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OZET

Biotin viicutta bulunan karboksilaz enzimlerinden dordiiniin kofaktorii olarak
gorev alan, suda eriyen vitamindir. Oncelikle biotin, enzimin yapisindaki
apoproteinlere kovalent olarak baglanarak bu enzimleri aktif hale getirir. Bu
baglanma holokarboksilaz sentaz tarafindan gergeklestirilir. Biotinidaz eksikligi,
biotin eksikligi sonucunda olusan, nérolojik ve cilt anormallikleri ile karakterize olan
otozomal resesif gecisli bir hastaliktir. Eger tedavi edilmezse, hiicre i¢i biotinin
tilkkenmesi biotin bagimli karboksilaz aktivitesinin bozulmasina yol agar ve
bozuklugun oldugu bireylerde nérolojik anormalliklere neden olabilir. BTD geni
biotinidaz tretimi i¢in, sorumlu enzimi kodlar. BTD geni 3p25 lokusunda yer alan
dort ekzonlu 543 aminoasit kodlayan bir gendir. Biotin eksikligi ile alakali olan BTD
geninde 402’nin {stiinde mutasyon saptanmistir. Mutasyonlar, BTD geninde
biotinidaz enzim aktivitesini degistirir. Bu c¢alismada, Acibadem Labmed Klinik
Laboratuvarinda Temmuz 2013-Subat 2014 tarihleri arasinda yenidogan metabolik
tarama sonuglarinda biotinidaz enzim eksikligi tanist konan toplam 43 hastanin,
tarama sirasinda kullanilan Guthrie kagitlarindan DNA izolasyonu yapilarak, BTD
genine ait daha Onceden literatiirde rapor edilmis olan en sik rastlanilan c.
98 104del7insTCC, ALl71T (c. 511G>A), D444H (c.1330G>C), Q456H (c.
1368A>C), R538C (c. 1612C>T) mutasyonlari igin DNA dizi analizi yontemi
kullanilarak mutasyon taramasi yapilmistir. Dizi analizi sonucu saptanan
mutasyonlar siniflandirildiginda, daha Onceden literatiirde rapor edilmis, c.
98 104del7insTCC, D444H (c.1330G>C), Q456H (c. 1368A>C) mutasyonlari
dogrulanmistir. A171T (c. 511G>A) ve R538C (c. 1612C>T) mutasyonlarina ise
rastlanilmamistir. Bulunan mutasyonlar i¢in biotinidaz enzim eksikliginin serum

diizeyinde kontrolii saglanilarak, gerekli dogrulama yapilmistir.

Calismamiz lilkemizde biotinidaz eksikliginin genetik tanisi i¢in BTD geninin

tiimiiniin analizinin gerekliligini ortaya koymustur.

Anahtar: Biotin, biotinidaz, biotinidaz eksikligi, histonlar, BTD gen, mutasyon



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 Acibadem 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 ¢. 98_104del7insTCC, D444H (c.1330G>C) and Q456H (c. 1368A>C), whereas
Al171T (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



1. GIRIS ve AMAC

Kalitsal metabolik hastaliklar, ilk kez 1901°de Sir Archibald Garrod tarafindan
tanimlanmistir (1). Bugiine kadar teknik ve laboratuvar olanaklarinin artmasiyla
yaklasik 500’1 askin metabolik hastalik tanimlanmastir.

Metabolik yollar: ilgilendiren bozukluklar, biyokimyasal yolu katalize eden
enzim veya kofaktoriin eksikligi sonucu gelisen metabolitlerin birikmesi ile
baglantihdir. Tek gen kusurunun yol agtifi ve metabolik yolaklardaki bloklar
sonucunda gelisen klinik tablolar kalitsal metabolik hastaliklar  olarak
adlandirilmaktadir. Glintimiizde siklig1 1/1500 olarak bildirilmektedir. Bir¢cogunun
etkili tedavisi vardir. Tedavisi olmasa bile 6zgilin taninin konulmasi ailelerin sonraki
cocuklar konusunda bilgi sahibi olmalarina olanak saglamaktadir (2). Bu
hastaliklardan bazilar1 son derece ender goriilmekle birlikte,  biitiin olarak
degerlendirildiklerinde ¢ocuk sagligi agisindan énemli bir grubu olusturmaktadirlar
(2).

Kalhtsal metabolik hastaliklar yasamin herhangi bir déneminde bulgu
verebilirler. Yenidogan déneminde sorunsuz goriiniiyor olmasi ardindan, klinigin
beklenmedik bir sekilde bozulmas: dogumsal metabolizma hastaliginin karakteristik
bulgusudur. Bu nedenle dogumdan saatler ve giinler sonra gelisen emme isteksizligi,
solunum giicliigii, apne, hipotoni, kusma, dehidratasyon, letarji ve konviilziyon gibi
belirtiler karsimiza ¢ikabilir (20).

Dogumsal metabolizma hastaliklari tamsinda iki farkli laboratuvar yaklasimi
vardir. Bunlardan ilki bir koruyucu hekimlik hizmetidir. Her yenidogana hastalik
belirtileri ortaya ¢ikmadan uygulanan "yenidogan taramasi” ilk yaklasimdir. Diger
yaklasim ise oykii ve/veya klinik bulgular1 nedeniyle dogumsal metabolik hastalik
stiphesi olan hastanin 6rneklerinin “biyokimyasal ve genetik analizleri” dir (4).

Tedavide ilk olarak yapilmasi gereken azalmis enzim aktivitesini arttirmaya
calismaktir. Gen tedavisi uzun donemdeki en 6nemli hedef niteligi tasimaktadir.
Ancak giliniimiizde halen gen tedavisinin hedef organ ve dokulara ulastiriimas: ve

gen aktivitesinin tam anlamiyla kontrol edilebilmesi gergeklestirilememistir (5).



Bu ¢alismanin amaci, biotinidaz enzim eksikligi tanis1 alan hastalarin her birine
ait BTD (biotinidaz enzim geni) geninin en sik karsilagilan mutasyonlarini, DNA
(Deoksiriboniikleik Asit) dizi analizi teknigi ile tarayarak, bu hastalarda BTD gen
mutasyonlarmin varhigin1 saptamaktir. Bu tez ¢alismasindan elde edilecek veriler
daha ileride yapilacak genis ¢apl taramalar i¢in yol gosterici nitelikte olacaktir.
Hastalikla ilgili arastirmalardan elde edilen bilgiler biotinidaz enzim eksikligi
tagtyicilarinin, klinik belirtiler ortaya c¢ikmadan oOnce belirlenmesine ve erken

yaslarda kesin taninin konulmasina olanak saglayacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Metabolizma Hastaliklar::

Dogumsal metabolizma hastaliklart ilk kez 1908'de Sir Archibald Garrod
tarafindan tanimlanmistir. Viicudun biyokimyasal islevlerindeki bozukluklar sonucu
gelisim gostermektedirler (1). Cogunlugu otozomal resesif gecisli kalitsal
hastaliklardir. Tek tek ele alindiginda her biri nadir gibi goriinse de, birlikte
degerlendirildiginde 6nemli bir grup olusturmaktadirlar. Degisik yakinmalarla
basvurduklarindan giiniimiizde tamimlamadan kalan ¢ok sayida olgu oldugu gibi,

yeni tanimlanan birgok dogumsal metabolizma hastaligi da vardir (2).

