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ONSOz

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) islemi kendi basina PCR urlGninun boyu
ve miktarinin belirlenmesiyle genetik tani ve arastirmalarda direkt kullanilan bir
yontem olmasinin yaninda DNA dizi analizi gibi bir¢ok ileri teknolojik uygulamanin da
oncu basamagini olusturmaktadir. Bu nedenlerle molekuler genetik laboratuvarinin
vazgecilmez islemlerindendir. Ancak, GC’ ce zengin ve uzun gen bdlgelerinin PCR ile
¢ogaltiimasi molekuler  genetik  laboratuvarlarinda  siklikla kargilagilan
problemlerdendir. Bu proje ile hedeflenen c¢ikti; GC' ce zengin ve uzun gen
bolgelerinin PCR ile cogaltiimasina olanak saglayan PCR protokollerinin reaksiyon
icerigi ve 1s1 dongulerini icine alacak sekilde gelistirimesidir. Bu amacgla, PCR’ da
kullanighligi daha 6nce bildirilmis olan modifiye nikleotidler olan 7-deazadGTP ve
dITP’ ye ek olarak 8oxodGTP, dPTP, 20H-dATP gibi modifiye nukleotidlerin bu
amagcla kullanighihg test edilmistir. ilk defa test edilen bu modifiye nikleotidlerin
benzer amacla kullanish oldugu daha 6ce bildirilmis olan DMSO, betain gliserol, BSA
gibi PCR katki kimyasallari ile kombine etkisi dederlendirilmigtir. Ayrica bu proje ile
alternatifli primer dizileri ile buna bagl olarak degisen farkli Tm dereceleri ve diger
PCR 1s1 ve dongu parametrelerinin etkisi test edilmistir. Bu deneylerin timua Frajil X
sendromundan sorumlu FMR1 geni CGG tekrarlarindaki artis bélgesini icine alan gen
bdlgesinin PCR’la ¢ogaltilmasi modeli tzerinden denenmigstir. Boylelikle FMR1 geni
CGG tekrarlarindaki artislarin ilave isleme gerek kalmadan PCR ydntemiyle tespit
edilebilirligi test edilmigtir. Frajil X sendromu modelinden yola cikilarak benzer
gugluklerin yasandigi diger gen bodlgelerinin de tek basamakta PCR ile gogaltimasi
icin kullanisli PCR protokollerinin olusturulmasi da ¢alismanin diger 6zgin degerleri
arasindadir.

Proje Namik Kemal Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir.
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OZET

Bircok genetik hastaligin tanisinda kullanilan Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR) ilgilenilen gen bdlgelerinin cogaltiimasi, sonraki islemlerin
gerceklestirilebilmesi igin gerekli olan ilk basamaktir. Fakat bazi durumlarda ilgilenilen
gen bdlgesinin “GC” nukleotidleri igerigi bakimindan zengin ve uzun bir bdlge olmasi
PCR iglemini basarisizliga ugratmakta, bu nedenle genetik hastaliklarin tanisinin
zorunlu oldugu durumlarda ¢ok daha fazla zaman, is glcu ve maliyet gerektiren
bagka islemler kullaniimakta veya s6z konusu hastaligin laboratuvardaki tanisi
gerceklegtirlememektedir. Diger yandan eger yurutulen galisma bir arastirma ise
¢ogu zaman galisma basarisizlikla sonuglanmaktadir. GC’ ce zengin bolgelerin PCR
yontemi ile ¢godaltilmasinda karsilasilan guglikleri asmak igin de bu giune kadar PCR
katki kimyasallarinin ve modifiye nukleotidlerin kullanimi ayrica 1s1 dongulerinin
optimizasyonu gibi degisik yaklagimlar ortaya konmustur. Bilimsel aragtirmalarin yani
sira birgok firma da GC nukleotid orani yuksek ve uzun olan gen bdlgelerinin
cogaltilmasini saglayacak kitlerin Uretimine c¢alismaktadir. Ancak, birgok hastalikla
ilsikii GC’ce zengin gen bolgelerinin PCR’ la c¢ogaltiimasindaki guglukler
asllamamistir. Bu proje ile tani amaglh c¢alisan molekuler genetik laboratuvarlarinda
siklikla gahligilan Frajil-X sendromu, Huntington Hastaligi, Miyotonik Distrofi bagsta
olmak uzere GC’ ce zengin ve uzun gen bdlgeleri icermeleri nedeniyle klasik PCR
yontemi ile tanisi konulamayan hastaliklarin tanisinin hizli ve ucuz bir yontemle
konulmasina olanak saglayacak PCR protokollerinin gelistiriimesi hedeflenmektedir.

Anahtar Kelimeler: GC-PCR, PCR modifikasyonu, genetik hastaliklar



ABSTRACT

Polymerase Chain Reaction (PCR) is widely used in diagnosis of many genetic
diseases. Amplification of the gene of interest with PCR is the first step required for
afterwards process. But in some cases gene of interest is "GC" rich and too long for a
sufficient PCR. In this kind of situations diagnosis of genetic diseases require more
complicated molecular techniques costing much time and payment. Even the results
are often unsuccessful. To overcome these difficulties, usage of chemical additives
modified nucleotides and optimization of PCR conditions demonstrated with many
research. Also many companies are working on the production of kits which can
duplicate GC rich sequences of disease related genes responsible for Fragile X
syndrome, Huntington's disease and Myotonic Dystrophy. The aim of this project is to
develop a quick and cheap PCR protocol could be used in genetic diagnosis.

