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OZET

DNA iizerinde bulunan polimorfik {tgli tekrarlardaki anormal artmalar
ndrolojik hastaliklara sebep olmaktadir. Uglii niikleotid tekrar artisinin neden oldugu
16 hastalik saptanmistir. Bunlar arasinda, CAG tekrar artiglarinin sebep oldugu 9
norodejeneratif hastalik tanimlanmistir. Bu hastaliklar Huntington hastaligi (HD),
Spinoserebellar Ataksi tipleri (SCAL, 2, 3, 6, 7, 17), Dentatorubral-Pallidoluysian
Atrofi (DRPLA), Spinobulbar Miiskiiler Atrofi’dir (SBMA). SBMA hari¢ digerleri
otozomal dominant kalitim gdsterir. Tiim poliglutamin hastaliklarinda CAG tekrar
sayisindaki artiglar genlerin kodlayan bdlgelerinde olmaktadir. Bu hastaliklarin
heniiz kesin bir tedavisi olmadigindan molekiiler tan1 biiylik 6énem tagimaktadir.
Molekiiler tani protokollerinin olusturulmasi icin her topluma 6zgli normal ve

patolojik tekrar sayilarinin belirlenmesi gereklidir.



Xl

70 sagliklh birey ile yapilan bu ¢alismada, Tiirk toplumunda SCA 3, 6, 7, 17
lokuslarindaki alel dagilimlar1 incelenmis ve normal CAG tekrar sayilar
belirlenmigtir. ATXN 3, 6, 7 ve 17 lokuslarinda en sik goriilen alellerin 17, 14, 15 ve
38 CAG tekrarli oldugu saptanmistir. Tiim lokuslardaki alel dagilimlarinin diinya
genelinde rastlanan dagilimlarla oOrtiistiigii gézlenmistir. Tiirk populasyonunda bu
hastaliklarin prevalans analizi yapilmamasina ragmen, uzun normal alellerin az
olmasindan yola cikilarak bu hastaliklarin gériilme sikliginin diinya genelinden daha

fazla olmayacag1 sOylenebilir.

Anahtar Kelimeler: SCA3, SCA6, SCA7, SCA17, poliglutamin hastaliklari
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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 (SCAIL, 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



1. GIRIS

1990’11 yillarin basinda, genomdaki tiglii niikleotid tekrarlarinin sayisindaki
anormal artmalarin ndrolojik hastaliklara sebep olabilecegi belirlendi. Onceleri bu
tekrarlarin  genomdaki siradan diziler oldugu diisiiniilmekteydi. Ancak,
norodejeneratif hastaliklarla ilgili yapilan ¢aligmalar, bu hastaliklarin bir kismina yol
acan genetik mutasyonlarin {i¢lii niikleotid (triniikleotid) tekrar sayilarindaki artigla
ilgili oldugunu ortaya koydu. Bu da molekiiler biyolojiye dinamik mutasyonlar
kavramin1 kazandirdi. Dinamik mutasyonlar polimorfiktir, fakat belirli bir esik
degerinin altinda olan {i¢lii niikleotid tekrarlarinin sayica artig géstererek hastaliklara
sebep olabildigi mutasyonlardir. Bu gruptaki hastaliklarin molekiiler mekanizmasi
hakkinda ¢ok fazla ¢alisma yapilmasina ragmen tekrar artiglarinin sebep oldugu
toksite mekanizmalar1 gliniimiizde hala tam olarak aydinlatilamamistir. Bu nedenle
bu hastaliklar i¢in kesin bir tedavi yontemi uygulanamamaktadir. Triniikleotid tekrar
lokuslarinda farkli etnik popiilasyonlara ait normal ve patolojik tekrar araliklarinin
belirlenmesi molekiiler teshis kriterlerinin olusturulmasi, hastalik mekanizmalarinin
aydinlatilmast ve molekiiler tedavi yontemlerinin belirlenmesine katkida

bulunacaktir.
1.1. Uclii Niikleotid Tekrar Hastaliklar

DNA iizerindeki polimorfik iicli tekrar bolgelerindeki anormal artmalar
ndrodejeneratif hastaliklara sebep olmaktadir. Uglii niikleotid tekrar artisinin neden
oldugu 16 hastalik saptanmustir. (Tablo 1.1.) Triniikleotid tekrarlar1 genlerin
kodlamayan intronik bdolgelerinde, 5> UTR ve 3 UTR bélgelerinde ve kodlayan
ekzonik bolgelerde meydana gelebilir. Genlerin kodlamayan boélgelerdeki tekrar
artiglar1 gen transkripsiyonunu ve translasyonunu etkiler. Kodlayan gen bolgelerinde
ise tekrar sayisindaki artis santral sinir sisteminin @ 6zgiin  bolgelerinde

ndrodejenerasyona sebep olur (Schéls vd., 2004).



Tablo1.1. Uglii niikleotid tekrar hastaliklart

HASTALIK ADI GEN LOKUSU | KALITIM TURU
Huntington Hastalig1 (HD) 4pl6 Otozomal dominant
Spinobulbar Miiskiiler Atrofi (SBMA) Xqll-ql2 X’e bagli resesif
Miyotonik Distrofi (DM) 19q13.3 Otozomal dominant
Dentatorubral Pallidoluysian Atrofi 12p13 Otozomal dominant
(DRPLA)

Frajil X Sendromu (FRAXA) Xq27.3 X’e bagli resesif
Frajil XE Sendromu(FRAXE) Xq28 X’e baglt dominant
Friedreich Ataksi (FRDA) 9q13 Otozomal resesif
Spinoserebellar Ataksi Tip 1 (SCA1) 6p23 Otozomal dominant
Spinoserebellar Ataksi Tip 2 (SCA2) 12924 Otozomal dominant
Spinoserebellar Ataksi Tip 3 (SCA3) 14924.3-q31 Otozomal dominant
Spinoserebellar Ataksi Tip 6 (SCA6) 19p13 Otozomal dominant
Spinoserebellar Ataksi Tip 7 (SCA7) 3p21.1-pl2 Otozomal dominant
Spinoserebellar Ataksi Tip 8 (SCAS) 13921 Otozomal dominant
Spinoserebellar Ataksi Tip 12 (SCA12) 5q31-q33 Otozomal dominant
Spinoserebellar Ataksi Tip 17 (SCA17) 6q27 Otozomal dominant

1.1.1. Poliglutamin Tekrar1 Hastaliklar:

Trintikleotid tekrarlar1 arasinda en genis grubu CAG tekrarlar1 olusturur. CAG

kodonlar1 glutamin amino asitini kodladigindan dolayr bu tekrarlar poliglutamin

(poliQ) tekrarlar1 olarak adlandirilir. Genlerin kodlayan bolgelerindeki CAG tekrar

sayilarindaki artislarin sebep oldugu dokuz noérodejeneratif hastalik saptanmigstir. Bu
hastaliklar Huntington Hastalig1 (HD), Spinoserebellar Ataksi Tipleri (SCAI, 2, 3, 6,
7, 17) Dentatorubral-Pallidoluysian Atrofi (DRPLA) ve Spinobulbar Miiskiiler

Atrofi’dir (SBMA). SBMA hari¢ digerleri otozomal dominant kalitim gdésterir. Tiim

poliglutamin hastaliklarinda CAG tekrar sayisindaki artiglar genlerin kodlayan

bolgelerinde olmaktadir.




Poliglutamin hastaliklar1 orta yaslarda baslayan, ilerleyici ve selektif noronal
dejenerasyon ile tanimlanir. Bu hastaliklarda ndronal kayiplar ve gliyoz gézlemlenir.
Serebellar korteks, bazal gangliya, beyin kokii ¢ekirdegi, serebellar dentat niikleus ve
serebellumdaki Purkinje hiicrelerinin poliQ toksisitesi sonucu etkilendikleri
gozlenmistir (Cummings vd., 2000).

Klinik semptomlar 40 yas civarinda goriinmeye baslasa da, tekrar sayisinin
uzunluguna bagl olarak daha erken yaslarda da hastalik semptomlar1 goriilebilir.
Hastalik baslangic yasi tekrar uzunluguyla ters orantilidir. Tekrar sayisi artikca,
hastalik daha erken yasta ortaya ¢ikar, daha hizli ve daha siddetli bir seyir izler. Bu
olay antisipasyon olarak tanimlanir.

Poliglutamin alellerinin CAG tekrar sayilari, yol actiklar1 fenotipe gore normal,
intermedya ve patolojik aralik olarak ii¢ gruba ayrilir. Normal aralikta CAG tekrarina
sahip bireyler sagliklidir. Intermedya aralikta CAG tekrarma sahip bireyler kendileri
hastalik semptomlar1 géstermemelerine karsin bir sonraki jenerasyonda CAG tekrar
sayilarinin artarak patolojik aralifa ulagma riskleri vardir. Patolojik aralik, bireylerde
hastalik olusturabilecek tekrar sayisini ifade etmektedir. SCA3’te 60 ve iizeri CAG
tekrart hastaliga neden olmaktadir. SCA 17°de ise CAG tekrarlar1 arasinda CAA
dizileri bulunur. Bu bdlmeler DNA dizisinin stabilitesini arttirir. SCA17°de
hastaligin ortaya ¢ikabilmesi i¢in boliicii dizilerin kaybolmasi veya saf CAG tekrar
sayisinin 48 ve lizeri olmasi gerekmektedir.

Artmig sayida glutamin tekrar1 igeren proteinler agregasyona egilimlidirler ve
noronlarin ¢ekirdeginde inkliizyon cisimcikleri olustururlar. PoliQ hastaliklarindaki
mutasyonlarin mutant protein birikimine ve bunu takip eden toksisiteye neden olarak

hiicre 6liimiine sebep olduklar1 sylenebilir.

1.1.2. Kalitsal Ataksiler

Kalitsal ataksiler genis bir hastalik grubunu kapsamakla birlikte konusma,
yiriiylis ve ellerde meydana gelen koordinasyon bozukluklari gibi ortak klinik
belirtileri paylasir. Kalitsal ataksilerin dagilimi 3—27/100.000 arasinda degiskenlik
gosterir.  Ataksilerin  patolojisi noronal kayiplar ve gliyoz gibi néronal
dejenerasyonlarla karakterize edilmektedir. Harding’in siniflandirma kriterleri bu
hastaliklar1 agiklamada ve ayirmada yardimci olmasina ragmen, klinik belirtilerin

ortiismesi kliniksel tabanda ayrimi zorlagtirir (Harding, 1983). Kalitsal ataksiler



kalittim bi¢imine gore dort ana grupta toplanir. Bu gruplar otozomal dominant
ataksileri (ADCA), otozomal resesif ataksileri (ARCA), mitokondriyal ataksileri ve
X’e bagl ataksileri kapsar (Harding, 1983; Furtado vd., 1998).

1.1.2.1. Otozomal Dominant Serebellar Ataksiler

Otozomal dominant ataksiler genetik siniflandirmada spinoserebellar ataksiler
olarak da adlandirilirlar. ADCA’lar serebellum ve beyin kokiinde cesitli
derecelerdeki dejenerasyonlara gore siniflandirilirlar. Bu dejenerasyonlar sonucunda
pons, olives, bazal ganglia ve serebellumda farkli derecelerde néronal kayiplar
meydana gelir. Hastalik baslangi¢ yasi ¢ok degiskenlik gosterebilir; cocukluk donemi
veya ¢ok ileri yaslarda goriilebilen genis bir spektrumda yer alir. Yapilan vaka
gozlemlerinde ortalama hastalik baslangi¢ yasinin 30—40 yaslar1 arasinda oldugu
belirlenmistir. Otozomal dominant ataksilerin goriilme sikligi 3/100.000 olarak
tahmin edilmektedir. ADCA’lar ¢ok heterojen bir gruptur, farkli etnik popiilasyon
gruplart arasinda spesifik alt tiplerinin dagilimi farklilik gosterir. Bugiine kadar
yapilan arastirmalarda SCA3’ iin en yaygin tip oldugu bulunmustur, bunu SCA2, 6, 1
ve 7 takip etmektedir. SCA tiplerinin diinyadaki dagilimi Sekil 1.1.'de

gosterilmektedir.
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Sekil 1.1. SCA tiplerinin diinyadaki dagilimi (www.geneclinics.org)



1.1.2.1.1. Klinik Siniflandirma

ADCA’lar, hastalarda ataksiyle birlikte goriilen norolojik semptomlara gore
Harding tarafindan ii¢ gruba ayrilmistir (Harding, 1993):

1. ADCA tip I: Bu gruptaki hastaliklar serebellar sendromlarla tanimlanir ve
hastalik baslangic yasi genellikle 15 ile 65 yas arasinda degiskenlik gosterir. Bu
gruptaki hastaliklarda genel olarak gibi klinik belirtilerle tanimlanir. Ayrica ADCA
tip I’ de ¢ok yaygin olarak goriinmese de oftalmopleji, optik atrofi, demans ve
ekstrapiramidal sinyaller de gozlenir. Yapilan noropatolojik ¢alismalarda ve MRI
degerlendirmelerinde serebellar atrofi ve beyin kokii atrofisi belirlenmistir. SCAL, 2,
3, 4, 5 ve DRPLA, ADCA 1 ailesi kategorisinde siniflandirilir (Harding, 1993,
Furtado vd., 1998).

2. ADCA tip II: Bu gruptaki hastaliklarda ilerleyici makular dejenerasyonla
birlikte serebellar ataksiler goriiliir. Hastalarda ataksi belirtisi goriillmeden once
makular dejenerasyon goriinebilir. Vakalarda goriilen hastalik baslangic yasi
genellikle 15-35 yas grubu arasindadir. Bu grupta goriilen oftalmopleji, demans,
ekstrapiramidal sinyaller ADCA tip 1 ile klinik olarak Ortiismeler gosterse bile
makular dejenerasyon varligiyla ADCA tip 1’den ayrilir. ADCA tip II grubuna
sadece SCA7 hastalig1 dahildir (Harding, 1993; Furtado vd., 1998).

3. ADCA tip II: Bu gruptaki hastaliklar saf serebellar sendromlarla
tanimlanmistir. Bu ADCA tipinin karakteristik 6zelligi ge¢ baslangigli olmasi ve
genellikle hastalik belirtilerinin 50°1i yaslardan sonra ortaya ¢ikmasidir. SCAG, 8, 12,
13, 14, 15, 16 ve 17 bu kategoride siniflandirilir. (Harding, 1993; Furtado vd., 1998;
Soong, 2002)

1.1.2.1.2. Klinik ve Genetik Ozellikleri

ADCA’larda ayak ataksisi, uzuvlarda gozlenen ataksiler, serebellar dizartri,
serebellar okiilomotor bozukluklar, retinopati, optik atrofi, periferal noropati,
spastisite, epilepsi, ekstra-piramidal hareket bozukluklar1 gibi cesitli genis nérolojik
semptomlar gdzlenir. ADCA tiplerinin gosterdigi 6zellikler birbiriyle ortlisebildikleri
gibi baz1 6zellikleri sayesinde diger ADCA tiplerinden ayrilirlar. Mesela SCA7°de
goriilen okiilomotor sinyaller diger SCA tiplerinden ayrilmasini saglar (Schols vd.,

2004). ADCA tiplerinin ayirict klinik 6zellikleri Tablo1.2. de 6zetlenmistir.



Bu zamana kadar yapilan arastirmalarda 34 ADCA tipi (SCA1-23, 25-28,
DRPLA, EA1-4, ADSA ve 16q22 ile iliskili SCA) belirlenmistir. ADCA’lar
molekiiler mekanizmalar1 agisindan poliglutamin hastaliklar1 (SCAL, 2, 3, 6, 7, 17,
DRPLA), kanal bozukluklar1 hastaliklar1 (EA1, EA2 ve SCA6) ve gen anlatimi
bozukluklar1 (SCA 8, 10, 12) olarak ii¢ biiyiik grup halinde incelenebilir. Bunlarin
disinda etiyolojisi bilinmeyen bircok ADCA tipi vardir (SCA4, 5, 9, 11, 16, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 25, 26, 27, 28, EA3, EA4, ADSA). Bu hastaliklarin genleri, lokalize
olduklar1 bélgeler ve bu genleri liriinleri Tablo 1.3.°te gosterilmistir.

Uglii niikleotid tekrar artiglari genin kodlamayan intronik (SCA10)
bolgelerinde, 5° UTR (SCA12) ve 3 UTR (SCAS) bolgelerinde ve kodlayan ekzonik
bolgelerinde meydana gelebilir. SCA1 hastalifi 6p23 kromozomunda lokalize olan
ATXNI1 geninde meydana gelir. ATXNI1 geni 9 ekzona sahiptir ve genin 8. ve 9.
ekzonunda CAG tekrar artis1 gozlenir. SCA1’de patolojik alel uzunluklar1 41 CAG
tekrarindan 83 CAG tekrarina kadar degisir. SCA2 hastalig1 1224 kromozomunda
bulunan ATXN2 genindeki tekrar sayisinin artisindan meydana gelir. ATXN2 geni
25 ekzondan olusur ve tekrar artiglart genin birinci ekzonunda meydana gelir.
SCA2’de patolojik aleller 34 CAG tekrarindan 77 CAG tekrar1 arasinda degisir.
SCA1 ve SCA2 genlerinde CAG tekrar dizilerinin arasinda sirasiyla CAA ve CAT
tekrarlar1 bulunur ve bu tekrarlar DNA dizisinin stabilitesini arttir. SCA3
hastaliginda CAG tekrar artis1 11 ekzona sahip MJD1 geninin C-terminal bolgesinde
meydana gelir. SCA3’te patolojik alel frekanst 55-86 CAG tekrar1 arasinda degisir.
SCA7 hastalig1 3p21.1-p12 kromozomunda lokalize olan ATXN7 genindeki CAG
tekrar sayisinin artigindan kaynaklanir. CAG tekrar artiglart bu genin 5 ucunda
kodlanan bolgede ilk ekzonunda olur. Patolojik aralik 38 ve iizeri CAG tekraridir.
SCA17 6q27 kromozomunda telomerik bdlgeye yakin olan TBP genindeki
CAA/CAG tekrar sayilarindaki artistan meydana gelir. SCA17°de patolojik aralik ise
45 ile 68 CAG tekrar1 arasinda degisir. SCA 12 hastaligit PPPR2R2B geninin 5 UTR
bolgesinde CAG tekrar sayisinin 66 ve iizerinde oldugundan kaynaklanir. SCA 10
hastaligi fonksiyonu heniiz detayli olarak belirlenmemis ataksin-10 geninin
dokuzuncu intronundaki ATTCT besli niikleotid tekrar sayilarindaki artis sonucu
ortaya ¢ikar, patolojik sinir ise 800 ile 4000 ATTCT niikleotidi arasinda degisir
(Sekil 1.2.)