Metabolik tarama testleri ile bireylerde herhangi bir belirti vermeden tani
koymak ve gerekli tedaviye baslayarak mortalite ve morbiditeyi azaltmak
amaglanmaktadir. Tarama programinda yer alan hastaliklar, toplumda yeterli siklikta
goriiniiyor olmalidir ve erken tani konulmasi halinde hastaligin seyrinde degisiklik

yapabilmeli ya da tamamen tedavi edilebilmelidir (6).

Dogumsal metabolizma hastaliklari, protein, karbonhidrat ve yag asitlerinin
sentezinde ya da katabolizmasinda meydana gelen defektler sonucu gelisen patolojik
tablolardir. Metabolik bozukluklar, hatali genetik bilgi nedeniyle olusamayan veya

gorevini yapamayan enzim iriinlerinin yok Yya da yetersiz olmasi sebebi ile olusur

(7).

Nadir sayida oldugu diisiiniilen metabolik hastaliklarin sayilari her giin hizla
artmaktadir. Gelismis tilkelere oranla iilkemizde akraba evliliklerinin ve dogum
sayisinin yiikksek olmasi sonucu dogumsal metabolizma hastaliklarina daha sik
rastlanmaktadir. Genelde 1/10.000 sikhkla goriilen fenilketoniiriye (FE) tilkemizde
1/4500, genelde 1/60.000 siklikta goriilen biotinidaz eksikligine (BE) iilkemizde
1/11.000 oraninda rastlanmaktadir (8).

Kalitsal metabolik hastaliklarda klinik bulgular her hastalikta hafiften agira ¢ok
farkli ve genis bir spektrumda seyredebilmektedir. Ayn1 gende etkilenme olmasina



ragmen mutasyonlarin farkliligi nedeniyle bir¢cok hastada klasik hastalik fenotipi
saptanamaya bilmektedir (20).

2.2. Yenidoagan Taramasi:

Kiitle spektrometrisinin kullanima girmesi ile yenidogan taramasi gergevesinde
bakilan hastalik sayisi giderek artmistir. Dogumsal metabolizma hastaliklarinin bir
kisminda, kalici hasara ya da oOlime neden olmalarini 6nlenmek amaciyla
"yenidogan taramasi” uygulanmaktadir. Fenilketoniiri, biotidinaz eksikligi ve
hipotiroidi, hemen her iilkede yenidoganlarin istisnasiz olarak taranmasi gerekliligi
kabul edilmis ti¢ hastahktir. Bu tarama program: cok sayida iilkede devlet

sorumlulugunda yiiriitiilmektedir (21).

[k yenidogan tarama programi, 1962 'de Guthrie tarafindan kurulmustur. Bugiin
icin 6nemini ayn1 degerde koruyan, ucuz, semikantitatif ve bakteriyolojik inhibisyon
esasina dayanan yontem fenilketoniiri hastaligi i¢in baslatilmigtir. Ekonomik ve
teknolojik kosullar1 iyi bazi merkezlerde, "tandem™ kiitle spektrofotometrisi gibi
komplike aletlerin yenidogan tarama programlarinda kullanilmaya baslanmasi ile

bugiin ayn1 anda 35'in iizerinde hastaligin taramasi yapilabilmektedir (22).

Tarama testleri tanisal test olmamakla beraber, tarama sonrasinda anormal bir
sonug elde edildiginde mutlaka tanisal testler uygulanmahdir. Ayrica yanhs negatif

sonuglarin olabilecegi de goz oniine alinmalidir (23).



2.3. Biotin:

Biotin dort karboksilaz i¢in koenzim olan ve suda eriyen bir vitamindir. Biotin
asetil-CoA karboksilaz o (ACC- a) ve asetil-CoA karboksilaz  (ACC-B), propiyonil-
CoA karboksilaz (PCC), 3-metilkrotonil-CoA karboksilaz (MCC) ve piruvat
karboksilaz (PC) igin bir koenzim olarak islev gormektedir (9). Biotin-bagimli
karboksilaz, karbohidrat metabolizmasinda rol alan genler igin, yag asidi sentezi,
glukonojenez, trikarboksilik asit dongiisii ve pleitropik gen regiilasyonu igin kofaktor

olarak 6nemli bir rol oynar (11).

Holokarboksilazsentaz, 5 karboksilazdan biotin baglayici katalize eder. Bu
nedenle, biotin bagimli metabolik yollarda ¢ok onemli bir rol oynar. Ek olarak,
Holokarboksilazsentaz’in kromatinin diizeyinde gen diizenlemesine katilmakta

olmasi yeni aragtirmalarda tartisma konusudur (10).

Transferaz Aktivitesi Hidrolaz Aktivitesi
Histonlar veya Biotinilenmig | Biotinidaz |  Serbest
diger proteinier Biotinidaz . Biotin Apokaboksilaziar
Lizin Lizin
pH>7 pH<7
Biositin Holokarboksilaz
Sentetaz
Biotinilenmis  focraenme
Proteinler ve Holokarboksilazlar
Histonlar ‘
Aminoasit Katabolizmas:
Yag Asidi Sentezi
Glukoneogenez

Sekil 1. Biotin Dongiisii. Serbest biotinin dongii igerisinde Holokarboksilaz sentetaz

araciligiyla metabolizmada rol almaktadir (11).
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Sekil 2. Biotinin biyokimyasal yapisi. Tiyofen halkast ve bu halkaya bagl karbomit

ile valerik asitten olusmustur (10).

Asetil-KoA Lasin Glukoz Valin
Izol&sin
¢ @ ¢ ¢ Metionin
Treonin
Malonil-KoA 3-Metil karotinil-KoA ¢ Yag Asitleri

v Ve e v

3-Metilglutakonil-KoA Propionil-KoA

YAG ASITLERI ¢ ¢ 0] ¢©

Asetil-KoA
Olkzalasetat Metilmalonil-KoA

KREBS DONGUSU
1: Asetil CoA karboksilaz
2: B-metil karotinil CoA karboksilaz
3: Piriivat karboksilaz

4: Propiyonil CoA karboksilaz

Sekil 3. Biotin bagimli karboksilazlarin metabolizmadaki rolleri. Asetil-KoA; yag
asidi  sentezi ve oksidasyonunda, 3-Metil  karotinil-KoA; aminoasit
metabolizmasinda, Piriivat karboksilaz; glukoz yapiminda, Propionil-KoA; yag asiti

sentezinde rol almaktadir (11).



2.4. Biotinidaz ve Biotinidaz Eksikligi:

Dogumsal metabolizma hastaliklarinda, defektli enzim nedeniyle gerekli spesifik
son lriin iiretilemezler. Bu nedenle dncilil maddeler veya alternatif yollarla olusan
baska metabolitler birikerek viicutta toksik etki gosterirler. Baz1 hastalarda, biriken

maddeler diger dokulara da gegerek uzak organlarda hasar meydana getirebilirler
(12).

