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KANSER KOKENLI HUCRE HATLARINDA GOZLENEN SESSiZ TUMOR
SUPRESOR GEN MUTASYONLARININ mRNA iISLENMESi UZERINE OLASI
ETKILERININ SAPTANMASI

Ali YUKSEL
Dokuz Eyliil Universitesi, Tip Fakiiltesi, T1ibbi Biyoloji Anabilim Dali, Narlidere-izmir
OZET

Memeli genlerinin transkript iiriinleri oncii bir mRNA (pre-mRNA) olarak sentezlenir ve
genelde alternatif kesip ekleme mekanizmasi ile tek pre-mRNA biriminden ¢ok sayida mRNA
olusturulur. Dogru mRNA islemlenmesi klasik kesip ekleme sinyal motiflerine ilave olarak;
kesip eklemeyi giiclendiren, ‘exonic-intronic splicing enhancers’ (ESEs-ISEs) ve engelleyen
‘exonic-intronic splicing silencers’ (ESSs-1SSs) diizenleyici elementlere ihtiya¢ duyar. ESE ve
ESS dizilerini bozan mutasyonlar hatali mRNA iiriinlerinin olusumuna yol agabilirler. mRNA
islemlenmesini bozan mutasyonlar genelde giidiik ve islevsel olmayan {iriinler olustururlar ve
tiimor siipresor genlerde (TSG) islev kaybina yol acan bu tarz mutasyonlar kanser gelisimine
katki sunan siirlici mutasyonlar olarak islev gorebilir. TSG’lerde gozlenen mutasyonlarin
siirlicii veya yolcu mutasyonlar olduklarin1 belirlemek bu genlerin karsinogenez'e etkisini
anlamak bakimindan 6nem tasimaktadir. Bu ¢alismada TSG’lerde ESE ve ESS dizilerinde
gozlenen sessiz mutasyonlarin hatali mRNA iriinlerinin olugsmasina yol acarak kanser
gelisiminde rol oynayabilecekleri 6ngordiik. COSMIC veri tabaninda kayitl kiiltiirii yapilmis
kanser hiicrelerinde belirlenmis sessiz TSG mutasyonlarint taradik ve pre-mRNA
islemlenmesi iizerine olast etkilerini test etmek amaci ile HSF biyoinformatik analiz sistemini
kullandik. Analiz sonucu bes fakli TSG ve bu genlerde gozlenen sekiz farkli sessiz ekzonik
mutasyon sectik. Bes gene ait normal DNA dizileri kontrol gurubunu olusturmak iizere
pETO1 plazmid’i igerisine paketlendi. Elde edilen kontrol 6rnekleri kalip olarak kullanildi ve
SDM protkolii ile mutasyon olusturuldu. Kontrol ve mutant plazmid 6rnekleri HeLa hiicreleri
icerisine transfekte edildi. Transfekte hiicrelerden tofal-RNA izole edildi ve cDNA
sentezlendi. Mutasyon igeren cDNA bolgeleri PCR ile ¢ogaltildi ve iirlinlerinin dizi analizleri

yapildi.

Yapilan DNA dizi analizleri sonucunda CDKN2A (2. Ekzon), TP53 (8. Ekzon), BAI3 (8.
Ekzon), CABLES2 (8. Ekzon) ve PTCH2 (2. Ekzon) genlerine ait kontrol orneklerinde



mRNA’nin dogru sekilde islendigi goriildi. Calismada, CDKN2A (2. Ekzon; c.273G>A,
¢.339G>T, ¢.342C>G), TP53 (8. Ekzon; c¢.793C>T ve c¢.801G>T), BAI3 (8. Ekzon;
c.1419C>T), CABLES2 (8. Ekzon; c.1002C>T) ve PTCH2 (2. Ekzon; ¢.249A>G) genlerine
ait sessiz mutasyonlarin DNA analiz sonuglar1 hi¢bir 6rnegin hatali mRNA iirlinii olusumuna
neden olmadigint gostermistir. Bu c¢alismada, mutasyonlarin mRNA islemlenmesi iizerine
olan etkisinin arastiritlmasinda minigene splicing assay sistemi kullaniminin primer olarak
temini zor olan dokular i¢in faydali bir model olabilecegi goriilmektedir. Sectigimiz sekiz
TSG mutasyonun minigene splicing assay sonuglari, hi¢cbir mutasyonun mRNA
islemlenmesini bozmadigin1 gostermektedir. Dolayisiyla secilen sekiz mutasyonunda kanser
gelisiminde etkisi olmayan yolcu (passenger) mutasyon gibi davranabilecegi yoOniinde

sonuclar elde edilmistir.

Anahtar Kkelimeler: Splicing Diizenleyici Elementler, Sessiz mutasyon, Kanser, Timor

Stipresor Gen


http://www.sanger.ac.uk/perl/genetics/CGP/cosmic?action=mut_summary&id=45706

PROBABLE EFFECTS OF SILENT MUTATIONS OBSERVED IN TUMOR
SUPPRESSORS GENES ON mRNA SPLICING IN CANCER ORIGINATED CELL
LINES

Ali Yiiksel
Dokuz Eylul University, Medical School, Department of Medical Biology, Narlidere-Izmir
ABSTRACT

Transcription of mammalian genes is synthesized as a pre-mRNA unit and generally forms
several isoform from the same transcription unit by alternative splicing mechanisms. In
adition to clasical splicing signal patterns, the acurracy of mRNA splicing is depended on
such aditional splicing regulatory elements as exonic-intronic splicing enhancers (ESEs-ISEs)
and exonic-intronic splicing silencers (ESSs-1SSs). The mutations disrupting the ESE and
ESS motifs may result in aberrant splicing products. The mutations that alter mRNA splicing
generally generate short and unfunctional products, and such mutations leading to the loss of
function in tumor suppressor genes (T'SG) may act as driver mutations contributing to the
cancer development. Identification of whether the mutations observed in TSGs is driver or
passenger mutation is important to understand their effects on carcinogenesis. We suggest that
mutations in ESE and ESS motifs result in defective pre-mRNA splicing corresponding to
inactivation in TSG model and contribute the cancer progression. We searched for the silence
mutations in TSG adopted from COSMIC database which are identified in cultered cancer
cells and HSF analysis was used to test for the determination of probable effects of mutations
on mRNA splicing. We chosed the eight different silence exonic mutations in the five
different TSGs after bioinformatic analysis. Normal DNA sequences of the five different gene
were independently packed in the plasmid, pETO1 in order to create control groups. Control
samples we obtained were used as molds and mutations were obtained via side directed
mutagenesis (SDM) protocol. Plasmids, for both control and mutated, were transfected to
HeLa cells. Total RNA was isolated from transfected cells and converted to cDNA. The
regions harbouring mutations in cDNA were amplified via PCR and PCR products were
sequenced. The DNA sequence analysis revealed that mRNA splicing was correctly processed
for CDKN2A (2" exon), TP53 (8" exon), BAI3 (8" exon), CABLES2 (8" exon) ve PTCH2

(2™ exon) in control samples. In the current study, the results of DNA analysis showed that



silence mutations of CDKN2A (2nd exon; c.273G>A, ¢.339G>T, ¢c.342C>G ), TP53 (8th exon;
¢.793C>T, ¢.801G>T), BAI3(8" exon; ¢.1419C>T), CABLES2 (8" exon; c.1002C>T) and
PTCH?2 (2nd exon; ¢.249A>QG) did not cause to abberant mRNA products. In this study, it is
shown that minigene splicing assay may be useful model to test effects of mutations on the
mRNA processing for primer tissues that are difficult to obtain. The results of minigene
splicing assay showed that the eight different mutations did not disrupt mRNA processing.
Therefore, these result were obtained from selected eight mutations may act as a passenger

mutation that had no effect on the development of cancer.

Keywords: Splicing Regulatory Elements, Silent mutation, Cancer, Tumor Suppressor Genes



1. GIRIS ve AMAC

Memeli genlerinin transkript iiriinii genelde oOncii bir mRNA (pre-mRNA) olarak
sentezlenir ve alternatif kesip ekleme ile tek pre-mRNA biriminden cok sayida mRNA
olusturulur. Dogru mRNA islemlenmesi klasik kesip ekleme sinyal motiflerine ilave olarak
kesip eklemeyi giiclendiren, ‘exonic-intronic splicing enhancers’ (ESEs-ISEs) ve engelleyen
‘exonic-intronic splicing silencers’ (ESSs-1SSs) diizenleyici elementlere (SREs: splicing
regulatory elements) ihtiya¢ duyar. ESE ve ESS dizilerini bozan mutasyonlar; mRNA’da
biitiin veya kismi ekzon kayiplari, intron igerilmesi, kararsiz mRNA {iriinlerinin olugsmasi ile
sonuclanabildiginden genelde tek aminoasit degisimi ile sonuglanan mutasyonlardan daha

biiyiik degisimlere neden olur.

Bu projede TSG’lerde ESE ve ESS dizilerinde gozlenen sessiz mutasyonlarin hatali
mRNA iirlinlerinin olugmasina yol agarak kanser gelisiminde rol oynayabilecekleri 6ngordiik.
Bu 6ngoriimiiziin paralelinde kanser hiicrelerinde saptanan somatik mutasyonlari kataloglayan
COSMIC (Catalogue of somatic mutations in cancer) veri tabaninda kayitli hiicre hatlarinda,
tiimor stipresor genlerindeki tanimlanmis mevcut sessiz mutasyonlar tarandi ve mutasyonlarin
pre-mRNA islemlenmesi iizerine olas1 etkisi konusunda analiz yapan HSF (Human Splicing
Finder) biyoinformatik analiz sistemi kullanildi. Bes fakli TSG’de, ESE dizilerini bozan
ve/veya yeni ESS dizilerinin olugmasina yol agarak Pre-mRNA islenmesini etkileme olasiligi

olan 8 farkli sessiz ekzonik mutasyon secilmistir (Tablo-2).

Saglikli bir bireyden elde edilen DNA kalip olarak kullanildi ve PCR ile ilgili bes TSG
bolgesi ¢ogaltildi. Cogaltilan gen bolgeleri kontrol gurubunu olusturmak tizere pETO1
plazmid’i icerisine paketlendi (Coklu klonlama bolgesindeki Xhol ve Xbal enzim kesim
motifleri arasina). Mutant gurubu olusturmak iizere bes kontrol plazmid kalip olarak
kullanild1 ve yiiksek dogrulukta DNA sentezleyen Q5 polimeraz enzimi (NEB Q5® Site-
Directed Mutagenesis Kit bileseni Catalog No: E0554S) ile sekiz mutant primer c¢ifti
kullanilarak ¢ogaltildi. Bakteri transformasyonu ile E.coli (DHS5alpha) igerisine aktarilan

kontrol ve mutant guruba ait plazmidler ¢ogaltildi.

HeLa hiicreleri elde edilen kontrol ve mutant gurubu plazmidler ile transforme edildi.
Transformasyon sonrasi RNA izolasyonu yapildi. izole edilen RNA’dan RT-PCR (Reverse

Transcription-Polymerase Chain Reaction) ile cDNA sentezi yapildi. Insert-DNA’y1 iceren



cDNA dizileri 6zgiil primer ¢ifti ile ¢ogaltildi. Mutasyonlarin mRNA iglemlenmesi {izerine

etkilerinin belirlemek amaci ile PCR iirtinlerinin DNA dizi anlizleri yapildi.
1.2 Arastirma Hipotezi

Kanserlerde goriilen TSG mutasyonlarinin genelde protein diizeyinde biiylik
degisimlere neden olmaktadir. mRNA islemlenmesini bozan mutasyonlarda protein diizeyinde
biiylik degisimlere yol agma potansiyeline sahiplerdir. Hatali pre-mRNA islemlenmesine
neden olan ESE ve ESS dizi mutasyonlarinin karakteristik olarak TSG (Tiimor Siipresor Gen)
inaktivasyon modeline uyduklarini diisinmekteyiz. Sessiz mutasyonlarin genelde etkisiz
oldugu varsayiminin her zaman dogru olmadigini, ESE ve ESS dizilerini hedef alan sessiz
TSG mutasyonlarinin hatali mRNA iiriinlerinin olugsmasina neden olarak kanser gelisimine

katk1 sunabileceklerini diisiindiik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Transkripsyon Asamasinda Pre-mRNA ve Modifikasyonlari

Yiiksek okaryotlarda protein kodlayan genler tipik olarak biiyiik intronlarla boliinmiis
¢ok sayida ekzondan olusur'™. Pre-mRNA (éncii veya prekiirsor Messenger RNA: pre-
mRNA) islemlenmesi; intronlarin uzaklastirilmasi ve ekzonlarin birbirine eklenmesi(splicing)

ile olgun mRNA’nin olusturulmast siirecidir’.
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Sekil-1 a) Okaryotik bir hiicreye ait transkripsyon ve mRNA islemlenmesinin eszamanli gerceklestigini
gosteren elektron mikrobu goriintiisii, b) Elektron mikroskobu goriintiisiiniin daha net gostermek amaci ile
sematik olarak gosterilmistir®. ¢) Transkripsiyon ile es zamanli mRNA islemlenmesi; U1, SF1(Splice factor 1) ve
U2AF 5° kesim bolgesine baglanir. U2 SnRNP SF1 ile yer degistirerek dallanma bdlgesine baglanir. U4-US ve
U6 snRNP iicliisiiniin komplekse katilmasi ile spliceosome kurulumu tamamlanir. Spliceosome kompleksi

tarafindan kement benzeri intronik yap: uzaklastirilarak iki ekzon birlestirilir’.



Oncii mRNA (pre-mRNA) iic temel asama sonrasinda translasyona hazir olgun
mRNA’ya dontistiiriiliir; ilk olarak RNA Polimeraz-II transkripsiyonla kalip DNA’dan pre-
mRNA sentezler, ikinci adimda islemlenme faktorleri ile pre-mRNA islenerek olgunlastirilir
ve son adimda proteinlerle paketlenen mRNA translasyon icin ¢ekirdekten sitoplazmaya
tasinir®™. Pre-mRNA’nin olgunlagmasi i¢in 5 ucuna 7-metilguanozin eklenmesi gereklidir ve
transkript 20-30 niikleotid uzunluga ulastiginda eklenir. Intronlarin uzaklastirilmas: ve
ekzonlarin birlestirilmesi transkripsiyonla es zamanl olarak yiiriir ancak transkript genden
ayrildiktan sonara tamamlanir®(Sekil-1). Memeli genlerinde pre-mRNA’nin 3’ ucundaki
konsensiis AAUAAA dizilerinden yaklasik 25 baz asagidan kesilir ve poli(A)

polimeraz(PAP) enzimi ile poli-A kuyruk eklenir®.

2.2 Klasik Kesip-Ekleme Sinyalleri ve Alternatif Kesip-Ekleme Modelleri

Pre-mRNA’dan intronlarin dogru ve etkin bir sekilde uzaklastirilmasi, gen ifadesinin
dogru yapilmasi i¢in zorunludur’. Alternatif pre-mRNA islemlenmesi (“splicing”) farkli
ekzon igeriklerine sahip, yapisal ve islevsel olarak birbirinden farkli mRNA ve proteinler
iiretir*'’. Protein kodlayan insan genlerinin %90’1indan fazlasi tek bir pre-mRNA biriminin
alternatif iglemlenmesi ile ¢ok sayida izoform olusturur*”'*'. Genom projesinin 2004’te
tamamlanmasi ile insan genomunun beklenenden ¢ok daha diisiik, yaklasik 23.000 protein
kodlayan gen icerdigi ortaya konmustur’. Alternatif pre-mRNA islemlenmesi, genomun
islevsel cesitliligine yol acan temel mekanizmalardan biridir LS Muhtemelen pre-mRNA
alternatif islemlenmesinin en ¢arpict ornegi tek pre-mRNA’dan olas1 38.016 olgun mRNA
treten Drosophila melanogaster’e ait Down syndrome cell-adhesion molecule (Dscam)
genidir”'. Her ne kadar bu alternatif @iriinlerin sadece bir kismi hiicre igerisinde iiretilse de
Drosophila’nin genomunun ~14.000 genden olustugu diisiiniiliirse alternatif pre-mRNA
islemlenmesinin ¢esitlilik i¢in inamilmaz bir kaynak olusturdugu gorilir''>"". Yiiksek
Okaryotlarda dogru pre-mRNA islemlenmesi i¢in klasik konsensiis splice dizileri; 3°, 5° kesip

2,20

ekleme bolgeleri ve dallanma bdlgesindeki az korunmus intronik cis-elementlerin eslik

etmesine gereksinim duyars’1 (Sekil 2). Bu diziler ekzon-intron sinirlarinin belirlenmesi igin

1,9,11,21,22

zorunlu, ancak tek basina yeterli degillerdir . Alternatif pre-mRNA islemlenmesi ile

farkli ekzon iceriklerine sahip iiriinler, alternatif 5° ve 3’ splice dizileri secilerek alternatif



ekzon segmentlerini igeren {rlinler ve intron igerilmesi veya farkli promotor diziler

kullanilarak degisik igerige sahip mRNA iiriinleri olusturulabilir™ (Sekil-2).
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Sekil-2 Klasik splicing sinyalleri ve alternatif splicing modelleri. a) Dallanma bolgesi, 3” ve 5 kesim bolgesine
ait korunmus dizi motifleri gosterilmistir. (Y)n: poliprimidin bolgeyi ifade etmektedir, motiflerde gosterilen harf
yiikseklikleri niikleotidin motif igerisindeki belirtilen pozisyonda bulunma olasilig1 ile dogru orantili olarak ifade
edilmistir ve 1683 insan intronu verilerine dayanmaktadir'. b) Yaygin alti alternatif splicing modeli
gosterilmistir™ ¢) Alternatif promotor kullanilarak farkli mRNA fiiriinleri olusturulmaktadir™.

Intronlar ¢ok sayida dogal konsensiis kesim (splice) bolgesi sinyalleri ile iyi eslesme
gosteren yalanct (pseudo) diziler igerirler ve bunlar bir takim pseudo ekzonu belirlerler.
Pseudo ekzonlar genelde gercek ekzonlardan daha fazla bulunurlar ancak normalde olgun
mRNA da bulunmazlar'******, Yiiksek hata riskine karsin splicing mekanizmasi genelde
yiiksek bir dogrulukla gerceklesir*. Bu dogrulugun biiyiik 6l¢iide klasik splice sinyallerine
ilave cis-diizenleyici elementler (splicing cis-regulatory elements: SRE) olan islemlenme
giiclendirici (splicing enhencer) ve susturucusu (silencer) dizilerinin etkisi ile saglandigi

diistiniilmektedir' .



2.3 Splicing Mekanizmasi

Pre-mRNA islemlenmesi spliceosome olarak ifade edilen bes snRNP (small nuclear
ribonucleoprotein) (U1, U2, U4/U6 ve U5)17’23’24’26'28 ve 170 civari snRNP olmayan proteini

iceren hiicredeki en karmasik®* makro-molekiil yapilardan biri tarafindan gerceklestirilir'®.

Pre-mRNA intronlari iki ardisik trans esterlestirme reaksiyonu sonucu uzaklastirtlic ™22, flk
olarak intronun 5’ ucunun dallanma noktasindaki adenozin’in 2°’-OH gurubuna niikleofilik
katilma tepkimesi gerceklestirilir. Bu reaksiyon ile intronun 5’ ucunun kesilerek dallanma
noktasindaki adenozine baglanmasi sonucu kement benzeri yap1 olusturulur. Ikinci reaksiyon
adimui ile intronun 3’ ucunun kesilerek uzaklastirilmasi ve ekzonlarin 3’-5° uglarinin birbirine
baglanmasi saglanir”'**. Splice donor site olarak bilinen 5°-SS intronun 5> ucunda genelde
sabit GU di-niikleotidleri bulunur® ve Ul snRNP ile etkilesir*''****'. Splice acceptor site
olarak bilinen 3’-SS intronun 3’ ucu, genelde sabit AG diniikleotidlerini tasir ve dallanma

noktasinda yer alan A niikleotidini takip eden poli-primidin bdlgeden sonra gelir*****,

Dallanma bélgesi dizileri ¢cogunlukla 3°SS’m 18-40 niikleotid 6niinde yer alirlar®***. B

u
diziler U2 tip konsensiis kesim bolgeleri olarak ifade edilirler. Bunun nedeni U2 snRNP
iceren ‘spliceosome’ kompleksi tarafindan taniniyor olmalarindir. U2 tip konsensiis splice

dizileri 1683 insan intronunun verilerine dayanir”.

2.3.1 Splicing Mekanizmasi Diizenleyicileri

Pre-mRNA islemlenmesi biiyiik oOlciide cis-etkili splice dizileri olarak ifade edilen
primer pre-mRNA dizileri ve bu dizilere baglanan trans etkili efektorler olarak ifade edilen
proteinler tarafindan diizenlenir'®. Trans etkili efektorlerin derisimleri ve varyasyonlari ile cis-
etkili dizilerde olusan degisimler, kanser ve bir¢ok hastaligin gelisimine katki sunan hatali

mRNA iiriinlerinin olusmasina neden olurlar™'”.

