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OZET

Genclerin Eriskin Baslangicli Diyabeti (MODY)
Hastaliginda Etkisi Kamitlanan Genlerin Yeni Nesil

Dizileme (NGS) icin “mPZR” Optimizasyonu

Dilara DORTER

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yiiksek Lisans Tezi

Danisman: Prof. Dr. M. Hamza MUSLUMANOGLU

Genclerin eriskin baslangicli diyabeti (MODY) basitce ergenlik doneminde veya
geng eriskinlik doneminde (25 yas oncesinde) tami alan otozomal dominant
kalitilan bir hastaliktir. Muktifaktoriyel olan Diabetes Mellitusun insiiline bagiml
olmayan diyabet formu ile karakterize edilen monogenik diyabet tiirlerindendir.
Tiim diyabet vakalarinin %1-2‘lik kismini olusturan MODY siklikla Tipl ve Tip2
diyabet ile karistirilarak yanlis teshis edilmektedir. Kesin molekiiler tani,
hastalarin optimal tedavisini sagladigi ve asemptomatik aile iiyeleri icin erken
taniya olanak sagladigi icin onemlidir. MODY ile iliskilendirilen genlerde
delesyonlar ve nokta polimorfizmler beta-hiicrelerinde fonksiyon kaybina neden
oldugu bildirilmistir. Ulkemizde rutin genetik tamda kullanilan mevcut ve bilinen
konvansiyonel yontemlerin erisilebilirligi, maliyeti, ithal tiriin olmasi gibi pek cok
noktada eksiklik bulunmaktadir. Calismanin amaci bu eksikligi gidermeye yonelik
olarak pahali ve kapali devre calisan kit'in ithalatin1 diisiirmek ve ilgili kitlerin
icerigini sifirdan tasarlamaktir. Boylece gelecek benzer calismalara da temel

olusturacagi diistilmektedir.
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Calismanin kapsami Genclerin Eriskin Baslangicli Diyabeti (MODY, Maturity
Onset Diabetes of the Young) genetik tanisinda kullanilmak iizere daha diisiik
maliyet, daha yiiksek verim ve daha hizli siire saglayan yerli multipleks PZR (¢oklu

PZR) panel protokolii optimizasyonudur.

Belirlenen amac¢ dogrultusunda literatiirde bildirilen genlere 6zgli mPZR
tasarlamak amaciyla in-siliko ve in-vitro optimizasyon basamaklari uygulandi. In-
vitro optimizasyon basamaginda hacim, polimeraz, dongii kosullar, ek katk
maddeleri gibi parametrelerin cesitli kombinasyonlari ile uygulamalar ve deneyler

yapildi.

Uygulamalar sonucunda elde edilen en verimli protokol Poliakrilamid Jel
Elektroforezi yontemi ile goriintiilenmistir. Tiim ekzonlar basar ile tek bir set

mPZR paneli ile sentezlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Mody, Genclerin Eriskin Baslangicli Diyabeti, multipleks

polimeraz zincir reaksiyonu, mPZR , optimizasyon.

YILDIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

“mPCR” Optimization For The Next Generation
Sequencing (NGS) of The Genes That Have Proven
Effects In Maturity-Onset Diabetes Of The Young
(MODY)

Dilara DORTER

Department of Molecular Biology and Genetics

MSec. Thesis

Supervisor: Prof. Dr. Muhammed Hamza MUSLUMANOGLU

Maturity Onset Diabetes of the Young (MODY) is an autosomal dominant
inherited disease that is diagnosed simply during adolescence or young adulthood
(before age 25). MODY is one of the non-insulin-dependent monogenic diabetes
types of Diabetes Mellitus. MODY, which accounts for 1-2% of all diabetes cases,
is often confused with Type 1 and Type 2 diabetes and misdiagnosed. Definitive
molecular diagnosis is important as it provides optimal treatment of patients and
allows early diagnosis for asymptomatic family members. Deletions and single
nucleotide polymorphisms in genes associated with MODY have been reported to
cause loss of function in beta-cells. There are deficiencies in many aspects such as
the accessibility, cost, and imported product of the existing and known

conventional methods used in routine genetic diagnosis in our country. The study
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aims to reduce the import of the expensive and closed-circuit operating kits and
to design the content of the relevant kits from scratch to eliminate this deficiency.

Thus, it is thought that it will form the basis for future similar studies.

The scope of the study is the optimization of the domestic multiplex PCR (mPCR)
panel protocol, which provides lower cost, higher efficiency and faster time to be

used in the genetic diagnosis of Maturity Onset Diabetes of the Young (MODY).

