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GIRIS VE AMAC

Aragtirmanin amaci tibbi tamida giincel olarak kullanilan molekiiler genetik ve
sitogenetik laboratuvar tekniklerinin tanitilmasi ve bu tekniklerin metodolojileri, kullanim
alanlarinin sinirlariin ortaya konmasidir.

Tibbi tamida kullanilan ¢ok sayida molekiiler ve sitogenetik teknik bulunmaktadir.
Bunlarin bazilar1 aym1 amagla kullanilabilirken, bazilar1 da birbirlerine alternatif
olusturmaktadir. Bu teknikler soyledir:

Molekiiler genetik teknikler:

Molekiiler genetik tekniklerin temelini polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
olusturmaktadir. PCR ile incelenecek olan bir Deoksiriboniikleik asit (DNA) bdlgesinin ¢ok
miktarda kopyasi elde edilebilir. PCR {iriinii olan bu kopyalar ¢esitli elektroforez yontemleri
ile ve kimyasal uygulamalarla yapisal veya kantitatif olarak incelenebilmektedir. Farkli PCR
teknikleri vardir 6rnegin; RT-PCR, Real-time PCR, AS-PCR, vs (1).

Sitogenetik teknikler:

e Konvansiyonel sitogenetik teknikler
e Molekiiler sitogenetik teknikler

Konvansiyonel sitogenetik teknikler ile mikroskopik olarak her tiirlii kromozom
aberasyonunun varligi veya yoklugu metafazdaki hiicrelerde farkli boyama teknikleri ile
ortaya konabilmektedir. Ornegin; G bantlama, C bantlama, R bantlama, vs.

Molekiiler sitogenetik tekniklerde ise floresan isaretli sentetik DNA dizileri araciligi

ile kromozomal aberasyonlar daha yiiksek duyarlilikta hem metafaz hem de interfaz



hiicrelerinde tespit edilebilmektedir. Ornegin; Floresan in-situ hibridizasyon (FISH), Spektral
karyotipleme (SKY), vs.

Sitogenetik teknikler hiicrenin genetik materyalinin makro boyutta incelenmesine
olanak saglarken molekiiler genetik tekniklerle DNA ya da Riboniikleik asit (RNA)
iizerindeki tek bir niikleotid degisimini saptamak miimkiin olmaktadir (2).

Tamda kullanilacak teknigi hastaliga yol agan mutasyonun tipi belirlemektedir.
Ornegin; kronik miyeloid 16semi (KML)’de gdzlenen Philadelphia kromozomu [t(9:22)]
makro boyutta bir aberasyon oldugundan dolayr DNA kullanilan PCR tabanli bir teknik ile
tespit edilmesi zordur. Beta talasemi gibi etiyolojisinde tek nokta mutasyonlarinin hakim
oldugu bir hastalikta da sitogenetik teknikler tanida kullanilamamaktadir (3).

Cesitli molekiiler ve sitogenetik tekniklerin tanitildigi kaynaklara rastlanilmakla
birlikte, her giin gelisen teknoloji ile kullanim alanlar1 ¢esitlenen ve genisleyen molekiiler ve
sitogenetik yontemler hakkindaki bilgilerin giincellenmesi amaciyla bu ¢alisma yapilmustir.
Calisma sonucunda, tibbi tan1 amaciyla bu yontemleri kullanacak olan kisiler igin, yukarida
bahsedilen teknikler hakkinda temel bilgi ve uygulama siireglerini igeren giincellenmis

bilgilerin bir arada bulundugu bir kaynak olusturulmus olacaktir.



GENEL BILGILER

MOLEKULER GENETIK LABORATUVAR TEKNIKLERI

Molekiiler genetik laboratuvarinda yapilan testlerde incelenen materyal DNA ya da
RNA’dir. Yapilan incelemeler niteliksel ya da niceliksel 6zellikte olabilir. DNA ve RNA’y1
inceleyebilmek i¢in bu molekiilleri hiicrenin diger bilesenlerinden ayirarak analize hazir hale
getirmek gerekir. Bu hazirlik asamalari asagidaki gibi siralanabilir.

1.DNA ya da RNA Izolasyonu

2.PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

3.Elektroforez Y ontemleri

DNA ve RNA izolasyonu
flk asama incelenecek DNA ya da RNA molekiiliiniin hiicrenin diger bilesenlerinden
ayristirilarak saf bir halde elde edilmesidir. Her iki molekiiliin izolasyonunun da 6nkosulu
calisilacak ortamda yabanct DNA veya RNA molekiiliiniin bulunmamasidir. Dikkat edilmesi
gereken noktalar: kisaca siralayacak olursak:
1. Genel galisma ortaminin sterilizasyonu i¢in UV kullanilmalidir.
2. Calisma yapilacak yiizeyler yabanct DNA ve/veya RNA’lar1 uzaklastiracak bir
soliisyon ile fiziksel olarak temizlenmelidir.
3. Calismada kullanilacak olan her tiirlii plastik ve diger sarf malzemeler uygun bir
yontemle (Otoklav, kuru 1s1,vs.) dnceden steril edilmis olmalidir.
4. Calismada kullanilan pipet, santrifiij vb. aletler de uygun temizleme yontemi ile

DNA ve/veya RNA’dan arindirilmis olmalidir.



5. Calisma esnasinda mutlaka steril eldiven giyilmelidir.

6. Calisma esnasinda ¢alisan kisi maske kullanmalidir.

DNA izolasyonu: Insan genomik DNA’s1 3x10° niikleotid uzunlugundadir. Niikleusa
sahip tiim hiicreler genomik DNA icerir ve DNA analizi ¢aligmalarinda kullanilabilir. Rutin
caligmalarda en sik kullanilan DNA kaynagi dolasan kandaki c¢ekirdekli 16kositlerdir. Bunun
disinda 6rnegin prenatal tani icin amniyon sivisindaki fetal hiicreler veya koryonik hiicreler de
DNA kaynagi olarak kullamlabilir. Daha nadir olmakla birlikte rutin ¢aligmalarda diger
cekirdekli viicut hiicreleri de kullanilabilmektedir. insana yénelik rutin ¢alismalarin bir kismu
da mikrobiyoloji ¢alismalaridir. Molekiiler mikrobiyolojide DNA kaynagi bakteriler, DNA
viriisleri ve diger mikroorganizmalara ait tiim DNA iceren hiicreler olabilir (4).

Bundan sonra rutin caligmalarda en ¢ok kullanildigi i¢in 16kositler temel alinarak
DNA’y1 elde etme yontemleri anlatilacaktir.

DNA izolasyonu yapilacak kan oOrneklerinin Etilen Diamin Tetra Asetik Asit
(EDTA)’l tiiplere alinmasi gereklidir. Clinkii EDTA, DNA degradasyonu yapan enzim olan
DNaz’in yapisindaki Mg* ile selasyon (kiskaglama) yaparak DNaz aktivitesini bozar. Bu
nedenle DNA elde edilecek ornekler igin tercih edilen bir antikoagiilandir. Yaygin olarak
kullanilan bir diger antikoagiilan olan heparin ise PCR’yi inhibe ettigi i¢in molekiiler genetik
calismalarda tercih edilmez (5,6).

EDTA’l tiip i¢ine alnan 10 ml kadar kan yaklasik 10® Iokosit igerir. Laboratuvar
caligmalarinda ortalama bir genetik incelemede baslangic i¢in 200 pl kan o6rnegi yeterli
olmaktadir (4). Calismalarda kullanilacak DNA, su veya Tris-EDTA(TE) tampon c¢ozeltisi
gibi bir siv1 ile ¢oziilmelidir. Verimli bir sonug alabilmek igin kullanilan konsantrasyonlar
genomik DNA miktar1 i¢in genelde 1-10 pg/ml arasinda degismektedir (7).

DNA izolasyonu hiicre zarmin sodyum dodesil siilfat (SDS) gibi deterjanlarla
zayiflatilip parcalanmasi ile bagslamaktadir. Ardindan hiicre zarimmin pargalanmasi ve
sitoplazmanin uzaklastirilmasi ile hiicre ¢ekirdegi agiga ¢ikmaktadir. DNA {izerindeki protein
ve polisakkarit gibi ek yapilarin fenol-kloroform gibi organik c¢oziicliler kullanilarak ve
RNA’nin da RNaz enzimi kullanilarak uzaklastirilmalar1 saglanmaktadir. Son olarak da DNA
tuz ortaminda alkol ile ¢oktlirme basamaklarindan gegirilir. Calisilan organizmaya goére bazi
kiigiik degisiklikler olsa da genel isleyis bu sekilde olmaktadir (8).

DNA izolasyonu i¢in bir¢ok teknik vardir. Geleneksel izolasyon tekniklerinin yan1 sira

artik pek cok ticari izolasyon kitleri de siklikla rutin ¢alismalarda kullanilmaktadir (9).
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Fenol-kloroform yontemi ve tuzla ¢oktiirme yontemi en yaygin kullanilan geleneksel
DNA izolasyon yontemleridir (10). Asagida her iki yonteme de ornek birer protokol

verilmistir.

1) Fenol-kloroform yontemi:

Gerekli malzemeler:

Distile su

Tris-EDTA (TE) tampon ¢ozeltisi (10 mM Tris, ImM EDTA)

Sodyum dodesil siilfat (SDS, sulu ¢ozelti) %10°luk,

NaCl1 M

Proteinaz K 10 pg/ml (Stabil bir duruma sahip olmadigindan taze olarak hazirlanmali
ya da kii¢iik hacimlerde -20°C’de saklanmalidir.)

Fenol-kloroform (1:1) (v:v)

Saf etanol

Etanol %70°lik

Protokol:

1. EDTA’I tiiplere alinmis olan kan oOrneklerinden 500 pl’lik periferik kan &rnegi
eppendorf tiiptine aktarilir.

2. Kan orneklerinin tizerine 500 pl TE (10 mM Tris, ImM EDTA) tampon ¢ozeltisi ilave
edilir, kisaca vortekslenerek karistirilir ve 16.060xg’de (13.000 rpm) 1 dakika santrifiij
edilir.

Not: Revolutions per minute (rpm): rétorun dakikadaki donme sayisi.

Gravite (g): yercekiminin kati. Santrifiijlerdeki rpm ve g hesab1 sayfa 12’de detayl olarak

aktarilmustir.

3. Dipte 100 pl kalacak sekilde siipernatant atilir. Karisimin hacmi 1ml’ye tamamlanacak
sekilde TE tampon ¢ozeltisi eklenir ve 16.060xg’de 1 dakika santrifiijlenir. Bu yikama
islemi 3 kez tekrar edilir.

4. Son yikama isleminden sonra slipernatant uzaklastirilir ve pellet lizerine 80 pl
%10’luk SDS, 90 ul 1 M NaCl ve 10 pg/ml Proteinaz-K ilave edilir. Son hacim 500 pl
olacak sekilde TE tampon ¢6zeltisi kullanilarak tamamlanur.

5. Hazrlanan karisim 56°C°de 90 dakika inkiibe edilir.



6. Inkiibasyon tamamlandiktan sonra tiiplerin igine icindeki hacimle esit oranda fenol-
kloroform (250 ul fenol ve 250 pl kloroform) ilave edilir. Kisaca vortekslenerek
karigmasi saglanir.

7. Tipler 3088xg’de (2500 rpm) 2 dakika santrifiijlenir.

8. Ustte kalan DNA iceren tabaka yeni ve temiz bir eppendorf tiipiine aktarilir.

9. Uzerine DNA’nin ¢okmesi igin 50 pl saf etil alkol ilave edilir.

10. Santrifiij edilip DNA ¢oktiirtildiikten sonra iizerindeki alkol tamamen uzaklastirilir ve
bu kez %70’lik 50 pl etil alkol ilave edilir.

11. Santrifiij edilip DNA ¢oktiiriildiikten sonra DNA pelletinin biiyiikliigiine gére 100-500
ul steril distile su veya TE tampon ¢ozeltisi i¢inde ¢ozdiiriliir (11).

Elde ettigimiz DNA genetik ¢alismalar i¢in kullanilmaya hazirdir ya da daha sonra
yapilacak calismalar i¢in -20°C°de bekletilebilir (12).
DNA’da bozunma olmamasi igin defalarca dondurup ¢6zdiirme isleminden

kagmilmalidir.

2) Tuzla ¢oktiirme yontemi

Gerekli malzemeler:

Soliisyonlar:

Eritrosit parg¢alama soliisyonu (hipotonik soliisyon):

20 x eritrosit lizis tamponu 3.1 M NH4CI, 0,2 M KHCO3
20 mM EDTA pH: 7.4

Niikleus lizis soliisyonu:

TrisEDTA 1 ml (pH: 8.0) (10 mM Tris, 1 mM EDTA)
NaCl 8 ml (5M)
EDTA 0.4 ml (0.5 M)

Not: Steril distile su ile 100 m1’ye tamamlanir.

Protokol:
1. EDTA’Ll tiiplere alinmis kan Orneginden 1 ml alinarak 8-12 ml eritrosit lizis

soliisyonunun i¢ine ilave edilir ve yavasga vortekslenerek karistirilir.

2. 3000-4500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilir.



10.

11.

12.
13.

Siipernatant uzaklastirilir ve tizerine 850 pl niikleus lizis soliisyonu ilave edilir.
(Bunun yerine 10 pg/ul proteinaz K’da kullanilabilir)

20 dakika siiresince her 4 dakikada bir vortekslenir ya da buna alternatif olarak 10-15
dakika siireyle pipetaj yapilir veya 40-60°C’de inkiibe edilebilir.

Islem tamamlandiktan sonra karisimin iizerine 850 pl kloroform eklenir ve yavasca
vortekslenir.

Karisgm 2 ml’lik ependorf tiiplerine aktarildiktan sonra 12.000-13.000 rpm’de
santriflij edilir.

Stipernatant alinir ve ¢okelti iizerine 1 ml %100 etil alkol ilave edilir.

Ependorf tiipii ard1 ardina alt Gist edilerek DNA gozle goriiliir hale getirilir.

13.000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilir.

Stipernatant uzaklastirilir ve tiipler kurutma kagidi tizerinde ters g¢evrilerek ya da
37°C’de 30 dakika bekletilerek kurutulur.

Uzerine 200-300 pl steril distile su veya 10 mM TE tampon ¢ozeltisi (Tris EDTA)
eklenir.

Birkag kez vortekslenir ve oda 1s1sinda 1-2 saat inkiibe edilir.

Tekrar vortekslenir ve kullamlincaya kadar -20°C’de muhafaza edilebilir (11).

3) Alternatif fenol —kloroform yontemi:
Gerekli malzemeler:

20 X SSC (salin sodyum sitrat) tamponu, pH 7.0
NaCl 3M

Trisodyum sitrat 0.3 M

Sodyum asetat, 0.2 M, pH 5.2

SDS %10’luk

Proteinaz K 20 ug/ml
Fenol/kloroform/izoamil alkol 25/24/1 (v:v:v)
Soguk saf etanol

TE tamponu pH, 8.0

Etanol %80’lik

Protokol:

EDTA’l kan 6rneginden 1 ml alinarak eppendorf tiipiine aktarilir.



o U A W N

10.

11.

12.
13.

Kanlarin tizerine 800 pl 1xSSC tampon ¢ozeltisi eklenerek vorteksle iyice karistirilir.
Mikrosantrifiijde 12.000 rpm hizda, 1 dakika santrifiijlenir.

Siipernatant uzaklastirilir. Cokelti iizerine 1 ml 1XSSC tamponu eklenerek karistirilir.
Mikrosantriftijle 12.000 rpm hizda, 1 dakika santrifiijlenir.

Cokelti lizerine 375 ul 0.2 M sodyum asetat eklenip karistirildiktan sonra 2 ml
%10’luk SDS ve 5 ul Proteinaz K ¢dzeltisi eklenir ve 55°C’de 1 saat bekletilir.

1 saat bekledikten sonra 120 pl fenol/kloroform/izoamil alkol karigimi eklenir ve
karistirdiktan sonra mikrosantrifiijde 12.000 rpm hizda 2 dakika santrifiijlenir.
Stipernatant yeni bir mikrosantrifiij tiipline aktarilir, 1 ml soguk saf etanol eklenip
karistirildiktan sonra -20°C’de 15 dakika bekletilir.

Mikrosantrifiijde 12.000 rpm hizda, 2 dakika santrifiijlenir. Siipernatant uzaklastirilir,
¢okelti tizerine 180 ul TE tamponu eklenip karistirildiktan sonra 55°C’de 10 dakika
bekletilir.

Once 20 ul 2 M sodyum asetat eklenerek karistirilir. Daha sonra 500 pl soguk saf
etanol eklenerek karistirilir ve mikrosantrifiijde 12.000 rpm hizda 1 dakika
santrifiijlenir.

Ust sivi uzaklastirilir, ¢okelti 1 ml %80°’lik alkol ile mikrosantrifiijde 12.000 rpm
hizda 1 dakika santrifiijlenir.

Siipernatant uzaklastirilir, ¢okelti vakumlu kurutucuda 10 dakika kadar kurutulur.
Cokelti 200 ul TE tamponu igerisinde belirli araliklarla karigtirilarak ¢oziindiiriiliir ve

55°C’de bir gece bekletilir. Coziinen DNA -20°C’de saklanabilir (10).

4) Ticari kit (EZNA) izolasyon protokolii:

Gerekli Malzemeler:

Proteinaz K (20 mg/ml)

Tampon ¢6zeltisi (buffer) BL

Izopropanol

DNA yikama tampon ¢ozeltisi ya da steril distile su

Protokol:

Periferik kan 6rnegimizden 250 pl alinarak steril 1.5 ml’lik mikro tiipe aktarilir.

Tiip i¢indeki 6rnegin iizerine 25 pl Proteinaz K eklenerek 10 sn kadar vortekslenir.
Vortekleme isleminin ardindan 6rnege 250 pl BL tampon ¢ozeltisi eklenip 15 sn

vortekslenerek iyice karismasi saglanir.
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70°C’de 10 dakika inkiibe edilir ve inkiibasyon sirasinda kisaca vortekslenir.
260 pl izopropanol inkiibe edilmis lizata eklenip vorteklenerek karistirilir.
Tiim 6rnek 2 ml’lik kolonlu tiiplere aktarilir ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenir.

N o g A

Kolon yeni bir 2 ml’lik tiipe aktarilir ve iizerine 650 pul DNA yikama tampon
soliisyonu ilave edilerek 8000 rpm’de 1 dakika santrifiijlenir.
8. Tiipiin iginde kalan materyal tiim ¢aligsmalar i¢in uygun hale getirilmis DNA’dir (13).

Yukarida bahsedilen klasik yontemlerden ve ticari kitleri bulunan spin kolon gibi
protokollerden baska otomatik sistemlerle yapilan manyetik boncuklu yontem gibi DNA
izolasyon teknikleri de vardir. Bu sistemlerin prensibi DNA’nin belli asamalarda yiizeye
baglanip sonra tekrar sokiilerek artik maddelerden arindirilarak saf bir DNA eldesidir.

DNA degredasyona dayanikli bir polimerdir. Uygun kosullarda saklanildiginda
yillarca tekrar tekrar genetik tahlillerde kullanilabilir. Bu nedenle elde edilen DNA’nin,
RNA, protein ve polisakkarit gibi kirleticilerden iyice arindirilmis olmasi gerekmektedir (10).

DNA’nin temizligini tayin etmek icin spekrofotometrik oOl¢iim yapilmalidir.
Spektrofotometre ile 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda 6l¢iimler yapilarak 260nm/280nm
oranlamasi ile DNA’nin saflig1 tespit edilebilir. Bunun yam sira DNA i¢inde herhangi bir
partikiil bulunup bulunmadigini tespit etmek amaciyla 325 nm’de absorbans Olglimii
yapilabilir.

DNA’larin konsantrasyonlar1 asagidaki formiile gére hesaplanabilir:
DNA (ng/ml)= A260 x 50 ng/ml x Seyreltme Faktorii
Temiz bir DNA’nin A260/A280 oran1 1.75 — 2.0 araliginda olmalidir (14).

Sorunlar ve ¢oziimleri:

I. Yeterli miktarda DNA elde edilememesi

II. Istenilen kalitede DNA elde edilememesi

Cozimler I:

1. Baslangi¢ 6rneginin miktarini arttirarak elde edilecek DN A miktari arttirilabilir.

2. Baslangi¢ 6rneginde kullanilacak hiicre miktarinin tayini yapilabilir.

3. Baslangi¢ 6rnegi yogunlastirilarak (kan i¢in santrifiijleme islemi) kullanilabilir.

Coziimler II:

1. DNA izolasyonu yapilacak 6rnegin alim asamasinda yabanct DNA bulasmast
olasiligini en aza indirmek gereklidir.

2. Mimkiinse taze drneklerden DNA izole edilmelidir.



3. Izolasyonda kullamlacak tiim materyalin son kullanma tarihleri kontrol edilerek
calisilmalidir.

4. 1izolasyonda kullanilmasi gereken sarf malzemenin steril olmasima dikkat
edilmelidir.

5. Caligma esnasinda tiim hijyen kurallarina uyulmalidir.

6. Izolasyon &ncesi bekletilmek durumunda kalan 6rnekler uygun sartlarda muhafaza
edilmelidir (En az +4 °C).

7. -20°C’de uzun siire saklanan DNA 6rnekleri defalarca dondurma ve ¢ozme
islemine tabi tutulmamalidir. Uzun siireli depolanacak 6rnekler 15-20 pl’lik

hacimlere boliinerek ve diizgiin etiketlenerek saklanmalidir.

RNA izolasyonu: RNA, DNA gibi her hiicrede benzer bir dagilim gdstermemektedir.
Bu nedenle ilgilendigimiz RNA tiiriiniin hangi hiicreye 6zgiil oldugunun bilinmesi gerekir.
Ormegin; bir epitel hiicresine 6zgiil bir proteinin RNA’s1 normal sartlarda sadece o epitel
dokusundan izole edilebilir. Fakat her hiicrede meydana gelen krebs siklusu enzimlerine ait
RNA’lar her tip hiicreden elde edilebilir (15).

Okaryot hiicrelerde total RNA oramn hiicre agirhigimin %1 civarinda oldugu
bilinmektedir. Yani bir dkaryot hiicre yaklagik 10-15 pg toplam RNA igermektedir. Total
RNA’ya oranla mRNA’nin hiicre i¢inde dagilimi %5 civarinda oldugundan saf olarak elde
edilebilen mMRNA 2-3 ug’dir.

RNA calismalarinin hepsinde en 6nemli kosul hasar gormemis ve en saf haliyle
RNA’nin izolasyonudur. izolasyon sirasinda en sik karsilasilan sorun aktivitesini uzun siire
koruyan, riboniikleaz (RNaz) kontaminasyonudur. Cok az miktarda RNaz kontaminasyonu
bile RNA’nin biitiin olarak eldesini engelleyebilir. RNaz kontaminasyonunu engellemek igin
biitlin ¢ozelti ve sarf malzemeleri uygun sekilde steril edilmelidir. Calisma RNaz
kontaminasyonunu en aza indirgeyecek kosullarda baslatilmalidir. RNA izolasyon
calismalarinda mutlaka steril eldiven kullanilmali ve ¢alisma esnasinda konusmamaya 6zen
gosterilerek maske takilmalidir. Boylece kontaminasyon riski en aza indirgenmis olmaktadir.

Izolasyonda kullamlacak ¢dzeltiler RNaz’1n aktivitesini yok edecek dietilpirokarbonat
(DEPC) ile hazirlanmalidir. Bunun disinda Tris DEPC’yi inaktive ettigi i¢in Tris igeren
¢ozeltiler DEPC ile hazirlanmamalidir (16).

Steril ve tek kullanimlik plastik esyalar RNaz kontaminasyonu tasimadiklarindan

RNA izolasyonu ve saklanmasi asamalarinda herhangi bir hazirlik gerektirmeden
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kullanilabilirler. Fakat bu malzemelerin kullanimi da eldiven ile olmalidir. Elektroforez
tanklar1 da DEPC ile yikanmal1 ya da buna alternatif olarak %30’luk H,0; ile yaklasik 30
saniye ve bir¢ok kez saf su ile durulamadan sonra 6 saat 180°C’de tutmakta yeterlidir.

RNA izolasyonu protokollerinin tiimiinde ilk asama okaryot hiicreler igin hiicre
membraninin par¢alanmasidir. Bunun ardindan gergeklesen hiicre lizatinin santrifiijlenmesi
islemi ile RNA diger hiicresel makromolekiillerden ayrilir.

Klasik yontemlerin yani sira son zamanlarda ticari RNA izolasyon kitleri de yaygin
olarak kullanilmaktadir (10).

Total RNA izolasyonu:
Gerekli malzemeler:
e Gerekli materyal: Okaryot hiicre iceren herhangi bir doku

e Pargalama tampon ¢6zeltisi (pH 7.0)

e Guanidin tiyosiilfat 4 M
e Sodyum sitrat (pH 7.0) 25 mM
e 2-Merkaptoetanol (2-ME) 0.1 M

e N-Laurilsarkosin (sarkosil, sulu ¢ozelti) %0.05

e Hazirlanisi: 250 gr guanidin tiyosiilfat 293 ml su i¢inde ¢oziindiiriiliir, 17.6 ml 0.75 M
sodyum sitrat (pH:7.0) ve 26.4 ml %10 sarkosil eklenerek 60-65°C’de karistirilir. Bu
stok ¢ozelti 3 ay kadar oda sicakliginda tutulabilir. Deney sirasinda 50 ml stok
¢ozeltiye 0.35 ml 2-ME eklenir. Bu hazirlanan ¢6zelti 1 ay kadar saklanabilir ve diger

calismalarda da kullanilabilir.

e Sodyum asetat pH 4.0 2M

e Fenol (Su ile doyurulmus, 4 mg/l) (133).

e Kloroform/izoamil alkol 49:1 (viv)
e izopropanol %100

e Etanol %75

e SDS %0.5

11



Protokol:

1. 100 mg doku iizerine 1 ml pargalama tampon ¢ozeltisi eklenerek el veya otomatik
olarak calisan pistonlu homojenizatdr ile parcalanir.

2. Elde edilen homojenat 5 ml falkon tiipe aktarilir ve 0.1 ml 2 M sodyum asetat eklenip
vortekslenerek karistirilir.

3. 1 ml fenol eklenip vorteksle karistirilir ve 0.2 ml kloroform:izoamilalkol (49:1)
eklenerek 15 dakika +4°C’de bekletilir.

4. 10.000 x g’de 20 dakika +4°C’de santrifiijleme yapilir.

