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Asn (N)
Asp (D)
be

°C
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1. GIRIS

Noonan sendromu (NS), otozomal dominant olarak kalitilan ve 1500 - 2500 dogumda
goriillen bir durumdur. NS’lu olgularin yaklasgitk %50’sinde PTPNII geninde

mutasyonlar meydana gelmektedir.

Bu gende bugiine kadar ¢cok sayida mutasyon tanimlanmasi nedeniyle NS’a molekiiler
tan1 konurken dogrudan DNA dizi analizi yapilmast en uygun ydntem olarak
goriinmektedir. Ancak bu yontemin maliyeti yiiksektir ve klinik tam1 amaciyla her
hastaya uygulamak zordur. Bu calismada klinik olarak NS tanis1 konan hastalarda
SSCP ve DHPLC’nin rutin tam1 yontemi olarak kullanilip kullanilamayacagi test
edilmistir. Icinde en ¢ok mutasyon tanimlanan PTPNII eksonlarinda bu tarama
metodlarinin duyarliligi dizi analizi ile karsilagtirllmistir ve NS’unda molekiiler tani

incelemeleri i¢in bir giris protokolil olusturulmustur.



1.1.GENEL BiLGILER

1.1.1. Noonan Sendromu

Noonan sendromu (NS- OMIM 163950) ilk defa 1968 yilinda tanimlanmistir. Klinik
olarak yiizde sendroma 6zgii degisiklikler, boy kisaligi, yele boyun, gogiis deformitesi,
konjenital kalp defektleri, kriptorsidizm, lenfatik displazi, 6grenme giicliikleri ile tam
konulmaktadir. Sendroma 6zgii tipik yiiz seklini ise hipertelorizm, asag1 ¢ekik palpebral
fissiirler, diisiik ve arkaya doniik kulaklar ve genis alin olusturmaktadir. Kardiyak
anomaliler hastalarin %90’mnda goriilmektedir. Tipik kardiyak anomali valvuler pulmoner
stenozdur ancak hipertropik kardiyomyopati basta olmak iizere farkli anomaliler
bulunabilir. Bu sendrom otozomal dominant olarak kalitilir ve 1/1500-1/2500 dogumda
goriiliir (Tartaglia ve ark., 2002). NS’da 16semi ve diger miyeloproliferatif hastaliklara
kars1 yiiksek risk oldugu gosterilmistir; solid timorler de meydana gelebilmektedir
(Maheshwari ve ark., 2002). Bircok otozomal dominant hastalikta oldugu gibi, olgularin

onemli bir kisminda sporadik mutasyonlar meydana gelmektedir (Gelb ark., 2006).

1.1.2. SHP-2 Proteini

PTPNII geni tarafindan kodlanan SHP-2 proteini bir “non-reseptor protein tirozin
fosfataz” (PTP) proteinidir ve amino ucta N-SH2 ve C-SH2, karboksi ugta ise PTP
bolgeleri olmak iizere ii¢c bolgeden meydana gelmektedir (Sekil 1) (Tartaglia ve ark.,
2001).



Sekil 1. SHP-2 ptoteinin ii¢ boyutlu yapisi. N-SH2 bolgesi yesil renkle, C-SH2 bolgesi sar1 renkle, PTP
bolgesi ise pembe renkle gosterilmistir (Loh ve ark., 2004).

PTPNII geni 12q24.1°de lokalize olmustur, 15 ekson icermekte ve 593 amio asitten
meydana gelmektedir (Ek 1). SHP-2 proteini biiyiime faktorii, sitokin ve ekstraselliiler
matriks reseptorlerinin sinyal iletim yolunda, hiicre biiyiimesinin diizenlenmesinde,
transformasyon, farklilagsma ve hiicre go¢iinde anahtar molekiil olarak gorev yapmaktadir

(Tartaglia ve ark., 2002; Bentires-Alj ve ark., 2004).

Bir¢ok mutasyon, proteinin etkilesim yiizeyindeki amino asitlerin degisimlerine yol
acmaktadir; bu amino asitler proteinin stabilize olmasim saglamaktadir. Bu kritik animo
asitlerde meydana gelen mutasyonlar SHP-2 proteininin aktif ve inaktif formlar
arasindaki dengeyi bozmaktadir (Musante ve ark., 2003). SHP2 proteininin inaktif
formunda N-SH2 bolgesi PTP bolgesine baglanmakta ve PTP bolgesinin katalitik bolgesi
bloke edilmektedir, SHP2 proteinin aktif formunda ise N-SH2 bolgesi fosfopeptide
baglanmakta ve boylece katalitik bolge acilmaktadir (Bertola ve ark., 2004). C-SH2
bolgesi proteinin baglanmasina ve spesifikligine katkida bulunmaktadir fakat
aktivasyonunda direkt rol oynamamaktadir (Hof ve ark., 1998). PTPNII geninde
meydana gelen mutasyonlar SHP-2 proteinine fonksiyon kazandirmakta ve tirozin

fosfataz aktivitesini arttirmaktadir (Lee ve ark., 2005).



PTPNI1 geni kalp, iskelet kasi, beyin, akciger, karaciger, bobrek ve pankreas gibi bir¢ok
dokuda eksprese olmaktadir. SHP-2 proteini sitoplazmada yer almakta ve aktif hiicre
yiizeyi reseptorlerine, adezyon molekiillerine baglanarak gorev yapmaktadir. Bu protein
RAS/MAPK yolunda aktivasyonu pozitif olarak regiile eder ve bu yolla bir¢ok biiyiime
faktorii uyarilir ayrica JAK/STAT sinyal yolunu da negatif olarak regiile eder (Sekil 2).
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Sekil 2. RAS-ERK sinyal yolu ve baglantili hastaliklar. Bu yolda bulunan bir ¢cok molekiilde meydana
gelen somatik mutasyonlar kansere neden olmaktadir, germ hiicresi mutasyonlari ise NS ve klinik olarak
benzer hastaliklara neden olmaktadir. RAS RAF’a baglanir ve aktivasyonunu uyarir, RAF MEK’i aktive
eder, MEK de ERK’i aktive eder. ERK gen ekspresyonu ile ekstraseliiler sinyallerin cevabini diizenler ve
proliferasyon, farklilasma, ve apoptosizi regiile eder (Kratz ve ark., 2006, Niihori ve ark., 2006 ve Gelb ve
ark,. 2006’ dan yararlanilarak cizilmistir.).

SHP-2 proteini, RAS aracili hiicre ici sinyal yollarmin aktivasyonunda gerekli bir
bilesendir ve germ hiicresi ve somatik PTPNI/I mutasyonlart RAS islevlerinin
kontroliiniin kaybina neden olmaktadir. RAS proteinleri GDP/GTP diizenleyici molekiiler

anahtarlar ile sinyal akisin1 kontrol etmektedirler (Carta ve ark., 2006). RAS sinyalinde



gorev yapan diger proteinleri kodlayan genlerin de NS patogenezinde rol oynadigi

gectigimiz gilinlerde gosterilmistir (Carta ve ark., 2006; Tartaglia ve ark., 2006).

1.1.3. Noonan Sendromunun Genetigi

PTPNII genindeki mutasyonlarin bilyiik cogunlugu N-SH2 bolgesi ve fosfotirozin
fosfataz (PTP) bolgesinin etkilestigi bolgede toplanmustir (Tartaglia ve ark., 2001). Bu
mutasyonlarin cogu yanlis anlamli ve fonksiyon kazanmimi saglayan mutasyonlardir

(Tartaglia ve ark., 2002).

Protein tirozin fosfatazlarda meydana gelen mutasyonlar kansere, otoimmiin hastaliklara,

inflamasyona ve gelisimsel hastaliklara neden olmaktadir (Bentires-Alj ve ark., 2004).

PTPNI1 geninde goriilen en sik mutasyon p.Asn308Asp degisimidir ve PTP bolgesinde
yer almaktadir (Sekil 3). Daha 6nce bulunan p.Asn308Ser mutasyonundan dolay1 308.
kodonunun sicak nokta oldugu diisiiniilmektedir. N-SH2 ve PTP bolgesinde yer almayan
farklt mutasyonlar da bulunmustur. Bunlardan biri p.Asp106Ala *dir. Asp106 N-SH2 ve
C-SH2 bolgelerinin baglandigi yerde bulunur ve bu degisimin N-SH2 bolgesinin
esnekliginde gorevli olabilecegi diisiiniilmiistiir (Tartaglia ve ark., 2002).

Fragale ve ark.’na gore p.Asn308Asp, p.Ala72Ser, p.lle282Val goriilen en yaygin
mutasyonlardir. Bu ii¢ mutasyon sonucunda da fosfotirozil fosfataz aktivitesi artmaktadir.
72. konumdaki alanin ve 282. konumdaki izoldsin aminoasitleri N-SH2 ve PTP
bolgelerinde etkilesim ylizeyinde yer almakta ve SHP-2’nin konformasyonunda

otoinhibitor olarak gorev almaktadirlar (Fragale ve ark., 2004).

