon) etkili oldugu multifaktoriyel bir hastaliktir (41). Ciinkii her bir bireyin kisisel
bir genomu vardir, benzer mutant FAH genotiplerinin benzer FKU fenotipleri yoktur.

FAH genotipi fenotipin saglam bir gostergesi olmayabilir (33).

FAH mutasyonlarma ek olarak, modifiye edici genler ve diger faktorler muhtemelen
hastalik ekspresyonunun degiskenliginden sorumludur (1, 2, 6). Bu mutasyonlarin
siklig1 ve dagilimi farkli populasyonlarda analiz edilmistir ve belirli etnik ve demografik
gruplar haricinde genel populasyonda baskin ya da yaygm FKU iliskili mutasyonlar
yoktur (7, 42, 43).

FAH geninde meydana gelen bazi mutasyonlar Tablo 2. 9°da gosterilmistir (18).
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Tablo 2.9. FAH geninde meydana gelen bazi mutasyonlar

Lokalizasyon Mutasyon

Ekzon 1 47-48delCT

Intron 1 IVS+5G—=C

Ekzon2 F39del, F39L, G46S, L48S, 165delT

Intron 2 IVS2+5G—C, [IVS2 13T—-G;c.969A—G]

Ekzon 3 165T, R68S, D84Y, S87R, 194del, 1945, A104D

Ekzon 4 D145V

Ekzon 5 G148S, R158W, R158Q, Y166X

Intron 5 IVS5+1G—A

Ekzon 6 1174, R176X,V177L, 558delA, W187X

Ekzon 6 V190A, L194P, Y204X, P211T, 663-64del AG
P225R, V2301, S231P

Ekzon 7 G239V, R241C, R241H, R243X, R243Q, V245A,
A246V, R252G, R252W, R252Q, R261X, R261Q
R261P, I269N, G272X, 822-32del , E280K, P281L

Intron 7 IVS7+1G—A, IVS7+5G—A

Ekzon 8 H285Y, S295X, R297H ,F299C, A300S

Intron 8 IVS8+1G—A, IVS8-7A—G

Ekzon 9 929-39del, L311P

Ekzon 10 F327L, 1024delG, G344S , G346R, L348V, S349P
1055delG, G352R ,Q355X

Intron 10 IVS10+3A—C, IVS10-11G—A, IVS10-3C—>T
IVS10-1G—A

Ekzon 11 T380M, Y386C, E390G, A395P, A395G,
1194A—>G

Ekzon 12 A403V, R408W, R408Q, Y414C, D415N,
IVS12+1G—>A

Ekzon 13 1355756insA

Intron 8-11 Biiyiik delesyonlar
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2.11. TEDAVI
2.11.1. Klasik FKU icin Tedavi

Fenilalanin diyetinin kisitlanmasi: Genel olarak HFA’lar i¢in tedavinin hedefi
kandaki fenilalanin ve tirozin konsantrasyonunun normallestirilmesidir ve bdylece
kognitif bozukluklar 6nlenir (44). 120-360 umol/L (2-6 mg/dL) ya da 60-240 umol/L
(1-4 mg/dL) fenilalanin konsantrasyonlar1 genel olarak giivenli kabul edilir (44, 45).
Fenilalaninin diyetle alimimin kisitlanmasi dogumdan hemen sonra baslamalidir ve en
azindan ergenlik donemine kadar devam edilmelidir, belki de hayat boyu olmalidir
(46). Su aciktir ki, diyet 6zellikle ¢cocukluk cagi boyunca siki takip edilmezse ve plazma
fenilalanin konsantrasyonunun siklikla onerilen konsantrasyonun iizerine ¢ikmasina izin
verilirse bazi zararlar kacinilmazdir. Kisitli fenilalanin diyeti bireysel fenilalanin
toleransina uyarlanir ve yasa uygun protein ve enerji icerir. Diyet dikkatlice izlenmeli,
boylece biiyiime ve beslenme durumlari etkilenmemelidir ve fenilalanin ya da tirozin
eksikligi ortaya ¢ikarilmamalidir. Diyet, biiyiime, hastalik, aktivite gibi durumlara gore

ayarlanmalidir. Yeterli kalsiyum ve D vitamini alim1 da 6nemlidir.

Bebeklik Doneminde Tedavi: Dogumdan hemen sonra bir fenilalaninden kisith diyete
ve fenilalanin icermeyen formiile baslanmalidir. Fenilalanin icermeyen formiil ile
birlikte emzirmeye devam edilmelidir. Tirozin ve toplam amino asitlerin alimi takip
edilmelidir. 2 yasin altindaki cocuklar en azindan giinde 25 mg kg/tirozin iceren 3 g/kg
toplam amino asit alimina devam etmelidir. Kan amino asit konsantrasyonundaki inis
cikiglar1 en aza diisiirmek i¢in fenilalanin icermeyen formiil tiiketimi giiniin 24 saatine
yayllmalidir (47). Beyin gelisimi i¢in de =zararh olan diisik kan fenilalanin
konsantrasyonunun uzun siire devam etmesinden kacinmak icin 6nlemler alinmalidir.
Kan fenilalanin konsantrasyonunu kontrol amaciyla haftalik ya da iki haftada bir

takipler yapilmalidir (44).

Cocukluk Doneminde Tedavi: 2 yasin {izerindeki ¢ocuklar giinde toplam 25 mg
tirozin/kg iceren 2 g/kg amino asit tiiketmelidirler. 7 yasina kadar iki haftada bir takip

edilmeli ve 7 yasindan sonra aylik kontrol yapilmalidir.