5. Ust s1v1 yeni bir tiipe almir 1 ml izopropanol eklendikten sonra 30 dakika -20°C’de
bekletilir.

6. 10 dakika 10.000 x g’de +4°C’de santrifiijlenerek RNA ¢oktiiriiliir.

7. RNA 0.3 ml parcalama tamponu igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra mikrosantrifiij
tiipiine aktarilir.

8. Uzerine 0.3 ml izopropanol eklenip 30 dakika -20°C’de bekletildikten sonra 10 dakika
10.000 x g’de +4°C’de santrifiijlenerek RNA ¢oktiiriiliir.

9. RNA %75’lik etanolde siispansiyon haline getirilir. Vortekslenir ve 10-15 dakika oda
sicakliginda bekletilir. 10.000 x g’de 5 dakika +4°C’de santrifiijlenerek RNA
cokturiiliir.

10. RNA ¢okeltisi vakumda kurutulur. 100-200 pul DEPC’li suda ¢oziindiiriildiikten sonra
-70°C’de saklanir.

Ayrica hazirlanan RNA %75lik alkol igerisinde -20°C’de en az 1 yil saklanabilir (10).

Sorunlar ve ¢oziimler:

I: Yeterli miktarda RNA elde edilememesi

II: istenilen kalitede RNA elde edilememesi

Coziim I:

1. Baslangigta kullanilan hiicre miktarinin arttirilmalidir.

2. Reaksiyon tiipiine konulmas1 gereken maddelerden birinin eksik ya da miktarmin
az olmamasina dikkat edilmelidir.

Cozim II:

1. Izolasyonda kullanilan baslangi¢ materyali uygun sartlarda saklanmalidir.

2. Soliisyonlarin hazirlama ve saklama kosullar1 kontrol edilmelidir.

Izolasyonlar esnasinda vorteks, termal blok, santrifiij gibi cihazlar kullamilir.
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Vorteksler izolasyonda karigtirma islemlerinde kullanilir. Cihaz iizerinde tiip i¢eriginin
karismasint saglayan dairesel olarak hareket eden ve hizi “revolutions per minute (rpm,

dakikadaki donme say1s1)” cinsinden ayarlanabilen mekanik bir par¢a bulunur.

.

umouyun
PARY suey

wny ay3 J

| dwes ay

3UIe3qO 3}

Sekil 1. Vorteks (TTS 2)

Termal bloklar izolasyonda uygulanan 1s1 basamaklarinm1 gergeklestirmek igin
kullanilmaktadir. Blogun {izerinde farkli hacimlerdeki izolasyonda kullanilan tiiplerin

yerlestirilebilecegi, tiipii kapak hari¢ her yonden 1sitabilen kuyucuklar vardir.

fs& x5 ST AT, YA
R R

Sekil 2. Termal blok ( Eppendorf Thermomixer comfort)
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Santrifiijler de izolasyon islemi yapilirken farkli basamaklarda 6rnek materyal i¢cindeki
partikiilleri ¢oktiirmek i¢in kullanilmaktadir. Santrifiij farkli molekiiler agirliga sahip
maddelerin yer¢ekimine bagl olarak ayirimini hizlandiran bir aragtir. Tiim santrifiijler rotor,
¢evirme mili, motor ve bazi modellerinde sogutma iinitesinden olusur. Uzerlerinde mutlaka
bir kapak bulunur. Cihazin disinda bir agma-kapama tusu, zaman ayari, hiz ayar1 ve ¢ok
hizlandiginda durdurmak i¢in bir fren gorevi goren tuslara sahiptirler. Santrifiije yerlestirilen
ornekler es agirlikta ve simetrik olmalidir.

Santrifiijleme islemi basladiginda tiipte bulunan partikiiller, uygulanan santriftij
alanina (merkezkag kuvvet), partikiiliin sekline, yogunluguna ve ortamin yogunluguna bagl
olarak degisen hizlarda ¢okerler (17,18).

Herhangi bir santrifiij cihazinda iki fazin ayrilmasi i¢in gerekli gii¢, rolatif santrifiij
kuvveti (RCF) olarak tanimlanir. RCF, yercekiminin (gravite:g) kati olarak 3000xg, 5000xg,
10000xg gibi ifade edilir (19).

Bir santrifiijiin maksimum rolatif santrifiij giicii(RCF) sdyle hesaplanir:

RCF = 1,118 x 10™x r x n? = RCF(g)= 0,00001118 x r x RPM?
e RCF —yercekiminin (g) kat1 olarak maksimum rolatif santrifiij glicii
e 1 —cm olarak donme merkezinden tiipiin dibine kadar olan horizontal mesafe
(varigap)
e n —rotorun dakikadaki donme sayisi (rpm)
e 1118x107° —deneylerle tes edilmis sabit deger

Gilinimiizde pek c¢ok santrifij cihazinin iizerindeki hiz ayar1 rpm cinsinden
verilmektedir. Fakat rpm degeri rotor ¢apina gore farkliliklara gosterdiginde aynm 6rnek farkli
rotor caplarina sahip santrifiijlerde farkli rpm degerinde santrifiijlenmektedir. RCF ve rpm
arasindaki c¢evirimi gosteren bir formiil bulunmaktadir. Bu formiil sayesinde her cihaz i¢in
gerekli rpm ayarlanabilir.

RCF = r (2nN)? (g cinsinden)

RCF =1.118 X 10X r ¢ X n*(rpm cinsinden)

Yukaridaki formiillerle RCF g ya da rpm cinsinden hesaplanabilir. Her 6rnek grubu ve
calisma igin farkli biytikliikte ve rotor ¢apinda santrifiij cihazlar1 bulunmaktadir. Genellikle
bunlar rotor ¢ap1 ve hizlarina gore li¢ grupta incelenmektedir. DNA izolasyon c¢aligmalarinda
kullanilan santrifiij cihazlar1 orta hizli santrifiijler olarak tanimlanir. Bu cihazlarda hiz

20000xg hiza kadar ¢ikabilmektedir (17,18).
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Klinik laboratuvarlarda santrifiigasyonun kullanim amaglar1:
e Partikiilleri siispanse olduklar1 soliisyondan ayirma
e Kandan hiicreleri ayirma
e Biyolojik sivilarin hiicresel elemanlarini ve diger kisimlarin1 konsantre etme
e Numuneden proteinleri uzaklagtirma
e Immiinokimyasal &lgiimlerde serbest ligantlar1 ayirma

e Farkli yogunluktaki iki likit faz1 ayirma

_MWVIIKRO 22 R

Sekil 3. Normal santrifiij, Sogutmah santrifiij

PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

PCR; DNA veya RNA iizerinde se¢ilmis, bir veya birden fazla bdlgenin, invitro
sartlarda 1sisal dongiiler ve enzimler kullanilarak ¢ogaltilmasi islemidir (4).

PCR ilk defa Kary B. Mullis tarafindan 1983 yilinda tanimlanmistir. Aynt y1l R. Saiki,
K. Mullis ve arkadaslari tarafindan orak hiicre anemisinin tanisinin konulmasinda uygulamaya

sokulmustur (20).
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PCR islemiyle her iki ucundaki dizilimi bilinen hedef DNA bdlgesi ¢ogaltilabilir. Is1
yardimiyla kalip DNA iizerinde iki oligoniikleotidin ve dort deoksiriboniikleotidin (dNTP)
varliginda denatiirasyon baslatilir. Denatiirasyon gergeklestikten sonra tepkimenin 1sis1
oligoniikleotid primerlerin kalip DNA’ ya baglanabilmesi i¢in diisiirtiliir. Primerlerin
baglanmasinin ardindan uygun bir 1s1ya ¢ikarilarak DNA polimeraz yardimiyla uzama islemi
baglar. DNA ¢ift zincirinin ayrilmasi (Denatiirasyon), primer yapismasi (Anneling), ve zincir
uzamasi (Extension) dongiileri bu sekilde bir¢ok kez tekrarlanir. Herbir dongii ¢ogaltilmakta
olan DNA iiriiniiniin miktarin1 ikiye katlar (20,21,22).

=
$2702/2010

Sekil 4. PCR cihazlar1 (Gene Amp. PCR systems 9700, Corbett)

Yukarida kisaca anlatilan PCR islemleri ve prensipleri detayli olarak asagida

anlatilmistir.

1) PCR islemlerinin basamaklari: Polimeraz zincir reaksiyonunun bir dongiisi {i¢
asamadan meydana gelir.
e Denatiirasyon
e Primer yapismasi

e Zincirin uzamasli
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DENATURASYON
94°C-97°C

SICAKLIK

47°C-60°C
CIFT ZINCIR DNA.
25°%

Sekil 5. PCR ana islem basamaklari (23)

a) Denatiirasyon: Denatiirasyon ¢ift zincirli DNA molekiillerinin gerekli sicakliga
ulastiktan sonra agilmasidir. DNA c¢ift zinciri genellikle 94-97°C sicaklik araliginda acilir.
Burada meydana gelen kimyasal olay hidrojen baglarinin kirilmasidir (21,24). Bir hidrojen
bagin1 kirmak i¢in gerekli olan enerji 436 kj/mol’diir (25). Guanin ve sitozinden (G+C)
zengin diziler, sahip olduklar1 ii¢lii hidrojen baglari nedeniyle denatiirasyon sicaklig
artabilir. Denatiirasyonun ~ tam  olmamasi durumunda  primer  yapismasi
gergeklesemeyeceginden ya da primer yapissa bile uzama istenildigi gibi olmayacagindan
PCR’nin gerceklesmesi miimkiin olmayabilir (21,24). Bu nedenle denatiirasyon sicakliginin
dikkatli secilmesi gerekir. Her PCR reaksiyonunda tim genomik DNA’nin yeterince
acilabilmesi i¢in dongiisel basamaklardan once 5-10 dakikalikk ve tek adimlik bir
denatiirasyon basamagi uygulanmalidir.

b) Primer yapismasi (Anneling): Denatiirasyon asamasindan sonra tek zincirli DNA
dizisi elde edilir. Sicakhigin 50-70°C’ye diisiiriilmesiyle ortama konulan ve cogaltilmak
istenen DNA bolgesine 6zgiil iki oligoniikleotid primer tek zincirli DNA dizisine baglanir.
Primerin hedef diziye baglanabilmesi i¢in gerekli olan siirenin uzunlugu, uygulanacak olan

1s1 ve amplifikasyon primerlerinin baz i¢erigine, uzunluguna ve derisimine baghdir (21,26).
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¢) Zincirin uzamas: (Extension): Primer baglanmasmimn devaminda ortamdaki Mg*? ve
Taq Polimerazin yardimi ile dNTP’ler primerin ardina 5°-3” yoniinde eklenirler. Yeni olusan
DNA zincirinin baz sirasini belirleyen, kalip DNA’daki baz dizilimidir. Yeni sentezlenen
DNA’nin uzama hiz1 35-100 niikleotid/ saniyedir. Uzama zamani hedef dizideki baz derisimi
dizinin uzunlugu ve 1stya baghdir. Genellikle tercih edilen en uygun sicakhik 72°C’de 1
dakikadir. Dongiiler genellikle 30-40 kez gerceklestirilir. Bu kadar dongiiden sonra ortamda
reaksiyon bilesenlerinin miktar1 azalacagindan reaksiyona devam etmek gereksizdir. Sonugta
elde edilen PCR {iiriin miktar1 baglangicta kalip olarak kullanilan DNA’nin konsantrasyonuna
baghdir (20,21).

PCR bir zincir reaksiyonudur ve olusan her yeni DNA zincir sayisi her dongiide iki
katia ¢ikar ve olusan yeni zincirle beraber eski zincirler de kalip olarak kullanilmaya devam
eder. Ortalama 5 dakika kadar siiren bir dongii bir¢ok kez tekrar edilir ve yaklasik 3 saatlik bir
stirede 25-30 dongli sonunda DNA miktar1 milyon katindan daha fazla artar. Bu islem 1s1
dongii cihazi denilen makinelerde 6nceden dongii sayisi ve sicakligi belirtilmis programlarla
otomatik olarak gergeklestirilir. Elde edilen PCR iiriinleri klonlama, dizi analizi, enzim kesimi
gibi bir sonraki asamaya gecmeye artik hazir hale getirilmis olur. Buraya kadar klasik
uygulamasini anlattigimiz PCR’nin pek ¢ok modifiye tiirii de vardir. Bunlardan bazilar1 daha

sonra uygulama alanlar ile birlikte detayli olarak anlatilacaktir (21,24,27).

4 3khus
arastrlan gen < o
=< siklns aritmatik artaralk biviime
< —
— 4 2. siklus
R < — <
<—
————— 1 1. siklus e 35 siklus
;ogZaltlan DWNA < {:
= —
_{_

b _
2

/\
/\

-
i =

- = A . . .
4kopva Skopva 16kopva 32 kopva 2 =68 mityon kopya

Sekil 6. PCR iiriinlerinin aritmetik olarak kopyalanmasi (28)

18



2) PCR temel bilesenleri: Yukarida reaksiyon sartlar1 anlatilan PCR’nin
gergeklesebilmesi igin gerekli olan maddeler; kalip genetik materyal (DNA ya da RNA),
gogaltilmak istenen bolgeye 6zgiil bir oligoniikleotid ¢ifti, DNA polimeraz enzimi, Mg*?,
cesitli elektrolitleri igeren PCR tampon c¢ozeltisi ve sudur. Bahsedilen PCR bilesenlerinin
genel Ozellikleri ve PCR reaksiyonu esnasindaki davraniglart asagida detayli olarak

agiklanacaktir.

Kalip genetik materyal (DNA ve RNA): Kalip olarak kullanilacak DNA ve RNA iki
farkl1 niikleik asit molekiiliidiir. Bu niikleik asitlerin temel yapilarin1 anlattiktan sonra PCR’de
genetik materyal olarak kullanilan DNA’nin yapisindan ve RT-PCR ile DNA’ya ¢evirilen
RNA’nin yapisindan kisaca bahsedebiliriz.

DNA (Deoksiriboniikleik asit): DNA molekiilii canlilar i¢in esas kalittm materyali
olan ve genetik ozelliklerin ebeveynden yavruya gegisini saglayan molekiillerdir. Ik kez
Isvigre’li bir bilim adami olan Friederic Mischer tarafindan, 1869 yilinda tanimlanmistir.
Calismalarinda iltihabi 16kositlerde proteinlerin yapisindan farkli olarak asit karakterde bazi
maddelerin varligin1 saptayan arastirmaci, bunlara niiklein ismini vermistir (29). Friederic
Mischer ile benzer konuda ¢aligsmalarini siirdiiren bilim adami Richard Altman (1889), asit
karakterleri nedeniyle niikleinleri “niikleik asit” olarak adlandirmistir (30). 1920°de ise Alman
Kimyac1 Robert Feulgen, niikleik asitleri, kendi adi ile anilan spesifik bir boyama yontemi ile
boyamayir (Feulgen) basarmuistir (31). Ardi ardina gergeklestirilen benzer c¢alismalar
neticesinde 1953 yilinda Watson ve Crick DNA materyalinin ¢ift sarmall1 bir yapiya sahip
oldugunu ortaya koymuslardir (32,33). Bu yapinin kesfinden sonra yapilan arastirmalar
sonucunda niikleik asitlerin yapisina iliskin pek ¢ok bilgiye ulasilmustir.

Watson ve Crick’in ¢aligsmalar1 bir¢ok bilim insaninin ¢alismalarina kaynaklik etmis
ve sonugta kimyasal olarak birbirinden farkli iki degisik niikleik asit molekiilii oldugu
aciklanmustir. Bunlar: Deoksiriboniikleik asit (DNA) ve Riboniikleik asittir (RNA) (21,34).

DNA, okaryotik hiicrelerin  ¢ekirdeginde, mitokondrilerinde ve bitkilerin
kloroplastlarinda bulunur. Ayrica prokaryot hiicrelerin sitoplazmasinda halkasal DNA olarak,
kromozom yapisinda olmayan “plazmid” adi verilen lineer parcalar seklinde ve genetik
materyali DNA olan viriislerde bulunur (35).

Cift dall1 bir yapiya sahip olan DNA molekiiliiniin ii¢ temel yapitasi bulunmaktadir.
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Bunlar;
Organik bazlar (piirin ve pirimidin bazlar)
5 karbonlu pentoz sekeri

Fosforik asit molekiilidiir (21,33).

1 J
. OH

Sekil 7. Fosfat seker ve organik bazlar (36)

Organik bazlar: DNA’da iki ¢ift organik baz bulunmaktadir. Bunlar azotlu bazlar
olarak da bilinmektedir. Halkasal yapilarina ve igerdikleri atom sayilarina gore iki ayr1 grupta

incelenirler: Piirinler ve Pirimidinlerdir.

Pirin bazlari: Pirinler biri 6 digeri 5 atomdan olusan iki halkasal yapinin
kaynagmasindan ortaya ¢ikmustir. DNA’da iki tlir piirin bazi vardir bunlardan biri adenin
digeri guanindir.

Adenin: 6-amino piirin

Guanin: 2-amino-6-oksi piirin (37).

Adenin ve guanin bazlarinin molekiiler agirliklar1 A=135.13 dalton, G=151.13 dalton’dur.
(1 dalton: 1.67x102 gr)
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Sekil 8. Adenin bazinin yapisi (38) Sekil 9. Guanin bazinin yapisi (39)

Pirimidin bazlari: Pirimidinler 4 karbon ve 2 azottan olugsmus tek halkasal yapiya
sahiptirler. DNA’da iki tip pirimidin bazi vardir bunlardan biri sitozin digeri timindir (37).

Urasil niikleik asitlerin yapisina katilan ancak sadece RNA’nin yapisinda bulunan bir
primidin bazidir. Sitozin ve timin bazlarinin molekiiler agirliklar1 C=111.10 dalton, T=126.12
dalton’dur.

Pirimidinler:

Urasil: 2-4 dioksi pirimidin

Timin: 2-4-dioksi-5-metil pirimidin

Sitozin: 2-oksi-4-amino Pirimidin

0
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Timin Sitozin Urasil

Sekil 10. Timin, sitozin, urasil bazlarimin yapisi (40)

DNA’nin yapist hakkinda en 6nemli ipucu Erwin Chargaff ve meslektaslarinin 1940
sonlarindaki c¢alismalarinda bulundu. Erwin Chargaff ve meslektaslari, DNA’daki dort
niikleotid bazinin, farkli organizmalarin DNA’larinda farkli oranlarda bulundugunu ve bazi
bazlarin miktarlari arasinda iliskiler oldugunu buldular ki bu ¢alismalarin sonuglari, Chargaff
kurallar1 diye bilinmektedir.

Bu kurallara gore;

1. DNA’nin baz kompozisyonu genellikle tiirden tiire degisir.
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2. Aym tiirlerin farkli dokularindan izole edilen DNA Ornekleri aym baz
kompozisyonuna sahiptirler.

3. Belli bir tiirdeki DNA’nin baz kompozisyonu yas, beslenme durumu ve ¢evre degisimi
ile degismez.

4. Tirler ne olursa olsun biitiin DNA’larda adenin (A) bazlarinin sayisi timin (T)
bazlarmin sayisina esittir ve guanin (G) bazlarinin sayisi sitozin (C ) bazlarinin
sayisina esittir (A = T ve G = C). Buna gore piirin kalintilarinin toplami pirimidin

kalintilarinin toplamina esittir (A+G = T+C) (37).

Niikleozidler: Bir piirin ya da pirimidine riboz veya 2-deoksiriboz sekerlerinden biri
eklenirse niikleozid adi verilen bilesikler meydana gelir. Niikleozitlerde sekerin 1. karbon
atomu piirin bazlarinin 9. azot atomuna ve pirimidin bazlarinin 1. azot atomuna N-glikozitik
bag ile baghdir. Baglanma sonucu olusan niikleozid piirinlerde: piirin adina ilaveten —0zin
(adenozin, guanozin), pirimidinlerde; pirimidin adina ilaveten —idin (timidin, sitidin) ekleri ile
isimlendirilirler. Sekerin 2-deoksiriboz sekeri oldugu niikleozid isminden 6nce “d-*“ seklinde

gosterilerek belirtilir. Eger hicbir sey yoksa bu riboz sekeri olarak kabul edilir (21).

Niikleotidler: Niikleik asitlerin yapisinda bulunan iigiincii yapitast fosfat molekiilii
(H3POy4) olup, hem DNA hem de RNA’da bulunmaktadir.

Niikleozidlerin riboz veya deoksiriboz gruplarina bir veya birden fazla fosfat grubunun
baglanmasiyla niikleotidler meydana gelir. Genellikle fosfat grubu sekerin 5° karbonuna ester
bagi ile baglidir. Eger birden fazla fosfat grubu bulunursa bunlar birbirlerine yiiksek enerjili
asit anhidrit bagi ile baglanirlar (21).
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Sekil 11. Niikleozid olusum semasi (41)
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Poliniikleotidler: Niikleotidler 3’-5° fosfodiester baglar1 ile polimerize olarak
poliniikleotidleri olustururlar. Riboniikleotidlerin polimerizasyonu RNA olusumuna yol
acarken, deoksiriboniikleotidlerin polimerizasyonu ile DNA olusur (21,34). DNA ve RNA

arasindaki temel farklari tablo halinde inceleyecek olursak aralarndaki farklari gorebiliriz.

0 M 0, M
B F.. L P
5 H 5 H 5 H
0 0 0 i
3
++4
+1+ Hidrojen bags
olusumu

4. & 77 Fosfodiester hag
~F
olusumu

Sekil 12. Hidrojen baglarimin ve fosfodiester baglarinin olusumu (42)
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Tablo 1. DNA ve RNA temel farklari

DNA

RNA

Icerdigi seker grubu

Deoksiriboz

Riboz

Azotlu bazlar

Adenin,Guanin,Sitozin, Timin

Adenin,Guanin,Sitozin,Urasil

Sarmal yap1 Cift zincir Tek zincir
Ttrler Niikleer, Mitokondrial, tRNA, mRNA, rRNA,vs.
Plazmid DNA’lar

DNA: Deoksiroboniikleozidtrifosfat; RNA: Riboniikleozidtrifosfat

DNA genel olarak cift sarmal bir yapiya sahip olmasina karsin birkag viriis tek zincirli

bir DNA yapis1 gosterirler. Sarmal yapiyr olusturan iki zincir ortak bir nokta etrafinda

donerek c¢ift heliks yapisini olusturur. Cift heliks yapida zincirler birbirlerine anti paralel

uzanirlar. DNA heliksin en sik rastlanan sekli B-DNA modelidir. B-DNA seklinde hidrofilik

deoksiriboz fosfatlar ana yapinin dis kisminda yer alirken hidrofobik bazlar ana eksenin ig

kismina konumlanmustir (35). Heliks yapidaki bu yerlesim zincirde major ve minér oluklarin

olusmasina yol agar (35,43).

Cift zincirli DNA molekiilii, piirin ve pirimidin bazlarinin birbirleri ile H baglari

olusturmasi sonucu meydana gelmektedir. Piirin ve pirimidin bazlar1 arasindaki eslesmeler

son derece spesifiktir bunun nedeni molekiiler biiyiikliikleridir. Bu dizilis A karsisma T; G

karsisina C olacak sekilde diizenlenmistir. Boylece tek bir zincire ait baz dizilimi bilindiginde

DNA molekiiliiniin diger zincirindeki baz dizilimi de saptanir (35).

34 nm

Sekil 13. DNA’mn ¢ift sarmal yapisi (44)

25




DNA’nin i¢inde bulundugu ortamin 1sis1 arttirtlir ya da pH degistirilirse ¢ift zincirli
DNA molekiiliiniin yapisinda bozulmalar meydana gelmeye baslar. Bunun nedenin bazlarin
arasinda bulunan hidrojen baglarinin 1s1 ve pH degisimlerinden ¢abuk etkilenmeleridir. Seker
ve fosfat gruplar1 aralarinda bulunan fosfodiester baglar1 bu degisimlerden ¢ok kolay
etkilenmezler. Bu sekilde bir degisimle DNA ¢ift zincirinin birbirinden ayrilarak heliks
yapisimin yarisinin agildigi 1siya, DNA’nin erime derecesi (melting temperature, Tm) denir.
DNA’nin ¢ift sarmal yapisinin bozularak tek zincir haline donlismesi olayina denatiirasyon
denir.

A ve T bazlar arasinda ikili hidrojen bagi; G ve C bazlar1 arasinda ti¢lii hidrojen bagi
bulundugundan G ve C arasindaki bag A ve T arasindaki baglara gore daha yiiksek sicaklik ve
konsantrasyonda ¢oziilebilir. Béylece G ve C’ce zengin DNA molekiiliiniin denatiirasyonu
daha zordur. Sicaklik ve pH degisimleri ile birbirinden ayrilan DNA molekiilii ortam kosullar1
normale dondiigiinde tekrar eski halini alir. Bu olaya renatiirasyon adi verilir.

DNA molekiilii baslica ii¢ farkli sekil goriiliir. B-form DNA olarak tanimlanan yapi
(Watson-Crick tarafindan tanimlanan yap1), fizyolojik sartlar altinda DNA molekiilii igin en
stabil yapidir ve bu nedenle DNA’nin 6zelliklerinin herhangi birinin incelenmesi i¢in standart

referans noktasidir. B-form DNA’dan bagka A- ve Z-form DNA’lar da vardir (21,35).

Aform B form

Sekil 14. DNA cesitleri (45)

A-form DNA, nispeten susuz bir¢cok ¢ozeltide saptanir; belli bir DNA molekiilii igin
B-form DNA’dan daha kisa ve daha genistir.
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Z-form DNA, B-form DNA’dan daha farklidir; en belirgin farklilik, sola dénen

helezon sekli ve iskeletinin zikzak goriintimiidiir.

Tablo 2. DNA gesitleri ve ozellikleri

DNA tipleri A-DNA B-DNA Z-DNA

Sekil En genis Orta En uzun

Baz uzakligi 2.3 A° 3.4 A° 3.8 A°

Heliks cap1 25.5 A° 23.7T A° 18.4 A°

Doniis yonii Sag Sag Sol

Glikozid bag Anti Anti Anti:C T syn:G
Bir heliks doniisii 11 104 12

baz ¢ifti

Biiyiik oluk Dar, derin Genis, derin Diiz

Kiiciik oluk Cok genis, yayvan Dar, derin Cok dar, derin

Bazi DNA’lar olagan dis1 yapilar gosterirler. Olagan dist bir DNA yapist H-DNA
olarak bilinir ki bunun alistimamis 6zelligi, bir iiglii heliks olusturmak i¢in DNA’nin ii¢
kolunun eslesmesi ve birbirine dolagsmasidir. H-DNA iiglii heliksinin ii¢ kolundan ikisi

pirimidin igerir; Giglinciisi piirin igerir (21,34).

