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Anahtar Kelimeler

NFK1, SSCP, p21ras, Niorofibromin

NF1 GENI 3' UCU UTR BOLGESi MUTASYONLARININ

SSCP ANALIZI

BIRSEN CEVHER

Norofibromatozis 1 hastalifina neden olan NFI gen urunu Norofibrominin
GTPaz ailest igindeki p21 Ras proteinlent ile etkilesugi gosterilmigur.  Norofibromin
uzerinde GAP(GTPase Activating Protein) ile benzer diziye sahip bir bolge
agiklannugur  Norofibromin ve GAP'in her ikist de Ras yoluyla sinyal iletiminde
gorevhide  Ras-GAP proliferauf” sinyal ileurken, Norofibromin farklilagma sinyali
olugturmaktadir - NF1 hasta tumorlerinde(Shwannomalar) Norofibromin kaybinin Ras
aktivasyonuna neden oldugu ve bu hucrelerde Norofibrommin Ras'in onemli bir
‘negant duzenleyicst” oldugu gostenimigtir.

Aragurmamizda, NF1 genmin 3' ucuna yakin bolgedeki 45 48  Ekzonlan
ieren bolge uzerinde mutasyon taramayi amagladik. Mutasyon saptama hassasiyetinin
oldukga yuksek oldugu bilinen SSCP(Single Strand Conformation Polymophism)
analizim tarama i uygun bir yontem olarak se¢tk  Pohakrilamid jellerde bantlar
goruntulemek g oldukga sik kullanilan radyoakuf metod ile ¢aliyma yernine, daha
guvenh galiyma imkam saglayan ve ucuz bir metod olan "Gumug Boyama" metodunu
hullandik.  Saghkl bireylerin ve 3 NF1 hastasimin lenfositleri ile 7 tumoral kolon
dokusunun RT-PCR urunlerinin SSCP analizinde, mutant bir NF1 allel saptadik




SUMMARY

Key Words
NF1, SSCP, p21ras, Neurofibromin

DETECTION of NF1 GENE 3' END UTR REGION MUTATIONS by

RT-PCR SSCP
BIRSEN CEVHER

It has been shown that von Recklinghausen Neurofibromatosis i1s caused by
mteracton of NF1 gene product (Neurofibromin) with p2lras proteins among ([ Pase
famly  Neurofibronun has sequence homology with GAP (GTPase Activating
Protems) and they both has function in signal transduction by Ras pathway Ras-GAP
transduces  prohferative  signal  while  way ncurofibromin  putatively  produces
differentation signal.  Lack of neurofibromin expression in Shwannomas of NF|
patient causes increase in the potential ras neoplastic activity by negative ras regulation

In our study. we aimed to detect 45-48 exon mutations of NFI gene
downstream 3' end  We used SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism)
technique due 1o the reason that it has high accuracy in detecting  point mutations
Agam we prefered sensiive "Silver Staining" because of its low cost and simphicity to
using radioactivity in our polyacrilamide gels. 19 Normal, 3 NF 1 leucocyte and 7 colon
wmours were studied by RT-PCR SSCP and we only detected one mutant NF |
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KISALTMALAR:

NF1 :Ncu-roﬁbromatoz 1

NF1-c2 NF1 candidate gene (NF 1 aday geni)

NFILT ‘NFI Long Transcript (NF1 gen transkripti)

WBC ‘White Blood Cell (Beyaz Kan Hiicresi)

GTPaz ‘Guanosine Three Phosphatase (GTP'den GDP'ye lidrohizi saglayan enzim)
GAP GTPase Activating Protein (GTPaz enzimini aktive eden protein)

IRA Inhibitory Regulators of the RAS-cyclic AMP pathway(RAS-cye AMP volu

duzenleyicilerinin inhibitori).

NF1 GRD NFI1-GAP Related Domaimn (NFI'in GAP 1ile ilgili bolgest)

CML ‘Chronic Myeloid Leukemia(Kronik Myeloid Losemi)

SSCP Single Strand Conformation Polymorphism(Tek Iphk Konformasyonel
Polimorfizm)

ASRA ‘Allel Spesific Restriction Analysis (Allele ozgul restriksiyon anahzi)

MDS ‘Myelo Displastic Sendrom.

TBR Translocation Breakpomnt Region(Translokasyon Kinilma bolges)

MPS ‘Myelo Proliferatif Sendrom.
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SDS
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PBS

MOPS

RT-PCR

DEPC

MMLV-RT

PAH

DGGE

‘Sodium dodecyl sulfate(Sodyum dodesil stilfat)

‘Guanidinium isothiocyanate(Guanmdinium isotiyosiyanat)

Phosphate buffered Saline (Fosfat tamponu)

3-N Morpholino propanesulfonic acid (3-N Morfolino propansultonik asit)
‘Reverse Transcription-PCR (Ters transkripsiyon-PCR)
Dietilpyrocarbonate(Dietil pirokarbonat)

‘Moloney Murine Leukemia Virus-Reverse Transcriptase(Moloney Fare

L.osemi Virusu-Reverse Transkriptaz enzimi)
‘Phenylalanine Hydroxylase(Fenil Alanin Hidroksilaz)

Density Gradient Gel Electrophoresis (Dansite Gradient Jel

Elektroforezi)



LGIRIS ve AMAC:

Penferal Norofibromatozis veya von Recklinghausen Hastahgr olarak adlandinlan
Norofibromatozis] (NF1), otozomal dommant kahtimhi bir hastaliktir(1)  Etmik ayinm
gozetmeksizin 1/3000 sikhkla gorilir(2). 1987 yihnda NF1 lokusunun 17 Kromozomun
uzun kolunda, sentromere yakin yer aldigi bulunmugtur(3) 56 Ekzondan olugan bu gemin 13
kb'hik bir transknpt vardir(4,5) Insan NEF1 ¢cDNA'st 2818 aa'lhik buyuk bir "Open Reading

Frame" vermektedir(6)

Son zamanlarda, GTPaz ailesinin tyesi olan p2lras protemlerimn, NFl'e sebep olan
gen urunu ile (Norofibromin) etkilestigi gosterilmistir(7). p21 Ras protemlenne, fibroblast ve
epital gibr belli up memel hucrelerini transforme edebilirler Feokromasitoma ve Shwann
hucrelen gibi hucrelerde, farkhlasma ve buyumenin durmasina sebep olabilirler(8)  Insan

kanserlerinin %30'undan fazlasinda mutant p21 Ras proteinlerine rastlandigina dair vayinlar
vardir(8)

p2lras proteinleri yiksek afiniteyle guanin nikleotidlerine baglamir ve zawif bir
ntninsik GTPaz aktivitesine sahip olur. Bu proteinler aktif GTP bagh form ve makuf GDP
bagh formlar arasinda donugam yaparlar. p21iras proteinlerinin G1Paz aktivitelermin varhg
GAP (GTPase Activating Protein) ile agiklannmis, GAP'in normal p2lras GTPaz akuvitesim
onemh derecede uyardig) gosterilmigtir(9).

NFI'in molekuler klonlamasi yapilirken, GAP ve IRA protemlen ile benzer
sekanslara sahip bir bolge agiklanmigtir (GRD = GAP Related Domam)(10) NF1-GRD,
maya, [ coli veya bocek hucrelerinde eksprese oldugu zaman, p2lras GTPaz aktnvitesine

uyarma kapasitesine sahiptir(8)

Norofibromin ve GAP'in ikisinin de, incelenen farkli tip hucrelerde surekh olarak

cksprese edildiklert belirlennustir. Bu 1ki protein, Ras'dan downstream sinval iletinm ale



ilgihdir - Ras-GAP proliferatif sinyali iletmesine ragmen, Norofibromin farkhlagma sinvali
olusturmaktadir(1 l).

Norofibrominin Ras'n en biyuk negatif’ duzenleyicisi olarak goruldugu Shwann
hucrelerinde Rasin kaybr veya inaktivasyonu, farklilasma yolunun blokapn ile sonuglamr ve
Ras'in inaktivasyonu, normal proliferasyona sebep olur(12).

NEI'n tumor supresor fonksiyonunun gosterimi, NF1 hastalanimin wumorlernim
(Shwannoma) biyokimyasal analizi ile yapilarak, bu hucrelerin onemli derecede azalmig veva
saptanamayacak seviyelerde Norofibromine sahip olduklart ve predommant olarak G 1P
bagh formunun bulundugu gostenlnugtir(11). Norofibromimimn Kaybr Ras'n aktivasyonuna
neden olur. Bu durum Shwann hucrelerinde Norofibrominin, Ras'm onemh bir negant
regulatoru oldugunu dugundurur(13). NF1 hastas: olmayan bireylerde vapilan cahgmalarda.
sporadik gelisen tumorlerde NFI lokusunda somatik mutasyonlarn bulunmasi, bu gemn
tumor: supressor gen olacagi dusuncesini desteklemektedir(13)  Aynica, Norofibromimm
GRD bolgesinde aminoasit degisnm, kolon  kansenr, nuyvelodisplastik — sendrom e
astrositomada da gosterilmigtir( 13). Bugune kadar Southern Blot veya SSCP(Sigle Strand
Conformation Polymorphism-"Tek Iplik Konformasyonel Polimorfizm) gibr farkh metodlar
e, NFI geninde 54 Mmutasyon tanimlanmustir (14). Bu mutasyonlarin ¢ogu CRD bolgesinde
tammlanmiguir

Aragtirmamizda normal ve timoral kolon dokularinda ve lenfositte, NF} genmnim
ckspresyonunu ve bu genin 3'UTR(Untranslated Region) bolgesinde mutasyon taramay
amagladik  Normal ve tumoral doku ornekleri 1le lenfositten RNA 1Izolasyonunu takiben
Reverse Transcription (RT=Ters Transkripsiyon) reaksiyonu ile ¢cDNA sentez: Ve v eun
primerler  kullanarak istenilen  bolgenin amphfikasyonu  gergeklestinldi  Rey Crse
Transcription-PCR (RT-PCR) reaksiyonunun kontrolu olarak  beta aktin - primerlen
kullanild Amplifikasyonu sonrasi, non-denature pohaknland jelde  denature edilnug
amphfikasyon urunleri yurutulerek non-radyoaktift SSCP anahizi ile mutasyon arastirmasi
yapildi Jel, gumiig nitrat ile boyanarak sonuglar degerlendirildi



Il. GENEL BILGILER

Neurofibromatozis | hastahg, ilk olarak 1882'de von Recklinghausen tarafindan
tammlanmigtir. Otozomal dominant bir hastahk olan NF1, 1 X 107 olarak hesaplannuy
mutasyon sikhigr ile insan hastahklan arasinda en yuksek orana sahip olanlardan bindir(15)
Oldukga degisken gorunumlere sahip olup, klinik tamsi norofibromlar cafe-au-lait spotlar
(kahverengi lekeler),insin Lish nodiilleri ve daha az siklikla kenik deformitelen ve ogrenme

guglugu gibi semptomlanin bulunup bulunmamasina gore yapiimaktadir(16)

Amernikan Ulusal Saghk Enstitusunun (NIH) NF1 g behrlenny oldugu Knterler Tablo 1de
venilmistr (17)

Tablol: Amenkan Ulusal Saghk Enstitasunun NF1 igin behrlemig oldugu knterler(17)

I-Alti veya daha fazla cafe-au-lait makuller(Puberte oncest hastalarda Smm'den ve
puberte sonrasi hastalarda 1 5mm'den buyuk).

2-1ki veya daha fazla norofibrom veya bir pleksiform norotibrom

3-Aksilla veya inguinal bolgede ¢illenme.

4-Optik ghom.

5-1ki veya daha fazla Lish nodili.

6-Belirh bir kemik lezyonu.

7-NF1 i¢in verilen kriterlere sahip birinci dereceden akrabasinmn bulunmasi

Tum etnik guruplardaki NF1'e rastlanma sikligimin yaklagik olarak 1/3000 oldugu
bildinlmigtir(2). NF1 geni 56 eksondan olugan yaklagik 300 kb'lik bir gendir(4,5)



IL.I. NF1 GENI:

NFlgeninin belirlenmesindeki ilk basamak "genetic inkage" (Gen Baglanti Anahzi)
olmustur  ‘Bu analiz ile 1987 yilinda NF1 lokusunun 17 Kromozomda bulundugu
gostenlmigtir (6,11,17).

