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KISALTMALAR
WH : Wilson Hastalig1
ICP-MS: Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometer-indiiktif eslesmis plazma kiitle spektrometre
ILM : Iron Limited Medium-Demir sinirli ortam
ISM : Iron Supplemented Medium -Demir zengin ortam
CSM : Copper Supplemented Medium -Bakir zengin ortam
ISCM : Iron+copper Supplemented Medium- Demir bakir zengin ortam

ISCM-F : Iron+copper Supplemented Medium without ferrozine —Demir bakir zengin ortam ferrozinsiz
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Wilson Hastaligina Yol Acan ATP7B Genindeki Mutasyonlarim Bakir Tasinmasindaki
Etkilerinin Saccharomyces cerevisiae Model Sisteminde Arastirilmasi
Ozlenen Simsek Papur,Tip Fakiiltesi,
Dokuz Eyliil Universitesi Saglik yerleskesi Temel Tip Bilimleri binasi, Tibbi biyoloji ve Genetik
AD 3.kat, 35340 Inciralti,izmir

OZET

Amac : Klinik bulgular1 farkli Wilson Hastalarinda saptanan ATP7B genindeki T788I, V10361
ve R1038G-fsX83 mutasyonlar1 ve yaban tip ATP7B geni, yaban tip BY4741 (MATa his3A1 leu2A0
met15A0 ura3A0) susundan elde edilmis CCC2 geni mutant olan (BY4741 ACCC2) Saccharomyces
cerevisiae susuna transformasyonuyla bakir miktarindaki degisimin saptanmasi amaclandi.

Yontem : Hepatoseliiler karsinoma hiicre dizisi HepG2’den total RNA izolasyonu yapilip cDNA
elde edildi. Yaban tip ATP7B genine 6zgiil primerler kullanilarak ATP7B geni PCR ile ¢ogaltildi,
plazmid DNA’sina klonlandi.Yaban tip ATP7B’yi igeren plazmid DNA’sinda bolge yonlendirilmis
mutagenez ‘site directed mutagenesis’ yontemi ile T788I, V10361 ve R1038G-fsX83 mutasyonlari
elde edildi. DNA dizi analizi ile yaban tip ATP7B, T788I, V10361 ve R1038G-fsX83 mutant
hiicrelerden elde edilen plazmid DNA’larinin dizileri dogrulandi. Yaban tip ATP7B, T788L, V10361
ve R1038G-fsX83 mutantlari Saccharomyces cerevisiae (BY4741ACCC2) transforme edildi.
Konvansiyonel PCR ve real time PCR yapildi. Komplementasyon deneyi yapilarak ICP MS analizi ile
farkli ortam sartlarinda, ortamdaki ve hiicre pelletlerindeki bakir ve demir miktar1 6l¢iildii.

Bulgular : BY4741 ACCC2 susunda , ATP7B geninin mayadaki CCC2 genini komplemente ettigi
ve islevsel oldugu gosterildi. Demir sinirli ortamda, yaban tip ATP7B’ye gore T788I, V1036l ve
R1038G-fsX83 mutantlarinda hiicre kiiltiir ortamindaki bakir miktariin azaldigt ve  hiicre
pelletlerindeki bakirin arttigi gosterildi. Kontrol ortamlarinda hem ortam hem de hiicre pelletlerinde
bakir miktarinda fark saptanmadi. Ayn1 deney sartlarinda, yaban tip ATP7B’ye gore mutantlarda hem
ortam hem de pelletlerde dl¢iilen demir miktarinda fark saptanmadi.

Sonug : Demir siirli ortamda yaban tip ATP7B’ye gore T7881, V10361 ve R1038G-fsX83
mutasyonlarinda hiicre kiiltiir ortamindaki bakirin azaldigi, hiicre pelletlerindeki bakirin arttigi
gosterildi. ICP-MS ile yapilan dlglimlerde yaban tip ATP7B ile ii¢ mutant arasinda bakir taginiminda
fark saptandi, hipotezimiz dogrulandi. BY4741ACCC2 genetik 6zelligindeki mutant maya susuna ilk
kez insan bakir tasiyict geni ATP7B transforme edildi ve komplemantasyon gosterildi. Farkli klinik

Ozelliklere sahip Wilson hastalarindaki mutasyonlara ait model sistem kurulmus oldu.

Anahtar Sozciikler : Wilson hastaligi, bakir, ATP7B , mutasyon, CCC2 , maya



Searching the Effect of Mutations on ATP7B Gene that Caused Wilson Disease to the Copper
Transport on Saccharomyces cerevisiae Model System
Ozlenen Simsek Papur, Faculty of Medicine,
Dokuz Eyliil Universitesi Saglik yerleskesi Temel Tip Bilimleri binasi, Tibbi biyoloji ve Genetik
AD 3.kat, 35340 Inciralti,izmir
ABSTRACT
Objective  : It was aimed to detect the change amount of copper by transforming wild type ATP7B
gene and T788I, V10361 and R1038G-fsX83 mutations in ATP7B gene which detected on Wilson
Disease patients that has different clinical findings to Saccharomyces cerevisiae that has mutant CCC2
gene (BY4741ACCC2) which obtained from wild type BY4741 (MATa his3Al leu2A0 met15A0
ura3AO0) strain.
Method : Total RNA was isolated from HepG?2 cell line that belongs to hepotecellular carcinoma
and cDNA synthesis reaction was performed. ATP7B gene was amplified with specific primers by
PCR and it was cloned into plasmid DNA. T788I, V10361 and R1038G-fsX83 mutations were
obtained by site directed mutagenesis on wild type ATP7B plasmid DNA. Plasmid DNAs that have
wild type ATP7B; T788I, V1036l and R1038G-fsX83 mutations were verified by DNA sequencing.
Wild type ATP7B, T7881, V1036l and R1038G-fsX83 mutants were transformed to Saccharomyces
cerevisiae (BY4741ACCC2). Conventional and real time PCR was performed. Complementation
assay was performed. In different medium condition copper and iron were measured in supernatant
and pellet by ICM MS analysis.
Results : In BY4741ACCC2 strain, ATP7B gene complemented CCC2 gene in yeast and it has been
demonstrated that it is functional. On iron limited medium it has been demonstrated that T788I,
V1036l and R1038G-fsX83 mutants have decreased copper in supernatant and increased copper in
cell pellet comparing with wilde type ATP7B. In control media, no difference was detected on amount
of copper both in supernatants and pellets. On the same experiement conditions, comparing with wild
type ATP7B and mutants, no difference was found on amount of iron that has been measured in both
supernatants and pellets.
Conclusion: In iron limited medium it has been demonstrated that T788I, V10361 and R1038G-
fsX83 mutants have decreased copper in supernatant and increased copper in cell pellet comparing
with wilde type ATP7B. The difference of copper transport between wild type ATP7B and three
mutants were detected by ICP-MS and the hypothesis was confirmed. ATP7B gene was transformed
to BY4741ACCC2 background yeast strain for the first time and complementation was shown. A
model system was established for the mutations that belong to Wilson Disease patients that have
different clinical findings.

Key Words : Wilson disease, copper, ATP7B , mutation, CCC2, yeast



1. Giris ve Amag
1.1. Problemin Tanim1 ve Onemi

Wilson hastaligi-WH (Wilson disease-WD, MIM 277900), dogal gereksinimi
karsilayacak bakirin fazlasinin, karacigerde islenerek safra yoluyla atilamamasi sonucu ¢esitli
organlarda birikimiyle ortaya ¢ikar. Wilson Hastalarinda bakir, bagta karaciger olmak iizere,
beyinde, bobrekte, korneada (Kayser-Fleisher halkasi) ve dalakta birikir. WH, Cocukluk
caginda genellikle karaciger hasariyla baslayan, yas ilerledikge erken yaslarda tedavi
edilmezse Sliimciil olabilen, ailesel gecisli, otozomal resesif kalittmli bir hastaliktir. Yapilan
calismalar, WH’nin diinya genelinde yaklasik 1/30 000 oraninda bulundugunu ve tasiyicilik
sikliginin 1/90 oldugunu gostermektedir.

Hastaligin molekiiler temeline yonelik arastirmalarda, insanda hepatositte, bakirin
gerekli olan miktariin diizenlenmesinde ve ihtiyagctan fazla olan bakirin atilmasinda
kromozomal yerlesimi 13q14.3 olarak belirlenen ATP7B geni firiinii, ATP7B proteininin
kritik bir iglevi oldugu saptandi.

Bu protein katyon tasiyic1 P-tipi ATPaz ailesinin iiyesidir. ATP7B proteini, alt1 bakir
baglama bolgesi, sekiz transmembran segment, ATP’nin hidroliziyle olusan enerjinin katyon
tasinmasinda kullanilmasindan sorumlu bir domain, bir fosforilasyon bdlgesi, bir
transmembran katyon kanali, bir ATP baglanma domaini olmak tizere toplam alt1 6zellesmis
bolgeden olusmustur.

Saccharomyces cerevisiae’da bakirin taginmasinda ve atilmasinda sorumlu olan ve
insandaki ATP7B geninin ortologu CCC2 geni olup iiriinii Ccc2p proteinidir. ATP7B
proteininin farkli boliimlerinin, bu bdliimlerde yer alan amino asitlerin, ATP7B geninde
WH’ye yol agan farkli mutasyonlarin protein islevindeki etkilerinin  arastirilmasinda

Saccharomyces cerevisiae model sistem olarak kullanilmaktadir.

1.2. Arastirmanin Amaci

Klinik bulgular1 farkli Wilson Hastalarinda saptanan T788I (hem karaciger tutulumu
hem noérolojik bozukluk), V1036l (sadece norolojik bozukluk) ve R1038G-fsX83 (sadece
karaciger tutulumu) mutasyonlarinin bakir taginimindaki etkilerini saptamak iizere ATP7B
geni ve mutantlar1 (T788L,V10361 ve R1038G-fsX83), CCC2 geni ¢ikarilmis Saccharomyces
cerevisiae’ya transformasyonlarmin yapilarak model sistemin kurulmast ve bakir

miktarindaki degisimin saptanmasi amaglanmaktadir.



1.3. Aragtirmanin Hipotezleri

T7881, V10361 ve R1038G-fsX83 mutasyonlarinda yaban tip ATP7B’ye gore kiltir
ortamindaki bakir miktarinda azalma olacagi; buna bagli olarak hiicre pelletlerinde
mutasyonlar1 tagiyan ATP7B’de yaban tip ATP7B’ye gore bakirin artacagi diisiiniilmektedir.

Bununla birlikte mutasyonlar arasinda da kendi iginde bakir tasmimi agisindan farklilik

beklenmektedir.



2. Genel Bilgiler

2.1 Wilson Hastaliginin Tarihgesi

1912°de ingiliz norolog Samuel Alexander Kinnier Wilson, 7 hastada karaciger
sirozuyla baglantili nérolojik ailesel bozuklugu rapor etti ve buna ‘Ilerlemis Lentikular
Dejenerasyon” dendi (1). Aymi yil, Fleischer WH’nin korneal pigmentasyonun,
noropsikiyatrik semptomun ve karaciger sirozunun bir kombinasyonu oldugunu tanimladi
(2). Bu bulgular, su anda Wilson Hastalif1 olarak bilinen bozukluktan bahseden ilk
yayimlardir. 1948’de Cumings, hastalarin karacigerinde ve beyin dokusunda bakirin fazla
miktarim saptayarak WH’nin patogenezinde bakirin roliinii tanimladi (3). Scheinberg ve
Gitlin, 4 yil sonra Wilson hastalarinda serum seruloplazmin defektini rapor ettiler bu da

giiniimiizde yaygin olarak kullanilan tanisal testlerden birinin temelini olusturmaktadir (4).

1960 yilinda, Bearn WH’nin otozomal resesif kalitildigim1 gdsterdi (5). 1985°te
Frydman ve arkadaglar1t WH geninin linkage ile 13q14.3 bdlgesinde bulundugunu saptadilar
(6). 1993’te WH ile ilgili proteini kodlayan gen klonlandi ve katyon tasiyici p-tipi ATPaz
ailesinin yeni bir iiyesi oldugu gosterildi (7). Ayn1 yil Bull ve arkadaslar1 (7), Tanzi ve
arkadaslar1 (8) WH ile ilgili genin ATP7B geni oldugunu gosterdiler. 1995’te Thomas ve
arkadaslar1 (9), Figus ve arkadaslar1 (10) ATP7B geninde gozlenen mutasyonlar1 ve bunlarin

klinik yansimalarimi tanimlamislardir.



2.2 Wilson Hastali@inin tanimi, ATP7B geni islevi, Wilson Hastalig ile iliskisi

WH (MIM 277900) bakir artisina bagli olarak tutulum gosterdigi organda bakir
birikimine yol acan otozomal resesif kalitim gosteren bir hastaliktir. WH’nin diinya
genelinde prevalanst bazi toplumlarda daha yiiksek olsa da yaklasik olarak 1/30000,
tastyiciligt 1/90°dir (11). WH, dogal gereksinimi karsilayacak bakirin fazlasinin, karacigerde
islenerek safra yoluyla atilamamasi sonucu ¢esitli organlarda birikimiyle ortaya ¢ikar. Bu
bozukluk degisken diizeyde karaciger hasarina ve norolojik bozukluklara neden olur. Bakirin
basta karaciger olmak iizere, beyinde, bobrekte, korneada (Kayser-Fleischer halkasi) ve
dalakta birikmesine bagl olarak; cocukluk ¢aginda genellikle karaciger hasariyla baslayan,
yas ilerledik¢e norolojik bozukluklarin gozlendigi erken yaslarda tedavi edilmezse Sliimciil

olabilen, ailesel gecisli WH bulgulari ortaya ¢ikmaktadir (12,13-22).

Yeryiiziindeki biitiin organizmalarin bakira gereksinimi vardir (10,15). Canlida elektron
transfer reaksiyonlarinda ve birgok metabolik olayda yer alan enzimlerin yapisinda kofaktor
olarak rol almasina bagli olarak bakir, yasamsal bir molekiildiir (10,12). Saglikli beslenen bir

kiside giinliik gastroentestinal sistemden alinan bakir ortalama 1-2 mg arasindadir (11).

Viicuttaki bakir dengesi, gastroentestinal sistemden emilim, gereken yapilarda kullanim
ve fazlasinin safradan atilimi arasindaki koordinasyonla korunur. Bakirin yapisinda yer
aldigr enzimler arasinda Sitokrom-c oksidaz (Mitokondrial enerji iiretimi), Ferroksidaz
(Demir homeostasisi), Mn**/Cu** siiperoksit dismutaz (Serbest radikal detoksifikasyonu),
Tirosinaz (Melanin olusumu) Dopamin-b hidrolaz (Norotransmitter sentezi) yer almaktadir
(12,10-18). Bakir yoklugunun bir¢ok ciddi sonuglart vardir ve bu X kromozomuna bagl
Menkes Hastaligiyla iliskilendirilmistir. Bu hastalik bag dokusu bozukluguyla, agir
norodejenerasyon ve erken oliimle karakterizedir. ATP7A genindeki mutasyonlar bu genetik
bozukluga neden olur. ATP7A proteini ATP7B ile homoloji gosterir, kardes molekiil olarak
adlandirilirlar. ATP7A bagirsak ve mide gibi karaciger hari¢ bircok doku da eksprese edilir.
Insanda bakir metabolizmasinda bozulmaya yol agan genetik temelli Menkes ve Wilson
hastaliklar1 ~ tanimlanmigtir.  Menkes  hastaliginda  organizma  yeterli  bakir
bulunduramamaktadir. Hastalikla ilgili genetik degisiklik tagiyan fetusun gelisminde bakir
nakli geregince basarilamadigindan, bakir bagimli enzimlerin aktiviteleri azalmakta, ciddi
mental gerilik, bag dokusu anormallikleri olusmakta ve 3 yas civarinda hasta

kaybedilebilmektedir (12,14,19).



Bakir insan organizmasi i¢in gerekli bir iz elementtir. Birgok proteinler aras1 kompleks
ve hassas etkilesimin devam ettirilebilmesi i¢in hiicre i¢i bakir dengesi gereklidir. Karaciger,
insan organizmasinda bakirin alimi, dagilimi ve atiliminda 6nemli rol oynar. ATP7B, bakir
tasiyic1 P-tipi ATPaz (WH proteini), hepatik bakir metabolizmasinda merkezi diizenleyicidir.
ATP7B genindeki mutasyonlarin sebep oldugu ATP7B proteininin islev bozuklugu WH’ye
yol agar (11,19).

Bakirin serbest hali redoks 6zelliginden dolayi hiicre i¢in zararlidir; membran, enzimler
veya DNA gibi hiicresel bilesenlere saldirir. Bu nedenle spesifik proteinler hiicreyi yiiksek
bakir aktivitesinden korur. Bakir saperonlar1 olarak adlandirilan bu molekiiller bakira baglanir
ve farkli hiicre boliimlerine gidiste veya enzimlere aktarimda bakir1 yonlendirirler. Hiicresel
bakir artisi durumunda koruma sistemi basarisiz olursa artan bakir redoks potansiyeliyle
oksidatif strese neden olur; bu da hiicre biitiinligiiniin ve fonksiyonunun bozulmasiyla
sonuclanir. Bundan dolay1r bakir dengesinin optimum diizeyde olmasi 6nemlidir. Bakir
homeostazinda major diizenleyici protein olan ATP7B hepatositte genellikle trans-golgi
aginda yer alir. Bu biiyiikk membran proteini bakiri seruloplazmin molekiiliine tagir. Eger

sitozolik bakir artarsa, ATP7B safradan bakir atilimini saglar (11).

Normal Karaciger Wilson hastaligt
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Sekil 1 : Normal ve Wilson Hastaligindaki karacigerde bakir homeostasisi (11 )



ATP7B genindeki gesitli mutasyonlar, aminoasit degisimine neden olarak proteinin yap1
ve fonksiyonunu farkli diizeylerde degistirir, bunu karacigerde bakir birikimi izler. Hiicre
igerisinde olmasi gereken miktardan fazla bakir bulunmasi toksik etki yaratir; karaciger
hastaliklarina ve beyinde bakir toksisitesine bagli ndrolojik ve psikiyatrik bozukluklara neden
olur. Beyinde bakir birikiminin ve toksisitenin detayli mekanizmasi bilinmemektedir. Fazla
miktarda serbest bakirin kan dolagimina verilmesini takiben néronlarda bakir birikmesi olasi

mekanizmadir ancak bu varsayim i¢in deneysel bulgu azdir (11).

WH’de, gen¢ hastalarin yasamlarinin birinci ve ikinci on yilinda hepatik bozukluk,
mutasyonun yerine ve etkisine bagl olarak ilerleyen yaslarda ge¢ ikinci ve ii¢lincii on yilinda
norolojik veya psikiyatrik semptomlar gozlenir. Hastalarin az bir kisminda ilk bulgular
yasamlarinin ge¢ doneminde ortaya c¢ikar. Tedavi (D-penicilamin, trientin ¢inko gibi ) ile
semptomatik hastalarda hastaligin ilerlemesi onlenir ve durdurulabilir; eger hastada bulgular
olusmadan tedavi baslanirsa semptomlarin gelisimi engellenir. Mevcut klinik ve
biyokimyasal testler WH tanis1 konmasinda yeterli olsa da karaciger ve norolojik bulgularin
cok genig aralikta fenotipik oOzellikler gostermeleri klinisyenlere tani koymada zorluk
yasatmaktadir (23). Tan1 konmasindaki bu zorluklarin ortadan kaldirilmasi i¢in klinik,
biyokimyasal, patolojik bulgular ve molekiiler testlerden olusan bir skorlama sistemi 2003

yilinda Ferenci ve arkadaslar tarafindan olusturuldu (Tablo 1).

Tablo 1 incelendiginde hastaliga neden olan mutasyonlarin her iki kromozomda
goriilmesinin skor 4 , bir kromozomda goriilmesinin skor 1 olarak belirlenmesi ve Wilson
Hastalig1 tanisinda skor 4 ve {istiiniin tan1 konmasi i¢in yeterli oldugu goz oniine alindiginda,

mutasyon analizinin 6nemi ve gerekliligi 6n plana ¢ikmaktadir (24).



