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OZET
WILSON HASTALARINDA ATP7B GENININ 8, 12, 13, 14 ve 17 NOLU
EKZONLARINDA DNA Dizi ANALIZi ile MUTASYONLARIN TARANMASI

OZLENEN SIMSEK

Wilson hastaligi-WH, dogal gereksinimi karsilayacak bakirin fazlasinin,
karacigerde iglenerek safra yoluyla atilamamasi sonucu gesitli organlarda birikimiyle
ortaya c¢ikar. Cocukluk c¢aginda genellikle karaciger hasariyla baslayan, yas
ilerledikge artan bakir birikimine bagli olarak basta karaciger olmak Uzere, sinir
sistemi, gbz, bdbrek gibi ¢esitli yapilarda artan ciddiyette bozukluklarin gézlendigi,
erken yaslarda tedavi edilmezse 6lumcul olabilen, ailesel gegisli, otozomal resesif
kalitimh bir hastaliktir. Yapilan ¢alismalar, WH’nin diinya ¢apinda tasiyicilik sikhginin
1/90 oldugunu, vyaklasik olarak 1/30000’de gorilen bir hastalik oldugunu
gOstermektedir.

Yuratulen ¢aligmada, birbiriyle akrabalik iligkisi olmayan 26 aile’den 50 bireyin
DNA'lari elde edilerek, ATP7B geninin 8, 12, 13, 14 ve 17 nolu ekzonlari PCR ile
cogaltildi. Her bir ekzona ait PCR UrGnune ileri ve geri primerler kullanilarak DNA dizi
analizi yapildi, elde edilen veriler degerlendirilerek mutasyonlar saptandi.

Akraba olmayan alti ailede, biri yeni alti farkli mutasyon 8.ekzonda; bir ailede,
bir mutasyon ve 23 ailede bir SNP 12.ekzonda; iki ailede, iki farkli mutasyon, yedi
ailede Ug farkli SNP 13.ekzonda; bir ailede, bir literatiirde tanimli olmayan mutasyon
ve yedi ailede, bir mutasyon 14.ekzonda; bir ailede bir yeni mutasyon 17.ekzonda
saptanmistir. Sonugclar toplu degerlendirildiginde, ATP7B geninin 21 ekzondan
secilen 5’'inde mutasyonlar ve SNP’ler tanimlanmistir, sonuglar 26 akraba olmayan
ailelerin %96.15’ini kapsamaktadir.

Sonug¢ olarak, WH ile iligkili gen olan ATP7B mutasyonlari Dokuz Eylul
Universitesi Tip Fakiiltesi Uygulama ve Arastirma Hastanesinde Tibbi Biyoloji ve
Genetik Anabilim Dalinda uluslararasi standartlara uygun olarak tarandi. Elde edilen
veriler, hastalarin takibini yapan klinisyenlere ve calismaya dahil edilen ailelere
iletildi, boylece mutasyon tasiyan ama klinik semptomlari olmayan aile bireylerinin
koruyucu tedavi almalar saglandi.Tanimlanan yeni mutasyonlarla literature katkida
bulunuldu. Hastalarin klinik bulgulariyla mutasyon analizi sonuglari arasinda iligki

kurularak koruyucu tibbin gelismesine katkida bulunuldu.

Anahtar Kelimeler: Wilson Hastaligi, ATP7B geni , mutasyon, bakir, SNP



ABSTRACT
SCREENING MUTATIONS ON EXONS 8, 12, 13, 14 and 17 OF ATP7B
GENE BY DNA SEQUENCING ON PATIENTS WITH WILSON DISEASE

OZLENEN SIMSEK

Accumulation of excess copper in the body will cause Wilson Disease(WD).
Depending on the copper accumulation level the symptoms arise in various organs.
Copper processed in the liver can not secrete via biliary excretion. WD is mainly
initiated as liver damage in the childhood. In the advanced ages liver, nervous
system, eyes and kidneys have damages due to excess copper. WD can be fatal if it
is not cured at early ages.lt is a hereditary autosomal recessive disorder.The
researches demonstrate that WD carrier frequency in the world is 1 in 90 and
approximately has incidence of 1/30000.

In our research, mutations screened in 50 individuals members of 26 unrelated
families. Exons 8, 12, 13, 14 and 17 of ATP7B gene were amplified by PCR from the
genomic DNA that extracted from individuals. The PCR product belong to each
exons sequenced by using both forward and reverse primers and the obtained data
from sequencing result were evaluated and mutations screened.

Five different mutations and additionally one new mutation are observed on
exon eight of six unrelated families; one mutation and one SNP is found on exon 12
of 23 unrelated families; two different mutations and three SNPs are observed on
exon 13 of nine unrelated families; two different mutations one is new, observed on
exon 14 of eight unrelated families; one new mutation is observed on exon 17 in one
family. As a cumulative observation the mutations and SNPs on five exons out of 21
exons of ATP7B gene were defined. The results covered %96.15 of the patients
members of 26 unrelated families.

In conclusion, ATP7B mutations in WD defined according to international
standards in the laboratory of Medical Biology and Genetics, School of Medicine of
Dokuz Eylul University.The data evaluated with the clinicians to confirm the WD and
additionally the members of the families who have no symptoms but have the
mutations, have a chance to get the preventive therapy. Defined new mutations
contribute to the literature.The relationship between patient’s clinical findings and

mutation analysis assist the improvement of protective medicine.

Key Words:Wilson Disease, ATP7B gene,mutation,copper,SNP



GiRiS VE AMAG:

Wilson hastaligi-WH (Wilson disease-WD), dogal gereksinimi karsilayacak
bakirin fazlasinin, karacigerde islenerek safra yoluyla atilamamasi sonucu cesitli
organlarda birikimiyle ortaya ¢ikar. Cocukluk ¢aginda genellikle karaciger hasariyla
baglayan, yas ilerledikge artan bakir birikimine bagl olarak basta karaciger olmak
Uzere, sinir sistemi, gz, bobrek gibi g¢esitli yapilarda artan ciddiyette bozukluklarin
gozlendigi, erken vyasglarda tedavi edilmezse olumcul olabilen, ailesel gegisli,
otozomal resesif kalitimli bir hastaliktir. Yapilan ¢aligmalar, WH’nin diinya ¢apinda
tastyicilik sikhginin 1/90 oldugunu, yaklasik olarak 1/30000’de gdrulen bir hastalik
oldugunu gostermektedir.

Vucuttaki birgok metabolik olayin gerceklesmesi icin belli dozda bakir gereklidir.
Bakir, cesitli besinlerle (ceviz, findik, soya urtnleri, mantar, gikolata, su vb.) alinan ve
hicresel iglemlere aracilik enzimler (sitokrom-c oksidaz, superoksit dismutaz,
ferroksidaz..vb) icin kofaktor islevi goren bir iz elementtir. Bu nedenlerle erigkin insan
vicudunda ortalama 70mg-100mg bakir bulunur. Vicuttaki bakir dengesi,
gastroentestinal sistemden emilim ve safradan atilim arasindaki koordinasyonla
korunur.Gunlik gastroentestinal sistemden alinan bakir ortalama 1.5mg ile 5mg
arasindadir.

Hepatositte, bakirin gerekli olan miktarinin dizenlenmesinde ve ihtiyacgtan fazla
olan bakirin atiimasinda ATP7B geni ve bu genin Grunu (ATP7B proteini) iglev gorur.

Wilson hastalarinda ATP7B geninde go6zlenen birgok mutasyon sonucunda,
ATP7B’nin biyokimyasal aktivitesi bozulur. Bu nedenle, bakirin safra yoluyla atilmasi
ve holoseruloplazmin halinde kan dolagsimina verilmesi gerceklesemez, bakir
hepatositte birikir. Biriken bakir karaciger hasarina; karaciger sirozuyla baslayan
norolojik bozukluklara yol acgar. Wilson hastaligi tanisinin konmasi, uzun vyillar
boyunca bakirin karaciger ve sinir sisteminde birikmesinden sonra olmaktadir. Bu
sorunun giderilmesi amaciyla 2003 yilinda Ferenci ve arkadaslari WH tanisi igin bir
skorlama sistemi olusturmuslardir. Bu skorlamada, hastaliga neden olan
mutasyonlarin her iki kromozomda gorulmesini dort, bir kromozomda gorulmesini bir
puan olarak belirlemiglerdir.Toplam skorun dort ve Usti olmasi Wilson Hastaligi
tanisinin konabilmesi icin yeterli oldugundan, mutasyon analizinin tani konmadaki

kritik onemi agikga gorulmektedir.



Wilson Hastalarinda hastalikla iligkilendirilen ATP7B geninde mutasyon
analizinin yapilmasiyla, WH tanili bireyin ailesindeki ve akrabalarindaki geng
bireylerde hastalik belirtileri olusmadan ve/veya hastalik ilerlemeden erken tani
konmasi saglanabilecektir. Bireylere uygun diyet uygulanmasi, ilag tedavisi veya
ikisinin beraber uygulanmasi ile karaciger sirozu olusmadan veya norolojik
bozukluklar meydana gelmeden hastalarin tedavi edilmeleri mimkuin olabilecektir.
Ayrica erken teghis konmasiyla ve tedaviye baslanmasiyla; hastahdin ilerlemesi
engellenerek, hastalara karaciger nakli yapilmasina gerek kalmadan yasamlarini
surdurebilmeleri 6ngorulmektedir.

ATP7B genindeki mutasyonlarin saptanmasi amaciyla DNA dizi analizi
yonteminin kullaniimasiyla tanimli  mutasyonlarin saptanabilmesinin yanisira,
hastalarimiza spesifik yeni mutasyonlarin ve/veya SNP’lerin saptanabilir olmasi;
ginimuaz kosullarinda isbirligi icinde oldugumuz firmayla kisa surede ve dusuk
maliyetle veri elde edildiginden tercih edilmigtir. ATP7B geninin 8,12,13,14 ve 17 nolu
ekzonlarinin hem sayica fazla mutasyon icerdidi hem de en sik gobzlenen
mutasyonlarin bu ekzonlarda bulundugu ve bu mutasyonlarin saptandigi Ulkelerin
Akdeniz ulkesi olusu ve bdlgemize yakinhgi yaptigimiz literatur incelemesinde
saptanmistir. Bu nedenle 6ncelikli olan bu bes ekzonla galismaya baslamanin uygun

olduguna karar verilmistir.



BOLUM 1 :

GENEL BILGILER



1.GENEL BILGILER

1.1 Wilson Hastaliginin Tarihgesi

1912’de ingiliz nérolog Samuel Alexander Kinnier Wilson, 7 hastada
karaciger sirozuyla baglantili nérolojik ailesel bozuklugu rapor etmistir ve buna
‘llerlemis  Lentikular Dejenerasyon’ demistir. Ayni yil, Fleischer WH’nin korneal
pigmentasyonun, noropsikiyatrik semptomun ve karaciger sirozunun  bir
kombinasyonu oldugunu tanimlamistir. Bu bulgular, su anda Wilson Hastaligi olarak
bilinen bozukluktan bahseden ilk yayinlardir. 1948'de Cumings, hastalarin
karacigerinde ve beyin dokusunda bir metalin fazla miktarini saptayarak WH’nin
patogenezinde bakirin rolini tanimlamistir. Scheinberg ve Gitlin, 4 yil sonra WH
hastalarinda serum seruloplazmin defektini rapor ettiler bu da gunimizde yaygin

olarak kullanilan tanisal testlerden birinin temelini olusturmaktadir.

1960 yilinda, Bearn WH'nin otozomal resesif kahtildigini géstermistir. 1985’te
Frydman ve arkadaslart WH geninin linkage ile 13q14.3 bodlgesinde bulundugunu
saptadilar. 1993’te WH ile ilgili proteini kodlayan gen klonlandi ve katyon transporte
edici p-tipi ATPaz ailesinin yeni bir Gyesi oldugu gosterildi. Ayni yil Bull ve
arkadaslar, Tanzi ve arkadaslari, Yamaguchi ve arkadaglari WH ile ilgili genin
ATP7B geni oldugunu gosterdiler. 1995te Thomas ve arkadaglari, Figus ve
arkadaslarnt ATP7B geninde gozlenen mutasyonlari ve bunlarin klinik yansimalarini

tanimlamiglardir (1,2).



1.2. Wilson Hastaliginin tanimi,ATP7B geninin iglevi ve Wilson hastalhgiyla
iliskisi,ATP7B geninde gozlenen mutasyonlar ve bu mutasyonlarin Wilson

Hastaligindaki 6nemi

Wilson hastaligi-WH (Wilson disease-WD), dogal gereksinimi karsilayacak
bakirin fazlasinin, karacigerde islenerek safra yoluyla atilamamasi sonucu gesitli
organlarda birikimiyle ortaya c¢ikar. Cocukluk ¢aginda genellikle karaciger hasariyla
baglayan, yas ilerledikge artan bakir birikimine bagl olarak basta karaciger olmak
Uzere, sinir sistemi, goz, bobrek gibi ¢esitli yapilarda artan ciddiyette bozukluklarin
gbzlendigi, erken vyaslarda tedavi edilmezse olumcul olabilen, ailesel gegisli,
otozomal resesif kalitimli bir hastaliktir. Yapilan ¢alismalar, WH’nin diinya ¢apinda
tastyicilik sikhginin 1/90 oldugunu, yaklasik olarak 1/30000’de gorulen bir hastalik

oldugunu gostermektedir (2-7).

Vicuttaki birgok metabolik olayin gerceklesmesi icin belli dozda bakir gereklidir.
Bakir, gesitli besinlerle (ceviz, findik, soya Urlnleri, mantar, ¢ikolata, su vb.) alinan ve
hicresel iglemlere aracilik eden liste1’de adi gegen enzimler icin kofaktor islevi

gOren bir iz elementtir(4,6-10).

Liste1:
Sitokrom-c oksidaz (Mitokondrial enerji Gretimi)
Ferroksidaz (Demir homeostasisi)
Mn+2/Cu+2 sUperoksit dismutaz (Serbest radikal detoksifikasyonu)

1

2

3

4.  Tirosinaz (Melanin olusumu)

5 Dopamin-b hidrolaz (Nérotransmitter sentezi)
6

Lizis oksidaz (Connective doku ¢apraz baglanmasi)

Bu nedenlerle erigkin insan vicudunda ortalama 70mg-100mg bakir bulunur.
Vucuttaki bakir dengesi, gastroentestinal sistemden emilim ve safradan atilim
arasindaki koordinasyonla korunur (2,8).Gunllik gastroentestinal sistemden alinan

bakir ortalama 1.5mg ile 5mg arasindadir (4,8).
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Sekil 1.1: Bakir homeostasisinin fizyolojisi

MNK:Menkes Hastaligi

WND:Wilson hastaligi

ETIC:Endemik Tyrolean infantile cirrhosis(Endemik
Tyrolean ¢cocuga 6zgu siroz)

ICC: Indian childhood cirrhosis(Hindistan ¢ocukluk ¢agi
sirozu)

CT :Canine copper toxicosis(Kanin bakir toksisitesi) (9)

ATP7B geni(eski adiyla WND geni), karaciger, bobrek ve beyinde eksprese
edilir(11-13). Menkes Hastaligindan sorumlu ATP7A geninin Grind olan ATP7A
proteiniyle %54 aminoasit benzerligi gosterir(14). Her iki proteinin de katyon
transporte edici p-tipi ATPaz aktivitesinin olusu, bu proteinlerin bakir taginmasinda rol

oynamasini saglar (7,15-18).

Hepatositte, bakirin gerekli olan miktarinin dlizenlenmesinde ve ihtiyactan fazla
olan bakirin atilmasinda ATP7B geni ve bu genin Urinu (ATP7B proteini) islev gorur
(2,10,14,17).



ATP7B geni,13q14.3 bolgesinde yer alir(19).
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Sekil 1.2:ATP7B geninin kromozom Uzerindeki yerinin,ekzonlarinin ve domainlerinin
sematik goOsterimi  (7,9,12,20 nolu kaynaklardan yararlanarak tarafimizdan

geligtirilmigtir).




ATP7B geni 21 ekzondan olusur. Transkripsiyon Uranu ortalama 7.5kb
bayukligundedir. Bu transkripsiyon Uranunden 1465 aminoasitten olusan ve insanda
daha c¢ok karaciger, bobrek ve plasentada uretilen bir protein sentezlenir. ATP7B
proteini, alti bakir baglama bdlgesi (Cu1,Cu2,Cu3,Cu4,Cu5,Cub), sekiz
transmembran segment (Tm1,Tm2,Tm3,Tm4,Tm5,Tm6,Tm7,Tm8), ATP’nin
hidroliziyle olusan enerjinin katyon tasinmasinda kullaniimasindan sorumlu bir
transduction domain (Td), bir fosforilasyon bdlgesi (ChPh), bir transmembran katyon
kanali ve bir ATP baglama domaini (ATP hinge) igerir (2,7,10,12).

