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OZET

Otozomal dominant bir miyopati olan Fasioskapulohumeral Muskiiler Distrofi
(FSHD), en sik karsilagilan tigiincii kas hastaligi olup; yiiz, omuz ve iist kol
kaslarindaki progresif kas giigsiizligii ile karakterizedir. FSHD hastali§ina, 4q35
bolgesindeki D474 tekrarlarindaki delesyonlar sebep olmaktadir. Otozomal
dominant kalittim gdsteren bu hastalikta, FSHD hastalarinin %95’inden fazlasinda,
normal bireylerde 11 ila 100 tekrar igeren D474 tekrar dizileri, 1 ile 11 tekrar
igcermektedir.

Bu calismada Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Néroloji Anabilim Dali’nda
klinik agidan FSHD 6n tanist almis 14 olgu (5’1 kadin, 9’u erkek) ele alindi. Yas
ortalamasi 39 olan bu olgularin periferal kanlarindan tuzla ¢oktiirme metodu ile DNA
izolasyonu yapildi. 4 numarali kromozomun 35 lokusunda yer alan D474 tekrar
dizilerindeki delesyonu gosterebilmek i¢in Southern blot yontemi kullanildi. Ayni
zamanda klinik olarak normal bireylerden elde edilen 3 DNA 06rnegi de kontrol
olarak ¢alisildi. Kontrol grubundaki D4Z4 tekrarlari, normal sinirlar iginde
bulunurken (11 tekrardan fazla), 14 FSHD olgunun tekrar sayisinin, klinik
gostergeyle paralel olarak normal smnirlarin altinda (11 tekrardan az ) oldugu
belirlendi.

Elde ettigimiz sonuglara gore, Southern blot yontemi hastalikla iliskili 4
numarali kromozom {iizerindeki D474 tekrarlarindaki delesyonlarin belirlenmesi i¢in
uygun bir yontem olarak gdzlenmistir. Klinik bulguyu desteklemesi, hastalikta kesin
taniy1 saglamasi ve genetik danigma acgisindan da biiyiilk 6nem tasimasindan dolay1
bu yontemin rutine uygulanmasi halinde fayda saglayacag diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: FSHD, D474 tekrarlari, Southern blot, 4 numarali kromozom



ABSTRACT

Facioscapulohumeral Muscular Dystrophy (FSHD), which is characterized by
progressive weakness of muscles in the face, shoulder girdle and upper arms, is the
third most common muscular disease. FSHD 1is caused by deletions of the D474
repeats in the 4q35 region. In this autosomal dominantly inherited disease, more than
95% patients have only 1-10 repeats instead of 11-100 repeats observed in healthy
controls.

In this study, 14 (9 male, 5 female) patients with the average age 39, were
handled after the preclinical diagnosis by the Akdeniz University Medical Faculty
department of Neurology. DNA was extracted from those patients’ peripheral blood,
using salting-out method. In order to detect the deletions of D4Z4 tandem repeats at
the q35 locus on chromosome 4, Southern blot method was used. Besides, DNA
samples which were obtained from 3 healthy individuals were studied as control
group. According to our results, even though the number of D474 repeats in control
group was found to be in the normal range (more than 11 repeats), 14 FSHD
patients’ repeat numbers were observed to be under the normal range (less than 11
repeats) as parallel to clinical profile.

According to the data we obtained, Southern blot is an applicable strategy for
determination of the D4Z4 repeat deletions on chromosome 4. Due to reasons that
support the clinical profile and provide definitive diagnosis, also genetic counseling
which has great importance; this method can be beneficial when is used in routine
practice .

Key Words: FSHD, D4Z4 repeats, Southern blot, chromosome 4
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SIMGELER VE KISALTMALAR

ANT1 : Adenin Niikleotit Translokator
AmAc :  Amonyum Asetat

cDNA : Komplementer DNA (Complementary DNA)
CEN : Sentromer

DNA : Deoksiriboniikleik Asit

dH20 : Distile Su

DUX4 : Double homeobox 4

DUX4C : Double homeobox 4 like 9
EDTA : Etilen Diamin Tetra Asetik Asit
EtBr : Etidiyum Bromiir

FBS : Fetal Bovin Serum

FRG1 : FSHD region gene 1

FRG2 : FSHD region gene 2

FSHD : Fasioskapulohumeral Muskiiler Distrofi
g : Gram

Kb : Kilobaz

KHCO3 : Potasyum Bikarbonat

ml :  Mililitre

ul :  Mikrolitre

mM :  Milimolar

uM : Mikromolar

NaCl :  Sodyum Klortir

NaHPO4 : Sodyum Fosfat

NaOH : Sodyum Hidroksit

NH4Cl :  Amonyum Kloriir

oD :  Optik Dansite

O/N :  Gece Boyu (Over night)
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Beyaz Kan Hiicresi Lizis Tamponu (White Blood Cell Lysis Buffer).
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GIRIS VE AMAC

Fasioskapulohumeral Muskiiler Distrofi (FSHD1A, MIMI158900) otozomal
dominant bir miyopati olup, ilk olarak 1885 yilinda Fransiz Norologlar Landouzy ve
Dejerine tarafindan tanimlanmistir [1]. Klinik 6zellikler daha sonra 1950°de Utah’da
bliyiik bir ailede ve 1982 yilinda Hollanda’da yapilan popiilasyon bazli ¢caligmalarda
tanimlanmistir [2]. FSHD 1:20000 insidansla Duchenne Muskiiler Distrofi ve
Myotonik Distrofi’den sonra en ¢ok karsilasilan iiglincii néromuskiiler kalitsal
hastalik olup [3], yiiz, kol ve omuz kaslarindaki atrofi ile karakterizedir. Bir¢ok
hastada hastalik yavas ilerlemekte olup hastaligin gidisatina bagl olarak; genel kas
zayifligt ve atrofi, pelvik kasi ve distal kas sisteminin de etkilendigi
gortlebilmektedir [4]. Hastaligin erken donemlerde ortaya ¢ikmasi, genellikle
hastaligin daha siddetli gelismesiyle iliskilidir [5]. Hastalarin ¢ogunlugunda
semptomlar ikinci dekattan (20 yasindan) sonra ortaya ¢ikar. Hastaligin baslangicinin
10 yasindan 6nce goriilmesi sik karsilasilan bir durum degildir, yine de % 5’e yakin
hastada, yiiz kaslarinin belirgin olarak zayiflig1 s6z konusudur. FSHD olgularinin bir
kisminda genel belirtiler disinda, retinal vaskiilopati ve yiiksek-tonal sagirlik
gorilmektedir [6, 7]. Bazi1 FSHD ailelerinde hastaligin mental retardasyon ve
epilepsi ile de iligkisi bulunmaktadir [6, 8]. Hastaligin siddetine bagli olarak
hastalarin yaklasik %20’si daha 40 yasinda, distal kaslarin da tutulumuyla tekerlekli
sandalyeye bagimli hale gelmektedirler [9]. Hastaligin ayni aile icinde de klinik
tablosu degiskenlik gosterebilmektedir [Lunt ef al. 1995]. Erkek ve disi bireylerde
hastaligin goriilme insidansinda bir farklilik yokken nedeni bilinmemekle beraber
erkekler, kadinlardan daha ¢ok etkilenmektedirler [10].

Klinik olarak FSHD hastalarim1 diger kas hastaliklarindan ayiran belirgin
ozellikler olsa dahi tam teshis i¢cin molekiiler testlere gerek duyulmaktadir. FSHD
hastaliginin asil sebebi, 4 numarali kromozomun subtelomerik bolgesindeki D474
tekrar dizilerinin sayisindaki azalmadir. Normal bireylerde 11 ile 100 arasinda
degisen tekrar sayisi, FSHD hastalarinda delesyon sonucu 1-11 tekrar arasinda
degismektedir. 4 numarali kromozomda lokalize olan D4Z4 tekrarlar1 10 numarali
kromozom iizerinde bulunan D474 tekrar dizilerine %98’den fazla homoloji
gostermekle birlikte, 10q26°daki D4Z4 tekrarlarinin, FSHD hastalig1 ile bir iliskisi
olduguna yonelik herhangi bir bulgu yoktur [11].

D474 tekrarlan 6zellikle bu bdlgenin hemen proksimalinde yer alan p13E-11
bolgesi i¢in uygun olan radyoaktif isaretli prob kullanilarak, Southern blot
yontemiyle belirlenebilmektedir. Bu yontem uygulanirken 4 numarali kromozoma
0zgli D474 tekrarlarimi iceren fragmentleri 6zellikle, 10 numarali kromozomdaki
D4Z4 tekrar dizilerinden ayirt etmek i¢in 3 enzim kesimi yapilmaktadir. Kisa
fragmentler icin yliksek ¢Oziiniirliigli saglamasi ve bu bolgenin diger bolgelerden
farkli olarak yiiksek oranda GC dizisi igermesi sebebiyle, FSHD tanisinda agirlikli
olarak radyoaktif isaretli Southern blot yontemi kullanilmaktadir.



Molekiiler testlerin gelismesiyle, son yillarda tekrar bdlgesine yakin olan
genlerin hastaliga sebep olabilecegi diisiiniilmiis ve gen ekspresyon caligmalari
yapilmaya baglanmistir. D4Z4 delesyonlar1 sonucunda kromatin yapisinin degismesi
ve histon modifikasyonlar1 sonucu oldugu diisiiniilen hem tekrar bolgesindeki hem
de komsu bolgedeki genlerin ekspresyon seviyelerinin degistigi gosterilmistir.
Normalde diisiik ekspresyon seviyesine sahip FRGI1, FRG2, ANTI1, TUBB4q
genlerinin ve normalde ekspresyonu gozlenmeyen DUX4 geninin FSHD hastalarinin
kas dokusu alinarak myoblast hiicreleriyle yapilan ¢alismalarda overeksprese oldugu
goriilmistiir [12]. Bizim calismamizda da FSHD hastalarindan alinan biyopsi
materyalinden primer myoblast kiltiirii yaparak, RNA izolasyonu ve RNA’dan
ozellikle DUX4 genine yonelik cDNA elde edilerek genlere 6zgili primerler
kullanarak ger¢ek zamanli PCR (Real Time PCR) metoduyla genlerin ekspresyon
seviyelerinin belirlenmesi de amaglanmistir. Biyopsi yapilacak FSHD hastast bulma,
primer primer myoblast doku kiiltiirii kurulduktan sonra olusan bakteri ve mantar
kontaminasyonlardan dolay1 yasanan ve direk kas dokusundan RNA elde edilmesi
konusundaki zorluklar nedeniyle projenin ikinci kismina yonelik gen ekspresyon
caligsmasi sonuglandirilamamastir.

Bu calismada FSHD 06n tanisi ile gelen 14 olgunun ve 3 kontrol bireyin DNA
orneklerinden, radyoaktif Southern blot yontemi kullanilarak D4Z4 tekrar sayilarinin
gosterilmesi ve bu bulgularin FSHD klinigi ile kiyaslanarak ailelere saglikli bir
genetik danismanin verilebilmesi amaglanmustir.