Tablo1:Wilson hastaliginin tamisi icin skorlama sistemi (24)

Semptomlar
-KF-halkasi
Var 2
Yok 0
-WD’yi gosteren noropsikatrik semptomlar
(veya tipik beyin MRI *)
var 2
yok 0
-Coombs negatif hemolitik anemi(+yiiksek serum bakir)
var 1
yok 0
-Laboratuar testleri
Uriner bakir(akut hepatitis yokken)
Normal 0
1-2X NUL 1
>2X NUL 2
Normal Fakat bir giinde 2x0.5g D-penisilamin 2
uygulandiktan sonra >5X NUL
Karaciger bakir miktari (*¥)
Normal -1
5X NUL’ye kadar yiikseldiginde 1
>5X NUL 2
Rodanin pozitif hepatosit(miktarsal bakir dl¢iimii yapilmadiysa)
Yok 0
Var 1
Serum seruloplazmin(neflometrik 6l¢iim,normal>20mg/dl***)
Normal 0
10-20 1
<10 2
Mutasyon analizi
Hastaliga neden olan mutasyonlar her iki kromozomda 4
Hastaliga neden olan mutasyonlar bir kromozomda 1
Hastaliga neden olan mutasyon saptanamadiysa 0
Toplam skor(bulunmuyorsa skor 0)
WH tani skorunun degeri
4 veya fazla : Wilson Hastalig1 tanisi yiiksek olasilikl
2-3 : Wilson Hastalig1 tanisi olasi, daha fazla aragtirma yapilmali

0-1 : Wilson Hastalig1 tanisi olas1 degil

Skor
)

O

O

O

O

O

O

O

O



*Detaylit MR goriintiisii veya EEG ¢aligmalari, norolojik semptomlar klinik ndrolojik muayeneyle tam
olarak belirlenemiyorsa gereklidir.**Karaciger biyopsisi,ndrolojik hastalarin tan1 ve degerlendirmesi igin
zorunlu degildir. Karacigerin histopatolojik degerlendirilmesinin, klinik arastirma protokolleri i¢in dnemli
oldugu disiiniilmektedir. ***Serulopasmin oksidaz assay-seroloplazmin oksidaz tayini ile Ol¢iildiigi

zaman diger degerlere bagvurulur. NUL:Normalin iist limiti, KF:Kayser-Fleischer.

Hastaligin molekiiler temeline yonelik arastirmalarda, insanda hepatositte, bakirin
gerekli olan miktarinin diizenlenmesinde ve ihtiyactan fazla olan bakirin atilmasinda
kromozomal yerlesimi 13q14.3 olarak belirlenen ATP7B geni firiinii, ATP7B proteininin
kritik bir islevi oldugu saptand1 (12,19-21). Bu protein katyon tasiyict P-tipi ATPaz ailesinin
tiyesidir. ATP7B proteini, alt1 bakir baglama bdlgesi, sekiz transmembran segment, ATP’nin
hidroliziyle olusan enerjinin katyon taginmasinda kullanilmasindan sorumlu bir transduction
domain, bir fosforilasyon bolgesi, bir transmembran katyon kanali, bir ATP baglanma
domaininden olusmustur (12-18,22,25). Bu domainlerin bakirin hiicre i¢inde tasinmasinda ve
fazlasinin atilmasinda 6nemli rolleri vardir. Proteinin bu domainlerinin sifrelendigi DNA
dizisinde meydana gelen mutasyonlar, proteinin ii¢c boyutlu yapisinda degisimler meydana

getirerek iglevini yerine getirememesine neden olabilmektedir (26-30).
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Sekil 3: Hepatositte bakir tasginimini sematik sekli (32)

Hiicre icerisinde bakirin yonlendirilmesinde rol oynayan ATP7B diisiik diizeyde bakir
olmasi durumunda trans-Golgi membranina yerlesip apo-seruloplazmine bakir baglanmasini
saglayarak seruloplazminin olugmasini saglar ve bakir kan dolasimina tasinmaktadir. Ancak
gereginden fazla bakir bulundugunda ATP7B sitoplazmik membran keseciklerine yerleserek,

asir1 bakirin hepatositten safra kanalina atilimini yonlendirmektedir.

Saccharomyces cerevisiae’da bakirin tasinmasindan ve atilmasindan sorumlu olan ve
insandaki ATP7B geninin ortologu CCC2 geni olup iirlinii Ccc2p proteinidir. ATP7B
proteninin farkli boliimlerinin, bu bdliimlerde yer alan amino asitlerin, ATP7B geninde
Wilson hastaligina yol agan farkli mutasyonlarin protein islevinde etkilerinin fonksiyonel
analiz kapsaminda arastirilmasinda Saccharomyces cerevisiae model sistem olarak
kullanilmaktadir (20-22,25,28-30,33-36,37,38). Ayrica farklt hiicre kiiltiirlerinde bakir
tasiniminda normal ve mutant ATP7B gen iiriinii proteinin etkileri degerlendirilmektedir
(39,40). Bu caligmalara ek olarak hayvan model sistemleri de kullanilmaktadir (41-43).
ATP7B geninin islevi ve aktarimlarindan elde edilen deneyimlerle, gen nakliyle Wilson

hastaliginin hayvan modelinde sagaltim1 da denenmistir (43).

Model okaryot olarak Saccharomyces cerevisiae’nin, mayadan memeliye korunmus
hiicre biyolojisinin temel yonlerinin anlasilmasinda 6nemli bir ara¢ oldugu kanitlanmistir. Bu
baglamda maya bakir metabolizmasinda yer alan proteinlerin ve ligandlarin

tanimlanmasindaki gelismeler memeli hiicrelerindeki benzer gorevi vyiiriiten ortolog
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molekiillerin, yapilarin tanimlanmasinda ve islevlerinin belirlenmesi asamalarinda kritik

veriler saglamistir (44).

Sekil 4: Okaryotlarda bakir homeostasisi: Bakirin algilanmasi, alinmas, hiicre i¢i dagilimi ve
hareketinde gorevli olan Okaryotik proteinler. Soldaki model, Saccharomyces cerevisiae’da,

sagdaki ise genel olarak memeli hiicrelerindeki bakir homeostasisini gostermektedir (44).

Siirdiiriilen degisik arastirmalarda ATP7B geninde hastalikla iligkilendirelen 300’den
fazla mutasyon tanimlanmistir ve bunlar uluslararasi veri tabanlarinda‘Wilson Disease
Mutation Database’ ve ‘Non-Disease Causing Variant Database’ olarak Dr.Diane W.Cox

tarafindan yayinlanmaktadir (45).

Yiiksek lisans tez calismasiyla (DEU BAP 2005.KB.SAG.024) baslanan (26 Wilson
hastasinda ATP7B geninin 8, 12, 13, 14 ve 17 nolu ekzonlarinda DNA dizi analizi yontemiyle
mutasyonlar tarandi) ve doktora tez ¢alismasiyla (DEU BAP 2010.KB.SAG.003) gelinen

noktada genin 21 ekzonunun optimizasyonu tamamlandi ve 46 akraba olmayan ailede 5 yeni
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mutasyon ve 1 yeni SNP tanimlandi. Saptanan mutasyonlar kontrol grubu (52 birey 104
kromozom) ile birlikte degerlendirilerek, 2009 yilinda giincellenen uluslararas1 Wilson
Hastalig1 veri tabaninda saptadigimiz 5 yeni mutasyon ve 1 yeni SNP, adimiza 141.referans
olarak kayitlanip Tiirk Hastalarinda tanimli DNA dizi degisiklikleri olarak kayitlara girmis
oldu (45).

Giincellenen veri tabaninda mutasyonlarin degerlendirilmesinde fonksiyonel analizin

yapilmasinin bir standart olarak yer aldig1 gosterilmistir.

Uluslararas1 veri tabanina bildirilen 5 yeni mutasyondan klinik bulgularina gore ve
sadece karaciger tutulumu, sadece norolojik tutulum veya her ikisinin bulunmasina gore
degerlendirilen farkli 3 mutasyon T788I, V10361 ve R1038G-fsX83 deney modelinde bakir

taginimindaki farkliliklarin test edilmesi amaciyla belirlendi.
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3. Gere¢ ve Yontem

3.1. Arastirmanin tipi:

Deneysel nitelikte arastirmadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani:

Aragtirma 2006-2012 yillar1 arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyoloji ve Genetik AD ve Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Fen Fakiiltesi Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Boliimiinde yapilmistir.

3.3. Arastirmanin evreni ve orneklemi:

46 Tirk Wilson Hastasinda tanimladigimiz ve 104 normal kromozomda (kontrol grubu)
saptamadigimiz, literatiirde bulunmayan ve klinik bulgularindaki farkliliga gore segilen
T788I, V1036l, R1038G-fsX83 mutasyonlarinin, hastalikla iliskili ATP7B geninin yaban tip
formunun, pAG426 maya ekspresyon vektoriiniin (bos vektdr) Sacchoromyces cerevisiae
BY4741 (MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0) susundan elde edilmis CCC2 geni mutant
BY4741 ACCC2(YDR270w) maya susuna aktarilmasi ile aragtirma evreni olusturulmustur.

3.4. Calisma materyali:

Arastirmada kullanilan tiim kimyasal maddeler Applichem ve Sigma marka; molekiiler
calismalara uygun standarttadir.

Atasal HepG2 hiicre hattindan izole edilen total RNA kalip kullanilarak c¢DNA elde
edildi ve ATP7B geni (4459bp) bu cDNA kullanilarak PCR ile ¢ogaltildi (DEU Tibbi Biyoloji
ve Genetik AD Prof.Dr.Nese Atabey’den alinarak kullanildr).

Sacchoromyces cerevisiae BY4741 ACCC2 mutant maya susu transformasyon
deneylerinde kullanildi (IYTE Molekiiler Biyoloji ve Genetik AD’dan Dog¢. Dr. Ahmet
Kog¢’tan alinarak kullanildi).

3.5. Arastirmanin Degiskenleri:

Kontrol degiskeni: Yaban tip ATP7B (pozitif kontrol), pAG426 maya ekspresyon
vektorii (negatif kontrol).

Bagimsiz degisken: ATP7B genindeki T788I, V10361, R1038G-fsX83 mutasyonlar1
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3.6. Veri toplama araclan

Deneylerin Akis Semasi

46 Wilson hastasinda + 52 kontrol DNA’sinda ATP7B’ye 6zgiil PCR+DNA dizi analizi

v

Yeni DNA dizi degisikliklerinin uluslararas1 Wilson hastalig1 veri tabanina bildirilmesi

\

Hastalarin klinik ve laboratuvar bulgularina gére mutasyonlarin se¢imi

(T788I, V1036l, R1038G-fsX83)

\

HepG2 hiicre dizisinden RNA izolasyonu, cDNA eldesi ve ATP7B geninin tiim dizisinin PCR

ile cogaltilmasi ve DNA dizi analizi ile dogrulanmasi

v

pDONR giris vektoriine BP clonase enzim karisimi aracilii ile ATP7B geninin aktarilmasi,

kanamisinli ortamda koloni se¢imi, plazmid DNA izolasyonu

v

BsrGI resiksiyon enzim kesimi ile insertiin (A7P7B geni) dogrulanmasi, DNA dizi analizi ile

tiim dizinin dogrulanmas1

v

pAG426 maya ekspresyon vektoriine LR clonase enzim karisimi aracilifiyla ATP7B geninin

aktarilmasi, ampisilinli ortamda koloni se¢imi, plazmid DNA izolasyonu

v

BsrGl resiksiyon enzim kesimi ile insertiin (ATP7B geni) dogrulanmasi, DNA dizi analizi ile

tiim dizinin dogrulanmasi

v

Bolge yonlendirilmis mutagenez “Site directed mutagenesis” ile pAG426 maya ekspresyon
vektoriindeki yaban tip ATP7B geni lizerinde T788I, V10361, R1038G-fsX83 mutasyonlarinin

eldesi.

\

DNA dizi analizi ile her bir mutasyonun varliginin dogrulanmasi ve ikincil mutasyon

icermediginin gosterilmesi (tlim A7TP7B dizisinin taranmasi)

\

15




S.cerevisiae BY4741 ACCC2 susunda CCC2 geninin ¢ikarilmis oldugunun genomik DNA

diizeyinde ve mRNA diizeyinde gosterilmesi (susun dogrulanmast)

v

pAG426(bos vektor), yaban tip ATP7B, T7881 mutant ATP7B, V10361 mutant ATP7B,
R1038G-fsX83 mutant ATP7B dizilerini (deney setimiz) iceren bes plazmid BY4741ACCC2
maya susuna lityum asetat yontemiyle transformasyon yapilmasi, YNB-URA seg¢ici

besiyerinde koloni se¢imi, bliylime egrisi ¢izimi.

v

Konvansiyonel PCR ile cDNA varligi ve ATP7B’ye ait fragmanin varliginin gosterilmesi

\

Real-time PCR ile deney setimizde mRNA diizeyinde gen ekspresyonunun gosterimi

v

Deney setimizde komplementasyon deneyi ile insan bakir tasiyict geni ATP7B’nin maya bakir

tasiyict gen CCC2 yerine gegisinin gosterilmesi

\

ICP-MS ile deney setimizde demir sinirli (ILM) , demir zengin (ISM), bakir zengin(CSM) ,
demir-bakir zengin (ICSM), demir-bakir zengin-ferrozin(ICSM-F) bes ortam kosulunda

demir ve bakir miktarlarinin milyarda bir partikiil (ppb) diizeyinde 6l¢timii

v

ICP-MS ile deney setimizde bes ortam kosulunda(ILM,ISM,CSM,ICSM ve ICSM-F)

coktiiriilen maya hiicre pelletlerinde demir ve bakir 6l¢iimii

Sekil 5: Aragtirmadaki deneylerin akis plani
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3.6.1 Wilson Hastalarinda ATP7B geninde mutasyonlarin tanimlanmasi

46 akraba olmayan Wilson Hastasindan ve 52 saglikli bireyden elde edilen DNA
ornekleri kalip olarak kullanilarak ATP7B geni 21 ekzonuna 06zgiil primerler ile PCR
reaksiyonu asagida belirtilen profil kullanilarak Tablo 2’de belirtilen kosullarda optimize
edildi.

PCR profili:
95°C  5dk
94°C  1dk
55-62°C 1dk 32-36 dongii
72°C  1dk
72°C  5dk
4°C  24saat
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Tablo 2 : ATP7B geni 21 ekzon PCR optimizasyon kosullar1

ATP7B Geni Tm | Dongii Fragman Referans
Ekzon Numarasi | (°C) sayist | uzunlugu(bp) | Numarasi
1.ekzon 60 34 262 46
2.ekzon 55 34 1381 46
3.ekzon 60 34 426 46
4.ekzon 60 34 269 46
5.ekzon 60 34 365 46
6.ekzon 55 34 217 46
7.ekzon 56 33 317 46
8. ekzon 59 36 365 46
9.ekzon 55 34 265 46
10.ekzon 61 32 296 46
11.ekzon 55 34 295 46
12.ekzon 55 36 246 46
13.ekzon 59 36 255 13
14.ekzon 62 36 337 46
15.ekzon 56 33 270 46
16.ekzon 55 34 296 46
17.ekzon 62 36 306 46
18.ekzon 55 34 366 46
19. ekzon 56 33 205 46
20. ekzon 56 33 253 9
21. ekzon 60 34 361 9

ATP7B genini 15 pargaya ayiran primerler ve klonlamada kullanilacak primerler
tarafimizca dizayn edildi (Oligos primer analysis software v.6). Tablo 3’te tiim primerlere ait

diziler gosterildi.

18



Tablo 3: ATP7B geni primerleri

KIF 5> CCGACCAGGTGACCTTTTGCTCTG 3°
KI1R 5" AATGCTGGCCTCGAAGCCCAT 3’

K2F 5> GTGAAGTCCATTGAGGACAGGATTTC 3°
K2R 5> TGGGTTAGTGCTTTGTAACCGCT 3°
K3F 5’ CTCCGGAAACTGCAAGGAGTAGTG 3°
K3R 5> GGCTCCATCAGGAAGAGAAACTTTA ¥’
K4F 5> AATATTGAAGAAAATATTGGCCAG 3°
K4R 5" AAATCCCATGTCTTCTATAGCAGC 3°
KS5F 5> GTCCATTCCATTGAAGGCATGATCT 3°
K5R 5" AGGCAACCAACACGGAGAGAACAC 3’
K6F 5’ CCCCGGACATCTTGGCAAAGTC 3’
K6R 5> AGGGCAACGGAGGCATAAGTGAT 3°
K7F 5" TATGACCCAGAGGTCATCCAGCC 3’
K7R 5" ATGACAGGGATGCCAAACACCAG 3’
K8F 5> TTGTTAAGTTTGACCCGGAAATTAT 3’
K8R 5 TGCTTGTGGCCAGGACGATGAG 3°

KO9F 5" TCCAGGACTGTCCATTCTAAATCTCAT 3°
K9R 5 CCTTCCAGGACTTTCCCATCCA 3°
K10F |5 TCAGAAGCCCTGGCTAAACTCAT 3’
KIOR | 5’CAAAATCGATAAAACCGATTACAAT 3’
KI11F |5 GGCAATGACACCACTTTGGCTC 3’
K11R | 5’CTCCGCAGTCCCCACCACAG 3’

KI12F | 5> ATCCTCATCAAGGGAGGCAAGC 3°
KI12R | 5 CATCGCTAGAAATGGTTAAACCGT 3’
K13F | 5> TCACCTGAATGAGGCTGGCAGCCTT 3’
KI13R | 5> ACGACGTCGGCTGCCTCGATGG 3’
K14F | 5> AGAGGTGCTGCCTTCGCACAA 3’

K14R | 5 GATGCCGTCAGGGGCTTCAT 3’

KI15F |5 GTGTCTTCATGCCCATCGGCATTG 3’

KI15R1

5’ TTGTGGTGAGTGGAGGCAAGTCCCT 3°
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KI15R2 | 5 GAGTCCAAGACAAAGCCCATGCTGAC 3°

BPIF |5 GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCCCGACCAGGTGACCT
TTTGCTCTG 3°*

BPIR | 5> GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTGTGGTGAGTGGAGGC
AAGTCCCT 3>**

BP2F | 5>GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGCCTGAGCAGGAGA
GACAGATCAC 3°*

BP2R | 5’GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCAGATGTACTGCTCCTCA
TCCCT 37**

*Gateway primerlerinde, siyah renkli niikleotidler attB1 ait diziyi, kirmiz1 renkli niikleotidler
ATP7B genine ait bolgeyi igerir.

** Gateway primerlerinde, siyah renkli niikleotidler attB2 ait diziyi, kirmizi renkli
niikleotidler ATP7B genine ait bolgeyi igerir.

Hepatoseliiler karsinoma hiicre dizisi atasal HepG2 hiicre hattindan hiicre lizati
hazirlandi. RNA izolasyon kiti ile (Qiagen RNeasy Mini kit Cat no:74104) HepG2 hiicre
lizatindan total RNA izole edildi. Total RNA kullanilarak cDNA sentez kiti ile cDNA elde
edildi.(Invitrogen Superscript II cDNA sentez kiti kat no: 11904-018).

RNA izolasyonun ve cDNA’nin varliginin kontrolii i¢in beta aktin genine 6zgiil primer
cifti kullanilarak ile PCR reaksiyonu kuruldu (Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyoloji ve Genetik AD Dr.Ogiin Sercan’nin izniyle kullanildi).

Primer dizileri:

Beta-aktin (F) : 5 ATCATGTTTGAGACCTTCAA 3°
Beta-aktin (R) :5° CATCTCCTGCTCGAAGTCCA 3’
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3.6.2 ATP7B geni PCR optimizasyonu

Reaksiyon Bilesenleri

dH20 34 ul

5X Phusion HF buffer 10 pl

MgCl12 (50mM) 0.5 pul

dNTPmix(10mM) 1 ul

KI1F (10pmol) 1 ul

K15R1 (10pmol) 1 ul

HepG2 cDNA 2 ul

Phusion High Fidelity

DNA polimeraz

(Finnzyme F-530S) 0.5 pul
50 ul

PCR Profili:

98°C  30sn

98°C  10sn

74°C  30sn 35 dongii

72°C  3dk 30sn

72°C  5dk

4°C 24saat

ATP7B’ye ait 4459bp’lik fragman jelden UV altinda kesildi jel ektraksiyon Kkiti
kullanilarak fragman jelden izole edildi (Qiagen MinElute Gel Extraction kit kat no:28604).
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3.6.3 Klonlama:
Besiyerlerinin tanimlanmasi

LB Agar

10g tripton

S5g maya Oziitii(yeast extract)

S5g NaCl

NaOH ile pH 7.0 yapildi, distile su ile 1000ml’ye tamamlandi.
Ampisilinli LB plate

15g agar 1 litre LB ortamina eklendi, 121°C’de 15 dakika otoklavlandi, ortam 50 °C’ye

sogutuldu, son konsantrasyonu 100pg/ml olacak sekilde ampisilin eklendi, petri kaplarina
dokiildii +4 °C’de sakland.

