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Yuksek Lisans Tezi, A ustos 2013
Dan man: Prof. Dr. Munis DUNDAR
OZET

Hiperfenilalaninemiler, fenilalaninin (FA) tirozinddnd imind salayan fenilalanin
hidroksilaz  (FAH) enziminin eksikli veya bu enzimin kofaktoéri olan
tetrahidrobiyopiterinin (Bk) tretim ve dongustndeki bozukluk sonucu ortayar kir
grup hastalktr. Klasik fenilketoniri (FKU) ise FA enziminin tama yakn
eksikli inden kaynaklanan ve tedavi edilmedde neredeyse her zamanramental
gerilikle karakterize otozomal resesif, genetik igedir hastal ktr. FKU, amino asit
metabolizmasnn en yaygn demsal hatalar ndan biridir. Hiperfenilalanineminin
(HFA) Turkiye'deki insidans 1/4172 iken, FKU icii/5049'dur. HFA ailelerinde
hastal ktan etkilenmiveya tay ¢ bireylerde FAH gen mutasyonlar n n taranmasm
do um 6ncesi tan hem de postnatal tedavi icin oldukgamlidir.
nsan genomunda FAH enzimi kodlayan gen 12q22- gérhozomunda yerlé&. Bu
gen yakla k olarak 100 kb uzunlwnda olup ve 13 ekzon icerir. HFA’ ya neden olan
FAH geninde u ana kadar 500’Un Uzerinde mutasyon belirletimiGen dizisinde
kiucuk dei imlere neden olan 31 farkl polimorfizm tan mlantw. FAH geninde
meydana gelen mutasyonlar; yanlanlaml (missense), splice-site ve anlams z
(nonsense) mutasyonlar ile kiictiik delesyonlar vergigonlard r.
Bu cal mada, birbirinden bamsz 80 HFA allelindeki FAH gen mutasyonlar n
pyrosekans (Qiagen Pyromark Q24) molekiler yontdenisaptamaya ve genotip-
fenotip ili kisini kurmaya calt k. Cal mada 80 HFA alleli icin 5 farkl mutasyon
saptand (%15). En s k gdrilen mutasyonlar ve alldiklar ; R261Q (%6.25), R243Q
(%2.5), R243L (%2.5), R241C (%2.5), R261X (%1.2BYyak saptanmt r. 40 hastan n
higbirinde E221G, P225T, R413P, D415N mutasyondarastlanmamt r.
Anahtar kelimeler: Fenilalanin Hidroksilaz Geni, Fenilketonlri, Pye&ans,

Fenilalanin
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SCREENING OF WIDESPREAD MUTATIONS OF PHENYLALANINE
HYDROXYLASE GENE
erife ERDEM

Erciyes University, Institute of Health Sciences
Medical Genetics Department
Master Thesis, August 2013
Advisor: Proffosor. Munis DUNDAR

ABSTRACT

Hyperphenylalaninemia is a group of diseases cabgedeficiency of phenylalanine
hydroxylase (PAH), an enzyme which coverts pheayliae (PA) to tyrosine, or by
defects either in production or recycling of teyrdtobiopiterin, the cofactor of PAH.
Total absence of PAH leads to classical phenylkgianPKU) which is a hereditary,
autosomal recessive disease characterized by aim@stably mental retardation when
remains untreated. PKU is a general inborn erroamino acid metabolism. As the
incidence of HPA (1/4172) and PKU (1/5049) are viigh in Turkey, genotyping of
patients with PAH deficiency is useful in HPA faid for prenatal or postnatal
diagnosis of affected individuals or carriers.

In the human genome, the gene that codes PAH enpjaes chromosome 12q22-
g24.1. This gene spans about 100 kb and containext8s. More than 500 PKU
mutations that cause HPA have been identified untiv. Thirty-one different
polymorphisms causing minor changes in the geneieseg have been identified.
Mutations observed in the PAH gene include missespdice-site and nonsense
mutations, small deletions and insertions.

This study aims to analyze mutations of the PAHegbg pyrosequencing (Qiagen
Pyromark Q24) molecular method and to clarify ggpetphenotype relation in 80
PKU alleles throughout Turkey.

As a result, 5 different mutations are identified 80 HPA alleles (15 %). The most
widespread mutations are R261Q (%6.25), R243Q (PoR243L (%2.5), R241C
(%2.5), R261X (%1.25). None of the E221G, P225T132 D415N mutations is seen
among 40 patients.

Key Words: Phenylalanine Hydroxylase Gene, Phenylketonurigsos®quencing,
phenylalanine
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1.GR VEAMAC

Fenilalanin (FA) temel bir aminoasittir ve prot@rde bulunan aminoasitlerin yakla
% 4-6 kadar n oldurmaktad r. Vicuda yiyeceklerle al nan fenilalanirbtytk bir
ksm karacier hicrelerinde sentezlenen fenilalanin hidroks{BAH, EC1.14.16.1)
enzimi taraf ndan okside edilerek tirozine ddfiiitiimektedir. Fenilalanin amino
asidinin tirozine doniumunt salayan fenilalanin hidroksilaz enziminde (FAH) veya
bu enzimin kofaktérl olan tetrahidrobiyopterininHB sentez ve rejenerasyonundan
sorumlu olan dier enzimlerdeki bozukla bal olarak ortaya ¢ kan heterojen hastal k

grubu hiperfenilalaninemi (HFA) olarak adland r lktad r.

Fenilketonuri (FKU, MIM# 261600), fenilalanin hidksilaz enziminin eksiklii ile
geli en entellektiefonksiyonlarda bozulma ile ilerleyen ve tedavi etkk ise ar
mental motor geriliklesonuglanan otozomal resesif gdéicdo u tan metabolik bir
hastal kt r.

Fenilketonlri kaltsal metabolik hastal klar n eme@nlilerinden biridir. Gelimi
Ulkelere oranla ulkemizde akraba evliliklerinin @® um say s nn yuksek olmas
sonucu doumsal metabolizma hastalklar na s k rastlanmakta@enelde 1:10000
s kl kta gorulen fenilketontri Glkemizde 1:5049 orada gorulmektedir. FAH geni igin
500’den fazla farkl mutasyon bildiriliir.

Bu cal mann amac FKU tans konmé0 hastan n FAH genindeki 6zgiil ve yayg n
mutasyonlar olan; E221G, P225T, R241C, R243Q, R2&3261X, R261Q, R413P,

D415N ac¢ s ndan pyrosekans molekiler yontemini dndtak taranmalar, tespit



edilebilecek mutasyon ile genotip-fenotip kiisi kurularak literatlire katk da bulunmak
ve ayrca ailelere bir sonraki gebelikleri icin pnplantasyon genetik tan ans
sunmakt r. Pyrosekans molekuiler yonteminin s6z karhiastal n tan s n koymadaki
etkinli i, avantaj ve dezavantajlar ayr ca dédendirilecek ve tart lacakt r.



2. GENEL B LG LER

2.1 L-FEN LALAN N

Fenilalanin (-amino-hidrosinnamik asit,-amino- -fenilpropiyonik asit), proteinlerin
amino asit iceriklerinin %4-6 kadarn oturan esansiyel bir amino asittir ve
ketojeniktir (1)

2.1.1 L-fenilalaninin fiziksel ve kimyasal 6zellikeri

Canllar icin gerekli temel aminoasitlerden olanfdnilalaninin (L-2-Amino-3-

fenilpropionik asit) molekil formultoyledir:

ekil 2.1. Fenilalaninin kimyasal yap s

L-fenilalanin organizma taraf ndan sentezlenemey®n nedenle dar dan besin
maddeleriyle al nmas gereken beyaz, tatl, krigégd da aromatik bir aminoasittir.



Tablo 2.1.Fenilalanin 6zellikleri

Molekdil Erime noktas | pK1 (-COOH) | pK2 (-NH+) pl
kutlesi (oC)

('g/mol)

165.19 283 1.83 9.13 5.48

Fenilalanin vicutta tirozine domiirilerek butin duygusal alg lar m z ve tepkilerzimi

yonetiminde gorevli noOrotransmitterler olan epingfr dopamin, norepinefrinin
adrenalin ve tiroid hormon yap mnn yan sra 6hemdropeptidlerin, somatostatin,
vazopressin, melanotropin, adrenokortikotropik homm substans P, enkefalin,

vazoaktif intestinal peptid, anjiyotensin Il ve &sistokinin tretimiyle de ilgilidir (2).

Plazmadaki FA dengesi “girdiler” ve “c kt lar” bilenleriyle oluur. Girdiler bile eni
ekzojen (diyet) ve endojen (proteolizis) birtai ile ¢ kt lar bile eni ise protein sentezi,
tirozine hidroksilasyonu ve mindr metabolitlerinedndi iminden olwr. Bu
bile enlerden herhangi birinde ohkbilecek farkllklar FA metabolizmas ve
homeostaz n bozabilir. Fenilalanin metabolizmas nesas yonu hidroksilasyon
reaksiyonudur (%75) ve sonucunda FA ya kataboliklgdkarbondioksit ve suya y k I r

ya da endojen amino asit tirozin alu (3).

ekil 2.2. Serbest L-fenilalaninin insan metabolizmas ndaka airdi ve ¢kt lar . Girdileri
diyetten gelen protein ve endojen amino asit havakuturur. Cktlar ise (1) tirozine
hidroksilasyon, (2) bd polipeptid havuzuna kat | m, (3) transaminasy@ndekarboksilasyon
arac| yla gercekleir. Normal dengeli durumda bu U¢ reaksiyonun orbdseemi yakla k
olarak s ras yla 3:1:eseeklindedir. ( 3)



Ik ya icin fenilalanin ihtiyac 60-90 mg/kg daha sonra-480 mg/kg’d r. Fenilalanin
bitkisel ve hayvansal protein kaynaklar nda bulungt, balk, yumurta, sit ve st
ardnleri, kuru baklagiller, kuruyemer, normal ekmek, biskvi protein ve fenilalaninin

yuksek olduu g dalard r (4).
2.2. DO UMSAL METABOL ZMA HASTALIKLARI

Do umsal metabolizma hastalklar; bir enzimin, kofakin eksiklii ya da
aktivitesinde azalmas sonucu ortaya ¢ kan biyokisay bozukluklardr ve ca

otozomal resesif kal t m gostermektedir (5).

Ik kez 1908’de Garrod taraf ndan tan mlanmlan do umsal metabolizma hastal klar
geli mi ulkelere oranla Ulkemizde akraba evliliklerinin d® um say s nn yuksek

olmas ndan dolay daha s k gorilmektedir (6).
2.3. HPERFEN LALAN NEM

Amino asit metabolizma hastal klar , enzimlerin giia cal mamas ndan kaynaklanan,
k z ve erkekleri @t oranda etkileyenpadir gorilen, kalt msal hastal klardand r. En s k

gOrulen amino asit bozukluklar aras ndperfenilalaninemiler yer almaktad7, 8, 9).

Fenilalanin amino asidinin tirozine doénimind salayan fenilalanin hidroksilaz
enziminde (FAH) veya bu enzimin kofaktori olan abidrobiyopterinin (BH) sentez
ve rejenerasyonundan sorumlu olanedienzimlerdeki bozukla bal olarak ortaya

¢ kan heterojen hastal k grubu hiperfenilalanin@rftA) olarak adland r Imaktad r (3).

HFA'ler kaltsal (primer) veya gecici (sekonder)dealere bal olarak oluabilir.

Primer hiperfenilalaninemiler kal tsal nedenlere  Ihken sekonder
hiperfenilalaninemiler gecici nedenlere bablarak olu maktad r. Fenilalaninin tirozine
doniUmint salayan FAH enzimindeki veya enzimin kofaktori olanHB

metabolizmas ndaki bozukluklar kal tsal HFA’ lereden olmaktad r.

Bobrek hastal klar, ar inflamatuvar yant, metotreksat gibi ilaglarlalgktozemi ve
tirozinemi, sekonder yani gecici HFA’ lerin omas na neden olmaktad r (10).



Tablo 2.2.Hiperfenilalaninemilerin kal tsal ve gecici nederd bal olarak s n fland r Imas

1. Primer (kal tsal) 2. Sekonder (edinsel)

Fenilalanin hidroksilaz eksikli i « Maternal FKU

*A r (klasik FKU) » Tirozinemi

*Orta a rl kta hiperfenilalaninemi *» Gegici neonatal hiperfenilalaninemi
*Hafif hiperfenilalaninemi * laca bal (metotreksat, trimetoprim)

Biopterin metabolizmas bozukluklar | « A r enflamatuar yan t
*Guanozin  trifosfat  siklohidrolaze Renal hastal k
eksikligi « Karaci er hastal
*6-piruvoil- tetrahidropterin sentaz
eksikli i

*Dihidropteridin rediktaz eksikligi
*Pterin karbinolamin dehidrataz
eksikli i

*Semiapterin rediktaz eksikii

Normalde plazmadaki fenilalanin miktar <2 mg{#20 mol/L) dir. Vicut s v lar nda
ve kandaki fenilalaninin tirozine oran 0.6-1.5 uofiglir. Hiperfenilalaninemi
hastalar nda bu oran 3 veya 3'Un Uzerindedir (ILyozine dondturtlemeyen
fenilalanin amino asidindeki NHgrubu, transaminazlar taraf ndanketoglutarat’a

transfer edilerek fenilpurivat olmas na neden olmaktad r (12).

2.4. KALITSAL H PERFEN LALAN NEM LER HASTADA MEVCUT ENZ M
AKT V TES NE VE HASTALI INB YOK MYASAL FENOT P NE GORE UG
GRUPTA DE ERLEND R LMEKTED R (13):

1. Fenilketonuri (FKU)

a) Klasik FKU: Enzim aktivitesi %1'den az, kan FAzbyi 20 mg/dI'den yiiksektir,

hastalar n tolere edebildikleri gunlik fenilalammktar 20 mg/kg'dr.

b) Orta derecede ‘moderate’ FKU: Enzim aktivitesirmalin yiizdesinin %1’inin
Uzerinde, kan FA duzeyi 15-20 mg/dl aras ndadastalar n tolere edebildikleri glnlik

fenilalanin miktar 20-25 mg/kg'dr.

c) Hafif ‘mild’ FKU: Enzim aktivitesi normalin yiizelsinin %5’inin tUzerinde, kan FA
duzeyi 10-15 mg/dl aras ndad Hastalar n tolere edebildikleri gunlik fenilalanin
miktar 25-50 mg/kg'dr.