2.3.1.1 Cis-etkili Splicing Diizenleyici Elementler

Pre-mRNA iizerinde yer alan dizileri ifade eden Cis-etkili Splicing diizenleyici
elementler; ekzon-intron sinirlarinin belirlenmesinde klasik kesip-ekleme sinyallerine katki
sunarlar. Pre-mRNA islemlenmesinde ekzon sinirlarinin belirlenmesine katkist olan
giiclendiriciler ve aksi etkiye sahip olan susturucular ekzon veya intron igerisinde

bulunabilirler.  Giiglendirici(enhencer) elementlerin  ekzon veya intron icerisinde
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bulunmalarina bagli olarak exonic splicing enhencer (ESE) ve intronic splicing enhencer(ISE)
olarak ifade edilirler. Aymi sekilde susturucu elementler ekzon veya intron igerisinde
bulunmalarina bagli olarak exonic splicing silencer (ESS) intronic splicing silencer (ISS)
olarak ifade edilirler'**'"*2. Giiclendirici dizi motifleri az korunmus, 6-8 niikleotitlik kisa
onciil mRNA dizilerinden olusur ve 6zel arjinin-serin aminoasitleri yoniinden zengin protein
ailesi (SR protein ailesi) iiyeleri icin 6zgiil baglanma bélgeleri saglarlar''®*%**% Susturucu
motifler hnRNP’ler (heteronuclear ribonucleoprotein) igin 6zgiil baglanma dizileri saglarlar.
SR proteinleri etkiledikleri ekzonlarin olgun mRNA igerisinde yer almalarina, hnRNP’ler ise

o gt . 14,7,10,11,1
etkiledikleri ekzonunlarin atlanmasina (exson skiping) katki sunarlar™+”10-1118:36
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Sekil-3 Splicing mekanizmasi ve SRE elementlerinin etkileri a) Pre-mRNA’dan intronun 5'ucuna Ul snRNP
dallanma noktasina U2 snRNP baglanir. U1l ve U2 snRNP’ler tarafindan 5° - 3" splice motiflerini taninmalarin
takiben spliceosome kompleksi olusur ve intronun uzaklastirilmasinin ile komsu ekzonlarin birlestirilmesini
katalizler’’. ‘NineTeen Complex’(NTC) intron uzaklagtirlmasinda 6nemlidir™. b) ESE ve ISE dizilerine(yesil)
baglanan aktivatorler (SRp) ekzonun igerilmesine, ESS ve ISS dizilerine (kirmizi) inhibitorler (hnRNP’ler)

baglanarak ekzonun atlanmasina katki sunarlar®”.

2.3.1.2 Trans Etkili Splicing Diizenleyici Faktorler
SR proteinleri 6zgiil dizilerine baglanarak etkiledikleri ekzonlarin olgun mRNA
icerisinde yer almasina katkida bulunur. Bunun aksine, hnRNP’ler etkiledikleri ekzonunlarin

atlanmasina (exson skiping) katkida sunarlar"*'"'®

. Hiicre veya dokudaki SR proteinleri ve
hnRNP miktarlar1 arasindaki denge alternatif islemlenmede kesim merkezi se¢imini
etkiler'"'®*°. SR proteinleri, N-terminallerinde RNA’ya 6zgiil baglanmalarimi saglayan bir

veya iki RNA tanima motifi (RNA Recognition Motif: RRM) barindirirlar 17.242630.31 gy,
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proteinler, C-terminallerinde serin-arjinin di-peptid tekrarlar1 yoniinden zengin bolge (RS
domain) igerirler ve bu bolgeler etkilerini, trans-etkili islemlenme faktorleri ile protein-

protein etkilesimleri seklinde gés‘terirlerS’”’31

. RS domainlerinin spliceosom kompleksinin
kurulumu ve kesim faktorlerinin kesim dizileri ile eslesmesine yardimci oldugu
diisiniilmektedir'”*°. SR proteinlerinin RS bolgelerini fosfatlayan cok sayida kinaz enzimi

belirlenmistir ve bu olay RS bélgelerinin etkinligi igin dnemlidir™'7*20-3%.

2.4 Splicing’i Etkileyen Mutasyonlar

Kesim sinyal dizileri genetik hastaliklar ve kanserde mutasyonlar icin siklikla hedef
olurlar'. Birgok kanserde yaygin bir sekilde tekrarlayan ‘Spliceosom’ kompleksi temel
proteinleri ve ‘splicing’ faktorlerini kodlayan gen mutasyonlar1 gozlenmektedir'®'**. Artan
kanitlar pre-mRNA’nin hatali islemlenmesi ile olusturulan hatali ptoteinlerin timor
gelisimine katki sunduguna isaret etmektedir. Hiicresel splicing diizenleyici elementlerin
(SREs: Splicing Regulatory Elements) derisimlerindeki degisimler ve ¢ekirdek spliceosome
kompleksindeki bilesenlerde olusan mutasyonlar kanserdeki hatali pre-mRNA regiilasyonuna
en temel sebeptir’. Tiim genomu kapsayan ve 27 kanser tiiriinii igeren calismalarda, kanserle
iliskili 15.000°den fazla splice varyant1 tespit edilmistir'’. Diger bir ¢alismada insanlarda
genetik hastaliklara neden olan tiim nokta mutasyonlarin %15’inden fazlasinin mRNA
islemlenmesinde hatalara neden olabilecegi tahmin edilmistir 33 Ancak bu calisma sadece
klasik kesim dizilerini etkileyen mutasyonlar dikkate alindigindan, belirtilen oran gercek
oranin altinda gibi goriinmektedir’>. Bazi kaynaklar, hastaliklara neden olan mutasyonlarin
%>50 kadarmnin islemlenmeyi etkiledigini belirtmistir'""". Norofibromatoz tipl (NFI)* ve
Ataxia telangiectasia (ATM)*' genleri ile yapilan mRNA ve DNA diizeyindeki ¢alismalarda,
hastalarin yaklasik %50’sinde mRNA islemlenmesindeki hatalara yol acan mutasyonlarin

tespit edildigi ifade edilmektedir'>***

. Eger bu mutasyonlar sadece genomik analizlerle
siirlandirilmis olsaydi (yalnizca DNA analizine dayandirilmis olsaydi), NFI mutasyonlariin
%13’ ve ATM mutasyonlarinin %11°1 ¢er¢eve kaymasi, nonsence, missence veya silence
mutasyonlar olarak yanhs smiflandirilmis olacaklardi'**. Nonsence, missence ve silence
mutasyonlardan olusan 50 nokta mutasyonu igeren, ekzon atlanmasi ile sonug¢lanan in-vivo
caligmalar, bu mutasyonlarin %50’sinden fazlasinin ASF/SF2, SRp40, SRp55 veya SC35 SR

proteinleri i¢in hedef baglanma dizileri olan ESE motiflerinden en az birini bozduklari
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belirtilmistir'’. Cis-elementlerdeki mutasyonlar, ekzon atlanmasi, intron igerilmesi veya yeni
bir kesim bolgesinin olusmasimna neden olarak hatali pre-mRNA olusumuna sebep
olabilirler**.

Yapilan bir calismada, MCAD (Medium-Chain Acyl-CoA Dehydrogenase) geninin 5.
ekzonunda yer alan ¢.362C>T missence mutasyonu ekzondaki bir ESE dizisini bozdugu ve bu
sebeple 5. ekzonun atlanmasina neden oldugu gosterilmistir. Ayni ¢alismada 5. ekzondaki
¢.351A>C sessiz mutasyonunun ekzondaki bir ESS dizisini bozarak ¢.362C>T mutasyonun
olumsuz etkisinin ortadan kaldirarak ekzon 5’in igerilmesini sagladigi deneysel olarak
gosterilmistir*’. SMN2 geninin 7. ekzonun 6. pozisyonunda yer alan bir sessiz mutasyon
(ekzon7 6C>T) biiyiik olgiide ekzon7’yi igermeyen (%80) mRNA iiriiniiniin olusmasina

neden oldugu belirtilmigtir"''~>**

. Diger bir ¢alisma BRCA2 genin 6. ekzonunda bulunan
744G>A silence mutasyonu (K172K) ekzon 6 ve ekzon 5-6’nin atlanmasi ile sonuglanan iki
farkli mRNA iiriiniiniin olusmasina neden oldugu gésterilmistir®. APC geni ile yapilan bir
calismada, 14. ekzonun orta bolgesinde 1869G>T silence mutasyonunu (R623R) barindiran
genin mRNA iiriiniiniin ekzon 14’ten yoksun oldugu gosterilmistir'®. PAH geninin 11.

ekzonunda yer alan 1197A>T sessiz mutasyonunun (V399V) mRNA iiriiniinde ekzon 11’in

atlandig1 gozlenmistir?’.

2.5 Kanser

Kanser diinyadaki baslica liim sebeplerinden biridir*®*. Kanser temelde hiicresel DNA
hasart sonucu, hiicre béliinmesi kontroliiniin bozulmasia neden olan genetik bir hastaliktir™.
Somatik hiicrelerin kansere evrimlesme siirecleri, pes pese gelisen somatik hiicre
mutasyonlarindan kaynakli olusan alt klonlarin secilime ugramasi ile gergeklesir49’5].
Kanserin bu 6zelligi Darwinist secilim kuramina ¢ok acik bir 6rnek teskil etmektedir®. Bir
timordeki edinsel mutasyonlar az sayida (10-20) olabilecegi gibi yiizlerce veya binlerce
sayida olabilir. Ancak bu mutasyonlarin kiigiik bir boliimii bulunduklart hiicrelere cogalma®
ve kansere evrimlesme siirecinde secilim avantaji saglayan siiriicii (driver) mutasyonlar olup
geri kalan biiylik cogunluk 6ncii klonlarda bulunmalarina ragmen hiicrelere cogalma avantaji

48,49,51 .. . .. )
4951 Normal hiicrelerin kanser hiicrelerine

saglamayan yolcu (passenger) mutasyonlardir
transformasyonu genelde proto-onkogen veya timor siipresor genlerde (TSG’ler)
mutasyonlarin olusmasini gerektirir’>>>. Bu nedenle olusan somatik mutasyonlarn genom

icerisine rastgele dagilmasi esnasinda, proto-onkogen ve timor siipresor genler de
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mutasyonlara maruz kalabilirler. Bu mutasyonlarin bazilari siiriici mutasyonlar olarak rol
oynar '

Kanser genleri proto-onkogenler ve tiimor-siipresor genler olmak {izere iki temel sinifa
ayrilir’. Proto-onkogenler insan kanserlerinde islev kazanma (gain of function ) veya aktive
olacak sekilde degisime ugrarlar’®'"*. Genetik degisim, nokta mutasyonlar veya gen yeniden
diizenlenmesi sonucu kodlanan proteinde kontrol edilemeyen aktivite artis1 veya proteinin
ifade diizeyinin artmasi ile sonuglanabilir. Timor siipresor genler kanser genlerinin ikinci
stnifini olusturur™. Timdr siipresorler; hiicre boliinmesinin kontrolii, apoptozun uyarilmasi ve
metastazin baskilamasi gibi kanser engelleyici yeteneklere sahip genis bir molekiil gurubunu
ifade eder”. Insan kanserlerinde timor siipresér gen mutasyonlari islev kaybi veya gen

. . 50,51,54
inaktivasyonuna neden olur

. TSG’lerde islev kaybi hiicrelerin kontrolsiiz boliinmesine
ve sonucta kanserlesmeye neden olabilir’”. TSG inaktivasyonuna neden olan mutasyonlar; gen
tirliniiniin aktivitesi i¢in ¢ok Onemli role sahip gen bdlgelerinde olusan missens mutasyonlar,
giidiiklesmis protein iiriinlerini olusumu ile sonuglanan mutasyonlar, degisen boyutlarda baz
dizi eklenmesi veya silinmesine neden olan mutasyonlar50 ve gen susturulmasi ile sonuglanan
epigenetik degisimler olabili™>*. ATM", NFI”°, ve APC* genlerinde hastaliga neden olan
mutasyonlarin biiyiik béliimiiniin protein giidiiklesmesi ile sonuclandigi belirtilmistir*' ¢,
BRCAI ve BRCA2 genlerindeki kalitsal veya somatik mutasyonlarin ¢ogunlugu biiytik
genomik degisimlerden olustugu belirtilmistir’’. Genel olarak onkogenlerin dominant, timor
siipresorlerin resesif kalitildigr™® ve ¢ift vurus modeline gore timdr siipresér genlerin
inaktivasyon icin her iki alelinde mutasyona ugramasina gereksinim duydugu ifade edilir’®.
Ancak giinlimiizde biitiin tiimor siipresorlerin tamamen resesif olmadigi agiktir. Bazi1 TSG’ler
icin tek alel normal protein aktivitesi i¢in yetersiz kalabilir (Haploinsufficiency). Diger bazi

TSG mutasyonlar; dominant kalitim 6zelligi®® gosterebilecegi gibi islev kazanmu (gain of

function) veya dominant-negatif 6zellikte gésterebilirsg.

2.6 Splicing Minigen Analizi Sistemi

Canlilarda mevcut olan genetik varyasyonlarin mRNA islemlenmesi tizerine etkisini test
etmek icin bireyden doku veya organa 0zgli hiicrelerin alinmasi ¢ogu zaman miimkiin
degildir. Cesitli gen varyasyonlarinin mRNA islemlenmesi {izerine etkilerini test etmek amaci
ile minigen analiz sistemi model olarak uygulanmaktadir. Minigen analiz sisteminde ilgili gen

segmentleri uygun vektorler igerisine klonlanir, mutasyon olusturulur, olusturulan kontrol ve
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mutant Ornekler Okaryotik hiicrelere transfekte edilir. Transfekte edilen hiicrelerden RNA
izolasyonu ve cDNA sentezlenir. PCR ile ilgili cDNA bolgeleri ¢ogaltildiktan sonra DNA dizi
analizi yapilir. Bu deneysel analiz sistemi genetik varyasyonlarin mRNA islemlenmesi

43,59-64

izerine etkisini deneysel olarak analiz ederek anlamamiza katki sunar Bu amagla

bizimde kullandigimiz ‘exontrap’ vektori pETOl (MoBiTec) bir¢ok calismada
kullaniimigtir®%,

Splicing minigen analiz sistemi kullanilarak bir¢ok faydali ¢alisma yapilmistir.
Konjenital miyastenik sendromlu hastalarinda GMPPB geninde tespit edilen c.130-3C>G
mutasyonunun (ENSEMBL transcript ID ENST00000480687) mRNA islemlenmesi iizerine
etkisini tespit etmek iizere genin 2-3-4. ekzonlarini igeren segmenti pETO1 plazmidi
(MoBiTec) icerisine klonlanmis ve SDM protokolii ile mutasyon olusturulmustur. Kontrol ve
mutant plazmidler TE671 hiicre hatt1 igerisine transfekte edilmis kontrol plazmid normal
sekilde splice olurken mutant plazmid Orneklerinde ekzon2’yi icermeyen ve 2 ve 3.
Ekzonlarin ikisini de igermeyen normalden kisa iki iiriiniin olustugu gozlenmistir®. Stickler
sendromlu bir hastada COLIIAI geninde gozlenen c.3168+5G>A (NM_001854.3)
mutasyonu i¢in pETO01 plazmidi ile yapilan minigen analizi, kontrol 6rneginin dogru sekilde
splice oldugu, mutant 6rnekte ise ekzon 41’in tamamen atlandig gésterilmistir“. Okiiler
albinizm goriilen Japon bir ailede GPRI143 geninde (Gene ID: 4935,0MIM: #300808) tespit
edilen ¢.659-131 T>G intronic mutasyonunu test etmek iizere, ekzon 5-6 ve intron 5’1 iceren
gen segmentinin pETO1 plazmidi igerisine klonlanmasi ile minigen analzi yapilmistir. Analiz
sonucunda kontroliin normal sekilde splice oldugu mutant ornegin ise kriptik bir splice-
site’nin aktivasyonu sonucu ekzon 5’in 5’ucunda 41bp’lik ilave intronik dizi icerecek sekilde
hatal1 iiriin olusumuna neden oldugu tespit edilmistirﬁl. Benzer bir ¢alisma ile Fare Tmem48
geninin 6. ekzonunda goézlenen (4:107053225-107053226) di-niikleotid (GG>TT)
degisiminin tek aminoasit degisimine(R>L) neden oldugu diisiiniilmiistiir. Ancak Tmem48
geninin 6. ekzonunun pETO1 icerisine klonlanmas: ile yapilan minigen analiz kontroliin
normal sekilde splice oldugu mutant Ornekte ise 6. ekzonun tamamen atlandigi

gosterilmistir®.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada, kanser hiicrelerinde saptanmis somatik mutasyonlar1 kataloglayan

COSMIC (Catalogue of somatic mutations in cancer) veri tabaninda kayitl hiicre hatlarinda,

timor siipresor genlerindeki mevcut sessiz mutasyonlar taranmig ve bu mutasyonlarin pre-

mRNA islemlenmesi {lizerine olasi etkisi konusunda analiz yapan HSF (Human Splicing

Finder) biyoinformatik analiz sistemi kullanilmistir. Pre-mRNA islemlenmesini etkileme

olasilig1 anlamli diizeyde yiiksek olan mutasyonlar transkript diizeyinde analiz yapilmak iizere

secilmigtir. Bu hiicre hatlarindaki mutasyonlarin pre-mRNA islemlenmesi iizerine etkisini

deneysel olarak analiz etmek lizere asagidaki adimlar uygulanmastir.

>
>

vV V V VY

A\

Saglikli bir bireyden periferik kan alinarak DNA izolasyonu yapildu.

Kontrol gurubu olusturulmak iizere bes gen segmentleri restriksyon enzim kesim
motiflerini (Xhol ve Xbal) tasiyan 6zgiil primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltildi.
PCR iiriinleri ve pETO1 plazmid’i Xhol ve Xbal enzimleri ile kesildikten sonra,
insert-DNA’lar plazmid igerisine paketlendi.

Competent E.coli hiicreleri (DH5-Alpha) insert-DNA iceren plazmidlerle
transforme edildi.

Dizayn edilen mutant primerler kullanilarak SDM protokolii ile mutasyonlar
olusturuldu ve Competent E.coli hiicreleri mutant plazmidlerle transforme edildi.
DNA dizi analizleri ile klonlama ve mutasyonlarin dogru sekilde olusturuldugu
dogrulandi.

Kontrol ve mutant 6rnekler HeLa hiicreleri icerisine transfekte edildi.
Transfeksiyon sonrasi hiicre hatlarindan total RNA izolasyonu yapildi

Elde edilen RNA’dan cDNA sentezlendi

Elde edilen cDNA’larda klonlanan gen segmentleri ve icerdikleri mutasyonlarin
etkisini test etmek iizere pETO1 plazmidinin 3’ ve 5’ uctaki ekzonlarla eslesen
primerler kullanilarak PCR ile ¢cogaltildi.

Jelde PCR iiriinlerinin varligi kontrol edildikten sonra dizi analizleri yapildi.

Dizi analiz sonuglarinin normal cDNA dizileri ile karsilastirilmasi ve calisma
kapsamindaki mutasyonlarin pre-mRNA islemlenmesi iizerine olasi etkileri ortaya

kondu.

Calisilmak tizere se¢ilen TSG mutasyonlarin Tablo1’de gosterilmistir. Calisima konusu sessiz

TSG mutastyonlarin HSF analiz sonuglar1 Tablo2’de 6zetlenmistir.
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Tablo-1: Calisma konusu mutasyonlar ve gézlendikleri hiicreler

Kod Gen Ekzon = Mutasyon( cDNA/ Mutasyon tasiyan Hiicreler

Peptid) (COSMIC veri tabanindan alinmistir)*
1.1 CDKN2A 1. Mut  Ekzon2 ¢.273G>A/p.L91L S88513 (hematopoetik ve lenfosit doku kiiltiirii)
1.2 CDKN2A 2. Mut  Ekzon2 ¢.339G>T /p.L113L 639-V
1.3 CDKN2A 3. Mut  Ekzon2 ¢.342C>G/p.P114P Pal55X
2.1 TP53 1. Mut Ekzon8 ¢.793C>T /p.L265L BxPC-3
22 TP53 2. Mut Ekzon8 ¢.801G>T /p.R267R CHEO04-49/ ICC001T/ ICC001T/ Pa204X
3 BAI3(ADGRB3)  Ekzon8 ¢.1419C>T/p.G473G  8062306/Pal8C/CPCG0369-F1/EOPC-

07_tumor

4 CABLES2 Exon8  ¢.1002C>T /p.Y334Y Pankreas primer kanser dokusu
5 PTCH2 Exon2  ¢.249A>G/p.E83E Br04X / D-542MG

*: http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic

Tablo-2: Calismadaki TGS mutasyonlarinin HSF analiz sonuglar1 6zetlenmistir.