Kanamisinli LB plate

15g agar 1 litre LB ortamina eklendi, 121°C’de 15 dakika otoklavlandi, ortam 50 °C’ye

sogutuldu, son konsantrasyonu 50pg/ml olacak sekilde kanamisin eklendi, petri kaplarina

dokuldu +4 °C’de sakland:.

Maya Ureme Ortamlars:

YPD(Zengin Besivyeri)

10g Bacto maya 6ziitii(yeast extract) (%]1)
20g  Bacto pepton (%2)
20g Glukoz (%2)

Distile suyla 1000ml’e tamamlandi.

20g Bacto agar (%2) kati1 besiyerine eklendi.

22



YNB-URA (Secici besiyeri)

Hartwell’s complete (HC) medium (1000ml)
100ml %20 Glukoz

100ml 10X YNB

100ml 10X HC

- urasil
20ml  adenin
12ml  lysine

8ml  triptofan
4ml  16sin

2ml histidin

Katibesiyeri hazirlamak i¢in 20g agar 1L i¢in eklendi, 121°C’de 15 dakika otoklavlandi,
50 °C’ye sogutulup petri kaplarma dokiildii.
10X HC (6 dropout aminoacid liquid)

0.8g  metionin
2.4g  tirozin

3.2g  izoldsin

2.0g fenilalanin
4.0g  glutamik asit
8.0g treonin

4.0g  aspartik asit
6.0g  valin

16.0g serine

0.8g arjinin

4 litreye distile su ile tamamlandi, 121°C’de 15 dakika otoklavlandi.

10X YNB

58g  yeast nitrogen base (aminoasitsiz ve amonyum siilfatsiz)
200g amonyum siilfat

4 litreye distile su ile tamamlandi, 121°C’de 15 dakika otoklavlandi.
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Aminoasit soliisyonlari

Ig/L  urasil
1g/L  adenin
10g/L  lizin
10g/L.  triptofan
20g/L  16sin
10g/L.  histidin

Her bir soliisyon 121°C’de 15 dakika otoklavlandi. Triptofan koyu renkli sisede

saklandi.

Gateway Sisteminin Temel Prensipleri (Invitrogen Gateway clonase sitemi):
Bakteriyofaj A’ nin bolgeye 6zgiil rekombinasyon sistemi temeline dayanir. A temelli
rekombinasyon 2 temel komponent igerir:

¢ DNA rekombinasyon sekanslar ( att bolgeleri )

¢ Rekombinasyona aracilik eden proteinler ( Clonase II enzim karigimlari )

Bakteriofaj lambda’da att bolge rekombinasyonu iyi tanimlanmais bir fenomendir.

Bakteride, atrB (B bakteriyi temsil eder) ve fajda atfP (P faj1 temsil eder) adi verilen
DNA bolgeleri bulunur. Faj bir bakteriyi enfekte ettiginde, lambda DNA’s1 girise 6zgil
enzimlerin varliginda att bolgeleri araciligiyla bakteri DNA’sina rekombinasyon olur. Bir a#B
bolgesi ile attP bolgesi arasinda rekombinasyon oldugunda, faj DNA’s1 bakteri genomuna
girer.

Eger faj litik faza girerse, faj DNA’s1 kendini bakteri DNA’sindan ¢ikarabilir. Farkli
rekombinasyon setlerinin ve ¢ikis enzimlerinin varlifinda a#fL(L sol) bolgesi atfR(R sag)
bolgesi ile rekombinasyon olur ve bu durum faj DNA’sinin bakteri genomundan ayrilmasiyla
sonuglanir. Bu rekombinasyon reaksiyonlar1 (“LR” and “BP”) Gateway® Klonlama sisteminin

temellerini olusturur.
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E.coli’de Faj lambda rekombinasyonu

__-—-—-—-+______
Faj 1 </-.H atP > Gateway sistemi bes set
232bp 0zgiil ve non-cross-reacting
X att sekanslarma dayanir
attB
: [/ m L/
E.coli " 21bp 77

Giris(Int,IHF) I Cikis(Int,IHF,Xis) Ozgiilliik, ¢ekirdek

it

bolgesinin 7 niikleotidlik

attL atiR
Lizogen | —4—mm —A kismu tarafindan saglanir
96 bp 157 bp

Lizogenik yolak: attB X attP BP Clonase lI(Int,IHF) attL X attR
Litik yolak ;attL X attR LR Clonase ll(Int, Xis,IHF) attB X attP

Sekil 6: Gateway sisteminin gematik gosterimi

The Gateway” in vitro rekombinasyon sistemi 5 yapay ortogonal att sekanslari temeline
dayanmir. Bunlar a#fP, B, L, and R sekanslaridir ve paralel ¢alisirlar. Ozgiilliik, att sekanslari
boyunca minimal ¢apraz reaksiyon yapilmasini saglayan tek 7bp’lik ¢ekirdek sekans

tarafindan belirlenir.

BP reaksiyonunda, atfB ile a#fP reaksiyona girerek arfL ve attR bolgelerini olusturacak
yapiy1 saglarlar. Giris klonunu olusturmak i¢in, yapay kisa a#fB sekanslar1 (at#tB1 ve atB2)
amplifiye edilmesi istenen gene 6zgiil primerlere eklenmelidir. DNA fragmani atfP1 ve attP2
sekanslarini ve counterselectable marker, ccdB’yi igeren bir dondr vektorle birliktedir. BP
Clonase™ enzim karisimmin eklenmesiyle giris vektorii ve beraberinde ccdB’yi igeren
fragman {irlin olarak olusur. Donér vektordeki kanamisin (Kan) direng geni olusuna baglh

olarak giris klonu kanamisinli platelerde secilir.
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BP rekombinasyon islemi yiiksek etkinliktedir, genellikle reaksiyon basina 10,000’den

fazla koloni olusur. Elde edilen toplam koloni sayisinin %90’indan fazlasinin, dogru yonde

yerlesmis ilgilenilen genle birlikte giris klonunu igermesi beklenmektedir.

ocdB
awPi1 aP2
artBl gene atB? artRl1  ocdB
Sinind —
A Vector
KanR

BP Clonase™ Il

Sekil 7: Gateway sisteminde BP Clonase II reaksiyonunun semetaik gosterimi

attR2

+

gene

arrl 1

KanR

Kanamisinli petri kabinda
%90-99 dogru klonlar

Benzer sekilde ekspresyon klonu, affR1 ve attR2 sekanslarini ve ayni counterselectable

marker ccdB’yi

iceren spesifik bir destination vektor ile giris klonunun rekombinasyonu

yoluyla olusur. LR Clonase™ enzim karistminin eklenmesiyle ekspresyon klonu ve

beraberinde ccdB’y1 igeren plasmid iirlin olusur. Destination vektordeki ampisilin direng

geninin varligina bagli olarak, ekspresyon klonlar1 ampisilin (Amp) iceren platelerde secilir.

gene

a1

atRi attR2

arrl 1, arcl2
Donor

Vector

>

Skt LR Clonase™ I

Sekil 8: Gateway sisteminde LR Clonase II reaksiyonunun sematik gosterimi

af2

a2

A @

Ampisilinli petri kabinda
%90-99 dogru klonlar
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Cahsmada Kullamlan Giris Vektorii:
pDONR 221 giris vektorii olarak kullanilmistir. Kanamisin direng geni igerir,

kanamisinli ortamda koloni olusumu saptanir, bu 6zelligiyle koloni se¢imi yapilir.

M13 M13
lForward attP1 B atP? Reversel

pDONR™221

pDONR"/Zeo

Sekil 9: pDONR vektoriin (giris vektoriiniin) sematik gosterimi
Cahsmada Kullamlan Maya Ekspresyon Vektorii:
pAG426 maya ekspresyon vektorii olarak kullanildi. Ampisilin diren¢ geni igerir,

ampisilinli ortamda koloni olusumu saptandi, bu 6zelligiyle koloni se¢imi yapildi.
URA3 geni igerir, iireme ortamina urasil konmadan besiyeri hazirlandi1 maya hiicreleri

ekildi, vektorii igeren koloniler urasil sentezi yaptiklarindan koloni se¢imi bu 06zellikten

faydalanilarak yapildi.
o i it
BBl (Fad1)

Apal (T34}
LRAS

Sl (T4T2)

MAE_pUC Sed_pmer
M13 forveand 2D peimes
TT pramotsr BanglR s}
Kpol (5321} ok
pAG426GPD-codB
8325 bp
i pRRIZZ _ongin
nBRIERENpS_premar
Kbl {BDES)
Clal (6045)
Hindlll (8030}
atiR
attRF
R IRE frmm L
Sral (5626) CATC amil MA3_pLAC _rev_primar
Emal {S624] gt promitar M3 6 v
Mall (4432) T3_prox
ARz Sacl {3620}
altR 1
Spal [42885)
pEhissscripdSHE_primar
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BP Clonase reaksiyonu kitteki yonergeye uygun olarak asagidaki sekilde yapildi
(Invitrogen kat no: 11789-020).

ATP7B PCR iiriini (120ng/ pl) 8 ul
pDONR vektor (150ng/ ul) 1 pul
BP Clonase II enzim mix 2 ul
Tris EDTA(TE pH=S8) 1 pul
25°C 18 saat inkiibe edildi, ertesi giin 1 pl proteinaz K (2ug/ pl) ile reaksiyon

sonlandirildi.

37°C 10dk

70°C 10dk inkiibe edildi.

Omni Max2T1 kimyasal kompetan hiicreye 4.5 ul BP reaksiyon karigimi eklendi, 30dk
buzda inkiibe edildi, 42°C’de su banyosunda 30sn, buzda 2dk 1si1-sokuna maruz birakildi, 250
ul oda 1sisindaki SOC medium eklenerek 225rpm’de 37°C 1 saat inkiibe edilip, LB agar
kanamisinli (50mg/ml) besiyerine yayma teknigi ile ekim yapildi. 37°C’de gece boyu

inkiibasyona birakild1.

Bu petri kaplarinda olusan kolonilerden rasgele segilen koloniler sivi LB kanamisinli

ortama ekilerek 37°C 180rpm’de bir gece inkiibe edildi.

Miniprep plasmid purifikasyon kit (invitrogen Pure Link Plamid Miniprep kit kat
no:K2100-10) ile plasmid DNA izolasyonu yapildi. Nanodrop ND-1000 V3.60 cihazi ile
plazmid DNA konsantrasyonu 6l¢iildii.

BsrGI(Bsp14071) restriksiyon enzimi (Thermo Scientific kat no:ER0931) ile asagida
belirtilen diziden enzim kesimi yapildi.

5°...T"GTACA...3’

3....ACATG"T....5’

dH20 12.8 ul
plasmid DNA(0.5-1ug/ pl) Sul
10X Tango Buffer 2 ul
BsrGI enzim (0.5-2 pl) 0.2 ul
20 pl

37°C’de 2 saat 30dk inkiibe edildi. %0.9’luk agaroz jelde 95V ta 40dk yiiriitiildii.

28



LR Clonase reaksiyonu asagidaki sekilde optimize edildi (Invitrogen kat no:11791-
020).

Plasmid DNA(entry clone) (75ng/ pl) 1l
pAG426(destination vektor) (75ng/ pu) 1l

LR Clonase II enzim mix 1 ul
Tris EDTA(TE, pH=S8) 3ul
6 ul

25°C 18 saat inkiibe edildi, ertesi giin 0.5 pl proteinazK(2ug/ pl) ile reaksiyon
sonlandirildi.

37°C 10dk

70°C 10dk inkiibe edildi.

Omni Max2T1 kimyasal kompetan hiicreye 4.5 pl LR reaksiyon mix eklendi, 30dk
buzda inkiibasyon 42°C’de su banyosunda 30 saniye, buzda 2dk 1s1 sokuna maruz birakildi ,
250 pl oda 1s1sindaki SOC medium eklenerek 225rpm’de 37°C 1 saat inkiibe edildi. LB agar
ampisilin (100mg/ml) besiyerine yayma teknigi ile ekim yapildi. 37°C’de gece boyu
inkiibasyona birakildi.

Olusan kolonilerden rasgele segilen koloniler sivi LB ampisilinli ortama ekilerek 37°C

180rpm’de bir gece inkiibe edildi.

Miniprep plasmid purifikasyon kit ile plasmid DNA izolasyonu yapildi. Nanodropta

konsantrasyon 6l¢iildii .

BsrGI(Bsp1407]) restriksiyon enzimi ile enzim kesimi yapildi.

dH20 12.8 ul
plasmid DNA(0.5-1ug/ ul) 5 pl
10X Tango Buffer 2 ul
BsrGI enzim (0.5-2 pl) 0.2 ul
20 ul

37°C°de 2 saat 30dk inkiibe edildi, %0.9’luk agaroz jelde 95V ta 40dk yiiriitiildi.
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LR reaksiyonu sonucu elde edilen plazmid DNA’lar 100ng olacak sekilde hazirland,

ATP7B genine 0zgiil tarafimizca dizayn edilen primerler kullanilarak DNA dizi analizi

yapildi (Hizmet alimi-Macrogen Avrupa Laboratuvari, Hollanda).

3.6.4 Bolge Yonlendirilmis Mutagenez ‘Site Directed Mutagenesis’

pAG426 ekspresyon vektoriine aktarilmig ATP7B genini iceren plazmid DNA’s1

tizerinde secilen 3 mutasyonun eldesinin optimizasyonu yapildi. (Stratagene Quickchange site

directed mutagenesis kit kat no: 200518) (Tablo 4).

Tablo 4: Mutasyonlara 6zgiil primer dizileri

Primer Ad1 Primer Dizisi

T788I-F 57 ACA CTT GGC AAA GAG CAA AAT CTC AGA AGCCCTG 3’
T788I-R 5" CAG GGC TTC TGA GAT TTT GCT CTT TGC CAA GTG T 3°
V1036I-F 5" CCA TTA CCC ATG GCA TCC CCA GGG TCA TG 3°
V1036I-R 5" CAT GAC CCT GGG GAT GCC ATG GGT AAT GG 3°

R1038G- 5" CAT GGC GTC CCA GGG TCA TGC GGG 3’

fsX83-F

R1038G- 57 CCC GCA TGA CCC TGG GAC GCC ATG 3’

fsX83-R

Not: Kirmizi renk, mutasyonun oldugu niikleotidi gostermektedir.

Reaksiyonlarin Hazirlanist

1.Kontrol

2. T7881 mutant
3.V1036I mutant

4 R1038G-fsX83 mutant

Kontrol reaksiyonu:

ddH20 39.5 ul
10x reaction buffer Sul
dNTPmix 1 pul
pwhitescript kontrol plazmid 2 pl
kontrol primer1(125ng) 1.25 pl
kontrol primer2(125ng) 1.25 pul
Pfu turbo DNA polimeraz 1 pul
(2.5u/ pb)

Mutantlarin reaksiyonu:

ddH20 41 ul
10x reaction buffer Sul
dNTPmix 1 pul
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K16-2 plazmid DNA 2 ul

(ds DNA 50ng)

primer1(125ng) 1.25 pul
primer2(125ng) 1.25 pl
Pfu turbo DNA polimeraz 1 pul
(2.5u/ plb)

Profil:

95°C 30sn

95°C 30sn

55°C 1dk 18 dongii

68°C 10dk

Buzda 2dk

4 ul her birinden alikat alinip jelde yiiriitildii.

Kalan 47 pl iizerine 1 pl Dpnl restriksiyon enzimi eklendi, 37°C 1 saat inkiibe edildi.

Kalan 6rneklerden 10 pl alindi, kontrol olarak 1 pl pUC18 kullanilarak her bir 6rnek 50
ul blue siiper kompetent hiicreye eklendi, 42°C 45sn 1sitild1, 2 dakika buzda bekletildi. 500 pl
NZY Broth (42°C’de , kit i¢eriginde belirtilen sekilde hazirlandi) eklendi, 37 °C 250rpm’de 1
saat calkalandi. 1.5 ml tiipe alindi, ¢oktiiriildii, stvi 150 pl kalacak sekilde atildi kalan 6rnek
pipetaj yapilip alevde LB agar ampisilin (100mg/ pl) plate’e yayma yontemiyle ekildi.

Plate’ler 37 °C inkiibe edildi, koloni olusumu gozlenene kadar beklendi.

Mutant kolonilerden segilip sivi LB ampisilinli ortama ekildi, plazmid DNA’lar1 elde
edildi.

Yaban tip ATP7B ve T788I, V1036I, R1038G-fsX83 mutasyonlarim1 igeren ATP7B
orneklerinden elde edilen plazmid DNA’lar1 100ng/ pl olacak sekilde hazirlandi, diziye 6zgiil
primerler kullanilarak DNA dizi analizi yapildi (Hizmet alimi-Macrogen Avrupa laboratuvari,

Hollanda).

31



BY4741 susun ACCC2 oldugunun gosterilmesi i¢in S.cerevisea CCC2 geni genomik
DNA ve mRNA dizisine 6zgiil 2 ¢ift primer tarafimizca dizayn edildi (Tablo 5). Tm=58°C

PCR optimizasyonu yapildi, agaroz jel elektroforezi ile goriintii alindu.

Tablo 5: S.cerevisea CCC2 geni genomik DNA ve mRNA dizisine 6zgiil primerler

Primer Ad1 Primer Dizisi Kalip
gCCC2-F1 5’ tga gag aag tga tac ttg ctg tac at 3’ Genomik DNA
gCCC2-R1 5’ ctt atg gct gta att tca gaa tct 3° Genomik DNA
gCCC-F2 5’ agt gat cta ggt att gcc att t 3’ Genomik DNA
gCCC-R2 5’ tta caa gac ttc ttc gtt tga ca 3’ Genomik DNA
mCCC-F1 5’ aat gac atg cag cgc ctg tac ta 3’ mRNA
mCCC-R1 5’ ttc aat cat ttc tct gge ggt t 3° mRNA
mCCC-F2 5’ tga tga agt taa aca tga ttc tta ¢ 3’ mRNA
mCCC-R2 5’ aca gta taa caa tat cag ctg ctt 3’ mRNA
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3.6.5 Maya Transformasyonu:

Yaban tip ATP7B, pAG426(maya ekspresyon vektorii-bos vektor), negatif kontrol
dH20, R1038G-fsX83 mutant, V10361 mutant ve T7881 mutant plazmid DNA’lar1 LiAc
metoduyla BY4741 ACCC2 maya susuna transformasyon yapildi.

1. Kiiltiir tiiptine 3ml YPD(zengin besiyeri) konup 6ze ucu ile alinan BY4741ACCC2

maya susu beck alevinde besiyerine ekildi.

2.30°C’deki yatay ¢alkalayici da 180 rpm’de gece boyu inkiibe edildi.

3.Sabah kiiltirden 1ml alinip 4ml YPD eklenerek seyreltildi, 30°C 2 saat c¢alkalayicida

inkiibe edildi.

4.2500rpm’de 5dk santrifiij edildi.

5.3ml dH2O ile resuspense edilerek vortekslendi, 2500rpm’de 5dk santrifiij edilerek YPD

uzaklastirildi(2 kez tekrarlandi).

6.1ml 0.1M LiAc ile resuspense edilip sivi 1.5ml’lik santrifiij tiipiine alindi,yiiksek

devirde 5sn santrifiij edildi.

7.Stipernatant atildi, pellete 500 pl 0.1M LiAc eklendi resuspense edildi, diisiikk hizda

vortekslendi. Ka¢ 0rnek transforme edilecekse her biri i¢in 150 pl santrifiij tiipline alind1.

8. Yiiksek devirde 5sn santrifiij edildi.

9.ssDNA(salmon sperm DNA) 5dk kaynatildi, buza alind1.

10. Her tiipe;

i. 240 pl polietilen glikol(PEG %50)
ii. 36 ul IM LiAc
iii. 5 pl ssDNA(2mg/ml)
iv. 20 pl 0.3M dithiothreitol(DTT)
v. 20 ul dH20
vi. 10 pl plasmid DNA (700ng/ pl) (negatif kontrolde dH20)

11. Tiim tiipler vorteklendi.

12. 30 °C’deki calkalayicida 160rpm’de 30 dakika inkiibe edildi.

