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OZET

Bu calismada, Spina Bifidali (SB) hastalarda Metilen Tetrahidrofolat
Rediiktaz (MTHFR), Transkripsiyon Faktor2 (TEAD2) ve Paired-Box3 (PAX3)
polimorfizmlerinin genotip ve allel sikliklarinin degerlendirilmesi amaglanmaigtir.

Cocuk Cerrahisi poliklinigine basvuran ve spina bifida tanisi konulan 67
hastanin anamnez, fizik muayene ve rutin tetkikleri yapildi. Sakral muayene bulgusu
normal 80 kisilik kontrol grubu olusturuldu. Calisma ve kontrol grubundan alinan
kan orneklerinde MTHFR, TEAD2 ve PAX3 gen polimorfizmleri arastirildi. Her
olgunun demografik 6zelliklerini ve klinik dykiilerini i¢eren detayl bir anket yapildi.

Hasta grubunda (n= 67), 26 ki1z (%38.8), 41 erkek olgu (%61.2) vardi. Ancak
hastalarn dort tanesi ¢alismamiz devam ederken kaybedildi. Hastalarin yas
ortalamalar1 2.46 + 3.22 y1l, (1 ay - 18 yas), kizlarin yas ortalamas1 2.52 + 3.80 y1l (1
ay - 18 yas arasi) erkeklerin yas ortalamasi 2.42 + 3.22 yil ( 1 ay - 14 yas),
arasindaydi. Anne yaslarma baktigimizda yas ortalamalar1 28.15 = 4.71 yil (19 - 44
yas) idi. Spina Bifidali (SB) olan hastalarin ikisi meningosel (%3), 65’1
meningomyelosel (%97) idi. Hastalarin annelerinin 16 tanesinde (%?23.9) abortus
Oykiisii, 18 annede (%26.9) akrabalik 6ykiisii bulundugu tespit edildi. Hastalarin 14
(%20.9) tanesinin ailesinde baska konjenital anomalili yakin1 varken, konjenital
anomalilerin 8 (%57.1) tanesinde NTD mevcuttu. NTD olan bebeklerin annelerinin
gebelikte ilag kullanimi 11 (%16.4) hastada varken, 56 (9%83.6) hastada yoktu. Bolge
hastanesi konumunda olan Firat Universitesi hastanesine getirilen hastalarin 37
(%55.2) tanesi Elazig’dan, geriye kalan 30 (%44.8) hasta da ¢evre illerden gelen
hastalardan olugsmaktayd:.

Sonug¢ olarak NTD etyopatogenezinde i¢inde genetik faktorlerin de rol
oynadig1 multifaktoryel olaylar rol oynamaktadir. Yapilan bu ¢calismada bolgemizde,
NTD gelisiminde PAX3 allel sikliklarindaki degisikliklerin etkili olabilecegini
disinmekteyiz. Bu allel sikligimin olugsmasinda ise cevresel faktorler etkili olmus
olabilir. Bu a¢idan SB nin etyolojisinin aydinlatilmasinda daha fazla arastirma
yapilmasima ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar kelimeler: Spina bifida, gen polimorfizmi, MTHFR, TEAD2, PAX3
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ABSTRACT

DETERMINATION OF METHYL TETRAHYDROFOLATE REDUCTASE,
TEAD2 AND PAX3 GENE POLYMORPHISMS IN PATIENTS WITH SPINA
BIFIDA

In the present study, genotype and allel frequencies of Metilen Tetrahidrofolat
Rediiktaz (MTHFR), Transkripsiyon Faktor2 (TEAD2) and Paired-Box3 (PAX3)
polymorphisms in patients with spina bifida (SB) were investigated. Anamnesis,
physical examination and routine analyses of 67 patients applied to pediatric surgery
clinics and diagnosed with spina bifida were included in the study.

Control group included 80 patients with normal sacral findings. Gene
polymorhisms of of MTHFR, TEAD2 and PAX3 were investigated. A detailed
survey including demographic characteristics and clinical history of all cases were
performed.

Study group (n=67) consisted of 26 (%38.8) girls, and 41 (%61.2) boys. Four
subjects died during the study. Average age of study group was 2.46 + 3.22 years, (1
month - 18 years), that of girls was 2.52 + 3.80 years (1 month - 18 years) and boys’
was 2.42 + 3.22 years ( 1 month - 14 years). Average age of mothers was 28.15 +
4.71 years (19 - 44 years). Two of Spina Bifida (SB) cases were meningocell (%?3)
and 65 were meningomyelocell (%97). Sixteen of mothers (%23.9) had an abortion
history and 18 (%26.9) had a relative-marriage history. There was a congenital
abnormality history in near relatives of of 14 patients (%20.9) and there was NTD in
8 of them (%57.1). Eleven mothers (%16.4) had a medication history while 56
(%83.6) did not use any medicine. Firat University hospital is a regional hospital
serving for a large region and 37 (%55.2) patients were from Elazig and 30 (%44.8)
were from other provinces.

In conclusion, multifactoriel prosesses including genetic factors play role in
etiopathogenesis of NTD. Results of the present study indicate that alterations in
PAX3 allel frequencies may influence development of NTD and that environmental
factors may contribute to these alterations. Further studies are required to enlighten

etiology of SB.

Keywords :Spina bifida, gene polymorphism, MTHFR, TEAD2, PAX3
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1. GIRIS
Canli dogumlarm % 1’inde santral sinir sisteminin (SSS) dogumsal anomalileri
goriilmekte ve dogum Oncesi fetal Sliimlerin % 72’sinden sorumlu tutulmaktadir (1). Bu
anomalilerin % 64’1, viicudun arka-orta hattinda noral tiipiin kapanma ya da gelisim

bozuklugu sonucu olugmaktadir (2, 3).
1.1. Embriyoloji

SSS’nin embriyolojik gelisimi; a-) embriyonik donem (0-8.5 gestasyonel hafta),
b-) fetal donem (8.5-40. hafta), c-) dogum sonrasi donem olmak iizere ii¢ donemde
olmaktadir (2).

Bilaminer germinal disk
Epiblast

Sinsityotrofoblagt =t s | &1 Hipoblast
Primitif oluk

Sitotrofoblast b

Ekstra-Embrivonik

tezodertn} Amniyotik kavite

Bukko faringeal membran

Amniyotik kavite Primitif pit -
Primitif nod | Primitif
Definitif yolk sak o
Primitif oluk
Eloakal membran
e Definitif yolk sak

Elkstra-embriyonik mezoderm

Sekil 1. Bilaminar germinal diskin dorsal yiizeyinin goriiniimiil. Primitif ¢izgi bir giin dnce olusmustur ve
germinal disk uzunlugunun % 50’sini kapsamaktadir. Yukaridaki sekilde embriyonun koryonik kavite duvarma
tutunmasi goriilmektedir (4).

1.1.1. Embriyonik Diskin Olusumu

Siirekli boliinen hiicreler blastosit denen hiicre kiimelerini olusturur. Gebeligin 14.

giiniinde, farklilagsma ve 6zellesme baslar ve diiz, oval bir disk belirir. Daha sonra, bu



diskin kaudal ucunda uzunlamasina bir oluk (primitif ¢izgi) olusur ve olugun sefalik
ucunda primitif nod belirginlesir (Hensen nodu). Bu asamadaki embriyonik diskin
dis tarafinda ektoderm, i¢ tarafinda ise endoderm tabakasi yer alir (4) (Sekil 1).
Hiicreler primitif ¢izginin her iki tarafindan, sefalik yone ve i¢ kisimlara
dogru go¢ ederek, endoderm ile ekdoderm arasindaki para-aksiyel intra-embriyonik

mezodermi olustururlar (2, 4) (Sekil 2).

Epiblast
Mezoderm

_|- Endoderm

¥
#

L .'r.'. J
F
{ /=~ Epiblast

~“—Endoderm

Sekil 2. Mezodermi olusturmak iizere go¢ eden hiicrelerin kullandigi yollar ve yonleri goriilmektedir (4).

Hensen nodundan kdken alan yiizeyel hiicreler, gebeligin 17.gilinlinde sefalik
yonde ilerleyerek, endoderm ve ektoderm arasindaki notokord’u olustururlar (2, 4)

(Sekil 3).
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Sekil 3. (A,C) Notokordun olusmasi ve sefalik yone dogru biiyiimesi goriilmektedir. (B) Cizgi ile

gosterilen seviyedeki germinal diskin kesitsel gériiniimii (4).

Gebeligin 18. giinlinde, notokord bir silindir halini alir ve alttaki endoderm
dokusundan ayrilir (Sekil 4c). Noral tiipiin bundan sonraki gelisimi ndrolasyon,

kanalizasyon ve regresyon olarak iic donemde incelenir (2, 4).
1.1.2. Norolasyon

18-28. gebelik giinleri arasindaki donemdir ve bu donemde meydana gelen
bozukluklar, ciddi kranyal ve spinal disrafizm ile sonuclanir. Bu donem, menstriiel
siklusun son 1-2 haftasina denk gelen ve ¢ogu kadinin bir sonraki menstriiasyonunu
bekledigi donemdir. Bu nedenle, bu kritik asamadaki kadinlar hamile olduklarmin
genellikle farkinda degildirler (1).

Ugiincii gebelik haftasinda ektoderm kalinlasir ve noral plak olusur. Takip
eden giinlerde, noral plagmn dis kisimlar1 yiikselmeye bagslar ve noral kivrimlar

meydana gelir. Ortada ise noral oluk bulunur (1, 2, 4) (Sekil 5,6).



Noral kivrimlar orta hatta birleserek noral tiipli olusturur. Noral tiiplin
kapanmasi, servikal bolgeden baslayarak kranyal ve kaudal kisima dogru ilerler.
Gebeligin 23-25. giinlerinde 6n ve arka bdliimlerin kapanmasi tamamlanir (Sekil 7 a,
b,c,d). Daha sonra, yiizeyel ektoderm noral tiipten ayrilarak orta hatta birlesir (1,2,4)
(Sekil 7e).
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Sekil 4 (a.b.c). Notokordun bir silindir halini alarak alttaki endodermden ayrilmasi sematize edilmistir.
Oncelikle notokordun &n yiizii (ventral) endodermle birleserek notokord plagmni olusturur, daha sonra
notokord endodermden ayrilir (16-22. giinler) (4).

Cilt, noral tiip ve notokord arasina mezenkimal hiicreler go¢ ederler ve bu
hiicrelerden daha sonra meninksler, vertebral birimler ve paraspinal kaslar olusur.
Norolasyon ile spinal kordun L1-L2 seviyesine kadar olan kismi olusmaktadir.
Norolasyon tamamlandiktan sonra Hensen nodu ve primitif ¢izgi, daha sonra sinir,
iirogenital ve sindirim sistemi elemanlarinin gelistigi farklilasmamis bir hiicre kitlesi
olustururlar. Bu donemdeki bozukluklar, sayilan sistemlerin anomalileri ile

sonuclanabilir (1).
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Sekil 5. 18-20. giinlerde noral plagin biiylimesi sematize edilmistir (4).

Sekil 6. 20. giiniinde olan bir embriyonun elektron mikrografik goriiniimii. Noéral plak ¢ok iyi

goriilmektedir. Oklarla gosterilen kivrimlardan daha sonra beyin dokusu gelisecektir (4).



Sekil 7. Norolasyon (a,c) Norolasyon noral kivrimlarin olusmasiyla oksipitoservikal bolgeden baslar, (d)
Noral kivrimlar orta hatta birlesir ve yiizeyel ektodermden ayrilirlar, (d,e) Daha sonra yiizeyel ektoderm

kenarlari birlesir ve noral tiipiin iistiinii kapatir (4).

1.1.3. Kanalizasyon

Gebeligin 28-40. giinleri arasindaki donemdir. Spinal kanalin kaudal kismi bu
donemde olusmaktadir. Norolasyon doneminin aksine, kanalizasyon saglam
ektoderm altinda gelisir (1, 2).

1.1.4. Regresyon

Gebeligin 40. giiniinden sonraki embriyonik ve fetal yasamin tiimiinii kapsar.
Distal spinal korddan, pia-araknoid artik olan filum terminale gelisir. Vertebral kolon,
spinal korddan daha hizli uzadigindan, konus medullaris dogumdan sonra, eriskin
diizeyine yakin olan L1-L2 araligina gelir.

1.1.5. Beynin Gelisimi

Silindir halini almig noral tiipiin kranyal kivrimlarindan beyin gelisir.
Gebeligin 25. giiniinde 6n beyin (prozensefalon), orta beyin (mezensefalon) ve arka
beyin (rombensefalon) ayirt edilebilir (Sekil 8). Gebeligin 35. giiniinde 6n beyin,
telensefalon (gelecekteki serebral hemisferler) ve diensefalona (serebellum) ayrilir.

Arka beyin ise metensefalon (gelecekteki pons) ve miyelensefalona (gelecekteki



medulla oblongata) ayrilir. Spinal kord anomalilerinin aksine, serebral anomalilerin

cogu fetal donemde meydana gelen bozukluklara baglh olarak gelisir (1, 2, 4).
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bilegke
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Sekil 8. 29. giiniinde olan bir embriyoda SSS’nin goriiniimii (4).

1.2. Noral Tiip Kapanma Defektleri

Noral Tiip Kapanma Defektleri (NTKD)’ ne tarthi belgelerde de
rastlanmaktadir. Misir’da bulunan bir mumyanin anensefalik oldugu saptanmistir (5).
NTKD’nin etiyopatogenezi tam olarak aydinlatilamamistir. NTKD ile birlikte mono-
allelik bozukluklar siklikla gorilmesine karsin, bir ¢ok c¢alisma etyolojinin
multifaktoriyel olabilecegini desteklemektedir (3,6,7). Genetik ve ¢evresel faktorler

suclanmaktadir. Cevresel etken olarak, annenin valproik asit ve alkol kullanmasi,



diyabet, hipertermi ve folik asit eksikligi gibi beslenme bozukluklarmm olmas ileri
striilmektedir (8-12). Anne adayma oOzellikle folat gibi vitaminlerin verilmesinin,
NTKD’li cocuk dogurma riskini azalttig1 gosterilmistir (11, 13, 14). NTKD’li
cocuklarin annelerinde folat metabolizma bozuklugunu diisiindiiren, plazma folat
diizeylerinde diisme ve homosistein diizeylerinde yilikselme saptanmasidir. Bu
durumdan, 5,10-metilen tetrahidrofolat rediiktazin enzimatik etkinligi yeterli olmayan
bir varyant1 sorumlu tutulmaktadir (3, 6).

Yapilan calismalarda, NTKD’lerin degisik toplumlardaki insidansi, % 0.001-
% 1 arasinda saptanmustir (15-17). NTKD’ler siyah irkta, beyaz wka goére daha az
goriilmekte ve epidemiyolojisi cografi degiskenlik gostermektedir (18). Beslenme
kosullarinin diizelmesi ve anne sagligmna verilen onemin artmasindan dolayi, son
yillarda NTKD insidansinda diinya genelinde bir azalma goriilmektedir (18, 19).
Ulkemizde ise, ¢cogu anne adayinin beslenme kosullarmm halen kotii olmasi ve
prenatal tan1 yontemlerindeki yetersizliklere bagh olarak, NTKD insidansinda belirgin
bir azalma olmamistir (20). Buna karsin, yenidogan yogun bakim {initelerinin ve
cerrahi tekniklerin gelismesiyle, NTKD’li dogan bebeklerin yagama sansi ve yasam
stirelerinde artis gozlenmistir (19, 21). Bu nedenle, NTKD’1i hasta popiilasyonu ve bu
hastaligin daha sonraki yaslar i¢in getirdigi sorunlar her gecen giin artmaktadir.

NTKD’ler kranyal ve spinal disrafizm olarak ikiye ayrilabilir.

