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ÖZET 

 

DNA üzerinde bulunan polimorfik üçlü tekrarlardaki anormal artmalar 

nörolojik hastalıklara sebep olmaktadır. Üçlü nükleotid tekrar artışının neden olduğu 

16 hastalık saptanmıştır. Bunlar arasında, CAG tekrar artışlarının sebep olduğu 9 

nörodejeneratif hastalık tanımlanmıştır. Bu hastalıklar Huntington hastalığı (HD), 

Spinoserebellar Ataksi tipleri (SCA1, 2, 3, 6, 7, 17), Dentatorubral-Pallidoluysian 

Atrofi (DRPLA), Spinobulbar Müsküler Atrofi’dir (SBMA). SBMA hariç diğerleri 

otozomal dominant kalıtım gösterir. Tüm poliglutamin hastalıklarında CAG tekrar 

sayısındaki artışlar genlerin kodlayan bölgelerinde olmaktadır. Bu hastalıkların 

henüz kesin bir tedavisi olmadığından moleküler tanı büyük önem taşımaktadır. 

Moleküler tanı protokollerinin oluşturulması için her topluma özgü normal ve 

patolojik tekrar sayılarının belirlenmesi gereklidir. 
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70 sağlıklı birey ile yapılan bu çalışmada, Türk toplumunda SCA 3, 6, 7, 17 

lokuslarındaki alel dağılımları incelenmiş ve normal CAG tekrar sayıları 

belirlenmiştir. ATXN 3, 6, 7 ve 17 lokuslarında en sık görülen alellerin 17, 14, 15 ve 

38 CAG tekrarlı olduğu saptanmıştır. Tüm lokuslardaki alel dağılımlarının dünya 

genelinde rastlanan dağılımlarla örtüştüğü gözlenmiştir. Türk populasyonunda bu 

hastalıkların prevalans analizi yapılmamasına rağmen, uzun normal alellerin az 

olmasından yola çıkılarak bu hastalıkların görülme sıklığının dünya genelinden daha 

fazla olmayacağı söylenebilir. 

 

 

Anahtar Kelimeler: SCA3, SCA6, SCA7, SCA17, poliglutamin hastalıkları 
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SUMMARY  

 

Abnormal increases in the polymorphic triplet repeat regions on DNA are 

known to cause neurological diseases. Sixteen diseases caused by triplet repeats have 

been stated. Among them, nine are caused by CAG repeat expansions.  These are   

Huntington’s Disease (HD), Spinocerebellar Ataxia types (SCA1, 2, 3, 6, 7, 17) 

Dentato-Rubral Pallidoluysian Atrophy (DRPLA), Spinal and Bulbar Muscular 

Atrophy (SBMA). All have autosomal dominant inheritance, except SBMA. In all 

polyglutamine diseases, CAG repeat expansions are observed in the exonic regions 

of the genes. Molecular diagnosis of the polyQ diseases is of great importance since 

there is no certain cure yet. In order to establish the molecular diagnostic criteria, 

normal and pathological repeat numbers, specific to each population, should be 

identified.  

In this study, allele distribution and normal repeat sizes of 70 healthy Turkish 

people at the SCA 3, 6, 7, 17 loci have been determined. According to the results, the 

most frequent alleles at ATXN3, ATX6, ATXN7 and ATXN17 loci are found to 

contain 17, 14, 15 and 38 CAG repeats, respectively. All the allele distributions are 

proved to match the world-wide accepted distribution patterns. Although there is no 

accurate prevalence analysis regarding Turkish population, the overall distribution of 

the ADCAs are not expected to be higher than the general prevalence, since long 

normal alleles are not widely presented in the population. 

 

 

Key words: SCA3, SCA6, SCA7, SCA17, polyglutamine diseases 
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1. GİRİŞ 
 

1990’lı yılların başında, genomdaki üçlü nükleotid tekrarlarının sayısındaki 

anormal artmaların nörolojik hastalıklara sebep olabileceği belirlendi. Önceleri bu 

tekrarların genomdaki sıradan diziler olduğu düşünülmekteydi. Ancak, 

nörodejeneratif hastalıklarla ilgili yapılan çalışmalar, bu hastalıkların bir kısmına yol 

açan genetik mutasyonların üçlü nükleotid (trinükleotid) tekrar sayılarındaki artışla 

ilgili olduğunu ortaya koydu. Bu da moleküler biyolojiye dinamik mutasyonlar 

kavramını kazandırdı. Dinamik mutasyonlar polimorfiktir, fakat belirli bir eşik 

değerinin altında olan üçlü nükleotid tekrarlarının sayıca artış göstererek hastalıklara 

sebep olabildiği mutasyonlardır. Bu gruptaki hastalıkların moleküler mekanizması 

hakkında çok fazla çalışma yapılmasına rağmen tekrar artışlarının sebep olduğu 

toksite mekanizmaları günümüzde hala tam olarak aydınlatılamamıştır. Bu nedenle 

bu hastalıklar için kesin bir tedavi yöntemi uygulanamamaktadır. Trinükleotid tekrar 

lokuslarında farklı etnik popülasyonlara ait normal ve patolojik tekrar aralıklarının 

belirlenmesi moleküler teşhis kriterlerinin oluşturulması, hastalık mekanizmalarının 

aydınlatılması ve moleküler tedavi yöntemlerinin belirlenmesine katkıda 

bulunacaktır. 

1.1. Üçlü Nükleotid Tekrar Hastalıkları  

DNA üzerindeki polimorfik üçlü tekrar bölgelerindeki anormal artmalar 

nörodejeneratif hastalıklara sebep olmaktadır. Üçlü nükleotid tekrar artışının neden 

olduğu 16 hastalık saptanmıştır. (Tablo 1.1.) Trinükleotid tekrarları genlerin 

kodlamayan intronik bölgelerinde, 5’ UTR ve 3’ UTR bölgelerinde ve kodlayan 

ekzonik bölgelerde meydana gelebilir. Genlerin kodlamayan bölgelerdeki tekrar 

artışları gen transkripsiyonunu ve translasyonunu etkiler. Kodlayan gen bölgelerinde 

ise tekrar sayısındaki artış santral sinir sisteminin özgün bölgelerinde 

nörodejenerasyona sebep olur (Schöls vd., 2004).  
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Tablo1.1. Üçlü nükleotid tekrar hastalıkları 

HASTALIK ADI GEN LOKUSU KALITIM TÜRÜ 

Huntington Hastalığı (HD) 4p16 Otozomal dominant 

Spinobulbar Müsküler Atrofi (SBMA) Xq11-q12 X’e bağlı resesif 

Miyotonik Distrofi (DM)  19q13.3 Otozomal dominant 

Dentatorubral Pallidoluysian Atrofi 

(DRPLA) 

12p13 Otozomal dominant 

Frajil X Sendromu (FRAXA) Xq27.3 X’e bağlı resesif 

Frajil XE Sendromu(FRAXE) Xq28 X’e bağlı dominant 

Friedreich Ataksi (FRDA)  9q13 Otozomal resesif 

Spinoserebellar Ataksi Tip 1 (SCA1) 6p23 Otozomal dominant 

Spinoserebellar Ataksi Tip 2 (SCA2) 12q24 Otozomal dominant 

Spinoserebellar Ataksi Tip 3 (SCA3) 14q24.3-q31 Otozomal dominant 

Spinoserebellar Ataksi Tip 6 (SCA6) 19p13 Otozomal dominant 

Spinoserebellar Ataksi Tip 7 (SCA7) 3p21.1-p12 Otozomal dominant 

Spinoserebellar Ataksi Tip 8 (SCA8) 13q21 Otozomal dominant 

Spinoserebellar Ataksi Tip 12 (SCA12) 5q31-q33 Otozomal dominant 

Spinoserebellar Ataksi Tip 17 (SCA17) 6q27 Otozomal dominant 

 

1.1.1. Poliglutamin Tekrarı Hastalıkları  

 

Trinükleotid tekrarları arasında en geniş grubu CAG tekrarları oluşturur. CAG 

kodonları glutamin amino asitini kodladığından dolayı bu tekrarlar poliglutamin 

(poliQ) tekrarları olarak adlandırılır. Genlerin kodlayan bölgelerindeki CAG tekrar 

sayılarındaki artışların sebep olduğu dokuz nörodejeneratif hastalık saptanmıştır. Bu 

hastalıklar Huntington Hastalığı (HD), Spinoserebellar Ataksi Tipleri (SCA1, 2, 3, 6, 

7, 17) Dentatorubral-Pallidoluysian Atrofi (DRPLA) ve Spinobulbar Müsküler 

Atrofi’dir (SBMA). SBMA hariç diğerleri otozomal dominant kalıtım gösterir. Tüm 

poliglutamin hastalıklarında CAG tekrar sayısındaki artışlar genlerin kodlayan 

bölgelerinde olmaktadır. 
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Poliglutamin hastalıkları orta yaşlarda başlayan, ilerleyici ve selektif nöronal 

dejenerasyon ile tanımlanır. Bu hastalıklarda nöronal kayıplar ve gliyoz gözlemlenir. 

Serebellar korteks, bazal gangliya, beyin kökü çekirdeği, serebellar dentat nükleus ve 

serebellumdaki Purkinje hücrelerinin poliQ toksisitesi sonucu etkilendikleri 

gözlenmiştir (Cummings vd., 2000). 

Klinik semptomlar 40 yaş civarında görünmeye başlasa da, tekrar sayısının 

uzunluğuna bağlı olarak daha erken yaşlarda da hastalık semptomları görülebilir. 

Hastalık başlangıç yaşı tekrar uzunluğuyla ters orantılıdır. Tekrar sayısı artıkça, 

hastalık daha erken yaşta ortaya çıkar, daha hızlı ve daha şiddetli bir seyir izler. Bu 

olay antisipasyon olarak tanımlanır.   

Poliglutamin alellerinin CAG tekrar sayıları, yol açtıkları fenotipe göre normal, 

intermedya ve patolojik aralık olarak üç gruba ayrılır. Normal aralıkta CAG tekrarına 

sahip bireyler sağlıklıdır. İntermedya aralıkta CAG tekrarına sahip bireyler kendileri 

hastalık semptomları göstermemelerine karşın bir sonraki jenerasyonda CAG tekrar 

sayılarının artarak patolojik aralığa ulaşma riskleri vardır. Patolojik aralık, bireylerde 

hastalık oluşturabilecek tekrar sayısını ifade etmektedir. SCA3’te 60 ve üzeri CAG 

tekrarı hastalığa neden olmaktadır. SCA 17’de ise CAG tekrarları arasında CAA 

dizileri bulunur. Bu bölmeler DNA dizisinin stabilitesini arttırır. SCA17’de 

hastalığın ortaya çıkabilmesi için bölücü dizilerin kaybolması veya saf CAG tekrar 

sayısının 48 ve üzeri olması gerekmektedir. 

Artmış sayıda glutamin tekrarı içeren proteinler agregasyona eğilimlidirler ve 

nöronların çekirdeğinde inklüzyon cisimcikleri oluştururlar. PoliQ hastalıklarındaki 

mutasyonların mutant protein birikimine ve bunu takip eden toksisiteye neden olarak 

hücre ölümüne sebep oldukları söylenebilir. 

 

1.1.2. Kalıtsal Ataksiler  

 

Kalıtsal ataksiler geniş bir hastalık grubunu kapsamakla birlikte konuşma, 

yürüyüş ve ellerde meydana gelen koordinasyon bozuklukları gibi ortak klinik 

belirtileri paylaşır. Kalıtsal ataksilerin dağılımı 3–27/100.000 arasında değişkenlik 

gösterir. Ataksilerin patolojisi nöronal kayıplar ve gliyoz gibi nöronal 

dejenerasyonlarla karakterize edilmektedir. Harding’in sınıflandırma kriterleri bu 

hastalıkları açıklamada ve ayırmada yardımcı olmasına rağmen, klinik belirtilerin 

örtüşmesi kliniksel tabanda ayrımı zorlaştırır (Harding, 1983). Kalıtsal ataksiler 
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kalıtım biçimine göre dört ana grupta toplanır. Bu gruplar otozomal dominant 

ataksileri (ADCA), otozomal resesif ataksileri (ARCA), mitokondriyal ataksileri ve 

X’e bağlı ataksileri kapsar (Harding, 1983; Furtado vd., 1998). 

 
1.1.2.1. Otozomal Dominant Serebellar Ataksiler  

 
Otozomal dominant ataksiler genetik sınıflandırmada spinoserebellar ataksiler 

olarak da adlandırılırlar. ADCA’lar serebellum ve beyin kökünde çeşitli 

derecelerdeki dejenerasyonlara göre sınıflandırılırlar. Bu dejenerasyonlar sonucunda 

pons, olives, bazal ganglia ve serebellumda farklı derecelerde nöronal kayıplar 

meydana gelir. Hastalık başlangıç yaşı çok değişkenlik gösterebilir; çocukluk dönemi 

veya çok ileri yaşlarda görülebilen geniş bir spektrumda yer alır. Yapılan vaka 

gözlemlerinde ortalama hastalık başlangıç yaşının 30–40 yaşları arasında olduğu 

belirlenmiştir. Otozomal dominant ataksilerin görülme sıklığı 3/100.000 olarak 

tahmin edilmektedir. ADCA’lar çok heterojen bir gruptur, farklı etnik popülasyon 

grupları arasında spesifik alt tiplerinin dağılımı farklılık gösterir. Bugüne kadar 

yapılan araştırmalarda SCA3’ ün en yaygın tip olduğu bulunmuştur, bunu SCA2, 6, 1 

ve 7 takip etmektedir. SCA tiplerinin dünyadaki dağılımı Şekil 1.1.'de 

gösterilmektedir.  

 

Şekil 1.1. SCA tiplerinin dünyadaki dağılımı (www.geneclinics.org) 
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1.1.2.1.1. Klinik Sınıflandırma 

 

ADCA’lar, hastalarda ataksiyle birlikte görülen nörolojik semptomlara göre 

Harding tarafından üç gruba ayrılmıştır (Harding, 1993): 

1. ADCA tip I: Bu gruptaki hastalıklar serebellar sendromlarla tanımlanır ve 

hastalık başlangıç yaşı genellikle 15 ile 65 yaş arasında değişkenlik gösterir. Bu 

gruptaki hastalıklarda genel olarak gibi klinik belirtilerle tanımlanır. Ayrıca ADCA 

tip I’ de çok yaygın olarak görünmese de oftalmopleji, optik atrofi, demans ve 

ekstrapiramidal sinyaller de gözlenir. Yapılan nöropatolojik çalışmalarda ve MRI 

değerlendirmelerinde serebellar atrofi ve beyin kökü atrofisi belirlenmiştir. SCA1, 2, 

3, 4, 5 ve DRPLA, ADCA I ailesi kategorisinde sınıflandırılır (Harding, 1993, 

Furtado vd., 1998). 

2. ADCA tip II:  Bu gruptaki hastalıklarda ilerleyici makular dejenerasyonla 

birlikte serebellar ataksiler görülür. Hastalarda ataksi belirtisi görülmeden önce 

makular dejenerasyon görünebilir. Vakalarda görülen hastalık başlangıç yaşı 

genellikle 15–35 yaş grubu arasındadır. Bu grupta görülen oftalmopleji, demans, 

ekstrapiramidal sinyaller ADCA tip 1 ile klinik olarak örtüşmeler gösterse bile 

makular dejenerasyon varlığıyla ADCA tip 1’den ayrılır. ADCA tip II grubuna 

sadece SCA7 hastalığı dahildir (Harding, 1993; Furtado vd., 1998). 

3. ADCA tip III: Bu gruptaki hastalıklar saf serebellar sendromlarla 

tanımlanmıştır. Bu ADCA tipinin karakteristik özelliği geç başlangıçlı olması ve 

genellikle hastalık belirtilerinin 50’li yaşlardan sonra ortaya çıkmasıdır. SCA6, 8, 12, 

13, 14, 15, 16 ve 17 bu kategoride sınıflandırılır. (Harding, 1993; Furtado vd., 1998; 

Soong, 2002) 

 
1.1.2.1.2. Klinik ve Genetik Özellikleri  

  

ADCA’larda ayak ataksisi, uzuvlarda gözlenen ataksiler, serebellar dizartri, 

serebellar okülomotor bozukluklar, retinopati, optik atrofi, periferal nöropati, 

spastisite, epilepsi, ekstra-piramidal hareket bozuklukları gibi çeşitli geniş nörolojik 

semptomlar gözlenir. ADCA tiplerinin gösterdiği özellikler birbiriyle örtüşebildikleri 

gibi bazı özellikleri sayesinde diğer ADCA tiplerinden ayrılırlar. Mesela SCA7’de 

görülen okülomotor sinyaller diğer SCA tiplerinden ayrılmasını sağlar (Schöls vd., 

2004). ADCA tiplerinin ayırıcı klinik özellikleri Tablo1.2. de özetlenmiştir. 
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Bu zamana kadar yapılan araştırmalarda 34 ADCA tipi (SCA1–23, 25–28, 

DRPLA, EA1–4, ADSA ve 16q22 ile ilişkili SCA) belirlenmiştir. ADCA’lar 

moleküler mekanizmaları açısından poliglutamin hastalıkları (SCA1, 2, 3, 6, 7, 17, 

DRPLA), kanal bozuklukları hastalıkları (EA1, EA2 ve SCA6) ve gen anlatımı 

bozuklukları (SCA 8, 10, 12) olarak üç büyük grup halinde incelenebilir. Bunların 

dışında etiyolojisi bilinmeyen birçok ADCA tipi vardır (SCA4, 5, 9, 11, 16, 18, 19, 

20, 21, 22, 23, 25, 26, 27, 28, EA3, EA4, ADSA). Bu hastalıkların genleri, lokalize 

oldukları bölgeler ve bu genleri ürünleri Tablo 1.3.’te gösterilmiştir.  

