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OZET

Son willarda gelisen teknolojik ilerlemeler ile birlikte &zellikle virus-bakteri tanisina
yonelik testler basta olmak tizere, Real Time PCR metodu ile birgok mikroorganizma ve
genetik hastalik tanilarn kantitatif ve tam otomatize cihazlarla yapilabilir olmugtur.
Mutasyona yonelik genetik ve mikrobiyolojik Real Time PCR test sistemleri ise
genellikle  “Melting curve” analiz temeline dayanan ve spesifik bilinen
mutasyonu/mutasyonlari hedeflemeyen random (rastlantisal) sistemlerdir. Ancak, bu
mutasyon analiz sistemi, spesifik mutasyon/mutasyonlar bulunan gen bolgelerini tespit
edemedigi gibi, sanki mutasyon varmis gibi baska alanlar1 analiz etmeleri nedeni ile,
giivenilir testler simfinda kabul edilmemektedir.

Temeldeki bu dezavantaji sebebi ile “melting curve” analizine dayanan mutasyon
tespitine yonelik Real Time PCR test sistemi dinyada yaygin kullanim alam
bulamamaktadir. Ayrica, mutasyon analizi i¢in RFLP ve DNA dizi analizi yonteminden
baska giivenilir yéntemler olmamasi nedeni ile TagMan ve Scorpion prob kullanan Real
Time PCR sistemindeki yeni uygulamaya sokulacak olan bu yontem ¢ok Onem
kazanmaktadir.

Test sistemi temel olarak, TagMan ve/veya Scorpion primer-problarinin kullamildigi ve
herhangi  bir  ornekte  bulunan  bildigimiz-hedefledigimiz ~ spesifik  DNA
dizisinin/niikleotidinin tespit edilmesini hizl1 ve glvenilir bir bicimde multipleks olarak
saglayacaktir.

Proje; yukarida cergevesi ¢izilen ana hatlar ile tilkemizde yeni teknolojiler gelistirerek,

biyoteknoloji alaninda “know how” kazandiracaktir.

Anahtar kelimeler: Real Time PCR, SNP, Mutasyon Analizi, TaqMan, Scorpion




SUMMARY

In recent years, diagnosis of several microorganisms and genetic diseases using Real
Time PCR method could be performed with fully automated equipments.

Real Time PCR test systems to detect genetic and microbial mutations are usually based
on “melting curve” analysis which is not targetting to specific nucletide but only the
random mutations. Besides this analysis system is not detecting the target mutation
nucleotide, as if it looked to be able to detect the target mutations. Thus, this system
could not be approved as a confirmatif test systems.

Because of this disadvantages for melting curve analysis based on Real Time PCR test
systems to detect single nucleotide mutations are not widely used. Furthermore,
according to the literatures other methods except RFLP and DNA Sequencing are not
reliable. For these reasons Real Time PCR methods based on/using TagMan and
Scorpion probs will be prominent in near future.

Basically the test systems we will develop are going to use TaqMan and/or Scorpion
primer-prob combinations. We belive that this combination will be able to detect the
single nucleotide polimorphism we are targetting in manner of rapid, confirmative and
reproducable.

The Project described above will be aquired know-how in biotechnologies in the

country via developments of new technologies .

Kev words: Real Time PCR, SNP, Mutation analysis, TaqgMan, Scorpion
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KISALTMALAR DIZiNi
FVL Faktor V Leiden
Fll Faktor 11
MTHFR Metilentetrahidrofolat reditktaz
APC Aktive protein C
kD Kilodalton
FV Faktor V
DVT Derin ven trombozu
VTE Venoz trmbozembolisi
THF Metiltetrahidrofolat
ATP Adenoziltrifosfat
AT Antitrombin
FVIII Faktor VIII
F1X Faktor 1X
DGGE Denaturing gradient gel electroforez
SSCP Single strand conformation polymorphism
PCR Polymerase chain reaction
vWF Von Willebrand taktor
vWh Von Willebrand hastalig1
Lp(a) Lipoprotein a
RE Restriksiyon enzimi
RFLP Restriction fragment lenght polymorphism
RT-PCR Real time PCR
SNP Single nucleotid polymorphism
FRET Floresan rezonans enetji transferi
nm Nanometre




1. GIRIS

Trombofili thrombo-philia ( trombozu sevime ) kelimelerinden tiiremistir ve
tromboza neden olan tablolan tantmlamak i¢in kullamlmaktadir ( 1 ). Tromboza egilim
ortaya ¢ikaran durumlar kandaki pihtilasma faktorlerindeki degisiklikler, kan
akimindaki yavaglama ya da damara ait bozukluklardir ( 2 ). Tromboz multifaktoriyel
bir geligim gosterir. Birgok kalitsal veya edinsel faktor etkilidir ( 1-4 ). Tablo 1.1 ve

sekil 1.1 de kalitsal trombofili nedenleri gosterilmistir.

Tablo 1.1. Kalitsal trombofili nedenleri ( 1)

Bozukluk Toplumdaki Trombozlu hastalarda
sikhig (%) sikhgi (%)

Antitrombin eksikligi 0.02 1

Protein C eksikligi 0.2 3

Protein S eksikligi 0.1 1-2

APC direnci/FV Leiden 3-6 20

mutasyonu

Hiperhomosisteinemi 5-10 10-25

Protrombin 20210 alleli 1-2 6

FVTII yuksekligi 11 25




|

Sekil 1.1: Pihtilagma faktorleri (5)

Faktor V Leiden (FVL) GI1691A, Faktor II (FII) G20210A ve
Metilentetrahidrofolat rediktaz (MTHFR) C6677T mutasyonlart vendz tromboza
yatkinligin degerlendirilmesinde ¢ok 6nemli yer tutan molekiler belirleyicilerdir ( 4 ).

Kalitsal trombofili, tromboembolik hastalik riskini arttirict  hemostatik
sistemdeki genetik degisikliklerin neden oldugu daha sonraki nesillere aktarilan
bozukluklar i¢in kullanilan bir terimdir ( 6 ). Kalitsal trombotik olaylar hakkindaki ilk
aydinlanma 1965°te antitrombin eksikliginin tanimlanmasidir. 1981°de protein C
eksikligi, 1984°te protein S eksikligi, 1993°te aktive protein C (APC), 1994’te FVL ve

hiperhomosisteinemi, 1996 da protrombin mutasyonu tanimlanmistir ( 1,2,6 ). Kalitsal
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trombofili nedenlerini genetik olarak tasiyan kisilerde tromboz riski yiiksektir, ancak

yasamlart boyunca higbir trombotik atak ge¢irmemeleri de mimkiindur ( 1,2,4,6).



