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OZET: Bu caligmada, Fenilketoniiri tanis1 konulmus hasta
bir gocuga sahip 20 ailede, hasta cocugun kardeslerinin tagi-
yic1 olup olmadiklarini saptamak i¢in PAH geni disindaki
VNTR polimorfizimlerinden faydalanarak alel segregasyonu
yapilmistir. Hastalarda IVS10nt546 mutasyonun varligini
aragtirmak i¢in Ddel restriksiyon enzimi direkt mutasyon
analizi yontemi uygulanmistir. DNA vendz kandan ekstrakte
edilmistir. Ekstragenik VNTR dizileri PCR kullanilarak
amplifiye edilmis ve alel segregasyonu yapmak i¢in de PCR
firiinii jelde yiiriitiilmiistiir. Informatif ailelerde hasta gocu-
gun kardeslerinin tasiyicilig1 tesbit edilmistir. Yirmi aileden
18 tanesi informatif, 9 ¢cocuk tasiyici ve 6 ¢ocuk saglam bu-
lunmustur. Informatif ailelere prenatal tam yapilabilecegi
bildirilmistir.

Ayni hasta gocuklarda IVS10nt546 mutasyonuna yodnelik
olarak amplifiye edilen PAH geni PCR iiriinii Ddel restrik-
siyon enzimi ile direkt mutasyon analizine tabi tutulmustur.
Toplam 40 alelden 12 sinde (%30) IVS10nt546 mutasyonu
bulunmustur. PAH-VNTR polimorfizimleri ile alel segrega-
syonu yapilamayan bir ailede hasta ¢ocugun IVS10nt546
mutasyonunu homozigot olarak tagimasi, kardesinin PKU
tastyicist oldugunu ortaya koymamizi saglamistir. Yalniz
basina PAH-VNTR polimorfizimleri ile tasiyic tespiti basa-
r1s1 %90 iken, Ddel restriksiyon enzimi direkt mutasyon a-
nalizi yontemiyle birlikte kullanildiginda basari orant %95 e
citkmugtir.

[Anahtar Kelimeler: Fenilketoniiri, PAH geni, PCR, VNTR,
Ddel enzimi]

ABSTRACT: In this dissertation, allele segregation was
performed utilizing VNTR polymorphisms outside the PAH
gene in order to determine whether the siblings of a child
who has been diagnosed with PKU are carriers. Blood
samples from 20 children who had PKU and their parents as
well as their siblings were studied. Ddel restriction enzyme
direct mutation analysis technique was applied to determine
whether the IVS10nt546 mutation existed in patients. DNA
was extracted from the venus blood sample. The extragenic
VNTR sequences were amplified using PCR, and the PCR
product was run on the gel for ellele segragation. With this
process, it was determined whether a sibling of a sick child
is a carrier in “informative” families. With this method, 18
families out of 20 were found to be “informative”; 9
children, carriers; 6 children, normal. It was concluded that
the prenatal diagnosis was applicable to those informative
families.

In the samples from the PKU patients, the PAH gene which
was amplified by PCR regionally including the IVS10nt546
mutation. IVS10nt546 mutation was found in 12 alleles out
of 40 (30%) by digesting the PCR products with Ddel
restriction enzyme. In a noninformative family, where the
allele segregation with PAH-VNTR polymorphism failed, a
sick child was found to carry IVS10nt546 mutation
homozgote. This led to the conclusion that the sibling of the
child was a PKU carrier. While the success rate in carrier
determination was 90% with PAH-VNTR polymorphism
alone, the rate increased to 95% when Ddel restriction
enzyme direct mutation analysis was used additionally.

