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ÖZET 

Biotin vücutta bulunan karboksilaz enzimlerinden dördünün kofaktörü olarak 

görev alan, suda eriyen vitamindir. Öncelikle biotin, enzimin yapısındaki 

apoproteinlere kovalent olarak bağlanarak bu enzimleri aktif hale getirir. Bu 

bağlanma holokarboksilaz sentaz tarafından gerçekleĢtirilir. Biotinidaz eksikliği, 

biotin eksikliği sonucunda oluĢan, nörolojik ve cilt anormallikleri ile karakterize olan 

otozomal resesif geçiĢli bir hastalıktır. Eğer tedavi edilmezse, hücre içi biotinin 

tükenmesi biotin bağımlı karboksilaz aktivitesinin bozulmasına yol açar ve 

bozukluğun olduğu bireylerde nörolojik anormalliklere neden olabilir. BTD geni 

biotinidaz üretimi için, sorumlu enzimi kodlar. BTD geni 3p25 lokusunda yer alan 

dört ekzonlu 543 aminoasit kodlayan bir gendir. Biotin eksikliği ile alakalı olan BTD 

geninde 402‘nin üstünde mutasyon saptanmıĢtır. Mutasyonlar, BTD geninde 

biotinidaz enzim aktivitesini değiĢtirir. Bu çalıĢmada, Acıbadem Labmed Klinik 

Laboratuvarında Temmuz 2013-ġubat 2014 tarihleri arasında yenidoğan metabolik 

tarama sonuçlarında biotinidaz enzim eksikliği tanısı konan toplam 43 hastanın, 

tarama sırasında kullanılan Guthrie kağıtlarından DNA izolasyonu yapılarak, BTD 

genine ait daha önceden literatürde rapor edilmiĢ olan en sık rastlanılan c. 

98_104del7insTCC, A171T (c. 511G>A), D444H (c.1330G>C), Q456H (c. 

1368A>C), R538C (c. 1612C>T) mutasyonları için DNA dizi analizi yöntemi 

kullanılarak mutasyon taraması yapılmıĢtır. Dizi analizi sonucu saptanan 

mutasyonlar sınıflandırıldığında, daha önceden literatürde rapor edilmiĢ, c. 

98_104del7insTCC, D444H (c.1330G>C), Q456H (c. 1368A>C) mutasyonları 

doğrulanmıĢtır. A171T (c. 511G>A) ve R538C (c. 1612C>T) mutasyonlarına ise 

rastlanılmamıĢtır. Bulunan mutasyonlar için biotinidaz enzim eksikliğinin serum 

düzeyinde kontrolü sağlanılarak, gerekli doğrulama yapılmıĢtır.  

ÇalıĢmamız ülkemizde biotinidaz eksikliğinin genetik tanısı için BTD geninin 

tümünün analizinin gerekliliğini ortaya koymuĢtur.  

Anahtar:  Biotin, biotinidaz, biotinidaz eksikliği, histonlar, BTD gen, mutasyon 
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ABSTRACT 

Biotin is a water-soluble vitamin that acts as a cofactor of four carboxylase 

enzymes in the body. Biotin primarily binds covalently to apoproteins present in the 

enzyme structure in order to activate these enzymes. This binding is catalyzed by 

halocarboxylase synthetase. Biotinidase deficiency is an autosomal recessive 

disorder characterized with neurological and skin abnormalities that occur as a result 

of biotin deficiency. If it is not treated, depletion of intracellular biotin results in 

disruption of biotin dependent carboxylase activity, and may cause neurological 

abnormalities in individuals with the disorder. BTD gene encodes the enzyme 

responsible of producing biotinidase. This gene is located at 3p35 locus, and encodes 

543 amino acids with 4 exons. Over 402 mutations have been detected in BTD gene 

that are associated with biotin deficiency. Sixty-one mutations in one of the four 

exons have been reported to cause biotinidase deficiency including the profound 

form of the disease. These mutations in BTD gene alter biotinidase enzyme activity. 

In this study, totally 43 patients diagnosed with biotinidase enzyme deficiency based 

on neonatal metabolic screening profiles performed in Acıbadem Labmed Clinical 

Laboratories between July 2013-February 2014 were screened for the most common 

mutations in BTD gene that are previously reported in literature, c. 

98_104del7insTCC, A171T (c. 511G>A), D444H (c.1330G>C), Q456H (c. 

1368A>C), R538C (c. 1612C>T), by analysis of DNA sequence after isolating DNA 

from the Guthrie card samples used for metabolic screening. Classification of the 

detected mutations in sequence analysis signified the previously reported mutations 

of c. 98_104del7insTCC, D444H (c.1330G>C) and Q456H (c. 1368A>C), whereas 

A171T (c. 511G>A) and R538C 

(c. 1612C>T) mutations were not detected. The detected mutations were clinically 

supported with the confirmation of biotinidase enzyme deficiency at serum level. 

Key Words:  Biotin, biotidinase, biotidinase deficiency, histones, BTD gene, 

mutation 
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1. GĠRĠġ ve AMAÇ 

Kalıtsal metabolik hastalıklar, ilk kez 1901‘de Sir Archibald Garrod tarafından 

tanımlanmıĢtır (1). Bugüne kadar teknik ve laboratuvar olanaklarının artmasıyla 

yaklaĢık 500‘ü aĢkın metabolik hastalık tanımlanmıĢtır. 

Metabolik yolları ilgilendiren bozukluklar, biyokimyasal yolu katalize eden 

enzim veya kofaktörün eksikliği sonucu geliĢen metabolitlerin birikmesi ile 

bağlantılıdır. Tek gen kusurunun yol açtığı ve metabolik yolaklardaki bloklar 

sonucunda geliĢen klinik tablolar kalıtsal metabolik hastalıklar olarak 

adlandırılmaktadır. Günümüzde sıklığı 1/1500 olarak bildirilmektedir. Birçoğunun 

etkili tedavisi vardır. Tedavisi olmasa bile özgün tanının konulması ailelerin sonraki 

çocuklar konusunda bilgi sahibi olmalarına olanak sağlamaktadır (2). Bu 

hastalıklardan bazıları son derece ender görülmekle birlikte,  bütün olarak 

değerlendirildiklerinde çocuk sağlığı açısından önemli bir grubu oluĢturmaktadırlar 

(1). 

Kalıtsal metabolik hastalıklar yaĢamın herhangi bir döneminde bulgu 

verebilirler. Yenidoğan döneminde sorunsuz görünüyor olması ardından, kliniğin 

beklenmedik bir Ģekilde bozulması doğumsal metabolizma hastalığının karakteristik 

bulgusudur. Bu nedenle doğumdan saatler ve günler sonra geliĢen emme isteksizliği, 

solunum güçlüğü, apne, hipotoni, kusma, dehidratasyon, letarji ve konvülziyon gibi 

belirtiler karĢımıza çıkabilir (20). 

Doğumsal metabolizma hastalıkları tanısında iki farklı laboratuvar yaklaĢımı 

vardır. Bunlardan ilki bir koruyucu hekimlik hizmetidir. Her yenidoğana hastalık 

belirtileri ortaya çıkmadan uygulanan "yenidoğan taraması" ilk yaklaĢımdır. Diğer 

yaklaĢım ise öykü ve/veya klinik bulguları nedeniyle doğumsal metabolik hastalık 

Ģüphesi olan hastanın örneklerinin ―biyokimyasal ve genetik analizleri" dir (4). 

Tedavide ilk olarak yapılması gereken azalmıĢ enzim aktivitesini arttırmaya 

çalıĢmaktır. Gen tedavisi uzun dönemdeki en önemli hedef niteliği taĢımaktadır. 