In line with the determined purpose, in-silico and in-vitro optimization steps were
applied to design mPCR specific to the genes reported in the literature. In the in-
vitro optimization step, applications and experiments were performed with
various combinations of parameters such as volume, polymerase, cycling

conditions, and enhancer additives.

The most efficient protocol obtained as a result of the applications was visualized
by the Polyacrylamide Gel Electrophoresis method. All exons were successfully

synthesized with a single set of mPCR panel.

Keywords: Mody, Maturity Onset Diabetes of the Young, multiplex polymerase

chain reaction, mPCR, optimization.

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF SCIENCE AND ENGINEERING
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1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Diinya’da diyabet hastalig1 giin gectikce artan bir ivme ile artis gostermektedir.
Dokuzuncu Diyabet Atlas’na gore 2019 yili itibari ile diinyada 463 milyon
diyabetli yasamakta ve 2045 yilinda bu saymnin 700 milyona ulasacag: tahmin
edilmektedir (Federation, 2017; Saeedi vd., 2019). IDF (Uluslararasi Diyabet
Federasyonu) verilerine gore bu say1r her 11 kisiden 1’inin diyabet hastasi
oldugunu ve her 6 saniyede 1 kisi diyabete bagli nedenlerle hayatini kaybediyor.
Diyabet ve bagli sebeple 2019 yilinda toplamda 4.2 milyon kisi hayatim
kaybetmistir (Federation, 2019).

Diyabete bagl saglik harcamalar1 2015’te 613 milyar dolari, 2017°de ise yillik 727
milyar dolar1 bulmustur. Toplam bu harcama kiiresel saglik harcamalarinin
%12’sini olusturmaktadir. 2017°’de yayimlanan 8.Atlastaki tahminlere gore 2045
yilinda Tirkiye’'nin, diyabetli niifus orani en yiiksek iilkeler siralamasinda ilk 10’a
girecegi tahmin edilmektedir. Diyabete bagli prematiire 6lim ve sakatlik,
diyabetin dolayli maliyeti olarak adlandirilir. Bu ve benzeri diyabet nedenli dolayl
harcamalar ABD’de 69 milyar dolara ulastigi tahmin edilmektedir (Federation,

2019).

Genglerde Gortilen Erigkin Tipi Diyabeti kisaca MODY hastalig1 tiim diinyada bu
derece yaygin olan Diabetes Mellitus tipi seker hastaligina gore farkli biyolojik
kokene sahiptir. Omim veri bankasina gore insiiline bagimli olmayan Otozomal
Dominant kalittmli bir hastaliktir. Hastada insiilin seviyeleri normal seviyelerde
seyrederken, hastada hiperglisemi gozlenir. Fazla kilo ve obezite ile nadiren
iligkilidir. Diyabet baslangic yasi 25 altidir, ailede 2 veya daha fazla kusakta
diyabet hikayesi mevcuttur. Tim diyabetli hastalarin %1-2lik kismini
olusturmaktadir. Diinyadaki toplam diyabetli sayis1 gbz Oniine alindiginda bu

ylizde anlamli bir kitleyi olusturmaktadir



Genclerde Goriilen Eriskin Tipi Diyabet, kisaca MODY, tanisinda klinik ve genetik
bulgular beraber kullanilir. Hastaligin bildirilen 11 farkl: alt tipi bulunmaktadar.
Her farkl tip farkli bir gen bozuklugundan sorumlu tutulmaktadir (TEMD, 2020)
MODY hastaliginda, GCK(10 ekzon), HNF-4A (10 ekzon), HNF-1B(9 ekzon) ve
HNF-1A (10 ekzon) genlerindeki varyasyonlarin literatiirde bildirilen diger
genlere gore daha yiiksek mutasyon frekansina sahip oldugu yapilan calismalar ile
bildirilmistir (Ellard vd., 2008)(Murphy vd., 2008; Valkovicova vd., 2019).
ClinVar veritabanina kayith MODY hastalig1 ile iliskisi bildirilmis olan cesitli
varyasyonlar bulunmaktadir. HNF-1A4 icin 355 farkli SNP, HNF-4A i¢in 515 farkli
SNP, HNF-1B i¢in 358 farkli SNP ve GCKicin 549 farkli SNP bulunmaktadir (“GCK
[gene] - ClinVar - NCBI”, 2020; “HNF-4A [gene] - ClinVar - NCBI”, 2020; “HNF-
1B[gene] - ClinVar - NCBI”, 2020; “HNF-4a [gene] - ClinVar - NCBI”, 2020) . Hgili

genlerdeki bildirilen veya heniiz bildirilmemis varyasyonlar tani i¢in anlamli kabul

edilmektedir.
Tablo 1.1 Gen/Fenotip iliskisi (Anik vd., 2015)