Biotinidaz, viicutta biotin dongtsii (Sekil 1) ad1 verilen sindirim sisteminde, kan
dolasiminda, hiicre iginde protein ve enzimlere bagli bulunan biotini serbest hale
getiren bir enzimdir. Boylece biotinin sindirim sisteminden emilmesine ve enzimlere
tekrar tekrar baglanarak aktif olmalarini saglar. Eksikligi durumunda fonksiyon

gormeleri i¢in biotine gereksinimleri olan karboksilazlarin isleyisi durur (12).
BIOTINIDAZ EKSIKLIGI KESIN TANI KRITERLERI:

Yenidogan metabolik tarama programi uygulamasinda yer alan biotinidaz enzim
eksikligi arastirilmasi birinci basamak olarak yer almaktadir. Uygulamada uygun
alman kan Ornegi tarama laboratuvarina ulastirilir ve enzim aktivitesinin hangi
seviyede oldugu tespit edilir (Sekil 4). Tarama programinda her laboratuvar
kullanmis oldugu 6l¢iim metoduna gore ortalama aktivite degerini elde etmektedir.
Acibadem Labmed Klinik Laboratuvarlari’ nda kullanilan yontem ile yapilan ¢alisma

sonucunda elde edilen ortalama deger enzim aktivitesine gore;

5 ve 5” in altinda ise; Enzim aktivitesinin eksikligi tespit edilir ve < NEGATIF>’

¢

6-7-8 ise; Enzim aktivitesinin diisiik pozitif olma durumu tespit edilir ve

diisiik pozitif®” serum diizeyinde biotinidaz aktivitesinin bakilmasi 6nerilir

[

9 ve 9’un istiinde ise; Enzim aktivitesinin var oldugu tespit edilir ve

POZITIF’’ seklinde raporlanir.



KAN ORNEGI

! !

UYGUNSUZ KAN ORNEGI ] [ UYGUN KAN ORNEGI

! !

KAN ORNEGI TEKRARI ]-> TARAMA LABORATUVARI

Enzim aktivitesivar] [ Enzim aktivitesi ]

ql duistik veya yok
[ (65 MRU iizeri) (65 MRU Ve alti)

[ TEKRAR KAN ORNEGI ]

b

Enzim aktivitesi

var
(65 MRU Uzeri)
PEDIATRIK
NORMAL BESLENME ve
METABOLIZMA
KLINIGINE SEVK*

Sekil 4. Biotinidaz Eksikligi Akis Semasi. Alinan kan 6rnegi tarama laboratuvarina
ulasgtirtlir  ve enzim aktivitesinin hangi seviyede oldugu tespit edilir

(thsk.saglik.gov.tr).

Yenidogan metabolik tarama programi uygulamasinda yer alan biotinidaz enzim
eksikligi arastirilmasi diginda yapilan ikinci bir uygulama ise, tarama testinde enzim
aktivitesi eksikliginin veya diisiik enzim aktivitesinin saptanmasi durumunda serum
orneginde biotin degeri 6l¢iimiidiir. ACGM (Amerikan Colege of Medical Genetics)
rehberine gore; biotinidaz serum aktivitesi, ortalama yetiskin biotinidaz serum
aktivitesinin (4.2 - 12.8 nmol/ml/dk) %10’ undan kiiciik ise biotinidaz eksikligi,
%10-30’ u arasinda ise kismi biotinidaz eksikligi olarak degerlendirilmektedir (13).
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Yapilan bir c¢aligmada, enzim aktivitesinin klinik ozelliklerine ve enzim
eksikliginin derin-kismi biotinidaz eksikligi durumuna gore referans degerlerinin

farklilik gosterdigi tespit edilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Biotinidaz Aktivitesi. Etkilenmemis bireylerde aktivite, 12.8 oranina yakin
sonuglar, derin biotinidaz ve kismi biotinidaz hasta gruplarinda 4.2 oraninin altinda

sonuglar tespit edilmistir (13).

BIOTINIDAZ AKTIVITELERI

Kategori Biotinidaz Aktivitesi = SD (nmol/min/ml
serum)
Etkilenmemis bireylerde 7.57 +£1.41

Ebeveynlerin cocuklarinda  derin|3.49 +£0.72
biyotinidaz eksikligi olan

Klinik semptomlar1 tespit edilen derin|0.12 +0.18
biotinidaz eksikliginde

Yenidogan taramasi ile tespit derin 0.19+0.16
biotinidaz eksikligi olan ¢ocuklar

Kismi biotinidaz eksikligi olan bireyler |1.47 + 0.41

Biotinidaz eksikligi (BE) ise nadir goriilen, otozomal resesif gegisli, metabolik
bir hastaliktir. BE organizmada biotin dongiisiinii bozarak metabolik asidoz, deri
bulgular1 ve noérolojik belirtiler gibi degisik klinik ve laboratuvar bulgularinin

goriildiigi bir hastalik tablosuna yol agar.

Biotinidaz eksiliginin bati1 iilkelerinde gorilme sikligi 1/60.000°dir (24).
Ulkemizdeki goriilme siklig1 ise akraba evliliginin sikligindan dolayr 1/14.800 diir
(25). Eksiklik enzim aktivitesine gore agir veya kismi olabilir. Agir tip eksiklikte,
aktivite %10’dan daha azdir. Kismi eksiklikte ise %10-30 aras1 bir aktivite vardir
(26). BE’nin diger organik asidemilerden en onemli farki deri bulgularinin daha
belirgin olmasidir. BE’ de ataksi, gelisme geriligi, list solunum yolu infeksiyonlart,

duyma ve gorme, stafilokoksik deri infeksiyonu goriilebilir.
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2.5. BTD Gen Yapist:

Biotinidaz, serbest biotin olusumu i¢in gerekli bir enzimdir. Eksiklik durumunda
fonksiyon gormeleri i¢in biotine gereksinimleri olan karboksilazlarin isleyisi durur.
Biotinidaz sentezinden sorumlu gen (BTD) biotinidaz ad1 verilen bir enzim yapmak
icin yonergeler saglar. Enzim aktivitesi icin, BTD tarafindan kesilen biotinin yeniden
baglanmis olmas1 gerekir. BTD eksikligi bu baglanmay1 onler ve biotin eksikligine
yol acar (14).

Biotinidaz sentezinden sorumlu gen 3. kromozomun kisa kolunda (3p25) yer
alan, dort ekzonlu 543 aminoasit kodlayan bir gendir (sekil 5-7). Hastaliga neden
olan 60’ dan fazla mutasyon tanimlanmistir (23, 24). Bu genin ¢ok farkli
mutasyonlart sonucu hastalik gelismektedir. Agir biotinidaz eksikligi gosteren
hastalarda yilizden fazla farkli mutasyon tanimlanmustir. En sik goriilen mutasyonlar;
G98:d7i3, R538C, Q156X, Q456H ve A171T ile D444H olarak bildirilmistir (Sekil
6).

Bu calismada iilkemizdeki biotinidaz eksikligi vakalarinda fenotip genotip
korelasyonunu ve hedefe yonelik mutasyon analizi ile vakalarin ne kadarma tam

konulabilecegini arastirdik.
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Sekil 5. BTD gen. Kromozomun 3p25 lokusunda yer alan gendir (13).

BTD gene
Mutational Spectrum
GindS6His (3)
pArg2itiis (1) 4
. p-Cys33PhefsTer36 (3)
ATG @ pessisatyry @D @ (P sics
1 | ] §
En s . A
| I | |
@D p.CusSTer (1) O O @ vAspitatiis @) p.TrS32Mot
pArglS7Mis (1) p.Vall90Met 2) (16) *)
O p-AspidsMis 2)

(D Heterozygote
( Hemozygote

Sekil 6. BTD gen mutasyon spektrumu. En sik goriilen mutasyonlar; G98:d7i3,
R538C, Q156X, Q456H ve ALl71T ile D444H olarak bildirilmistir (Journal of
Human Genetics 56, 861-865 December 2011) (14).
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present in the contig : NT (22517 of Genbank

DNA size 4400Kb mRNA size 1996 bp 4 exons NM_000060  see the exons
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zee LUenomic Sequence B Bxcellent W Good

Sekil 7. BTD gen- DNA/mRNa. Dort ekzonlu 543 aminoasit kodlayan 44.000 Kb
boyutunda bir gendir.

http://genatlas.medecine.univ-paris5.fr/fiche.php?symbol=BTD  (Erisim tarihi:12
Ocak 2007)
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Sekil 8. BTD Gen sekansi.