Keywords: GC-PCR, PCR modification, genetic diseases



1. GIRIiS

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) birgok genetik hastaligin tanisinda ve
calisma materyali DNA veya RNA olan tum arastirmalarda kullanilan gavenilir, hizli
ve vazgecilmez bir yontemdir. Hastalikla iligkili olsun ya da olmasin ilgilenilen gen
bolgelerinin  PCR  iglemi  kullanillarak  c¢ogaltiimasi,  sonraki islemlerin
gerceklestirilebilmesi igin gerekli olan ilk basamaktir. Fakat bazi durumlarda (6rnegin;
Frajil-X sendromu gibi trinlkleotid tekrar hastaliklar) ilgilenilen ve PCR ile
cogaltilmak istenilen bolge “G” ve “C” nlkleotidlerince zengin ve uzun bir gen bolgesi
olabilmektedir. ilgilenilen gen bdlgesinin “GC” niikleotidleri igerigi bakimindan zengin
ve uzun bir bolge olmasi PCR iglemini basarisizliga ugratmakta, bu nedenle genetik
hastaliklarin tanisinin zorunlu oldugu durumlarda ¢ok daha fazla zaman, is gicu ve
maliyet gerektiren bagka islemler kullaniimakta veya s6z konusu hastaligin
laboratuvardaki tanisi gercgeklestiriiememektedir. Diger yandan eger yurutulen
calisma bir arastirma ise ¢ogu zaman c¢alisma basarisizlikla sonuglanmaktadir.
Standart bir PCR’ de gerekli olan elemanlar; kalip DNA molekuli, 1 ¢ift primer, Taq
polimeraz ve tamponu, dNTP’ ler, MgCl, ve is1 dongulerinin saglanmasi icin gerekli
olan PCR cihazidir. Bazi durumlarda hedefe yonelik olarak PCR ydntemi gerek igerik
gerekse 1s1 donguleri bakimindan modifiye edilerek gesitlendirilebilir. GC’ ce zengin
bdlgelerin PCR ydntemi ile ¢ogaltiimasinda karsilasilan guglikleri asmak icin de bu
gune kadar degisik yaklasimlar ortaya konmustur. Bunlarin basinda; Betain, DMSO,
Gliserol, BSA gibi Taqg polimerazi yuksek sicakliklara daha dayanikl kilan kimyasal
ajanlar, formamid, DTT, TMAC gibi denatlrant ajanlar ve 7-deaza-dGTP, dITP ile
diger modifiye nikleotidler gibi DNA sarmalini daha gevsek hale getirerek PCR ile
¢ogaltmaya yardimci olabilecek modifiye nukleotidler kullaniimig, ayrica 1s1 donguleri
acisindan da degisik yaklasimlar énerilmistir (Hecimovic, Barisic et al. 1997; Nampalli
and Kumar 2000). Bu proje kapsaminda 6ncelikle modifiye nikleotidlerin PCR ile
¢ogaltma islemi sirasinda yeni sentezlenen DNA’ ya sokulmasi sayesinde GC’ ce
zengin ve uzun gen bolgelerinin basariyla ¢ogaltilmasi amacglanmaktadir. Ayrica
modifiye niukleotidlerin PCR’ de kullanimina ilave olarak daha dnce denenmis olan
diger ajanlarin modifiye nUkleotidler ile birlikte ve farkhh kombinasyonlarda
kullaniimasiyla en iyi sonug¢ verecek PCR sisteminin belirlenmesi hedeflenmektedir.
Yiksek oranda GC igerigine sahip olan, farkli uzunluklardaki (1, 3, 5 kilobaz) gen
bolgelerinin, modifiye nudkleotidler, DMSO, Betain ve Gliserolin cgesitli
konsantrasyonlarda ve kombinasyonlarda, alternatifli 1s1 dénguleriyle PCR isleminin
denenmesiyle gelistirilecektir. GC icerigi ve uzunluklarina gore belirlenen gen
bdlgelerine (baslica yaygin goérilen hastaliklardan sorumlu genler) uygun primer
dizileri dizayn edilerek PCR ile gogaltilacak ve yeni sistemle ¢ogaltilan gen bdlgesi
agaroz jel elektroforezi ile belirlenerek jeldeki sinyal miktari élgulerek yari kantitatif bir
degerlendirme yapildiktan sonra spektrofotometrik dlgimler ile olusan PCR UrGninin
miktari belirlenecektir. Bu proje ile tani amach g¢alisan molekuler genetik
laboratuvarlarinda basta toplumumuzda da sikga gorilen Frajil-X sendromu olmak
uzere diger GC’ ce zengin ve uzun gen bdlgeleri icermeleri nedeniyle klasik PCR
yontemi ile tanisi konulamayan hastaliklarin tanisinin hizlh ve ucuz bir yontemle
konulmasi hedeflenmektedir. Ayrica, arastirma amagh ¢alismalarda da ilgilenilen
bdlge GC’ ce zengin ve uzun bir bdlge oldugunda PC GC zengin DNA bdlgelerinin
basaril bir sekilde amplifikasyonunu saglayan yontemlerin gelistiriimesi 6zellikle Frajil
X sendromu, Hirschsprung hastaligi, Konjenital merkezi hypoventilasyon sendromu
gibi kalitsal hastaliklarin molekuler tanisinda buyuk 6nem tasimaktadir. Bu hastalik
veya sendromlara neden olan genlerin promotor, enhancer veya diger kontrol
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elemani iceren bolgeleri uzun tekrarlar halinde GC nukleotidlerini igcermektedir.
(Musso, Bocciardi et al. 2006).

