T.C.
ERCIYES UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
TIBBI GENETIK ANABILIMDALI

FENILALANIN HIiDROKSILAZ GENINDE GORULEN
YAYGIN MUTASYONLARIN TARANMASI

Tezi Hazirlayan

Serife ERDEM

Danisman

Prof. Dr. Munis DUNDAR

YUKSEK LISANS

Eyliil 2013
KAYSERI



T.C.
ERCIYES UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
TIBBI GENETIK ANABILIMDALI

FENILALANIN HIiDROKSILAZ GENINDE GORULEN
YAYGIN MUTASYONLARIN TARANMASI

Tezi Hazirlayan
Serife ERDEM

Danisman
Prof. Dr. Munis DUNDAR

Bu calisma; Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi
tarafindan TSY-12-3860 kodlu proje ile desteklenmistir.

Eyliil 2013
KAYSERI



i

BIiLIMSEL ETiGE UYGUNLUK

Bu calismadaki tiim bilgilerin, akademik ve etik kurallara uygun bir sekilde elde
edildigini beyan ederim. Ayn1 zamanda bu kural ve davranislarin gerektirdigi gibi, bu
calismanin Oziinde olmayan tiim materyal ve sonuglar1 tam olarak aktardigimi ve

referans gosterdigimi belirtirim.

Adi-Soyadi: Serife ERDEM

imza:



iii

YONERGEYE UYGUNLUK ONAYI

“Fenilalanin Hidroksilaz Geninde Goriilen Yaygin Mutasyonlarin Taranmasi” adli
Yiiksek Lisans Tezi, Erciyes Universitesi Lisansiisti Tez Onerisi ve Tez Yazma
Yonergesi’ne uygun olarak hazirlanmistir.

Hazirlayan Damisman
Serife ERDEM Prof.Dr.Munis @\IDAR
" / -

/Ly

Anabilim Dali Baskani

Prof.Dr.Munis IZE\IDAR
/jlﬁﬂ :

it/



iv

Prof.Dr.Munis DUNDAR danigmanhiginda Serife ERDEM tarafindan hazirlanan
“Fenilalanin Hidroksilaz Geninde Goriilen Yaygin Mutasyonlarin Taranmas1” adli

bu ¢alisma, jiirimiz tarafindan Erciyes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Tibbi
Genetik Anabilim Dali Yiiksek Tezi olarak kabul edilmistir.

13/09/2013

Uye : Prof.Dr.Mustafa KENDIRCI (Cocuk Beslenme ve Met. BD)

Uye : Do¢.Dr.Cetin SAATCI (T1bbi Genetik AD)/_]AA\

ONAY

e . : ) oe —
Bu tezin kabulii Enstitli Yénetim Kurulunun] QE‘{LULZO]Si;anh Ve..'.’:)}gﬁ?....saylh
karar1 ile onaylanmustir. :




TESEKKUR

Bu tezin hazirlanmasinda bana destek veren ve caligmalarimi yonlendiren kiymetli

hocam sayin Prof. Dr. Munis DUNDAR’a,

Tibbi Genetik Anabilim Dalinda ki egitimim siiresince bilgilerini benden esirgemeyen

hocalarim sayin Prof. Dr. Yusuf OZKUL ve Dog. Dr. Cetin SAATCI ye,

Hasta ve kaynak temininde ki yardimlarindan dolayr saymn Prof. Dr. Mustafa

KENDIRCI ve Yrd. Dog. Dr. Fatih KARDAS’a,

Tez caligmalarim sirasinda, hem deney asamasinda ve hem de tezimi yazarken, pratik ve
teorik alandaki degerli bilgileri ve tecriibeleri ile herzaman benim yanimda olan Yrd.

Dog. Dr. Yagut Akbarova’ ya,

Arastirmamin klinik yonii ile ilgili tiim asamalarda beni yalniz birakmayan degerli
Uzm. Dr. Ash Subasioglu Uzak’a ve laboratuar calismalarimda yanimda olan sevgili

arkadaslarim Serife Sar, Yasin Ada, Hilal Akalin, Mehmet Boz’ a

Karamsarliga diistiigiim zamanlarda beni yiireklendiren dostlarim Inayet Uslu, Deniz

Tokluman ve Inayet Giintiirk’e

Calismalarimi yiiriitmemde gosterdikleri hosgoriileri nedeniyle basta Uzm. Dr. Fatma

Demiryilmaz olmak iizere tiim Detagen Gen. Tan1 Merkezi ailesine...

Varligmi ve destegini hep hissettiren, tiim dert ve sikintilarla birlikte mutlu anlarimda

da hep yanimda olan biricik hayat arkadasim Hakan Erdem’e tesekkiirlerimi sunarim.

Dogdugum giinden beri yanimda olan, sevgilerini ve desteklerini daima hissettigim,
yasadigim tiim giizellikleri bor¢lu oldugum annem Necla Altunok ve babam Mesut

Altunok’ a ithafen...



vi

FENILALANIN HiDROKSILAZ GENINDE GORULEN YAYGIN
MUTASYONLARIN TARANMASI
Serife ERDEM
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Genetik Anabilim Dah
Yiiksek Lisans Tezi, Agustos 2013
Damsman: Prof. Dr. Munis DUNDAR
OZET

Hiperfenilalaninemiler, fenilalaninin (FA) tirozine doniisiimiinii saglayan fenilalanin
hidroksilaz (FAH) enziminin eksikligi veya bu enzimin kofaktorii olan
tetrahidrobiyopiterinin (BH,) liretim ve dongiisiindeki bozukluk sonucu ortaya ¢ikan bir
grup hastahiktir. Klasik fenilketoniiri (FKU) ise FAH enziminin tama yakin
eksikliginden kaynaklanan ve tedavi edilmediginde neredeyse her zaman agir mental
gerilikle karakterize otozomal resesif, genetik gecisli bir hastaliktir. FKU, amino asit
metabolizmasmin en yaygin dogumsal hatalarindan biridir. Hiperfenilalanineminin
(HFA) Tiirkiye’deki insidans1 1/4172 iken, FKU icin 1/5049’dur. HFA ailelerinde
hastaliktan etkilenmis veya tasiyici bireylerde FAH gen mutasyonlarinin taranmasi hem
dogum Oncesi tan1 hem de postnatal tedavi icin olduk¢a 6nemlidir.

Insan genomunda FAH enzimi kodlayan gen 12q22- q24.1 kromozomunda yerlesir. Bu
gen yaklasik olarak 100 kb uzunlugunda olup ve 13 ekzon icerir. HFA’ ya neden olan
FAH geninde su ana kadar 500’iin {izerinde mutasyon belirlenmistir. Gen dizisinde
kiiciik degisimlere neden olan 31 farkli polimorfizm tamimlanmistir. FAH geninde
meydana gelen mutasyonlar; yanlis anlamli (missense), splice-site ve anlamsiz
(nonsense) mutasyonlar ile kiiciik delesyonlar ve insersiyonlardir.

Bu calismada, birbirinden bagimsiz 80 HFA allelindeki FAH gen mutasyonlarini
pyrosekans (Qiagen Pyromark Q24) molekiiler yontemi ile saptamaya ve genotip-
fenotip iliskisini kurmaya calistik. Calismada 80 HFA alleli i¢in 5 farkli mutasyon
saptandi (%15). En sik goriilen mutasyonlar ve allel sikliklari; R261Q (%6.25), R243Q
(%2.5), R243L (%2.5), R241C (%?2.5), R261X (%]1.25) olarak saptanmistir. 40 hastanin
hi¢birinde E221G, P225T, R413P, D415N mutasyonlarina rastlanmamustir.

Anahtar Kkelimeler: Fenilalanin Hidroksilaz Geni, Fenilketoniiri, Pyrosekans,

Fenilalanin
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SCREENING OF WIDESPREAD MUTATIONS OF PHENYLALANINE
HYDROXYLASE GENE
Serife ERDEM

Erciyes University, Institute of Health Sciences
Medical Genetics Department
Master Thesis, August 2013
Advisor: Proffosor. Munis DUNDAR

ABSTRACT

Hyperphenylalaninemia is a group of diseases caused by deficiency of phenylalanine
hydroxylase (PAH), an enzyme which coverts phenylalanine (PA) to tyrosine, or by
defects either in production or recycling of tetrahydrobiopiterin, the cofactor of PAH.
Total absence of PAH leads to classical phenylketonuria (PKU) which is a hereditary,
autosomal recessive disease characterized by almost invariably mental retardation when
remains untreated. PKU is a general inborn error of amino acid metabolism. As the
incidence of HPA (1/4172) and PKU (1/5049) are very high in Turkey, genotyping of
patients with PAH deficiency is useful in HPA families for prenatal or postnatal
diagnosis of affected individuals or carriers.

In the human genome, the gene that codes PAH enzyme places chromosome 12q22-
q24.1. This gene spans about 100 kb and contains 13 exons. More than 500 PKU
mutations that cause HPA have been identified until now. Thirty-one different
polymorphisms causing minor changes in the gene sequence have been identified.
Mutations observed in the PAH gene include missense, splice-site and nonsense
mutations, small deletions and insertions.

This study aims to analyze mutations of the PAH gene by pyrosequencing (Qiagen
Pyromark Q24) molecular method and to clarify genotype-phenotype relation in 80
PKU alleles throughout Turkey.

As a result, 5 different mutations are identified for 80 HPA alleles (15 %). The most
widespread mutations are R261Q (%6.25), R243Q (%?2.5), R243L (%?2.5), R241C
(%2.5), R261X (%1.25). None of the E221G, P225T, R413P, D415N mutations is seen
among 40 patients.

Key Words: Phenylalanine Hydroxylase Gene, Phenylketonuria, Pyrosequencing,

phenylalanine
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1.GIRiS VE AMAC

Fenilalanin (FA) temel bir aminoasittir ve proteinlerde bulunan aminoasitlerin yaklasik
9% 4-6 kadarin1 olusturmaktadir. Viicuda yiyeceklerle alian fenilalaninin biiyiik bir
kism1 karaciger hiicrelerinde sentezlenen fenilalanin hidroksilaz (FAH, EC1.14.16.1)
enzimi tarafindan okside edilerek tirozine doniistiiriilmektedir. Fenilalanin amino
asidinin tirozine doniisiimiinii saglayan fenilalanin hidroksilaz enziminde (FAH) veya
bu enzimin kofaktorii olan tetrahidrobiyopterinin (BH4) sentez ve rejenerasyonundan
sorumlu olan diger enzimlerdeki bozukluga bagli olarak ortaya c¢ikan heterojen hastalik

grubu hiperfenilalaninemi (HFA) olarak adlandirilmaktadir.

Fenilketoniiri (FKU, MIM# 261600), fenilalanin hidroksilaz enziminin eksikligi ile
gelisen entellektiiel fonksiyonlarda bozulma ile ilerleyen ve tedavi edilmez ise agir
mental motor gerilikle sonuclanan otozomal resesif gecisli dogustan metabolik bir

hastaliktir.

Fenilketoniiri kalitsal metabolik hastaliklarin en ©Onemlilerinden biridir. Gelismis
ilkelere oranla iilkemizde akraba evliliklerinin ve dogum sayisinin yiiksek olmasi
sonucu dogumsal metabolizma hastaliklarina sik rastlanmaktadir. Genelde 1:10000
siklikta goriilen fenilketoniiri iilkemizde 1:5049 oraninda goriilmektedir. FAH geni i¢in
500’den fazla farkli mutasyon bildirilmistir.

Bu calismanin amac1 FKU tanis1 konmus 40 hastanin FAH genindeki 6zgiil ve yaygin
mutasyonlar olan; E221G, P225T, R241C, R243Q, R243L, R261X, R261Q, R413P,

D415N agisindan pyrosekans molekiiler yontemini kullanarak taranmalari, tespit



edilebilecek mutasyon ile genotip-fenotip iligkisi kurularak literatiire katkida bulunmak
ve ayrica ailelere bir sonraki gebelikleri icin preimplantasyon genetik tani sansi
sunmaktir. Pyrosekans molekiiler yonteminin s6z konusu hastaligin tanisin1 koymadaki

etkinligi, avantaj ve dezavantajlar1 ayrica degerlendirilecek ve tartisilacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1 L-FENILALANIN

Fenilalanin (a-amino-hidrosinnamik asit, a-amino-B-fenilpropiyonik asit), proteinlerin
amino asit igeriklerinin %4-6 kadarmm1 olusturan esansiyel bir amino asittir ve

ketojeniktir (1).
2.1.1 L-fenilalaninin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Canlilar i¢in gerekli temel aminoasitlerden olan L-fenilalaninin (L-2-Amino-3-

fenilpropionik asit) molekiil formiilii soyledir:

OH

=L

(R)

HO

OH

Sekil 2.1. Fenilalaninin kimyasal yapisi

L-fenilalanin organizma tarafindan sentezlenemeyen bu nedenle disaridan besin

maddeleriyle alinmasi gereken beyaz, tatl, kristal yapida aromatik bir aminoasittir.



Tablo 2.1. Fenilalanin 6zellikleri

Molekiil Erime noktas1 | pK1 (-COOH) | pK2 (-NHs+) pl
kiitlesi (0C)

( g/mol)

165.19 283 1.83 9.13 5.48

Fenilalanin viicutta tirozine doniistiiriilerek biitiin duygusal algilarimiz ve tepkilerimizin
yOonetiminde gorevli norotransmitterler olan epinefrin, dopamin, norepinefrinin
adrenalin ve tiroid hormon yapiminin yani sira 6nemli noropeptidlerin, somatostatin,
adrenokortikotropik hormon, substans P, enkefalin,

vazopressin, melanotropin,

vazoaktif intestinal peptid, anjiyotensin II ve kolesistokinin iiretimiyle de ilgilidir (2).

Plazmadaki FA dengesi “girdiler” ve ‘“ciktilar” bilesenleriyle olusur. Girdiler bileseni
ekzojen (diyet) ve endojen (proteolizis) birlesimi ile ¢iktilar bileseni ise protein sentezi,
tirozine hidroksilasyonu ve mindr metabolitlerine doniistimiinden olusur. Bu
bilesenlerden herhangi birinde olusabilecek farklhiliklar FA metabolizmasit ve
homeostazin1 bozabilir. Fenilalanin metabolizmasinin esas yonii hidroksilasyon
reaksiyonudur (%75) ve sonucunda FA ya katabolik yol ile karbondioksit ve suya yikilir

ya da endojen amino asit tirozin olusur (3).

Diyetten gelen protein | Erndojen amino asit havuzu | ‘ Diyetten gelen protein
L-Fenilalanin i |L-Tirozin

fenilalanin hidroksilaz +

mmni-y tetrahidrobiyopterin (BH,)
Tronsaminasyon
Feniletilarmin Fumarat
l Fenilpiruvat
Fenilasetat 4—’////// \ €O, +H,0
I o-hidroksifenilasetat Fenil-laktat

Fenilasetilglutamat

Sekil 2.2. Serbest L-fenilalaninin insan metabolizmasindaki ana girdi ve c¢iktilari. Girdileri
diyetten gelen protein ve endojen amino asit havuzu olusturur. Ciktilar ise (1) tirozine
hidroksilasyon, (2) bagli polipeptid havuzuna katilim, (3) transaminasyon ve dekarboksilasyon
aracilifiyla gerceklesir. Normal dengeli durumda bu ii¢ reaksiyonun oransal onemi yaklasik
olarak sirasiyla 3:1:eser seklindedir. ( 3)



[k yas icin fenilalanin ihtiyac1 60-90 mg/kg daha sonra 35-40 mg/kg’dir. Fenilalanin
bitkisel ve hayvansal protein kaynaklarinda bulunur. Et, balik, yumurta, siit ve siit
iriinleri, kuru baklagiller, kuruyemisler, normal ekmek, biskiivi protein ve fenilalaninin

yiiksek oldugu gidalardir (4).
2.2. DOGUMSAL METABOLIZMA HASTALIKLARI

Dogumsal metabolizma hastaliklari; bir enzimin, kofaktoriin eksikligi ya da
aktivitesinde azalmasi sonucu ortaya c¢ikan biyokimyasal bozukluklardir ve c¢ogu

otozomal resesif kalitim gostermektedir (5).

