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MIKROARRAY TABANLI YENIDEN DIzZILEME SISTEMi ILE WILSON
HASTALARINDA ATP7B GENINDE MOLEKULER GENETIK ANALIZLER

Ayhan Yilmaz
0z
Bu tez ¢alismasinda, mikroarray tabanli DNA yeniden dizileme ¢ipi ve direkt DNA

dizi analizi yontemi kullanilarak, bakir metabolizmasi bozuklugu sonucu olusan

Wilson hastaligi igin mutasyon taramasi yapildi.

Mikroarray tabanli DNA yeniden dizileme ¢ipi kullanilarak, Wilson hastaligindan
sorumlu ATP7B geninin yirmi bir ekzonu, ekzon-intron baglantisi ve kodlanmayan
(5 UTR ve 3’ UTR ) gen bdlgeleri nikleotit seviyesinde analiz edildi. Mikroarray
yeniden dizileme yontemi ile tespit edilen mutasyonlar, direkt DNA dizi analizi
yontemiyle dogrulandi. Calisma sonucunda, ATP7B geninde toplam on ug farkl
mutasyon ve dokuz farkli polimorfizm saptandi. ATP7B geninde tespit edilen
mutasyon ve polimorfizmler, daha 6nce literaturde tanimlanan mutasyonlardir. En
sik gorulen p.R778G ve p.H1069Q mutasyonlarinin allel sikliklari sirasiyla
%31,25 ve %20.8 olarak belirlendi. ATP7B geninde yaygin olarak bulunan bu iki
mutasyon, Turk toplumunda Wilson hastalarinin mutasyonlarinin daha hizli

taranmasinda kullanildi.

Mikroarray tabanli yeniden dizileme ydntemi, Wilson hastalarinda genetik
analizler icin basarili bir sekilde kullanilabilir. Bu yontem Ozellikle yuksek iglem
hacimli gok sayida Ornegin birarada degerlendirilmesinin gerekli oldugu, hizli ve

yuksek veri analizi igeren deney sistemleri icin tercih edilmelidir.
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MOLECULAR GENETIC ANALYSIS OF ATP7B GENE IN WILSON DISEASE
BY MICROARRAY BASED RESEQUENCING SYSTEM

Ayhan Yilmaz
ABSTRACT

In this study, microarray resequencing chip and direct DNA sequencing was
performed for mutation screening in Wilson disease which caused as a result of

copper metabolism defect.

All twenty-one exons, exon-intron boundries and noncoding genomic regions (5’
UTR and 3’ UTR) of ATP7B gene responsable of Wilson disease were analyzed
at nucleotide level by microarray based resequencing DNA chips. The mutations
found by microarray resequencing chip were confirmed by direct DNA sequencing
method. As result of this study, thirteen different mutations and nine different
polimorphisms were identified in ATP7B gene. All detected mutations and
polimorphisms in ATP7B gene has been previously described in the literature.
Disease causing variants, namely p.R778G and p.H1069Q, were found to be
most common mutations in Wilson disease with an allele frequencies of 31,25%
and 20,8%, respectively in Turkish patients. These two common mutations found
in ATP7B gene were used for rapid mutation screening of patients with Wilson

disease in Turkish population.

Microarray based resequencing can be used as a efficient genetic analyses
method in Wilson patients. This method should be used in experimental systems
which needs high amount of sample processing and highthroughput data

analysis.

Keywords: Microarray based resequencing DNA chip, Direct DNA sequencing

method, Wilson disease, ATP7B, mutation
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1. GIRIS

GUnumuzde mutasyon taramalari ve gen dizileme yodntemlerinde, geleneksel
metodlarin yerini ileri gen teknolojisi Uriinu olan, yiuksek isleme kapasitesine sahip
otomatize sistemler almaya baglamistir. DNA cipleri bu alanda kullanilan en son
teknolojik tUrtnlerdendir. DNA c¢iplerinin kullanimi ile geleneksel metoda dayanan
pek c¢cok deney tek bir ¢ip Uzerinde vyapilabilir hale gelmigtir. Genombilim
arastirmalarinda farkli amaglarla kullanilmak Uzere, ekspresyon analiz gipleri,
SNP genotiplendirme c¢ipleri, belirli niUkleotit dizilerine hedeflenerek 6zgln
tasarlanmisg genotiplendirme gipleri ve farklh genom analizlerine imkan veren
mikroarray tabanl yeniden dizileme cipleri Uretiimektedir. DNA ¢ip analizlerinde
bir zemin Uzerinde sabitlenmis sentetik gen dizileriyle, serbest nukleik asitler
melezlestirilerek es zamanh olarak birgok gen bdlgesi yuksek duyarlilikla
incelenir. Bu tez calismasi kapsaminda, on kalitsal metabolik hastalik icin
mutasyon taramasina yonelik gelistiriimis olan mikroarray tabanli DNA dizileme
sistemi kullanilarak, Wilson hastalarinda molekuler patoloji profilinin  hizl,
ekonomik ve ylksek hassasiyet ile belirlenmesi hedeflenmistir. Bu DNA ¢ipi ile on
farkh kalitsal metabolik hastaliktan sorumlu toplam on dért genin tim DNA dizi
analizi tek bir mikroarray tabanli yeniden dizileme gipi kullanilarak ayni anda
sonuglandirilabilmektedir (Ozgul vd,2008a, Ozgiil vd,2008b, Ozgiil vd,2008c). Bu
calisma, cipin kapsadigi on doért gen icerisinde yer alan ve Wilson hastaligina yol
acan ATP7B geninde hastallk nedeni olan mutasyonlarin ve polimorfizmlerin

taranmasini kapsamaktadir.

Wilson Hastahgi (WH), otozomal c¢ekinik olarak kalitilan bir bakir metabolizmasi
dizensizligi olup, dunya genelinde gorulme sikhdr 1/30,000 ile 1/100,000
arasinda degisir (Frydman,1990; Scheinberg vd,1984; Brewer,1992; Bearn,1960;
Giagheddu,1985 ). WH, kromozomun 13g14.3 bandinda, bakir tagsinimi ve fazla
bakiri vicuttan atmak i¢in gerekli ATP7B proteinini kodlayan ATP7B genindeki
mutasyonlardan kaynaklanir. ATP7B proteini, bakir tagiyan P tipi bir ATPaz olup,
safradan bakir atiliminda 6nemli bir rol oynar (Bull vd,1993; Tanzi vd,1993;
Yamaguchi vd,1993). ATP7B proteini, safra bakir atilimi yolaginda iglev gorar.

ATP7B geninde tanimlanan mutasyonlar, ATP7B proteininin fonksiyonunu



bozarak, basta karaciger olmak Uzere beyin, kornea ve bdbreklerde patolojik

bakir birikimine sebep olur (Tanzi vd,1993).

Bu tez calismasina Hacettepe Universitesi, Tip Fakdltesi, ihsan Dogramaci
Cocuk Hastanesi, Cocuk Saghgi ve Hastaliklari Ana Bilim Dali, Gastroenteroloji
Bolumunde Wilson hastaligi tanisi konulup, klinik olarak izlenmekte olan kirk
Wilson hastasi dahil edilmistir. Bu ¢alismanin amaglari;

i) ATP7B geninin 21 ekzonunun mikroarray tabanh yeniden dizileme ve

direkt DNA dizi analizi yéntemleri ile taranmasi,
i) ATP7B gen mutasyonlarinin ve polimorfizmlerin tespit edilmesi,
iif) TUm bu veriler 1s1ginda yaygin mutasyonlar tespit edilerek, hastalarin

mutasyonlar agisindan daha kisa zamanda taranmasi amaglanmistir.

DNA c¢ip uygulamasi ile ATP7B geninin yirmi bir ekzonu, doért fragmente
ayrilarak analiz edildi ve elde edilen DNA dizi sonuglari kullanilarak, mutasyon
ve polimorfizmler tespit edildi. Tespit edilen mutasyonlar, direkt DNA dizileme
yontemi kullanilarak dogrulandi. Yapilan c¢alismalar sonucu, on dg¢ farkh
mutasyon ve dokuz farkli polimorfizm tespit edildi. Hasta grubumuzda en
yaygin olarak bulunan, p.R778G ve p.H1069Q mutasyonlarinin allel sikhgi
toplam %52'dir. Geleneksel metotlar kullanildiginda, uzun zaman isteyen
ATP7B gibi oldukga buylk bir genin tum bdlgelerinin mutasyon taramasi,
mikroarray tabanli yeniden dizileme c¢ipleri kullanilarak, bu tez c¢alismasi

kapsaminda tamamlanmistir.

2. GENEL BILGILER

2.1. Mikroarray Cipleri

Kalitsal hastaliklarin tani ve tedavisi igin oncelikle bu hastaliklarin molekuler
patolojilerinin aydinlatiimasi zorunludur. Bu alanda genetik taniya yonelik yeni
metot ve teknolojilerin gelisimi hizla devam etmektedir. Bilisim teknolojisindeki
gelisime, insan Genom Projesinin sonuglari da eklenince, tibbi tani sistemlerinde
olaganustu bir ddnem yasanmaktadir. Bu heyecani yaratan yeni gen teknolojileri
arasinda en dikkat ¢ekici olani, DNA c¢ip teknolojisidir. Bu yodntem belki

biyoteknolojinin ulasti§i son noktalardan birisidir (Savli,2003). DNA cipi, Uzerine



basili silikon, plastik veya cam gibi kati bir yizeye baglanmis mikroskopik DNA
noktalari koleksiyonudur. Tek bir DNA c¢ipi Uzerinde binlercesi sabitlenmis DNA
segmentlerine, haberci veya tasiyici denir. Fragmentize edilen DNA, 6nce bir
substrata baglanir ve ardindan bir gen veya fragment baglanir (Parihar,2007).
Gen ifade analizlerine ek olarak, artik arastiricilarin kendi sececekleri gen

panelleri icin de, 6zgun ¢ip tasarimlar Uretilebilmektedir.

insan Genom Projesi tamamlanip, referans olarak kullanilacak genom dizileri
elde edildikten sonra, farkl populasyonlar arasindaki varyasyonlarin ortaya
cikarilmasi i¢in arastirmalar basladi (Collins vd,1997; Nickerson vd,1998). Bu
varyasyonlari belirleme ve argivileme, hastaliklara direng ve yatkinligin genetik
temelini ortaya ¢ikaracak, pozisyonal ve aday gen yaklasimi i¢in kritiktir. Bu dizi
varyasyonlari, basit ve kompleks kalitsal hastaliklar ile gugli ¢evresel etkilesimler
arasindaki ¢calismalarda, genetik belirte¢ olarak kullanilir (Moldin vd,1997; Zhang
vd,1998). Mutasyonlar tanimlandiktan sonra, populasyon tabanli genetik risk
degerlendirme ve tanisal testler icin buyuk Olgekli dizi analizleri gereklidir. Bu
karsilagtirmali dizi ve mutasyon analizleri, disuk butgeli geleneksel teknolojiyle
yapllamaz (Hacia,1999). Oldukg¢a farkli uygulama alanlari olan ¢ip tabanl
hibridizasyon analizi, hizla gelisen bir teknolojidir (Southern,1996;
Ramsay,1998). Cipe konulan nukleik asit komponenti yuz nukleotitden uzun
olanlar, RNA ekspresyon g¢alismasi ve yirmi bes nikleotit uzunluguna kadar olan
oligolar da hem RNA ekspresyonu hem de dizi analizi igin kullanilir (Schena
vd,1995; Lockhart vd,1996). ik baslarda hedef DNA'ya hibridize edilen oligolar,
tipik olarak sekiz nukleotit uzunlugundaydi (Bains ve Smith,1988; Southern
vd,1992). DNA cipleri, teorik olarak Uzerlerine sabitlenmis dizilerle komplementer
batin dizileri analiz edebilir ama kisa tekrar bdlgeleri, hibridizasyon

cakismalarina neden oldudu igin yanlis sonuglar verir (Hacia,1999).

Daha once karakterize edilmis sekans varyasyonlari tanimlama

Bilinen genomik DNA dizi varyasyonlarinin mikroarray tabanli ¢ip teknolojisiyle
tespiti, ilk olarak 1989’da rapor edildi (Saiki vd,1989). Blyluk doku uyumu
kompleksi genlerinden olan, alti HLA-DQA alleline ve dokuz HLB mutasyonuna
komplementer problar naylon filtrelere baglandi ve biyotinle isaretlenmis PCR

urtnleriyle inkibe edildi. Genotipin her allele 6zgll problarla kolorometrik olarak



hibridizasyon sinyal siddetiyle belirlendigi, “reverse dot blot” uygulamasi
gelistirildi. Mikroarray tabanh c¢ip teknolojisindeki gelismeler, daha kompleks
sistemlerin ¢aligilmasina olanak saglar. Kistik fibroz transmembran iletim
duzenleyicisi olan CFTR geninde, bilinen otuz yedi mutasyon ve tum tek baz
degisikliklerini taramak igin fotolitografik tabanl islemle in situ sentezlenen, 1480

oligonUkleotit problu cipler tasarlanmistir (Hacia,1999).

2.1.1. Cip Tipleri

Baskin olarak ¢ogu laboratuvarda yaygin bir sekilde kullanilan tg¢ ¢esit mikroarray
tabanl ¢ip teknolojisi vardir: 1- Onceden sentezlenmis oligolar ve PCR (rlnlerinin
robotlarla bir ylzeye sabitlendigi baglanti mikrogipleri, 2- Cip yuzeyinde
sentezlenmig, goreceli olarak kisa oligonukleotidlerden olugsan, Affymetrix
mikrogipleri, 3- Agilent ve NimbleGen tarafindan yapilmig, diger in situ sentez

platformlu mikrogipler.

Bu tiplerin hepsi, etkili bir genomik okuma saglamasina karsin, igerik olarak
avantaj ve dezavantajlari olan, 6zgul 6zelliklere sahiptirler. DNA ve RNA'yI 6lgen
paralel uygulamalar, degismeye ve evrimlesmeye devam ederken, gunimuizde

en fazla kullanilan tg¢ platform bunlardir (Emmert-Streib ve Dehmer,2008).

Baglanti Mikrogipleri

Baglanti mikrogipleri, yaygin olarak ilk kullanilan ve kullanimi hala devam eden
ciplerdir. Bu c¢iplerde, robotlarla igneli borular kullanilarak, DNA mikrotiter
pleytlerden alinip, tzerinde PCR Urlnleri veya uzun oligonukleotitlerin yazildigi
mikroskop laminin cam yuzeyine mikron ayariyla birakilir (Shalon,1995;
Adleman,1994). ilk Uretildikten sonra, giplerin Uretim ve kullaniminda gerekli
batin protokoller ve robot yapim planlarini igeren teknolojiyi yayginlastirmak icin
cok yonlu girisimlerde bulunuldu ve bircok akademik laboratuar, cipleri yerel
olarak Uretmek i¢in kaynak yatirimi yapti. Bunlarin arasinda robotun yapimi veya
satin alinmasi, cam yuzeye yapistirilacak PCR urUnlerinin Uretimi, oligolarin

tasarim ve sentezlenmesi vardir (Emmert-Streib ve Dehmer,2008).



Baglanti mikrogipleri, dncelikle karsilastirmali bir teknolojidir. iki érnek arasinda
goreceli hedef konsantrasyonlarinin belirlenmesinde kullanilir. Karsilastirilacak
kompleks ornekler karistirlmadan once, 6zgul renkli bir floresan belirtegle
isaretlenir (Cizelge 2.1) ve mikrogip noktalarina hibridize etmek icin rekabet ettirilir
(Duggan vd,1999; Brown ve Botstein,1999). Bdylece orjinal kompleks
karisimindaki hedeflerin, goéreceli konsantrasyon farklari kismi isgalden dolayi

taranir ve bir okuma elde edilir (Emmert-Streib ve Dehmer,2008).