FENOTIP Mutasyon Omim
GEN ADI Frekansi Ref.
HNF4A MODY TIP 1 %~5 600281
GCK MODY TiP 2 %20-50 138079
HNF-1A (TCF1) MODY TIP 3 %20-50 142410
HNF-1B (TCF2) MODY TIP 5, %~5 189907

Yapilan patent arastirmasinda ¢alismaya en yakin patentin Cin menseili bir firma
tarafindan alinan “CN106011268A” kodlu bir patentin oldugu goriilmiistiir. 2016
yilinda aliman bu patent {ilkelerinde kendi kitlerini iiretme c¢abalarini
gostermektedir. Protokol ANF-1A, GCKve KCNJ11 genlerini icermektedir. Yapilan
literatiir taramasinda. Monogenik MODY ve diyabette sectigimiz HNF-1A, HNF-4A
, GCK've HNF-1B genlerinin etkisi oldugu bildirilirken KCN.J11 geninin poligenik
diyabette etkisi oldugu bildirilmistir (Vaxillaire ve Froguel, 2008). Patentteki tiim

protokol acikca paylasilmistir. Patentte TAKARA polimerazi tercih edilmistir
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(CN106011268A - MODY type diabetes gene detection kit and mutation site -
Google Patents, 2016). TAKARA polimerazi, HotStart reaksiyona uygun olarak
modifiye edilmis, uzun amplikon zincirlerini amplifiye edebilen bir rekombine
enzimdir. Deneysel asamnin kurgulanmasinda sicak baslangicli polimeraz secimi,
reaksiyon kosullar1 ve elektroforez gibi noktalarda literatiir kaynag: olmustur.
Fakat daha yliksek prevelansa sahip HNF-IB geninin dahil olmamasi patentin
eksikligidir.

1.2 Tezin Amaci

Kapali devre calisan dizileme Kkitleri yerine optimum verim ile NGS tanisinda
kullanima uygun mPZR tasarlamak, yerli tasarim ile disa bagimlilik diisiiriilmesi
ve daha sonraki calismalara ornek, modifikasyona agik bir genetik tani paneli

optimizasyonu hedeflenmektedir.
1.3 Hipotez

Hazir olarak yurtdisindan ithal edilen genetik testlerin Tiirkiye ve Diinya
genelinde kullanimi yildan yila artmaktadir. Bu durum saglik sektoriiniin
istemsizce disa bagimliligina neden olmaktadir. Bu testleri saglayan firmalarin da
diinya genelinde sinirh sayida olmasi ve iilke bazli fiyat degisimlerinin olmasi

diinyada tekellesmeye neden olmaktadir.

Calisma, bu genetik testlerini iireten neden biz degiliz sorusu ile basladi.
Calismanin kapsami, icerigi bilinmeyen hazir kitlerinin yerine gelistirilebilir,

icerigi sifirdan iiretilecek optimum multipleks PCR protokolii iiretme cabasidir.

Proje sonunda optimizasyonu saglanan yontem sayesinde daha uygun maliyette,
daha hizli tam1 koymak icin ve daha az sarf malzeme kullanilarak sekanslama
yapilabilmesi amaclanmaktadir. Gelistirilecek yontem ile tek tek sekanslamaya
gore el manipiilasyonu ve kontaminasyon riskinin azaltilmasi 6ngoriilmektedir.
Gelecekte yiiriitiilebilecek ailelerin iizerindeki genetik tani ve tarama testlerinin
neden olacag: zaman ve mali sarfiyat yerli protokol ile azaltilacaktir. Gelisen gen
terapi tedavi yaklasimlari icin gelecekte kullanilabilir bir temel olusturabilecek bir

sonuca erisilebilecegi diisiintilmektedir.
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GENCLERIN ERISKIN BASLANGICLI DIYABETI-
MODY

Diabetes Mellitus, hakkinda bilinen ilk kanit MO 1550’]i yillardan kalma Misir’da
yazilmis bir papirtistiir. Papiiriiste, glinimiizde diyabet olarak tanimlanan
hastalikla benzer sekilde tanimlanan, idrara cok c¢ikma ile tamimlanan bir
durumdan bahsedilmektedir. “Diabetes” ve “mellitus” kelimeleri ise Latince’den
koken almaktadir. Dia-betes, akip gitmek; Mellitus ise bal kadar tatli manasina
gelmektedir. Diabetes kelimesi ilk kez Anadolu’da Kapadokya’da (MS 2.yy)
Arateus tarafindan icin kullanilmistir. Halk arasinda seker hastaligi olarak
tanimlanan diyabet Arteus tarafindan idrar miktarinda artma, asir1 susama ve kilo

kaybi goriilen bir hastalik olarak tanimlanmistir(Jahangir Moini, M.D., 2019).

