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OZET

Kocaman, Adem. Duchenne Tipi Kas Distrofisi (DMD) / Becker Tipi Kas Distrofisi
(BMD) hastalarinda genotip fenotip iliskisi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek Lisans. Istanbul. 2011

Duchenne Tipi Kas Distrofisi (Duchenne Muscular Dystrophy, DMD) 3500' de bir
gorlilen, X’e bagh ¢ekinik kalitim 6zelligi gosteren bir tek gen hastaligidir. Hastalik,
distrofin ad1 verilen ve 79 eksondan olusan proteini kodlayan genin normal diziliminin
bozulmasina neden olan mutasyonlara bagli olarak ortaya cikar.

Becker Tipi Kas Distrofisi  (Becker Muscular Dystrophy, BMD) ise ayni gen
bolgesinde bulunmaktadir ve burada meydana gelen mutasyonlar nedeni ile ortaya
cikar, ancak BMD hastalarinda eksik fakat islevsel bir protein sentezlenir. BMD'de
semptomlar daha ge¢ yaslarda kendini belli eder ve hastaligin seyri (Prognozu) ¢ok
daha yavastir. DMD hastalarinda ise sentezlenen protein islevsizdir ve sistem tarafindan
tamamen yok edilir.

DMD hastalarinin %65’inde goriilen delesyon ve %7-10’unda goriilen duplikasyonlarin
yaklasik %70’1 ekson 45-55 arasinda, yaklasik %23’i ise ekson 2 ile 20 arasindadir.
Nokta mutasyonlari ise gen tizerinde herhangi bir noktada bulunabilirler.

Calisgmamizin amact DMD/BMD hastalarinda detayli genetik analiz yaparak MLPA
yontemi ile konvansiyonel “multipleks” PCR tani testlerinin tan1 amach kullanim

alanlarini belirlemektir.

Anahtar Kelimeler : Duchenne Tipi Kas Distrofisi, Becker Tipi Kas Distrofisi, DMD,
BMD, MLPA
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ABSTRACT

Kocaman, Adem. Type of Duchenne muscular dystrophy (DMD) / Becker muscular
dystrophy (BMD) in patients with genotype phenotype Istanbul University, Institute of
Health Science, Genetics Programme. Master Thesis. Istanbul. 2011

Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) is one of the most common inherited pediatric
neuromuscular disorders, affecting 1 in 3500 live male births. It is an X-linked disorder
caused by mutations in the DMD gene, one of the largest known human genes covering
2.4 Mb, encoding a 14 —kb mRNA and 8 tissue specific promoters and contains 79
exons.

Mutations leading to a truncated protein cause the severe phenotype of DMD, whereas
mutations retaining the mRNA reading frame cause the more mild phenotype of Becker
muscular dystrophy ( BMD).

Mutations in this large gene generally result in a disturbance of the open reading frame
during dystrophin protein production that either leads to the synthesis of a truncated ,
degraded protein molecule. Approximately 65% of the dystrophin mutations in the
DMD gene are the most common intragenic deletions. Point mutations, insertions and
nucleotide changes together account 25-30% and duplications account for 5-10% that
appears to be evenly distributed throughout the gene.

Our aim in this study is to identify best practice quidelines for genetic diagnostics of
DMD/BMD patients using detailed genetic analyses comparing the MLPA and the
conventional multiplex PCR methodologies.

Key Words: Duchenne muscular dystrophy , Becker muscular dystrophy, DMD, BMD,
MLPA



1. GIRIS VE AMAC

Son ylizyil igerisinde genetik bilimi alaninda yasanan gelismeler ve insanlik
tarithinin en O6nemli buluslar1 arasina giren gen haritasinin ¢ikarilmasi ile bilim
diinyasinda inamlmaz buluslara yol acgabilecek kapilar aralanmis oldu. Ozellikle,
informatik alanindaki devrimsel nitelikteki ilerlemelerin genetik alaninda islevsel hale

gelmesiyle, yapilan bilimsel ¢aligmalar hiz kazanmustir.

Gilintimiizde kalitsal faktorlerin temelinde niikleik asitler oldugunu ve niikleik
asitlerin  kalitsal nitelikleri kusaktan kusaga aktarilmasini sagladigini bilmekteyiz.
Bircok hastaligin temelinde kalitsallik oldugu i¢in Genetik bilimi dogrudan saglik

alanina girmistir.

Genetik bilimi; tipta bilinmeyenlerin giderek azalmasini ve genetik kokenli
hastaliklarin tedavisini beraberinde getirecek olan buluslar ile 6ziinde insan sagliginin
korunmasmi amaglamaktadir. Kalitsal hastaliklarin altinda yatan mutasyonlarin
belirlenmeye baslanmast ile hastaliklarin tanisina yonelik ¢esitli  yontemler

gelistirilmeye baglanmistir.

Noroloji biliminin bir kolu olan sinir kas hastaliklar1 icerisinde yer alan
miiskiiler distrofiler, iskelet kas dokusu tutulusuna bagli anormal kas giigsiizliigii ile
karakterize olan bir grup kalitsal bir hastaliktir. Hastaligin etkiledigi kas grubu, kalitim
sekli ve baslama yas1 miiskiiler distrofileri gruplandirmak i¢in kullanilar kriterlerdir.
Kalitim sekline gore otozomal dominant, otozomal resesif ve X kromozomuna bagl

gecis gosteren yaklasik kirk bes miiskiiler distrofi ¢esidi bulunmaktadir (1,2).

Miiskiiler distrofiler i¢inde en sik goriilen X’e bagl cekinik kalitim gosteren
Duchenne ve Becker Miiskiiler Distrofi’leridir (DMD / BMD). Bu hastaliklar distrofin
ad1 verilen 427 kDa’luk distrofin proteinini kodlayan genlerde meydana gelen
mutasyonlar sonucu ortaya cikar (1). Xp21.2 bolgesinde yerlesmis distrofin geninde
meydana gelen delesyon, duplikasyon veya nokta mutasyonlart nedeni ile kas
dokusunda hiicre dis1 matriks ve hiicre iskeleti arasindaki baglantiyr saglayan distrofin
proteinin yapisi bozulur ve islevsel olamaz (2). Duchenne miiskiiler distrofisi hastaligi
cocukluk caginda ortaya ¢ikmakta olup hastalarin iskelet dokusunda distrofin proteini

yoktur. Becker miiskiiler distrofisi hastalarinda ise diisiik seviyede ve yapis1 degismis



distrofin proteini bulunur. Duchenne miiskiiler distrofisinin daha ge¢ baslangi¢li ve daha

hafif seyreden formudur (3).

Giiniimiizde teknolojinin saglik alanina hakim olmasiyla beraber ilerlemelerin
hizlanmis olmasi, bu hasta ve ailelerine {imit vermekle beraber hastaligi ortadan
kaldirabilecek kesin bir tedavi yontemi hentiz gelistirilememistir. Bu noktada koruyucu
tedai yaklagimlarinin 6nemi ortaya c¢ikmakta ve hastalifin kalitsal olusu ve etkin
tedavisinin olmayist nedeniyle etkilenmis cocuklarin ailelerindeki tasiyici kadinlarin

belirlenebilmesi 6nem tasimaktadir.

Duchenne ve Becker Miiskiiler Distrofileri ile ilgili ¢ok sayida c¢alismalar
yapilmis, gen bolgesi belirlenmis, mutasyonlar tespit edilmis, tan1 amagli molekiiler tani
testleri gelistirilmistir. Mutasyonlarin PZR yontemiyle tespit edilmesi bu amagla
kullanilan en yaygin yontemdir. Fakat PZR ile yapilan analizlerde en sik gdzlendigi
varsayilan sadece 18-22 eksona bakilabilmekte olup, duplikasyon ve nokta mutasyonlari
tespit edilememektedir. Ve en 6nemliside dogum oncesi erken tan1 amagh tasryiciligin
tespiti i¢in yetersiz kalmaktadir. Yeni bir yontem olan MLPA (Multiple ligation
Dependent Probe) ile es zamanli 45° e yakin hedef dizi amplifikasyonu ile gen delesyon
ve duplikasyonlarinin tespiti miimkiindiir. Distrofin geninde ise 79 eksonun incelenmesi
ve delesyon tespitinin yanisira gen duplikasyonlar1 ve kadinlarda tasiyicilik belirlenmesi

miimkiin olabilmektedir (4,5,6)

Bu aragtirma kapsaminda MLPA (Multiple ligation Dependent Probe) metodu
ile multipleks PZR metodlar1 birbirleri ile karsilastirilacak ve MLPA’nin delesyon ve
duplikasyon yakalama  dstiinliigii belirlenmeye c¢alisilacaktir. Bdylelikle ¢ikan
sonuclarin kesinligi ile hastaligin tanisi i¢in daha net veriler elde edilmesi amaclanacak.
Ayrica, calismamizda, hastalarda delesyon, duplikasyon ve nokta mutasyonlar: ile
fenotip arasinda yapilacak olan karsilastirmalar neticesinde ilerleyen zamanlarda
yapilmast muhtemel olan ekzon atlatma yontemi i¢in detayli veriler toplanacaktir. Ve
elde edilen sonuglarin kiyaslanmasi ile hastalik ile ilgili yeni bilgilere ulasilmasi

hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Miiskiiler Distrofiler

Miiskiiler distrofiler, iskelet kas hiicrelerinin yikim ve tamir siireglerinin
sonucunda meydana gelen, ilerleyici kas giicslizligli ve kaybiyla karakterize olmusg
kalitsal bir hastalik grubudur. Bazilar1 dogumda belirti verip hizla ilerleyerek oliimle
sonuglanirken bazilar1 da yavas gidisat gosterip ge¢ eriskin doneme kadar belirti
vermeyebilir (6). Duchenne miiskiiler distrofisi (DMD) ve Becker miikiiler distrofisi

(BMD) bu grup icerisinde yer alir.

Miiskiiler distrofiler (MD) diger noromiiskiiler hastaliklardan genetik gecisli
primer miyopati olmasi, kas liflerinde dejenerasyon ve oliimiin olmasi ile ayrilirlar (6).
Yas, hastaligin ilerleme hizi, kaliim sekli, etkiledigi kas grubu, genetik sebep ve

etkilendigi gen miskiiler distrofileri siniflandirmada kullanilmaktadir (2).

Miiskiiler distrofileri kalitsal 6zelliklerine gore otozomal baskin (OD), otozomal
cekinik (OR) ve X’e bagh cekinik (XR) olarak 3 gruba ayrilir. Ancak bazi hastaliklarin
birden fazla kahtim sekli gostermeleri nedeniyle klinik ozelliklerine gore iki grupta da

incelenebilir (7).

2.2. Distrofinopatiler

Distrofin genindeki mutasyona bagli olarak gelisirler ve X resesif gecislidirler.
Distrofin geni X kromozomunun kisa kolunun 21 numarali bandinda yerlesmistir. 79
eksonludur ve insandaki bilinen en biiylik gendir. Distrofinopatilerde bu gende
delesyon, duplikasyon ve nokta mutasyonu olustugu i¢in distrofin ya hig iiretilmez yada

iiretimi ¢ok azdir veya bozuktur (8).

Distrofinopatiler, X kromozomuna bagli resesif kalitim gosterdigdi igin erkeklerde
goriilen bir hastaliktir. Kadinlar hastaligin tasiyicisi olabilmektedir. Fakat nadir de olsa
kadinlarda da kas zaafi goriilebilmektedir. Bunun nedenlerinden bir tanesi mutasyonlu
distrofin geni tasiyan kadinin normal X kromozomunun inaktivasyonudur (3,9). Diger bir
neden ise mutasyonsuz distrofin geni tastyan X kromozomunun otozomal bir kromozomla
translokasyon yapmasidir. Ayrica tek X kromozomu tasiyan Turner sendromlu kadinlarda

da Duchenne miiskiiler distrofisi hastaligi goriilebilmektedir (10,11).



2.2.1. Tarihce

Miiskiiler distrofiler ylizyillardir bilinmekle birlikte ilk olarak 1852 yilnda
Meryon tarafindan tanimlanmistir. 1891 yilinda ise Erb tarafindan kas dokusunda
olusan harabiyetler sonucu meydana gelen bir grup hastayr incelemesi sonucu
‘miiskiiler distrofi’ olarak adlandirmigtir. Duchenne tipi miiskiiler distrofinin
tanimlanmasi ise 1868’de kas hastalarindan kas biyopsisi alarak inceleyen Guillame
Benjamin Duchenne tarafindan yapilmistir. 1955 yilinda ise Becker ve Keiner DMD’ye
benzer ancak daha hafif bulgularin gorildigii Becker-Kiener miskiiler distrofiyi
bildirmislerdir (12,13).

1983 yilinda Kingston ve arkadaglar1 genetikteki gelismeler neticesinde DMD ve
BMD’ ye yol agan genin X kromozomunun kisa kolunda (Xp21) yer aldigin1 baglanti
calismalar1 ile gostermislerdir. 1986’da Monaco ve arkadaslari Distrofin geninin
pozisyonel klonlamasin1 yapmislar ve Hoffman ve arkadaslar1 Distrofin geninin tirlinii
olan distrofin proteinini 1987°de tanimlamistir. Distrofin proteinin yapisinin
tanimlanmasi ile tastyicilarin tespiti ve prenatal taninin miimkiin olabilirligi saglanmistir
(14,15). DMD i¢in kesin bir tedavi yontemi bulunmamis olmasina ragmen distrofin geni
klonlanmas1 sonrasinda gen tedavisi ile ilgili calismalar hiz kazanmis ve giiniimiizde

halen devam etmektedir.

2.2.2. Distrofinin Islevi ve Anormal Yapisinin Sonuglar

Distrofin geni, X kromozomunun p21 bolgesinde yer almaktadir. Bu gen 2.5 Mb
uzunlugundadir ve 79 ekson ve 7 dokuya 6zel promotor igerir (16). Distrofin gen
bolgesinden kodlanan 14 kb’lik mRNA, iskelet kasinda agirlikli olmak {iizere kalp kasi
ve beyinde sentezlenmektedir ve iskelet kas dokusunda 427 kDa’luk distrofin proteinini
kodlamaktadir (17).

Distrofin, kas hiicresi zar1 olan sarkolemmanin i¢ ylizeyindedir ve hiicre iskeleti
ile hiicre dis1 alan arasinda baglayict 6ge olarak, sarkolemmanin yapisal biitiinliiglinii
korur. Iskelet kasi, kalp kasi, vaskiiler diiz kaslar ve beyinde bulunur. Iskelet kas1 ve
kalp kasinin sarkolemmasinin sitoplazmik yiiziinde yerlesmi, glikoproteinlerle birlesik
halde (distrofin-glikoprotein kompleks) bulunan ve kas kasilmasi esnasinda yapisal
destek saglayan bir proteindir. Kasta bulunan m-distrofin, beyin ve Purkinje izoformlari,
kisa distrofin tiriinii Dp71, utropin ve distrofin iliskili protein gibi distrofinin birgok

izoformu vardir. Distrofin ayrica hiicre i¢i Ca™ konsantrasyonunun diizenlenmesinde de



rol oynar (18).
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Sekil 2-1: Distrofin proteinin hiicre icerisindeki islevsel yapisi.

Distrofin proteini dort bolgeye ayrilmaktadir. Bunlar N-terminal aktin baglayici
bolge, rod bolgesi, sisteinden zengin bdlge ve C-terminal bolgesidir (17). Protein, bir
aktin baglayan N-u¢ alani, bir merkezi alan, bir sisteinden zengin alan ve bir de C-ug
alanindan olusur. N-ug alani alfa aktinle benzerlik gosterir ve 232-240 amino asit igerir.
Merkezi alan1 (rod domain) spektrine benzer yapida 25 ikili sarmal tekrar yapar.

Sisteinden zengin alan 280 ve C-ug alani da 420 amino asit icerir (18).
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Sekil 2-2: Distrofin proteinin sematiksel yapisi.

