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OZET

DENiZL i YORESINDE D1S80 (MCT118), D17S5 (YNZ22), IgJH
POLIMORFIZMLER i

Din¢, Emine
Yuksek Lisans Tezi, Biyofizik ABD
Tez Dangmani: Yard. Dog. Dr. Ayfer ATALAY

Eylul 2007, 40 Sayfa

Insan ¢ekirdek genomu ileri derecede polimorfik yagipsteren déisken sayida ve
ardsik bicimde tekrarlanan (VNTR) DNA dizilerini icerrkidir. Polimorfik 6zellik
tastyan VNTR dizileri dgisken sayida allel ve yiksek heterozigotluk dereosder
sahiptir. Bu 6zelliklerinden dolayr VNTR dizileriarkli toplumlardaki gensel g#lilik
argtirmalarinin yani sira adli tip, ana-babalik testid@um 0Oncesi tanida maternal
kontaminasyonun kontrol edilmesi gibi uygulama Eanda yer bulmaktadir.

Bu tez camasinda, Denizli yéresinde D1S80 (MCT118), D17S5IZ¢22), IgJH
VNTR bolgelerinin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR¢ agaroz jel elektroforezi
tabanli yontemler kullanilarak @&kl toplumdaki dgilimlarinin  aratiriimasi
amaclanmgtir. Elde edilen veriler dgrultusunda D1S80 ogain tanimlanmasinda
agaroz jel yonteminin yeterli olmag) D17S5 ve IgJH bdlgelerinin tanimlanmasinda
ise bu yaklggmin uygulanabilir bir yontem olgw belirlenmitir. Diger taraftan elde
edilen verilere gore, Denizli yoresindeki D17S5 gidda 168- 938 baz cifti uzurgu
arasinda 12 farkl allel, 33 genotip ve heterozigotderecesi 0.72 gerinde; IgJH
odagginda ise 470-1020 baz cifti uzuglw arasinda 10 farkl allel, 23 genotip ve
heterozigotluk derecesi 0.62ginde oldgu bulunmuytur.

Anahtar Kelimeler: VNTR, Polimorfizm, D1S80, D17S5, IgJH



ABSTRACT

D1S80 (MCT118), D17S5 (YNZ22), IgJH POLYMORPHISMS N
DENIZLI PROVINCE

Ding, Emine
M. Sc.Thesis in Biophysics
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Ayfer ATALAY

September 2007, 40 Pages

Human nuclear genome contains highly polymorphigabdée number of tandem
repeat (VNTR) sequences. These polymorphic VNTRsJsaiable number of alleles
and high heterozygosities. For these purpose, VNWHRgly used to investigate the
extent of genetic diversity among different popolas, paternity determinations,
forensic medicine and prenatal diagnosis.

The aim of this thesis is to analyse the diversityD1S80 (MCT118), D17S5
(YNZ22), IgJH VNTR regions in healthy population Denizli province by using
polymerase chain reaction and agarose gel eledrepb techniques. According to our
results; agarose gel electrophoresis is not apiatepfor determination of the D1S80
locus but it is useful to charactarize for D17S8 #&H locus. On the other hand; 12
different alleles between 168-938 base pairs, 3®iypes and heterozygosity of 0.72
for D17S5 locus and 10 different alleles betweed-2320 base pairs, 23 genotypes and
heterozigosity of 0.62 for 1gJH locus were obsdrve

Keywords: VNTR, Polymorphism, D1S80, D17S5, IgJH
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1. GIRIS

Insan mitokondriyal ve cekirdek DNA icgimde saptanan polimorfizmler bireyler
ve toplumlar arasindaki gensel farkhliklar saps&nve kagilastirmak icin kullanilan
sistemlerdir. Bu sistemler icinde yer alangdken sayida argik tekrar (VNTR),

bdlgeleri insan gensel farkliliklarinin atalmasinda kullanilan DNA dizileridir.

Insan VNTR bélgelerinin polimorfizmi toplumlar aradaki gen havuzu @gim
argtirmalarinin yani sira adli tip, ana-babalik testiee hastaliklardaki etkilerini

arastirmaya yonelik catmalarda yaygin olarak kullaniimaktadir.

Insan genomunda tanimlanan VNTR boélgelerinden olatS8D (MCT118)
bdlgesinin 16 baz cifti tekrarindan ean birimleri kromozom 1 p35-p36, D17S5
(YNZ22) bolgesinin 70 baz cifti tekrarindan gdun birimleri kromozom 17 p 13.3, IgJH
bdlgesinin 50 baz cifti tekrarindan g&n birimleri ise kromozom 14 g 32.33 bélgesine
yerlesmislerdir. Bu bdlgeler polimorfizmleri nedeniyle geavuzu argtirmalarinda ve
adli tipta yaygin olarak kullaniimaktadir.

Bu calsmamizda, polimorfik yapi gosteren D1S80, D17S5 gdHI VNTR
bdlgelerinin - Denizli yoresinde yayan bireylerdeki dalhminin argtiriimasi
amaclanmytir.



2. GENEL BILGILER
2.1.Insan Genomunun Genel Yapisi

Insan genomundaki DNA baz dizilerinin belirlenmesiaa! ile 1980’ li yillarda
baslatilan insan genom projesi kapsaminda, insagndla dger bitki, hayvan ve
mikroorganizmalarda genom bilgileri ataulmistir. Bu proje kapsaminda insan DNA
baz dizilerinin yani sira insanlarda hagialsebep olan gen/genlerin kimliklendirilmesi;
kistik fibrozis, talasemi, orak hicre anemisi gdpensel hastaliklarin erken tanisi;
kanser, kalp hastaliklargeker hastaliklari gibi hastaliklarin eturulmasinda gensel
etkenlerin argtirimasi ve elde edilecek bilgiler kullanilarak nyeuygulamalarin
planlanmasi amaclangtir. Bu proje, yeni nesil DNA dizi analizi teknollgrinin, yeni
klonlama vektorlerinin  ve buyuk gen parcalarini ritboma yontemlerinin
gelistiriimesinin yani sira elde edilen gen bilgileriramalizi icin yeni nesil bilgisayar
teknolojilerinin gelsimine de neden olmtur. Sonug olarak uluslararasbirligi ile
Homo sapiens genomunun 23 ¢ift kromozomunu gluran yaklaik 3,2x10 baz ciftinin
dizi taslal 2000 yilinda tamamlangtir (Venter 2001, Baltimore 2001).

Insan genom projesinden elde edilen bilgilere gérénban hiicresindeki genomun
% 99,9995’ i hiicre cekirggnde, % 0,0005 i mitokondride yer almaktadinsan
mitokondri genomunda 37 farkl proteini kodlayamg®#dusu kabul edilmesine keun
hiicre cekirdgindeki proteine kodlanan gen sayisi gunimuizde dasrtealidir.
Gilbert’in insan genomunda yakl& 100 bin adet proteine kodlanan gen @du
varsayimina kam, gunimizde bu sayinin 30.000-40.000 civarindaugal
ongorulmektedir (Strachan 1999, International Hur@amome Sequencing Consortium
2001).

Cekirdek genomunun yaklk olarak % 25’ lik bolumu genler ve genlerleskli
DNA dizileri icerirken % 75’ lik bolumi gen g DNA dizileri icermektedir.insan
genomunun genlerle gkili b6liminde sadece % 1’ lik kisim ekzonlarla kalen, geri
kalan bolimde intronlar ve gkili DNA dizileri yer alir. Gen dyi (intergenic) DNA
bdlgelerinin yaklaik olarak % 45’ lik bolumu tek veya gliik sayida kopyasi olan DNA
dizilerini icerirken, % 30’ luk bolimi tekrarlayddNA dizilerini icerir (Sekill). Insan

genom projesinin sonuclarina goére; insarsaga icin gerekli olan gen sayisinin



cekirdek genomunda kapsadi bolimin beklenenden c¢ok daha sidki oranda
bulunmasi, tekrar dizilerinin oraninin ve tek nigtld polimorfizmi oraninin
beklenenden c¢ok fazla oranda olmasi stanailarin dikkatinin  bu konularda
toplanmasina neden olgtur (Strachan 1999, Makalowski 2001, Venter 2001).