2. GENEL BILGILER

2.1. Kalitsal Trombofili Nedenleri

2.1.1. Aktive protein C direnci ve FVL mutasyonu

Trombofili nedeni genetik risk faktorlerinden en sik rastlanan faktordir ( 7,8,9 ).
Kalitsal tromboz olgularinin % 80’ini, tim tromboz olgularimin da % 20’sini
olusturmaktadir ( 7 ). Gorulme siklig1 beyaz irkta % 3-8, zencilerde % 1 den azdir.
Turkiye’ de tasiyicilik saglikli bireyler i¢inde % 7-10 arasindadir ( 8 ). Protein C, K
vitaminine bagimli, karacigerde sentez edilen ve 62 kilodalton (kD) agirliginda bir
plazma proteinidir, APC koagulasyon sisteminde faktor Va ( FVa ) ve faktor VIIa® y1
inhibe etme ozelligindedir ( 7). ( Sekil 2.1)

Sekil 2.1: Aktive protein C’nin fonksiyonu ( 11 ).

APC direnci degisen derecelerde otozomal resesifi olarak heterizigotlarda
kalitilir. Homozigot durum oldurict degildir, ancak yiiksek tromboz riskine sahiptir
(9). APC olgularinin ¢ogunlugu FVL olarak adlandinlan faktér V ( FV ) geninde 506.
pozisyonda glisinin arjininle yer degistirmesi sonucunda olusan mutasyona
dayanmaktadir. FV geni 1q23.2 gen golgesinde lokalize olmustur ( 10 ) ( Sekil 2.2 ).
G1691A mutasyonu sonucu FV’in APC tarafindan yikilimi gergeklesmez ve FV’in

inaktivasyonu normale gore 10 kat daha yavas gergeklesir ( 7).



Sekil 2.2: FV geni (10).

Karacigerde sentez edilen FV tek zincirli bir glikoproteindir. 330000 dalton
molekil agirligina sahip olan FV’in yarilanma omrii 12-36 saattir. Megakaryositler ve
lokositler tarafindan tretilmekte ve monosit, trombosit ve endotelial htcrelerin
yiuzeyinde bulunmaktadir ( 12 ). FVL mutasyonu APC direncinin % 85’ini
olusturmaktadir. Tromboemboli riskini homozigotlarda 80, heterozigotlarda 7 kez
arttirdigt bulunmustur ( 7 ). Genel populasyonda FVL mutasyonunun prevelansinin %
2-15 oraninda degistigi gozlenmistir. Beyaz irkta yaygindir. Ridker ve arkadaglarin
calismasinda bu mutasyon 2468 Amerikal’'nin % 5,27°sinde, 407 hispanic-
Amerikali’nin % 2,21’inde, 600 Afro-Amerikali’nin % 1,23’iinde, 442 Asya kokenli
Amerikali’nin % 0,45’inde ve 80 Amerika yerlisinin % 1,25’inde tespit edilmigtir
(11,13 ). Yapilan bu ¢aligmalar neticesinde; diinyada cografik ve etnik farkliliklar, FVL
mutasyonunun yaklagik 31-34 bin 6nce ortaya ¢iktiginin diigiiniilmesine sebep olmustur
( 7 ). FVL mutasyonunun vendz trombozembolisi ( VTE ) olan gruplarda goriilme
sikligr incelenmistir. Bu mutasyona ilk kez derin ven trombozu ( DVT ) gegiren
hastalarin % 18’inde ve trombofilisi olan ailelerde ise % 40 oraninda rastlanmistir. FVL
sadece DVT i¢in risk faktori degildir bunun disinda serebral ven trombozu ve yiizeyel

ven trombozu ile de iligkilendirilmistir ( 13 ).



2.1.2 Faktor II ( Protrombin )

Otozomal dominant kalitim gosteren, karacigerde uretilen ve K vitamini bagimli
tek zincirli bir glikoprotein olan FII, fibronojenin fibrine dontsimiinde gorev
yapmaktadir ( 7,9,13 ). Protrombin geni 11. kromozomda yer almaktadir ( Sekil 2.3 ).
Geninin 20210 pozisyonundaki guaninden adenine baz de8isimi mutasyona neden
olmaktadir ( 7,9,13,14 ). Bu baz degisimi sonucunda plazma protrombin diizeyinde artig

gorilmektedir.

Sekil 2.3: FII geni ( 10).

Trombozlu hastalarda kalitsal trombofililer igerisinde en fazla risk olusturan
ikinci genetik bozukluktur ( 7,14 ). Toplumda % 2-3, trombozlu hastalarda ise % 6
oraninda saptanmaktadir ( 7,8 ). Bu mutasyonu tagiyanlarda tromboz i¢in relatifirisk 2-6
kat artmaktadir ( 8,14 ). Rosendal ve ark.’nin dokuz iilkeden 11 merkez secerek
mutasyonun cografik dagilimini incelemislerdir. Bu ¢alisma sonucunda; 111 heterozigot
tastyict bulunurken, homozigot bireye rastlanmamistir. Guney Avrupa’da ozellikle

Akdeniz bolgesinde yaygin oldugu bulunmustur. FVL ve FII mutasyonunun her ikisini



de tasiyan bireylerde sadece birini tagityanlara gore ilk kez tromboz gelistirmesi riski

daha fazladir ( 13 ). Mutasyonun tanist i¢in molekiiler analiz 6nerilmektedir ( 7,8 ).

Molekiiler analiz 6nerilmesi gereken birey kriterlert;

Provake edici bir sebep olmaksizin derin ven trombozu veya pulmoner emboli
gecirenler

50 yasin altinda tromboz gegirenler

Gebelik, oral kontraseptif kullanimi sirasinda derin ven trombozu veya
pulmoner emboli gegirenler,

Beklenmeyen bir yerde venoz tromboz gegirenler

Ailesinde vendz tromboz 6ykisi olanlar

Tekrarlayan dusuk, 6li dogum gibi gebelik komplikasyonlar gegirenler olarak

bildirilmektedir ( 7-9,13-15 ).

2.1.3. Metilentetrahidrofolat rediiktaz mutasyonu ve hiperhomosisteinemi

MTHFR, folat metabolizmasinda 6nemli bir yeri olan enzimdir. Insanda,

MTHFR geni, kromozom 1p36.3 de lokalize olmustur ve MTHFR enzimini
kodlamaktadir ( Sekil 2.4 ).