PCR ile amplifikasyonu zor olan GC igerigi yuksek gen bolgelerinin analizi igin
Expand long PCR ydntemi ile bu bolgelerin klonlanmasi elde edilen GrGndn
goruntulenebilmesi icinde southern blot yontemi rutin tanida uygulanmaktadir
(Hecimovic, Barisic et al. 1997; Pandey, Phadke et al. 2004; Sofocleous, Kolialexi et
al. 2009; Filipovic-Sadic, Sah et al. 2010). Oldukga uzun sureli ve oldukga pahali olan
bu yontemler hem buyuk miktarlarda genomik DNA ihtiyag duymakta hem de
manipulasyon agisindan da yuksek deneyim gerektirmektedir (Filipovic-Sadic, Sah et
al. 2010). CG =zengin bdlgelerin analizini gergeklestirmek icin kullanilan
yaklasimlardan biride metilasyon spesifik PCR ve Gene Scan analizidir (Zhou, Lum
et al. 2006; Filipovic-Sadic, Sah et al. 2010). GunUmuzde bu tip bdlgelerin
amplifikasyonunu saglamaya yonelik birgok potansiyel ¢ozim uretilmis olsa da GC
zengin dizilerin PCR ile amplifikasyonunu optimal sekilde saglayacak protokollerin
arastiriimasina ihtiya¢ duyulmaktadir (Musso, Bocciardi et al. 2006). Buradan yola
cikarak planladigimiz projemizde nukleotid analoglari, PCR katki kimyasallari ve
PCR optimizasyon deneyleri ile kisa surede sonu¢ veren ve dusuk maliyetli yeni
protokoller olusturulmaya calisilacaktir.

Nukleotid analogu 7-deaza-dGTP ve d-ITP (2’deoksiinosin -5’trifosfat)’nin DNA
zincirindeki varhg@inin zincirlerin ayrilma derecelerini dusurdugu gosterilmistir. Bu
sekilde PCR sonucu olusan amplikonlarin denaturasyon sicakligi genomik DNA’dan
dusuk tutulabilmekte ve 6zgullik arttinllabilmektedir (Dierick, Stul et al. 1993; Auer,
Sninsky et al. 1996; Musso, Bocciardi et al. 2006). Ancak literattirde diger nukleotid
analoglarinin GC zengin bdlgelerin ¢ogaltiimasindaki kullanislihgini arastiran bir
calismaya rastlanmamistir. GC zengin bdlgelerin amplifikasyonunu saglamak
amaclyla bircok PCR katki kimyasali (PCR additives) farkh calismalarda
kullaniimistir. Bu kimyasallara 6érnek olarak disik molekuler agirlikli Grtinler DMSO
(Dimetilsulfoksit), diger sulfoksitler, Formamid ve Non iyonik deterjanlar (Triton x 100,
Tween 20, nonidet p40), TMAC (tetrametil amonyum klorit) ayrica Betain ve tirevleri
gibi uyumlu c¢ozeltiler verilebilir (Henke, Herdel et al. 1997; Kovarova and Draber
2000; Spiess, Mueller et al. 2004; Musso, Bocciardi et al. 2006). DMSO
(Dimetilsulfoksit) ve Formamid’in sekonder yapilarin olusumunu engelleyerek PCR
etkinligini belirgin bir sekilde arttirdigi belirlenmistir (Chakrabarti and Schutt 2001;
Farell and Alexandre 2012). Gliserol de; DMSO (Dimetilsulfoksit) ve Formamid gibi
primer ve kalip hibridizasyonunda Tm degerini degistirmekte ayrica enzimin isiya
direncini arttirarak PCR etkinligini arttirabilmektedir (Nagai, Yoshida et al. 1998).
Bovin serum albumin (BSA) bircok molekiler teknikte termal stabiliteyi ve enzimlerin
yarl dmrinun uzamasini sagladigi igin kullanilmaktadir. Birgok ¢alisma PCR’da da
amplifikasyon etkinligini arttirdigini gostermistir. Bu etkiyi PCR’da Taqg polimerazi
inhibitorlerinden koruyarak sagladigi dugunulmektedir (Farell and Alexandre 2012).