Ergenlik ve Yetiskinlikte Tedavi: Ergenler ve yetiskinlerdeki tedavi tavsiyeleri
cesitlidir (48). Genel olarak yasam icin diyet tedavisine destek artar (49). Bazi

caligmalar ergenlikteki siki diyete ara verilmesinin, plazma fenilalanin konsantrasyonu
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1200 pmol/L’nin altinda kaldiginda yonetici olmayan fonksiyonlar: etkilemedigini
belirtilmektedir (50). Bir baska calisma gosteriyor ki, eger 12 yasindan sonra diyete ara
verilirse IQ sabit kalir fakat diger fonksiyonlar geriler. Fenilalaninden kisith diyeti
birakan yetiskinlerde dikkat siiresinde azalma ve bilgi isleme yeteneginde yavaslik
gozlenir. Ayn1 zamanda beyin elektriksel aktivitesinde hasar, kas tonusunda artma,

kemik mineral iceriginde azalma ve mental problemler ortaya ¢ikar.
2.11.2. FKU Olmayan HFA icin Tedavi

Plazma fenilalanin konsantrasyonu 600 umol/L (10 mg/dL) nin altinda olan FKU
olmayan HFA’l1 bireyler zihinsel, norolojik ve norofizyolojik zarar acisindan FAH
eksikligi olmayan bireylerden daha yiiksek risk tasimazlar. Bazi uzmanlar tedavi
olmamanin mantikliligini tartisirken, digerleri bu siniftaki bireyler i¢in diyet tedavisinin
gereksiz olduguna inamiyor (51, 52, 7). Bu gruptaki kizlarm, ¢ocuk dogurma c¢agina
geldiklerinde, yiikselen maternal plazma fenilalanin konsantrasyonunun teratojenik

etkileri icin onlem almalar1 gerekir (51).

FAH Eksikligi Olan Hamile Kadin: Cocuklugunda ve ergenlik doneminde tedavi
goren FAH eksikligi olan hamile kadinlar normal fiziksel ve zihinsel gelisime
sahiptirler. Eger kadinin plazma fenilalanin konsantrasyonu yiiksekse fenilalanin bir
teratojen oldugu icin onun rahim ic¢i cevresi gelisen fetus i¢cin diisman olacaktir (53).
FAH eksikligi olan kadinlarin plansiz gebelikten korunmalar1 i¢in giivenilir dogum

kontrol metodlar1 kullanmalar1 6nerilmektedir.

FAH eksikligi olan, diyet yapmayan ve hamileligi planlayan kadinlarin gebe kalmadan
once bir fenilalaninden kisith diyete baslamalilar ve plazma fenilalanin
konsantrasyonlar1 birka¢ ay boyunca 120 ve 360 umol/L arasinda kalmalidir (54). Gebe
kaldiktan sonra devamli olarak diyetisyen kontroliinde olmali ve haftada ya da iki
haftada bir plazma fenilalanin konsantrasyonunu olctiirmeliler. Ciinkii diyetle alinan
fenilalanin ve protein gereksinimleri hamilelik boyunca ¢ok degisir. Fetal biiyiimeye en

uygun sartlar1 saglamak icin normal kilo artisina ulagsmaya c¢aligmalilar (55, 56).

Fetusun yiliksek maternal plazma fenilalanin konsantrasyonuna maruz kalmasindan
kaynaklanan anormallikler maternal HFA/FKU’nin sonucudur (57). Maternal HFA’nin
siddetine ve annenin diyetinin etkisiz kalmasina baglh olarak fetusta dogumsal kalp

hastalig1, intrauterin ve postnatal biiyiime geriligi, mikrosefali ve zeka geriligi olur.



18

Bununla birlikte bazi calismalar gosteriyor ki tedavi gormezken plazma fenilalanin
konsantrasyonu 400 pumol/L. (7 mg/dL)’den diisiik olan FKU olmayan HFA olan
kadinlar normal goriinimde ¢ocuk sahibi olabilirler (58, 59). Maternal plazma
fenilalanin konsantrasyonu 120-360 pumol/L (2-6 mg/dL) iken bebeklerin % 6’s1
mikrosefali ile dogar ve % 4’iinde postnatal biiyiime geriligi oluyor (60). Eger maternal
plazma fenilalanin konsantrasyonu 900 pmol/L. (15 mg/dL)’den yiiksek olursa risk
mikrosefali icin % 85, postnatal biiyiime geriligi icin % 51 ve intrauterin biiyiime
geriligi icin % 26 olur (60). Bu anormallikler i¢in risk hem doza hem de zamana
baghdir (60, 61). Boylece anormallik riskini azaltmak i¢in hamileleik boyunca en uygun
plazma fenilalanin konsantrasyonu saglanmalidir (62). Caligmalar bu durumu

desteklemektedir.
2.12. FKU HASTALARININ YiYEBILECEGIi BESINLER

FKU hastalarinin diyet tedavisinde kullanilan besinler asagidaki tabloda gosterilmistir
(3).

Tablo 2.10. FKU’li hastalarin diyet tedavisinde kullanilan ve fenilalanin icerikleri ihmal edilebilir sebze
ve meyvalar

Sebzeler

Enginar Yesil fasulye Lahana
Havug Karnibahar Kereviz
Salatalik Marul Sogan
Maydanoz Biber Bal kabag1
Domates Salgam

Meyvalar

Elma Taze seftali Taze incir
Uziim Kivi Kavun,karpuz
Portakal Armut Nar

Ayva Cilek

Fenilalanin ve aspartik asidin metil esterini iceren bir dipeptid tiirevi olan yapay

tatlandirict ‘aspartam’dan kaginilmalidir (3).
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2.12.1. Fenilketoniiri’li cocuk anne siitii almaya devam edebilir mi?