13. 42°C’deki su banyosunda 25 dakika inkiibe edildi.

14. 4000rpm’de 10-15 saniye santrifiij edildi, resuspense edildi ve yaklasik 115 pl yaban
tip ATP7B, pAG426 bos vektdr, T888I mutant ATP7B, V10361 mutant ATP7B,
R1038G-fsX83 mutant ATP7B’nin her birinden ayr1 ayr1 alinarak, isimlendirilmeleri
yapilmis kendilerine ait platelere alevde yayma teknigi ile ekim yapildu.

33



15. Plateler 30°C’deki etiivde gece boyu inkiibe edildi (47).

Secici besiyerinde {iretilen maya hiicrelerinin yaklasik sayis1 600nm’deki optik dansite
degerine gore belirlenir (47). 600nm’de 0,100 optik dansite degeri yaklasik 1,2x 10° hiicreye
denk gelir. Farkli zaman araliklarinda optik dansiteler 6lgiildii ve bunlardan diliisyonlar
hazirlandi, YNB-URA segici besiyerinin bulundugu petri kaplarina ekim yapilarak koloni

olusumlar takip edildi.Olgiilen optik dansite degerine gore biiyiime egrisi ¢izildi.

3.6.7 Maya plazmid izolasyonu optimizasyonu ve eldesi
1. Gece boyu 5Sml YNB-URA da kiiltiire edilen hiicreler sabah seyreltildi.
2.4000rpm’de 5dk santrifiijle ¢oktiiriildii.
3. Besiyeri uzaklastirildi, 10 pl litikaz (Su/ pl) eklenerek pipetaj yapildi,vortekslendi.
4.30°C’de 250rpm’de 30dk ¢alkalayicida inkiibe edildi.
5.10 pul %20°1lik SDS eklendi, ¥4 hacim cam kiire eklenek 1dk vortekslendi.
6.-80°C’de 6rnek bekletildi, 30sn vortekslendi.
7.6000rpm’de 1dk ¢oktiiriildii.
8. S1v1 yeni bir santrifiij tlipline aktarildi.
9.Invitrogen Pure Link Quick Plasmid miniprep kiti ile plasmid izolasyonu

tamamlandi.

3.6.8 Mayadan RNA izolasyonu optimizasyonu ve eldesi
1.Gece boyu 5ml YNB-URA’da kiiltiire edilen hiicreler sabah seyreltildi.
2.4000rpm’de 5dk santrifiijle ¢oktiiriildii.
3.Besiyeri uzaklastirildi, 1M sorbitol, 0,1M EDTA ,%0.1 beta merkaptoetanol 10,
litikaz (50u / 107 maya hiicresi) eklendi.

4.30°C’de 20dk hafif ¢alkalandi(spheroplast olusumu saglandi).
5.1200rpm’de 5dk santrifiij edildi, siipernatant atild1.
6.Qiagen RNeasy mini kit ile RNA izole edildi.

Her bir 6rnek i¢in 1.5ug cDNA olacak sekilde RNA kullanilarak ¢cDNA reaksiyonu

invitrogen superscript cDNA sentez kiti ile yapildi.
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3.6.9 Gen ekspresyonunun mRNA diizeyinde gosterilmesi
a.Konvansiyonel PCR
ATP7B genine 0zgiill KOF K9R primerleri kullanilarak, yaban tip ATP7B’ye, T788I
mutant ATP7B’ye, V10361 mutant ATP7B’ye ve R1038G-fsX83 mutant ATP7B’te yonelik
hazirlanan cDNA’lar kalip olarak kullanilarak konvansiyonel yontemle PCR kuruldu. cDNA
varliginin gosterimi i¢in maya housekeeping gen olan aktin genine &zgiill primerler
kullanilarak PCR kuruldu. Agaroz jel elektroforezi sonrasinda PCR iiriinleri goriintiilendi.
Src-Aktin ( F) 5’ACG TTC CAG CCT TCT ACG TTT CCA 3’
Src-Aktin (R) 5’ACG TGA GTA ACA CCA TCA CCG GAA 3°
b.Real Time PCR Optimizasyonu
Real time PCR, BioRADiQ5 multicolor real time PCR detection system cihazinda, kit
kullanilarak asagidaki sekilde optimizasyonu gerceklestirildi. (Fermentas Maxima SYBR
Green/ROX qPCR master mix kat no:K0221).

Reaksiyon igerigi:

dH20 10 pl

Reaction mix 12.5 pl

cDNA 2 ul

P(F) 0.5 pl

P(R) 0.5 pul
25,5 ul

Dongli programa:

95°C 5dk

94°C 30 sn

58°C 1dk 40 dongii

72°C 30sn

Yaban tip ATP7B, pAG426 ekspresyon vektorii (bos vektoér), T7881 mutant ATP7B,
V10361 mutant ATP7B ve R1038G-fsX83 mutant ATP7B orneklerinin aktarildigi BY4741
ACCC2, maya suslarinin her birinden RNA izolasyonu yapildi. Bu 6rneklerden elde edilen
cDNA’lar kalip kullanilarak, ATP7B genine 6zgiil K9F-K9R primerleri ve S.cerevisiae aktin
genine (housekeeping gen) 6zgiil primerlerle PCR kuruldu. Sonuglar Pfahl Metoduna gore
ATP7B geni ct degerleri aktin geni ct degerlerine gore normalize edilerek her bir PCR 6rnegi

icin degerlendirildi.
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3.6.10 Komplemantasyon deneyi:

Yaban tip ATP7B, pAG426 maya ekspresyon vektorii (bos vektor), T788I mutant
ATP7B, V10361 mutant ATP7B ve R1038G-fsX83 mutant ATP7B demir smirli ortamda ve
kontrol ortami1 olarak bakir yeterli ve demir yeterli ortamlarda komplemantasyon testi yapildi.

Demir smurli, demir zengin, bakir zengin, demir-bakir zengin ve demir bakir zengin
ferrozinsiz (demir inhibitorii) ortamda iiremeleri takip edildi, 0, 3, 6, 12, 24.’l saatlerde
600nm’de optik dansite (ODgoo) degerleri Olciilerek grafik ¢izildi. Ayni1 ortamlarin agarh

YNB-URA’da hazirlanan besiyerlerine ekim yapilarak koloni olusumlar1 gosterildi.

Demir Sinirlt Ortam (Iron Limited Medium - ILM) (48)
YNB-URA

50mM MES

1uM Ferrozine

50uM Ferroz amonyum stilfat

1uM bakir siilfat

Demir zengin ortam (Iron Supplemented Medium - ISM) (48)
YNB-URA

50mM MES

1uM Ferrozine

350uM Ferroz amonyum siilfat

1uM bakir siilfat

Bakir zengin ortam (Copper Supplemented Medium — CSM) (48)
YNB-URA

50mM MES

1uM Ferrozine

50uM Ferroz amonyum siilfat

500uM bakir siilfat

Demir+Bakir zengin ortam ( Iron+copper Supplemented Medium — ISCM )
YNB-URA

50mM MES

1uM Ferrozine

350uM Ferroz amonyum siilfat

500uM bakir siilfat

Demir+Bakir zengin ortam ferrozinsiz (Iron+copper Supplemented Medium without ferrozine
—ISCM-F)

YNB-URA

50mM MES

350uM Ferroz amonyum siilfat

500uM bakir siilfat
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3.6.11 ICP MS bakir demir tayini:

Indiiktif Eslesmis Plazma-Kiitle Spektrometre Cihazi (ICP-MS)’da bakir ve demir
Olclim standartlarini belirlemek iizere 6n deneyler yapilarak optimizasyon gercgeklestirildi. Bu
amagla dH20, YNB-URA (besiyeri), besiyerine degisen miktarlarda maya hiicresi konarak
bakir ve demir Ol¢limleri yapildi. Farkli optik dansitelerde hiicre eklenerek hem 6n islem
mikrodalga bozundurma yapilarak hem de 6n islemsiz direk olarak ICP-MS cihaz1 ile
Olctimler yapildi. Bakirin farkli konsantrasyonlarinda (25uM, 50uM, 100uM, 200uM) bakir
ve demir miktarlar1 6l¢iildi. S0uM,100uM CuSO4 konsantrasyonlarinda ve t=0, t=15 dakika,
t=2 saat, t=24 saat sonunda hiicreler santrifiijle ¢coktiiriiliip ortam ICP-MS bakir miktarlar
Olgiildii. Optimizasyon deneyleri sonrasinda komplemantasyon deneyindeki ortam

kosullarindaki dl¢iimlere gegildi.

Komplemantasyon deneyindeki 5 ortam kosulunda (ILM, ISM, CSM, ICSM ve ICSM-
F) stv1 besiyerinde iiretilen maya hiicreleri 24 saatin sonunda 5000rpm’de santrifiij edilerek
coktiiriildii. Hiicre kiiltiir ortamlar1 (sadece ICP-MS) ve c¢oktiiriilen hiicre pelletleri
(mikrodalga bozundurma ve ICP-MS) Indiiktif Eslesmis Plazma-Kiitle Spektrometre Cihazi
ICP-MS ile bakir ve demir dl¢liim analizleri yapildi (Hizmet alimi-IYTE Cevre ARGE ICP-
MS Agilent 7500ce). Bakir ve demir miktar1 ppb (parts per billion) milyarda bir partikiil

olarak saptandi.
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3.7. Arastirma plam ve takvimi

Tez konusunun saptanmasi ve
kaynak degerlendirilmesi 2006-2008

Hasta Verilerinin ve Klinik
Bulgularin Degerlendirilmesi, vaka
belirleme 2007

Yeni Proje Yazimi, Kabulii ve
Malzeme Teslimi
2010-2011

ATP7B PCR ile Cogaltilmas1 ve
Sekansla Dogrulama
Mayis 2011

Klonlama
Temmuz 2011

!

Ekim 2011

Site-directed Mutagenez
T788I, V1036l R1038G

A\ 4 \ 4

BY4741ACCC2 Maya Susuna
Trasformasyon
Aralik 2011

) T

Plazmid DNA Varligi
PCR Ocak-Subat 2012

RNA izolasyonu cDNA

Komplemantasyon Deneyi

eldesi Real time PCR ILM ISM CSM ICSM ICSM-F

ekspresyon gosterimi
Ocak-Subat 2012

Mart 2012

A 4

ICP-MS Ortam-Hiicre Pellet Bakir

Demir tayini
Mayis-Haziran 2012
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3.8. Verilerin degerlendirilmesi

Hiicre kiiltiir ortamlarinda ve hiicre pelletlerinde ICP-MS ile dlgiilen bakir ve demir
miktarlarinin yaban tip ATP7B’ye gore T788I, V10361 ve R1038G-fsX83 mutantlarindaki
sonuglarmin degerlendirilmesi i¢cin Mann-Whitney U test (SPSS Statistics v20 2012) ile

istatistiksel analiz yapildi.

3.9. Arastirmanin sinirhhiklari:
Aragtirma Sacchoromyces cerevisiea BY4741 susundan elde edilmis CCC2 mutant
BY4741 ACCC2 susunun sahip oldugu genetik bilgiyi, ATP7B geni ve mutantlarinin DNA

dizisini, ekspresyon diizeyini kapsayacak sekilde sinirlandirildi.

3.10. Etik Kurul Onay1

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik ve Laboratuvar Arastirmalari Etik
Kurulu Tarih ve Sayi: 18.01.2005/21 ve 10/02/2005 no.lu toplanti, 03 protokol numarali
proje. Tarih ve Say1: 08.06.2007/203 ve 08/15/2007 no.lu toplanti, 03/2005 protokol numarali
proje. Tarth ve Say1: 14.09.2006/206 ve 16/18/2006 no.lu toplanti, 189 protokol numarali

proje.
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4. Bulgular
4.1.Wilson Hastalarinda Saptanan Mutasyonlar ve Tek Niikleotid Polimorfizmler
( Single nucleotide polymorphism-SNP)

ATP7B genindeki mutasyonlar 46 Wilson Hastasinin 30’unda saptandi. Wilson
Hastalarindaki mutasyon saptama orani %60.74’diir. ATP7B geninde 24 farkli mutasyon
saptandi. Yirmi dort mutasyonun dagilimi : 17 missense-anlamli, 3 nonsense-anlamsiz, 1
silent- sessiz, 3 frameshift-cerceve kaymasi ( 1 insersiyon, 2 delesyon ). Bes yeni mutasyon
yeni olarak tanimlandi bunlardan dordii anlamli (¢.2363C>T, c¢.3106G>A, c.3451C>T,
¢.3733C>A ) ve biri delesyondur ( c.3111delC ) ( Tablo 6 ). Bu mutasyonlarin higbiri kontrol
grubundaki 104 allelde saptanmadi. Mutasyonlar, uluslararas1 Wilson Hastalig1 veri tabanina
Tiirk hastalarinda saptanan yeni mutasyonlar olarak kabul edildi (45).

11 adet tek niikleotid polimorfizm (SNP) saptandi (Tablo 7). Bu SNP’lerden biri
intronik bolgede (¢.3903+6C>T) ve 10 tanesi ekzonlarda saptandi (c.1216T>G, ¢.1366G>C,
c.2495A>G, c.2855G>A, c.2973G>A, c.3009G>A, c.3045G>A, c.3419T>C, c.3620A>G,
c.3727G>A). Bu SNP’lerden biri ¢.3727G>A daha Once uluslararasi veri tabaninda
tanimlanmamustir, yeni SNP olarak veri tabanina kabul edilmistir .

ATP7B geninde mutasyon saptanan hastalara ait klinik bulgular Tablo 8’de

gosterilmistir.
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Tablo 6: ATP7B geninde saptanan mutasyonlarin dagilimi ve siklig

Niikleotid Niikleotid Kodon Protein Siklig:
Ekzon Degisimi Sekansi Degigimi Bolgesi Tipi Mutasyon (%)
3 c.1369C>T CAG-TAG p-G457X Cu4/Cu5 nonsense  Bilinen 4.34
8 c.2128G>A GGT - AGT p-G710S ™ 2 missense  Bilinen 543
8 c.2145C>T TAC-TAT p-Y715Y TM3 silent Bilinen 1.08
8 c.2332C>G CGG - GGG p-R778G T™ 4 missense  Bilinen 1.08
8 ¢.2332C>T CGG - TGG p-R778W ™ 4 missense  Bilinen 1.08
8 c.2293G>A GAC - AAC p.D765N ™ 4 missense  Bilinen 2.17
8 ¢.2298-2299insC ~ ACGCCCCCCCA p.P767R-fsX28 ™ 4 frameshift Bilinen 1.08
9 c.2363C>T ACC - ATC p.T7881 ™ 4 missense  YENI* 2.17
10 c.2532delA GAAAGTC p-V845S-fsX28 Td frameshift Bilinen 1.08
11 c.2621C>T GCG-GTG p-A874V Td/TM5 missense  Bilinen 2.17
12 c.2755C>T CGG-TGG p-RO19W TMS missense  Bilinen 2.17
12 c.2807T>A TTG - TAG p.L936X TMS nonsense  Bilinen 2.17
12 c.2827G>A GGT-GAT p.-G943D TMS missense  Bilinen 1.08
13 c2906G>A CGG - CAG p-R969Q Ch/TM 6 missense  Bilinen 2.17
13 ¢.3007G>A GCG-ACG p-A1003T Ch/TM6 missense  Bilinen 2.17
13 ¢.3008C>T GCG-GTG p-A1003V Ch/TM6 missense  Bilinen 1.08
14 c.3106G>A GTC - ATC p-V10361 ATP loop missense  YENI* 2.17
14 c.3111delC TCCCCAGGG p-R1038G-fsX83  ATP loop frameshift YENI* 1.08
14 c.3121C>T CGG-TGG p-R1041W ATP loop missense  Bilinen 2.17
14 c.3207C>A CAC - CAA p-H1069Q ATP loop missense  Bilinen 17.39
16 c.3451C>T CGT -TGT p-R1151C ATP loop missense  YENI* 1.08
18 c.3733C>A CCT -ACT p.P1245T ATP hinge missense ~ YENI* 2.17
18 c.3809A>G AAT - AGT p-N1270S ATP hinge missense  Bilinen 1.08
19 c.3955C>T CGA-TGA p-A1319X ATP hinge/TM7 nonsense Bilinen 1.08

Notlar: Genbankasi numarast NM_000053.

ATG translasyon kodonunun ilk niikleotidi nt +1 olarak degerlendirildi.

*104 normal kromozomda saptanmayan ve Wilson Hastaligi Mutasyon veri tabanina tarafimizca bildirilen

degisimler
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Tablo 7 : ATP7B geninde saptanan SNP’lerin dagilimi ve siklig

Ekzon/  Niikleotid Niikleotid Kodon Protein

Intron  degisimi sekansi degisimi bolgesi Tipi SNP

2 c.1216T>G  TCT-GCT p-S406A Cu4 missense Bilinen
3 c.1366G>C  GTG-CTG p-V446L Cud/Cu5 missense Bilinen
10 c.2495A>G  AAG-AGG p-K832R TM 4/Td missense Bilinen
12 c.2855G>A  AGA-AAA p-R952K Tm5 missense Bilinen
13 c.2973G>A  ACG-ACA p.T991IT Ch/Tm6 silent Bilinen
13 c.3009G>A  GCG-GCA p-A1003A  Ch/Tm6 silent Bilinen
13 c.3045G>A  CTG-CTA p.L10ISL  Ph silent Bilinen
16 c.3419T>C GTC-GCC p-A1140V  ATPloop missense Bilinen
17 c.3620A>G  CAC-CGC p.-H1207R  ATPloop missense Bilinen
18 c.3727G>C  GTG-CTG p-V1243L.  ATPhinge missense YENI*
intronl8 ¢.3903+6C>T GAGCG-GAGTG — — — Bilinen

Notlar: Genbankasi numarast NM_000053.

ATG translasyon kodonunun ilk niikleotidi nt +1 olarak degerlendirildi.

*Bu ¢aligmada saptanan yeni SNP’ler veri tabanina tarafimizca bildirildi
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Tablo 8: Mutasyon tasiyan Wilson Hastalarinin klinik ve laboratuvar bulgulari

Hasta :}:11; Cinsiyet Mutasyon Etkilenen Organ Laboratuvar Bulgulari
Goz )
Beyin (Kayser Serum Idrar
Niicleotid (Nérolojik Fleischer  seruloplazmin Bakir
Degisimi Ekzon Karaciger bozukluklar)  Halkas1) (mg/dL) (ng/giin)
1 12 Kadm c.2621C>T 11 + - + 3.1 1600
2 15 Kadin c.2532delA/c.3451C>T* 10/ 16 + + + 3.1 1340
4 7 Erkek c.2128G>A 8 + - + 12.0 1260
6. 12 Erkek c.2621C>T/c.3207C>A  11/14 + - + 5.0 1380
7 6 Erkek c.2807 T>A 12 + - + 5.0 1280
9 Erkek c.2363 C>T* 9 + + + 15.0 796
10. 12 Kadmn c.1369 C>T + + + 4.0 466
12. 8 Erkek c.3955 C>T 19 + + - 5.0 1590
13. 32 Kadmn ¢.3207 C>A 14 - + + 7.1 52
14. 4,5 Erkek c.3207 C>A 14 + - + 22.0 220
15. 31 Kadmn ¢.3008 C>T 13 - + + 10.37 396
18. 7 Erkek €.2332C>G/ ¢.3207C>A 8/ 14 + - + 6.0 1200
19. 34 Erkek c.2145C>T/c.3207C>A 8/ 14 - + + 6.93 43
20. 5 Erkek ¢.2332C>T/c.3111delC* 8/ 14 + - - 5.0 1900
21. 11 Kadmn ¢.2906 C>A 13 + - - 6.22 1100
22. 10 Erkek ¢.2299insC/c.3207C>A  8/14 + - + 5.34 1250
24. 23 Erkek ¢.3207 C>A 14 - + + 6.9 135
29. 12 Kadin c.2293 G>A 8 + - - 4.3 1060
32. 31 Erkek c.3207 C>A 14 - + <1.0 ND
33. 9 Erkek c.1369 C>T 3 + + + 23.0 622
34. 24 Erkek ¢.2755 C>T 12 - + - 6.70 395
35. 25 Kadin c.3007G>A/c.3106G>A* 13/ 14 - + + 10.52 301
36. 22 Erkek ¢.3809 A>G 18 - + + <1.0 806
39. 14 Kadin c.2128 G>A 8 - + 6.33 395
40. 44 Erkek c.3121 C>T 14 - + - 10.5 129
42. 12 Kadm c.3207 C>A 14 - - 11.0 4017
43. 14 Kadin c.2128 G>A 8 + + - 5.0 880
45. 22 Kadm ¢.3207 C>A 14 - + + 4,96 778
46. 22 Erkek c.2827 G>A/c.3207 C>A 12/ 14 - + + <1.0 ND
49. 10 Erkek c.3733 C>A* 18 + + - 4,0 886

Notlar: Gen Bankas1 numarast NM_000053.