RNA yap1 ve ozellikleri: RNA’lar riboniikleotidlerin bir araya gelmesiyle olusan tek
zincirli niikleik asitleridir. DNA’daki genetik bilginin fonksiyonel bir proteine doniisiimiinde
rol alan niikleik asit molekiiliidiir.

RNA, bazi 6zellikleri bakimindan DNA’dan farklidir:

e RNA’nin molekiil agirligi, DNA molekiil agirligindan ¢ok daha kiigiiktiir. RNA, DNA
ile kiyaslandiginda ¢ok kisa bir polimerdir. DNA molekiilii ¢ok uzun iplik seklinde
oldugu halde RNA’nin molekiilii yumak seklindedir.

¢ RNA molekiiliindeki pentoz 2-deoksiriboz degil, ribozdur.

e RNA molekiilii timin (T) igermez; timin yerine urasil (U) igerir.

¢ RNA molekiiliinde guanin (G) sayisi sitozin (C ) sayisina esit olmayabilir; ayn1 sekilde
adenin (A) sayisi urasil (U) sayisina esit olmayabilir.

e RNA tek zinciri bazen firkete modeli gibi ¢esitli modeller olusturabilir. Firkete
yapidaki RNA’larda molekiilin komplementer baz igeren bolgelerinde cift sarmal
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yapiya rastlanabilmektedir. RNA’nin ¢ogu sitoplazmada, DNA ise nukleusta yer
almaktadir (35).

e Sadece DNA feulgen reaktifi ile boyanabilirken RNA boyanamamaktadir (35,46).
DNA’da oldugu gibi RNA’nin da ¢esitleri vardir. Hiicre i¢inde rol aldiklar1 gorevlere

gore incelenmistir.

Haberci RNA (mRNA): Protein sentezinde gorev alir. Her mRNA bir polipeptit
zincirine karsilik gelir fakat prokaryotlarda bir polipeptit zincirine birden fazla RNA karsilik
gelebilir. Bunun sonucu olarakta RNA’lar hiicre de farkli boyutlarda bulunabilir. Bir
hiicredeki RNA’larin %5’ini mRNA’lar teskil eder (43). DNA’dan RNA sentezinin ilk
basamaginda yer alir ve DNA’daki T bazina karsilik A; C bazina karsilik gelen G’dir.
DNA’dan farkli olarak A bazina mRNA’da karsilik gelen U bazidir. Niikleus ve sitoplazmada
yer alir (47,48).

Transfer RNA (tRNA): Amino asitleri ribozoma tasimakla gorevlidir. 20 farkli amino
asidi tastyan en az bir tane tRNA vardir. tRNA’lar 75-95 arasi1 baza sahip olduklarindan en
kiigiik RNA’lardir. Yaklasik olarak hiicredeki RNA’larin %15’ini olustururlar (35). Hiicrede
sentezlenerek aktif hale getirilen amino asit molekiilleri kendilerine spesifik tRNA
molekiillerince aranip bulunur ve tRNA molekiillerinin serbest ucu 6zgiil aminoasitlerle
birlesir. tRNA molekiilleri kendilerine bagli olan aminoasitleri ribozom mRNA kompleksine

birakarak gérevini tamamlamis olur. Sitoplazmada yer alir (47).

Ribozomal RNA (rRNA): Ribozomlarin bir par¢asidir. Diger RNA tipleri gibi 6zgiil
degildir dogrudan dogruya DNA’dan sentezlenir. 13, 14, 15, 21 ve 22. kromozomlarin kisa
kollarinda DNA boélgesi rRNA kodlayan genlerin kopyalarini sentezletir. Bir kismi1 niikleusta
diger bir kismi ise niikleolusta yer alir (47). Hiicre icinde yaklasik %80 oraninda bulunarak
RNA tipleri arasinda en ¢ok olanidir. Prokaryotik ve okaryotik hiicre ribozomlarinda farkli
tipleri bulunur. Prokaryotlarda, 5S, 16S ve 23S okaryotlarda ise 5S, 5.8S, 18S ve 28S’lik
RNA tipleri vardir (35,48).

Heterojen niikleer RNA (hnRNA): Niikleusta bulunur. Yiiksek molekiiler agirliga
sahip olan 6ncii mRNA’lardir. Hiicrelerdeki toplam RN A’nin yarisini olustururlar (35,47).
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Kiigilik niikleer RNA (snRNA): Alt1 tip snRNA vardir. Herbirinde 100-215 niikleotid

bulunur ve RNA’da intronlarin kesilmesi islemleri ile iliskilidirler (47,48).

Kiiciik stoplazmik RNA (scRNA): Niikleusta bulunur. Transport fonksiyonlarinda yer
alan kiiciitk RNA yapilaridir (35,48).

PCR reaksiyonlarinda RNA esas olarak Reverse Transkriptaz enzimi ile cDNA elde
etmek tizere kalip olarak kullanilir. Yapisal degisiklikler ve diger 6zellikler cDNA {izerinde
incelenmektedir.

PCR calismalarinda klonlanmis bir DNA pargasi i¢in nanogram, genomik DNA i¢in

ise mikrogram diizeyinde miktarlar kullanilir.

Oligoniikleotidler (Primerler): PCR iiriiniine 6zgiil olan, daha 6nceden belirlenmis
uzunluklar1 18-30 baz gifti arasinda degisen dizileridir. Primer dizilimi yapilirken ¢ogaltilmasi
istenen DNA dizisindeki iki ucu bilinen noktalar dikkate alinir. Bu bolgelere tamamlayici olan
primerler tasarlanir (4). Primer hazirlamak icin bilgisayar programlar1 yapilmis olmakla
beraber genellikle arastirmacilar kendi primerlerini kendileri hazirlayabilirler. Dizilim
yapilirken genellikle dort bazin esit oranda kullanimina dikkat edilir. Primerler, aralarinda tek
bir niikleotid farki olan hedef dizileri birbirinden ayiracak sekilde tasarlanir ve bdylece
genetik testler i¢in allele spesifik problar hazirlanabilir (21). En 6nemli nokta kullanilacak
primerin amplifiye edilecek bolgeye spesifik olmasidir. Konsantrasyonlari 0,1 ve 0,5 pM arasi
degisir. Primer tasarimi yapilirken dikkat edilmesi gereken dnemli noktalar:

e Genellikle en fazla 30 baz ¢ifti uzunlugunda olmaldur.

e Ogzellikle G-C oraninin %50°nin altinda kalmasina dzen gosterilmelidir.

e Tpsicakligr birbirine yakin primer giftlerinin sec¢ilmesine dikkat edilmelidir.

e Secilen primerin genomda baska bir bolgeye komplementer olup olmadiginin NCBI,

VEGA, ENSEMBL vb. genom veri bankalarindan kontrolii yapilmalidir.

e Segilen primer ¢iftlerinin primer-dimer yapma olasiliklarinin olmamasina dikkat
edilmelidir.

Birgok arastirmacinin T, sicakliginin belirlenmesi tizerine yapmis olduklar1 caligmalar
neticesinde primerin sahip oldugu her ¢ift bazin Tr, sicakligimi ortalama 6 °C arttirdig1 tespit
edilmistir.

Primer dizayn edilirken erime sicakliginin hesaplanmasinda komsu bazlarin ne

olduklarina dikkat edilmelidir. Bu asagidaki formiil ile hesaplanabilir.

29



Tr™" = AH [AS+ R In (c/4)] —273.15°C + 16.6 log 10 [K']

H: Entalpy

S: Entropy

R: Molar gaz sabiti

c: Primer konsantrasyonu

Primer uzunlugu 18-30 baz arasinda secilmelidir. Genetik ¢alismalarda sadece baz
sayilar1 dikkate alinarak T, sicakligini hesaplamanin basit bir formiilii de bulunmaktadir.
Tm=2(A+T) + 4(G+C).

Tabloda siklikla kullanilan primer uzunluklari ve bunlarin T, degerleri gosterilmistir.

Tablo 3. %50 GC oranina gore primer uzunluk hesaplanmasi

Primer m=2(A+T) + 4(G+C). | Primer uzunlugu | Tpn=2(A+T) + 4(G+C).
uzunlugu

4 12°C 16 48°C

6 18°C 18 54°C

8 24°C 20 60°C

10 30°C 22 66°C

12 36°C 24 72°C

14 42°C 26 78°C

Tm hesaplamasina alternatif diger bir formiil ise;

Tm=815+16.6 (logio[K+] + 0.41 (%G+C)—675/ Primer uzunlugu.

Asagida verilen formiilde ise 50 mM KCL, PCR i¢in sabitlenerek hesap yapilmistir.
Tm=159.9 + 0.41 (%G+C) — 675/ Primer uzunlugu (49).

DNA polimeraz enzimi: DNA polimeraz enzimleri kalip ipligi tamamlayict bir DNA
ipligi meydana getirmek i¢in orijinal kalip iplikteki baz dizisini kullanarak, 4 ¢esit
deoksirboniikleozid trifosfati ucuca ekleyerek uzun poliniikleotid zincirin sentezini kataliz
ederler. Bu enzimler sentezi baglatmak i¢in kalip molekiildeki tamamlayici diziye baglanan
kisa DNA parcalarina (primerlere) ihtiya¢ duyarlar. Ortamdaki dNTP’lerin 5 ucundaki
fosfatin primerin serbest 3’ hidroksil ucuna niikleofilik etki yapmalariyla fosfodiester baglari
olusarak yeni DNA ipliginin polimerizasyonu saglanir. Bu nedenle sentez daima 5’ uctan 3’

uca dogru yapilir (50).
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[lk zamanlarda kullanilanlarin aksine suan kullanilmakta olan DNA polimeraz
enzimleri 1siya daha dayaniklidir. Daha 6nceleri kullanilan Escheria coli DNA polimeraz I
enziminin Klenow fragmenti sicaklifa dayanikli olmadigindan dolayr her PCR dongiisiiniin
denatiirasyon basamagmdan sonra yeniden enzim eklenmesi gerekmekteydi. Fakat
giniimiizde kullandiZimiz termostabil DNA polimerazlar bu zorunlulugu ortadan
kaldirmaktadir. Termostabil olma 06zelligi enzimin 1s1 dongiileri sirasinda aktivitesini
kaybetmeden tiim basamaklarin aym1 kalitede gerceklesmesini saglamaktadir. Daha da
gelistirilmis  hot-start DNA polimerazlar diziye 0zgiil sicakliklarda calisiilmasim
kolaylastirarak PCR kalitesini yiikseltmistir. Reaksiyon basina eklenmesi gereken enzim
miktar1 50 ul’lik reaksiyon hacmi igin ortalama 1-5 {inite arasinda degismektedir (27). Ticari
olarak temin edilebilen pek ¢ok DNA Polimeraz cesidi olmakla birlikte thermus aquaticus
isimli sicak su kaynaklarinda bulunan bir bakteriden elde edilen taq polimerazlar pratikte

siklikla tercih edilen DNA polimerazlardir.

dNTP karisimi: Deoksiriboniikleozid trifosfatlar (dAATP, dGTP, dTTP, dCTP) yiiksek
saflikta ya tek tek ya da karisim halinde ticari olarak saglanabilir. Stok konsantrasyonu
genellikle 100 mM civarindadir. Kullanim asamasinda 100 mM’lik stoktan 2mM’lik daha
seyreltik ¢ozeltiler hazirlanarak kullamlmalidir. Cozeltilerin seyreltilip stoklanmasinin diger
bir nedeni ise kontaminasyon olmasini engellemektir (51).
M1.V1=M2.V2 formiilii kullanilarak seyreltme islemi yapilabilir.
Ormek problem: 100 mM’lik bir stok ¢dzeltiden 2mM’lik 500 pl yeni bir ¢dzelti
hazirlayabilmek i¢in stok ¢ozeltiden ne kadar kullanmak gerekir?
M1.VI=M2.V2 .. 100.V1=2.500...............
V1=1000/100=10 pl stok ¢ozelti 490 ul distile su ile 500 pl’ye tamamlanir.
Yapilacak PCR i¢in en uygun dNTP konsantrasyonunun belirlenmesi 5 faktore
baghdir
e Magnezyum Kloriir (MgCl) konsantrasyonu
e Reaksiyon kosullar
e Primer konsantrasyonu
e (Cogaltilan {irliniin boyu
e PCR dongii sayist
PCR islemine baslamadan 6nce en uygun dNTP konsantrasyonu deneysel olarak

belirlenmelidir.
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Mg*? iyonu: Mg*? iyonlarmm esas islevi DNA polimerazin aktivitesini baslatmak ve
primer-kalip DNA hibridizasyonunu saglamaktir. Ayrica ¢ift iplikli DNA’nin erime noktasi
(Tm) degerini arttirirlar. PCR ortamina MgCl, tuz ¢ozeltisi seklinde eklenen Mg*? iyonunun
reaksiyon karisimindaki konsantrasyonu farklit PCR uygulamalarinda degisiklik gosterebilir.
Genellikle 0,5-5,0 mM’lik degerler arasi tercih edilmekle birlikte her PCR uygulamasi igin
optimizasyon c¢alismasi yapmak gerekebilir. Diisiik Mg*? konsantrasyonu, iiriin olusumunda

azalmaya, yiiksek Mg*? konsantrasyonu ise istenmeyen iiriin birikimine ve kirlilige yol agar

(4).

PCR tamponu: PCR tampon ¢ozeltisinin karisimi beraber kullanildigi enzime ve PCR
sartlarina gore degisiklik gosterebilir. Tris-HCI, Tris-Asetat, Taps tampon ¢ozeltilerinde en
sik kullanilan kimyasallardir. PCR tamponu olarak, Tag DNA polimeraza 6zgii oldugundan
en ¢ok tercih edilen, kullanim dozu 10-50 mM aras1 degisen Tris-HCI’dir. Tamponun pH’s1
8,3-8,8 arasi degisiklik gosterebilir. Bu tampona 50 mM kadar KCI ¢ozeltisinin eklenmesi
primer baglanmasini kolaylastirir. Fakat 50 mM {izerinde KCl veya NaCl ¢ozeltilerinin
eklenmesi Taq DNA polimeraz aktivitesini diistiriir (52).

Trakya Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dalinda rutin calismalarda uygulanan
PCR protokolii (3100 Avant-ABI, Roche):

FMF Ekson 10 icin PCR ile laboratuvar ¢alisma protokolii

Tablo 4. PCR karisim protokolii

PCR Icerigi Miktar (pl)

Steril distile su 22.75 ul
10 x PCR Buffer Sul
dNTP 4 ul
Forward Primer Sul
Reverse Primer Sul
MgCl, 3ul

Taqg Polimeraz 0.25 ul
Genomik DNA 5ul
TOPLAM 50 ul
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PCR programi

Tablo 5. Ekson 10 PCR standartlar:

PCR Isis1 (°C) Siire

94°C( 1 dongi) 10 dk

94 °C 30 sn

58 °C l(40 dongit) 30 sn

72°C 1dk
4°C (J déngi) o

PCR asamasini da gecen iiriinler dizileme islemleri yapilmadan 6nce yapilmis olunan

ilk PCR isleminin basarili olup olmadigim saptanmasi amaciyla bir elektroforez islemine tabi

tutulmalidir. Ardinda saglikli bantlar elde edilen iiriinlere ikinci bir PCR islemi uygulanabilir.

PCR (dizileme) Protokolii

Tablo 6. Dizileme i¢in PCR islem materyali

PCR lcerigi Miktar (pl)

Steril distile su 8 ul
Big Dye 2ul
5 x Sequence buffer 3ul
Forward-Reverse primerler ( Ayri S5ul
tiiplere)

Piirifiye 1. PCR iiriinii 2ul
TOPLAM 20 pl

Tablo 7. Dizileme (Sekans) i¢cin PCR program

PCR Isis1 (°C) Siire
94°C (1 dongil) 2 dk
94°C } 10 sn
50°C (40 dongii) 5sn
60 °C 2.5 dk

4°C (1 dongii) 0

10 X buffer: 100 mM Tris-HCI, pH 8.3 olacak sekilde ve 25°C; 500 mM KCI; 15 mM
MgCly; 0.01% gelatin karistirilarak toplam stok 1.5 ml
dNTP: Herbirinden 0.5 ml igerir. 10 mM dATP, dCTP, dGTP ve dTTP
MgCly: 25 mM (+ 1 mM) toplam hacim 1.5 ml (53).




PCR engelleyicileri ve arttiricilart: Cesitli maddelerin PCR basamaklarini engellemesi
icin tehlike olusturmasi, PCR’de kullanilan biyolojik Orneklerin cesitliliginden ve DNA
izolasyonunda kullanilan yontem ve maddelerden kaynaklanmaktadir. Cok gesitli biyolojik
materyal PCR’de DNA kaynag olarak kullanilabilir. Ornegin insan DNA’s1 periferal kan
hiicrelerinden, idrardan, fecesten, hiicre dokiintiilerinden, sa¢ kokiinden, semenden, biyopsi
materyalinden, amniyon sivisi gibi degisik biyolojik kaynaklardan izole edilebilir.

Bu dogal kaynaklar ¢ok ¢esitli bilinmeyen engelleyiciler igerirler. Bunlara birkag
ornek vermek gerekirse:

e UV 1sik; birbirine komsu pirimidin bazlar arasinda verimli bir birlesme olmasina engel
olur.

e (Gamma radyasyon; deiyonize su i¢indeki serbest radikallere olusumuna neden oldugu
i¢in verimi diisiiriir.

e Restriksiyon enzim; PCR iiriinlerinin pargalanmasina neden olur.

e Hidroksilamin; sitozin niikleotidinin oksijen atomu ile birleserek kovalent bagl bir ek

olusturarak guanin bazi ile birlesmesini engeller (54).

e Guanin ve siztozince zengin bir primer tercih edildiginde denatiirasyon sicaklig
artacagindan DNA uzun siire yliksek sicakliga maruz kalir ve DNA polimerazin

aktivitesi diiser (21).

Eger PCR arttiricilar1 birkagini siralayacak olursak:

e Gliserol; polimeraz enzimini stabilize ederek denatiirsayonu diizenler.

e Formamid; denatiirasyon sicakligini diisiirerek denatiirasyonu kolaylastirir.

e Tween 20; iyonik deterjanlarin polimerizasyon sirasindaki olumsuz etkilerini inhibe
eder.

e Gen 32 protein; polimeraz aktivitesini arttirir (52).

PCR iiriinlerinin belirlenmesi ve analizi: PCR driinleri boylar1 100 ile 5000 baz cifti
arasinda degisen sentetik DNA parcgalaridir. Bu {riinlerin analiz edilebilmesi igin cesitli
tekniklerle goriintiilenmeleri gerekmektedir. Bu goriintiileme teknikleri ile PCR iirliniiniin
kalitatif ya da kantitatif degerlendirmesi yapilabilir (55).

Bu yontemler arasinda en basit ve en sik kullanilan1 elektroforez yontemleridir.

3) Elektroforez Yontemleri
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a) Agaroz jel elektroforez

b) Poliakrilamid jel elektroforezi

c) Kapiller elektroforez

Elektroforez ilk kez 1930 yilinda, isvecli kimyaci Tiselius tarafindan kesfedilmistir.
Elektroforez, elektriksel yiik tasiyan molekiillerin, bir elektrik alan iginde birbirinden
ayrilmasini saglayan bir analitik yontemdir. Elektroforezin temel kurali ¢alisilan maddelerin
elektriksel olarak pozitif veya negatif yiik tagimasidir. DNA da elektriksel olarak negatif
yiiklii oldugundan elektrik alanlarinda pozitif kutba dogru hareket eder. Bu 6zelligi nedeniyle
elektroforeze tabi tutulabilir. Elektroforez esnasinda molekiiller biiytlikliiklerine ve yapilarina
gore farklh sekillerde hareket edebilirler. Biiyiik molekiiller kiiglik molekiillerden daha yavas
hareket etmektedir. Bu kural DNA i¢in de gegerlidir ve uygun destek ortamlarinda farkl
boylarda DNA 0&rneklerini boylarina goére ayristirtp incelemek miimkiin olabilmektedir.
DNA’daki yapisal farkliliklarda DNA’min hareket hizim etkileyebilmektedir. Ornegin,
halkasal bir DNA molekiilii esit kiitledeki dogrusal bir DNA molekiiliinden daha yavas ilerler
(56).

Jel elektroforezinde destekleyici ortam, molekiilleri biiyiikliiklerine ve yapisal
ozelliklerine goére ayirmak icin kullanmilir. Ayrimi yapilacak molekiiliin tiiriine gore
destekleyici madde, poliakrilamid, agaroz, agaroz-akrilamid gibi karisimlardan yapilabilir.

Agaroz jel elektroforezi genellikle boyut olarak biiylik olan DNA molekiillerinin
ayirimi i¢in tercih edilir. Poliakrilamid jel elektroforezi ise genellikle kiicik DNA
fragmentlerinin ve RNA molekiillerinin ayiriminda kullanilir. Bu tiir jellerin ayirim giigleri
cok yiiksek oldugundan genellikle birbirine ¢ok yakin boyuttaki DNA molekiillerinin ayirimi
icin tercih edilebilirler (57). Kapiller elektroforez ise daha ¢ok otomatik DNA cihazlarinda
kullanilir. Destek ortami polikarbon bilesikleri olan polimerlerdir. Bu polimerler
yogunluklarma gore farkli ayrim giiciine sahiptirler. Kullanilan polimer otomatik cihazlarda
¢aplar1 milimetreden kiigiik olan cam kapillerler icine yiiklenirler (24). Kapiller elektroforez
(CE), elekroforetik hareket kabiliyeti, faz ayirimi ve molekiiler boyuttaki farkliliklara gore
elektrokinetik ayrim yapabilen bir tekniktir (58).

a) Agaroz jel elektroforezi: Agaroz kirmizi bir alg olan Agar agar’dan izole edilen
dogrusal bir polisakkarittir. Agaroz 1s1 ile muamele edildiginde sicak su i¢inde ¢dziinen ve
sogutuldugunda jelimsi bir sekil alan bir yapiya sahiptir. Sogutulurken polimerlerindeki

hidrojen baglarinin olusumu ile jel seklini alir.
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Ticari olarak hazirlandiklarindan  eridikleri sicaklik  dereceleri degiskenlik
gostermektedir. Ornegin, DNA’nin jelden geri kazamilmasi icin oda sicakhiginda eriyebilen
jeller tretilmektedir. Daha diisiikk sicakliklarda eriyen agarozlarin hazirlanmasi da miimkiin
olup bu daha diisiik konsantrasyonlardaki maddelerin ayirimin1 yapmaya olanak
saglamaktadir (56).

Agaroz jelin konsantrasyonu % 0.3-2.0 arasinda degistirilerek jelin por c¢ap1
ayarlanabilir. Boylece diisik DNA fragmentleri icin yiiksek, biiyilk DNA fragmentleri igin

diisiik konsantrasyonlar hazirlanarak DNA’nin jelde en iyi sekilde tasinmasi saglanabilir.

Tablo 8. DNA molekiiliiniin biiyiikliigiine gore agaroz konsantrasyonunun ayarlanmasi

(52)
Agaroz konsantrasyonu % (agirlik/hacim) Dogrusal DNA molekiiliiniin
biyiiklagi (kbp)

0.3 5.0-60.0
0.6 1.0-20.0
0.8 0.7-10.0
1.0 05-7.0
1.2 0.4-6.0

15 02-4.0
2.0 0.1-3.0

Klasik molekiiler ¢alismalar i¢in jel hazirlanirken oncelikle kullanilacak agar agar
ham maddesinden elde edilen agaroz hassas terazi ile tartilir. Daha sonra bu kiiglik bir beher
icine konur ve tiizerine gerekli miktarda TBE soliisyonu konularak mikro dalga firinda
¢ozlinmesi saglanir. Kaynamis olan ¢ozeltiye uygun miktarda (5 pg/ml’lik stoktan 100 ml
cozeltiye 5-10ul) etidyum bromiir eklenip iyice karigtirilir. Stvi haldeki agaroz jel, icine
kuyucuk olusturmak {izere taraklar yerlestirilmis tablaya dokiiliir. Jel katilasana kadar (30
dakika - 1 saat arasi) beklendikten sonra hazirlanmis olan jel elektroforez tankina yerlestirilip
tankin igerisine tampon ¢ozeltisi jelin {izerini 1-2 mm gececek sekilde eklenir. Incelenecek

olan PCR iiriinii yiikleme tamponu ile kuyucuklara yiiklenir ve elektroforez baslatilir.
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Sekil 15. Elektroforez islem basamaklari
A) Agaroz tartilmasi
B) Agarozun TBE soliisyonunda 1s1 ile ¢ozdiiriilmesi

C) Karisimun jel tepsisine dokiilmesi
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D) DNA orneklerinin jele yiiklenmesi
E) Elektroforez tanki

F) UV transiliminator altinda goriintiileme

Agaroz jel elektroforezinde yliriitme yapildigi zaman iyi bir goriintii elde edebilmek
icin dikkat edilmesi gereken birkac¢ kural vardir.

Bunlar:

e Yeterli konsantrasyonda DNA yiiklenmesi (Maksimum: 50 ng/band.)

e Niikleazlarla kontamine olup degrade olmamis DNA kullanilmasi

e Jel konsantrasyonuna uygun voltaj ve zaman ayar1 yapilmasi (Maksimum: 20 V/cm)

e Elektroforez tampon soliisyonunun pH ve 1sistnin uygun araliklarda olmasi (151<30°C)

e FElektroforez tampon soliisyonunun yeterli miktarda olmasi (Elektroforez esnasinda
jelin lizerinde en az 1-2 mm ylikseklikte tampon soliisyonu olmalidir.)

e Goriintiileme i¢in kullamlan floresan boyamn yeterli miktarda ve kalitede olmasi Orn:

Etidyum konsantrasyonu 5 pg/ml (50 mg EtBr, 10 ml distile su) (59).

Yukarida belirtilen tiim kurallara dikkat edildiginde dahi jel goriintiisiinde;

Stirtiklenme 1zi, beklenenden fazla sayida bant, zayif bant ve bant gérememe gibi
durumlarla kargilagilabilir. Jelin tamamina ayni giicte elektrik akimi verilemedigi durumlarda
da aym miktar ve biiyiikliikte yilikledigimiz DNA 6rneklerini jelin farkli bolgelerinde degisik
hizda gd¢ etmelerine yol acarak yanlis degerlendirmeler yapilabilir. Hazirladigimiz agaroz
konsantrasyonundaki tuz miktar1 DNA’mn jelde yiiriimesini etkilemektedir. Iyonik
yogunlugun artmast kiiciik molekiillerin hareketini yavaslatmaktadir. Bunun nedeni ortamda
bulunan ekstra iyonlarin DNA’nin pargalarimi ¢evreleyerek elektriksel alanda hareketlerini
kisitlayarak engellemeleridir.