DMD ve BMD hastalarinin yaklasik olarak %65’inde distrofin geninde delesyon
mutasyonu goriilmektedir (17). DMD hastalarinda delesyon mutasyonlarindan dolay1
distrofin geninin agik okuma c¢ergevesi bozulmaktadir. Bu tip mutasyonlar okuma
gercevesini bolerek, protein sentezini, bitmesi gerekli olan yerden ¢ok Once bitirir.
Mutasyonlarin %92’si bu tiptedir ve fonksiyonel distrofin proteini sentezlenememektedir.
BMD hastalarinda ise mutasyon sonucunda distrofin geninin agik okuma cercevesi
korunmaktadir. Mutasyonlar c¢erceve icinde kalir ve okuma dizisinde bir degisiklik
yaratmazlar. Kodlanmasi gereken bazi amino asitler yanlis kodlanir ve hatali bir distrofin
molekiilii yaparlar. Ancak proteinin amino ve karboksi uglari normaldir (18). Bu tip bir
mutasyon, yar1 islevsel bir proteinin sentezine neden olur ve Becker tipi distrofiye yol acar .
Fakat fonksiyonlar1 ve yapist bozulmus distrofin proteini iiretilmektedir.

DMD ve BMD hastalarinin %5-10’unda kismi gen duplikasyonu mutasyonu
saptanmistir. Cergeve dist duplikasyon mutasyonlar1 DMD hastalarinda, cergeve igi

mutasyonlar ise BMD hastalarinda daha sik rastlanmaktadir. Tim DMD ve BMD



hastalarinin 1/3’liikk kisminda ise nokta mutasyonu goriilmektedir (18).

Tek niikleotit degisimleri, anlamsiz (%34), cerceve kaymasi (%33), kirpilma
bolgesinde degisim (%29) ve yanls anlamli mutasyonlara neden olarak DMD gen

ifadesinde degisimlere ve hatali protein olusumuna neden olurlar (19,20).

2.2.3. Duchenne Kas Distrofisi
Duchenne kas distrofisi (DMD) kas distrofileri arasinda en sik goriilen

hastaliktir. Distrofinopatilerin % 85’ ini olusturur ve en siddetlisidir. Goriilme orani

3500 canli dogan erkek bebekte birdir (18). Olgularin % 90° dan fazlasi bes yas altinda

erken ¢ocukluk doneminde bulgu verir.

DMD; distrofin genindeki mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu mutasyonlar
sonucunda distrofin geninin kodladig:r 427 kDa’luk distrofin adi verilen hiicre iskeleti
proteininde yapisal ve fonksiyonel bozukluklar olusmaktadir. DMD hastalarinin biiyiik bir

¢ogunlugunda mutasyonlar nedeniyle distrofin proteini bulunmamaktadir (3).

2.2.3.1. Sikhik
DMD’nin goriilme sikligr yenidogan erkek cocuklarda 1/3500 olup, kadinlarda
tastyicilik orani 1/2500'diir. Goriilme sikligr toplumlara gore farklilik gdsterebilmekle
birlikte etkin dogum oncesi taninin sonucunda hastaligin goriilme siklig1 azalmaktadir.
BMD siklig1 ise net olarak bilinmemekle birlikte yaklagik 1/18.000 ile 1/30.000
civarinda olabilecegi bildirilmistir (2,16,17).

2.2.3.2. Kalitim

DMD’li olgularin %35’u yeni mutasyonlar ile %65°1 ise mutant genin tasiyici
anneden aktarilmasi sonucu olusur (3). DMD erkeklerde 6liimciil oldugu i¢in tasidiklar
mutatnt gen bir sonraki kusaga aktarilamaz ve mutant genlerin 1/3’i her kugakta
kaybolur. Fakat hasta oranlarinda goriilme sikligi degismediginden toplumda mutant
yerine konuldugu diisiiniiliip, DMD’li olgularin 1/3’{inlin yeni mutasyonlar ile olustugu

kabul edilir. Ve bu duruma Haldane Kurali denmektedir (19).

BMD’li erkeklerde klinik daha hafif seyrettigi icin iiretkenlikleri devam eder ve
hastalikli geni kizlarina aktarirlar. Bunun sonucunda, BMD’li olgularin biiylik ¢cogunlugu
(%90), tasiyict anneden erkek ¢ocuga hastalikli genin aktarimi ile meydana gelir. Olgularin

yaklasik %10’u yeni mutasyon sonucu olusur (21).



2.2.3.3. Klinik Bulgular

Dogumda ve erken siit ¢cocuklugu doneminde etkilenen erkek ¢ocuklar nadiren

semptomatiktir. Kas gii¢siizliigiiniin ilk bulgusu olarak bas1 dik tutmada giicliik dikkati
cekebilir. Yirtime gecikebilecegi gibi genellikle 12 ay civarinda basarilabilir. Gluteal

kas gii¢stizliigiinii dengelemek i¢in gocuk ayakta iken lordotik pozisyonda durur (22).

Olgularin % 25'ine iki yasin altinda, % 50' sine 2-4 yas arasinda, % 75'ine 4-7
yas arasinda, % 99 - % 100'tine 7-9 yaslar1 arasinda tan1 konulabilmektedir (21,23). 2-5
yaslarinda olan c¢ocuklar yiriitken digsmektedirler, basamak ¢ikmakta zorluk
¢ekmektedirler ve ordekvari yiiriiyiisleri vardir. Hastalarin baldir kaslarinda hipertrofi
vardir. Proksimal kol ve bacak kaslarinda ise gii¢siizliik bulunmaktadir ve Gowers
belirtisi gdstermektedir. Bu belirtide cocuklar yerden kalkarken kendi viicutlari iizerinde
tirmanarak dogrulmaktadirlar (24). 12 yas civarina yaklastiginda alt ekstremite
kaslarindaki ve kalga kavsagindaki gii¢siizliigiin artmasi nedeniyle hastalar tekerlekli
sandalyeye baglanmaktadir. Zamanla kollardaki reflekslerin yitirlmesi, bardak tutma ve
yemek yeme gibi islevlerde yardima ihtiya¢ hissedilmesi gerceklesir. 20’li yaslara
gelindiginde hastalarin birgogu solunum sorunlar1 ve kardiyak hastaliklar1 nedeniyle
kaybedilmektedir. Olgularin % 75’1 solunum yetmezliginden, % 20’si kalp

yetmezliginden, geri kalan1 da pndmoni, pulmoner emboli, ani 6liim nedeniyle kaybedilir

(25).

Sekil 2-3: Gowers Belirtisi (25 No’lu kaynaktan alintr).



Hastalarin tiimiinde entellektiiel yetenekler etkilenmekle birlikte % 20-30’ unda
zeka diizeyi (IQ) 70’ in altindadir. En ¢ok 6@renme giigliikleri ile karsilasilir. BMD
hastalarinda mental gerilik Duchenne miiskiiler distrofi hastalar1 kadar sik

goriilmemektedir (26).

BMD hastalarida DMD hastalar1 ile ayn1 klinik tabloyu sergiler ancak hastaligin

ortaya ¢ikisi daha ileri zamanlarda ve daha yavas seyreder.

2.2.3.4. Tam

Aile Oykiisiiniin olmast énemli bir tanisal ipucudur. Soyagacinin ¢izilmesi ve
akrabalarin arastirilmasi ile olasi kalitsal gecisleri tespit etmek miimkiindiir. Fiziki
muayenede erkek cocuklarda proksimal kaslarda belirgin kas gligsiizliigli, merdiven
cikmakta zorluk, yilirlime anormalileri en belirgin klinik belirtilerdir. Serum CK
diizeyinin normalden 10-20 kat daha yiiksek olmasi ve EMG’de kas tutulmalar
DMD/BMD’yi diisiindiirtir. Kas biyopsisi 6rnegi ¢alismalart ve DNA analizi ile
mutasyonlarin tespiti DMD/BMD tanisini kesinlestirir.

Tan1 koymak i¢in kullanilan yontmeler;
a) Kreatin Kinaz (CK)

DMD’de en az 10-20 kat yiiksektir. Dogumdan itibaren yiiksek CK degerleri
hastalik acisindan uyaric1 olmalidir. Fakat kreatin kinaz yiiksekligi nonspesifiktir ve
normal olmasi tani ile bagdasmaz. Hastaligin ileri sathalarinda yikilan kas hiicresi daha

az olacagindan CK degerleri daha diisiik saptanabilir (2).
b) Elektromiyografi (EMG)

Kasin miyopatik yapisin1 ortaya koymak ve diger ndrojenik nedenleri diglamak
icin yapilmalidir. Motor ve duyusal iletim hizlar1 normal iken DMD olgularinda EMG’
de miyopatik degisiklikler goriiliir (2,8).

c) Kas Biyopsisi:
Kas biyopsisinde distrofin tayini ilk kez Hoffman ve arkadaslar1 tarafindan
gerceklestirilmistir. Immiinohistokimyasal boyalarla kas biyopsi &rneginde distrofin

proteininin yoklugunu goéstermek, DMD’nin tanisin1 kesinlestirmek i¢in kullanilir. Gen
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delesyonunun gosterilemedigi olgularda, kas immiinohistokimyasi distrofin varligi ya
da yoklugunu belirleme acisindan degerlidir. Delesyon belirlenmis de olsa hastalik
gidisatinin belirlenmesi amaciyla da immiinohistokimyasal inceleme yapilabilir (5,26)
d) DNA Analizi
1- RFLP ve STR Analizleri

Polimorfizm olarak tanimlanan DNA baz dizileri farkliliklari, restriksiyon
enzimlerinin kesme bolgelerinde olduklar1 zaman, kolayca tanmir ve restriksiyon
enzimi kesimiyle elde edilen par¢a uzunluk polimorfizmi (Restriction Enzyme
Fragment Length Polymorfizm-RFLP) diye adlandirilir. Bu degisiklikler kisinin
fenotipinde herhangi bir bozukluga yol agmaz ancak DNA’y1 kesen ¢esitli restriksiyon
enzimlerinin kesme bolgelerini degistirerek, Kisiler arasi1 farkli uzunlukta kesim
pargalar1 olusturur. RFLP analizinde iki kromozom birbirinden gen i¢inde ya da gen
yakininda bulunan bir DNA polimorfizminin bulunmasi ya da bulunmamasi ile ayrilir.

DMD'de RFLP analizinin temeli, allellerdeki DNA baz dizisi farkliliklarindan
yararlanilarak, iki es kromozomun birbirinden ayirt edilmesi ve hasta olgunun
annesinden kalittig1 X kromozomunun ailedeki izinin siiriilmesine dayanir (27).

Uygulama zorlugu ve bilgilendirici bilgi saglama yoniinden giiniimiizde yetersiz
kalan bu yontem yerini, DNA ig¢ersinde bulunan, 2-10 baz tekrarlarinin (Short Tandem
Repeats = STR) analizine birakmistir. STR belirte¢lerinin analizi ile kalitilan gen daha
iyi takip edilebilmekte ve istatistiksel agidan daha anlamli baglanti analizleri
yapilabilmektedir. (27,28)

2- Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve Multiplex Ligation-Dependent
Probe Amplification (MLPA)

DMD/BMD mutasyonlarinin % 60-65’1 distrofini kodlayan gen bdlgesinde
delesyon olarak goriildiigiinden, hastadaki delesyonlarin taniminda delesyon bolgelerini
cogaltarak bu bolgelerdeki degisimleri tanimlayabilen c¢oklu gen amplifikasyonu
yontemi kullanilmaktadir. Multipleks I ve Multipleks II olarak adlandirilan iki ¢oklu
amplifikasyon sisteminden her biri Distrofin geninin farkli eksonlarini taramaktadir. Bu
eksonlar delesyonlarin siklikla rastlandigi hot spot bolgelerine uyan ekson 3, 4, 6, 8, 12,
13,17, 19,43, 44, 45, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 60 ve promotor (PM) bolgelerdir. 18 ekson
ve PM bolgesi ¢oklu PZR yontemi ile ayri primerler kullanarak ¢ogaltilabilmekte ve
trtinler jel elektroforezi ile dogrudan incelenmektedir (29). Normal kisilerde tim

parcalar mevcutken, hastalarda herhangi bir par¢anin saptanmamasi ya da ¢ogaltilan
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bolgenin boyunda gozlenen bir kisalik, incelenen gen bolgesinde delesyon oldugunu
gostermektedir. Mutipleks I ve II'nin birlikte kullanim amac1 yalniz birinin kullanimi ile
taninamayan delesyonlarin tespitidir. Bu sayede gendeki delesyonlarin % 98’1
saptanabilmektedir (5,29,30).

Bu yontemler igerisinde PZR yontemi delesyonlarin tespiti i¢in en ideal yontem
gibi goriinse de 79 ekzona sahip bir gende duplikasyonlar tespit etmeden ve sadece 18
ekzona bakarak delesyon tespiti ile sonu¢ vermek bir hayli risk tagiyabilir. Yeni gelisen

bir yontem olan MLPA ile bu sorunlar asilabilmistir.

MLPA; 45 kadar spesifik dizinin eszamanli olarak de@erlendirilebildigi yeni
bir metodtur. Amplifikasyon tirlinleri bir dizileme cihazi ile ayristirilir. Sadece bir tek
primer ¢ifti kullanilir. Olusan fragment uzunluklar1 130 - 490 bp arasinda oldugundan
jel paternine uygundur. Elde edilen sonuc¢larin kontrol ornegiyle karsilastiriimasi
sonucunda hangi dizinin delesyon / insersiyon tasididi tespit edilir. MLPA
reaksiyonunda 45 dizinin amplifikasyonu ic¢in sadece 20 ng insan DNA s1 yeterli
olmakta ve tek niikleotid de@isimleri (baglanma bolgesindeki) goriilebilmektedir
(31,32). Diger tekniklerle karsilastirildiinda MLPA reaksiyonu daha hizli, ucuz ve
uygulanmasi kolaydir. Gerekli ekipmanlar ise ¢gogu molekiiler laboratuvarinda bulunur

MLPA bir prob karistminin genomik DNA ile hibridizasyonu yapilarak, 6zgiil
DNA dizilerinin rolatif miktarinin belirlenmesi amacina yonelik bir metoddur (33,34).
Ayni deneyde 96 Ornegin analizi miimkiindiir. Kopya sayis1 degisikliklerinin
incelenmesinde aCGH ve SNP mikrodizin yontemlerinin aksine basit, hizli, diisiik
maliyetli, pratik ve yorumu kolay bir teknik olarak genetik laboratuvarlarinda genis
kullanim alani bulmustur. Cok kiigiik dizileri ilgilendiren kayip veya kazanim

varliginda FISH gibi alternatif yontemlerden daha avantajhidir.

MLPA yontemi hedef niikleotid dizisinin denatiirasyonu sonrasinda yan yana
yerlestirilmis iki komplementer probun hibridizasyonu ile baslar. (33,34). Daha sonra
hibridize olan problar ligasyon islemine tabi tutularak birlestirilir. Problara 6zgii 6zel
hazirlanmig primerler kullanilarak yapilan multipleks polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR) ile amplifiye edilir. Sadece hedef diziye hibridize olan problar ligasyona ugrarlar
ve PCR ile amplifiye olurlar. MLPA yonteminde multipleks PCR’dan farkli olarak
hedef bolgelerdeki diziler degil, hedef bdlgeye hibridize olan MLPA problari amplifiye
edilir (34). Standart multipleks PCR’dan farkli olarak tek bir ¢ift PCR primeri kullanilir.

Deneyden sonra amplifiye olan iiriinler 130-480 baz ¢ifti uzunlugundadir. Uriinler daha
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sonar kapiler jel elektroforezi ile ayirilir ve yazilim sistemleri kullanarak amplifikasyon
tirtinleri incelenir. Her amplifikasyon iriiniiniin pik alani, bu hedef dizinin rélatif kopya
sayisini yansitir, kayip ya da kazanim bulunan diziler kolaylikla belirlenebilir. Buradan

elde edilen verilen sisteme ait yazilim programina yiiklenerek analiz yapilir.

MLPA, Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification
*Denatiire genomik DNA 40 ayr1 prob ile hibridize edilir.

*Her bir MLPA probu, biri sentetik, digeri M13 kaynakhdir.

PCR primer dizisi Y PCR primer Dizisi X
\ M13 kaynakh her
olgu Dizi oligoniikleotid dizisi
Hibridize olan dizi farkh proplarda farkh

Fbiidize ol dizi dolgu dizisine sahiptir.

x

Her probun iki parcasi
hedef dizive yakm

5

N\ sekilde hibridize ohmlar.
3 Hedef A 5 O \Y
edef

3 HedefB )
X
robun hibridize olan
X Probun hibridize olan iki
y parcasi bir termostabil
5 Y ligaz tarafmdan
5 bitlestinilir.
3 Hedef A S
3 Hedef B 5

Biitiin prob ligasyon iirtinleri tek bir primer cifti kullanilarak PCR ile amplifiye edilirler.