Sekil 2.4: MTHFR geni ( 10)



Bu enzim homosistein remetilasyon dongiisinde gorev yapmaktadir ( 16 ).
Homosistein methioninden sentezlenen esansiyel bir aminoasittir ( 7,17 ). MTHFR
geninde N terminal katalitik bolgesini etkileyen 4. ekzonda 677. niikleotid sitozinin
timine degismesi sonucu bir nokta mutasyon olugmaktadir. Bu mutasyon sonucunda
alanin yerine valin aminoasiti kodlanmasi enzim aktivitesini azalmaktadir ve 5-
metiltetrahidrofolat (THF) diizeyinde azalma, 5-10 metilen THF miktar1 ve homosistein
dizeyinde artma meydana gelmektedir ( 14,16 ).

MTHFR geninde meydana gelen diger bir mutasyon 1298. nikleotid adeninin
sitozine degisimi ile olusan nokta mutasyonudur. Bunun sonucunda glutamat aminoasiti
yerine alanin aminoasiti kodlanmakta, C677T mutasyonunda oldugu gibi enzim
aktivitesinde azalmaya neden olmaktadir ( 16 ).

Esansiyel bir amino asit olan methionin ¢ogunlukla hayvansal proteinlerde
bulunur. Sistein ve sistinin yapilmasi methionin varli@inda gerceklesir. Methioninin
aktive olarak S-adenozil methionin haline gelmesi sistein sentezinin baslangicini
olusturmaktadir. Bu sentez sirasinda adenozil grubu adenoziltrifosfat (ATP) dan
methionin kiikirdiine taginmaktadir. S-adenozilmethionin metil grubunu transferaz
enzimleri ile alici molekille tagimakta ve S-adenozilhomosistein olugmaktadir. S-

adenozilhomosistein, homosistein ve adenozine hidrolizlenmektedir ( 17 ). ( Sekil 2.5 )



Sekil 2.5: MTHFR enzimi ve fonksiyonu ( 18 )

Plazmadaki homosistein dizeyinin normal sinirlart 5-15 mikromol/l olarak
belirlenmigtir. Hafif: yiksekliginde bile tromboz riskini arttirdigt belirtilmektedir ( 7,8 ).
Hiperhomosisteinemi arteryel veya vendz tromboza neden olabilmektedir ( 8,9 ). Cesitli
mekanizmalarla tromboza neden olan hiperhomosisteinemi, diiz kas hipertrofisi, intima
kalinlagmasi, lipoprotein a olusumu, endotelial zehirlenme, diisiik dansiteli lipoprotein
oksidasyonu, monositlerin endotele go¢l, trombin olusumunda rol oynamaktadir.
Ayrica timor baskilayict genlerdeki DNA’nin hipometilasyonunda artiy veya DNA
igindeki wurasilin birlesmesinde hataya yol acarak malignite riskini arttirdig

dusunilmektedir ( 7,14 ).

2.1.4. Antitrombin eksikligi

Plazma glikoproteini olan antitrombin ( AT ) otozomal dominant gegis
gostermektedir. Homozigot birey enderdir ve yasamla bagdasmaz. Karaciger ve
endotelden sentezlenmekte; trombin, faktér IX, X, XI, XII'nin inhibisyonunu

saglamaktadir. Gigla bir fibrin inhibitori olan antitrombinin heparin varliginda etkisi
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1000 kat artmaktadir. Tromboz riskini 40 kat arttirmaktadir. Yiizden fazla mutasyonu
tespit edilmistir.

Tip 1 AT eksikligi: Miktar da azalma saptanmaktadir.

Tip IT AT eksikligi: Miktar normaldir fakat fonksiyon bozuktur

Tip Il RS: AT molekuli aktif boélgesinde bozukluk.

Tip 11 HBS: AT molekuli heparin baglanma bolgesinde bozukluk.

Tip 11 PE: AT molekuliinde pleiotropik etki bozuklugu.

AT eksikliginde en sik karsilasilan gebelik komplikasyonu preklemsidir. Yapilan
calismalarda tekrarlayan bebek kayiplart kontrol grubunda 2-5 kat daha fazla
bulunmustur ( 8,14 ).

2.1.5. Protein C eksikligi

Antikoagiilan etkisi 1960 yilinda tamimlanan protein C, K vitaminine bagimli,
karacigerde sentezlenen bir glikoproteindir ( 8,14,19 ). Pihtilagma sisteminde dogal
inhibitér gorevindedir. Protein C, protein S ile birlikte FVa ve aktive faktor VIIIi
inaktive ederek pihtilasma onleyici etkisini gostermektedir. Protein C pihtilagma
Onleyici etkisini gosterebilmesi igin trombin ve trombomodulin molekuli tarafindan
aktive protein C’ ye donusturilmektedir ( 8, 19 ). Protein C’nin inflamasyon onleyici ve
hiicre koruyucu etkileri vardir ( 19 ).

Heterozigot protein C eksikligi otozomal dominat kalitilir. Klinik olarak daha
agir seyir izleyen formu otozomal resesif olarak kalitihir ( 19 ). Heterozigot protein
C’nin iki tipi vardir:

Tip I protein C eksikligi: Molekiiler yapi normal ancak miktar azdir.
Tip 1l protein C eksikligi: Miktar normal ancak molekil fonksiyonu bozuktur ( 8,19 ).

Venoz tromboemboli tanisi ile bagvuran hastalarin % 0,5-4’linde protein C
eksikligi saptanmaktadir. Agir derecede etkilenmis ve kalitsal protein C eksikligi olan
kigilerin % 75’1 hayati boyunca bir veya birden daha fazla tromboz atag gecirmektedir.