Bu giine kadar PTPNII geninde delesyon olarak bulunan ilk mutasyon del60Gly
degisimidir. Bu mutasyonun bulundugu hastada hem NS hem de juvenil miyelomonositik
16semi (JMML) bulunmaktadir. 60. konumdaki glisin N-SH2 bdlgesinde yer alir ve N-
SH2/PTP etkilesiminde dogrudan gorev almaktadir. Bu nedenle bu amino asitin kayb1 N-
SH2/PTP baglanma yiizeyini bozmaktadir. p.Thr42Ala mutasyonu ise yine N-SH2

bolgesinde yer alir. Bu mutasyon N-SH2/PTP baglanma yiizeyinden uzakta bulunur



ancak tirozin fosfataz ile etkilesimde bulundugundan 6nemli bir degisimdir (Yoshida ve

ark., 2004).

del61Asp (181-183GATdel) degisimi PTPNII geninde NS’lu bir hastada bulunan ilk
delesyondur. Bu delesyon PTP bolgesinin aktif bolgesinde yer almaktadir (Lee ve ark.,
2005).

Tartaglia ve ark. PTPNII genindeki mutasyonlarin olustugu amino asitleri 6 grupta

toplamustir:

Grupl: N-SH2/PTP etkilesim yiizeyini acip-kapatan mutasyonlardir, katalitik olarak
direkt rol oynamazlar. Bu bolgelerin proteinin aktif ve inaktif konformasyonlari
arasindaki dengeyi etkiledigi tahmin edilmektedir. (T2, N58, G60, D61, Y62, Y63, E69,
F71, A72, T73, F76, Q79, Q256)

Grupll: PTP bolgesinin etkilenme ylizeyindeki amino asitlerin katalitik olarak inaktif
kalmasina katkida bulunurlar. (Y279, 1282, A461, G464, Q506, Q510)

Gruplll: Grupll’de bulunan mutasyonlara benzerler ancak substratin spesifikliginde

gorevli bolgelerdir. (G502, G503)

GruplIV: N-SH2/PTP etkilesimine 6nemli bir katkilar1 bulunmaz ancak PTP’nin yapisinin
korunmasinda 6nemli role sahiptirler (F285, N308, 1309, P491) ya da katalize katilarak
rol oynamaktadirlar (T468, R498, R501, M504).

GrupV: Her iki SH2 bolgesinin de fosfopeptid baglanma yariginda bulunan
mutasyonlardir. Bu mutasyonlar proteinin molekiiler ici etkilesiminde gorev yaparlar ve
SHP-2’nin aktivasyonunu ve translokasyonunu kontrol etmektedirler. Bu mutasyonlar,
fosfopeptid baglanma bolgesinin spesifikligini ve aktivitesini bozmaktadirlar (A42, 143,
E149).



GrupVI: Bu gruptaki mutasyonlar her iki SH2 bolgesi ile etkilesime girer ve yonlendirme

veya mobiliteyle iligkili oldugu tahmin edilmektedir (D106, E110).

p-Thrd11Met ve p.Leu560Phe mutasyonlar1 yukarida anlatilan gruplarin higbirine dahil
edilememistir. p.Thr411Met mutasyonu PTP yiizeyinde bulunur fakat N-SH2/PTP
etkilesim ylizeyinden ve aktif bolgeden uzakta yer almaktadir. p.Leu560Phe ise C-
terminal ucundaki prolince zengin bolgede bulunmaktadir (Tartaglia ve ark., 2006).

ATG GTA
1 2 3 4 5 6 78 9 10 1 12 13 14 |15
] ] [ | ] 1 | o o o |

PTP k
/, ; [ p.Aspl06Ala [ p.Asn308Asp
p.Thr42Ala /~ p-Tyré3Cys| p.6In79ArgPro  p glu139Asp

p.Asn58Asp, Lys  p.Glu696In p-Tyr279Cys p.Ala461Thr p.Arg498Trp, Leu p.Met504Val
p.6ly60Ala p.Ala72Ser p.Ile282Val p.Gly464Ala p.Arg501Lys p.Asn506Pro
p.delGly60 p.Thr73Ile p.Phe285Leu, Ser p.Thra68Met p.Ser502Thr

p.Asp61Asn, Gly p.6lu76Asp p.Gly503Arg

p.Tyr62Asp

Sekil 3. PTPNII geninin diizenlenmesi, SHP-2 proteinin bolgelerinin yapisi ve sik goriilen mutasyonlar.
Yukarida genin kodlayan eksonlar1 bulunmaktadir, altta ise proteinin yapisal bolgeleri ve bu bolgelerdeki
mutasyonlar goriilmektedir (Tartaglia ve ark.,2001, Gelb ve ark., 2006’ dan yararlanilarak ¢izilmistir).

Iki y11 6nce yapilan bir NS fare modelinde, fare embriyolarinda p.Asp61Gly mutasyonu
homozigot ise ¢cok agir kanamaya ve 0deme neden oldugu ve embriyonik dénemde
Olimle sonlandig1r goriilmiistiir. Bu mutasyon heterozigot ise embriyolar normal

goriilmekte ve yagsama sanslar yiikselmektedir (Araki ve ark., 2004).

Gecen yil yapilan bir in vitro modelde ise primordial valviiller mezensimal hiicreler
kullanarak PTPN11 mutasyonlarindan p.GIn79Arg’ inin endokardiyal yastik hiicrelerinde
hiicre biiyiimesini ve farklilasmasini1 6nemli derecede arttirdigi gosterilmistir. Yabanil tip

SHP-2 bu etkilere sahip degildir (Krenz ve ark., 2005).



Bu yil icinde transgenik meyve sinekleri kullanilarak bir model gelistirilmistir.
Drosophila’nin PTPNI1 homologu “corkscrew (cws)” dir. Iki tane mutant cws allelli
larval oliime neden olmaktadir, p.Asn308Asp allelinin ekspresyonu ise kanatlarda
ektopik damar olusumu ile sonuglanmaktadir. Mutant cws genleri RAS/MAPK
aktivasyonunu arttirmaktadir, bu artis cok onemlidir fakat olusan fenotipleri anlamada
yeterli degildir. Bu sinek modellerinden elde edilen bulgular ile memeli modellerinin test

edilebilecegi diisiiniilmiistiir (Oishi ve ark. 2006).

Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda Avrupa, Amerika ve Uzak Dogu Asya toplumlarinda
NS’lu olgularin %30-50’sinde PTPN11 geninde mutasyonlar tanimlanmistir. Bu nedenle
NS’lu diger hastalarda farkli genlerde de calismalar yapilmaktadir. Bu genlerden biri
KRAS’ dir. KRAS geni 12p12.1 bolgesinde bulunur, 4 eksonu vardir ve 189 aminoasitten
olusan bir protein kodlamaktadir. Genel olarak, Ras proteinleri, aktif GTP veya inaktif
GDP baglayarak hiicrede meydana gelen bir¢ok biyokimyasal yolu regiile etmektedirler.
Gectigimiz giinlerde birbirinden bagimsiz olarak farkl iki grup NS’na neden olabilecegi
diisiiniilen KRAS geninde mutasyon taramasi yapmislardir (Schubbert ve ark., 2006,
Carta ve ark., 2006). Bu calismalar sonucunda PTPNII geninde mutasyon saptanamayan
212 NS’lu olgunun yedi tanesinde KRAS geninde dort farkli mutasyon tanimlanmistir. Bu
olgulardan birinde JMML ve kraniyosinostoz gelismistir ayrica olgularin iki tanesinde
klinik ozellikler Costello ve cardio-facio-cutaneous (CFC) sendromuna benzemektedir.
Bu durum NS’lu olgularin yaklasik olarak %3’tinde KRAS geninde mutasyon oldugunu
gostermektedir (Schubbert ve ark., 2006, Carta ve ark., 2006).

Carta ve ark. KRAS geninin B izoformunda gectigimiz giinlerde iki farkli mutasyon
gostermislerdir. Her iki bolge de RAS proteininde kansere neden olan bolgeden uzakta
yer aldigindan NS patogenezi i¢in farkli bir mekanizma oldugunu diistinmiislerdir (Carta
ve ark., 2006).

NS ile iliskili olabilecegi diisiiniilen diger bir gen de SOSI’dir. iki farkli grup tarafindan
PTPNII ve KRAS genlerinde mutasyon saptanamayan NS’lu olgularda SOS/ geninde
mutasyon analizi yapilmistir (Tartaglia ve ark., 2006; Roberts ve ark., 2006). SOS1geni

2p22.1 bolgesinde lokalize olmustur, 23 ekson igerir ve 1333 aminoasitlik bir protein



kodlamaktadir. Bu protein RAS/MAPK yolunda reseptor tirozin kinaz (RTK)
sinyalizasyonunda gorev yapmaktadir. Bu reaksiyonda RAS-spesifik guanin nukleotit
degisim faktorii (GEF) SOS tarafindan katalizlenmektedir (Tartaglia ve ark., 2006).
Tartaglia ve ark.’min yaptign calismada PTPNII ve KRAS genlerinde mutasyon
saptanamayan NS’lu olgularin %17’sinde Roberts ve ark.’min yaptig1 calismada ise
~%20’sinde SOSI geninde mutasyon saptanmistir (Tartaglia ve ark., 2006; Roberts ve
ark., 2006).

1.1.4. PTPN11 Genindeki Mutasyonlarmn Noonan Sendromu Disindaki Fenotipik
Bulgular:

PTPNII geninin, NS geni olarak bulunusu bu sendroma fenotipik olarak benzer bazi
diger hastaliklarin genetik olarak ¢alisilmasina izin vermistir. Bu sendromlardan birisi
LEOPARD (Multiple lentigies, Electrocardiographic conduction abnormailities, Ocular
hypertelorism, Pulmonary stenosis, Abnormalities of genitalia, Reterdation of growth,

Sensorineural deafness) sendromudur.