FKU’li ¢ocuklarin tedavilerinin yapildig1 bircok merkezde tibbi besinlerin yani sira
Olciilii miktarlarda normal cocuk mamalarinin kullanilmasi tercih edilmektedir. Ancak
normal ¢ocuk mamasi yerine anne siitilyle de devam edilebilir ve bdyle bir tedavi
yaklasimina ebeveynler tarafindan uyum olasiligi daha yiiksektir. Baslangicta kan
fenilalanin diizeyleri de dikkate almarak ve sik araliklarla kan fenilalanin diizeyleri
Olciilerek ogiinlerin birkacinda emzirme Oncesi tibbi besin verilir ve arkasindan anne

stitiiyle bebek istedikce beslemeye devam edilir (3).

2.13. FKU HASTALARINDA MUTASYON TESPIiTi iCiIN KULLANILAN
MOLEKULER YONTEMLER

2.13.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonlar1 (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ilgilenilen bir dizinin sinirsiz  miktarda
olusturulmasiyla klonlama i¢in bir alternatiftir. PCR, se¢ici olarak birkac saat icerisinde
tek bir DNA veya RNA molekiiliinii birka¢ milyon katina ¢ogaltilabilir. Bu, genetik
hastaligin hem molekiiler taramasinda hem de molekiiler analizinde devrim olmustur.
PCR, iki oligoniikleotid ‘primer’ arasinda bulunan bir DNA (hedef) parcasinin
enzimatik ¢ogaltilmasidir. Bu primerler 6yle diizenlenmistir ki biri hedef dizinin bir
tarafindaki DNA molekiiliiniin bir zincirine karsit, diger primer de hedef dizinin zit
tarafindaki DNA molekiiliiniin diger zincirine karsittir. Ciinkii, her primerin 3’ ucu
cogalacak olacak hedef diziyi isaret eder ve hedef diziyi ¢evreler. Primerler, aralarinda
kalan diziyi DNA polimeraz ile sentez edilmesiyle uzatir. Primerler oyle bir sekilde
diizenlenirler ki ; DNA’nin her iki yeni zinciri tamamlayict olarak ve etkili sekilde
ikinci bir hedef dizi kopyasini1 olusturur. Is1 ayrilmasi, primerlerin hibridizasyonu ve
enzimatik DNA sentezinin tekrarlanan dongiileri, hedeflenen DNA dizisinin {iissel

artiglar1 (amplifikasyonu) ile sonuglanir.

Ozel olarak tasarlanmis PCR makinalarmin kullanimi ile ¢ogalma islemi, yalnizca
birka¢c dakika stirmektedir. Yalnizca birka¢ saat icinde baslangictaki dizinin birkag
milyon kopyasi elde edilebilir. Ozgiil dizilerin hizl1 ¢ogaltilmasi, mutasyon analizi i¢in

DNA orneklerindeki 6zel genlerin klonlanmasini kolaylastirmak amaciyla kullanilabilir.
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PCR, DNA ve RNA oOrneklerinin analizi i¢in, arastirma laboratuvarlarinda, klinik
molekiiler tan1 laboratuvarlarinda, adli tip ve kriminoloji laboratuvarlarinda ¢ok hizli bir
sekilde kullanilan standart bir metod haline gelmistir. PCR, diger niikleik asit analiz
metotlarindan daha hizli, daha az masrafli, daha duyarli ve daha az hasta materyali

gerektiren bir metottur (63).
2.13.2. Restriksiyon Enzimleri

Molekiiler klonlamanin gelismesindeki anahtar ilerlemelerden birisi, 1970’lerin
baslarinda bakteriyel restriksiyon endoniikleazlarin kesfedilmesidir (63). Bu enzimler
biitiin bakterilerde bulunur. Bunlarin viral enfeksiyonlar1 6énleme kabiliyeti vardir ve
dolayisiyla yabanci DNA girigine kars1 ilgili DNA kesimlerinde metilasyon yapmak
suretiyle bir savunma mekanizmasi olarak islev yaparlar. Bu enzimlerin her biri ilk kez

izole edildikleri bakterinin adini alirlar (31).

Restriksiyon endoniikleazlar, DNA’daki 6zel cift iplikli dizileri tanirlar ve DNA’y1
tanima bolgesinden veya ona yakin yerlerden keserler. Ornegin; bir restriksiyon enzimi
olan EcoRlI, cift iplikli bir DNA molekiiliinii neresinden olursa olsun alt1 baz ciftlik 6zel
bir diziyi 5’-GAATTC-3’ tanir. Bu enzim, DNA’y1 her zincirde G ve ona bitisik olan A
arasinda bir centik acarak bolmektedir. Boylece u¢ noktalarinda her biri dort bazlik tek
zincirli iki DNA segmenti olusur. Bu tiir yapiskan uclar, rekombinant DNA
molekiillerinin olusumundaki baglanma reaksiyonlar1 i¢in yararli olmaktadir. Diger
restriksiyon enzimler, her enzim igin 6zgiil olan farkli niikleotid dizilerini tanirlar.
Giiniimiizde binden fazla enzim bilinmektedir ve en yaygin kullanilanlardan bazilar1

tablo 2.11°de listelenmistir (63).
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Tablo 2.11. Restriksiyon enzim ornekleri ve tanidiklar diziler

