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. Bu proje insan DNA parmakizi yontemini kemik iligi tarsplantasyonlarinda rutin olarak
kullanma amacxyiagehgtzrmeyx ve nyguiamaya hazzr hale getirmeyi amagiéngnr. ,
Cabigmalarda DAF (DNA Amplification Fingerprinting) teknigi benimsenmis ve bir dizi
oligonukleotid primer tasarlanarak, TUBITAK, MAM, Gen Miihendisligi ve
Biyoteknoloji Aragtirma Enstitiisii’'nde sentezlenmistir. Bu primerle yapilan calismalarla
kan, kemik ili#i, sa¢ kokii hiicrelerinden elde edilen DNA molekiilleri Polimeraz
Zincirleme Reaksiyonuna tabi tutulmuslar ve bireylere 6zgii DNA ﬁﬂé&fpﬁﬁtiﬁ:ﬁ
(parmakizleri) saptanmistir. Bu yéntemin Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi’'nde yapilan
kemik iligi transplantasyonlarinda rutin  olarak kullamimas: igin hazzrﬁk}ar ,

tamamianmustir.

Proje yiiriitiiciisii ve ¢alisanlar: verdikleri destek icin TUBITAK Tip Arastirma Grubuna

tesekkiirii borg bilirler.




TABLO VE SEKILLER

. Tablot Aii’??{’ﬁ?fiﬁf?? e
§ek1¥1h AS‘ég kékunden izole edilen DNA (}mek}er}nm agarozgel eiektmfcrezz '
Sekil 2 PCR icin MgCl, dén’§imi Gptimizasy{}nu
Sekil 3 Farkli bireylere ait DNA parmak ;;zzeﬁ
Sekil 4 PCR i¢in kullamlan primerlerin karsilastirmas:
Sekil 5 Kemik iligi 6rneklerinden DNA parmakizi gah§mas;;
Sekil 6 Sag kokii ve kan hiicreleri DNA parmakizleri

Sekil 7 - Kemik iligi transplantasyonu sonrasi alict ve verici DNA parmakizleri




OZET

Bu ¢alismada insan DNA parmakizi yontemi DAF (DNA Amplification Fingerprinting)
yaklagimyla gelistirilerek kemik iligi transplantasyonlarinda kullanilabilir hale getirilmistir.
Incelemeye alinan 85 adet DNA ornegi degisik dokulardan (kemik iligi, kan. sag¢ kokil)
saflagtinilmig ve sekiz niikleotitlik bir primer kullanarak PCR yéntemiyle ¢ogaltilmistir.
Gogaltim triinleri agaroz gel elektroforezi ile incelenmis ve bunlarin arasinda ayni
bireyin farkli dokularindan ¢ogaltilan DNA ogaltim {riinlerin ayni oldugu gézlenmistir.

Ayrica, 81 bireye 6zgii DNA cogaltim iriinleri elde edilmistir.

Kemik iligi transplantasyon islemi igin alic1 ve verici giftlerinden DNA ¢ogaltim drinleri
elde edilmis ve vericinin ve transplantasyon sonras: alcinin aym DNA ¢ogaltim

drtinlerine sahip oldugu bulunmustur.

Elde edilen sonuglar bu teknigin kemik iligi transplantasyonlarinda transplante edilen

iligin etki oranimin saptanmas: yoniinde rahathkla kullamlabilecegini ortaya koymustur.

Ln




SUMMARY

In this work human DNA fingerprinting techniques was developed with DAF(DNA

Amplification Fingerprinting) approach and used in boge marrow transplantations.

85 DNA samples were purified from different tissues (bone marrow, biood, hair..) and
submitted to PCR by using an eight nucleotide primer. PCR products were controlled
by agarose gel electrophoresis and it was seen that the electrophoretic patterns of the

PCR products obtained from different tissues of the some individual were identical.

For the bone marrow transplantations DNA amplification products were obtained from
donors and recievers and it was detected that the electrophoretic patterns of the DNA

samples of the donor and post transplantation reciever were identical.

The results have shown that the developed method could be used in the control of bone

marrow transplantations.