Tablo 1.2. Otozomal dominant ataksilerin ayirici klinik 6zellikleri

Hastahk | Ayricl klinik dzellikler

SCA1 Piramidal sinyaller, periferal ndropati

SCA2 Yavas sakkadik goz hareketleri, periferal ndropati, azalmis tendon
refleksleri, demans

SCA3 Piramidal ve ekstra-piramidal sinyaller, goz kapaginin ¢ekilmesi,
nistagmus, azalmis sakkadik hareketler, amiyotrofi fasikiilasyonu,
duyusal kayiplar

| SCA4 | Duyusal aksonal noropati, sagirlik

| SCAS | Erken baglangigli, yavas ilerleme

| SCA6 | Genellikle episodik ataksi, ¢ok yavas progresyon

| SCA7 | Retinopati ile gorsel kayiplar

| SCAS | Azalmus vibrasyon duygusu, nadir olarak kognitif bozukluklar

| SCA10 | Genellikle felg

| SCA12 | Yavas bir progresyon izler, 30 yaslarda tremor , demans

| SCA13 | Hafif mental retardasyon ve kisa boy

| SCA14 | Erken aksiyal miyoklonus

| SCAIS | Saf ataksi, cok yavas progresyon

| SCA16 | Bas tremoru

| SCA17 | Mental retardasyon, miyoklonus, distoni ve kore

| SCA19 | Kognitif diizensizlik, miyoklonus ve tremor

| SCA20 | Erken dizartri, spazmodik disfoni, hiperrefleksi, bradikinezi

| SCA21 | Hafif kognitif diizensizlik

| SCA22 | Yavas ilerleyen ataksi

SCA23 Dizartri, anormal géz hareketleri, azalmis vibrasyon ve pozisyon
duyusu

| SCA25 | Duysal noropati

| SCA26 | Dizartri ve diizensiz goz hareketleri

| SCA27 | Erken baslangicl tremor, diskinezi, idrak kaybi

| SCA28 | Nistagmus, pitozis ve artmis derin tendon refleksler

| DRPLA | Kore, felg, demans ve miyoklonus

| EA1 | Miyokimi, irkilme




Tablo 1.3. ADCA’larin gen lokuslar1 ve iirtinleri

| Hastahk | Gen | Lokus | Gen Uriinii
| SCAI | ATXNI | 6p23 | Ataksin-1
| SCA2 | ATXN2 | 12924 | Ataksin-2
| SCA3 | ATXN3 | 14924.3-q31 | Ataksin-3, Machado-Joseph hastalig1 proteini-1
| SCA4 | PLEKHG4 | 16q22.1 | Puratropin-1
| SCAS5 | SPTBN2 | 11pl3 | Spektrin beta zinciri, beyin 2
‘ SCA6 ‘ CACNAIA ‘ 19p13 ‘ Voltaja bagimli P/Q-tipli kalsiyum kanalinin alfa-
1A alt iinitesi
| SCA7 | ATXN7 | 3p21.1-p12 | Ataksin -7
| SCA8 | KLHLIAS | 13q21 [ -
| SCA9 | - | - | -
| SCAI0 | ATXNIO | 22q13 | Ataksin -10
| SCAIl | SCAII | 15q14-g21.3 | Tau-tiibiilin kinaz 2
SCA12 PPP2R2B 5q31-q33 Serin/trionin protein fosfataz 2A’nin 55-kd’luk
diizenleyici b alt tinitesi
SCA13 KCNC3 19q13.3- Voltaj kapili potasyum kanali C alt ailesinin 3.
ql3.4 iiyesi
| SCA14 | PRKCG | 19q13.4 | Protein kinaz C, gama tipi
| SCA1S5 | SCAIS5 | - | Inositol trifosfat 1,4,5-trifosfat reseptorii 1
| SCAI6 | SCAI6 | 8q22.1-q24.1 | Kontaktin
| SCA17 | TBP | 6q27 | TATA-kutusuna baglanan protein
| SCAI8 | SCA18 | 7q22-932 =
| SCA19 | SCA19 | 1p21-q21 [---
| SCA20 | SCA20 | 11cen | -
| SCA21 | §CA21 | 7p21-15 [ -
| scA22 | - | 1p21-¢23 [ -
| SCA23 | - | 20p13-123 | ---
| SCA25 | §CA25 | 2p21-p13 [ -
| SCA26 | - | 19p13.3 [ -
| SCA27 | FGF14 | 1334 | Fibroblast biiyiime faktorii 14
SCA28 18p11.22-
ql1.2
| DRPLA | DRPLA | 12p13.31 | Atrofin-1 iligkili protein
EA1 KCNAI 12p13 Voltaj kapili potasyum kanali alfa alt ailesinin 1.
uyesl
EA2 CACNAIA 19p13 Voltaja bagimli P/Q-tipli kalsiyum kanallarinin
alpha-1A alt Ginitesi
| | CACNB4 | 2q22-923 | Voltaja bagimh L-tipli kalsiyum beta-4 alt iinitesi
| HSA | SAXI | 12p13 =




1.1.2.1.3. Tekrar instabilitesi ve Genetik Testler

SCA tiplerinde tekrar uzunluklariyla hastalik baslangi¢c yasi ters orantilidir.
Normal tekrar uzunluguna sahip bireyler tamamen saghklidir. intermedya tekrarlar
ise bir sonraki nesile aktarilirken artma egilimi gosterirler. Bu nedenle intermedya
araliga sahip bireylerde kiiclik artmalar premutasyon 6zelligi gosterirler ve bdylece
hastalik bir sonraki nesilde aile hikayesinden bagimsiz sporadik kdékenli mutasyonlari
ortaya cikarabilir. Aragtirmacilar SCA2 ve SCA6 genlerindeki tekrar artisinin
%8’den fazlasinin sporadik kdkenli oldugu bulmuslardir (Schols vd., 2002; Moseley
vd., 1998; Schols vd., 2004). Uzamis tekrarlar stabil degildir ve uzamaya meyilli
olduklarindan bir sonraki jenerasyonda hastaligin erken yasta baslamasina ve siddetli
bir fenotip ile goriinmesine neden olurlar. Tekrarlarin jenerasyonlar arasinda asiri
derecede artmasi hastaliklarin ¢ocukluk ¢aginda baslamasina sebep olur. Bundan
dolay1 presemptomatik testler hastalik baslangi¢ yasi i¢in bir tahmin vermez. SCA7
ve SCA2 hastali1 goriilen bireylerin spermlerinde uzamis tekrarlar tespit edilmistir

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

CAG/poliglutamin artiglan
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DRPLA [ | — [ — | normal tekrar araliin
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SCA1 N — = =
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SCA3 az TC' L= a5
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SCAG | (1
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SCAIT o — SCA14  PHCy

CAG tekrar sayisi glutamin residuleri

/
| \ t \| = | /

¥ 28 GE T& 10 22 S50 4 B
scarz [ OS] ScAlo [ —
CAG tekrarlan ATTCT tekrarlan i 21 107 250 SO0
seas [ [ —— | E—
Kodlanmayan CAG tekrarlan CTG tekrarlan

Sekil 1.2. ADCA’larda tekrar sayilart (Schols vd., 2004).
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Bir¢ok SCA tipinde genlerinin kodlayan bélgelerindeki CAG tekrar sayisindaki
artis nedeniyle bu genlerin iirlinleri olan proteinler de etkilenmektedir. SCA6 ve 17
haricindeki diger SCA tiplerinin proteinlerinin fonksiyonlar1 bilinmemektedir.
Poliglutamin tekrar artiginin sebep oldugu etkilenmis proteinler ortak bir zincir ve
domaine sahip degildir. Bu yiizden patogenezin direkt olarak uzamis poliglutamin
zinciriyle 1iligkili oldugu kabul edilmektedir. Transgenik farelerde yapilan
calismalarda uzamis poliglutamin tekrarlar1 eksprese oldugunda poliglutamin
hastaliklarina benzer ndrolojik 6zellikler gosterdikleri tespit edilmistir (Zhuchenko
vd., 1997; Koide, vd., 1999; Nakamura vd., 2001; Zoghbi vd., 2000; Ordway vd.,
1997). Uzamis CAG tekrar1 igeren mutant proteinler hiicrenin ¢ekirdeginde
¢oziinmeden biriken inkliizyonlar olustururlar. SCA2 beyin 6rneklerinde agregatlar
niikleus ve sitoplazmada bulunurken, SCA 6 agregatlarina sadece sitoplazmada
rastlanmistir (Ishikawa vd., 1999; Schols vd., 2004). Noron uzantilarina lokalize olan
agregatlar aksonal trafigi bloke ederek norodejenerasyona sebep olmaktadir
(Gunawardena vd., 2003; Szebenyi vd., 2003). Ayrica mutant genle etkilesimde olan
bazi proteinler spesifik hiicre Oliimiine sebep olmaktadirlar. SCA1 hastalarinda
LANP (I6since zengin asidik niiklear protein) proteiniyle ataksin 1’in interaksiyonu
sonucunda Purkinje hiicrelerinde nérodejenerasyona sebep olurlar (Matilla, 1997).
SCA7 hastalarinda CRX (kon-rod homeobox) proteiniyle interaksiyon yapan
ataksin7’nin retinal dejenerasyona neden oldugu bulunmustur (La Spada, 2001).
Yapilan noropatolojik calismalarda Purkinje hiicreleri, substansiya nigra, inferyor
olive, bazal ganglia ve serebellar korteks gibi beyin bdlgelerinin etkilendigi
bulunmustur (Sasaki vd., 1995; Schéls vd., 1996; Sequeiros ve Coutinho, 1993;
Matsumura, 1997; Enevoldson, 1994) .

1.1.2.2. Spinoserebellar Ataksi Tip 3

SCA3, Machado-Joseph hastaligi (MJD) , Azor tipi ataksi olarak da tanimlanan
bir otozomal dominant serebellar ataksidir. 1970’li yillarda Amerika’da, Portekiz’in
Azor adalarindan gb¢ eden ii¢ farkli ailede (Machado, Thomas ve Joseph aileleri)
farkli sendromlarla tanimlanmistir (Nakano vd., 1972; Woods ve Schaumburg, 1972;
Rosenberg vd., 1972). Arastiricilar bu {i¢ ailede benzer polimorfik hastalik oldugunu
belirlemiglerdir (Coutinho ve Andrade, 1978; Romanul vd, 1977). Daha sonralari

aragtiricilar bu hastaligin sadece Portekizlilerle sinirli olmadigini, etnik ve cografik
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olarak uzakta bulunan Avustralya'daki Aborjinlerde, Japonlarda, Kanadalilarda, Cinli
ve Hintli popiilasyonlarinda da goriildiigiinii belirtmistir (Sequeiros ve Coutinho,
1993). Hastalik 14924.3-q31 kromozomunda CAG tekrar sayilarindaki artis sonucu
ortaya c¢ikar (Takiyama vd., 1994). SCA3 ilerleyici bir serebellar ataksidir ve
distonik-rijid, ekstra-piramidal sendromlar veya periferal amiyotrofi gibi ¢esitli

piramidal sinyallerle tanimlanir (Lima ve Coutinho, 1980).

1.1.2.2.1. Klinik Ozellikleri

SCA 3, baslangic yas1 degisken olmakla birlikte genellikle 20-50 yaslari
arasinda goriliir. Portekizli hastalarda yapilan caligmalarda hastaligin ortalama
baslangi¢ yas1 37 olarak belirlenmistir. SCA3 lokusundaki CAG tekrar sayilari ile
hastalik baslangi¢ yasi kesin olarak iligskilendirilememektedir. SCA3 hastalarinda
yiirime ve konusma zorluklari, hantallik, gérme bulanikliklar1 ve diplopi gibi klinik
belirtiler gézlenir. Hastalik semptomlar1 erken yaslarda baslayan hastalarda ilerleyici
ataksi, hiper refleks, nistagmus ve dizartridir (Coutinho ve Andrade, 1978; Sequeiros
ve Coutinho, 1993; Klockgether, 2000; Soong, 2002; Schols vd., 1995).

Hastalik ilerledik¢e hareket zorlugu yasanir ve 10-15 yil sonra hastalar
tekerlekli sandalye gibi yardimc aletlere ihtiya¢ duyarlar. Hastalarda sakkadik goz
hareketleri yavaslar, gérme bozukluklari ve sabit bakis gelisir. Diskonjuge goz
hareketleri sonucunda diplopi baslar ve ayn1 zamanda beyin kokiinde ¢esitli sinyaller
geliserek temporal fasiyal atrofi, perioral segirmeler gibi karakteristik hareketleri
indiiklerler. Ek olarak dil atrofisi, disfaji, 0ksiirme zorlugu gézlemlenir. Genellikle
hastalik baglangicinda motor noron sinyallerinin arttigi belirgin olarak tespit
edilmistir. Hastaligin ileri sathalarinda distal duyumlarda kayiplarla birlikte periferal
polindropatiler goriilmektedir. Ayak bileklerinde refleks azalmasi ile birlikte diger
reflekslerde azalma baslar, kaslarda belli derecelerde hareket kaybi gozlenir. Ses teli
paralizi, vestibular disfonksiyon, mesane ve termo-regiilasyon bozukluklarini iceren
otonomik problemler, uyku diizensizligi, hizl1 g6z hareketi, davranis bozukluklar1 ve
huzursuz bacak sendromu gibi belirtiler de gozlemlenebilir (Isozaki vd., 2002;
Yoshizawa vd., 2004; Yeh, vd., 2005; Friedman, 2002; van Alfen vd., 2001;
Friedman vd., 2003).
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MIJD hastaligi, Azor popiilasyonunda yaygin olarak goriilen ekstra-piramidal
ve oftalmolojik bulgular temel alinarak {i¢ alt grupta siniflandirilmistir (Coutinho ve
Andrade, 1978).

Tip I. SCAS3 tipleri arasinda hastalarin %13’ bu gruba girer. Geng yaslarda
baslayan bir hastaliktir (10-30 yas). Ilk olarak Joseph ailesinde 5 yasindaki bir
bireyde goriilmiistiir (Rosenberg vd., 1972). Hizl1 bir seyir izleyen hastalik ¢esitli
derecelerde serebellar fonksiyon bozukluklari, belirgin ekstra-primidal ve piramidal
anormalliklerle karakterize edilir. Genellikle kollarda, bacaklarda ve yiizde distoni,
rijidite ve hafif ataksiler bu grubun klinik 6zellikleridir (Lu vd., 2004).

Tip II: SCA3 tipleri arasinda hastalarin %57’s1 bu gruba girer. Genellikle 30—
50 yaslar arasinda goriiniir. Ilerleyici ataksilerle birlikte piramidal sinyaller ve beyin
kokiinde fonksiyon bozukluklariyla karakterize edilmistir. Bu grupta Tip I’de
goriilen ekstra-primidal sinyaller gdzlenmez. Spastik yliriime bozuklugu, hiperaktif
refleks, klonus, ekstensor plantar cevaplar ve spinal otomotizm genel klinik
belirtileridir (Landau vd., 2000).

Tip III: SCA3 tipleri arasinda hastalarin %30’u bu gruba girer. Hastalik
semptomlar1 ilerlemis yaslarda (40-70 yas) gdzlenir. Ik olarak Machado ailesinde
gozlenmistir. Bu gruptaki hastalarda distal simetrik periferal noropatiler, kas
kramplari, motor ndronlarin kaybi, distal kayiplar ve duyumsal néropatiler goze
carpar.