Y Her probun amplifikasyon
X Y X tiindi birbirinden farkh
uzunluga sahiptir.

5 3 S 3
Amplifikasyon tiriinleri elektroforez ile aynstuiln. Prop amplifikasyon tiriiniilerinin goreceli
miktarlan hedef dizinin goreceli doz miktaruu belirler.

Sekil 2-4: MLPA yonteminin sematiksel anlatim.
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MLPA yontemi teknik hatalarin sonu¢ yorumunda hatalara yol agmamasi igin
birtakim i¢cdenetim kontrol mekanizmalar1 igermektedir. Bu amagcla biitin MLPA prob
karisimlaria bazi kontrol fragmanlar1 eklenmistir. Buna gore her karisim 4 adet DNA
miktar1 kontrol fragmani (DNA Quantity control fragment / Q-fragment) ve 3 adet
DNA denatiirasyon kontrol fragmant (DNA Denaturation control fragment /D-
fragment) igerir. Q-fragment olarak kullanilan 4 prob, 64, 70, 76 ve 82 baz
uzunlugundadir ve amplifikasyonlar1 ligasyondan bagimsiz gergeklesecek sekilde
tasarlanmiglardir. Fragman analizi sirasinda amplifikasyon {riinlerini gosteren egriler
gosterildiginde, Q-fragment olarak kullanilan bu dort probun amplifikasyon tiriinleri, D-
fragment ve diger MLPA problarmin amplifikasyon iiriinleri ile karsilagtirilir. Q-
fragment amplifikasyonu digerlerine gore 1,5 kat veya daha fazla oranda gézlendiginde
bu durumun ligasyonun gerceklesmedigi ya da DNA miktarinin az olduguna isaret ettigi
gozlenemistir (33,34).

Buna karsilik D-fragment olarak karisima eklenen 88, 92 ve 96 baz
uzunlugundaki problar karisimdaki biitiin diger problar gibi ligasyona bagimli olarak
amplifiye olurlar. Bu problarin amplifikasyon oranlari, karisgimdaki diger MLPA
problart gibi, ligasyon basarili olmussa, DNA miktar1 yeterliyse ve uygun sekilde
denatiire olduysa beklenen egriler ¢izdirilerek degerlendirilebilir. D-fragment olarak
kullanilan problardan 92 baz uzunlugundaki prob, 2q14 lokalizasyonunda yer alan bir
diziye 6zgii tasarlanmigtir. 88 baz uzunlugundaki fragman 6p21.3 bolgesindeki FANCE
geninin basindaki CpG adacigina 6zgii tasarlanmistir. 96 baz uzunlugundaki fragman
ise, 1p36 bolgesindeki TP73 geninin basindaki CpG adacigina 6zgil tasarlanmistir. Bu
iki CpG adaciginin yiiksek oranda C/G niikleotidleri icermeleri denatiirasyonlarini son
derece zorlastirir. Bu fragmanlara 6zgii doruk yiiksekliklerinin 92 baz uzunlugundaki D-
fragment ve diger problara gore %40 veya daha az bulunmasi, DNA Grneginin
denatiirasyonunun tam olmadigini gosterir (34).

D-fragment olarak eklenen 92 baz uzunlugundaki prob, MLPA prob karisimina
digerlerinden daha az miktarda eklenir ve hibridizasyon kontrolii i¢in kullanilir. Eger bu
proba 6zgii amplifikasyon iiriinii 88 ve 96 baz uzunlugundakilere gére ¢ok daha azsa,
prob-hedef hibridizasyonunun tam olmadigi goriiliir. Bunun sebebi ise hibridizasyon
stiresinin kisa olmasi, hibridizasyon sicakliginin diisiik olmasi, DNA miktarinin fazla

olabilir.
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MLPA sonuglarmi degerlendirirken gézoniine alinmasi gereken bagka dnemli
noktalar da vardir (34). Bunlardan biri 6zellikle X kromozomu ile ilgili problarin
bulundugu deneylerde hastanin cinsiyetidir. Bu problar i¢in normalde hemizigot olan
erkeklerin sonuglart mutlaka erkek kontrollerin 6rnekleriyle karsilagtirilmalidir. Bir
diger nokta kopya sayist degisikligi bulunan problarin birbirleriyle komsuluk iligkisidir.
Birbiriyle fiziksel komsuluk gosteren gen bolgelerine ait problarin ayni tiirdeki kopya
sayis1 degisiklikleri (delesyon veya duplikasyon) daha biiyiik olasilikla gergek pozitif
sonucu gosterir, buna karsin komsulugu olmayan problardaki degisiklikler yalanci
sonuglara isaret edebilir. Bir baska 6nemli nokta da ilgilenilen hastaligin 6zelligidir.
Buna gore siklikla kopya sayisi degisikligi nedeniyle ortaya c¢ikan hastaliklarda ve
toplumda sik goriilen hastaliklarda (6rn., Duchenne muskiiler distrofisi), bulunan kopya
sayist degisikliginin gercek pozitif sonu¢ olmast olasiligi daha yiiksektir. Ayrica
komsuluk iligkisi gOsteren problar arasinda uzun fiziksel mesafe varsa, bu bolge
genomik tekrar dizileri igeriyorsa, veya eksonlar arasinda bulunan intronun uzunlugu
fazlaysa, kopya sayist degisikligine yol acacak yeniden diizenlenmelerin olugmasi

olasiligi da yiiksektir (34).

Genomik DNA da oldugu gibi mRNA arastirmalarinda, CpG metilasyon paterninin
multiplex kantitasyonununda da mimkiindiir. Giinlimiizde 350 den fazla laboratuvarda,

MLPA yontemiyle gesitli genlerin, delesyon ve amplifikasyonlar1 arastiriimaktadir (34).

2.2.4. Becker Kas Distrofi

Daha hafif klinik seyirli, hastalarin 40-50 yasa dek yasayabildikleri bir muskiiler
distrofidir (4,21). Siklig1 30 000 canli dogan erkek bebekte birdir. Distrofin geninde
delesyon vardir (1,9).

Kas biyopsisinde % 80 olguda distrofinin molekiiler agirligi % 20-90 oraninda
azalmis, % 15 olguda distrofin normal boyutta fakat miktar olarak diistik, % 5 olguda
ise anormal olarak biiyiik boyuttadir (1,5). Ordekvari yiirilyiis (waddling gait) 10-15
yaslarda dikkati ¢eker, 15-20 yas civarinda giderek artan kas giicsiizliigii ve baldir
hipertrofisi gelisir. Kayip DMD’ den daha ge¢ donemdedir.
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Tan1 DMD’deki gibi aile oykiisii, CK yliksekligi, EMG, genetik inceleme ve kas
biyopsisi ile konur.

BMD o6liimciil olmayip, tireme uyumu % 70'e varir. BMD'li olgular evlenebilir
ve biitlin kizlarina mutant geni gegirerek kizlarindan olan erkek torunlariin hasta olma
riskini % 50’ye ¢ikarirlar. Bu nedenle BMD'li olgularin biiyiik boliimii (%85-90)
kalitsaldir, ancak olgularin %10’u yeni mutasyon ile olusur (27,28).

2.2.5. Distrofinopatilerde Tasiyicilar

Distrofinopatiler temelde erkek cinsiyeti etkiliyor goriinse de kadin tasiyicilarin da
degisik derecelerde etkilendigi gosterilmistir. Kadin tagiyicilarda DMD’ de % 24, BMD’
de % 20 oraninda iskelet kas tutulumu bildirilmistir (44). Kas kramplari, kas gii¢siizliigii
goriilebilir. Kas gligsiizliigii genelde agir seyretmez ve ¢ogunlukla asimetriktir. Bulgu
vermeyen tastyicilarin biliylik bolimiinde, degisik dercelerde kalp tutulumlar1 da

goriilebilir (45).

Tastyict  kadinlarda klinik  bulgularin  ortaya ¢ikmasina neden olan
mekanizmalar; X-inaktivasyon mekanizmasi, X-0tozom translokasyonu, 45,X genotipi,
her iki X kromozomunun da mutant geni icermesi ve uniparental disomi’dir. Teorikte
miimkiin  olmasina ragmen pratikte mimkiin olmayan olas1 sebeplerde

degerlendirilebilir.

2.3. Hastaligin 6nlenmesi ve Genetik danisma

Hastaligin onlenmesi; hastaligin erken tanisi, tasiyicilarin belirlenmesi, dogru
genetik danigma ve prenatal tani ile miimkiin olabilir. Ozellikle, DMD olan bir ¢ocukla
doktora bagvuran ailelerde, ¢ocugun anne tarafindan kadin akrabalarinda da tasiyicilik
olasiligmin kesinlikle gozardi edilmemesi gerekir ve ailedeki tasiyicilarin tespit
edilmesi gerekmektedir. DMD’li birey bulunan ailelerdeki kadinlarin tasiyict olup
olmadiklarinin, erken yaslarda ¢ocuk sahibi olmadan tespit edilmesi dnemlidir. Ailesinde
DMD veya BMD’li bir bireyin bulundugu kadinlarin tasryicilik durumlarinin belirlenmesi

i¢in soy agacinin ¢ikarilmasi DNA analizi uygulanmaktadir.

Genetik danigmada dogum Oncesi tan1 uygulamalarinin temel amaci, s6z konusu
hastalik icin yiiksek risk nedeniyle cocuk sahibi olmaktan kaginan ailelere saglikli bir
cocuk icin gilivence verebilmektir. Ailesinde DMD'li olgu bulunan tasiyicilik riski

yilksek kadinlara molekiiler analizler ile giivenilir sonuclar verilebilmektedir.



16

MLPA’nin yaygin kullanilmasi ile tasiyicilik tespiti daha kolay olacak ve gerekirse
aileler alternatif lireme yollarma yonlendirilerek saglik bir cocuk elde etmeleri

saglanacaktir.

2.4. Tedavi

Giliniimiizde DMD tedavisi ve steroid tedavisine eklenen destekleyici tedaviden
ibarettir. Steroidin tedavide kullanilmaya baslamasi ile hastaligin ilerleyisinde ve
kliniginde belirgin bir diizelme yaninda yasam kalitesinde iyilesme olmustur (46,47).
Bunun haricinde kesin tedavi amaglayan gen terapisi c¢aligsmalarina hizla devam
edilmektedir. Saglam genin vektorler ile hastaya aktarilmasi, exon-skipping yontemleri
ve gen susturulmasi c¢alismalart halen devam etmekte ve ilaclar gelistirilmeye

calisiilmaktadir
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Geregler

3.1.1. Hasta Ornekleri

Arastirilacak olgular; Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii’ne
klinik tanis1 konarak gelmistir. Calisma baslatilmadan 6nce Istanbul Universitesi,
Istanbul Tip Fakiiltesi Etik Kurul’'undan onay almmistir. Calismada kas dokusu
ornekleri kullanilan tiim hastalara ¢aligmay1 detaylari ile anlatan bilgilendirilmis goniillii
hasta onay formu imzalatilmistir. Calismanin deneysel islemleri istanbul Universitesi,
Deneysel Tip Aragtirma Enstitiist, Genetik Anabilim Dalinda
gerceklestirilmistir.Calismaya katilan hastalar Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi
Noroloji Anabilim Dal1 ve Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Anabilim Dali’ndan gelen hastalar
arasindan seg¢ilmigtir.

3.1.2. Kullanilan Kimyasallar

MLPA Andéploidi Kiti (Salsa P095- MRC Holland)

Etanol

Sodyum dodesil siilfat (SDS)

Tris baz

Tris-HCI

Hidrojen peroksit

Sodyum hidroksit (NaOH)

Bromfenol mavisi

Hidroklorik asit (HCI)

Distile Su

Agaroz

Bisakrilamid

Sodyum kloriir (NaCl)



3.1.3. Kullanilan Sarf Malzemeler

EDTA’l1 Kan Tiipt

Pipet Uclar1 (Degisik Hacimler i¢in)

1.5 mI’lik ependrof tiip
310 Sample Tubes

0.2 ml PZR Tiipii

3.1.4. Kullanilan Cihazlar
Mikrosantrifiij
-20, +4 Sogutucu
Is1 Bloklar1
Pipet Seti (10-100-100 (1)
Vorteks
PZR Cihazi
Spektrofotometre
Kapiller Elektroforez Cihazi
Derin dondurucu
Bilgisayar

Santrifiij

3.1.5. Kullanilan Yazilimlar
MLPA Analizi

Ofis programi

(Biofuge Stratos, Heraeus )
(Bosh, Almanya)

(Gen Probe, San Diego, A.B.D.)
(Eppendorf, Almanya)
Elektromag

Biorad

Nanodrop-2000

Beckman, CEQ 8000

Bosch

Asus

Eppendorf

Cofflayser V.9.5

Office 2010, Microsoft

3.1.6. .Kullamilan Tampon Ve Cozeltiler
Sodyum Dodesil Siilfat Stok Cozeltisi (100 ml, %10)

18

10 gr sodyum dodesil siilfat distile su ile 100 ml’ye tamamlanarak ¢oziindiiriildii ve 0,22
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mikronluk filtreden gegirilerek sterilize edildi. Cozelti oda 1s1sinda muhafaza edildi.

Tris Baz Stok Cozeltisi (100 ml, 1,5 M)

18,165 gr Tris baz distile su ile 90 ml’ye tamamlanarak ¢oziindiiriildi. Cozelti, sodyum

hidroksit ve hidroklorik asit kullanilarak pH 6.8’e ayarland1 ve distile su ile 100 ml’ye

tamamlandi. Daha sonra ¢ozelti otoklavlanarak oda 1s1sinda muhafaza edildi.

Amonyum Persiilfat Stok Cozeltisi (100 ml, %10)

10 gr amonyum persiilfat distile su ile 100 ml’ye tamamlanarak coziindiiriildii ve

+4°C’de muhafaza edildi.

3.2. Yontemler

3.2.1. DNA lizolasyonu

1 ml kan i¢in:

beklenir.

L]

Iml kan temiz bir tlipe aktarilir.

Uzerine 3 ml Lysis Buffer eklenir.

30 dak. bekleme siiresi ardindan 2400 rpm’da 5 dak. ¢evrilir.
Ust faz dokiiliir ve vortex yapilip 1 ml Lysis Buffer eklenir.

1 dak. vortex yapilir ve 2400 rpm’da 5 dak. ¢evrilir.

Ust faz yine dokiiliir ve vortex yapilir.

1 ml ntikleaz buffer, 50 ul SDS ve 30 ul Proteinaz K eklenip 3 saat

4000 Rpm ‘da 8 dakika ¢evrilir ve {ist faz bos bir tiipe aktarilip iizerine 3

ml alkol eklenir.

Seffaflasan DNA mikropipet yardimiyla 0.5’lik tiiplere alinarak 10 dak.

60 derecelik 1s1ticida kurutulur. ,

Ardindan DNA miktarina gére TE buffer eklenir.
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3.2.2. MLPA Cahsmasi

MLPA calismas1 i¢in pipetasyon islemi gereken basamaklarin c¢ok hizh

yapilmas1 gerekmektedir. Bunun i¢in uygun sicaklikta bekletme se¢enigini igeren PZR

prtokolii cihaz hafizasina alinarak islemlerin hizli bir sekilde ger¢eklesmesi

saglanmalidir

3.2.2.1. DNA Denatiirasyonu ve Prob Miks ile Hibridizasyonu

Calismada kullanilacak DNA’lar -20°C den ¢ikartilarak ¢oziildii
Kisa siireli santrifiijiin ardindan spektrofotometrede 6l¢tim yapildi.

Orneklerimizden elde ettigimiz DNA dan 6lgiimler neticesinde 5 ul (45-150 ng
DNA) alind1.

Alinan ornekler 200 pl lik PCR strip tiiplerine aktarildi.

98 °C de 5 dk. Thermal Cycler cihazinda bekletilerek DNA nin denatiirasyonu

saglandi.
Sonrasinda drnekler 25 °C ye sogutuldu.

25 °C deki DNA o6rneginin iizerine 1.5 pl SALSA Probe Mix (P095) ve 1.5 pl
MLPA Buffer ilave edilip pipetaj ile homojenize edildi.

