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OZET

Bu tezde homozigotluk haritalamasi yontemi kullanilarak Otozomal Resesif Juvenil
Parkinson (ARJP) hastalifina sebep olan bir genin yeri saptanmaya ¢aligilmugtir,

ARJP 25 yasindan kiigiiklerde rastlanan ve Parkinsonizm &zellikleri gdsteren bir hastaliktir.
Parkinsonizm nérodejeneratif 6zellik tasiyan bir tablonun genel adidir. Bu hastalii tagiyan

bireylerde karakteristik olan belirtiler ise hareketlerde yavaglama, kaslarda sertlesme ve belirli
viicut kisimlarinda titremedir. -

Aragtirma kapsamuinda biiyiik bir ARJP ailesi ¢aligilmistir. Caligmanin ilk béliimiinde daha
onceden rapor edilmis ARJP hastalik lokuslan calistigimiz aile igin irdelenmistir. Bu
lokuslarin hicbirinin hastalik arasina baglant: kurulmadig gésterilmistir.

Caligmann ikinci boliimiinde ise genom taramasi yontemi kullanilarak ARJP i¢in yeni bir
lokus aranmugtir. Sonugta 16. kromozomda uygun oldugunu disiindiigiimiiz bir bélge ortaya
¢ikarilmigtir.

Anahtar Kelimeler: ARJP, Parkinson, Genom Taramasi, Homozigotluk Haritalamasi,
Baglant1 Analizi
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ABSTRACT

A Gene responsible for Autosomal recessive Juvenile Parkinson (ARJP) disease was
attempted to be localized by utilizing the method of homozygosity mapping.

ARIJP disease is observed in individuals younger than 25 years and exhibits the features of
Parkinsonism.

Parkinsonism is a general name for neurodegenerative clinical manifestation. The
characteristic symptoms of the patients are the slowness of movement, postural rigidity and
resting tremor in specific parts of the body.

Within the framework of this research, a large ARJP family was studied. In the first part,
linkage to known ARJP loci was investigated and linkage to each locus was excluded.

In the second part of the study, a new locus for ARJP was searched by using the method of
genome wide scan. At the end of the study, a region on chromosome 16 was assessed as a
very good candidate.

Key Words: ARJP, Parkinson, Genome Wide Screen, Homozygosity Mapping,Linkage



1. GIRIS

Giiniimiizde biyoloji ve 6zel olarak genetik bilimi ¢ok ¢esitli alanlarda ilerleme gostermistir.
Bu alanlardan biri olan insan genomu haritalamas: hastalik genlerinin saptanmasina yardimci
olarak insan sagligi agisindan 6nemli arastirmalara destek olmustur. Son yillarda insanlarda

goriilen hastaliklarin pek ¢ogunun kalitimsal kokenleri ortaya ¢ikarlmagtir.

Parkinson hastalig1 (PD. OMIM 168600) toplumda 65 yasindan biiyiik bireylerin %1.6’sindan
fazlasinda gorillen norodejeneratif bir hastaliktir. Ileri yagtaki hastalari etkileyen hastaliklar
arasinda 4. sirada yer almaktadir. Yalmzca ABD’de bir milyona yakin Parkinson hastasi
vardir (Greenamyre ve Hastings, 2004). Parkinson hastalifinin asil sebebi heniiz
bilinmemektedir. Tanimlanmis olmasina karsin, genetik faktérler hastaligin etiyolojisinde pek
fazla rol oynamadigi diigiiniilmektedir. Hastalarin ¢ogunun akrabalar1 arasinda en az bir
Parkinson hastas1 daha vardir. Ancak hastalifin toplum iginde goriilme sikligi bunun bir
rastlant1 oldugunu diisiindiirmektedir Ailesel Parkinson tipleri hastalifin genetik kaynaginmn
anlasilmasi agisindan yararli bilgiler vermektedir. Buna kargin Ailesel Parkinson hastalar,
biitin PD hastalarinin %10’undan daha kiigiik bir kismimi olugturmaktadirlar. Ailesel
Parkinson tiplerinden en yaygim Otozomal Resesif Juvenil Parkinson (ARJP)’dir. Tiim
Ailesel Parkinson hastalan ele alindifinda, bunlarin %50‘si ARJP hastasidirlar. Erken
yaglarda goriilen Parkinson (Early Onset PD) %10’dan daha az goriiliirken, otozomal
dominant form (AD) %41’i olusturur (Imai vd., 2001 ve Folytine vd., 2002).

Parkinson kas hareketlerinin bozulmasi ile karakterizedir ve zamanla derecesi artan bu
hastaligin kesin bir tedavisi bulunmamaktadir. Giinimiizde kullanilan ilaglar ancak belirli
semptomlarin azaltilmas agisindan yararli olmaktadirlar (Mycek vd., 1997).

Gergekte Parkinson hastalig1 terimi ile anlatilmak istenen Parkinsonizm ad1 altinda siralanan
bir dizi belirtiyi gosteren ve siklikla norodejenaratif dzelik tagiyan bir klinik tablodur. Bu
belirtiler hareketlerde yavaglama, kaslarda sertlesme ve gesitli viicut kisimlarninda titremedir
(Imai vd., 2001). Bu titreme “bradikinezi” olarak adlandirilir. Parkinson hastalarinda bir diger
ortak nokta ise beynin substantia nigra olarak adlandinlan bélgesinin iglevinin azalmig ya da
kaybolmus olmasidir.

Son yillarda bazi Parkinson ve ARJP hastalarinda, hastalik sebebi olarak gosterilen genler
rapor edilmistir. Ozellikle akraba evliligi yapmug ailelerde ortaya ¢ikan hastahik genlerinin
yerleﬁﬁin saptanmas1 igin homozigotluk haritalamasi gibi teknikler kullamilarak aramilan
genler daha kolay bulunabilmektedir. Geligsen bilgisayar teknolojisi ve uygun yazilimlarin
kullanilmas: bu alanda ¢alismay1 oldukga kolaylastirmaktadir (Donnai, 2002).



Bu calismamizda amaglanan ise ARJP hastaliindan sorumlu nadir bir genin yerinin
saptanmasidir. Bunun i¢in akraba evlilikleri yapmis olan ve hasta ¢ocuklara sahip genis bir
ailede genetik galigma yapilmistir. Bilinen gen lokuslarina baglanti kurmayan ailede aday

bélgeler incelenmis ve 16. kromozom iizerinde ayrintili bir haritalama galigmas1 yapilmistir.



2. LITARATUR BiLGIiSI:

2.1 Parkinsonizm:

Parkinson hastalig1 karmagik bir hastaliktir. Bir ¢ok hastada beynin nigrostriatal yolunda yer
alan dopaminerjik noronlarn kaybi ve bu kaybin etkilerinin beynin diger béliimlerine
yayilmas: ile iligkilidir. Ekstrapiramidal sistemin bir iiyesi olan substantia nigra, yine beynin
striatum bdlgesinde sonlanan ndronlarinin  baglangig noktasidir. Substantia nigradan
kaynaklanan uyarilar duyusal uyarilara yamt olarak {iretilmemektedir. Dolayisiyla
dopaminerjik néronlarin motor aktivite lzerinde slirekli bir etkisi vardir. Dopaminerjik
néronlar, striatumda substantia nigraya y-aminbiitirik asit (GABA) salan néronlar ile
baglanmaktadir. GABA burada bir inhibitSr transmitteri olarak gbrev yapmaktadir. Dopamin
eksikligi sonucunda striatum tizerinde bulunan kontrol ortadan kalkacagi i¢in kas hareketleri
bozulmaktadir (Mycek vd., 1997, Foltynie vd., 2002, Dawson ve Dawson, 2003 ve
Greenamyre ve Hastings, 2004). Dopamin aktivitesinin %80 azalmas: Parkinson belirtilerinin
goriilmeye baglandig: esik degeri olarak kabul edilmektedir (Murray, 1996 ve Imai, 2004).

Parkinson hastalarinda otopsi sonucunda beyinde Lewy cisimcikleri adi verilen siyah
noktaciklar goriilmiistiir. Bu noktalarin protein birikmesi sonucu oldugu disiiniilmektedir.
Baz1 Parkinson tiplerinde Lewy cisimciklerinden ayr1 olarak LBs adi verilen 10-14 nm
¢apinda amyloid yapida fibrillere de rastlanmaktadir.

Substantia nigrada yer alan dopaminerjik néronlarin kaybi ile Parkinson hastalig1 arasinda bir
iliski oldugunun ilk kamit1 1982 yilinda uyusturucu kullanan gengler arasinda gériilen
Parkinsonizm tablosunun, eroinde bulunan 1-metil, 4 fenil, 1,2,3,6-terrahidroiridin (MPTP)
ile iligkili oldugunun ortaya ¢ikarilmas: ile olmustur. Dopaminerjik noronlan oldiirdiigi
kamtlanan MPTP benzeri nérotoksinlerin yam sira beyin dokusunda gériilen tiimér ve iltihap
gibi patolojik durumlar da Parkinsona yol agmaktadir (Dawson ve Dawson, 2003 ve Bertoli-
Avella vd., 2004).

2.2 Parkinson Hastah@min Belirtileri:

Parkinson ilerleyen bir hastaliktir ve dolayisiyla asil baglangig tarihinden ¢ok daha sonra
ortaya ¢ikar.

Hastalifin temel Dbelirtisi titremedir (tremor) ve yukarida anlatilan nedenlerden
kaynaklanmaktadir. Genellikle tek tarafta ve el ya da ayakta ortaya g¢ikmaktadir. Uyurken ve

titreyen organin hareketi sirasinda titreme kaybolur.



Kas sertligi: Bir ¢cok Parkinson hastasinda kaslarda sertlesme (rijidite) goriilmektedir. Hastalar
tarafindan genellikle hissedilmez, ancak doktor kontrolii sirasinda fark edilebilir. Kas

sertlesmesi nadiren agr1 verir.

Hareketlerde yavaglama: Hareketlerde yavaslama (bradikinezi) hastaligin ilerleyen

evrelerinde giderek artmaktadir. Hatta hasta tamamen hareketsiz hale (akinezi) bile gelebilir.

Bu ana belirtilerden baska hastalarin yalmz bir kisminda goriilen durus degisiklikleri ve
konusma bi¢iminde degisme gibi semptomlara da rastlanmaktadir (Murray vd., 1996; Takei
vd., 1998; Dawson Dawson, 2003; Paviour, 2004).

2.3 Otozomal Resesif Juvenil Parkinson (ARJP):

ARJP yirmi bes yas alti bireylerde goriilmektedir. Hastaliga yol agan sebepler heniiz
bilinmemektedir. Ancak son yillarda mutasyona ugradiklar1 zaman ARJP’ye neden olan
genler bulunmustur (Bertoli-Avella vd., 2004). Ozellikle son yillarda ubikitin-proteazom
yolunda yer alan parkin proteinini kodlayan parkin geni mutasyonlar1 sonucu goriilen ARJP
fenotipi siklikla rapor edilmektedir (Dawson ve Dawson, 2003; Jimenez vd., 2004; Zou vd.,
2004 ve West vd., 2004).

ARIJP hastalan klasik Parkinsonizm tablosuna uyarlar. Ancak diger Parkinson tiplerinden
bagimsiz olarak bu hastalarda Lewy cisimciklerine rastlanmaz (Hayashi vd., 2000 ve Valente
vd, 2001).

2.4 Parkinson Hastaliinin Genetik temelleri:

Kalitsal 6zellik gosteren Parkinson tipleri genellikle erken yaslarda ortaya ¢ikarlar. Bugiine
kadar Parkinson hastalifi i¢in ¢ok sayida genetik arastirma yapilmigtir. Bu aragtirmalarin
sonucunda, ARJP i¢in 4 gen lokusu ortaya gikanlmistir. Bunlar PARK2, PARK6, PARK7 ve
PARK9’dur. PARK2, PARK6 ve PARK7’nin kodladifi proteinler bilinmektedir.
PARK9’unki ise heniiz bulunamamigtir. Diger Parkinson tipleri igin ise toplam 7 lokus tarif
edilmigtir. Bunlarin yam sira Parkinson’a sebep olabilecegi diigiiniilen giipheli genler de
bulunmaktadir (Farrer vd., 2001; Foltynie vd., 2002; Fishman vd, 2002; Dawson ve Dawson,
2003; Bertolli-Avella vd., 2004 ve Mata vd., 2004).