Jel iizerinde yiirliterek DNA boyutunu belirleme ¢alismalarinda ortaya ¢ikan bazi
aksakliklara nedeniyle farkli sonuglara elde edilebilir. Bunu ¢dziimlemek i¢in boyutu bilinen
standart DN A molekiilleri ile 6rnekler ayni tuz konsantrasyonlu jellerde yiiriitilmeli ve elde

edilen bantlar kiyaslanarak sonuca varilmalidir (60).
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Tablo 9. Elektroforezde rastlanabilecek olas1 problemler ve ¢éziimleri

Jel goriintiisii

Olasi sorun

Coziim

Siriiklenme izi

Yiiklenen DNA ya da RNA

orneginin par¢alanmis olmast

PCR’de wuygun kosullarda
saklanip bozulmamis DNA
ya da RNA kullanilmasi

Ortamda niikleazlarin varlig

Calisma ortaminin niikleaz

kontaminasyonundan arinmis

olmasi
Beklenenden fazla sayida | Primerlerin  birden fazla | Primer dizilerinin gbdzden
bant bolgeyi taniyarak ¢ogaltmas: | gecirilerek ~ uygun  hale
getirilmesi
Primer-dimer olusumu Primer-dimer yapmayan
Primer ¢iftlerinin se¢imi
Zay1f bant Mg*? konsantrasyonun uygun | Mg* konsantrasyon
olmamasi optimizasyonu
Hig bant gorememe PCR ortaminda kullanilan | Kullanilan malzemenin

malzeme birinin eksik ya da

yetersiz olmasi

kontrol edilip PCR tekrarinin

yapilmasi

Elektroforezde kullanilan kimyasallar:

TBE: 5 x TBE (TRIS+Borik Asit+EDTA) hazirlanist:

54 gr TRIS,

27.5 gr Borik Asit

3.72gr EDTA

Final pH 8.0

Hazirlanan karisimin tizerine 1 It steril distile su eklenir. Karisimin igine konulan
maddeler (su hari¢) 2 katina ¢ikarilirsa karisimin oran1 10 x TBE olur. Genellikle hazirlanan
jellerde % 0.5’lik TBE c¢ozeltisi kullanildigindan hazirlanan 5 x TBE’lik stok soliisyondan

100 ml alinir tizerine 900 ml distile su eklenerek % 5°lik TBE soliisyonu hazirlanir.

TBE’nin ozellikleri:
Kiiciik DNA fragmanlarinin yiiksek rezoliisyonda ayriminda kullanilir.
<1 kb DNA ayristirmada faydalidir.

39



Tampon kapasitesi TAE’den yiiksektir.
Uzun elektroforezler i¢in uygundur.
Yiiksek iyonik gii¢ ister.

Tamponun tekrar sirkiilasyonuna gerek yoktur.

1 X TAE Tamponu (Tris —Asetat-EDTA) :
242 g. Trizma-base
57,1 ml. Glasiyel asetik asit
100 ml. 0,5 M EDTA
Final pH 8.0

TAE’nin ozellikleri:
DNA’nin jelden ayristirilmasinda ve jel i¢i manipiilasyonlarda uygundur.
Biiylik DNA fragmanlarinin daha iyi rezoliisyonunu verir.
>12 kb DNA ayristirilmasinda uygundur.
Diisiik tamponlama kapasitesine sahiptir.
Diisiik iyonik giice sahiptir.

Tamponun tekrar sirkiilasyonu gerekli olabilir.

Tablo 10. Elektroforezde siklikla tercih edilen boyalar

Glimiis Boyama DNA
Syber safe DNA
Syber gren DNA
Radiant Red RNA RNA
Ethidium Bromid DNA
Giimiis Boyama DNA
Amidoblack Genel
Bromophenol Blue [zleme Boyas1
Xylene Cyanol FC Izleme Boyas1

b) Poliakrilamid jel elektroforezi: Genellikle daha kiiciik molekiiler agirliga sahip ve

boylar1 arasinda ¢ok kiiciik farklar1 olan DNA firiinlerinin ayiriminda tercih edilen bir
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sistemdir. Poliakrilamid jeller aralarinda yapisal ya da sayisal tek baz ¢ifti fark bulunan
iirlinleri birbirlerinden ayirabilme 6zelligine sahiptirler.

Poliakrilamid jeller farkli sekillerde hazirlanabilirler. Jel kalinligi 0.1 - 0.5 mm aras1
degisebilir. Poliakrilamid jeller yiiksek ayrim giicline sahiptir ve 1-500 bp arasindaki
degisimleri saptayabilmektedir (61). Bu jeller elle DNA dizi analizini ¢ikarmak i¢in ve sadece
birkag tekrarli dizi bakimindan farkli olan mikrosatellit DNA molekiillerini ayirmak igin de
kullanilirlar. Jeldeki gdzenek biiytikliikleri kullanilan monomerlerin derigimi ile ayarlanabilir.

Calismanin amacina ve 6rnegin biiyiikliigline uygun bir tampon sistemi segilebilmektedir.

Sekil 16. Poliakrilamid jelde iiriin yiikleme (62)

Tablo 11. DNA molekiiliiniin biiyiikliigiine gore poliakrilamid konsantrasyonunun

ayarlanmasi (52)

Poliakrilamid konsantrasyonu (Yow/v) Dogrusal DNA molekiiliiniin
biiyiikliigii (bp)

20.0 5-100

15.0 20-150

12.0 40-200

10.0 50-300

8.0 60-400

6.0 70-500

4.0 500-1500

3.0 1000-2500

Standart poliakrilamid jellerde giimiis nitrat ve EtBr kullanilarak niikleik asitlerin

gorlintiilenmesi saglanir.  Fakat her jel i¢in DNA molekiiliiniin 10 ng’dan az oldugu
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durumlarda boyama goériintiileme i¢in ¢ok etkili olmayabilir. Bu durumda daha hassas olan
otoradyografik teknikler kullanilarak elektroforez dncesi DNA molekiilleri radyoaktif olarak
isaretlenir (63).

Agaroz ya da poliakrilamid jellerde, bir floresan boya yardimiyla renklendirilmis
DNA iplikgikleri UV 151k altinda gozlenebilir. Kanserojen potansiyeli ¢ok yiiksek bir madde
olmasina ragmen tercih edilen floresan boya etidyum bromiirdiir (EtBr). Diger bir alternatif
boyama giimiis boyamadir. Giimiis boyamada UV transiliiminatére gerek kalmadan bantlar
gozlenebilir (64).

EtBr DNA dizisindeki bazlarin arasina girip 302-546 nm arasi 15181 absorblayarak
floresan etki gdsterebilir. Bu floresan 1s1ma DNA konsantrasyonuna bagli olarak kuvvetli ya

da zayif olabilir (63).

(a) (b)

Etidyvum
Bromiir

. e W

Etidtum Bromiir
hazlarin arasina vapisir

Sekil 17. A) Etidyum Bromiiriin genel yapisi
B) Etidyum bromiiriin DNA ¢ift sarmalina baglanmas (65)

Niikleik asit / Protein boyalari:
Niikleik asit ve proteinleri direkt olarak géremedigimiz i¢in DNA’y1 goriiniir hale
getiren bilesikler kullanilir:
1. Niikleik asitleri goriintiilemede siklikla kullamlan bir floresan boya Etidyum
bromiirdiir. (C21H20BrN3 ) MW. 394.32 0.5 mg/ml konsantrasyonda agaroz ve
akrilamid jellerinde 312 nm dalga boyunda (UV 15181 ) 10 ng niikleik asit
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goriintiilenebilir. Konsantrasyon arttirildiginda (0.5-1.0 mg/ml) sezyum kloriirden
(CsCl) DNA piirifikasyonunda kullanilabilir.

2. Sybr Green Niikleik Asit Boyalari: Etidyum bromiirde kullanilan DN A miktarindan 25
kat daha az DNA’nin goriintiilenebilmesine olanak saglar. Bu boya ve 6zel filtre ile

254 nm‘de goriintiileme yapilabilir.

c¢) Kapiller Jel Elektroforezi: Bu konu hakkinda DNA dizileme bashig altinda daha

detayl1 bilgi verilecektir.

PCR Temelli Laboratuvar Uygulamalari

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)

DNA iizerinde ardarda gelen niikleotid monomerlerin 3 hidroksil grubu ile digerinin
5” hidroksil grubunun fosfat kopriisii kurmasi ile fosfodiester baglar1 olusur. Bu fosfodiester
baglar cesitli kimyasal reaksiyonlarla koparilabilir. Bunlardan biri de enzimler yardimiyla bu
baglarin koparilmasidir. Bu enzimler iki gruba ayrilir: endoniikleazlar, ekzoniikleazlar (18).
Endoniikleazlar DNA’y1 i¢ kisimlarindan keserken ekzoniikleazlar 3’ veya 5’ uglarindan
kesmektedirler. Restriksiyon enzimleri de endoniikleazlar grubuna dahildirler.

Reskriksiyon enzimleri (RE) DNA iizerindeki belirli noktalara spesifik olup bu
bolgelerden DNA’y1 keserek, genomik DNA’dan 1000-20000 baz ciflik diziler veya PCR
iriinlerinden {iriiniin 6zelligine gore farkli boylarda diziler elde etmemizi saglayan
enzimlerdir. Cok sik kullanilan RE arasinda EcoRI, Clal, Hintlll ve Hinfl sayilabilir. Bu
enzimler yardimiyla DNA’daki istenilen bolgelerin kesilerek ardindan agaroz jel
elektroforezine tabi tutulmasi ve kesilen pargalarin Etidyum Bromiir gibi bir boya ile UV 151k
altinda goriiliir hale getirilmesi ve diger pargalarla kiyas yapilarak incelenmesi islemine
“restriction fragment length polymorphism (RFLP)” denir (58). Restriksiyon endoniikleazin
tanima dizisinde meydana gelebilecek kiigiik delesyonlar-insersiyonlar veya tek niikleotid
degisimleri sonucu ortaya ¢ikan herhangi bir mutasyon durumu, ilgilenilen baz dizisinin
kesilmesini dnler. Ornegin GAATTC, Eco R I tarafindan kesilir. Ama GTATTC kesilmez.

RFLP analizi incelenecek DNA bolgesi ya da RNA’nin restriksiyon enzim profilinin
ortaya ¢cikmasini saglar. RFLP islemi baslica bes basamaktan meydana gelir. Bunlar;

1. DNA’ninizolasyonu
2. PCR ile istenilen gen bolgesinin ¢ogaltilmasi

3. Enzim kesimi
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4. Jel elektroforezinde yiiriitme
5. Jel elektroforezi ile goriintlileme
Bu yontem genomik DNA’larin enzim profillerinin tespit edilmesinde veya PCR ile

cogaltilmis DNA bolgelerinde aranan mutasyonlarin tespitinde kullanilabilir.

Degisim 1 Degisim 2
FooRI kesilemeyen FeooRI kesilen
GCCGCATTCTA GCCG%AJTCTA
CGGCOGTAAGAT CGGCTﬁXﬁpAT
I Kesilmemis
I
esilmis
I e
1 2-1 2 Fenotip

Sekil 18. Restriksiyon enzim kesim semasi (66)

Bu enzimlerle siklikla iki farkli sekilde kesim yapabilirler. En sik kullanilan
endoniikleazlardan EcoRI ile yapilan kesimde asagidaki sekildeki gibi olmaktadir. Boylece
kesilen bolgeye daha sonra uygun bir DNA pargasi baglanabilmektedir.

GAATTC
CTTAAG
Fakat Smal enzimi ile yapilan kesimde asagida goriildiigii gibi kiit bir kesim yapmakta

ve buraya daha sonrada herhangi bir DNA pargasi baglanamamaktadir.

CCCIGGG
GGGCCC

llgilenilen herhangi bir dizinin restriksiyon enzim profilinin tespit edilmesi i¢in baz
bilgisayar programlar1 kullanilabilinir. Bunlardan iicretsiz olarak faydalanilabilinir. Ornegin;

http://www.biophp.org/minitools/restriction_digest/demo.php
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En sik kullanilan restriksiyon endoniikleazlar ve bunlarin kesim bolgeleri DNA'daki

aktivitelerine gore baslica 4 kategoriye ayrilmaktadirlar:

1)Yapiskan u¢ olusturanlar: DNA’da kesim yaptiklar1 bolge iizerinde yapiskan uglar

(komplementer uglar) olusturan enzimlerdir. 4-7 bazlik bir mesafeden asimetrik olarak sagdan

sola veya soldan saga dogru kesim etkinligine sahiptirler.

Asagidaki tablo 12°de, DNA iizerinde 6zgiil yerlerden kesim yapan bazi enzimler ile

bunlar1 sentezleyen mikroorganizmalar gdsterilmistir.

Tablo 12. Yapiskan ug olusturan enzimler etken maddeleri ve kesim bolgeleri

Etken Enzim Tanima ve Kesme
Haemophilus influenzae Hin PI 5...G/ICGC......3'
Haemophilus parainfluenzae | Hpa Il 5'...CICGG....... 3'
Moraxella bovis Mbo | 5../GATC........ 3'
Anabaena variabilis Ava | 5..G/GACC..... 3'
Escherichia coli EcoRl 5../CC(AT)GG..3'
Haemophilus influenzae Hinf | 5...G/ANTC.... 3
Bacillus amyloliquefaciens Bam HI 5'...G/AATCC...3'
Caryophanon latum Clal 5...AT/CGAT... 3
E.coli EcoRlI 5...G/IAATTC... .3
Haemophilus influenzae Hind 111 5..A/AGCTT.....3'
Providencia stuartii Pst 1 5..CTGCA/G... 3
Streptomyces albus Sal |l 5...GITCGAC.... 3
Xanthomas badrii Xba 5..TICTAG........ 3
Bacillus stearothermophilus | BStE Il 5'..G/IGTNACC..3'
Staphylococcus aureus Sau | 5'.. CC/ITNAGG..3'

Hazirlanan tabloda, enzimlerin kestikleri 6zgiil bolgeler DNA pargasinin

5'-3'

yoniinde isaretlenmistir. PSt | enzimi 6 bazlik kesim bolgesine sahip olup, digerlerine gore

ters yonde (5'—3' yonde olmayan) bazlar1 tantyarak keser.
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Meydana gelen kesim sonucu DNA segmentinin iki ucunda birbirleriyle veya uygun

uclara sahip bagka DNA segmentleriyle birlesebilecek iki yapiskan u¢ meydana gelmektedir.

2)Kiit u¢ olusturanlar: Bazi enzimler ise DNA {iizerinde kesim yaparak kiit uglar

olusturdugu tespit edilmistir. Yukarida olusumu anlatilan bu enzimleri siralamak gerekirse;

Tablo 13. Kiit kesim olusturan enzimler etken maddeleri ve kesim bolgeleri

Etken Enzim Tanmma ve kesme
Acinetobacter calcoaceticus | Accll 5..CC/CG.....3'
Aerobacter luteus Alu | 5...AG/CT....... 3
Haemophilus aegipticus Hae I11 5'...GG/CC......3'
Rhodopseudomonas Rsa | 5..GT/AC...... 3'
sphaeroides

Brevibacterium albidum Bal | 5...TGG/CCA..3'
Deinococcus radiophilus Dral 5..GTT/IAA....3
Haemophilus Hpa | 5...GTT/AAC...3'
parainfluenzae

Proteus vulgaris Pvu 1l 5...CAG/CTG..3'

3)izosizomerler (isoschizomer):

Baz1 enzimler ise DNA {izerindeki ayni bélgeyi

taniyarak burada hem yapiskan u¢ hem de kiit uglar meydana getirebilirler. Bunlar;

Tablo 14. izosizomer olusturan enzimler etken maddeleri ve kesim sekilleri

Enzim Tanima ve kesme Kesim sekli

Bam HI 5'...G/IGATCC ... 3 Yapiskan uglar (5" ucundan kesim)
Bst | 5...G/IGATCC ...3' Yapiskan uglar (5" ucundan kesim)
Pal | 5'...GG/CC ....... 3 kit uclar

Thal 5'...GG/CC ........ 3 kit uclar

Pst | 5..CTGCA/G ... 3 Yapiskan uglar (3'-ucundan kesim)
Xma Il 5...CTGCA/G .. 3 Yapiskan uglar (3'-ucundan kesim)

4)Degisik tanima yapanlar: bazi restriksiyon endoniikleazlar ise birden fazla tanima ve

kesme bolgesine sahiptirler. Bunlar;
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Tablo 15. Degisken tammma bolgesine sahip enzimler ve tanima boélgeleri

Enzim Tanima ve kesme

Hind 11 5...GTC AAC..3'
5...GTC GAC..3'
5...GTT AAC..3'
5...GTT GAC..3'
Hea | 5'... AGG CCA .3
5'... AGG CCT..3'
5...TGG CCA ..3'
5...TGG CCT ..3'

Herhangi bir RE tarafindan kesilerek olusturulan DNA parcalar1 diger bir RE ile
kesilmis kopmlementer bir DNA pargasi ile birlestirilirse, meydana gelen yeni hibrit molekiil,
hibritlesme Oncesi kesimde rol oynayan RE tarafindan taninamaz ve kesilemez.

Buna 6rnek vermek gerekirse; Sal | enziminin kesimi sonucu ortaya ¢ikan yapiskan ug (5'...
G/TCGAC ...3") ve Xho | enzimi ile kesim sonucu olusan u¢ (5'... C/TCGAG ...3"). Bu iki
parcanin hibrit olusturmasi sonucu meydana gelen DNA segmentini Sal | ya da Xho-I
tantyamaz ve kesemez.

Sal | Xho |

5...G/ T/CGAG ... 3

3...CAGTC+/C..5

5...GTCGAG ........ 3

3...CAGCTC ......... 5'

Klinikte kullanimi; tek nokta mutasyon tespitinde kullanilmaktadir (67).

PCR Cesitleri

1) AS-PCR (Allele spesifik PCR): Allel spesifik PCR’1n klasik PCR uygulamasimdan
farki, reaksiyon ortamina konan oligoniikleotid primerlerin farkli dizayn edilmesidir. Bu
reaksiyonda 2 ayr1 primer seti kullanilir. Birinci primer setinde onciil primerin 3’ ucunda
arastirilan SNP’ye komplementer niikleotid bulunur. ikinci sette ise 3’u¢ta mutant allele
komplementer niikleotid bulunmaktadir. Primerler eger kalip DNA dizisi ile eslesiyorsa
primer baglanmasi gerceklesmekte ve PCR c¢alismaktadir. Mutasyonun varligi bu sekilde

tespit edilmektedir. AS- PCR sekil-x’ sematik olarak agiklanmustir (68).
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Sekil 19. AS-PCR islem mekanizmasi (Kaynak 68)

2) ARMS PCR ( Amplification Refractory Mutation System): Allel Spesifik
PCR’nin 6zellesmis bir seklidir. ilgilenilen bdlgeyi c¢ogaltan 2 takim primer bulunur. I¢
kisimda yer alan primerleri 3’ ucu aranilan SNP’ye komplementer olarak dizayn edilir. Dig
kistmda bulunan primerler uzun bir bant olusturur. I¢ kissmdaki primerler ise tasinan allele
gore farkli boylarda bant olusumuna sebep olurlar. Allelik ayrim bu farkli boylardaki

bantlarin varligma gore yapilir (69).
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Sekil 20. ARMS-PCR islem mekanizmasi (Kaynak 69)

3) Yuvalanmis (Nested) PCR: Yuvalanmis (Nested) PCR 06zgiin olmayan iiriinlerin
olusumunu engelleyen bir PCR yontemidir. Bu yontemde klasik PCR’den farkli olarak ardi
ardma iki PCR yapilir. Ilk amplifikasyondan elde edilen iiriin ikinci PCR igin kalip olarak
kullanilir. Kullamilan ikinci primer takimi ilk primerlerden dah i¢ kisimda yer alir ve istenilen
hedef bolge daha 6zgiin bir sekilde elde edilir (70). Bu yontemin kullanilmasindaki temel
amac¢ tiim 6zgiin olmayan bdlgelerden kurtularak hedef DNA bolgelerinin ¢ogaltilmasidir
(71). Bazi mikrobiyal popiilasyonlarin klasik PCR’le amplifikasyonunun olamadigi
durumlarda siklikla tercih edilir (72).

49



Hedef DMNA

1. Primer seti 1. Primer seti

I S

\ + ‘/ 2. Primer seti
= =

Y

2. Primer seti

Hedef DNA icin Spesifik Amplifikasvon

Sekil 21. Nested-PCR islem mekanizmasi (Kaynak 73)

4) Asimetrik PCR: Bu yontemde iki ¢esit primer vardir fakat biri miktar olarak
digerinden daha fazla kullanilir. Buna bagli olarak simetrik PCR sonucunda olusgan DNA
ipliklerinden biri digerine gore daha fazla miktarda ¢ogaltilir. Bu yontem daha fazla ¢ogaltilan

tek iplikli Girliniin dizilenmesi i¢in kullanilir (74).

5) Hot-Start PCR: Hot-Start PCR, baslangic asamasinda 0zgiill olmayan PCR
drlinlerinin olugmasini azaltan bir metodtur. Primer baglanma 1sisindan daha yiiksek 1silarda
amplifikasyon reaksiyonunun baslatilmasini esas alir.

Bu islem igin, diisikk sicaklilarda primerin kalip DNA ile hibridize olmasini ve

polimerizasyonu engelleyen, aktivitesi yiiksek sicakliklarda baglayan Taq polimerazlar

kullanilir (52).

6) Ters (Inverse) PCR: Ters PCR bilinen bir DNA dizisinden faydalanilarak
bilinmeyen bir dizinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan bir tekniktir. Bilinen diziyi igceren DNA
once restriksiyon enzimi ile kesilip dogrusal hale getirilir. Ardindan bilinmeyen DNA dizisini
icerecek sekilde halkasal hale getirilir. Halkasal yapiyr elde ettikten sonra tekrar bir

restriksiyon enzim kesimi uygulanir ve dogrusal bir DNA dizisi elde edilir. DNA molekiilii
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bilinen dizilere uygun olarak tasarlanmis primerler ile ¢ogaltilir. Boylece dizisi bilinmeyen
DNA bolgeleri de ¢ogaltilmig olur (75). Yeni ¢ogaltilan bolgeye DNA dizileme yapilarak
bilinmeyen DNA parc¢asinin niikleotid dizilimi tespit edilebilinir.

Bilinmayen Dizi
\ Bilinen Dizi
w _: S i ‘4 :

Kasim Enzimivle Hafif Kesim

\J
2 s
Dizer Bazi Frazmanlar
Lizasvon
\J

€

+ Digzer Bazi Halkasal Fragmanlar

Bilinen Dizinin Kasim Enzimlariyle Mvamelesi

.I_\ el N N i e M 7 s W7 7 2™

— Digaer Bazt Frazmanlar
Iki Ucs Bilinsn PZR. Yapmaya Uyzun Bolz=

Sekil 22. Ters (Inverse) PCR islem mekanizmasi (Kaynak 76)

7) Insitu PCR: Lam iizerindeki hiicre i¢indeki DNA’nin ¢ogaltilmasi islemidir. Hiicre
membranlar1 yar1 gegirgen hale getirildikten sonra hiicre i¢cine PCR bilesenlerinin girisine izin
verilmis hiicre veya dokulara in situ PCR yapilir.

Viral DNA’nin tek kopyali genlerinin saptanmasinda veya RT-PCR ile birlikte RNA

belirlenmesinde kullanilir (77).
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8) Multiplex PCR: Bu yontemle bir PCR ile birden fazla hedef boélgenin
cogaltilabilmesi miimkiindiir. Multipleks PCR’da birden fazla primer seti bir arada kullanilir.
Bu primer setlerinin bir arada kullamlabilmesi birtakim kurallara baglidir. Ornegin; biitiin
primerlerin baglanma sicakliginin birbirine yakin olmasi, benzer PCR kosullarinda
cogalabiliyor olmasi, agaroz jelde tanimlayabilmek i¢in amplikonlarin farkli boylarda olmasi,
gerekmektedir. Bu PCR, SNP tespitinde, delesyonlarin haritalanmasinda kiigiik delesyonlarin

ve ¢ergeve kaymasi gibi mutasyonlarin saptanmasinda tercih edilen bir tekniktir (70).

saghkh
hirey 1. hasta 2, hasta 3. hasta

Ekson bp
3— -400
3= -300
50—
. -200
47°=
60—
100

M1 2 3 4 5 6 7 8 M

Sekil 23. Duchenne Musculer Distofisi (DMD) icin Distrofin geninde yapilmus bir
Multiplex PCR ornegi. (Soldan) 1.ve 2. kuyucuk saghkh birey, 3.ve 4.
kuyucuklar 1. hasta, 5.ve 6. kuyucuklar 2. hasta, 7.ve 8. kuyucuklar 3. hasta
(1. ve 2. hastada 3. ve 6. eksonda delesyon, 3. Hastada 47. Ve 50. eksonda
delesyon goriilmektedir) (Kaynak 78)

9) immuno PCR: immuno PCR bir antijen saptama yontemidir. Spesifik olarak bir
antijen-antikor kompleksine baglanmis bir isaretleyici DNA pargasinin ¢ogaltilmasi i¢in
kullanilir. Immuno PCR’da hem antijene hem de antikora kolayca baglanabilen primerler
kullanilir. Baglayict molekiil araciligi ile antijen-antikor kompleksine baglanmis olan DNA
uygun primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltilir. Ozgiin PCR iiriiniiniin ¢ogaltilmis olmasi

antijen varhigini ispat eder.
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Immuno PCR, ELISA gibi klasik antijen belirleme ydntemlerinden ¢ok daha yiiksek
duyarlilikta antijen saptanmasini saglar. Klinikte tam1 ve adli tipta genetik tiplendirme

amaciyla kullanilmaktadir (79).
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Antilror Antileons
ELISA Ttrnun PZE.

Sekil 24. immuno PCR islem mekanizmas: (Kaynak 80)

10) Rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA (RAPD) PCR: RAPD niikleotid dizisi
rastgele yapilmis primerler kullanilarak yapilan bir PCR’dir. Niikleotid dizi bilgisine sahip
olmaksizin polimorfizmin belirlenmesini saglar.