Genotipik farkhhklann temelini genétik degisiklikler ya da genetik olmayan (cevresel)

degisiklikler olusturur. Bireylerin genomlarindaki niikleotit dizilimlerindeki daimi olan

farklhihklardan dolay: olusan cesitlilik genetik varyasyon olarak adlandirilr. DNA 'daki tiim

deé@iﬁikler zérarh 7dimamakié 7 Eii'iikte gengtik hastaliklar seklinde kendilerini

gisterebilirler.

Gen ile protein arasindaki iliski DNA {izerinde bulunan gen bolgelerindeki baz
diziliglerinin o gen tarafindan sifrelenen protein amino asit dizisini /bgiiﬂémesi

seklindedir. Bir niikleotit degisikligi ve miztasyan 0 proteinin yapisimin degismesi

seklinde de sonuglanabilir. DNA’da olusan bazi degisiklikler ya polipeptidi olusturan

amina asit dizisini degistirmeyecek ya da polipeptid zincirinin 6nemli olmayan bir
bélgesinde olusacak sekilde olursa m' degisikligin sonucu fenotipik olarak
gbzlenmeyecektir. Bircok protein normal olarak ayni lokustaki genlerle olusturabilirler.
Fakat genetik ve yapisal olarak iki ya da daha cok Segenekﬁ fenotipe sahip olurlar. Boyle

durumlar polimorfizm olarak bilinir.

Her yeni zigotun ana babasinda bulunmayan 3 ya da daha cok yeni baz cifti




kompozisyonuna sahip o}dugu éugzmuimektedzr Bu varyasycﬂiann {;ogu kodlayan
dizilerde degil, kodlama vapmayan fizzxierdﬁ bulunurlar. Evr;m stiresince ntikleotit

degigimleri yiiksek derecede genetik §e§1tixizge ve bireye Ozgiiltige yoi a§m1§nr '

Aym cinsiyete sahip normal insanlarin kazybiipieri oidukga benzerdir. Bununla birlikte

kromozom morfolojisiﬁde ve boyanmasmda meydana gcien deé@ikﬁkiéf vardir ki bun}ar

heteromorfizm olarak adlandiriliriar ve bir kmmozom boyunca behrh bir b(ﬁgede yerr
alan DNA dizilerinin tipindeki veya mxktadmdak} deg@ﬁdzkifm yansmﬂar V
Genetik koddaki de;enerasyen nedeniyle (wobble) bir p{}hpegtzddekz yapisal degxgme
goriilmeyebilir. Bu mutasyonlarin yaklasik %25’ aym amino asidi kodlar. Bu tip
mutasyonlara da Silent (sessiz) mutasyonlar adi verilir. Diger mutasyanlér amiﬁe asid
dizisini ve li¢ boyutlu yapty1 degistirerek proteinde, yapi ve fonksiyon deglgkhgme ﬁeden;
olurlar ve bu dersimler nadir Glarak tenotipik etki gosterirler. [k protein farkliliklann
genetik olarak kanda bulunan antijenlerde beﬁrignmigve kan grubu antijﬁniﬁri olarak

adlandinimuglardir.

Bir populasyondaki farkli bireyler arasinda dikkate deger genomik DNA cesitliliginin
tespiti Southern blot teknigi kullanilarak yapﬂabﬂmektedih Incelenmek istenen DNA

rnegi kesim enzimleri ile muamele edildigi zaman cesitli biiviikliikteki kesim parcalarina

aynihir. Kesim enzimleri DNA iizerinde bulunan genellikle palindromik yapida olan hedef




bolgelerini tanir ve bu kesim béige]erinden DNA’y1 keserler. DNA’mn bu kesim

bolgelerinde olusan mutasyonlar nedeniyle kesim bolgelerinin yok olmasi veya olugmasi
farkhi biyuklikteki kesim parcalarimin ortaya gikmasim saglar. Insan genomundaki
DNA’nin organizasyonu olduk¢a komplekstir. Genomdaki DNA’nin % 10’undan daha az

genetik kod igerirler. Genomun 3/4’i tek kopya DNA adi verilen ve haploid genom

bagina sadece bir kere kopyalanmg DNA dizilerinden olusur. Genomun geri kalan kism

tekrarlamal DNA dizilerinin §é§itli simiflarindan ve genomda niikleotit dizisi ya tamamen

yada bazi varyasyonlarla tekrar eden DNA’dizilerinden olusur (Tablo 1)

Tablo 1. Insan Genomunda DNA Tipleri

R S ; - 1
DNA Tipi Genom Oram Ozellikler

Tek kopya DNA ~75% Genomda bulunan

genlerin birgogunu icerir.
Dagilmis Tekrarlanan CT15% Genler ve diger kopya
DNA genler arasinda

serpistirilmis haldedir.