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 (Erisim tarihi: 12 Ocak
2007)

15


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

3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerecler
3.1.1. Kullanilan Aletler

Pipet ve uclari, falcon ve eppendorf tiipler, 1.5 mL mikrosantrifiij tiipleri, 2 mL
toplama tiipleri, mikro santrifiij, karistirici, biyogiivenlik kabini, buzdolabi, derin
Dondurucu -20, derin Dondurucu -80, agaroz jel elektrofrez sistemi ve gii¢c kaynagi,
jel goriintiileme sistemi, termal dongiileyici, otomatik mikropipetler, masa tistii

santrifiij
3.1.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Ticari Kitler

Agaroz jel, Orange G, Deoksiniikleotid trifosfat (ANTP) set, Guthrie kartlari,
SYBR Gold, etanol-niikleik asitlerin ¢oktiiriilmesi, isopropanol, Tag DNA Polimeraz
Enzimi, tampon seti, ve DNA izolasyon kiti (Ql1Aamp DNA Mini Kit)

3.1.3. Kullanilan Primerler
3.1.3.1. Primerler

Primer, DNA sentezi i¢in bir baslangi¢ noktas1 saglayan niikleik asit dizisidir.
DNA replikasyonu i¢in gerekli olan DNA polimeraz, ortama yeni bir niikleotid
eklenmesi ile iglem yapabilir. Polimeraz, replikasyonu primerin 3*“-ucunda baslatir.

Basarili bir DNA dizileme islemi i¢in uygun primer dizayn1 en 6nemli adimdir.
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3.1.3.2. DNA Dizisi ve Primer Sec¢imi

BTD geninin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile c¢ogatilmasi ig¢in
kullanilacak 6zgiil primerler tasarlanmistir. DNA dizisi se¢iminde, sectigimiz genin
National Center for Biotechnology Information (NCBI) veritabanini kullanarak
niikleotit dizisi belirlenmistir. Gen boyutunun nedeniyle ekzonlarin etkin bir sekilde
cogaltilmasi i¢in amplikon boyunun c¢alismaya uygun boyutta primer cgiftleri
tasarlamaya dikkat edilmistir. Boylece 4 ekzonlu BTD genin siklikla mutasyon
bildirilmis 2 ekzonu PZR reaksiyonuyla ¢ogaltilmistir. PZR i¢in kullanilan primer
setleri asagidaki tabloda ** >’ seklinde belirtilerek listelenmistir (Tablo 1, 2, 3).

BTD genine ait ekzonlarin primer tasarimlar1 yapilirken;
-Primerlerin GC igeriginin fazla olmamasina,
-Primerlerin 3' ve 5' uglarinin birbirini tamamlayan bolgeler igermemesine,
-Primerlerin uzunluklarinin 18-25 b¢ arasinda olmasina,
-Primerlerin 3' ucunun G ya da C ile bitmesine ve ikiden fazla G ya da C ile
bitmemesine,
-Primerlerin BTD gen bolgesinin bulundugu 3. kromozom haricinde bagka bir
kromozom ile eslesmemesine,
dikkat edilmistir (15).

S6z konusu gen bolgesine ait 2 adet ekzon igin ileri ve geri (ii¢ ¢ift) primer seti

asagida verilmistir.

Tasarlanan kullanilacak olan primerler IONTEK (Tiirkiye) firmas: tarafindan
sentezlenmistir. Liyofilize olarak bulunan primerlere 100 pmol’lilkk konsantrasyon

elde etmek icin gerekli miktarda Tris-EDTA ilave edilmistir. 100 pmol’liikk ana
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stoktan PZR’ de kullanilmak tizere H2O ile diliie edilerek 10 pmol’liikk ara stoklar

hazirlanmis ve -20°C’de saklanmuistir.
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Tablo 2. BTD Geninin ekzon 2’nin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan 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 4-1 ’in ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan 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 4-11’nin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan 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. Kullanilan Cozeltiler

3.14.1. PZR

Taq DNA Polimeraz, enzim yaklasik 85°C’ de ki sicakliktaki kaynak sularda
yasayan Thermus aquaticus bakterisinden izole edilmektedir. Bu enzimin optimal
calisma sicaklig1 70-80 °C arasindadir (16).

Enzim hedef DNA’ dan ayrilmadan 6nce DNA’ ya baglayabildigi niikleotidlerin
ortalama sayis1 ‘iglem kapasitesi’ olarak tanimlanir. PZR igin reaksiyonda direk
olarak yer alan maddelerin yani sira uygun bir tampon ¢ozeltisine ihtiya¢ duyulur.
Tampon icerigi kullanilan enzimin 6zellik ve tipine baglidir ve bir¢ok liretici enzimle

beraber 10X tamponunu da saglar.
3.1.4.2. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz, 0.5X Tris bazi, asetik asit ve EDTA tamponu (TAE) i¢inde tamamen
¢oziiliip homojen bir goriintii elde edilinceye kadar mikrodalga firinda kaynatilmis ve
ceker ocak altinda biraz sogumasi beklendikten sonra 6rnek yiiklemeye hazir hale

gelmistir.
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3.2. Yontem
3.2.1. Ornek Secimi

Calismaya Temmuz 2013 - Subat 2014 tarihleri arasinda Acibadem Labmed
Klinik Laboratuvarlarina yenidogan metabolik tarama testi i¢in basvuran hasta

ornekleri alinmistir.
Calisma grubuna dahil olma kriterleri;

Yenidogan metabolik tarama testi yapilan ve biotinidaz enzim aktivitesi eksik
olan hastalarin ebeveynleri tarafindan Acibadem Universitesi etik kurulunca
onaylanmis aydinlatilmis onam imzalanilarak Orneklerinin calisilmasi prosediirii
seklindedir. Caligmadan dislanma kriterleri ise; yetiskin hastalar ve yenidogan
metabolik tarama sonucu biotinidaz enzim eksikligi bulunmayan bireyler olarak

belirtilmistir.
3.2.2. Kanmin Saklanmasi ve Ornek Elde Edilmesi

Yenidogan topuk kan ornekleri: Tarama testleri ig¢in kanin ideal olan1 3. — 5.
giinlerde alinmasi ideal olanidir. Fenilketoniiri i¢in yenidoganin en az 24 saat
beslenmesi gerekir. Dogumdan sonraki ilk 24 hatta 48 saat kan alinmasi uygun
degildir. Topuktan alinan birka¢ damla kan yeterlidir. Bu kan damlalar filtre kagidi
seridi lizerine emdirilir. Kan almadan once deri %70’lik izopropil alkol ile

temizlenmelidir.

Fotometrik yontemle ¢aligilan ve biotinidaz tarama testi sonucu negatif olan
hastalarin Guthrie kagidi orneklerindeki kan damlatilmig alanlar kesilerek DNA

1zolasyonu i¢in eppendorf tiiplerine aktarilir.
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Sekil 9. Guthrie Karti Ornekleri. Guthrie kagidi 6rnekleri DNA izolasyonu igin
eppendorf tiiplerine aktarilir.