Bakir baglanma bolgesi

Bakir kanali

Sekil 1.3: ATP7B proteininin sematik gosterimi(7).
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Sekil 1.4:Bakir taginmasinin genel gérunumu(4,6-10 nolu kaynaklardan

yararlanarak tarafimizdan gelistiriimigtir).
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Besinlerle agiz yoluyla alinan bakir; mide, ince barsak ve duedonumda emilir,
ilk dort saat icinde kan dolasimina katilir. Bakir, kanda serbest halde bulunmaz
albumin, histidin, transkuprein, aminoasitler ve klcuk peptitlere bagl haldedir (7). Bu
yolla gogunlugu karaciger olmak tzere (9), beyin, boébrek, gdz gibi organlara tasinir.

Albumine bagl bakirin %90’1 karacigere gider(4).

Bakir, hepatosit membranindaki bakir baglayici proteinler (hCTR1, hCTR2)
araciigiyla hepatosite alinir. Hepatositteki bakir, thiol zengin proteinlere, sulfidril
bakir ligandlarina, glutatyona, bakir spesifik enzimlere, bakir saperonlarina (COX17,
ATOX1, CCS) baglanir. Bakirin saperonlarina baglanma yonunlu asagida verilen
yollardan biri veya birkaci belirlemektedir.

-Sitokrom c oksidaz aktivitesi icin mitokondriye gidecekse bir bakir saperonu
olan COX17’ye baglanir.

-Trans golgi agina ATP7B araciligiyla girecekse ATOX1 (HAH1)’e baglanir.

-Superoksit dismutaz1 (SOD1) enzimine baglanacaksa, saperonu olan CCS’ye

baglanir.(9)

Bu durumun sonucu olarak hepatositte bakir, serbest halde bulunmamaktadir,
bakirin fazlasi, metallotionine bagl olarak bulundurulur ve bu bakir toksik
degildir(17).

ATOX1, 68 aminoasitten olusan, ATP7B’nin altt metal baglama bdlgesiyle
benzer katlanma yapisina sahip bir proteindir. ATOX1, bakir atiiminda ATP7B ile
birlikte islev goren bir bakir saperonudur. ATOX1, hepatosite alinan bakira baglanir
ve trans golgi aginda ATP7B ile bakir bagimli bir birlik kurar. ATP7B, bakirin
karacigerde tasinmasinda ve atilmasinda iglev gorur. Hepatositte ATP7B, ATOX1’e
bagli bakirin sitozolden trans golgi agina gecisinde rol oynar. Karacigerdeki fazla
bakirin atilmasi, ATP7B araciligiyla, trans golgi agindan safra kanalina verilerek

gerceklestirilir (9).

ATP7B, kendisine bagll olan bakiri aposeruloplazmine aktararak, redoks aktif
holoseruloplazmin olusumunu saglar. Olusan bu holoseruloplazmin, alti bakir atomu
iceren, ferroksidaz aktivitesi olan bir molekuldur. Vicuttaki bakirin bir kismi, ATP7B

araciligiyla holoseruloplazmin halinde vezikll iginde hepatositten ¢ikarilir.
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Aposeruloplazmin, bakirla baglanamayip kendisi plazmaya verilirse hizlica
parcalanir (2,6,12).
Normal fizyolojik kosullar altinda bakirin %98’i safra araciligiyla sadece %?2’si

driner sistem araciligiyla atilir (2).

Hucrenin bakir durumuna goére ATP7B degisik hucresel kompartmanlarda
bulunabilir. Hucresel bakir seviyesi artinca ATP7B trans golgi agindan vezikuler
kompartmana diftiz olur. Bu bakir bagimh yer degistirme hizhidir ve denova protein
sentezi icermez. Bu olay geri donusumluaduar. Bakir konsantrasyonu azalinca, ATP7B

proteini perikanalikiler vezikuler kompartmana geri doner(12,21).

Wijmenga ve arkadaslari 2004 yilindaki ¢alismalarinda, ATOX1’in ATP7B’nin
katalitik aktivitesini artirarak bakira baglanmasini sagladigi gorusundedirler.
Mayalarla yapilan ¢alismalar, ATOX1’in sitozolik bakira baglanarak detoksifiye ettigini

ve transmembran tasinma icin bakirin ATP7B ile birlikte bulundugunu gdéstermigtir(9).

ATP7B’nin bakir bagimli donuasumlerinin molekuler mekanizmasi ¢ogunlukla
bilinmemektedir. Bazi arastiricilar, bakir bagimli sinyal iletim yolagi olabilecegini
dusunmektedir. Fazla bakirin endozomal kompartmandan lizozoma gegisini
saglayan, ATP7B iceren tanimlanmamis vezikullerin olabilecegi dusunulmektedir
(12).

Harada ve arkadaslarinin 2002 vyilindaki c¢alismalarina goére, Hepatosit
icerigindeki fazla bakir, endoplazmik retikulum-golgi yoluyla ge¢ endozoma verilir.
Buradan ATP7B geni ve bu genin urini koordinatérlugunde lizozoma verilerek, direk
safraya ulastinlir. Bu sonuglar, lizozomal igerigin ekzositozla safra kanalina
gegmesinin, safra araciligiyla bakir atihmi i¢cin énemli bir mekanizma (en azindan

hepatik bakir birikimi boyunca) oldugunu gostermektedir (6,12,22).

Bazi arastiricilar, Bedlington teriyerlerde MURR1 geninin mutasyonlari sonucu
olusan mutant proteinin bakir birikime yol actigini gostermislerdir ve  MURR1
proteininin insanda, ATP7B proteininin N-ucuna bagh bakir baglanma domaini

araciligiyla direk ATP7B proteiniyle iliskide oldugunu dagtinmektedirler. Bu gorus,
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WH’de safra yoluyla bakir atiiminda ATP7B proteini ile etkilesen MURR1 proteinin
islevi olabilecegini gdstermektedir (23). Bir diger goértus ise, MURR1 ile Wilson

Hastalig1 arasinda herhangi bir iliski olmadigi ydnundedir (24).

ATP7B geninin ve bu genin urinu olan ATP7B proteininin, bakir
metabolizmasinda kritik ve onemli iglevi vardir.Wilson hastalarinda ATP7B geninde
g6zlenen bircok mutasyon sonucunda, ATP7B’nin biyokimyasal aktivitesi bozulur. Bu
nedenle, bakirin safra yoluyla atiimasi ve holoseruloplazmin halinde kan dolagsimina
verilmesi gerceklesemez, bakir hepatositte birikir. Biriken bakir karaciger hasarina;

karaciger sirozuyla baglayan noérolojik bozukluklara yol agar (4,7).

Wilson hastalarinda, kandaki bakir baglayici glikoprotein olan seruloplazminle
bakir birlesemediginden seruloplazmin dizeyi azalir, buna karsin bakir safra
kanalindan atilamadigindan karacigerde toksik bakir birikmesi ve idrarda bakir

dizeyinde artma gozlenir (7,8,25).

WH tanisi igin;

Serum seruloplazmin : <20mg/dL
24 saatlik Griner Cu :>100ug
Hepatik bakir(kuru agirhk) : >250ug/g
Serum bakir : <100 pg/dL
Kayser-Fleischer halkasi :var

kriterlerinin bireyde bulunmasi gerekmektedir (4,7). 2001 yilinda, Almanyada
duzenlenen 8.uluslararasi Wilson hastaligi ve Menkes hastaligi toplantisinda, Wilson
hastaliginda fenotip genotip arasindaki iliskinin kurulamamasindaki engelin, standart
tani kriterlerindeki ve fenotipik siniflandirmadaki eksiklikten kaynaklandi§i gorisine
varilmistir. Yapilan gorugsmeler sonucunda WH tani kriterlerinin standardize edilmesi
uygun gorulmustur. Ferenci ve arkadaglari 2003 yilinda yayinladiklari makalelerinde,
bu standardizasyonu bir skorlama sistemi olugsturarak Tablo 1.1’deki sekliyle

belirlemislerdir(26).
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Tablo1.1:Wilson hastaliginin tanisi i¢in skorlama sistemi
Semptomlar
-KF-halkasi
Var
Yok
-WD’yi gosteren noropsikatrik semptomlar
(veya tipik beyin MRI *)
var
yok
-Coombs negatif hemolitik anemi(+yuksek serum bakir)
var

yok

-Laboratuar testleri

Uriner bakir(akut hepatitis yokken)
Normal

1-2X NUL

>2X NUL
Normal Fakat bir giinde 2x0.5g D-penisilamin
uygulandiktan sonra >5X NUL
Karaciger bakir miktari (**)

Normal

5X NUL’ye kadar yiikseldiginde

>5X NUL

Rodanin pozitif hepatosit(miktarsal bakir 6lgiimii yapiimadiysa)

Yok
Var

Serum seruloplazmin(neflometrik él¢glim,normal>20mg/dI***)

Normal
10-20
<10

N N =~ O

0

Skor
()

()
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Mutasyon analizi ()
Hastaliga neden olan mutasyonlar her iki kromozomda 4
Hastaliga neden olan mutasyonlar bir kromozomda

Hastaliga neden olan mutasyon saptanamadiysa 0

Toplam skor(bulunmuyorsa skor 0) ()
WH tani skorunun degeri

4 veya fazla : Wilson Hastaligi tanisi ylksek olasilikh

2-3 : Wilson Hastaligi tanisi olasi,daha fazla arastirma yapilmali

0-1 : Wilson Hastaligi tanisi olasi degil

*Detayli MR goéruntisi veya EEG c¢alismalari, nérolojik semptomlar klinik
norolojik muayeneyle tam olarak belirlenemiyorsa gereklidir.**Karaciger
biyopsisi,ndrolojik hastalarin tani ve degerlendirmesi i¢in zorunlu degildir.
Karacigerin histopatolojik degerlendiriimesinin, klinik arastirma protokolleri igin
onemli oldugu disunulmektedir. ***Serulopasmin oksidaz assay-seroloplazmin
oksidaz tayini ile dlgiildiigi zaman diger degerlere bagvurulur. NUL:Normalin Gst
limiti, KF:Kayser-Fleischer(26).

Bu kriterlere uyan bireylere WH tanisi konur ve ilag tedavisine baglanir. WH ‘nin

tedavisinde kullanilan dért farkli ilag vardir, bunlar:

D-penisilamin : Bakirin idrarla atilmasini artiran genel bir chelatordur.
Trientin : Bakirin idrarla atilmasini artiran genel bir chelatordur.
Cinko : metallotionini artirir ve bu yolla bakirin barsaktan

emilimini engeller.
Tetratiomolibdat : bakir emilimini engelleyen,idrarla ve barsaktan bakirin

atilmasini saglayan genel bir chelatordur(8,27).
WH tanisi konan ve tedavisi devam eden bireylere, hastaligin ilerleme surecine

gore karaciger nakli yapiimasi gerekmektedir; yapilmamasi durumunda karaciger

sirozu ardindan 6lum gerceklesmektedir (3,7,28).
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Tablo1.1’de, hastalia neden olan mutasyonlarin her iki kromozomda
gOrulmesinin dort, bir kromozomda gorulmesinin bir puan olarak belirlenmesiyle,
Wilson hastaligi tanisinin konmasinda mutasyon analizinin onemi ve gerekliligi

vurgulanmaktadir(26).

Simdiye kadar WH geninde 250’den fazla farkli mutasyon saptanmigstir(29).
Bunlar; tek baz insersiyonu ve delesyonu, ¢erceve kaymasi , missense, nonsense ve

splice site mutasyonlaridir (20).

Kuzey ve Dogu Avrupanin 1/3’'Unde en sik gdzlenen missense mutasyon
H1069Q mutasyonudur ve ATP7B geninin 14.ekzonunda tanimlanmistir (6,30).
Ekzon 13'te P969Q mutasyonu Macaristan, italya ve Tirkiyede gdzlenen bir
mutasyondur (31,32). Ekzon 17'deki Thr1221Met mutasyonunun calisilan Tuark
WH’de %10 oraninda goruldigu tanimlanmistir (33).

Cox ve arkadaslarinin, WH'de ATP7B genindeki mutasyonlari saptayan literatur
calismalarini derleyerek olusturduklari veri tabanindan ve literatirdeki ¢alismalarin
sonuglarindan yararlanilarak Tablo1.2-1.6 asagidaki sekliyle olusturulmustur
(1,3,5,19,20,29,32-63).
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Tablo1.2 : ATP7B geninin 8.ekzonundaki WH'’ye yonelik mutasyonlar

Ekzon | Mutasyon Mutasyon | Tipi Protein | Etnik Sekans Calisilan | Makale
nt a.a. bolgesi | koken kontroller

8 2123T>C L708P missense | TM 2 K.Am CTIC-CcCC 100c Shah et al 1997
Loudianos et al

8 2128G>C G710R missense | TM 2 Ita GGT - CGT ASO 1996
Waldenstrom et al

8 2128G>A G710S missense | TM 2 Tur, Ita, ME GGT - AGT 100c 1996

8 2129G>C G710A missense | TM2 Alm GGT - GCT Ha-Hao et al 1998
Loudianos et al

8 2131G>A G711R missense | TM2 Ita GGG-AGG 100c 1999

8 2131G>T G711W missense | TM2 Pak GGG-TGG 104c Curtis et al 1999
Loudianos et al

8 2132G>A G711E missense | TM 2 Ita GGG - GAG ASO 1996
Loudianos et al

8 2138A>G Y713C missense | TM 2 Ita TAC - TGC ASO 1996

8 2158delA K720N delesyon [TM2/3 |lta TACAAATCT Thomas et al 1995

8 2163-2164insT | L722S-fs | insersiyon | TM 3 Jap TCTICTG Nanji et al 1997

8 2222A>G Y741C missense | TM3 Alm TAT-TGT Ha-Hao et al 1998
Loudianos et al

8 2223T>A Y741X nonsense | TM3 Ita TAT-TAA 1999
Loudianos et al

8 2239A>T I747F missense | TM3 Sar ATC-TTC 100c 1998

8 2279C>T P760L missense | TM3/4 Alm CCT-CTT 50 Genschel et al 2000

2280-

8 2301del22 P760p-fs | delesyon |TM3/4 ing CCC~CCCA Curtis et al 1999

8 2293G>A D765N missense | TM 4 Ita GAC - AAC 100 c. Figus et al 1995

8 2299delC P767P fs |delesyon |TM4 ACGCCCCC Kim et al 1998

Jap, Ita, Isv,Ing,
8 2298 P767P-fs |insersiyon| TM4 | Alb, Aim, Avt,Tur, AcGECCC Thomas et al 1995
2299insC CCCA
Rus, K.Am. Sar,

8 2305A>G M769V missense | TM 4 K.Avp, Avt ATG-GTG 100c Shah et al 1997

8 2306T>G M769R missense CATG-CAGG |60c Curtis et al 1999

8 2307G>T M769I missense | TM4 Jap ATG-ATT 100C Okada et al 2000

8 2326C>G L776V missense | TM 4 Ing CTG-GTG Thomas et al 1995

8 2332C>G R778G missense | TM 4 Tur CGG - GGG 100 c. Figus et al 1995

8 2332C>T R778W missense | TM 4 K.Am. CGG-TGG 0 Shah et al 1997

8 2333G>A R778Q missense | TM 4 Tai CGG - CAG 0 Chuang et al 1996

Cin, Fra, Kore,

8 2333G>T R778L missense | TM 4 Jap, Ing, Tur CGG - CTG 0 Thomas et al 1995
Waldenstrom et

8 2337G>A W779X nonsense | TM 4 K. Avp, Alm, Avt TGG - TGA al 1996
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Tablo 1.3: ATP7B geninin 12.ekzonundaki WH’ye yonelik mutasyonlar

