ORJINAL ARASTIRMA

Tipta molekiiler genetik tani ve klinik uygulamalar

Molecular genetic diagnosis and clinical applications in medicine
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Ozet

Teknolojideki gelismeler ve insan genom projesinin beklenen siireden dnce tamamlanmast ile genetik bilgilenmemizde bag dondiiriicii bir artis meydana
gelmistir. Bu bilgilerin 1181nda da insan saglig1 ve hastaliklarina yaklagimda biiyiik bir degisim olugsmustur. Son 20 yilda hizla gelisen yeni genetik teknoloji;
hastaliklarin énlenmesi, tanisi ve tedavisi igin pek ¢ok test olanagi sunmaktadir. Giiniimiizde, rutin tanida kullanilan 900-1000 aras1 genetik testin oldugu
bilinmektedir. Klinisyenler bu yeni teknolojiyi ve yaklagimi bir an dnce dgrenerek hastalarinin yararina kullanmalidir. Bu derlemede, tipta molekiiler genetik
tant ve klinik uygulamalar1 gézden gegirilecektir.

Anahtar kelimeler; insan, Molekiiler Genetik Tani1, Kalitsal Hastaliklar, DNA, PCR
Abstract

There has been an amazing increase in our acquiring genetic information by means of the technological developments and the completion of the human
genome project in a shorter time than expected. Within the light of this information, there has been a great change in approaching human health and diseases.
Having developed rapidly within the last 20 years, the new genetic technology provides many opportunities of test for the prevention, diagnosis and treatment
of diseases. Today it is known that there are 900 to 1000 genetic tests used in routine diagnosis. Clinicians should learn this new technology and approach
in a very short period of time and use them for the benefit of their patients. Molecular Genetic Diagnosis and Clinical Applications in Medicine will be
reviewed in this collection.
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GIRiS

Genetik testlerin 6ykiisit DNA ile baslar. DNA; tim
¢ekirdekli hiicrelerde bulunan, hiicre tarafindan tiretilen
proteinlerin tiretim bilgilerini saklayan kimyasal bilgi
bankasidir. Her insan hiicresinde 46 molekiil ¢ift zincirli
DNA vardir ve tiim hiicreler ayn1 DNA’y1 tagir . Herbir DNA
molekiilit 50-250 milyon baz igeren ¢ift sarmal yapidadir
(Sekil 1). Aktif genler hiicre tipine gore farklidir. Temel hiicre
gereksinimleri icin ise stirekli aktif genler vardir. GEN;
Protein zincirindeki amino asitleri kodlayan tiglii niikkleotidleri
tastyan DNA pargasi olup, DNA’nin aktif alt tinitesi olarak
tanimlanabilir(1).
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A. GENETIK TEST NEDiR?

Klinik amaglarla kalitsal hastalik yapan genotipleri,
mutasyonlari, fenotipleri saptamak icin DNA, RNA,
kromozom, protein ve ¢esitli metabolitlerin analiz edilmesine
genetik test ad1 verilebilir(2). Kromozomlarin incelenebilmesi
icin canli ve boliinen hiicreler gereklidir. DNA analizi i¢in
ise hiicrenin canli olmasi gerekmez. Bu nedenle; DNA testleri
genomun genis bir zaman boyutunda, ayrintili olarak
incelenebilmesini saglamistir(3).

B. GENETIK HASTALIKLAR

Temel olarak 5 grupta toplanabilir ve analizleri i¢in farkli
genetik yontemler kullanilabilir. Bunlara 6rnek olarak;
Sitogenetik, molekiiler sitogenetik, molekiiler genetik ve
array Comparative Genom Hibridizasyonu (CGH)’i
sayabiliriz. Istenilecek testler genetik hastalik grubuna gore
degisiklik gosterir. Tek gen hastaliklart klasik sitogenetik
yontemlerle degil, molekiiler genetik yontemlerle analiz edilir
4-7).
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Sekil 1. Hiicre i¢indeki ¢cekirdek DNA’s1 (2).

1.Tek Gen Hastaliklari: Or:Talasemi; Molekiiler genetik
teknikler kullanilarak analizi yapilir (8-9).

2.Kromozomal Bozukluklar: Or: Down sendromu;
Sitogenetik, Molekiiler sitogenetik, Molekiiler Genetik ve
Array CGH yardimiyla analiz edilebilir (4-5-7-10).

