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OZET

SERPINAI GENINDE ALFA-1 ANTITRIPSIN EKSIKLIGINE (A1ATD)
NEDEN OLAN ALLELLERIN ARMS TEKNIiGIi iLE GENOTIiPLENMESI

Alfa-1-antitripsin eksikligi (AATD), SERPINAL olarak adlandirilan gendeki
mutasyonlardan kaynakli serumda normal sinirlardan diisik AAT seviyeleriyle
karakterize otozomal ko-dominant bir hastaliktir. AAT hepatositlerde iiretilerek kana
salmir ve primer gorevi viicudu notrofil elastaz aktivitesinden korumaktir
(antiproteaz). Serum AAT seviyesindeki eksiklik, nétrofil elastaz ve diger proteolitik
enzimlerin akciger dokusunda hasar olusturmasina ve buna bagli olarak da amfizem,
kronik bronsit, kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH), bronsektazi ve astim gibi
hastaliklara neden olabilmektedir. SERPINA1 geninde bugiine kadar 100'den fazla
farkli mutasyon tanimlanmistir. Bunlar arasinda hastalikla iligkili en yaygin varyantlar
S ve Z allelleri olarak belirlenmistir. Normal AAT proteaz inhibitorii (PI) ‘M’ harfi ile
gosterilmektedir. Varyantlarin tespitinde immiinoassay yontemler, izoelektrik
odaklama (IEF) ve molekiiler genotipleme (PCR ve PCR-RFLP) gibi yontemler
kullanilmaktadir. Amplifikasyon-refrakter mutasyon sistemi (ARMS), tek baz
degisiklikleri veya kii¢iik delesyonlar i¢eren herhangi bir mutasyonu tespit etmek i¢in
basit, hizl1 ve giivenilir bir yontemdir. Literatiire bakildiginda KOAH ve Amfizemli
hastalarda ARMS metodu kullanilarak yapilmis bir genotipleme calismasi mevcut
degildir. Planlan bu ¢alismada ARMS-PCR yontemiyle hastalikla en sik iligkili olan
‘S’ ve ‘Z’ varyantlar ile bunlarin normal allellerinin genotiplenmesi amaglanmustir.
KOAH ve amfizem tanis1 konmus hasta grubu (53 kisi) ile kontrol grubundan (33 kisi)
periferik kan alinip DNA’lar1 izole edilmis ve tasarlanan 6zgiin primer dizileri ile de
PCR amplifikasyonlar1 yapilmistir. ARMS-PCR sonuglarint dogrulamak amaciyla da
tiim drneklerin ilgili bolgelerinin dizi analizi yapilmistir. Sonug olarak; bu yontem ile
Normal allel ve ‘S’ varyant1 belirlenebilmis ancak ii¢ farkli primer kullanilmasina
ragmen ‘Z’ varyant1 ve normal alleli 6zglin olarak belirlenememistir.

Anahtar Kelimeler: Alfa-1 Antitripsin (AAT), Alfa-1 antitripsin eksikligi (AATD),
SERPINAI Geni, KOAH, Amfizem, ARMS-PCR
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ABSTRACT

GENOTYPING OF ALLELS CAUSING ALFA-1 ANTITRYPSIN
DEFICIENCY (A1ATD) IN SERPINA1 GENE BY ARMS TECHNIQUE

Alpha-1-antitrypsin deficiency (AATD) is an autosomal co-dominant disease
characterized by low-than-normal serum AAT levels caused by mutations in the gene
called SERPINA1. AAT is produced in hepatocytes and released into the blood, and its
primary function is to protect the body from neutrophil elastase activity (antiprotease).
Deficiency in serum AAT level can cause damage to lung tissue by neutrophil elastase
and other proteolytic enzymes, and consequently diseases such as emphysema, chronic
bronchitis, chronic obstructive pulmonary disease (COPD), bronchiectasis and asthma.
More than 100 different mutations have been identified in the SERPINA 1 gene to date.
Among these, the most common variants associated with the disease were identified
as S and Z alleles. Normal AAT protease inhibitor (PI) is denoted by the letter 'M'.
Methods such as immunoassay methods, isoelectric focusing (IEF) and molecular
genotyping (PCR and PCR-RFLP) are used to detect variants. The amplification-
refractory mutation system (ARMS) is a simple, fast and reliable method to detect any
mutation containing single base changes or small deletions. When we look at the
literature, there is no genotyping study using the ARMS method in patients with COPD
and Emphysema. In this planned study, it was aimed to genotype the most commonly
associated 'S' and 'Z' variants and their normal alleles with the ARMS-PCR method.
Peripheral blood was taken from the patient group (53 individuals) diagnosed with
COPD and emphysema and the control group (33 individuals), their DNA was isolated,
and PCR amplifications were performed with the designed specific primer sequences.
Sequence analysis of the relevant regions of all samples was performed to confirm the
ARMS-PCR results. In conclusion; With this method, normal allele and 'S' variant
could be determined but 'Z' variant and normal allele could not be detected specifically
despite using three different primers.

Keywords: Alpha-1 Antitrypsin (AAT), Alpha-1 antitrypsin deficiency (AATD),
SERPINAI Gene, COPD, Emphysema, ARMS-PCR
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KISALTMALAR

AAT : Alfa-1 Antitripsin

AATD Alfa-1 Antitripsin Eksikligi

Abs : Absorbans

ARMS Amplifikasyon Refrakter Mutasyon Sistemi
BLAST : Basic Local Alignment Search Tool
be : baz ¢ifti

dk : Dakika

dHO Distile Su

DNA Deoksiribo Niikleik Asit
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DMSO : Dimetilsiilfoksit

EDTA Etilen Diamin Tetra Asetik Asit
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IL-8 : Interldkin-8
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Lys : Lizin
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GIRIS

Alfa-1 antitripsin (AAT) esas olarak hepatositler tarafindan sentezlenen ayrica
noétrofiller, monositler, akciger ve bagirsagin epitel hiicreleri tarafindan da tiretilen bir
serin proteinaz inhibitorii olup. 14. kromozomda yer alan SERPINA1 geni tarafindan
kodlanir (Greene vd., 2016; Al-Jameil vd., 2017). Alfa 1 antitripsin, serpin peptidaz
inhibitorii, serpin clade A, alfa-1 anti proteinaz, anti elastaz ve proteinaz inhibitorii 1
olarak da adlandirilmaktadir. Bu isimlerin yan1 sira PI, A1A, AAT, PI1, PI, AIAT

olarak da tanimlanmaktadir.

Insanlarda dolasimda bulunan énemli bir antiproteaz olup temel gérevi nétrofil
elastazin akcigerlerdeki proteolitik etkilerinin diizenlenmesidir. Ayrica antiinflamatuar
ve immiinomodiilatdr 6zelliklere sahip bir akut faz proteinidir. AAT eksikligi otozomal
es baskin bir durum olup SERPINAI genindeki mutasyonlar neden olur. SERPINAI
geni oldukga polimorfik olup 100°den fazla varyant tanimlanmigtir. Bunlar arasinda
hastalikla iligkili en yaygin varyantlar ‘S’ ve °Z’ allelleri olarak belirlenmistir.
Hastaliga neden olmayan yabanil allel ise M alleli olarak gdsterilir (Saunders vd.,2012;
Greene vd., 2016; Al-Jameil vd., 2017).

AAT eksikligi ile iligkili klinik durumlar, birincil olarak ya akcigerlerdeki
kontrolsiiz elastaz aktivitesine bagli doku hasarindan ya da karacigerde yanlis
katlanmis ya da kiimelenmis protein birikiminden kaynaklanmaktadir. Dolagimdaki
diisiik AAT seviyesi notrofil elastaz ve diger proteolitik enzimlerin akciger dokusunda
hasar olusturmasina ve buna bagli olarak da amfizem, kronik bronsit, kronik obstriiktif
akciger hastalifi (KOAH), bronsektazi ve astim gibi hastaliklara neden olmaktadir.
Yanlis katlanmig proteinlerin hepatositlerde birikmesi ise karaciger hastaliklarina

(siroz, hepatit) yol agmaktadir (Greene vd., 2016).

KOAH, diinya capinda ve ABD'de 6nemli olan halk saglig1 sorunlarindan biri
olup genetik yatkinlik ve c¢evresel faktorler dahil olmak iizere karmasik bir
kombinasyonunun etkilesime girmesiyle gelismektedir. Sigara i¢imi, aerotoksinler,
enfeksiyonlar ve biyokiitle dumanma maruz kalma ile aktive olan kronik akciger
iltihab1 ve kalic1 hava akimi kisitlamasi ile karakterizedir. Inflamatuvar hiicrelerden

tiiretilen proteazlar ile ndtrofil elastaz gibi epitelyal hiicreler ve alfa-1 antitripsin gibi



antiproteazlar arasindaki bir dengesizligin KOAH patogenezi, 6zellikle pulmoner
amfizem ile iligkili oldugu diisiiniilmiistiir. KOAH’ta bilinen en 6nemli ¢evresel faktor
sigaradir. KOAH ig¢in en sik taninan genetik risk faktorii AAT eksikligidir ve KOAH
hastalarinin % 3'iinde saptanmistir (Takei vd., 2019).

AAT eksikligi, ZZ, SZ veya SS fenotipine sahip bireyler dahil edildiginde,
diinya capinda yaklasik 3.4 milyon kisiyi etkileyen genetik bir bozukluktur. Bununla
birlikte, doktorlarin AATD'yi teshis etmek i¢in mevcut farkli test metodolojilerinin
avantajlarim1 ve dezavantajlarini anlamalari 6nemlidir. AATD'den sorumlu genetik
mutasyonlarin otozomal kalitimi nedeniyle, genetik testler sadece AATD riski yiiksek
olan hastalara (0rn. kronik obstriiktif akciger hastaligi olan hastalar) degil, ayni
zamanda A1AT allelleri bakimindan homozigot mutant olan hastalarin akrabalarina da
onerilmelidir (Kelly vd., 2011; Foil, 2021).

Amplifikasyon refrakter mutasyon sistemi (ARMS), tek niikleotit
polimorfizmlerini genotiplemek i¢in basit, hizli, kolay ve ekonomik bir yontemdir. Bu
yontemde tek bir PCR tiipiinde dort farkli primer kullanilabilmekte ve ardindan sadece
jel elektroforezi yeterli olmaktadir (Medrano ve De Oliveira, 2014).

Yapilan bu tez calismasinda, insan popiilasyonunda SERPINAI geninde
belirlenen yiizlerce mutasyon arasinda alfa-1 antitripsin eksikligine neden oldugu
bilinen ve hastalikla en ¢ok iligkilendirilen ‘S’ ve ‘Z’ allellerinin tespiti i¢in hemen her
laboratuvarda uygulanabilme imkan1 yaninda kolay ve ucuz bir yontem olan ARMS

teknigine dayal1 bir genotipleme gelistirilmesi amaglanmaigtir.



1. GENEL BIiLGIiLER

1.1. Alfa-1 Antitripsin Geni

Alfa-1 antitripsin (AAT) insan plazmasinda bol miktarda bulunan serin proteaz
inhibitorleri ailesinin prototipik bir iiyesidir (SERPIN). AAT, alfal-proteinaz
inhibitdrii, alfal-antiproteinaz, SERPINAI (Serpin Ailesi A Uye 1) veya SERPIN clade
A olarak da adlandirilmaktadir (Seixas ve Marques, 2021).

AAT 14. kromozomun uzun kolunda (14q32.13) yer almakta olup, SERPINA 1
geni tarafindan kodlanir (Lee ve Brantly, 2000; Bashir vd., 2016). SERPINAI geni 12.2
kb uzunlugunda olup dordii kodlanan ekzon (2-5), liglide kodlanmayan olmak iizere
(1a-1c) yedi ekzon ve alt1 introndan olusur (Ferrarotti vd., 2014, Matamala vd., 2015)
(Sekil 1).

Genin transle edilmeyen 5’ ucu bolgesi (UTR), gen ekspresyonunu kontrol
eden alternatif transkripsiyon baglatma bolgeleri icerir. Makrofajlarda transkripsiyon
ekson la veya 1b'de baglatilirken, hepatositlerde transkripsiyon ekson 1c'de baslatilir
(Silva vd., 2016; Seixas ve Marques, 2021). Hepatosit promotdrii ile baslatict kodon
arasindaki 5.3kb uzunlugundaki intron, psédo transkripsiyon start bolgesi ve Alu ailesi
dizisi tekrar1 olarak bilinen 143 amino asit acik okuma cercevesinden olusur

(Tsechkovski vd., 1997; Bashir vd., 2016).

Genin kodlanan bolgesi esas olarak 418 amino asit uzunlugunda AAT’yi
kodlayan dort ekzona yayilmis olup 1434 bp’den olusur (Bashir vd., 2016). Sinyal
peptidi i¢in gerekli 24 amino asitlik start kodonu olan ATG sekansi ve ii¢ N-bagl
glikozilasyon bolgesinden N46 ve N83 ekzon II'de yer alirken N247, ekzon III’de
bulunur (Tsechkovski vd., 1997). Proteinin aktif bolgesi (met**®), stop kodonu (TAA)
ve poliadenilasyon sinyali ise (ATTAA) ekzon V’de bulunur (Tsechkovski vd., 1997;
Lee ve Brantly, 2000).
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Sekil 1. SERPINA1 geni yapisi

1.2. Alfa-1 Antitripsin Proteini

SERPINAI geninin lriinii olan AAT, 394 amino asitten olusan 52 kDa’lik bir
plazma glikoproteinidir. AAT molekiilii dolagima salgilanmadan o6nce, 24 amino
asitten olusan sinyal peptidinin ¢ikarilmasi ve ii¢ karbonhidrat yan zincirinin 46, 83 ve
247. asparajin amino asitine baglanmasiyla post-translasyonel olarak modifiye edilir
(Bashir vd., 2016; Seixas ve Marques, 2021).

AAT bir¢ok doku ve viicut sivisinda bulunan akut faz reaktanidir. Serumdaki
normal seviyesi 100-220 mg/dL veya 20-53 pM’dir. Inflamasyon, enfeksiyon ve
malign hastaliklar sirasinda plazma konsantrasyonu normalin 3-4 katina ¢ikmaktadir
(Janciauskiene, 2001; Foil, 2021). Dolasimdaki AAT miktarinin artmasina neden olan
mekanizmalar tam olarak bilinmemekle birlikte insan nétrofillerinin, monositlerinin
ve alveoler makrofajlariin, interlokin-6, bakteriyel lipopolisakkarit gibi inflamasyon
araglara yanit olarak ve notrofil elastaz ile kompleks olusturdugunda AAT nin

kendisine yanit olarak AAT ekspresyonunu arttirdig1 ortaya konmustur (Janciauskiene,
2001).

AAT esas olarak yiiksek miktarda hepatositler tarafindan sentezlenmektedir.
Ayrica akciger ve bagirsak epitel hiicreleri, bagisiklik hiicreleri (notrofiller ve
monositler) ve cilt gibi bir¢ok doku tarafindan da diisiik miktarda sentezlenmektedir

(Greene vd., 2016; Silva vd., 2016; Seixas ve Marques, 2021). AAT nin sentezi timor



nekroz faktori-a (TNFa) ve interlokin-6 (IL 6) gibi proinflamatuar sitokinler
tarafindan diizenlenir (Dabbagh vd., 2001).

Dokulardaki proteolitik enzimlerin aktivitelerinin  diizenlenmesi  ve
homeostazin korunmasi genellikle plazmada bulunan ve birkag sinifa ayrilan endojen
protein inhibitorler tarafindan saglanir. SERPIN olarak adlandirilan inhibitor ailesi
plazmada baskin olup al-antikimotripsin, C1 esteraz inhibitorii, antitrombin, alfa 1
antitripsin ve plazminojen aktivatér inhibitorii-1 gibi proteinler bu ailede yer
almaktadir. Bu grup proteinler inflamatuar, kompleman, pihtilasma ve fibrinolitik
basamaklarda yer alan proteinazlarin kontroliinde 6nemli goreve sahiptir (Potempa,

1994; Lomas, 2000; Lomas ve Parfrey, 2004).

