Genetik hastaliklarin
analizi ve

tedavisi

Genel olarak genetik hastalik

Bilinen tum genetik hastaliklar G¢ tipten birine siniflandirilabilir: tek gen bozukluklart,
kromozom anormalileri ve poligenik hastaliklar. Tek gen bozukluklari bir otozom, bir
seks kromozomu ve mitokondriyel DNA’daki tek bir gendeki mutasyon sebebi ile
aciga cikarlar. Mutasyonlar, dominant veya resesif ne olursa olsun, belirgin ve
karakteristik pedigree paternleri gosterirler. Herhangi bir belirli tek gen bozuklugu tim
populasyonda nadir olabilir ama toplu halde populasyonun %Z2’sini, yasamlarinin
herhangi bir evresinde etkiler. Ciddi tek gen bozukluklarinin ¢ocuklardaki insidansi %

0.36 iken hastaneye yatiriimis gocuklarda %6’ya ¢ikmaktadir.

Kromozom anomalileri cesitli formlarda olabilirler. Bunlar kromozomun bir
kisminin veya timunun fazlali§i veya eksikligi veya kromozomun bir kisminin yeni bir
bolgeye translokasyonunu icermektedir. Bu c¢esit anomaliler canli dogumlarin
%0.7’sinde meydana gelir fakat hamileligin ilk G¢ ayinda meydana gelen dusuklerde
frekans %50’ye c¢ikmaktadir. Kromozom anomalileri kanserli hicrelerde yaygindir
fakat bunlar somatik hicre mutasyonlarinin klonal g¢ogalmasindan kaynaklanir.

Kalitilan anomaliler degildirler fakat olusabilme yatkinhigi kalitilabilir.

Gunumuze kadar poligenik bozukluklar genetik hastalik olarak kabul
edilmezlerdi ¢unku karakteristik pedigree paternleri gostermezler ve hastaligin siddeti
yasam tarzi ile iliskili olarak degisiklik gosterir. Genetik bir bilesen icerdikleri
tanimlandiginda bile tam olarak anlasilamamistir. Poligenik bozukluklar bir gendeki
tek bir mutasyon sebebi ile olusmazlar. Daha ¢ok birka¢g gendeki kuguk
varyasyonlarin sonucudur ve birlikte bir bireye onemli etkileri olabilir. Poligenik
hastaliklarin frekansini belirlemek zordur fakat guncel tahminler gocuklarda %5’den
en buyuk etki yetiskinlerde olmak Uzere tum populasyonda % 60’a kadar degigir.
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Bugun kromozom anomalileri yuztinden sikinti geken bireyler icin ¢ok az sey
yapilabilmektedir. Fakat, biyoteknoloji ve genomikteki yeni gelismeler tek gen
bozukluguna sahip hastalar icin bir takim heyecan verici tedaviler saglamaktadir. Bu
gelismeler terapotik proteinlerin saglanmasi, antisense teknolojisi, gen terapisi ve gen
tamirini icermektedir. Yeni molekuler tani yontemlerinin gelistiriimesi gelismis prenatal
taniya izin vermektedir fakat bunlar guc etik kararlara yol agabilir. Son bes yilda
poligenik bozukluklar hakkindaki bilgimizde olaganustu artis olmustur. Bu bilgilerin
kliniksel uygulamalara etkili olmasi icin henlz erkendir ancak elde edilebilecek bir
sonu¢ kisisellestirilmis ilag olarak bilinir olmus, hastalik fenotipine daha uygun
ilaglarin kullaniimasidir. Ayni zamanda yeni ilaglarin test edildigi klinik denemelerin

seklini degistirebilir.

Genetik hastaliklarin tedavisindeki gelismelerin anahtar ydnlendiricisi insan
genomunun tamamlanmis dizisinden ve fare gibi ilgili tirlerin genomlarindan elde
edilen bilgilerin sire gelen analizi olacaktir. Bu bilgi pek ¢ok hastaliga yeni bakig
acilar getirecektir ve daha iyi diagnostik araglarin, koruyucu onlemlerin ve terapotik

metotlarin gelistiriimesine yardimci olacaktir.

Tek gen bozukluklarinin tespiti

Mutasyonlar iki tip olabilir: nikleotid substitisyonlari ve nulkleotidlerin daha genis
parcalarini iceren mutasyonlar, yani insersiyonlar ve delesyonlarin sebep oldugu
nokta mutasyonlari. Bunlarin ornekleri tablo 4.1’de gosterilmistir. Delesyonlarin
bazilarinin bitisik genlere uzandigi ve kesinlikle bunlarin sebep oldugu hastaliklarin

tek gen bozuklugu olmadigi géz énunde bulundurulmalidir.

Bir gendeki tek nukleotid degisikliklerinin tumu fenotipik bir etkiye (genetik hastalik)
yol acmaz. Bunun sebebi degisikligin proteinin primer amino asit dizilimini
degistirmemesi veya eger degistiriyorsa da sonug¢ degisikligin proteinin fonksiyonel
Ozelliklerine etki etmemesidir. Fakat, mutasyona ugrayan gen genetik olarak farklilk
gosterir ve degisiklik tek nukleotid polimorfizmi (SNP, “snip” olarak okunur) olarak

bilinmektedir. SNPIler ayni zamanda genomun kodlamayan bdlgelerinde de meydana



gelir, daha sonra gorulecegi gibi, genetik hastaliklarin tanisinda ve poligenik

bozukluklarin arastiriimasinda oldukga yararlidirlar.

Tablo 4.1 Tek gen bozukluklarinin érnekleri.

Genetik degisiklik

Ornek

Nokta mtasyonu

Protein fonksiyonunu etkileyen
proteinde amino asit substitisyonuna

yol acan missense mutasyon

Kisalmig proteinin olusumuna yol
acan premature stop kodonunun
olusumunun sebep oldugu nonsense
mutasyon
Anormal splicinge yol agan RNA
processing mutasyonu

Gen

transkripsiyon

ekspiresyonunu or.,

faktor binding’i

etkileyen regulator mutasyon

inseriyon veya delesyon

Cerceve kaymasina neden olmadan

az sayida bazlarin (32 veya 3’Un
katlari bazlarin) eklenmesi veya
delesyonu

Cerceve kaymasina neden olan az

saylida bazlarin eklenmesi veya
delesyonu

Line veya Alu elementi gibi yaygin
tekrar dizisinin insersiyonu

TrinUkleotid tekrar dizisinin yaylimasi

B-globin geninin altinci kodonunda A’nin

T'ye degisimi bir glutamat rezidusunu

valine donusturir ve orak hicre
anemisine neden olur
B-globin geninin  39. kodonundaki

mutasyon bir glutamin kodonunu bir stop
kodonuna donusturmesi B-talesemiye yol
acar.

y-globin geninin promotorunun
upstreaminde G’nin A’ya degisimi fetal

hemoglobinin kalitsal kaliciligina neden

olur.
Kistik  fibrozis genindeki U¢ baz
delesyonu fenilaalanin rezidusunu

uzaklastirir, Kafkaslardaki kistik fibrozis
vakalarinin gogundan sorumludur.