2. GEREG VE YONTEM

Planladigimiz ¢alismada % 80’den fazla GC nukleotid oranina sahip 600 baz
cifti ve daha uzun DNA klonlarinin PCR ile amplifikasyonu gergeklestirilmigtir.
Calisma baglica asagida tanimlanan Ug¢ ana parametrenin degerlendiriimesine olanak
saglayacak sekilde dizayn edilmisgtir.

Planlanan projede
1) Modifiye nikleotidler;

7-deaza-dGTP

8-oxo- dGTP

d-PTP (2'deoksi-P-nuklesit-5'trifosfat)
20H-dATP

d-ITP (2’deoksiinosin -5’trifosfat)

2) PCR katki kimyasallari (PCR additives)

DMSO (Dimetilsllfoksit)

Betain ve turevleri

Gliserol

BSA (bovin serum albumin)

Formamid

Non iyonik deterjanlar (Triton x 100, Tween 20, nonidet p40)
e TMAC (tetrametil amonyum klorit)

PCR etkinligi Gzerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla kullaniimigtir.

3) PCR’da 1s1 dongu sayi, sure ve sicakligin optimizasyonun saglanmasi.

Proje kapsaminda 6 farkli PCR programi ¢alisiimistir. Calisilan PCR programlarinin
sicaklik, sure ve dongu sayilari Cizelge 2.1’ de verilmistir.



Tablo 2.1. PCR programlarinin sicaklik, stre ve dongu sayilari

Frajil X PCR Programi
95 °C 40"
52 °C 30" 35 Déngl
72°C 1'30"
GC zengin boélge PCR programi
95 °C 40"
58 °C 30" 35 Dongl
72°C 1'30"
Touchdown PCR program 1
98°C 15" o
0 . Her dongiide 0,5 °C
65,5-56 °C 40 azalan 20 siklus
72°C 1'30"
95 °C 15"
52 °C 40" 20 siklus
72°C 1'30"
Touchdown PCR program 2
98°C 15" o
7 . Her dongiide 0,5 "C
65,5-56 C 40 azalan 20 siklus
72°C 1'30"
95 °C 15"
58 °C 40" 20 siklus
72°C 1'30"
Touchdown PCR program 3
98°C 15" o
o . Her dongiide 0,5 °C
56-50 C 40 azalan 13 siklus
72°C 1'30"
95 °C 15"
52 °C 40" 25 siklus
72°C 1'30"




3. BULGULAR

Calismalarda kullanilan PCR programi, primer cifti, enzim sistemi, MgCI2
konsantrasyonu, dNTP karigimlari ve diger kimyasallarlarin ( Tween 20, BSA, Betain,
Gliserol, PEG, DMSO, SDS) miktarlari ve elde edilen sonuglar Tablo 3.1° de
verilmistir. Yapilan tim PCR calismalari en az iki érnekle tekrarlanmigtir. Sonuglar
PCR drunleri agaroz jelde yurGtllerek belirlenmistir.  Sekil 3.1’de bazi PCR
calismalarinin agaroz jel goruntuleri ornek olarak verilmistir.
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Tablo 3.1. Calismalarda kullanilan PCR programi, primer ¢ifti, enzim sistemi, MgCI2 konsantrasyonu, dNTP karigsimlari ve diger
kimyasallarlarin ( Tween 20, BSA, Betain, Gliserol, PEG, DMSO, SDS) miktarlari ve elde edilen sonuglar

No

No

10

11
12

PCR PROGRAMI

Frajil X programi

GC Programi
GC Programi

GC Programi

Frajil X programi

Frajil X programi

PCR PROGRAMI
Frajil X programi
Frajil X programi

Touch down PCR 1
Touch down PCR 2

Gradiyent PCR

Touch down PCR 2
Touch down PCR 3

Touch down PCR 3

Touch down PCR 1
Touch down PCR 2

PRIMER CiFTi

FraX primer

TSH primer
e.2.3 primer

e.2.3 primer

FraX primer

FraX primer

PRIMER GiFTi
FraX primer
FraX primer

FraX primer
FraX primer

FraX primer

FraX primer
FraX primer

FraX primer

FraX primer
FraX primer

ENZiM SiSTEMI

Fermentas Taq

Fermentas Taq
Fermentas Taq

One Taq sistem

Fermentas Taq

One Taq sistem

ENZiM SISTEMI
Fermentas Taq
Fermentas Taq

Fermentas Taq
Fermentas Taq

Fermentas Taq

Fermentas Taq
Fermentas Taq

2 U Fermentas Taq

Fermentas Taq
Fermentas Taq

MgCl2

1,5mM

1,5mM
1,5mM

1,5mM

1,5mM

1,5mM

MgCl2
1,5mM
1,5mM

1,5mM
1,5mM

1,5mM

1,5mM
1,5mM

1,5mM

1,5mM
1,5mM

dNTP Tween 20 BSA
dNTP mix * *
dNTP mix * *
dNTP mix * *
dNTP mix * *
dNTP mix * *
dNTP mix * *
dNTP Tween 20 BSA
dNTP mix % 0,1 Tween 20 *
dNTP mix % 0,1 Tween 20
dNTP mix % 0,1 Tween 20 *
dNTP mix % 0,1 Tween 20
dNTP mix  * *
dNTP mix %0,1Tween20 *
dNTP mix % 0,1 Tween 20
dNTP mix % 0,1 Tween 20 *
dNTP mix % 0,1Tween 20 *
dNTP mix % 0,1Tween 20