Restriksiyon Enzimler Kaynak Tamma dizileri*
BamHI Bacillus amyloliquefaciens H | 5’-G"GATC C-3’
EcoRI Escherichia coli RY 13 3’-C CTAG"G-5’
Haelll Haemopbilus aegyptius GMNAATT C
Hindlll Haemopbilus influenzae Rd CTTAANG
Notl Nocardia otitidis-cavarium GG"CC
Sau3A Stapbylococcus aureus 3A CC GG
Sstll Streptomyces stanford ANAGCTMA
T TCGANA
GCr"GGCC GC
CG CCGG GG
AGATC
CTAG
CC GC GG
GG CG CC

*Ttim tamima dizileri Bam HI'de goriildiigii gibi 5'—3’ yoniinde verilmistir. Her bir zincirdeki kesim
bolgeleri kiiciik ok isareti ile gosterilmistir.

Restriksiyon enzimlerin ¢ogu 4 veya 6 baz ciftinden olusan tanima bolgelerine sahiptir
(Cok az bir kismi daha uzun tanima bdlgelerine sahiptir). Genellikle bu diziler
palindromlardir. Bu tanima bolgesindeki bazlarin dizisi, her iki DNA zincirinde de ayni1

yonde 5'—3’ yoniinde okunurlar (63).
2.13.3. Restriksiyon Fragmentinin Uzunluk Polimorfizmleri (RFLP)

Restriksiyon enzimleri, DNA’daki dizileri 6zgiil olarak tanir ve sonu¢ olarak genomik
DNA'’da dizi degisiklikleri belirli kesim bolgeleri olusturur veya onlar1 yok eder (63).
DNA sarmali 6zgiil restriksiyon enzimi ile kesildigi zaman farkli uzunluklarda parcalar
olusur ve jel elektroforezinde gozlenir. Bu parcalar RFLP olarak adlandirilir. RFLP’ler
bir¢cok hastalikta kalitsal belirleyici olarak kullanilirlar. Yine eger belirlenemeyen bir
protine iliskin genin kalitimi incelenmek isteniyor ve gene bagli olan RFLF’ler
bulunuyorsa, ailede bir genin kalittmin belirlemek i¢in bu belirleyicilerden yararlanilir

(64).
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2.13.4. Degisken Sayidaki Ardisik Tekrarlar (VNTR)

Minisatellit olarak da adlandirilir. VNTR bir dizi ardisik tekrarlayan dizilerden olusur.
Tekrarlarin boyutu onlarca baz ¢ifti uzunlugunda olabilir ve belirli bir allelde onlarca ya
da binlerce ardisik kopyalar vardir. Su ana kadar insan genomunda yaklasik 100 VNTR

bolgesi biliniyor.

Bireylerde ardisik tekrar sayilari biiyiik degiskenlik gosterebilir. Tekrarlayan birim 2, 3
ya da 4 baz cifti ise STR (short tandem repeat) ya da mikrosatellit olarak adlandirilir.
Daha uzunsa VNTR ya da minisatellit olarak adlandirilir. VNTR ilk defa 1985 yilinda
A. J. Jeffereys tarafindan kesfedilmistir (65).



3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. GERECLER

Calismada kullanilan demirbag ve sarf malzemelerin listesi ekl ve ek2’de verilmistir.
3.2. YONTEMLER

3.2.1. Orneklerin Ahnmasi

Calismamizda Cocuk Saghigi ve Hastaliklar1 boliimiinden FAH enzim eksikligi tanisi ile
takip edilen hastalardan ve onlarin anne-baba varsa kardeslerinden kan Ornekleri
almarak DNA izolasyonu yapilmistir. EDTA’li 2 ml kan DNA izolasyonu icin

kullanilmustir.
3.2.2. DNA izolasyonu
3.2.2.1. Periferal Kandan DNA Izolasyonu

1. EDTA’l1 2 ml kan alnarak falkon tiipiine aktarildi. Kan iizerine 3:1 hacimde +4
°C’de saklanan Red Cell Lizis soliisyonu eklendi. Ara sira alt iist edilerek 20 dakika

oda 1s1sinda bekletildi. Bu asamada kirmizi kan hiicreleri (eritrositler) pargcalanmis

oldu.

2. Sonra tiipler 2500 rpm’de 12 dakika santrifiij edildi. Boylece kirmizi kan
hiicrelerinin siipernatandan atilmasi saglandi. Dip kisimda kalan c¢ekirdekli kan

hiicrelerinden DNA izole edildi.
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Dipteki pellet iyice vortekslendi. Uzerine ilk asamadaki kan miktar1 kadar yani 1 ml
oda 1sisindaki Cell Lizis soliisyonu eklendi. Tekrar vortekslenip homojenize olana

kadar 37 °C’de etiivde inkiibe edildi. Homojenizasyon yaklasik 2 giin siirdii.

Inkiibasyon sonrasi homojenize olan ¢ozelti yeniden vortekslendi. Uzerine 1:3
hacim protein presipitasyon c¢ozeltisi (amonyum asetat) ilave edilip tekrar

vortekslendi.
Bu ¢o6zelti 3500 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi.

Siipernatan kismi temiz bir tiipteki 1 hacim izopropanol iizerine alindi. Alt iist

edildi. DNA bu asamada gozle goriilebilir hale gelir.
DNA’nim dipte ¢okelmesi icin 4000 rpm’de 8 dakika santrifiij edildi.