Gebelik sirasinda kadinlar ilk tromboz atagini gecirebilmektedir ( 19 ).
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2.1.6. Protein S eksikligi

Protein S, K vitamini bagimli, belirgin antikoagtilan aktivitesi olan bir serum
glikoproteinidir ( 13,20 ). Protein S, FVa ve faktor VIIIa’nin inaktivasyonu sirasinda
APC’nin kofaktoriudir ( 1,13,20 ). Protein S’nin antikoagtlan etkisi, trombotik olaylarin
geligsmesi i¢in risk faktorii olugturmaktadir ( 13,20 ). Protein S, tirozin kinaz reseptoriine
ve damar diiz kas huicrelerinde spesifik reseptorlere baglanarak hiicre proliferasyonuna
katilmaktadir. Protein S geni 3. kromozomun 3pll.1 ve 3pll.2 bolgesinde yer
almaktadir (1). ( Sekil 2.6)

Sekil 2.6: Protein S geni ( 10)

Protein S eksikligi kazanilmis ya da herediter olabilmektedir. Kazanilmis protein
S eksikligi karaciger hastaligi ya da K vitamini eksikligine baglidir ( 20 ). VTE ile
klinik olarak kendini gostermektedir. Kalitsal trombofilili ve trombozlu hastalarin
yaklasik % 2-3’tnde protein S eksikligi gorulmektedir ( 9,20 ). VTE ile protein S
eksikligi arasindaki ilk iligkilendirme 1984 yilinda ortaya konmustur. Daha sonra 1987
yilinda insan genomunda iki tip protein S geni bulunmustur. PROS1 aktifi olan ve
protein S uretiminden sorumlu olan gendir, PROS2 aldatict ( psédo ) gendir. Protein S
eksikliginin kalitsal aktarim gekli otozomal dominanttir. Protein S eksikligine
PROS1’deki mutasyonel fonksiyon kaybi neden olmaktadir. Gen defektleri oldukca
fazla ve heterojen yapidadir ( 13 ). Ug tip protein S eksikligi tanimlanmigtir:



Tip I eksiklik: Hem total hem de serbest protein S miktar1 azalmistir.

Tip II eksiklik: Hem total hem de serbest protein S miktar normaldir, ancak protein S
fonksiyonu bozuktur.

Tip IIT eksiklik: Total protein S miktart normal, serbest protein S miktar azalmigtir,
fonksiyon bozuktur ( 1,13 ).

Protein S eksikligine neden olan mutasyonlarla ilgili son bilgiler Gandrille
tarafindan toplanmistir. Protein S eksikligi olan 203 aile iizerinde ¢aligma yapmis ve
131 mutasyon tespit etmigtir. Bu mutasyonlar arasinda yedi tanesi tip II eksikligine ait
bulunmustur. Protein S eksikliginin toplumdaki prevelanst % 0,03-0,13 arasindadir.
Trombofilisi olan ailelerde oran % 6’ya ulagmaktadir. Protein S eksikligi olan ailelerin

% 40’1nda ayn1 zamanda FVL mutasyonu da gorilmustar ( 13 ).

2.1.7. Endotel disfonksiyonu

Endotel, tek sira yasst hiicrelerden olusan, damar i¢ yizeyini doseyen damar
duvar ile kan akimi arasinda yer alan fonksiyonel bir bariyerdir ( 21,22 ). Otokrin,
parakrin ve endokrin fonksiyonlara sahiptir ( 22 ). Koagiilasyon kontroli, fibrinolizis,
vaskiler tonus, immiin sistem ve blyiimede énemli rol oynamaktadir ( 21,22 ). Endotel,
vazodilatasyona egilimli, parlak yizeyli, kaygan bir yapidir fakat vaskiler risk
faktorleri ( sigara, diyabet, hipertansiyon, dislipidemi v.s ) mekanik, simik ve
hemodinamik etkiler ile bu yap1 bozmaktadirlar ( 22 ). Saghkli bir endotel normal
fizyolojik  kosullarda, vazokonstriktor ve vazodilatatér maddeler sentezleyip,
vazokonstriksiyon ve vazodilatasyon arasindaki dengeyi korumaktadir. Endotel
disfonksiyonu ile bu denge bozulmakta, endotel proaterojenik ve proinflamatuvar bir rol
oynamaktadir ( 21,22 ). Sistemik hipertansiyon, hiperkolesterolemi ve buna eslik eden
endotel disfonksiyonu koagulasyona tesvik eder. Endotel disfonksiyonu ateroskleroz ve
koroner arter hastaligi gelisiminde onemli rol oynamaktadir ( 23 ). Son yillarda
Japonyada hipertansif bireylerler yapilan ¢alismada endotelyal NO sentetaz geni ile

iligkili mutasyonlar bulunmustur ( 21 ).



2.1.8. Lipoprotein a yiiksekligi

Berg tarafindan ilk kez 1963’de tamimlanan lipoprotein(a) [Lp(a)], dusik
dansiteli bir lipoprotein partikuludir ( 25,26 ). Protein bolumu baglica karaciger
tarafindan uretilen ve ¢ogunlukla LDL’ye bagimli olarak bulunan molekal agirhig
yaklagik 550000 dalton olan Apo B-100’den olusmaktadir. Apo (a), Lp(a)’ nin ayirtedici
ozelligini olusturmaktadir ve agirh@nin % 30’u polipeptid zincir ve karbohidrattir.
Molekiil agirhig polipeptid zincirin buyukligine gore degismektedir ( 25 ). Lp(a)
trombotik ve atherosklerostik hastaliklar 1¢in rnisk faktoradir ( 26 ). Apo(a)
isoformlarinin molekul agirliklar ile serum Lp(a) konsantrasyonundaki farkliliklarla

ters orantilidir ve énemli 6lglide genetiktir ( 25 ).
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2.2. FV, Protrombin, MTHFR Mutasyon Tamsinda Kullanmilan Molekiiler

Yontemler

2.2.1 RFLP

Segici olarak DNA’y1 belirli bolgelerden keserek 1000-20000 bg¢’lik pargalar
olusturan enzim restriksiyon enzimidir ( RE ). Restriction fragment length
polymorphism (RFLP), DNA’nin RE ile kesime ugratilmasi ve etidyum bromiir ile
boyanan agaroz jel Uzerinde DNA bantlarinin yerinin sayisinin belirlendigi bir
yontemdir ( 27 ). Sekil 2,9°da goraldugi gibi yontem dort asamadan olugsmaktadir. Bu
asamalar; DNA’nin izolasyonu, DNA’nin RE ile 6zgil pargalara ayrilmasi, kesilen
DNA’nin agaroz jel elektroforezi, agaroz jeldeki DNA pargalarinin gérintilenmesidir

(27,28).

RE'lerle kesim

RE pargalannin
elektroforezi ve
etidyum bromurle
UV altinda
gériintilenmesi

Sekil 2.7: RFLP yontemi ( 27 )
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RFLP, enzim se¢iminin 6énemli oldugu kolaylikla uygulanabilen hizli, basit ve
ucuz bir yontemdir ancak metodolojik zorluklar yagsanmaktadir. Cok sayida ya da ¢ok
yakin bantlan degerlendirmek mumkiin olamayabilmektedir ( 27,28 ). Az sayida 6mek
ile ¢alisildiginda degerlendirme daha kolay iken, say: arttik¢a kiyaslama yapmak zor
olmaktadir. Kromozomal DNA’nin direkt olarak RE ile kesime ugratilmast saflig
yiiksek ve fazla miktardaki DNA varliginda iyi sonug vermektedir. Bunu saglayabilmek

icin eklenen hibridizasyon basamagi zamani uzatmaktadir ( 27 ).