LEOPARD sendromunda cafe-au-lait lekeleri, yiiz anomalileri ve kalp defektleri vardir
ve NS’nun klinik o6zelliklerinin ¢ogunu paylasmaktadir. LEOPARD sendromu olan
dokuz, NS’lu ve bir¢ok “cafe-au-lait” lekeleri olan iki hastada PTPNII mutasyonlarin
taranmms ve 11 hastanin 10’nunda p.Tyr279Cys degisimi ve p.Thr468Met degisimi
bulunmustur (Digilio ve ark., 2002). Her iki mutasyon PTPNII geninde LEOPARD
sendromlu hastalarda bugiine kadar rastlanan en yaygin mutasyonlardir. Ayrica bugiine
kadar bulunan mutasyonlardan ii¢ tanesinin fosfataz aktivitesini diisiirdiigli saptanmistir

(Gelb ve ark., 2006).

1.1.5. Fenotipik Olarak Noonan Sendromuna Benzeyen Sendromlarin Genetik

Ozellikleri

NS’a fenotipik olarak benzeyen diger sendromlar Cardio-facio-cutaneuos (CFC)

sendromu, Costello sendromu (CS) ve Norofibromatozis-Noonan sendromu (NFNS)’dur.



Bunlar benzer islevleri olan genlerde meydana gelen mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikan

gelisimsel hastaliklar olarak gruplandirilabilmektedir (Carta ve ark., 2006).

CFC sendromu konjenital kalp defektleri, deri bulgulari, NS’na benzer yiiz 6zellikleri ve
psikomotor gelisimsel gerilik ile klinik tan1 konan bir sendromdur. Bu giine kadar yapilan
calismalarda CFC sendromu olan olgularda PTPNII geninde hi¢ bir mutasyona
rastlanmamistir (Baralle ve ark., 2003 ). Ancak SHP-2 proteininin de gorev aldigi
RAS/MAPK biyokimyasal yolundaki diger genlerde mutasyon taramasi yapilmis ve CFC
sendromlu olgularda KRAS, BRAF, MEKI ve MEK?2 genlerinde mutasyonlar saptanmistir
( Nihori ve ark., 2006, Kartz ve ark., 2006, Gelb ve ark. 2006).

CS karakteristik dismorfik kraniofasiyal 6zellikler, ektodermal ve kas ve iskelete ait
anomaliler, boy kisalig1 ve gelisim geriligi ile karakterize edilir. Yiize ait 6zellikler ise
cikintili alin ile birlikte makrosefali, epikantal kivrim, asag1 ¢ekik palpebral fissiirler, kisa
burun, basik ve genis burun kokii ve arkaya doniik kulaklar olusturmaktadir. Kardiyak
sorunlar degisik yapisal anomaliler, hipertropik kardiyomiyopati veya ritim bozuklugu
olabilir (Tartaglia ve ark., 2003). Bugiine kadar yapilan c¢alismalarda CS’da PTPNII
geninde hi¢ mutasyon tanimlanmamistir. Fakat Aoki ve ark.” nin yaptig1 calismada HRAS

geninde yanlis anlamli mutasyonlar tanimlanmistir (Aoki ve ark., 2005).

NENSF “cafe-au-lait” lekeleri, periferal noérofibromlar, Lisch nodiilleri, aksiller ¢illenme,
iskelet displazisi ve optik gliyomlar ile klinik tan1 konan bir sendromdur. ilk defa
1985°de Allanson ve ark. NS ve norofibromatozis tipl arasinda iliski oldugunu
gostermistir. Daha sonra Baralle ve ark. tarafindan 6 tane NFNS ‘lu olguda PTPNII
geninde mutasyon analizi yapilmis fakat hi¢ mutasyon gosterilmemistir (Baralle ve ark.,
2003). Bu hastalarin bir kisminda NFI geninin KRAS ile iliskili bolgelerinde mutasyon

tanimlanmaigtir.

1.1.6. Noonan Sendromu ve Losemi

Juvenil miyelomonositik 16semi (JMML) ve Akut lenfoblastik 16semi (ALL) NS’ unda

yaygin gorillen iki 16semi tiirii olmasina ragmen olgularin kiiciik bir kismi bu
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hastaliklardan etkilenmektedirler (Tartaglia ve ark., 2005). 2003’de Tartaglia ve ark. bes
tane JMML ve NS’lu cocukta PTPNII geninde iki farkli mutasyon bulmuslardir. Bu
hastalardan dort tanesinde aym1 mutasyon vardir, bu mutasyon p.Thr73lle degisimidir
(Tartaglia ve ark., 2003). Bunun iizerine NS olmayan JMML’li hastalarda somatik
mutasyonlar taranmis ve yaklasik %35’inde PTPNI11 geninde mutasyonlar gosterilmistir.
p-Asp61Tyr ve p.Glu76Lys degisimleri, NS’lu ¢ocuklarda en yaygin mutasyon olan
p-Asn308Asp degisiminden daha fazla fosfataz aktivitesi gosterdiginden 16semi gelisimi
icin Oonemli mutasyonlar olarak tanmimlanmislardir. Diger myeloid l6semilerde de
olgularin yaklasik %11’inde PTPNIIgeninde mutasyon gosterilmistir (Loh ve ark.,
2004).

Tartaglia ve ark. yaptig1 bir caligmada ise 317 Akut Lenfoid Losemi (ALL) hastasinin
23’tinde PTPNI11 geninde mutasyonlar tantmlanmistir. Toplam mutasyonlarin %35°1, 76.
kodonda bulunur bu nedenle bu bdlgenin sicak nokta oldugu diisiiniilmiistiir. p.Pro4911le
degisimi N-SH2/PTP etkilesim yiizeyinden uzakta bulunur fakat C-SH2 bolgesinin PTP
bolgesine baglanmasinda gorevli oldugundan 6nemli bir mutasyondur (Tartaglia ve ark.,

2004).
Sonu¢ olarak somatik P7PNI/I mutasyonlann JMML’lerin %35’inde, c¢ocukluk
miyelodisplastik sendromlarin %10’unda, akut lenfoblastik l6semilerin ~%7’sinde ve

Akut Miyeloid Losemilerin ~%4’tinde saptanmistir (Bentires-Alj ve ark., 2004). Bu
olgularin biiyiik cogunlugu pediatrik yas grubundadir (Tartaglia ve ark., 2005).

1.2. MOLEKULER TEKNiKLER
1.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
PCR, hedef DNA dizilerinin in-vitro kosullarda ¢ogaltilmasidir. ilk olarak 1985 yilinda

Kary Mullis tarafindan gelistirilmis olan bu yontem bir dizi DNA polimeraz reaksiyonu

icerdiginden, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) olarak adlandirilmaktadir (Akar,1999).

11



PCR yontemi, hizli ve az miktarda DNA 06rnegi ile calismaya olanak sagladigi icin
molekiiler biyolojide, adli tipta, evrim c¢alismalarinda ve pek cok alanda en ©nemli
tekniklerden biri haline gelmistir. Yontemin temeli, ¢ogaltilmasi hedeflenen DNA
bolgesinin iki ucunu 6zgiil olarak taniyip baglanabilen sentetik oligoniikleotit primerler

kullanilarak istenilen bolgenin ¢ogaltilmas1 esasina dayanmaktadir (Akar, 1999).

PCR degisik sicakliklarda calisan lic basamagin bir dongii halinde tekrarlanmasi ile
gerceklesir. Ik basamakta cogaltilmast hedeflenen DNA bolgesi yiiksek 1s1 ile ¢ift iplikli
halden tek iplikli hale getirilir (denatiirasyon). Bunlar yeni sentezlenecek DNA i¢in kalip
islevi goriir. Ikinci adimda sicaklik diisiiriilerek primerlerin gogaltilacak bolgenin iki
ucunda yer alan kendi dizilerine 6zgiil dizilere baglanmasi saglanir (annealing). Bu yapay
oligoniikleotit primerler, yeni sentezlenecek DNA i¢in baslangi¢ noktasi olarak gorev
yaparlar. Ugiincii adimda sicaklik DNA polimerazin optimum calistif1 sicakliga getirilir.
Polimeraz enzimi primerin 3’ hihroksil ucuna kalip DNA’ya uygun niikleotitleri
ekleyerek cogaltilmasi hedeflenen DNA bolgesinin iki zincirli kopyasini olusturur
(polimerizasyon). Bu ii¢ adim (¢ift iplikli DNA’nin tek iplikli hale getirilmesi, sentetik
oligoniikleotit primerlerin baglanmasi, polimeraz enzimi ile zincirin uzamasi) bir PCR
dongiisiinii olusturur ve her adim farkl sicakliklarda gerceklesir (sirasiyla 94°C - 98°C,
37°C - 65°C, 72°C); n dongii sonucu 2n sayida iiriin elde edilir. Her dongii, yeniden tek
zincirli DNA olusturmak {izere 1sitilarak baslar ve onceki dongii sonrasi olusmus DNA

molekiilleri kalip olarak iglev goriir.

