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KAPAK: KAPAK: Projenin baghgi numarasi tiirii, yiiriitiiciisii, yardimci
arastiricilarin listesi, ¢aligmanin yiiriitiildiigii yer/yerler ve tarih bilgisi bulunmalidir.

iIGCINDEKILER
TESEKKUR
TABLO VE SEKIL LISTELERI

KISALTMALAR LISTESI: Yazim sirasinda raporda kullanilan diinyaca kabul gérmiis
kisaltmalar ve arastiricilarin kendilerinin olusturdugu kisaltmalar bu bélimde belirtilmeli
ve metin iginde de ilk kullanim yerinde acik sekilleri ile yer almalidir.

1. PROJE OZET BILGILERI: Tirrkce Ozet ve Ingilizce “Abstract” seklinde
hazirlanmalidir.  Projedeki faaliyetlerin  kisa 0zetini igcermeli ve 500 kelimeyi
gecmemelidir.

2. LITERATURDEKI BILGI: Proje konusunda proje teklifi sirasinda kullaniimis ve kabul
edildikten sonraki dénem i¢inde dinya literattrinde gerceklesen yenilikler ve gikmig olan
makaleler konusunda bilgi verilmeli, egilimler ve proje konusu ile ilgili gelismeler bu
bélimde irdelenmelidir.

3. TEKNIK BOLUM: Gere¢c ve yodntem, bulgular, tartisma ve sonug béliimlerinden
olusur. Sonug bolimunin Onerileri de kapsamasi gerekmektedir.

3.1. Gereg ve Yontem: Projede 6ngdrilen is paketleri 6zelinde faaliyetler ele alinmali ve

3.1.1. is Paketleri: Proje teklifinde dnerilmis olan is paketleri sirasiyla ele alinmal ve
proje takvimi ile kargilastiriimali olarak gerceklestirilien faaliyetler rapor edilmelidir.
Verilen bilgilerde is paketlerinde gergeklestiriimis olan faaliyetler detay olarak
belirtiimelidir.

3.2. Bulgular: Yine proje teklifinde belirtiimis olan is paketleri kapsaminda yuritilen
faaliyetler siralamasi ile elde edilen bulgular verilmelidir. Elde edilen bulgular
gerekiyorsa tablo ve grafik olarak verilmelidir. Varsa istatistik sonuglar, ara c¢iktilar ifade
edilmelidir.

3.3. Tartigma ve Sonug: Projede elde edilen bulgular ve degerlendirmeleri sonucunda
bir hikiim olusturulmali ve literatlr veriler ile karsilastirilmalidir. Proje kapsaminda varsa
yontemde gerekli gorilen veya gerceklestirilen degisiklikler gerekgeleri ile beraber bu
bélimde ifade edilmeli ve sonucunda hedeflenen noktaya ulasilip ulasiilmadigi hikme
baglanmalidir.

3.4. Yapilan Bilimsel Etkinlikler: Proje kapsaminda bilimsel toplanti, tanitim ve egitim
toplantilari diizenlenmis ise bu boélimde takvimlendirerek sirali bir sekilde verilmeli ve
katilimcilar hakkinda bilgi verilmelidir.

3.5. Darbogazlar ve ¢6ziim o6nerileri: Takvim ve is paketleri kapsaminda karsilasilan
(varsa) olumsuzluklari ve/veya riskler ifade edilmeli, bu darbogdazlari gidermek igin
alinan 6nlemler ve gerceklestirilen faaliyetler bu boélimde belirtiimelidir.

3.6. Iis-Zaman Gizelgesi: Proje 6nerisinde olusturulmus olan is zaman cizelgesi ele
alinarak her bir is paketinin tamamlama ve hedefe ulasma durumlari grafik olarak
belirtiimelidir.

3.7. Proje Tamamlanma Tablolari: is paketlerinde gergeklestirilen faaliyetler goz
onunde bulundurularak ilerleme tablosu olusturulmahdir. Bunun igin genel
degerlendirmede is paketlerinin ne kadarinin tamamlandigini ifade etmek icin %...
seklinde tamamlandi seklinde sayisal ifade kullanilmalidir. is paketlerinin hedefe ulasma
durumlari irdelenmelidir.

3.8. Calisma Plani Degisiklikleri: Proje Calisma Takvimine Uygun Ydritilememisse
veya iptal edilmis, degisiklik yapilmis olan is paketleri varsa Gerekgeleri ve yapilan
degisikliklerin hedefine ulagip ulagsmadidi is paketleri bazinda gerekgeleri agiklanmalidir.