Ik kez 1908°de Garrod tarafindan tanimlanmis olan dogumsal metabolizma hastaliklari,
gelismig {iilkelere oranla iilkemizde akraba evliliklerinin ve dogum sayisinin yiiksek

olmasindan dolay1 daha sik goriilmektedir (6).
2.3. HIPERFENILALANINEMI

Amino asit metabolizma hastaliklar1, enzimlerin diizgiin calismamasindan kaynaklanan,
kiz ve erkekleri esit oranda etkileyen, nadir goriilen, kalitimsal hastaliklardandir. En sik

goriilen amino asit bozukluklar1 arasinda hiperfenilalaninemiler yer almaktadir (7, 8, 9).

Fenilalanin amino asidinin tirozine doniisiimiinii saglayan fenilalanin hidroksilaz
enziminde (FAH) veya bu enzimin kofaktorii olan tetrahidrobiyopterinin (BH,) sentez
ve rejenerasyonundan sorumlu olan diger enzimlerdeki bozukluga baglh olarak ortaya

cikan heterojen hastalik grubu hiperfenilalaninemi (HFA) olarak adlandirilmaktadir (3).

HFA’ler kalitsal (primer) veya gecici (sekonder) nedenlere bagli olarak olusabilir.
Primer hiperfenilalaninemiler kalitsal nedenlere bagliyken sekonder
hiperfenilalaninemiler ge¢ici nedenlere bagh olarak olusmaktadir. Fenilalaninin tirozine
doniisiimiinii  saglayan FAH enzimindeki veya enzimin kofaktorii olan BH4

metabolizmasindaki bozukluklar kalitsal HFA’ lere neden olmaktadir.

Bobrek hastaliklari, agir inflamatuvar yanit, metotreksat gibi ilaglarla galaktozemi ve

tirozinemi, sekonder yani gegici HFA’ lerin olugmasina neden olmaktadir (10).



Tablo 2.2. Hiperfenilalaninemilerin kalitsal ve gec¢ici nedenlere bagh olarak siniflandirilmasi

1. Primer (kahtsal) 2. Sekonder (edinsel)

Fenilalanin hidroksilaz eksikligi » Maternal FKU

«Agir (klasik FKU) * Tirozinemi

*Orta agirhikta hiperfenilalaninemi * Gegici neonatal hiperfenilalaninemi
*Hafif hiperfenilalaninemi » {laca bagl (metotreksat, trimetoprim)

Biopterin metabolizmas: bozukluklart | * Agir enflamatuar yanit
*Guanozin  trifosfat  siklohidrolaz | « Renal hastalik
eksikligi » Karaciger hastaligi
*6-piruvoil- tetrahidropterin sentaz
eksikligi

*Dihidropteridin rediiktaz eksikligi
*Pterin karbinolamin dehidrataz
eksikligi

*Semiapterin rediiktaz eksikligi

Normalde plazmadaki fenilalanin miktar1 < 2 mg/ dl (120 pmol/L) dir. Viicut sivilarinda
ve kandaki fenilalaninin tirozine orant 0.6-1.5 mg/dl’dir. Hiperfenilalaninemi
hastalarinda bu oran 3 veya 3’iin iizerindedir (11). Tirozine doniistiiriilemeyen
fenilalanin amino asidindeki NH, grubu, transaminazlar tarafindan o-ketoglutarat’a

transfer edilerek fenilpiirivat olusmasina neden olmaktadir (12).

2.4. KALITSAL HIiPERFENILALANINEMILER HASTADA MEVCUT ENZIM
AKTIVITESINE VE HASTALIGIN BiYOKIMYASAL FENOTIPINE GORE UC
GRUPTA DEGERLENDIRILMEKTEDIR (13) :

1. Fenilketoniiri (FKI"J)

a) Klasik FKU: Enzim aktivitesi %1°den az, kan FA diizeyi 20 mg/dl’den yiiksektir,

hastalarin tolere edebildikleri giinliik fenilalanin miktar1 20 mg/kg’dur.

b) Orta derecede ‘moderate’ FKU: Enzim aktivitesi normalin yiizdesinin %1’inin
izerinde, kan FA diizeyi 15-20 mg/dl arasindadir. Hastalarin tolere edebildikleri giinliik

fenilalanin miktar1 20-25 mg/kg’dir.

¢) Hafif ‘mild’” FKU: Enzim aktivitesi normalin yiizdesinin %35’inin iizerinde, kan FA
diizeyi 10-15 mg/dl arasindadir. Hastalarin tolere edebildikleri giinliikk fenilalanin

miktar1 25-50 mg/kg’dur.



2. Hafif ‘mild’ HFA (fenilketoniiri olmayan HFA): Enzim aktivitesi normalin
yiizdesinin %30’unun iizerinde, kan FA diizeyi 10 mg/dI'nin altindadir. Hastalara

kontrol altinda serbest diyet tedavisi uygulanmaktadir.

3. Tetrahidrobiyopterin metabolizmasi bozukluklari: Dihidropteridin rediiktaz, GTP
siklohidrolaz 1, pterin-4-8-karbinolamin dehidrataz, 6-piirivoyil- tetrahidropterin sentaz

aktivitesinde ki bozukluklar ile olusan ve BH, ne yanit veren hiperfenilalaninemilerdir.
Tetrahidrobiopterin metabolizmasi bozukluklar: (11)

BH,4 sentezinde bozukluk

-Guanozin trifosfat siklohidrolaz (GTF-SH) eksikligi

-6-purivoyil tetrahidropterin sentaz (PTPS) eksikligi

BH, rejenerasyonunda bozukluk

-Pterin-4a-karbinolamindehidrataz (PKD) eksikligi

-Dihidropteridin reduktaz (DHPR) eksikligi

FAH eksikligi olan hastalarin FKU ve non-FKU HFA olarak smiflandirilmast uygun
goriilmektedir. Buna gore, tedavi oncesi plazma FA diizeyi 16,5 mg/dL’den yiiksek ve
giinliik tolere ettigi FA miktar1 500 mg’1n iistiinde olanlar non-FKU HFA olarak kabul
edilmektedir (5, 6,14).

Tedaviye yonelik yapilan ¢aligmalarin sonuglar1 ve hastalarin oral BH4 tedavisine ¢ok
iyi yanmit vermesi, BHs yanitina gore hastaligin yeniden siniflandirimasini

gerektirmektedir (15).

Tablo 2.3. Hiperfenilalaninemilerin Tetrahidrobiyopterin Yanitina Gore Siniflandirmasi

1. Terahidrobiyopterine yanit vermeyen | 2. Tetrahidrobiyopterine yanit veren

hiperfenilalaninemiler. hiperfenilalaninemiler.
a. Tetrahidrobiyopterine yanit veren

fenilalanin hidroksilaz enzimi eksikligi.

b. Tetrahidrobiyopterin metabolizmasi
bozukluklar1.




2.5. KLASIK FENILKETONURI

FAH enzim eksikliklerinin agr durumlari icin fenilketoniiri (FKU) ifadesi
kullanilmaktadir (11). Klasik fenilketoniiride FAH tam veya tama yakin eksiktir. Artmis
FA metabolitleri ve iiriinleri normal metabolizmay1 bozup santral sinir sisteminde (SSS)
kalic1 zedelenmeye yol acar ve zeka geriligine neden olur (1). Fenilketoniiri, FAH
enzim aktivitesine ve kan fenilalanin diizeyine gore kendi icinde klasik FKU, orta

derecede “moderate” FKU ve hafif “mild” FKU olmak iizere 3 gruba ayrilmaktadir.
2.6. FENILKETONURININ TARIHCESI

Fenilketonuri ilk kez 1934 yilinda Norve¢’ li biyokimyaci ve klinisyen Dr. Asbjorn
Folling tarafindan tanimlanmistir (16-18). Mental retardasyonu olan ve degisik bir viicut
kokusuna sahip alt1 buguk ve dort yasindaki iki kardesin idrar orneklerinde keton olup
olmadigin1 anlamak i¢in demir-ii¢c-kloriir ilave ettiginde kahverengimsi bir renk elde
edilmesi gerekirken yesil renk olustugunu goérmiis, daha sonra ki caligmalarla idrarla
atilan bu bilesigin fenilpiruvik asit oldugunu ortaya koymustur. Mental retardasyonu
olan ve idrarlarinda fenilpiruvik asit bulunan hastalarin sa¢ ve goz renklerinin acik
olusu, egzama seklindeki deri lezyonlar1 dikkatini cekmistir. Yeni tanimladigi bu
hastaliga kognitif gelisim iizerine olan etkisini de vurgulamak amaciyla “Imbecilitas
phenylpyrouvica” ismini vermistir (19-21). Penrose 1935°te bu hastalig1 fenilketonuri
olarak adlandirmis, Jervis 1947°de FKU’deki metabolik bozuklugun FA’nin tirozine
doniisiimiinde oldugunu kesfetmis ve 1953 yilinda fenilketoniirili hastalarda herediter
bir enzimatik defektin karacigerde fenilalaninin tirozine cevrilmesini engelledigini

bildirmistir (22-24).

Fenilalaninden kisith diyet ile tedavi edilebilecegi ise ilk kez 1953’de Bickel tarafindan
gosterilmis, diyette protein kaynagir olarak FA’den kisith kazein hidrolizatlar
kullanilmaya baslanmistir (25). Prof. Dr. Hors Bickel ve arkadaslar1 fenilketoniirili

hastalar i¢in fenilalanin icermeyen ilk formula mamayi iiretmistir (26).

1956’da enzim siteminin iki bileseni oldugu fark edilmis (27), 1963’de bu iki sistemin
FAH ve dihidrobiyopteridin rediiktaz enzimlerinden olustugu (28), 1958’de hastalarin
cogunda esas patolojinin FAH aktivitesinin disiikligli oldugu, 1978’de ise
tetrahidrobiyopiterin biyosentezi ile iliskili basamaklarin eksikliginin hastaliga neden

olabilecegi gosterilmistir (29).



Fenilketoniiri i¢cin toplumsal taramaya yonelik ilk test Dr. Willard Centerwal tarafindan
1957 yilinda uygulanmaya baslanmistir. Bu test, hastanin idrarina damlatilan demir-3-
kloriir ¢ozeltisinin fenilpiruvik asit ile reaksiyona girmesi sonucunda yesil renk
almasina dayanmaktaydi. Ancak testin pozitiflesebilmesi icin gerekli olan fenilpiruvik
asit, bebek ancak birka¢ haftalik oldugunda yeterli miktara ulasiyordu. Bu nedenle
yeterince erken donemde hastalara tani konulamiyor ve tarama testi olarak
uygulanamiyordu. 1959 yilinda fenilketoniirili hastalar1 tedavi eden ve kan fenilalanin
miktarinin 6lciilebilmesi i¢in her seferinde 15-20 ml kan 6rnegi almak zorunda olan Dr.
Robert Warner, bir kanser arastirmacisi olan Dr. Robert Guthrie’den kan fenilalanin

diizeyinin izlenebilecegi basit bir test liretmesini istemistir (22).

Giiniimiizde en yaygin kullanilan bakteriyel inhibisyon analizi 1961°de Dr. Robert
Guthrie tarafindan gelistirilmis ve “Guthrie testi” olarak adlandirilmistir (19). 1967°de
ABD’nin 37 eyaletinde kanun ile uygulanmasi zorunlu kilinmistir. Tarama yontemleri
hasta bebeklerin erken tanimlanmasi ve erken donemde diyet tedavisi ile diinya capinda
yiizbinlerce ¢ocugun zeka geriliginin engellenmesini saglamistir. 1970 yilinda FAH’ 1n
kofaktorii olan BHs metabolizmasindaki eksikliklerin de, benzer fenotipe sebep
olabilecegi anlagilmis (30), 1983’de FAH cDNA’sinda RFLP polimorfik belirleyicilerin
varlig1 gosterilmis (31), Dahl ve arkadaslar1 1984’de FAH ¢cDNA’s1 kullanilarak PAH
lokusunun 12. kromozomunun uzun kolunda (12q22) lokalize oldugunu gostermislerdir

(32, 33).

1985 yilinda FAH geninin 100 kb, mRNA’sinin ise, 2.4 kb’lik oldugunun gosterilmis
(33), 1992°de FAH aktivitesi ile hastalik fenotipi arasinda belirli bir baglantinin oldugu
gosterilmistir. Eiken 1996’da FAH genindeki mutasyonlarin saptanmast i¢in DGGE
analizi kullanmistir (34). 2002 yilinda FKU’nin tedavisi i¢in gen tedavisi ve enzim

replasman tedavileri i¢cin caligmalar baslamistir (35).
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Tablo 2.4. Fenilketoniirinin klinik ve genetik 6zelliklerinin tarihsel gelisimi.

1934 Asbjorn Folling Hastaligm “Imbecilitas Phenylpyrouvica” olarak
adlandirilmasi
1935 Lionel Penrose Hastaligin fenilketoniiri olarak adlandirilmasi
1947 George Jervis Fenilalanin amino asidinin tirozine doniistimiinde
bir bozukluk oldugunun kesfedilmesi
1953 George Jervis Fare karacigerinde fenilalanin hidroksilaz enzim
eksikliginin gosterilmesi
1953 Horst Bickel Fa’ninden kisith diyet tedavisinin hastaligin beyin
dokusunda yaptig1 olumsuz etkilerin
Onlenebileceginin gostermesi
1961 Robert Guthrie Hastaligin erken tanisi i¢in “Guthrie” testinin
gelistirilmesi
1969 C.C. Huntley, Maternal FKU sendromu olarak da bilinen ilk
R.E. Stevenson embriyofetopati vakasinin rapor edilmesi
1970 N. Blau FAH’ 1n kofaktorii olan BH4 metabolizmasindaki
eksikliklerin de, benzer fenotipe sebep olabilecegi
anlasilmasi
1983 S.L.C. Woo FAH cDNA’sinda RFLP polimorfik belirleyicilerin
varliginin gosterilmesi
1984 H.H. Dahl, J.F. FAH cDNA’s1 kullanilarak PAH lokusunun
Mercer, A. Lidsky | 12. kromozomunun uzun kolunda (12q22) lokalize
oldugunun gosterilmesi
1985 A. Lidsky, FAH geninin 100 kb , mRNA’sinin ise, 2.4 kb’lik
S.L.C. Woo oldugunun gosterilmesi
1992 S.J. Ramus FAH aktivitesi ile hastalik fenotipi arasinda belirli
bir baglantinin oldugu gosterildi
1996 H.G. Eiken FAH genindeki mutasyonlarin saptanmast
Icin DGGE analizi kullanilmaya baslandi
2002 U. Lassker Tetrahidrobiyopterin tedavisine cevap veren 2 hasta
literatiire gecti
2002 J. Liu, X. Jia FKU’nun tedavisi icin Gen tedavisi ve enzim
replasman tedavileri icin ¢caligmalar baslad1

2.7. FENILKETONURI SIKLIGI

FKU’ niin tiim diinyada tarannus niifusta siklig1 1/12.000’dir, tahmini tasiyic1 frekansi
1/55°dir (36). FKU’niin iilkemizde siklig1 1/5049, HFA sikligi 1/4172’dir. Ulkemizde
kaba bir hesapla yilda 250-300 ¢ocuk bu hastalikla dogmaktadir. Bu yiiksek oranin
nedeni toplumda 26 kisiden birinin tasiyic1 olmasi ve akraba evliliginin cok sik (I.
derece  kuzenler aras1 %21) gerceklesmesidir (37). Diinyadaki verilerle
karsilastirildiginda iilkemiz, FKU hastaligminin Irlanda (38) ve Yemen kokenli

Yahudilerle (39) birlikte en sik goriildiigii tilkedir.
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Tablo 2.5. Popiilasyonlara gore FKU sikligi (37, 3)

Bolge Ulke FKUsikhig
Asyal1 popiilasyonlar Cin 1:17000
Japonya 1:125000
Tiirkiye 1:5049
Yemen Yahudileri (Israil) 1:5300
Iskogya 1:5300
Cekoslovakya 1:7000
Macaristan 1:11000
Danimarka 1:12000
Avrupali popiilasyonlar Fransa 1:13500
Norveg 1:14500
Ingiltere 1:14300
Italya 1:17000
Kanada 1:22000
Finlandiya 1:200000
[rlanda 1:6110
Arap popiilasyonlar1 1:6000 ‘e kadar
Okyanusya Avustralya 1:10000

2.8. FENILALANIN HiDROKSILAZ VE METABOLIK YOLAKTAKI DIiGER
ENZIMLER

Fenilalanin hidroksilaz (fenilalanin-4-monooksijenaz) esansiyel bir amino asit olan L-
fenilalaninin L- tirozine geri doniisiimsiiz hidroksilasyonunu katalizleyen kompleks bir

enzim sistemidir (3).