Ekzonlar, % 1

Intronlar, % 24

Tek veya dgik
sayida kopyas
olan DNA
dizileri, % 45

Tekrarlayan diziler, % 30

Sekil 2.1: insan Genomunun Genel Organizasyonu (Makalowski)2001

2.2.insan Genomunda Yer Alan Polimorfizmler

Insan genomundaki gitili gi gosteren ilk ¢cafma 1900 yilinda Landsteiner ABO
kan gruplarini kgfetmesidir. Daha sonra, eritrosit enzimleri ile wsar proteinlerinin
elektroforetik farkliliklari, insan I6kosit antijéeri (Human Leukocyte Antigen, HLA)
gibi proteinlerde polimorfizimler saptanghr. 1978 de Kan ve Dozy beta globini
kodlayan gen boélgesinin yakinlarindaki DNA dizi ipobrfizmleri rapor etmilerdir.
1980’ de Botstein sinirli parca uzunluklari polifiemleri (Restriction Fragment
Length Polymorphism, RFLP) ile 1985’ te Jeffreysarkadalari DNA parmak izi adini
verdikleri yontemlerle DNA dizeyinde uzunluk polifigimleri oldugunu
gostermglerdir. Gelsen DNA teknolojileri ile birlikte 1990 yilindan som insan
genomunda yer alan tek baz polimorfizmlerinin (&nélucleotide Polymorphism,

SNP) saptanmasi ile bireylerdeki gen polimorfizinlier tek baz dgisikliklerinden



DNA parca uzunluk dasikliklerine uzanan boyutlari olabilege aciga cikariimstir
(Kidd 2004, Stoneking 2001, Chakravarti 2001).

Belirlenen polimorfizmlerin bir kismi kan gruplagibi fenotipe yansirken bazi
polimorfizmler de gen Urinlerinde ifade edilip ysqdi ve glevsel bozukluklara neden
olmakta, dger bir kisim polimorfizmler ise herhangi bir fenpi etkiye sahip olmayip
sessiz kalarak gen diizeyindesitlitiklere neden olmaktadirinsan genom projesinin
sonugclarina gore, iki insan DNA dizisi kdastirildiginda her 1000-2000 nukleotitde bir
nikleotidin dgistigi saptanmy olup, bir genomda yer alan yakla 3,2 milyar
nikleotidin -~ 1,6-3,2 milyonunda tek nukleotid polifibmi  olabilecegi
hesaplanmaktadir (Motulsky 1996, Stoneking 200Bkedvarti 2001, The International
SNP Map Working Group 2001).

2.3.insan Genomunda Yer Alan DNA Dizi Tekrarlari

Insan genomunda yer alan gepitia yerlgen ve proteine kodlanmayan DNA dizi
tekrarlarinin orani yak$gk % 30 olarak verilmekle birlikte, genlerlestili bolgelerde
de tekrarlanan DNA dizilerinin bulunmasi g6z onlalendginda, genomdaki tekrar
dizilerinin yaklgik olarak % 50 oraninda oldu isaret edilmektedir. Apolipoprotein,
plazminojen, kollajen, serum albimini kodlayan g@enDNA tekrar dizileri iceren
genlere o6rnek olarak verilmektedir (Strachan 198fiernational Human Genome

Sequencing Consortium 2001 ).

Islevsel genlerin ginda yer alan DNA tekrar dizileri, genel anlamdarkozom
yapisi ve dinamikleri, molekilsel gen tanisi veylapyon argtirmalari i¢in aydinlatici

araclar olarak tanimlanmaktadir. Genel olarak, ibiled bes sinifta incelenmektedir;

1. Transposonlardan tireyen DNA tekrar dizileri (&nsposon-derived Repeats);
Siklikla da&inik tekrarlar adi da verilmektedir. Bu DNA tekraiteleri etkin bigimde,
genomun herhangi bir yerindenska bolgelere yerkerek (Transposable Elements)
kopya sayilarini arttiran DNA elementleri igerirzih d&inik tekrar elementleri (Long
Interspersed Repeat Elements, LINEs), kisa@inila tekrar elementleri (Short
Interspersed Repeat Elements, SINES), uzun tertgkedrlar (Long Terminal Repeat,



LTR) ve DNA transpozonlari bu grupta yer alir (mm&ional Human Genome
Sequencing Consortium 2001, Li 2001).

2. Yalanci genler (Pseudogenedjsan genomunda RNA gen aileleri veya polipeptit
kodlayan genlerin bozuk kopyalari bulunur. Yalagen dizileri genin tamamini veya
polipeptite kopyalanan diziyi veya genin bir kismigerebilir. Alfa globin gen ailesinin
bir Uyesi, beta globin gen ailesinin U¢ Uyesi yalagen olarak tanimlanmaktadir

(Strachan 1999, International Human Genome Segogi@onsortium 2001).

3. Parca dublikasyonlari (Segmental Dublication}zenomun bir bdlgesinden gair
bdlgesine kopyalanabilen ve yayla olarak 10-300 kb’ ik DNA dizilerini iceren
elementlerdir. Genomda parca dublikasyonlari ikipga incelenmektedir; birincisi,
homolog olmayan kromozomlar arasindaki parca dabliknlari (interchromosomal
dublications) ve ikincisi, ayni kromozom Uzerindelparca dublikasyonlari
(intrachromosomal dublications)insan 22. kromozomun 45-230 pozisyonundaki
dizilerin 21. kromozomun g kolu 646-751 pozisyonarah bulunmasi, kromozomlar
arasinda parga dublikasyonlariningoionuna, insan 21. kromozomunun g kolunun 188-
377 pozisyonundaki dizilerin 14795-15002 pozizyatainda bulunmasi ise, ayni
kromozom Uzerindeki parca dublikasyonlarininsalauna 6rnek olarak verilmektedir
(Makalowski 2001)Insan kromozomlarinin perisentromerik ve subteloknedigeleri
genomun herhangi bir yerindeki DNA dizilerinin biylparca dublikasyonlariyla

doludur (International Human Genome Sequencing Qainsn 2001).

4. Ardisik olarak tekrarlanan DNA bloklari; Sentromer, telomer, akrosentrik
kromozomlarin kisa kollarinda ve ribozomal gen lariade gozlenen DNA tekrar

dizileridir (International Human Genome Sequendlansortium 2001) .

5. Basit dizi tekrarlari (Simple Sequence RepeatBegisik sayidaki baz dizilerinin
ardsik tekrarlarini iceren gruptur ve tekrar diziletvaz uzunluklarina gore siniflara
ayrilir; her bir tekrar Unitesi 1-9 baz ciftindelu@an kisa argik tekrar DNA dizilerine
mikrosatellitler, 9-100 baz cifti gibi daha uzurkitar birimleri icerenlere minisatellitler,
birka¢ ylz baz ciftlik uzunlukta tekrar birimlegaren tekrar dizilerine megasatellit adi
verilmektedir ( Naslund 2005, Debrauwere 1997, Siaa 1999).



Insan genomundaki DNA dizi tekrarlarinin kromozonpigani ve dinamiklerini
aydinlatmak ve genle ilgili c¢amalarda bircok gereksinime yanit verebilg@ce
disinulmektedir (International Human Genome Sequencidgnsortium 2001,
Makalowski 2001).

2.4. Dgisken Sayida Ardsik Tekrarlanan DNA Dizileri

Insan genomunda belirli sayida baz ciftini kapsaiyaitelerin ardyik tekrarlariyla
olusan DNA dizilerine basit dizi tekrarlari adi verilktedir. Bu tekrar dizilerindeki
diger bir ozellik ardgik tekrarlanan Unitelerin tekrar sayilarindakigigienligin
genomdaki polimorfizmlere neden olmasidir. Bu sinsan genomunun yakl& % 3’
Uunu kapsar, dolayisiyla yakl& olarak genomda her 2 kilobaza bir basit dizirdek
karsilik gelir. Basit dizi tekrarlari farkh toplumlasdolggantusti uzunluk polimorfizmi
gosterdiklerinden dolay! insan gensel sarmalar icin ¢cok onemlidir (International
Human Genome Sequencing Consortium 2001, Makalo2@&l, Tamaki 2005). Basit
dizi tekrarlarinin siniflandirmalar farkli ataicilar tarafindan farkli sayida DNA
bazlari ile verilmektedir (Naslund 2005, Debrauw®®87, Strachan 1999).