3.2.3. Guthrie Kartlarindan DNA izolasyonu

Saklanan Guthrie kartlarindan “QIAamp DNA Mini Kit” kullanilarak, iiretici

firmanin talimatlarina uygun sekilde genomik DNA elde edilmistir.

Metot: Hiicre Lizisi, Proteinlerin uzaklastiritlmasi ve DNA’ nin yogunlastirilip

izolasyonu.

Guthrie kartlar1 {izerine 500 pl 1X PBS eklenmistir. 15 saniye vortekslendikten
sonra 5000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Dibe ¢oken o6rnekler lizerindeki PBS
uzaklastirilip tizerine 200 pl Doku Liziz Tamponu (Tissue Lysis Buffer-ATL) ile 40
ul Proteinase K eklenmistir. Ardindan 15 saniye vortekslendikten sonra bir saat
56°C” ye ayarlanmis 1sitici blokta inkiibe edilmistir. Bir saat inkiibasyon siiresi
bitiminde 6rneklerin tizerine 200 ul Liziz tamponu (Lysis Buffer-AL) eklenerek 15

saniye vortekslenmigtir. 30 dakika 70°C’de inkiibe edilen 6rneklerin iizerine 200 pl
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etanol (96-100%) eklenmis ve 15 saniye vortekslenmistir. Ardindan 6rnekler 1,5 ml
mikrosantrifiij tiiplerine aktarilarak 10,000 rpm’ de 1 dakika santriflij edildikten
sonra, altlarindaki tiipler atilarak filtreler temiz tiiplere aktarilmistir. Temiz tiiplere
alinan Orneklerin tizerine 500 ul Yikama Soliisyonu 1 (Washing Solution I-AW1)
eklenmistir. 10,000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilen 6rneklerde filtreden gegen kisim
atilarak, bu sefer tizerine 500 pl Yikama Sollisyonu 2 (Washing Solution 2- AW2)
ilave edilmistir. Temiz tiipe aktarilmis olan filtreli tiipler kurutulmak iizere 14,000
rpm’de 3 dakika santrifiij edilmistir. Filtreli tiipler temiz 2ml’ lik eppendorf tiiplerine
aliarak tizerine 200 pl Elution Buffer (AE) eklenilmistir. Ardindan 10,000 rpm’de 1
dakika santrifiij edilerek elde edilen DNA’lar temiz eppendorf tiiplere aktarilmis ve
+2°C / +8°C’de saklanmistir. DNA Orneklerini uzun siireli saklamak igin -20°C de

saklanmustir.
3.2.4. PZR Kosullari ve Bilesenleri

Calismamizda, BTD geninin sahip oldugu 4 e¢kzon bdlgeleri igin son
konsantrasyonlar distile su, 633,7, 5X Colorless Go Taq Flexi Buffer 250, 75 mM
MgCI2, 25Mm dNTP, 5 pmol ileri ve geri primerler 6,3 U Go Taq Flexi DNA
polimeraz olacak sekilde termal dongiileyici’ye konularak PZR yapilarak
cogaltilmistir.

Termal dongiileyici cihazina yiiklenilen 6rnekler, asagida ki parametrelere gore

ayarlanmugtir.

96°C’de 20 sn

50 °C’de 20 sn } 30 dongii

60 °C’de 2 dk

4°C’de o
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3.2.5. Agaroz Jel Eloktroforezi

PZR firiinleri, standart tampon c¢ozeltiler kullanilarak yatay elektroforez ile

goriintiilenmistir.

Agaroz ve 0.5X Tris bazi, asetik asit ve EDTA tamponu (TAE) eklenmistir.
Icinde tamamen c¢oziilip homojen bir goriintii elde edilinceye kadar orta 1sida
mikrodalga firinda kaynatilarak eritilmis ve c¢eker ocak altinda biraz sogumasi igin

bekletilmistir.

Omnekler agaroz jele, ticari olarak temin edilen Orange G yiikleme boyasi
(6rneklerin  1/5 hacminde) ile pipet yardimiyla kanstirilarak kuyucuklara
aktarilmistir. Bos bir kuyucuga 100 bazlik marker yiiklenmistir. 120V’ da 30 dakika

yuritilmistir.
PZR Uriin Saflastirma:

Elde edilen PZR {iriinleri ticari “Exo SAP-IT” kiti kullanilarak, tiretici firmanin
talimatlarina uygun sekilde 5 pul PZR iirlinii i¢ine 2 pl enzim eklenerek 37°C’ de 15
dakika inkiibe edilmistir. Sonrasinda 85° C’ de 15 dakika bekletilerek

saflastirilmastir.
3.2.6. Dizi Analizi Reaksiyonu

DNA dizi analizinde birbirinden farkli iki yontem Maxam ve Gilbert’in
kimyasal kirilma yontemi ile Sanger ve Coulson’un zincir sonlandiriimasi

yontemidir (17).

Bu c¢alismada Otomatize DNA dizi analizinde, Sanger ve Coulson’un zincir
sonlandiriimas: prensibine dayali yontem kullanilmistir. Bu yontemde, DNA
polimeraz enzimi dNTP’lerin yaninda deoksiribozin 3' pozisyonunda OH grubu
tasimayan ddNTP’leri de substrat olarak kullanir ve sentezlenen DNA iplik¢igine
dNTP eklendiginde uzama devam ederken, ddNTP’ler eklenince zincir uzamasi
durmaktadir. Otomatize DNA dizi analizinde reaksiyonlarin baslangicinda floresans
veren madde ile isaretli niikleotidler kullanilarak baz dizilimi gdzlenebilir hale
getirilmektedir (18).
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DNA dizi analizi cihazinda anot ve katot kutuplar arasinda uzanan bir kapiler,
sicakligi sabit tutacak bir 1sitict bolge ve anot uca yakin bir bolmede lazer 151k
kaynagi ile kamera bulunmaktadir. Ayrica Kapilerin igine polimer dolduran bir
siringa ile her iki kutupta elektrik gegirgenligini saglayacak tampon hazneleri
bulunmaktadir(17).

Her bir 6rnek ic¢in yeniden polimerle doldurulan kapilerler, 6rnek tiipiine
girdiginde PZR ile ¢ogaltilmis ve denatire edilmis DNA fragmanlarinm
elektrokinetik yontemle kapiler igerisine alir. Bu asamadan sonra sabit voltaj ve sabit
sicaklikta anot kutba dogru hareket eden DNA fragmanlari, kapilerin silika ile
kaplanmamis bolgesinden gegerken lazer 1s1g1m1 baglayan bazlarin rengine gore
degisik dalga boylarinda yansilar olusur. Bu yansilar CCD kamera tarafindan
algilanir. Adenin (A) bazi yesil, Sitozin (C) bazi mavi, Guanin (G) bazi siyah ve
Timin (T) bazt kirmizi renk verir (18).

DNA dizi analizi yapilacak tiim DNA fragmanlari i¢in optimize edilen
kosullarda hedef bolgeler amplifiye edilmis ve “Exo SAP-IT” kiti kullanilarak kit

saglayicisinin talimatlart dogrultusunda saflagtirilmistir.

Tablo 5. Dizi analizi reaksiyonu.