Ancak günümüzde halen gen tedavisinin hedef organ ve dokulara ulaĢtırılması ve 

gen aktivitesinin tam anlamıyla kontrol edilebilmesi gerçekleĢtirilememiĢtir (5). 
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Bu çalıĢmanın amacı, biotinidaz enzim eksikliği tanısı alan hastaların her birine 

ait BTD (biotinidaz enzim geni) geninin en sık karĢılaĢılan mutasyonlarını, DNA 

(Deoksiribonükleik Asit) dizi analizi tekniği ile tarayarak, bu hastalarda BTD gen 

mutasyonlarının varlığını saptamaktır. Bu tez çalıĢmasından elde edilecek veriler 

daha ileride yapılacak geniĢ çaplı taramalar için yol gösterici nitelikte olacaktır. 

Hastalıkla ilgili araĢtırmalardan elde edilen bilgiler biotinidaz enzim eksikliği 

taĢıyıcılarının, klinik belirtiler ortaya çıkmadan önce belirlenmesine ve erken 

yaĢlarda kesin tanının konulmasına olanak sağlayacaktır. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Metabolizma Hastalıkları: 

Doğumsal metabolizma hastalıkları ilk kez 1908'de Sir Archibald Garrod 

tarafından tanımlanmıĢtır. Vücudun biyokimyasal iĢlevlerindeki bozukluklar sonucu 

geliĢim göstermektedirler (1). Çoğunluğu otozomal resesif geçiĢli kalıtsal 

hastalıklardır. Tek tek ele alındığında her biri nadir gibi görünse de, birlikte 

değerlendirildiğinde önemli bir grup oluĢturmaktadırlar. DeğiĢik yakınmalarla 

baĢvurduklarından günümüzde tanımlamadan kalan çok sayıda olgu olduğu gibi, 

yeni tanımlanan birçok doğumsal metabolizma hastalığı da vardır (2). 

Metabolik tarama testleri ile bireylerde herhangi bir belirti vermeden tanı 

koymak ve gerekli tedaviye baĢlayarak mortalite ve morbiditeyi azaltmak 

amaçlanmaktadır. Tarama programında yer alan hastalıklar, toplumda yeterli sıklıkta 

görünüyor olmalıdır ve erken tanı konulması halinde hastalığın seyrinde değiĢiklik 

yapabilmeli ya da tamamen tedavi edilebilmelidir (6). 

Doğumsal metabolizma hastalıkları, protein, karbonhidrat ve yağ asitlerinin 

sentezinde ya da katabolizmasında meydana gelen defektler sonucu geliĢen patolojik 

tablolardır. Metabolik bozukluklar, hatalı genetik bilgi nedeniyle oluĢamayan veya 

görevini yapamayan enzim ürünlerinin yok  ya da yetersiz olması sebebi ile oluĢur 

(7). 

Nadir sayıda olduğu düĢünülen metabolik hastalıkların sayıları her gün hızla 

artmaktadır. GeliĢmiĢ ülkelere oranla ülkemizde akraba evliliklerinin ve doğum 

sayısının yüksek olması sonucu doğumsal metabolizma hastalıklarına daha sık 

rastlanmaktadır. Genelde 1/10.000 sıklıkla görülen fenilketonüriye (FE) ülkemizde 

1/4500, genelde 1/60.000 sıklıkta görülen biotinidaz eksikliğine (BE) ülkemizde 

1/11.000 oranında rastlanmaktadır (8).  

Kalıtsal metabolik hastalıklarda klinik bulgular her hastalıkta hafiften ağıra çok 

farklı ve geniĢ bir spektrumda seyredebilmektedir. Aynı gende etkilenme olmasına 
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rağmen mutasyonların farklılığı nedeniyle birçok hastada klasik hastalık fenotipi 

saptanamaya bilmektedir (20). 

2.2. Yenidoağan Taraması: 

Kütle spektrometrisinin kullanıma girmesi ile yenidoğan taraması çerçevesinde 

bakılan hastalık sayısı giderek artmıĢtır. Doğumsal metabolizma hastalıklarının bir 

kısmında, kalıcı hasara ya da ölüme neden olmalarını önlenmek amacıyla 

"yenidoğan taraması" uygulanmaktadır. Fenilketonüri, biotidinaz eksikliği ve 

hipotiroidi, hemen her ülkede yenidoğanların istisnasız olarak taranması gerekliliği 

kabul edilmiĢ üç hastalıktır. Bu tarama programı çok sayıda ülkede devlet 

sorumluluğunda yürütülmektedir (21).  

Ġlk yenidoğan tarama programı, 1962 'de Guthrie tarafından kurulmuĢtur. Bugün 

için önemini aynı değerde koruyan, ucuz, semikantitatif ve bakteriyolojik inhibisyon 

esasına dayanan yöntem fenilketonüri hastalığı için baĢlatılmıĢtır. Ekonomik ve 

teknolojik koĢulları iyi bazı merkezlerde, "tandem" kütle spektrofotometrisi gibi 

komplike aletlerin yenidoğan tarama programlarında kullanılmaya baĢlanması ile 

bugün aynı anda 35'in üzerinde hastalığın taraması yapılabilmektedir (22).  

Tarama testleri tanısal test olmamakla beraber, tarama sonrasında anormal bir 

sonuç elde edildiğinde mutlaka tanısal testler uygulanmalıdır. Ayrıca yanlıĢ negatif 

sonuçların olabileceği de göz önüne alınmalıdır (23).  
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2.3. Biotin: 

Biotin dört karboksilaz için koenzim olan ve suda eriyen bir vitamindir. Biotin 

asetil-CoA karboksilaz α (ACC- α) ve asetil-CoA karboksilaz β (ACC-β), propiyonil-

CoA karboksilaz (PCC), 3-metilkrotonil-CoA karboksilaz (MCC) ve piruvat 

karboksilaz (PC) için bir koenzim olarak iĢlev görmektedir (9). Biotin-bağımlı 

karboksilaz, karbohidrat metabolizmasında rol alan genler için, yağ asidi sentezi, 

glukonojenez, trikarboksilik asit döngüsü ve pleitropik gen regülasyonu için kofaktör 

olarak önemli bir rol oynar (11). 

Holokarboksilazsentaz, 5 karboksilazdan biotin bağlayıcı katalize eder. Bu 

nedenle, biotin bağımlı metabolik yollarda çok önemli bir rol oynar. Ek olarak, 

Holokarboksilazsentaz‘ın kromatinin düzeyinde gen düzenlemesine katılmakta 

olması yeni araĢtırmalarda tartıĢma konusudur (10). 

 

ġekil 1.  Biotin Döngüsü. Serbest biotinin döngü içerisinde Holokarboksilaz sentetaz 

aracılığıyla metabolizmada rol almaktadır (11). 
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ġekil 2.  Biotinin biyokimyasal yapısı. Tiyofen halkası ve bu halkaya bağlı karbomit 

ile valerik asitten oluĢmuĢtur (10). 

 

 

1: Asetil CoA karboksilaz 

2: β-metil karotinil CoA karboksilaz 

3: Pirüvat karboksilaz 

4: Propiyonil CoA karboksilaz 

 

ġekil 3. Biotin bağımlı karboksilazların metabolizmadaki rolleri. Asetil-KoA; yağ 

asidi sentezi ve oksidasyonunda, 3-Metil karotinil-KoA; aminoasit 

metabolizmasında, Pirüvat karboksilaz; glukoz yapımında, Propionil-KoA; yağ asiti 

sentezinde rol almaktadır (11). 



9 
 

 2.4. Biotinidaz ve Biotinidaz Eksikliği: 

Doğumsal metabolizma hastalıklarında, defektli enzim nedeniyle gerekli spesifik 

son ürün üretilemezler. Bu nedenle öncül maddeler veya alternatif yollarla oluĢan 

baĢka metabolitler birikerek vücutta toksik etki gösterirler. Bazı hastalarda, biriken 

maddeler diğer dokulara da geçerek uzak organlarda hasar meydana getirebilirler 

(12).  