Insan genomundaki basit dizi tekrarlari icinde yian aninisatellit adi verilen 9-100
baz cifti uzunlgunda ardyik tekrarlanan DNA dizilerinin uzunluk polimorfizei ile
ilgili ilk ¢alisma Jeffreys ve arkaglarinin DNA parmakizi adi verdikleri yontemdir
(Motulsky 1996, Kidd 2004). Minisatellit bdlgelebir toplumun tim bireylerinde
cekirdek DNA dizisi ayni sayida tekrar ediyorsa mmorfik, tekrar sayisi kiden
kisiye farkl ise polimorfik minisatellitler olarak tamlanirlar. Polimorfik minisatellitler
VNTR dizileri olarak bilinmektedir (Naslund 2005,idd 2004). DNA tekrar dizileri,
genom icinde ardik veya d@ilmis olarak bulunduklari gibi farkli uzunluklarda da
olabildikleri ve genellikle ayni tekrar birimleried olgmalarina rgmen farkli
kompoziyondaki nukleotid dizilerinden de eluklari bilinmektedir (Brown 2002,
Arakura 1998).

Minisatellitlerin insan genomunda glaik halde bulunmakla birlikte telomerlere
yakin bolgelerde ve sentromerik bolgelerde dahtafger aldiklari tespit edilngiir.
(Debrauwere 1997, Strachan 1999, International Hun@enome Sequencing
Consortium 2001). Yapilan csinalarda, VNTR dizilerindeki dgskenlik hizinin



yiksek oldgu bazi VNTR dizilerindeki déskenligin % 15’ e kadar ukabildigi de
gosterilmektedir. VNTR dizilerindeki dggskenlik hizinin yuksek olmasi, tekrar
sayisinin yani allel buyukgiiintn kiiler arasinda farklilik gosteregieve bu nedenle tek
bir toplumda dahi ¢ok sayida allelin bulungcanlamina gelmektedir. Sonug¢ olarak
VNTR dizileri, yiksek mutasyon hizina sahip olmalaedeniyle yiksek derecede
polimorfik yapi ve Mendel kalitimi gostermeleri iteemli molekiler garetleyicileri

olusturmaktadirlar (Jeffrey 1999).

Asirt degisken VNTR dizileri bazi istisnai 6rnekleriginda transkribe edilmezler.
Ornezin insanda kromozom 1qg’ da yer alan MUC1 @didiade bulan bir minisatellit
bdlgesidir. Bu odak, vicut sivilarinda ve bir cokitelyal dokuda bulunan bir

glikoprotein kodlamaktadir ve oldukca polimorfik(Btrachan 1999).

Yuksek derecede polimorfik VNTR dizilerinde tektarimleri homojen ve tek bir
tekrar birimi ile sinirh dgildir. Birbirleriyle sikica iligkili tekrar motifleri tek bir allelde
varolabilir ve genellikle bircok kogu olmayan tekrar dizisi ile difize olma
egilimindedir. VNTR bélgelerinin olsgumunda, bu bdlgelerde gendublikasyon ve
delesyon noktalarinin tespit edilmesi, allelik podirfizmde oncelikli glergelerin
replikasyon kaymasi, kromozomlar aragt elmayan parcga dgsimi (krossing over) ve
gen dongumu old@gunu karet etmektedir (Debrauwere 1997, Jeffrey 1999h&it
2000).

VNTR bolgeleri; allel sayisinin fazlgh, heterozigotluk dereceleri, yiksek derecede
polimorfik olmalari, genom icindeki sikliklari nedle ile oldukg¢a bilgilendirici
karakteristik 6zelliklere sahiptir (Attila 2004)086 yillarda yapilan ¢aimalarda VNTR
dizilerinin 6nemli glevsel rolleri bulunmgtur. VNTR dizileri iceren bazi genlerin
ekspresyonunun dizenlenmesinde, mRNA stabilizasyanuranslasyonun da etkili
oldugu rapor edilmitir. Ornesin, monoamin oksidaz A (MAOA) aktivitesindeki
farklihklar MAOA geninin ustinde yer alan bir VNT&zisinde tekrarlayan unitelerin
sayisina bglidir. Ayrica bazi argiricilar insulin bgmli diabetes mellitus, rahim ve
gogls kanseri gibi bazi hastaliklarin VNTR bélgeldsi iiiskili oldugunu gosternstir
(lwashita 2001, Naslund 2005). @& kanseri olan hastalarin tiumor hucrelerinde
kromozomal dgisiklikleri gormek igin D6S261, D6S300, D8S272, D1D39
D11S925, D11S927 gibi alti farkli mikrosatellit géki kullanilarak karlastirmali



analizler yapilmgtir (Buerger 2001). Ayrica Huntington hasgamin D4S95 bdlgesi,
koroner arter hastg@inin ise ApoB bdlgesi ile kili oldugu rapor edilmjtir
(Skraastad 1992, Yalin 2006).

Insan genomunda VNTR bolgelerinin gdaiistu polimorfik olmalarinin yani sira
cok disuk miktarlardaki DNA ornekleri kullanilarak PCR taidi yontemlerle kolay
analiz edilebilmesi ve hizli olarak kimliklendird#gmesi, toplumsal gen ag@armalari,
ana- babalik testi ve adli tip gibi anama ve uygulamali alanlarda yaygin olarak
kullanilan bir sistemdifWan 2004, Das 2003). Kistik fibrosis, orak hicreemisi, 3
talasemi gibi hastaliklarin gam ©Oncesi tanisinda maternal kontaminasyonun
kontroliinde D1S80, Apo B, THO1, D17S5, IgJH, D4S@bi VNTR bdolgeleri
kullanilarak yapilan caimalarin yeterli bilgileri sgladigi rapor edilmgtir (Antoniadi
2002, Attila 2004).

Bu tez camasinda Denizli Bolgesi’ nde D1S80 (MCT-118), D17&3NZ22),
IgJH adi verilen VNTR bolgelerinin genotipghami aragtiriimistir.

2.5 D1S80 (MCT118) VNTR Bélgesi

D1S80, Nakamura ve arkagir tarafindan ilk saptanan VNTR bolgelerinden
biridir ve ilk olarak pMCT118 probuyla saptagdicin MCT118 adi verilmgtir (Gen
bank sequence accession # D28507). 1. kromozom@5.36 bdlgesinde bulunan
D1S80 boélgesi 16 baz ciftinden e&n Unitelerin dgisik sayida tekrarlarini
icermesinden dolayi allel isimlendirilmesi, ggdtilan pargalardaki tekrar sayisi temel
alinarak yapiimaktadir (Arakura 1998, Das 2004).

D1S80 bdlgesinin DNA dizi analizlerinde 18 farkkktar Unitesi oldgu acga
ctkariimstir (Duncan 1997). Ayni allel icerisinde farkli t@k Unitelerinin olmasinin
yani sira niukleotid dgsiklikleri ile insersiyon ve delesyonlarin olgu saptannstir.
D1S80 bdlgesinin bu polimorfik 6zellikleri, allelerfarkl elektroforetik hareketi ile
Hinf 1, Tsp5091 veya EcoRIl enzim kesim bdlgelegid polimorfizmlerden dolayi
oldugu aciklanmgtir (Arakura 1998, Duncan 1997). D1S80 VNTR bdlgasiileri
derecede polimorfik okwyla birlikte yiksek derecede ayirt edebilme Okkdlinden



dolay! adli tipta ve pretanal tanida maternal kmimasyonun kontrol edilmesinde
kullanimi yaygindir (Arakura 1998, Antoniadi 2002).

Gen bankasi sonuclarina gére ise bu VNTR bolgasi 854-850 baz cifti arasinda
32 farkh allel saptanmgiolup (vww.ncbi.nlm.nih.goy tim toplumlarda en sik gézlenen
allel 24 olarak tespit edilrgtir (Watanabe 2002, Das 2003). Bugiine kadar bifgdi
toplumlarda polimorfizmi cagtlan bu VNTR boélgesinin heterozigotluk derecesi
0.75-0.81 arasinda olgu rapor edilmgtir (Antoniadi 2002).