Akciger ylizeyi havadaki patojenlere maruz kalmakta ve bu maruziyet siklikla
hiicresel bagisiklik tepkilerine yol agmaktadir. Bunun sonucunda olusan fagositoz
stirecinde akciger dokusuna proteazlar ve oksidanlar salinmaktadir. AAT, genis
spektrumlu antiproteaz aktivitesine sahip olup akcigerde yiiksek miktarda
bulunmaktadir. En 6nemli gorevi, akciger dokusunda salinmis olan proteolitik
enzimlerin inhibe edilmesidir. AAT, akciger matriks bilesenlerini yok etme
potansiyeline sahip en onemli proteaz olan nétrofil elastaz icin yliksek afiniteye

sahiptir (Lomas ve Parfrey, 2004; Kohnlein ve Welte, 2008).

AAT esas olarak notrofil elastaz inhibitorii olarak kabul edilse de
proinflamatuar nétrofil tiirevli katepsin G, proteinaz 3, alfa-defensinler gibi
proteinazlarin da inhibit6riidiir (Kohnlein ve Welte, 2008; Bergin vd., 2012; Loring ve
Flotte, 2015). Yapilan c¢alismalarda AAT’nin epitelyal sodyum kanallarinin
aktivasyonunda yer alan bir hiicre ylizeyi serin proteazi olan matriptazin, mast
hiicreleri tarafindan tiiretilen triptaz ve kimazin ve lenfosit tlirevli granzim B’nin de
aktivitesini inhibe ettigi gorlilmiistlir. Pihtilagma, sindirim enzimleri, serum ve
dokudan tiiretilen kalkrien-7 ve iirokinaz ile iligkili diger serin proteazlar da AAT
tarafindan inhibe edilmektedir. AAT ayn1 zamanda hiicre ici sistein proteazi olan
kaspaz-3 ve metalloproteinazin da inhibitoriidiir (Janciauskiene vd., 2011; Bergin, vd.,

2012; Sark vd., 2022).

AAT antiproteinaz aktivitesi disinda anti-inflamatuvar ve immiinomodiilator

Ozelliklere sahip bir proteindir (Hadzic vd., 2006; Greene vd., 2016). AAT nin nétrofil



stiperoksit ve kemokin (IL-8) {iretimini inhibe ederek; makrofajdan tiiretilen
interlokin-1 reseptdr antogonistlerini uyardigi ve insan akciger fibroblastlarinda
hepatosit biiylime faktorii yapimini uyardigi in vitro ¢alismalarda ortaya konmustur.
Ayn1 zamanda AAT’nin TNF-a veya bakteriyel endotoksin uyarimli 6liime karsi
koruyucu etki yaptig1 ve fare akciger inflamasyon modelinde inflamasyonu ve bag
doku hasarini oldukga etkin bir sekilde baskiladig1 in vivo sartlarda ortaya konmustur
(Hadzic vd., 2006; Subramaniyam vd., 2006; Jonigk vd., 2013). Yapilan ¢aligsmalarda
AAT'nin hem transferrin reseptorii hem de ferritin sentezini arttirarak demir

metabolizmasinda rol aldig1 ortaya konmustur (Janciauskiene vd., 2011).

1.3. Alfa-1 Antitripsin Proteinin Yapis1

Alfa-1 antitripsin, 394 amino asitlik tek polipeptit zincirinden olusan bir
glikoproteindir. Toplam molekiil agirligi 52 kDa olup globiiler bir proteindir (Brantly
vd., 1988; Kalsheker, 1989; Fregonese ve Stolk, 2008). Alfa-1 antitripsinin X-1s1n1
kristalize yapisinin incelenmesiyle 3 adet 3 sheet (A-B-C) tabakadan, 9 adet a heliks
yapidan ve bir adet reaktif merkez biiklimden (RCL) olustugu goriilmiistiir. Hedef
proteinazin inhibisyonu i¢in psddosubstrat gorevi goren karboksi terminal bolgesinin
yakininda yer alan reaktif merkez biiklimi yaklasik 20 amino asitlik bir peptit
parcasindan olugmakta ve molekiiler ylizey iizerinde dar bir alana yerlesmektedir

(Janciauskiene, 2001; Kelly vd., 2011; Karatas ve Bouchecareilh, 2020) (Sekil2).

Sekil 2. Alfa-1 antiripsin proteinin yapisi



Bu reaktif merkez biiklimde AAT nin temel hedefi olan nétrofil elastaz i¢in
yem goOrevi goren metiyonin-serin amino asitleri (P1-P1’) yer alir. Hedef enzime
baglandiktan sonra AAT nin metiyonin-serin amino asitleri arasindaki yiiksek enerjili
bag proteinaz tarafindan kirilir ve B-sheet A'dan fazladan bir ipligin reaktif biikliimde
araya girmesiyle molekiiliinlin yapisinda konformasyonel degisiklik meydana gelir.
Yapidaki bu degisiklik AAT nin nétrofil elastaza dogru yonelmesi ve proteinazin fare
kapani benzeri bir mekanizma ile inaktive edilmesiyle sonuglanir (Sekil 3). Hedef
enzimine bagli konformasyonel yapisi degismis AAT daha sonra hepatik reseptorler
tarafindan taninir ve dolagimdan temizlenir (Lomas ve Parfrey, 2004; Lomas vd., 2005;

Kelly vd., 2011).

Sekil 3. Alfa-1 antitripsin tarafindan notrofil elastazin inhibisyonu

1.4. Alfa-1 Antitripsin Eksikligi

Alfa 1 Antitripsin eksikligi (AATD) ilk olarak 1963 yilinda Isveg'te Laurell ve
Eriksson tarafindan kesfedilmistir. Laurell ve Eriksson amfizem Oykiisii olan yash ve
geng bireyler ilizerinde yapilan ¢alismalar sonucuna gore, serumda normal sinirlardan
diisiik AAT seviyeleriyle ile pulmoner amfizem semptomlar1 arasinda bir baglanti
oldugunu rapor etmistir. Laurell, 6 aylik bir siire boyunca laboratuvaria génderilen
tiim serum protein elektroforez jellerini incelerken, yaklasik 1500 jelin besinde AAT
proteini i¢in bant bulunmadigini fark etti. Eiksson sonradan yapmis oldugu ¢alismada
ise bes kisiden iiclinde amfizem bulundugu ve bu kisilerin ailesinde de amfizem

Oykiisii oldugu anlasgilmistir. Bu vakalar tanimlandiginda ilgili biyokimyasal



mekanizmalar ve genetik anormallikler hakkinda bir anlayis gelismis olup AAT
proteinin yoklugu, yasamin erken doneminde baslayan amfizem ve genetik yatkinlik
arasindaki iligkiyi dogrulamis olup kalitsal oldugu anlasilmistir (Stoller ve
Aboussouan, 2005; Fregonese ve Stolk, 2008; Stockley, 2014).

AAT eksikligi, ana proteinaz inhibitorii olan AAT'nin serumda normal
siirlardan diisiik seviyeleri ile karakterizedir. Yetigkinlerde akciger hastaligina ve her
yasta karaciger hastaligina neden olabilen otozomal ko-dominant genetik bir
hastaliktir. AAT temel olarak karacigerde iiretilip dolasima salgilanmaktadir. Ozellikle
enfeksiyon veya tiitlin dumani gibi solunan tahrip edici maddelere kars1 artan proteaz
aktivitesine kars1 alveollar1 korudugu i¢in akcigerlerde 6nemli bir role sahiptir. Bazi
durumlarda yanhis katlanan AAT molekiilii karacigerde normal seviyede
salgilanamadigindan dolay1r hem serumda diisiik seviyede bulunur hem de yanlig
katlanma sonucu karacigerde birikir. Alfa-1 antitripsin eksikligi, akciger hastaliklarina
(6rn., amfizem, bronsektazi,KOAH), karaciger bozukluklarina (6rn., kronik hepatit,
siroz ve hepatokarsinom), cilt hastaligina (6rn., pannikiilit) ve vaskiilite zemin

hazirlayabilir (Soriano vd., 2018; Brantly vd., 2020).
1.4.1. Epidemiyoloji

Alfa-1 antitripsin eksikliginden kaynaklanan ve PI MS, PI MZ, PI SS, PI SZ
ve PI ZZ olarak gruplandirilan bes fenotipik sinifin her birindeki birey sayilarini
tahmin etmek i¢in diinya capinda 97 iilkede epidemiyolojik ¢aligmalar yapilmistir. Bu
gruplandirmalar hem PI S ve PI Z alellerinin diinyadaki bir ana cografi gruptan
digerine yayilmasini hem de bu iki eksik allelinin biiylik bir cografi bolge igindeki
yayilmasini incelemeyi miimkiin kilmaktadir. Yapilan ¢aligmada tilkeler Kuzey Afrika,
Orta ve Giiney Afrika, Kuzey Avrupa, Dogu Avrupa, Bat1 ve Giliney Avrupa, Kuzey ve
Orta Asya, Giineydogu Asya, Kuzey ve Orta Amerika, Giiney Amerika olarak cografi
bolgelere ayrilmis ve prevalanslar her 1000 niifus basina vaka olarak tanimlanmustir.
Kuzey Afrika’daki PI S frekanslar1 Mali'de 0.0 iken Nijerya'da 63.8 oraninda
goriilmektedir. PI Z frekansi ise Tunus, Gambiya ve Kamerun'da 0.0 ile Somali'de 11.5
oraninda goriilmektedir. Tiim siniflar arasinda genotip eksikligi en fazla goriilen yer

Nijerya'dir (de Serres ve Blanco, 2012).



Orta ve Giiney Afrika’daki PI S frekanslar1 Kongo Cumbhuriyeti'nde 0.0,
Angola'da 188 oraninda goriilmektedir. En yiiksek sayida MS ve SS genotipi
Angola’da goriilmiistiir; ancak dikkat ¢ekici bir sekilde Afrika’nin bu bdlgesinin
hi¢gbirinde MZ, SZ veya ZZ genotipleri goriilmemistir. Kuzey Avrupa’daki PI S
frekanslar1 Finlandiya'da 7.3'ten Letonya'da 31.3'e kadar degismektedir. PI Z frekansi
ise Izlanda'da 0.0'dan Letonya'da 45.1'e kadar degismektedir. Cok yiiksek olan PI Z
frekanslar1 (sirasiyla 1000'de 27.9 ve 24.5) Danimarka ve Estonya'da goriilmiistiir.
MS, MZ, SS ve SZ genotiplerinin en yliksek sayilari Rusya'da, en yiiksek ZZ fenotip
sayilar1 Letonya (4519) ve Danimarka'da (4033) goriilmiistiir. Dogu Avrupa’daki PI S
frekanslar1 Arnavutluk ve Bosna-Hersek'te 0.0 ile Avusturya ve Yunanistan'da 21'in
tizerindedir. PI*Z frekanslari Arnavutluk'ta 0.0 ile Avusturya'da 13.3 arasinda
degismektedir. En yliksek MS ve SS genotip sayilar1 Yunanistan'da, en yliksek MZ ve
77 sayilar1 Romanya'da ve en yiiksek SZ sayisi (yaklasik 5000) Avusturya'dadir (de
Serres ve Blanco, 2012).

Orta ve Bat1 Avrupa’daki PI S frekanslar Iber Yarimadasi'nda 1000'de 100-200
ile Kuzey Irlanda'da 19 arasinda degismektedir. PI Z frekanslar1 Isvigre'de 7'den,
Portekiz'de 30'a kadar degisim gostermektedir. En ytliksek sayida PI MS genotip tiirii
Fransa'dadir. En yiiksek PI SS ve PI SZ sayilar1 ise Ispanya’da gériilmiistiir. Cok
yiiksek sayida ZZ genotipine sahip olan iilkeler yaklasik 12.000 ile Ispanya, yaklasik
8000-11.000 ile Ingiltere, Fransa ve Almanya’dir. Yaklasik 5000 ile Portekiz de
onemli sayida PI ZZ genotipi goriilmiistiir. Kuzey ve Orta Asya’daki PI S frekanslar
Nepal ve Kazakistan'da 0.0 ile Suudi Arabistan'da 31 arasinda degismektedir. P1 Z
frekanslar1 Nepal, Hindistan, Urdiin ve Israil'de 1'den az, Suudi Arabistan'da 15'e kadar
degismektedir. Hindistan ve Pakistan her biri 3,5 milyonun {izerinde olmak iizere en
yiiksek PI MS sayilar1 goriilmiistiir. Suudi Arabistan ve Pakistan her biri 20.000'in
tizerinde en yiiksek PI SS sayilar1 goriilmiistiir. Pakistan, yaklasik 4 milyon MZ,
36.000 SZ ve 15.000 ZZ ile bu cografi bolgede en fazla eksiklik genotipine sahip
tilkedir (de Serres ve Blanco, 2012).

Dogu Asya, Avustralya ve Yeni Zelanda’daki PI S frekanslar1 Japonya,
Mogolistan ve Cin'de 1000'de 0-1 ile Yeni Zelanda ve Avustralya'da 33-43 arasinda
degisim gostermistir. PI Z frekanslar1 Endonezya, Cin ve Japonya'da 0—1 ile Avustralya

ve Yeni Zelanda'da 1000'de 12-26 arasinda degismektedir. En yiiksek MS genotip



sayist 2 milyon ile Cin'dedir. En yiiksek MZ (yaklasik 500.000), SS (yaklasik 40.000)
ve SZ (yaklasik 22.000) genotipi ise Avustralya'dadir. PI ZZ genotipi Malezya'da
nadiren goriilmiis olmakla birlikte ve Cin, Endonezya, Japonya ve Mogolistan gibi

iilkelerde goriilmemistir (de Serres ve Blanco, 2012).

Kuzey ve Orta Amerika bolgesinde PI S frekanslar1 ABD'de 23'ten Orta
Amerika eyaletlerinde 30-45'e kadar degismektedir. PI Z frekansi ise Meksika ve Orta
Amerika'da 6-8'den, ABD ve Kanada'da sirasiyla 10 ve 13'e kadar degisim
gostermistir. ABD, 14 milyona yakin MS, 6 milyon MZ, 160.000 SS, 150.000 SZ ve
34.000 ZZ ile en fazla AAT eksikligi genotipine sahip iilkedir. Karayipler’e
bakildiginda ise PI S frekanslar1 Jamaika, Haiti ve Trinidad & Tobago'da 1000'de 7-
9'dan; Kiiba, Porto Riko ve Dominik Cumbhuriyeti'nde 1000'de 40'a kadar degisim
gostermistir. 900.000 MS, 150.000 MZ, 20.000 SS, 7000 SZ ve 500 ZZ ile AAT
eksikligi genotiplerinin en yliksek sayida goriildiigii tilke Kiiba’dir. Giiney Amerika’da
Brezilya, Arjantin, Kolombiya, Venezuela’da PI S frekanslar1 30 ve 50 arasinda PI Z
icin 1000'de 5-8 arasinda degisim gostermistir. 18 milyon MS, 2 milyon MZ, 500.000
SS, 100.000 SZ ve 6000 ZZ AAT eksikligi genotiplerinin en yiiksek sayis1 Brezilya’da

goriilmiistiir (de Serres ve Blanco, 2012).

AAT eksikliginin genetik epidemiyolojisine iligkin yapilan ¢alismada ayrilan
10 cografi bolgedeki 97 iilkede toplam 5.264.150.044 AAT eksikligi genotipi
gorlilmiistiir. Bunlarin 181.894'4 (%0,1) PI ZZ'dir; 1,269,054 (%0,7) PI SZ'dir;
4.017.900 (%2.1) PI1 SS'dir; 42.564.136 (%22.3) PI MZ ve kalan 142.541.291 (%74.8)
1se MS genotipidir (de Serres ve Blanco, 2012).