Genom boyunca

' yerlesmis iki biiyiik gen
ailesi (Alu ve L1)

Uydu DNA ~10% | Sik tekrarlanan diziler
bircok biiyiik aile ¢zel
bolgelerde (Centomer ve
telomer) yiiksek oranda
bulunur.

Jettrey ve arkadaglan 1985 yilinda yaptiklar bir arastirmada miyoglobin geninin birinci
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intronunda 33 bg lik tekrar dizi}eriné sasléngiar ve bu dizilerin bircok bdlgenin tespitine

izin verecek sekilde genom boyunca dagildigim gﬁstermigierdif (1

Insan DNA’singn basit tekrarlamali bolgeleri "minisatgiiiticri’* 16»15 baz ciftlik genel bir
gekirdek (core) diziyi paylasiriar (23-45). Ard arda tekrarlamal corerdiziyi kapsayan bir

hibridizasyon probu insan baglanti analizlerinde genetik marker olarak kullanilmaktadir. 7

1985 yilinda Jeffrey ve arkada@%ﬁ core dizinin farkls séyzda tekrarlarindan Giﬁgmug

problar kullanilarak bireye 6zgii DNA parmak izlerini ctkartmislardir (6).

Yaban tip M13 bakteriyofaj vektérﬁnﬁn protein III geninde yer alan 15 Eéz §iftﬁk bif .
dizinin de Hae Il enzimi ile kesi}m@ insan ve maymun DNA’sinda DNA parmak iz:in:irrxr

gikartimasm sagladig bulunmustur (7»8). Tekrar parcalarimin klonlanmasi ( é,l@,ll} ver ‘
Gretiminin teknik problemlerle karsilasmasi sebebiyle DNA parmak izinin ¢ikartilmasinda
sentetik oligonikieotit problar kullamimaya baslanmustir. (12.12,14,15). GA*TA dizisi gibi
‘basit dortli bir dizinin iki ya da (¢ kez tekrarina dayaiz oligoniikleotit problar bunlardan
bazilanidir (16). Son yillarda PCR tekﬁoiﬁjiéinin hizla gelismesi DNA parmak izine yeni
bir bakis agis1 getirmistir. Bu teknik sayesinde incelenmek istenen niikleik asit (DNA ya

da RNA) dizilerinin in vitro enzimatik sentezi ile milyonlarca kopyasinin ¢ikartiimas: ¢ok

Onemli Olglide kolaylagmustir (5).



Tammlanmig bélgede (loci) cok dﬂgiékan (h@ewariabie} bdlgelerin amplifikasyonlari icin
de PCR isleminden yararlamlmistir (5,17). Bu minisatellit DNA bolgeleri cesitli
lokuslarda ard arda teicrarlanmrg 15-30 niikleotit motiflerinden cingmugmr. Kisa
tekrarlardaki basit dizi méﬁﬂeri sadece 2-10 niikleotit uzunlugundadir ve. uzun cok
degigken bolgeleri olusturacak sekilde ard arda siralanmustir. 'Bu yapi PCR?a dayali DNA

Pclimbrﬁzgﬂeri tespit etmede yardimci olur. Benzer olarak da Ozgiin primerlerin 7

kangxmlr;ﬁ -da kuﬂanﬂara; ms;; g;homzk DNA’smdan cok de§1§ken mini satellitiéﬁn
amplifikasyonlan saglanmis ve ?CR irtnlerinin kesim enzimleri ile muamele eéiimesi
ile basit DNA parmak izlerine ulasilmistir (18). 1990 yilinda Wiﬂiams ve arkada§iar1 bir
hedef DNA dizi bilgisine sahip olmadan ségﬁm@ herhangi bir tek pn’mer kullanarak

DNA polimortizmini olusturmuslardir (19). Bu yéntemle Smphylocacus’un ve Mus 7

musculus’un soylari arasinda tiire 0zgli genomik parmak izlerinin ¢cikartiimas saglanm@nr' .

