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OZET

DISTROFINOPATILi AILELERDE GENOTIP VE FENOTIP iLiSKISINiN
AYRINTILANDIRILMASI
Dr. Hande Ozkalayci
Dokuz Eylll Universitesi Tip Fakultesi Tibbi Genetik Anabilim Dali, iZMIR

Duchenne muskuler distrofi (DMD; OMIM#310200) ve Becker muskuler
distrofi (BMD; OMIM #300376) distrofin genindeki mutasyonlarin neden oldugu X'e
bagimh kalitilan allelik kas hastaliklardir. Ayrica DMD olgularinin yaklagik 1/3’Gnde
zihinsel yetersizlik olmakla beraber dikkat eksikligi/hiperaktivite bozuklugu (DEHB)
gibi norogelisimsel hastaliklarin daha ylksek oranda gozlendigine dair ¢caligsmalar
mevcuttur.

Bu calismada tarafimizca genetik tani saglanan distrofinopatili olgularin
genotipik Ozelliklerini ortaya koymayi, klinik bulgulariyla genotipik 0Ozellikleri
arasindaki iliskiyi incelemeyi ve literatirdeki verilerle kendi verilerimizi
karsilastirmayi amagcladik.

2007 Ocak-2018 Temmuz arasinda genetik tanisini sagladigimiz tim
olgular ¢alismaya dahil edilmis olup, olgulara ait klinik ve genetik test verilerine
Tibbi Genetik Anabilim Dali dosyalarina ek olarak Pediatrik Noroloji Bilim Dal’'nin
dosya ve medikal kayit sistemini tarayarak ulastik. Ayrica takip olgularimizdan
calismayr kabul eden 29 olgumuzun 1Q degerleri Olgulip, psikiyatrik
degerlendirmesi yapiimigtir.

Mutasyon tespit edilen 347 D/BMD olgusuna ait verileri paylastik. Bir ya da
daha fazla ekzon iceren 293 delesyon, 41 duplikasyon saptadik. Delesyon
oranimizi %87,7, duplikasyon oranimizi ise %12,3 olarak bulduk. On 4¢
olgumuzda 7’si novel, nokta mutasyonu tespit ettik. DMD olgularinin %93,9’u
(9/147) okuma cercevesi kuramina uyarken, BMD olgularinda bu oran %89,7
(70/78) olarak tespit edildi. Zihinsel yetersizlik ve DEHB oranini DMD grubunda
sirasiyla %35 ve %26,3 olarak tespit ettik.

Bu calisma Turkiye’de D/BMD olgularina ait Coklu Ligasyon Bagimli Prob
Amplifikasyon (MLPA) yontemi ile elde edilen genotip verilerinin incelendigi en
blayuk olgu gruplu ¢aligsmadir. Genotip ve fenotip iligkisini ortaya koyan ¢alismalar
hem klinik hem de temel bilimler i¢cin dnemli veriler sunmaktadir. Bu anlamda
calismamiz  distrofinopatilerin  mekanizmalarina  yonelik literature  katki
saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: DMD geni, Duchenne muskuler distrofi, Becker muskuler
distrofi, MLPA, Turk populasyonu



SUMMARY

Elaboration of Genotype Phenotype Correlation in Families with
Dystrophinopathy
Dr. Hande Ozkalayci
Dokuz Eylul University Faculty of Medicine, Department of Medical Genetics, |zmir

Duchenne muscular dystrophy (DMD; OMIM#310200) and Becker muscular
dystrophy (BMD; OMIM #300376) are X linked allelic muscle diseases caused by
the mutations in dystrophin gene. Additionally, intellectual disability is seen
approximately in one third of DMD patients. Also there are some researches
revealing some neurodevelopmental disorders like attention deficiency and
hyperactivity disorder (ADHD) are more common in these patients compared to
the population.

We aim to exhibit genotypic features of the patients with dystrophinopathy
with genetic diagnose performed in our laboratory; examine the correlation
between their genotypes and phenotypes and compare our findings with literature.

All cases in which genetic diagnosis were performed between January 2007
and July 2018 were included in the study, and the clinical and genetic test data of
the cases were obtained by scanning the file and medical record system of the
Department of Pediatric Neurology in addition to the Department of Medical
Genetics. Besides, 1Q values of the 29 patients from our follow-up cases volunteer
to join in our study were measured and their psychiatric evaluation was made.

We shared the data of 347 patients with D/BMD. We detected 293
deletions, 41 duplications including one or more exons. Our deletion rate was
87.7% and duplication rate was consistent with 12.3%. We found point mutations
in 13 cases and 6 of them were novel mutations. The 93.9% (138/147) of DMD
patients were consistent with the reading frame rule, whereas this rate was 89.7%
for BMD patients.

Intellectual disability and ADHD were determined to accompany to DMD
patients in 24.1% and 26.3%, respectively.

This is the largest study examining the MLPA based genotype data in
Turkish D/BMD patients. Studies showing the relationship between genotype and
phenotype provide precious data for both clinical and basic sciences. In this
sense, our study will contribute to the literature on the mechanisms of
dystrophinopathies.

Key Words: DMD gene, Duchenne muscular dystrophy, MLPA, Turkish
population



1. GIRIS VE AMAG

Muskuler distrofiler progresif kas gugsuzlugu ile giden, klinik olarak
heterojen bir grup kas hastaligidir. Hastaliklarin isimlendirmesinde kas
patolojisinde gozlenen kronik ve ciddi myopatik degisimlere itafen “distrofi’
kelimesi kullaniimistir (1). Bu grubun bir Uyesi olan distrofinopatiler, distrofin
proteinini kodlayan, X kromozomunda yer alan DMD genindeki mutasyonlardan
kaynaklanmaktadir. Klinik spektrumun bir ucunda semptomsuz kreatin kinaz (CK)
enzim yuksekligi ve kas kramplariyla beraber olan myoglobindri yer alirken diger
ucunda Duchenne/Becker muskuler distrofi (D/BMD) ve DMD iligkili dilate
kardiyomyopati (DKMP) karsimiza gikmaktadir (2).

Duchenne muskuler distrofide olgularin motor gelisim basamaklarinda ilimli
gecikme olabilir ve gogunda proksimal kas gugsuzligune bagh olarak kosamama,
ziplayamama gorulmektedir. Ayni zamanda bu proksimal gugsuzlige bagh olarak
olgular yerden kalkarken klasik “Gowers manevrasini” kullanirlar (3). On Ug yagina
kadar ambulasyonlarini kaybederler. Noromuskuler skolyoz ve eklem
kontrakturleri kas gugsuzlugu ilerledikge ortaya cikar (4).

Farkli distrofin izoformlari santral sinir sisteminin farkli bolgelerinde
yerlesmektedir. Distrofinin bu hucrelerdeki yoklugu norogelisimsel bozukluklarla
iligkilidir (5). Duchenne muskuler distrofide olgularin bir kisminda zihinsel
yetersizlik oldugu uzun zamandir bilinmektedir. Yapilan farkli caligmalarda
%23’'ten %36.2’ye kadar degisen mental retardasyon sikhgi tespit edilmistir (6-9).
Ek olarak dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu (9, 10) ve otizm spektrum
bozuklugu (7, 8, 10, 11) icin artmis sikliklar bildirilmistir.

Becker muskuler distrofide kas gugsuzlugunun dagilimi DMD ile benzer
olsa da, hastaligin seyri ¢cok daha benin olup, bulgular genelde 12 yas civarinda
baslar. Hatta bazi olgularin yasamin ileri donemlerine kadar bulgulari yoktur (12).
On alti yasindan sonra tekerlekli sandalyeye bagimli hale gelirler (3). Iskelet
bulgulari daha hafif olmakla beraber DKMP’ye bagh kirkli yaglarda olim sik
gorulmektedir (2).

Monaco ve ark., okuma gergevesini bozan mutasyonlarin erken dur kodon
olusumuyla guduk ve nonfonksiyonel proteine neden olarak DMD ile
sonuglandigini, gergeve okumasini bozmayan mutasyonlarin ise daha kisa ama
fonksiyonel protein olusumu ile BMD’ye neden oldugunu onermiglerdir (13). Bu
kural olgularin %92’sinde gegerlidir (14).

Distrofin geninde en sik karsilasilan mutasyonlar bir veya daha fazla
ekzonu igeren delesyonlardir. Mutasyonlarin yaklasik %60-70’ini olusturmaktadir.
Duplikasyonlar ise %10-15’'inden sorumlu tutulmaktadir. Kigik mutasyonlar (dur
kodonu, yanlis anlamli, kesim bdlgesi mutasyonlari, kiguk in/del mutasyonlar) ise
geri kalan %17-25'lik kisimda etkilidir (15-18).



Molekuler tanida en sik gorilen mutasyonlara yonelik uygulanan kantitatif
analizler ve takiben kalitatif yaklagim olan tum gen sekansi, olgularin buyuk
cogunluguna tani koyabilmektedir. Coklu ligasyon-bagimli prob amplifikasyon
(MLPA) yontemi ile DMD genine ait 79 ekzon incelenip, kopya sayisi degisiklikleri
saptanabilmektedir (19).

Bu hastalarin molekuler karakterizasyonlari, farkh bir tani olugturma, uygun
klinik izlem saglama, hasta yonetimi, yeni tedavilere 1sik tutmasi ve genetik
danismanlik agisindan oldukga 6nem tasimaktadir (15). Biz de bu c¢alismada
tarafimizca genetik tani saglanan distrofinopatili olgularin genotipik ozelliklerini
ortaya koymayi, klinik bulgulariyla genotipik 6zellikleri arasindaki iliskiyi incelemeyi
ve literatlrdeki verilerle kendi verilerimizi karsilastirmay1 amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Distrofinopati Tanim ve Kisa Tarihge

Muskuler distrofiler ilerleyici kas gugsuzlugu ile giden bir grup heterojen
hastaliktir (20). Kas gugsuzlugunun klinik dagihmina gbére 6 major gruba
ayrilabilirler. Bu grupta yer alan hastaliklar konjenital muskuler distrofi, Duchenne
ve Becker  muskuler  distrofi, Emery-Dreifuss muskuler  distrofi,
fasyoskapulahumeral muskuler distrofi, okulofaringeal muskuler distrofi, limb-girdle
muskuler distrofidir (12). Klinik olarak Distrofi kelimesi Yunanca dys—yanlig, zor
ve trophé—beslenme kelimelerinden koken almaktadir (21). Bu hastalik grubu
arasinda en yaygin gorulen Duchenne muskuler distrofi aslinda 1851 yilinda bir
Ingiliz doktor olan Edward Meryon tarafindan Royal Medical and Chirurgical
Society’nin toplantisinda tanimlanmig (22) ve sonrasinda da yayinlanmistir (23).

Meryon hastaligin erken gocukluk donemde progresif kas gugsuzlugu ile
baglayip ge¢ adolesan donemde o6lumle sonuglandigini anlatmistir. Hastahgin
ailesel gecis gosterip sadece erkekleri etkiledigini ve spinal kordun nekroskopide
etkilenmedigini  kanitlamigtir.  Bdylece  hastaligin  6n  boynuz  hlcre
dejenerasyonundan degil kastaki hasardan dolayi ortaya c¢iktigini bildirmigtir.
Ayrica, yaptigi histolojik c¢alismalarla kas membraninin yani sarkolemmanin
hasarlandigi sonucuna ulagmistir. Ancak Meryon’'un gozlemleri gesitli sebeplerle
yillarca gormezden gelinmis ve hastalik klinik ve kas histolojisini yillar sonra
detaylandiran ve hastalija da adini veren Duchenne ile iligkilendirilmistir (24).

2.2. Klinik Tipler
2.2.1. Duchenne Muskiiler Distrofi

Distrofinopatiler bir hastaliklar spektrumudur. Kilinigin hafif kisminda
semptomsuz CK enzim yuksekligi ve kas kramplariyla beraber olan myoglobinuri
yer alirken daha agir formunda Duchenne/Becker muskuler distrofi (D/BMD) ve
DMD iligkili DKMP kargimiza gikmaktadir (2).

Duchenne muskuler distrofinin insidansi 1/3802 ve 1/6291 arasinda
degismektedir (25). Genellikle erken ¢ocukluk doneminde oturmada ve bagimsiz
ayaga kalkmada gecikme gibi motor gelisim basamaklarinda aksaklik ile kendini
gOsterir. Ortalama yurime yas! 18 aydir. Duchenne muskuler distrofide ailelerin
fark edebildigi ilk bulgular genel motor becerilerdeki gecikmeler olup (%42), 1srarci
parmak ucu yurumeleri ve duz tabanlik gibi yurtyus problemleri (%30), yarumede
gecikme (%20), ogrenme gugclukleri (%5) ve konusma problemleri (%3)
gdzukmektedir (26).

Aile dykusunun olmadigi erkek DMD olgularinda ortalama tani yasi 4 yas
10 aydir ve bu aralik 16 ay ile 8 yas arasini kapsamaktadir (27). Proksimal kas



gugsuzligunin erken bulgularn badi yuruyusu, yerden kalkmada, merdiven
cilkmada, kosmada, ziplamada ve ¢omelir pozisyondan ayaga kalkmada zorlanma
seklindedir. Olgular supin pozisyondan ayaga kalkarken, pelvik kusak kas
gugsuzluguni kompanze etmek igin kollarini kullanir. Yapilan bu manevraya
“‘Gowers manevrasi” adi verilmektedir. Baldir kaslari hipertrofiktir ve muayenede
serttir. Siklikla baldirda agri mevcuttur. Boyun fleksorleri hastaligin tum evrelerinde
zayiftir. Sirt Ustl pozisyonda DMD’li bir ¢ocuk yercekimine karsi boynunu
kaldiramaz. Duchenne muskiiler distrofide kas giicti kaybi siirekli devam eder. Ug
ve 6 yas arasinda normal gelisimin kas gucu zayiflamasinin dnine gecmesi
sonras! “balaylr donemi” denilen gegici bir iyilesme sureci gorulebilir. Alti ve 11
yaslarl arasinda kas gucu neredeyse lineer olarak azalir. Fonksiyon kayiplari
sirayla ortaya cikar. Oncelikle merdiven gikmada sorunlar baslar, daha sonra
supin pozisyondan kalkmada guglik, merdiven tirabzanlarina tutunurken
zorlanma, supin pozisyondan emekler pozisyona ge¢gmede guglik ve sonunda da
kisa mesafe ylrimede glglik kendini gosterir. llerleme hizi hastalar arasinda
farklihk gosterir. Cogu hastada 10 yasinda eklem stabilize edici ortez kullanimi
gerekirken 11 ile 13 yas arasinda olgular tekerlekli sandalyeye ihtiya¢ duyarlar.
GCogu DMD hastasi (%70) 6 ile 10 yas arasinda asil tendonu, iliotibial band ve
kalca eklemi kontrakturlerine bagli olarak parmak ucunda yuriume ve kalca
fleksiyon kusuru ile karsilasir. Sekiz yasina kadar ise diz, dirsek ve bilek
ekstensorlerinde kontrakturler meydana gelir ve bu bulgular ambulasyon kaybi ile
korelasyon goOsterir (2). Steroid tedavisi Oncesindeki gec¢cmis calismalarda
ambulasyon kaybinin 12 yasindan 6nce gergeklestigi bildirilmistir.

Tekerlekli sandalyeye bagimhi oldugunda ise olgularda zorlu vital
kapasitede digsme baslamakta ve Ozellikle geceleri olan solunum yetmezligi bas
gOstermektedir. Skolyoz da sik gozlenmekte ve cerrahi dizeltme
gerekebilmektedir. Kardiyomiyopatinin insidansi yagla birlikte artar ve tartismasiz
bir sekilde daha fazla klinik etkiye sahiptir, ginku noninvaziv ventilator bakimindaki
gelismeler yasam beklentisini arttirmaktadir . Ventilator uygulamasi olmadiginda
olum tipik olarak yirmili yaslarin sonlarinda ya da otuzlarin baglarinda gorulur (28).
Kardiyak etkilenmeye eslik eden pndmoni, 6lumun en sik nedenidir (12).

2.211. Duchenne Muskiler Distrofi'de Kognitif Fonksiyonlar ve
Norogelisimsel Hastaliklar

Farkli distrofin izoformlari santral sinir sisteminin farkli bolgelerinde
yerlesmektedir. Distrofinin bu hucrelerdeki yoklugu norogelisimsel bozukluklarla
iligkilidir (5). Duchenne muskuler distrofide olgularin bir kisminda zihinsel
yetersizlik oldugu uzun zamandir bilinmektedir. Yapilan farkli caligmalarda
%23’'ten %36.2’ye kadar degdisen mental retardasyon sikhgi tespit edilmistir (6-9).
Yedi yuz yirmi bir DMD olgunun degerlendirildigi bir metaanalizde, ortalama 1Q
degeri 82 olarak bulunmus olup, %20’sinin skoru 70’in altinda, %3’Unun ise 50’nin



altinda saptanmigtir. Bu olgularda ortalama zeka normalin 1 SD alti olarak
bulunmustur (6). Bu metaanalizde performans IQ’ya nazaran verbal IQ'nun daha
belirgin etkilendiginin alti gizilmistir. Ayrica zihinsel yetersizlige ek olarak DMD
olgularinda dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu (DEHB), otizm spektrum
bozukugu (OSB), obsesif kompulsif bozukluk (OKB) sikligi da topluma gore artmis
olarak bulunmustur. Dikkat eksikligi ve hiperaktivite bozuklugu icin %11.7°den
%32’ye kadar degisen siklhklar bulunmustur (9, 10). Otizm spektrum bozuklugu
icin sikhklar ise %3.1'den %21’e kadar degigsmektedir (7, 8, 10, 11). Obsesif
kompulsif bozukluk sikligi ise bir galismada %4.8 olarak saptanmigtir (10).

2.2.2. Becker Muskiiler Distrofi

Ik kez 1955 yilinda Becker ve Kiener tarafindan DMD’ye benzer sekilde kas
etkilenmesi gosteren “X kromozomu ile iligkili yeni bir muskuler distrofi” olarak
tanimlanmistir (29). Ancak bu hastaligin ¢cok daha yavas progresyon gosterdigi
gozlenmigti. Becker bu iki hastaigin ayni gendeki problemden
kaynaklanabilecegini 6ne surmustli. Daha sonra Xp21'’deki genin kesfi ile bu iki
hastaligin ayni gendeki problemden kaynaklandigi anlasildi (30, 31). Becker
muskuler distrofinin insidansi DMD’nin UGgte biridir (32). Hastallk DMD’ye gore
daha benin seyretmektedir. Bulgularin baslangi¢ yasi ortalama 12 olmakla beraber
bazi olgularda hayatin ileri donemlerinde de kendini gosterebilmektedir (12). On
alti yagindan sonra tekerlekli sandalyeye bagimli hale gelirler (3). Iskelet bulgulari
daha hafif olmakla beraber DKMP’ye bagli kirkli yaglarda olum sik gorulmektedir
(2).