FA katabolizmas1 memelilerde esasen karacigerde aktiftir, beyinde bulunmaz (40).
Hepatositlerin sitoplazmalarinda daginik halde bulunur (41). FA’nin geri doniisiimsiiz
katabolizmasinda ilk basamak FAH ile tirozine doniisiimiidiir. FAH demir iceren bir
homotetramerdir. Kofaktor olarak konjuge olmayan piterin, tetrahidrobiyopiterin (BHy4)
ve molekiiler oksijene gereksinim duyar. Hidroksilasyon reaksiyonu sirasinda BHj
kuinoid BH;’e oksidize olur. FAH enzim aktivitesinin siirekliligini saglamak i¢in aktif
piterin siirekli ortamda yeterince bulunmalidir. BH4 havuzunun idame edilmesi i¢in
gBH,, piterin-4a-karbinolamin dehidrataz (PCD) ve dihidropteridin rediiktaz (DHPR)
ile BH4’e geri cevrilebilir veya guanozin trifosfattan (GTP) de novo sentezlenebilir.
GTP’ den BH. sentezi sirasiyla 3 enzimatik reaksiyon sonucu gerceklesir; GTP
siklohidrolaz, 6- piruvoyil-tetrahidropiterin sentetaz (PTPS) ve sepiapiterin rediiktaz
(SR). BH;4 ayrica tirozin hidroksilaz, triptofan hidrolaz icin de kofaktor olup dopamin,
katekolamin, melanin, seratonin ve nitrik oksidaz sentezi icin gereklidir (42, 43). FAH

enzim sistemi bilesenlerinde herhangi bir bozukluk sonucu FA viicutta birikir ve FA



12

normalde daha az aktif olan diger yollara girer. Sonucta normalde viicutta eser miktarda

bulunan maddeler (6rn. FA’nin transaminasyonu ile fenilpiriivik asit gibi) olusur ve

idrarda atilir (43).

Guanozin frifosfat (GTF)

* *  GIP-SH Faniilaktit asit

oootenn]  #—— 7.8 - Dihidronsopterin trifosfat Farilnoovi Sal Foniazatik asit

o=l PTPB — > ¢

+ 2.0H fanilaktik asit i i
E-pOmvoyl- Fenitasatil ghutamir
tefrahidropienn
l SR
Tetrahidrobiyoptarin Tirozin Triptofan Arjinin
{BH, ) ¥
DHPR J/* \
£ L, FAH TH ©E . TPH === HNOS
g Dihidrobiyoptern
l PKD :
Parinsc ¥ T Lpopa  SOWTHOI  Sinin . NO
i v i 4 = U
= ‘_”7 karbinolamin
l Dopamin Santomnir
Voo
[AVA] [5HAA ]
Sekil 2.3. Aromatik amino asitlerin hidroksilasyonu, tetrahidrobiyopterin sentez ve

rejenerasyonu, fenilalanin metabolitlerinin olusumu. GTF-SH: Guanozin trifosfat siklohidrolaz,

PTPS: 6-piirivoyil tetrahidropterin sentaz, SR: Sepiapterin rediiktaz, PKD: Pterin-4a-

karbinolamin dehidrataz, DHPR: Dihidropteridin rediiktaz, FAH: Fenilalanin hidroksilaz, TH:

Tirozin-3-hidroksilaz, TPH: Triptofan-5-hidroksilaz, L-DOPA: L-dihidroksifenilalanin, HVA:

Homovanilik asit, SHIAA: 5-hidroksi indol asetik asit, NOS: Nitrik oksit sentaz, NO: Nitrik

oksit. (42)
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Tablo 2.6. Tetrahidrobiyopterinin olugtugu metabolik yolaktaki diger enzimler

ve neden olduklar1 hastaliklar (44)

lenfosit

EKSPRESE
HASTALIK OLDUGU KR&“&%;}%‘{AL
DOKULAR
Hiperfenilalaninemi ile birlikte
giden hastaliklar
Guanozin trif(.)sfjat.sildohidrolaz I Karacigier, bobrek beyin
(GTPCH) eksikligi ’ ’ 14922.1-22.2

6-piirivoyl-tetrahidrobiyopterin sentaz
(PTPS) eksikligi

Karaciger, bobrek beyin,
lenfosit, eritrosit,

11g22.3-23.23

fibroblast
Dihidropteridin rediiktaz (DHPR)
eksikligi Tiim dokularda 4p15.3
Pterin 4 o karbinolamin dehidrataz ( PCD) | . g .
e Ince bagirsak, karaciger,
eksikligi . 10922
beyin
Hiperfenilalaninemi ile birlikte
gitmeyen hastahiklar
Dopaya cevap veren distoni (DRD) Karaciger, bobrek 14022.1-22.2
beyin,lenfosit qes. ’
Seplapterin rediiktaz eksikligi Tiim dokularda 2p14-pl2

2.9. FENILALANIN HiDROKSILAZ GENETIGIi

Insan FAH enzimi 452 amino asitten olusur, karacigerde dimer veya aktif formu olan

tetramerler seklinde bulunur. Ortamdaki FA konsantrasyonu arttiginda dimerik formlar

tetramerik forma doniisiir (3). Tetramerik ve dimerik formlar1 olusturan monomerlerin

her biri, ii¢ alt birimden olusur: N-terminal diizenleyici alt birim, katalitik alt birim ve

C-terminal tetramerizasyon alt birimi (45) (Sekil 2. 4.). Katalitik alt birimin merkezinde

bulunan aktif bolgede bir iic degerlikli demir atomu ve iki su molekiiliiniin varlig

gosterilmistir.
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REGULATGR DOMAIN

P
e Rl _’_';..,.. * TETRAMERIZASYON
(= ‘g\ (= DOMAIN

KATALITIK DOMAIN
[ed

Sekil 2.4. Fenilalanin hidroksilaz enziminin domainleri (45)

Mutasyonlarin biiyiikk ¢ogunlugu FAH enziminin katalitik bolgesinde bulunmaktadir.
Tetramerizasyon bolgesi, dimerlerin tetramer forma doniisiimlerini saglar. Bu bolge 2
antiparalel  tabakasi ve C-terminalde tetramer olusumunda gorev alan bir a- heliks
bolgesi icermektedir. Regiilator bolge ise, aktif bolgenin islev gérmesini

diizenlemektedir.

Fenilalanin hidroksilaz enzimi {izerinde BH, baglanmasi icin iyi korunan 27 amino
asitlik bir bolge vardir ve bu 27 amino asitin 10 tanesi aktif bolgededir. Pterinler demire
baglanirken baglanma bolgesindeki amino asitler ve su molekiilii ile de hidrojen baglar1
kurarlar. Pterin baglanmas1 sonrasinda 245-250. Pozisyonlardaki amino asit rezidiileri
demir yOniine kayar, iki degerlikli oksijenin demir ve pterin arasinda koprii olusturacak
sekilde yerlesmesi saglanir ve FA’nin hidroksilasyonu gerceklesir. Pterin baglanmasi
sonrasinda gerceklesen konformasyonel degisiklikler pterinlerin FAH iizerinde

diizenleyici etkisi oldugunu gostermektedir.

Tetrahidrobiyopterin diizenleyici etkisini, bir cAMP protein kinazi inhibe edip,
diizenleyici alt birimde 16. pozisyondaki serinin fosforilasyonunu inhibe ederek gosterir
(45). Proteinden zengin beslenme sonrasi kan glukagon diizeyi artar, glukagon hepatik
adenilat siklaz1 aktive eder ve cAMP diizeyini ylikseltir. Fenilalanin hidroksilazin aktif
formu olan fosforile sekli, cAMP bagimli protein kinazlarin aktivasyonu ile olusur.
Sonu¢ olarak yiiksek kan FA diizeyi FAH nin fosforillenerek aktive olmasini saglar.
Ayrica FA’nin enzimin tetramerik formunda kendine ©zgiin baglanma bolgesine
baglanarak stabilizasyonunu sagladigi gosterilmistir. Diisiik doz steroidlerin FAH

aktivitesini stimule ettigi de gosterilmistir. Bu bilgiler hayvan deneyleri ile elde
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edilmistir. Insan FAH 11 diizenleyici etkenler iizerinde calismalar devam etmektedir

3).
Felll
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Sekil 2.5. Fenilalanin hidroksilazin (FAH) yapisal bilesenleri. FAH 1n katalitik domaini ferrik
demir ve kofaktdr (BH4) baglanmasindan sorumlu 26 veya 27 amino asitlik motifi icerir (41).

2.10. FENILALANIN HiDROKSILAZ GENININ YAPISAL OZELLIiKLERIi VE
EXPRESYONU

Insan FAH cDNA’sinm (phPAH247) tam dizisi 1985 yilinda Kwok ve ekibi tarafindan

tamamlanmig ve proteinin amino asit dizisi belirlendiginde fonksiyonel bir enzim icin

gereken tiim bilgiyi bu amino asit dizisinin icerdigi gosterilmistir (46).

FAH geni 12. kromozomda q22-q24.1 yer almaktadir. Gen 13 ekzon icermekte ve
yaklasik olarak 100 kb’lik bir DNA bolgesini kapsamaktadir. FAH geninden kodlanan

olgun mRNA 2.4 kb uzunlugundadir ve translasyon sonucunda olusan FAH enzimi ise,

452 amino asit icermektedir.
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Sekil 2.6. 12. kromozom iizerinde FAH geni lokalizasyonu ( http://www.sci.ege.edu.tr)

FAH temel olarak insanda karacigerde eksprese olmaktadir.  Cesitli
immiinohistokimyasal analizler sonucunda bu enzimin bobrekte de eksprese oldugu
gosterilmistir (47). Ayrica fibroblast hiicrelerinde, deride keratinosit hiicrelerinde de
FAH mRNA’larinin varligi gosterilmistir. Farelerde yapilan ¢aligmalar sonucunda,
pankreas ve beyin dokusunda da FAH aktivitesi bulundugu gosterilmistir. Fenilalanin
amino asidinin viicuttaki yikimi fenilalanin alinimina, hidroksilasyonuna, protein

sentezi icin kullanim miktarina, fenilalanin transaminasyonuna ve fenilalanin

dekarboksilasyonuna gore degisiklik gostermektedir. insan ve faredeki bobrek FAH
enziminin kinetik Ozellikleri ac¢isindan ayni olduklar1 ve karacigerdeki izomerik

formlarmin da biiyiik oranda benzerlik gosterdigi rapor edilmistir (48).

Farelerde, bobrek dokusunda bulunan FAH enzimi ile karaciger dokusunda bulunan
FAH enzimi arasinda kortizol ve glukagon araciligi ile dokuya 6zgiil regiilasyonlarinda,
substratla aktivasyonlarinda ve posttranslasyonel modifikasyonla aktivasyonlarinda

(fosforilasyon gibi) belirgin farkliliklar bulunmaktadir (48).

Ayrica yapisal acidan da, bu iki enzim arasinda biiyiik farkliliklar goézlenmektedir.
Fenilalanin ile aktivasyonda karaciger FAH enzimi dimerik formdan aktif formu olan
tetramerik forma doniismektedir. Bobrek dokusundaki FAH enzimi ise, dimerik formda
daha aktiftir. Kuaterner formdaki bu fark bdbrekteki izoenzimin tetramerizasyon

domaininde farkli bir amino asit dizisinin bulunmasindan kaynaklanmaktadir.

Ayrica amino asit dizisindeki farkliligmin yani sira pH, glikozilasyon, farkl ligandlarin
bulunmas: da bu durumu etkileyebilmektedir. Ancak insanda karaciger ve bobrek

dokusunda bulunan FAH enzimleri arasinda regiilasyonda, aktivasyonda ve
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konformasyonda boyle bir fark gozlenmemistir. Bobrek bozukluklarinda fenilalanin
hidroksilasyonunda problemler gozlenmektedir. Bu HFA fenotipinde rezidiiel enzim
aktivitesinin sadece karaciger FAH indan degil bobrekteki FAH dan da etkilendigini
gostermektedir (49). X-ray analiz ¢alismalari, tam uzunluktaki insan FAH enziminin
aktif formunun tetramerik yapida oldugunu gostermektedir. Dimerik formlar substrat
varliginda bir araya gelerek tetramerleri olusturur. Fosfat tamponu icinde pH 8 de,

tetramerler tekrar dimerik forma donebilmektedir (45).

2.11. FAH GENINDE BULUNAN POLIMORFIiZMLER VE HAPLOTIPLERLE
BAGLANTILARI

FAH gen bolgesinde ii¢ farkli polimorfizm grubu tanimlanmustir.

Biallelik polimorfik belirleyiciler: “Restriction Fragment Length Polymorphism
(RFLP)”, FAH geninde, Bgl II, Pvu II(a), Pvu II(b), Xmn I, EcoR I, Msp I, EcoR V,
Hind III restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin kesim bolgeleri i¢in 8 polimorfik bolge

bulunmaktadir.

Multiallelik polimorfik belirleyiciler: FAH geninde biri genin son ekzonundan 3kb
asagida bulunan 10 farkli allel iceren “Variable Number of Tandem Repeat (VNTR) “
digeri genin iigiincii intronunda bulunan 9 farkli allel iceren “Short Tandem Repeat

(STR)” olmak {iizere iki tane multiallelik polimorfik belirleyici bulunmaktadir.

Tek Niikleotid Degisiklikleri: “Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs)” FAH geni
icinde protein fonksiyonu icin bilinen herhangi bir etkileri olmayan 17 SNP

tanimlanmustir.

FAH geninde bulunan bu polimorfik belirleyiciler kullanilarak farkli popiilasyonlar icin
haplotipler c¢ikartilmistir. Genis bir haplotip analizi biallelik polimorfik belirleyicilerin
kullanimu ile ¢ikartilirken, sadece VNTR ve STR polimorfik belirleyicilerini kullanarak
mini haplotipler de olusturulmaktadir (50).

2.12. FAH GENINDEKI MUTASYONLAR
FAH enziminin aktivitesine gore mutasyonlar 3 degisik kategoriye ayrilmaktadir.
A. Enzimin hem kinetigini hem de yapisal 6zelliklerini etkileyen mutasyonlar.

B. Yapisal olarak bir degisime sebep olmayan ama enzim Kkinetigini etkileyen

mutasyonlar.



C. Enzimin kinetigini etkilemeyen ancak yapisinda degisime neden olan mutasyonlar.

Tablo 2.7. FAH geninde bulunan mutasyonlarin siniflandirilmasi.