2. Hafif ‘mild" HFA (fenilketontri olmayan HFA): Enzim aktivitesi normalin
yuzdesinin %30’'unun Uzerinde, kan FA dizeyi 10 rhgild alt ndad r. Hastalara
kontrol alt nda serbest diyet tedavisi uygulanmdkta

3. Tetrahidrobiyopterin metabolizmas bozukluklar : Dihidropteridin rediktaz, GTP
siklohidrolaz 1, pterin-4-8-karbinolamin dehidrata&zpurivoyil- tetrahidropterin sentaz
aktivitesinde ki bozukluklar ile olan ve BH'ne yan t veren hiperfenilalaninemilerdir.

Tetrahidrobiopterin metabolizmas bozukluklar (11)
BH, sentezinde bozukluk

-Guanozin trifosfat siklohidrolaz (GTF-SH) eksikli
-6-purivoyil tetrahidropterin sentaz (PTPS) eksikli
BH, rejenerasyonunda bozukluk

-Pterin-4 -karbinolamindehidrataz (PKD) eksiki
-Dihidropteridin reduktaz (DHPR) eksikii

FAH eksikli i olan hastalar n FKU ve non-FKU HFA olarak s nrithr Imas uygun
gorulmektedir. Buna gore, tedavi 6ncesi plazma kEaeyi 16,5 mg/dL’den yiksek ve
gunluk tolere ettii FA miktar 500 mg’ n Ustiinde olanlar non-FKU HFfarak kabul
edilmektedir (5, 6,14).

Tedaviye yonelik yap lan ¢camalar n sonuclar ve hastalar n oral Btédavisine cok
iyi yant vermesi, BH yantna go6re hastaln yeniden snflandrImasn
gerektirmektedir (15).

Tablo 2.3.Hiperfenilalaninemilerin Tetrahidrobiyopterin Yama Goére S n fland rmas

1. Terahidrobiyopterine yant vermeyef. Tetrahidrobiyopterine yant veren

hiperfenilalaninemiler. hiperfenilalaninemiler.
a. Tetrahidrobiyopterine yant veren

fenilalanin hidroksilaz enzimi eksikli.

b. Tetrahidrobiyopterin metabolizmas
bozukluklar .




2.5. KLAS K FEN LKETONUR

FAH enzim eksikliklerinin ar durumlar igin fenilketoniiri (FKU) ifadesi
kullan Imaktad r (11). Klasik fenilketonuride FAHIh veya tama yak n eksiktir. Artm
FA metabolitleri ve Grinleri normal metabolizmaypZop santral sinir sisteminde (SSS)
kalc zedelenmeye yol acar ve zekd genk neden olur (1). Fenilketonlri, FAH
enzim aktivitesine ve kan fenilalanin diizeyine gd#endi icinde klasik FKU, orta

derecede “moderate” FKU ve hafif “mild” FKU olmakére 3 gruba ayr Imaktad r.
2.6. FENLKETONUR N N TAR HCES

Fenilketonuri ilk kez 1934 yInda Norvec¢’ li biyakyac ve klinisyen Dr. Asbjorn
Folling taraf ndan tan mlannt r (16-18). Mental retardasyonu olan ve dé bir vicut
kokusuna sahip alt bucuk ve dort yalaki iki kardein idrar drneklerinde keton olup
olmad n anlamak icin demir-tc¢-klortr ilave etinde kahverengimsi bir renk elde
edilmesi gerekirken yd renk olutu unu gérmi, daha sonra ki ¢amalarla idrarla
atlan bu bilei in fenilpiruvik asit olduunu ortaya koymuur. Mental retardasyonu
olan ve idrarlar nda fenilpiruvik asit bulunan haat n sa¢ ve goz renklerinin ag¢ k
olu u, egzama eklindeki deri lezyonlar dikkatini ¢ekntir. Yeni tanmlad bu
hastal a kognitif geliim Uzerine olan etkisini de vurgulamak amac Yliambecilitas
phenylpyrouvica’ismini vermitir (19-21). Penrose 1935'te bu hastafenilketonuri
olarak adland rm, Jervis 1947'de FKU'deki metabolik bozuklun FA'nn tirozine
doni iminde olduunu kefetmi ve 1953 y | nda fenilketondrili hastalarda heredit
bir enzimatik defektin karacerde fenilalaninin tirozine cevriimesini engelleii
bildirmi tir (22-24)

Fenilalaninden k s tl diyet ile tedavi edilebileceése ilk kez 1953’de Bickel taraf ndan
gosterilmi, diyette protein kayna olarak FA'den kstl kazein hidrolizatlar
kullan Imaya balanm tr (25). Prof. Dr. Hors Bickel ve arkadar fenilketondrili

hastalar i¢in fenilalanin icermeyen ilk formula mamuaretmitir (26).

1956’da enzim siteminin iki bileni oldu u fark edilmi (27), 1963'de bu iki sistemin
FAH ve dihidrobiyopteridin rediktaz enzimlerindelu du u (28), 1958'de hastalar n
¢o unda esas patolojinin FAH aktivitesinin  d#li 0 olduu, 1978de ise
tetrahidrobiyopiterin biyosentezi ile ikili basamaklar n eksiklinin hastal a neden
olabilece i gOsterilmitir (29).



Fenilketondri i¢in toplumsal taramaya yonelik ikst Dr. Willard Centerwal taraf ndan
1957 yInda uygulanmaya Hanm tr. Bu test, hastan n idrar na damlat lan demir-3-
klortr c¢oOzeltisinin fenilpiruvik asit ile reaksiyangirmesi sonucunda yé renk
almas na dayanmaktayd . Ancak testin pozitdl@limesi icin gerekli olan fenilpiruvik
asit, bebek ancak birka¢ haftal k oldunda yeterli miktara ulayordu. Bu nedenle
yeterince erken donemde hastalara tan konulamyer tarama testi olarak
uygulanam yordu. 1959 y I nda fenilketondrili hdatatedavi eden ve kan fenilalanin
miktar n n él¢tlebilmesi icin her seferinde 15-20kan 6rnei almak zorunda olan Dr.
Robert Warner, bir kanser atamac s olan Dr. Robert Guthrie’den kan fenilafan

diuzeyinin izlenebileca basit bir test Uretmesini istertir (22).

Gunumuzde en yaygn kullan lan bakteriyel inhibisyanalizi 1961'de Dr. Robert
Guthrie taraf ndan gelirilmi ve “Guthrie testi” olarak adland r Intr (19). 1967'de
ABD’nin 37 eyaletinde kanun ile uygulanmas zoruRlunm tr. Tarama yontemleri
hasta bebeklerin erken tan mlanmas ve erken déealyet tedavisi ile dinya ¢ap nda
ylzbinlerce cocuwun zeka geriliinin engellenmesini sé&am tr. 1970 yInda FAH' n
kofaktorii olan BH metabolizmas ndaki eksikliklerin de, benzer fepetisebep
olabilecei anla Im (30), 1983'de FAH cDNA’s nda RFLP polimorfik bdéwyicilerin
varl gosterilmi (31), Dahl ve arkad#&r 1984’'de FAH cDNA's kullan larak PAH
lokusunun 12. kromozomunun uzun kolunda (129223lla& oldu unu gostermierdir
(32, 33).

1985 y I nda FAH geninin 100 kb, mRNA’s n n ise4dXb’l k oldu unun gdsterilmi
(33), 1992'de FAH aktivitesi ile hastal k fenotigias nda belirli bir bdant n n oldu u
gosterilmitir. Eiken 1996'da FAH genindeki mutasyonlar n saphas icin DGGE
analizi kullanmtr (34). 2002 yInda FKU’nin tedavisi icin gendavisi ve enzim

replasman tedavileri icin cainalar balam tr (35).
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Tablo 2.4.Fenilketontrinin klinik ve genetik 6zelliklerinitarihsel geliimi.

1934 Asbjorn Folling Hastal n “Imbecilitas Phenylpyrouvica” olarak
adland r Imas

1935 Lionel Penrose Hastah fenilketonuri olarak adland r Imas

1947 George Jervis Fenilalanin amino asidinin tirez6niiminde
bir bozukluk olduunun kefedilmesi

1953 George Jervis Fare karaaginde fenilalanin hidroksilaz enzim
eksikli inin gosterilmesi

1953 Horst Bickel Fa’'ninden k s tI diyet tedavisirhastal n beyin

dokusunda yapt olumsuz etkilerin
Onlenebileceinin gbstermesi

1961 Robert Guthrie Hastaln erken tan s igin “Guthrie” testinin
geli tirilmesi

1969 C.C. Huntley, Maternal FKU sendromu olarak da bilinen ilk

R.E. Stevenson embriyofetopati vakas n n rapor edilmesi

1970 N. Blau FAH’ n kofakt6ri olan BHnetabolizmas ndaki
eksikliklerin de, benzer fenotipe sebep olabilece
anla Imas

1983 S.L.C. Woo FAH cDNA'’s nda RFLP polimorfik bediyicilerin
varl nn gosteriimesi

1984 H.H. Dahl, J.F. FAH cDNA'’s kullan larak PAH lokusunun

Mercer, A. Lidsky | 12. kromozomunun uzun kolunda (12922) lokalize
oldu unun gosterilmesi

1985 A. Lidsky, FAH geninin 100 kb , mMRNA’s n n ise, 2.4 kb'l k
S.L.C. Woo oldu unun gosterilmesi

1992 S.J. Ramus FAH aktivitesi ile hastal k fenicdias nda belirli
bir ba lant n n oldu u gosterildi

1996 H.G. Eiken FAH genindeki mutasyonlar n saptasm
¢in DGGE analizi kullan Imaya bnd

2002 U. Lassker Tetrahidrobiyopterin tedavisineageveren 2 hasta
literattire gecti

2002 J. Liu, X. Jia FKU’nun tedavisi icin Gen tedawve enzim

replasman tedavileri i¢in caialar balad

2.7. FENLKETONUR SIKLI |

FKU’ niin tim diinyada taranmniifusta skl 1/12.000'dir, tahmini tay ¢ frekans
1/55'dir (36). FKU'nuin tlkemizde skl 1/5049, HFA skl 1/4172'dir. Ulkemizde
kaba bir hesapla ylda 250-300 ¢cocuk bu hastaddamaktad r. Bu ytksek oran n
nedeni toplumda 26 kden birinin tayc olmas ve akraba evlilinin ¢ok sk (I.
derece kuzenler aras %?21) gerceklesidir (37). Dunyadaki verilerle
kar latrid nda ulkemiz, FKU hastalnnn rlanda (38) ve Yemen kokenli
Yahudilerle (39) birlikte en s k goruldi Glkedir.



Tablo 2.5.Popiilasyonlara gére FKU s ki (37, 3)
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Bolge Ulke FKUs K
Asyal populasyonlar Cin 1:17000
Japonya 1:125000
Tlrkiye 1:5049
Yemen Yahudileri Grail) 1:5300
skogya 1:5300
Cekoslovakya 1:7000
Macaristan 1:11000
Danimarka 1:12000
Avrupal poptlasyonlar Fransa 1:13500
Norvecg 1:14500
ngiltere 1:14300
talya 1:17000
Kanada 1:22000
Finlandiya 1:200000
rlanda 1:6110
Arap populasyonlar 1:6000 ‘e kadar
Okyanusya Avustralya 1:10000

2.8. FENLALAN N H DROKS LAZVE METABOL K YOLAKTAK D ER
ENZ MLER

Fenilalanin hidroksilaz (fenilalanin-4-monooksijghasansiyel bir amino asit olan L-
fenilalaninin L- tirozine geri doniiimstiz hidroksilasyonunu katalizleyen kompleks bir
enzim sistemidir (3).