Polimorfizmlerin belirlenmesinde genetik isaretgilerin elde edilmesinde ve genetik
haritalama da kullanilir. RAPD yaklasik on niikleotid uzunlugunda ve niikleotid dizilimi
rastgele secilmis tek cesit primer hazirlanarak yapilir. Genellikle primer hazirlanirken GC/AT
oraninin %50 olmasina 6zen gosterilir. Cogaltilacak olan DNA’da primerlerin kendilerine
0zgli olan bolgelere baglanabilmeleri i¢in sicakligin diistiriilmesi de 6nemlidir.

En basit organizasyona sahip canli olan bakterilerden insana kadar hemen hemen
biitlin organizmalarin genomlar1 10 niikleotidlik kisa rastgele primerler icin yeterli diizeyde
birbirine ters konumlu baglanma yerleri tasirlar. Bu sekilde primerlerin birbirlerine birkag bin
baz cifti uzaklikta farkli yerlere, birbirlerine ters konumlu baglanmalariyla iki baglanma
noktalar1 arasindaki bolge ¢ogaltilmis olur. Her bireyin kendine ait bir niikleotid dizimi
oldugundan, bireylerden birinde bir primer baglanma yerinin kayb1 ya da degismesi ¢ogalan
PCR iiriinleri arasinda 6zgiin bant veya bantlarin kaybolmasina yol acar. PCR ile elde edilen

tirtinlerin elektroforez ile analizi sonucu jeldeki bantlardaki benzerlik ya da benzemezlik
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dereceleri belirlenerek polimorfizmler hakkinda fikir sahibi olunabilir. Bu yontem adli tipta
da kullanilarak DNA parmak izi olarakta adlandirilabilir. Ayrica kalitsal hastaliklarla
infeksiyon hastaliklarinin tanisinda, tarimda tohum saflifinin ve secilmis genotiplerin
belirlenmesinde tiir tanisinda, evrim ve arkeoloji gibi cesitli uygulama alanlarinda

kullanilmaktadir (81).

Sekil 25. RAPD-PCR jel goriintiisii (Kaynak 82)

11) Real-Time PCR: Sayimsal RT-PCR (Q-PCR) bilinen PCR teknolojisinin daha
gelistirilmis seklidir. Gelistirilen bu teknolojiyle gen kopya {iriinlerinin diizeyleri sayisal
degerlere doniistirmekte miimkiin hale gelmistir. Bunun disinda devam etmekte olan PCR
islemini ekranda izleyerek reaksiyon devam ederken islem yapilabilmesi, dongii sayisinin
veya sicakligin degistirilebilmesi sistemin daha ¢ok tercih edilir hale gelmesini saglanmustir.
Genel olarak real-time yontemler amplifikasyon ve tayin islemlerinin ayni reaksiyon tiipiinde
yer aldigi ve siklikla aym anda yapilan homojen yontemlerdir. Bu yontem sayesinde
amplifikasyonda el ile yapilmas: gereken islemler tamamen azaltilmis boylece kontaminasyon
riski daha aza indirgenmistir. Bu yontem tipik olarak floresan 1sima degisiminin Slgiilmesi
esasina dayanir. DNA boyalar1 ya da diziye 6zgiil problardan elde edilen floresans degisimi
PCR’nin her dongiisiinde izlenebilir.

Real-time PCR’de kullanilan ilk boya etidyum bromiir olmasina karsin giiniimiizde
SYBR Green | siklikla kullanilmaktadir. Hem etidyum bromiir hem de SYBR Green | cift
zincirli DNA’ya 6zgiil boyalar olup floresans bakimindan aym eksitasyon ve emisyon
spektrumuna sahiplerdir. Etidyum bromiir ¢ift sarmalin arasina girerken, SYBR Green |
kiiciik oluk baglanicisidir. PCR islemi siiresince SYBR Green I, etidyum bromiir gore ¢ift

sarmali tek zincirden daha iyi ayirt edebilir (83).
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PCR sonucu elde edilen iiriinlerin gergek PCR iiriinii olup olmadigi “erime egrisi”
yontemi ile kontrol edilmelidir. Erime 1sis1 (Ty), bir amplifikasyon {riinii olan genin
%>50’sinin denatiire oldugu sicakliktir. Denatiirasyon sicakligi gen dizisindeki GC baz
ciftlerinin yiizde oranina baglh olarak farklilik gosterir. Erime egrisi yontemi ile bu 6zellikten
yararlanarak, PCR sonunda elde edilen amplifikasyon egrilerinin gen {irlinii, primer dimer ya
da ortam kirliligine bagl bir egri olup olmadig: belirlenir (84). Tek bir baza kadar dizilim
degisimleri saptanabilir (85). Real Time PCR genellikle; gen ekspresyonunun kantitasyonu,
DNA hasar1 (mikrosatellit instabilitesi)tespiti, metilasyon tespiti, KIT (Kemik Iligi
Transplantasyonu) sonrasi kimerizmin izlenmesi, KiT sonrast MRD (Minimal Rezidiiel

Hastalik) izlenmesi, genotipleme -melting-curve analizi gibi alanlarda kullanilabilir (86).

=1 Analysis Only Rotor-Gene 6000 Series Software VIRTUAL MODE - JAKZ 2010-01-18 (1)
File Analysis Gain view wWindow Help

2] £ =
f = H @ iew ’L.,?3 4 5| % & = = -
Open Save | Help Settings  Profle  Temp.  Samples Analysis Reports  Arrange
Channels " Cycling A.Green .7 Cycling A.Yellow 07 Cyeling B.Green &7 Cycling B. Vellow
. Sl - Page: Page 1
Bl Raw Channel [Cycling A.Green —,——
[Cycling ) === 1 Ilhasta 1 [ |
2 hasta 2
3 I asta 3 [ |
100 4 I asta 4 [ ]
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60 13 negalifkoniol |
14 ntc
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104 JEH I
Bank On Bank OFff
Named On | AllOn | ANOH
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Sekil 26. A) JAK-2 mutasyonunun Real-Time PCR degerlendirilmesi icin Rotor-Gene
6000 ekran goriintiisii
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Konvansiyonel PCR ile Real Time PCR arasindaki farklar:
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0,13

0,24
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236
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Konvansiyonel PCR “plato fazinda” yani son noktada degerlendirilebilinir, real-time

PCR esnasinda ekponansiyel biiylime fazinda” data gozlemlenebilir.
Floresan sinyalin giicii dogrudan ¢ogaltilan {iriin miktari ile orantilidir.
Konvansiyonel dl¢glimlerden 1000 kat daha az RNA ile ¢alisilabilinir.

PCR sonrasi elektroforez gerektirmez.

Iki kat artmus (kii¢iik degisimleri) degisimi belirleyebilme hassasiyetindedir.

12) RT-PCR (Reverse Transcriptase PCR): RNA hedeflerini ¢ogaltmak igin

gelistirilmis bir yontemdir. Bu yontemde dnce RNA hedef dizileri reverse transkriptazlar

yardimiyla ¢cDNA’ya g¢evrilir ardindan PCR ile amplifiye edilir., RNA konvansiyonel

PCR’deki yiiksek 1silar1 tolere edemez, bu da primer baglanmasinin 6zgiilliigiini

sinirlandirabilir. Thermus thermophilus ve bunun gibi diger organizmalardan elde edilen 1siya

dayanikli DNA Polimerazlar aym zamanda etkin reverse transkripsiyon aktivitesine de

sahiptirler. Bu enzimler sayesinde ayr1 bir RT basamagina ihtiya¢ duyulmayarak zaman alict

ve kontaminasyona agik olan islemlerden kaginilmis olur. Boylelikle RT-PCR tek asamali bir

reaksiyonla da yapilabilir. DNA polimeraz gibi bazi polimerazlar mangan varliginda
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DNA’nin yani sira RNA ipliklerini de kalip olarak kullanabildiginden tiim islem ayni tiip
icinde tek asamada gerceklesebilir.

RT-PCR mRNA miktarlarmin belirlenmesi ile RNA diizeyindeki gen anlatimi
caligmalarinda tercih edilen bir yontemdir. Bu yontemle ¢ok az sayidaki hiicreden ayni1 anda
cok fazla miktarda RNA analizini olas1 kilar. Ozellikle gen ekspresyon ¢alismalarinda ve

mikrobiyolojik tiplendirme ve tespit ¢alismalarin 6nemli rol oynar (87,88).

PCR kullanim alanlari:

e Polimorfizm arastirmalari

e DNA haritalama

e Adli tip (DNA parmak izi analizi, kriminoloji)

e Doku tipinin belirlenmesinde

e Tarimda (Tohum safliginin belirlenmesi)

e Sistematik ve evrim calismalarinda (Dogadaki ¢esitli canli tlirlerinin tanisi, tirler
arasindaki polimorfizmin belirlenmesinde)

e Tibbi tam (Prenatal, postnatal sendromik tanida ve mutasyon nedenli tabanli
hastaliklarin tanisi, mikrobiyolojik tani)

e Cevre kirliligi arastirmalarinda Ozellikle su kirliligine neden olan mikrobiyal

etkenlerin tanisinin konulmasinda (89).

DNA dizileme: DNA dizisindeki niikleotidlerin tam siralamasinin belirlendigi bir
tekniktir. ilk olarak 1940’larda DNA baz kompozisyonu saptama yontemleri bulunmus fakat
DNA’daki niikleotid dizilislerinin kimyasal yontemlerle analizi 1960’larda gelistirilip
kullamlmaya baslanmistir. Ornegin, 1965°te Robert Holley, 75 niikleotidlik bir tRNA
molekiiliiniin dizisini bir yillik bir ¢alisma sonucu saptayabilmistir (21).

1970’lerde daha kesin sonuglar veren ve dogrudan niikleotid dizi analizine yonelik
yontemler gelistirilmeye baslanmistir. Bunlara rekombinant DNA teknikleri adi verilmis ve
bu tekniklerle herhangi bir organizmadan ¢ok miktarda saf DNA fragmanlar elde edilmistir.
Bu analizi yaparken iki temel yontem esas alinmustir (90).

Allan Maxam ve Walter Gilbert’in kimyasal yontemi DNA’nin belirli bazlardan

kirilmasina dayanmaktadir.
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Fred Sanger ve arkadaslarmin gelistirdigi ikinci yontemde ise belirli bir bazda
sonlanan bir DNA zinciri sentezi gerg¢eklestirilmektedir. Bu yonteme dideoksiniikleotit
yontemi de denilmektedir (91).

Her iki teknikte ii¢ temel basamaktan olusmaktadir.

DNA’nin hazirlanmasi

Reaksiyonlar

Yiiksek voltajli jel elekroforezi

Her iki teknikte de analiz sirasinda tek zincirli DNA pargalart elde edilmeye

caligtlmistir. Temel fark ise DNA fragmanlarinin iiretilme bigimidir (21).

Alan Maxam-Walter Gilbert kimyasal degredasyon yontemi:

Bu yontemde bazi kimyasallarla DNA hedef baz dizilerinden kesilerek degisik
uzunluktaki fragmentler elde edilmistir. Bu teknikle yaklasik 500 baz cifti isaretlenip ayirimi
yapilabilmistir. Dizisi saptanacak DNA parcaciginin komplementer zincirleri ayrilip, 5°-
ucundan, poliniikleotid kinaz enzimi kullanilarak radyoaktif *’P ile isaretlenir (92). Bu isaret,
elektroforez sonrast belirli bir DNA pargaci§imn taninmasini saglamaktadir. Ikinci adimda
ise, dort ayri tiipteki DNA 6rnegine, zinciri belirli niikleotidlerden kiran doért ayri kimyasal
reaksiyon uygulanir. Reaksiyon igin kisith bir siire verilerek her tiipte farkli pozisyonlardaki
hedef niikleotidlerden kirilmigs DNA dizileri elde edilir. Sonugta, kir1ldig1 noktaya gore, hepsi
5’- ucundan isaretli ancak boylar1 farkli bir dizi pargacik elde edilir (91,92).

Tablo 16. Maxam Gilbert kimyasal degredasyon yonteminde kullanilan kimyasallar ve

hedef bolgeleri
Ozgiin hedef | Baza 6zgiil kimyasal | Baz ayirmada | Zincir kirmada
i . kullanilan kimyasal kullanilan kimyasal

bolgeleri

G Dimetil siilfat Piperidin Piperidin

A+G Asit Asit Piperidin

C+T Hidrazin Piperidin Piperidin

C Hidrazin+Baz Piperidin Piperidin

A>C Baz Piperidin Piperidin

Piirinlerin kirilmasinda dimetil siilfat kullanilir. Dimetil siilfat ile metillenen DNA
bazik ortamda piperidin ile muamele edilirse DNA guanin bazindan kirilir. Ayni islem bazik

ortamda gerceklestirilirse bu kez DNA adenin bazindan kirtlir.
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Pirimidin bazlarmin kirilmasi hidrazin ile yapilir. Hidrazin DNA’y1 sitozin ve timin
bazlarindan kirar. Bu iki bazida birbirinden ayirmak igin islemi bazik ortamda (NaOH) ile

gerceklestirdigimizde DNA sitozin bazindan kirilir.

Tablo 17. Kimyasal kirilma yontemi ile yapilan reaksiyonlarin elektroforez sonrasi
goriintiisii ve okuma sonucu; 3’-GCAGTACGAT-5’-*P (24)

G G+A T T+C Dizi
| | G
(| C
(S| A
| [ G
. [ | T
] A
(| C
[ [ G
] A
. . T

Bazlar1 birbirinden ayirmak ic¢in uygulanan reaksiyonlar sonrasi elde edilen
parcaciklar elektroforez uygulanarak jel iizerinde yiriitiiliir. Uygulanan elektriksel alanin

etkisi ile en kisa DNA pargaciklari en 6nde olacak sekilde konumlanirlar (24).

Maxam-Gilbert kimyasal degredasyon yonteminin prensipleri:

1. Baz siralar1 saptanmasi istenen DNA, spesifik bir restriksiyon endonukleaz (Orn.
EcoR]) ile kesilerek degisik boylarda ¢ift iplik¢ikli DNA fragmentleri elde edilir.

2. Bu DNA segmentleri, 3" u¢larindan radyoaktif bir madde olan 32p ile isaretlenirler.

3. Radyoaktif fosforla isaretli olan bu ¢ift iplik¢ikler ¢esitli yontemlerle (1s1, NaOH, vs.)
denatiire edilerek tek iplik¢ikli hale getirilirler.

4. Bu denatiire slispansiyon, 4 esit kisma ayrilarak tiiplere taksim edilirler.

5. Tiplerin her birine, ¢cok kontrollii miktar ve siire de spesifik bazlar1 parcalayan bazi
kimyasal maddeler (dimetil sulfat, hidrazin, formik asit, piperidin, vs.) katilarak
etkilemeleri saglanir. Bu maddeler, bir DNA segmentinde sadece bir tiir baza

etkileyecek tarzda ayarlanmiglardir.
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e Birinci tiipteki isaretli ve tek iplik¢ik DNA fragment siispansiyonuna guanini (G)

etkileyen dimetil siilfat (DMS) katilir bu madde bir segmentte bulunan guaninleri

etkileyecek digerleri ise saglam kalacaktir.

e ikinci tiipe hem guanin ve hem de adenini (A) etkileyen kimyasal maddeler katilir ve

reaksiyonunun gergeklesmesi beklenir. Reaksiyonun sonunda DNA segmentlerindeki

hem guanin ve hem de adenin bazlari parcalanir.

e Ugiincii tiipe sadece timine (T) etkileyen madde katilir. Bu baz pargalanur.

e Dordiincii tiipe ise hem timin ve hem de sitozine (C) etkileyen maddeler katilarak

reaksiyona birakilir. Bu tiipte timin ile sitozin bazlar1 pargalanir (93).

Tiiplerde ayr1 ayr1 noktalardan kirillan DNA parcalar1 jel ortamina yiiklendiginde

guanin bazinda bir kirtlma meydana gelmis ise tek basina guanini kiran kimyasalin eklendigi

tiipiin sirasinda ve hem adenini hem guanini kiran kimyasalin oldugu tiipiin sirasinda bant

gozlenecektir.
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Sekil 27. Maxam gilbert degredasyon yonteminin sematik aciklamasi (94)
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Sanger DNA dizi analiz yontemi (1975):

Sanger metodunun esasini spesifik zincir terminatorleri olan 4 tir 2-3
dideoksiniikleotidlerin (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) kullanilmasi olusturmaktadir. Bu
maddelerin  yapilarinda bulunan deoksiribozlarda 2. ve 3. pozisyonlardaki OH
molekiillerindeki oksijenleri yoktur sentez sirasinda bu maddelerin yan yana gelmesiyle

fosfodiester baglar1 olusamayacagindan polimerizasyon durur (95).

§ 7 0 8.1 .1
Ho-$-0-f-0-F-0 Ho-A-0--0-4-0
00 0 0 ”LD BAZ o0 0 0 lo BAZ
| y
'.II \j l.ll. f
OH H
Deoksiniikleotid trifosfat Dideoksiniikleotid trifosfat
O 2
—p [
e I:I)_Cl BAY
g
0=P-0
O OB_-‘LZ
9
e Saa
0 e

Sekil 28. Sanger kimyasal degredasyon yonteminde eksik olan O gruplarina fosfat

molekiillerinin baglanarak isaretlenmesi (96)

Bu yontemde laboratuvar ortaminda:
Kalip DNA

4 tiir ddNTP

4 tiir ANTP

DNA Polimeraz |

Primer gereklidir (91).
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Sanger dideoksi metodunun prensipleri:

Baz siras1 saptanacak olan DNA, 0zgiil restriksiyon endoniikleazlardan biri ile
(6rn.,EcoRI) kesilerek degisik boylarda DNA segmentleri elde edilir.

Bu segmentler 1s1 (veya 0.5 N NaOH) ile denatiire edilerek tek iplik¢ikli hale getirilir.

Denatiire edilen segmentler 4 esit kisma ayrilarak tiiplere taksim edilirler.

Kisa DNA primerleri (5'-uglarindan *°P ile isaretlenmis) test ortamina ilave edilir. Bu
primerler, baz sirasi tayini yapilacak olan DNA segmentlerinin 3'-uglarindaki 4 bazin
komplementeri olduklarindan bunlarla ¢ok ¢abuk birlesirler.

Tiplerin her birine, primerlerin yani sira, yeterli miktarda ve polimerizasyonda
kullanilacak olan 4 tiir (normal) deoksiniikleotid trifosfat, polimeraz | enzimi (klenow
fragmenti) ile her tiipe ayr1 tiir ddNTP konur.

Primer DNA segmentleri, tayini yapilacak DNA segmentinin 3'-ucundaki 4 niikleotide
baglaninca, polimeraz I enzimi, ortamdaki deoksiniikleotidleri (DNA segmentini kalip olarak
kullanarak) primerlerin 3' -OH ucuna yerlestirerek zincirin biiylimesini saglar. Ancak, siraya
ortamdaki spesifik dideoksiniikleotidlerin girmesi halinde sentez durur ve sonlanir.

1. tiipte: Bu tiipe ddGTP konuldugunda: Tiipte polimerizasyon sirasinda, baz sirasi
belirlenecek olan hedef DNA segmentinde sitozinin (C) sirada bulundugu durumda, polimeraz
enzimi bunun karsisina guanini (G) getirerek primerin 3'-OH ucuna ilave etmesi gerekecektir.
Ortamda, normal guanozin trifosfatlar (dGTP) ile birlikte dideoksinukleotid guanozin
trifosfatlar (ddGTP) da bulunmaktadir. Eger, polimeraz enzimi ddGTP'yi, normal dGTP
yerine, siraya koyarsa, sentez bu asamadan sonra daha ileri gidemez ve sonlanr.

2. tipte: Bu tiipe ddATP konuldugunda: Bu durumda, polimerizasyon sirasinda,
enzim, DNA segmentinde timinin (T) sirada oldugu durumda, primerin 3'-OH ucuna adenini
(A) ilave etmesi gerekir. Eger enzim, ddATP'yi primerin ucuna katarsa, buradan itibaren
sentez durur.

3. tiipte: Bu tiipe ddCTP konuldugunda, bu madde sentez sirasinda DN A'daki guaninin
karsisinda siraya girerek sentezi durdurur.

4. tiipte: Bu tiipe de ddTTP konuldugundan, sentez sirasinda DNA'daki adenin
karsisinda bu ddTTP gireceginden sentez sona erecek ve degisik boylarda segmentler

olusacaktir (97).
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Sanger Yontemi ile Baz Sn’alannm Belirlenmesi
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Elekroforez ve Ototrady ograh

Sekil 29. Sanger dideoksi metodu (96)

Bundan sonra, 4 tiip ayr1 ayr1 poliakrilamid jel elektroforeze tabi tutularak segmentler
boylarina gore, ayrima tabi tutulurlar. Sonra bunlar otoradyografi ile belirgin siyah bantlar
haline getirilir ve aynen Maxam-Gilbert yonteminde oldugu gibi karsilastirilarak baz siralari
saptanmaya c¢alisilir.

Ancak giiniimiizde her iki metot da ilk halleri ile kullanilmamaktadir. Onlarin yerini
otomatize ve bilgisayar kontrollii, 6zellesmis elektroforez ortamlar1 kullanan sistemler
almistir. Sanger metodunun prensiplerinin kullanildigi, radyoaktif isaretleyiciler yerine
floresan boyalar kullanilan ve elektroforetik ortamin ¢ok ince kapiller tiipler icine sigdirildigt

otomatik sistemler en yaygin olan DNA dizileme sistemleridir.
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Otomatik DNA dizi analizi: Otomatik dizi analizinin elle yapilan dizilemeden ana
temel farki hedef DNA dizisini isaretlemek i¢in radyoaktif madde kullanilmiyor olusudur.
Bunun yerine floresan boyalar ile isaretleme yapilir. Ikinci énemli fark ise agoroz jel ya da
poliakrilamid jel yardimiyla yapilan otoradyogram analizinin yerini artik lazerli bir optik
okuma sistemi alarak bilgilerin bilgisayara direkt aktarimi saglanmistir.

Otomatik dizilemeye baslanilan ilk yillarda her primer floresan boya ile
isaretlenmesine ragmen arttk bunun yerine floresan boyali dideoksinukleotidler
kullanilmaktadir. PCR ile ¢ogaltilan hedef DNA bdlgesi temizlendikten sonra floresan isaretli
dideoksi nukleotidlerin kullanildig1 ve I. PCR iiriiniiniin kalip oldugu II. bir PCR reaksiyonu
yapilir. Bu floresan isaretli reaksiyon triinleri piirifikasyon isleminin ardindan otomatik dizi
cihazina yiiklenir Cihaz 6rnekleri kapiller i¢ine alip otomatik olarak yiiriitiir ve lazer okuyucu
tarafindan okunan floresans 1s1ma ham veri olarak bilgisayara aktarilir (98). ikinci PCR’de
kullanilan her dideoksiniikleotid, tiiriine gore farkli renklerde floresan boyalarla
isaretlenmistir. Bu farkli renklerde boyanmis niikleotidlerden elde edilen floresan i1simalar
kromatogram denilen gorsel bir veri olarak bilgisayarda degerlendirilebilir.

Ornek olarak; ABI Prism Big DyeTM terminatdr reaksiyon kitinde ddNTP’ lerin

isaretlendikleri floresan boya isimleri ile bunlara karsilik gelen renkler soyledir.

Tablo 18. ABI Prism Big DyeTM sisteminde kullanilan floresan boyalar (99)

ddNTP Florasan Boya Renk
A dR6G Yesil
T dROX Kirmizi
C drR110 Mavi
G DTAMRA Siyah
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» Doldurma Enjektérii

» Depo Enjektor

> Kapiller

» Lazer Okuyucu

Omek Yiikleme Plag

» Anot Rezervuar

Katot Rezervuar

Sekil 30. DNA dizileme cihaz1 genel yapisi

Otomatik DNA dizi analiz cihazlar1 basit olarak, sabit bilgisayarda yiiklii programlar
ile bu programlarin yonettigi elektroforez sistemini igerir. Elektroforetik iinitelerde bulunan
lazer 151k kaynagi ile monokromatik bir 151k olusturulur. S6z konusu DNA’nin bulundugu
jelmatriks bu monokromatik 1s1k ile taranir. Elektroforez siiresince DNA’ ya baglanan
floresan boya 1s1k ile taranan bdlgeye geldiginde uyarilir. Uyarilan boya kendi icin
karakteristik olan dalga boyunda 15181 geri yansitir. Yansiyan bu 151tk demeti bir detektor
tarafindan kaydedilir. Kaydedilen veriler bilgisayar programlar1 ile degerlendirilerek sonuglar
grafiksel ya da matematiksel olarak bilgisayar ekranina aktarilir. DNA dizi analizi
cihazlarinda 6 bazdan 1000 baza kadar giivenli okuma yapilabilmektedir (24).

Dizi analizi yapilarak elde edilen ham veriler Proseq ve BioEdit gibi programlarla ayrica
degerlendirilmek zorundadir.

Proseq programinda iki ayr1 tiipte cogaltilan bir dizinin ham gorsel verilerinin
degerlendirilerek referans dizi ile kiyaslanacak hale getirilmesini saglar. Bu programda ham
veriler asagida sekilde goriildiigii gibi kromatogram goriintiisii izerinden takip edilerek seklin
ist kisminda yer alan penceredeki niikleotid dizileri kontrol edilir. Gorsel farkliliklar tespit
edilip diizeltmeler yapilir ve ardil primer ile elde edilen dizi program yardimiyla “reverse
complementer” dizi sekline cevrilip iki dizinin ortak dizisi olusturulur. Bu ortak dizi artik

bioedit programinda referans dizi ile karsilastirilmaya hazirdir.
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Sekil 31. Proseq programinin ekran goriintiisii

Bioedit programinda porseq programi ile olusturulan ortak dizi referans dizi ile

karsilastirilarak farklara saptanir.
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Sekil 32. BioEdit ekran goriintiisii

Dizileme sonrasi yasanacak olast problemler ve ¢oziimleri:
Dizileme sonrasinda siklikla yasanan ve saglikli degerlendirme yapmamizi engelleyen

problemler, nedenleri ve ¢éziimleri tablo 19°da verilmistir (100).
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Tablo 19. Dizileme sonrasi yasanan sorunlar, nedenleri ve ¢oziimleri

Sorunlar

Nedenler

Coziimleri

Dizilerin ge¢ okunmaya

baglanmasi

Protein veya tuz kalintilari ile

kontamine, kirli DNA

Birkag basamak geri doniip islem

tekrari

Dizide keskin piklerin

olusmasi

Elektroforez esnasinda
kapillerden gegen ¢ok kiigiik
bir gaz olusumunun laser
1stmasini CCD kameraya direkt

yansitmasi

Kapillerdeki hava kabarciklarinin iyi
temizlenmesi, tampon ¢ozeltilerinin

uygun seviyede olmasi

Sinyalin kirli veya ¢ok

I. PCR isleminin kismen

Deneyin optimizasyonu ve tekrari

zay1f gériinmesi basarisiz olmasi, ¢ok fazla veya
yetersiz DNA kullanimi
Sinyal kirliligi Sefadeks uygulamasindan Sefadeksin daha temiz hazirlanmasi ve
gegcerken DNA Orneginin tekrari, filtre temizligi ve
Kirlenmesi sterilizasyonun tekrari
Kromotogramda birden Yabanc1t DNA PCR iiriiniiniin agaroz jelde

fazla DNA analizi

goriintiisiiniin olmast

kontaminasyonu

yiiriitiilerek yabanct DNA

kontaminasyonunun tespiti

Cok yiiksek piklerin

olusmasi

[lk PCR’de 96°C
dentiirasyonun 20 siklustan az
yapilmasi, DNA’nin az ya da

fazla konulmasi

[k PCR sartlar1 ve cihaza yiiklenen
DNA miktar1 kontrol edilir.