2.4.1 Parkinson genleri ve lokuslar:

Parkinson hastaligindan sorumlu toplam 14 lokus bulunmustur. Bunlari 6 tanesinin geni

belirlenmistir ayrica 3 giipheli gen bilinmektedir. Lokuslar ve genler ¢izelge 2.1°de

Ozetlenmistir.
Cizelge 2.1 Parkinson hastaliina sebep olan genler
Kromozom iizerinde Genetik
Gen Lokus yerlesimi Gegis Sekli
Alfa-synuclein PARK1 4q21-q25 Otozomal dominant
Parkin PARK2 6q25.2-27 Otozomal resesif
Bilinmiyor PARK3 2p13 Otozomal dominant
Alfa-synuclein PARK4 4q Otozomal dominant
UchL1 PARKS 4p14 Otozomal dominant
Pink-1 PARKG6 1p35-p36 Otozomal resesif
Dj-1 PARK?7 1p36 Otozomal resesif
Bilinmiyor PARKS 12p11q13.1 Otozomal dominant
Bilinmiyor PARKY9 1p36 Otozomal resesif
Bilinmiyor PARK10 1p32 Late-onset
Bilinmiyor PARK11 2q36-37 Otozomal dominant
NR4A2 2q22-23 Siipheli
Sinfilin 5q23.1-23.3 Siipheli
Tau 17q21 siipheli




2.4.1.1 ARJP Hastaligina Sebep Olan Gen ve Lokuslar

PARK2, Parkin:

Parkin adiyla bilinen PARK?2, 1997 yilinda baglant: analizi yapilarak Japon hastalarda ortaya
¢ikarilmugtir. Kalitimsal Parkinson i¢in bulunan ikinci gen lokusudur. ARJP’ye yol agan
¢esitli delesyonlar: ve nokta mutasyonlar: rapor edilmistir (Matsumi vd., 1998; Kitada, 1998a,
1998b; Hattori vd., 1998; Hayashi vd., 2000; Shimura vd., 2001; Imaivd., 2004; Zou vd.,
2004).

Parkin proteinini kodlayan ve 12 ekson igeren Parkin geni 6q25.2-27°de haritalanmisgtir.
Parkin proteini 465 amino asitten olusmaktadir ve ubikitin-proteozom yolunda gorevlidir
(Kitada vd., 1998).

PARKS, Pink-1:

PINK-1 ya da PTEN ile indiiklenen kinaz 1 ¢ok yakin zamanda PARKS®6 lokusu igin bulunan
gendir (Valente vd., 2004). Sicilyal1 bir ailede 2003 yilinda homozigotluk haritalamas: ile
1p35-p36°da lokus haritalanmig, 2004 yili i¢inde yapilan bir arastirma ile de gen tespit
edilmistir. PINK-1 mitokondriyal bir proteinaz olup, oksidatif stresi tamponlayan bir gorev
yapmaktadir (Valente vd., 2001,2004 ve Bertoli-Avella vd., 2004).

PARKJ7, Dj-1:

Dj-1, 1p35-p36’ya haritalanmugtir. ilk defa 2001 yilinda Hollanda’da yagayan izole bir
toplulukta tespit edilmistir (Van Duijn vd., 2001). PARK6’dan yaklasik 25 c¢cM uzaktadur.
Cesitli mutasyonlar1 saptanmigtir. Beyinde ve gesitli viicut dokularinda Dj-1 gen iriiniine

rastlanmistir. Oksidatif strese kargi yanit {irettigi bilinmektedir (Van Duijn vd., 2001; Foltynie
vd., 2002).

PARKY:

PARKY, 1p36°ya haritalanmistir. Hentiz bir gen tammlanmamugtir (Foltynie vd., 2002 ve
Bertolli-Avella vd., 2004).

2.4.1.2 Otozomal Dominant Parkinsona Sebep Olan Gen ve Lokuslar
PARK]1, Alfa-synuclein:

Kalitsal Parkinson icin ilk bulunan gen lokusu olan PARK1, 1996 yilinda genis bir Italyan
ailesinde tamimlanmuigtir. Gen 4p’de yerlesmistir ve alfa-synuclein isimli bir proteini
kodlamaktadir. Alfa-synuclein Lewy cisimciklerinin yapisinda da bulunmaktadir. Bu



proteinin asil gorevi sitozolik vesikiillerle ilgilidir. Bu gendeki mutasyonlarin Parkinsona yol
agtif1 gosterilmistir. Ayrica proteininin fazla sentez edilmesinin Parkinson i¢in risk fakt6rii
olabilecegi diisiiniilmektedir (Foltynie vd., 2002 ve Bertolli-Avella vd., 2004).

PARK3:

Alman ailelerde 2p13°e haritalanan PARK3 geninin yeri ve islevi tam olarak bilinmemektedir
(Dawson ve Dawson, 2003 ve Bertolli-Avella vd., 2004).

PARK4 Alfa-synuclein:

PARK 4, 4p’de haritalanmigtir. Degisik kokenli bir ¢ok ailede gosterilmigtir. Alfa-synuclein
proteini ile iligkilidir (Dawson ve Dawson, 2003 ve Bertolli-Avella vd., 2004).

PARKS, UchL-1:

PARKS, 4pl4’te haritalanmigtir. Ubikitin C-terminal hidrolaz geni, 1998 yilinda Alman
ailelerde tanimlanmigtir. Otozomal dominant gegis gosterir. Cok ¢esitli mutasyonlan rapor
edilmistir. Lewy cisimciklerinde rastlanmaktadir. Mutasyonlari genellikle enzim aktivitesinde
bir azalmaya yol agmaktadir. En az rastlanan mutasyon tiplerindendir (Foltynie vd., 2002 ve
Bertolli-Avella vd., 2004).

PARKS:

PARKS, 12p11.2-q13.1’¢ haritalanmustir. Ilk defa Japon bir ailede ortaya gikarilmigtir, Hangi
gen oldugu bilinmemektedir (Dawson ve Dawson, 2003 ve Bertolli-Avella vd., 2004).

PARK11:

PARK11, 2q36-37"de haritalanmustir. Parkin mutasyonlariyla iligkili oldugu diisiiniilmektedir.
Hastalikla hentiz kesin bir baglantisi oldugu ispatlanamamigtir (Pankratz vd., 2003 ve
Bertolli-Avella vd., 2004).

2.4.1.3 Yetiskinlerde ( Late-Onset) Parkinson Hastahigina Sebep Olan Gen:
PARK10:

PARKI10, 1p32’ye haritalanmustir. Parkinson hastalis i¢in ilk bulunan giipheli lokustur. Geg
ortaya gikan yetigkin (Late-Onset) Parkinson igin tammlanmustir (Foltynie vd., 2002 ve
Bertolli-Avella vd., 2004).



2.4.1.4 Siipheli Genler:

Parkinson hastalif1 igin {i¢ tane siipheli gen bilinmektedir. Bunlar, 2q22-23’te haritalanan
NR4A2 geni, 5q23,1-23,3’te haritalanan Sinfilin geni ve 17921’de haritlanan Tau genleridir
(Le vd., 2002; Hardy vd., 2003; Bertolli-Avella vd., 2004).

Bu genler lizerinde ¢aligmalar devam etmektedir.

2.5 Genetik Haritalama

Insanda genetik hastaliklardan sorumlu genlerin haritalanmasi ilk defa hasta bireylerde bozuk
olan gen firlinlerinin belirlenmesi ile baglamigtir. Bu bilgi sayesinde, hastalifa sebep olan
mutasyon kolaylikla ortaya ¢ikanlabilmektedir. Ancak insan genetik bozukluklarinin biiyiik
cogunlugunda normal gen ve gen lirtinii klinik bulgulardan yola ¢ikarak kestirilememektedir.
Dolayisiyla DNA teknolojileri yayginlagsmadan &nce ¢ok az genetik hastalifin temeli
biliniyordu. Hastalik genlerinin haritalanmasinda goriilen gergek ilerlemeler ancak son
yillarda miimkiin olmugstur. Insan genomu hakkindaki bilgilerimiz, bir hastalik geninin
haritalanabilmesi igin Oncelikle gen ile baglantili bir genetik belirleyicinin (markir)
tamimlanmasini zorunlu kilmaktadir. Bu baglanti (linkaj) bilgisi bize genin konumunu
vermektedir. Pek ¢ok genin ve diger genetik markirin birbirlerine gore bir kromozom boyunca
dizili§ sirasinin haritalanmasryla bir genin yerini bulmak veya bir organizmanin tiim genom
haritasim ¢ikarmak miimkiin olmaktadir (Strachan vd., 2000).

2.5.1 Gen Baglantis1

Genler kromozomlar tizerinde taginirlar ve bir kromozomda yiizlerce/binlerce gen bulunur.
Kromozom {izerinde birbirine ¢ok yakin bulunan genler “baglantili (linked)” genlerdir ve
genetik caprazlarda “baglanti (linkaj)” gésterirler.

Mayoz bolinme esnasinda aktarilan birim genlerin kendileri degil, kromozomlardir.
Dolayisiyla baglantili genler, bagimsiz bir dagilim gosteremezler. Teorik olarak bir
kromozomda bulunan tiim aleller, gamet olusumu sirasinda birlikte aktarilmas:
beklenmektedir. Cogu zaman durum farklidir. Ozellikle birinci mayozun profaz evresinde
homolog kromozomlar eslestiginde (sinapsis), kromozom béliimlerinin kargilikli degis-tokusu
gerqekiésebilir. Krossingover ad1 verilen bu olay, alellerin homolog giftler arasinda yeniden
kinlmas: ya da rekombinasyonu ile sonuglanir. Krossingover bu anlamda gercek bir fiziksel

kirtllma ve buna eglik eden birlesme olayidir.



Genlerin bu sekilde degis tokusu bir bireyin olugturabilecegi gametlerin ¢esitliliginin artmas:

i¢in ¢ok fazla olanak saglar.

Bir kromozom f{izerinde bulunan herhangi iki bdlge arasindaki Krossingover olasilifi
aralarindaki uzaklik ile dogru orantili olup bolgeler arasindaki uzaklik olarak
adlandinlmaktadir. Dolayisiyla incelenen bolgeye bagli olarak rekombinant gametlerin
yiizdesi degisik olacaktir. Bu bilgi, genlerin kromozom fizerindeki goreceli yerlesimlerini
belirten kromozom haritalarinin olugturmasina temel olusturmaktadir (Strachan vd., 2000,
Lopez-Bigas ve Ouzounis, 2004).

2.5.2 insan Gen Haritas1 ve Baglant1 Analizi:

Birgok organizma ve insan i¢in genetik haritalama ve bu genlerin fonksiyonlarmin anlagilmasi
tibbi anlamda da oldukc¢a Onemlidir. Son yillarda bu alanda yapilmis olan arastirmalarin
gelisen teknolojiyle birlikte artmis olmasi biyoloji ve tip diinyas: i¢in oldukca fazla veri
saglamaktadir.

Gen haritalamas: igin iki farkli yaklasim bulunmaktadir: Fiziksel haritalama ve genetik
haritalama. Bu iki yaklasim birbirinin ziti olmayip, birbirini destekler gekilde
kullaniimaktadir.

Genetik Haritalama: Esas olarak mayoz béliinme ile beraber iki genin bir araya gelme
olasihiginin 6lglimii olarak tanimlanabilir. Dolayistyla bize genin fiziksel yerlesiminden gok
mayoz boliinme esnasindaki davramigini anlatmaktadir. Yani genetik haritalama metodlar
mayoz esnasinda allelleri tagiyan homolog kromozomlarn ayrigmasim incelemektedir.
Genetik baglanti analizi yontemi ile olugturulan haritalar bu nedenle genetik harita olarak
adlandinihirlar. Genetik haritalar, molekiiler biyolojik yontemler kullanilarak elde edilen

bulgularin matematiksel hesaplamalar1 sonucunda ortaya ¢ikarlar.

Genetik baglant1 analizinin temel yapisini anlamak i¢in kromozomlarin mayoz I esnasindaki
davramglan iyi bilinmelidir. Mayoz béliinme esnasinda homolog kromozom ciftleri arasinda
parga degisimleri olur ve sonugta yeni allel kombinasyonlan olusur. Mayoz béliinme sonucu
bir kromozom ¢iftinden dort tane kromatid meydana gelir ve bu kromatidler esit olarak yeni
olusan hiicrelere dagilir. Fakat krossingover sadece iki kromozom arasinda olusacagindan

krossingover’in etkisi sadece o iki kromatidde goriilecektir.

Insanda bulunan 23 kromozom ve bu kromozomlar iizerinde bulunan genler mayoz béliinme

sonucunda gesitli sekillerde ayrilabilirler:
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Farklt homolog kromozomlar {izerinde bulunan genlerin alleleri birbirinden bagimsiz olarak

yeni hiicrelere gecebilir.