Cografi bolgelere ayrilarak yapilan bu ¢alismadaki tilkelerdeki birey sayilarina
ve PI S ve PI Z eksikligi alellerinin prevalansina iligkin genel verilere bakildiginda bu
iki allelin nesiller 6nce ortaya ¢iktig1 ve diinya capinda bir¢ok farkl iilkeye yayildig:
goriilmiistiir. En yaygin iki eksiklik aleli PI S ve PI Z'nin prevalansina iligkin genetik
epidemiyolojik verilere gore diinya ¢apinda bir¢ok tilkede bulunmaktadir. PI*MS veya
PI*MZ genotipine sahip bireylerin global sayisi 116 milyon, PI*ZZ, PI*SZ veya
PI*SS genotipine sahip bireylerin sayisi ise 3.4 milyondur (de Serres ve Blanco, 2012).
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1.5. Alfa-1 Antitripsin Geni Mutasyonlari

AAT eksikligine SERPINAI genindeki mutasyonlar neden olur. SERPINAI
geni olduk¢a polimorfik olup 100’den fazla varyant tanimlanmistir. Bu c¢esitli
varyantlar AAT proteinin yapisinda ve konsantrasyonunda farkli degisikliklere neden
olur. AAT proteini varyantlarinin isimlendirilmesi, dar bir pH gradyanina (pH 4-5)
sahip bir izoelektrik odaklama (IEF) jel elektroforezi iizerindeki go¢ etme hizlarina
gore yapilir. En hizli gé¢ eden varyant A (IEF jelinin pozitif ucu-anado daha yakin),
en yavas go¢ eden varyant Z olarak (IEF jelinin negatif ucu-katota daha yakin)
isimlendirilmistir. Diger varyantlar ise A-Z varyantlar1 arasinda go¢ etme hizlarina
gore benzer sekilde siralanmistir (Bashir vd., 2016; Karatas ve Bouchecareilh, 2020;
Seixas ve Marques, 2021). AAT’ nin serum seviyelerine ve molekiiler fonksiyona
dayal1 olarak varyantlar normal, eksiklik, null ve disfonksiyonel olmak {izere dort
grupta smiflandirilir (Camelier vd., 2008) (Tablo 1). Normal AAT proteaz inhibitorii
(PI), M harfiyle isimlendirilmekte ve yabanil allel olarak degerlendirilmektedir. Jel
elektroforezinde orta derecede migrasyon gostermektedir. Katkas popiilasyonunda
goriilen allellerin  %95’in1 olusturmakta ve serumda normal AAT seviyesiyle
karakterize edilmektedir. Homozigot M alleline sahip bireyler PI MM olarak ifade
edilmektedir. Serumdaki AAT seviyeleri yaklasik olarak 100-220 mg/dL veya 20-53
uM'dir. M aleli, M1 (Ala213), M1 (Val213), M2, M3 ve M4 gibi iyi huylu alt
varyantlara sahip olup, bunlar tiim test metodolojileriyle olmasa da bazilari ile ayirt
edilebilmektedir (Bashir vd., 2016, Karatas ve Bouchecareilh, 2020; Seixas ve
Marques, 2021).

AATD en yaygin olarak tek niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler) ile iligkilidir.
En sik goriilen varyantlar nokta mutasyonu sonucu olusan PI Z ve PI S allelleridir. PI
Z alleli siddetli AATD ile en sik iligkilendirilen allel olup AAT geninin 5. ekzonunda
meydan gelen mutasyon sonucu proteinin amino asit dizisindeki 342. pozisyondaki
Glutamik asitin-Lizin (Glu342 GAG — Lys AAQG) ile yer degistirmesi sonucu
olugmaktadir. Z aleli icin homozigot olan bireyler (PI ZZ) yiiksek derecede akciger ve
karaciger hastaligi riski altindadir. Normal AAT protein seviyesinin % 10-20'sine sahip
olmakla birlikte serumdaki seviyesi 2045 mg/dL veya 2.5-7 uM’dir. PI S alleli ise
AAT geninin 3. ekzonunda meydan gelen mutasyon sonucu proteinin amino asit

dizisindeki 264. pozisyondaki Glutamik asitin-Valin (Glu264 GAA—Val GTA) ile yer
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degistirmesi sonucu olusmaktadir. AAT serum seviyesi homozigot PI MM bireylerinin
seviyelerine kiyasla diisiikk ancak PI ZZ bireylerinin seviyelerinden daha yiiksektir

(82mg/dL, 15uM) (Karatas ve Bouchecareilh, 2020; Seixas ve Marques 2021).

MMalton, MHeerlen, gibi nadir varyantlar ve hi¢bir AAT proteininin
tiretilmedigi bos (null) aleller de siddetli AATD ile iliskilidir. Daha yaygin ve iyi
karakterize edilmis MHeerlen, MMalton, MProcida, MWiirzburg, PBrescia ve
PLowell varyantlar1 gibi birgok nadir AAT varyanti, AAT miktarindaki degisiklikler,
polimerizasyon veya nétrofil elastazi (NE) inhibe etme kabiliyetindeki azalmanin bir
sonucu olarak akciger ve karaciger hastaliginin gelisimi ile iligkilendirilmistir.
Ozellikle, MMalton varyantinin gendeki tek amino asit delesyonu sonucu olustugu ve
bunun sonucunda amfizem ve karaciger hastaligiyla giiclii bir sekilde baglantili oldugu
goriilmiistiir. MMalton varyant1 yakin zamanda yapilan bir Portekiz c¢aligmasinda
rapor edilen en yiiksek sikliga sahip nadir varyant olarak gézlemlenmistir. Bos (null)
varyantlar 'Q0" 6n eki ile belirtilmektedir. Bos varyantlar AAT amino asit dizisinin
erken sonlandirilmasiyla hi¢gbir AAT proteini liretilmemesine neden olmaktadir. Sonug
olarak serumda AAT seviyesi saptanamamaktadir. Bos varyantlar amfizem gelisimi ile
giicli bir sekilde baglantilidir, ancak tiim bos varyantlarla uyumlu olarak, karaciger
hasarindan sorumlu AAT'min polimerizasyonunu indiiklemedikleri i¢in karaciger

hastalig1 riski tagimamaktadir. (Foil, 2021).

Tablo 1. Alfa-1 antitripsin eksikligi ile ilgili mutasyonlardan bazilari ve iliskili klinik

veriler
Alleller Mutasyon Tipi Tliskili hastahklar
Normal Allel
M (Farkl1 Subtipleri) Subsitiisyon (1 bp) Yok
Eksiklik Allelleri
S Subsitiisyon (1 bp) Pulmoner
Vi Subsitiisyon (1 bp) Pulmoner, Karaciger
Mmalton Delesyon (3 bp) Pulmoner, Karaciger
Siiyama Subsitiisyon (1 bp) Pulmoner, Karaciger
Null Alleller
QO (subtipleri) Delesyon veya Subsitiisyon Pulmoner, Karaciger
Disfonksiyonel
Alleller
Pitssburgh Subsitiisyon (1 bp) Kanama
Vi Subsitiisyon (1 bp) Pulmoner, Karaciger
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1.6. AAT fle iliskili Hastahklar

1.6.1. Amfizem

Amfizem alveol duvarlarinin tahribi ve terminal bronsiyollerin distalindeki
hava bosluklariin kalic1 olarak genislemesi olarak tanimlanmaktadir. Terminal hava
yollarindaki akcigerin elastik yapisinin kayb1 ve intraliimenal basing, 6zellikle zorlu
ekspiratuar manevralar sirasinda kiiciik hava yollarinin agikligini kaybetmesine neden
olur. Amfizem derecesiyle sigara kullanimi arasindaki iligki ¢ok giiclii degildir.
Amfizem nedeniyle 6nemli akciger yikimi sigara kullanan bireylerin sadece yaklasik
% 40'inda goriilmektedir. Ayrica normal akciger fonksiyonuna sahip bazi kisilerde de
amfizem gortilmektedir. AAT eksikligi, amfizem i¢in bilinen genetik risk faktoriidiir.
Genellikle AAT eksikligi ile iligkili olan amfizem formu panlobiiler veya panasinar
amfizemdir. Tiim asiniisiin daha esit genislemesi ve yikimi ile sonu¢lanmaktadir
(Mannino, 2002; MacNee, 2005).

1.6.2. Kronik Obstriiktif Hastalig

Kronik obstriiktif akciger hastalifi (KOAH); zararli gaz ve partikiillere
ozellikle sigara dumanina kars1 enflamatuvar bir siire¢ sonucu gelisen tam olarak geri
dontisiimlii olmayan, ilerleyici hava akimi kisitlanmasi ile karakterize olan bir
hastaliktir. KOAH, diinya capinda 6zellikle 40 yas tstii sigara kullananlar ve biyokiitle
dumanina maruz kalan bireylerde goriilen morbidite ve mortalite nedenidir (Hillas vd.,
2015). Tahminlere gore her yil {i¢ milyondan fazla 6liime neden oldugu goriilen bu
hastalik diinya capindaki tiim 6liimlerin % 5’ini olusturmaktadir. Bunlarin % 90'indan
fazlasi diisiik ve orta gelirli iilkelerde meydana gelmektedir. Diinya Saglik Orgiitii’ne
gore KOAH, 2030 yilina kadar mevcut besinci siralamasindan diinya c¢apinda en
yaygin iiclincii 6liim ve sakatlik nedeni olacagi tahmin edilmektedir. KOAH'l1 bir
bireyde kronik bronsit, amfizem veya her iki durumun kombinasyonu birlikte
goriilebilir. Bu durum kisiden kisiye degismektedir. KOAH'!n en yaygin ve kesin
bilinen risk faktorii sigara kullanimi1 olmasina ragmen, ¢evresel faktorler ve genetik
risk olan AAT eksikligi de bu hastaliga neden olmaktadir (Wells vd., 2019).

AAT eksikligi, KOAH icin bilinen tek genetik risk faktoriidiir (Silverman vd.,
1998). KOAH'a neden olabilecek veya daha da kotiilestirebilecek diger faktorler yas,

cinsiyet, akciger biiylimesi ve gelisimi, kronik brongit ve enfeksiyonlar
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sosyoekonomik durum, astim ve hava yolu hiper-reaktivitesi olarak siralanmaktadir.

(Wang vd., 2020).

1.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR): Optimizasyonu, Cesitleri ve ARMS-
PCR

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), Amerikali biyokimyac1 Kary Mullis
tarafindan 1984 yilinda gelistirilmistir. Laboratuvar ortaminda DNA igerisinde yer
alan dizisi bilinen iki segment arasindaki 6zgiin bir bolgeyi in vitro ¢gogaltma islemidir.
Hedef dizinin karsit zincirlerine hibridize olan iki oligoniikleotid primeri ile gevrili bir
DNA fragmaninin enzimatik amplifikasyonuna dayanmaktadir (White vd., 1989; Joshi
ve Deshpande, 2010). Istenilen 6zgiin bolgenin amplifikasyonu ¢ift zincirli kalip
DNA’nin 1s1 ile denatiirasyonu (denaturation), denatiire kalip DNA’ya sentetik iki
oligoniikleotit primerinin baglanmasi (annealing) ve baglanan primerlerin DNA
polimeraz ile uzatilmasi (extension) olmak {izere ii¢c basamaktan olusmaktadir (White
vd., 1989; Green ve Sambrook, 2018).

PCR, yalnizca az miktardaki bir baslangi¢c materyalinden (yani DNA kalib1
veya hedef diziden) belirli bir DNA segmentini (yani bir amplikon) yeterli miktarda
sentezleyen giiclii bir amplifikasyon teknigidir. Bu teknik basit ve genellikle sorunsuz
gibi goriinse de reaksiyonu zorlagtiran birtakim durumlar olabilmekte ve bunlara baglh
yanlis sonuclar olusabilmektedir. Basarisiz bir reaksiyonda farkli boyutlarda non-
spesifik iirlinler ve primerlerin etkilesimi sonucu primer dimerleri olusabildigi gibi
bazen de hi¢cbir DNA iiriinii olusmamaktadir. Bu ylizden bir PCR reaksiyonunda
amplifikasyonun basarili bir sekilde gerceklesebilmesi ig¢in optimum kosullarin
olusturulmas1 gerekmektedir. PCR'nin her bir fiziksel ve kimyasal bileseni, verim,
ozgillik veya duyarlilikta potansiyel bir artis saglamak i¢in degistirilebilir. Giiglii
primer tasarimi, erime sicakligi, dongii kosullari, magnezyum iyonu konsantrasyonu
ve reaksiyona eklenen birtakim bilesikler (enhensir) reaksiyonun optimize edilmesi

stirecinde 6nemli etkilere sahip olabilmektedir (Asif vd., 2021).
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1.7.1. PCR Optimizasyon Stratejileri

1.7.1.1. Primer Tasarimi

Basaril1 bir PCR igin en kritik parametre, optimal primer tasarimidir. Primer
sekansi iirliniin gen tizerindeki pozisyonu ve uzunlugu, erime sicaklig1 ve sonug olarak
PCR verimi dahil pek ¢ok parametreyi etkiler. Zayif tasarlanmis bir primer, diger tiim
parametreler uygun sekilde optimize edildiginde bile, spesifik olmayan amplifikasyon
veya primer-dimer olusumu nedeniyle reaksiyon basarisizligina bagh olarak ¢ok az
iriin olusumu veya hig¢ lriin iiretiimemesine neden olur. Primerler tasarlanirken
amplifikasyon ozgiilliigii ve verimliligi i¢in birkag parametre dikkate alinmalidir
(McPherson ve Moller, 2006; Apte ve Daniel, 2009).

Primer Uzunlugu

Primer uzunlugu ozgilliigi, erime sicakligini ve baglanma siiresini
etkilediginden PCR basarisinda 6énemlidir. Cogu PCR uygulamasi i¢in 18-30 bazlik
bir primer uzunlugu idealdir. Kisa primerler, spesifik olmayan PCR amplifikasyonuna
yol acabilir. Uzun primerler daha spesifiktir ancak firkete halkalar1 (sa¢ tokas1) gibi
ikincil yapilar1 igerme olasilig1 daha ytiksektir (Apte ve Daniel, 2009).

Primer Erime Sicaklig

Primerlerin ayrilmis DNA zincirleri iizerinde komplementer olduklari
bolgelere eslesip kalip DNA zinciri ile primer arasinda hidrojen baglarinin olusmasinin
saglanacag1 bir sicaklik derecesi vardir. Bu sicakliga erime sicakligi (Tm) denir.
PCR'nin 06zgiilligii, primerlerin erime sicakligina gii¢lii bir sekilde baghdir. Bu
sicaklik derecesi primer dizisinin baz icerigine gore degisir. Primerdeki G ve C sayisi
artikga Tm derecesi de artar. Cogu PCR uygulamasi i¢in, primerlerin optimum erime
sicaklig1 55°C ile 60°C arasinda olmalidir. Bir reaksiyonda kullanilan tiim primerlerin
benzer erime sicakliklarma sahip olmast da énemlidir. Cogu PCR uygulamasi igin
oligoniikleotit c¢iftlerinin Tm’leri birbirine denk veya yakin olmalidir. Aralarindaki
fark 2°C-3°C'den fazla olmamalidir. Aralarindaki fark yiiksek oldugunda,
amplifikasyon daha az verimli olur veya hi¢ ¢aligmayabilir. Ciinkii daha yiiksek Tm'ye
sahip primer, optimal baglanma sicakligindan daha diisiik bir sicaklikta yanlis

baglanacaktir. Daha diisiik Tm'ye sahip primer ise optimal baglanma sicakligindan
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daha yiiksek bir sicaklikta diisiik konsantrasyonlarda baglanacaktir (McPherson ve

Moller, 2006; Apte ve Daniel, 2009).
Ikincil (Hairpin) Yapilar

Bir primer tasarlarken dikkate alinmasi gereken Onemli bir faktor, ikincil
yapilarin varligidir. Primerler kendi iginde homolojiye sahip olursa hairpin (sa¢ tokast)
olarak adlandirilan, primerin homolog sekanslar1 nedeniyle kendi iizerine katlanarak
c¢ift zincir olusturmasi goriilebilir. Bu da primerin hedef DNA’ya baglanmasin
etkileyecektir. Sa¢ tokast olusturmamasi i¢in oligoniikleotit kendi i¢inde karsilikli

eslenik baz dizileri igermemelidir (Dieffenbach vd., 1993; Asif vd., 2021).
Primer Dimerleri

Primer ¢iftinin 6zellikle 3' u¢larinda birbirine tamamlayici olmamasina dikkat
edilmelidir. PCR'da DNA kalibina gore yiiksek konsantrasyonlarda primerler
kullanildigindan, primer c¢ifti kaliba baglandiklarindan ¢ok daha kolay bir sekilde
birbirlerine baglanabilirler. Bu yiizden en énemli parametrelerden biri oligontikleotit
cgiftleri dimer olusumuna neden olacak sekilde birbirleri ile eslenik olmamalidir.
Primer-dimer olusumu istenen iriinle yarisacagi i¢in istenen irliniin olusmasini

engelleyecektir (Saiki, 1989; Asif vd., 2021).