Bir veya daha fazla pikte

genislemeler goriilmesi.

I. PCR sonrasi etanolle
yapilan temizleme isleminde
yanlis konsantrasyonda etanol
kullanilmasi, 6rnek sefadekse
yiiklenirken pipet ucunun
sefadekse degmesi ve sefadeks

kolonun ¢atlamasi

Sefadeks tekrari

Hedef dizinin
istenilenden kisa

okunmasi

DNA, primer miktarinin az
olmasi veya kirli DNA

kullanimi

DNA miktarinin ve primer
konsantrasyonunun kontrolu, PCR

tirliniiniin safliginin kontrolu
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Sekil 33. Kotii kromatogram ornekleri (100).

A) Dizide kirlilik veya zayif pikler

B) Dizide keskin pikler

C) Dizide olusan genis pikler

D) Dizinin ge¢ okunmaya baslamasi

E) Birden fazla kontamine DNA ornegi

Klinik tanida kullanimi: DNA dizilemenin amaci hedef DNA dizisindeki bazlarin yan

yana dogru siralanmis sekline ulagmaktir. Yapilan ¢alisma sonunda bazlar incelenerek olmasi

gerektiginin aksi bir sekilde siralanmiglarsa bu tespit edilebilir.
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Bu yontem ile daha c¢ok tek nokta mutasyonlari, tek bazlik ya da birka¢ bazlik
delesyon, inversiyon ve insersiyonlar tespit edilebilmektedir. Daha biiyiik captaki

mutasyonlarin saptanabilmesi i¢in ¢ok uygun bir yontem degildir.

Tablo 20. Molekiiler Genetik Laboratuvarr’nda sikhkla kullamlan c¢ozeltiler ve

hazirlanisi

TBE : TRIS, Borik Asit, EDTA 54 gr TRIS + 27.5 gr Borik asit + 3.72 gr
EDTA steril distile su ile 1 litreye

tamamlanair.

MgCl,: 50 mM’lik bir ¢ozelti hazirlamak igin 1.165
gr’lik MgCl,.6H,0 100 ml steril distile su

i¢inde ¢Ozdiiriiliir

Proteinaz K cozeltisi (400 pg/ml) 4 mg proteinaz K, 10 ml TE tamponu i¢inde
¢Ozdiiriilerek hazirlanir.

TE tampon ¢6zelti: 10 mM Tris 1 mM EDTA
pH:8

Etidyum Bromiir (5 mg/ml) 50 mg etidyum bromiir 10 ml’lik distile su
icinde manyetik karistirici iizerinde birkag
saat karistirilarak ¢oziinmesiyle hazirlanir.
Hazirlanan bu ¢ozeltiden her 100 ml’lik

agaroz ¢Ozeltisi i¢in 10 pl kullanilabilir.

Dietilpirokarbonat (DEPC H,0) 1000 ml deiyonize su igerisine 1 ml DEPC
konulup karistirilir. Birkac saat oda 1susnda
bekletildikten sonra 60°C’de 2 saat

otoklavlanir. +4°C’de 1 yil saklanabilir.
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SITOGENETIK LABORATUVAR TEKNIKLERI

Sitogenetik, fenotipik 0Ozelliklerin kromozomlarla olan iliskisini incelemeyi konu
edinen bilim dalidir. Sitoloji ve genetik bilimlerinin birlesmesiyle ortaya ¢ikmistir. Genetik
materyalin hiicresel diizeyde incelenmesini esas alir. Amact DNA’da meydana gelen yapisal,
sayisal degisiklikleri ve koken farkliliklarimi saptayarak elde edilen sonug ile fenotip ve
genotip arasindaki iliskiyi degerlendirmektir (101,102).

Konvansiyonel sitogenetik analizler insan kromozomlar1 {izerinde c¢alisilarak
yapilmaktadir. Insan kromozomlari ilk kez 1857 yilinda Virchow tarafinda goriilmiis fakat
kromozom sozciigli 1888 yilinda Waldeyer tarafindan kullanilmistir. Tjio ve Levan 1956°da
insan fetal akciger fibroblastlar1 ile yaptiklar1 kiiltiirlerde kolsisin kullanarak insan
kromozomlarinin sayismin 46 oldugunu bulmuslardir (103,104,105).

Kromozomlar boliinme halindeki bir hiicreye ait olan kromonema ipliklerinin kisalip
kalinlagsmas1 ve spiralleserek etraflarinda bir matrix olusturmasiyla meydana gelen genetik
materyali tasiyan yapilardir. Béliinme halindeki her kromozomda 2’ser ¢ift kromatid bulunur.
Bu kromatid ¢iftleri sentromerde birbirleri ile birlesirler. Kromozomlar 151k mikroskobu
kullanilarak hiicre boliinmesinin metafaz evresinde ¢ok rahat incelenebilirler.

Bir kromozom genel hatlariyla su bolgelere ayrilir:

Sentromer (Primer bogum): Heterokromatin yapida 6zel DNA dizisi igeren kisimdir.
Kromozomlar sentromer bdlgesinde boyuna boliiniip ayrilirlar. Sentromerlerin tizerinde uglar
kutuplara doniik olan 6zellesmis protein komplexlerine kinetokor denir. Béliinme esnasinda
kromatitler bu noktalardan kutuplara cekilirler.

Satellit: Belirli baz1 kromozomlarin kisa kollarina ince bir sapla baglanan kromatin
materyalidir.

Sekonder Darlik: Sentromerden farkli olarak olusan kiigiik bir darliktir. Ozellikle 1, 3,
6,9, 11 ve 16. kromozomlarda goriiliirler (106).
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Sekil 34. Kromozom genel yapis1 (107)

Kromozomlar sentromerlerinin lokalizasyonu dikkate alinarak siniflandirilir. Buna
gore tiim kromozomlar kendi i¢lerinde morfolojik olarak 3 gruba ayrilir:

Metasentrik: Sentromeri ortada olan ve iki kolu birbirine esit olan kromozomlardir.

Submetasentrik: Sentromeri merkezden uzak ve iki kolunun uzunlugu da birbirine esit
olmayan kromozomlardir.

Akrosentrik:  Sentromer bodlgesi kromozomun bir ucuna daha yakin olan
kromozomlardir.

Telosentrik: Sentromer kromozomun bir ucuna ¢ok daha fazla yakin ve ikinci kolun
gortinmedigi kromozomlardir (106).

Sitogenetik incelemelere baslamadan once alinan materyal bir takim islemlere tabi
tutulur. Bu islemleri siralamak gerekirse, oncelikle alinan kan ornekleri kiiltiir ortamina
alarak hiicrelerin bdliinmeye devam etmesi ve metafaz evresinde durmasi saglanir.
Hiicrelerin metafaz evresine gelmesi icin uygun zaman beklendikten sonra materyal kiiltiir
ortamindan ¢ikarilarak boyanip incelenmeye hazir hale getirilir. Cesitli boyalarla boyanan

kromozomlar artik mikroskopta incelenebilirler.
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Hiicre Kiiltiir Yontemleri

Hiicre kiiltir calismalarinda o6karyotik organizmalara ait farkli hiicre tipleri
kullanilabilir. Insan hiicrelerinden pek ¢ogu da kiiltiir calismalarinda kullanilmaktadir. Kiiltiir
ortamina alinan hiicreler direkt olarak bireylerden temin edilebildigi gibi 6zellikle kanser
hiicre tipleri i¢in daha dnceden bir bireyden alinip hiicre serisi haline getirilmis ticari olarak
elde edilen hiicreler de kiiltiir i¢in kullanilabilir.

Incelenecek duruma goére farkli hiicre tiplerinin kiiltiirleri yapilabilir. Hiicre se¢imi
yapilirken hiicrenin dongii siiresi, incelenecek klinik durumla ilgisi, hastadan elde
edilebilirligi gibi bazi noktalara dikkat etmek gerekir.

Burada rutin ¢alismalarda en ¢ok tercih edilen hiicre tiplerinden biri olan periferik kan
lenfositleri baz alinarak kiiltiir asamalarindan bahsedilecektir. Ciinkii lenfositler hastadan elde
edilmesi kolay, dongili siiresi nispeten kisa, c¢ogaltilmasi kolay ve viicudumuzda bulunan

kromozomal aberasyonlari en kolay ortaya koyabilecegimiz genetik materyaldir.

a) Lenfositlerden kromozom eldesi: Sitogenetik ¢alismada kullanilacak olan kan
ornegi (lenfositler i¢in) ya da kemik iligi (kan kok hiicreleri i¢in) hasta kisiden heparinle
yikanmis enjektorle ya da direk heparinli tiiplerin igine alinmalidir (104,108).

Kendiliginden boéliinme hiz1 yiiksek olan hiicrelerle direk olarak sitogenetik c¢alisma
yapilabilirken bolinme hiz1 diisiik olan hiicreler once Kkiiltiir ortamina almarak yapay
uyaricilarla mitoz boliinmeye tesvik edilir. Sonra ¢ogaltilir ve ardindan sitogenetik ¢alismada
kullanilabilir.

Higbir uyaran gerekmeksizin kendiliginden boliinen hiicreler: kemik iligi, lenf
nodiilleri, solid tiimorler, fetus ya da yenidogan kam gibi dokularin hiicreleridir. Bunlarin
disinda kan lenfositleri, amniyon sivisi, koryonik villus, deri ve fibroblast iceren dokularin ise
kendiliginden boliinme hizi ¢ok diisiik oldugundan bir uyarici faktére ihtiya¢ duyarlar
(109,110).

b) Hiicre Kkiiltiirii: Kendiliginden boliinme hiz1 diisiik olan hiicreler kiiltiir ortamina
almarak c¢ogaltilirlar. Calisilacak materyale ve yapilacak arastirmanin tipine gore uzun ya da
kisa kiltlirler hazirlanir. Kisa siireli kiiltiirler 24-48-72 ve bazen de 96 saat siirerken uzun
siireli kiiltiirlerin islemleri 1-3 hafta arasi degisebilir (102).

Kiiltiirlerde dikkat edilmesi gereken en 6nemli seylerin basinda pH ve kiiltiiriin i¢inde

bulundugu ortamin sicakligi gelmektedir. pH viicut sivilarinin degerine yakin olmalidir. 7-7.4
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kiiltiir ortamu igin en uygun araliktir. Kiiltiir icin uygun olan 1s1 37°C’dir fakat bu 1s1 36-39°C
arasinda degismektedir. Isinin ¢ok fazla yiikselmesi hiicrelerin 6liimiine neden olurken asir1
diismesi de hazirlanan preparatlarin kalitesinin diismesine neden olmaktadir (111). Kiiltiirleri

inkiibasyon i¢in biraktigimiz etiivlerin CO2’li olmasina 6zen gdsterilmelidir.

¢) Kiiltiir icin gerekli materyaller: Yapilan ¢alismalarda hiicrelerin ¢ogalmasi igin
olusturulan kiiltiirde mutlaka olmasi gereken malzemeler; besiyeri, serum, antibiyotik, L-
Glutamin ve mitoz uyaranidir (108).

Besiyeri i¢in; Oncelikli olarak besiyerleri dengelenmis tuz sollisyonu ile
hazirlanmaktadir. igerisinde glikoz, aminoasitler ve mineraller gibi hiicre metabolizmasi igin
gerekli materyaller bulunur. Besiyerlerine 6rnek vermek gerekirse: RPMI 1640, TC Medium
199, Minimal Esential Medium (MEM), McCoy’s 5A, Nutrient Ham’s F-10, vb.

Serum i¢in; dana serumu (FBS) ya da sigir fetusu serumu (FCS) kullanilir.
Serumlarda, hiicre biiytime faktorleri, adezyon faktorleri, hormonlar ve vitaminler bulunur.

Antibiyotikler i¢in; en c¢ok tercih edilen penisilin ve streptomisindir. Bunlar bakteri
enfeksiyonlaria engel olmak amagli kullanilirlar. Ayrica mantar enfeksiyonlarim engellemek
icin de amfoterisin ve nistatin kullanilabilir.

L-Glutamin ; esansiyel amino asittir. Kiiltiir ortamina mutlaka eklenmesi gerekir.

Mitoz uyarani olarak; en sik kullanilan fitohemagliitinindir (PHA). Periferik kanda
lenfositleri uyararak onlar1 béliinmeye tesvik eder (102,108). Bunun disinda kullanilan
mitojenler ise, Ebstein Barr Viriis (EBV), Pokeweed Mitojen (PWM), Phorbol Ester
(TPA)’dir.

Rutin ¢aligmalarda kullanilan baz1 sarf malzemeler ve cihazlar:

Kiltiir kaplari, falkon tiipler, pastor pipet, mikropipet, su banyolari, etiiv, hot-plate,

vorteks, santrifiij, lam, lamel, yapistirici, steril eldiven.

Kiltlir ekimi: Hiicre kiiltiir ekim islemleri tamamen steril sartlarda miimkiinse kapali
kabinde yapilmalidir. Bu sekilde disaridan meydana gelebilecek kontaminasyona karsi dnlem
alinmis olunur. Ortamda bulunan yiizeyler uygun sekilde fiziksel olarak (%70’lik alkol, %8
formaldehit, %6 -10 stabilize hidrojen peroksit, %5 fenol, %5 krezol, %3 lizol)
temizlendikten sonra ayrica UV 1sikla (210-300 nm dalga boyunda) sterilizasyon yapilmalidir
(112).
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Tiim kiiltiir malzemesi ve kan 6rneginin steril kabine alinmadan 6nce %70’lik alkolle
dis ylizeylerinin fiziksel olarak temizlenmis olmasi gerekir. Ekimi yapacak kisi steril eldiven
giyerek steril olan kiiltiir kabina her bir 6rnek igin asagida verilen miktarlarda malzemeyi
koyarak kiiltiir medyumunu hazirlayabilir. Gerekli durumlarda kiiltiir malzemesi filtre
edilerek kiiltiir ortamina konulmalidir. 9.5 ml’lik kiiltiir mediumuna 0.5 ml’lik kan ya da
kemik iligi eklenerek ekim tamamlanir. Kiiltiir kaplar1 istenilen siire beklemek {izere
(24,48,72 saat, vs) CO’li etiive kaldirilir.

Periferik lenfositler igin kiiltiir mediumu:

%87 RPMI 1640

%10 Fetal Bovine Serum,

%1 penicillin streptomycine,

%1 L-glutamin,

%1 Hepes Buffer igeren (113).

Kiiltliriin sonlandirilmasi: Kiiltiir gerekmeyen hiicrelere ¢alismaya baslamadan iki saat
once ve kiiltiire alinmis olan hiicrelere de sonlanmaya 4 saat kala kolsisin eklenerek mitoz
durdurulur. Bekleme siiresi tamamlandiktan sonra kiiltiir kaplarinin i¢indeki materyal tiiplerin
icine aktarilarak santrifiijlenir ve santrifiijlemenin ardindan siv1 faz uzaklastirilir. Altta kalan
¢okeltinin lizerine vorteksleyerek hipotonik ¢ozelti (0.075 M KCI) eklenir ve 20 dakika kadar
bekletilir. Hipotonik ¢dzelti hiicrelerin siserek patlamasini ve hiicre i¢indeki kromozomlarin
serbestlesmesini saglar. Ardindan tekrar santriflij islemi yapilir ve sivi faz uzaklastirilir. Daha
sonra Onceden hazirlanan (3 kistm etanol: 1 kisim asetik asit) fiksatif ile yikanir. Yikama
sirasinda her defasinda yaklasik 10 cc fiksatife ihtiyag vardir. Asetik asidin bu orandan fazla
olmasi erken hiicre zar yirtilmalarina ve paralelinde kromozom kayiplarina yol agar. En son
olarak elde edilen hiicre faz1 daha onceden fiziksel ve kimyasal olarak temizlenmis lamlara

yayilarak boya i¢in hazir hale getirilir (108,111).
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Sekil 35. Kiiltiirde kullanilan malzeme ve cihazlar

A)Kiiltiir malzemesi (falkon tiip, flask, RPMI, L-Glutamin, penisilin
streptomisin, fetal calf serum)

B)Laminar air-flow ekim yapilir

C)CO2’li etiivde inkiibasyona birakilir

D)invert-Faz-kontrast mikroskobunda hiicrelerin kontrolii

Kiiltiirii yapilan hiicreleri incelemek i¢in kullanilan teknikleri 2 ana baglik altinda
inceleyebiliriz:
¢ Konvansiyonel sitogenetik teknikler

e Molekiiler sitogenetik teknikler
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Konvansiyonel Sitogenetik Teknikler

En sik kullamlan boyama yontemleri: Kromozomlar iizerinde arastirmak istedigimiz
bolgeye farkl tekniklerle boyama yapabiliriz. Cesitli boyalar kullanilarak yapilan tekniklerin
basinda bantlama islemleri gelir. Bu bantlama teknikleri kullanilan boyanin ya da boyanan
bolgenin ismiyle adlandirilirlar. Klasik bantlama teknikleri oldukc¢a basit ve fiyat olarak
uygun oldugundan ilk basamakta bunlar tercih edilmektedir. Bantlama; kromozomlarin,
acikli-koyulu boyanarak, birbirleri ile baglantili segmentler seklinde goriiniip tanimlandig1 bir

tekniktir (114).

1) Giemsa bantlama yontemi (G bantlama): Giemsa kullanilarak yapilan boyama
yontemidir. Bu boyama ydnteminin temelinde kromozomlarin yapisinda yer alan proteinlerin
tripsinizasyon yoOntemi ile uzaklastirilmasi yatar. Proteinleri uzaklastirilmis kromozomlar
giemsa ile boyandiklar1 zaman enine agik ve koyu renkte bantlar elde edilir. AT’ ce zengin ve
bolgeler koyu boyanirken GC’ce zengin boyalar acik renk bantlar1 meydan getirir. AT ce
zengin bolgelerde transkripsiyon diisiik diizeydedir. GC’ce zengin bélgeler ise korunmus
genleri icerir. Koyu renk bolgelerde paketlemenin daha siki olmasi nedeniyle, bu bdlgede yer
alan DNA’ya baghi proteinlerin tripsinizasyonla kaybolmadigr  diisiiniilmektedir
(111,115,116,117,118,119,120). G bantlama ile 300-700 arasinda bant degerlendirilebilir.
Kromozomlarin idiogramlart ilk kez Paris kongresinde belirlenmis ve en son sekli 2005
International System for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN)’de yaymlanmistir. Bu
yontemle genom taranarak 10 Mb (1Mb:1.000.000 baz ¢ifti) biiyiikligiinde degisiklikler
saptanabilir (121).

G bantlama da en iyi sonucu elde etmek igin 3-5 giin oda 1sisinda yaslandirilan
preparatlar tercih edilmelidir. Bu uzun siireli yaslandirma islemi yerine bir gece boyunca 56-
60°C aras1 sicaklikta bekletilerek yaslandirma da yapilabilir. Her ikisi de daha net bantlar elde
etmemiz igin tercih edilen uygulamalardir (111,114,122,123).
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Sekil 36. idiogram (Kaynak 124)

Tripsin —Giemsa Bantlama:

Gerekli Materyal:

PBS (pH:7): 0.92 gr Na;HPO,4, 8 gr NaCl, 0.2 gr KCI ve 0.2 gr KH;PO, biitiin
maddeler 1 litre su i¢inde karistirilarak hazirlanir.

%0.005 tripsin ¢ozeltisi: 35 mg tripsin 1/250 (difco) 70 ml PBS

Not: Cozelti yaklasik 1 giin stabil edilir.

Fosfat tampon ¢ozeltisi (pH:6.8) : 0.025 M KH,PO, (3.4¢g/1 litre) pH:6.8 olan %50’lik
NaOH ile titre edilmesiyle meydana gelir.

Giemsa boya: 2.5 ml giemsa boyaya 45 ml fosfat tampon soliisyonu (pH:6.8) ilave

edilir.

Protokol:

Oda sicakhiginda 1-3 giin inkiibe edilen slaytlar 20-40 saniye (Oda sicakliginda)
tripsin ¢ozeltili jar i¢inde bekletilir.

Slaytlar soguk PBS ¢ozeltisi ile tamamen durulanir.

Slaytlar 8 dakika giemsa boyada bekletilir.

. Ardindan 2 kez distile su ile durulanir.
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5. Havada kurumasi saglanir.
6. Uzerine 2-3 damla entellan damlatilir.
7. Uzerine lamel kapatilir.

Not: Slaytlar uzun siire muhafaza edilebilir. Sonug olarak bu bantlama teknigi olduk¢a
onemli bilgiler almamiz1 saglayabilir. Eger kromozomlar bulanik goriiniiyorsa, slaytlarin
yaslandirma isleminde bir sorun vardir. Fazla tripsinlendiginde kromozomlar {izerindeki
bantlarin goriintiisii fazla genis ve solgun olabilirken tripsin az geldiginde bantlar koyu fakat
ince goriilmektedir. Eger bantlar solgun ve mavi ise tampon sollisyonunun pH’sin1 kontrol
etmek gerekir. Kromozomlar genellikle ¢ok koyu goriilebilir boyle durumlarda distile su ile

hafifge durulamak sorunu ¢ézmeye yardimci olabilmektedir (125).
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Sekil 37. G bantlama (Kaynak 126)
Klinikte kullanimi: Bu teknikten faydalanarak kromozomlarda meydana gelen sayisal

ve yapisal aberasyonlar tespit edilebilir. Oploidi, andploidi, delesyon, duplikasyon,

translakosyonlar idiogram grafikleri ile karsilastirilarak anomaliler saptanabilir.
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2) Floresans bantlama (Kinakrin bantlama) yéntemi (Q bantlama): ik kullanilan
bantlama sekillerinden biri kinakrin (Q band) bantlamadir. Sitolojide kullanilan baz1 boyalar
floresans i1sima yapar bunlara “fluorochrome” denir (111). Quinacrine mustard ve Quinacrine
dihyrocloride gibi floresan boyalar kullanilarak yapilan bantlama seklidir. Bunun disinda
siklikla kullanilan floresan boyalar Floresan isothiocyanat (FITC), Tetramethyl rhodamine
isothiocyanate (TRITC) ve 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)’dir (127). Parlak ve soluk
renkli bantlar elde edilir. Parlak renkler AT ce zengin bolgeleri isaret ederken soluk renkler
GC’ce zengin bolgelere karsilik gelir. 1., 9., ve 16. kromozomlarin sentromer bélgelerinde,
akrosentrik kromozomlarin satellit bolgelerinde ve Y kromozomunda farkliliklar
gostermektedir (128). Dezavantaji floresan sinyalin uzun siireli dayaniklilik gostermemesidir.
Buna ¢6zlim olarak calisilan materyale ait veriler hizli bir sekilde tespit edilip fotograflanarak

bilgisayar ortaminda muhafaza edilebilir (119,123).

Kinakrin bantlama:
Gerekli Materyal:

e Kinakrin dihidroklorid ¢ozeltisi: 0.5 gr kinakrin dihidroklorid 100 ml su i¢ine ilave
edilir. Cozelti bir kap i¢inde folyoya sarilarak buzdolabinda muhafaza edilebilir.

e Macllvaines tampon (pH:5.6): 0.1 M anhidrositrik asit (Cozelti A: 19.2 gr/llitre) ve
0.4 M NayHPO4 (Cozelti B: 56.8 gr/llitre) karistirtlir. Tampon ¢ozeltisine 92 ml

soliisyon A ve 50 ml soliisyon B ile pH:5.6 civarinda ayarlanir.

Protokol:
Slaytlar kinakrin boyanin i¢inde 10 dakika bekletilir.
Kisaca musluk suyuna tutularak fazla boyalar ¢ikartilir.

Hazirlanan tampon ¢6zeltisi iginde 1-2 dakika bekletilir.

P W npoE

Slaytlarin iizerine birka¢ damla tampon soliisyonu damlatilip lamel ile kapatilir (Fazla

gelen ¢ozelti bir kagit yardimiyla lamelin kosesinde kagidin fazla ¢ozeltiyi emmesi

saglanarak uzaklastirilir).

5. Eger istenirse slaytlarin kenarlar1 su gecirmeyen bir lastikle kapatilip hava almasi
engellenir (Istya dayanikli bir yapiskanda kullanilabilir).

6. Mutlaka floresan mikroskop ile kromozomlar aranmali ve uygun filtreler takilmalidir.

7. Tekrar calismalar icin sinyal kaybi yasanacaginda elde edilen goriintiiler hizla

fotograflanip kaydedilmelidir.
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Not: Kromozomlar diisiik floresan verdiginde mikroskobun 15181 biraz diistiriilmelidir.
Yapilan boyama islemi calisilan floresan mikroskop i¢in uygun olup olmadigi kontrol
edilmelidir. Ayrica lamelin altina damlatilan tampon ¢ozelti fazla geldigi durumlarda floresan
151k hizla genisleyebilir. Yiiksek oranda bir siliklik varsa bunun nedenin yanlis mercek ve yag
(Immersion oil) se¢imi olabilir.

Eger slaytlarin ¢evresi bir yapiskan ile ¢evrelendiyse bunu cikarma islemi distile su
icinde birkac dakika bekletilerek yapilabilir boylece slaytlarin zarar gérmesi engellenmis olur
(125).

Sekil 38. Kinakrin bantlama (Kaynak 129)

Klinikte kullanimi: Incelemeler floresan mikroskop altinda yapilmak zorunda
oldugundan tespit edilen veriler fotograflanarak bilgisayar ortamina aktarilarak saklanmalidir.
G bantlamada oldugu gibi sayisal ve yapisal anomalilerin tespitinde yardimci olabilen

alternatif bir tekniktir.