Bu olgular ¢cocukluk doneminde DMD’ye benzer gekilde limb girdle zayifligi
ve baldir hipertrofisi ile bagvurabilir. Olgularin yarisinda tipik olarak 10 yasina
kadar kas gugsuzlugu gozlenirken pek g¢ogunda ise gugsuzluk olmadan eforla
ortaya ¢ikan myalji ve baldir hipertrofisi gozlenir. BMD ambulasyon kaybinin 15
yasindan sonra gergeklesmesiyle tanimlanirken, ¢ogu cgocukluk ¢cagi baslangicli
hasta tipik olarak U¢ ve dordincu dekadda ambulasyon kaybi yasar. Bazilarinda
ise ¢ok daha hafif semptomlar vardir. Yetigkinlik doneminin basinda ya da
ortalarinda semptomlar baslayabilir (33, 34); izole quadriseps gugsuzligu (35);
yetiskin ya da cocukluk kramp-myalji sendromlari ya da egzersizle indiklenen
myoglobunirt (36); ya da (¢ok nadiren) asemptomatik hiperkreatininkinazemi (37)
gOzlenebilir.

2.2.3. Semptomatik Kadin Tasltyicilar

Duchenne/Becker muskuler distrofide tasiyicilar cogunlukla bulgu vermese
de belirti veren “manifest” kadinlar mevcuttur. Bulgu veren tagiyicilarin orani %5-
19 oran araliginda degismektedir (38-40). Tasiyicilarda yapilan bir galismada sol
ventrikul dilatasyon orani %18 olarak saptanmigtir. Genetik danigsmanlikta kadin



olgulara bu acidan takip onerilmelidir (41). Asemptomatik tasiyici kadinlarda kas
distrofininin mozaik ekspresyonu nadir gorulen bir durumken, belirti veren tasiyici
kadinlarda bu durum belirgindir. Bu olgularda kas kramplari erken bulgu olabilir.
Gugsuzluk cocukluk doneminde ortaya cikabildigi gibi eriskin doneme kadar
gorulmeyebilir ve ilerleyici ya da duragan olabilir. Psodohipertrofi genelde
mevcuttur. Gugsuzlik siklikla asimetriktir; etkilenmis erkeklere benzer sekilde
elektrokardiyografik anormallikler gorulur ve CK enzim duzeyleri daima yuksektir
ve nadiren etkilenmis erkeklerin duzeyine kadar cikabilir. Ancak bazi kadin
tasiyicilarda yuksek CK enzim duzeyleri gorulse de herhangi bir kas gugsuzligu
yoktur (42). Becker ve Duchenne muskuler distrofi tasiyicilarinda klinik bulgularin
ortaya ¢ikmasiyla ilgili bazi mekanizmalar 6nerilmigtir. Bunlar: her iki allelde DMD
gen mutasyonu varligi (1), bir X kromozomunun kaybolmasi (Turner Sendromu)
(2), DMD disi genlerde (osteopontin gibi) saptanan polimorfizmler (3), carpik X
kromozom inaktivasyonu nedeniyle normal distrofin allelinin baskin inaktivasyonu
(4), DMD genini iceren X;otozom translokasyonu olan kadinlar (5), uniparental
dizomi (6). Tum bu mekanizmalar iskelet ve kalp kasinda distrofin ekspresyonunda
azalmayla sonuglanmaktadir (43).

2.3. Tani
2.3.1. Serum Biyokimyasi

Becker muskduler distrofi ya da DMD suUphesi oldugunda neredeyse daima
ilk yapilan tetkik serum CK enzim duzeyi 6lgimudur. Bu enzim dogumdan itibaren
daima yuksektir. Yuksek olasilikla enzim yuksekliginin nedeni sarkolemma
permabilitesindeki artigtir. Kreatin kinaz enziminin U¢ izoformu (MM,BB,MB)
mevcut olup, D/BMD olgularinda 6zellikle iskelet kasi hasarinda CK-MB anlaml
yuksekligi gorulur. Duchenne muskuler distrofi ve BMD hastaliginda normalin 50-
100 kati artis gosteren CK enzim duzeyleri gorulebilmektedir (40). Duchenne
muskuler distrofide 2-5 yas arasi, BMD’ de 10-15 yas arasinda enzim duzeylerinin
pik yaptigi bulunmustur (44). Daha ihmli CK enzim duzey artiglari (normalin on
kati kadar) limb-girdle muskuler distrofi, fasyoskapulohumeral ve konjenital
muskuler distrofide, ilmli spinal muskuler distrofide, metabolik miyopatiler ve
inflamatuar miyopatilerde gorulebilmektedir (40). 1990 yilinda Wales (UK) DMD
icin kan CK enzim duzeyi ile yenidogan tarama programi baslatmis ve 2011 yilina
kadar bunu surdurmustur. Olgularin 145’inde bu enzim yuksek bulunmus, yaklasik
6 haftalik izlemde 79 olguda normal diuzeye dondugu, 66 olguda ise yuksekligin
sebat ettigi gozlenmigtir. Olgularin 56’sina DMD tanisi, 5'ine BMD tanisi ve
digerlerine de diger nadir kas hastaliklar tanisi konulmustur. Daha sonra ise
aileler icin taniyr onceden 6grenmenin katkisi icin yeterli kanit olmadigindan
program durdurulmustur (45).

Serum transaminazlari olan aspartat aminotransferaz (AST) ve alanin
aminotransferaz (ALT) artiglarr da DMD ve BMD’de gorulmektedir (46). Bu
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yukseklikler hastaligin erken doneminde hepatik kdkenli olarak yorumlanip
olgularin tani alma yasininin ilerlemesine neden olabilmektedir. Olgulardaki
durumu karaciger hasarindan ayirt etmede gama-glutamil transferaz enzim dizeyi
kullaniimalidir (47).

2.3.2. Molekiiler Tani

Distrofin geninde en sik karsilasilan mutasyonlar bir veya daha fazla
ekzonu iceren delesyonlardir. Mutasyonlarin yaklasik %60-70’ini olusturmaktadir.
Duplikasyonlar ise %10-15’'inden sorumlu tutulmaktadir. Kigik mutasyonlar (dur
kodonu, yanlis anlamli, kesim bolge mutasyonlari, kiguk in/del mutasyonlar) ise
geri kalan %17-25'lik kisimda etkilidir (15-18). Olgularin %2’sinden azinda ise
kompleks yeniden duzenlenmeler ve derin intronik mutasyonlar mevcuttur (48).
Molekuler tanida en sik gorulen mutasyonlara yonelik uygulanan kantitatif analizler
ve takiben kalitatif yaklagim olan tUm gen sekansi, olgularin buyik ¢ogunluguna
tani koyabilmektedir.

Coklu ligasyon-bagimli prob amplifikasyon yontemi ile DMD genine ait 79
ekzon incelenip, kopya sayisi degisiklikleri saptanabilmektedir (19). Bu teknik her
bir DMD ekzonuna hibridize olabilen problar icerir. Her bir prob seti belirli bir
ekzonda birbirine bitisik olarak hibridize olan iki oligonukleotit ihtiva eder. Problar
polimeraz zincir reaksiyonuna (PZR) izin verecek sekilde kuyruklara sahiptir.
Ayrica problardan biri “stuffer (dolgu)” sekans denilen her bir probda farkli
uzunlukta olan dizilere sahiptir. Hibridizasyon boyunca, ligasyon basamag: ile
problar birbirine baglanir ve yalnizca hibrizide olan problarin ¢ogalabildigi PZR
reaksiyonu gerceklesir. Elde edilen PZR Urunleri fragman analizi ile yuratalur ve
boylece farkl fragman uzunluklari tarafindan prezente edilen ekzonlar analiz edilir.
Bu yontem bize herhangi bir ekzonun olup olmadigi hususunda ve ilgili pik
oranlarini kargilagtirarak kopya sayisi hakkinda bilgi saglar. Bu analiz hem hasta
hem de tasiyicilardaki delesyon ve duplikasyonlari gosterebilmektedir (49). Bu
analizde dikkat edilmesi gereken bir husus vardir. Bir ekzondaki kuguk
mutasyonlar probun baglanmasini engelleyip tek ekzon delesyonu olarak
MLPA'da karsimiza cikabilir. Bu yuzden genelde intronik primerler araciligiyla
yapilan PZR ekzonik delesyonla kiguk mutasyonu ayirt etmede kullanilir (50).

Ayrica MLPA teknigi intronik kirik noktalarinin lokasyonu hakkinda bilgi
verici degildir. Alternatif olarak, dizi kargilastirmali genomik hibridizasyon (aCGH)
yontemi de kopya sayisi degisikliklerini saptamada kullaniimaktadir. Distrofin
ekzonlarini ve intronlarini kapsayan, cam bir preparat Uzerine konjuge edilmis
problar kullanilir. Kontrol ve hasta DNA’lari dnce pargalanir, daha sonra ayri
floroforlarla etiketlenir ve problara hibridize edilir (51).

Delesyonlar ve daha nadiren duplikasyonlar igin distrofin geninde iki sicak
nokta mevcuttur. Delesyon kiime bdlgesi | ekzon 45-53'U kapsar ve rod domainin
bir parcasini yok eder, bolge Il ise ekzon 2-20°de yer almakta olup, aktin baglayici
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bolgenin bir kismini ya da tamamiyla rod domaininin bir kismini ortadan kaldirir
(52). Kirnk noktalari siklikla intron 44, intron 2 ve 7 seklindedir (53). Bu sicak
noktalardan yola gikilarak dizenlenmis multipleks PZR metoduyla bakilan on sekiz
ekzon D/BMD olgularinda delesyonlarin %98’ini saptayabilmektedir (54). Bu
yontemin birka¢g dezavantaji vardir. Kirlk noktalari tam olarak bilinememekte,
fenotip-genotip korelasyonu ve ekzon spesifik tedaviler agisindan uygunlugu
degerlendirmek zorlagmaktadir. Ayrica duplikasyonlar ve tasiyiciligi arastirmak
mumkun olmamaktadir. Bu sebeplerden oturt MLPA ve aCGH yontemlerinin ilk
basamak olarak tercih edilmesi 6nerilmektedir (3).

Blyuk delesyon/duplikasyon saptanamayan olgularda Sanger sekanslama
yontemi ya da yeni nesil dizileme (NGS) teknolojisi ile kiguk mutasyonlar
arastinlmaktadir. ~ Yeni  nesil  dizileme teknolojisi ile hem  buyuk
delesyon/duplikasyonlar hem de kuguk mutasyonlari saptamak mumkuin hale
gelmigtir. Bununla beraber ileri optimizasyon ve validasyon galismalarina ihtiyag
vardir (55). Buyuk delesyon/duplikasyon ve kiguk mutasyon taramalarina ragmen
genetik tani koyulamayan c¢ok az hasta grubu mevcuttur. Bu grupta kas
biyopsisinden mRNA analizi yapilarak olasi patojenik derin intronik mutasyonlar
saptanabilmektedir. Artik invaziv bir igslem olan kas biyopsisi tanida ilk basamak
degildir. Genetik testler yapiimali, genetik tanisi aydinlatilamayan olgularda
uygulanmalidir. Genetik test sonucu ile fenotipi arasinda uyumsuzluk olan
olgularda opsiyonel olarak uygulanabilir (56).

Hastada mutasyon bulundugunda anneye tasiyicilik agisindan genetik test
yapilmaldir. Yine de annede tasiyicilik saptanamayabilir. Cunki DMD gen
mutasyonlarinin Ugte biri yeni mutasyon olarak karsimiza ¢ikmaktadir (57). Ancak
tasiyicilik saptanamayan annelerin bir sonraki gebeliklerinde riskin sifir olmadigi
gorulmustar. Bu noktada “gonadal mosaisizm” adi verilen fenomen akilda
tutulmalidir. Genetik danismanlikta annenin mutasyon tasimadigi olgularda
hastaligin tekrar riski %4,3 olarak verilebilir (58). Passos ve ark. yaptiklar
calismada tekrar riskinin  delesyonun lokasyonuna gore degistigini
vurgulamiglardir. Familyal delesyonlarin daha ¢ok proksimal, sporadik
mutasyonlarin ise distal oldugunu gozlemlemiglerdir. Bu duruma neden olarak da
proksimal delesyonlarin embryonik gelisimin erken doneminde, distal
delesyonlarin ise ge¢ doneminde olusma egiliminde olabilecedi fikrini One
atmiglardir (59).

2.3.3. Kas Biyopsisi

Distrofinopatinin erken ya da orta evrelerinde kas histolojisinde lif
boyutlarinda degisiklikler, nekroz ve rejenerasyon odaklari, hipertrofik lifler, santral
yerlesimli nukleuslar, lif yariklanmasi ve artmis bag dokusu, yuvarlaklagsmis, opak
lifler dikkati geker. Hastaligin daha ileri agsamalarinda ise kas lifinde belirgin kayip
mevcuttur ve yag ve bag dokusu birikimi dikkat gekicidir (2). Distrofin proteini
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ekspresyonu kas kesitlerinin immunofloresans (IF) ya da immunohistokimyasal
(IHK) boyamasi ile ya da homojenize dokunun immunoblot (Western blot) analizi
ile degerlendirilebilir. Distrofin boyamasinda proteinin amio-terminalini, ¢ubuk
benzeri domainini ve karboksi terminalini hedef olan U¢ ¢esit antikor
kullaniimaktadir. Immunofloresans ya da IHK boyama distrofinin lokalizasyonu
gosterir ve miktari hakkinda semikantitatif bilgi verir (6rn; “boyanma yok,”
“azalmig,” “eser miktarda®). Duchenne muskuler distrofide distrofin proteini
bulunmazken, BMD’de yamali paternde azalmis distrofin proteini mevcuttur. Ancak
DMD’li olgularda distrofin eksprese eden az sayida kas lif gruplari hastalarin
%50’sinde gbze carpmaktadir (28). Bunlar “ters mutasyon gosteren lif’ olarak
adlandirilmakta ve kas prekursor hucrelerindeki spontan ekzon atlama (alternatif
kesim) ile ortaya cikip, yasla beraber klonal ekspansiyona ugramaktadirlar (60).
Distrofin kantitasyonu ve boyutunun (molekuler agirlik) analizi i¢in western blot
kullanilabilmektedir. Duchenne muskuler distrofide distrofin miktari %3’ln
altindayken, %20’den fazla degerler BMD ile iligkilendirilmistir (61).

2.4. Distrofin Geni
2.4.1. Genin Kesfi

Duchenne muskuler distrofi hastaliginin  geninin lokalizasyonunun
Xp21olabilecegi, ilk defa DMD hastaligi olan bir kiz olguda kirik noktasi Xp21'de
olan X;1 translokasyonun saptanmasi uzerine ifade edilmigtir (62). Bununla
beraber daha pek ¢ok X kromozomu otozom translokasyonu olan kiz DMD hastasi
bildirilmis (63) ve yapilan linkaj analizleri de bu lokasyonu desteklemigstir (64-66).
Ayrica BMD ve DMD’nin allelik hastaliklar oldugu anlagilmistir (67, 68). iskelet
kasindaki tam transkripti temsil eden DMD komplementer deoksiriboz nukleik asiti
(cDNA)14 kb olarak klonlanmis (31) ve kapladigi alanin 2.5 megabazin Uzerinde
oldugu bildirilen gen, o zamana kadar tespit edilen en buylk gen Unvanini almig
ve en az 79 ekzon icerdigi belirtilmistir (69-71).

2.4.2. Doku Spesifik Promotorleri

Distrofin geninde tam boy distrofin molekulinin ekspresyonunu saglayan
uc promotor bolge ve daha kisa distrofin izoformlariyla iligkili dort internal promotor
bolge yer almaktadir (Sekil 1 ). Tam boy distrofin Urunlerini eksprese eden
promotorler doku spesifik ekspresyonu yansitacak sekilde Dp427 (B), Dp427 (M),
Dp427 (P) olarak gosterilebilmektedir. Bunlar sirasiyla beyin, kas ve purkinje
hdcrelerini ifade eder. Her bir internal promotor ise retinal (R), beyin-3 (B3),
schwann hacresi (S) ve genel (G) olarak ifade edilip kendine 6zgu bir ilk ekzon
kullanarak drtn olustururlar. Bu ekzonlar 30, 45, 56 ve 63’tur. Sirasiyla 260 kDa
(kilodalton) (Dp260), 140 kDa (Dp140), 116 kDa (Dp116) ve 71 kDa (Dp71)
agirhginda urin olustururlar. Dp427 (B) kortikal noronlar, iskelet ve kalp kasinda,
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Dp427 (M) iskelet ve kalp kasinda ve ayrica glial hucrelerde, Dp427 (P) ise
purkinje hucreleri ve az oranda iskelet kasinda yer alir. Daha kuguk izoformlara
bakacak olursak: Dp260 retina ve az miktarda beyin ve kalpte, Dp140 beyin, retina
ve bobrekte, Dp116 periferik sinir hucrelerinde, Dp71 ise iskelet kasi disinda pek
cok hucrede yaygin ekspresyona sahiptir (53).
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Sekil 1. A: Distrofin geninin genomik organizasyonu. Siyah dikey cizgiler 79
ekzonu, oklar ise farkli promotor bolgeleri: beyin (B), Kas (M), Purkinje hlcreleri
(P); R, B3, S ve G Dp260 (retinal), Dp140 (beyin-3), Dp116 (Schwann hucreleri),
ve Dp71 (genel) promotorleri gostermektedir. B: Farkl distrofin proteinlerinin
domain kompozisyonlari gosterilmistir. Sirasiyla amino terminal domain, spektrin
benzeri domain, sistein zengin domain, karboksi terminal domain (53).