Aym kromozom iizerinde yeralan ve birbirine ¢ok yakin olan genler baglantihdirlar ve

ayrilmazlar.

Ayni kromozomda fakat birbirine uzak noktalarda bulunan genler krossingover ile olusan
rekombinasyon ile farkli kromozomlara gidebilirler. Burada olugan kromatidlerin iki tanesi

rekombinant ikisi ise nonrekombinanttir.

Bu genetik ayrilma aslinda fiziksel ayrilmanin bir karsiligidir. Rekombinasyon frekans: bir
kromozom boyunca veya tiim genomda sabit bir deger degildir. Bu yiizden genetik aynm
(rekombinasyon yiizdesi olarak) ile fiziksel ayrim harita parametreleri olarak farkli anlamlar

ifade ederler.

Genetik baglanti i¢in bir parganin tanimlanmis olmas: onun genetik uzunlugunun
belirlenmesidir. Bu deger normalde mayoz bdliinme esnasinda hesaplanabilmektedir. Bu
degere krossingover olaymm Drosophilada ilk gézlemleyen Thomas Morgan’a atfen cM
(santiMorgan) denilmektedir. Bu deger bir uzunluk biriminden ¢ok, aym kromozom
lizerindeki genlerin krossingover ile ayrilabilme frekansimin gostergesidir. Bir ¢cM %1°1ik
olasilikla rekombinasyon gortilebilecegini ifade eder. Bir cM kabaca olarak bir milyon baza
karsilik gelmektedir. Ancak rekombinasyon frekans: yiiksek bolgelerde 2-3 ¢cM’lik uzakliklar
fiziksel olarak ¢ok daha kisa olabilirler (Strachan vd., 2000 ve Isbir, 200b).

2.5.3 Polimorfik markr:

Haritalama yaparken kullamlacak olan markirlar (genetik isaretleyiciler) istenilen amaca
uygun olarak segilmelidirler. Haritalama amaciyla kullanilan markir gesitlerinden bir tanesi
mikrosatellit polimorfik markirdir.

Polimorfizm, genetik yapida meydana gelen degisiklikleri ifade eden bir terimdir. Ancak
polimorfizmler mutasyonlardan farklidirlar. Mutasyonlar genetik hastaliklardan sorumludurlar
ve populasyonda nadir goriiliirfler. Mutasyonlarin gorillme sikliklan yaklasik olarak
<0.0001°dir. Polimorfik degisikliklere populasyonda daha sik rastlanir ve bunlar ¢ogunlukla
gbzle goriiliir bir fenotipik degisiklik ortaya ¢ikarmazlar. Polimorfik bir karakterin frekans:
0.01°dur.

Bu c¢alismada kullamlan markirlar polimorfik mikrosatellit markirlardir. Mikrosatellitler
dkaryotik genomlar boyunca dagilmis bulunan ve ardigik olarak tekrarlanan 2-6 niikleotidlik
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gruplardan olusmaktadir. Mikrosatellitleri g¢evreleyen DNA dizileri genellikle aymi tiiriin
bireyleri arasinda korunmus olduklarindan, PCR  primerleri ile c¢ogaltilarak
incelenebilmektedirler. Bazi tekrarlar yliksek polimorfik ozellik gdstermektedirler. PCR
primerleri tasarlanirken genellikle dintikleotid, triniikleotid ya da tetraniikleotid tekrarlar
kullanilmaktadir. Cogaltilmalar1 kolaydir. PCR reaksiyonu sonucunda g¢ogalan bolgeler
denatiire edilerek poliakrilamid jel elektroforezi ile incelenebilir (Lander vd., 1987
Weissenbach vd., 1992).

2.6 Polimerazla Zincirleme Reaksiyon (PCR):

Polimerazla zincirleme reaksiyonu, belli bir DNA dizisinin ¢ogaltilmasi amaciyla uygulanan
bir tiipte reaksiyondur. PCR ile ¢ok kisa bir stirede 6zglin bir niikleotid dizisinin yiiz binlerce
kopyas: sentez edilebilmektedir. PCR, DNA’nmn belli bolgelerini gogaltir ve bu islem igin
DNA polimeraz enzimi kullamlir. Her gogaltma d6ngiisiiniin sonunda, 6rnekte bulunan DNA
miktan iki katina ¢ikar. PCR isleminde hedef DNA’nin her iki tarafinda bulunan niikleotid
dizilerinin bilinmesi gerekir. Bu dizilerden primer adi verilen oligoniikleotidler sentezlenerek
reaksiyonda kullanilir. PCR reaksiyonu ii¢ asamadan olusur: 1)DNA’min denatiirasyonu,

boylece tek zincirli DNA’lar elde edilir. 2) Primer ile birlesme. 3) Zincirin uzatilmasi

Cogaltilan DNA daha sonra gesitli yontemlerle incelenebilir (White vd., 1989; Erlich ve
Arnheim, 1992; Isbir, 2000).

2.7 Baglant1 ve LOD skor

Baglant: analizinde, baglantili bolgeler farkli sekillerde rekombinasyon gegirebilirler. Bu
olasiliklar hesaplanabilmektedir. Hesaplama, farkli O (teta) degerlerini géz Oniine alir. Bu
deger 6=0.0 (rekombinasyon yok) 6=0.50 (rasgele ayrilma)’ya kadar bir deger olabilir. LOD
skor (Z) ise baglanti saptanmasi olasihfinin baglanti gézlenmemesi olasilifina oraninin
logaritmik ifadesidir. Bagka bir sekilde ifade edilirse, aranilan genin test edilen kromozom
lokusunda bulunmasi olasihginin lokusta bulunmamas: olasilifina oranidir. Logaritma
kullanilmasinin sebebi ise basit bir takim hesaplamalarla farkli ailelerden gelen verilerin
birlestirilmesine izin vermesidir. Z’nin pozitif degerleri iki boélgenin birbiriyle baglantili
oldupunu, buna karsilik negatif degerleri baglantimn daha az olasilik tagidigimi ve biiyiik
olastlikla baglantili olmadigini gostermektedir. Z’nin +3 veya daha biiyiik degerleri ise bélge
ile gen lokusu arasinda baglant1 oldugunun kesin kanitidir. Z’nin -2 ve daha kiigtik degerleri
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ise kesin olarak bir baglanti olmadiginin kamiti olarak kabul edilmektedir. Bu iki deger
arasindaki sonuglar anlamli olmayip, kesin bilgi vermezler. Baglantimn kesin olarak
ispatlanabilmesi i¢in bagka islemler yapilmas: gerekebilir (aile ve drnek sayilarinin artirilmas:
gibi) (Ugur, 2002; Akyliz, 2002; Lopez-Bigas ve Ouzounis, 2004).

2.7.1 Multipoint LOD Skor:

Giinilimiizde baglant1 analizi igin ¢ok gesitli markirlar kullanilmaktadir. Mikrosatelit markirlar
bunlardan en yaygin kullamilanlanidir. Markirlarin genomdaki yerlesimleri bilindigi zaman
ikiden fazla lokus i¢in LOD skor hesaplanabilmektedir. Bu sekilde hesaplanan LOD skora
“Multipoint LOD skor” adi verilmektedir. Multipoint LOD skor ile markirlarin bilgi
vermedeki siurliliginin {istesinden gelinebilmektedir. Multipoint LOD skoru hastalik geninin
yerini saptamak amaciyla kullanilabilecegi gibi, markirlarin yerlerinin karsilastirilmasi

yoluyla haritalama yapmak amaciyla da kullanilabilir.

Sonug olarak LOD skor anmalizi parametrik bir testtir. Dolayisiyla g¢ok iyi tanimlanmig
parametrelere ihtiya¢ duyar. Hastaligin kaliim bi¢imi ve allelerin goriilme sikligi bu

paremetrelerin en 6nemlilerindendir.

LOD skor analizleri i¢in bilgisayar programlari kullamlmaktadir. En yaygin olarak kullanilan
program J. Ott tarafindan yazilmis ve gelistirilmis olan LINKAGE paket programidir. Bu
program 4 tane alt programdan olusmaktadir. Bu programlar MLINK, ILINK, LODSCORE
ve LINKMAP programlaridir. MLINK iki lokusun birbirlerine gére test edilmesi igin
kullamlmaktadir (two point). Eger polimorfik nitelikte markirlarin birbirlerine gére
lokalizasyonlar1 ve siwralar1 saptanmak istenirse ILINK program: kullamlmaktadir.
LODSCORE tiim olasiliklar1 degil, sadece maksimum olasiliklar1 hesaplamaktadir. Eger
multipoint baglant1 analizi yapilacaksa LINKMAP programi kullamlmaktadir (Passarge,
1995; Nyholt, 2000; Strachan vd., 2003).

2.8 Homozigotluk Haritalamasi:

Homozigotluk, ortak bir atadan gelen soylarda belli markirlarin homozigotlugunu
anlatmaktadir, Burada kullamlan haritalama kavrami ebeveynlerin otozomal resesif
dzelliklerini etkileyen durumlar iizerine temellendirilmektedir. Bu ebeveynler aym zamanda
akrabadirlar. Bu sebeple ¢ogu zaman rekombinasyona ugramayan ortak ve aym atadan gelen

homozigot bir haplotip gosterebilmektedirler. Dolayisiyla akraba evliligi sonucu dogan
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¢ocuklarin otozomal resesif hastalik fenotipi tagima ihtimali daha fazladir. Cogu zaman belli
bir karakterin frekans: akrabalikla orantili olarak artmaktadir. Bu bilgilerin gosterdigi {izere,
yakin akraba evliligi sonucu olusan aileler baglanti analizi galigmalari i¢in biyiik 6nem

tagirlar. Tek bir aile 6nemli derecede yliksek LOD skorlar iiretebilir (Lander, 1987).

Akraba evliligi 6zellikle Ortadogu lilkelerinde yaygindir. Anadolu’da ise %21 gibi
yitksek bir oranda akraba evliligi goriilmektedir. Ozellikle birinci dereceden kuzenler arasi
evliliklere ¢ok sik rastlanmaktadir (Bagaran, 19988 ve Ugur, 2002).

2.9 GenomTaramasi (genome-wide scan):

Hastahifin hangi kromozomla ya da hangi aday gen ile iligkili olacagi bilinmedigi
durumda, tiim genom 4-25 cM araliklarla taranmaktadir. Bu tarama igin belirli markir setleri
kullanilmaktadir. Tarama sonucunda elde edilen bulgulardan istatiksel olarak anlamli bulunan
lokuslar segilerek daha ayrintili incelenir. Genom taramasi yapilirken genellikle eldeki tiim
DNA ornekleri kullamlmaz; istatiksel olarak en fazla bilgiyi verecek bireylerden segilmis bir
panel incelenir. Bu sekilde anlamli bir bilgiye ulasildig: diistiniildiigtinde, eldeki tiim bireyler
bu markular i¢in taranir. Bylece potansiyel lokuslar belirlenir ya da bolge daraltiimig olur.
Bu ¢alismada kullamlan markir seti “CHCL Human Screening Set/Version 8, a” dir [1].

2.10 Aile

Sekil 2.1°de aile agacinda goriildiigii gibi ortak bir atadan gelen kusaklarda ARJP hastaligi
ortaya gikmigtir. Hastalarin klinik tablolan su sekildedir:

605: On lig yaginda kiz gocugu. Ilkokul dénemine kadar bir rahatsizlig1 goriilmeyen hastada
ilk belirtiler 6grenme gligliigii ile baslayarak bu dénemde ortaya ¢ikmus. Son bir-bir buguk
yildir ise hareketlerde genel bir yavaglama, tiim viicutta titreme, yiirtime sorunlan ile birlikte
viicut yapisinda bozulmalar ortaya ¢ikmis

508: 605’in 33 yasinda ki halasi. Diger hastalara benzer sekilde ilkokul yillarinda 6grenme
glicliigi ile birlikte ilk belirtiler ortaya ¢ikmug. On bir yasinda viicutta anormal titremeler
baglams. Bes yil i¢inde hasta ylirliyemez ve konugamaz diizeye gelmis. Su an yataga bagimlh
ve dort ekstremitesinde de ileri derecede sertlik gériilmektedir.