GENEL BIiLGILER

FSHD hastaligi, ilk olarak 1800’lerin sonlarinda iki Fransiz ndrolog Louis
Landouzy ve Joseph Dejerine tarafindan 11 yi1l boyunca bir ailenin
gozlemlenmesinin ardindan tanimlanmistir [13]. Bu aragtirmacilar FSHD’nin ana
belirtilerinin; erken evrede goriilen yiizde tutulum, omuz ve kol kaslariin progresif
gligsiizliigli ve atrofisi oldugunu, hastaligin kalitsal gec¢is gosterdigini ve ayni ailede
etkilenmis bireyler arasinda klinik farkliliklar gdsterdigini rapor etmiglerdir. 1950
yilinda, Tyler ve Stephens [14] tarafindan Utah’da 6 kusak iceren 1249 kisilik ¢ok
genis bir aile bulunmus, bu biiyiik ailenin bireylerinin 1840 yilinda Utah’a go¢ eden
Ingiliz bir erkek hastanin soyundan geldigi gosterilmistir. Arastirmacilar bu ailenin
sadece 240 iiyesini inceleyebilmisler ve 58 {iyesinin etkilenmis oldugunu
bulmuglardir. Bu bulgular Loundazy ve Dejerine’in klinik heterojeniteye ve
otozomal dominant kalitimina yonelik raporunu dogrulamistir. 1982 yilinda
Padberg’in geriye yonelik FSHD tanist olan 107 hasta {izerinde yaptigr bir
calismayla, detayli bir sekilde hastalarin sikayetleri, klinik progresyonu ve
laboratuar bulgular1 yayinlanmustir.

FSHD tamisinda klinik kriterler 1991 yilindaki uluslar arasi konsorsiyumda
yayinlanmigtir. Buna gore;

* Hastalifin baglangici yiizde veya omuz kaslarinda tutulum ve ekstraokiiler,
farinjiyal, lingual ve kalp kasi harici tutulumunun gosterilmesi

* Etkilenmis aile bireylerinin %50’sinde yiiz kas1 zay1fliginin belirlenmesi

* Ailesel olgularda otozomal dominant kalitim modelinin varligi

* En az bir hasta bireyde elektromiyografi ve kas biyopsisine bakilarak
miyopatinin kanitlanmasi, tan1 kriterlerini olusturmustur.

Bu kriterlerinin yaymlanmasindan sonra 1998 yilinda yapilan bir calismada kalp
kas1 tutulumu da belgelendirilmistir [15]

Tan kriteri olarak bu klinik veriler olusturulduktan sonra esas gelismeler, FSHD
ile iligkili genetik calismalarla olugmustur. Bu gelismelerle, FSHD tanis1 igin
molekiiler testler ve aile tliyeleri i¢in genetik danigsmanligin ilerlemesi saglanmistir.
Molekiiler testlerin uygulanabilirligi, klinik fenotipin olusum spektrumunu da
genisletmistir.



2.1. Klinik

FSHD hastalig1; adindan da anlasildig: gibi 6zellikle yiiz (facio), omuz (scapulo)
ve iist kol (humerus) kaslarm etkilemektedir [5, 16, 17]. Ozellikle spesifik kaslarn
etkilenmesi, FSHD hastaliginin kliniginin diger muskiiler distrofilerden ayrilmasini
kolaylagtirmaktadir. FSHD hastalarinin ¢ogu, genellikle yasamlarinin ikinci ve
ticlincii dekatinda viicudun iist kismindaki hareketlerle ilgili sikayetle gelmektedirler
[1, 18]. Padberg’in geriye yonelik yaptig1 bir ¢aligmada; hastalarin %82’sinde ilk
semptom olarak omuz kaslarinda, %10’unda yiiz kaslarinda, %8&’inde ise ayak
dorsifleksor kasinda giigsiizliik rapor edilmistir [1]. Ilk semptom bunlar olmasina
ragmen tiim FSHD hastalar birlikte ve detayl olarak incelendiginde carpici bigimde,
%94 hastanin yiiz kasinda zayiflik, %93’tinde omuz kaslarinda, %67’sinde ayak
dorsifleksor kasinda ve %50’sinde pelvik kaslarinda giigsiizliik oldugu belirlenmistir.

2.2. Gen Haritalama Cahismalari

FSHD lokusu kromozom 4q35°te genetik olarak haritalanmistir [19, 20]. Bu
bolge kompleks bir lokus olan D4F104S1 lokusunun ¢ok yakininda lokalizedir (Sekil
2.1). FSHD hastaliginda genetik heterojenite olduguna dair bazi kanitlar vardir.
Biiylik FSHD ailelerinin ¢ogunlugunda hastaligin 4q35 bolgesiyle iliskili oldugunun
kanitlanmasina ragmen, ¢ok az sayida FSHD ailesi bu lokusun disinda kalmaktadir
[21]. Bu genetik g¢alismalar dogrultusunda 4q35 bolgesi disinda kalan ve baska
herhangi bir lokusa spesifik olmayan hastalik FSHDIB (FSHD2) olarak
adlandirilmaktadir.

2.2.1. D4F104S1 Lokusu

D4F104S1 lokusuna spesifik pI3E-11 probu, hem 4q35 hem 10926 ile homoloji
gosteren EcoRI restriksiyon fragmentini tanimaktadir. p13E-11 probu D4F104S1
lokusunun, p13E-11’in art arda dizili tekrar birimlerinin proksimaline lokalize, tek
kopya genomik diziyi tanimaktadir. Bireylerdeki her biri 4q35 ve 10q26 ‘dan
kaynaklanan ardisik tekrarlarin kesin sayilarinda cesitlilik gézlenmektedir. Bunun
sebebi, D4F104S1 lokusunda degisken sayida ardisik tekrarli (VNTR) dizilerin
bulunmasidir. D4F104S1 lokusu, VNTR’lar1 tanimlayan iki spesifik EcoRI
restriksiyon bolgesini icermektedir; Birinci bolge pl3E-11 probunun dizi
homologunun proksimaline lokalizedir, ikincisi ise ardisik dizili tekrar bolgelerinin
hemen distalinde bulunmaktadir (Bkz. Sekil 2.1.).
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Sekil 2.1. FSHD aday bélgesi olan 4¢35’in kesim haritasi: FRG1, TUBB4Q, FRG2, genlerinin,
D4F104S1(p13E11) lokusunun ve D4Z4 tekrarlarmin lokalizasyonlari. EcoRI fragmenti
p13E11 probuyla, cogunlukla normal bireylerde 12-100 aras1t FSHD’li hastalarda genellikle
<10 3.3 kb art arda dizili tekrar eden kopya sayilarini belirler. Her 3.3 kb tekrar iki
homeodomain (siyah kutucuklar) bir ORF, baglama kodonu (ATG) ve stop kodonu igerir.
Ayni zamanda DUX4 genini kodlar. DUX4’iin promotor-benzeri dizisinde, GC ve TACAA
kutucuklarinin pozisyonu belirtilmektedir. B:B/nl restriksiyon bolgesi, E: EcoRI kesim
bdlgesi; K: Kpnl restriksiyon bolgesi; T: Tru91 restriksiyon bolgesi

Normal bireylerden elde edilen EcoRI kesimli yiiksek molekiiler agirliga sahip
genomik DNA igeren ve pl3E-11 probuyla hibridize edilen fragmentlerin boyutlari,
Southern blot yontemiyle bakildiginda 35-38 kb ile 300 kb arasinda c¢esitlilik
gosteriyorken, FSHD hastalarinda 10 ile 35-38 kb arasinda ¢esitlilik gdstermektedir.
Klasik Southern blot yontemiyle 50 kb’nin iizerindeki fragment boyutlarini analiz
etmek zor oldugundan, c¢oOziiniirliigli arttirmak icin pulsed-field elektroforez
kullanilmaktadir. Bireylerin ¢ogunlugu homolog kromozomlarin iki kopyasini da
tasidigindan, bir bireyin DNA’s1 analiz edildiginde 4 farkli boyutta fragment
goriilme potansiyeli vardir. Her fragment 4q35 lokusundan tiireyen iki allel ve
10926 lokusundan gelen iki allel olmak {iizere farkli dort D4F104S1 alleli
gosterebilir.

EcoRI’'in enzim kesimi ile farkli fragmentlerin varligmin, sporodik FSHD
hastalarindaki ¢alismalarda da de novo olarak olusumunun gosterilmesi ve klinik
olarak etkilenmemis bireylerin hig¢birinde var olmadiginin kanitlanmasiyla EcoRI
fragmenti ve FSHD arasindaki baglanti kuvvetlenmistir. Ancak hem sporadik hem
de ailesel olgularin kii¢lik bir kisminda kisa EcoRI fragmenti bulunmaz. Bunun



sebebi ise ya bu olgularda farkli mutasyonel mekanizmalar gelismistir, ya bu olgular
esas FSHD lokusu olan 4q35 FSHDI1A lokusuyla baglantili degildir ya da baska
genetik varyasyonlarla hastalik ortaya ¢ikmustir.

Eger tek bir kisa D4F104S1 alleline sahip olmak hastalik fenotipini géstermek
icin yeterliyse (FSHD dominant bir hastaliktir ve bu yiizden, FSHD geninin iki
kopyasinin sadece birindeki degisiklik yeterlidir) D4F104S1 allellerinden birinin
tamamen kaybi daha siddetli bir fenotip gostergesi olmalidir. Birka¢ bireyde
sitogenetik analizle belirlenebilen 06zellikle 4q35 bolgesini iceren delesyonlar
tanimlanmistir. Bu olgular, 4q35°den kaynaklanan D4F104S1 lokusunun tek kopyasi
icin monozomiktirler. Sasirtict bir sekilde, bu bireylerde, FSHD’ye ait herhangi bir
klinik bulgu gézlenmemistir [5]. Bu bulgular, FSHD hastaliginin 4q delesyonu olan
bolgede kismi veya tam bir genin kaybindan ¢ok, biiyiik ihtimalle dominant negatif
(fonksiyon kazanimi) mutasyonel mekanizmasinin etkisiyle ortaya c¢iktigin
diistindiirmektedir. Bu gozlemler D4F104S1 lokusunun kendisine dayali, FSHD
geninin, ve 0zellikle bolgedeki D474 tekrarlarinin arastirilmasinin 6niinii agmaistir.

2.2.2. D474 Tekrarlar

D474 tekrar birimleri 3.3 kb’lik ardisik tekrar dizilerini iceren ve GC’ce zengin
bolgelerdir. Akrosentrik kromozomlarin kisa kolu {izerinde, perisentromerik
bolgelerde (6zellikle 1 numarali kromozomda) ve 4 ve 10 numarali kromozomlarin
uzun kolunun telomerik bolgelerinde lokalize olan biiyiik bir ailenin iiyesidir [22,
23]. Normal bireylerde D4F104S1 lokusu iizerinde D4Z4 tekrarlar1 12 ile 100
arasinda degismektedir. Buna nazaran FSHD ile iligskili D4F104S1 alleli, 1 ile 11
aras1 D474 tekrar birimleri icermektedir.