Mutasyon tipi

Mutasyon sayisi

Yiizdesi (%)

Missense (yanlis anlaml) 341

60.14

Delesyon 76

13.40

Splicing 62

10.93

Nonsense (sessiz) 32

5.64

Anlamsiz 39 6.88
Insersiyon 10 1.76
Bilinmeyen 7 12.5

567

Toplam

18

Fenilalanin hidroksilaz geninde 06.03.2012 itibariyle tam olarak 567 mutasyon

bildirilmistir (Tablo 2.7.). FAH geninde tanimlanan mutasyonlarin gen i¢cindeki dagilimi

Sekil 2.7.” de verilmistir.(51)
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Sekil 2.7. FAH geninde tamimlanan mutasyonlar ve polimorfik bolgelerin gen igindeki

dagilimlar1 http://www.mun.ca
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Fenilalanin hidroksilaz geninde bildirilen ilk mutasyon, 12. intronun 5’ ucunda “splice”
bolgesindeki tek bir baz degisikligidir (GT—AT) (52). Fenilalanin hidroksilaz enzim
aktivitesinin tam ya da tama yakin eksikligine yol acan mutasyonlar, “null” mutasyon
olarak adlandirilir. Ancak FAH allellerinin %60’indan fazlasinda missense (yanlis
anlamli) mutasyonlar saptanmistir. Bu mutasyonlarin etkileri ancak deneysel olarak,

invitro ekspresyon yontemi ile degerlendirilebilir.

FAH geni 1986 yilinda izole edilmis ve izleyen yillarda FAH eksikligi bulunan
popiilasyonda 6nemli oranda allelik heterojenite gosterilmistir. Bening polimorfizmler
veya daha az siklikla goriilen bening varyantlar tanmimlanmigsa da bunlarin biiyiik
cogunlugu nadir goriilen mutasyonlar olup FAH aktivitesini etkileyip
hiperfenilalaninemiye yol ac¢maktadir. Avrupa kokenli popiilasyonda mutant
kromozomlarin iigte ikisinden alt1 farkli mutasyon sorumludur. Belirtmeye deger bir
bulguda Asya toplumunda (bilgiler Cin, Kore, Japonya aittir) FAH mutasyonlarinin
%80 ‘inden biraz fazlasini diger alti mutasyon olusturmaktadir. Geriye kalan hastalik

yapic1 mutasyonlar tek baslarina enderdir. (Sekil 2.8.)

IVS10nt-
11G5A i
6% 4
 DiGeR
ek |

1165T

0
2% Y356X
8%

3830 AVRUPA ALLELI 185 ASYA ALLELI

Sekil 2.8. Avrupa ve Asya kokenli popiilasyonlarda FAH mutasyonlar1 ve dagilimi. (Asya ile
ilgili bilgiler Cin, Kore, Japonya’ya aittir) (53)

Her toplumda FAH mutant popiilasyonunda 6nemli 6l¢iide genetik heterojenite vardir.
Lokustaki yiiksek allelik heterojenite (bir lokusta birden fazla allel bulunmasi) nedeni
ile toplumlarin ¢ogunda FKU’ li hastalar genetik birlesiktir (compound) ve FAH
bozukluklarinda goriilen enzimatik ve klinik bulgulariyla fenotipik farkliliklarla uyumlu
bir bulgudur. Baslangicta FAH genotipini bilmenin fenotipi giivenilir bir sekilde tahmin
edebilmeye olanak verecegi diisiiniilmiisse de bu beklentiler gerceklesememistir.

Boylece heniiz aydinlatilamamis biyolojik degiskenlerin FAH lokusunda genotipik
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benzerlik olsa dahi FKU’de fenotipik farkhiliklar yarattigi aciktir. Fenilketonurideki
fenotipik cesitlilik mutant allellerin heterojenitesinden kaynaklanir. Ancak FAH
lokusundaki genotipin etkisinin her zaman beklenen fenotip ile uyumlu olmadig1 da
anlagilmistir (53). Bu bilgiler bize HFA fenotipinin baska genetik ve cevresel
faktorlerden de etkilenen kompleks bir oOzellige sahip oldugunu, HFA’ nmn
multifaktoriyel bir hastalik oldugunu gostermektedir (38).

Aynmi genotipe sahip kardeslerde farkli fenotiplerin gdzlenmesi, mutant FAH genotipi
icin tahmin edilen enzim aktivitesinin her zaman metabolik fenotip ile uyumlu
olamamasi, FKU ‘nun multifaktoriyel bir hastalik oldugunu desteklemektedir (54, 55).
Beyne FA transportunu, FA havuzunun biiyiikliigiinii ve metabolik kontrolu diizenleyen
heniiz tamimlanmamis genlerin var oldugu diisiiniilmektedir. Bu cesitli genetik
faktorlerin yan1 sira tan1 yasi ve metabolik kontroliin derecesi gibi ¢cevresel ve toplumsal

faktorler de fenotipik cesitlilige katki saglamaktadir (56, 57).

Hiperfenilalaninemili vakalarin dortte {i¢iinden fazlasinda birlesik heterozigosite

bulundugundan, genotip - fenotip korelasyonunun gézlenmesi zordur (57).
2.13. MATERNAL FENILKETONURI

Canlilarda sistein haricindeki fetal amino asit konsantrasyonlari, maternal aminoasit
konsantrasyonlarindan yiiksektir. Taurin, glutamik ve aspartik asit disinda tiim amino
asitler anneden fetusa aktif transport ile tasinir. Fetal FA konsantrasyonlar1 annedekinin
yaklasik iki katidir. Hiperfenilalaninemili gebelerde FA, plasental transport i¢in diger
notral amino asitlerle yarisa girer ve tipki postnatal hayatta oldugu gibi degisik yollarla
fetal kimyay1 etkiler. Ancak bu yollardan hangisinin fetusun gelismesi {izerinde kritik

rol oynadigi bilinmemektedir (1, 58).

Fetusta organogenezin biiyiik oranda gerceklestigi iiciincii-sekizinci gebelik haftalarin
da maternal ve dolayisiyla fetal kan FA diizeyinin yiiksek olmasi organogenezisi bozar

ve fetusta maternal fenilketonuri olarak adlandirilan anomalilerin goriilmesine neden

olur (58).

Eriskin hayatta diyet tedavisi uygulanmayan hiperfenilalaninemili anne bebeklerinin
%90-95 ‘inde mental retardasyon, %73-100‘linde mikrosefali, %12- 29’unda konjenital
kalp hastaligi, %40-50’sinde intrauterin biiylime geriligi goriiliir. Daha nadir olarak fetal

alkol sendromunu bulgularina benzer sekilde dismorfik yiiz bulgulari, 6zefageal atrezi,
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trakea-ozefageal fistul, intestinal malrotasyon, ekstrofi vezika ve diger ilirogenital
anomaliler, koloboma ya da katarakt, yarik damak dudak goriiliir (58, 59, 60). Gebelikte
uygulanan FA’den kisith diyetin yarar1 konusunda siiphe yoktur. Gebelik siiresince kan
FA diizeylerinin 3-6 mg/dl arasinda tutulmas: ile mental retardasyon oram %?2‘ye,
mikrosefali oran1 %24’e, diisilk dogum agirligi oran1 %13’e diismekte, konjenital kalp

hastalig1 kaybolmaktadir (61).

Diyet tedavisi uygulanmayan HFA’l1 kadinlarda spontan diisiik riski de yiiksektir (%24)

ve tedavi ile bu oran belirgin olarak diismektedir (62).

Tablo 2.8. HFA’li/ FKU’lii anne ¢ocuklarinda, kan fenilalanin diizeylerine gore anomali siklig

(61)
Anne fenilalanin diizeyi (mg/dl)

20mg/dl | 16-19mg/dl | 11-15mg/dl | 3-10 mg/dl

(%) (%) (%) (%)
Mental retardasyon 92 73 21 22
Mikrosefali 73 68 24 35
Dogumsal kalp hastaliklar1 12 15 0 6
Diistik dogum tartist 40 52 13 56

Cinsel olgunluga erisen HFA’l1 kiz hastalarin maternal FKU hakkinda bilgilendirilmesi
gerekliliginin, o©zellikle de diyet tedavisinin konsepsiyondan en az iic ay Once
baslanmasi gerekliliginin {izerinde durulmaktadir (58). Yapilan genis ¢aph bir ¢calismada
konsepsiyon oncesinde ve gebelik sirasinda FA’dan kisitli diyet tedavisi baslanan, kan
FA diizeyleri 250 pmol/L (4 mg/dl) altinda tutulan HFA’li anne c¢ocuklari
karsilagtirilmis, ¢ocuklara birinci, dordiincii, sekizinci ve 14. yaslarinda zeka testleri
uygulanmig ve konsepsiyon oncesi diyete baslayan HFA’lh anne c¢ocuklarinin test

sonuclarmin anlamli olarak daha iyi oldugu gosterilmistir (63).

Onerilen kan FA diizeyinin gebelik siiresince 10 mg/dl’nin altinda, 6 mg/dl civarinda
tutulmaya c¢alisilmasidir. Daha diisiik degerlerde ise hipofenilalaninemi nedeniyle
fetusun zarar gorebilecegi diisiiniilmektedir. Diyet, fetusun da gelisimi goz Oniinde

tutularak, gerekli miktarda protein, yag, vitamin, eser element ve kalori icermelidir (62).
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Gebelikte BH4 tedavisi alternatif tedavi yontemi olarak umut vaat etmektedir (64).
Ancak gebelikte BH4 kullanim1 ve giivenilirligine dair yeterli calisma yoktur. Geg¢ tani
alan, PTPS eksikligi olan ve gebeligi siiresince BH4 tedavisi alan bir hastada BHy
kullaniminin fetus iizerine yan etkisi saptanmamistir (65). Yine, FAH geninde BHy ‘e
yanit veren mutasyonlar1 saptanan ve gebeligi siiresince BH4 tedavisi alan HFA’ I1 anne
bebeginin normal gelisim gosterdigi bildirilmistir (66). Gebelikte BH,4 tedavisinin
etkinligi, giivenilirligi ve maliyeti agisindan ileri ¢alismalara ihtiya¢ vardir. Kan FA
diizeyi 15 mg/dl ve iizerinde iken gebe kalanlarda malformasyon riski cok yiiksek
oldugundan mutlaka tibbi terminasyona gidilmesi, kan FA diizeyi 12 mg/dl ve {izerinde

olan gebelere de gebeligin sonlandirilmasi 6nerilmektedir (1).
2.14. GENOTIP - FENOTIP iLISKiSi

Fenilalanin hidroksilaz eksikliginde i¢c ve dis kaynakli bir¢cok faktor etkili
olabilmektedir. Bu hastaliktan hem cevre (diyetle alinan fenilalanin miktar1) hem de
kisinin sahip oldugu genetik 6zellikler (FAH genindeki ve BH4 nin olusumunda gorev
alan cesitli enzimlerin sentezlendigi genlerdeki mutasyonlar) sorumludur. Her bireyin
genomu kendine Ozgiidiir ve bireyler ayn1 mutant FAH genotipine sahip olsalar bile
aynt HFA fenotipine sahip olamayabilmektedirler. Tedavi gormemis bazi HFA
hastalar, klasik FKU’ye sebep olacak mutasyonlara sahip olsalar bile, normal zeka
diizeyi gosterebilmektedirler. Bazi tek yumurta ikizlerinde ise, ayni genotipe sahip

olduklar1 halde farkl klinik ve metabolik fenotiplerin goriildiigii gozlenmistir (67).

Her ne kadar FAH eksikliginde fenotipi etkileyen bircok faktor bulunsa da bircok
vakada FAH genotipi, metabolik fenotipin en ©nemli belirleyicisidir. Metabolik
fenotipteki bu ¢esitlilik Oncelikle FAH genindeki mutasyonlar nedeniyle olmaktadir.
Genotip, biyokimyasal fenotipin tahmini icin yeterli olabilirken (6rnegin fenilalanin
yiikleme testleri yoluyla) klinik fenotipin tahmini i¢cin yeterli olmamaktadir (6rnegin
mental retardasyon seviyesi). Kognitif ve metabolik diizeylerdeki karmasiklik nedeniyle
FKU artik “sadece bir tek genin neden oldugu bir hastaliktir” kavrami gegerliligini

yitirmektedir.
Kognitif Fenotip

Beyin dokusunda birikim yapan fenilalanin, beyin gelisimi ve fonksiyonu iistiine
olumsuz etkilere neden olmaktadir. Bu nedenle tedavi edilmemis HFA hastalarinda

mental retardasyon goriilmektedir. Ancak diyet tedavisi almamis her bir bireyde beyin
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gelisimi ve zeka ayn1 oranda etkilenmemektedir. Zeka oldukca karmasik bir 6zelliktir ve
ayn1 genotipe sahip olan HFA hastalarinda farkli 1Q degerleri goriilebilmektedir. Bu
durum kan-beyin bariyeri ve bireyler aras1 metabolizma farkliliklarindan dolay1

fenilalaninin beyine alinimu ile iliskilidir (67).
Metabolik Fenotip

Bir¢cok hasta birey ayni mutant FAH genotipine sahip olsalar da, kan fenilalanin
seviyesi ve tolere edebildikleri giinliik fenilalanin miktarlar1 farklilik gostermektedir. Bu
durumun en o©nemli nedeni diyetle alinan fenilalaninin ince bagirsak yoluyla
absorbsiyonunda ve karaciger ile aliniminda bireyler arasi metabolik farkliliklarin
olmasidir. Bunun yani swra hidroksilasyon, transaminasyon ve dekarboksilasyon
reaksiyonlar1 sonucu fenilalaninin metabolize edilmesi de kisiden kisiye degisiklik

gostermektedir (59).

Ornegin, hepatik niikleer faktér 1 (HNF1) hepatik genlerin ekspresyonundan
sorumludur ve bu gen lokusunda meydana gelebilecek bir degisim de fenilalanin

hidroksilasyon seviyesini etkileyebilmektedir (57).
Enzimatik Fenotip

Metabolik fenotipte ve kognitif fenotipte oldugu gibi ayn1 mutant FAH genotipine sahip
olan hasta bireylerde fenilalaninin hidroksilasyon seviyelerinde farkliliklar
gozlenmektedir. Bu bireylerin farkli enzimatik aktiviteye sahip olabileceklerini
gostermektedir. Ayrica bu durum kisinin genetik altyapisia bagh olarak sahip oldugu

saperonlarin ve proteazlarin niteliksel ve niceliksel 6zellikleri ile iliskilidir (57).

2.15. VARYANT FKU VE NON-FENIiLKETONURIK
HIiPERFENILALANINEMIi

FAH aktivitesi yoklugu ( kontrollere gore aktivite %1 ‘in altinda) fenilketoniiriye neden
olurken, FAH enziminde bir miktar rezidiiel aktivite ile birlikte olan mutasyonlar siddeti
daha az non-FKU hiperfenilalaninemi ve varyant FKU denilen hastaliklara yol
acmaktadir. Normal diyet almakta iken plazma fenilalanin diizeyi 1 mM’un altinda ise
non-FKU hiperfenilalaninemiden bahsedilir. Bu fenilalanin diizeyleri normal diizeylerin
10 kat1 kadardir ve klasik fenilketoniirideki diizeylerin (>1 mM) altindadur. Non-FKU
hiperfenilalaninemideki orta derecede fenilalanin diizeyi artislar1 beyine ¢cok fazla zarar

vermez, ¢ok fazla artis yoksa (<0,4 mM) hi¢ zarar vermez ve bu vakalar rutin yenidogan
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taramasinda saptandiklar1 icin dikkate gelirler. Non-FKU hastalardaki normal fenotip,
klasik fenilketoniirili vakalarin tedavisinde asilmamasi gereken ‘emin’ kan fenilalanin
diizeylerini belirlemede en iyi gostergedir. Varyant FKU ise klasik FKU ile non-FKU
hiperfenilalaninemi arasinda fenilalanin tolerans1 olan bir kategoridir, hastalar
diyetlerinde fenilalanin kisitlamasi gerektirirler fakat bu kisitlama klasik FKU’de
oldugu gibi siki degildir. Bu ii¢ fenotip ile FAH geni mutasyonlar1 arasindaki iliski

klinik heterojenitenin acik bir 6rnegini olusturmaktadir (53).
2.16. FENILKETONURIDE KLINiK BULGULAR

Dogumda normal olan bebekte beslenmeye basladiktan sonra metabolize olamayan,
biriken fenilalanin ve metabolitleri beyin dokusuna toksik etki gosterirler (22, 68, 69).
Beyin dokusundaki amino asit transportu etkilendiginden miyelinizasyon kusurlar1 ve
katekolamin sentezinde bozukluklar olusur (5, 70). Fenilalanin birikimi ve azalmis
norotransmitter diizeyi (dopamin ve triptofan) normal beyin gelisimini ve santral sinir
sistemini etkiler. Sonu¢ olarak hasarli miyelinlesme, gri ve beyaz madde de kistik

dejenerasyonlar olusur (8, 20).