1989'da O'Connell ve ark.,1987'de White ve ark. bu lokusun kromozomun uzun
kolunda, sentromere yakin yer aldigini bulmuglardir(11)

Yapilan ¢alismalarda NF1'li iki hastanin birinde t(1;17) baska bir hastada t(17.22
translokasyonlan saptanmg, kromozomdaki kirillma noktasimin her 1kt olguda da 17q11 2've
rastladigr belirlenmigtir(6,17)(Sekill)
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Sekil 1: NFI translokasyon bolgesi(6 Nolu referanstan modifiye edilerck hazirlandi)
(A) NF1 Translokasyon bdlgesinde uzanan Notl PEGE(Pulse Field Gel Electrophoresis)
fragmam,

(B) NF1 Translokasyon bdlgesinin ayrintisi.

(E.EcoRlI bolgesi, B;BamHI bblgesi).

(C) NF1 delesyonlarinda kullanmilnug olan problarm NE1 gen bolgesi hantasina gore konumlan



Gen haritalama galigmalarinda, genin konumu 17q11.2'de, yaklagik 3 cMorgan'hik bir
bolgede oldugu saptanmugtir( 6,11).

NF1 geninde. translokasyona sahip tki NF1 hastasiin DNA ormeklennden "pulsed-
field jel analizi" ile, translokasyon kinlma noktalan fiziksel olarak saptannugtur  Bu bolge
igin, 17 kromozomun proksimal uzun kolunu igeren problar Kullanarak yapilan
¢ahymalarda; yaklagik 600 kb uzunlukta bir fragman belirlenmigtir. Bu fragmanin buyuk bir
olasihikla NF1 genini igerdigi kamisina varilmigtr(11).

Bu calismalar siirerken yeni bir geligme olmus, 1988'de retroviral vonetimh
lokemogenesisle 1lgili oldugu gosterilen "Evi-2 geni", 11 Kromozomda hantalannugtir - Bu
genin insan akut promyelositik losemilerinde ilgih oldugu gosterilen bir translokasyon kinlma
noktast ve farzedilen NF1 genini tagiyan insan 17 Kromozom bolgesine homolog oldugu
kamsina vanlmigur.  Haritalama galigmalan, fare geninin insan homologu olan "EVI2" vy

gostermig ve bu gen 2 NF1 translokasyon kinlma noktas: arasinda hantalanmgur(11.6)

Translokasyon kirilma noktalan ile belirlenmig bu bolgede, onkogen hantalama guglu
sckilde hizlanmisur ve NF1 hastalarinda EVI2'nin mutasyon tasimadigr gozlennustir  Bu
bolge uzennde yapilan ¢alismalarda, translokasyon kinlma noktalan arasinda, 5SS kb'hik DNA
pargasi uzennde 1ki farkh gen agiklanmgur.  Bu genlerden bin OMGP(Ohgodendrosit
Myehin Glikoprotein) genidir. Bu gen Santral Sinir Sisteminin myelin Kilifinin bir pargasim
olusturan bir protein gifreler. Diger gen ise, EVI2'ye yakin konumdaki bir gen olup, "EVI2A
ve EVI2B" olarak ismlendirilmesi yapilnugur(2,11). NF1 hastalaninda bu 1ki gende de
mutasyon belirlenememistir.

Fare DNA's: ile dizi korunumu tagiyan ve translokasyon kirnlma noktalanndan binne
uzanan bir DNA segmenti ile ¢cDNA kuatuphanelerinin problama ¢ahsmasmda, dorduncu b
gen belirlenmisur NF1 hasta DNA'lanmin mutasyon ¢ahgmalaninda bu kez mutasvonlag

saptanmis ve bu aday genmin NF1'den sorumlu gen oldugu gosterilnigtir(Sekil 2)
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Sekil 2: NF1 geninin 17. Kromozom {izerindeki yerlegimi(o).

NF 1L T'nin transkript boyutunu belirlemek igin, farkl dokulardan elde edilen RNA'lar

ile "cDNA klon PS5" probu kullanilarak Northern blot yapilnugtir(Sekil 3).

§ I
{ [o);] SN }—
AT T E Z = I— Il
x i ‘g r=
£2 4808 53
P5
B3A
1 1 1 1 ]
0 500 1000 1500 2000 bp

Sekil 3. NFILT cDNA'si(6 Nolu referanstan modifiye edilerek hazirlandy)

anan yaklagik 13 kb'hik transknpt, melanom, bobrek, noroblastom ve bevinde

Farkli normal ve patolojik dokulardaki NF1LT'nin ekspresyon patermm
olmus B lenfoblastlan (WBC, hem

Sapt
gozlenmistir.
aragtirmak amaciyla PCR kullanilnuistir(6). Immortalize

10




NF1 hem de NFI olmayah), NF1 dent fibroblastlari, dalak, kas, timoma, akciger,

noroblastom ve NF1 norofibrosarkom hiicre hatti ve meme Kansenni de igine alan Northern

blot galismalarinda sinyaller gozlenmgtir (Sekil 4)
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Sekil 4.: Farkli dokularda NF1 ckspresyon sinyalleri(6)

Diger ekspresyon deneylerinde, kolon, troid, paratroid.  adenom  lenfoma
endometrial karsinom. K562 eritrolokemia hucreleri ve normal den fibroblastlannda da
‘arkh hucre hatlannda, ekspresyonu gostenidia

NF1'in eksprese oldugu gorilmistur(19). 1
ve siirekli olarak eksprese edildigr dusunulmektedug

16, NFI1LT in her hucre turunde

19,20)



ILIL NF1 GEN TRUNUNOROFIBROMIN) ve RAS PROTEINLERIL:

NF1 gen urimi Norofibromin. Ras protemiermin regiilasyonunda rol ovnar. ras
genieri 21 kDal agirhginda protem kodiar (K-ras. H-ras. N-ras ). p21 ras protemi normal
mitojenik sinyal olusumunda ihtiyag duvulan bir protemdir(21). GTPaz ailesmin bir uyest
olup, membran transpor ve hiicre iskeletinin diizenlenmesivle ilgili (tho grubu ) protenieni
icerir. p21 Ras protenleri, belli tp memeli fibroblast ve epitel hiicrelerini transforme
edebilirken feokromasitoma ve Shwann hiicreleri gibi diger bazi hiicrelerde 1se farkhilasmaya
ve bityiimenin durmasina sebep olabilir. p21 Ras proteinlerinin mutant sekilleri, msan
kanserlerinin %30'undan fazlasmmn gelisiminde 6nemli bir role sahiptir (8).

p21 Ras proteinleri yiksek afiniteyle guanin nilkleotidlerine baglanir ve hiicrede
aktif GTP baglh formlar ve inaktif GDP bagh formlar arasinda doniisiim yaparlar (Sekil 5).
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Sekil 5. p21 Ras'in aktivasyon ve inaktivasyonu(9 nolu referanstan modifiye edilerek hazirlandi).




GTP'nin GDP've doniisimini vuriten Guanin Nukleoud Serpesiesurici Protemier
(Guanin Nucieotnd Reieasing Proteins = GNRPs) ve GTP'nin GDP've hidroiizini sagiayan
GTPaz Akmuve Edici Proteinler (GTPase Acuvaung Protemms = GAPs) gibr diizenievic:
protemnienne baghdir(8).

Xenopus vumurtalarinda normal ve mutant p21 Ras protemierinin GTPaz
akuvitelerinin varhigr. GAP ile agiklanmisur. GAP. normal p21 Ras GTPaz akuvitesim
onemli derecede uvanr. Fakat onkojenik mutantlarda etki gostermez. GAP. 120 kDalluk
sitoplazmik bir protendir. Mutant p21 Ras proteini, GAP'n enzimauk akuvitesine
direnclidir. GAP'm 1/3 C terminali. GTPaz aktivitesini hizlandinc: ozellige sahipur. GAP'in
bu bolgesi, S.cerevisiae'daki Ras proteinlerinin negauf regiilatorlerini sifreleyen maya IRAI
ve JRA? genlerinin bir segmentine homologtur(22.9). IRA (Inhibitory regulators of the
RAS-cyclic AMP = Ras-cyc AMP regiilatorlerinin inhibitorii)fonksiyonu eksik olan maya
hiicrelerinde, GAP eksprese oldugu zaman; GAP. IRA'min  kaybmi engelleyebilir. NF1
geninin molekiiler klonlamasi yapilirken. GAP ve IRA proteinler: ile benzer sekanslara sahip
bir bolge agiklanmistir. Bu bolgeye GAP Related Domain (GRD) adi verilmistir( (Sekil 6).
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Sekil 6.: GAP ve GAP ile homoloji gosteren proteinlerin bélgeleri.src homoloji bolgeleri 2 ve 3 (SH2 ve
SH3). GAP'n amino bolgesindedir. GAP'n 350 aa'lik karboksi ucu (Siyah béige) p2l rasmn GTPaz



stimiilasvonu i¢in gereklidir. Norofibromin. IRA1 ve IRA2 gen iiriinleri benzer GRD icerir. ancak SH2 ve

SH3 bolgeleri voktur (9 Nolu referanstan modifive edilerek haziriandi)

GRD. NF1 proteminin merkezi boiges: oiup. 360 aa'lik puvikilge sahipur. 21 ve
27a eksoniarndan sifrelenir(23.24.25). NF1-GRD. E.coil. mava veva bocek hiicreiermde
eksprese oldugu zaman. p21 Ras-GTPaz akmvitesini uvarma kapasiesmdedir. Bundan baska
NF1-GRD. p21 Ras'a GAP' tan daha siki sekilde bagianir(26.8).

Norofibromatozisin gelisiminde Ras protemierinin ve NF1'mn roii ve memeii p21]
rasinin regiilasvonunu aciklamak tizere. bakteride eksprese oimus NF1-GRD proteinine karsi
antikorlar olusturulmustur. Bu antikorlar 6zellikle insan ve fare hiicreleninde 280 kDal'luk bir
proteini tamur(22). NF1 gen drini olarak belirienmis olan bu protemin bazi bivokimyasal
ozellikleri tanimlanmustir. Insan NF1 c¢cDNA'simin 2818'lik buyitk bir open reading frame
g0osterdigi bulunmustur(6).

ILIIL NF1 MUTASYONLARI ve TCMOR SUPRESSOR NF1 :

1992'de NF1-GRD'nin korunmus boélgesinde, somiatik ve germline mutasyonlarin
bulundugu thMsur(Z?). Heterodubleks ve SSCP(Single Strand Conformation
Polymorphism) ile diger eksonlarda da yeralan birka¢ mutasyon tammlanmustir. Ik ailede 31.
eksonda 5842. bazda tekrarlayan bir C-T nokta mutasyonu bildirilmistir. Otuz birinci ekson
NF1 kodlama bolgesinin %2'sini olusturur. 158 NF1 hastasinda, CpG diniikleotidi tekrar
bolgesinde mutasyon tastyan 3 birey tanimlanmustir. 5852. bazda 1se yeni bir insersiyon
tammlanmistir (5852 insTT)(27).

Genin icinde simdiye kadar tamimlanmis tiim mutasyoniar (translokasyonlar,
delesyonlar, nokta mutasyonlan ve "de novo" insersiyonu) inaktivasyon mekanizmasiyla
uygunluk gostermektedir. Bundan baska NF1 genini igceren proksimal 17q parcasmin bir
delesyonu ile, NF1 hastasinda, delete olmus fragman mini kromozom seklinde
belirlenmistir(6 ).
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NF1'in timér supressor fonksiyonunun goésterimi, NF1 hastalanmin tiimoriernin
(Shwannomalar) biyokimyasal analizi ile yapilmisur. Bu hiicrelerin énemli derecede azalmis
veya saptanamayacak ve predominant olarak GTP bagl formda norofibromine sahip oldugu
bulunmustur. Bu bulgu, Shwann hiicrelerinde nérofibrominin, Ras'in énemili bir "negauf
diizenleyici" si oldugunu diistindirir. Bunun kaybi Ras'in aktivasyonuna yol agar. Bu
hiicreler Ras aktivitesinin regiilasyonunda defekte sahiptir. Norofibromin ve Ras-GAP'in her
ikisi Ras'dan downstream sinyal olusumuyla ilgilidir. Ras-GAP proliferauf sinyali iletmesine
ragmen, norofibromin farklilagma sinyali olusturur(11,13) (Sekil 7).