Gen- Mutasyon

Hiicreler

Ekzon-
Boyut

HSF Analizine Gore
Etkilendigi Diisiiniilen
Motifler (¢cDNA)

CDKN2A 1. Mutasyon
c.273G>A / p.LIIL

S88513 ( hematopoetik ve
lenfoid doku kiiltiirii)

Ekzon2 -PESEx3 (268_278)
-EIE (272_277)

+9G8 (271_276)

-9G8 (273_278)
-ESSx2 (268_274)
-IIEx2 (268_274)
-hnRNP A1 (272_277)

-ESRx3 (268_276)

CDKN2A 2. Mutasyon
(c.339G>T p.L113L)

639-V (DSMZ no:ACC 413)

Ekzon2 “SRp40 (334_340
_SF2/ASF (337_343)
-EIE (337_342)
+IIE (335_340)

+ESR (335_340)

CDKN2A 3. Mutasyon
c.342C>G/ p.P114P

Pal55x (pankreas doku

kiiltiirii)

Ekzon 2 +SC35 (335_342)
+PESE (341_348)
_EIE (337_342)
+IIE (342_347)

+ESR (342_347)

TP53 1. Mutasyon
(c.793C>T p.LL265L)

(ATCC CRL-1687)

BxPC-3

Ekzon8 -SC35(789_796)
-EIE(790_795)
+EIE(792_797)
+IIE x 3 (791_798)

-ESR x2 (789-797)

TP53 2. Mutasyon
c.801G>T p.R267R

Kanser primer doku
kiiltiirleri

K022 CO0l1(akciger)/
Pa204X(pankreas)

Ekzon&

+SRp40(802_808)
-EIEx5(789_807)
-9G8(802_807)
-hnRNP A1 (789_804)
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http://www.sanger.ac.uk/perl/genetics/CGP/cosmic?action=mut_summary&id=12488
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/sample/overview?id=944010
http://www.sanger.ac.uk/perl/genetics/CGP/cosmic?action=mut_summary&id=13695
http://www.sanger.ac.uk/perl/genetics/CGP/cosmic?action=mut_summary&id=85158
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/sample/overview?id=1473019
http://www.sanger.ac.uk/perl/genetics/CGP/cosmic?action=mut_summary&id=45706
http://www.sanger.ac.uk/perl/genetics/CGP/cosmic?action=mut_summary&id=45706
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/sample/overview?id=1399226
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/sample/overview?id=2506986
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/sample/overview?id=2506986
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/sample/overview?name=Pa204X
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/sample/overview?id=2121222
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/sample/overview?id=1473038
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/sample/overview?id=2339420
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/sample/overview?id=2120211
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/sample/overview?id=2120211
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/sample/overview?name=Br04X
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/sample/overview?id=753549
http://www.sanger.ac.uk/perl/genetics/CGP/cosmic?action=mut_summary&id=12488
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/sample/overview?id=944010
http://www.sanger.ac.uk/perl/genetics/CGP/cosmic?action=mut_summary&id=85158
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/sample/overview?name=Pa204X

BAI3(ADGRB3) Pankreas ve prostat kanseri Ekzon8 -SC35 (1417_1424)
c.1419C>T / p.G473G  primer doku kiiltiirleri -SF2/ASF (1419_1425)
8062306(pankreas)/ -ESE (1415_1420)
CPCGO0369-F1 (prostat)/ +EIE (1416_1421)
EOPC-07_tumor (prostat) +ESS (1416_1421)
+11Ex6 (1414_1424)
CABLES2 Pankreas kanseri (primer Exon8 -SRp55 (1000_1005)
c.1002C>T /p.Y334Y  doku) -ESE (998_1003)
+EIE (998_1003)
+I11Ex4 (999_1007)
+ESR (1002_1007)
PTCH2 c.249A>G / Glioma ( merkezi sinir Exon2 +SRp55 (248_253)
p-E83E sistemi primer doku) -ESEx2 (244_250)

-PESE (243_250)
+PESExX2 (247_255)
_EIE (248_253)
9GS (247_252)
“Tra2-B (248 252)
+ESR (246_251)
_ESR (248_253)

- : merkezin bozuldugunu ifade eder
+ : yeni merkez olusumunu ifade eder
ESE: Exonic splicing enhancer, ESS: Exonic splicing silencer, PESE: putative exonic splicing
enhancer, PESS: putative exonic splicing silencer, EIE:Exonic-identity element, 11E:intron-identity
element, ESR:Exonic Splicing regulatory element, hnRNP: heterogeneous nuclear ribonucleoprotein

3.1 Arastirmanin Tipi

Bu ¢aligma, COSMIC veri tabaninda tiimor siipresor genler i¢in tanimlanmis bazi
mutasyonlarin mRNA islemlenmesi iizerine olan etkisini belirlemeye yonelik tanimlayici

girisimsel olmayan bir deneysel arastirmadir.

3.2 Arastirmanin Yeri ve Zamani

Calismamiz Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi-Tibbi Biyoloji Anabilim Dali

laboratuvarlarinda Ocak 2016- Haziran 2017 tarihleri arasinda gerceklestirilmistir.

3.3 Arastirma Evreni ve Orneklemi

Bu arastirmada, COSMIC (Catalogue of somatic mutations in cancer) veri tabaninda

kayith sessiz TSG mutasyonlarinin HSF(Human Splicing Finder) biyoinformatik analizi ile

18


http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/sample/overview?id=2121222
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/sample/overview?id=2339420
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/sample/overview?id=2120211

ESE dizilerini bozan ve/veya yeni ESS dizilerinin olugsmasina yol acarak Pre-mRNA
islenmesini etkileyebilecek sekiz farkli sessiz ekzonik mutasyon secilmistir. Calismada
saglikli bir insandan elde edilmis DNA 6rnegi, DHS5a kompetent E. Coli hiicreleri ve HeLa
(ATCC® CCL-2™) hiicre hatt1 (serviks kanseri hiicreleri) kullanilmistir.

3.4 Calisma Materyali

Calismada insan DNA o6rnegi, DH5a kompetent E.coli hiicreleri ve HelLa hiicre hatti

kullanilmaistir.

3.5 Veri Toplama Araclari

Bu calismada, sessiz TSG mutasyonlar1 belirlemek amaci ile COSMIC veritabani,
mutasyonlarin pre-mRNA islemlenmesi iizerine olasi1 etkisini analiz etmek i¢in HSF (Human

Slicing Finder version 2.4.1, http://www.umd.be/HSF/#) biyoinformatik analiz sistemi

kullanildi. Deneysel asamada; PCR, Site-Directed Mutagenesis (SDM) protokolii, klonlama,
transfeksiyon, bakteri transformasyonu, cDNA sentezi, DNA dizi analizi gibi yontemlere

basvurulmustur.

3.5.1 Periferik Kandan Genomik DNA Izolasyonu

Periferik kandan DNA izolasyonu MACHEREY-NAGEL (NucleoSpin® blood
cat:740951.50) kit protokoliine uygun sekilde asagida belirtildigi gibi yapildi.

» Niikleaz icermeyen 1,5 mL ependorf igerisine alinan 200 pL periferik kan tizerine 25
uL proteinaz K ve 200 pL B3 tamponu eklendi 70°C’de 10-15 dakika bekletildi

» 210 pL etanol (%96-100) eklendi ve kuvvetlice karistirildi.

» Her bir DNA kolonu (NucleoSpin Tissue Column) bir toplama tiipiine yerlestirildi ve
karisim kolona yiiklendi. 11.000xg’de 1 dakika santrifiij edildi.

» Kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi ve 500pL yikama tamponu (BW) eklendi,
11.000xg’de 1 dakika santrifiij edildi. Toplama tiipii atildi.
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» Yeni bir toplama tiipiine yerlestirilen kolona 600uL B5 tamponu eklendi. 11.000xg’de
1 dakika santrifiij edildi ve alttaki faz atildi.

» Yeni bir tiipe alinan slika-membran 11.000xg’de 1 dakika santrifiijlenerek etanol
kalintilar1 uzaklastirildi.

» Kolon 1.5mL ependorf tiipiine yerlestirildi ve onceden 70°C’ye 1sitilmis 50 ul BE
tamponu kolona tatbik edildi. Oda sicakliginda 1 dakika bekletildikten sonra
11.000xg’de 1 dakika santrifiij edilerek DNA ependorf tiipiine aktarildi.

Elde edilen DNA’nin safligt ve derisimi NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) ile
spektrofotometrik olarak Sl¢iildii. Derisim 82ng/ul ve Ajgo280 orant 1.82 olarak olciildii.

3.5.2 Gradient PCR Protokolii

Dogru PCR kosullarii belirlemek amac ile ii¢ farkli annealing sicaklik secilerek (55-57,5-
60°C) gradient PCR yapildi. CDKN2A disindaki tiim orneklerde segilen her ii¢ annealing
sicakliginda iiriin olustugu gozlendi. CDKN2A’ya ait 6rnegin PCR reaksiyonunda GC zengin

diziler i¢in gelistirilmis reaksiyon tamponu (New England Biolabs, OneTaq® 5XGC Reaction
Buffer cat:B9023S,UK ) kullanilarak iiriin elde edildi.

Tablo-3: Klonlama i¢in tasarlanmuis restriksyon enzim motiflerini tasiyan PCR primerleri.

1 CDKN2A(118 bp intron - Ekzon2 - 190 bp intron, PCR iiriinii:631 bp)
1 F:ATctcgagAATTAGACACCTGGGGCTTGTG 1 R: GGtctagaGGGATTATTTCCCATTTGCCGC

2 TP53(216 bp intron - Ekzon8 - intron 62 bp, PCR iiriinii: 431 bp)
2 F: ATctcgagCGGCGGGGAATCTCCTTAC 2 R: GGtctagaGTGAATCTGAGGCATAACTGCAC

3BAI3 ( 210 bp intron - Ekzon8 — intron 158 bp, PCR iiriinii: 549 bp)
3F: ATctcgagAAGTTTAGCACTGAGCTTGCAC 3 R: GGtctagaGGGATGCCCCACATAGTACAG

4 CABLES2(118 bp intron - Ekzon8 — intron 348 bp, PCR iiriinii: 589 bp)
4 F: ATctcgagAAGCCACACCGTATGCATGT 4 R: GGtctagaAGGGCCACGGAATCTACTCA

5 PTCH2(173 bp intron - Ekzon2 — intron 151 bp, PCR iiriinii: 534 bp)
5 F: ATctcgagGGGATGGTGGGTGTTACATCTT 5 R: GCtctagaGTTCCTAGATGCCCAGGTGTAG

Primerler Primer3Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgibin/primer3plus/primer3plus.cgi/) ve Primer-blast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) programlar1 kullanilarak tasarlanmistir. Forvard primerlerin 5’
uclarina Xhol kesim dizileri (ctcgag), Reverse primerlerin 5° ucuna Xbal kesim dizileri (tctaga) eklenmistir.
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PCR reaksiyonunda kullanilan primerler tablo-3’de verilmistir. Calisilan gen bolgeleri
secilirken PCR iiriinii DNA dizilerinin Xho I ve Xba I enzimleri tarafindan kesilip-
kesilmedikleri Serial Cloner 2.6 programi ile kontrol edildi ve PCR iiriinlerinin bu iki enzim
tarafindan kesilmedigi goriildii. PCR reaksiyonu toplam hacmi 25 pl olacak sekilde kuruldu.
PCR reaksiyonu i¢in 0.2 pl'lik DNase ve RNase icermeyen steril PCR tiipleri kullanilmistir.
Reaksiyon kurulurken kalip DNA ve su haricindeki bilesenler ana karisim halinde hazirlanip
toplam hacimden gerekli miktarlar PCR tiiplerine dagitilmistir. Tiipler “Thermal Cycler”
cihazina (96 Universal Gradient Peqstar, Thermal Cycler) zaman kaybedilmeden
yerlestirilerek PCR reaksiyonu baslatildi. PCR reaksiyonu bilesenleri ve termal kosullar tablo-
4 ve tablo-5te belirtilmistir.

Tablo-4 Gradient PCR reaksiyonu bilesenleri

Bilesenler 25 pl Hacim i¢in Son derisim
OneTaq Hot Start 2X Master Mix 12.5 pl 1X

(NEB Cat:M0484S)

10 uM Forward Primer 0.5 ul 0.2 mM

10 uM Reverse Prime 0.5 ul 0.2 mM
Kalip DNA 2 ul (100 ng/ pl) 200 ng
Niikleaz Icermeyen Su 9.5 ul

Tablo-5: Gradient PCR kosullari

Adimlar Sicakhik Siire
Baslangi¢ denatiirasyon 94 °C 5 dakika
94 °C 25 saniye
35 dongii 59+1,5 °C 40 saniye
68 °C 45 saniye
Final uzama 68 °C 5 dakika

Gradient PCR iiriinleri %1°lik agaroz jelde yiiriitiildii (sekil-4).
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Sekil-4: insert DNA’lara ait Gradient PCR Uriinlerinin %1°lik Agaroz jel goriintiileri. Her bir gen igin soldan-

saga sirast ile 55-57,5 ve 60°C annealing sicakliklarinda elde edilmis PCR f{iriinleri jele yiiklenmistir.

3.5.3 Klonlama Asamasi

Bu calismada mRNA islemlenmesini test etmemize olanak saglayan pETO01 exon-trap
(MoBiTec) vektorii kullanildi. PCR ile ¢ogaltilan insert DNA’lar ve pET01 plazmid Xho I ve
Xba I enzimleri ile iki noktadan kesildi. Kesilmis plazmid ve PCR ornekleri jelde
yiiriitiildiikten sonra jelden izole edildi. Kesilen insert DNA T4 ligaz enzimi (Thermo
Scientific Cat: EL0014) ile dogrusal plazmid icerisine paketlendi. Competent E. Coli hiicreleri
(DHS5-Alpha) ligasyon iiriinii DNA ile transforme edildi. Ampisilin pozitif LB agar iizerinde
kiiltiirii yapilan bakterilerin olusturduklart kolonilerden 6rnek alinarak Koloni-PCR yapildi.
Koloni-PCR sonucu pozitif olan 6rneklerin Amp (+) LB igerisinde kiiltiirii yapildi. Kiiltiirden
sora E. Coli’lerden plazmid izolasyonu yapildi. Klonlamanin dogrulugunu test etmek amaci
ile izole edilen plazmidler ayni enzim ¢ifti ile kesildi ve jele yiiklenerek beklenen bantlarin

varlig1 kontrol edildi. Beklenen bant 6zelligi gosteren 6rneklerin DNA dizi analizleri yapildi.

3.5.3.1 Exontrap Vektor pET01 Ozellikleri

Exontrap vektorii 5° ve 3’ ekzonlar1 birbirinden ayiran ve ¢oklu klonlama bolgesi iceren
600 bazlik intronik bolge ile ayrilmis bir mini gen barindirir. Bu mini-gen bolgesi gii¢lii bir
okaryotik gen promotorii olan Rous Sarcoma Virus (RSV) ‘Long Terminal Repeat’ (LTR)
kontroliinde eksprese olur. Plazmidin igerdigi mini genin 3’ ucundaki ekzonun devaminda
poly-A bolgesi ve Ampisilin direng geni tasir. Eger plazmid igerisine klonlanan DNA pargasi

ekzon igeriyor ve dogru sekilde yerlestirilmigse plazmitten iiretilen mRNA ekzonu icerecek,
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klonlanan DNA ekzon igermiyor ise mRNA islemlenme sirasinda kesilip uzaklastirilacaktir.
pETO1 plazmidi icerdigi prokaryotik (Bakteriyel Ori) ve okaryotik(SV40 Ori) replikasyon
orjinleri sayesinde her iki hiicre tipinde de replike olur. Plazmid icerisindeki 5’ ve 3’ ekzonlar
RAT insiilin2 geninin 1 ve 2. ekzon dizilerine aittir®. pETO1 plazmidinin sematik olarak

gosterimi sekil-5’te verilmistir, coklu klonlama bolgesi sekil-6’de verilmistir.

multiple
cloning
. site
intron intron
exon |

exon

%
V7

poly A

Exontrap

bacterial
SV 40 .
b 4177 bp ori
Sekil-5: pET01 plazmidin sematik gosterimi
Kpn I ¥ho I Cla I
5 "-aggataggtaccgggecoccocgetegaggtogacggtategataagetaattectgeag
Epa I Sal I
Sma I Spe I Not T Sst I
ccocgggggatccactagitctagageggecgecacegeggtggageteggtacecatttg-37
BamH I ¥ba I Sac II Kpn I

Sekil-6: pETO1 plazmidin ¢oklu klonlama bolgesi.

Gen segmentleri plazmidin ¢oklu klonlama bdlgesi igcerisinde Xhol ve Xbal restriksyon enzim kesim

motifleri arasina paketlendi.
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3.5.3.2 Plazmid ve insert DNA’larin Enzim Kesimleri

Xho I ile Xba I enzimleri kullanilarak c¢ift kesim yapilmak tizere her bir 6rnek ve bos

plazmid niikleaz icermeyen 200 uL ependorf tiipiinde tablo-7’de belirtildigi gibi hazirlandi.

Tablo-7: Restriksyon enzim kesimi reaksiyonu bilesenleri.

Icerik Plazmid DNA PCR Uriinii
Niikleaz icermeyen su 14uL 15uL

10X FastDigest Green Buffer 2ul 3ul

DNA 2uLl( 1ug’a kadar) 10uL (~0.2 ng)
FastDigest Xba I Enzimi (Thermo Scientific 1uL 1 uL

Cat: FD0684)

FastDigest Xho I Enzimi (Thermo Scientific 1uL 1pL

Cat: FD0694)

Toplam Hacim 20uLL 30 uLL

Tablo-7’de belirtilen karisimi igeren tiipler vortekslenerek iyice karistirildi. Tiipler 5 dakika
37 °C’de inkiibe edilerek {iriinler kesime ugratildi ve 20 dakika 65 °C’de inkiibe edilerek

enzim inaktive edildi. Ornekler %1 agaroz jelde yiiriitiildii.

3.5.3.3 Enzim Kesimi Yapilan Plazmid ve Insert-DNA’larin Saflastirma Protokolii

Saflagtirma i¢cin MN kiti ( MACHEREY-NAGEL Cat: 740609.50 ) kullanildi. Enzim

kesimi sonrasi iirlinlerin saflastirilmasinda asagidaki protokol uygulanmistir.

1. 20pL reaksiyon karisimi tizerine 50 pL NT1 tamponu eklendi ve iyice karistirildi.

2. Karisim kolona yiiklendi 11.000xg’de 30 saniye santrifiij edildi ve eliiat uzaklagtirildi

3. Kolona 700 pL NT3 tamponu eklendi, 11.000xg’de 30 saniye santrifiij edildi ve eliiat
uzaklastirildi.

4. Kolon 11.000xg’de 1dakika santrifiij edilerek membran kurutuldu.

5. Kolon 1,5 mL steril bir ependorf tiipiine yerlestirildikten sonra 20 pL eliisyon
tamponu eklendi. Bir dakika oda sicakliginda bekletildi ve 11.000xg’de 60 saniye
santrifiij edilerek DNA elde edildi.
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3.5.3.4 Ligasyon basamag1

Enzimatik kesim sonrasi dogrusal plazmid ve insert DNA’lar ligasyon i¢in 1:2, 1:3 ve
1:5 molar oranlarinda bir araya getirildi. Reaksiyon i¢in T4 DNA Ligaz (Thermo Scientific,

EL0014) kullanild1. Reaksiyon igerigi Tablo-8’de verilmistir.

Tablo-8: T4 Ligaz enzimi ligasyon basamagina ait reaksiyonu bilesenleri

DNA miktarlar: ( Belirtilen 10x T, T4 Toplam
DNA Ligaz DNA Hacim Su*

molar oranlart i¢in) buffer Ligaz ile 20uL’ye

DNA’lar 1:2 1:3 1:5 S5U/ul.  tamamlandi
pETO01plazmid(liner) 45ng 45ng 45ng 2ul 0, 2uLL 20uLL
CDKN2A (insert DNA) 21ng 31,5ng 52,5ng 2uL 0,2uL 20uL
TP53(insert DNA) 14ng 21ng 35ng 2uL 0,2uL 20uL
BAI3 (insert DNA) 18ng 27ng 45ng 2uL 0,2uL 20uL
CABLES?2 (insert DNA) 20ng 30ng 50ng 2uL 0,2uL 20uL
PTCH2 (insert DNA) 17,6ng 26,4ng 44ng 2uL 0,2uL 20uL

Oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildikten sonra bakteri transformasyonu i¢in direkt kullanildi.

* Niikleaz igermeyen su kullanildi.

3.5.3.5 Bakteri Transformasyonu

T4 ligaz enzimi (Thermo Scientific Cat: EL0014) ile insert DNA’lar dogrusal plazmid
icerisine paketlendi. Paketlenen plazmid yapist kompetant E. Coli hiicrelerine asagidaki

protokole gore aktarildi.

1. Her biri 50uL hacme sahip DH5-Alpha (Competent E.coli) hiicreleri -80 °C’den
cikarilarak 30 dakika siireyle buz icerisine gdmiildii. Bu siire igerisinde tiipler 3-4 kez
hafif¢e vurularak hiicrelerin karigsmasi saglandi.

2. Her bir ligasyon reaksiyonu orneginden SpL buz igerisindeki DH5-Alpha hiicre
siispansiyonu igerisine alindi 30 dakika siireyle 3-4 kez hafif tiiplere vurarak tiip
iceriginin karigmasi saglandi

3. DNA ve Hiicre karigimi igeren tiipler 42 °C’ye 1sitilmig su igerisinde 50 saniye siireyle

gomiildii, sonrasinda tiipler hizli bir sekilde buz icerisine gomiildii.
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4. Bek alevine yakin konumda hiicreler 250 uL. Ampisilin (-) LB igerisine alind1 ve bir
saat siireyle 200 rpm ve 37°C’de ¢alkalayici inkiibatorde kiiltiirii yapaldi.