Affymetrix gipler

Affymetrix cipler, piyasadaki en 6zgul ¢ip platformlaridir. Cipler, cam ylzeyin
Uzerinde in situ olarak sentezlenen yirmi bes nukleotitlik oligonukleotitlerden
olusur. Yar iletken ¢iplerin yapiminda kullanilana benzer bir fotolitografi maskesi,
cam veya kati bir yuzey kullanilir. Bu yuzeylerin belirli bolgelerine 1g1k yardimiyla
hedeflenen DNA sentezi teknolojisi kullanilarak, her seferinde bir nukleotit
eklenecek sekilde, oligo diziler sabitlenir (Fodor vd,1991; Pease vd,1994).
Dolayisiyla litografik metotla sikistiriimis kare yamali prob matriksler olusturulur.
Bdylece Uretilen gipler, 1.28 cm?lik alanda 6.5 milyon &zgiil prob igerir (Emmert-
Streib ve Dehmer,2008). Kuguk bir alana sabitlenen prob sayisi gun gegtikge

artmaktadir.

Baglanti ciplerinde, her bir genin ekspresyonunu problayacak bir tek dizi
kullanilirken, Affymetrix gipleri, bir genin ekspresyonunu olgmek igin bir prob seti
uygular. Prob seti, ilgili geni dlgmek icin iki tip prob kullanir: Mikemmel uyumlu
ve uyumsuz problar. 1- MUkemmel uyum problari, genin Uzerindeki 6zgul bir dizi
icin tasarlanmiglardir. Her bir prob 6zgul olmasina ragmen, zaman zaman
birbirleriyle hibridize olurlar. 2- Uyumsuz problar, mikemmel uyum problarina
benzerler fakat probun merkezinde tek baz degisikligi vardir. Yirmi bes nukleotit
uzunluktaki kisa bir dizide tek baz uyumsuzlugu, hibridizasyonu buyuk oranda
bozar. Uyumsuz probun amaci, arka plan hibridizasyonu igin negatif kontrol
olarak hizmet etmektir. Tipik bir prob seti, on bir tane mikemmel uyumlu ve on bir
tane de uyumsuz prob icerir. Tek gen igin, problarin ¢ip Uzerine yerlestiriimeleri,
bolgesel hibridizasyon hatalarina karsi korumak icin rastlantisal bir iglemle segilir.

Bolgesel hibridizasyon hatalari gruplasirsa, genin butun problari etkilenir. Baglanti



cipleri, her gen icin sadece bir tek prob kullandigi i¢in bdlgesel hibridizasyon

sorunlari olugur (Emmert-Streib ve Dehmer,2008).

Diger in situ sentez platformlari

Affymetrix’ten farkli olarak, 25-60 nikleotit uzunlugunda problar sentezlemek igin,
ardisik olarak her seferinde bir nukleotit ekleyecek alternatif iki in situ sentez
metodu vardir (Blanchard vd,1996). Affymetrix 1sik yardimiyla hedeflenen DNA
sentezini kontrol etmek igin, maske tabanl bir fotolitografik metot kullanmasina
karsin, NimbleGen ayni gorevi basarmak ve 15191 kontrol etmek i¢in donen kuguk
aynalar kullanir (Blanchard ve Friend,1999). Texas Instrument tarafindan
geligtirilen bu yaklasim, maskesiz litofotografi olarak adlandiriir ve dijital
kontrollli, kuguk ayna cipleriyle calisan, projektorlu televizyon teknolojisine
benzer. Uygun dalga boyu ve siddetteki 1sik aktivasyonu yardimiyla, kati bir
yuzeye herhangi bir nUkleotit serisi inga edilerek, istenilen kalipta bir

oligonUkleotit dizisi elde edilir (Singh-Gasson vd,1999; Nuwaysir vd,2002).

NimbleGen yaklasimi, Affymetrix metoduna gore iki buylk avantaja sahiptir.
Birincisi, bir maskeye ihtiyag duymaz. N uzunlugunda farkli olgonukleotitlerden
olusan bir ¢ip olusturmak igin, 4N sentez asamali bir seriye ihtiya¢ vardir.
Dolayisiyla, bir yuzeye yirmi bes nukleotit uzunlugunda 6zgul oligolardan olusan
bir katuphane kurmak igin, yuz kimyasal sentez agsamasina gerek vardir.
Affymetrix’te her bir sentez agsamasini kontrol eden, 6zgul bir fotolitografi maskesi
kullanilir. Bu maskeleri yapmak ¢ok pahali oldugu igin Uretilen gipler de pahalidir.
Ayrica uretilen bir maske seti, sadece tek bir ¢ip tasarimini tanimlar. Tasarimi
degistirmek igin tamamiyla yeni maske serilerine ihtiya¢ duyulur. Bununla birlikte
elektronik kontrolle, kiguk ayna paternlerini degistirmek daha kolaydir.
Dolayisiyla, NimbleGen tarafindan uretilen her bir ¢ip, farkli bir tasarima sahiptir
(Emmert-Streib ve Dehmer,2008).

Cip yapiminda kullanilan ikinci alternatif, in situ sentez yaklagimi, geleneksel oligo
sentez kimyasini kullanir, fakat baz ekleme kontroli 6zglndur. Hewlett Packard
tarafindan gunlik kullandigimiz yazicilar igin gelistirilen Jet murekkep teknolgjisi,

DNA sentezinin sivi dncullerini kontrol etmek i¢in uyarlanmigtir. Agilent firmasi bu



teknolojiyi, cam yuzeylerde altmis nukleotit uzunlugunda oligolar sentezlemek igin
kullanir (Blanchard ve Friend,1999; Nuwaysir vd,2002). Jet mirekkep yazicisinda
oldugu gibi, bu teknoloji de oldukg¢a esnektir. Her bir ¢ip, yapilacak arastirmanin

turine uygun 6zgullige getirilir (Emmert-Streib ve Dehmer,2008).

Bir ¢ipin tasariminin degistiriime esnekliginin olumlu ve olumsuz taraflari vardir.
Olumlu tarafi, deneyde ihtiya¢ duyulan genom ve ekspresyon araligini kesfetmek
icin ¢ip tasarlamak kolaydir. Olumsuz tarafi ise veri analizi zordur, ¢unku; problar
cipten c¢ipe ve c¢ipin icerigi de deneyden deneye degisir. Affymetrix’in Urettigi
ciplerde, herkes ayni cipleri kullandigi igin, veri setleri arasinda kargilastirma
yapmak oldukga kolaydir. Her ¢ip farkli olursa, veri setleri arasinda kargilagtirma
yapmak da zor olur (Emmert-Streib ve Dehmer,2008).

In situ sentez metodu kullanarak tasarlanan ciplerin bir diger olumlu tarafi, klon
kUtuphanelerine veya baska yerde uretilen molekullere bagimh olmamalaridir.
Bunun yerine her c¢ipin igerigi taze olarak hazirlanir. Buna karsin baglanti
ciplerinde arastirmaci, kutuphanenin gegmisini ve ¢ipin tasarlanmasinda kag kere
kullanildigini asla bilemez. in situ sentez ciplerinin biitiin bu olumlu yénlerine
karsin kontrol kalitesi oldukca belirsizdir (Emmert-Streib ve Dehmer,2008).
Cizelge 2.1 Ciplerde kullanilan haberci sistemler (Call,2001).

Hedef isaret ikincil baglanan Tespit

Haptenler Alkalin fosfataz, Enzim isaretli floresans,
Biyotin horseradish peroksidaz tiramid sinyal
Digoksigenin veya floresans boyalara amplifikasyonu veya
Dinitrofenil baglanan streptavidin dogrudan floresan

veya antibadiler

Floresan boyalar Yok Dogrudan floresan
AlexaFluor 546
Cy-3 ve Cy-5
Foeritrin




Cizelge 2.2 DNA ¢ip uygulamalari (Friend ve Stoughton,2002).

Cip tipi Uygulama

Gen ekspresyonu i_I_ag ve tedavi gelistirme
On tani tahmini
Genetik test

Karsilagtirmali genomik hibridizasyon | Tumor siniflandirmasi
Risk degerlendirme
On tani tahmini
Genetik test

Tek niikleotit polimorfizmleri ilag ve tedavi gelistirme
On tani tahmini
Genetik test

DNA Giplerinin Karakteristik Ozellikleri (Parihar,2007)

1) Paralellik: Bir gen veya bir bolgeyi analiz etmek yerine, SNP ciplerinde oldugu
gibi, ayni anda binlerce genle g¢aligilir ve ¢oklu sonuglar alinir.

2) Kuglltme: Gozlem, kuglltme seviyesinde oldugu igin, analiz yliksek hizdadir.
3) Hiz: Cok ylUksek hizda bir teknik oldugu igin, mutasyon tarama ciplerinde
oldugu gibi, birka¢g DNA bir kerede analiz edilebilir.

4) Yuksek esnekligi: Ayni anda farkli kaynaklardan érneklerin analiz edilmesine
izin verir. Farkli DNA 6rnekleri, farkl floresans materyalle isaretlendiginde, ayni
anda analiz edilebilir.

5) Otomasyon: Cip uretimi, hibridizasyon, tarama ve tespit gibi butln islemler
oldukc¢a sofistikedir ve oldukga iyi otomasyon saglanmistir.

6) Kombinasyonal sentez: Oldukc¢a fazla sayida farkli tipteki oligonikleotitler,

daha kisa dongu sureleri iginde sentezlenir.

DNA ciplerinin kullanim alanlari

Cipler kucuk olmalari ve c¢ok sayida gen icermelerinden dolayl, gen
ekspresyonunu oOlgmede, Southern blot gibi geleneksel metodlardan daha
kullanighdir. Cipler tek bir drnek icindeki veya iki farkl hicre tipi veya dokulardaki
gene ekspresyonlarinin karsilastiriimasi gibi buayuk olgekli genetik analizlerde
kullanilir. Cipler, hicrelerde belirli sartlar altinda, hangi genlerin aktif olarak Grin
uretme, saglkh ve hasta hucreler arasindaki gen aktivite farklarini tespit

¢alismalarinda kullanilabilir. Ciplerin su ana kadar ki en énemli uygulamalarindan



biri, mRNA yodunlugunu yani gen ekspresyonu paternini goéruntllemektir.
Genomik DNA’'dan transkribe veya eksprese olan genlerin kolleksiyonu olarak
bilinen transkriptom (gen ekspresyonu paterni), hicresel fenotip ve islevinin temel
belirleyicisidir. Transkriptom DNA replikasyonu ve hicre bolunmesi gibi normal
hlcresel olaylar sirasinda, dramatik ve hizli bir sekilde degisir. Bir genin nerede,
ne zaman ve ne asamaya kadar ekspresyonunun oldugunu belirlemek, kodladigi
proteinin biyolojik roluni anlamak igin esastir. Arica gen ekspresyonu
paternlerindeki degisiklikler, duzenleyici mekanizmalar ve biyokimyasal yolaklar
hakkinda aydinlatici bilgiler verir. Bu Olgimlerden kazanilan bilgiler, hastaligin
ortaya c¢ikisi ve kaynagini belirleyip, terapik faydasi olan gen urlnleri ve terapik
mudahale sekilleri tanimlanabilir (Cizelge 2.2 ve Cizelge 2.3) (Friend ve
Stoughton,2002).

Cipler ayrica, genomik kazang¢ ve kayiplar (karsilastirmali genomik hibridizasyon
cipleri) ve mutasyon taramasi (DNA mutasyon ve SNP cipleri) calismalarinda da
kullanilir (Friend ve Stoughton,2002). Belli bir kromozomal bdlgenin kaybi veya
cogaltilmasi, genetik yeniden duzenlenmeler veya mutasyonlar gibi kromozomal
DNA degisiklikleri, Down veya Turner sendromu gibi anormalliklere yol acar. Elde
edilen genetik belirteg, genotip ve genomik bolge kopya sayisi karsilastirmalari ile
kanserlesme oncesi ve kanserli hucreleri iceren farkli hicre tiplerindeki kaybolan
ve c¢ogaltlan gen ve kromozomal bdlgelerin tespitinde kullanilir. Ciplerin
yardimiyla DNA mutasyonlari, kromozomal yeniden duzenlenmeler ve kopya
sayisi degisikliklerinin nerede ve nasil oldugu belirlenebilir. Bu degisiklikler
gelisim bozukluklarinin tanisi, timor baskilayici genlerin belirlenmesi, hastalik on
tanisi ve tedavi secimi icin kullanilir (Cizelge 2.2 ve Cizelge 2.3) (Dobrovolski
vd,1999; Star ve Birshtein,2007).



Cizelge 2.3 DNA mikrogiplerin kullanim alanlari (Stoughton,2005).

Amag Hedef Multipleks Cipte ikili multipleks
reaksiyonlar problar
Ekspresyon profili ilgili hiicre kiiltiirii RT/PCR/IVT’nin bazi | Hedef transkriptlere
ve dokularin mRNA | kombinasyonlari komplementer tek ve
veya totalRNA’si yoluyla biitiin cift iplikli DNA
mRNA’larin
amplifikasyonu
Patojen saptanmasi Mikroplarin Rastlantisal sekilde | Onceden segilmis
ve karakterizasyonu genomik DNA’sI praymlanmig PCR tanimlama yerlerine
veya belirli hedef komplementer diziler

bolgeleri igin
se¢ilmisg primer
ciftleriyle PCR

Genotipleme insan veya Ozel SNP bélgeleri Beklenen iiriinlere
hayvanlarin icin ligasyon veya komplementer diziler
genomik DNA’sI ekstensiyon ve

amplifikasyon

Yeniden dizileme Genomik DNA Sec¢ilmis bolgelerin | Bir taban sekans

(Resequencing) amplifikasyonu boyunca kayan her

bir N-mer

penceresine ve
ayrica merkezi
pozisyonunda ii¢
muhtemel mutasyona
komplementer diziler

Protein-DNA Genomik DNA Transkripsiyon Genler arasi
etkilegimleri faktori baglamaya boélgelere
dayali komplementer diziler

zenginlestirme

insan hiicreleri binlerce gen eksprese eder. Bu ekspresyon diizeyleri hiicre
farkhlasmasi icin anahtardir. DNA c¢ip teknolojisi gunumuizde esas olarak gen
ekspresyon analizlerinde kullaniimaktadir. Biyoinformatik ve istatistik bilimlerinin
de yardimiyla genis genom bdlgelerinin taranmasina olanak saglamaktadir
(Bassett vd,1999). Test edilen hasta ve referans orneklerde ortak bulunan ve
ayni oranda eksprese edilmesi beklenen housekeeping gen bodlgeleri, bir ig
kontrol olarak kullaniimaktadir. Bu sayede sinyalin godreceli degisikligi

standardize edilebilmektedir.

Bu teknolojiyle, ayni gene ait birgok mutasyon ve binlerce tek nukleotit degdisikligi
de es zamanl olarak tespit edilebilmektedir. Elde edilen mutant veya polimorfik
bdlgelere ait bilgi, genom haritalama c¢alismalarinda kullaniimaktadir (Lipshutz
vd,1999; Gerhold vd,1999; Cheung vd,1999; Yershov vd,1996). Kullanima giren
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p53 ya da BRCAL1 ve BRCAZ2 gibi onkogenlere yonelik DNA cipleri ticari olarak
mevcuttur (Ahrendt vd,1999; Sapolsky vd,1999). Ayrica kistik fibrozis ve Ataksiya
telenjiyektazi hastaliklarindan sorumlu genlere yonelik oligonukleotit DNA gipleri
de dizenlenmigtir. GUnimuzde 6zgul mutasyonlarin tanisinda kullanilan gesitli
oligonukleotit DNA c¢ipleriyle, DiGeorge sendromu ve Duchenne Distrofisi
hastaliklarinin tanisi da mumkundur. Birgcok doku gruplarinin yer aldigi DNA
ciplerinin transplantasyonda kullanimi ya da bilinen birgok onkogenin yer aldigi
DNA cipleriyle onkolojik taniya gidilmesi de mumkundur (Hacia vd,1998; Cronin
vd,1996; Wang vd,1998; Hacia vd,1996).