4. iDARI BOLUM
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4.1. Proje Yonetimi ile ilgili kargilagilan, Risklerin Degerlendirilmesi ve Goéziim
Onerileri: Proje kapsaminda faaliyetlerin yiiriitilmesi sirasinda idari olarak karsilasilan
sorunlar ele alinmalidir. Proje igleyisi ile ilgili veya malzeme temininde yasanan sikintilar
ve nedenleri konusu bu bdlimde ele alinmalidir. Karsilasilan problemler 6zelinde varsa
¢6zim onerileri ifade edilmelidir.

4.2. Personel Degisiklik Tablosu: Yuraticu degisikligi, yardimci arastirici degisikligi
veya eklenmesi gerekgeleri ile belirtiimelidir.

5. MALi BOLUM

5.1. Biitge: Projede yapilan harcamalar ve but¢ce durumu bu bdlimde ele alinmali ve
bitgenin son hali tablo seklinde verilmelidir.

5.2. Harcan(a)mayan Kalemlere iligkin Agciklamalar: Projede o©ngoériimis ama
gerceklesmemis harcamalarin neden gergeklestirilemedigi konusunda bilgi verilmelidir.

5.3. Harcamalara iligkin Zorluklar: Harcamalarda karsilagilan sorunlar ve nedenleri
ifade edilmeli ve varsa ¢dzim onerileri belirtiimelidir.

6. EKLER: Proje faaliyetleri sirasinda yapilmis makale, kongre bildirisi, teknik rapor,
patent basvurusu gibi c¢iktilar belirtiimeli ve kinyeleri ile hem akademik veri yénetim
sistemine proje atif edilerek islenmeli hem de bu boélimde listelenmelidir. Yapilmis
makalelere alinmis atiflar var ise bu bélimde bunlarda gdsterilmelidir.

RAPOR ICIN ASAGIDAKI FORMATI KULLANINIZ.
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KISALTMALAR LISTESI:

aCGH: Microarray-based Comparative Genomic Hybridization
BMD: Becker miiskiiler distrofisi

CNV: Copy Number Variation; Kopya Sayist Degisiklikleri

DMD: Duchenne miiskiiler distrofisi

DNA: Deoksiriboniikleik asit

EDTA: Etilen diamin tetraasetik asit

FISH: Fluoresan in situ hibridizasyon

LGMD: Kav ak tipi kas distrofisi (“Limb-Girdle miiskiiler distrofi”)
MLPA: Multiplex ligation-dependent probe amplification

NLB: Niikleer lizis tamponu

OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man

PZR: Polimeraz zincir reaksiyonu

SDS: Sodyum dodesil siilfat

SNP: Single Nucleotide Polymorphism; tek niikleotid polimorfizmi
TBST: Tris-tuz-tween 20 ¢6zeltisi (“Tris-buffered saline Tween 20”)
TE: Tris hidrokloriir ve sodyum EDTA

XLMR: X’e bagli mental retardasyon

a: Alfa

B: Beta
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1. PROJE OZET BILGILERI: Tirkge Ozet ve ingilizce “Abstract” seklinde hazirlanmalidir. Projedeki
faaliyetlerin kisa 6zetini icermeli ve 500 kelimeyi gegmemelidir.

Tirkce Ozet:

Duchenne Tipi Kas Distrofisi (Duchenne Muscular Dystrophy, DMD) 3500' de bir gériilen, X’e
bagh ¢ekinik kalitim 6zelligi gosteren bir tek gen hastaligidir. Hastalik, distrofin ad1 verilen ve 79
eksondan olusan proteini kodlayan genin normal diziliminin bozulmasina neden olan
mutasyonlara bagl olarak ortaya ¢ikar.

Becker Tipi Kas Distrofisi (Becker Muscular Dystrophy, BMD) ise aym gen bdlgesinde
bulunmaktadir ve burada meydana gelen mutasyonlar nedeni ile ortaya cikar, ancak BMD
hastalarinda eksik fakat islevsel bir protein sentezlenir. BMD'de semptomlar daha geg yaslarda
kendini belli eder ve hastahgm seyri (Prognozu) cok daha yavastir. DMD hastalarinda ise
sentezlenen protein islevsizdir ve sistem tarafindan tamamen yok edilir.

DMD hastalarinin %65’inde goriilen delesyon ve %7-10’unda goriilen duplikasyonlarm yaklasik
%70’1 ekson 45-55 arasinda, yaklasik %23’ ise ekson 2 ile 20 arasindadir. Nokta mutasyonlari
ise gen lizerinde herhangi bir noktada bulunabilirler.