3. Poligenik-Multifaktoriyel Kalittm: Or: Tip I ve II diyabet;
Molekiiler genetik analizi yapilabilir (11).

4. Mitokondrial Kalitim: Or: Leberin optik atrofisi;
Molekiiler genetik yontemlerle analizi yapilabilir (12).

5.Somatik Mutasyonlar: Or: Kanserler, Sitogenetik;

Molekiiler sitogenetik, Molekiiler genetik yontemler
yardimiyla analizi yapilabilir (13-15).

(o)

DMA 151 ile denatlire
edilir.

C. MOLEKULER GENETIiK TESTLERDE
KULLANILAN TEMEL METODLAR

a) Molekiiler hibridizasyon; DNA’nin ¢ift sarmal dizisi
1sitarak birbirinden ayrilir, sogutulunca benzer DNA veya
RNA dizisi ile uygun ortamda bir araya gelir (Sekil 2).

b) Kesici Enzimler (Restriksiyon enzimleri);
Bakterilerde bulunan ve yabanct DNA’lara karst korunmaya
yarayan enzimlerdir ve bulunduklar1 organizmaya gore
adlandirilirlar (EcoRI, Escherischia Coli den elde edilir).
Kesici enzimlerle DNA fragmentleri elde etmek (RFLP) bu
fragmentleri vektorlerde klonlamak miimkiindiir (Sekil 3).
Tiim genomun polimorfik kesici enzim bolgelerini (marker)
gosteren haritalarda onceki molekiiler genetik analizlerde
kullanilmistir (16).

¢) Gen Problar1 (DNA fragmentleri); Oligoniikleotid
problar 19-20 bazlik kiicik DNA fragmentleri tek baz
degisikligini bile tantyabilir (2).

D) DNA ANALIZINDE KULLANILAN BAZI
YONTEMLER

Rutin DNA analizinde kullanilan pek ¢ok yontem
mevcuttur. Asagida en ¢ok kullanilan yontemlere 6rnekler
verilmistir (17).

. Restriction Fragment Length polymorphism (RFLP)
. Polymerase chain reaction (PCR)

. Southern Blot Analizi

DNA Dizi Analizi

. Single strand conformational polymorphism (SSCP)
Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE)

. Heterodubleks analizi

. Chemical mismatch cleavage (CMC)

. DNA chipleri

1
2
3
4.
5
6.
7
8
9

DNA 1s1 dagirdldiginde
renatiire olur.

[ RNA Ipligi

DNA Ipligi |

Sekil 2. Molekiiler hibridizasyonun asamalar1 (16).
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E) DNA ANALIZi iLE TANI NASIL YAPILIR?

Calisilacak hastaliga ait mutasyon biliniyorsa, ilgili
yontem kullanilarak analiz yapilabilir. Ama mutasyon
bilinmiyor ise ilgili gen bolgesinin ge¢isinin analizi yada
DNA’sinin analizi kullanilarak indirekt tanis1 miimkiindiir

(18).

a) Direkt DNA Analizi ile Tani
DNA’ da bilinen mutasyonun analiz edilerek
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Sekil 3. Kesici enzimlerle kesilmis, jel elektroforezi
yapilmis ve etidyum bromiir ile boyanmis DNA
fragmentleri (2).

b) indirekt DNA Analizi (Baglanti Analizleri)

Mutasyonun gosterilemedigi durumlarda gen i¢inde veya
diginda gen ile birlikte kalitilan polimorfik markérlerle konur.
Ailenin informatif olmasi gerekir ve ailedeki bagka bireylerden
de DNA’nin gerekliligi s6z konusudur. Aile informatif degil
ise veya rekombinasyon var ise baglant1 analizi ile tani
konulamayabilir (20).