Üçlü nükleotid tekrar artışları genin kodlamayan intronik (SCA10) 

bölgelerinde, 5’ UTR (SCA12) ve 3’ UTR (SCA8) bölgelerinde ve kodlayan ekzonik 

bölgelerinde meydana gelebilir. SCA1 hastalığı 6p23 kromozomunda lokalize olan 

ATXN1 geninde meydana gelir. ATXN1 geni 9 ekzona sahiptir ve genin 8. ve 9. 

ekzonunda CAG tekrar artışı gözlenir. SCA1’de patolojik alel uzunlukları 41 CAG 

tekrarından 83 CAG tekrarına kadar değişir. SCA2 hastalığı 12q24 kromozomunda 

bulunan ATXN2 genindeki tekrar sayısının artışından meydana gelir. ATXN2 geni 

25 ekzondan oluşur ve tekrar artışları genin birinci ekzonunda meydana gelir. 

SCA2’de patolojik aleller 34 CAG tekrarından 77 CAG tekrarı arasında değişir.  

SCA1 ve SCA2 genlerinde CAG tekrar dizilerinin arasında sırasıyla CAA ve CAT 

tekrarları bulunur ve bu tekrarlar DNA dizisinin stabilitesini arttır. SCA3 

hastalığında CAG tekrar artışı 11 ekzona sahip MJD1 geninin C-terminal bölgesinde 

meydana gelir. SCA3’te patolojik alel frekansı 55-86 CAG tekrarı arasında değişir. 

SCA7 hastalığı 3p21.1-p12 kromozomunda lokalize olan ATXN7 genindeki CAG 

tekrar sayısının artışından kaynaklanır. CAG tekrar artışları bu genin 5’ ucunda 

kodlanan bölgede ilk ekzonunda olur. Patolojik aralık 38 ve üzeri CAG tekrarıdır. 

SCA17 6q27 kromozomunda telomerik bölgeye yakın olan TBP genindeki 

CAA/CAG tekrar sayılarındaki artıştan meydana gelir. SCA17’de patolojik aralık ise 

45 ile 68 CAG tekrarı arasında değişir. SCA 12 hastalığı PPPR2R2B geninin 5’ UTR 

bölgesinde CAG tekrar sayısının 66 ve üzerinde olduğundan kaynaklanır. SCA 10 

hastalığı fonksiyonu henüz detaylı olarak belirlenmemiş ataksin-10 geninin 

dokuzuncu intronundaki ATTCT beşli nükleotid tekrar sayılarındaki artış sonucu 

ortaya çıkar, patolojik sınır ise 800 ile 4000 ATTCT nükleotidi arasında değişir 

(Şekil 1.2.) 
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Tablo 1.2. Otozomal dominant ataksilerin ayırıcı klinik özellikleri 

  

 

Hastalık Ayırıcı klinik özellikler 

SCA1 Piramidal sinyaller, periferal nöropati 

SCA2 Yavaş sakkadik göz hareketleri, periferal nöropati, azalmış tendon 
refleksleri, demans  

SCA3 Piramidal ve ekstra-piramidal sinyaller, göz kapağının çekilmesi, 
nistagmus, azalmış sakkadik hareketler, amiyotrofi fasikülasyonu, 
duyusal kayıplar 

SCA4 Duyusal aksonal nöropati, sağırlık 

SCA5 Erken başlangıçlı, yavaş ilerleme 
SCA6 Genellikle episodik ataksi, çok yavaş progresyon 
SCA7  Retinopati ile görsel kayıplar 
SCA8  Azalmış vibrasyon duygusu, nadir olarak kognitif bozukluklar 
SCA10  Genellikle felç 
SCA12  Yavaş bir progresyon izler, 30 yaşlarda tremor , demans 

SCA13 Hafif mental retardasyon ve kısa boy 
SCA14 Erken aksiyal miyoklonus 
SCA15 Saf ataksi, çok yavaş progresyon 
SCA16 Baş tremoru 
SCA17 Mental retardasyon, miyoklonus, distoni ve kore 
SCA19 Kognitif düzensizlik, miyoklonus ve tremor 

SCA20 Erken dizartri, spazmodik disfoni, hiperrefleksi, bradikinezi 
SCA21 Hafif kognitif düzensizlik 
SCA22 Yavaş ilerleyen ataksi   
SCA23 Dizartri, anormal göz hareketleri, azalmış vibrasyon ve pozisyon 

duyusu 
SCA25  Duysal nöropati 
SCA26  Dizartri ve düzensiz göz hareketleri 
SCA27  Erken başlangıçlı tremor, diskinezi, idrak kaybı  
SCA28  Nistagmus, pitozis ve artmış derin tendon refleksler 
DRPLA Kore, felç, demans ve miyoklonus 
EA1 Miyokimi, irkilme 
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Tablo 1.3. ADCA’ların gen lokusları ve ürünleri  
 
Hastalık  Gen Lokus  Gen Ürünü 
SCA1 ATXN1  6p23 Ataksin-1 
SCA2  ATXN2  12q24 Ataksin-2 
SCA3 ATXN3  14q24.3-q31 Ataksin-3, Machado-Joseph hastalığı proteini-1 
SCA4 PLEKHG4  16q22.1 Puratropin-1 
SCA5 SPTBN2  11p13 Spektrin beta zinciri, beyin 2 
SCA6  

 
CACNA1A  19p13 Voltaja bağımlı P/Q-tipli kalsiyum kanalının alfa-

1A alt ünitesi 
SCA7 ATXN7  3p21.1-p12 Ataksin -7 
SCA8 KLHL1AS  13q21 --- 
SCA9 --- --- --- 
SCA10  ATXN10  22q13 Ataksin -10 
SCA11 SCA11  15q14-q21.3 Tau-tübülin kinaz 2 
SCA12 PPP2R2B  5q31-q33 Serin/trionin protein fosfataz 2A’nın 55-kd’luk 

düzenleyici b alt ünitesi   
SCA13 KCNC3  19q13.3-

q13.4 
Voltaj kapılı potasyum kanalı C alt ailesinin 3. 
üyesi 

SCA14 PRKCG  19q13.4 Protein kinaz C, gama tipi 
SCA15 SCA15  --- İnositol trifosfat 1,4,5-trifosfat reseptörü 1 
SCA16 SCA16  8q22.1-q24.1 Kontaktin 
SCA17  TBP  6q27 TATA-kutusuna bağlanan protein 
SCA18 SCA18  7q22-q32 --- 
SCA19 SCA19  1p21-q21 --- 
SCA20 SCA20  11cen --- 
SCA21 SCA21  7p21-15 --- 
SCA22 ---  1p21-q23 ---  
SCA23 --- 20p13-12.3 --- 
SCA25 SCA25  2p21-p13 --- 
SCA26 --- 19p13.3 --- 
SCA27 FGF14  13q34 Fibroblast büyüme faktörü 14 
SCA28  18p11.22-

q11.2 
--- 

DRPLA  DRPLA  12p13.31 Atrofin-1 ilişkili protein 
EA1 KCNA1  12p13 Voltaj kapılı potasyum kanalı alfa alt ailesinin 1. 

üyesi 
EA2    CACNA1A  19p13 Voltaja bağımlı P/Q-tipli kalsiyum kanallarının 

alpha-1A alt ünitesi 
 CACNB4  2q22-q23 Voltaja bağımlı L-tipli kalsiyum beta-4 alt ünitesi 
HSA   SAX1  12p13 --- 
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1.1.2.1.3. Tekrar İnstabilitesi ve Genetik Testler 

 

SCA tiplerinde tekrar uzunluklarıyla hastalık başlangıç yaşı ters orantılıdır. 

Normal tekrar uzunluğuna sahip bireyler tamamen sağlıklıdır. İntermedya tekrarlar 

ise bir sonraki nesile aktarılırken artma eğilimi gösterirler. Bu nedenle intermedya 

aralığa sahip bireylerde küçük artmalar premutasyon özelliği gösterirler ve böylece 

hastalık bir sonraki nesilde aile hikayesinden bağımsız sporadik kökenli mutasyonları 

ortaya çıkarabilir. Araştırmacılar SCA2 ve SCA6 genlerindeki tekrar artışının 

%8’den fazlasının sporadik kökenli olduğu bulmuşlardır (Schöls vd., 2002; Moseley 

vd., 1998; Schöls vd., 2004). Uzamış tekrarlar stabil değildir ve uzamaya meyilli 

olduklarından bir sonraki jenerasyonda hastalığın erken yaşta başlamasına ve şiddetli 

bir fenotip ile görünmesine neden olurlar. Tekrarların jenerasyonlar arasında aşırı 

derecede artması hastalıkların çocukluk çağında başlamasına sebep olur. Bundan 

dolayı presemptomatik testler hastalık başlangıç yaşı için bir tahmin vermez. SCA7 

ve SCA2 hastalığı görülen bireylerin spermlerinde uzamış tekrarlar tespit edilmiştir 

(Maciel vd., 1997; Monckton vd., 1999; Benton vd., 1998; Schöls vd.; 2004). 

 

 

Şekil 1.2. ADCA’larda tekrar sayıları (Schöls vd., 2004). 
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Birçok SCA tipinde genlerinin kodlayan bölgelerindeki CAG tekrar sayısındaki 

artış nedeniyle bu genlerin ürünleri olan proteinler de etkilenmektedir. SCA6 ve 17 

haricindeki diğer SCA tiplerinin proteinlerinin fonksiyonları bilinmemektedir. 

Poliglutamin tekrar artışının sebep olduğu etkilenmiş proteinler ortak bir zincir ve 

domaine sahip değildir. Bu yüzden patogenezin direkt olarak uzamış poliglutamin 

zinciriyle ilişkili olduğu kabul edilmektedir. Transgenik farelerde yapılan 

çalışmalarda uzamış poliglutamin tekrarları eksprese olduğunda poliglutamin 

hastalıklarına benzer nörolojik özellikler gösterdikleri tespit edilmiştir (Zhuchenko 

vd., 1997; Koide, vd., 1999; Nakamura vd., 2001; Zoghbi vd., 2000; Ordway vd., 

1997). Uzamış CAG tekrarı içeren mutant proteinler hücrenin çekirdeğinde 

çözünmeden biriken inklüzyonlar oluştururlar. SCA2 beyin örneklerinde agregatlar 

nükleus ve sitoplazmada bulunurken, SCA 6 agregatlarına sadece sitoplazmada 

rastlanmıştır (Ishikawa vd., 1999; Schöls vd., 2004). Nöron uzantılarına lokalize olan 

agregatlar aksonal trafiği bloke ederek nörodejenerasyona sebep olmaktadır 

(Gunawardena vd., 2003; Szebenyi vd., 2003). Ayrıca mutant genle etkileşimde olan 

bazı proteinler spesifik hücre ölümüne sebep olmaktadırlar. SCA1 hastalarında 

LANP (lösince zengin asidik nüklear protein) proteiniyle ataksin 1’in interaksiyonu 

sonucunda Purkinje hücrelerinde nörodejenerasyona sebep olurlar (Matilla, 1997). 

SCA7 hastalarında CRX (kon-rod homeobox) proteiniyle interaksiyon yapan 

ataksin7’nin retinal dejenerasyona neden olduğu bulunmuştur (La Spada, 2001). 

Yapılan nöropatolojik calışmalarda Purkinje hücreleri, substansiya nigra, inferyor 

olive, bazal ganglia ve serebellar korteks gibi beyin bölgelerinin etkilendiği 

bulunmuştur (Sasaki vd., 1995; Schöls vd., 1996; Sequeiros ve Coutinho, 1993; 

Matsumura, 1997; Enevoldson, 1994)  .   

 

1.1.2.2. Spinoserebellar Ataksi Tip 3  

 

SCA3, Machado-Joseph hastalığı (MJD) , Azor tipi ataksi olarak da tanımlanan 

bir otozomal dominant serebellar ataksidir. 1970’li yıllarda Amerika’da, Portekiz’in 

Azor adalarından göç eden üç farklı ailede (Machado, Thomas ve Joseph aileleri) 

farklı sendromlarla tanımlanmıştır (Nakano vd., 1972; Woods ve Schaumburg, 1972; 

Rosenberg vd., 1972). Araştırıcılar bu üç ailede benzer polimorfik hastalık olduğunu 

belirlemişlerdir (Coutinho ve Andrade, 1978; Romanul vd, 1977). Daha sonraları 

araştırıcılar bu hastalığın sadece Portekizlilerle sınırlı olmadığını, etnik ve coğrafik 
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olarak uzakta bulunan Avustralya'daki Aborjinlerde, Japonlarda, Kanadalılarda, Çinli 

ve Hintli popülasyonlarında da görüldüğünü belirtmiştir (Sequeiros ve Coutinho, 

1993). Hastalık 14q24.3-q31 kromozomunda CAG tekrar sayılarındaki artış sonucu 

ortaya çıkar (Takiyama vd., 1994). SCA3 ilerleyici bir serebellar ataksidir ve 

distonik-rijid, ekstra-piramidal sendromlar veya periferal amiyotrofi gibi çeşitli 

piramidal sinyallerle tanımlanır (Lima ve Coutinho, 1980). 
 

1.1.2.2.1. Klinik Özellikleri  

 

SCA 3, başlangıç yaşı değişken olmakla birlikte genellikle 20–50 yaşları 

arasında görülür. Portekizli hastalarda yapılan çalışmalarda hastalığın ortalama 

başlangıç yaşı 37 olarak belirlenmiştir. SCA3 lokusundaki CAG tekrar sayıları ile 

hastalık başlangıç yaşı kesin olarak ilişkilendirilememektedir. SCA3 hastalarında 

yürüme ve konuşma zorlukları, hantallık, görme bulanıklıkları ve diplopi gibi klinik 

belirtiler gözlenir. Hastalık semptomları erken yaşlarda başlayan hastalarda ilerleyici 

ataksi, hiper refleks, nistagmus ve dizartridir (Coutinho ve Andrade, 1978; Sequeiros 

ve Coutinho, 1993; Klockgether, 2000; Soong, 2002; Schöls vd., 1995). 

Hastalık ilerledikçe hareket zorluğu yaşanır ve 10–15 yıl sonra hastalar 

tekerlekli sandalye gibi yardımcı aletlere ihtiyaç duyarlar. Hastalarda sakkadik göz 

hareketleri yavaşlar, görme bozuklukları ve sabit bakış gelişir. Diskonjuge göz 

hareketleri sonucunda diplopi başlar ve aynı zamanda beyin kökünde çeşitli sinyaller 

gelişerek temporal fasiyal atrofi, perioral seğirmeler gibi karakteristik hareketleri 

indüklerler. Ek olarak dil atrofisi, disfaji, öksürme zorluğu gözlemlenir. Genellikle 

hastalık başlangıcında motor nöron sinyallerinin arttığı belirgin olarak tespit 

edilmiştir. Hastalığın ileri safhalarında distal duyumlarda kayıplarla birlikte periferal 

polinöropatiler görülmektedir. Ayak bileklerinde refleks azalması ile birlikte diğer 

reflekslerde azalma başlar, kaslarda belli derecelerde hareket kaybı gözlenir. Ses teli 

paralizi, vestibular disfonksiyon, mesane ve termo-regülasyon bozukluklarını içeren 

otonomik problemler, uyku düzensizliği, hızlı göz hareketi, davranış bozuklukları ve 

huzursuz bacak sendromu gibi belirtiler de gözlemlenebilir (Isozaki vd., 2002; 

Yoshizawa vd., 2004; Yeh, vd., 2005; Friedman, 2002; van Alfen vd., 2001; 

Friedman vd., 2003). 
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MJD hastalığı, Azor popülasyonunda yaygın olarak görülen ekstra-piramidal 

ve oftalmolojik bulgular temel alınarak üç alt grupta sınıflandırılmıştır (Coutinho ve 

Andrade, 1978). 

Tip I: SCA3 tipleri arasında hastaların %13’ü bu gruba girer. Genç yaşlarda 

başlayan bir hastalıktır (10–30 yaş). İlk olarak Joseph ailesinde 5 yaşındaki bir 

bireyde görülmüştür (Rosenberg vd., 1972). Hızlı bir seyir izleyen hastalık çeşitli 

derecelerde serebellar fonksiyon bozuklukları, belirgin ekstra-primidal ve piramidal 

anormalliklerle karakterize edilir. Genellikle kollarda, bacaklarda ve yüzde distoni, 

rijidite ve hafif ataksiler bu grubun klinik özellikleridir (Lu vd., 2004). 

Tip II: SCA3 tipleri arasında hastaların %57’si bu gruba girer. Genellikle 30–

50 yaşlar arasında görünür. İlerleyici ataksilerle birlikte piramidal sinyaller ve beyin 

kökünde fonksiyon bozukluklarıyla karakterize edilmiştir. Bu grupta Tip I’de 

görülen ekstra-primidal sinyaller gözlenmez. Spastik yürüme bozukluğu, hiperaktif 

refleks, klonus, ekstensor plantar cevaplar ve spinal otomotizm genel klinik 

belirtileridir (Landau vd., 2000). 

Tip III: SCA3 tipleri arasında hastaların %30’u bu gruba girer. Hastalık 

semptomları ilerlemiş yaşlarda (40–70 yaş) gözlenir. İlk olarak Machado ailesinde 

gözlenmiştir. Bu gruptaki hastalarda distal simetrik periferal nöropatiler, kas 

krampları, motor nöronların kaybı, distal kayıplar ve duyumsal nöropatiler göze 

çarpar. 

Bu alt tipler arasındaki ayırım çok belirgin olmasa da bu sınıflandırma, geniş 

bir fenotip yelpazesi olan SCA3/MJD’de, araştırmacılar ve klinisyenler açısından 

ayırımda yardımcıdır. Bazı araştırmacılar Parkinsonizm tipi bulguları göz önünde 

bulundurarak MJD hastalığını dört gruba ayırır (Klockgether, 2000). 