Calismamizin amac1 DMD/BMD hastalarinda detayli genetik analiz yaparak MLPA yontemi ile

konvansiyonel “multipleks” PCR tani testlerinin tan1 amag¢h kullanim alanlarini belirlemektir.

Yabanci Dilde Ozet:

Duchenne Muscular Dystrophy (DMD) is one of the most common inherited pediatric
neuromuscular disorders, affecting 1 in 3500 live male births. It is an X-linked disorder caused by
mutations in the DMD gene, one of the largest known human genes covering 2.4 Mb, encoding a
14 —kb mRNA and 8 tissue specific promoters and contains 79 exons.

Mutations leading to a truncated protein cause the severe phenotype of DMD, whereas mutations
retaining the MRNA reading frame cause the more mild phenotype of Becker muscular dystrophy
( BMD).

Mutations in this large gene generally result in a disturbance of the open reading frame during
dystrophin protein production that either leads to the synthesis of a truncated , degraded protein
molecule. Approximately 65% of the dystrophin mutations in the DMD gene are the most
common intragenic deletions. Point mutations, insertions and nucleotide changes together
account 25-30% and duplications account for 5-10% that appears to be evenly distributed
throughout the gene.

Our aim in this study is to identify best practice quidelines for genetic diagnostics of DMD/BMD
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patients using detailed genetic analyses comparing the MLPA and the conventional multiplex
PCR methodologies.

2. LITERATURDEKI GELISMELER: Proje konusunda proje teklifi sirasinda kullanilmis ve kabul
edildikten sonraki dénem iginde diinya literatiriinde gerceklesen yenilikler ve gikmis olan makaleler
konusunda bilgi verilmeli, egilimler ve proje konusu ile ilgili gelismeler bu bélimde irdelenmelidir.

Miiskiiler distrofiler, iskelet kas hiicrelerinin yikim ve tamir siireglerinin sonucunda meydana gelen,
ilerleyici kas giicsiizliigii ve kaybiyla karakterize olmus kalitsal bir hastalik grubudur. Bazilar1 dogumda belirti
verip hizla ilerleyerek 6liimle sonuglanirken bazilar1 da yavas gidisat gosterip ge¢ eriskin doneme kadar belirti
vermeyebilir. Duchenne miiskiiler distrofisi (DMD) ve Becker miikiiler distrofisi (BMD) bu grup igerisinde yer
alir.

Miiskiiler distrofiler (MD) diger néromiiskiiler hastaliklardan genetik gecisli primer miyopati olmasi, kas
liflerinde dejenerasyon ve dliimiin olmasi ile ayrilirlar. Yas, hastaligin ilerleme hizi, kalitim sekli, etkiledigi kas
grubu, genetik sebep ve etkilendigi gen miiskiiler distrofileri siniflandirmada kullanilmaktadir .

Miiskiiler distrofileri kalitsal 6zelliklerine gore otozomal baskin (OD), otozomal cekinik (OR) ve X’e bagl
cekinik (XR) olarak 3 gruba ayrilir. Ancak bazi hastaliklarin birden fazla kalitim sekli gostermeleri nedeniyle
klinik 6zelliklerine gore iki grupta da incelenebilir.

Distrofin genindeki mutasyona bagli olarak gelisirler ve X resesif gecislidirler. Distrofin geni X
kromozomunun kisa kolunun 21 numarali bandinda yerlesmistir. 79 eksonludur ve insandaki bilinen en biiyiik
gendir. Distrofinopatilerde bu gende delesyon, duplikasyon ve nokta mutasyonu olustugu icin distrofin ya hig
iretilmez yada iiretimi ¢ok azdir veya bozuktur.

Distrofinopatiler, X kromozomuna bagli resesif kalitim gosterdigi i¢in erkeklerde goriilen bir hastaliktir. Kadinlar
hastaligin tasiyicist olabilmektedir. Fakat nadir de olsa kadinlarda da kas zaafi goriilebilmektedir. Bunun
nedenlerinden bir tanesi mutasyonlu distrofin geni tasiyan kadinin normal X kromozomunun inaktivasyonudur.
Diger bir neden ise mutasyonsuz distrofin geni tagtyan X kromozomunun otozomal bir kromozomla translokasyon
yapmasidir. Ayrica tek X kromozomu tasiyan Turner sendromlu kadinlarda da Duchenne miiskiiler distrofisi
hastalig1 goriilebilmektedir.