Ekzon Mutasyon | Mutasyon | Tipi protein | Etnik Sekans Calisilan | Makale

nt a.a. bolgesi |koken kontroller

Loudianos et al

12 2752G>A | D918N missense | TM5 Ita GAC-AAC 100c 1998
Yamaguchi et al
12 2755C>G | R919G missense Jap CGG -GGG 54c 1998
Loudianos et al
12 2755C>T | R919W missense | TM5 Ita, Tur CGG-TGG 100c 1998
Loudianos et al
12 2762G>A | S921N missense | TM5 Sar AGT-AAT 100c 1998
2764- del 922-
12 2772 924 delesyon Jap GGATATTTTGT | 100C Okada et al 2000
Loudianos et al
12 2797A>C | T933P missense | TM5 Tur ACT-CCT 100¢c 1998
12 2807T>A |L936X nonsense [ TM 5 Alm,S.Arb | TTG - TAG Thomas et al 1995
12 2827G>A | G943S missense | TM 5 Ita GGT - AGT | Thomas et al 1995

12 2828G>A | G943C missense | TM5 Tai GGT-GAT | 100c Tsai et al 1998

Tablo1.4: ATP7B geninin 13.ekzonundaki WH’ye yonelik mutasyonlar

Ekzon | Mutasyon Mutasyon | Tipi protein Etnik Sekans Calisilan | Makale
nt a.a. bolgesi koken kontroller
AACCCC
13 2868delC N956N-fs | delesyon |[Ch/TM6 |Jap AAC Nanji et al 1997
Waldenstrom et al
13 2899A>T 1967F* missense | Ch/TM 6 ATC-TTC |0 1996
13 2954G>A C985Y missense | Ch/TM6 TGC-TAC Haas et al 1999
13 2906G>A R969Q missense [ Ch/TM 6 |[Ita, Tur [CGG - CAG Figus et al 1995
13 2930T>C T977M missense [ Ch/TM6 |Isv ACG-ATG 100c Olsson et al 2000
13 2975C>T P992L missense [ Ch/TM 6 |[Jap CCC-CTC Naniji et al 1997
13 2996insC T999T-fs | insersiyon Yemen | ACCCGG 104c Curtis et al 1999
13 3007G>A A1003T missense | Ch/TM6 | Ita GCG-ACG |100c Loudianos et al 1998
13 3008C>T A1003V missense Tur GCG-GTIG |100c Loudianos et al.
13 3053C>T A1018V missense | Ph Sar GCG-GTIG |100c Loudianos et al 1998
IVS13-1g>a splice Butler et al 2001
IVS13-1 splice Tur Loudianos et al 1996
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Tablo 1.5: ATP7B geninin 14.ekzonundaki WH’ye yonelik mutasyonlar

Ekzon | Mutasyon Mutasyon | Tipi protein | Etnik Sekans Calisilan | Makale
nt a.a. bolgesi | koken Kontroller
K1028N-
14 3083-3084delAG fs delesyon | Ph Ing AAGACT Curtis et al 1999
3083-
14 2085delAGA>G K1028S-fs | delesyon | Ph Ita ACAAGACT Figus et al 1995
T1029W- Thomas et al
14 3085-3086delAC fs delesyon | Ph Ing AAGACTGGC 1995
14 3091A>T T1031S missense | Ph Alm ACC-TCC Ha-Hao et al 1998
14 3097A>G T1033A missense | Ph Pak ACC-GCC 72c Curtis et al 1999
14 3104G>T G1035V | missense | Ph Jap GGC - GIC Nanji et al 1997
Kemppainen et al
14 3113G>A R1038K | missense | Ph Fin AGG - AAG 0 1997
ATP Loudianos et al
14 3121C>T R1041W | missense | loop Ita CGG-TGG 100c 1998
ATP Loudianos et al
14 3122G>C R1041P missense | loop Ita CGG-CCG 100c 1999
Loudianos et al
14 3128T>C L1043P missense | Ph Sar CTC-CCC ASO 1996
Thomas et al
14 3146delC A1049A-fs | delesyon | Ph Pak GTGGCCACA 1995
14 3155C>T P1052L missense GCCC-GCTIC |72¢c Curtis et al 1999
ATP
14 3182G>A G1061E missense | loop Avp GGG -GAG |60c Misrahi et al 1996
ATP Loudianos et al
14 3188C>T A1063V missense | loop Ita GCG-GTG 100c 1999
ATP
14 3190G>A E1064K missense | loop Tur, Avp GAG - AAG 100 c. Figus et al 1995
ATP
14 3191A>C E1064A missense | loop Jew GAG - GCG 0 Shah et al 1997
ATP
14 3193G>C A1065P missense | loop Avp GCC-cCccCcC Misrahi et al 1996
Loudianos et al
14 3203A>G E1068G missense | SEHPL | lta GAA-GGA 100c 1999
Alm, Yug,
Rus, Ing, Pol,
Lat ,Yun, Bul,
14 3207C>A H1069Q | missense ATP Irak, Ne, CAC - CAA Misrahi et al 1996
leop Isv, sk, Ita,
Cze, Ita, Tur,
Alb, Avt
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Tablo 1.6: ATP7B geninin 17.ekzonundaki WH’ye yonelik mutasyonlar

Ekzon | Mutasyon Mutasyon Tipi Protein Etnik | Sekans Calisilan | Makale
nt a.a. bolgesi kéken Kontroller
Waldenstrom
17 3587-3588insC | A1197R-fs insersiyon [ ATP loop |? ACCGCTGT et al 1996
ATP-
17 3627-3632del6 delesyon | bag.bdl Alm ACTCTGCAGAGC
ATP- Thomas et al
17 3627-3630del4 delesyon | bag.bol. Isv ACTCTGCAGAGC 1995
Kalinsky et al
17 3638G>T G1213V missense | TM1 Tur GGT-GTIT 1998
Loudianos et
17 3646G>A V1216M missense | ATP cebi | Tur GTG-ATG 100c al 1998
ATP- Chuang et
17 3649-3654del6 | V12171218L del |delesyon |bag.bdl Ing, Fin [ GTGGTTCTGATC |0 al 1996
ATP- Loudianos
17 3659C>T T1220M missense | bag.bol Tur ACG - ATG ASO et al 1996
ATP- Shah et al
17 3664G>T D1222Y missense | bag.bol Rus GAC - TAC 1997
ATP- Loudianos et
17 3665A>T D1222V missense | bag.bol Tur GAC-GTC 100c al 1999
Tsai et al
IVS17-2A>T splice Tai ttagGT-tttgGT 100c 1998

Wilson Hastaliginin fenotipik yonden énemli birgok tipi vardir. Ayni genotipteki

gen¢ hastalarda hepatik bozukluklar gdzlenirken,

ilerleyen yaslarda norolojik

bozukluklarin g6zlenme nedeni bilinmemektedir (61).

homozigot olarak tagiyan hastalar, tani ve semptomlarinin basinda ileri yastadirlar ve

H1069Q mutasyonunu

%93 norolojik tutulum gosterirler (64), sikhikla(%82) Kayser-fleischer halkasina
sahiptirler (32).

Mayalarla yapilan deneyler, H1069Q mutasyonunu tasiyan ATP7B geninin
artndnan, bu hasardan dolayi fonksiyonunu tamamlayamadigini géstermistir. Bu da
az miktarda bakirin karacigerden safra yoluyla atilmasina yol acar (32). ATP7B
proteinin dusuk aktivitesine bagli olarak az miktarda da olsa bakirin atiimasina izin

verilmesi, metalin yavas ¢gogalmasina ve sonraki yasglarda tutulum gostermesine yol
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acar. Bu da H1069Q mutasyonu ile gec¢ norolojik bulgular arasindaki iligkiyi
dogrulamaktadir (64).

Bazi gruplar, H1069Q genotipiyle ndrolojik tutulum arasinda korelasyon
saptamamistir. Uyusmayan bu sonuglar, farkh etnik kokenden secilen hastalarin
calisiimis olmasiyla, ¢evresel (6rnegdin beslenme) ve genetik faktorler ile agiklanabilir
(32).

Wilson Hastaliginin tanisinin konmasindaki zorluklar géz 6nune alindiginda,
mutasyon analiziyle saptanan genetik degisikliklerin 6nemi ortaya c¢ikmaktadir.
Wilson Hastaligiyla iligkili gen olan ATP7B’deki mutasyonlarin saptanmasiyla klinige

onemli bir hizmet verileceg@i anlasiimaktadir.

Cox ve arakadaslar tarafindan olugturulan Wilson hastaliginin mutasyon veri
tabani, burada referans gosterilen makaleler ve literatirdeki diger WH ile ilgili
yayinlar incelendiginde; ATP7B geninin 8,12,13,14 ve 17 nolu ekzonlarinin hem
sayica fazla mutasyon icerdigi, hem de en sik gdézlenen mutasyonlarin bu ekzonlarda
bulundugu saptanmistir. Bu nedenle oOncelikli olan bu bes ekzon calisiimistir
(5,14,30,31,33,48).
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BOLUM 2 :

GEREG VE YONTEMLER
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2. GEREG VE YONTEMLER

2.1 6rnek alimi,galisma grubunun olusturulmasi

Wilson Hastalarinda ATP7B geninin 8, 12, 13, 14 ve 17 nolu ekzonlarindaki
mutasyonlarin taranmasi amaciyla; izmir Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi
Arastirma ve Uygulama Hastanesi (DEU TFAUH) Cocuk Gastroenteroloji ve
Beslenme Anabilim Dali (ABD), Néroloji ABD;izmir Tepecik Arastirma ve Uygulama
Hastanesi, izmir Dr.Behget Uz Cocuk Hastaliklari Egitim ve Arastirma Hastanesi,
Yesilyurt Devlet Hastanesinde gorev yapmakta olan uzman hekimler tarafindan
Wilson Hastali§i (WH) tanisi konan 26 aile galismaya dahil edilmistir. DEU TFAUH
Cocuk Gastroenteroloji ve Beslenme ABD’den 2 aile, DEU TFAUH Néroloji ABD’den
3 aile, izmir Tepecik Arastirma ve Uygulama Hastanesinden 13 aile, izmir Dr.Behget
Uz Cocuk Hastaliklari Egitim ve Arastirma Hastanesinden 4 aile, Yesilyurt Devlet
Hastanesinden 4 aile galismaya katilmigtir. Calismanin amaci ve igerigi génalltlere
acik bir dille anlatilarak DEU TFAUH Yerel Etik Komitesinin onay verdigi gonalli
bilgilendirme formu araciligiyla izinleri alindi (Ek3).Tum bireylerden DNA eldesinde
kullaniimak Gzere 2ml periferik kan etik kurulun onayladi§i protokole uygun olarak

alindi.

2.2 Kan orneklerinden DNA eldesi
DNA eldesinde, molekuler calismaya uygun kalitede kimyasal malzemeler ve

18mega-ohm/cm kalitesinde distile su kullaniimistir.

2.2.1 Stok Cozeltiler ve Hazirlaniglari

Retikulosit Tuz Sollisyonu (pH=7.2)

0.13 M NaCl
5mM  KCI
7.4mM MgCl2

Hazirlanigi:

3.796 gram(gr) NaCl (Sigma S 3014), 0.185 gr KCI (Sigma P 9327) ve 0.785
gr MgCl2 (Merck 5832) hassas terazide tartildi, distile su ile 400ml’'ye tamamlanarak
¢Ozulinceye kadar karigtirildi. Son olarak pH'1 7.2 olacak sekilde ayarlandiktan

sonra distile su ile 500mI’'ye tamamlandi ve kullaniimak Gzere +4°C’de saklandi.
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10X Lizis Solisyonu (pH=7.6)
0.77M NH4Cl
0.046M KHCOs3

Hazirlanisi:

20.6gr NH4ClI (Sigma A 9434) ve 2.3 gr KHCOs (Merck 4852) hassas terazide
tartildi, distile su ile 400ml'ye tamamlanarak c¢ozllinceye kadar karistirildi. Son
olarak pH’1 7.6 olacak sekilde ayarlandiktan sonra distile su ile 500ml'ye
tamamlandi ve kullaniimak Uzere +4°C’de saklandi.

DNA eldesi sirasinda stok 10X lizis solisyonundan taze hazirlanan 2X lizis

solUsyonu kullanildi.

Lizis Soliisyon (pH=7.6)
100mM NaCl
25mM EDTA

Hazirlanigi:

2.92gr NaCl ve 4.6525gr EDTA (Sigma E5134) hassas terazide tartild, distile
su ile 400ml'ye tamamlanarak ¢ozllinceye kadar karistirildi. Son olarak pH’I 7.6
olacak sekilde ayarlandiktan sonra distile su ile 500ml’'ye tamamlandi ve kullaniimak

Uzere +4°C’de saklandi.

Tris-EDTA (TE) Tamponu (1X) (pH=8.0)
10mmol/L Tris base
1mmol/L EDTA

Hazirlanigi:

0.6055gr Tris base ve 0.1865gr EDTA hassas terazide tartildi, distile su ile
400ml'ye tamamlanarak ¢ozulinceye kadar karistirildi. Son olarak pH’I 8.0 olacak
sekilde ayarlandiktan sonra distile su ile 500ml’'ye tamamlandi ve kullaniimak Uzere
+4°C’de saklandi.
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Proteinaz K (20mg/ml) (Sigma P2308)

100mg Proteinaz K Uzerine 5ml deiyonize su eklenerek 20mg/ml

konsantrasyona sahip proteinaz K hazirlandi. DNA eldesinde kullaniimak Uzere
100ug/ml ara stoklar hazirlanarak ana stokla birlikte -20°C’de sakland.

%10’luk Sodyum Dodesil Sulfat (SDS,Laury Sulfat)
10gr SDS (Sigma L 4390) tartilarak tzerine 75ml distile su ilave edildi, isiticili
karistinncida 65°C’de ¢o6ziuldi tamamen ¢ozilince distile su ile 100ml'ye

tamamlanarak %10’luk son konsantrasyon elde edildi. Oda sicakliginda saklandi.

2.2.2 Kullanima Hazir Kimyasallar

Fenol/Kloroform/izoamilalkol (25:24:1) pH=8.0 (ApplichemA0889,0500)
Etanol (%95)

Etanol (%70) :%95’lik etanolin 70mlI’sine 26ml dH20 eklenerek hazirlandi.

2.2.3 DNA Eldesinde Uygulanan Protokol:
Maniatis,T. (65,66) tarafindan tanimlanan fenol-kloroform ekstraksiyon
yontemine dayali protokol laboratuvar kosullarimiza gére modifiye edilerek (67,68)

DNA ekstraksiyonu yapildi.

1.Giin

-20°C’de EDTA’lI tiplerde saklanan kan ornekleri ¢ikarilip oda sicakliginda

birakilarak ¢ozuldua.

1. Erimis kan o&rneklerinden 400ul alinip 1.5mllik eppendorf tlplere
aktarildi.

2. Tup icindeki kan hacminin 3 kati kadar (1.2ml) retiktlosit tuz solisyonu
eklendi, el hareketiyle hafifce karistirildi.

3. Tulpler karistirma cihazina (Hoefer Red Rocker) yerlestirildi, 5 dakika
karigtirildi.

4. Karistirma isleminden sonra tupler sogutmali santrifijde (Eppendorf
5417R) 12000rpm’de +4°C’de 5 dakika c¢evrildi.

5. Santrifijden ¢ikan tuplerin Ust fazlari atildi.
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6. Taze hazirlanan 1.2ml 2X lizis solUisyonu tlplerin igine eklendi, el
hareketiyle hafifce karigtirildi.

7. Tuapler karistirma cihazina yerlestirildi, 5 dakika karigtirildi.

8. Karistirma isleminden sonra tlpler sogutmali santrifjde12000rpm’de
+4°C’de 5 dakika cevrildi.

9. Santrifijden ¢ikan tuplerin Ust fazlari atildi.

10.Tuplerin dibinde kalan 16kosit hicreleri beyaz bulutsu renkte gbézlenene
kadar 2X lizis solisyonuyla muamele edildi.

11.Beyaz bulutsu gorunus elde edilince, tuplerin Gzerine 400yl lize edici
solusyon eklendi, karigtirildi.

12.Basta eklenen kan hacminin 1/10’u (40ul) kadar %10’luk SDS eklendi.
5ul Proteinaz K (100ug/ml) eklendi ve el hareketiyle karigtirildi.

13. Tupler 37°C’de bir gece inkliibasyona birakildi.

2.Giun

14.37°C’den cikarilan tlplerin Uzerine tlp igindeki hacim kadar (1:1
oraninda) 25:24:1 oranindaki fenol kloroform izoamil alkol solisyonu
eklendi.

15. Tapler 30saniye hafifce vortekslendi (Elektro-mag).

16. Tupler karigtirma cihazina yerlestirildi, 5 dakika karigtirildi.

17.Karistirma isleminden sonra tlpler sogutmali santrifijde 12000rpm’de
+4°C’de 5 dakika cevrildi.