BUYUME FAKTORU

R

Joies

o

FARKLILASMA A BUYUME

/
G-+

Sekil 7.:; Norofibromin ve GAP'In hiicre biviime ve farklilasmas: tizerindeki etkisi(11 nolu referanstan

modifive edilerek haziriandi).



NFlmn bpir wmor supressor gen olabliecean dusuncesi. NF1 hastasi oimayan
Direvieraen. sporadik tamorierde. bu lokusta somarik mutasvoniarin  buiunmasindan
Kavnakiamr. Nokta murasyonian koion kanser. myeiodispiasuk sendrom ve aswosiomada
buiunmusmr. Buniarm hepsinde. norofibrominin GRD (GAP Related Domain) bolgesinde
ammoasit degisimi belirienmisur. Mutant proteimin. invimo GAP akuvitesinin de onemli
dereceds azaldigr goritimistir(13). NF1 hastalaninin DNA'laninda NF1 geni protem kodlama
boigeiennin tiimiinde. transiokasyoniar. orta ve biviik boyutiu delesvoniar ve bir dur kodonu
Saptanmusur. Sporadik bir NF1 olgusunda. NF1'in bir intronunda bir "de novo" Alu
nsersiyonunun RNA isienmesi(splicing) sirasinda oldugu ve gerceve kaymasi(Frame shift)
erken sonlanim gerceklesir(28). Calisiimis olan baska bir ailede. bir nokta mutasyvonunun,
Leu-Pro aminoasit degisimine sebep oldugu bulunmuswr. Bu mutasyonlarin her biri
proteminin  tiim  geklinin degismesiyle inakuf norofibromin sentezine vol actig
20steriimistir(28).

NF1-GRD eksonlarini igeren, tiim kromozomal bolgeleri ortadan kaldiran delesyona
sahip iki NF1 hastasi tammlanmistir.  Bundan baska bir NF1 hastasmda GRD'de bir dur
kodonu olusumuna neden olan mutasyonu tasiyan hasta ve baska bir NF1 hastasinda
GRD'nin ortasinda tek baz delesyonu bulunmustur(11).

Mutant norofibrominler stabil olsalar bile, Ras-GTP'ye baglamip GTPazi stimiile
Stmes: beklenmemelidir. Bu sonuglar g6z 6niine alindiginda, ¢ogu germline mutasyonun.
geni inakuve ederek norofibromatozise yol actigi ve NF1'in bir timor supressor gen
Olabilecegi diisiincesi ortaya ¢ikmustir. Bu goris kabul edildiginde. NF1 hastalarinda olusan
Wmorlenn en az bir kisminin gelismesi sirasinda, kalan normal NF1 allelinin inaktive olmas:
beklenmelidir. Allelin kaybi bir inaktivasyon mekanizmasidir ve saptamak nispeten kolaydir.
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NF1 hastalanmin maiign ve bemign tumorieninde 17. kromozom uzerinde NFi gen
Doigesimin  hererozigosme  kavbr  caistimismr. Simdive kKadark: Tim  causmaiar.
Norofibromalarda 17 kromozom bovunca heterozigosite kavom: saptamada Dasarisiz
Kaimusur (11). Bununia biriikte NF1 hastaiannm baz malien timérierinin anaiizinde mim 17,
kromozom boyvunca veva 17p'de heterozigosite kavbi gosteriimistr (29). 17p'de. p33 timér
Supresoriiniin normal bir allelinin kavbmin tiimér ileriemesine kanlabilecegi ve kromozom
kaybina neden olabileceginden 6tiirii bu bulgular daha az anlam tasimisur. Bununia birlikte
NF1 hastalanmmn diger malign timorleninde 17qva spesifik heterozigosite kayb
g0steriimistir. Calismalar. NF1 hastalan arasinda bir astrositom ve birkac¢ norofibrosarkomda
17q'va spesifik heterozigosite kaybimi gOstermustr (29). NF1 hastalanindaki  baz
feokromositomalarda 17q'va spesifik heterozigosite kaybi bulunmustur. Bu sonuclar: her iki
NF1 allelinin inaktvasyonunun NF1'le beraber birkag malignansinin  gelisimine
kanlabilecegini diisiindiiriir(11).

Karsinogenez ile NF1'in direk olarak ilgili olduguna dair en gucli bulgu. NF1
hastalarinin nérofibrosarkom ¢alismalanyla saglanmistir. Bu malign timorlerden elde edilen
hticre hatlarinda, nérofibromin sevivesinin azaldigi, Ras GTP artugi ve bu durumun
hiicrelerde asin ¢ogalmaya neden oldugu bildirilmistir(8,7). Bu sonugclar nérofibrominin
fonksivon kaybinin timoér gelisiminde onemli olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu hiicre
tiplerinde NF1, bir tiimor supressor gen gibi hareket etmektedir.

Malign beyin timorlerinden Astrositom, NF1 hastalan arasinda viksek sikhikta
S0zlenmektedir. Anaplastik astrositomiu NF1 hastasi olmayan hastalarin timér DNA'larnin
GRD'deki bir eksonunun taranmasi sonucunda nokta mutasyonlarnin  varhg
Qnimianmigtir(11). Bir timorde, 1423. kodonda NF1 GRD'de AAG-CAG (Lys -Gin)'ve
donismustir. Bu pozisyondaki Lysnin GAP ile ilgili proteinlerde tekrarlaniyor olmasi.
bunun normal NF1 fonksiyonu i¢in 6nemli oldugunu géstermektedir. Astrositomdaki mutant
NF1-GRD proteini, normal afinite ile Ras GTP'ye baglamir. Fakat bu proteinin:Ras GTPaz\
Stimiile etme yetenegi 6nemli derecede bozulmustur(11).
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Yukanda veriien aswrositoma Orneginde. MUTASVOn buiunan eKsonun [aramé
Caiismasinda. 22 koionik adenokarsinomamn binnde vine 1423 kodonaa(Lys 1423 koaonu|
SOmauk mutasyon actkianmusur. Bu murasyonia 1423, kodonda Lvs-Giu degisimi oiur
AV murtasvona. 28 myelodispiazi oigusundan birisinde de rastianmisnr Mutant NE!
brotemin Ras-GTP've normal afinite tle bagiandigi ve GTP'az aktvitesinde dnemii derecede
4zaima gosterdigi sapranmusnr(11).

CML(Kronik Myelositik Losemi)de ras genlerinde nokta mutasvonian nadir
Olmasina ragmen. NF1-GRD'nin somatik mutasyonunun. degismis "splicing” ile ras sinval
lletiminde bozukluga yol agmasi olasidir. CML'li hastalarda ve KML hiicre hatlarinda: NF1-
GRD'de ve ras geninde, SSCP ve ASRA (Allel Spesifik Restriksiyon Analizi) ile nokta
Mutasyonu taranmistir. NF1-GRD'de Lys 1423'de bulunan nokta mutasyonu; kolon kanseri.
anaplastik astrositom. MDS ve NF1'li bir ailede rapor edilmistir. Bu kodonu igeren ekson. Li
Ve arkadaslan tarafindan "FLR ekson" olarak adlandiriimistir. Bu ekson. NF1-GRD'nin
I/7sini olusturur. PCR-SSCP Analizi ile, CML hastalanimin genomik DNA!lari, bu FLR
eksonundaki mutasyon yoniinden taranmistir. Bu bolgedeki Lys 1423 mutasyonu. ASRA ile
Incelenmistir. Akut Miyeloid Losemide vakalarin %20-60'nda, MDS'de %40'inda. CML 'de
I5e vakalarin %0.3'iinde mutasyon saptanmstr(30).

Birgok hucre tipinde norofibromin. Ras GTP sevivelerinin  &nemli  bir
duzenievicisidir. Somatik NF1 inaktivasyonlu hiicrelerde Ras-GTP'nin konsantrasyonunda
artma gorilir. Kolon kanserleri siklikla aktive olmus K-ras p21 icernir ve NF1 mutasyonlan
bu hiicre tiplerinde hizl ¢ogalma nedenidir.

Son villarda yapilan galismalar NF1 lokusu iizerinde yeni bir bolge belirlemistir: TBR
(Translocation Breakpoint Region). Bunun bir kromozom kirima noktasi oldugu ve
delesyonlarla kesilebildigi gosterilmistir(31). Bulgular TBR bolgesinin NF1 geni icerisinde
Oldugunu desteklemektedir (Sekil 8).
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Sekil 8.: NFI'in kismi genomik vapisi ve belirlenmis olan dokuz eksonu gosterilmektedir. Ok vonleri
transkripsivon voniinii belirtmektedir(18 Nolu referanstan modifive edilerek hazirlandi).

72 NF1 hastasimn DNA'larinda PCR amplifikasyonu, SSCP Analizi ve baz dizi
analizi yapilarak SSCP jelinde 6 hastada varyant bant actklanmis ve 60-65 kontrol setinde
varyant bant gozlenmemistir. Eger bu 6 varyant NF1 ile ilgisiz popiilasyon polimorfizmine
bagh olarak olugsa idi bu olasiik 0.05'den az olacakt. Olasihgin yiksek olmasi. baz
Ciftindeki degisiklik]érin gercekten TBR bolgesindeki NF1 mutasyonlan oldugu hipotezini
destekler TBR geni transkriptinin 4 kb'lik sekans genomik DNA  sekansi ile
karsllasnnhmsnr. Bu dizi icerisnde Splice siirlannin ve biyiik bir " open reading frame " in
belirlenmesi. bu bolgenin NF1 icensinde sentromere dogru 5' ucunda ver aldigini
80stermistir(31.18).

NF1-GRD bolgesinde yapian mutasyon g¢ahismalarinda, bu bolgedeki fonksiyon
kaybinin, ras genlernin mutasyonlarinda ortaya ¢ikan sonug gibi bir sonuca yol acabilecegi
Sortilmustiir. Her iki durumda da, Ras sinyal iletiminde siirekli uyartya neden olabilir.
Hematolojik malignansilerdeki prevalans: bilinmemekle beraber, miyelodisplastik sendromlu
bir hastada NF1-GRD'de bir nokta mutasyonu saptanmustir(31).
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Normal NF1 protemimn. noroektodermal hiicre farkiiasmasmin dizenienmesinde
Onemii roie samp oidugu biinmektedir. Son caiismaiar aiternatif "spiicing” ile. NF1-GRD
Transknptiermin Tip I ve up II NF1 GRD mRNA's: oimak iizere iki farkl up mRNA'va
Isiemiendigini gostermisur. Tip II anskripti . venskin bevin dokusunda vavein olarak
Sksprese olurken: up 1 fotal beyin veva farklilasmarms primitif néroektodermal tiimorierde
Vayaindir. Bu durum NF1- GRD mRNA'simn alternatf "spiicing” voiuvia hiicre
farkillasmasmin diizenienebilecegini diisiindiirmektedir. Bu "splicing" diizeninin bozulmasi.
nsan timorierinin gelismesivie ilgili olabilir(32.33. 30).

NFI'li hastalar belli malign ve benign neoplasmlar agisindan artmis risk
alundadir. Bu tiimorler primer olarak embriyonik néral krestten tiireven hiicrelerde olusur.
NF1'li cocuklar &zellikle prelokemik miyelodisplastik ve miyeloproliferatif sendrom gibi
olgunlasmamis hemopoetik hiicrelerin diizensiz klonal proliferasyonuyla karakterize olan
hastaliklara vatkindirlar(30). Nérofibrosarkom ve bunun hiicre hatlarinin incelenmesinde
Yapisal heterozigosite kaybi, GTPaz aktive edici proteinlerinin invitro aktivitesinde azalma ve
Ras-GTP seviyesinde artis gozlenmistir. 17.kromozomda heterozigosite kaybi bulunan
fibrosarkomda, 200 kb'lik bir NF1 delesyonu saptanmistir(33).