Vakalarin 1/3’tinde EEG’de hipsaritmi bulgular1 ile birlikte infantil spazm

gelismektedir. Nadiren pilor stenozunu diisiindiirebilen siddetli kusmalar goriiliir (68).

Deri ve sagtaki hipopigmentasyon artan fenilalanin konsantrasyonu ile tirozin
hidroksilazin kompetitif inhibisyonu yiiziindendir. Tirozin hidroksilaz aktivitesinin
inhibisyonu, tirozinin DOPA’ya doniisiimiinii ve melanin olusumunu Onler. Boylece
etkilenmis ve tedavi edilmemis bireyler mavi gozlii, kumral sa¢ch ve agik tenli olurlar
(71, 72). Genetik olarak koyu ciltli cocuklar kizil sacli olabilmektedir (73). Daha biiyiik
cocuklarda hiperaktivite, otizm tarzinda davranis bozukluklari, amagsiz hareketler,
ritmik sallanma ve titreme goriilebilir (74). Dogustan kalp hastaliklar1 FKU ‘de genel
populasyondan daha yaygmdir (75). Bir¢ok calisma gosteriyor ki FKU’li bireyler

yiiksek osteopeni insidansina sahipler (76, 77).

Genel olarak alt1 ay civarinda, fenilketoniirili ¢ocukta yas gruplarmma gore biiyiime-
gelisme geriligi oldugu fark edilmeye baslanir. Bas kontrolii, oturma ve yiiriime evreleri
gecikir.

Mikrosefali, konviilsiyon, egzamatdz deri lezyonlar1 ve idrarda kiif kokusu tedavi

edilmemis hastalarda izlenen diger bulgulardir (22, 69, 73). Fenilketoniirinin klinik
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belirtileri sik kusma, irritabilite, hiperaktivite ve Onceden belli olmayan dengesiz
davraniglar: igerir. Tremor, yiirlime ve postiir bozuklugu, tikler ve belirgin parkinsonizm

gelisebilir.

FKU’li insanlar digerleri ile iletisim kurmaktan gekinirler, sinirli goriiniirler ve
depresyon belirtileri gosterirler. Bununla birlikte bazi hastalar kendilerini ifade edebilir,
hiperaktif, konugkan ve atilgan kisilik gosterebilir. Ilginctir ki FKU’li insanlar yalan

sOyleme, aglama ve s6z dinlememe gibi davraniglar1 daha az gosterirler (78) .

Tablo 2.9. Fenilketoniirili hastalarin bazi klinik ve laboratuvar 6zellikleri

Norolojik Mental retardasyon, amagsiz sterotipik hareketler, konviilsiyon,
miyelin olusumunda bozukluk

Bas Mikrosefali

Deri Acik renk, kuruluk, egzema, skleroderma benzeri lezyonlar

Saclar Acik renk

Gastrointestinal Yenidogan doneminde kusma

Gozler Acik renk gozler, bazi vakalarda katarakt

Diger [drarda kiif kokusu

Radyolojik Beyinde kalsifikasyon

Laboratuar Fenilalanin hidroksilaz eksikligi, hiperfenilalaninemi, fenilpiriivik
asidemi, idrarda hidroksifenilasetik asit, fenilpiriivik asit, fenilasetik
asit ve fenilasetilglutamin atiliminda artma

2.17. FENILKETONURI TARAMASINDA KULLANILAN YONTEMLER

Fenilketoniiri goriilme sikhiginin yiiksek olmasi ve erken tespit edildiginde tedavi
edilebilirligi acisindan giiniimiizde taranmasi Onerilen hastaliklarin basinda yer
almaktadir (69). Fenilketoniirinin geriye doniisiimsiiz hasarlarinin dnlenmesi i¢in erken
tan1 ve tedavisi sarttir (68). Tarama; asemptomatik hastalarda subklinik donemde tani
amaciyla fizik muayene, laboratuar ve radyolojik inceleme islemlerinin yapilmasidir.
Taramada kullanilan testlerle tanm1 amacgh testler arasindaki farklilik iyi bilinmelidir.
Tarama testi saglikla ilgili bir sorun olabilecegi konusunda uyarir. Tek basina kesin
olarak hastaligin oldugunu soylemez. Siiphe edilen saglik sorununun olup olmadiginin
anlasilabilmesi i¢in kesin tani koydurucu testlerin uygulanmasi gerektigini bildirir. Bu
nedenle sadece tarama testi sonuglarina dayanarak ailelere genetik danisma verilmemeli,

konvansiyonel laboratuar testleri ile taninin dogrulanmasi beklenmelidir (69, 79).
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Alman kan orneklerinin degerlendirilmesi ve yiiksek FA diizeylerinin saptanmasi icin
Guthrie testi, kromatografik inceleme, fluorometrik inceleme, enzimatik inceleme ve
ardigik kiitle spektrometrisi ile tarama giiniimiize kadar kullanilan laboratuvar
uygulamalaridir (17). Dr.Robert Guthrie (A.B.D) 1965 yilinda cok sayida yeni dogan
etkin taranmasima elverigli tarama testi gelistirmistir. Guthrie mikrobiyolojik analizi
yiizlerce cocuga kisa siirede uygulanabilmesi, 6zel bir aleti gerektirmemesi ve ¢ok
ekonomik olmast nedeniyle 1960’11 yillardan beri taramada yaygmn olarak
kullanilmaktadir. Bu avantajlar1 dikkate alinarak iilkemizde de ulusal fenilketoniiri
taramas1 Guthrie testi ile yapilmaktadir (1). Bu tarama testi filtre kagidinda ki kurumus
kan oOrneklerinin fenilalanini 6lcmek i¢in kullanilan bakteriyel inhibisyon analizine
dayanir (80). Tarama laboratuarlarinda 6rnekler Basillus Subtilis igeren besi ortamina
almir. Basillus Subtilis fenilalanin igcermeyen bir kiiltiir ortaminda yasayamamaktadir.
Fenilalaninin analogu olan beta-2-tiyenilalanin besi yerine eklenir ve boylece
bakterilerin fenilalanin kullanim1 engellenir. Hiperfenilalaninemi varsa fazla fenilalanini
basil kullanir ve bebegin kan 6rneginin ¢evresinde kan fenilalanin diizeyiyle orantil1 bir
tireme alam izlenir (81, 82). Testte 2.5 mg/dl iizerindeki degerler pozitif kabul edilir.
Taramanin duyarlilifi %90 1n iizerinde, yalanci pozitiflik oram1 %1 ‘in altindadir (1, 17,

83).

Guthrie testinde pozitif sonug alinan her yenidoganda FKU olmas1 beklenmez. Bebekte
kalict HFA’lardan biri olabilecegi gibi enzim maturasyonunda ki gecikmeye bagh gecici
HFA ya da yalanci pozitiflik de olabilir. Bu nedenle kan FA diizeylerinin kantitatif

Olctimii gerekir (17), Normal kan FA diizeyleri Tablo da gosterilmistir.

Tablo 2.10. Normal kan FA diizeyleri

mg/dl umol/L
Eriskin 0.96 + 0.25 58 +15
Adolesan 1+ 021 60 £13
Gocuk 1,03 + 0.3 62 + 18
Yenidogan <9 < 120

Hiperfenilalaninemi diisiiniilen hastalarin tanis1 i¢cin uygulanabilecek, yonlendirici
olabilecek en basit test demir-3-kloriir (FeCls) testidir. Test bir tiip icerisine alt1 damla

idrar ve ii¢ damla %10’luk FeCl3 konularak yapilir. Fenilketoniirili hastanin idrarma
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FeCl3 eklendiginde 2-3 dakika igerisinde kaybolan yesil bir renk olusur. Demir-3-kloriir
testini pozitiflestiren baska durumlar da oldugundan tani kantitatif yOontemlerle
dogrulanmalidir (1). Ancak bu testin yenidogan donemi hatta erken bebeklik doneminde
hasta bireylerde de negatif sonug verebilecegi unutulmamalidir. Pozitif test sonuglarinin
dogrulanmas: i¢in kullanilan kantitatif sonu¢ veren yontemler yiiksek basingli sivi
kromatografisi (HPLC), iyon Exchange kromatografisi, fluorometrik metottur (1).
Hiperfenilalaninemisi olan bebeklerin bazilarinda, 6zellikle anne siitii ile beslenenlerde,
kan FA diizeyinin yavag yavas yiikselebilecegi goz ardi edilmemelidir. Bu hastalarda
HFA tipini belirlemek icin, diyetteki bebege kisa siireli olarak normal protein iceren
diyet vererek biyokimyasal bulgularini degerlendirmek ya da diyet tedavisinde hastanin

FA’ya toleransini izlemek gerekebilir (17).

Normal diyet altinda kan FA diizeyleri 10 mg/dI’den az olan hafif “mild” HFA
(fenilketonuri olmayan HFA) vakalarinda taniy1 desteklemek amaciyla FA yiikleme
testi uygulanir. Hastalara 100 mg/kg FA oral verildikten 24 saat sonra bakilan kan FA
diizeyi, baslangic diizeyine donmiisse bu grup hastalara diyet tedavisi gerekmez. Ancak
FA diizeyi baslangi¢c degerine donmemisse proteinden kisith diyet ile tedavi baslanir
(83). Kalici HFA saptanan vakalarin %1-3’iinde FAH enziminin kofaktorii olan BH4

metabolizma bozuklugu vardir. Ayirici tani i¢in ileri testler yapilmahdir (1).

Tablo 2.11. Fenilketoniiri taramasinda kullanilan yontemler

Test Duyarhlik | Ozgiinliik| Tarama kapsama | Testin karmagsikhg
Guthrie Orta Orta Diisiik Diisiik
Florometrik Yiiksek Yiiksek Diisiik Orta
Enzimatik Orta Yiiksek Diisiik Orta
HPLC (Yiiksek basingh N . .

sivi kramatografisi) Yiiksek Yiiksek Orta Yiiksek
Kagit veya ince tabaka Diisiik Orta Orta Diisiik

kramotografisi

Ardisik kiitle spektrometrisi Yiiksek Yiiksek Yiiksek Yiiksek
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2.18. FENILKETONURIDE TEDAVi CALISMALARI
* Diyet tedavisi

* Gen tedavisi

* Enzim tedavisi

* Madde birikimini dnlemek

* Olusmayan Son Uriinii Yerine Koymak

2.18.1. Diyet Tedavisi

Tibbi besin kisitlamasi uygulanan hastalik gruplarinin onemli bir 6rnegi dogumsal
metabolik hastaliklardir. Bu hastaliklarda kabaca enerji eksikligi olusturan toksik
metabolitlerle zehirlenme tablosu yaratan veya degisimi saglanamadigindan cesitli

organlarda metabolitlerin depolanmasina neden olan hastalik tablolar1 ortaya c¢ikar (84).

Genlerdeki bozukluk nedeniyle enzim eksikligi ve yoklugunda gelisen hastaliklarin
bazilar1 metabolize olmayan besin ogelerinin diyetten ¢ikarilmasi ya da miktarmin
kisitlanmasiyla tedavi edilebilir. Uygulanacak diyet hastahigin kotii gidisini
durdurmalidir. Aksi halde gereksiz ve pahali bir tedavi uygulanmis olur. Diyet
tedavisinin amaci; santral sinir sisteminin korunmasi, normal biiyiime gelismenin
saglanmasi, biyokimyasal parametrelerin diizeltilmesi, diyetle yeterli miktarda protein,
enerji, vitamin, mineral ve eser elementlerin verilmesidir. Onerilen diyet, hasta i¢in tat ve
cesitlilik yoniinden kabul edilebilir olmalidir (85). FAH enzimi fenilalaninin tirozine
doniisiimiinden sorumludur ve bu enzimdeki bozukluklar FKU hastalarinda beyinde
fenilalanin amino asidinin birikmesi sonucunda zihinsel aktivite kaybina neden olmaktadir.
FKU hastalarimin diyetlerine biiyiik notral amino asitlerin (Large Neutral Amino Acids
(LNAA): fenilalanin, tirozin, triptofan, treonin, izoldsin, 16sin, valin, metionin, histidin)
eklenmesi FKU’li bireylerde beyinde biriken fenilalanin miktarimin  azalmasini
saglamaktadir. Ciinkii bu LNAA’ler kan-beyin bariyerini gegcerken fenilalanin ile birlikte

ortak bir tagiyici kullanmakta ve fenilalanin ile bu agidan yariga girmektedir (86).

1950’lerin baslarinda fenilketoniirili ¢ocuklarin yasamlarmin ilk bir haftas1 iginde,
fenilalaninden kisitlt diyete baglamalar1 ¢ocuklarin norolojik durumlarinda yararh etkilerle
sonuclanmigtir. Diyet tedavisinin baglamasiyla birgok uzman diyetisyen, bu diyet
tedavisinin ne kadar siirdiiriilmesi konusunda tartismaya diismiistiir. 11k baslarda yasamin

ilk 10 yilinda diyet uygulamasi diisiincesinin yerini, son giinlerde ¢ocukluk yillarinin
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yaninda tiim “Yasam Boyu” fenilalaninden kisith diyet uygulamasi almistir. Bu diisiince ve
uygulama degisiklikleri klinik gozlemlemelere ve hayvanlar iizerinde yapilan deneylere
dayanmaktadir. Klasik fenilketoniiri hastaliginda beyin hasariin 6nlenmesi i¢in tedavinin

hayatin ilk 20 giinii i¢inde baglamas1 6nemlidir (17, 85, 87).

Dogumdan hemen sonra bir fenilalaninden kisith diyete ve fenilalanin icermeyen formiile
baslanmalidir. Tedavi baslangigcta dokularda biriken fenilalaninin beyin ve diger viicut
dokularina zarar vermemesi i¢in bosaltilmasi1 gerekmektedir. Bu diyete “bosaltma diyeti”
denir. Kandaki fenilalanin diizeyine gore 3-7 giin siireyle hastaya “0” mg fenilalanin, 2 g/kg
protein verilerek takip edilir. Serum fenilalanin seviyesi istenilen diizeye geldiginde
hastanin gereksinimlerine uygun diizeyde fenilalanin igeren diyete baglanir (85). 2 yasin
altindaki cocuklar en azindan giinde 25 mg /kg/tirozin iceren 3 g/kg toplam amino asit
alimma devam etmelidir. Beyin gelisimi i¢cin de zararhi olan diisilk kan fenilalanin

konsantrasyonunun uzun siire devam etmesinden kag¢inmak i¢in 6nlemler alinmalidir.

Kan fenilalanin konsantrasyonunu kontrol amaciyla haftalik ya da iki haftada bir
takipler yapilmalidir (89). Diyet, serum fenilalanin diizeyini 2-8 mg/dl aras1 stirdiirmek
icin giinliikk kg basina 20-30 mg fenilalanin icerecek sekilde hesaplanir (73). Normalde 3
mg/dl altinda olmasi gereken serum fenilalanin diizeyi klasik fenilketoniiride 20 mg/dl’nin

izerindedir (85).