2.2.2. Real Time PCR

Real time PCR ( RT-PCR ), nuikleik asit amplifikasyonun ekrandan izlenebildigi,
reaksiyonun gidisine miidahale edilebilen, déngulerin sayisinda degisiklik yapilabilen,
floresan isaretli prob ve boyalarin kullanildigi ve olusan DNA ile floresanin dogru
oranttll olarak arttigi ¢ogalma yontemidir. Kantitatif RT-PCR, kinetik RT-PCR,
homojen PCR gibi farkli isimlerle adlandiriimigtir. RT-PCR’in kullanim alanlari;
mRNA diizeyinin sayisal olarak belirlenmesi, ki bu sayede timéor hicrelerinin ilag
direngleri, kemoterapi taramalan yapilabilmektedir, DNA’nin kopya sayisinin sayisal
degerlere donUstirilmesi, tek nokta mutasyonlarinin belirlenmesi, kromozom
bozukluklarinin tespiti, SNP ( Single Nucleotid Polymorphism ) analizi, DNA hasari,
viral kantitasyon, patojen tespiti, metilasyon tespiti gibi ¢alismalarda kullanilmaktadir.

RT-PCR da kullanilan boyalar ve prob sistemlerine gore bir siniflandirma

yapildiginda iki alt gruba ayrilmaktadir ( 29,30,34-37 ).

2.2.2.1. Ozgiil floresan isaretli problar

Bu grupta yer alan yontemler;
Floresan rezonans enerji transferi ( FRET ); Iki farkli floresan boya ile isaretli iki
farkli prob dizayn edilmistir. Problardan birinin 3’ ucu (donor) digerininde 5° ucu
(acceptor) floresan boya ile isaretlidir. Amplifiye olan hedef DNA dizi uzerinde
birbirine bitisik olarak durmaktadirlar. Sekil 2.10°da goruldugu gibi sistemin 1sik

kaynag ilk probdaki boyay: uyardiginda, prob belli bir dalga boyunda floresan igik
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yayar eger iki prob arasinda hibridizasyon gerceklesmis ise yayilan enerji ile ikinci
probdaki boya daha uzun dalga boyuna sahip bir 151ma yapar. Bu enerji transferi FRET
olarak adlandirilmaktadir ( 29,31,32).

Sekil 2.8: FRET yontemi ( 29 ).

Taqman prob yontemi; Bu yontemde DNA’ya tamamlayict floresan isaretlenmis tek
zincirli bir prob kullanilmaktadir. Probun 5° ucu reporter (bildirict), 3’ ucu quencher
(bastirict) olarak adlandinlmaktadir. Bastirict  boya, bildirici  boyanin sinyal
olusturmasint engellemektedir. Amplifikasyon esnasinda hedefi DNA dizisi tizerinde
primer baglanma bolgeleri arasinda tagman probu baglidir. Primerin baglanmasi ile
birlikte yeni zincir olusmaya baglar. Taq DNA polimeraz enzimi, probun bagli oldugu
bolgeye geldiginde reporter boyayr probdan ayirir. Reporter boyanin serbest hale
gelmesit ile sinyal olugur. ( Sekil 2.11)

Bu problar RT-PCR tekniginin spesifitesini arttirmistir. Protokoli standarttir,
dizayn1 kolaydir. Sayisal degerlere de ulasilabildigi i¢in arastirmacilar igin avantaj

saglamaktadir. ( 29-32,35-37)
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Sekil 2.9: Tagman prob yontemi (29).

Molekiiler boncuk yontemi (molekiiler beacon); Teknik, hibridizasyon sonucunda
olusan floresanin 6l¢iimiine dayanmaktadir. Bu yontemde kullanilan oligoniikleotid, 25-
35 bazlik uglan birbirine yapisik bir molekuldir. Sag tokast seklindedir. Yuvarlak olan
kisimda DNA’ya tamamlayici olan tek zincirli primer dizisi, diiz olan ug kisimlarda iki
florokrom boya bulunmaktadir. PCR sirasinda, DNA amplifiye olmaya basladiginda
prob tamamlayict oldugu DNA dizisi ile karsilastiginda yapr degistirir ve diiz hale
gecer. Molekiiler boncugun DNA dizisi ile hibridize olmasi ile 5’ ucunda bulunan boya

serbest hale gecer ve floresan 1s1ma yapar. ( Sekil 2.12)
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Yontemin yaygin olarak kullanildigi alanlar; farmakogenetik ve SNP
caligmalaridir. Yontemin en onemli basamagi prob dizaynidir. Eger uygun sicaklik
bulunmamigsa molekilin sa¢ tokast sekli degismeyeceginden ortamda hedef DNA

dizist olsa dahi floresan 151ma olusmaz ( 29,31,32).

LASARLIARLELIRS Lonsanins

Sekil 2.10: Molekuler boncuk yontemi ( 29 ).

2.2.2.2. Ozgiil olmayan floresan isaretli problar

En yaygin kullanilan yontem SYBR Green I yontemidir.
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SYBR Green I yontemi; Yontem ismini islem sirasinda kullanilan 497 nm dalga
boyuna yiikseltgenen ve 520 nm dalga boyuna indirgenen SYBR Green I boyasindan
almaktadir. Floresan boya ortamda bulunan ¢ift zincirli DNA’ya baglanir. Ortamdaki
cogalan DNA miktarnn arttikga okunan floresan boya miktart da paralel olarak
artmaktadir. ( Sekil 2.13)

Yontemin en Onemli dezavantaji, hedeflenmeyen PCR uriinleri ¢ogalmas: ile
yine floresan 1g1ma gergeklesmesidir. Yanlis pozitif sonug alinabilmektedir. Bu nedenle
PCR sonrasinda istenilen bolge olup olmadigini anlamak i¢in erime egrisi analizi
( melting curve ) yapilmaktadir. Erime egrisi, bir amplifikasyon triinii genin % 50’sinin
denatiire oldugu, genin dizisine ve genin % GC oranina bagli olarak farklilik gosteren

sicaklik degeridir ( 29,30,35-37 ).