3 -uc sekanst (GC Kiskact)

3’ terminal pozisyonu yanlis baglanmay1 kontrol i¢in 6nemlidir. Bu bolgede yer
alan primer homolojilerinin yaratacagi sorunlardan bahsedilmisti. Diger bir degisken
primerlerin 3’ucuna G ve C bazlarmin eklenmesidir. Bu GC kiskact G/C
niikleotitlerinin daha kuvvetli hidrojen baglarla baglanmasi nedeniyle 3' ucunun
sonuna dogru baglanmay1 garanti eder. Ayn1 zamanda primer-hedef kompleksinde
gevsemelere bagli olarak reaksiyon hizinin yavaslamasinin oniine gecerek siire kaybini

azaltir ve reaksiyon verimini arttirir (Dieffenbach vd., 1993).

G/C Miktari ve Polipirimidin (T, C) ve Polipurin (A,G) Uzantilart

Ideal bir primer %50 GC igerige sahip ve yaklasik 20 bp uzunlugunda
niikleotitlerin rastgele karisimina sahiptir. Bu yap1 Tm’yi 56-62 °C’lik aralikta tutar.
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Spesifik olmayan baglanmaya ve yanlis eslesmeye yol agtiklarindan, diisiik sayida tek
bazli uzantilardan (6rn. TTTTT veya GGGGG) ve ardisik di-niikleotidlerden (6rn.
TATATATA veya CGCGCGCQG) kaginilmasi gerekir. Poliprimidin (T,C) ve polipurin
(A,G) uzantilarindan da kagmilmalidir (Dieffenbach vd., 1993; Asif vd., 2021).

1.7.1.2. Reaksiyon Bilesenleri

Basarili bir PCR kurulumu i¢in en Onemli adimlarindan biri, gerekli
konsantrasyonlarda buna gore reaktifler eklemektir. Reaksiyon karigimma dogru
miktar1 eklemek i¢in her reaktifin roliinii ve islevini anlamak ¢ok dnemlidir. MgClo,
reaksiyon tamponu, dNTP'ler, Taq DNA polimeraz ve kalip DNA'nin
konsantrasyonunu degistirmek, optimize edilmis PCR {iriinleri elde etmenin kolay ve
giivenilir bir yoludur. Bununla birlikte, reaktiflerin yanlis konsantrasyonda
eklenmesinin, degisken boyutlarda istenmeyen amplikonlarin iiretilmesine neden
olabilecegi gbz oniinde bulundurulmalidir (Asif vd., 2021).

Kalip DNA

Bir PCR reaksiyonunu optimize etmek i¢in ilk adim, ana karisimi igeren her
reaksiyon tiipiine esit konsantrasyonda DNA kalibinin eklenmesidir. Bu adimi
tamamladiktan sonra, istenen PCR {riinlinii elde etmek igin kalan reaktif
konsantrasyonlar1 degistirilebilir. Optimize edilmis bir reaksiyon i¢in genomik DNA
konsantrasyonu 10-30 ng/ul civarinda olmalidir. Reaksiyon karisiminda kalip DNA
miktarinin arttirilmas1 sadece jelde soluk veya zayif bantlar goriildiiglinde
yapilmalidir. Aksi takdirde fazla DNA jelde smear olusumuna ve spesifik olmayan

amplikon {iretimine neden olmasi sonucu reaksiyon 6zgiilliigli azalir (Asif vd., 2021).

Magnezyum Kloriir

Magnezyum kloriir, Tag DNA polimeraz tarafindan gerceklestirilen kalibin
uzamasi i¢in bir yardimer kofaktor olarak gorev yapar. Cogu basarisiz PCR deneyi,
reaksiyon karisimindaki MgCl, konsantrasyonu degistirilerek optimize edilebilir.
Ayrica reaksiyon karistmindaki DNA kalibi, dNTP'ler gibi diger bilesenlerle
etkilesime girer ve DNA stabilitesini artirarak erime sicakligini artirabilir. MgClz
genellikle 10X PCR reaksiyon tamponunda bulunur veya 15 mM ila 25 mM arasinda
degisen bir konsantrasyonda ayr1 olarak saglanabilir. Reaksiyondaki dNTP

konsantrasyonu degistirilirse MgCl, konsantrasyonu da degistirilmelidir. Mg?* miktari
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diisiikse reaksiyon zayif iiriin olusumuyla sonuglamr. Yiiksek Mg®" miktar: ise
primerlerin kaliba baglanmasini Onleyerek, reaksiyonun basarisiz olmasina veya
spesifik olmayan iirlinlerin amplifikasyonuna neden olur (McPherson ve Moller, 2006;

Asifvd., 2021).
Reaksiyon Tamponu (Buffer)

Reaksiyon tamponunun amaci, ¢ozeltinin pH’1m1 koruyarak reaksiyon i¢in en
uygun kosullar1 saglamaktir. Tampon konsantrasyonunun degistirilmesi, bir PCR
deneyinin optimize edilmesine yardimci olabilir. Tampon, amplifikasyon sirasinda
polimeraz aktivitesine yardimc1 olur ve bdylece reaksiyon 6zgiilliiglini arttirir. PCR
tamponu veya reaksiyon tamponu, Tris-HCL, Potasyum kloriir (KC19 Amonyum siilfat
[(NH4)2SO4], Bovin Serum Albumin (BSA), Triton-X veya Tween 20 icerebilir. Bazi
tampon bilesenleri MgCl, igerir; aksi takdirde, genellikle ayr1 bir MgCl ¢ozeltisi de
bulunur. Reaksiyon tamponunun konsantrasyonlari ve bilesenleri tireticiye bagli olarak

degisir (McPherson ve Moller, 2006; Asif vd., 2021).
Deoksiniikleotit Trifosfatlar

Deoksintikleotit trifosfatlar (dNTP'ler), hedeflenen DNA dizilerinin
amplifikasyonunda yer alan DNA polimeraz i¢in bir substrat gorevi goriir. ANTP'ler
homojen bir karisim iginde olabilir veya 20 mM ila 200 mM arasinda degisen
konsantrasyonlarda ayr1 olarak temin edilebilir.  Optimizasyonda dNTP
konsantrasyonlart MgCl2 konsantrasyonuna paralel olarak arttirilmalidir. Reaksiyon
karisiminda dNTP'ler esit miktarda eklenmelidir; aksi takdirde, daha yiiksek oranda
bir ANTP'nin varligi, yeni sentezlenen DNA dizisine yanlis bazin dahil edilmesiyle

sonuglanabilir (Saiki, 1989; Asif vd., 2021).

Tag DNA Polimeraz

PCR reaksiyonun en 6nemli bileseni polimerazdir. Tag DNA polimeraz, kalip
DNA'nin amplifikasyonunda yer alir. Enzim, uzama sirasinda yeni sentezlenen DNA
dizisine dNTP'leri dahil eder. Polimeraz, 2 ile 5U arasinda degisen miktarlarda mevcut
olabilir. Reaksiyon karisimindaki nihai DNA polimeraz konsantrasyonu 0.02 ile 0.05

U/uL araliginda olmalidir. Optimizasyonu saglarken DNA polimerazin spesifik
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olmayan amplifikasyonuna bagli olarak smear olusturmamasi igin polimeraz

konsantrasyonunu dikkatli bir sekilde arttirilmalidir (Asif vd., 2021).
1.7.1.3. Dongii

PCR'de yer alan reaktifler ve prosediirlerin yani sira, bir amplifikasyon
reaksiyonunun optimizasyonu ve basarisi i¢in uygun dongii kosullarinin kullanilmasi
cok onemlidir. Dongii kosullari, denatlirasyon, baglanma ve uzatma sicakliklarina,
kalip boyutuna, GC igerigine ve primer uzunluguna bagh olarak reaksiyondan
reaksiyona degisebilir. Bazen, normal dongii kosullar1 bir PCR reaksiyonunda
caligmayabilir. Bu ylizden optimizasyonu saglamak i¢in c¢ok yonli PCR
modifikasyonlarit bulunmaktadir (McPherson ve Moller, 2006; Asif vd., 2021).

Gradient PCR (G-PCR)

Doéngii kosullarini optimize etmenin ilk adimi, primerlerin kaliba baglanma
sicakligint  (Annealing-Ta) belirlemektir ve bir gradient PCR deneyi
gerceklestirilerek ulasilabilir. G-PCR, basarili PCR deneylerine yol agabilecek kritik
bir optimizasyon asamasidir. Bu islemde, termal dongiileyici, her siraya 6zel bir
sicaklik araliina ayarlanir; bu, primerlerin ¢esitli sicakliklarda baglanma kabiliyetini
kontrol ederek primerler i¢in optimal Ta’nin belirlenmesine yardimer olabilir (Asif

vd., 2021).

Hot-Start PCR (HS-PCR)

HS-PCR, normal dongii kosullarinda nispeten basit ve etkili bir
modifikasyondur. HS-PCR'nin temel ilkesi genel 3 adimli dongii kurulumunun
baslamasindan Once artirilmis bir denatiirasyon siiresi saglamaktir. HS-PCR
modifikasyonu, ayr1 olarak veya geleneksel bir PCR deneyi ile birlikte kullanilabilir.
Nispeten yiiksek bir erime sicaklifi nedeniyle, amplifikasyon reaksiyonu
optimizasyon gerektirebilir. HS-PCR’1n karmasik kaliplar, dimer olusumu ve reaktif
konsantrasyonlarini degistirmek ve steril ekipman kullanmak ise yaramazsa spesifik
olmayan baglanma ile ugrasirken etkili bir optimizasyon stratejisi oldugu
kanitlanmistir. Temel prensibi, ana karisimi igeren her bir reaksiyon tiipline 5-10
dakika stireyle artirilmis baslangic denatiirasyon sicakligi (50-90°C) saglanmasinm
icerir. Bununla birlikte, Taqg DNA polimeraz, enzimi inaktive edebileceginden, bu ilk

denatiirasyon asamasinda reaksiyon karisimindan alikonulur. Baslangi¢ sicakligi
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arttirtldiktan sonra her bir PCR tiipiine polimeraz eklenir ve geleneksel ii¢ fazli
kuruluma devam edilir. Bu islem, kalibin tam denatiirasyonuna yardimci olur, spesifik
olmayan amplifikasyonu azaltir ve amplifikasyon reaksiyonunun spesifitesini arttirir

(Roux, 2009; Asif vd., 2021).
1.7.1.4. Katki Maddeleri

Bir PCR reaksiyonunda dongii kosullarim1 ve reaktif konsantrasyonlarini
degistirdikten sonra bile basarisizlik varsa amplifikasyon reaksiyonuna yardimci
olmak i¢in reaksiyon karisimina bazi arttirici (enhensir) bilesenler eklenebilir. Bu
bilesenler primer baglanma 6zgiilliiglinli arttirmak, primerlerin yanlis baglanmasini
azaltmak i¢in reaksiyon karisimina eklenerek PCR’nin etkinligini arttirir. Dimetil
stilfoksit (DMSO), Bovin serum albliimin (BSA), Formamid, Gliserol, Tween 20,
Triton-X, Betain vb. PCR reaksiyonuna eklenen bilesenlere 6rnektir (Asif vd., 2021).

1.8. Multipleks PCR

Multipleks PCR (MPCR), tek bir PCR'de birden fazla hedef dizinin ayni anda
amplifikasyonu i¢in bir kalip ve birkag¢ primer seti kullanan yontemdir. Yapilan bircok
aragtirma ve teshis testleri, bir gen i¢indeki ¢oklu bdlgelerin analizini veya c¢oklu
lokuslarin analizini icermektedir. Ozellikle ¢ok sayida bireyin analiz edilmesi
gerektiginde avantaj saglamakla birlikte 6nemli bir zaman ve maliyet tasarrufu saglar
(McPherson ve Moller, 2006).

Verimli bir multipleks PCR testinin optimizasyonu bazi ek kritik faktorlere
dikkat edilmesini gerektirir. Bir multipleks PCR sistemi gelistirmedeki temel zorluk,
primer dimer olusumunun iistesinden gelmektir. Primer dimerleri, genellikle ilk PCR
dongiisiinden 6nce olusturulan ve tipik olarak iki veya daha fazla bazin 3' ucunda
birbirine tamamlayici olan primerlerin neden oldugu kisa iirlinlerdir. Normalde PCR i¢in
kullanilan yiiksek sicakliklarda bu tiir kisa 6rtiismelerin olugmasi pek olasi olmasa da,
oda sicakliginda gerceklestirilen bu primerleri igeren bir reaksiyon, 3' ucunun gecici
olarak baglanmasina izin verecektir. Bu kosullar altinda, kisa iirtinleri olusturmak i¢in
baglanan primerleri uzatmaya baslamak icin yeterli polimeraz aktivitesi de vardir. Bir
kez olusturulduktan sonra, bu dimerler ¢cok verimli bir sekilde amplifiye edilir ve istenen
hedefin amplifikasyonu ile etkin bir sekilde rekabet eder. Multipleks reaksiyonlardaki

hedef sayis1 arttik¢a, en az iki primerin 3’ ucunda birbirine tamamlayici olma olasilig1
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onemli Ol¢iide artar. 3' uglarinda baglanabilen primerlerin sayis1 arttik¢a, primer dimer

birikimi de artar. Primer dimer olusumunu en aza indirmek i¢in tek hedefli

reaksiyonlarla kullanilan bir yaklasim, reaksiyon ¢dozeltisinin sicakligi baglanma

sicakligindan daha yiiksek olana kadar DNA polimeraz veya MgC1, olan bilesenlerden

birinin reaksiyonunu sinirlamaktir (Edwards ve Gibbs, 1994; Zangenberg vd., 1999).

1.8.1. Multipleks PCR Tasarim

Multiplex PCR'da kullanim i¢in primerler tasarlanirken, primer tasariminin

genel kurallar1 gegerlidir, ancak ek hususlar dikkate alinmalidir.

Primer uzunlugu, GC igerigine bagli olarak 16 ila 28 niikleotit arasinda
degisebilir. Daha uzun primerlerin, primer-dimerlerin olusumuna yol acabilir.
Tek hedefli PCR sistemlerinde oldugu gibi, benzer erime sicakliklarina sahip
ve ikincil yapt olusturmayacak primerler secilmelidir. Tamamlayic1 3'
niikleotidli primerlerden kaginmak i¢in 6zen gosterilmelidir.

Optimum kosullar1 belirlemek i¢in her bir primer cifti ayr1 ayr1 test edilmelidir.
Baglanma sicakligi ve dongii sayisi, multiplex PCR'nin basarist igin kritik
Ooneme sahiptir. Baglanma sicakligi miimkiin oldugunca yiiksek tutulmalidir.
Her primer ¢ifti i¢in baglanma sicakliklarini belirlenmeli ve multipleks
reaksiyonda en diisiik sicakligi kullanilmalidir. Benzer sekilde, minimum

dongii sayis1 kullanilmalidir.

Birden fazla hedef ayn1 anda amplifiye edildiginden, bir multiplex PCR'deki

enzim ve niikleotid miktar1 sinirlayici bir faktor olabilir ve tiim {iriinlerin tam sentezi

i¢cin daha fazla zaman gerekir. Her reaksiyon i¢in reaktif konsantrasyonlarini ve uzatma

stirelerini optimize etmek dnemlidir (Edwards ve Gibbs, 1994; Zangenberg vd., 1999).
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1.9. Amplifikasyon Refrakter Mutasyon Sistemi (ARMS)

Allel spesifik polimeraz zincir reaksiyonu (ASPCR) veya spesifik alellerin
PCR amplifikasyonu olarak da bilinen amplifikasyon-refrakter mutasyon sistemi
(ARMS), bilinen tek niikleotid polimorfizmlerinin veya kiigiik delesyonlarin
belirlenmesi i¢in basit, hizli, ekonomik ve etkili bir metottur (Little, 1995). Bu metod
olarak Newton ve arkadaslar1 (1989) tarafindan tanimlanmistir (Duta-Cornescu vd.,
2009). ARMS, vyalnizca hedef allel numune i¢inde bulundugunda DNA'nin
amplifikasyonuna izin veren ve hedef olmayan aleli amplifiye etmeyecek sekansa 6zgii
PCR primerlerinin kullanimina dayanmaktadir. Bu yontem dort farkli primerin ayni
anda kullanilarak yapildigt PCR islemini (miiltipleks PCR) ve ardindan jel
ektroforezini takip eder. Normal ve mutant allele 6zgiin iki i¢ ve iki dis primerin
kullanildig1 yontemde, dis primerler ile SNP’in de bulundugu tiim bolge
cogaltilmaktadir. Her i¢ primer ve bir adet dig primer ile mutant ve normal alleller
belirlenmektedir (Little, 1995; Medrano ve De Oliveira, 2014).