604: 605’in birinci dereceden kuzeni olan 18 yaginda bir geng kiz. Onda da diger hastalarda
gortilen klinik tablo gériilmektedir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal
3.1.1 DNA Ornekleri:

Kan Omekleri daha Onceden alinmig ve DNA’lan izole edilmisti. Hastalara ve onlarin

akrabalarina ait kan 6rneklerinden izole edilen DNA’lar —20 derecede saklanmaktadir.
3.1.2 Kimyasal Malzemeler:

Bu ¢alismada kullanilan biitiin kimyasallar MERCK (Almanya) veya Sigma (USA) tarafindan
tiretilmistir. Diger kimyasal malzemeler listede ayrica belirtilmistir.

3.1.3 Tampon ve Soliisyonlar:
3.1.3.1 Kandan DNA Izolasyonu:

Hiicre Patlatma Tamponu: 155 mM NH4Cl, 10 mM KHCO3, 0.1 mM Na;EDTA (pH 7.4)
Hiicre Cekirdegi Patlatma Tamponu: 400 mM NaCl, 2 mM Na;EDTA, 10 mM Tris (pH 8.2)
Proteinaz K: 20 mg/ml Proteinaz K (Promega, ABD)

Sodyum dodesilstilfat (SDS): %10 SDS (w/v)

Amonyum Asetat: 7.5 M CH;COONH,4

Etanol: Absolute ethanol (Carlo-Erba, Almanya)
TE Tamponu: 1mM EDTA, 20 mM Tris-HCl (pH 8.0)
3.1.3.2 Polimerazla Zincirleme Reaksiyonu:

10X PCR Tamponu: 15 mM MgCl,, 500 mM KCl, 100 mM Tris-HCl1 (pH 9.5) (Roche,
Almanya)

10X Guy’s Tamponu: 166 mM (NH4),SO4, 67 mM MgCl,, 1.7 mg/ml BSA, 670 mM Tris
TO.1E

TO.1E: 0.1 mm EDTA, 20 mM Tris-HCl
MgCl,: 25 mM MgCl, (Promega, ABD)
dNTP: dH,0 i¢inde her birinden 12.5 mM dATP, dCTP, dGTP ve dTTP

Betain: 5 M betain (Promega, ABD)
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3.1.3.3 Agaroz Jel Elektroforezi:

Agaroz: 0.5X TBE tamponunda %2’lik agaroz
10X TBE tamponu: 20 mM EDTA, 0.89 M Borik Asit, 0.89 M Trizma base (pH 8.3)

10X Yiikleme tamponu: 2.5 mg/ml Bromofenol Blue, Gliserol iginde %1 SDS
Etidyum Bromiir: 20 mg/ml

3.1.3.4 Poliakrilamid Jel Elektroforezi (PAGE):

%40 Akrilamid: (stok) %40 Akrilamid-bisakrilamid (19:1)

%8 Instajel: %(akrilamid-bisakrilamid (19:1), 8.3 M Ure, 1X TBE Tamponu
APS: %10 Amonyum Peroksodisiilfat

TEMED: N,N,N,N- tetrametiletilenamid

3.1.3.5 Giimiis Boyama (Silver Staining):

Boyama tamponu (Tampon B): %0.1 AgNO;
Tampon C: %1.5 NaOH, %0.01 NaBHy, %0.015 formaldehit

Durdurma tamponu (Tampon D): %0.75 NaCO;
3.1.3.6 Enzimler:
Taq DNA polimeraz : 5 Unite/ ul (Promega [ABD] veya Roche [Almanya] )

3.1.3.7 Mikrosatellit Markerlar:

Cooperative Human Linkage Center tarafindan geligtirilmis olan CHLC/Weber Human

Screening Set Version 8a ile daha 6nce aile 1-11. kromozomlarda taranmigti. Bu set otozomal

kromozomlarda toplam 156 adet polimorfik mikrosatellit markir icermektedir ve yaklasik

25cM araliklarla genomu taramaktadir. Bu ¢aligmada ise 12. kromozomla 22. kromozom

arasinda ana sete ait toplam 62 adet markar kullamlmgtir. Ince haritalama igin kullanilan diger

polimorfik mikrosatellit markirlarin ¢ogu Resgen (ABD)’den satin alinmig, bazilan ise Iontek

(Ttirkiye) tarafindan sentezlenmistir
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Cizelge 3.1 Bu caligmada kullanilan olan mikrosatellit markirlar.

Ortalama Boy Yineli Baglanma
Marker (Baz cifti [Mb]) Dizi stcaklif ((on) Tampon
D18548 172 tetra 51 Boehringer (Roche)
D1S508 73 di 54 Guy’s
D1S1612 120 tetra 51 Boehringer (Roche)
D15436 230 di 54 Boehringer (Roche)
D1S170 217 di 52 Boehringer (Roche)
D18552 256 tetra 51 Boehringer (Roche) v
D1§1674 200 tetra 51 Boehringer (Roche)
D1S2647 52 di 52 Boehringer (Roche)
D1S478 160 di 53 Boehringer (Roche)
D6S1579 150 di 48 Boehringer (Roche)
D6S1277 290 di 51 Boehringer (Roche)
D128372 190 tetra 51 Boehringer (Roche)
D128391 251 tetra 51 Boehringer (Roche)
D1251042 51 tri 136 Boehringer (Roche)
D1281301 110 tetra 52 Guy’s
D128297 205 tetra 49 Bpehringer (Roche)
D128398 130 tetra 52 Boehringer (Roche)
D128375 175 tetra 51 Boehringer (Roche)
D1281676 120 di 53 Boehringer (Roche)
D12S1722 240 di 53 Boehringer (Roche)
D12S1025 187 tetra 51 Boehringer (Roche)
D12S1040 210 tri 51 Boehringer (Roche)
D12§8299 184 tetra 48 ~ Boehringer (Roche)
D128303 295 tetra 54 Guy’s
D128376 148 tetra 51 Boehringer (Roche)
D1251052 151 tetra 52 Boehringer (Roche)
D128350 189 di 51 Boehringer (Roche)
D12S326 261 di 50 Boehringer (Roche)
D12S824 245 tetra 51 Boehringer (Roche)
D12S1812 103 tetra 52 Boehringer (Roche)
D12S1064 180 tetra 52 Boehringer (Roche)
D1281300 127 tetra 51 Boehringer (Roche)
PAH 243 tetra 51 Boehringer (Roche)
D12S395 230 tetra 51 Boehringer (Roche)
D12897 270 di 54 Boehringer (Roche)
D12S392 141 tetra 54 Boehringer (Roche)
D135787 267 tetra 48 Boehringer (Roche)
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Ortalama Boy Yineli Baglanma
Marker (Baz ¢ifti [Mb]) Dizi sicakhiz (C% Tampon

D13889%4 200 tetra 48 Boehringer (Roche)
D13S317 199 di 52 Boehringer (Roche)
D13S793 273 tetra 48 Boehringer (Roche)
D138796 168 tetra 50 Boehringer (Roche)
D13S285 106 di 50 Boehringer (Roche)
D14S1280 301 tetra 49 Boehringer (Roche)
D148306 210 tetra 51 Boehringer (Roche)
D14859é 240 di 52 Boehringer (Roche)
D14S606 282 tetra 50 Boehringer (Roche)

D14S617 173 tetra 48 Guy’s
GATA136B01 157 tetra 50 Boehringer (Roche)
D15S822 306 tetra 51 Boehringer (Roche)
GATAS0CO03 240 tetra 43 Boehringer (Roche)
D15S643 225 tetra 48 Boehringer (Roche)
D15S655 252 tri 51 Boehringer (Roche)
D158652 284 tri 48 Boehringer (Roche)
D158657 360 tetra 48 Boehringer (Roche)

D15S87 78 di 50 Guy’s
D15S642 218 tetra 48 Boehringer (Roche)
D16S2616 139 tri 50 Boehringer (Roche)
D16S764 116 tetra 48 Bochringer (Roche)
D168497 160 di 51 Boehringer (Roche)
D168S535 200 di 48 Boehringer (Roche)
D16S3076 252 di 51 Boehringer (Roche)
D1683133 185 di 54 Boehringer (Roche)
D16S3068 140 di 51 Boehringer (Roche)
D168769 260 tetra 51 Boehringer (Roche)
D16S3100 170 di 53 Boehringer (Roche)
D16S3093 270 di 51 Boehringer (Roche)
D1683145 140 di 51 Boehringer (Roche)
D168313 141 di 53 Boehringer (Roche)
D16S690 264 tetra 49 Boehringer (Roche)
DI16H2850 239 di 52 Boehringer (Roche)
D16H2870 215 di 52 Boehringer (Roche)
DI6H2950 288 di 51 Boehringer (Roche)
DI16H3000 249 tetra 53 Boehringer (Roche)
D168685 123 tetra 49 Boehringer (Roche)
D1683070 164 Tetra 48 Boehringer (Roche)
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Ortalama Boy Yineli Baglanma
Marker (Baz cifti [Mb]) Dizi sicakhigi (Ch Tampon
D16S753 276 tetra 50 Boehringer (Roche)
D1683105 190 di 50 Boehringer (Roche)
D16S3044 190 di 51 Boehringer (Roche)
D16S409 140 di 49 Boehringer (Roche)
D16S477 290 tetra 51 Boehringer (Roche)
D16S540 240 tetra 51 Boehringer (Roche)
D16S682 292 tetra 52 Boehringer (Roche)
D1683136 200 di 49 Boehringer (Roche)
D16S3396 157 tri 51 Boehringer (Roche)
D168S3253 187 tetra 49 Boehringer (Roche)
D16S624 143 tetra 51 Bochringer (Roche)
D1682624 143 tetra 51 Boehringer (Roche)
D16S539 172 tetra 51 Boehringer (Roche)
D17S1308 310 tetra 51 Boehringer (Roche)
D1751303 237 tetra 51 Boehringer (Roche)
D1781293 290 tetra 51 Boehringer (Roche)
D1781290 199 tetra 52 Boehringer (Roche)
D1781301 150 tetra 47 Boehringer (Roche)
D178928 165 di 47 Boehringer (Roche)
D18S481 190 di 51 Boehringer (Roche)
D18S843 191 tri 48 Boehringer (Roche)
D18S976 174 tetra 51 Boehringer (Roche)
D18S1158 105 di 53 Boehringer (Roche)
D18S542 185 tetra 52 Boehringer (Roche)
D18S869 189 tetra 49 Boehringer (Roche)
D18S877 137 tetra 52 Boehringer (Roche)
D18S535 140 tetra 55 Boehringer (Roche)
D18S858 195 tri 51 Boehringer (Roche)
D18S878 170 tetra 52 Boehringer (Roche)
D18S844 200 tri 52 Boehringer (Roche)
D19S591 103 tetra 48 Boehringer (Roche)
D198S586 250 tetra 51 Boehringer (Roche)
D198561 300 tetra 51 Boehringer (Roche)
D198405 110 di 48 Boehringer (Roche)
D19s178 180 di 49 Boehringer (Roche)
D19§246 200 tetra 43 Boehringer (Roche)
D19S254 130 tetra 51 Boehringer (Roche)
D20S482 152 Tetra 47 Boehringer (Roche)
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Ortalama Boy Yineli Baglanma

Marker (Baz cifti [Mb]) Dizi sicakhig (C% Tampon
D20S470 300 tetra 51 Bochringer (Roche)
D20S481 234 tetra 53 Boehringer (Roche)
D20S480 303 tetra 53 Boehringer (Roche)
D20S158 391 tetra 51 Boehringer (Roche)
D21S1432 155 tetra 53 Boehringer (Roche)
GATAI129D!1 153 tetra 50 Boehringer (Roche)
GATAI188F04 193 tetra 50 Boehringer (Roche)
D21S51446 221 tetra 53 Boehringer (Roche)
D22S420 164 di 48 Boehringer (Roche)
D22S689 206 tetra 48 Boehringer (Roche)
D22S001 200 di 50 Boehringer (Roche)
D228685 196 tetra 56 Boehringer (Roche)
D228278 230 di 50 Boehringer (Roche)
D22S683 180 tetra 48 Boehringer (Roche)

3.1.3.8 Bu Caliyma I¢in Tasarlanan Markirlar

Markirlarin primerleri kalin karakterde, tekrarlayan bolgeler italik karakterde gésterilmistir.
Markirlar tarafimizdan isimlendirilmigtir. Bunun i¢in veri bankalarinda bulunabilecek benzer
isimli markirlardan farklidirlar.
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Cizelge 3.2 Yeni tasarlanan mikrosatellit markirlar