Betain Gliserol PEG

* *

* *

* *

* *

* *

* *
Betain

50 ug/ml BSA  *

50 ug/ml BSA  *

50 ug/ml BSA  *

50 ug/ml BSA  *

*
*
*
*
*
*
Gliserol PEG
* *
* *
* *
* *
* *
* *
* *
* *
* *
* *

DMSO SDS

* *

*

*

*

* *

* *
DMSO SDS
*

*
*
*
* *
* *
* *
* *
* *
* *

Diger Sonug
Bant + *gok sayida ekstra
* bant (primerler galisiyor)
* Bant +
* Bant -
* Bant +
High GC Bant + *¢ok sayida ekstra
enhancer  bant
* Bant +++
Diger Sonug
* Bant -
* Merdiven seklinde nonspesifik bant
* Bant -
* Bant -
* Gradiyent PCR uygun Tm belirlemek igin
* Bant + (zayif)
* Bant -
* merdiven seklinde bant
* Bant -
* Bant -
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PCRPROGRAMI  PRIMERGIFTIi ENZIMSISTEMi MgCl2  dNTP Tween 20 BSA Betain Gliserol PEG DMSO SDS Diger Sonug

Frajil X programi FraX primer  FermentasTag 1,5mM dNTP mix * * * %10 Gliserol %10PEG %10DMSO * * Bant -
Frajil X programi FraX primer  FermentasTaq 1,5mM dNTP mix * * * %15 Gliserol  %15PEG  %15DMSO * * Bant -
Frajil X programi FraX primer  FermentasTaq 1,5mM dNTP mix * * * %20 Gliserol  %20PEG  %20DMSO * * Bant -
PCR PROGRAMI PRIMER GiFTi ENZIM SISTEMi  MgCl2  dNTP Tween 20 BSA Betain Gliserol PEG DMSO SDS Diger Sonug
GC programi TSH primer FermentasTag 1,5mM  dNTP mix * * * * * * * * bant +
GC programi Zic2.e.1.B primer FermentasTag 1,5mM  dNTP mix * * * * * * * * bant -
GC programi Zic2.e.1.B primer FermentasTaq 1,5mM dPTP * * * * * * * * bant -
GC programi Zic2.e.1.B primer FermentasTaqg 1,5mM dITP * * * * * * * * bant -
GC programi TSH primer FermentasTag 1,5mM  8-oxo 0,75+dNTP 0.25 * * * * * * * * bant +
GC programi Zic2.e.1.B primer FermentasTag 1,5mM 8-oxo 0,75+dNTP 0.25 * * * * * * * * bant -
GC programi TSH primer +e.2.3 primer FermentasTag 1,5mM  dPTP 500mM * * * * * * * * bant -
GC programi TSH primer +e.2.3 primer FermentasTaq 1,5mM 4:17deAZAdGTP:dITP * * * * * * * * bant -
GC programi TSH primer +e.2.3 primer FermentasTaqg 1,5mM  dNTP mix * * * * * * * * bant -
GC programi TSH primer +e.2.3 primer FermentasTag 1,5mM  dNTP mix * * 1,2 M Betain * * %10DMSO  * * 1000 bg ve 250 bg bant gorildi
GC programi TSH primer +e.2.3 primer FermentasTag 1,5mM  dNTP mix * * * * * * * * TSH bant +
GC programi TSH primer +e.2.3 primer FermentasTaq 1,5mM  3:17deAZAdGTP:dNTP * * * * * * * * TSH bant +
GC programi TSH primer +e.2.3 primer FermentasTaqg 1,5mM dPTP 500mM * * * * * * * * TSH bant +/ e.2.3. bant +
GC programi TSH primer +e.2.3 primer FermentasTag 1,5mM %75 dITP+%25dNTP * * * * * * * * TSH bant +
GC programi e.2.3 primer FermentasTaqg 1,5mM dNTP mix * * 1,2MBetain * * %10DMSO  * * e.2.3. bant + ve 500 b¢'de ekstra bant
GC programi e.2.3 primer FermentasTag 1,5mM  3:17deAZAdGTP:dNTP * * 1,2MBetain * * %10DMSO  * * e.2.3. bant -
GC programi TSH primer FermentasTaq 1,5mM dNTP mix * * * * * * * * Bant ++
GC programi TSH primer +e.2.3 primer FermentasTag 1,5mM  3:17deAZAdGTP:dNTP * * * * * * * * Bant -

12



No PCRPROGRAMI
17 GCprogrami

GC programi

GC programi

GC programi

GC programi

GC programi

GC programi
GC programi
GC programi
GC programi
GC programi
GC programi

GC programi 25 siklus
GC programi 25 siklus
GC programi 25 siklus
GC programi 25 siklus
GC programi 25 siklus
GC programi 25 siklus