Son yiizyil igerisinde genetik bilimi alaninda yasanan gelismeler ve insanlik tarihinin en 6nemli buluslar
arasina giren gen haritasinin ¢ikarilmasi ile bilim diinyasinda inanilmaz buluslara yol acabilecek kapilar
aralanmis oldu. Ozellikle, informatik alanindaki devrimsel nitelikteki ilerlemelerin genetik alaninda islevsel hale
gelmesiyle, yapilan bilimsel ¢alismalar hiz kazanmistir.

Giiniimiizde kalitsal faktorlerin temelinde niikleik asitler oldugunu ve niikleik asitlerin  kalitsal
nitelikleri kusaktan kusaga aktarilmasini sagladigini bilmekteyiz. Bir¢ok hastaligin temelinde kalitsallik oldugu
icin Genetik bilimi dogrudan saglik alanina girmistir.

Genetik bilimi; tipta bilinmeyenlerin giderek azalmasini ve genetik kokenli hastaliklarin tedavisini
beraberinde getirecek olan buluslar ile oziinde insan saghgmin korunmasini amaglamaktadir. Kalitsal
hastaliklarin altinda yatan mutasyonlarin belirlenmeye baslanmasi ile hastaliklarin tanisina yonelik cesitli
yontemler gelistirilmeye baglanmistir.

Noroloji biliminin bir kolu olan sinir kas hastaliklar1 igerisinde yer alan miiskiiler distrofiler, iskelet kas
dokusu tutuluguna bagli anormal kas gii¢siizliigii ile karakterize olan bir grup kalitsal bir hastaliktir. Hastaligin
etkiledigi kas grubu, kalitim sekli ve baglama yas1 miiskiiler distrofileri gruplandirmak i¢in kullanilar kriterlerdir.
Kalitim sekline gore otozomal dominant, otozomal resesif ve X kromozomuna bagli gecis gosteren yaklasik kirk
bes miiskiiler distrofi ¢esidi bulunmaktadir .
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Miiskiiler distrofiler i¢inde en sik goriilen X’e bagh cekinik kalitim gosteren Duchenne ve Becker
Miiskiiler Distrofi’leridir (DMD / BMD). Bu hastaliklar distrofin adi verilen 427 kDa’luk distrofin proteinini
kodlayan genlerde meydana gelen mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikar. Xp21.2 bolgesinde yerlesmis distrofin
geninde meydana gelen delesyon, duplikasyon veya nokta mutasyonlari nedeni ile kas dokusunda hiicre dist
matriks ve hiicre iskeleti arasindaki baglantiy1 saglayan distrofin proteinin yapist bozulur ve islevsel olamaz.
Duchenne miiskiiler distrofisi hastaligi gocukluk ¢aginda ortaya ¢ikmakta olup hastalarin iskelet dokusunda
distrofin proteini yoktur. Becker miiskiiler distrofisi hastalarinda ise diisiik seviyede ve yapisi degismis distrofin
proteini bulunur. Duchenne miiskiiler distrofisinin daha ge¢ baslangicli ve daha hafif seyreden formudur.

Giinlimiizde teknolojinin saglik alanina hakim olmasiyla beraber ilerlemelerin hizlanmis olmasi, bu
hasta ve ailelerine limit vermekle beraber hastaligi ortadan kaldirabilecek kesin bir tedavi yontemi heniiz
gelistirilememistir. Bu noktada koruyucu tedai yaklagimlarinin énemi ortaya ¢ikmakta ve hastaligin kalitsal olusu
ve etkin tedavisinin olmayisi nedeniyle etkilenmis ¢ocuklarin ailelerindeki tasiyici kadinlarin belirlenebilmesi
onem tagimaktadir.

Duchenne ve Becker Miiskiiler Distrofileri ile ilgili ¢ok sayida galigmalar yapilmig, gen bolgesi
belirlenmis, mutasyonlar tespit edilmis, tan1 amagli molekiiler tani testleri gelistirilmistir. Mutasyonlarin PZR
yontemiyle tespit edilmesi bu amagla kullanilan en yaygin yontemdir. Fakat PZR ile yapilan analizlerde en sik
gozlendigi varsayilan sadece 18-22 eksona bakilabilmekte olup, duplikasyon ve nokta mutasyonlar1 tespit
edilememektedir. Ve en 6nemliside dogum 6ncesi erken tan1 amagh tastyiciligin tespiti igin yetersiz kalmaktadir.
Yeni bir yontem olan MLPA (Multiple ligation Dependent Probe) ile es zamanl 45’ e yakin hedef dizi
amplifikasyonu ile gen delesyon ve duplikasyonlarinin tespiti miimkiindiir. Distrofin geninde ise 79 eksonun
incelenmesi ve delesyon tespitinin yanisira gen duplikasyonlar1 ve kadinlarda tasiyicilik belirlenmesi miimkiin
olabilmektedir.