Markir: D16H2850

GGCAGAGAACCATTTGAAGCTGGGAGGCGGAGGTTGCAGTGAGCCGAGATCACACCACTG
TACTCCAGCCTGAGCGACAGAATGAGACTCTGTCTCTCACACACACACACACACACACACACAC
ACACACACACACACACACAAGAATGACATGAGGCTGGCACGGTGGCTCACTCCTGTAATCCCA
GCACTTTGGGAGGCCGAGGCAGGCGGATCACCTGAGGTCGGGAGTTTGAGAC

Markur: D16H2870

CCAAAGTGCTGGGATTACAGGAGTGAGCCACCGTGCCAGCCTCATGTCATTCTTGTGTGT
GTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGACAGAGTCTCATTCTGTCGCT
CAGGCTGGAGTACAGTGGTGTGATCTCGGCTCACTGCAACCTCCGCCTCCCAGCTTCAAACG
GTTCTCTGCCTCAGCCTCCCGAGTAGCTTGGATTACAGGCGC

Markr: D16H2950

TAAAGTGGCCAGGTGTGTTGACTCATGCCTGTAATCCCACCACTTTGGGTCGAGGCAGGA
GGATCACTGGAGCCCAGGAGTTTGAAACGAGCCTAGGCAACAGAGTGAGACCCTGTCTCTA
TATTAAACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACACAC
ACACAAAGGCAGCCAGACTATGCACTAGGAACTGCCCTGGGAATCTCTTTGTGTTCTCACAA

CAATCCCATTTCACAGATGAAGAAACCTAGGCACAGAAA

Markir: D16H3000

AGAGGCTGAGGCAGGAGAATTGTTTGAACCTGGGAGGCAGAGGCTGTGGTGAGCCGAGAT
CACGCCATTGCACTCCAGCCTGGGCAACAAGAGTGAAACTCCGTCTCAAAATAAATAAATAAA
TAAATAAATAAATAAATAAATAAATAAATAAATAAAATCATGAAAGGGTGTTCATTTTTTCAAAGCC
TTTTCTGCATCAATTGAGATGACCATGTGTTTITCTCCCCGGTTCATTCTA

Markr: D16S3070

ACAGAGTACAGGGAGGGGGTGAAGTGGTCACTTGAGATAGATAGATAGATAGATAGATAGA
TAGATAGATAGATAGATGATAGATATAGATGGAGTTCCGCTCATGTCACTCAGGCTGGAGTAC
AATGGCACGATCTTGGCTCACTGCAACCTCTGTCTCCCTC

Markir: D22001

ATTGGCCAAGCTTTTCATTGACTTACAAGGAGAAAATTGGAGAAGAACTTTCACTGTTTT
ATTGCTTGTCTTTGCATTATCTTTTTGAGCTTIGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG
TGTATTTGGCTTAGGATTTAGAAAAAGCAGCAGTCTTAGAAACCTTGTATGACCAGAGTGT
GGGATAAGATTGAAGCAAGAAGTAATTAAATGTGCTTTAATTATTITAAGGCAGAAAATAG
TGCAGTGGTCACTTCTGGGTTCTGCT
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3.1.4 Alet ve Ekipmanlar:

Otoklav: Model MAC-601 (Eyela, Japonya)

Terazi: Electronic Balance (GecAvery, Ingiltere)

Santrifiij: Centrifuge 8 DuPont Instruments, ABD), 5415C (Eppendorf, Almanya)

Derin Dondurucular: -20°C (Bosch, Almanya), -20°C (AEG, Tiurkiye), -70°C (GFL,
Almanya)

Dokiimantasyon Sistemi: BioDOC Video Documentation System (Biometra, Almanya)

Elektroforez: Horizon 58, Model 200 (BRL, ABD), Sequi-Gen Sequencing Cell (Bio-Rad,
ABD), Minicell EC320 (Thermo, ABD)

Inkibatér: Plus Series (Gallenkamp, Almanya)

Manyetik Kanstirici: Hotplafe Magnetic Stirrer, HS31 (Chiltern, Ingiltere)

Gii¢ Kaynaklar:: Power Pac Model 3000 (Bio-Rad, ABD), Foto Force 250 (Fotodyne, ABD)
Buz Dolabx: +4°C (Arcelik, Tiirkiye)

Termal Dongii Cihaza (PCR): PTC-200 Peltier Thermal Cycler (MJ Research, ABD),
Techne (Progene, Ingiltere)

Vorteks: Reax Top (Heidolph, ABD)
Distile Su Sistemi: Milipore (ABD)
3.1.5 Elektronik Servisler:

Genom dizisi, markir bilgileri ve veri bankalan igin: htttp://ncbi.nlm.nih.gov
http//www.marshfield.org ve http//www.gdb.org

Hastaliklar ve  hastalik  lokuslart  i¢in:  Online  Inheritance in  Man,
http//ncbi.nlm.nih.gov/Omim

Mikrosatellit markir tasarlamak i¢in: Tandem repeat finder, http//tandem.bu.edw/tfr/tfr.html ve
The Biology WorkBench, http//workbench.sdsc.edu.

Veri bankalan ve Baglant1 analizi i¢in kullanilan programlar igin: http//linkage.rockefeller.edu
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3.2 METOD

3.2.1 Polimerazla Zincirleme Reaksiyon:

Mikrosatellit markirlar ile PCR reaksiyonu sonucunda istenilen bolgeler ¢ogaltilabilmektedir.
Bu c¢alismada toplam PCR reaksiyon karigimi hacmi 11 pl olacak sekilde kullanilmastir,
Reaksiyon karigimi 1X PCR tamponu, her tiip i¢in dort ANTP’den 0.2 mM, 0.3 p primer, 0.2
Unite Taq DNA polimeraz enzimi ve 20 ng genomik DNA igerir. Optimizasyon i¢in gerekli

oldugu zaman 5M 2.5 ul Betain kullaniimistir.
PCR dongiisii su siray1 izlemektedir:
1) 95 °C 2 Dakika denatiirasyon
2) 94 °C 45 saniye
35| 3)Baglanma 30 saniye (sicaklifi primere bagli olarak degismektedir).

kez| 4)72°C 1 dakika sentez

5) 72 °C 5 dakika yarim kalan zincirlerin uzatilmasi

6) 10 °C 5 dakika sogutma
Ikinci, tigtincti ve dordiincii asamalar 35 defa tekrarlanmaktadir.

3.2.2 PCR Uriinlerinin Analizi:

3.2.2.1 Agaroz Jel Elektroforezi:

Agaroz jel elektroforezi genomik DNA o&rnekleri, primer stoklari1 ve PCR reaksiyonu

tirlinlerinin miktarin ve kalitesini kontrol etmek i¢in kullanilir.
%2’lik 50 ml agaroz jel hazirlanmasi:

1 gr agaroz 100 ml dH,0 icinde 1sttilarak ¢oziiliir. Bu karigim daha sonra 2.5 ul etidyum
bromiir ile kanstirilir. Yiiriitme tamponu olarak 0.5X TBE kullambr. Ornekler DNA ve
primer ¢ozeltileri i¢in 2 pl, PCR firiinleri i¢in ise 5 pl 6rnege kendi hacimleri kadar yiikleme

tamponu eklenerek hazirlanir.
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Ornekler kuyucuklara yiiklendikten sonra 150 voltta Srnegin boyuna gore 5 ile 15 dakika
arasinda yiiriitiiliir. Bantlar UV 151k altinda gézlenir.

3.2.2.2 Denatiire Poliakrilamid Jel Elektroforezi (1PAGE):

Poliakrilamid jel elektroforezi PCR {irtinleri arasindaki boy farki esasina dayanan bir ayinm
teknigidir. Birbirlerinden bir baz ¢ifti kadar farkls olan kiigiik DNA pargalarimn
ayrilabilmesini bile miimkiin kilar.

%8’lik poliakrilamid jel hazirlanmasi: 35 ml %8°lik Insta jel bir beher i¢erisinde 300 ul %10
APS ve 30 pl TEMED ile iyice kangtinlir. Hemen ardindan aralarinda 0.4 mm’lik bir bosluk
olacak sekilde daha &nceden hazirlanmug elektroforez camlarinin arasina dokiiliir. Jel tarag
polimerizasyon baglamadan 6nce yerlestirilerek kansim polimerize olmasi i¢in birakilir.

Polimerizasyon yaklagik 1 saat stirmektedir.

Poliakrilamid jellerin yiiklenmesi ve &rneklerin ylriitiilmesi: Jel, polimerizasyon
tamamlandiktan sonra, &nceden isitilmis 1X TBE tamponu iginde yiiriitiiliir. Ornekler
yikklenmeden 6nce jele 45 Vattta 15 dakika 6n 1sitma yapilir. On 1sitma sonrast jelin sicaklig:
40-45 °C olmahdir. Jele yiklenecek orekler 1:1 oraminda yiikleme tamponu ile
karistirtldiktan sonra, 95 °C'de en az 4 dakika denatiire edilir. Denatiire edilen dmekler
denatiirasyon sonras1 hemen buz fizerine almr. Yiiklemeden hemen 6nce jel taragi dogru
pozisyona getirilir. Ornekler jel taragimn kuyucuklan arasina 3 ya da 4 pl olacak sekilde
yiiklenir. Ornekler 35 Vattta, &rneklerin boyuna bagli olarak 45 dakika-4 saat arasinda bir siire
ile ylrtitiil{ir.

3.2.2.3 Giimiis Boyama:

Giimiis boyama, poliakrilamid jel {izerinde ayrilmis olan &rneklerin gézlenebilmesi amaciyla

kullanilan bir boyama teknigidir. Duyarl1 ve giivenilir bir yéntemdir.

Boyanmadan o6nce poliakrilamid jel cam plakalarin {izerinden dikkatli bir sekilde
alinmalidir. Bu islem igin filtre kagidi kullanilir. Filtre kagid: ile alinan jel uygun bir kaba
alindiktan sonra boyama tamponu iginde 8 dakika birakilir. Daha sonra fazla giimiisiin
uzaklastinlmas: igin jel dH,O ile 2 kez yikamir. Daha sonra bantlar iyice belirgin hale
gelinceye kadar jel C tamponu iginde bekletilir. Son olarak boyama reaksiyonun durmas: igin
D tamponunu i¢ine alinir. D tamponunda birkag dakika bekletilen jel filtre kagidi kullamlarak
seffaf dosya igine alinir ve saklamr (Kavaslar vd., 2000).
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4. SONUCLAR

4.1 Genom Taramasi:

Otozomal Resesif Juvenil Parkinson daha 6nce Bogazigi Universitesi Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Bolimde birinci kromozomdan baslayarak on birinci kromozoma kadar
incelenmigstir. Bu g¢alismada daha Once incelenen bolgelerden anlamhi bir sonug elde
edilemediginden on ikinci kromozom ve yirmi ikinci kromozom arasinda yer alan
kromozomlar incelenmistir. Sonug olarak 16. kromozom iizerinde uygun bir bélge ortaya

cikarilmig, bu bolge lizerinde ayrintili incelemeler yapilmugtir.

Genom taramasi i¢in kullanilan ana markir seti CHCL Human Screening Set/Version 8,8a’dur.
Genom taramas1 sonucu uygun buldugumuz bolgelerde, ince haritalama igin kullamlan diger
polimorfik mikrosatellit markirlarin bir kism tarafimizdan tasarlanmig ve Iontek (Tiirkiye)
tarafindan sentezlenmis bir kismi ise Resgen (ABD)’den satin alinmustir. Incelen her bir
kromozom i¢in sonuglar ayr1 ayn gosterilmigtir. Bu ¢alisma yapilirken, ARJP hastalif ile
beraber Spinocerebellar Atropy (SCA) hastalii da incelendigi i¢in bazi durumlarda allel
ifadelerinde farkliliklar goriilebilmektedir.

Genom taramasi i¢in Oncelikle hasta bireyler kullanildi. Hasta bireylerde uygun homozigot
bolgelere rastlandifi durumlarda bolgeyi daraltmak amaciyla ana setten olmayan yeni

markirlar kullamldi. Bu sekilde daraltilan bélgelerde ince haritalama ¢alismalari yapilda.
4.1.1 Kromozom 12:

Bu ¢aligma igin kullamlan markirlar, yerleri ve genotipleri ¢izelge 4.1°de gosterilmistir. Ana
markir seti i¢inde bulunan markirlar kalin karakterde gosterilmigtir. Bu kromozomda uzun
" homozigot boélgeler her {i¢ hasta igin de bulunmaktadir. Ancak ince haritalama sonucunda

goriildigii tizere her iig hasta i¢in ortak homozigot bir bélge bulunmamaktadir.