Biotinidaz, vücutta biotin döngüsü (ġekil 1) adı verilen sindirim sisteminde, kan 

dolaĢımında, hücre içinde protein ve enzimlere bağlı bulunan biotini serbest hale 

getiren bir enzimdir. Böylece biotinin sindirim sisteminden emilmesine ve enzimlere 

tekrar tekrar bağlanarak aktif olmalarını sağlar. Eksikliği durumunda fonksiyon 

görmeleri için biotine gereksinimleri olan karboksilazların iĢleyiĢi durur (12). 

BĠOTĠNĠDAZ EKSĠKLĠĞĠ KESĠN TANI KRĠTERLERĠ:  

Yenidoğan metabolik tarama programı uygulamasında yer alan biotinidaz enzim 

eksikliği araĢtırılması birinci basamak olarak yer almaktadır. Uygulamada uygun 

alınan kan örneği tarama laboratuvarına ulaĢtırılır ve enzim aktivitesinin hangi 

seviyede olduğu tespit edilir (ġekil 4). Tarama programında her laboratuvar 

kullanmıĢ olduğu ölçüm metoduna göre ortalama aktivite değerini elde etmektedir. 

Acıbadem Labmed Klinik Laboratuvarları‘ nda kullanılan yöntem ile yapılan çalıĢma 

sonucunda elde edilen ortalama değer enzim aktivitesine göre;  

5 ve 5‘ in altında ise; Enzim aktivitesinin eksikliği tespit edilir ve ‗‘ NEGATĠF‘‘ 

6-7-8 ise; Enzim aktivitesinin düĢük pozitif olma durumu tespit edilir ve ‗‘ 

düĢük pozitif‘‘ serum düzeyinde biotinidaz aktivitesinin bakılması önerilir 

9 ve 9‘un üstünde ise; Enzim aktivitesinin var olduğu tespit edilir ve ‗‘ 

POZĠTĠF‘‘ Ģeklinde raporlanır. 
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ġekil 4. Biotinidaz Eksikliği AkıĢ ġeması. Alınan kan örneği tarama laboratuvarına 

ulaĢtırılır ve enzim aktivitesinin hangi seviyede olduğu tespit edilir 

(thsk.saglik.gov.tr). 

Yenidoğan metabolik tarama programı uygulamasında yer alan biotinidaz enzim 

eksikliği araĢtırılması dıĢında yapılan ikinci bir uygulama ise, tarama testinde enzim 

aktivitesi eksikliğinin veya düĢük enzim aktivitesinin saptanması durumunda serum 

örneğinde biotin değeri ölçümüdür. ACGM (Amerikan Colege of Medical Genetics) 

rehberine göre; biotinidaz serum aktivitesi, ortalama yetiĢkin biotinidaz serum 

aktivitesinin (4.2 - 12.8 nmol/ml/dk)  %10‘ undan küçük ise biotinidaz eksikliği, 

%10-30‘ u arasında ise kısmi biotinidaz eksikliği olarak değerlendirilmektedir (13). 
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Yapılan bir çalıĢmada, enzim aktivitesinin klinik özelliklerine ve enzim 

eksikliğinin derin-kısmi biotinidaz eksikliği durumuna göre referans değerlerinin 

farklılık gösterdiği tespit edilmiĢtir (Tablo 1). 

Tablo 1. Biotinidaz Aktivitesi. EtkilenmemiĢ bireylerde aktivite, 12.8 oranına yakın 

sonuçlar, derin biotinidaz ve kısmi biotinidaz hasta gruplarında 4.2 oranının altında 

sonuçlar tespit edilmiĢtir (13). 

BĠOTĠNĠDAZ AKTĠVĠTELERĠ 

Kategori Biotinidaz Aktivitesi ± SD (nmol/min/ml 

serum) 

EtkilenmemiĢ bireylerde  7.57 ± 1.41 

Ebeveynlerin çoçuklarında derin 

biyotinidaz eksikliği olan  

3.49 ± 0.72 

Klinik semptomları tespit edilen derin 

biotinidaz eksikliğinde  

0.12 ± 0.18 

Yenidoğan taraması ile tespit derin 

biotinidaz eksikliği olan çocuklar 

0.19 ± 0.16  

Kısmi biotinidaz eksikliği olan bireyler 1.47 ± 0.41 

 

Biotinidaz eksikliği (BE) ise nadir görülen, otozomal resesif geçiĢli, metabolik 

bir hastalıktır. BE organizmada biotin döngüsünü bozarak metabolik asidoz, deri 

bulguları ve nörolojik belirtiler gibi değiĢik klinik ve laboratuvar bulgularının 

görüldüğü bir hastalık tablosuna yol açar. 

Biotinidaz eksiliğinin batı ülkelerinde görülme sıklığı 1/60.000‘dir (24). 

Ülkemizdeki görülme sıklığı ise akraba evliliğinin sıklığından dolayı 1/14.800‘dür 

(25). Eksiklik enzim aktivitesine göre ağır veya kısmi olabilir. Ağır tip eksiklikte, 

aktivite %10‘dan daha azdır. Kısmi eksiklikte ise %10-30 arası bir aktivite vardır 

(26). BE‘nin diğer organik asidemilerden en önemli farkı deri bulgularının daha 

belirgin olmasıdır. BE‘ de ataksi, geliĢme geriliği, üst solunum yolu infeksiyonları, 

duyma ve görme, stafilokoksik deri infeksiyonu görülebilir.  
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2.5. BTD Gen Yapısı:  

Biotinidaz, serbest biotin oluĢumu için gerekli bir enzimdir. Eksiklik durumunda 

fonksiyon görmeleri için biotine gereksinimleri olan karboksilazların iĢleyiĢi durur. 

Biotinidaz sentezinden sorumlu gen (BTD)  biotinidaz adı verilen bir enzim yapmak 

için yönergeler sağlar. Enzim aktivitesi için, BTD tarafından kesilen biotinin yeniden 

bağlanmıĢ olması gerekir. BTD eksikliği bu bağlanmayı önler ve biotin eksikliğine 

yol açar (14).  

Biotinidaz sentezinden sorumlu gen 3. kromozomun kısa kolunda (3p25) yer 

alan, dört ekzonlu 543 aminoasit kodlayan bir gendir (Ģekil 5-7). Hastalığa neden 

olan 60‘ dan fazla mutasyon tanımlanmıĢtır (23, 24). Bu genin çok farklı 

mutasyonları sonucu hastalık geliĢmektedir. Ağır biotinidaz eksikliği gösteren 

hastalarda yüzden fazla farklı mutasyon tanımlanmıĢtır. En sık görülen mutasyonlar; 

G98:d7i3, R538C, Q156X, Q456H ve A171T ile D444H olarak bildirilmiĢtir (ġekil 

6). 

Bu çalıĢmada ülkemizdeki biotinidaz eksikliği vakalarında fenotip genotip 

korelasyonunu ve hedefe yönelik mutasyon analizi ile vakaların ne kadarına tanı 

konulabileceğini araĢtırdık.  
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ġekil 5.  BTD gen. Kromozomun 3p25 lokusunda yer alan gendir (13). 

 

 

ġekil 6. BTD gen mutasyon spektrumu. En sık görülen mutasyonlar; G98:d7i3, 

R538C, Q156X, Q456H ve A171T ile D444H olarak bildirilmiĢtir (Journal of 

Human Genetics 56, 861-865 December 2011) (14). 
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ġekil 7. BTD gen- DNA/mRNa. Dört ekzonlu 543 aminoasit kodlayan 44.000 Kb 

boyutunda bir gendir. 

http://genatlas.medecine.univ-paris5.fr/fiche.php?symbol=BTD (EriĢim tarihi:12 

Ocak 2007) 

 

http://genatlas.medecine.univ-paris5.fr/fiche.php?symbol=BTD
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 ġekil 8. BTD Gen sekansı.  