[Key words: Phenylketonuria (PKU), PAH gene, PCR,
VNTR, Ddel restriction enzyme]

GIRiS

Kalitsal metabolik hastaliklarin en onemlilerin-
den biri fenilketoniiri (“phenylketonuria”, PKU) dir
(1). PKU ile ilgili bilgilerimiz 1934 yilinda, Asbjorn
Folling’in 10 agir mental retardasyonlu ve postnatal
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hiperfenilalaninemisi olan hastaya kendi isimlendirdi-
gi “Imbecilites phenylpyruvica” tanisini koymasiyla
baglamustir (2). Daha sonra 1946’da Penrose ve
Quastel hastaliga fenilketoniiri ismini vermislerdir (3).
Otozomal ressesif kalitilan bu hastalikta, fenilalanini
tirozine ¢eviren fenilalanin hidroksilaz (PAH) enzimi-
nin eksik ya da hic sentezlenmedigi tesbit edilmistir.
Boylece PAH enziminin eksikligi sonucunda tirozine
doniisemeyen  fenilalanin  aminoasidi ve onun
transaminasyonu sonucu olusan metabolitleri (fenil
piriivik asit, fenillaktik asit, fenilasetik asit) hastanin
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kan, idrar ve diger viicut sivilarinda birikerek mental-
motor gerilige neden olmaktadir (1).

PKU’nin tilkemizdeki siklig1 konusundaki yayin-
lar arasinda farkliliklar olmakla birlikte ortalama
1/4500 oldugu bildirilmistir (4). Diger yandan, Akraba
evliliklerinin % 21.21 gibi yiiksek degerlerde oldugu
iilkemizde fenilketoniiri gibi dramatik sonuglar dogu-
ran, otozomal resesif kalitim yoluyla kalitilan hastalik-
larin dnemli bir sorun teskil ettigi asikardir (5). PKU
tanist klasik tani teknikleri ile ancak dogum sonrasin-
da teshis edilebilirken, bagdondiiriicii bir hizla gelisen
molekiiler tan1 teknikleri ile bugiin prenatal tan1 ve ta-
styict tesbiti yapilabilmektedir. PKU hastalar1 hayatla-
rimin erken donemlerinde teshis edildikleri taktirde,
fenilalaninden kisith bir diyet uygulamasi ile olusabi-
lecek beyin hasari Onlenebileceginden, tarama ve
prenatal  tam1  teknikleri ¢ok  biiyiikk  6nem
arzetmektedir(2).

PKU’da prenatal tan1 ve tastyici tesbiti, PAH ge-
ni ekstragenik VNTR polimorfizmleri ile alel
segregasyonu yapilarak gerceklestirilebildigi gibi,
mutasyonlarm  PAH  genindeki  herhangi  bir
restriksiyon enzimi kesim bolgesini degistirmesine
bagli olarak da yapilabilmektedir.

GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Osmangazi Universitesi Tip Fakiilte-
si Cocuk Saghgi ve Hastaliklart Anabilim Dali’nda
fenilketoniiri tanist konarak, kan fenilalanin diizeyle-
rine bakilmak iizere Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’na
gonderilen 14 aile (54 kisi) ile Istanbul Universitesi
Tip Fakiiltesi Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim
Dali’nda tanis1 konarak Deneysel Tip Arastirma Ensti-
tiisii Laboratuvarina tagtyici tesbiti i¢in sevk edilen 6
aile (22 kisi) ile birlikte toplam 20 aile (76 kisi) den
alinan vendz kandan elde edilen DNA larla gergekles-
tirilmigtir.

DNA lar fenol/kloroform yontemi ile elde edil-
mistir. PCR amplifikasyonu i¢in 50 pl’lik karigimlar
hazirlanmistir. PAH-VNTR polimorfizmi i¢in Alexei
A. Goltsov ve arkadaslarinin kullandig1 5°-GCT TGA
AAC TTG AAA GTT GC-3’ ve 5’- GGA AAC TTA
AGA ATC CCA TC-3° primer ¢ifti kullanilmustir.
94°C de 5 dakika, 94°C de 30 saniye, 55°C de 1 daki-
ka, 72°C de 1 dakika, seklinde 35 dongii, sonunda ise
72°C de 10 dakika tutularak iirin arttirilmasi saglan-
mustir.

PAH-IVS10nt546 mutasyonu icin kullanilan
primer dizileri Ozgii¢ ve arkadaslarmin kullandig1 5°-
TGC AGC AGG GAA TAC TGA TC-3’ ve 5°-
TAGACATTGGAGTCCACTCTC-3’
oligoniikleotidleri se¢ilmistir. Amplifiye edilen DNA
lar Ddel Restriksiyon Enzimi ile klasik kesim sartlar
uygulanarak kesilmistir.
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BULGULAR

Anne, baba, hasta ¢cocuk ve varsa kardeslerden a-
lman kandan DNA lar elde edilmistir. Bu DNA larin
pirifiye  olup  olmadiklarmi  anlamak  igin
spektrofotometrede 260nm/280nm oranlaria bakilmis
ve oranin 1.8 civarinda bulunmasi iizerine DNA larin
temiz olduklarina karar verilmistir.