Normalde D4Z4 tekrarlar oldukga kapali kromatin konfigiirasyonuna sahiptir, tekrar
kontraksiyonunun bir sonucu olarak daha acik bir kromatin konfiglirayonuna
adaptasyon saglamaktadir. DNA metilasyon, histon modifikasyonlar1 ve diger
kromatin tekrarlar1 konusundaki c¢aligmalar bu hipotezi desteklemektedir [24-27].
FSHD de D474 spesifik bolgeler test edildiginde ise DNA metilasyonunda %30- 40
azalma vardir. Aym zamanda Kromatin immiino Presipitasyon (ChIP) analizleri,
normal D4Z4 tekrarlarinin transripsiyonel olarak represyona ve histon
modifikasyonlarina sebep oldugunu, FSHD’de ise represif histon modifikasyonlari
ile iliskili kayiplar oldugunu gostermektedir ve bu kromatin yapis1 D4Z4 bolgesi ile
sinirlt  goziikmektedir. ChIP analizleri aym1 zamanda FSHD hastalarinda diger
kromatin faktorlerinin kaybi1 ve kazanimini gostermektedir: 6rnegin FSHD tanili
hastalarda HP1Y,YY1 (kohezin kompleks) kayb1 ve CTCF (CCCTC-binding factor
(zinc finger protein))kazanimi vardir [26, 28].

2.2.3. 4935 ve 10q26 Homolojisi
Cesitli caligmalarla D4F104S1 lokusunun ikinci kopyasinin, 10 numarali

kromozomun heterokromatin yapidaki subtelomerik bdlgesi igerisinde 10q26°da
lokalize oldugunun gosterilmesi [29] sonucunda hem 4q35 hem de 10q26 D4F104S1



lokuslarindan yapilan detayli sekans analizleriyle, D4Z4 tekrarlarmin yiiksek
seviyede dizi homolojisi (98-100%) gosterdigi dogrulanmistir ve de, 4q35- kokenli
D4Z4 tekrarlarinda olmayan fakat 10g26 tekrar birimlerinden kaynaklanan D474
tekrarlarinin  her kopyasinda bulunan, 06zgiin bir B/nl enzim kesim bdolgesi
tanimlanmustir [29].

4935 ve 10926 D4F104S1 bolgeleri arasindaki yiiksek seviyedeki dizi homolojisi
iki  lokus arasinda interkromozomal degisimlerin meydana  geldigini
diisiindiirmektedir. Bu subtelomerik degisimler siiresince, tanimlanan tekrar dizileri
(hem 4q35-derive B/nl direngli D474 tekrarlari, veya 10q26- kaynakli B/nl duyarl
tekrarlar) bir kromozomal lokasyondan digerine transfer olmaktadir.

Bu boyutlara sahip genomik fragmentlerin igerdigi interkromozomal degisimler
en iyi PFGE’de goriilmektedir; bir ¢ok calisma, ¢aligilan olgularin ¢ogunda tekrar
dizilerinin tamaminin ‘transloke’ oldugunu gostermistir[30-32]. Genetik materyalin
mevcut fiziksel translokasyonu ve interkromozomal gen konversiyonunun daha akla
yatkin bir mekanizma olarak goriinebilecegine dair kesin kanit olmadigi
belirtilmektedir [33].

Ilging bir sekilde kromozomlar arasi, bu dinamik subtelomerik bolge
degisimlerinin, FSHD fenotipine sebep olmadigr goriilmektedir [30]. 4935 , 10926
bolgelerinin subtelomerik degisimlerinin normal bireylerde de %20 oraninda olarak
goriilmesi, bu subtelomerik degisimlerin FSHD’ye yol agmadigini desteklemektedir
[22]. Ayrica bu subtelomerik degisimlerin altinda yatan molekiiler mekanizmalar
hala aydinlatilmaya ¢alisiimaktadir.

2.3. Somatik Mozaisizm

Embriyonik hayatin erken evresinde hem somatik hiicrelerde hem de germ
hiicrelerinde ¢esitli derecelerde somatik mutasyon olugsmaktadir. Gonozomal mozaik
bireyler etkilenmis cocuk sahibi olabilme riski altindadir. Cogunlukla yeni bir
mutasyon ilk olarak mozaik formda goriilmekte, genellikle klinik olarak normal
goriinlimde olan birey, yapisal olarak etkilenmis ¢ocuk sahibi olabilmektedir. FSHD
hastaliginda da somatik mozaisizm bildirilmistir [34, 35]. Van der Maarel et al.
(2000) de novo FSHD aileleriyle yaptig1 caligmada %14 etkilenmemis ebeveyn ve
%26 de novo FSHD olgusu olmak iizere, bireylerin %40’1inda somatik mozaisizmi
tanmimlamustir. flging bir sekilde, bu calismada somatik mozaisizm belirlenmis FSHD
tanili erkeklerin kadinlara oranla daha fazla oldugu vurgulanmistir [36].

2.4. Genotip/Fenotip iliskisi

D4F104S1 alellerinin boyutlarindaki farklilikla FSHD hastaliginin ekspresyon
siddetinin baglantis1 olabilecegine yonelik hipotezler dogrultusunda; ¢ok sayida etnik
grupta, EcoRI fragmentinin boyutu ile hastaligin baglama yasi1 (daha kisa EcoRI
fragmentleri hastaligin daha siddetli formlariyla iligkili olmasi) arasindaki iliski
gosterilmistir [37-40]. Cocukluk caginda teshis edilen olgularda D4F104S1 EcoRI



fragment boyut aralig1 genel olarak 10-18 kb iken, ergenlik cagda 18-34 kb arasinda,
daha gec yasta baslayan olgularda ise 30 kb’den fazla oldugu gésterilmistir [37].

Iki Japonya kaynakli calisma bu gozlemleri dogrulamaktadir, gogu bireyde ¢ok
erken devrede hastaligin siddetli formuyla ortaya c¢ikan FSHD’ye, cogunlukla
epilepsi ve mental retardasyon da eslik etmektedir, kisa EcoRI/B/nl fragmentlerinin
en kisasinin uzunlugu 10 kb olarak belirtilmistir [41, 42]. Borderline denilen 8-14
D474 tekrarlari igeren bireylerde genotiple fenotip arasinda net bir korelasyon yoktur
[43], bu bireylerde ayn1 tekrar sayisina sahip bazi bireyler etkilenmisken, bazilarinda
hastaliga dair herhangi bir bulgu yoktur.

Bu hastalikta , aile i¢i veya aileler arasi olasi hastalik ekspresyonlarinin yiiksek
derecede cesitlililik gostermesine karsin bir ailenin tiim etkilenmis bireyleri ayni
boyutta D4F104S1 alleli sergileyebilmektedir. Ornegin tipik ii¢ jenerasyon bir FSHD
ailesinde klinik goriintiiye bakildiginda, ayni ailede etkilenmis bireyler arasinda
klinik cesitlilik spektrumu gozle goriilebilmektedir. Bu ailede, baba orta derecede
etkilenmisken, biliylikbaba sadece ¢ok hafif etkilenmistir. Proband olan en biiyiik
torun en siddetli etkilenen birey, 10 yasinda tekerlekli sandalyeye bagimli duruma
gelmistir. Bu ailede molekiiler analiz yapildiginda EcoRI/B/nl fragmenti, her ii¢
etkilenmis bireyde de ayni boyuttadir [44]. Bu durum fragment boyutuna ek olarak,
mozaisizimin de hastaligin siddetine anlamli derecede katkisinin olabilecegi ile
acgiklanabilmektedir.

D474 ve klinik siddet arasindaki korelasyon, multiprotein kompleksinin (YY1,
HMGB?2, niikleolin) D4Z4’e baglandiginin ve 4q35°de lokalize olan FRGI,FRG?2 ve
ANTI genlerinin ekspresyon seviyesini diislirdiigliniin bulunmasiyla desteklenmistir.
D4Z4 delesyonu sonucunda bu genlerin patolojik overekspresyonu [45] ortaya
cikmaktadir. Daha da fazlasi, overekspresyon seviyesi hem in vivo hem in vitro da
DA4Z4 tekrarlariyla ters orantilidir, bu da FSHD fenotipinin ortaya ¢ikisinda, D474
tekrar sayisinin transkripsiyonel misregulasyonunu diizenlemek icin kritik olduguna
isaret eder [45].

2.5. Cinsiyet Etkisi

FSHD’de hastalik siirecinin hizina ve hastaligin derecesinde, cinsiyet-spesifik
bir etki oldugu goriilmektedir. Hastaligin baslama yasi, hastaligin daha 1liml
formunu gosteren disi bireylerde daimi olarak daha ge¢ zamandadir [46-48].
Erkeklerde genellikle ikinci dekattan, disilerde ise iicilincii dekattan sonra hastalik
gelismeye baglamaktadir. Disi bireyde salinan hormonlarin bir sekilde koruyucu
etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Bu goriisle paralel olarak, menopozu takiben disi
hastalarda hastalik siireci belirgin olarak hizlanmaktadir, bu zamanlarda kas giiciinde
genel olarak bir azalma goriilmeye baslanmaktadir [49].

2.6. Molekiiler Teshis
FSHD hastaliginin teshisinde 4q35 bolgesinde polimorfik D4Z4 tekrarlarinin

kismi delesyonunun gosterilmesi i¢in yapilan, EcoRI-kesimli DNA’da, p13E-11
probununun hibridizasyonu saglanarak gosterilmesi ve EcoRI/BInl kullanilarak



yapilan ¢ift kesimlerin FSHD nin yiiksek oranda kesin teshisini saglamasina ragmen,
4935 ve 10926 kromozom bdlgelerinin yiiksek homolojisi ve interkromozomal
degisimlerinin dinamik kompleksi karmagiklik yaratmistir [30]. Daha sonradan 4q35
ve 10q26 bolgelerinden koken alan D4Z4 tekrar birimlerini igeren hibrit dizilerin
olusturulmasi sonucunda subtelomerik degisimler gosterilerek teshisteki karmasiklik
azaltilmistir [31]. FSHD’li olgularin %5’inin molekiiler teshisinde subtelomerik
degisimler sorunlara yol acabilmektedir [30, 50]. ilave bir restriksiyon enziminin
(Xapl) bulunmast FSHD’nin molekiiler olarak kesin teshisini %98’e¢ kadar
yiikseltmistir.

Bunlarin disinda:
1. FSHD ailelerindeki lokus heterojenligi,
2. Kompleks hastalik mekanizmasi: Bazi FSHD hastalarinin, hastalikla
iligkili kisa D4F104S1 EcoRI/Binl allelini géstermemesi,
3. Somatik ve germline mozaisizmin yiiksek insidansi da FSHD’nin
karmagik molekiiler teshisini gliglestirmektedir.