1.2.1. Kranyal Disrafizm

1.2.1.1. Anensefali

Beyin ve onu cevreleyen kafatasinin olmamasidir. Bazi vakalarda, kismi
olarak supratentoriyal ya da daha sik olarak infratentoriyal yapilar yoktur. Cogu
bebekte ise beynin biiyiik bir kismi biitiin olarak yoktur (5).

1.2.1.2. Ensefalosel ve Kranyal Meningosel

Kafatasinda agiklik vardir. Leptomeninksler, meningoselde tek basina,
ensefaloselde ise alttaki beyin dokusu ile birlikte bu agikliktan disar1 tasar.
Ensefaloselin boyutlari, kiigiik bir sigkinlikten, bebek bas1 biiyiikligiine kadar
degisebilmektedir (5).

1.2.2. Spina Bifida

Myelodisplazi, miyelomeningosel, konjenital spinal kord defekti ve néral tiip

defekti (NTD) tanimlarin tiimii spina bifiday1 tanimlamada kullanilmaktadir. Spina



Bifida (SB) spinal kordun ve omurganm konjenital kapanma defektidir (22). Bir
yiizyildir bilinmesine karsin etyolojisi tam olarak giin 151g1na ¢ikarilamamais, genetik ve
cevresel faktorlerin kombinasyonuyla meydana geldigi diistiniilmiistiir. Cocuktaki
spinal kord hasar1 zamanla daha kotiiye gitmez, fakat hayat boyu devam eder (23).

Spina bifida morbidite ve mortalite orani yiiksek, cogunlukla folik asit
eksikligi ile birlikte genetik faktorler veya gebelikte kullanilan bazi ilaglardan
kaynaklanan, alt ekstremitelerde paralizi, nérojen mesane ve barsak disfonksiyonu,
hidrosefali gibi yasam boyu kalici morbiditelere yol acan bir malformasyondur.
Ailelerin ve saglik kurumlarinin bu ¢ocuklarin tedavisi i¢in gosterdigi ¢abalar tam
tedavi edici sonu¢ verememekte, bu bireyler Omiir boyu tibbi bakima ihtiyag
duymaktadir (24).

1.2.2.1. Spinal Defektin Patoembriyolojisi

Noral tiplin ve beynin olusumunun embriyolojik arastirmalari, SB’nin
gestasyonun 22. ile 28. giinleri arasinda meydana geldigini gostermistir. Bu periyod
esnasimda spinal kord nérolasyon olarak adlandirilan siirecte sekillenir. Noral tiipiin
kaudal kismi yaklasik olarak gestasyonun 26. giiniinde kapanir. Bu kapanma kaudal
kenarm herhangi bir noktasinda yetersiz kalirsa, miyelomeningosel veya SB aperta
defektinin baslangicini olusturur (25).

1.2.2.2. Spinal Disrafizm Tipleri

Vertebral kolondaki kemik yapilarinin bozukluguna gore;

a- Spina Bifida Aperta

b- Spina Bifida Okiilta olarak ikiye ayrilir (23, 26).

1.2.2.2.1. Spina Bifida Aperta (Acik spinal disrafizm)

Omurgadaki agikliktan sadece meninkslerin herniye olmasi meningosel,
meningosellerle birlikte spinal kolonun da herniye olmasi miyelomeningosel olarak
tanimlanir. Spina bifida ¢ogunlukla spinal kordun lomber bélgesini tutar. Yerlesim
seviyesine gore insidans dagilimi soyledir: % 47 lumbosakral, % 26 lomber, % 20
sakral, % 5 torasik ve % 2 servikal bolgede (27). Kese ¢cogunlukla posteriora uzansa da
nadiren anteriora uzanim goriilebilir.

SB Apertada Goriilen Anormallikler 4 Sekilde Simiflanir

1. Meningosel: Noral tiip normal olarak olusur. Kese i¢cinde beyin omurilik

stvis1 (BOS) ve zarlar bulunur. Kese duvari, saglikl bir cilt dokusu ile ortiiliidiir (20).



2. Meningomiyelosel: En sik goriilen NTKD tipi olup yaklasik bin canli
dogumda bir goriiliir (1). Bu malformasyonda, spinal kordun bir pargasi yuvarlanarak
noral tiipli olusturamaz. Noral tiip kapanamadigi i¢in ektoderm, noral tiipii
kaplayamaz ve ciltte bir agiklik gelisir. Agikta kalan noral plagi, ince bir cilt ve
araknoid doku tabakasi c¢evreler. Altinda subaraknoid bosluk vardir.
Meningomiyelosel ile hidrosefali ya da Chiari II malformasyonu gibi diger baz1 SSS
anomalileri siklikla birlikte goriilebilmektedir (1, 20).

3. Lipomeningomiyelosel: Kapanmamis noral tiiplin arka yiizeyinde daha
sonra yag hiicrelerine doniisen mezenkimal hiicreler kalir (1).

4. Miyelosizis: Erken embriyolojik donemde gelisir. Genis bir norolasyon
defektidir. Gebeligin 28. giinii civarinda olusur. Genellikle, torako-lomber bolgede
goriiliir. Agikta kalan noral plagin ylizeyi diizdiir ve genellikle tam epitelize degildir.
Siklikla BOS sizmtisma bagli olarak menenjit ve ventrikiilit riski yiiksektir. Agikta
kalan noral dokunun amniyotik siviyla temasi nedeniyle doku hasar1 gelistiginden,
genellikle lezyon seviyesinin altinda tam bir norolojik defisit vardir (5).

Spina bifida apertali ¢ocuklarda hipospadias, kriptorsidizm, mesane ekstrofisi,
imperfore aniis, ¢ift iireter, at nali bobrek gibi genito-liriner anomaliler normal
cocuklara oranla daha sik goriilmektedir (28). Spina bifidali ¢ocuklarda, dogumsal
kalp hastalig1 ve yarik damak gibi anomaliler de goriilebilmekle beraber ancak bu
anomalilerin spina bifidali ¢ocuklardaki insidansi, spina bifidasi olmayan ¢ocuklara
oranla daha fazla degildir (5).

1.2.2.2.2. Spina Bifida Okiilta

Spina bifida okiilta daha ¢ok lomber veya sakral bolgede meydana gelir. Bebegin
sirt1 normal ciltle kaplhdir ve kese olusumu gozlenmez. Cogu zaman kemik anomalisi
vardir ancak kas yapis1t normaldir. Sirtta orta hatta genellikle bir yumru/sislik, killanma,
kizarikhik ve/veya nevuslardan herhangi biri goriilebilir. Norolojik disfonksiyon SB
okiiltada baslangigta genellikle bulunmaz. Fakat ilerleyen donemde spinal kordun
yapismasina bagh olarak problemler gelisebilir (25). Kutanoz iliskinin haricinde, yeni
doganda veya erken bebeklik doneminde anormalliklerin tespiti yaygin degildir. Fakat,
tespit edildigi zaman, tek tarafli ayak deformitesi (pes kavus veya genellikle ayak
deformitesi ile birlikte alt ekstremitede atrofi) igerir. Norolojik bulgular c¢ocuk

yiiriidiikten sonra belirginlesir.
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Birgok SB okiiltali hasta hi¢bir bulgu vermediginden dolayr hastaliklarmnin
farkina bile varmazlar. Basit radyografik tetkikte rastlant1 eseri bulunabilir. SB
okiilta, izole olarak 1. sakral ve 5. lomber vertebrada lokalizedir. SB okiiltaya medulla
spinalisin diger konjenital defektleri eslik eder. Bunlarm ¢ogunlugu dermal siniis (% 35),
lipoid tiimorler (% 29) ve filum terminaledeki anormalliklerdir (% 24) (29).

SB Okiiltada Goriilen Anormallikler 5 Sekilde Siniflanmir

1-Split Kord Sendromu: Spinal kord iki pargaya ayrilir. Cocuk
biiytidiiglinde, korddaki ayrilma yarigin vertebral kolondan daha yavas biiylimesi
sebebiyle daha da biiyliyebilir. Bu durumda sfinkter bozukluklar1 ve alt ekstremitelerdeki
norolojik bulgulardaki artis ortaya ¢ikar. Bu bulgular genellikle 2 yasindan Once
goriilmez. Cerrahi tedavi gerektirir (30).

2-Dermoid Kist: Kesenin kapatilmasi esnasinda, eger herhangi bir dermal
element spinal korddan ayr1 baglanirsa, dermoid kistler gelisebilir. Sonug olarak noral
elementlerin lizerine direkt basincin olugsmasiyla lumbosakral koklerin fonksiyonunda
azalma meydana gelir (31).

3-Lipom: Lipom yagh dokudaki toplanmadir, spinal kordun sonuna baghdir.
Sirt tizerinde genellikle yumru veya gamze bulunur (24).

4-Dermal Siniis: Santral sinir sistemi ile bagli degildir. Genel olarak bu
defektler lumbosakral ve oksipital bolgelerde goriiliir. Acik siniis trakti varligi
serebrospinal sivinin drenajina veya bakteriyel enfeksiyonlarin girigine izin verir (29).

5-Filum terminale anormallikleri: Normal filum terminalenin kalnhgi 2
mm’dir. Filum terminale elastik yapida bir olusumdur. 2 mm’den daha kalm bir yap1
sergilendiginde bu elastisitesini yitirmektedir. Bazi olgularda ise filum terminale
tamamen yag dokusu karakterindedir (20). Bu anomalilerde spinal kord ve/veya sinir
koklerinde basiya bagli hasar olusmakta, bu da gelismekte olan ndral dokunun
distorsiyonuna neden olmaktadir (32, 33).

1.2.2.3. insidans

Annenin 1y1 beslenmesi, anne sagligina verilen dnem ve gelisen prenatal tani
yontemleriyle SB saptanan gebeliklere son verilmesiyle birlikte diinyada insidansi
azalmaktadir (26). Amerika Birlesik Devletleri’nde yaklasik olarak yilda 3000 SB’li
bebegin diinyaya geldigi bildirilmistir. Bu bebeklerin yariya yakini miyelomeningosel

tip SB hastasidir. Insidans1 Afrika ve Amerika insanlarinda diisiik, Ingiltere, irlanda
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ve Ispanya’nin giineyinde yiiksektir (24). Amerika’da dogan 1000 bebegin ikisinde
SB vardir. Ancak Tiirkiye icin yeterli istatistiksel veri olmamasi nedeniyle insidans
bilinmemektedir (34).

Tirkiye, saglik kayit sisteminin iy1 olmamasi1 nedeni ile pek ¢ok degisken gibi
cesitli konjenital malformasyonlarm sikliginin bilinmedigi bir iilkedir. Tirkiye’de
NTD ile ilgili epidemiyolojik bulgular, prevalansin bdlgesel ve demografik
ozelliklere gore degistigini gostermektedir. Bu konuda Tiirkiye’de ¢esitli illerde
yapilmis arastrmalarda NTD’nin sikligi binde 3-5.8 arasinda degistigi tespit
edilmistir (35-46). NTD’lerin siklig1 tilkeler arasinda 6nemli farkliliklar gosterir.
Noral tiip defektleri diinyada % 0,1 - % 0,4 {lkemizde ise % 0,3 oraninda
goriilmektedir (24, 46, 47). izmir’de yapilan bir ¢alismada SB insidans1 1,5/1000
olarak tespit edilmistir (48). Elazig’da 2004 yili verileri dikkate alindiginda SB
insidans1 2.6/1000 olarak tespit edilmistir (49).

Yukarida sunulan veriler illkemizde NTD sikliginin Avrupa ve ABD
verilerinden yiiksek oldugunu gostermektedir (15). Biitiin diinyada oldugu gibi bizde
de NTD siklig1 ve dagilimidaki farkliliklar, etyolojik faktorler olarak beslenme,
kiiltiirel veya genetik nedenler gibi bazi 6zgiin veya 6zgiin olmayan nedenlerin
incelenmesi gerektigini gostermektedir.

1.2.2.4. Etyoloji

Tam olarak bilinmemekle birlikte SB nedenleri hakkinda cesitli teoriler
bulunmaktadir. Bunlar arasinda genetik faktorler, cesitli teratojenler, beslenme
bozukluklar1 sayilmaktadir. Bilinen teratojenler maternal alkolizm ve valproik asit
kullannmidir. Annede folik asit yetersizligi bazi popiilasyonlarda spinal disrafizme
yol acabilecek 6nemli bir faktordiir (26).

1.2.2.5. Tan1 Yontemleri

Gebelik sonrasinda alfa-fetoprotein testi ve ultrasonla birlikte SB teshis edilebilir.
Gestasyonun 15-20. haftalarinda amniyon sivisinda yiiksek alfa-fetoprotein spinal kord
defektinin varligmi gosterebilir. Bu seviye takibini daimi olarak ultrason muayenesi
izler. Ilerleyen ¢aligmalar prenatal anatomik lezyon derecesinin yiiksek-rezoliisyonlu

ultrason ile goriilebilecegini ortaya koymustur (23).
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1.2.2.6. Korunma

Folik asit bir ¢ok taze gidada bulunan bir vitamindir. Gebeligin olusumundan
en az bir ay onceden baglayarak gebeligin 3. ayma kadar yeterli folik asit alan
annelerde SB’li bebek dogurma riskinin % 70 azaldig1 gosterilmistir. Bebegin SB’1i
oldugu saptandigi zaman aileye bilgi verilmeli, tibbi kiirtaj secenek olarak
sunulmalidir (20, 28). Eger gebeligin ilerleyen donemlerinde bebegin SB’li oldugu
tespit edilirse vajinal dogumun yaratacagi travma yerine sezeryan tercih edilerek
bebegin sinir fonksiyonlarmin bazilar1 korunabilir. Bebek dogdugunda kese
enfeksiyonu Onlenerek ve mikro cerrahi teknikleriyle dogumun hemen sonrasinda
kese kapatilarak bazi noéral yapilar korunabilir (22,50).

1.2.2.7. Spina Bifidanmn Klinik Onemi

Defektin anatomik ve norolojik seviyesi, norolojik hasarmn derecesi tespit
edilmelidir. Noral tiip hasartyla bir¢ok viicut sistemi etkilenir. SB’li ¢gocuklarm motor
kayip yaninda pek ¢ok problemleri vardir (24). SB’ 11 hastalarda beyin veya beyin
sap1 tutulumu goriilebilmektedir. Santral sinir sisteminin multifokal tutulumu nedeni
ile bu cocuklarda travmatik omurilik yaralanmali cocuklardan ¢ok daha farkl
problemlerle karsilagilmaktadir. Bu hasta grubu i¢in en uygun yaklasim, multidisipliner
bir takim anlayis1 igerisinde kapsamli bir terapi plani ¢izilmesidir.

1.2.2.7.1. Urolojik ve Nefrolojik Problemler

Gilintimiizde spina bifidali ¢ocuklarin gerek yasam siirelerinin gerekse yasam
kalitelerinin artirilmasinda multidisipliner yaklasimin o6nemi kabul edilmistir.
Multidisipliner yaklasim, degisik disiplinler arasinda bilgi alis verisi ile hastaligin
fizyopatolojisini daha iyi anlamamizi ve anlatmamizi saglarken, degisken o6zelligi
olan norolojik tablonun kontroliini ve komplikasyonlarin  6nlenmesini
kolaylastirmaktadir (51).

Bilindigi gibi spina bifidada klinik tablo, etkilenen sinirsel yapilara ve
etkilenme derecesine bagli olarak degiskenlik gostermektedir. Bu yiizden, patolojinin
seviyesi, spinal kord yaralanmalarinin tersine hastaligin klinigi ve gelecegi hakkinda
bize fazla ipucu vermemektedir.