5. Kiiltiir sonrast hiicreler bek alevine yakin bir konumda Amp (+) LB-Agar iceren
petrilere yaygin ekim yontemi ile ekildi ve 37°C’de 16 saat siireyle inkiibe edildi. En
iyi sonuglar 1:3 plazmid insert DNA (molar oran) ligasyon orneklerinden elde edildi.

6. Ampisilin pozitif LB-Agar iizerinde bakterilerin olusturduklar1 koloniler pipet ucu ile
alinarak Koloni-PCR yapildi.

7. Koloni-PCR sonucu pozitif olan orneklerin Amp (+) LB igerisinde kiiltiirii yapildi.

Kiiltiirden sora E. Coli’lerden plazmid izolasyonu yapildi.

3.5.3.6 Koloni PCR

Ampisilin (+) LB-agar iizerinde olusan koloniler 10pL pipet ucu ile bek alevine yakin
bir konumda dikkatlice alinarak énceden hazirlanmig PCR tiipleri igerisine alinmig 50uL
niikleaz icermeyen su igerisinde siispanse edildi. Hiicre siispansiyonundan 35uL alinarak
1,5mL amp(+) LB igerisine alinarak galkalayici inkiibatorde 200 rpm 37 °C kiiltiirii yapild.
Hiicre siispansiyonlar1 kalip DNA kaynag olarak direk kullanildi. Koloni PCR yapilirken ilk
denatlirasyon siiresi uzatilarak hiicre biitlinliiklerinin bozulmast ve DNA’nin reaksiyon
karisimina gegmesi saglanmaktadir. Koloni PCR reaksiyon bilesenleri ve reaksiyon kosullari

tablo-9 ve tablo-10’de verilmistir.

Koloni PCR 6rnekleri %1 agaroz jelde yiiriitiildii, jel elektroforez sonucu pozitif olan drneklerin

bakteri kiiltlirli yapildi ve hiicrelerden plazmid DNA izolasyonu yapildi.

Tablo-9: Koloni PCR reaksiyon bilesenleri

Bilesenler 30 pl Hacim Son derisim
icin

OneTaq Hot Start 2X Master 15 pl 1X

Mix (NEB Cat:M0484S)

5 uM Forward Primer 1,2 ul 0,2 uM

5 uM Reverse Prime 1,2 pl 0,2 uM

Hiicre siispansiyonu 12,6 ul
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Tablo-10: Koloni PCR kosullari

Adimlar Sicakhik Siire
Baglangic denatiirasyon 98 °C 8’
94 °C 25
35 dongii 57,5°C 40
68 °C 45
Final uzama 68 °C 5

3.5.3.7 Bakteri Kiiltiirii ve Mini Prep Plazmid izolasyonu

Koloni PCR sonucu pozitif ¢ikan 6rnekler daha 6nce 1,5 ml ependorf tiipiinde kiiltiirii

yapilan bakteriler daha biiyiik 6lgekte kiiltiire alindi. Bek alevine yakin pozisyonda, her biri

20 ml ampisilin (+) LB igeren 50 ml steril falkon tiipii i¢erisine alindi( her 6rnek igin ikiser

tiip kullanildi). Bakteriler 16 saat siireyle 200 rpm ve 37 °C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon

sonras1 plazmid izolasyonu i¢in mini-prep izolasyon kiti kullanildi (MACHEREY-NAGEL,

NucleoSpin® Plasmid, Cat: 740588.50). Mini-prep plazmid DNA izolasyonu i¢in asagida

belirtilen deney basamaklar1 uygulandi.

1.

Kiltliri yapilan hiicreler 15 ml falkon tiipe alind1 ve 2500xg’de 15 dakika santrifiij
edildi. S1v1 faz uzaklastirildi hiicre pelleti re-siispanse edildi ve hiicre siispansiyonu
1,5 ml ependorf tiipiine alind1.

Tipe 250ul soguk A, (+4 °C) soliisyonu eklendi ve hig hiicre kiimesi kalmayana kadar
sikica vortekslendi.

Karigima 250uL A, soliisyonu eklendi, 6-8 kez alt iist edilerek karigmasi saglandi. Oda
sicakliginda karisim berrak mavi renk alana kadar 5-10 dakika bekletildi.

Karigima 300puL Az soliisyonu eklendi 6-8 kez alt iist edildi karigimdaki mavi renk
tamamen gidene kadar 10-12 dakika oda sicakliginda bekletildi.

Tiipler 11000xg’de 10 dakika santrifiij edildi.

Stipernatant kolona yiiklendi ( her defasinda 750 pL’yi asmayacak sekilde ve tiim
slipernatant bitene kadar bu adim tekrarlandi) ve 11000xg’de 1 dakika santrifiij edildi.
Onceden 50 OC’ye isitilmis AW soliisyonundan 500uL  kolona yiiklendi ve
11000xg’de 1 dakika santrifiij edildi. A4 tamponundan 600uL kolona yiiklendi ve
11000xg’de 1 dakika santrifiij edildi.

Membrandan kalintilar1 uzaklastirmak amaci ile kolon 11000xg’de 2 dakika santrifiij

edildi.
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9. Kolon 1,5 mL steril yeni bir ependorf tiipiine alindi ve dnceden 70°C’ye 1sitilmis
100uL EA tamponu kolona yiiklendi. Kolon 11000xg’de 1 dakika santrifiij edilerek
plazmid DNA tiipe aktarildi.

Elde edilen plazmid DNA’lar insert-DNA varlig1 yoniinden test edilmek {izere Xho I ve Xba I

enzimleri ile kesildi. Enzim kesimi sonrasinda elektroforez ile %2 agaroz jelde yiiriitiildii.

3.5.3.8 Plazmidlerin Cift Enzim Kesimleri
Elde edilen plazmidler Xho I ve Xba I ¢ift enzim kesimi yapilmak {izere tablo-11’de

belirtilen reaksiyon bilesenlerini icerecek sekilde oda sicakliginda hazirland.

Tablo-11: Insert igeren plazmidlerin ¢ift enzimi kesimi reaksiyon bilesenleri

Icerik Plazmid DNA
Niikleaz icermeyen su 14uL

10X FastDigest Green Buffer 2uL.

DNA 2uL( 1ug’a kadar)
FastDigest Xba I Enzimi (Thermo Sci. Cat: FD0684) 1uL
FastDigest Xho I Enzimi (Thermo Sci. Cat: FD0694) 1uL
Toplam Hacim 20uL

Tiip icerikleri vortekslenerek iyice karigtirildi. Tiipler 5 dakika 37 °C’de inkiibe edildi ve 20
dakika 65 °C’de inkiibe edilerek enzim inaktive edildi. Ornekler Elektroforez ile %2’lik
agaroz jelde yiriitiildii. Kontrol plazmidlerin ¢ift restriksyon enzim kesim sonrasi jel
goriintiileri  sekil-7’de gosterilmigstir. Restriksyon kesim {iriinleri %2'lik agaroz jel de
yiiriitiildii ve insert varhi@ dogrulandi. Elde edilen bes kontrol orne§ine ait plazmidler

mutasyon olusturma asamasinda kalip olarak kullanildi.
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Sekil-7: Xhol ve Xbal enzimleri ile kesim yapilan iiriinlerin %2 agaroz jel goriintiisii. a) Sirasi ile 1kb marker
DNA, pETO01 (bos plazmid), pET01+CDKN2A insert(+), pPET01+CABLES2 insert(+), pETO1+PTCH2 insert(+),
pETO01+BAI3 insert(+), 100bp Marker, b) Siras1 ile 1kb marker, pET01+TP53 insert(+)(3 farkli koloniye ait
ornekler), 100bp marker DNA. Insert DNA boyutlar; CDKN2A-631 bp, CABLES2-589 bp, PTCH2-534 bp,
BAI3-549 bp, TP53-431 bp ve ¢ift enzim kesimi sonras1 pET01 plazmidinin biiyiik segmenti; 4122bp.

3.5.3.9 Site-Directed Mutagenesis ile Mutasyonlarin Olusturulmasi

Mutasyon olusturulmasi asamasinda kontrol plazmidler kalip olarak kullanildi. Yiiksek
dogrulukta DNA sentezleyen Q5 polimeraz enzimi (NEB Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit
bileseni) ile mutant primerler (tablo —14) kullanilarak uygun termal kosullarda(tablo-13) ve

asagida belirtilen reaksiyon bilesenleri (tablo-12) kullanilarak PCR ile ¢ogaltildi.

Tablo-12 SDM PCR reaksiyon bilesenleri

Bilesenler 25 pl Hacim igin Son derisim
Q5 Hot Start High-Fidelity DNA 125l 1X
Polymerase 2X Master Mix (NEB Cat:

E05548S)

10 uM SDM Forward Primer 1.25 pl 0.5 mM

10 uM SDM Reverse Prime 1.25 ul 0.5 mM
Kalip DNA( kontrol plazmid) 1 ul (20 ng/ pl) 20 ng
Niikleaz igermeyen Su 9.0 ul
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Tablo-13: SDM PCR kosullari

Adimlar Sicakhik Siire
Baslangic denatiirasyon 98 °C 5 dakika
98 °C 60 saniye
25 dongii 72 °C 7 dakika
Final uzama 72 °C 5 dakika

Mutant primerlerin yiiksek GC oranit ve Tm degerlerine sahip olmasindan dolay1 (yapilan ¢ok sayida deneme

sonrast) Ta sicaklig1 72 °C olarak belirlendi ve iki agamali PCR yapildi.

Tablo-14: Site-Direkted Mutagenesis Primerleri

CDKN2A (Ekzon2; ¢.273G>A) Mutant Primerler
F: GGAGGGCTTCCTAGACACGCTGGTG
CDKN2A (Ekzon2; ¢.339G>T) Mutant Primerler
F: CTGGGGCCGTCTTCCCGTGGACCTG

CDKN2A (Ekzon2; ¢.342C>G) Mutant Primerler
F: GGGCCGTCTGCCGGTGGACCTGGCTG

TP53(Ekzon8; c.793C>T Mutant Primerler
F:CTGAGTAGTGGTAATCTATTGGGACGGAACA
GCTTTG

TP53(Ekzon8; c.801G>T) Mutant Primerler
F:GGTAATCTACTGGGACGTAACAGCTTTGAGG
TGC

R: CACCAGCGTGTCTAGGAAGCCCTCC

R: CAGGTCCACGGGAAGACGGCCCCAG

R: CAGCCAGGTCCACCGGCAGACGGCCC

R:CAAAGCTGTTCCGTCCCAATAGATTACCAC
TACTCAG

R:GCACCTCAAAGCTGTTACGTCCCAGTAGAT
TACC

BAI3(ADGRB3) (Ekzon8; c.1419C>T) Mutant Primerler

F:CAAGTCCTGTGATGGTGGCTGGGAAAGGCG

CABLES2(Ekzon8; c.1002C>T) Mutant Primerler
F:GACCACAGTGATAGAATATGTGAAGCCCTCA
GACCTC

PTCH2(Ekzon2; c.249A>G) Mutant Primerler

F:CATTATTGAGACAAACTTGGAGCAGCTCTGG
GTAGAAGGTAAG

R:CGCCTTTCCCAGCCACCATCACAGGACTTG

R:GAGGTCTGAGGGCTTCACATATTCTATCAC
TGTGGTC

R:CTTACCTTCTACCCAGAGCTGCTCCAAGTTT
GTCTCAATAATG

Alti ¢izili Kirmizi harfler mutasyonu ifade etmektedir.

PCR fiiriinleri %1 agaroz jelde yiiriitiilerek liner plazmidler jelden izole edildi. NEB Q5® Site-

Directed Mutagenesis Kit (Cat: E0554S) bilesenlerinden biri olan KLD enzim karisimi

(Kinaz-Ligaz-Dpnl ) ile agagida belirtilen igerikler kullanilarak reaksiyona sokuldu.

KLD enzim karisimi reaksiyon bilesenleri,

KLD Enzim karisimi(10X) IuL
PCR iiriinii 2uL
KLD Reaction Buffer(2X) SuL
Niikleaz icermeyen su 2ul

Tiip icerikleri vorteks ile iyice karistirildi, oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildikten sonra

transformasyon asamasinda direkt kullanildi.
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Kinaz yeni sentezlenen mutant liner plazmidin uglarini fosfatlar, ligaz fosfatlanan liner
plazmid uglart birlestirerek halkasal yap1 olusturur. Dpnl bir restriksyon enzimi ve metile/yar1
metile DNA dizilerini 6zgil motiflerden (Gm6A"TC) keserek kalip DNA’nin

uzaklastirilmasini saglar (sekil-8).

i_\ 1. Exp 1 Amplific 2. T and Enrich 3. High-Efficiency
i (PCR) Kinase, Ligass and Dpnl Transformation
/"I ; - Q5 Hot Start - 10X KLD - NEB 5-alpha
\ 2X Master Mix Enzyme Mix Competent Calls
Substitutions \ 7
< 2 =
.= i\ — = -
4 7 o
/ot — |y — ‘ = T
/ \ |
l\ P / \ -1
Delstions p o4 _\
‘/T—\‘ -j_,,_»**"’_; & min. at room temp. zz"‘*u»_»n_
e X “\._2A. Phosphorylation 2B. Ligation \\\ch Tempiate Removal
= N e N
Insertions \\\ \\\ @ \\ ©
» 5 \J / /
—= OF O >4 /

Sekil-8: NEB Q5 Site-Directed Mutagenesis Kit Protokolii Sematik Ozeti. Dizayn edilen primerler %100

komplementer olmalar1 nedeni ile PCR ile ¢ogaltilmalar: iistel degildir.

Kompetent E.coli hiicreleri KLD enzim karisimi ile reaksiyona sokulan DNA ile transforme
edildi.
Ampisilinli LB agarda olusan koloniler secilerek PCR yapildi. Koloni PCR sonras1 jel

elektroforezi sonucu (+) olan hiicreler ¢ogaltildi ve DNA izolasyonu yapildi.
» SDM protokoliinde degisiklik yapildi

Dizi analiz sonuglar1 yedi mutant ornekte primer duplikasyonu olustugunu gosterdi. Bu
sorunu gidermek amaci ile KLD enzim karisimi yerine Dpnl enzimi (NEB cat: R0O176S)
kullanild1 ve mutant plazmidler direkt olarak kullanild: (jelden izole edilmeden).

Dpnl enzim kesimi reaksiyon bilesenleri;

Dpnl Enzimi : 1uL
DNA(PCR iiriinii) 0,8-1pg (8uL)
10X NEBuffer : SuL

Toplam hacim niikleaz icermeye distile su ile 50 uL’ye tamamlandi ve 1 saat 37 °C’de inkiibe
edildi. Dpnl (NEB cat: RO176S) enzim kesimi sonrasinda mutant plazmidler competetnt E.coli
hiicrelerine (VEB 5-alpha) transforme edildi.
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3.5.4 Dizi Analizi

Kontrol ve mutant 6rneklere ait plazmidlerin ( bes kontrol, sekiz mutant 6rnek) dizi
analizi yapildi. Analiz sonuglar1 bes kontrol 6rneginde de insert DNA’nin pETO01 plazmid’i
icerisine dogru sekilde paketlendigi goriildii. Mutant Orneklerin analiz sonuglart (SDM
protokoliinde yapilan degisiklik sonrasi) biitlin mutasyonlarin dogru sekilde olusturuldugu

goriildii.

3.5.5 Hiicre Hatt1 Calismalari

3.5.5.1 HeLa Hiicre Hatlarimin Kiiltiirii ve Transfeksiyon

Hiicreler kiiltiirii ortam bilesenleri, son hacimde; 2 mM L-glutamin (Biochrom, K0282)
100 U penisilin-Streptomisin (Biological Industries 03-031-1B) ve %10 FBS (Biochrom,
S0613) icerecek sekilde RPMI 1640 (Biochrom, FG1235) kullanilarak hazirlandi. Hiicre
kiiltiirii 37 °C ve %5 CO2’li ortamda yapildi. Tek tabaka seklinde besi kabinin zeminine
tutunarak ¢ogalan HeLa hiicrelerinin transfeksiyon i¢in ¢ogalarak besi kabinin (12-well plate)

zeminini %70-90 diizeyinde kaplamalar1 beklendi.

Kiiltiir ve transfeksiyon basamagi dahil tiim uygulamalar biyogiivenlik kabininde (MN
120 Niive) yapildi. Transfeksiyon i¢in her bir kuyucuk i¢in 2ug plazmid DNA 200uL serum
icermeyen RPMI 1640 icerisinde seyreltildi (1,5mL niikleaz icermeyen ependorf icerisinde)
hazirlandi. Seyreltilen her bir DNA cozeltisine 4uL turbofect transfeksiyon kiti (Thermo
Scientific, TurboFect Transfection Reagent#R0531) eklendi ve hafifce vortekslenip 15 dakika
oda sicakliginda inkiibe edildi. Karisim hiicre kiiltiiri ortamina her yere esit dagilacak sekilde
damlatild1 ve iyice karigmasi i¢in besi yeri hafif calkalandi. Transfeksiyon sonrast hiicreler 37

°C ve %5 CO2’li ortamda 48 saat inkiibe edildikten sonra RNA izolasyonu yapild.

3.5.5.2 HeLa Hiicrelerinden Total RNA izolasyonu

Bu islem i¢in RNA izolasyon kiti (Thermo Scientific GeneJET RNA
Purification, KO731) kullanilarak total-RNA elde edildi.
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e Transfeksiyon sonrasi 48 saat inkiibe edilen hiicrelerden ortam uzaklastirildi ve PBS
ile hiicre yiizeyleri yikandi ve besi kabina tutunan hiicreleri kaldirmak i¢in 200uL 1X
Tripsin-EDTA soliisyonu eklendi ve 37 °C 1-2 dakika beklendi.

e Hiicreler 1,5 mL ependorf tiipiine kondu 5 dakika 250xg’de santrifiij edildi,
stipernatant uzaklastirildi, hiicre pelleti PBS ile yikandi ve tekrar santrifiij edildi.

e Hiicre pelleti iizerine 600uL B-mercaptoetanol iceren lizis tamponu eklendi ve bir
dakika siireyle iyice vortekslendi.

o Karisima 360uL %96 etanol eklendi ve pipetle iyice karistirildi ve her defasinda
700uL’yi asmayacak sekilde lizat kolona eklendi

e 12500xg’de bir dakika santrifiij edildi eliiat uzaklastirildi. Tiim lizat kolona yiiklenene
kadar islem tekrarlandi.

e Kolona 700uL. Wash Buffer-1 eklendi 12500xg’de bir dakika santrifiij edildi eliiat
uzaklastirildi.

e Kolona 600ul. Wash Buffer-2 eklendi 12500xg’de bir dakika santrifiij edildi eliiat
uzaklastirildi.

e Kolona 250ul. Wash Buffer-2 eklendi 12500xg’de iki dakika santrifiij edildi eliiat
uzaklastirildi.

e Kolona yeni bir niikleaz icermeyen mikro santrifiij tiipiine yerlestirildi. Kolona 50uL.
niiklez icermeyen su eklendi ve 12500xg’de bir dakika santrifiij edilerek Total RNA
elde edildi.

3.5.5.3 izole edilen RNA’dan DNA’nin Uzaklastirilmasi

RNA izolasyonu sirasinda ortamda bulunabilecek genomik DNA’nin uzaklastirilmasi
amaci ile DNase I, RNase-free (Thermo Fisher, EN0521) enzimi kullanildi. Reaksiyon

bilesenleri tablo-15’te belirtilen hacimlerde niikleaz icermeyen tiiplerde hazirlandu.

Tablo-15: Total RNA’daki DNA’nin DNase I ile yikiminin reaksiyon bilesenleri

Reaksiyon bilesenleri Hacim

Total RNA Degisen hacimlerde (1 pg)
10X reaksiyon tamponu 1 Ml

DNase I, RNase-free((#EN0521) 1 pL
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Toplam hacim 10 pL’ye tamamland1 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi. Tiipe 1 uL 50 mM
EDTA eklendi ve 65 °C’de 10 dakika inkiibe edilerek DNase I inaktive edildi.

3.5.5.4 Total RNA’dan ¢cDNA Sentezi

RNA’dan cDNA sentezlemek amaci ile ‘abm’ firmasinin( Applied Biological Materials
Inc) Kit’i (EasyScript Plus™ ¢DNA Synthesis, G236 ) kullamld: (Tablo-16). Tiim bilesenler

buz tizerinde hazirlandi.

Tablo-16: cDNA sentezi reaksiyon bilesenleri:

Bilesenler Hacim

Total RNA 3 uL (200-500 ng)
Oligo dT (10 uM ) 1 uL

dANTP mix (10 mM) 1 uL

Niikleaz icermeyen Su 9,5 uL

Toplam hacim 145wl

Karisim 65°C’de 5 dakika inkiibe edildi ve 2 dakika buz igerisine gémiildii. Asagidaki

bilesenler karisima eklendi;

5SX RT buffer 4 uL
RNaseOFF Ribonuclease Inhibitor (40 U/ul) 0,5 uL
EasyScript PlusTM RTase (200 U/pl) 1 pL

Tiip icerigi kisa siireli santrifiij ile dibe toplandi ve 50 °C’de 50 dakika inkiibe edildi.
Reaksiyonun durdurmak igin érnekler 5 dakika boyunca 85 °C’de inkiibe edildi.