GC programi 25 siklus
GC programi 25 siklus
GC programi 25 siklus
GC programi 25 siklus
GC programi 25 siklus
GC programi 25 siklus

PRIMER GiFTi

TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer

TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer

TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer

TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer

ENZiM SiSTEMI
Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq

Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq

Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq

Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq

MgCi2

1,5mM
1,5mM
1,5mM
1,5mM
1,5mM
1,5mM

1,5mM
1,5mM
1,5mM
1,5mM
1,5mM
1,5mM

1,5mM
1,5mM
1,5mM
1,5mM
1,5mM
1,5mM

1,5mM
1,5mM
1,5mM
1,5mM
1,5mM
1,5mM

dNTP

dNTP mix
dNTP mix
dNTP mix
dNTP mix
dNTP mix
dNTP mix

dNTP mix
dNTP mix
dNTP mix
dNTP mix
dNTP mix
dNTP mix

dNTP mix
dNTP mix
dNTP mix
dNTP mix
dNTP mix
dNTP mix

dNTP mix
dNTP mix
dNTP mix
dNTP mix
dNTP mix
dNTP mix

Tween 20 BSA

*

*

*

*

*

*

*

*

Betain
*

*
*
*
*

*

0,4 mM Betain
0,8 mM Betain
1,2 mM Betain
1,6 mM Betain
2 mM Betain

2,4 mM Betain

0,4 mM Betain
0,8 MM Betain
1,2 mM Betain
1,6 MM Betain
2 mM Betain

2,4 mM Betain

Gliserol
*

*
*

*

PEG DMSO

*

*

*

*

%5 DMSO
%7,5 DMSO
%10 DMSO
%12,5 DMSO
%15 DMSO
%17,5 DMSO

%5 DMSO
%7,5 DMSO
%10 DMSO
%12,5 DMSO
%15 DMSO
%17,5 DMSO

SDS

*
*
*
*

*

*
*
*
*

*

Diger
*
*
*

*

Sonug
En iyi TSH bandi

Eniyi e.2.3 bandi

En iyi TSH bandi

Silik TSH bandj, iyi e.2.3 bandi

En iyi TSH bandi

Eniyi e.2.3 bandi

En iyi TSH bandi

Silik TSH bandi, iyi e.2.3 bandi
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PCR PROGRAMI

GC programi
GC programi
GC programi

GC programi
GC programi
GC programi
GC programi
GC programi

GC programi
GC programi
GC programi
GC programi
GC programi

PRIMER CiFTi

TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer

TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer

TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer

ENZiM SISTEMI
Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq

Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq

Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq

MgCI2

1,5mM
1,5mM
1,5mM

1,5mM
1,5mM
1,5mM
1,5mM
1,5mM

1,5mM
1,5mM
1,5mM
1,5mM
1,5mM

dNTP

dNTP mix
dNTP mix
dNTP mix

dNTP mix
dNTP mix
dNTP mix
dNTP mix
dNTP mix

dNTP mix
dNTP mix
dNTP mix
dNTP mix
dNTP mix

Tween 20 BSA

*

*

*

*

*

*

Betain
0,8 mM
1,2mM
1,6 mM

0,8 mM
0,8 mM
0,8 mM
0,8 mM
0,8 mM

1,6 mM
1,6 mM
1,6 mM
1,6 mM
1,6 mM

Gliserol

*

*

*

Diger

*

*

*

Sonug
TSHve e.2.3 bant +
bant -
bant -

TSHve e.2.3 bandi +
TSH+/e.2.3 +++
TSH+/e.2.3+
bant -
TSH+/e.2.3+

TSHve e.2.3 bandi +
TSHve e.2.3 bandi +
bant -
bant -
bant -



No
20

21

PCR PROGRAMI
GC programi
GC programi
GC programi
GC programi
GC programi

GC programi
GC programi
GC programi
GC programi
GC programi

GC programi
GC programi
GC programi

GC programi
GC programi
GC programi

GC programi
GC programi
GC programi

GC programi

PRIMER GiFTi

TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer

TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer

TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer

TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer

TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer

TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer

ENZiM SISTEMi
Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq

Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq

Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq

Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq

Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq

Fermentas Taq
Fermentas Taq

MgCi2

1,5mM
1,5mM
1,5mM
1,5mM
1,5mM

1,5mM
1,5mM
1,5mM
1,5mM
1,5mM

1,5mM
1,5mM
1,5mM

1,5mM
1,5mM
1,5mM

1,5mM
1,5mM
1,5mM

1,5mM
1,5mM

dNTP

dNTP mix
dNTP mix
dNTP mix
dNTP mix
dNTP mix

dNTP mix
dNTP mix
dNTP mix
dNTP mix
dNTP mix

dNTP mix
dNTP mix
dNTP mix

dNTP mix
dNTP mix
dNTP mix

dNTP mix
dNTP mix
dNTP mix

dNTP mix
3:17deAZAdGTP:dNTP

Tween 20

% 0,1 Tween 20
% 0,02 Tween 20
% 0,03 Tween 20

% 0,1 Tween 20
% 0,1 Tween 20

BSA

35ug/ml
45ug/ml
55ug /ml
65ug /ml
75ug/ml

*

*

Betain
*

1,2mM
1,2mM

Gliserol

%5 Gliserol

%7,5 Gliserol
%10 Gliserol
%15 Gliserol
%20 Gliserol

%5 PEG
%10 PEG
%15 PEG

%5 DMSO
%5 DMSO

% 0,1SDS
% 0,01 SDS
% 0,05 SDS

*

*

Diger
*

Sonug

TSH bandi +/e.2.3 bandi -
TSH bandi +/e.2.3 bandi -
TSH bandi +++ /e.2.3 bandi -
TSH bandi - /e.2.3 bandi -
TSH bandi - /e.2.3 bandi -