Bu olgularda goriilen irolojik patolojiler de oldukca degiskenlik
gostermektedir. Bu cocuklarda goriilen baglica tirolojik ve nefrolojik problemler idrar

inkontinansi, uyumsuz ve retrakte mesane, idrar yolu enfeksiyonlari, idrar yolu taslari,
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VUR ve kronik bobrek yetersizligidir (31, 52, 53). Bu olgularda {iriner sisteme ait
kronik bobrek yetmezligi, vezikotireteral reflii ve idrar inkontinansi gibi sorunlar
mortalite ve morbidite nedenleri arasinda basta gelmektedir (10, 54). Spina bifidali
cocuklarda kronik bobrek yetmezliginin etiyolojisinde baslica rolii kronik pyelonefrit
ve VUR oynamaktadir (31, 53). Bu komplikasyonlarin dnlenmesinde en 6nemli
faktorler diisiik basingli idrar depolanmasi ve bosaltilmasinin saglanmasi, yliksek

rezidiiel idrar ve idrar yolu enfeksiyonlarmin 6nlenmesidir (20, 53).

Tablo 1. SB’ ye bagli nérojen mesanede kronik bobrek yetmezligi gelismesi

Mesane disfonksiyonu

/ \

Divertikiil VUR

\ —

PiyelInefrit

Renal parankim hasar1

|

Kronik bobrek yetmezligi

1.2.2.7.2. Gastrointestinal ve Lokomotor Problemler

Spina bifidada uyarilarin bozulmasi ile rektal veya rektosigmoid motilitenin
yavaslamasi, anal veya rektal hissin kaybolmasi, bozulmus eksternal anal sfinkter
fonksiyonu, levator kaslarin degisen motilitesi, internal sfinkterin motor
koordinasyonunun bozulmasi ve buna bagli gaita inkontinansi veya konstipasyon
seklinde gastrointestinal problemler ortaya ¢ikar (55).

Eger SB’li ¢cocugun kaslar1 spontan hareket edemiyorsa, kontraktiir veya
kaslarda kisalma gelisebilir, gergin kaslar ekstremiteyi normal pozisyonunun disina
cekerler ve eklemlerin uygun bir sekilde calismasmi onlerler (30). SB’li ¢ocukta
diizelmeyen postiir, eklem kontraktiirleri, deformiteler, zayiflik ve agr ile sonuglanar.
Goriilen baslica postiiral sorunlar arasinda basmn 6ne protriizyonu, yuvarlak omuzlar,
kifoz, skolyoz, hiperlordoz, kalca ve tibianin rotasyonel deformiteleri, kalca ve dizlerde

fleksiyon, ayakta pronasyon sayilabilir. Spinal deformiteler daha c¢ok yiiksek seviyeli
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lezyonlarda goriiliir ve yas ilerledikce prevalans artar (26). SB’li ¢ocuklarda sinir
hasar1 sebebiyle bacaklarinda ¢esitli derecelerde paralizi mevcuttur (56). Lezyon
seviyesinden bagimsiz olarak bu olgularda {ist ekstremitelerde gii¢c kaybi1 da goriilebilir.

Motor seviye en alt intakt noromuskiiler segment olarak tanimlanir (26, 34).
1.3. NTD Etyolojisinde Multifaktoriyel Kalitimin Rolii

Canlilarin 6zelliklerinin kalitsal oldugunun bilinci ile, tarih 6ncesi ¢caglardan
beri bitki ve hayvanlar arastirilmistir. Bununla birlikte, kalitimsal aktarim
mekanizmalarin1 anlamaya calisan modern genetik bilimi ancak 19.yy. in ortalarinda,
Gregor Mendel’in ¢alismasiyla baslamistir (57). Mendel, kalitimin fiziksel temelini
bilemediyse de, bu 6zelliklerin ayrik (kesikli) bir tarzda aktarildigini gézlemlemistir;
giiniimiizde bu kalitim birimlerine “gen” ad1 verilmektedir.

Genler DNA’da belli bolgelere karsilik gelir. DNA dort tip niikleotitten
olusan bir zincir molekiildiir, bu zincir lizerinde niikleotitlerin dizisi, organizmalarin
kalip aldig1 genetik bilgidir. Dogada DNA, iki zincirli bir yapiya sahiptir. DNA’daki
her iplik¢ikteki niikleotitler birbirini tamamlar, yani her iplik¢ik, kendine es yeni bir
iplik¢ik olusturmak i¢in bir kalip olabilme 6zelligine sahiptir. Bu, genetik bilginin
kopyalanmasi1 ve kalitimi i¢in igleyen fiziksel mekanizmadir (58).

Niikleotitlerin DNA’daki dizilisi, hiicre tarafindan aminoasit zincirleri
iretmek icin kullanilir, bunlardan protein olusur. Bir proteindeki amino asitlerin
sras1, gendeki niikleotitlerin sirasina karsilik gelir. Aradaki bu iliskiye genetik kod
denir. Amino asitlerin bir proteindeki dizilisi, proteinin nasil bir ii¢ boyutlu sekil
alacagimni belirler; bu yapmin sekli de proteinin fonksiyonundan sorumludur.
Hiicrelerin yasamalar1 ve tiremeleri i¢in gerekli hemen hemen tiim fonksiyonlar1
proteinler yaparlar. DNA dizisindeki bir degisim, bir proteinin amino asit dizisini ve
dolayisiyla onun sekli ve fonksiyonunu degistirir: bu, hiicrede ve onun bagl
bulundugu canlida 6nemli sonuglara yol agabilir (58).

1.3.1. Polimorfizm

Organizmada gelisimsel planlar1 belirleyen ve tiim hiicresel aktivitelerin
yonetiminden sorumlu olan molekiil DNA’dir. DNA dizilerindeki degisiklikler
bireylerin birbirinden farkli olmasma yol acar (genetik cesitlilik). Genom proteine

dontisecek olan genler ve ¢ok miktarda protein kodlamayan dizilerinden olusur.
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Genlerin i¢cinde de ekzon ve intron dedigimiz iki farkli kisim vardur.
Bunlardan ekzonlar protein yapismna katilirken protein kodlamayan ve genomun
%25’1ni olusturan intronlar RNA islenirken kesilerek sifreden uzaklastirilirlar. Diger
yandan genomun %60’indan fazlasini, ¢esitli tipte tekrarlayan DNA dizileri,
psodogenler, genler arasindaki tekrarlanmayan aralayici diziler ve mRNA’larm 5° ve
3> uclarinda bulunan, proteine ¢evrilmeyen diziler olusturur. Boylece genetik
cesitlilige yol actigmi var saydigimiz degisikliklerin DNA’nin hangi kisminda
oldugu 6nem kazanir (59).

Protein kodlayan ve olusan proteinin islevini 6nemli 6l¢iide sinirlayan DNA
degisiklikleri mutasyon olarak adlandirilir ve hastalia yol agarlar. Proteinlerde
farklilik yaratmayan, ya da olusan farkliliklarin fenotipte degisiklige yol agmadigi,
DNA dizi degisiklikleri ise ‘normal varyasyonlar’ ya da polimorfizm kavrami altinda
ele alinir. Evrim boyunca secici baski altinda olan mutasyonlar toplumda nadir
gozlenen degisiklikler olmasma karsin polimorfizmler toplumda yaygin olarak
bulunurlar (%1’in iizerinde). Olus mekanizmalarina ve bulunduklar1 yere gore farkli
tipte polimorfizmler mevcuttur. Literatiirde tespit edilen her yeni polimorfizmi
genom veri bankalarma kaydedilmektedir. Bu islem sirasinda her bir polimorfizm
icin bir referans (rs) numarasi verilmektedir. Boylece bu polimorfizmleri ¢alisacak
arastrmacilar bu numaralardan yola ¢ikarak polimorfizmler hakkinda ayrintili
bilgilere ulasabilmektedirler (60).

1.3.1.1. Kisa DNA Baz Tekrarlan

(Short tandem repeat polimorfizm; STRP veya microsatellit): Insan genom
calismalar1 swrasmnda genomda sifreye doniismeyen bdlgelerde iki baz (6rnegin
sitozin-adenin; CACACACA....gibi) ya da dort bazlik (Guanin-Adenin-Timin-
Adenin; GATAGATAGATA....... gibi) tekrar bolgeleri oldugu gorilmiistiir.
Bunlarin su andaki bilgilerimize gore islevsel herhangi bir gorevleri yoktur, ancak
bireylerin DNA’larinin birbirinden farkli olmalarina neden olurlar ve toplumda
yaygin bulunurlar. Bu bolgeler icerdikleri tekrar sayilarina gére DNA’da bdlgeye
0zgii bireysel biiyiikliik farklar1 yaratirlar. Homolog kromozomlardan birisi babadan
digeri anneden gelmis oldugu i¢in ilgilendigimiz tekrar bolgesi agisindan bireyin iki
kromozomu arasinda fark olabilir. Boyle bir bireyin DNA’smnin ilgili bdlgesini

polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) metodu ile cogaltip jelde yiiksek elektrik akimi
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altinda yiiriitecek olursak, daha kisa olan DNA parcast daha hizli ilerleyecek digeri
ise geride kalacaktir. Boylelikle jel iizerinde farkli bant goriiniimleri olusacaktir.
Incelenen bireylere ait DNA’lar cogaltilip jelde yan yana yiiriitilecek ve jel
gortntiileri karsilagtirilacak olursa bireysel DNA farkliliklar1 saptanabilir ve genetik
gosterge olarak kulanilabilir (61).

1.3.1.2. Uzun DNA Baz Tekrarlan

(Variable Number Tandem Repeats (VNTR); minisatellitler): DNA’nin bazi
bolgelerinde blok halinde biiyllk DNA parcalarinin (9-70 baz c¢ifti ve daha uzun
bolgeler) tekrarlandig1 goriliir. Bu tekrar bolgelerini igeren DNA pargalar1 bdlgeyi
icine alacak sekilde bolgenin disindan enzimler araciligi ile (Restriksiyon enzimleri)
kesilir. Daha sonra ilgili bolge nitroseliilloz bir membrana aktarilir ve  VNTR
bolgelerine 6zgii isaretli DNA parcalar1 ile (probe) birlestirilir (Southern blotting
yontemi). Boylelikle bireyler arasinda farkli uzunlukta olan DNA pargalar1 goriiniir
hale getirilmis olur. VNTR lerin saptanmas1 6zellikle adli tipta genetik parmak izi
(genetic fingerprinting) dedigimiz islemde genis kullanim alan1 bulmustur (62).

1.3.1.3. DNA’nin Tek Bir Bazindaki Degisiklikler

Single nucleotid polymorphisms (SNP): Burada tek bir DNA bazinda
(Ornegin Adenin) baska bir baza degisme (Ornegin Guanin) s6z konusudur. Bu
degisiklik genomun sifreye donmeyen kisimlarinda meydana geldigi zaman
yorumlanmalari tipk1 yukarida anlatilan kisa ve uzun baz tekrarlarindaki farkliliklar
gibidir (bireyler arasinda genetik ¢esitlilige yol agar). Genetik materyaldeki normal
varyasyonlar bazen gen i¢inde hatta ekzonlar i¢inde de olabilir. Proteinlerin yapisina
katilan amino asitler 3’lii DNA baz dizilerini (codon) tanirlar. Ornegin GTT dizisi
daima Valin amino asidini kodlar. Bu ti¢lii yapiin ilk iki bazindaki degisiklikler
amino asit yapisinda degisiklige yol agcarken son bazdaki degisiklik (GTC;GTA;GTG
gibi) yine valin amino asidini taniyarak, sonugta olusan amino asit sifresinde bir
farklilik yaratmaz. Bu tip degisiklikler gen i¢inde olduklar1 halde proteinde degisiklik
yapmadiklar1 i¢in “esanlamli” (synonymous) mutasyonlar olarak adlandirilirlar. Bazi
durumlarda da olusan DNA degisikligi amino asidi degistirir ancak bu degisiklik
proteinin fonksiyonunda etkili olmaz. Bu tip degisiklikler de “sessiz mutasyonlar” ya
da es anlamli olmayan (nonsynonymous) degisiklikler olarak adlandirilir. Biitiin bu

degisiklikler polimorfizim kapsami icinde ele alinir, toplumda yaygm olarak
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bulunurlar ve bireylerin genetik materyalini birbirinden farkhlastirarak genetik
gosterge olarak kullanilabilirler. SNP degisikliklerinin son yillarda fark edilen
onemli bir yarar1 da bu degisikliklerin pek ¢ogunun gen i¢inde yer almalar1 nedeni ile
gen haritalama caligmalarinda hastaligin dogrudan c¢alisilan gene baglant1 gdsterip
gostermediginin saptanabilmesine yardimci olmasidir. SNP’ler bugiin 6zellikle DNA
¢ip teknolojisinin geligsmesi ile ilgili hastaliklara genetik yatkinliklarin sinandigi en
onemli gosterge haline gelmislerdir (63).

SNP degisiklikleri ile ¢calismak, DNA pargaciginda biiyiiklilk farki yaratan
diger polimorfizmlerle (6rnegin STRP) calismaktan farklidir. Burada tek bir baz
baska bir baza degismektedir ve biiyiikliik farki olusmadig: i¢in bu bdlgeleri PZR
metodu ile ¢ogaltip jelde olusturacag biiyiikliikk farklar1 agisindan degerlendirmenin
bir anlam1 yoktur. Allellerden birinde olusan bu baz degisikligini taniyacak ve
cogaltma sonrasinda iki allel arasinda biyilikliik farki yaratacak farkli primer
kullanilmasina dayali “allele 6zel amplifikasyon” bu amagla kullanilan yontemlerden
biridir. Olusan degisiklik belli DNA bélgelerini taniyip kesen enzim bolgelerinde
olusmussa, ilgili enzimin DNA’y1 kesip kesmemesini denemeye dayali DNA’y1
kesen enzimlerin olusturdugu uzunluk polimorfizmleri (Restriction Fragment Length
Polymorphism; RFLP) de kullanilabilir. Yine bu degisimi florasan isaretlerle taniyan
otomatik analizatorlerin kullanilmasi da bu amagla kullanilan pahali fakat etkin
yontemlerdir (61).

1.3.1.4. DNA’y1 Kesen Enzimlerin Olusturdugu Uzunluk Polimorfizmleri

(Restriction Fragment Length Polymorphism; RFLP): DNA’y1 belli baz
dizilerinden tanmiyrp kesen enzimler “DNA kesim enzimleri (Restriction
Endonucleases)” olarak isimlendirilirler. Bazi kesim enzimlerinin 6zgiil tanima
bolgeleri genellikle 4-6 DNA bazindan olusur. Normalde enzimin tanima bolgesi
olan bu bazlarda bir degisiklik oldugunu var saydigimizda enzimin DNA’y1 kesme
kalib1 degisecektir. Yani genomik DNA’da olusan dizi degisiklikleri, belirli kesim
bolgeleri yaratir veya onlar1 yok eder. Bu nedenden dolay1 boyutlar1 degisen bir veya
birden fazla DNA fragment Southern blot ve klonlanmig DNA probu ile
hibridizasyondan sonra gorlniir hale getirilebilir. Bu enzim kesim 6zellikleri
polimorfik nitelikteki genetik gostergelerin bir diger 6rnegi olarak kabul edilebilir ve

baglant1 ya da iliskilendirme analizlerinde kullanilabilir (64).
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Goriilityor ki altta yatan molekiiler degisiklik ne olursa olsun polimorfizm
dedigimiz zaman genetik materyalde bireyleri (hatta ayni bireyin farkli allellerini)
birbirinden farklilastiran ve toplumda yaygin olarak bulunan degisikliklerden s6z
edilmektedir.

1.3.2. Tibbi Genetik’te Polimorfizmlerin Kullanimi

Polimorfizmler, tiim insan genetik arastirmalarinda anahtar niteligindeki
elementlerdir. Polimorfizmler, genin farkl kalitsal formlarini veya genomun farkli
bolgelerini ayirt edebilmek i¢in kullanilmaktadir. Genetik belirleyiciler olarak tibbi
genetikte kullanim i¢in pratiklik sunar.