Son yillarda FSHD’ nin %98 dogrulukla molekiiler teshisine ragmen, kullanilan
yontemin halen Southern blot analizinin kullanimina dayali olmasi1 nedeniyle bu
teshis mekanizmasinin temelinin  gelistirilmesine ihtiyag vardir. Teknolojik
avantajlarla birlikte PCR tabanli molekiiler analizlerle sonug¢ alinabilmesine ragmen,
yiikksek ¢Oziiniirliigiin saglanamamasi ve 4-5 fragmentin lizerindeki fragmentlerin
ayirt edilememesi nedeniyle Southern blot yontemi tercih edilmektedir. Yine de
PFGE’nin kullanimini gerektirmeyecek yliksek ¢oziiniirliigii saglayabilecek basit
giivenilir bir teste acil ihtiya¢ vardir.

FSHD hastalarinda mutant genotipiyle klinik fenotip arasindaki iliski daha
onceden rapor edilmesine. ve tiim etkilenmis aile iiyelerinde D4F104S1alelinin ayni
sekilde delesyonunun varligina ragmen, halen yiiksek interfamilyal cesitlilige sahip
herhangi bir FSHD tanil1 bireyde hastalik siddetini tahmin etmenin imkan1 yoktur.

2.7. Kas Biyokimyasi ve Fizyolojisi

FSHD kas dokusuyla iligkili bir ¢ok c¢alisma yapilmaktadir. FSHD kasi
sarkolemmasinin organizasyonun degistigi ve kontraktil aparatlarin temelini
olusturan bu baglantilarin sikigiklig1 hastalarda gosterilmistir. Buna ek olarak FSHD
myoblastlarinin oksidatif strese duyarli hale geldigi de belirlenmistir [6, 51, 52]

Myoblastlar siiperoksit anyon jeneratorii olan parakuat’in (bitki 6ldiiriicii ilag)
degisik konsantrasyonlar1 kullanilarak oksidatif strese maruz birakilmistir [6, 53].
FSHD myoblastlar1 diisiik konsantrasyonda parakuat kullanildiginda kontrol
myoblastlarina gore daha kolay dejenere olmustur. flaveten, FSHD myoblastlarinin
boliinme kapasitesi ve morfolojik goriiniimii birbirleriyle benzer 6zellik
gostermektedir.



2.8. FSHD Geni Arastirmalari

D4F104S1 lokus delesyonlar1 ve hastalik ekspresyonu arasindaki yakin iligkinin
tanimlanmasmin ardindan, FSHD geninin hizli bir gsekilde tanimlanacagi ve
karakterize edilecegi diistiniilmiistiir. D4F104S1 delesyonlarinin FSHD ile bir sekilde
yakin iligkide olmasina ragmen, FSHD’den sorumlu gen ya da genlerin tanimlanmasi
ve lokalizasyonu hala belirsiz kalmistir.

FSHD geni arastirmalari, tekrar dizilerinin proksimalinde lokalize olan genomik
bolgeler lizerine odaklanmaktadir. Kapsamli dizi analizleri ve bu genomik bolgeye,
veri tabami arama araglari1 olan BLAST (basic local alignment search tool)
uygulamasi, ekspresse sekans tag (EST)’ veritabani1 ekraninda herhangi bir eksprese
sekans tanimlanirsa, olas1 genleri ve lokalizasyonlarini aragtirmayi tistlenmektedir.

Bu genomik bolge: (i)zengin tekrar eden dizi ve (ii) pek ¢ok lokusa homolog
tim genom boyunca dagilmis, bircok sayida gen-benzeri dizileri icermekte bu
nedenle pseudogenleri temsil ediyor olarak goriilmektedir [54]. 4935 bolgesinin
yiiksek tekrarli dizi iceriyor olmasi, olast FSHD aday geni i¢in arastirmalart ciddi
sekilde giiclestirmektedir; 6zellikle cDNA segilimi gibi bir¢ok hibridizasyon-tabanli
gen tanim metodlarinin kullanilmasi i¢in tek-kopya DNA problarinin tanimlanmasi
gerekli oldugundan dolay1 daha da zordur. FSHD bdlgesinin 4q telomerine ¢ok yakin
olmast muhtemelen, bircok klonlama c¢aligmalarin1 engellemektedir; benzer
subtelomerik bolgelerin ¢ok az fonksiyonel gen icerdigi bilinmektedir. Baska olasi
problem FSHD geninin, gelisme evresinin bazi spesifik noktalarinda normal olarak
fonksiyon gosteriyor olabilecegidir; gelisim evrelerine spesifik genler, gegici olarak
eksprese edilebilmekte ve sonrasinda sadece belli dokularda eksprese olmalar1 nedeni
ile bu genlerin klonlanma c¢aligsmalar1 sonugsuz kalmaktadir.

Biitiin bu gen belirlemedeki girisimlerin sonucunda 4q35°te D474 tekrarinin
DUX4 (Double Homeobox 4) genini icerdigi gosterilmistir [55]. DUX4 proteininin
FSHD hastalarinin myoblastlarinda eksprese oldugu, fakat normal kaslarda eksprese
olmadig1 gosterilmistir [56, 57]. Aym1 zamanda D4Z4 lokusunun 50 kb
sentromerinde lokalize, 3.3 kb lik D474 tekrar ailesinin {iyesi olan kesik ve ters
donmiis DUX4 ile benzer diziye sahip DUX4C geni de tanimlanmistir [58].

2.9. Double Homeobox 4 (DUX4) Geni

tekrar dizisi ve a¢ik okuma cergevesi (ORF) tiim memelilerde korunmustur. DUX4
acik adindan anlasildigr gibi iki homeobox igerir, yani DNA’ya baglanabilir ve
transkripsiyon faktorii olarak hareket edebilir.

DUX4lin kodladig1 proteininin simetri olusumunda biiyiik gorevi oldugu bilinen
PITXI’in transripsiyonel aktivatorii oldugu bildirilmistir [59]. DUX4’iin testislerde

giiclii bir sekilde eksprese olmasi, biiyiik ihtimalle germ hiicrelerinde eksprese
edildigini diisiindiirmektedir. Double Homeobox ailesinin diger iiyeleri ¢oklu intron
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igerirken, DUX4 geni tek ekzon igerir, bu da DUX4’{in intron iceren DUX4 geninin
retrotranspose mRNA's1 olarak genoma entegre oldugunu gdstermektedir.

Normal gelisimde veya hastalikta DUX4 geninin mRNA’sinin ekspresyonunun
tanimlanmasinda ilk girisimler basarisiz olmustur. Baslangicta sadece FSHD kas
orneklerinde DUX4 mRNA's1 bulunmus, DUX4 mRNA'in poliadenilasyon bolgesi
en son D4Z4 tekrarinin hemen telomerik bolgesinde haritalanmistir. Bolge D474
tekrar1 ve komsu dizileri iceren ve pLAM-1 denilen faj klonundan klonlanmistir [27].

D474 dizisinin kisalmasinin  DUX4 retrogeninin transkripsiyonu sonucu
olusabilecegi fikri ortaya atilmistir [59], fakat elde edilebilen DUX4 mRNA'nin
miktarinin ve proteinin ¢ok az olmasi bu konudaki ¢aligmalar1 yavaslatmistir.

Sonraki bir ¢alismada bunlara ek olarak; hem FSHD hem normal bireylerin
kaslarinda D474 ve DUX4 transriptleri ve her ikisi de tanimlanmistir. D474 bolgesi
boyunca hem sense hem antisense transkriptlerinde rastgele RNA priming
tanimlanmustir [60].

Transkript miktarlarinin az olmasi ile siRNA veya miRNA boyutlu fragmentlerin
varlig1 birbiri ile korelasyon gosterir ve bu ¢ift yonlii transriptler ve small RNA’lar
bu bolgenin heterokromatin supresyonuna katkida bulunmaktadir. pLAM-1
adenilasyon bolgesi kullanilarak, ¢ok sayida DUX4 poliadenile mRNA’s1
tanimlanmistir, fakat bu DUX4 transkriptlerinin miktar1 da olduk¢a az bulunmustur
[61].

Yapilan ¢alismalarda yiiksek DUX4 ekspresyon seviyesinin kas hiicrelerinde ve
diger hiicre tiplerinde oldukca patolojik oldugu kanitlanmistir [61, 62], bu nedenle
FSHD hastalifinda normal zamanda ekspresyonu goriilmeyen DUX4 eksprese
olursa, olusan kas patolojisinden sorumlu tutulabilecektir.

Bu bulgular DUX4 geninin fonksiyonu ve ekspresyon fazlaliginda olusan toksik
etkisi nedeni ile FSHD hastaligina sebep olan esas genin DUX4 oldugunu
distindiirmektedir [63].

2.10. FSHD Aday Genleri
Biitiin birbirinden farkli gen tanimlama stratejileri baslangi¢ olarak, olasi ve
FSHD hastaliginin teshisinde en umut verici genler olarak dort farkli geni isaret

etmektedir. Gen igerigi fakir olan FSHD bolgesi i¢inde, aday genler (DUX4’den
uzak) ; FRGI, TUBB4Q, ANTI ve FRG2 olarak adlandirilmistir. ( Bkz. Sekil 2.2.)
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Sekil2.2. 4q35°te FSHD bolgesinde ¢alisilmis aday genlerin lokalizasyonlari.

2.10.1. FSHD Region Gene 1 (FRG1)’in Tammlanmasi

FRG1 (FSHD region gene 1)'in, evrim boyunca korundugu, RNA prosesinde rol
aldig1 ve normal diizeylerde eksprese edildiginde kas gelisimini ve rejenerasyonunu
sagladigi bilinmektedir [52, 64]. FSHD hastalarinda FRG1’in kas spesifik
upregiilasyonu ve D4Z4 tekrarina yakin pozisyonu (120 kb), FRG1’1 aday gen
yapmaktadir. FRGI1 geninin 10 numarali kromozomda olmamas1 belki hastaligin 4
numarali kromozoma spesifitesini acgiklayabilir. Pozisyon etkileri sonucunda
olustugu siliphelenilen bir ¢ok insanda goriillen hastalia ait 4q35 bdlgesi
transkripsiyonel regiilasyonda rol oynayan yiiksek derecede korunmus proteinler
icermektedir. Transkripsiyonel stokiyometrinin bu proteinler i¢in mutlak gerekli
oldugu hipotezi kurulmustur [65]. Bu goriis dogrultusunda, yiliksek derecede
korunmus FRG1 proteininin RNA biyogenezindeki potansiyel pozisyon etkisi rolii
nedeni ile FSHD hastaliginda FRG1 geninin etkili bir aday gen oldugunu
diisiindiirmektedir.