Bu alt tipler arasindaki ayirim ¢ok belirgin olmasa da bu siiflandirma, genis
bir fenotip yelpazesi olan SCA3/MIJD’de, arastirmacilar ve klinisyenler agisindan
ayirimda yardimcidir. Baz1 arastirmacilar Parkinsonizm tipi bulgulari géz oniinde

bulundurarak MJD hastaligin1 dort gruba ayirir (Klockgether, 2000).
1.1.2.2.2. Noropatolojik Ozellikleri

Patolojik belirtiler olarak gliy6z ve noronal kayiplar sonucu 6zgiin bolgelerde
dejenerasyon gozlenir. Dejenerasyon sonucunda globus pallidus, kara cisim,
subtalamik niikleus, dentat niikleus, pontine nukleus, ¢esitli kraniyal sinir nukleuslar
(IIL, TV, VI, VII, VIII ve X), anteryor horn hiicreleri ve klark kolonlar1 etkilenir.
Ilerlemis yaslarda baslayan hastaliklarda periferal noropatiler yaygin olmasia
ragmen ¢ok cesitlidir 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 goriintiilleme (MRI) bulgulari;; SCA3/MJD hastalarinda
patolojik ozelliklerin genis bir oranda olmast MRI anormalliklerinin olusmasini
saglar. SCA3/MJD’de yaygin olarak gozlenen anormallikler dordiincii ventrikiildeki
genislemelerle belirlenir. (Burk vd., 1996; Onodera vd.,1998). Bu genisleme beyin
kokii ve serebellumdaki atrofilerin varligin1 kanitlamaktadir. MRI bazli bir

volumetrik ¢aligmada putaminal kaudat atrofi gozlemlenmistir. (Klockgether

vd.,1998).
1.1.2.2.3. Molekiiler Genetik Ozellikleri

SCA3, 14q24.3-q31 kromozomunda CAG tekrar sayilarindaki artis sonucu
ortaya ¢ikar (Takiyama vd.,1994; Kawaguchi vd., 1997). SCA3 normal alellerinin
%93,5’inde gdzlenen tekrar sayisi 31°den daha az tekrar igerir. Intermedya aralik ise
su ana kadar ortaya c¢ikan fenotiplerle belirlenememistir. Indirgenmis penetrans
araligindaki bireyler 45-51 CAG tekrari tasirlar ve bazi bireylerde hastalik ortaya
ctkmasina ragmen diger bazi bireylerde goriilmez. Patolojik aralik ise 55’den fazla
CAG tekrart igerir (Padiath vd., 2005; Gu vd., 2004).

Diger CAG hastaliklar1 gibi SCA3’te de hastalik baslangic yasi ile tekrar
sayisinin uzunlugu arasinda negatif korelasyon vardir. Bu da antisipasyonun
varhigina isaret etmektedir. SCA3’te CAG tekrarlar1 mayotik instabilite gosterir.
Tekrar instabilitesi i¢in yapilan bir¢cok calismada babadan veya anneden gecgen
mutasyonlarda bir farklilik gézlemlenmemistir (Durr vd., 1996; Cancel vd., 1995;
Soong, 2002). Fakat bazi1 arastirmacilar babadan aktarilan mutasyonlarda
instabilitenin arttigini belirtmislerdir (Maciel, 2001).

ATXN3 geni 11 ekzona sahip, 1776 b¢ uzunlugunda bir ORF bdlgesi igerir
(Ichikawa, Y. 2001; Kawaguchi, Y. 1994). Polimorfik CAG tekrarlar1 C-terminal
bolgesine yakin olan 4. ekzonda bulunur ve 3’ kodlanmayan bolgede Alu tekrar
dizileri tarafindan takip edilir. Bircok ¢alismada normal bireylerde yaygin olarak
goziken CAG tekrar sayisinin 14 ve 23 CAG tekrart oldugu bulunmustur
(Rubinsztein vd., 1995; Limprasert vd., 1996). Farkli populasyonlardaki poliQ
bolgelerinin analizinde CAG tekrarlarina komsu olan guaninin, sitozin ile yer
degistirdigi belirlenmistir. Bu nedenle sitozinin poliQ zincirlerinin instabilitesinde
onemli rol oynadig1 diisiilmektedir (Rubinsztein, D.C. Lego, J. 1995, Limprasert, P.
1996).
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Ataksin 3 proteininin molekiiler agirhiginin 42 kDa oldugu tahmin
edilmektedir. Western blot analizlerinde eksprese edilmis proteinin 72 kDa oldugu
bulunmustur. Genis bir spektrumda eksprese edilen Ataksin3, birgok hiicre tipinin
hem niikleusunda hem de sitoplazmasinda bulunur ve ndronlarda sitoplazmik bir
proteindir (Paulson vd.,1997). Bu molekiiler farkliliklar glutamin tekrar uzunluguna
ve niikleotitdeki 1118 (A>C) polimorfizmine baglidir. Bu polimorfizm ile birlikte,
stop kodonundaki 16 amino asidlik tirozin kalintilarinin uzamasinin hastalikla iligkili
oldugu belirlenmistir (Paulson vd., 1997). Ataksin3 ubikiitin zincirlerine baglanan ve
kesen spesifik ubikiitin proteazdir (Burnett ve Li, 2003; Berke vd.,2005). Sistein
proteazlardan papain siiper ailesine ait iyl derecede korunmus amino terminalinde,
“Josephin” domainde  katalitik amino asit -Cys, His, Asn-triatlari igerdigi
bulunmustur (Nicastro vd., 2005). Bu Josephin domaini ataksin3’iin fonksiyonel
bolgesindedir ve hem patolojik hem de normal protein fonksiyonlarinda gorev alir.
Yapilan ¢alismalarda josephin domaininin HHR23A, HHR23B proteozom baglanma
faktorleri, proteozomla iligkili olan Rad23 ve histonlar gibi ataksin3 partnerlerine siki
bir sekilde baglandigi goézlemlenmistir (Nicastro vd., 2005; Chow vd., 2004).
Proteinin karboksil ucunda poliubikiitin zincirine siki bir sekilde baglanan ubikiitin
ile etkilesim yapan motifler (UIMs) igerir. PoliQ dizisi UIM2 ve UIM3 arasinda yer
alir, fakat proteinin enzimatik fonksiyonuna nasil etki ettigi bilinmemektedir (Sekil
1.3.). Ataksin 3’iin N-terminal bdlgesi stabil bir yapiya sahipken C-terminal
bdlgesinin stabil olmayan bir yapiya sahip oldugu belirlenmistir (Masino vd., 2004;
Chow vd., 2004).

Hastalik mekanizmasinda ataksin 3 proteinindeki poliQ sayisindaki artisa bagh
olarak mutant ataksin 3 proteini yanlis katlanir ve agrege olur. Bu proses ¢esitli hiicre
modelleri, transgenik hayvan modelleri gibi in vitro ¢alismalarda modellenmistir
(Cemal vd., 2002; Evert vd., 2006; Evert vd., 1999). Farkli uzunluklarda CAG
tekrarina sahip transgenik farelerle yapilan ¢aligmalar mutant protein eksprese eden
farelerin pontin ve dentat niikleuslarinda inkliizyon cisimcikleri olugturdugu ve hiicre
Olimiinin  meydana geldigi  belirtmistir. Bu farelerde periferal sinir
demiyelinazasyonu ve aksonal kayiplar tespit edilmistir (Cemal vd., 2002). Meyve
sinekleriyle yapilan deneylerde normal ataksin3 proteininin poliQ dejenerasyonunu
baskiladigr ve yanlis katlanmis proteinleri agrezoma gonderdigi goézlemlenmistir.
Sonug olarak hiicrede ataksin3 proteinin kalite kontrol yolaklarinda gorev aldigi

diistiniilmektedir (Nicastro vd., 2005; Chow vd., 2004).
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Sekil 1.3. Ataksin 3 domaini

1.1.2.3. Spinoserebellar Ataksi Tip 6

SCA 6, ADCA III ailesinde siniflandirilan bir otozomal dominant serebellar
ataksidir. Yetiskinlerde goriilen bu hastalik dizarti, nistagmus ve yavas ilerleyen bir
serebellar ataksi ile karakterize edilir. SCA 6’nin dagilimi cografi bolgelere ve
kurucu etkilere gore ¢esitlilik gosterir ancak SCA 6 dagilimi 0.02—0.31/ 100.000
arasinda kabul edilir (Geschwind vd., 1997; Ikeuchi vd., 1997; Matsumura vd.,
1997). SCA6 otozomal dominat kaliim gosterir ve 19pl3 kromozomunda
CACNAIA genindeki CAG tekrarlarinin artmasi sonucunda meydana gelir. Hastalik
baslangi¢ yas1 19-71 yaslart arasinda degiskenlik gostermekle birlikte, genellikle
50’11 yaslardan sonra ortaya ¢ikar (Zhuchenko vd.,1997; Ishikawa, K. 1997).

1.1.2.3.1 Klinik Ozellikleri

SCA6 hastalarinin  %90’inda  baslangic semptomlar1 olarak yliriiyiis
bozukluklar1 ve denge kaybi gozlenirken ek olarak bazi hastalarda dizartri de
gozlenir. Semptomlar yavas ilerler, biitlin hasta kisilerde yiiriiylis ataksisi,
eklemlerde koordinasyon bozukluklar1 ve tremor goriiniir. Baz1 hasta gruplarinda ise
disfaji gézlemlenmistir (Zhuchenko vd., 1997; Ishikawa vd., 1997; Gomez vd., 1997;
Geschwind vd.,1997; van de Warrenburg vd., 2005).

SCA 6 hastalarinin  %350’sinde diplopi goriiliir ve bu hastalarin hareket eden
objelere odaklanmakta zorluk ¢ektikleri gdzlemlenmistir. Horizontal sabit nistagmus
hastalarin hemen hemen tamaminda goriiliirken, vertikal nistagmus hastalarin

yarisindan fazlasinda goriiliir. Bazi hastalarda da dismetrik sakkadik hareket gibi
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farkli serebellar okiilomotor bulgular bulunmustur. (Hashimoto vd., 2003; Buttner
vd., 1998; Yabe vd.,2003)

Ayrica SCA6 hastalarinin %40-50" sinde kortokospinal yollarda hiperrefleks
ve ayak kaslarinda responslar gozlenmistir. Hasta bireylerin %25’inden fazlasinda
distoni ve blefarospasm gibi basal gangliya sinyalleri bulunmustur. Ayrica SCA 6
hastalarinda kognitif yetenegin korundugu gézlemlenmis ve nérofizyolojik testlerde

algilama yeteneginde bir zarar meydana geldigi saptanmamaistir (Globas vd., 2003).
1.1.2.3.2. Noropatolojik Ozellikleri

SCA 6 patolojisi genelde serebellar korteksteki Purkinje hiicrelerinin
dejenerasyonuyla iliskilidir (Zhuchenko vd., 1997; Gomez vd., 1997). SCA 6
hastalarinin beyinlerinde yapilan postmortem analizlerde serebellar atrofiye baglh
olarak Purkinje hiicrelerinde selektif dejenerasyon gozlemlenmistir (Ishikawa vd.,
1999; Restituito vd., 2000). Ayrica serebellumun vermal bolgesinin orta kisimlarinda
asirt derecede dejenerasyon gozlemlenmistir (Restituito vd., 2000). Hastalik
ilerledikge graniil hiicrelerinde dejenerasyon basladigi saptanmistir (Kordasiewicz ve

Gomez, 2007).
1.1.2.3.3. Molekiiler Genetik Ozellikleri

CACNAI1A geni 47 ekzon igerir ve CAG tekrarlar1 genin 3’ucunda bulunur.
aja voltaja bagimli kalsiyum alt iinitesini kodlayan CACNATA genindeki tekrar
artis1 sonucu SCA 6 hastaligi meydana gelir. Normal CAG tekrar araligi 18 veya
daha azdir (Shizuka vd., 1998). 19 CAG tekrar1 intermedya aralik olarak kabul
edilmistir, fakat bu tekrar sayisinin klinik agidan anlami tam olarak belirgin degildir.
(Shimazaki vd., 2001; Mariotti vd., 2001). 19 CAG tekrarina sahip bir bireyin
hastalik belirtileri gosterdigi tespit edilmistir (Mariotti, C. 2001). SCA6’ da patolojik
tekrar araligt 20-33° tiir (Jodice vd., 1997; Yabe vd., 1998). Ortalama olarak
hastaliga sebep olan tekrar sayisi ise 22 CAG tekraridir. Hastaligin semptomlari
genellikle 50°1i yaslarda baslar.

Heterozigot bireylerde SCA6 semptomlari goriilme yas1 ile CAG tekrar
uzunlugu arasinda negatif bir kolerasyon olmasina ragmen homozigot bireyler igin
bir yorum yapilamamaktadir (Gomez vd., 1997; Schéls vd., 1998). Maysuma ve
Yabe’nin yaptig1 ¢alismada CAG tekrar uzunlugu 30 ve 33 olan iki homozigot
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bireyde tekrar sayisi 22 olan homozigot bireylere gore daha ileriki yaslarda hastalik
basladig1 rapor edilmistir (Matsuyama vd., 1997; Yabe vd., 1998).

Voltaj kapilt kalsiyum kanallari, por formundaki o, alt {initesi, regiilator ve
yapisal alt iiniteleri ile multimerik kompleks yapidadir (029, B ve y). Farkli genlerin
kodladig1 A-E, G-I ve S gibi a; alt {linitesi ailesi belirlenmistir (Catterall, 2000). o5
alt iinitesi beynin hemen hemen her bolgesinde eksprese edilirken serebelar purkinje
hiicrelerinde ise ¢cok fazla miktarda eksprese edilir (Fletcher vd.,1998). a4 altiinitesi
4 homolog domain (I den IV kadar) ve alti tane de membran aralikli domain (S1-S6)
igerir (Zhuchenko vd., 1998). I-IV domainlerinin segmentleri por yapisindadir ve S5-
S6 arasinda yer alir. Bu kanalin gorevi membran depolarizasyonuna bagli olarak
selektif kalsiyum permeabilitesini saglamaktir.

CACNATA genindeki mutasyonlarin 4 tip ndrolojik hastalikla iligkili oldugu
bilinmektedir (Sekil 1.4.). Birinci tip mutasyon genin 3’ucunda CAG tekrarlar
sayisindaki artmalardir. Bu mutasyon SCA 6 hastaligina yol acar. ikinci tip mutasyon
tek bir amino asitte degisikligin oldugu sessiz mutasyonlardir. Sessiz mutasyonlar
ailesel hemiplejik migrene (FHM) sebep olurlar. Baz1 FHM hastalarinda serebellar
atrofi ve hafif interiktal ataksi gelisir. Ek olarak hizli ilerleyen siddetli ataksili
hastalarda sessiz mutasyonlarin kanal porlarinin  fonksiyonunu bozdugu
distiniilmektedir (Kraus vd., 1998; Battistini vd., 1999; Hans vd., 1999,
Kordasiewicz ve Gomez, 2007). Ugiincii tip mutasyon cesidi anlamsiz mutasyondur
ve kesilmis kanal proteinlerini olusturdugu tahmin edilir. Bu mutasyonlar EA-2
ailelerinde bulunmustur. Anlamsiz mutasyon tasiyan bazi hastalar da FHM
ozelliklerine sahiptir. Dordiincii tip mutasyon CACNAT1A genindeki p.Gly293Arg ve
p-Argl664Gln bolgelerinde meydana gelen yanlis anlamli mutasyonlardir (Yue vd.,
1997). Bu gruba dominant kalitilan ataksiler girer. SCA 6 ile benzer &zellikler
gostermelerine ragmen klinik semptomlar1t SCA6’ya gore daha siddetlidir (Kraus vd.;

1999).
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Sekil 1.4. P/Q tipli kasiyum kanalinin alfa 1A alt {initesinin yapis1 ve mutasyonlarin

meydana geldigi bolgeler (Ophoff vd., 1996).
1.1.2.4. Spinoserebellar Ataksi Tip 7

SCA7, olivo-ponto-serebellar atrofi tip II1 (OPCA III) veya ADCA tip II olarak
da tanimlanan ilerleyici makular dejenerasyonla iliskili otozomal dominant serebellar
ataksi tipidir (Konigsmark ve Weiner, 1970; Harding, 1982, 1983). Hastalik 3p21.1-
p12 kromozomu lokusunda CAG tekrar sayilarindaki artig sebebiyle meydana gelir.
Yetiskin hastalarda dizartri ve disfaji gozlenir. Hastalarda kon-rod ve retinal distrofi
santral gorme kayiplarina sebep olur. Gérme kayiplari1 sonucunda hastalarda korliik
meydana gelir (Enevoldson vd., 1994). Bir¢cok SCA7 hastasinda retinopatilerin
goriilmesinden dolay1, SCA7 diger ADCA tiplerinden ayrilir.

1.1.2.4.1. Klinik Ozellikleri

Klinik olarak yetiskinlerde 30-40’l1 yaslarda goriilen hastaligin ortalama
baslangi¢ yas1 30’lu yaslardir. (Martin vd., 1994; Holmberg vd., 1995; Jobsis vd.,
1997; Gouw vd.,1995). Bebeklik veya cocukluk déneminde ataksi acik¢a belli
olmayabilir ama kas zay1flig1, halsizlik ve hipotoni yaygin olarak gdzlenir ve hastalik
seyri hizli ilerlemektedir (Enevoldson vd., 1994). Bunlara ek olarak 180, 200, 306
CAG tekrarmma sahip hastalarda neonatal hipotonik gelisim bozuklugu, disfaji,
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konjestif kalp bozuklugu, serebral ve serebellar atrofi ve retinal bozukluklar
gbzlemlenmistir (Ansorge vd., 2004; Benton vd., 1998).