TSH bandi- /e.2.3 bandi +
TSH bandi- /e.2.3 bandi +
TSH bandi - /e.2.3 bandi -
TSH bandi - /e.2.3 bandi -
TSH bandi - /e.2.3 bandi -

TSH bandi +/e.2.3 bandi -
TSH bandi + /e.2.3 bandi -
TSH bandi - /e.2.3 bandi -

TSH bandi - /e.2.3 bandi -
TSH bandi +/e.2.3 bandi -
TSH bandi - /e.2.3 bandi -

TSH bandi - /e.2.3 bandi -
TSH bandi - /e.2.3 bandi -
TSH bandi - /e.2.3 bandi -

e.2.3 bandi +++
bant -
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No
22

23

24

25

26

No
27

28

PCR PROGRAMI
Frajil X programi
Frajil X programi

GC programi
GC programi
GC programi
GC programi
GC programi
GC programi
GC programi

Frajil X programi
Frajil X programi

Frajil X programi
Frajil X programi

Frajil X programi
Frajil X programi

PCR PROGRAMI
GC programi
GC programi
GC programi
GC programi
GC programi
GC programi
GC programi

GC programi
GC programi
GC programi
GC programi
GC programi
GC programi

PRIMER GiFTi
FraX primer
FraX primer

TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer
TSH primer +e.2.3 primer

FraX primer
FraX primer

FraX primer
FraX primer

FraX primer
FraX primer

PRIMER CiFTi
TSH primer
TSH primer
TSH primer
TSH primer
TSH primer
TSH primer
TSH primer

TSH primer
TSH primer
TSH primer
TSH primer
TSH primer
TSH primer

ENZIM SISTEMi
Fermentas Taq
One Taq sistem

Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq

Fermentas Taq
One Taq sistem

Fermentas Taq
Fermentas Taq

Fermentas Taq
Fermentas Taq

ENZiM SISTEMI
Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq

Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq
Fermentas Taq

MgCI2

1,5mM
1,5mM
1,5mM
1,5mM
1,5mM
1,5mM
1,5mM

1,5mM
1,5mM
1,5mM
1,5mM
1,5mM
1,5mM

MgCl2  dNTP

1,5mM  dNTP mix
1,5mM  dNTP mix
1,5mM  dNTP mix
1,5mM  dNTP mix
1,5mM  dNTP mix
1,5mM  dNTP mix
1,5mM  dNTP mix
1,5mM  dNTP mix
1,5mM  dNTP mix
1,5mM  dNTP mix
1,5mM  dNTP mix
1,5mM  dNTP mix
3mM dNTP mix
3mM dNTP mix
3mM dNTP mix

dNTP

dNTP mix normal

Tween 20
% 0,1 Tween 20

*

*
*
% 0,1 Tween 20
*
% 0,1 Tween 20
% 0,1 Tween 20
% 0,1 Tween 20

% 0,1 Tween 20

*

% 0,1 Tween 20
% 0,1 Tween 20

% 0,1 Tween 20
% 0,1 Tween 20

dNTP mix 7-deazadGTP %100
dNTP mix dITP li %100
dNTP mix dPTP li %100
dNTP mix 8-0xodGTP li %100

dNTP mix A %100

BSA

dNTP mix normal %50/ 7-deazadGTP %50

dNTP mix normal

dNTP mix 7-deazadGTP %75
dNTP mix dITP li %75
dNTP mix dPTP li %75
dNTP mix 8-0xodGTP li %75

dNTP mix A %75

Betain  Gliserol PEG
1,2M * *
* *
* * *
1,2M * *
* * *
1,2M * *
* * *
1,2M * *
1,2M * *
1,2M * *
* * *
* %10 Gliserol *
* %10 Gliserol *
1,2M * *
* %10 Gliserol *
Tween 20 BSA Betain