2.10.2. Tubulin, beta Polypeptide 4, Member Q (TUBB4q)

TUBB4q bir ¢ok kromozomda kopyasi bulunan genis bir aile olan B-tiibiilin
ailesine mensup olup hiicre iskeletinde 6nemli rol oynamaktadir. PCR ve dizi
analizleri sonucunda 1,9,12,16,18 numarali kromozomlarda ve Y kromozomunda
TUBB4q geni iliskili dizi gosterilmistir [66]. Bir cok fonksiyonel olmayan B-tiibiilin
homologlari, intronca yoksun pseudogenler olarak tanimlanmistir [Lee et al., 1983].
TUBB4q’de muhtemelen bir pseudogendir ¢iinkii; kodlanmis bolgelerde bile yiiksek
alelik sekans ¢esitliligi gosterilmistir. En 6nemli degisim baslangic kodonu olan
metiyoninin treonin ile yer degistirmis olmasidir [66]. Buna ek olarak Real Time
PCR (RT-PCR)’a dayali yogun c¢alismalarda herhangi bir dokuda ekspresyonunun
tanimlanmasindaki  basarisizliklar [66], TUBB4¢’nun pseudogen oldugunu
diistindiirmektedir. Yine de D474 tekrarlarinin azalmasina ek olarak lokal kromatin
konformasyonunun degismesi, TUBB4q’un ektopik olarak eksprese edildigini
diisiindiirmektedir. Bunun sonucu olarak, fonksiyonel olmayan mutasyonlu protein
B- tubiilin, ailesinin fonksiyonel {yeleri iizerinde dominant negatif etki
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yaratabilmekte ve bdylece fonksiyonunu engelleyebilmektedir. Bu durum
TUBB4q’yu FSHD i¢in ideal gen olarak diisiindiirebilmektedir.

2.10.3. FSHD Region Gene 2 (FRG 2)

FRG2, D4Z4 tekrarinin sadece 37 kb proksimalinde lokalizedir. Yeniden
diizenlenme bdlgesine yakin lokalize genlerin transkripsiyonel regiilasyonunun daha
uzaktaki genlerden daha etkili oldugu rapor edilmistir [67]. Ikinci olarak, farklilasmus
myoblastlarda ve kas biyopsilerinde FRG2’nin transktripsiyonel upregiilasyonu,
hastalikla iliskili oldugunu ve kas dokusuna spesifik rolii oldugunu
distindiirmektedir.

En son olarak miyogenezden sonra kas farklilasmasinda énemli rolii olan MyoD
proteininin, ekspresyonunu indiiklemesi FRG2’nin kas rejeneresyonunda roli
oldugunu digiindlirmektedir. Bununla birlikte, iki FHSD ailesinde Lemmers ve
arkadaslart D4Z4 tekrarinin proksimal bolgesinde  FRG2 geninin tamamiyla
delesyona ugradigini gostermislerdir [68]. Bu ailelerden birinde, saglikli baba normal
D4Z4 tekrar1 igermekteyken, FRG2’nin delesyonuna bagli olarak bir kopya FRG2
icermektedir. FSHD hastast oglunda ise, D474 tekrarlarin1 da igeren daha genis bir
delesyon gdzlenmektedir. ikinci ailede de saglikli bireylerde FRG2 ve D4Z4’iin tam
delesyonu olmasina ragmen klinik olarak normal fenotipe sahip olmalariyla
etkilenmis bireylerden belirgin bir sekilde ayrilmaktadirlar. Bu sonuglar FRG2’nin
FSHD patogenezindeki potansiyel rolii oldugu yoniindeki goriislerle ¢celismektedir.

2.10.4. Adenin Nukleotit Translokator (SLC25A4 ,ANT1)

ANT1 mitokondrial bir protein olup, 893 bp uzunlugunda 4 ekzon
transkriptinden kodlanmaktadir. ANTI geni D4Z4’{in 5 mb proksimalinde lokalizedir
ve iskelet kasi, beyin ve kalp gibi postmitotik hiicrelerde eksprese olmaktadir [69,
70]. 4935 bolgesinde haritalanan ANTI geni [71], bu iskelet kas hiicrelerindeki
fonksiyonu ve ekspresyonundan dolayi, FSHD hastalig1 i¢in aday bir gen haline
gelmigstir. Tanimlanan iki FSHD olgusundan biri mitokondrial miyopati ve
hepatomegali ile birlikte seyreden FSHD hastasidir ve mitokondrial solunum zinciri
tizerinde complex III defekti de belirlenmistir [72, 73]. Daha sonra ANT1’in sekans
analizinde hastalar ve kontroller arasinda bir fark gorilmemistir [74]. ANTI
regiilasyonu; “FSHD pozisyon etkisiyle olusmaktadir” hipoteziyle dogru orantili
olarak FSHD kasinda upregiilasyonunun gosterilmesiyle kanitlanmistir [45].

Diger yanda, ANT’nin transkripsiyonel up-regiilasyonu, mitokondrial
fonksiyonu ve iskelet kas hiicrelerindeki ekspresyonu ANT7’ in FSHD i¢in aday gen
olabilecegini diisiindliirmektedir. ANTI’in overekspresyonu, mitokondrinin ana
bileseni olan PTPC’nin(permeability transition pore complex) bir pargasi olmasi
apoptotik islemlerde artisa neden oldugunu diisiindiirmektedir. Yine de, FSHD kas1
DMD kas1 ile karsilastirildiginda subsarkolemmada sadece ¢ok kiiciik seviyelerde
apoptotik hiicreler ve heterojen kaspaz 3 aktivitesi gézlemlenmistir [75]. Buna ek
olarak, FSHD hastalarinda klinik fenotiple, apoptotik hiicre sayis1 arasinda bir
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korelasyon bulunmamasi bu hastalik i¢in programlanmis hiicre 6liimiiniin hastalik
icin ilerde belirgin bir sonu¢ vermeyecegine isaret etmektedir. Bu sonuglar ve ANT1
ile D4Z4 tekrar1 (5 mb) arasindaki uzun mesafe, ANT/ ‘in FSHD hastalig1 i¢in aday
gen olabilme ihtimalini zorlagtirmaktadir.
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GEREC VE YONTEM

Akdeniz Universitesi, Tip Fakiiltesi, Noroloji Anabilim Dali tarafindan
Fasioskapulohumeral Muskiiler Distrofi 6n tanis1 ile molekiiler analiz i¢in Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali’na gonderilen 14 hastanin kanlarindan DNA’lar1 izole
edildikten sonra Leiden Universitesi Tibbi Merkez’de radyoaktif isaretli prob
kullanilarak Southern blot yontemi uygulandi. Bu c¢alismaya 14 FSHD tanis1 alan
hastalar disinda, ailesinde FSHD 0ykiisii olmayan 2 kontrol ve ailesinde FSHD
Oykiisii olan fakat klinik olarak normal olan 1 kontrol olmak iizere toplam 3 birey de
dahil edildi.

3.1. Periferal Kandan DNA izolasyonu

FSHD 6n tanisi ile gonderilen her olgudan 10 ml periferal kan 6rnekleri alinip
K3EDTA’] tiiplere konulduktan sonra, tuzla ¢oktiirme (salting-out) yontemi ile DNA
izolasyonlar1 gerceklestirildi.

3.1.1. Kullanmilan Soliisyonlar
Lizis Tampon:

155mM NH4Cl (Sigma)
10mM KHCO3 (Sigma)

0.5 M EDTA (Sigma)

1000 ml lizis tamponu hazirlamak i¢in, 8.28 g NH4Cl, 1 g KHCO3 ve 4 ml 0.5M
EDTA distile suda ¢oziildii. Soliisyon otoklavda steril edildi.

EDTA (0.5M, pH: 7.4):

18.61 g EDTA (Sigma) iizerine 80 ml distile su eklenip NaOH (Merck)
kullanilarak, EDTA ¢oziildiikten sonra, asetik asit ile pH 7.4’e ayarlandi ve
otoklavda steril edildi.
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WBL (White Blood Lysis) Tamponu:
4 M NaCl (Merck)
0.5 M EDTA (Sigma)

4 M NaCl soliisyonu hazirlamak icin, 23.4 g NaCl 100 ml distile suda ¢oziildii.
100 ml WBL tamponu hazirlamak i¢in, 4 M NaCl’den 2.5 ml, 0.5 M EDTA’dan 5ml
alinarak distile su ile 100 ml’ye tamamlandi.

SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) Soliisyonu (%10’luk):

10 g SDS (Boehringer Mannheim) tartilarak, 100ml steril distile suda
¢oziildiikten sonra 0.22 um filtre’den (Costar) gegirildi.

Proteinaz K Soliisyonu (10 mg/ml):

100 mg Proteinaz K (Boehringer Mannheim) 10 ml Tris-HCI (ImM pH 7.5)’da
¢ozildi.

AmAc (Amonyum Asetat) Soliisyonu (9.5 M):

73.226 g AmAc (Sigma) tartilarak 30 ml steril distile suda ¢oziildii, tamamen
¢oziildiikten sonra toplam hacim 100 ml’ye tamamlandi.

3.1.2. islemler

1. K3EDTA’L tiipe (Venoject) 10ml periferal kan alindi.

2. K3EDTA’l tiipe alinan 10 ml kan alt it edilerek karigtirildiktan sonra, 50
ml’lik steril santrifiij tiipiine (Cellstore) bosaltildi.

3. Uzerine 1:3 oraninda lizis tamponu eklendi, tiip vorteksde (Niive) ve alt iist
edilerek karistirildi.

4. 20 dakika, -20°C’de inkiibe edildi.

5. 1500 rpm’de +4° C’de, 10 dakika sogutmali santrifiijde (Sigma) santriifiij

edildi.

6. Dokelti atildi, ¢okelti once elle vurarak, sonra da vortekste iyice homojenize
edildi.

7. Uzerine 20 ml olacak sekilde lizis tamponu eklendi, vorteksde ve alt iist
edilerek karistirildi.

8. 5 dakika, -20°C’de inkiibe edildi.
9. 1500 rpm’de +4°C de, 10 dakika santrifiij edildi.

16



10. Dékelti atildi. Once elle vurarak cokelti kaldirildi, sonra vorteksde
karistirilarak, iizerine 9,4 ml WBL tampon eklendi.

11. Karigima 500 pl %10 SDS ve 100ul proteinaz K eklendi.

12. Kapagi kaldirilan tiip, parafilmlenip 37°C etiivde (Niive) bir gece inkiibe
edildi.

13. Inkiibasyon sonras1 1.0:3.7 oraninda 3,7 ml 9.5 M AmAc eklendi ve vorteks
yardimiyla karistirildi.

14. 5000 rpm’de, 25°C’de 30 dakika santrifiij tiipiine alindu.

15. Ust faz yeni bir steril 50’ml lik santrifiij tiipiine alindi.

16. Uzerine 1:2 oraninda %96’lik etanol eklenip, tiip alt iist edilerek DNA’nin
¢Okmesi saglandi.

17. DNA, i¢inde 500 pl, %70’lik etanol bulunan ependorf tiipiine alinarak 13000
rpm’de, 25°C’de 10 dakika santrifiij edildi.