Yetiskinlerde gozlenen retinal dejenerasyon sonucunda santral gorme
keskinliginde ve renkleri ayirt edebilme yetisinde anormallikler meydana gelir. Bu
anormallikler serebellar bulgular olmadan 6nce, genellikle ergenlik caglarinin son
donemlerinde gozlenir. Retinal dejenerasyonlar ilerleyicidir ve kon- rod distrofisi
sonucunda korliik meydana gelir (Aleman vd., 2002). Yetiskinlerde retinal
dejenerasyonun erken evrelerinde semptomlar goziikmeyebilir fakat makulada kii¢lik
graniiler degisimler ve tritan aksiste bozukluklar meydana gelir. Baslangicta fotopik
cevap azalir ve bunu takiben de skotopik cevapta da azalmalar meydana gelir. Bu
kon fonksiyonundaki 6nemli azalma, gorsel keskinlikte azalmalara neden olur ve
sonucta makulada degisiklikler gbzlenir. Boylece renk ayirimi yetisi kaybolur ve
sonucta nihai olarak korlik meydana gelir (To vd., 1993; Ahn vd., 2005). Biling
kayb1 ve psikoz c¢ok yaygin goziikmeyebilir fakat birka¢ hastada bu semptomlar
gozlemlenmistir (Benton vd., 1995). SCA7 hastaliginin kendisine 6zgii klinik ve
patolojik bulgular1 olmasina ragmen diger SCA tipleriyle klinik 6zellikleri bakimdan

ortiisebilir. SCA7’nin ayirt edici en 6nemli 6zelligi retinal dejenerasyondur.
1.1.2.4.2. Noropatolojik Ozellikleri

Noropatolojik ¢alismalarda serebellum ve serebellumla iligkili inferiyor oliv,
serebellar korteks, dentat niikleus, pontin niikleus, bazal ganglia ve spinal kord’da
ndronlarin agir1 kaybi ve gliyoz gozlemlenmistir (Enevoldson vd., 1994; Martin vd.,
1994; Gouw vd., 1994; Cancel vd., 2000) Purkinje hiicrelerindeki dejenerasyon
sonucunda dentat nukleusta hafif hiicresel kayiplar meydana gelir. Inferior oliv de
astrositik gliyozla belirlenen asir1 derecede ndronal kayiplar gozlemlenmistir (Lebre
ve Brice, 2003).

SCA7’ nin ayirict ndropatolojik ozellikleri retinal, optik yollarda meydana
gelen dejenerasyonlardir. Retinal dejenerasyon sonuncunda optik sinirler ve
pregenikiilat gorsel yollar etkilenir. Retinadaki patolojik c¢alismalar ozellikle
parafoveal ve foveal bolgelerdeki, graniiler hiicrelerde ve bipolar fotoreseptorlerde
dejenerasyonlarmn meydana geldigini gostermistir. Ilerleyen asamalarda epitelyal
pigment hiicrelerinde diizensiz kayiplar meydana geldigi belirlenmistir (Lebre ve

Brice, 2003).
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1.1.2.4.3. Molekiiler Genetik Ozellikleri

SCA7’ de normal aleller 19 veya daha diisik CAG tekrar1 igerir. Normal
alelerin %75°1 10 CAG tekrarma sahiptir. intermedya aralik mayotik olarak stabil
degildir ve 30-35 CAG tekrara sahip aleller bir sonraki jenerasyonda artma egilimi
gosterirler. (Lebre ve Brice, 2003, Mittal ve Roy, 2005). Patolojik alel frekans1 36
CAG tekrarindan 460 CAG tekrarina kadar degisebilir (Nardacchione vd., 1999; van
de Warrenburg vd., 2001).

CAG ekspansiyonlar1 ile hastalik baslangic yasi arasinda kuvvetli bir negatif
korelasyon vardir. SCA7’nin fenotipi diger poliQ hastaliklariyla karsilagtirildiginda
hastalikla diger genetik ve g¢evresel faktorlerin ¢cok az rolii oldugu belirlenmistir.
ADCAII ailelerinde uzamis CAG tekrarlarinin babadan aktarildig: tespit edilmis ve
her jenerasyon sonrasi semptomlarin siddetlenerek arttig1 belirlenmistir (Andrew vd.,
1997).

136.094 baz uzunlugundaki Ataksin 7 geni 892 aa’lik proteini kodlar.
Polimorfik CAG dizisi genin 5’ ucunda kodlanan bolgede ilk ekzonda gozlenir ve
normal alelde 4-19 tekrar arasinda bulunur. Ataksin 7 poliglutamin tekrarmin alt
bolgesinde proteinlerle etkilesim gosteren SH3 baglanma domainleri bulunur.
Ataksin 7 geni 378-394 amino asitleri arasinda niikleer lokalizasyon sinyali ve 357-
412 amino asitleri arasinda niikleolus lokalizasyon sinyalleri barindirir (Kaytor vd.,
1999; Zander vd., 2001) . Ataksin7 geni fosforile olmus aktif G protein ¢ifti
reseptorlerine secici olarak baglanan arestinle homolog motifler iceren kisa motiflere
sahiptir (Mushegian vd., 2000; Gurevich vd., 1995).

SCA7 geninin iiriinii olan ataksin 7, 95 kDa’ luk bir proteindir. Mutant protein
ilk olarak SCA7 hastalarinin lenfoblastlarindaki niikleuslarinda rapor edilmistir
(Trottier vd., 1995). Lenfoblastlarda ve serebral kortekste yapilan western blot
analizinde 1C2 monoklonal antikorlar kullanilarak poliglutamin tekrarina sahip
mutant proteinin 130 kDa oldugu saptanmistir (Trottier vd., 1995; Stevanin vd.,
1996). Ataksin 7°nin noronlardaki subseliiler lokalizasyonu c¢ok komplekstir.
Genellikle sitoplazmik, bazen niikleer, nadir olarak da her iki sekilde lokalize olabilir
(Einum vd., 2001; Jonasson vd., 2002; Cancel vd., 2000). Diger poliglutamin
hastaliklarinda oldugu gibi mutant ataksin7 proteini hem inferyor oliv hem de retinal

reseptorlerde niikleer inkliizyonlar (NI) olusturur (Sekil 1.5.).
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97 CAG tekrarina sahip transgenik farelerde yapilan ¢alismada retinada kon-
rod distrofisi gdzlemlemistir. Iki hibrit maya sistemi kullanilarak yapilan ¢alismada
CRX ile ataksin 7’nin interaksiyon yaptigt ve retinal fotoreseptor hiicrelerinde
niikleer transkripsiyon faktorii olarak eksprese edildigi belirlenmistir (La Spada vd.,
2001). Ayrica glutamat transport mekanizmasindaki bozukluktan dolay1

serebellumdaki Bergman gangliyada dejenerasyon gozlemlenmistir (Custer vd.,

2000).

Retina

ONL

INL

G

Pons

Sekil 1.5. SCA7’de retina ve pons’da niiklear inkliizyonlar (G: ganglion hiicre
tabakasi; INL: i¢ niikleer tabaka; ONL: dis niikleer tabaka) (Michalik vd., 2004).

1.1.2.5. Spinoserebellar Ataksi Tip 17

SCA17, HDL-4 olarak da adlandirilan; ADCA III grubunda siiflandirilan
otozomal dominant serebellar ataksilerdendir. Hastalik 6q27 kromozomunda bulunan
TATA kutusu baglanma proteini (TBP) genindeki CAA/CAG tekrar sayilarindaki
artistan meydana gelir. Bu hastali§in baslangi¢ semptomlar1 olarak ataksi ve demans

gbzlenir (Imbert vd., 1994; Koide vd., 1999; Ziihlke vd., 2001).
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1.1.2.5.1. Klinik Ozellikleri

Biitiin hastalarin genelinde olmasa da bir¢ok hastada baslangic semptomlari
olarak yiirliylis ataksisi ve dizartriden olusan serebellar bulgular tanimlanmistir
(Koide vd., 1999; Ziihlke vd., 2001; Stevanin vd., 2003; Maltecca vd., 2003). Bir ¢ok
hastada kisilik degisimi, depresyon, psikoz haliisinasyon gorme, agresif davraniglar
gibi psikiyatrik sendromlar, kognitif bozukluklar ve distoni, kore, rijidite ve akinezi
dahil olmak iizere bazal gangliya fonksiyon bozukluklar1 gibi semptomlar
goriinebilir. Bu belirtiler tek basina ya da kombine halde serebellar ataksilerle
birlikte goriilebilir. Bugiine kadar saptanan hastalik baslangic yasi 3-55 yaslar
arasinda goziikmekle birlikte hastalik semptomlart 30 yas civarinda belirtilerini
gostermeye baslar. (Koide vd.,1999, Ziihlke vd., 2001; Stevanin vd.,2003). Yapilan
caligmalarda ayni soydan olan jiivenil vakalarda biiylime geriliginin olustugu,
hastaligin hizli bir seyir izledigi goézlemlenmistir (Maltecca vd., 2003; De Michele
vd., 2003; Rolfs vd., 2003) .

Serebellar semptomlar goriilen hastalarin % 67—100’iinde uzuvlarda gozlenen
ataksi ve yiirliyiis ataksisi gozlemlenmistir. Hastalarda dizarti cesitli sekillerde
goriilebilir, bir vakada sadece motor semptomlar olarak goriilmiistiir (Glinther vd.,
2004; Ziihlke vd., 2007). Hastalarda hipometrik sakkadik hareketler, sabit bakis
kayb1 ve nistagmus gibi okiilomotor semptomlar gozlenir (Ziihlke vd., 2003; Rolfs
vd., 2003).

SCA 17 hastalarinda demans etnik kokene bagl olarak dagilim gosterdigi
saptanmigtir. Yapilan calismalarda SCA17 hastalarinin %80-100’tinde kognitif
bozukluklar goézlenmistir. Hastalarin bazilarinda uykusuzluk, istemsiz hareketler,
kisilik degisimi, paronoya, kendine zarar verme gibi psikiyatrik semptomlar goriiliir
(Zihlke vd., 2007).

Ayrica SCA 17 hastalarinda hastalik siiresince distonik veya koreik hareketler
gelisir. Parkinson hastaligina 6zgi rijidite, postural reflekslerde zayiflama, akinezi
gibi belirtiler goriliir (Ziihlke vd., 2007). Birgok hastada idrar tutamama sorunu,
siddetli kas atrofisi, miyoklonus, isitme kaybi1 goriilmiistiir (Bruni vd., 2004).

1.1.2.5.2 Néropatolojik Ozellikleri

SCA 17 hastalarinda total beyin hacminde serebellum ve serebral korteks

atrofisine bagl olarak 6nemli derecede azalmalar meydana gelir (Bruni vd., 2004;
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Rolfs wvd., 2005). Serebellumdaki Purkinje hiicrelerinde kayiplarla birlikte
Bergmann’s gliyozu, makiiler katman ve dentat niikleusta da gliyoz meydana gelir.
Ayrica kaudat ve medyal talamik niikleusda néronal kayiplar ve gliyoz
gozlemlenmistir (De Michele vd., 2003; Bruni vd., 2004).

Elektrofizyolojik  ozelliklerin  ¢esitliligi  hastaligin  kliniksel farkliligini
yansitmaktadir. Elektroensefalografi (EEG) bulgularinda epileptik akisin normalden
fazla ve yavas oldugu bulunmus, bircok vakada gdrsel motor potansiyeli normal
goriinlirken somatosensor ve beyin kokil odiotori potansiyeli anormal bulunmustur
(Bruni vd., 2004).

MRI bulgulan serebral korteks, serebellum, beyin kokii ve Kaudat niikleus
atrofilerini igerir (Craig vd., 2005; Maltecca vd., 2003; Toyoshima vd., 2004).
Voksel tabanli morfometri (VBM) yontemi kullanarak klinik ve MRI o6zellikleri
arasindaki iligkiyi tamimlanmis ve bazal gangliya ve serebellumda bulunan gri
bolgenin motor semptomlarla iliskili oldugunu singulum, kuneus, frontal ve temporal
loblarin  icindeki degenerasyonda psikiyatrik sonuglarla iliskili oldugunu
gostermiglerdir (Lasek vd., 2006). Pozitron emisyon tomografi (PET) caligmalar
putamen, serebellum, kaudat niikleus, inferior ve superior pariyatal korteksde 18F-
FDG sinyalinin azaldigimi  gostermistir. Ayrica fonksiyonel goriintiileme
calismalarinda dopaminerjik sistemde pre- ve post- sinaptik anormalliklerin oldugu

bulunmustur (Giinther vd., 2004; Minnerop vd., 2005; Salvatore vd., 2006).

1.1.2.5.3. Molekiiler Genetik Ozellikleri

SCA 17 otozomal dominant gecislidir. Antisipasyon tam olarak aciklik
kazanmasa da, anneden kalitimda tekrar sayisinin 1, babadan aktarimda tekrar
sayisinin 3, 4, 13 tekrar arttig1 tespit edilmistir (Ziihlke vd., 2005). Bu ¢alisma diger
ADCA’larda oldugu gibi SCAIl17°de antisipasyonun etkili olabilecegini
diistindiirmektedir. SCA1 ve SCA2’de CAG tekrar bolgesini bolen ve stabilizasyonu
saglayan elementlerin kaybinda oldugu gibi SCA 17°de de jenerasyonlar arasi
instabilite sonucunda CAG tekrarlar1 arasindaki CAA kodonlarmin kaybedildigi
diisiiniilmektedir. (Ziihlke vd., 2007).

Hastalik 6q27 kromozomunda telomerik bolgeye yakin olan TATA kutusu
baglanma proteini (TBP) genindeki CAA/CAG tekrar sayilarindaki artistan meydana
gelir (Imbert, G. 1994). Bu gen 18528 baz uzunlugundadir ve 8 ekzondan olusur.
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ATG baslangi¢ kodonu 2. ekzonda, TAA stop kodonu 8. ekzondadir ve polimorfik
bolge ise 3. ekzonda yer alir (Polymeropoulos vd., 1991). Yabanil tip protein amino
terminal bolgesinde normal araliklarda 25-44 CAG tekrar igerebilir. Genellikle 32-
39 CAG tekrarlar1 ¢ok yaygin olarak bulunmustur (Imbert vd., 1994, Koide vd.,
1999, Ziihlke vd., 2001). TBP, transkripsiyon faktorii olarak is goriir ve TATA
kutusu bolgesine baglanarak RNA Pol II’'nin baglanacagi transkripsiyon basaltici
kompleksin (Sekil 1.6.) olusmasini saglar (Ziihlke vd., 2007)

Sekil 1.6. Transkripsiyon baslatici kompleks (Ziihlke vd., 2007).

Yabanil tipte poliQ kodlayan sekans, iki polimorfik bdlge igeren bes boliimden
olusur (Sekil 1.7.). Ikinci ve dérdiincii bolgedeki CAG tekrarlarinin sayisinda artis
meydana gelir. Avrupa ve Japonya orijinli sporadik veya ailesel kokenli vakalarda
43—-63 CAG tekrarinin hastaliga sebep oldugu tanimlanmistir. Klinik olarak mutlaka
hastaliga sebep olan aleller heniiz belirlenmemistir. Bu ylizden de intermedya aralik
43-48 CAG tekrar1 olarak tammlanmustir. Intermedya araliktaki homozigot
bireylerin bir kisminda hastalik saptanmistir (Silveira vd., 2005; Oda vd., 2005).

CAG(3)CAA(3) CAG(a) CAACAGCAA CAG(b) CAACAG

I R Y R —
| | ] IV \Y

Sekil 1.7. TBP genindeki CAA ve CAG tekrarlari.
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DNA’nin diizenlenmesi sirasinda TBP geninde (CAA)(CAG)(CAA)(CAG)n
sekansindaki duplikasyonlarin veya insersiyonlarin sporadik ve ailesel SCA17’ye
sebep oldugu bulunmustur (Koide vd., 1999; Ziihlke vd., 2001; Shatunov vd., 2004).

SCA17 hastalarinda anormal proteinin fonksiyonunda bir azalma olmadigi
fakat Purkinje hiicrelerinde NI olusturdugu saptanmistir (Toyoshima vd., 2004).

SCA17 mutant proteininin fonksiyonu heniiz detayli olarak bilinmemektedir.
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2. AMAC

Norodejeneratif hastaliklar grubundan olan poliglutamin tekrar hastaliklari
ilgili genlerin kodlayan bolgelerinde bulunan CAG tekrarlarinin artmasi sonucunda
meydana gelir. CAG tekrarli ADCA hastaliklar1 da bu grup altinda incelenir. Bu
hastaliklarin klinik belirtilerinin ve patolojik bulgularinin ortiigmesi hastaligin klinik
teshisini zorlastirir. Bununla birlikte, ayn1 lokustaki tekrar sayilar1 cografi ve etnik
varyasyonlar gosterebilir. Dolayisiyla CAG tekrarli ADCA hastaliklarinin tanilari
sadece klinik degerlendirmeye dayali olarak yapilamaz. ADCA hastaliklar ile
ortiisen genlerin karakterizasyonu ve mutasyonlarin kesfi, DNA analizi igin
molekiiler test prosediirlerinin gelistirilebilmesine olanak saglamistir. Klinik veriler
ve genetik test bulgular1 birlikte kullanilmasi sayesinde bireylerdeki patolojinin
dogru tanimlanmasi ve yeterli genetik danigsmanligin verilebilmesi saglanir.

CAG tekrar sayilar1 etnik varyasyon gosterdiginden dolayi, molekiiler tani
protokollerinin olusturulabilmesi amaciyla her toplumun ilgili gen lokuslarindaki
normal ve patolojik tekrar araliklar1 belirlenmelidir. Literatiir taramalar1 sonucunda
CAG tekrarli ADCA lokuslarindaki alel dagilimlarimin Tiirk toplumunda
incelenmedigi ortaya koyulmustur. Bu tez calismasinda, kendilerinde ve ailelerinde
ataksi ve diger norodejeneratif hastaliklara rastlanmayan 70 saglikli Tiirk bireyinde
SCA3, SCA6, SCA7 ve SCA17 lokuslarindaki CAG tekrar sayilarinin belirlenmesi
amaglanmistir. Bu sayede ADCA lokuslarinda saglikli Tiirk populasyonuna ait alel
dagilimlar1 incelenmis olacak ve Tiirk toplumuna ait genetik tani kriterlerinin

olusturulmasina katkida bulunulacaktir.
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3. GERECLER
3.1. Kimyasallar

Bu caligmada kullanilan tiim kat1 ve sivi kimyasallar molekiiler biyoloji kalitesinde
olup, aksi belirtilmedigi takdirde marka olarak Sigma (ABD) ya da Merck
(ALMANYA) tercih edilmistir.