Sekil 2.11: SYBR Green I Yontemi (37 ).
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2.2.3. DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi, bilinen ve bilinmeyen mutasyonlarin arastirilmasi igin
kullanilan bir yontemdir. Radyoaktiviteyle calisilan manuel bigimi ve floresan markali
kimyasal bi¢imi vardir. Mutasyon tasiyan bolge SSCP veya DGGE yontemlerni ile
saptandiktan sonra DNA dizi analizi yéntemi uygulanir. Yéntemi direkt uygulamak i¢in
DNA pargast PCR ile gogaltilir veya indirekt olarak M 13 fajina klonlanir. Kimyasal
( Maxam Gilbert ) ya da enzimatik ( Sanger ) yolla direkt analiz yapilmaktadir.
Kimyasal yontemin temelini DNA polimeraz enzimi yardimi ile in vitro DNA sentezi
olusturmaktadir. Kinaz enzimi ile DNA molekili 5’ ucundan kesilir ve 32 P ile
isaretlenir. Segici ozellikli kimyasal maddeler kullanilarak uzunluklar farkli DNA
parcalan elde edilir. Bantlar elektroforezle ayrilir daha sonra otoradyografi ile incelenir.

Gunumiizde yaygin olarak Sanger’in zincir sonlandirma yontemi temeline
dayanan dideoksiniikleotid yontemi kullanilmaktadir. Otomatize yontem sekil 2.14 de
goruldugi gibi agagidaki agamalardan olusmaktadir.

«  Ozgiil primerlerin DNA kalibina tutunmasi

+ Taq DNA polimeraz, dNTP ve floresan boyal1 dideoksinukleotidlerin karigima
ilavesi ve yeni zincir sentezi

»  Yeni zincirin sekans spesifik olarak sonlanmasi

«  Uriiniin kapiller elektroforezde yiiriitilmesi ( 32,37.38 ).



Sekil 2.12: Otomatize DNA dizi analizi agamalar1 ( 32 )
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3.GEREC VE YONTEM
3.1 Gerec

Calismamizda Dr. Zeydanli Hayat Bilimleri Tic. Ltd Sti Ar-Ge laboratuarinda
bir 6nceki ¢alismada kullanilan, Sekans ve RFLP yontemi ile heterozigot ve normal
DNA igerdigi test edilmis her bir mutasyon i¢in 5 er adet kan 6rnegi kullamlmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Molekiiler calisma

3.2.2.Kimyasallar
e 20 X SSC tamponu, pH 7.0
¢ NaCl 3M

e Trisodyum sitrat (iki sulu)

¢ Sodyum asetat, pH 7,2

¢ Sodyum asetat

e SDS %10

e Proteinaz K 20mg/ml

e Fenol/kloroform/izoamil alkol 25:24:1
e Saf etanol

¢ TE tamponu pH 8,0

¢ Etanol %80

e dNTP set

e Hot start Tag DNA polimeraz

3.2.2.1. Oligoniikleotid primerler ve problar

Kullanilan her bir primer ve prob kombinasyonu, her DNA ornegi ile test

edilmis ve bu test her kombinasyon igin 5 kez tekrar tekrarlanmigtir. Boylece her bir



primer prob kombinasyonunun tekrar edilebilirligi ortaya konmustur. Bulgular
kisminda belirtilen dizilerden tekrar edilebilirlik kriteri g6z oniine alinarak verim

alinmugtir.

3.2.2.2. Diger arag ve gerecler

e Real-Time PCR cihazi
e Santrifiij

e 8’li strip tiipler

e Eppendorf tupler

e Otomatik pipetler

e Pipet uglari

e Vorteks

e +4°C sogutucu

¢ Derin dondurucu

3.2.2.3. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu igin alkali fenol kloroform yontemi kullanildi. Ar-Ge arsivinde
bulunan her mutasyon icin heterozigot ve normal 5’er adet ( toplam 30 adet ) kan

6megi bu yontem ile izole edildi.

3.2.2.4. DNA izolasyon protokeolii

e Kan ornekleri tzerine 0,8 ml 1X SSC tamponu eklenerek karistinildi.
Mikrosantrifijjde 12000 devir/dakika hizda, 1 dakika santrifijjlendi.

e Ust sivi uzaklagtirildi. Cokelti {izerine 1 ml 1X SSC tamponu eklenerek
karigtirtldi. Mikrosantrifijde 12000 devir/dakika hizda, 1 dakika santrifijlendi.

e (Cokelti izerine 375 pul 0,2 M sodyum asetat eklenip karigtirtldiktan sonra 25pl
%10 SDS ve 5 ul Proteinaz K ¢ozeltisi eklendi ve 55 °C’de, 1 saat bekletildi.
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e Slre sonunda 120 ul fenol/kloroform/izoamil alkol karisimi eklendi ve
kanigtiricicda 30 saniye kanstinildiktan  sonra  miksrosantrifiijde 12000
devir/dakika hizda, 2 dakika santrifiijlendi.

e Ust faz dikkatli bir sekilde yeni bir mikrosantrifiij tipiine aktanldi, 1 ml soguk
saf etanol eklendikten sonra karistirildi ve -20 °C’de 15 dakika bekletildi.

e Mikrosantrifiijde 12000 devir/dakika hizda, 2 dakika santrifiijlendi. Ust sivi
uzaklastirtldi, ¢okelti izerine 180 pl TE tamponu eklenip kanstirildiktan sonra
55° C’ de 10 dakika bekletildi.

o Once 20 ul 2 M sodyum asetat eklenerek karistirildi. Daha sonra 500 pl soguk
saf etanol eklenerek karistinldi ve mikrosantrifiijde 12000 devir/dakika hizda 1
dakika santrifiijlendi.

o Ust sivi uzaklastinildi, ¢okelti vakumlu kurutucuda 10 dakika kadar kurutuldu.

o (Cokelti 200 pl TE tamponu igerisinde belirli araliklarla kangtinlarak
¢ozindurildi ve 55 °C’de bir gece birakildi. Coztinen kromozom DNA’ s1 -20

°C’de sakland.

3.2.2.5. DNA’nmn safligy

Her hasta i¢in kendi stogundan 50 pl alindi ve 2950 ul distile su ile 1/60 lik
dilusyon hazirlandiktan sonra, spektrofotometrede okundu. 260 nm ve 280 nm’de optik
densite belirlendikten sonra OD 260/ OD 280 oram hesaplanarak 1.75 DNA saflii

bulundu

3.2.2.6. PCR icerigi

TagMAN PCR
DNA ekstraksiyonu yapilmig olan biitiin 6rnekler PE 7500 (Perkin Elmer, ABD)

cihazi kullanilarak TagMAN RT-PCR ile analiz edildi. Bu amagla her bir ¢rnek igin

asagidaki master miks ve oligontikleotidler kullanild.