18. Dokelti bosaltilip, ependorf tiipiin agz1 agik birakilarak, 37°C’de etiive kondu
ve alkol uguruldu. Daha sonra, DNA 150-200 pl steril distile suda ¢oziildii.
DNA’lar ¢alisilana kadar +4°C de saklandi.

3.1.3. DNA érneklerinin Spektrofotometrik Olciimii

Izole edilen DNA’larmn miktar ve saflik tayinini yapmak iizere, NanoDrop
(Thermo) ile dlgiimleri yapildi. Olgiim igin &rnekler 1/200 oraninda sulandirildi.

Spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda 6rneklerin olgiimleri
yapilarak DNA miktarlar1 asagida belirtilen formiil ile hesaplandi. Mini jel ile
DNA'’larin elektroforetik kontrolleri yapildi.

DNA miktar1 = Optik Dansite (O.D) x Sulandirma Faktorii (S.F) x 50

3.2. Enzim Kesimi

1. Tiip 2.Tiip 3.Tiip

3 pl B buffer (Roche)

3 ul Hor K buffer (Roche)

3 ul'Y tango (Fermentas)

1 pl Spermidin (sigma)

1 ul Spermidin

1 ul Spermidin

1.5 ul EcoRI (Roche) 1.5 pl EcoRI 2 ul Xapl
1.5 pl Hind IIT (Roche) 1.5 pl BInl (Takara) | ----—---
23-x ul dH20 23-x ul dH20 24- x ul dH20

x uL DNA (5 pg)

x uL DNA (5 pg)

x uL DNA (5 pg)

Toplam: 30 pl

Toplam: 30 pl

Toplam: 30 pl
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Her hasta i¢in 3 tiip hazirlanarak, 1. tiipe EcoRI/Hind III ile 2. tiipe EcoRI/Bln1
ve 3. tiipe Xapl enzimi ve ¢ift enzim kesimine uygun sirastyla B, Hor K ve Y tango
tampon sollisyonlari, her tiipe su ve spermidin konularak toplam 30 pl’ye
tamamlandi.

Reaksiyon hazirlandiktan sonra 37°C su banyosunda O/N bekletildi.

3.3. PFGE (Pulsed Field Jel Elektroforezi)
0.5 X TBE ( Tris Borat EDTA):

0.5 X TBE hazirlamak i¢in 10X TBE’den 250 ml alinip bidistile su ile 5 litreye
tamamlandi.

75 ul EtBr (10mg/ml) eklendi, karistirmak i¢in kaptan kaba aktarildi.

Agaroz jel:

Yaklasik 9%0.88’lik agaroz jel ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 2.65 gr agaroz tartildi
(MP agaroz, Roche), 0.5 X TBE tamponundan 300 ml alinarak, ¢ozelti berrak renk
alana kadar kaynatilarak ¢o6ziildi, 70°C’ye kadar sogutuldu ve iizerine 4.5 pl EtBr
soliisyonundan eklenerek karistirildi. Uygun tarak yerlestirildikten sonra, jel kiivete
bosaltild1 (20X20 cm). 4°C ‘de yaklasik 15 dakika polimerlesme igin birakildi.

3.3.1. islemler

30 pl’lik kesim {iriinlerinin {izerine 5x bromfenol mavi yiikleme tamponu
eklenerek kisa bir santrifiijj edildi, daha sonra tamami jele yiiklendi. Kesim
triinlerinin jelde yiiriidiigi mesafeyi belirlemek i¢in 1. marker olarak A HindIII
digest marker yine yiikleme tamponuyla karistirilarak, 2. marker olarak Midrange
PFGE Marker (50 pg/mL, NEB) ilk ve son kuyucuklara yiiklendi.

Elektroforez:

Tanka 2.5 1t taze hazirlanan tampon konuldu. Jel elektroforez tankina (BioRad
Chef II) yerlestirildikten sonra, jelin 1 cm kadar iistiine ¢ikacak sekilde biraz daha
tampon eklendi. Baslangi¢ 1. dakikaya bitis 20. dakikaya 21.5°C ( 10 saat 2 dongii)
olacak sekilde ayarlandi. Voltaj 6.0’a program 9.5 ‘a ayarlandi. 1 saat sonra pompaj
(tamponun geri doniisiimii i¢in) i¢in agma-kapama diigmesine basildu.
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3.4. Blotlama Islemi

3.4.1. Kullanilan Soliisyonlar

Denatiirasyon Soliisyonu: 2M NaOH, 3M NaCl

80 g NaOH, 175 g NaCl tartilarak 5 litre suda ¢oziilerek icerigi NaOH/NaCl,
olan denatiirasyon soliisyonu hazirlandi.

Tris soliisyonu: 0.5 M Tris-Hcl (Ph 7.5) , 3M NaCl

30.275 ml Tris ve 87.66 g NaCl tartilarak 400 ml bidistile suda ¢oziildiikten
sonra pH 7.5 a ayarlandi ve toplam hacim 500 ml ‘ye tamamland.

10 X SSC: 1.5 M Nac(l, 0.15 M Na-Sitrat

87.65 g Nacl ve 44.1 g Na-Sitrat tartilarak 1 litre suda ¢ozildii.

2X SSC: 10 X SSC’den 200 ml alindi, bidistile suyla 1 It’ye tamamlandi.

3.4.2. islemler

1.

2.

Ik olarak jel denatiirasyon soliisyonunda 2 defa 15’er dakika galkalanarak
bekletildi.

Pozitif yiiklii naylon membran (Amersham Hybond, XL; charged nylon
membran) jelin boyutuna uygun biiyiikliikte kesilip, jele paralel isaretlendi.
Icinde distile su bulunan bir kapta 1- 2 dakika bekletildikten sonra,
denatiirasyon tamponuna alind1.

Denatilirasyon tamponunu jele tasiyan biiyiik bir kromotografi kagidi (3MM
Whatman) tanka uygun boyutta kesildi ve cam levha iizerine yerlestirildikten
sonra, tank tamponla dolduruldu.Ustte kalan yiizeyin altinda hava kalmamasi,
cam bagetle siiriilerek saglandi. Kromotografi kagidinin {izerine jelin
kenarlarina uygun bir sekilde kesilmis plastik saydam bir g¢ercevelik , jel,
bunun iizerine ters gelecek sekilde kondu.

Jel {izerine sirasiyla naylon membran, bunun da {izerine naylon membranla
ayn1 boyutta kesilmis ilk iki denatiirasyon tamponunda islatilmig kurutma
kagidi konulup hava kabarciklar1 yine bagetle giderildi. Ugiincii kurutma
kagidi tistiine kuru bir sekilde konulup baget yardimiyla tam ortadan bir iiste
bir alta hafifce siiriilerek 1slanmasi saglandi. Bunlarin da iizerine uygun
boyutlarda katlanmis kagit havlular yerlestirilip, iizerine ¢ok agir olmayacak
sekilde bir agirlik koyuldu.
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5. Sistem bu haliyle 1 gece bekletildi: Siire sonunda, diizenekten iistteki agirlik
ve kurutma kagitlari alindi. Naylon membran, DNA bulunan yiizeyi yukari
gelecek sekilde bir kurutma kagidi lizerine alinip, 1-2 dakika bekletildikten
sonra DNA bulunan yiizeyi alta gelecek sekilde, 60 saniye kadar UV ‘de
DNA ’nin sabitlenmesi i¢in kroslink (Stratagene 1200 ) olusmasi saglandi.

3.5. Prehibridizasyon ve Hibridizasyon

3.5.1 Kullanilan Soliisyonlar

SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) Soliisyonu (%20’luk):

400 g SDS (Boehringer Mannheim) tartilarak, 2000 ml steril distile suda
coziildiikten sonra 0.22 pum filtre’den (Costar) gegirildi.

Hibridizasyon soliisyonu:

Fosfat tamponu: 44.45 gram Na2HPO4 (Ph 7.2) tartilarak 500 ml 2 It’lik beherde
¢oziildii, pH’s1 fosforik asit eklenerek (%85, 2-3 ml) 7.2’ye ayarlandi.

Hazirlanan fosfat tamponuna : 100 ml NaCl (5M), 4ml 0.5 M EDTA (pH: 8.0),
700 ml %20 SDS soliisyonu, 200 g PEG-6000 (polietilen glikol 6000) eklendi ve
distile su ile 2 litreye tamamlandi, su banyosunda 65°C’ye kadar 1sitildi, PEG ve
SDS ¢oziilene kadar manyetik karistiricidada karistirildi.

Megaprime Katologuna (Amersham) gore prob hazirlanmasi:

Lambda DNA Probu:

Megaprime kitinde bulunan kontrol amagli 4 uL lambda DNA (25 ng) , 2 uL
primer ve 7.5 pL H20 ile hazirlanan karigim 95°C de 5 dakika denatiire edildi, 5
dakika oda sicakliginda tutuldu ve ardindan kisa bir santriifiij yapildi.

Denatiire DNA o6rnegine 1 pL Klenow, 4 uL 5X buffer, - 1.5 pL 3*PdCTP (6.5 pL)
ve TE (Tris EDTA) eklenerek 500 pul ‘ye tamamlandi.
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3.5.2. islemler

Prehibridizasyon:

Fish sperm*(salmon sperm DNA, 100ug/ml) 95°C de 10 dakika denatiire
edildikten sonra 100 ml fosfat tamponuna 1 ml konuldu. Hazirlanan hibridizasyon
soliisyonun 90 ml’si steril bir kaba konularak 65°C ‘de 1sitildiktan sonra (soliisyonun
sicakliginin hazir olmasi i¢in), membran hibridizasyon soliisyonu ic¢ine konularak 1
saat 65°C de ¢alkalamali su banyosunda tutuldu

Hibridizasyon:

1 saatlik prehibridizasyon sonrasi kaptaki prehibridizasyon soliisyonu dokiiliip
yerine igaretli prob igeren hibridizasyon soliisyonu konuldu ve yine ¢alkalamali su
banyosunda 1 gece 65°C de inkiibasyona birakildi.

Kullanilmis olan isaretli prob igeren Hibridizasyon soliisyonu -20°C de

dondurularak saklandi ve gerektiginde oda 1sisinda ¢oziildiikten sonra, 75°C de 10
dakika denatiire edilip tekrar kullanildi.

Yikama:

2X yikama soliisyonu: 2xSSC, 0.1% SDS
Daha o6nce hazirlanmis olan stok 2X SSC soliisyonunun 495 ml’sine %10’luk

SDS soliisyonundan 5ml ekleyerek hazirlandi.

islemler:

Prob igeren hibridizasyon soliisyonu 16 saat inkiibasyon sonrasinda hibridizasyon
tiptinden uzaklastirildiktan sonra, naylon membran, daha dnce 65°C ye getirilmis
olan 50 ml 2X SSC yikama soliisyonuyla 3 kez 8-10 dakika yikandi.