ATG translasyon kodonunun ilk niikleotidi nt +1 olarak degerlendirildi.

Serum CP immunoturbidmetrik test ile 6l¢iildii. Serum CP normal degerleri 20-80 mg/dl’dir.
Idrar bakir i¢in normal deger 35 pg/giin’den azdir.

ND ( no data-veri yok ).

* Bu caligmada saptanan yeni mutasyonlar.
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4.2 Uluslararas1 Wilson Hastalig1 Veri tabanina Kabul Edilen Verilerimiz

Tablo 9: Cox ve arkadaglar1 tarafindan yayinlanan temmuz 2009’da  giincellenen
‘http://www.wilsondisease.med.ualberta.ca/database.aspdatabase’ veri tabanindaki adimiza kayith 6
veri. (141: Papur, Ozlenen Simsek, submitted, May 14, 2009; DV: Disease variant , NDV:Non-disease
variant, 1:deletion,insertion,non-sense , 4:control data ) (45).

Suppart - [ P
f b Tyee | Aming A 4 N C = -
sates | | [mwceotoel | T 7| Changs e Sequence | Con
Tes
NDW iE CITITEA p.vali2aimet Miszense 4 ATF hinge| Turkizh ETE-ATE ipa a1
v 18 £3733C=A | substitution p.Proi245Thr miEIEniE 4 ATF hinge| Turkizh CCT-RCT 104 141
v 15 C.3A51CET | substitution pArELISICYE mizzense a4 ATR loop | Turkish CETTET 104 141
v 14 C.31DEGE=A | substitution p.\valio3sie mEIEnIE 4 ATF loop | Turkish ETC-ATC 104 141
oV E C2363CET | substitution p.ThrTEElle mEzEnss 4 T Turkish BCC-ATC 104 141
v 14 c3111delC gestion |poArglo3BGlyTsMES | premstop 1 ATP oop | Turkish | TCCOCAGG 104 141

4.3 Secilen 3 Mutasyonun Bulundugu Hastalara Ait Klinik Bulgular

Sirastyla T788I, V10361 ve R1038G-fsX83 mutasyonlarini tastyan 009CI1E, 035B1K ve
020C1E nolu hastalara ait klinik bulgular Tablo10’da 6zetlenmistir.

Tablo 10: T788I, V10361 ve R1038G mutasyonlarini tagtyan Wilson Hastalarina ait klinik ve
laboratuvar bulgulari

Primer tutulum
Hasta Bulgularin | Karaciger | Norolojik Serum Kayser Uriner Karaciger
numarasi | saptandigi bozukluklar | seruloplazmin | Fleischer bakir biyopsisi
yas (>20mg/dl) | Halkast | (40ug/giin) [ (<50ug/g)
009CIE 9 + + 15.0 + 796 +(>250png/g)
020CIE 5 + - 5.0 - 1900 +(>250pg/g)
035BIK 25 - + 10.52 + 301 -
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4.4.Secilen 3 Mutasyonun Bulundugu Hastalardaki diger Sekans Degisimleri

Tablo 10’da klinik verileri 6zetlenmis olan hastalara ait DNA dizi degisiklikleri tablo

11°de sunulmustur.

Tablo 11: Mutasyonlarin saptandig1 hastalara ait klinik bulgular ve ATP7B geninde saptanan tiim

sekans degisimleri

Hasta No ATP7B Geni Ekzon Numaralan

1 2 3 4 5 6 7] 1 8] 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
009C1E| 1 X X X X X X X 1 X X X X X X X X X X X
020C1E| 1 1 1 X X X X X X X X 3 1 X X X X X X X

2

3
035B1K | 1 X X X 1 X 1 2 X 1 X

.missense SNP yeni degisim intronik degisim| nonsense | |delesyon -insersiyon Silent

2-1¢.1216T>G  9-1c.2363C>T |11 I83C>A
3-1¢c.1366G>C  14-1c.3111delC |1-2 i82c>A

10-1c.2495A>G 14-2¢.3106G>A 1-3 insCGGCG

12-1¢.2855G>A 18-1 ¢.3903+6C>T
13-3¢.2973G>A
NOT: ayni ekzonda tek kutu boyali heterozigotlugu, cift kutu boyali i gu goster

X tarandi ama degisim saptanmadi

4.5 ATP7B geninin gateway primerleri ile cogaltilmasi

HepG2 hiicre dizisinden elde edilen cDNA’nin kalip olarak kullanilmasiyla gateway

primerleri ile ATP7B genine ait 4571bp ve 4459bp’lik PCR fragmanlarn elde edildi, %1 lik

agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi.
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Marker 1kb
25006 ATm=T74°C
25/06 B Tm=T74°C

6000 bp <
3000 bp

4571 bp 4459 bp

Sekil 11: %1’lik agaroz jel, 120V 44dk; 25/06 A BP1F BP1R (4571bp) primerleri , 25/06 B BP2F
BP2R (4459bp) primerleri ile 2ul HepG2 cDNA kalip PCR

4.6 Klonlama
Gateway primerleri ile elde edilen 4459bp’lik ATP7B genine ait PCR iiriinii BP Clonase

enzim karigimi ile kurulan reaksiyon sonucu pDONR vektore (giris vektorii) aktarildi.LB

Kanamisinli ortamda koloni olusumu saptandi (Sekil 12).

Sekil 12: LB agar kanamisinli besiyerinde olusan koloniler
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Secilen koloniden elde edilen plazmid DNA’sinda ATP7B’ye ait fragmanin varligi

BsrGI enzim kesimi reaksiyonu sonucunda belirlendi.

ATP7B geninin kendisi (insert), pPDONR vektér ve ATP7B PCR iiriinii birlikte ve BsrGI
enzim kesimi sonucu elde edilen drnekler ayn1 jelde yiiriitiilerek goriintiilendi. Enzim kesimi
sonucunda 4459bp’lik insert ve 4291bp’lik pDONR vektore ait fragmanlar gosterildi (Sekil
13).

.5 £
o = S|
R 5 _
E 2 5GCE
[P} )
= > E aZ%
6000bp «—— &5 - »| 4459 bp
3000bp ——— S ' > 4291 bp

Sekil 13: %0.9’luk agaroz jel goriintiisii

pDONR vektore aktarilmis olan ATP7B PCR fiiriinii LR clonase enzimi varliginda
kurulan reaksiyonla pAG426 maya ekspresyon vektoriine aktarildi. Koloni olusumu LB agar

ampisilinli ortamda saptandi (Sekil 14).
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Sekil 14 : LB agar ampisilinli besiyerinde olusan koloniler

LB Agar ampisilinli besiyerinde olusan kolonilerden secilerek plazmid DNA izolasyonu
yapildi. BsrGI enzim kesimiyle plazmid DNA’lar1 kesildi, %0.9°luk agaroz jelde enzim kesim
sonuglar1 goriintiilendi (Sekil 15).
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LR kolonil BsrGI
LR koloni2 BsrGI
LR koloni3 BsrGI
LR koloni4 BsrGI

Marker 1kb

8325 bp
4459 bp

Sekil 15 : %0.9’1luk agaroz jel goriintiisii

4.7 Bolge Yonlendirilmis Mutagenez ‘Site Directed Mutagenesis’ ile ATP7B
Geninde T788I, V10361 ve R1038G-fsX83 Mutasyonlarinin Eldesi

Her bir mutasyon icin dizayn ettigimiz primerler (Tablo 4) kullanilarak mutagenez
reaksiyonu ve kontrol primerleri, kontrol plazmidi (pUC18) varliginda kontrol reaksiyonu
kurularak blue siiper kompetent hiicreye transformasyonlari yapilan Ornekler LB agar
ampisilinli ortama ekilerek koloni olusumlari saptandi (Sekil 16).

Olusan her bir koloniden plazmid DNA’s1 elde edilerek, DNA dizi analizi yapilmak
tizere gdnderildi (Hizmet alimi-Macrogen Avrupa Laboratuvari).
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w

b.T788I 3 koloni saptandi.

¢.V1036I 10 koloni saptandi. d.R1038G 1 koloni saptandi.

e.pUC18>250 koloni transformasyon etkinligi yiiksek

Sekil 16: Bolge Yonlendirilmis Mutagenez ‘Site directed mutagenesis’ sonuglar
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4.8 DNA Dizi Analizi Sonuclari

Yaban tip ATP7B (K11F)
TN ST SO SN RS S SRR . RN - OO . IR SN | . <
' 1', | || || 1|| f|| 'f'I\'ﬁlnﬁ‘nr'ruHr ' F-'ﬁlfl (W ' :
| .'._J f ||II|'L | 'I “ f JL‘ ”I ll} II II ” J' 1 u _Il.l_||_.i_lk_]'-_‘ll|llI " ! ”th” ‘III] II\,L

3111delC -R1038G mutant (K11F)

- . . 1“5_,. S : ] 450 ool N (1" S . .

|\, ,

_lL_4]1JI hdhl dehh]w |“IU“JM &_ ﬂ |m\ﬂ kl|ﬂ . JA 4,'&_l”|lvﬁw J“'MblHL

Homo sapiens ATPase, Cu++ transporting, beta polypeptide, mRNA (cDNA clone
MGC:177511 IMAGE:9052494), complete cds
Length = 4398

Query: 77 ccatttatcatcatcatgtcaactttgacgttggtggtatggattgtaatcggttttatc
136

FEEEErrrrrrrrrrrrrrrerrrrrr e et et ettt ettt
Sbjct: 2706 ccatttatcatcatcatgtcaactttgacgttggtggtatggattgtaatcggttttatc
2765

Query: 137 gattttggtgttgttcagagatactttcctaaccccaacaagcacatctcccagacagag
196

FErrrrrrrrrrrrrerr et r et r e e et
Sbjct: 2766 gattttggtgttgttcagagatactttcctaaccccaacaagcacatctcccagacagag
2825

Query: 197 gtgatcatccggtttgctttccagacgtccatcacggtgctgtgcattgecctgcccecctge
256

CErrrrrrrrrrr et et et et et et et ettt ettt et et et el
Sbjct: 2826 gtgatcatccggtttgctttccagacgtccatcacggtgctgtgcattgectgecccectge
2885

Query: 257 tccctggggctggccacgcccacggctgtcatggtgggcaccggggtggeccgegcagaac
316

FEErrrrrerrrerrrerrrerrrrrrrrrrr e et et e ettt
Sbjct: 2886 tccctggggctggccacgcccacggctgtcatggtgggcaccggggtggecgegcagaac
2945
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Query:

376

Sbjct:

3005

Query:

435

Sbjct:

3065

Query:

495

Sbjct:

3125

Query:

555

Sbict:

3185

Query:

615

Sbict:

3245

Query:

675

Sbict:

3305

Query:

735

Sbjct:

3365

Query:

795

Sbjct:

3425

Query:

855

Sbjct:

3485

317

2946

377

3006

436

3066

496

3126

556

3186

616

3246

676

3306

736

3366

796

3426

ggcatcctcatcaagggaggcaagcccctggagatggecgcacaagataaagactgtgatg

Frrrrrrrrrrrrrrerrrrrrr e et r et et e
ggcatcctcatcaagggaggcaagcccctggagatggecgcacaagataaagactgtgatyg

tttgacaagactggcaccattacccatggcgtccc—agggtcatgcgggtgctectgetg
FErrrrrrrrrrrrrerrrrrrreerrrrrr e e et trrr et e
tttgacaagactggcaccattacccatggcgtccccagggtcatgecgggtgectectgectyg
ggggatgtggccacactgcccctcaggaaggttctggetgtggtggggactgcggaggcec

Crrrrrrrerrrrerrerrrrerrrr et et et ettt e
ggggatgtggccacactgcccecctcaggaaggttctggectgtggtggggactgecggaggcec

agcagtgaacaccccttgggcgtggcagtcaccaaatactgtaaagaggaacttggaaca

Frrrrrrererrrrrrrrrrrrrrre ettt e et r e
agcagtgaacaccccttgggcgtggcagtcaccaaatactgtaaagaggaacttggaaca

gagaccttgggatactgcacggacttccaggcagtgccaggctgtggaattgggtgcaaa

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
gagaccttgggatactgcacggacttccaggcagtgccaggctgtggaattgggtgcaaa

gtcagcaacgtggaaggcatcctggcccacagtgagcgceccctttgagtgcaccggecagt

Lrrrrerrerrerrrrerrrrerrrrrrrer ettt ettt
gtcagcaacgtggaaggcatcctggcccacagtgagcgceccctttgagtgcaccggecagt

cacctgaatgaggctggcagccttcecccgcagaaaaagatgcagtcecccceccagaccttetet

cacctgaatgaggctggcagccttcccgcagaaaaagatgcagtcecccccagaccttetet

gtgctgattggaaaccgtgagtggctgaggcgcaacggtttaaccatttctagecgatgte

CErrrrrrerrrrerrerrrrerrrr et et ettt ettt e
gtgctgattggaaaccgtgagtggctgaggcgcaacggtttaaccatttctagecgatgte

agtgacgctatgacagaccacgagatgaaaggacagacagccatcctggtggctattgac

CErrrrrrerrrrerrer et errrr et et et ettt et rrr e
agtgacgctatgacagaccacgagatgaaaggacagacagccatcctggtggctattgac

52



Query: 856 ggtgtgctctgtgggatgatcgcaatcgcagacgctgtcaagcaggaggctgceccctgget
915

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrerr e et et et e
Sbjct: 3486 ggtgtgctctgtgggatgatcgcaatcgcagacgctgtcaagcaggaggectgceccctgget
3545

Query: 916 gtgcacacgctgcagagcatgggtgtggacgtg 948
CEEEEEr ettt et
Sbjct: 3546 gtgcacacgctgcagagcatgggtgtggacgtg 3578

3111delC -R1038G mutant (K12R)

260 Sl -\ll.'l 50 530 24 L 2 37
-y s T T T " e

ST GAGGEEAGTETEGCCACAT OO AL ARG AGC ACCCGCAT G AL CCTEGGAZ GLCAT GEGET .J'-.'J'.'

'\ Y m o !
i 1 |n._ N A f i 'y A

L Y Il HLEY 'Ir il it
Hu uh |'. i L.n'}u'lull |l||\l|l. (AR Hrl ...|. JlJII.'ﬂul JU.J'J..JI' LA |Iu|.'_u]‘. Jl”l Ll'lJFll'll\ J \ \l
Homo sapiens ATPase, Cu++ transporting, beta polypeptide, mRNA (cDNA clone

MGC:177511 IMAGE:9052494), complete cds
Length = 4398

Query: 19 atcagcacagagaaggtctgggggactgcatctttttctgcgggaaggctgeccagectca

FErrerrrerrrerrrerrrerrrrrrrerrr ettt ettt
Sbjct: 3373 atcagcacagagaaggtctgggggactgcatctttttctgcgggaaggctgccagectca
3314

Query: 79 ttcaggtgactggccggtgcactcaaagggcgctcactgtgggccaggatgecttceccacyg
138

CEErrrrrerrrr et e et e et e et et ettt et el
Sbjct: 3313 ttcaggtgactggccggtgcactcaaagggcgctcactgtgggccaggatgecttccacg
3254

Query: 139 ttgctgactttgcacccaattccacagcctggcactgecctggaagtccgtgcagtatece
198

CEErErrrrrrrrrrrerrrerrerrrrrrrrerr e et e ettt ettt
Sbjct: 3253 ttgctgactttgcacccaattccacagcctggcactgecctggaagtcececgtgcagtatcece
3194

Query: 199 aaggtctctgttccaagttcctctttacagtatttggtgactgccacgcccaaggggtgt
258

CEEEErrrrrrrrrr e rerrrrrr e et e ettt ettt
Sbjct: 3193 aaggtctctgttccaagttcctctttacagtatttggtgactgccacgcccaaggggtgt
313

Query: 259 tcactgctggcctccgcagtccccaccacagceccagaaccttecctgaggggcagtgtggece
318

Ferrrrrrrerrrrrerrrrrrr e e et et et e
Sbjct: 3133 tcactgctggcctccgcagtccccaccacagccagaaccttecctgaggggcagtgtggee

3074
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Query:

377

Sbjct:

3014

Query:

437

Sbjct:

2954

Query:

497

Sbict:

2894

Query:

557

Sbict:

2834

Query:

617

Sbict:

2774

Query:

677

Sbjct:

2714

Query:

737

Sbjct:

2654

Query:

797

Sbict:

2594

Query:

857

Sbjct:

2534

319

3073

378

3013

438

2953

498

2893

558

2833

618

2773

678

2713

738

2653

798

2593

acatcccccagcaggagcacccgcatgaccecctggg-—acgceccatgggtaatggtgeccagtce

CEErrrrrerrrerrrerrrerrrrrrrerrrert rrrrrrrr et e e
acatcccccagcaggagcacccgcatgaccctggggacgeccatgggtaatggtgeccagte

ttgtcaaacatcacagtctttatcttgtgcgccatctccaggggcttgectececttgatg

CErrrrrrerrrrerrerrrrerrrrrrrer et et ettt et r e
ttgtcaaacatcacagtctttatcttgtgcgccatctccaggggcttgectececcttgatyg

aggatgccgttctgcgcggccaccceccggtgecccaccatgacageccgtgggegtggeccage
FErrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrrerrr ettt ettt

aggatgccgttctgcgcggccaccccggtgceccaccatgacagecgtgggegtggecage
cccagggagcaggggcaggcaatgcacagcaccgtgatggacgtctggaaagcaaaccgg

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
cccagggagcaggggcaggcaatgcacagcaccgtgatggacgtctggaaagcaaaccgyg

atgatcacctctgtctgggagatgtgcttgttggggttaggaaagtatctctgaacaaca

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
atgatcacctctgtctgggagatgtgcttgttggggttaggaaagtatctctgaacaaca

ccaaaatcgataaaaccgattacaatccataccaccaacgtcaaagttgacatgatgatg

ccaaaatcgataaaaccgattacaatccataccaccaacgtcaaagttgacatgatgatg

ataaatgggacaaaatatccactaaaccggtcagccagctgctgaatgggtgcectttgac

CErrrrrrerrrrerrerrrrerrrr et et ettt ettt et r e
ataaatgggacaaaatatccactaaaccggtcagccagctgctgaatgggtgcecctttgac

atctgagcctcttccaccagtttcacaatctgagccaaagtggtgtcattgecccacgtgg

CErrrrrrerrrrerrerrrrerrrr et et ettt ettt et r e
atctgagcctcttccaccagtttcacaatctgagccaaagtggtgtcattgecccacgtgg

gtagctttaatgagcacagagccatgtgcatttatagaccccgcaattacagtgcttcecg

Lrrrrerrerrrrerrerrrrerrrrrrrer et et ettt
gtagctttaatgagcacagagccatgtgcatttatagaccccgcaattacagtgcttecg
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Query: 858 ggtttcttagtgactggcatggcttctcctgtgatgagggactcatcagccatggtattg
917
FErrrrrrerrrerrrerrrerrrerrr et ettt ettt
Sbjct: 2533 ggtttcttagtgactggcatggcttctcctgtgatgagggactcatcagccatggtattg
2474
Query: 918 ccttccaggactttcccatccactggaaactttcccecccaggga 960
FEETErrr et ettt et ettt et et
Sbjct: 2473 ccttccaggactttcccatccactggaaactttcecccccaggga 2431
Yaban tip ATP7B (K11F)
I S S 11 SN RN - N SO - SN = SR . NN - R . SR
‘ 1 | .
iR oh, 1 \ ’ ) f |
{ |fl |“| | ||I| |L || I || ‘ ||H||| N J Il I|| ‘lll flJlll |‘ ‘|r|J|I |||\ WI ]III”[IJ i h'” | r A i fl {l I' | ||r| I“n l||
IV YV Y I AU VATV C TNV ALY
3106 G>A — V10361 ( K11F)
20 40 La 470 10 40 15D 46D 1M L

i

Homo sapiens ATPase, Cu++ transporting, beta polypeptide, mRNA (cDNA clone
MGC:177511 IMAGE:9052494), complete cds