Heksozaminidaz A geninde dort baz
insersiyonu Askenazi Yahudilerinde Tay-

Sachs hastaligina yol acar

CAG
yetigkinlerde

Huntingtin  genindeki tekrarinin
35'den

Huntington hastaligina yol acar

fazla kopyasi




Tek gen bozukluklarini tespit etmek icin pek ¢ok farkli yontem vardir ve hepsi
allel-spesifik oligonlkleotidlerin hibridizasyonuna daha fazla veya daha az miktarda
bagimhidir. ilkin molekiiler metotlar, bir restriksiyon endoniikleazla kesilmis insan
DNA’sinin elektroforetik ayristirlmasini takip eden Southern blotlamayi kullanarak
test problarinin hibridizasyonunu igcermekteydi. Bu teknigin bir 6rnegi kalitsal
anfizemden sorumlu a4-antitripsin genindeki bir nokta mutasyonun tespitidir. iki farkli
19-merlik oligontkleotidler kullaniimistir, biri normal allele komplementerken digeri
mutanat allele komplementerdir. Bunlar normal ve etkilenmis bireyleri ve

heterozigotlari (tagiyicilar) ayirt etmek igin yeterli ayrim saglar (Fig 4.1).

Marker Marker
DNA MM MZ 27 DNA MM MZ 7 47,5

M-specific probe Z-specific probe
(CTTT CTC GTC GAT GGT CAG) (CTTT CTT GTC GAT GGT CAG)
Fig. 4.1 Schematic representation of the use of oligonucleotide probes to detect the normal 0-

antitrypsin gene (M) and its Z variant. Human DNA obtained from normal (MM), heterozygous
(MZ) and homozygous variant (Z7Z) subjects is digested with a restriction endonuclease.
electrophoresed, and fragments Southern blotted on to a nylon membrane. The pattterns shown
were obtained on autoradiography of the filter following hybridization with either the normal (M-
specific) or variant (Z-specilic) probe.

Burada tanimlanan gibi, kati matrisleri iceren ydntemlerin avantaji,
yorumlanmasi kolay olan ‘resimli’ bir sonu¢ vermesidir. Dezavantaji, her ikisi de

zaman alici ve kulfetli olan Southern blot ve elektroforezi icermesidir. Neyse ki,
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tamamiyla ¢ozelti icerisinde galisan birka¢g mutasyon tespit yontemi gelistirilmistir. Bu
yontemlerin en populer olani TagMan assay’dir (Fig. 4.2). Bu metotta, her biri bir
veya diger allel i¢in spesifik olan iki probun varhiginda polimorfizmi kapsayan 100-
bp’lik bir bolge PCR ile amplifiye edilir. Problar &' uglarinda raportor bir floresana
sahiptir ancak solusyon iginde serbest haldeyken isima yapmazlar ¢inkd 3’ ucunda
bir séndurtcl (quencher) icerirler. PCR sirasinda Taq DNA polimeraz 6zellikle hedefi
ile baz eslesmesi yapan ve floresansi serbest birakan bir prob ile karsilasir ve
boylelikle net floresansi arttirir. Her biri farkh floresan ile isaretli iki probun varhgi,
herhangi bir post-PCR islemine gerek kalmadan tek bir tip iginde birinin her iki alleli

tespit etmesine olanak verir.

Reporter Quencher
Forward 0
. primer Probe
5 Tr——
3 5" Binding of primers
=4 3' and probe
i = 5
Reverse
primer
® @
5" Pol -
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e i
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e 5'
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3 5"  Polymerization

57 3" complete

Fig. 4.2 The TagMan assay (see text for details).



TagMan assay’e bir alternatif, molekiler beaconlarin kullanimidir. Bunlar
hedef-spesifik dizileri kapsayan iki komplementer sekansa sahip, zit uglarinda bir
raportor floresan ve susturucu boya olan oligonukleotid problardir (Fig. 4.3). Hedef
DNA’nin amplifikasyonundan sonra, molekuler beaconlar eklenir. Eger hedef DNA’ya
hibridizasyon gerceklesirse, iki boya ayrilir ve raportor floresan bir sinyal yayar. Eger
hibridizasyon gerceklesmezse susturucu, raportdér boyanin floresansini engeller.
Molekuler beaconlar c¢ok cesitli floroforlarin kullanimi ile pek c¢ok farkh renkte
yaplilabilir ve bu ¢ok sayida mutasyonun simultane sekilde analiz edilmesine olanak

tanir.

=73 Target

Molecular
beacon

Hybrid

Fluorophore Quencher

Fig. 4.3 Principle of molecular beacons. On their own, these molecules are nonfluorescent,
because the stem hybrid keeps the fluorophore close to the quencher, When the probe sequence in
the loop hybridizes to its target, forming a rigid double helix, a conformational reorganization
occurs that separates the quencher from the fluorophore, restoring fluorescence.,

Yukaridaki yontemler genetik hastaligin bir veya birka¢g mutasyon sebebi ile
olustugu bilindigi durumlarda oldukga kullanighidir. Bir gende c¢ok sayida farkl
mutasyon biliniyorsa, ér., B-globin geni, diger yéntemlerin kullanilmasi gereklidir. ilgili
gende ¢ok sayida farkli delesyonun olabilecegi biliniyorsa western blot kullanilabilir.
Bu yontemde, bir hucre ekstraktindan izole edilmis proteinler poliakrilamit jel
elektroforezinde boyutlarina gore ayristirihir ve sonra bir membrana transfer edilir.
Membran analiz edilecek proteini 6zgul sekilde taniyan antikorlarla inktbe edilir.

Antikor ve antijen arasindaki 6zgul etkilesim bir histokimyasal veya floresan etiket



tasiyan ilk antikora karsi ikinci bir antikorun eklenmesi ile tespit edilir. Bu yontemin

muskuler distrofili hastalarin analizinde kullanimi Fig. 4.4’de gdsterilmistir.
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Fig. 4.4 A western blot demonstrating the presence or absence of the muscle protein dystrophin
{arrow) in protein extracts from patients with the severe Duchenne or mild Becker form of X-linked
muscular dystrophy.
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Fig. 4.5 Restriction fragment length polymorphisms caused by a variable number of tandem
repeats between the two HinFl restrictions sites. (a) The DNA structure for three different
individuals. (b) The pattern obtained on electrophoresis of HinFI cut DNA from the three
individuals after hybridization with a probe complementary to the sequence shown by the wavy
line in (a).



TrinUkleotid yayihmi gibi degisken sayida sirali tekrarlarin tespiti Southern blot
kullanilarak yapilabili. Bu durumda, ilgilenen bdlgeyi tasiyan restriksiyon

fragmentlerinin boyundaki degigsiklikler aranir (Fig. 4.5).



Tek gen bozukluklarinin tedavisi

Bugun, monogenik bozukluklarin tedavisi genellikle defektif proteinin degistiriimesine,
fonksiyonunu iyilestirmeye veya eksikliginin sonuglarini  minimize etmeye
dayanmaktadir. Ne yazik ki, bozukluklarin %80’ninden fazlasinin tam etkin terapisi
mimkiin degildir. Bu tatmin edici olmayan durumun birkac sebebi vardir. ilki,
arastirmalar gostermigtir ki, eger temel biyokimyasal defekt biliniyorsa ve patogenezi
tam olarak anlasiimissa, tedavinin basariya ulagsma sansi ¢ok daha yuksektir.
GUnumuzde, c¢ogu tek gen bozukluklarinda hastaligin patofizyolojisi kadar gen
defekti de bilinmemektedir, fakat bu durum insan genomu sekanslandigi icin artik
oldukca gelisme gdstermelidir. ikincisi, bazi mutasyonlar etkilerini fetliste gosterirler
ve gocugun dogumu ile tedaviye baslamak igin gok ge¢ olmus olur. Tedaviye in utero
baslanmasi mUmkin olabileceginden, bu, prenatal taninin yararinin altini
cizmektedir. Ornegin, biotinidaz veya metilmalonik asidiri sirasiyla biotin ve

kobalaminin hamilelik suresince verilmesi ile giderilebilir.