Prokaryotik genomlar da DNA c¢ip teknolojisiyle, mutasyon ve polimorfizm
acisindan analiz edilmektedir. Bunlarin arasinda HIV proteaz geni dizilerinde
yapilan DNA c¢ip taramalari, cok degisken bir mikroorganizma genomuyla karsi
kargsiya olundugunu ortaya koymustur (Kozal vd,1996). Son yillarda bu
teknolojinin mikrobiyoloji alaninda kullanimi yayginlasmistir. Yayinlanan binlerce
calisma arasinda “transkriptom” analizlerinin yapildigi ¢calismalar sdylenebilir. Bu
yontemle, Gama herpesvirus ve Neisseria meningitidis’in enfeksiyon sirasindaki
ekspresyonunda azalan ve artan genleri, binlerce gen arasindan taranarak
belirlenmistir (Ebrahimi vd,2003; Dietrich vd,2003; Wang vd,2002).

DNA ciplerinin gerek klinik mikrobiyoloji gerek sitogenetik acisindan yeni ufuklar
acan bir yonu de, Karsilastirmali genomik hibridizasyon (KGH) ciplerinin
uretilmesidir. Klasik karsilagtirmali genomik hibridizasyon c¢iplerinde, genomik
kazang ve kayiplar tek bir deneyde, tumor DNA’si ve normal referans DNA's|
kargilagtirilarak elde edilir. Bu amacgla tumér DNA’lari normal metafaz
kromozomlariyla hibridize edilir (Kallioniemi vd,1992). Mikroarray tabanli
kargilastirmali genomik hibridizasyon DNA ciplerinde ise normal metafaz
kromozomlarinin yerini, ayni kromozomun bir ¢gok gen bolgesinin bulundugu bir
platform alir. Boylece bes bin noktacikta yaklasik bir megabit ¢ézinmeye ulasan
genomik kayip ve kazanci taramak olanagi vardir (Pinkel vd,1998). Yani baska
bir deyisle, klasik KGH’nin laboratuvarlarda rutin tanida kullaniimasindaki buyuk
bir engel olan ¢o6zunurlik problemi ortadan kalkmistir. Mikroarray tabanli KGH
teknolojisi ve silikon giplerin kullanimiyla yapilan ¢ok genis 6lgekli bir calismada,

Streptococcus agalactiae’'nin 2.160.267 baz ciftli genomu taranmis; genetik
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heterojenite ve virilans mekanizmalarinin evrimi acgisindan ilging sonuglara
ulasiimistir (Tettelin vd,2002).

DNA ciplerinin ekspresyon analizleri klinik amagl olarak da kullaniimaktadir.
Taméorlerin, bu teknolojiyle, gen ekspresyon paternlerine goére primer mi sekonder
mi olduklarini tayin etmek, tedavi semalari ve risk dlguimu yapmak mumkundur
(Golup vd,1999). Yine tumorlerin 6n tanisi ve ilag direngliligiyle olan iligkileri de,
DNA c¢ip kokenli gen ekspresyon analizlerinin potansiyel uygulama alanlari
arasindadir. Ote yandan DNA cipleriyle tedavide kullanilan ajanlara karsi, genetik
ekspresyonda olusan cevabin dl¢liimesi ¢alismalari da gercgeklestiriimistir (Gray
vd,1998; Marton vd,1998). Ozellikle ilag toksisitesine yol acan 6zel genlere ait
bilgilerin, DNA cipleriyle taranarak dokimlenmesinin ¢ok degerli oldugu bir

gercektir (Nuwaysir vd,1999; Braxton ve Bedilion,1998).

GuUnumuzde mikroarray tabanli DNA cip teknolojisini uygulayacak yetismis insan
gucundeki eksiklik, uygulamalarin toplumlagmasi 6nundeki en buyuk engeldir.
Ustelik farkli DNA c¢ip sistemleri arasinda elde edilen bilginin, standardize
edilmesinin zorlugunu da yasiyoruz. Bu yuzden bu teknolojiyi henlz olgunluk
donemine ulasmamis olarak kabul etmemiz gerekiyor. 1995'den bu yana onemli
gelismeler kaydedilmis ve daha dugsuk maliyetli ve yuksek yogunluklu, uyarlanma
yetenegdi genis DNA ciplerine kavusmus durumdayiz. Su anda yalniz 6n tani ve
tani icin yeni olanaklardan degil, histopatolojik siniflandirmalarda da bir yeniden
degerlendirmeden séz ediyoruz (Perou vd,1999). ilging olan nokta, patologun,
mikrobiyologun, yada bagka bir laboratuvar disiplininin atlanarak mikroarray
tabanli DNA ¢ip laboratuarlariyla, klinisyen arasinda bagimsiz bir diyalogun
dogmasidir. Elimizdeki veriler bu yoénde hizli bir gelisme ve yeni bir tip
anlayisinin  dogduguna isaret ediyor. Teknolojinin gucline ve koruyucu
hekimlikteki kullanimina paralel olarak yaklasan bir dizi problem de uluslararasi

yasalari zorunlu kilmaktadir (Savli,2003).

2.2, Otomatik DNA Dizi Analizi

insan Genom Projesi gibi biiyiik projeler cok sayida DNA dizi analizi yapiimasini

gerektirmektedir. Artan analiz sayisi, uzun zaman ve yuksek is gucu gerektirir. Bu
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gelismeler sonucunda otomasyon kaginilmaz olmustur. Otomatik DNA dizi
analizleri zaman kazanci yaninda, standart calisma kosullari ve elde edilen
sonuglarin degerlendiriimesinde de yarar saglamistir. Otomatik analizde de
Sanger’in enzimatik DNA sentezine dayanan, zincir sonlanma yontemi
kullaniimigtir. Otomatik DNA dizi analiz cihazlar basit olarak, sabit bilgisayarda
yukli programlar ile bu programlarin yonettigi elektroforez sistemini igerir.
Elektroforetik Unitelerde bulunan lazer isik kaynagi ile monokromatik bir isik
olusturulur. S6z konusu DNA'nin bulundugu jelmatriks, bu monokromatik isik ile
taranir. Elektroforez suresince DNA’'ya baglanan floresan boya, 1sik ile taranan
bolgeye geldiginde uyarilir. Uyarilan boya, kendi igin karakteristik olan dalga
boyunda 1s1g1 geri yansitir. Yansiyan bu 1sik demeti bir dedektor tarafindan
kaydedilir. Kaydedilen veriler bilgisayar programlari ile degerlendirilerek, sonuglar
grafiksel ya da matematiksel olarak bilgisayar ekranina aktarilir. DNA dizi analizi
cihazlarinda, alti bazdan bin baza kadar guvenli okuma yapilabilmektedir
(Sambrook vd,1989).

ABI Prism Genetik Analizatorii

ABI Prism 3130 Genetik Analizatori kendinden dnceki sistemlerden farkli olarak,
poliakrilamid jelmatriks sistemi yerine, kapiler sistem igine doldurulan polimer
jelmatriks sistemi igerir. Bu polimer jelmatriks, ¢api nanometre olgutlerinde olan
cam borular igerisine doldurulur. Cihaz iki ana pargadan olusur. Birinci kisim veri
Unitesidir. Veri Unitesi bir bilgisayar sisteminden ibarettir. Bu bilgisayarda, ikinci
kisim ile baglantiyi kuran ve ikinci kismi kontrol eden programlar yiklidir. ikinci

kisim analizin yapildigi elektroforez kismidir (Applied Biosystems,2005).

Kontrol Sistemi

Tipik bir masa Ustu bilgisayar sistemidir. Bu sistemde iki ana program yukludur.
iki programdan birinin gérevi, elektroforez cihazi ile baglantiyr kurmak,
elektroforez kosullarini saglamak ve verileri toplamaktir. ikinci programin gérevi
ise toplanan verilerinin degerlendiriimesidir. ABI Prism 3130 Genetik
Analizatérinde “DATA CollectionTM” programi birinci tip bilgisayar programina

ornektir. “Sequence AnalyseTM” programi ise cihazin ikinci tip programidir.
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Elektroforez Unitesi

Bu kisim hazirlanan érnegin yuklendigi ve elektroforezin gergeklestigi kisimdir ve

uc uniteden olusgur.

1-Ornek ylikleme Unitesi.
2-Dedektor Unitesi.

3-Jel blok Unitesi.

2.3. Wilson Hastahgi

WH gelisiminde bakir birikimi yavastir ve hastalik 2-70 yaslari arasinda ortaya
cikar (Schoen ve Sternlieb,1990; Beyersdorff ve Morbus,2006; Ala vd,2005). Bati
ulkelerinde hastaligin goérulme yas araligi 20-40 arasindadir. Belirtiler gorulmeye
baslandiktan sonra hasta bireylerin % 40'inda karaciger hasari olusur (Bull
vd,1993). Hastalar, asemptomatik karaciger, hepatomegali, karaciger
yaglanmasi, akut hepatit ve ylksek serum transaminazin sebep oldugu karaciger
yetmezIigi, sarilik veya siroz ve hemolitik anemi geligtirirler. Kronik olarak ise
hepatit, portal hipertansiyon veya siroz geligtirirler. Bu belirtiler tek tek
gOzlenece@i gibi ayni anda da gelisebilirler (Yarze vd,1992; Brewer ve
Yuzbasiyan-Gurkan,1992).

Hastalarin bir kisminda karaciger bozuklugu gézlenmez ama devam eden bakir
birikmesi sonucu, vicudun diger organlarinda bakir seviyesi artar. Bu hastalarda
hareket veya distonik bozukluk, disartriya ve davranis bozukluklarini igceren
noropsikiyatrik semptomlar goézlenir (Schoen ve Sternlieb,1990). Hareket
bozuklugu, disarthriya, disfajiya, koordinasyon bozuklugu, tremor ve distoniya
gibi norolojik belirtiler tek tek gdzlenecegi gibi birkagi birarada da olabilir.
Depresyon, duygusal kontrolin kaybi, gérevlerine odaklanamama, yasaklama
veya reddetme duygusunun kaybi ve garip davraniglar seklinde bozukluklar

gorulebilir (Wiggelinkhuizen vd,2009).
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Wilson hastaligini belirlemede kullanilan tani ve testler

Wilson hastaliginin tanisi, laboratuvar testleri, klinik 6zellikler ve mutasyon
taramalarinin birarada degerlendiriimesi ile yapilir. Tarama testleri arasinda slit
lambasiyla, Kayser-Fleischer halkasinin muayenesi vardir. Deri altindan
karaciger biyopsisiyle 6rnek alinir ve kantitatif bakir testi yapilir (Brewer ve
Askari,2005). Laboratuvar testleri; 24 saatlik idrar bakir atilimi, karaciger bakir,
serum digI bakir ve seruloplazmin konsantrasyonlari olgulerek yapilir. Hastalarin
tanisi ¢cogu durumda klasik klinik ve biyokimyasal oOzellikler gosterir (Medici
vd,2007).

24 saatlik idrar bakir atilimi

Wilson hastaliginin tanisi igin idrar bakir konsantrasyonunun 100 pg/24 saat
(>1,6umol/24saat)'den yluksek olmasi gerekir. Semptomatik hastalarin gogunda
bu seviyeye ulasilir fakat asemptomatik hastalardaki 40-100ug seviyesi
hastaligin olmadigi anlamina gelmez ve daha ileri testlerin yapilmasi gerekir.
Heterezigot olan bir bireyin idrar bakir seviyesi nadiren 70 pug/24 saatin Ustine
cikar. Birincil safra sirozu, birincil skleroz solangit, alegil sendromu ve
otoimmun hepatit gibi diger kronik karaciger hastaliklarinda da yuksek idrar
bakir seviyesi gorulmesi, bu metodun kullanilirhdini sinirlayan bir gergektir. 24
saatlik idrar toplamada dikkatsiz davranma ve bakir kontaminasyonuna yol
acma, idrar bakir atilim seviyesinin yanlis hesaplanmasina yol acar. Civa oksit
(stabilir) gibi rutin analizde kullanilan koruyucular, bitiin metal testlerinde
karisikliga yol agabilir (Medici vd,2007).

Penisilamin verilerek idrar bakir atiimini test etme kullanighdir ama bu yalnizca
pediyatrik populasyonlarda standardize edilmigtir ve heterezigot olan Wilson
hastaligi tagiyicilarinda gegerliligi onaylanmamigtir. Bu testte ilk olarak idrar
toplamanin basinda ve 12 saat sonra iki defa 500 mg penisilamin verilir. Eger
son idrar bakir konsantrasyonu 1600 ug/24 saatten blylkse, o zaman
otoimmun kronik aktif hepatit, primer skleroz solangit ve akut karaciger
bozuklugu gibi diger karaciger hastaliklar goz onine alinmaz ve Wilson
hastaliginin tanisi bayuk olasilikla kesinlesir (Medici vd,2007).
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Karaciger bakir konsantrasyonu

Hemen hemen bitlin hastalarda karaciger bakir konsantrasyonu 250 ug/g kuru
agirhktan fazla (normal olarak < 50 pg/g kuru agirlik ) ve hatta 3000 pg/g kuru
agirhk  kadar yUksek olur. Siddetli siroz hastalarinda karaciger
parankimasindaki heterojen bakir dagihmindan dolayi, karaciger bakir seviyesi
250 pg/g kuru agirligin altinda olur. Genellikle néropsikiyatrik semptomlari olan
Wilson hastalarinin %20’sinde, karaciger bakir konsantrasyonu 250 ug/g kuru
agirhgin altindadir. Karaciger bakir seviyesindeki farklar, koti 6rnek alma ve
sadece tekli bakir seviyesi test etmeden dogan dusuk guvenirlilikten de
kaynaklanabilir. Karacigerde bakir seviyesini tespit eden histokimyasal

metodlar guvenilir degildirler (Medici vd,2007).

Serum bakir konsantrasyonu

Wilson hastaliginin tanisinda kullanilan diger bir metot, serlloplazmine bagh
olmayan yani plazma digi bakir konsantrasyonunun olgumudur. Bu plazmadaki
total seruloplazmin ve bakir konsantrasyonunun Olgulmesinin ardindan
hesaplanir. Seruloplazmine bagli bakir miktari, sertloplazminin yaklasik 3,15
pg/mg’t kadar oldugu icin serum digi bakir konsantrasyonu, serum bakir
konsantrasyonu (ug/dl) ile seriuloplazmin konsantrasyonunun (mg/dl) t¢ kati
arasindaki farki alinarak hesaplanir. Tedavi uygulanmayan c¢ogu hastada,
serum digl bakir konsantrasyonu 25 pg/d'den yuksektir. Normal deger 15
pg/dlden klguktlr.  Akut karaciger bozuklugu ve kronik solestas olan
hastalarda bu deger, normal degerden daha yuksek olabilir. Bu testin gecerliligi
seruloplazminin ne kadar iyi olguldugune bagh olup, enzimatik metot tavsiye
edilir ama kesin kabul gormus degildir. Bu test, bir tanisal arag olmaktan ¢ok,
hastalarin izlenmesi ve tedaviye tepkilerinin degerlendiriimesinde kullanilir
(Medici vd,2007).