(20-22). 5-10 nukicotit gibi cok kisa thgnukieetzt primermerinin kuﬂanﬂmasz ile de

DNA parmak izinin ¢ikartiimas: mimkiin olmustur (23-24),

DNA parmak ici teknigi, kimlik tespitinde (1,25,19), akrabaliklarin tayininde, insan
genom  analizlerinde, baglant haritasinin cikartilmasinda ve hastahk bolgelerinin
yerlesimini  belirlemek icin  kullanilmaktadir. DNA parmakizi cok degisken

minisatellitlerden (21,6) veya bireye ait cok degisken bolgelere Ozgl klonlardan (2,32,58)

meydana gelmis problara ihtiyac duymaktadir Bir bolgedeki minisatellitlerin bu bolgelere




SRR

Ozgti primerler kullamlarak gogaltllmasx (6,26,27,28) ve bu ¢ogaltiimig minisatellit allelerin

tekrar dizilerinin haritalanmasi bireye 6zgii parmak izlerinin meydana getirilmesinde
kullamlmaktadir (27). Bazi basit tekrar dizileri 6karyotik ve prokaryotik organizmalarin
DNA uzunluk polimorfizmlerinin tespitinde kullanilmaktadir (28). Bu c¢alismalarin
hepsinde polimortizmlerin tespiti i¢in birgok deneysel uygulamaya ve DNA dizisi

hakkinda 6n bilgiye ihtiya¢ vardir.

Bu aragtirma DNA parmak ici teknigini insan sagh@ina yonelik alanda geligtirmeyi ve
degerlendirmeyi amaclamustir.  Kemik  iligi transplantasyonu yapilmig bireylerde
transplante edilmis kemik iligi hiicrelerinin ne oranda etkin olduklan seri ve glivenilir

sekilde saptayacak yontemi gelistirmek ve hayata gecirmek projenin baghca hedefidir.



YONTEMLER VE GELISME

Kan Orneklerinden DNA Hazirlanmas:
Kan ve Kemik Iliginden DNA Hazirlanmas: (13)
L. 10 ml kan 3-4 damla 0.5 mM EDTA ¢bzeltisi ile karistrilarak alind.

2. Kan 2500 g'de +4°Cde 15 dakika santrifiijlendi ve st s atildn,
3. Santrifiij sonrasi elde edilen ¢okelti 3 kez 1xRetikulosit tuz cozeltisi ile yikandi,
Her defasinda retikulosit tuz ¢6zeltisine alman hiicre ¢okeltisi +4° C’de 15 dakika

streyle 2500 g’da santrifiijlendi.

4. Temiz 50 ml'lik santrifiij tiipii icerisine aktarilan son ¢Okelti dzerine 30 ml

soguk ¢ozict (gozeltisi) eklenerek 15 dak buz icerisinde bekletildi.

5. Tip 2500 g'da 15 dakika santrifiijlendi ve st sivi atldi. Bu asamada tiip

SRR

¢Okeltide yitirmeksizin basasag edilerek bir filtre kafidi tizerinde 15 dakika

bekletildi.

6. Bu ¢Okelti dzerine 10 ml steril 1 x STE ¢ozeltisi eklenerek kanstiriidr.




7. Tip 2500 g’'da 15 dakika §antﬂfﬁj]enerek st sivi atildi.

8. Niikleer pellet lizerinde 4.5 mi 1 x STE ¢dzeltisine mI’de 100 mg Proteinaz-K

ve %1.0 olacak sekilde SDS eklenerek karistirildi.

~ 9. Tip oda 1sisinda gece boyu 7737°C to 2-4 saat bekletildi.
10. Tiip lizerine esit miktarda doymug fenol eklenerek kanstirildi. Bu karigim

5000 g’de 10 dakika santrifiijlendi ve st faz temiz bir santrifiij tiipiine aktarild.