10X reaksiyon Buffer

MgCl, (25 mM)

dNTP (2,5 mM)

Primer Sense ve Antisense (10 pmol)
TagMAN Prop (5 pmol)

Hotstart Taq DNA polimeraz (5 U/ pl)
Distile Su

Ornek DNA’sI

3.2.2.7. PCR program

95°C 5 dk

95°C 155 } 32 dongi
60°C 1 dk

2,5 ul
6,0 ul
2,0 ul
1 ul

0,5 ul
0,2 ul
7.8 ul
5,0 ul
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4. BULGULAR

Prototip olarak Faktor II tek tiip mutasyon analiz sistemi test edildi. Faktor 1T tek
tip multipleks mutasyon analiz sistemi yaptigimiz c¢aligmalar ile teorik olarak
kurguladigimiz sekilde LNA proplarn ile galigtt ve tamamen orijinal know-how igeren
bir metod olarak ortaya ¢ikti. Belirtilen primerlerin degisik kombinasyonlar
kullanilarak testler yapildi. Bu ¢aligmalar sonucu “Verim elde edilenler” olarak
adlandirllan proplar ile Faktor II testleri basari ile ve tamamen 6zgin bir yontem ile
Sekil 4.1 ve 4.2°deki gibi analiz edildi. Daha sonra ayni ¢aligmalar FVL ve MTHFR

mutasyonlari ile de yapildi.

Delta Rn vs Cycle

-4.0008+003

1 2 3 4 8 8 7 8 B 10 11 92 13 14 15 18 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 26 30 31 32 33 34 33 3@ 37 38 3@ 40

Cycle Number

Selected Detector: All
Well(s): G8,H8
Document: 23-03-2009-hcv-hpv-f2 (Standard Curve)

Sekil 4.1: Faktor II tek tip multipleks mutasyon analiz sistemi ile test edilen
Heterozigot DNA ornegine ait FAM ve JOE floresan boyalarin ayni yerde birbiri ile
bitisik pikleri goralmektedir.
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Delta Rnys Cvee

Sekil 4.2: Faktor 11 tek tip multipleks mutasyon analiz sistemi ile test edilen Normal
DNA o6rnegine ait ¢alismada FAM ve JOE floresan boyalarindan sadece FAM olanin
pik verdigi ve JOE boyasinin yatay bir seyir izledigi gorilmektedir.

Sekil 4.3: FVL tek tip multipleks mutasyon analiz sistemi ile test edilen Heterozigot
DNA ornegine ait ¢alismada FAM ve JOE tloresan boyalarinin pik goriinttsa.
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Sekil 4.4: MTHFR tek tip multipleks mutasyon analiz sistemi ile test edilen
Heterozigot DNA Ornegine ait ¢aligmada Texas Red ve FAM floresan boyalarinin pik
gorantisa.

e Verim elde edilen UZUN diziler

e F2MIuPr aagtgactctcaACAagcctcaatg
e F2NIuPr aagtgactctcalCGagcctcaat

e Verim elde edilen ORTA UZUN diziler

e F2MI1uPr tgactctcaACAagcctcaatg

e F2NIuPr tgactctcal CGagcctcaat

e F2NPI  ttcgccaacgatggtgatgattcaataaaagtgactctcagtg

e F2NIPIl ttcgccaacgatggtgatgattcaataaaagtgactctcateg

e F2MPI1 ttcgccaacgatggtgatgattccaataaaagtgactctcagaa
e F2MIP ttcgccaacgatggtgatgattccaataaaagtgactctcaaca
e F20P2  ttcgccaacgatggtgatgattaggtggtggattcttaagtett

e F2MPr HEX actctcagAAagcctca BHQ



F2M1PrHEX actctcaACAagect BHQ
F2M1aPrHEX tgactctcaAcAagcctcaa BHQ
F2NPr  FAM actctcagTGagectc BHQ
F2NI1Pr FAM actctcaTCGagect BHQ
F2NlaPr FAM actctcaTcGagectc BHQ
FVNPr JOE acaggAGaggaatacag BHQ
FVMPr FAM caggTAaggaatacaga BHQ

FVNP] tatttagccaggagacctaac

FVN cagatcectggacagg

FVM geagatccctggacagg

677NPr Texas red cgggaACcgatttcat BHQ
677MPr Texas red cgggaTTcgatttcatc BHQ
677P1  tcacctggatgggaaag

677N aaggtetctgcggga

677TM  aagttcgagcaatg

29
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S. TARTISMA VE SONUC

Tek gen mutasyon analizi ile ilgili ¢aligmalar incelendiginde, ¢esitli molekiiler
yontemler karsimiza gikmaktadir. Genel bilgi kisminda ayrintili olarak degindigimiz bu
yontemleri birbiri ile kiyasladigimizda birbirlerine avantaj ve dezavantajlarim
gormekteyiz.

RFLP, enzim se¢iminin ¢énemli oldugu kolaylikla uygulanabilen hizli, basit ve
ucuz bir yontemdir ancak metodolojik zorluklar yasanmaktadir. Cok sayida va da ¢ok
yakin bantlar degerlendirmek mumkiin olamayabilmektedir ( 27,28 ). Az sayida drnek
ile ¢alisildiginda degerlendirme daha kolay iken, say1 arttik¢a kiyaslama yapmak zor
olmaktacdir. Kromozomal DNA’nin direkt olarak RE ile kesime ugratilmasi saflig
yuksek ve fazla miktardaki DNA varliginda iyi sonug vermektedir. Bunu saglayabilmek
i¢in eklenen hibridizasyon basamagi zamani uzatmaktadir ( 27 ).

RT-PCR cihazlarn gunimiizde birgok aragtirma ve tani laboratuarlarinda
kullamlmaktadir. Cihazlar birbirinden reaksiyon sayist kapasiteleri, kanal sayilari,
hizlar, eksitasyon-emisyon dalga boylarindaki farkliliklarina ve kullandiklar yonteme (
ozgul olmayan floresan isaretli-6zgiil floresan isaretli ) gore ayrilmaktadir ( 29 ).
Yaygin olarak kullanilan ¢ ayr sistem mevcuttur. ABI Prism 7700 ( Perkin Emler
Applied Biosystems, USA ) 500-660 nm floresan araligimi 6lgebilme, iki saat iginde
sonug verebilme, fazla sayida 6megi ayni anda analiz edebilme 6zelligine sahiptir. 96
delikli thermal isitict igerir. Ancak RT-PCR analizinin ancak amplifikasyon siireci
sonunda yapilmasi dezavantaj olarak degerlendirilebilir. LightCycler ( Roche Molecular
Biochemicals-Mannheim, Germany ), kapali bir sistemdir. RT-PCR olanagimi 20 dk’ ya
kadar indirebilir ancak sadece 32 reaksiyon gerceklestirmesi ve kirllgan cam tuplerle
calismast dezavantajlan olarak gosterilebilir. SYBR Green [ yontemi ile ¢alismaktadir.
I-cycler ( BioRad), genis dalga boyunda saptama yapabilir, dort ayn floresan bildirici
ile alternatif RT-PCR segeneklerine imkan saglar ( 30 ).