Length
Query:
139

Sbict:
2765

Query:
199

Sbict:
2825

Query:
259

Sbjct:
2885

= 4398
80 ccatttatcatcatcatgtcaactttgacgttggtggtatggattgtaatcggttttatc

Frrrrrrrrrrrrrrerererererrrrrrrtr ettt ettt e
2706 ccatttatcatcatcatgtcaactttgacgttggtggtatggattgtaatcggttttatc

140 gattttggtgttgttcagagatactttcctaaccccaacaagcacatctcccagacagag

FEEEErrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrerr e et et r ettt et et
2766 gattttggtgttgttcagagatactttcctaaccccaacaagcacatctcccagacagag

200 gtgatcatccggtttgctttccagacgtccatcacggtgctgtgcattgectgecccectge

Crrrrrrrrrrrrerererrrererrrrrrrrrr ettt ettt
2826 gtgatcatccggtttgctttccagacgtccatcacggtgctgtgcattgectgecccctge
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Query:

319

Sbjct:

2945

Query:

379

Sbjct:

3005

Query:

439

Sbjct:

3065

Query:

499

Sbict:

3125

Query:

559

Sbict:

3185

Query:

619

Sbict:

3245

Query:

679

Sbjct:

3305

Query:

739

Sbjct:

3365

Query:

799

Sbjct:

3425

260

2886

320

2946

380

3006

440

3066

500

3126

560

3186

620

3246

680

3306

740

3366

tccectggggcectggceccacgceccacggctgtcatggtgggcaccggggtggecgecgcagaac
Frrrrrrrrrrrrrrerrrrrrr e et r et et e
tcccectggggctggeccacgceccacggctgtcatggtgggcaccggggtggecgegcagaac
ggcatcctcatcaagggaggcaagcccctggagatggecgcacaagataaagactgtgatg

FErrrrrrrrrrrrrerrrrrrr e e et et et e
ggcatcctcatcaagggaggcaagcccctggagatggcgcacaagataaagactgtgatg

tttgacaagactggcaccattacccatggcatccccagggtcatgcgggtgctectgetg
Crrrrrrrerrrrerrrrrrrerrrrerrr rerrrr ettt r e

tttgacaagactggcaccattacccatggcgtccccagggtcatgecgggtgectcectgectyg
ggggatgtggccacactgcccctcaggaaggttcectggectgtggtggggactgcggaggcce
CErrrrrrerrrrerrerrrrererrrrre ettt ettt et e

ggggatgtggccacactgcccecctcaggaaggttectggectgtggtggggactgcggaggcece
agcagtgaacaccccttgggcgtggcagtcaccaaatactgtaaagaggaacttggaaca
FErrrrrrrrrrrrrerr et e et r ettt
agcagtgaacaccccttgggcgtggcagtcaccaaatactgtaaagaggaacttggaaca
gagaccttgggatactgcacggacttccaggcagtgccaggctgtggaattgggtgcaaa
Lrrrrerrerrrrerrerrrrerrrrerrer ettt et

gagaccttgggatactgcacggacttccaggcagtgccaggctgtggaattgggtgcaaa
gtcagcaacgtggaaggcatcctggcccacagtgagcgceccctttgagtgcaccggecagt
Lrrrrerrerrrrerrerrrrerrrrerrer ettt et

gtcagcaacgtggaaggcatcctggcccacagtgagcgceccecctttgagtgcaccggecagt
cacctgaatgaggctggcagccttcecccgcagaaaaagatgcagtcecccecccagaccttetet
FErrrrrrrrrrerrrerrrerrr ettt ettt et

cacctgaatgaggctggcagccttcccgcagaaaaagatgcagtcecccecccagaccttetet
gtgctgattggaaaccgtgagtggctgaggcgcaacggtttaaccatttctagecgatgtce

FErrrrrrrrrrerrerrrrerrrerr e e ettt et
gtgctgattggaaaccgtgagtggctgaggcgcaacggtttaaccatttctagecgatgtce
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Query:
859

Sbjct:

800

agtgacgctatgacagaccacgagatgaaaggacagacagccatcctggtggctattgac

3426 agtgacgctatgacagaccacgagatgaaaggacagacagccatcctggtggctattgac

T TCAC TEO TAGC O TOCGCAG TOC O AL A0 AGCCAGAAC T TOC TEAGGEECAGT G TEAC CAlA TO OO0 DAGE AGG AGCACCC GO AT G ACCC TG GEG

3106 C >T — V10361 ( K12R)

270 280 =] 3 10 ] 320 RN il

e lﬂ

f' “ N ” "Jlm'rh “.I{'"Jt J"'J | I\J UlIlH.JJ J |'|r|l|||ll mJ,....l.' “th. ”JH | ”"

Homo sapiens ATPase, Cu++ transporting, beta polypeptide, mRNA (cDNA clone

MGC:177511 IMAGE:9052494), complete cds

Length
Query:
139

Sbict:
3254

Query:
199

Sbict:
3194

Query:
259

Sbict:
313

Query:
319

Sbjct:
3074
Query:

379

Sbjct:
3014

Query:
439

Sbjct:
2954

80

3313

140

3253

200

3193

260

3133

320

3073

380

3013

4398

ttcaggtgactggccggtgcactcaaagggcgctcactgtgggeccaggatgecttcecacyg
FErrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrr et ettt ettt
ttcaggtgactggccggtgcactcaaagggcgctcactgtgggeccaggatgecttceccacyg
ttgctgactttgcacccaattccacagcctggcactgecctggaagtccgtgcagtatccce
FErrrrrrrrrrrrrerrr et e ettt et
ttgctgactttgcacccaattccacagcctggcactgecctggaagtccgtgcagtatcecece
aaggtctctgttccaagttcctcectttacagtatttggtgactgccacgecccaaggggtgt
FErrrrrrrrrrrrrererrrrrr e et ettt
aaggtctctgttccaagttcctctttacagtatttggtgactgccacgecccaaggggtgt
tcactgctggcctcecgecagteccccaccacagccagaaccttectgaggggcagtgtggece

FErrrrrrrrrrrrrerr et r e et et et
tcactgctggcctccgcagtccccaccacageccagaaccttectgaggggcagtgtggece

l

acatcccccagcaggagcacccgcatgaccctggggatgeccatgggtaatggtgecagte

FEErrrrrrrrrerrrerrrerrrrrrrerrrrrr e rrrrrr et et e
acatcccccagcaggagcacccgcatgaccctggggacgccatgggtaatggtgecagte

ttgtcaaacatcacagtctttatcttgtgcgccatctccaggggcttgectececcttgatg

Lrrrrrrrerrrrerrerrrrerrrrrrrer et ettt e
ttgtcaaacatcacagtctttatcttgtgcgccatctccaggggecttgecteeccttgatyg
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Query:

499

Sbjct:

2894

Query:

559

Sbijct:

2834

Query:

619

Sbjct:

2774

Query:

679

Sbict:

2714

Query:

739

Sbict:

2654

Query:

799

Sbict:

2594

Query:

859

Sbjct:

2534

Query:

919

Sbjct:

2474

Query:

979

Sbjct:

2414

440

2953

500

2893

560

2833

620

2773

680

2713

740

2653

800

2593

860

2533

920

2473

aggatgccgttctgcgcggccaccccggtgeccaccatgacagecgtgggegtggeccage

FErrrrrrrrrrrrrerrr et e e et et et e
aggatgccgttctgcgcggccaccceccggtgcecccaccatgacageccgtgggegtggecage

cccagggagcaggggcaggcaatgcacagcaccgtgatggacgtctggaaagcaaaccgg

FEErrrrrrrrrerrrerrrerrrerrrerrrerr et r et ettt
cccagggagcaggggcaggcaatgcacagcaccgtgatggacgtctggaaagcaaaccgg

atgatcacctctgtctgggagatgtgcttgttggggttaggaaagtatctctgaacaaca

CErrrerrerrrrerrerrrrerrrr et ettt ettt e
atgatcacctctgtctgggagatgtgcttgttggggttaggaaagtatctctgaacaaca

ccaaaatcgataaaaccgattacaatccataccaccaacgtcaaagttgacatgatgatg

ccaaaatcgataaaaccgattacaatccataccaccaacgtcaaagttgacatgatgatg

ataaatgggacaaaatatccactaaaccggtcagccagctgctgaatgggtgectttgac

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
ataaatgggacaaaatatccactaaaccggtcagccagctgctgaatgggtgcectttgac

atctgagcctcttccaccagtttcacaatctgagccaaagtggtgtcattgecccacgtgg

Lrrrrerrererrerrererrerrrrerrer et et ettt
atctgagcctcttccaccagtttcacaatctgagccaaagtggtgtcattgeccacgtgg

gtagctttaatgagcacagagccatgtgcatttatagaccccgcaattacagtgcttecg

Lrrrrerrererrerrererrerrrrerrer et et ettt
gtagctttaatgagcacagagccatgtgcatttatagaccccgcaattacagtgcttceccg

ggtttcttagtgactggcatggcttctcctgtgatgagggactcatcagccatggtattg

CErrrrrrerrrrerrerrrrererr et et ettt ettt e
ggtttcttagtgactggcatggcttctcctgtgatgagggactcatcagccatggtattyg

ccttccaggactttcccatccactggaaactttceccecccagggaccaccttgacgatateg

ccttccaggactttcccatccactggaaacttteccecccagggaccaccttgacgatateg
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Yaban Tip ATP7B (K9F)
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2363 C >T — T788I (K9F)

3 A A A NGO AL T TG TG OO T TG BT G AGGACASTTT [CATCAGRGGAG G AGCAAGTCCCC AT GG AT
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Homo sapiens ATPase, Cu++ transporting, beta polypeptide (ATP7B),
transcript variant 1, mRNA

Length = 6644

Query: 24 cagctcctcggtgggtggtacttctacgttcaggectacaaatctctgagacacaggtca 83

CErrrrrrererrerrer e et e et et et et et ettt
Sbjct: 2276 cagctcctcggtgggtggtacttctacgttcaggectacaaatctctgagacacaggtca
2335

Query: 84 gccaacatggacgtgctcatcgtcctggccacaagcattgecttatgtttattctetggte
143

CEEEErrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrr e et e ettt
Sbjct: 2336 gccaacatggacgtgctcatcgtcctggccacaagcattgcttatgtttattctctggte
2395

Query: 144 atcctggtggttgctgtggctgagaaggcggagaggagccctgtgacattcttcgacacg
203

CEETErrrerrrrrrrerrrerrerrrrerrrerrrrrrrertrrrrrr et et
Sbjct: 2396 atcctggtggttgctgtggctgagaaggcggagaggagccctgtgacattcttcgacacyg
2455

Query: 204 ccccccatgctcectttgtgttcattgececctgggeccggtggectggaacacttggcaaagage
263

Ferrrrrrrrrrrrrrrerrrrreer et ettt
Sbjct: 2456 ccccccatgcectectttgtgttcattgeccctgggeccggtggectggaacacttggcaaagage

2515

Query: 264 aaaatctcagaagccctggctaaactcatgtctctccaagccacagaagccaccgttgtyg
323

Frertrrrrrrrererrrererererrrrrr et ettt r e
Sbjct: 2516 aaaacctcagaagccctggctaaactcatgtctctccaagccacagaagccaccgttgtg
2575
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Query:

383

Sbjct:

2635

Query:

443

Sbjct:

2695

Query:

503

Sbjct:

2755

Query:

563

Sbjct:

281

Query:

623

Sbict:

2875

Query:

683

Sbict:

2935

Query:

743

Sbict:

2995

Query:

803

Sbjct:

3055

Query:

863

Sbjct:

3115

Query:

923

Sbjct:

3175

324

2576

384

2636

444

2696

504

2756

564

2816

624

2876

684

2936

744

2996

804

3056

864

3116

acccttggtgaggacaatttaatcatcagggaggagcaagtccccatggagectggtgecag
Frrrrrrrrrrrrrrerrrrrrr e et r et et e
acccttggtgaggacaatttaatcatcagggaggagcaagtccccatggagectggtgcag
cggggcgatatcgtcaaggtggtccctgggggaaagtttccagtggatgggaaagtcecctyg

FErrrrrrrrrrrrrerrrrrrr e e et et et e
cggggcgatatcgtcaaggtggtccctgggggaaagtttccagtggatgggaaagtcectg

gaaggcaataccatggctgatgagtccctcatcacaggagaagccatgccagtcactaag

FEErErrrerrrrrrrrrrrerrr e rerr et r e et ettt
gaaggcaataccatggctgatgagtccctcatcacaggagaagccatgccagtcactaag

aaacccggaagcactgtaattgcggggtctataaatgcacatggctctgtgectcattaaa

CErrrrrrerrrrerrererrerrrrrrrer et et ettt et e
aaacccggaagcactgtaattgcggggtctataaatgcacatggctctgtgectcattaaa

gctacccacgtgggcaatgacaccactttggctcagattgtgaaactggtggaagaggct
FErrrrrrerrrerrrerrrerrr ettt ettt et

gctacccacgtgggcaatgacaccactttggctcagattgtgaaactggtggaagaggct
cagatgtcaaaggcacccattcagcagctggctgaccggtttagtggatattttgtccca

Lrrrrerrerrrrerrerrrrerrrrerrer et ettt et r e
cagatgtcaaaggcacccattcagcagctggctgaccggtttagtggatattttgtccca

tttatcatcatcatgtcaactttgacgttggtggtatggattgtaatcggttttatcgat
Lrrrrerrerrrrerrerrrrerrrrerrer et ettt et r e

tttatcatcatcatgtcaactttgacgttggtggtatggattgtaatcggttttatcgat
tttggtgttgttcagagatactttcctaaccccaacaagcacatctcccagacagaggtyg
Lrrrrerrerrrrerrerrrrerrrrerrer ettt et

tttggtgttgttcagagatactttcctaaccccaacaagcacatctcccagacagaggtyg
atcatccggtttgctttccagacgtccatcacggtgectgtgcattgectgeccecctgectece
CErrrrrrererrerrer et et e et et et et ettt et rrr e

atcatccggtttgctttccagacgtccatcacggtgctgtgcattgectgececctgetee
ctggggctggccacgcccacggctgtcatggtgggcaccggggtggeccgecgcagaacggce

FErrrrrrrrrrerrrerrrerrrerr e e et e et et
ctggggctggccacgcccacggctgtcatggtgggcaccggggtggeccgecgcagaacggce
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Query: 924 atcctcatcaagggaggcaagcccctggagatggcgcacaagataaagactgtgatgtt 982

Crrrrrrrrrrrr et et et ererer ettt et et e ettt e
Sbjct: 3176 atcctcatcaagggaggcaagcccctggagatggcgcacaagataaagactgtgatgtt
3234

2363 G >A —T7881 K9R

I 140 130 1 160 1 140 100 Ly 210 _adl 2 A

GUCAEEGRCTTCT S AG AT TTTGC TETTT GO0 AGT AT TOCAGEC AN C G GO CAGEECAAT R AATAL GAGCAT GEGEGACATE T GAAGAATETC ACAGGGO T T O T

| | | | -I\ 1 IM

_ . b _“-]r e 1 ' if
Il ||I|'. dhil Mﬂ,rl'[\-"."'ﬂﬂl.“lﬂ..;n/'/lfl i) U L ,‘['I. | qulu IU ||

[ |I
AL

Homo sapiens ATPase, Cu++ transporting, beta polypeptide (ATP7B),
transcript variant 1, mRNA
Length = 6644

Query: 19 caccttgacgatatcgccccgetgcaccagctccatggggacttgectecctececctgatgat 78

CErrrrrrrrrrrrr et et et et ettt et ettt et e et
Sbjct: 2656 caccttgacgatatcgccccgctgcaccagctccatggggacttgetecctecctgatgat
2597

Query: 79 taaattgtcctcaccaagggtcacaacggtggcttctgtggcttggagagacatgagttt
138

FErrerrrerrrerrrerrrerrrrrrrerrr et r et ettt
Sbjct: 2596 taaattgtcctcaccaagggtcacaacggtggcttctgtggcttggagagacatgagttt
2537

Query: 139 agccagggcttctgagattttgctctttgccaagtgttccagccaccggecccagggcaat
198

FEEEErrrerrrerrr rrrerrerrrrrrr e et e e ettt et et e
Sbjct: 2536 agccagggcttctgaggttttgctctttgccaagtgttccageccaccggeccagggcaat
2477

Query: 199 gaacacaaagagcatggggggcgtgtcgaagaatgtcacagggctcctcteccgecttete
258

CErrrrrrerrrrerrererrer e et et et ettt et r e
Sbjct: 2476 gaacacaaagagcatggggggcgtgtcgaagaatgtcacagggctcctctceccgecttete
2417

Query: 259 agccacagcaaccaccaggatgaccagagaataaacataagcaatgcttgtggccaggac
318

Lrrrrrrrerrrrerrererrerrrrrrrer ettt ettt
Sbjct: 2416 agccacagcaaccaccaggatgaccagagaataaacataagcaatgcttgtggccaggac
2357

Query: 319 gatgagcacgtccatgttggctgacctgtgtctcagagatttgtaggcctgaacgtagaa
378

FEErrrrrrrrrerrrrrrrerrrrrrrrrrrerr et r ettt
Sbjct: 2356 gatgagcacgtccatgttggctgacctgtgtctcagagatttgtaggcctgaacgtagaa
2297
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Query:

438

Sbjct:

2237

Query:

498

Sbijct:

2177

Query:

558

Sbjct:

2117

Query:

618

Sbict:

2057

Query:

678

Sbict:

1997

Query:

738

Sbict:

1937

Query:

798

Sbjct:

1877

Query:

858

Sbjct:

1817

Query:

918

Sbjct:

1757

379

2296

439

2236

499

2176

559

2116

619

2056

679

1996

739

1936

799

1876

859

1816

gtaccacccaccgaggagctggacaaaggtacacaagataaagaagatgagatttagaat

gtaccacccaccgaggagctggacaaaggtacacaagataaagaagatgagatttagaat

ggacagtcctggaatgatgttgtggtccaggaccatggactggtggggctecgttgectggg

FEErrrrrrrrrrrrrerrrerrrrrrrerrr et r et e ettt et et e
ggacagtcctggaatgatgttgtggtccaggaccatggactggtggggctecgttgetggg

tatcagcatatagatcattaaggccatgacagggatgccaaacaccaggctgcacaggaa

Crrrrrrrerrrrerrerrrrerrrrrrrer et et ettt e
tatcagcatatagatcattaaggccatgacagggatgccaaacaccaggctgcacaggaa

agacttcttccactgctttatttccatcttgtggtccaagtgatgagegttggggtttet

Frrrrrrerrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrr ettt et e
agacttcttccactgctttatttccatcttgtggtccaagtgatgagegttggggtttect

ctgggccagggaagcatgaaagccaatttcctcaataattttgataatatcccgtggacc

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e
ctgggccagggaagcatgaaagccaatttcctcaataattttgataatatcececgtggacce

gataatttccgggtcaaacttaacaagggctttgctggtggcaagggcaacggaggcata

Lrrrrerrerrrrerrerrrrerrrrerrer ettt et et
gataatttccgggtcaaacttaacaagggctttgctggtggcaagggcaacggaggcata

agtgatgccatttgtcctcgtgagtttggactctatgttgtggacacaggacgcgcaggt
Lrrrrerrerrrrerrerrrrerrrrerrer et ettt et r e

agtgatgccatttgtcctcgtgagtttggactctatgttgtggacacaggacgcgcaggt
catccctgtgattgtcagcectcaatgttgccatcggagectgegtagtecteccatgactge

CErrrrrrerrrrerrererrer e et et ettt ettt et e
catccctgtgattgtcagctcaatgttgccatcggagecctgecgtagtecteccatgactge

tgcctcaaaacccaggtcctggatgaactgagectatctcgaggggectggatgacctectgg

FErrrrrrrrrrerrrerrrerrrerrr et e et ettt
tgcctcaaaacccaggtcctggatgaactgagectatctcgaggggectggatgacctectgg
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Query: 919 gtcatacttgatctctgcctttcctgccatcaaggcaaccaacacggagagaacaccagce
978

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrerr e et et et e
Sbjct: 1756 gtcatacttgatctctgcctttcctgccatcaaggcaaccaacacggagagaacaccagc

1697

Query: 979 ttctttctgc 988

FETTEETTT
Sbjct: 1696 ttctttctgc 1687

Sekil 17 : Yaban tip ATP7B ve T788I1, V1036l, R1038G mutasyonlarina ait DNA dizi analizi
sonuglari

Elde edilen dizi analizi sonuglar1 karsilastirilarak degerlendirildiginde, yaban tip
ATP7B’yi igeren plazmid DNA’sindaki DNA dizisinin genin normal sekansiyla
(NM_000053) uyumlu oldugu saptandi. Segilen li¢ mutasyonunun her birini ayr1 olarak i¢eren
plazmid DNA’sinda yapilan iki yonlii DNA dizi analizi sonucunda sadece istenen T788],
V10361 ve R1038G-fsX83 mutasyonlarinin varligr saptandi. Her bir mutasyonu igeren
plazmid DNA’da sadece istenen mutasyonlarin bulundugu, ikincil mutasyonlar icermedikleri
gosterildi. Her bir plazmid DNA’sinda ATP7B geni ileri ve geri primerler yardimiyla tiim dizi
(4459bp) taranak, yaban tip ATP7B, T7881 mutant ATP7B, V10361 mutant ATP7B ve
R1038G-fsX83 mutant ATP7B’nin bulundugu gosterildi.