Daha sonra 95 °C de 1 dk. inkiibe edilip drnekler 60 °C de 16 saat hibridizasyona
birakildi.

1. Denatiirasyon ve Hibridizasyon
PCR primer dizisi X PCR primer dizisi Y

—

Hibnidize olan bolgeler

Sekil 3-1: MLPA yoénteminin Denatiirasyon ve Hibrdizasyon asamalarinin sematiksel

anlatimi.
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3.2.2.2. Ligasyon

Hibridizasyon siiresi bitiminde termal cycler cihazinmn 1s1s1 54 °C ye indirildi.

Her bir 6rnek i¢in 3ul Ligase 65Buffer-A, 3 ul Ligase-65 Buffer-B, 25 ul su ve

1 pl Ligase 65 enzim hazirlanarak pipetajla ile karigtirildi.

Hibridizasyon iiriiniine 32 pl Ligaz-65 miks ilave edildi.

54 °C de 15 dk. inkiibasyona birakildi.

Daha sonra 98 °C de 5 dk. bekletilerek ligaz inaktivasyonu saglandi.
Ardindan 15 °C de iiriinler cihazdan alinarak bir sonraki asamaya gegildi.

Ligasyon iiriinii 4 °C de 1 hafta saklanabilir.

2. Ligasyon
Ligaz-63 enznimi ile hzasyon

! : v f

Sekil 3-2: MLPA yonteminin Ligasyon asamalarinin sematiksel anlatimi.

3.2.2.3. PZR Cahsmasi

Ligasyon reaksiyonu iiriiniinden 10 pl alinarak ayr1 PCR strip tiiplerine aktarildi.
Bu asamadan sonra yapilacak ¢alismalar buz {izeinde devam edildi.

Daha sonra ligasyon tiriinii konmu her strip tiipline sirasiyla; 4 ul 10XSALSA
PCR Buffer, 26 pl distile su, 10 pl Polimeraz miks eklenerek PZR baslatildi.
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PZR programi;

Denatiirasyon 30sn 95°C
Annealing 30sn 60°C 35 dongii

Ekstansiyon 60sn 72°C

Final Ekstansiyon 20 dk 72 °C

Tablo 3-1: MLPA’nin PZR programinin tabloda gosterimi.

Program bitimnde 6rnekler alinarak yiikleme islemine gegilir.

3.2.2.4. Kapiler Elektroforez Cihazina Yiikleme

Tampon plaginin kullanilacak kadar olan kuyucuklarina 2/3 oraninda seperasyon

tamponu eklenir.

Ornek yiikleme plag: i¢in 6rnek basina; 32 pl formamid, 0,2 pl CEQ600 size

marker olacak sekilde mastermiks hazirlanir.
Mastermiks kuyucuklara 32 pl olacak sekilde dagitilir.
2.2 ser ul PZR iirtinii kuyucuklarina eklenir.

Her kuyucuga birer damla mineral yag damlatilir.
Kosturma ayarlari;

- Kapiler sicaklig1 50 °C

- Denatiirasyon sicaklig1 90 °C

- Bekleme siiresi 120 sn

- Injeksiyon voltaj1 2.0kV ve siiresi 60 sn,

-Kosturma voltaj1 4.8kV ve siiresi 60 dk olacak sekilde yapilir.
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3.2.2.5. Fragman Analizi

Okutulan 6rneklerin pik alanlar1 ve prob uzunluklar1 excel dosyasi formatinda

kaydedildi.

Spesifik olmayan amplifikasyon pik {riinleri kaldirildi. Normal ve test
orneklerine ait sadece beklenen MLPA iiriinlerinin pik alanlar1 kaldiginda

problarin elde edilen boyut ve pik alanlar1 Coffalyser versiyon 9.4 programina

aktarildi

Kontrol olarak kromozomal ag¢idan normal oldugu bilinen vakalarin pikleri

eksternal kontrol olarak kullanildi.

Program tarafindan test edilen prob bolgesi i¢in, doz oran1 0.7 ve 1.3 degerleri
arasinda hesaplandiginda 6rnege ait bu bolgenin normal dozda oldugu, < 0.7
degerlerinde bolgede delesyon yani doz eksigi oldugu, > 1.3 degerlerinde ise

amplifikasyon yani doz fazlas1 oldugu belirlenmektedir.

Elde edilen sonuglar degerlendirilmek tizere kaydedildi.
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4. BULGULAR

4.1. Genel Ozellikler
Calismamiza DMD/BMD tanis1 amaciyla Istanbul Universitesi Deneysel Tip
Arastirma Enstitiisii Genetik Anabilim Dali’na 2009-2011 yillar1 arasinda bagvuran

hastalardan alinmis 30 adet kan 6rnegi dahil edilmistir.

Ana Bilim Dali’miz tarafindan bu kan 6rneklerine rutin olarak uygulanan Multiplex
PZR analiz sonuglart “ger¢cek durum, referans” olarak belirlendi ve bu sonuglar kontrol
grubu sonuglarini olusturdular. Ayni kan 6rneklerine uyguladigimiz MLPA yontemi ile elde
edilen sonuglar arastirma grubu sonuglarini olusturdular.

Kontrol grubu sonuglar ile arastirma grubu sonuglar1 karsilastirilarak MLPA
yonteminin giivenilirligi gozlenip; Multipleks PZR ile tespit edilemeyen delesyon ve
duplikasyonlarin tespiti gerceklesti. Yontem farkliligi ile ele gegcen zengin veriler ile

genotip fenotip karsilastirmasi yapildi.

Hasta Kodu|PCR | PCR I PCR Sonug|MLPA Sonug P034|MLPA Sonug P035 [MLPA ANALIZ
1 117[tam tam tam tam tam Normal
2 1121 [tam tam tam tam tam Normal
3 11237|tam tam tam tam tam Normal
4 11273|tam tam tam tam tam Normal
5 11275|12 13 12--13 tam 12--13 12--13 Del.
6 11297|tam tam tam tam tam Normal
7 1132745 tam 45 45 tam 45 Del.
8 11339|tam tam tam tam tam Normal
9 11349|tam tam tam tam tam Normal
10 11358 |tam 43 43 31-33-35-37-39-40 |23-25-27-29-30-41-43 |23-43 Hom. Del.
11 11414|51 52 51-52 tam 51-52-53 51--53 Del.
12 11424 [tam tam tam 2 dup tam 2 Dup.
13 11435|tam tam tam tam tam Normal
14 11503|tam tam tam tam tam Normal
15 11596|tam tam tam tam tam Normal
16 11617|tam tam tam tam tam Normal
17 11651 [tam 51 51 tam 52 52 del.
18 11658 |tam tam tam 29--30 tam 28-30 Del.
19 11670|tam tam tam tam tam Normal
20 11718|tam tam tam tam tam Normal
21 11314 |tam tam tam tam tam Normal
22 10421(8 tam 8 8--9 tam 8--9 Del.
23 10645(6--12 tam 6--12 6--29 11--20 6-29 Del.
24 10001 [tam 12 tam 12-13-15 tam 12--15 Del.
25 10002|tam tam tam tam tam Normal
26 10003|tam tam tam tam tam Normal
27 10128 5--45 3--46 11--40 3--46 Del.
28 10005|tam tam tam tam tam Normal
29| **xx tam tam tam tam tam Kontrol
30| **** tam tam tam tam tam Kontrol

Tablo 4-1: Calisilan hastalarda PZR ve MLPA sonug¢larinin detayh bir sekilde gosterimi
tam: Delesyon saptanmamuistir.
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Kontrol grubu sonuglarini olusturan sonuglar (referans); kan dérneklerinden rutin

uygulamamiz olan Multiplex PZR analizi sonuglar1 arsiv bilgilerinden alimmistir ve

asagidaki gibidir;

ond’ 54T by
0 Y e P o

Ervonl -450hp

{ [Ekson17-416bp

‘ hmﬁl THAly

8- 160bp

hnl? l]lrw

Eksond4-268bp

| Eksond-196bp

11414 11424 11435 11503 11349 11596

11414

11424

11435

11503 11349

11596

Pm-535bp

Eksond8-438bp
Ekson3- 410bg
Eksond3-357bp

Ekson50-271bp
Ekson13-238bp
Eksoné- 'JODbB

Eksond7-181bp
Ekson60-138bp
Ekson52-113bp

Sekil 4-1: 11414, 11424, 11435,11503,11349 ve 11596 numarah hastalarin Multiplex PZR

sonuclarim gosteren sekil.

Pm-535b

R

B Eisond- AS%D

s Eksond- 410bg
Eksond3-357

Ekson50-271bp
Ekson13-238bp

Eksanﬁ-fOEbB
Eksond7-181bp
Ekson60-139bp
Ekson52-113bp

#

117 1121 11237 11273 11297 11339

117

1121

11237

11273 11297 11339 kont.

\
| Pm-535bp
Eksond - 43%9

Ekson3-41 Dbg
Eksond3-357bp

Ekson50-271bp
Ekson13-238bp
Ek&onG-?ODbB

Eksond7-181bp
Ekson60-139bp
Ekson52-113bp

Sekil 4-2: 117, 1121, 11237, 11273, 11297 ve 11339 numaral hastalarin Multiplex PZR

sonuc¢larim gosteren sekil.
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* | Pm-535bp

EluondS 547y

Eksond8-50

(m.msm

e
Hng

Eksondd-2580p

| Eksond-196bp Ek<url’a“ { '3tp

Sekil 4-3: 11617, 11651, 11658 ve 11670 numaral hastalarin Multiplex PZR sonu¢larim
gosteren sekil.

EluondS 547bp

Eksond8-506bp

Eim . ?E
Ehvan! $459bp S0nd-33/0p
Ekson' 741609 y -

o

v

Ysani 2 331 by

300bp Eksond4-268bp

Ekson50-271bp
2

| Eksond-196bp
200bp

11718 11314 10001 10002 11358 1005

11718 11314 10001 1002

Sekil 4-4: 11718, 11314, 10001, 10002, 11358 ve 10005 numarah hastalarin Multiplex PZR
sonuc¢larim gosteren sekil.

4.1.2. Arastirma Grubu Sonuclar:

Calismamiz DMD/BMD tanist amaciyla Istanbul Universitesi Deneysel Tip
Aragtirma Enstitlisii Genetik Anabilim Dali’na 2009-20011 yillar1 arasinda bagvuran
hastalardan alinmis 40 adet kan 6rnegini kapsamakta olup kan drneklerine uyguladigimiz
MLPA Salsa P034 ve MLPA Salsa P035 kitleri sonuglar1 arastirma grubu sonuglarimi
dogurmustur. Elde ettigimiz veriler asagidaki gibidir;
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Kisa epikiz: Yiirimede giigliik cekme.

Hastaligin ortaya ¢ikis yasi: 8

OLGU 1: 117 numarali hasta:
P034_11-7T.H12_11041109FK*CEQsCSV.csv

PO34 11-7 H12 11041109FK xl=

1ol T

18
1.4

B U0XS W 0 ZE0-X

L9 Uoxa JWd 0 ZE0-x

SQuoxa QW 0Zel-K

£quoxa gWd 0Ee0-x

kg uoxa Qg 0 Ze0-x

B Uoxa QW 0 ZE0-K

L Uoxa gWd 0 Ze0-x

St Uoxa gQWid 0°ZE0-x

F Uoxa QWD 0°ZE0-X

W Uoxa Jid 0°Ze0-x

BT Uxa QW 0 Ze0-K

L U0XE WD 0 ZE0X

52 U0xS JWd 0 ZE0-x

£7 Uoxa QW 0 Ze0-K

kg U0xE JWa 0'ZE0X

GO UOX2 W 0 ZE0-X

L0UOXS WD 0 ZE0-X

S0 uoxa Qg 0 Zed-K

E0U0xa gQWd 0 ZE0-x

O UoxE Qg 0°Ze0-x

we

Mapview

Sekil 4-5: Olgu 1’ in P034 prob seti ile yapilan calismanin analiz baz grafigi.

PO35_11-7.B03_11041108RCA"CEQsCSV.csv

PO35 11-7.B03 11041108RC xls
14

B UOxS JWQ 0ZE0-X

L4 U WO 0ZE0-X

SiLuexa gWa0Ze0-x

£LUoxE gWa 0Zed-x

L4 Woxs QNG 0'2e0-K

6% Uoka JWa 0'ZE0-X

£5 U JWa 0ZE0-X

S5 UeXE JWa 0'ZE0-x

£5 Uoxa JWa 0'Ze-x

15 Uaxa JWa 0'Ze0-K

G Uoka JWQ 0220

L8 U JWO 0ZE0-X

SE U JWa 0ZE0-x

£8 UoXa JWa 0ZE0-x

e Uosa Qg 0280

G Uoxe QW 0ZE0-x

£ Uoxs JWa 0ZE0-x

Sl uexa gWa 0Zel-x

£ Uoxa QW 0'ZEd-x

e

Mapview

Sekil 4-6:0lgu 1’ in P03S prob seti ile yapilan calismanin analiz baz grafigi.

Sonug: Delesyon saptanmadi.
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Kisa epikiz: On tan1 BMD. Ailede kas hastas1 yok.

OLGU 2: 1121 numaral1 hasta:
Hastaligin ortaya ¢ikis yasi: 19

il

18
L]
1.4

1

P034_11-21.A02_11041109FE*CEQsCSV.csv

PO34 11-21.402 11041109FE «l=

B9 U0xa QWad 0'Ze0-X

L9 U0xa QWad 0'Ze0-X

S U0xa QWad 0'Eenx

£9uoxa Qwad 0'genx

g uaxa QWA 0 Ze0-x

Bt U0xa QWd 0'Ze0-X

At U0xE QWd 0'ZE0-X

St Uoxa Qwad 0'2en-x

F U0xa Qad 0'Zen-x

L Uoxa Qa0 Z2e0-x

B U0xa Qd 0'2e0-x

AT U0xE QW 0'EE0-K

S M0xE QWd 0'Ze0-X

£ U0xa QWad 0'Zen-X

L2 Woxa Qa0 Ze0-x

B0 U0xa Qwad 0'2e0-X

A0U0xa QWd 0'Ze0-X

S0 u0xa Qwad 0'2enx

£0U0xa QWad 0'Ze0-X

L0 Uox= QWa 0 Ze0-x

e

Mapview
Sekil 4-7: Olgu 2’ nin P034 prob seti ile yapilan ¢alismanin analiz baz grafigi.

1.4

P035_11-21.C03_11041108RB*CEQsCSV.csv

PO33 11-21.C03 11041108RE «Is

G MOX3 QWO 0NZE0-x

L U0xa QWG ZE0-K

S UeRE QWO 0NZE0-x

£ U0 QWO 0NZE0-x

L4 UoxE QWO 0'ZE0-x

G5 Uexa QW0 0NZE0-x

L5 U0 QWO 0NZE0-H

S5 u0xa JWg rZe0-X

£5 Uex3 QWQ 0NZe0-x

b5 UOxE QW] 0rZe0-x

BE UOXS QWO 0NZE0-3

LEUOXS QWO 0NZE0-H

SEu0Ea JWQ 0 ZE0-K

8 UOXS QWO 0NZE0-x

e HOXE QWO 0'ZE0X

Gl U0xa JWQ 0 ZE0-K

£ UeRE QWO 0NZE0-x

Sluoes JWQrZe0-x

gi.

({5

Sekil 4-8: Olgu 2’ nin P034 prob seti ilj¢ yapilan ¢ahsmanin analiz baz grafi

Sonug: Delesyon saptanmadi.
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OLGU 3: 10128 numaral: hasta:

Hastaligin ortaya ¢ikis yast: -

Kisa epikiz: -

PO34 10128812 110411009FK xls

P034_10128.B12_11041109FK*CEQsCSV.csv

T

- T T T TT

H

—

69 Uoxa Qg 0rge0-K
Lguoxa Qg 0rze0-K
59 UEE QWa OZel-x
£9 W03 Qa0 Zel-x
g oxE Qlad 0'ee-x
B U0 QWQ 02e0-x
| L U0E QWG 0'ZE07K
” S uoxa JQWag 0rZel-x
”mw uoxa QWad 0'Zen-x
” bt U0EE QW ad 0'ZEn-x
Hmm uoxa QWad 0'Zen-x
H.__.m uoxa Qwad 0'ee-x
Hmm uoxa Qwad 0'ee-x
Hmm uoia Jwg 0°ED-X
” g uexa Qg 0ree0-x
”ma uoxa QWad 0'Zen-x
”.__.D uoxa QWad 0'Zen-x

H S0 UeES QWA OZE0-x

Hmo uoeE QWa 0rZen-y

g

[Is] =

—

[=]

Sekil 4-9: Olgu 3’ iin P034 prob seti H¥¥apilan calismanin analiz baz grafigi.