2.5. Distrofin Proteini

Distrofin 427 kDa agiriginda (72) primer olarak kas hucrelerinin kostamer
bolgelerinde lokalize buyuk bir proteindir (73). Kostamerler, gizgili kas hlcrelerinde
sarkolemmanin altina yerlesmis olan ve yakinlarindaki hucresel miyofibrillerin
periferik tabakasinin Z-gizgileri ile hizalanan ¢ok proteinli duzeneklerdir (74, 75).
Kasilma miyofibrillerin bir kas hucresi i¢inde olusturdugu kuvvetlerin, Z hatlar
uzerinden sarkolemdeki kostamerlere ve nihayetinde hicre digi matrikse lateral
olarak iletildigine inanilmaktadir (74).
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Distrofin blyuk gubuk seklinde bir proteindir. Dort adet fonksiyonel domaine
sahiptir. Bunlar sirasiyla aktin baglayan N-terminal domain (ABD1), orta-rod
domain, sistein-zengin (CR) domain ve C terminal (CT) domaindir. Orta rod
domain 24 spektrin benzeri tekrar (R) icermektedir. Bu tekrarlar a-heliks yapisinda
5 nm boyutunda cubuklara katlanan 109 aminoasid iceren yapilardir (72, 76). Bu
tekrarlar boyunca dort adet, kisa, prolinden zengin, proteine esneklik saglayan ve
bu yuzden “mentese” (H) adi verilen ara yapilar yer almaktadir (77). Distrofin
moleklilinde N-terminal (NT) domainine ek, rod domaininde yer alan ikinci bir
aktin baglayici domain (ABD2) mevcuttur. Spektrin benzeri tekrarlardan R11-
17’nin olusturdugu bu birim bazik amino asidlerden zengin olup, asidik aktin
filamentleriyle elektrostatik etkilesime girdigi dusunulmektedir. Ayrica ABD1 ile is
birligi icerisinde aktin molekulu Gzerinde guglu lateral etkiye sahiptir (78, 79). 8R ve
9R Dbolgelerinin Par-1b kinaz ile iligkisi oldugu anlagiimigtir. Bu tekrarlari
fosforilleyen yapinin dnemi tam anlagilamamistir (80). Rod domain R16-17’nin de
noronal nitrik oksit sentaz (NNOS) proteinin sarkolemmaya tutunmasinda etkili
oldugu anlasiimistir (81). Ancak bu etkilesimin, direk bir baglanmadan ziyade
R17’ye baglanan a-sintrofin araciligiyla gerceklestigi gosterilmistir (82).

Distrofin ve distrofin kompleksi ayrica kas mebran stabilitesini saglamada
onemli olan sitoiskeleti bir arada tutma gérevi de gérur. Ornegin, ABD1 aktine ek
olarak bir ara filaman olan sitokeratin 19 proteinine tutunur ve distrofini iskelet
kasindaki kontraktil aparata baglar (83). Rod domainin R20-23 bodlgeleri
mikrotubullerle etkileserek iskelet kasinda mikrotibul aginin organizasyonunda rol
oynamaktadir (84). Rod domainin ayni zamanda membran fosfolipidlerine triptofan
reziduleri araciligiyla baglandigi in vitro olarak gosterilmigtir (85). Bu baglanmada
R1-19'un etkili oldugu saptanmis olup, distrofinin kas hicrelerinde, membranin gift
katmanl lipid tabakasina solid destek saglayan proteinlerden biri olabilecegi 6ne
surulmuagtur (86).

Sistein-zengin domain distrofini kas membranina B-distroglikan etkilesimi ile
tutturur (87, 88). Mentese 4 yapisi rod domainin sonunda yer almakta ve protein-
protein etkilesiminde gorev alan bir WW domain icermektedir (89). Bu domain iki
komgsu EF-el motifi ile B-distroglikanin karboksi-terminaline baglanarak distrofini
sarkolemmaya tutturur (90). Son donemde bu bdlgeler digsinda R1-3, R10-12 ve
CT domainlerinin de baglanmada etkisinin oldugu fare ve kopek kasinda yapilan
bir calismada gosterilmistir (91). EF-hand moitifi iki a-heliks ve bunlar arasindaki
baglantiy1 saglayan ve kalsiyum baglayan kisa bir ilmekten olusur (72). Distrofin
molekulinde iki EF-hand motifi CR domainde yer alir. Bu domain ayrica korunmus
sistein rezidiilerine sahip olan ve Zn*? gibi divalent metal katyonlari varli§inda
katlanan bir ¢ginko parmak (ZZ) yapisi igermektedir. WW domainine ve Zn*? iyonu
baglamasina atifta bulunularak adi bu sekilde konmustur (92). Distrofinin ZZ
domaini kalsiyum bagimli olarak kalmoduline baglanir (93). Sisteinden zengin
domain ayrica ankrin-B proteinine tutunur (94). Ankrin B distrofin, dinaktin-4 ve
mikrotubullere baglanir ve bu proteinlerin ve distroglikanin sarkolemmal
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baglantisinda etkilidir. Distrofin, distroglikan ve mikrotubullerin kostamerlerde
lokalize olmasinda Ankrin-B’'nin 2 spektrin ve dinaktin-4 ile etkilegimi
gerekmektedir (95). Sistein zengin domain ve rod domainin R11-14 bdlgeleri bir
ara filaman olan sinemine baglanmakta ve myofibrillerle kostamerik bdlgeler
arasindaki baglantlyi daha da guglendirmektedir (96). Aktin filamanlarini, ara
filamanlari ve mikrotubulleri baglayan plektin molekulu de sistein zengin domainle
etkilesime girmekte ve bir bagka ara filaman olan desmin ile distrofinin indirekt
baglantisini saglamaktadir (97).

Karboksi terminal domain temelde iki a-heliksten olusur ve bu bdlge cift
sarmal yapisinda olup prolin zengin baglanti araciligiyla ayrilir (98). Cift kivrimli
yap! ayni zamanda sintrofin (99) ve distrobrevin igin de baglanma bolgesidir (100).
Anlasildigi Uzere distrofin pek c¢ok molekulle etkilesim igerisindedir. Bu
etkilesimlerinin sematik gosterimi Sekil 2'de gosterilmistir.
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ABD2 Plektin
Sitoiskelet aktini

Ara filamentler
Sinemin
Sekil 2. Distrofin molekullu ve tanimlanan partnerleri. H1-4, menteseler; ABD1 ve
ABD2, aktin baglayici domain 1 ve 2; LBD1 ve LBD2, lipid-baglayici domain 1 ve 2
(86)

2.5.1. Distrofin Glikoprotein Kompleksi

Distrofin sarkolemmadan bir grup proteinle beraber ekstrakte edilmigtir. Bu
yaplya distrofin-glikoprotein kompleksi (DGC) adi verilmigtir. Ardi sira yapilan pek
¢cok calismayla bu yapidaki molekuller tanimlanmis ve hicresel lokalizasyonlarina
gore u¢ gruba ayrilmiglardir. Ekstraselluler bolgede a-distroglikan (a-DG),
transmembran yerlesimli B-distroglikan (B-DG), sarkoglikanlar ve sarkospan
(SSPN), sitoplazmik tarafta ise distrofin, distrobrevin ve sintrofin bu yapiyi
meydana getirmektedir (Sekil 3) (101).
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DAG1 geni tarafindan kodlanan tek mRNA yapisindan post-translasyonel
modifikasyon yolu ile a-DG ve B-DG olarak iki farkli molekdl yapisi olusmaktadir.
Glikolizasyona ugramasi ve distrofin ile olan iligkisinden dolay! bu ismi almiglardir.
ao-DG laminin (102), perlekan (103), agrin (104), slit (105) gibi ekstraselluler
proteinler igin ligand gorevi gormekte ve ylksek derece glikozillenmis O-mannoz
seker grubu bu baglanmada goérev almaktadir. Ekstraselluler proteinlerle etkilegimi
dolayisiyla a-DG’nin sitoiskelet proteinlerini ekstraselliler matrikse bagladigi
gorusune varilmigtir (106). a-distroglikan néronal proteinler olan noreksin (107),
pikacurin (108) ve slit (105) ile de iligkilidir. Ayrica transmembran protein olan -
DG'nin ekstraselliler N-terminali a-DG ile siki bir etkilesim icerisindedir (109).
Proteinin sitoplazmik C-terminali ise distrofinle baglidir (87).

a-distroglikanin glikozillenmesinde gorevli yolaklarin etkilenmesi sonucu
distroglikanopati olarak adlandirlan hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir. Bu
hastaliklarda fenotip agir konjenital muskuler distrofiden daha 1liml erigkin
baslangigh limb girdle muskuler distrofiye kadar degismektedir. En agir gidenlere
ornek olarak Walker—Warburg sendromu (OMIM236670), kas-goz-beyin hastaligi
(OMIM253280), Fukuyama tip konjenital muskuler distrofi (OMIM253800) 6rnek
olarak verilebilir. Bu agir formlar siklikla beyin ve okuler anomalilerle iligkilidir
(110). Iskelet kasinda sarkoglikan komplekste a-sarkoglikan, B-sarkoglikan, y-
sarkoglikan ve d-sarkoglikan yer almaktadir. Bu proteinleri kodlayan genlerde
ortaya c¢ikan mutasyonlar LGMD2C-2F ile iligkilidir. Bu kompleks subuniteleri
birlesir ve kas hucresi iginde beraber transloke olur. Bundan dolayr bu
kompleksteki herhangi bir sarkoglikandaki fonksiyon kaybettiren mutasyon, normal
sarkoglikanlarin stabilitesini ve taginmasi bozar (111).

Sarkospan sarkoglikanlarla iligkili bir transmembran proteinidir (112).
Sarkolemmayi kateden multipl domaine sahip olmasindan dolay! bu ismi almigtir
(113). Sarkospan ekpresyon artisinin mdx muskuler distrofide utrofin glikoprotein
kompleksinde artisa sebep olarak iyilesme yarattigi gosterilmigtir (114). Ayrica
defektli SSPN’ye sahip farede a7 integrin geninin silinmesi azalmigs DGC ve utrofin
glikoprotein kompleks (UGC) ile sonuglanmigtir. Bu durum SSPN ve a7 integrin
etkilesiminin DGC ve UGC’nin sarkolemmal stabilitesinde 6nemini vurgulamaktadir
(115). Sintrofinler distrofin ve distrofin iligkili proteinler olan utrofin ve distrobrevinle
direk etkilesim yoluyla pek ¢ok hucre komponentinin distrofin protein kompleksine
baglanmasinda gorev alan adaptor proteinlerdir (116). Sintrofinin distrofinin CT
domainine ek olarak R17 ve R22'ye tutundugu gosterilmigtir. a-sintrofin R17’ye
tutunup nNOS distrofin etkilesimini saglarken, B-sintrofin R22’ye baglanmaktadir.
Sintrofinin yalnizca R17’ye baglanan bolgesi nNOS etkilesimde gorevlidir (82).
Distrobrevinler DGC vyapisinin sitoplazmik bir komponenti olup distrofinin CT
domaini ile sekans homolojisi gdstermektedir (117). Iki farkli gen homolog
proteinler olan a-distrobrevin ve B-distrobrevini kodlamaktadir. a-distrobrevin
primer olarak kas dokusu ve beyinde eksprese olurken [B-distrobrevin kas disi

15



dokularda sentezlenir (110, 118). a-distrobrevin 1, a-distrobrevin 2 ve a-
distrobrevin 3 N-terminal bolge araciligiyla sarkoglikan komplekse baglanir (119).
a-distrobrevin 1 ve a-distrobrevin 2 korunmus cift kiviim yapisiyla distrofine
baglanir. a-distrobrevin 1 ve a-distrobrevin 2’de bu ¢ift kivrim yapinin yukarisinda
ise sintrofin baglayici bolge yer almaktadir (120).

Distrofin yoklugunda, kas membrani hasara duyarli hale gelir ve kas lifi
bozulmalari meydana gelir. Bu durum kas dokusunun yerine yag dokusunun
gecmesi ve fibrozisle sonuglanan dejenerasyon ve rejenerasyon sikluslariyla
sonuglanir (20).
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Sekil 3. Distrofin glikoprotein kompleksi (82)

2.6. Duchenne Muskiiler Distrofi Patofizyolojisi

1975 yilinda Mokri ve Engel DMD kasinin ultrayapisal o6zelliklerini
incelemek amaciyla elektron mikroskobu kullanmiglardir. Lezyonlu bdlgede
plazma membraninin hi¢ olmadigini ya da bozuldugunu, sitoplazmik
anormalliklerin eslik ettigini bildirmigler ve bu plazma membran yapisinin etkisiz bir
bariyere neden olabilecegini disiunmusgledir. Daha sonra ise lezyonlarda siklikla
peroksidaz igeren ekstraselliler sivi alimini gormusler ve bu duguncelerini
dogrulamislardir (121). intraselliiler bir enzim olan kreatin kinazin hiicre ¢ikiginin
artmasi, albumin, Procion orange (122) ve Evans mavisi gibi buyuk proteinlerin
non-nekrotik kas liflerinde hucre icine alinmasinin gosterilmesi de membran
hasarinin bu makro molekullerin gegisine izin verecek sekilde ciddi oldugunu
gostermis ve bu molekullerin hasarli kas incelemeleri igin biyobelirte¢ olarak
kullanilabilmesi fikrini ortaya cikarmigtir (123). Sarkolemmal hasarin duzeyinin
kontraksiyonda kas mebranina uygulanan mekanik stresin boyutuyla dogrudan
iligkili oldugu ve distrofinin primer gorevinin sarkolemmaya dayanikhlik saglamak
ve kas kontraksiyonlari esnasinda sarkolemmayi hasardan korumak oldugu
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anlasilimigtir (122).

Hiperkontrakte fiberler DMD hastaliginin en erken morfolojik anomalisi olup
kalici artmis intraselller Ca (kalsiyum) ile iligkilendirililmistir (124). iskelet kasinda
eksitasyon-kontraksiyon-relaksasyon durumlari sitozolik Ca duzeyi ile yakindan
iligkilidir: yuksek Ca oranlari kasilmay: tetiklerken, duguk Ca gevsemede Kkritiktir.
Bundan dolayi hizli bir Ca siklus mekanizmasi ve etkili bir depolama sureci kas
liflerinde 6nemlidir (125). Iskelet kasinda intraselliiler Ca artiginin sebebi hala net
degildir. Bazi yayinlarda artmig membran gecirgenligi suglanirken (126), bazi
calismalar ise artmig Ca sizinti kanal aktivitesini ya da gerilimle aktive olan
kanallart sorumlu tutmaktadir (127). Bu hucre icindeki artmis Ca, patolojik Ca
duyarl yolaklarin aktivasyonuna neden olmaktadir. Kalpain proteazlari aktive olur
(128), kalmodulin (129), kalsindrin ve mitokondriyal gegis porlari (130) gibi
kalsiyumla aktive olan sinyal yolaklari bozulur. Ayrica artmig Ca, fosfolipaz A2
enzim aktivitesi ve mitokondri tarafindan uretilen reaktif oksijen substrat (ROS)
duzeyini artirma yoluyla membran hasarina katki saglamaktadir (131).

Reaktif oksijen substratlari nukleer faktor-kappa (NF-kappa) yolak
aktivasyonuna yol agmakta ve bu durum proinflamatuar sitokinler olan interlokin-1
(IL-1), timor nekroz faktor-a (TNF-a) sentezinde artisa neden olmaktadir (132).
Tumor nekroz faktor-a ayrica ROS uretimine yol agtigi igin bu durumun pozitif geri
bildirimle etkisini artirmasi muhtemeldir (133). Tumor nekroz faktor-a antagonisti
bir ilagla mdx farelerde yapilan calismada, bu ilacin kas hicre nekrozunu ve
kastaki inflamasyonu azalttigi gosterilmistir (134). Inflamatuar hiicreler olan
notrofiller ve makrofajlar da ROS uretebilmektedirler. Nitrik oksitin (NO) Uretilen bu
ROS’'u temizleyebilecegi dusunulmektedir (135). Distrofin defektli farede nNOS
duzeyi azalmistir. Bu durum azalmis NO seviyesine yol agmakta olup, ROS
hasarinin daha da artmasina sebep olmaktadir. Nitekim distrofin defektli farede
NOS transgeni kullanilarak NO dizeyinde artis saglandiginda kas hasarinda,
infiltre olan inflamatuar hicre sayisinda ve plazma CK duzeylerinde onemli
dizeyde azalma saptanmigtir (136). Duchenne muskuler distrofide hastalik
ilerledikge, fibrozis olarak adlandirilan, dejenere kalp ve iskelet kasinda bag
dokusu birikimi ortaya c¢ikar. Fibrozis en belirgin patolojik Ozelliklerden olup,
hastalik progresyonunda 6nem arz etmektedir. Fibrozisin mekanizmalari henuz
aydinlatilamamigtir. Adipozit ve fibroblastlara donugebilen mezensimal progenitor
hdcrelerin, Platelet kokenli buyime faktoru reseptor a (PDGFRa) pozitif hicreler
olup, DMD iskelet kasinin patogenezinde rol oynadigi dusunulmektedir. Yapilan
bir calismada, mezenkimal progenitor hicrelerdeki PDGFRa aktivasyonun aslinda
hasarli kasta tamirde rol oynadigi ancak DMD’de ise bu yolagin kalici ve asir
aktivasyonun dogrudan fibrozise yol actigi ve tamiri bozdugu saptanmistir. Bu
yolaginin progresif DMD’de tedavi hedefi olabilece@i dusunulmektedir (137). Nitrik
oksit iskelet kasinda vazomodulasyon, mitokondriyal biyogenez, glukoz alimi,
oksidatif stres supresyonu, siklik GMP sentezi ve ryanodin reseptorlerinin
nitrozilasyonu yoluyla eksitasyon-kontraksiyon eglenmesi gibi pek ¢ok gorevde rol
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oynamaktadir. Bu fonksiyonlarindan o6tird NO Uretim ve hucresel lokasyonunun
bozulmasinin muskuler distrofi gelisiminde rol oynayabilecegi dusunulmektedir.
Sarkolemmal yerlesmesi i¢cin modifiye edilmis nNOSu kullanilarak mdx farelerde
yapilan bir calismada NOS-M molekulinuan zarar verici ekzantrik kontraksiyonlar
ve tekrarlayici izometrik kasilmalarda gug¢ kaybini azalttigi ve yorgunluk sonrasi
iyilesmeyi arttirdigi  saptanmistir.  Ayni  ¢alismada sarkolemmal yerlegimi
hedeflenmemisg NnNOS kullanildiginda herhangi bir iyilestirici etki saptanmamistir.
Bu calisma sarkolemmal yerlesimli nNOS proteininin dnemini vurgulamaktadir
(138).