11. St uzerine esit miktarda fenol kloroform/isoamil alkol (25/24/1) eklenerek:

karistirildi. Bu kanigim 5000 g’da 10 dakika santrifiijlenerek istfaz (su fazi) alind

12. Alinan su fazi izerine hacminin 1/10’u arasinda 3 M Sodyum Asetat (pH:5.0)
ve 20 kat hacmine dek saf etanol eklendi. Bu islem bir beher igerisinde yapildi
ve DNA ¢okiinceye dek beklendi. Pastdr pipet yardim ile alman DNA bir

eppendorf mikrosantrifiij tiipdl icerisine konuldu.

_ 13. Eppendorf tiipii icerisinde bulunan DNA iizerine sofuk %70lik etanol

eklenerek kanstirildi DNA 12.000 rpm’de 20 santrifiij edilerek yikandi,

14



14. Yikanan DNA liyoﬁlizatbre alinarak kurutuldu ve steril saf su kullanilarak

cozildii.
Sa¢ Kokiinden DNA Elde Edilmesi

1. Sag kokleri 1.5 ml mikrosantrifj tiipleri icinde 37°Cde 0.01 M Tris-HC, 0.01

K ve 0.039 M DTT ilave edilerek gece boyu inkubasyonda birakildi.

2. Aymi hacimde fenol ilave edilerek kanétm}dz.r Bu kangzm 12.000-pm'de 4

santrifiij edilerek iist faz temiz bir eppendorf tiipe aktanldi.

3. Ust faz iizerine kloroform aym miktarda ilave edilip kanistinildl.

4. Oda sicakhginda 12000 rpm’de 4 dakika santrifiij edilerek st faz temiz bir

eppendorf tiipe aktanldi

5. Ayni hacimde doymus fenolle muamele edilip kanstinildL




.
:
/

6. Oda sicakhiginda 12000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi dst faz alinip temiz bir

tiipe aktanldi.

7. Temiz tiipe alinan iist faz tzerine aynit hacimde kloroform ilave edilip

kangtiriidi.

*

8. Oda sicakhgmda 12.000 rpm’de santrifiij edildi. Ust faz temiz bir tiipe aktarild:. °

9. Alinan su fazi iizerine hacminin 1/10’u kadar 3 M Sodyum Asetat (pH:5.0) ve

25 hacim saf etanol eklendi.
10. DNA pelleti elde edilmesi i¢in 12000 rpm’de 20 santrifiij edildi.

11. Elde edilen pellet 70%lik etanol ile yikandi. 12000 rpm de 10 dakika santrifij

edildi.
12. Cokelti liyofilizatore konularak kurutuldu,

13. Kurutulan ¢okelti steril dH,O kullanilarak cozuldi

16



14. Elde edilen DNA &rnekleri %0.71ik Agaroz Gel Elektroforezi kullamlarak

kontrol edildi.

15. Elde edilen DNA derisimini hesaplayabilmek icin az miktarda DNA ¢Ozeltisi

alinarak steril distile su ile seyreltildi ve 260 nm’deki optik yogunluk degeri

okundu.
DNA derigimi (pg/pl) = (OD.260) x S x F/1000
S = Seyreltme Faktorii
F = Cift iplikli DNA igin 50
Tek iplikli DNA ve RNA icin 40
DNA VERIMI = OD 260/OD 280

17




Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

L. Her reaksiyon tiipii icerisine steril saf su, tampon 10xMgCl2. dNTP karistmi,

primer ve DNA konuldu. Reaksiyon 50 pl’de gerceklestirildi. Karisim asagidaki

gibidir:
Steril saf su -
Tampon 10x sl
MgClz o
dNTP karnigim i
Primer (25 pM) 2l
DNA (0.1 pg/pl) L
Taq Polimeraz (1 U) .

2. Reaksiyon bilesenleri steril temiz bir Eppendorf tip icerisine koyulduktan
sonra reaksiyon karisimi {izerine yiizeyl kapatacak sekilde bir damla mineral yagi

konuldu,

3. Eppendort tiipli santriftijiendi ve tip sisal dongi aletine verlestirilerek

¢ogaltim islemine baslandi.




4. Cogalum igleminden bir déngii; 94° C'de 1 dakika, 36°C’de 1 dakika, 72°C'de

2 dakika olarak programlandi ve reaksiyon 40 dongide sonlandinlidi.