 
1.1.2.2.2. Nöropatolojik Özellikleri  

 
Patolojik belirtiler olarak gliyöz ve nöronal kayıplar sonucu özgün bölgelerde 

dejenerasyon gözlenir. Dejenerasyon sonucunda globus pallidus, kara cisim, 

subtalamik nükleus, dentat nükleus, pontine nukleus, çeşitli kraniyal sinir nukleusları 

(III, IV, VI, VII, VIII ve X), anteryor horn hücreleri ve klark kolonları etkilenir. 

İlerlemiş yaşlarda başlayan hastalıklarda periferal nöropatiler yaygın olmasına 

rağmen çok çeşitlidir ve genellikle simetriktir (Takiyama vd., 1994; Sachdev vd., 

1982; Durr vd., 1996; Cancel vd., 1995; Rub vd., 2002, 2004a, 2004b, 2006). 
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Manyetik rezonans görüntüleme (MRI) bulguları; SCA3/MJD hastalarında 

patolojik özelliklerin geniş bir oranda olması MRI anormalliklerinin oluşmasını 

sağlar. SCA3/MJD’de yaygın olarak gözlenen anormallikler dördüncü ventriküldeki 

genişlemelerle belirlenir. (Burk vd., 1996; Onodera vd.,1998). Bu genişleme beyin 

kökü ve serebellumdaki atrofilerin varlığını kanıtlamaktadır. MRI bazlı bir 

volumetrik çalışmada putaminal kaudat atrofi gözlemlenmiştir. (Klockgether 

vd.,1998).  

 
1.1.2.2.3. Moleküler Genetik Özellikleri  

 
SCA3, 14q24.3-q31 kromozomunda CAG tekrar sayılarındaki artış sonucu 

ortaya çıkar (Takiyama vd.,1994; Kawaguchi vd., 1997). SCA3 normal alellerinin 

%93,5’inde gözlenen tekrar sayısı 31’den daha az tekrar içerir. İntermedya aralık ise 

şu ana kadar ortaya çıkan fenotiplerle belirlenememiştir.  İndirgenmiş penetrans 

aralığındaki bireyler 45–51 CAG tekrarı taşırlar ve bazı bireylerde hastalık ortaya 

çıkmasına rağmen diğer bazı bireylerde görülmez. Patolojik aralık ise 55’den fazla 

CAG tekrarı içerir (Padiath vd., 2005; Gu vd., 2004). 

Diğer CAG hastalıkları gibi SCA3’te de hastalık başlangıç yaşı ile tekrar 

sayısının uzunluğu arasında negatif korelasyon vardır. Bu da antisipasyonun 

varlığına işaret etmektedir. SCA3’te CAG tekrarları mayotik instabilite gösterir. 

Tekrar instabilitesi için yapılan birçok çalışmada babadan veya anneden geçen 

mutasyonlarda bir farklılık gözlemlenmemiştir (Durr vd., 1996; Cancel vd., 1995; 

Soong, 2002). Fakat bazı araştırmacılar babadan aktarılan mutasyonlarda 

instabilitenin arttığını belirtmişlerdir (Maciel,  2001). 

ATXN3 geni 11 ekzona sahip, 1776 bç uzunluğunda bir ORF bölgesi içerir 

(Ichikawa, Y. 2001; Kawaguchi, Y. 1994). Polimorfik CAG tekrarları C-terminal 

bölgesine yakın olan 4. ekzonda bulunur ve 3’ kodlanmayan bölgede Alu tekrar 

dizileri tarafından takip edilir. Birçok çalışmada normal bireylerde yaygın olarak 

gözüken CAG tekrar sayısının 14 ve 23 CAG tekrarı olduğu bulunmuştur 

(Rubinsztein vd., 1995; Limprasert vd.,  1996).   Farklı populasyonlardaki poliQ 

bölgelerinin analizinde CAG tekrarlarına komşu olan guaninin, sitozin ile yer 

değiştirdiği belirlenmiştir. Bu nedenle sitozinin poliQ zincirlerinin instabilitesinde 

önemli rol oynadığı düşülmektedir (Rubinsztein, D.C. Lego, J. 1995, Limprasert, P. 

1996). 
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Ataksin 3 proteininin moleküler ağırlığının 42 kDa olduğu tahmin 

edilmektedir. Western blot analizlerinde eksprese edilmiş proteinin 72 kDa olduğu 

bulunmuştur. Geniş bir spektrumda eksprese edilen Ataksin3, birçok hücre tipinin 

hem nükleusunda hem de sitoplazmasında bulunur ve nöronlarda sitoplazmik bir 

proteindir (Paulson vd.,1997). Bu moleküler farklılıklar glutamin tekrar uzunluğuna 

ve nükleotitdeki 1118 (A>C) polimorfizmine bağlıdır. Bu polimorfizm ile birlikte, 

stop kodonundaki 16 amino asidlik tirozin kalıntılarının uzamasının hastalıkla ilişkili 

olduğu belirlenmiştir (Paulson vd., 1997). Ataksin3 ubikütin zincirlerine bağlanan ve 

kesen spesifik ubikütin proteazdır (Burnett ve Li, 2003; Berke vd.,2005). Sistein 

proteazlardan papain süper ailesine ait iyi derecede korunmuş amino terminalinde, 

“Josephin” domainde  katalitik amino asit -Cys, His, Asn-triatlari içerdiği 

bulunmuştur (Nicastro vd., 2005). Bu Josephin domaini ataksin3’ün fonksiyonel 

bölgesindedir ve hem patolojik hem de normal protein fonksiyonlarında görev alır. 

Yapılan çalışmalarda josephin domaininin HHR23A, HHR23B proteozom bağlanma 

faktörleri, proteozomla ilişkili olan Rad23 ve histonlar gibi ataksin3 partnerlerine sıkı 

bir şekilde bağlandığı gözlemlenmiştir (Nicastro vd., 2005; Chow vd., 2004). 

Proteinin karboksil ucunda poliubikütin zincirine sıkı bir şekilde bağlanan ubikütin 

ile etkileşim yapan motifler (UIMs) içerir. PoliQ dizisi UIM2 ve UIM3 arasında yer 

alır, fakat proteinin enzimatik fonksiyonuna nasıl etki ettiği bilinmemektedir (Şekil 

1.3.). Ataksin 3’ün N-terminal bölgesi stabil bir yapıya sahipken C-terminal 

bölgesinin stabil olmayan bir yapıya sahip olduğu belirlenmiştir (Masino vd., 2004; 

Chow vd., 2004).  

Hastalık mekanizmasında ataksin 3 proteinindeki poliQ sayısındaki artışa bağlı 

olarak mutant ataksin 3 proteini yanlış katlanır ve agrege olur. Bu proses çeşitli hücre 

modelleri, transgenik hayvan modelleri gibi in vitro çalışmalarda modellenmiştir 

(Cemal vd., 2002; Evert vd., 2006;  Evert vd., 1999). Farklı uzunluklarda CAG 

tekrarına sahip transgenik farelerle yapılan çalışmalar mutant protein eksprese eden 

farelerin pontin ve dentat nükleuslarında inklüzyon cisimcikleri oluşturduğu ve hücre 

ölümünün meydana geldiği belirtmiştir. Bu farelerde periferal sinir 

demiyelinazasyonu ve aksonal kayıplar tespit edilmiştir (Cemal vd., 2002). Meyve 

sinekleriyle yapılan deneylerde normal ataksin3 proteininin poliQ dejenerasyonunu 

baskıladığı ve yanlış katlanmış proteinleri agrezoma gönderdiği gözlemlenmiştir. 

Sonuç olarak hücrede ataksin3 proteinin kalite kontrol yolaklarında görev aldığı 

düşünülmektedir (Nicastro vd., 2005; Chow vd., 2004). 
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.   

 

 Şekil 1.3. Ataksin 3 domaini 

 

 
1.1.2.3. Spinoserebellar Ataksi Tip 6  

 
SCA 6, ADCA III ailesinde sınıflandırılan bir otozomal dominant serebellar 

ataksidir. Yetişkinlerde görülen bu hastalık dizarti, nistagmus ve yavaş ilerleyen bir 

serebellar ataksi ile karakterize edilir. SCA 6’nın dağılımı coğrafi bölgelere ve 

kurucu etkilere göre çeşitlilik gösterir ancak SCA 6 dağılımı 0.02–0.31/ 100.000 

arasında kabul edilir (Geschwind vd., 1997; Ikeuchi vd., 1997; Matsumura vd., 

1997). SCA6 otozomal dominat kalıtım gösterir ve 19p13 kromozomunda 

CACNA1A genindeki CAG tekrarlarının artması sonucunda meydana gelir. Hastalık 

başlangıç yaşı 19–71 yaşları arasında değişkenlik göstermekle birlikte, genellikle 

50’li yaşlardan sonra ortaya çıkar (Zhuchenko vd.,1997; Ishikawa, K. 1997). 

 
1.1.2.3.1 Klinik Özellikleri 

 
  SCA6 hastalarının %90’ında başlangıç semptomları olarak yürüyüş 

bozuklukları ve denge kaybı gözlenirken ek olarak bazı hastalarda dizartri de 

gözlenir. Semptomlar yavaş ilerler, bütün hasta kişilerde yürüyüş ataksisi, 

eklemlerde koordinasyon bozuklukları ve tremor görünür. Bazı hasta gruplarında ise 

disfaji gözlemlenmiştir (Zhuchenko vd., 1997; Ishikawa vd., 1997; Gomez vd., 1997; 

Geschwind vd.,1997; van de Warrenburg vd., 2005). 

SCA 6 hastalarının  %50’sinde diplopi görülür ve bu hastaların hareket eden 

objelere odaklanmakta zorluk çektikleri gözlemlenmiştir. Horizontal sabit nistagmus 

hastaların hemen hemen tamamında görülürken, vertikal nistagmus hastaların 

yarısından fazlasında görülür. Bazı hastalarda da dismetrik sakkadik hareket gibi 
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farklı serebellar okülomotor bulgular bulunmuştur. (Hashimoto vd., 2003; Buttner 

vd., 1998; Yabe vd.,2003) 

Ayrıca SCA6 hastalarının %40–50’ sinde kortokospinal yollarda hiperrefleks 

ve ayak kaslarında responslar gözlenmiştir. Hasta bireylerin %25’inden fazlasında 

distoni ve blefarospasm gibi basal gangliya sinyalleri bulunmuştur. Ayrıca SCA 6 

hastalarında kognitif yeteneğin korunduğu gözlemlenmiş ve nörofizyolojik testlerde 

algılama yeteneğinde bir zarar meydana geldiği saptanmamıştır (Globas vd., 2003). 

 
1.1.2.3.2. Nöropatolojik Özellikleri 

 
SCA 6 patolojisi genelde serebellar korteksteki Purkinje hücrelerinin 

dejenerasyonuyla ilişkilidir (Zhuchenko vd., 1997; Gomez vd., 1997). SCA 6 

hastalarının beyinlerinde yapılan postmortem analizlerde serebellar atrofiye bağlı 

olarak Purkinje hücrelerinde selektif dejenerasyon gözlemlenmiştir (Ishikawa vd., 

1999; Restituito vd., 2000). Ayrıca serebellumun vermal bölgesinin orta kısımlarında 

aşırı derecede dejenerasyon gözlemlenmiştir (Restituito vd., 2000). Hastalık 

ilerledikçe granül hücrelerinde dejenerasyon başladığı saptanmıştır (Kordasiewicz ve 

Gomez, 2007). 

 
1.1.2.3.3. Moleküler Genetik Özellikleri 

  
 CACNA1A geni 47 ekzon içerir ve CAG tekrarları genin 3’ucunda bulunur. 

α1A voltaja bağımlı kalsiyum alt ünitesini kodlayan CACNA1A genindeki tekrar 

artışı sonucu SCA 6 hastalığı meydana gelir. Normal CAG tekrar aralığı 18 veya 

daha azdır (Shizuka vd., 1998). 19 CAG tekrarı intermedya aralık olarak kabul 

edilmiştir, fakat bu tekrar sayısının klinik açıdan anlamı tam olarak belirgin değildir. 

(Shimazaki vd., 2001; Mariotti vd., 2001). 19 CAG tekrarına sahip bir bireyin 

hastalık belirtileri gösterdiği tespit edilmiştir (Mariotti, C. 2001). SCA6’ da patolojik 

tekrar aralığı 20–33’ tür (Jodice vd., 1997; Yabe vd., 1998). Ortalama olarak 

hastalığa sebep olan tekrar sayısı ise 22 CAG tekrarıdır. Hastalığın semptomları 

genellikle 50’li yaşlarda başlar.  

Heterozigot bireylerde SCA6 semptomları görülme yaşı ile CAG tekrar 

uzunluğu arasında negatif bir kolerasyon olmasına rağmen homozigot bireyler için 

bir yorum yapılamamaktadır (Gomez vd., 1997; Schöls vd., 1998). Maysuma ve 

Yabe’nin yaptığı çalışmada CAG tekrar uzunluğu 30 ve 33 olan iki homozigot 
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bireyde tekrar sayısı 22 olan homozigot bireylere göre daha ileriki yaşlarda hastalık 

başladığı rapor edilmiştir (Matsuyama vd., 1997; Yabe vd., 1998). 

Voltaj kapılı kalsiyum kanalları, por formundaki α1 alt ünitesi, regülatör ve 

yapısal alt üniteleri ile multimerik kompleks yapıdadır (α2/δ2, β ve γ). Farklı genlerin 

kodladığı A-E, G-I ve S gibi α1 alt ünitesi ailesi belirlenmiştir (Catterall, 2000). α1A 

alt ünitesi beynin hemen hemen her bölgesinde eksprese edilirken serebelar purkinje 

hücrelerinde ise çok fazla miktarda eksprese edilir (Fletcher vd.,1998). α1A altünitesi 

4 homolog domain (I den IV kadar) ve altı tane de membran aralıklı domain (S1-S6) 

içerir (Zhuchenko vd., 1998). I-IV domainlerinin segmentleri por yapısındadır ve S5-

S6 arasında yer alır. Bu kanalın görevi membran depolarizasyonuna bağlı olarak 

selektif kalsiyum permeabilitesini sağlamaktır. 

CACNA1A genindeki mutasyonların 4 tip nörolojik hastalıkla ilişkili olduğu 

bilinmektedir (Şekil 1.4.). Birinci tip mutasyon genin 3’ucunda CAG tekrarları 

sayısındaki artmalardır. Bu mutasyon SCA 6 hastalığına yol açar. İkinci tip mutasyon 

tek bir amino asitte değişikliğin olduğu sessiz mutasyonlardır. Sessiz mutasyonlar 

ailesel hemiplejik migrene (FHM) sebep olurlar. Bazı FHM hastalarında serebellar 

atrofi ve hafif interiktal ataksi gelişir. Ek olarak hızlı ilerleyen şiddetli ataksili 

hastalarda sessiz mutasyonların kanal porlarının fonksiyonunu bozduğu 

düşünülmektedir (Kraus vd., 1998; Battistini vd., 1999; Hans vd., 1999, 

Kordasiewicz ve Gomez, 2007). Üçüncü tip mutasyon çeşidi anlamsız mutasyondur 

ve kesilmiş kanal proteinlerini oluşturduğu tahmin edilir. Bu mutasyonlar EA-2 

ailelerinde bulunmuştur. Anlamsız mutasyon taşıyan bazı hastalar da FHM 

özelliklerine sahiptir. Dördüncü tip mutasyon CACNA1A genindeki p.Gly293Arg ve 

p.Arg1664Gln bölgelerinde meydana gelen yanlış anlamlı mutasyonlardır (Yue vd., 

1997). Bu gruba dominant kalıtılan ataksiler girer. SCA 6 ile benzer özellikler 

göstermelerine rağmen klinik semptomları SCA6’ya göre daha şiddetlidir (Kraus vd.; 

1999). 
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Şekil 1.4. P/Q tipli kasiyum kanalının alfa 1A alt ünitesinin yapısı ve mutasyonların 

meydana geldiği bölgeler (Ophoff vd., 1996). 

 
1.1.2.4. Spinoserebellar Ataksi Tip 7  

 
SCA7, olivo-ponto-serebellar atrofi tip III (OPCA III) veya ADCA tip II olarak 

da tanımlanan ilerleyici makular dejenerasyonla ilişkili otozomal dominant serebellar 

ataksi tipidir (Konigsmark ve Weiner, 1970; Harding, 1982, 1983). Hastalık 3p21.1-

p12 kromozomu lokusunda CAG tekrar sayılarındaki artış sebebiyle meydana gelir. 

Yetişkin hastalarda dizartri ve disfaji gözlenir. Hastalarda kon-rod ve retinal distrofi 

santral görme kayıplarına sebep olur. Görme kayıpları sonucunda hastalarda körlük 

meydana gelir (Enevoldson vd., 1994). Birçok SCA7 hastasında retinopatilerin 

görülmesinden dolayı, SCA7 diğer ADCA tiplerinden ayrılır. 

 
1.1.2.4.1. Klinik Özellikleri 

 
Klinik olarak yetişkinlerde 30-40’lı yaşlarda görülen hastalığın ortalama 

başlangıç yaşı 30’lu yaşlardır. (Martin vd., 1994; Holmberg vd., 1995; Jöbsis vd., 

1997; Gouw vd.,1995). Bebeklik veya çocukluk döneminde ataksi açıkça belli 

olmayabilir ama kas zayıflığı, halsizlik ve hipotoni yaygın olarak gözlenir ve hastalık 

seyri hızlı ilerlemektedir (Enevoldson vd., 1994). Bunlara ek olarak 180, 200, 306 

CAG tekrarına sahip hastalarda neonatal hipotonik gelişim bozukluğu, disfaji, 
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konjestif kalp bozukluğu, serebral ve serebellar atrofi ve retinal bozukluklar 

gözlemlenmiştir (Ansorge vd., 2004; Benton vd., 1998). 