FA katabolizmas memelilerde esasen kamaae aktiftir, beyinde bulunmaz (40).
Hepatositlerin sitoplazmalar nda dak halde bulunur (41). FA'n n geri donimsi
katabolizmas nda ilk basamak FAH ile tirozine damaudur. FAH demir iceren bir
homotetramerdir. Kofaktor olarak konjuge olmayatein, tetrahidrobiyopiterin (Bk)

ve molekller oksijene gereksinim duyar. Hidroksias reaksiyonu srasnda BH
kuinoid BH,’e oksidize olur. FAH enzim aktivitesinin surekliini sa lamak icin aktif
piterin surekli ortamda yeterince bulunmal d r. BRavuzunun idame edilmesi icin
gBH,, piterin-4 -karbinolamin dehidrataz (PCD) ve dihidropteridediiktaz (DHPR)
ile BHse geri cevrilebilir veya guanozin trifosfattan (BY de novo sentezlenebilir.
GTP’ den BH sentezi srasyla 3 enzimatik reaksiyon sonucucejdeir; GTP
siklohidrolaz, 6- piruvoyil-tetrahidropiterin setée (PTPS) ve sepiapiterin rediktaz
(SR). BH, ayr ca tirozin hidroksilaz, triptofan hidrolaz mgde kofaktér olup dopamin,
katekolamin, melanin, seratonin ve nitrik oksidentezi icin gereklidir (42, 43). FAH
enzim sistemi bileenlerinde herhangi bir bozukluk sonucu FA vicutirgkib ve FA
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normalde daha az aktif olan @r yollara girer. Sonugta normalde vicutta esetania
bulunan maddeler (6rn. FA'n n transaminasyonu dailpirtivik asit gibi) oluur ve
idrarda at | r (43).

ekil 2.3. Aromatik amino asitlerin hidroksilasyonu, tetrataidiyopterin sentez ve
rejenerasyonu, fenilalanin metabolitlerinin almu. GTF-SH: Guanozin trifosfat siklohidrolaz,
PTPS: 6-pdrivoyil tetrahidropterin sentaz, SR: Sppérin rediktaz, PKD: Pterin-4
karbinolamin dehidrataz, DHPR: Dihidropteridin r&tiz, FAH: Fenilalanin hidroksilaz, TH:
Tirozin-3-hidroksilaz, TPH: Triptofan-5-hidroksilaz-DOPA: L-dihidroksifenilalanin, HVA:
Homovanilik asit, 5SHAA: 5-hidroksi indol asetik asit, NOS: Nitrik oksgentaz, NO: Nitrik
oksit. (42)



Tablo 2.6.Tetrahidrobiyopterinin oluu u metabolik yolaktaki dier enzimler

ve neden olduklar hastal klar (44)
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lenfosit

EKSPRESE
HASTALIK OLDU U ROMPZONAL
DOKULAR
Hiperfenilalaninemi  ile  birlikte
giden hastal klar
Guanozin trifo_sf_a_t siklohidrolaz | Karaci er, bobrek beyin
(GTPCH) eksiklii ’ 14922.1-22.2

6-purivoyl-tetrahidrobiyopterin sentaz
(PTPS) eksiklii

Karaci er, bébrek beyin
lenfosit, eritrosit,
fibroblast

11922.3-23.23

Dihidropteridin redtiktaz (DHPR)
eksikli i

TUm dokularda 4p15.3
Pterin 4 karbinolamin dehidrataz ( PCD) nce ba rsak. karacier
eksikli i N ’ 10922
beyin
Hiperfenilalaninemi ile birlikte
gitmeyen hastal klar
Dopaya cevap veren distoni (DRD) Karaari, bobrek 14422.1-22.2
beyin,lenfosit Gee- '
Seplapterin rediktaz eksikii Tum dokularda 2p14-p12

2.9. FENLALAN N H DROKS LAZ GENET

nsan FAH enzimi 452 amino asitten alg karacierde dimer veya aktif formu olan

tetramerler eklinde bulunur. Ortamdaki FA konsantrasyonu arttla dimerik formlar

tetramerik forma doniiir (3). Tetramerik ve dimerik formlar olturan monomerlerin

her biri, ¢ alt birimden olwr: N-terminal diizenleyici alt birim, katalitik aliirim ve

C-terminal tetramerizasyon alt birimi (45)ekil 2. 4.). Katalitik alt birimin merkezinde

bulunan aktif bélgede bir t¢ derlikli demir atomu ve iki su molekalinin varl

gosterilmitir.
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ekil 2.4. Fenilalanin hidroksilaz enziminin domainleri (45)

Mutasyonlar n biyuk cainlu u FAH enziminin katalitik bolgesinde bulunmaktad r.
Tetramerizasyon bdlgesi, dimerlerin tetramer fomdai Gmlerini salar. Bu bdlge 2
antiparalel tabakas ve C-terminalde tetramer almunda gorev alan bir- heliks
bolgesi icermektedir. Regulator bdlge ise, aktif Igedin ilev gormesini

dizenlemektedir.

Fenilalanin hidroksilaz enzimi tzerinde BHba lanmas icin iyi korunan 27 amino
asitlik bir bolge vard r ve bu 27 amino asitin Hhési aktif bélgededir. Pterinler demire
ba lan rken balanma bdlgesindeki amino asitler ve su molekulid@ehidrojen balar
kurarlar. Pterin bdanmas sonras nda 245-250. Pozisyonlardaki amgitorezidileri
demir yonine kayar, iki derlikli oksijenin demir ve pterin aras nda kopriu aliracak
ekilde yerlemesi salanr ve FA'nn hidroksilasyonu gercekle Pterin balanmas
sonras nda gerceklen konformasyonel de iklikler pterinlerin FAH (zerinde

duzenleyici etkisi olduunu géstermektedir.

Tetrahidrobiyopterin duzenleyici etkisini, bir cAMProtein kinaz inhibe edip,
duzenleyici alt birimde 16. pozisyondaki serinisfiarilasyonunu inhibe ederek gosterir
(45). Proteinden zengin beslenme sonras kan gtukalgizeyi artar, glukagon hepatik
adenilat siklaz aktive eder ve cAMP diizeyini yUkiseFenilalanin hidroksilaz n aktif
formu olan fosforile ekli, cAMP ba ml protein kinazlar n aktivasyonu ile olur.
Sonu¢ olarak yuksek kan FA dizeyi FAH'n n fosfarilerek aktive olmasn shar.
Ayrca FA'nn enzimin tetramerik formunda kendinegdin balanma bdlgesine
ba lanarak stabilizasyonunu dad  gdsterilmitir. DU Uk doz steroidlerin FAH

aktivitesini stimule ettii de gosterilmitir. Bu bilgiler hayvan deneyleri ile elde
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edilmi tir. nsan FAH' n dulzenleyici etkenler lzerinde cadalar devam etmektedir

3).

ekil 2.5. Fenilalanin hidroksilaz n (FAH) yap sal bilenleri. FAH' n katalitik domaini ferrik
demir ve kofaktor (BH4) bdanmas ndan sorumlu 26 veya 27 amino asitlik magédrir (41).

2.10. FENLALAN N H DROKS LAZ GEN N N YAPISAL OZELL KLER VE
EXPRESYONU

nsan FAH cDNA’s n n (phPAH247) tam dizisi 1985 yda Kwok ve ekibi taraf ndan
tamamlanm ve proteinin amino asit dizisi belirlendinde fonksiyonel bir enzim igin

gereken tim bilgiyi bu amino asit dizisinin icendgosterilmitir (46).

FAH geni 12. kromozomda g22-g24.1 yer almaktaden@3 ekzon icermekte ve
yakla k olarak 100 kb’l k bir DNA bdlgesini kapsamaktad=AH geninden kodlanan
olgun mRNA 2.4 kb uzunlwndad r ve translasyon sonucunda atuFAH enzimi ise,

452 amino asit icermektedir.



16

ekil 2.6.12. kromozom Uzerinde FAH geni lokalizasyonu pittvww.sci.ege.edu.tr)

FAH temel olarak insanda karaerde eksprese olmaktadr. @k
immunohistokimyasal analizler sonucunda bu enzibirekte de eksprese oldu
gosterilmitir (47). Ayr ca fibroblast hicrelerinde, derider&gnosit hiicrelerinde de
FAH mRNA’larnn varl gosterilimitir. Farelerde yap lan camalar sonucunda,
pankreas ve beyin dokusunda da FAH aktivitesi kilua gosterilmitir. Fenilalanin
amino asidinin vicuttaki yk m fenilalanin aln rma, hidroksilasyonuna, protein

sentezi icin kullan m miktar na, fenilalanin trangaasyonuna ve fenilalanin

dekarboksilasyonuna gore dagiik gostermektedir. nsan ve faredeki bobrek FAH
enziminin kinetik 6zellikleri a¢ sndan ayn oldakl ve karacierdeki izomerik

formlar n n da blyuk oranda benzerlik gosterdapor edilmitir (48).

Farelerde, bobrek dokusunda bulunan FAH enzimkdeaci er dokusunda bulunan
FAH enzimi aras nda kortizol ve glukagon arac lle dokuya 6zgul regulasyonlar nda,
substratla aktivasyonlar nda ve posttranslasyonetlifikasyonla aktivasyonlar nda

(fosforilasyon gibi) belirgin farkl I klar bulunmaéd r (48).

Ayr ca yap sal a¢cdan da, bu iki enzim aras ndaulufarkl | klar gézlenmektedir.
Fenilalanin ile aktivasyonda karaer FAH enzimi dimerik formdan aktif formu olan
tetramerik forma donimektedir. Bobrek dokusundaki FAH enzimi ise, dirkdarmda
daha aktiftir. Kuaterner formdaki bu fark bobrektakoenzimin tetramerizasyon
domaininde farkl bir amino asit dizisinin bulunmadan kaynaklanmaktad r.

Ayr ca amino asit dizisindeki farkl I n n yan sra pH, glikozilasyon, farkl ligandlar
bulunmas da bu durumu etkileyebilmektedir. Ancalsanda karacer ve bobrek

dokusunda bulunan FAH enzimleri arasnda reguladgonaktivasyonda ve
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konformasyonda bdyle bir fark gozlenmetini Bobrek bozukluklar nda fenilalanin
hidroksilasyonunda problemler gozlenmektedir. BuAHfeNnotipinde rezidiel enzim
aktivitesinin sadece kara@r FAH’ ndan deil bobrekteki FAH'dan da etkilendini
gostermektedir (49). X-ray analiz ¢ahalar , tam uzunluktaki insan FAH enziminin
aktif formunun tetramerik yap da oldunu gostermektedir. Dimerik formlar substrat
varl nda bir araya gelerek tetramerleri dlwur. Fosfat tamponu icinde pH 8 de,

tetramerler tekrar dimerik forma donebilmekted)4

2.11. FAH GEN NDE BULUNAN POL MORF ZMLER VE HAPLOT PLERLE
BA LANTILARI

FAH gen bélgesinde g farkl polimorfizm grubu taanm tr.

Biallelik polimorfik belirleyiciler:  “Restriction Fragment Length Polymorphism
(RFLP)”, FAH geninde, Bgl II, Pvu li(a), Pvu ll(bXmn I, EcoR I, Msp I, EcoR V,
Hind Il1 restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin kasbdlgeleri icin 8 polimorfik bdlge

bulunmaktad r.

Multiallelik polimorfik belirleyiciler: FAH geninde biri genin son ekzonundan 3kb
aa da bulunan 10 farkl allel iceren “Variable Numbmr Tandem Repeat (VNTR)
di eri genin Gg¢uncl intronunda bulunan 9 farkl algdren “Short Tandem Repeat

(STR)” olmak tzere iki tane multiallelik polimorfilkelirleyici bulunmaktad r.

Tek Nukleotid De i iklikleri: “Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs)” FAH geni
icinde protein fonksiyonu icin bilinen herhangi betkileri olmayan 17 SNP

tan mlanm tr.

FAH geninde bulunan bu polimorfik belirleyiciler kan larak farkl populasyonlar icin
haplotipler ¢ kart Imtr. Geni bir haplotip analizi biallelik polimorfik belirlegilerin
kullan m ile ¢ kart I rken, sadece VNTR ve STR jpadrfik belirleyicilerini kullanarak
mini haplotipler de oluurulmaktad r (50).

2.12. FAH GEN NDEK MUTASYONLAR
FAH enziminin aktivitesine gore mutasyonlar 3 dé& kategoriye ayr Imaktad r.
A. Enzimin hem kinetiini hem de yap sal 6zelliklerini etkileyen mutasian

B. Yapsal olarak bir da ime sebep olmayan ama enzim kingti etkileyen

mutasyonlar.
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C. Enzimin kineti ini etkilemeyen ancak yap s nda deme neden olan mutasyonlar.

Tablo 2.7.FAH geninde bulunan mutasyonlar n s n fland r Imas

Mutasyon tipi Mutasyon say s Yuzdesi (%)
Missense (yanl anlaml) 341 60.14
Delesyon 76 13.40
Splicing 62 10.93
Nonsense (sessiz) 32 5.64
Anlams z 39 6.88
nsersiyon 10 1.76
Bilinmeyen 7 12.5
Toplam 567

Fenilalanin hidroksilaz geninde 06.03.2012 itibkriytam olarak 567 mutasyon
bildirilmi tir (Tablo 2.7.). FAH geninde tan mlanan mutasyonlgen icindeki dal m
ekil 2.7.” de verilmitir.(51)

ekil 2.7. FAH geninde tan mlanan mutasyonlar ve polimorfiklgelerin gen igindeki

da Imlar http://www.mun.ca
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Fenilalanin hidroksilaz geninde bildirilen ilk mstgon, 12. intronun 5’ ucunda “splice”
bblgesindeki tek bir baz deikli idir (GT AT) (52). Fenilalanin hidroksilaz enzim
aktivitesinin tam ya da tama yak n eksildie yol agcan mutasyonlar, “null” mutasyon
olarak adlandrlr. Ancak FAH allellerinin %60’ mth fazlas nda missense (yanl
anlaml) mutasyonlar saptanmr. Bu mutasyonlar n etkileri ancak deneysel dtara

invitro ekspresyon yontemi ile derlendirilebilir.

FAH geni 1986 ylnda izole edilmive izleyen yllarda FAH eksikli bulunan
populasyonda 6nemli oranda allelik heterojenitetg@mi tir. Bening polimorfizmler
veya daha az sklkla gorilen bening varyantlar nbanm sa da bunlar n buyik
¢co unlu u nadir gordlen mutasyonlar olup FAH aktivitesini tkileyip
hiperfenilalaninemiye yol acmaktadr. Avrupa kokenpopulasyonda mutant
kromozomlar n Ucte ikisinden alt farkl mutasyoorgmludur. Belirtmeye deer bir
bulguda Asya toplumunda (bilgiler Cin, Kore, Japamgitti) FAH mutasyonlar n n
%380 ‘inden biraz fazlas n der alt mutasyon oldurmaktad r. Geriye kalan hastal k

yap ¢ mutasyonlar tek biar na enderdir. (ekil 2.8.)