5. Déngiler tamamlandifinda Eppendorf tpit 10 dakika siire ile 72°C'de

bekletildi.

B o et oA T R i i e

6. ‘Tﬁprrddér 1s1sina éeitgirﬁldi'kteﬁwsonfa goyga‘}'nrh 7i7§1e.mi iiriinleri %1.4liik agaroz gél

elektroforezi ile kontrol edildi.
7. Sonug alindiktan sonra gogaltim drtinleri -20° C'de sakland:.
Orneklerin Saglanmasi

Cahsgmada kullanilan 95 DNA ornegi qesitli kaynaklardan saglanmgtir. Bu drneklerden
751 saghkli farkl bireylerden EDTAl tiiplere alman 10 mllik kan orneklerinden; 4
kemik iligi Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi (TUTF) Pediatri Boliminden EDTAL
tiiplere alnan 1 mllik kemik iligi smeklerinden; 7 adedi Marmara Universitesi Tip
Fakiltesi (MUTF) Hematoloji Bolimiinden saglanan kemik iligi DNA'st 9 tanesi de

farkli bireylere ait sag koklerinden (14x) elde edilmistir.

19



Orneklerden DNA Eldesi

Galigmada kullanilan DNA &rneklerinin eldesi Gere¢ ve Yontemler boliimiinde
belirtildigi gibi yapilds, DNA elde edildikten sonra derigimi Glglilip -20 lik derin
dondurucuda saklandt. Toplam 45 DNA 6rneginden 4 tanesi kandan izole edilemezken

6 DNA 6rnegi de saklama kosullan esnasinda meydana gelen DNase bulagimi sonucunda

kaybedildi.

Elde edilen DNA 6rnekleri % 0.7 lik Agaroz gel elktroforezi kullamlarak incelendi. ii{)}fz

edilen DNA miktarlan ise, 10 ml kan 6rneginden yaklasik olarak ~ 120 pg kemik

iliginden ~ 14 pg, 14 adet sag telinden ~2 Hg seklindedir. DNA verimi ise 1.8-2.0

olarak bulun du.




Sekil 1) Sa¢ kokunden izole edilen DNA 6rneklerinin Agaroz gel elektroforezi ile

incelenmesi.




Calismada Kullanilan Primerler

Galgmada  kullanilan  primerler TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi, Gen

Mithendisligi ve Biyoteknoloji Arastirma Enstitiisii'nde sentezlenmistir.

Gahsmada kullamlan primer dizileri asafidaki gibidir.
TUB-127..5CGCGCCGG-3’
TUB-135..5CGCGCCGC-3
TUB-136...5CGCGCCGT-3

TUB-137..5CGCGCCTT-3’

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Kullanilarak DNA Parmak izinin Cikartilmasi

PCR yontemi kullanilarak DNA parmak izinin ¢ikartilmasinda dort farkh primerdag

vararfamldi. Cogaltim islemi 1sisal déngii aletinde aletinde gergeklestirildi. Reaksivonlar

icin uygun MgCl, derisimini bulmak iizere yapilan optimizasyon ¢ahsmalarinda en uygun

derisiminin 3.0 pM oldugu bulundu (Sekil 2). Gogalum iglemi bitiminde sonuclar 50 ul’lik
reaksiyon hacminden 6 ul alimp %1.4 agaroz gel elektroforezinde incelendi (Sekil

3.4.5,6,7).

I
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Sekil 2) Polimeraz Zincir Reaksiyonu igin MgCl, derigiminin uygunlagtiniimas: (m lamda

DNA Hind III kesimi 1. 15 mM MgCl,; 2. 20 mM MgCl,; 3. 25 m MgCl,; 4. 30

mM MgCly; 5. 35 mM MgCly; 6. 40 mM MgCL,).

2



M1 2 3 456 78 9 19 11 12 1314 15 16 17 18

Sekil 3) Farkh bireylere ait DNA ¢ogaltim parmak izlerinin agaroz gel elektroforezi ile
incelenmesi (m lamda DNA Hind III kesimi; her siitun farkli bireylere aittir.

Yalniz 8-9 aym bireye aittir).