F) RUTIN TANI VERILEN MOLEKULER GENETIK
ANALIZLERE ORNEKLER

F.1) TROMBOZ PANELI

a) Faktor V Leiden Polimorfizmi; Tromboz i¢in birka¢
genetik faktoriin varligi saptanmistir. Bunlari en 6nemlisi
pihtilasma faktorii V'in aktif protein C'ye direncidir (APC
direnci). APC direnci damar trombozu i¢in en sik gériilen
risk faktortidiir. APC direnci vakalarmin %90'indan Faktor
V Leiden mutasyonu sorumludur. Bu mutasyon varliginda
faktor V'in APC tarafindan inaktive edilmesi engellenir ve
kanin yogun pihtilagsmast meydana gelir. Faktor V geninde
Leiden mutasyonu tastyicilar: miir boyu yiiksek derecede
derin ven trombozu riskine sahiptirler. Faktor V Leiden i¢in
homozigot genotip seyrek olsa da, bati tilkelerinde niifusun
%15 'i Faktor V Leiden i¢in tastyicidir ve bu durum kisisel
tromboz riskini 5 -10 kat arttirir. Homozigot Leiden
mutasyonunun penetranst %80, heterozigot mutasyonun
penetransi % 12- 20 civarindadir.
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b) Faktor II (Protrombin) G20210A Mutasyonu;
Faktor II (protrombin) G20210A mutasyonu kalitsal
trombozun Leiden polimorfizminden sonra gelen en sik
nedenidir. Bu plazmadaki protrombin diizeyinin yiikselmesine
neden olarak tromboz olasiligint arttirir. Sigara, obezite,
hipertansiyon ve diyabet gibi risk faktorleriyle birlestiginde
miyokard enfarktiisii riskini de arttirdig1 gosterilmistir. Ailede
tromboz hikayesi varsa, fetus biiytimesinde gerilik ve plasenta
ayrilmast (placenta abruptio) ile seyreden gebelik
komplikasyonu varsa protrombin mutasyon testi yapilmasi
tavsiye edilir. Tek aleldeki G20210A mutasyonu tromboz
riskini 3-11 misli arttirir. Homozigot protrombin
mutasyonunda veya Faktor V Leiden mutasyonu ile beraber
bulundugunda vendz tromboz riski ¢ok daha fazla artmaktadir.

Metilentetrahidrololat rediiktaz (MTHFR); MTHFR
geninde C677 mutasyonunun homozigot olmasi plazma
homosistein diizeylerinde yilikselmeye neden olur.
Hipertansiyon, hiperlipidemi veya diyabet gibi diger risk
faktorleri olmasa dahi homozigot C677 mutasyonunun tek
basina kalp damar hastaligi riskini 3 misli arttirdig:
saptanmistir. A1298C / C677T bilesik heterozigot durumun
da homosistein diizeylerinde yiikselmeye neden oldugu
bildirilmistir. Homosistein yiiksekligini aragtirmak i¢in her
iki mutasyonun da test edilmesi tavsiye edilmektedir.
Bebeklerde dogumsal bir hastalik olan noral tiip defekti
riskinin de homozigot C677T veya bilesik heterozigot A1298C
/ C677T mutasyonlart ile arttigi ileri stiriilmektedir.
Homosistein diizeylerinde ve noral tip defekti riskindeki
artis sadece MTHFR mutasyonlarina bagh olmayip toplumun
genetik yapisina, diyetlere ve yasam bigcimine gore degisiklik
gosterir. Noral tiip defekti, homosisteinemi, erken yasta kalp
damar hastalig1, erken yasta vendz tromboz 6ykiisii olanlarda
MTHFR mutasyonlarimin testi 6nerilmektedir. Bu hastalarda
folik asit tedavisinin basarili oldugu gosterilmistir.

F.2) AILESEL AKDENIZ ATESIi (FMF)

Ailesel Akdeniz Atesi (FMF), en sik goriilen periyodik
ates ataklarindan birisidir. Turkler, Kuzey Afrikalilar, Irak
Musevileri ve Ermenilerde yaygindir. Sebebi belirsiz ateg
ataklar ile birlikte seyreden ve iki-ii¢ giin devam eden karin
agrisi (peritonit) ve/veya akciger agrisi (plevral agri) ve/veya
ayak bilekleri ve diz kapaklarinda eklem iltihabi (artrit) olan
hastalar i¢cin FMF siiphesi bulunmaktadir. Kan testlerinde
yiksek eritrosit sedimentasyonu, l16kosit sayisinda ve
fibrinojen miktarinda artis gézlenir. Hastaligin semptomlari
ve siddeti hastalar arasi farklilik gosterir, hatta bazi durumlarda
aile bireylerinde bile hastalik seyirlerinde farkliliklar olabilir.
Vakalarin %70'inde ilk belirtiler 15 yagina kadar ortaya ¢ikar.
Uzun siire tedavi edilmedigi takdirde amiloid birikmesi
nedeniyle bobrek yetmezligine neden olur. Bazen de diger
belirtiler goriilmeden ilk olarak amiloidoz goézlenir.

F.3) QF-PCR ile TRiIZOMi TANISI

Yeni molekiiler testlerin kullamima girmesiyle kromozomal
bozukluklarin prenatal tanisinda hizli (24-48 saat) ve giivenilir
sekilde QF-PCR ve FISH yardimiyla sonuglar elde
edilebilmektedir. Her iki metod da trizomi 21, 13, 18 ve sex
kromozom anomalileri i¢in (Kleineferter, Turner)
kullanilmaktadir (Sekil 4)(10).
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OZELLIKLERIi

*Quantitative Flourescence Polymerese Chain Reaction (QF
PCR); DNA kisa tekrar dizilerinin kullanilmasiyla uygulanan,
kantitatif bir yontemdir.