Resim 1’de PAH-VNTR polimorfizm PCR uygu-
lamasi1 sonucunda elde edilen iiriin %3’lik agaroz
jelde yiiriitiilmiis ve Resim 1°deki veriler elde edilmis-
tir. PAH-VNTR PCR fiiriinii, anne, baba ve ¢ocuga ait
13’iincili ekzon diginda bulunan VNTR tekrar sayilari-
nin polimorfizm gostermesinden dolayr degisik bant-
lar vermistir. Amniyosentezle elde edilen hiicrelerden
ekstrakte edilen fetiise ait DNA tamamen normal bu-
lunmustur.

PKU 1i hasta bir ¢cocuga sahip ailelerde VNTR
polimorfizimlerinden yararlanilarak alel segregasyonu
yapilmig ve tastyici tesbiti gergeklestirilmistir. Yirmi
aileden 18 i informatif aile olarak degerlendirilmistir.
iki aile ise noninformatif bulunmustur. Toplam 16
kardesten 9 tanesinin tastyici, 6 tanesinin ise normal
oldugu tesbit edilmistir (Tablo 1).

Yirmi hasta gocugun toplam 40 mutant alelinden
12 tanesinin (%30) IVS10nt546 mutasyonunu tasidig:
tesbit edilmistir (Resim 2). Bu g¢ocuklardan 3 tanesi
mutant alelleri homozigot olarak tasimakta olup, 6 ta-
nesi ise IVS10nt546 mutasyonu ydniinden
heterozigottur (Tablo 2).

VNTR polimorfizimlerinden yararlanilarak alel
segregasyonu yapilmasi sonucu tasiyici tesbiti yapila-
bilme oraninin %90 (20 aileden 18 tanesi informatif)
oldugu, noninformatif ailelerden birinin hasta ¢ocugu-
nun IVS10nt546 mutasyonunu homozigot tasidigi
tesbit edilmistir. Bu hasta ¢gocugun kardesininde tasi-
yic1 oldugu bu yolla saptanmustir.

Resim 1. 1: Marker, 2: Baba, 3: Anne, 4: Hasta Cocuk,
5: Fetiis
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Tablo 1. Fenilketoniirili hasta bir ¢cocuga sahip ailelerde VNTR polimorfizmi tastyici tesbiti bulgular

Kardes Aile (VNTR
Polimorfizmine Gore)
Aile No | Baba Anne Hasta | Tasiyier | Saglam | informatif | Noninfor- | TOPLAM
Cocuk matif

1 1 1 1 1 1 + 5
2 1 1 1 - - + 3
3 1 1 1 - - + 3
4 1 1 1 - 1 + 4
5 1 1 1 1 - + 4
6 1 1 1 1 - + 4
7 1 1 1 - 1 + 4
8 1 1 1 - - 3
9 1 1 1 - + 4
10 1 1 1 1 - + 4
11 1 1 1 - 1 + 4
12 1 1 1 - - + 3
13 1 1 1 - - + 3
14 1 1 1 1 - + 4
15 1 1 1 1 - + 4
16 1 1 1 + 4
17 1 1 1 - - 3
18 1 1 1 - - + 3
19 1 1 1 1 1 + 5
20 1 1 1 1 - + 4
Toplam 20 20 20 9 6 18 75

Resim 2. Ddel ile kesim sonucu olusan bantlar:
1: Maker, 2: IVS10nt546 homozigot, 3,4,5,6: IVS10nt546
mutasyonu olmayanlar, 7: heterozigot hasta