3.2. Tamponlar, Soliisyonlar ve Enzimler
3.2.1. DNA izolasyonu

Hiicre Lizis Tamponu 155 mM NH4Cl
10 mM KHCO;
0.1 mM Na,EDTA (pH 7.4)

Niikleus Lizis Tamponu 400 mM NaCl
10 mM Tris-HCI (pH 8.0)
2 mM Na,EDTA (pH 7.8)

TE Tamponu 2.0 mM Tris-HCI1 (pH 8.0)
0.1 mM Na;EDTA (pH 8.0)

Sodyum dodesil siilfat (SDS) dH,O’da %10 SDS (mg/ml) (pH 7.2)
Proteinaz K dH,0’da 20 mg/ml
Sodyum kloriir dH,O’da 5 M NaCl

Etanol %100 etanol
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3.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Tamponlar1 ve DNA Polimeraz Enzimleri

10X MgCl,’siiz Tampon

Mng

Deoksiriboniikleotidler (ANTP)

Taq DNA Polimeraz

500 mM KCl
100 mM Tris-HCI (pH 9.0)
% 0.8 Nonidet P40 (Roche, ALMANYA)

dH,0’da 25 mM (Roche, ALMANYA)

100 mM dATP, dCTP, dGTP ve dTTP
(Roche, ALMANYA)

Fast Start DNA polimeraz  (Roche,
ALMANYA)

Rekombinant Taq DNA  Polimeraz
(Fermentas, LITVANYA)

GoTaq” Hot Start Polymerase

(Promega, ABD)

3.2.3. Oligoniikleotid Primerler

Tablo 3.1. Bu ¢alismada incelenen polimorfik bélgeleri ¢ogaltmak icin kullanilan

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

Lokus Primer Dizisi (5°— 3°)
SCA3 MIJD 25: TGG CCT TTC ACA TGG ATG TGA A
MJD 52: CCA GTG ACT ACT TTG ATT CG
SCA6 SSF1: CAC GTG TCC TAT TCC CCT GTG ATCC
S5R1: TGG GTA CCT CCG AGG GCC GCT GGT G
SCA7 4U1024: TGT TAC ATT GTA GGA GCG GAA
4U716: CAC GACTGT CCCAGCATCACTT
SCA17 TATA-BF: GAC CCC ACA GCC TAT TCA GA
TATA-BR: TTG ACT GCT GAA CGG CTG CA




3.2.4. DNA Biiyiikliikk Markorleri

GeneRuler 50 bp DNA markort:

GeneRuler 100 bp DNA markorti:

PhiX174 DNA/Hinfl Marker:
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50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600,
700, 800, 900, 1000 baz ciftlik fragmentler

iceren DNA markdori (Fermentas,

LITVANYA)

100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900,
1000 baz ciftlik fragmentler iceren DNA
markérii (Fermentas, LITVANYA)

726, 713, 553, 427/417/413, 311, 249, 200,
151, 140, 118, 100, 82, 66, 48, 42 baz ¢iftlik
fragmentler iceren DNA markorii (Fermentas,

LITVANYA)

3.2.5. Elektroforez Tamponlari ve Jel Sistemleri

10X Bromofenol Mavisi (BPB)

Etidyum Bromid (EtBr)

% 1 veya 2’lik Agaroz Jel

: 2.5 mg/ml BPB

: 10 mg/ml

: 0.5 X TBE Tamponunda
%1 veya %2 (w/v) agaroz

3.2.6. Denatiire Edici Poliakrilamid Jel Elektroforezi

10X TBE Tamponu (Tris-Borik asit-
EDTA)

Formamid yiikleme boyasi

: 890 mM Tris-Base
: 890 mM Borik Asit
: 20 mM Na,EDTA.2H,0, (pH 8.3)

: 10 ml formamid
:200 pul 0.5M EDTA (pH 8.0)
: 15 mg xylene cyanol

: 3 mg BPB



Akrilamid /bisakrilamid

Yiikleme jeli solusyonu

Amonyum persiilfat (APS)

TEMED

3.2.7. Giimiis Boyama Soliisyonlar1

Tampon 1

Tampon 2

Tampon 3

3.3.8. Cihazlar

Otoklav

Tartilar

Santrifiijler

Derin Dondurucular
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1 %19 Akrilamid

%1 N, N’-Metilen bisakrilamid

: %8, 10, 12’lik Akrilamid soliisyonu

8 M tire
1X TBE Tamponu (pH 8.3)

: %10’luk Amonyum persiilfat (mg/ml)

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

: %10’luk EtOH

: %2’°1lik Giimiis Nitrat (AgNO3)

: %1,5’luk Sodyum Hidroksit (NaOH)

%37’lik Formaldehid
0,0025 gr Sodyum Boro Hidrat (NaBHy)

: Dik Tip Otoklav (BES, TURKIYE)

: Hassas Terazi XB 220A

(Presica, ISVICRE)
Terazi, KB 400-2 (KERN, ALMANYA)

: Mikrosantrifiij, MiniSpin Plus (Eppendorf,

ALMANYA)

:-20°C, 2021 D (Argelik, TURKIYE)

-20°C, GSD26410NE (Bosch, ALMANYA)



Dokiimantasyon Sistemleri

Yatay Elektroforez Sistemleri

Dikey Elektroforez Sistemleri

Gli¢ Kaynaklari

Is1 Blogu

Manyetik Karistiricilar

Buzdolaplar

Spektrofotometreler

Thermo-Cycler

Vorteks

Su Banyolari

Su Arntma Sistemi
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: Bio-RAD Universal Hood 11

(BIO-RAD, ITALYA)

: Flowgen (INGILTERE)

Sub-Cell GT (BIO-RAD, ITALYA)

Protean II xi (BIO-RAD, ITALYA)

: EPS 301 (Amersham Pharmacia

Biotech, ISVEC)
PowerPac Basic (BIO-RAD, ITALYA)
PowerPac Universal (BIO-RAD, ITALYA)

: DB 2D (Techne, INGILTERE)

: MR 3001 (Heidolph, ALMANYA)

: Beko 8742, Argelik 3061 Plus (TURKIYE)

: Schimadzu UV 1601 (JAPONYA)

: Techne TC-512 (INGILTERE)

: Heidolph REAX (ALMANYA)

: Niive BM 402 (TURKIYE)

: Millipore Milli Q Synthesis A10 (FRANSA)
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4. YONTEMLER
4.1. Kandan DNA izolasyonu

10 ml periferik kan 6rnegi steril vakumlu EDTA’l tiiplere alinip izolasyon
calismasma kadar 4°C’de muhafaza edildi. Izolasyon ¢alismasi igin periferik kan
ornekleri 50 ml’lik Falkon tiiplere aktarildi ve her tiipe 30 ml lizis tamponu eklendi.
Eritrositlerin hiicre zarlarinin ozmatik basing etkisiyle lizis olmasi igin Odrnekler
4°C’de 15 dakika bekletildi. Ornekler daha sonra 4°C’de ve 5000 rpm’de 10 dk
santrifiij edildi ve 16kositler ¢oktiiriildii. Bu islem 16kositleri daha saf elde etmek i¢in
tic kez tekrar edildi. Daha sonra tiipe 3ml soguk niikleus lizis tamponu eklenip
vortekslendi. Tiipe ¢ekirdek zarmi pargalamasi icin 50 ul SDS, proteinleri
parcalamast i¢in 30 pl Proteinaz K eklenip sicak su banyosu icerisinde 56 °C’de 3
saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonras1 proteinlerin ¢dziinmez hale getirilmesi igin 5
ml 5M NaCl ve 5 ml dH,O eklenip tiipler yavas bir sekilde elde galkalandi.
Calkalama islemi sonrasi ¢ézlinmez hale getirilen proteinlerin ¢oktiiriilmesi i¢in oda
sicakliginda 10000 rpm’de 20 dakika santrifiij yapildi. Santrifiij islemi sonras1t DNA
iceren siipernatant temiz falkon tiiplere alindi. DNA’y1 presipite etmek i¢in {izerine
stipernatantin iki kat1 hacminde etanol eklendi ve DNA goriiniir hale gelinceye kadar
tiip yavasca elle sallandi. Elde edilen DNA ependorf tiipe alinip {izerine ¢oziilmesi

icin 1000 pl TE tamponu eklendi.

4.2. izole Edilen DNA’min Kantitatif ve Kalitatif Analizi

DNA’nin kantitatif ve kalitatif analizi elde edilen genomik DNA’nin miktarini
ve safligini1 belirlemek icin yapilir. Genomik DNA %1°lik agaroz jelde yiiriitiilerek
fragmantasyonlarin olmadigi, DNA’nin yogun ve tek bir bant halinde oldugu UV
15181 altinda gozlemlenir. Elde edilen genomik DNA’nin safligini dlgmek igin
spektrofotometrik analiz yapildi. DNA o6rnekleri 1/50 oraninda distile su ile
seyreltilip optik yogunluklari 260 ve 280 nm’de analiz edilir. Niikleotidlerin
heterosiklik halkalar1 260 nm dalga boyunda maksimum absorbans gdsterir ve bu

Ozellik niikleik asitlerin miktarin belirlenmesinde kullanilir. Cift zincirli bir DNA
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molekiilii i¢in, 260 nm’de 1 optik dansite 50 pg/ml’ ye denk gelir ve DNA miktarini

belirlemek i¢in asagidaki formiil kullanilir.

DNA konsantrasyonu (pg/ml) = Aso X 50pug/ml X Seyreltme orani

260 nm’de elde edilen degerler DNA’y1 ve RNA’y1 birbirinde kesin olarak
ayirt etmeye yeterli degildir. Bunun i¢in proteinlerin maksimum absorbsiyon verdigi
280nm’de de degerleri Olgiiliir ve Aje/Azgp oranina bakilarak DNA’nin safligi
belirlenir. Elde edilen oran 1.8’den biiyilkse RNA kontaminasyonu, kiiciikse protein

kontaminasyonu oldugu anlamina gelir.

4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu, istenilen DNA dizisinin in vitro ortamda
enzimatik olarak sentezlenmesidir. Polimeraz zincir reaksiyonu ¢ift iplikli bir DNA
molekiilinde hedef dizilere iki sentetik oligoniikleotid primerin baglanmasi ve
zincirin uzamasi esasina dayanir. Primerler, kalip DNA molekiilii yiiksek sicaklik
derecelerinde denatiire edildikten sonra, tek iplikli DNA molekiilleri {izerinde
kendilerine tamamlayici olan bolgelere baglanirlar. Taq polimeraz enzimi, uygun
tampon ve dNTP’ler varliginda primerlerin 3’ ucundan uzamasini saglar ve bdylece
yeni bir DNA dizisi sentezlenmis olur. Bir PCR dongiisii denatiirasyon, baglanma ve
uzamadan olusan ii¢ asamadan olusur. Her bir siklus sonucunda DNA miktari iissel
olarak artar.

PCR, kalip DNA molekiilii, Taq polimeraz enzimi, dANTP karigimi, primerler,
enzim tamponu ve MgCl, gibi temel bilesenlerden olusur. Mg iyonlar1 dNTP’lerle
¢oziinebilir kompleksler olusturlar, polimeraz aktivitesini stimiile ederler ve DNA-
primer etkilesimlerini saglarlar. Deoksiriboniikleozid trifosfatlar dATP, dGTP,
dTTP, dCTP karisiminda hazirlanirlar ve Taq polimeraz enzimi tarafindan kalip
DNA iplikgine gore sentezlenen yeni DNA ipliklerine yerlestirilirler. Kullanilan
enzim tamponu, Taq polimeraz enziminin en iyi sekilde calisabilmesi uygun ortam
saglar. Ayrica G-C bolgelerinin amplifikasyonunu saglamak ig¢in 10XGC-rich
soliisyonu veya DMSO kullanilir.

Bu tez ¢alismasinda yapilan PCR’larda GoTaq® Hot Start, Fast Start Taq ve

Recombinant Taq Polimeraz enzimleri kullanilmistir. GC-zengin bolgeleri ¢ogaltmak
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icin 95°C’de aktivitesini kaybetmeyen GoTaq"” Hot Start ve Fast Start Taq enzimleri

kullanilmigtir. Bu enzimler PCR kalitesinin artmasina yardimei olmustur.
4.4. Primer Dizaym

Calismamizda kullanilan primerler referans makalelerde tanimlanmig 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 lizerinde baglandiklar1 bolgeler internet tabanli elektronik PCR ile kontrol

edilmistir.
4.5. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi DNA pargalarinin molekiiler agirliklarina gore
ayrilmasini saglar. Jeli hazirlamak i¢in agaroz (0,01g/ml) 0,5 X TBE soliisyonunda
yiiksek sicaklikta ¢ozdiiriiliir. Cozelti 50°C’ye kadar sogutulup i¢ine Etidyum bromiir
(0.5mg/ml) eklenir. Etidyum bromiir DNA bazlar1 arasina baglanarak UV 15181
altinda floresan etki gosterir ve DNA’larin belirlenmesine yardimci olur. EtBr
eklendikten sonra ¢ozelti jel kasetine dokiiliir. Orneklerin yiiklenebilmesi igin
taraklar yardimryla kuyucuklar olusturulur. Ornekler BFB ile karistirilip polimerize
olan jele yiiklenir ve 150 V elektrik akiminda 15 dk yiiriitiiliir. Elektroforez sonrasi

bantlarin boylari jel dokiimantasyon cihazinda UV 15181 altinda belirlenir.
4.6. Denatiire Edici Poliakrilamid Jel Elekroforezi (IPAGE)

Poliakrilamid jeller 1 kb’dan daha kiiciik olan DNA fragmentlerinin analizini
yapmak i¢in kullanilir. Hazirlanan farkli poliakrilamid konsantrasyonlarina (%S5-
%20) bagli olarak DNA orneklerinin analizi sahip olduklar1 fragment uzunluklarina
gbre yapilir. Diisiik konsantrasyonda hazirlanan jellerde biiylik porlar olusur ve
biiyilk DNA fragmentlerinin ayrimi yapilabilir, yiiksek konsantrasyonlarda ise daha
kiiciik porlar olusacagi icin daha kiigiik DNA fragmentlerinin analizi yapilabilir.
Akrilamid ve capraz baglayict N,N’-metilen-bisakrilamid katalizor ve baslatici
kimyasallar yardimiyla poliakrilamid jellerin polimerizasyonu saglanir. Kimyasal
polimerizasyonda amonyum persiilfat (APS) serbest radikalleri olusturarak katalizor
gorevi yapar. TEMED ise serbest radikaller stabilize ederek polimerizasyonu

baslatir.
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Bu calismada %8, %10, %12’lik denatiire edici poliakrilamid jeller
kullanilmustir. %12’°lik yiikleme jelinin solusyonunu hazirlamak i¢in %40 akrilamid
stok soliisyonundan 37.5 ml, 10X TBE stok tamponundan 12,5 ml ve 62,5 gr iire
alimir ve son hacim 125 ml olacak sekilde dH,O eklenir. Hazirlanan yiikleme jeli
soltisyonundan 30 ml alinip, 160 ul APS ve 16 ul TEMED ile karistirilip jel ¢cozeltisi
hazirlanir. Jel c¢ozeltisi Once steril su ile temizlenmis ve 0.75mm’lik plastik
ayricilarla ayrilmis camlarin arasina dokiiliir. Daha sonra orneklerin yiiklenebilmesi
icin taraklar yardimiyla kuyucuklar olusturulur. Bu islemler sonrasinda jelin
polimerize olmasi i¢in 1 saat beklenilir. Polimerizasyondan sonra taraklar ¢ikarilir ve
jel elektroforez sistemine yerlestirilir. Jelin alt kismiyla iist kismi arasinda elekrik
akimi saglanmasi i¢in 1X TBE tamponu eklenir. Ornekler yiiklenmeden &nce sabit
sicaklik saglanmasi igin sistem 400V’ta 30 dk calistirilir. Daha sonra kuyucuklar
kalan tuzlarin ve polimerize olmamis akrilamidin uzaklastirmasi i¢in tamponla
yikanir. Ornekler yiikleme islemi oncesinde esit hacimde formamidli boya ile
karistirilarak 95°C’de 5 dk denatiire edilir ve DNA ipliklerinin tekrar birlesmemesi
icin buz icerisinde bekletilir. Ornekler kuyucuklara yiiklenir ve uzunluklarmin
belirlenmesi i¢cin DNA boy markorleri (PhiX174 DNA/Hinfl ve 100 bp) jele
yluklenir. Yiikleme islemi sonras1 400V ’ta 8—11 saat elektroferez yapilir. Elektroforez
islemi tamamlandiktan sonra jel camlar arasindan cikartilip, DNA fragmentlerinin

boylarmi belirlemek i¢in giimiis boyama teknigi ile boyanir.
4.7. Giimiis Boyama

Glimiis boyama teknigi; glimiis iyonlarinin niikleik asitlere baglanip DNA
fragmentlerinin boyanmasini saglar. Elektroforez islemi sonrasinda poliakrilamid jel
tampon 1 igeren kaba alinir ve DNA’nin jelden difiizyonunun 6nlenmesi i¢in tampon
1 i¢inde 5dk bekletilir. Daha sonra jel 1 dk dH,O’da yikanir ve iizerine tampon 2
eklenir. Jel, tampon 2 icerisinde 30 dk bekletilir, bu slirede giimiis iyonlartyla niikleik
asitler baglanir. Daha sonra jel 1 dk dH,O’da yikanir, tampon 3 eklenir ve bantlar
ortaya ¢ikincaya kadar jel ¢alkalayicida birakilir. Bantlar ortaya ¢iktiktan sonra jel 1
dk dH,O’da yikanir ve jel dokiimantasyon cihazinda Quantity-one programi

kullanilarak 6rneklerin baz uzunluklar tespit edilir.
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4.8. Alel Uzunluklarinin Hesaplanmasi

PCR iirlinlerinin poliakrilamid jelde olusturdugu bantlar jel dokiimantasyon
cihazinda beyaz 1sik altinda Quantity-one programi kullanilarak incelenir. Jel
goriintiisii lizerinde “hat” sekmesi kullanilarak her bir bandin jelde yiiriidiigii alan
belirlenir ve programa tanitilir. Bu islem sonrasi bant belirleme sekmesi kullanilarak
bantlar belirlenip programa girilir. Standart egri grafigi olusturmak icin, DNA
markorlerinin fragment uzunluklari “standart olustur” sekmesi kullanilarak girilir. Bu
islem sonrasinda, DNA markorlerinin jeldeki go¢ mesafelerine (Rf) ve markorii
olusturan DNA fragmentlerinin uzunluklarinin logaritmasina gore program
tarafindan bir standart egri grafigi olusturulur. Daha sonra “analiz” segenegi
kullanilarak belirlenen grafik {iizerinden alellerin Ry degerlerine karsilik gelen
degerlerin anti-logaritmasi alinarak alellerin fragment uzunluklar1 program tarafindan
hesaplanir. Fragment uzunluklar1 {izerinden, her bir lokus i¢cin CAG tekrar sayisi

hesaplanir (Sekil 4.1.).