NF1'li yetiskinlerde, AML veya prelokemi agisindan risk artisi gosteriimemustir. Bu
€0zlemler, erken cocukiuk siiresince miveloid hiicrelerinin ¢ogalmasinda, nérofibromin
aktivitesinin 6nemli olmadigini gésterir. Nérofibrominin, miyeloid hiicrelerinin buyume
kontrolinde onemli roli vardir, Cocukluk ¢agi MPS'de gorilen anormal hiicre
f0galmasinin, hiperaktif Ras proteinlerinden kaynaklandigini diisiindiiriar(30).

Malign miyeloid hastaliklarda, aktive olmus ras mutasyonlarma siklikla
Tastlanmaktadir. Noral krest hiicrelerinde Ras protemnleri araciligiyla sinyal iletimi,
Proliferasyondan ok farklilasmay: saglar.



NF1 gen urunt oian Norofibrommin karektenizasyonu, NF1 gen urununu beiirieven
Doilkional anuserumiaria vapimusur(34). Jel eiekwoforezindeki mobilitesine gore
Norofiromin. 250 kDal'luk bir protemdir(35.11.19). Anrinérofibromin ve anmmiibiiin
anukorian iie double-indirek immimnfioresan isaretieme ile. nérofibrominin sitopiazmik
mikrotibiillerie biriikte oldugu gésterimistir(35.10). Bu 250 kDal 'luk protem. tim doku ve
Diicre hatiannda saptanmustr. Bununia beraber ekspresyonun beyin. dalak ve bobrekte en
Viksek dizevde oldugu bulunmuswur. Son calismalarda bevinde nérofibromin
Skspresyonunun diger dokuiara oranla 5-10 kat daha fazla oldugu gostenimistr(35).
Néron, glia, miyelinsiz Shwann hiicrelerinde de nérofibromin ekspresyonunun oldugu rapor
edilmigur. N-etil-N-nitroziire (ENU) ile indiklenmis hamster nérofibroma modeli
Kullanilarak immiinobloting, immiinohistokimyasal calismalar ve NF1 gen iiriiniine kars:
antikor kullanarak bu proteinin, 6zellikle normal ve neoplastik hiicrelerde lokalize oldugu
belirlenmistir(33).

Butin bu gen ekspresyonu calismalarinda oncelikle hiicresel RNA'nin ekstrakte
edilmesi ve amaca uygun olarak cDNA eldesi. Northern-hibridizasyon gibi yéntemlerde
Kullaniimak tizere islemlenmesi gerekmektedir.



Tablo2:NF1 Geninin intron ve Ekzon Bélgelerinin Uzunluklari(11 ).

| Ekzon | cDNA | uzuniuk | intron | Ekzon | ¢DNA | uzuniuk | Intron
| | _(kb) | (bp) | (kb) | | _(kb) | (bp) | (kb)
|1 il | 60 | >40 | 26 | 4368 | 147 | 1.27
| 2 | 61 | 144 | 2 |27 4515779 958 | >40
| 3 | 205 | 84 |2 | 28 4773 | 433 | 1.90
4 | 289 | 366 | 0.22 29 | 5206 341 | 2.50
3 | 655 76 0.83 30 5547 203 | 4.10
| 6 | 731 158 0.50 31 5750 194 | 1.45
7 | 889 174 0.40 32 5944 141 0.15
8 1063 123 0.30 33 6085 280 0.40
9 1186 75 0.13 34 6365 215 0.15
10 1261 381 2.50 35 6580 62 0.06
11 1642 80 0.54 36 6642 115 0.62
12 1722 280 1.20 37 6757 102 1.80
13 2002 250 0.49 38 6839 141 6-14
14 2252 74 0.24 39 7000 127 9
15 2326 84 1.30 40 7127 132 0.96
16 2410 441 0.75 4] 7259 136 2.10
17 2851 140 0.75 2 7395 158 1.70
18 2991 123 2.00 43 7553 123 0.35
19 S04 eaxl 201 0.53 44 7676 131 0.20
20 3315 182 0.12 45 7807 101 1.30
2] 3497 212 2.20 46 7908 143 1.70
22 3709 162 0.15 47 8051 47 0.30
23 3871 240 4.00 48 8098 i) ?
23a 4111 3 6.00 482 8315 54 ?
24 4111 159 0.75 49 8315 139
25 4270 98 1.60 3
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RNA IZOLASYONT

mRNA  1zolasvonu. moiekilier bivoioiik arasurmalarda kulianian en temel
Vonemierden binsidir. Omegin: imvimo protemn  sentezieven sistemierde. mRNA
Preparasyoniarnim karekterize ediimesi: hormoniara cevap veya biiyiime ve gelisme sirasinda
Olusan gen ekspresvonu degisiklikierini beliriemede sikitkia kullanimaktadir. Alternatit
olarak mRNA. cDNA molekiillerinin sentezi 1cin bir kahip gibi kullanilabiiir(36).

Fenol ekstraksiyonu ile biriikte etanol presipitasvonu. RNA 1zolasyonunda kullanilan
*n vaygin tekniklerden binisidir. Bu metod. guanidin temelli metodlardan daha kolay ve hizli
Olmasina ragmen. RNA molekiilleri daha fazla risk altundadir.

Ikinci yaygin metod, proteinleri degrade eden protemnaz K ve hiicreleri pargalayici bir
deterjan olan SDS (Sodyum Dodesil Sulfat)m kullammidir. Bu metod da subselliiler
fraksiyonlarin hazirlanmasinda uygun degildir.

Tum ekstraksiyon yontemlerinde,hiicre ve dokulardan, degrade olmamis riboniikleik
asitin izolasyonu ti¢ basamaktan olusur:

1-Endojen niikleazlarin inhibisyonu,

2-RNA'min deproteinizasyonu,

3-RNA'nin homojenatta bulunan diger komponentlerden fiziksel ayrimi.

Birgok denatiiran, izolasyon icin kullamilabilir. Guanidinium thiocyanate ve chlorid en
etkin protein denatiiranlandir(37).

1- Niikleazlarin inaktivasyonu, protein denatiirasyonunun kinetik etkistyle paraleldir.
Nispi etki sirastyla; Guanidinium thiocyanate > Guanidin hydrochloride > Ure.

12
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=- Inmamoiekiller disilfit protemn paglanm kirmada.  dithiothreitol veya 2
Merkaptoethanol gibi bir reditktan iie denatirasvon artonirr. Riboniikieazin kompenuf
Ihibrtorienmn veva diethvl pyrocarbonate (DEPC) @ib1 kimyasal makuvatorierm ilavesi
denariirasyonu arturmaz. RNA izolasvonunda fenol ekstraksivonuna bir alternarf olarak.
Suanidin hvdrochioride soliisyoniannda homojenizasyon. ucuz ve kullamsh bir metoddur.
Guamidinium thiocvate. cok vikksek RNAaz icerikli érnekler icin deproteinize edici ajan
Olarak secilir. RNA'va niikleolitik hasar vermeden. etkin protein denatiirasyonu. tam ve hizi
bir homojenizasyon gerekerir.

3- RNA. guamdinum solisvonunda aynidiginda. vukandaki birinci ve ikinci
basamakiar tamamianmis, RNA'nin homojenattaki diger makromolekiiler komponentlerden
fizikse] ayrimu basamagi kalmistir. Bunun i¢in de birkag ayinm metodu meveuttur.

Baslica iki boliime ayirabiliriz:
A-Coziniirliige dayah segici seperasyon hazirlanmasi.
B-Ultrasantrifiyj ile yogunluga dayal secici sedimantasyon yapilmasi.

Segici presipitasyon, etanol veya lityum klorid kullamlarak yapilmaktadir.
Guanidinium soliisyonlarindan segici presipitasyonlar kantitatif olmayabilir. Homojenattaki
komponentleri de gesith  sekillerde etkileyebilr. Genel olarak homojenattaki RNA
konsantrasyonu ¢ok dusik oldugu zaman daha ciddi problemlere yol acabilmektedir. Cok
dilie RNA solisyonlari, ne etanolle ne de lityum klorid ile cokmez. Ligament gibi inatg:
dokular, ameliyatla ¢ikanlmis timorler gibi yeniden elde edilemeyecek 6rnekler veya cok
diliie RNA solusyonlarinda; RNA'min kantitatif elde edilmesi icin, cesium chloride dansite
Sradientinde santifligasyon yontemi secilmelidir(37).

Homojenattaki diger komponentlerinden uygun yontemlerle ayrilan RNA'daki
incelenecek hedef bolge uygun primerler ve Reverse Transkriptaz kullanilarak DNA'ya
donistiiriilebilir(cDNA).
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RT-PCR kulianarak RNA transkriptlerinin ortaya cikariimasimn. gen ekspresyonu
Caismalan icin hizii. hassas ve semikanttanf bir vontem oldugu kanmianmsur(38 ;. RT

Teaksivonu icin:

—_

. Oligo (dT).
. Random heksamer.
. Anusense primer (3' primer) oimak iizre ii¢ tip primer kullaniimaktadir.
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Bu primerlerden biri kullamilarak ilk iplik cDNA sentezi yapilir.

Oligo dT primerieri, uzun 3'untranslated bolgeler icin siklikla etkisizdir(39). Primer
Uzakiig: artuk¢a RT etkinligi azalir. Random heksamer reaksiyonlari. bu primerlerden en
etkin olamidir. En yiiksek amplifiye olmug triin miktanna ulasunir. Noonon ve Roninson
1988'de random heksamer yaklastminm en yiksek hedef sekans amplifikasyonu sonucunu
Verdigini bulmuslardir(40).

PCR ile ilgili baz1 sartlar;

-Primerin fazla miktarlan genellikle ekstra amplifiye olmus uriinler verir.5 pmol
Primer ¢ifti, en iyi ve temiz amplifikasyonu verir.

-PCR'da her dNTP'nin konsantrasyonu 0.2 mMi asmamalidir.0.02mM kadar az
Miktar da PCR'da calisabilir.

-Trifosfat konsantrasyonunun 0.2 mM'dan fazla olmasi yanlis inkorporasyon oram
Veya Taq polimeraz igin mutasyon sikhgin: arttirir.

-Mg+2  konsantrasyonu da 6nem tasimaktadirBazi niikleik asit bufferlan 1 mM
EDTA icerir ve fazla olan Mg'un diginda kelat olusturur. Genel olarak. serbest Mg
liOns.am:rzzlsycmu vaklagik 2 mM'da tutulmaya calisiimalidir.



-PCR siklis sayist az tutulmahdir. Fazla siklis sayisi daha cok nonspesifik
amplifikasvon triinlerinin olusumuna volacar. Bununla birlikte. fazia amplifikasvon sikliisii.
Kontaminasvon probiemierne sebebivet verebiiir. istenmeven hedef sekansiarin oldukca az
Miktariannm variigr. vanits pozmiflikiere volacabilir.

-Geneliikie 1 ug stoplazmik RNA. nadir mRNA sekanslarmm  (1-10
kopyajhucre_:ampﬁkasyonu g yeterlidir. Tipik olarak memeli hiicresinde. her hiicre
Stoplazmasi bagmna vaklasik 10 pg RNA icenr. 1 ug RNA vakiasik 100.000 hiicreden elde
Sdilebilir(1 ul yaklasik 100.000 hiicrevi temsil eder). lug'da hedef sekansm savisi
Muhtemelen 100.000'den fazladir ve kolaviikia amplifive edilmelidir.

-PCR primerlennin uzunlugu vaklasik 18-22 baz buyiikliigiinde secilmelidir. G ve C
Icerigi cok fazla veya dusiik olmamahdir. Eger 6karyotik mRNA'larda calisma yapilivorsa
ayri ekzonlardan elde edilmi§ primerler kullanilmava calisiimalidir.