3) Reverse bantlama yontemi (R bantlama): G bantlamadaki koyu renkli bantlarin
acik, ac¢ik renkli bantlarin koyu boyandigi bir tekniktir. Bu bantlamaya G banlamanin tersi
anlamina gelen “reverse” R bantlama denilmistir. Yiiksek 1s1 ve kontrollii pH ile muamele

edilen preparatlar giemsa ile boyanir. G ve Q bantlama da soluk olarak boyanan telomerik

80



bolgelerin daha koyu boyanmalarina imkan vermektedir. Kromozomlarin u¢ kisimlarin

bulunan anomalilerin tespitinde siklikla tercih edilir (111,115,123).

o~ N

R bantlama chromomysin Az ile:

Gerekli Materyal:

0.14 M fosfat tampon ¢ozeltisi (pH:6.8) (500 uM MgCl; igeren):

Cozelti A: 19.3 gr NaH,PO4H20 (sodyum dihidrojen fosfat) 1 litre distile su i¢inde
karistirilir.

Cozelti B: 19.9 gr NapHPO4 1 litre su iginde karistirilir.

Cozelti B’nin pH’1 6.8 olana kadar ¢dzelti A ile titrasyon yapilir. pH 6.8 olan tampon
¢ozeltisinin her 100 ml’si i¢in 10 mg MgCl,.H,0 eklenir.

Fosfat tampon ¢ozelti (pH:6.8) (100 uM kromomisin Az iceren):

1 mg kromomisin Az yukarida tanimlanan 1 ml tampon ¢ozeltinin iginde eritilir.
Istenirse bu stok soliisyon dondurulup saklanabilir. Calisma yapilacagi zaman 0.3 ml
stok 0.2 ml fosfat tampon ¢ozeltisi ile diliie edilir.

0.005 Hepes tampon ¢ozeltisi (pH:7) (0.15 M NaCl igeren):

1.75 gr NaCl ve 238 mg Hepes final hacmi 200 ml olacak sekilde distile su ig¢inde
kanstirilir. 1M NaOH ile pH:7’ye ayarlanir.

0.15 M NaCl/0.005 M Hepes (100 pM metil green igeren):

2.6 mg metil green 50 ml NaCl/Hepes tampon ¢dzelti icinde eritilir. Bu ¢ozelti metil

green’in stabilitesi bozuluncaya kadar bir giin boyunca taze kalabilir.

Protokol:

Slaytlar 0.14 M fosfat tampon ¢o6zelti (pH:6.8) ve 50 uM MgCl; i¢inde 10 dakika
bekletilir.

Slaytlarin iizerine 3-4 damla kromomisin Az damlatilir.

Uzeri lamel ile kapatilip 10 dakika oda sicakhiginda bekletilir.

Slaytlar 0.15 M NaCl/0.005 M Hepes ile durulanir.

Slaylarin tizerine 4-6 damla civarinda 100 pM metil green damlatilip lamel ile
kapatilarak 10 dakika oda sicakliginda bekletilir.

Slaytlar 0.15 M NaCl/0.005 M Hepes ile durulanir.

Slaytlarin iizerine gliserol damlatilarak slaytlarin tizeri lamel kapatilir.
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8. Floresan mikroskopta incelenmeye hazirdir. Gliserol, kromomisin Ajz’lin daha iyi

yayilmasini saglayabilir bu nedenle en iyi floresan sinyal bir giin sonra alinir (125).
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Sekil 39. R bantlama (Kaynak 130)

Klinikte kullanimi: Sayisal ve yapisal anomalilerin tespiti i¢in alternatif bir tekniktir.

4) Sentromer bantlama yontemi (C bantlama): Bu bantlama teknigi “yapisal
heterokromatin bantlama” olarak da adlandirilir. C bant bolgelerinde bulunan histon olmayan
proteinler bolge DNA’sina ¢ok siki bir sekilde baglanmislardir. Ayrica tekrarlayan satellit
DNA’da histon proteinlerce siki baglanmistir. Bu DNA bdlgeleri asit ve alkol ile muamele
edildiginde C bant igeren bolgelerin disinda kalan DNA bolgeleri kaybolurken, C bant
bolgesindeki DNA korunarak sakli kalir. Insan kromozomlarinda koyu boyanan C bant
bolgeleri sentromere lokalizedir. Bu durumun tek istisna oldugu bdlge Y kromozomudur.
Burada C bant bolgesi Y kromozomunun uzun koluna lokalizedir. Kromozom kayiplar1 bu
yontemle degerlendirilebilir (111,117,118,119,123).

Sentromer bantlama:
Gerekli Materyal:
e Baryum hidroksid ¢ozeltisi (Ba(OH)2: 0.07 M): 11.04 gr 1 litre su i¢inde karistirlir,

havasi alinmis bir sise i¢inde depolanip saklanabilir.
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2 x SSC ¢ozeltisi: 0.3 M sodyum sitrat (17.4 gr/litre) 0.03 M NaCl (8.82 gr/litre)
birebir oraninda karistirilarak hazirlanir.
e Giemsa ¢ozeltisi hazirlanir (G bantlamada anlatilmistir bakiniz).
e 0.2MHCI
Protokol:
1. Onceden 1sitilmis olan 1s1 banyolarina 37°C’ye Ba(OH), ve 65°C’ye 2 x SSC
cozeltileri bir jar i¢inde konulur.
Slaytlar 0.2 M HCl ile oda sicakliginda 30 dakika muamele edilir.
Slaytlar iki kez deiyonize su ile durulanir.
Slaytlar 37°C’de Ba(OH); soliisyonunda 10 dakika muamele edilir.
Slaytlar iiglincii kez deiyonize su ile durulanir.
Slaytlar 2 x SSC soliisyonunda 65°C’de 2 saat inkiibe edilir.
Tekrar distile su ya da deiyonize su ile durulanir.

Slaytlar giemsa soliisyonun igerisinde 1-2 saat boyanmasi igin bekletilir.

© o N o g bk~ w DN

Distile su ile durulanip havada kurutulur.
Not: Eger Ba(OH); soliisyonunun dibinde ¢okelme olmussa bu kromozomlarin silik

goriinmesine neden olabilir ve tekrar boyamak gerekebilir (125).
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Sekil 40. C bantlama
A) Sentromer isaretleme (Kaynak 131)
B) Sentromer isaretleme (Kaynak 132)
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Klinikte kullanimi: Tiim kromozom kayiplarinda ya da trizomi siiphelerinde siklikla

bagvurulan bir tekniktir.

5) Giimiis-NOR bantlama yontemi: rRNA’lar1 kodlayan gen bdlgeleri 6zellikle
akrosentrik kromozomlarin kisa kollarinda lokalize olmustur. rRNA’larin yogunlukta oldugu
bu bolgelere niikleer organizer bolgeler (NOR) denilmektedir ve bu bolgeler giimiis
boyalarina kars1 yiiksek afinite gosteren bolgelerdir. Giimiis nitrat ile NOR siyah noktalar
seklinde boyanir (133). Bu afinite nonhiston proteinler olan Ag-NOR proteinlerin varligina
baglidir. Metafaz sathasindaki hiicrelerde bulunan iki oOnemli Ag-NOR proteini
transkripsiyonda gorevli UBF (upstream binding factor) ve RPI (RNA polymerase 1)
proteinleridir.

NOR: 18S ve 28S rRNA genlerini igeren bolgedir (134).

NOR boyama gilimiis nitrat ile:
Gerekli Materyal:
e %350 giimiis nitrat soliisyonu (10 ml distile su i¢inde 5 gr AgNO3). Soliisyon koyu renk

bir sigsenin i¢inde bir sogutucuda saklanabilir.

Protokol:
1. Hafif nemli bir filtre kagidi petrinin altina uygun bir sekilde yerlestirilir.
2. Slaytlar nemli filtre kagit lizerine dikkatlice yerlestirilirken {izerleri glimiis nitrat
soliisyonu ile kapatilir. Slaytlarin tizeri bir lamel ile kapatilir. Miimkiinse 1s18a maruz
birakmaktan kaginarak 37°C’de 1 giin inkiibasyon igin birakilir.
3. Slaytlar distile su ile iyice yikanur.
4. Giemsa ya da uygun olan baska bir boya segilerek boyanir.

Not: Uygulanmasi kolay olmasina ragmen ¢ok giivenli bir method degildir. Boyama

yapildiktan sonra yapilan inceleme diger bantlama tekniklerinden herhangi biri ile (Q

bantlama, R bantlama, G bantlama) desteklenmelidir (123).
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Sekil 41. Giimiis-NOR boyama (Kaynak 133)

Klinikte kullanimi: Bu sitogenetik ¢alisma ribozomal gen aktivitesinin tanimlanmasi

hakkinda fikir vericidir.

6) Kardes kromatid degisimi (SCE): Kardes kromatidler arasinda birbirine es
segmentlerin karsilikli olarak yer degistirmesidir. Bu olay sonucunda kromozom morfolojisi
kesin olarak degismektedir. SCE analiz yonteminde tek bir kromozomun iki ayr1 kolu farkl
renkte boyandigindan DN A’daki bozukluk kolayca saptanabilir. Bu farkli boyamay saglamak
i¢in kiltiir ortamina eklenen bromo-deoksi-uridin (BrdU) hiicre boliinmesinin sentez fazinda
kendini esleyen DN A’nin yapisina girerek timin niikleotidinin yerini alir. Tekrar mitoza giren
hiicrelerde, birisi ana hiicreden gelen ve digeri yeni sentezlenen niikleotidler arasinda parca
degisimi meydana gelir. Par¢a degisimlerini saptamak icin giemsa ile kromozom boyanir.
BrdU baglayan bolgeler boyayr tutmadiklari i¢in kromozomlar iizerinde agikli koyulu
bolgeler olusur (111).

SCE analizi DNA hasarint kromozomal diizeyde gosterebilen bir yontemdir.
Viicudumuzdaki toplam DNA’nin %1 ’inden daha azinda bile meydana gelebilecek degisimler
bu teknik ile ortaya konabilir. SCE replikasyonun farkli dongiilerini saptama ve bir tek hiicre
dongiisiinde erken ya da gec replikasyon arasinda ayrimi fark etmemizde bize yardimer olur

boylece SCE yontemi ile tiim genomun replikasyon takvimi 6grenilebilmistir (128).

Kardes kromatid boyama:
Kiiltiir:
Standart 72 saatlik kiiltiir yapilir. Tek farki kiiltiire BrdU (Bromo-deoksi —uridin)

eklenmesidir. BrdU Kkiiltiir ortamina eklenince yeni DNA‘nin sentezi sirasinda timidinin
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yerine gecer. BrdU igeren yeni DNA Hoescht boyasi ile boyanip ardindan Giemsa ile

boyanirsa, BrdU bdlgelerine daha siki baglanan Hoescht boyasi Giemsa’nin bu bolgeleri

boyamasina izin vermemektedir. Bdylece yeni ve eski DNA’lar1 ayird etmek miimkiin

olmaktadir.

Gerekli Materyal:
BrdU stok c¢ozeltisi: 15,37mg BrdU+ 10 ml steril distile su (-20°C’de karanlikta

saklanir).

Hoescht 33258 stok ¢ozeltisi: 1mg boya + 10ml steril distile su (Stok karanlikta

-20°C’de saklanir).
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Sorensen Tampon Cozeltisi: (pH:6.8) 9,94 gr /It, Na;HP O4+ 9,53 gr/lt KH,PO,
Giemsa boyasi: 5ml Giemsa +95 ml Sorensen ¢ozeltisi

0,075 M KCl ¢ozeltisi (0,056 gr KCI 100 ml distile suda ¢oziintir).

Fiksatif (1kisim asetik asit+3 kisim metanol)(Yikama basina yaklasik 10 ml).

Hiicre kiiltiirii (72 saat):

%87 RPMI 1640

%10 Fetal Bovine Serum,

%1 penicillin streptomycine,

%1 L-glutamin,

%1 Hepes tampon.

NOT: 0,1 ml BrdU(stok ¢ozeltiden) 0,5 ml kan ekilir. Kiiltiir 37°C’lik COz°li etiive
kaldirilir. 68. saatte kiiltire 0,3 ml Kolsemid (10 mg/ml) eklenir. 72. saate kiiltiir

sonlandirilir.

Protokol:

Kiiltiir stispansiyonu 800 rpm’de 8 dk santrifiijlenir.

Ustteki stvi kisim atilir. Hiicre pelleti kalir.

Pellet kibarca vortekslenerek ( 750-800 rpm) dagitilir.

Peletin iizerine 10 ml’ye tamamlanana kadar vorteksleyerek damla damla KCI eklenir.
20 dakika 37°C’lik etiive kaldirilir.

Daha sonra kiiltiir siispansiyonu 800 rpm’de 8 dk santrifiijlenir (Ustteki sivimin seffaf
kirmizi olmasi gerekir).

Ustteki stvi kisim atilir. Hiicre pelleti kalir.
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8. Pellet yavasca vortekslenerek dagitilir. Pellet iyice dagilinca iizerine damla damla
yavasca fiksatif eklenerek 10 ml’ye tamamlanir.

9. Fiksatifli kiiltiir stispansiyonu 1000 rpm’de 5 dk santrifiijlenir.

10. Ustteki s1v1 kisim atilir. Hiicre pelleti kalir. Bu islem 2 kez daha tekrarlanip hiicreler
yikanir.

11. Yikama islemi bittikten sonra hiicreler fiziksel olarak temizlenmis lamlarin {izerine
damlatilarak yayilir ve faz kontrast mikroskopta metafaz miktar1 kontrol edilir.

Boyadan once en az 1 gece oda 1sisinda bekletilir.

Boya ( Karanlik Odada):

1. Saleye konulmus 100 ml 2xSSC igine 50 ul stok Hoescht boyasi eklenir. Onceden
hiicrelerin yayildigi lamlar salenin i¢ine konur ve 10 dakika karanlikta bekletilir.

2. Lamlar distile su ile yikanir ve havada kurutulur.

3. Lamlar bir tepsiye hiicre yayili yiizeyleri {iste gelecek sekilde dizilir ve tizerlerini 2-3
ml gececek sekilde 2xSSC ¢ozeltisi konulur.

4. Lam tepsisi 25 cm mesafeden 1sinlanacak sekilde UV kaynagmin altina konur. 40 dk.
oda 1s1sinda bekletilir.

5. UV’den alman lamlar Onceden 60°C’ye Isitilmis su banyosundaki 2xSSC ¢dzeltisi

bulunan saleye konur ve 1,5 saat bekletilir.

Su banyosundan ¢ikarilan lamlar distile su ile yikanir ve havada kurutulur.

Kuruyan lamlar taze hazirlanmig Giemsa ile 15 dk boyanir (Sale i¢inde).

2 kez distile su ile yikanir ve dikey olarak havada kurutulur.

© © N o

Kuruyan lamlarin {izerine 2-3 damla entellan damlatilir ve 24x60 mm’lik lamel
kapatilir. Istenildigi zaman 151k mikroskobu ile inceleme yapilir. Lamlar oda 1sisinda

muhafaza edilir.
Degerlendirme: Isik Mikroskobunda Once kiigiik biiyiitmede 10x objektifle metafaz

bulunur. Ardindan 100 x immersiyon objektifi ile 46 kromozomlu metafazlarda degisimler

sayilir. En az 20 metafaz sayilmalidir (111).
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Sekil 42. Bloom Sendromu
A) Bloom sendromlu hastalarda kardes kromatid boyama (Kaynak 135)
B) Kardes kromatid boyama (Kaynak 108)

Klinikte kullanimi: Bu teknik Bloom Sendromu ve ¢esitli genotoksiklerin etkilerinin

arastirilmasi i¢in kullanilmaktadir.

7) Mikroniikleus teknigi: Mikroniikleuslar hiicre boliinmesi esnasinda ortaya ¢ikan
esas ¢ekirdek disindaki kromozomlar veya asentrik kromozom parcalaridir. Mitotik igdeki
hatalar nedeniyle kutuplara ¢ekilemeyen kromozomlarin sitoplazmada yogunlagmasi sonucu
olusurlar. Bu nedenle MN kromozomal fragment veya tiim bir kromozom igerebilir (136).
Cok fazla hiicre degerlendirmesine izin vermesi ve istatiksel olarak anlamli sonuglar
vermesinden dolay1 yaygin olarak kullanilan ve tercih edilen bir tekniktir (137,138).

Bu metot, kiiltire alinarak mitoz gecirmeye tesvik edilmis hiicrelerin {izerine
Cytochalasin-B (Cyt-B) eklenerek sitokinezi durdurma esasina dayanmaktadir. Standart
lenfosit kiiltiirlerine 1.mitozdan 6nce (44.saatte) uygun konsantrasyonda (0.6 pg/ml) 0.3 ml
Cyt-B ilave edilmektedir. Boylece sitokinez tamamlanamayinca ¢ekirdek boliinmesini
tamamlamis, ancak sitoplazmik boliinmesini gergeklestirememis iki niikleuslu (binukleat)

hiicreler sayilarak MN bulunduran hiicrelerin orani saptanabilmektedir (136).

Mikroniikleus yontemi:
Gerekli Materyal:
e RPMI-1640,
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e %10 Fetal Calf Serum,

e %1 Penisilin/Streptomisin,

e Phytohemaglutinin (PHA) (stok 1mg/ml),

e Cytohalasin-B (DMSO i¢inde) (stok 0.1 mg/ml),

10 ml medyum ig¢ine kiiltiir ortamim zenginlestirmek amaciyla %10 Fetal Calf Serum
ve bakteri kontaminasyonunu 6nlemek amaciyla %1 Penisilin/Streptomisin ilave edilmelidir.
Medyuma en son 0,5 ml periferik kan, ve lenfositleri boliinmeye tesvik etmek amaciyla 0.15
ml PHA eklenir. Kiiltiir islemleri UV lambasi ile steril edilen bir doku kiiltiir laboratuvarinda,
laminar air flow kabini i¢inde gerceklestirilmelidir. Hazirlanan kan 6rnekleri 37°C’ de %S5
CO2’li etiivde kiiltiire alinir. Kiiltiire 44.saatte 0,3 ml Cytohalasin-B ilave edilir. 72. saatte

kiiltiirler durdurularak fiksasyon islemi baslatilir.

Harvest:

1. Kan o6rnekleri 15 ml’lik falkon tiiplerine aktarilir.

2. 800 RPM’de 5 dakika santrifiij edilir.

3. Siipernatant atildiktan sonra buz sogugunda 0.075 M KCL ¢ozeltisi ilave edilerek
hipotonik sok uygulanir.

4. Ornekler 800 rpm’de 8 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant atilir. Pellet
tizerine %1 oraninda formaldehid iceren Carnoy Fiksatifi (3:1 (v/v) metanol:asetik
asit) voerteks tizerinde damla damla eklenir 10 cc’ye tamamlanur.

5. Ornekler 1000 rmp’de 5 dakika santrifiij edilir ve iistteki stv1 atilir.

6. Pelletin tlizerine bu kez formaldehitsiz fiksatif vorteks {izerinde damlatilarak 10 cc’ye
tamamlanir.

7. Ornekler 1000 rmp’de 5 dakika santrifiij edilir ve iistteki stv1 atilir.

8. 6.ve 7. basamaklar tekrar edilir.

9. Hicreler, 6nceden dondurulmus slaytlarin tizerine 45°C’lik ag1 ile 30 cm yiikseklikten
damlatilarak yayilir ve kurumaya birakilir.

10. Ardindan bir jar icinde distile su icine 5 ml giemsa boyasi damlatilarak 10 dakika

bekletilir. Slaytlar mikroniikleus incelemesi i¢in hazir hale getirilmis olur (137).
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Sekil 43. Mikroniikleus genel yapis1 (136)

Klinikte kullanimi: Mikroniikleus sayisindaki artis andploidiyi uyaran gesitli mutajen
veya karsinojenlerin hiicrede yol agtiklar1 sayisal ve yapisal kromozom anomalilerinin dolayl
olarak degerlendirilmesini saglar. Genellikle genotoksisite degerlendirme testi olarak da
isimlendirilir. Karsinojenlerin ve farmasétik ajanlarin yaptiklari sitogenetik harabiyetin
tespitinde siklikla tercih edilir (137). Fiziksel ve kimyasal ajanlarin sebep oldugu sitogenetik
hasarin tespitinde, radyolojik kazalarin genetik materyal iizerine olusturdugu hasari
belirlemek igin, iyonizan radyasyon gibi dis etkenlerin mikroniikleus olusumuna etkisi ve
mikroniikleus olusumunun sayisal ve yapisal kromozom anomalileri iizerine indirek etkisinin

arastirilmasinda kullanilabilir (138).

8) Frajil bolge tespiti: Frajil bolgeler kromozomlar lizerinde yer alan, 6zel kiiltiir
kosullar1 altinda bazi faktorler tarafindan baskilaninca boyanmadigr gozlenen kiriklar,
araliklar ve triradiyal bolgelerdir. Frajil bolgeleri goriintiilemek i¢in hiicreleri degisik kiiltiir
ortamlarinda ¢ogalmak ya da farkli kimyasallarla karsi karsiya birakmak gerekir. Frajil
bolgeler, baskilayici ajan tipi ve toplumda goriilme sikliklar1 dikkate alinarak siniflandirilirlar.

Nadir goézlenen frajil bolgeler: Ortalama % 2.5’in altinda gdzlenirler. Folat stresi,
BrdU veya distamsin-A ile baskilanirlar.

Sik gozlenen frajil bolgeler: Hemen hemen tim bireylerde gozlenir. Afidikolin, 5-
azasitidin, kafein ve etanol tarafindan baskilaninca ortaya ¢ikarlar.

Frajil bolgeler kalitsal gecis gosterebilirler. Ornegin klinik olarak anlamli oldugu tespit
edilmis olan Frajil X sendromunun sorumlusu fra Xq27.1 bolgesidir (139).
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Timidin indiiksiyonlu Frajil bolge tespiti:
Gerekli Materyal:
e RPMI-1640
e Fitohematoglutinin
e L-Glutamin
e Streptomisin
e Penisilin
e Fetal calf serum
e Timidin
e Kolsemid
Lityum heparin igeren tiiplerin i¢ine alinmis olan kandan, 5 ml RPMI-1640 igine 0.2
ml eklenir. Uzerine 0.05 ml fitohematoglutinin, 1.4 mM/I L-Glutamin 50 pg/ml streptomisin
50 IU/ml penisilin iceren %10’luk fetal calf serum eklenir. Hazirlanan kiiltiir 37°C°de 72 ya
da 96 saat harvest oncesi inkiibasyona birakilir. 24. saate 300 mg/1 timidin eklenir ve harvest

yapilmasindan 4 saat 6nce 0.5 pg/ml kolsemid ilave edilir (140).

Harvest:

1. Kiiltiir icerigi santrifiij tiiplerine aktarilarak 500 g’de 5 dakika cevirilir.

2. Siipernatant uzaklagtirilir ve karisimin iizerine 10 ml 0.075 M KCI eklenir. Ardindan
37°C’de 10 dakika inkiibasyona birakilir.

3. 500 g’de 5 dakika santrifiijlenir.

4. Siipernatant atilir altta ¢okelen hiicreler bir kez vortekslenir (2-3 sn). Uzerine 3:1
oraninda hazirlanmis metanol asetik asit fiksatifinden damla damla 10 ml eklenir.

5. 500 g’de 5 dakika santrifiijlenir.

6. Siipernatant atilir altta ¢okelen hiicreler bir kez vortekslenir (2-3 sn). Uzerine 3:1
oraninda hazirlanmis metanol asetik asit fiksatifinden damla damla 10 ml eklenir.

7. 500 g’de 5 dakika santrifiijlenir.

8. Tekrar slipernatant atilirken kiiciik bir miktar soguk fiksatif eklenerek vortekslenir.
Hazirlanan fiksatiften slaytlarin iizerine birka¢ damla damlatilip slayt temizlendikten

sonra 2-3 damla hiicreli ¢ozeltiden damlatilarak incelenir (125).
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Sekil 44. Frajil bolge (Kaynak 141)

Klinikte kullanimu: Frajil bolgelere bagl klink durumlarin tespiti igin kullanilir
Ornegin frajil x sendromu (105).

9) X Kromatini tespiti: X kromatini, cinsiyet kromatini, sex kromatini gibi adlar
verilen barr cisimcigi yalnizca disi memeli hiicrelerinde interfaz niikleusunda bulunan
cekirdek zarina yapismis Ozel bir kromatindir. 1947 yilinda disi ve erkek kedilerin sinir
hiicrelerinin morfolojik Ozeliklerini arastiran Barr ve Bertram tarafindan bulunmustur. Bu
aragtirmacilar Barr cisimcigi adi ile amlan X kromatininin yalnizca disi kedilerin sinir
hiicrelerinde oldugunu erkek kedilerde olmadigini tespit etmislerdir. Barr cisimcigi disilerde
X kromozomlarinin yalnizca birinde, hiicre siklusunda interfaz evresinin yalnizca S fazinda
rastgele yogunlagmis bir bolge olarak goriiliir (105,142,143). Disilerde 2 X kromozomunda
birinde Barr cisimcigi bulunur. Erkeklerdeki tek X kromozomunda barr cicimcigi yoktur
zaten barr cisimcigi hayati fonksiyonlar iizerinde etkisi olmayan inaktif X’i sembolize
etmektedir. Bu rastgele yogunlagmis bolgeyi tespit etmek i¢in farkli boyalar kullanilabilir.
Sikga kullanmilan dort farkli boya vardir. Bunlar; hematoxylin-eozin, guard, feulgen,
papnicolaou boyalaridir. Hepsi Barr cisimcigi tespitinde kullanilabilir (114). Sonuglar
arasinda biiylik farklar yoktur. Barr cisimcigi tayini cinsiyet fizyolojisi bozukluklar1 aramak,
dogum Oncesi cinsiyeti belirlemek, transplantasyonlarda alict verici hiicreleri takip etmek ve

adli tipta cinsiyet belirlenmesi alanlarinda kullanilir (144).
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X kromatin isaretleme:
Materyal:

e  %2’lik aseto orsein boyasi: 4 gr sentetik orcein 200 ml asetik asit iginde 80°C’de bir
karistiric1 yardimiyla geker ocakta 4-5 saat karistirilir.

e Toplam hacim 2 litre olacak sekilde ayarlanip karistirilir daha sonra filtre kagidindan
gecirilerek siiziiliir.

e Hazirlanan soliisyon serin bir yerde koyu renk bir sisenin i¢inde kullanincaya kadar

saklanabilir.