Bu arastirma kapsaminda MLPA (Multiple ligation Dependent Probe) metodu konvansiyonel multipleks
PZR metodlar1 birbirleri ile karsilastirilacak ve hastaligin tanisi i¢in en uygun yolak belirlenecektir. Ayrica,
calismamizda, hastalarda delesyon, duplikasyon ve nokta mutasyonlari ile fenotip arasinda yapilacak olan
karsilagtirmalar neticesinde hastalik ile ilgili yeni bilgilere ulasilmasi hedeflenmistir.

3. TEKNIK BOLUM:

Gereg ve Yontem, Bulgular, Tartisma ve Sonug bolimlerinden olusur. Sonug bélimindn énerileri de
kapsamasi gerekmektedir.

3.1. Gereg ve Yontem: Projede 6ngorilen is paketleri 6zelinde faaliyetler ele alinmali
3.1.1. Is Paketleri: Proje teklifinde 6nerilmis olan is paketleri sirasiyla ele alinmali ve proje takvimi ile

karsilastirimali olarak gerceklestirilen faaliyetler rapor edilmelidir. Verilen bilgilerde is paketlerinde
gercgeklestirilmis olan faaliyetler detay olarak belirtiimelidir.

Arastirilacak olgular; Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii’ne klinik tanis1 konarak gelmis
hastalardan segilmistir. Calisma baslatilmadan 6nce Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi Etik
Kurul’undan onay alinmistir. Calismada kas dokusu Ornekleri kullanilan tiim hastalara ¢alismay1 detaylari ile
anlatan bilgilendirilmis géniillii hasta onay formu imzalatilmistir. Calismanin deneysel islemleri Istanbul
Universitesi, Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii, Genetik Anabilim Dalinda gerceklestirilmistir.

Toplanan kan 6rneklerinden DNA izolasyonu gerceklestirilmistir. MLPA calismasi i¢in pipetasyon islemi gereken
basamaklarin ¢ok hizli yapilmasi gerekmektedir. Bunun i¢in uygun sicaklikta bekletme segenigini iceren PZR
prtokolii cihaz hafizasina alinarak islemlerin hizli bir sekilde gerceklesmesi saglanmalidir. Elde edilen PZR
iirtinleri kapiler elektroforez cihazina yiiklendi ve fragman analizi ger¢eklestirildi.

Is paketi 1 kapsaminda drneklerin toplanmasi, DNA izolasyonu ve MLPA PZR’a tabi tutulmasi yer almaktadir. s
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paketi 2 kapsaminda sonuglarin eldesi, yorumlanmasi ve diizenlenmesi yer almaktadir.

3.2. Bulgular: Proje teklifinde belirtiimis olan is paketleri kapsaminda yiritilen faaliyetler siralamasi
ile elde edilen bulgular verilmelidir. Elde edilen bulgular gerekiyorsa tablo ve grafik olarak verilmelidir.
Varsa istatistik sonuglar, ara ciktilar ifade edilmelidir.

Calismamiza DMD/BMD tanis1 amaciyla Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii
Genetik Anabilim Dali’na 2009-20011 yillar1 arasinda bagvuran hastalardan alinmis 30 adet kan 6rnegi dahil
edilmistir.

Ana Bilim Dali’miz tarafindan bu kan oOrneklerine rutin olarak uygulanan Multiplex PZR analiz
sonuglar1 “gercek durum, referans” olarak belirlendi ve bu sonuglar kontrol grubu sonuglarini olusturdular. Ayni
kan o6rneklerine uyguladigimiz MLPA ydntemi ile elde edilen sonuglar arastirma grubu sonuglarini olusturdular.

Kontrol grubu sonuglari ile arastirma grubu sonuglar1 karsilastirilarak MLPA yonteminin giivenilirligi gézlenip;
Multipleks PZR ile tespit edilemeyen delesyon ve duplikasyonlarin tespiti gerceklesti. Yontem farkliligi ile ele
gecen zengin veriler ile genotip fenotip karsilastirmasi yapildi.

3.3. Tartisma ve Sonug: Projede elde edilen bulgular ve degerlendirmeleri sonucunda bir hikim
olusturulmali ve literatir veriler ile karsilastinimalidir. Proje kapsaminda varsa yontemde gerekli
gorilen veya gercgeklestirilen degisiklikler gerekceleri ile beraber bu bdélimde ifade edilmeli ve
sonucunda hedeflenen noktaya ulagilip ulagiimadig hikme baglanmahdir.