-Eger calisiimakta olan gen intron igermiyor veya bakterivel mRNA. ya da RNA
Virisu ise, RNA'mn DNase muamelesi tyi bir RT-PCR sonucu elde etmek igin vararl
olabilir(40). ) ‘

-Gunimuzde RT-PCR teknigi tek hiicreden bile mRNA kantitasyonu aibi ¢ok zor
fahismalarda bile gesitli modifikasyonlar ile rahatca kullanilabilir ézellik kazanmisur(38)

mRNA'dan sentezlenen cDNA ekzon bélgelerdeki mutasyonlarinn taranmasi 1¢in cok
Vi bir kaynakdir.



SINGLE STRAND CONFORMATION POLIMORPHISM (SSCP)

DNA daki poiimorfizmien ve gen dizisindek: mutasyonian saptamak 1¢in. DN A dak:
baz degisimini beliriemek onem tasimaktadir. Genomik farkiihgin bir kismi DNA dizisindek:
Ik baz degisikiigme bagii oldugundan doiayi sekans poiimorfizmieri veva mutasvoniar:
Qrarken tek baz degisimienni sapravacak nmeiikteki duvarh tekmikierin kulianmmma
gereksimum vardir. Son villarda tek baz degisimini saptamak icin degisik teknikier
animianmisur. Buniar:

SSCP

RNase cleavage.

Chemical cleavage.

DGGE (Denature Gradient Gel Electrophoresis).

Heterodubleks analizi.

En yaygin olarak kullamlan tekniklerden biri, kolayhgi agisindan SSCP analizi
Olmustur(41). Bu teknik non denatiire sartlar altnda, spesifik sekansa ve tek iplikli DNA
Molekiilii analizi temeline dayahidir (42).

Orita ve arkadaslannin 1989 yiinda SSCP analizini tammladiktan sonra; kiiciik
hicreli akciger kanserlerinde, PAH lokusunda ve insulin reseptOr geninde ve p33 genini de
i¢ine alan farkl: sistemlerdeki mutasyonlan belirlemek amaciyla kullanilmustir (42).

100-500 bp'lik DNA fragmanlarinda SSCP analizi ; DGGE, RNase cleavage ve
OSmium tetrokside ve hydroksylamine ile DNA heterodubleksinin kimvasal kesimi gib: daha
2or metodlar ile karsilastnldiginda tek niikleotid degisiminin saptanmasinda oldukca
hassasur. Molekiiller tek baz degigimi ile farklilasarak ayn yapilar kazanabilir ve nondenatiire
Poliakrilamid jel iizerinde farkli sekilde gogedebilir(43). Tek iplikli DNA'nin go6¢iindeki
degisikliklerin,  bunlarin  katlanmis vapilanindaki  degismelere  bagh  oldugu
disinilmektedir(44). Bu teknigin,polimorfizmler ve goklu mutasyonlarin taranmasi igin
Uygun oldugu kamitlanmustir(45).- SSCP'nin PCR ile amplifiye olmus 200 veya daha kisa
boydaki DNA molekiillerindeki sekans degisiminlererini saptamada en hassas metod oldugu
bildirilmistir(46).



Hayashi. 300-450bp uzunlugundaki fragmaniarda mutasyon saptama oranmni %67.
100-300bp uzuniugundaki fragman icin de %89 olarak rapor emusur(47) 155bp'li
Tragmaniaraz en vilksek hassasiver %096-97 oiarak gozienmusur. 212bpik ve dana kicuk
Tragmaniardai: SSCP hassasiveti %7¢ olarak goziemienmistr(48). SSCP'nin Giiserolli(®s5-

10) —4 C'de veva giisroisiiz oda sicakiigmda oimak izere iki ayn kullanimi vardir (49)
Tek 1plikii DNA'nin yapisim etkiieyecek dort parametre mevcuttur.

- Sicakiik.
. Poliakrilamid konsantrasyonu.
- Elektroforez tamponunun iyonik giicii,

L I T ]

- Kulianiliyorsa gliserol konsantrasvonu.

0.5 x TBE kullamilarak yapilan jellerde ve %3 gliserol kullanildiginda daha keskin
bantlar elde edildigi gorilmiistir(50). PCR iiriinleri 10 x SSCP boyast ile kansuriir. Bu
boyanin iginde:

%935 formamid.
20mM EDTA.
%0.05 bromfenol blue,

%0.05 xylene cyanol bulunmaktadir.

Siispanse edilen DNA, 95 °C'de 10 dakikada denatiire edilip derhal buza daldimlir.
Nondenatiire poliakrilamid jele yiiklenir.

SSCP'deki temel sorunlardan ilki, tekrar edilebilirligi olmustur. Sicaklik, giic, uzakitk
Ve zaman gibi yirime sartlarindaki ufak degisikliklerin bile, mutant DNA sekanslarinin
goreli hareketlerini  degistirebildigi varsayimi iizerine, SSCP analizinin birkag kez
tekrarlanmasi Gnerilmistir. Giig ve sicaklik gibi belirli sartlar degistigi zaman, paternin
degistigi bununla beraber sartlar sabit tutuldugu takdirde, SSCP'nin her zaman ayni paterni
Verdigi gozlenmigtir(45).

Birkag elektroforetik  parametrenin  iplik aynmimin  derecesini  etkiledigi
bulunmustur Bunlar:
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Birkag  elektroforenk  parametrenin  iplik aynminin  derecesini  etkiledigi

bulunmustur Buniar:

Yurumme sicakiigi.

Denatiiraniar.

DNA konsantrasvonu.

Poliakrilamid jel konsantrasyonudur.

Ominal SSCP metodunda, radyoaktf isareti PCR iiriinii olusturmak izere
ladyoaktifie isaretli PCR primerieri veva niikleotidier kullanilir. Sonradan diliie edlerek isivia
denatiirasyonun ardindan 40x20 cm'lik nondenatiiran jelde elektroforez vapiir. SSCP
bantlar otoradyografiden sonra gozienir. Radyoaktifle calisma hassas olmasina ragmen
Zaman alicidir. Isiya bagli yapisal degisikliklerden kaginmak igin jel diisiik voltajda genellikle
Wm gece yiritilmelidir. Jel sicakligs. SSCP bant rezoliisyonunu ve tekrar edilebilirligini
etkileyen en 6nemli patern oldugundan. jel isisimn kontrolii icin, termostatik olarak kontrol
&dilen sirkiilatorlerden vararlanilir.

SSCP analizi i¢in nonizotopik protokoller tammlanmistir. SSCP bantlan direkt olarak
eidyum bromid ile boyama ile gozlenebilir ve kolaylikla jelden kesilip, yeniden
amplifikasyon ve sekanslama yapilabilir (45). Giimiis boyama da SSCP'de kullamilan non
fadyoaktif metodlardan biridir. Giimils boyama, etidyum bromid ile karsilastinldiginda;
Standart giimiis boyama metodu hem ¢ift hemde tek iplikli DNA yi daha hassas sekilde
Sorebilmemizi saglar. Etidyum bromid tek iplikli DNA'ya zayif baglanir (48). SSCP
analizinde, giiclii bir denatiiran olan metilmerkiiri (CH3H90H) kullanarak. DNA parcasinda
kismj denatiirasyondan dogan artefaktlardan kurtulmay: saglayarak bant paternindeki
Kangiklig azalttigi gozlenmistir. Bu modifikasyon gercek nokta mutasyonu SSCP bandinin
Slvenilir sekilde belirlenmesine yolagmis ve yeni bir nonradyoaktif SSCP teknigi gelismistr
(48).



SSCP analizinin, "splice bolge" anomalilerini de i¢ine alan tek baz degisikliklerinin
belirienmesi. thrombastenik fenotipe neden olan defektlerin karekterize edilmesi icin cok

Uygun bir yontem oidugu rapor ediimisur. Bu yontemin saglaqig: avantaj. sekansiama icin az
mikrarda DNA va thuvag duyuimasidir. Belli bir eksonun analizi. cok savida hasta 6rneginde
avm zamanda vapuabiir. Anormal brr fragman beiiriendigl zaman. niikieoud sekansi
Saptanir. Fragmaniar 300bp'den az oldugundan doiavi. tiim sekansiama tek bir reaksivonda
gerceklestiriir(30).



SSCP (Tek-iplikcikii Koniormasyonel Poiimofizm)
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Sekil 10: SSCP Analizi.

Mutant bir gen veya polimorfizmitest etmek icin, kontrol ve test 6rneklerinden elde
€dilmis olan PCR driinlerinin, formamidle birlikte 1siyla -denatiirasyonu yapilir. Tek iplikli
hale getirilmig olan bu 6mekler nondenatiire poliakrilamid jele yiiklenir. Tek baz degisimi
Niikleik asitin go¢inii kesin olarak degistireceginden dolayi, bu yontemde mutasyon saptama
hassasiyeti oldukga yiiksektir(55).
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POLIAKRILAMID JELLER ICIN YUKSEK REZOLUSYONLU GUMUS BOYAMA

Genel olarak gumus boyama az miktariardaki niikieik asitierin saptanmasinda
Oldukca etkindir. Minumum zemin boyama ile niikieik asitiern dogru saptanmasini sagiavan
‘asidik gimis bovama" oldukga hassas bir meroddur(31).Bu merod daha az basamak ve
Kimyasal icenr ve dolavisivia daha az zamanda bovama gercekiesnrilir. Avnica RNA
protem. polisakkarit ve oligoniikleotidierin bovamas icin de kullanilabilir.

Bu nonradyoaktf boyama yénteminin cesitli simirlamalan vardir. Buniar bovamanin
etkinligini degistirir.

-Fiksasyon basamagi: Ayniimis olan niikleik asitlerin,jel matriksi i¢ine diflizvonunu
engeller. Tampon ve ire gibi istenmeyen kimvasallan notralize eder ve uzaklasunr.
Fiksasyonu atlamak veya fiksasyon stresini kisa tutmak zayif gériintiiniin elde edilmesine,
Uzun sureli fiksasyon ise bantlarin solmasina neden olur. Minimum 5 dakika %7.5'luk asetik
asitte tutma, degisik boylardaki DNA parcalarinin saptanmasinda limittir.

-Jel yikama: Bu basamak, fiksasyon sonrasi kalan coziinebilir jel komp&mentleri
artiklan, diger eser maddeleri ve asiti uzaklastirir,

-Giimiis boyama: Gumiis boya icindeki formaldehit. hassasiveti ve kontrasti arturir,
Bu basamakta hassasiyeti ve kontrasu etkilemeden, gimiig konsantrasyonu azaltlamaz.
Yaklagik 90 dakikadan fazla boyama, goriintiiniin kaybina neden olur.

-Yikama: Eger bu basamak unutulursa gimiis kalintilan kahverengi presipitanlar
Olusturur.
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-Goriintiiniin elde edilmesi: Goriintiiniin olusumu, ani pH degisimini gerektirir. Bu
degisim. coziinmeven giimils tuzlarimn olusumuna neden olur. Bu cokeltiler jelin viizevine
tUunur ve zeminin  boyanmasini arturarak goruntu kontrastun azaiur. On bir vikama iie jeiin
Yuzevinde buiunan gumisin konsantrasvonu azaluiarak gumis ¢okmesi engelienir. Ancak
hassasiver azaiir. Bununia biriikte sodvum thiosiiifar gibr giimiis 1vonuvia bilesenier. serbest
fumis 1vonu konsantrasyonunu diisiiriir. Rediiksivon kinengini azalur ve boviece matriks
¢evresmndeki redoks potansiveli artar. zemin bovama azahir. 4uM Sodvum thiosilfat
konsantrasvonu. nonspesifik background boyamaw: etkin sekilde diisiriir Sodvam karbonat
konsantrasvonunda azaima (4¢/I'nin alunda) zeminin boyanmasini artinir ve zavif kontrast
gOruntii olusur. %0.028-C.111 formaldehit konsantrasyonu, opumal boyama sagiar. Daha
dusik konsantrasyonlar hassasiyeti azalur. Buna karsin, daha viksek formaldehit
konsantrasyonlarinda zemin de boyanir.