PCR reaksiyonu i¢in; kalip olarak kullanilacak DNA molekiilii, cogaltilmas1 hedeflenen
bolgeyi sagdan ve soldan ¢evreleyen, bu bolgedeki DNA dizisini taniy1p baglanabilen bir
cift sentetik oligoniikleotit primer, 1siya dayanikh DNA polimeraz enzimi,
deoksiniikleotit trifosfatlar (ANTP), DNA polimerazin caligabilmesi icin uygun pH ve
iyon kosullarin1 saglayan tampon karisimi gereklidir. Kullanilan oligoniikleotit
primerlerin se¢imi sirasinda primer dizisinin cogaltilmas1 hedeflenen DNA bolgesi iginde
sadece bir kez bulunmasma dikkat edilmelidir. Ayrica, kullanilan primer ciftinin ug
bolgelerinde ve dizisi igerisinde birbirine uygunluk gosteren bolgeler bulunmamalidir;

aksi takdirde primerin u¢ bolgeleri birbiri iizerine kivrilarak PCR’in olumsuz olarak
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etkilenmesine neden olur. Primerlerin niikleotit icerikleri de rastgele olmalidir,

tekrarlayan diziler icermemelidir.

PCR reaksiyonu igin Thermus aquaticus’dan izole edilen Taq polimeraz enzimi
kullanilir. Enzim, yiiksek 1silarda iyi ¢aligmasi ve hizli DNA sentezi yapmasi nedeni ile
tercih edilmektedir. Polimeraz enziminin fazla olmasi PCR iiriiniintin arttirmadig gibi

fazla miktarda atik olugsmasina neden olur (Akar, 1999).

Kullanilan her bir deoksiniikleotit trifosfatin (ANTP) konsantrasyonunun uygun olmasit
dogru iirlin elde edilmesi acisindan onemlidir. PCR reaksiyonunda kullanilan her bir
dNTP aymi konsantrasyonda olmalidir. dNTP’ nin az miktarda kullanimi olusan PCR
iirinliniin miktarinin azalmasina; fazla miktarda kullanimi yanlis primer eslesmesi

sonucu hedef DNA disindaki bolgelerde cogalmanin olasina neden olur.

Kullanilan PCR tamponu farh iceriklerde olabilir. Tampon igerisinde 10mM Tris, SOmM
KCl, 1,5mM MgCl ve TritonX-100, Tween20 gibi iyonik deterjanlar bulunur. Mgz DNA
polimerazin ¢aligmasini saglayan en onemli faktor olup pozitif yiikii sayesinde, negatif
yiikkli DNA molekiilii arasina girerek primerlerin DNA molekiiliine baglanmasini
kolaylastirir. Fazla Mg? miktar1 enzimin Ozgiinliglinii azaltirken, az miktarda olasi

enzimin aktivitesini diisiiriir (Akar, 1999).

1.2.2. Tek Iiplikcikli Uygunluk Polimorfizmi (Single Strand Conformation
Polymorphism)

Mutasyon taramasi icin bircok molekiiler teknik gelistirilmistir. Bu yontemlerden biri de
tek iplikcikli uygunluk polimorfizmi (SSCP) dir. Bu yontem ile niikleotit dizisinde
mutasyon ya da polimorfizm sonucu olusmus tek baz degisikliklerini belirlemek

miimkiindiir (Akar, 1999).

Tek zincirli DNA parcgacig1 bazi kosullarda niikleotit dizisine bagh olarak belirli bir sekil
alir. Bir baz degisimi DNA parcaciginin konformasyonunun ve dolayisi ile elektroforetik

hareket yeteneginin degismesine neden olur (Oner, 2002).
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SSCP ile mutasyon taramasi yonteminde mutasyon taranacak DNA bolgesi once PCR ile
cogaltilir. Cogaltilan DNA molekiilleri yiiksek 1s1 ile ¢ift iplikli halden tek iplikli hale
getirilip, elektroforez jeline yiiklenir. Poliakrilamid jel elektroforezinde go¢ hizlarina
bakilarak sonuclar degerlendirilir. Tek iplikli DNA’nin farli bantlar gostermesi;

mutasyonu isaret etmektedir.

SSCP teknigi aym anda bircok Ornekte diisiik maliyette mutasyon taramasini
sagladigindan molekiiler genetik calismalarina hiz kazandirmaktadir. Yontemden en iyi
sekilde sonug¢ alabilmek i¢in, kullanllan PCR {irliniiniin 200 b¢ civarinda olmast
gerekmektedir (Akar, 1999). Teorik olarak SSCP ile 200 bg lik bir dizide mutasyon
belirleme oran1 %90; 400 bg lik bir dizide mutasyon belirleme oran1 %80 dir. incelenen
dizinin uzunlugu arttikca SSCP’ nin mutasyon belirleme yetenegi azalir. Ancak SSCP
tekniginin mutasyon belirleme yetenegi mutasyonun tek zincirli DNA’ nin olusturdugu
konformasyonu ve elektroforetik hareketini nasil etkiledigine baglhh oldugundan
incelenecek dizinin ve mutasyonun oOzelliklerine bagh olarak duyarhilikta ¢ok biiyiik

degisiklikler gozlemlenmistir (Oner, 2002).

1.2.3. DNA Dizi Analizi

DNA baz dizilerini saptanmasi i¢in yontemler, 1970’li yillarinin sonuna dogru

gelistirilmistir (Akar, 1999).

Sanger’in enzimatik yontemi, dizi analizi yapilacak DNA parcasinin 5°-3° yodndeki
ipliginin sentezini belirli bazlarda durdurma esasina dayanir (Liileci ve ark., 2000). Dizi
analizi yapilacak DNA parg¢asinin sentezi i¢in dort reaksiyon karigimi hazirlanir. Her bir
reaksiyon karisimi; DNA polimeraz, DNA pargalarinin goriintiilenebilmesi igin biri
radyoaktif ya da florokrom boyalarla isaretli deoksiniikleotit trifosfatlar1 (dATP, dGTP,
dCTP, dTTP) ve dort dideoksiniikleotit trifosfattan (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP)

sadece birini igerir. Dideoksiniikleotit trifosfatlar 3> OH™ grubu yerine H™ atomu igerir.

Bu nedenle DNA sentezi dideoksiniikleotit’ in eklenmesi ile durdurulur ve farkli
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uzunluklarda DNA parcaciklarnt elde edilir. Olusan parcalar, elektroforez jelinde

biiyiikliiklerine gore ayrilir ve otoradyografi ile goriintiilenir.

1.2.4. DNA’nin Enzimatik Kesimi

DNA’nin enzimatik kesimi Restriksiyon Endoniikleaz enzimleri kullanilarak yapilir.

Restriksiyon Endoniikleazlar

PCR iiriinlerinin incelenmesinde degisik molekiiler teknikler kullanilmaktadir. Bunlardan
birisi, PCR f{iriinlerinin Restriksiton Endoniikeaz (RE) enzimleri ile muamele edilerek
incelenmesidir (Sanbrook J ve ark.,, 1989). RE’ ler cift zincirli sarmal DNA
molekiillerinde ©6zel niikleotit dizilerini tamiyan ve DNA’ nin her iki zincirini kesen
enzimlerdir. Bu enzimler DNA’ da 6zgiin kisa dizileri tanir ve kesme isleminin tanima
yerinde veya tanima yerinin disinda bagka bir 6zel dizide gergeklestirirler. Kesim

sonucunda kiit veya yapiskan u¢lu DNA parcalari olusur (Temizkan, 1999).

RE’ ler bakterilerden izole edilirler. Bakteriyi istila eden viral DNA’ y1 parcgalayarak,
viriis enfeksiyonunu 6nledigi igin bu ismi almiglardir (Oner, 2002). Yabanci DNA
girisine kars1 ilgili DNA kesimlerinde metilasyon yapmak suretiyle bir savunma

mekanizmasi olarak islev yaparlar.

Bakterilerin biiyiik bir bolimii bir veya birka¢ tiirde RE sentezlerler. Esas gorevleri
disaridan bakteriye giren bazi 6zel gen veya belirleyicileri tasiyan genetik materyalleri
ayrigtirarak mutasyonlara mani olmak ve tiirlerin genetik yonden stabilitesini korumaktir.
Bu gercekte bir cesit savunmadir. Bakteriye 6zgili bu enzimler, ¢ift sarmalli DNA
iizerinde Ozgiin bir bolgeyi tanirlar ve c¢ift sarmalli DNA’nin her iki zincirindeki
fordiester bagin1 keserek DNA’y1 iki parcaya ayirirlar. Bu enzimlerin bir¢cogunun tanidig
bolge palindromiktir. Yeni olusan parcalar birbirine iki yonlii olarak simetriktir (Akar,

1999).
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Aym DNA dizisini tamyip kesebilen farkli RE’ler de vardir ve bunlar izosizomer

adlandirilir (Temizkan, 1999).

Restriksiyon Enzim Kesimleri

DNA’daki gen degisimleri, bir restriksiyon enzimi kesme bolgesini yok olmasina ya da
yeniden olugmasina neden oluyorsa kolaylikla saptanabilirler. DNA, bu enzimlerle
kesildiginde farkli uzunlukta parcalar olusur ve analizlerde degisik pozisyonlarda
goriiliirler. RE kesimlemesi ile olusturulan bu parca uzunluklarindaki farkliliklar,
restriksiyon  fragmani  uzunluk  polimorfizmleri  (Restriction Fragment-Length

Polymorphims; RFLP) olarak adlandirilir (Akar, 1999).