Duchenne muskuler distrofide kas fibrillerinin dejenerasyonu makrofaj, T-
lenfosit gibi inflamatuar hucrelerin invazyonu ile iligkili olup, nekrozun T-hucre
aracili hasar yoluyla arttinlabileceg@i akla gelmigtir. Ekstraselluler matriks ligandlari
ve reseptorlerinin kendi dokusunu yabanci olarak algilamaya yol agan sitotoksik
lenfositleri indukleyebilecedi ve kompleman ve kalsiyumun igeri girigsinde artisla
beraber nekroza yol agabilecegi Uzerinde durulmustur. Nitekim DMD’de periferik
kanda T supresor/sitotoksik hucrelerin sayisinda onemli bir artig oldugunun
saptanmasi bu hipotezi desteklemistir. Ayrica distrofik kasta, normal kas
dokusunda saptanmayan major histokompatabilite kompleks | antijenlere
rastlanmasi da distrofik kasin T hucre aracili ataga daha da agik hale geldigini
gOstermigtir. Ayrica mast hucrelerinin proteolitik aktivitesinin mdx farede buyuk kas
lif gruplarinin nekrozundan sorumlu olabilecegi disiinilmektedir. inflamasyonun
patolojideki onemi ile igili olarak distrofik kasta artmis dendritik hicre de
destekleyici bulgulardan biridir (139). Son zamanlarda distrofinin satellit hiicrelerde
eksprese oldugu ve apikobazal polarite saglayarak asimetrik kok hicre
bolinmesinde gorev aldigi anlasiimigtir. Distrofin eksikliginde satellit hucre
disfonksiyonu ortaya ¢ikmasi, myojenik programin bozulmasi ile beraber
rejenerasyon defekti, hastalik patogenezinde rol oynamaktadir (140).

2.7. Genotip Fenotip Korelasyonlari

Monaco ve ark., okuma c¢ergevesini bozan mutasyonlarin erken dur kodon
olusumuyla guduk ve nonfonksiyonel proteine neden olarak DMD ile
sonuglandigini, cergceve okumasini bozmayan mutasyonlarin ise daha kisa ama
fonksiyonel protein olusumu ile BMD’ye neden oldugunu o6nermiglerdir (13). Bu
kural olgularin %92’sinde gecerlidir (14). Santral rod domainin proksimalini silen
delesyonlar asemptomatik olabilmekte ya da egzersiz sonrasi kas kramplari,
artmis CK enzim duzeyleri gibi hafif bulgularla seyredebilmektedir (141). Ekzon 2-
8 (aktin baglayici domain) cergeve i¢i delesyonlari agir BMD ile iligkili olup (142)
santral rod domainde gorulen cergeve ic¢i genis delesyonlar ise BMD fenotipi ile
iligkilidir (143). Ancak, amino terminal ugtan baslayip santral domaine uzanan
cerceve ici delesyonlar genellikle DMD fenotipine neden olmaktadir. Bu noktada
aktin baglayici domainlerin etkilenim oranlari 6n plana ¢gikmaktadir (142).
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Delesyonun bayuklugu ile fenotip arasinda dogrudan bir iliski olmasa da bir
esik deger mevcuttur. Otuz alti ekzonu asan gergeve ici delesyonlar agir bir klinik
tablo ile iligkili bulunmustur. Cok kisa distrofin molekulinun distrofin aginin yanhs
dizilimine sebep olabilecegi fikri ortaya atilmistir (144). Ekzon 8 6ncesinde ortaya
clkan okuma cergevesini bozan mutasyonlar BMD ile sonuglanabilmektedir. Bu
durumdan ekzon 6’da ya da ekzon 8'de yer alan alternatif translasyon baslangig
bolgesi sorumlu tutulmusgtur. Ekzon 3-7 delesyonu BMD ya da DMD fenotipiyle
sonuglanabilmektedir. Ekzon 3-7 delesyonu olan bir grup hastada yapilan
calismada amino terminal uca ve ekzon 8’in 5 ucuna spesifik antikorla distrofin
saptanamazken, 3’ bitimine spesifik antikorlarla distrofin tespit edilmigtir. Bu
duruma ekzon 8'de yer alan bir alternatif translasyon baslangi¢ bodlgesinin sebep
oldugunu bildirmiglerdir (145). Ekzon 1'de ortaya c¢ikan guduk protein
mutasyonlarinda gorulen BMD fenotipinin de ekzon 6'da yer alan alternatif
translasyon baglangi¢ bolgesi kaynakl oldugu gosterilmigtir (146).

Dur kodonu olusturan ya da cergeve kaymasi mutasyonlarina sahip bazi
BMD olgularina rastlanmigtir. Bu olgularda mutasyona ugrayan ekzonun alternatif
kirpilma ile mRNA’ya katilmadigi gozlenmis olup, bu durumdan alternatif kirpilma
ya da mutasyon kaynakl ekzon atlama sorumlu tutulmustur (147). Nitekim ekzon
31’de dur kodonu mutasyonuna sahip bir olguda mutasyonun bir susturucu protein
olan heterojen nukleer ribonukleoprotein A1 (hnRNPA1) icin yuksek duzeyde
spesifik baglanma bdlgesi olusturarak ekzonik kirpilma susturucusu meydana
getirdigi gosterilmis ve distrofin geninde ekzon atlamanin molekiler mekanizmasi
ilk defa gosterilmigtir (148). Sisteinden zengin domainde delesyonu olan olgularda
agir DMD Klinigi gozlenmektedir. Bu domain distrofin molekulinin fonksiyonunda
oldukgca onemlidir (149, 150). Ekzon 44’UG gevreleyen delesyonlar genis bir klinik
spektrumla kargimiza gikabilmektedir (151). Ekzon 44’Un spontan olarak atlandigi
bu olgularda gosterilmis olup, bir miktar ¢erceve ici distrofin Uretimi saglamaktadir
(152).

Distrofinopatilerde ayrica mental retardasyonun genotiple iligkisi
saptanmistir. Ozellikle Dp140 (8, 153) ve Dp71 (8, 154) izoformlarini etkileyen
mutasyonlarda 1Q degerleri daha dusuk bulunmustur. Daoud ve ark. tarafindan 81
D/BMD’li olguda yapilan galismada ise Dp71 izoformunun ekspresyonunu bozan
tum DMD olgularinda zihinsel yetersizlik saptanmig, Dp71’i etkilemeyip diger tim
izoformlari etkileyen mutasyonlari olan olgularin gogunda ise normal ya da sinirda
biligsel performans tespit edilmigtir. Ayrica Dp71 etkileniminin biligsel yetersizligi
agirlastirdigi ve 1Q skorunu 2 SD asagi gektigi bulunmusgtur (154). Ekzon 31 ve 44
arasindaki mutasyonlar uzun izoformlara ek olarak Dp260 (en ¢ok retina); ekzon
45 ve 62 arasindaki mutasyonlar ek olarak hem Dp140 (beyin ve bobrek) hem de
Dp116 (Schwann hucreleri); ekzon 63’Un agagisindaki mutasyonlar ise en kisa
form olan Dp71 (en ¢ok bulunan beyin izoformu) ve tum distrofin Grlnleri Uzerinde
bozulma yaratacaktir (53).
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2.8. Tedavi

Su an icin D/BMD igin kur saglayan herhangi bir tedavi mevcut degildir.
Olgularda kas inflamasyonunu azaltarak hastalik progresyonunu geciktiren
steroidler tek segenektir. On iki DMD galismasinin toplandigi 667 olguyu kapsayan
bir metaanalizde kortikosteroidlerin kas gucunde 2 yil kadar iyilesme sagladigi
tespit edilmigtir (155). Ancak bu alandaki gen ve hucre tedavisi galismalari umut
vericidir. Ekzon atlamada DMD geninin pre-mRNA kirpilmasinda O©nceden
belirlenmis ekzonlarin atlanmasini saglayan sentetik antisens oligonukleotitler
kullanilir. Burdaki amag¢ okuma gergevesini duzelterek BMD’ye benzer sekilde
cerceve igi protein elde etmektir. Eteplirsen bir fosforamidat morfolino oligomeridir
ve ekzon 51 atlama icgin tasarlanmistir (156). Duchenne muskuler distrofi
olgularinin %10-15’inde kullanima uygundur . Amerikan llag ve Gida Dairesi
tarafindan 2016 yilinda onaylanmistir (157). Bir diger ilag ise olgularin %10-
15’inde prematur stop kodon olusumuna neden olan mutasyonlara yonelik oral
olarak kullanilan Ataluren’dir. Ribozomal RNA subunitlerine baglanarak prematur
dur kodon taninmasini bozarak translasyonun devamini ve modifiye bir distrofin
protein Uretimini saglar. Ataluren’ e Amerikan ilag ve Gida Dairesi tarafindan onay
verilmemis olup sadece Avrupa ilag Ajansi tarafindan 2014 yilinda onay verilmistir
(156). Ataluren Ulkemizde 2015 yilinda Sosyal Guvenlik Kurumu tarafindan 6deme
kapsamina alinmigtir.

Ayrica kas gelisimi ve rejenerasyonu (myoblast transplantasyonu,
kardiyosfer kokenli-hucreler, Gtrofin modulatort, myostatin inhibitora), inflamasyon
ve fibrozis azaltici ajanlar (NF-kappa B inhibitorleri, givinostat) ve kalsiyum
homeostazi (Rimeporid) ile ilgili calismalar devam etmektedir (156).

20



3. GEREG VE YONTEMLER

3.1. Hasta Segimi

Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiltesi (DEUTF) Tibbi Genetik Anabilim
Dali'na 2017 Aralik-2018 Temmuz tarihleri arasinda bagvuran olgulardan genetik
tani sagladigimiz Duchenne/Becker muskuler distrofi hastalarindan arastirmayi
kabul edenler ve 2007 Ocak-2017 Aralik arasinda genetik tanisini sagladigimiz
tum Duchenne/Becker muskuler distrofi olgulari ¢alismaya dahil edilmistir. Aralik
2017 sonrasinda c¢alismaya alinmak istenen hastalarin ebeveynlerine galisma
hakkinda bilgi verilip onam formu imzalatildi. On sekiz yasindan buyuk olgularin
ise kendisinden onam alindi (Bkz: Ek 1). Caligma DEUTF Etik Kurulu tarafindan
07.12.2017 tarih ve 2017/28-32 sayil karar ile onaylandi (Bkz: Ek 2).

Ayrica takip olgularimizdan 6-18 yas grubunda olup, calismayi kabul
edenlerin IQ degerleri Ol¢ulup, psikiyatrik degerlendirmesi yapilmistir. Ek 3’te
belirtilen etik kurul onay! olan c¢alismamizda, bu olgularin ebeveynlerinden ve
kendilerinden gerekli onam alinmigtir. (Bkn: Ek 4)

3.2 Verilerin Toplanmasi

DMD geninde MLPA yontemi ya da yeni nesil dizi analizi yontemi ile elde
edilen mutasyon verilerine DEUTF Tibbi Genetik Anabilim Dali (AD) arsivindeki
dosyalardan ve dijital kayitlardan ulasildi. Ayrica klinik ve laboratuvar bulgularina
ait veriler Tibbi Genetik AD dosyalarina ek olarak DEUTF Pediatrik Noroloji Bilim
Dal’nin dosya ve medikal kayit sistemi taranarak elde edildi. Olgulara ait veriler
veri kayit formuna kaydedildi (Bkz: Ek 5). Veri kayit formu basvuru yagi, basvuru
sikayeti, sikayet baslangi¢ yasi, bagvurudaki kreatin kinaz enzim duzeyi, gelisim
basamaklari, fizik muayene bulgulari (bas c¢evresi, boy ve kilo élgumleri, varsa
dismorfik bulgular, gastrokinemius psodohipertrofisi, Gowers bulgusu), konjenital
kalp hastalgi, skolyoz, osteoporoz, kirik, ortopedik komplikasyon, zihinsel
yetersizlik (varsa [Q skoru), malign hipertermi, dikkat eksikligi hiperaktivite
bozuklugu, otizm, obsesif kompulsif bozukluk tanilari ve ek hastaliklarinin olup
olmadigi ve kas biyopsisi, Ekokardiyografi ve son degerlendirilen solunum
fonksiyon testi bilgilerini ve indeks olgunun ve annesinin DMD gen analiz
sonuglariyla, aile dykusunu igermekteydi.

Olgular klinik bulgularina, sikayet baslangi¢ yaslarina, hastalik ilerleyigine
ve ambulasyon kayip yaslarina (DMD <13, BMD >16, IMD >13<16) gore ug¢ gruba
ayrildu.
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3.3. Arsiv Genetik Verilerinin Elde Edilme Metodu
3.3.1. Periferik Kandan DNA izolasyonu

DNA izolasyonu, organik agidan bozulmamig olan hucrelerde 6zel teknikler
aracihgiyla DNA molekulunun ortaya cikariimasidir. Olgularda periferik kandan
spin kolon yontemi ile “High Pure PCR Template Preparation (Roche, Aimanya)”
kiti kullanilarak DNA izolasyonu gercgeklestirildi. Protokol kit i¢eriginde belirtilen
standartlara gore gergeklestirildi:

1) Her hasta igin 1,5 ml’lik steril, kapakli bir mikrosantrifij tUpu numaralandirilip
hasta ismi Uzerine yazildi. Tuplere hastalara ait 200 ul periferik kan ornegi
aktarildi. Uzerlerine sirasiyla 200 pl “binding buffer” ve 40 pl proteinaz K
(kullanim oncesi liyofilize halde bulunan proteinaz K 4,5 ml distile suda
¢ozuldu) ilave edilip vorteks karistirict yardimiyla 2-3 sn karistirildi.

2)  Tuplerisi bloguna konuldu ve 72°C’de 10 dk boyunca inkube edildi.

3) Sdure bitiminde, tuplerin Gzerine 100 yl izopropanol eklendi ve pipetaj yapildi.
Sonrasinda tuplerdeki karigimlar iclerinde “high pare” filtre bulunan 2 ml’lik
toplama tuplerine aktarildi.

4) 8000 x g devirde 1 dk santriftj edildi.

5) “High pure” filtreli tupler yeni toplama tuplerine aktarildi ve onceki toplama
tupleri atildi. “High pure” filtreli tipler Gzerine 500 pl “inhibitor removal buffer”
eklendi.

6) 8000 x g devirde 1 dk santrifuj edildi.

7)  “High pure” filtreli tipler yeni toplama tuplerine alindi ve onceki toplama
tupleri atildi. “High pare” filtreli tupler Gzerine 500 ul “washing buffer” eklendi.

8) 8000 x g devirde 1 dk santrifuj edildi.

9)  “Washing buffer” ile yikama iglemi 2 defa tekrarlandi.

10) “High pure” filtreli tupler yeni toplama tuplerine alindi ve Uzerine herhangi bir
cozelti eklenmeden 13000 x g devirde 1 dk santrifuj edildi.

11) “High puare” filtreli tip daha Onceden numaralandirip hasta isimlerini
yazdigimiz mikrosantriftj tiplerine alindi ve dnceki toplama tupleri atildi.

12) “High pure” filtreli tupler Uzerine daha onceden 72°C’ye isitilan elution
buffer'dan 100 pl eklendi ve oda isisinda 2 dk inkubasyona birakildi.

13) Inklbasyon sonrasinda 8000 x g devirde 1 dk santrifiij edildi.

14) “High pure” filtreli tapler atild1.

15) Elde edilen DNA'lar safliklari ve konsantrasyonlari belirlendikten sonra,
Parafilmle sarilip DNA saklama kutularina yerlestirilip -20°C’de saklandi.

3.3.2. Spektrofotometre ile DNA Miktar ve Safliginin Belirlenmesi

Spektrofotometre, DNA, RNA, oligonukleotidler gibi 1sik absorbsiyonu
yapabilen maddelerin sivi solusyonlar i¢indeki miktari hakkinda kantitatif bilgi verir.
Cozeltiden belirli spektrumlarda 1s1k gegirilir ve ¢ozelti tarafindan ne kadar isinin
absorbe (A) edildigi belirlenir. DNA ve RNA 260 nm’de ve proteinler 280 nm’de
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1IS1g1 maksimum absorbe ettigi igin A260/A280 orani kullanilarak nukleik asitlerin
safligi hesaplanabilir. Safligi, analiz i¢cin uygun olan DNA 1,8-2 degerlerinde
A260/A280 oranina sahiptir. Bu deger araligindan daha az olan oranlar protein
kontaminasyonunu gosterirken Uzerindeki degerler RNA miktarinin fazla oldugunu
gosterir.

Izole edilen DNA &rneklerinin konsantrasyonu ve safli§i spektrofotometrede
(NanoDrop) olculdi. Saflik ve konsantrasyonlarinda problem olan DNA’lar tekrar
izole edildi.

3.3.3. Goklu Ligasyon Bagimhi Prob Amplifikasyonu

DMD geninin 79 ekzonunun tamami MLPA yontemi ile tarandi. Reaksiyon
icin iki reaktif seti (SALSA MLPA prob seti P034 ve P035) ureticinin (MRC-Holland,
Amsterdam, Hollanda ) talimatlarina uygun olarak kullanildi. Genomik DNA
denature edildi, hibridize edilip, ligasyon iglemine tabi tutuldu ve c¢ogaltildi.
Amplifiye edilen drunler kapiller elektroforez cihazina (ABI Prism 3130 Genetic
Analyzer, Applied Biosytstems, Foster City, USA) yuklendi.

DNA Denaturasyonu ve Prob Miks ile Hibridizasyonu

e Calismada kullanilacak DNA"lar -20 °C den gikartilarak ¢ozildii

e Kisa sureli santrifGjun ardindan spektrofotometrede 6lgim yapildi.

e Orneklerimizden elde ettigimiz DNA dan 6lgiimler neticesinde 5 pl (60-200 ng
DNA) alind1.

e Alinan ornekler 200 pl lik PZR strip tuplerine aktarildi.

e 98 °C de 15 dk. Thermal Cycler cihazinda bekletilerek DNA’ nin
denaturasyonu saglandi.

e Sonrasinda ornekler 25 °C ye sogutuldu.

e 25 °C deki DNA 6rneginin Gzerine 1.5 yl SALSA Probe Mix (p034 ve p035)
ve 1.5 yl MLPA Buffer ilave edilip pipetaj ile homojenize edildi.

e Daha sonra 95 °C de 1 dk. inkiibe edilip 6rnekler 60 °C de 18 saat
hibridizasyona birakildi.

Ligasyon

e Hibridizasyon siiresi bitiminde termal cycler cihazinin isisi 54 °C ye indirildi.

e Her bir 6rnek igin 3ul Ligase 65Buffer-A, 3 ul Ligase-65 Buffer-B, 25 ul su ve
1 ul Ligase 65 enzim hazirlanarak pipetaj ile karigtirildi.

e Hibridizasyon Uranune 32 pl Ligaz-65 miks ilave edildi.

e 54 °C de 15 dk. inkiibasyona birakildi.

e Daha sonra 98 °C de 5 dk. bekletilerek ligaz inaktivasyonu saglandi.

e Ardindan 20 °C de Urlinler cihazdan alinarak bir sonraki asamaya gegildi.
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu Caligmasi

Ligasyon reaksiyonu uruninden 10 pl alinarak ayri PZR strip tuplerine
aktarildi.