3830 AVRUPA ALLEL 185 ASYA ALLEL

ekil 2.8. Avrupa ve Asya kokenli populasyonlarda FAH mutadsio ve da Im. (Asya ile
ilgili bilgiler Cin, Kore, Japonya'ya aittir}53)

Her toplumda FAH mutant popilasyonunda 6nemli édcgdnetik heterojenite vardr.
Lokustaki yuksek allelik heterojenite (bir lokudtaden fazla allel bulunmas) nedeni
ile toplumlar n ¢counda FKU’ li hastalar genetik birlitir (compound) ve FAH
bozukluklar nda gorulen enzimatik ve klinik bulguida fenotipik farkl I klarla uyumlu
bir bulgudur. Balang ¢ta FAH genotipini bilmenin fenotipi givenilair ekilde tahmin
edebilmeye olanak verede du Unulmiuse de bu beklentiler gercekdsmemitir.
Boylece henliz ayd nlat lamambiyolojik de i kenlerin FAH lokusunda genotipik
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benzerlik olsa dahi FKU'de fenotipik farkl|klarayatt ac ktr. Fenilketonurideki
fenotipik ceitlilik mutant allellerin heterojenitesinden kayrdakr. Ancak FAH

lokusundaki genotipin etkisinin her zaman beklefemotip ile uyumlu olmad da

anla Im tr (53). Bu bilgiler bize HFA fenotipinin b&a genetik ve cevresel
faktorlerden de etkilenen kompleks bir 06zedli sahip olduunu, HFA' nn

multifaktoriyel bir hastal k olduunu gdstermektedir (38).

Ayn genotipe sahip kardierde farkl fenotiplerin gdzlenmesi, mutant FAHNngéipi
icin tahmin edilen enzim aktivitesinin her zaman tabelik fenotip ile uyumlu
olamamas, FKU ‘nun multifaktoriyel bir hastal kdol unu desteklemektedir (54, 55).
Beyne FA transportunu, FA havuzunun buydkiii ve metabolik kontrolu diizenleyen
hendiz tan mlanmam genlerin var olduu di Untlmektedir. Bu cetli genetik
faktorlerin yan sratan yave metabolik kontrolin derecesi gibi ¢cevresetoqglumsal
faktorler de fenotipik cetlili e katk salamaktad r (56, 57).

Hiperfenilalaninemili vakalar n dortte dclnden fezhda birlek heterozigosite

bulundu undan, genotip - fenotip korelasyonunun goézlenmesiur (57).
2.13. MATERNAL FEN LKETONUR

Canl larda sistein haricindeki fetal amino asit &amntrasyonlar, maternal aminoasit
konsantrasyonlar ndan ytksektir. Taurin, glutaméaspartik asit d nda tim amino
asitler anneden fetusa aktif transport ilerta.. Fetal FA konsantrasyonlar annedekinin
yakla k iki kat d r. Hiperfenilalaninemili gebelerde FAlasental transport icin dér
notral amino asitlerle yama girer ve t pk postnatal hayatta oldugibi de i ik yollarla
fetal kimyay etkiler. Ancak bu yollardan hangisinietusun gelimesi Gzerinde kritik

rol oynad bilinmemektedir (1, 58).

Fetusta organogenezin buyik oranda gercgkleliciinci-sekizinci gebelik haftalar n
da maternal ve dolay s yla fetal kan FA dizeyinitksek olmas organogenezisi bozar
ve fetustamaternal fenilketonurblarak adland r lan anomalilerin gértlmesine neden
olur (58).

Eri kin hayatta diyet tedavisi uygulanmayan hiperfdai@gemili anne bebeklerinin
%90-95 ‘inde mental retardasyon, %73-100‘Unde nskfali, %12- 29'unda konjenital
kalp hastal , %40-50'sinde intrauterin biytume gerilgdralir. Daha nadir olarak fetal

alkol sendromunu bulgular na benzekilde dismorfik yiz bulgular , 6zefageal atrezi,
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trakea-Ozefageal fistul, intestinal malrotasyonsteXi vezika ve dier drogenital
anomaliler, koloboma ya da katarakt, yar k damastattugorilir (58, 59, 60§sebelikte
uygulanan FA'den k stl diyetin yarar konusundahe yoktur. Gebelik slresince kan
FA duzeylerinin 3-6 mg/dl aras nda tutulmas ile nta¢ retardasyon oran %?2‘ye,
mikrosefali oran %24’e, diik do um a rl oran %213’e dimekte, konjenital kalp
hastal kaybolmaktad r (61).

Diyet tedavisi uygulanmayan HFA’'l kad nlarda spamdu ik riski de yiksektir (%24)
ve tedavi ile bu oran belirgin olarak aiiektedir (62).

Tablo 2.8.HFA'l /| FKU'lii anne ¢ocuklar nda, kan fenilalandiizeylerine gére anomali s K
(61)

Anne fenilalanin dizeyi (mg/dl)
20 mg/dl 16-19 mg/di 11-15 mg/di 3-10 mg/dI
(%) (%) (%) (%)
Mental retardasyon 92 73 21 22
Mikrosefali 73 68 24 35
Do umsal kalp hastal klar 12 15 0 6
DU Ukdo umtarts 40 52 13 56

Cinsel olgunlua erien HFA'l k z hastalar n maternal FKU hakk nda figgdiriimesi
gereklili inin, o6zellikle de diyet tedavisinin konsepsiyond&m az U¢ ay Once
ba lanmas gerekliliinin Gzerinde durulmaktad r (58). Yap lan gegapl bir cal mada
konsepsiyon 6ncesinde ve gebelik s ras nda FA'danl kdiyet tedavisi bdanan, kan
FA dizeyleri 250 mol/L (4 mg/dl) altnda tutulan HFA'l anne c¢ocukla
kar la trIm , cocuklara birinci, dérdiinci, sekizinci ve 14. lganda zeka testleri
uygulanm ve konsepsiyon oncesi diyete layjan HFA’'l anne cocuklar nn test

sonuclar n n anlaml olarak daha iyi oldugosterilmitir (63).

Onerilen kan FA duzeyinin gebelik siiresince 10 rhgjf alt nda, 6 mg/dl civar nda
tutulmaya cal Imasdr. Daha diiik de erlerde ise hipofenilalaninemi nedeniyle
fetusun zarar gorebilece di tnulmektedir. Diyet, fetusun da gehi goz 6ninde

tutularak, gerekli miktarda protein, yavitamin, eser element ve kalori icermelidir (62).
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Gebelikte BH tedavisi alternatif tedavi yontemi olarak umut vaamektedir (64).
Ancak gebelikte Bil kullan m ve guvenilirliine dair yeterli calma yoktur. Geg tan
alan, PTPS eksikli olan ve gebelii stresince Bl tedavisi alan bir hastada BH
kullan m n n fetus Uzerine yan etkisi saptanmam(65). Yine, FAH geninde Bld‘e
yant veren mutasyonlar saptanan ve gebsliresince BH4 tedavisi alan HFA' | anne
bebe inin normal geliim go6sterdii bildirilmi tir (66). Gebelikte BH tedavisinin
etkinli i, gavenilirli i ve maliyeti a¢ s ndan ileri camalara ihtiya¢c vard r. Kan FA
dizeyi 15 mg/dl ve Uzerinde iken gebe kalanlarddfomaasyon riski ¢ok yiksek
oldu undan mutlaka t bbi terminasyona gidilmesi, kandt&eyi 12 mg/dl ve Uzerinde

olan gebelere de gebdh sonland r Imas 6nerilmektedir (1).
2.14. GENOTP-FENOTP L K S

Fenilalanin hidroksilaz eksiklinde ic ve d kaynakl bircok faktor etkili
olabilmektedir. Bu hastal ktan hem cevre (diyetl@man fenilalanin miktar) hem de
ki inin sahip olduu genetik 6zellikler (FAH genindeki ve BHin olu umunda gorev
alan ceitli enzimlerin sentezlendi genlerdeki mutasyonlar) sorumludur. Her bireyin
genomu kendine 6zgudiur ve bireyler ayn mutant Fgeéotipine sahip olsalar bile
ayn HFA fenotipine sahip olamayabilmektedirler. dadei gérmemi baz HFA
hastalar, klasik FKU’ye sebep olacak mutasyonlsahip olsalar bile, normal zeka
duzeyi gosterebilmektedirler. Baz tek yumurta liinde ise, ayn genotipe sahip

olduklar halde farkl klinik ve metabolik fenotgin géruldi G gbzlenmitir (67).

Her ne kadar FAH eksiklinde fenotipi etkileyen bircok faktébulunsa da bircok
vakada FAH genotipi, metabolik fenotipin en dnerbklirleyicisidir. Metabolik

fenotipteki bu ceitlilik dncelikle FAH genindeki mutasyonlar nedel@yolmaktad r.
Genotip, biyokimyasal fenotipin tahmini icin yetedlabilirken (6rnein fenilalanin
yukleme testleri yoluyla) klinik fenotipitahmini icin yeterli olmamaktad r (6rnin

mental retardasyon seviyedognitif ve metabolik diizeylerdeki karmkl k nedeniyle
FKU art k “sadecebir tek genin neden oldu bir hastalktr” kavram gecerlilini

yitirmektedir.

Kognitif Fenotip

Beyin dokusunda birikim yapan fenilalanin, beyinligeni ve fonksiyonu Ustiine
olumsuz etkilere neden olmaktadr. Bu nedenle teédadmemi HFA hastalar nda
mental retardasyon gorulmektedir. Ancak diyet téslaaimam her bir bireyde beyin
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geli imi ve zeka ayn oranda etkilenmemektedir. Zekalodd karmak bir 6zelliktir ve

ayn genotipe sahip olan HFA hastalar nda farkl d®erleri gorulebilmektedir. Bu
durum kan-beyin bariyeri ve bireyler aras metaboh farkl|klar ndan dolay
fenilalaninin beyine al n m ile ilkilidir (67).

Metabolik Fenotip

Bircok hasta birey ayn mutant FAH genotipine sabigalar da, kan fenilalanin
seviyesi ve tolere edebildikleri gtinlik fenilalammktarlar farkl | k gostermektedir. Bu
durumun en O6nemli nedeni diyetle alnan fenilalaninnce ba rsak yoluyla
absorbsiyonunda ve karaer ile aln mnda bireyler aras metabolik faridlar n
olmasdr. Bunun yan sra hidroksilasyon, transamyon ve dekarboksilasyon
reaksiyonlar sonucu fenilalaninin metabolize e@#inde kiiden kiiye de i iklik

gostermektedir (59).

Orne in, hepatik nukleer faktor 1 (HNF1) hepatik gemeriekspresyonundan
sorumludur ve bu gen lokusunda meydana gelebildgekde i im de fenilalanin

hidroksilasyon seviyesini etkileyebilmekte(t7).
Enzimatik Fenotip

Metabolik fenotipte ve kognitif fenotipte oldu gibi ayn mutant FAH genotipine sahip
olan hasta bireylerde fenilalaninin hidroksilasyoseviyelerinde farkl | klar
gOzlenmektedir. Bu bireylerin farkl enzimatik akteye sahip olabileceklerini
gostermektedir. Ayr ca bu durum kiin genetik altyap s na ba olarak sahip olduu

aperonlar n ve proteazlar n niteliksel ve nicelilké&eellikleri ile ili kilidir (57).

2.15. VARYANT FKU VE NON-FEN LKETONUR K
H PERFEN LALAN NEM

FAH aktivitesi yoklu u ( kontrollere gore aktivite %1 ‘in alt nda) fekattoniriye neden
olurken, FAH enziminde bir miktar rezidiel aktivite birlikte olan mutasyonlanddeti
daha az non-FKU hiperfenilalaninemi ve varyant FKldnilen hastalklara yol
acmaktad r. Normal diyet almakta iken plazma fdailan diizeyi 1 mM’un alt nda ise
non-FKU hiperfenilalaninemiden bahsedilir. Bu fatdinin diizeyleri normal diizeylerin
10 kat kadard r ve klasik fenilketonirideki diizeyth (>1 mM) alt ndad r. Non-FKU
hiperfenilalaninemideki orta derecede fenilalanirzeli art lar beyine ¢ok fazla zarar

vermez, ¢ok fazla artyoksa (<0,4 mM) hi¢ zarar vermez ve bu vakalainry¢énido an
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taramas nda saptand klar icin dikkate gelirler.nNBKU hastalardaki normal fenotip,
klasik fenilketonUrili vakalar n tedavisinde Bnamas gereken ‘emin’ kan fenilalanin
diizeylerini belirlemede en iyi gostergedir. Vary&iU ise klasik FKU ile non-FKU

hiperfenilalaninemi aras nda fenilalanin toleranslan bir kategoridir, hastalar
diyetlerinde fenilalanin k stlamas gerektiririédakat bu k stlama klasik FKU'de
oldu u gibi sk deildir. Bu u¢ fenotip ile FAH geni mutasyonlar anadaki ili Ki

klinik heterojenitenin a¢ k bir 6rnéni olu turmaktad r (53).
2.16. FENLKETONUR DE KL N K BULGULAR

Do umda normal olan bebekte beslenmeyeldobktan sonra metabolize olamayan,
biriken fenilalanin ve metabolitleri beyin dokusutuksik etki gosterirler (22, 68, 69).
Beyin dokusundaki amino asit transportu etkilemmien miyelinizasyon kusurlar ve
katekolamin sentezinde bozukluklar alo (5, 70). Fenilalanin birikimi ve azalm
norotransmitter dizeyi (dopamin ve triptofan) noktm@yin geliimini ve santral sinir
sistemini etkiler. Sonu¢ olarak hasarl miyelimee, gri ve beyaz madde de Kkistik

dejenerasyonlar olur (8, 20).

Vakalarn 1/3'Unde EEG’de hipsaritmi bulgular ildirlikte infantil spazm

geli mektedir. Nadiren pilor stenozunu dindurebilen iddetli kusmalar gorulur (68).

Deri ve sactaki hipopigmentasyon artan fenilalarkansantrasyonu ile tirozin
hidroksilaz n kompetitif inhibisyonu ylzundendir.irdzin hidroksilaz aktivitesinin
inhibisyonu, tirozinin DOPA’ya doniimand ve melanin olumunu 6nler. Boylece
etkilenmi ve tedavi edilmemibireyler mavi g6zli, kumral sa¢l ve ag k tenludar
(71, 72). Genetik olarak koyu ciltli cocuklar k za¢l olabilmektedir (73). Daha buyuk
cocuklarda hiperaktivite, otizm tarz nda davramozukluklar, amacgs z hareketler,
ritmik sallanma ve titreme gorilebilir (74). Dotan kalp hastal klar FKU ‘de genel
populasyondan daha yaygndr (7Bircok cal ma gosteriyor ki FKU'li bireyler
yuksek osteopeni insidans na sahipler (76, 77).