TARTISMA

Kalitsal metabolik hastaliklar grubuna giren
fenilketoniiri, hepatik fenilalanin hidroksilaz (PAH)
enziminin eksikliginden kaynaklanan otozomal resesif
bir hastaliktir. Fenilalanin hidroksilaz enziminin ek-
sikligi sonucunda tirozine doniismeyen fenilalanin
amino asidi ve onun transaminasyonu sonucu olusan
metabolitleri (fenilpiriivik, fenil laktik asit, fenil asetik
asit) hastanin kan, idrar ve diger viicut sivilarinda bi-
rikerek mental-motor gerilige neden olmaktadir. PKU
hastalar1 hayatlarinin erken dénemlerinde teshis edil-
dikleri takdirde, fenilalaninden kisith bir diyet uygu-
lamasi ile olusabilecek beyin hasar1 6nlenebilmektedir
(1). Ulkemizde PKU insidans1 1/4500 diir. Molekiiler
genetikdeki son gelismeler sonucunda PKU bakimin-

dan riskli ailelerde dogum Oncesi tani verilmesi giin-
deme gelmistir. Boylece fenilketoniiri hastaligimnin ta-
nis1 ¢ok erken donemde konabilmekte ve hastalarda
olusabilecek hasar diyet tedavisiyle dnlenebilmektedir

(4).

Tablo 2. PKU'’li ¢ocuklarda Ddel enzimi ile
kesilen aleller

PKU’li Cocuk Ddel Kesimi
. IVS10nt546 Mutasyonu
Aile lel lel Toplam
Ale Ale N=40 %
1 - + 1
2 - ¥ 1
3 - ¥ 1
4
5
6
7
8 + + 2
9
10
11
12 + + 2
13 + + 2
14
15
16
17
18 - + 1
19 - + 1
20 + 1
Toplam 3 9 12 %30

Kocatepe Tip Dergisi, Cilt 5 No: 2, Ocak 2004.
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PAH geninin klonlanmasi ile genin yapisi iyice
anlagilmig, genin icinde veya yakininda tanimlanan
polimorfik bolge kesimleri ile birgok haplotipin mey-
dana geldigi ortaya konmustur. Bu polimorfizmlerin
tespiti i¢in Bg/Il, Pvull, EcoRI, Mspl, Xmnl, HindIII,
EcoRV ve Sphl enzimleri kullanilmistir. Birgok du-
rumda, bu RFLP lerden sorumlu niikleotid
subsitlisyonlarinin fenotipik bir etkisi bulunmamakta-
dir. Ama bazi hallerde polimorfik kesim bolgeleri ge-
nin kodlanan kisminda yer almaktadir. Bu bolgelerde-
ki mutasyonlar sabit veya polimorfik fragmanlarin u-
zunluklarint degistirmektedir. Bu polimorfik bolgele-
rin fiziksel harita uzunluklar1 ve standardize baglanti
disekilibriumlar1 arasindaki kaba iligki insan PAH ge-
ninde rekombinasyon i¢in herhangi bir hot-spot tanim-
lamamistir. PAH geni iizerindeki mutasyonlar ile bu
RFLP ler arasinda siki baglanti vardir. Bu nedenle
PKU alellerinde RFLP ler normal veya mutanat kro-
mozomlarin gegislerinin takibinde, dogum oncesi ta-
nida ve tasiyici tanisinda kullanilabilirler. Birgok fark-
It populasyonda normal veya mutant kromozomlar ii-
zerinde bu polimorfizmlerin frekanslari tespit edilmis-
tir. Genel Avrupa populasyonunda, tim PKU
alellerinin %86’sin1n bir veya daha fazla bolge agisin-
dan heterozigot oldugu gosterilmistir. Buna karsilik
dogulular i¢inde bu frekanslar %32 olarak bildirilmis-
tir. Dolayisiyla RFLP ler Asya populasyonlarinda ta-
styict tanisi ve prenatal tani i¢in daha az yararhdir
(2,6,7,8,9,10,11,12,13,14).