Bu agsamadan sonra yapilacak ¢alismalar buz Gzeinde devam edildi.

Daha sonra ligasyon urinu konmus her strip tipune sirasiyla; 7.5 pl distile
su, 2 ul Salsa Primer FAM, 0.5 ul Salsa Polimeraz eklenir ve PZR baslatilir.
PZR programi;

Denatlirasyon 95°C 30 sn

Baglanma 60 °C 30 sn 35 déngii
Uzama 72°C 1dk

Final Uzama 72 °C 20 dk

Program bitiminde ornekler alinarak yukleme islemine gegilir.

3.3.4. Kapiler Elektroforez Cihazina Yiikleme

Ornekleri ylritmek Uzere ABI Prism 3130 Genetic Analyser (Applied
Biosystem, Foster City, USA) cihazi kullanildi.

Ornek ylikleme plagi icin drnek basina; 10 ul formamid, 0,5 pl 1iz500 size
standart olacak sekilde mastermiks hazirlanir.

Mastermiks kuyucuklara 10.5 pl olacak sekilde dagitilir.

2 ger pl PZR drund kuyucuklarina eklenir.

MLPA problarinin dosaj oraninin analizi igin Coffalyser.Net™ ((MRC-Holland,
Amsterdam, Hollanda) yazilimi kullanildi.

Kromozomal agidan normal oldugu bilinen 3 vakanin pikleri eksternal kontrol
olarak kullanildi.

Program tarafindan test edilen prob bdlgesi i¢in, dozaj orani (DO) 0.8 ve 1.2
degerleri arasinda hesaplandiginda 6rnege ait bu bdlgenin normal dozda
oldugu belirlendi. Olasi farkh ihtimaller i¢in dozaj oranlari sirasiyla su
sekildeydi;

Erkek olgular igin;

Hemizigot delesyon DO=0
Duplikasyon 1.65<D0<2.25

Kadin olgular igin

Tasiyicihk 0.4<D0O<0.65

24



Homozigot delesyon DO=0
Heterozigot duplik. 1.30<D0O<1.65
Heterozigot triplik./

Homozigot duplik. 1.75<D0<2.15

e Elde edilen sonuglar degerlendiriimek tUzere kaydedildi.

3.3.5. DMD geni Sekanslamasi

Hedef bdlgenin ¢cogaltilmasi igin 10-50 ng DNA DMD geninin tim kodlayici
ekzonlarini hedef alacak gsekilde “NEXTflex Duchenne Mucular Dystophy
Amplicon Panel” (Bioo Scientific, Texas, USA) kiti ile amplifiye edildi. Hedef
bolgeler PZR I'de gogaltildiktan sonra, adaptor ligasyonu gergeklestirildi. Daha
sonra PZR Il ile hem istenilen bodlge zenginlegtirildi hem de hastalara spesifik
barkodlar ve asagi yonli okuma igin gerekli sekanslar yerlestirildi. Boylece
amplikon kutuphanesi olusturuldu. Sekanslama MiniSeq platformu (lllumina) ile
ureticinin talimatlarina gore gerceklestirildi.

3.3.6. Varyantlarin analizi

Elde edilen datalarin analizi igin Seq (Genomize Ins., istanbul, Tirkiye)
yazilimi kullanildi.  Varyantlarin siniflandiriimasi  Amerikan Tibbi Genetik
Dernegi'nin 2015 yili rehberi dogrultusunda gergeklesgtirildi.

3.4. Okuma Cercgevesi Analizi

Blyuk delesyon ve duplikasyonlarin okuma c¢ercevesi Uzerine olan etkisi
‘DMD exonic deletions/duplications reading-frame checker 1.9 (updated 2009,
http://www.humgen.nl/scripts/DMD frame.php)” yazilimi ile tespit edildi.

3.5.1Q Olgiimii ve Psikiyatrik Degerlendirme
3.5.1. Wechsler Gocuklar igin Zeka Olgegi (WISC-R)

Wechsler Cocuklar igin Zeka Olgegi 6-16 yas arasi bireylere
uygulanmaktadir. S6zel ve Performans olmak Uzere iki ana bolime ayrilir ve her
bir bolum farkli yetenek alanlarina ait 6 alt-test icermektedir. Uygulama sirasina
gore bu alt-testler: genel bilgi, resim tamamlama, benzerlikler, resim duzenleme,
aritmetik, kuplerle desen, sdzcuk dagarcigi, pargca birlestirme, yargilama, sifre,
say! dizisi ve labirentlerdir. Son iki alt-test yardimci yedek testlerdir. Sozel alt-
testlerden biri, performans alt-testlerinin tamami surelidir. Uygulama yaklagik 60-
90 dakika surmektedir. Sozel ve performans bolumlerinden alinan puanlar toplanir
ve ayri ayri Sozel ve Performans zeka bolumu puanlarina donusturularler; bu
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ikisinin toplami ise gocugun Toplam zeka bolumu (IQ) puanini verir. Testlerde 69
ve altinda alanlar zeka geriligi, 70-79 arasinda alanlar sinirda zeka, 80-89
arasinda alanlar donuk normal, 90-109 arasinda alanlar normal ve 110-119
arasinda puan alanlar parlak zeka, 120-129 arasi alanlar Ustin zeka, 130-139
arasl puandakiler ¢ok ustun zeka, 140 ve ustu puan alanlar dahi olarak
degerlendiriimektedir.

Ayrica zeka geriliginin derecesi de ICD 10’da hafif” ( 50-69), “orta” (35-49),
“agir’ (20-34) ve “cok agir’ (20’nin altinda) olarak dort gruba ayriimistir (158).

3.5.2. Okul Cagi Cocuklari i¢in Duygulanim Bozukluklar ve Sizofreni
Gorusme Cizelgesi — Simdi ve Yagsam Boyu Versiyonu - Versiyon 1.0
[Schedule for Affective Disorders and Schizophrenia for School Aged
Children — Kiddie-SADS-Present and Lifetime Version]

Cocuk ve ergenlerin DSM-III-R ve DSM-IV tani dlgutlerine gére gecmisteki
ve su andaki psikopatolojilerini saptamak amaciyla, Kaufman ve arkadaglari
tarafindan gelistiriimis, yar yapilandiriimis bir gorisme formudur (159). Form, g
bolimden olugmaktadir. “Yapilandiriimig Baglangig Gorusmesi’ olarak adlandirilan
ilk bolumde gocugun demografik bilgileri, saghk durumu, su andaki yakinmasi,
gecmiste aldigi psikiyatrik tedavilere iligskin bilgilerle, cocugun okuldaki durumu,
hobileri ve arkadas iligkileri gibi bilgiler edinilir. Ikinci bélim olan ‘Tani Amagli
Tarama Gorugmesi’ iki yuze yakin 6zgul belirti ve davranisi degerlendirir. Her bir
belirtiyi degerlendirmek igin, belli tarayici sorular ve degerlendirme Oolgutleri
verilmigtir. Tarama gorusmesi ile pozitif belirtiler varsa taniyr dogrulamak amaciyla
asagidaki alti tani alaninda ek puanlama yapilmaktadir: Duygulanim bozukluklart,
psikotik bozukluklar, anksiyete bozukluklari, davranig bozukluklar, madde
kullanim bozukluklari ve diger bozukluklar. Her bir ek belirti listesi, tarama sorulari
ile bozuklugun simdiki ve gegmisteki en agir ataklarini degerlendirmek Uzere
Olcutler icermektedir. Her bir tani icin DSM-III-R ve DSM-IV i¢in tani olgatleri
verilmistir. Cocugun su andaki islev duzeyini belirlemek igin dizenlenen Ugluncu
bolim ise ‘Cocuklar icin Genel Degerlendirme Olgedi’ olarak adlandirilir. Belirti
siddeti ‘yok’, ‘esik alt’ ve ‘esik’ seklinde derecelendirilir. Bu gizelge tani koyulan
bireylerde belirtilerin varligina dair bilgi verir, belirtilerin siddetini degerlendirmez.

3.6.Verilerin istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Istatistik analizleri SPSS (Statical Package for Social Science) 15.0
istatiksel paket programi kullanilarak yapildi. Sayimla belirtilen degigkenlerin iki
grup karsilastirmasinda Ki kare ve Fisher kesin testi kullanildi. Olglimle belirtilen
degdiskenlerin analizinde ise Student t ya da Mann Whitney U Testi kullanildi.
Anlamlilik duzeyi p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Olgularin Demografik ve Klinik Profilleri

Tani konan 156 DMD (%65,85), 78 BMD (%32,8), 4 IMD (%1,7) olgusu
vardi. Olgulardan 96’sinin fenotipi bilinmiyordu. Olgulardan 222’sininin bagvuru
sikayeti net olarak kaydedilmisti. Basvuru sikayeti olarak en sik yudruylds
problemleri gorildi (% 56,8). ikinci siklikta ise rutin testler esnasinda saptanan CK
enzim yuksekligi geliyordu (%36). Bes olgu aile oykusu, U¢ olgu kas kramplari ve
agri, u¢ olgu baldirlarda sislik, U¢ olgu motor gelisim basamaklarinda gerilik ve iki
olgu da konusma gecikmesi sikayeti ile geldi. Rabdomyoliz nedeniyle arastirilan
yalnizca bir olgu mevcuttu. Duchenne muskuler distrofi olgularinda bagvuru yagi
ortalama 6+4 olup, BMD olgularinda ise 13,6+12,4 idi. Olgularin %24,9’unda 18
aydan sonra yurume mevcuttu, %24,6’sinin yuarimesi zamanindaydi ve %48,5’nin
yurime zamani bilinmiyordu. Duchenne muskuler distrofi olgularinin ylrume
zamani BMD olgularina gore daha ge¢ olarak tespit edildi (18,4+6,2, 14,2+4,3;
p<0,005). Bas tutma, destekli oturma, desteksiz oturma, konusmaya baglama
zamanlari arasinda anlaml fark saptanmadi (p>0.05). Olgulardan %47.1’inin
(65/138) konusmasinda gecikme mevcuttu, %52,9’'unda (73/138) konusmada
gecikme yoktu. Duchenne muskuler distrofi olgularinda konusmaya basglama
zamani 15,54+7,4 ay, BMD olgularinda 16,3+6,8 ay olarak tespit edildi. Olgularin
%58,7’sinin ise konugsma zamani bilinmiyordu. Gastrokinemius hipertrofisi
olgularin %51,5’inin bagvuruda mevcuttu, %24,3’Unun ise yoktu. %24,3’'Unun ise
kayit edilmemisti. Gowers bulgusu olgularin %37,4’Unde pozititken, %35,9’unun
negatifti. Olgularimizdan 51’inin tekerlekli sandalyeye bagimli oldugunu, 20 olguda
kardiyomyopati saptandigini,11 olguda konjenital kalp hastaligi oldugunu, 7
olgumuzda pelvikaliektazi oldugunu 6grenebildik.

4.2. Goklu Ligasyon Bagimli Prob Amplifikasyonu ile Saptanan DMD Gen
Mutasyonlari

Bir ya da daha fazla ekzonu iceren 293 delesyon 41 duplikasyon saptadik.
Delesyon oranimiz %87,7, duplikasyon oranimiz ise %12,3 olarak tespit edildi.
Delesyon tespit edilen olgulardan 85’inin (%29) fenotipi kategorize edilemedi.
Delesyon saptanan olgular arasinda 130 DMD (130/208, %62.5), 74 BMD (74/208,
%35,6 ), 4 IMD (4/208, %1,9) olgumuz vardi. Duplikasyon olgularimizin 11’inin
(%26,8) fenotipi bilinmiyordu. Duplikasyonu olan 26 DMD (26/30, %86,7), 4 BMD
(4/30, %13.3) olgusu mevcuttu. Duchenne muskuiler distrofi olgularinin
%83,3’'Unde delesyon saptanirken %16,7’sinde duplikasyon tespit edildi. Bu
oranlar BMD olgularinda delesyon igin %94,9, duplikasyon i¢in %5,1 seklindeydi.
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4.2.1. DMD Genindeki Delesyon Paternleri

334 probanddaki delesyonlar sOyleydi: en sik olarak tek ekzon delesyonlari
(%18.4) gorulmuas olup, onu sirasiyla 3 (%17,1), 4 (%13), 2 (%8,9), 6 (%8,2) ve 5
(%7,2) ekzon delesyonlari izlemekteydi. Altl ekzon ve daha az sayidaki ekzonlarin
delesyonlari toplam delesyonlu olgularin %72.8'ini olustururken, 14 ekzon ve
ustindeki ekzon sayisini iceren delesyonlar olgularin %9.4’UnU olusturmaktaydi.

Tek ekzon delesyonlari icinde en sik ekzon 45 delesyonu (13/54, %24,1) saptandi.
Onu sirasiyla ekzon 44 (12/54, %22,2), ekzon 51 (9/54, %16,7), ekzon 50 (5/54,
%9,3) ve ekzon 52 delesyonlari (5/54, %9,3) izlemekteydi.

334 olguda ekzon 48 en sik delesyona ugrayan ekzondu (122/334). Onu
sirasiyla, ekzon 46, 47, 50, 45 ve 49 izlemekteydi. Coklu ekzon delesyonu olan
139 olguda ise en sik 45-48 delesyonu (n=22) gorulurken onu, 45-47 (n=21), 45-
50 (n=14), 48-50 (n=14) delesyonlari izliyordu.

Delesyonlar en sik santral bolgedeki ekzon 45-54 bdlgesinde ortaya
¢ikmisti. Ug olgumuzda kompleks delesyon mevcuttu: Bunlar ekzon 19-21 ve 25-
29 delesyonu, ekzon 10-47 ve 49-51 delesyonu ve ekzon 3-7 ve 66 delesyonu
seklindeydi. Delesyona ugrayan ekzonlarin sikliklari Grafik 1’de gosterilmigtir.

Duchenne muskuler distrofi olgularinda en sik gozledigimiz delesyon
paterni ekzon 45-50 delesyonuydu (n=9). Bunu sirasiyla ekzon 44 (n=7), ekzon
48-50 (n=6), ekzon 51 (n=6) izlemekteydi. Becker muskuler distrofi olgularinda
saptadigimiz en sik delesyon paternleri ise ekzon 45-48 delesyonu (n=20), ekzon
45-47 delesyonu (n=19), ekzon 45-55 delesyonu (n=6) seklindeydi.

Olgularimizdaki en buylk delesyon genin tum ekzonlarini icermekteydi.
Adrenal yetmezIigi oldugu da ogrenilen olguda klinik bilgilerle Xp21.2 bitisik gen
silinme sendromu dusunuldid. Ayrica bir olgumuzda mikroarray dizilime yontemi ile
Xp21.2 mikrodelesyonu tespit edildi.

Bes yasinda erkek olgu gastrokinemius hipertrofisi, Gowers bulgusu ve
kreatin kinaz enzim ylksekligi nedeniyle tarafimiza distrofinopati 6n tanisiyla
genetik analiz amaciyla yonlendirildi. Olguda 43 gunlukken hiperkalemi,
hiponatremi ve buylume geriligi nedeniyle bagvurdugu hastanede adrenal bez
hipoplazisi saptandigi 6grenildi. Ayrica lipemik kan goruntisu nedeniyle bakilan
lipit profilinde trigliserit yuksekligi ve idrar trigliserit duzeyinin ylksek pozitif gikmasi
nedeniyle alfa gliserol kinaz eksikligi dusunulmustl. Olgunun ayrica motor mental
gelisim geriligi, unilateral igitme kaybi mevcuttu. Olgumuz ve annesinde 61-79
ekzon delesyonu saptandi. Kromozom analizi normal gelen olgudan mikroarray
analizi gonderildi. Xp21.2 bolgesinde 1.2 Mb boyutunda delesyon saptandi.
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4.2.2. DMD Genindeki Duplikasyon Paternleri

Tek-ekzon duplikasyonlari %22 oran ile en sik gozlenen duplikasyon
paterniydi (n=9). Onu sirasiyla 2 ekzon (n=5) ve 6 ekzon (n=5) duplikasyonlari
izlemekteydi. En sik duplikasyona ugrayan ekzon, ekzon 6 olup onu esit sikliktaki
2, 5, 7 ve 9. ekzonlar izlemekteydi. Duplikasyon olgularinda etkilenen ekzonlarin
sikliklart Grafik 2'de gOsterilmistir. Alti ekzon ve daha az sayidaki ekzon
duplikasyonlari tim duplikasyonlarin % 63,4’Unii (26/41) olusturuyordu. Ug tane
kompleks yeniden dizenlenmeye rastlandi. Bunlar sirasiyla bes sirali duplikasyon
olan ekzon 17,18, 21-38, 41, 49-58, 61-63 duplikasyonu ve iki sirali 6,7, 42-44 ve
8,9,11 duplikasyonlariydi. Toplam 30 farkli paternde duplikasyon tespit edilmis
olup, en sik ekzon 2 duplikasyonu (5/41, %12,2) goruldl. Onu sirasiyla ekzon 2-7
(n=4), ekzon 8-9 (n=4), ekzon 3-11 (n=2) duplikasyonlari izlemekteydi. Duchenne
muskuler distrofi olgularinda en sik saptadigimiz duplikasyon paternleri ekzon 8-9
duplikasyonu (n=4) ve ekzon 2 duplikasyonu (n=3) seklindeydi.
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4.3. Kink Noktalarin Dagilimi
4.3.1. Delesyon Kirilma Noktalari Dagilimi

Delesyon kirilma noktalari intron 43-55 bélgesinde kiimelenmisti. intron 43-
55 kiriklari delesyondaki kiriklarin %80,7’sini olusturmaktaydi. intron 44 en sik
kirllan introndu (%21,2) ve Ozellikle de baslangi¢ kirik noktasi (%36,6) olarak
karsimiza ¢ikmaktaydi. Onu sirasiyla intron 47 (%9,7), intron 50 (%9,7), intron 48
(%6,9) izlemekteydi. Iintron 8, 14, 15, 24-27, 31-33, 35, 38, 39, 56-59, 61, 65, 66,
68-72, 74-78 kirik noktasi olarak saptanmadi. Baglangi¢ kirik noktasi olarak en sik
intron 44 (%36,6) olup, onu intron 47 (%10), 45 (%8,3), 48 (%5,2) kiriklan
izlemekteydi. Bitis kirik noktalarinin dagilimlari ise intron 50 (%14,8), 52 (%11,7),
47 (%9,3), 48 (%8,6) seklindeydi. Delesyonlarin intronik kirik noktalarinin dagilimi
Grafik 3'te gosterilmistir.