Hicbir diisiince fenilalaninin optimal diizeyde olmasini istemez (26). Fenilketoniirili
hastalarda istenilen kan degerleri 1-10 yas i¢in 2-6 mg/dl, 11-16 yas icin < 10 mg/dl, 16 yas
tistii icin < 20 mg/dl’dir (9). US’da klinikler yaygin olarak fenilalanin diizeylerini 12
yasindan Once cocuklarda 2-6 mg/dl, 12 yasindan biiyiikk cocuklarda 2- 10 mg/dl
onermektedirler. Fakat NIH (National Institutes of Health) 12 yasindan sonraki ¢ocuklarda
fenilalanin diizeyinin 2-15 mg/dl siirdiiriilmesi gerektigini soylemektedir (26). Kan
fenilalanin diizeyinin periyodik Olclimiinde; besin aliminin analizi, beslenme
durumunun gozden gecirilmesi ile beraber hastanin bunlara yanitinin izlenmesi
kullanilir (26). Genellikle beyin hasari, 10-15 mg/dl fenilalanini gecince 6nem kazanur.
2 mg/dl nin altina diisiince viicut protein depolarmi katabolize etmeye baslar, sonuc
olarak gelisme geriligi olusur. Her ¢ocuk i¢in giinliik miktar bireysel olarak; istaha,
biiylime ve gelisime, kan fenilalanin ve tirozin seviyesine gore degisir (8). Tedavi
hastanin klinik durumuna gore degisim gostermekle birlikte; ilk yil haftada bir, 1-12
yaslar1 arasinda ayda iki kez, 12 yastan sonra ayda bir ve gebelik doneminde haftada iki

kez izleme yapilmalidir. US klinikleri 18 yasina kadar yaklasik ayda bir izlem
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yapmaktadirlar (26). Fenilketoniirili ¢ocuklarda eser element ve minerallerin ana
kaynagi olan dogal protein kaynaklari siirlandirildigi i¢in, selenyum, ¢inko, bakir,

demir, kalsiyum ve icme suyu florlanmamus ise flor yetersizligi goriilmektedir. Hastaya

vitamin ve mineraller yoniinden destek verilebilir (9). Ergenler ve yetiskinlerdeki tedavi
tavsiyeleri cesitlidir (89). Genel olarak yasam icin diyet tedavisine destek artar (49).
Baz1 caligmalar ergenlikteki siki diyete ara verilmesinin, plazma fenilalanin
konsantrasyonu 1200 umol/ L’nin altinda kaldiginda yonetici olmayan fonksiyonlar1
etkilemedigini belirtilmektedir (90). Bir baska calisma gosteriyor ki, eger 12 yasindan
sonra diyete ara verilirse 1Q sabit kalir fakat diger fonksiyonlar geriler. Fenilalaninden
kisith diyeti birakan yetiskinlerde dikkat siiresinde azalma ve bilgi isleme yeteneginde
yavaslik gozlenir. Aym1 zamanda beyin elektriksel aktivitesinde hasar, kas tonusunda

artma, kemik mineral i¢eriginde azalma ve mental problemler ortaya ¢ikar.
FAH Eksikligi Olan Hamile Kadin:

Fenilketoniirili kadinlar, bebek sahibi olabilirler ancak gebelik donemlerinde diyet
takibi cok onemlidir (26). Fenilketoniirili anne adaylar1 konsepsiyondan once diisiik

fenilalaninli diyete alinmal1 ve kan fenilalanin diizeyi yakindan izlenmelidir (62).

Planli gebelik, gebelikten Onceki fenilalanin diizeyinin kontrollii olmasini saglarken
plansiz gebelik ise anne ve bebek icin tehlikeli olabilmektedir (26). Gebelikten en az 3
ay once fenilalanin diizeyi 6 mg/dl’den az oldugunda basar1 saglanabilmektedir.
Gebelikte tavsiye edilen kan fenilalanin diizeyi 2-6 mg/dl’dir (26). Kan fenilalanin diizeyi
5 mg/dl gecmeyecek sekilde tedavi saglanmalidir (17). Kullanilan aminoasit karisimlar1 da
g0z Oniine alinarak 1-1.3 g/kg/giin protein 6nerilmektedir (9). Gebelik siiresince en fazla 15
giin aralarla kan fenilalanin diizeyinin 6l¢iilmesi maternal fenilketoniirinin dnlenmesinde

esas olmalidir (3).

Fenilalaninin fetiise gecisi, fetiisiin gelisimini 1.5 kez daha fazla etkilemektedir (24).
Fetiisteki yiiksek fenilalanin diizeyleri mikrosefali, mental gerilik, konjenital kalp hastaligi,
diisiik dogum agirlig1 ag¢isindan risklidir (19, 26, 47). Ayrica dogumsal anomaliler (kardiyak
lezyon, 6zefajiyal atrezi, intra uterin biiyiime geriligi) meydana gelebilmektedir. Olii dogum
ve diisiik dogum riski yiiksektir (17). Hiperfenilalaninemili addlesan kizlar, plansiz
gebeliklerin riski (fotal anomali) i¢in danmigmanlik almali ve fenilalanin diizeyinin takibinin
sirdiiriilmesi icin cesaretlendirilmelidirler (24). Fenilketoniirili kiz cocuklarma 10-12

yasindan baglayarak maternal fenilketoniiri ve gebelik siiresinde siki diyet tedavisinde
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bulunmanin 6nemi konusunda egitim yapilmalidir (17). Tiim aile i¢in psikososyal destek
saglanmali, bebegin bakiminin devamlilig1 gelistirilmeli ve takip edilmelidir (26). Maternal
fenilketoniiride diyetin amaci; kan fenilalanin seviyesini normal simirlarda tutabilmek,

saglikli bebeklerin diinyaya gelmesini saglamak ve yasam kalitesini arttirmaktir (9).
2.18.2. Gen Tedavisi

Diyet tedavisine alternatif olarak gelistirilen baglica tedavi yontemi gen tedavi yontemidir.
Fenilalaninin hidroksilasyonu en az ii¢ enzim tarafindan olusturulur ve bunlarin en az ikisini
etkileyen iki lokusta mutasyon vardir (94). Bu lokuslar da FAH apoenzimini tanimlayan
allellerin etkilenmesine sebep olmustur. Ancak mutant allellerde heterojenlik mevcuttur.
Somatik gen transferi ile temel sorunun ¢oziimii icin girisimler yapilmistir (92). Gen
transferi icin araci olarak rekombinant adenovirus kullanmilarak FAH olusturamayan fare
karacigerine yapilan transferin basaris1 tam, ancak gecici olmustur (93). Tastyici

rekombinan adenovirus, notralizan antikorlar tarafindan yok edilmistir (94, 95).

Gen tedavi yoOntemlerinin ortak amact FAH’in ekspresyon seviyesini normale
cikartabilmektir. Farkli metodlar kullanilarak FAH genini iceren ¢esitli vektorlerin (6rnegin,
adeno-assosiye virils: AAV, gibi) hepatik hiicrelere veya dokulara gdonderilmesi ile azalmis
olan gen ekspresyonunun tersine dondiiriilmesi hedeflenmistir. Ancak gen tedavi

caligmalar1 genelde basarisizlikla sonuclanmistir (41,42).
2.18.3. Enzim Tedavisi

Sorunun ikinci basamagini olusturan enzim eksikliginin diizeltilmesi de bir baska ¢6ziim
olabilir. FAH sentezi bir ¢cok kofaktor gerektiren kompleks bir islem olup, sentetik iiretim
pahal1 bir yontemdir (96). Bu nedenle gen terapisi ile enzimi hastanin kendi organizmasina
tirettirmek veya saglam karaciger transplanti ile enzim yapan orgam saglamak yoluna
gidilmistir (97, 98). Varjo ve arkadaslari Italya’da 10 yasinda sirozlu bir ¢ocukta karaciger
transplantasyonu ile kan fenilalanin diizeyini 9.5 mg/dl degerinden 1.0-1.2 mg/dl'ye kadar
indirmistir (99, 100). Ancak toplumda mevcut FKU siklig1 ve organ transplantasyonu
zorluklar1 diisiiniiliirse, rutin FKU tedavisi icin karaciger transplantasyonunun uygun bir

yaklagim olmayacag agiktir (101).
2.18.4. Madde Birikimini Onlemek

Bu amag i¢in en yaygin kullanilan fenilalanin kisitli diyet tedavisidir. Uygulamalardan biri
fenilalanin hidroksilaz yerine "fenilalanin amonyak liyaz" (PAL) kullanimidir (102, 103).

Mikroalg kaynakli bu enzim oral yoldan verilerek, viicutta biriken fenilalanini zararsiz



32

maddelere parcalayip viicuttan attirmaktadir. PAL, FAH'n aksine kendi kendini katalizler,
kofaktor gerektirmez (104). Sarkissian ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilen prototip iiretimi
pahaliydr; ancak aymi ekip daha bol ve ucuz iiretim metodu gelistirdigini bildirmektedir
(105). PAL kan fenilalanin diizeyini farelerde %76 diizeyinde diisiirebilmektedir (106).
Diyet + PAL tedavisi 6nemli bir yer tutacak gibi goriinmektedir (106, 107).

2.18.5. Olusmayan Son Uriinii Yerine Koymak

Fenilketoniiride olusamayan tirozin, esansiyel aminoasit olarak kabul edilmelidir.
Bunun yam sira diisiik fenilalaninli besinin tadini iyilestirmek ve zihinsel aktivite
artisgina katkida bulunmak amaci ile fazla tirozin verilmesini Onerenler oldugu gibi,
bunun tedavi sonucunu etkilemekte anlamli fark yaratmadigini vurgulayanlar da
mevcuttur (109). Yukaridaki metinden de anlasildig1 gibi gen ve enzim tedavisi rutine
girecek kadar gelistirilinceye kadar, fenilalanin kisith diyete devam etmek
gerekmektedir. Bu hastalar i¢in iiretilen diisiik proteinli, diisiik fenilalaninli diyet gidalar
diinyada biiyiik bir sanayi kolu haline gelmistir. Bu hastaliklarin tanis1 ve tarama
caligmalar1 konusunda iilkemizde biiyiik asamalar kaydedilmistir. Ancak gittikce daha
fazla sayida tan1 konulan bu hastalarin tedavisini dis iilkelere bagimli siirdiirmeye
caligmak, ulusal ekonomi ve saglik stratejisi agisindan iilke ¢ikarlarma aykiridir. Bu
konuda c¢ok sayida yeni ¢calismaya ve devam eden caligmalarin desteklenmesine ihtiyac

vardir (110).



3. GEREC VE YONTEMLER

3.1 GERECLER

Calismada kullanilan demirbas listesi EK 1’de verilmistir.
3.2 YONTEMLER

3.2.1. Orneklerin Ahnmasi

Bu tez calismasima Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Mustafa Eraslan ve Fevzi Mercan
Cocuk Hastanesi Beslenme ve Metabolizma polikliniginde FAH enzim eksikligi tanis1
ile takip edilen 40 hasta dahil edilmis, DNA izolasyonlar1 yapilmistir. EDTA’1 2 ml kan

DNA izolasyonu i¢in kullanilmustir.
3.2.2. Periferik kandan DNA izolasyonu

1- 20 ul proteinaz K epandorf tiiplere aktarilarak {izerlerine antikoagiile hasta kanindan

100 ul eklendi.

2- 200 pl buffer Al eklendi ve 5-10 sn vortexlendi, 56 °C’de 10 dakika inkiibe edildi.
3- 200 ul etanol (%96-100) eklenip vortekslendi.

4- Karigim spin kolonlu tiiplere aktarildi, 8000 devirde 1 dakika santrifiij yapildi.

5- Spin kolonlar yeni toplama tiiplerine aktarildi, eskiler atildi, 500 pl buffer AW1
eklendi ve 8000 devirde 1 dakika santrifiij yapildi.

6- Spin kolonlar yeni toplama tiiplerine aktarildi, eskiler atildi, 500 ul buffer AW2
eklenip 1400 devirde 3 dakika santrifiij yapildi.
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7- Spin kolonlar yeni epandorf tiiplere aktarilip lizerine 200 ul buffer AE eklendi, oda
isisinda 1 dakika beklendi, 8000 devirde 1 dakika santrifiij yapildi, epandorf tiiplerde
DNA elde edildi.

3.2.3. Molekiiler Calisma Basamaklar

FKU paneli pyrosekans primerleri ile her bir mutasyon analizi icin bir PCR reaksiyonu
yapild1 ve bu reaksiyon kullanilarak o mutasyona 6zgii sekans primeriyle sekans analizi
gerceklestirildi. Okunan dizilimler sekil de verilen sablonla karsilastirilarak mutasyonlar

saptandi.

Tablo 3.1. Fenilalanin Hidroksilaz Mutasyon Dizilimleri

Assay (yon) | Mutasyon | Dizilim

FKU ST | Wt GAAGATAACATTCCCCAGCTGG Seq. to
(forward) E221G GGAGATAACATTCCCCAGCTGG analyze
P225T GAAGATAACATTACCCAGCTGG

FKU S2-1 | Wt TTCCGCCTCCGACCTGTGGCTGGCCTGCT | Seq.  to
(forward) R241C TTCTGCCTCCGACCTGTGGCTGGCCTGCT | analyze

R243L TTCCGCCTCCTACCTGTGGCTGGCCTGCT
R243Q TTCCGCCTCCAACCTGTGGCTGGCCTGCT

FKU S2-2 | Wt CCGAGTCTTCCACTGCACACAGTACAT Seq. to
(forward) R261X CTGAGTCTTCCACTGCACACAGTACAT analyze
R261Q CCGAATCTTCCACTGCACACAGTACAT

3.2.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu, DNA {izerinde istenilen bdlgenin, o bolgeye Ozgiil
primerler kullanilarak ¢ogaltilmas1 iglemidir. Is1 ile denatiire edilerek tek zincir haline
getirilen DNA molekiiliine, primerlerin baglanmasi ve bu primerlerden yeni DNA
zincirinin sentezlenmesi olarak {i¢ agsamadan olusur. Bu asamalar 45 dongii halinde

tekrarlanarak istenilen bolge ¢ogaltilmis olur.

PCR reaksiyonu i¢in pyromark PCR kiti kullanildi, her bir mutasyon i¢in ayn1t PCR
protokolii uygulanda.
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1- DNA harig tiim bilesenleri iceren bir reaksiyon miks hazirlandi

Tablo 3.2. PCR reaksiyon kompozisyonu

Bilesen | Hacim/ reaksiyon
Reaksiyon miks

Pyromark pcr mastermix 12.5ul

Pcr primer ¢ifti 1 ul

H,O 6.5 ul

DNA Sul

Toplam 25 ul

2- Reaksiyon miskleri hazirlandiktan sonra 20 ul PCR tiiplerine dagitildi.

3- Her bir reaksiyon tiipiine konsantrasyonu yaklasik 2ng/ul ‘ye ayarlanmis DNA
orneginden 5’er ul koyuldu.

4- Pcr reaksiyonu asagidaki protokole gore uygulandi.