Tablo 2.1D1S80 (MCT118) VNTR Boélgesi Nikleotid Dizisi (wwwicbi.nlm.nih.gov)

5’accggccccg cacggtgcca aggaaacagc cccaccatga tgagaogaaactggec tccaaacact
gcccgeete cacggecgge cggtectgeg tgtcaatgac tcaggagcgtcaticg cgccagcact gcattcagat
aagcgctggc tcagt
gtcagcccaa ggaaga
cagaccacag gcaagg
aggaccaccg gaaagg
aagaccaccg gaaagg
aacaccaccg gaaagg
aagaccacag gcaagg
aggaccaccg gaaagg
aagaccaccg gcaagg
aggaccaccg gcaagg
aggaccacca ggaagg
aggaccacca gcaagg
aggaccacca gcaagg
aggaccacca ggaagg
aggaccacca ggaagg
aggaccaccg gcaagg
aggaccacca ggaaag
aggaccacca ggaagg
aggaccaaag gcaagg
aggaccacca ggaagg
agaaccacca ggaagg
aggaccacca ggaagg
aggaccacca ggaagg
aggaccactg gcaagg
aagaccaccg gcaagc
ctgcaagggg cacgtgcatc tccaccaagaaaataaac aagccagag gggcttgtga ccagtgtgge attBjtcag
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2.6 D17S5 (YNZ22) VNTR Bolgesi

Ilk kez pYNZ22 probuyla saptanan D17S5 VNTR bolgasimozom 17 p 13.3
bdlgesinde yer almaktadir (Gen bank sequence acngg$121143) (Horn 1989, Luhm
2000). Bu bolgenin tekrar birimleri 70 baz ciftimdmeydana gelrgiolup ileri derecede
polimorfik oldugu saptannstir (Pelotti 2003, Das 2003, Sachdeva 2004). Byédxih
Miller-Dieke sendromu ile ifkili oldugu, g@us kanserlerinin % 60’ inda bu bdlgede
delesyon bulundtu rapor edilmgtir (Horn 1989). Farkli toplumlarda yapilan
calismalarda D17S5 boélgesi; 0.8625 heterozigotluk desiede heterozigositesi en
yiuksek VNTR bolgesidir (http://www.gdb.org).

Tablo 2.2D17S5 (YNZ22) VNTR Bolgesi Nukleotid Dizisi (wwwchi.nim.nih.gov)

5’ gtcggaagag cggggcaggg agagaaagghgagtga agtgcacagagggcaaggceggtcctcacect
gcctgggety gggcaggget gtgagaccct cccttacaga agomptgicttgaggag ggggttaggg
gcctgggety gggcaggget gtgagaccct cccttacaga aguEatgcttgagggg  gggottaggg
gcctgggety gggcagggct gtgagaccct cccttacaga ageEatgcttgagggg  ggggttaggog

gcctgggety gggcagggct gtgagaccct cccttacaga agmEatgcttgagggg  gggottaggg
gcagtaagtt aacttgggag gcggatgtgg gggety aagaataaag actgtggca cagcagac 3’

2.71g JH VNTR Bélgesi

Insan immunglobulin @r zincirinin birlesme (joining, ) bolgesini kodlayan gen
ailesinin 5’ bolgesinde bulunan ve IgJH boélgesirakatanimlanan boélgede 50 baz
ciftinden olwan tekrar Uniteleri bulunur (Gen bank sequence ssime # Y00130).
Kromozom 14 q 32.33 bdlgesinde ygda IgJH’ in 11 farkh alleli saptangtir (Bin’ko
2002).

Tablo 2.31gJH VNTR Bolgesi Nukleotid Dizisi (www.ncbi.nlm.migov)

5’ gggccctgtc tcaagtgggg@ctgetect gctcaaggac tgtcttccge gggatcg
aaaggccgcg tcctgaacaa tgcgtgggec acgtgagegg agoaggce
aaaggccgcg tcctaaacag tgcgtgggec acgtgagegg agoagge
aaaggccgcg tcctaaacag tgcgtgggece acgtgagegg agoagge
aaaggccgcg tcctaaacag tgcgtgggece acgtgagegg agoagge
aaaggccacg tcctaaacag tgcgtgggcec acgtgagegg agtaggce
aaaggccgcg tcctaaacag tgtgtgggec acgtgagcege atttee
gccctcgggg cecgeagcetee cagetcagcet ceccagecctg ctomgg ccaggeca 3
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2.8listatistiksel Degerlendirme

Allel Sikliklar ve Hardy-Weinberg Dengesi

Allel sikhgi; herhangi bir allelin bir toplum icindeki goérecesikligi olarak
tanimlanmaktadir. Bir toplumdaki allellerin sikikindaki dgisiklikler genellikle o
toplumda meydana gelen gensegigdikliklerin bir dlgtisti olarak alinabilir. Bu nedenle
allel sikliklarinin tespitini yapmak 6nem kazannaakt. iki allelli bir sistemde allel
sikligi su sekilde hesaplanir:

(2 x Homozigot bireylerinysst) + (Heterozigot bireylerin sayisi)
Allel sikhgi =
gbooooooboodoouotuoootoooooboooouodgo

2 x Toplam birey sayisi

VNTR'’ lar ikiden fazla allele sahiptirler fakat gatip sikliklari iki allelli bir bdlgede
oldugu gibidir. D17S5 (YNZ22), IgJH icin tespit ediledlalerin sikliklarn aagida
verilen aitlik temel alarak hesaplangtir.

20+
i(XO00OO0O0oOOoOooo
2n
Xi= i allelinin siklgi
ni = AiAi genotipine sahip homozigot bireylerin sayis
nij = AiAj genotipine sahip heterozigot bireylesayisi

n = toplam birey sayisi

Heterozigotluk

Heterozigotluk terimi herhangi bir toplumdaki gengesitlili gin dlglist olarak
kullantlir ve bir toplumda mevcut heterozigotlartaplam sikliklarinin ifadesidir.
Heterozigotluk, bir odakla ilgili ¢cok sayida ve Hinerine @it sikhkta alleller
bulundwgu durumlarda en buylk gerini almaktadir (Hartl 1997).



12

Bir toplumda gozlenen ve beklenen heterozigotkagmaki eitlikle hesaplanir;

Heterozigot bireylerin sayisi
Go6zlenen Heterozigotiuk (HO)EO O OO0 O doooOooOOO

Toplam birey sayisi

2n (1-YXi%
Beklenen heterozigotiuk (W) EO OO OO OO
2n-1

Xi =i allelinin sikhg

n = toplam birey sayisi
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3. GERECLER VE YONTEMLER

Bu tez camasinda, Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi BiffAnabilim Dali
DNA Bankasindan alinan, daha on@e globin geninde herhangi bir mutasyon

saptanmayan 50 ornek kullanikimi. Ornekleme surecinde, bireylerden Bilgilendiig

Onay Formu alinarak elde edilen DNA’lar anonim bicimde DNA rB@sina

konulmustur.

3.1. Genomik DNAizolasyonu

1. Potasyum EDTA'lI tuplere gaml kan alindi.

2. Bir ml kan 6rngi tGzerine bg ml 1x retiklosit tuz ¢ozeltiseklendi, hafif bicimde
karstirildi, 600 g’ de 15 dakika santriftij yapildi vstisivi atildi.

3. Santriftj sonrasi elde edilen cokelti, en az Ug Re retikilosit tuz c¢ozeltisile
yikandi. Her seferinde 600 g’ de 15 dakika santyiéjpildi.

4. Yikama sleminden sonra ¢okelti Gzerine G¢ mgsk lizat ¢ozeltisieklenerek ¢ozelti
berraklgincaya kadar buz icerisinde bekletildi. Cozeltirbklastiktan sonra 1900 g’ de
15 dakika santriftjlendi ve Ust sivi atildi.

6. Cokelti Uzerine, bir ml 1XSTE ¢ozeltisklenerek kastirildi ve 1900 g’ de 15 dakika
santrifilj edildikten sonra st sivi atildi. Bu ynka klemi iki kez tekrarlandi.

7. Nukleer pellet Gzerine, 0.45 ml 1XSTE c¢oOzeltisleelerek, vortekslendi ve steril
mikrosantrifjj tiptine aktarildi. Uzerine 1Q§/ml dersimde olacaksekilde Proteinaz-
K ve % 1 olacalekilde SDS (sodyum dodesil sulfat) eklendi.