DMD/BMD, toplumda 3500’ de 1 goriilen, etkin tedavisi olmayan, 6liimciil klinik seyreden, X’e bagh
cekinik kalitim gosteren bir kas hastaligidir. Bu nedenlerle DMD/BMD tanisi almis gocugu olan ailelere, dogum
oncesi genetik tan1 dnerilir. izole olgularda, annenin tagiyicilik olasihgi 2/3’tiir (%66). Bu yiizden gebelik igin
genetik danigsma alinmasi gereklidir. Ve olasi gebeliklerde genetik tan1 konmasi dogacak olan bebek igin hayati
onem tastyabilir. izole olgularin 1/3’{i yeni mutasyon sonucu olustugundan, anne ve diger kadin akrabalarda da
tastyicilik durumu olmaz. Boyle ailelerde anne disindaki kadin akrabalarda dogum oncesi taniya gerek yoktur.
Ancak annede germinal mozaisizm diglanmamasi gerektiginden, her hamilelikte dogum &ncesi tani dnerilmelidir.
Dogum oncesi tani Onerisinin dogru yapilabilmesi, olgularin ailelerindeki kadinlarin tasiyicilik durumlariin
dogru tespit edilmesine baglidir.

Calismamiza DMD/BMD tanis1 amactyla Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii
Genetik Anabilim Dali’na 2009-2011 yillar1 arasinda bagvuran hastalardan alinmis 30 adet kan 6rnegi dahil
edilmistir.

DMD/BMD hastalarinda biiyiik oranda gen delesyon (%60-65) ve duplikasyon (%10-15) mutasyonlari
gozlenmektedir. Giinlimiizde mutasyonlarin en sik gozlendigi eksonlarin incelendigi 2 asamali Multiplex PZR
yontemi rutin tani amacli olarak yaygin bir sekilde kulllanilmaktadir. Delesyon ve duplikasyon tipi mutasyonlarin
yaklasik %981 genin, “Hot spot” olarak adlandirilan, 5’ ucu ve merkez bolgelerinde yogunlagmistir. Hot spot
bolgede yer alan eksonlar 3, 4, 6, 8, 12, 13, 17, 19, 43, 44, 45, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 60 ve PM bolgesidir. Ve bu
bolgelere PZR ile bakilarak tan1 konmaya calisilmaktadir. Distrofin geni igerisinde bulunan 79 ekzon icerisinden
sadece 18 ekzona bakilabildigi i¢in arada kalan delesyonlarin saptanmasi miimkiin olmamaktadir. Bu durum
neticesinde hastalik sahibi olan fakat molekiiler test ile tan1 konulamayan hastalar ortaya ¢ikabilmektedir. Ayrica
DMD/BMD’ ye yol agabilen duplikasyonlarin gosterilebilmesi olanaksizdir. PZR yonteminin bir diger dezavantaji
da tasiyicilik tesipiti yapamamasidir. Bu nedenle hayati 6nem tasiyan genetik danisma; ailelerde tasiyicilik
bakilamadgi icin verilememekte ancak bir sonraki gebelikte fetus i¢in genetik tan1 konmaya calisilabilmektedir.

MLPA yontemi, diger analiz yontemleriyle karsilastirildiginda 6nemli avantajlara sahiptir. Nokta
mutasyonlarin1 gosteren sekans analizi ve DHPLC gibi yontemler kopya sayisi degisikliklerini gosteremez.
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Southern blot, bir¢ok degisimi gosterebilse de, kiigiik delesyonlari her zaman yakalayamaz ve rutin bir analiz
yontemi olarak giivenilir bir sekilde kullanilamaz. lyi tanimlanmis delesyonlar PCR ile gésterilebilirler, ancak
delesyonlarin ¢ogunda kopma noktasi kesin olarak bilinemez ve duplikasyonlar gézlenemez.

MLPA’nin multipleks bir teknik olmasi ve 50-70 baz kadar kiigiik dizileri analiz edebilmesi FISH
teknigine oranla daha ayrintili analiz imkan1 saglar. MLPA piirifiye edilmis DNA ile yapilir ve aCGH yontemine
gore ¢ok daha kolay ve maliyeti uygundur. MLPA yontemi genom-boyu arastirmalar i¢in uygun olmasa bile, bir
¢ok rutin uygulama i¢in mikrodizin temelli tekniklere alternatif bir yontemdir. Multipleks olmasi nedeniyle bir
deneyde 40-45 hedef bolgeye yonelik sonug verebilir ve klinik sorunun tiiriine gore tek bir MLPA deneyi tanisal
yeterlilige sahip olabilir. MLPA deneyleri uygulamasi kolay ve zahmetsizdir. Cok sayida Ornegin ayni anda
calisilmasina firsat verir. MLPA yonteminin duyarliligi yiiksektir. Kitteki problarin lokalizasyonuna gore
rezoliisyon yiikselir ve bir genin hangi eksonlarinda kopya sayisi degisikligi bulundugu ayirt edilebilir. Kisa
dizileri gosterebildigi icin tek bir eksonun kopya sayisi degisikligini yakalayabilir. Kazanimlardaki kopya sayist
(6rn., 2 yerine 3 kopya) giivenilir olarak saptanabilir.