Siipernatan atilip, DNA 1 ml %70’lik etanol ile yikand1 ve yeniden 4000 rpm’de 8
dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonras1 siipernatan atildi. Dipte ¢oken DNA oda 1sisinda falkon tiipiiniin

kapagi kapatilmadan kurumaya birakild:.

Kurutulan DNA {izerine ¢oziilmesi icin 200 ul distile su veya TE tamponu eklenerek

ependorf tiipiine alind.

3.2.3. Molekiiler Calisma Basamaklar

3.2.3.1. PCR

DNA’nimn Polimeraz Zincir Reaksiyonlar1 (PCR)’nda cogaltilmas1 i¢in asagida verilen

PCR karisimlar1 hazirlandi. VNTR polimorfizmi ve R261Q mutasyon analizi i¢in ayr1

olmak iizere bir karisim hazirlandi. Bu karisimlarda degisen sadece primer ciftleridir.

Diger parametreler degismemektedir.

10 X PCR tamponu Sul
dNTP 4 ul
MgClh 4 ul
Primer-1 3ul
Primer-2 3ul
Taq DNA polimeraz 0.5 ul

DNA 8 ul
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Eklendi ve distile su ile toplam hacim 50 pl’ye tamamlandi.

Bu PCR tiipii icerisindeki karisim asagidaki programlarda belirtildigi gibi PCR’da

amplifikasyon islemine tabii tutuldu. Boylece istenilen gen bolgesi cogaltildi.
. R261Q icin PCR Programu

94 °C’de 5 dk. denatiire edildi.

94 °C 30 sn.

56 °C 1 dk. 35 dongii
72 °C 1 dk

72 °C 10dk Uzama

. VNTR Polimorfizmi icin PCR Programi

94 °C 5dk. Denatiirasyon periyodu
94 °C 30 sn.

55°C 1 dk. 35 dongii
72 °C 1 dk

72 °C 10dk  Uzama

Tablo. 3.1. VNTR polimorfizmi ve R261Q mutasyonu i¢in kullanilan primer dizileri

R261Q - R: 5 CTC ACG GTT GGG TAT AC 3’

R261Q - F : 5 TCA TCC CAG CTT GCACTGGT 3’

VNTR -R: 5 GGA AAC TTA AGA ATCCCATC 3

VNTR - F:5° GCT TGA AACTTG AAA GTT GC 3’
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3.2.3.2. PCR Uriinlerinin Elektroforezi

PCR isleminin ardindan hedef DNA bolgesinin amplifikasyonunun dogru gerceklesip

gerceklesmediginin kontrol edilmesi i¢in PCR iiriinleri % 3’liikk agaroz jelde kosturuldu.
3.2.3.3. R261Q icin RFLP
Enzim Muamelesi;

R261Q i¢in PCR iiriinii Hinf I restriksiyon enzimi ile muamele edildi. Bunun ic¢in

karisim asagidaki sekilde hazirlanda.

Enzim buffer 2.5 ul

Hinf I enzimi 0.5 ul

PCR iiriinii 15 ul

Distile su ile 25 ul’ye tamamlandi. 37 °C ‘de bir gece inkiibe edildi.
Elektroforez islemi;

Enzimle muamele edilmis PCR {iriinleri % 4’liik agaroz jelde kosturuldu. Mutant tip

(R261Q) 254 bp’de tek bant gosterir.

3.2.4. Calisma Siiresinde Kullamilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi
3.2.4.1. Red Cell Lizis Soliisyonu

e |55 mM Amonyum Kloriir

e 10 mM Potasyum Hidrojen Karbonat

e 1 mMEDTA

3.2.4.2. Cell Lizis Soliisyonu

e 25mMEDTA

* % 2 ‘lik SDS

3.2.4.3. Protein Presipitasyon Soliisyonu

¢ 10 mM Amonyum Asetat
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3.2.4.4. % 70’lik Etanol

e 70 ml saf Etanol

¢ 30 ml Distile su

3.2.4.5. TE Tamponu

e 10 mM Tris/HC] pH:8.0

e 1 mMEDTA

3.2.4.6. 10 X TBE Tamponu

e 108 gr Tris

e 55 gr Borik asit

e 7.31 gr EDTA tartilarak distile su ile 1 It’ye tamamlanur.
3.2.4.7. %1’lik Etidyum Bromiir

0.2 gr etidyum bromiir hassas terazide tartilip 20 ml’ye distile su ile tamamlanir.
3.2.4.8. % 3’liik Agaroz Jel Hazirlanmasi

3 gr agaroz hassas terazide tartilarak 1 X TBE tamponu ile 100 ml’ye tamamlandi,
kaynatilarak erimesi saglandi. Jel kalibina dokmeden once yaklasik 65 °C ‘ye kadar
sogutulup icine 5 pl etidyum bromiir eklendi, karistirild1 ve jel kalibina dokiildii. Daha

sonra kuyucuklari olugmasi i¢in 6zel bir tarak takilarak donmaya birakildi.
3.2.4.9. % 4’liik Agaroz Jel Hazirlanmasi

4 gr agaroz hassas terazide tartilarak 1X TBE tamponu ile 100 ml’ye tamamlandi. %

3’liikk agaroz jelin hazirlanmasindaki yol izlendi.
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Cukurova bolgesinde yapilan ¢alismada IVS10-11G— A mutasyonunun goriilme sikligi
% 59 olarak bulunmustur. Bu bolgede goriilen ikinci en yaygin mutasyon olan R261Q

mutasyonunun goriilme siklig1 ise % 15.2 olarak bulunmustur (69).