4.9 S.cerevisiae BY4741 susunda CCC2 geninin ¢ikarilmis oldugunun dogrulanmasi

S.cerevisiae bakir tasimiminda gorevli CCC2 geninin ¢ikarilmis oldugu BY4741
susundan elde edilen genomik DNA ve cDNA ile BY4741 yaban tip susundan elde edilen
genomik DNA ve cDNA kalip kullanilarak; S.cerevisiae nin genomik DNA’sina spesifik
dizayn ettigimiz 2 ¢ift primer ve cDNA’sina spesifik dizayn ettigimiz 2 ¢ift primer
kullanilarak optimize edilen PCR reaksiyonu sonucu elde edilen PCR {iriinleri %2’lik agaroz
jelde yiirtitiliip goriintiilendi.

BY4741 yaban tip susta hem DNA hem de cDNA diizeyinde beklenen biiyiikliikte
bant saptanirken, BY4741’den CCC2 geni ¢ikarilmis sustan elde edilen DNA ve cDNA’da
bant saptanmadi. Buna ilave olarak BY4741 ACCC2 susuna bos vektoriin
transformasyonundan sonra elde edilen DNA ve ¢cDNA’da PCR bandi saptanmadi. Boylece
deneyde kullanilacak sus dogrulanmis oldu ve kullanilan maya ekspresyon vektoriiniin

kendisinde bakir taginimiyla ilgili genetik bilginin bulunmadigi dogruland: (Sekil 18).
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gCCC2 zCCC2 niCCC2 nCCC2
F1-R1(Z32p) F2-R2(471bp) F1-R1(38%bp) F2-RA2%p)
A A A
[ [

J

EY4741ACCC2pAG426 |

—
—
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S5bp

=
BY4741ACCC2pAG426

BY4741ACCC2pAG42
BY4741ACCC2pAG426

- BY4741ACCC2
BY4741
BY4741ACCC2
BY474]
BY4741ACCC2
BY474]
BY4741ACCC2

—
b
o
b
i}

Sekil 18 : S.cerevisiae CCC2 geni genomik DNA’smna 6zgiil dizayn ettigimiz 2 primer ¢ifti
(gCCC2 F1-R1, gCCC2 F2-R2) ve mRNA’sina 6zgiil dizayn ettigimiz 2 primer ¢ifti (mCCC2 F1-
R1, mCCC2 F2-R2) ile BY4741 (yaban tip sus), BY4741ACCC2 (mutant sus) ve BY4741ACCC2
pAG426 (mutant susa bos vektor transforme edilmis) suslarindan elde edilen genomik DNA ve
mRNA kalip kullanilarak yapilan PCR reaksiyonu sonuglarinin %2’lik agaroz jel elektroforezi
gorintusu

4.10 Maya Transformasyon Sonuglari

Yaban tip ATP7B igeren plazmid DNA, pAG426(bos vektor), T7881 mutant plazmid
DNA, V10361 mutant plazmid DNA ve R1038G-fsX83 mutant plazmid DNA LiAc
metoduyla , Sacchoromyces cerevisiae BY4741ACCC2 mutant maya susuna her biri ayr1
olarak aktarildi. Secici besiyerine ,YNB ortamina urasil yoklugunda ekim yapilarak pAG426

maya ekspresyon vektoriinii igeren koloniler secildi (Sekil 19).
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1.Yaban tip ATP7B 2. pAG426(bos vektor) 3.dH20(negatif kontrol)

4. T7881 mutant ATP7B 5. V10361 mutant ATP7B 6. R1038G mutant ATP7B

Sekil 19: Maya transformasyon deneyi sonuglar1

Elde edilen maya kolonilerinden plazmid DNA izole edildi ve ATP7B’ye 0Ozgiil
primerler ile PCR kurulup agaroz jelde yiiriitiilerek, ATP7B’nin plazmid DNA’daki varligi

gosterildi (Sekil 20). o — o
83 55 23

2 =2 £ g @

g X XL B

- 3 o~

— (@) — <

s M > 2 s

L ] ']

_500b
477bp * b‘;

Sekil 20 : Maya plazmid DNA’s1ile ATP7B geninin gosterilmesi
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4.11 Optik Dansiteye Gore Hiicre Sayis1 Optimizasyonu ve Biiyiime Egrisi Cizimi

b.OD6()0 =0,221

a.OD600 =0,1 13

C.ODﬁOO =0,360 R d.OD600 =0,554

C.OD60() =0,741

Sekil 21: Diliisyonlardan yapilan ekimler sonucu iireyen koloniler 66



Biiylime Egrisi

oD 600

Zaman

Sekil 22: Biiyiime egrisi optimizasyon deney sonuglari

4.12 Gen Ekspresyonunun mRNA Diizeyinde Gosterilmesi
4.12a Konvansiyonel PCR Sonuglari

EoE E &
8 E § 8§ F ¢
wk g fi L o wEifilEe

50‘3bp 477bp

S aktin PCR

K9F-KSR primer ATF7E PCR.

Sekil 23: Src aktin ve K9F K9R ATP7B konvensiyonel PCR 6rneklerinin %2’lik agaroz
jel elektroforez sonucu
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S.cerevisiae aktin genine 0zgiil primerlerle cDNA varlig1 gosterildi. ATP7B genine
0zglil K9F-K9R primerleriyle yapilan PCR sonucunda yaban tip ATP7B, T7881 mutant,
V10361 mutant ve R1038G-fsX83 mutant dizilerin eksprese oldugu gosterildi. pAG426 bos
vektor ve PCR’1n kontrolii dH2O (negatif kontrol)’da bant saptanmadi (Sekil 23).

4.12b Real Time PCR sonuglari

0,5

0,45

o
~
|

o
w
wu

|

o
w
|

o
]
|

Normalize Ekspresyon
>

o
=
wu

|

o
=
|

0,05 +

wtATP7B pAG426 T788I V1036l R1038G dH20

real time PCR actin-K9F-K9R ATP7B
Sekil 24: Real time PCR sonucu

Yaban tip ATP7B, pAG426 (bos vektor), T7881 mutant ATP7B, V10361 mutant ATP7B
ve R1038G-fsX83 mutant ATP7B’yi iceren maya suslarindan elde edilen cDNA kalip
kullanilarak; ATP7B genine 6zgiil K9F-K9R primerleri ile aktin genine 6zgiil primerler
varliginda kurulan real-time PCR reaksiyonu sonucunda ; yaban tip ATP7B, T788I mutant,
V10361 mutant ve R1038G-fsX83 mutant orneklerin eksprese oldugu gosterildi. pAG426 bos
vektor ve PCR’1n kontrolii dH20 (negatif kontrol)’da ekspresyon saptanmadi (Sekil 24).

PCR orneklerinin agaroz jelde yliriitiilmesiyle elde edilen PCR iiriinlerinin beklenen

biiyiikliikkte 477bp ve 110bp’lik fragmanlar oldugu gosterildi (Sekil 25).
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S ktinFCR KSF-KSR prirer ATP7E FCR
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Sekil 25: Src aktin ve KOF K9R ATP7B real time PCR 6rneklerinin %2’lik agaroz elektroforez
sonucu
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4.13 Komplementasyon Deneyi

1 Iron Limited Medium ( ILM) 2 Iron Supplemented Medium (ISM)
1,000 1,000 |
0,900 0,900 |
0,800 0,800 |
0,700 0,700 |
0,600 0,600 |
=1 2
s w !
§ 0,500 8 0,500
0,400 0,400 |
0,300 / 0300 |
0,200 0,200 |
0,100 0,100 |
0,000 0,000 | - — — i
=0 1=3 saat 1=6 saat =12saat | 1=24 saal . | t=0 | t=3saat | t=bsaat | t=12saat t=24 saat |
e wiAIP/B 0,080 0,145 0,226 0436 0,839 |—e—WwATP7B| 0070 | 0120 | 0239 | 0481 0,785
—W-pAGA26 0,090 0,142 0,206 0,453 0,808 ["H—pAGA26 | 0200 | 0036 | 0231 | 0431 0,872
—a—T7881 0,090 0,137 0,221 0,443 0,822 [eTEl | Ome | 008 | 026 | 0802 | 0792
Y1026 0,093 0,150 0,281 0,503 0,838 [=e-Vi036l | 0036 | 0127 | 0240 | 0515 | 0811
—— R1038G 0,106 0,150 0,247 0,565 0,910 ——R1038G | 0083 | 0119 | 0262 | 0553 | 03864
3 Copper Supplemented Medium (CSM) 4 Iron Copper Supplemented Medium
1,200 (IcSM)
1,200
1,000 |
1,000 |
0,800 |
o 0,800 |
o
2 0600 | s
8 § 0,600
0,400 | Gaon |
0,200 | 0,200 |
t=0 t=3 saat t=6 saat t=12 saat t=24 saat | t=0 t=3 saat t=6 saat t=12 saat t=24 saat
——WATP7B| 0,110 0,106 0,235 0,521 0,922 ——WIATP7E| 0,085 0,143 0,285 0,574 0,949
——pAGA26 0,094 0,096 0,245 0,530 0,981 | —8—-pAGA26 0,048 0,121 0,296 0,546 0,951
i T788I 0,105 0,095 0,236 0,515 0,917 ——T788| 0,075 0,110 0,278 0,559 0,933
e {10361 0,096 0,116 0,260 0,528 0933 | e /10361 0,068 0,121 0,289 0,585 0,960
——R1038G | 0,003 0,114 0274 | 0,591 1,011 ——R1038G | 0,074 0,122 0,315 0,634 0,993
5 Iron Copper Supplemented
Medium-Ferrozin (ICSM-F)
1,200
1,000
0,800
=3
g 0,600
0,400
0,200 |
0,000 - - - : -
t=0 1=3 saat t=6 saat t=12 saat t=24 saat
—e—WIATP7B| 0,077 0,143 0,301 0,582 0,901
—B-pAGA26 | 0,047 0,134 0,304 0,626 0,950
—a—T7881 0,029 0,141 0,275 0,566 0,938
—— V1036l 0,054 0,134 0,301 0,587 0,945
——R1038G | 0,058 0,142 0315 0,618 0,988

Sekil 26: ILM, ISM, CSM, ICSM, ICSM-F ortam kosullarinda zamana kars1 600nm’deki optik 70
dansite grafigi ile biiylimenin takibi



1.ILM 2ISM

3.CSM 4.1CSM

V1036Imt | T735Imt

R1038 Gmt WtATP7B
PAGA26 T BY4741aCCC2
(bog vektor)

bog  BY4741

5.ICSM-F

Sekil 27: Komplementasyon deneyi l.ekim sonuglari: wtATP7B, pAG426, T788Imt, V1036Imt,
R1038Gmt, BY4741, BY4741ACCC2, YNB-URA ILM, ISM, CSM, ICSM, ICSM-F ortama ekilip 48

saat sonra goriintiilenmesi ( her bdlmeye OD600=0,1 ‘den Sul ekildi)
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1.ILM 2.ISM

3.CSM 4.1CSM

V1036Imt T788Imt

R1038Gmt wtATP7B
PAG426 BY4741ACCC2
(bog vektor)

bos  BY4741

5.ICSM-F

Sekil 28: Komplementasyon deneyi 2.ekim sonuglari: wtATP7B, pAG426, T788Imt, V1036Imt, R1038Gmt,
BY4741, BY4741ACCC2, YNB-URA ILM, ISM, CSM, ICSM, ICSM-F ortama ekilip 48 saat sonra goriintiilenmesi
( her bolmeye OD600=0,1 ‘den 5ul ekildi)
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1.ILM 2.ISM

4.1CSM

V1036Imt  T7 §8Imt

R1038Gmt wtATP7B
pPAG426 BY4741ACCC2
(bog vektor)
bos  BY4741

5.ICSM-F

Sekil 29: Komplementasyon deneyi 3.ekim sonuglari: wtATP7B, pAG426, T788Imt, V1036Imt,
R1038Gmt, BY4741, BY4741ACCC2, YNB-URA ILM, ISM, CSM, ICSM, ICSM-F ortama ekilip 48
saat sonra goriintiilenmesi ( her bolmeye OD600=0,1 ‘den Sul ekildi)
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4.14 ICP MS Sonuglar

ICP MS ile 50uM ve 100 uM bakir siilfat eklenmis YNB-URA besiyerinde zamana

bagli olarak bakir miktar1 6l¢iim optimizasyon deneyleri yapilmistir.

40000

35000

30000

25000

20000

15000

ICP MS Cu (ppb)

10000

5000

[a]

50 pM CuSO04

t=15 dk

t=2 saat

t=24 saat

B wtATP7B

30662

35292

34857

32376

M pAG4A26

32615

34874

33548

33096

mT7esl

32839

34616

31426

31672

10561

33780

32512

33253

31896

W R1038G

33984

34471

31559

34029

80000

70000

50000

50000

40000

30000

ICP MS Cu (ppb)

20000

10000

o

100 pM CuSO4

mwtATP7B

66845

67443

66012

65770

W pAGA26

66096

FO731

56155

GE4BT

mT788I1

65562

71382

63734

Glgdd

V10361

54511
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Sekil 30: ICP-MS bakir 6l¢limii optimizasyon grafikleri
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4.15 Komplementasyon Deneyi ortam bakir ve demir ICP MS Sonuclar::
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Sekil 31: ILM’de komplementasyon deneyi ortam ICP-MS demir ve bakir 6l¢tiimii grafigi
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Sekil 32 : ISM’de komplementasyon deneyi ortam ICP-MS demir ve bakir 6l¢limii grafigi
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Sekil 33 : CSM’de komplementasyon deneyi ortam ICP-MS demir ve bakir ol¢timii grafigi
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Sekil 34: ICSM’de komplementasyon deneyi ortam ICP-MS demir ve bakir 6l¢iimii grafigi
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Sekil 35: ICSM-F’de komplementasyon deneyi ortam ICP-MS demir ve bakir 6lglimii grafigi
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4.16 Komplementasyon Deneyi hiicre pelleti bakir ve demir ICP MS Sonuglari:
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Sekil 36 : ILM’de komplementasyon deneyi pellet ICP-MS demir ve bakir dl¢iimii grafigi
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Sekil 37 : ISM’de komplementasyon deneyi pellet ICP-MS demir ve bakir 6l¢timii grafigi
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Sekil 38 : CSM’de komplementasyon deneyi pellet ICP-MS demir ve bakir dl¢iimii grafigi
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Sekil 39 : ICSM’de komplementasyon deneyi pellet ICP-MS demir ve bakir 6l¢limii grafigi
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Sekil 40 : ICSM-F’de komplementasyon deneyi pellet ICP-MS demir ve bakir dl¢iimii grafigi

Ortam ICP-MS bakir miktar1 6l¢iimii sonucunda, demir sinirli ortamda (ILM) yaban tip
ATP7B’ye gore T788I mutant, V1036I mutant ve R1038G-fsX83 mutant ATP7B’yi tastyan
hiicrelerde iireme ortamindaki bakir miktar1 azalmistir. ILM’de ortam demir miktar1 6l¢lim
sonucunda yaban tip ATP7B ile mutantlar arasinda fark saptanmamaistir. Kontrol ortamlarinda
(ISM, CSM, ICSM, ICSM-F) tiim hiicrelerde yaklasik aynmi diizeyde bakir ve demir

saptanmistir.
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Mann-Whitney U test (SPSS Statistics v20 2012) ile yapilan istatistiksel analiz
sonucunda demir smirli ortamda (ILM) maya hiicreleri lireme ortamlarinda olgiilen bakir
miktar1 yaban tip ATP7B’ye gore T788I, V10361 ve R1038G-fsX83 mutantlarinda azaldigi
saptandi. Bu azalmanin p=0,029 p<0,05 oldugundan istatistiksel olarak anlamli fark oldugu
belirlendi. Yaban tip ATP7B’ye gore mutantlarda istatistiksel olarak anlamli azalma oldugu

gosterildi (sekil 31).

Diger dort kontrol ortaminda (ISM, CSM, ICSM, ICSM-F) bakir ve bes ortamda (ILM,
ISM, CSM, ICSM, ICSM-F) demir i¢in yapilan analizlerde istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmadi (sekil 31-35).

Hiicre pelletindeki ICP-MS bakir miktar1 0Olgiimii  sonucunda, demir smirh
ortamda(ILM) yaban tip ATP7B’ye gore T7881 mutant, V10361 mutant ve R1038G-fsX83
mutant ATP7B’yi tasiyan hiicre pelletlerinde bakir miktarinin arttigi saptandi. ILM’de hiicre
pelletlerindeki demir miktar1 6l¢lim sonucunda yaban tip ATP7B ile mutantlar arasinda fark
saptanmadi.Kontrol ortamlarinda (ISM, CSM, ICSM, ICSM-F) tiim hiicrelerde yaklasik ayni

diizeyde bakir ve demir saptanmustir.

Mann-Whitney U test ile yapilan istatistiksel analiz sonucunda demir sinirli ortamdan
coktiiriilen hiicre pelletlerinde dlgililen bakir miktarinda yaban tip ATP7B’ye gore T788I ve
V10361 p=0,029 p<0,05 istatistiksel olarak anlamli artis saptanirken, R1038G-fsX83’de
anlamlh fark saptanmadi. Hiicre pelletlerinde yaban tip ATP7B’ye gore T7881 ve V10361

mutantlarda istatistiksel olarak anlamli artig saptandi (sekil 36).

Diger dort kontrol ortaminda (ISM, CSM, ICSM, ICSM-F) bakir ve bes ortamda (ILM,
ISM, CSM, ICSM, ICSM-F) demir i¢in yapilan analizlerde istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmadi(sekil 36-40).
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5.Tartisma

Wilson Hastalig1 viicuttaki fazla bakirin atilamayip karaciger,bobrek, beyin gibi bircok
organda birikerek hasar meydana getirmesi yoluyla olusur. Hiicre igerisindeki bakir
dengesinin korunmasinda ATP7B proteini 6nemli rol lislenmekte olup, ATP7B genindeki
mutasyonlar Wilson hastaligi ile iliskilendirilmektedir. insanda hepatosite alinan bakir kanda
bulunan seruloplazmin molekiiline ATP7B aracilifiyla aktarilir. Bu sayede seruloplazmin
aktif formuna doniiserek ferroksidaz aktivitesi kazanir. Fazla bakirin hepatositten safra
kanalina yonlendirilmesine ATP7B aracilik eder. ATP7B geninin mutant oldugu durumda bu
iki 6nemli fonksiyon yerine getirilemez ve buna bagli olarak artan bakir nedeniyle dokularda
hasar meydana gelir (11). Mutasyonun yerine bagli olarak protein fonksiyonu degisik
diizeylerde etkileneceginden hastaligin siddeti ve klinik bulgular degiskenlik gosterir.
S.cerevisiae’da bakir tasinmast Ccc2p proteini aracilifiyla yapilir ve insandaki ATP7B
geninin ortologudur. Ayrica maya hiicresi igerisinde artan bakir miktarinin dengelenmesini
bakirt hiicre disina aktarmak suretiyle Ccc2p saglar. Bakir, Ccc2p araciligiyla maya
hiicresinin disina aktarilarak Fet3p (seruloplazmin ortologu)’nin aktivite gostermesine

(ferroksidaz) neden olur (44).