P03 10125 D02 11041105RS s

P035_10128.D02_11041108RA*CEQsCSV.csv

TTTTTT

B4 U0EE QWA 020X
LiUoxs Qg 0rZe0-K
54 U0EE QWA 0Ze0-x
£4 U053 Qa0 ZE0-x
b Uexa Qg 0'Ze0-x
BS U0xa Qg 0'Ze0-x
L5 W03 QW 0'ZE0-x
55 U0E3 Qa0 ZE0-x
£5 U0xs QWa 0Ze0x
| 5 uaxa Qg 0'gen-K
”mm Uoxa Qwad 0'Zen-x
H___.m uoxa gQa 0'ge-x
Hmm uoxa gQa 0'ge-x
”mm uoxe JWa 0ZED-X
” e U0xE QWad 0'ZED=X

Hm_‘ uoxa gQa 0'ge-x

r > T T =

Hh_. uoxe JWa 0ZED-X
51 uoxe QWA 0'ZE0-X
H £ U0EE Qa0 Ze0-x

| b U0xa QWa 0'Zen-x

25

15

oney

03

[=]

Mapview

e

Sekil 4-10: Olgu 3’ iin P034 prob seti ile yapilan cahismanin analiz baz grafigi.

Sonug: 3-45 ekzonlar arasinda delesyon saptandi.
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OLGU 4: 11421 numaral1 hasta:

Hastaligin ortaya ¢ikis yast: -

Kisa epikiz: -

PO34 10421.C12 11041 109Fxls

P034_10421.C12_11041109FI*CEQsCSV.csv

69 UaXa QW J IZEd-X

L9 U0XS QWA 0'ZE0-X

59 U0Ks QWA 0rZen-X

£9U0xs QWA 0rZen-X

b9 Uoxa QWO 0FZE0x

B UOXS QWA 0rZe0-X

Lf UOXS QWA 0Zen-X

S U0Ks QW 0rgen-x

£f U0XE QW J IZED-X

L UOxs QWA 0'ZE0-K

B2 UOXs QWA 0rZe0-X

LT UOXS QWA 0ZE0-X

52 UOKs QWA 0rZen-X

£2 UOXs QWA 0rgen-x

k2 HOx3 QWO 280K

B0 UOXS QWQ 0rge0-x

L0U8XE QW T INZED-K

S0 U0KS QWA 0'ZE0-x

£0UO0XS QWA 0'ZE0-X

L0 Hoxa JWJ 0Ze0-X

148

16

Mapview

we

Sekil 4-11: Olgu 4’ iin P034 prob seti ile yapilan calismanin analiz baz grafigi.

PO35 10421 EO2 11041108RE xlz

P035_10421.E02_11041108R8*CEQsCSV.csv

G Uoxa JWg 0 ZE0-K

L4 W08 QIO 0 280K

G MexE Qa0 ZE0-X

g2 u0xa JWg 0 ZTED-K

b W03 QI 0 280K

65 LOxa QD 0°Ze0-X

LS UOES JW 0ZED-K

55 UOx3 Qa0 280X

£5 U0xa QD 0°Ze0-X

b5 Hoxa QWG 0'ZE0-K

GE UOX3 QI 0 280X

LEMORS QWD 0°ZE0-X

SEUOX3 Qa0 280X

8 Uexa QWD 0°Ze0-X

Ve oxa QWG 0'ZED-K

G UOXE QIO 0 280K

LB UERE QWD 0 ZE0-X

Sl uoxa JWg 0 ZED-K

1.4

we

Sekil 4-12: Olgu 4’ iin P034 prob setl ﬂ’éieywapllan calismanin analiz baz grafigi.

Sonug: MLPA sonucunda 8. ve 9. ekzonlarda delesyon saptandi.
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OLGU 5: 10645 numarali hasta:

Hastaligin ortaya ¢ikis yast: -

Kisa epikiz: -

PO34 10645 E12 11041109F] =

PO34_10645.E12_11041109FI"CEQsCSV.csv

B9 Uoxs QW 0°Ze0-X

L9 U0x3 QWA 0°ZE0-X

59 uexa QW 0°Ze0-X

£Qu0xa QW 0TED-K

b9 uoEs Qg 0 Ze0-x

B W03 QWA 0°Ze0-X

LF UOxS QWA 0'ZE0-X

S uoea JQWa 0ZE0-K

Ef Uox3 QW 0°Ze0-X

b Uox2 QWA 0°Ze0-X

| Bz uoxa QWA UZED-X

—
| 47 uoxa QWA 0TEDH
I

H

Hmm HoxE JWad 0'Ze0x

.|”mm Uoxa QWad 0Ze0-x
—

” g U0xa QWG OZE0-X

.|Hma Hoxa guad 0'eenx

_|”.__.D Hoxa gWad 0'een-x

| 50 uoxe QWd 0ZED-X
£0 U QI 0°Ze0X

L0 Uoxa QWa 0Zenx

16

1.4

T
o
o

=5
o

T
(5]
o

1
[=]

Mapview
le yapilan calismanin analiz baz grafigi.

ii

Sekil 4-13: Olgu 5’ in P034 prob set

PO3S 10545.302 11041108RE .|

P035_10645.G02_11041108R6"CEQsCSV.csv

B U0EE QWa 0ZE0-x
L4 U0ES QWO OZE0-X
S U0EE QWO OZE0-X
2403 QWa 0ZE0-x
L4 Uoxa Qwa 0'Zenx
65 Uoxa Qg 0'Ze0-x
A5 U0E3 QWA OZE0-X
S5 Uoxa Qg 0rZe0-X
£5 U0x3 QWa 0'Ze0-x
L5 uexa Qg 0'ZE0-X
BE U0%3 QWa OZE0-x
A Uoxa Qg IrZe0-x
SEU0ES QWO 0ZE0-x
8 U0xa QWa 0Ze0-x
| LEUaxa Qg 0ZE0-X
Hm_‘ uoxa Qwa 0'genx
Hh_‘ uoxa QWa 0'Ze0-x
Hm_‘ uoxa Qwa 0'genx
—

_.H Shuoxa Qg OorZen-x
H

1l

| L Uoxa Qwa 0'Zenx

1.4

1.2

Pt =
oney

04
0z

=]

Mapview

e

Sekil 4-14: Olgu 5’ in P034 prob seti ile yapilan calismanin analiz baz grafigi.

Sonug: 7- 29 ekzonlar arasinda delesyon saptandi.
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OLGU 6: 11275 numaral1 hasta:

Hastaligin ortaya ¢ikis yasi: 6 aylik

Abisi, annesinin teyzesinin oglu ve

Kisa epikiz: Anne ve baba teyze cocuklari.

annesinin dayisinin oglu kas hastasi. Yiksek CK diizeyi.

PO34 1275610 1106201 7B7 s

P034_11275.610_11062017B7"CEQsCSV.csv

1.4

1.2

6B U0xa QW 0ZE0-X

Lo uoxa QW 0ZE0-K

S uUoxE QW 0'Zen-x

£9U0x= QWd 0'Zen-x

b9 HexE QWO 0ZE0-x

Gt U0XS QWD 0'2e0-X

L uoxa QWA 0ZE0K

S U0Ks QWd 0'Zen-x

EF U0xXa QWd 0 2e0-x

b HOx2 QWO 0FZE0H

6 U0X= QW 0'Ze0-x

LT U0xa QW 0ZE0K

ST U0xa QWA 0ZE0K

£7 U0xa QWd 0'genx

k2 HOx3 QWO 280K

G0 U0xS QW 0'Ze0-x

L0uoxa QW 0ge-x

S0 Uaxa Qg 0'ZE)-K

S0 uxa JWA0ZE0K

L0 HEx2 QWa OZE07x

Sekil 4-15: Olgu 6° mn P034 prob seti ile yapilan ¢calismanin analiz baz grafigi.

PO3S 11273511 1106211128 Xl

P035_11275.G11_11062111QB*CEQsCSV.csv

12

0&
04
1]

oy

G Uoxa QWG 0°ZE0-x

£ U0EE QWO 0'Ee0-x

S uoxa QW 0Ze0-x

£ Uoxa QWG 0TEl-xK

b uea QWg 0 Ze0-K

65 U0k Qg 0'Ze0-x

£5 U0xa Qg 0'Ze0-x

S5 Uoxa QW 0Ze0-x

S5 Uoxa QWG 0rZE0-x

15 ueca QWg 0 Ze0-x

BE U0xa Qg 0'ee0-x

L8 U0xa QW] 0ZE0-x

SE Uoxa QWG 0TE0-x

S8 Uoxa QWJ 0'ZE0-x

e U0xa QWG 0°Ze0-x

G U0xa Qg 0'Ze0-x

Ll uoxa QW 0Ze0-x

Sluoxa QWG 0Ze0-x

S uoxa QNG 0'ZE0-x

_‘F UoxE JWd 0°Ze0-x

Sekil 4-16: Olgu 6° min P034 prob seti ile yapilan calismanin analiz baz grafigi.

Sonug: 12. ve 13. ekzonlar1 kapsayan delesyon tespit edildi.
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OLGU 7: 1121 numaral: hasta:

Hastaligin ortaya ¢ikis yasi: 19

Kisa epikiz: Ailede kas hastas1 yok. Anne baba uzaktan akraba.

POG4 11327 H10 1106201789 s

P034_11327.H10_11062017B9*CEQsCSV.csv

14

B9 U0xa QWad 0'Zenx

L9 U0xE QW 0'Ze0-X

SQuoxa QWQJ 0 Ze0-x

£9U0xa QWJ0ZE0-K

g uexa QWa 0 Zen-x

B U0xa QWA 02807

A U0RE QWO 0°Ze0-X

S uoxa QW 0Ze0x

EF U0xa QWJ 0°ZE0-x

b uexa QW 0 Ze0-E

BZ U0xa QWQJ 0°ZE0-x

AT UOxE QW 0'Ze0-X

52 UOxE QWd 0'Ze0-X

7 U0xa QWJ 0 ZE0-x

LT Uexa QW 0 Te0-E

B0 UOx2 QWad 0'Ze0-X

A0 UO%E QWT 0'Ze0-X

S0 U0EE QW3O 0'Ze0-X

£0uoxa QWG 0 Ze0-x

b0 uecE Qg 0rZe0-y

we

Sekil 4-17:0lgu 7° nin P034 prob seti ile yapilan ¢ahismanin analiz baz grafigi.

POE5 11327 H11 11062111QC iz

P035_11327.H11_11062111QC*CEQsCSV.csv

12

B U0EE QWO 0'Ee0-x

L4 W0ER QWO 0'EE0-X

S uoxa Qg 0Ze0-x

£ Uoxa QWG 0ZE0-x

b uea Qg 0rZe0-x

G5 Uoxa QWJ 0'ZE0-x

L5 W0ER QWO 0'Ze0-x

S5 Uoxa QW 0Ze0-x

25 oxa QW 0Ze0-x

b5 uaa QW 0ZE0-x

BE Uoxa QI 0'ZE0-x

L8 U0ES QWO 0'ZE0-X

SE U0Ra Qg 0'Ze0-x

28 Uoxa QW 0Ze0-x

Ve Uaxa QW] 0TED-K

Gl W0E2 QWO 0'ZE0-X

L} U0ER QWO 0'ZE0-X

G| oEe Qg 0'Ze0-x

g uoxa QWG 0Ze0-xK

b b uea Qg 0rZe0-x

we

Sekil 4-18: Olgu 7’ nin P034 prob seti ile yapilan calismanin analiz baz grafigi.

Sonug: Delesyon saptanmadi.
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OLGU 8: 11414 numaral1 hasta:

Hastaligin ortaya ¢ikis yasi: 7

Kisa epikiz: -

PO34 11414 F10 1106201 7HE xl=

P034_11414.F10_11062017B6*CEQsCSV.csv

12

69 U0Ea QWa 0'Ze0-x

£9 0= QWO 0'ZE0-X

59 Uoxa QWG 0TE0-x

S0 uoxa QWG 0ZE0-x

18 uea Qg 0 Ze0-K

B U0=a QW 0'2e0-x

L U0RS QWT 0'Ze0-x

Sf uoxa Qg 0°ZE0-X

Ef Uoxa QWG 0TE0-x

b uaa QR 0 ZE0-K

GZ Uoxa QWJ 0'ZE0-x

L2 W0ES QRO 0'ZE0-X

S U0Ra QWd 0'Ze0-x

£ Uoxa QW 0Ze0-x

T Uexa QW 0 TED-K

G0 W0E2 QW0 0'ZE0-x

£0 0= QWO 0'ZED-X

S0 W0xEE QW0 0'Ze0-x

20 Uoka Qg 0'Ze-x

L0 uoE QWG O0Ze0-K

we

Sekil 4-19:0lgu 8’ in P034 prob seti ile yapilan ¢alismanin analiz baz grafigi.

PO33 11414 F11 1106211163 x=

P035_11414.F11_11062111Q9*CEQsCSV.csv

1.2

B4 U0x3 QWd 0'Ze0-X

LA U0xa QW 0'Ze0-X

SLUoxa QWA 0ZE0K

4 U0xa Qwad 0rgen-x

L4 U0xE QW 0NZE0-x

B5 U0xa QWd 0'Ze0-X

LS UOXE QW INZED-X

S5 Uoxa QW 0NZE0K

£5 Uoxa Qwd 0rgen-x

L5 Uoxa QWd 0rZE0-x

BE U0xa QWd 0'Ze0-X

Lo U0xE QW INZED-X

SEUoxa QW 0ZE0-x

£F Uoxa Qwd 0rgen-x

L Uoxa QWa 0rZe0-x

B U0xa QW 0NZE0-X

Al Uoxa QW INZED-X

Shuoxa QWa 0Ze0-x

£ Uoxa Qwad 0'Zen-x

L1 Uoxs JQWa 0rzei-x

e

Sekil 4-20: Olgu 8’ in P034 prob seti ile yapilan calismanin analiz baz grafigi.

Sonug: 51-52 ve 53. ekzonlarda delesyon saptandi.
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OLGU 9: 11424 numaral1 hasta:

Hastaligin ortaya ¢ikis yast: 1

Kisa epikiz: Yiiksek CK diizeyi

PO34 11424 E10 1106201784 ds

P034_11424 E10_11062017B4*CEQsCSV.csv

G5 U0xa QW] 0rge0-x

Lo uoxa Qg Igel-x

59 U0X= QWa 0'gen-x

£9 U0K= QWa 0'Zen-x

19 HEEE QNG 0'Ze0-X

Gt U0X= QWA 0'Ze0-X

L uoxa Qg 020K

S U0xs QWA 0°ZE07K

Ef U0K= QWA 0'ZE0-x

b HOE QNG 0'ZE0-X

G U0X= QWA 0'Ze0-x

L7 U0xES QW INZEDK

ST U0XE QWa 0'Zen-x

£ U0X= QW 0rgen-x

W HEEE QNG 0'ZE0-X

G0 uoxa Qg IZe0-x

L0 uoxa Qg IrZe0-x

Snuexs QWJ OrZen-K

£0 U0xXe QWa 0'Zen-x

L0 Hoxs QNG 0'Ze0-X

Sekil 4-21: Olgu 9” un P034 prob seti ile yapilan ¢caismanin analiz baz grafigi.

PO3S 11424 B11 11062111 G5 =

PO35_11424.E11_11062111Q8*CEQsCSV.csv

G4 U0xa QW 0ZE0-K

L4 U0xE QWA 0ZE0K

G U0xKE QW 0Zen-x

£ U0xs Qg 0Zen-x

bEU0xE QW] OZEN-K

G5 U0xa QW 0ZE0-K

L5 U0XE QWA 0'Ze0-X

S5 U0KE QWd 0Zen-x

S5 U0xa W 0Ze0-X

b5 Uoxa QWG IZEN-K

GE U0xa QWA 0'ZE0K

LEU0xKE QWA 0Ze0-x

SEU0KE QWd 0Zen-x

SE UOxa W 0Ze0-X

e uoxa QWG IZEN-K

Gl W02 QW 0'Ze0-x

A1 U0xE QWad 0Ze0-x

Gl Uoxs Qg 0gen-x

21 U0xa Qg 0'gen-x

14

Sekil 4-22: Olgu 9° un P034 prob seti ile yapilan caismanin analiz baz grafigi.