File Edit View Image Lane Band Match Volume Analysis Reports Window Help
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Sekil 4.1. Quantity-one programi kullanilarak alel uzunluklarinin hesaplanmasi
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4.9. ADCA’larin Molekiiler Analizi

Periferik kandan DNA izolasyonundan sonra CAG tekrarli SCA hastaliklariyla
iligkili olan CAG tekrar bolgelerinin ¢ogaltilmasi i¢in Tablo 3.1.”de verilen primerler
kullanilmigtir. Bu primerlerin genomik DNA dizisine baglanma bdlgeleri Tablo
4.1°de gosterilmistir. PCR komponentleri Tablo 4.2.°de ve PCR sartlar1 Tablo 4.3.’de

gosterilmistir.

Tablo 4.1. Primerlerin genomik DNA dizilerine baglanma bdlgeleri

SCA3 MJD 52 .
ACTAACTGCTCTTGCATTCTTTTAATACCAGTGACTACTTTGATTCGTGAAACAATGTAT
TTTCCTTATGAATAGTTTTTCTCATGGTGTATTTATTCTTTTAAGTTTTGTTTTTTAAATAT
ACTTCACTTTTGAATGTTTCAGACAGCAGCAAAAGCAGCAACAGCAGCAGCAGCAGCA
GCAGCAGGGGGACCTATCAGGACAGAGTTCACATCCATGTGAAAGGCCAGCCACCAGT
TCAGGAGCACTTGGGAGT )

MJD 25

SCA6 S5F1
CCACACGTGTCCTATTCCCCTGTGATECGTAAGGCCGGCGGCTCGGGGCCCCCGCAGCA
GCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGGCGGTGGCCAGGCCGGGCCGGGL
GGCCACCAGCGGCCCTCGGAGGTACCCAGGCCCCACGGCCGAGCCT

S5R1

»

SCAT 4U1024 R
TTCCCCCTTTTTTTIGTTACATIGTAGGAGCGGARAGAATGTCGGAGCGGGCCGCGGAT
GACGTCAGGGGGGAGCCGCGCCGCGCGGCGGCGGCGGCEGGCGGAGCAGCGGCCGCG
GCCGCCCGGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCCGCCGCCTCCGCAGCCCC
AGCGGCAGCAGCACCCGCCACCGCCGCCACGGCGCACACGGCCGGAGGACGGCGGGCC
CGGCGCCGCCTCCACCTCGGCCGCCGCAATGGCGACGGTCGGGGAGCGCAGGCCTCTG
CCCAGTCCTGAAGTGATGCTGGGACAGTCGTGGAAT

4U716

SCA17 TATABF R
GTCCAATGATGCCTTATGGCACTGGACTGACCCCACAGCCTATTCAGAACACCAATAGT

CTGTCTATTTTGGAAGAGCAACAAAGGCAGCAGCAGCAACAACAACAGCAGCAGCAGC
AGCAGCAGCAGCAACAGCAACAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGC

AGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAACAGGCAGTGGCAGC"I;C@GCCGTTCAGCAGTCAAC
GTCCCAGCAGGC TATABR
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PCR reaksiyonunu kontrol etmek amaci ile 7 ul PCR 6rnegi 3 pl yilikleme
tamponuyla karistirtlarak %2°lik agaroz jele yiiklenir. Elektroforez sonrasinda jele
UV 15181 altinda bakilarak bantlar kontrol edilir. Orneklerin boylarmin belirlenmesi
icin Ornekler %8’lik (SCA7 igin), %10’luk (SCA3 ve SCA17 icin) ve %12’lik
(SCA6 i¢in) poliakrilamid jellerde yiriitiiliir. Elektroforez sonrasi DNA
fragmentlerinin uzunluklart DNA boy markoérlerinin yardimiyla Quantity-one

programinda hesaplanir.

Tablo 4.2. PCR komponentleri

Malzemeler SCA3 SCA6 SCA7 SCA17
PCR 1X 1X 1X 1X
(Taq pol (GoTaq" Hot (Fast Start Taq (Taq pol
Tamponu
tamponu) Start tamponu) tamponu)
Polymerase
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 1X 1X I1X 1X
sollisyonu
MgCl, 2.0 mM 2.0 mM 2.0 mM 2.0 mM
11U
® 1u
11U (GoTaq Hot 1u
Taq (Fast Start
Polimeraz (Taq pol) Start Taq) (Taq pol)
aq
Polymerase )
DNA 150-200 ng 150-200 ng 150-200 ng 150-200 ng
Toplam 25 ul 25 ul 25 ul 25 ul
Hacim




Tablo 4.3. PCR dongii sartlari
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SCA3 SCA6

94 °C, 5dk 95°C, 4 dk

94 °C, 30 sn 95 °C, 30 sn

50°C, 1dk 40 déngu 64 °C, 45 sn 35 déngu
72°C, 1dk 72 °C, 90 sn

72°C, 5dk 72°C, 5 dk

SCA7 SCA17

95°C, 4dk 94°C, 5dk

95°C, 1dk 94°C, 1dk

54°C, 1dk 35 déngu 58°C, 1dk 35 déngi
72°C, 1dk 72°C, 1dk

72°C, 5dk 72°C, 5dk
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5. SONUCLAR

5.1. Orneklerin Tanimlanmasi

Bu tez ¢alismasina norolojik olarak saglikli 35 erkek (%50) ve 35 kadin (%50)
olmak f{izere toplam 70 birey dahil edilmistir. Bireylerin yas araligi 9-71 yaslar
arasinda olup, ortalama yas 42 olarak belirlenmistir. Caligmanin kapsami bireylere
aciklanarak yazili onaylar1 alinmis ve kendi rizalar1 dahilinde periferik kan o6rnekleri

toplanmustir.
5.2. DNA izolasyonu

Saglikli bireylerden alinan kan ornekleri EDTA’Ll tiiplerde toplanmis ve
sodyum kloriir metoduyla DNA izolasyonu yapilmistir. izolasyon sonrast DNA
ornekleri %]1°lik agaroz jelde incelenmis ve DNA’nin par¢alanmadan elde edildigi
gosterilmistir (Sekil 5.1.). DNA oOrneklerinin saflik ve konsantrasyon analizleri

spektrofotometrik yontemlerle belirlenmistir.

<— genomik DNA
ornekleri

Sekil 5.1. DNA izolasyonu sonrasinda orneklerin %1°lik agaroz jelde goriintiilenmesi
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5.3. CAG Tekrarh SCA’larin Molekiiler Analizi

70 saglikli bireye ait DNA orneklerinde SCA3, SCA6, SCA7 ve SCA17
lokuslarma ait CAG tekrar bolgeleri Bolim 4.3’te belirtilen PCR sartlariyla
cogaltilmistir. Cogaltilan gen iirlinleri agaroz jel elektroforezine tabi tutulduktan
sonra UV 15181 altinda goriintiilenmistir. Basarili bir sekilde ¢cogaltildigi tespit edilen
PCR ornekleri denatiire edici poliakrilamid jellere yiiklenerek aleller ayrilmis ve
bunu takiben giimiis boyama ile aleller goriiniir hale getirilmistir. Alel uzunluklar1

Quantity-one programi kullanilarak hesaplanmustir.

5.3.1. SCA 3’iin Molekiiler Analizi

Toplam 70 saghkli bireyin 14q24.3-q31 kromozomundaki CAG tekrar
sayilarint belirleyebilmek icin ATXN3 geni, MJD25 ve MJID52 primerleri
kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmistir. PCR tirlinleri % 2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek
kontrol edilmistir (Sekil 5.2.). Daha sonra PCR iiriinleri %10’luk denatiire edici
poliakrilamid jelde yiiriitiilmiis ve glimiis boyama ile boyanmistir (Sekil 5.3.).
Quantity one programi ile SCA3 lokusundaki CAG tekrar sayilar tespit edilmistir.
Ayrica elde edilen sonuglarin dogrulugunu kontrol etmek amaciyla PCR 6rneklerinin

dizi analizi yapilmig ve tekrar bolgeleri incelenmistir (Sekil 5.4.).

1100 b¢ marker

Sekil 5.2. SCA3 PCR fiiriinlerinin %2’lik agaroz jeldeki goriintiisii.
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249 bg
—

Sekil 5.3. SCA3 PCR iiriinlerinin %10’luk dPAGE goriintiisii

30 100 110 120 130
CA6&6 ACASG CAGE CLAAEMGTCRHGCSR2MCASG CAGCRG CAGCAGCELGCLRGCLGE G666 6 6

i
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Sekil 5.4. ATXN3 gen lokusundaki CAG tekrarlarinin dizi analiziyle belirlenmesi

Sonuglar dogrultusunda saglikli Tiirk bireylerinde ATXN3 genindeki CAG
tekrar sayis1 araligmin 11 ile 27 CAG tekrar1 arasinda degistigi ve en sik gozlenen
alellerin 13 ile 23 CAG tekrar sayis1 araliginda oldugu belirlenmistir (Sekil 5.5.).
Incelenen bireylerde 15 farkli alel saptanmustir. Heterozigotluk oran1 %95,3 tiir. 14,

15 ve 16 CAG tekrarl alellerde homozigotluga rastlanmistir. ATXN3 geninde en sik
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goriilen 17 tekrarh (%14,3) aleldir, bunu 19 (%10,7), 14 (%10) ve 16 (%10) tekrarh
aleller takip etmektedir (Sekil 5.6.).

AN

O=_2NWAOIONOOO =2NWAUIOONOOO—

Kisi sayisi

M1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 27

CAG tekrar sayisi

Sekil 5.5. Saglikl Tiirk bireylerinin ATXN3 gen lokusundaki tekrar sayisi

°\° o\o
,\D‘(P ,\Q\
CAG tekrar sayisi

‘D11 B12 013 014 m15 016 M17 018 m19 20 021 022 M23 W24 W27

Sekil 5.6. ATXN3 gen lokusundaki tekrar sayis1 dagilimi
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5.3.2. SCA6’nin Molekiiler Analizi

70 saglikli bireyin 19p13 kromozomunda yer alan CACNAI1A genindeki CAG
tekrar bolgesi S5F1 ve S5R1 primerleri kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmistir. PCR
iriinleri % 2’lik agaroz jelde kontrol edildikten sonra (Sekil 5.7.) %12’lik denatiire
edici poliakrilamid jelde yiiriitiilmiis ve glimiis boyama yoOntemi ile boyanmigtir

(Sekil 5.8.). Quantity-one programi ile CAG tekrar sayilari tespit edilmistir.

100bc DNA markori

Sekil 5.7. SCA6 PCR iiriinlerinin %?2’lik agaroz jelde goriintiillenmesi

PhiX174 DNA/HINFI + PhiX174
100bg DNA markori DNA/HINFI
DNA markorii

15/14 14/13 14/13 14/10

CAG CAG CAG CAG

Sekil 5.8. SCA6 PCR iiriinlerinin %12’lik dPAGE goriintiisii

Sonuglar dogrultusunda saglikli Tiirk bireylerinde CACNAT1A genindeki CAG

PR

tekrar sayis1 araligiin 8 ile 20 CAG tekrari arasinda degistigi ve en sik gozlenen alel
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araligimin 13 ile 16 CAG tekrar sayis1 araligi oldugu belirlenmistir (Sekil 5.9.).
Incelenen bireylerde 13 farkli alel saptanmustir. Heterozigotluk orani %100’diir.
ATXNG6 geninde 14 CAG (%27,9) tekrart en sik goriilen aleldir, bunu 13 (%19,3) ve
16 (%16,4) tekrarl aleller takip etmektedir (Sekil 5.10.).

Kisi sayisi
NN
o

2] —|_|—|_|
O 1 1 1 1 1 1 81
8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
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Sekil 5.9. Saglikl Tiirk bireylerinin CACNA1A gen lokusundaki tekrar sayis1
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Sekil 5.10. CACNAI1A gen lokusundaki tekrar sayist dagilimi
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5.3.3. SCA 7°nin Molekiiler Analizi

70 saglikli bireyin 3p21.1-p12 kromozomunda yer ala ATXN7 geni tizerindeki
CAG tekrar bolgesi 4U716 ve 4U1024 primerleri kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmistir.
PCR iiriinleri % 2’lik agaroz jelde yliriitiilerek kontrol edilmis (Sekil 5.11.) ve
basarili PCR 6rnekleri %8’lik denatiire edici poliakrilamid jelde yiiriitiilerek giimiis
boyama ile boyanmistir (Sekil 5.12.). Alel uzunluklar1 Quantity-one programi
kullanilarak tespit edilmistir. Ayrica elde ettigimiz sonuglarin dogrulugunu kontrol
etmek amaciyla SCA7 PCR oOrneklerinin dizi analizi yapilip tekrar sayilari

belirlenmistir (Sekil 5.13.).

100b¢ DNA markori

Sekil 5.11: SCA7 PCR iiriinlerinin %2’lik agaroz jelde goriintiilenmesi

PhiX174DNA /HINFI 100b¢c DNA
+ 100bg DNA markorii markorii

15/13 15/12 15/12 18/15 17/14
CAG CAG CAG CAG CAG

Sekil 5.12. SCA7 PCR firiinlerinin %8’lik dPAGE goriintiisii
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Sekil 5.13: ATXN 7 gen lokusundaki CAG tekrarlarinin dizi analiziyle belirlenmesi

Sonuglar dogrultusunda saglikli Tiirk bireylerinde ATXN7 genindeki CAG

tekrar sayis1 araligiin 8 ile 20 CAG tekrar arasinda degistigi ve en sik gozlenen alel

araliginin 13 ile 17 CAG tekrar sayisi aralifi oldugu belirlenmistir (Sekil 5.14.).

Incelenen bireylerde 13 farkli alel saptanmustir ve heterozigotluk orani %100 diir.

ATXN7 geninde 15 CAG tekrarli alel en sik goriilen (%17,9) aleldir, bunu 13

(%12,9), 14 (%12,1) ve 17 (%12,1) tekrarh aleller takip etmektedir (Sekil 5.15.).

Kisi sayisi
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Sekil 5.14. Saglikli Tiirk bireylerinin ATXN7 gen lokusundaki tekrar sayisi
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Sekil 5.15. ATXN7 gen lokusundaki tekrar sayis1 dagilimi

5.3.4. SCA 17°nin Molekiiler Analizi

Toplam 70 saglikli bireyin 6q27.3 kromozom bdlgesinde bulunan TBP geni
CAG tekrar sayilarimmi belirleyebilmek icin TBP geni TATABF ve TATABR
primerleri kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmistir. PCR f{irtinleri % 2’lik agaroz jelde
yiiriitiilerek kontrol edilmis (Sekil 5.16.) ve PCR firiinleri %10’luk poliakrilamid
jelde ytiriitiilerek giimiis boyama teknigi ile boyanmistir (Sekil 5.17.). Boyama islemi
sonrast Quantity one programui kullanilarak CAG tekrar sayilari tespit edilmistir.
Ayrica elde edilen sonuglarin dogrulugunu kontrol etmek amaciyla SCA17 PCR

orneklerinin dizi analizi yapilip tekrar sayilar belirlenmistir (Sekil 5.18.).