Multifaktoriyel kalitim ile gegen hastaliklarin, iki veya daha fazla sayida
mindr mutant gen ile cevresel faktorlerin etkilesimi sonucu ortaya c¢iktigi
diistiniilmektedir. Poligenik kalitimda, tek gen kalitimi ve Mendelyan kalitimla gecen
hastaliklardan farkli olarak, ¢ok sayida mindr mutant genin etkisi s6z konusudur.
Poligenik hastaliklarin  etyolojisindeki genetik komponent, genetik egilimi
(predispozisyonu) olusturur. Bu hastaliklar ailevi olmakla birlikte, Mendelyan
kalitima kiyasla kalitim bi¢imleri ¢cok daha karmasiktir. Malformasyon olusum esigi,
hem genetik hem de cevresel faktorlerden etkilenmektedir. Esigi asan bireylerde
fenotipik olarak hastalik ortaya cikarken, esigi asmayan bireyler fenotipik olarak
normal olmaktadir (65, 66).

Canli bir hiicrede hergiin binlerce DNA hasar1 meydana gelmektedir. Serbest
radikaller, deaminasyon, oksidasyon ve alkillenme reaksiyonlari, ultraviyole ve iyonize
edici radyasyon gibi cesitli etkenler DNA hasarma yol agmaktadirlar (67, 68). Bu
hasarlar tamir edilmezse, olusan mutasyonlar ve kromozomal aberasyonlar hiicrenin
hem yasamini1 hem de genetik stabilitesini tehdit eder (67, 69, 70). Bu nedenle etkin
bir DNA tamiri fonksiyonel ve mutasyonsuz bir genomun varligmni siirdiirmek i¢in
sarttir. DNA hasar onarimu ile iligkili birkag protein, DNA metabolizmasmin ¢esitli
basamaklarinda birbirleri ile etkileserek DNA’nin biitlinliigiinii ve dogrulugunu korur
(69, 71).

NTD sikligmin gosterdigi biiyiik farkliliklar, olast genetik faktorlerin yaninda
basta beslenme olmak iizere degisik cevresel faktorlerin bu siklik lizerinde ¢ok etkili
oldugunu diistindiirmektedir. Diinyada simdiye kadar yapilan calismalarda bazi

toplumlarda genetik yatkinliga neden olan bazi polimorfizmler gdsterilmis olmakla
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beraber heniiz bu konuda bilinmeyen genlerin oldugu ve biitiin genetik faktorlerin
belirlenmesinin gliniimiiz sartlarinda miimkiin olmadig1 diistiniilmektedir.

1.3.3. Metilentetrahidrofolat Rediiktaz (MTHFR)’1In Noral Tiipiin
Kapanmasindaki Rolii

Son otuz yildir cesitli iilkelerde gebelerde folat eksikliginin NTD’lerine
neden oldugu konusunda arastrmalar yapilmaya baslanmistir. Ardindan yapilan
gozlemler annenin hamileliginde folat diizeylerinin desteklenmesiyle NTD’lerinin
tekrarlamadigimi veya sikligmin azaldigini gostermistir (72,73). Folik asit, normal
DNA yapimu i¢in gerekli niikleotidlerin sentezi ve hiicre i¢i metilasyon reaksiyonlar1
icin esansiyel olan bir maddedir. Hiicresel folik asit metabolizmasinda degisik
enzimler rol almaktadir. Yapilan ¢alismalar MTHFR enziminin bu metabolik yolda
anahtar rol oynadigini gostermistir. MTHFR, 5-10- metiltetrahidrofolatin 5-
metiltetrahidrofolata, doniisiimiinii saglar. 5- metiltetrahidrofolat homosisteinin
metionine remetilasyon basamaginda gorev yapan bir metil donoriidir. MTHFR
aktivitesinde bir azalma, homosisteinin metionine remetilasyonu i¢in gerekli folik
asit ihtiyacinin artmasma neden olur. Yeteri kadar folik asit bulunmadig1 durumda
hiicre i¢inde homosistein birikir, metionin remetilasyonu saglanamaz ve sonugta
DNA metilasyonu eksik olur. DNA hipometilasyonu da DNA’nin yapim ve onarim
bozukluguna neden olur (74).

1.3.3.1. MTHFR Enziminin Yapisi ve Gorevi

Memelilerde MTHFR’nin yapist hakkindaki ilk bilgiler, domuz karaciger
enziminin saflastirilmasi ile elde edilmistir. Sitoplazmik bir protein oldugu ve iki alt
birimden olusan homodimer yapida oldugu bilinmektedir (75). iki izoformu oldugu
insanlarda yapilan Western blot analizler sonucu bulunmustur (76). Bu izoformlar,
70 kilodaltonluk kiiciik alt birimlere sahip izoform karacigerden, 77 kilodaltonluk
biiytik alt birimlere sahip izoform ise diger dokulardan saflastirilmis olup ve ikisinin
de dokulara 6zgli oldugu rapor edilmistir. Enzim, 77 kilodaltonluk alt birim 40
kilodalton ve 37 kilodaltonluk kisimlara tripsinle proteolize ugratildiginda
ayrilmaktadir (76). Bu ayrilma sonucunda katalitik aktivitesi degismeyip, S-adenozil
metiyonin (SAM) inhibisyonu ortadan kalkmaktadir. Yapilan ¢alismalar sonucunda
katalitik bdlge olan 40 kilodaltonluk N-u¢ bolgenin substrat ve koenzim baglama

kisimlarina sahip oldugu, regiilator bolge olan 37 kilodaltonluk C-u¢ bdlgesinin ise,
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SAM baglama kismma sahip oldugu gosterilmistir (76). Memeli enzimi kendisine
nonkovalent olarak bagli, NADPH’mn metilentetrahidrofolata transferini saglayan
FAD koenzimi icermektedir (77).

1.3.3.2. MTHFR Enziminin Tanimlanmasi ve Fonksiyonu

MTHFR Enziminin, folat metabolizmasinda ve 5,10-metilentetrahidrofolati
S-metiltetrahidrofolata doniistiirmede anahtar enzim oldugu bilinmektedir (78).
Folatin bir formu olan 5,10-metilentetrahidrofolat, homosisteinin metionine tekrar
metilasyonu i¢in kullanilmaktadir. DNA metilasyonunun aktiflenmis formu olan S-
adenozil-metiyonin bu reaksiyonda metil vericisi oldugu icin, DNA metilasyonu

metiyonin sentezine bagli bulunmaktadir (Sekil 9) (75, 79).

MTHFR geninde goriilen bazi mutasyonlar, enzimde inaktivasyona neden
olarak, kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler hastaliklar icin 6nemli bir risk faktorii
olan hiperhomosisteinemi ve homosisteiniiri olugsmasina neden olmaktadir (75, 80).
MTHFR enziminin eksikligi durumunda klinik semptomlarin genis bir dagilim
gosterdigi agiklanmustir (75, 80). Hiperhomosisteinemi ve homosisteiniirinin ortaya
ciktig1 ciddi MTHFR eksikliginde, periferal noropati, gelisme geriligi, tromboz gibi
klinik belirtiler goriilmektedir. MTHFR eksikliginin hafif oldugu durumlara
popiilasyon genelinde oldukca sik rastlanilmaktadir (80, 81).
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Sekil 9. Metil grubu metabolizmasini igeren anahtar enzimler yolagi. Homosistein’in transsiilfiirasyon
ve remetilasyon metabolize yollari. (MTHFR: metilentetrahidrofolat rediiktaz, MS: Metiyonin
sentetaz CS: Sistatyonin (3 sentetaz, CL: Sistatiyonin y liyaz, BHMT: Betain homosistein metil

transferaz, MT: Metil transferaz SAM: S-denozilmetiyonin, SAH: S-adenozilhomosistein, THF
Tetrahidrofolat, DMG: Dimetilglisin) (82).
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1.3.3.3. MTHFR Geninin Yapisi ve Ozellikleri

MTHFR geni kromozom 1’de lokalize olup, 656 niikleotidden meydana
gelmektedir (Sekil 10). Insan ve fare iizerine yapilan cDNA ¢alismalari, her iki genin
de 11 ekzondan olustugunu ve ekzonun smirlarinin benzer Ozellik gosterdigini
bildirmislerdir (75, 81, 83). 1ki gende de kodlama sekanslar1, kodlanan aminoasitler

acisindan bakildiginda %85 benzerlik goriilmektedir (75, 81).

Insan MTHFR geninin kromozom 1p37.3’de lokalize oldugu cesitli
arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (84, 85). N terminal bdlgesi tam olarak
aciklanamamustir. Transkripsiyon faktorlerinin baglanmasi agisindan, MTHFR
geninin promotor bolgesi belirli alanlar icermektedir. Degisik dokularda farkli
MTHFR transkriptleri, gen bdlgesinde alternatif kaynasma (splicing) olaylar1
meydana gelmesiyle olugsmaktadir (85).

Insan genomik klonunun (17kb-kilobaz), 2.2 kb uzunlugundaki MTHFR

cDNA sekansmin tamamini i¢erdigi saptanmistir. 11 ekzon bulunmaktadir. Bunlarin

her biri 102-432 baz cifti igermektedir (75, 85).

Kromozom 1 -

MTEFR Gen Lokusu

Sekil 10. MTHFR geninin kromozom 1°deki yerlesimi.

1.3.3.4. MTHFR Enzim Polimorfizmleri

Insan ve fare MTHFR geni {izerinde yapilan ¢alismalar sonucunda MTHFR
geninde 33 farkli mutasyon belirlenmistir (Tablo 2) (74, 86-89). Bu mutasyonlardan,
vaskiiler hastalik, noral tiip defektleri ve kolon kanseri ile yakindan iligkili oldugu
aciklanan C677T polimorfizmi ile enzimin katalitik bolgesinde, 6zellikle ndral tiip
defektlerinde etkili olan A1298C polimorfizmi enzimin diizenleyici bolgesinde

ortaya ¢ikmaktadir (74, 86, 90, 91).
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Tablo 2. MTHFR geninde bugiine kadar tespit edilen mutasyon tipleri ve sayilari

Mutasyon Cesitleri Toplam Mutasyon Sayisi

Niikleotid yer degistirmesi (yanlis) 29
Niikleotid yer degistirmesi (splicing) 2
Niikleotid yer degistirmesi (diizenleyici) 0
Kiigiik delesyonlar 1
Kiigiik insersiyonlar 0
Biiyiik delesyonlar 0
Biiyiik delesyonlar/ duplikasyonlar 0
Kompleks diizenlemeler (insersiyon) 0
Tekrarlayan gesitlilikler 0

Toplam 33

Tablo 3. MTHFR geninde tanimlanmig polimorfizmler.

Polimorfizm Adi Niikleotid numarasi ve degisim
MTHFR C677T 677C>T
MTHFR A1298C (32) 1298 A> C
MTHFR ARG158GLN (29) 482G 2> A
MTHFR ARGI184TER (29) 550C>T
MTHFR ASN324SER (34) 983A>G
MTHFR TRP339GLY (40) 12T > G
MTHFR 108C-T (40) 1084C>T
MTHFR 1711C-T (40) 1711 C>T
MTHFR 1081C-T (76) 1081C>T
MTHFR METS581ILE (8) 581 Met > 1

1.3.3.5. MTHFR Genindeki C677T Polimorfizmi

C677T alleli 677. baz ¢iftinde, sitozinin timine degisimiyle meydana gelen ve
MTHFR geninin {irlinii olan proteinin 266. pozisyonda alanin amino asidinin

valinamino asidi yerine gegmesine neden olan nokta mutasyonudur (85, 90) (Tablo
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3). C677T polimorfizmi 4. ekzonda meydana gelmektedir, bu da MTHFR proteinin
N terminal bolgesini etkilemektedir. Sonu¢ olarak MTHFR aktivitesi azalir ve azalan
enzim aktivitesiyle S5-metiltetrahidrofolat seviyesinde azalmaya ve bunun sonucu
olarak da homosisteinin metiyonine doniisememesi nedeniyle plazma homosistein
seviyesinde artmaya neden olmaktadir (79, 92). Fonksiyonel olarak kodlanan protein

37°C {stii sicakliklarda diisiik enzimatik aktiviteye sahip olmaktadir (93).

MTHFR’nin C677T polimorfizminde, CC (Alanin/Alanin) homozigot
normal, CT (Alanin/Valin) heterozigot ve TT (Valin/Valin) homozigot mutant
genotipler bulunmaktadir (74, 94).

MTHFR’ nin C677T polimorfizminin, kardiyovaskiiler hastaliklar, noral tiip
kusurlari, Down sendromu, meme kanseri ve endometrial kanser gibi hastaliklarda

bir risk faktori oldugu agiklanmistir (86, 90).

C677T mutasyonunda, MTHFR aktivitesi, homozigot mutant TT genotipinde,
heterozigot CT ve homozigot normal CC genotiplerine gore azalirken, homosistein
seviyesi Onemli oranda yiikselmektedir (84). MTHFR eksikliginde, homosisteinden
metiyonin olusumundaki bir bozukluk, organizmada hem metiyonin (S-
adenozilmetiyonin) azalmasma hem de homosistein birikimiyle meydana gelen
toksik etki olusmasina yol agmaktadir (86, 95).

1.3.3.6. MTHFR C677T Polimorfizmi ve Noral Tiip Kusurlar:

Homozigot 677C -T allelinin, kontrollerle karsilasildiginda noral kusuru olan
kisilerde daha yaygin oldugu bilinmektedir. Yapilan ¢alismalar, MTHFR
polimorfizmi ile birlikte olusan folat eksikliginin, ndronal gelisimi etkiledigi ve noral
tiip kusuru olusumunu arttirdigini gostermistir (96).

1.3.4. PAX3 ve TEAD2’nin Noral Tiipiin Kapanmasindaki Rolii

DNA dogrudan protein sentezini yonetememektedir. Bu nedenle RNA
molekiillerini araci olarak kullanmaktadir. Hiicrelerin 6zel bir proteine gereksinimi
oldugunda doku ve hiicre spesifik olacak sekilde RNA sentezi gerceklestirilmektedir
(97). PAX3 ve TEAD2 noral tiipiin kapanmasinda gorevli olan iki ayr1 gendir.
TEAD2 p53 bagimli apopitozisi inhibe ederek noral tiiplin kapanmasimni
diizenleyebilmektedir. Farelerde yapilan deneylerde tek mutasyonlu allele sahip

farelerde eksensefali insidansinin arttig1 bildirilmisir. TEAD2 bagimli eksensefalide
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maternal etkinin folik asit metabolizmasina bagimli oldugu ileri siiriilmektedir.
TEAD2’nin noral krestde PAX3 ekspresyonunu diizenledigi bilinmektedir (98).

PAX3 ad1 verilen gen, beyinden ndronlara sinyal iletimini diizenlemektedir.
Bu gende olusacak bir mutasyon néronun normal sinyal almasini engeller ve ndronun
faaliyeti azalir (99). PAX3 dorsal noral tiipte ve pre-migrator noral krest hiicrelerince
E 8.5’te ilk gosterilen transkripsiyon faktoriidir (100). PAX3 eksikligi olan fare
embriyolarinda spina bifida olusur ve anormal dorsal kok ganglionu, enterik ganglion
eksikligi, kardiyak akis yolu anomalileri ve defektif melanosit gelismesini de iceren
bircok noral krest ile iligkili defektler gosterilmistir (101). PAX3 noral krest
indiiksiyonundaki en Oncii belirteglerden biridir. Noral ektoderm ile epidermal
dokular arasindaki doku-doku etkilesimini saglar (102, 103).