Developern sicakhgi da 6nem tasgimaktadir. 8-10°C arasinda olmalidir. Gerekli
Sicaklik jel kalinhgi ve developer'daki kimyasal maddelerle degisim gosterir. 10°C'nin
Uzerindeki sicaklikta boyama yapildigi zaman gériintii cok hizh gelisir ve jel viizeyi
‘kahverengi olur.

-Reaksiyonu durdurma: Reaksiyon pH' disirme ile durdurulur. Bunun icin
T4°C'deki %7.5 asetik asit kullanihr. Daha yitksek asit konsantrasyonu goriintinin kaybina
Neden olur.

Butiin bunlara uyuldugu taktirde giimiiy boyama radyoaktif yontemlere ivi bir
alternatifir ve sirekli radyoaktif akisini saglayamiyan veya radyoaktif materyalle calismada
Serekli alt yapiy1 hentiz kurmamus laboratuvarlar igin onerilebilecek bir boyama yontemidir.



[II. MATERYAL VE METOD

Arasurmada asi guamidimum thiocvanare fenol chioroform ekstraksivonuvia tek
asamada RNA i1zolasvonu yontemi kullamidi(32.53). Beiirtien vontem asagiva cikaran
tablodaki 1siemier sirasivia gerceklestriimisar.

. Ekstraksiyon.
. Presipitasvon.
. Yikama,

il T BT B G TR

. Cozme.

1. Ekstraksiyon asamasinda; SM guanidinum thiocyanate, 1M sodyum sitrat. %10 N-
Lauroyl sarcosine ve beta merkaptoetanol maddelerinin sirastyla 40 ml, 5 ml, 2.5 ml, 347 i
miktarlarda kansimiyla elde edilen liziz buffer A. fenol ve kloroform-isoamilalkol (24:1).

2.Presipitasyon asamasinda; isopropanol,

. Yikama asamasinda %80 etil alkol ve

L

4. Cozme amaciyla da apirojen distile su kullanilmustir,

Materyalin bu sekilde segimi Chomczynski ve Sacchi nin yonteminin modifikasyonu
lle gerceklestirilmistir( 52).

IILL. DOKUDAN RNA IZOLASYONU

Bu gahymada kolon rezeksiyonu yapilarak D.E.U. Tip Fakiiltesi Patoloji A.B.D.'na
€0nderilen kolon dokulan ile galisildi. Bu dokularin patolog tarafindan yapilan makroskopik
degerlendirilmesi sonucu 8 normal kolon, 7'si ise tiimorlii bolgeden alinan kolon dokusu
Calisildi. Dokularin bekletiimeden laboratuvara buz icinde ulagsmas: saglandi ve tiim
dokularda RNA ekstraksiyon islemi hemen gerceklestirildi.



Tum soliisyonlar ve malzemeler RNaz inhibitorii olan DEPC'li sudan hazirland:
(%0.1 DEPC)

RNA 1zoiasvonu yapiian timeriii dokuiarin patoioiik buigusu
L. Ora diferansive Adenokarsmom (T3NO)

2. Ona diferansive Adenokarsinom (T3N1)

- Kloakojenik karsinom (T3N1)

- Orta derecede diferansiye adenokarsinom (T4NO)

- Az diferansiye adenokarsinom (T4N1)

- Miisinoz karsinom (T3N2)
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7. Orta derecede diferansiye adenokarsinom (T3N1)

1. Yaklasik 100pg kadar olan normal ve tiimoral kisimlardan 6rnek almarak. buz
Uzenne yverlegtirilmis steril petri kabi igerisinde bistiiri yardimiyla steril sartlar altinda
¢alisilarak doku parcalandi.

2. 1 x PBS ile muamele edildi.

3. Doku, enjektor ignesinden gegecek duruma gelene kadar parcaland: ve hiicrelerin
Sivi faza 1yice dokiilmesine galisildi.

4. PBS ile homojenize edilmis olan hiicreler ependorf tiiplerine boliinerek. 1500
TPm'de +4 °C'de 10 dakika santrifiij edildi.

5. Supernatan atild1 ve yaklasik 100 ul'lik pelet homojenize edildi. 500 ul lizzs buffer
A ilave edildi. Ependorf kapagi kapatilarak hizh sekilde calkaland.

6. 500 upl fenol ve 100 pl kloform izoamilalkol ekiendi ve buz iginde 5 dakika
bekletildi.

7. 15 dakika 4°C'de 13.000 g 'de santrifiij yapildi.

8. Santriflyj sonrast ii¢ fazin olustugu gozlemlendi. Ustteki sivi faz yeni bir ependorf
Wpline aktarildi.



© 300 ul 1sopropanol ekienerek 10 dakika oda 1sisinda bekletiidi

10. 4°C'de 13.000 g ae 10 dakika santmifiyj vaptiarak RNA pelet olusturuidu.

11. Peiet uzerme %80 eranol ilave edilerek santrifiij edildi.

1"

'2. Supernatan aniarak pelet kurumaya brrakildi Tiipiin ceperide ve dibinde alkol
kalinus: vok oldugu gozlendiginde 50ul apirojen distile su ilave edilerek RNA peleti 1yice
COziiidi.

IILII. LENFOSIT AYIRIMI ISLEMI:

Kontrol amaciyla 16 normal. saghklh insanin lenfositinden RNA ekstraksiyonu
yapildi. Lenfositten RNA ekstraksiyonu icin 6ncelikle, dekstran ve fikol kullanilarak iki ayrn
sekilde lenfosit ayinmi gergeklestirildi.

IILILL DEKSTRANLA LENFOSIT AYIRIMI:

Dekstranla lenfosit ayirimi icin;

1. 250 ul EDTA'l kan 5:1 oraninda %6'lik dekstranla karisurildi. Yavas yavas altiist
edildi.

12

. Oda 1s1sinda 10-20 dakika bekletildi.

AVE]

. Ustteki faz alnarak 1500 rpm'de 10 dakika santrifiij edildi
4. Ustteki siv1 faz atild1 ve pelet 1xPBS ile yikand.

5. PBS ile santrifiij sonrasi pelet maksimum 100 pl olacak sekilde ependorf tipline
aktarild:.

LV} |
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ILILIL FIKOLLE LENFOSIT AYIRIMI:
1. Zcc duz kan =250 ul 0.5 M EDTA — 2cc 1 x PBS ile sulandiridi.

=. 3ml fikoliin tizerine titpiin kenanndan dilile ediimis kan tabakalandirma vapilarak
liave edildi.

3. 400 g'de 30 dakika santrifiij yapildi.

4. Tupun dibinde eritrositler, en istte plazma ve plazmamn altinda beyaz buiutumsu
lenfosit tabakasi olustu.

5. Bu lenfosit tabakasindan yaklasik 700 pl alinarak ependorfa aktarildi. 500 pl 1 x
PBS ilave edildi.

6. 15 dakika 1.500 rpm'de lenfositler ¢oktiiriildii.
7. Stipernatan atilarak pelet homojenize edildi.

IILII. LENFOSITTEN RNA IZOLASYONU:

1. Aktanilan peletin tstiine 500 ul GITC soliisyonu (Liziz Buffer A) ilave edildi. Iyice

homojenize edildi. 500 ul fenol ilavesinden sonra yeniden homojenize edildi ve 100 pl
Kloroform-isoamilalkol eklendi. 5 dakika buz iginde bekletildi.

2. 15 dakika 4°C'de 13.000 g 'de santrifiij yapildi.

3. Santrifiij sonrasi ti¢ fazin olustugu gozlemlendi. Ustteki sivi faz veni bir ependorf
Wpiine aktanld:.

4. 500 ul 1sopropanol eklenerek 10 dakika oda isisinda bekletildi.
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4°C'de 13.000 g'de 10 dakika santrifii vapilarak RNA peleti olusturuidu

0. Pelet iizerne %80 etanol ilave ediierek santmifin ediidi.

7. Siipernatan amiarak peler kurumava brrakiid: Tiipiin ceperinde ve dibinde alkol
kalinusi vok oldugu goziendiginde 50ul aprrojen distile su ilave edilerek RNA pelet ivice
COzilidi.

8. Coziilen RNA 6rnekleri -20 °C'de saklandi.

[LIV. RNA ELEKTROFOREZI:

S x Formaldehit jel-running buffer

0.1 M MOPS (pH:7.0)

40 mM Sodium asetate

5 mM EDTA (pH:8.0)

DEPC ile muamele edilmis 50 mM Sodium asetatn 800 ml'sinde 206 g MOPS
ozuldi. 2 N NaOH ile pH 7.0'a ayarlandi. DEPC ile muamele edilmis 0.5 M EDTA

(PH:8.0)dan 10 ml ilave edildi. DEPC'i su ile 1 I'ye tamamlandi. 0.2 milipor filtreyle
Soliisyon steril edildi. Oda 1sisinda 1siktan korunarak sakiands (54).

Son konsantrasyon 1 x olacak sekilde agaroz formaldehit Jel running bufferda
COziildii.

%1'lik agaroz icin;
20 ml 5 x Formaldehit jel running buffer,

lg agaroz,
17.8 ml formaldehit (2.2 M Son konsantrasyon),



100 ml've dH20 ile tamamlandi.

1. Oncelikie uygun miktarda dH20 1ie agaroz cozuidu. 60°C ve kaaar sogumiau. Son

konsantrasvon 1x oiacak sekilde 3 x Tormaidenm 1el running buffer ve ardindan 2.2 M son

2. Jel gekerocak icensindeyken dokiildii. Oda sicakiiginda 30 dakika bekletidi.

3. Ependorf niplerinde, viikienecek olan RNA'lar haziriandi. RNA 6 ul (vakiasik 30
ug), 5 x Formaldehit jel running buffer 2.0 ul. Formamid (Stop buffer) 2 ul ilave edildi.

4. Omekler 65 °C'de 15 dakika inkitbe edildi. Buza daldinldi. 5 sanive santrifiyj
edilerek jele viiklendi.

5. Yiikleme 6ncesi elektroforez }.’apﬂdl (5 dakika, 5 V/cm).

6. Yurtitmenin sonunda (brom fenol mavisi yaklasik 8 cm gog ettigi zaman ) jel
¢ikarilarak etidyum bromid ile boyand: (O‘Sp‘g /ml Endyum bromud).

ITL.V. REVERSE TRANSCRIPTION
(cDNA SENTEZI)

1. Template (TRNA) ve Random heksamer veya 3'antisense primer ve hesaplanan
miktarda dH20 ependorf tiiptine konularak pipetle homojenize edildi.

12

. Beher 1¢inde 80°C'deki su i¢ine ependorf tiipleri konuldu.

L

. Suyun sicakhgi 37 °C'ye inene kadar tipler bekletildi.
4. Oda sicakhginda 5 dakika bekletildi.

5. 5 x Buffer, DTT, dNTP. ve revers transkriptaz enzimi yukaridaki miktarlarda
tiplere konulup 37°C'de etiivde 1 saat inkiibasyon vapildi.
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6. RT sonrasi direk PCR'a

Tabio 3 : RT reaksiyonunda kulianiian maddeier ve miktarian.

gecildi.

‘4Lﬂ

3 x First strand buffer

0.1 MDTT | 2 ul
10 mM dNTP's 1 ul
Random Heksamers veva

Spesifik 3'(Antisense) primer

1 ul (100 pmol)

MMILV-RT (Boeh.Manh.)

0.5 ul (10 1)

TRNA

1-5 ne

dH20

20 ul've tamamiavacak kadar

III.VL. PCR REAKSIYONLARI

PCR. 50 pl'lik toplam voliimde, 200 uM dNTP's ( Stratagene), 2.0 mM MgCl2. 10-
100 pmol 3' ve 5' primer, 1.25 U Taq Poly. (MBI Fermentas mol. Bio.), 200 ng DNA
kullanilarak reaksiyon gerceklestirildi.

:fablo 4 : PCR'da kullanilan maddeler ve son konsantrasyonlar.