ARMS i¢in Primer Tasarim Kriterleri

ARMS primerleri de klasik PCR primerleri tasarlamanin genel ilkeleriyle
aynidir. ARMS PCR, bir ortak ve bir ARMS primeri igeren bir ¢ift primer gerektirir.
Ortak primer, diger PCR primerleri gibidir. Ancak ARMS primerleri asagidaki bazi

ozelliklere sahiptir:

Primer genellikle 30 baz uzunlugundadir. 28 baz uzunlugundan daha kisa
primerlerden kacinilmalidir. Daha uzun primerler de (60 bp’e kadar)
kullanilabilir.

- Normal ve Mutant alleller i¢in tasarlanan primerlerin 3' uclarindaki
niikleotitler, hedef niikleotidi tamamlayici (yani C i¢in G veya G i¢in C ve A
icin T veya T i¢in A) olmalidir.

- ARMS primerinin son bes niikleotidinden birinde ek bir yanlis eslesme
(tercihen sondan hemen onceki), 6zgiilliigiinii daha da artirir.

- ARMS primerinin geri kalani, hedef diziyi tamamlayic1 olmalidir.

- Ortak primerlerin yaklasik 30 baz uzunlugunda ve %50 G + C igerigine sahip

olmasi1 ideal olup standart primerler gibi tasarlanir. Reaksiyon miiltipleks
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olacagi i¢cin bunlarin Tm’lerinin allel spesifik primerlerle uyumlu olmasi
Oonemlidir.

Bir ARMS reaksiyonunun duyarlilig1 ve 6zgiilliigii, siki1 reaksiyon kosullariyla
kontrol edilebilir. Yanlis sonuglarin 6nlenmesinde iyi primer tasarimi, daha
yiiksek baglanma sicakligi ve simirli dongii dnemlidir. Dongii sayisi, net bir
pozitif sonu¢ vermek i¢in yeterli olmalidir. Dongili sayisin1 gereksiz yere
artirmak yanlis sonuglara neden olabilir. ARMS primerinin normal uzunlugu
30 bazdir. Bu uzunluktaki primerler, yiiksek bir erime (Tm) ve baglanma
sicakligina sahiptir ve bu nedenle daha spesifiktir (Newton vd., 1989; Little,
1995).
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2.

2.1.

GEREC VE YONTEM

Materyal

2.1.1. Alet ve Cihazlar

Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Cleaver CS-300V)

Jel Goriintiileme ve Isleme Sistemi (DNR Bio-Imaging Systems/MiniLumi)

UV Transilluminator (Major Science, MUV21-254/312)

Buzdolab: (Arcelik, Tiirkiye/Istanbul)

Is1 Blogu (Wealtec Corp./HB-1, Amerika Birlesik Devletleri/ Sparks)

Yatay Jel Elektroforez Sistemi (Thermo Scientific Owl™ EasyCast™ B1 Mini Gel
Electrophoresis Systems)

Hassas Terazi (OHAUS Pioneer® Analytical, Filipinler/Batangas)

Manyetik Karstirict  (Velp® Scientifica are Heating Magnetic —Stirrer,
Italya/Usmate)

Mikrodalga Firin (SAMSUNG Model: 03, Malaysia)

1,5 mI’lik Mikrosantrifiij Tiipleri (DNaz/RNaz/Endotoxin Free) (ISOLAB)

0.2 mI’lik PCR Tiipii (DNaz/RNaz/Endotoxin Free) (ISOLAB)

Mikrosantrifiij (Beckman Coulter Microfuge® 16, A46473, ABD/ Kaliforniya)
Parafilm (PM-996)

Tiip Stand1 (ISOLAB)

Mikropipet Seti (Eppendorf, Almanya/ Hamburg)

Pipet uglar1 (ISOLAB)

Spektrofotometre  (Thermo  Scientific™  Multiskan™ GO  Microplate
Spectrophotometer, ABD/Massachusetts)

Thermal Cycler (Applied Biosystems Veriti TM 96 Well Thermal Cycler)
Thermal Cycler (Applied Biosystems GeneAmp® PCR System 9700)

Otoklav (Niive OT 40L, Tiirkiye/Ankara)

Vorteks (ZX3 VELP® SCIENTIFICA, italya/Usmate)

pH Metre (Hanna Instruments pH 211)

Inkiibatdr/Etiiv (WiseCube)
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e Spin Cihaz1 (ExiSpin, BIONEER)
e Saf Su Cihaz1 (GFL Saf Su Cihaz1 2104, Germany)
e Giivenlik Kabini (Class II Safety Cabinet, METISAFE)

2.1.2. Kimyasal Malzemeler

o Etilen diamintetraasetikasit (EDTA) (Bio Basic Inc., Kanada, 6381-92-6)
o Etil alkol (Isolab, 64-17-5)

e Asetik asit (Glasiyel % 100) (EMPROVE®, Merck, 64-19-7)

e Distile su

e Etidyum Bromiir (EtBr) (SIGMA®, ABD/ Missouri, 1239-45-8)
e Tris Baz (Fisher Bioreagents®, ABD, BP152-500)

e Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) (SIGMA®, 205-788-1)

e Sodyum Kloriir (NaCl) (Merck, 7647-14-5)

e Agaroz (peqGOLD, 35-1010)

e Triton X-100 (Acros Organics, 9002-93-1)

e Proteinaz K (SIGMA®, 39450-01-6)

e Siikroz (Bio Basic Inc., Kanada, 57-50-1)

e Magnezyum Kloriir (MgClz) (Tekkim, 7791-18-6)

¢ Dimetilsiilfoksit (DMSO) (AppliChem, 67-68-5)

e Primer Ciftleri (Macrogen, Oligomer)

e 100 bp DNA Ladder (Thermo, SMO321)

e Tag DNA Polimeraz 5U/pL (Vivantis, PL1202)

e dNTP Mix 10 mM (Ampligoon, 503004)

e Hot Start PCR Master Mix (2X) (Nucleogene, NG2020051)
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2.1.3. Cozeltiler

Eritrosit Lizis Tamponu (100 mL)
- Siikroz: 0.32 M/10.95 g
- EDTA: 10 mM/0.37 g
- MgCh: 5mM/0.102 g

10.95 g siikroz, 0.37 g EDTA ve 0.102 MgCl, hassas terazide tartilip dH>O ile 99
mL’ye tamamland1 ve manyetik karistiricida ¢ozdiiriildii. Otoklavlandiktan sonra 1 mL

Triton X-100 eklendi ve oda sicaklifinda muhafaza edildi.
Fizyolojik Tampon (50 mL)

- NaCl: 75 mM/0.44 g
- EDTA:25mM/0.93 g

0.44 g NaCl ve 0.93 g EDTA hassas terazide tartilarak dH>O ile 50 mL’ye tamamlandi,

manyetik karistiricida ¢ozdiiriildii, otoklavland: ve oda sicakliginda muhafaza edildi.

TE-9 Tamponu (Lizis Tampon, 100 mL)

- Tris-HCI: 500 mM/6.06 g
- EDTA:20 Mm/0.74 g
- NaCl: 10 mM/0.06 g

6.06 g Tris-HCI, 0.74 g EDTA ve 0.06 g NaCl hassas terazide tartilarak dH>O ile 80
mL’ye tamamlandi ve manyetik karistiricida ¢ozdiirtildii. HCl ile pH 9’a ayarlandiktan

sonra 100 mL’ye tamamlandi, otoklavlandi ve oda sicakliginda muhafaza edildi.

TE-8 Tamponu (ph:8, 100 mL)

- Tris-HCI: 10 mM/0.12 g
-  EDTA: 0.1 mM/20 pL

0.12 g Tris hassas terazide tartildi ve 0.1 mM stok EDTA ¢ozeltiden 20 puL alinip dH2O
ile 80 mL’ye tamamlandi. Manyetik karistiricida ¢ozdiirdiikten sonra HCI ile pH 8’e
ayarlandi, dH2O ile 100 mL’ye tamamlandi, otoklavlandi ve oda sicakliginda

muhafaza edildi.
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SDS (%10’luk 50 mL )

5 gr SDS hassas terazide tartilarak dH2O ile 50 mL’ye tamamlandi ve manyetik

karistiricida ¢ozdiriildii.
Yogun Tuz Soliisyonu (6 M, 100mlL)

35.06 g NaCl hassas terazide tartilip dH2O ile 100 mL’ye tamamlandi ve manyetik

karistiricida ¢ozdiiriildii, otoklavlandr ve oda sicakliginda muhafaza edildi.

Proteinaz K (100 mg/mL)

100 mg Proteinaz K’ya 10 mL dH2O eklendi, oda sicakliginda ¢6ziilmesi saglandiktan

sonra da 1,5 mL’lik santrifiij tiiplerine porsiyonlanarak -20 °C’de saklandi.

Etanol (%70)

70 ml etanol mezurla dlgiilerek siseye eklendi ve dH>O ile 100 mL’ye tamamlandi.
50 X TAE (Tris-Asetat-Edta) Hazirlanisi

242 g Tris baz ve 372.24 g EDTA disodyum tuzu hassas terazide tartild1 ve dH>O ile
700 mL’ye tamamlandi. lyice ¢dziinene kadar manyetik karistiricida ¢dzdiiriildii.
Ardindan 57.1 mL glisiyel asetik asit (pH: 8-8.5) eklenip dH>O ile 1000 mL’ye

tamamlandi.
1X Elektroforez Yiiriitme Tamponu
Hazirlanmis olan 50X TAE’den 20 mL alind1 ve dH>O ile 1000 mL’ye tamamlandi.

Jel Boyama Soliisyonu (0.5 ug/mlL)
1X TAE igerisine 0.5 pg/mL olacak sekilde stok (5 mg/mL) Etidyum Bromiir

¢Ozeltisinden alinarak hazirlandi.
6X Yiikleme Tamponu

- 9%0.25 Bromofenol mavisi
- %0.25 Ksilen Siyanol
- %30 Gliserol,

Olacak sekilde hazirland1 ve +4 °C’de saklandi.
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%1.5’lik Agaroz Jel (50 mL)

0.75 g Agaroz hassas terazide tartilip erlen i¢ine eklendi. Daha sonra 1X TAE’den 50
mL alinip agaroz ¢oziilene kadar mikrodalga firinda 1sitildi. Sogumasti i¢in (60 °C ye

kadar) bir siire bekletildikten sonra 5 pL Etidyum Bromiir eklendi.

2.1.4. Primerler

Yontem kisminda anlatildigr lizere Z ve S allellerini 6zgiin bir sekilde
belirleyebilmek icin tasarlanmis ve KZF, KZR, NZR, MZF, KSF, KSR, NSF ve MSR
olarak isimlendirilmis olan primerler ticari olarak sentezlendi ve liyofilize halde teslim
alindi. 100 pM stok soliisyon hazirlamak i¢in liyofilize halde primerlere firmanin
belirttigi miktarda TE-8 Tamponu eklenerek homojen bir sekilde ¢oziilmesi i¢in +4
°C’de 1 giin bekletildi. Sonrasinda stok soliisyondan 10 pM ¢aligma soliisyonlari
olarak hazirlanip porsiyonlanarak -20 °C’de saklandi. Kullanim i¢in stoktan alinan
primerler tekrarli dondurma-¢ozdiirme islemi 6nerilmedigi icin bitene kadar +4 °C’de

muhafaza edildi.

2.2. Yontem

2.2.1. Salting-Out (Tuzla Coktiirme) Yontemiyle DNA izolasyon Protokolii

Alman periferik kan 6rneklerinden Salting-Out yontemiyle DNA izolasyonu
protokolii agagida belirtildigi gibi gergeklestirilmistir:

- 0.5 mL tam kan iizerine 1000 pL eritrosit lizis tampon ilave edilerek oda
1sisinda 3-5 dk bekletildi. 3.500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi ve siipernatant
(istte kalan sivi kisim) atildi. Olusan l6kosit peleti kirmizi ise islem
tekrarlandi.

- Hiicre pelleti tizerine 1000 pL fizyolojik soliisyon eklendi ve hafif parmak
darbeleri ile pelet ¢oziildii. 3.500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi ve siipernatant
atildi (Hiicre pelleti beyaz renkte olmalidir, degilse islem tekrarlanilir).

- Pellet {izerine 350 pL hiicre (16kosit) lizis tampon (250 pL TE-9 tamponu, 80
L SDS, 20 pL Proteinaz K) ilave edilerek parmak darbeleri ile pellet ¢coziildii
ve 56°C’deki 1s1 blogu tlizerinde pellet ¢oziilene kadar 30 dk kadar inkiibe
edildi.
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2.2.2.

6 M tuz soliisyonundan 150 pL ilave edilerek karisim beyaz kopiik olana kadar
kuvvetlice karigtirildi. 14.500 rpm’de 10 dk santrifiij edildi ve siipernatant
temiz bir tiipe aktarildi.

Stipernatant 14.500 rpm’de tekrar 5 dk santrifiijj edildi ve olusan yeni
slipernatant temiz steril bir tiipe aktarildi.

Steril tiipe aktarilan siipernatant iizerine 1000 pL saf etanol ilave edildi ve
hafifce alt iist edilerek DNA’nin yogunlasmasi gozlemlendi.

14.500 rpm’de 5 dk santrifiij edilirck DNA peletinin ¢okmesi saglandi ve
siipernatant atildi.

Peletin iizerine 1000 pL % 70’lik etanol ilave edilerek 14500 rpm’de 5 dk
santrifiij edildi ve olusan siipernatant atilarak DNA temizlenmis oldu.
Ependorf tiip igerisindeki pellete zarar vermeden tiip ters ¢evrilerek kurutma
kagid1 yardimu ile alkoliin ugmasi saglandi.

Pellet biiytikliigiine gore 100-150 pL araliginda TE tamponu ilave edildi.
Olas1 Dnaz kontaminasyonuna karsin 70°C’de 20 dk inkiibe edildi.

DNA ornegi buzdolabina kaldirildi (Bir giin sonra her tiirli molekiiler
calismalarda kullanilmasi igin +4°C’de, uzun siire saklanabilmesi i¢in ise -

20°C’ye kaldirilir).

Konsantrasyon Ol¢iimii ve Saflik Belirleme

Izole edilen DNA’larin konsantrasyon &lciimleri spektrofotometre (Thermo

Scientific™  Multiskan™ GO  Microplate  Spectrophotometer)  cihazinda

gerceklestirildi. DNA Orneklerinden 2’ser pl almip 260, 280 ve 320 nm dalga

boylarinda odl¢limleri gerceklestirildi. DNA konsantrasyonu (ug/ml) = Abszso x 50

ug/ml x (10 mm/0,5 mm) denklemi kullanilarak hesaplandi. DNA saflig1 (kalitesi) i¢in

Abs260/ Abszgo/320 degerinin 1,8-2,0 arasinda olmasi gerektigine dikkat edildi.