HACL1 OMIMHGNCsvprdlevhmstsSNP best Re Seq 3p25. 12-hydroxyacyl-CoA lyase  

BTD OMIMHGNCsvprdlevhmstsSNP best Ref Seq 3p25 biotinidase 

http://genatlas.medecine.univ-paris5.fr/fiche.php?symbol=BTD (Erişim tarihi: 12 Ocak 

2007) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=26061
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=26061
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/604300
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/604300
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/?id=NT_022517.19&v=15550703..15591851
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/?id=NT_022517.19&v=15550703..15591851
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/seq_reg.cgi?taxid=9606&chr=3&from=15560704&to=15601852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/seq_reg.cgi?taxid=9606&chr=3&from=15560704&to=15601852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=display&dopt=gene_homologene&from_uid=26061
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=display&dopt=gene_homologene&from_uid=26061
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?locusId=26061
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=retrieve&dopt=full_report&list_uids=686
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/253260,609019
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/253260,609019
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/?id=NT_022517.19&v=15591351..15637641
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/sviewer/?id=NT_022517.19&v=15591351..15637641
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/seq_reg.cgi?taxid=9606&chr=3&from=15601352&to=15647642
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/seq_reg.cgi?taxid=9606&chr=3&from=15601352&to=15647642
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=display&dopt=gene_homologene&from_uid=686
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=display&dopt=gene_homologene&from_uid=686
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?locusId=686
http://genatlas.medecine.univ-paris5.fr/fiche.php?symbol=BTD
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. Gereçler 

3.1.1. Kullanılan Aletler 

Pipet ve uçları, falcon ve eppendorf tüpler, 1.5 mL mikrosantrifüj tüpleri, 2 mL 

toplama tüpleri, mikro santrifüj, karıĢtırıcı, biyogüvenlik kabini, buzdolabı, derin 

Dondurucu -20, derin Dondurucu -80, agaroz jel elektrofrez sistemi ve güç kaynağı, 

jel görüntüleme sistemi, termal döngüleyici, otomatik mikropipetler, masa üstü 

santrifüj 

3.1.2. Kullanılan Kimyasal Maddeler ve Ticari Kitler 

Agaroz jel, Orange G, Deoksinükleotid trifosfat (dNTP) set, Guthrie kartları, 

SYBR Gold, etanol-nükleik asitlerin çöktürülmesi, isopropanol, Taq DNA Polimeraz 

Enzimi, tampon seti, ve DNA izolasyon kiti (QIAamp DNA Mini Kit) 

3.1.3. Kullanılan Primerler  

3.1.3.1. Primerler 

Primer, DNA sentezi için bir baĢlangıç noktası sağlayan nükleik asit dizisidir. 

DNA replikasyonu için gerekli olan DNA polimeraz, ortama yeni bir nükleotid 

eklenmesi ile iĢlem yapabilir. Polimeraz,  replikasyonu primerin 3‟-ucunda baĢlatır. 

BaĢarılı bir DNA dizileme iĢlemi için uygun primer dizaynı en önemli adımdır.  

 

 

 

 

 

http://itulabs.itu.edu.tr/Cihaz.aspx?id=10e82db1-8f0b-4da7-b4e4-e4950dadcb52
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3.1.3.2. DNA Dizisi ve Primer Seçimi 

BTD geninin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile çoğatılması için 

kullanılacak özgül primerler tasarlanmıĢtır. DNA dizisi seçiminde, seçtiğimiz genin 

National Center for Biotechnology Information (NCBI) veritabanını kullanarak 

nükleotit dizisi belirlenmiĢtir. Gen boyutunun nedeniyle ekzonların etkin bir Ģekilde 

çoğaltılması için amplikon boyunun çalıĢmaya uygun boyutta primer çiftleri 

tasarlamaya dikkat edilmiĢtir. Böylece 4 ekzonlu BTD genin sıklıkla mutasyon 

bildirilmiĢ 2 ekzonu PZR reaksiyonuyla çoğaltılmıĢtır. PZR için kullanılan primer 

setleri aĢağıdaki tabloda ‗‘ >‘‘ Ģeklinde belirtilerek listelenmiĢtir (Tablo 1, 2, 3).  

BTD genine ait ekzonların primer tasarımları yapılırken; 

-Primerlerin GC içeriğinin fazla olmamasına, 

-Primerlerin 3' ve 5' uçlarının birbirini tamamlayan bölgeler içermemesine, 

-Primerlerin uzunluklarının 18-25 bç arasında olmasına, 

-Primerlerin 3' ucunun G ya da C ile bitmesine ve ikiden fazla G ya da C ile 

bitmemesine, 

-Primerlerin BTD gen bölgesinin bulunduğu 3. kromozom haricinde baĢka bir 

kromozom ile eĢleĢmemesine, 

dikkat edilmiĢtir (15). 

Söz konusu gen bölgesine ait 2 adet ekzon için ileri ve geri (üç çift) primer seti 

aĢağıda verilmiĢtir. 

Tasarlanan kullanılacak olan primerler IONTEK (Türkiye) firması tarafından 

sentezlenmiĢtir. Liyofilize olarak bulunan primerlere 100 pmol‘lük konsantrasyon 

elde etmek için gerekli miktarda Tris-EDTA ilave edilmiĢtir. 100 pmol‘lük ana 
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stoktan PZR‘ de kullanılmak üzere H2O ile dilüe edilerek 10 pmol‘lük ara stoklar 

hazırlanmıĢ ve -20°C‘de saklanmıĢtır.  
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Tablo 2. BTD Geninin ekzon 2‘nin çoğaltılması için kullanılan primer seti. 

 

 

Biotinidaz (BTD gen) c.98_104del7insTCC (BTD_2f & BTD_2R) 

Primer BTD_2F:  

 

CTGCGAGTGAGTTTAATTGCTG 

Primer BTD_2R:  

 

CTGGGATTACCCAACCACTG 

 

 

 

 

 

Tablo 3. BTD Geninin ekzon 4-I ‘in çoğaltılması için kullanılan primer seti. 

 

Biotinidaz (BTD gen) A171 T (BTD_4aF & BTD_4aR) 

Primer BTD_4aR:  GTAGCGGTCAACAAGGGTTC 

Primer BTD_4aF:  GTTAGCCAGGGTGGTCTCAA 
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Tablo 4. BTD Geninin ekzon 4-II‘nin çoğaltılması için kullanılan primer seti. 

 

Biotinidaz (BTD gen) D444H & Q456H &R538C (BTD_4bF & 

BTD_4bR) 

Primer BTD_4aR: GTAGCGGTCAACAAGGGTTC 

Primer BTD_4aF: GTTAGCCAGGGTGGTCTCAA 

 

Primer BTD 4bF:  TCTCCACGTCTGTTCCAATG 

Primer BTD_4bR: 

GGCTTGTAGCCTGTGGAAGT 
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3.1.4. Kullanılan Çözeltiler  

3.1.4.1. PZR  

Taq DNA Polimeraz, enzim yaklaĢık 85°C‘ de ki sıcaklıktaki kaynak sularda 

yaĢayan Thermus aquaticus bakterisinden izole edilmektedir. Bu enzimin optimal 

çalıĢma sıcaklığı 70-80 °C arasındadır (16). 

Enzim hedef DNA‘ dan ayrılmadan önce DNA‘ ya bağlayabildiği nükleotidlerin 

ortalama sayısı ‗iĢlem kapasitesi‘ olarak tanımlanır. PZR için reaksiyonda direk 

olarak yer alan maddelerin yanı sıra uygun bir tampon çözeltisine ihtiyaç duyulur. 

Tampon içeriği kullanılan enzimin özellik ve tipine bağlıdır ve birçok üretici enzimle 

beraber 10X tamponunu da sağlar.  