4.3.2. Duplikasyon Kirilma Noktalari Dagilimi

Duplikasyon kirikk noktalari DMD geninin 5 ucunda yogunluk
gostermekteydi. En sik kirilan intron 7 (%15,8) olup, onu intron 1 (%14,5), 2
(%11,8), 9 (%5,3) takip etmekteydi. intron 3, 5, 8, 14, 15, 17, 19, 20, 22-26, 28-31,
40-42, 45-48, 57, 58, 63-73 ve 75-78 kirik noktasi olarak karsimiza ¢ikmadi.
Baslangi¢ noktasi olarak en sik intron 1 (%28,9) etkilenmekle beraber onu intron 7
(%15,8) ve intron 2 (%10,5) izlemekteydi. Bitis kirik noktasi olarak ise en sik
etkilenen intron 7 (%15,8) olup onu intron 2 (%13,2) ve intron 9 (%10,5) izliyordu.
Duplikasyonlarin intronik kirik noktalarinin dagiimi Grafik 4’'te gosterilmistir.
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4.4. DMD Geni Sekans Analizi Sonuglari

On yedi olgumuzda nokta mutasyonu tespit ettik. Bunlarin 9 tanesi “novel”
mutasyondu. Dur kodonu olusturan mutasyon 7 olgumuzda saptanmis olup en sik
nokta mutasyonuydu. Onu 6 olgumuzda gergeve kaymasi mutasyonu ve 4 olguda
kesim bolgesi mutasyonu izlemekteydi (Tablo 1). Olgularimizin 8’i DMD, 2’si BMD,
4’0 ise tagiyiciydi.

Tablo 1. Nokta mutasyonu tespit edilen olgular ve mutasyonlari

Mutasyon Ekzon/intron Fenotip
¢.509dupA (novel) 6. ekzon Taslyici
c.903C>A (novel) 9. ekzon ?
c.1149+1G>T (novel) 10. intron DMD
c.1150-1G>T (novel) 10. intron Taslyici
c.2632_2636delAACCGIinsCTGT 21. ekzon DMD
(novel)

€.6083_6084delTT (novel) 42. ekzon DMD
c.7660+1G>A (novel) 52. intron DMD
c.8575G>T (novel) 58. ekzon DMD
€.9401_9402delAC (novel) 65. ekzon DMD
c.583C>T (rs398123999) 7. ekzon Taslyicl
c.1886C>A (rs398123867) 16. ekzon DMD
c.5009G>A 35. ekzon BMD
c.8357G>A (rs863225012) 56. ekzon Taslyici
c.8608C>T (rs398124074) 58. ekzon ?
€.9204_9207delCAAA 62. ekzon ?
(rs863225015)

c.10223+1G>A (rs398123834) 70. intron DMD
c.10258dupT (rs398123835) 71. ekzon BMD

4.5. Aile Oykiisii Ve Tasiyicilik Durumlari

Toplam 258 olgunun tagiyicilik durumu biliniyordu. Olgularin 164’Gnun
(%63,6) annesinde tasiyiciik mevcutken 94’unde (%36,4) tasiyicilik yoktu.
Delesyon grubunda tasiyicilarin orani %60,9 (137/225), duplikasyon grubunda ise
tasiyicilarin orani %81,8 (27/33) olarak tespit edildi (Grafik 5). Duplikasyon
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olgularinda tasiyicilik delesyon olgularina goére daha sik gorulmekteydi (p<0.05).
Duchenne olgularinda annenin tasiyicilik orani % 61,9 (78/126), BMD olgularinda
ise %76,3 (45/59) olarak tespit edildi. iki grup arasindaki tasiyicilik oranlar
arasindaki fark anlamh bulunmadi (p>0.05). Olgular arasinda sporadik vakalarin
orani %75,6 (220/291) saptanirken, familyal vakalarin orani ise %24,4’tu (71/291)
(Grafik 6). Duchenne muskuler distrofi olgularinin %79’'unda aile oykusu yokken,
BMD olgularinda sporadik vakalarin orani %63,2 idi. BMD olgulari DMD olgularina
goOre daha fazla ailesellik gosteriyordu (p<0.05).

Delesyon grubu

A Tastyicilik
durumu

Ctasiyici degil
Ctasiyic

%39,1

%60,9

Duplikasyon grubu

Tasiyicihk
durumu

Otasiyici degil
Ctasiyici

%18.2

%81,8

Grafik 5. A) Delesyonlu olgularda annenin tasiyicilik durumu B) Duplikasyonlu
olgularda annenin tagiyicilik durumu
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Aile
oykisu
Cyok
Clvar

%24,4

%75,6

Grafik 6. Olgulardaki familyal ve sporadik vakalarin dagilimi

4.6. Okuma Cercgevesi ve Fenotipler

Mutasyonlarin 323’Unun okuma gergevesi Uzerine etkisi degerlendirilebildi.
Okuma cgergevesini bozan 228 (228/323, %70,6) mutasyon, okuma gergevesinin
korundugu ise 95 (95/223, %29,4) mutasyonumuz mevcuttu. Duchenne ve Becker
muskuler distrofi olgularinin %7,5’'i okuma c¢ercevesi kuralina uymuyordu (17/225).

4.6.1. Okuma Cergevesine Uymayan DMD Olgulan

Yuz kirk yedi DMD olgusundan, yalnizca 9 olguda (%6,1) okuma cergevesi
korunmustu. Bu mutasyonlarin 7’si delesyon, 2’si duplikasyondu. Bir olgumuzda
kas biyopsisi distrofin negatif olup, 45-48 ekzon delesyonu mevcuttu. Ug
olgumuzda NT domainden rod domaine uzanim gdsteren delesyonlar mevcuttu. Ik
olgu 3-41 delesyonu olup, distrofin C ile soluk distrofin N ve R ile normal boyama
paterni mevcuttu ve 4 yasinda bulgular baslamisti. Diger olgunun ise 5 yasinda
ylrllyememe sikayeti mevcut olup 4-44 delesyonu mevcuttu. Uglincli olgunun ise
3 yasinda sikayetleri baslamis olup 8-21 delesyonu mevcuttu ve 13 yasindayken
tekerlekli sandalye kullaniyordu. Bir baska genis delesyonlu olgumuzda rod
domain etkilenmigti. Olgunun kas biyopsisinde distrofin ile diffuz negatif boyanma
mevcuttu. Sikayetleri 3 yasinda baslayan olguda 10-44 delesyonu tespit edildi.
Rod domainin etkilendigi daha kuguk bir delesyon olan 10-12 delesyonlu bir
olguda sikayetler 3 yasinda baslamis ve kas biyopsisinde distrofin diffuz negatifti.
Olgularimizdan biri 63-73 delesyonuna sahip olup 8 yasindan beri tekerlekli
sandalye kullaniyordu. Kas biyopsisi sonucunda ise distofin boyamasi pozitifti.
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Duplikasyonlu olgularimizin ikisinde de 2-7 duplikasyonu mevcut olup, her ikisinin
kas biyopsisinde distrofin diffuz negatifti. Bir bagka 2-7 duplikasyonlu olgumuzun
kas biyopsisinde fokal distrofin defekti mevcut olup, 13 yasindaki verisinde DKMP
nedeni ile kardiyak transplantasyon planlandigi kaydedilmigti.

4.6.2. Okuma Cergevesine Uymayan BMD Olgulan

Toplam 78 BMD olgusundan 70 olguda (%89,7) okuma cergevesi
korunmustu. Okuma c¢ercevesinin bozuldugu 8 olgu (%10,3) vardi. Bu
mutasyonlarin 6’si delesyon, 2’'si duplikasyondu. Iki olgumuzun 3-7 ekzon
delesyonu olup, biri 17 yasindan itibaren tekerlekli sandelyeye bagimli olmustu ve
bize bagvuru yasi 30 idi. Bir digerinin ise bulgulari 6 yasinda baslamis ve bize 12,5
yasinda Gowers pozitifligi ile bagvurmustu ve hig ilag kullanmamisti. iki olgumuzda
ekzon 45 delesyonu mevcuttu. Her ikisinin de kas biyopsisi distrofin boyamasinda
fokal defekt mevcuttu. Biri 9 yasinda ve ziplayabiliyordu. Iki olgu 45-54 ekzon
delesyonuna sahipti ve kas biyopsilerinde fokal distrofin defekti mevcuttu.

Duplikasyonlu olgularin birinde 8-12 duplikasyonu olup, kas biyopsisinde
fokal distrofin defekti mevcuttu, bir baska olguda ise 60- 74 duplikasyonu olup kas
biyopsisinde fokal distrofin defekti mevcuttu. Okuma c¢ergevesine uymayan
olgulara ait veriler Tablo 2’de gosterilmigtir.

Tablo 2. Okuma gercgevesi kuralina uymayan buyuk yeniden dizenlenmeler

Mutasyon Okuma gergevesi Fenotip
45-48 del Korunmus DMD
3-41 del Korunmus DMD
10-12 del Korunmus DMD
8-21 del Korunmus DMD
4-44 del Korunmus DMD
63-73 del Korunmus DMD
10-44 del Korunmus DMD
2-7 dup (x2) Korunmus DMD
45 del (x2) Bozulmus BMD
45-54 del (x2) Bozulmus BMD
3-7 del (x2) Bozulmus BMD
60-74 dup Bozulmus BMD
18-12 dup Bozulmus BMD
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4.7. Kardiyomyopati saptanan olgular

Olgularimizdan kardiyomyopatisi oldugunu o6grendiklerimiz Tablo 3'te
gOsterilmistir. En erken bulgu veren olgunun ekzon 28-43 duplikasyonu mevcut
olup, 14 aylikken bulgusu mevcuttu. Olgularin pek ¢ogunun tam olarak kag
yasindan itibaren bulgulari olduguna ulagsamadik. Ancak ekzon 50-54, 50-51, 10-
12 delesyonlu olgularimizin 8 yasindayken bulgulari oldugunu ifade edebiliriz.

Tablo 3. Kardiyomyopati olgulari ve genotipleri

Mutasyon Fenotip Tanisi Tani alma yasi/ veri yasi
2-7 dup BMD Dilate KMP; EF: %27 ?/13 yas
5-7 dup ? Dilate KMP 14 yas
3-16 dup BMD LV global hipokinetik ?/32 yas
8,9,11dup DMD Kalp yetmezligi ?/15 yas
28-43 dup ? Dilate KMP ?/114 ay
3-4 del BMD EF: %45 ?/23 yas
8-13 del DMD Kalp yetmezligi ?/13 yas
8-21 del DMD Dilate KMP ?/10 yas
10-12 del DMD Ace inhibitéru kullaniyor ?/8 yas
18-21 del DMD LV hafif dilatasyon 12 yas
45-47 del BMD Dilate KMP 22 yas
45-47 del BMD LV lokal duvar hareket kusuru  ?/21y
45-52 del DMD LV Hipertrofik, EF:%32 ?/25 yas
45-52 del DMD Kardiyak etkilenme 12 yas
45-53 del BMD Sol ventrikul diyastolik ?/32 yas
disfonksiyon
45-55 del BMD LV diastolik disfonksiyonu ?/57 yas
50-54 del ? LV dilatasyonu 8 yas
51-54 del DMD Kalp tutulumu ?/13 yas
51-54 del DMD LV hafif dilate ?/8 yas
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4.8. “Manifest” Tasiyicilar

Alti kadin olgumuzda Kklinik olarak bulgular mevcuttu (Tablo 4). Iki
olgumuzun bulgulari daha erken yaslarda ortaya ¢cikmisti. Sikayetleri 14 aylikken
baslamis olan olgunun ekzon 45-48 ve 58 delesyonu mevcuttu, diger olgumuzda
ise bulgular 3 yasinda baglamisti ve olgu ekzon 41 delesyonuna sahipti. Kas
biyopsisi ile distrofin boyamasi iki olgumuzda mevcuttu ve bir olguda bazi kas
liflerinde sarkolemmal distrofin kaybi, digerinde belirgin soluk boyanma vardi.
Olgulardan ikisinin karyotip analizi mevcuttu ve 46,XX ile uyumluydu.

Tablo 4. “Manifest” tagiyici olgular

Mutasyon Sikayet Basvuru/ Kas biyopsisi CK duzeyi
Sikayet yasi (U/L)
8-12 del Yorulma, ayaklarda  39/29 Distrofin boyamasi 445
gugsuzluk uygulanmamig
41 del Oturdugu yerden 3 ? ?
kalkarken zorlanma
45-48 ve 58 Sik digme 1,5/14 ay Distrofin 1,2,3,ile  ?
del belirgin soluk
boyanma
51 del Sik digme 27/23 ? 2988
8,9 dup Parmak ucunda 26/7 Bazi kas liflerinde 887
yarume sarkolemmal
distrofin kaybi
55-59 dup Merdiven ¢ikarken 19/? Distrofin boyama 2789
kas agrilari yapillmamis

4.9. Gonadal Mozaiklik Tespit Edilen Aileler

Toplamda 5 ailede gonadal mozaiklik tespit edildi. Bu ailelerdeki
mutasyonlarin biri nokta mutasyonu digerleri delesyondu. Mutasyonlar soyleydi:
ekzon 45 delesyonu, 45-47 delesyonu, 47-50 delesyonu ve 50 delesyonu ve
ekzon 56'da saptanan dur kodonu olusturan c.8357G>A (rs863225012)
mutasyonu. Ekzon 56’da saptanan nokta mutasyonunu olgumuz %7 oraninda
mozaik olarak tagiyordu.

4.10. Psikiyatrik Degerlendirme
4.10.1. 1Q dlcumleri
Yirmi DMD (%69), 9 BMD (%21) olmak Uzere 29 olgunun WISC-R testi ile
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IQ degerleri olguldu. Olgularin sozel 1Q puan ortalamalari 80,48, peformans 1Q
puan ortalamalari 89,82, total IQ puan ortalamalari ise 84,54 olarak tespit edildi.
Duchenne muskduler distrofi olgularinin ortalama 1Q puani 79,9, BMD olgularinin
94,2 saptandi DMD grubunda soézel 1Q 75, performans 1Q ise 86,6 tespit edildi.
Olgulardan 7’sinde zihinsel yetersizlik (%24,1) tespit edildi. Becker muskuler
distrofi olgularinin higbirinde zihinsel yetersizlige rastlanmadi. Olgulardan 6’s1 hafif
zihinsel yetersizlik tanisi alirken, yalnizca 61-79 delesyona sahip olgunun orta
zihinsel vyetersizligi vardi. Olgularin fenotipine gore 1Q puan ortalamalarini
kargilastirdigimizda DMD grubunun sézel ve total 1Q puanlarinin BMD grubuna
gore anlamli duzeyde dusik bulduk (p<0.05). Duchenne muskuler distrofi
olgularini beyinde eksprese olan Dp140 izoformunun etkilenme durumuna gore iki
gruba ayirdik. Iki grubun 1Q degerlerini kargilagtirdik, istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulamadik (p>0.05) (Tablo 5). Ayrica zihinsel yetersizlik bulunmasi ile Dp140
izoformunun etkilenmesi arasindaki iligskiyi inceledik ama anlamli bir fark
bulamadik. Zihinsel yetersizlik Dp140 izoformu korunmus grupta 1(1/5, %Z20)
olguda saptanirken etkilenmis grupta 6 (6/24, %25) olguda tespit edildi.

Tablo 5. Dp140 izoform ekspresyonuna gore DMD olgularinin 1Q puan
ortalamalari

Q Dp140 izoformu Kisi sayisi Ortalama SD
Sozel 1Q Korunmus 5 71,6 10,383
Etkilenmis 15 76,13 21,233
Performans IQ Korunmus 5 85,6 11,261
Etkilenmis 14 87 14,946
Toplam 1Q Korunmus 5 76,6 9,397
Etkilenmis 14 81,14 18,455

4.10.2. Saptanan Psikopatolojiler

Yirmi sekiz olguya ise eslik edebilen ek psikiyatrik hastaliklar agisindan
SCID uygulandi. Olgularin 12’sinde (12/28, %42,9) major depresif bozukluk
(MDB), 5inde DEHB (5/28, %17,9), 3’Unde (3/28, %10,7) yaygin anksiyete
bozuklugu (YAB) saptandi. Birer olguda ise OKB ve 6zgul fobi vardi. Ayrica 5 olgu
birden fazla taniya sahipti (Tablo 6). Duchenne muskuler distrofi grubunda DEHB
orani %26,3 olarak tespit edildi. Becker muskuler distrofi olgularinda DEHB
gozlenmedi. Dp140 ekspresyonunun etkilenme durumuna gore gruplara
ayirdigimiz DMD olgularini DEHB agisindan karsilastirdik ama anlamlh bir fark
bulamadik. Dp140 izoformunun korundugu grupta 5 olgudan 71'inde DEHB
saptanirken, etkilenmis grupta 4 (4/14) olguda saptadik.
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Tablo 6. Psikiyatrik degerlendirmeye alinan olgularin mutasyonlari, ek tanilari ve

zihinsel durumlari

Mutasyon Fenotip  Psikiyatrik Hastalik Zihinsel durum

51-55 del DMD DEHB

50-54 del DMD DEHB/MDB

46-49 del DMD DEHB/YAB

18-21 del DMD DEHB Hafif zihinsel yetersizlik
45-52 del DMD DEHB/MDB Hafif zihinsel yetersizlik
45-47 del BMD MDB

45-48 del BMD MDB/YAB

45-54 del DMD MDB

45-47 del BMD MDB

45-54 del DMD MDB Hafif zihinsel yetersizlik
45-54 del DMD MDB Hafif zihinsel yetersizlik
45 del DMD MDB

45 del BMD MDB

8-34 del DMD MDB

45-47 del BMD MDB

45-55 del BMD YAB/Ozgll Fobi

46-47 del DMD OKB

10-12 del DMD -

50-52 del DMD -

48-49 del BMD -

8-16 del DMD -

45-48 del BMD -

48-55 del BMD -

49-52 del DMD -

49-52 del DMD -

3-41 del DMD -

50-54 del DMD - Hafif zihinsel yetersizlik
45-52 del DMD ? Hafif zihinsel yetersizlik
61-79 del DMD - Orta zihinsel yetersizlik
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5. TARTISMA

Bu calismamizda MLPA yontemi ile delesyon/duplikasyon tespit ettigimiz
birbirinden bagimsiz 334 distrofinopatili olguya ait verileri paylastik. Bir ya da daha
fazla ekzon iceren 293 delesyon, 41 duplikasyon saptadik. Delesyon oranimizi
%87,7, duplikasyon oranimizi ise %12,3 olarak bulduk. Literaturde ozellikle
delesyonlar i¢in ekzon 44-53 ve ekzon 2-20 sicak bolge olarak adlandiriimaktadir.
Bizde de ekzon 45-54 bolgesi delesyonlarda sicak bolgeydi. Ancak, Yang ve ark.,
tarafindan yapilan galismayla uyumlu (18) olarak, proksimal sicak nokta tespit
edemedik. Ekzon 45 oOncesinde homojene yakin bir dagilim gostermekteydiler.
DMD geninin bilinen allelik heterojenitesiyle paralel olarak 96 farkli delesyon
paterni tespit ettik. Literatirle uyumlu olarak, delesyonlar iginde en sik tek ekzon
delesyonlari tespit ettik. ki farkli yayinda delesyonlarin %24 oraninda tek ekzon
delesyonu oldugu bildirilmisti (18, 160), bizde de bu orani %18,4 olarak bulduk.
Tek ekzon delesyonlari iginde en sik ekzon 45 delesyonu (13/54, %24,1) saptadik.
Onu sirasiyla ekzon 44 (12/54, %22,2), ekzon 51 (9/54, %16,7) izliyordu. Baska
calismalarda ekzon 45 (160), ekzon 51 (18) en sik tek ekzon delesyonu olarak
bildirilmigti.