29



2.2.3. ARMS i¢in Primer Tasarim

SERPINAI genine ait DNA dizisi NCBI Genbank (Genbank: NG _008290.1)
veri tabanindan temin edildi. Aktif protein (394 aa), Glutamik asitle (GAG) baslayip,
Lizin ile (AAA) bitmektedir. Z ve S alleri i¢in ikiser tane kontrol, birer tane normal ve
mutant primer tasarlanmistir. Primerlerin dizilerinin se¢imi ve tiim kontrollerinde
(kendi i¢inde ve kullanilacak olan diger primer dizileri ile dimer ve hairpin olusturma
durumlari, Tm sicakliklar1 ve GC igerikleri gibi) Generunner programi kullanilmis
olup ornek ekran goriintlisii Sekil 4’te verilmistir. Ayrica primerler tasarlanirken
normal ve mutant niikleotitleri spesifik olarak belirleyebilecek (ARMS) teknigine
uygun ve 3’ ucundan son niikleotitten bir dncesinde yanlis eslesme olusturacak sekilde

tasarlanmasina dikkat edilmistir.

File Edit View Search Analysis Database Options Look Window Help
EHeck| ) aB@avcTH %

.Rrpinm-Geno-Norma\.seq B

a1 st wnt 471 war Lt
CCTTCGATCT| GTGAGATTTG| GTGTCTGAAT| TAATGAATGA| TTTCAGCTAA| AGATGACACT] | Oligo - serpinal-Geno-Normal.seq
GGAAGCTAGA| CACTCTAAAC| CACAGACTTA| ATTACTTACT| AAAGTCGATT| TCTACTGTGA
&0 a5t 4521 31 as4f 4351
TATTTTGGAA| AACTAAAGGC| GACCAATGAA| CAACTGCAGT| TCCATGAATG| GCTGCATTAT |[& 6 G A R P M &

4 TGAGGAGGAGCAAGGCCTATGTGACA
ATAARACCTT) TTGATTTCCG| CTGGTTACTT)| GTTGACGTCA| AGGTACTTAC) CGACGTAATA| | | -1 eTeCTCETTCCCCATACACTET

b e

FhH=oslan@e-,

uy

‘T”’”"”""AAGGCCTATGTGACM

&1 a1 an &7 i @i

¢ CTTGGEETCT GGGCACTGTE| AAGGTCACTE CCAGGETCCG) TGTCCTCAAG| GAGCTTCAAG Frme | #1 [S1[[x][57 cut Sites ﬂ><
GAACCCCAGA| CCCGTGACAC| TTCCAGTGAC GGTCCCAGGE ACAGGAGTTC| CTCGAAGTTC)| [ohoy [ 3183-3154  AGTGACA jx
ar 4031 4nat 4851 a1 Lal — (Sense Dhgu) S[rand T . TM Malhod
CCGTETACTA| GAAAGGAGAG| AccCcTaeAG| GeacaceTEe| AcTGACGATE| cTCTTCCCTg|| Mot [ B3] o O el
GGCACATGAT| CTTTCCTCTC| TCGGGACCTC| CGTCTGCACC| TCACTGCTAC| GAGAAGGGAC|| T gy | [Fom @5 @b Vel
o i a0 ati it 3 Filter Trn W Length: O3' OHNA 82’“‘“{1}]
Eales! ]

TTCTGAGTTG| TGGGTGCACC| TGAGCAGGGE) GAGAGGCGCT| TGTCAGGAAG| ATGGACAGAG|| ¥GCTm | RO | Show Sewch Ediaher Suich

Salt Cone
AAGACTCAAC| ACCCACGTGG| ACTCGTCCCC] CTCTCCGCGA| ACAGTCCTTC| TACCTETCTC] | Grvtr T | 600 | Fioe eyl Tenp T E onemoj
) st 701 77 e THO/AZ6D: | 38 | Puobe conpicoMol 0 Santalucia

. GGGAGCCAGC| CCCATCAGCC| AAAGCCTIRER ( A& cceasce — ) - Sctidhaaut

n ugh260 | 305 | Sak con (milibol): 50,00 Ehlda
CCCTCGETCG| GGGTAGTCGE| TTTCGRAACT| CCTCCTCGTT) CCGGATACAC| TETCCCTCCL|| - L .

Ll &t 4 a3t &t 4851 /QG E ﬂ /° Folmamlde DD DWCZ&!Z_U
d TN B

11 AGAGGATGTG| CAGGGCCAGG| GCCGTCCAGE| GGGAGTGAGC| GCTTCCTGGG| AGGTGTCCAC L5 | Fendler Easerum E FoeShot
TCTCCTACAC| GTCCCGETCC| CGGCAGGTCC) CCCTCACTCG) CGAAGGACCC| TCCACAGGTG) | o 1933 | Pellen = snem\em:E TnCdes
mt at am mt ant ant d5: 4325 | Gudance:

i GTGAGCCTTG) CTCGAGGCCT| GGGATCAGCC) TTACAACGTG| TCTCTGCTTC| TCTCCCCTCC| | 9ungds: | 43 &

CACTCGGAAC) GAGCTCCGGA| CCCTAGTCGE) AATGTTGCAC) AGAGACGAAG| AGAGGEGAGE
ol [P - Sat Tm‘ dEi:

@ st a1 &3t et @ ©H | OD OE ‘ ‘ O‘ l H OM l h l
AGGCCGTGCA| TAAGECTGTG| CTGACCATCG| ACGAGAAAGG| GACTGAAGCT| GCTGGGGCCA Sy 3 Ynes TELoM TNEHImE FIEED

5 TGAGGAGGAGT P
TCCGGCACGT| ATTCCGACAC| GACTGGTAGC| TGCTCTTTCC| CTGACTTCGA| CGACCCCGET T
" N " " 3" ACAGTGTATCCGGA
= = = = = = STEN AT 6 IS 3 BP LONG, LOOP = 7 v
TGTTTTTAGA| GGCCATACCC| ATGTCTATCC| CCCCCGAGGT| CAAGTTCAAC| AAACCCTTTG
ACAAAAATCT| CCGGTATGGG| TACAGATAGG| GGGGGCTCCA| GTTCAAGTTG| TTTGGGARAC

sua1 sast soot s171 st soot Done Save Name Print Defauls  Help  Tips
TfTTrTTdﬂT‘ CﬂTTC!drdﬂl AJTMTAJCT‘ rTrfrfoTT‘ fﬂTCCCd!dﬂl CTCCTC!JTF‘

Sekil 4. Gene runner programi kullanilarak kontrol ve allel spesifik
primerlerin tasarlanmasi
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Generunner programi kullanilarak yukarida bahsedilen ve primer dizilerinde
olmasi gereken Ozellikleri tasiyacak olmasma da dikkat edilerek hazirlanmis olan
primer dizileri asagidaki Tablo 2 ve Tablo 3’de verilmistir. Z allelinin 6zgiin bir

belirlenmesinde sorunlar yasandigindan bu allel i¢in ii¢ farkli uzunlukta primer

hazirlanmstir.
Tablo 2. S alleli primerleri
S Alleli Primerler Amplikon (bg)
NSF CTGATGAGGGGAAACTACAGCACCTGCA 232
MSR GGTGATGATATCGTGGGTGAGTTCATTgA 324
KSF ACTCATGGTTTCTTTATTCTGCTACAC 500
KSR TTCTGGAAGCCAAGTTTATACAGAGTAG
Tablo 3. Z alleli primerleri
Z Alelli Primerler Amplikon
(bo)
NZR GGCCCCAGCAGCTTCAGTCCCTTTCAC 212
MZF  GTGCATAAGGCTGTGCTGACCATCGAGA 299
MZF2 CTCCAGGCCGTGCATAAGGCTGTGCTGACCATCGAGA 308
MZF3 TAAGGCTGTGCTGACCATCGAGA 294
KZF TGAGGAGGAGCAAGGCCTATGTGACA 457

KZR  ATGGGAGGGATTTACAGTCACATGCAG
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Yukaridaki primer dizileri ile beklenen PCR firiin ¢esitleri ve biiyiikliikleri

Sekil 5’te verilmistir.

Kentral Forward Primer Mutant Farward Prirmer

T Alleli GAG
AlC PR
Komirol Reverse Primer
Mormal Reverse Primer
Kortral Forward Primer Mormal Forward Primer
—
B ——
5 Alleli G&ﬁ.
CIT —
— Kontral Reversa Primer
Murtant Reverse Primser
Jel Elektroforezi
Z Alleli 5 Alleli
Komtral L1 I —
(457 be) (=00 be)
Mutant — — Mutant — —
{308 be) (324 be)
N 1 i
{:T:h:} — — Eﬁl — —
AZ Iz A AS 55 MAL
Heterozigot Mutamt  Normal Heterozigot Mutant  Normal

Sekil 5. ARMS-PCR sematik gosterimi
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2.2.4. PCR Optimizasyonu

Primerlerin  baglanma sicakliklart ve MgCl,, primer ve DNA
konsantrasyonlarinin belirlenebilmesi i¢in PCR denemeleri yapilarak biitiin bilesenler
icin gerekli optimimum kosullar ve konsantrasyonlar tespit edildi. Vivantis Tag
polimeraz ve Hot start PCR master mix ile her bir allel i¢in (Z ve S) tablo 4,5,6 ve 7°de
verilen reaksiyon icerigi, farkli primer, DNA ve MgCl, konsantasyonlar1 ve baglanma

sicakliklarinda denendi. Her bir allel multiplex PCR olacak sekilde ¢aligilmistir.

Tablo 4. Z alleli PCR reaksiyonu karisimi1 (Vivantis)

PCR Karisim Hacim Final Konsantrasyonu
Tampon S (10X) 2,5 uL 1X

Kontrol Forward (KZF) 0,8 uL 10 uM
Kontrol Reverse (KZR) 0,8 uL 10 uM

Mutant Forward (MZF) 1,5 uL 10 uM
Normal Reverse (NZR) 1 ulL 10 uM

dNTP (25 mM) 0,4 uL 0,4 mM

Tag Polimeraz 5U/ pL 0,5 uL 25U

DNA (10 ng/ uL) 2 ul 5-50 ng
Toplam Hacim 25 pLL

Tablo 5. S alleli PCR reaksiyonu karisimi (Vivantis)

PCR Karisim Hacim Final Konsantrasyonu
Tampon S (10X) 2,5l 1X

Kontrol Forward (KSF) 0,6 uL 10 uyM
Kontrol Reverse (KSR) 0,6 uL 10 uM

Mutant Reverse (MSR) 0,8 uL 10 uM

Normal Forward (NSF) 1,5 uL 10 uM

dNTP (25 mM) 0,4 uL 0,4 mM

Tag Polimeraz 5U/ pL 0,5 uL 2,50

DNA (10 ng/ uL) 2 uL 5-50 ng
Toplam Hacim 25 pLL
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Tablo 6. Z alleli Hot Start PCR master mix reaksiyonu karigimi

PCR Karisimi Hacim Final Konsantrasyonu
Hot Start PCR Master Mix (2X) 6,25 uL 1X

Kontrol Forward (KZF) (10 uM) 1 uL 0.1-1 uM
Kontrol Reverse (KZR) (10 uM) 1 uL 0.1-1 uM
Mutant Forward (MZF) (10 uM) 0,5 uL 0.1-1 uM
Normal Reverse (NZR) (10 uM) 0,5 uL 0.1-1 uM

DNA (10 ng/ uL) 1 ulL <250 ng
Toplam Hacim 12.5 pLL

Tablo 7. S alleli Hot Start PCR master mix reaksiyonu karigimi

PCR Karisim Hacim Final Konsantrasyonu
Hot Start PCR Master Mix (2X) 6,25 uL 1X

Kontrol Forward (KSF) (10 pM) 1,5 uL 0.1-1 uM
Kontrol Reverse (KSR) (10 uM) 1,5 uL 0.1-1 uM
Mutant Reverse (MSR) (10 uM) 1 uL 0.1-1 uM
Normal Forward (NSF) (10 uM) 0,5 uL 0.1-1 uM

DNA (10 ng/ nL) 1 uL <250 ng
Toplam Hacim 12.5 pLL

2.2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Optimizasyon sonucunda Vivantis Tag polimeraz ve Hot start PCR master mix
ile oOrneklerin ¢alisildigit PCR programlart asagidaki gibidir. Optimizasyon
caligmalarina gore S alleli i¢in primerin kalip DNA’ya baglanma derecesi (Ta) 61 °C;

Z alleli i¢in ise 68 °C olarak belirlenmistir.
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PCR Programi (Vivantis)

94 °C’de 2 dk — {lk Denatiirasyon

94 °C’de 30 sn — Denatiirasyon

Primere bagli 30 sn ~—— Baglanma 30 Dongii
72 °C’de 30 sn — Uzama

72 °C’de 7 dk — Son Uzama

4°C’ de oo — Inkiibasyon

PCR Programi (Hot Start PCR Master Mix 2X)

95 °C’de 5 dk — {lk Denatiirasyon

95 °C’de 30 sn — Denatiirasyon

Primere bagli 30 sn — Baglanma 30 Dongii
72 °C’de 1 dk — Uzama

72 °C’de 10 dk — Son Uzama

4°C’de oo — inkiibasyon

2.2.6. Agaroz Jelin Hazirlanmasi ve Orneklerin Jelde Yiiriitiilmesi (1.5)

0.75 g agaroz hassas terazide tartilip TAE soliisyonuyla 50 mL’ye tamamlandi.
Biraz soguduktan sonra 5 pL Etidyum bromiir eklendi. Hafif¢ce karistirildiktan sonra
jel tablasmma dokiildii ve Orneklerin yiriitiilmesi i¢in katilagsmasi beklendi. Jel
katilastiktan sonra PCR iiriinleri yiikleme boyasiyla karistirilarak (8:2 pL oraninda)
kuyucuklara yiiklendi. 100 V’da 45 dk yiiriitiildii.
2.2.7. Orneklerin Géoriintiilenmesi

Jelde yiiriitiilen 6rnekler Jel Goriintiileme ve Isleme Sisteminde goriintiilendi.
2.2.8. Dizi Analizi

Biit¢emiz yetersiz oldugu icin S ve Z allellerinin dizi analizi hizmet alimu ile

yapilmistir.
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2.2.9. S ve Z Allelleri Agisindan Dizi Analizi ve ARMS-PCR Sonuclarinin
Karsilastirilmasi
S ve Z allelleri hasta ve kontrol dérnekleri i¢in Sanger sekanslama yapilmistir.
Bu allellerin sekans sonuglar1 Finch TV kromotogram goriintiileyici program
kullanilarak analiz edilmistir. Mutant bolgeye yakin olan 6-7 nt’lik bir sekans dizisi
almarak Finch Tv’ye yapistiritlip hedef bolgenin dogru okunup okunmadigi ve o

bolgedeki homozigotluk heterozigotluk durumu tespit edilmistir (Sekil 6).

B FinchTV - 7-KSF.ab1 - o

File Edit View Finch Help

LEJE’I@E] @a@ @ @ ﬁ]@ l__] - Geosp‘?ia

Jetical  Go to Base No. l_ Find Sequence |AATGAACTCN ACGT
Scale

ACCTGGAAAATGAACTCACCCACGATATCATCACCAAGTTCCTGGAAAS
260 bl 280 20 300

Reset Scales Horizontal Scale J'

Sekil 6. Dizi analizi sonug¢larinin Finch TV’de analizi

Bu calismada dizi analizi sonuglar1 referans alinarak ARMS-PCR metodu
calisilmistir. Dizi analizi ve ARMS-PCR sonucuna gore S allelinde hasta (53 kisi) ve
kontrol (33 kisi) ornekleri homozigot normal (MM) olarak tespit edilmistir. Dizi
analizi sonuclarina gore Z allelinde hasta orneklerinden 2 tanesi heterozigot (MZ);
kontrol drneklerinden 1 tane heterozigot (MZ) olarak tespit edilmistir. Z allelinde
ARMS-PCR sonucuna gore tiim hasta ve kontrol Orneklerine mutant primerin

baglanmasi sonucu heterozigot (MZ) olarak bulunmustur.