Yetişkinlerde gözlenen retinal dejenerasyon sonucunda santral görme 

keskinliğinde ve renkleri ayırt edebilme yetisinde anormallikler meydana gelir. Bu 

anormallikler serebellar bulgular olmadan önce, genellikle ergenlik çağlarının son 

dönemlerinde gözlenir. Retinal dejenerasyonlar ilerleyicidir ve kon- rod distrofisi 

sonucunda körlük meydana gelir (Aleman vd., 2002). Yetişkinlerde retinal 

dejenerasyonun erken evrelerinde semptomlar gözükmeyebilir fakat makulada küçük 

granüler değişimler ve tritan aksiste bozukluklar meydana gelir. Başlangıçta fotopik 

cevap azalır ve bunu takiben de skotopik cevapta da azalmalar meydana gelir. Bu 

kon fonksiyonundaki önemli azalma, görsel keskinlikte azalmalara neden olur ve 

sonuçta makulada değişiklikler gözlenir. Böylece renk ayırımı yetisi kaybolur ve 

sonuçta nihai olarak körlük meydana gelir (To vd., 1993; Ahn vd., 2005). Bilinç 

kaybı ve psikoz çok yaygın gözükmeyebilir fakat birkaç hastada bu semptomlar 

gözlemlenmiştir (Benton vd., 1995). SCA7 hastalığının kendisine özgü klinik ve 

patolojik bulguları olmasına rağmen diğer SCA tipleriyle klinik özellikleri bakımdan 

örtüşebilir. SCA7’nin ayırt edici en önemli özelliği retinal dejenerasyondur.  

 
1.1.2.4.2. Nöropatolojik Özellikleri 

 
Nöropatolojik çalışmalarda serebellum ve serebellumla ilişkili inferiyör oliv, 

serebellar korteks, dentat nükleus, pontin nükleus, bazal ganglia ve spinal kord’da 

nöronların aşırı kaybı ve gliyoz gözlemlenmiştir (Enevoldson vd., 1994; Martin vd., 

1994; Gouw vd., 1994; Cancel vd., 2000) Purkinje hücrelerindeki dejenerasyon 

sonucunda dentat nukleusta hafif hücresel kayıplar meydana gelir. İnferior oliv de 

astrositik gliyozla belirlenen aşırı derecede nöronal kayıplar gözlemlenmiştir (Lebre 

ve Brice, 2003). 

SCA7’ nin ayırıcı nöropatolojik özellikleri retinal, optik yollarda meydana 

gelen dejenerasyonlardır. Retinal dejenerasyon sonuncunda optik sinirler ve 

pregenikülat görsel yollar etkilenir. Retinadaki patolojik çalışmalar özellikle 

parafoveal ve foveal bölgelerdeki, granüler hücrelerde ve bipolar fotoreseptörlerde 

dejenerasyonların meydana geldiğini göstermiştir.  İlerleyen aşamalarda epitelyal 

pigment hücrelerinde düzensiz kayıplar meydana geldiği belirlenmiştir (Lebre ve 

Brice, 2003). 
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1.1.2.4.3. Moleküler Genetik Özellikleri 

 
SCA7’ de normal aleller 19 veya daha düşük CAG tekrarı içerir. Normal 

alelerin %75’i 10 CAG tekrarına sahiptir. İntermedya aralık mayotik olarak stabil 

değildir ve 30–35 CAG tekrara sahip aleller bir sonraki jenerasyonda artma eğilimi 

gösterirler. (Lebre ve Brice, 2003, Mittal ve Roy, 2005). Patolojik alel frekansı 36 

CAG tekrarından 460 CAG tekrarına kadar değişebilir (Nardacchione vd., 1999; van 

de Warrenburg vd., 2001). 

CAG ekspansiyonları ile hastalık başlangıç yaşı arasında kuvvetli bir negatif  

korelasyon vardır.  SCA7’nin fenotipi diğer poliQ hastalıklarıyla karşılaştırıldığında 

hastalıkla diğer genetik ve çevresel faktörlerin çok az rolü olduğu belirlenmiştir.  

ADCAII ailelerinde uzamış CAG tekrarlarının babadan aktarıldığı tespit edilmiş ve 

her jenerasyon sonrası semptomların şiddetlenerek arttığı belirlenmiştir (Andrew vd., 

1997). 

136.094 baz uzunluğundaki Ataksin 7 geni 892 aa’lik proteini kodlar. 

Polimorfik CAG dizisi genin 5’ ucunda kodlanan bölgede ilk ekzonda gözlenir ve 

normal alelde 4–19 tekrar arasında bulunur. Ataksin 7 poliglutamin tekrarının alt 

bölgesinde proteinlerle etkileşim gösteren SH3 bağlanma domainleri bulunur. 

Ataksin 7 geni 378-394 amino asitleri arasinda nükleer lokalizasyon sinyali ve 357-

412 amino asitleri arasında nükleolus lokalizasyon sinyalleri barındırır (Kaytor vd., 

1999; Zander vd., 2001) . Ataksin7 geni fosforile olmuş aktif G protein çifti 

reseptörlerine seçici olarak bağlanan arestinle homolog motifler içeren kısa motiflere 

sahiptir (Mushegian vd., 2000; Gurevich vd., 1995).  

SCA7 geninin ürünü olan ataksin 7, 95 kDa’ luk bir proteindir. Mutant protein 

ilk olarak SCA7 hastalarının lenfoblastlarındaki nükleuslarında rapor edilmiştir 

(Trottier vd., 1995). Lenfoblastlarda ve serebral kortekste yapılan western blot 

analizinde 1C2 monoklonal antikorlar kullanılarak poliglutamin tekrarına sahip 

mutant proteinin 130 kDa olduğu saptanmıştır (Trottier vd., 1995; Stevanin vd., 

1996). Ataksin 7’nin nöronlardaki subselüler lokalizasyonu çok komplekstir. 

Genellikle sitoplazmik, bazen nükleer, nadir olarak da her iki şekilde lokalize olabilir 

(Einum vd., 2001; Jonasson vd., 2002; Cancel vd., 2000). Diğer poliglutamin 

hastalıklarında olduğu gibi mutant ataksin7 proteini hem inferyor oliv hem de retinal 

reseptörlerde nükleer inklüzyonlar (NI) oluşturur (Şekil 1.5.).   
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97 CAG tekrarına sahip transgenik farelerde yapılan çalışmada retinada kon- 

rod distrofisi gözlemlemiştir. İki hibrit maya sistemi kullanılarak yapılan çalışmada 

CRX ile ataksin 7’nin interaksiyon yaptığı ve retinal fotoreseptör hücrelerinde 

nükleer transkripsiyon faktörü olarak eksprese edildiği belirlenmiştir (La Spada vd., 

2001). Ayrıca glutamat transport mekanizmasındaki bozukluktan dolayı 

serebellumdaki Bergman gangliyada dejenerasyon gözlemlenmiştir (Custer vd., 

2000). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Şekil 1.5. SCA7’de retina ve pons’da nüklear inklüzyonlar (G: ganglion hücre 

tabakası; INL: iç nükleer tabaka; ONL: dış nükleer tabaka) (Michalik vd., 2004). 

 
1.1.2.5. Spinoserebellar Ataksi Tip 17  

 
SCA17, HDL–4 olarak da adlandırılan; ADCA III grubunda sınıflandırılan 

otozomal dominant serebellar ataksilerdendir. Hastalık 6q27 kromozomunda bulunan 

TATA kutusu bağlanma proteini (TBP) genindeki CAA/CAG tekrar sayılarındaki 

artıştan meydana gelir. Bu hastalığın başlangıç semptomları olarak ataksi ve demans 

gözlenir (Imbert vd., 1994; Koide vd., 1999; Zühlke vd., 2001). 
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1.1.2.5.1. Klinik Özellikleri 

  
 Bütün hastaların genelinde olmasa da birçok hastada başlangıç semptomları 

olarak yürüyüş ataksisi ve dizartriden oluşan serebellar bulgular tanımlanmıştır 

(Koide vd., 1999; Zühlke vd., 2001; Stevanin vd., 2003; Maltecca vd., 2003). Bir çok 

hastada kişilik değişimi, depresyon, psikoz halüsinasyon görme, agresif davranışlar 

gibi psikiyatrik sendromlar, kognitif bozukluklar ve distoni, kore, rijidite ve akinezi 

dahil olmak üzere bazal gangliya fonksiyon bozuklukları gibi semptomlar 

görünebilir. Bu belirtiler tek başına ya da kombine halde serebellar ataksilerle 

birlikte görülebilir. Bugüne kadar saptanan hastalık başlangıç yaşı 3–55 yaşları 

arasında gözükmekle birlikte hastalık semptomları 30 yaş civarında belirtilerini 

göstermeye başlar. (Koide vd.,1999, Zühlke vd., 2001; Stevanin vd.,2003). Yapılan 

çalışmalarda aynı soydan olan jüvenil vakalarda büyüme geriliğinin oluştuğu, 

hastalığın hızlı bir seyir izlediği gözlemlenmiştir (Maltecca vd., 2003; De Michele 

vd., 2003; Rolfs vd., 2003) . 

Serebellar semptomlar görülen hastaların % 67–100’ünde uzuvlarda gözlenen 

ataksi ve yürüyüş ataksisi gözlemlenmiştir. Hastalarda dizarti çeşitli şekillerde 

görülebilir, bir vakada sadece motor semptomlar olarak görülmüştür (Günther vd., 

2004; Zühlke vd., 2007). Hastalarda hipometrik sakkadik hareketler, sabit bakış 

kaybı ve nistagmus gibi okülomotor semptomlar gözlenir (Zühlke vd., 2003; Rolfs 

vd., 2003).   

SCA 17 hastalarında demans etnik kökene bağlı olarak dağılım gösterdiği 

saptanmıştır. Yapılan çalışmalarda SCA17 hastalarının %80–100’ünde kognitif 

bozukluklar gözlenmiştir. Hastaların bazılarında uykusuzluk, istemsiz hareketler, 

kişilik değişimi, paronoya, kendine zarar verme gibi psikiyatrik semptomlar görülür 

(Zühlke vd., 2007). 

 Ayrıca SCA 17 hastalarında hastalık süresince distonik veya koreik hareketler 

gelişir. Parkinson hastalığına özgü rijidite, postural reflekslerde zayıflama, akinezi 

gibi belirtiler görülür (Zühlke vd., 2007). Birçok hastada idrar tutamama sorunu, 

şiddetli kas atrofisi, miyoklonus, işitme kaybı görülmüştür (Bruni vd., 2004).   

 
1.1.2.5.2 Nöropatolojik Özellikleri 

 
SCA 17 hastalarında total beyin hacminde serebellum ve serebral korteks 

atrofisine bağlı olarak önemli derecede azalmalar meydana gelir (Bruni vd., 2004; 



   

 

 23

Rolfs vd., 2005). Serebellumdaki Purkinje hücrelerinde kayıplarla birlikte 

Bergmann’s gliyozu, maküler katman ve dentat nükleusta da gliyoz meydana gelir.  

Ayrıca kaudat ve medyal talamik nükleusda nöronal kayıplar ve gliyoz 

gözlemlenmiştir (De Michele vd., 2003; Bruni vd., 2004).    

Elektrofizyolojik özelliklerin çeşitliliği hastalığın kliniksel farklılığını 

yansıtmaktadır. Elektroensefalografi (EEG) bulgularında epileptik akışın normalden 

fazla ve yavaş olduğu bulunmuş, birçok vakada görsel motor potansiyeli normal 

görünürken somatosensör ve beyin kökü odiotori potansiyeli anormal bulunmuştur 

(Bruni vd., 2004).   

.   MRI bulguları serebral korteks, serebellum, beyin kökü ve Kaudat nükleus 

atrofilerini içerir (Craig vd., 2005; Maltecca vd., 2003; Toyoshima vd., 2004). 

Voksel tabanlı morfometri (VBM) yöntemi kullanarak klinik ve MRI özellikleri 

arasındaki ilişkiyi tanımlanmış ve bazal gangliya ve serebellumda bulunan gri 

bölgenin motor semptomlarla ilişkili olduğunu singulum, kuneus, frontal ve temporal 

lobların içindeki degenerasyonda psikiyatrik sonuçlarla ilişkili olduğunu 

göstermişlerdir (Lasek vd., 2006). Pozitron emisyon tomografi (PET) çalışmaları 

putamen, serebellum, kaudat nükleus, inferior ve superior pariyatal korteksde 18F-

FDG sinyalinin azaldığını göstermiştir. Ayrıca fonksiyonel görüntüleme 

çalışmalarında dopaminerjik sistemde pre- ve post- sinaptik anormalliklerin olduğu 

bulunmuştur (Günther vd., 2004; Minnerop vd., 2005; Salvatore vd., 2006). 

 
1.1.2.5.3. Moleküler Genetik Özellikleri 

 
SCA 17 otozomal dominant geçişlidir. Antisipasyon tam olarak açıklık 

kazanmasa da, anneden kalıtımda tekrar sayısının 1, babadan aktarımda tekrar 

sayısının 3, 4, 13 tekrar arttığı tespit edilmiştir (Zühlke vd., 2005). Bu çalışma diğer 

ADCA’larda olduğu gibi SCA17’de antisipasyonun etkili olabileceğini 

düşündürmektedir.  SCA1 ve SCA2’de CAG tekrar bölgesini bölen ve stabilizasyonu 

sağlayan elementlerin kaybında olduğu gibi SCA 17’de de jenerasyonlar arası 

instabilite sonucunda CAG tekrarları arasındaki CAA kodonlarının kaybedildiği 

düşünülmektedir. (Zühlke vd., 2007).   

 Hastalık 6q27 kromozomunda telomerik bölgeye yakın olan TATA kutusu 

bağlanma proteini (TBP) genindeki CAA/CAG tekrar sayılarındaki artıştan meydana 

gelir (Imbert, G. 1994). Bu gen 18528 baz uzunluğundadır ve 8 ekzondan oluşur. 
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ATG başlangıç kodonu 2. ekzonda, TAA stop kodonu 8. ekzondadır ve polimorfik 

bölge ise 3. ekzonda yer alır (Polymeropoulos vd., 1991). Yabanıl tip protein amino 

terminal bölgesinde normal aralıklarda 25-44 CAG tekrarı içerebilir. Genellikle 32-

39 CAG tekrarları çok yaygın olarak bulunmuştur (Imbert vd., 1994, Koide vd., 

1999, Zühlke vd., 2001). TBP, transkripsiyon faktörü olarak iş görür ve TATA 

kutusu bölgesine bağlanarak RNA Pol II’nin bağlanacağı transkripsiyon başaltıcı 

kompleksin (Şekil 1.6.) oluşmasını sağlar (Zühlke vd., 2007)  

 

Şekil 1.6. Transkripsiyon başlatıcı kompleks (Zühlke vd., 2007). 

 

Yabanıl tipte poliQ kodlayan sekans, iki polimorfik bölge içeren beş bölümden 

oluşur (Şekil 1.7.). İkinci ve dördüncü bölgedeki CAG tekrarlarının sayısında artış 

meydana gelir. Avrupa ve Japonya orijinli sporadik veya ailesel kökenli vakalarda 

43–63 CAG tekrarının hastalığa sebep olduğu tanımlanmıştır. Klinik olarak mutlaka 

hastalığa sebep olan aleller henüz belirlenmemiştir. Bu yüzden de intermedya aralık 

43–48 CAG tekrarı olarak tanımlanmıştır. İntermedya aralıktaki homozigot 

bireylerin bir kısmında hastalık saptanmıştır (Silveira vd., 2005; Oda vd., 2005).   

 

CAG(3)CAA(3)CAG(3)CAA(3) CAG(a)CAG(a) CAACAGCAACAACAGCAA CAG(b)CAG(b) CAACAGCAACAG

II IIII IIIIII IVIV VV

 
 

Şekil 1.7. TBP genindeki CAA ve CAG tekrarları. 
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DNA’nın düzenlenmesi sırasında TBP geninde (CAA)(CAG)(CAA)(CAG)n 

sekansındaki duplikasyonların veya insersiyonların sporadik ve ailesel SCA17’ye 

sebep olduğu bulunmuştur (Koide vd., 1999; Zühlke vd., 2001; Shatunov vd., 2004).   

 SCA17 hastalarında anormal proteinin fonksiyonunda bir azalma olmadığı 

fakat Purkinje hücrelerinde NI oluşturduğu saptanmıştır (Toyoshima vd., 2004). 

SCA17 mutant proteininin fonksiyonu henüz detaylı olarak bilinmemektedir. 
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2.  AMAÇ 

 
Nörodejeneratif hastalıklar grubundan olan poliglutamin tekrar hastalıkları 

ilgili genlerin kodlayan bölgelerinde bulunan CAG tekrarlarının artması sonucunda 

meydana gelir. CAG tekrarlı ADCA hastalıkları da bu grup altında incelenir. Bu 

hastalıkların klinik belirtilerinin ve patolojik bulgularının örtüşmesi hastalığın klinik 

teşhisini zorlaştırır. Bununla birlikte, aynı lokustaki tekrar sayıları coğrafi ve etnik 

varyasyonlar gösterebilir. Dolayısıyla CAG tekrarlı ADCA hastalıklarının tanıları 

sadece klinik değerlendirmeye dayalı olarak yapılamaz. ADCA hastalıkları ile 

örtüşen genlerin karakterizasyonu ve mutasyonların keşfi, DNA analizi için 

moleküler test prosedürlerinin geliştirilebilmesine olanak sağlamıştır. Klinik veriler 

ve genetik test bulguları birlikte kullanılması sayesinde bireylerdeki patolojinin 

doğru tanımlanması ve yeterli genetik danışmanlığın verilebilmesi sağlanır.  