Cizelge 4.1 12. kromozom igin genom taramasi sonuglar1 Mb: baz ¢ifti, cM: SantiMorgan

Alleller

Markir Mb cM 604 605 508
D128372 3.45 6.42 13 12 22
D128391 12.34 26.23 23 22 24
D12S1042 27.53 48.70 13 22 23
D1281301 4234 56.25 23 12 13
D128297 50.89 64.96 12 23 23
D128398 51.483 68.16 24 34 13
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Alleller
Markir : Mb cM 604 605 508
D12S1676 66.49 78.74 11 12 12
D128375 67.23 80.52 22 11 11
D1281722 69.29 82.12 11 12 12
D1281025 69.40 - 11 13 23
D1281040 71.22 83.19 33 12 11
D128299 71.45 83.19 33 13 12
D128303 72.32 - 22 12 23
D128S376 73.49 83.73 33 11 11
D1281052 73.89 83.19 11 23 23
D128350 75.84 86.40 11 12 12
D128326 76.40 86.40 22 14 34 '
D128824 80.81 91.46 13 13 23
Di12851812 87.90 - 11 12 11
D12S10664 89.32 95.03 23 11 11
D1281300 97.00 104.12 23 t 12 23
PAH 101.79 109.47 34 22 22
D128395 118.60 136.82 11 13 23
D12897 128.75 160.68 23 23 23
D128392 129.75 129.75 12 13 13

_D1281025  DI128297  D128299 ~ D1281301 ~D1281676 ~DI2S398

604 605 508 604 605 508 GO4 605 508 604 605 508 604 605 508 604 605 508

Sekil 4.1 PAGE’de yiiriitiildiikten sonra giimiis ile boyanan drnekler.
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4.1.2 Kromozom 13:

Bu ¢aligma i¢in kullamlan markidar, yerleri ve genotipleri cizelge 4.2°de gosterilmistir. Bu

kromozom i¢in kullanilan tiim markirlar ana set igerisindendir.

Cizelge 4.2 13. kromozom igin genom taramas: sonuglari. Mb: baz ¢ifti, cM: SantiMorgan

Alleller

Marlkar Mb cM 604 605 508
D138787 22.17 8.87 13 12 13
D13S894 36.53 32.90 12 13 34
D138317 80.42 63.90 12 11
D135793 96.49 76.26 13 12 33
D138796 105.58 93.52 13 14 14
D13S285 110.74 110.55 12 12

4.1.3 Kromozom 14:

Bu ¢aligma i¢in kullanilan markirlar, yerleri ve genotipleri ¢izelge 4.3’de gosterilmistir. Bu

kromozom i¢in kullanilan tiim markirlar ana set i¢erisindedir.

Cizelge 4.3 14. kromozom i¢in genom taramasi sonuglari. Mb: baz ¢ifti, cM: SantiMorgan

Alleller

Markir Mb cM 604 605 508
D14S1280 24.64 25.87 14 13 13
D14S306 . 3739 44.06 23 13 33
D14S592 59.38 66.81 13 23 13
D14S606 81.32 91.62 12 22 23
D14S617 90.19 . 105.53 24 22 12
GATA136B01 98.60 125.88 12 23 13

4.1.4 _Kromozom 15:

Bu qahéma i¢in kullanilan markirlar, yerleri ve genotipleri gizelge 4.4’de g@sterilmistir. Ana
set i¢inde bulunan markirlar kalin karakterde gosterilmigtir. Bu kromozomda D15S657 ve
D158642 markirlarinda gorillen homozigot bdlgeler buranin uygun bir lokus olabilecegini
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gostermekteydi. Ancak PS5 igin homozigotlugun farkli allelerde devam etmesi aradigimiz

boélgenin burasi olamayacagini gostermektedir.

Cizelge 4.4 15. kromozom i¢in genom taramasi sonuglari. Mb: baz ¢ifti, cM: SantiMorgan

Allelier
Markar Mb cM 604 605 508
D15S822 24.94 12.30 13 23 13
GATAS0C03 - 34.83 12 14 24
D15S643 57.42 52.33 35 25 14
D15S655 85.70 82.84 22 13 12
D15S652 90.24 90.02 14 35 23
D15S657 94.43 104.86 12 12 22

4.1.5 Kromozom 16:

Bu ¢alisma i¢in kullanilan markirlar, yerleri ve genotipleri ¢izelge 4.5°de gdsterilmistir. Ana
set markirlar1 kalin karakterde, bizim tasarladifimiz markurlar italik karakterde, Resgen’den
alinmig markirlar normal karakterde gosterilmistir. Bu bolgede ¢ok uzun homozigot bolgeler
bulundugu i¢in aradifimiz yer oldugunu diisiinmekteyiz. Ancak LOD skor analizi sonucunda
+3 degerine ulagilamamasina ragmen negatif bir deger de elde edilmemistir. Bunun sebebi

kullandigimiz markirlarin bu aile i¢in informatif olmamasidir.

Cizelge 4.5 16. kromozom igin genom taramasi sonuglar1. Mb: baz ¢ifti, cM: SantiMorgan

Alleller

Marlkar Mb cM 604 605 508
D16S2616 11.46 6.2 12 12 12
D168S764 29.97 16.6 22 12 12
'D168497 11.04 20.7 22 12 12
D16S535 19.88 38.1 22 12

- D16S3076 22.92 43.8 11 11 12
D16S3133 24.6 469 13 35 24
D16S3068 48.53 255 13 23 13
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Alleller

Markar Mb cM 604 605 508
D168769 50.60 26.1 12 22 22
D1683100 52.26 26.5 12 22 22
D16S3093 52.26 26.7 22 22 22
D1683145 52.26 26.8 12 11 11
D16S313 24.6 27.1 23 33 33
D16S690 57.79 27.9 34 44 44
DI6H2850 - 28.5 11 11 11
DI6H2870 - 28.7 11 i1 11
DI6H2950 - 29.5 12 22 22
DI6H3000 - 30.0 11 I1 11
D16S685 57.79 30.7 12 11 11
DI6H3070 - 30.7 14 11 11
D16S753 57.79 313 12 22 22
D16S310 58.46 46.5 12 22 22
D16S3044 58.46 472 13 23 - 33
D165409 58.46 43.5 12 12 11
D168477 58.46 48.7 22 22 22
D16S540 57.79 48.9 23 23 22
D165682 59.68 49.7 16 13 11
D16S3136 62.11 50.4 11 12 11
D16S3396 63.78 50.9 22 12 22
D16S3253 71.77 533 11 11 11
D165624 87.62 71.5 13 12 24
D16S2624 87.62 71.5 13 12 24
D16S539 124.73 86.1 34 24 35

4.1.6 Kromozom 17:

Bu ¢aligma igin kullanilan markirlar, yerleri ve genotipleri gizelge 4.6’de gosterilmistir. Bu

kromozom i¢in kullanilan tiim markirlar ana set igerisindedir

Cizelge 4.6 17. kromozom igin genom taramas: sonuglari. Mb: baz ¢ifti, cM: SantiMorgan

Markir Mb cM 604 605 508
D1751308 0.60 0.63 12 12 12
D1781303 11.05 23.56 44 22 12
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Markir Mb cM 604 605 508
D1781293 32.70 56.48 13 12
D1781290 56.80 82.00 11 23 23
D1781301 73.27 100.02 35 12 25
D17S928 80.93 126.46 13 13

4.1.7. Kromozom 18:

Bu ¢aligma i¢in kullanilan markirlar, yerleri ve genotipleri ¢izelge 4.7°de gosterilmigtir. Ana
sete ait markirlar kalin karakterde yazilmigstir. Bu kromozomda D18S877 ve D18S535
markirlarinda  gorillen homozigot bolgeler buranmn uygun bir lokus olabilecegini
gostermekteydi. Ancak 508 i¢in homozigotlugun farkl: allelerde devam etmesi aradigimiz

bélgenin buras: olamayacagim gostermektedir.

Cizelge 4.7 18. kromozom i¢in genom taramasi sonuglari. Mb: baz ¢ifti, cM: SantiMorgan

Alleller

Markir Mb cM 604 605 508
D18S481 3.05 6.94 12 12
D1858976 52 12.81 33 22 23
D18S843 8.60 28.10 33 23 23
D18S1158 10.73 38.92 12 12
D18S542 11.48 41.24 12 22 33
D188869 18.33 49.55 22 23 12
D18S877 2497 54.40 22 22 11
D18S535 36.40 64.48 11 i1 11
D18S5858 53.04 80.41 34 45 44
D18S878 61.55 - 23 13 12
D18S844 72.48 11644 (12 12 23

4.1.8 Kromozom 19:

Bu ¢alisma i¢in kullamlan markirlar, yerleri ve genotipleri gizelge 4.8’de gosterilmistir. Ana
sete ait markirlar kalin karakterde yazilmistir.
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Cizelge 4.8 19. kromozom i¢in genom taramast sonuglart. Mb: baz ¢ifti, cM: SantiMorgan

Alleller
Markir Mb cM 604 605 508
D198591 3.02 9.84 33 11 33
D19S586 9.66 32.94 34 23 12
D19S561 34.56 50.81 34 12 11
D198405 3541 51.88 12 11 12
D19S178 49.09 68.08 23 23 23
D19S246 55.6 78.08 23 11 13
D19S254 62.35 100.61 12 13 11

4.1.9 Kromozom 20:

Bu ¢aligma igin kullanilan markirlar, yerleri ve genotipleri gizelge 4.9°de gdsterilmistir. Ana

setten olan markirlar kalin karakterle gosterilmigtir.

Cizelge 4.9 20. kromozom igin genom taramast sonuglari. Mb: baz ¢ifti, cM: SantiMorgan

Alleller
Markir Mb cM 604 605 508
D20S482 4.05 12.12 12 12 11
D20S470 17.36 39.25 11 12 11
D20S481 432 62.32 13 33 33
D20S480 5129 . 79.91 12 23 12
D20S158 55.02 86.98 23 11 23

4.1.10 Kromozom 21:

Bu ¢alisma igin kullanilan markirlar, yerleri ve genotipleri ¢izelge 4.10’de g@sterilmistir. Bu

kromozom i¢in kullanilan tiim markirlar ana settendir.

Cizelge 4.10 21. kromozom i¢in genom taramasi sonuglari. Mb: baz ¢ifti, cM: SantiMorgan

' Markr Mb cM 604 605 508

- D21S1432 16.26 2.99 13 13 22
GATAI129D11 - 27 33 11 12
GATA188F04 40.11 40.49 44 25 55
D2151446 46.89 13 13 13
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4.1.11 Kromozom 22:

Ana setten olan markirlar kalin karakterde yazilmistir. Tarafimizdan tasarlanan markirlar

italik karakterde gosterilmistir.

Qizelge 4.11 16. kromozom igin genom taramasi sonuglari. Mb: baz ¢ifti, cM: SantiMorgan

Markir Mb <M 604 605 508
D22S420 16.23 4.06 12 12 112
D22S689 27.18 28.57 22 i} 23
D225001 29 23 23 13
D22S685 32.92 32.39 24 14 24
D22S278 34.67 36.22 213 12
D22S683 34.78 36.22 13 12 13

4.2 Bilinen Lokuslarla Baglanti Arastirmasi:

ARIJP igin bugiine kadar 4 ayri lokus rapor edilmistir. Bunlar: PARK2, PARK6, PARK7 ve
PARK9’dur. Bu bélgeler bu ¢alismada incelenmis ve bizim ¢alistigimiz ailede ARJP ile bu

bolgeler arasinda bir baglanti olmadigi gosterilmistir.

4.2.1 PARK2, Parkin:
Parkin geni, 6q25.2-27 de 162.537 K-162.884K baz ¢ifti arahgindadur.

D6S1579 ve D6S1277 markirlar kullanilarak yapilan incelemenin sonuglar asagidadir.

501 502 602 603 604 507 506 605 606 508 509 305 306

Sekil 4.2 D12S1277 markiri ile PCR yapildiktan sonra
PAGE’de yiiriitiilen 6rneklerin Giimiis boyama sonrasi goriiniisleri.



Cizelge 4.12 PARK?2 genin gevresinde yer alan iki markirla yapilan incelemenin sonuglart.

Mb: baz ¢ifti, cM: SantiMorgan

MARKER c™M Mb |501|502|602|603| 604 |507|506 3’329'&;05 606 | 508 509 306
D6S1579 166.93| 1609 (2323|2323 33 121121 B2 2.2 2 22 12 22
PARK 2 162
D681277 17331 1642 |23 | 14|13 |34 12 (2444|114 44 |24 12 34 14

4.2.1.1 Lod Skor Analizi:

PARK?2 genine yakin noktalardan alinan iki markirla yapilan inceleme sonucunda maksimum

LOD skor 0,94 olmustur. Bu sonug ailedeki hastalik ile PARK2 geni arasinda bir baglant:

olmadigini gostermektedir.