Genel olarak alt ay civar nda, fenilketontrili ¢dta ya gruplar na goére buyime-

geli me gerili i oldu u fark edilmeye bdan r. Ba kontroll, oturma ve ylrime evreleri

gecikir.

Mikrosefali, konvilsiyon, egzamatdz deri lezyonlae idrarda kif kokusu tedavi
edilmemi hastalarda izlenen dér bulgulardr (22, 69, 73)Fenilketonurinin klinik
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belirtileri sk kusma, irritabilite, hiperaktiviterve 6nceden belli olmayan dengesiz
davran lar igerir. Tremor, yuriime ve postur bozukly tikler ve belirgin parkinsonizm

geli ebilir.

FKU'li insanlar di erleri ile iletiim kurmaktan cekinirler, sinirli goruntrler ve
depresyon belirtileri gosterirler. Bununla birlidb@z hastalar kendilerini ifade edebilir,
hiperaktif, konukan ve at Igan kilik gosterebilir. Igingtir ki FKU’li insanlar yalan

styleme, alama ve s6z dinlememe gibi davrdar daha az gdsterirler (78) .

Tablo 2.9.Fenilketonurili hastalar n baz klinik ve laboragu 6zellikleri

Norolojik Mental retardasyon, amacs z sterotipik hareketlanyilsiyon,
miyelin olu umunda bozukluk

Ba Mikrosefali

Deri Ac k renk, kuruluk, egzema, skleroderma benzesdatar

Saclar Ac k renk

Gastrointestinal Yenido an déneminde kusma

Gozler Ac k renk gozler, baz vakalarda katarakt

Di er drarda kuf kokusu

Radyolojik Beyinde kalsifikasyon

Laboratuar Fenilalanin hidroksilaz eksikli, hiperfenilalaninemi, fenilpirtivik
asidemi, idrarda hidroksifenilasetik asit, fenilpiik asit, fenilasetik
asit ve fenilasetilglutamin at | m nda artma

2.17. FENLKETONUR TARAMASINDA KULLANILAN YONTEMLER

Fenilketondri gorulme sklnn yiksek olmas ve erken tespit ediidde tedavi
edilebilirli i a¢ sndan gunimizde taranmas ©Onerilen hastahkldba nda yer
almaktad r (69). Fenilketondrinin geriye dédinsiz hasarlar n n énlenmesi icin erken
tan ve tedavisiarttr (68). Tarama; asemptomatik hastalarda soldkiionemde tan
amac yla fizik muayene, laboratuar ve radyolojikeleme ilemlerinin yap Imasdr.
Taramada kullanlan testlerle tan amagl testlexsadaki farkl |k iyi bilinmelidir.
Tarama testi sdkla ilgili bir sorun olabilecei konusunda uyarr. Tek baa kesin
olarak hastal n oldu unu sdylemez. Gphe edilen sd k sorununun olup olmadnn
anla labilmesi i¢in kesin tan koydurucu testlerin uygoumas gerektini bildirir. Bu
nedenle sadece tarama testi sonuclar na dayanigkeagenetik danma verilmemeli,
konvansiyonel laboratuar testleri ile tan n n ddanmas beklenmelidir (69, 79).
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Al nan kan orneklerinin deerlendiriimesi ve yiksek FA dizeylerinin saptanmas
Guthrie testi, kromatografik inceleme, fluorometmceleme, enzimatik inceleme ve
ard k kutle spektrometrisi ile tarama gunimuize kadarllak lan laboratuvar
uygulamalar dr (17). Dr.Robert Guthrie (A.B.D) B§ | nda ¢cok say da yeni dan
etkin taranmas na elvelii tarama testi geltirmi tir. Guthrie mikrobiyolojik analizi
yuzlerce cocua ksa surede uygulanabilmesi, 6zel bir aleti gegmakemesi ve cok
ekonomik olmas nedeniyle 1960’1 yllardan beriramada yaygn olarak
kullan Imaktad r. Bu avantajlar dikkate al narakkdémizde de ulusal fenilketoniri
taramas Guthrie testi ile yap Imaktadl). Bu tarama testi filtre kad nda ki kurumu
kan orneklerinin fenilalanini 6lcmek icin kullandabakteriyel inhibisyon analizine
dayanr (80). Tarama laboratuarlar nda drneklerilBasSubtilis iceren besi ortam na
alnr. Basillus Subtilis fenilalanin icermeyen kkilltiir ortam nda yaayamamaktad r.
Fenilalaninin analogu olan beta-2-tiyenilalanin ibegrine eklenir ve bdylece
bakterilerin fenilalanin kullan m engellenir. Higenilalaninemi varsa fazla fenilalanini
basil kullanr ve beban kan drneinin ¢evresinde kan fenilalanin dizeyiyle orartir
dreme alan izlenir (81, 82). Testte 2.5 mg/dl imskeki de erler pozitif kabul edilir.
Taraman n duyarll %90’ n Uzerinde, yalanc pozitiflik oran %1‘intaadad r (1, 17,
83).

Guthrie testinde pozitif sonug al nan her yenaloda FKU olmas beklenmez. Bebekte
kal c HFA’lardan biri olabilecei gibi enzim maturasyonunda ki gecikmeye bagecici
HFA ya da yalanc pozitiflik de olabilir. Bu nedenkan FA dizeylerinin kantitatif

Olcima gerekir (17), Normal kan FA dizeyleri Tadk gosterilmitir.

Tablo 2.10.Normal kan FA duzeyleri

may/d| _mol/L
Eri kin 0.96 + 0.25 58 + 15
Adolesan 1+ 021 60 +13
Gocuk 1,03+ 0.3 62 + 18
Yenido an 5 120

Hiperfenilalaninemi duindlen hastalarn tans icin uygulanabilecek, godirici
olabilecek en basit test demir-3-klortr (FgQkestidir. Test bir tlp icerisine alt damla
idrar ve ¢ damla %10’luk FeCI3 konularak yap Fenilketonurili hastan n idrar na
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FeCl3 eklendiinde 2-3 dakika igerisinde kaybolan yéir renk olu ur. Demir-3-klorir
testini pozitifletiren baka durumlar da oldwndan tan kantitatif yontemlerle
do rulanmal dr (1). Ancak bu testin yenidan donemi hatta erken bebeklik déneminde
hasta bireylerde de negatif sonu¢ verebilea@utulmamal d r. Pozitif test sonuclar n n
do rulanmas i¢in kullan lan kantitatif sonu¢ verenny@mler yuksek basngl sv
kromatografisi (HPLC), iyon Exchange kromatografiiuorometrik metottur (1).
Hiperfenilalaninemisi olan bebeklerin baz lar ndagllikle anne suti ile beslenenlerde,
kan FA dizeyinin yavayava yukselebilecei g6z ard edilmemelidir. Bu hastalarda
HFA tipini belirlemek icin, diyetteki bebe k sa sureli olarak normal protein iceren
diyet vererek biyokimyasal bulgular n d&lendirmek ya da diyet tedavisinde hastan n

FA'ya tolerans n izlemek gerekebilir (17).

Normal diyet altnda kan FA dizeyleri 10 mg/dldex olan hafif “mild” HFA
(fenilketonuri olmayan HFA) vakalar nda tany dademek amac yla FA yukleme
testi uygulanr. Hastalara 100 mg/kg FA oral vekildn 24 saat sonra bak lan kan FA
duzeyi, balang ¢ diizeyine donmé&e bu grup hastalara diyet tedavisi gerekmez. Ancak
FA diuzeyi balang ¢ deerine donmemse proteinden k stl diyet ile tedavi lan r
(83). Kalc HFA saptanan vakalar n %1-3’Unde FARzinin kofaktori olan Bhl

metabolizma bozuklw vard r. Ay r ¢ tan igin ileri testler yap Imalr (1).

Tablo 2.11. Fenilketonlri taramas nda kullan lan yéntemler

Test Duyarl | k | Ozginlik| Tarama kapsama | Testin karma kI
Guthrie Orta Orta DU Uk DU Uk
Florometrik Yiksek Yiksek DU Uk Orta
Enzimatik Orta Yiksek DU Uk Orta
HPLC (Yuksek bas ncl . " N

sv kramatorafisi) Yiksek Yiksek Orta Yiksek
Ka t veya incetabakal —p; Orta Orta DU tik

kramoto rafisi

Ard k kitle spektrometrisi Yiuksek Yiksek Yiksek Yiuksek
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2.18. FENLKETONUR DE TEDAV CALI MALARI
* Diyet tedavisi

» Gen tedavisi

* Enzim tedavisi

» Madde birikimini 6nlemek

« Olu mayan Son Uriini Yerine Koymak

2.18.1. Diyet Tedavisi

T bbi besin k stlamas uygulanan hastalk gruplar 6énemli bir 6rnei do umsal
metabolik hastalklard r. Bu hastal klarda kabaazerg eksikli i olu turan toksik
metabolitlerle zehirlenme tablosu yaratan veyai dmi sa lanamad ndan ceitli

organlarda metabolitlerin depolanmas na nedenludatal k tablolar ortaya ¢ kar (84).

Genlerdeki bozukluk nedeniyle enzim eksiklve yoklu unda gelien hastal klar n
baz lar metabolize olmayan besin dgelerinin digetic kar Imas ya da miktarnn
kstlanmasyla tedavi edilebilir. Uygulanacak diyehastal n kott gidiini
durdurmaldr. Aksi halde gereksiz ve pahal bidaei uygulanm olur. Diyet
tedavisinin amac ; santral sinir sisteminin korusmanormal blylime gelinenin
sa lanmas, biyokimyasal parametrelerin duzeltimetiyetle yeterli miktardaprotein,
enerji, vitamin, mineral ve eser elementlerin vagsidir. Onerilen diyethasta icin tat ve
ceitlilik yonunden kabul edilebilir olmaldr (85). AH enzimi fenilalaninin tirozine
doniiimiinden sorumludur ve benzimdeki bozukluklar FKU hastalar nda beyinde
fenilalanin amino asidinibirikmesi sonucunda zihinsel aktivite kayb na nedénaktad r.
FKU hastalar n n diyetlerine bilyik nétral amino asitlefLarge Neutral AminoAcids
(LNAA): fenilalanin, tirozin, triptofan, treonin,zbldsin, 16sin, valin,metionin, histidin)
eklenmesi FKU'li bireylerde beyinde biriken fendain miktarnn azalmasn
sa lamaktad r. Cunkd bu LNAA’ler kan-beyibariyerini gecerken fenilalanin ile birlikte
ortak bir ta y ¢ kullanmakta vdenilalanin ile bu a¢ dan yaa girmektedir (86).

1950’lerin balar nda fenilketonurili ¢ocuklar n yamlarnn ilk bir haftas icinde,
fenilalaninden ks tl diyete b&amalar cocuklar n ndrolojik durumlar nda yaraetkilerle
sonuglanmtr. Diyet tedavisinin bdamasyla birgok uzman diyetisyen, bu diyet
tedavisinin ne kadar surddrilmesi konusunda tagtya dumu tir. Ik ba larda yaam n

ilk 10 ylInda diyet uygulamas duncesinin yerini, son gunlerde c¢ocukluk yllarnn
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yan nda tim “Yaam Boyu” fenilalaninden k s tl diyet uygulamasnalt r. Bu di tince ve
uygulama dei iklikleri klinik gdzlemlemelere ve hayvanlar Uzedm yap lan deneylere
dayanmaktad r. Klasik fenilketontri hastahda beyin hasar n n 6nlenmesi i¢in tedavinin
hayat n ilk 20 ginu iginde blamas 6nemlidir (17, 85, 87).

Do umdan hemen sonra bir fenilalaninden k s tl diyetefenilalanin icermeyen formile
balanmaldr. Tedavi bdang ¢ta dokularda biriken fenilalaninin beyin vé e vicut
dokular na zarar vermemesi igin ladt Imas gerekmektedir. Bu diyete “tma diyeti”
denir. Kandaki fenilalanin diizeyine gore 3-7 guregle hastaya “0” mg fenilalanin, 2 g/kg
protein verilerek takip edilir. Serum fenilalanirevsyesi istenilen dizeye geldnde
hastan n gereksinimlerine uygun diizeyde fenilaldpanen diyete bdanr (85).2 ya n
alt ndaki cocuklar en az ndan ginde 25 mg /kg/tirageren 3 g/kg toplam amino asit
almna devam etmelidir. Beyin gdlni icin de zararl olan diilk kan fenilalanin

konsantrasyonunun uzun sire devam etmesinden kailg igm 6nlemler al nmal d r.

Kan fenilalanin konsantrasyonunu kontrol amac ykitdl k ya da iki haftada bir
takipler yap Imal d r (89)Diyet, serum fenilalanin dizeyini 2-8 mg/dl araérdiirmek
icin gunlik kgba na 20-30 mg fenilalanin icerecekkilde hesaplanr (73). Normalde 3
mg/dl alt nda olmas gereken serum fenilalanin dizeysikldenilketoniride 20 mg/dI'nin
Uzerindedir (85).