Seriiloplazmin konsantrasyonu

Serlloplazmin, bakir tasiyan bir protein olup, normal bireylerde dolagimdaki
bakirin %90’nin1 baglar. Normal seruloplazmin konsantrasyonu 200-400 mg/I

olup, eger 200 mg/l (20 mg/dl)’nin altindaysa Wilson hastaligi tanisi onerilir. Bu
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Olcimun klinik kullanimi sinirhdir, ¢lnkld normal kontrollerin %1’i ve Wilson
heterozigot tasiyicilarda, bakir vyetersizligi olan hastalarda, Menkes
hastaliginda, kalitsal hiposeruloplazminemiya, kotu emilim, nefrotik sendrom ve
kronik karaciger bozukluklarinin %10’unda seruloplazmin konsantrasyonu 200
mg/I'nin altindadir. Ayrica Wilson hastalarinin %20’sinde normal seruloplazmin
konsantrasyonu degeri bulunmustur. Ozellikle karaciger hastalarinda, serum
seruloplazmin  konsantrasyonunu belilemede, immunolojik-nefelometrik
metodun, enzimatik metodla (oksidaz aktivitesi) kargsilastirilabilecegdi
tartismahdir.  Enzimatik  aktivite  biyolojik  bir  parametredir ama
immunonefelometrik metot, hem seriloplazmin, hemde biyolojik olarak inaktif
apo formunu Olger. Enzimatik metot Wilson hastaliginin tanisinda tercih edilir
ama farkli seviyelerde karaciger bozuklugu olan hastalarda, sertloplazmin
protein konsantrasyonuyla, oksidaz aktivitesi arasinda zayif bir korelasyon
bulunmustur. iki testin beraber yapilmasi, tanida oldukca kullanishdir, ¢lnki

testler arasinda iyi bir korelasyon vardir (Medici vd,2007).

Kayser-Fleischer Halkalari

Bu halkalarin varlhigi, serbest bakirin dolasima salindiginin bir gostergesidir.

Diger oftalmolojik bulgular arasinda, aygicegi katarakti vardir (Medici vd,2007).
Genetik Test

Wilson hastalarindaki biyokimyasal ve klinik 6zelliklerdeki cesitlilik, mutasyon
ve polimorfizm analizini gerekli kilmistir. Bugune kadar yaklasik u¢ yuz ATP7B
gen mutasyonu ve yuzlerce polimorfizm tanimlanmistir. Wilson hastaligindan
sorumlu bir mutasyon tespit edildiginde, durum onaylanmis olur fakat,
mutasyon bulunmamasi, klinik semptomlarin olmasi durumunda hastaligin
tanisini degistirmez. Ayrica ¢ogu laboratuvar butiin geni ve promotor bolgeyi
de sekanslamaktadirlar. Bazi irklarda bulunan yaygin mutasyonlar vardir:
Mesela Dogu Avrupa’da H1069Q, Sardinya’da c-441_427del15, Kore'de
R778L, izlanda’da 2007del7, Japonya'da 229insC ve R778L, ispanya’da
M645R ve Cin’de R778L. Bu bolgelerde yaygin mutasyonlarin analizi faydali bir
tani metodudur (Medici vd,2007).
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2.4. Wilson hastaligindan sorumlu ATP7B geninin ozellikleri
Yapisal ozellikler

ATP7B geni yirmi bir ekzon icerir ve yaklasik 7,5 kilobaz buyukliglinde bir
transkript eksprese ederek, 1,465 amino asitten olugsan ATP7B proteinini kodlar.
Bu protein insanda dncelikli olarak karaciger, bobrek ve plasentada eksprese olur
(Tanzi vd,1993; Bull vd,1993; Petrukhin vd,1994). Bu genin alternatif olarak
kirpilan formlari beyin, bobrek ve plasentada belirlenmistir (Petrukhin vd,1994).
Elde edilen protein dizisine dayanarak, ATP7B proteininin bakir gegisi yapan bir
P tipi ATPaz oldugu bulunmustur. P tip ATPaz'lar, ATP’nin y-fosfatini proteinin bir
aspartik asit rezidusune transfer ederek, kendi reaksiyon dongusinde kovalent
bir fosforile ara form olustururlar ve hicre membrani boyunca cesitli katyonlarin

tasinmasina yardimci olurlar (Pedersen ve Carafoli,1987).

ATP7B proteininin de icinde yer aldigi P tipi ATPazlarin genel oOzellikleri
asagidaki gibidir: TGEA maotifi (fosfataz domeyni), DKTGT motifi (fosforilasyon
domeyni), TGDN motifi (ATP baglama domeyni) ve ATP baglama domeynini,
transmembran segmentine baglayan MXGDGXNDXP sekansi. ATP7B proteini,
agir metal gegisi saglayan bir P tipi ATPaz olup, molekilin amino ucunda alti
metal baglayici GMTCXXC motifi, membran i¢i bolgede CPC motifi, SEHPL
motifi ve sekiz transmembran segmenti icerir (Lutsenko ve Kaplan,1995; Solioz
ve Vulpe,1996). GMTCXXC motifi, metal baglayici domeynin icinde yer alip,
bakteriyel bakir gegisi saglayan P tipi ATPaz'lara homoloji gosterir. ATP7B’nin
metal baglayici motifi bakira 6zguldir. Stokiyometrik analiz, her bir metal
baglayici domeyne bir molekial bakir baglandigini gdstermistir (Lutsenko
vd,1997). Menkes hastaligindan sorumlu diger bir memeli P tipi ATPaz olan
ATP7A proteininin amino ucundaki bakir gegisinden sorumlu metal baglama
motifi, ATP7B proteininin ayni motifiyle %65 homoloji gosterir (Payne ve
Gitlin,1998). Agir metal transport eden ATPazlarin, CPC ve SEHPL motifleri
membran boyunca metal gecisini saglar. CPC bodlgesindeki mutasyon, bu
proteinin metal gecisini inhibe eder (Hung vd,1997). Bu protein sinifi Ps-
ATPaz'lar veya CPx-tip ATPaz'lar olarak adlandirilir (Lutsenko ve Kaplan,1995;
Solioz ve Vulpe,1996).
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Transdiiksivon bilgesi

Liimen

Membran

Sitoplazma

COOH

Actuator
domain

Bakir haglanma bilgeleri ATP haglanma ve
fosforilasyon hilgeleri

Sekil 2.1 ATP7B proteininin fonksiyonel boélgeleri (Google goérseller,2010)

Cizelge 2.4 Ekzonik dizilere gore ATP7B proteininin bolgeleri
(Wilson veritabani,2010).

Ekzon Domeyn
1 Cu1 6ncesi
2 Cu1 6ncesi, Cu1, Cu1/Cu2 ara bolgesi, Cu2, Cu2/Cu3 ara bdlgesi,
Cu3, Cu3/Cu4 ara bolgesi, Cud
3 Cu4/Cu5 ara bolgesi , Cub
4 Cu5, Cub
5 Cu6
6 Cu6, Cu6/TM1 ara bolgesi
7 Cu6/TM1 ara bolgesi, TM1, TM1/TM2 ara bélgesi, TM2
8 TM2, TM2/TM3 ara bdélgesi, TM3, TM3/TM4 ara bolgesi, TM4
9 TM4/Td ara bélgesi
10 TM4/Td ara bolgesi, TM4/Td, TM4/Td ara bolgesi, Td
11 Td, Td/TM5 ara bolgesi
12 Td/TM5 ara bolgesi, TM5, TM5/TM6 ara bdlgesi
13 TM5/TM6 ara bdlgesi, TM6, TM6/Ph ara bolgesi
14 Ph, ATP loop
15 ATP loop
16 ATP loop
17 ATP loop, ATP baglanma
18 ATP baglanma, ATP hinge, ATP hinge/TM7 ara bolgesi
19 ATP hinge/TM7 ara bolgesi, TM7
20 TM7, TM8
21 TM8 sonrasi, 3’3COOH




ATP7B proteininin molekiiler mimarisi ve enzimatik o6zellikleri

ATP7B proteini, mimarisinde farkh fonksiyonel 6zellikleri olan buyuk bir membran
tasiyici proteinidir. ATP7B proteini ATP’ye baglanir ve onu hidrolize eder. Bakir,
proteine baglanarak bu reaksiyonu uyarir (Tsivkovskii vd,2001). ATP hidrolizi
sirasinda ortaya c¢ikan enerji, protein i¢cinde konformasyonal degisikliklere yol
acip, membranin zit tarafinda tutulan bakirin serbest birakilmasina yol acar.
ATP7B’nin yapisinda bes fonksiyonel domeyn tanimlanmistir (Cizelge 2.4).
Transmembran domeyni sekiz transmembran segmentinden (TMS) olugmus
olup, bakir gegis yolunu olusturur. TMS6, karakteristik CPC motifini igerip C
rezidisinin metal gegisi sirasinda bakir koordinasyonunu sagladigi
dusunulmektedir. Bakteriyel homologuna bakilarak, TMS7 ve TMS8'de de bu
koordinasyonu saglayan rezidulerin varligi dusunudlmektedir (Forbes ve
Cox,1998; Mandal vd,2004; Voskoboinik vd,2001).

Sitozolik amino ucu domeyni ( N-ATP7B ), alti metal baglanma bolgesine sahiptir
(MBB) ve bakir saperonu olan Atox1’den bakir alir (Walker vd,2002; Larin
vd,1999). Amino ucundaki MBB’ler dizi ve yapi olarak benzer olup, korunmus
GMT/HCxxC dizisindeki sistein yoluyla bir bakir molekuli baglar (Arnesano
vd,2002; DiDonato vd,2000; Ralle vd,2004). MBB’lere bakirlarin baglanmasi,
duzenli bir sekilde sirayla olur. Tek bir MBB icindeki yapisal degisiklikler, buttin
N-ATP7B’nin konformasyonal transisyona ugramasina yol acgar (DiDonato
vd,2000; Walker vd,2004). Hucre zarina en yakin olan MBB5 ve MBBG6
transportta gerekli olup, daha distal MBB’ler duzenleyici roller Ustlenmigtir.
Bakirn MBB5 ve MBB6'ya baglanmasi katalitik aktiviteyi azaltirken, bu
domeynlerin delesyonu, interaksiyonu bozar ve katalizi hizlandirir (Huster ve
Lutsenko,2003; Cater vd,2004; Guo vd,2005;Achila vd,2006; Tsivkovskii vd,2002;
Tao vd,2003).

Amino ucu domeyni bakirla uyarildiginda, yeniden lokalizasyon sirasinda,
ATP7B’nin uygun hucre ici bolgesine yonlendiriimesinde ve protein aktivitesi ve
trafiginin dizenlenmesinde de goérev alir. Amino ucu domeyni, gesitli proteinlerle
etkilesim bolgesidir. Bu proteinler sunlardir:  Bakir saperonu  Atox1,

Murr1/Commd1, dinaktin alt Unitesi olan p62 ve glutaredoksin. Bu
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interaksiyonlarin gogunun fonksiyonel sonuglari halen karakterize edilmemesine
karsin, interaksiyona giren proteinlerin ¢esitliligi, amino ucu domeyni aracili
dizenleme isleminin karmasikhigini vurgular (Guo vd,2005; Tao vd,2003; Lim
vd,2006a; Lim vd,2006b; Mee ve Lutsenko,2007).

ATP baglama domeyni, ATP7B’nin aktivitesinde merkezi konumdadir. ATP
hidrolizindeki enerjiyi toplayarak, bakirin ATP7B tarafindan membrandan
geciriimesinde yakit olarak kullanir. ATP7B proteini, ATP hidrolizi sirasinda gegici
fosforlanmis bir acil ara Grlinu olusturur. Fosforlanmis D1027 rezidisu, ATP
baglanma domeyni (ABD) icinde yer alir ve bir P tipi ATPaz ailesi imza dizisi olan
DKTG motifine aittir. ABD, iki parcaya ayrilir: 1- Fosforilasyon domeyni (P-
domeyni): D1027’ye sahiptir ve yapisal olarak bakir gecisi yapan ATPaz’lar da
dahil, batan P tipi ATPaz'larda aynidir. 2- Nukleotit baglama domeyni (N-
domeyni). ATP varliginda ATP7B’nin N-domeyninin yapisi ¢ok boyutlu NMR ile
yuksek ¢ozunurllkte ¢cézildid. Bu domeynde yerlesmis hastaliga sebep olan farkli
mutasyonlarin analizinde yapisal bir ¢gerceve sagladi. N-domeyndeki bes rezidd,
batln bakir gegisi saglayan ATPaz’larda korunmustur. ATP7B’deki bu bes rezidu
sunlardir: E1064, H1069, G1099, G1101 ve G1149. Bu rezidller ve az korunmus
N1150 rezidisu ATP baglanma bdlgesini olusturur (Toyoshima ve Mizutani,2004;
Sazinky vd,2006; Dmitriev vd,2006).

ATP7B’nin diger iki sitozolik domeyni icin asagidaki yapisal bilgiler vardir. A-
domeyni TMS5 ve TMS6 arasinda yerlesmis olup, degismeyen TGE sekansi
icerir. Bakteriyel termofilik bakir gecisi yapan ATPaz CopA’nin A-domeyninin yeni
aydinlatilan yapisi, bu domeynin yapisal olarak Ca?*-ATPaz’in A-domeynine ¢ok
benzer oldugunu gdstermektedir. Ca**-ATPaz ve diger P tipi ATPazlardaki A-
domeyni, korunmus TGE motifinin merkezi rol oynadi§i katalitik ara UGrlnin
defosforilasyonu isleminde esastir. A-domeyni, ATP7B proteininin transmembran
ve sitozolik kisimlarinda, konformasyonal degisiklikleri koordine ederek, kataliz
olay! sirasinda énemli hareketler yapar. ATP7B’nin A-domeyni, bakir bagimli
protein-protein interaksiyonu yoluyla, amino ucundaki MBB5 ve MBB6 ile
transmembran kismi arasinda kargilikl iletisimi saglar. A-domeyni oOncelikle
MBBS ve/veya MBBG6 ile interaksiyona girer ve ardindan bakirin MBB5 ve/veya

MBB6’ya baglanmasiyla A-domeyninin hareketlerini degistirir. Bu olay proteinin
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transmembran kisminda, konformasyonal degisikliklere yol agar. Bu durum
ATP7B’nin MBB6 veya MBB1-5 bolgesindeki C>A mutasyonlarinin, bakirin
proteinin  membran igi bdlgelerine baglanma afinitesini  etkilemesiyle
ispatlanmistir (Anthonisen vd,2006; Toyoshima ve Inesi,2004; Moller vd,2005).

ATP7B’nin karboksil ucu katalitik fonksiyon igin gerekli olmamasina karsin,
protein stabilitesi ve ATP7B’nin hucre i¢i lokalizasyonunun dizenlenmesinde
gorev alir. Karboksil ucundaki L1454LL1456 sekansi, ATP7B’nin bazal
medyumdaki TGN (Trans golgi agi) lokalizasyonu i¢in énemli olup, kullanilan
ATP7B’lerin tekrar TGN’ye geri goturilmesi ve orada tutulmasinda 6énemli bir rol
oynar (Paulsen vd,2006; Majumdar vd,2000; Hsi vd,2004; Cater vd,2006).