8. Tuip 37°C’ ta gece boyu bekletildi.

9. Gece boyu bekletmeden sonra, tlp Uzerigie miktarda doyms fenol eklenerek
karistirildi. Karisim, 11.000g’ de 15 dakika santriftjlendi ve dst faz, temiz bi
mikrosantrifyj tipuine aktarildi.

10. Ust faz tizerinegt miktarda, kloroform / izoamilalkol (24:19klendi ve kastirildi.
Karisim 11.000 g’ de 15 dakika santrifiijlendi ve Usti gaz temiz bir mikrosantrifQj
tipune aktarldi.

11. Ust fazi tizerine, 1/10 oraninda 3M sodyum asetdt b) eklendi ve saf etanol ile
20 kat hacime kadar galtildi. DNA tup iginde ipliksi gorinim aldiktan @ steril

mikrosantriftj tipine alindi.
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12. Mikrosantriflj tipU icerisinde bulunan DNA (zerjin800 ul %70’ lik etanol
eklenerek kastirildi ve 11.000 g’ de iki dakika santrifijleneretanol atildi.

13. DNA steril saf suda ¢ozuldu.

14. Elde edilen DNA’ nin degimi ve optik yggunluk (OD 260 degeri “Eppendorf DNA
Fotometre” ile dl¢culd.

15. Elde edilen DNA elektroforezle kontrol edildi.

Kullanilan Cozeltiler

5X Retikulosit Tuz (Salin) Cozeltisi

Sodyum Klordr 686 mM
Potasyum Klorur 25 mM
Magnezyum Klortr 35 mM

Lizat Hazirlama Cozeltisi
Amonyum Klorur 155 mM
Potasyum Bikarbonat 10 mM

Disodyum EDTA 0.1 mM
STE (Salin-Tris-EDTA) Cozeltisi
Sodyum Klordr 100 mM
Tris HCI 10 mM (pH: 8.0)

EDTA (Disodyum Tuzu) 1 mM
Proteinaz K (Amresco 20 mg/ml)
% 10 SDS:10 gr SDS 100 ml distile suda ¢ozulir.

3.2 D1S80, D17S5, IgJH VNTR Bolgelerinin PCR Yo6ntemile Cogaltilmasi

50 DNA ornginde D1S80, D17S5, IgJH VNTR bdlgeleri PCR yodntemi ile
cogaltildi. Tablo 3.1’ de verilen bitenlerle 50ul’ lik PCR karsimi hazirlandi. Bu
VNTR bdlgeleri icin farkl tiplerde hazirlanan Pd@risiminda bulunan primerlerin

Ozellikleri Tablo 3.2’ de verilnstir.



Tablo 3.1Hazirlanan PCR Kanmi

PCR Bilesenleri Miktar Deri sim
dH,O (Steril) 27l -
Tampon (Buffer BIORON, 10X) Sl 1X
dNTPmix (0.5 mM) 5 ul 0.1 mM
Mg** (BIORON, 16 mM) S5ul 1.6 mM
Primer 1 (10 pmolfl) 1 pl 10 pmol
Primer 2 (10 pmolfu) 1yl 10 pmol
Tag DNA Polymerase (BIORON) (5 Ufl) 15yl 15U /ul
DNA (0.1-0.2 M) 1 ul 1 pg / 50pl
Toplam Hacim 50 pl 50 pl

Tablo 3.2PCR ¢g@altiminda kullanilan primer ¢iftlerinin 6zellikleri
Primer Adi Primer Dizisi Blyuklu g

PAM 502 (IgJH) 5' GGG CCC TGT CTC AGC TGG GGA T 21 mer

PAM 503 (IgJH) 5" TGG CCT GGC TGC CCT GAG CAG 3 21 mer

PAM 504 (D1S80) 5" GAA ACT GGC CTC CAAACACTG 28 mer
CCCGCCG3T

PAM 505 (D1S80) 5 GTC TTG TTG GAG ATG CAC GTG 29 mer
CCCCTITGCYZ

PAM 506 (D17S5) 5" CGA AGA GTG AAG TGC ACAGG 3 20 mer

PAM 507 (D17S5) 5" CAC AGT CTT TATTCTTCAGCG 3 21 mer

PCR kargimlari, isisal dongu cihazind&ethnegene Thermo cycler), her bir VNTR
bdlgesi icin ayri uygulanacak olanggdtim kasullarinda hazirlanan programa konuldu.
Tablo 3.3’ de D1S80, Tablo 3.4’ de D17S5 ve Tahw 8e IgJH VNTR bdlgelerinin

cogaltimi i¢in kullanilan i1sisal dongu cihazindaki gram kaullari verilmistir.

VNTR bolgelerinin c@altim reaksiyonlart % 1’ lik agaroz jelde elektroda

yapilarak PCR Urunlerinin vagh gortintileme cihazinda (UVltec) goruntilendi.

Tablo 3.3D1S80 VNTR bdlgesi igin g@ltim kasullari

Olay Sicaklik Sire Dongu
Denatiirasyon oxC 1 dk 30
Primer B&lanmasi ve Uzamas| 68 1dk
Son Uzama 76C 5 dk 1




Tablo 3.4D17S5 VNTR bdlgesi icin g@ltim kasullar

16

Olay Sicaklik Sire Dongu
Denatiirasyon o%C 30s
Primer B&lanmasi 55C 15 s 30
Uzama 72C 1 dk
Son Uzama 7%C 5 dk 1

Tablo 3.51gJH VNTR bélgesi icin ¢galtim kasullar

Olay Sicaklik Sire Dongu
Denatiirasyon o%C 1 dk 30
Primer B&lanmasi ve Uzamas 68 3 dk
Son Uzama 68C 3dk 1

3.3 Allel Polimorfizmlerinin Belirlenmesi

VNTR bdlgelerinin PCR urunleri alkolle ¢okturtler&® pl distile suda ¢ozuldi.
Yogunlastirilan PCR drdnleri % 2’ lik SERVA agarozunda niale agirlik kontrol

ornesiyle (Ambresco DNA step ladder,

100 bg) birlikte eldroforez yapildi.

Elektroforez sonrasinda goruntileme cihazi (UVital®) gorintilenerek VNTR

bolgelerine ait trlinlerin molekugaliklar hesaplandi.

Tablo 3.6’ da D1S80, Tablo 3.7'de D17S5 ve Tab® 8e IgJH VNTR bdlgelerine

ait allel isimleri ve baz ciftlerine ait genel dlandirma verilmgtir.



Tablo 3.6D1S80 VNTR bdlgesinin genel siniflandirmasi

No | Allel ismi | Uzunluk (bg)
1 13 354
2 14 370
3 15 386
4 16 402
5 17 418
6 18 434
7 19 450
8 20 466
9 21 482
10 22 498
11 23 514
12 24 530
13 25 546
14 26 562
15 27 578
16 28 594
17 29 610
18 30 626
19 31 642
20 32 658
21 33 674
22 34 690
23 35 706
24 36 722
25 37 738
26 38 754
27 39 770
28 40 786
29 41 802
30 42 818
31 43 834
32 44 850

17



Tablo 3.7D17S5 VNTR bdlgesinin genel siniflandirmasi

No | Allel ismi | Uzunluk (bg)
1 1 168
2 2 238
3 3 308
4 4 378
5 5 448
6 6 518
7 7 588
8 8 658
9 9 728
10 10 798
11 11 868
12 12 938

Tablo 3.81gJH VNTR bdlgesinin genel siniflandirmasi

No | Allel ismi | Uzunluk (bg)
1 6 420
2 7 470
3 8 520
4 9 570
5 10 620
6 11 670
7 12 720
8 13 770
9 14 820
10 15 870
11 16 920
12 17 970
13 18 1020
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4. BULGULAR

4.1 Ornekler

Bu tez ¢cakmasinda, Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi BaifAnabilim Dali
DNA Bankasindan alinan V& globin gen acisindan herhangi bir 6zglblmayan 50

normal 6rnek tzerinde cailidi.