Sonug: PZR caligmasinda normal goézlenirken MLPA sonucunda 2. Ekzonda

duplikasyon saptandi.
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OLGU 10: 11435 numarali hasta:

Hastaligin ortaya ¢ikis yasi: 17

Kisa epikiz: -

PO34 11455.C10 1106201 VB2 s

P034_11435.C10_11062017B2*CEQsCSV.csv

B9 Uox2 Qg 0'ZE0-X

£9U0xE QWG 0'ZE0-X

59 Uoxa QWG O'ZEN-E

£4uoxa QWa 0'Ze0-s

b9 uoxE QWa 0°2e0x

B U0x3 QWd 0'Ze0-X

LT HORS QWD 0'ZE0-X

ST U0xa QWJ 0'ZE0-E

£7 U0xa QWG O'ZEN-K

b2 U0E Qg 0°ZE0-K

B0 UOx2 QW 0'ZE0-X

L0UOxS QWG 0'ZE0-K

S0U0xs QNG 0Ze0-X

0 U0xa QWG 0 ZE0-E

L0 HoxE QWa 0r2enx

14

12

we

Sekil 4-23: Olgu 10’ nun P034 prob seti ile yapilan ¢cahsmanin analiz baz grafigi.

PO35 11435011 1106211105.x1s

P035_11435.C11_11062111Q5*CEQsCSV.csv

1.4

G U0xa QWG 0'ZE0x

£ U0ES QWO 0'Zei

G4 U0RS QW3 0'Zei-x

LU0xE QW] 0Zel-x

kL UBxE QWG 0TTE0-

G5 U0xa QWJ 0'ZE0x

L5 U0E2 QW3O 0'Ze0-x

55 U0EE QW3 0'Zei-x

25 U0xa QW] 0Ze-x

b5 uoxa QW 0Zei-y

B2 U0xa QW] 0°ZE0x

LEU0ES QWO 0'Ze0-x

SEU0EE QW3 0'Zei-x

E U0Ra QWa 0'Zei-x

Ve uexa QW 0Ze0-y

Gl U0xE QW 0'Zeix

L U0ES QWO 0'Ze0-x

Sl U0EE QW3 0'Ze0-x

£ UoEa Qg 0'Zei-x

R L T R

we

Sekil 4-24: Olgu 10° nun P034 prob seti ile yapilan ¢cahsmanin analiz baz grafigi.

Sonug: Delesyon saptanmadi.
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OLGU 11: 11503 numarali hasta:

Hastaligin ortaya ¢ikis yasi: 18

Kisa epikiz: -

PO34 1150353810 1106201 7B xds

P034_11503.B10_11062017B1~CEQsCSV.csv

1.2

BQuaxa gWJ 0rZe0-K

Lguexa JWa 0ZEn-x

59 uoxe JWaozen-x

£9uxa gW g 0rZel-x

b uoxa Qg 0Ze0-x

Bf Uoxa QW 0rZe0-x

L U0xE QWa OZe0-x

S UOxE QWA 0Ze0-x

£F Uoxa JWa Ozen-x

e U0xE QWO 0220

BT Uoxa QW 0rZe0-K

LT UOXE QWA OZe0-x

SZ U0x2 JWa OZenx

£z Uoxs QWA OZen-x

g U0xE QWO 0°ZE0-X

B0 UOxa JWa OZenx

L0U0x2 JWa OZen-x

S0 UOxE QWA 0NZe0-x

£0uoxe JWaozen-x

b0 Uoka Qi 0°ZE0-K

e

Sekil 4-25: Olgu 11’ in P034 prob seti ile yapilan ¢alismanin analiz baz grafigi.

PO35 11503811 1106211194 xls

P035_11503.B11_11062111Q4*CEQsCSV.csv

1.4

G U0xa QWJ 0'ZE0x

L4U0xE QWG 0'ZE0K

G U0EE QWO 0'Ze0-X

LU0xa QW] 0Ze0-x

kL UBxE QW] 0°Ze0-k

G5 U0xa QW] 0'ZE0-x

L5 U0E2 QW3O 0'Ze0X

55 UoEE QWa 0'Ze0-X

5 U0xa Qg 0'Zei-x

b5 uoxa QW 0Ze0

B2 U0xa QW] 0'ZE0x

LEU0ES QW3O 0'Ze0X

SEU0EE QW3 0'Ze0X

2E U0Ra QWa 0'Zei-x

Ve uexE QW 0°Ze0k

Gl U0xE QWa 0'Ze0x

L U0ES QWO 0'Ze0x

Gl U0EE QW3O 0'Ze0X

1 UoEa Qg 0'Zen-x

bl ueE Qg 0rZe0-k

e

Sekil 4-26: Olgu 11° in P034 prob seti ile yapilan ¢ahsmanin analiz baz grafigi.

Sonug: Delesyon saptanmadi.
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OLGU 12: 11596 numarali hasta:

Hastaligin ortaya ¢ikis yast: 7

Kisa epikiz: Anne ve baba amca ¢ocuklar1. Dede ve 3 dayi kas hastasi.

PO34 596.C01 110711085 xis

P034 596.C01_11071108XG*CEQsCSV.csv

2

148

16

BaUoxa QWQJ 0 Te0-x

£guoxa Qa0 ZE0x

S UOxE QWa 0'Ze0X

29 U0xE QWd 0'Ze0-X

g uoxa QW 0Zen-x

B U0xa QWQJ 0°ZE0-K

A U0xE QWa 0'Ze0X

St U0RE QW3 0'Ze0X

fF Uox2 QWad 0'Zen-x

Lt U0%a QW3O 0 280X

BZ U0xa QWJ 0 Ze0-x

A2 U0xE QT 0'Ze0x

ST UOxE QWa 0'Ze0X

0 U0x2 QWad 0'Zenx

L Uoxa QWO 0 Ze0-x

B UOxE QWQJ 0 ZE0-K

A0Uoxa Qa0 ZE0-x

S0 U0RE QWa 0'Zex

£0U0x2 QWad 0'Zen-X

Ouexa QW g 0Zei-y

we

Sekil 4-27: Olgu 12’ nin P034 prob seti ile yapilan ¢calismanin analiz baz grafigi.

PO35 596,602 11071108Y1 xls

P035 596.B02_11071108YU*CEQsCSV.csv

G W0EE QWO 0'Ze0-x

L uoxa QWG 0Ze0-x

G U0EE QWa 0'Ze0x

£ U0Ea QWa 0'Ze0-x

b U0xE QWG 0°ZE0-x

G5 U0xa Qg 0'Ze-x

L5 U0xE QWG 0ZE0K

S5 U0k Qg 0'ee-x

£5 U0xa Qg 0'Ze0-x

L5 U0xa QW 0°ZE0-x

G Uoxa QW 0Ze0-x

LB U0EE QWO 0'EE0-x

SE U0Ea QWg 0'Ze0-X

£E W0xa QWg 0'Ze0-x

LE Uoxa JW 0°ZE0-X

G Uoxa QWG 0ZE0-x

£} U0EE Qg 0'ee0-x

S| U0Ee QWa 0'Zen-K

£ U0Ea Qg 0'Zen-x

18

16

1.4

e

Sekil 4-28: Olgu 12’ nin P034 prob seti ile yapilan ¢calismanin analiz baz grafigi.

Sonug: Delesyon saptanmadi.
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OLGU 13: 11617 numarali hasta:

Hastaligin ortaya ¢ikis yasi: 16

Kisa epikiz: Anne — baba akraba evliligi.

POG4 B17 012 110711085 xl=

P034 617.012_11071108X8*CEQsCSV.csv

11T

T

1.8

16

B U0=a QWA 0'ZE0-K

dguoeE QNG OZe0x

S U QWD OZE0-X

£au0xEa QW 0ZE0-X

b umea QWG 0rge0-X

B Uo=a QU 0FZE0-X

A U0EE QNG OZE0-X

S UoxE QWd 0zen-x

£ U0KS QNG 0'Ze0-X

b U0xE QW] 0°ZE0-X

G U0xRa QW 0'ZE0-X

AT MR QWD OZE0-X

ST MOEE QWG OZE0-X

ET U0HS QW 0'Ze0-X

b U0xE QWG 0°ZE0-X

B0 U0EE QWD 0ZE0X

A0UmEE QNG OZe0-X

SO U0xR= QWd 0Zen-x

S0 U QW 0ZE0-X

b0 uoxa QWG 0 Ze0-y

“e

Sekil 4-29: Olgu 13’ iin P034 prob seti ile yapilan ¢alismanin analiz baz grafigi.

PO3S B17.C02 11071108YY xls

P035 617.C02_11071108YV~CEQsCSV.csv

G Uoxa QW 0Ze0-x

L Uoxa QWG 0TED-K

S U0ER QW 0'ZED-X

£ U0Ea QWa 0'Ze0-x

b U0xE QWD 0°ZE0-X

G5 Uoxa QW 0'Ze0-x

L5 U0xa QWG 0'ZE0-K

55 U0k Qg 0'Ze0-x

£5 U0xa Qg 0'Ze0-x

L5 U0xa QWd 0°Ze0-x

BE W0xa QW0 0'Ze0-X

L8 U0xE QWG 0'ZE0K

SEUoxa QWG 0'ZE0-x

£E U0xa Qg 0'Ze-x

LE U0xE QWG 0°ZE0-X

G oxa QW 0Ze0-x

Ll Uoxa QWG 0rZE0-K

Sluoxa QWG 0ZE0-x

£ u0Ea Qg 0'Zen-x

1.8

168

“e

Sekil 4-30: Olgu 13’ iin P034 prob seti ile yapilan ¢alismanin analiz baz grafigi.

Sonug: Delesyon saptanmadi
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OLGU 14: 11651 numarali hasta:

Hastaligin ortaya ¢ikis yast: 3

Kisa epikiz: 3 yasinda yiirtime bozuklugu gozlendi.

PO34 651 .E12 11071108XC xls

P034 651.E12_11071108XC"CEQsCSV.csv

71

[

1.8

16

G5 U0xa QW 0°ZE0-¥

£8U0x3 QW 0°ZED-X

59 U0 QWa 0'een-x

£9 U0Ks QWa 0'Zen-x

19 WS QNG 0220

B U0XS QWa 0'Ze0-X

A U0xE QW 0'ZEDK

S U0xa JWA 0°2E0-x

£F U0Ks QWa 0'gen-x

Lt HOxE QN 0 Ze0-

B2 U0XS QWa 0'Ze0-X

L7 00X QW 0'ZEDK

SE U0XKS QWa 0'Zen-x

£ U0KS QWa 0'gen-x

L HExE Qg 0 Ze0-

G0 U0xE QW 0T

A0U0xS QW 0'ZEDK

50 U0xE JWA 0°2e0-x

£0U0KS QWa 0'Zen-x

b0 UoxE QWG 0rZE0-y

“e

Sekil 4-31: Olgu 14’ iin P034 prob seti ile yapilan ¢alismanin analiz baz grafigi.

PO35 651.002 11071108Y % xls

P035 651.002_11071108YX*CEQsCSV.csv

G U0xa QWG 0FZE0-x

LEU0EE QWA OZEDX

SLUREE QWO OZED-X

gLuoxa Qg 0rgel-x

L4 uae JWg OrZed-x

G5 Uoxa QWG 0rZe0-K

£5U0E3 QWa O'ZeD-X

S5 UeRs QWa OZeD-X

25 U0s QWa O'Ze-x

L5 uexa JWag orZen-x

GE Uoxa QWG 0rgel-x

£EU0ES QWO O'Ze0-X

SEUORS QWa OZeD-x

EEUOR3 QWa O'ZeD-X

L& uoxs JWO 0Ze0-x

Gl uoxa QW 0rZe0-x

Ll UoEs QWA OZenx

Sl UeEs QWa OZeD-x

£ UeEs QWa OZen-x

148

16

4

Sekil 4-32: Olgu 14’ iin P034 prob seti ile yapilan ¢alismanin analiz baz grafigi.

Sonug: 52. ekzonda delesyon saptandi.
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2

P034 658.F12_11071108XACEQsCSV.csv

PO34 G55 F12 110711055 s

Kisa epikiz: Vefat eden dayi kas hastasi.

OLGU 15: 11658 numaral1 hasta:
Hastaligin ortaya ¢ikis yasi: 3

2 a
2 a
P
a 350 — —
mm [ 1T
B9 UDxS QWA 0ZE0-K — 1 ] uoxa R
o0 e S
) N
29 UDEs QW 0IZE0-K < | [ | 2} U0XS QWA 0280
= [ T |
70 N I
. 59 UGS QUA e = E—— ) 0% QN DTE0K
. = I E—
£9 U@ QUA e s = £4 UoX8 QWA 0'7E0%
= I
19 Uoxa QW 0ZE0K = | [ | 1 D (R et
--m m R —
B U0xa QWA 0ZE0-K [~ I B P G AR
— 17 1 1 1 m
b UnaE QW0 IEE0 [ I Loxa N
5 aWa ozeny
m [ T |
G UOxa QW 0ZE0-K = I B S5 UoXe QWA 0 2780
W [ T |
£5 UOX3 QWA 0IZE0-H > I N
£5 Uoxa QWA 0'ZE07K
o [
Z0- o= I R
I UOX3 QW ITE0H . N
-- m e
i @z I
B7 UDXS WA 0'ZE0K N
= H BE UoXa QWA 0'TE07K
o > [
17 Uoxs QWA 0'7E0K e, He I
-« W [ T |
e Ise) [ T |
57 UDXS QWA 0ZE0K N—
> 5] SE UDXE QWA 0TED-X
& Z | [ T |
EL HmE QWA DZE0 g ww ——c U0XE QW DZE0K
- p—
0 o I —
be HORE QNA DreElH — < £ Uoxa QWQ 0'ZE0K
=) o
.-.! B0 U0XS QWA 0'7E0°K = = e — | uoxe QWA 0 ZE0K
O wu.. — —
10Uoxs QWA 0'ZE0K - o S I B e
8 = e e S
1 -
o0 uoxa QWd 0EE0-K < o 2_ I LI (R AR
m = S I R
Z0- = W I R
£0 UDX3 QWA 0'ZE0K > 2 P
B [ 1 |
=
. o I R
m———— e o @ 18 bbUDXa QWO DZE07K
- ] : : !
22 2 8 = 5 2 ° e - ™ o - = =
oney g oney

e

Sekil 4-34: Olgu 15’ in P034 prob seti ile yapilan ¢ahsmanin analiz baz grafigi.

Sonug: 9 ve 29. ekzonlarda delesyon saptandi.



42

OLGU 16: 11670 numarali hasta:

Hastaligin ortaya ¢ikis yasi: 5

Kisa epikiz: -

PO34 670.512 1107110530 xls

P034 670.6G12_11071108XD"CEQsCSV.csv

Tl

18

G5 Uexs QW 0rZe0-K

L9 U0ES QWA 0°ZE07K

59 U0RS QWA 0220

S8 Uk QWg 0rZel-x

b9 uoka Qg 0°ZE0-K

Gt U= QW 0'ZE0-K

A U0Es QWA 0°2e0-x

S Uoxs JWa Ozen-x

Sf Uoxa QWJ 0Ze0-x

b Utixa Q] 0°ZE0-K

BT Uexs QW 0'Ze0-K

A2 U0ES QWA 0°2e0-x

S U0RS QWA 0220

£ U0xa QWJ 0rZel-X

bZ Uoxa Qg 0°ZE0-K

B0 U0== QWA 02207

A0 U0ES QWA 0°ZE0-K

S0 Uoxs JWaOZen-x

S0 uexs QWg orgel-x

L0 UoxE QW 0Ze-x

we

Sekil 4-35: Olgu 16’ nin P034 prob seti ile yapilan ¢calismanin analiz baz grafigi.