Bakinmn ATOX1'den
ATP7B'ye transferi

Bakarn yiiklenmesi ve
ilerlemeye baglamast

1 e
P domeyninin ilerleme devam ederken bakinn
defosforilasyonu ve bazal CPC motifine bailanmasi
sartlarn tekrar olugturulimasi

> /‘

P domeyninin fosforilasyenu

<
ve kanal giriginin kapanmasi

Bakir geciginin
tamamlanmasi /

{

\

r
-

Sekil 2.2 ATP7B proteininin bakir déngusu (Google gorseller,2010)
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Mikroarray Tabanh Yeniden Dizileme (Microarray Resequencing) Cipinin
Tasarlanmasi

Bu tez calismasi kapsaminda, on kalitsal metabolik hastalik i¢in (Fenilketonuri,
fruktoz 1-6 difosfataz eksikligi, galaktozemi, glutarik asiduri tip I, herediter fruktoz
intoleransi, “Maple Syrup Urine” hastaligi, metilmalonik asidemi, propiyonik
asidemi, tirozinemi tip |, Wilson hastaligi) gelistirilen mikroarray sistemi
kullanilarak, Wilson hastalarinda molekuler patoloji profillerinin hizli, ekonomik ve
yiksek hassasiyet ile belirlenmesi hedeflenmistir (Ozgil vd,2008a, Ozgl
vd,2008b, Ozgiil vd,2008c).

Tasarimi Hacettepe Universitesi, Metabolizma Unitesinde gergeklestirilen ve
mutasyon taramalarinda kullanilan DNA c¢ipi ile on farkh kalitsal metabolik
hastaliktan sorumlu toplam on dort genin tum DNA dizi analizi, tek bir “DNA
microarray resequencing” ¢ip kullanimi ile ayni anda sonuglandirilabilmektedir.
DNA ¢ip maskesinin teorik tasarimi tamamen bu metabolik hastaliklar igin 6zgin
olup ALDOB, ATP7B, BCKDHA, BCKDHB, DBT, DLD, FAH, FBP1, GALT,
GCDH, MUT, PAH, PCCA, PCCB gen dizilerini icermektedir (Cizelge 3.1) (Ozgil
vd,2008a, Ozgiil vd,2008b, Ozgll vd,2008c).

Cizelge 3.1 DNA ¢ipinde (TR_06_01r520489) mutasyon taramasi yapilan kalitsal
metabolik hastaliklar ve bu hastaliklardan sorumlu genler

Hastalk ismi DNA ¢ipi (izerinde yer alan genler
1 MSUD BCKDHA, BCKDHE, DBT, DLD
2 Galaktozemi GALT
3 Metilm alonik asidemi muT
4 Propiyonik asidemi PCCA, PCCEB
5 Herediter fruktoz ALDOB
intoleransi
6 Tirozinemi tip | FAH
7 Fenilketonuri PAH
g Glutarik asidiiri tip | GCDH
9 Wilson hastalign ATP7E
10 Frilktoz 16 difosfataz FBP1
eksikligi
Toplam 10 hastahk 14 gen
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Bu ¢ip kullanilarak on doért farkli genin toplam 50,000 nikleotit uzunlugunda olan
referans genomik dizilerinin basili oldugu tek bir cipte dizi analizinin yapilmasi
mumkunduar. “TR-06-01r520489” olarak kodlandirilan gip 6zgun tasarima sahip
olup, kalitsal metabolik hastaliklar konusunda literatirde gelistirilen ilk mikroarray
tabanli DNA yeniden dizileme cipidir. On dort ayri gene ait DNA dizi analizi tek bir
array platformunda, mikroarray Gzerine yerlestirilen her bir nikleotidin tim allelik

varyasyonlari saptanacak sekilde yapilabilmektedir.

DNA Cip Maskesinin Ozellikleri

Kullanilan ¢ip Uzerinde basili olan referans gen dizileri uygun siralamada on dort
genin her bir ekzonu, yirmi bes baz iftlik ekzon-intron baglanti bdlgeleri ve
toplam 50,000 baz cift uzunlukta olacak sekilde genomik dizi veri tabanlarindan
karsilagtirilarak secilen dizilerden olugmaktadir. Genom dizi organizasyonu
bozulmadan birbirine ardigik olacak sekilde, protein kodlayan ve kodlayici
olmayan gen dizileri icin referans dizilerin ¢ip platformuna yerlestiriimesi ile gipler
basildi. Secilen amplikonlarin ¢ipte yer alan diger gen dizileri ile homoloji

arastirmasi yapildi. Asagida deney basamaklari kisaca verilmigtir.
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Verilerin Analizi

ATAGATGGTEGC

probe 1
probe 2
probe 3
probe 4

ATAG ATGEGGT C

Sekil 3.1 DNA Yeniden Dizileme Cipi Deney Basamaklari
3.2. Bireyler

Bu tez calismasina Hacettepe Universitesi, Tip Fakdltesi, ihsan Dogramaci
Cocuk Hastanesi, Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Anabilim Dali, Gastroenteroloji
Bolumunde son on bir yildir Tarkiye'nin ¢esitli bolgelerinden basvuran ve klinik
olarak izlenmekte olan kirk Wilson hastasi dahil edilmigtir. Yaygin mutasyonlar
bulunduktan sonra, yeni tani alan on dort ilave hastaya otomatik DNA dizi analizi

uygulanarak, yaygin mutasyonlar i¢in iki ekzonun DNA dizi analizi yapiimigtir.

3.3. DNA izolasyonu

Tum hastalara ve aile bireylerine ait kan Ornekleri alinarak, genomik DNA
izolasyonu yapilmis ve hasta bilgileri arsivienerek, biyolojik 6rnekler -20/-80

derece derin dondurucularda saklanmistir.

DNA izolasyonunda Kullanilan Malzemeler

a- Liziz tamponu (pH 8.2) : 10mM TrisHCL (Merck), 400 mM NaCl (Merck), 2 mM
NaEDTA (Merck)

b- %10 Sodyum Dodesil Sulfat (pH 7.2) : 10 gr SDS, 100 ml dH,0

c- Proteinaz K soltisyonu (10 mg/ml) (Qiagen)

d- Doymus Amonyum Asetat Sollsyonu : 74 gr Amonyum Asetat (Merck), 100 ml
dH,O
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DNA izolasyonu

Hastalardan EDTA’lI tiplere alinan yaklagsik 10 ml kan, soguk distile su ile 50
ml’ye tamamlandi. 2-3 dakika eritrositleri pargalamak i¢in hizlica ¢alkalandi ve 10
dakika 2000 rpm’de santriftj edildi. Santriflj sonrasinda supernatan kismi atildi.
Pelet Uzerine son hacim 25 ml olacak sekilde tekrar soguk dH»O ilave edilerek 2-
3 dakika calkalandi ve tekrar 10 dakika 2000 rpm’de santriflij edildi. Sipernatan
kismi atildiktan sonra pelet yeterince temiz ise bir sonraki agsamaya gecildi,
yeterince temiz degilse son basamak bir kere daha tekrar edildi. Peletin Uzerine 3
ml liziz tamponu, 200 pl SDS, 200 pl proteinaz K ilave edilerek 1 gece 37°C’de
etlvde bekletildi. Etivden alinan 6rneklerin Gzerine 2 ml amonyum asetat ilave
edilerek 1 dakika calkalandi ve 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. 15 dakika
3500 rpm’de santriflj edildi. Santrifij sonrasi sipernatan kisim yeni tuplere alindi
ve Uzerlerine iki kati kadar hacimde soguk %95’lik etanol ilave edildi. Tupler
hafifce calkalanarak DNA molekulinin toplanmasi saglandi. Etanol igerisinden
alinan DNA yeni tipe aktarildi ve pelet miktarina goére 300-400 ul arasi dH,O
ilave edildi. DNA, ¢dézinmesi icin bir glin oda sicakliginda bekletildi. NanoDrop®
(NanoDrop Tecnologies, USA) ile DNA konsantrasyonlari Ol¢uldu ve
mikrolitresinde 50 ng olacak sekilde ileri analizler (PCR) igin sulandirildi. Elde
edilen DNA, hem ¢ip uygulamalarinda uzun fragment PCR, hem de otomatik DNA
dizi analizi uygulamalarinda kisa fragment (short) PCR reaksiyonlarinda
kullanildi.

Primer Dizilerinin Se¢imi ve PCR

Mutasyon taramasi yapilacak olan ATP7B geni icin Oncelikli olarak, ilgili veri
tabanlarindan genomik dizilere ait bilgiler saglandi (www.ncbi.nlm.nih.gov,
www.dsi.univ-paris5.fr/genatlas,www.dsi.univ-paris5.fr/genatlas,

www.ensembl.org, www.genome.ucsc.edu, genome.ucsc.edu)
Daha sonra “In silico PCR” ve otomatik primer tasarim programlari (Oligo6 ve

primer3) kullanilarak, ATP7B genine ait intron-ekzon birlesme bdlgelerini de

icerisine alacak sekilde intronik boélgelerden primer dizileri belirlendi.
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DNA ciplerine yonelik olarak ekzonlarin tek tek c¢ogaltimasi yerine, genomik
dizide birbirine yakin olan genler 2-15 kilobaz uzunlukta olacak sekilde secilerek,
birden fazla ekzonun ayni anda amplifiye edilmesi saglandi. Uzun gen
bolgelerinin ¢cogaltilmasina yonelik LR-PCR primerleri secilerek, bu primerlerin
optimizasyonlari tamamlandi. Bununla birlikte DNA dizi analizi igin LR-PCR
calismalarina alternatif olarak, ilgili ekzon bodlgeleri icin ekzonik PCR ile kisa

fragmentler halinde amplifikasyonlari gerseklestirildi.

3.4. Uzun DNA Fragmentleri icin PCR (Long Range PCR)
Reaksiyon Hacimleri:

Long-Range PCR protokolt 100 pl'lik reaksiyonlar igin yazilmistir ve 49-format ¢ip
(30/300 kilobaz)'ler igin optimize edilmistir (Cizelge 3.2, Cizelge 3.3 ve Cizelge
3.4).

Cizelge 3.2 Long Range PCR i¢in kullanilan reaksiyon hacimleri

Kimyasallar Array Formati
49 100 169
(100 i) (50 ul) (25 pl)
PCR Reaksiyon Karisimi:
Su 33.0 ul 16.7 pl 8.4 ul
2.5 mM dNTP’ler 16.0 pl 8.0 pl 4.0 ul
10X LA-Taq Tamponu (+ Mg) 10.0 pl 5.0 ul 2.5 ul
LA-Taq Polimeraz 1.0 pl 0.3 yl 0.1 yl
Primer cifti (3 uM/primer/PCR reaksiyonu) 20.0 yL 10.0 L 5.0 yl
Genomik DNA (5 ng/ul) 20.0 pl 10.0 pl 5.0 pl
Toplam Hacim (Bir reaksiyon icin) 100.0 pl 50.0 pl 25.0 pl

Cizelge 3.3 Long PCR igin kullanilan kimyasallar

Bilesik

10X LA PCR Tamponu I (MgZ+)
dNTP karigimi
LA Taq Polimeraz

Steril su

1X TE Tamponu, pH 8

% 99.9'luk DMSO
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Uzun DNA Fragmentleri icin PCR Reaksiyonunun Kontrolii:

Her reaksiyondan 2-4 pl'lik érnek, %1’lik TBE agaroz jelde yiritildi. istenilen

buyuklukteki bantlarin olup olmadigi molekuler belirtecle kontrol edildi.

Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Malzemeler

a- 10X TBE (Tris-Borik asit-EDTA) tamponu (1 litre); 108 gr Tris (Merck), 55 gr
Borik Asit (Merck), 7.4 gr EDTA (Merck)

b- Agaroz (Prona)

c- Yukleme tamponu : 5,5 ml gliserol (Merck), 4.5 ml dH20, 0.01 gr orange G

d- Etidyum Bromud : 10 mg Etidyum Bromud (AppliChem), 1 ml dH,O

e- DNA igin molekuler agirhk belirleyicisi : 3.000-10.000 baz cifti DNA ladder
(Fermentas)

Cizelge 3.4 Uzun fragment PCR’da kullanilan primerler ve amplikon (amp.)
buyukligu (baz cifti).

ATP7B | Ekzonlar ileri primer Geri primer Amp.

amp. bg

1 1,2,3,4,5, | TAAATGGGTAAAATTATAC | AGACTATGTACGAAGAAAG | 10765
6,7,8 ACTTCAGGAAT GAACAGACTAT

2 9,10,11,1 | TATGATCTCATGGCTTTAAA | TAATACTCAGTCAGCTTTGC | 5921
2 TGCTATCTAC TATTTACTTT

3 13,14,15, | AAGTACCATTGAAATATTT | GTGTAAAGGTTAAGAAAAT | 9270
16,17 GGATACTTGAT AGACTCTGGAT

4 18,19,20, | ATGTATTTACTGGATTCAG | CTATCACAAGCCCTTTTCTC | 8536
21 CAATATCTTTT TTAGAAT

3.5. Kisa DNA Fragmentleri igin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ( Short Range
PCR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonunda Kullanilan Malzemeler

a- Taq DNA polimeraz tampon 10X (Fermentas)

b- MgCl; 25 mM (Fermentas)

c- dNTP solusyonu (10 mM) (GeneMark) : 2,5 mM dATP, 2,5 mM dTTP, 2,5 mM
dGTP, 2,5 MM dCTP

d- Tag DNA polimeraz (5 u/ul) (Fermentas)

e- ATP7B genine 6zgul primerler (100 pmol/pl)
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“Short Range” Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu ile ATP7B geninin yirmi bir ekzonu ayri ayri ¢ogaltildi.
PCR reaksiyonu ¢ basamaktan olusmaktadir. Birinci basamak genomik DNA’nin
denaturasyonu, ikinci basamak 6zgul primerlerin baglanmasi ve Uguncu basamak
ise sentez reaksiyonudur. PCR reaksiyonuna ait protokol Cizelge 3.5'de
O0zetlenmistir. ATP7B geninin  PCR reaksiyonunda kullanilan primerler,
Primerdesign3 (v.0.4) programiyla tasarlandi (Cizelge 3.6).
PCR kosullari : 94°C’de 3 dakika

94°C’de 30 saniye

55°C’de 30 saniye

72°C’de 30 saniye

72°C’de 5 dakika

32 dongu olacak sekilde.