Genetik hastaliklari tedavi etmede kullanilabilecek farkh stratejiler Fig. 4.6’da
gOsterilmistir. Sekilden de gorilebilecedi gibi, terapilerin bir kismi biyoteknolojiden
koken almigtir. Bunlardan en iyi bilineni protein yenilemedir ve rekombinant terapotik
proteinlerin genetik bozukluklari tedavi etmede kullaniminin ornekleri Tablo 4.2'de
verilmistir. Bu proteinlerin Uretimi Unite 6’da anlatiimistir. Terapétik proteinlerin ana
dezavantajinin enjeksiyonla verilmesi oldugu g6z énunde bulundurulmaldir ve bu

kullanilabilirliklerini kisitlamaktadir.

Rekombinant DNA teknolojisini kullanmanin alternatif bir yolu, duzeltici
genlerin somatik dokulara verilmesi ile tek gen bozukluklarinin duizeltimesini
ustlenmektir. Bu, gen terapi olarak bilinmektedir. Teknigin G¢ varyanti mevcuttur ve
tumu gelisimin erken evrelerindedir. Bu tekniklerin en gelismis olani bir dokuya tam

olarak fonksiyon gosteren geni vererek, fonksiyon-kaybi mutasyonuna sahip mutant
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LEVEL OF TREATMENT EXAMPLE
INTERVENTION STRATEGY
Bone marrow transplant

Modify somatic in thalassemia
geTnbPE § Gene therapy in
g ADA deficiency
R R MR Modulate gene ; Butyrate to increase HbF

in sickle cell disease

expression

TR

Ribozyme or
antisense RNA

T

At experimental stage

Protein Factor Vill in
replacement hemophilia A
Enhance residual g Pyridoxine in
function ] classical homocystinuria
L e E
e Disease-specific | Eliminate phenylalanine in
l" Metal __ compensation | diet of phenylketouriacs
Medical | Transfusion for
L \ intervention | sickle cell anemia
| Clinical phenotype E : I
py ip bats A 1 Surgical Correction of congenital
intervention heart disease

L e e e

. Screen for trisomy 21
Rrgngtaliscteshing E—_ or Tay-Sachs dfsgase
Risk assessment

Counseling b———— before pregnancy or
——— post birth assistance

Fig. 4.6 The various methods for treating genetic disease. If butyrate is given to infants it

can prevent the postnatal switch from y-globin to B-globin by an unknown mechanism. In
homocystinuria due to cystathione synthase deficiency the cofactor (pyridoxal phosphate) is
notlinked to the apoenzyme but patients responded to high doses of vitamin By (the precursor of
pyridoxal phosphate).

Table 4.2 Some genetic disorders that can be treated with recombinant proteins.

Disease Therapeutic protein
Pituitary dwarfism Human growth hormone
Hemophilia A Factor VIII

Hemophilia B Factor IX

Hereditary emphysema o, -antitrypsin

Gaucher's disease Glucocerebrosidase
ADA deficiency Adenosine deaminase
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hicresel bir geni telafi etmektir. Bu gen terapinin genel olarak onaylanan konseptidir
ve az sayida hemofili B (faktor IX eksikligi) , adenozin deaminaz eksikligi ve siddetli
birlesik immuneksiklik hastaligi (SCID, defektif sitokin reseptort) bulunan hastalarda
ise yaradigi gosterilmigtir. Gen terapiyi gerceklestirmek icin kullanilan metotlar

ayrintih olarak Unite 8'de tanimlanmistir.

Yukarida tanimlanan gen terapi protokolinde, tedavi edilen hucreler defektif
gen(lere) ek olarak yeni fonksiyonel genleri de tasirlar. Bu yaklasimda iki dezavantaj
vardir. ilki, bir cok genin ekspiresyonu kompleks diizenleyici kontrol altindadir ve etkili
gen terapi yeni genin gerekli olan regulator sekanslari tasimasini gerektirebilir.
ikincisi, pek cok memeli geni oldukga bilyiiktiir. Bunun bir érnegdi Duchenne miiskiiler
distrofi'de distrofin geninin 11kb olmasi ve yeni nesil gen terapi vektorlerinin igine
sigamayacak kadar buyuk olmasidir. Bu durumlarda, daha iyi bir alternatif defektif
geni dizeltmek yerine yeni, fonksiyonel bir geni eklemek olabilir. Bu bazen gen tamiri
olarak bilinmektedir. Aslinda, uygun dokunun hucrelerine iglevsel bir gen verilir ve
tamir, homolog rekombinasyonu stimule ederek gerceklesir. Gen tamirinin
mutasyonun regulatdor bir bodlgede oldugu ve gen drundnudn ekspiresyonunda

azalmaya yol agan genetik hastaliklari dizeltmek i¢in uygun olduguna dikkat ediniz.

Bazi vakalarda, bir genetik hastalik bir yada fazla genin regulator bir
proteindeki mutasyonun sonucu olarak fazla ekspiresyonuna baglidir. Ornegin, pek
¢ok kanser hucresi bir tumor baskilayici olarak islev géren bir DNA-baglayici
transkripsiyon faktéri olan p53 proteinini kodlayan gende mutasyonlara sahiptir.
Geleneksel gen terapi regulator proteinin fonksiyonel kopyalarinin sentezini arttirmak
icin kullanilabilir. Alternatif olarak, gen terapi fazla ekspiresyona ugramis proteinleri
downregule etmek icgin kullanilabilir. Bu doku kultirinde iki yolla saglanabilir. Bu
yontemlerin ilkinde, vektorler antisense RNA’ya transkribe olan bir geni ortama
verirler. ikincisinde, ortama verilen gen bir ribozim yani mRNA molekiillerini oldukca
spesifik sekilde kesebilen bir RNA molekulunu kodlar (Kutu 4.1)
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Kutu 4.1 Ribozimler

Ribozimler spesifik biyokimyasal
reaksiyonlari, yardimci proteinlere ihtiyag
duymaksizin tegvik edebilen katalitik
RNA RNA-katalizli

reaksiyonlar hem intramolekuler ve hem

molekulleridir.

de intermolekiiler olabilir. intramolekuler
reaksiyonun bir érnegi intronlarin kesilip
cikartiimasidir. intermolekiiler
reaksiyonlarda, diger RNA molekulleri
substrat olarak davranir ve ribozim
katalisttir yani ribozim tipki geleneksel bir
enzim gibi davranir ve her reaksiyondan
degismeden c¢ikar. Dogal ribozim katalizli
intermolekuler reaksiyonlara en iyi 6rnek
tRNA molekdillerinin olgunlastiriimasinda
bir

ribontkleaz P’dir. Bu enzim bir protein-

gorevli enzim olan bakteriyel

RNA kompleksinden olugsmustur fakat
tRNA

molekdllerini kesebilir. Gergekte, protein

RNA komponenti tek basina

tek basina hi¢cbir RNAaz aktivitesine

sahip degildir ve rolu muhtemelen, her
ikisi de negatif yukli olan substrat RNA
ve ribozim arasindaki elektrostatik itmeyi

engellemektir.

Modern molekuler biyoloji tekniklerini
mRNA

tanimak, baglanmak ve

kullanarak, ribozimler belirli
sekanslarini
parcalamak icin insan terapdtikleri olarak
edilebilir.
ribozimin hedef mMRNA’ya komplementer
bir  dizi

Baglanmadan sonra, ribozimin enzimatik

dizayn Spesifik baglanma

tasimasi ile saglanabilir.
aktivitesi mRNA’y1 pargalar ve boylece
proteine translasyonunu
bir
insan  epidermal
MRNA’sini  hedef

(bakiniz Unite 8). Herzyme bir antikanser

engeller.