Duchenne muskuler distrofi olgularindaki en sik delesyon paternleri ekzon
45-50 (n=9), ekzon 44 (n=7), ekzon 48-50 (n=6) ve ekzon 51 (n=6)
delesyonlariydi. Baska bir ¢calismada ekzon 45 delesyonu en sik DMD delesyon
paternini olusturuyordu (161). Becker muskuler distrofide ise 45-48 (n=20), 45-47
(n=19), 45-55 (n=6) delesyonlari en sikti ve delesyonlu BMD olgularinin %60’in
olusturmaktaydi. Bu oranda literatirle uyumluydu (161). Duchenne muskuler
distrofi olgularimizda delesyon orani %83,3 tespit edilirken BMD olgularimizda bu
oran %94,9 olarak saptand. Ikisi arasindaki fark literatiirle uyumlu olarak (17, 161)
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,013).

Duplikasyona ugrayan ekzonlarin %45,8’i ekzon 2-20 arasindaydi. Bu bdlge
duplikasyonlar i¢in sicak nokta olup literattrle uyumluydu (17, 161). Buyuk yeniden
duzenlenmeler igerisinde duplikasyon oranimiz %12,3 olarak tespit edildi. Bir
baska 317 Hint asilli olgunun degerlendirildigi yayinda bu oran %8,2 olarak
bulunmustu (160). “Universal Mutation Database” (UMD)-DMD veritabaninda ise
blyuk degisimler arasinda duplikasyonlarin orani %15 (334/2235), “Leiden Open
Variant Database” (LOVD) veritabaninda ise %16,6 (1855/11177) olarak
bildirilmisti. Olgularimizda 30 farkl duplikasyon paterni goézlemledik. Bunlarin
%63,4’U yalnizca bir kere gosterilmisti. En sik ekzon 2 duplikasyon paternine
(%12,2) rastladik. Literaturdeki buyuk serilerdeki sonuglarla uyumluydu (18, 161).
Duchenne muskuler distrofi olgularinda duplikasyonlar iginde en sik 8-9
duplikasyon paternini gorduk (n=4). Becker muskuler distrofi olgularindaki her bir
duplikasyon paterni farkliydi.
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Insan genomundaki instabilite temelde homolog veya homolog olmayan
rekombinasyon olaylarindan kaynaklanmaktadir. Tekrarlayan sekanslar ise
homolog rekombinasyon i¢in dnemli hedef bdlgelerini olusturmaktadir. Guo ve ark.
tarafindan yapilan ¢alismada DMD geninin her bir intronunun ortalama %28.27
oraninda tekrar elemanlari igcerdigi bildirilmig, 6zellikle de uzun dagilmis nukleer
elemanlar (LINEs) olarak adlandirilan yapilarin DMD gen intronlarindaki anahtar
yapilar oldugu vurgulanmistir (16). Ayrica mikrohomoloji iligkili replikasyon bagiml
rekombinasyon, homolog olmayan ug¢ birlestirme de olasi mekanizmalar olarak
dugsunulmektedir (162).

Monaco ve ark., 1988 yilinda ilk kez cerceve-kaymasi hipotezini ortaya
atmiglardir. Bu hipoteze gore, fenotip acik okuma c¢ergevesindeki degisimlerden
etkilenmektedir. Bu kurala gore, cerceve kaymasina yol agip guduk protein
uretimine sebep olan mutasyonlar agir bir klinik olan DMD ile seyrederken, okuma
cercevesini degistirmeyen mutasyonlar ise daha hafif olan BMD klinigi ile iligkilidir
(13). Ancak bu hipoteze ters dusecek sekilde, c¢erceve kaymasi
delesyonlari/duplikasyonlari ile giden BMD ya da gerceve-igi
delesyon/duplikasyonlari olan DMD olgulari mevcuttur. Bizim serimizde DMD
olgularinin %93,9’u (9/147) okuma gergevesi kuramina uyarken, BMD olgularinda
bu oran %89,7 (70/78) olarak tespit edildi. Bu kuralin daha 6nceden olgularin
%92’sinde gecerli oldugu bildiriimis (14), bizim serimizde de bu oranla uyumlu
ctkmistir (%92.5).

Olgularimizdan ikisi ekzon 2-7 duplikasyonuna sahipti. Ekzon 5
delesyonunda kesim mekanizmalarinda bozulmalar oldugu, yalnizca ekzon 5’in
olmadigr bir RNA vyapisindan ziyade farkli ekzon atlama mekanizmalariyla
olusmus c¢erceve kaymasina ugramis transkriptler saptanmistir (163). Bu
olgulardaki mekanizma da kesim mekanizmalarinin bozulmasi olabilir. Bir baska
calismada da ekzon 2-7 duplikasyonu bildirilen 2 DMD olgusuna rastlanildi (18).
Amino terminal ugtan baslayip santral rod domaine uzanim gosteren mutasyonlar
da DMD klinigi ile iligkili olabilmektedir. Sayet 3-41, 4-44, 8-21 delesyonu olan
olgularimizdaki DMD fenotipi de bu veriyi destekler niteliktedir. Otuz alti ekzonu
asan cergeve igi delesyonlar agir bir klinik tablo ile iligkili bulunmustur. Cok kisa
distrofin molekulunun distrofin aginin yanlhs dizilimine sebep olabilecegi fikri ortaya
atiimistir (144). Ekzon 10-44 delesyonuna sahip olgumuzda proteinin R1-17
bolgeleri delesyona ugramig olup 35 ekzon etkilenmigtir. Bir baska olgumuzda ise
63-73 delesyonu saptanmigtir. Bu olgumuzda da [-distroglikan yapiya
baglanmada etkli sistein zengin domain ve karboksi terminal domain etkilenimi
mevcuttur. Sistein zengin domain etkilenimi olan delesyonlar her zaman DMD ile
iligkili bulunmustur. Bu domainin distrofin proteinindeki 6nemini vurgular niteliktedir
(142). Ekzon 10-12 delesyonu ve ekzon 10-13 delesyonu i¢cin UMD veritabaninda
iki BMD olgusu bildirilmistir. Ayrica ekzon 10-13 delesyonu olup, DMD tanisi olan
olgular da literaturde bulunmaktadir (16, 164). Bizim DMD olgularimizdan birinde
de ekzon 10-12 delesyonu tespit edildi. Olgunun kas biyopsisinde diffuz distrofin
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defekti mevcuttu ve 3 yasinda bulgularn vardi. Ekzon 45-48 delesyonu olan bir
olgumuzun kas biyopsisinde diffuz distrofin defekti mevcuttu. Olgu rastgele
saptanan CK enzim yuksekligi ile 23 aylikken bize bagvurmustu. Serimizdeki diger
ekzon 45-48 delesyonu olan olgularin hepsinde BMD fenotipi mevcuttu. Cin’de
yapilan 743 olgunun deg@erlendirildigi bir baska ¢alismada ekzon 45-48 delesyonu
9 DMD ve 2 BMD olgusunda tespit edilmisti (18). UMD veritabaninda ise bu
delesyon igin tanimlanan 152 olgunun hi¢ birinde DMD fenotipi yoktu.

Ekzon 44’G cevreleyen delesyonlar genis bir klinik spektrumla karsimiza
cikabilmektedir (151). Ekzon 44’Gn spontan olarak atlandigi bu olgularda
gOsterilmis olup, bir miktar gergeve ici distrofin Uretimi saglamaktadir (152). Becker
muskuler distrofi olgularimizdan iki olgu ekzon 45-54 delesyonuna sahipti ve ikKi
olguda da ekzon 45 delesyonu mevcuttu. Bu olgularda gorulen klinik ekzon 44
atlanmasina sekonder olabilir. Ayrica IMD fenotipindeki olgulardin Ggiunde ekzon
44, 45-52, 45-54 delesyonu tespit edildi.

Ekzon 3-7 delesyonu BMD ya da DMD fenotipiyle sonuglanabilmektedir.
Ekzon 3-7 delesyonu olan bir grup hastada yapilan ¢alismada amino terminal uca
ve ekzon 8'in 5 ucuna spesifik antikorla distrofin saptanamazken, 3’ bitimine
spesifik antikorlarla distrofin tespit edilmistir. Bu duruma ekzon 8’de yer alan bir
alternatif translasyon baslangi¢ bélgesinin sebep oldugu ifade edilmistir (145). ki
ekzon 3-7 delesyonlu olgumuzdaki BMD fenotipinde bu mekanizma etkili olmus
olabilir. Olgulardan biri 17 yasindan beri tekerlekli sandalyedeydi, diger olgumuz
ise 13 yasinda hala mobildi ve iki dayisinin 20’li yaslardan sonra yuruyemedigi
ogrenildi. Bu iki olguya ek olarak iki olgumuzda daha ekzon 3-7 delesyonu
mevcuttu. Bu olgulardan biri 10 yasindan beri tekerlekli sandalyedeydi ve digeri de
10 yasindan beri merdiven c¢ikamiyordu. Bir baska olgumuzda da 8-12
duplikasyonu mevcuttu ve kas biyopsisinde D1, D2, D3 antikorlari ile fibriller
kismen olumlu boyanmigti. UMD-DMD veritabanina baktigimizda ayni duplikasyon
dort DMD olgusunda tanimlanmisti. Ekzon 8-13 duplikasyonu olan ise 2 DMD ve 1
IMD olgusu tanimlanmisti.

Ekzon 74’te ya da daha distalinde ortaya g¢ikan mutasyonlara hem DMD
hem de BMD olgularinda rastlanmistir. Buradaki temel sureclerden birinin nonsens
aracih  mRNA yikimi (NMD) mekanizmasindan  kurtulma olabileceqgi
dusunulmektedir. Nitekim ekzon 74’te nokta mutasyonu olan bir BMD olgusundaki
olasi mekanizmalar Uzerinde c¢alisan arastirmacilar kas biyopsisinde D2 antikorlari
ile cok nadir boyanma, D3 antikorlari ile iyi bir boyanma goézlemislerdir. Normalde
yikimla giden bir mutasyondan beklenmedik bir protein boyanma paterniyle
kargilagsmislar ve D2 ile de hemen hemen boyanma tespit etmedikleri i¢in bunun
bir ekzon atlama olayindan ziyade NMD mekanizmasindan kurtulma oldugunu
belirtmiglerdir (165). Nitekim bizim ekzon 60-74 duplikasyonu mevcut olup, kas
biyopsisi fokal distrofin defekti ile uyumlu olan olgumuzda da ayni mekanizma bu
boyanma paternine neden olmus olabilir. Olgumuz 19 aylikken yuriyememe
nedeniyle basvurmustu, ancak takip verilerine sahip degildik. Yukarida da
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bahsedildigi Uzere fenotipik degiskenliklerde pek ¢ok mekanizma rol
alabilmektedir. Son donemlerde ayrica yalnizca intronik kiriklarin olmayip, ekzonik
kiriklarin da olabildigi gosterilmistir (166). Ekzon 14-22 gergeve-i¢ci mutasyonlu bir
DMD olgusu, cergeve disi mutasyonu olan ekzon 2 ve ekzon 51-55 duplikasyonlu
BMD olgulariyla yapilan RNA c¢alismalarinda genomik profilden bir sapma
saptanmamasi, tam olarak tanimlanamayan post-transkripsiyonel mekanizmalarin
protein fonksiyonu uzerine etkisi oldugunu dustindurmektedir (167, 168). Pek ¢ok
mekanizma aydinlatiimig olmakla beraber farkh molekuler mekanizmalar zamanla
aydinhga kavusacaktir. Bu anlamda genotip-fenotip c¢alismalari 6nem arz
etmektedir.

Olgularimizdan 5 ailemizde gonadal mozaiklik tespit ettik. Bu oran %5,3
olup, literaturde bildirilen oranla hemen hemen ayniydi (56).

Merkezimizde 2007 yilindan itibaren MLPA teknigi uygulanirken , DMD geni
dizi analizi 2018 yilindan itibaren yapilmaktadir. Bu yuzden MLPA negatif tim
olgularimiza dizi analizi yapamadik. Yaptiklarimiz arasinda ise kuguk nokta
mutasyonuna sahip 13 olgu tespit ettik. Nokta mutasyonu tespit ettigimiz
olgulardan yalnizca ikisi BMD fenotipine sahipti. Bunlardan biri ekzon 35’te dur
kodonu olusturan mutasyona sahipti, digerinde ekzon 71’de cergceve kaymasina
neden olan ¢.10258dupT mutasyonu tespit edildi. Ekzon 71 mutasyonlu olgunun
kas biyopsisinde fokal distrofin defekti mevcuttu. Olgu 6,5 yasinda rastgele
saptanan CK enzim yuksekligi nedeniyle basvurmustu. Sekiz yasinda Gowers
bulgusu negatifti. Bu degisim LOVD sisteminde ve ClinVar'da kayitliydi. Olgularin
fenotipi ile ilgili bilgilere ulagilamadi. Diger olgumuzda 35. ekzonda dur kodonu
olusturan ¢.5009G>A (p.Trp1670Ter) mutasyonu tespit edildi. Olgumuz 33 yasinda
baslayan merdiven gikamama, oturdugu yerden kalkarken zorlanma sikayetleriyle
35 yasinda basvurmustu. Ayni mutasyon literaturde 17 yasinda tekerlekli sandalye
kullanmaya baglayan bir BMD olgusunda da tanimlanmigti (169). Ayrica UMD
veritabaninda 35. ekzonda p.Arg1666X mutasyonu 6 DMD olgusunda
bildiriimekteydi. Ekzon 31'de dur kodonu mutasyonuna sahip bir olguda
mutasyonun bir susturucu protein olan hnRNPA1 igin ylksek dizeyde spesifik
baglanma bdlgesi olusturarak ekzonik kirpilma susturucusu meydana getirdigi
gOsterilmis ve distrofin geninde ekzon atlamanin molekuler mekanizmasi ilk defa
gOsterilmistir (148). Bizim olgumuzdaki molekiler mekanizma da bu olabilir.
Olgudan kas biyopsisi ile cDNA ¢alismasi bunu aydinlatmamiza yardimci olabilir.

Yirmi DMD, 9 BMD olgumuza WISC-R testi uyguladik. Duchenne muskuler
distrofi olgularindan 7’sinde zihinsel yetersizlik (%35) tespit ettik. Yapilan farkli
calismalarda DMD olgularinda %23’ten %36.2’ye kadar degisen mental
retardasyon sikligi tespit edilmigtir (6-9). Bizim sonucumuz da bu verilerle
benzerlik gostermektedir. Yedi yuz yirmi bir DMD olgusunun degerlendirildigi bir
metaanalizde ortalama 1Q degeri 82 olarak bulunmus olup, %20’sinin skoru 70’in
altinda, %3’uUnun ise 50’nin altinda saptanmistir (6). Bizim ¢alismamizda DMD
olgularinin ortalama 1Q degeri 79,95 olarak tespit edildi. Bu deger literaturle
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uyumluydu. Duchenne muskduler distrofi olgularimizin sézel IQ’larinin performans
IQ’larina gore daha fazla etkilendigi gozledik (So6zel 1Q:75; P1Q:86,6 ). Bu durum
literaturdeki verilerle paraleldi (6). Becker muskuler distrofi olgularimizin higbirinde
zihinsel yetersizlige rastlamadik ve ortalama |1Q degerleri 94,2 olarak saptandi.
Daha once 23 BMD olgusunda yapilan galismayla benzer ortalama gosterdi,
ancak o calismada %13 zihinsel yetersizlik tespit edilmigti (170). Ayrica Daoud ve
ark., tarafindan yapilan galismada tum distrofin izoformlarinin etkilenmis oldugu12
BMD olgusunun %’inde zihinsel yetersizlik tespit edilmigti, bu noktada Dp71
etkileniminin BMD olgularindaki zihinsel yetersizlikte rolunu vurgulamislardi (154).
Duchenne muskuler distrofide Dp140 izoformu etkilenenlerde 1Q puanlarini daha
dusuk saptayan pek ¢ok galisma mevcuttu (7, 8, 153). Bu olgulari beyin izoformu
etkilenenler ve etkilenmeyenler olarak iki gruba ayirdigimizda gruplardaki 1Q
ortalamalari arasinda anlamh farkliik bulamadik (p>0.05). Bu sonucumuz
literaturle uyumsuzdu. Ayrica Dp71 etkileniminin biligsel yetersizligi agirlastirdigi
ve 1Q skorunu 2 SD asagi ¢ektigi bulunmustur (154). Olgularimizdan yalniz bir
tanesinde Dp71 izoformu etkilenmis olup, ekzon 61-79 delesyonu mevcuttu.
Zihinsel yetersizligi olan olgularin digerlerinin etkilenimi hafif dizeydeyken sadece
o olgumuzda orta diizeyde etkilenim saptadik. Istatistiksel anlamlilik ifade
edemesek de bu olgumuz literaturdeki veriyle uyumluydu.

Ayrica zihinsel yetersizlige ek olarak DMD olgularinda DEHB, OSB, OKB
sikligi da topluma goére artmis olarak bulunmustur. Dikkat eksikligi ve hiperaktivite
bozuklugu icin %11.7’den %32’ye kadar degisen sikliklar bulunmustur (9, 10).
Otizm spektrum bozuklugu igin sikliklar ise %3.1’den %21’e kadar degismektedir
(7, 8, 10, 11). Obsesif kompulsif bozukluk sikhgi ise bir calismada %4.8 olarak
saptanmigtir (10). Danya genelinde DEHB sikligi %6.4 (171) olarak bildiriimekle
beraber, Ulkemizde %8.1 (172), %8.6 (173), %13 (174) oranlari tespit edilmistir.