Goriintiileme:

Phosphor imager (Bio-Rad) cihazina membran yerlestirildikten yaklagik 2 saat
sonra goriintii alindi.
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Akdeniz Universitesi, Tip Fakiiltesi, Noroloji Anabilim Dali tarafindan FSHD
On tanisi ile, laboratuarimiza gonderilen 14 hastada, ailesinde FSHD’li olgu olan,
fakat klinik olarak normal 2 birey ve ailesinde FSHD Oykiisii olmayan ve klinik
olarak normal 1 birey olmak iizere toplam 3 kontrol bireyde molekiiler genetik
caligmalar yapilmistir. 14 olgunun ve 3 kontrol bireyin DNA verimi ve miktar tayini

BULGULAR

sirasiyla tablo 4.1. ve 4.2. de goriilmektedir.

Tablo 4.1. 12 olgunun DNA Verimi ve Miktar Tayini

Olgular 0D260 0D280 0D260/280 Konsantrasyon
1 0.111 0,068 1,63 1110 pg/ml
2 0,062 0,037 1,67 620 pg/ml
3 0,111 0,063 1,76 1111 pg/ml
4 0,056 0,029 1,93 562 ng/ml
5 0,047 0,028 1,67 480 pg/ml
6 0,027 0,015 1,8 272 pg/ml
7 0,048 0,031 1,54 481 pg/ml
8 0,058 0,036 1,61 580 pg/ml
9 0,186 0,103 1,81 1860 png/ml
10 0,111 0,071 1,56 1110 pg/ml
11 0,133 0,076 1,75 1330 pg/ml
12 0,122 0,074 1,64 1220 pg/ml
13 0,054 0,032 1,68 542 pg/ml
14 0.0142 0.084 1.69 1420 pg/ml
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Tablo 4.2. Kontrollerin DNA Verimi ve Miktar Tayini

Olgular 0OD260 0OD280 0D260/280 Konsantrasyon
1 0.123 0.072 1.71 1230 pg/ml
2 0.035 0.021 1.67 350 pg/ml
3 0.368 0.202 1.82 3680 pg/ml

Calismaya dahil edilen olgular da cinsiyet ayirimi yoktur. Olgular 5 ile 70 yas
arasinda olup hepsinde aile Oykiisii vardir. (Bkz. Tablo 4.3). Olgular toplam 4 aileden
gelmektedirler: 1. aileden ¢alismaya 2 olgu, 2. aileden toplam 5 olgu, 3. aileden 2
olgu 4. aileden 5 olgu c¢alismaya dahil edilmistir. Ailelerin soy agaclar1 sekilde
gosterilmistir. (Bkz Sek. 4.1).

a) 1. Aile

3
10,11,12 13

5 6 7 8 9

Sekil 4.1. Calismaya Katilan Ailelerin Pedigrileri, a) 1. ailenin pedigrisi

* Olgularin ¢alisma numarasini gostermektedir.
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b,c) 2. ve 3. ailelerin pedigrileri
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d) 4. ailenin pedigrisi.
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SONUCLAR

14 olgunun molekiiler genetik calisma sonucu elde edilen ve D4Z4 tekrar
sayisini yansitan bantlar. (Bkz. Sekil 5.1., Sekil 5.2.)
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Sekil 5.1. 1,2,3,4,5,6, 7 nolu olgularin ve 1 nolu kontroliin otoradyografi sonrasi D474 tekrarlarini
yansitan bant profili. M(sol); Marker (Marker Hind I1T),M(sag); Marker (Mind Range Marker) K;
Normal Kontrol
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Sekil 5.2. 8,9,10,11,12,13 vel4 nolu olgularin otoradyografi sonras1 D4Z4 tekrar sayisini yansitan
band profili. M1; Marker (Marker Hind III), M2; Marker (Mind Range Marker) K2,K3: Normal
Kontrol

5.1. Olgularin D4Z4 Tekrarlarinin Degerlendirilmesi

Beklenildigi gibi hem aile Oykiisii olan hem de FSHD olarak 6n tani almis
olgularda klinik 6zellikleriyle paralel olarak D4Z4 tekrarlar1 hastaligin belirteci olan
1-11 tekrar araligindadir (Bkz. Tablo 5.1). 1. aileden olan ilk iki olgunun bant
uzunlugu yaklasik 18 kb ( =4-5 bant), 2. aileden olan 3. 4. 5. ve 13. 14.olgularin bant
uzunlugu yaklasik 30 kb (=7-8) , 3. aileden 6. ve 7. olgularin bant uzunlugu yaklagik
26 kb (=6-7) ve 4. aileden 8. 9. 10. 11. ve 12. olgularin bant uzunlugu yaklasik 25 kb
(=6)’dir. Kontrollerde ise 1. kontrolde 49 kb (=14-15) , 2. kontrolde yaklasik 65 kb
(=19-20), 3. kontrolde ise yaklasik 72 kb (=21-22) bant uzunlugu vardir. (Bak. Tablo
5.2)
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Tablo 5.1. 14 FSHD’li Olgunun Klinik ve Molekiiler Genetik Verileri

Aile | No | Cinsiyet/ | On Tani Aile Baslangic | Yiiz, Kol, | Yaklasik
No Yas Oykiisii Yast Omuz, Tekrar
Bacak Kasi Sayisi
Tutulumu
1 1 E/50 FSHD + 13 Y.K,O 4-5
2 E/17 FSHD + 13 Y.K,O 4-5
2 |3 E/51 FSHD + 13 Y, K,0,B* 7-8
4 E/48 FSHD + 18 Y.,K,0,B 7-8
5 K/47 FSHD + 46 Y,K,0,B 7-8
13 | K/70 FSHD + 60 Y.K,0,B 7-8
14 | K/62 FSHD + 58 Y,K,0,B 7-8
3 16 E/51 FSHD + 13 Y.K,O 6-7
7 K/13 FSHD + 10 Y.K,O 6-7
4 |8 E/5 - + 3 Y 6
9 K/25 FSHD + 20 Y.K,O 6
10 | E/35 FSHD + 18 Y,K,0,B 6
11 | E/31 FSHD + 16 Y.K,0,B 6
12 | E/39 FSHD + 18 Y,K,0,B 6

* Tekerlekli sandalyeye bagimli

Tablo 5.2. 3 Kontrol Bireyin Klinik ve Molekiiler Verileri

No Cinsiyet/Yas | On Tanm Aile Yaklasik
Oykiisii Tekrar
sayl1s1
1 E/35 - + 14-15
2 K/24 - + 19-20
3 K/25 - - 21-22
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TARTISMA

Fasioskapulohumeral Muskiiler Distrofi (FSHD) otozomal dominant bir
miyopati olup, genel olarak yiiz, omuz ve iist kol kaslarin1 etkilemektedir. 1:20000
insidansla, Duchenne ve Myotonik Distrofi’den sonra en ¢ok karsilasilan kalitsal
noromuskiiler hastaliktir [33, 76].

FSHD hastaligi (FSHD1A, FSHDI), 4 numarali kromozomun 35 bolgesindeki
polimorfik D4Z4 makrosatellitlerinin tekrarlarindaki delesyonlarla karakterizedir
[77]. Normal bireyler 11 ile 100 (35-300 kb) arasinda, FSHD hastalar1 ise 1 ile 11
(10-35 kb) D474 ardisik tekrar dizilerine sahiptirler.

FSHD tanili olgularda D474 tekrar dizilerinde meydana gelen delesyonlarin
molekiiler teshisinde, PCR ve Southern Blot yontemleri kullanilmaktadir. PCR
yontemi bu hastaligin tanisi i¢in kolay bir yontemdir, ayrica kisa zamanda sonug
alinmasi, nonradyoaktif bir yontem olmasi ve az miktarda DNA gerektirmesi
Southern blot yontemine gore avantaj olarak goziikmektedir. Klasik PCR yonteminin
dezavantaji ise kisa fragmentler i¢in yiiksek ¢oziiniirliigli saglayamamas: ve FSHD
bolgesinin yiiksek oranda GC igerigi sebebiyle bolgenin sekonder yapisindan
kaynaklanan denatiirasyon problemleridir. Bu bolgenin ileri derecedeki sekonder
yapisinin  daha gevsek yapi1 kazanmasina yardimci olmak i¢in denatiirasyon
sicakliginin yiikseltilmesi, DMSO, Gliserol kullanimiyla bolgenin daha iyi denatiire
olmasi saglanmaya c¢alisilmis ve reaksiyon sirasinda enzim eklenmesiyle enzim
aktivitesinin reaksiyon boyunca korunmasi saglanarak fragmentlerin daha iyi
goziikebilecegi diisiinlilmiistiir; fakat yapilan Long PCR caligmalarinda 5 fragmentin
altinda olan hastalar igin teshis saglarken, 5 fragmentin istiinde basarili
olunamamaktadir. Ayrica proteinlerin ve tuzlarin iyi uzaklastirilamamasindan
kaynaklanan diisiik kaliteli DNA, PCR amplifikasyonu i¢in uygun olmamakta ve
yanlis sonug elde edilebilmektedir [9, 78]. Southern blot yontemi PCR yontemine
nazaran bagarili sonuglar alinan bir yontemdir; 6zellikle kisa fragmentler i¢in yiiksek
¢Oziinlirligli saglamasi yOniinden avantajlidir. Dezavantaji ise ¢ok vakit almasi,
radyoaktif bir yontem olmasi, yiiksek dikkat ve sabir gerektirmesi ve ¢ok miktarda
DNA kullanilmasidir.

Southern blot yonteminde radyoaktif isaretli prob kullanilmasiyla, iyi sonuglar
alinmasina ragmen, son derece hassas, tehlikeli bir yontem olmasi, daha ¢ok zaman
harcanmasina neden olmasi ve aym1 zamanda daha ¢ok maddi imkan gerektirmesi
nedeniyle nonradyoaktif metodlarin gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir.

Hollanda’da yapilan ve basarili sonuglar alinan radyoaktif ¢calismanin ardindan
Tibbi Biyoloji ve Genetik laboratuarinda, Southern blot yontemi nonradyoaktif
olarak otutturulmaya calisilmistir. Ilk basta radyoaktif yontemle birebir EcoRI,
HindIII enzim kesimleri yapilmis, elektoroforez yontemiyle drnekler yiiriitiilerek ve
goriintiilenerek kesimlerin basarili oldugu gosterilmistir. Orneklerin, membrana
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transferinde bir sorun olmadigi da UV’de goriintiileyerek belirlenmistir. Tim
Southern blot islemlerinden sonra Marker goriintiilenebilirken, kesim bolgelerine ait
herhangi bir bant goriintiilenememistir. Marker’in goriilmesi yapilan islemlerin
basarili oldugunu ve hazirlanan Southern blot soliisyonlarinda bir sorun olmadigini
gostermektedir. Probda sorun olabilecegi diislincesiyle, probun antikorla isaretlenip
isaretlenmedigi ve ne kadar miktar probun yeterli oldugu test edilmis ve sonugta
probun isaretlendigine dair sinyaller goriintiilenmis ve net miktar1 da belirlenmistir.
Pek c¢ok tekrardan sonra tiim denemelerde basarisiz olunmus, daha sonraki
caligmalarda DNA fragmentlerinin jelden membrana daha etkili bir sekilde transfer
olmasini saglamak icin 15 kb’den biiyiik DNA fragmentlerinin depiirinizasyonu ve
denatiirasyonunu kolaylastirmak i¢in HCI soliisyonu hazirlanmis ve denatiirasyon ve
noétralizasyon islemlerinden 6nce HCI soliisyonunda bekletilmistir; fakat tiim
cabalara ragmen sonug¢ elde edilememistir. Radyoaktif yontemde bantlar elde
edilirken, nonradyoaktif yontemde hicbir bant elde edilememesinin sebebinin,
radyoaktif yontemde alinan sinyalin ¢ok kuvvetli, buna karsilik nonradyoaktif
yontemde alinan sinyallerin, zayif olmasindan kaynaklandigini diisiindiirmektedir.