1.2.5. Denatiire edici Yiiksek-Basinch Sivi Kromatografisi (Denaturing High-
Performance Liquid Chromatography; DHPLC)

DHPLC yontemi komplementer ipliklerin DNA ¢ift zincirini olusturmak i¢in spesifik
baglanmasina dayanir. Eger gende bir mutasyon olusursa, bir DNA heterodupleksi (tam
komplementer olmayan ipliklerin eslesmesi) olusur ve baglanma daha gevsek olur. DNA
cift zincirini denatiire etmek (eritmek) i¢in yiiksek sicakliklar kullanilabilir. Eger bir
mutasyon olusursa, heterodupleksin erime 1s1s1, homodupleksinkinden daha diisiik
olacaktir. Kismen erimis DNA, mutasyon icermeyen erimemis DNA homodupleksinden

(tam komplementer ipliklerin eglesmesi) kolayca ayirt edilebilir.

Bu sistemde analiz sirasinda DNA fragmentinin miktarin1 6lgen bir ultraviyole (UV)
dedektorii vardir. Ayrnistirilan fragmentler pik seklinde izler veya bilinen jel-benzeri
bantlar veya her ikisi halinde gozlenir. Bu sistem mutasyonun kendisini kimyasal veya

fiziksel konformasyonel degisikliklerle goriiniir yapmasina yol agar.
Bir baz degisimi icin heterozigot bireylerde yabanil tip DNA’nin, mutant DNA’ya oram

1:1°dir. Boyle bir bireyden PCR iiriinii 95°C” ye 1sitilip, yavasca sogutuldugunda, DNA

iplikleri ayrilir ve rastgele ti¢ tiirde karisim olusturacak sekilde tekrar birlesirler. Boylece

16



bir mutant homodupleks, bir heterodupleks ve bir yabanil tip homodupleks meydana
gelir. Aym1 sonu¢ bir homozigot mutant DNA’sinin ilk Once yabaml tip DNA ile
karistirilmas1 ve daha sonra denatiire edilip, hibridizasyonun olugsmasina izin verilerek de

elde edilebilir.

Mutant ve yabamil tip DNA iplikleri bir heterodupleks olusturmak icin tekrar
birlestiklerinde, molekiil fiziksel olarak degisir. Baz c¢ifti eslesmeme bolgelerinde bir
balon olusacak ve kisa bir tek zincirli DNA bolgesinin olusumuna yol acacaktir. Bu
yapisal degisiklik heterodupleksin homodupleks tiirlerden ayirt edilip, tespit edilmesinde

kullanilabilir ve sonug olarak DNA’daki degisimler tanimlanabilir.

Bu sistemde heterodupleks ve homodupleks tiirlerin ayristirilmasi, bir iyon-¢iftlestirici
ayiracla dinamik  bir anyon degistiriciye donuistiiriilmiis alkillenmis
(polisistren/divinilbenzen) partikiillerinden olusan sabit faz kullanilarak elde edilir.
Trietilamonyum iyonlar1 sabit fazi kismen kaplar, bu DNA molekiillerinin fragment
boyutlarma gore ayristirillmasina izin verir. Pozitif yiikli cift zincirli molekiillerin
(homodupleksler) kolon matriksiyle, heterodupleks tiirlerden daha gii¢lii etkilesimi vardir
ve bu nedenle matriksde daha uzun siire alikonulurlar, bu da iki tiiriin ayrismasina yol

acar.

Mutasyonlar, yaban tip ve mutant DNA’nin hibridizasyonu ile olusan heterodupleks ve

homodupleks karigimina bagl piklerin karakteristik bir profili olarak goriintiilenir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Calisma Grubunun Olusturulmasi

Bu calisma Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklar1 Ana Bilim
Dali, Klinik Molekiiler Patoloji ve Genetik Bilim Dali ve Biyoteknoloji Enstitiisii Merkez
Laboratuarlarinda yapilmistir. Calisma grubunu olusturmak icin fenotipik olarak NS
tamis1 almus hastalarin kan oOrnekleri Ankara Universitesi Pediatrik Kardiyoloji ve
Pediatrik Genetik boliimlerinden temin edilmistir. Fenotipik bulgulariyla NS tanis1 alan
ve birbiriyle akraba olmayan 20 olgu caligma grubuna alinmistir. Calismaya katilan tiim
hastalara ¢aligmanin olas1 sonuglari hakkinda bilgi verilmis ve ¢alismaya goniillii olarak

katildiklarina dair yazili onam formu alinmistir.

2.2. Kullanmilan Yontemler

2.2.1. DNA izolasyonu

Arastirmaya katilan bireylerden lcc 0,5 M Etilendiamintetraasetikasitli (EDTA) (Sigma,
ABD) tiip igerisinde 9 cc kan 0rnegi alinmistir. Alinan kan 6rnegi falkon tiipii i¢erisinde
25 cc RBC (Red Blood Cell) lizis soliisyonu [155 mM Amonyum Klorid (AppliChem,
Almanya); 10mM Sodyum Bikarbonat (Merck, Almanya); 0,5 mM EDTA (AppliChem,
Almanya)] ile kanistirilarak 20 dk buzda bekletilmistir. Daha sonra +4°C* de 4000 rpm’
de 20 dk santrifiij (Hettich, Almanya) edildikten sonra siipernatant dokiiliip, pellet
izerine tekrar 25 cc RBC lizis soliisyonu eklenmistir. Bu islem tiim eritrositler giderilene
kadar tekrarlanmistir. Dipte kalan lokositler {izerine 1000 pl RBC lizis soliisyonu
eklenmis, bu karisimin 800 pl’ si ependorf tiipiine alinarak stok olarak saklanmustir.
Geriye kalan 200 pl’ lik karisim ependorf tiipiine alinarak iizerine 20 pg/ml olacak
sekilde Proteinaz K enzimi (MBI Fermentas, Litvanya), son konsantrasyon %0,5 olacak
sekilde %10’ luk Sodyum Dodesil Siilfat (Merck, Almanya) ve 16kosit hacminin 2,5 kat1
olacak sekilde niikleaz soliisyonu [ 10Mm Trisklorid (Amresco, ABD) pH: §; 100mM
Sodyum Klorid (Merck, Almanya), ImM EDTA (AppliChem, Almanya) pH:8] eklenerek

bir gece 56°C’ de sicak su banyosunda (Kotterman, Almanya) bekletilmistir. Ikinci giin
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1:1 oraninda Fenol/Kloroform [Fenol (Mecrk, Almanya), Kloroform (Mecrk, Almanya),
[zoamilalkol (Mecrk, Almanya)] eklenerek 10 dk ¢alkalanmistir. Buz igerisinde 20 dk
bekletildikten sonra +4°C* de 4000 rpm’ de 20 dk santrifiij edilmistir. Iki faza ayrilan
karigimin iist kismi bagka bir ependorf tiipiine alinarak iizerine toplam hacmin 1/10” u
kadar 3 M Sodyum Asetat (Sigma, ABD) ve toplam hacmin 2 kat1 kadar %95’ lik alkol
(Tekel, Tiirkiye) eklenmistir. Ependorf tiipii alt-iist edilerek DNA goriiniir hale
getirildikten sonra —20°C’ de bir gece bekletilmistir. Ugiincii giin +4°C* de 4000 rpm’ de
20 dk santrifiij edilerek DNA ¢oktiiriilmiistiir. Siipernatant kism1 dokiilerek tiipe 500 pl
%70 lik alkol eklenmis ve +4°C* de 4000 rpm’ de 20 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonunda alkol dokiilmiis ve tiip kurumaya birakilmistir. Kurutulduktan sonra tiip icerisine
Tris-EDTA (10 mM TrisHCI, 1 mM EDTA) soliisyonu eklenip 37°C* de bir gece
bekletilerek DNA’ nin ¢oziilmesi saglanmustir. izole edilen DNA +4°C* de saklanir.

2.2.2. PTPN11 Mutasyon Taramasi

Bu caligmada mutasyon tarama yontemi olarak PCR-SSCP, PCR-RFLP, PCR-DHPLC ve
PCR-DNA dizi analizi teknikleri kullamilmistir. Tiim 6rneklerde PTPNI1 geninin sekiz
eksonu (daha 6nce NS’da mutasyon oldugu gosterilen eksonlar) PCR-SSCP, PCR-DNA
dizi analizi ve PCR-DHPLC ile taranmistir. En sik rastlanan p.Asn308Asp mutasyonu
PCR-RFLP ile dogrulanmistir.