4.2 D1S80 (MCT-118) VNTR Bolgesi Polimorfizmi

D1S80 VNTR bodlgesinde tekrar tUnitelerinin 16 baftinden olymasi, agaroz jel
elektroforezinde, cafilan oOrneklerin allel kimliklendiriimesinde sorumdéa neden
olmustur. Bu nedenle ayni jel 6rneklerinde D1S80 bdlges farkli elektroforez
surelerinde molekil@rlhk hesaplamalari yapilgtir. Serva agaroz jelde (% 2) ilk 18
ornek 25 dakika, 30 dakika ve 40 dakika; 19-42 mamn@&rnekler birinci gruba gére 10
dakika daha fazla; 43-50 numarali 6rnekler ikinoulgp gore 10 dakika daha fazla
elektroforezleri yapilarak baz cifti uzunluklari rgatileme cihazinda hesaplagtm
(Sekil 4.1 ve 4.2). Bu analiz sonuclarinin veidiTablo 4.1’ de gorildgi gibi
orneklerdeki D1S80 bdolgesinin allel tanimlamasiraekinitelerinde 16 baz ciftinden
olusmasi ve elektroforezde 100 baz cifti uzunluklariarilastirma yapilmasi

etkenlerinden dolayi tespit edilemetimi

Calisilan 50 drnekte bu bélge icin 34 tane heterozidotle 16 tane homozigotluk

saptanmy olup heterozigotluk derecesi 0,68 olarak hesapigtmn
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100 bg

500 bg

1000 bg

Sekil 4.1 D1S80 VNTR bolgesinin PCR drunleri (M: Marker, 2Z-&rasi DNA

ornekleri, 40. dakika jel gorunttsu)

100 bg

500 b

1000 bg

Sekil 4.2 D1S80 VNTR bolgesinin PCR drUnleri (M: Marker, 2Z-&arasi DNA
ornekleri, 50. dakika jel goruntusi)
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Tablo 4.1D1S80 (MCT-118) bdlgesi icin callan 50 6rnekten elde edilen sonuglar

DNA | Baz cifti (25.dk) | Baz cifti (30.dk)| Baz ciftd0.dk) | Baz cifti (50.dk)| Baz cifti (60. dK
1 479/438 561/527 549/516
2 370 468 458
3 500 577 560
4 479 566 554
5 500/385 5771473 554/463
6 665/574 735/647 713/616
7 536/385 600/468 583/454
8 600/378 665/463 625/445
9 458 549/531 537/518
10 558/415 551/408 552/404
11 670/579 649/579 649/579
12 468/437 467/438 466/436
13 468 462 466
14 670/558 691/572 691/572
15 519/468 531/472 525/472
16 579/500 600/518 600/519
17 437 452 451
18 509 538 538
19 615/462 581/468 576/445 576/445
20 574/523 571/516 576/514 583/512
21 481 516/481 529/473 525/477
22 632/574 581/552 584/544 583/552
23 481 487 486 483
24 700/481 715/487 677/486 689/488
25 600/548 623/571 600/580 618/559
26 648 661 642 700/648
27 535/500/457 537/500/450 534/494/44% 535/495/445
28 758/685/642 770/677/632 761/679/629 766/681/626
29 578/474 571/522/467 565/513 562/523
30 587/448 571/537 609/574/534 608/569/529
31 738/671/483 741/665/467 736/659/46( 732/662/459
32 642/491 632/480 629/471 600/464
33 614/491/457 581/487/438 557/465 569/464
34 600 677/571 669/557 555/523
35 440 444 445 446
36 466 461 456 451
37 656/466 665/467 628/461 634/465
38 577 590 567 569
39 588 590 575 562
40 577 600 567 562
41 554 581 559 562
42 738/656 785/677 749/628 732/626
43 544/443 545/454 577/549/450 587/545/44) 589/514/
44 572 583 611/570 614/563 627/558
45 623/459 658/447 644/469 637/467 688/640/46
46 581 618 608 607 611/589
47 526 552 530 527 521
48 475 512 484 481 481
49 564 600 577 607 617/589
50 544 600 570 569 563
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4.3 D17S5 (YNZ22) VNTR Bolgesi Polimorfizmi

D17S5 (YNZ22) VNTR bolgesi icin yapilan galtim drnekleriSekil 4.3’ de ve 50
drnezin analiz sonuglari Tablo 4.2' de verilgtir. Calisilan 6rneklerde uzunluklari 168-
938 baz cifti arasinda gsen 12 farkh allel saptangiolup bu allellerin gézlenen
sikliklari Tablo 4.3’ de v&ekil 4.4’ de 6zetlenngtir.

100 bg

500 bg

1000 bg

Sekil 4.3 D17S5 (YNZ22) VNTR bdlgesinin PCR urunleri (M: Mark 1:
378/798, 2: 238/378, 3: 308/798, 4: 798/798, 5:/238, 6: 448/868, 7: 378/868, 8:
238/308, 9: 238/868).



Tablo 4.2D17S5 (YNZ22) bolgesi icin ¢alian 50 drnekten elde edilen sonuclar

Ornek No| Uzunluk (bg)| Tekrar sayis
1 238/378 2/4
2 308/658 3/8
3 308/378 3/4
4 238/868 2/11
5 378/868 4/11
6 518/518 6/6
7 238/378 2/4
8 868/938 11/12
9 378/518 4/6
10 238/868 2/11
11 238/308 2/3
12 378/868 4/11
13 448/868 5/11
14 238/938 2/12
15 798/798 10/10
16 308/798 3/10
17 238/378 2/4
18 378/798 4/10
19 728/728 9/9
20 238/238 2/2
21 378/378 4/4
22 308/728 3/9
23 798/798 10/10
24 238/308 2/3
25 168/378 1/4
26 308/798 3/10
27 378/728 4/9
28 238/728 2/9
29 168/378 1/4
30 238/238 2/2
31 798/868 10/11
32 168/378 1/4
33 378/658 4/8
34 448/448 5/5
35 238/238 2/2
36 238/238 2/2
37 238/728 2/9
38 308/378 3/4
39 168/308 1/3
40 518/868 6/11
41 308/868 3/11
42 308/518 3/6
43 168/168 1/1
44 378/868 4/11
45 378/378 4/4
46 168/238 1/2
47 728/868 9/11
48 308/308 3/3
49 378/588 417
50 168/168 1/1
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Tablo 4.3D17S5 (YNZ22) VNTR bolgesi icin tespit edilen dilbein % sikliklan

Alel no | Uzunluk(bg)| Tekrar sayis| G6zlenen sayj Siklik
1 168 1 9 0.09
2 238 2 19 0.19
3 308 3 13 0.13
4 378 4 20 0.20
5 448 5 3 0.03
6 518 6 5 0.05
7 588 7 1 0.01
8 658 8 2 0.02
9 728 9 7 0.07
10 798 10 8 0.08
11 868 11 11 0.11
12 938 12 2 0.02

Toplam 100 1

0.2
0.18-
0.16-
0.14-
0.12-

0.1
0.08-
0.06-
0.04+
0.02+

sikhk

168 238 308 378 448 518 588 658 728 798 868 938
alleller (bc)

Sekil 4.4D17S5 (YNZ22) VNTR bdlgesi icin tespit edilen alégin % sikliklari
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D17S5 VNTR bdlgesi icin 33 farkli genotip tespitleds olup gdzlenen genotipler
yiksek oranda eélilik gostermistir. Tespit edilen genotiplerin gbzlenen sayisi ve

sikliklari Tablo 4.4’ de gosterilmektedir.

Tablo 4.4 D17S5 (YNZ22) bolgesi icin tespit edilen genotiplegdzlenen sayilari ve

sikhiklari

Genotip| Gozlenen say) Siklik
168/168 2 0.04
168/238 1 0.02
168/308 1 0.02
168/378 3 0.06
238/238 4 0.08
238/308 2 0.04
238/378 3 0.06
238/728 2 0.04
238/868 2 0.04
238/938 1 0.02
308/308 1 0.02
308/378 2 0.04
308/518 1 0.02
308/658 1 0.02
308/728 1 0.02
308/798 2 0.04
308/868 1 0.02
378/378 2 0.04
378/518 1 0.02
378/588 1 0.02
378/658 1 0.02
378/728 1 0.02
378/798 1 0.02
378/868 3 0.06
448/448 1 0.02
448/868 1 0.02
518/518 1 0.02
518/868 1 0.02
728/728 1 0.02
728/868 1 0.02
798/798 2 0.04
798/868 1 0.02
868/938 1 0.02
Toplam 50 1

Calsilan orneklerin D17S5 (YNZ22) VNTR bolgesi saptaraiel sikliklari ile
GENEPOP programinda saptanan beklenen sikliklgkatd (chi-squareX?) testi ile
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(serbestlik derecesi, df, degrees of freedom: 32 X : 78,22) degerlendirilmistir. Tespit
edilen genotiplerin gozlenen ve beklenen siklikiarasinda fark olmagh (p>0,05),
diger bir deysle calsma grubunun bu bdlge icin Hardy-Weinberg dengesujumlu
oldugu tespit edilmgtir.