Cizelge 3.5 PCR reaksiyonu protokolu

STOK Son Konsantrasyon
10X Taq polimeraz 2,5 ul 1X
tamponu

MgCl, 25 mM 1.5 pl 1.5 mM
dNTP 10 mM 2 ul her birinden 0.8 mM
ileri primer 100 pmol/ul 0.3 pl 1.2 pmol
Geri primer 100 pmol/pl 0.3 ul 1.2 pmol
Genomik DNA 50 ng/ul 1 ul 50 ng
Taq DNA polimeraz (5 0.1 ul 0.5u
u/pl)

dH,0O 17.4 pl
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Cizelge 3.6 Short PCR igin ATP7B genine ait primer dizileri ve amplikon

bayuklugu
Ekzon | ileri primer Geri primer Sentez (°C) | Amp.
(bg)
2A GTTTCAAGGTTAAAAAATGT GGCACATATTTCACAGTGG 57 298
2B GGCCACCAGCACAGTC CTGGGCAGGCAAGGAC 59,60 253
2C GAGGCCAGCATTGCAGA AGCCACTTTGCTCTTGATG 57,58 282
2D ATGACATGGGATTTGAAG TCCATCAGGAAGAGAAAC 56,57,58 386
2E GCCCAAGTAAAGTATGACCC GACACCGATATTTGCTGCAC 57,58 200
2F GGCACATGCAGTACCACTCT AGGGCTCACCTATACCACCATCC 57,58 308
3 GAATATTTTCTGACATTTTATCC | GCAGCATTCCTAAGTTCA 55 323
4 CCACCCAGAGTGTTACAGCC ACCCCGTAACGCACCCA 55 229
5 CCTGGGTCTGTGGGATTCT AAAGGTGACTACAATTTTTTAATGA 55 233
6 CTGCCAATGCATATTTTAAC GGTAGAGGAAGGGACTTAGA 55,56 199
7 TGTAATCCAGGTGACAAGCAG | CACAGCATGGAAGGGAGAG 57 276
8 CAGCCTTCACTGTCCTTGTC GAGCAGCTCTTTTCTGAAC 55,56,58 295
9 TTTCGATAGCTCTCATTTCACA | TGCCCACACTCACAAGGTC 55 241
10 AGTGGCCATGTGAGTGATAA CTGAGGGAACATGAAACAA 55,56 193
11 CTGTCAGGTCACATGAGTGCT | TTTCCCAGAACTCTTCACA 55 290
12 CTTGTGGTGTTTTATTTCTT ACCACCATATAGCCCAAG 55 230
13 TGAACTCTCAACCTGCCT TCTCAGGATGGGGAAAGCCG 55-62 268
14 TCCATCTGTATTGTGGTCAG CAGCTAGGAGAGAAGGACAT 55 303
15 CTTTCACTTCACCCCTCT AGCTGCAGAGACAAAAGC 58,60 254
16 CCATTTAGAAATAACCACAG AGGAAGGCAGAAGCAGA 60 201
17 CAAGTGTGGTATCTTGGTG CTGGTGCTTACTTTTGTCTC 55 280
18 ACCTTTTGCCAACACTAGGCAT | TCCCAGCACCCACAGCC 55 281
19 GGCAGACCCCTTCCTCAC CCTGGGAGACAGAAGCCTTT 55 215
20 CTAGGTGTGAGTGCGAGTT CAGCATTTGTCCCAGGT 55 253
21 AATGGCTCAGATGCTGTT GCTTGTGGTGAGTGGAGG 55,59 361

Kisa DNA Fragment PCR Reaksiyonunun Kontrolii:

ATP7B geninin short PCR UrlUnleri %2’lik agaroz jel elektroforezinde kontrol

edildi.
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3.6. DNA Dizi Analizi

Microarray DNA ¢ip sonuglarindan elde edilen mutasyonlar, ekzonlarin DNA dizi

analizi ile nukleotit seviyesinde okunarak mutasyonlar onaylandi.

Kisa DNA Fragment PCR Uriinlerinin Piirifikasyonu

PCR UrlUnleri, ortamdaki kullaniimamis dNTP’lerden ve primerlerden
temizlenmesi icin MinElute 96 UF Plate (Qiagen) kullanilarak purifiye edildi.
Ornekler 96 kuyucuklu érnek kabina yiklenerek, 10 dakika vakum pompasinda
(KnFlab) 800 mbar'da vakumlandi. Sire sonunda 30 pl dH,O ilave edilerek,
tekrar 10 dakika 800 mbarda vakumlandi. Orneklerin lizerine 30 pl su ilave
edilerek, PCR Urdnlerinin ¢ézlinmesi igin 10 dakika yavasca calkalandiktan sonra

ornekler toplandi.

DNA Dizi Analizi Reaksiyonu

DNA dizi analizi reaksiyon protokoll Cizelge 3.7’de gdsterildi.
DNA dizileme reaksiyonu kosullari : 96°C’de 1 dakika
96°C’de 10 saniye
50°C’de 5 saniye
60°C’de 4 dakika
25 dongu olacak sekilde.

Cizelge 3.7 DNA dizi analizi reaksiyon protokolu

BigDye® Terminator v3.1 2 ul

5 X sekans tamponu 4 ul
PCR arunu 2 ul
ileri veya geri primer (5 pmol/ul) 0.7 yl
dH,>0 11.3 yl

Dizileme Reaksiyonu Sonrasi Purifikasyon

Dizileme reaksiyonu sonrasinda, reaksiyona girmemis olan floresan isaretli
nukleotitleri ve primerleri uzaklastirmak amaciyla purifikasyon yapildi. Her érnege
2 ul 3M amonyum asetat ve 50 pl %95’lik etanol eklendi ve 20 dakika -20°C’de
bekletildi. Bu sure sonunda oOrnekler 20 dakika sureyle 13,000 rpm’de santrifuj
edildi. Santrifuj sonrasi tekrar supernatan kisim atilarak, kalan etanolin u¢gmasi
icin 70°C’de bekletildi. Ornekler 25 pl dH,O’'da ¢ozildikten sonra, 95°C’de 5
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dakika denatire edildi ve daha sonra ABI 3130 otomatik DNA dizi analiz cihazina

yuklendi.

3.7. PCR Uriinlerinin Miktar Tayini ve Birlestirilmesi

Bu asamada c¢ip uygulamasi igin uzun DNA fragmentli PCR Uranleri kullanildi.
PCR reaksiyonunun verimliligi ornekler arasinda c¢esitlilik gosterir. Deney
performansi, amplikon konsantrasyonunun hibridizasyon sirasinda 10 katina
kadar farkliigini tolere eder. Dolayisiyla tek bir hibridizasyondan maksimum
miktarda sekans bilgisi elde etmek icin, her PCR reaksiyonundan benzer miktarlar

DNA ¢ipine uygulanmalhdir.

PCR Uriinlerinin Birlestirilme Cizelgesi

Asagidaki tablo kullanilarak farkli baz cifti igin birlestirilecek nanogram miktarda
PCR drunleri eglestirildi (Cizelge 3.8).

Cizelge 3.8 Amplikon buyuklugune gore birlestirme icin alinacak Urdn miktarlari

Hesaplama Bigimi Amplikonun Absorbsiyon
buyukligu Spektrofotometre
( baz cifti ) Metodu
1,000 36.3 ng
2,000 72.6 ng
3,000 108.9 ng
4,000 145.2 ng
Metoda ait galisma kitapc¢igi | 5,000 181.5 ng
kullanilarak  otomatik  olarak 6,000 217.8 ng
hesaplanan degerler 7 000 254.1 ng
8,000 290.4 ng
9,000 326.7 ng
10,000 363.0 ng

3.8. PCR Uriinlerinin Piirifikasyonu

1- Vakum manifoldunun Ustline bir temizleme pleyti yerlestirildi.
2- Her bir amplikon veya havuzlanmig 6rnek temizleme pleytinin bir kuyusuna
transfer edildi.

3- 600 mbar’lik bir vakumda, kuyucuklar tamamen kuruyuncaya kadar tutuldu.
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4- PCR durunlerini 50 pl distile suyla yikayip, kuyucuklar tamamen kurutuldu
(yaklasik 20 dakika). Yikama bir kez daha tekrarlandi. Temizleme pleyti vakum
aletinden dikkatlice gikarildi.

5- Temizleme pleyti temiz bir emici kagit destesinin Uzerine hafifge vurulup,

pleytin altinda kalmasi muhtemel sivi uzaklastirildi.

3.9. PCR Uriinlerinin Eliisyonu

1- Herbir kuyucuga 50 pyl RB tamponu veya distile su eklendi.

2- Temizleme pleyti bir pleyt ¢calkalayici Uzerinde, 1,000 rpm’de oda sicakliginda
10 dakika orta derecede karistirildi.

3- Bir seferde bir kuyucuk calisacak sekilde her bir kuyucuktan eluat’i pipetleyip,

96 kuyucuklu pleytin ait oldugu kuyucuguna transfer edildi.

3.10. Fragmentasyon

Fragmentasyon reaksiyonu enzimatik bir reaksiyon olup zamana ve sicakliga
duyarlidir. Bundan dolay! bu reaksiyonun sartlarini kesin bir sekilde gozlemek
gerekir. Fragmentasyon icin kullanilan kimyasallar Cizelge 3.9’da gosterildi.

Cizelge 3.9 Fragmentasyon igin kullanilan kimyasallar

Kimyasallar

Fragmentasyon ¢ozeltisi
10X Fragmentasyon tamponu

RB tamponu

%20 TBE jel

DNA belirteci (50-2,500 baz gifti)

EtBr

Fragmentasyon Cozeltisinin Aktivitesinin Dogrulanmasi

Deneydeki butuin PCR dGrdnlerini fragmente etmeden Once, fragmentasyon
reaksiyonu bir kontrol 6rnekle test edildi. Mevcut olan farklh PCR ve purifikasyon
sartlari icin fragmentasyon sartlarini optimize etmede, kiguk bir fragmentasyon
cOzeltisi titrasyon aral@r ( 6rnegin, 0.010, 0.015, 0.020, 0.025, 0.030 U/ug )
uygulandi.
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Birlestirilen PCR Uriinlerinin Seyreltilmesi ve Miktar Tayini

Ayni buyuklikteki havuzlar igin birlestirme ¢alisma tablosu tamamlandi.

a- Havuz basina amplikon buyukluklerinin toplami her havuz i¢in ayni olmalidir.
Ayni galisma cizelgesi lzerinde farkli blyUklikteki havuzlar birlestiriimez. Ozgil
ornekli bir havuzda her bir amplikon buyukligune gore eklendi.

b- UVy6 absorbans

c- Seyreltme faktori

Fragmentasyon igin kullanilacak havuzlanmig PCR drind hacmi pl cinsinden
otomatik olarak hesaplandi.

1- Kullanilan deney formatina dayanarak havuzlanmis PCR Grand soéyle
seyreltildi:

a- Calisma cizelgesi Uzerinde gosterilen havuz hacmi, yeni bir PCR tupune bir
alikuat/havuz/ tup olacak sekilde transfer edildi.

b- Calisma gizelgesinde belirtilen hacimde, her bir havuzdaki her bir alikuat'a RB
tamponu ve 10X Fragmentasyon tamponu eklendi.

2- TUp buzun Uzerine koyuldu.

Fragmentasyon Ana Karisiminin Hazirlanmasi

1 ul fragmentasyon c¢ozeltisi igin gerekli sayida o6rnek hesaplandi ve
fragmentasyon ¢ozeltisinin aktivitesi girildi. Bu deger girilir girilmez fragmentasyon
ana karisimi igin gerekli her bir gozelti hacmi, ¢alisma ¢izelgesi Uzerinde otomatik

olarak hesaplandi.

Birlestirilen PCR Uriinlerinin Fragmente Edilmesi

Fragmentasyon ana karisiminin hazirlanmig havuzlara eklenmesine bir ornek

olarak, standart olan 49’lu format igin Cizelge 3.10’da gosterildi.

Cizelge 3.10 Fragmentasyon ana karisiminin hazirlanmis havuzlara eklenmesi

Fragmentasyon 49’lu format(standart)
reaksiyonunun
olusturulmasi

Hazirlanmis havuz ul 42.6

Fragmentasyon mastir ul 4.0
karisimi

Toplam reaksiyon hacmi 1] 46.6
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Fragmentasyonun Tamamlandiginin Dogrulanmasi

1- Her bir fragmentasyon reaksiyonu igin:
a- 169 format cipler icin 2 pl'lik 6rnek jel kuyucuguna eklendi.

2- 4 ul 2X jel yukleme boyasi eklendi.

3- 50-2,500 baz cifti DNA belirtecleriyle beraber % 20’lik TBE PAGE jelde
yuratuldu.

4- Jel etidyum bromid ile boyandi ve UV altinda goruntilendi. Uygun bir sekilde
fragmente edilmis DNA, 20-200 baz cifti arasinda gozlendi.

3.11. isaretleme

isaretleme icin kullanilan kimyasallar, ana karigimin hazirlanmasi ve kullanilan
“thermal cycler” programi sirasiyla Cizelge 3.11, Cizelge 3.12 ve Cizelge 3.13'de
gosterildi.

Cizelge 3.11 isaretleme igin kullanilan kimyasallar

Kimyasallar

DNA isaretleme ¢ozeltisi
Terminal deoksinukleotidil transferaz
5X Terminal deoksinUkleotidil transferaz tamponu

Cizelge 3.12 isaretleme ana karisiminin hazirlanmasi

Array formati Isaretleme ana karisimi | Her bir tiipiin total hacmi

169 7.8 |l 26.9 yl

Cizelge 3.13 isaretlemede kullanilan “thermal cycler” programi

Sicaklik Siire
37 °C 2 saat
95 °C 15 dakika
4°C Bekletilir.
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3.12. Hibridizasyon
Hibridizasyon igin kullanilan kimyasallar Cizelge 3.14’de gosterildi.

Cizelge 3.14 Hibridizasyon igin kullanilan kimyasallar

Kimyasallar

Oligonukleotit kontrol ¢ozeltisi

Tetrametilammoniyum klorid ¢ézeltisi

Asetillenmis sigir serum albimin

Herring sperm DNA’s|

Tris-HCI, 1 M, pH 7.8

Tween-20 (Steril suyla %1’e seyreltiimis)

Steril su

Hibridizasyon Ana Karigsiminin Hazirlanmasi

Hibridizasyon ana karisiminin hazirlanmasi U¢ farkh ¢ip formati iginde Cizelge
3.15’de gosterildi.

Cizelge 3.15 Hibridizasyon ana karisiminin hazirlanmasi

Hibridizasyon ana Cinsi 49-format 100-format 169-format

karisiminin

hazirlanmasi

%5 ekstra hacim ul

5M TMAC 1] 136.6 499.0 62.4

1M tris 7.8 ul 2.3 8.3 1.0

%1 Tween ul 2.3 8.3 1.0

50 mg/mL BSA ul 2.3 8.3 1.0

10 mg/ml HS DNA ul 2.3 8.3 1.0

130X oligo kontrol 1]} 1.8 6.4 0.8

cozeltisi

Su 1] 18.4 66.2 8.3

Toplam hacim ul 168.0 604.8 75.6

isaretlenmis 6rnege 1] 160.0 96.0 72.0
| uygulanacak hacim

Son hacim 1]} 220.0 130.4 98.9

(Isaretlenmis

ornek+Hibridizasyon

karigimi)
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Hibridizasyon Ana Karisiminin Eklenmesi

Hibridizasyon ana karisiminin eklenmesi Cizelge 3.16’da gdsterildi.

Cizelge 3.16 Hibridizasyon ana karisiminin eklenmesi

Cip formati Hibridizasyon mastir | Her bir tiipun total hacmi
karisimi
49 160 pl 220 pl
100 96 pl 130.4 pl
169 72 pl 98.9 ul

Pre-Hibridizasyon Tamponunun Hazirlanmasi
Pre-Hibridizasyon tamponunun hazirlanmasi Cizelge 3.17’de gdsterildi.

Cizelge 3.17 Pre-Hibridizasyon tamponunun hazirlanmasi

Kimyasal Stok Final Bir ¢ip i¢in
Su - - 196 pl
Tris, pH 7.8 1M 10mM 2yl
Tween-20 %1 %0.01 2 ul
Toplam 200 pl

Ciplerin Pre-Hibridizasyonu

Ciplerin Pre-Hibridizasyon tamponunun u¢ farkli format icin kullanim miktar

Cizelge 3.18’de gosterildi.

Cizelge 3.18 Ciplerin Pre-Hibridizasyonu

Cip formati Pre-Hibridizasyon tamponu
49 200 pl
100 120 pl
169 80 pli

3.13. Orneklerin Denatiire Edilmesi

1- Tupler thermal cycler'da 5 dakika 95°C’de tutuldu.
2- Tupler 5 dakika 49°C’de tutularak dengelendi.