Total Hacim S0ul Son konsantrasvon
ddH20 tamamlavacak miktarda
10 x Buffer 5ul 1 x
dNTP's 2 ul 200 uM
MgaCl2 4 ul 2.0 mM
Primer 5'(sense) 0.1-1 ul 10-100 pmol
| Pimer 3'(antisense) 0.1-1 ul 10-100 pmol
Templete DNA 1 pul 200 ng
Taq Polv. 0.25 ul 1250
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Sekil 11: NF1 Primerlennin Yerlesimleri(Ekzon ve Intron Uzunluklanna ait bilgiler 11 Nolu

Referanstan saglandi).

NF1 icin kullandigimiz primerlerin baz dizisi:

P1
p2
P3
P4
K1
K:
K3

S'GAGTTTGATCAACGAATTCTTTATG 3'
STGGCTCTGCAGTGCAGGAGGGTAAG 3'
S'TGGCTTGTGGCGGTTTGCAGGACCG 3'
S'CAGGAAGTGCAGCATTACAACATGG 3'
S'CCCCATGTTGTAATGCTGC3'
S'GGGAGGTCAGGAAACTTTTS'
S'CCCAAAGTCTTTCCTGTTGTGC3'

K4 S'CCAGACTATGCTGAGCTTAS'
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NF 1icin kullamilan farkli PCR profilieri :

94°C 5 dk //94°C 1 dk /60°C 1 dk /72°C 1 dk //72°C 7 dk
94°C 5 dk //94°C 1 dk /60°C 1 dk /72°C 1 dk 20 sn //72°C 7 dk
Toplam 335 sikiusda gercekiesnridi.

Beta aktinin 316bp beta aktin PCR iiriinii :
SATCATGTTTGAGACCTTCAA3' ve
S'CATCTCTTGCTCGAAGTCCA 3' primerleriyle elde edildi.

Beta aktin icin PCR profili ;
94°C 5 dk// 94°C 1 dk/ 58°C 1 dk/72°C 1 dk// 72°C 7 dk
Toplam 35 siklusta gergeklestirildi.

PCR, 50ullik toplam volumde gerceklestirildi. Buharlagsmay: onlemek amaciyla,

reaksiyon kangimimin Gstiine 40ul mineral yag ilave edildi. PCR reaksiyonlan i¢in Perkin
Elmer Cetus Thermal Cycler cihazi kullamild:.

Tablo 5: NF1 i¢in kurulmug olan PCR ve RT-PCR iiriinlerinin beklenen uzunluklar.

PRIMERLER Cogalulmis  Olan ¢DNA | Cogaltilmis Olan Genomik
Parcasinin Beklenen | DNA Parcasinin Beklenen
8 Uzunlugu (bp) Uzunlugu (bp)
| K4P2 135 bp 135 bp
| P3P2 180 bp 480 bp
— | K3P2 356 bp =3656 bp
P1P2 400 bp =3725 bp




IOLVIL SSCP ANALIZI:
Elektroforez icm kuilamiacak olan camiar. once el alkol ile temiziendikten sonra
1soproponol ile tekrar silindi. Camiarm sol ve sag kenarianna 0.04 mm kahnhktaki spacerier

verlesunildi. Camn iic kenan jel dokiildiigiinde herhangi bir sizdirma yapmayvacak sekilde
bantlandi.

Poliakrilamid jel hazirhg:

39:1 Oraninda (akriiamid:bisakrilamid) poliakriiamid jel hazirland.

Pohakrilamid jel konsantrasyonu %10'luk olup. %3 oraninda gliserol icermektedir.
25 ml poliakrilamid jel icin;

2.450 g akrilamid (Sigma),

0.060 g bisaknlamid (Sigma),

1.4 ml gliserol (Merck),

240 ul amonyum persiilfat (Sigma).

30 ul TEMED (Sigma) kullamldi.

Jelin Hazirlams: :

ek

- Akrilamid ve bisakrilamid 0.5 x TBE'de ¢6ziildii.

12

. 0.45 p por capl fiitreden gegirildi.

3. Amonyum persilfat ve TEMED ilave edildikten sonra derhal 24 x 20 cm
boyutundaki cama dékiildii.

4. Tarak yerlesurildi ve en az iki saat jelin donmasi icin beklendi.

e



Ln

. Yukleme oncesi tarak ¢ikartilarak cam vertikal elektroforeze veriestirildi.

6. 30 dakika. 800 V'da viikieme oncesi elektroforez vapildi. Denatire ediimis oian
ornekier jele viikkiendi (Maksimum 3 ul olacak sekiide).

Ornekierin denariirasyonu icin:

1. Stop buffer ile esit miktardaki cDNA 6megi kansurid (2 ul cDNA — 2 ul Stop
Buffer).

12

- 98 °Cide 3 dakika bekletilip direk buza daldiriid: ve islem ikinci kez tekrarland:

. Derhal yiiklemeye gecildi.

(T3]

4.+ 4 °C'de 2 W'da 7 saat icinde elektroforez gerceklestirildi.
ILVIIL GUMUS BOYAMA

Glimiis boyamadaki basamaklar asagidaki gibi gergeklestirildi.

Tablo 6: Gimis Boyamada Kullamlan Madde Miktarlar ve Son Konsantrasyonlarn.

| 1. Fiksasvon %7.5 Gl Asetik Asit 2x5dk

| 2. Yikama ddH20 2x5dk
3. Gumiis Boyama %0.15 AgNO3 20 dk

| %0.056 Formaldehit

| 4. Hizh yikama ddH20 20 sn
5. Developman %3 Na2CO03 2-10 dk

%0.056 Formaldehit
|| 5l 40 pg/100 ml Sodyum thiosiilfat
| 6. Durdurma %7.5 Gl.Asetik Asit 1 dk
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IV. SOLUSYONLAR
1. Amonvum persiilfat (%10

10 ¢ Amonyum persiifat (Sigma)

100 mi dH,0 ile ¢cozaidii. Céziilditkten sonra -20 °C'de sakiand:.
1. Dekstran (%6)

6 g Dekstran (Sigma.

100 ml izotonik NaClde ¢oziildii.
m. EDTA (0.5 M)

186.1 g Na,H EDTA 2H,0 (Sigma)

700 ml dH,O eklend:

10 M NaOH ile pH=%.0'a ayarlanip dH,0 ile 1 I've tamamlandi.
1iv. DEPC'li dH20 (%0.1)

1 ml DEPC (Sigma)

1 1 dH-0 ile tamamiaad.
v. Developer Soliisyonu

3 g Na,CO5; (Merck)

140ul Formalin (Stok %40) (Merck)

40ul Sodyumtiosiilfa:

100 ml ddH-0 ile tamamlandi.

vi. Formaldehit jel running puffer (5 x)
0.1 M MOPS (pH 7.9) (Sigma)
40 mM Sodyum Asezat (Merck)
5 mM EDTA (pH 8.0) (Sigma)
vii. Gl.asetik asit (%7.5)
7.5 ml Gl.asetik asit (Merck)
100 ml ddH,O0 ile tamamlandi.
vi. Gimiig Nitrat soliisvonu
150 mg Gumiis Nitraz (BDH Chem.Ltd)
140 ul Formalin (Stok %40) (Merck)
100 ml ddH,O0 ile tamamlandi.
ix. Kloroform-izoamilalkol (24 : 1)



96 ml kloroform (Sigma)

4 mi Izoamilalkol (Merck)
x. Lizzs buffer A

40 ml 3 M Guanidinniostyanad (Stratagene)

5 ml 1 M Sodvumsitrat (Merck)

2.5 ml %]10'uk N Lauril sarkozn (Sigma)

347 ul B-merkaptoetanol (Merck)
x1. 1 x PBS

8 g NaCl (Merck)

0.2 g KCI (Merck)

1.15 g Na,.HPO,.7H,0 (Merck)

0.2 g KH-PO, (Merck)

1 I've DEPC'li dH,O ile tamamlandi.
xil. Sodyum Sitrat (1 M)

25.8 g Sodyum Sitrat (Merck)

1 I've dH.O ile tamamland:.
xui. Stop buffer

%95 Formamid

20 mM EDTA

%0.05 Bromfenol mavisi

%0.05 Ksilen siyanol

xiv. 1 x TBE
10.8 g Tris base (0.04 M) (Sigma)
5.5 g Borik asit (Sigma)
40 ml 0.5 M EDTA (pH 8.0)
1 I've dH,O ile tamamland:.
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V. SONUCLAR:

V.L RNA IZOLASYONU

Calismamiza lenfosit normal ve tiimoral kolon dokularmdan RNA 1zolasvonu 1ile
basladik. Fikol ile yapmus oiangumuz lenfosit ayinm islemi ile dekstranla yapilan isiemden

daha fazia ve saf RNA elde edildigi spektrofotometrik 6lciimler sonucu goriildii.

Cahsiian 6rnek sayis: ve spektrofotometrik olarak belirlenmis RNA saflik degerleri
Tablo 7 'de verilmustir.

Tablo 7: Lenfosit. normal ve tiimaral dokulardan izole edilmis RNA'larin saflik deger
araliklari(O.D 260/0.D 280)

ORNEK ORNEK SAYISI RNA SAFLIGI
Lenfosit 19 1.0-1.7
Normal Kolon Dokusu 1.1-15
Tiimoral Kolon Dokusu i 09-16

V.II. RNA ELEKTROFOREZI

Tum doku ve lenfosmen RNA izolasyonu sonrast. elektroforez vapilarak 18S ve 28S
rRNA bantlan izlendi. Dokudan RNA izolasyonu calismasinda. RNA degradasyonu lenfosite
oranla daha fazla oldugundan. dokudan izole edilmis RNA 6meklerindeki bant kalitesi daha

dusukti. Sekil 12'de dokudzn ve lenfositten izole edilmis RNA'lann agaroz jel elektroforez
fotografi goriilmektedir.
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—» 28S
—» 188

Sekil 12: %]1'lik formaldehitli agaroz jelde yuritiilmis olan RNA'larin 18S ve 28S rRNA
bantlan.

1- Kolon dokusu,

2- Kolon dokusu,

3- Bos kuyu,

4- Lenfosit,

5- Kolon dokusu.

C-RT-PCR

RNA elektroforezi igleminin ardindan "RT - PCR" uygulamasina gegildi. Bu
reaksiyon i¢in yapimis olan ilk denatirasyon galismalarinda, 80 °C'de 3 dakikalik
denatiirasyonla, tam bir denatiirasyon saglanamadigr sonucuna vardik. En iyi sonug, 80
°C'deki beher iginde 37 °C'ye inene kadar oda sicaklginda bekletilerek saglandi.

Iki primer (Random Heksamer ve spesifik 3' antisense primerler) kullanarak yapiimisg

olan calisma karsilastinldiginda, spesifik primerlerin daha tyi calisigi, PCR amplifikasyonu
sonrasi agaroz jel elektroforezindeki bant kalitesine bakilarak degerlendirildi.
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Beta akuin RT - PCR ile, Reverse Transkripsiyon Reaksiyonunun kontrolii
vapidiktan sonra. NF1 ekspresvonunu beliriemek amacivia RT - PCR'a gecildi. Cabsilan
vakalarn hicbirnde NF1 ampirfikasvonu gozlenemed:. Sekil 13'de Beta aktin ve ilk NF1 RT
- PCR ampimfikasyon sonucian veriimistr.

LV e i T e e L

316bp ¢&—

Sekil 13: % 1.5'luk agaroz jelde yuritilmis Beta aktin ve ilk NF1 RT - PCR amplifikasyon
sonuglan

1- Marker (pGEM).

2- Beta aktin,

3- NF1,

4- Berta aktn,

5-NF1.

6-Bera aktin,

7-NF1.

8-Bera aktin.

NFI'in disiik ekspresyona sahip bir gen oldugu ve amplifikasyon basansizliginin
nedeninin bu oldugu disinilerek, NF1 i¢in ikinci bir amplifikasyonun (reamplifikasyon)

uygun olacagina karar verild:.
Ilk PCR trinleninden 10 pl kullanarak, ikinci PCR (reamplifikasyon) gerceklestirildi.