Terapotik  ribozimin ornegi olan

Herzyme bayume
faktori-2’nin alir

ajan olarak etkinligini belirlemek igin

klinik deneme agsamasindadir.

Monogenetik hastaliklar igin genler bulmak ve
gen fonksiyonunu belirlemek

Onceden bahsedildigi gibi, genetik hastaliklarin etkili tedavisi problem olan

mutasyonun sebep oldugu biyokimyasal defekti anlamayi gerektirir. Bu, sirasiyla

defektif genin izolasyonunu ve bunun fonksiyonunun belirlenmesini gerektirir. Genleri

izole etmek kromozomal yerlesim bilgilerini gerektirir. Bu nedenle, pratikte, bir Kigi

ilgilenilen geninin segregasyon gosterdigi pedigreelerin toplanmasi ile bagslar. Bu
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aileler kromozomal lokasyon icin kanit elde edene kadar ¢oklu polimorfik markerlarla
calisilir. Daha sonra bu kromozom Uzerinde diger markerlara linkaj belirlenir. Agik
olarak, kromozom basina mevcut markerlarin sayisi arttikga, haritalama verisi de o
kadar kullanisli hale gelecektir. Sadece sinirli sayida insan fenotipik ozellikleri
(genetik markerlar) mevcut oldugundan ve ¢odu genis bir alana aralikli dizildiginden,
genetikciler genom boyunca duzgun sekilde dagiimis molekuler markerlarin tam bir
dizisini ortaya ¢ikartmistir. SNPler en ¢ok tercih edilen markerlardir ¢inka ortalama
her 1000 bazda bir meydana gelirler. Eger karsilik gelen ozellik sitogenetik olarak
gorulebilen bir kromozom anomalisi ile eslesmisse, ilgilenilen genin tam lokasyonunu

bulmak kolaylasir.

Pozisyonel klonlama

Bir gen, bir kromozomun bir bdlgesine haritalanirsa, bunun tam lokasyonu ve
fonksiyonu iki yaklasimdan biri ile belirlenir: pozisyonel klonlama ve aday gen
metodu. Pozisyonel klonlamanin iyi bir 6rnegi muskuler distrofi (DMD) geninin
izolasyonu ve karakterizasyonudur. Bu 6rnekte, genin izolasyonu hastaligin genin
kismi delesyonuna veya translokasyonuna bagli olmasindan dolayi etkilenmig
bireylerin mevcudiyeti ile kolaylasmigtir. Delesyonlara sahip hastalarin mevcut
olmasi, bunun subtraction klonlamaya baglanmasini saglamasi sebebi ile, ozellikle
tesadufidir.  Bunun i¢in, normal bir bireyin genomik DNA'si bir restriksiyon
endonukleazla kesilerek yapigkan uglar olusturulur. Bu fragmentler denatlre edilir ve
bir delesyon hastasindan kirik uglari elde etmek icin soniklenmis, 200-kat fazla
denature DNA ile anneal edilir. Bu kogullar altinda, normal bireylerde var olan fakat
delesyon hastasinda eksik olan Xp21 DNA’sI kendisi ile anneal olacak ve bir vektore

klonlanmaya uygun yapiskan uglara sahip tek DNA olacaktir.

Yukarida anlatildigi gibi izole edilen klonlanmig DNA Southern blot
hibridizasyonlarinda normal ve hasta DNA o6rneklerine karsi prob olarak kullanilarak
DMD genini tasiyanlar belirlenmeye c¢alisilir. Xp21 bodlgesinden elde edilmis alti
fargmentten birinde, DMD’li hastalarin bir kisminda, delesyonlar tespit etmistir ve aile
calismalarinda hastaliga sikica linktir. Bu teknigin prensibi, zoo blotting olarak bilinen,
kodlayan sekanslarin evrim sirasinda korunurken kodlamayanlarin korunmamis

olmasidir. Ozel bir bélge diger tirlerin DNA’si ile yiiksek uyumlulukta hibridize
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olmustur ve sekanslama splicing sinyalleri ile c¢evrelenmis bir ekzonu agiga
cikartmistir. Bu bdlgeye karsi bir prob, insan fetal kasinda, diger dokularda
bulunmayan genis bir RNA turd tespit etmistir. Normal yetigkin ve fetal kasinda
mevcut ancak DMD hastalarinda eksik olan, bugun distrofin olarak adlandirilan bir
proteinle g¢apraz-reaksiyona giren gen-sekansinin ekpirese olan kisimlarina kargi

antisera yukselmigtir.

Distrofin geninin pozisyonel klonlama ile tanimlanmasi, karakterize edilmemis bir
Ozelligin, ilk olarak genin bulunmasi ve daha sonra Urlin ile galisiimasi ile yani
reverse genetik ile analiz edilebilecegini gostermistir. Ayni zamanda basaril
olabilmek icin geleneksel genetik, rekombinant DNA teknolojisi, sekanslama ve
biyokimyasal analizlerin kombine edilmesi gerektigini de gdstermistir. Pozisyonel
klonlamanin birkag negatif 6zelligi vardir. ilki, cok yorucu bir galismadir ve ana basari
oldukca genis arastirma gruplarinin ¢abalarini gerektirir. ikincisi, ilgilenilen ézelligin
(6rnegin kistik fibrosis) kromozomun sinirli bir bolgesine haritalanmasi, eger herhangi
acik gorulebilen kromozomal anomali ile iligkili degdil ise, oldukga zordur. Kistik
fibrosis geninin pozisyonel klonlanmasi, bu unitede ileride tanimlanmis poligeneik
hastaliklarin haritalanmasi ile iligkili olan linkaj disequilibrium fenomeninin kullanimi

ile gergeklestiriimistir.

Aday gen yaklasimi

Pozisyonel klonlamanin aksine, aday gen yaklasimi yeni genlerin izolasyonunu
gerektirmez ancak fonksiyon ile iligkili bilgilerin elde edilebilirligi ve 6nceden izole
edilmis genlerden harita pozisyonuna gerek duyar. Bu yaklagsimin bir 6rnegi kalitsal
g6z hastaligi olan retinitis pigmentosanin (RP) ilk ayrintili analizidir. RP’ye sebep
olan defektler birka¢ farkli kromozomal lokasyona haritalanir fakat her vakadaki
fenotip fotoreseptor dejenerasyonudur. Genis bir pedigreede RP geni kromozom 3’Un
uzun koluna haritalanmigtir. Tesadufi olarak, fotoreseptor proteini rodopsinin geni de
ayni zamanda bu bdlgeye haritalanmistir. Bu, rodopsindeki mutasyonlarin
kromozom3’e haritalanan RP vakalarindan sorumlu olabilecegini, one surmustur ve
etkilenmig bireylerin genlerinin sekanslanmasi bir tek nukleotid degisimini ortaya
cikartmigtir. Beklenildigi gibi, diger kromozomlara haritalanan RP’li bireyler bu

rodopsin mutasyonuna sahip degildir.
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Gen tanimlanmasi ve karakterizasyonu igin aday gen yaklasimi ¢ok sayidaki

genom sekanslama projeleri ve bioinformatics’deki gelismeler ile oldukca
kolaylasmigtir. Ornegin, insan genomu tamamen sekanslanmistir ve sekanstaki
genlerin pek c¢ogu tanimlanmistir. Simdiki anahtar goérev, tanimlanan genlerin
fonksiyonunu bulmaktir. Bunu basarmanin bir yolu, her genin DNA dizisi ile
baslamak, karsilik gelen protein dizisine donustirmek ve sonra fonksiyonu bilinen
protein dizileri i¢in bioinformatics veritabanlarini taramaktir. Gen fonksiyonu hakkinda
bu bilgiler biriktikge, bunlar gen defektlerini analiz etmekte kullanilabilirler. Ornegin,
yeni bir 6zellik belirli bir harita pozisyonuna atandiginda, genomik veri tabani ayni
bdlgede yerlesmis genler igin sorgulanir. Bu genlerin fonksiyonlari en uygun aday
geni bulmak igin traitin (6zelligin) gbze garpan ozellikleri ile karsilagtirilir. Ozelligi
gOsteren bireylerin potansiyel genleri sekans analizi veya sekans anomalilerini tasiyip
tagsimadiklarini belirlemek icin hibridizasyon ile analiz edilebilir. Fare genomunun

hazir olmasi bu ¢abalar oldukga kolaylastiracaktir (Kutu 4.2).