Tablo 3.3. PCR Cihaz Protokolii

Aktivasyon 95°C 15 dakika
basamag

3 asamal dongii

Denatiirasyon 94°C 30 saniye
Annealing( 60°C 30 saniye
baglanma)

Extension (uzama) 72°C 30
Dongii sayis1: 45

Final extension 72°C | 10 dakika

3.2.3.2. Pyrosekans

Pyrosekans, DNA sentezi esnasinda salinan pirofosfatlarin yakalanmasi esasina dayanan
bir tekniktir. Enzimatik reaksiyonlar kaskadi ile eklenen niikleotidlerin goriilebilir 1518a
cevrilmesi ile karakterizedir. Bu kaskat polimeraz tarafindan bir niikleotidin eklenmesi
sonucu inorganik pirofosfatin (Ppi) salinmasi ile baslar. Salinan PPI luciferaz enzimi ile
ATP ile birlesip 15182 doniistiiriiliir. Eklenen niikleotidin bilinmesi ile birlikte, ¢alisilan
ornegin sekansida belirlenmektedir. Kolay uygulanabilmesi, gereksiz niikleotid, primer
harcanmamasi, nispeten daha kolay, ucuz ve otomatize edilmesi nedeniyle, son yillarda

ozellikle farmakogenetik c¢aligmalarda tercih edilen bir metoddur. Bu metodun,
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mutasyonlarin taranmasinda, cDNA analizlerinde, hastalik ile iligkili genlerin tekrar
dizilenmesinde, mikrobiyal tiplemede ve tek niikleotid polimorfizmlerinin analizlerinde
uygun oldugu gosterilmistir (111). Giiniimiizde pyrosekans’da kullanilan dort farkli
kimyasal vardir ve bunlar polimeraz, sulfiraz, lusiferaz ve apiraz enzimlerini
icermektedir. Bu dort enzimin bulundugu otomatize sistemde apiraz enzimi sayesinde
dizileme esnasinda kullanilmayan niikleotidler ortamdan uzaklastirilir. Otomatize
olmayan metodlarda bu enzimin isini manuel olarak yikama ile yapilirdi (112).
Sekanslama iglemi, dizilenecek boliimiin PCR ile cogaltilmasi ile baslar. Bu metodda
PCR ile ¢cogaltilmis bolgeler streptavidin kaplh sefaroz tanecikleri ile kaplanarak 6rnek
tek zincirli hale getirilir ve boylece dizileme tek zincir iizerinden calisir. Elde edilen
sinyaller sinyalin giiciine gore tasarlanmis bir software ile degerlendirilmektedir. Ayni

zamanda egri altinda kalan alanlarda degerlendirmede kullanilmaktadir.
Pyrosekans metodunun diger genotipleme teknolojileri ile kiyaslanmasi

RFLP, Sanger DNA dizileme, Tagman, SSCP ile yapilan karsilastirmali caligmalarinda
pyrosekans metodunun %99 daha giivenilir, uygulama kolaylig1 ve daha ucuz oldugu

saptanmustir (113, 114).
Pyrosekans Teknolojisinin Esaslar

1. Adim; Sekanslama primeri, PCR ile cogaltilmis ve tek zincir haline getirilmis hedef
bolgesine, DNA polimeraz, ATP sulfiraz, lusiferaz ve apirazla, adenozin 5’fosfosiilfat

ve lusiferin substratlariyla hibridize edilir.

2. Adim; Oncelikle 4 niikleotidden biri reaksiyona katilir . DNA polimeraz nukleotidin
DNA zincirine entegre olmasini saglar DNA polimeraz her sagladigi birlesmeden

pirofosfat salinmasina neden olur.

3. Adim; Salinmis pirofosfatlart ATP sulfurilaz adenozin 5° monofosfat varliginda
ATP’ye doniigtiiriir. Bu salinan ATP ise lusiferaz araciligi ile lusiferini oksilusiferine
doniistiirerek 15181 olusmasina neden olur. Bu 151tk CCD kameras: ile pikograma

doniistiiriiliir.

4. Adim; Niikleotid degradasyonu saglayan apiraz enzimi, siirekli birlesmeyen

dNTP’leri degrade eder. Degradasyon bittiginde ise diger ANTP eklenir.

5. Adim; ANTP eklenmesi sirayla yapilir. Eklenen niikleotidler ekranda izlenebilir.
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Polymerase

(DNA), +dN TP —— [DNA]n +i PP

Sekil 3.1. Ppilerin aciga ¢ikmas1 ( www.adelaide.edu.au)

Sulurylaso
" ‘ fight
APS+PPi ATP

luciberin  coylucilarin

\¥

Luciiorast 1

%

ATP Light

time

Sekil 3.2. Niikleotid baglanmalarinin 1g18a doniismesi ( www.adelaide.edu.au)

dNTP 2B GNDP + dNMP + phosphate

ATP Dovmse . ADP + AMP + phosphate

Sekil 3.3. Apiraz enziminin baglanmayan niikleotidleri degrade etmesi

( www.adelaide.edu.au)

nucleatide sequence

G c - A GG CC T

o ) & et lac -
| |

H l | II
| |

it h || | |||

- . '
T .'-\..-_.“ "-n_._J l"-.__ Yoy

nucieoiide added
Sekil 3.4. Eklenen niikleotidlerin ekrandan izlenmesi ( www.adelaide.edu.au)
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Pyrosekans Metodun Uygulanmasi
Baglanma soliisyonu, su ve streptavidin seforoz bilyelerden bir mastermix hazirlanip,

vortekslenir.

Tablo 3.4. Mastermix Kompozisyonu

Bilesen Miktar/6rnek
Streptavidin sepharose bilyeler 2 ul
Binding buffer 40 ul
Ultra saf su 28 ul
Toplam 70 ul

PCR platelerine bu karistmdan 70 ul konulur.10 ul PCR iiriinii karisima eklenir. Platein
tizeri plate ortiisii ile kapatilir. Hazirlanan 2.5 pl sekans primerlerine 22.5 ul primer
baglanma soliisyonu eklenir, PCR iiriiniiniin oldugu PCR plate DNA zincirlerinin
ayrilmasi icin vakumlanir. Vakum esnasinda, oncelikle 2 dk suyu vakumlayarak
vakumun filtrelerinin temizlenmesi ve PCR plateninde sallayiciya konulmasi gerekir.
Daha sonra sirasiyla distile su, %70 etanol, denaturasyon sivisi ve yikama soliisyonu
vakumlanir. Vakum kapatilir. Vakum filtreleri dikkatlice dizileme primerlerinin
bulundugu pyrosekans plateine emdirilir. Sonrasinda 1sitict blokta 2 dk bekletilir.
Boylece sekanslama primerleri tek zincirli DNA ile baglanir. Plate 1sitic1 blokdan
kaldiriip 5 dk oda 1sisinda bekletilir. Bu arada software’in diziye uygun verdigi
sayilarla niikleotidler, enzim ve substratlar cihazin tiiplerine konulur. Orneklerin
isimleri kaydedilerek analiz icin cihaz baslatilir. Oncelikle enzim arkasindan substrat
PCR orneklerinin bulundugu platelere akar, ardi sira salinan niikleotidler tek zincirli
DNA'’ya bagladiklar1 zaman pikogramlar1 ekrandan izlenir ve bu sekilde sentez edilen

DNA dizisi analiz edilir.



Well: Bl

Assay: PKU S2-1
Sample ID: 1

Note:

Analysis version: 2.0.6
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e s anlg bdsiohe yisbds yoo o O s o I e el S FEaens o o U o T e e s
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s 10 1€
Position | 1 2
Sequence to analyze -
Quality | Passed | Passed
TTCC/TGCCTCCG/A/TAACCTGTGGCTGGCCTGCT

A(%) 94
C(%) | 97
G(%) 3
T(%) |3 |3

Sekil 3.5. R243Q homozigot mutasyonu, ekzon 7’ de goriilen ¢.728 G>A degisimi



Well: C1

Assay: PKU §2-2
Sample ID: 12

Note:

Analysis version: 2.0.6

C: 96% A: 96%
T: 4% G: 4%
DY) R PORRPUCRR R POPPRBOPRRRPIOY . . - . r .. B
T RN PRNPOPNIIIOE | | .~ iy
Fr TP .- | -y M e B - vt o i 4 o g a T sl i
7| RPN - . -
of
G S 5 < T 5 A S T = T (3
5 10
Sequence to analyze Position T1 5
CC/TG/AAGTCTTCCACTGCACACAGTACAT Quality | Passed | Passed

A(%) 94
C(%) | 97
G(%) 3
T(%) |3 |3

Sekil 3.6. R261Q homozigot mutasyonu, ekzon 7’ de goriilen ¢.782 G>A degisimi

Well: B3

Assay: PEU 52-2
Sample ID: 3

Hote:

Analysis version: 2.0.6

£: B e £ 1
b L G dl

Sequence to analyze Position | 1 2

CC/TG/AAGTCTTCCACTGCACACAGTACAT Quality | Passed | Passed
A%) | - 59

C(%) |96 |-
G(%) | - 41
T(%) | 4 ;

Sekil 3.7. R261Q heterozigot mutasyonu.




Well: B1

Asszy: PRU 52-2
Sample ID: 1

Nota:

Analysis version: 2.0.6
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n L\—l‘___
t L3 & a ¥ 03 2 % t * g g
5 10
Sequence to analyze
Position | 1 2
CCGAGTCTTCCACTGCACACAGTACAT Quality | Passed | Passed
A(%) | - 10
C(%) |97 |-
G(%) | - 90
T(%) |3 ;

Sekil 3.8. Normal genotip dizisi
3.3. KULLANILAN KiMYASALLAR VE HAZIRLANISLARI

Kullanilan Kitler

1- DNA izolasyon Kkiti (Qiagen manuel )

MALZEMENIN ADI MIKTARI HAZIRLANISI

Buffer AL (lisis buffer) 12ml

Buffer AW1 (wash bufferl) 19ml Uzerine 25 ml etanol (%96-100)
eklendi.

Buffer AW?2 (wash buffer2) 13ml Uzerine 30 ml etanol (%96-100)
eklendi.

Proteinaz K 1.25ml

Buffer AE ( elution buffer) 22ml

2- PCR Kkiti

Pyromark pcr mastermix

Taq DNA polimeraz tampon, MgCl2, ANTP
Soliisyonu, Taq DNA Polimeraz Enzimi

Pcr primer ¢ifti

PCR1,PCR2,PCR3

Su




3- PCR Purifikasyon Kiti (Qiagen)
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Baglama soliisyonu: (Binding Buffer )

3M guaninidine-thiocyanate, 10 mM Tris-
HCl, % 5 Etanol, pH 6,6

Yikama soliisyonu: (Wash Buffer) :

% 20 Etanol, 20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI,
pH 7,5

Elisyon soliisyonu : (Elution Buffer)

10 mM Tris-HCI, pH 8,5

4- Pyrosekans Kit icerigi

Pyromark gold Q24 reagent (5%24) Qiagen
Pyromark binding buffer (200 ml) Qiagen
Pyromark denaturation solution (500ml) Qiagen
Pyromark wash buffer (200ml) Qiagen
Pyromark annealing buffer (250 ml) Qiagen
Pyromark vacuum prep fitler probe(100) Qiagen
Pyromark per kit(200 * 25 ul rxn) Qiagen
Pyromark sepharose high performance Qiagen
Absolut etanol

Enzimler (Dna polymerase , Atp sulfilirase,lusiferace,apyrase)




4. BULGULAR

Erciyes Universitesi T1p Fakiiltesi Mustafa Eraslan ve Fevzi Mercan Cocuk Hastanesi

Beslenme ve Metabolizma Poliklinigin’de takip edilmekte olan 40 hiperfenilalaninemi

hasta orneginde ve hastalig1 tasimayip benzer oOzellikleri olan 20 kisilik kontrol

grubunda, FAH genindeki mutasyon analizleri gerceklestirildi.

Bu calisma FKU tanis1 konmus hastalarda pyrosekans molekiiler yontemini
kullanarak  E221G  (RS62514934), P225T (RS119475589), R241C
(RS76687508), R243Q (RS62508588), R243L (RS62508588), R261X
(RS5030850), R261Q (RS5030849), R413P (RS79931499), D415N
(RS62644499) mutasyonlarini tasiyip tasimadiklarinin tespitini igermektedir.

40 bireyin tamami informatif bulunmustur.
Hastalarin 21’1 (%52.5) kiz, 19’u (47.5) erkektir.

Hastalar 3 giin ve 8 ay arasi bir yasta FKU tanis1 almis olup, ortalama tan1 yas1

49 giindiir.

26 bireyin anne- babalar1 arasinda akrabalik s6z konusu degilken, 14’1 1. Derece
kuzen evliligi sonucu diinyaya gelmistir.
40 cocuktan 11 tanesi mental retardasyona ugramistir. Bu hastalarin tam yasi

cok gectir (4- 8 aylik)

Hastalarin tan1 anindaki kan FA diizeylerinin ortalama degeri 23,24 mg/dl’dir. (3

hastanin tan1 anindaki kan FA diizeyi bilinmemektedir.)
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e Tam aninda ki kan fenilalanin diizeyine gore yapilan siniflandirmada hastalarin

27’si klasik, 11°1 hafif fenilketoniiri iken 2 ‘si ise atipik fenilketoniiridir.

e Taranan 9 mutasyondan R261X nonsense, diger 8’1 missense mutasyon grubuna

girmektedir.

e Hastalarin 6’sinda heterozigot, 1’inde birlesik heterozigot, 2’sinde ise homozigot
mutasyon tespit edilmistir. 2 hastada R241C, 1 hastada R243L, 1 hastada
R261X ve 2 hastada R261Q mutasyonlar1 heterozigot bulunmustur ayni
zamanda, bir hasta R243L ve R261Q ag¢isindan birlesik heterozigottur ( iki farkl
hastalik yapan allele sahip). Homozigot mutasyonlardan birisi R243Q olup,
digeri R261Q’ dur.

Tablo 4.1. FAH geninde tanimlanan mutasyonlar ve allel sikligi (n=80).

MUTASYON | DIZILIM | EKZON MU’FSSIY ON gk{;?sli %
E221G gaa>gga 6 missense 0 0
P225T cce>ace 6 missense 0 0
R241C cge>tge 7 missense 2 2,5
R243L cga>cta 7 missense 2 2,5
R243Q cga>caa 7 missense 2 2,5
R261X cga>tga 7 nonsense 1 1,25
R261Q cga>caa 7 missense 5 6,25
R413P cgc>cee 12 missense 0 0
D415N gac>aac 12 missense 0 0




Tablo 4.2. HFA hastalarinin klinik bulgulari.
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OZELLIKLER ORTALAMALAR
YAS 8 yas (min: 2 — maks: 19 yas )
TANI YASI 49 giin ( min: 3 giin — maks: 8 ay )
CIN.SIYIE ;1“ %52.5 (21/40) K1z

o Erkek %47.5 (19/40) Erkek
KLINIK FENOTIP

* Klasik FKU %67.5 (27/40)

* Hafit FKU %27.5 (11/40)

®  Atipik FKU %5 (2/40)
TANI ANINDAKI FA DUZEYI 23.24 mg/dl ( min: 10 — maks: 43 mg/dl )
AKRABALIK DERECESI

e . Derece kuzen evliligi %30 (12/40)

e Yok %65 (26/40)

e Bilinmiyor %5 (2/40)
KLINIK SONUC

e MR (mental retarde) %20 (8/40)

e Hafif MR %7.5 (3/40)

e Normal %72.5 (29/40)