S

Sekil 4)  Farkh primerler kullanilarak elde edilen aymi bireye ait DNA parmak

izlerinin karsilagtiriimas:t (m lamda DNA Hind III kesimi; TUB-135: 2. TUB-136;

3. TUB-137; 4. TUBI127).



Sekil 5) Kemik iligi DNA parmak izlerinin agaroz gel elektroforeziyle incelenmesi.




M a 1b 2a 2b 3a 3b 4a 4b

Sekil 6) Dért ayr bireye ait sag ve kan DNA ¢ogaltim parmak izleri (a: Sag koki DNA

s.. b: Kan DNA si, m lamda DNA Hind IIT kesimi)



Sekil 7) Kemik iligi transplantasyonu sonras: alici (a) ve verici (v) DNA ¢ogaltun parmak

iz1.




SONUC

1984 yilinda Jeffreys ve arkadaslar, insan myoglobin genine ait bir intronda 33 be'lik
tekrarlayan minisatellit yapisimin var oldugunu ortaya koymuslardir (29). Daha sonraki

yillarda yapilan katkilann i altinda bu tiir tekrarlayan dizilerin insan genomunda

yuksekoranda{ bulundugu ve polimorfizm gésterdigi behrlenm1§t1r 7(716,25). Bagiéﬁgxgta

gen ici bolgeler olan intronlarn iglevierinin aydinlatimasma yonelik olarak disiintlen,
planlanan ve uygulanan bu ¢aligmalar daha sonra taniya yonelmis ve ortaya kamian
'poh‘morﬁk ozelliklere sahip tekrarlayan dizilerin daha genis kapsamda incelenmesi

giindeme gelmistir. Genomdaki bu tir tekrarlayan dizilere ait temel ozelligin, belith bir

cekirdek dizinin varhgindan kaynaklandif anlasimistir (12212750,

Bu proje Jeffreysin bu g¢ahsmalarin insan saghgna yﬁf}ﬁfﬁ% olarak

transplantasyonlarinda  sonuglarm  seri  ve dogru sekilde koo alu
degerlendirilebilecegi diigiincesinden yola cikilarak hazilanmisti. Bu
baglangigta DNA parmak izlerinin ¢ikartilmast igin adi gecen arasurmacinin ye

2

restriksiyon enzimleri (Hind III, Sau 3A), radyoaktif (3 P) isaretli uzun oligonukleotitler

[(ACGGTACACT?3") 15 gibi] kullanilan Southern blot yontemi denenmistir.

29




Genomdaki tekrarlayan diziler, temelde RFLP ve PCR yontemlerine dayali degisik

yaklagimlar ile incelenebilmektedir (3 1,32,24,33,26,34,14,35). Ancak tiim bu yontemlerde
caliymalarin yapilabilmesi igin ¢ekirdek diziler ile ilgili bazi karakteristik bilgilerin
bulunmas: gerekmektedir. Diger taraftan, konu teknik agidan incelendiginde, radyoaktif
olarak isaretlenen problarla yapilan gahsmalarda, maddenin yan 6mrii ve radyoaktif
kirlilik gibi c¢esitli risk etmenleri bulunrnakt‘a, dolaylsxyla da radyoaktif olmayan

- yontemlere oranla daha yogunblraltyapinm bulunmas gerekﬁﬁéﬁni dogurmaktadir.

Herhangi bir 6n bilgiye sahip olunmadan segilen tek primerin kullaniimasiyla gerceklesen
polimeraz zincir reaksiyonu (DAF-DNA Amplification Fingerprinting-DNA ¢ogaltim
parmak izi) tekrar dizilerine dayali polimorfizmlere kisa siirede ulagilabilmeyi saglamig
ve bu tiir degisik yontemlerle incelenen tekrarlayan dizilerin bireye 6zgii karakter ortaya

koyabilecekleri disiintilmiistiir (36,37,38,20).