3.5.5.5 cDNA’dan PCR ile ilgili Gen Bolgelerinin Cogaltilmasi

Tiim kontrol ve mutant 6rneklerin ilgili cDNA dizileri pETO1 plazmidindeki ekzonlara
0zgiil 5’~-CGTGGATTCTTCTACACACCC-3’ ileri (forvard) ve 5’-TCCACCCAGCTCCAGTTG-3’
geri (Reverse) primerler kullanilarak tablo-17 ve tablo-18’de belirtilen reaksiyon bilesenleri ve
termal kosullarda PCR ile ¢ogaltildi. PCR ornekleri %1,5’lik agaroz jelde yiiriitiilerek iiriin
varlig1 dogrulandi (sekil-9).
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Tablo-17: Kalip olarak cDNA'nin kullanildigi PCR reaksiyonu bilesenleri

Bilesenler 25 pl Hacim icin Son derisim
OneTaq Hot Start 2X Master 125 1X

Mix (NEB Cat:M0484S)

10 uM Forward Primer 0.5 ul 0.2 uM

10 uM Reverse Prime 0.5 ul 0.2 uM
Kalip DNA 2 ul (200-300 ng/ ul)  400-600 ng
Niikleaz Igermeyen Su 9.5 ul

Tablo-18: Kalip olarak cDNA'nin kullanildigi PCR Kosullar1

Adimlar Sicakhk Siire
Baslangi¢ denatiirasyon 98 °C 3’
98 °C 25>
35 dongii 52,5°C 40>
68 °C 45>
Son uzama 68 °C 3

PCR iiriinleri elektroforez ile %1,5 agaroz jelde yiiriitiildii. Jel goriintiisiinde (Sekil-9) sirasi
ile kontrol ve mutant 6rnekler tablo-1’de belirtilen kodlar1 ile ifade edilmistir. Pre-mRNA
islemlenmesini test etmek amaci ile elde edilen kontrol ve mutant Orneklere ait PCR

iriinlerinin dizi analizleri yapildi.

CDKN2A

1K M1.1 M1.2 M1.3

Sekil-9: Kalip olarak ¢cDNA'nin kullanildigi PCR &rneklerinin jelde goriintiileri. Kontroller K ile mutant

ornekler M ile gosterilmistir(drnekler tablo-1 deki kodlar ile belirtilmistir).
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3.6 Tamponlarin ve Besi Ortamlarinin Hazirlanmasi

3.6.1 Tris-Asetat-EDTA Tamponu
Ana stok 50X derisimde hazirlandi. Stok ¢ozelti tablo-19’da belirtilen bilesenleri
icerecek sekilde distile su ile bir litreye tamamlandi. Karisim iyice karistirildi ve 15 dakika

121°C°de otoklavlandi®®. Elektroforez icin her defasinda 1X TAE tamponu kullanildi.

Tablo-19: 50X TAE tampon igerigi

Icerik Miktar
Tris bazi 242 ¢
Glasiyel asetikasit 57,1 mL
Na,EDTA-2H20 372¢

Toplam hacim distile su ile bir litreye tamamlandi.

3.6.2 LB Broth ve LB Agar Hazirlama

Ampisilinli (AppliChem, AO839) LB Agar (AppliChem, 402303) hazirlanirken ampisilin
(¢alisma derisimi 100 pg/mL) aseptik kosullarda besi ortami 50 °C veya daha diisiik sicakliga
indikten sonra eklendi. lyice karistirildiktan sonra petrilere dokiildii. LB Broth tamamen
soguduktan sonra ihtiya¢ duyuldugu zaman aseptik kosullarda Ampisilin (calisma derisimi
100 pg/mL) eklendi. LB broth ve LB agar besi ortamlarinin igerikleri tablo-20’de belirtildigi

sekilde hazirlandi®.

Tablo-20: LB broth ve LB agar igerigi

LB Broth LB Agar
Pepton(AppliChem, A2210) : 10g Pepton : 10g
Maya ekstrakti(AppliChem, A1552) : 5g Maya ekstrakti: 5g
NaCl(AppliChem, 381659 ) 1 5g NaCl :5g

1 N NaOH :1 ml Agar : 15¢g

Distile su ile 1 litreye tamamlandi ve 15 dakika 121°C’de otoklavlandi
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3.7 Arastirma Simirhliklar:
3.7.1 Primer Duplikasyon Sorunu

Caligmada mutasyon olusturma asamasinda yedi mutant plazmid Orneginde primer
duplikasyonu olustugu goriildii. Calismada kullanilan mutant primer ¢iftleri 25-43 niikleotid
uzunlukta ve tamamen komplementer dizilerden olusmaktadir. Mutant primerler kullanilarak
sentezlenen yeni DNA dizileri bir sonraki termal dongiide kalip olarak kullanilamaz. Yeni
sentezlenen dogrusal plazmidlerin 5’ uglarinda birbirine komplementer yapigkan diziler
(mutant primer dizileri) tasir. KLD enzim karisimi ile bu PCR iriinleri reaksiyona
sokuldugunda ortamda serbest halde bulunan primerler yapiskan tek iplikli uclarla eslestigi,
ligazin yarig1 onarmasi ile kiit u¢ olustugunu diisiindiik. Olusan kiit uglu dogrusal
plazmidlerin kinaz aktivitesi ile fosfatlanmasi ve uglarin yine ligaz ile birbirine baglanmasi

sonucu primer duplikasyonunun olustugunu diisiindik.

3.7.2 Primer Duplikasyon Sorununun Giderilmesi

Primer duplikasyon sorununu gidermek tizere SDM protokoliinde KLD enzim karigimi
yerine sadece Dpnl enzim kullanilmasina karar verdik. Ayni zamanda PCR f{iriinlerinin jelde
yiiriitiilmesi ve jelden izole edilmesinden vazgectik. SDM protokolii ile mutant plazmid
olusturulurken kalip olarak kullanilan metile ve yar1 metile plazmidler Dpnl enzimi ile yikima
ugratilir. Yeni sentezlenen mutant plazmidlerden sirkiiler olanlarin 5° ve3’ uglar1 arasinda
bulunan yarik, transformasyon sonrasi bakteri enzim sistemi ile onarilarak sorunun
giderilebilecegini diistindiik.
DNA dizi analizi sonuglari ile tiim 6rneklerde primer duplikasyonu sorununun giderildigi ve

mutasyonun dogru sekilde olustugu goriildii.

3.8 Etik Kurul Onay1

Dokuz Eyliil Universitesi girisimsel olmayan klinik arastirmalar etik kurulundan
21.08.2014 tarih ve 2014/27-15 karar numarasi ile alinmistir. Calismada HeLa tiimor hiicre
hatt1 ve E. Coli (DH5alpha) hiicreleri kullanildi (Ek1).
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4. BULGULAR

4.1 Referans ve Mutant Grup DNA Dizi Analiz Sonu¢larimin Karsilastirmasi

Dizi analizi sonuglar1 kontrol ve mutant 6rneklere ait plazmidlerin (bes kontrol, sekiz
mutant 0rnek) dizi analizi yapildi. Analiz sonuglar1 bes kontrol 6rneginde de insert DNA nin
pETO1 plazmid’i igerisine dogru sekilde paketlendigini ve biitiin mutasyonlarin dogru sekilde

olusturuldugunu gostermistir.
4.1.1 CDKN2A ¢.273G>A Mutasyonu

CDKN?2A geninin (2. Ekzon) ¢.273G>A mutasyonunu tasiyan plazmid referans diziyle
karsilagtirildiginda mutasyonun dogru sekilde olusturuldugu goriilmektedir (Sekil-10).

6200 6.210 6.220 6.230 6.240 6.250 6.260 6.270 &.280

.3 c:

6.200 £.210 g.220 6.230 L 2.40 6 ZIEG 6.260 §.270 6.2580

Query 181 CTGCGCCGACCCCGCCACT CTCACCCGACCCGTGCACGACGCTGCCCGGGAGGGCTICCT 240
AR RN RN R RN RN RN NN RRRRRRNNRREEREEREEREEEEERY
Skict. 737 CTGCGCCGACCCCGCCACT CTCACCOGAC CCGTGCACGACGCTGCCCGGGAGGGCTICCT 678

Query. 241 [BSACACGCTGGTGGTECTGCACCEGECCGGGGCGCEECTGEACGTEGCGCGATGCCTEEEE 300

AR RN RN RN NN RN R AR NN N RN N A RN RN EEAAAEE
Shigt...677 BGACACGCTGETGGETGCTGCACCGGECCEEEGCE0EGCT GRACGTEOGCGATGOCTEEEE 618

Sekil-10: CDKN2A (Ekzon2) ¢.273G>A mutant 6rnegin DNA dizi analiz sonuglarmin referans diziyle
karsilastirilmasi a) mutasyon varligt DNA analizi electropherogram pikleri ile gosterilmistir b) Nucleotide
BLAST (NCBI) programu ile karsilagtirarak gosterilmistir.
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4.1.2 CDKN2A ¢.339G>T Mutasyonu

CDKN?2A geninin (2. Ekzon) ¢.339G>T mutasyonunu tastyan plazmid referans diziyle
karsilastirildiginda mutasyonun dogru sekilde olusturuldugu goriilmektedir (Sekil-11).

1E0 7.190 T200 7210 F.220 T.230 7.240 7.250 7.280 7270

7.250

Skigt. 576 GCOGGCTGEACGTGCGCGATGCCTGE6GCCGTCTJcCCaTEERCCTEECTEAGGAGCTGES 635
RN RN RN RN RN R RN NN RN NN NNRRRRERREREERRRERY

Query. 552 GCGGCIGGACETGCGCGATGCCT GGGECCETCTJCCCGTERACCTGGCTGAGGAGCTGEE 611
Query 63§ CCATCGCGATGTCGCACGGTACCIGCGCGCGGCTGCEEGGGGCACCAGAGGCAGTARCCE 695

AR NN RN NN RN RN NN R RN RN RN NNRRRRERRRREERRRERY
Shict.. €12 CCATCGCGATGTCGCACGGTACCTGCGCGCGGCTGCEEGGGGCACCAGAGGCAGTARCCE 671

Sekil-11: CDKN2A (Ekzon2) ¢.339G>T mutant &rnegin DNA dizi analiz sonuglarinin referans diziyle
karsilagtirtlmasi a) mutasyon varligt DNA analizi electropherogram pikleri ile gosterilmistir b) Nucleotide
BLAST (NCBI) programu ile karsilastirarak gosterilmistir.

4.1.3 CDKN2A ¢.342C>G Mutasyonu

CDKN2A geninin (2. Ekzon) ¢.342C>G mutasyonunu tasiyan plazmid referans diziyle
karsilastirildiginda mutasyonun dogru sekilde olusturuldugu goriilmektedir (Sekil-12).

6890 6900 6910 6920 6930 6940 6950 6960  6.970

0 =T ' B ¥ ¥ '
6890 6.900 6.910 6.920 6.930 6.940 6.950 6.960 6.970
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Query 241 GGACACGCTGGTGGTIGCTGCACCGGGECCGG6605C66CT GGACGTGCGCGATGCCTGGGE 300
Frreerrrerreerrrrerrrerrrerrr et ettt ettt et er e et
Shict.. &75 GGACACGCTGGTGGTIGCTGCACCGGGECCGGGGCGCGGCTGGACGTGCGCGATGCCTGGGE 616

Query 301 CCGTCTGCCSTGGACCTGGCTEAGGAGCTGEECCATCGCGATGTCGCACGGTACCTGOE 360

AR RN N NN RN RN RN NN RNNNRNNNRRENEERERRERENERY
Shict. 615 CCGTCTGCCSTGGACCTEGCTEAGEAGCTGEECCATCGCGATETCGCACGGTACCTGOE 556

Sekil-12: CDKN2A (Ekzon2) ¢.342C>G mutant 6rnegin DNA dizi analiz sonuclarinin referans diziyle
kargilagtirtlmasi a) mutasyon varligt DNA analizi electropherogram pikleri ile gosterilmistir b) Nucleotide
BLAST (NCBI) programu ile karsilastirarak gdsterilmistir.

4.1.4 TP53 ¢.793C>T Mutasyonu

TP53 geninin (8. Ekzon) c.793C>T mutasyonunu tasiyan plazmid referans diziyle
karsilastirildiginda mutasyonun dogru sekilde olusturuldugu goriilmektedir (Sekil-13).

: : . 925 : .
""" 5 (A - R S - - - -JE - T - A

0 9.220 9.230 9.2:40- 9 .ElE-ﬂ' 9.260 9.270 9.280 9.290

Query 181 TACTGCCTCTTGCTTCTCTTTTCCTATCCTGASTAGTGGTARTCTATGGGACGGAACAG 240

FEEEECEEE e b bbb b e e
Skhigt...536 TACTGCCTCTTGCTTCTCT TTTCCTATCCTGAGT AGTGETAATC TATGGEACGEAACAG 477

Query 241 CTTTGAGGIGCGTGTTIGTGCCTGTCCTGGGAGAGACCEGCGCACAGAGGRAGAGAATCT 300
FErerrreerrrerreeerreerr et ettt e rtree ettt e treetr ettt
Shict. 476 CTTTGAGGTGCGTGTTIGTGCCTGTCCTGGGAGAGACCGGCGCACAGAGGAAGAGAATCT 417

Sekil-13: 7P53(Ekzon 8) ¢.793C>T mutant &rnegin DNA dizi analiz sonuglarinin referans diziyle
karsilagtirilmas: a) mutasyon varligi DNA analizi electropherogram pikleri ile gosterilmistir b) Nucleotide
BLAST (NCBI) programu ile karsilagtirarak gosterilmistir.
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4.1.5 TP53 ¢.801G>T Mutasyonu

TP53 geninin (8. Ekzon) c.801G>T mutasyonunu tasityan plazmid referans diziyle
karsilastirildiginda mutasyonun dogru sekilde olusturuldugu goriilmektedir (Sekil-14).

N i ] Ll ) L i L T
6.390 6.400 6.410 6.420 6.430 6.440 6.450 6.460 6.470

510 : : : {515

Se ol "ol okl et ke iy it bk kel ot ks bbby e S

6390 6400  6.410 6.420  6.430 6440 6450 B£460  B.470

Query.. 181 TACTGCCTCTTGCTTCTCTTTTCCTATCCTGAGT AGTGGTAATC TACTGGGACGERACAGE 240
NN RN NN RN NN NN RN NN NNRRRREERENNENEERY
Skigt... 458 TACTGCCTCTTGCTTCTCTTTTCCTATCCTGAST AGTGGTARTCTACTGGGACGERACAG 517

Query 241 CTTTGAGGTGCGTGTTIGTGCCTGTCCTGGGAGAGACCGGCGCACAGAGGAAGAGAATCT 300

FEEEECEEE e b b bbb e e
Shigt.. 515 CTTIGAGSTGCGTSTTTSTGCCTSTCCTGGGAGAGACCGGCGCACAGAGGAAGAGRATCT 577

Sekil-14: 7P53(eckzon 8) ¢.801G>T mutant 6rnegin DNA dizi analiz sonuglarmin referans diziyle

karsilagtirtlmasi a) mutasyon varligt DNA analizi electropherogram pikleri ile gosterilmistir b) Nucleotide

BLAST (NCBI) programu ile karsilastirarak gosterilmistir.

4.1.6 BAI3 ¢.1419C>T Mutasyonu
BAI3 geninin (8. Ekzon) c.1419C>T mutasyonunu tagiyan plazmid referans diziyle
karsilastirildiginda mutasyonun dogru sekilde olusturuldugu goriilmektedir (Sekil-15).
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b)
Query 181 CTGACATIGACCATGARACATTTCTTICAGCCARTGGTCARTGGAATCAGTGGGETCATT 240
AR RN RN RN RN RN NN RN RN NN RRRRRNNRRREREEREEREEEEERE

Shict. 654 CTGACATIGACCATGARACATTTCTTICAGCCARTGGICAATGGAATCAGTGGGETCATT 595
Query. 241 GEAGTGGTTGTTCCAAGTCCTGTGATGHYSGCTGGEARAGGCEARTARGGACCTGTCAGE 300

AR R NN RN RN R R AR NNRNARRREAA NN
Shigh..594 GGAGTGETTGTTCCAAGTCCTGTGATGESECTCGEAAAGECGAATARGGACCTGTCAGS 535

Sekil-15: BAI3(ekzon 8) ¢.1419C>T mutant &rnegin DNA dizi analiz sonuglarinin referans diziyle

kargilagtirtlmasi a) mutasyon varligt DNA analizi electropherogram pikleri ile gosterilmistir b) Nucleotide
BLAST (NCBI) programu ile karsilastirarak gosterilmistir.
4.1.7 CABLES?2 ¢.1002C>T Mutasyonu

CABLES? geninin (8. Ekzon) ¢.1002C>T mutasyonunu tastyan plazmid referans diziyle
karsilastirildiginda mutasyonun dogru sekilde olusturuldugu goriilmektedir (Sekil-16).

N ; .
4640 4650 4880  4BT0 4880 4850 4700  4TI0 4TH 4TI 4740

4640 -i.EiISD 4660 4670 4630 4 'ESD 4.7"ID|J 4.]‘:10 4720 -t.?.ﬂﬂl 4.?:40

b)
Query 78 GGCAGGACCCATGGACTGTGCGAGGEECCGGCCCAAMCCCTGCCCACTCTCTGTTGCAGAC 137

AR RN RN R RN RN RN NN RRRRRRNNRREEREEREEREEEEERY
Shict. 815 GGCAGGACCCATGGACTGTGOGAGEEECCGECCCAMCCCTGCCCACTCTCTGTTGCAGAC 756

Query...133 CACAGTGATAGAATAGTGLAGCCCTCAGACCTCARARAGEACATGAACGAGACCTICAG 197

AR RN R R RN NN RN NN RRRRRRNNRRREREEREEREEEEERY
Skick...755 CACAGTGATAGRATAJGTGAAGCCCTCAGACCTCARARAGGACATGARCGAGACCTICAG 696

Sekil-16: CABLES2(ekzon 8) ¢.1002C>T mutant 6rnegin DNA dizi analiz sonuglarimin referans diziyle

karsilastirilmas: a) mutasyon varligit DNA analizi electropherogram pikleri ile gosterilmistir b) Nucleotide

BLAST (NCBI) programu ile karsilastirarak gosterilmistir.
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4.1.8 PTCH?2 ¢.249A>G Mutasyonu

PTCH?2 geninin (2. Ekzon) ¢.249A>G mutasyonunu tasiyan plazmid referans diziyle

karsilastirildiginda mutasyonun dogru sekilde olusturuldugu goriilmektedir (Sekil-17).
a)

320 ' 925 !
o : \ / / \
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9200 9210 8. 9230 9240 9250 9260 9270 9280  9.290

Query. 36l TIGGGGCCCTGECATTAGGTCTCCGCATGGCCAT TATTGAGACARACTTGEAcaGeTCT 420
NN NN NN RN AR N NN RN NNARNNNRRREEEREY RN

Skict.. 522 TIGGGGCCCTGECATIAGGTCTCCGCATGGCCAT TATTGAGRCARACTTGGAJCAGCTCT 463

Query 421 GGGTAGAAGGTAAGTIGIGGACACTGECCATAGCTGCTCAGGTATGETGAGCCCARGACE 430

FEEEECEEE e Lo et e e e
Shict 462 GGETAGAAGGTARGTTSTGGATACTGECCATAGC TGCTCAGSTATGSTGAGCCCARGACE 403

Sekil-17: PTCH2(ekzon 2) c.249A>G mutant 6rnegin DNA dizi analiz sonuglarmin referans diziyle

karsilagtirtlmasi a) mutasyon varligt DNA analizi electropherogram pikleri ile gosterilmistir b) Nucleotide

BLAST (NCBI) programu ile karsilastirarak gosterilmistir.

4.2 PCR Orneklerinin DNA Dizi Analizi Sonuclar

Sentezlenen cDNA’lardan elde edilen PRC 6rneklerinin iki yonlii okumasi yapildi. Elde
edilin DNA dizi analizi sonuglari, referans cDNA dizileri ile Nucleotide BLAST(NCBI)
programi (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) kullanilarak karsilagtirildi. Referans cDNA
dizileri; hazirlanan her kontrol plazmid 6rnegi i¢in, hata olusmaksizin mRNA islemlenmesi
sonrast elde edilmesi beklenen plazmide ait 3’ ve 5’ ekzonik diziler ve klonlama ile plazmide
eklenen ekzonik dizileri ifade etmektedir. Analizi yapilan tiim kontrol ve mutant 6rneklerde
pre-mRNA’nin dogru sekilde islemlendigi goriildii. Mutasyon tasiyan orneklerin kontrollerle

kiyaslanmas1 neticesinde, hi¢bir 6rnekte pre-mRNA’ islemlenmesinde hata olusmadig: tespit
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edildi. Yesil ile gosterilen diziler plazmid’e ait ilk ekzonu (3’ ekzon), gri renkle gosterilen
diziler son ekzonu(5’ ekzon) sar1 renk ile gosterilen diziler ise plazmid icerisine paketlenen

ekzonlar1 géstermektedir.

4.2.1 CDKN2A Kontrol ve Mutant Orneklerin cDNA Dizilerinin Karsilastiriimasi

Referans dizilerin kontrol ve mutant dizilerin Kkarsilastirilmasi Nucleotide

BLAST(NCBI) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) programi kullanilarak karsilastirildi.