Tablo 4.3 Anamnez Ozeti
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Tam
amndaki
Hasta no | Cinsiyet | Tam yasi(giin) | fenilalanin | Zeka diizeyi | Gozlenen klinik fenotip | Beklenen klinik fenotip | Akrabahk
diizeyi
mg/dl
1 KIZ 40 22 NORMAL | Klasik FKU Klasik FKU Iderece kuzen
2 ERKEK | 20 30 NORMAL | Klasik FKU Klasik FKU Iderece kuzen
3 KIZ 30 25 NORMAL | Klasik FKU Klasik FKU Yok
4 KIZ 17 25 NORMAL | Klasik FKU Klasik FKU Yok
5 ERKEK | 13 24 NORMAL | Klasik FKU Klasik FKU I.derece kuzen
6 ERKEK | 240 21,5 GERI Klasik FKU Klasik FKU Yok
7 KIZ 30 20 NORMAL | Hafif FKU Hafif FKU Yok
8 KIZ 14 11 HAFIF GERI | Hafif FKU Hafif FKU I.derece kuzen
9 KIZ 30 13 NORMAL | Hafif FKU Hafif FKU Yok
10 ERKEK | 120 26 NORMAL | Klasik FKU Klasik FKU I.derece kuzen
11 ERKEK | 15 43 NORMAL | Klasik FKU Klasik FKU Yok
12 ERKEK | 11 12,4 NORMAL | Hafif FKU Hafif FKU I.derece kuzen
13 KiZ 30 17 NORMAL | Hafif FKU Hafif FKU Yok
14 ERKEK | - - GERI Klasik FKU Klasik FKU Bilinmiyor
15 ERKEK | 30 28 NORMAL | Klasik FKU Klasik FKU Yok
16 ERKEK | 13 33 GERI Klasik FKU Klasik FKU I.derece kuzen
17 KiZ 30 14 NORMAL | Hafif FKU Hafif FKU Yok
18 KIZ 3 32 NORMAL | Klasik FKU Klasik FKU Yok
19 KIZ 90 30 HAFIF GERI | Klasik FKU Klasik FKU Yok
20 KIZ - - GERI Atipik FKU - Bilinmiyor
21 KIZ 180 25 HAFIF GERI | Klasik FKU Klasik FKU Yok
22 KIZ 15 20 NORMAL | Klasik FKU Klasik FKU Yok
23 KIZ 30 10 NORMAL | Hafif FKU Hafif FKU Yok
24 KIZ - 26 GERI Klasik FKU Klasik FKU I.derece kuzen
25 ERKEK | 22 22,2 NORMAL | Klasik FKU Klasik FKU Yok
26 KIZ 30 22 NORMAL | Klasik FKU Klasik FKU Yok
27 ERKEK | 30 13 NORMAL | Hafif FKU Hafif FKU Yok
28 KIZ 15 29 NORMAL | Klasik FKU Klasik FKU Yok
29 ERKEK | 30 12 NORMAL | Hafif FKU Hafif FKU Yok
30 ERKEK | - - GERI Klasik FKU Klasik FKU I.derece kuzen
31 ERKEK | 15 41 NORMAL | Klasik FKU Klasik FKU Yok
32 ERKEK | 15 25 NORMAL | Klasik FKU Klasik FKU Yok
33 KIZ 25 24 GERI Atipik FKU - I.derece kuzen
34 KIZ 180 25 GERI Klasik FKU Klasik FKU Yok
35 KIZ 30 13 NORMAL | Hafif FKU Hafif FKU Yok
36 ERKEK | 60 36 NORMAL | Klasik FKU Klasik FKU Yok
37 ERKEK | 240 11,7 NORMAL | Hafif FKU Hafif FKU Yok
38 ERKEK | - 26 NORMAL | Klasik FKU Klasik FKU Yok
39 KIZ 30 37 NORMAL | Klasik FKU Klasik FKU I.derece kuzen
40 ERKEK |5 15,3 NORMAL | Hafif FKU Hafif FKU Iderece kuzen




S. TARTISMA VE SONUC

Fenilketoniiri (FKU), fenilalanin hidroksilaz enziminin eksikligi ile gelisen entellektiiel
fonksiyonlarda bozulma ile ilerleyen ve tedavi edilmez ise agir mental motor gerilikle
sonuclanan otozomal resesif gecisli dogustan metabolik bir hastaliktir. FAH enziminin
eksikligi sonucunda tirozine doniisemeyen fenilalanin ve onun metabolitleri (fenil
piriivik asit, fenil laktik asit, fenil asetik asit) hastanin kan, idrar ve diger viicut
stvilarinda birikerek mental-motor gerilige neden olmaktadir. FAH geninde meydana
gelen mutasyonlar sonucunda FAH enzimi, aktivitesini ya tamamen ya da tama yakin
olarak kaybetmektedir. Enzim aktivitesi %1’in altinda olan hastalarda klasik FKU
fenotipi gozlenirken, klasik FKU’ye nazaran daha hafif olan fenotiplerde ise, enzim

aktivitesi %1°den %30’lara kadar ¢ikmaktadir.

E221G mutasyonu, Tiirk popiilasyonunda yapilan bir ¢alismada tek hastada ve onun
babasinda goriilmiis (114), nusir popiilasyonundan secilen 90 FKU hastali bagka bir

caligmada ise bu mutasyona hig rastlanilamamustir (115).

P225T mutasyonu Hacettepe {iiniversitesinde 200 HFA alleli ile yapilan calismada,
sadece 2 allelde rastlanmuis, siklig1 %1 olarak kaydedilmistir (116). Cek Cumhuriyetinde
yapilan calismada ise siklig1 %1.5 bulunmustur (117).

Bizim calisjmamizda E221G ve P225T mutasyonlarina rastlanilamamuistir.

Kore, Japonya, Tayvan popiilasyonlarinda R241C mutasyonunun allel siklig1 sirasiyla
%5.7 (118), %7.3 (119), %32 (120) olarak bildirilmis, Cin popiilasyonunda yapilan bir
calismada bu mutasyona rastlanilamamusken (121), 2007 yilinda kuzey Cin
popiilasyonu ile yapilan calismada %2.2 allel sikligi bulunmustur (122). Tiirkiye’ de
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yapilan calismada R241C mutasyon sikligr %1.5 olarak bulunmusken (116), bizim

caliygmamizda siklig1 %?2.5 bulunmustur.

R243L mutasyonunun allel siklig1 daha once Tiirk popiilasyonuyla yapilan calismada
9%0.5 bulunmustur (116). Bizim ¢calismamizda bir hasta R243L ve R261Q ac¢isindan
birlesik heterozigot bulunmustur ve sikligi %?2.5’dur. Yapilan calismalarda bu
mutasyonlar1 her iki allelinde tasiyan bireyler klasik FKU fenotipine sahipken birlesik
heterozigot ¢ikan bu hasta hafif FKU fenotipi gostermektedir. Bu durumun en 6nemli
sebebi R243L. mutasyonunun, R261Q mutasyonunun tek allelde yarattigi olumsuz etkiyi
diger allelde telafi etmesidir. Ciinkii bu hastalikta allelik heterojenite s6z konusudur.
Allelik heterojenitenin en 6nemli sebebi ise fenilalanin hidroksilaz enziminin tetramer
olarak islev gormesidir. Boylece farkli allellerden sentezlenen monomerler enzimin
aktivitesine tek baslarina bir etkide bulunamazlar. Bu nedenle enzim tetramer formuna

yani aktif oldugu forma gectiginde aktivitesinde fazla bir diisiis gozlenmemektedir.

Her toplumda FAH mutant popiilasyonunda 6nemli 6l¢iide genetik heterojenite vardir.
Lokustaki yiiksek allelik heterojenite nedeni ile toplumlarin cogunda FKU’ li hastalar
genetik ‘birlesik’ dir ve FAH bozukluklarinda goriilen enzimatik ve klinik bulgulariyla
fenotipik farkliliklarla uyumlu bir bulgudur.

R261X nonsense bir mutasyondur, arjinin aminoasiti stop kodona doniismiistiir bunun
sonucunda fenilalanin hidroksilaz fonksiyonunu yitirmis olur. Giiney Brezilyada %9.5
(123) siklikla gériilen bu mutasyon, Bat1 Iran’da %8 siklikla en fazla goriilen mutasyon

bulunmustur (124).

Calismamizda R261X mutasyonu heterozigot olan hasta klinik olarak hafif FKU dur ve
allel siklig1 % 1.25°dir.

R243Q yapilan ¢esitli calismalarda allel siklig1 sirasiyla, Kore’de %12 (118), Fas’da
%4.1 (125), Iran’in batisinda %4 (124), Tiirkiye’de %3 (116) bulunmustur. Cin’ de
yapilan bir caligmada kuzey bolgesinde %24, giiney bolgesinde ise %9.5 siklikla
goriilen bu mutasyon (126), 2012 yilinda Cinin Sansi eyaletinde yapilan calismada
%12.7 ile en sik goriilen mutasyon bulunmustur (127). Yapilan arastirmalar bu
mutasyonun giiney Asya lilkelerin de daha siklikla (%7-18) goriildiigiinii ortaya koymus
ve mutasyonun bu bdlgeden koken alip yayildigini diistindiirmiistiir (118). Bizim
caligmamizda bu mutasyon bir hastada homozigot olarak saptanmistir ve allel siklig1

%?2.5dir. Hastanmn tani1 anindaki kan FA diizeyi 22mg/dl’ dir ve hasta klasik FKU
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fenotipine sahiptir, yapilan diger caligmalarla karsilastirildiginda bulgular uyumlu
bulunmustur. 40 giinliik iken tan1 konmus olan hasta; akraba evliligi sonucu diinyaya

gelmis, zeka geriligi yoktur.

R243Q mutasyonu enzim aktivitesinin tamamen kaybolmasina ve bu mutasyona sahip
olan hastalarda cok agir bir klasik fenilketoniiri fenotipinin gozlenmesine sebep

olmaktadir.

R261Q mutasyonu FAH enziminin katalitik alt biriminde meydana gelen bir yanlis
anlamli (missense) mutasyondur. Tiim Akdeniz {ilkelerinde yaygin mutasyonlar
arasinda yer alan bu mutasyon iilkemizde de ikinci yaygin mutasyondur. Cukurova
bolgesinden se¢ilen 23 hasta ile yapilan bir ¢alismada ikinci en yaygin mutasyon olan
R261Q mutasyonunun goriilme sikligi % 15.2 olarak bulunmustur (128). Hacettepe
iniversitesinin yaptig1 caligmada ise %9.5 sikliga sahip yaygin mutasyonlardan biridir
(116). Italya’da Daniele A. ve arkadaslarinin yaptig1 calismada en yaygin mutasyon
(%20.2) bulunmustur (129). Brezilyanin farkli bolgelerinden segilen hastalarla yapilan
caligmada siklik %4-16 arasinda degismektedir (130). Ayrica Portekiz’de % 10, (131)
Misir’da %11.5 (115), Kiiba’da %15.8 (132) , Ispanya’da %10.3 (133), Sirbistan’da
%6 (134), Almanya’da yapilan bir ¢calismada R261Q mutasyonunun Alman hastalarda
goriilme sikliginin %35.8, Almanya’da yasayan Tiirk hastalarda ise %7.7 oldugu
bildirilmistir (128).

Bizim calismamizda 2 hasta R261Q acisindan heterozigot, bir hasta R243L ve R261Q

acisindan birlesik heterozigot, bir hasta homozigottur ve allel siklig1 %6.25°dir.

Yapilan ¢alismalar gosteriyor ki R261Q mutasyonu tiim Akdeniz iilkelerinde yaygin
iken Uzak Dogu Ulkelerinde allel siklig1 %1 ‘in altindadir. Tiirkiye’de klasik FKU

vakalarinda en sik izlenen mutasyonlardan biri R261Q’ dur.

CpG adaciklari, genel kromozom yapisinda alisilagelmemis yiiksek konsantrasyonda 5°-
CG-3’ diniikleotidi bulundurur. FAH geninin 7. Ekzonu da sitozin ve guanin
bazlarindan zengin olup mutasyona acik bir bolgedir (hypermutable CpG site) ve bu
mutasyonlar tekrarlayan (recurrent) mutasyonlardir. Bununla beraber enzimin katalitik
domaininde bulunan R261Q ve R243Q mutasyonlar1 hastalarda homozigot formda
bulunduklarinda FKU fenotipine neden olmaktadirlar. Ancak bir hasta R261Q
mutasyonunu homozigot olarak her iki allelinde tasisa da, klasik FKU fenotipi yerine

hafif (mild) FKU fenotipine sahip oldugu goriilmiistiir. Bunun nedeni, kisiden kisiye
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degisen metabolik ve enzimatik farkliliklar ile agiklanmaktadir. Hastalarm, sahip
olduklar1 saperonlarin ve proteazlarin aktiviteleri, karacigerdeki dekarboksilasyon
seviyesi, fenilalaninin kan-beyin bariyerinden gecis hizi, bazal metabolizma hiz1 farkl
olabileceginden genotipte her ne kadar ciddi bir enzim aktivitesi kayb1 yaratan bir

mutasyona sahip olsalar da, farkl fenotipik ozellikler gdstermektedirler.

12. ekzonda bulunan R413P mutasyonu Kuzey Cin’ de %13.8, Japonya’da %30.5 (126),
Tiirkler’ de ise %1’°dir (116).

D415N mutasyonu GAC (asp) - AAC (asn) degisimiyle meydana gelir ve 12. ekzon’da
lokalizedir. 17 Danimarkali non FKU hiperfenilalaninemi olan aile ile gerceklesen
caligmada 3 ¢ocukta bu mutasyona rastlanmistir (134). Tiirkler’de ise bu mutasyon %1’

in altinda bulunmustur (116).

Bizim c¢alismamizda 12. ekzonda bulunan R413P ve D415N mutasyonlarina

rastlanilamamustir.

Heterozigot formda tasinan bazi mutasyonlar fenotipi aciklayamamaktadir. Bu
hastalarda genin c¢alisma kapsaminda degerlendirilemeyen bolgelerinde olast bir
heterozigot ve ya homozigot mutasyonu tasimalari olasidir. Bu hastalarda arastirma

genisletilerek daha fazla mutasyona bakilmalidir.

Dikkat edilmelidir ki; tarama testleri saglikla ilgili bir sorun olabilecegi konusunda
uyarrr. Tek basma kesin olarak hastaligin oldugunu sdylemez. Siiphe edilen saglik
sorununun olup olmadiginin anlasilabilmesi i¢in kesin tan1 koydurucu testlerin
uygulanmasi gerektigini bildirir. Bu nedenle sadece tarama testi sonuclaria dayanarak
ailelere genetik danmigma verilmemeli, konvansiyonel laboratuar testleri ile taninin

dogrulanmasi beklenmelidir.

Sonug¢ olarak; bu calisma ile HFA tablosuna siklikla neden olan mutasyonlarin
belirlenmesi ile ilerleyen donemlerde HFA’ya yonelik olusturulacak genetik tarama
programlarina katki saglayabilmek amaglanmistir. Ayrica homozigot mutasyon tespit
edilen hastalarin ailelerine bu konuda genetik danisma verilmis ve bir sonraki
gebelikleri i¢in preimplantasyon genetik tam1 hakkinda da bilgilendirilmislerdir.
Uygulanan pyro-sekans yonteminin, RFLP, Sanger DNA dizileme, Tagman, SSCP ile
yapilan karsilastirmali calismalarinda %99 daha giivenilir, uygulama kolaylig1 ve daha ucuz

oldugu saptanmistir (113, 114). Bu avantajlarindan dolay1r bilinen mutasyonlarin
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taranmasinda pyrosekans kullanilabilir fakat mutasyon bulunamayan bireylerde tiim gen

analizi yapilmasi i¢in bagka bir yonteme bagvurmak gerekir.
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Bu c¢alismadaki tiim bilgilerin, akademik ve etik kurallara uygun bir sekilde elde
edildigini beyan ederim. Ayni zamanda bu kural ve davranislarin gerektirdigi gibi, bu
caligmanin Oziinde olmayan tiim materyal ve sonuglar1 tam olarak aktardigimi ve

referans gosterdigimi belirtirim.
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ERCIYES UNIVERSITESI TIBBI GENETIK A.D Tel no:

Arastirmanm Adi: Fenilalanin hidroksilaz geninde goriilen yaygin mutasyonlarin
taranmasi

Arastirmanin Amact: Kalitsal metabolik bir hastalik olan fenilketoniirinin sebebini
ortaya koyacak ileri ve aywrict bir genetik tam1 yOontemi elde etmek.
Arasgtirmanin siiresi 12 ay olarak diisiiniilmektedir. Arastirma i¢in goniillii sayist 40
olarak tasarlanmustir.
Fenilketoniiri kalitim yolu ile gecen metabolik bir hastaliktir. Diger bir deyisle dogustan
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Serife Erdem
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