FSHD tanisinda D474 fragmentlerinin tanimlanmasi onemlidir; fakat bu
fragmentler 4 nolu kromozom disinda, 10 nolu kromozomun q26 bélgesinde de
bulunmaktadir ve 4 nolu kromozoma ait D4Z4 fragmentleriyle %98< homoloji
gostermektedir [79]. Bu homolojinin yiiksekligine ragmen 10 nolu kromozom
lizerindeki D4Z4 delesyonlarinin FSHD hastaligiyla iligkisi bulunmamistir [80]. Iki
bolge orasindaki yiiksek homoloji ve dolayisiyla olusan translokasyonlar FSHD
tanisim gliclestirmektedir.

D474 tekrar bolgesi, EcoRI enzimiyle kesilen DNA’y1 takiben pl3E-11
(D4F104S1) probuyla hibridizasyon saglanarak Southern blot yoOntemiyle
goriintiilenmektedir. p13E-11 probu 4q35°ten gelen iki alel ve 10g26’dan gelen iki
alel olmak iizere toplam 4 EcoRI fragmentini tanimaktadir. 4 numarali kromozoma
ait kisa fragmenti belirlemek icin ayr1 bir enzim kesimine ihtiya¢ vardir. Blnl enzimi
sayesinde sadece 4 numarali kromozoma ait fragmentler goriilmekte ve buna ek
olarak kesin tanmi icin Xapl enzimiyle kesilerek 10 numarali kromozoma ait
fragmentler goriintiilenebilmektedir.

Nonradyoaktif yontemde yasanan zorluklar nedeniyle Hollanda’da yapilan
calisma baz alinmisg olup bu calismamizda her hasta icin EcoRI/HindIII kesimi,
EcoRI/BInl ¢ifte enzim kesimi ve Xapl enzim kesimi yaptiktan sonra radyoaktif
isaretli pI3E11 probu kullanarak, 4 ve 10 numarali kromozomlara ait fragmentleri
gosterilmistir.

Fragment boyutlarina bakarak bizim hastalarimizda 4 ve 10 numaral
kromozomlar arasinda translokasyonlar yok gibi goriilmekte ve her iki kromozoma
da ait iki alel goziikmektedir. FSHD tanist konulan hastalarin klinigiyle paralel
olarak 4 numarali kromozoma ait fragmentlerden birinin tiim hastalarda 35 kb ‘den
kisa oldugu goriilmektedir. Ailesinde FSHD hastaligi olan ve olmayan saglikli
kontrol bireylerde ise yine klinikle paralel olarak 4 numarali kromozoma ait
fragmentin 35 kb’den biiyiik oldugu goziikmektedir.

Literatiire gore kisa fragmente sahip bireyler daha agir fenotipe sahip olmaktadir
[13]. Bizim ¢alismamizda en kisa fragmente sahip aile 1 numaral ailedir (18 kb);

30



fakat bireylerin fenotipine bakildiginda yiiz, omuz ve kol kaslarina ilaveten bacak
kaslarmin etkilenmis olmasi nedeniyle tekerlekli sandaleyeye bagimli bir profil
beklenirken, bu ailede baba ogul 2 hastada da bacaklarda herhangi bir tutulum
goziilkmemektedir.

2 numaral ailede klinik fenotipi olan 5 hastadan 3’ii kadin 2’si erkektir.
Molekiiler analizi sonucunda FSHD profili desteklenen hastalarin (30 kb), hastaligin
baslangi¢c yasi erkeklerde birinci dekattan sonrayken, kadinlarda 4. ve 5. dekattan
sonra ortaya ¢ikmistir. Bu ailenin profiline bakildiginda, kadinlarda erkeklere oranla
daha ge¢ zamanda hastaligin ortaya ¢ikmasi ve menopozu takiben hastalik siireci
belirgin olarak hizlaniyor olmasi, menopozla beraber kas giiciinde genel olarak bir
azalma goriilmeye baslamakta oldugu yoniindeki literatiirlerle uyumludur [49] .

3 numarali ailede baba-kiz aym klinik 6zelliklere sahip olup, baslangi¢ yaslari da
cinsiyet farki gostermemektedir ve hastalik iki olguda da 1. dekattan sonra ortaya
cikmigtir. Molekiiler arastirmasi yapilan bu ailede de kisa fragment (26 kb)
gosterilerek klinik 6zellikler desteklenmektedir. Literatiirde ayni aile igerisinde de
fragment boyutunun ayn1 olmasina ragmen epigenetik degisiklikler sonucunda klinik
cesitlilik s6z konusu olabilmektedir [81]. Bu ailenin klinik Ozelliklerine ve aile
Oykiisiine bakildiginda ortak benzerlikler olmasina ragmen ileriki yaslarda aradaki
fark su anda tahmin edilememektedir.

Literatiirde FSHD hastaliginda antisipasyon oldugu, dolayisiyla her nesilde daha agir
fenotipe sahip bireyler ortaya g¢ikabilecegi [39, 82] ve kadinlarda erkeklere nazaran
hastaligin daha hafif bulgu verdigi sdylenmektedir [37, 82]. Fragment boyutu en kisa
ikinci aile olan (25 kb) 4 numarali ailede erkek bireylerde fenotipin, genel olarak
daha agir seyrettigi goriliirken, disi bireylerde ¢ok daha hafif seyretmektedir.
Baslangi¢ yasi literatiirle paralel olarak 3 erkek bireyde 1. dekattan sonra ortaya
cikmis, disi bireyde ise 2. dekatta ortaya ¢ikmistir. Ailede hastaligin ilk goriildigi
biiyiilkannnenin kliniginin hafif seyretmesi antisipasyonu akla getirmektedir; ¢linkii
ogullar1 ve kiz1 daha agir etkilenmis ve genellikle 2. dekattan sonra ortaya ¢ikmasi
beklenen fenotip; ailenin en kii¢iik bireyinde 3 yasindan itibaren ilk belirtilerden biri
olan yiizde mimiklerin kaybolmasi ile baslamis ve bu bireyin heniiz klinik bir tam
almamasina ragmen molekiiler arastirma sonucunda FSHD hastasi oldugu
anlagilmistir.

FSHD hastalig1 i¢in ¢alisilan bu 4 ailede fragment boyutlar1 arasinda aileler
arasinda farklilik olmasina ragmen aile icinde D4Z4 kisa fragment boyutunun tiim
aile tiyelerinde ayn1 oldugu goriilmektedir.

Bu caligmamizda yer alan 4 aileyi kiyasladigimizda en kisa fragment boyutuna
sahip aile 1 numarali ailedir (18 kb); bireylerin fenotipinin, diger ailelerle
kiyaslandiginda beklentinin tersine [13] daha biiyilk D4Z4 fragmentine sahip 2
ailenin (2 ve 4 numarali aileler) liyelerinden daha hafif oldugu gézlenmektedir.

Calismaya dahil edilen ailelerden ayrintili hikaye alinarak, fragment boyutu ile
klinik fenotip arasinda iligki kurulmaya ¢aligilmasina ragmen, ayn1 D474 fragment
boyutuna sahip olsa da bireylerin aile iginde bile, yas ile klinik 6zelliklerin baglantisi
kurulamamakta ve dolayisiyla aile i¢inde heterojenite varken aileler arasinda FSHD
hastaligina ait ortak bir profil bulmak, ortak bir bulgu ortaya koymak ¢ok zordur.
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Klinik siddetin farkin1 ya da benzer o6zelliklerini gdsterebilmek ve tam olarak
fragment boyutuyla iligkisini ve antisipasyon baglantisin1 gosterebilmek igin bu
ailelerin uzun stire takip edilmesi gerekmektedir. Kalan diger tiim hasta ve normal
aile tiyelerine ve Tiirkiye’de FSHD hastaligina sahip daha c¢ok aileye ulagilarak
popiilasyon bazli bir ¢caligmanin yapilmasi kaginilmaz olmustur. FSHD hala “tedavi
edilemez” bir hastalik olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle, FSHD konusunda
yapilan caligmalara {lkemizin de katkisim1 saglayarak hiz kazandirmak
gerekmektedir. Bu hastalik {izerine lilkemizde bagka herhangi bir molekiiler genetik
calisma olmamasindan dolayi, daha ¢ok FSHD hastasina ulasilarak genel bir profil
cikarilmasi, insidansinin belirlenmesi ve istatiksel molekiiler verilerin ortaya
konulmasi kaginilmazdir.

Son yillarda yapilan ¢calismada D474 delesyonlar1 sonucunda kromatin yapisinin
degismesi ve histon modifikasyonlar1 sonucu oldugu diisliniilen hem tekrar
bolgesindeki hem de komsu bolgedeki genlerin ekspresyon seviyelerinin degistigi
gosterilmistir. Normalde diisiik ekspresyon seviyesine sahip FRG1, FRG2, ANT]I,
TUBB4q genlerinin ve normalde ekspresyonu gézlenmeyen DUX4 geninin FSHD
hastalarinin  kas dokusu alinarak myoblast hiicreleriyle yapilan c¢aligmalarda
overeksprese oldugu gorilmistiir [12]. FSHD molekiiler tanisinin konulmasinda
D474 fragmentleri, epigenetik mekanizma, genlerin susturulmasi gibi molekiiler
teknikler tizerine ve 6zellikle toksik etkisi bilinen DUX4 genine yonelik caligmalarin
yapilmas1 ve yontemlerin gelistirilmesi bu hastaligin mekanizmasini ¢dzmekte
avantajlar saglayacaktir.

Bizim ¢alismamizda uyguladigimiz Southern blot yontemi aragtirma amagli olup
rutinde uygulanmamaktadir. Bu yOntemin rutine uygulanmasi halinde, tekrar
sayilarinin belirlenmesinde nonradyoaktif yontemin heniiz etkin olmadig1 bu nedenle
radyoaktif yontemin uygulanmasimin daha yararli olacagi ve bu sayede ailelere
genetik danigsma verilebilecegi diislincesindeyiz.
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