4.2.1.1 CDKN2A Kontrol ve Referans cDNA Dizilerinin Karsilastirilmasi

Transfeksiyon sonrast CDKN2A geninin 2. ekzonunu i¢eren kontrol cDNA 6rnegine ait
iki yonlii dizi analizi sonuglar1 referans cDNA dizileriyle karsilastirildi. Analiz sonuglari
kontrol plazmide ait intronlarin dogru sekilde uzaklastirildigi ve kontroliin beklendigi gibi

splice oldugu tespit edildi. (Sekil-18).

a)
CGTGGATTCTTCTACACACCCATGTCCCGCC GCGAAGTGGAGGACCCACAAGGTCATGATGATGGE

CAGCGCCCGAGTGGCGGAGCTGCTGC TGCTCCACGGCGC GGAGCCCAACTGC GCCGACCCCGCCA
CTCTCACCCGACCCGTGCACGACGCTGCCCGGGAGGGCTTCCTIGAC&C GCTGGTGGTGCTGCACC
GGGCCGGGECGCGGCTGGACGTGC GCGATGCCTGGGGCC GTCTICCGTGGACCTGGCTGAGGAG
CTGGGCCATCGCGATGTC GCACGGTACCTGCGC GCGGCTGC GGG GGGEACCAGAGGCAGTAACCA
IGCCCGCATAGATGCCGCGGAAGGTCCCTCAGTGGCACAACTGGAGCTGGGETGGA

Query. 151 GGACACGCTGGTGGTIGCTGCACCGGGECCGGGGCGCEECT GGACGTGCGCGATGCCTIGEEE 210

AR R RN RN AR A NN NN
Skigk... 175 GEACACECTGETEETGCTGCACCEGECCGGGE0GCGECT GGACGTGOGCGATECCTEEEE 234

Query 211 CCBICTGCCCGTGGACCTGGCTGAGGRGC TGEECCATCGCGATGTCGCACGETACCTGCE 270
AR R RN RN AR A NN NN
Skigt. 235 CCBICTGCCCETEGACCTGGCTEAGGAGC TGGECCATCGCEATETCSCACGETACCTECE 294

Query. 271 CGCGGCTGCGGGGGGCACCAGAGGCASTARCCATGCCCGCATAGATGCCGCGGARGGCCE 330
RN RN NN RN AR NN RNNNERRNNRREEEEREEN RN MY
Shict.. 295 CGCGGCTGCGGGGGGCACCAGAGGCAGTARCCATGCCCGCATAGATGCCGCGEARGGTCC 354

Query.. 331 CTCAGTSSCACAACTGSAGCTGEGTSS 357

NN R R AR
Shict.. 355 CTCAGTGGCACAACTGGAGCTGGGIGE 351
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b-2)

TGEECCCAGCTCCTCAGCCAGGTCCACGEG CAGRC GECCCCAGGCATCGC GCACGTCCAGT

Crrrrrerrerrrererrrrrrer e et e et et e
TEECCCAGCTCCTCAGCCAGGTCC ACGEG CAGRC GECCC CAGGC ATOGC GCACGTCCAGT

CECGCCCCGELCCEETGCAGCACCACCAGCGTET CCAGGARGEC CTCCCGRECAGCGT CG
Frrrrerrrreerrrerrrreerrrerrr ettt e et e e et et e e rrn
CECGCCCCG GG GTECAGCACCACCAGCGTET CCAGGARGCCCTCCCGRECAGCGT CG

TGECACGEET CGET GRAGAGTEHOGGEETCGEOGCASTTGHECTCOGCGC CETGGRGCAGT

frrrererrerrrererrrrrrerrrrrrrrrre et et e e
TGECACGEET CoGET GRGAGTEECGGEETCGECGCAGTTGEECTCCGCGCCGTGRRGCAGT

AGCAGCTCCGCCACTCGGG CGCTGCCCAT CATCAT

Frrrererrerrrererrrrrrerrrrrrrrrrerrrrr et rerrtrrr et
AGCAGCTCCGLCACTCGEECGCTGCCCAT CATCAT

357
CLErErerr et ettt el
1

Sekil-18 a) CDKN2A (2. Ekzon) kontrol cDNA 6rnegine ait referans diziler (382 bp), b-1) CDKN2A kontrol
cDNA o6rneginin forvard-primerle yapilan dizi analizi sonuglarinin referans dizilerle karsilastirilmasi, b-2)
CDKN2A kontrol cDNA Orneginin reverse-primerle yapilan dizi analizi sonuglarinin referans dizilerle

karsilagtirilmasi.

4.2.1.2 Mutant CDKN2A ( ¢.273G>A) ¢DNA Dizilerinin Referans diziler ile
Karsilastirilmasi

CDKN2A (2. Ekzon ¢.273G>A) geninin 2. ekzonunu iceren mutant cDNA Ornegine ait

iki yonlii dizi analizi sonuglar1 referans cDNA dizileriyle karsilastirildi. Analiz sonuglari

mutant plazmide ait intronlarin dogru sekilde uzaklastirildigi ve kontrode oldugu gibi splice

oldugu tespit edildi. (Sekil-19).

a)
Query 93

GLCGACCCCGCCACTCTCACCOGRACCOGT GLACGACGCT GG GRAGG GCTT CCIFAC

frrrererrerrrerrerrrrrerrerrerrrrerrerrrrrrerrerr e e
GCCGACCCCGCCACTCTCACCCGACCCET GCACGACECT GCCCG GERGEECTT CCTEGAC

ACGCT GETEETGCT GCACC GEECCGEEECGOGEC TERACGTEOGCGATGCCTGGECECET

frrrererrerrrerrerrrrrerrerrrrrrre et et et rrerr e errerrd
ACGCTGETGETGCT GCACC GEECCGEEECGOGEC TERACGTGOGCGATGCCTGGEECCET

CIGCCCGTGERCCT GECTAGGRAGCTGEE CCATCGOGAT GTCGCACGET ACCT GGG LG
FEEET e e e et e e e e e e e e e e ety
CIGCCCGTGERACCT GECTGAGLAGCTGEE CCATCGOGAT GTCGCACGET ACCT GGG G

GCTECEEEEEECACCAGRG GCAGT AR CCA TEOCCGCATAGR TGO OGO ARG COCCT CR

Crrrererrerrrerrerrrrrerrerrrrrrrerrerrerrrerrerr e terrd
GCTECGEEEGECACCAGRGGCAGT A CA TEOCCGCATAGRA TGO CGOGEARGGTCOCCT CR

GIGGCACRACTGEAGCTGEGTEER 356

L errrr ettt
GIGECACRACTGEAGCTEEGTEER 332

152

173

212
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Query. 109 CCACGGGCAGACGGCCCCAGGCATCGCGCACGTCCAGCCGCGCCCCGECCCGETGCAGCE 163

NN AR RN NN RN N AR RRNNARNNNRRREEERERAEEAIEAY
Shict.. 248 CCACGGGCAGACGGCCCCAGGCATCGCECACGTCCAGCCGCGCCCCGECCCGETGCAGCE 139

Query.. 169 CCACCAGCGTGTCHAGGAAGCCCTCCCEGEGCAGCGTCET GCACGGETCEGETGAGAGTEE 224
NN R RN NN RN AR RRNNARNNNRRREEEREEEEEEIEEY
Skigk.. 188 CCACCAGCSTGTCBAGGRAGCCCTCCCGGGCAGCGICGTGCACGGETCGGETGAGAGTEE 129

Query. 229 CGGGGTCGGCGCAGTIGEGCTCCGCECCE TEEAGCAGCAGCAGCTCCGCCACTCGGECGE 233
NN RN RN N RN RRNNARNNNRRREEEREEEEERIENY
Shict.. 128 CGGGGTICGGCGCAGTIGEGCTCCGCGCCG TGGAGCAGCAGCAGCTCCGCCACTCGGGCGE 69

fmery 338 TGCCCATCATCATGACCTTGTGGETCCTCCACTTCGUGGCGGGACATGEGTETGTAGARG 343

fFrererrerrererrerrrrerrrrerr ettt et ettt
Shigh &2  TGCCCATCATCATGACORIGTEGETCCICCACTTOECEECEEENCATEECTCTEIENAE 5

Query..34% HEBGCEEE 356
REEEREN
Shicr..2 — EETCCEGE 1

Sekil-19 a) Mutant CDKN2A (2. Ekzon; ¢.273G>A) ¢cDNA 6rneginin forvard-primerle yapilan dizi analizi
sonuglarinin referans dizilerle karsilagtirilmasi, b) Mutant CDKN2A (2. Ekzon; ¢.273G>A) cDNA 6rneginin
reverse-primerle yapilan dizi analizi sonu¢larinin referans dizilerle karsilastiriimasi

4.2.1.3 Mutant CDKN2A (¢.339G>T) cDNA Dizilerinin Referans Diziler ile
Karsilastirilmasi

CDKN2A (2. ekzon; ¢.339G>T) geninin 2. ekzonunu iceren mutant cDNA Ornegine ait
iki yonlii dizi analizi sonuglar1 referans cDNA dizileriyle karsilastirildi. Analiz sonuglar
mutant plazmide ait intronlarin dogru sekilde uzaklastirildig1 ve kontrolde oldugu gibi splice

oldugu tespit edildi. (Sekil-20).

a)

Query_ €l GACACGCTGGTGSTGCTECACCERGCCGEGGCECGECTGGACETGOGCGATGCCTGEEGC 120
FEEEECEEE e Eeer e bbb e

Skigt. 176 GACACGCTGGTGETGCTECACCEEGCOEEGGCECGECTERACET GOGCGATGOCTEEEEC 235

Query 121 CGICTJJCCCGTGGACCTGEYTGAGGAGCT GEGCCATCGCGATET CGCACGETACCTGCRC 140

FEEEr reerreerreeet terrrerrrrerr ettt ettt e treertrerrrert |
Skigtk...236 CGICTJCCCGTGGACCTGECTGAGGAGCT GEGCCATCGCEATET CECACGETACCTGCEE 295

Query 151 SCGGMTGCKRGGKGCACCARAGGCAGTARCCATGCCCGCATAGATGCCGCGGRAGGCCCC 240
FEE L0 0 CEEE TR bbb e bbb il
Shict.. 296 GCGGCTGCGGGGGGCACCAGAGGCAGTANCCATGCCCGCATAGATGCCGCGGAAGETCCC 355

Query 241 TCAGTGECACAACTGGAGCTGESTGER 267

RN AR
Shict.. 356 TCAGTGGCACAACTGGAGCTGGGTGGR 332
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Query...94 BCATCGCGATGGCCCAGCTCCTCAGCCAGGTCCACGGEAGACGGOCCCAGGCATCECEE 153
NN RN NN RN RN NN RN NNRREREERERNEEERENY
Skigk...279 BCATCGCGATGECCCAGCTCCTCAGCCAGGTCCACGEEAGACGGCCCCAGGCATCGCEC 220

Query. 154 ACGTCCAGCCGCGCCCCGGECCCGGTECAGCACCACCAGCGTGTCCAGGARGCCCTCCCGE 213

CEEEECEEE e e b e bbb
Skigt.. 218 ACETCCRGECCECECCCCEGCCCEETECAGCACCACCAGCGTGTCCASGARGCCCTCOCGE 160

Query. 214 GCAGCGICGTGCACGGGICGGGTGAGAST GGCG6G6TCEGCGCAGTIGEGCTCCGCGCCE 273

FEEerrreerrrerrreer et ettt retrt ettt ettt e treetr et rrerntl
Shict.. 159 GCAGCGICGTGCACGGGICGGETGAGAGT GGCGGGETCEGCGCAGTIGEGCTCCGCGCCE 100

Query 274 TGEAGCAGCAGCAGCTCOGCCACTCGGECGCTECCCATCATCAT CACEITEIGEEIL0IE 333
FEEEETEEE TR bbb bbb e bbb el
Shigt. 99 TGEAGCAGCAGCAGCTCCGCCACTCGGEGCGCTGCCCATCATCAT GACETTGIGEEI0ETE 40

fusry 334 CACTTCGCGGCGGGACATGGGTGTGTAGRAGAATCCACG 371
I
Shich. 33

Sekil-20 a) Mutant CDKN2A (2. Ekzon; ¢.339G>T) ¢cDNA orneginin forvard-primerle yapilan dizi analizi
sonuglarinin referans dizilerle karsilastirilmasi, b) Mutant CDKN2A (2. Ekzon; ¢.273G>T) ¢cDNA 6rneginin
reverse-primerle yapilan dizi analizi sonug¢larinin referans dizilerle karsilastiriimasi.

4.2.1.3 Mutant CDKN2A (¢.342C>G) ¢cDNA Dizilerinin Referans diziler ile
Karsilastirilmasi

CDKN2A(2. ekzon; ¢.342C>G) geninin 2. ekzonunu i¢eren mutant cDNA 6rnegine ait
iki yonlii dizi analizi sonuglar1 referans cDNA dizileriyle karsilastirildi. Analiz sonuglari

plazmide ait intronlarin dogru sekilde uzaklastirildigi ve kontrolde oldugu gibi splice oldugu

tespit edildi. (Sekil-21).

a)
busry 144 GBGCTTCCTGGACACGCTGGTGETGCTGCACCEGGCCGEGGCECGECTGGACGTGOGCEE 203

NN RN RN RN AR NN R RN ARNNNRRREEERERREENIEAY
Shict.. 166 GGGCTTCCTGGACACGCTGGTGGTGCTGCACCGEGCCEEGGCGCGECTGGACGTGCGCGE 225

Query 204 TBCCTGGGECCETCTECOEGTEEACCTGECTGAGGAGCT GGGCCATCGCGATGTCECACE 263
RN RN RN RN NN AR RN RRNNARRNNRRREEERERNEERIENY
Skigk.. 226 TBCCTGGGECCETCTECOMGTGEACCTGECTGAGGAGCT GGECCATCGCGATGTCECACE 245

Query.. 264 GTACCTECGCGCGGCTECGGGEE6CACCAGAGECAGTAACCATGCCOGCATASATGOCEE 323

NN AR RN NN RN N AR RRNNARNNNRRREEERERAEEAIEAY
Shict.. 286 GTACCTGCGCGCGGCIGCGGGGGGCACCAGAGGCASTANCCATGCCCGCATAGATGCCGE 345

Query. 324 GGAAGGCCCCTCAGTGGCACAACTGGAGCTGGGTGGE 360

FEEEEE TEEEEE b e e el
Skigh...346 GGAAGGTCCCTCAGTGSCACAACTGGAGCTGESTGER 332

47



Query.. 314
Shlck.. 44

GIGOGACAT CGCGATGECC CAGCT CCTCAGCCAGET CCACEGGC AGACGGCCCCAGGCAT
CErrrrrrrrrrrerereererrr e e rere et ettt e ety
GIGOGACAT CGCGATGECC CAGCT CCTCAGCCAGET CCAC!GGC AGACGGCOCCCAGGCAT

CECECACGT CCAGCCEOEC OO0 COCGE TG CRCOCA CCAGC GTETC CAGGARGCCCT

frrerrerrerrrererrrrrrererrrrrrrre et et rerr e ererrr
CECGCACGT CCAGCCEOEC COCGE COCEE TG CACCA CCAGCGTETCCAGGRARGCCCT

CCCGEGCAGCGTOGTECAC GEGTCGEETE AGRGT GECGE GETCGGLGCAGTTGGECTCCG

Frrerrerrerrrrrerrrrrrrrerrrerrrre et et rerrr e ererrr
CCCGEGCAGCGTOGTECAC GEGTCGEETE AGRGT GECGE GETCGGLGCAGTTGGECTCCG

CECOGTERAGCAGCAGCAGCTCCG CCACT CoGGCGCTGC CCATCATCAT
Frrrrerrrreerreerrrreerreerrrrerrrerrrrrerrrerrrrrerrrrrrnd
CECOETEEAGCAGCAGCAG CTOCG CCACT CGEEGCTEC CCATCATCAT

3537

CLEEEr e et e et et et e et et e rr it
1

133

225

133

185

253

105

313

Sekil-21 a) Mutant CDKN2A (2. Ekzon; ¢.342C>G) ¢cDNA &rneginin forvard-primerle yapilan dizi analizi
sonuglarmin referans dizilerle karsilastirilmasi, b) Mutant CDKN2A (2. Ekzon; ¢.342C>G) ¢cDNA 06rneginin
reverse-primerle yapilan dizi analizi sonug¢larinin referans dizilerle karsilastiriimasi.

4.2.2 TP53 Kontrol ve Mutant Orneklerin cDNA Dizilerinin Karsilastiriimasi

4.2.2.1 TP53

Kontrol ve Referans cDNA Dizilerinin Karsilastirilmasi

Transfeksiyon sonrasi 7P53 geninin 2. ekzonunu igeren kontrol cDNA &rnegine ait iki

yonlii dizi analizi sonuglar1 referans cDNA dizileriyle karsilagtirildi ve kontroliin dogru

sekilde splice oldugu goriildii (Sekil-22).

a)

P

GeTAATCcTAliTG

ACGEAACAGCTTITGAGGTGOGTGTITTGT GCCTGT CCT GGGAGAGACCGGOGCACAGAGG
AAGAGAATCTCCOG CAAGAAAGGGGAGCCTCACCACGAGCTGOCCCCAGG GAGCACTAAGCG
AGTGGCACAACTGGAGCTGGGETGGA

b-1)
Ouery .4

Shict. . 48
Query...64

CCECERGTGGTALT CTACT GEGACGEAAC AGCTT TEAGG TGUGT GTTTG TGCC TEROC TG

FCEEr e ettt er et r e e e
GGTAAT CTACT GEGACGGARCAGCTT TGRAGGTGOGT GTTTGTGCCTGTCCTE

GEAGRGACCGEOGCACAGAGEARGAGARAT CTCOGCARGA ARGEEGAGCC TCACCACGAGT

freerrrerererrrerr et e et e e e et e ey
GEAGRGACCGEOGCACAGAGEARGAGARAT CTCOGCARGA ARGEEGAGCC TCACCACGAGT

TGCCCCCAGGRAGC ACTARGOGAGTGECACARCT GGAGCTGEGETGER 170
Feeeerrrrreeeerrrrrreerrrrrrr et rrrrrrn
TECCCOCAGGRAGCACTAR GOGAGTEECACARCT GRAGCTGGETGER 212

63
105
1z3

1&5

48



uery 1 CCTGEGEECAGCTT CGTGGTGAGGCTCCCCTTTICTIGOGGAGAT TCTCTTCCTCTIGIGHME 75

CEPTEECETTEnr trrer et rr e i
Shict... 175 CCTGGEEGEECAGCT-CETGETEAGECTCCCCTTTCTTGOGERGATTCTCTTCCTCTIGTGOE 117

Query. 76 CCGGICTCTCCCAGGACAGGCACAAACACGCACCTCARAGCTGTTCCGTCCCAGTAGATT 135
FErerrerrerrerrerrerr et ettt erter et ettt ettt e ettt errrererl
Skict. 116 CCGGEICTCTCCCAGGACAGGCACAALCACGCACC TCARMAGCTGT TCCGTCCCAGTAGATT 57

fuery  13¢  ACCACTTGTGEGETCCICCACTTCGCGGCGGERCATGEET GTGTAGARGARTCCACE 151
LULEEL LT

fk1er.. 5 ACCRCTTGTGGEICCTCCACTTCGCGECGGERCATGEET GTGTAGRAGRATCCACE L

Sekil-22 a) TP53 (8. Ekzon) kontrol cDNA 6rnegine ait referans diziler(212bp), b-1) TP53 kontrol cDNA
orneginin forvard-primerle yapilan dizi analizi sonuglarinin referans dizilerle karsilastirilmasi, b-2) 7P53 kontrol
cDNA 6rneginin reverse-primerle yapilan dizi analizi sonuglarinin referans dizilerle karsilastirilmasi.

4.2.2.2 Mutant TP53 (¢.793C>T) ve Referans cDNA Dizilerinin Karsilastirilmasi

Mutant 7P53 (8. Ekzon; ¢.793C>T) cDNA 06rnegine ait iki yonlii dizi analizi sonuglari
referans cDNA dizileriyle karsilastirildi ve mutasyonun splicing 'de hataya neden olmadig:

goriildi (Sekil-23).