Cizelge 4.13 PARK?2 genine baglant: analizi Lod skor sonuglari.

Lod Skor 0
Markir | 0.0 0.01 0.05 0.1 0.2 0.3 0.4 ZLiax 0
D6S1579 -2.70 0.54 0.94 0.87 0.52 0.21 0.05 0.94 0.06
D6s1277 -0 -3.63 -1.66 091 -0.33 -0.12 -0.04 0 0.5

4.2.2 PARK6 ve PARK9

PINK-1 geni PARK6 lokusunda mitokondriyal bir proteazi kodlayan gendir. Mutasyonlari
ARJP’ye sebep olmaktadir. PARK6 20.482K-20.448K Mb araligindadur.

PARKS6 lokusu PARKY lokusundan yaklagik 2.5 cM uzakliktadir. PARKY igin heniiz bir gen
tamimlanmamugtir. Maksimum LOD skor degerleri D1S170 ve D1S552 markirlan arasinda

rapor edilmistir.
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Cizelge 4.14 PARK6 ve PARKY lokuslari ¢evresinde yer alan yedi markirla yapilan
incelemenin sonuglari. Mb: baz ¢ifti, ¢cM: SantiMorgan

Alleller

MARKER [c¢cM  |Mb 501|502(602|603| 604 |507|506|305| 605 |606| 508 509 | 306
D18436 37 1528 (BT |13 |13 13 [2: 113 [127[13 121 12 127 |12
DI1S170 1667 (13 |22 |12 [12/|12 i1 (12|12 12| 18 13 |13
D18552 4533 18.73 12 |22 |12 211 120112 |12 |11 T2 31 12 [12
D1S1674 19.2 22|11 |12 |12|12 1L |12 (120 |12 11 | 22 L |12
D1S2647 |46 19.3 2322, |32 |22/ [ 22 13 |22 |22 |12 121l 22 23
Pink 1 20.429

PARK 6 20.448

D1S478 48.53(21.06 |11 {11 (11 (11|11 12 [T 1T |32 1:2: 111 11
D1S2743 | 70.4140.12 (23 |11 (12|12 (12 G 1} 11 11 112 1 A 1

501 502 602 603 604 507 S06 605 606 508 509 305 306

Sekil 4.3 D12S436 markiri ile PCR yapildiktan sonra PAGE ile yiiriitiilen 6rneklerin Giimiig
boyama sonrasi goriiniimleri

4.2.2.1 Lod skor Analizi:

Cizelge 4.10°da goriilen sonuglar Pink-1 ve PARK9 genlerinin ailedeki ARJP hastaligina bir

baglanti kurmadigini gostermektedir.
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Cizelge 4.15 Pink-1 ve PARKY genleri ile baglant analizi sonuglar

Lod Skor 6
Markir | 0.0 0.01 0.05 0.1 0.2 0.3 0.4 L

D1S436 -0 -3.26 -1.32 -0.62 -013 -0.01 0.01 0.01 0.4

D1S170 -9.64 -3.08 -1.59 -0.94 -0.38 -0.15 -0.04 0 0.5

D1S1674 -0 -0.33 -0.16 0.16 0.21 0.09 0.01 0.23 0.16
D1S2647 -0 -0.67 -0.05 0.14 0.22 0.18 0.1 0.22 0.193
D1S478 -0 -0.21 0.35 0.47 0.42 0.27 0.13 0.48 0.12
4.2.3 PARKT:

PARK?7, Dujin ve arkadaslan tarafindan Hollandali bir topluluk tizerinde yapilan galismalar

sonucunda rapor edilmigti. 7.328K-7.865 Mb arasinda yer almaktadir.

Cizelge 4.16 PARK7 geni gevresinde yer alan ii¢ markirla yapilan incelemenin sonuglari.
Mb: baz ¢ifti, cM: SantiMorgan

Alleller
MARKER | oM | Mb |501][3502[602]603] 604 [507[506[ 305 605 [606] 508 [ 509 [ 306
D1S548: | 1518 7.5 (2212|1212 32 1 1 1 B LV 11 il y (5 HRR ) G8 | 1
DIS508 |1622| 73 [23]|12|13]|12| 13 1323 12 23 13 13913 |'L3
PARK 7 773
Dj-1
DIS1612 34111(14|13| 14 |[23]|12] 14 13 |22 44| 44|34
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501502 602 603 604 507 506 605 606 508 509 305 306

Sekil 4.4 D12S548 markiri ile PCR yapildiktan sonra PAGE ile yiiriitiilen 6rneklerin Giimiig
boyama sonrasi goriiniimleri

4.2.3.1 Lod Skor Analizi

Cizelge 4.10°da goriildiigii gibi PARK7 geni ¢alistigimiz aile igin diglanmustir.

Cizelge 4.17 PARK7 geni ile baglanti analizi sonuglari.

Lod Skor 0
Markir | 0.0 0.01 0.05 0.1 0.2 0.3 0.4 P 0
DIS548 -3.40 -1.18 -0.55 -0.31 013 -0.05 -0.01 0 05
DIS508 - -3.58 -1.47 -0.68 -0.15 -0.02 0.00 0 0.5
DISI6I2 - 3,01 -1.13 -0.50 0.13 -0.05 -0.02 0 0.5

4.3 16. Kromozomda ince Haritalama

4.3.1 16. Kromozom ince Haritalama Sonuglar::

Genom taramasi sonucu ana set igerisinde bulunan markirlardan D16S753 ve D16S3253
markirlar i¢in istatiksel agidan anlaml sonuglarla karsilagildi. Aralarindaki uzaklik yaklagik

14 ¢M olan bu iki markir arasinda ve ¢evresinde ayrintili incelemeler gergeklestirildi.
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Cizelge 4.18 3.1 Ana set markirlar i¢gin 16. kromozomda genom taramas: sonuglar1.

Alleler
Markir Mb cM 604 605 508
D16S2616 6.2 11.46 12 12 12
D16S764 16.61 29.97 22, 12 12
D16S753 31.3 5779 12 22 22
D16S3253 53.34 W37 12, 1l 11
D16S2624 7151 87.62 157 12 24
D16S539 86.16 124.73 34 22 1.2

D16S764 markin 604 numarali hasta birey i¢gin homozigot, D16S753 markin ise 605 ve 508
numarali hasta bireyler i¢in homozigot sonuglar ortaya ¢ikardi. D16S3253 markar ise benzer
sonuglar gosterdi. Ancak bu markir igin ailenin tiim bireylerinin incelenmesi sonucu bu
markirlarin, informatif olmadigi, dolayisiyla yeterli diizeyde bilgi vermedigi goriildii. Sonug

olarak bélgede daha ayrintili caligmalar yapmamiz gerektigi ortaya ¢ikti.

Cizelge 4.19 D16S3253 markur igin aile bireyleri sonuglari.

Alleler

Markir Mb | cM | 604 605 508 501 502 602 603 507 506 606 509 305 306

D16S764 |16.61(29.97| 22 12 12

D16S753 |31.13|57.79| 12 22 22

D16S3253(53.34|71.77| 12 11 11 T R I O T T G (O V|

16. kromozom iizerinde D16S764 ve D16S3253 markirlan arasinda yaklasik 42 cM
uzunlugunda bir bdlgede ana sete ait {i¢ markir dahil toplam 28 markirla ince haritalama
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gerceklestirildi. Bu markirlar 5 tanesi tarafimizdan tasarlandi ve sentez ettirildi. Ug tanesi ana
sete ait olan markirlarin geriye kalan 20 tanesi Resgen (USA) veya lontek (Tiirkiye)’den

saglandi.

Cizelge 4.20 D16S764 ve D1683253 markirlar arasinda gergeklestirilen ince haritalamay:
gdstermektedir. Ozellikle 508 numarali hasta birey igin D16S769°da bagslayip D16S682’ye
kadar siiren homozigotluk dikkat cekicidir. Aym sekilde 605 numaral hasta D16S769’da
baslayan homozigotluk D16S3105°de son bulmaktadir. Diger hasta olan 604 ise gérece daha
kisa bir homozigotluk sergilemektedir. Aramilan genin bu homozigot bolgelerin kesistigi bir

alanda olacag diisiiniilebilir.

Cizelge 4.20 D16S764 ve D16S3253 markirlan arasinda ince haritalama. Ana set markirlar:
normal karakter, Resgen(ABD) ve Iontek’ten (Tiirkiye) satin alinan markurlar italik karakter,
tarafimizdan tasarlanan markirlar ise kalin karakterde yazilmistir.

—[ Alleller
Markir Mb cM | 501 | 502 | 602 | 603 | 604 | 507 | 506 | 605 | 606 | 508 | 509 | 305 [ 306

D165497 11.04 |20.77 22 12 12

D16S764 16.61 |29.97 22 12 12

D165535 19.88 |38.51 22 12

D16S3076 22.92 |43.89 11 11 12

D1653133 246 (4694 13 35 24

D16S3068 25.52 |48.53 13 23 13

DI16S769 26.12 |50.60(12 |12 |12 12 5222 2 |12 'Eoaliose 23 “as
D16S3100 26:54 11152 2611 4 J@4NlAdsl’] 4 [ARN00NIY (22 [24 [22W23 23
D16S3093 26.71. | 5226112 |22 |12 [22 |22 |22 [22 |22 |22 |22 12 12
D16S3145 2684 |5226(12 |11 [12 31Z 133 (4% jak (Y (3x 113 kt3 i3
DI168313 27.13 - 12 2923 |22 |23 |13 128 138 |23 |y 33 |33
D16S690 27.90 |57.79 24 |24 |23 |34 |14 |24 (44 (24 |44 (44 |44 |44
D16H2850 |[28.50 - ) (1 I 2 T VR 5V S 115 R 35 VI 5 T 1 i s ] s 1 5 05 () % R 8 1:1 11
D16H2870 |28.70 - ;T3 ] s 1 VR 8 V60 A 1 1 s 1 O I 18 O 7 L) T O (6 11 | 1,
D16H2950 |29.50 - 12 |22 |22 22 |22 22 22 |22 |22
D16H3000 |30.00 - B 0 8 L 1 5 Y T T 75 T (5 T 1 Fil Ll
D165685 3072 || S779 2 [N [ r2 T 0 T i T v 11 11 11
D16H3070 |30.70 = |34 |33 {33 [34 |14 |12 17 |3 Ak 11 181
D16S753 31:13 || 57.79 12 22 22

DI1683105 46.05 |58.46 12 22 22

D1683044 4720 |5846|13 |23 (33 |12 |13 |33 28 |23 133 |33 |33 a8
D165409 48.55 |58.46 12 12 1§




Markir Mb | cM | 501 | 502 | 602 | 603 | 604 | 507 | 506 | 605 | 606 | 508 | 509 | 305 | 306
DI16S477 48.70 |58.46 12 |22 |22 |22 |22 |2Z |22 |22 |22 |22 |22
DI16S540 48.85 (57.79128 |23 |23 [23 |23 |12 |23 |23 |23 |22 |+ 22 |22
DI16S682 49.76 (59.68|46 (13 |34 16 |15 |23 |13 |13 |21 |12 |12
DI1683136 048 | 6_ A R |12 a2l 1T (UL 2 (12 T2 jrn (1 1B
D1653396 5097 163.78]22 [12 |12 |12 |22 120 |12 |12 |22 |22 |22 |22
D16S3253 5334 |7lET|e2 |02 112 |12 (12 (8T (10 13 3T gy [T [ fda
D16S624 71.75 |87.62 13 12 24

502 602 603 604 507 506 605 606

Sekil 4.5 D16S690 markiri ile PCR yapildiktan sonra PAGE de yiiriitiilen
Srneklerin giimiis boyama sonrasi goriiniimleri

S01 502 602 603 604 507 506 605 606 508 509 305 306

Sekil 4.6 D16H3070 markir ile PCR yapildiktan sonra PAGEde yiiriitiilen
orneklerin giimiis boyama sonrasi goriiniimleri

4.3.1.1 LOD Skor Analizi:

On altinet kromozomda yapilan ince haritalama sonrasinda uygun oldugunu
diistindiigtimiiz markirlar kullanilarak Multipoint LOD skor hesaplandi. Ancak aile gok biiyiik
ve karigik oldugu igin bilgisayar programi ¢aligsmadi. Bilgisayar programinin ¢aligabilmesi
icin aile uygun bir sekilde ikiye béliindii (Sekil 4.7 ve sekil 4.8).
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201 202
302 301 303 305