Kutu 4.2 Fare genom sekansi ve bunun

insan hastaliklari ile iligkisi

Fare genomunun sekansi Aralik 2002’de
hastalik

ve bunlarin

yayinlanmigtir ~ ve  insan
genlerinin arastirilmasini
biyokimyasal analizlerini
kolaylastirmalidir. Bunun bdyle olmasinin
bir kac nedeni vardir. ilki ve en dnemli
olani, fare genomu insan genomuna
bezer sayida gene sahiptir, bu genlerin
%99’unun 0zdes oldugu ve %96’sinin
sintenik (ayni gen sirasindadir) oldugu
Bu,

tanimlanan hastalik genlerinin insan gen

saptanmistir. fare genomunda

haritasina aktarilabilmesine izin verir.

ikincisi, laboratuar deneylerinde

kendi iginde eslesmis hatlar arasinda

hastalik yatkinhgr gibi parametreleri
belirlemek icin bir sistematik c¢alisma
baglatiimak Uzeredir. Bu c¢esit soylar
arasinda uygun c¢aprazlarin genotipleme
ile takip edilmesi, bu kompleks 6zellikleri
haritalamaya olanak tanir. Fare genom
sekansini bir rehber olarak kullanarak bu
Ozellikleri pozisyonel olarak klonlamak
icin  gereken

¢abayl buylk oranda

azaltacaktir.

Son yillarda tip veya biyoloji alaninin

ilgisini ¢eken belirli genlerin fonksiyon-
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kullanilan fare tarleri inbred (yakin

akraba  eslesmesi) iken insanlar
outbred’dir. Bir kigi genis pedigree aileleri
calissa bile, farelerin kromozom ciftleri
0zdesken, her kromozom cifti farkli bir
soya sahiptir. Ugtincusu, farkh dzelliklere
sahip  fareler arasinda  deneysel
caprazlar yapilabilir ve elde edilen yavru
daha sonra c¢ok kisa slre icerisinde
fareler

analiz edilebilir. Dorduncusu,

fenotipleri  incelenebilen  belirli  gen
defektine sahip hayvanlar olusturmak icin
Bu

ayrintili sekilde asagida anlatiimigtir.

mutasyona ugratilabilir. noktalar

1000’den fazla spontan olarak ortaya
cikan ve radyasyonla-induklenmis fare
kalitilabilir
fenotiplerine yol actigi
yuratalmus
bu

artlk molekuler

mutantlarinin Mendelyen
bilinmektedir.
Kapsaml pozisyonel

klonlama sayesinde mutantlarin
yaklasik 200G igin
defektler bilinmektedir. Aciklamali fare
genom sekanslarinin  mevcut olmasi
genetik haritalamadan aday genlerin
tanimlanmasina  gecilebilecegi  igin,
etkinligi arttirabilir. Fare genom sekansi
kimyasal

mutagenez ile olusturulan

mutant farelerin artan  dagarcigini
kullanabilmek i¢in yapilacak ¢alismalarda
olduk¢ca onemli olacaktir. Dunya ¢apinda
on large scale mutagenez laboratuvari

kurulmustur ve bunlar ¢cok sayidaki klinik

kayip veya kazani mutasyonlarina sahip,
cok sayida mutant fareler 6zel olarak
muhendislikle  uUretilmigtir.  Sonradan
“knockout” ve “knockin” mutantlar olarak
bu

manipulasyonu tekniklerinin embriyonik

adlandirilan mutantlar, gen

kok hicrelere uygulanmasi ile
olusturulmustur. Bu mutantlarin
olusturulmasi deneysel dizayn
kolaylasacagi icin fare sekansinin
mevcut olmasi ile oldukca
kolaylagacaktir. Ek  olarak, fare
modellerinin  hepsi beklenen sekilde

insan fenotipini kopya etmez. Full insan
bu
onceden tahmin edebilmek

ve fare sekanslarinin mevcut olmasi
farkhliklan
icin bir firsat saglar. Alternatif olarak,
insan genomu sadece tek bir gen ailesi
ayesini fare

icerebilirken genomu

cakisan biyokimyasal aktiviteleri olan

multiple aile Uyelerini icerebilir.

iki ®nemli nokta vardir. ilki, insan

genlerindeki belirli mutasyonlar Dbelirli

hastaliklarin sebebi olarak
tanimlanmigtir. Fare genomunun sekansi
incelendiginde bu mutasyonlarin 160°inin

farelerde mevcut oldugu ancak fenotipik

olarak normal olduklari go6zlenmigtir.
Bunun sebebi tam olarak
anlagilamamigtir ancak tarlerin

farklihginin temelini anlamak oldukca

yardimci olabilir. Ikincisi, fare genomu
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olarak iligkili fenotiplerin dominant ve

resesif taramalari uzerine
yogunlasmigtir.  Her  mutant igin,
molekuler defektin belirlenmesi

pozisyonel klonlamayi gerektirecektir.

Her biri gesitli, surekli

Ozelliklere sahip olan, 50°den fazla inbred

degisen

fare suslarinin mevcut olmasi, kompleks
genetik bozukluklara katilan genleri

arastirmaya olanak saglamistir.

Vucut agirligi, davranig paternleri ve

insan genomu ile Kkarsilastirildiginda

onemli sayida gen ailesi yayllimina

sahiptir. Bu yayilimlar primer olarak
ureme, immun sistem, olfaction (koku
alma duyusu) ve xenobiotiklere cevap ile
iligkilidir ve farenin yasam tarzi ve
habitatlari

bulunduruldugunda gergekten sasirtici

g6z onunde

degildir. Farmasotik endustrisi agisindan

onemi sitokrom P450 gen ailesinin
yayllimidir, ¢unki bu farelerin ve
insanlarin  ilaglara  farkli  cevaplar

verebilecedi anlamina gelmektedir.

AB

cD

ibd AFBACs
Share 2 AC AC B, D
Share 1 AD B, —
Share 1 BC - D
Share 0 BD -

Fig. 4.7 Alfected sib pair families. A nuclear family pedigree is shown with the father (gray square)
and mother (gray circle) in the first row and the two affected children of either sex (black diamonds)
in the second row. Assume for simplicity that we can distinguish all four parental alleles, denoted
A, B, CandD in the genetic region under study. with the parental alleles ordered such that A and
Care transmitied from the father and mother, respectively, to the [irst affected child. Four possible
configurations among the two offspring with respect to the alleles inherited from the parents are
possible: they can share both parental alleles (A and C); they can share an allele from the father
(A) butdilffer in the alleles received from the mother (C and D); they can share an allele from

the mother (C) but differ in the alleles received from the father (A and B): or they can shareno
parental alleles in common. These four conligurations are equally likely if there is no influence

ofthe genetic region under consideration in the discasc. The parental alleles that are never

transmitted to the aflected sib pair in cach family type are used as a control population in

association studies using nuclear family data. the so-called affected family-based control

(AFBAC) sample.
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Poligenik bozukluklarin analizi

Konvansiyonel Mendelyen linkaj haritalamasi tek gen bozukluklarinin analizinin
anahtar kismini olustururken, kompleks (poligenik) hastaliklarin analizinde nadiren
faydalhdir. Pek cok genin katilimi ve c¢evresel faktorlerin guglu etkisi, genis
multijenerasyon pedigreelerin sadece nadiren gorulmesi anlamina gelmektedir.
Sonug olarak, diger haritalama ydntemlerine gerek vardir ve ikisi yaygin kullanima
sahiptir. Bunlar model-free (veya nonparametrik) linkaj analizi ve asosiasyon (veya

linkaj disequilibrium) haritalamasidir.