3- Tupler vortekslendikten sonra kisa bir spinle kenarlarda kalmis kalintilar

toplandi.
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Denatiire Edilmis Orneklerin Cipe Yiiklenmesi

Pre-Hibridizasyon tamponu giplerden c¢ikarilarak, her bir ¢ipe uygun hacimde
denatlre edilmis drnek yuklendi (Cizelge 3.19).
Cizelge 3.19 Denature edilmig orneklerin ¢ipe yuklenmesi

Cip formati Denatiire edilmis ornek
49 200 pl
100 120 pl
169 80 pl

3.14. Yikama, Boyama ve Tarama

Cipler GeneChip Fluidics Station 450/250 kullanilarak yikandi ve GeneChip
Scanner 3000 kullanilarak tarandi. Kurma ve ayarlama GeneChip Operating
Software ile yapildi. Taranan ¢ip (.dat dosyasi) goruntuleri GeneChip Sequence
Analysis Software User's Guide kullanilarak analiz edildi. Yikama, boyama ve

tarama icin kullanilan kimyasallar Cizelge 3.20’de gosterildi.

Cizelge 3.20 Yikama, boyama ve tarama icin kullanilan kimyasallar

Kimyasallar

Steril su

20X SSPE (3M NaCl, 0.2 M NaH;PO4, 0.02 M EDTA)

Biotinlenmis kegi anti-streptavidin antikoru

R-Fikoeritrin Streptavidin

%10 Tween-20 (Surfact-Amps20)

% 5.25 Sodyum Hipoklorid

50X Denhardt ¢ozeltisi

MES hidrat

MES sodyum tuzu

5M NaCl (RNaz ve DNaz'dan arindiriimis)

Cozelti Hazirlama

Yikama Cozeltisi (A): Non-Stringent Yikama Tamponu
(6X SSPE, % 0.01 Tween 20)
1000 ml igin:

300 ml 20X SSPE

1 ml % 10’luk Tween-20

699 ml su

0.2 um’lik filtreden gegirilerek oda sicakhginda saklandi.
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Yikama Cozeltisi (B): Stringent Yikama Tamponu
(0.6X SSPE, % 0.01 Tween 20)
1000 ml igin:

30 ml 20X SSPE

1 ml % 10°luk Tween-20

969 ml su

0.2 um’lik filtreden gegirilip oda sicakliginda saklandi.

0.5 mg / ml Anti-Streptavidin Antikoru
0.5 mg’1 1 ml suda ¢6zildi. 4°C’de saklandi.

12X MES Stok Tamponu
(1.22 M MES, 0.89 M Na™)
1000 ml igin:

70.4 g MES hidrat

193.3 MES sodyum tuzu

800 ml steril su

Karistirilarak hacmi 1000 ml'ye tamamlandi.

pH 6.5 ile 6.7 arasina ayarlandi. 0.2 ym’lik filtreden gegcirildi.

1X Cip Bekletme Tamponu
(100 MM MES, 1 M Na*, % 0.01 Tween 20)
100 ml igin:

8.3 ml 12X MES stok tamponu

18.5 ml 5 M NaCl

0.1 ml % 10’luk Tween-20

73.1 ml su

2°C ile 8°C arasindaki sicaklikta saklandi ve isiktan korundu.

Deney ve Fluidiks istasyonunun Kurulmasi

Asagidaki talimatlar GeneChip Operating Software ( GCOS ) 1.4 veya GeneChip
Operating Software Server ( GCOS Server ) kullanilarak otomatik olarak yapildi.
Yikama ve Boyama igin Ciplerin Hazirlanmasi

Ug asamadan olusur:
1- Streptavidin fikoeritrin ( SAPE ) boyama
2- Antikor amplifikasyon basamagi

3- SAPE ile son boyama

40



Ciplerin hazirlanmasi:

1- 16 saatlik hibridizasyondan sonra ciplerden hibridizasyon kokteyli ¢ikarilarak,
bir mikrosantrifuj tpune koyuldu.

2- islem sirasinda hibridizasyon kokteyli buz tstiinde tutuldu veya uzun sireli
saklama igin -80°C’ye kaldirild1.

3- Cip 250 pl ¢ip bekletme tamponuyla tamamen dolduruldu.

Tampon ve Boyama Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Bu asamadaki butun hazirliklar Cizelge 3.21-24’de gosterildi.

Cizelge 3.21 Boyama tamponunun hazirlanmasi

Bilegenler 1X Son konsantrasyon
Su 666.7 pl

SSPE (20X) 300 pl 6X
Tween-20 (%3) 3.3 %0.01
Denhardt (50X) 20 pl 1X
Toplam 990 ul

Cizelge 3.22 SAPE boyama ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Kimyasallar Hacim Son Konsantrasyon
Boya tamponu 495 ul 1X

1 mg/mL SAPE 5.0 pl 10 pyg/ml

Total 500 pl

Cizelge 3.23 Antikor ¢ozeltisi karigsiminin hazirlanmasi

Bilesenler Hacim Son Konsantrasyon
Boya tamponu 495 ul 1X

0.5 mg/ml Biyotinile 5.0 ul 5 ug/ml
antikor

Total 500 pl

Cizelge 3.24 Cip bekletme tamponunun hazirlanmasi

Bilesenler Hacim

MES stok tamponu (12X) 8.3 ml

5M NaCl 18.5 ml
Tween-20 (%10) 0.1 ml

Su 73.1 ml
Toplam 100 ml
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Fluidiks istasyonunun Kullanim Protokolleri

169’luk cip formati icin Mini_DNAArray WS5 450 ve
FLEXMini_DNAArray WS5 450 protokolleri kullanildi. FS-450 Fluidiks protokolu
kullanilarak hedefler igin antikor amplifikasyonu yapilmasi Cizelge 3.25'de
gOsterildi.

Cizelge 3.25 FS-450 Fluidiks protokolu kullanilarak hedefler igin antikor
amplifikasyonu yapilmasi

49 format ( standart ) protokol: DNAArray WS5 450

Hibridizasyon sonrasi 1. Yikama 25°C’de yikama tamponu A ile 5 karigimin 6
dongusii/dongi

Hibridizasyon sonrasi 2. Yikama 45°C’de yikama tamponu B ile 5 karigimin 6
dongusii/dongu

1. Boyama 25°C’de ¢ipi SAPE ¢ozeltisinde 10 dakika
boya

Boyama sonrasi yikama 25°C’de yikama tamponu A ile 5 karigimin 6
dongisi/dongu

2. Boyama 25°C’de ¢ipi antikor goézeltisinde 10 dakika
boya

3. Boyama 25°C’de cipi SAPE c¢ozeltisinde 10 dakika
boya

Son yikama 30°C’de yikama tamponu A ile 6 karigimin
10 déngilisii/dongii. Son bekletme sicakhgi
25°C’dir.

Cipleri doldurma Cip, ¢ip bekletme tamponuyla doldurulur

FS-450/250 Kullanarak Ciplerin Yikanma ve Boyanmasi

1- Calisma istasyonundaki fluidiks diyalog kutusundan dogru deney ismi secildi.
Prob ¢ip tipi otomatik olarak gértindu.
2- Fluidiks istasyonundaki LCD penceresinden talimatlar izlendi.
3- Kart atma kolu asagi veya ¢ikarma pozisyonundayken fluidiks istasyonunun
tanimlanmis moduiline uygun ¢ip yerlestirildi.

a- Numune bekletme 1’e 500 ul SAPE ¢ozeltisi igeren tup yerlestirildi.

b- Numune bekletme 2’ye 500 pl anti-streptavidin biyotinile antikorlu boyama
¢cOzeltisi iceren tup yerlestirildi.

c- Numune bekletme 3’e 800 pl ¢ip bekletme tamponu igeren tlp yerlestirildi.

d- igne kolu igneleri pozisyona getirecek sekilde bastirarak yuritme baglatildi.
4- Boyama bittiginde boya iceren tlplerle bos tipler gosterilen sekilde degistirildi.
5- Kart atma kolu ¢ikar pozisyonuna getirmek igin bastirilarak ¢ipler modullerden

cikarildr.
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6- Cip penceresinden buyuk hava kabarciklarinin veya hava ceplerinin olup
olmadigi kontrol edildi.

a- Eger hava kabarciklari varsa, el yordamiyla gipler pipet kullanilarak gip
bekletme tamponuyla dolduruldu. Ardindan ¢ézeltinin yarisi disari atildi ve yine el
yordamiyla ¢ip bekletme tamponuyla dolduruldu.

b- Cipi taramak icin kart atma kolu yukari ¢cekilerek yikama blogu baglandi.

7- Eger cipler hemen taranmayacaksa 4°C’de karanlkta bekletildi. Tarama 24

saat iginde gergeklestirildi.

3.15. Ciplerin Taranmasi

Tarayici GeneChip Operating Software 1.4 tarafindan kontrol edilmektedir.
Tarama, yikama protokolleri tamamlandiktan sonra yapildi. Taramadan en az 10
dakika once lazer agildi ve 1sitildi. Eger 6rnekler 4°C’de saklanmigsa, taramadan
once oda sicakligina getirildi.

Cipleri Taramaya Hazirlama

Eger gerekiyorsa, taramadan dnce ¢ipin cam yuzeyi, ¢izmeyen bir mendil veya
kumasla silindi. Cami silmek icin alkol kullaniimadi. Cip taramadan 6nce iki septa
Tough-Spots yapiskanlariyla sizmayi dnlemek igin kapatildi.

1- Cipin arka yuzeyinde septalarin ¢evresindeki fazla sivi silindi.

2- Dikkatli bir sekilde septalarin her birine Tough-Spots uygulandi. Tough-
Spots’lar dizgun bir sekilde uygulanmadiginda olusan c¢ikintilar, sislikler, yirtiklar
veya kirisik kenarlar duzeltmeye ¢alisiimadi ve eskisi ¢ikarilip yenisi uygulandi.

3- Cip tarayiciya sokuldu ve Tough-Spotslarin odaklanmaya engel olmadiklarini

garantilemek igin otomatik odaklama testi yapildi.

Ciplerin Taranmaya Baslanmasi

1- Taramak istedigimiz gipe ait deney ismi segildi.

2- Cip tarayiciya yerlestirildi. GeneChip Scanner 3000 igin sadece bir tarama
yeterlidir.

3- Bu tarayici igin piksel ¢ozunurlugu ve dalga boyu 6nceden kurulmustur.

4- Tarayicinin drnek kapisi agildi ve ¢ip tutucuya yerlestirildi.

5- Tarama baglatildi. Goruntlileme menlstnden tarama sureci komutu segilerek

¢ip goruntusu tarama yapilirken ekranda goruldu.
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4. SONUCLAR

Toplam kirk Wilson hastasinin mikroarray tabanli DNA yeniden dizileme
cipleriyle, ATP7B geninin tum kodlayici ekzonik dizileri, ekzon-intron
baglantisinda yer alan diziler ve 5’ ve 3’ kodlayici olmayan bdlgeleri (5’ UTR, 3’
UTR) mutasyonlar agisindan tarandi. Hastalarda bulunan nikleotit degisiklikleri
otomatik DNA dizi analizi yontemiyle tekrar dogrulandi. Hastalarda saptanan
nukleotit degisiklikleri referans genom ile karsilastirilarak, mutasyonlarin tipi, yeri
ve proteinde yaptigi degisiklikler belirlendi. Sonuglar toplu olarak degerlendirilerek
on ug¢ farkli mutasyon ve sikliklari belirlendi (Cizelge 4.1). Mutasyon saptanan

hastalara ait diger bilgiler gizelge 4.3’de gosterildi.

Cizelge 4.1 ATP7B geninde saptanan mutasyonlar

Ekzon Nukleotit degisikligi Etki Allel Sikhgi (%)

2 c.562 C>T p.Q188K 4,16

8 c.2332 C>G p.R778G 31,25
10 c.2506 G>C p.G836R 4,16
10 c.2508 G>A p.G836E 4,16
12 c.2732 C>T p.A912V 4,16
12 c.2755 C>T p.R919W 2,08
14 c.3207 C>A p.H1069Q 20,8
17 c.3664 G>T p.D1222Y 4,16
18 c.3733 C>A p.P1245T 4,16
18 c.3809 A>G p.N1270S 4,16
18 c.3818 C>T p.P1273L 4,16
19 c.3955 C>T p.R1319X 4,16
19 c.3979 C>G p.L1327V 4,16
Toplam 95,8

Not: Birlesik heterozigotluk saptanan iki hastada, hastalik nedeni olan diger allel
bulunamadi.
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Direkt DNA dizi analizi sonucu elde edilen farkl mutasyonlarin, DNA dizi analizi
sonuglari asagida gosteriimektedir (Sekil 4.1-11). DNA kromatogramlari Gzerinde
meydana gelen nukleotit degisikleri kirmizi kalin ok yardimiyla gosterilmistir.
‘Chromas 2’ ve ‘Paint’ programlari kullanilarak, nukleotit degisikligini iceren dizi
sonuglarinin yaklasik otuz nukleotidlik kismi verilmistir. Sekillerde nukleotit
piklerinin renkleri, Guanin (G) siyah, Sitozin (C) mavi, Timin (T) kirmizi ve Adenin

(A) yesil olarak gorulmektedir.

150 160 170 18
- = u - =) - = = - u - u = =

Sekil 4.1 ATP7B geninin ikinci ekzonunda homozigot olarak bulunan ¢.562 C>T
p.Q188K mutasyonu

Sekil 4.2 ATP7B geninin sekizinci ekzonunda heterozigot olarak bulunan ¢.2332
C>G p.R778G mutasyonu
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Sekil 4.3 ATP7B geninin sekizinci ekzonunda homozigot olarak bulunan ¢.2332
C>G p.R778G mutasyonu

Sekil 4.4 ATP7B geninin onuncu ekzonunda homozigot olarak bulunan c¢.2506
G>C p.G836R mutasyonu
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Sekil 4.5 ATP7B geninin onuncu ekzonunda homozigot olarak bulunan c¢.2508
G>A p.G836E mutasyonu
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Sekil 4.6 ATP7B geninin onddrdincu ekzonunda heterozigot olarak bulunan
¢.3207 C>A p.H1069Q mutasyonu
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Sekil 4.7 ATP7B geninin onddrdunct ekzonunda homozigot olarak bulunan
c.3207 C>A p.H1069Q mutasyonu
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Sekil 4.8 ATP7B geninin onyedinci ekzonunda homozigot olarak bulunan c.3664
G>T p. D1222Y mutasyonu
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Sekil 4.9 ATP7B geninin onsekizinci ekzonunda homozigot olarak bulunan ¢.3733
C>A p. P1245T mutasyonu
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Sekil 4.10 ATP7B geninin onsekizinci ekzonunda homozigot olarak bulunan
c.3809 A>G p. N1270S mutasyonu
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Sekil 4.11 ATP7B geninin onsekizinci ekzonunda homozigot olarak bulunan
c.3818 C>T p. P1273L mutasyonu
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Sekil 4.12 ATP7B geninin sekizinci ekzonunda mikroarray tabanli DNA yeniden
dizileme ¢ipiyle bulunan ¢.2332 C>G p.R778G mutasyonu
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ATP7B geninde tespit ettigimiz on Ug farkh mutasyonun ekzonlara gore dagilimi
Sekil 4.14’de verilmigtir.