Hicbir du tnce fenilalaninin optimal diizeyde olmasn istem@6). Fenilketondrili
hastalarda istenilen kan d=leri 1-10 ya igin 2-6 mg/dl, 11-16 yaicin < 10 mg/dl, 16 ya
dstd icin < 20 mg/dl'dir (9). US’da Klinikler yayg olarak fenilalanin dizeylerini 12
ya ndan once cocuklarda 2-6 mg/dl, 12 yalan buyik cocuklarda 2- 10 mg/dl
Oonermektedirler. Fakat NIH (National InstitutesHéalth) 12 yandan sonraki ¢cocuklarda
fenilalanin dizeyinin 2-15 mg/dl sUrdurdlmesi geéreki sodylemektedir (26).Kan
fenilalanin duzeyinin periyodik 6lciminde; besin nah n analizi, beslenme
durumunun gb6zden gecirilmesi ile beraber hastarumldba yant n nizlenmesi
kullan I'r (26). Genellikle beyin hasar, 10-15 mg/dl fenilalani@gghce 6nem kazanr.
2 mg/dl nin alt na diiince vicut protein depolar n katabolize etmeyeabasonug
olarak gelime gerilii olu ur. Her gocuk igin gunluk miktar bireysel olaraktaha,
biyime ve gelime, kan fenilalanin ve tirozin seviyesine gore ide (8). Tedavi
hastan n klinik durumuna goére dem gostermekle birlikte; ilk y Ihaftada bir, 1-12
ya lar aras nda ayda iki kez, 12 yan sonra ayda bir ve gebetibneminde haftada iki
kez izleme yapImaldr. US klinikleri 18 yana kadaryakla k ayda bir izlem
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yapmaktad rlar (26).Fenilketonurili ¢ocuklarda eser element ve minerall ana
kayna olan do al protein kaynaklar snrlandrid icin, selenyum, c¢inko, bakr,
demir,kalsiyum ve igme suyu florlanmamise flor yetersizligi gorilmektedir. Hastaya

vitamin ve mineraller yontinden destek verilebi@).(Ergenler ve yetkinlerdeki tedavi
tavsiyeleri ceitlidir (89). Genel olarak yam igin diyet tedavisine destek artar (49).
Baz cal malar ergenlikteki sk diyete ara verilmesinin, apina fenilalanin
konsantrasyonu 1200 umol/ L’'nin alt nda kaldda ydnetici olmayan fonksiyonlar
etkilemedi ini belirtiimektedir (90). Bir baka cal ma gdsteriyor ki, eer 12 ya ndan
sonra diyete ara verilirse 1Q sabit kal r fakatedi fonksiyonlar geriler. Fenilalaninden
kstl diyeti b rakan yetikinlerde dikkat siiresinde azalma ve bildgeime yeteneinde
yaval k gozlenir. Ayn zamanda beyin elektriksel aktésinde hasar, kas tonusunda

artma, kemik mineral icerinde azalma ve mental problemler ortaya ¢ kar.
FAH Eksikli i Olan Hamile Kad n:

Fenilketondrili kad nlar, bebek sahibi olabilirlencak gebelik donemlerinde diyet
takibi cok 6nemlidir (26). Fenilketondrili anne atir konsepsiyondan énce dik

fenilalaninli diyete al nmal ve kan fenilalaninziyi yak ndan izlenmelidir (62).

Planl gebelik, gebelikten 6nceki fenilalanin dimgy kontrolli olmas n sdarken
plans z gebelik ise anne ve bebek icin tehlikedibiimektedir (26). Gebelikten en az 3
ay once fenilalanin dizeyi 6 mg/dl'den az oldada baar salanabilmektedir.
Gebelikte tavsiye edilen kan fenilalanin dizeyi &x@/dI'dir (26). Kan fenilalanin duzeyi
5 mg/dl gegcmeyecelekilde tedavi sdanmal d r (17). Kullan lan aminoasit kamlar da
g0z Oniine al narak 1-1g@kg/gun protein dnerilmektedir (9). Gebelik sines en fazla 15
gun aralarla karfenilalanin dizeyinin 6lctlmesi maternal fenilketiomin 6nlenmesinde

esasolmal dr (3).

Fenilalaninin fetliise gecisi, fetisin gehini 1.5 kez daha fazla etkilemektedir (24).
Fetlisteki yuksek fenilalanin dizeyleri mikrosefatiental gerilik, konjenital kalp hastal,
di ik doum a rl  ac¢ s ndan risklidir (19, 26, 47). Ayr ca damsal anomaliler (kardiyak
lezyon, Gzefajiyal atrezi, intra uterin buyime tigii meydana gelebilmektedir. Oli dom
ve duuk doum riski yuksektir (17). Hiperfenilalaninemili ad#an kzlar, plans z
gebeliklerin riski (foétal anomali) icin dam€manl k almal ve fenilalanin diizeyinin takibinin
surdurulmesi icin cesaretlendiriimelidirler (24).erilketonurili kz cocuklar na 10-12

ya ndan balayarak maternal fenilketonuri ve gebelik suresirglk diyet tedavisinde
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bulunman n 6énemi konusundaigm yap Imaldr (17). Tum aile igin psikososyaéstek
sa lanmal , bebein bak m nn devaml | geli tirilmeli ve takip edilmelidir (26). Maternal
fenilketonuride diyetin amac ; kan fenilalanin sgsini normal s nrlarda tutabilmek,

sa | kl bebeklerin diinyaya gelmesini damak ve yaam kalitesini artt rmakt r (9).

2.18.2. Gen Tedavisi

Diyet tedavisine alternatif olarak geirilen bal ca tedavi yontemi gen tedavi yontemidir.
Fenilalaninin hidroksilasyonu en az (¢ enzim ta@dn oluturulur ve bunlar n en az ikisini
etkileyen iki lokusta mutasyon vard®4). Bu lokuslar da FAH apoenzimini tan mlayan
allellerin etkilenmesine sebep olntur. Ancak mutant allellerde heterojenlik mevcuttur
Somatik gen transferi ile temel sorunun ¢dzimu igin imler yap Im tr (92). Gen
transferi icin arac olarak rekombinant adenovikudlan larak FAH oluturamayan fare
karaci erine yap lan transferin bars tam, ancak gecici olmwr (93). Ta yc

rekombinan adenovirus, notralizan antikorlar tavdén yok edilmitir (94, 95).

Gen tedavi yontemlerinin ortak amac FAH' n ekspms seviyesini normale
¢ kartabilmektir. Farkl metodlar kullan larak FAdEnini iceren cetli vektorlerin (6rnein,

adeno-assosiye viris: AAV, gibi) hepatik hiicreleega dokulara gonderilmesi ile azalm
olan gen ekspresyonunun tersine dondirtulmesi lesdefitir. Ancak gen tedavi

cal malar genelde bar s zl kla sonucglanmt r (41,42).
2.18.3. Enzim Tedavisi

Sorunun ikinci basaman olu turan enzim eksiklinin dizeltimesi de bir b&a ¢ézim
olabilir. FAH sentezi bir cok kofaktor gerektiremrkpleks bir ilem olup, sentetik tretim
pahal bir yontemdi(96). Bu nedenle gen terapisi ile enzimi hastan n keng@oizmas na
urettirmek veya sdam karacier transplant ile enzim yapan organ lsaak yoluna
gidilmi tir (97, 98).Varjo ve arkaddar talya’da 10 yanda sirozlu bir cocukta kara@r
transplantasyonu ile kan fenilalanin dizeyini 9.§/dh de erinden 1.0-1.2 mg/dl'ye kadar
indirmi tir (99, 100).Ancak toplumda mevcut FKU skl ve organ transplantasyonu
zorluklar duunalurse, rutin FKU tedavisi icin karaeir transplantasyonunun uygun bir

yakla m olmayaca ag¢ ktr(101).

2.18.4. Madde Birikimini Onlemek

Bu amag i¢in en yayg n kullan lan fenilalanin K sdiyet tedavisidir. Uygulamalardan biri
fenilalanin hidroksilaz yerine "fenilalanin amonyéyaz" (PAL) kullan m d r (102, 103).

Mikroalg kaynakl bu enzim oral yoldan verilerekiioutta biriken fenilalanini zarars z
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maddelere parcalay p vicuttan att rmaktad r. PAAHF aksine kendi kendini katalizler,
kofaktor gerektirmeZ104). Sarkissian ve arkadar taraf ndan geltirilen prototip Uretimi
pahal yd ; ancak ayn ekip daha bol ve ucuz Uretetodu gelitirdi ini bildirmektedir
(105). PAL kan fenilalanin duzeyini farelerde %76 duzewndi trebilmektedir(106).
Diyet + PAL tedavisi 6nemli bir yer tutacak gibirgidmektedi(106, 107).

2.18.5. Olumayan Son Uriinii Yerine Koymak

Fenilketondride ollamayan tirozin, esansiyel aminoasit olarak kabuilmedidir.
Bunun yan sra diik fenilalaninli besinin tad n iyildirmek ve zihinsel aktivite
art na katk da bulunmak amac ile fazla tirozin veelsmi onerenler oldw gibi,
bunun tedavi sonucunu etkilemekte anlaml fark tyaeal n vurgulayanlar da
mevcuttur (109). Yukar daki metinden de ardth gibi gen ve enzim tedavisi rutine
girecek kadar geliirilinceye kadar, fenilalanin kstl diyete devanetmek
gerekmektedir. Bu hastalar icin tretilen dki proteinli, diiik fenilalaninli diyet g dalar
dinyada biyuk bir sanayi kolu haline geltini Bu hastalklarn tans ve tarama
cal malar konusunda llkemizde buylUkamalar kaydedilmtir. Ancak gittikce daha
fazla sayda tan konulan bu hastalar n tedavigini Ulkelere ba ml sirdirmeye
cal mak, ulusal ekonomi ve skk stratejisi a¢ s ndan ulke ¢ karlar na ayk r.dBu
konuda cok say da yeni ¢cahaya ve devam eden cahalar n desteklenmesine ihtiyac
vard r (110).



3. GEREC VE YONTEMLER

3.1 GERECLER

Cal mada kullan lan demirbdistesi EK 1'de verilmitir.
3.2 YONTEMLER

3.2.1. Orneklerin Al nmas

Bu tez ¢al mas na Erciyes Universitesi T p Fakiiltesi Mustafagian ve Fevzi Mercan
Cocuk Hastanesi Beslenme ve Metabolizma polikiide FAH enzim eksiklii tan s
ile takip edilen 40 hasta dahil edilmDNA izolasyonlar yap Imtr. EDTA’l 2 mlkan

DNA izolasyonu i¢in kullan Imtr.
3.2.2. Periferik kandan DNA izolasyonu

1- 20 pl proteinaz K epandorf tlplere aktar larakernlerine antikoagule hasta kan ndan
100 pl eklendi.

2- 200 pl buffer Al eklendi ve 5-10 sn vortexlenti§ °C’de 10 dakika inkiibe edildi.
3- 200 pl etanol (%96-100) eklenip vortekslendi.
4- Kar m spin kolonlu ttplere aktar Id , 8000 devirdedkika santrifilj yap Id .

5- Spin kolonlar yeni toplama tuplerine aktar léskiler atld, 500 pl buffer AW1
eklendi ve 8000 devirde 1 dakika santriftij yap Id .

6- Spin kolonlar yeni toplama tuplerine aktar léskiler atld, 500 pl buffer AW2
eklenip 1400 devirde 3 dakika santrifiij yap Id .
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7- Spin kolonlar yeni epandorf tuplere aktar | petime 200 pl buffer AE eklendi, oda
s s nda 1 dakika beklendi, 8000 devirde 1 dakifatrsfiij yap Id, epandorf tlplerde
DNA elde edild..

3.2.3. Molekuler Cal ma Basamaklar

FKU paneli pyrosekans primerleri ile her bir mutasyanalizi icin bir PCR reaksiyonu
yap Id ve bu reaksiyon kullan larak o0 mutasyongiogekans primeriyle sekans analizi
gercekletirildi. Okunan dizilimler ekil de verilen ablonla kar la t r larak mutasyonlar

saptand .

Tablo 3.1.Fenilalanin Hidroksilaz Mutasyon Dizilimleri

Assay (yon)| Mutasyon Dizilim

FKU S1|Wwt GAAGATAACATTCCCCAGCTGG Seq. to
(forward) E221G GGAGATAACATTCCCCAGCTGG analyze
P225T GAAGATAACATTACCCAGCTGG

FKU S2-1| Wt TTCCGCCTCCGACCTGTGGCTGGCCTGCTSeq. to
(forward) R241C | TTCTGCCTCCGACCTGTGGCTGGCCTGCTanalyze

R243L TTCCGCCTCCTACCTGTGGCTGGCCTGCT
R243Q | TTCCGCCTCCAACCTGTGGCTGGCCTGCT

FKU S2-2| Wt CCGAGTCTTCCACTGCACACAGTACAT |Seq. to
(forward) R261X CTGAGTCTTCCACTGCACACAGTACAT | analyze
R261Q | CCGAATCTTCCACTGCACACAGTACAT

3.2.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu, DNA (zerinde istenilé&bdlgenin, o bdlgeye 06zgul
primerler kullan larak coalt Imas ilemidir. Is ile denatire edilerek tek zincir hain
getirilen DNA molekuiline, primerlerin banmas ve bu primerlerden yeni DNA
zincirinin sentezlenmesi olarak Ucamadan olwr. Bu aamalar 45 dongu halinde

tekrarlanarak istenilen bdlge it Im olur.

PCR reaksiyonu i¢cin pyromark PCR Kkiti kullan Id erhbir mutasyon i¢in ayn PCR

protokolt uyguland .
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1- DNA hari¢ tim bileenleri iceren bir reaksiyon miks haz rland

Tablo 3.2.PCR reaksiyon kompozisyonu

Bile en | Hacim/ reaksiyon
Reaksiyon miks

Pyromark pcr mastermix 1254l
Pcr primer cifti 1l
DNA 5 ul
Toplam 25 ul

2- Reaksiyon miskleri haz rland ktan sonra 20 pl PGRldrine datId .

3- Her bir reaksiyon tupine konsantrasyonu yakl&ng/pl ‘ye ayarlanm DNA

orne inden 5’er pl koyuldu.

4- Pcr reaksiyonu a daki protokole gore uyguland .