Reaktif Miktar
Genome Lab DTCS Quick Start Mix 4ul
Primer 1 pl
DNA 1 pl
Su 4 pul
Toplam hacim 10 pl
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Saflagtirma islemi ardindan 10 pl sekans {iriinii elde edilmistir. 10 pl sekans
tirlinii izerine magnetik parcaciklarin bulundugu 10 pl clean SEQ ve 42 ul %85’ lik
etanol eklenerek, 6-7 kez pipet ile karigtirnllmis ve Beckman Sample plagina
yiklenmistir. 3 dakika boyunca manyetik alanda sabit bir sekilde tutarak,
kuyucuklar1 hareket ettirmeden manyetik pargaciklarin plate duvarlarina yapismasi
saglanmistir. 3 dakika bitiminde plak manyetik alandan ¢ikartilmadan kuyulardaki
etanol uzaklastirllmis ve 100 ul %85’ lik etanol eklenerek 30 sn bekletilmistir.
Manyetik alandan c¢ikartilmadan stipernatant kismi uzaklastirilmistir. Manyetik
alandan c¢ikartildiktan sonra itizerine 40 ul SLS eklenmis ve 6-7 kez pipet ile
karigtirilmis kuyularin sadece dipleri manyetik alana degecek sekilde 3 dakika
bekletilmistir. 3 dakika bitiminde her 6rnegin {izerine 1 damla mineral yag
(Beckman Coulter S505019) damlatilarak plak sekans cihazina ( Beckman Coulter
CEQ8000 Genetic Analysis System ) yiiklenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. PZR-Dizi Analizi Sonuclar

Bu tez c¢alismasinda, Acibadem Labmed Klinik Laboratuvari’ inda yenidogan
metabolik tarama testi yapilan hastalarin sonucunda biotinidaz enzim eksikligi tespit
edilen Guthrie kagitlar1 genetik aragtirmaya yonelik olarak DNA Dizi Analizi ile
calistlmistir. Calisma kapsamina alinan 43 olgunun DNA Dizi Analizi, biotinidaz
enzim aktivitesi ve serum diizeyinde biotinidaz enzim seviyeleri Tablo 8’de

verilmistir.

Mutasyon analizi i¢in ¢aligmaya alinan 43 hastanin DNA 6rneklerinde BTD gen
mutasyon analizi yapilmistir. Saptanan mutasyonlarin tiimiiniin heterozigot oldugu
DNA Dizi Analizi ile belirlenmistir. BTD-31 kodlu hastanin BTD geninin ikinci
ekzonunda ¢.98_104del7insTCC mutasyonunu tasidigi saptanmistir. EKzon 4-1 igin
yapilan mutasyon analizinde herhangi bir mutasyon tasiyan hastaya rastlanmamustir.
Ekzon 4-11’de yapilan mutasyon analizinde BTD-4, BTD-11, BTD-15, BTD-18, BTD-
20, BTD-23 ve BTD-26 kodlu hastalarda D444H mutasyonu saptanmustir.
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Tablo 6. Dizi Analizi Sonuglari.

Serum
Ekzon 4-11 Diizeyi
o Ekzon 2 Ekzon 4-1
ORNEK | ¢ 98 104del7insTCC | A171T Da4aH Q456H R538C
im aktivitesi calisilma
BTD-1 WT WT WT WT WT enzim aktivitesi i
diisiik
im aktivitesi calisilma
BTD-2 WT WT WT WT WT en2|m.§ \ vitesi di
diisiik
im aktivitesi calisilma
BTD-3 WT WT WT WT WT enzim aktivitesi i
diisiik
BTD-4 WT WT MUT WT WT en2|m:c1I<"t|V|teS| 4,75
diisiik
BTD-5 WT WT WT WT WT en2|m:c1k"t|V|teS| 4,94
diisiik
BTD-6 WT WT Calismadi | calisgmadi | g¢alismadi enzim .fik..tlvnes' 510
diisiik
im aktivitesi Calisilma
BTD-7 WT WT Calismadi calismadi calismadi enZImfi vl est di
diisiik
im aktivitesi Caligilma
BTD-8 WT WT WT WT WT enzim aktivitesi &
diisiik
BTD-9 WT WT WT WT WT en2|m‘§k"t|V|teS| 8,14
diisiik
BTD-10 WT WT WT WT WT en2|m:c1I<"t|V|teS| 13,49
diisiik
BTD-11 calismad wT MUT wT wT enzim aktivitesi | 4,26
diisiik
BTD-12 WT WT WT WT WT enZImfik}lVltESI 4,94
diisiik
im aktivitesi Calisilma
BTD-13 calismadi calismadi Caligmadi calismadi calismadi enz"gi?sﬁ]'(\” est di
BTD-14 WT WT WT WT WT enZlmflk}lVlteSI 9,42
diisiik
BTD-15 WT WT MUT WT WT enZIm‘gk.‘tlwtem 4,34
diisiik
BTD-16 WT WT WT WT WT enZImfik}lVltESI 6,01
diisiik
BTD-17 WT WT WT WT WT en2|m‘§k"t|V|teS| 7,24
diisiik
BTD-18 WT WT MUT WT WT enZIm‘gk.‘tlwtem 6,13
diisiik
enzim aktivitesi 101
BTD-19 WT WT WT WT WT -
diisiik
BTD-20 WT WT MUT WT WT en2|m.§k"t|V|teS| 7,17
diistik
BTD-21 WT wWT WT WT WT enZImf:lk"tlwtem 8,99
diistik
BTD-22 WT WT WT WT WT enZIrgt?;;LVIteSI Calisilma
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di

. L Calisilma
enzim aktivitesi
BTD-23 WT WT MUT WT WT diisiik di
BTD-24 WT WT WT WT WT enzim aktivitesi 3,78
diisiik
BTD-25 WT WT WT WT WT enzim aktivitesi 5,55
diistik
. T Calisilma
BTD-26 WT WT MUT WT WT en2|m.gk"t|V|teS| &
diisiik
BTD-27 WT WT WT WT WT enzim aktivitesi 6,33
diisiik
. L Calisilma
BTD-28 WT WT WT WT WT en2|m’§k"t|V|teS| &
diisiik
BTD-29 WT WT WT WT WT enzim aktivitesi 7,85
diisiik
. L Caligilma
BTD-30 WT WT WT WT WT en2|m.§k"t|V|teS| &
diisiik
. L Caligilma
BTD-31 MUT WT WT WT WT en2|m:c1k"t|V|teS| &
diisiik
BTD-32 WT WT WT WT WT enzim aktivitesi | 8,37
diistik
. L Caligilma
BTD-33 WT WT WT WT WT en2|m.§k"t|V|teS| &
diisiik
. L Caligilma
BTD-34 WT WT WT WT WT enZ|m.§k"t|V|teS| &
diisiik
BTD-35 WT WT WT WT WT enzim aktivitesi | 4,87
diisiik
. s Calisilma
BTD-36 WT WT WT WT WT en2|m‘§k"t|V|teS| &
diisiik
. L Calisilma
BTD-37 WT WT WT WT WT en2|m‘§k“t|V|teS| &
diisiik
ligil
enzim aktivitesi Calistima
BTD-38 WT wWT wWT WT WT P di
diisiik
ligil
enzim aktivitesi Calistima
BTD-39 WT wWT wWT WT WT b di
diisiik
. L Calisilma
BTD-40 WT WT WT WT WT en2|m‘§k“t|V|teS| &
diisiik
. L Calisilma
BTD-41 WT WT enzm;i?lgll(wte& &
Caligmadi calismadi | calismadi ¥
BTD-42 WT WT WT WT WT enzim aktivitesi alisiimadi
diisiik
enzim aktivitesi Calistlma
BTD-43 WT WT WT WT WT 1