P05 B70F02 1107110881 xis

P035 6T0.FO2_11071108Z1~CEQsCSV.csv

18

G L0EE QRO 0 Ze0-X

£ U028 QWO 0'Ze0-XK

G uoxs QWG 0ZE0-x

£ U0E8 Qg 0Zelx

L4 HoxE JWa 0ZE0-x

65 LU0=3 QRa 0'Ze0-x

L5 U0xa QWG 0 ZE0-X

SCuoxa QWG 0ZE0-K

£5 U0xa QWG 0'ZE0-x

L5 UoxE Qg 02e0-x

BE U0x3 QRa 0'Ze0-x

L8 U0E3 QWO 0'Ze0-X

SEuoxa QW 0Ze0-x

S8 U0xa QWG 0ZE0-K

LE Loxa QWG 0 Ze0-K

G U0E3 Qg 0'ZED-X

£ U0EE QR 0'ZeD-x

S| U0Es Qa 0Ze0-xK

gl uoxa Qg 0rZel-x

L1 uoxE Qg 0ee0-x

e

Sekil 4-36: Olgu 16’ nin P034 prob seti ile yapilan ¢calismanin analiz baz grafigi.

Sonug: Delesyon saptanmadi.
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OLGU 17: 11718 numarali hasta:

Hastaligin ortaya ¢ikis yast: 1

Kisa epikiz: Yiiksek CK diizeyi.

PO34 F15E01 11071105 H xls

P0O34 7T18.E01_11071108XH*CEQsCSV.csv

18

186

GRU0ES QW] 0ZE0-X

Louoea QW 0FZE0-X

SRR QNG OZe0-X

UM QNG OZE0-X

kg uoEs QWa 0°Zen-x

Gt U0KS QNG O'Ze0-X

A uoEa QWG 080K

S U0xa QWd 0eenx

Ef U0wE QNG OZE0-X

b HoE2 QWA 0°ZE0-X

G W0E QNG 0Ze0-X

LT uosa QW 0FZE0-X

ST uo=a QW 080X

£ UoE QNG 02e0-x

b2 Hoxa QWa 0°2E0-x

GOU0x=a QW 0FZE0-X

L0uozs QW 0FZe0-X

SO uoxa QWa 0Ze0-K

S0uo=a QW 0ZE0-X

L0 HEx2 QWO 0°ZE0-X

we

Sekil 4-37: Olgu 17’ nin P034 prob seti ile yapilan ¢calismanin analiz baz grafigi.

PO3S 716.602 1107110820,

P035 718.602_11071108Z0*CEQsCSV.csv

B UOXS QWA O'ZE0X

LLUOXS QWA O'ZE0X

S uoxa Qg 0rgel-x

S uoxa Qg 0rgel-x

b4 weiE QW OrZE0-X

B5 U0xa QW 0'gen-x

L5 UOXRS QWA O'ZE0X

S5 RS QW OZe0-X

S5 U0xa Qg 0rgel-X

L5 uaxa W 0rZe0-X

B U0xa QW 0rge0-X

LEUOXRS QWA O'ZE0X

SEUeX3 QWA O0'Ze0X

8 USKS QW 0'Ze0-X

e Uoxs JQWa 0rZe0-x

G Uoxa QW 0'Ze0-x

Ll Uexs QWa OZenx

SLUexa QWa O'Ze0x

£ U0xa QWad 0'Zen-x

148

16

e

Sekil 4-38: Olgu 17° nin P034 prob seti ile yapilan ¢calismanin analiz baz grafigi.

Sonug: Delesyon saptanmadi.
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OLGU 18: 11237 numarali hasta:

Hastaligin ortaya ¢ikis yasi: 54

Kisa epikiz: Anne-baba akraba evliligi. Becker siiphesi.

PO34 11237 HO1 1107251 0.0 xl=

P034 11237.HO1_11072510JW*CEQsCSV.csv

1.4

1.2

G U0xa QW 0ZE0-X

Ly uoxa QW 0rZEl-x

59 Uoxa QWa 0Ze0-x

£9U0xa QWa 0Ze0-X

L uexE QWA 0Ze0-x

G U0Xa QW3 0Ze0-X

L uoxa QWA 0'ZE0-K

St uoxa QW OEen-x

£ Uox2 QWa 0Ze0-X

b B2 QWA 0ZE0-K

B U0x2 QWQ 0Ze0-X

LT U0XE QWO 0'ZE0-K

ST UOXa QWO 0'ZE0-K

£ U0X3 QW3 0Ze0-X

LZ MBS QWA 0ZE0-X

G0 U0xa QW 0ZE0-X

L0uoxa Qg 0rZE0-x

Souoxs Qg O'ZE0-¥

£0uUoxa QWad 0Zen-x

10 U0xS QIO 0220

e

Sekil 4-39: Olgu 18’ in P034 prob seti ile yapilan ¢alismanin analiz baz grafigi.

PO35 11237 HO2 1107231013 x|z

P035 11237.H02_11072510I3*CEQsCSV.csv

G Uoxa QWG 0rZe0-K

L2008 QWG 0ZE0-K

S U0ES QRa 0ZeD-x

4008 Qa 0'Zen-x

L4 U0xE JWg rZe0-K

G5 Uoxa QWG 0rZe0-K

£5 U0E3 ARa 0'Zen-x

55 U0EE QRa 0'ZeD-x

£5 U0EE QWa 0'Ze0-x

L5 Uoxa JWg rZe0-x

GE Uoxa QWG 0rZe0-x

L£EU0E3 QWO 0'ZED-K

SEU0ES QRa 0'ZeD-

8 U0EE QWa 0'Ze0-X

LE uoxa JWg rZe0-x

B U0EE QRa 0'Ze0-x

L1 U0EE QRa 0'ZeD-

S U0Es QRa 0Zen-E

£ UeEs QWa OZel-x

14

e

Sekil 4-40: Olgu 18’ in P034 prob seti ile yapilan ¢ahsmanin analiz baz grafigi.

Sonug: Delesyon saptanmadi.
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OLGU 19: 11273 numarali hasta:

Hastaligin ortaya ¢ikis yasi: 2 aylik

Kisa epikiz: Kreatinin kinaz yiiksekligi, Hipotoni.

PO34 11273.601 1107231000 %18

P034 11273.G01_11072510JUCEQsCSV.csv

1.4

B3 U0KE QT 0'Zen-x

£ UOKS QT 0'Ze0-X

GhuoxE QWO 0ZE0-K

£3UE QWd 0rgen-x

kg uoxs QWa 0Zen-x

Gt U0WE QT 0'Zen-x

L uoxa JQWJ Oge0-x

Sf Uoxa QW] 0'ZE0-K

S uoxa QWQ 0IZE0-X

e Uoa Qg IrZE0-x

BT U0E Qg 0rgen-ix

AT UOHE QT 0rZen-x

ST u0xE QWO 0Ze0-X

ST U0xE QW] 0ZE0-X

T UoE QWG Irge-x

GO U= QT 0'Zen-x

L0UOKE QWO 0FEE0-X

S0 U0XE QNG O0'ZE0x

S0 U0KS QT 0'Zen-x

Loumea Qg IrZen-x

“e

Sekil 4-41: Olgu 19’ un P034 prob seti ile yapilan ¢alismanin analiz baz grafigi.

PO35 11273602 1107251002 ds

P035 11273.G02_1107251012*CEQsCSV.csv

G Uoxa QWG 0'ZE0x

L4 U0EE QWO 0'Zei

G U0ER QWO 0'Zei-x

L uoxa QW 0Zel-x

kL Uexa QW 0°Ze0-x

G5 Uoxa QW] 0°ZE0x

L5 U0ER QW3O 0'Ze0-x

55 U0E2 QW3 0'Zei-x

£5 UoEa QWa 0'Zei-x

b5 uoxa QW 0Zei-y

B2 U0xa QW] 0Ze0-x

LEU0ES QW 0'Ze0

SEU0ER QWO 0'Zeix

£E U0E2 QW 0'Zei-x

e U0xE QWO 0°ZE0-x

Gl uoxa QWG 0ZE0x

Ll Uoxa QWG 0ZE0x

Gl UoEa QWa 0'Zenx

£ U0Ea Qg 0'Ze0-x

1.4

“e

Sekil 4-42: Olgu 19° un P034 prob seti ile yapilan ¢alismanin analiz baz grafigi.

Sonug: Delesyon saptanmadi.
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OLGU 20: 11297 numarali hasta:

Hastaligin ortaya ¢ikis yasi: 8

Kisa epikiz: -

PO34 11297 FO1 1107251 00T xls

P0O34 11297.FO1_11072510JT*CEQsCSV.csv

14

12

B9 Uexa QWa 0°Ze0-K

L9 Uoxa QWJ0°Ze0-K

54 uoxa Qg 0'ZE0-X

£ uoxa QWa0Zen-x

b9 U= QWA 0°Ze0-K

B Uoxa QWQ 0°Ze0-K

L Uoka QWG 0ZE0-K

S uoxa Qg 0rZEl-x

£ Uoxa QWQ 0°'ZE0-X

b U= QWa 0°Ze0-K

BZ Uexa QW 0°Ze0-K

LT U0xa QT 0°ZE0-X

ST Uoxa Qg 0'ZE0-K

£ Uoxa Qg 0°'ZE0-X

g HoE Qg 0°2e0-x

GO Uexa QWO 0°Ze0-K

L0 Uoxa QWG 0°ZED-X

SO uoxa Qg 0IrgEl-x

S0 uoxa Qg 0ZE0-K

L0 o= Jwa O Ze0-x

we

Sekil 4-43: Olgu 20 nin P034 prob seti ile yapilan ¢alismanin analiz baz grafigi.

P05 11297 FO2 1107251010 %15

P035 11297.F02_1107251010"CEQsCSV.csv

G Uoxa QWG 0'ZE0-x

L4 U0ES QRO 0'EE0-x

G4 U0Ea Qg 0'Ze0-x

£ uoxa QWG 0Ze0-x

b2 uexa QW 0TED-K

G5 Uoxa QWG 0°ZE0-x

£5 U0ES QWO 0'ZE0-X

55 U0Ea QWd 0'Ze0-x

£5 U0xa Qg 0'Ze-x

b5 uexa QW g 0 ZED-x

B Uoxa QWG 0°ZE0-x

L8 W0ES QWO 0'ZED-X

SE 0= QWO 0'ZE0-X

£8 W0Ea Qg 0'Ze0-x

Ve uexa QW g 0ED-X

G} U0Ee Qg 0'Ze0-x

L} U0ES QR 0'Ee0-x

S| U0ER QWa 0'ZeD-K

g1 WoEe Qg 0'Ze0-x

16

1.4

e

Sekil 4-44: Olgu 20’ nin P034 prob seti ile yapilan ¢cahsmanin analiz baz grafigi.

Sonug: Delesyon saptanmadi.
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P034 11339.E01_11072510JS*"CEQsCSV.csv

16
1.4

Hastaligin ortaya cikis yasi: 50 yasinda takip ediliyor.

OLGU 21: 11339 numaral: hasta:
Kisa epikiz: Becker siiphesi.

PO34 11339601 1107251 015 xls

B9 U0KE QWJ 0Ze0-X

L9 U0KS QT 0 ZE0-X

59 u0xa QW0 ZENK

£9 U0Xa Qg 0ZenX

19 o= Qa0 ZE0-X

B U0X= QWa 0°ZE0-X

L Uoxa QW0 ZENX

S uoxa JWJ IrZe0-K

£F U0xa QWA 0 ZENK

b U3 QWA 080K

B U0X= Qg 020X

A2 U0KS QT 0ZE0-X

ST U0xE QW0 ZENX

£ U0xa QW 0ZENX

bZ U8xE QW 0FZE0-K

B0 U0X= Qa0 ZE0-X

A0 U0KE QNG 0 ZE0-X

SOU0xE QWA 0Ze0-x

£ uoxa JWJ0Zery

b0 UEXE QW 0FZE0K

e

Sekil 4-45: Olgu 21’ in P034 prob seti ile yapilan ¢alismanin analiz baz grafigi.

PO35 11339.E02_11072510HZ*CEQsCSV.csv

14

PO35 11339 F02 11072510HF xl=

G Uoxa QWG 0'ZE0-x

£4 U053 Qg 0'Zen-x

G4 U0ES QWO 0'Ze0-x

g2 uoxa QWG 0rZe0-x

L4 oE QWG 0 Zen-K

G5 U0xa QWG 0'ZE0-x

£5 U0E3 QRa 0'Zen-x

S5 LS QRa 0'Ze0-x

25 U0xs Qa 0'Ze-x

L5 Uoxa QWG rZe0-x

GE Uoxa QWG 0rZe0-K

L8 W03 QRO 020X

SEL0ES QRa 0'ZeD-x

£ U0E3 QRa 0'ZeD-x

L woxs JINg 0rZe0-x

G Uoxa QWG 0'ZE0-x

L U0EE Qg 0Zenx

S U0Es Qg 0Zen-

£ UeEs aRa OZen-x

L1 uoE QWG 0rZe0-x

e

Sekil 4-46: Olgu 21° in P034 prob seti ile yapilan ¢ahsmanin analiz baz grafigi.

Sonug: Delesyon saptanmadi.
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OLGU 22: 11349 numarali hasta:

Hastaligin ortaya ¢ikis yasi: 44

Kisa epikiz: Ayaklada giicsiizliik. Becker siiphesi.

PO54 11349001 1107251 0JG xl=

P034 11349.D01_11072510JQ*"CEQsCSV.csv

1.8

B3 U0Xa QWA 0 ZE0-x

£9U0KE QWA 0'ZED-X

SHu0xa QW0 ge-y

g uoxa QWJ0ZE0-K

19 U0 QWA 0'ZE0-K

Bt U0Xa QWA 0'2e0-x

2 U0xE QWA 0'Ze0-x

St uoxa QW3 0Ze0-x

Sf u0xa QW 0ge0-x

L U0 QW 020X

BZ U0xa QWJ0'ZE0-K

L£EM0XE QWA 0ZED-X

ST U0xE QWA 0Ze0-x

ST U0Xa QW0 Ze0-x

LE U0xa QW 0ZE0-X

GO U0X= QWA 0 ZE0-x

£0MU0XE QWA 0 ZED-X

S0 Uexa QWA 0ZE0x

0 uU0xa QWA 0Zen-x

L0 U0 QWA 0'ZE0-K

we

Sekil 4-47: Olgu 22’ nin P034 prob seti ile yapilan ¢calismanin analiz baz grafigi.

PO35 113493002 1107251 0HY xls

P035 11349.002_11072510HY*CEQsCSV.csv

16

14

B U0RE QWd 0'Ze0x

L4 U0RE QT 0'Ze0X

SLu0xE QWG 0 ZE0-x

£LU0xE QWQJ 0 TE0K

b UexE QWA 0 Ze0-K

65 U0xa QWA 0°ZE0x

L5 U0EE QWT 0'Ze0-X

SGU0xE QW0 ZE0-x

5 U0xa QWQJ 0 ZE0-x

b5 UeE QW 0 Ze0

BE U0xa QWA 0°ZE07x

LEU0ES QWT 0'Ze0-X

SEU0Ra QWd 0'Ze0-X

2 U0xa QWG 0 Ze0-x

e ueE QWG 0 Ze0

Gl U0R2 QWa 0'Ze0-X

L1 U0EE QW 0'Ze0X

5l UoRa QWad 0Ze0-x

ghuoxa QW 0Zel-x

b U0xE QWA 0 e

“e

Sekil 4-48: Olgu 22’ nin P034 prob seti ile yapilan ¢cahismanin analiz baz grafigi.

Sonug: Delesyon saptanmadi.
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OLGU 23: 11358 numaral1 hasta:

Hastaligin ortaya ¢ikis yasi: 6

Kisa epikiz: Dayi kas hastasi.

PO34 11358.C01 1107251 0P =1z

P0O34 11358.C01_11072510JP*CEQsCSV.csv

69 U0xa QWd 020X
L9 U0x3 QWd 0'ZE0x
S uoxa QWJ0ged-K
counxa QWJ 0'Zed-K
18 U8 QW 0'ZE0-K
B U0xa QWd 020X
A Uoxa QWd 0'Ze0-x
St uoxa JWJ 02X
T”mw Uaxa QW 0'ZE0-K
” b U0 QW 0'ZE0-K
T|
i B2 493 QWA 0'ZEDK
Tn
1 4T W83 QW0 0'ZE0-H
H
H

”mw Uoxa Qg 0°Zen-x

T”mw uoxa QWa 0Ze0-X
4T U0 QWO 0'ZE0-K
60 Wox= QWa 0'Ze0-x
A0 UexE QWa 0'Zen-x
SO UKE QWO 0'Ze0-X
£0uoxs JWa 0'gen-x

b0 W8S QWO 0'ZE0-K

16

14

Sekil 4-49: Olgu 23’ iin P034 prob seti ile yapilan ¢alismanin analiz baz grafigi.