* *
* *
* *
* *
* *
* *
* *
* *
* *
* *
* *
* *
* *

*

*

*

*

Gliserol

*

*

*

*

DMSO
% 5 DMSO

*

% 5 DMSO

*

*

% 5 DMSO
% 5 DMSO

*

% 5 DMSO

% 5 DMSO

*

% 10 DMSO
% 10 DMSO

% 10 DMSO
% 10 DMSO

SDS Diger Sonug
* * Bant +
* * Bant +
* * TSH bandi +
* * TSH bandi +
* * TSH bandi +
* * e.2.3bandi+
* * e.2.3bandi+
* * e.2.3bandi +
* * e.2.3 bandi +
* * Bant +
* * Bant +
* * bant +
* * bant +++
* * TSHve e.2.3 bandi +
* * TSHve e.2.3 bandi +
DMSO SDS Diger Sonug
* * * bant +
* * * bant -
* * * bant -
* * * bant -
* * * bant -
* * * bant -
* * * bant -
* * * bant +++
* * * bant +
* * * bant +
* * * bant ++
* * * bant +++
* * * bant ++
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Sekil 3.1. A Frajil X programi sonuglari (Tablo 3.1 no:1). B GC PCR programi
sonuglari (Tablo 3.1 no:3). C uygun Tm belirlemek igin yapilan PCR c¢alismasinin

(Tablo 3.1 no:8) agaroz jel goruntusu. D ve E Tablo 3.1’de kosullari 6zetlenen 20
numarall galismaya ait agaroz jel goéruntiusu.
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4. TARTISMA VE SONUC

GC’ ce zengin ve uzun gen bdlgelerinin PCR ile gogaltiimasindaki guglukler
tim dunyada molekuler genetik laboratuvarlarinda en sik karsilasilan
problemlerdendir. Bu nedenle bu problemi asmaya yonelik akademik ve ticari
alandaki calismalar sirmektedir. GC’ ce zengin ve uzun gen bdlgelerinin PCR ile
cogaltiimasindaki gugliklerin asilmasini saglayan PCR protokollerinin gelistiriimesi
ulusal ve  uluslararasi seviyede oOnemlidir. BoOylece molekuler genetik
laboratuvarlarinda arastirma c¢alismalarinda karsilasilan gugluklerin asilmasinin
yaninda, molekuler genetik tani laboratuvarlarinda, ulkemizde ve tum dunyada
kiyasla yaygin gorulen frajil X sendromu basta olmak Uzere bazi genetik hastaliklarin
tanisinda, dugtk maliyetli ve kisa surede sonug¢ alinan yontemlerin gelistiriimesi
akademik oldugu kadar ekonomik agidan da fayda saglayacaktir. Diger yandan
genetik tanidaki guclukler ve yuksek maliyetler nedeniyle yukarida anilan genetik
hastaliklar agisindan tani almamisg olgular i¢in, dugtuk maliyetli yiksek verimli genetik
testlerin gelistiriimesi hem kendilerinin hem de diger aile Gyelerinin genetik tanisinin
kesinlestiriimesi yaninda prenatal tani endikasyonu olan hastaliklar agisindan aileye
prenatal tani imkani ve saglikli cocuk sahibi olma saglayacaktir.

Ticari trtnler olan One Taq sistem ve High GC enhancer calismamizin pozitif
kontrolleridir. Her iki Grinle kurulan PCR reaksiyonlarinda pozitif sonu¢ alinmigtir.
Calismanin ilk basamagini uygun PCR kosullarinin belirlenmesi olusturmaktadir. Bu
nedenle GC zengin bdlgeye 6zgu primerler olan e.2.3 primerleri yani sira TSH
primerleride kullanilarak multipleks PCR uygulanmis her calisma icin PCR
reaksiyonunun calistigi teyit edilmistir. Uygun Tm derecelerinin belirlenmesi igin
yapilan calismalar disinda bes farkh PCR protokolli denenmistir. Daha &nceki
calismalarda etkin bulunan touchdown PCR yontemi bizim c¢alisigimiz gen
bdlgelerinin amplifikasyonu igin uygun olmadidi gézlenmistir.

Calismamizda farkli PCR programlari yani sira Tween 20, BSA, Betain,
Gliserol, PEG, DMSO, SDS gibi daha 6nceki ¢alismalarda PCR etkinligini arttirdigi
belirlenmis kimyasallar farkh konsantrasyonlarda denenmistir. %0.1 Tween 20, 1,2
nM Betain ve % 5 DMSO PCR reaksiyonuna eklendiginde PCR etkinliginin arttigi
gozlenmisgtir.

Calismanin son agsamasini PCR reaksiyonuna eklenen modifiye nukleotidler;

7-deaza-dGTP

8-oxo0- dGTP

d-PTP (2'deoksi-P-nuklesit-5'trifosfat)
d-ITP (2’deoksiinosin -5’trifosfat)

olusturmaktadir. Ozellikle; 7-deaza-dGTP Frajil X genetik tanisinda birgok
laboratuarda kullaniimaktadir. Modifiye nukleotidler GC zengin dizilerde ya nukleotid
analogu olarak davranarak GC ile eslesmekte yada dizideki Guanin veya Sitozin
yerine adenin ve timin gegcmesini saglayarak GC icerigini degistirmektedir. Yukarida
adi gecen dort farkli modifiye nukleotid farkh oranlarda dNTP ile kangtirilarak PCR
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reaksiyonlari kurulmustur (Tablo 3.1). Ancak beklenenin aksine calistigimiz gen
bolgesi igin  PCR etkinligini arttirmamigtir. Elde edilen tim sonuglar
degerlendiriimekte ve yayina hazirlanmaktadir.
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