Brezilya’da yapilan bagka bir calismada Minas Gerais’te R261Q mutasyonunun
goriilme sikligmin %16 , IVS10-11G— A mutasyonunun goriilme sikliginin ise % 13.4

oldugu ileri siiriilmektedir (1).

Ayrica IVS10-11G—A mutasyonu % 30.8 siklikla Misir’da en yaygin goriilen FKU
mutasyonudur. R261Q ise % 11.5 siklikta goriiliir (27).

Yapilan calismalar gosteriyor ki Tiirkiye’de en yaygin goriilen FKU mutasyonu IVS10-
11G—A’dir. R261Q mutasyonu ise % 7 siklikla bu mutasyonu takip eder. Yaptigimiz
caligmada R261Q mutasyonu ile birlikte IVS10-11G—A mutasyonunu da ¢alisacaktik.
Ancak primerlerde olan hata sonucu bu mutasyonu ¢alisamadik. Bu yiizden Tiirklerde
daha az siklikla goriilen R261Q mutasyonunu calistik. Hasta bulmada cektigimiz
giicliiklerden dolay1r bu mutasyonu yalnizca 11 hastada ¢alisabildik. Hasta sayisinin az
olmasi1 ve Tiirklerde R261Q mutasyonunun goriilme sikliginin diisiik olmasindan dolay1
bu mutasyona rastlama sansimiz oldukga diisiik. IVS10-11G—A mutasyonunu ¢alismis

olsaydik hastalarda bu mutasyonu bulma ihtimalimiz daha yiiksek olacakti.



4. BULGULAR

Bu calisma icin FKU tanis1 konmus 11 hastadan ve bu hastalarin anne, baba, varsa
kardeslerinden kan 6rnekleri alinarak DNA elde edildi. Hasta ¢ocuklarin 6’s1 erkek 6’s1
kiz ¢ocugudur. Kiz cocuklar1 2-14 yas araligindadir. Erkek cocuklar1 ise 5-13 yas

araligindadir.
4.1. PCR BULGULARI

Hasta ve ailelerinden elde edilen DNA’lar PCR’da cogaltildiktan sonra % 3’liik agaroz
jelde kosturularak degerlendirildi.

4.1.1. VNTR Analizi icin PCR Bulgulan

11 aileden 4 tanesinin VNTR sonucu informatif, 7 tanesinin VNTR sonucu ise
noninformatif bulunmustur (tablo 4.1). 1. aile icin FAH-VNTR polimorfizm PCR
uygulamasi sonucunda elde edilen iiriin % 3’liik agaroz jelde yiiriitiilmiis ve resim

4.1°deki veriler elde edilmistir.
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Tablo 4.1. FKU’li hasta cocuga sahip ailelerde VNTR polimorfizmi tasiyici tespiti bulgulart

Kardes (VNTR Polirgglr:iznﬁne gore)
Aile No | Baba | Anne | Hasta Cocuk
Sayis1 | Tasiyica | Saglam | informatif | Noninformatif
1 1 1 1 1 +
2 1 1 1 1 +
3 1 1 3 +
4 1 1 2 +
5 1 1 1 1 +
6 1 1 1 +
7 1 1 1 +
8 1 1 1 +
9 1 1 1 1 +
10 1 1 1 2 +
11 1 1 1 5 +

Resim 4.1. Informatif olarak bulunan 1. ailenin
VNTR iiriiniiniin % 3’likk agaroz jel gortintiisii.
(1: Marker, 2: Hasta (600 bg), 3: Anne (600-400
be), 4: Baba (600-400 bg), 5: Kardes (600 bg))




4.1.2.RFLP icin PCR Bulgulan

R261Q Mutasyonu: Elde edilen PCR iiriiniiniin boyutu 278 b¢ uzunlugundadir. Bu
goriintilyii elde ettikten sonra PCR iiriinleri HinfI restriksiyon endoniikleaz ile muamele
edildi. R261Q mutasyonu i¢in % 4’liik agaroz jelde kosturuldu. Normal allel iiriinleri
131 ve 123 b¢ uzunlugundadir. Mutant allelin 254 b¢ uzunlugunda olmasi gerekiyordu
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ancak biz hi¢ mutant allele rastlamadik (tablo 4.2).

Tablo 4.2. FKU’li hasta cocuga sahip ailelerde R261Q mutasyonu icin yapilan RFLP bulgular

Hasta Anne Baba | Kardes 1 | Kardes 2 | Kardes 3 | Kardes 4 | Kardes 5
131 bg 131 bg 131 bg 131 be
1.Aile
(Normal) | (Normal) | (Normal) | (Normal)
131 b 131 b 131 b 131 by
2. Aile ¢ ¢ ¢ ¢
(Normal) | (Normal) | (Normal) | (Normal)
131 be 131 bg 131 be 131 bg 131 bg
3. Aile
(Normal) | (Normal) (Normal) | (Normal) | (Normal)
123 b 123 b 123 b
4. Aile ¢ ¢ ¢
(Normal) | (Normal) | (Normal)
131 b 131 b 131 b 131 by
5. Aile ¢ ¢ ¢ ¢
(Normal) | (Normal) | (Normal) | (Normal)
131 b 131 b 131 b
6. Aile ¢ ¢ ¢
(Normal) | (Normal) | (Normal)
123 b 123 b 123 b
7. Aile ¢ ¢ ¢
(Normal) | (Normal) | (Normal)
131 b 131 b 131 b
8. Aile ¢ ¢ ¢
(Normal) | (Normal) | (Normal)
123 b 123 b 123 b 123 b
9. Aile ¢ ¢ ¢ ¢
(Normal) | (Normal) | (Normal) | (Normal)
123 be 123 be 123 bg 123 be 123 be
10. Aile
(Normal) | (Normal) | (Normal) | (Normal) | (Normal)
LAl 123 be 123 be 123 be 123 be 123 be 123 be 123 be 123 be
. Aile
(Normal) | (Normal) | (Normal) | (Normal) | (Normal) | (Normal) | (Normal) | (Normal)