CAG tekrar sayıları etnik varyasyon gösterdiğinden dolayı, moleküler tanı 

protokollerinin oluşturulabilmesi amacıyla her toplumun ilgili gen lokuslarındaki 

normal ve patolojik tekrar aralıkları belirlenmelidir. Literatür taramaları sonucunda 

CAG tekrarlı ADCA lokuslarındaki alel dağılımlarının Türk toplumunda 

incelenmediği ortaya koyulmuştur. Bu tez çalışmasında, kendilerinde ve ailelerinde 

ataksi ve diğer nörodejeneratif hastalıklara rastlanmayan 70 sağlıklı Türk bireyinde 

SCA3, SCA6, SCA7 ve SCA17 lokuslarındaki CAG tekrar sayılarının belirlenmesi 

amaçlanmıştır. Bu sayede ADCA lokuslarında sağlıklı Türk populasyonuna ait alel 

dağılımları incelenmiş olacak ve Türk toplumuna ait genetik tanı kriterlerinin 

oluşturulmasına katkıda bulunulacaktır. 
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3.  GEREÇLER 

 
3.1. Kimyasallar 

 
Bu çalışmada kullanılan tüm katı ve sıvı kimyasallar moleküler biyoloji kalitesinde 

olup, aksi belirtilmediği takdirde marka olarak Sigma (ABD) ya da Merck 

(ALMANYA) tercih edilmiştir.  

 
3.2. Tamponlar, Solüsyonlar ve Enzimler 

 
3.2.1. DNA İzolasyonu  

 
Hücre Lizis Tamponu                            155 mM NH4Cl 

10 mM KHCO3 

0.1 mM Na2EDTA  (pH 7.4) 

 

Nükleus Lizis Tamponu 400 mM NaCl 

10 mM Tris-HCl  (pH  8.0) 

2 mM Na2EDTA  (pH  7.8) 

 

TE Tamponu 2.0 mM Tris-HCl  (pH  8.0) 

0.1 mM Na2EDTA  (pH  8.0) 

 

Sodyum dodesil sülfat (SDS)                dH2O’da %10 SDS  (mg/ml)  (pH  7.2) 

 

Proteinaz K                                      dH2O’da 20 mg/ml 

   

Sodyum klorür dH2O’da 5 M NaCl   

 

Etanol                                            %100 etanol 
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3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Tamponları ve DNA Polimeraz Enzimleri 

 
10X MgCl2’süz Tampon 500 mM KCl 

100 mM Tris-HCl (pH 9.0) 

% 0.8 Nonidet P40 (Roche, ALMANYA) 

 

MgCl2 dH2O’da 25 mM (Roche, ALMANYA) 

 

Deoksiribonükleotidler (dNTP) 100 mM dATP, dCTP, dGTP ve dTTP 

(Roche, ALMANYA) 

 

Taq DNA Polimeraz Fast Start DNA polimeraz (Roche, 

ALMANYA) 

Rekombinant Taq DNA Polimeraz 

(Fermentas, LİTVANYA) 

GoTaq® Hot Start Polymerase  

 (Promega, ABD) 

 
3.2.3. Oligonükleotid Primerler 

 
Tablo 3.1. Bu çalışmada incelenen polimorfik bölgeleri çoğaltmak için kullanılan 

primer dizileri  (F: ileri primer, R: Geri primer) 

 

Lokus Primer Dizisi (5’→ 3’) 

MJD 25: TGG CCT TTC ACA TGG ATG TGA A SCA3 

MJD 52: CCA GTG ACT ACT TTG ATT CG 

S5F1: CAC GTG TCC TAT TCC CCT GTG ATC C  SCA6 

S5R1: TGG GTA CCT CCG AGG GCC GCT GGT G 

4U1024: TGT TAC ATT GTA GGA GCG GAA SCA7 

4U716:    CAC GAC TGT CCC AGC ATC ACT T 

TATA-BF: GAC CCC ACA GCC TAT TCA GA SCA17 

TATA-BR: TTG ACT GCT GAA CGG CTG CA 
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3.2.4. DNA Büyüklük Markörleri 

 
GeneRuler 50 bp DNA markörü:  50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 

700, 800, 900, 1000 baz çiftlik fragmentler 

içeren DNA markörü (Fermentas, 

LİTVANYA) 

 

GeneRuler 100 bp DNA markörü: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 

1000 baz çiftlik fragmentler içeren DNA 

markörü (Fermentas, LİTVANYA)  

 

PhiX174 DNA/HinfI Marker:    726, 713, 553, 427/417/413, 311, 249, 200, 

151, 140,  118, 100, 82, 66, 48, 42 baz çiftlik 

fragmentler içeren DNA markörü (Fermentas, 

LİTVANYA)   

 
3.2.5. Elektroforez Tamponları ve Jel Sistemleri 

 
10X Bromofenol Mavisi (BPB) 

  

: 2.5 mg/ml BPB 

 

Etidyum Bromid (EtBr) : 10 mg/ml 

 

% 1 veya 2’lik Agaroz Jel : 0.5 X TBE Tamponunda 

 %1 veya %2 (w/v) agaroz 

 
3.2.6. Denatüre Edici Poliakrilamid Jel Elektroforezi 

 
10X TBE Tamponu (Tris-Borik asit-

EDTA) 

: 890 mM Tris-Base 

: 890 mM Borik Asit 

: 20 mM Na2EDTA.2H2O, (pH 8.3) 

 
Formamid yükleme boyası : 10 ml formamid 

: 200 µl 0.5M EDTA  (pH 8.0) 

: 15 mg xylene cyanol 

: 3 mg BPB 
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Akrilamid /bisakrilamid : %19 Akrilamid 

  %1 N, N’-Metilen bisakrilamid 

 

Yükleme jeli solusyonu : %8, 10, 12’lik Akrilamid solüsyonu 

  8 M üre 

  1X TBE Tamponu (pH 8.3) 

 

Amonyum persülfat (APS) : %10’luk Amonyum persülfat (mg/ml) 

 

TEMED : N',N',N',N'-tetrametilenetilendiamin 

 
3.2.7. Gümüş Boyama Solüsyonları 

 
Tampon 1 : %10’luk EtOH 

 

Tampon 2 : %2’lik Gümüş Nitrat (AgNO3) 

 

Tampon 3 : %1,5’luk Sodyum Hidroksit (NaOH) 

  %37’lik Formaldehid 

  0,0025 gr Sodyum Boro Hidrat (NaBH4) 

 
3.3.8. Cihazlar 

 
Otoklav : Dik Tip Otoklav (BES, TÜRKİYE) 

 

Tartılar                                                   : Hassas Terazi XB 220A 

                                                                 (Presica,  İSVİÇRE) 

   Terazi, KB 400-2 (KERN, ALMANYA) 

 

Santrifüjler : Mikrosantrifüj, MiniSpin Plus (Eppendorf, 

ALMANYA) 

 

Derin Dondurucular : -20ºC, 2021 D (Arçelik, TÜRKİYE) 

   -20ºC, GSD26410NE (Bosch, ALMANYA) 
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Dokümantasyon Sistemleri : Bio-RAD Universal Hood II 

   (BIO-RAD, İTALYA) 

 

Yatay Elektroforez Sistemleri : Flowgen (İNGİLTERE) 

   Sub-Cell GT (BIO-RAD, İTALYA) 

 

Dikey Elektroforez Sistemleri   Protean II xi (BIO-RAD, İTALYA) 

 

Güç Kaynakları : EPS 301 (Amersham Pharmacia  

   Biotech, İSVEÇ) 

   PowerPac Basic (BIO-RAD, İTALYA) 

   PowerPac Universal (BIO-RAD, İTALYA) 

 

Isı Bloğu : DB 2D (Techne, İNGİLTERE) 

 

Manyetik Karıştırıcılar : MR 3001 (Heidolph, ALMANYA) 

 

Buzdolapları : Beko 8742, Arçelik 3061 Plus (TÜRKİYE) 

 

Spektrofotometreler : Schimadzu UV 1601 (JAPONYA) 

 

Thermo-Cycler : Techne TC–512 (İNGİLTERE) 

 

Vorteks : Heidolph REAX (ALMANYA) 

 

Su Banyoları : Nüve BM 402 (TÜRKİYE) 

 

Su Arıtma Sistemi : Millipore Milli Q Synthesis A10 (FRANSA) 

 

 

 

 

 

 



   

 

 32

 

 

 

4. YÖNTEMLER 

 
4.1. Kandan DNA İzolasyonu 

 
10 ml periferik kan örneği steril vakumlu EDTA’lı tüplere alınıp izolasyon 

çalışmasına kadar 40C’de muhafaza edildi. İzolasyon çalışması için periferik kan 

örnekleri 50 ml’lik Falkon tüplere aktarıldı ve her tüpe 30 ml lizis tamponu eklendi. 

Eritrositlerin hücre zarlarının ozmatik basınç etkisiyle lizis olması için örnekler 

40C’de 15 dakika bekletildi. Örnekler daha sonra 40C’de ve 5000 rpm’de 10 dk 

santrifüj edildi ve lökositler çöktürüldü. Bu işlem lökositleri daha saf elde etmek için 

üç kez tekrar edildi. Daha sonra tüpe 3ml soğuk nükleus lizis tamponu eklenip 

vortekslendi. Tüpe çekirdek zarını parçalaması için 50 µl SDS, proteinleri 

parçalaması için 30 µl Proteinaz K eklenip sıcak su banyosu içerisinde 56 0C’de  3 

saat inkübe edildi. İnkübasyon sonrası proteinlerin çözünmez hale getirilmesi için 5 

ml 5M NaCl ve 5 ml dH2O eklenip tüpler yavaş bir şekilde elde çalkalandı. 

Çalkalama işlemi sonrası çözünmez hale getirilen proteinlerin çöktürülmesi için oda 

sıcaklığında 10000 rpm’de 20 dakika santrifüj yapıldı. Santrifüj işlemi sonrası DNA 

içeren süpernatant temiz falkon tüplere alındı. DNA’yı presipite etmek için üzerine 

süpernatantın iki katı hacminde etanol eklendi ve DNA görünür hale gelinceye kadar 

tüp yavaşca elle sallandı. Elde edilen DNA ependorf tüpe alınıp üzerine çözülmesi 

için 1000 µl TE tamponu eklendi. 
 

4.2. İzole Edilen DNA’nın Kantitatif ve Kalitatif Analizi 

 
DNA’nın kantitatif ve kalitatif analizi elde edilen genomik DNA’nın miktarını 

ve saflığını belirlemek için yapılır. Genomik DNA %1’lik agaroz jelde yürütülerek 

fragmantasyonların olmadığı, DNA’nın yoğun ve tek bir bant halinde olduğu UV 

ışığı altında gözlemlenir. Elde edilen genomik DNA’nın saflığını ölçmek için 

spektrofotometrik analiz yapıldı. DNA örnekleri 1/50 oranında distile su ile 

seyreltilip optik yoğunlukları 260 ve 280 nm’de analiz edilir.  Nükleotidlerin 

heterosiklik halkaları 260 nm dalga boyunda maksimum absorbans gösterir ve bu 

özellik nükleik asitlerin miktarının belirlenmesinde kullanılır. Çift zincirli bir DNA 
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molekülü için, 260 nm’de 1 optik dansite 50 µg/ml’ ye denk gelir ve DNA miktarını 

belirlemek için aşağıdaki formül kullanılır.  

 

DNA konsantrasyonu (µg/ml) = A260  X  50µg/ml  X  Seyreltme oranı 

 

260 nm’de elde edilen değerler DNA’yı ve RNA’yı birbirinde kesin olarak 

ayırt etmeye yeterli değildir. Bunun için proteinlerin maksimum absorbsiyon verdiği 

280nm’de de değerleri ölçülür ve A260/A280 oranına bakılarak DNA’nın saflığı 

belirlenir. Elde edilen oran 1.8’den büyükse RNA kontaminasyonu, küçükse protein 

kontaminasyonu olduğu anlamına gelir.  
 

4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu  

 

Polimeraz zincir reaksiyonu, istenilen DNA dizisinin in vitro ortamda 

enzimatik olarak sentezlenmesidir. Polimeraz zincir reaksiyonu çift iplikli bir DNA 

molekülünde hedef dizilere iki sentetik oligonükleotid primerin bağlanması ve 

zincirin uzaması esasına dayanır. Primerler, kalıp DNA molekülü yüksek sıcaklık 

derecelerinde denatüre edildikten sonra, tek iplikli DNA molekülleri üzerinde 

kendilerine tamamlayıcı olan bölgelere bağlanırlar. Taq polimeraz enzimi, uygun 

tampon ve dNTP’ler varlığında primerlerin 3’ ucundan uzamasını sağlar ve böylece 

yeni bir DNA dizisi sentezlenmiş olur. Bir PCR döngüsü denatürasyon, bağlanma ve 

uzamadan oluşan üç aşamadan oluşur. Her bir siklus sonucunda DNA miktarı üssel 

olarak artar.       

PCR, kalıp DNA molekülü, Taq polimeraz enzimi, dNTP karışımı, primerler, 

enzim tamponu ve MgCl2 gibi temel bileşenlerden oluşur. Mg+2 iyonları dNTP’lerle 

çözünebilir kompleksler oluşturlar, polimeraz aktivitesini stimüle ederler ve DNA- 

primer etkileşimlerini sağlarlar. Deoksiribonükleozid trifosfatlar dATP, dGTP, 

dTTP, dCTP karışımında hazırlanırlar ve Taq polimeraz enzimi tarafından kalıp 

DNA iplikğine göre sentezlenen yeni DNA ipliklerine yerleştirilirler. Kullanılan 

enzim tamponu, Taq polimeraz enziminin en iyi şekilde çalışabilmesi uygun ortam 

sağlar. Ayrıca G-C bölgelerinin amplifikasyonunu sağlamak için 10XGC-rich 

solüsyonu veya DMSO kullanılır. 

Bu tez çalışmasında yapılan PCR’larda GoTaq® Hot Start, Fast Start Taq ve 

Recombinant Taq Polimeraz enzimleri kullanılmıştır. GC-zengin bölgeleri çoğaltmak 
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için 95°C’de aktivitesini kaybetmeyen GoTaq® Hot Start ve Fast Start Taq enzimleri 

kullanılmıştır. Bu enzimler PCR kalitesinin artmasına yardımcı olmuştur. 

 
4.4. Primer Dizaynı  

 
Çalışmamızda kullanılan primerler referans makalelerde tanımlanmış primer 

dizileridir (Matilla T, McCall A; 1995, David, G.,Abbas, N., Stevanin; 1997, 

Zhuchenko O, Bailey J; 1997, Koide R, Kobayashi S; 1999). Bu primerlerin ilgili 

genler üzerinde bağlandıkları bölgeler internet tabanlı elektronik PCR ile kontrol 

edilmiştir.  

 
4.5. Agaroz Jel Elektroforezi 

 
Agaroz jel elektroforezi DNA parçalarının moleküler ağırlıklarına göre 

ayrılmasını sağlar. Jeli hazırlamak için agaroz (0,01g/ml) 0,5 X TBE solüsyonunda 

yüksek sıcaklıkta çözdürülür. Çözelti 50°C’ye kadar soğutulup içine Etidyum bromür 

(0.5mg/ml) eklenir. Etidyum bromür DNA bazları arasına bağlanarak UV ışığı 

altında floresan etki gösterir ve DNA’ların belirlenmesine yardımcı olur. EtBr 

eklendikten sonra çözelti jel kasetine dökülür. Örneklerin yüklenebilmesi için 

taraklar yardımıyla kuyucuklar oluşturulur. Örnekler BFB ile karıştırılıp polimerize 

olan jele yüklenir ve 150 V elektrik akımında 15 dk yürütülür. Elektroforez sonrası 

bantların boyları jel dokümantasyon cihazında UV ışığı altında belirlenir. 

 
4.6. Denatüre Edici Poliakrilamid Jel Elekroforezi (dPAGE) 

 
Poliakrilamid jeller 1 kb’dan daha küçük olan DNA fragmentlerinin analizini 

yapmak için kullanılır. Hazırlanan farklı poliakrilamid konsantrasyonlarına (%5-

%20) bağlı olarak DNA örneklerinin analizi sahip oldukları fragment uzunluklarına 

göre yapılır. Düşük konsantrasyonda hazırlanan jellerde büyük porlar oluşur ve 

büyük DNA fragmentlerinin ayrımı yapılabilir, yüksek konsantrasyonlarda ise daha 

küçük porlar oluşacağı için daha küçük DNA fragmentlerinin analizi yapılabilir. 

Akrilamid ve çapraz bağlayıcı N,N’-metilen-bisakrilamid katalizör ve başlatıcı 

kimyasallar yardımıyla poliakrilamid jellerin polimerizasyonu sağlanır. Kimyasal 

polimerizasyonda amonyum persülfat (APS) serbest radikalleri oluşturarak katalizör 

görevi yapar. TEMED ise serbest radikaller stabilize ederek polimerizasyonu 

başlatır. 
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Bu çalışmada %8, %10, %12’lik denatüre edici poliakrilamid jeller 

kullanılmıştır. %12’lik yükleme jelinin solusyonunu hazırlamak için %40 akrilamid 

stok solüsyonundan 37.5 ml, 10X TBE stok tamponundan 12,5 ml ve 62,5 gr üre 

alınır ve son hacim 125 ml olacak şekilde dH2O eklenir. Hazırlanan yükleme jeli 

solüsyonundan 30 ml alınıp, 160 µl APS ve 16 µl TEMED ile karıştırılıp jel çözeltisi 

hazırlanır. Jel çözeltisi önce steril su ile temizlenmiş ve 0.75mm’lik plastik 

ayrıcılarla ayrılmış camların arasına dökülür. Daha sonra örneklerin yüklenebilmesi 

için taraklar yardımıyla kuyucuklar oluşturulur. Bu işlemler sonrasında jelin 

polimerize olması için 1 saat beklenilir. Polimerizasyondan sonra taraklar çıkarılır ve 

jel elektroforez sistemine yerleştirilir. Jelin alt kısmıyla üst kısmı arasında elekrik 

akımı sağlanması için 1X TBE tamponu eklenir. Örnekler yüklenmeden önce sabit 

sıcaklık sağlanması için sistem 400V’ta 30 dk çalıştırılır. Daha sonra kuyucuklar 

kalan tuzların ve polimerize olmamış akrilamidin uzaklaştırması için tamponla 

yıkanır. Örnekler yükleme işlemi öncesinde eşit hacimde formamidli boya ile 

karıştırılarak 95°C’de 5 dk denatüre edilir ve DNA ipliklerinin tekrar birleşmemesi 

için buz içerisinde bekletilir. Örnekler kuyucuklara yüklenir ve uzunluklarının 

belirlenmesi için DNA boy markörleri (PhiX174 DNA/HinfI ve 100 bp) jele 

yüklenir. Yükleme işlemi sonrası 400V’ta 8–11 saat elektroferez yapılır. Elektroforez 

işlemi tamamlandıktan sonra jel camlar arasından çıkartılıp, DNA fragmentlerinin 

boylarını belirlemek için gümüş boyama tekniği ile boyanır. 