Kalitsal hastaliklarin tani ve tasiyici tespiti igin
kullanilan en etkin yontemlerden biri de hastaliga ne-
den olan mutasyonun direkt tespitine dayali tan1 yon-
temidir. Eger ailede hastaliga neden olan mutasyonu
biliniyorsa hastaligin tanisi bu tip durumlarda oldukga
kolay ve %100’liik bir kesinlikle yapilabilmektedir.
Hastaliga neden olan nokta mutasyonu bir restriksiyon
enziminin kesim bolgesini degistiriyorsa, bu durumda
enzim kesim bolgesini igeren gen bdlgesi PCR ile ¢o-
galtilarak uygun bir restriksiyon enzimi ile kesilerek
elektroforez islemi sonunda jelde incelenmektedir.
Oysa, PAH enzimi yetersizligi gosteren hastalarda ge-
nis bir klinik fenotip spektrumu oldugunu Scrvier ve
arkadaslart 1988 yilinda yayinladiklart Mendeliyen
hiperfenilalaninemi adli makalede ortaya koymuslar-
dir. Bu fenotipik varyasyon altta yatan molekiiler dii-
zeydeki heterojeniteyi ve dolayisiyla PAH mutant
alellerinin ¢esitliligini gostermekte oldugunu ise
Guldeberg ve arkadaglar1 1988 yilinda yayinladiklar
DDGE ile fenilketoniiri mutasyonlarmin tespiti ile il-
gili makalede bildirmiglerdir. Danimarkalilar’da
(Charhraborty ve arkadaglar1 1987), Almanlar’da
(Riess ve arkadaslart 1988; Lichter-Konecki ve arka-
daslar1 1988; Aulehla-Scholz ve arkadaslar1 1988;
Herrman ve arkadaslar1 1986), Fransizlar’da (Rey ve
arkadaglar1 1988); Stuhrmann ve arkadaglar1 1989) be-
lirli haplotiplerle, fenilalanin hidroksilaz enziminin
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degisik derecelerde eksikligi arasinda ilging ve bilgi
verici bir iliksi oldugunu ortaya koymuslardir.

Ozgiic ve arkadaslari, Tiirkiye’de 44
fenilketoniirili hastada ¢esitli mutasyonlar1 taramiglar-
dir. Bu hastalarm alellerinin %32’sinde IVS10nt546
mutasyonu bulmusglar ve 11 hastada da haplotip 6 ile
bu mutasyonlarin baglantili oldugunu ortaya koymus-
lardir. Dworniezak ve arkadaslari; 1991°de, Dasovich
ve arkadaslari; 1991°de, Kolaydjieva ve arkadaglari,
1991°de, Eisensmith ve arkadaslari; 1992°de, haplotip
6 kromozomlari ile IVS10nt546 mutasyonu arasinda
ozellikle Giliney Avrupa populasyonlarinda giiglii bir
assosiyasyon bulundugunu yaymlamislardir. Ddel
restriksiyon enzimi ile yapmis oldugumuz mutasyon
analizlerinde 40 mutant alelin 12 sinin kesilmesi so-
nucu, alel frekansinin %30 oldugu, dolayisiyla yuka-
rida adi gegen arastirmacilarin ¢alismalart ile uyumlu
oldugu goriilmistiir (15).

Spesifik PAH mutasyonlar1 ile RFLP haplotipleri
arasinda bir¢ok populasyonda kuvvetli
assosiyasyonlar olmakla beraber hem mutant
haplotiplerin dagilimi hem de mutasyon/haplotip
assosiyasyonlar1 degisik etnik gruplarda farkli bulun-
maktadir. Simdiye kadar gozlenen en kuvvetli
assosiyasyon sirastyla haplotip 2, 3 ve 6 ile R408W,
IVS12ntl, ve IVS10nt546 arasinda olmustur. Dilella
ve arkadaslarmin 1986 da mutant haplotip 3 ile
IVS12ntl mutasyonu arasindaki assosiyasyon Dani-
marka populasyonu i¢in kesin olup, mutasyon sadece
bu haplotipte bulunmustur ve mutant haplotip sadece
bu mutasyonu tagimaktadir. Fakat Tiirkiye’de ve bir-
¢ok Avrupa populasyonunda boyle bir baglanti heniiz
tanimlanamamuistir.