Model-free linkaj analizi

Model-free metotlar kalitim paterni, dahil olan lokuslarin sayisi veya ¢evrenin rolu
hakkinda hi¢bir yorum yapmaz. Daha ¢ok, iki etkilenmis akrabanin ortak olarak
hastalik-yatkinlik allellerine sahip olacagi prensibine dayanir. Bu nedenle, her iki
ebeveynin ve en azindan iki cocugun (kardes) ilgilenilen hastalia sahip oldugu
ailelerde analizler yurutulur. Bunlar nikleer aileler olarak bilinir ve bu analizin izledigi
yol Fig. 4.7’de gosterilmistir. Genomun belirli bir bdlgesinin bir hastalik durumu ile
iligkili oldugu gdsterildigine inandigimizi ve doért parental kromozomu (A,B,C,D) ayirt
ettigimizi farz edelim. EgJer test edilen bodlge hastaliga yatkinhdr tasimiyorsa, iki
etkilenmis ¢ocugun ortak iki, bir veya hi¢ parental kromozomal bdlgeyi tasima sansi
sirasiyla % 25, 50 ve 25dir. Diger yandan, bu Mendelyen rasgele beklentiden
sapma etkilenmis ¢ocugun, ilgilenilen hastaliga yatkinlik genlerinin varligini 6ne
suren, soy ile 6zdes olan (identical by descent [bid]) kromozom bdlgelerine sahip

oldugunu belirtmektedir.

Fiziksel markerlar, 6zellikle mikrosatellitler, her ebeveynden farklilagsmis
kromozom bodlgelerini ayirt etmek igin idealdir ¢lnkid oldukga polimorfiktirler ve
genoma dagiimis durumdadir. Pratikte, etkilenmis kardeslerin DNA’lari genoma
yayllmis ¢ok sayida fiziksel marker kullanilarak analiz edilmistir, yani bir genom
taramasi yapiimistir. Amag, tamamiyla gelisigizel temelli, iki kardes tarafindan

beklenilenden dnemli derecede daha fazla siklikla paylasilan bolgeleri bulmaktir. Bu
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sekilde analiz edilen ilk kompleks hastalik tip 1 diyabettir ve major histocompatibilite

kompleksine linkaj kesfedilmistir (Kutu 4.3). O zamandan beri metot diger kompleks

hastaliklari ve yetigkin boyunu kontrol eden quantitative trait lokuslari kapsamistir.

Kutu 4.3 Tip 1 diyabet ve MHC arasindaki

baglanti

Diabetes mellitus’'un baslica iki tipi vardir:
juvenil-ilk belirtili veya insilin-bagimli (tip
1) ve ergin-ilk belirtili veya insulin-
bagimh olmayan (tip 2). Tip 1 diyabet
Kafkas populasyonunda %0.5 frekansa
sahiptir ve pankreastaki insulin-treten
hdcrelerin otoimmun yikimindan
kaynaklanir. Genetik faktorler tek basina
tip 1 diyabete neden olmazlar ¢linku eger
tek yumurta ikizlerinden biri hastaliga
yakalanirsa diger ikizin de diyabetik olma
sansi %40’tir. Bununla birlikte, genetik
faktorler icin gugli kanitlar mevcuttur,
bir

ustindeki

kompleks hastaligin model-free

analizi ilk c¢alisma tip 1
diyabeti, MHC lokusu ile link yapmistir.
HLA-DR3 veya HLA-DR4 icin heterozigot
bireyler 06zellikle diyabete yatkindirlar.
Bu, DR3 ve DR4

dizenleyen bir lokusta bulundugundan,

immuin cevabi

tip 1 diyabetin  bir otoimmun hastalik

olma konsepti ile ortusur.

Tip 1
mekanizmanin daha fazla anlasiimasi
HLA-DQ bir

analizinden gelmektedir. DQB zincirinin

diyabetten sorumlu

genlerinin molekuler
57. pozisyonundaki aspartik asitin varligi
tip 1 diyabete diren¢ ile yakindan
iligkiliyken bu pozisyondaki diger amino
asitler yatkinliga katkida bulunur. Tip 1
%95’i
pozisyon 57’de aspartat kodlamayan
DQB genleri B
57. antijen

ve

diyabetli hastalarin  yaklagik

icin  homozigottur.
zincirinin pozisyonu
T

prezantasyonu igin 6nemli oldugundan,

baglanmasi hlcrelerine
bu amino asitteki degisiklikler insulin-
ureten hucreleri yok eden otoimmin

cevapta bir rol oynayabilir.
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Linkaj disequilibrium mapping

Asosiasyon veya linkaj disequilibrium (LD) galigmalari ilisiksiz vakalar ve kontrollerde
marker sikhgini karsilastirir ve bir markerin birlikte-bulunusunu (co-occurrence) ve
populasyon seviyesinde hastalii test eder. Alternatif olarak, hastalia yatkinlik
geninin marker alell(lerin) LD’si ile bir asosiasyon olusabilir. LD marker ve hastalik
geninin yakin fiziksel linkaji anlamina gelmektedir. Beklenebilecegdi gibi, LD mayotik
rekombinasyonun etkisiyle, uzun zaman periyotlarinda stabil degildir. Bu nedenle,
LD’nin kapsami LD-olugturan bir olay oldugundan, jenerasyonlarin sayisina oranla
azalir. Ayni zamanda, iki markerin linkaji bir birine ne kadar yakinlasirsa, LD

populasyonda o kadar uzun kalir.
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Fig. 4.8 Details of the mapping of a locus on chromosome 16 associated with Crohn’s disease. The
numbers along the bottom line correspond to the SNPs used in [ine mapping. All the SNPs except
10 and 11 showed tight linkage (see text for further details).

Bagirsagin yikici bir enflamatuvar hastaligi olan Chron’s hastaliginin bir
calismasi, LD’nin hastalik lokuslarini haritalamada nasil kullanilabilecegini
gOstermektedir (Fig. 4.8). Konvansiyonel linkaj analizleri bir yatkinlik lokusunu

kromozom 16’ya haritalamistir. 26 mikrosatellit markerinin yardimi ile lokus D16S541
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ve D16S2623 markerlari arasindaki 5-MB’lik bir bolgeye haritalanmigtir. LD analizi
Chron’s hastaliginin diger iki marker arasinda yer alan D16S336 ile zayif iligkili
oldugunu gostermigtir. Marker D16S3136 ¢evresindeki 260-kb’lik bir bdlge
sekanslanmistir ancak sadece bir karakterize edilmis gen saptanmistir ve bu olasi bir

aday gibi gérinmemektedir. Sekans analizi ayni zamanda 11 SNP tanimlamistir ve

(@ e
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Y

Haplotype 4' -IIID WI_

Causative SNP
Fig. 4.9 The two waysin which a causative single nucleotide polymorphism (SNP) can become
associated with a particular haplotype. In (a) the causative SNP arises early, whereas in (b) it arises
late.
bunlardan tgu Chron’s hastaligi ile 235 etkilenmis ailede, yatkinlik lokusunun yakin
oldugunu gosterir sekilde gugli LD goéstermistir. Bunun NOD2 lokusu oldugu

bulunmustur ve bu calismada kullanilan SNP’lerin bazilarinin sebep olan
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mutasyonlar oldugu ortaya ¢ikmistir. Yine de g6z 6ntinde bulundurulmalidir ki, NOD2
lokusu hastaliga yatkinligi saglar fakat hastaligin sebebi degildir. Diger kromozomal
lokuslar Chron’s hataliginda gosterilmigtir fakat katilan genlerin sayisi ve hastaliga

yol agan, birbirlerini etkileme sekli bilinmemektedir.