18.Santriflij sonrasi tup icindeki Ust faz yeni bir 1.5ml'lik eppendorf tipe
aktarildi.

19.Berrak bir gorunum elde edilinceye kadar 15.-19. basamaklardaki
islemler tekrarlandi.

20.Taplerin Gzerine (-20°C’de saklanan) %9%5’lik etil alkol eklendi, el
hareketiyle hafifce karistirildi bu sirada DNA’nin beyaz iplikgik halinde
¢cOkmesi gozlendi.

21.Tupler -20°C’lik derin dondurucuya konur 10 dakika bekletildi.

22.Tupler sogutmali santrifijde 12000rpm’de +4°C’de 5 dakika cevrildi.
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23.Santrifljden ¢ikarilan tlplerin dibinde bir miktar sivi kalacak sekilde el
hareketiyle bogaltildi.

24.1ml’lik mikropipet ucuyla dipte kalan DNA pellet kaldirildi. DNA 1.5ml’lik
yeni bir eppendorf tlpe aktarildi, Gzerine %70’lik etil alkol eklendi.

25. Tupler sogutmali santrifijde 12000rpm’de +4°C’de 5 dakika gevrildi.

26.Ust faz el hareketiyle uzaklastirildi.

27.Taplerin agzi agik pozisyonda parafilimle kapatilip toplu igneyle birkag
delik acildi, oda sicakhginda bir gece bekletilerek kurumasi saglandi.

3.Gun

28.Fazla suyu ugurulan ¢okelti tzerine 150ul 0.5X TE tamponu eklendikten
sonra tupler 37°C’de bir gece veya 55°C’de 2 saat inklibasyona
birakildi, DNA’nin ¢ézinmesi saglandi.

DNA érneklerine standart bir numaralandirma sistemi uygulandi. Oncelikle her
aileye 001'den 026’'ya kadar numaralar verildi. Ornegin ilk ailenin WH tanili ilk
bireyine 011C1K numarasi verildi. Hasta 18 yasindan bulylkse ‘B’ kic¢lkse ‘C’ harfi
kullanildi, harften sonraki ilk rakam calismaya katilan kardeslerden ilkini temsil
etti,diger kardesler 2, 3 olarak numaralandirildi. En sonda bulunan harf kisi erkekse
‘E’ kadinsa ‘K’ olarak duzenlendi. Bireylerin anne ve babalari icin ebeveyni
simgeleyen ‘E’ harfi ‘B’ ve ‘C’ nin yerine kullanildi. 011 nolu aile igin anne 011E1K
ile numaralandiriirken baba 011E1E ile numaralandiriimigtir. Tum DNA iceren
tuplerin Uzerine bu numaralar yazildi, PCR tipleri igin ayni numara kullanildi hangi
ekzon c¢aligilacaksa sonuna ekzon numarasi eklendi. Dizi analizine gidecek

orneklerin tUzerinde de PCR’daki numara kullanildi.
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2.2.4 Elde Edilen DNA’nin Konsantrasyonunun ve Kalitesinin Saptanmasi

DNA’nin konsantrasyonu ve safligi spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga
boylarinda elde edilen degerlerle belirlenebilir.260nm dalga boyunda 1 optik dansite
(OD) degeri ile solisyonun 50ug/ml cift iplikli DNA icerdigi kabul edilir.

DNA Konsantrasyonu= OD260 X 50ug/ml X sulandirma orani

260nm’deki OD degeri kullanilarak o6rneklerin konsantrasyonlari asagidaki

formul kullanilarak hesaplandi(65).

DNA &rneklerinin safli§gi OD260/OD2so orani kullanilarak degerlendirildi. lyi
saflastiriimis DNA’'nin OD260/OD2g0 degeri yaklasik 1.8’dir. Ortamda fenol ve protein
bulunursa OD260/OD2s0o dederi 1.8'den kuguk olacaktir. OD260o/OD2s0o degeri 2'den
biylkse RNA bulasi oldugu anlamina gelmektedir (65).

Elde edilen DNA’larin miktari ve safliginin belirlenmesi i¢in her érnekten 4l
alindi ve Uzerine 96ul 0.5X TE tamponu ile tamamlanarak 1/25 dilisyon saglandi.
Hazirlanan oOrnekler spektrofotometrede (Pharmacia Biotech Ultraspec 2000

UV/Visible) 260nm ve 280nm’deki dalga boylarinda OD oélgumleri yapildi.
PCR’da kullanilan tum DNA’lar yukaridaki standartlara uygun olarak hazirlandi.

Bu DNA’larin intakt olup olmadiklari %1’lik agaroz jelde 1ul DNA 6rnegi yurutilerek
kontrol edildi.
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2.3 B-actin Geninin ve ATP7B Geninin 8.,12.,13.,14. ve 17. ekzonlarinin PCR

Teknolojisiyle c¢ogaltiimasi

B-actin primer dizileri (internal kontrol):
B-actin(ileri) : 5ATCATGTTTGAGACCTTCAA 3
B-actin(geri) : 5CATCTCCTGCTCGAAGTCCA 3

2.3.1 Sekizinci Ekzon Bolgesinin Cogaltilmasi icin Primer Dizileri:

8.ekzon bolgesi ileri primer : CGCTCATTGAACTCTCCTCC3’
8.ekzon bolgesi geri primer :5’ AACATGGTGTTCAGAGGAAGTGAG3’

52851 5"AAAGCTAGAG GCTTTGCCAT CCCCAGGGCC CTTGGCCCTG TGTCGCTCAT

52901

52951

53001

53051

53101

53151

53201

53251

TGAACTCTCC
ACTTGAGAGG

CTCCTCGGTG
GAGGAGCCAC

CAGGTCAGCC
GTCCAGTCGG

ATGTTTATTC
TACAAATAAG

AGGAGCCCTG
TCCTCGGGAC

TGCCCTGGGC
ACGGGACCCG

GTTCAGAAAA
CAAGTCTTTT

ACCATGTTTA
TGGTACAAAT

TCCCTACTTG
AGGGATGAAC

GGTGGTACTT
CCACCATGAA

AACATGGACG
TTGTACCTGC

TCTGGTCATC
AGACCAGTAG

TGACATTCTT
ACTGTAAGAA

CGGTGGCTGG
GCCACCGACC

GAGCTGCTCC
CTCGACGAGG

GAATTACTAA
CTTAATGATT

CTGGCAGCCT
GACCGTCGGA

CTACGTTCAG
GATGCAAGTC

TGCTCATCGT
ACGAGTAGCA

CTGGTGGTTG
GACCACCAAC

CGACACGCCC
GCTGTGCGGG

AACACTTGGC
TTGTGAACCG

TTCAGTAAAC
AAGTCATTTG

TTATACACAG
AATATGTGTC

TCACTGTCCT
AGTGACAGGA

GCCTACAAAT
CGGATGTTTA

CCTGGCCACA
GGACCGGTGT

CTGTGGCTGA
GACACCGACT

CCCATGCTCT
GGGTACGAGA

AAAGGTAACA
TTTCCATTGT

AAATCTCACT
TTTAGAGTGA

TGTCTTTCAG
ACAGAAAGTC

CTCTGAGACA
GAGACTCTGT

AGCATTGCTT
TCGTAACGAA

GAAGGCGGAG
CTTCCGCCTC

TTGTGTTCAT
AACACAAGTA

GCAGCTTCAG
CGTCGAAGTC

TCCTCTGAAC
AGGAGACTTG

8.ekzon geri primer

CATAGAGACAGACTTAAAGAZ'
GTATCTCTGTCTGAATTTCTS'

3'TTTCGATCTC CGAAACGGTA GGGGTCCCGG GAACCGGGAC ACAGCGAGTA
8.ekzon ileri primer
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2.3.2 Onikinci Ekzon Bolgesinin Cogdaltiilmasi icin Primer Dizileri:

12.ekzon bolgesi ileri primer :

12.ekzon bdlgesi geri primer :

616015’ TAAATGAAGG AGATTATCCC AATCTTTATC

61651

61701

61751

61801

61851

12.ekzon ileri primer

TCTTCATAGG
AGAAGTATCC

ACCCATTCAG
TGGGTAAGTC

TCATCATCAT
AGTAGTAGTA
Clarl
ATCGATTTTG
TAGCTAAAAC

GGCTATATGG
CCGATATACC

TTGTAATTTC
AACATTAAAG

CAGCTGGCTG
GTCGACCGAC

GTCAACTTTG

CAGTTGAAAC

GTGTTGTTCA

CACAACAAGT

TGGTTGTGTT
ACCAACACAA

3"ATTTACTTCC TCTAATAGGG TTAGAAATAG

Ncol

~ A~~~ A~ A

CCATGGTCTT
GGTACCAGAA

ACCGGTTTAG
TGGCCAAATC

ACGTTGGTGG

TGCAACCACC

GAGATACTTT

CTCTATGAAA

TTAAATAATC
AATTTATTAG

CATGCTTGTG
GTACGAACAC

GGTGTTTTAT

CCACAAAATA

TGGATATTTT
ACCTATAAAA

TATGGATTGT
ATACCTAACA

CCTGTAAGTT
GGACATTCAA

TACTGACATTGATCCTGTTC3'
ATGACTGTAACTAGGACAAGS'

12.ekzon geri primer

STTCTTCATAGGTTGTAATTTCCCATGZ
5’GGATCAATGTCAGTAGATTATTTAAAACACY

GTGTTTTATT
CACAAAATAA

TTTCATAGGC

AAAGTATCCG

GTCCCATTTA
CAGGGTAAAT

AATCGGTTTT
TTAGCCAAAA

GAATGCCTTG
CTTACGGAAC
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2.3.3 Onuclncu Ekzon Bodlgesinin Codaltiilmasi icin Primer Dizileri:

13.ekzon bdlgesi ileri primer : 5’CAACCTGCCTCTGACTCT 3
13.ekzon bolgesi geri primer : 5 GGATGGGGAAAGCCGTGCTAC3’

64951

65001

65051

65101

65151

65201

TCTGTCCTGT
AGACAGGACA

TCATCCGGTT
AGTAGGCCAA

CCCTGCTCCC
GGGACGAGGG

GGTGGCCGCG
CCACCGGCGC

TGGCGCACAA
ACCGCGTGTT

TTTCAGAACC
AAAGTCTTGG

TGCTTTCCAG
ACGAAAGGTC

TGGGGCTGGC
ACCCCGACCG

CAGAACGGCA
GTCTTGCCGT

GGTCAGCCTG
CCAGTCGGAC

CCAACAAGCA
GGTTGTTCGT

ACGTCCATCA
TGCAGGTAGT

CACGCCCACG
GTGCGGGTGC

TCCTCATCAA
AGGAGTAGTT

TAGCACGGCT
ATCGTGCCGA

13.ekzon ileri primer
5" TGATTAGAGT TCTGGGAGCT TCCTTATTGA ACTCTCAACCTGCCTCTGAC
3"ACTAATCTCA AGACCCTCGA AGGAATAACT TGAGAGTTGGACGGAGACTG

CATCTCCCAG
GTAGAGGGTC

CGGTGCTGTG
GCCACGACAC

GCTGTCATGG
CGACAGTACC

GGGAGGCAAG
CCCTCCGTTC

TTCCCCATCCTGAGAGATGAZ'
AAGGGGTAGGACTCTCTACTS'

13.ekzon geri primer

ACAGAGGTGA
TGTCTCCACT

CATTGCCTGC
GTAACGGACG

TGGGCACCGG
ACCCGTGGCC

CCCCTGGAGA
GGGGACCTCT
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2.3.40ndorduncu Ekzon Bolgesinin Cogaltiimasi icin Primer Dizileri:

14.ekzon bolgesi ileri primer

14.ekzon bolgesi geri primer

67101

67151

67201

67251

67301

67351

67401

67451

TGGAAGCCCC
ACCTTCGGGG

CAGATAAAGA

GTCTATTTCT

CCCCAGGGTC
GGGGTCCCAG

TCAGGAAGGT
AGTCCTTCCA

CCCTTGGGCG
GGGAACCCGC

GCGTGGCCCT
CGCACCGGGA

TCTCTCCTAG
AGAGAGGATC

TCCATCTGTA
AGGTAGACAT

CTGTGATGTT
GACACTACAA

ATGCGGGTGC
TACGCCCACG

TCTGGCTGTG
AGACCGACAC

TGGCAGTCAC
ACCGTCAGTG

GCCCTCCCCG
CGGGAGGGGC
Aval

~ A~~~ A~ A~

CTGCCCTCGA
GACGGGAGCT

14.ekzon geri primer

:5’AGTTCTGCCTCAGGAGTGTGAC3’
: 5’CAGCTAGGAGAGAAGGACATGG3

14.ekzon ileri primer
5"TTTCCTGTCT GAGGCAGGTT GGGTGAAGTT CTGCCTCAGGAGTGTGACTA
3" AAAGGACAGA CTCCGTCCAA CCCACTTCAA GACGGAGTCCTCACACTGAT

TTGTGGTCAG
AACACCAGTC

TGACAAGACT
ACTGTTCTGA

TCCTGCTGGG
AGGACGACCC

GTGGGGACTG
CACCCCTGAC

CAAATACTGT
GTTTATGACA

CCAATGCTCT
GGTTACGAGA

~

GGAGCCTTCT
CCTCGGAAGA

TGAGTTGTGG
ACTCAACACC

GGCACCATTA

CCGTGGTAAT

GGATGTGGCC
CCTACACCGG

CGGAGGCCAG
GCCTCCGGTC

AAAGAGGTAC
TTTCTCCATG

TTTATTCCTC
AAATAAGGAG

CTGTGTGGTCTGGAAAACCAZ'
GACACACCAGACCTTTTGGTS'

TTGTTTTTGG
AACAAAAACC
Ncol
CCCATGGCGT
GGGTACCGCA

ACACTGCCCC
TGTGACGGGG

CAGTGAACAC
GTCACTTGTG

GTGGACTTGG
CACCTGAACC

ACCATGTCCT
TGGTACAGGA
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2.3.50nyedinci Ekzon Bolgesinin Cogaltilmasi icin Primer Dizileri:

17 .ekzon bdlgesi ileri primer : 5CATTGCAAGTGTGGTATCTTGGT3’
17.ekzon bolgesi geri primer : 5 TACAGCTCAGTGCTGGGCC3’

72201

72251

72301

72351

72401

72451

72501

TTTTGCACAT
AAAACGTGTA

TGCGGGGTGC
ACGCCCCACG

GGTGTGCTCT

CCACACGAGA

TGCCCTGGCT

ACGGGACCGA

TCACGGGGGA
AGTGCCCCCT

CCCTTTAATG
GGGAAATTAC

AAGTAAGCAC
TTCATTCGTG

AATATTATAT
TTATAATATA

CCCAACTTGT
GGGTTGAACA

GTGGGATGAT
CACCCTACTA
Apall

GTGCACACGC
CACGTGTGCG

CAACCGGAAG
GTTGGCCTTC

TTGCAAACTG
AACGTTTGAC

CAGTTGGCCC
GTCAACCGGG

17.ekzon geri primer

17.ekzon ileri primer

GATGAGAACA
CTACTCTTGT

GTAGCTGCTG
CATCGACGAC

CGCAATCGCA
GCGTTAGCGT

PstI

~ A~

~ A~ A~~~

TGCAGAGCAT
ACGTCTCGTA

ACAGCCAGAG
TGTCGGTCTC

TGTAAAGCTC
ACATTTCGAG

AGCACTGAGC
TCGTGACTCG

TTGCAAGTGT
AACGTTCACA

ATGCTGGCTG
TACGACCGAC

GACGCTGTCA

CTGCGACAGT

GGGTGTGGAC

CCCACACCTG

CTATTGCCAC
GATAACGGTG

ATAAAAGCAG
TATTTTCGTC

TGTACTCCTG
ACATGAGGAC

GGTATCTTGG
CCATAGAACC

GTTCGCTCCA
CAAGCGAGGT

AGCAGGAGGC

TCGTCCTCCG

GTGGTTCTGA

CACCAAGACT

CCAGGTACAG
GGTCCATGTC

TTAGAGACAA
AATCTCTGTT

CTCTTTCTCC
GAGAAAGAGG
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2.4 PCR’da Kullanilan Kimyasallar ve PCR’Iin Hazirlanigi
DNA Taq polimeraz enzimi (5u/ul) : MBI Fermentas (Cat no:EP0O402 )
PCR reaksiyonunda 1 unite kullanilacak sekilde 25ul'lik PCR reaksiyonuna

eklendi.
dNTP’ler (100umol/ml) : MBI Fermentas (Cat no:R0141dATP,R0151dCTP,
R0161dGTP,R0171dTTP)

100mM’lik her bir dNTP’den (dATP,dCTP,dGTP,dTTP) 10ul alinarak (toplam
40ul) 0.2ur'lik tipe kondu ve tzerine 60ul dH20 eklenerek 100ul hacimde 10mM’hk
dNTP karisimi hazirlandi ve -20°C’de saklandi.