 
4.7. Gümüş Boyama  

 
Gümüş boyama tekniği; gümüş iyonlarının nükleik asitlere bağlanıp DNA 

fragmentlerinin boyanmasını sağlar. Elektroforez işlemi sonrasında poliakrilamid jel 

tampon 1 içeren kaba alınır ve DNA’nın jelden difüzyonunun önlenmesi için tampon 

1 içinde 5dk bekletilir. Daha sonra jel 1 dk dH2O’da yıkanır ve üzerine tampon 2 

eklenir. Jel, tampon 2 içerisinde 30 dk bekletilir, bu sürede gümüş iyonlarıyla nükleik 

asitler bağlanır. Daha sonra jel 1 dk dH2O’da yıkanır, tampon 3 eklenir ve bantlar 

ortaya çıkıncaya kadar jel çalkalayıcıda bırakılır. Bantlar ortaya çıktıktan sonra jel 1 

dk dH2O’da yıkanır ve jel dökümantasyon cihazında Quantity-one programı 

kullanılarak örneklerin baz uzunlukları tespit edilir. 
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4.8. Alel Uzunluklarının Hesaplanması  

 

PCR ürünlerinin poliakrilamid jelde oluşturduğu bantlar jel dokümantasyon 

cihazında beyaz ışık altında Quantity-one programı kullanılarak incelenir. Jel 

görüntüsü üzerinde “hat” sekmesi kullanılarak her bir bandın jelde yürüdüğü alan 

belirlenir ve programa tanıtılır. Bu işlem sonrası bant belirleme sekmesi kullanılarak 

bantlar belirlenip programa girilir. Standart eğri grafiği oluşturmak için, DNA 

markörlerinin fragment uzunlukları “standart oluştur” sekmesi kullanılarak girilir. Bu 

işlem sonrasında, DNA markörlerinin jeldeki göç mesafelerine (Rf) ve markörü 

oluşturan DNA fragmentlerinin uzunluklarının logaritmasına göre program 

tarafından bir standart eğri grafiği oluşturulur. Daha sonra “analiz” seçeneği 

kullanılarak belirlenen grafik üzerinden alellerin Rf değerlerine karşılık gelen 

değerlerin anti-logaritması alınarak alellerin fragment uzunlukları program tarafından 

hesaplanır. Fragment uzunlukları üzerinden, her bir lokus için CAG tekrar sayısı 

hesaplanır (Şekil 4.1.). 

 

Şekil 4.1. Quantity-one programı kullanılarak alel uzunluklarının hesaplanması 
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4.9. ADCA’ların Moleküler Analizi 
 

Periferik kandan DNA izolasyonundan sonra CAG tekrarlı SCA hastalıklarıyla 

ilişkili olan CAG tekrar bölgelerinin çoğaltılması için Tablo 3.1.’de verilen primerler 

kullanılmıştır. Bu primerlerin genomik DNA dizisine bağlanma bölgeleri Tablo 

4.1’de gösterilmiştir. PCR komponentleri Tablo 4.2.‘de ve PCR şartları Tablo 4.3.’de 

gösterilmiştir. 

 

Tablo 4.1. Primerlerin genomik DNA dizilerine bağlanma bölgeleri 

SCA3 
ACTAACTGCTCTTGCATTCTTTTAATACCAGTGACTACTTTGATTCGTGAAACAATGTAT

TTTCCTTATGAATAGTTTTTCTCATGGTGTATTTATTCTTTTAAGTTTTGTTTTTTAAATAT

ACTTCACTTTTGAATGTTTCAGACAGCAGCAAAAGCAGCAACAGCAGCAGCAGCAGCA

GCAGCAGGGGGACCTATCAGGACAGAGTTCACATCCATGTGAAAGGCCAGCCACCAGT

TCAGGAGCACTTGGGAGT 

 

SCA6 
CCACACGTGTCCTATTCCCCTGTGATCCGTAAGGCCGGCGGCTCGGGGCCCCCGCAGCA

GCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGGCGGTGGCCAGGCCGGGCCGGGC

GGCCACCAGCGGCCCTCGGAGGTACCCAGGCCCCACGGCCGAGCCT 

 

SCA7 
TTCCCCCTTTTTTTTGTTACATTGTAGGAGCGGAAAGAATGTCGGAGCGGGCCGCGGAT

GACGTCAGGGGGGAGCCGCGCCGCGCGGCGGCGGCGGCGGGCGGAGCAGCGGCCGCG

GCCGCCCGGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCCGCCGCCTCCGCAGCCCC

AGCGGCAGCAGCACCCGCCACCGCCGCCACGGCGCACACGGCCGGAGGACGGCGGGCC

CGGCGCCGCCTCCACCTCGGCCGCCGCAATGGCGACGGTCGGGGAGCGCAGGCCTCTG

CCCAGTCCTGAAGTGATGCTGGGACAGTCGTGGAAT 

 

SCA17 
GTCCAATGATGCCTTATGGCACTGGACTGACCCCACAGCCTATTCAGAACACCAATAGT

CTGTCTATTTTGGAAGAGCAACAAAGGCAGCAGCAGCAACAACAACAGCAGCAGCAGC

AGCAGCAGCAGCAACAGCAACAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGC

AGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAACAGGCAGTGGCAGCTGCAGCCGTTCAGCAGTCAAC

GTCCCAGCAGGC 

 

MJD 25

MJD 52

S5R1 

S5F1 

4U716

4U1024

TATABF

TATABR 
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PCR reaksiyonunu kontrol etmek amacı ile 7 µl PCR örneği 3 µl yükleme 

tamponuyla karıştırılarak %2’lik agaroz jele yüklenir. Elektroforez sonrasında jele 

UV ışığı altında bakılarak bantlar kontrol edilir. Örneklerin boylarının belirlenmesi 

için örnekler %8’lik (SCA7 için), %10’luk (SCA3 ve SCA17 için) ve %12’lik 

(SCA6 için) poliakrilamid jellerde yürütülür. Elektroforez sonrası DNA 

fragmentlerinin uzunlukları DNA boy markörlerinin yardımıyla Quantity-one 

programında hesaplanır.    

 
Tablo 4.2. PCR komponentleri 

Malzemeler SCA3 SCA6 SCA7 SCA17 

PCR 

Tamponu 

1X 

(Taq pol 

tamponu) 

1X 

(GoTaq® Hot 

Start 

Polymerase 

tamponu) 

1X 

(Fast Start Taq 

tamponu) 

1X 

(Taq pol 

tamponu) 

dNTP 0.8 mM 0.8 mM 0.8 mM 0.8 mM 

Primer 12.5 pmol 12.5 pmol 12.5 pmol 12.5 pmol 

GC- rich 

solüsyonu 

1X 1X 1X 1X 

MgCl2 2.0 mM 2.0 mM 2.0 mM 2.0 mM 

Taq 
Polimeraz 

1U 

(Taq pol) 

1U 

(GoTaq® Hot 

Start 

Polymerase ) 

1U 

(Fast Start 

Taq) 

1U 

(Taq pol) 

DNA 150–200 ng 150–200 ng 150–200 ng 150–200 ng 

Toplam 
Hacim 

25 µl 25 µl 25 µl 25 µl 
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Tablo 4.3. PCR döngü şartları 

SCA3 

94 ºC,  5 dk 

94 ºC,  30 sn 

50 ºC,  1 dk 

72 ºC,  1 dk 

72 ºC,  5 dk 

SCA6 

95 ºC,  4 dk 

95 ºC,  30 sn 

64 ºC,  45 sn 

72 ºC,  90 sn 

72 ºC,  5 dk 

SCA7 

95 ºC,  4 dk 

95 ºC,  1 dk 

54 ºC,  1 dk 

72 ºC,  1 dk 

72 ºC,  5 dk 

SCA17 

94 ºC,  5 dk 

94 ºC,  1 dk 

58 ºC,  1 dk 

72 ºC,  1 dk 

72 ºC,  5 dk 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

35 döngü 35 döngü 

40 döngü 35 döngü 
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5. SONUÇLAR 

 

5.1. Örneklerin Tanımlanması 

 

Bu tez çalışmasına nörolojik olarak sağlıklı 35 erkek (%50) ve 35 kadın (%50) 

olmak üzere toplam 70 birey dahil edilmiştir. Bireylerin yaş aralığı 9-71 yaşları 

arasında olup, ortalama yaş 42 olarak belirlenmiştir. Çalışmanın kapsamı bireylere 

açıklanarak yazılı onayları alınmış ve kendi rızaları dahilinde periferik kan örnekleri 

toplanmıştır.  

 
5.2. DNA İzolasyonu 

 
Sağlıklı bireylerden alınan kan örnekleri EDTA’lı tüplerde toplanmış ve 

sodyum klorür metoduyla DNA izolasyonu yapılmıştır. İzolasyon sonrası DNA 

örnekleri %1’lik agaroz jelde incelenmiş ve DNA’nın parçalanmadan elde edildiği 

gösterilmiştir (Şekil 5.1.). DNA örneklerinin saflık ve konsantrasyon analizleri 

spektrofotometrik yöntemlerle belirlenmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 5.1. DNA izolasyonu sonrasında örneklerin %1’lik agaroz jelde görüntülenmesi 

 

 

genomik DNA 
örnekleri 
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5.3. CAG Tekrarlı SCA’ların Moleküler Analizi 

 
70 sağlıklı bireye ait DNA örneklerinde SCA3, SCA6, SCA7 ve SCA17 

lokuslarına ait CAG tekrar bölgeleri Bölüm 4.3’te belirtilen PCR şartlarıyla 

çoğaltılmıştır. Çoğaltılan gen ürünleri agaroz jel elektroforezine tabi tutulduktan 

sonra UV ışığı altında görüntülenmiştir. Başarılı bir şekilde çoğaltıldığı tespit edilen 

PCR örnekleri denatüre edici poliakrilamid jellere yüklenerek aleller ayrılmış ve 

bunu takiben gümüş boyama ile aleller görünür hale getirilmiştir. Alel uzunlukları 

Quantity-one programı kullanılarak hesaplanmıştır.  
 
5.3.1. SCA 3’ün Moleküler Analizi 

 
Toplam 70 sağlıklı bireyin 14q24.3-q31 kromozomundaki CAG tekrar 

sayılarını belirleyebilmek için ATXN3 geni, MJD25 ve MJD52 primerleri 

kullanılarak PCR ile çoğaltılmıştır. PCR ürünleri % 2’lik agaroz jelde yürütülerek 

kontrol edilmiştir (Şekil 5.2.). Daha sonra PCR ürünleri %10’luk denatüre edici 

poliakrilamid jelde yürütülmüş ve gümüş boyama ile boyanmıştır (Şekil 5.3.). 

Quantity one programı ile SCA3 lokusundaki CAG tekrar sayıları tespit edilmiştir. 

Ayrıca elde edilen sonuçların doğruluğunu kontrol etmek amacıyla PCR örneklerinin 

dizi analizi yapılmış ve tekrar bölgeleri incelenmiştir (Şekil 5.4.). 

 
 

 

 

 

 

 

 
 

Şekil 5.2.  SCA3 PCR ürünlerinin %2’lik agaroz jeldeki görüntüsü. 

 

 

 

 

 

300 bç 

200 bç   

100 bç marker  
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Şekil 5.3. SCA3 PCR ürünlerinin %10’luk dPAGE görüntüsü 

 

 
Şekil 5.4. ATXN3 gen lokusundaki CAG tekrarlarının dizi analiziyle belirlenmesi 

 

Sonuçlar doğrultusunda sağlıklı Türk bireylerinde ATXN3 genindeki CAG 

tekrar sayısı aralığının 11 ile 27 CAG tekrarı arasında değiştiği ve en sık gözlenen 

alellerin 13 ile 23 CAG tekrar sayısı aralığında olduğu belirlenmiştir (Şekil 5.5.).  

İncelenen bireylerde 15 farklı alel saptanmıştır. Heterozigotluk oranı %95,3’tür. 14, 

15 ve 16 CAG tekrarlı alellerde homozigotluğa rastlanmıştır. ATXN3 geninde en sık 

249 bç 

20/17  
CAG 

PhiX174 DNA/HINFI 
Markör 

17/15  
CAG 

19/16  
CAG 

15/14  
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18/18  
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19/15  
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200 bç
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görülen 17 tekrarlı (%14,3) aleldir, bunu 19 (%10,7), 14 (%10) ve 16 (%10) tekrarlı 

aleller takip etmektedir (Şekil 5.6.).  
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Şekil 5.5. Sağlıklı Türk bireylerinin ATXN3 gen lokusundaki tekrar sayısı 

 

  
 

Şekil 5.6. ATXN3 gen lokusundaki tekrar sayısı dağılımı 

  
 
 
 
 
 
 

CAG tekrar sayısı 
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5.3.2. SCA6’nın Moleküler Analizi 

 
70 sağlıklı bireyin 19p13 kromozomunda yer alan CACNA1A genindeki CAG 

tekrar bölgesi S5F1 ve S5R1 primerleri kullanılarak PCR ile çoğaltılmıştır. PCR 

ürünleri % 2’lik agaroz jelde kontrol edildikten sonra (Şekil 5.7.) %12’lik denatüre 

edici poliakrilamid jelde yürütülmüş ve gümüş boyama yöntemi ile boyanmıştır 

(Şekil 5.8.). Quantity-one programı ile CAG tekrar sayıları tespit edilmiştir.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Şekil 5.7. SCA6 PCR ürünlerinin %2’lik agaroz jelde görüntülenmesi 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

                                                    
Şekil 5.8. SCA6 PCR ürünlerinin %12’lik dPAGE görüntüsü 

 

Sonuçlar doğrultusunda sağlıklı Türk bireylerinde CACNA1A genindeki CAG 

tekrar sayısı aralığının 8 ile 20 CAG tekrarı arasında değiştiği ve en sık gözlenen alel 
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aralığının 13 ile 16 CAG tekrar sayısı aralığı olduğu belirlenmiştir (Şekil 5.9.). 

İncelenen bireylerde 13 farklı alel saptanmıştır. Heterozigotluk oranı %100’dür. 

ATXN6 geninde 14 CAG (%27,9) tekrarı en sık görülen aleldir, bunu 13 (%19,3) ve 

16 (%16,4) tekrarlı aleller takip etmektedir (Şekil 5.10.). 

 

 
Şekil 5.9. Sağlıklı Türk bireylerinin CACNA1A gen lokusundaki tekrar sayısı 

 

 
Şekil 5.10. CACNA1A gen lokusundaki tekrar sayısı dağılımı 
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5.3.3. SCA 7’nin Moleküler Analizi 

 
70 sağlıklı bireyin 3p21.1-p12 kromozomunda yer ala ATXN7 geni üzerindeki 

CAG tekrar bölgesi 4U716 ve 4U1024 primerleri kullanılarak PCR ile çoğaltılmıştır. 

PCR ürünleri % 2’lik agaroz jelde yürütülerek kontrol edilmiş (Şekil 5.11.) ve 

başarılı PCR örnekleri %8’lik denatüre edici poliakrilamid jelde yürütülerek gümüş 

boyama ile boyanmıştır (Şekil 5.12.). Alel uzunlukları Quantity-one programı 

kullanılarak tespit edilmiştir. Ayrıca elde ettiğimiz sonuçların doğruluğunu kontrol 

etmek amacıyla SCA7 PCR örneklerinin dizi analizi yapılıp tekrar sayıları 

belirlenmiştir (Şekil 5.13.). 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Şekil 5.11: SCA7 PCR ürünlerinin %2’lik agaroz jelde görüntülenmesi 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

Şekil 5.12. SCA7 PCR ürünlerinin %8’lik dPAGE görüntüsü 
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Şekil 5.13: ATXN 7 gen lokusundaki CAG tekrarlarının dizi analiziyle belirlenmesi 

 
Sonuçlar doğrultusunda sağlıklı Türk bireylerinde ATXN7 genindeki CAG 

tekrar sayısı aralığının 8 ile 20 CAG tekrarı arasında değiştiği ve en sık gözlenen alel 

aralığının 13 ile 17 CAG tekrar sayısı aralığı olduğu belirlenmiştir (Şekil 5.14.). 

İncelenen bireylerde 13 farklı alel saptanmıştır ve heterozigotluk oranı %100 dür. 

ATXN7 geninde 15 CAG tekrarlı alel en sık görülen (%17,9) aleldir, bunu 13 

(%12,9), 14 (%12,1) ve 17 (%12,1) tekrarlı aleller takip etmektedir (Şekil 5.15.). 

 

 

Şekil 5.14. Sağlıklı Türk bireylerinin ATXN7 gen lokusundaki tekrar sayısı 
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Şekil 5.15. ATXN7 gen lokusundaki tekrar sayısı dağılımı 

 
5.3.4. SCA 17’nin Moleküler Analizi 
 

Toplam 70 sağlıklı bireyin 6q27.3 kromozom bölgesinde bulunan TBP geni 

CAG tekrar sayılarını belirleyebilmek için TBP geni TATABF ve TATABR 

primerleri kullanılarak PCR ile çoğaltılmıştır. PCR ürünleri % 2’lik agaroz jelde 

yürütülerek kontrol edilmiş (Şekil 5.16.) ve PCR ürünleri %10’luk poliakrilamid 

jelde yürütülerek gümüş boyama tekniği ile boyanmıştır (Şekil 5.17.). Boyama işlemi 

sonrası Quantity one programı kullanılarak CAG tekrar sayıları tespit edilmiştir. 