*DNA 6rnegi florasan primerler kullanilarak ¢ogaltilir, PCR
rtinleri kapiller elektroforezde (ABI 310 Genetic Analyser)
ayristirtlarak analiz yapilir. Bilinen tiim kromozomal
anomalilerin %99 unu kapsamaktadir.

*Daha az 6rnek (amnion sivist 2-4cc ) alinmaktadir.
*Ekonomiktir.

*24-48 saatte sonu¢ vermektedir.

*Gelecekte maternal kandan fetal hiicre tayini ile non invaziv
prenatal testler arasina girmeye aday olarak kabul edilmektedir.

F.4) POLIMORFiZM

Insan degiskenliginin temelini olusturur. Cevresel
uyaranlara yanitt da igeren polimorfizmin klinik fenotipe
etkileri istatistiki olarak, genetik-epidemiyolojik ¢aligmalarla
belirlenir?'.

Or; Tekli Niikleotit Polimorfizmleri (SNP); Genomdaki
tek niikleotid degisiklikleridir (AAGGCTAA ATGGCTAA).

* Genomda 3-500 bazda bir gozlenir.

* Toplumun en az %1 inde olan tek niikleotid degisikligi
SNP olarak kabul edilir.

* Genetik varyasyonlarm %90’ mdan sorumludur.

* Hiicre fonksiyonunu genel olarak etkilemezler,etkenlere
verilen yanitlar1 degistirebilirler.

* Evrimsel olarak stabildirler, kusaktan kusaga gecerler.

* Etkenlere yanitlar1 epidemiyolojik olarak degerlendirmede,
biyomedikal, farmakogenetik ¢alismalarda uygundurlar.
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Sekil 4. QF-PCR yardimiyla trizomilerin tanisi

G.) MiIKRO-CHIP (microarray) TEKNOLOJIiSi

1995 yillarinda gelistirilen fonksiyonel genomiksin
anlasilmasina 151k tutan teknolojidir. Microarray; tizerinde
binlerce gen dizisinin immobilize edildigi, yapistirildigt ya
da fikse edildigi kii¢iik, kat1 desteklerdir. Genlerin immobilize
edildigi destek materyalleri; cam mikroskop slidelari, silikon
cipler ya da naylon membranlar olabilirler. ” ARRAY ” belirli
bir diizen igerisinde dizmek demektir. Mikroarrayler ile DNA,
cDNA ya da oligoniikleotit protein vb analizi yapilabilir.
Tiim genomun ve ekpresyon iiriinlerinin (RNA, protein) tek
bir chip tizerinde incelenmesini saglayan teknoloji olup
hastalik tanisi, farmakogenomik, gen kesfi vb. alanlarda
biiyiik 6neme sahiptir (22). Microarraylerin Uygulama
Alanlari;

eGen Ekspresyon Seviyelerindeki Degisiklikleri Belirlenmesi,
eTiimor siniflandirmasi, risk belirlenmesi ve prognozun
belirlenmesi

eGenomik Kazanim ve Kayiplarin Belirlenmesi,
eilac gelistirme, ilac etkilerinin calisiimasi ve terapi gelistirilmesi
eDNA’daki Mutasyonlarin Belirlenmesi,

eilag gelistirme, terapi gelistirme ve kanser olusumunun yol
izinin belirlenmesi seklinde kisaca 6zetlenebilir.

SONUC

Molekiiler genetik analizler sadece DNA diizeyinde degil
RNA ve protein iizerinde de yapilarak hastaliklarin tanisi,
prognozunun belirlenmesi, tedavinin yonlendirilmesinde de
giderek artan bir sekilde kullanilmaktadir. Gelecekte bu
tetkiklerin hasta basinda yapilabilecek kader basit bir hale
gelecegi muhakkaktir. Ancak en 6nemli eksigimiz saglikli
tiirk populasyonda bu konularla ilgili ¢alismalarimizin az
olmasidir. Bu eksikligimizi giderecek DNA ve doku
bankalarinin kurulmasi, bu alanlarda toplumumuza daha
yararli tan1 ve tedavinin yonlendirilmesine iligkin testlerin
olusturulmasini saglayacaktir.
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