PCR'In Hazirlanisi:

PCR tablo 2.1’deki bilesenler belirtilen miktarda kullanilarak son hacim 25l
olacak sekilde 0.2ml'lik steril tipte hazirlandi. 10 6rnek calisilacak ise pipeta;j
hatalar icin 1 ve negatif kontrol igin 1 olmak Uzere toplam 12 6érnek varmis gibi

reaksiyon karigimi hazirlandi.
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Tablo 2.1:10 drnek icin PCR bilesenlerinin miktarinin gosterilmesi

ik Son Kullanilan 10+2°lik
konsantrasyon | konsantrasyon | hacim reaksiyon
dH20
15.6 ul 187.2 ul
Tampon(Taq
. o 10X 10X 25l 30 pl
polimeraz igin)
MgCl2
25mM 25mM 2.5l 30 pl
dNTP
10mM 10mM 0.5 ul 6 ul
ileri primer
100pmol/ul 10pmol//ul 0.7 pl 8.4ul
Geri primer
100pmol/pl 10pmol//pl 0.7 pl 8.4l
Taq polimeraz
o 5U/ul 5U/ul 0.5 pl 6 ul
enzimi
DNA
200-300ng 2 ul
Toplam 25l

8., 12., 13., 14. ve 17. nolu ekzonlar ¢ogaltmak icin yapilan PCR isleminde

yukaridaki miktarlar aynen kullanildi, sadece karisim hazirlanirken g¢ogaltiimak

istenen bolgeye 6zgu primerler kullanildi.

Taq polimeraz enzimi reaksiyon kurulurken buz Uzerinde tutuldu ve Taq

polimeraz eklendikten sonra vakit kaybetmeden tip icine konan bilesenlerin iyice

karismasi igin pipetaj yapildi. Hemen ardindan 0.2ml'lik tUplere 23ul reaksiyon

karisimi dagitildi.
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Son olarak her bir tipe 2ul DNA eklendi ve PCR cihazina (Thermal cycler)
ornekler hizli bir sekilde yerlestirildi, PCR iglemi baslatild1.

2.4.1 PCR Sartlan
PCR
arkadaslarinin  (14),

reaksiyonunda,8, 12, 14, 17 nolu ekzonlar

13 nolu ekzon

icin  Petruchin ve
icin  Waldenstrom ve arkadaslarinin (1)
kullandiklari primerler kullanildi. Bu primerlerin sentezi MWG Biotech (Almanya)
firmasinda yaptirildi. Bu firmanin hazirladidi primerlerin annealing derecesi 8. ekzon
icin 61°C, 12.ekzon igin 59°C, 13.ekzon igin 56°C, 14.ekzon ig¢in 62°C ve 17.ekzon
icin 60°C oldugu primerlerle birlikte génderilen formda yazilmisti. Ancak laboratuar
sartlarimizda annealing sicakliklar sirasiyla 59°C, 55°C, 59°C, 62°C ve 62°C olarak
standardize edildi (tablo 2.2).

Tablo2.2: B-actin geninin ve ATP7B geninin bes ekzonunun PCR profili

B-actin
Denatiirasyon | 93°C 5dk
93°C | 40sn
Annealing 56°C | 40sn | 29ddngu
72°C | 40sn
72°C 5dk
Sonlanma
4°C 10dk
8.EKZON | 12.EKZON | 13.EKZON | 14.EKZON | 17.EKZON | Siire
Denatiirasyon 95°C 95°C 95°C 95°C 95°C 5dk
94°C 94°C 94°C 94°C 94°C 1dk
Annealing 59°C 55°C 59°C 62°C 62°C 1dk
72°C 72°C 72°C 72°C 72°C 1dk
72°C 72°C 72°C 72°C 72°C 5dk
Sonlanma
4°C 4°C 4°C 4°C 4°C 10dk
Ddngu sayisi 36 36 36 36 36
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2.5 PCR Uriinlerinin %2’lik Agaroz Jel Elektroforeziyle Kontrol Edilmesi

Kullanilan Kimyasallar ve Geregler:

5X Tris Buffer EDTA(TBE) Stok Tampon Hazirlanisi:

54gr Tris base (Sigma T 8524) ve 27.5gr borik asit (Sigma B 6768) tartilarak
800ml dH20 da ¢dzildi. Uzerine 20ml 0.5M EDTA(pH=8.0) ilave edildi son hacim
dH20 ile 1000ml'ye tamamlandi.

Elektroforezde stok 5X TBE tamponundan 0.5X TBE hazirlanarak kullanildi.

Yikleme Tamponu(Loading buffer):

YUkleme tamponu olarak %40 sukroz ve %0.25 bromofenol mavisi karigimi
kullanildi.

Etidyum bromar 10ug/mr’lik stoktan 1l kullanildi (cat no:Applichem A1151)

DNA marker :pUC mix (cat no:Fermentas SM0301)

%?2’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi:

%Z2’lik agaroz jel hazirlandiktan sonra 0.5X TBE tamponunu igeren jel tankina
(Hoefer) uygun sekilde konuldu.

Jelin Uzerine 2-3mm yuksekliginde olacak sekilde 0.5X TBE tamponunu
eklendi.

4ul PCR Uruntne 1ul yakleme tamponu eklenerek pipetaj yapildi.

5ul 6rnek karisimi kuyulara sirayla yuklendi.
Yukleme isleminden sonra tankin kapagi kapatildi ve gu¢ kaynagr (ATTA-

crosspower 500) 80 Volt 30 miliampere ayarlanip elektroforez sistemi baslatilarak

jelin yarimesi saglandi.
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2.5.1 PCR Uriinlerinin Kontrolii ve fotograflanmasi
B-actin genine ve ATP7B geninin 8, 12, 13, 14 ve 17 nolu ekzonlarina 6zgl
PCR drunleri yukarida tanimlanan elektroforez sisteminde yuratuldi. Yadrutme
isleminden sonra jel ultraviyole 1sini (UV) altinda incelendi ve fotografi UV
transilluminatér duzeneginde ‘EAGLE EYE’ ¢ekildi.
B-actin PCR reaksiyonu sonucu 318 bp’lik drtin elde edilmesi beklendi.
8.ekzon PCR reaksiyonu sonucu 365 bp’lik trln elde edilmesi beklendi.
12.ekzon PCR reaksiyonu sonucu 246 bp’lik urtn elde edilmesi beklendi.
13.ekzon PCR reaksiyonu sonucu 255 bp’lik urin elde edilmesi beklendi.
14.ekzon PCR reaksiyonu sonucu 337 bp’lik urin elde edilmesi beklendi.
17.ekzon PCR reaksiyonu sonucu 306 bp’lik urin elde edilmesi beklendi.

2.6 DNA Dizi Analizi
Her hasta igin 50ul PCR 6rnegi elde edildi ve dizi analizi i¢in Giney Koredeki

Macrogen (www.macrogen.com) firmasina gonderildi. Her o6rnek icin hem ileri

primerle hem de geri primerle dizi analizinin yapilmasi istendi, bu islem igin érnek
basina 2ul primer (10pmol/ml) PCR 6rnekleriyle beraber gonderildi. Dizi analizi, ABI
3100 ve 3730xI DNA analizéru kullanilarak gergeklestirildi.
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BOLUM 3 :

BULGULAR
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3.BULGULAR
3.1 Wilson Hastalarinda ATP7B geninin 8, 12,13,14 ve 17 nolu
ekzonlarindaki mutasyonlarin DNA dizi analiziyle taranmasi ve saptanan

mutasyonlar:

3.1.1 Kan Orneklerinden DNA Eldesi:

Kan orneklerinden elde edilen DNA’larin safli§i spektrofotometrede OD 260/280
nm dalga boyunda verdikleri optik dansiteler oranlanarak saflik kontroli yapildi
(tablo3.1). DNA’larin batunlagunt saptamak igin DNA drnekleri %1’lik agaroz jelde
yuratulda (Sekil 3.1). Spektrofotometredeki 260/280nm optik dansite orani 1.8 ve
Uzerinde olan, jelde tek bant gérinimid veren DNA o6rnekleri PCR’da kalip olarak

kullanildi.

Tablo 3.1: Sekil 3.1’deki DNA’larin OD260/OD2so oranlari ve hesaplanan

konsantrasyonlari

Hasta numarasi Konsantrasyon 0OD260/0D280
004C1E 321.25 pg/ml 1.8
006C1K 557.5 ug/ml 1.9
007C1E 282.5 pg/ml 1.8
013B1K 266.25 pg/ml 1.9
014C1E 390.00 pg/ml 1.8
015B1K 275.00 pg/ml 1.9
018C1E 271.25 pg/ml 1.7
019B1E 753.75 pg/ml 1.9
020C1E 298.00 pg/ml 1.8
021C1K 467.25 pg/ml 1.9
022C1E 426.75 pg/mi 1.8
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100bp marker
004C1E
006C1K
007C1E
013B1K
014C1E
015B1K
018C1E
019B1E
020C1E
021C1K
022CA1E

BT S S —m—
1031 bp._

UL

500 bp s

Sekil 3.1 : DNA 6rneklerinin %1 lik agaroz jeldeki goruntisu

3.2 PCR urunlerinin kontroliine ait bulgular

Elde edilen DNA &érneklerinin  PCR ig¢in uygunlugunu saptamak amaciyla
internal kontrol olarak B-actin geni secildi. Bu gene spesifik primerler kullanilarak
kurulan PCR urunleri DNA markeri esliginde (pUC mix) %Z2’lik agaroz jelde yurutuldu
(Sekil 3.2). Jelde B-actin PCR Urlnlerine ait beklenen yerde ve tek bant goruldi; bu
sonuca baglh olarak ayni DNA’lar kullanilarak, ATP7B geninin 8, 12, 13, 14 ve 17
nolu ekzonlarinin PCR ile ¢ogaltiimasi islemine gecildi. Elde edilen PCR urunleri,
%Z2’lik agaroz jelde DNA markeri egliginde yarutuldu (Sekil 3.3-3.7).
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B-ACTIN PCR SONUGLARI

pUC mix marker

:
{

01581K
018C1E
981
020C1E
021C1K

RERERE

T y i "

Sekil 3.2.1 : Beta actin (internal kontrol) PCR urlnlerinin %2’lik agaroz jeldeki
goruntusu

8.EKZON PCR SONUCLARI

Sekil 3.2.2 : 8. ekzon PCR urunlerinin %2’lik agaroz jeldeki goruntusu
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12.EKZON PCR SONUCLARI

.
5 §

L]

006C1K12
007C1E12
DoaciE12
D0gC1ET2
013B1K12
014C1E12
01581K12
018C1E12
019B1E12
020C1E12
021C1K12

Sekil 3.2.3 : 12. ekzon PCR urlnlerinin %2’lik agaroz jeldeki gérintusu

13.EKZON PCR SONUCLARI

022C1E13
dH20
mix marker

008C1E13
00SCIE13
013B1K13
D14CIE13
015B1K13
018CIE13
019B1E13
020C1E13
021C1K13

m:: . — e — s e S g— —— — — : 255 bp

Sekil 3.2.4 : 13 ekzon PCR urunlerinin %2’lik agaroz jeldeki goruntusu
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14.EKZON PCR SONUCLARI

£ i
¢ 2 2 x ¥ x X X XT X X X X X -
B ¥ W oW ou ¥ U ¥ W o W ¥ W =
E — — = — — — — — — o= E
O O O m Q m o @ O
S £ 8 5 & s ¥ 8 2 2 = 2
[=9 = s = = = = = = = | [-%
r— .
. L
404bp T e
331 bp — — A — — — — — — — — — . 337 bp

Sekil 3.2.5 : 14. ekzon PCR urunlerinin %2’lik agaroz jeldeki goruntusu

17.EKZON PCR SONUCLARI

pUC mix marker
pUC mix marker

dH20

— —

p— - N—
BITOP s e e S —— ey ——— — — — © 308 bp
242 bp

Sekil 3.2.6 : 17. ekzon PCR Urunlerinin %2’lik agaroz jeldeki goruntusu
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3.3 ATP7B Geninin 8,12,13,14 ve 17 nolu Ekzonlarindaki Mutasyonlar

Jelde, uygun buyuklikte DNA igeren, tek bant goézlenen hastalarin ayrilan PCR
ornekleri DNA dizi analizi i¢cin macrogen firmasina gonderildi. DNA dizisindeki
farkhliklari saptamak Uzere sonuglar, ATP7B geninin NCBI'da tanimlanan NC000013
dizisi ile karsilastirildi. ileri ydndeki primer génderilerek elde edilen verileri
dogrulamak amagh geri yondeki primerle tekrardan dizi analizi yapildi. Mutasyon
saptanan hastalarin ilgili ekzon bdlgeleri PCR ile yeniden g¢ogaltildi, iki yonlu dizi
analizi yapilmak tzere macrogen firmasina gonderildi. Bdylece elde edilen verilerin
dogrulanmasi saglandi. Buna ilave olarak ulasabildigimiz hastalarin anne, baba ve
kardeglerinden gonullu olarak c¢alismaya katilmak isteyenler ayni protokol
uygulanarak c¢aligildi, sonuglar hastalarinkiyle ve klinik bulgularla korele oldugundan

calisma sonucunda elde edilen verilerin bir kez daha dogrulanmasi sagland.

Sekans sonuglarina gore saptanan degdisimler, ekzonlara goére Sekil 3.3.1-
3.4.1’te belirtilmistir. Degisikligin oldugu nukleotid Uzerine ok konarak isaretlenmigtir.
Saptanan degisimi iki kromozomda da tasiyan homozigot hastalarin degisen
nukleotidi ok ile isaretlenip normal dizide bulunmasi gereken nukleotid ok’'un Uzerine
yazilmistir. Degisimi heterozigot olarak tasiyan hastalarin degisen nukleotidi ok ile
uzerinden isaretlenerek Dbelirtiimistir. Delesyon (nukleotid eksilmesi) tasiyan
hastalarda, delesyonun oldugu bdlge ok ile isaretlenip Uzerine delesyona ugrayan
nikleotid ‘delN’ seklinde yazilirken; insersiyon(nikleotid eklenmesi) tasiyan
hastalarda, insersiyonun oldugu bolge ok ile igaretlenip Uzerine eklenen nukleotid ‘ins

N’ seklinde yazilmistir.

Calismamizda 8.ekzonda gdzlenen mutasyonlardan;

2298-2299insC, WH tanili 2 kardeste heterozigot olarak goézlenmistir. Toplam
hastalarin %7.7’si 2298-2299insC mutasyonunu tasimaktadir.

G710S, WH tanili 1 hastada homozigotken hastanin annesi heterozigottur.

Hastalarin %3.8’i G710S mutasyonunu tagimaktadir.
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R778W, WH tanili 1 hastada heterozigot olarak tasinirken hastanin annesi
normal,babasi heterozigottur. Hastalarin %3.8’'i R778W mutasyonunu tagimaktadir.
R778G, 1 hastada heterozigot olarak bulunmustur. Hastalarin %3.8’i R778G

mutasyonunu tagimaktadir.

Calismamizda, 12.ekzonda L936X mutasyonu WH tanili 1 hastada homozigot
olarak saptanirken anne ve babasinin heterozigot oldugu saptanmistir. Hastalarin

%3.8’i L936X mutasyonunu tagimaktadir.

Calismamizda 13.ekzonda gozlenen mutasyonlardan;

R969Q mutasyonu WH tanili 1 hastamizda homozigot olarak saptanmigtir.
Hastalarin %3.8’i R969Q mutasyonunu tasimaktadir.

A1003V mutasyonu WH tanili 1 hastamizda heterozigot olarak saptanmistir.

Hastalarin %3.8’i A1003V mutasyonunu tagimaktadir.

Calismamizda 14.ekzonda gbzlenen mutasyonlardan,

H1069Q mutasyonu, WH tanili 8 hastanin 3’Unde homozigotken, 5’inde
heterozigot olarak tagimaktadir. Mutasyonu homozigot olarak tasiyan hastalardan
1’nin tanih olmayan kardesi heterozigottur, heterozigot olan 1 hastanin anne ve
babasi da heterozigottur. Hastalarimizin  %30.7’si H1069Q mutasyonunu

tasimaktadir.