D168769 23

D1683100 20

D1683093 20

O DI16S3145 13

DI6S313 33

402 | 401 D16S690 44
D16S685 11

D1683070 11

D1683044 33

D168540 22

DI168682 21

DI16S3136 10

D1683396 22

Cr O
501 502 506 507

D16S769 21 12 12 22
D16S3100 14 24 42 22
D16S3093 21 22 22 22
D16S3145 21 11 11 13
D16S313 21 32 23 31
D165690 32 42 24 41
D16S685 21 11 11 11
D1683070 43 13 31 14
D1683044 13 32 23 33
D168540 23 23 32 21
D165682 64 13 32 15
D16S3136 11 12 ' 21 11
D168339%6 22 21 12 20

602 603 604 605 606
D168769 21 12 12 22 21
D1683100 44 41 21 22 24
D16S3093 21 22 22 22 22
D1683145 12 12 12 11 11
D168313 32 22 32 33 32
D16S690 42 23 43 44 42
D16S685 11 12 12 I 11
D1683070 33 34 14 11 13
D1683044 33 21 31 32 32
D16S540 23 32 o~ 22 23 23
D165682 34 34 16 13 13
D1683136 21 21 i1 12 12
D1683396 12 12 22 21 21

Sekil 4.7 Multipoint Lod skor i¢in “grup 1 haplotipleri
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101 102

203 | 204 205 | 206

303 | 305 306 308

D168769 23 23
D1683100 23 23
D1683093 21 21
D16S3145 13 i3
D168313 33 33
D168690 44 44
D165685 11 1
D1683070 11 11
D1683044 33 33
D168540 22 22
D16S682 12 2
D1683136 11 11

D1683396 CZ 2 22

D168769 12 22 22 23
D16S3100 42 22 22 23
D1683093 22 22 22 21
D1683145 11 13 31 13
D168313 23 31 13 33
D16S690 24 41 44 44
D168685 11 11 11 11
D1683070 31 14 41
D1683044 23 33 33
D168540 32 21 12 22
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11

02

D16S682 23 15
D1683136 13 11
D16S83396 12 20

D168769 22 21
D16S3100 22 24
D16S3093 22 22
D16S3145 L1 11
D16S313 33 32 ¢
D168690 44 42
D16S685 11 11
DI16S3070 11 13
D1683044 32 o 32
D16S540 23 23
D16S682 13 13
D1683136 12 12
D16S3396 21

Sekil 4.8 Multipoint Lod skor igin “grup 1” haplotipleri
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4.3.1.2 LOD Skor analizi sonuglar::

16. kromozomda Multipoint LOD skor analizi igin gbrece informatif olan 13 tane markir
secildi. Bu markirlar Cizelge 4.21°de gosterilmektedir.

Cizelge 4.21 16 kromozomda multipoint LOD skor hesaplamak igin segilmis
markirlar

Markir 1 D16S769

Markir 2 D16S3100

Markir 3 D16S 3093

Markir 4 D168 3145

Markir 5 D16S 313

Markir 6 D16S 690

Markar 7 D168 685

Markir 8 D16S 3070

Markir 9 D16S 3044

Markir10 D16S 540

Markir 11 D168 682

Markir 12 D168 3136

Markir 13 D16S 3396




43

LOD

30+
204

o4

104
2.0
304

)

S04

ot [‘/'
a0 /\ 27cM

W

CALZN
S N
S

LW
L3
014
T
an
1IN

Sekil 4.9 16. kromozomda segilmis 13 markur i¢in multipoint lod skor sonuglar1 (Grup I)
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Sekil 4.10 16. kromozomda segilmis 13 markir i¢in multipoint lod skor sonuglar1 (Grup II)
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44 Simwalk Programi ile Multipoint LOD skor Sonuglar1:

Linkage programi ile LOD skor hesaplamak icin aileyi bolmemiz gerektiginden aileyi
bslmeden LOD skor hesaplamak igin Simwalk isimli bagka bir program kullandik. Bu
program ile daha ¢nceden bilinen lokuslar dahil olmak {izere elimizdeki verileri kullanarak
Multipoint LOD skorlart hesapladik. Yeni sonuglar daha 6nceki bulgularimizi destekler
sekildedir ve tablolar halinde gosterilmisgtir.

. ™

0 0.33 0.6599 0.9899 1.3198 1.6498 1.9797 2.3097 2.6396 2.9696 3.2995 3.2995

5

R \\

LOD

\_—

mb

Sekil 4.11 PARK?2 genine baglant: analizi multipoint LOD skor sonuglar
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Sekil 4.12 PARK6 ve PARK9 genlerine baglant1 analizi multipoint LOD skor sonuglar
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Sekil 4.13 PARK?7 genine baglant: analizi multipoint LOD skor sonuglar
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Sekil 4.14 16. kromozomda baglant: analizi multipoint LOD skor sonuglar1 (Ailenin tamamu

icin)
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4.5 TARTISMA:

ARIJP i¢in elimizde bulunan genis ailede daha 6nceki yillarda bagka bir ¢aligmada 1. ve 11.
kromozomlar arasinda genom taramasi yapilmigtir ve bu taranan kromozomlar iizerinde
ARJP’ye bagl bir lokus bulunamamisti. Bu ¢aligmada ise Oncelikle bilinen ARJP hastalik

lokuslar taranmis ve bu lokuslar bizim ailemiz i¢in diglanmigtir.

ARJP hastaligina sebep olan PARK2 geni i¢in D6S1579 ve D6S1277 markirlar1 kullanilmig
ve yapilan hesaplama sonucunda LOD skor maksimum 0.94 olarak bulunmustur (Cizelge
4.13). PARK6 ve PARK7 lokuslar birbirlerine yakin olduklar1 i¢in LOD skor hesaplanirken
birlikte alinmislardir. PARK6 birinci kromozom iizerinde 20.429-20.448 milyon baz ¢ifti
ara.hgmdaAyer alirken PARK?7 lokusu i¢in bu bolgeye ¢ok yakin olan D1S170 ve D1S552
markirlarinda maksimum LOD skor rapor edilmigtir. Bizim yaptifimiz ¢aligmada ¢izelge
4,15°de goriildiigti gibi lod skor her iki lokus igin birlikte maksimum 0.48 olarak
hesaplanmigtir. Yine birinci kromozom iizerinde yer alan PARK?7 igin D1S548, D1S508 ve
D1S1612 markirlar1 kullamilarak yapilan inceleme sonucu LOD skor maksimum 0 olarak
hesaplanmustir. Bu sekilde ARJP hastalifina sebeb oldugu bilinen lokuslar diglanmistir.

Daha sonra bilinen lokuslarin diginda yeni bir lokus bulmak i¢in genom taramasi yéntemi
kullamilmigtir. Genom taramasi sonucunda hasta bireylerde 16. kromozom iizerinde oldukca
uzun homozigot bélgeler ortaya ¢ikanlmigtir. Yaklagik 40 cM’lik bir araliga yayilmis olan bu
homozigotluklar bize hastalik lokusunun bu bolgede olabilecegini isaret etmektedir. Yapilan
ayrintili incelemeler de bu hipotezimizi dogrular niteliktedir. Oncelikle D16S3253 ve yakin
¢evresinden satin aliman D16S3396 ve D16S624 gibi markirlarla bu bélge {izerine
yogunlagilmistir. Ancak bu alanin diginda kalan bélgenin de ¢ok genis olmasi, alam daraltma
konusunda c¢esitli sorunlarin ¢ikmasina sebep olmustur. Bu sorunlardan bir tanesi bdlgenin
sentromere yakin olmasi ve veri bankalarinda gen dizilerin bazi araliklarda bulunmamas:
olmugtur. Ozellikle 16. kromozomda yaklagik olarak 35 milyonuncu baz iftiyle 46
milyonuncu baz ¢ifti arasinda yaklagik 10 milyon bazlik bir bosluk bulunmaktadir. Bu bélge
D16S753 ve D16S3105 isimli markirlarin arasinda yer almaktadir. Bu bélgenin dizisinin
bilinmemesi dolayisiyla bu aralikta polimorfik mikrosatellite markirlar veri bankalarinda yer
almamaktadir. Aynca bu bolgeye yakin olan ve dzellikle 508 ve 605 numarali hastalarin uzun
homozigotluklar gosterdigi D16S690 civarinda veri bankalarinda polimorfik markarlar
bulunmamaktadir. Dizisini veri bankalarinda buldugumuz bu alan igin ¢esitli polimorfik
markirlar bu c¢aliyma i¢in tasarlanmugtir. D16H2850, D16H2870 ve DI16H3000 bu
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markirlardandir. Ancak bu markirlar PCR ile g¢ogaltiip PAGE ile incelendigi zaman
polimorfik olmadiklart ortaya ¢ikmistir. Bu bélge i¢in toplam bes tane mikrosatellit markir
tasarlayip sentez ettirmis olmamiza karsmn, buras: igin herhangi bir polimorfik markir elde
edemedik ya da elde ettigimiz polimorfizmler kisith oldu. Aile bireylerinin ancak bir ya da iki
tanesi farkli alleller gosterdi. Bizim tasarladigimiz markirlar disinda veri bankalarindan bulup
satin aldipimiz markirlar da ¢ok fazla polimorfik zellik gostermediler. Ozellikle D16S3093,
D16S3145 gibi markirlar ailenin bir ya da iki iiyesi igin bilgi verdiler. Muhtemelen bu
markirlar sentromere ¢ok yakin bir bolgede ¢aligtifimiz igin polimorfik ézellik g6stermediler.
Bu sebeplerden 16. kromozom tizerinde 27.9 milyonuncu baz ile 30.7 milyonuncu baz
arasinda yeterli inceleme yapilamamigtir. D16S690 ve D16S685°in arasinda yaklagik olarak
heniiz tanimlayamadifimiz 2.1 milyon bazlik bolge aradifimiz lokus igin olduk¢a uygun
gozikmektedir. Ayrica kullandigimiz markirlanin  biiylik ¢ogunlugu aym contiglerde
olmalarina karsin farkli klonlarda yer aldiklari igin, zaman iginde veri bankalarinin

diizenlenmesi ve giincellenmesi ile birlikte yerlerinin degisebilecegi de diigiiniilmelidir.

Inceledigimiz markirlar arasindan segtigimiz 13 markir igin multipoint LOD skor analizi
yapildigi zaman calistifimiz ailenin biiytikliigti ve kansik akraba evlilikleri goriildtigi igin
LINKAGE programu LOD skorunu hesaplayamadi. Bunun {izerine aile uygun bir sekilde
ikiye bolitnerek Multipoint LOD skorlar hesaplandi. Tablo 4.1 ve 4.2°de goriildiigii sekilde
ailenin I numara ile adlandirilan kismi i¢in negatif bir LOD skor degeri ¢ikarken II numara ile
adlandirilan kismu igin 3’e ¢ok yakin bir deger ¢ikti. D16S3145, D16S313 ve D16S690
markirlan ailenin ikinci kismi igin maksimum LOD skorlar iirettiler. Ailenin birinei kismu ise
~2 degerini D16H3070 ile D16S3044 markirlar: arasinda gegebildi.

Simwalk programim kullanarak multipoint LOD skorlar1 hesapladigimizda PARK2 geni i¢in
maksimum multipoint LOD skor —5.24 olarak bulundu. PARK6 ve PARK9 genleri igin
maksimum LOD skor —5.17 olarak hesaplandi. PARK7 geni i¢in maksimum multipoint LOD
skor ise —12.38 olarak hesaplandi. 16. kromozom {izerinde galisifimiz bolgede ailenin biitiin

bireyleri i¢in multipoint LOD skor degeri ise 2.039 olarak hesaplandi.

Sonug olarak, ¢alismis oldugumuz ailenin heniiz ARJP hastalifina sebep oldugu ortaya
¢ikanlmamug bir lokus tasidigim diigiintiyoruz. Elimizdeki veriler bu bolgenin 16. kromozom
lizerinde olabilecegini gdsteriyor. Ancak 16. kromozomda ¢aligtifimiz bélgenin gen dizisinin
bilinememesi ve bu bélgeler i¢in polimorfik markirlar elde edemeyisimiz baglica sorunlarimiz
oldu. Zaman i¢inde yukarida bahsedilen veri agiklarinin kapanmasi ve uygun markirlarm elde

edilmesi ile bu bolge tekrar incelenmeye aday bir bolge olarak ortaya ¢ikarilmug oldu.
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