2.2.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Bu calismada PTPN11 geninin 2-4, 7-9 ve 12-13. eksonlar1 PCR teknigi ile ¢ogaltilmistir.
Bugiine degin bu eksonlar disinda ¢ok az bolgede NS ile iliskili mutasyonlar
tanimlanmistir. Yapilan PCR’da son konsantrasyonu 0,6 pikomol/ul olacak sekilde
primer ¢iftleri kullanilmistir. Diger PCR bilesenleri; 10 mM Tris-HCI ( 25°C pH: 8,8), 50
mM KClI, son konsantrasyonu 0,2 mM olacak sekilde deoksiniikleotittrifosfatlar [dATP,

dGTP, dCTP, dTTP (Fermentas, Litvanya)] ve 15 mM MgCl* diir. Toplam hacim 25 ul’
ye ddH20 ile tamamlanarak PCR reaksiyonu gerceklestirilmistir.
Ikinci ekson 405 bg. olup,

F: 5" ACTGAATCCCAGGTCTCTACCAAG 3’
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R: 5" CAGCAAGCTATCCAAGCATGGT 3’
Uciincii ekson 353 bg. olup,

F: 5" AATCCGACGTGGAAGATGAG 3’

R: 5" AGACCGTCATGCAATTCTGA 3’
Dordiincii ekson 300 bg. olup,

F: 5" CAACATGAACCCATGTAGAGCTAAA 3’

R: 5" AAAATCACCCAAAGGTAACATC 3’
Yedinci ekson 234 bg. olup,

F: 5" AATGCTGATCCAGGCTTTTT 3’

R: 5" GAGAGGTGCTAGGAATCAAAATC 3’
Sekizinci ekson 199 be. olup,

F: 5" TTTTTCCTGAAGCAGTCCAG 3’

R: 5" GGATTTAAAATACAAAAATAGGCT 3’
Dokuzuncu ekson 357 bg. olup,

F: 5" GTAAGCTTTGCTTTTCACAGTG 3’

R: 5" CTAAACATGGCCAATCTGACAT 3’
Onikinci ekson 250 be. olup,

F: 5" GCTCCAAAGAGTAGACATTGTT 3’

R: 5 GACTGTTTTCGTGAGCACTTTC 3’
Oniigiincii ekson 281 bg. olup,

F: 5" AACAACTTCATCCTGGCTCTG 3’

R: 5" TCAAAAGGAGAGCGTATCCAA 3’
primer ciftleri kullanlarak cogaltilmistir. PCR’ da sicaklik kosullari; 95°C° de 5 dk
denatiirasyon, 35 dongii olarak 95°C’ de 1 dk denatiirasyon, 3, 4, 7 ve 13. ekzonlar i¢in
55°C’ de, 9 ve 12. eksonlar i¢in 57°C’ de, 2. ekson i¢in 58°C’ de, 8. ekson i¢in 60°C’ de
birlesme, 72°C* de 1 dk uzama ve 72°C’ de 7 dk son uzama olarak gerceklestirilmistir
(Biometra, ABD).

2.2.2.2. PCR icin Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz (Sigma, ABD) jel, degerlendirilecek PCR &rneginin baz ¢ifti uzunluguna goére

belirli konsantrasyonlarda hazirlanir. Bu ¢alismada PCR iiriinleri %2’ lik agaroz jelde
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degerlendirilmistir. Jel icin 1 gr agaroz tartilip, TBE 1X soliisyonu ile 50 ml total hacme
tamamlanmigtir. TBE 1X soliisyonu, stok olarak hazirlanan TBE 5X soliisyonundan
distile su ile 1:5 oraninda seyreltilerek hazirlanmistir. TBE 5X soliisyonu; 54 gr Tris
(Amresco, ABD), 27,5 gr Borik Asit (AppliChem, Almanya), 20 ml 0,5 M pH: 8 EDTA
(AppliChem, Almanya) distile su ile 1000 ml hacme tamamlanarak yapilmistir. Agaroz
istenilen konsantrasyonda hazirlandiktan sonra mikrodalga firinda (Vestel, Tiirkiye)
kaynatilmustir. Uzerine 4 ul Etidyum Bromid (AppliChem, Almanya) ilave edilmistir.
Iyice karistirldiktan sonra jel tabagia (Biogen, ABD) dokiilmiistiir. Agarozun donmasi
icin 25-30 dk beklenmistir. PCR diiriinlerinden 5 pl alinip Brom-fenol mavisi (Merck;
Almanya) ile muamele edilerek jele yiiklenmistir. PCR {iriinlerinin degerlendirilebilmesi
ve reaksiyon sonucu istenilen uzunluktaki dogru bolgenin ¢ogaltildiginin goriilebilmesi
i¢in 18-20 pl kadar belirleyici (®X174 DNA/BsuRI(Hae III)) (Fermentas, Litvanya) PCR
diriinleri ile birlikte jele yiiklenmistir. 90-100 volt akimda 30-50 dk yiiriitilmiistiir
(Biogen, ABD). Ultraviole 1sikta (Owl, ABD) incelenmis ve goriintii analiz cihazinda

(Alpha Imager, ABD) fotograflanmistir.

2.2.2.3. SSCP icin Poliakrilamid Jel Hazirlanisi

Bu calismada poliakrilamid jel %40’ lik, 49:1 oraninda hazirlanan akrilamid-bisakrilamid
kullanilarak hazirlanmigtir. Bunun i¢in 380 gr Akrilamid (Merck, Almanya) ve 20 gr
N,N'-metilen-bis-akrilamid (Sigma, Almanya) bir miktar distile su ile 37°C’ de 1sitilarak
kimyasallarin ¢oziinmesi saglanmis ve hacim distile su ile 1000 ml’ ye tamamlanmistir

(Sambrook ve ark., 1989).

Jel yapimu i¢in kullanilan TBE 5X soliisyonu; 54 gr Tris (Amresco, ABD), 27,5 gr Borik
Asit (AppliChem, Almanya), 20 ml 0,5 M pH: 8 EDTA (AppliChem, Almanya) distile su

ile 1000 ml hacme tamamlanarak yapilmistir.
Jelin polimerlesmesi i¢in kullanilan Amonyum Persiilfat %10’ luk olarak 1 gr Amonyum

Persiilfat (AppliChem; Almanya) distile su ile 10 ml’ lik hacme tamamlanarak

hazirlanmastir.
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SSCP jelinin dokiilecegi camlar distile su ile yikanip alkol ile silindikten sonra camlar
arasia 1 mm kaliliginda “spacer”ler yerlestirilmistir.

®* %40’ ik akrilamid-bisakrilamid stogundan 12,34 ml,

e TBE 5X soliisyonundan 14 ml,

e (distile sudan 43,66 ml
alinarak karigtirllmistir. Karisim siiziildiikten sonra vakum ile havasi alinmig ve 0,6 ml
%10’ luk Amonyum Persiilfat ve 40 ul TEMED (N,N,N’,N'-tetrametilenetilendiamid)
(Sigma, Almanya) eklenerek hazirlanan camlar arasina dokiilmiistiir. Jel dokiildiikten
sonra 0,1 mm’ lik tarak camlar arasina takilarak oOrneklerin yiiklenecegi kuyularin

olusmast saglanmistir.

Jel polimerlestikten sonra taraklar cikarilmig ve camlar vertikal jel sisteminde (BioRad,
ABD) yerlestirilmistir. PCR {iriinlerine yiikleme boyasi (Formamid, EDTA, Xyelene
Cyanol, Brom-fenol mavisi, H?O:; son konsantrasyonlar sirastyla %95, 20 mM, %0,05,
9%0,005) eklenerek 95°C’ de 6-7 dk denatiire edilmis ve jele yiiklenmistir. Sisteme
tampon olarak TBE 1X soliisyonu ilave edilmistir. Ornekler 130 volt akim altinda, +4°C’
de baz cifti uzunluklarina gore 12-16 saat yiiriitiilmiistiir. Elektroforez sonrasi jel giimiis

boyama ile boyanarak bantlar goriiniir hale getirilmistir.

2.2.2.4. Giimiis Boyama

Glimiis boyama icin %1’ lik giimiis nitrat, %15’ lik Sodyum Hidroksit (NaOH), %7,5’ lik
Sodyum Bikarbonat soliisyonlar1 kullanilmistir. %1° lik giimiis nitrat soliisyonu 5 gr

glimiis nitrat (AgN O;) (AppliChem, Almanya) distile su ile 500 ml’ ye tamamlanarak,

%15’ lik sodyum hidroksit (NaOH) soliisyonu 150 gr sodyum hidroksitle distile su 1000
ml’ ye tamamlanarak, %7,5’ lik sodyum bikarbonat (Na,CO,) distile su ile 1000 ml’ ye
tamamlanarak hazirlanmistir. Elektroforez sonrasi jel stok soliisyonundan distile su ile
9:1 oraninda seyreltilerek hazirlanan %0,1° lik giimiis nitrat soliisyonu ile 15 dk muamele
edilmistir. Daha sonra formaldehit ilave edilmis %1,5’ lik sodyum hidroksit soliisyonu ile
boyanmustir. Jel %0,75° lik sodyum bikarbonat soliisyonu ile muamele edilerek boyama

islemi sonlandirilmustir.
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Glimiis boyama sonras1 bant farklilig1 gdsteren 6rneklere DNA dizi analizi yapilmistir.

2.2.2.5. DHPLC

Bu calismada mutasyon analizinin yapilabilmesi icin DHPLC cihazi kullamilmistir
(WAVE MD System, Transgenomic, ABD). PCR {iriinlerinin agaroz jel elektroforezinde
yapilan kontroliinde, dogru gen bolgesinin amplifikasyonu goriildiigiinde DHPLC ile

mutasyon analizine gidilmistir.