3.1.4.2.  Agaroz Jel Elektroforezi 

Agaroz, 0.5X Tris bazı, asetik asit ve EDTA tamponu (TAE) içinde tamamen 

çözülüp homojen bir görüntü elde edilinceye kadar mikrodalga fırında kaynatılmıĢ ve 

çeker ocak altında biraz soğuması beklendikten sonra örnek yüklemeye hazır hale 

gelmiĢtir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com.tr&sl=en&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Tris_base&usg=ALkJrhhKYP8YHVBdIWPHnZWXMGJsuq3Xhw
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com.tr&sl=en&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Acetic_acid&usg=ALkJrhiCthraJiLPXI3D7qv2i_n3i7NYDA
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com.tr&sl=en&u=https://en.wikipedia.org/wiki/EDTA&usg=ALkJrhg0IbRJ7trCU9juM4gzDRieJafviA


22 
 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Örnek Seçimi 

ÇalıĢmaya Temmuz 2013 - ġubat 2014 tarihleri arasında Acıbadem Labmed 

Klinik Laboratuvarlarına yenidoğan metabolik tarama testi için baĢvuran hasta 

örnekleri alınmıĢtır.  

ÇalıĢma grubuna dahil olma kriterleri;   

 Yenidoğan metabolik tarama testi yapılan ve biotinidaz enzim aktivitesi eksik 

olan hastaların ebeveynleri tarafından Acıbadem Üniversitesi etik kurulunca 

onaylanmıĢ aydınlatılmıĢ onam imzalanılarak örneklerinin çalıĢılması prosedürü 

Ģeklindedir. ÇalıĢmadan dıĢlanma kriterleri ise; yetiĢkin hastalar ve yenidoğan 

metabolik tarama sonucu biotinidaz enzim eksikliği bulunmayan bireyler olarak 

belirtilmiĢtir. 

3.2.2. Kanın Saklanması ve Örnek Elde Edilmesi 

 Yenidoğan topuk kan örnekleri: Tarama testleri için kanın ideal olanı 3. – 5. 

günlerde alınması ideal olanıdır. Fenilketonüri için yenidoğanın en az 24 saat 

beslenmesi gerekir. Doğumdan sonraki ilk 24 hatta 48 saat kan alınması uygun 

değildir. Topuktan alınan birkaç damla kan yeterlidir. Bu kan damlaları filtre kağıdı 

Ģeridi üzerine emdirilir. Kan almadan önce deri %70‘lik izopropil alkol ile 

temizlenmelidir.  

Fotometrik yöntemle çalıĢılan ve biotinidaz tarama testi sonucu negatif olan 

hastaların Guthrie kağıdı örneklerindeki kan damlatılmıĢ alanlar kesilerek DNA 

izolasyonu için eppendorf tüplerine aktarılır. 

javascript:;
javascript:;
javascript:;
javascript:;
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ġekil 9. Guthrie Kartı Örnekleri. Guthrie kağıdı örnekleri DNA izolasyonu için 

eppendorf tüplerine aktarılır. 

3.2.3. Guthrie Kartlarından DNA Ġzolasyonu 

Saklanan Guthrie kartlarından ―QIAamp DNA Mini Kit‖ kullanılarak, üretici 

firmanın talimatlarına uygun Ģekilde genomik DNA elde edilmiĢtir. 

Metot: Hücre Lizisi, Proteinlerin uzaklaĢtırılması ve DNA‘ nın yoğunlaĢtırılıp 

izolasyonu.  

Guthrie kartları üzerine 500 µl 1X PBS eklenmiĢtir. 15 saniye vortekslendikten 

sonra 5000 rpm‘de 5 dakika santrifüj edilmiĢtir. Dibe çöken örnekler üzerindeki PBS 

uzaklaĢtırılıp üzerine 200 µl Doku Liziz Tamponu (Tissue Lysis Buffer-ATL) ile 40 

µl Proteinase K eklenmiĢtir. Ardından 15 saniye vortekslendikten sonra bir saat 

56°C‘ ye ayarlanmıĢ ısıtıcı blokta inkübe edilmiĢtir. Bir saat inkübasyon süresi 

bitiminde örneklerin üzerine 200 µl Liziz tamponu (Lysis Buffer-AL) eklenerek 15 

saniye vortekslenmiĢtir. 30 dakika 70°C‘de inkübe edilen örneklerin üzerine 200 µl 
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etanol (96-100%) eklenmiĢ ve 15 saniye vortekslenmiĢtir. Ardından örnekler 1,5 ml 

mikrosantrifüj tüplerine aktarılarak 10,000 rpm‘ de 1 dakika santrifüj edildikten 

sonra, altlarındaki tüpler atılarak filtreler temiz tüplere aktarılmıĢtır. Temiz tüplere 

alınan örneklerin üzerine 500 µl Yıkama Solüsyonu 1 (Washing Solution I-AW1) 

eklenmiĢtir. 10,000 rpm‘de 1 dakika santrifüj edilen örneklerde filtreden geçen kısım 

atılarak, bu sefer üzerine 500 µl Yıkama Solüsyonu 2 (Washing Solution 2- AW2) 

ilave edilmiĢtir. Temiz tüpe aktarılmıĢ olan filtreli tüpler kurutulmak üzere 14,000 

rpm‘de 3 dakika santrifüj edilmiĢtir. Filtreli tüpler temiz 2ml‘ lik eppendorf tüplerine 

alınarak üzerine 200 µl Elution Buffer (AE) eklenilmiĢtir. Ardından 10,000 rpm‘de 1 

dakika santrifüj edilerek elde edilen DNA‘lar temiz eppendorf tüplere aktarılmıĢ ve 

+2°C / +8°C‘de saklanmıĢtır. DNA örneklerini uzun süreli saklamak için -20°C de 

saklanmıĢtır. 

3.2.4. PZR KoĢulları ve BileĢenleri 

ÇalıĢmamızda, BTD geninin sahip olduğu 4 ekzon bölgeleri için son 

konsantrasyonlar distile su, 633,7, 5X Colorless Go Taq Flexi Buffer 250, 75 mM 

MgCl², 25Mm dNTP, 5 pmol ileri ve geri primerler 6,3 U Go Taq Flexi DNA 

polimeraz olacak Ģekilde termal döngüleyici‘ye konularak PZR yapılarak 

çoğaltılmıĢtır. 

Termal döngüleyici cihazına yüklenilen örnekler, aĢağıda ki parametrelere göre 

ayarlanmıĢtır. 

96ºC‘de 20 sn 

50 ºC‘de 20 sn          } 30 döngü              

60 ºC‘de 2 dk                               

4ºC‘de ∞  
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 3.2.5. Agaroz Jel Eloktroforezi 

PZR ürünleri, standart tampon çözeltiler kullanılarak yatay elektroforez ile 

görüntülenmiĢtir. 

Agaroz ve 0.5X Tris bazı, asetik asit ve EDTA tamponu (TAE) eklenmiĢtir. 

Ġçinde tamamen çözülüp homojen bir görüntü elde edilinceye kadar orta ısıda 

mikrodalga fırında kaynatılarak eritilmiĢ ve çeker ocak altında biraz soğuması için 

bekletilmiĢtir.  

 Örnekler agaroz jele, ticari olarak temin edilen Orange G yükleme boyası 

(örneklerin 1/5 hacminde) ile pipet yardımıyla karıĢtırılarak kuyucuklara 

aktarılmıĢtır. BoĢ bir kuyucuğa 100 bazlık marker yüklenmiĢtir. 120V‘ da 30 dakika 

yürütülmüĢtür.  

PZR Ürün SaflaĢtırma: 

Elde edilen PZR ürünleri ticari ―Exo SAP-IT‖ kiti kullanılarak, üretici firmanın 

talimatlarına uygun Ģekilde 5 µl PZR ürünü içine 2 µl enzim eklenerek 37°C‘ de 15 

dakika inkübe edilmiĢtir. Sonrasında 85° C‘ de 15 dakika bekletilerek 

saflaĢtırılmıĢtır.  

3.2.6. Dizi Analizi Reaksiyonu 

DNA dizi analizinde birbirinden farklı iki yöntem Maxam ve Gilbert‘in 

kimyasal kırılma yöntemi ile Sanger ve Coulson‘un zincir sonlandırılması 

yöntemidir (17). 