Protokol:

1. Slaytlarin lizerine 3-4 damla serin bir yerde muhafaza edilmis olan %2’lik aseto orsein
boyasindan damlatilir.

2. Bir lamel ile iizeri kapatilir.

3. Slaytlarin {izerinden asiriya kagmadan hafifce bastirilir ve lam ile lamelin arasindan
akan fazla boya bir kurulama kagidi ile alinir.

4. Degerlendirme 151k mikroskobu altinda yapilmalidir ve en az 100 hiicre sayilarak Barr

cisimcigi aranmalidir (125).

Barr
Cisimcigi

Sekil 45. Barr cisimcigi (Kaynak 145)

Klinikte kullanimi: Basitce X kromozomuna ait sayisal anomalilerin tespitinde
kullanilir. Ornegin 45, X0 olan Turner Sendromlu disilerde Barr Cisimcigi gézlenmezken, 47,
XXX karyotipli stiper disilerde 2 Barr Cisimcigi, 47, XXY karyotipli Klinefelter Sendromlu

erkeklerde bir adet Barr Cisimcigi gdozlenmektedir.
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Molekiiler Sitogenetik Teknikler

Sitogenetik ve molekiiler genetik teknikleri bir araya getiren teknolojiye molekiiler
sitogenetik denebilir. Molekiiler sitogenetik teknikler denince de akla ilk gelen teknik
FISH’tir. Klasik sitogenetik yontemlerle belirlenemeyen aberasyonlarin metafazla birlikte
interfaz safhasinda da degerlendirilebilmesine olanak sagladigindan tibbi tamda kisa siirede
onemli bir yer edinmeyi bagarmistir. Molekiiler tekniklerin sitolojik preparatlara
uygulanabilecegi gergegi ilk olarak 1969 yilinda Gall ve Pardue tarafindan ortaya atilmistir
(144).

1) Floresans In Situ Hibridizasyon (FISH): FISH, sentetik niikleik asit dizileri
(Prob) hiicre iginde genomik DN A’ya hibridizasyonu araciligr ile genomik DNA’daki yapisal
ya da sayisal degismeleri tespit etmeyi saglayan bir tekniktir. FISH tekniginin molekiiler
tekniklerdeki ilerlemelere paralel olarak gelismesi ve genis bir uygulama alani bulmasinin
altinda yatan gercek, bu teknigin kolay uygulanabilir olmasi, duyarliligi ve gilivenilirliginin
yiiksek olmasi, diger molekiiler DNA hibridizasyon ydntemlerine gore rezoliisyon giicii,
mozaisizm tanisi gibi avantajlarinin olmasidir.

Kanserli hastalara ait hiicrelerden kiiltiir sartlarinda metafaz kromozomlar1 elde etmek
cok zordur. Kiiltiir sonrasi elde edilen metafaz kromozomlarinin morfolojilerinde meydana
gelen bozukluk da bunlarin klasik sitogenetik tekniklerle incelenmesine engel olmaktadir.
FISH teknigi ise bize Interfaz evresinde inceleme imkani saglayarak &zellikle hematolojik

kanserli hastalarda hastaliin tam1 ve seyrinde en c¢ok tercih edilen teknik olmustur

(125,144,146).
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Floresan Insitu hibridizasvon

floresan bova

Sekil 46. FISH teknigi genel yapis1 (147)

FISH tekniginin kullanim alanlaria sunlar1 6rnek verebiliriz:
1. Prenatal sendromik tanimlamalarda,
2. Postnatal sendromik tanimlamalarda,
3. Interfaz ve metafaz hiicrelerinde aberasyon tammlamalarinda,
4. Dokuda enfeksiyon ajanlarinin tanisinda,
5. Gen haritalamasinda,
6. Somatik hiicre hibrit analizlerinde,

Tim In Situ Hibridizasyon (ISH) yontemlerinde ayni prensip uygulanmaktadir. Prob
olarak kullanilan DN A molekiilii indirekt ya da direkt metoda uygun olarak isaretlenir. Prob
isaretlendikten sonra lam/lamel {izerine fikse edilen metafaz ve/veya interfazdaki hiicrenin
proteinleri uzaklastirilir. Cift sarmal halde bulunan gerek prob gerekse hedef DNA’lar
denatiirasyon ile tek zincir haline getirilir. Onceden isaretlenmis prob ile spesifik eslesmenin
olacagi uygun kosullarda genomik DNA hibridize edilir.

Hibridizasyonda ii¢ temel asama onemlidir;

1. Hedef dizilerin hibridizasyon sirasinda yeterince agik olmasit ve bu acikligin yeterli
siire korunmasi,
2. Probla hedefin yiiksek affiniteyle birbirlerine baglanmasi,

3. Hibridizasyonun spesifik aktivitesi yiiksek bir isaretleyici ile gortintiilenmesidir.
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Bir hibridizasyon reaksiyonunda tolere edilebilen yanlis eslesme derecesi ‘stringency’
olarak ifade edilir. Yiiksek stringency kosullarinda, sadece hedef diziyle tam homolog olan
problar stabil hibridler olustururlar. Diisiik stringency kosullarinda ise prob sadece % 70-90
homoloji gosteren diziler baglanabilir. Bu spesifik olmayan sinyallerin  olusumu,
hibridizasyon sonrasi yikamalarda yiiksek stringency kosullarinin (yiiksek 1s1 + diisiik tuz
konsantrasyonu) saglanmasiyla engellenebilir. Daha sonra olusan hibrit 6zgilil gdriintiileme
sistemleri ile belirgin hale getirilir (146).

Preparatlarin hazirlanmasi

!

Materyalin preparat lizerinde sabitlestirilmesi (Fiksasyon)

!

Preparatlarin 6n muamelesi

l

Prob ve hedef DNA denatiisayonu

l

Hibridizasyon

l

Hibridizasyon sonrasi yikama

l

Mikroskopi

Yorumlama ve goriintiileme direk isaretleme

Sekil 47. FISH tekniginde uygulanan basamaklar (3)
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- =
Prop Hedef DNA

Sekil 48. indirekt ve direkt isaretleme

a)FISH igin hazirlanan DNA problarinin farkli amaglari vardir. Hazirlanan problar
hibridizasyonda iki farkli sekilde baglanirlar. Bunlar direkt isaretleme ve indirekt isaretleme
seklinde ayrilirlar.

b)indirekt isaretleme igin, prob hapten igeren modifiye niikleotidlerle olusturulurken
direk isaratlemede ise hazirlanan prob florokromun direk baglandigi niikleotidlerle
olusturulur. Direk isaretleme yontemi daha kisa siirede tamamlanmasina karsin floresan
sinyalin kalicil181 indirek isaretlemeye nazaran ¢ok daha kisa siirelidir.

¢)Isaretli prob ve hedef DNA denatiire edilerek tek zincirli hale getirilir.

d)Komplementer dizileri ile hibridize olmak {izere probun lam iizerindeki hiicresel
DNA ile birlesir.

e)Eger prob indirekt isaretli ise goriintiileme igin fazladan bir uygulama daha
yapilmalidir. Floresan isaretleyicileri tasiyan ve haptenler tarafindan yakalanacak olan

antikorlarin ortama konulmasi gerekir (148).
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FISH tekniginde kullanilan problar ve 6zellikleri:

Prob; orneklerde aranan genetik materyale (DNA veya RNA) komplementer,
radyoaktif veya nonradyoaktif (giiniimiizde floresan) madde ile isaretli DNA veya RNA
segmentidir.

FISH teknigi ile tanida kullanilan baslica problar sunlardir; (149).
1. Lokusa spesifik problar

Sekil 49. p 53 mutasyonu (spektrum orange) (Kaynak 150)

2. Translokasyon problari
e Tek fiizyon (single fusion)

Sekil 50. t(9:22) tek fiizyon translokasyonu (Kaynak 151)
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e (ift flizyon (dual fusion)

Sekil 51. t(8:21) Cift fiizyon translokasyon (Kaynak 152)

e Tek fiizyon ekstra sinyal (extra signal)

Sekil 52. t(9:22) Tek fiizyon ekstra sinyal translokasyon (Kaynak 153)

3. Kirik noktasi yeniden diizenlenme (break apart reaarangement) problari

Sekil 53. Kirik noktasi yeniden diizenlenme (Kaynak 154)
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4. a-satellit problar

£ 7. kromozom
wontrol)

Anormal Hiicre
8. kromozom
Fi f

F f
)
/

7. kromozo Il |
(Kontrol) '

Sekil 54. a satellit bolge (Kaynak 155)

5. Tim kromozom problar1

Sekil 55. Tiim kromozom boyama (Kaynak 156)
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6. Telomer problari

Sekil 56. Telomer bolge isaretleme (Kaynak 157)

Klinikte kullanimi: Kromozomlarda meydana gelen yapisal ve sayisal anomalilerin
belirlenmesinde kullanilir. Sayisal anomaliler baz1 sendromlara sebep olmaktadir. Yapisal
kromozomal anomaliler ise pek ¢ok kanser tiiriiniin etyolojisinde 6nemli rol oynamaktadir.

Lokusa spesifik problar ile istenilen kromozom bdlgesi tespit edilebilir. En yaygin
kullanildig1 tanisal alan, delesyon gibi kromozomlarda yapisal degisikliklere yol agarak gen
fonksiyonlarini etkileyen aberasyonlarin tespitidir. Bu degisikliklerin tespiti 6zellikle bazi
kanser tiirleri igin tanisal olarak ¢ok degerlidir. En 6nemli avantaji interfaz hiicrelerinde de
kullanilabilmesidir.

Tekrarlayan dizi problar (satellit problart); kromozomlarin sentromerlerinde yer alan
a satellit dizileri gibi 6zel dizilerin isaretlenmesinde kullanilir. Metafaz kromozomlarinda bu
bolgeler incelenerek tiim kromozom kayiplari ya da disentrik olusumlar tespit
edilebilmektedir.

Tiim kromozomu boyayan problar (library problar); metafaz plaklarinda her
kromozomun 6zgiil olarak boyanmasini saglarlar. Boylece incelenen kromozoma ait sayisal
(6rn; trizomi) ya da yapisal (6rn; translokasyon) varligi tespit edilebilir.

Telomer bolgesine 6zgii problar; metafaz kromozomlarinda sadece telomer bolgelerini
isaretlerek bu bolgelerde meydana gelen yapisal degisikler tespit edilebilmektedir.

Translokasyon problari; hem interfaz hemde metafaz hiicrelerinde kromozomlar arasi
pargalarin yer degisimlerinin tespiti i¢in kullanilir. Bu yer degistirmeler 6zellkle hematolojik

kanserlerde tanisal degeri ¢ok yiiksek olan bulgulardir.
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Kirik noktasi diizenleme problari; 11923 bolgesinde meydan agelne delesyon en sik
rastlanilan mutasyondur. Sadece kirik noktasi diizenleme probu ile bu bolge isaretlenerek

anomali olup olmadig1 saptanabilir.

FISH protokolii:

t(15,17) PML/RAR o (Cytocell)

RAR kromozom 15. kromozomun PML bolgesi ile 17. kromozomun RAR «
bolgesinin transalokasyonu incelenir. AML-M3 igin tan1 koydurucudur. Normal bir hiicrede
iki kirmizi iki sar1 sinyal goriiliir. Resiprokal translokasyon varsa 2 sar1 sinyal, tek tarafli
translokasyon varsa 1 sar1, 1 kirmizi ve 1 yesil sinyal goriintir.

Dikkat edilmesi gerekenler:

1. DNA prob ve DAPI yiiklenirken eldiven kullanilmalidir (Prob igerisine formamid gibi
teratojen ve karsinojen 6zelligi olan maddeler bulunmaktadir).
2. Sicak su banyolarinda yiiksek sicaklikta bulunan materyal gerekirse 1s1 gegirmez bir
malzeme ile transfer edilmelidir.
3. Problarin 151k ile temasindan her asamada kaginilmalidir (Calismalar los bir ortamda
yapilmalidir).
4. Kitler son kullanma tarihine kadar —20°C’de saklanabilir. Problarin ve DAPI’nin uzun
slire oda 1s1s1na maruz kalmasi 6nlenmelidir.
Gerekli materyal:
Sicak su banyosu
Mikropipet 1-200 ul
Su banyosunun sicakligi 72°C sabitlenmeli kontrol edilmelidir
Plastik ya da bardak jar
Pens

Floresan atagmanli mikroskop

N o a k~ w D E

Masa iistii santrifiij

Soliisyon:

Fiksatifigin 3:1 metanol: buzlu asetik asit
Etanol serileri %70, %85, %100

2x SSC

0.4xSSC (100 ml)+ Tween 20 (50pul)
2xSSC (100 ml)+ Tween 20 (50ul)

o~ w0 DN
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6.

%2100 metanol

Slayt hazirlanmasi: Hiicre kiiltiirii yapilarak hazirlana hiicre siispasiyonlar fiziksel ve

kimyasal olarak temizlenmis lamlarin {lizerine damlatilarak (4-5 damla) yayilir ve lamlar

kurutulur. Slaytlarin yaslandirilmasina gerek yoktur. Faz-kontras mikroskobunda hiicrelerin

kalite ve say1 bakimmdan 6n kontrolii yapilabilir. Uygun olan preparatlar boyaya alinabilir.

o 0~ w

10.
11.
12.

1.GUN

On uygulama:

Slaytlar1 oda sicakliginda 2xSSC’de 2 dakika yikanir

Etanol serisinde (%70,%85,%100) herbiri i¢in en az 2 dakika bekletilir. Kurumasina
izin verilir.

Pre-Denatiirasyon (Prob hazirlanmasi):

problar -20°C’den gikartilir ve oda 1sinsa gelmesi saglanur.

Soliisyonlar pipetle tekrar tekrar ve diizenli olarak karistirllmasi saglanmalidir.
Sonraki asama 10 mikrolitre prob mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirilir.

Slaytlardaki 6rneklere uygun problar hazirlanir ve 24x24 biiyiitegle lameller 6n 1sinma
olarak 37 derecede portatif 1siticida 10 dakika 1sitilir.

Hiicre orneklerinin {izerine 10 mikrolitre prob karistirilir ve lamel uygun sekilde ve
dikkatlice kapatilir. Belirlenen lastik soliisyon yapistiricisi ile tamaminin kurumasina
izin verilir. Ciinkii tampon soliisyon ve prob beraber bu nedenle pipetaj yapilmalidir.
Denatiirasyon:

Denatiire edilen 6rnekler ve prob aym zamanda portatif 1siticida 75°C 2 dakika
sttilmalidir.

Hibridizasyon:

(Uzerine prob uygulanmis drnekler) Nemli 151k gegirmez bir kaba yerlestirilen problar

37°C’de bir gece bekletilmelidir.

2.GUN

Hibridizasyon sonrasi yikama:

Tiim yapistiriciy1 ve lameli dikkatlice uzaklastirilmalidir.

Yikanan slaytlar 0,4xSSC iginde 72°C 2 dakika bekletilmelidir.

2xSSC’de yikanan ve suyu gekilen slaytlar, %0.05’lik tween-20 (ph:7) ve 2xSSC’de

yikanir oda sicakliginda 30 saniye bekletilmelidir.
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13. Slaytlarin suyu cekilir (distile su ve alkol serilerinde gegirerck olabilir) ve 10
mikrolitre DAPI ile hiicrelerin solmasi engellenebilir.

14. Lamel ile kapatilir ve boyananlarin karanlikta 10 dakika banyo edilmeye birakilir

15. Floresan mikroskopta bakilir

Not: Slaytlar -20 kaldirilir ve istenildigi zaman floresan mikroskopta incelenir (158).

Sekil 57. t(15,17) PML/RAR a (Kaynak 159)

2) Fiber FISH:

Standart FISH tekniginden daha farklidir. interfaz kromatin lifleri kullanilarak DNA
fragmentlerinin floresan boyalarla isaretlenerek daha yiiksek rezoliisyonlu haritalama
gerceklestirilir. Interfaz evresinde kromozomlar daha az kondanse olduklari i¢in yogunluklari
metafaz evresinden daha diisiiktiir. Interfaz durumunda birka¢ yiiz kb uzaklikta olan
belirleyiciler farkli renkteki boyalarla isaretlendiklerinde birbirlerine gore siralarini

belirlemek miimkiin olmaktadir (160).

Metafaz FISH FlerFIH

Interfaz FISH

Sekil 58: Fiber FISH’in Metafaz FISH ve Interfaz FISH’ten farkh gosterimi (161)
104



Metafaz FISH c¢alismalar1 yaklasik olarak 2Mbp’lik kromozom bantlarint ayirmak
i¢cin uygundur.

Interfaz FISH te ise bu deger araligi 100 Kbp - 2 Mbp aras degismektedir.

Son olarak Fiber FISH i¢in ayrim giicii 10 Kbp - 500 Kbp’dir. Boylece Metafaz
FISH ya da interfaz FISH teknikleri ile alamadigimiz ayrintili sonuca Fiber FISH teknigi
ile ulasabiliriz.

Klinikte kullanimi: Fiber FISH teknigi genetik hastaliklarin tamimlanmasinda son
derece yararli olmustur. Ciinkii bu teknik bir hastalikla ilgili genin ¢evresindeki farkli genlerin

sirast  ve  aralarindaki  uzakliklar  hakkinda  detayli  bilgi  verebilmektedir.

3) Multicolor-FISH:

a) Spektral karyotipleme (SKY): Teknigin esasi bes farkli renkte florokrom boya
kullanilarak 24 kromozomun es zamanli olarak farkli renklerde boyanmasi ve tek tip bir
floresans mikroskoptan analizine dayanmaktadir. Ayni anda bir metafaz plagi izerinde yer
alan tiim kromozomlarin farkli renkte goriintiilenmesine ve birbirinden ayrilmasina imkan

verir. Her bir kromozom kendine ait farkl1 bir floresansta izlenir (162).

Sekil 59. SKY FISH Teknigi (163)
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Klinikte kullanimi: Bu teknik ile 1.5 Mb’min (I Mb: 10000 bp) altindaki parca
degisimleri saptanabilir. Klasik bantlama tekniklerinden iistiinliigii ¢ok kiiclik boyutlardaki

anomalilerin daha kolay tanimlanabilmesine olanak vermesidir (162).

b) Multiplex FISH (M-FISH): SKY FISH’te oldugu gibi 5 farkli florokromun gesitli
kombinasyonlari ile hazirlanmis problarin hibridizasyonuna ve farkli floresan sinyallerin
analizine dayanan bir tekniktir. Bes farkli florokromdan yansiyan floresan 1s18in

bilgisayarda iist iiste cakistirilarak degerlendirilmesi esasina dayanir (161,162).

Sekil 60. Multipleks FISH Teknigi (164)

Klinikte kullanimi: Bu teknigin sadece sentromer bolgesine 6zgii veya sadece telomer
bolgesine 6zgli uygulanan tetkikleri de mevcuttur (speicher karyotipleme). Tiim kromozom

kayiplarinin belirlenmesinde tercih edilebilir.

c) Cobra-FISH (Combined binary ratio FISH): Bu teknikte diger FISH y6ntemlerinde
farkli olarak 4 florokrom kullanilmaktadir. 24 kromozom iki ayr1 grupta 12’serli olarak
incelenir. Birinci grup 3 farkli florokromla incelenirken diger gruba 4. bir florokrom ilave

edilir. Florokrom sayisinin ¢ok fazla 6nemi yoktur 5 tane de kullanilabilir.
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Sekil 61. Cobra FISH Teknigi

A) 12 farkh renk ile boyanan Metafaz hiicreleri
B) diethylaminocoumarin (DEAC)

C) a ve b’deki kromozomlarin karyogramda otomatik siralanms sekli (165)

Klinikte kullanimi: Bu teknik genellikle kromozom kollarina 6zgii boyama sagladigi

icin tercih edilir (165,166).

4) Akim Kkaryotipleme (Flow karyotipleme): Flow sitometri temel olarak 5
boliimden olugsmaktadir. Bunlar; akis sistemi, lazer kaynag, filtreler, bilgisayar, ayirma
mekanizmasi bilesenleridir. Teknigin temeli hiicrelerin bir sivini i¢inden teker teker
gegmesine ve hiicreler hakkindaki verilerin istatistiksel olarak bilgisayar ekranina
yansimasina dayanir (167). Analiz hiicre siispansiyonunun hazirlanmasi, hiicrelere
monoklonal antikorlarin baglanmasi, cihazin kalibrasyon ve kontrolii ardindan orneklerin
cihaza yiiklenmesi ve analizin yapilmasi verilerin eldesi ve en son olarak yorumlanmasi ile
son bulur. Hiicre siispansiyonu hazirlamak amaciyla c¢esitli, materyal kullanilabilir 6rnegin;
kan, kemik iligi, beyin omurilik sivisi, bronkoalveoler lavaj sivisi, eklem sivisi, plevral sivi,

asit sivisy, doku biyopsi ornekleri, parafin bloktaki dokular ve hiicre kiiltlirii 6rnekleri
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kullanilabilir. Bu teknik her hiicre i¢in ayr1 ayri 6l¢iim yapmamizi saglar. Yapilan dlglimler
sonucunda elde edilen veriler bir havuz i¢inde toplanarak arastirmaciya ortalama bir degerin
sonucu aktarilmaktadir (168). Flow sitometri ile metafaz kromozomlarinin analizi igin iki
lazerli floresan aktive edici hiicre sayaci kullanilir. Her biri farkli dalga boylarinda 1s1k dalgast
gondererek kullanilan boyadan floresan 1s1ma saglarlar. DNA florokromlart Hoechst 33258
AT zengin bolgelere baglanirken, Chromomisin A3 ise GC zengin bdlgelere baglanmaktadir.
Ornegin 21. kromozoma ait trizomi arastirilan vakalarda 21. kromozom artis orani
grafik iizerinde %50’nin {izerinde oldugunda tanm1 konmasma izin verilebilir.
Translokasyonlarda meydana gelen degisim es diizeyde ise kromozom igerigi ayni oranda

kalacagindan degisim fark edilemeyebilir (169).
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Sekil 62. Flow sitometri genel calisma prensibi. Ornek cihaza konur, boyal
hiicreler borudan tek tek akarak lazer 1s1nmindan gecirilir ve hiicreler

151k sacilimu ile floresan verir ve yiiklerine gore ayrilirlar (170)
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Klinikte kullanimi: Hiicre tiplendirme, apoptoz gibi ¢alismalarda tercih edilmektedir
(171,172). Ornegin; AIDS hastalarmin kaminda CD4 lenfosit seviyesinin izlenmesinde
kullanilmaktadir (173).

109



OZET

Bu calismanin amaci, Tibbi Biyoloji ve Genetik laboratuvarlarinda kullanilan
molekiiler genetik ve sitogenetik teknikleri tanitmak, klinikte kullanim alanlari ile sinirlart
hakkinda bilgi vermektir.

Calismanin  ilk boliimiinde o6ncelikle incelenecek genetik materyal olan
deoksiriboniikleik asit ve riboniikleik asit’in yapist hakkinda temel bilgiler verilmis,
deoksiriboniikleik asit ve riboniikleik asit’in elde edilmesi i¢in kullanilan ydntemlerin
prensiplerinden bahsedilmistir. Ardindan deoksiriboniikleik asit ve riboniikleik asit’in
yapisal ve sayisal olarak incelenmesi igin kullanilan molekiiler teknikler, gereken temel
bilgiler de verildikten sonra cesitli protokollerle desteklenerek anlatilmis ve klinikte
kullanim alanlarina ornekler verilmistir. Ayrica laboratuvar ortaminda genetik bir
caligmaya baslamadan Once yapilmasi gereken islemlere, kullanilan arag, gere¢ ve
cihazlarin ¢alisma prensiplerine, ¢esitli kaza ve onciil korunmayla ilgili alinmasi gereken
onlemlere de deginilmistir.

fkinci boliimde ise, incelenecek materyal olan metafaz kromozomlarmin ve
interfazdaki hiicre g¢ekirdeklerinin elde edilmesi igin kullanilan hiicre kiiltiir yontemleri
hakkinda temel bilgi verilmistir. Metafaz kromozomlarinin incelenmesini saglayan
konvansiyonel sitogenetik ve interfazda inceleme yapmaya olanak saglayan molekiiler
sitogenetik teknikler protokollerle desteklenerek anlatilmistir. Bu teknikler ile ilgili
laboratuvar sartlari, malzeme bilgisi ve her teknigin kullanim amaci ve sinirlart ayrica

orneklerle anlatilmistir.
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Her iki boliimde de tekniklerin uygulanmasi ve sonuglarin degerlendirilmesi
sirasinda ortaya cikabilecek olasi problemler i¢in ¢oziim yollar1 alternatifli olarak
verilmistir.

Caligmanin molekiiler genetik ve sitogenetik laboratuvarlarinda kullanilacak teknik

bir rehber olmas1 hedeflenmektedir.

Anahtar kelimeler: Molekiiler genetik, sitogenetik, laboratuvar teknikleri
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CYTOGENETIC AND MOLECULAR TECHNIQUES IN CLINICAL
APPLICATIONS

SUMMARY

The aim of this study is, to introduce techniques of molecular genetics and
cytogenetics that are used in medical biology and genetics laboratories and to give
information about usage areas in clinical application and limitations.

In the first part of this study, it is given basic information about the structures of
genetic materials deoxyribonucleic acid and ribonucleic acid which will be investigated with
principles of methods that used for extracting deoxyribonucleic acid and ribonucleic acid.
After giving basic information about molecular techniques that are utilized for structural and
quantitative analysis of deoxyribonucleic acid and ribonucleic acid, the given information was
supported with various protocols and many examples for clinical applications were stated.
Moreover, at first part of this study, topics such as "actions that needs to be taken before
starting a genetics study", "working principles of devices and equipments”,” preventive
actions for possible accidents™ were mentioned.

The second part of this study, it is given many information about tissue culture
methods that are using for obtaining of metaphase chromosomes and interphase cells’ nuclei.
Conventional cytogenetic techniques that are utilized for of metaphase chromosomes and
molecular cytogenetic techniques that are utilized for investigation at interphase nuclei, were

explained by supporting with protocols. Additionally, laboratory conditions for each
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technique, material information and usage purpose and limitations of each technique were
explained with related examples.

In order to overcome possible problems that can occur during applications of these
techniques that were mentioned at both first and second part, solutions were explained with
alternatives for each possible problem.

It is aimed that this study will be a technical guide for molecular genetics and

cytogenetics laboratories.

Key words: Molecular genetic, cytogenetic, laboratory techniques
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