PAX3’iin noral krest ekspresyonunu diizenleyen c¢esitli bolgeleri mevcuttur
(Sekil 11). Insan ve fare genomlarmin dizilimlerini kiyaslarken proksimal 1.6 kb’lik
bolge icinde ozellikle korunmus iki bolge tanimlanmistir. Bu bdlgeler noral krest
destekleyici 1 ve 2 olarak isretlenmistir (NCE 1 ve NCE 2). TEAD2 PAX3’lin
promotor bdlgesinde yer alan enhancer’a baglanarak PAX3’iin ekspresyonunu
diizenlemektedir (Sekil 11) (102). TEAD2, DNA’ya baglanma yerini kapsayan
traskripsiyon faktor ailesine aittir (97). Bu bilgiler 1518inda PAX3 ve TEAD?2
genlerinin noral gelisim sirasinda etkili oldugu izlenmektedir. Ancak literatiirde
spina bifidali hastalarda bu genlerdeki polimorfizm ile 1ilgili ¢alismalar
bulunmamaktadir.

PAX3 promotorundaki TEAD baglayan bdlgenin, noral krest ve noral tiip
ekspresyonunda Onemli oldugu ve TEAD2/YAP65 kompleksinin bu bdlgeye
baglanabildigi ileri stiriilmektedir (Sekil 12) (97, 104, 105).

Okaryotik sistem icinde TEAD2 ve onun ko-aktivatorleri YAP65, NCE2’ yi
aktive edebilir. NCE artiric1 tizerindeki TEAD2 baglayan bolgenin mutasyonu noral
tiip ve noral krestteki transgenik ekspresyonu iptal eder. Transgenik yapilarin
etkilesimi ve noral tiiplerin eksprese olmalar1 icin TEAD2 baglayan bolgeler

gereklidir (Sekil 13).
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Sekil 11. PAX3 transgenik farede B-galactosidaz ekspresyonu. (A) Proksimal PAX3 genomik
sekansin st 6.1 kb’lik kism1 (1. Olusum) néral tiipte (nt), arka kok ganglionlarda (drg), arka beyinde
(hb) kismen tekrarlanmugtir. (B) Ust 1.6 kb’lik boliim ve intron 1’i igine alan 2. olusum 1.
olusumdakine benzer bir ekspresyon paterni vermistir. (C) 5’ yukar1 kisminin ¢ikarilmasi (4.olusum)
noral krest ekspresyon paternini devam ettirmistir. (D) 5 ve 3° sekanslarin NCE 1 ve NCE2 ye
delesyonu, buna ilave olarak igerdende 156 kb’lik kismin delesyonu (9. Olusum) A’dakine benzer bir
bir ekspresyon paterni olusumuna neden olmustur, ancak arka beyin ve ndral tlipte biraz zayif bir

ekspresyon gozlenmistir (98).
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Sekil 12. TEAD2 ve PAX3 arka noral tiipte birlikte eksprese edilir. E11.5 te hiicre i¢i melezlestirme
yapilmistir. (A) PAX3 ekspresyonu noéral tiibiin arka kismma sinirlanmistir (ok). (B) TEAD2
ekspresyonu PAX3 iin iistiine gelir ve 6n tarafa uzanir. (C) YAP65 ekspresyonu TEAD2 yi taklit eder.
(D,E) TEADI (D) ve TEAD3 (E) ndral tiipte daha zayif eksprese edilir. (F) TEAD4 ekspresyonu
noéral tipte saptanamamistir. (G-I) Ventrikiiler zonda (G) sagital boliimler beyne dogru PAX3
ekspresyonunu gosterirken, TEAD2 (H) ve YAP65 (I) inki st iiste biner. c, serebellar primordium;
IV, dérdiincii ventrikiil (98).
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Sekil 13. NCE2 nin kalitesini arttiran TEAD2 nin baglandig1 alandaki mutasyonlar noral tiip ve noral
krestte transgenik ekspresyonu durdurur. (A) Somit-spesifik PAX arttirict ve noral krest indiikleyici
yapiyl igeren transgenik embriyoda NCE2 deki bir TEAD mutasyonu gosterilmistir. Somit
ekspresyonu saglanirken dorsal noral tiipte veya noral krestte herhangi bir ekspresyon gézlenmemistir.
(B) Proksimal 15kb ve proksimal PAX3 alanindaki bozulmamis somitler ve ndral krest indiiksiyonlar1
ile birlikte transgenik embriyo ve her iki somitte ndral krest zincirinin ekspresyonu ve noral krest
gosterilmistir. (C) Wild-type PAX3 gen ekspresyonu gosteren in situ hibridizasyon (D) B deki
trangenik emriyonun biiyiitiilmis hali (98).
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Dominant negatif TEAD2, PAX3 ekspresyonunu zayiflatir ve noral krest
tiirevlerinin gelisimini etkiler (Sekil 14). PAX3’iin gelisim esnasinda iki farkl etki
alaninda 6nemli etkileri vardir. PAX3 dorsal noral tiipte noral krestin uygun gelisimi

ve somitlerde normal miyogenez i¢in gereklidir.

D

drg &=

somite
Y

TEAD-2-Engrailed

Sekil 14. Dominant negatif TEAD2 ekspresyonunun PAX3 ekspresyonu tizerindeki etkisi. Bastirilmis
engrailed domain iceren bir TEAD?2 fiizyon proteini noral tiipte Wntl arttiricisini kullanarak etkisini
gosterir. (A) Wild-type embriyoda normal morfoloji PAX3 proteininin (yesil) embriyodaki ve dorsal
noral tiipde, dorsal kok gangliyonlarinda (nokta ile gosterilen) ve somitlerde goriiniisii. (B) Resim
A’nin Hematoksilen eozinle boyanmis goriiniimii. (C) Anormal dorsal tiipli ve kii¢iik dorsal kok
ganliyonlu transgenik embriyoda, kiigiik kok gangliyonla birlikte ndral tiipde ve dorsal kdok
gangliyonlarda PAX3 protein ekspresyonu belirgin azalmis ancak somitler etkilenmemis. (D)
Hematoksilen eozinle boyanmig transgenik boliim. (E) Noral tiipe yakin bolgelerde giiglii ekspresyon
gosteren anti-norofilament antikorlariyla boyanmig Wild-type E10.5 embriyo ve dorsal kok gangliyon
ve arka barsakta daha az ekspresyon gosteren enterik gangliyon. (F) Dorsal kok gangliyonun oldugu
boliimlerde ve arka barsagin olmadigi alanlarda transgenik embriyoda néroflament ekspresyonu daha
azdir. (G) TEAD2-Engrailed, TEAD2 yi ve TEAD2 nin YAP65 in NCE2-lusiferazi (parlama olayina
yardimet olan enzim) aktive etmesini engeller. Bunu doza bagiml olarak yapar. TEAD2-Engrailedi

artirdik¢a doza bagimli olarak NCE2-lusiferaz aktivitesi diiser. (H) Green fluorescent protein (GFP)

vektorleriyle (yesil) transfer edilen P19 hiicrelerinde retinoik asit endojen PAX3 proteinini igerir
(Kirmizi1 alanlar: immmuno histokimyada saptanan alanlar). (I) TEAD2-Engrailed ekspresyon faktorii
GFP ile birlikte transfer edildiginde PAX3 geni inhibe olur. GFP eksprese eden proteinlerin PAX3

eksprese etmemesi gibi. Nukleoluslar mavi boyanmistir (98).
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Biitiin diinyada oldugu gibi iilkemizde de NTD siklig1 ve dagilimindaki
farkliliklar, etyolojik faktorler olarak beslenme, kiiltiirel veya genetik nedenler gibi
baz1 6zgiin veya 0zgiin olmayan nedenlerin incelenmesi gerektigini gostermektedir.

Tiptaki gelismelere paralel olarak agir konjenital anomalisi olan ¢ocuklarda
yasama orani artmakta, fakat anomaliden do8an sorunlar ayni1 oranda
diizeltilememektedir. Calismamizda, SB’li hastalarda MTHFR, TEAD2 ve PAX3
polimorfizmlerinin genotip ve allel sikliklarmin degerlendirilmesi amag¢lanmistir.
Calisma sonucunda elde edilecek verilerin SB’ye yatkinlik olusturacak genetik

durumlarn ortaya ¢ikarilmasina katki saglayacag diistiniilmektedir.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu c¢alismada, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu onay1 alindiktan
sonra, Cocuk Cerrahisi poliklinigine bagvuran ve spina bifida tanis1 konulan 67 hasta
incelendi. Yazili ve sozlii onamlar1 alinan olgularin anamnez, fizik muayene ve rutin
tetkikleri yapildi. Sakral muayene bulgusu normal olan ve baska nedenlerle cocuk
cerrahi poliklinigine basvuran cocuklardan yine onamlar1 alinarak elde edinilen kan
ornekleri ile 80 kisilik kontrol grubu hedeflendi. PAX3 gen kontrol grubu
calismasinda 8 hastada optimal sonug¢ alinamadig: i¢in kontrol grubu 72 olgu olarak
belirlendi. MTHFR ve TEAD2 gen polimorfizmlerinin degerlendirilmesinde
“Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizm” yontemi ve PAX3 polimorfizminin
degerlendirilmesinde ise “Amplifikasyon Spesifik Oligoniikleotid” yOntemi
kullanildi. Calisma ve kontrol grubunda MTHFR, TEAD2 ve PAX3 gen
polimorfizmleri arastirmak {izere alinan kan oOrneklerinde genetik caligmalar Firat
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda
gerceklestirildi.

Her olgunun demografik 6zelliklerini ve klinik dykiilerini igeren detayli bir
anket yapild1 (Ek 2). Olgulardaki defektin tipi kayitlara gecirildi ve ailede benzer
olgu, akraba evliligi olup olmadig1 ve anne yasi sorgulandi. Dogum anamnezleri
yaninda olas1 teratojen nedenleri ortaya ¢ikarmak i¢in annelerin perikonsepsiyonel
donemde ila¢ kullanim1 sorgulandi. Ayrica hastalarin geldigi il kaydedildi. Anne yas1
ve olgularm yaslar1 sorgulandi. Hastalar detayli muayene edilerek mindr ek anomali

varlig1 aranip kaydedildi.
2.1. Polimorfizmlerin Tayininde Kullanilan Gerecler

Agaroz Jel Elektroforez Gii¢ Kaynagi, Agaroz Jel Tanki ve Diizenegi
(Consort N.V. Parklaan 36 B-2300 Turnhout, Belgium), Eppendorf Mastercycler
Gradient (Netheler MInz GmbH, 23331 Hamburg, Germany), UV lambasi1 ve ilgili
okuma, kaydetme, fotograflama iinitesi (TCP-20-M, Vilber Lourmat, Cedex,
France), Otomomatik Mikropipetler, Eppendorf (France), Sogutmali Mikrosantrifiij
(Ole Dich Intrumentmakers APS, type 157.MP, Germany), Elektronik Hassas Terazi
(Shimadzu Corparation Libror AEG-320, Japan), Etiiv, Niive (NP 400, Tirkiye),
Elektro-Mag (Tiirkiye), Ph Metre (Hana Intruments HI8521 pH meter, Italy),
Otoklav, Niive (Tiirkiye), Buzdolabi, Arcelik (Tirkiye), Derin Dondurucu —20 °C,
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Ugur (Tiirkiye), Su Banyosu (Kétterman labortechnic type 3643, Germany), Vorteks
(Labinco L46, The Netherlands).

10.

11.
12.

2.2. Polimorfizmlerin Tayininde Kullanilan Kimyasallar

. Borik asit (Merck, Frankfurt, Germany), EDTA (Sigma, Germany), Tris HCL 1.5

ml’lik mikrosantrifiij tiipiine 900 pl cell lizis soliisyonu eklendi.

Kan tiipii kanin tamamen karigmasi saglanana kadar hafif¢e sallandi, sonra 300 pl
kan cell lysis solusyonu i¢eren mikrosantrifiij tiiptine aktarildi. Karigmasi i¢in tiip
5-6 kez alt-iist edildi.

Kirmizi kan hiicrelerinin lizisi i¢cin 10 dakika oda 1sisinda bekletildi, bu esnada
tiip 2-3 defa alt-iist edildi. 13 000-16 000 rpm’de de 20 saniye santrifiij edildi.
Goriinen beyaz pellete dokunmaksizin slipernatant yaklagik 10-20 pl residiiel sivi
birakacak sekilde atild1.

Beyaz kan hiicreleri reslispanse olana dek tiip 10-15 saniye kadar hafifce
vortekslendi.

300 pul Nuclei lysis soliisyonu resiispanse hiicrelerin bulundugu tiipe eklendi.
Beyaz kan hiicrelerinin lizisi i¢in soliisyon 5-6 kere pipetlendi. Soliisyonun
visk6z bir hale geldigi gozlendi. Karistrma sonunda hiicre ¢okeltileri goriiniirse
bunlar ¢oziilene kadar soliisyon 37°C de inkiibe edildi. Eger 1 saat sonra hala
cokeltiler goriiliiyorsa ek olarak 100 pl nuclei lysis soliisyonu ilave edilip
inkiibasyon tekrarlandi.

1.5 ul RNase soliisyonu eklendi ve tiip 25 defa alt-list edilerek karistirildi.
Karisim 37°C de 15 dakika inkiibe edildi. Devam etmeden 6nce karisimin oda
sicakligma gelmesi beklendi.

Niikleer pellete 100 pl protein presipitasyon soliisyonu eklendi.10-20 saniye
vortekslendi. Vortekslemeden sonra kiiciik protein ¢okeltileri goriildii.

13 000-16 000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Koyu kahverengi protein pelleti
gorildii.

Icinde DNA bulunan siipernatant, i¢ine 300 pl isopropanol konulmus temiz bir
1.5 ml lik mikrosantrifiij tiipiine aktarilarak karistirildi.

Soliisyon alt-iist edilerek ag seklinde DNA kiitlesi goriilene kadar karistirildi.

13 000-16 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. DNA kii¢iik beyaz bir pellet
seklinde gorildi.
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13. Siipernatant atilarak 300 pl %70 lik etanol eklendi ve —20°C’de sakland1.

(Sigma, Germany), Etidium Bromide (Sigma, Germany), Fikol (Serva, Germany),
Bromofenol Mavisi (Sigma, Germany), Xylene Cyanol (Sigma, Germany),
Mutlak Etanol (Kimetsan, Tiirkiye), 100b¢’lik DNA boyur Markir1 (Fermentas,
Litvanya), Agaroz (Sigma, Germany).

2.3. Polimorfizmlerin Tayininde Kullanilan Cozeltiler

Agaroz jel yiikleme tamponu (6X), %15 fikol, %0.05 bromofenol mavi,
%0.05 ksilen siyanol, Tris-borik asit-EDTA tamponu (TBE) (10 X) (1L), 108 g Tris
HCIl, 55 g Borik asit, 20 ml 0.5 M EDTA, 1000 ml ddH2O ile tamamlanir. EDTA
Cozeltisi (0.5 M, 50 ml), 18.6gr EDTA tartilir. pH=8.0’e EDTA ¢0ziiliinceye kadar
NaOH eklenerek ayarlanir. Etidium bromiid(EtBr) ¢ozeltisi (10mg/ml); 10mg EtBr
tartilir, tizerine 1 ml ddH,0 eklenir. Karanlikta +4°C’de saklanir.

2.4. DNA Izolasyon islemi

Hastalardan, yaklasik 2 cc periferik venéz kan EDTA’1 biyokimya tiiplerine
alindi. Kandan standart DNA izolasyon protokolleri kullanilarak DNA izole edildi.