Haplotipler

Bir DNA’daki SNPlerin paternleri haplotip olarak bilinmektedir. Figur 4.9 bazilari bir
hastaliga yol agan bir SNP igeren, birkag teorik haplotipin evrimini gdstermektedir. Bu
sekilden tim SNPlerin hastaligin habercisi olmadidi agikca goérilmektedir. Ayni
zamanda, tum haplotipler informatif degildir ve bunlarin bir LD asosiasyon
calismasinda tespiti, verilerin yorumlanmasini zorlastirir. Bu tam olarak, yukarida
tanimlanan Crohn’s hastaligi Uzerine yapilan g¢alismada bulunan seydir. Yine de,
belirli bir kromozomal bdlgedeki tim SNPler, ilisiksiz bireylerin genis guruplarinda
analiz edildiginde, sonugclar, her biri sinirli cesitlilikte fakat belirgin rekombinasyon
bolgelerince isaretlenmis, ondan yuzlerce kilobaza degisen farkli haplotip bloklarinin
bir gorlntisunt vermigtir. Haplotip bloklarinin varligi LD analizini oldukga
basitlestirir. Bir bolgedeki tim SNPleri kullanmak yerine, tam olarak hangi SNPlerin
gereksiz oldugunu ve hangilerinin asosiasyon c¢alismalarinda bilgi verici oldugunu

belirleyebiliriz.

Haplotiplerin tanimlanmasinin medikal uygulamalar igin pek ¢ok anlami vardir

fakat burada sadece ikisine deginilecektir: HLA haplotipleri ve ilaglara cevaplar.

Major histokompetabilite kompleksi

insanlar dahil, yiiksek hayvanlar “kendi” ve “kendi olmayan” arasinda ayrim

yapabilme ve olduk¢a genis spektrumlu yabanci antijenlere karsi bir reaksiyon

baglatma yetenedine sahiptirler. Bu reaksiyon immuan cevap ile saglanir. Normal

immun cevabin olusturulmasinda ve mutasyonun sonucu olarak, immun yetersizlik ve

otoimmun hastalik dahil sapkin immun reaksiyonlarda genetik faktérler anahtar bir rol
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oynar. immiin sistemin gelisiminde ve fonksiyon gérmesinde cok sayida gen rol
oynar ancak burada yalnizca major histokompetabilite kompleksininkilerden (MHC)
bahsedilmigtir.

Table 4.3 Protein and DNA variation at HLA loci. Because of the redundancy of the genetic code it
is possible to have more DNA sequence variants than protein variants.

HLA locus Antigenic variants (no.) DNA variants (no.)
HLA-A 25 83
HLA-B 53 186
HLA-C 11 42
HLA-DR ( B chain only) 20 221
HLA-DQ (e and f chains) 9 49
HLA-DP (o and 3 chains) 6 88

Fig. 4.10 The inheritance of HLA haplotypes. Usually a haplotype is transmitted, as shown in this
figure, as a unit. In extrememly rare instances, a parent will transmit a recombinant haplotype to
the child.

MHC kromozom 6’nin kisa kolunda yerlesmis buylk bir gen kimesinden
olusmustur. Yapisal ve fonksiyonel farkliliklar bazinda bu genler t¢ sinifa ayrilmigtir
ve her sinif oldukga kompleks ve polimorfiktir. Ug sinifin ikisi hiicre yiizey proteinleri
olan insan Iokosit antijenlerinin(HLA) genlerine karsilik gelmektedir. Bu antijenler

immun sistemin normal foksiyon gérmesi igin oldukga énemlidir ve ilk olarak akraba
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olmayan bireyler arasinda doku transferi denemelerinde bulunmustur. Bir sinif |
antijen iki polipeptid Uniteden olusmustur, MHC tarafindan kodlanan, bir polimorfik
peptid ve MHC’nin disindaki bir gen tarafindan kodlanan, bir dedismez (invariant)
polipeptid. Sinif iki molekulleri her ikiside MHC tarafindan kodlanan, a ve f
altiinitelerin heterodimerleridir. Sinif 1ll genleri HLA genleri degildir fakat polimorfik

serum proteinlerinin ve membran reseptorlerinin genlerini igerir.

HLA sistemi pek ¢cok genden olugsmustur ve ¢esitli lokuslarda taninan pek ¢ok
antijenik varyantlarla birlikte oldukga polimorfiktir (Tablo 4.3). HLA allelleri oldukga
yakindan link olduklari igin haplotipler olarak birlikte iletilirler. Her bireyin iki haplotipi
vardir, her biri kromozom 6’nin bir kopyasinin Uzerinde yer alir ve ko-dominanttir. Her
cocuk, her iki ebeveyninden bir haplotip alir (Fig. 4.10) ve ayni ebeveynin uyusan
HLA haplotiplerini  kalttigi  iki g¢ocugun olusma sansi  %25dir. Doku
transplantasyonunun basarisi HLA haplotipleri arasindaki benzerlikle yakindan iligkili
oldugundan, kemik iligi veya organ transplantasyonu i¢in tercih edilen donor 6zdes

bir HLA haplotipine sahip bir erkek veya kiz kardestir.

HLA genleri hakkinda ¢ok daha fazla bilgi biriktikge, belirli HLA genleri veya
haplotipleri ve belirli hastaliklar arasinda bir iligki oldugu belirgin hale gelmistir.
Ornegin, ulusal bir galismada, populasyonun yalniz %9'u HLA-B27 alleline sahiptir
fakat kronik enflamatuar hastalik ankylosing spondylitislilerde %95 oranindadir.
Benzer olarak, populasyonun %28i HLA-DQZ2 allelini tasirken celiac hastaligini
tasiyan populasyonun %99unda mevcuttur. HLA genlerinin tek basina belirli
hastaliklardan sorumlu olmalari olasi degildir. Bunun yerine, diger genetik ve
cevresel faktorlerle birlikte hastalik yatkinligina katkida bulunabilirler. Ornegin,
muhtemelen farkli bireylerin belirli enfeksiy6z ajanlara yatkinhdina etki ederler. Bunlar
ayni zamanda tip | diyabette gosterildigi gibi kompleks hastaliklarda rol oynayabilirler
(Kutu 4.3).
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ilaglara bireysel cevaplar (farmakogenomiks)

llaclara bireysel cevabin iki temel nedeni vardir: hedef molekiliin yapisindaki

varyasyon ve ilag metabolizmasindaki farkhliklar. Ornegin, beta-adrenerjik reseptor

anatagonistleri astimin tedavisinde en yaygin kullanilan ajanlardir ve hedef genlerde

birkac polimorfizm tanimlanmistir. Birkag

calisma bu genlerdeki SNPler ve terapiye

cevap arasinda baglanti oldugunu gostermistir. Bir ¢calisma bir allel i¢cin homozigot