46 Wilson hastas1 ve 52 kontrol DNA’sindan olusan gruplarda ilk kez bu ¢aligma ile
Tiirk Hastalarinda ve Tiirk kontrol grubunda Wilson hastalig: ile iliskili ATP7B genindeki
genetik degisimler saptandi (Tablo 6, 7). Literatiirde Tiirk hastalarina ait calismalarda daha az
sayidaki Wilson hastasina ait genetik bilgi elde edilmistir ancak bu galigmalarda kontrol grubu
olarak Tirk kokenli bireyler kullamilmamis kendi popiilasyonlarindan elde ettikleri kontrol
DNA’lart kullanilarak verilerin analizi yapilmistir (10,49,52,53). Bu calisma ile ATP7B
geninde toplamda 24 farkli mutasyon (Tablo 6) ve 11 SNP (Tablo 7) saptandi. Literatiirde
bulunmayan yeni 5 mutasyon ve 1 SNP tarafimizca uluslararas1t Wilson hastaligi mutasyon
veritabanina bildirildi ve 141 nolu referans olarak adimiza kayitlandi. Mutasyon saptanan
hastalara ait klinik ve laboratuvar bulgulari tarafimizca degerlendirildi (Tablo 8). 5 yeni
mutasyon arasindan 3 tanesi (T788I, V10361 ve R1038G-fsX83) klinik ve laboratuvar
bulgular dikkate alinarak belirlendi; sadece karaciger tutulumu, sadece norolojik bulgularin
varlig1 ve her ikisinin bir arada bulundugu fenotipik bulgularla yeni mutasyonlarin eslestigi
bireylere ait genetik bilginin deney sisteminde test edilmesine karar verildi. Yaban tip ATP7B

ile mutasyonlar arasinda bakir taginimindaki farkliligin saptanmasi amaglandi.
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Calismamizda 4459bp gibi biiyiik bir gen bolgesi PCR ile basariyla ¢ogaltildi. Genin
cogaltilmasi icin farkli marka modelde yiliksek dogrulukta Taq polimerazlar ve farkli PCR
sartlar1 denendi. Bu c¢alismalarin sonunda ‘Phusion High Fidelity DNA polimeraz’ ile
4459bp’lik ATP7B geninin tamamini igeren fragman elde edildi. PCR iirlinlinde DNA dizi
analizi yapild1 ve ATP7B geninin NCBI’da tanimlanan NM-000053 nolu referans sekansiyla
uyumlu oldugu gosterildi.

Literatiirde baz1 mutasyonlarin test edilmesinde Terada ve arkadaslar1 (51) tarafindan
elde edilen ATP7B klonu kullanilirken (20,28,29,37,38,48); calismamizda ATP7B geni
tarafimizca gateway sistemi kullanilarak klonlanmistir. ATP7B’nin tiim dizisi hem ileri hem
de geri yonde dizayn ettigimiz ve birbiri iginden en az 100bp’lik kesisen bolgeler iceren
primerler kullanilarak her iki yonde DNA dizi analizi yapilarak dogrulanan, her hangi bir dizi
degisimi saptanmayan referans sekansla uyumlu (NCBI NM-000053) plazmid DNA ile
calismaya devam edildi. Bu asamada referans sekansla uyumlu olmayan plazmid DNA’lar

calisma dis1 birakildi.

T788I, V10361 ve R1038G-fsX83 mutasyonlari, bolge yonlendirilmis mutagenez ‘site
directed mutagenesis’ yontemi ile kit kullanarak, DNA dizisi dogrulanmis yaban tip ATP7B
aktarilmis plazmid DNA ve mutasyonlara spesifik olarak tarafimizca dizayn edilen primerler
kullanilarak ilk kez bu calismada elde edildi. DNA dizi analizi ile her bir mutasyonu igeren
plazmid DNA’smin sekanslart bu asama sonrasinda dogrulandi; ikincil mutasyonlarin
bulunmadiginin gosterilmesi igin ATP7B geninin mutasyon igeren bdlgelerinin disinda kalan
tiim dizisi DNA dizi analiziyle tarand1. Ikincil mutasyonlar iceren plazmid DNA’lar ¢alisma
dis1 birakildi, bagka kolonilerden plazmid DNA eldesine gegildi. Bu yolla her bir mutasyonu
iceren ve genin diger bolgelerinde ikincil mutasyonlar icermeyen plazmid DNA’lar1 DNA dizi
analizi ile her iki yonde (ileri — geri) taranarak belirlendi. Boylelikle bu dogrulama
deneylerinden sonra deney setimiz olusturulmus oldu. Bu asamadan sonraki tiim deneylerde,
dizisi NCBI‘da tanimli referans sekansla uyumlu yaban tip ATP7B igeren ve sadece T788I
mutant ATP7B’yi, V10361 mutant ATP7B’yi, R1038G-fsX83 mutant ATP7B’yi igeren
plazmid DNA’lar kullanildi.
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DNA dizi analizinde kendi dizayn etti§imiz ATP7B genine 6zgiil primerler disinda,
gateway sistemine 0zgil ileri ve geri primerler kullanilarak vektore ait dizinin varlig1 genin 5’

ve 3’ uclarinda gosterildi. Boylelikle genin dogru yonde yerlesimi de kontrol edilmis olundu.

BY4741 ACCC2 susu maya transformasyonundan énce CCC2 geninin ¢ikarildiginin
gosterilmesi icin hem genomik DNA hem de mRNA diizeyinde kontrol edildi. Bunun i¢in
tarafimizca dizayn edilen primerler kullanildi. Susta CCC2 geninin bulunmadigi

dogrulandiktan sonra transformasyon deneyine geg¢ildi.

BY4741 ACCC2 maya susuna yaban tip ATP7B, T788I V10361 R1038G-fsX83
mutasyonlart ve pAG426 (bos vektor) transforme edildi. Plazmid DNA diizeyinde genin
varligt ve mRNA diizeyinde genin eksprese oldugu dogrulandi. Real time PCR ile ATP7B
geni (K9F-K9R primerleri kullanilarak) aktin genine gore normalize edilen veriler,
konvansiyonel PCR sonuglarin1 dogruladi; yaban tip ATP7B, T7881 mutant, V10361 mutant
ve R1038G-fsX83 mutant dizilerin eksprese oldugu gosterildi. pAG426 bos vektoér ve PCR’1n
kontrolii dH20 (negatif kontrol)’da beklendigi gibi bant saptanmadi.

Literatiirde farkli mutasyonlarin analizi i¢in S.cerevisiae’nin degisik suslariyla yapilan
calismalar bulunmaktadir (20,21,28,29,37,38,48,50) ancak ilk kez bu c¢alisma ile BY4741
ACCC2 mutant maya susuna insan ATP7B geni ve mutantlarinin transformasyonu uluslararasi
standartlara uygun olarak gerceklestirildi. Literatiirde kullanilandan farkli sus ve plazmidler
kullanilmas1 sebebiyle bu c¢alismada secici besiyeri olarak vektérle uyum acisindan YNB-
URA kullanilmistir ve koloni se¢imi urasilin bulunmadigi ortam sartlarinda yapilmastir.
Olusan koloniler, pAG426 vektoriinii dolayisiyla ATP7B’yi igeren ve vektor tizerinde urasil
sentez genini icermesi sebebiyle lireyen kolonilerdir. Secici besiyerinde (YNB-URA) ekilen
hiicrelerin tiremesi ATP7B igeren kolonilerle ¢alistigimizi, 600nm’de ol¢iilen optik dansite
degerinin yaninda petri kabinda koloni olusmasi ise canli hiicrelerin bulundugunu gdsteren bir
veridir. Bizim ¢aligmamizda kullandigimiz vektorde urasil sentez geni bulundugundan segilim
urasil auxotrophy’sine gore yapildi. Literatiirde de koloni se¢imi kullanilan vektdre uygun

olarak amino asit auxotrophy’ye gore yapilmistir (20,21,28,29,37,38,48,50).
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Ik kez bu ¢alismada ICP-MS ile kiiltiir ortaminda ve hiicre pelletinde bakir ve demir
Olcimii gerceklestirilerek kantitatif sonu¢ elde edildi. Literatiirdeki benzer calismalarda
mutasyonlarin yaban tipe gore karsilastirilmasi sadece koloni olusturma sayilarina bakilarak
veya Fet3p enzim aktivitesi varligi/'yokluguna gore kalitatif olarak gosterilmistir

(28,29,38,48,50).

Bulgular sekil 21°de zaman bagimli yapilan bakir dl¢iimlerinde 50uM ve 100 uM’da
mutantlarla yaban tip ATP7B arasinda fark saptanmadig1 gosterildi. Ancak ICP-MS 6l¢iimleri
acisindan sonuglar degerlendirilebilir sinirlarda ve uyumlu oldugu saptandi. Ayrica yapilan 6n
deneylerde hiicre kiiltiir ortaminda mikrodalga bozundurma yapmanin sonucu degistirmedigi
saptandi. Bu standardizasyon ¢aligmalarini takiben deney setindeki degisik ortam sartlarinda

bakir ve demir dlgiimlerine gecildi.

ICP-MS bakir ve demir dlgiimlerinde kullanilan ortam sartlar1 Cox ve arkadaglarinin
2010 yilindaki ¢aligmalarinda komplemantasyon deneyi i¢in kullandiklari ortam sartlariyla
(ILM, ISM, CSM) paralellik gostermektedir (48). Ek olarak bakir ve demirin yiiksek
konsantrasyonda bulundugu ICSM ve bu ortamdan demir inhibitoriiniin ¢ikarildigt ICSM-F

kosullar1 tarafimizca deneye dahil edildi.

Ortam ICP-MS bakir miktar1 6l¢limii sonucunda, demir sinirli ortamda (ILM) yaban tip
ATP7B’ye gore T7881 mutant, V10361 mutant ve R1038G-fsX83 mutant ATP7B’yi tasiyan
hiicrelerde iireme ortamindaki bakir miktar1 azalmistir. ILM’de ortam demir miktar1 6l¢tim
sonucunda yaban tip ATP7B ile mutantlar arasinda fark saptanmamaistir. Kontrol ortamlarinda
(ISM, CSM, ICSM, ICSM-F) tiim hiicrelerde yaklagik ayni diizeyde bakir ve demir

saptanmuistir.

ILM’de maya hiicreleri lireme ortamlarinda 6l¢iilen bakir miktar1 yaban tip ATP7B’ye
gore T788I, V10361 ve R1038G-fsX83 mutantlarindaki azalma istatistiksel olarak anlamli
bulundu (sekil 31). Diger dort kontrol ortaminda (ISM, CSM, ICSM, ICSM-F) bakir ve bes
ortamda (ILM, ISM, CSM, ICSM, ICSM-F) demir i¢in yapilan analizlerde istatistiksel olarak
anlamli fark saptanmadi (sekil 31-35).
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Hiicre pelletindeki ICP-MS bakir miktart 6lgiimii sonucunda, demir sinirli ortamda
(ILM) yaban tip ATP7B’ye gore T7881 mutant, V10361 mutant ve R1038G-fsX83 mutant
ATP7B’y1 tasiyan hiicre pelletlerinde bakir miktarmin arttigi saptandi. ILM’de hiicre
pelletlerindeki demir miktar1 6l¢iim sonucunda yaban tip ATP7B ile mutantlar arasinda fark
saptanmadi.Kontrol ortamlarinda (ISM, CSM, ICSM, ICSM-F) tiim hiicrelerde yaklasik ayn1

diizeyde bakir ve demir saptanmustir.

ILM’de hiicre pelletlerinde Olgiilen bakir miktarinda yaban tip ATP7B’ye gore T788I ve
V10361 mutasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli artig saptanirken, R1038G-fsX83’de
anlaml fark saptanmadi (sekil 36). Diger dort kontrol ortaminda (ISM, CSM, ICSM, ICSM-
F) bakir ve bes ortamda (ILM, ISM, CSM, ICSM, ICSM-F) demir i¢in yapilan analizlerde
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (sekil 36-40).

ILM’de ortamdaki bakir miktar1 T7881 ve V10361 mutantlarinda yaban tip ATP7B’ye
gore azalma saptanirken pellet dl¢limlerinde bu iki mutantta bakir miktarinin arttig1 saptandi.
Bu veri bu iki mutasyonu tastyan hiicrelerde proteinin yaban tip ATP7B proteinine gore bakiri
hiicre digina tagtyamadigini ve hiicre i¢inde biriktigini gdsterdi. R1038G-fsX83 mutantinda
ise ortam bakir miktarindaki fark diger mutantlara oranla daha azds; hiicre pellet bakir miktari
yaban tip ATP7B ile yaklasik ayniydi. Kontrol ortamlarinda beklendigi gibi yaban tip ATP7B

ve mutantlar1 arasinda fark saptanmadi.

ILM’de besiyerinin kendisindeki demir ve bakir miktar1 kontrol ortamlarma gore
diisiiktiir ve bu smirlama hiicreye bakirin ctrl iizererinden alinip, trans golgide bir bakir
saperonu olan atox’a aktarilarak, Ccc2p’ye aktarilmasim1 ve buradan fet3p’ye verilmesini
saglayan yolagi aktive eder (48). Kurulan bu deney modelinde literatiire uygun olarak

ILM’deki sinirlama nedeniyle bakirin CCC2 ortologu ATP7B iizerinden tagindig1 gosterildi.

Demir sinirhi ortamda (demir ve bakir miktarinin diger ortamlara gore diisiik oldugu
sartta), hiicre kiiltiir ortaminda T788I mutant (karaciger ve beyin tutulumu) ve V10361 mutant
(sadece beyin tutulumu) yaban tip ATP7B ve R1038G-fsX83 (sadece karaciger tutulumu)
mutanta gore bakir azalmistir; pelletlerde ise T7881 mutant ve V10361 mutant yaban tip
ATP7B ve R1038G-fsX83 mutant gore bakir artmistir. Bakir 6l¢iim deneyi sonucu elde edilen

bu veriler, beyin tutulumu gosteren mutasyonlarin islev kaybinin sadece karaciger tutulumu
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gosterenlere gore daha fazla oldugunu gostermektedir. Bunun molekiiler mekanizmasinin
nasil gerceklestiginin arastirilmasi i¢in bu alanda daha fazla ¢alismaya gereksinim vardir. Bu
calisma ile yapilmasi planlanan arastirmalara yon verebilecek oOnciil veriler elde edilmis

olundu.

Bu ¢aligmayla, CCC2 geni ¢ikarilmig BY4741 maya susuna ATP7B geni, T7881 mutant
ATP7B, V10361 mutant ATP7B ve R1038G-fsX83 mutant ATP7B trasformasyonu bu
calismada gercgeklestirilerek model sistem kurulmus oldu. Aktarilan insan ATP7B geninin ve
mutantlarinin (T7881, V10361 ve R1038G-fsX83) mayada ekspresyonu mRNA diizeyinde
gosterildi. Yaban tip ATP7B ile mutantlar arasinda bakir taginimindaki farklilik saptanarak,
Wilson hastaligr ile iliskili farkli ATP7B mutasyonlarinin bakir tasinimi acisindan test

edilebilecegi deney sistemi olusturuldu.
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6. Sonuc ve Oneriler

1. HepG2 hiicre hattindan elde edilen yaban tip ATP7B geni PCR ile ¢ogaltilip
klonlandi. DNA dizi analizi ile sekans1 dogrulandi.

2. T7881 V10361 ve R1038G-fsX83 mutasyonlar1 bolge yonlendirilmis mutagenez ‘site
directed mutagenesis’ yontemiyle dizayn ettigimiz primerlerle elde edildi. Sekanslart DNA
dizi analizi ile dogrulandi, ikincil mutasyon icermedikleri gosterildi. Maya transformasyonlari
yapildi.

3. BY4741 ACCC2 genetik 6zelligindeki mutant maya susuna ilk kez insan bakir
tasiyici geni ATP7B transforme edildi, DNA ve mRNA diizeyinde genin varligi ve iiriin
verdigi saptandi.

4. Yaban tip ATP7B insan geni mayadaki homologu olan CCC2 genini komplemente
ettigi gosterildi.

5. ILM’de yaban tip ATP7B ile li¢ mutant arasinda bakir taginmasinda ICP-MS ile fark
saptandi. Bu veri hipotezimizi dogruladi.

7. BY4741 ACCC2 maya susunda bakir tasinimiyla ilgili deney seti kurulmus oldu.

8. Farkli klinik 6zelliklere sahip Wilson hastalarindaki mutasyonlara ait deney modeli
kurulmus oldu. Calisilan {i¢ mutasyon disinda bizim saptadigimiz veya literatiirde tanimlanan
farkli mutasyonlar bu deney modelinde fonksiyonel analizleri yapilabilir duruma gelindi.

9. 1k kez Wilson hastali1 veri tabanina tarafimizca bildirilmis olan ii¢ mutasyonun
fonksiyonel analiz deneyleri de bildirilerek literatiire katki yapilacak duruma gelindi.

10. Kurulan deney modelinde klinikte kullanilan ilaglar ve dozlar test edilebilir duruma
gelindi.

11. Calismamizda kullanilan maya deney sistemi baska insan genleri aktarimiyla farkl
genetik hastaliklarin molekiiler mekanizmalarinin aragtirilmasinda kullanilabilecek bir model
sistem oldugu gosterildi.

12. Tibbi Biyoloji ve Genetik AD laboratuvarinda maya deney modeli tiim standartlar

ve dogrulamalartyla kullanilabilecek duruma gelindi.
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GONULLU BIiLGILENDIRME FORMU

Wilson hastaligi, viicutta bakirin birikimiyle olusan, kalitsal olarak gecen bir hastaliktir. Kanda tasinan
fazla bakirin farkli organlarda artarak birikmesi, yas ilerledikce ciddi saglik sorunlarina yol agmaktadir. Wilson
hastalarinda ve onlarin aile {iiyelerinde hastalikla ilgili genetik degisikliklerin saptanmasi erken yaglarda
onlemlerin alinmasint saglar. Boylece ileri yaglarda karsilagilabilecek saglik sorunlart 6nlenebilir.

Bu arastirma Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi T1bbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalinda Prof.
Dr. Orhan Terzioglu damismanliginda Ar.Gér. Ozlenen Simsek tarafindan vyiiriitiilecektir. Bu galismada Wilson
hastaligina neden olan ilgilenilen gen bdlgesindeki kalitimsal degisikliklerin saptanmasi, uluslararasi standartlara
uygun olarak yapilacaktir. Calismaya goniilli olarak katilmak isteyen hastalardan hicbir {icret talep
edilmeyecektir.

‘Wilson Hastalarinda ATP7B Geninin ekzonlarinda DNA dizi analizi ile mutasyonlarin taranmasi’ isimli
genetik ¢aligma igin sizden alinacak kan Ornegi sadece bu hastalikla ilgili mutasyonlarin taramasi amaciyla
kullanilacaktir. Bagka amaglarla kullanilmayacaktir.

Bu ¢alismaya katilmak isterseniz, sizden 5 ml kan alinacaktir. Bu kanlardan DNA (kalitim materyali) elde
edilecek, Wilson Hastaligiyla ilgili ¢alismamizda ilgilenilen gen bolgesindeki degisiklikler taranacaktir. Elde
edilen sonug doktorunuza iletilecektir ve bu konuda size bilgi verilecektir. Gerek gordiigiiniizde arastirmacilara
ulasabilirsiniz.

Caligmaya katilma tamamen istege baglidir. Karariniz ne olursa olsun bu tedavinizi ve saglik personeliyle
olan iliskinizi olumsuz etkilemeyecektir.

Yukaridaki ‘Wilson Hastalarinda ATP7B Geninin ekzonlarinda DNA dizi analizi ile mutasyonlarin
taranmasi1’ isimli genetik ¢aligma igin goniillilye arastirmadan 6nce verilmesi gereken bilgileri okudum. Bunlar
hakkinda bana agiklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z konusu klinik aragtirmaya Sml kan vererek, kendi rizamla,
hicbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1 kabul ediyorum.

Goniilliinin ;

Adr:

Imzast:

Adresi:

Varsa telefon no, faks no :
Velayet veya vesayet altinda bulunanlar igin veli veya vasinin;
Adr:

Imzast:

Adresi:

Varsa telefon no, faks no :
Aciklamalar1 yapan kisinin;
Adr:

Imzast:

Gorevi:
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