Lai ve arkadaslar1t da MLPA teknigini klasik ¢oklu PZR ile karsilastirmistir. Bu amagla 45 DMD tanilt
ve 20 BMD tanili olguda her iki yontemin de mutasyon saptamadaki giiclinii karsilastirmislar, MLPA ’nin ¢oklu
PZR’den daha fazla delesyon saptayabildigini belirtmislerdir. MLPA yonteminin 2 olguda tek ekson delesyonu
icin yanlis sonug verdigini ve tek ekson delesyonlarinin mutlaka PZR ile dogrulanmasi gerektigini bildirmislerdir.

Hasta grubumuzun &nemli bir kismi delesyon gozlenmeyen hastalar arasindan segildi. Klinik olarak
DMD / BMD klinigine uygun hastalarin atlanma olasilig1 ve konulan tanilarin dogruluk oranlarini arttirmak igin
MLPA yonteminin segilmesi tanisal verimi artiracak, giinliik klinik uygulamalarda tetkik secimi asamasinda
mutlaka yapilmas1 gereken fayda-maliyet analizi yoniinden de daha avantajli olacaktir.

Sonuglarin  karsilastirllmast neticesinde MLPA’nin  multiplex PZR’a goére delesyon yakalama
kapasitesinin daha yiiksek oldugu ve duplikasyonlarin tespiti ile ayirict taniy1 giiclendirdigi ortaya konmustur.
Boylelikle ¢ikan sonuglarin kesinligi ile genotip-fenotip iliskilendirmesi i¢in daha net veriler elde edilmeye
baglanmigtir. Delesyon ve duplikasyonlarin neden oldugu fenotiplerin kiyaslanmasi ve ilerleyen zamanlarda
basarilmasi muhtemel olan ekzon atlama yontemlerinin uygulanabilmesi icin detayli veriler toplanmaya
baslanmistir. Annelerde tasiyicilik tespiti ile DMD/BMD hastaliginin tedavisi olmasa da 6nlenilmesi hedefi ile
artik sadece hasta bireye tan1 koymay1 degil ailede tasiyicilarin tespiti de daha kolay hale gelmistir .

Optimizasyon calismalari neticesinde MLPA’ nin kullanima baslanmasi ile laboratuvarin tanisal teste
vermis oldugu dogruluk orani arttirilarak, is ve maliyet yiikii hafifletilmistir. Ayrica bireyin sagligi 6n plana
cikarilarak insanlara daha yiiksek saglik standartlarinda hizmet verilebilmesi saglanmistir.

3.4. Yapilan Bilimsel Etkinlikler: Proje kapsaminda bilimsel toplanti, tanitim ve egitim toplantilari
dizenlenmis ise bu bolimde takvimlendirerek sirali bir sekilde verilmeli ve katimcilar hakkinda bilgi
verilmelidir.

Herhangi bir bilimsel etkinlik ¢iktisi olmamistir.
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3.5. Darbogazlar ve ¢o6ziim Onerileri: Takvim ve is paketleri kapsaminda karsilasilan (varsa)
olumsuzluklar ve/veya riskler ifade edilmeli, bu darbogazlari gidermek igin alinan 6nlemler ve
gercgeklestirilen faaliyetler bu bolimde belirtiimelidir.

Yoktur.
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3.6. is-Zaman Gizelgesi: Proje nerisinde olusturulmus olan is zaman cizelgesi ele alinarak her bir is paketinin tamamlama ve hedefe ulasma durumlari

grafik olarak belirtiimelidir.

iS-ZAMAN GIiZELGESI

is Paketi Adi/Tanimi

Projenin Dénem ve Aylari

1. 6 aylik donem

2. 6 ayllk donem

3. 6 aylik donem

4. 6 aylik donem

5. 6 aylik donem

6. 6 aylik donem

112 |3 (4|5

6

112 (3 (4[5

6

1

2

3 |4 (5 |6 |12 |3 [4]|5]6

112 |3 |4 |5 |6

112 |3 |4 |5 |6

is paketi 1: Orneklerin |x [x [x [x [x [x |[x |x
toplanmasi
is paketi 2: Sonuclarin X [x |x [x

yorumlanmasi

NOT: Tablodaki satirlar is paketi sayisina ve ihtiyaca gore azaltilip gogaltilabilir. is paketlerinin tamamlandigi aylari belirlemek igin aylarin karsiligina gelen

gOzleri koyu gri ile doldurunuz.