50bc DNA markorii

Sekil 5.16. SCA17 PCR iiriinlerinin %?2’lik agaroz jelde goriintiilenmesi
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PhiX174 DNA /HINFII‘_I
+
100b¢ DNA markorii ‘
41/40 41/32 41 /41 40/38 39/39
CAG CAG CAG CAG CAG

$ -

Sekil 5.17. SCA17 PCR iiriinlerinin%8’lik dPAGE goriintiisii
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Sekil 5.18. TBP gen lokusundaki CAG tekrarlarinin dizi analiziyle belirlenmesi

Yapilan bu c¢alismada saglikli Tiirk bireylerinde TBP genindeki CAG tekrar
sayis1 araligi 32 ile 44 CAG tekrar1 arasinda bulunmustur. Saglikli Tiirk bireylerinde
en sik gozlenen alellerin 36 ile 41 CAG tekrar sayis1 araliginda oldugu
tespitedilmistir (Sekil 5.19.). Incelenen bireylerde 13 farkli alel saptanmustir. 37, 38,

39, 41 ve 43 tekrarh alellerde olmak iizere, homozigotluk oran1 %14,3 olarak tespit
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edilmistir. En sik goriilen aleller 38 (%20,7), 39 (%20) ve 41 tekrarli (%14,3)
alellerdir (Sekil 5.20.).
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Sekil 5.19. Saglikl1 Tiirk bireylerinin TBP gen lokusundaki tekrar sayisi
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Sekil 5.20. TBP gen lokusundaki tekrar sayis1 dagilimi
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6. TARTISMA

SCA ve ADCA hastaliklari, bircok alt tipleri bulunan, klinik ve genetik
acillardan olduk¢a kompleks bir grup hastaliktir. Bu kompleksligin en 6nemli
sebepleri; hastaliklarin  ¢ok genis fenotipik cesitlilik gostermesi, hastalik
semptomlarinin biiyiik 6l¢iide ortiismesi, bir alt tip i¢cinde, hatta ayn1 alt tip hastaliga
sahip aile tliyeleri asinda bile klinik semptomlarin ¢ok ¢esitli olabilmesidir. Bunlara
ek olarak EA, HSP, HD, tremor, HSMN gibi fenotipik acidan spinoserebellar
ataksiye benzeyen hastaliklar da mevcuttur. Dolayistyla spinoserebellar ataksi
hastaliklarinin tanilarinin sadece klinik degerlendirmeye dayali olarak yapilmasi
uygun degildir. Yalmiz klinik veriler dogrultusunda yapilacak tanilarda yanlis tani
koyulmas1 olasilig1 biiyiiktiir.

Spinoserebellar ataksi ile ortiisen genlerin molekiiler karakterizasyonu ve bunu
takiben SCA ve ADCA’lara sebep olan mutasyonlarin kesfi, DNA analizi i¢in 6zgiin
ve duyarli molekiiler test protokollerinin gelistirilebilmesine olanak saglamistir.
DNA analizi klinik tanmin dogrulanmasina olanak verir, ayirict tan1 yapilabilmesi
saglar ve prediktif tani ile bireylerin hastaliga yakalanma olasiliklarini ortaya koyar.
Bu sekilde, bireylerdeki patolojinin dogru tanimlanmasi, uygun tedavinin
yapilabilmesini ve yeterli genetik danismanligin verilebilmesini saglar.

CAG tekrarli ADCA’larin molekiiler DNA tanist olduk¢a kolaydir, ¢linkii
sadece ilgili tek bir gende CAG tekrar sayisinin hesaplanmasiyla mutasyon analizi
yapilir. Ancak, herhangi bir populasyonda molekiiler tan1 kriterlerinin
olusturulabilmesi igin ilgili ADCA lokuslarindaki normal CAG tekrar uzunluklarinin
belirlenmesi gerekir. Bunun sebebi, ayni lokustaki tekrar sayilarinin cografi ve etnik
varyasyonlar gostermesidir.

Bu dogrultuda yapilan bu tez ¢alismasinda, kendilerinde ve ailelerinde ataksi
ve diger norodejeneratif hastaliklara rastlanmayan 70 Tiirk bireyinin SCA3, SCAS6,
SCA7 ve SCA17 lokuslarindaki CAG tekrar sayilar1 belirlenmigtir. Literatiir
taramalar1 sonucunda, CAG tekrarli ADCA lokuslarindaki alel dagilimlarinin Tiirk
toplumunda incelenmedigi ortaya koyulmustur. Sadece SCAl ve SCA2

lokuslarindaki normal tekrar sayilar1 incelenmistir (Ersoy, 2005). Yapilan bu tez
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calismasi ile tim CAG tekrarli ADCA lokuslarinda saglikli Tiirk populasyonu

incelemesi tamamlanmis olacaktir.
6.1. Metodoloji

Bu tez calismasinda sagliklt bireylerden alinan kan Orneklerinden DNA
izolasyonu yapilmis, ilgili gen bolgeleri PCR reaksiyonu ile ¢ogaltilmis ve
sonrasinda poliakrilamid jel elektroforezi ve glimiis boyama ile aleller belirlenmistir.
Bunu takiben, alel uzunluklar jel dokiimantasyon cihazinda degerlendirilmis ve alel
uzunluklar1 quantity-one programi kullanilarak jel tizerinde hesaplanmigtir.

CAG tekrarlan tasiyan gen boélgelerinin G ve C niikleotidleri bakimindan
zengin olmasi ve bu bolgelerin kendi {izerlerinde katlanarak ikincil yapilar
olusturmasi sebepleriyle ilgili genlerin amplifikasyonu ve bunu takip eden molekiiler
analiz yontemlerinde zorluklar yasanmaktadir. Buna ek olarak, bir¢ok gen lokusu
icin saglikli ve hasta populasyonlarinda normal ve patolojik tekrar sayisi araliklari
birbirine ¢ok yakindir; bu durum da alel uzunluklarinin ¢ok az hata pay1 ile
hesaplanmasini gerektirir.

Trintikleotid tekrar sayilarinin belirlenmesinde Southern blot, poliakrilamid jel
elektroforezi, kapiler elektroforez ve DNA sekans analiz yontemi gibi farkli teknikler
kullanilabilir. Southern blot yontemi genomik DNA’nin restriksiyon enzimleriyle
kesimi ya da PCR ile amplifikasyonu sonrasinda sekanslama jellerinde elektroforeze
tabii tutulmasi ve sonrasinda jellerin *’P, *°S gibi radyoaktif (CAG), problariyla
inkiibe edildikten sonra goriintliniin otoradyogramlara aktarilmasi ve film tizerinde
CAG tekrar uzunluklarinin hesaplanmasi ilkesine dayanir. Ancak bu yontemde
elektroforez ve hibridizasyon asamalar1 birka¢ giin zaman alir. Radyoaktif sinyalin
cok kuvvetli ya da zayif oldugu durumlarda deneyin tekrar edilmesi gerekmektedir.
Buna ek olarak radyoaktif maddelerle calismanin getirmis oldugu zorluklar ve
tehlikeler bu yontemin dezavantajlaridir. Bu nedenlerle Southern blotlama teknigi
ancak 1000 tekrar ve iizeri uzunluklarin gorildiigi lokuslarin analizinde
kullanilabilir. Kapiler elektroforez yonteminde ise floresan primerlerle PCR
yapildiktan sonra iiriinler dizi analizi cihazlarinda ve kapiler tiiplerde jellerden farkli
bir polimer ortaminda elektroforeze tabi tutulur ve aleller GeneScan yazilimi ile
degerlendirilir. Cok hassas ve giivenilir bir metod olan kapiler elektroforez

yonteminin tek dezavantaji maliyetinin yiiksek olmasidir. DNA sekans analizi
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yontemi ise PCR amplifikasyonu sonrasinda, ¢ogaltilmis olan bolgenin baz dizilisini
ortaya koyar, bu sayede tekrar sayilar1 belirlenir. Bu yontemi uygulamak i¢in PCR
tiriinlerinin fazla miktarda hazirlanmasi1 ve piirifikasyonu gerekmektedir, ayrica
dizileme maliyeti de yiiksektir. Bu nedenlerle, dizi analizi yontemi diger metodlarla
elde edilen sonuglarin dogrulanmasi i¢in kullanilabilir. Populasyonlarda CAG tekrar
sayilarimin taranmasi i¢in kullanilabilecek en dogru yontem PCR sonrasi jel
elektroforezi yapilarak alel uzunluklarinin jel iizerinde belirlenmesidir. Bu yontem
uygulanirken de orneklerin denatiire edici kosullarda ve jelde homojen akim dagilimi
saglanarak yapilmasi ve DNA uzunluk markoérleriyle yapilacak kiyaslamalarla alel

uzunluklarinin belirlenmesi 6nemlidir
6.1.1. PCR Amplifikasyonu

Alel uzunluklarinin en dogru sekilde hesaplanmasi i¢in ilk adim PCR
amplifikasyonunun basarili bir sekilde gergeklestirilmesidir. CAG tekrarlar1 i¢eren
genlerin ¢ogaltilmasi, GC-zengin bolgeler igermelerinden dolay1 oldukg¢a zordur. Bu
nedenle oncelikle PCR reaksiyonlarinda baglangi¢ denatiirasyon sicakligi 94°C’nin
tizerinde tutularak GC-zengin DNA ¢ift sarmalinin tam olarak ayrilmasi saglanir.
Buna ek olarak DMSO, gliserol veya GC-zengin soliisyonu ile bu bdlgelerin ikincil
yapilar olusturmasi engellenerek PCR amplifikasyonunun kalitesi arttirilabilir. PCR
kalitesinin saglanmasinda en 6nemli kriterlerden biri de polimeraz enzimidir. GC-
zengin bolgelerin ¢ogaltilmasinda genellikle rutin olarak kullanilan Taq polimeraz
enzim ¢esitleri yetersiz kalir. Bunun en 6nemli sebebi, Taq polimeraz enzimlerinin
94°C izerindeki sicakliklara dayaniksiz olusudur. CAG tekrar bolgelerinin
cogaltilmasinda ¢ogunlukla “Hot start” DNA polimerazlar kullanilir. Bu enzimler
sadece 95°C ve tizeri sicakliklarda aktive olurlar ve bu sicakliklarda bir PCR
reaksiyonunun tamamlanmasi i¢in gereken siire boyunca dayaniklidirlar. Bu sekilde
ikincil yapilarin yiiksek sicakliklarda diizeltilmesi miimkiin olur. Bu tez ¢aligsmasi
cergevesinde CAG tekrar bolgelerinin PCR reaksiyonu ile ¢ogaltilabilmesi i¢in Taq
DNA polimeraz, Long PCR Taq polimeraz ve Hot start polimeraz enzim
cesitlerinden toplam 13 adet enzim denenmistir.

Hot start polimeraz enzimleri;
e GoTaq® Hot Start Polymerase: 5—3’ ekzoniikleaz 6zelligine sahip

olup, 95 °C’de 2 dakikada aktive olmaktadir (Promega),
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Fast Start Taq DNA polymerase: 5'—3" ekzoniikleaz 6zelligine sahip
olup, 95 °C’de 4 dakikada aktive olmaktadir (Roche),

True Start Taq: 5'—3" DNA polimeraz 6zelligine sahip olup, 95 °C’de
2 dakikada aktive olmaktadir (Fermentas),

Hot Start Taq: 5'—3" DNA polimeraz 6zelligine sahip olup 95°C’de 4
dakikada aktive olmaktadir (Fermentas),

Ex Taq: 5 —3" DNA polimeraz ozelligine olup 95°C’de 5 dakikada
aktive olmaktadir (Takara),

Accuzyme DNA Polymerase: 5'—3" DNA polimeraz 6zelligine sahip
olup, 94-97 °C’de 5 dakikada aktive olmaktadir (Bioline).

BIOTAQ DNA Polymerase: 5'—3" ekzoniikleaz dzelligine sahip olup,
94-96 °C’de 5 dakikada aktive olmaktadir (Bioline).

HotStarTaq Plus DNA Polymerase: 5'—3" DNA polimeraz 6zelligine
sahip olup 95°C’de 5 dakikada aktive olmaktadir (Qiagen).

Taq DNA polimeraz enzimleri;

Taq DNA Polymerase: 5'—3" DNA polimeraz 6zelligi sahip olup,
94°C’de 4 dakikada aktive olmaktadir (Fermentas).

Taq DNA Polymerase: 5'—3" DNA polimeraz 6zelligine sahip olup,
94°C’de 4 dakikada aktive olmaktadir (Roche),

Long PCR Taq polimeraz enzimleri;

Expand High Fidelity PCR System: 5'—3" DNA polimeraz ve 3’ —5’
ekzoniikleaz 6zelligine sahip olup 95°C’de 4 dakikada aktive
olmaktadir (Roche).

Expand High Fidelity Taq Polymerase: 5'—3" DNA polimeraz ve
3'—5" ekzoniikleaz 6zelligine sahip olup 95°C’de 5 dakikada aktive

olmaktadir (Fermentas).

Belirtilen enzimlerin her biri ¢esitli Mg™ iyon konsantrasyonlarinda ve farkli

tampon igerikleriyle birlikte kullanilarak her lokusun ¢ogaltilabilmesi i¢in en iyi PCR

sartlar1 belirlenmeye ¢alisilmistir. Denenmis olan enzimler arasinda en iyi sonug

alinan enzim GoTaq” Hot Start Polymerase (Promega) enzimidir. Bu enzim iki

dakika gibi ¢ok kisa bir siirede aktive olarak PCR igeriginin yiiksek sicakliklara en az

maruz kalacak sekilde ve ¢ok az bir miktar (0,2 U) kullanilarak basarili bir

amplifikasyon saglamaktadir. GoTaq® Hot Start Polymerase enzimi, amplifikasyonu
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en zor lokus olan SCA6 tekrar bolgesinin ¢ogaltilmasinda kullanilmistir. Denenen
diger hi¢bir enzimle SCA 6 bolgesi ¢ogaltilamamustir. Amplifikasyonu daha kolay
olan SCA7 ve SCA3 tekrar bolgeleri, Fast Start Taq DNA polymerase (Roche) ve
HotStarTaq Plus DNA Polymerase (Qiagen) enzimleriyle ¢cogaltilabilmis, ancak bu
bolgeler normal DNA polimeraz enzimleriyle amplifiye edilememistir. SCA17
bolgesi ise Taqg DNA Polymerase (Fermentas) enzimi ile ¢ogaltilmistir, fakat Taq
DNA Polymerase enzimi (Roche) ve Hot Start grubu enzimlerle amplifikasyon
saglanamamistir. Long PCR Taq polimeraz enzimleri kuvvetli olmalarina ragmen
SCA3, SCA6 ve SCA7 gen bolgelerinin ¢ogaltilmasinda yetersiz kalmistir; bunun bir
sebebi, bu grup enzimlerin 1000bg¢ ve lizeri PCR amplifikasyonlarinda daha etkili

olmas1 olabilir.
6.1.2. Jel Elektroforezi ve Alel Uzunluklarinin Hesaplanmasi

PCR reaksiyonu sonrasinda, c¢ogaltilmis olan alellerdeki tekrar sayisini
belirlemek i¢in denatiire edici poliakrilamid jel elektroforezi uygulanmustir. Jel
elektroforezi esnasinda CAG tekrarlar1 igeren amplifikasyon firtinleri heterodupleks
olusturup alel uzunluklarinin yanlis hesaplanmasina yol agabilir. Bunu 6nlemek i¢in
PCR fiiriinlerinin 95°C’de denatiirasyonu yapilarak ipliklerin birbirinden ayrilmasi
saglanmis ve 10 dk kar buzda bekletilerek renatiirasyon engellenmistir. Bu
islemlerden sonra PCR firiinleri denatiire edici poliakrilamid jeline yiiklenerek
denatiire edici kosullarin siirekli saglanmasina yardimeir olacak sicak tampon
esliginde elektroforez yapilmigtir. dPAGE sonrasi jel, giimiis boyama teknigiyle
boyanarak aleller goriiniir hale getirilmis ve alel uzunluklar1 jel dokiimantasyon
cihazinda quantity-one programi ile belirlenmistir. Giimiis boyama tekniginde,
kullanilan giimiis miktarinin ayarlanmasi, alel bantlarinin goriintiilenme kalitesinde
onemlidir. Glimiis miktar1 fazla jelin {izerine yapisarak alellerin belirlenmesine engel
olabilir. Karsilagilan baska bir sorun ise katalizor olarak kullanilan kimyasal
maddelerdir. Bu kimyasal maddeler giimiisii indirgeyerek, DNA’ya baglanan
glimiigiin metalik giimiise c¢evrilmesini saglar. Bu calismada sodyum tiyosiilfat ve
sodyum boro hidriir katalizér olarak denenmistir, sodyum boro hidriiriin daha hizli
bir katalizér olarak islev yaptigi, fakat sodyum tiyosiilfatin jel yiizeyini daha az
boyadig1 saptanmustir.
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Alel uzunluklari, PCR {riinlerinin jelde olusturdugu bantlarin jel
dokiimantasyon cihazinda incelenmesi ve quantity-one programi ile hesaplama
yapilmasi ile belirlenmigtir. Quantity-one programi standart olarak kullanilan
markorlerin - jeldeki go¢ mesafelerine (Rf) ve markori olusturan DNA
fragmentlerinin uzunluklarinin logaritmasina gore bir standart egri grafigi olusturur.
Bu grafik tlizerinden jeldeki alellerin Rf degerlerine karsilik gelen baz uzunluklari

hesaplanir ve her bir lokus i¢in CAG tekrar sayisina gevrilir.
6.2 Molekiiler Analiz

DNA {izerindeki stabil olmayan polimorfik ii¢lii tekrar bdlgelerinde meydana
gelen anormal tekrar artiglarinin  birgok norolojik hastaliga sebep oldugu
bilinmektedir. Bunlar arasinda en biiyiik grubu da bir¢ok ndrodejeneratif hastaliga
sebebiyet veren CAG tekrar artiglar1 olusturur. Ekzonik bolgelerde CAG ficli
niikleotid tekrar artiglarinin sebep oldugu dokuz poliQ hastaligi belirlenmistir,
bunlardan SCAL, 2, 3, 6, 7, ve 17, diger 28 dominant kalitiml1 ataksi hastaliginin da
dahil oldugu ADCA grubuna girer. Bu hastaliklarin molekiiler mekanizmasini
aydinliga kavusturmak yoniinde ¢ok fazla caligma yapilmasina ragmen mutant
poliglutamin proteinlerinin hiicre i¢inde dahil oldugu mekanizmalar halen tam olarak
aydinlatilamamustir. Bu nedenle bu hastaliklar i¢in kesin bir tedavi yontemi yoktur,
sadece semptomlar1 hafifletmek amaciyla tedavi uygulanmaktadir (Schoéls vd., 2004).