Ikinci PCR sonucu, amplifikasyon bantlan elde edildi (Sekil 14 ).
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356bp

135bp &

Sekil 14: 1.2.3.4 No'lu kuyular 135 bp(NF1'in 48. Ekzonu, P2K4 primerlenyle amplifiye
edildi), 6 No'lu kuyu 356 bp(NF1'in 45-48 Ekzonlar. P2K3 prnimerleri ile amplifive edildi).
1, 2 nolu kuyular kolon dokusu, 3. 4 ve6 nolu kuyular lenfosit.(Marker PhiX 174).

Amplifikasyonu goérdiikten sonra NF1 amplifikasyonu icin farkh MgCl,
konsantrasyonlan (1.5, 2.5, 3.5 ve 4.0 mM) kullanilarak optimizasyon saglandi ve en basarili
amplifikasyonun 2.0 mM MgCl, konsantrasyonunda gerceklestigi belirlendi.

Sekil 14a: NF1'in P2K3 primerleriyle amplifive edilmis 45-48. Ekzonlarni iceren 356 bp'lik
amplifikasyon trunii(Her iki 6rnek de lenfosite attir)(Marker PhiX 174).
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NN, SSER

PCR ampiifikasvor urinier. denarire edilerek non-denatiire poliakriiamd jele
vikiend:. Denatirasvon formamud ve sicakiikia sagland1. Jele viikienecek oian cDNA
MIKIANNIN ODTIMIZASVONLL. Damt Kailtesine gore avariand1. Yakiasik 2 ul cDNA 6rnegi ve 2 yj
tampon (%95 formamid icersn Stop buffer) kansimimnm. kaliteli bant eide edilmes; 1CIN uygun
oldugu saprandi.

Giiserolii (%3) ve giiseroisiiz olarak hazirianan poliakrilamid jellerie vyapilan
calismalar sonucunda. giisero! kullamian jellerin bant kalitesinin daha iyi oldugu. daha keskin
bantlarin elde edildigi. ancak siektroforez siiresinin uzadigr gozlemlendi.

V.V. GUMUS NITRATLA BOYAMA

Elektroforez sonras: giimils nitrat boyamasinda. soliisyonlarda ve jelde kullanilan
suyun kalitesinin ¢ok o6nemi: oldugu sonucuna vardik. Gumis nitrat boya solisyonlarinin
hazirlanmasinda kullamlan suyun, 6zellikle ‘klor 1yon konsantrasyonunun vyiiksek olmas;
halinde sonu¢ elde edilemedigi, soliisyonda bulanikiik. matlasma ve ardindan kararma
oldugu goziendi. 18 Mohm'iuk (Tip 1) su kullanarak bu sorunlar coziimlendi.

Bovama icin kulianilacak olan soliisyonlanin  kullammdan kisa siire  Once

hazirlanmasina dikkat ediid: Beklemis solisyonlaria yapilan boyamalarda da zeminin
karardigi ve bant kontrastunin saglanamadigi goriildi.

Sekil 15 'de giimis nirat ile boyanmis poliakrilamid Jel elektroforezi verilmistir.



336 [)Dq._.._
ekstra bant
“oop———— tek 1piik 135 bp
135 bp
/
denatiire olmamis
cift iplik cDNA'lar|
e
| \
: ekstra bant

Sekil 15 : NF1 RT - PCR irinlerinin denatiire edilerek yuklenmis, poliakrilamid jel

elektroforezi
I- Marker (Phi X 174),
2- NF1'in 356 bp'lik amplifikasvon trini(Lenfosit).
3- NF1'in 356 bp'lik amplifikasvon tiriinii(Lenfosit).
4- NF1'in 356 bp'lik amplifikasvon tiriinii(Lenfosit).
5- NF1'in 135 bp'lik amplifikasyon tiriinii(Normal kolon dokusu),
6- NF1'in 135 bp'lik amplifikasvon triinii(Tiimoral kolon dokusu),
7- NF1'in 135 bp'lik amplifikasyon ariinii(Normal kolon dokusu) .
8- NF1'in 135 bp'lik amplifikasyon tiriinii(Tiimoral kolon dokusu) .



Bes. alu ve vedinci kuyulardaki 6rnekler incelendiginde her u¢ kuyuda da denatiire
oimus cDNAmn tek iikczkin normal allelier: gorilimekre ancak 8nci kuvuda 4 avn bam:
izlenmektedir. Bu ekswra tki banun mutant allel oldugu disuniimis ve vapian tkinci SSCP
analizinde avni dort pant t=krar goriiimils ve bu cDNA ragmaninda mutasyon oldugu
SONucuna Variimistr.



VL TARTISMA

SSCP Anaiizi tek nokta mumasvonu saptamava vonelik son villarda kullamiian en
yaygin metodiardan pmnair(41. 42. 45. 44). Duvariiik oram oldukca yiiksek oian SSCP
metodunun. radvoakl Ve non-radvoakis oimak tzere farkii uvguiamaian gelisunimisur(4<.
45).

Arasnrmamizda SSCP metodu ile NF1 gemmin downsmeam ucunda 435 ve 48
Ekzonian iceren bolgede murasyon taramayl amacladik. Calisma icin oldukca giivenilir ve
ucuz bir vontem oian "Gumus Bovama" ile SSCP Analizini uyeun bulduk. Bovielikle
radyoakuvite gibi onemii bir probiem de ortadan kaldirimis oldu.

Ras protemieri ile etkilesim gosterdigi buigulanan NF] gen urinii olan
"Norofibromin" in. GAP ile iliskili bolgesi "GRD" (GAP Related Domain) o6nceden
tamimianmusur.(8. 11. 13). Calismalann buviik bir kismu Norofibrominin fonksiyonel bolgesi
olan GRD bolgesinde odaklanmaktadir. SSCP ve Heterodubleks analizi gibi metodlarla bu
bolgede bircok mutasyon ve bu mutasyonlar sonucu NF1-GRD fonksiyonel kayb:
tanimlanmustir(11).

NF1'li hastalarnin tiimérlerinde ( Shwannomalar) Nérofibromin seviyesinin azalmasi ve
Ras-GTP miktarinin artig géstermesi NF1'in bir "Tumér Supressor" olacagr disincesinin
ortaya gikmasxna neden olmus, NF1 i¢in heterozigosite kaybi (LOH) ¢alismalan yapilmistir.
NF1'li hastalarin tiim6ér DNA'laninda LOH gosterilmis ve NF1'in gercek bir tiimér supressor
gen oldugu distnces: literatiirde dogrulanmustir(11. 29).

Bu bulgulardan sonra NF1 geni onem kazanmis ve bu gen i¢in 54 mutasyon
tanimlanmustir(14).

Arastrmada Oncelikle yapiimasi gereken NF1 ekspresyonunu gosterebilmek ve
sonrasinda SSCP analizini yapabiimekt:.

Cahymamiza timor supressor gen olan NF1'in 3' ucuna vakin bolgede SSCP
Analizini kullanarak mutasyon taramak icin, RNA 1zolasyonu ile basladik.

Normal bireylerden ve NF1 hastasi olan 3 bireyin lokositlerinden. ayrica normal ve
timoral 7 kolon orneginden RNA izolasyonu gerceklestirildi. Dokudan RNA 1izolasyonu
¢alismasinda, lenfosite oranla RNA degradasyonu fazla idi. Bunun nedeninin dokuyu
parcalama sirasinda, pargalama isleminin bistiri kullanilarak ve el manuplasyonu ile oldukca
uzun surede yapilabilmesi sonucu agiga gikan RNaz'lar olabilecegini distndik. Bununla
birlikte GITC (Guanidinium isotiocyanate) metoduyla tek basamakta elde etmis oldugumuz
RNA'larin spektrofotometrik olarak saptanmus saflik degerleri literatiire uygun bulunmustur
(1:5: 1.6 ).



RNA 1zolasyonunu takiben. Ters Transkripsivon (RT) Reaksivonu icin. "Random
Heksamer' ve "Spesific 3 anusense primer’ ier iie ik avit RT Reaksivonu kuruidu 3
anusense primerlerden 3' Beta Akun ve diger 3' anmsense NF1 primerien kullaniidi. RT
Reaksiyonunun kontroiii icm. "Betz Aknn PCR" kuruidu. Spesifik primerier ile vapiian RT
sonrasi Bera Aktin PCR iie random heksamer caiismasi. agaroz jel elektroforezindeki
bantlaria degeriendiriidi.

Spesifik primerier iie vapian calismada bant kalitesi oldukca vitksekti ve bundan
sonraki RT Reaksiyonian icm spesifik primerierin kullantimas; uygun gorildii.

NF1 geni ign PCR amplifikasyonunda. farkli NF1 primer kombinasvonunu
kullanarak ilk NF1 RT-PCR reaksiyonian gerceklesurildi.  Ancak ilk amplifikasyonlarda
agaroz jel eiektroforezinde herhangi bir bant izlenemedi. Ilk PCR iiriinleri uzerinden ikinci
kez PCR kurularak reaksivon gercekiestirildi. Ikinci amplifikasyon sonrasi NF1 bantlan
agaroz jel elektroforezinde gozlendi.

SSCP Analizi icin 48. Ekzon iizerinden K4P?2 primerleri ile 135 bp'lik ve 45-48.
Ekzonlar tizerine oturan K3P2 primerleri ile 356 bp'lik amplifikasyon tiriinleri kullamld:.

Dusiik akimda uzun sureli elektofrorezin SSCP Analizi. igin uygun oldugu denemeler
sonucu gozlendi. +4 ©C'de. 3 W'da ve 7 saat icnde elektroforez gerceklestiriidi.

Elektroforez isleminin ardindan AgNO3 ile boyama sonrasi. elektriksel vike bagli olarak tek
iplikli cDNA'lar ¢ift bant haiinde jelin ist kisminda, denatiire olmamus cift iplik cDNA'lar ise
tek bant seklinde "marker" ile karsilastinldiginda, olmas: gereken verde 1zlendi. )

SSCP Analizinde 15t ve formamid ile denatiire edilmis olan cDNA'larin tekrar
birbirtyle birlesmesine (annealing) izin vermeden hemen jele yiiklenmesine dikkat edildi.
Aksi takdirde jel tzerinde tek iplikli cDNA'lar goérmemiz imkansizlasmaktaydi. Elektroforez
oncesi"pre-run” (Yiikleme oncesi elektroforez) yapiimas: ve jelin sogumas IGIN zamanin
olduk¢a onem tasidigi bulguiandi.

SSCP Analizi vapiian lenfosit ve kolon 6reklerinde. denatiire edilerek tek iplik
haline gelmis olan cDNA'lar ¢ift bant seklinde izlendi ve bu iki bant normal alleli ifade
etmekteydi. Tumor ornekleninden birinde bu normal ¢ift banta ilaveten ekstra iki bant daha
gorildi. Bu ekstra iki bantin mutant allelden kaynaklandig: kanisina varild: ve bu ornegin
ikinci kez SSCP Analizi vapilarak deney sisteminin tekrar edilebilirligi 6lciildii ve ikinci
calismada da ayni sonuca ulasild:.

Mutasyonun varligi saptandiktan sonra bu mutasvonun nerede yeraldigi ve ne tiir bir
mutasyon oldugunu belirlemek icin bircok literatiirde de verildigi gibi "dizi analizi" nin
yapilmas: gerektigi ortak sonucuna varild.

56



Mutasyon tarama calismalaninda, ilgilendigimiz gen bolgesine direk dizi analizi yaparak veya
‘Kimyasal Kesim" va da "Heterodubieks Anaiiz' gibi zor olan metodiaria mutasvon
arastrmaya cahismak verne. oldukca hassas ve kolay bir metod oian SSCP Analizini vapmak
oldukca uygundur. Analizin ardindan murasyon buiunup buiunmadigr beliriendikten sonra
"dizi analizine" gecilmesi, hem zaman kazandmc: hem de maddi maddi acidan iaboramuvara
kazang sagiayici bir uygulamadir.
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