Yazim alanlari gerektigi kadar uzatilabilir




3.7. Proje Tamamlanma Tablolari: Is paketlerinde gergeklestirilen faaliyetler gdz 6niinde
bulundurularak ilerleme tablosu olusturulmalidir. Bunun igin genel degerlendirmede is paketlerinin ne
kadarinin tamamlandidini ifade etmek igin %... seklinde tamamlandi seklinde sayisal ifade
kullaniimalidir. is paketlerinin hedefe ulagsma durumlari irdelenmelidir.

is Paketleri Gergeklesme orani
Orneklerin Toplanmasi %100
Sonuglarin yorumlanmasi %100

3.8. Galisma Plani Degisiklikleri: Proje Calisma Takvimine Uygun YUrutilememisse veya iptal
edilmis, degisiklik yapilmis olan is paketleri varsa Gerekgeleri ve yapilan degisikliklerin hedefine
ulasip ulasmadidi is paketleri bazinda gerekgeleri agiklanmalidir.

Yoktur.

4. iDARI BOLUM

4.1. Gelisme Dénem igindeki Proje Yonetimi ile ilgili Gelismeler, Risklerin Degerlendirilmesi ve
Coziim Onerileri: Proje kapsaminda faaliyetlerin yiritilmesi sirasinda idari olarak karsilasilan
sorunlar ele alinmahdir. Proje isleyisi ile ilgili veya malzeme temininde yaganan sikintilar ve nedenleri
konusu bu bélimde ele alinmalidir. Karsilasilan problemler 6zelinde varsa ¢d6zim onerileri ifade
edilmelidir.

Yoktur.




4.2. Personel Degisiklik Tablosu: Yiritucu degisikligi, yardimci arastirici degisikligi veya eklenmesi

gerekgeleri ile belirtiimelidir.

PROJE PERSONELI DEGIiSIKLIK TABLOSU

T.C. Kimlik No. Adi, Soyadi

Katilma Tarihi | Ayrilig Tarihi

Projedeki
Gorevi

Ayrilma/Katilma
Nedeni

4.3. Proje ek siire ihtiyacinin belirlenmesi: Proje isleyisi sirasinda c¢ikan aksakliklara bagh olarak
alinan ek sure ve gerekgeleri ayrintili olarak bu bélimde ifade edilmelidir. Hedefe ulasmada katkisi

vurgulanmahdir.

Yoktur.

5. MALi BOLUM

5.1. Biitge: Projede yapilan harcamalar ve butge durumu bu bdlimde ele alinmali ve bult¢enin son hali tablo

seklinde verilmelidir.

Harcama Kalemi

Ongériilmiis Maliyet

Gergeklesen Harcama

Kalan Biitce

Demirbas

Bilgisayar ve Bilgisayar Parcasi alimlari

Tiketime Yonelik Malzeme

Kirtasiye Alimlari ve Fotokopi

Yolluk Yevmiye

Hizmet Alimi

Bakim Onarim

Canli Hayvan ve Yem Alimi

5.2. Harcan(a)mayan Kalemlere iliskin Agiklamalar: Projede &ngoriilmiis ama

harcamalarin neden gercgeklestirilemedidi konusunda bilgi verilmelidir.

gerceklesmemis

Bap’tan gelen kaynaktan herhangi bir harcama yapilmamistir.




5.4, Harcamalara iligkin Zorluklar: Harcamalarda karsilasilan sorunlar ve nedenleri ifade edilmeli
ve varsa ¢6zim Onerileri belirtiimelidir.

Yoktur.

6. PROJE CIKTILARI ve EKLER

6..1 Dénem iginde Yayimlanan ve Toplantilarda Sunulan Yayinlar/Bildiriler: Proje faaliyetleri
sirasinda yapilmis makale, kongre bildirisi, teknik rapor, patent bagvurusu gibi ara ¢iktilar belirtiimeli
ve kunyeleri ile hem akademik veri ydnetim sistemine proje atif edilerek islenmeli hem de bu
bélimde listelenmelidir. Yapilmis makalelere alinmis atiflar var ise bu bdélimde bunlar da
gOsterilmelidir.

Yoktur.