Bu çalıĢmada Otomatize DNA dizi analizinde, Sanger ve Coulson‘un zincir 

sonlandırılması prensibine dayalı yöntem kullanılmıĢtır. Bu yöntemde, DNA 

polimeraz enzimi dNTP‘lerin yanında deoksiribozin 3' pozisyonunda OH grubu 

taĢımayan ddNTP‘leri de substrat olarak kullanır ve sentezlenen DNA iplikçiğine 

dNTP eklendiğinde uzama devam ederken, ddNTP‘ler eklenince zincir uzaması 

durmaktadır. Otomatize DNA dizi analizinde reaksiyonların baĢlangıcında floresans 

veren madde ile iĢaretli nükleotidler kullanılarak baz dizilimi gözlenebilir hale 

getirilmektedir (18). 

https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com.tr&sl=en&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Tris_base&usg=ALkJrhhKYP8YHVBdIWPHnZWXMGJsuq3Xhw
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com.tr&sl=en&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Acetic_acid&usg=ALkJrhiCthraJiLPXI3D7qv2i_n3i7NYDA
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=tr&prev=search&rurl=translate.google.com.tr&sl=en&u=https://en.wikipedia.org/wiki/EDTA&usg=ALkJrhg0IbRJ7trCU9juM4gzDRieJafviA


26 
 

DNA dizi analizi cihazında anot ve katot kutuplar arasında uzanan bir kapiler,  

sıcaklığı sabit tutacak bir ısıtıcı bölge ve anot uca yakın bir bölmede lazer ıĢık 

kaynağı ile kamera bulunmaktadır. Ayrıca kapilerin içine polimer dolduran bir 

Ģırınga ile her iki kutupta elektrik geçirgenliğini sağlayacak tampon hazneleri 

bulunmaktadır(17). 

Her bir örnek için yeniden polimerle doldurulan kapilerler, örnek tüpüne 

girdiğinde PZR ile çoğaltılmıĢ ve denatüre edilmiĢ DNA fragmanlarını 

elektrokinetik yöntemle kapiler içerisine alır. Bu aĢamadan sonra sabit voltaj ve sabit 

sıcaklıkta anot kutba doğru hareket eden DNA fragmanları, kapilerin silika ile 

kaplanmamıĢ bölgesinden geçerken lazer ıĢığını bağlayan bazların rengine göre 

değiĢik dalga boylarında yansılar oluĢur. Bu yansılar CCD kamera tarafından 

algılanır. Adenin (A) bazı yeĢil, Sitozin (C) bazı mavi, Guanin (G) bazı siyah ve 

Timin (T) bazı kırmızı renk verir (18). 

DNA dizi analizi yapılacak tüm DNA fragmanları için optimize edilen 

koĢullarda hedef bölgeler amplifiye edilmiĢ ve ―Exo SAP-IT‖ kiti kullanılarak kit 

sağlayıcısının talimatları doğrultusunda saflaĢtırılmıĢtır. 

.  

Tablo 5. Dizi analizi reaksiyonu. 

Reaktif Miktar 

Genome Lab DTCS Quick Start Mix  4µl 

Primer 1 µl 

DNA 1 µl 

Su 4 µl 

Toplam hacim 10 µl 
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SaflaĢtırma iĢlemi ardından 10 µl sekans ürünü elde edilmiĢtir. 10 µl sekans 

ürünü üzerine magnetik parçacıkların bulunduğu 10 µl clean SEQ ve 42 µl %85‘ lik 

etanol eklenerek, 6-7 kez pipet ile karıĢtırılmıĢ ve Beckman Sample plağına 

yüklenmiĢtir. 3 dakika boyunca manyetik alanda sabit bir Ģekilde tutarak, 

kuyucukları hareket ettirmeden manyetik parçacıkların plate duvarlarına yapıĢması 

sağlanmıĢtır. 3 dakika bitiminde plak manyetik alandan çıkartılmadan kuyulardaki 

etanol uzaklaĢtırılmıĢ ve 100 µl %85‘ lik etanol eklenerek 30 sn bekletilmiĢtir. 

Manyetik alandan çıkartılmadan süpernatant kısmı uzaklaĢtırılmıĢtır. Manyetik 

alandan çıkartıldıktan sonra üzerine 40 µl SLS eklenmiĢ ve 6-7 kez pipet ile 

karıĢtırılmıĢ kuyuların sadece dipleri manyetik alana değecek Ģekilde 3 dakika 

bekletilmiĢtir.  3 dakika bitiminde her örneğin üzerine 1 damla mineral yağ 

(Beckman Coulter S505019) damlatılarak plak sekans cihazına ( Beckman Coulter 

CEQ8000 Genetic Analysis System ) yüklenmiĢtir.  
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4. BULGULAR 

4.1. PZR-Dizi Analizi Sonuçları 

Bu tez çalıĢmasında, Acıbadem Labmed Klinik Laboratuvarı‘ ında yenidoğan 

metabolik tarama testi yapılan hastaların sonucunda biotinidaz enzim eksikliği tespit 

edilen Guthrie kağıtları genetik araĢtırmaya yönelik olarak DNA Dizi Analizi ile 

çalıĢılmıĢtır. ÇalıĢma kapsamına alınan 43 olgunun DNA Dizi Analizi, biotinidaz 

enzim aktivitesi ve serum düzeyinde biotinidaz enzim seviyeleri Tablo 8‘de 

verilmiĢtir. 

Mutasyon analizi için çalıĢmaya alınan 43 hastanın DNA örneklerinde BTD gen 

mutasyon analizi yapılmıĢtır. Saptanan mutasyonların tümünün heterozigot olduğu 

DNA Dizi Analizi ile belirlenmiĢtir. BTD-31 kodlu hastanın BTD geninin ikinci 

ekzonunda c.98_104del7insTCC mutasyonunu taĢıdığı saptanmıĢtır. Ekzon 4-I için 

yapılan mutasyon analizinde herhangi bir mutasyon taĢıyan hastaya rastlanmamıĢtır. 

Ekzon 4-II‘de yapılan mutasyon analizinde BTD-4, BTD-11, BTD-15, BTD-18, BTD-

20, BTD-23 ve BTD-26 kodlu hastalarda D444H mutasyonu saptanmıĢtır. 
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Tablo 6. Dizi Analizi Sonuçları. 

      Ekzon 4-II 

 

Serum 

Düzeyi 

ÖRNEK 
Ekzon 2 

c.98_104del7insTCC 
Ekzon 4-I 

A171T 
D444H Q456H R538C 

  

 