Tablo 3.3.PCR Cihaz Protokolu

Aktivasyon 95°C 15 dakika
basama

3 aamal dongu

Denatlirasyon 94°C 30 saniye
Annealing( 60°C 30 saniye
ba lanma)

Extension (uzama) | 72°C 30

Dongu says : 45

Final extension 72°C | 10 dakika

3.2.3.2. Pyrosekans

Pyrosekans, DNA sentezi esnas nda sal nan pirdfasfayakalanmas esas na dayanan
bir tekniktir. Enzimatik reaksiyonlar kaskad ilklenen nikleotidlerin gorilebilir  a
cevrilmesi ile karakterizedir. Bu kaskat polimetaraf ndan bir nikleotidin eklenmesi
sonucu inorganik pirofosfat n (Ppi) sal nmas ikelar. Sal nan PPluciferaz enzimi ile
ATP ile birleip  a donaturdlir. Eklenen nikleotidin bilinmesi ile birliktgal lan
orne in sekans da belirlenmektedir. Kolay uygulanabilmgsreksiz nukleotid, primer
harcanmamas , nispeten daha kolay, ucuz ve otaanatidmesi nedeniyle, son y llarda
Ozellikle farmakogenetik calmalarda tercih edilen bir metoddur. Bu metodun,
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mutasyonlar n taranmas nda, cDNA analizlerinde tdi&sile ili kili genlerin tekrar
dizilenmesinde, mikrobiyal tiplemede ve tek nikiégiolimorfizmlerinin analizlerinde
uygun olduu gosterilmitir (111). Gunumizde pyrosekans’da kullan lan df@urk]
kimyasal vardr ve bunlar polimeraz, sulfiraz, fasaz ve apiraz enzimlerini
icermektedir. Bu dort enzimin bulundw otomatize sistemde apiraz enzimi sayesinde
dizileme esnas nda kullan Imayan nikleotidler odam uzaklat rIr. Otomatize
olmayan metodlarda bu enziminini manuel olarak ykama ile yaplrd (112).
Sekanslama kemi, dizilenecek boélimin PCR ile calt Imas ile balar. Bu metodda
PCR ile coaltIm bdlgeler streptavidin kapl sefaroz tanecikleei Kaplanarak 6rnek
tek zincirli hale getirilir ve bdylece dizileme tedncir tzerinden calr. Elde edilen
sinyaller sinyalin gucline gére tasarlanrir software ile deerlendiriimektedir. Ayn

zamanda ei alt nda kalan alanlarda derlendirmede kullan Imaktad r.
Pyrosekans metodunun dier genotipleme teknolojileri ile k yaslanmas

RFLP, Sanger DNA dizileme, Tagman, SSCP ile yapkianla t rmal cal malar nda
pyrosekans metodunun %99 daha guvenilir, uygulaoiayk ve daha ucuz oldw
saptanmtr (113, 114).

Pyrosekans Teknolojisinin Esaslar

1. Ad m; Sekanslama primeri, PCR ile @it Im ve tek zincir haline getirilmihedef
bblgesine, DNA polimeraz, ATP sulfiraz, lusiferag a&pirazla, adenozin 5’fosfosulfat

ve lusiferin substratlar yla hibridize edilir.

2. Ad m; Oncelikle 4 niikleotidden biri reaksiyonat kr . DNA polimeraz nukleotidin
DNA zincirine entegre olmasn dsar DNA polimeraz her sdad birle meden

pirofosfat sal nmas na neden olur.

3. Adm; Salnm pirofosfatlar ATP sulfurilaz adenozin 5° monofasfvarl nda
ATP’ye donutarir. Bu sal nan ATP ise lusiferaz arac lile lusiferini oksilusiferine
donuturerek n olu mas na neden olur. Bu k CCD kameras ile pikograma

dondataralr.

4. Adm; Nukleotid degradasyonu sayan apiraz enzimi, surekli birlmeyen
dNTP’leri degrade eder. Degradasyon hittde ise dier dNTP eklenir.

5. Ad m; dNTP eklenmesi s rayla yap | r. EKlenerkieidtidler ekranda izlenebilir.
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ekil 3.1. Ppilerin a¢ a ¢ kmas (www.adelaide.edu)au

ekil 3.2. Nukleotid balanmalarnn a donimesi ( www.adelaide.edu.pu

ekil 3.3. Apiraz enziminin balanmayan nikleotidleri degrade etmesi

(www.adelaide.edu.qu

ekil 3.4. Eklenen nukleotidlerin ekrandanlenmesi www.adelaide.edu.gu
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Pyrosekans Metodun Uygulanmas
Ba lanma soliisyonu, su ve streptavidin seforoz bitgida bir mastermix haz rlan p,

vortekslenir.

Tablo 3.Mastermix Kompozisyonu

Bile en Miktar/6rnek
Streptavidin sepharose bilyeler 2 ul
Binding buffer 40 pl

Ultra saf su 28 ul
Toplam 70 ul

PCR platelerine bu karmdan 70ul konulur.10ul PCR Urtnt kar ma eklenir. Platein
Uzeri plate ortisu ile kapat |r. Haz rlanan 2.53¢ekans primerlerine 225 primer
ba lanma solisyonu eklenir, PCR urininin oldPCR plate DNA zincirlerinin
ayrImas icin vakumlanr. Vakum esnas nda, ondeli2 dk suyu vakumlayarak
vakumun filtrelerinin temizlenmesi ve PCR plater@nshllay c ya konulmas gerekir.
Daha sonra sras yla distile su, %70 etanol, deasyon svs ve y kama solisyonu
vakumlanr. Vakum kapat|r. Vakum filtreleri dikdece dizileme primerlerinin
bulunduu pyrosekans plateine emdirilir. Sonras nda sb@kta 2 dk bekletilir.
Boylece sekanslama primerleri tek zincirli DNA i lanr. Plate stc blokdan
kaldrlp 5 dk oda ssnda bekletilir. Bu aradaftsvare’in diziye uygun verdi
say larla nukleotidler, enzim ve substratlar cihaziplerine konulur. Orneklerin
isimleri kaydedilerek analiz icin cihaz Wat |r. Oncelikle enzim arkas ndan substrat
PCR o6rneklerinin bulundw platelere akar, ard sra sal nan nikleotidldr zacirli
DNA'ya ba lad klar zaman pikogramlar ekrandan izlenir ve kuiilde sentez edilen

DNA dizisi analiz edilir.



Sequence to analyze Position | 1 2
Quality | Passed Passgd
TTCC/TGCCTCCG/AITAACCTGTGGCTGGCCTGCT
A(%) 94
C(%) | 97
G(%) 3
T(%) | 3 3

ekil 3.5.R243Q homozigot mutasyonu, ekzon 7’ de gorileB& G>A dei imi
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Sequence to analyze
CC/TG/AAGTCTTCCACTGCACACAGTACAT

Position | 1 2
Quality | Passed Passgd
A(%) 94
C(%) | 97

G(%) 3
T(%) | 3 3

ekil 3.6. R261Q homozigot mutasyonu, ekzon 7’ de gérileBZG>A dei imi

Sequence to analyze
CCITG/AAGTCTTCCACTGCACACAGTACAT

ekil 3.7.R261Q heterozigot mutasyonu.

Position | 1 2
Quality | Passed Passg
A(%) | - 59
C(%)| 96 | -
G(%) | - 41
T(%) | 4 -

40



Sequence to analyze
CCGAGTCTTCCACTGCACACAGTACAT

41

Position | 1 2
Quality | Passed Passgd
A(%) | - 10
C®w) | 97 | -
G(%) | - 90
T(%) | 3 -

ekil 3.8.Normal genotip dizisi
3.3. KULLANILAN K MYASALLAR VE HAZIRLANI  LARI

Kullan lan Kitler

1- DNA izolasyon kiti (Qiagen manuel )

MALZEMEN N ADI M KTARI HAZIRLANI |

Buffer AL (lisis buffer) 12ml

Buffer AW1 (wash bufferl) 19ml Uzerine 25 ml etanol (%96-10
eklendi.

Buffer AW2 (wash buffer2) 13ml Uzerine 30 ml etanol (%96-10
eklendi.

Proteinaz K 1.25ml

Buffer AE ( elution buffer) 22ml

2- PCR Kkiti

Pyromark pcr mastermix

Taq DNA polimeraz tampon,QUgdNTP
Solusyonu, Tag DNA Polimeraz Enzimi

Pcr primer cifti

PCR1,PCR2,PCR3

Su
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3- PCR Purifikasyon Kiti (Qiagen)

3M guaninidine-thiocyanate, 10 mM Tri
Ba lama solusyonu: (Binding Buffer ) HCI, % 5 Etanol, pH 6,6

0, IS-
Y kama soliisyonu: (Wash Buffer) : 0% 20 Etanol, 20 mM NacCl, 2 mM Tris-HC

pH 7,5

Elisyon solisyonu : (Elution Buffer) 10 mM Tris-HCI, pH 8,5

4- Pyrosekans kit iceri i
Pyromark gold Q24 reagent (5*24) Qiagen
Pyromark binding buffer (200 ml) Qiagen
Pyromark denaturation solution (500ml) Qiagen
Pyromark wash buffer (200ml) Qiagen
Pyromark annealing buffer (250 ml) Qiagen
Pyromark vacuum prep fitler probe(100) Qiagen
Pyromark pcr kit(200 * 25 pl rxn) Qiagen
Pyromark sepharose high performance Qiagen
Absolut etanol
Enzimler (Dna polymerase , Atp sulfilirase,lusifee,apyrase

Uy



4. BULGULAR

Erciyes Universitesi T p Fakiiltesi Mustafa Erasl@nFevzi Mercan Cocuk Hastanesi
Beslenme ve Metabolizma Poliklinin’de takip edilmekte olan 40 hiperfenilalaninemi
hasta 6rneinde ve hastal ta mayp benzer 0Ozellikleri olan 20 HKik kontrol

grubunda, FAH genindeki mutasyon analizleri gereeklldi.

Bu cal ma FKU tans konmu hastalarda pyrosekans molekiler yontemini
kullanarak E221G (RS62514934), P225T (RS11947558%241C
(RS76687508), R243Q (RS62508588), R243L (RS62508588261X
(RS5030850), R261Q (RS5030849), R413P (RS7993149B)%15N
(RS62644499) mutasyonlar n tap ta mad klar n n tespitini icermektedir.

40 bireyin tamam informatif bulunmtur.
Hastalar n 21'i (%52.5) k z, 19'u (47.5) erkektir.

Hastalar 3 giin ve 8 ay aras bir tgaFKU tan's alm olup, ortalama tan ya

49 gunddr.

26 bireyin anne- babalar aras nda akrabal k sGw&o deilken, 14’0 |. Derece

kuzen evlili i sonucu dinyaya gelntir.

40 cocuktan 11 tanesi mental retardasyon@am tr. Bu hastalar n tan ya

cok gectir (4- 8 ayl k)

Hastalar n tan an ndaki kan FA diuzeylerinin omadade eri 23,24 mg/dl'dir. (3

hastan n tan an ndaki kan FA diizeyi bilinmemektgdi
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Tan an nda ki kan fenilalanin diizeyine gére yap$an fland rmada hastalar n
27'si klasik, 11'i hafif fenilketonuri iken 2 ‘sse atipik fenilketontridir.

Taranan 9 mutasyondan R261X nonsenserd’i missense mutasyon grubuna
girmektedir.

Hastalar n 6’s nda heterozigot, 1’inde bifleheterozigot, 2'sinde ise homozigot
mutasyon tespit edilntir. 2 hastada R241C, 1 hastada R243L, 1 hastada
R261X ve 2 hastada R261Q mutasyonlar heterozigdtininutur ayn
zamanda, bir hasta R243L ve R261Q ac¢ s ndan lirteeterozigottur ( iki farkl
hastalk yapan allele sahip). Homozigot mutasyalaar birisi R243Q olup,

di eri R261Q’ dur.

Tablo 4.1. FAH geninde tan mlanan mutasyonlar ve allel g Kin=80).

MUTASYON | D ZL M | EKZON MUTTA ?)YON g'l&lﬁls‘l %
E221G gaa>gga 6 missense 0 0
P225T ccc>acc 6 missense 0 0
R241C cgc>tge 7 missense 2 2,5
R243L cga>cta 7 missense 2 2,5
R243Q cga>caa |7 missense 2 2,5
R261X cga>tga 7 nonsense 1 1,25
R261Q cga>caa |7 missense 5 6,25
R413P cgc>ccce 12 missense 0 0
D415N gac>aac 12 missense 0 0




Tablo 4.2.HFA hastalar n n klinik bulgular .
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OZELL KLER ORTALAMALAR
YA 8 ya (min: 2 — maks: 19 ya
TANI YA | 49 gun ( min: 3 giin — maks: 8 ay )
CNS YKEZT %52.5 (21/40) K z
0,

Erkek %47.5 (19/40) Erkek
KL N K FENOT P

Klasik FKU %67.5 (27/40)

Halfif FKU %27.5 (11/40)

Atipik FKU %5 (2/40)

TANI ANINDAK  FA DUZEY

23.24 mg/dl ( min: 10 — maks: 43 mg/dl

AKRABALIK DERECES
|. Derece kuzen evlili
Yok
Bilinmiyor

%30 (12/40)
%65 (26/40)
%5 (2/40)

KL N K SONUG
MR (mental retarde)
Hafif MR
Normal

%20 (8/40)
%7.5 (3/40)
%72.5 (29/40)