DAF y6nteminin ilk uygulayicilarindan Caetano ve arkadaslan "CGCGCCGG" dizisini
primer olarak kullanmiglar ve 2.5 kbg’den kiigiik ortalama 60 degisik farkh gogaltim
irtinti gézlemlemiglerdir (23). Bu tez calismasinda, DAF ydnteminden vararlamimig ve

yukarida belirtilen primer dizisi ¢ekirdek (core) dizi olarak kullamimstr,

Bu bilgiler 1y1ginda yukarida s6zii edilen Souther blot tekniginin pahalilis, uzun zaman



icinde gerceklestirilebilmesi ve islem sayisina bagh olarak risk parametrelerinin ¢oklugu
gdzoniine alinarak ve en onemlisi Gzgiin bir arastirma yapmak amaciyla ilk gelisme

raporunda da deginildigi gibi DAF ydntemi benimsenmistir.

DNA ¢ogaltim parmakigi yonteminde kullanilan primer dizilerinin 3’ ucunda bulunan
niikleotitlerin, ¢ogaltim Uriinlerinin olusumuna katkida bﬁlundugru dogrultusunda
(39,40,41) elde edilen verilerden yola gikilarak 4 degisik primer hazirlanmgur. Bu
primerler kullanilarak yapilan polimeraz zincir reaksiyonu sonucunda birbirlerinden farkl
goriintiiler (pattern) elde edilmistir (Sekil 4). Bu primer grubunun olusturdugu
goriintiiler birbirleriyle kargilastirildifinda, yapilan niikleotit degisikliklerinin ¢ogaltim
firiinlerinin olusumuna etkisi Caetona ve arkadaglarmn bulgulanyla benzerlik
gostermektedir. Elde edilen sonuglara gére TUB136 numaral primer dizisi en belirgin
goriintitye sahip bulunmaktadir. Bu inceleme sonunda bireylerde 2.5 kbg'den daha

kiiiik ortalama 25 degisik farkli ¢ogaltim {iriinii gézlemlenmistir.

Cahsmalarimizda da goriildiigii gibi kemik iligi transplantasyonlarinda ahnan hicre
orneklerinden (alicidan transplantasyon dncesi ve sonrasi, ve vericiden alinan ¢ekirdekli
kan hiicreleri) DNA izolasyonu ve saklanmasinda giicliiklerle kargilagilabilmektedir. Bu

giicliigii asmak amaciyla alinmasi her zaman mimkiin ve kolay olan sa¢ kokinin
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kullamilmasi yolunda ¢alismalar yapilmig ve 10-15 sa¢ kokiinden yeterli miktarda DNA

elde etme yontemi oturtulmustur.

Sag, kan ve kemik ilgi gibi- odaklardan elde edilen 79 bireye ait DNA Orneklerinin
yukarida sdz edilen primer kullamlarak cogaltiimas: sonucunda, herbiri DNA Orneginde
3 kb¢'nin altinda farkh bilyiiklilkte bantlar elde edilmistir (Sekil 3). Bu DNA'lardan 4
biréye ait s;ag ‘kokit Vve szrmarxy al;t dlaél#ﬁnda, aymi nitelikte DNA ¢ogaltim parmak izleri
gézlenmistir (Sekil 6). Bu bulguya dayanarak, farkli bireylerde elde edilen DNA ¢ogaltim
parmak izinin kigiye 6zgii oldugu anlagiimistir. Kemik ili§i transplantasyonu gecirmis bir
bireyden alinan kemik iligi drneginin incelenmesi sonucunda, vericiden ve alicidan alinan

DNA 6rneklerinde aymt DNA ¢ogaltim bantlan elde edilmesi (Sekil 7) sonucunda bu

yéntemin kemik ilgi transplantasyonunun izlenmesinde faydah olabilecegini gostermistir.

Proje ¢alismasinda az sayida kemik iligi transplantasyonuna bagh 6rnek bulunmas: proje
éneesinde biriktirilmis bes transplantasyona ait 6rneklerin saklama siirecinde bozulmug
olmalarindan kaynaklanmaktadir. Cahgmalarda kullanilan oligoniikleotit dizilerinin
tarafimizdan disiiniilmily ve iiretilmis olmasi ve bilinebildigi karariyla bu Ozelligi
yéniinden yurdumuzda ilk olugturmasi proje ¢ahisanlarina gurur kaynag olmustur.

Ayrica bu yontemi Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi'nde Kemik 1ligi Transplantasyonu

calismalarinda da rutin olarak kullamlmaya baglanmasi proje sahipleri i¢in ikinci bir onur



vesilesi olusturmustur.
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