2.4.1. Kullanilan Soliisyon ve Geregler

DNA purifikasyon kiti (Promega Cat.#1125), 1.5 ml’lik tiipler (Axygen
scientific MCT-150-A), 100 ve 1000 pl’lik pipet (Eppendorf research series 2100
pipettes, Germany), pipet uclar1 (Deltalab 327-17), mikrosantrifiij, vorteks, izopropil
alkol ve % 70’lik etil alkol.

2.4.2. izolasyon Asamalan
2.4.3. DNA Konsantrasyonu ve Saflik Derecesinin Olgiilmesi

DNA  konsantrasyonu ve saflik  derecesinin  belirlemesi UV
spektrofotometresi ile yapilabilmektedir. DNA oOrneginin igerisinde bulundugu
soliisyon tarafindan absorbe edilen UV miktar1 o6rnekteki DNA miktar1 ile dogru
orantilidir. Absorbans genellikle 260 nm dalga boyunda 6l¢iiliir. Bu dalga boyundaki
Olgtimlerde ¢ift iplikli DNA i¢in absorbans degeri 50 pg/ml’lik konsantrasyon
degerlerine karsilik gelir. UV absorbanst DNA’nin safliginin belirlenmesinde de
kullanilabilir (260 nm’de niikleik asitler, 280 nm’de de proteinler pik verir). Saf bir
DNA 6rneginin 260 ve 280 nm’deki absorbans orani (A260nm/ A280nm) 1.8’dir. Bu

deger elimizdeki DNA 6rneginin verimini gosterir. Dolayisiyla buldugumuz deger
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1.8’e ne kadar yakinsa verim o kadar yiiksektir. 1.8’den diisiik degerler 6rnekte fenol
ya da protein kontaminasyonu, 1.8’den biiylik degerler ise RNA kontaminasyonu
varligim gosterir (106). Hasta ve kontol grubuna ait DNA Ornekleri olgtilerek
konsantrasyonlar1 ve safliklar1 belirlendi. 1.8’¢ yakin olmayan degerlere sahip

orneklerin DNA’lar1 tekrar izole edildi.
2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Cahsmasi

Polimeraz zincir reaksiyonu sonucunda olusan amplikonlar restriksiyon
enzim kesimi sonrasi horizontal jel elektroforez aletine yliklenerek amplikonlarin
kesilip kesilmemesine bagl olarak mutasyona sahip olan bireyler tanimland:.

1. PZR materyalleri

Taq DNA polimeraz (5U/ul) Fermentas EP0402

10XPZR buffer (10mM) Fermentas EP0402

MgCl, (25mM) Fermentas EP0402

100mM dNTP set Fermentas R0186

Primerler lontek, Istanbul, Tiirkiye

2. Restriksiyon enzimleri

Hinfl (10u/pul) Fermentas ER0801

HindIII (10u/pl)Promega

2.6. Polimofizmlerin Belirlenmesi

1. MTHFR genindeki rs1801133 polimorfizminin ¢cahsilmasi
MTHEFR i¢in C677T(rs1801133) mutasyonunun tespiti Ulvik ve ark.nin (107)
tarif ettigi yonteme gore yapildi. Restriksiyon enzim kesiminde Hinfl kullanildi.

MTHFR 1298A-C mutasyonunun tespiti ise Chango ve ark.na (108) gore yapildi.
Forward (Ileri) primer: 5>-TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3’
Revers (Geri) primer: 5’-AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3’

Restriksiyon enzimi: Hinfl

Restriksiyon enzim kesim sonras1 CC genotipi icin 198bp, CT genotipi icin
198bp+175bp+23bp ve TT genotipi icin 175+23bp’lik RFLP iiriinleri elde edildi.

2. PAX3 genindeki rs16863657 polimorfizminin cahsilmasi: PAX3
1516863657, A—G, Intronik bir polimorfiziminin belirlenmesi igin primer dizayn

edilmistir (Tablo 4). Mutasyonlarin dogrulanmasi icin DNA dizileme yapild1 (109).
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Tablo 4. PAX3 genine rs16863657 polimorfizmi i¢in dizayn edilen primerler.

A—G
GAGGGGGCAC AATTCCAATA
CTGTGGTCAG TGCCCCTTGG
GGGAGGAGTC CAGGGTGCGC
GTGAAGCACA GGCAGCCGTC

GGGGAGGGTG CAGAA R
AAAACCTGGC TCCTCTTCTT
TACATATAGA TCCCCGATGC
TTCAGCGTTT GTTCTCAGGA
AGGAACGAAG TCTTGGCTAG

TGTAAAGACT GTCTG

AGAAGGCATC
CCTAGGCTTG
TGATGTTCTT
GCTAGGCCCA

GGTGTAAAAA
GTCGACAGAG
ATTTATTATG
GAGCTGAAGT

TGGGGCCCCA
TTAAGGGGTC
TTGTCTTCTC
AGCACTCGTT

CCGCTCTGGC
ATGTGTCTGT
GCATTCAGAC
GTCCCCAGCA

GACATATTTA
CTCCCGATGG
CGTCCGCAAG
AGTTGAAGGC

AAGCTGCGGT
ATGTTAAAGT
TAAACTGCTG
GGATATGACG

GCTTTCCTTC
GGCTCCTCCT
CGGGGCTAAT
TGGGGGTATG

TCTAAATCTC
TTTGCCCGGG
GAAAAATAAA
CCAGGAGTGT

A—G, Intronik bir polimorfiziminin belirlenmesi icin ARMS primerleri dizayn

adildi.

Primerler www.idtdna.com kullanilarak dizayn edildi.

A niikleotidi T ye dontistiiriiliir. Son niikleotid wild i¢in A ve mutant i¢in G’dir.

Forward primer yaklasik 35-40 niikleotid uzunlugunda dizayn edilmelidir.

PAX3FC: 5-TCGTT AGTTGAAGGC TGGGGGTATG GGGGAGGGTG CAGATA-3
PAX3FM: 5-TCGTT AGTTGAAGGC TGGGGGTATG GGGGAGGGTG CAGATG-3

PAX3R1: 5-TACAGACACATCTCTGTCGACGCATCGGG-3

3. TEAD2 genindeki rs375306 polimorfizminin ¢alisiimasi

Tead2 genindeki variant gen rs375306 polimorfizmlerinin degerlendirilmesi
icin www.ensembl.org web adresi kullanilarak genlerin tam dizilerine ulasildi ve
primer dizayn edildi (Tablo 5). Polimorfizmlerin degerlendirilmesinde RFLP
yontemi kullanilirken 6zellikle segilen enzimin star aktiviteye sahip olmamasi tercih

edildi.
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Tablo 5. TEAD2 genine ait rs375306 polimorfizimi i¢in dizayn edilen primerler ve

Hind III restriksiyon enzim kesim bolgesi.

C—oG
ATCAGTTCATTCCGACCTGAAGATTCAAAGACGGAACAGAGTTAGTTAGACTTTCAACAG
AACTTCCCCACAGCATGGACACCAGGGAAGAAGAAAGCAGCATGGGTCCCCAAAGGTCTG
CAGCAAGTGGGCTGCCGGTCCCCTCAGCTACGTGGAAGCCAGACTGCTTGGGTTCAAATC
CCAGCTCCATCACGCACTGGCTCTGTGCGACCATAAGCAAATCACTTAACCTAGCTGTGC
CTCAGTTTCCTCATCTGTGCAAATGGTGATGCTAGCTCCTACTTCAGAGTGCTCCATAAA
SCTTGGTTACTGTCATTATTCATCAGTGGGGGCCAGGGCAAAAGACAGAAGTAGACTCAC
CATACATCTTGCCTTCATCAGACAAAATTATTTTCCGGCGGCCGCAGGGTGGATAGATGG
CCAGGGCCTCCTGGAAGCTCTGCTCAATGTCTGGGCTCCACACCCCCTCTGCATCCGGGLC
CCCCGTCACCCCCAGCCCCCTCACTGCCGCCGGTACCCTCCTCACTGCCTTCCTCACTGC
CCGTCCAGCCGCTGCCATCGTCCAGGGCGGCCCCAGCCCGGGGTTCCCCCATCTGGGCCT

Primerler www.idtdna.com adresinden faydalanilarak dizayn edildi.
Forward (Ileri) primer: 5>-~GAAGCCAGACTGCTTGGGTTCAAA-3’
Revers (Geri) primer: 5’-AGACATTGAGCAGAGCTTCCAGGAG -3’

Restriksiyon Enzimi: HindIII

Hind III Restriksiyon Enziminin 0zgiin kesim bolgeleri asagida yer
almaktadir

Hind III enzimi kesim bdlgesi 5°- ANAGCTT-3

3’-TTCGA"™A-5’

Primerlerle PZR sonras1 240 bp’lik amplifikasyon iiriinii elde edilmektedir.
RFLP icin HindIII restriksiyon enzimi kullanildi. HindIII restriksiyon enzimi ile
kesim yapildiktan sonra 153 bp ve 145 bp’lik RFLP iiriinleri elde edildi. RFLP
iirtinleri %2’°lik agoroz jelde goriintiilendi.

Wild: 240 (CC)

Heterozigot: 240bp+153bp + 145bp (CG)

Mutant: 153bp+145 (GG)

4. PZR Kurulmasi islemi

PZR 0.5 ml’lik tiiplerde toplam hacim 30ul olacak sekilde gerceklestirildi.
Her bir tiipe 6 pl hasta DNA’s1 ve lizerine 3 pl MgCl, 3 ul 10X buffer, 3 ul ANTP
(2.5mM), 1 pl primer 1 (30 pmol), 1 pl primer 2 (30 pmol), 0.1 U Taq DNA
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polimeraz ve 13 pl ddH,O konuldu. Hazirlanan tiipler vortekslendi ve PZR cihazina
onceden girilmis olan programda PZR islemi gergeklesti. PZR sonrasi iiriinler agaroz
jel elektroforezi ile analiz edildi.

5. PZR kosullan

Degerlendirilen tiim polimorfizmler i¢cin ayn1 PZR kosullar1 kullanildi.

94 °C de 5 dakika

55 °C de 1 dakika 1 dongii

72 °C de 1 dakika

94 °C de 1 dakika .............. ( denatiirasyon )
60 °C de 1 dakika .............. (‘eslesme ) 35 dongii
72 °C de 1 dakika .............. ('sentez)

94 °C de 1 dakika
55 °C de 1 dakika 1 dongii
72 °C de 7 dakika

2.7. PZR Uriinlerinin Restriksiyon Enzimleriyle Kesilmesi

Kesim 25 pl iizerinden yapilmistir. 20 pl PZR firiini, 2,5 pl 10Xbuffer, 0.5 U
restriksiyon enzimiyle toplam hacim 25 pl’ye tamamlanmustir.
Kesim islemi Hind III ve Hi nf I i¢in 37° C’de 16 saat bekletilmek suretiyle

gerceklestirilmistir. Tiim enzimler i¢in ayn1 kesim protokolii uygulandi.
2.8. Agaroz Jel Elektroforezi

Yapilan bu ¢alismada PZR ile cogaltilmis iirlinlerin tanimlanmas i¢in agaroz
jel elektroforezi uygulandi. Elde edilen {triinlerin biiytlikliiklerini tanimlayabilmek
icin % 4’lik jel kullanildi. Kullanilan elektroforez diizenegine uygun hacim; toz
halindeki agarozun 0.5X TBE tamponunda manyetik karistiricili bir mikrodalga
firinda kaynatilarak ¢6ziilmesi ile olusturuldu. Ardindan kaynamis ¢ozelti 55-60
°C’ye sogutularak 0.25 pug/ml EtBr ilave edildi. Kuyular1 olusturacak olan tarak,
tabagma yerlestirildikten sonra hazirlanan jel, hava kabarcigi kalmayacak sekilde
buraya dokildii. Jelin polimerizasyonu sonrasi tarak dikkatlice c¢ikarilarak jel

platformu 0.5XTBE tamponu ile dolu olan elektroforez tankina yerlestirildi. Bu
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tampondan jelin iizerini 1-2 mm gececek kadar eklendi. Ornekler ve belirteg DNA,
6X yiikleme boyasi ile 5:1 oraninda karistirilarak kuyulara 15°er pl yiiklendi. Giig
kaynag agilarak 90 V’a ayarlandi. Yaklasik yarim saat sonra gilic kaynagi kapatild.

Jel goriintiileme sisteminde UV 1s1m1 altinda incelendi (110, 111).
2.9. Istatistik Analizler

Istatistiklerin hazirlanmasinda uygun bir bilgisayar istatistik programi
kullanildi. Parametreler arasi iliskiler Pearson korelasyon analizi kullanilarak
degerlendirildi. Hasta ve kontrol gruplarinda genotip ve allel sikliklarmimn dagilimi
ki-kare analizi ile yapildi. Gruplar arasi farklarin degerlendirilmesinde Mann-
Whitney-U testi kullanildi. Veriler ortalama + standart sapma olarak verildi.

Degerlendirmelerde p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

Hasta grubunda (n= 67), 26 kiz (%38.8), 41 erkek (%61.2) vardi ancak
hastalarin dort tanesi ¢alisma icin kanlar1 alindiktan sonra; ii¢ tanesi yenidogan
doneminde ameliyat edildikten sonra enfeksiyon nedeni ile, bir hasta da KBY nedeni
ile kaybedildi. Hastalarin yas ortalamalar1 2.46 + 3.22 yil (1 ay ile 18 yas arasi),
kizlarin yas ortalamasi 2.52 + 3.80 yil (1 ay ile 18 yas arasi), erkeklerin yas
ortalamas1 2.42 + 3.22 yil ( 1 ay ile 14 yas aras1) dir. Annelerin yas ortalamalar1
28.15£4.71 y1l (19 ile 44 yas aras1) idi (Tablo 6).

Tablo 6. Hastalarm yas, cinsiyet dagilimlar1 ve anne yasi

Cinsiyet Yas Minimum Maksimum
(n) Ortalama £ SD (y1l) (y1) (y)
Kiz (26) 2.52 +3.80 0.1 18
Erkek (41) 2.42 +£3.22 0.1 14
Toplam (67) 2.46 +£3.22 0.1 18
Anne yas1 (67) 28.15+4.71 19 44

Defekt tipi 65 hastada meningomiyelosel, 2 hastada meningosel idi.
Hastalari %55°1 Elaz1g, %45°1 ¢cevre illerden gelmisti.

Hasta grubunun demografik 6zellikleri Tablo 7°de gdsterilmistir.

Tablo 7. Hastalarin demografik ve klinik 6zellikleri.

Demografik Ozellikler var (%) yok (%)
NTD olan annelerde diisiik 23.9 76.1
Akrabalik 26.9 73.1
Ailede baska konjenital anomalili bebek 20.9 79.1
Ailede baska NTD olan bebek 11.9 88.1
Gebelikte ila¢ kullanimi 16.4 83.6
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3.1. Hasta ve Kontrollerde MTHFR Polimorfizm Dagilimlar

Tablo 8’de MTHFR polmorfizmlerinin hasta ve saglikli kontroldeki genotip
dagilimlar1 ve allel sikliklar1 verilmistir. Hasta ve kontrol grubu arasinda genotip
sikliklar1 acisindan anlamli bir farklihk tespit edilmedi (X*= 0.4, df= 2, p= 0.8).
MTHEFR allel sikliklar1 kontrol ve hasta grubu arasinda karsilastirildiginda allel
sikliklar1 agisindan hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik saptanmadi
(X*= 0.2 df= 1, p= 0.61). Sekil 15°de MTHFR C677T polimorfizm genotiplerinin
agaroz jel goriintiileri gosterilmektedir.

Hastalarin demografik 6zellikleri ve MTHFR genotipleri arasinda herhangi
bir iligki tespit edilemedi.

Tablo 8. MTHFR genindeki rs1801133 polimorfizm genotiplerinin hasta ve kontrol

grubundaki dagilimlar1.