Q188K
N1222Y
G836E
G836R
P1245T
N1270S
P1273L
[R778G_]
H1069Q
R1319X
L1327V
A912V
R919W

v v v v JV

[1]2"3]4ls5]e6]7[8]ol10]11]12]13]14a)15f16]17[18]19]20]21]

Sekil 4.14 ATP7B geninde saptadigimiz mutasyonlarin gen icindeki dagilimlari
(Turkuaz rengi ATP7B geninin 21 ekzonunu ve altin sarisi renkler de ait olduklari
ekzonda bulunan mutasyonlari gostermektedir).
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Kirk Wilson hastasinin mikroarray tabanli DNA yeniden dizileme ¢ip yontemiyle
taranmasi sonucu, mutasyona sahip bireylerde dokuz farkl polimorfizm bulundu.
Bu polimorfizmlerin alti tanesi ekzonik bolgelerde ve Ug tanesi intronik bolgelerde
tespit edildi. 2,3,9,10,13,16 ve 18 numarali ekzonlarda birer, 12 numarali ekzonda
iki farkli polimorfizm bulundu. Calistigimiz gruba goére en polimorfik ekzon 12
numarali ekzondur. Tespit edilen dokuz polimorfizmin hepsinde, tek nlkleotit
degisikligi olmustur. Bu degisiklik sonucu bir sessiz ve bes yanlig anlama
polimorfizmi olugsmustur. intronik bolgelerdeki degisiklikler, proteinde herhangi bir
degisiklige yol agcmaz. Asagidaki gizelgede polimorfizmlere sebep olan nukleotit
degisiklikleri ve proteinde yol agtigi degisiklik ve her bir polimorfizmin bulundugu
hasta sayisi gosterilmektedir.

Cizelge 4.2 Mutasyon bulunan hastalarda saptanan polimorfizmler ve
bulunduklari hasta sayisi

Ekzon/intron Nikleotit degisikligi Etki Hasta sayisi

2 c.1216 T>G p.S406A 5

3 c.1366 G>C p.V456L 6

9 c.2448 -25 G>A intronik degisiklik 7
10 €.2495 A>G p.K832R 15
12 c.2855 A>G p.K952R 16
12 €.2866 -13 G>C intronik degisiklik 5
13 c.3009 G>A p.A1003A 3
16 c.3149 C>T p.V1140A 4
18 c.3903 +6 C>T intronik degisiklik 4

Literatirde en sik rastlanan doért polimorfizmin, grubumuzda tespit edilen
mutasyonlarla beraber saptanmasi durumu goyle ifade edilebilir: p.S406A ve
p.V456L polimorfizmleri, p.H1069Q, p.R919W, p.G836E ve p.G836R
mutasyonlariyla beraber saptanmistir. p.K832R ve p.K952R polimorfizmleri,
p.H1069Q, p.R778G, p.R919W, p.R1319X, p.P1273L, p.P1245T ve p.L1327V
mutasyonlariyla beraber saptanmistir. Ozgiil mutasyonlarla giden polimorfizmler

icin haplotip olusturulabilmesi i¢cin daha fazla hastaya ve kontrol 6rneginin
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incelenmesine ihtiyag vardir. Elde edilen veriler 1s1dinda, hastalik alleleriyle

beraber dagihm goésteren polimorfik varyantlar bulunmamaktadir.

Cizelge 4.3 Mutasyon bulunan hastalara ait bilgiler

Hasta Dogum Tani Dogum
No Tarihi Yas| Yeri Cinsiyeti Mutasyon Allel Durumu
1 01.01.1986 16 Bitlis K p.Q188K Homozigot
2 01.07.1981 19 Kirikkale K p.R778G Homozigot
3 01.01.1988 7 Yozgat K p.R778G Homozigot
4 15.04.1990 12 Corum E p.R778G Homozigot
5 01.01.1994 16 Konya K p.R778G Homozigot
6 01.01.1999 7 Tokat K p.R778G Homozigot
7 01.10.1988 14 Corum K p.R778G Homozigot
8 01.01.1995 12 Corum K p.R778G Homozigot
9 - - - K p.R778G/- Bilesik Het.
10 01.01.1987 14 Konya K p.G836E Homozigot
11 - - - K p.G836R Homozigot
12 01.01.1986 16 Eskisehir K p.A912V Homozigot
13 17.02.1997 12 Bartin E p.H1069Q Homozigot
14 - - - K p.H1069Q Homozigot
15 - - - K p.H1069Q Homozigot
16 18.07.1999 16 icel E p.H1069Q Homozigot
17 27.07.1997 5 Ankara E p.H1069Q/p.R919W Bilesik Het.
18 02.04.1997 11 Ankara E p.H1069Q/- Bilesik Het.
19 01.01.1989 15 Adana E p.D1222Y Homozigot
20 08.08.1991 12 Diyarbakir E p.P1245T Homozigot
21 01.01.1986 15 Ankara E p.N1270S Homozigot
22 - - - E p.P1273L Homozigot
23 01.01.1992 10 Kastamonu E p.R1319X Homozigot
24 - - - K p.L1327V Homozigot
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5. TARTISMA

Mikroarray tabanli DNA yeniden dizileme ydntemi ile ATP7B geninin analizleri
sonucunda, toplam kirk hastadan yirmi dordinde hastallk nedeni olan
mutasyonlar bulundu. Mikroarray analizi sonucunda saptanan mutasyonlarin
tamami direkt DNA dizi analizi yontemi kullanilarak dogrulandi. Mikroarray tabanl
DNA yeniden dizileme yontemi ile mutasyonu saptanamayan hastalara ait DNA
orneklerinde, direkt DNA dizi analizi ile ATP7B genine ait yirmi bir ekzonun
tamami tekrar sekanslanarak, nukleotit dedgisiklikleri agisindan tarandi. Bu

hastalarda hastalik nedeni olan mutasyonlar saptanamadi.

Mutasyon bilgileri toplu olarak degerlendirildiginde, sekizinci ve on doérduncu
ekzonlar, en sik mutasyona ugrayan ATP7B gen bolgesi olarak belirlendi. Bu
ekzonlarda yer alan mutasyonlarin allel sikhgi, toplumumuzda ¢alisilan grup igin
sirasiyla %31,25 ve %20,8'dir.

p.R778G mutasyonu sekizinci ekzon Uzerinde yer alir ve bu mutasyonun degisik
toplumlardaki  allel sikligi farkli olup %0-12 oranlarinda bildirilmistir. Bizim
grubumuzda bu mutasyonun allel sikhgi daha yuksek bulundu (%31,25). Bu
mutasyon c¢.2332’deki C>G nukleotit degisikligi ile p.R778G yanhs anlamli
mutasyonunun olusumuna yol agar. Bu mutasyon proteininin TM4 segmenti
uzerinde olup, hidrofilik yan grubu olan ve iginde bazik grup tasiyan arjinin, alifatik
yan zinciri olan glisine donmustir ve bu degisim proteinin hlcre zarina dogru
transportunu ve yerlesimini etkiler. Ayrica TM4 segmenti, sekiz transmembran
segmentinden olusan transmembran domeyni (bakir gegis yolunu olusturur)’nin
bir parcasi oldugundan, proteinin hicre zari igindeki kisminin konformasyonu
Uzerinde etkisi vardir. Dolayisiyla TM4’deki bu mutasyon bakir gegisini de etkiler
(Loudianos vd,1999).

p.H1069Q mutasyonu on dorduncu ekzon uzerinde yer alir ve bu mutasyonun
allel sikhdr Dogu ve Kuzey Avrupa toplumlarinda %30 oranlarinda bulunmusgtur.
Bizim grubumuzda bu mutasyonun allel sikhdi daha dusik bulundu (%20,8). Bu
mutasyon ¢.3207°’deki C>A nukleotit degisikligi ile p.His1069GIn yanlis anlamli

mutasyonunun olugsumuna yol agar. Bu mutasyon proteininin ATP loop domeyni
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Uzerinde olup, hidrofilik yan grubu olan ve iginde bazik grup tasiyan histidin,
icinde asit grubunun amidini tasityan yan zinciri olan glutamine donmustur ve bu
degisim proteinin ATP baglamasini etkiler. Proteinin amino domeynindeki H1069
rezidUsu, evrimsel olarak butiin bakir gegisini saglayan ATPaz’larda korundugu
icin, bakir transportunu da etkiledigi distntlmektedir. Yapilan ¢alismalarda ATP
loop bu mutasyona ugradiginda, protein bakirla uyarildigi zaman aktivite kaybi
gosterir (Thomas vd,1995).

Hastalik grubumuzda bulunan diger on bir farkh mutasyon ATP7B proteininin
farkli kisimlarini etkiler (Cizelge 5.1). ikinci ekzonda ¢.562 C>T niikleotit
degisikligi sonucu p.Q188K’ya donusen yanlis anlamli mutasyon proteinin ikinci
bakir baglanma bdlgesinde bulunur ve muhtemelen bakir baglanmasini etkiler.
Onuncu ekzonda bulunan ¢.2506 G>C nukleotit degisikligi sonucu p.G836R’e ve
c.2508 G>A nukleotit degisikligi sonucu p.G836E’ye donusmus yanlis anlaml
mutasyonlar proteinin dorduncu transmembran segmenti ve transduksiyon
bdlgesinin g¢akistigi alanda bulunurlar ve muhtemelen bakirin transmembran
kanali boyunca hidcre zarinin digina atiimasini etkilerler. On ikinci ekzonda
bulunan ¢.2732 C>T nukleotit degisikligi sonucu p.A912V’e ve c.2755 C>T
nukleotit degisikligi sonucu p.R919W’ya donusmus yanlis anlamli mutasyonlar,
proteinin transduksiyon ve besinci transmembran segmentinin ¢akistigi
bdlgesinde bulunurlar ve muhtemelen bakirin transmembran kanali boyunca
hidcre zarinin disina atiimasini etkilerler. On yedinci ekzonda c¢.3664 G>T
nukleotit degisikligi sonucu p.D1222Y’ye donusen yanhs anlamh mutasyon,
proteinin ATP baglama bdlgesinde bulunur ve muhtemelen ATP baglanmasini
etkileyerek proteinin konformasyonal degisiklikler i¢in ihtiya¢c duydugu enerjiden
yoksun birakir. On sekizinci ekzonda yer alan ¢.3733 C>A nukleotit degisikligi
sonucu p.P1245T’e, ¢.3809 A>G nukleotit degisikligi sonucu p.N1270S’e ve
c.3818 C>T nukleotit degisikligi sonucu p.P1273L'e donusmus yanhs anlamh
mutasyonlar, muhtemelen proteinin ATP hinge bdlgesini etkileyerek ATP
baglanmasiyla bakirin bir sonraki transmembran segmentine ulastiriimasini
etkiler. On dokuzuncu ekzonda yer alan ¢.3955 C>T nukleotit degisikligi sonucu
p.R1319X’e ve ¢.3979 C>G nukleotit degdisikligi sonucu p.L1327V’e donusmus
anlamsiz mutasyon, proteinin ATP hinge/TM7 ara bdlgesinde bulunur ve

muhtemelen erken sonlanmadan dolayl normalden daha kisa bir protein olusur.
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1319. amino asitten sonrasi olmayan bu proteinin, hicre i¢inde Uretildigi yerden

hiucre zarina iletiimesinde ve hucre zarina yerlestiriimesinde, proteinin sentez ve

yikim dongusunde degisime ve transmembran kanalinda altinci segmente (TM6)

kadar gelen bakirin disari atiilmasinda problemler ortaya ¢ikabilir. Yanlhs anlamli

mutasyon ise proteinin TM7 bodlgesinde bulunur ve muhtemelen proteinin hicre

zarina konumlanmasini ve bakir gecisini etkiler.

Cizelge 5.1 ATP7B geninde saptanan mutasyonlarin proteinde etkilemesi olasi

bdlgeler
Ekzon Nikleotit degisikligi Etki Bolge

2 c.562 C>T p. Q188K Cu2

8 c.2332 C>G p.R778G ™4
10 c.2506 G>C p.G836R TM4/Td ara bolgesi
10 c.2508 G>A p.G836E TM4/Td ara bolgesi
12 c.2732 C>T p.A912V Td/TMS ara bolgesi
12 c.2755 C>T p-RO1OW Td/TMS5 ara bolgesi
14 c.3207 C>A p.H1069Q ATP loop
17 c.3664 G>T p.D1222Y ATP baglanma
18 c.3733 C>A p.P1245T ATP hinge
18 c.3809 A>G p-N1270S ATP hinge
18 c.3818 C>T p.P1273L ATP hinge
19 c.3955 C>T p.R1319X ATP hinge/TM7 ara bSlgesi
19 ¢.3979 C>G p.L1327V ™7

Tespit ettigimiz polimorfizmlerin hastalik yapmadidi dogrultusunda galismalar

bulunmaktadir (Wilson veritabani,2010).
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Mikroarray tabanli DNA vyeniden dizileme c¢ipleriyle, DNA &rneklerinin dizi
analizleri, geleneksel metodlardan ¢ok daha hizli, ekonomik ve hassastir. Bu
yontem, klasik DNA dizileme ya da mutasyon oOn tarama yontemleri ile
kargilastirildiginda ¢ok daha kapsamli sonuglar elde edilmesi (tum allelik
varyasyonlarin saptanmasi, SNP’lerin de tespiti), is gucli ve deney suresi
acisindan da blyuk avantajlara sahiptir. Tek bir ¢ip Uzerine on farkli metabolik
hastalik grubuna ait DNA ornekleri (on hasta icin toplam on dort gen analizi)
hibridize edildigi icin, ¢ip metodu maliyet agisindan da avantaj saglamaktadir.
Genomdaki ilgilendigimiz gen bolgelerin ¢ogaltiimasi igin uzun DNA fragment
PCR (Long Range PCR) amplifikasyon yontemi kullanilarak, ylzlerce olan
amplifikasyon sayisi oOnemli Olgude azaltildi. Bu gsekilde deney maliyeti
dusurulerek harcanan is gucu daha verimli kullanildi. Kalhtsal metabolik hastalik
nedeni on dort genin genomik dizilerini iceren bu gipte, toplam 50,000 nukleotidin

analizini yapmak mumkundur.

Mikroarray tabanli DNA yeniden dizileme gipi kullanilarak mutasyon tespit
ettigimiz hastalarda, bulunan bu mutasyonlar onaylandigi gibi mikroarray
yonteminde analiz edilemeyen hastalarda, direkt DNA dizi analizi ile mutasyonlar

bulundu.

Mutasyon bulunamayan on alti hastanin klinik olarak Wilson hastaligi belirtileri
olsa bile, kesin hasta olmama olasiligi vardir. Wilson tanisi gogu hastanede bakir
seviyesi Olgulerek yapilmaktadir ama bakir metabolizmasinin bozuk oldugu birgok
karaciger hastaliginda bakir seviyeleri degismektedir. Dolayisiyla karaciger
hastaliklari klinik testler sonucunda karisik ve yanhs tani konulmasina yol agabilir.
Calisilan hasta grubunda ATP7B geninin tim kodlayici ve ekzon-intron
baglantisinda yer alan nukleotit dizileri ile 5 promotor ve 3 kodlanmayan
bolgelerindeki nukleotit dizileri analiz edilmigtir. Hasta grubunda mutasyonu
bulunamayan iki birlesik heterozigot allelin bulunamayisinin nedeni, ATP7B
genindeki buyUk delesyon-insersiyon tipi mutasyonlar veya genis c¢apl
kromozomal yeniden duzenlemeler olabilir. Mutasyon bulunamayan hastalarda
klinik izlem tekrar dikkatle takip edilmeli, ayirici testlere oncelik verilerek hastalara

ait bulgular tekrar gdzden gegirilmelidir.
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Laboratuarimizda uyguladigimiz mikroarray tabanli yeniden dizileme ¢ipi, Wilson
hastaliginin genetik tanisi ve hastalik nedeni olan patolojik allelerin belirlenmesi
icin basarih bir sekilde kullaniimistir. Bu yontem ile gene ait tum diziler analiz
edilmis, bulunan varyantlarin allel sikliklari ve literatlr bilgisi dogrultusunda
deneysel ve protein Uzerindeki patolojik etkileri arastiriimistir. Ozellikle tani
alinamayan hastalarda, genetik tarama yapilmasi igin mikroarray yontemi hizli bir

mutasyon tarama yontemi olarak kullanilabilir.
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