5. TARTISMA VE SONUC

Kalitsal metabolik hastahiklar grubuna giren FKU, hepatik FAH enziminin
eksikliginden kaynaklanan otozomal resesif bir hastaliktir. FAH enziminin eksikligi
sonucunda tirozine doniisemeyen fenilalanin ve onun metabolitleri (fenil piriivik asit,
fenil laktik asit, fenil asetik asit) hastanin kan, idrar ve diger viicut sivilarinda birikerek
mental-motor gerilige neden olmaktadir. FKU hastalar1 hayatlarmin erken donemlerinde
teshis edildikleri taktirde, fenilalaninden kisithi bir diyet uygulamasi ile olusabilecek

beyin hasar1 onlenebilmektedir (7).

Bu calisma, FKU tamis1 konmus hastalarda RFLP molekiiler yontemini kullanarak
R261Q mutasyonunu tasiylp tasimadiklarinin tespitini ve yine bu hastalarin
kardeslerinin VNTR molekiiler yontemini kullanarak tasiyict olup olmadiklarinin

tespitini icermektedir.

FAH geninin klonlanmasi ile genin yapisi iyice anlasilmig, genin i¢inde veya yakininda
tanimlanan polimorfik bolge kesimleri ile bir¢ok haplotipin meydana geldigi ortaya
konmustur (66). R261Q mutasyonu i¢in biz Hinf I restriksiyon enzimini kullandik.
Bir¢cok durumda, bu RFLP’lerden sorumlu niikleotid degisimlerinin fenotipik bir etkisi
bulunmamaktadir. Ama bazi hallerde polimorfik kesim bdolgeleri genin kodlanan
kisminda yer almaktadir. Bu bolgelerdeki mutasyonlar sabit veya polimorfik parcalarin
uzunluklarini degistirmektedir. Bu polimorfik bolgelerin fiziksel harita uzunluklar1 ve

standardize baglant1 esitsizlikleri arasindaki kaba iliski insan FAH geninde
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rekombinasyon icin herhangi bir hot-spot tanimlanamamistir. FAH geni iizerindeki
mutasyonlar ile bu RFLP’ler arasinda sik1 baglant1 vardir. Bu nedenle FKU allellerinde
RFLP’ler normal veya mutant kromozomlarin gegislerinin takibinde, dogum Oncesi
tanida ve tasiyici tanisinda kullanilabilirler. Bircok farkli populasyonda normal veya
mutant kromozomla lizerinde bu polimorfizmlerin frekanslar1 tespit edilmistir. Genel
Avrupa populasyonlarinda, tiim FKU allellerinin % 86’smin bir veya daha fazla bolge
acisindan heterozigot oldugu gosterilmistir. Buna karsilik dogu iilkeleri i¢inde bu
frekanslar % 32 olarak bildirilmistir. Dolayisiyla RFLP’ler Asya populasyonlarinda

tasiyici tanisi ve prenatal tani i¢in daha az yararhdir.

Kalitsal hastaliklarin tan1 ve tasiyici tespiti icin kullanilan en etkin yontemlerden biri de
hastaliga neden olan mutasyonun direkt tespitine dayali tam1 yontemidir. Eger ailede
hastaliga neden olan mutasyon biliniyorsa hastaligin tanis1 bu tip durumlarda oldukca
kolay ve % 100’liikk bir kesinlikle yapilabilmektedir. Hastalia neden olan nokta
mutasyonu bir restriksiyon enziminin kesim bolgesini degistiriyorsa bu durumda enzim
kesim bolgesini iceren gen bolgesi PCR ile cogaltilarak uygun bir restriksiyon enzimi
ile kesilerek elektroforez islemi sonunda jelde incelenmektedir. Oysa, FAH enzimi
yetersizligi gosteren hastalarda genis bir klinik fenotip spektrumu oldugunu Scriver ve
arkadaslar1 1988 yilinda yayinladiklar1 Mendelyen HFA adli makalede ortaya
koymuslardir. Bu fenotipik varyasyon altta yatan molekiiler diizeydeki heterojeniteyi ve
dolayisiyla FAH mutant allellerinin ¢esitliligini gostermekte oldugunu ise Guldberg ve
arkadaslar1 1988 yilinda yayinladiklar1 Denatiire edici gradient jel elektroforezi
(Denaturating Gradient Gel Electropheresis; DGGE) ile FKU mutasyonlarmin tespiti ile
ilgili makalede bildirmislerdir (66).