Alexei Goltsov ve arkadaglari, 1992 yilinda PAH
genindeki mutasyonlarla VNTR lar arasinda da bir
baglant1 oldugunu ortaya koymustur. Haplotip calis-
malart sirasinda Hind/III restriksiyon enziminin mey-
dana getirdigi 4.0 kb, 4.4 kb ve 4.2 kb lik fragmentleri
icerisinde belli sayilarda VNTR lar bulundugunu goz-
lemislerdir. 4.0 kb lik fragment icerisinde 30 baz ¢ift-
lik tekrardan 3 adet, 4.4 kb lik fragment igerisinde ise
12 adet tekrar dizisi bulunmaktadir. 4.2 kb Iik
fragment igerisinde ise bu tekrar dizisinden 6, 7, 8 ve
9 adet gibi degisik sayida oldugunu tespit etmislerdir.
Bu degisken sayida tandem tekrarlarin her biriyle
mutasyonlar arasinda bir baglanti oldugunun kesfi,
RFLP ile mutasyonlar arasindaki iligkinin tan1 ve tasi-
yic1 tespitinde bilgi verici olmasindan daha detayli ve
daha giivenilir oldugunu ortaya koymaktadir(16). Bu
nedenle biz de tasiyici tespitine yonelik 20 PKU aile-
sinde VNTR lardan yararlanmay1 tercih ettik. VNTR
polimorfizmlerinden faydalanarak alel segregasyonu
analizleri sonucunda 18 ailenin tasiyici tespitini ger-
¢eklestirebilmemiz, VNTR larla ¢alisilmasinin %90
gibi bir sonu¢ verme yiizdesine sahip oldugunu ortaya
koymustur.
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Yaptigimiz caligmada, IVS10nt546
mutasyonunun tespit edilmesine ydnelik olarak, 20
hastanin DNA lar1 amplifiye edildikten sonra Ddel
restriksiyon enzimi ile kesim islemine tabi tutulmus-
tur. 40 mutant alelden 12 tanesi (%30) kesilmistir.
VNTR polimorfizimlerinden yararlanilarak yapilan
alel segregasyonu ile informatif olmayan 2 aileden bi-
rinin hasta ¢gocugunun iki mutant aleli de kesime ug-
ramig ve bu hastanin IVS10nt546 mutasyonunu
homozigot olarak tasidigi tesbit edilmistir. Bu ailede
prenatal tani ve tasiyici tesbitinin miimkiin oldugu go-
rilmiistiir. Bundan dolayr VNTR polimorfizimleri ile
tagtyici tesbitinin yapilmasi yiizdesi ¢ok yiiksekse de
Ddel ile direkt mutasyon analizinin de yapilmasinin
tastyict tesbit yiizdesini artiracagi kanaatine varilmis-
tir.

SONUC

1. PKU li hasta bir ¢ocuga sahip ailelerde VNTR
polimorfizmlerinden faydalanarak alel segregasyonu
ile tastyici tespiti gergeklestirilmistir. Yirmi aileden 18
i informatif aile olarak degerlendirilmistir. Iki aile ise
noninformatif bulunmustur. Toplam 16 kardesten 9
tanesinin tastyici, 6 tanesinin ise normal oldugu tespit
edilmistir.

2. Yirmi hasta g¢ocugun toplam 40 mutant
alelinden 12 tanesinin IVS10nt546 mutasyonunu tasi-
dig1 (%30) Ddel restriksiyon enzimi direkt mutasyon
analizi ile tespit edilmistir. Bu ¢ocuklardan 3 tanesi
mutant alelleri homozigot olarak tasimakta olup, 6 ta-
nesi ise IVS10nt546 mutasyonu yoniinden
heterozigottur.

3. VNTR polimorfizmlerinden faydalanip alel
segregasyonu ile tasiyici tespiti yapilabilme imkaninin
%90 (20 aileden 18 tanesi informatif) oldugu,
noninformatif ailelerden birinin hasta ¢ocugunun
IVS10nt546 mutasyonununu homozigot tasidigi Ddel
restriksiyon enzimi direkt mutasyon analizi ile tespit
edilmistir. Bu hasta ¢gocugun kardesinin de tasiyici ol-
dugu ayn1 yontemle saptanmisgtir.

Dolayistyla PKU li ailelerde her iki yontem bir-
likte uygulandiginda 20 aileden 19 unda tasiyici tespiti
yapilabildigi goriilmiistiir. Tek bagina VNTR uygula-
mas1 tasiyicilarin tesbitinde %90 sonug verirken her
iki yontem bir arada uygulandiginda bu oran %95’
cikmistir.
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