Bunlara ilave olarak; 8.ekzonda go6zlenen 2145C — T degisimi (1 hasta
heterozigot), 14.ekzondaki 3108delC degisimi (1 hasta heterozigot, babasi normal
annesi heterozigot) ve 17. ekzondaki 3620A—> G degisimi ( 2 kardes hasta
heterozigot, tanili olmayan 2 kardes ve anneleri heterozigot, babalari normal)

literatirde tanimli olmayan mutasyonlardir.
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Sekil 3.3.1: 8.Ekzonda mutasyon saptanan hastalarin sekans sonugclari:

004C1E nolu hastada G710S mutasyonu homozigot olarak saptandi.

G C
L l 10 B0 2 l
CH3 AGGHTEG CTa A A CCOACTE A ATCTE

s i / i
'a,{'m '“ll _;_” Sekil 3.3.1.1 } / uI.J[MIJ_Jl Sekll3312
(F)004C1E (R)004C1E

004C1E nolu hastanin annesi 004E1K G710S mutasyonunu heterozigot olarak

tasimaktadir. Hastanin babasi ex oldugu i¢in ¢calismaya dahil edilemedi.

30 l da 1] ]
SO G GGGTIGTACTTOTAE TTC SCACOCACCE GG AGCTG
N
o HHULH‘H I |"r |
Py P, IV f |
sk AN seriazrs L AULTI ) 004ETK

(FYOO4E1K

018C1E nolu hasta R778G mutasyonunu heterozigot olarak tagsimaktadir.

l M l = :
C <C‘IC‘ G FFO0G Jtl ; CAG AL SoAFEET £
| l

| \

gl

\ il I p f
Iﬂ \ .Ilr"'lll f |"'J||I||! Ill'lllfr_ulll Iﬁ- \ Fal J|Ir| /‘|| || .
5 Sekil3.34.5 L4y b U VLT Sekil 3.3.1.6

(FY0O18C1E | (R)018C1E
019B1E nolu hasta 2145C—T mutasyonunu heterozigot olarak tasimaktadir.
im fe1e ic:; Tecceme P st } M CI o ;jj
| T e L = J
i }\ " ; \ || il
f\" W *'| |\ il H';\
iy |'|,_,.,1JI' ' HJ' 4l | ,
. DU L sexil33.1.8
$ekll 3.3.1.7 (R)019B1E
(F)019B1E
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020C1E nolu hasta R778W mutasyonunu heterozigot olarak tagimaktadir.

£1D 0 l ceselt .g«*;: s
1 cn:,-o . c“u*ccjcc 367860764 ST
\ '| [ H ' ‘F‘ﬂ\} “f Il M lﬂl'u']' 1 !'ﬁ. _
| !JIl.,IJ Sekil 3.3.1.9 IrJ !ldllll J\J Sekil 3.3.1.10
| .,&_._ (F)020C1E L — (R)020C1E

020C1E nolu hastanin babasi 020E1E, R778W mutasyonunu heterozigot olarak

tasimaktadir. Hastanin annesi 020E1K, bu mutasyon agisindan normaldir.

' . v
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(F)020E1E
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I
[ ' 1
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_J|,-}'.~, sekiza.113 ALY Sekil3.3.1.14
(F)020E1K (RI020E1K

022C1E nolu hasta 2298-2299insC mutasyonunu heterozigot olarak
tasimaktadir, hastanin kardesi 022C2E de 2298-2299insC mutasyonunu heterozigot

olarak tasimaktadir.

IZI l 1[ 220 "‘;T E‘]E'
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Sekil 3.3.2 :12.Ekzonda mutasyon saptanan hastalarin sekans sonuglari:

007CA1E nolu hastada L936X mutasyonu homozigot olarak saptanmigtir.
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007C1E nolu hastanin annesi 007E1K ve babasi 007E1E L936X mutasyonunu

heterozigot olarak tagsimaktadirlar.

- e A

’\ f[' “\ ”' J'U il ﬁ | \MM I
s Rovrere

CA TG TCASCTTTS ::GTl GTGGTATGG AT TG TAATCGGTTTTATCG {9 o

TR 1 A P O T

LT Y
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Sekil 3.3.3 :13.Ekzonda mutasyon saptanan hastalarin sekans sonuglari:
021C1K nolu hastada R969Q mutasyonu homozigot olarak saptanmigtir.
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(F)021C1K (R)021C1K
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015B1K nolu hastada A1003V mutasyonu heterozigot olarak tagsinmaktadir.

EN =21]
l O TTO TG COOFEooA0
140

ORHREG I et

~"Sekil 3.3.3.3 Sekil 3.3.3.4
(F)015B1K (R)015B1K

Sekil 3.3.4:14.Ekzonda mutasyon saptanan hastalarin sekans sonuglari:

020C1E nolu hastada 3108delC mutasyonu heterozigot olarak saptanmistir.

|
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020C1E nolu hastanin annesi 020E1K mutasyonu heterozigot olarak tasirken

|\"

babasi 020E1E bu degigsim agisindan normaldir.
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006C1K ve 006C2E nolu kardes hastalarin ikiside H1069Q mutasyonunu

heterozigot olarak tagimaktadir.

Sekil 3.3.4.6
(R)020E1E
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006C1K ve O006C2E nolu kardes hastalarin annesi 006E1K  H1069Q
mutasyonunu heterozigot olarak tasirken, hastalarin babasi 006E1E mutasyonu

tasimamaktadir.
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013B1K nolu hastada H1069Q mutasyonu homozigot olarak saptanmistir.
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014C1E nolu hastada H1069Q mutasyonu homozigot olarak saptanirken,
hastanin WH tanili olmayan kardesinde 014C2E, H1069Q mutasyonu heterozigot

olarak saptanmigtir.
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018C1E nolu hastada H1069Q mutasyonu heterozigot olarak saptanmistir.
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019B1E nolu hastada H1069Q mutasyonu heterozigot olarak saptanmigtir.
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022C1E ve 022C2E kardes hastalarin ikiside H1069Q mutasyonunu heterozigot
olarak tagimaktadir.
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024B1E nolu hastada H1069Q mutasyonu homozigot olarak saptanmistir.
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Sekil 3.3.5 17.Ekzonda mutasyon saptanan hastalarin sekans sonuglari:

008C1E ve 008C2E nolu kardes hastalarda 3620A—G mutasyonu heterozigot
olarak saptanmigtir. Hastalarin yaglari kiguk olmasi nedeniyle klinik incelemeleri
yapilamayan iki kardesglerinde 008C3K ve 008C4E 3620A—G mutasyonu heterozigot
olarak saptanmigtir. Hastalarin annesinde 008E1K 3620A—G mutasyonu heterozigot

olarak saptarken, hastalarin babasi 008E1E bu degisim bakimindan normaldir.
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DNA Dizi Analiziyle Saptanan SNP Sonuglari:

12.ekzondaki K952R degisimi, 16 hastada homozigot (%61.5), 7 hastada
heterozigot (%26.9) ‘tur.

13.ekzondaki T991T degisimi, 2 hastada heterozigot (%7.69)tur. A1003A
degisimi, 1 hastada homozigot (%3.84), 2 hastada heterozigot (%7.69)'tur. L1015L
degisimi, 1 hastada homozigot (%3.84), 1 hastada da heterozigottur (%3.84)’tur.

Sekil 3.4.1:12.ekzonda saptanan SNP sonuglari
K952R degisimi 001B1K nolu hastada homozigottur.
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K952R degisimi 002C1K nolu hastada homozigottur.
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K952R degisimi 003C1K nolu hastada homozigottur.
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K952R degisimi 004C1E nolu hastada homozigottur. Hastanin annesi 004E1K

ise heterozigottur.
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K952R degisimi 005C1E nolu hastada homozigottur.
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K952R degisimi 006C1K, 006C2E nolu hastalarda homozigottur, hastalarin
annesi 006E1K ve babasi 006E1E homozigottur.
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K952R degisimi 007C1E nolu hastada ve hastanin babasinda OO7E1E
homozigot iken hastanin annesinde 007E1K heterozigottur.
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K952R degisimi 008C1E, 008C2E, 008C3K, 008C4E heterozigotken ve anneleri
008E1K homozigottur, babalari 008E1E bu degisim bakimindan normaldir.
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K952R degisimi 010C1K nolu hastada homozigottur.
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K952R degisimi 011C1K nolu hastada ve annesinde 011E1K heterozigotken,
babasinda 011E1E homozigottur.
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K952R degisimi 012C1K nolu hastada heterozigottur hastanin tanili olmayan
kardesi 012C2K, annesi 012E1K ve babasi 012E1E heterozigottur.
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K952R degisimi 014C1E nolu hastada homozigottur. Hastanin tanili olmayan
kardesi 014C2E heterozigottur.
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K952R degisimi 015B1K nolu hastada homozigottur.
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K952R degisimi 016C1E ve 016C2E nolu hastalarda heterozigotken, babalari

016E1E homozigottur. Anneleri ise bu degisim bakimindan normaldir.
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K952R degisimi 017C1E ve 017C2E nolu hastalarda homozigottur.
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K952R degisimi 018C1E nolu hastada homozigottur.
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K952R degisimi 019B1E nolu hastada heterozigottur.
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K952R degisimi 022C1E ve 022C2E nolu hastalardada homozigottur.
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K952R degisimi 023B1E nolu hastada heterozigottur.
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K952R degisimi 024B1E nolu hastada homozigottur.
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K952R degisimi 025B1K nolu hastada homozigottur.
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K952R degisimi 026C1K nolu hastada heterozigottur.
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Sekil 3.4.2: 13.ekzonda saptanan SNP sonuglari
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T991T degisimi 014C2E nolu tanili olmayan kardeste heterozigottur.
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T991T degdisimi 020C1E nolu hastada ve babasinda 020E1E heterozigotken,

annesi 020E1K bu degisim bakimindan normaldir.

WA

it dH

Wu |i '[ I
Sekil 3.4.2.3 || .'Y ] Il
(F)020C1E il

"
H " ’\' f

J | Sekil 3.4.2.4

67



120
SR G cc Ic GTGTG

| | |
| I ,UL | Sekl|3425 | Sekll3426
- (F)020E1E +(R)020E1E

CTE GC‘IC‘ IC‘ IC‘ GGC‘I’

f||
M(\ J Sekil 3.4.2.7 J\\ \u "|(| | Sekil3.4.2.8
(F)020E1K _1 }l | (RI020E1K

A1003A degisimi 004C1E nolu hastada homozigot iken annesi 004E1K

heterozigottur.
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A1003A degisimi 007C1E nolu hastada homozigot iken annesi 007E1K ve
babasi 007E1E heterozigottur.
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A1003A degisimi 023B1E nolu hastada heterozigottur.
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Tam hastalarin iki yonli DNA dizi analizi sonuglari degerlendirilerek saptanan
degisimler tablo 3.2’da Ozetlenmistir. Mutasyonlarin tipi, degisen nukleotidler,
degisen aminoasitler, proteinin hangi domaininde oldugu ve degisimlerin literaturde
tanimli olup olmadigi tablo Gzerinde gosterilmigtir.
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Tablo 3.2:Calismaya dabhil edilen 26 ailenin,ATP7B geninin 8,12,13,14 ve 17 nolu ekzonlarina ait DNA dizi analizi sonuglari

I 8.EKZON I 12.EKZON | 13.EKZON 14.EKZON I 17.EKZON
HASTA NO |HASTANE |2128G~A GGTAGT |2145CT ACG_ATG | 2298 _2299insC ]2332C.T CGG~TGG |2332C—G CGGGGG |2807T-ATTG TAG |2855G A AGAAAA |2906GA CGG-CAG |2973G—A ACG—ACA |3008C T GCG_GTG |3009G A CGC_-CAC |3045G—~A CTG-CTA | 3108deiC ]3207C—A CAC—CAA 3620A—G CAC—CGC
G710Smissense Tm2 P767Pfs Tmd R778W missense Tmd | R778G missense Tmd | L936X nonsenseTms K952R R969QMissenseCh/Tm6 T991T A1003V missenseTm6 A1003A L1015L delesyon H1069Q missenseAT Ploop
(Tanimi mutasyon) (TANIMLI DEGIL) (tanimii mutasyon) (tanimii mutasyon) (tanimii mutasyon) (tanimii mutasyon) (SNP) (tanimir mutasyon) (SNP) (tanimir mutasyon) (SNP) (SNP) (TANIMLI DEGIL) (tanimii mutasyon) (TANIMLI DEGIL)
[ooiBTK |SSK T (homozigot)
|_|_00201K SSK + (nomozigot)
003CTK l_SSK + (nomozigot)
004C1E___|SSK + (homozigot) + (homozigot) + (homozigot)
004ETK | SSK “{heterozigot) “F{heterozigot) “{heterozigot)
005CiE__|DE + (nomozigot)
[G06CTK + (nomozigot) *+{heterozigot)
(006C2E + (nomozigot) +(heterozigot)
00GETK  (nomozigot) *+(heterozigol)
 (nomozigot)
+ (homozigot) + (homozigot) + (homozigot)
*+(heterozigot) + (homozigot) *+(heterozigot)
*(heterozigot) “{heterozigot) *(heterozigot)
+ (heterozigot) +{heterozigot)
“{hererozigot) *+{(heterozigot)
“(heterozigot) *(heterozigot)
“(heterozigot) +(heterozigot)
*+{homozigot) +(heterozigot)
 (nomozigot)
+ (heterozigot)
“{heterozigot)
*+(homozigot)
+ (heterozigot)
“{heterozigot)
“(heterozigot)
“(heterozigot)
|_o1 3BIK__|DEU  (nomozigot) + (nomozigot)
014CiE__|DEU + (nomozigot) + (homozigot)
014C2E__|DEU “{heterozigot) “{heterozigot) *+(heterozigot)
|01 581K __|DEU + (homozigot) +(heterozigot)
016CTE “F{heterozigot) “{heterozigot)
016C2E + (heterozigot)
G16ETE + (homozigot) “{heterozigot)
 (nomozigot) + (nomozigot)
+ (nomozigot) + (homozigot)
I01 8CTE IBucH “+(heterozigot)  (homozigot) “{heterozigot)
019B1E | DE + (heterozigot) + (heterozigot) “{heterozigot)
020C1E _|SSK “(heterozigot) + (heterozigot) ¥
020ETK | SSK T
SSK “+(heterozigot) + (heterozigof)
|0_21C1K IEU(;H + (homozigot)
BUGH ¥ + (homozigot) “{heterozigot)
022C2E | BUGH ¥ *+{homozigot) “(heterozigot)
|_02331E VOH + (heterozigot) + (heterozigot)
024B1E | YDH + (nomozigot) + (homozigot)
025B7K | YDH “+(homozigof)
026C1K | YDH “{heterozigot)
L
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TARTISMA
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4. TARTISMA

WH, vicuttaki fazla bakirin atilamayip karaciger, bdbrek, beyin gibi birgok
organlarda birikerek hasar meydana getirmesi yoluyla olusur. Kandaki seruloplazmin
degeri, idarardaki bakir miktari WH tanisi igin birer kriter olsa da yalanci pozitiflik riski
yuksektir. Wilson hastalidi tanisinin konmasi, uzun yillar boyunca bakirin karaciger
ve sinir sisteminde birikmesinden sonra olmaktadir. Bu sorunun giderilmesi amaciyla
2003 yilinda Ferenci ve arkadaslari WH tanisi i¢in bir skorlama sistemi (tablo1.1)
olusturmusglardir. Bu skorlamada, hastaliga neden olan mutasyonlarin her iki
kromozomda gorulmesini dort, bir kromozomda goérulmesini bir puan olarak

belirlemislerdir(26).

Wilson Hastalarinda hastalikla iligkilendirilen ATP7B geninde mutasyon
analizinin yapilmasiyla, WH tanili bireyin ailesindeki ve akrabalarindaki geng
bireylerde hastalik belirtileri olusmadan ve/veya hastalik ilerlemeden erken tani
konmasi saglanabilecektir. Bireylere uygun diyet uygulanmasi, ila¢ tedavisi veya
ikisinin beraber uygulanmasi ile karaciger sirozu olusmadan veya norolojik
bozukluklar meydana gelmeden hastalarin tedavi edilmeleri mumkin olabilecektir.
Ayrica erken teshis konmasiyla ve tedaviye baslanmasiyla; hastaligin ilerlemesi
engellenerek, hastalara karaciger nakli yapilmasina gerek kalmadan yasamlarini

surdurebilmeleri 6ngorulmektedir.