Genotipler TT (n) TC (n) CC (n) p
Hasta (n= 67) 32 25 10 p>0.05
Kontrol (n= 80) 40 31 9 p>0.05

siftun1 situn2 situn3 siitun 4

Sekil 15. MTHFR genindeki (rs1801133) C677T polimorfizmi i¢in PZR’ye yonelik agaroz jel
elektroforez goriintiisii. Siitunl: 100b¢’lik DNA Boyut Markiri, Siitun 2: CC genotipi i¢in 198bp,
Siitun 3: CT genotipi igin 198bp + 175bp + 23bp, Siitund: TT genotipi igin 175bp + 23bp.

3.2. Hasta ve Kontrollerde PAX3 rs16863657 Polimorfizm Dagihimlar
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Tablo 9°da PAX3 polmorfizmlerinin hasta ve saghkli kontroldeki genotip
dagilimlar1 ve allel sikliklar1 verilmistir. Hasta ve kontrol grubu arasinda genotip
(X*= 4.5, df= 2, p= 0.1) sikliklar1 agisindan anlamli bir farklilik tespit edilmedi. G
allel sikhigmin da hasta grubunda artmus oldugu belirlendi (X*= 4.4, df= 1, p=0.03).
Sekil 16’da PAX3 genotiplerinin agaroz jel goriintiileri gosterilmektedir.

Hastalarin demografik 6zellikleri ile PAX3 genotipleri arasinda herhangi bir

iliski tespit edilmedi.

Tablo 9. PAX3 genindeki rs16863657 polimorfizm genotiplerinin hasta ve kontrol

grubundaki dagilimlar1.

Genotipler AA (n) AG (n) GG (n) p
Hasta (n= 67) 52 13 2 p>0.05
Kontrol (n=72) 64 8 0 p>0.05
Alleler A G p
Hasta (n= 67) 0.873 0.126 p<0.05
Kontrol (n=72) 0.943 0.056

Sekil 16. PAX3 genindeki rs16863657 polimorfizmi i¢in PZR’ye yonelik agaroz jel
elektroforez goriintiisii. Siitun1: 100bg’lik DNA Boyut Markiri, Siitun 2,3: AA genotipi igin 159 bp,

Siitun 4,5: AG genotipi i¢in 159 bp, Siitun 6,7: GG genotipi igin 159 bp.
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3.3. Hasta ve Kontrollerde TEAD2 Genindeki rs375306 Polimorfizm

Dagilimlan

Hasta ve kontrol grubu arasinda TEAD2 genotipleri agisindan anlamli bir
farklilik tespit edilmedi (X*= 0.7, df= 2, p= 0.68) (Tablo 10). TEAD2 allel sikliklar1
kontrol ve hasta grubu arasinda karsilastirildiginda allel sikliklar1 agisindan hasta ve
kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik saptanmadi (X*= 0.9, df= 1, p= 0.42).
TEAD2 polimorfizmi ve diislik arasinda pozitif bir iliski bulundu (p= 0.01). Sekil
17’de  TEAD2 genindeki rs375306 polimorfizmine ait agoroz jel resmi
gosterilmektedir.

Tablo 10. TEAD2 genindeki rs375306 polimorfizm genotiplerinin hasta ve kontrol

grubundaki dagilimlar1.

Genotipler CC(n) CG(n) GG(n) p
Hasta (n= 67) 45 21 1 p>0.05
Kontrol (n= 80) 59 20 1 p>0.05

Sekil 17. TEAD2 genindeki rs375306 polimorfizmi igin PZR’ye ydnelik agaroz jel
elektroforez goriintiisil. Siitunl: 100bg’lik DNA Boyut Markiri, Siitun 2: 240bp (CC), Siitun 3: 240bp

+ 153bp + 145bp (CG), Siitund: 153bp + 145bp (GG)
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4. TARTISMA

Noral tiip defektleri diinyada % 0,1 - % 0,4 {lilkemizde ise % 0,3 oraninda
goriilmektedir (24, 46, 47). Klinigimizde yapilan bir ¢alismada ilimizde 2004 yili
verileri dikkate alindiginda SB insidans1 2,6 / 1000 olarak saptanmustir (49). izmir’de
yapilan bir diger ¢aligmada ise SB insidansi 1,5 / 1000 olarak tespit edilmistir (48).

Annenin yetersiz beslenmesi, yliksek ates, hipertansiyon, diabetes mellitus,
obezite gibi saglik sorunlari, gebelikte kullandigi bazi ilaglar ve maruz kaldigi
cevresel kirleticilerin farkl sekillerde etki gdstererek noral tiiplin hatali kapanmasia
neden olduklar1 bildirilmektedir (83, 112, 113).

Embriyonun sinir dokusunun gelismeye basladigi giinlerde annenin yiiksek
1stya maruz kalmasmin NTD’lerin gelisiminde etkili oldugu oOne siiriilmiistiir.
Yiiksek 1smin teratojenik oldugu gézlenmistir. Sinir dokularmin gelistigi giinlerde
sauna benzeri ortamlarda bulunan ya da hastalik nedeniyle beden 1silar1 24 saatten
fazla siire 38.9 °C’den yiiksek olan annelerin NTD’li bebek dogurma riskinin 3 kat
arttig1 saptanmustir (114).

Annenin diabeti ile konjenital dogum defektleri arasinda iliski oldugu kesin
olarak belgelenmistir. Arastirmacilar insiiline bagimli diabetli annelerden dogan
bebeklerde major malformasyon riskinin 2-3 kez arttig1 konusunda birlesmektedirler.
Diabetik annelerin diabetik olmayan annelere kiyasla 15 kat daha fazla anensefali
veya spina bifidali bebek dogurma riski tasidiklar1 vurgulanmaktadir (114). Bu
nedenle gebelik planlayan kadinlarda 6zellikle perikonsepsiyonel donemde kan
glikoz diizeyi ne kadar iyi kontrol altina alinirsa, dogumsal defektlerin de o kadar
azalacagi vurgulanmaktadir (115-117).

Arastirmacilar gebe kadinin kilosu ile NTD’li bebek sahibi olma riski
arasinda bir iligki oldugunu bildirmislerdir. NTD’li bebek sahibi olma riskinin 50-59
kg. agrrhigindaki kadmlarla kiyaslandiginda, 80-89 kg. agirligindaki kadinlarda iki
kat, 110 kg.in iistiindeki kadinlarda ise 4 kat arttig1 saptanmistir. 79 kg.dan az olan
kadinlara giinde 0.4 mg. folik asit yiliklendiginde NTD riski %40 azalirken, 79 kg.in
iizerindekilere bu vitaminin yiiklenmesi ile riskin azalmadigi tespit edilmistir.
Sismanlia yol acan fizyolojik nedenler ve sisman annelerin bazi besin maddelerini

eksik alma durumlarinin, noral tiip gelisiminde rol oynayan metabolik siirecleri
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etkileyerek noral tiip defektlerinin olusma riskini arttirdigi belirtilmektedir (114,
117).

Baz1 arastirmacilar evde veya igyerinde organik maddelerle karsilasan
ebeveynlerin NTD’li bebek sahibi olma riskinin arttigin1 6ne siirmektedir. Yapilan
bir arastirmada igme suyunun dezenfeksiyonu i¢in kullanilan klorun suyun yiizeyinde
bulunan organik maddelerle tepkimesi sonucu ortaya cikan ikincil tiriinlerden biri ve
teratojen olan trihalometanlar1 (kloroform, bromodiklormetan ve bromoform) igeren
su icen annelerin NTD’li bebek dogurma riskinin ii¢ kat arttigi saptanmustir.
Bunlardan bromodiklormetanin NTD relatif riskini 1.5°dan 5.1’¢ ¢ikardigi
saptanmistir. Kloroformun ise solunum yolu ile alindigi zaman kromozom
anomalilerine yolagtigi, bir baska klorlama ikincil riinii olan halosetonitrilin de
embriyo ve fetiis iizerinde toksik etkiye sahip oldugu One siiriilmiistiir (118). Diger
bir calismada ise, annenin bir antikonvulsan ila¢ olan valproik asit veya alkol
kullanmas1 durumlarinda da NTD’li bebek sahibi olma riskinin arttig1
belirtilmektedir (117).

1960’11 yillarda yetersiz beslenmenin, 6zellikle B kompleks vitaminlerinden
esansiyel bir besin maddesi olan Folik asit (B9 vitamini, Foliacin) eksikliginin noral
tiip defektlerine neden olacagi hipotezi one siiriilmiistiir. Folik asidin viicut i¢inde
kullanilmak tizere girdigi degisik sekillere genel olarak folat ad1 verilmektedir. Folik
asidin hiicre boliinmesinde ve gelismesindeki rolii kesin olarak belirlendikten sonra,
bu vitaminin NTD olusumu iizerindeki etkileri konusunda pek c¢ok calisma
yapilmstir. Ingiltere Tibbi Arastirmalar Birligi’nin (UK Medical Research Council)
1991°de yaptig1 deneysel arastirmada, daha dnce NTD’li bebek doguran kadimnlara
perikonsepsiyonel donemde giinde 4 mg. folik asit verildiginde yeniden NTD’li
gebelik gegirme riskinin %60-72, dogurganlik donemindeki kadinlara giinde 0.4 mg.
folik asit verildiginde ise, ilk kez ortaya g¢ikacak NTD’li gebelik riskinin %50
azaldig1 ortaya ¢ikmustir (112, 113).

Yillarca yapilmis gozlemler NTD’nin aile i¢i tekrarlarinin oldugu, etiyolojisinde,
hem cevresel hem de genetik faktorlerin yer aldigi multifaktoriyel kalitimin sorumlu
tutulmasma neden olmustur. Bu kalitim modeline gore bir karakteristik 6zellige olan
genetik yatkimlik, cesitli genlerce kontrol edilmekte ve malformasyon olusum esigi, hem

genetik hem de cevresel faktorlerden etkilenmektedir. Gelisen molekiiler genetik
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teknikler de multifaktoryel hastaliklardaki gen iligkilerinin arastrmasmi kolaylastirmustir.
Yukarida sayilan tiim olasi etkenlere ragmen giliniimiizde NTD olusumuna giden olaylar
zinciri yine de tam olarak ortaya konulamamustir. Bu verilerden yola ¢ikarak sunulan bu
calismada SB olusumunda bilgi birikimini arttrmaya yonelik olarak genetik faktorlerin
arastirilmasi amaglanmustir.

Rekombinant DNA teknolojisinin gelismesi ile tam genom dizilerinin
belirlenmesi ve hiicre davranislarinin genetik temelinin agiklanabilmesi gibi heyecan
verici gelismeler yaganmaktadir. Genom dizileme projelerinin gelismesi ise genetik
hastaliklarin tan1 ve tedavi yaklagimlari iizerine zengin bilgi kaynagi olusturmustur.

Giiniimiizde artik bireysel farkliliklar 6n plana ¢ikmaktadir. Ozellikle cesitli
hastaliklara genetik yatkinliklarin saptanmasi, gen-gevre etkilesiminin incelenmesi,
enzim polimorfizmlerinin ilaca yaniti, genetik kimlige gore ilag dozunun ayarlanmasi
ve bireye 0Ozel tedavi stratejilerinin diisliniilmesi DNA dizi polimorfizm
calismalarinin sonuglarina dayandirilmaktadir. Genomun farkli bolgelerini veya
genin farkli kalitsal formlarmi ayirt edebilmek i¢cin polimorfizmler anahtar
niteliginde pratiklik sunmaktadir.

Santral sinir sistemi anomalilerinin patogenezinde folik asit metabolizmasmdaki bir
bozuklugun rolii olabilecegi Hibbard ve arkadaslar1 tarafindan One siirtilmiistiir.
Caligmalarinda, 98 SSS malformasyonlu ve 54 saghkh cocuk dogurmus kadmlara
uyguladiklar1 bir folik asit metabolizmasmin gostergesi olan formiminoglutamik asit
(FIGLU) ekskresyon testinin sonucunda, malformasyonlu c¢ocuk annelerinde
ekskresyonu 5 kat daha bozuk olarak bulunmustur (119). Buradan yola ¢ikilarak yapilan
prospektif epidemiyolojik arastirmalar, perikonsepsiyonel folik asit suplementasyonun
NTD’li ¢ocuk dogurma sikhgmi azalttigmi kamtlamustir (19). Perikonsepsiyonel maternal
giinliik ek 400pg folik asitin yaygin kullanimi toplumdaki NTD msidansmni %50-%60
oraninda diistirmektedir (9, 10). Daly ve ark. (120) yaptiklar1 bir ¢alisgmaya gore, diizenli
olarak alindig1 taktirde 200pg folik asit suplementasyonunun da NTD’yi
Onleyebilecegi gosterilmistir .

Folat eksikliginin, diyetle yetersiz alimi yan sira, endojen folat iiretimine
neden olan metabolik yoldaki enzim polimorfizminden de kaynaklanabilecegi
diisiiniilmektedir. NTD etiyolojisinde rol oynayan ilk genetik risk faktorii olan MTHFR
genin C677T polimorfizmi, Van der Put ve arkadaslar1 tarafindan tanimlamistir (121).
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MTHFR geninin niikleotid dizimindeki 677 pozisyonunda bulunan sitozinin yerine
timidin (C->T) bazmin gelmesi, termolabil ve diisiik ¢alisma aktivitesine sahip
MTHFR enziminin sentezlenmesine neden olmaktadwr (122). MTHFR enzim
aktivitesi 677C—>T mutasyon varlig1 ile dogrudan iliskilidir (121). Homozigot
(‘TT’) bireylerde oldugu gibi, heterozigot (‘CT’) bireylerinde de MTHFR enzim
aktivitesi goreceli olarak normalin altindadir (121).

Folat metabolizmasinda énemli bir rolii olan MTHFR ’nin aktivitesi DNA ve
RNA sentezini direkt etkilemektedir. Embriyogenez doneminde, hiicre yapimimin
normalden fazla ve daha hizli gerg¢eklesmesi nedeniyle, niikleik asit sentezi de
artmistir. MTHFR 677 “TT’ polimorfizmi enzim aktivitesini diisiirerek plazma folat
seviyelerinin azalmasina neden olur. Klinikte MTHFR’nin diisiik calisma
kapasitesinin normal bireylerde hafif homosistinemi diginda bir bulgusu
saptanmazken, embriyogenez sirasinda, termolabil enzimin yetersiz ¢alismasi
hipometilasyon nedeni 1ile niikleik asit sentezini olumsuz etkilemektedir.
Perikonsepsiyonel folat kullaniminin termolabil MTHFR enziminin diisiik
aktivitesinini diizelterek NTD olusumlarini azaltig1 kanitlanmistir (123).

Farkli iilkelerde yapilmis bazi calismalarda NTD’li olgu ve ebeveynlerin
sagliklt popiilasyona gore daha sik homozigot mutant ‘TT’ genotipi tasidiklar
gosterilmistir (121, 124, 125).

MTHFR geninin ikinci bir polimorfizmi olan A1298C mutasyonu ise tek
basma plazma homosistein seviyelerini artrmazken, C677T mutasyonuyla kombine
heterozigot durumunda plazma homosistein seviyeleri lizerine etkili olmaktadir
(125). Ozellikle NTD’li olgu ve babalarin homozigot mutant ‘CC’ genotipine sahip
olmalarinin, NTD agisindan risk olusturdugu gosterilmistir. Ayrica NTD olgulari
arasinda kombine heterozigot (677CT/1298AC) olanlarin sayisi, kontrol gruba gore
anlamli olarak yiiksek saptanmis ve olgularmm kombine heterozigot olmasmin NTD
acisindan risk olusturdugu bulunmustur (125). Calisgmamizin molekiiler genetik
asamasinda tim bireylerin (hasta ve kontrol grubu) genotipleri MTHFR gen
polimorfizimleri agisindan analiz edilmistir. Bunun sonucunda tiim NTD’li olgular
arasinda kontrol grubuna gére C677T polimorfizmi i¢in “TT’ genotip ve allel siklig1

acisindan anlamli bir farklilik tespit edilememistir.
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Calisgmamizda, bir diger MTHFR polimorfizmi olan A1298C de incelenmis
tiim bireylerin homozigot mutant 1298 ‘CC’ genotipi/ ‘C’ alleli tagimalar1 agisindan
da anlaml bir farklilik tespit edilememistir.