PCR iiriinleri DHPLC cihazina yiiklenmeden 6nce yiiklenecek olan iiriiniin baz dizilerine
gore erime sicakligi “Navigator” yazilimi ile hesaplanmistir. Bu hesaplamada PCR
iriiniiniin tiim bolgelerinin %75-%100 oraninda erimesi saglanmaya calisilmistir. Ancak
PCR fiiriinlerinin tek sicaklikta tiim bolgeleri erimediginden bazi eksonlar icin iki ya da ii¢
farkli sicaklik hesaplanmistir (Sekil 4). PCR iiriinleri 95°C’de S5dk. denatiirasyon ve
93°C’de 1dk. ve sonraki dongiilerde 2°C diisiilerek 1’er dk.’da toplam 28 dongiide
renatiirasyon gerceklestirilmistir. Her ekson icin belirlenen erime sicakliklarinda DHPLC
cihazina yiiklenmistir. Ornekler Sul olacak sekilde, %49,3 A soliisyonundan (0,1M
TEAA), %50,7 B soliisyonundan (0,1M TEAA ve %25 ACN) ve 0,9 pl/dak akis hizinda
yiriitiilmiistiir. Elde edilen sonuglar “Navigator” yazilimi kullanilarak analiz edilmistir.

Analiz sonrasi profil farkliligi gosteren 6rneklere DNA dizi analizi yapilmistir.
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Sekil 4. PTPNII geninin 2-4, 7-9, 12-13. eksonlarinin DHPLC cihazinda “Navigator” yaziliminda
hesaplanan erime sicakliklarimin grafikleri. A. 2.ekson i¢in 56.4°C (Kirmiz1 ), 57.3°C (Siyah ), 58.7°C
(Mavi)’deki erime sicakliklari. B. 3.ekson i¢in 56,7°C (Kirmizi), 57,9°C (Siyah), 58,3°C (Mavi)’deki
erime sicakliklart. C. 4.ekson i¢in 52,3°C (Pembe), 56,5°C (Siyah), 59,2°C (Yesil)’deki erime sicakliklart.
D. 7.ekson 56,2°C (Siyah), 57,7°C (Mavi)’deki erime sicakliklari. E. 8. ekson i¢in 55,5°C (Pembe), 56,5°C
(Kirmiz1), 57,5°C (Siyah), 58,7°C (Mavi)’deki erime sicakliklari. F.9. ekson i¢in 55,0°C (Siyah), 56,0°C
(Mavi), 59,0°C (Yesil)’deki erime sicakliklart. G.12. ekson i¢in 55.4°C (Pembe), 58.2°C (Mavi), 60.5°C
(Yesil)’deki erime sicakliklari. H. 13. ekson i¢in 57.8°C (Pembe), 60.0°C (Mavi)’deki erime sicakliklari.

2.2.2.6. DNA Dizi Analizi

PCR yapildiktan sonra piirifikasyon islemi ile PCR isaretlenmesi igin iiriinler “cycle
sequencing” denen bir dongiiye sokulmustur (Dye Terminator Cycle Ssequencing Kit,
Beckman Coulter, USA). PCR bilesenleri; 12 pl premiks (her ornek ig¢in 2 pl 10X
reaksiyon tamponu, 1 pl dNTP karistmi, 2 pul ddUTP, ddGTP, ddCTP, ddATP ve 1 pl
polimeraz enzimi), 0,5-7 pl pirifiye edilmis PCR iirtini ve 2 pl primerdir. PCR
reaksiyonu sicaklik kosullar1 95°C” de 1 dk denatiirasyon, 30 dongii olarak 96°C’ de 20
sn, 50°C’ de 20 sn, 60°C’ de 4 dk olarak gerceklestirilmistir. Bu islem sonrasi
reaksiyonun sonlandirilmasi i¢in 6rneklere 2 pl NaOAc (1,5 M), 2 ul EDTA (50 mM), 1
pl glikojen (20 mg/ml) ile hazirlanan soliisyon eklenmistir. Bu islemden sonra 6rnekler
tizerine 60 pl %95’ lik soguk etanol eklenerek +4°C’ de, 14000 rpm’ de 15 dk santrifiij
edilmistir (Micromaz RF, ABD). iist kisim dokiilerek 200 pl %70’ lik soguk etanol
eklenmis +4°C’ de, 14000 rpm’ de 5 dk santrifiij edilmistir. Bu islem iki kez
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gerceklestirildikten sonra ornekler liyofilizator (Thermo, ABD) cihazinda yiiksek vakum
altinda birakilarak kurutulmustur. Bu islemden sonra érnekler formamid eklenerek DNA
dizi analizi cihazina yiiklenmistir (CEQ2000XL, Beckman Coulter, ABD). Elde edilen
sonuclar CEQ Sequencing Software programi kullanilarak dalgalar halinde goriiniir hale

getirilmistir.

2.2.2.7. PCR Uriinlerinin Restriksiyon Endoniikleaz ile Kesimi

PCR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezinde yapilan kontroliinde, dogru gen bdolgesinin

amplifikasyonu goriildiigiinde restriksiyon endoniikleaz ile kesimlemeye gidilmistir.

PTPNII geninde c.922A>G (p.Asn308Asp) mutasyon taramasi icin kullanilan enzim
EcoRV restrikssyon endoniikleaz enzimidir. PCR {irlinleri EcoRV (Promega, ABD)
enzimi ile kesilmistir. PCR {iriiniinde EcoRV enzimi icin tek bir kesim noktasi
bulunmaktadir. EcoRV enzimi mutanti tamiyan bir enzimdir. Kesim yeri
5°...GAT/ATC...3 dizileridir. Kesim gerceklesmigse 199 bg.” lik PCR {iriinii, 124 bg.’lik
ve 75 be¢’ lik iki parcaya ayrilir. %3’ liikk agaroz jelde yiiriitiillen 6rnekler UV 1s1k altinda
degerlendirilmistir (Owl Scientific, ABD).

12,5 pl hacimdeki PCR fiiriinleri, RE Tamponu ve her birey i¢in 10 iinite/pl EcoRV olacak
sekilde hazirlanan tampon-enzim karisimi ile muamele edilmistir. PCR iiriinii-enzim-
tampon karisimi, enzimin optimum caligsma sicakligi olan 37°C’ de, 16 saat inkiibasyona

brrakilmustir.

2.2.2.8. EcoRY restriksiyon endoniikleaz: icin Agaroz Jel Elektroforezi

RE kesim sonuglart %3’ liik agaroz jelde degerlendirilmistir. Jel i¢in 1,5 gr agaroz
tartilip, TBE 1X soliisyonu ile 50 ml total hacme tamamlanmistir. TBE 1X soliisyonu,
stok olarak hazirlanan TBE 5X soliisyonundan distile su ile 1:5 oraninda seyreltilerek
hazirlanmistir. TBE 5X soliisyonu; 54 gr Tris (Amresco, ABD), 27,5 gr Borik Asit
(AppliChem, Almanya), 20 ml 0,5 M pH: 8 EDTA (AppliChem, Almanya) distile su ile

1000 ml hacme tamamlanarak yapilmistir. Agaroz istenilen konsantrasyonda
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hazirlandiktan sonra mikrodalga firinda (Vestel, Tiirkiye) kaynatilmistir. Uzerine 4 pl
Etidyum Bromid (AppliChem, Almanya) ilave edilmistir. Iyice karigtirildiktan sonra jel
tabagina (Biogen, ABD) dokiilmiistiir. Agarozun donmasi i¢in 25-30 dk beklenmistir.

EcoRV enzimi ile kesim yapilmis PCR fiiriinlerine 5 pl Brom-fenol mavisi (Merck;
Almanya) ile muamele edilerek yaklagik 15-20 pl jele yiiklenmistir. Enzimle kesim
iriinlerinin degerlendirilebilmesi icin 18-20 pl kadar marker (©X174 DNA/BsuRI(Hae
IID) (Fermentas, Litvanya), kesilmemis PCR {iriinii (Uncut) ve kesimlenmis ornekler ile
birlikte jele yiiklenmistir. 90-100 volt akimda 30-50 dk vyiiriitiilmiistiir (Biogen, ABD).
Ultraviole 1s1ikta (Owl, ABD) incelenmistir. Image Analyser’da (Alpha Imager, ABD)

fotograflanir.

%3’ liik agaroz jelde yiiriitiillen ornekler UV 1s1k altinda degerlendirildiginde; her iki
allelde bu mutasyonu tagimayan (negatif) bireylerde kesilmemis PCR iiriinii seviyesinde
tek bir band (199 bg.), c.922A>G (p.Asn308Asp) mutasyonunu tek allelde tasiyan
(heterozigot) bireylerde biri kesilmemis PCR {iriinii seviyesinde digeri onun altinda iki

band (199 bg. / 124 be. / 75 be.) oldugu goriilmiistiir.
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3. BULGULAR

PTPNII geninde mutasyon taramast sonucu, ii¢c olguda 8. eksonda c.922A>G
(p-Asn308Asp) degisimi, bir olguda 3. eksonda c. 214G>T (p.Ala72Ser) degisimi, bir
olguda 3. eksonda c.188A>G (p.Tyr63Cys) degisimi ve bir olguda 3. eksonda c.172A>G
(p-Asn58Asp) degisimi heterozigot olarak saptanmistir. DHPLC ile tiim mutasyonlar
gosterilmistir. Daha sonra 8. eksondaki p.Asn308Asp degisimi PCR-RFLP (EcoRV

enzimi) ile dogrulanmistir.

Cizelge 1. PTPNII geninde bulunan mutasyonlar ve bulunan mutasyonlarda kullanilan metodlar. +
mutasyonun bulundugu metodlar, - mutasyonun gosterilemedigi metodlar.

Mutasyon Ekson numaras1 | DNA dizi analizi |SSCP | DHPLC
p-Asn58Asp 3 + - +
p-Tyr63Cys 3 + + +
p-Ala72Ser 3 + + +
p-Asn308Asp 8 + - +

p-Ala72Ser, p.Tyr63Cys ve p.Asn58Asp degisimleri proteinin N-SH2 bdlgesinde,

p-Asn308Asp degisimi ise proteinin PTP bolgesinde meydana gelmistir.