Ayrıca elde edilen sonuçların doğruluğunu kontrol etmek amacıyla SCA17 PCR 

örneklerinin dizi analizi yapılıp tekrar sayıları belirlenmiştir (Şekil 5.18.).         

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

                             

 
Şekil 5.16. SCA17 PCR ürünlerinin %2’lik agaroz jelde görüntülenmesi 

50bç DNA markörü   

250 bç

200 bç 
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Şekil 5.17. SCA17 PCR ürünlerinin%8’lik dPAGE görüntüsü 

 

 
Şekil 5.18. TBP gen lokusundaki CAG tekrarlarının dizi analiziyle belirlenmesi 

 

Yapılan bu çalışmada sağlıklı Türk bireylerinde TBP genindeki CAG tekrar 

sayısı aralığı 32 ile 44 CAG tekrarı arasında bulunmuştur. Sağlıklı Türk bireylerinde 

en sık gözlenen alellerin 36 ile 41 CAG tekrar sayısı aralığında olduğu 

tespitedilmiştir (Şekil 5.19.). İncelenen bireylerde 13 farklı alel saptanmıştır. 37, 38, 

39, 41 ve 43 tekrarlı alellerde olmak üzere, homozigotluk oranı %14,3 olarak tespit 
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edilmiştir. En sık görülen aleller 38 (%20,7), 39 (%20) ve 41 tekrarlı (%14,3) 

alellerdir (Şekil 5.20.). 

 

Şekil 5.19. Sağlıklı Türk bireylerinin TBP gen lokusundaki tekrar sayısı 
 
 

 
 

Şekil 5.20. TBP gen lokusundaki tekrar sayısı dağılımı 
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6. TARTIŞMA 

 

SCA ve ADCA hastalıkları, birçok alt tipleri bulunan, klinik ve genetik 

açılardan oldukça kompleks bir grup hastalıktır. Bu kompleksliğin en önemli 

sebepleri; hastalıkların çok geniş fenotipik çeşitlilik göstermesi, hastalık 

semptomlarının büyük ölçüde örtüşmesi, bir alt tip içinde, hatta aynı alt tip hastalığa 

sahip aile üyeleri asında bile klinik semptomların çok çeşitli olabilmesidir. Bunlara 

ek olarak EA, HSP, HD, tremor, HSMN gibi fenotipik açıdan spinoserebellar 

ataksiye benzeyen hastalıklar da mevcuttur. Dolayısıyla spinoserebellar ataksi 

hastalıklarının tanılarının sadece klinik değerlendirmeye dayalı olarak yapılması 

uygun değildir. Yalnız klinik veriler doğrultusunda yapılacak tanılarda yanlış tanı 

koyulması olasılığı büyüktür.  

Spinoserebellar ataksi ile örtüşen genlerin moleküler karakterizasyonu ve bunu 

takiben SCA ve ADCA’lara sebep olan mutasyonların keşfi, DNA analizi için özgün 

ve duyarlı moleküler test protokollerinin geliştirilebilmesine olanak sağlamıştır. 

DNA analizi klinik tanının doğrulanmasına olanak verir, ayırıcı tanı yapılabilmesi 

sağlar ve prediktif tanı ile bireylerin hastalığa yakalanma olasılıklarını ortaya koyar. 

Bu şekilde, bireylerdeki patolojinin doğru tanımlanması, uygun tedavinin 

yapılabilmesini ve yeterli genetik danışmanlığın verilebilmesini sağlar.  

CAG tekrarlı ADCA’ların moleküler DNA tanısı oldukça kolaydır, çünkü 

sadece ilgili tek bir gende CAG tekrar sayısının hesaplanmasıyla mutasyon analizi 

yapılır. Ancak, herhangi bir populasyonda moleküler tanı kriterlerinin 

oluşturulabilmesi için ilgili ADCA lokuslarındaki normal CAG tekrar uzunluklarının 

belirlenmesi gerekir. Bunun sebebi, aynı lokustaki tekrar sayılarının coğrafi ve etnik 

varyasyonlar göstermesidir.  

Bu doğrultuda yapılan bu tez çalışmasında, kendilerinde ve ailelerinde ataksi 

ve diğer nörodejeneratif hastalıklara rastlanmayan 70 Türk bireyinin SCA3, SCA6, 

SCA7 ve SCA17 lokuslarındaki CAG tekrar sayıları belirlenmiştir. Literatür 

taramaları sonucunda, CAG tekrarlı ADCA lokuslarındaki alel dağılımlarının Türk 

toplumunda incelenmediği ortaya koyulmuştur. Sadece SCA1 ve SCA2 

lokuslarındaki normal tekrar sayıları incelenmiştir (Ersoy, 2005). Yapılan bu tez 
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çalışması ile tüm CAG tekrarlı ADCA lokuslarında sağlıklı Türk populasyonu 

incelemesi tamamlanmış olacaktır. 

 
6.1. Metodoloji 

 
Bu tez çalışmasında sağlıklı bireylerden alınan kan örneklerinden DNA 

izolasyonu yapılmış, ilgili gen bölgeleri PCR reaksiyonu ile çoğaltılmış ve 

sonrasında poliakrilamid jel elektroforezi ve gümüş boyama ile aleller belirlenmiştir. 

Bunu takiben, alel uzunlukları jel dokümantasyon cihazında değerlendirilmiş ve alel 

uzunlukları quantity-one programı kullanılarak jel üzerinde hesaplanmıştır.  

CAG tekrarları taşıyan gen bölgelerinin G ve C nükleotidleri bakımından 

zengin olması ve bu bölgelerin kendi üzerlerinde katlanarak ikincil yapılar 

oluşturması sebepleriyle ilgili genlerin amplifikasyonu ve bunu takip eden moleküler 

analiz yöntemlerinde zorluklar yaşanmaktadır. Buna ek olarak, birçok gen lokusu 

için sağlıklı ve hasta populasyonlarında normal ve patolojik tekrar sayısı aralıkları 

birbirine çok yakındır; bu durum da alel uzunluklarının çok az hata payı ile 

hesaplanmasını gerektirir.  

Trinükleotid tekrar sayılarının belirlenmesinde Southern blot, poliakrilamid jel 

elektroforezi, kapiler elektroforez ve DNA sekans analiz yöntemi gibi farklı teknikler 

kullanılabilir. Southern blot yöntemi genomik DNA’nın restriksiyon enzimleriyle 

kesimi ya da PCR ile amplifikasyonu sonrasında sekanslama jellerinde elektroforeze 

tabii tutulması ve sonrasında jellerin 32P, 35S gibi radyoaktif (CAG)n problarıyla 

inkübe edildikten sonra görüntünün otoradyogramlara aktarılması ve film üzerinde 

CAG tekrar uzunluklarının hesaplanması ilkesine dayanır. Ancak bu yöntemde 

elektroforez ve hibridizasyon aşamaları birkaç gün zaman alır. Radyoaktif sinyalin 

çok kuvvetli ya da zayıf olduğu durumlarda deneyin tekrar edilmesi gerekmektedir. 

Buna ek olarak radyoaktif maddelerle çalışmanın getirmiş olduğu zorluklar ve 

tehlikeler bu yöntemin dezavantajlarıdır. Bu nedenlerle Southern blotlama tekniği 

ancak 1000 tekrar ve üzeri uzunlukların görüldüğü lokusların analizinde 

kullanılabilir. Kapiler elektroforez yönteminde ise floresan primerlerle PCR 

yapıldıktan sonra ürünler dizi analizi cihazlarında ve kapiler tüplerde jellerden farklı 

bir polimer ortamında elektroforeze tabi tutulur ve aleller GeneScan yazılımı ile 

değerlendirilir. Çok hassas ve güvenilir bir metod olan kapiler elektroforez 

yönteminin tek dezavantajı maliyetinin yüksek olmasıdır. DNA sekans analizi 
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yöntemi ise PCR amplifikasyonu sonrasında, çoğaltılmış olan bölgenin baz dizilişini 

ortaya koyar, bu sayede tekrar sayıları belirlenir. Bu yöntemi uygulamak için PCR 

ürünlerinin fazla miktarda hazırlanması ve pürifikasyonu gerekmektedir, ayrıca 

dizileme maliyeti de yüksektir. Bu nedenlerle, dizi analizi yöntemi diğer metodlarla 

elde edilen sonuçların doğrulanması için kullanılabilir. Populasyonlarda CAG tekrar 

sayılarının taranması için kullanılabilecek en doğru yöntem PCR sonrası jel 

elektroforezi yapılarak alel uzunluklarının jel üzerinde belirlenmesidir. Bu yöntem 

uygulanırken de örneklerin denatüre edici koşullarda ve jelde homojen akım dağılımı 

sağlanarak yapılması ve DNA uzunluk markörleriyle yapılacak kıyaslamalarla alel 

uzunluklarının belirlenmesi önemlidir 

 
6.1.1. PCR Amplifikasyonu 

 
Alel uzunluklarının en doğru şekilde hesaplanması için ilk adım PCR 

amplifikasyonunun başarılı bir şekilde gerçekleştirilmesidir. CAG tekrarları içeren 

genlerin çoğaltılması, GC-zengin bölgeler içermelerinden dolayı oldukça zordur. Bu 

nedenle öncelikle PCR reaksiyonlarında başlangıç denatürasyon sıcaklığı 94oC’nin 

üzerinde tutularak GC-zengin DNA çift sarmalının tam olarak ayrılması sağlanır. 

Buna ek olarak DMSO, gliserol veya GC-zengin solüsyonu ile bu bölgelerin ikincil 

yapılar oluşturması engellenerek PCR amplifikasyonunun kalitesi arttırılabilir. PCR 

kalitesinin sağlanmasında en önemli kriterlerden biri de polimeraz enzimidir. GC-

zengin bölgelerin çoğaltılmasında genellikle rutin olarak kullanılan Taq polimeraz 

enzim çeşitleri yetersiz kalır. Bunun en önemli sebebi, Taq polimeraz enzimlerinin 

94oC üzerindeki sıcaklıklara dayanıksız oluşudur. CAG tekrar bölgelerinin 

çoğaltılmasında çoğunlukla “Hot start” DNA polimerazlar kullanılır. Bu enzimler 

sadece 95oC ve üzeri sıcaklıklarda aktive olurlar ve bu sıcaklıklarda bir PCR 

reaksiyonunun tamamlanması için gereken süre boyunca dayanıklıdırlar. Bu şekilde 

ikincil yapıların yüksek sıcaklıklarda düzeltilmesi mümkün olur. Bu tez çalışması 

çerçevesinde CAG tekrar bölgelerinin PCR reaksiyonu ile çoğaltılabilmesi için Taq 

DNA polimeraz, Long PCR Taq polimeraz ve Hot start polimeraz enzim 

çeşitlerinden toplam 13 adet enzim denenmiştir.  

Hot start polimeraz enzimleri;  

• GoTaq® Hot Start Polymerase: 5´→3´ ekzonükleaz özelliğine sahip 

olup, 95 0C’de 2 dakikada aktive olmaktadır (Promega),  
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• Fast Start Taq DNA polymerase: 5´→3´ ekzonükleaz özelliğine sahip 

olup, 95 0C’de 4 dakikada aktive olmaktadır (Roche),  

• True Start Taq: 5´→3´ DNA polimeraz özelliğine sahip olup, 95 0C’de  

2 dakikada aktive olmaktadır (Fermentas), 

• Hot Start Taq: 5´→3´ DNA polimeraz özelliğine sahip olup 950C’de 4 

dakikada aktive olmaktadır (Fermentas), 

• Ex Taq: 5´→3´ DNA polimeraz özelliğine olup 950C’de 5 dakikada 

aktive olmaktadır (Takara), 

• Accuzyme DNA Polymerase: 5´→3´ DNA polimeraz özelliğine sahip 

olup, 94-97 0C’de 5 dakikada aktive olmaktadır (Bioline). 

• BİOTAQ DNA Polymerase:  5´→3´ ekzonükleaz özelliğine sahip olup, 

94-96 0C’de 5 dakikada aktive olmaktadır (Bioline). 

• HotStarTaq Plus DNA Polymerase: 5´→3´ DNA polimeraz özelliğine 

sahip olup 950C’de 5 dakikada aktive olmaktadır (Qiagen). 

Taq DNA polimeraz enzimleri; 

• Taq DNA Polymerase: 5´→3´ DNA polimeraz özelliği sahip olup, 

940C’de 4 dakikada aktive olmaktadır (Fermentas). 

• Taq DNA Polymerase: 5´→3´ DNA polimeraz özelliğine sahip olup, 

940C’de 4 dakikada aktive olmaktadır (Roche),  

Long PCR Taq polimeraz enzimleri; 

• Expand High Fidelity PCR System: 5´→3´ DNA polimeraz ve 3´→5´ 

ekzonükleaz özelliğine sahip olup 950C’de 4 dakikada aktive 

olmaktadır (Roche). 

• Expand High Fidelity Taq Polymerase: 5´→3´ DNA polimeraz ve 

3´→5´ ekzonükleaz özelliğine sahip olup 950C’de 5 dakikada aktive 

olmaktadır (Fermentas). 

 
Belirtilen enzimlerin her biri çeşitli Mg+2 iyon konsantrasyonlarında ve farklı 

tampon içerikleriyle birlikte kullanılarak her lokusun çoğaltılabilmesi için en iyi PCR 

şartları belirlenmeye çalışılmıştır. Denenmiş olan enzimler arasında en iyi sonuç 

alınan enzim GoTaq® Hot Start Polymerase (Promega) enzimidir. Bu enzim iki 

dakika gibi çok kısa bir sürede aktive olarak PCR içeriğinin yüksek sıcaklıklara en az 

maruz kalacak şekilde ve çok az bir miktar (0,2 U) kullanılarak başarılı bir 

amplifikasyon sağlamaktadır. GoTaq® Hot Start Polymerase enzimi, amplifikasyonu 
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en zor lokus olan SCA6 tekrar bölgesinin çoğaltılmasında kullanılmıştır. Denenen 

diğer hiçbir enzimle SCA 6 bölgesi çoğaltılamamıştır. Amplifikasyonu daha kolay 

olan SCA7 ve SCA3 tekrar bölgeleri, Fast Start Taq DNA polymerase (Roche) ve 

HotStarTaq Plus DNA Polymerase (Qiagen) enzimleriyle çoğaltılabilmiş, ancak bu 

bölgeler normal DNA polimeraz enzimleriyle amplifiye edilememiştir. SCA17 

bölgesi ise Taq DNA Polymerase (Fermentas) enzimi ile çoğaltılmıştır, fakat Taq 

DNA Polymerase enzimi (Roche) ve Hot Start grubu enzimlerle amplifikasyon 

sağlanamamıştır. Long PCR Taq polimeraz enzimleri kuvvetli olmalarına rağmen 

SCA3, SCA6 ve SCA7 gen bölgelerinin çoğaltılmasında yetersiz kalmıştır; bunun bir 

sebebi, bu grup enzimlerin 1000bç ve üzeri PCR amplifikasyonlarında daha etkili 

olması olabilir.  

 
6.1.2. Jel Elektroforezi ve Alel Uzunluklarının Hesaplanması  

 
PCR reaksiyonu sonrasında, çoğaltılmış olan alellerdeki tekrar sayısını 

belirlemek için denatüre edici poliakrilamid jel elektroforezi uygulanmıştır. Jel 

elektroforezi esnasında CAG tekrarları içeren amplifikasyon ürünleri heterodupleks 

oluşturup alel uzunluklarının yanlış hesaplanmasına yol açabilir. Bunu önlemek için 

PCR ürünlerinin 950C’de denatürasyonu yapılarak ipliklerin birbirinden ayrılması 

sağlanmış ve 10 dk kar buzda bekletilerek renatürasyon engellenmiştir. Bu 

işlemlerden sonra PCR ürünleri denatüre edici poliakrilamid jeline yüklenerek 

denatüre edici koşulların sürekli sağlanmasına yardımcı olacak sıcak tampon 

eşliğinde elektroforez yapılmıştır. dPAGE sonrası jel, gümüş boyama tekniğiyle 

boyanarak aleller görünür hale getirilmiş ve alel uzunlukları jel dokümantasyon 

cihazında quantity-one programı ile belirlenmiştir. Gümüş boyama tekniğinde, 

kullanılan gümüş miktarının ayarlanması, alel bantlarının görüntülenme kalitesinde 

önemlidir. Gümüş miktarı fazla jelin üzerine yapışarak alellerin belirlenmesine engel 

olabilir. Karşılaşılan başka bir sorun ise katalizör olarak kullanılan kimyasal 

maddelerdir. Bu kimyasal maddeler gümüşü indirgeyerek, DNA’ya bağlanan 

gümüşün metalik gümüşe çevrilmesini sağlar. Bu çalışmada sodyum tiyosülfat ve 

sodyum boro hidrür katalizör olarak denenmiştir, sodyum boro hidrürün daha hızlı 

bir katalizör olarak işlev yaptığı, fakat sodyum tiyosülfatın jel yüzeyini daha az 

boyadığı saptanmıştır. 
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Alel uzunlukları, PCR ürünlerinin jelde oluşturduğu bantların jel 

dokümantasyon cihazında incelenmesi ve quantity-one programı ile hesaplama 

yapılması ile belirlenmiştir. Quantity-one programı standart olarak kullanılan 

markörlerin jeldeki göç mesafelerine (Rf) ve markörü oluşturan DNA 

fragmentlerinin uzunluklarının logaritmasına göre bir standart eğri grafiği oluşturur. 

Bu grafik üzerinden jeldeki alellerin Rf değerlerine karşılık gelen baz uzunlukları 

hesaplanır ve her bir lokus için CAG tekrar sayısına çevrilir.  