Cuery 13 ERIGTEGENCCSOICENGTGCTAAT CTANT GoGACGEARCAGCTTTGAGETECGTSTTITGST 71

I rrrerr eerrrerrreerrrr rrerrrrerrerrrrerrrerrrer e
Skict. 35 EETCCNCCNCCCHECENETCCTART CTART GoEACGERACAGCTTTEAGGTECETETTITGT 95

Query. .72 GCCTGTCCTGGGAGAGACCGEECECACAGAGEALGAGAAT CTCCGCARGARAGEGEAGCCT 131
R R R R R R RN R R RN R RN R RN AR R RN RN ERRRNRREENEREY
Shign 96 GCCIGTCCTGGGAGRAGACCGGCGCACAGAGGEARGAGART CTCCGCARGARAGEGEAGCCT 155

Query. 132 CACCACGRGCTGCCCCCAGGGAGCACTAAGCGAGTGECACAACTGEAGBCTEEETEGEE 185

Frrrerrrerrrereerrrerrerrrerrrerrerrr ettt ettt rrtrrrrrnl
Shigt.. 156 CACCACGRGCTGCCCCCAGGGEAGCACTARGCEAGTGECACALCTGEAGCTGEETEEE 212

Ouery. 1§ GGGEECAGCTCETGGTGAGGCTCCCCTTT CTTGCGEAGATTCTCTTCCT CTGTGCGCCGE 75
NN R R RN NN NN RN NN RNNNARNNNEEEaaAmmNEEEIAEmy
Shigh.. 172 GGGEECAGCTICETGGTGAGGCTCCCCTITCTTGCGGAGATTCTCTTCCTCTGTGCGCCGE 113

Query. 76 TCTCTCCCAGGACAGGCACARACACGCACCTCARAGCTGTTCCGTCCCArAGATTACCE 135
frrererrerrrererrrrerrrerertrrrrrer et rr ettt rrererrrtd
Skigt.. 112 TCTCTCCCAGGACAGGCACARACACGCACCTCARAGCTGTTCCGTCCCATAGATTACCE 53

Zaszy. 13%  CTTETGGETCCTCCACTICGUGGCGEEACATGEETETGTAGRRGRATCCACE 137
I

fhigh. 5%  CTTETGEGICCTCCACTTCGCGGECGGEACATGEETGTGIAGRRGRAATCCACE 1

Sekil-23 a) Mutant TP53 (8. Ekzon; ¢.793C>T) cDNA &rneginin forvard-primerle yapilan analizi sonuglarinimn
referans dizilerle karsilastirilmasi, b) Mutant TP53 (8. Ekzon; ¢.793C>T) cDNA 0rneginin reverse-primerle
yapilan dizi analizi sonuglarinin referans dizilerle karsilastirilmasi.
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4.2.2.3 Mutant 7P53 (8. Ekzon; ¢.801G>T) ve Referans cDNA Dizilerin Karsilastirilmasi

Mutant TP53 (8. Ekzon; c.801G>T) cDNA 06rnegine ait iki yonlii dizi analizi sonuglari
referans cDNA dizileriyle karsilastirildi ve mutasyonunu splicing’de hataya neden olmadig:

tespit edildi (Sekil-24).

a)
Query 26 |[EENWBETGSTWATCTACTGGGACGEARCAGCTTTGAGGTGCGTSTTIGTGCCTGTCCIGS &5

CE TR FEE e e b e e el
Skigt.. 47 EECEEETGCTAATCTACTGGGACGBAACAGCTTTGAGCTGCGTETTTCTGOCTGTOCTEE 106

Query 86  GAGAGACCGGCGCACAGAGGARGAGARTCTCCGCARGARAGGGGAGCCTCACCACGAGCT 145
FEEerrreerrrerrreer et ettt retrt ettt ettt e treetr et rrerntl
Shict.. 107 GAGAGACCGGCGCACAGAGGARGAGAATCTCCGCAMGARAGGGGAGCCTCACCACGAGCT 166

Query. 146 GCCCCCAGGGAGCACTAAGCGAGTGGCACARCTGGAGCTGGGTGGA 191

RN RN R RN AR RN AR RN
Shict.. 167 GCCCCCAGGGAGCACTANGCGAGTGECACAACTGGAGCTGGETGGER 212

Query 33 GAGGCTCCCCTTTCTIGCGGAGATTICICTTCCTCTIGIGCGCCGGTCTCTCCCAGGACAGE 92

MR RN NN NN RN RRRNARNNNRREREEREA RN
Shict.. 156 GAGGCTCCCCTTTCTIGCGGAGATTICICT TCCTCTGIGCGCCGGTCICTCCCAGGACAGE 97

Query 93 CACARACACGCACCTCARRGCTGT TBCGTCCCAGTAKAT TACCETTGHEEEIOEIOENE 152

FELLL TR e et r e et b
Skigh.. 96 CACARACACGCACCTCARAGCTGT TECGTCCCAGTAGAT TACCACTIGIGEGTCCIC0AE 37

zry 153 TICKYGGCGGGACATGEET GTGTAGARRRATCCACGE 123
M
Skisr. 3¢ TICGCGGCGGGACATGGETGTGTAGAAGRATCCACE L

Sekil-24 a) Mutant TP53 (8. Ekzon; ¢.801G>T) cDNA 6rneginin forvard-primerle yapilan analizi sonuglarinin
referans dizilerle karsilastirilmasi, b) Mutant TP53(8. Ekzon; c.801G>T) cDNA o&rneginin reverse-primerle
yapilan dizi analizi sonuglarinin referans dizilerle karsilastiriimasi.

4.2.3 BAI3 Kontrol ve Mutant cDNA Dizilerinin Karsilastirilmasi

4.2.3.1 BAI3 Kontrol ve Referans cDNA Dizilerinin Karsilastirilmasi

Transfeksiyon sonrasi BAI3 geninin 8. ekzonunu igeren kontrol cDNA 6rnegine ait iki
yonlii dizi analizi sonuclar1 referans ¢cDNA dizileriyle karsilastirildi ve kontroliin dogru

sekilde splice oldugu goriildii (Sekil-25).

a)
CGTGGATTCTTCTACACACCCATGTCCCGCCGCGAAGTGGAGGACCCACAAGC CAATGGTCAATG

GAATCAGTGGGGTCATTIGGAGTGGTIGTT CCAAGTCCTGT GATGG.GG CTGGGAAAGGCGAA
TAAGGACCTGTCAGGGT GCAGT GATAACAGGGCAGCAAT GTGAAGGAACG GG UGAAGAAGT
GAGAAGATGCAATGAGCAGCGAT GCCCTGTGGCACAACTGGAGCTGGGTGGA
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b-1)

b-2)

EEECCAATGGTCAATGERAA TCAGT GEGET CATTE GAGTGETTST TOCALGTCCTETGATE

CECEETTEE bbb bbb e e b e e e
ERECCARTEETCAR TEEAR TCAGT GEEET CATTGGAGTGETTET TOCARGTCC TETERATE

GOGECTEEEARNGE CGART ANGER CCTGT CAGGE TECAG TGATA RCAGE GCAGCRATGTG
Frrrrreerreerrrreerreerrrreer ettt e e e et e e e et
GOGECTEEEARMGECGRARAT AAGGACCTET CAGGE TECASTEATA ACAGEGCAGCAATGTS

AMGLARACGLGGCGARGAAGT GAGRRA GATGC AGTGAGCAGC GATGC CCTGT GECACRACT GG

Frrrerrererrrerrerrerrerrerrer crrerrrrrrrr e e
ARGGRRCGEGCGAR GAAGT GAGRRGATGCARTGAGCAGCGATGC CCTGT GECACRACT GG

AGCTGGETGGER 191

AR RRNARE
AGCTGGEETEGR 240

CACARTGCT GCCCT GTTAN CAC TG CACCC TRACAGGTCC TTATT CGCCT TTOC CAGCCGT

CEEr rrererrrerrer rrrerrerrrrrrrrrrrer et rrr e el
CRCATTGCT GCCCT GTTAT CAC T CACCC TRRCAGGTCCTTATT CGCCT TTOC CAGCCGT

CATCACRGGACTTGEARCARCCAC TCCAR TGACC CCACT GATTCCATTGACCATTGEETT
Ferrrreerreerrrrerrrerrr e e ettt e et e e
CATCRACAGERCT TG AR RO CRC TOCAR TR OO CCRCT GATTCCATTGRCOCATT

les

1

110

120

Sekil-25 a) BAI3 (8. Ekzon) kontrol cDNA 6rnegine ait referans diziler(240bp), b-1) BAI3 kontrol cDNA
orneginin forvard-primerle yapilan dizi analizi sonuglarinin referans dizilerle karsilastirilmasi, b-2) BAI3 kontrol
cDNA 6rneginin reverse-primerle yapilan dizi analizi sonuglarinin referans dizilerle karsilastirilmasi.

4.2.3.2 Mutant BAI3 ve Referans cDNA Dizilerin Karsilagtirilmasi

Mutant BAI3 (8. Ekzon; ¢.1419C>T) cDNA 06rnegine ait iki yonlii dizi analizi sonuglari

referans cDNA dizileriyle karsilastirildi ve sonuclar mutasyonun splicing’de hataya neden

olmadigin1 gostermektedir (Sekil-26).

aiﬁmvﬁ

Fplck.. 170
Query 133
Shigt 337

TGEEICTATGGAATC AGTGEGETCATIGEAKTGRT TETTCCWAST CCTGT GATCHGECTE
Ferrr rrrreerrererrreerrererr e rrererrr rrrrrerrrerrr rertd
TG{-ECAAIGGAAICAGIGGGGICAHGGAGIGGTTGFICCAM&TCCIGIGATGGIGGCTG

GEAARGGOGARTAR GLACC TG CAGGETE YWETGATARC AGGGCAGCAA TETCARGERA BT
FEEErrrrr el FErrrerrrrrerrrerrrererrreetl
GEAARGGOGARTAR GLGACCTGTCAGGETGCAGTGATARC AGGGCAGCAA TETCARGEA RD

GEGCGARGARGTGAGRAGR TGCAG TERAGC AGCGATGCCC TETGE CACRA CTEEAGCTG GG

frrrererrerrrertrrr e terrrrrrrr et et e e e
GEGCGARGARAGTCAGRAGA TGCAR TEAGC AGCGATGCCC TETGE CACRA CTEEAGCTG GG

TGGA 196
(AN
TGEGA Z40

11sa

132

17&
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b)
Query. 19 TGCATCTICTCACTTCTICGCCCGTICCTTCACATTIGCTGCCCTGTTATCACTGCACCCT 73

AR RN RN AR RN RN AR RN RN RRNAnARRA AN NN
Skigt. 195 TGCATCTTCTCACTTCTTCGCCCETTCCT TCACATTGCT GCCCTGTTATCACTGCACCCT 140

Query .79 GRCAGGTCCTTATTCGCCTTTCCCASCCCCATCACAGGACTTGGARCARCCACTCCART 133
Frrerrreerreerreerr et retrt et er et ert et rrerttd
Shigh.. 139 GACAGGICCTTATTCGCCTTTCCCAGCCJJCCATCACAGGACTTGGAACARCCACTCCART 80

Query.. 1395 GACCCCACTGATTCCATTGACCAT TGCEITEIGEEICCTCCACT ICEOGEUNEEACATEE 197

I Y
fkigr..78  GACCCCACTGRTTCCATIGACCAT TGGEITETGEGTCCTCCACTTCGCGECEGEACATEE - 0

Query..19% CIGIGIAGAAGARTCCACE 17

EREREERERERERERRER
Shige...13 CIGTCTAGARGENTOCECE 1

Sekil-26 a) Mutant BAI3 (8. Ekzon; c.1419C>T) c¢cDNA o6rneginin forvard-primerle yapilan dizi analizi
sonuglarinin referans dizilerle karsilastirilmasi, b) Mutant BAI3 (8. Ekzon; c.1419C>T) cDNA o6rneginin
reverse-primerle yapilan dizi analizi sonu¢lariin referans dizilerle karsilastiriimasi.

4.2.4 CABLES?2 Kontrol ve Mutant cDNA Dizilerinin Karsilastirilmasi

4.2.4.1 CABLES2 Kontrol ve Referans cDNA Dizilerinin Karsilastirilmasi

Transfeksiyon sonrast CABLES?2 geninin 8. ekzonunu i¢eren kontrol cDNA 6rnegine ait
iki yonlii dizi analizi sonuglar1 referans cDNA dizileriyle karsilastirildi ve kontroliin dogru

sekilde splice oldugu goriildii (Sekil-27).

a)
CGTGGATTCTTCTACACACCCATGTCCCGCC GCGAAGTGGAGGACCCACAAGACCACAGTGATAG
AATAGTGAAGCCCTCAGACCT CAAAAAGGACAT GAACGAGACCTTCAGGGAGAAGTTCCCC

CATGTCAAACTGACGCTGAGCAAAATCAGGAGTGGCACAACTGGAGCTGGGT GGA

b-1)
Cuery 1 AGOCCTCAGACCTCARARR GEGRCATGARACCGAGRCCTTCAGEGAGRARGTTCCCCCATGTCE &0

frrrererrerrrerrerrrrrerr et e et ettt et er e e
Sdck. . J3  AGCCCTCRGACCTCARRARAGGACATGARCGAGRCCTTCAGGGAGARGTTCCCCCATGTCE 134

Query &€l  AACTGACGCTGAGCAMMATCAGGAGIGGCACAACTGGAGCTGGGTGGA 108

NN RN R RN RN A RN AR RRR AR
Shict.. 135 AACTGACGCTGAGCAAAATCAGGAGIGGCACAACTGGAGCTGGGTGGA 152
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b-2)

Query 19  TCAGTTTGACATGGGGGA-CTTCTCCCTGARGGTCICGT TCATGTCCTTTTTGAGGICTE 77
NN RN RN N RN AR NN RRNNARNNNRRREEEREEREEEIEEY
Shict.. 140 TCAGTTTGACATGGGGGAACTTCTCCCTGARGGTCICGT TCATGTCCTTTTITGAGGICTG 51
Query .73  AGGGCTTCACGTATTCTATCACTGTGCTEITEIGEETCCTCCACTTCEOEECEEENCNTE 137
N RN RN N N N
AGGGCTTCACGTATTCTATCACTGT 21
Query. 133 157
I
. - X

Sekil-27 a) CABLES?2 (8. Ekzon) kontrol cDNA &rnegine ait referans diziler (182bp), b-1) CABLES?2 kontrol
cDNA orneginin forvard-primerle yapilan dizi analizi sonuglarinin referans dizilerle karsilastirilmasi, b-2)
CABLES2 kontrol cDNA oOrneginin reverse-primerle yapilan dizi analizi sonuglarinin referans dizilerle

karsilagtirilmasi.

4.2.4.2 Mutant CABLES?2 ve Referans cDNA Dizilerinin Karsilastirilmasi

Mutant CABLES2 (8.Ekzon; ¢.1002C>T) cDNA ornegine ait iki yonlii dizi analizi

sonuclar1 referans cDNA dizileriyle karsilastirildi ve mutant 6érnegin kontrolle ayni sekilde

splice oldugu goriildii (Sekil-28).

a)
Duery. 1§ CTCAG CCTCCRACCTCARMARGGACGCGRACCGE 75
CEPEE TEEr tir 1t te b tereeeb et e e 1l
Shict. 48 CACAGTGATAGRATACTGRAGCCC TCAGRCCTCARARAGGACATGARCGA 105
Querv. 76 GRCCITCCGGEAGARGTICCCCCATGTCARATTGACGCIGAGCARRATCAGGAGAGGMAL 135
CEPTETE TR et b e e b e eree s 1 1l
Shigt. 106 GARCCTTCAGGEAGAAGTTCCCCCATGTCARACTGACGCTGAGCARRATCAGGAGTGECAL 165
Querv. 136 BWCTGGAGCTGSGIGGA 152
ERRERARNARRRRR
Shigt. 166 BACTGGAGCTGSGIGGA 182
b)
Query 23 BACATGKIGEGRACT TCTCCMIGRAGGWCTCGITCATGICCTTTTTGRGETCTGAGGGCTT 82
CEPEE TR e terr e eerr e e e b e el
Shigt. 132 BCATGG-GGGRACT TCICCCIGAAGGICTCGITCATGICCITITTGAGGTCTGAGGGCTT 74
Guery.. 23 CACYTATICTATCACTGIG 142
R R R R RN N R R R N RN NN RN R R RN NN R RR R ERENNNARERY
Shigt. 73 ATTCTATCACTGTG 14
Query... 143 155
CIITTIIEErrd
SRlgk. 13 1

Sekil-28 a) Mutant CABLES?2 (8.Ekzon; ¢.1002C>T) cDNA 6rneginin forvard-primerle yapilan dizi analizi
sonuglarmin referans dizilerle karsilastirilmasi, b) Mutant CABLES2 (8.Ekzon; ¢.1002C>T) cDNA 0&rneginin
reverse-primerle yapilan dizi analizi sonuglariin referans dizilerle karsilastiriimasi.
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4.2.5 PTCH?2 Kontrol ve Mutant cDNA Dizilerinin Karsilastirilmasi
4.2.5.1 PTCH2 Kontrol ve Referans cDNA Dizilerinin Karsilastirilmasi

Transfeksiyon sonrast PTCH?2 geninin 2. ekzonunu igeren kontrol cDNA Ornegine ait
iki yonlii dizi analizi sonuglar1 referans cDNA dizileriyle karsilastirildi ve kontroliin dogru

sekilde splice oldugu goriildii (Sekil-29).

a)
CGTGGATTCTTCTACACACCCATGTCCCGCCGCGAAGTGGAGGACCCACAAGATCCTAGU TGGGAG
CCTGAAGGCTCCACTCTGGCTTC GTGCTTACTTCCAGGGCCTGCTCTTCTCTCTGGGATGC GGGATC
CAGAGACATTGTGGCAAAGTGCTCTTTCTGGGACTGTTGGCCTTTGGGGCCCTGGCATTAGGTCTCC
GCATGGCCATTATTGAGACAAACTTGGARC AGC TCTGGG TAGAAGTGGCACAACTGGAGC TGGGT

Query .19 HEEGASGEAEAREATCCTAGCTGEGAGCCT GAAGECTCCACTCTGGCTTCGTGCTTACTTC 78

CEELE LT e ity
Shigh..41 EEEECCCECEEENTCCTAGCTGEGAGCCTGAAGGCTCCACTCTGGCTTCGTGCTIACTIC 100

Query .79 CAGGGCCIGCTCTTCICICTGGGATGCGGGATCCAGAGACATTGTGECARAGTGCTICTTT 133
RN AR RN RN RN RN R RRNERNNNRREREERERA RN
Shict.. 101 CAGGGCCTGCTCTTCICICTGGGATECGEGATCCAGAGACATTGTGGCARAGTGCTICTTT 160

Query.. 135 CTGEGACTSTTGECCTTTGGGGCCCTEECATTAGGTCTCCGCATGGCCATTATTGASACE 153

RN RN AR N RN RN RN RRRNARNNNAREREEREA RN
Shict.. 16l CTGGGACTGTTGGCCTTIGGGGCCCTGECATTAGGTCTICCGCATGGCCATTATTGAGACE 220

Query. 199 AACTTGGAACAGCTCIGGGTAGAAGIGGCACAACTGGAGCTGGETGGA 246

NN R AR R RN R R RN NN EEE Y
Shict.. 321 AACTTGGAACAGCTCIGGGTAGAAGIGGCACAACTGGAGCTGGGTGGA 265

b-2)

Query. 18 AGTTTGICTCAATAATGGCCATGCGGAGACCTARTGCCAGGGCCCCARAGGCCARCAGTC 77
FErerrreerreer et rretrr ettt e ettt ettt et ettt rrerttd

Shict.. 224 AGTTTGICTCAATAATGGCCATGCGEAGACCTARTGCCAGGGCCCCARAGGCCAACAGTC 165

Query 75  CCAGARAGAGCACT TTGCCACAATGICTICTGGATCCCGCATCCCAGAGAGARGAGCAGGC 137
RN RN R R RN RN RN RN NN RRRRERONRRREREERERREEEEERT
Shict.. 164 CCAGARAGAGCACTTTGCCACAATGTICTICTGGATCCCGCATCCCAGAGAGAAGAGCAGGC 105

Query...133 CCTGGAAGTARGCACGAAGCCAGAGTGEAGCCTT CAGGCTCCCAGCTAGGATENIGIBEE 197

FEETELE T E e e e et bt e b e re e e e e e r e et
Skigt... 104 CCTGGAAGTAMGCACGRARGCCAGAGTGEAGCCTT CAGGCTCCCAGCTAGGATETIGIGEE 45

fuery 133 TCCTCCACTTCGCGGCGGGACATGGETGTGTAGRAGARTCCACG 241
I
Skizn 44 TCCTCCACTTCGCGGCEGEACATGGETGTGTAGRAGARTCCACS |

Sekil-29 a) PTCH2 (2. Ekzon) kontrol cDNA 6rnegine ait referans diziler(268bp), b-1) PTCH2 kontrol
cDNA o6rneginin forvard-primerle yapilan dizi analizi sonuglarinin referans dizilerle karsilastirilmasi, b-2)
PTCH2 kontrol cDNA &rneginin reverse-primerle yapilan dizi analizi sonuglarmin referans dizilerle
karsilagtirtlmasi.
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4.2.5.2 PTCH2 Mutant ve Referans cDNA Dizilerin Karsilastirilmasi

Mutant PTCH2 (2. Ekzon; ¢.249A>G) cDNA 0Ornegine ait iki yonli dizi analizi

sonuclar1 referans cDNA dizileriyle karsilastirildi ve mutant 6rnegi kontrolde oldugu gibi

dogru sekilde splice oldugu gorildii (Sekil-30).

a)
Query 16

EEENTREL T CCTAGCYGGGAGCCT GAAGE CTCCACTCTGGCTTCGTGCT TACT TCCCG G-

P rrrerrer rreerrrrrrrrererrr e er e e e rrrrrrr 1
CCTAGCTOEEAGCCT GRAGG CTCCACTCTGGCTTCGTGCT TACT TOCAGGS

CCIGCTCTT CICTICTGEEA TGO GATCC AGRGA CATTG TGECARRGTGCTCT TICTGGG
Frrrrrrerrrerr et e et ettt e et e e ey
CCIGCTCT T CICTC TR TEOGG GATCC AGRGA CATTG TEGCARRGTGCTCT TICTG GG