PO3S 11358.002 11072510HX xls

P035 11358.C02_11072510HX*CEQsCSV.csv

G Uoxa QWG 0'ZE0-x

L4103 Qg 020X

G U0ES QWO 0'Ze0-X

g2 uoxa QWG 0Ze0-x

L4 oeE QWG 0Ze0-K
G5 U0xa QWG 0'ZE0-K
£5U0x3 QWG 0'ZE0-K
S5 uoxe QWG 0'ZE0-K
g5 uoxa QWG 0Ze0-x
| V5 H0xS QWG 0ZEDK
_.Hmm uos QWG 0rZe0-K
Hmm uoxa QWG 0'ZE0-K

—
=
q
H{ 5 uoxe awa ozen-x
i
| £ uoe awa o zeo-x
I
T

H LE uoxa QWG 0 Ze0-K

186

T
= £l U0xa QWO 0'ZE0-K
o
21 U0xa QWA 0'ZE0-K
Sl UoXa QWA 0'ZE0-K
d
£ uoxa QWA 0'ZE0-K
L uosa Qg 020K
T« N - m @ o= N o
— — ) o o o
oney

Sekil 4-50:0lgu 23’ iin P034 prob seti ile yapilan calismanin analiz baz grafigi.

Sonug: PZR sonucu 43. ekzon delesyonu saptandi. MLPA sonucunda ise 23. ve

43. ekzonlar arasinda homozigot delesyon saptandi.
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5. TARTISMA

DMD/BMD, toplumda 3500’ de 1 goriilen, etkin tedavisi olmayan, 6limciil
klinik seyreden, X’e baglh ¢ekinik kalitim gosteren bir kas hastaligidir. Bu nedenlerle
DMD/BMD tanis1 almis ¢ocugu olan ailelere, dogum 6ncesi genetik tani dnerilir. Izole
olgularda, annenin tasiyicilik olasiligi 2/3’tiir (%66). Bu yiizden gebelik icin genetik
danisma alinmasi gereklidir. Ve olas1 gebeliklerde genetik tan1 konmasi dogacak olan
bebek igin hayati énem tasiyabilir. Izole olgularin 1/3’ii yeni mutasyon sonucu
olustugundan, anne ve diger kadin akrabalarda da tasiyicilik durumu olmaz. Bdyle
ailelerde anne digindaki kadin akrabalarda dogum Oncesi taniya gerek yoktur. Ancak
annede germinal mozaisizm diglanmamasi gerektiginden, her hamilelikte dogum 6ncesi
tan1 Onerilmelidir. Dogum Oncesi tani1 Onerisinin dogru yapilabilmesi, olgularin

ailelerindeki kadinlarin tasiyicilik durumlarinin dogru tespit edilmesine baghdir.

Calismamiza DMD/BMD tanis1 amaciyla Istanbul Universitesi Deneysel Tip
Arastirma Enstitiisii Genetik Anabilim Dali’na 2009-2011 yillar1 arasinda basvuran

hastalardan alinmis 30 adet kan 6rnegi dahil edilmistir.

DMD/BMD hastalarinda biiyiik oranda gen delesyon (%60-65) ve duplikasyon
(%10-15) mutasyonlar1 gozlenmektedir. Giiniimiizde mutasyonlarin en sik gozlendigi
eksonlarin incelendigi 2 asamali Multiplex PZR yontemi rutin tan1 amagli olarak yaygin
bir sekilde kulllanilmaktadir (16,27,29). Delesyon ve duplikasyon tipi mutasyonlarin
yaklasik %98’1 genin, “Hot spot” olarak adlandirilan, 5° ucu ve merkez bdlgelerinde
yogunlasmistir. Hot spot bolgede yer alan eksonlar 3, 4, 6, 8, 12, 13, 17, 19, 43, 44, 45,
47, 48, 49, 50, 51, 52, 60 ve PM bolgesidir. Ve bu bolgelere PZR ile bakilarak tani
konmaya calisilmaktadir. Distrofin geni igerisinde bulunan 79 ekzon igerisinden sadece
18 ekzona bakilabildigi icin arada kalan delesyonlarin saptanmasi miimkiin
olmamaktadir. Bu durum neticesinde hastalik sahibi olan fakat molekiiler test ile tani
konulamayan hastalar ortaya ¢ikabilmektedir. Ayrica DMD/BMD’ ye yol acabilen
duplikasyonlarin gosterilebilmesi olanaksizdir. PZR yonteminin bir diger dezavantaj1 da
tastyicilik tesipiti yapamamasidir. Bu nedenle hayati 6nem tasiyan genetik danisma;
ailelerde tasiyicilik bakilamadgi i¢in verilememekte ancak bir sonraki gebelikte fetus

icin genetik tan1 konmaya calisilabilmektedir.
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MLPA yontemi, diger analiz yontemleriyle Kkarsilastirildiginda 6nemli
avantajlara sahiptir. Nokta mutasyonlarin1 gosteren sekans analizi ve DHPLC gibi
yontemler kopya sayisi degisikliklerini gdsteremez. Southern blot, bircok degisimi
gosterebilse de, kiiclik delesyonlar1 her zaman yakalayamaz ve rutin bir analiz yontemi
olarak giivenilir bir sekilde kullamlamaz. Iyi tanimlanmis delesyonlar PCR ile
gosterilebilirler, ancak delesyonlarin ¢ogunda kopma noktasi kesin olarak bilinemez ve

duplikasyonlar gdzlenemez.

MLPA’nin multipleks bir teknik olmasi ve 50-70 baz kadar kii¢iik dizileri analiz
edebilmesi FISH teknigine oranla daha ayrintili analiz imkan1 saglar . MLPA piirifiye
edilmis DNA ile yapilir ve aCGH yontemine gore ¢ok daha kolay ve maliyeti uygundur.
MLPA yontemi genom-boyu arastirmalar i¢in uygun olmasa bile, bir ¢ok rutin
uygulama i¢in mikrodizin temelli tekniklere alternatif bir yontemdir. Multipleks olmasi
nedeniyle bir deneyde 40-45 hedef bolgeye yonelik sonug verebilir ve klinik sorunun
tiirine gore tek bir MLPA deneyi tanisal yeterlilige sahip olabilir . MLPA deneyleri
uygulamasi kolay ve zahmetsizdir. Cok sayida 6rnegin ayni anda calisilmasina firsat
verir. MLPA yonteminin duyarlilifi yiiksektir. Kitteki problarin lokalizasyonuna gore
rezollisyon ylikselir ve bir genin hangi eksonlarinda kopya sayis1 degisikligi bulundugu
ayirt edilebilir. Kisa dizileri gosterebildigi i¢in tek bir eksonun kopya sayisi
degisikligini yakalayabilir.

Lai ve arkadaslart da MLPA teknigini klasik ¢oklu PZR ile karsilastirmistir. Bu
amagla 45 DMD tanili ve 20 BMD tanili olguda her iki yontemin de mutasyon
saptamadaki giiclinii karsilastirmislar, MLPA nin ¢oklu PZR’den daha fazla delesyon
saptayabildigini belirtmislerdir. MLPA ydnteminin 2 olguda tek ekson delesyonu igin
yanlis sonug¢ verdigini ve tek ekson delesyonlarinin mutlaka PZR ile dogrulanmasi

gerektigini bildirmislerdir.

Hasta grubumuzun 6nemli bir kism1 delesyon gozlenmeyen hastalar arasindan
secildi. Klinik olarak DMD / BMD Kklinigine uygun hastalarin atlanma olasilig1 ve
konulan tanilarin dogruluk oranlarimi arttirmak icin MLPA yOnteminin se¢ilmesi tanisal
verimi artiracak, giinliikk klinik uygulamalarda tetkik se¢imi asamasinda mutlaka

yapilmasi gereken fayda-maliyet analizi yoniinden de daha avantajli olacaktir.
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Sonuglarin  karsilagtirilmast neticesinde MLPA’nin multiplex PZR’a gore
delesyon yakalama kapasitesinin daha yiiksek oldugu ve duplikasyonlarin tespiti ile
ayirici taniy1 giiglendirdigi ortaya konmustur. Boylelikle ¢ikan sonuglarin kesinligi ile
genotip-fenotip iliskilendirmesi i¢in daha net veriler elde edilmeye baslanmistir.
Delesyon ve duplikasyonlarin neden oldugu fenotiplerin kiyaslanmasi ve ilerleyen
zamanlarda bagarilmasi muhtemel olan ekzon atlama ydntemlerinin uygulanabilmesi
icin detayl veriler toplanmaya baslanmistir. Annelerde tasiyicilik tespiti ile DMD/BMD
hastaliginin tedavisi olmasa da onlenilmesi hedefi ile artik sadece hasta bireye tani

koymay1 degil ailede tasiyicilarin tespiti de daha kolay hale gelmistir.

Optimizasyon caligmalar1 neticesinde MLPA’ nin kullanima baglanmasi ile
laboratuvarin tanisal teste vermis oldugu dogruluk orani arttirilarak, is ve maliyet yiikii
hafifletilmistir. Ayrica bireyin saglig1 6n plana ¢ikarilarak insanlara daha yiiksek saglik

standartlarinda hizmet verilebilmesi saglanmaistir.
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FORMLAR

GONULLU OLUR FORMU HASTA BIREYLER ICIN

Calisma kapsaminda, DMD / BMD hastalarindan ve 1. derece yakinlarindan
EDTA’l tiipe 10 ml periferik kan 6rnegi alinacaktir. Alinan kan drneginden DNA
izolasyonu yapilacak ve DNA bankas1 olusturulacaktir. Olusturulan bu bankada kisi
isimleri kullanilmayacak ve Ornekler numarali olarak saklanacaktir. DNA bankasi

baska ¢aligmalarda kullanilmayacaktir.

Kan ornekleri EDTA’ll tiipe alindiktan sonra 3000g’de 10 dk santrifiij edildikten
sonra elde edilen plazma aliquotlanarak -80°C’de analiz edilinceye kadar

saklanacaktir.

Bu calismanin bilimsel ve tibbi agidan Onemi, hastalikla iliskili yeni genlerin
bulunmasi ve bimarkirlardan yararlanarak ailesel genetik taramalarin

yapilabilmesidir. Boylece Tiirk toplumu igin bir mutasyon profili olusturulacaktir.
Goniilliilerin aragtirmaya katilma siiresi 6 aydir.

Elde edilen genetik test sonuglar1 sifre korumali bir bilgisayar programinda
korunacak olup, sadece size ve hekiminize bildirilecek olup iiglincii sahislara

aktarilmayacaktir.

Gonilliden kan alimi sirasinda hastanin kolunda kisa siireli lokal hematom

geligebilecegi ve bu durumun gegici oldugu anlatilmalidir.

Muhtemel zarar goriilmesi durumunda goniilliiniin veya yakminin bilgi i¢in iliski
kuracag: kisi, Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii Genetik
AD’dan Prof. Dr. Nihan Erginel Unaltuna olup, 414 20 00/ 33324 nolu telefondan

ulasilabilir.

Goniillilye arasgtirmaya katilmayi reddedebilecegi ve bu durumun gelecekteki takip

ve tedavisi lizerine olumsuz etkisinin olmayacag bildirilecektir.

Aragtirma, 100 Alzheimer hastasi ile herhangibir norolojik hastalik hikayesi olmayan

saglikli 200 kisiden olusacaktir.
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Goniilliiniin rizasina bakilmaksizin, aragtirmaci gerektiginde goniilliiyii aragtirma

disinda birakilabilecektir.

Yapilmas:t planlanan genetik arastirmalar i¢in sizden maddi destek talep

edilmeyecektir.

Arastirma sirasinda genetik test sonuglarinin sizi ve ailenizi psikolojik veya diger bir
yonden etkileyecegini diisiinmeniz durumunda arastirmadan iste§iniz iizere

ayrilabilirsiniz.

Yukarida goniillilye arastirmadan dnce verilmesi gereken bilgileri gosteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve s6zlii agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z
konusu klinik aragtirmaya kendi rizamla higbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay
kabul ediyorum.

Géniilliiniin Adi-soyadi, Imzasi, Adresi (varsa telefon no., faks no,...)

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar igin veli veya vasinin Adi-soyadi, Imzasi,
Adresi (varsa telefon no., faks no,...)

Aciklamalar1 yapan arastirmacinin Adi-soyadi, Imzas:

Riza alma islemine bagindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gorevlisinin Adi-
soyadi, imzas1, Gérevi



ETIiK KURUL KARARI

T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
~ ISTANBUL TIP FAKULTESI
KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU

Toplanti Tarihi : 20/10/2010
Toplanti Yeri : Behget Kutuphanesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
Toplanti Sayisi : 06

Sorumlu arastiricihigini Universitemiz Deneysel Tip Arastirma Enstitiisti Genetik
Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof. Dr. Nihan ERGINEL UNALTUNA'nin Ustlendigi ve Yiksek
Lisans Ogrencisi Adem KOCAMAN'in yuriitecedi 2010/718-210 dosya numarali Duchenne
Tipi Kas Distrofisi (DMD)/Becker Tipi Kas Distrofisi (BMD) hastalarinda genotip fenotip
iliskisi" baslikll tez calismasi kurulumuzca incelendi.

Etik yonden bir sakinca tagimadigi géruld, uygulamaya konulabilecegine karar verildi.

)

Prof.Dr. A.) fagn URESIN Prof.Dr. Aysen BULUT (T.Katimadi)
i.0. Farmakoloji ve Klinik Far. A.D. Halk Saghgi (Emekli)
Klinik Arastlrma\arr’ Etik Kurulu Bagkani

Prof.Dr. Berrin UMMAN Dog.Dr. Tufan TUKEK (T.Katimadi)

i.0. Kardiyoloji A.D. (Bsk. Y ) Vakif Gureba E. ve Aras. Hst. i¢ Hast.
Prof.Dr. Ahmet GUL . Prof.Dr. Unal KUZGUN

|.0. Ig Hastaliklar A. D. Sisli Etfal Egitim ve Aras. Hst. Ortopedi

Prof.Dr. Oguzhan COB Prof.Dr. Ahmet O. ARAMAN (T.Katiimadi)

|.0. Néroloji A. D. |.U. Eczacilik Fakuiltesi Dekani

Prof.Dr. Pinar SAIP Prof.Dr. Demir TiRY

|.U. Onkoloji Enstitusu Biyofizik (Emekli) -
Prof.Dr. Rukiye Eker OMEROGLU Av. Dilek TEMIZ OZBEK | I
i.U. Cocuk Sag. ve Hast. A. D. - istanbul Universitesi

Uzm.Dr. Ahmet Riza URAS M. Kerim AKMAN

Vakif Gureba E. ve Aras. Hst. Biyokimya liBF iktisat Bolumi (Oze

Dog.Dr. H. Hanzade DOGAN
i.0. Cerrahpasa T.F. Deontoloji
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OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Ad Adem Soyadi Kocaman
Dog.Yeri |Samsun/ Carsamba Dog.Tar. 04/07/1986
Uyrugu T.C: TC Kim No |499783356434
Email ademkocaman@gmail.com Tel 05424909281
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yi
Doktora
Yiik.Lis.
Lisans Istanbul Universitesi- Molekiiler Blyoloji ve Genetik 2008
Lise Samsun F.Fen Lisesi 2004

Is Deneyimi (Sondan ge¢mise dogru siralayin)

Gorevi Kurum Siire (Y1l - Yil)

1. -

2. -

3. -
Yabana |Okudugunu . . KPDS/UDS (Diger)
Dilleri Anlama* Konusma® | Yazma Puani Puam
Ingilizce | Cok iyi Iyi Iyi
*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin

Sayisal Esit Agirhik Sozel
ALES Puam 92 91 90

(Diger) Puam

Bilgisayar Bilgisi

Program

Kullanma becerisi

Microsoft Office

Iyi

Yayinlary/Tebligleri Sertifikalary/Odiilleri

Ozel Tlgi Alanlar1 (Hobileri):
Yurtyus.