 
6.2 Moleküler Analiz  

 
DNA üzerindeki stabil olmayan polimorfik üçlü tekrar bölgelerinde meydana 

gelen anormal tekrar artışlarının birçok nörolojik hastalığa sebep olduğu 

bilinmektedir. Bunlar arasında en büyük grubu da birçok nörodejeneratif hastalığa 

sebebiyet veren CAG tekrar artışları oluşturur. Ekzonik bölgelerde CAG üçlü 

nükleotid tekrar artışlarının sebep olduğu dokuz poliQ hastalığı belirlenmiştir, 

bunlardan SCA1, 2, 3, 6, 7, ve 17, diğer 28 dominant kalıtımlı ataksi hastalığının da 

dahil olduğu ADCA grubuna girer. Bu hastalıkların moleküler mekanizmasını 

aydınlığa kavuşturmak yönünde çok fazla çalışma yapılmasına rağmen mutant 

poliglutamin proteinlerinin hücre içinde dahil olduğu mekanizmalar halen tam olarak 

aydınlatılamamıştır. Bu nedenle bu hastalıklar için kesin bir tedavi yöntemi yoktur, 

sadece semptomları hafifletmek amacıyla tedavi uygulanmaktadır (Schöls vd., 2004). 

İlgili mutasyonlar ve mutasyonların bulunduğu gen bölgelerinin belirlenmesi, 

günümüzde bu hastalıkların moleküler tanılarının yapılabilmesine olanak 

sağlamaktadır. Dünya genelinde en yaygın gözlenen tip SCA3 (%21)’tür, bunu 

SCA2 (%15), SCA6 (%15), SCA1 (%6) ve SCA7(%5) dağılımlarının takip ettiği 

belirlenmiştir. Diğer otozomal ataksi tiplerine daha nadir olarak rastlanmaktadır. 

Diğer yandan, ADCA’ların % 30’nun genetik etiyolojisi saptanamamıştır (Schöls 

vd., 2004). Klinik teşhisi tamamlayıcı olarak, bireylerin nörolojik semptomlarına ve 

etnik kökenlerine göre farklı öncelikler verilerek genetik tanı testlerin yapılması 

önerilmektedir. Çinliler’de, Brezilyalılar’da ve Portekizliler’de öncelikle SCA3 testi 

uygulaması gerekir, Japonlarda SCA6 ve DRPLA, Finliler’de SCA7, Yugoslavlar’da 

ise SCA17 testlerine öncelik verilir. 

 Bu şekilde, her populasyon için moleküler tanı protokollerinin 

oluşturulabilmesi amacıyla özgün populasyonlara ait normal ve patolojik tekrar 
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sayılarının belirlenmesi gerekir. Bu çalışmada sağlıklı Türk toplumu için daha önce 

tanımlanmamış olan SCA3, 6, 7 ve 17 lokuslarındaki tekrar dağılımları incelenmiştir. 

Bu amaçla klinik olarak nörolojik semptomlara sahip olmayan 70 sağlıklı bireyden 

alınan periferik kan örneklerinden elde edilen DNA örneklerinin belirtilen 

lokuslarındaki CAG tekrar sayıları saptanmıştır.  

 
6.2.1. SCA3 Lokusunun Moleküler Analizi 

 
SCA3, 14q24.3-q31 kromozomunda bulunan CAG tekrar sayılarındaki artış 

sonucu ortaya çıkar ve otozomal dominant ataksiler arasında dünya çapında en 

yaygın görülenidir. SCA3 normal alellerinin %93,5’inde gözlenen tekrar sayısı 31 

CAG tekrarından azdır. İntermedya aralık ise şu ana kadar ortaya çıkan fenotiplerle 

belirlenememiştir. İndirgenmiş penetrans aralığındaki bireyler 45–51 CAG tekrarına 

sahiptir. Bu tekrarlara sahip bireyler yaşam süreleri boyunca hasta olma riski 

taşımaktadır. Patolojik aralık ise 55 veya daha fazla CAG tekrarı içerir (Padiath vd., 

2005; Gu vd., 2004).  

SCA3 dağılımının Kanada’da %17, Kore’de %15, Tayvan’da %32, 

Almanya’da %50, Çin’de %48, Portekiz’de %74, Azorlar’da %89 olduğu 

belirlenmiştir.  

Sağlıklı bireylerde SCA3 lokusunda bulunan CAG tekrar sayılarını belirlemek 

için yapılan populasyon çalışmaları tekrar sayılarının Çinliler’de 13-38 arasında 

değiştiğini ve yaygın olarak 30 CAG tekrarının bulunduğunu, Japonlarda 14–47 

tekrar arasında değiştiğini ve yaygın olarak 15 CAG tekrarının bulunduğunu, 

Finlilerde 13-34 tekrar arasında değiştiğini ve yaygın olarak 14 ve 23 CAG tekrarının 

bulunduğunu, Hintlilerde 6–38 CAG tekrarı arasında değiştiğini ve yaygın olarak 22 

ve 26 CAG tekrarının bulunduğunu, Korelilerde 14-42, İtalyanlarda 13-47, Tayvan 

popülasyonunda 13-44 CAG tekrar arasında değiştiğini göstermiştir (Brusco vd., 

2004; Juvonen vd., 2005; Alluri vd., 2007; Kim vd., 2001; Tsai vd .,  2004; Tang vd., 

2000).  

Bu tez çalışması verileri doğrultusunda Türk toplumundaki sağlıklı bireylerde 

SCA3 genindeki CAG tekrar sayısı aralığının 15 farklı alelde 11 ile 27 CAG tekrarı 

arasında olduğu saptanmıştır. En sık rastlanan tekrar sayısı 17 (%14,3), ortalama 

tekrar sayısı ise 17,7 olarak bulunmuştur. Alellerin %96’sı 13-23 tekrar sayısı 

aralığındadır. İncelenen alellerde % 4.3 oranında homozigotluk saptanmıştır, 
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homozigot aleller 20, 21 ve 22 CAG tekrarlıdır. Bu lokusta görülen minimum CAG 

tekrar sayısı dünya genelinde 14’tür, bu sayı Brezilyalılarda 12, Güney Hintlilerde 

ise 6’dır. En yüksek normal tekrar sayısı ise dünya genelinde 34 CAG tekrarı olup, 

bu sayı sadece Koreliler’de 42’ye ulaşmıştır (Alluri vd., 2007;  Kim vd., 2001). Uzun 

normal alellerin varlığının bir populasyondaki hastalık frekansıyla ilişkili olduğu 

bulunmuştur. Bunun sebebi, uzun normal alellerin mutasyona uğrayıp patolojik 

uzunluğa ulaşma olasılığının populasyon ortalamasında bulunan alellerden daha 

yüksek oluşudur. Bizim toplumuzda en fazla 27 CAG tekrarının görülmesi, SCA3 

hastalığına dünya genelinde daha az rastlanacağı anlamını taşıyabilir.  

 
6.2.2. SCA6 Lokusunun Moleküler Analizi 

 
SCA 6, 19p13 kromozomunda bulunan CACNA1A genindeki CAG 

tekrarlarının sayısındaki artış sebebiyle meydana gelir. Yapılan çalışmalar SCA6 

patolojik aralığının 21-33 CAG tekrarı arasında olduğunu ve hastalarda yaygın 

olarak 22 CAG tekrarının bulunduğunu göstermiştir (Schöls vd., 1998; Matsumura 

vd., 1997; Takahasi vd., 2004; Yabe vd., 1998 ). Yapılan bir çalışmada sağlıklı 

bireylerde CAG tekrar sayısı aralığının 5–20 CAG tekrarı arasında olduğu ve 18-20 

CAG tekrarına sahip bireylerde nörolojik semptomlar görülmediği belirtilmiştir. 

Başka bir çalışmada ise 19 CAG tekrarına sahip bir bireylerde ataksi semptomları 

görülmüştür (Shimazaki, 2001)  Bu çalışmada 19 CAG tekrarına sahip homozigot bir 

bireyin alellerindeki toplam CAG sayısının 38 (19/19) olmasının gen dozajı etkisi 

yapmış olabileceğinden bahsedilmektedir (Mariotti C., 2001) ancak bu yorum 

durumun açıklanmasında yetersiz kalmaktadır. Etnik varyasyonlar ve indirgenmiş 

penetrans sebebiyle 19 CAG tekrarı SCA6’ya sebebiyet vermiş olabilir.  

Sağlıklı bireylerin CACNA1A geni lokusundaki CAG tekrar sayısı aralığını 

belirlemek için yapılan çalışmalar sonucunda; İtalyanlar’da bu aralığın 4–18, 

Finliler’de 4–15, Japonlar’da 6–17 arasında olduğu bulunmuştur (Brusco vd., 2004; 

Juvonen vd., 2005; Matsuyama vd., 1997). Japonya’nın doğusundaki Chugoku 

bölgesinde yapılan çalışmalar hastaların büyük çoğunluğunda 15 ve üzeri CAG 

tekrarı olduğunu tespit etmiştir Chugoku bölgesi SCA6 hastalığının fazla olarak 

görüldüğü bölgedir. Normal tekrar sayısı aralığının çok yüksek olmasının bu 

hastalığın yaygın olarak görülmesine sebep olduğunu yansıtmaktadır (Matsuyama 

vd., 1997). 
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Bu çalışmada sağlıklı Türk populasyonunda CACNA1A genine ait 13 farklı 

alelde 8-20 arasında CAG tekrarı olduğu belirlenmiştir.  En sık rastlanan tekrar sayısı 

14 (%27,9), ortalama tekrar sayısı ise 14,54 olarak bulunmuştur. Alellerin %79’u 13-

16 tekrar sayısı aralığındadır. İncelenen bireylerin tümü heterozigot bulunmuştur. Bu 

lokusta görülen maksimum CAG tekrar sayısı 20’dir. Bu değer dünya genelinde 

normal ve patolojik sınırı belirleyen bir değerdir. Buradan yola çıkılarak Türk 

toplumunda SCA6’ya rastlanma olasılığının yüksek olduğu söylenebilir.  

 
6.2.3. SCA7 Lokusunun Moleküler Analizi 

 
SCA7, 3p21.1-p12 kromozomunda bulunan CAG tekrar sayılarındaki artış 

sebebiyle meydana gelir. SCA7’ de normal aleller 19 veya daha düşük CAG tekrarı 

içerir. 30–35 CAG tekrarına sahip alellerdeki tekrar sayıları bir sonraki jenerasyonda 

artma eğilimi gösterirler. Bir çalışmada 38-44 CAG tekrarına sahip bireylerin taşıyıcı 

olduğu ve bazı bireylerde hafif makular dejenerasyon gözlendiği belirtilmiştir 

(Martin vd., 1999). Bu sonuçlara benzer diğer bir çalışmada da, 34 CAG tekrarına 

sahip bir bireyde hafif makular dejenerasyon gözlemlemiştir (Koob vd., 1999). 

Patolojik alellerin ise 36 CAG tekrarından 460 CAG tekrarına kadar değişebileceği 

saptanmıştır (van de Warrenburg vd., 2001). Ayrıca 54 CAG tekrarı ve üzerindeki 

artışların hastalık başlangıç yaşıyla negatif korelasyon gösterdiği belirlenmiş ve 

antisipasyonun varlığı gösterilmiştir. Buna ek olarak intermedya aralıkta tekrara 

sahip hasta bireylerde hastalık başlangıç yaşının değişkenlik gösterdiği de 

saptanmıştır (Martin vd., 1999). Bu sonuçlar doğrultusunda, en düşük patolojik 

tekrarın 34 olduğu söylenebilir.  

Sağlıklı bireylerin SCA7 lokusundaki CAG tekrar sayısı aralığını belirlemek 

için yapılan çalışmalar sonucunda bu aralığın Çinlilerde 9–19, Hintlilerde 3-20, 

Belçikalılarda 4-18, İspanyollarda 5-15, Korelilerde 7–16, İsveçlilerde 7–15 ve 

Finlilerde 7–13 CAG tekrarı arasında değiştiği belirlenmiştir (Martin vd., 1999; 

Alluri vd. 2007; Kim vd., 2001; Pujana vd., 1999; Juvonen vd ., 2005, Johansson vd. 

1998)  

Türk populasyonu ile yapılan bu çalışmada ise ATXN 7 genindeki CAG tekrar 

sayısı aralığının 13 farklı alelde 8 ile 20 CAG tekrarı arasında değiştiği 

belirlenmiştir. En sık rastlanan tekrar sayısı 15 (%17,9), ortalama tekrar sayısı ise 

14,45 olarak bulunmuştur. Alellerin %73’ü 12-17 tekrar sayısı aralığındadır. 
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İncelenen bireylerin tümü heterozigot bulunmuştur. Bu lokusta görülen minimum ve 

maksimum CAG tekrar sayıları dünya geneliyle örtüşmektedir. Türk toplumunda 

sağlıklı bireylerin %17’sinde 15 CAG tekrarı gözlenmiştir. Yapılan çalışmalarda ise 

10 CAG tekrarına sahip bireylerin çoğunlukta oldukları vurgulanmıştır (Martin vd., 

1999; Pujana vd., 1999; Juvonen vd., 2005). Fakat Hintlilerde 15 CAG tekrarının 

yaygın gözüktüğü belirtilmiştir. (Alluri vd., 2007). Buradan Türk ve Hintli 

popülasyonlarının ATXN7 genlerinin benzer özellik gösterebileceği düşünülebilir.    

 
6.2.4. SCA17 Lokusunun Moleküler Analizi 

 
SCA17, 3p21.1-p12 kromozomundaki TBP genindeki CAG tekrar 

sayılarındaki artış sebebiyle meydana gelir. Hastalarda 45-66 CAG tekrarı 

belirlenmiştir. Ayrıca indirgenmiş penetrans aralığının 44 ile 48 CAG tekrar 

aralığında olduğu düşünülmektedir. Fakat 43 CAG tekrarına sahip bir bireyde de 

hastalık görülmüştür. İlginç olarak ise 39 CAG tekrarına sahip olan bir bireyde 

hastalık semptomları belirlenmiş ve yapılan moleküler testler sonucunda CAA/CAG 

dizisindeki CAA dizinin kaybolmasıyla saf CAG tekrarlarının hastalığa sebep olduğu 

ortaya koyulmuştur.  

Sağlıklı bireylerin CAG tekrar sayısı aralığının belirlemek için yapılan 

çalışmalar normal tekrarların 25-44 CAA/CAG arasında olduğunu ve 32-39 

CAA/CAG tekrarlarının yaygın olarak görüldüğüne işaret etmiştir. Kafkasya kökenli 

sağlıklı bireylerde tekrarların 25-42, Japonlarda 31-42 / 29-42, Almanlarda 27-44, 

Fransız, Hollandalı ve Yugoslavlarda 25-42 aralığında olduğu belirlenmiştir. 

Yugoslav populasyonunda sağlıklı bireylerin %72,1’inde 37–39 CAG tekrarı 

gözlemlenmiştir (Nakamura vd., 2001; Fujigaashi vd., 2001; Zulkhe C vd., 2001;  

Alendar vd., 2004;  Koide vd., 1999).  

Bu çalışmada Türk toplumundaki sağlıklı bireylerde TBP genindeki CAG 

tekrar sayısı aralığının 32 ile 44 CAG tekrarı arasında değiştiği ve 13 farklı alel 

olduğu bulunmuştur. En sık rastlanan tekrar sayısı 38 (%20,8), ortalama tekrar sayısı 

ise 38,63 olarak bulunmuştur. Alellerin %87’si’ 36-42 tekrar sayısı aralığındadır. 

İncelenen bireylerin 10 tanesi 37, 38, 39, 41, 43 CAG tekrarları için homozigot 

bulunmuştur. Bireylerin %3.1’i 42 ve 43, %0.8’i ise 44 CAG tekrarı taşımaktadır. 44 

CAG tekrarı bazı çalışmalarda indirgenmiş penetransın gözlemlenmeye başladığı 

tekrar sayısı, bazı çalışmalarda ise normal olarak bulunmuştur. Türk toplumunda da 
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nadiren görülen bu tekrar sayısının normal aralığın sınırı olarak kabul edilebilir, 

ancak yine de dikkatli değerlendirilmesi gerekir.  

 
6.2.5. Genel Değerlendirme 

 
Üçlü nükleotid tekrarı hastalıklarında, tekrar sayısı artışının hastalık sebebi 

olduğu bulunmasına rağmen bu artmalar sonucunda mutant proteinlerin nasıl bir 

mekanizmayla hastalığa yol açtığı tam olarak aydınlatılamamıştır. Bu 

mekanizmaların bulunmasıyla üçlü nükleotid tekrarı hastalıklarının herhangi birine 

uygulanabilecek bir tedavinin diğer nörodejeneratif hastalıklarının tedavisi için de 

yol gösterici olması beklenmektedir. Günümüzde uygulanan tedavi yöntemleri 

sadece semptomatiktir. Ölümcül ve henüz kesin tedavisi olmayan bu hastalıkların 

moleküler tanılarının yapılarak kesin olarak teşhis edilmesi, semptomatik hastalarda 

ayırıcı tanının yapılabilmesine olanak sağlar ve ailelerde ve toplumda bu 

hastalıkların yaygınlaşmasını engelleyebilir. Moleküler tanı protokollerin 

oluşturulabilmesi amacıyla her toplumunun ilgili gen lokuslarındaki normal ve 

patolojik tekrar aralıkları belirlenmelidir.  

Bu çalışmada da ADCA lokuslarından SCA3, 6, 7 ve 17’deki normal tekrar 

sayıları belirlenmiştir. Türk toplumu üzerinde ilk kez yapılan bu çalışma ile ilgili 

konuda literatüre katkıda bulunulacaktır. Türk populasyonunda bu hastalıkların 

prevalans analizi de yapılamamıştır, ancak bu çalışma çerçevesinde uzun normal 

alellerin az olmasından yola çıkılarak bu hastalıkların görülme sıklığının dünya 

genelinden daha fazla olmayacağı söylenebilir.  
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