olanlarin, alternatif allel igin homozigot olanlara gore albuterole cevap vermeye 5.3

kat fazla yatkin oldugunu gostermistir. Heterzigotlar 2.3 kat fazla albuterolt yararh

bulabilirler.
Kutu 4.4 Sosyal ve etik problemler

Bireylerin, hastaliga yol agan veya riskini arttirir ancak kanserin
yatkinligi  artiran  mutasyonlar igin gergeklesecegine dair garanti veremez.
taranabilirligi bir takim sosyal ve etik Bu artan risk sebebi ile fetis alinmali
problemler ortaya c¢ikartir. Taramanin midir? Tekrar, bir gen veya gen
prenatal veya postnatal olarak grubunun homoseksuelige neden
yurutilmesine  baglhh  olarak  farkli oldugunun bulundugunu farz edin.
problemler mevcuttur. Kalitilmig Homoseksuellige karsi olan
defektlerin prenatal tanisi igin, fetusu heteroseksuel bireylerin  bir fetusu

cevreleyen amniyotik sivinin bir kismi

cekilerek amniyosentez tekniginde
kullanihir.  Sivi  gelisen c¢ocuktan bazi
hdcreleri igerir (amniyositler) ve eger

isteniliyorsa bunlar sayilarini attirmak igin
in vitro kultire alinabilir. Bu hucreler

belirli gen defektleri icin problanabilir ve

homosekstiel olabilme riski sebebi ile

almaya hakki var midir?

Postnatal genetik taramadan dogan

temel sorun birinin genetik kompozisyonu
sebebi ile sigorta yapma veya saglik
reddi tanimlanan

bakiminin seklinde
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eger biri tespit edilirse fetistin alinmasi
icin bir karara varilabilir. Cogu Ulkelerde
kurtaja karg! kati yasalar vardir ve izin
verildigi Ulkelerde bile, kurtajin ahlaki

yonu siddetli sekilde tartisiimaktadir.
Kurtaj ahlaki agidan kabul edilebilir olsa
bile, cizgiyi
Ornegin, prenatal test bebegin kistik
siddetli

madur

Kisi nerede c¢ekecektir?

fibrozisden veya kombine

immuneksiklikten oldugunu
gOsterirse sonra kurtaj i¢in bir durum so6z
Fakat,
oldugunu ve kanser yatkinlik genleri olan
BRCA1 veya BRCAZ2’den biri igin pozitif
Bu

mutasyonlar tagiyicinin kanser olabilme

konusu olabilir. fetisin digi

sonu¢ verdigini farz  edelim.

USA’da Afro-

Amerikanlar uzun zamandir ise alinmada

genetik  ayrimciliktir.
ayrimciliga maruz kalmaktadir. Yuksek
orak hicre anemisi riskine sahip olduklari
icin, Afro-Amerikanlar ise alinabilmek igin
bu bozuklugu tagsimadiklarina dair kanit
kalmaktadirlar.

gostermek  zorunda

Benzer olarak, orak hicre mutasyonunun

(yani
yuksekliklerdeki azalan oksijen basinci ile

tastyicilar heterozigotlar) asir
basa c¢ikamayabilecekleri igin US Hava
Kuvvetlerinde pilot olamazlar. Bu cesit

ayrimcilik irksal dnyargiya kargi yasalara

uymamaktadir,fakat, daha yakin
zamanlarda, genetik  ayrimcihgi
yasaklayan yeni yasalar bunu da
kapsamistir.

All patients with the same diagnosis

Genetic profile for
toxicity with usual
dose of drug A

o g9
U
il

Treat with lower dose
of drug A or alternative drug

Genetic profile for
favorable response
to drugs A and B

Genetic profile for
favorable response
to drugs Cand D

Fig. 4.11 Pharmacogenomics has the potential to subdivide a population of patients with the

same empiric diagnosis (e.g. hypertension) into subgroups that have inberited differences in their

metabolism of and/or sensitivity to particular drugs. One subset of the population might be at

substantially greater risk of serious toxicity (1), whereas other subsets may have receptor

polymorphisms or disease pathogenesis polymorphisms that make them more responsive to

different treatment options (2 vs. 3).




llaglara karsi pek cok ters reaksiyon metabolizmadaki bozukluktan
kaynaklanir. Ornek olarak, Kafkas populasyonunun %3 ila 10’u adrenerjik blocking
ila¢ debirosquini metabolize edememigtir ve tedavi siddetli hipotansiynla sonuglanir.
Afro-Amerikanlarda bu “zayif metabolize edici” durumunun frekansi %5 ve
Asyalillarda sadece %1’dir. Etkilenmis bireyler mutant bir sitokrom P450 geni
(CYP2D6) icin homozigottur ve ayni zamanda kodein dahil yaygin olarak regetenen
ilaglarin hepsinin %20’sinden fazlasini metabolize etmekte basarisizdirlar.Ayni gen
ayni zamanda bir ylkselmis-metabolizer fenotipe neden olan allele sahiptir ve bu

kansere artan yatkinlikla iligkilendirilmigtir.

llag etkinligini etkileyen pek ¢ok genetik polimorfizm icin, bir ilag engelinin
yoklugunda belirli bir fenotip yoktur. Bu hastalar igin uygun terapilerin segiminde ve
yeni ilaglarin klinik deneyleri igin hastalarin se¢iminde, istenilmeyen sans elementini
getirir. Her iki durumda da c¢ok 6nemli maliyet etkisi vardir. E§er daha 6nceden
bireyin genotipi bilinirse daha iyi klinik kararlar alinabilir. Pek ¢ok polimorfizmin yan
etkiye sebep olmasinin nedeni tek nukleotid degisikleri oldugu igin, bir bireyin SNP
profili terapiye rehberlik etmesi veya klinik bir denmeye katilimin segimi igin
kullanilabilir. insan genomunun biyiikliginin 3x 10° baz citi oldugu ve SNPlerin
ortalama olarak her 1000 nukleotitte bir meydana geldigi bilindigine gore insan
genomunda 3 milyondan fazla SNP vardir. Bir bireyi butiin hepsi igin tiplendirmek gok
blyuUk bir is olacaktir ve pek ¢ok kez tekrar edilmesi gerekecektir. Fakat, haplotiplerin
varhidi ile tipleme karsiligi ¢ok daha kuguktiur —fakat halen yildiricidir! Yeni bir ilacin
klinikk denemeye alinmasi, Ozellikle eger ilagc ge¢ bir evrede basarisiz olursa,
maliyetinin ¢ok yuksek olmasi sebebi ile (yuz milyonlarca dolar), farmasotik sirketleri
oldukga otomatiklesmis yuksek-veri eldeli SNP profillendirmesinin gelisimine dnculuk
etmektedir. Baslangigta bu bir hastaligin farkh alt tiplerinin siniflandiriilmasina ve
bundan dolayl daha iyi tanilya yol acacaktir. Bu sirasiyla en uygun terapinin
segilmesini kolaylagtiracaktir. Daha sonra, her hastaligin kesin nedenini biliyor
oldugumuzdan, su anda oldugu gibi hastaligin semptomlarini tedavi etmekten ¢ok
sebebini tedavi etmek igin ilaglar gelistirebilecegiz. Sonucta, etkilenmis bireylerin
genetik analizi hangi ilaclarin kullanilabilecegini gosterecek ve farmakogenomik
analizler hangi ilaclarin kullaniimasi gerektigini belirleyecektir (Fig. 4.11) Bu

kisisellestirilmis ilag ¢agi olacaktir (Kutu 4.4).
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