Van Rooij ve ark. (126) mna gore olgulardaki MTHFR C677T ve MTHFR
A1298C polimorfizimleri NTD i¢in bagimsiz risk faktorleri degildir (genotip/allel
sikliklar1 sirasiyla %6/0.26-%13/0.30).

Van der Put ve ark. bir ¢aligmalarinda NTD olgularinda MTHFR geni
"kombine heterozigotluk" oranini kontrollere kiyasla daha yiiksek saptanmistir
(125). Ayrica MTHFR enzim aktivitesine baktiklarinda kombine heterozigot
olgularm, tek bir mutasyon i¢in homozigot ( 677TT veya 1298°CC) olanlara kiyasla
daha diisiik enzim aktivitesi gosterdiklerini bulmuslardir (125).

Bizim c¢alisma populasyonumuz "kombine heterozigotluk" acisindan da
degerlendirildiginde, heterozigot ‘TC’ genotipi ve allel siklig1 tasimalar1 agisindan da
anlamli bir farklilik tespit edilememistir.

PAX3 ve TEAD2 noéral tiipiin kapanmasinda gorevli olan iki ayr1 gendir.
Literatiirde NTD hastalarinda PAX3 polimorfizmlerinin arastirildigi calisma sayisi
oldukca smirliyken TEAD2 gen polimorfizmlerin incelendigi c¢alismaya
rastlanmamistir. PAX3 eksikligi olan fare embriyolarinda spina bifida olustugu ve
anormal dorsal kok ganglionu, enterik ganglion eksikligi, kardiyak akis yolu
anomalileri ve defektif melanosit gelismesini de iceren bir¢ok noral krest ile iligkili
defektlerin ortaya ¢iktig1 gosterilmistir (76). PAX3 noral krest indiiksiyonundaki en
oncii belirteglerden biridir. Noral ektoderm ile epidermal dokular arasindaki doku-
doku etkilesimini saglar (77). Bununla beraber PAX3 ekspresyonunun noral krest
indiiksiyonuna etkisi detayli olarak hala izah edilememistir.

Lu ve ark. (109) spina bifidali hastalarda yaptiklar1 ¢alismada PAX3
rs16863657 polimorfizmi ile NTD arasinda iligki bulduklarini belirtmiglerdir.
Yaptigimiz calismada PAX3 polimorfizmlerinin hasta ve kontrol gruplarindaki
genotip dagilimlar1 (X2= 4.5, df= 2, p= 0.1) acisindan gruplar arasinda anlamli bir
farklilik tespit edilememistir ancak G allel sikliginin da hasta grubunda artmis oldugu
belirlenmistir (X*= 4.4, df= 1, p=0.03). Sonug olarak ¢alismamizda, PAX3 genotip
sikliklar1 agisindan anlamli fark bulunmamasina karsin PAX3 allel sikliklari

acisindan anlamli bir farklilik tespit edilmistir. Calismamizdakine benzer sekilde
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yapilan bir baska c¢alismada PAX3 geni polimorfizmi ile NTD arasinda iliski
bulunamamaistir (109).

TEAD2 PAX3’lin promotor bdlgesine baglanarak PAX3’ilin ekspresyonunu
diizenlemektedir (74). Bu bilgiler 1s13inda PAX3 ve TEAD2 genlerinin ndral gelisim
sirasinda etkili oldugu izlenmektedir. Ancak literatiirde spina bifidali hastalarda bu
genlerdeki polimorfizm ile ilgili yeterli calisma bulunmamaktadir.

TEAD2 en ¢ok embriyo gelisiminin ilk yedi giinii boyunca eksprese edilir
(124), bu genin postimplantasyon embriyonik ekspresyon paterni onun noral
gelisimde kritik rol oynadigini diisiindiirmektedir (127).

TEAD2, PAX3 ekspresyonunun regiilasyonunda gerekli olmamasina ragmen,
embriyonik ndral tiipiin kapanis1 boyunca 6nemli bir rol oynar (128, 129). p53
bagimli apopitozisin bir inhibitéri olan Pifithrin-a’nin (130) PAX3’i eksik
embriyolarda NTD gelisimini engelledigi belirlenmistir (131). Benzer sekilde,
pifithrin-a ayn1 zamanda, folik asidin yaptig1 kadar, TEAD2-bagimli egzensefaliyi
onlemektedir. Bunu da TEAD2’nin ndéral tiip spesifik gen ekspresyonunu
indiiklemekten ziyade p53 bagimli apopitozisi inhibe ederek noral tiipiin
kapanmasini regiile etmesi ile sagladig1 diistiniilmektedir (132).

Calismamizda hasta ve kontrol grubu arasinda TEAD2 genotipleri agisindan
anlaml bir farkhilik tespit edilmemistir (X2= 0.7, df= 2, p= 0.68). TEAD2 allel
sikliklar1 kontrol ve hasta grubu arasinda karsilastirildiginda ise, allel sikliklar1
acisindan da hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik saptanmamistir
(X*= 0.9, df= 1, p= 0.42). Ancak TEAD2 polimorfizmi ve diisiik arasinda pozitif bir
iligki bulunmustur (p= 0.01). TEAD?2 ile diisiik arasinda tespit edilen bu iliskiye ait
literatiirde bir bilgiye rastlanmamuistir.

PAX3, TEAD2 ve MTHFR gen polimorfizmi tespit edilen kisilerde NTD i¢in
artmis riskten s6z edilebilmesi icin yeterli sayida veri bulunmamaktadir. Daha
kapsamli yeni yapilacak caligmalarin bu alandaki literatiir eksikligini tamamlamasi
acisindan oldukg¢a 6nemli olacagi kanisindayiz.

Literatiir degerlendirmemize goére bu ¢alisma, TEAD2 polimorfizmlerin
NTD’de arastirildig: ilk ¢calismadir. PAX3 ve TEAD2 genlerindeki polimorfizmlerin
calisiimasinda gere¢ ve yontemde ayrintili olarak anlatilan yontemlerin yapilacak

yeni ¢aligmalara referans olusturacagi diisiiniilmektedir.
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PAX3 ve TEAD2 polimorfizmleri hasta ve kontrol grubunda benzer
sikliklarda bulunmus ve istatistiksel olarak hasta ve kontrol grubu karsilastirildiginda
her iki polimorfizm i¢in anlamh bir farkhilik elde edilememistir. Her iki geninde
NTD etyopatogenezinde dnemli rolleri olabilecegi diistiniilmektedir. Bu genlerde yer
alan diger polimorfizmlerin hastaliga katki saglayip saglamadiginin belirlenmesi i¢in
gerek Tiirk populasyonunda gerekse diger populasyonlarda yapilacak c¢alismalara
ithtiya¢ duyulmaktadir.

Sonug olarak:

a) NTD etyopatogenezinde i¢inde genetik faktorlerin de bulundugu multifaktoryel
olaylar rol oynamaktadir.

b) Yaptigimiz bu c¢alismada bolgemizde, NTD gelisiminde PAX3 allel
sikliklarmdaki degisikliklerin etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

c) Bu allel sikliginin olugsmasinda ise ¢evresel faktorler etkili olmus olabilir.

d) Bu acidan SB nin etyolojisinin aydinlatilmasinda daha fazla arastirma

yapilmasima ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Ek 1: Bilgilendirilmis Onam Formu
Spina bifida (SB)’ It hastalarda metilen tetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR),
paired-box3 (PAX3) ve transkripsiyon faktor2 (TEAD2) gen polimorfizmlerinin

arastirilmasi.

Insan DNA’smin yaklasik % 99.9°u iki insan arasinda aynidir ve insanlardaki
genetik cesitlilik DNA zincirindeki kiigiik farklardan kaynaklanmaktadir. Baz1 DNA
sekanslarindaki farklar insan fenotipini etkilememekle bazilari ise direkt hastaliga
neden olmaktadir. Bir lokusta birden fazla allelin bulunmasi seklindeki DNA
niikleotid degisimlerine polimorfizm adi verilir. Allellerin genel popiilasyondaki
kromozomlarin %1’inden fazlasinda bulunmasi genetik polimorfizmi olusturur.
Allelik siklig1 %l1’den kiiciik ise buna nadir varyantlar denir. Genlerin regiilatuar
(diizenleyici) bolgelerinde bulunan polimorfik alleller genlerin transkripsiyonel

reglilasyonunu etkileyerek fenotipik degisikliklere neden olabilir .

Tiptaki gelismelere paralel olarak agir konjenital anomalisi olan ¢ocuklarda
yasama oram1 artmakta, fakat anomaliden dogan sorunlar ayni oranda
diizeltilememektedir. Calismamizda SB gelismesine neden olabilecek bazi genetik
polimorfizmlerin arastirilmasi1 amaglanmaktadir. Calisma sonucunda elde edilecek
veriler SB’ya yatkinlik olusturacak genetik durumlarin ortaya c¢ikarimasina katki
saglayacaktir.

Arastirmanim ismi: Spina bifida’li hastalarda metilen tetrahidrofolat rediiktaz
(MTHFR), paired-box3 (PAX3) ve transkripsiyon faktér2 (TEAD2) gen
polimorfizmlerinin arastirilmasi.

Sizin de bu arastirmaya katilmanizi 6neriyoruz. Ancak hemen soyleyelim ki
bu arastirmaya katilip katilmamakta serbestsiniz. Caligmaya katilim gontlliliik
esasina dayalidir. Kararinizdan 6nce arastirma hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz.
Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz formu
imzalaymiz.

Arastirmaya davet edilmenizin nedeni ¢ocugunuzda spina bifida tanis1 veya
spina bifida tanis1 olmadan gen polimorfizminin bulunabilmesidir. F.U. T1p Fakiiltesi
Cocuk Cerrahisi ve Genetik Anabilim Dali’ nin ortak katilimi ile bu hastaligin
tedavisi ve rutin kontrolleri yapilacaktir. Spina bifida morbidite ve mortalite orani

yiiksek, tiim konjenital anomalilerin en agir olanlarindan biridir. Cogunlukla folik
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asit eksikligi ile birlikte genetik faktorler veya gebelikte kullanilan bazi ilaglardan
kaynaklanan, alt ekstremitelerde paralizi, ndrojen mesane ve bagirsak disfonksiyonu,
hidrosefali gibi yasam boyu kalic1 morbiditelere yol agan bir malformasyondur.
Ailelerin ve saglik kurumlarmin bu c¢ocuklarin tedavisi i¢in gosterdigi ¢abalar tam
tedavi edici sonu¢ verememekte, bu bireyler omiir boyu tibbi bakima ihtiyag
duymaktadir. Biitiin diinyada oldugu gibi iilkemizde de NTD siklig1 ve dagilimindaki
farkliliklar, etyolojik faktorler olarak beslenme, kiiltiirel veya genetik nedenler gibi
baz1 6zgiin veya 0zgiin olmayan nedenlerin incelenmesi gerektigini gostermektedir.

Kan ahinmas: sirasinda olusabilecek riskler: Igne batmasina baglh olarak az
bir ac1 duyabilirsiniz.

Yapilacak arastirmanin getirecegi olas1 yararlar: Bu calisma sonucunda
spina bifidali hastalarin TIT, idrar kiiltiirii, Renal USG, VCUG, DMSA, Bobrek
fonksiyon testlerinin diizenli kontrolleri yapilacaktir. Ayrica ndrojenik mesane,
barsak disfonksiyonu ve bobrek yetmezliginden korunmus olacaktir. Bu ¢alismayla
alinacak bilgilerle ayrintili bir genetik danigmanlik hizmeti verilecektir.

Eger arastirmaya katilmay1 kabul ederseniz Dr.Mehmet SARAC tarafindan
cocugunuzun spina bifida hastaligina yonelik tedavisi yapilacak ve aralikli yapilacak
kontrollerde alinacak rutin kan tahlilleri, idrar tahlilleri, Renal USG, DMSA, VCUG
ile yapilan tedavinin takibi gerceklestirilecek ve kayit tutulacaktir.

Bu calismaya katilmaniz i¢in sizden herhangi bir iicret istenmeyecektir.
Calismaya katildigmiz i¢in size ek bir 6deme de yapilmayacaktir.

Bu calismaya katilmay1 reddedebilirsiniz. Bu aragtirmaya katilmak tamamen
istege baglidir ve reddettiginiz takdirde size uygulanan tedavide herhangi bir
degisiklik olmayacaktir. Yine ¢alismanin herhangi bir asamasinda onaymizi ¢ekmek
hakkma da sahipsiniz.

(Katihmeinin/Hastanin Beyani)

Dr.Mehmet SARAC tarafindan Firat Universitesi Tip fakiiltesi Arastirma
Hastanesi Cocuk Cerrahisi Klinigi ve Firat Universitesi Tip fakiiltesi Genetik
Anabilim Dali tarafindan tibbi bir arastirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile
ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi. Bu bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya

“katilimc1” (denek) olarak davet edildim.
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Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait
bilgilerin gizliligine bu arastrma swasinda da biliyilk 6zen ve saygi ile
yaklasilacagmma inaniyorum. Arastrma sonuclarinin egitim ve bilimsel amaglarla
kullanim1 sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli
giiven verildi.

Projenin yiiriitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim. (Ancak arastirmacilar1 zor durumda birakmamak i¢in arastirmadan
cekilecegimi onceden bildirmemim uygun olacagiin bilincindeyim) Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma
dis1 tutulabilirim.

Arastirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk
altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan
nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya cikmasi
halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi.
(Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim).

Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte,
Dr.Mehmet SARAC, 23335555-2901 ve F.U Tip Fakiiltesi Cocuk Cerrahisi Klinigini
arayabilecegimi biliyorum.

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya
katilmam konusunda zorlayici bir davranigla karsilasmis degilim. Eger katilmay1
reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iliskime herhangi bir
zarar getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim aciklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Kendi
basima belli bir diislinme siliresi sonunda adi gecen bu arastirma projesinde
“katilimcr” (denek) olarak yer alma kararimi aldim. Bu konuda yapilan daveti biiyiik
bir memnuniyet ve goniilliiliik i¢erisinde kabul ediyorum.

Imzali bu form kagidinin bir kopyas1 bana verilecektir.
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Katihme
Adi, soyadr:
Adres:
Tel:
Imza
Goriisme tanigi
Adi, soyadr:
Adres:
Tel:
Imza:
Katilmei ile goriisen hekim
Adi soyads, linvant:
Adres:
Tel:
Imza
Ayirt etme yetenegi s6z konusu olan hastanin kendisinin rizasi alinacaktir.
Hastanin
Adi, soyadr:
Adres:
Tel:

Imza
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EKk 2: Hastalarin Demografik Verileri Anket Formu
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7. OZGECMIS

Adiyaman’m Besni ilgesinde 1977 yilinda dogdum. ilkokulu Yazibeydilli
K&yii Ilkokulunda, ortaokulu Seyhan Sakirpasa Ortaokulu ve liseyi Seyhan 19 Mayis
Lisesinde tamamladiktan sonra 1997 yilinda Firat Universitesi Tip Fakiiltesi’nde tip
egitimime basladim, 2003 yilinda mezun oldum. On ay pratisyen hekim olarak
Adryaman ili Besni ilgesi Besni Devlet Hastanesinde gorev yaptim. Firat Universitesi
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basladim. Halen bu klinikte egitimime devam etmekteyim.
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