Duchenne muskuler distrofi olgularindan 5’'inde DEHB tespit ettik (%26,3).
Bir olgumuza yalnizca WISC-R uygulanabildigi igin onun verilerine sahip degildik.
Seksen yedi DMD olgusunun degerlendirmeye alindigi cok merkezli bir galigmada
olgularin %26’sinda hiperaktivite, %44’Unde dikkat eksikligi tespit edilmistir. Ayrica
bu seride olgularin %21’'ine OSB tanisi konmustur (8). Bizim serimizde OSB tanisi
hi¢c konmamistir. Pane ve ark., tarafindan 103 DMD olgusunda yapilan ¢alismada
ise DEHB tanisi olgularin %24.6’sinda tespit edilmistir, bizim serimizdeki sonuglar
bu calismayla oldukgca benzerdi ve Ulkemizdeki ve dunya genelindeki genel
populasyon galismalarina oranla DMD gurubunda DEHB sikligini daha fazla tespit
ettik.

Duchenne muskuler distrofide prenatal tani ya da preimplantasyon genetik
tant mumkundur. Bizim serimizde olgularimizin %21’inde ailede DMD oykusu
mevcuttu. Bu vakalardan bir kisminin genetik danigmanlik hizmetlerinden
yeterince faydalanamamasi ailesel vakalari gormemizde etkili oluyor olabilir.
Ulkemizde terminasyon fikrine sicak bakmayip, preimplantasyon genetik taniya
ekonomik kosullardan dolay!r ulasamayan bir grup olguyla da danigsmanhk
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surecinde sikg¢a karsilasmaktayiz. Bu noktada resmi kurumlarca preimplantasyon
genetik taninin bu ailelere saglik sigortasi dahilinde bir segenek olarak sunulmasi
pek cok aile i¢in yuz guldurucu olabilir.
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6. SONUG VE ONERILER

1)

2)

3)

4)

9)

6)

7)

8)

9)
10)
11)

12)

13)

Bu galisma Turk populasyonunda D/BMD olgularina ait MLPA yontemi ile
elde edilen genotip verilerinin incelendigi en buydk olgu grubunu
icermektedir.

Delesyon oranimiz %87,7, duplikasyon oranimiz ise %12,3 olarak tespit
edilmistir.

Olgularin  164°Gnun (%63,6) annesinde tasiyiciik mevcutken 94’Gnde
(%36,4) tasiyicilik yoktu. Saptanan mutasyonlarin Ggte biri yeni mutasyondu
ve bu veri literatlrle uyumluydu.

Delesyon grubunda tasiyicilarin orani %60,9 (137/225), duplikasyon
grubunda ise tagsiyicilarin orani %81,8 (27/33) olarak tespit edildi.
Duplikasyon olgularinda tasiyiciik delesyon olgularina goére daha sik
gorulmekteydi (p<0.05).

On ug distrofinopatili olgumuzda 7’si novel olmak Uzere 13 mutasyon tespit
edildi. Mutasyonlardan 5’i dur kodonu olusturan mutasyon, 5’i cerceve
kaymasi mutasyonu, 3’0 de kesim bolgesi mutasyonuydu.

Duchenne muskuler distrofi olgularinin %79’u sporadikken, BMD olgularinda
sporadik vakalarin orani %63,2 idi. BMD olgulari DMD olgularina goére daha
fazla ailesellik gosteriyordu (p<0.05).

Olgularimizin %21’inde ailede DMD 06ykusu mevcuttu. Bu vakalardan bir
kisminin genetik danismanlik hizmetlerinden yeterince faydalanamamasinin
ailesel vakalarin tekrar gorilmesinde etkili olabilece@i dusunaldu.

Toplamda 5 ailede (%5,3) gonadal mozaiklik tespit edildi. Bu bulgu literaturle
paraleldi (56).

Alti kadin olgumuzda klinik olarak bulgular mevcuttu.
Tani konan 156 DMD (%65,85), 78 BMD (%32,8), 4 IMD (%1,7) olgusu vardi.

Duchenne ve Becker muskuler distrofi olgularinin %7,5’i okuma cergevesi
kuralina uymuyordu. Bu veri literattrle uyumluydu.

Yirmi DMD (%69), 9 BMD (%21) olmak Uzere 29 olgunun WICR-IV testi ile IQ
degderleri Ol¢uldu. Olgulardan 7’sinde zihinsel yetersizlik (%24,1) tespit edildi.
Bu oran DMD olgularinda %35 olarak bulundu. Becker muskuler distrofi
olgularinin higbirinde zihinsel yetersizlige rastlanmadi.

Olgulardan 6’s1 hafif zihinsel yetersizlik tanisi alirken, yalnizca 61-79
delesyona sahip olgunun orta zihinsel yetersizligi vardi. Olgumuzdaki durum
literatirde Dp71 izoformu etkilenen olgularda 1Q etkileniminin daha agir
oldugu verisiyle uyumluydu.
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14)

15)

16)

17)

Duchenne muskuler distrofide olgularini Dp140 izoformu etkilenenler ve
etkilenmeyenler olarak iki gruba ayirdigimizda gruplardaki IQ ortalamalari
arasinda anlaml farklihk bulunamadi (p>0.05). Bu verimiz literatarle uyumlu
degildi. Dp140 izoformu korunan grubun sayisinin ¢gok az olmasi istatistiksel
anlamlliga etki etmis olabilecedi dusunuldu.

Ulkemizdeki ve diinya genelindeki genel popiilasyon calismalarina oranla
DMD olgu grubunda literaturle uyumlu olarak DEHB sikligi daha fazla tespit
edildi (%26,3).

Olgularin  %42,9unda major depresif bozukluk tespit edildi. Olgularda
depresyon oraninin bu denli yiksek olmasi biz hekimleri bu konuda uyarici
olmahdir. Olgularin gerekli psikiyatrik destek ve tedaviye ulagsmalari
saglanmalidir.

Son olarak vurgulamak isteriz ki henlz tedavisi olmayan, bodylesine yikici
giden bir hastalikta prenatal tani ve genetik danismanlik ailelere saglanmasi
gereken olmazsa olmaz hizmetlerdir .
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EK 2. Bilgilendirilmig Gonulli Olur Formu

Projenin adi:
Distrofinopatili Ailelerde Genotip ve Fenotip iligkisinin Ayrintilandiriimasi

Arastirmayi destekleyen kurum:
Dokuz Eylil Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dali

Arastirmacilarin adi:

Prof. Dr. Ayfer ULGENALP (Sorumlu arastirmaci)
Aras. Gor. Dr. Hande OZKALAYCI

Prof. Dr. Ulug YIS

Prof. Dr. Aynur AKAY

Prof. Dr. Ozlem GIRAY BOZKAYA

Dog. Dr. Elgin BORA

Aras. Gor. Dr. Cemre RANDA

Adresi:
Dokuz Eyliil Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dali inciralti/izmir

ilgili doktorun e-mail adresi:

handeozkalayci@gmail.com

ilgili doktorun telefonu:
0536 291 38 68 / 0232 412 2573

Duchenne muskdler distrofi (DMD) ve Becker muskiler distrofi (BMD) X kromozomu lzerinde yer
alan distrofin genindeki mutasyonlarin neden oldudu kalitimsal kas hastaliklaridir. Distrofinopati
olarak da adlandirilan bu hastaliklar cocukluk ¢aginin en sik néromuskdler hastaliklaridir. Olgularin
yaklasik 1/3’inde mental gerilip olmakla beraber dikkat eksikligi /hiperaktivite, obsesif kompulsif
hastalik, otizm, emosyonel sorunlar distrofinopatili olgularda daha yiksek oranlarda
g6zlenmektedir. Distrofin Uretimine engel olan mutasyonlar DMD hastaligina yol agarken, azalmig
miktarda ya da degisen blyuklikte distrofin proteini tretimine neden olan mutasyonlar BMD ile
sonuglanir.

Genelde DMD tanisi klinik tablo ve kas biyopsisinde immunohistokimyasal boyama ile distrofin
ekspresyonunun olmamasi ile konulabilir. Ancak, uluslararasi rehberlerde genomik diizeyde
sorumlu olan mutasyonun tam olarak belirlenmesinin aileye genetik danismanlik verme, genotip-
fenotip korelasyonu, prognoz, yeni tedavilerin gelistiriimesi ve tedavilere uygunlugun saptanmasi
acisindan oldukg¢a 6nem tasidigi belirtiimektedir.

Bu hastalarin molekiler karakterizasyonlari, farkl bir tani olusturma, uygun klinik izlem saglama,

hasta yonetimi, yeni tedavilere 1sik tutmasi ve genetik danismanlik acisindan oldukga 6nem
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tasimaktadir. Mutasyon karakterizasyonu ve genotip-fenotip korelasyon ¢alismalari pek ¢ok Ulkede
yapilmistir. Bu calismamizda, kendi verilerimizle diger c¢alismalardaki verileri kargilastirarak
literatlre katki saglamayi amaclamaktayiz.

Bu calisma bilimsel bir arastirma olup, arastirmanin adi “Distrofinopatili Ailelerde Genotip ve
Fenotip iliskisinin Ayrintilandiriimasi”dir. Kabul etmeniz dahilinde Becker/Duchenne muskiiler
distrofi genetik tanisi olan kendinize / gocugunuza ait Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakdltesi
Hastanesi Tibbi Genetik Anabilim Dali ve Pediatrik Noéroloji Bilim Dal’nda dosya ve kayit
sisteminde mevcut olan veriler kullanilacaktir.

Arastirmadan herhangi bir zamanda ayrilmakta 6zglrsiniz. Arastirmaci g¢alisma programini
aksatmaniz vb. nedenlerle, bilginiz dahilinde ya da isteginiz disinda, sizi arastirmadan gikarabilir.
Arastirmaya katilan génllli, istedigi takdirde arastirma ekibinden, Dokuz Eylil Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dal’'nda gérev yapan Dr. Hande Ozkalayci ile arastirma
kapsamindaki konulara yonelik iligki kurabilir. Arastirma giderleri, hastanin kendisine veya sosyal
glvenlik kurumlarina hicbir sekilde ylUklenmeyecektir. Arastirmadan elde edilen verilerde
gondllinun kimligi gizli tutulacak, kamuoyuna agiklanmayacaktir. Arastirma sonuglarinin bilimsel bir
dergide yayimlanmasi halinde dahi, géndllinin kimligi gizli tutulacaktir. Yukarida yazili olan,
gonilliye (bana) arastirmadan o©nce verilmesi gereken bilgileri okudum. Gerek duydugum
konularda sorular yoneltmeme izin verilerek, bu arastirma hakkinda bana yazili ve s6zli
aciklamalar yapildi. Bu kosullarda s6z konusu klinik arastirmaya kendi rizamla, higbir baski ve

zorlama olmaksizin katilmayi kabul ediyorum.

GONULLUNUN (EBEVEYN) ACIKLAMAY| YAPAN ARASTIRMACININ
Adi Soyadi: Adi Soyadi: Dr. Hande Ozkalayci

Adresi: Tel: 0536 291 3868 /0 232 412 2573
Telefonu: Tarih:

Tarih: imzasi:

imzasi:
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Ek-3. Etik Kurul Onay (Psikiyatri)




EK 4. Bilgilendirilmig Gonullii Olur Formu (Psikiyatri)
Ebeveyn igin

Kronik hastalik neden oldugu psikolojik, sosyal sonuglari ile hem gocugu hem de
aileyi etkilemektedir. Aile bakiginda ebeveyn ve ¢ocuklar arasinda ortak iliskiyi goz
onune almak zorunludur. Bir yanda ¢gocugun saglik durumu ebeveynin psikolojik
durumuna bagl iken, diger yanda ebeveynin iglevleri ve saglikli olmasi gocugun
saglikh olmasini etkilemektedir. Bu arastirmada, Becker/Duchenne Muskuler
Distrofin tanili cocuklari olan annelerinin uzun donemde yasadiklari stresin
etkilerini gormek ve normal data ile kargilastirarak; norolojik etkilenmenin, fizik
tedavinin, 0zel egitimlerin cocuk yetistirme Uzerine annelerde fark yaratip
yaratmadigini ortaya koymak ve anne gocuk iligkisi islevselligini degerlendirmeyi
amaglanmistir.

Bu arastirmada ¢ocugunuzla ve sizinle bir gérusme yapilacak; hem
gocugunuzdan hem de sizde, size verilen olgekleri doldurmaniz istenecektir. Bu
arastirmada yer almaniz igin dngorulen toplam sure 2 saat kadardir. Arastirmaya
katilip katilmama karari tamamen size aittir. Eger arastirmaya katilmaya karar
verirseniz imzalamaniz igin size bu ‘Bilgilendirilmig Gonullu Olur Formu’
verilecektir. Aragtirmadan herhangi bir zamanda ayrilmakta 6zgursunuz.
Arastirmaci galisma programini aksatmaniz vb. nedenlerle, bilginiz dahilinde ya da
isteginiz disinda, sizi arastirmadan gikarabilir. Arastirmaya katilan gonulla, istedigi
takdirde aragtirma ekibinden, Dokuz Eylll Universitesi Tip Fakdltesi Cocuk ve
Ergen Ruh Saghgi ve Hastaliklari Anabilim Dal’'nda gorev yapan Dr. Serkan
TURAN ile arastirma kapsamindaki konulara yonelik iligki kurabilir. Arastirma
giderleri, hastanin kendisine veya sosyal guvenlik kurumlarina hicbir sekilde
yuklenmeyecektir. Arastirmadan elde edilen verilerde gonullinun kimligi gizli
tutulacak, kamuoyuna agiklanmayacaktir. Arastirma sonuglarinin bilimsel bir
dergide yayimlanmasi halinde dahi, gonullinun kimligi gizli tutulacaktir. Yukarida
yazili olan, gonulliye (bana) arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri
okudum. Gerek duydugum konularda sorular yoneltmeme izin verilerek, bu
arastirma hakkinda bana yazili ve sozlU agiklamalar yapildi. Bu kosullarda s6z
konusu klinik arastirmaya kendi rizamla, higbir baski ve zorlama olmaksizin
katilmayi kabul ediyorum.
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GONULLUNUN (EBEVEYN)
ARASTIRMACININ

Adi Soyad::

Adresi:

Telefonu:

Tarih:

imzasi:

ACIKLAMAYI YAPAN

Adi Soyadi: Dr. Serkan TURAN

Tel: 232 412 35 51

Tarih:

imzasi:
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BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU (COCUK VE ERGEN)

Kronik hastalik neden oldugu psikolojik, sosyal sonuglari ile hem gocugu hem de
aileyi etkilemektedir. Aile bakiginda ebeveyn ve ¢ocuklar arasinda ortak iliskiyi goz
onune almak zorunludur. Bir yanda gocugun saglik durumu ebeveynin psikolojik
durumuna bagl iken, diger yanda ebeveynin iglevleri ve saglikli olmasi gocugun
saglikh olmasini etkilemektedir. Bu arastirmada, Becker/Duchenne Muskuler
Distrofin tanili gocuklari olan annelerinin uzun donemde yasadiklari stresin
etkilerini gormek ve normal data ile kargilastirarak; norolojik etkilenmenin, fizik
tedavinin, 0zel egitimlerin cocuk yetistirme Uzerine annelerde fark yaratip
yaratmadigini ortaya koymak ve anne g¢ocuk iligkisi islevselligini degerlendirmeyi
amaglanmistir.

Bu arastirmada annenle ve seninle bir goérigsme yapilacak; hem annenden hem de
senden size verilen Olgekleri doldurmaniz istenecektir.

Bu arastirmada yer almaniz igin dngorulen toplam sure 2 saat kadardir.
Arastirmaya katilip katiimama karari tamamen sana aittir. Eger arastirmaya
katilmaya karar verirsen imzalaman i¢in sana bu ‘Bilgilendirilmis Gonullt Olur
Formu’ verilecektir. Aragtirmadan herhangi bir zamanda ayrilmakta 6zgursun.
Arastirmaci galisma programini aksatmaniz vb. nedenlerle, bilgin dahilinde ya da
istegin disinda, seni aragtirmadan c¢ikarabilir. Aragtirmaya katilan gonulld, istedigi
takdirde aragtirma ekibinden, Dokuz Eylll Universitesi Tip Fakultesi Cocuk ve
Ergen Ruh Saghgi ve Hastaliklari Anabilim Dali’'nda gorev yapan Dr. Serkan
TURAN ile arastirma kapsamindaki konulara yonelik iligki kurabilir. Arastirma
giderleri, hastanin kendisine veya sosyal guvenlik kurumlarina hicbir sekilde
yuklenmeyecektir. Arastirmadan elde edilen verilerde gonullinun kimligi gizli
tutulacak, kamuoyuna agiklanmayacaktir. Arastirma sonuglarinin bilimsel bir
dergide yayimlanmasi halinde dahi, gonullinun kimligi gizli tutulacaktir. Yukarida
yazili olan, gonulliye (bana) arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri
okudum. Gerek duydugum konularda sorular yoneltmeme izin verilerek, bu
arastirma hakkinda bana yazili ve sozlU agiklamalar yapildi. Bu kosullarda s6z
konusu klinik arastirmaya kendi rizamla, higbir baski ve zorlama olmaksizin
katilmayi kabul ediyorum.

69



GONULLUNUN (gocuk ve ergen)
ARASTIRMACININ

Adi Soyadi:

Adresi:

Telefonu:

Tarih:

imzasi:

ACIKLAMAYI YAPAN

Adi Soyadi: Dr. Serkan TURAN

Tel: 232 412 35 51

Tarih:

imzasi:
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Ek 5. Veri Kayit Formu

Duchenne/Becker Muskuler Distrofi Veri Kayit Formu

Adi-Soyadi: Hasta No:
Dogum Tarihi: T.C Kimlik No:
MLPA analiz sonucu:

Kas biyopsisi sonucu:

Kreatin kinaz enzim duzeyi:
Sikayet baglangi¢ yasi:
Basvuru anindaki yasi:

Basvuru sikayeti:

Gelisim basamaklari:

Mental retadasyon/Geligim testi :

Tekerlekli sandalye bagimhlik yasi:
Dilate Kardiyomyopati/EKG/EKO:

Konjenital Kalp hastaligi:
Solunum durumu:

Kirik/Skolyoz/Osteoporoz/Ortopedik Komplikasyon:

Malign Hipertermi Oyksi:

Dikkat Eksikligi Hiperaktivite Bozuklugu/Otizm/Obsesif Kompulsif
Bozukluk/Emosyonel Sorunlar:

Ek hastalik:

Annenin DMD gen analizi:
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