Caligilan o6rneklerden elde edilen sonuclara gére D173%TR bdlgesi icin
gozlenen heterozigotluk derecesi 0.72 ve beklerstarbzigotiuk derecesi 0.88 olarak

hesaplannstir.
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4.4 1gJH VNTR Bdlgesi Polimorfizmi

Bu calsmada IgJH VNTR bolgesi i¢in gerlendirilen ¢galtim drnekleriSekil 4.6’
da ve 50 6rngin analiz sonuglari Tablo 4.5’ de veriimektedir.n@klerde uzunluklari
470-1020 baz cifti arasinda@gen 10 farkh allel saptanmolup bu allellerin gézlenen
sikliklari Tablo 4.6’ da v&ekil 4.7'de 6zetlenmgtir.

100 bg

Sekil 4.6 1gJH VNTR bélgesinin PCR urunleri (M: Marker, 1:@%70, 2: 570/470, 3:
570/470, 4: 470/470, 5: 920/920, 6: 920/470, 71820, 8: 920/470).



Tablo 4.51gJH VNTR bolgesi icin ¢adilan 50 drnekten elde edilen sonuclar

Ornek No| Uzunluk (bg)| Tekrar sayis
1 720/720 12/12
2 520/720 8/12
3 620/970 10/17
4 620/720 10/12
5 620/970 10/17
6 620/620 10/10
7 970/970 17/17
8 620/720 10/12
9 620/720 10/12
10 570/570 9/9
11 570/570 9/9
12 470/570 7/9
13 470/570 7/9
14 720/970 12/17
15 570/970 9/17
16 570/1020 9/18
17 570/970 9/17
18 570/720 9/12
19 470/570 7/9
20 670/670 11/11
21 570/920 9/16
22 570/570 9/9
23 920/920 16/16
24 470/570 7/9
25 670/670 11/11
26 570/670 9/11
27 470/920 7/16
28 670/920 11/16
29 470/920 7/16
30 920/920 16/16
31 470/470 77
32 470/570 7/9
33 470/570 7/9
34 670/670 11/11
35 670/670 11/11
36 670/920 11/16
37 570/670 9/11
38 570/570 9/9
39 670/670 11/11
40 570/570 9/9
41 670/670 11/11
42 570/670 9/11
43 570/570 9/9
44 570/670 9/11
45 520/570 8/9
46 570/670 9/11
47 520/670 8/11
48 570/570 9/9
49 570/870 9/15
50 670/870 11/15
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Tablo 4.61gJH VNTR bdlgesi icin tespit edilen allellerin %kkklar

Allel no | Uzunluk (bg)| Tekrar sayis| G6zlenen sayj Siklk
1 470 I 10 0.10
2 520 8 3 0.03
3 570 9 32 0.32
4 620 10 7 0.07
5 670 11 21 0.21
6 720 12 8 0.08
7 870 15 2 0.02
8 920 16 9 0.09
9 970 17 7 0.07
10 1020 18 1 0.01

Toplam 100 1
0.35+

0.3+

0.254

~ 0.2+

=

@ 0.15

0.1
0.054
O T T T T T T T T T 1
470 520 570 620 670 720 870 920 970 1020
alleller (bg)

Sekil 4.71gJH VNTR bélgesi icin tespit edilen allellerin %kiklari

IgJH VNTR bolgesi icin 23 farkli genotip tespit kuistir. Tespit edilen
genotiplerin gbzlenen sayilari ve sikliklari TaBl@' de gdsterilmektedir.
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Tablo 4.7 IgJH VNTR bdolgesi icin tespit edilen genotipleribzienen sayilari ve

sikliklar

Genotip | Gozlenen sayiSiklik
470/470 1 0.02
470/570 6 0.12
470/920 2 0.04
520/570 1 0.02
520/670 1 0.02
520/720 1 0.02
570/570 7 0.14
570/670 5 0.10
570/720 1 0.02
570/870 1 0.02
570/920 1 0.02
570/970 2 0.04
570/1020 1 0.02
620/620 1 0.02
620/720 3 0.06
620/970 2 0.04
670/670 6 0.12
670/870 1 0.02
670/920 2 0.04
720/720 1 0.02
720/970 1 0.02
920/920 2 0.04
970/970 1 0.02
Toplam 50 1

Calgilan 6rneklerin IgJH bdlgesine ait saptanan alléllildan ile GENEPOP
programinda saptanan beklenen sikliklarl ki-katg-g§quare,X?) testi ile (serbestlik

derecesi, df, degrees of freedom:22 X* : 9.33) deserlendirilmitir. Tespit edilen

genotiplerin gbzlenen ve beklenen sikliklari ardaimstatistiksel olarak anlamli fark
saptanmy (p>0,05) olup bu lokusun Hardy-Weinberg dengesindmaptgl tespit

edilmistir.

Calisilan drneklerden elde edilen sonuclara gore IgJHTRNbolgesi icin gbzlenen
heterozigotluk derecesi 0.62 ve beklenen hetertimigoderecesi 0.82 olarak

hesaplanngtir.
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6. TARTI SMA VE SONUC

Cekirdek ve mitokondriyal DNA polimorfizmleri toptalar arasi gensel farkliliklari
karsilastirmak icin 6nem verilen sistemlerdilleri derecede polimorfik olan VNTR
bdlgeleri, hizli genotip saptama yontemleri velai&gitlilikleri nedeniyle toplumsal gen
aragtirmalarinda en yaygin kullanilan gaha bdélgeleridirinsan genomundaki VNTR
bolgeleri toplumsal gen agarmalarinin yani sira adli tip, ana-babalik testidgum
oncesi tani gibi uygulama alanlarinda da kullankitadir (Sachdeva 2004, Yalin 2006).
Ozellikle, talasemiler, kistik fibrozis, orak hiucr@nemisi gibi gensel hastaliklarin
dogum oOncesi tanisi sirasinda alinan érneklerdekiy(qaok villus, amniyotik sivi gibi)
maternal kontaminasyonun belirlenmesinde VNTR Hélgan kagilastirmal
kullanimi 6nem tgmaktadir (Antoniadi 2002).

Denizli yoresindep-talasemi ve anormal hemoglobinler en sik rastlakalnsal
hastaliklardandir ( Yildiz 2004, Atalay 2005). Biigik Anabilim Dalr’ ndap-talasemi
ve anormal hemoglobinler icin §om Oncesi tani programinda, mutasyon analizlerinin
yani sira maternal kontaminasyonun tesbitinde D1®80T118), D17S5 (YNZ22),
IgJH, Apo B ve D4S95 VNTR bdlgelerinin tanimlamaspilmaktadir. Yoremizdeki
hemoglobinopatilerin  prenatal tani uygulamalarindgaaternal kontaminasyonun
belirlenmesinde kullanilan VNTR dizilerinden hangis 6ncelikli yere sahip oldiuna
ili skin bilgi bulunmamaktadir. Bu nedenle, bu tez gaasinin planlanmasindaki temel
amag, yoremize gkin bilgilerin elde edilmesine yoneliktir. Bu heddbgrultusunda
elde edilecek verilerin yoremizdeki prenatal tamlisgnalarina katki olgturaca

ongorilmigtar.

Prenatal tanidaki maternal kontamisyonun tesbitiule&andgimiz be odaktan Uc¢
tanesi olan D1S80 (MCT118), D17S5 (YNZ22), IgJH \W'Ddaklari tez ¢caimasi

kapsaminda incelengtir.