Sl

Sekil 5. PTPNI1 geninde 3.eksonda c.188A>G ve c. 214G>T degisimlerini tagiyan olgularin SSCP jel
goruntisii.
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Sekil 6. PTPNI1] geninde 3. eksonda heterozigot c¢.188A>G degisimi, PTPNII geninde 3. eksonda
heterozigot c. 214G>T degisimi ve PTPNI1 geninde 3. eksonda heterozigot c.172A>G degisiminin DNA
dizi analizi sonuglart.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Sekil 7. PTPN11 geninde 8. eksonda EcoRV enzimi ile yapilan RFLP sonuglari. M marker, 2-5,7,9-10,12-
14 ¢.922A>G degisimi olmayan olgular; 6, 8 ve 11 heterozigot ¢.922A>G degisimi saptanan olgular.

A. B. C
Va0 I'. g
== I"' . ]
It 5 [
p-Tyr63Cys degisimi p.Ala72Ser degisimi 3.Ekson normal
57.9 °C
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i = 4 o
p-Asn58Asp degisimi 3.Ekson normal
56.7°C
F G.

\

=1

p-Asn308Asp degisimi 8 Ekson normal
56.5°C

Sekil 8. PTPN11 geninde 3. eksonda ve 8. eksonda yapilan DHPLC sonuglar1. A. 3. eksonda heterozigot
p-Tyr63Cys degisimi. B. 3. eksonda heterozigot p.Ala72Ser degisimi. C. 3. ekson normal profil goriintiisii
D. 3. eksonda heterozigot p.Asn58Asp degisimi. E. 3. ekson normal profil goriintiisii. F. 8. eksonda
p-Asn308Asp degisimi. G. 8. ekson normal profil goriintiisii.
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4. TARTISMA

Bugiine kadar NS ile ilgili yapilan ¢alismalarda PTPNI1 geninde 36 tane farkli mutasyon
oldugu gosterilmistir. Bizim calismamizda ise daha once Tartaglia ve ark. tarafindan
tanimlanan 63. konumdaki tirozinin sisteine doniismesi sonucu olusan p.Tyr63Cys
(c.188A>G), 72. konumdaki alaninin serine doniismesi sonucu olusan p.Ala72Ser
(c.214G>T) ve 308. konumdaki asparajinin aspartik asite doniismesi sonucu olusan
p-Asn308Asp (c.922A>G) mutasyonlart saptanmistir (Tartaglia ve ark., 2001). Ayrica
yine daha Once Zenker ve ark. tarafindan tanimlanan 58. konumdaki asparajinin aspartik
asite doniismesi sonucu olusan p.Asn58Asp (c.172A>G) mutasyonu saptanmistir (Zenker
ve ark., 2004).

PTPNI1 geninde bugiine kadar saptanan en yaygin mutasyon p.Asn308Asp degisimidir.
Bu mutasyon SHP-2 proteinin PTP bdlgesinde yer almaktadir. PTP bolgesi proteinin
fosfataz aktivitesinden sorumlu bir bolgedir dolayisiyla burada meydana gelen bir
degisiklik proteinin yapisimi etkilemektedir. Tartaglia ve ark.’na gore p.Asn308Asp
mutasyonu N-SH2/PTP etkilesimine katkida bulunmaz ancak katalize katilarak rol
oynamaktadir (Tartaglia ve ark., 2006). Asn308 N-SH2 ve PTP bolgelerinin etkilesim
yiizeyinde bulunmaktadir (Musante ve ark., 2003).

Bu sendromda ikinci en yaygin gorillen mutasyon ise p.Tyr63Cys degisimidir.
p-Asn58Asp, p.Tyr63Cys ve p.Ala72Ser mutasyonlarimin iicii de N-SH2 ve PTP
bolgelerinin etkilesim yiizeyinde bulunmaktadirlar bu nedenle etkilesim yiizeyinin acilip
kapanmasindan sorumlu mutasyonlardir. Bu bolgelerde proteinin aktif ve inaktif
konformasyonlar arasindaki dengeyi etkiledigi diisiiniilmektedir (Musante ve ark., 2003,

Tartaglia ve ark., 2006).

p-Ala72Ser degisimi 2003 yilinda iki farkli grup tarafindan diger mutasyonlardan farkli
olarak JMML si olan hastalarda da gosterilmistir (Tartaglia ve ark., 2003, Loh ve ark.,
2003). 61,71,72 ve 76. kodonlardaki mutasyonlar SHP-2 proteinin aktivasyonunda on kat
daha fazla aktivite gosterirler, bunlar I6semili (JMML, AML, ALL) hastalarda sik
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goriilen mutasyonlardir. NS’lu olgularda en yaygin mutasyonlar olan p.Asn308Asp ve

p-Tyr63Cys’nin aktivasyonu 2-3 kat fazladir (Niihori ve ark., 2005).

Bu caligmada klinik olarak NS tanis1 alan hastalara molekiiler olarak kolay tam
metodlarinin gelistirilmesi amag¢lanmistir. Kullandigimiz tam1 yontemlerinden PCR-DNA
dizi analizi %100’e yakin bir duyarlilik gosterdigi i¢in altin standart olarak kabul
edilmistir. Bu ¢alismada bu yontemle dort farkli mutasyon bulunmustur. PCR-SSCP’ nin
bu calismadaki duyarhilign 2/4 (%50)’tir. DHPLC ile ise dort mutasyon da
tanimlanabildigi icin duyarliligi dizi analizine esit bulunmustur. SSCP’de incelenecek
mutasyonun yapist, PCR iirlinliniin boyu, baz yapisi, ortam 1sist ve jelin yapisi gibi
ozellikler SSCP’nin duyarliligmin dizi analizine ulasmasim engellemektedir. Bu
calismada bazi eksonlarda PCR fiiriinii boylarin1 SSCP icin ideal olmamasi mutasyon
bulma sansini azaltmis olabilir. Ancak en sik goriilen p.Asn308 Asp mutasyonunun SSCP
icin ideal sartlarda bile tanimlanamamasi ve 3. eksonda iki mutasyon tanimlanirken bir
bagkasinin tanimlanamamasi klinik tan1 amacgl testlerde SSCP’nin kullaniminin uygun

olmadigini1 gostermektedir.

Bu calismada kullanilan teknikler maliyetleri acisindan degerlendirildiginde ise SSCP’nin
en uygun yontem oldugu diisiiniilmektedir. Ciinkii SSCP metodu ile bir hastada, bir ekson
icin mutasyon analizi yapildigi zaman jel boyutuna gore degismek iizere yaklagik 15YTL,
DNA dizi analizi yapildigi zaman yaklasik 50-70YTL ve DHPLC yapildig1 zaman her
yiikleme basina yaklagik 10YTL maliyet olmaktadir.

Yaptigimiz calisma sonucunda NS’da mutasyon analizine 8. ve 3. eksonlarin DHPLC ile
taranmasiyla baslanmasi, 8. eksonda farklihk goriilirse RFLP ile p.Asn308Asp
mutasyonunu Oncelikle taranmasi, mutasyon bulunamamasi durumunda PTPN/] geninin
diger eksonlarimin DHPLC ile taranmasi en uygun metod olarak bulunmustur. Bu gende
mutasyon bulunamayan hastalarda SOS/ ve KRAS genlerinin taranmasi uygun olacaktir.
Yine mutasyon bulunamazsa daha sonra tamimlanacak genlerde mutasyon olabilecegi

diistiniilmelidir.
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EKLER

1 MTSRRWFHPNITGVEAENLLLTRGVDGSFLARPSKSNPGDFTLSVRRNGAVTHIKIQNTG
61 DYYDLYGGEKFATLAELVQYYMEHHGQOLKEKNGDVIELKYPLNCADPTSERWEHGHLSGK
121 EAEKLLTEKGKHGSFLVRESQSHPGDFVLSVRTGDDKGESNDGKSKVTHVMIRCQELKYD
181 VGGGERFDSLTDLVEHYKKNPMVETLGTVLQLKQPLNTTRINAAEIESRVRELSKLAETT
241 DKVKQGEFWEEFETLQQQOECKLLYSRKEGQRQENKNKNRYKNILPFDHTRVVLHDGDPNEP
301 VSDYINANIIMPEFETKCNNSKPKKSYIATQGCLONTVNDEWRMVFQENSRVIVMTITKEV
361 ERGKSKCVKYWPDEYALKEYGVMRVRNVKESAAHDYTLRELKLSKVGQGNTERTVWQYHF
421 RTWPDHGVPSDPGGVLDFLEEVHHKQESIMDAGPVVVHCSAGIGRTGTFIVIDILIDIIR
481 EKGVDCDIDVPKTIQMVRSQRSGMVQTEAQYRFIYMAVQHYIETLORRIEEEQKSKRKGH
541 EYTNIKYSLADQTSGDQSPLPPCTPTPPCAEMREDSARVYENVGLMQQQOKSFR

Ek1. PTPNI1 proteinin aminoasit dizisi. Mavi ve siyah renkle yazili aminoasitler farkli eksonlar1, kirmizi
renkle yazili amino asitler ise eksonlarin birlesme yerlerini gostermektedir.
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