Ozgil olmayan floresan isaretli yontemde SYBR Green I yontemi, iyi dizayn

edilmis primerler ve optimize edilmis PCR sartlarinda ¢ok sayida hedef genin
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¢ogaltilmasina olanak vermektedir. Floresan isaretli proba ihtiyaci gostermedigi icin
maliyeti ucuzdur ancak ortamda hedef DNA dizisi amplifikasyonu gergeklesmediginde
primerlerin birbiri ile baglanmalan sonucunda yine floresan 1sima olusur bu nedenle
yanlig pozitif sonu¢ almak miimkinduir. Sonrasinda erime egrisi analizi yapilmalidir
(29).

Ozgul floresan isaretli yontemlerden molekiiler boncuk yontemi birgok alanda
giivenilir sonu¢ vermesine ragmen yontemin en énemli dezavantaji prob dizayni ve
optimizasyon saglama zorlugudur. Uygun sicaklik derecesi bulunamamigsa ortamda
hedef DNA dizisi olmasina ragmen floresan 1sima gergeklesmez. Tagman yontemi
mutasyon tespiti ile birlikte sayisal degerlere ulasmayr saglamasi, prob dizaynimin kolay
olmasi, standart bir protokoliiniin olmasi nedeni ile tercih edilen bir yéntemdir ( 29 ).

FII, FVL, MTHFR mutasyonlarinin farkli arastirmacilar tarafindan tarkh
molekuler yontemler kullanilarak yapilan ¢aligmalarina asagidaki érnekler gosterilebilir.
Calisma 1: Arteriyo-vendz fistil tromozu gelisen ve gelismeyen kronik boébrek
yetmezligi olan hastalarda MTHFR polimorfizmlerinin arastiriimasi.

Emirogulan ve ark. calismada kronik bobrek yetmezligi olan ve nedeni
bilinmeyen arteriyo-venoz fistil tikanmasi yasayan 31 hasta ile kronik bobrek
yetmezligi olan ve fistil tkanmas: gorilmeyen 51 kisi kontrol grubu olarak
ayirmislardir.  Gruplardan  alinan  kan  orneklerinden  DNA  izolasyonu
gerceklestirmiglerdir. MTHFR C677T polimorfizmi i¢in belirlenen primer dizisi
kullanilarak PCR amplifikasyonunu gergeklestirmislerdir. Amplifikasyondan sonra PCR
urininii Hinf I restriksiyon enzimi ile kesime ugratmiglardir ve %3 lik agaroz jelde
gorintiileyip genotip belirlemislerdir ( 16 ).

Calisma 2: Komplikasyonlu gebeliklerde kalitsal trombofilinin yeri.

Akbas ve ark.¢aligmada komplikasyonu olan 31 gebe ile, aym haftalarda saglikli
33 gebe dahil etmislerdir. Her bir gruptan FVL mutasyon analizi i¢in alinan kan
orneklerinden DNA elde etmislerdir. PCR ile FVL mutasyonunu igeren genom
bolgesini ¢ogaltmislardir. RE ile ¢ogaltilan parcanin kesilmesin ardindan agaroz jel
tizerinde elektroforez kesim triinlerinin birbirinden ayrnlmasini saglamislardir. Son
olarak ultraviyole 1g1k altinda etidyum bromiirle boyanan DNA pargalarnin gortnteleyip

fotograflamiglardir ( 6).



32

Calisma 3: Derin ven trombozu olgularinda herediter trombofilik risk faktorleri

Altintas ve ark. ¢aligmada derin ven trombozu tamisi konmus 52 olgu ile
hastalarla akrabalig1 bulunmayan 56 erkek, 51 saglikli kadindan olusan kontrol grubunu
degerlendirmeye almislardir. Hasta ve kontrol grubundan alinan kan orneklerinden
DNA’lar1 elde etmislerdir. RT-PCR cihazinda ( LightCycler ) ‘LightCycler-FVL
mutasyon saptama kiti’ kullanarak FVL nokta mutasyonunu, ‘Protrombin mutasyon
saptama kiti’ kullanarak protrombin mutasyonunu arastirmiglardir. Hedef DNA dizisini
cogalip ¢ogalmadigini kontrol etmek amaciyla erime egrisi analizi ( melting curve )
yapmiglardir ( 2 ).

Diinyada, direkt mutasyon bdolgesini/bolgelerini  hedefleyen primer-prob
kullanarak mutasyon analizlerine yonelik hizli, giivenilir ve konfirmasyona dayali bir
real time test sistemi bulunmamaktadir. Gelistirdigimiz ve know-how igeren bu yeni
metod, halen hi¢ uygulanmayan, “Mutasyon analizi” ve “5° Nikleaz assay”
metodlarinin kombinasyonunu kapsamaktadir. Bu c¢aligmada, 5’ nikleaz assay ve
mutasyon analizi kombinasyonu multipleks formatta uygulanmistir. Bu test sisteminde
analiz, direkt mutasyon bolgesini/bolgelerini hedefleyen, LNA (locked nucleic acid)
nikleotidler igeren primer ve problar kullanilmistir. Boylece daha stabil ve kararlt DNA
amplifikasyonlan elde edilmistir. Boylece multipleks formatta PCR reaksiyonunun en
o6nemli dezavantaji olan kararsiz DNA parcaciklan elimine edilmigtir. Sonug itiban ile,
cihaz hizina bagl: olarak, 3 saat gibi bir stirede %100 duyarli, givenilir, ekonomik,
hizli, uygulamasi son derece basit ve tekrar edilebilirligi yiksek ozelliklere sahip olan
bu sistemde ¢oklu mutasyonlar “multipleks™ formatta ve Real Time PCR test sisteminde
gelistirilmisgtir,

Bu calismada geligtirilen ve yenilikgi yoni bulunan bu metod, ilkemizde
gorilen ve ihtiyag duyulan diger mutasyonlann (kistik fibrosis, beta talasemi,

fenilketaniiri gibi) tespitine yonelik kitlerin gelistirilmesine saglayacaktir.
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