BTD-1 WT WT WT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

çalıĢılma

dı 

BTD-2 WT WT WT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

çalıĢılma

dı 

BTD-3 WT WT WT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

çalıĢılma

dı 

BTD-4 WT WT MUT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

4,75 

BTD-5 WT WT WT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

4,94 

BTD-6 WT WT ÇalıĢmadı çalıĢmadı çalıĢmadı 
enzim aktivitesi 

düĢük 

5,10 

BTD-7 WT WT ÇalıĢmadı çalıĢmadı çalıĢmadı 
enzim aktivitesi 

düĢük 

ÇalıĢılma

dı 

BTD-8 WT WT WT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

ÇalıĢılma

dı 

BTD-9 WT WT WT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

8,14 

BTD-10 WT WT WT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

13,49 

BTD-11 çalıĢmadı WT MUT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

4,26 

BTD-12 WT WT WT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

4,94 

BTD-13 çalıĢmadı çalıĢmadı ÇalıĢmadı çalıĢmadı çalıĢmadı 
enzim aktivitesi 

düĢük 

ÇalıĢılma

dı 

BTD-14 WT WT WT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

9,42 

BTD-15 WT WT MUT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

4,34 

BTD-16 WT WT WT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

6,01 

BTD-17 WT WT WT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

7,24 

BTD-18 WT WT MUT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

6,13 

BTD-19 WT WT WT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

10,1 

BTD-20 WT WT MUT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

7,17 

BTD-21 WT WT WT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

8,99 

BTD-22 WT WT WT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

ÇalıĢılma
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dı 

BTD-23 WT WT MUT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

ÇalıĢılma

dı 

BTD-24 WT WT WT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

3,78 

BTD-25 WT WT WT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

5,55 

BTD-26 WT WT MUT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

ÇalıĢılma

dı 

BTD-27 WT WT WT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

6,33 

BTD-28 WT WT WT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

ÇalıĢılma

dı 

BTD-29 WT WT WT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

7,85 

BTD-30 WT WT WT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

ÇalıĢılma

dı 

BTD-31 MUT WT WT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

ÇalıĢılma

dı 

BTD-32 WT WT WT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

8,37 

BTD-33 WT WT WT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

ÇalıĢılma

dı 

BTD-34 WT WT WT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

ÇalıĢılma

dı 

BTD-35 WT WT WT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

4,87 

BTD-36 WT WT WT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

ÇalıĢılma

dı 

BTD-37 WT WT WT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

ÇalıĢılma

dı 

BTD-38 WT WT WT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

ÇalıĢılma

dı 

BTD-39 WT WT WT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

ÇalıĢılma

dı 

BTD-40 WT WT WT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

ÇalıĢılma

dı 

BTD-41 WT WT 

ÇalıĢmadı çalıĢmadı çalıĢmadı 

enzim aktivitesi 

düĢük 

ÇalıĢılma

dı 

BTD-42 WT WT WT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

alıĢılmadı 

BTD-43 WT WT WT WT WT 
enzim aktivitesi 

düĢük 

ÇalıĢılma

ı 
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 Marker   1      2      3      4      5      6      7      8      9     10     11    12    13     14   15 

 

ġekil 10. BTD geninin PZR ürünlerinin agaroz jel görüntüsü. Soldan sağa 1. Kuyu 

Marker (100 bç) 2, 3, 4, 5, 6 Ekzon 2 (456bp); 7, 8, 9, 10, 11 Ekzon 4-I (228bp); 12, 

13, 14, 15 Ekzon 4-II (464bp), 16. Kuyu: Negatif Kontrol (Su) 

 

 

 

 

 

ġekil 11. Ekzon 2‘ de ki mutasyonun DNA Dizi Analizi görüntüsü. BTD geninde 

heterozigot mutasyon (c.98_104del7insTCC). Mutasyon sonrası oluĢan faz kayması 

neticesinde ortaya çıkan iki farklı dizinin örtüĢmesi okumayı zorlaĢtırmaktadır. 

 

 

Referans dizi→ 

 

 

WT (yabanıl tip) 

dizi → 

 

 

MT (heterozigot) 

dizi → 
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ġekil 12. Ekzon 4-I‘ de  DNA Dizi Analizi görüntüsü. BTD geninde Ala171Thr- 

yabanıl tip dizi (c.511G>A). 

 

 

ġekil 13. Ekzon 4-II‘ de ki mutasyonun DNA Dizi Analizi görüntüsü. BTD geninde 

Asp444His mutasyonu, heterozigot dizi (c.1330G>C). BTD geninde yabanıl tip dizi 

Gln456His c.1368A>C. 

 

 

 

 

Referans dizi→ 

 

 

 

WT (yabanıl tip) 

dizi → 

Referans dizi→ 

 

 

WT (yabanıl tip) 

dizi → 

 

 

MT (heterozigot) 

dizi → 
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ġekil 14. Ekzon 4-II‘ de ki mutasyonun DNA Dizi Analizi görüntüsü. BTD geninde 

Arg538Cys ve Arg538His mutasyonu, yabanıl tip dizi (c.1612C>T- c.1613G>A).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Referans dizi→ 

 

 

 

WT (yabanıl tip) 

dizi → 
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 5. TARTIġMA  

Türkiye‘ de biotidinaz eksikliğinin görülme sıklığı dünya ortalamasının çok 

üzerinde olup bir çalıĢmada bu oran dünya ortalamasının yaklaĢık 8 katı olarak 

yenidoğanlarda 1:14800 olarak bildirilmiĢtir (27). Biotinidaz eksikliği olan hastaların 

anne baba akrabalık oranı %52 olarak bulunmuĢtur. Erken tanı ile tedavinin mümkün 

olması ve sık görülmesi nedeniyle yenidoğan tarama programı içerisindedir (41). 

Gende geliĢen çok sayıdaki farklı mutasyonlar sonucu enzim eksikliği oluĢur. 

Her iki allelde de oluĢan mutasyon sonucu hastalık ortaya çıkmaktaysa da bazı 

mutasyon tiplerinde semptomlar ömür boyu ortaya çıkmadığı gibi, bazılarında da 

semptomların görülme zamanı farklılıklar göstermektedir (14).  Homozigot veya her 

iki allelde de farklı mutasyon gösteren bireylerde (birleĢik heterozigot) enzim 

eksikliği geliĢmekte, ancak enzim aktivitesi farklılıklar gösterebilmektedir. Enzim 

aktivitesine göre eksiklik ağır ve kısmi olmak üzere ikiye ayrılır. Ağır tip eksiklikte, 

aktivite %10‘dan daha azdır (26). Kısmi eksiklikte ise %10-30 arası bir aktivite 

vardır. Ağır biotinidaz eksikliği gösteren semptomatik hastalarda yaklaĢık 100 kadar 

farklı mutasyon tanımlanmıĢtır. Semptomatik olan hastaların hemen hemen yarısında 

en az bir allelde G98:d7i3 (7 baz delesyonu/3 baz insersiyonu) mutasyonu 

belirlenmiĢtir. R538C nokta mutasyonu da ikinci sıklıkta tespit edilen bozukluktur 

(28). Yenidoğan taramalarında da en sık karĢılaĢılan mutasyonlar Q456H missens 

mutasyonu ile A171T:D444H çift mutasyonu olmuĢtur. D444H ağır biotinidaz 

eksikliği mutasyonu değildir. Bu mutasyonun homozigotluğunda enzim aktivitesi 

%50 civarındadır. Ağır eksiklik mutasyonlarının heterozigotluğuna benzer. Ayrıca 

bir allelde ağır eksiklik mutasyonu taĢıyıp, diğer allelde D444H mutasyonu 

taĢıyanlarda da yaklaĢık olarak %20-25 enzim aktivitesi mevcut olup kısmi 

biotinidaz eksikliği geliĢir (33). Ülkemizden yapılan bir çalıĢmada da semptomatik 

vakalarda G98:d7i3, yenidoğan tarama grubunda da T532M sık karĢılaĢılan 

mutasyonlar olarak tespit edilmiĢtir (35). 
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Günümüze kadar BTD geninde biotinidaz eksikliği ile ilgili literatürde 168 

patojenik mutasyon saptanmıĢtır (31). Bu mutasyonlar delesyon, insersiyon, kriptik 

yapıĢma bölgesi oluĢma mutasyonu, tek nükleotit insersiyonu ve nokta mutasyonları 

gibi prematür dur kodonu oluĢturan ya da aminoasit değiĢikliklerine neden olan 

mutasyonlardır. AzalmıĢ biotinidaz aktivitesine sahip hastalarda genotipleme 

sayesinde BE‘nin allellik heterojenitesi hakkındaki bilgimiz geniĢletilmiĢtir. Biz 

çalıĢmamızda, bildirilen bu mutasyonlardan en sık rastlanılan grup içerisinde yer alan 

mutasyonların sekans analizini yaptık. ÇalıĢmamızda gönüllülük esasına dayanarak 

katılan 43 adet metabolik tarama yapılmıĢ ve biotinidaz enzim eksikliği tanısı 

konmuĢ bebeklerde, en sık rastlanılan mutasyon (7 hasta, %16) D444H 

mutasyonudur. Ekzon 2‘ de c.98_104del7insTCC mutasyonu ise sadece 1 hastada 

tespit edilmiĢtir. ÇalıĢmamızda daha önce sık olduğu bildirilmiĢ mutasyonlara; 

Ekzon 4a A171T mutasyonu ve Ekzon 4b R538C ve Q456H mutasyonlarına 

rastlanılmamıĢ olup, ekzon 4‘de baĢka herhangi bir mutasyon da tespit edilememiĢtir. 