ACTGT TG CTITG GO CTGEC AT TAGGTCTCOGCAT GECOCATTATT GRGACRRACTT

rrrerrerrerrerrerrerrerrerrr et ettt e et et e
ACTGTTGECCTITG GO CTGEC AT TAGGTCTCOGCAT GECCATTATT GRGACRRACTT

AGCTCTGGGTAGRRGTGECACRACTGEAGCTGEGTEEE 237
PEErrrrrreerrrrrerreerr et rrr ettt
GGH'CAECICIGGGTAEAAGIGGCMAMTGGAECIGGGTGGA 263

AGTCCCAGRRARGAGCACTT TGOCACAR TG TCTCT GEATCCCGCATCCCAGAGA GRRAGA GT
Ferrrrerrreerrrr et e e et e ettt e et e e
AGTCCCAGRRARGAGCACTT TGOCACAR TG TCTCT GRATCCCGCA TOCCAGRGA GRAGAGT

AGGCCCTGGAMGTAAGCACGAAGC CAGAG TEEAG CCTTCAGGCT CCCAGCTAG GATHRENS

Crrrerrererrrerrerrrrrerrerrr ettt rrrrerr e e e e
AGGCCCTGEARGTARGCACGRAGC CAGAS TGRS CCTTCAGGCT COCRAGCTAS

243
L errer et e et er e et ettt
1

194

225

135

1049

195

43

Sekil-30 a) Mutant PTCH2 (2. Ekzon; ¢.249A>G) cDNA o6rneginin forvard-primerle yapilan dizi analizi
sonuglarinin referans dizilerle karsilastirilmasi, b) Mutant PTCH2 (2. Ekzon; ¢.249A>G) cDNA o6rneginin
reverse-primerle yapilan dizi analizi sonug¢larinin referans dizilerle karsilastiriimasi.
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S. TARTISMA

Pre-mRNA alternatif islemlenmesi bir genin farkli fonksiyonlara sahip ¢ok sayida
protein iiretmelerine olanak saglar. Normal kosullar altinda bu mekanizma insanlarda
farklilik gosteren kompleks dokularin fonksiyonel gereksinimlerini karsilamak igin siki bir
sekilde diizenlenir'®. Hiicresel cis etkili, trans etkili ‘splicing’ diizenleyici elementleler ile
cekirdek ‘spliceosome’ kompleksi bilesenlerinin derisimleri ve bu bilesenlerde olusan
mutasyonlar kanser gelisimindeki hatali mRNA iirlinlerinin en temel sebebidir'’. Cis-etkili
splice diizenleyici pre-mRNA dizilerinde olusan mutasyonlar ekzon atlanmasina'’, yeni bir
splicing sinyalinin olugmasina veya kriptik bir splice sinyalinin aktive olmasina neden olarak
mRNA igerigini degistirebilirler®®. Mutasyon etkisi ile olusan splicing defektleri genelde
okuma c¢ercevesinde kaymaya ve erken sonlanma kodonu olusumuna yol acarak proteinin C-
terminalinde kisalmaya, sonug¢ olarak giidiiklesmis proteinlerin olusmasina yol acar. Erken
sonlanma kodonu olusmasi ‘Erken Sonlanma Kodonu Aracilikli mRNA Yikimi® (Nonsense-
mediated mRNA decay: NMD) yolu ile mRNA iiriiniin yikimi ile sonuglanabilmektedir®-"°.
Yakin zamandaki caligmalar alternatif splicing’e neden olan durumlarin yaklasik %35°i NMD
ile yikima ugratilabilecek erken sonlanma kodonu i¢eren mRNAlar iirettikleri belirtilmistir’.
Bir diger olgu ise Nonsense-associated altered splicing (NAS) mekanizmasi heniiz biitiiniiyle
aydinlatilmamis; erken sonlanma kodonunun olugmasina neden olan mutasyonlar ekzonun
atlanmasi1 veya mRNA igeriginin ¢esitli sekillerde degisimine neden olabilir'. Belirtilen bu
durumlarda mRNA iselemlenmesini olumsuz etkileyen mutasyonlar siklikla hatali ve islevsel
olmayan protein iirlinlerinin olusmasina neden olurlar. Pre-mRNA islemlenmesini bozan
mutasyonlar kanser gelisiminde kilit 6neme sahip TSG’lerde islev kaybi veya onkogenlere
islev kazandirabilirler’. Kanserin klonal evriminde kanser gelisimine katki sunan mutasyonlar
siiriicii (Driver) mutasyonlar, katkisi olmayan mutasyonlar yolcu (Passenger) mutasyonlar
olarak ifade edilirler. Kanser gelsiminde Onleyici role sahip olan TSG’lerde gozlenen ve
splicing’i bozan mutasyonlarin gende islev kaybina yol agma olasiliklar1 yiiksektir. Bu
nedenle TSG’lerde mRNA islemlenmesini bozan mutasyonlar kanser gelisimine katki sunan

stirlicii mutasyon olarak islev gorebilirler.

Komsu dokularla kiyaslandiginda kanser dokulariin splice varyanti yoniinden daha

5,11

zengin oldugu gorilmiistiir Artan kanitlar pre-mRNA’nin hatali islemlenmesi ile

olusturulan hatal proteinlerin tiimér gelisimine katki sunduguna isaret etmektedir'’. Kanserin
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tiim evrelerinde alternatif splicing ile farkli iiriinlerin Olusumlar1 gozlenir’®. Tiim genomu
kapsayan ve bir¢ok kanser tiiriinii igeren ¢alismalar kanserle iliskili 15.000°den fazla splice
varyant1 tespit edilmistir'®. Ozellikle miyelodisplastik sendrom ve miyelodisplazi hastalarinin
%45-85’inde  splicing mekanizmasinda rol alan bilesenlerde mutasyon oldugu
belirtilmektedir”. Bir calisma kronik miyelod 16semili (KML) olgulara ait hiicreler, normal
hiicrelerle kiyaslandiginda 2000 kadar genin farkli izoformunun oldugu tespit edilmistir’'.
Embriyonik gelisim asamasinda bir¢ok kanserle iliskilendirilen splicing izoformlar1 eksprese
olurken normal yetiskin bireylerde eksprese olmaz®®. Genom ve RNA dizi analizi verileri
birgok yeni alternatif splicing varyantini tanimlamamizi saglamis ancak bu varyantlarin
¢ogunun fonksiyonu bilinmediginden ileri analizler gerektirmektedir’’>. Kanser gelisiminde
etkili genler ve hatali mRNA iiriinleri tedavide hedef molekiiller olarak secilebilir’' bu
nedenle ileri analizlerle kanserlerde 6zgiil molekiillerin tanimlanmasi tedavide ¢ok 6nemlidir.

Calismamizda segilen sekiz mutasyona ait HSF analiz tahminleri mutasyonlarin splicing
diizenleyici elementlerde (SRE) bozulmalara neden olduklar1 ve splicing'de degisime neden
olabileceklerine isaret etmektedir. Yapilan DNA dizi analizleri sonucunda CDKN2A (Ekzon
2), TP53 (Ekzon 8), BAI3 (Ekzon 8), CABLES2 (Ekzon 8) ve PTCH2 (Ekzon 2) genlerine ait
kontrol orneklerinde mRNA’nin dogru sekilde islendigi goriildii. CDKN2A(Ekzon 2;
c.273G>A, ¢.339G>T, ¢.342C>QG), TP53 (Ekzon 8; ¢c.793C>T, ¢.801G>T), BAI3( Ekzon 8&;
c.1419C>T), CABLES2 (Ekzon 8; c.1002C>T) ve PTCH2 (Ekzon 2; c.249A>QG) sessiz
mutasyonlarin ¢cDNA dizi analiz sonuglarinin kontrolle uyumlu oldugu tespit edilmistir.
Sonug olarak hicbir 6rnekte hatali mRNA {iriiniiniin olugmadig, tim 6rneklerin dogru sekilde
islemlendigi goriildii. h\MLH1 ve hMSH2 genlerinde goriilen 99 mutasyon ile ilgili bes farkl
biyoinformatik tahmin programi ile yapilan analiz sonucunda 20 missense mutasyon
secilmigtir. Secilen mutasyonlarin mRNA iizerine etkisini belirlemek iizere ii¢ farkli hiicre
hatt1 kullanilarak minigen analizleri yapilmistir. Caligmada biyoinformatik tahmin analiz
programi sonuclarina gore splice defekti olusumuna isaret eden 20 mutasyondan sekizinde
splice defekti tespit edilmistir. Bu durum deneysel sonuglarla biyoinformatik analizlerin her

zaman uyumlu olmadigini gostermektedir’.

Tek aminoasit degisimi, baz eklenmesi, baz silinmesi, erken sonlanma mutasyonlar1 ve
sessiz mutasyonlart iceren bircok c¢aligma ESR dizilerini (Exonic Splicing Regulatory
element) bozarak mRNA islemlenmesini etkilediklerini gosterilmistir. ESE dizilerini bozan

mutasyonlar ekzon atlanmasi veya hatali mRNA iriinlerinin olugmasma neden olabilir'"*’,
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Bu konuda c¢ok sayida calisma yapilmistir. Ornegin, MCAD (Medium-Chain Acyl-CoA
Dehydrogenase) geninde c.362C>T missence mutasyonunun 5. ekzonda bir ESE dizisini
bozarak ekzonun atlanmasina neden oldugu gosterilmistir**. Benzer sekilde SMN2 geninde
bir sessiz mutasyonun (Ekzon 7°de) mRNA iiriinlerinin %80’inin ekzon 7’yi icermedigini

gosterilmigtir" %4

. BRCA2 genindeki (Ekzon 6) 744G>A sessiz mutasyonunun ekzon 6 ve
ekzon 5-6’nin atlanmasi ile sonuglanan iki farklt mRNA iirtinii olusturdugu gésterilmistir“.
APC geninde 1869G>T (R623R) (Ekzon 14) sessiz mutasyonunun ekzon 14’{in atlanmasi ile
sonuclandig1 gosterilmistir®®. PAH geninde yer alan 1197A>T sessiz mutasyonunun mRNA
iiriiniinde ekzon 11’in atlanmasina neden oldugu gésterilmistir*’. Bir tiimér siipresor gen olan
KLF6 geninin 1. intronunda goriilen tek niikleotid (G>A) polimorfizmi SRSF5 (SRp40) i¢in
bir baglanma motifi olusturarak KLF6 genin 2. ekzonunda kriptik bir splice-site olusumuna
neden olur. Olusan splice varyant: prostat kanseri gelisimine katki sunar’’. Akraba olmayan
tic HNPCC (Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer) hastasinda gézlenen MLH1 geninin
12. ekzonunun 461. kodonunda yer alan AAG>TAG anlamsiz mutasyonun ESE dizisini
bozdugu COS-1 hiicre hatt1 kullanilarak yapilan minigen analizi ile ekzon atlanmasi ile
sonuclandig1 ortaya konmustur’*. MLHI geninin 3. ekzonunda c.213_215delAGA (okuma
cercevesi igerisinde), ¢.214G>T ve c.216T>C sessiz mutasyonlarmni kapsayan minigen
analizleri, li¢ ornekte de cDNA {iriiniiniin 3. ekzonu igermedigini gostermistir. Bu fi¢
mutasyonun Ekzon igerisindeki bir ESE dizisini bozdugu ongoriilmiistiir””. Meme kanseri
goriilen bir ailede BRCA2 geninin 18. ekzonunda bulunan T2722R (8393C>G) mutasyonunun
cDNA analizleri ekzon 18’in atlandigin1 gosterilmistir. Mutasyon okuma cergevesini
bozmakta ve erken sonlanmaya neden olmaktadir. Mutasyonun potansiyel ii¢ ESE dizisini
bozdugu 6ng6rﬁlmﬁ§tiir76. Baska bir calisjmada LAMA2 geninin 15.ekzonunda go6zlenen
c.2230C>T (R744X) anlamsiz mutasyonun cDNA analiz sonucu gen iiriiniin ekzon 15’
icermedigini gosterilmistir’’. BRCAI geninin 18. ekzonunda belirlenmis E1694X anlamsiz
mutasyonunun cDNA diizeyindeki analizleri mutasyonun ekzon 18’in atlanmasi ile
sonuglandigr ve mutasyonun erken sonlanmadan ziyade okuma ¢ergevesinin korundugu 26
aminoasitlik bir kisalmaya neden oldugunu gdstermistir’®. Yukarida belirtildigi gibi ¢ok
sayida farkli mutasyonun mRNA islemlenmesi iizerine etkilerini test etmek icin splicing hibrit

minigen analiz sistemleri kullanilarak basarili sonug elde edilmistir.

MLH]I ve MSH?2 genlerine ait 87 genetik varyasyonun test edildigi bir ¢calismada, direkt

periferik kandan izole edilen RNA kullanilarak ve hiicre hatlar1 ile yapilan splicing hibrit
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minigen analiz sonuglar1 karsilagtirmali olarak ele alinmistir. Calismada ayni1 mutasyonlar i¢in
farkli minigen sistemleri kullanilarak mRNA islemlenmesinde farkli iiriinler olusabilecegi
gosterilmistir. Ornegin pCAS ve pSPL3 vektorleri ile ayn1 mutasyonlarla yapilan bir
calismada farkli sonuglar alinmistir. MLHI geninin 10. ekzonda yer alan c.794G>A
mutasyonunun mRNA {izerine etkisini test etmek i¢in pCAS vektorii kullanilarak HeLa,
DLD1 ve COS-7 hiicre hatlar1 ile yapilan minigen analizi transkriptin ekzon 10’u iceren ve
icermeyen iki {irlin olustugunu gostermistir. Ayn1 kontrol ve mutasyon i¢in pSPL3 vektorii
kullanildiginda mutant 6rnek ile benzer sekilde kontrol 6rneginde de ekzon 10’u iceren ve
icermeyen iki traskript iiriinii olustugu tespit edilmistir. Bu durum farkli transkripsiyon

minigen analiz sistemlerinin farkli sonuglara neden olabilecegini gdstermektedir™.

Genlerdeki genetik varyasyonlarin farkli hiicre tiplerinde transkript diizeyinde etkileri
farklilik gdsterebilir. Ornegin Japon bir Duchenne muscular dystrophy (DMD, MIM 310200)
hastas1 ¢gocukta DMD geninin 42. ekzonunda gozlenen ¢.5985T>G anlamsiz mutasyonun
(p-Y1995X) yapilan invitro hibrit minigen deneyleri ve c¢DNA dizi analiz sonuclari,
mutasyonun degisik dokularda farkli sonuclara neden oldugu belirlenmistir’’. Mutasyonun
lenfosit hiicrelerinde mRNA’da 42. ekzonun 5’ ucunda 63bp kisalmaya neden olan bir {iriin
ve ekzon 42’nin igerilmedigi bir bagka liriin olusturdugu belirlenmistir. Ayni calismada
mutasyonun iskelet kasi hiicrelerinde herhangi bir splice defektine deden olmadigi, HeLa

hiicrelerinde ise 63bp kisalan iiriin ve normal splice olan iki iiriin olustugu tespit edilmistir’”.

Trans etkili splicing faktorleri mRNA islemlenmesinin diizenlenmesi basta olmak iizere
hiicrede hayati 6neme sahip islevleri vardir. Bir SR proteini olan SF2/ASF tavuk DT40 hiicre
hatlarinda hayatta kalma acisindan zorunlu ve miktarindaki azalma diger SR proteinlerinin
fazla ifadesi ile giderilememektedir. SRp20 fare gelisiminde 6nemli oldugu, SC35 gen
delesyonu T hiicre olgunlagsmasinda kusura neden olur. SRp55/B52 geninin bozulmasi meyve
sineginde (Drosophila) gelisim asamasinda 6Sliimciildiir’’. Bazi SR proteinleri hiicre
bliylimesi, hiicre ¢ogalmasi, apoptoz, senesens ve genom  stabilitesi ile
iliskilendirilmistir’**". SR proteinleri transkripsyon, translasyon, mRNA taransportu, NMD

ve translasyon gibi diger biyolojik olaylarda rol oynarlar’.

Trans etkili splicing faktorlerinin bircok kanserde miktarlarin arttigi ve bu genlerdeki
genetik varyasyonlarin kanserlerle iligkisi tespit edilmistir. Birgok calisma bazi trans etkili

splicing faktorlerinin onkogen etkiye sahip oldugunu gdosterilmistir. Baz1 SR proteinlerindeki
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(SRSF2;SC35, SRSF3;SRp20, SRSF5;SRp40 ve SRSF6;SRp55) yapisal ve miktarsal

degisimler, bir¢ok kanserle iliskilendirilmistir’***°.

HNRNPL (heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein L) oral skuaméz hiicre kanserlerinde ¢ok sentezlenir ve SRSF3 (SRp20)
genini onkogenik olan uzun formunun ekspresyonunu uyarir. Bir tiimor slipresoér gen olan
BINI normalde MYC’ye baglanarak proliferatif aktivitesini baskilar. SRSFI geninin fazla
ekspresyonu BINI genin ekzon 12a’y1 iceren MYC’ye baglanamayan {iriiniiniin olugmasina
neden oldugu gésterilmistir’. Meme ve kolorektal kanserde SRP55 (SFR6) geninde mutasyon
tespit edilmistir. insan miksoid liposarkomlarinin %90°inda AnRNP P2 geninin fiizyonuna
neden olan t(12;16)(q13;p11) translokasyonu goriilmektedir. AnRNP-CHOP kimerik geninin
nude-farelerde asir1 ekspresyonu timér olusumu ile sonuclanmustir’. Kemirgen fibroblast
hiicrelerinde ASF/SF2 gen ekspresyonunda ¢ok az artisin immortal fibroblast transformasyonu
icin yeterli oldugu ve nude farelerde sarkom olusumuna neden oldugu gdsterilmistir’"™'.
Ayrica SRSF1’in fazla miktarda ekspresyonun apoptozu geciktirdigi ve farelerde meme
kanseri geligimi i¢in yeterli oldugu gésterilmistirgz. SR proteinlerinden SFRS1’in (ASF/SF2 )
miktariin bir¢ok insan tiimoriinde arttigi, SRSF6 ve PRPF6’nin akciger ile kolon kanserinde
onkogenik 6zellik gdsterdigi belirlenmistir’'. SFRS1’in transformasyona neden olmasi ve

devamligim saglamasi gibi rollerinden 6tiirii bir onkogen oldugu ifade edilmektedir’'**!%2,
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6. SONUC ve ONERILER

Yapilan cDNA dizi analizleri sonucunda CDKN2A (Ekzon 2), TP53 (Ekzon 8), BAI3
(Ekzon 8), CABLES2 (Ekzon 8) ve PTCH2 (Ekzon 2) genlerine ait kontrol 6rneklerinde
mRNA’nin dogru sekilde islendigi saptanmistir. Yapilan deneyler sonrasi, CDKN2A (Ekzon
2; ¢c.273G>A, ¢.339G>T, ¢c.342C>G), TP53 (Ekzon 8; c.793C>T, ¢.801G>T), BAI3 (Ekzon 8;
c.1419C>T), CABLES 2 (Ekzon 8; c.1002C>T) ve PTCH2 (Ekzon 2; c.249A>G) sessiz
mutasyonlarinin ¢cDNA dizi analiz sonuglarmin kontrolle uyumlu oldugu tespit edilmistir.
Sonug olarak higbir 6rnekte hatalit mRNA iiriiniiniin olugsmadigi, tiim 6rneklerin dogru sekilde
islemlendigi gorildii. Bu c¢alismada mutasyonlarin mRNA islemlenmesi lizerine etkisini
analiz etmek iizere her zaman elde edilmesi miimkiin olmayan dokular icin alternatif olarak
‘splicing’ minigen analiz sistemlerinin model olarak kullanilmasmin faydali olabilecegi
goriilmektedir. Calismamizda HSF tahmin sonuglari mutasyonlarin splicing diizenleyici
elementlerde (SRE) bozulmalara neden olduklar1 ve mRNA islemlenmesini bozabileceklerine
isaret etmelerine ragmen secilen sekiz mutasyona ait cDNA analiz sonuglar1 splice defekti
olugmadigini gostermistir. Bizim c¢alismamiz ve benzer deneysel calismalar ile genetik
varyasyonlarim mRNA islemlenmesi iizerine etkisinin deneysel sonuglarinin bu alandaki

biyoinformatik araglarin gelistirilmesine katki sunacagini diisiiniiyoruz.

Deneysel analiz sonuglari, biyoinformatik tahmin analizleri ile uyumlu olsun veya
olmasin bu tarz biyoinformatik araclarinin gelistirilerek daha dogru tahmin yapmalarina katki
sunacaklardir. TSG’lerde gozlenen mutasyonlarin siiriicii veya yolcu mutasyonlar olduklarim
belirlemek kanserle miicadelede biiylik 6neme sahiptir. Genom ve cDNA diizeyinde yapilan
analizlerle, kanserlede 0zgiil genetik varyasyonlarin veya hatali mRNA fdirlinlerinin
tanimlanmas1 6nemlidir. Kanserlerde 6zgiil molekiillerin tespit edilmesi ve hedef segilmeleri

kanser tedavisine katki sunacaktir.

Calismamizda sectigimiz sekiz sessiz TSG mutasyonunun mini-gen analiz sonuglari,
hicbir mutasyonun mRNA islemlenmesini bozmadigi, dolayisiyla kanser gelisiminde etkisi

olmayan yolcu (passenger) mutasyonlar olabileceklerini diisiindiirmektedir.
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