D1S80 (MCT118) VNTR bdlgesinin yiksek derecede rpolifizm gosterdii
bilinmektedir. Bu 6zellii nedeni ile D1S80 odga bu alanda c¢ajan aratiricilarin
ilgisini cekmgtir. Butlin toplumlarda en sik gozlenen D1S80 VNTRI&in, 530 baz
cifti uzunlugundaki 24 tekrarli DNA dizisi oldiu gosterilmgtir (Das 2004). Bugine
kadar D1S80 VNTR odanin farkli toplumlardaki polimorfizmi ile ilgili Ele edilen
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veriler, bu boélgenin D17S5 VNTR bdlgesinden sonré8080 ile en yiksek
heterozigotluk derecesine sahip gldau gostermektedir (http://www.gdb.org). Ayrica
bu odakta allel 13 ve allel 44 arasinda uzunlukinpaifizmlerinin yani sira baz
degisiklikleri bulunan 32 tane farkh allel tespit ediignolup nukleotid dizi bankasi

verilerinde dizileri verilmgtir (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Tarkiye' de yapilan bir cagmada, 17 farkl allel, 30 farkli genotip gosterignailup
24 tekrar DNA dizisinin en sik gbzlenen allel gdubildirilmistir (Cakir 2001). Dier
taraftan Istanbul bolgesine yonelik bir cgihada da, 24 tekrarlik dizinin siklikla

goOzlendgi gosterilmitir (Akgines 2002).

Bu tez caymasinda D1S80 VNTR bdlgesi % 2’ lik Serva agarot@@ baz cifti
merdiven DNA dizileriyle (marker) birlikte elektrofez yapilarak baz cifti uzuniu
saptanmytir. Ancak elektroforezde kullanilan agorozun agalici 6zellgi nedeni ile 16
baz cifti uzunlgunda tekrar birimleri iceren D1S80 @giain kantitatif tanimlanmasinda
yeterli olmadgl gozlenmgtir. Bu calgsmada anlamli veri olarak 50 6gie 34 tanesi
heterozigot, 16 tanesi homozigot olarak tespitredilolup gozlenen heterozigotluk
derecesi 0.68 olarak hesaplagimi Calsmamizda bu VNTR odana 6zgu allel tespiti
ve genotip dalimi yapilamamy olup istatistiksel anlami olan verilere gilamamsgtir.
Bu odakta sayisal bicimde allel tespitinin yapilagsinde, PAGE (Poliakrilamid Jel
Elektroforezi), kapiller jel elektroforezi (Beckm@oulter CEQ 8000 Genetic Analysis
System) gibi tekniklerin kullanilmasinin dahagdo bir yaklgim olac& sonucuna
varilmaktadir (Duncan 1997, Arakura 1998, Sachd29@4, Cakir 2001, Akgunes
2002).

D17S5 (YNZ22) VNTR bolgesi 70 baz cifti DNA dizikearlari icerir ve bugine
kadar farkli toplumlarda en yuksek heterozigotldtetesi (0.8625) saptanan VNTR
odazidir (http://www.gdb.org). Hindistan’ da bu odakn@ (238) ve 4 (378) numaral
allellerin, Avrupa, Afrika ve Cin toplumlarinda is¢ (378) numaral allelin baskin
oldugu bildirilmistir (Das 2003, Sachdeva 2004, Ruangjirachuporn 20B@nunla
birlikte, farkh allel sayisi konusunda D1S80 bd&mele oldgu gibi herhangi ayrintili
bir nikleotid dizi cagmasina rastlanmasgtir.
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D17S5 VNTR bolgesi icin Turkiye’ de yapilan gahada 168-728 baz cifti
uzunlyzu arasinda yer alan 8 farkl allel ve 17 farkl ogm bildirilmistir. Bu ¢calsmada
en sik gozlenen allelin 378 baz cifti uzugmdaki VNTR dizisi oldgu gosterilmgtir
(GUmi; 2004).

Bu tez camasinda Denizli yoresinde D17S5 (YNZ22) gotmla 168- 938 baz cifti
uzunlygu arasinda 12 farkh allel gozlemynolup 33 farkli genotip tespit edilgtir.
Ayrica en sik goOzlenen allelin 378 (Allel 4) badAticuzunluzunda (0.20) oldgu
saptanmgtir. Calsmamizdaki 6rneklerin az sayida olmasinagikagoreceli olarak gok
sayida farkh allel ve genotip gézlenmesi, hetegoituk derecesinin 0.72 gerine sahip
olmasi dikkat cekicidir. Ayrica D17S5 (YNZ22) bokiacin GENEPOP programinda
hesaplanan gotzlenen ve beklenen genotip sikliklisEsinda fark olmagh (p>0,05),
diger bir deysle calsma grubunun bu odak icin elde edilen verilerin Havdeinberg

dengesi ile uyumlu oldiu tespit edilmgtir.

IgJH VNTR bolgesi icin ¢gtli toplumlara yonelik olarak yapilan catnalarda bu
bolgeye ait allel sikhklari konusunda farkli solawgbulunmaktadir. Ural, Sibirya ve
Kuzey Kazakistan toplumlarinda 420-920 baz cifinlaklar arasinda 11 farkli allel
ve 27 farkli genotip gosterilgtir. Bu toplumlarda en sik rastlanan allel 570 lgét
uzunlygunda olup heterozigotluk derecesi 0.71 olarak weiltedir (Bin’ko 2001).
Diger taraftan Tayland toplumunda ise 520-920 baz qinluklari arasinda 10 farkh
allel gozlenmgtir. Bu calsmada en sik rastlanan allel 520 baz cifti uzgahda olup
heterozigotluk derecesi 0.28 olarak verilmektedRugngjirachuporn2006). Bu
calismalardan elde edilen verilere gore IgJH VNTR bdigescografi bdlgelere gore
farkhlik gosterdgi anlagiimaktadir.

Calismamizda kullanggmiz drneklerde 1gJH bdlgesi ictoplam uzunluklari 470-
1020 baz cifti arasinda gigen 10 farkl allel ve 23 farkli genotip tespit exligtir.
Calismamizda en sik gozlenen allelin 570 baz cifti uagmhda (0.32) oldgu
bulunmitur.  Orneklerimizden elde egtmiz bulgulara gére IgJH oda icin
heterozigotluk derecesi 0.62 olarak tespit edilndlup godzlenen ve beklenen
genotiplerin sikliklari arasinda istatistiksel alaranlamli fark (p>0,05) saptanytr.
Diger bir deysle bu VNTR odginin Hardy-Weinberg dengesi ile uyumlu olmadi
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tespit edilmgtir. Bulgularimizdaki bu uyumsuziun 6rnek sayisinin az olmasindan

kaynaklandgl disinulmektedir.

Sonug olarak, D1S80 VNTR bolgesinin allel tanimlasmda agaroz jel
elektroforez yonteminin yeterli olmag) buna kagin yoremizdeki allel cgtlili gi

nedeniyle dgum oncesi tanida kullanilabilegiedistiniimektedir.

D17S5 VNTR bolgesi ile ilgili olarak bu caimamiz, Turkiye’ de Gumiive
arkadalarinin calgmasindan sonra ikinci bir cgtna olma Ozellii tasimakta ve
sonuclarimiz bu ¢alma ile uyum gostermektedir. Ayrica yoremizde bukbasaptanan
allel csitlili gi dogum 6ncesi tanida maternal kontaminasyon kontrolikudlanilabilir

oncelikli VNTR bolgesi oldgunu ksaret etmektedir.

Tarkiye’ de ilk kez cakilan IgJH VNTR odai ile ilgili bulgularimiz Hardy-
Weinberg dengesi ile uyumlu olmamasina skar bundan sonraki camalari
yonlendirmede katki okturmaktadir. Cagmamizdaki verilere gore en sik gbzlenen
allel 570 baz cifti uzunlgunda olup Ural, Sibirya ve Kuzey Kazakistan toplarnrda
yapilan cakma ile uyum gostermektedir. §@r tarafta, bu odaktaki gdili gin

yoremizdeki prenatal tani ¢ginalarinda oncelikli yer tutfu kanisindayiz.

Sonug olarak Denizli yoresinde D1S80 (MCT118), DA{8NZ22), IgJH VNTR
bdlgelerinin  yoresel karakterizasyonu, D17S5 (YNY22gJH bdlgelerinin allel
sikhklarinin dgerlendirilmesi, genotip daliminin belirlenmesi ve heterozigotluk
derecelerinin saptanmasi yapgmolup daha sonraki c¢amalara katkisi olaga
distinulmektedir. Bu katkinin 6zellikle yoéremizde yapakta ve yapilacak olan

prenatal tani uygulamalarinda daha da 6nem kaZanghikanisi tainmaktadir.
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