Anadolu, sahip oldugu cografik konum geregi, tarihteki dnemli ticaret yollarinin
ve goglerin merkezlerinden biri olmustur. Bu nedenle bir¢ok etnik kokenden insanin
yasadigl bir yerdir. Yasadigimiz Ulkenin bu o6zelligini dikkate alarak Avrupada ve
Asyada Wilson Hastalarinda ATP7B genindeki mutasyonlarin tarandigi ¢alismalar

literatur 1s1ginda degerlendirilmigtir.

http://www.uofa _medical_genetics.org/wilson/index.php’de belirlenen mutasyon

veri tabani incelenerek Wilson Hastalarinda ATP7B geninin 8. ve 14. ekzonlarindaki
mutasyonlarin sikhginin ytksekligi ve bu ekzonlarda mutasyon sayisinin fazla olusu,

bu bdlgelerin dncelikle ¢alisiimasini disindurmustir. Hasta populasyonumuzun Ege
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Bolgesinden olusu ve bélgemizin italya gibi Akdeniz llkelerine yakinligi bu
bolgeye yonelik calismalari 6ncelikle degerlendirmemizi saglamigtir. Loudianos ve
arkadaslarinin 1998 vyilinda 9 Turk Hastaylr dahil ettikleri c¢alismalarinda, bu
hastalarda ATP7B geninin 12., 13. ve 17. ekzonlarinda mutasyon saptamislardir
(47). Tim bu veriler siklikla gdézlenen mutasyonlarin genin 8.,12.,13.,14. ve 17. nolu
ekzonlarinda oldugunu gostermistir, bu nedenlerle ¢alismaya oncelikli bu bes

ekzonla baglamaya karar verilmigtir (tablo 1.2-1.6).

DNA eldesi icin literatlirde birgok yéntem bulunmaktadir. DEU TFAUH Tibbi
Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali laboratuarinda Maniatis (65,66) ‘in modifiye edilerek
standardize edilmis fenol kloroform izoamilalkol kullanilarak yapilan DNA
ekstraksiyon metodu kullanildi (67,68). Bdylece uluslararasi standartlara uygun,

kaliteli, saf, intakt DNA elde edilmesi saglandi.

WH'de ATP7B gen mutasyonlarinin tarandigi c¢alismalar, literatur 1siginda
degerlendirildiginde PCR igin Loudianos ve arkadaslarinin 1998 (48), Thomas ve
arkadaslarinin 1995 (30), Petruchin ve arkadaslarinin 1994 (14) ve Waldenstrom ve
arkadaslarinin 1996’daki (1) ¢alismalarinda kullandiklari primerlerin diger arastiricilar
tarafindan da tercih edildigi gozlendi. ATP7B geninin NCBI'daki gen dizisinde(Ek1)
sectigimiz bes ekzon bulunarak primerlerin dogru bdlgeye hibridize olup olmadigi
kontrol edildi. Primerlerin diziyle bire bir eslesmesi ve dizi analizinde Kkaliteli
sonuglarin ede edilebilmesi igin, primerlerin ekzonun basladigi (ileri primer igin) ve
ekzonun bittigi (geri pimer icin) niukleotidlere 20-30 nukleotid uzakhkta olmasi ve
amplifiye edilen bdlgenin 200bp-400bp arasinda olmasi kriterleri g6z 6nlne
alindiginda; ekzon 8, 12, 14 ve 17 nolu ekzonlar igin Petruchin ve arkadaslarinin,
ekzon 13 nolu ekzon icin Waldenstrom ve arkadaslarinin kullandiklari primerlerin

kullaniimasinin uygun olduguna karar verildi.
Mutasyon taramasi, restriksiyon enzim kesimleme, Single nucleotide

Conformational polymorphism (SSCP), DNA dizi analizi gibi bircok yontemle
yapilabilmektedir.
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Restriksiyon enzim kesimleme yontemi belirli bir bolgede, tanimli, spesifik bir
mutasyonun saptanabilmesi yoninden kullanilabilir bir yontemdir ancak DNA dizi
analiziyle tanimli mutasyonlarin saptanabilmesinin yanisira, hastalarimiza spesifik
yeni mutasyonlarin ve/veya SNP’lerin saptanabilir olmasi; DNA dizi analizinin tercih

edilmesinde ¢ok 6nemli bir avantajdir.

GuUnumuz kosullarinda, SSCP yontemi DNA dizi analizine gére daha pahali bir
yontemdir. SSCP ile konformasyonel degisimler saptanabilmektedir, bu yontemle
direk DNA dizisindeki degisim saptanamamaktadir ve DNA dizi analizine ihtiyag
duyulmaktadir. iki yéntemi birlikte uygulayip maliyeti artirmak yerine macrogen
firmasiyla isbirligi icinde sadece dizi analizinin yapilmasi daha hesapl odugundan
tercin edilmistir. Hem maliyet acgisindan hem de DNA dizisindeki degisimleri

saptayabilmek agisindan dizi analizi daha avantajli bir yontemdir.

Yaptigimiz maliyet hesabiyla, gunumuz kosullarinda macrogen firmasiyla
isbirligi icinde DNA dizi analizinin yapilmasinin érnek basina %1.5 daha karli oldugu
anlasiimistir. Bununla beraber zaman acisindan degerlendirildiginde 6rnek basina

%60 daha kisa sUrede sonug elde edilmektedir.
Tum bu nedenlerden 6turd sectigimiz bes ekzonda DNA dizi analizi yontemiyle

mutasyonlarin taranmasina karar verilmistir.

Bulgular boélimunde tablo 3.2’de belirttigimiz, calismamizda saptadigimiz
mutasyonlarin, diger ulkelerdeki dagilimi ve sikligini ekzonlara gore belirten tablolar

asagida sunulmustur (tablo 4.1-4.4) :
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Tablo 4.1: ATP7B geninin 8.ekzonunda saptadigimiz mutasyonlarin Ulkelere

gore dagilimi ve gorulme sikligi.

mut mut
Hst |gzl gzl

Mutasyon Ulke s hsts |kros |kros |%mut gzl |Referans Yil
2298-2299insC | D.Alm 164 6 %3.7 Caca et al 2001
2298-2299insC | D.Alm 6 Thomas et al 1995
2298-2299insC | Yug 28 2 %71 Firneizs et al 2002
2298-2299insC |isp 64 1 Thomas et al 1995
2298-2299insC | Bul 89 9
2298-2299insC | Cek C-Slo 200 5 Vrabelova etal |2005
2298-2299insC | Cin 2 Gu et al 2003
2298-2299insC | Avustralya 174 8 %4.6 Maier et al 1997
G710S D.Alm 164 1 %0.6 Caca et al 2001
G710S Mac 84 1 %1.4 Firneisz et al 2002
G710S Cek C-Slo 200 8 Vrabelova etal | 2005
G710S Avustralya 174 10 %5.7 Maier et al 1997
R778G Bul 89 1

Yun 1 %2 Figus et al 1995

Cek C-Slo 200 4 Vrabelova etal | 2005

Tur Figus et al 1995
R778L Gin 27 Gu et al 2003

Gin %37.70 |Wuetal 2001

Kore %37.50 | Kim et al 1998

Japonya %13-27.7 | Okada et al 2000
R778G Tayvan %27 Chuang et al 1996

Kisaltmalar:

Hst s.:hasta sayisi D.Alm:Dogu Almanya Mac:Macaristan

mut:mutasyon isp:ispanya Yun:Yunanistan

gzl:gézlenen Yug:Yugoslavya Tur:Turkiye

kro s:kromozom sayisi Bul:Bulgaristan % :yuzde
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Tablo 4.2: ATP7B geninin 12.ekzonunda saptadigimiz mutasyonlarin Ulkelere

gore dagilimi ve gorulme sikligi.

Hst | mut.gzl.hst mut.gzl. | Yomut
mutasyon ulke s. s kros kro.s gzl Referans yil

L936X Yun 26 3 Butler et al 2001
L936X Bul 89 1 0.63
L936X Yun 106 6 12 Loudianos et al 1998
L936X Yun,S.Arb | 58 3 Thomas et al 1995

Kisaltmalar:

Mut:mutasyon %:ylzde Yun:Yunanistan

gzl:g6zlenen s:sayl kro:kromozom

Hst:hasta Bul:Bulgaristan S.Arb:Sudiarabistan

Tablo 4.3: ATP7B geninin 13.ekzonunda saptadigimiz mutasyonlarin Ulkelere

gore dagilimi ve gorulme sikhigi.

mut.gzl. mut.gzl. %mut
mutasyon tlke Hst s. hsts kros | kro.s gzl Referans Yil
R969Q D.Alm 164 1 %0.6 Cacaetal |2001
Loudianos
R969Q Yun 9 18% et al 1999
R969Q Mac 84 2 %2.4 Firneisz et al | 2002
Vrabelova
R969Q Cek C-Slo | 200 2 et al 2005
R969Q Avu 174 5 %2.8 Maier etal | 1997
R969Q Bul 89 1
Loudianos
A1003V Tur 1 1 et al 1999
Kisaltmalar:
mut:mutasyon Y%:yuzde kro:kromozom
gzl:gbzlenen Yun:Yunanistan C:Cumbhuriyeti
D.Alm:dogu almanya Mac:Macaristan Hst:hasta
Tur:Turkiye Avu:avustralya s:sayl

76



Tablo 4.4: ATP7B geninin 14.ekzonunda saptadigimiz mutasyonlarin Ulkelere

gore dagilimi ve gorulme sikligi.

Hst | mut.gzl.hst | kro %mut
mutasyon tilke S. s s | mut.gzl.kro.s gzl Referans Yil
Czlonkowska et
H1069Q Pol 170 124 % 73 al 1997
H1069Q D.Alm 164 103 %62.8 Caca et al 2001
H1069Q D.Alm 50 39 Thomas et al 1995
H1069Q B.Alm 66 28 %42.4 Ha-Hao et al 1998
H1069Q Yun 52 25 Butler et al 2001
H1069Q Yun 13 % 26 Loudianos etal | 1999
H1069Q Yun 98 28 Loudianos et al | 2000
H1069Q Mac 84 36 %42.9 Firneisz et al 2002
H1069Q isv 42 16 % 38 Shah et al 1997
H1069Q Hol 76 26 %34.2 Houwen et al 1995
H1069Q ing 84 14 %16.6 Curtis et al 1999
Akd
H1069Q | Sar.(-) 176 23 % 13 Figus et al 1995
H1069Q isp 64 5 Tanzi et al 1995
GCek C-

H1069Q Slo 200 114 Vrabelova etal | 2005
H1069Q Avu 174 68 %39.1 Maier et al 1997
H1069Q Bul 89 47

Kisaltmalar:

mut:mutasyon Y%:yuzde Avu:avustralya Sar:Sardinya

gzl:gbzlenen
D.Alm:dogu almanya
B.Alm:Bati Almanya
Hst:hasta

s:sayl

(-):harig

Yun:Yunanistan
Mac:Macaristan
Hol:Hollanda

ing:ingiltere

kro:kromozom
Pol:Polonya
isv:isvigre

isp:ispanya

Akd:akdeniz
C:Cumhuriyeti
Slo:Slovakya
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ATP7B geninin 14.ekzonundaki bir missense mutasyon olan H1069Q |,
Avrupanin merkezinde ve dogusunda en sik gozlenen mutasyondur. Avrupanin
batisina dogru gidildikgce sikhgi dismektedir (61). Buna karsilik Asyadaki (Japonya
ve Cin) Wilson hastalarinda H1069Q mutasyonu gbézlenmemistir (24,32,37,61).

Bulgulardaki tablo 3.2’deki, 8.ekzonda gb6zlenen 2145C —T degisimi,
14.ekzondaki 3108delC degisimi ve 17.ekzondaki 3620A —» G degisimi literatlrde
tanimlanmamistir, bu agidan 6nem tasimaktadir. Bunlarin bdlgemizdeki Wilson

hastalarina spesifik 6nemli mutasyonlar olabilecegi 6ngérilmektedir.

Bunlarin diginda bulgular tablo3.2'de belirttigimiz, literatirde SNP olarak
tanimlanan degisimler bizim hastalarimizda yuksek oranda gézlenmesi bakimindan
hastaliga spesifik degisimler olabilir. Hastalara tani koyan klinisyenlerle yaptigimiz
gorugsmelerde Ozellikle 12.ekzondaki K952R degisiminin klinik tablosu agir olan

bircok hastamizda gbézlenmesi sebebiyle dnemli olabilecegi goérustine varildi.

Wilson  hastaliginin  patogenezinin  anlasiilmasinda  genotip  fenotip

korelasyonunun arastiriimasi énemlidir (32).

Tablo 4.5'te hastalardaki serum seruloplazmin dederi, serum bakir miktari,
hepatik bakir miktari, Uriner bakir miktari, karaciger biyopsisi yapilip yapilmamasi,
Kayser Fleischer halkasi bulunup bulunmamasi, karaciger sekil 6zellikleri, hastaligin
tutulum yeri, hasta yasi gibi fenotipik 6zelliklerle; saptanan mutasyon, mutasyonun
homozigot veya heterozigot tasinmasi gibi genotipik 6zellikler arasindaki iligki

gOsterilmeye caligiimistir.
Tablo 4.5, Wilson hastaliinda genotip fenotip korelasyonunun kurulmaya

calisildigi makaleler incelenerek olusturulmustur (3,32,34,35,37,39,52,53,61,64,69-
75).
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Tablo 4.5: WH’de genotip-fenotip iligkisinin kurulmasina yonelik yapilan ¢alismalar

KIB
Mut.tipi Ref E | Hm Ht EtnK | Hsts Tuty Yas KFR K.bio S.Ser s.Cu h.Cu ucu 5.6
R778L Liu et al(2004) 8 Gin 66 | H(49) + + +
Gromadzka
R778G (2005) 8 1 1| pol 142 | n(71)h@1) 26+9 26mgll 0.4£0.2mg/l 133yg/24h
h-n(4),as(26) 1QR:34 1QR:137
H1069Q Cacaetal(2001) | 14 27 34 | DAmM 72 | n(46) h(22) 19.5£7.7 46 | 31/44(%SR) | <20mg/dl >250ug/g | >1.5pmol/24h(b)
ka >2.5pmol/24h
o0.D-penm
Firneisz et
H1069Q al(2002) 14 | npa/9h2/9 | np7/18,h8/18 | Mac 8/9(hm), 12/17(ht) <0.2g/1 >100pg/24h(b)
h-np3/9 h-np3/18 7H5()
H1069Q Stapelbroke(2004) | 14 | n(10),h(6) | n(6).n(8) Hol 59da30 | nh +(n-1),+(<1/2 h) + + +
H1069Q Caprai et al(2006) | 14 1 0 1 7 - + 23mg/di - 45mg/24h(b)
1300ug/24h
o.D-penm
H1069Q Gromadzka(2005) | 14 73 57 | pol 142 | n(71),h(41) 26£9 26mg/l 0.4£0.2mg/l 133ug/24h
h-n(4),as(26) IQR:34 1QR:137
H1069Q Butler etal(2002) | 14 [ n(®)h-n(1) [ h(e)n(3)ps(2) | Yun 26 | n@©).h(E)ps(2) | 8-36 + + + + +
hen(1)
S744P Jumah et al(2004) | 8 Sara | 56da9 | n(4)h(1) 15-52 <200mg/! >0.55mmol/24h +
hen(1) x10
2298insC Gu et al(2003) 8 gin 39(Han) | n + + + +
1(Hui)
3029insT Gu et al(2003) 13 gin 39(Han) | h + + + +
1(Hui)
P92 Gu et al(2003) 13 gin 39(Han) | nh + + + +
1(Hui)
TO7TTM Gromadzka(2005) | 13 2 2 | pol 142 | n(71).h@1) 2619 26mgll 0.4£0.2mg/l 133yg/24h
h-n(4),as(26) IQR:34 1QR:137
W779X Gromadzka(2005) | 8 0 3 | pol 142 | n(71)h@1) 26£9 26mgll 0.4£0.2mg/l 133yg/24h
h-n(4),as(26) IQR:34 IQR:137
G988R Gromadzka(2005) | 13 0 3 | pol 142 | n(71).h@1) 2619 26mgll 0.4£0.2mg/l 133yg/24h
h-n(4),as(26) IQR:34 1QR:137
T1220M Gromadzka(2005) | 17 0 3 | pol 142 | n(71).h@1) 2619 26mgll 0.4£0.2mg/l 133yg/24h
h-n(4),as(26) IQR:34 IQR:137
D1047fs Gromadzka(2005) | 14 0 2 | pol 142 | n(71)h@1) 2619 26mgll 0.4£0.2mg/l 133yg/24h
h-n(4),as(26) IQR:34 1QR:137
M769fs Gromadzka(2005) | 8 0 2 | pol 142 | n(71)h@1) 2619 26mgll 0.4£0.2mg/l 133yg/24h
h-n(4),as(26) IQR:34 1QR:137
L776P Gromadzka(2005) | 8 0 2 | pol 142 | n(71)h(41) 26:9 26mg/l 0.4£0.2mg/l 133ug/24h
h-n(4),as(26) IQR:34 1QR:137
M996fs Gromadzka(2005) | 13 0 1| pol 142 | n(71)h(41) 269 26mg/l 0.4£0.2mg/l 133ug/24h
h-n(4),as(26) IQR:34 1QR:137
P992L Gromadzka(2005) | 13 0 1| pol 142 | n(71),h(41) 26:9 26mg/l 0.4£0.2mg/l 133ug/24h
h-n(4),as(26) IQR:34 1QR:137
D756N Gromadzka 2005) | 8 0 1| pol 142 | n(71),h(41) 26:9 26mg/l 0.4£0.2mg/l 133ug/24h
h-n(4),as(26) IQR:34 1QR:137
G771R Caprai et al(2006) | 8 0 1 1 7 - + 21mg/di 50ug/g 76mg/24h
AT56V " B B " " ka 854yg/24h
o.D-penm
T1232P Pardo et al(2004) | 17 6 0 6 | h(1),ps(5) 6(+),2003te5(-) <200mg/l | <10pmol/l >2umol/24h +
n(s)
L936X Butler et al(2001) | 12 0 | ne) yun 2 | n(s) 9-18 + + + + +
2302insC Butler et al(2001) 8 [ h(1) 0 [ yun 26 | h(1) 8 + + + + +
A1003T Butler et al(2001) | 12 0 [ hn(1) yun 26 | h-n(1) 20 + + + + +
Kisaltmalar:

mutasyon tipi:Mut.tipi
Referanslar:ref
Ekzon:E
Homozigot:hm
Heterozigot:ht
mutasyon tagimayan:(-)
Noérolojik:n

hepatik:h
Noropsikatrik:np

dogu almanya:D.A

macaristan:mac
hollanda:hol
sudiarabistan:S.ara

hasta sayisi:hst S

tutulum yeri:Tut Y

etnik kdken:Etn.K

Kayser Fleischer Ring:KFR
karaciger biyopsisi:K:Bio
siroz:SR

serum seuloplazmin:S.Ser

serum bakir:S.Cu

hepatik bakir:h.Cu

uriner bakir:U.Cu

karaciger velveya beyin sekil 6zellikleri:K/B $.6
kuru agirlik:k.a

bazal:b

oral D-penisilamin muamelesi:o.D-pen m.
polonya:pol

asemptomatik:as

psikatrik semptom:ps

yunanistan:yun

presemptomatik:ps

79




Sonug¢ olarak yuratilen galismayla, 26 hastanin 25’'inde ATP7B geninin 21
ekzonu arasindan segilen bes ekzonda saptanan degisimlerin %96.15 oranla
saptanmasi isabetli bir 6ngdride bulunuldugunu gdstermektedir. Yontem olarak DNA
dizi analizinin yapilmasiyla verilerin erken elde edilmesi saglanirken, butceden
tasarruf edilmistir. Yine DNA dizi analizinin yapilmasiyla tanimli mutasyonlarin
disinda degisimler saptanarak literatlire katkida bulunulmustur. Elde edilen verilerin
klinisyenlerle paylasiimasiyla, hasta yakinlari bilgilendirilmistir. WH tanili kisilerin
ailelerinin taranmasiyla, kucuk yasta tani konmasi zor olan kardeglerin, takip ve
tedavilerinin yapilmasi igin veri saglanmistir. Boylece bu kisilere, erken teshis

konularak hastaligin ilerlemesinin engellenebilecegi 6ngoérulmektedir.
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BOLUM 5 :

EKLER

(Ek1 :ATP7B geninin 8,12,13,14,17 nolu ekzonlarinin dizisi
Ek2:DEU Tip Fakdltesi Arastirma ve uygulama Hastanesi Klinik

ve Aragtirmalari Etik Kurulunun tez projesi hakkindaki karari.

Ek3:Etik kurulun onayladigi Gonulli Bilgilendirme Formu )
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8.Ekzon

52851 AAAGCTAGAG GCTTTGCCAT CCCCAGGGCC CTTGGCCCTG TGTCGCTCAT

52901

52951

53001

53051

53101

53151

53201

TGAACTCTCC
ACTTGAGAGG

CTCCTCGGTG
GAGGAGCCAC

CAGGTCAGCC
GTCCAGTCGG

ATGTTTATTC
TACAAATAAG

AGGAGCCCTG
TCCTCGGGAC

TGCCCTGGGC
ACGGGACCCG

GTTCAGAAAA
CAAGTCTTTT

12.Ekzon

TCCCTACTTG
AGGGATGAAC

GGTGGTACTT
CCACCATGAA

AACATGGACG
TTGTACCTGC

TCTGGTCATC
AGACCAGTAG

TGACATTCTT
ACTGTAAGAA

CGGTGGCTGG
GCCACCGACC

GAGCTGCTCC
CTCGACGAGG

CTGGCAGCCT
GACCGTCGGA

CTACGTTCAG
GATGCAAGTC

TGCTCATCGT
ACGAGTAGCA

CTGGTGGTTG
GACCACCAAC

CGACACGCCC
GCTGTGCGGG

AACACTTGGC
TTGTGAACCG

TTCAGTAAAC
AAGTCATTTG

TCACTGTCCT
AGTGACAGGA

GCCTACAAAT
CGGATGTTTA

CCTGGCCACA
GGACCGGTGT

CTGTGGCTGA
GACACCGACT

CCCATGCTCT
GGGTACGAGA

AAAGGTAACA
TTTCCATTGT

AAATCTCACT
TTTAGAGTGA

TTTCGATCTC CGAAACGGTA GGGGTCCCGG GAACCGGGAC ACAGCGAGTA

TGTCTTTCAG
ACAGAAAGTC

CTCTGAGACA
GAGACTCTGT

AGCATTGCTT
TCGTAACGAA

GAAGGCGGAG
CTTCCGCCTC

TTGTGTTCAT
AACACAAGTA

GCAGCTTCAG
CGTCGAAGTC

TCCTCTGAAC
AGGAGACTTG

61601 TAAATGAAGG AGATTATCCC AATCTTTATC CATGCTTGTG GTGTTTTATT

61651

61701

61751

61801

TCTTCATAGG
AGAAGTATCC

ACCCATTCAG
TGGGTAAGTC

TCATCATCAT
AGTAGTAGTA
Clal
ATCGATTTTG
TAGCTAAAAC

TTGTAATTTC
AACATTAAAG

CAGCTGGCTG
GTCGACCGAC

GTCAACTTTG
CAGTTGAAAC

GTGTTGTTCA
CACAACAAGT

Ncol

~ A A~~~ A~

CCATGGTCTT
GGTACCAGAA

ACCGGTTTAG
TGGCCAAATC

ACGTTGGTGG
TGCAACCACC

GAGATACTTT
CTCTATGAAA

GGTGTTTTAT
CCACAAAATA

TGGATATTTT
ACCTATAAAA

TATGGATTGT
ATACCTAACA

CCTGTAAGTT
GGACATTCAA

ATTTACTTCC TCTAATAGGG TTAGAAATAG GTACGAACAC CACAAAATAA

TTTCATAGGC
AAAGTATCCG

GTCCCATTTA
CAGGGTAAAT

AATCGGTTTT
TTAGCCAAAA

GAATGCCTTG
CTTACGGAAC
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13.Ekzon

65001

65051

65101

65151

65201

TGATTAGAGT
ACTAATCTCA

TCTGTCCTGT
AGACAGGACA

TCATCCGGTT
AGTAGGCCAA

CCCTGCTCCC
GGGACGAGGG

GGTGGCCGCG
CCACCGGCGC

TGGCGCACAA

14.Ekzon

67151

67201

67251

67301

67351

67401

67451

TTTCCTGTCT
AAAGGACAGA

TGGAAGCCCC

ACCTTCGGGG

CAGATAAAGA

GTCTATTTCT

CCCCAGGGTC
GGGGTCCCAG

TCAGGAAGGT
AGTCCTTCCA

CCCTTGGGCG
GGGAACCCGC

GCGTGGCCCT
CGCACCGGGA

TCTCTCCTAG
AGAGAGGATC

TCTGGGAGCT
AGACCCTCGA

TTTCAGAACC
AAAGTCTTGG

TGCTTTCCAG
ACGAAAGGTC

TGGGGCTGGC
ACCCCGACCG

CAGAACGGCA
GTCTTGCCGT

GGTCAGCCTG

GAGGCAGGTT
CTCCGTCCAA

TCCATCTGTA
AGGTAGACAT

CTGTGATGTT
GACACTACAA

ATGCGGGTGC
TACGCCCACG

TCTGGCTGTG
AGACCGACAC

TGGCAGTCAC
ACCGTCAGTG

GCCCTCCCCG
CGGGAGGGGC
Aval

~ A~ A~ A A A

CTGCCCTCGA
GACGGGAGCT

TCCTTATTGA
AGGAATAACT

CCAACAAGCA
GGTTGTTCGT

ACGTCCATCA
TGCAGGTAGT

CACGCCCACG
GTGCGGGTGC

TCCTCATCAA
AGGAGTAGTT

TAGCACGGCT

GGGTGAAGTT
CCCACTTCAA

TTGTGGTCAG
AACACCAGTC

TGACAAGACT
ACTGTTCTGA

TCCTGCTGGG
AGGACGACCC

GTGGGGACTG
CACCCCTGAC

CAAATACTGT
GTTTATGACA

CCAATGCTCT
GGTTACGAGA

~

GGAGCCTTCT
CCTCGGAAGA

ACTCTCAACC
TGAGAGTTGG

CATCTCCCAG
GTAGAGGGTC

CGGTGCTGTG
GCCACGACAC

GCTGTCATGG
CGACAGTACC

GGGAGGCAAG
CCCTCCGTTC

TTCCCCATCC

CTGCCTCAGG
GACGGAGTCC

TGAGTTGTGG

ACTCAACACC

GGCACCATTA

CCGTGGTAAT

GGATGTGGCC
CCTACACCGG

CGGAGGCCAG
GCCTCCGGTC

AAAGAGGTAC
TTTCTCCATG

TTTATTCCTC
AAATAAGGAG

CTGTGTGGTC
GACACACCAG

TGCCTCTGAC
ACGGAGACTG

ACAGAGGTGA
TGTCTCCACT

CATTGCCTGC
GTAACGGACG

TGGGCACCGG
ACCCGTGGCC

CCCCTGGAGA
GGGGACCTCT

TGAGAGATGA

ACCGCGTGTT CCAGTCGGAC ATCGTGCCGA AAGGGGTAGG ACTCTCTACT

AGTGTGACTA
TCACACTGAT

TTGTTTTTGG
AACAAAAACC
Ncol
CCCATGGCGT
GGGTACCGCA

ACACTGCCCC
TGTGACGGGG

CAGTGAACAC
GTCACTTGTG

GTGGACTTGG
CACCTGAACC

ACCATGTCCT
TGGTACAGGA

TGGAAAACCA
ACCTTTTGGT
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17 .Ekzon

72251

72301

72351

72401

72451

72501

TTTTGCACAT
AAAACGTGTA

TGCGGGGTGC
ACGCCCCACG

GGTGTGCTCT

CCACACGAGA

TGCCCTGGCT

ACGGGACCGA

TCACGGGGGA
AGTGCCCCCT

CCCTTTAATG
GGGAAATTAC

AAGTAAGCAC
TTCATTCGTG

AATATTATAT
TTATAATATA

CCCAACTTGT
GGGTTGAACA

GTGGGATGAT
CACCCTACTA
Apall

GTGCACACGC
CACGTGTGCG

CAACCGGAAG
GTTGGCCTTC

TTGCAAACTG
AACGTTTGAC

CAGTTGGCCC
GTCAACCGGG

GATGAGAACA
CTACTCTTGT

GTAGCTGCTG
CATCGACGAC

CGCAATCGCA
GCGTTAGCGT

PstI

~ A~

~ A~~~ A~

TGCAGAGCAT
ACGTCTCGTA

ACAGCCAGAG
TGTCGGTCTC

TGTAAAGCTC
ACATTTCGAG

AGCACTGAGC
TCGTGACTCG

TTGCAAGTGT
AACGTTCACA

ATGCTGGCTG
TACGACCGAC

GACGCTGTCA

CTGCGACAGT

GGGTGTGGAC

CCCACACCTG

CTATTGCCAC
GATAACGGTG

ATAAAAGCAG
TATTTTCGTC

TGTACTCCTG
ACATGAGGAC

GGTATCTTGG
CCATAGAACC

GTTCGCTCCA
CAAGCGAGGT

AGCAGGAGGC

TCGTCCTCCG

GTGGTTCTGA

CACCAAGACT

CCAGGTACAG
GGTCCATGTC

TTAGAGACAA
AATCTCTGTT

CTCTTTCTCC
GAGAAAGAGG

Ek1:ATP7B geninin 8,12,13,14,17 nolu ekzonlarinin dizisi.
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GONULLU BILGILENDIRME FORMU

Wilson hastahgi, vucutta bakirin birikimiyle olusan, kalitsal olarak gegen bir
hastaliktir. Kanda tasinan fazla bakirin farkli organlarda artarak birikmesi, yas
ilerledikge ciddi saglik sorunlarina yol agmaktadir. Wilson hastalarinda ve onlarin aile
uyelerinde hastalikla ilgili genetik degisikliklerin saptanmasi erken vyaslarda
onlemlerin alinmasini saglar. Boylece ileri yaglarda karsilasilabilecek saglik sorunlari

onlenebilir.

Bu arastirma Yiksek Lisans tez calismasi olarak Dokuz Eylil Universitesi Tip
Fakultesi Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalinda Prof. Dr. Orhan Terzioglu
danismanliginda yiiksek lisans 6grencisi Ozlenen Simsek tarafindan yiritiilecektir.
Bu calismada Wilson hastaligina neden olan ilgilenilen bes gen bdlgesindeki
kalitimsal degisikliklerin saptanmasi, uluslararasi standartlara uygun olarak
yapilacaktir. Calismaya gonulla olarak katilmak isteyen hastalardan higbir tcret talep

edilmeyecektir.

‘Wilson Hastalarinda ATP7B Geninin 8,12,13,14 ve 17 nolu ekzonlarinda DNA
dizi analizi ile mutasyonlarin taranmasr’ isimli genetik ¢alisma igin sizden alinacak
kan oOrnegi sadece bu hastalikla ilgili mutasyonlarin taramasi amaciyla

kullanilacaktir. Bagska amaglarla kullaniimayacaktir.

Bu calismaya katilmak isterseniz, sizden 5 ml kan alinacaktir. Bu kanlardan
DNA (kalitim materyali) elde edilecek, Wilson Hastalidiyla ilgili c¢alismamizda
ilgilenilen bes gen bolgesindeki dedisiklikler taranacaktir. Elde edilen sonug
doktorunuza iletilecektir ve bu konuda size bilgi verilecektir. Gerek goérduguniuzde

arastirmacilara ulasabilirsiniz.

Calismaya katilma tamamen istege baghdir. Karariniz ne olursa olsun bu

tedavinizi ve saglik personeliyle olan iligkinizi olumsuz etkilemeyecektir.
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Yukaridaki ‘Wilson Hastalarinda ATP7B Geninin 8, 12, 13, 14 ve 17 nolu
ekzonlarinda DNA dizi analizi ile mutasyonlarin taranmasi’ isimli genetik galisma igin
gonulliye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri okudum. Bunlar hakkinda
bana aciklamalar yapildi. Bu kosullarla s6z konusu klinik arastirmaya 5ml kan

vererek, kendi rizamla, hi¢bir baski ve zorlama olmaksizin katilmayi kabul ediyorum.

Gonullinin ;
Adt:

imzasi:
Adresi:

Varsa telefon no, faks no :

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar igin veli veya vasinin;
Adt:

imzasi:

Adresi:

Varsa telefon no, faks no :

Aciklamalari yapan Kiginin;
Adr:
imzasi:

Gorevi:

Ek3:Etik kurulun onayladigi Gonullt Bilgilendirme Formu.
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