Ayni zamanda SERPINAI gen dizisiyle dizi analizi sonuglart BLAST (Basic

Local Alignment Search Tool) yapilarak benzerlikleri incelenmistir (Sekil 7).
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BLAST © » blastn suite

Align Sequences Nucleotide BLAST
blastp blastx tblastn tblastx

BLASTN programs search nucleotide subjects using a nucleotide

Enter Query Sequence

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) © clear Query subnngoO
ACTCGGAAAAGCAGGAGTGTCACTATTGTATCATATGGGAGAGGGCAGGC ~ -
TGTGTGCTCTCAGGGAAGTT oy
CCTCAACTTCTCTGTG v

o[ ]
Or, upload file Dosya Se¢ | Dosya segilmedi (7]

Job Title [ 1

Enter a descriptive title for your BLAST search ©
Align two or more sequences ©

Enter Subject Sequence

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) © Clear Subject subrange ©
TGGAAAATGAAGACAGAAGGTGATTCCCCAACCTGAGGGTGACCAAGAA - Erom :
GCTGCCCACACCTCTTAGCCATGTTGGGACTGAGGCCCATCAGGACTGG
CCAGAGGGCTGAGGAGGGTGAACCCCACATCCCTGGGTCACTGCTACT ~

CTGTATAAACTTGGCTTTCCAAAAA y To

Sekil 7. SERPINA1 geni ve dizi analizi sonuglarinin blastn analizi

2.2.10. Istatistiksel Analiz ve ARMS-PCR Yénteminin Giivenirligi

Calisma verilerinin istatistiksel analizi i¢in iki es grup (bagimli gruplar)
arasindaki farkin anlamlhiligini test etmek igin varyans analizi (ANOVA) uyguland. iki
grup arasindaki farkin ortalamasini almak i¢in t testi yapildi ve farklarin ortalamasi t
testi tablosuyla karsilastirildi. Olgiim ortalamalarinin kabul veya red bolgesine denk
gelmesine gore anlamlilik degerine (p degeri) bakildi. S allelinde dizi analizi ile ARMS
sonugclari arasinda % 100 bir uyum elde edilmistir. Z allelinde ise p < 0.05 dizi analizi
ile ARMS sonuglari arasinda anlamli bir fark bulunmustur. AAT seviyeleri bakimindan

da PCR ve dizi analizi kategorileri agisindan anlamli bir farklilik bulunamamastir.
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Tablo 8. Z ve S allelinin istatistiksel analizi

Farklarin ortalamasi t degeri p degeri
0.035 1.753 0.083*
-0.965 -48.494 <0.0001**
0.965 48.494 <0.000] ***

*7 ve S alleli dizileme sonuglarini kendi aralarinda karsilastirdik. P>0.05 oldugundan

ho’1 red edemedik. Yani S ve Z allelinin dizileme sonuglar1 arasinda fark yoktur.

*# Z allelinin dizi analizi ve PCR sonuclarinin karsilastirdik. P<0.05 oldugundan ho

red edildi. Yani dizi analizi ve pcr sonuglart arasinda anlamli bir fark vardir.

***7Z ve S allellerinin PCR sonuglarini kendi aralarinda karsilastirdik. P<0.05

oldugundan ho red edildi. S ve Z alleli PCR sonugclar1 arasinda anlamli bir fark vardir.
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3. BULGULAR

Planlanan bu calismada, Recep Tayyip Erdogan Universitesi Arastirma
Hastanesi Gogiis Hastaliklar1 Polikliniginden KOAH ve amfizem tanis1 konmus hasta
grubu (yaklasik 53 kisi) ile kontrol grubunda (yaklasik 33 kisi) bu hastaliklarla en sik
iliskili olan PI S ve PI Z mutasyonlar1t ARMS-PCR teknigiyle genotiplenmistir. Hasta
grubuna ait AAT seviyesi ve demografik bilgiler Tablo 9°da gosterilmektedir.

Tablo 9. Calismamizda yer alan KOAH’l1 olgulara iliskin veriler

Olgu No Yas Cinsiyet AAT Seviyesi (g/L) (0.9-2)
1 80 Erkek -

2 72 Erkek 1.1
3 72 Erkek 1.033
4 93 Kadin 0.2
5 75 Erkek -

6 49 Erkek 1.97
7 78 Erkek 0.54
8 95 Kadin 1.21
9 48 Erkek 1.47
10 67 Erkek 1.43
11 49 Kadin -
12 71 Erkek 3.1
13 74 Erkek 2.15
14 64 Erkek 1.57
15 63 Erkek 1.47
16 52 Erkek 2.56
17 30 Kadin 1.36
18 69 Erkek 1.23
19 54 Erkek 1.59
20 68 Erkek 1.45
21 63 Erkek 1.5
22 59 Erkek 1.34
23 46 Erkek 0.2
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Tablo 9 (Devam). Calismamizda yer alan KOAH’l1 olgulara iliskin veriler

24 76 Erkek 1.57
25 65 Erkek 1.62
26 85 Erkek 1.41
27 71 Erkek 1.85
28 74 Erkek 1.65
29 68 Erkek 1.49
30 57 Kadin 1.31
31 23 Kadin 1.67
32 73 Erkek 1.21
33 56 Erkek 1.39
34 79 Erkek 1.65
35 74 Erkek 2.33
36 64 Erkek 1.96
37 64 Erkek 1.65
38 58 Erkek 1.55
39 61 Erkek 2.53
40 79 Erkek 1.58
41 77 Erkek 1.33
42 60 Erkek 1.62
43 59 Erkek -
44 80 Erkek 2.07
45 78 Erkek 1.4
46 65 Erkek 1.44
47 78 Erkek 1.36
48 72 Erkek 1.38
49 90 Kadin -
50 58 Erkek 0.2
51 79 Erkek 1.67
52 57 Erkek 15
53 68 Erkek 1.36
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3.1. Optimizasyon Sirasinda Elde Edilen Jel Goriintiileri

Hasta ve kontrol 6rneklerinden birer tanesi kullanilarak Z ve S allellerine ait
primerlerin Ta derecesini bulmak i¢in Vivantis Tag DNA polimerazi kullanarak 59-
64°C arasinda gradiyent PCR yapildi. Ozellikle S allelinde normal primerlerin net
goriilmedigi ve sicaklik yiikseldik¢e kontrol primerlerin de zayifladig1 goriildii. 11k
basta optimum sicaklik Z alleli i¢in 63 °C; S alleli igin ise 61 °C olarak 35 dongi
olarak belirlendi (Sekil 8). Z ve S allelleri i¢in hasta ve kontrol drneklerinden bir 6rnek
alinarak tekrar PCR yapild1 (Sekil 9). S alellinde normal primerin konsantrasyonu
arttirtlarak normal bant gézlemlendi. Ayrica dizi analizi sonuglartyla ARMS-PCR es
zamanl1 ilerlendi. Dizi analizi sonucuna gore heterozigot birey bulunduktan sonra Z
alleli i¢in de mutant primerin konsantrasyonu arttirilarak mutant bant gozlemlendi
(Sekil 10). Ta sicaklig1 ayarlandiktan sonra DNA konsantrasyonun yiiksek olmasindan
dolay1 olusan non-spesifik bantlar ve multipleks PCR yapildigindan primer dimerleri
karsimiza ¢ikan en biiyiik problemlerdi. Konsantrasyonu yiiksek olan ornekler 5:1
oraninda ve sonrasinda 3:1 oraninda seyreltildi. Fakat hala karsimizda non-spesifik

bantlar ¢ikmaktaydi (Sekil 11).

a.l b.S
59°C 60 61 62 63 o4 59°C 60 61 62 63 64

Kontrol

Normal

Sekil 8. (a) Z alleline ait gradiyent PCR jel goriintiisii (59-64 °C).
(b) S alleline ait gradiyent PCR jel goriintiisii (59-64 °C).
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1000
800
600
400
200 be

Sekil 9. Z ve S alleline ait jel goriintiisii. (a) S alleli hasta (HS) ve
kontrol (KS) bireye ait PCR jel goriintiisii. (b) Z alleli
hasta (HZ) ve kontrol (KZ) bireye ait PCR jel goriintiisii
(M:200 b¢ DNA ladder, Ta: 61°C).

a. S b.Z
MM MZ

Kontrol

Normal

Sekil 10. (a) S alleline ait PCR jel gorintiisii (Ta: 61 °C).
(b) Z alleline ait PCR jel goriintiisii (Ta: 63 °C)
(MM: homozigot normal, MZ: heterozigot).
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Kontrol
Normal

Sekil 11. Z alleline ait jel goriintiisii (M: 500 b¢ DNA ladder, Ta: 63 °C).

Bir PCR reaksiyonunda non spesifik bantlarin giderilmesi igin arttirict
(enhansir) bilesenler eklenebilir. Z alleli i¢in hasta ve kontrol 6rneklerinden bir 6rnek
almarak % 5, % 7, % 10 oranlarinda dimetilsiilfoksit (DMSO) eklenerek nasil bir
sonug elde edilecegine bakildi. DMSO, nispeten sonug¢ vermesiyle birlikte tamamen
non spesifik bantlar1 giderememis ve heterozigot olan bireylerde mutant bantin

zayifladig1 gozlemlendi (Sekil 12).

HS K2

%S5 %7 %010 %5 %7 %10
DMSO DMSO

457
299
212 be

Sekil 12. Z alleline ait hasta ve kontrol 6rneklerden (H5-K2)
DMSO kullanilarak elde edilen PCR jel goriintiisti.
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Z alleli i¢in dizi analizi sonucunda homozigot olan bireylerin ARMS-PCR’da
heterozigot olarak sonu¢ vermesi karsimiza ¢ikan en biiyiik problemlerden biriydi.
Emin olmak i¢in dizi analizinde heterozigot ve homozigot bireyler lizerinden ayr1 ayr1
kontrol ve mutant primerlerle kontrol+mutant (KZF+KZR+MZF) ve sadece mutant
(KZR+MZF) olacak sekilde 63 °C’de 30 dongii olacak sekilde PCR yapildi. Fakat dizi
analizi sonuglarma gore heterozigot (K29-28) ve homozigot (10) bireye mutant

primerin baglandig1 gézlemlendi (Sekil 13).

K29 K29 28 28 10 10

E+M M E+M M E+M M

Eontrol
Mutamnt

Sekil 13. Z allelinde heterozigot (K29-28) ve homozigot (10)
bireye ait PCR jel goriintiisti (Ta: 63°C, K+M:
KZF+KZR+MZF, M: KZR+MZF).

Z allel i¢in dizi analizi sonuglarinda homozigot bireylere mutant primerin
baglanmasini gidermek 66 °C-71 °C arasinda gradient yapildi. Sicaklik yiikseldikce
kontrol ve mutant bantlarin yok oldugu goriildii, bu da istenen bir sonug¢ degildi (Sekil

14).
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66°C 67 °C 68°C 69°C 70°C 71°C

Kontrol (457)
Mutant (299)
Normal (212 be

Sekil 14. Z allelinde MZF primeriyle yapilan gradient PCR
sonucuna ait jel goriintiisii

Verimli bir sonug¢ alabilmek i¢in 28 nt uzunlugundaki mutant primer (MZF)
hem kisaltildi (MZF3) hem de uzatilarak (MZF2) yeniden siparis edildi. Primerler
geldiginde sekans sonucuna gore Z alleli icin homozigot ve heterozigot bireye ait DNA
orneginden tekrar gradient PCR (66 °C-69 °C) yapildi. Buna ragmen mutant primerin
tiim kontrol ve hasta bireylerde yapistig1 ve sicaklik yiikseldikce sekansta heterozigot

olan sonuca gore mutant primerin kayboldugu gozlendi (Sekil 15-16).

MZF  GTGCATAAGGCTGTGCTGACCATCGAGA 28 nt
MZF2 CTCCAGGCCGTGCATAAGGCTGTGCTGACCATCGAGA 37 nt
MZF3 TAAGGCTGTGCTGACCATCGAGA 23 nt
a. MZF2 b. MZF3
66°C 67°C 68 °C 69 °C 66 °C 67 °C 68 °C 69 °

Kontrol
Mutant
Normal

Sekil 15. Z alleline ait PCR jel goriintiisii. (a) Heterozigot bireye ait 6rnegin
MZF2 (308 bg) primeriyle gradient sonucu. (b) Heterozigot
bireye ait 6rnegin MZF3 (294 bg) primeriyle gradient sonucu.

45



a. MZF2 b. MZF3
66°C 67°C 68°C 69°C 66°C 67°C 68°C 69°C

Kontrol
Mutant
Normal

Sekil 16. Z alleline ait PCR jel goriintiisii. (a) Homozigot bireye ait 6rnegin
MZEF2 (308 bg) primeriyle gradient PCR sonucu. (b) Homozigot
bireye ait 6rnegin MZF3 (294 bg) primeriyle gradient PCR
sonucu

MZF2 primeriyle son olarak 72°C’de 30 dongii olacak sekilde dizi analizi
sonucuna gore heterozigot (K29-28) ve homozigot (10-11) sonuca gére PCR yapildi.
Primerin baglanma sicakligi arttikca mutant primerin homozigot drneklere hala bagh

kaldig1 ve ayrica kontrol ve normal bantlarin da zayifladigi gozlemlendi (Sekil 17).

Eonirol
Mutant
Normal

Sekil 17. Heterozigot (K29-28) ve homozigot (10-11) bireylerin MZF2
primeriyle PCR sonucuna ait jel goriintiisii (Ta: 72 °C, 30
dongii).
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3.2. ARMS-PCR Sonucuna Ait Jel Goriintiileri

Multipleks PCR yapildigi i¢in birtakim sorunlarla karsilasildi. Non-spesifiklerin
giderilmesi, mutant primerin baglanmasi, primer dimer olusumu gibi sorunlarinin
giderilmesi i¢in olduk¢a yogun bir optimizasyon galismasi yapilmistir. Bunun igin
0zellikle Hot start Tag polimeraz kullanilarak non-spesiklerin giderilmesinde ve primer
dimerlerinin bir miktar azalmasinda biiyiik bir basar1 elde edildi. Ayn1 zamanda dongii

sayis1 35’ten 30’a diisiirilerek daha iyi bir sonug elde edilmistir (Sekil 18).

a. bh.

M MZ MZ MZ MZ MZI MZ MZI MZ MZ MZ

(100 be) T 471 28 K2 K9 7 17 28 K2 K2

500
308
U2he

Sekil 18. Z alleline ait jel goriintiisii. (a) Hot start master mix kullanilmasiyla
elde edilen hasta ve kontrol drneklerine ait jel goriintiisii. (b) Vivantis
Tag polimeraz kullanilmasiyla elde edilen hasta ve kontrol
orneklerine ait jel gortlintiisii (MZF2, Ta: 63 °C, 3).
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S allelinde Hot start polimeraz kullanildiginda giizel bantlar elde edilmesine
ragmen Vivantis kullanildiginda giizel bir sonug¢ elde edilemedi. Bantlar net bir sekilde

ctkmadi ve non spesifik bantlar oldukca fazla gézlemlendi (Sekil19).

a.
b.
M MM MM MM MM MM MM MM MM MM MM
(100 be)

3 10 KIKI0O 1 3 10 K1 KI0

Sekil 19. S alleline ait PCR jel goriintiisii. (a) Hot start master mix
kullanilmasiyla elde edilen hasta ve kontrol drneklerine ait jel
gorilintlisii. (b) Vivantis Tag polimeraz kullanilmasiyla elde
edilen hasta ve kontrol drneklerine ait jel goriintiisii (Ta: 61 °C,
30).
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3.3. Dizi Analizi Sonuclarn

Heterozigot ve homozigot bireylerden bazilarina ait dizi analizi ve blastn

sonuclar1 agagida verilmistir.