Tablo 4.3 Anamnez Ozeti
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Tan
an ndaki
Hasta no| Cinsiyet | Tan ya (gun) | fenilalanin | Zeka dlzeyi | Go6zlenen klinik fenotip| Beklenen klinik fenotip | Akrabal k
duzeyi
mg/dl
1 Kiz 40 22 NORMAL Klasik FKU Klasik FKU I.derece kume
2 ERKEK | 20 30 NORMAL Klasik FKU Klasik FKU I.derece kan
3 KIZ 30 25 NORMAL Klasik FKU Klasik FKU Yok
4 KIZ 17 25 NORMAL Klasik FKU Klasik FKU Yok
5 ERKEK | 13 24 NORMAL Klasik FKU Klasik FKU I.derece kan
6 ERKEK | 240 215 GER Klasik FKU Klasik FKU Yok
7 KIZ 30 20 NORMAL Hafif FKU Hafif FKU Yok
8 KIZ 14 11 HAFF GER | Hafif FKU Hafif FKU I.derece kuzer
9 KIZ 30 13 NORMAL Hafif FKU Hafif FKU Yok
10 ERKEK | 120 26 NORMAL Klasik FKU Klasik FKU I.derecaiken
11 ERKEK | 15 43 NORMAL Klasik FKU Klasik FKU Yok
12 ERKEK | 11 12,4 NORMAL Hatfif FKU Hafif FKU l.derece lzen
13 KIZ 30 17 NORMAL Halfif FKU Hafif FKU Yok
14 ERKEK | - - GER Klasik FKU Klasik FKU Bilinmiyor
15 ERKEK | 30 28 NORMAL Klasik FKU Klasik FKU Yok
16 ERKEK | 13 33 GER Klasik FKU Klasik FKU I.derece kuze
17 KIZ 30 14 NORMAL Halfif FKU Hafif FKU Yok
18 KIZ 3 32 NORMAL Klasik FKU Klasik FKU Yok
19 KIZ 90 30 HAFF GER | Klasik FKU Klasik FKU Yok
20 KIZ - - GER Atipik FKU - Bilinmiyor
21 KIZ 180 25 HAFF GER | Klasik FKU Klasik FKU Yok
22 KIZ 15 20 NORMAL Klasik FKU Klasik FKU Yok
23 KIZ 30 10 NORMAL Hafif FKU Hafif FKU Yok
24 KIZ - 26 GER Klasik FKU Klasik FKU I.derece kuze
25 ERKEK | 22 22,2 NORMAL Klasik FKU Klasik FKU Yok
26 KIZ 30 22 NORMAL Klasik FKU Klasik FKU Yok
27 ERKEK | 30 13 NORMAL Hafif FKU Hafif FKU Yok
28 KIZ 15 29 NORMAL Klasik FKU Klasik FKU Yok
29 ERKEK | 30 12 NORMAL Hafif FKU Hafif FKU Yok
30 ERKEK | - - GER Klasik FKU Klasik FKU I.derece kuze
31 ERKEK | 15 41 NORMAL Klasik FKU Klasik FKU Yok
32 ERKEK | 15 25 NORMAL Klasik FKU Klasik FKU Yok
33 KlZ 25 24 GER Atipik FKU - l.derece kuze
34 KIZ 180 25 GER Klasik FKU Klasik FKU Yok
35 KIZ 30 13 NORMAL Hafif FKU Hafif FKU Yok
36 ERKEK | 60 36 NORMAL Klasik FKU Klasik FKU Yok
37 ERKEK | 240 11,7 NORMAL Hafif FKU Hafif FKU Yok
38 ERKEK | - 26 NORMAL Klasik FKU Klasik FKU Yok
39 Kiz 30 37 NORMAL Klasik FKU Klasik FKU I.derece kume
40 ERKEK | 5 15,3 NORMAL Hafif FKU Hafif FKU I.derece kien




5. TARTI MA VE SONUC

Fenilketonuri (FKU), fenilalanin hidroksilaz enzinim eksikli i ile geli en entellektiel
fonksiyonlarda bozulma ile ilerleyen ve tedavi etk ise ar mental motor gerilikle
sonuclanan otozomal resesif géigilo u tan metabolik bir hastal kt r. FAH enziminin
eksikli i sonucunda tirozine dénémeyen fenilalanin ve onun metabolitleri (fenil
pirivik asit, fenil laktik asit, fenil asetik asithastan n kan, idrar ve dir vicut
sV lar nda birikerek mental-motor geri& neden olmaktad r. FAH geninde meydana
gelen mutasyonlar sonucunda FAH enzimi, aktivitegantamamen ya da tama yak n
olarak kaybetmektedir. Enzim aktivitesi %1'in attan olan hastalarda klasik FKU
fenotipi gozlenirken, klasik FKU’ye nazaran dahdithalan fenotiplerde ise, enzim
aktivitesi %1'den %30’lara kadar ¢ kmaktad r.

E221G mutasyonu, Turk popilasyonunda yap lan Hir mada tek hastada ve onun
babas nda gorulmii(114), msr populasyonundan secilen 90 FKU hastaka bir

cal mada ise bu mutasyona hig rastlan lamam(115).

P225T mutasyonu Hacettepe universitesinde 200 HRF&i de yap lan cal mada,
sadece 2 allelde rastlanms kI %1 olarak kaydedilmtir (116). Cek Cumhuriyetinde

yap lan ¢al mada ise skl %1.5 bulunmutur (117).
Bizim ¢gal mam zda E221G ve P225T mutasyonlar na rastlan lamam

Kore, Japonya, Tayvan populasyonlar nda R241C motaswun allel skl srasyla
%5.7 (118), %7.3 (119), %32 (120) olarak bildirilmEin populasyonunda yap lan bir
¢al mada bu mutasyona rastlanlamamn (121), 2007 ylnda kuzey Cin
populasyonu ile yap lan caimada %2.2 allel s kl bulunmutur (122). Turkiye' de
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yap lan cal mada R241C mutasyon skl %1.5 olarak bulunmken (116), bizim
¢al mamzda skl %2.5 bulunmutur.

R243L mutasyonunun allel s kl daha 6nce Turk populasyonuyla yap lan ¢ahda
%0.5 bulunmutur (116). Bizim ¢al mam zda bir hasta R243L ve R261Q a¢ s ndan
birle ik heterozigot bulunmdur ve skl  %2.5dur. Yaplan calmalarda bu
mutasyonlar her iki allelinde tgan bireyler klasik FKU fenotipine sahipken biile
heterozigot ¢ kan bu hasta hafif FKU fenotipi gistektedir. Bu durumun en 6nemli
sebebi R243L mutasyonunun, R261Q mutasyonununliddeayaratt olumsuz etkiyi

di er allelde telafi etmesidir. Clnkl bu hastal ktkeldd heterojenite s6z konusudur.
Allelik heterojenitenin en dnemli sebebi ise feldtdan hidroksilaz enziminin tetramer
olarak ilev gormesidir. Boylece farkl allellerden sentell@ monomerler enzimin
aktivitesine tek bdar na bir etkide bulunamazlar. Bu nedenle enzitrateer formuna

yani aktif oldu u forma gectiinde aktivitesinde fazla bir di gézlenmemektedir.

Her toplumda FAH mutant popilasyonunda 6nemli édcgjdnetik heterojenite vardr.
Lokustaki yiksek allelik heterojenite nedeni ilgltamlar n co unda FKU’ li hastalar
genetik ‘birle ik’ dir ve FAH bozukluklar nda gorilen enzimatik wéinik bulgular yla

fenotipik farkl | klarla uyumlu bir bulgudur.

R261X nonsense bir mutasyondur, arjinin aminoasdp kodona dénind tir bunun
sonucunda fenilalanin hidroksilaz fonksiyonunurwiti olur. Guney Brezilyada %9.5
(123) s kl kla gorilen bu mutasyon, Batan'da %8 s kl kla en fazla gorilen mutasyon
bulunmutur (124).

Cal mam zda R261X mutasyonu heterozigot olan hastakkiilarak hafif FKU dur ve
allel skl % 1.25'dir.

R243Q vyap lan cdtli cal malarda allel skl srasyla, Kore'de %12 (118), Fas'da
%4.1 (125), ran’ n bat s nda %4 (124), Turkiye'de %3 (116) butw tur. Cin’ de
yap lan bir ¢cal mada kuzey bolgesinde %24, guney bolgesinde iseb %%l kla
goOrulen bu mutasyon (126), 2012 yInda Ciniansi eyaletinde yap lan cahada
%12.7 ile en sk goérulen mutasyon buluntou (127). Yaplan ararmalar bu
mutasyonun gtiney Asya ulkelerin de daha s kl kI&{28) goruldiini ortaya koymu
ve mutasyonun bu bdlgeden kdken alp yay l di Gnddrmitar (118). Bizim
¢al mam zda bu mutasyon bir hastada homozigot olargkasen tr ve allel s ki
%?2.5'dir. Hastann tan anndaki kan FA diizeyi 22dligdir ve hasta klasik FKU
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fenotipine sahiptir, yap lan der cal malarla karla trld nda bulgular uyumlu
bulunmutur. 40 gunlik iken tan konmwlan hasta; akraba evlilisonucu dinyaya

gelmi, zeka gerilii yoktur.

R243Q mutasyonu enzim aktivitesinin tamamen kaybslma ve bu mutasyona sahip
olan hastalarda c¢cok a bir klasik fenilketondri fenotipinin gbzlenmesinsebep
olmaktad r.

R261Q mutasyonu FAH enziminin katalitik alt birirden meydana gelen bir yanl
anlaml (missense) mutasyondur. Tum Akdeniz Ulketsr yayg n mutasyonlar
aras nda yer alan bu mutasyon ulkemizde de ikirgigyn mutasyondur. Cukurova
bblgesinden secilen 23 hasta ile yap lan bir gada ikinci en yayg n mutasyon olan
R261Q mutasyonunun gorilme skl% 15.2 olarak bulunmiur (128). Hacettepe
Universitesinin yapt cal mada ise %9.5 s kla sahip yayg n mutasyonlardan biridir
(116). talya’da Daniele A. ve arkadarnn yapt cal mada en yaygn mutasyon
(%20.2) bulunmuur (129). Brezilyan n farkl bdlgelerinden secileastalarla yap lan
cal mada s klk %4-16 aras nda demektedir (130). Ayr ca Portekiz’de % 10, (131)
Msrda %11.5 (115), Kiba'da %15.8 (132) spanya’da %10.3 (133), S rbistan’da
%6 (134), Almanya’da yap lan bir cainada R261Q mutasyonunun Alman hastalarda
gorilme skl nn %5.8, Almanya’da yayan Turk hastalarda ise %7.7 oldu
bildirilmi tir (128).

Bizim cal mam zda 2 hasta R261Q a¢ s ndan heterozigot, asirahR243L ve R261Q

ac s ndan birlek heterozigot, bir hasta homozigottur ve allel s k%6.25'dir.

Yap lan cal malar gosteriyor ki R261Q mutasyonu tum Akdenizelgkinde yayg n
iken Uzak Dou Ulkelerinde allel skl %1 ‘in alt ndad r. Turkiye’'de klasik FKU

vakalar nda en s k izlenen mutasyonlardan biri RZ&dur.

CpG adac klar , genel kromozom yap s nda kalgelmemi yiuksek konsantrasyonda 5’-
CG-3' dindkleotidi bulundurur. FAH geninin 7. Ekaonda sitozin ve guanin
bazlar ndan zengin olup mutasyona ac¢ k bir bolgélaypermutable CpG site) ve bu
mutasyonlar tekrarlayan (recurrent) mutasyonlaf@ununla beraber enzimin katalitik
domaininde bulunan R261Q ve R243Q mutasyonlar alasta homozigot formda
bulunduklar nda FKU fenotipine neden olmaktad rlakncak bir hasta R261Q
mutasyonunu homozigot olarak her iki allelinde da da, klasik FKU fenotipi yerine
hafif (mild) FKU fenotipine sahip oldw gorilmitir. Bunun nedeni, kiden kiiye
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de i en metabolik ve enzimatik farkllklar ile a¢ klamktad r. Hastalar n, sahip
olduklar saperonlarn ve proteazlar n aktivitelekaraci erdeki dekarboksilasyon
seviyesi, fenilalaninin kan-beyin bariyerinden gelgiz , bazal metabolizma hz farkl
olabileceginden genotipte her ne kadar ciddi biziranaktivitesi kayb yaratan bir

mutasyona sahip olsalar da, farkl fenotipik 6kédi gostermektedirler.

12. ekzonda bulunan R413P mutasyonu Kuzey Cin’ 88.8¢ Japonya’da %30.5 (126),
Tarkler’ de ise %21'dir (116).

D415N mutasyonu GAC (asp) - AAC (asn) démiyle meydana gelir ve 12. ekzon'da
lokalizedir. 17 Danimarkal non FKU hiperfenilalaeimi olan aile ile gerceklen
cal mada 3 ¢cocukta bu mutasyona rastlahm(134). Turkler'de ise bu mutasyon %1’
in alt nda bulunmutur (116).

Bizim cal mamzda 12. ekzonda bulunan R413P ve D415N mutisyoa

rastlan lamamtr.

Heterozigot formda tanan baz mutasyonlar fenotipi a¢ klayamamaktaddu
hastalarda genin caima kapsam nda derlendirilemeyen bélgelerinde olas bir
heterozigot ve ya homozigot mutasyonu rtealar olas dr. Bu hastalarda arama

geni letilerek daha fazla mutasyona bak Imal dr.

Dikkat edilmelidir ki; tarama testleri skkla ilgili bir sorun olabilecei konusunda
uyarr. Tek bana kesin olarak hastaln oldu unu séylemez. Uphe edilen sd k
sorununun olup olmadnn anla labilmesi icin kesin tan koydurucu testlerin
uygulanmas gerektini bildirir. Bu nedenle sadece tarama testi soaugh dayanarak
ailelere genetik darma verilmemeli, konvansiyonel laboratuar testlde tannn

do rulanmas beklenmelidir.

Sonu¢ olarak; bu cama ile HFA tablosuna sklkla neden olan mutasyonla
belirlenmesi ile ilerleyen dénemlerde HFA'ya yoReblu turulacak genetik tarama
programlar na katk sdayabilmek amaclanmtr. Ayr ca homozigot mutasyon tespit
edilen hastalar n ailelerine bu konuda genetik daa verilmi ve bir sonraki
gebelikleri icin preimplantasyon genetik tan haida da bilgilendirilmilerdir.
Uygulanan pyro-sekans yonteminiRFLP, Sanger DNA dizileme, Tagman, SSCP ile
yap lan kar la trmal ¢al malar nda %99 daha guvenilir, uygulama kolayve daha ucuz

oldu u saptanmtr (113, 114). Bu avantajlar ndan dolay bilinenutasyonlar n
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taranmas nda pyrosekans kullan labilir fakat mutaspulunamayan bireylerde tim gen
analizi yap Imas icin b&a bir yonteme baurmak gerekir.
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