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

FIFTTV NN

&«‘i “vf

Sekil 10. BTD geninin PZR iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii. Soldan saga 1. Kuyu
Marker (100 bg) 2, 3, 4, 5, 6 Ekzon 2 (456bp); 7, 8, 9, 10, 11 Ekzon 4-1 (228bp); 12,
13, 14, 15 Ekzon 4-11 (464bp), 16. Kuyu: Negatif Kontrol (Su)

Referans dizi— a g ¢ ttgectctttteoccot et gocogge t§t toac gt t t gcococ tog

WT (yabanil tip) W
dizi —

W& CTTOGCTCTTTTCCTCTGLCGEGEEDTSETTAERCGETGGETTGELCLCOCDTDG

i ooy ﬂ[mm
diZi —

B &CTTGCTCTTTTCCTCOCTECLCSHSGLWTGETTRSTTGESTTTGHGLE S LG

Sekil 11. Ekzon 2’ de ki mutasyonun DNA Dizi Analizi goriintiisii. BTD geninde
heterozigot mutasyon (c.98_104del7insTCC). Mutasyon sonrasi olusan faz kaymasi
neticesinde ortaya ¢ikan iki farkli dizinin 6rtiismesi okumay1 zorlagtirmaktadir.
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Referans dizi—

WT (yabanil tip)
dizi —

sgyggagatetgttreottcyggtolgecfaatocottgygacaaagygagecoa

Y

B E GO EGATATETTOTTRGTRLEC

—a

A ETCTTGGORACALAGGAGTTC

Sekil 12. Ekzon 4-1’ de DNA Dizi Analizi gortintiisii. BTD geninde Alal71Thr-
yabanil tip dizi (c.511G>A).

Referans dizi—

WT (yabanil tip)
dizi —

MT (heterozigot)
dizi —

]

Egqggggtect t g a tig gcttcacacadgtacatgyde

i cttactacat

ccalggtgtg

ply

T G6GG6GGTCTTTHE A TRFE FGCTTCACLAECLGTACLTGEGCLCTTARLCTALCALTCCALIMGETGETGGR

T G6GGGGTCTTTES &TPG G GCTTCACACLGTACATGGCACTTACTACATCCAWRMGTGETRGR
| I—

Sekil 13. Ekzon 4-1I’ de ki mutasyonun DNA Dizi Analizi goriintiisii. BTD geninde
Asp444His mutasyonu, heterozigot dizi (c.1330G>C). BTD geninde yabanil tip dizi
GIn456His c.1368A>C.
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Referans dizi—

WT (yabanil tip)
dizi —

ctggtygacggeyggeotcocteoctatoy

cttgtatgagagygacta

CTGGETGEACGEECEECTCTCOTATGE G

F

L

L TTGTAETGAGLGEGAECDTAR

Sekil 14. Ekzon 4-11’ de ki mutasyonun DNA Dizi Analizi goriintiisii. BTD geninde
Arg538Cys ve Argb38His mutasyonu, yabanil tip dizi (€.1612C>T- ¢.1613G>A).
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5. TARTISMA

Tiirkiye’ de biotidinaz eksikliginin goriilme siklig1 diinya ortalamasinin gok
tizerinde olup bir ¢alismada bu oran diinya ortalamasinin yaklagik 8 kati1 olarak
yenidoganlarda 1:14800 olarak bildirilmistir (27). Biotinidaz eksikligi olan hastalarin
anne baba akrabalik orani %52 olarak bulunmustur. Erken tani ile tedavinin miimkiin

olmasi ve sik goriilmesi nedeniyle yenidogan tarama programi igerisindedir (41).

Gende gelisen c¢ok sayidaki farkli mutasyonlar sonucu enzim eksikligi olusur.
Her iki allelde de olusan mutasyon sonucu hastalik ortaya c¢ikmaktaysa da bazi
mutasyon tiplerinde semptomlar 6miir boyu ortaya ¢ikmadigi gibi, bazilarinda da
semptomlarin goriilme zamani farkliliklar gostermektedir (14). Homozigot veya her
iki allelde de farkli mutasyon gosteren bireylerde (birlesik heterozigot) enzim
eksikligi gelismekte, ancak enzim aktivitesi farkliliklar gosterebilmektedir. Enzim
aktivitesine gore eksiklik agir ve kismi olmak iizere ikiye ayrilir. Agir tip eksiklikte,
aktivite %10’dan daha azdir (26). Kismi eksiklikte ise %10-30 arasi1 bir aktivite
vardir. Agir biotinidaz eksikligi gosteren semptomatik hastalarda yaklasik 100 kadar
farkli mutasyon tanimlanmigtir. Semptomatik olan hastalarin hemen hemen yarisinda
en az bir allelde G98:d7i3 (7 baz delesyonu/3 baz insersiyonu) mutasyonu
belirlenmistir. R538C nokta mutasyonu da ikinci siklikta tespit edilen bozukluktur
(28). Yenidogan taramalarinda da en sik karsilagilan mutasyonlar Q456H missens
mutasyonu ile A171T:D444H c¢ift mutasyonu olmustur. D444H agir biotinidaz
eksikligi mutasyonu degildir. Bu mutasyonun homozigotlugunda enzim aktivitesi
%50 civarindadir. Agir eksiklik mutasyonlarinin heterozigotluguna benzer. Ayrica
bir allelde agir eksiklik mutasyonu tasiyip, diger allelde D444H mutasyonu
tasiyanlarda da yaklasik olarak %20-25 enzim aktivitesi mevcut olup kismi
biotinidaz eksikligi gelisir (33). Ulkemizden yapilan bir ¢alismada da semptomatik
vakalarda G98:d7i3, yenidogan tarama grubunda da T532M sik karsilasilan
mutasyonlar olarak tespit edilmistir (35).
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Giliniimiize kadar BTD geninde biotinidaz eksikligi ile ilgili literatiirde 168
patojenik mutasyon saptanmistir (31). Bu mutasyonlar delesyon, insersiyon, kriptik
yapisma bolgesi olugsma mutasyonu, tek niikleotit insersiyonu ve nokta mutasyonlar1
gibi prematiir dur kodonu olusturan ya da aminoasit degisikliklerine neden olan
mutasyonlardir. Azalmis biotinidaz aktivitesine sahip hastalarda genotipleme
sayesinde BE’nin allellik heterojenitesi hakkindaki bilgimiz genisletilmistir. Biz
calismamizda, bildirilen bu mutasyonlardan en sik rastlanilan grup icerisinde yer alan
mutasyonlarin sekans analizini yaptik. Calismamizda goniilliiliik esasina dayanarak
katilan 43 adet metabolik tarama yapilmis ve biotinidaz enzim eksikligi tanisi
konmus bebeklerde, en sik rastlanilan mutasyon (7 hasta, %16) D444H
mutasyonudur. Ekzon 2’ de ¢.98 104del7insTCC mutasyonu ise sadece 1 hastada
tespit edilmistir. Calismamizda daha O6nce sik oldugu bildirilmis mutasyonlara;
Ekzon 4a A171T mutasyonu ve Ekzon 4b R538C ve Q456H mutasyonlarina

rastlanilmamis olup, ekzon 4’de baska herhangi bir mutasyon da tespit edilememistir.