Alexei Goltsov ve arkadaslar1 1992 yilinda FAH genindeki mutasyonlarla VNTR’lar
arasinda da bir baglanti oldugunu ortaya koymustur. Bu VNTR’larin her biriyle
mutasyonlar arasinda bir baglant1 oldugunun kesfi, RFLP ile mutasyonlar arasindaki
iligkinin tan1 ve tasiyici tespitinde bilgi verici olmasindan daha detayli ve daha giivenilir
oldugunu ortaya koymaktadir (67). Bu nedenle biz de tasiyici tespitine yonelik 11 FKU
ailesinde VNTR’lardan yararlanmay1 tercih ettik. Ancak yalmizca 4 aile informatif
bulundu. Bulunan sonuglara gore kardeslerin de hasta olmasi gerekiyordu. Fakat
yaptigimiz calismada RFLP ve VNTR sonuclart uyum gostermedigi i¢in kesin bir

yargiya varmamiz yanlis olur.
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Molekiiler tam1 yontemlerinden olan DGGE ve Tek Sarmal Konformasyonel
Polimorfizm (Single Strand Conformation Polymorphism; SSCP) yontemleri bir ya da
birka¢ niikleotid kusuru tasiyan tek sarmalli DNA’nin hareket degisikligine, Yanlis
Eslesmenin Kimyasal Kesimi (Chemical Cleavage of Mismatch; CCM) yOntemi ise
bazlar arasinda bir bozuklugun olup olmamasmma gore ortaya konan kimyasal
reaktiviteye baglidir. Bu yontemler DNA baz dizisindeki gercek degisiklikleri
tanimlayamaz. Ancak yeni mutasyonlarin saptanmasinda On tarama yOntemi olarak
kullanilir. Bu yontemler gen icinde yer alan herhangi bir mutasyonun yalnizca varligini
belirler. Denatiirasyonu yapilan DNA parcalarinin birinde bir mutasyon varsa sekonder
yap1 degistiginden mutant parcanin jeldeki go¢ii normal DNA parcasina gore farklilik
gosterir. Bu 6n tan1 isleminden sonra mutasyonu tastyan DNA parcasi baz dizi analizine

tabi tutularak kesin tanimlanmasi yapilmalidir (64).

Almanya’da yapilan bir ¢calismada R261Q mutasyonunun Alman hastalarda goriilme
sikliginin % 5.8, Almanya’da yasayan Tiirk hastalarda ise % 7.7 oldugu bildirilmistir.
Tiirklerde goriilme sikligt % 38 olan IVS10-11G—A mutasyonunun Almanlarda
goriilme siklig1 ise % 4.1’dir. Almanya’da en yaygin goriilen mutasyon olan R408W-H2
Balkan populasyonlarinda da yaygindir fakat bati ve giineybat1 Avrupa’da ¢ok nadir
goriiliir (68).

IVS10-11G—A Akdeniz iilkelerinde ozellikle Tirkiye’de en yaygin goriilen
mutasyondur. Bu mutasyon ayn1 zamanda Giiney Italya’da % 19 , Sicilya’da % 15,
Ispanya’da % 15 ve Portekiz’de % 11 siklikla en yaygin goriillen FKU mutasyonudur
(69).

Almanya’da yapilan baska bir caligmada eski bat1 Berlin’de yasayan Tiirklerde en
yaygin mutasyon olan IVS10-11G—A mutasyonunun goriilme sikliginin % 57 oldugu
bildirilmistir (70).

Iran populasyonunda goriilme sikligt % 7.1 olan R261Q mutasyonu FAH enziminin
katalitik alt biriminde meydana gelen bir yanlis anlamli (missense) mutasyondur.
Tirkiye’de goriilme siklig1 yaklasik olarak % 7°dir. Bu mutasyon ekzon 7’de Hinf I

restriksiyon enziminin kesim bdlgesinde kayba yol acar (71).
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Cukurova bolgesinde yapilan ¢alismada IVS10-11G— A mutasyonunun goriilme sikligi
% 59 olarak bulunmustur. Bu bolgede goriilen ikinci en yaygin mutasyon olan R261Q

mutasyonunun goriilme siklig1 ise % 15.2 olarak bulunmustur (69).

Brezilya’da yapilan bagka bir calismada Minas Gerais’te R261Q mutasyonunun
goriilme sikligmin %16 , IVS10-11G— A mutasyonunun goriilme sikliginin ise % 13.4

oldugu ileri siiriilmektedir (1).

Ayrica IVS10-11G—A mutasyonu % 30.8 siklikla Misir’da en yaygin goriilen FKU
mutasyonudur. R261Q ise % 11.5 siklikta goriiliir (27).

Yapilan calismalar gosteriyor ki Tiirkiye’de en yaygin goriilen FKU mutasyonu IVS10-
11G—A’dir. R261Q mutasyonu ise % 7 siklikla bu mutasyonu takip eder. Yaptigimiz
caligmada R261Q mutasyonu ile birlikte IVS10-11G—A mutasyonunu da ¢alisacaktik.
Ancak primerlerde olan hata sonucu bu mutasyonu ¢alisamadik. Bu yiizden Tiirklerde
daha az siklikla goriilen R261Q mutasyonunu calistik. Hasta bulmada cektigimiz
giicliiklerden dolay1r bu mutasyonu yalnizca 11 hastada ¢alisabildik. Hasta sayisinin az
olmasi1 ve Tiirklerde R261Q mutasyonunun goriilme sikliginin diisiik olmasindan dolay1
bu mutasyona rastlama sansimiz oldukga diisiik. IVS10-11G—A mutasyonunu ¢alismis

olsaydik hastalarda bu mutasyonu bulma ihtimalimiz daha yiiksek olacakti.
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. Etanol (MERCK)

. Amonyum Kloriir (SIGMA)
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. Ethylenediamine-Tetraacetic Asit (EDTA)
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. Hinf I Restriksiyon Enzimi (Takara)
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