Ilgili mutasyonlar ve mutasyonlarin bulundugu gen bolgelerinin belirlenmesi,
giiniimiizde bu hastaliklarin molekiiler tanilarimin  yapilabilmesine olanak
saglamaktadir. Diinya genelinde en yaygin gozlenen tip SCA3 (%21)’tlir, bunu
SCA2 (%15), SCA6 (%15), SCA1 (%6) ve SCA7(%S5) dagilimlarinin takip ettigi
belirlenmistir. Diger otozomal ataksi tiplerine daha nadir olarak rastlanmaktadir.
Diger yandan, ADCA’larin % 30’nun genetik etiyolojisi saptanamamistir (Schols
vd., 2004). Klinik teshisi tamamlayic1 olarak, bireylerin nérolojik semptomlarina ve
etnik kokenlerine gore farkli oncelikler verilerek genetik tani testlerin yapilmasi
onerilmektedir. Cinliler’de, Brezilyalilar’da ve Portekizliler’de oncelikle SCA3 testi
uygulamasi gerekir, Japonlarda SCA6 ve DRPLA, Finliler’de SCA7, Yugoslavlar’da
ise SCA17 testlerine dncelik verilir.

Bu sekilde, her populasyon i¢in molekiiler tan1 protokollerinin

olusturulabilmesi amaciyla 6zgiin populasyonlara ait normal ve patolojik tekrar
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sayilariin belirlenmesi gerekir. Bu ¢alismada saglikli Tiirk toplumu i¢in daha 6nce
tanimlanmamis olan SCA3, 6, 7 ve 17 lokuslarindaki tekrar dagilimlar1 incelenmistir.
Bu amagla klinik olarak ndrolojik semptomlara sahip olmayan 70 saglikli bireyden
alman periferik kan oOrneklerinden elde edilen DNA orneklerinin belirtilen

lokuslarindaki CAG tekrar sayilar1 saptanmustir.
6.2.1. SCA3 Lokusunun Molekiiler Analizi

SCA3, 14q24.3-q31 kromozomunda bulunan CAG tekrar sayilarindaki artis
sonucu ortaya ¢ikar ve otozomal dominant ataksiler arasinda diinya c¢apinda en
yaygin goriilenidir. SCA3 normal alellerinin %93,5’inde gdzlenen tekrar sayisi 31
CAG tekrarindan azdir. Intermedya aralik ise su ana kadar ortaya ¢ikan fenotiplerle
belirlenememistir. Indirgenmis penetrans araligindaki bireyler 45-51 CAG tekrarina
sahiptir. Bu tekrarlara sahip bireyler yasam siireleri boyunca hasta olma riski
tagimaktadir. Patolojik aralik ise 55 veya daha fazla CAG tekrar igerir (Padiath vd.,
2005; Gu vd., 2004).

SCA3 dagiliminin Kanada’da %17, Kore’de %15, Tayvan’da %32,
Almanya’da %350, Cin’de %48, Portekiz’de %74, Azorlar’da %89 oldugu
belirlenmistir.

Saglikli bireylerde SCA3 lokusunda bulunan CAG tekrar sayilarini belirlemek
icin yapilan populasyon c¢aligmalari tekrar sayilarinin Cinliler’de 13-38 arasinda
degistigini ve yaygin olarak 30 CAG tekrarinin bulundugunu, Japonlarda 14—47
tekrar arasinda degistigini ve yaygin olarak 15 CAG tekrarinin bulundugunu,
Finlilerde 13-34 tekrar arasinda degistigini ve yaygin olarak 14 ve 23 CAG tekrarinin
bulundugunu, Hintlilerde 6-38 CAG tekrar1 arasinda degistigini ve yaygin olarak 22
ve 26 CAG tekrarimin bulundugunu, Korelilerde 14-42, italyanlarda 13-47, Tayvan
popiilasyonunda 13-44 CAG tekrar arasinda degistigini gostermistir (Brusco vd.,
2004; Juvonen vd., 2005; Alluri vd., 2007; Kim vd., 2001; Tsai vd ., 2004; Tang vd.,
2000).

Bu tez ¢alismasi verileri dogrultusunda Tiirk toplumundaki saglikli bireylerde
SCA3 genindeki CAG tekrar sayist araliginin 15 farkl alelde 11 ile 27 CAG tekrari
arasinda oldugu saptanmistir. En sik rastlanan tekrar sayisi 17 (%14,3), ortalama
tekrar sayis1 ise 17,7 olarak bulunmustur. Alellerin %96’s1 13-23 tekrar sayisi

araligindadir. Incelenen alellerde % 4.3 oraninda homozigotluk saptanmustir,



58

homozigot aleller 20, 21 ve 22 CAG tekrarlidir. Bu lokusta goériilen minimum CAG
tekrar sayisi diinya genelinde 14’tiir, bu say1 Brezilyalilarda 12, Giiney Hintlilerde
ise 6’dir. En yiliksek normal tekrar sayisi ise diinya genelinde 34 CAG tekrar1 olup,
bu say1 sadece Koreliler’de 42’ye ulagmigtir (Alluri vd., 2007; Kim vd., 2001). Uzun
normal alellerin varliginin bir populasyondaki hastalik frekansiyla iligkili oldugu
bulunmustur. Bunun sebebi, uzun normal alellerin mutasyona ugrayip patolojik
uzunluga ulagsma olasiliginin populasyon ortalamasinda bulunan alellerden daha
yiiksek olusudur. Bizim toplumuzda en fazla 27 CAG tekrarinin goriilmesi, SCA3

hastaligina diinya genelinde daha az rastlanacagi anlamini tasiyabilir.
6.2.2. SCA6 Lokusunun Molekiiler Analizi

SCA 6, 19p13 kromozomunda bulunan CACNAIA genindeki CAG
tekrarlariin sayisindaki artis sebebiyle meydana gelir. Yapilan calismalar SCA6
patolojik araligmmin 21-33 CAG tekrar1 arasinda oldugunu ve hastalarda yaygin
olarak 22 CAG tekrarinin bulundugunu gostermistir (Schols vd., 1998; Matsumura
vd., 1997; Takahasi vd., 2004; Yabe vd., 1998 ). Yapilan bir ¢aligmada saglikli
bireylerde CAG tekrar sayis1 araliginin 5-20 CAG tekrar1 arasinda oldugu ve 18-20
CAG tekrarina sahip bireylerde norolojik semptomlar goriilmedigi belirtilmistir.
Baska bir ¢alismada ise 19 CAG tekrarina sahip bir bireylerde ataksi semptomlari
goriilmiistiir (Shimazaki, 2001) Bu ¢alismada 19 CAG tekrarina sahip homozigot bir
bireyin alellerindeki toplam CAG sayisinin 38 (19/19) olmasinin gen dozaji etkisi
yapmis olabileceginden bahsedilmektedir (Mariotti C., 2001) ancak bu yorum
durumun agiklanmasinda yetersiz kalmaktadir. Etnik varyasyonlar ve indirgenmis
penetrans sebebiyle 19 CAG tekrar1 SCA6’ya sebebiyet vermis olabilir.

Saglikli bireylerin CACNA1A geni lokusundaki CAG tekrar sayis1 araligim
belirlemek igin yapilan c¢alismalar sonucunda; Italyanlar’da bu araligin 418,
Finliler’de 4—15, Japonlar’da 617 arasinda oldugu bulunmustur (Brusco vd., 2004;
Juvonen vd., 2005; Matsuyama vd., 1997). Japonya’nin dogusundaki Chugoku
bolgesinde yapilan caligmalar hastalarin biliylik ¢ogunlugunda 15 ve iizeri CAG
tekrart oldugunu tespit etmistir Chugoku bdlgesi SCA6 hastaliginin fazla olarak
goriildiigi bolgedir. Normal tekrar sayisi araliginin ¢ok yiiksek olmasinin bu
hastaligin yaygin olarak goriilmesine sebep oldugunu yansitmaktadir (Matsuyama

vd., 1997).
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Bu calismada saglikli Tiirk populasyonunda CACNAI1A genine ait 13 farkl
alelde 8-20 arasinda CAG tekrar1 oldugu belirlenmistir. En sik rastlanan tekrar sayisi
14 (%27,9), ortalama tekrar sayisi ise 14,54 olarak bulunmustur. Alellerin %79’u 13-
16 tekrar sayisi araligindadir. Incelenen bireylerin tiimii heterozigot bulunmustur. Bu
lokusta goriilen maksimum CAG tekrar sayis1 20°dir. Bu deger diinya genelinde
normal ve patolojik sinir1 belirleyen bir degerdir. Buradan yola ¢ikilarak Tiirk

toplumunda SCA6’ya rastlanma olasiliginin yiiksek oldugu sdylenebilir.
6.2.3. SCA7 Lokusunun Molekiiler Analizi

SCA7, 3p21.1-p12 kromozomunda bulunan CAG tekrar sayilarindaki artis
sebebiyle meydana gelir. SCA7’ de normal aleller 19 veya daha diisiik CAG tekrari
igerir. 30-35 CAG tekrarina sahip alellerdeki tekrar sayilari bir sonraki jenerasyonda
artma egilimi gosterirler. Bir calismada 38-44 CAG tekrarina sahip bireylerin tasiyici
oldugu ve bazi bireylerde hafif makular dejenerasyon gozlendigi belirtilmistir
(Martin vd., 1999). Bu sonuglara benzer diger bir ¢calismada da, 34 CAG tekrarina
sahip bir bireyde hafif makular dejenerasyon goézlemlemistir (Koob vd., 1999).
Patolojik alellerin ise 36 CAG tekrarindan 460 CAG tekrarina kadar degisebilecegi
saptanmistir (van de Warrenburg vd., 2001). Ayrica 54 CAG tekrar1 ve iizerindeki
artiglarin hastalik baslangic yasiyla negatif korelasyon gosterdigi belirlenmis ve
antisipasyonun varhigi gosterilmistir. Buna ek olarak intermedya aralikta tekrara
sahip hasta bireylerde hastalik baslangic yasmin degiskenlik gosterdigi de
saptanmistir (Martin vd., 1999). Bu sonuglar dogrultusunda, en diisiik patolojik
tekrarin 34 oldugu sdylenebilir.

Saglikli bireylerin SCA7 lokusundaki CAG tekrar sayis1 araligimi belirlemek
icin yapilan calismalar sonucunda bu araligin Cinlilerde 9—19, Hintlilerde 3-20,
Belgikalilarda 4-18, Ispanyollarda 5-15, Korelilerde 7-16, Isveglilerde 7-15 ve
Finlilerde 7-13 CAG tekrar1 arasinda degistigi belirlenmistir (Martin vd., 1999;
Alluri vd. 2007; Kim vd., 2001; Pujana vd., 1999; Juvonen vd ., 2005, Johansson vd.
1998)

Tiirk populasyonu ile yapilan bu ¢aligmada ise ATXN 7 genindeki CAG tekrar
sayis1 araliginin 13 farkli alelde 8 ile 20 CAG tekrar1 arasinda degistigi

belirlenmistir. En sik rastlanan tekrar sayist 15 (%17,9), ortalama tekrar sayis1 ise

14,45 olarak bulunmustur. Alellerin %73’ 12-17 tekrar sayist araligindadir.
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Incelenen bireylerin tiimii heterozigot bulunmustur. Bu lokusta gériilen minimum ve
maksimum CAG tekrar sayilar1 diinya geneliyle ortlismektedir. Tirk toplumunda
saglikli bireylerin %17’sinde 15 CAG tekrar1 gézlenmistir. Yapilan ¢aligmalarda ise
10 CAG tekrarina sahip bireylerin ¢ogunlukta olduklar1 vurgulanmistir (Martin vd.,
1999; Pujana vd., 1999; Juvonen vd., 2005). Fakat Hintlilerde 15 CAG tekrarinin
yaygin goziiktigii belirtilmistir. (Alluri vd., 2007). Buradan Tirk ve Hintli

popiilasyonlarinin ATXN7 genlerinin benzer 6zellik gosterebilecegi diisiiniilebilir.
6.2.4. SCA17 Lokusunun Molekiiler Analizi

SCA17, 3p21.1-p12 kromozomundaki TBP genindeki CAG tekrar
sayilarindaki artis sebebiyle meydana gelir. Hastalarda 45-66 CAG tekrari
belirlenmistir. Ayrica indirgenmis penetrans araliginin 44 ile 48 CAG tekrar
araliginda oldugu diisiiniilmektedir. Fakat 43 CAG tekrarina sahip bir bireyde de
hastalik goriilmiistiir. {lging olarak ise 39 CAG tekrarma sahip olan bir bireyde
hastalik semptomlar1 belirlenmis ve yapilan molekiiler testler sonucunda CAA/CAG
dizisindeki CAA dizinin kaybolmasiyla saf CAG tekrarlarinin hastaliga sebep oldugu
ortaya koyulmustur.

Saglikli bireylerin CAG tekrar sayist aralifinin belirlemek igin yapilan
caligmalar normal tekrarlarin 25-44 CAA/CAG arasinda oldugunu ve 32-39
CAA/CAG tekrarlarinin yaygin olarak goriildiigline isaret etmistir. Kafkasya kokenli
saglikli bireylerde tekrarlarin 25-42, Japonlarda 31-42 / 29-42, Almanlarda 27-44,
Fransiz, Hollandali ve Yugoslavlarda 25-42 araliginda oldugu belirlenmistir.
Yugoslav populasyonunda saglikli bireylerin %72,1’inde 37-39 CAG tekrar
gbzlemlenmistir (Nakamura vd., 2001; Fujigaashi vd., 2001; Zulkhe C vd., 2001;
Alendar vd., 2004; Koide vd., 1999).

Bu calisgmada Tirk toplumundaki saglikli bireylerde TBP genindeki CAG
tekrar sayis1 araliginin 32 ile 44 CAG tekrar1 arasinda degistigi ve 13 farkli alel
oldugu bulunmustur. En sik rastlanan tekrar sayis1 38 (%20,8), ortalama tekrar sayis1
ise 38,63 olarak bulunmustur. Alellerin %87’si” 36-42 tekrar sayis1 araligindadir.
Incelenen bireylerin 10 tanesi 37, 38, 39, 41, 43 CAG tekrarlar1 i¢in homozigot
bulunmustur. Bireylerin %3.1°1 42 ve 43, %0.8°1 ise 44 CAG tekrar1 tasimaktadir. 44
CAG tekrar1 baz1 caligmalarda indirgenmis penetransin gdzlemlenmeye bagladigi

tekrar sayisi, bazi ¢alismalarda ise normal olarak bulunmustur. Tiirk toplumunda da
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nadiren goriilen bu tekrar sayisinin normal araligin siir1 olarak kabul edilebilir,

ancak yine de dikkatli degerlendirilmesi gerekir.
6.2.5. Genel Degerlendirme

Uglii niikleotid tekrar1 hastaliklarinda, tekrar sayisi artismin hastalik sebebi
oldugu bulunmasina ragmen bu artmalar sonucunda mutant proteinlerin nasil bir
mekanizmayla hastalifa yol actifi tam olarak aydinlatilamamistir. Bu
mekanizmalarin bulunmasiyla ii¢lii niikleotid tekrar1 hastaliklarinin herhangi birine
uygulanabilecek bir tedavinin diger norodejeneratif hastaliklarinin tedavisi i¢in de
yol gosterici olmasi beklenmektedir. Giiniimiizde uygulanan tedavi yontemleri
sadece semptomatiktir. Oliimciil ve heniiz kesin tedavisi olmayan bu hastaliklarin
molekiiler tanilarinin yapilarak kesin olarak teshis edilmesi, semptomatik hastalarda
ayirict tanmin yapilabilmesine olanak saglar ve ailelerde ve toplumda bu
hastaliklarin  yayginlagmasin1 ~ engelleyebilir. Molekiiler tan1  protokollerin
olusturulabilmesi amaciyla her toplumunun ilgili gen lokuslarindaki normal ve
patolojik tekrar araliklar1 belirlenmelidir.

Bu calismada da ADCA lokuslarindan SCA3, 6, 7 ve 17’deki normal tekrar
sayilar1 belirlenmistir. Tiirk toplumu iizerinde ilk kez yapilan bu calisma ile ilgili
konuda literatiire katkida bulunulacaktir. Tiirk populasyonunda bu hastaliklarin
prevalans analizi de yapilamamistir, ancak bu calisma cergevesinde uzun normal
alellerin az olmasindan yola ¢ikilarak bu hastaliklarin goériilme sikligmin diinya

genelinden daha fazla olmayacagi sdylenebilir.
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