Hastalarda yapilan dizi analizi sonucunda, D444H varyantinin yiiksek olmasi
kismi BE insidansinin diinya genelindeki tahminlere gore yiiksek oldugunu
diistindiirmektedir. Enzim aktivitesi kismi BE ile heterozigosite arasindaki sinira
yaklastigt zaman, BTD genin sekans analizi (ekzon 2 ve 4’ten baslayarak) bu
popiilasyonda tani i¢in en uygun teknik olarak goziikmektedir. Biotinidaz serum
diizeyinde kontrolii saglanan hastalari inceledigimizde, BTD- 12 ve BTD- 24 olan
hastalarimizda serum aktivitesi 4, 94- 3, 78 olarak bulunmasina ragmen sekans
analizi sonucunda herhangi bir mutasyon saptanmamistir. Bu sonu¢ dogrultusunda
sekans analizi yapilirken taranan mutasyonlar (ekzon 2 ve 4) disinda lokalize bir
mutasyonun bu tablodan sorumlu olabilecegi diisiiniilebilir. Aym1 zamanda,
yenidogan taramasinda biotinidaz aktivite diizeyi diisiik bulunmasina ragmen
genotipte durum normal olarak goézlenmistir. Bu farkliligin erken dogum veya
yenidogan sariligindan kaynaklandigi disiiniilmektedir. BTD- 18 ve BTD- 20
orneklerinde ise serum diizeyinin normal aktivite degerleri arasinda yer almis
olmasina ragmen, sekans analizinde saptanan mutasyonun varligi, molekiiler olarak

taninin hastalig tagiyan bireylerde saptanmasinin 6nemini vurgulamaktadir.
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Tiirkiye’de ise R157H mutasyonunun %27 oraninda oldugunu gosteren bir
calismanin yani sira; R79C, ¢.98-104del7ins3, T532M, Q456H ve A171T:D444H
mutasyonlarin da Tiirkiye’de goriildiiglinii belirten ¢alismalar mevcut iken, bizim
calismamizda 43 adet enzim eksikligi tanis1 konulan hastadan sadece sekizinde (7
D444H ve 1 c¢.98 104del7insTCC mutasyonlari) mutasyon bulunmasi dikkat
cekmektedir. Bu farkliligin nedeninin 6rneklerin gelmis oldugu cografik bolgelerdeki
etnik farkliliklardan kaynaklandigi diistintilmektedir.

Amerika Birlesik Devletleri’nde semptomatik bulgulari olan ¢ocuklarda %35
oraninda saptanan en sik mutasyon c.98-104del7ins3 olarak bildirilmistir. Neonatal
taramada ciddi biotinidaz eksikligi olan ¢ocuklarin %52’sinde {i¢ mutasyonun sik
goriildiigli  bildirilmistir.  Bunlar, aralarinda Orneklerimizde de saptanan
mutasyonlarin da oldugu, Q456H, Al71T; D444H, D252G (sirastyla %27,9, %17,3,
%6,7)’dir (19). Hedeflenmis mutasyon analizinde p.Cys33Phefs*36 (p.C33Ffs*36),
p.GIn456His (p.Q456H), p.Arg538Cys (p.R538C), p.Asp444His (p.D444H),
p.[Alal71Thr;Asp444His] (p.al71T; D444H) mutasyonlar1 bakilarak biotinidaz
eksikligi bulunan olgularin yaklasik %60°’1na tani konulabilmektedir (37). Tiirkiye’de
ise R157H mutasyonunun %27 oraninda oldugunu gosteren bir ¢aligmanin yani sira;
R79C, c.98-104del7ins3, T532M, Q456H ve A171T:D444H mutasyonlarinin da
Tirkiye’de gorildiglinii belirten c¢alismalar mevcuttur (38, 39). Genotip-fenotip
korelasyonu, ayni aile i¢inde ayn1 mutasyon i¢in bile zordur. Ciinkii baz1 ciddi
biotinidaz eksikligi olan g¢ocuklar ge¢ cocukluk ya da addlesan doneme kadar
semptom vermezken, aynit mutasyona sahip bazi cocuklar erken ¢cocukluk doneminde
bulgu verebilmektedirler. Ayrica Avrupa’da en sik goriilen mutasyon D444H
mutasyonu olarak bilinmektedir (40). Bu durum bizim sonug¢larimiz ile paralellik

gostermektedir.
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6.CALISMANIN GELECEK PLANI

Bugiline kadar yapilmis olan calismalarda, mutasyonlarin BTD geninin bazi
bolgelerinde yogunlastig1 gosterilmistir. Bizim ¢alismamiz ise calisilan ekzon 2 ve 4
mutasyonlarinin vakalarin sadece kiigiik bir kismini izah edebildigi ve en azindan
tilkemizde bu hastaligin fenotipinden sorumlu mutasyonlarin ¢ogunlukla bu iki
ekzonun disinda yerlesik olabilecegini gostermektedir. Bu nedenle mutasyon
taramast i¢in tiim genin analizi (4 ekzonun) hedeflenmelidir. Eger tim gen
taramasinda enzim eksikliginin genetik mekanizmalariin tam olarak aydinlatildig:
diisiiniiliir ise bu hastalik i¢in ‘hot-spot’ mutasyonlar belirlenerek sadece bunlar
iceren tarama yoOntemi Onerilebilir. Hot-spot mutasyonlar bulunmaz ise enzim

eksikliklerinde tiim gen mutasyon taramasi yapilabilir.

Sonug olarak, tilkemizde biotinidaz eksikligi, erken teshis edilebilmesi agisindan
tespiti onemli bir hastaliktir. Asemptomatik bireyler genellikle kismi biotinidaz
eksikligine sahip olup, stresle tetiklenen hipotoni, deri bulgular1 ve sa¢ kaybi
gelistirebilirler (41). Ciddi biotinidaz eksikligi olup asemptomatik ya da adélesan
donem sonrast semptomlarin ortaya ¢iktigi olgular tanimlanmis olsa da, tani
konmayip ve tedavi edilmez ise, yasamin ilk yilinda norolojik (miyoklonik nobetler,
hipotoni, ataksi, gorme ve isitme problemleri gibi) ve dermatolojik semptomlar
(alopesi, ekzema gibi) gelisebilir (42). Yenidogan taramalarinda bu hastaligin
saptanmas1 Onemlidir. Molekiiler olarak tanis1 konmus hastalarin, diger aile
bireylerinin de bu hastalik acisindan molekiiler olarak taranmasi ve preimplantasyon
genetik tani ya da prenatal tan1 olanaklari ile bu hastalig1 tasiyan bireylerin saglikli

cocuk sahibi olmasi miimkiin olabilecektir.

Ulkemizde yapilan bir ¢alismada semptomatik vakalarda G98:d7i3, yenidogan
tarama grubunda T532M sik karsilasilan mutasyonlar olmustur. Mutasyon spektrumu
¢ok daginik oldugu icin biotinidaz defektinde BTD geninin dizi analizi
yapilmaktadir. Biotinidaz taramasi ile on tan1 alan hastalarda; kesin taninin
koyulabilmesi, molekiiler patolojinin belirlenmesi ailede risk altindaki ¢iftlerin ve
bireylerin belirlenmesi ve bu sayede yenidogan doneminde erken taninin

saglanabilmesi endikasyonlar1 ile BTD geni mutasyon analizi yapilmas1 onerilir.
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Bu mutasyonlarin maternal ve paternal allelik segrasyon durumlarini saptamak
amactyla anne ve babanin BTD gen mutasyon analizi yapilmasi ¢alismanin ileri

diizeyi olacag belirlendi.
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