Hastalarda yapılan dizi analizi sonucunda, D444H varyantının yüksek olması 

kısmi BE insidansının dünya genelindeki tahminlere göre yüksek olduğunu 

düĢündürmektedir. Enzim aktivitesi kısmi BE ile heterozigosite arasındaki sınıra 

yaklaĢtığı zaman, BTD genin sekans analizi (ekzon 2 ve 4‘ten baĢlayarak) bu 

popülasyonda tanı için en uygun teknik olarak gözükmektedir. Biotinidaz serum 

düzeyinde kontrolü sağlanan hastaları incelediğimizde, BTD- 12 ve BTD- 24 olan 

hastalarımızda serum aktivitesi 4, 94- 3, 78 olarak bulunmasına rağmen sekans 

analizi sonucunda herhangi bir mutasyon saptanmamıĢtır. Bu sonuç doğrultusunda 

sekans analizi yapılırken taranan mutasyonlar (ekzon 2 ve 4) dıĢında lokalize bir 

mutasyonun bu tablodan sorumlu olabileceği düĢünülebilir. Aynı zamanda, 

yenidoğan taramasında biotinidaz aktivite düzeyi düĢük bulunmasına rağmen 

genotipte durum normal olarak gözlenmiĢtir. Bu farklılığın erken doğum veya 

yenidoğan sarılığından kaynaklandığı düĢünülmektedir. BTD- 18 ve BTD- 20 

örneklerinde ise serum düzeyinin normal aktivite değerleri arasında yer almıĢ 

olmasına rağmen, sekans analizinde saptanan mutasyonun varlığı, moleküler olarak 

tanının hastalığı taĢıyan bireylerde saptanmasının önemini vurgulamaktadır.  
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Türkiye‘de ise R157H mutasyonunun %27 oranında olduğunu gösteren bir 

çalıĢmanın yanı sıra; R79C, c.98-104del7ins3, T532M, Q456H ve A171T:D444H 

mutasyonlarının da Türkiye‘de görüldüğünü belirten çalıĢmalar mevcut iken, bizim 

çalıĢmamızda 43 adet enzim eksikliği tanısı konulan hastadan sadece sekizinde (7 

D444H ve 1 c.98_104del7insTCC mutasyonları) mutasyon bulunması dikkat 

çekmektedir. Bu farklılığın nedeninin örneklerin gelmiĢ olduğu coğrafik bölgelerdeki 

etnik farklılıklardan kaynaklandığı düĢünülmektedir.  

Amerika BirleĢik Devletleri‘nde semptomatik bulguları olan çocuklarda %35 

oranında saptanan en sık mutasyon c.98-104del7ins3 olarak bildirilmiĢtir. Neonatal 

taramada ciddi biotinidaz eksikliği olan çocukların %52‘sinde üç mutasyonun sık 

görüldüğü bildirilmiĢtir. Bunlar, aralarında örneklerimizde de saptanan 

mutasyonların da olduğu, Q456H,  A171T; D444H, D252G (sırasıyla %27,9, %17,3, 

%6,7)‘dir (19). HedeflenmiĢ mutasyon analizinde p.Cys33Phefs*36 (p.C33Ffs*36), 

p.Gln456His (p.Q456H), p.Arg538Cys (p.R538C), p.Asp444His (p.D444H), 

p.[Ala171Thr;Asp444His] (p.a171T; D444H) mutasyonları bakılarak biotinidaz 

eksikliği bulunan olguların yaklaĢık %60‘ına tanı konulabilmektedir (37). Türkiye‘de 

ise R157H mutasyonunun %27 oranında olduğunu gösteren bir çalıĢmanın yanı sıra; 

R79C, c.98-104del7ins3, T532M, Q456H ve A171T:D444H mutasyonlarının da 

Türkiye‘de görüldüğünü belirten çalıĢmalar mevcuttur (38, 39). Genotip-fenotip 

korelasyonu, aynı aile içinde aynı mutasyon için bile zordur. Çünkü bazı ciddi 

biotinidaz eksikliği olan çocuklar geç çocukluk ya da adölesan döneme kadar 

semptom vermezken, aynı mutasyona sahip bazı çocuklar erken çocukluk döneminde 

bulgu verebilmektedirler. Ayrıca Avrupa‘da en sık görülen mutasyon D444H 

mutasyonu olarak bilinmektedir (40). Bu durum bizim sonuçlarımız ile paralellik 

göstermektedir.  
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6.ÇALIġMANIN GELECEK PLANI 

Bugüne kadar yapılmıĢ olan çalıĢmalarda, mutasyonların BTD geninin bazı 

bölgelerinde yoğunlaĢtığı gösterilmiĢtir. Bizim çalıĢmamız ise çalıĢılan ekzon 2 ve 4 

mutasyonlarının vakaların sadece küçük bir kısmını izah edebildiği ve en azından 

ülkemizde bu hastalığın fenotipinden sorumlu mutasyonların çoğunlukla bu iki 

ekzonun dıĢında yerleĢik olabileceğini göstermektedir. Bu nedenle mutasyon 

taraması için tüm genin analizi (4 ekzonun) hedeflenmelidir. Eğer tüm gen 

taramasında enzim eksikliğinin genetik mekanizmalarının tam olarak aydınlatıldığı 

düĢünülür ise bu hastalık için ‗hot-spot‘ mutasyonlar belirlenerek sadece bunları 

içeren tarama yöntemi önerilebilir. Hot-spot mutasyonlar bulunmaz ise enzim 

eksikliklerinde tüm gen mutasyon taraması yapılabilir. 

Sonuç olarak, ülkemizde biotinidaz eksikliği, erken teĢhis edilebilmesi açısından 

tespiti önemli bir hastalıktır. Asemptomatik bireyler genellikle kısmi biotinidaz 

eksikliğine sahip olup, stresle tetiklenen hipotoni, deri bulguları ve saç kaybı 

geliĢtirebilirler (41). Ciddi biotinidaz eksikliği olup asemptomatik ya da adölesan 

dönem sonrası semptomların ortaya çıktığı olgular tanımlanmıĢ olsa da, tanı 

konmayıp ve tedavi edilmez ise, yaĢamın ilk yılında nörolojik (miyoklonik nöbetler, 

hipotoni, ataksi, görme ve iĢitme problemleri gibi) ve dermatolojik semptomlar 

(alopesi, ekzema gibi) geliĢebilir (42). Yenidoğan taramalarında bu hastalığın 

saptanması önemlidir. Moleküler olarak tanısı konmuĢ hastaların, diğer aile 

bireylerinin de bu hastalık açısından moleküler olarak taranması ve preimplantasyon 

genetik tanı ya da prenatal tanı olanakları ile bu hastalığı taĢıyan bireylerin sağlıklı 

çocuk sahibi olması mümkün olabilecektir. 

Ülkemizde yapılan bir çalıĢmada semptomatik vakalarda G98:d7i3, yenidoğan 

tarama grubunda T532M sık karĢılaĢılan mutasyonlar olmuĢtur. Mutasyon spektrumu 

çok dağınık olduğu için biotinidaz defektinde BTD geninin dizi analizi 

yapılmaktadır. Biotinidaz taraması ile ön tanı alan hastalarda; kesin tanının 

koyulabilmesi, moleküler patolojinin belirlenmesi ailede risk altındaki çiftlerin ve 

bireylerin belirlenmesi ve bu sayede yenidoğan döneminde erken tanının 

sağlanabilmesi endikasyonları ile BTD geni mutasyon analizi yapılması önerilir. 
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Bu mutasyonların maternal ve paternal allelik segrasyon durumlarını saptamak 

amacıyla anne ve babanın BTD gen mutasyon analizi yapılması çalıĢmanın ileri 

düzeyi olacağı belirlendi. 
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