A

Sekil 20. Z alleline ait kontol 6rneklerinden heterozigot
bir bireye ait dizi analizi sonucu

Query 4819 4578

GGGCCGTCCAGGGGGAGTGAGCGCTTCCTGGGAGGTGTCCACGTGAGCCTTGCTCGAGRE
ULECEEEEEEEEEEECL TR ECEEEEIE LT TELET L
Sbjct 30 GGECCGTCCAGEGGGAGTGAGCGCTTCCTEAGAGGTGTCCACETGAGCCTTGCTCRAGEL 89

Query 4879 4938

CTGGGATCAGCCTTACAACGTGTCTCTGCTTCTCTCCCCTCCAGGCCGTGCATAAGGCTG
CLLCCECEEEEEEEFEEEEEEEEEE L ECE LT EEEEEEEELTEEL
Sbjct 98 CTGGGATCAGCCTTACAACGTGTCTCTGCTTCTCTCCCCTCCAGGCCGTGCATAAGGCTG 149

Query 4939 4998

tiotimeormontionticisomiciicontn
Sbjct 150  TGCTGACCATCGACGAGAAAGGGACTGAAGCTGCTGGGGCCATGTTTTTAGAGGCCATAC 289

oo koot inpmretHiichitivin o e
Shjct 218  CCATGTCTATCCCCCCCGAGGTCAAGTTCAACAAACCCTTTGTCTTCTTAATGATTGAAC 269

S T
Shjct 270 AAAATACCAAGTCTCCCCTCTTCATGGGAAAAGTGGTGAATCCCACCCAALAATAACTGC 329

Query 5119 ctctcuctcctcaacccctcccctccatccct?ﬂccccctccctGGﬂTGﬂCﬂTTﬂﬂﬂGﬂA 5178

I

Sbjct 330 CTCTCGCTCCTCAACCCCTCCCCTCCATCCCTGGCCCCCTCCCTRLATGACATTAAAGAA 389

Query 5179 ACTGTAAATC-CCTCCC 5222

ithitiiitaitiiitiol
GGGTTGAGCTGGTCCCTGCCTGCATGTGACTGTARATCACCTCCC 434

Sbict 399

Sekil 21. Z alleline ait kontol 6rneklerinden heterozigot bir bireye ait
blastn sonucu
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Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct

Sekil 22. Z alleline ait hasta 6rneklerinden heterozigot bir

4811
19
4369
7
4929
139

4989 GAGGCCATACCCATGTCTATcccccccGAGGTCAAGTTCAACARACCCTTTGTCTTCTT

1939

5049 ATGATTGAACAAAATACCAAGTCTCCCCTCTTCATGGGAARAGTGGTGAATCCCACCCA

259
5189
319
5169
379

bireye ait dizi analizi sonucu

AT A i
(AGGGCCAGGRCCATCCAGGRGGAAGTGAGCGLTTCCTGRGAGGTGTCCCACGTGAGCCT 73

it
TGCTCGAGGCCTGRGATCAGCCTTACAACGTGTCTCTGCTTCTCTCCCCTCCAGGCCGTG 138

.
CATAAGGCTGTECTEACCATCGACGAGAAAGEGACTGAAGCTECTEGGGCCATGTTTTTA 198
A 5048
LT EECLLELEEEELECE L TP CEELEEET T T
GAGGCCATACCCATGTCTATCCCCCCCGAGGTCAAGTTCAACARACCCTTTGTCTTCTTA 258
A 5108
CLLLEEFTEEEECUCELEEEPEECEELEE L EEEEETECLEEEEE LT
ATGATTGAACAARATACCAAGTCTCCCCTCTTCATGGGAARAGTGGTGAATCCCACCCAA 318

ﬂﬂATﬁﬂCTGcctctc%ctcctcaacccctcccctccatccctiﬂccccctccctGGATGA 5168

LT LT

AAATAACTGCCTCTCGCTCCTCAACCCCTCCCCTCCATCCCTGRCCCCCTCCCTGGATGA 378
TGTGACTGTAAATCCCTCCCAT 5224

I||||||I||I||I||I||I||I|||||||||I||I||I||I||I|| LI
TGTGACTGTAAACCACTCCCAT 434

Sekil 23. Z alleline ait hasta d6rneklerinden heterozigot bir bireye ait

blastn sonucu
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Sekil 24. Z alleline ait hasta drneklerinden homozigot bir

Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbjct
Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbict
Query
Sbict

bireye ait dizi analizi sonucu

16938
15
16993
75
17058
135

GTGCAGGRCCAGGGCCETCCAGGGGRAGTEAGCGCTTCC TRRGAGGTGTCCACGTGAGCC
LLCUEEECEUEEEEECEEEEEERL L LT ELELLTET L
GTGCAGEECCAGGGCCETCCAGGRERAGTGAGCRCTTCC TREGAGGTGTCCACGTGAGCC

17118  AGAGGCCATACCCATATCTATcccccccGAGGTCAAGTTCAACAAACCCTTTGTCTTCTT

195

ittt oo
AATGATTGAACAAAATACCAAGTCTCCCCTCTTCATGGGAAAAGTGGTGAATCCCACCCA 314

255

LCEEEEELLEEEEELE LR R LT TEETLETL LS
AGAGGCCATACCCATGTCTATCCCCCCCGAGGTCAAGTTCAACAAACCCTTTGTCTTCTT 254

17238 ﬂAAﬁTAACTGcctctc%ctcctcaacccctcccctccatccct?%ccccctccctGGATG

315 AATAACTGCCTCTCRCTCCTCAACCCCTCCCCTCCATCCCTGGCCCCCTCCCTGRATG

17298

375

16997
74

ittt
TTGCTCGAGGCCTGRGATCAGCCTTACAACGTGTCTCTRCTTCTCTCCCCTCCAGRCCRT 134

ot
GCATAAGGCTATGCTGACCATCGACGAGAAAGGGACTGAAGCTGCTGRGGCCATGTTTTT 194

17177

A 17237

17297
374

TAAATCCCTCCCA 17353
||||||I||I||I||I||I||I|||||||||I||I||I||I||I|||||||||I||

GTARATCCCTCCCA 438

Sekil 25. Z alleline ait hasta dérneklerinden homozigot bir

bireye ait blastn sonucu
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Sekil 26. S alleline ait hasta 6rneklerinden homozigot

Query
Shjct
Query
Shict
Query
Shict
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shict
Query
Shjct
Query
Shict

Sekil 27. S alleline ait hasta 6rneklerinden homozigot normal

normal bireye ait dizi analizi sonucu

2377  AACCTTCACTCACCCCTGGTGATGCCCACCTTCCCCTCTCTCCAGGCAAATGGGAGAGAC
it
2437  CCTTTGAAGTCAAGGACACCGAGGAAGAGGACTTCCACGTGGACCAGGTGACCACCGTGA
i
2497  AGGTGCCTATGATGAAGCGTTTAGGCATGTTTAACATCCAGCACTGTAAGAAGCTGTCCA
it
2557  GCTGGGTGCTGCTGATGAAATACCTGGGCAATGCCACCGCCATCTTCTTCCTGCCTGATG
o O
2617 AGGGGAAACTACAGCACCTGGAAAATGAACTCACCCACGATATCATCACCAAGTTCCTGG
w
2677  AAAATGAAGACAGAAGGTGATTCCCCAACCTGAGGGTGACCAMGAAGCTGCCCACACCTC
o O
2737  TTAGCCATGTTGGGACTGAGGCCCATCAGRACTGGCCAGAGGGCTGAGGAGGGTGAACCC
o
2797 CTGTATAAACTTGGCTT 2836

10 I||||||I||I||I||I||I||I|||HHLLHH (I:H 155

bireye ait blastn sonucu

52

2436

59

2496

119

2556

179

2616

239

2676

299

2736

359

2796
419



Sekil 28. S alleline ait kontrol 6rneklerinden homozigot normal

Query
Shjct
Query
Shijct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Shjct

2343
53
2483
113
2463
173
2523
233
2583
293
2643
353
2703
413
2763
473

bireye ait dizi analizi sonucu

ACTCATGGTTTCTTTATTCTGCTACACTCTTCCAMCCTTCACTCACCCCTGGTGATGCC
[LLLLELLE LR EECEEEEEEE LR EE LT L EEL LT
ACTCATGGTTTCTTTATTCTGCTACACTCTTCCAMCCTTCACTCACCCCTGGTGATGCC

CAAATGGGAGAGACCCTTTGAAGTCAAGGACACCGAGGAA

I||||||I||I||I||I||I||I|||||||||I||I||I||I||I|||||||||I||I||
GGCAAATGGGAGAGACCCTTTGAAGTCAAGGACACCGAGGAA

GAGGACT TCCACGTGGACCAGGTGACCACCGTGAAGGTGCCTATGATGAAGCGTTTAGGC

I||||||I||I||I||I||I||I|||||||||I||I||I||I||I|||||||||I||I||
GGACTTCCACETEEACCAGGTGACCACCGTGAAGGTGCC TATGATGAAGCGTTTAGGL

TTTAACATCCAGCACTGTAAGAAGCTGTCCAGCTGRGTGCTGCTGATGAAATACLTG

I||||||I||I||I||I||I||I|||||||||I||I||I||I||I|||||||||I||I||
TGTTTAACATCCAGCACTGTAAGAAGCTGTCCAGCTGGETGCTGC TGATGARATACCTE

AGGGGAAACTACAGCACCTGGARAAT

I|||||II||II|I||I||I|II|||||||||II|I||I||I|II|||I|||||I||I||
GAAACTACAGCACCTGGAAAAT

GAACTCACCCACGATATCATCACCAAGTTCCTGGAAAATGAAGACAGAAGGTGATTCCCC

CELLDEECEE L TEEEE L LT LT
GAACTCACCCACGATATCATCACCAAGTTCCTGGAARATGAAGACAGAAGGTGATTCCCC
AACCTGAGGGTGACCAAGAAGCTGCCCACACCTCTTAGCCATGTTGGGACTGAGGCCCAT
[LLLLEEELEEECEEEE L EEEE LR
AACCTGAGGGTGACCAAGAAGCTGCCCACACCTCTTAGCCATGTTGGGACTGAGGCCCAT
CAGGACTGGCCAGAGGGCTG 2782

LT TEEELT
CAGTACTGGCCATAGGGCTG 492

2482
112
2462
172
2522
232
2582
292
2642
352
2782
412
2762
472

Sekil 29. S alleline ait kontrol 6rneklerinden homozigot normal bireye ait
blastn sonucu
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4. TARTISMA

Alfa- 1 Antitripsin eksikligi yaklagik 2.000 ile 5.000 kisiden 1'ini etkileyen,
akciger (amfizem, KOAH) ve karaciger (siroz, hepatoselliiler karsinom) hastaliklarina
yatkinlik olusturan otozomal ko-dominant genetik bir hastaliktir (Stoller vd., 2012;
Brantly vd., 2020). Alfa-1-antitripsin eksikligi KOAH i¢in kanitlanmig genetik bir risk
faktorii olup vakalarin yaklasik sadece %1-3"i ciddi AAT eksikligine baglidir (Denden
vd., 2010).

Literatiirde AAT eksikliginin ARMS-PCR metodu ile tespitine dair bir
calismaya raslanmadigindan bu tez ¢alismasinda KOAH ve amfizemli hastalardan ve
kontrol bireylerinden alinan kanlardan izole edilen DNA ornekleri kullanilarak
SERPINAI geninde AAT eksikligine neden olan S ve Z allellerinin ARMS-PCR
yontemi kullanilarak genotiplenmesi ve hastaliga neden olan allellerin kolay ve ucuz

bir sekilde belirlenebilmesi icin ARMS-PCR metodunun uygulanmasi amaglanmistir.

ARMS-PCR her ne kadar standart laboratuvar malzemeleri ve ekipmanlari ile
yapilabilmesi, sonuclarin hizli ve kolay bir sekilde yorumlanabilmesi gibi avantajlara
sahip olsa da multipleks PCR kosullar1 nedeniyle uygun primer tasarimlarinin
yapilabilirligindeki zorluklar ve optimizasyon agisindan olduk¢a zaman alici olmasi

bu yontemin dezavantajlarindandir (Mesrian Tanha vd., 2015; Ehnert vd., 2019).

Yukarida bahsedilen amacla yapilmis olan bu c¢alismada, tim 6rneklerin dizi
analizi hizmet alim1 yoluyla yapilmis olup sonuglara gore 53 hasta 33 kontrol bireyin
hepsinde S alleli homozigot normal (MM) olarak tespit edilirken 2 hasta ve 1 kontrol
bireyinde Z alleli heterozigot (MZ) olarak tespit edilmistir. Allellere 6zgiin olarak
tasarlanmis olan primerler kullanilarak yapilan ARMS-PCR sonuclaria gore ise tim
hasta ve kontrol bireylerinde S alleli dizi analizi sonuglarinda oldugu gibi homozigot
normal olarak tespit edilirken Z alleli tiim hasta ve kontrol bireylerinde heterozigot
olarak tespit edilmistir. Calismada dizi analiz sonuglar referans alindigindan Z alleli
sonuglarinin tim optimizasyon ¢aligmalarina ragmen uyumsuz olmasindan dolay1 yeni
primerler tasarlanmistir. Bu primerlerle de tiim optimizasyon islemlerine ragmen

benzer sekilde dizi analiz sonuglar1 ile uyumsuz veriler elde edilmistir.
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Literatiire baktigimizda bu yontemle yapilmis ¢ok sayida basarili genotipleme
calismast oldugu goriilmektedir. Ahlawat vd., tarafindan yapilan bir g¢alismada
kecilerde Fec genlerindeki mutasyonlarin genotiplenmesinde tetra-primer ARMS-
PCR metodunu kullanilmistir. Sonuglarin dizi analizi ile tam uyumlu oldugu rapor
rapor edilen ¢alismada ARMS-PCR’in ke¢i Fec genlerindeki mutasyonlarin SNP
genotiplemesi icin hizli, giivenilir ve uygun maliyetli bir yontem oldugu kanisina

varilmistir (Ahlawat vd., 2014).

Liileyap vd., Tiirk hastalarda fenilalanin hidroksilaz gen mutasyonlarinin
dizileme ve ARMS teknikleri ile incelenmesi ¢alismasinda tek baz mutasyonlarinin
ARMS teknigi kullanilarak daha ucuza, daha az teknik ekipmanla ve %100 dogrulukla
tespit edildigi dogrulanmistir (Liileyap vd., 2016).

Huang vd., formalinle sabitlenmis, parafine gémiilmiis (FFPE) dokuda BRAF
V600E mutasyonunu saptamak icin ARMS-PCR yontemi kullanildi. Bu yontemin
sekanslamaya gore yiiksek duyarliliga sahip oldugu ve ¢esitli biyobelirte¢ genlerinin
nokta mutasyonlarinin erken tespiti i¢in uyarlanabilecegini kanisina varilmistir

(Huang vd., 2013).

Li vd., yabanil tip popiilasyonlarin arastirilmasinda molekiiler diizeyde cinsiyet
belirleme 6nemli bir bilesen olup kizil pandalarda cinsiyetinin belirlenmesinde ARMS

tekniginin hizli ve giivenilir bir teknik oldugu tespit edilmistir (Li vd., 2011).

Vannucchi vd., Janus tirozin kinaz 2 (JAK2) genindeki bir nokta mutasyonu,
kronik miyeloproliferatif bozukluklart (MPD) olan hastalarda tanimlanmis ve bu
gendeki mutasyon icin ARMS-PCR’1n giivenilir oldugu tespit edilmistir (Vannucchi
vd., 2006).

Dizi analizleri pahali ve zaman alict bir yontem olsa da genotipleme
calismalarinda giivenilir sonuglar liretmektedir. Daha ucuz ve kolay yollardan
genotipleme yapilabilmesi i¢in kullanilan yontemler de kendi iclerinde birtakim
dezavantajlar barindirabilmektedir. Bu yontemlerden biri olan ARMS-PCR ile
yukarida basarili sonucglar elde edilen calisma Ornekleri verilmistir. Yapilan bu
calismada ise, S alleli igin ARMS-PCR ile dizi analizi sonuglari uyumlu bulunmus
ancak Z alleli agisindan uyumlu sonuglar elde edilememistir. Bu uyumsuzlugun

nedenlerinin hem hedef allel bolgesi hem de tasarlanan primer dizileri kaynaklh
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olabilecegini diistindiirmektedir. Primerlerin degistirilmesine ragmen sonuglarda
herhangi bir degisiklik tespit edilmemesi sorunun hedef bolge kaynakli olabilecegi
kanaatini giiclendirmektedir. Sonug olarak, bu ¢alismada S alleli icin ARMS-PCR

yontemi ile giivenilir bir genotipleme yapilabilmis ancak Z alleli i¢in yapilamamaistir.
4.1. Oneriler ve Kisithhk

Sorun hedef bolge kaynakli ise bu tiir bolgelerdeki sorunlar1 giderebilecegi
diistiniilen farkli PCR addtivlerinin kullanim1 veya daha fazla primer alternatifleri
kullanilarak yapilacak optimizasyon ¢alismalart sorunun ¢oziimiine katki saglayabilir

idi, ancak proje biit¢esindeki sinirlilik bu tiir ¢aligmalarin yapilabilmesini kisitlamistir.
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