Diyabet, insiilin salgilanmasi ve / veya insiilinin birincil kusurlara bagh
hiperglisemi ile karakterizedir. Diyabet tiirlerinin biiyiik kismi, poligenik
bozukluklar olan tip 1 diyabet (T1D) veya tip 2 diyabet (T2D) olarak
siniflandirilabilir. Monogenik diyabet formlari, birincil olarak orta ve siddetli
hiperglisemiye neden olan pankreas beta hiicrelerinin fonksiyonel kusurlarn ile
karakterize, nadir goriilen gen bozukluklari grubunu temsil eder; MODY,
mitokondriyal diyabet ve nadir diyabetle iligkili sendromik hastaliklar(Jahangir
Moini, M.D., 2019).

Diyabet Tiirerinin Siniflandirilmasi

Tip1 Diyabet B-hiicrelerinin yikimi(otoimmiin yikim), genellikle tam

insiilin eksikligine yol acar

Tipla: Otoimmiin, Tip1b: idiyopatik



Tip2 Diyabet Baskin insiilin dire¢ araligi, degisken insiilin aralig,
cogunlukla insiilin direnci ile veya direngsiz goriilen

insiilin salinim bozuklugu
Diger Tiirler

e Monogenik Diyabet

B-hiicre fonksiyonunda monogenik hasarlar

(MODY)

Insiilin calismasinda monogenik hasarlar

e Ezokrin Pankreas hastaliklar

e Endokrinopati

e Ilac veya kimyasal etkili, 6rn. Steroidler

e Enfeksiyonlar (bakteriyel veya viral)

e Immiin aracili diyabetlerin nadir formlari

e Diger genetik sendromlarla iligkili diyabetler

e Gestasyonel Diyabet

2.1 Tip1l Diyabet

Cocukluk ¢ag1 diyabeti olarak bilinen Diabetes Mellitus (DM) tiirlerinden birisidir.
Vakalar cocukluk cagi1 ve ergenlik doneminde yigilim gosterirler. Pankreas f-
Hiicrelerinde otoimmiin veya otoimmdiin dis1 nedenlerle gerceklesen yikim sonucu
goriilen insiilin yetmezligi ve hiperglisemi ile karakterize edilen metabolik bir
hastaliktir. Hastalar genellikle zayif ya da normal kilodadir ve insiilin
tiretemedikleri icin insiilin kullanmalidirlar. Olgularda 0-25 yas arasinda pankreas
B-hiicrelerindeki otoimmiin yikim, cevresel faktorlerden ziyade kalitsal faktorlerin

etkisiyle gerceklesir (Thomas vd., 2016).
Tip 1 DM gelismesinde 3 6nemli neden goriliir,

1. Genetik Faktorler, poligenik veya monogenik olabilir.



2. Otoimmiinite, kisinin kendi kendisine alerjik yanit gostermesi ile pankreas (3
hiicrelerinin yikimi gerceklesir.
3. Cevresel faktorler, viriisler, kimyasal maddelere maruziyet gibi sebeplerle

gerceklesir.
2.2 Tip2 Diyabet

Ileri yaslarda (35 yas ve iizeri) ve siklikla cevresel faktorlere bagh olarak ortaya
¢ikan metabolik bir hastaliktir. Hastalar obeziteye bagli degisken kan seker
diizeylerine sahiptir ve insiilin yetersizligi goriiliir. Obezite ve hareketsizligin genc
yaslarda yayginlasmasiyla erken yaslarda da goriilebilir. Ileri seviye tip 2 DM
disinda instilin kullanimi gerekmez ancak seker seviyesini diizenlemek i¢in ilag

kullanirlar. Baglangic seviyesinde saglikli bir diyet ile tedavi desteklenir.

Tip 2 Diyabeti, hiperglisemi sonusunda olusur. Hastalarda yiiksek glikoz diizeyleri
nedeniyle insiiline tam yanit olusamaz ve hastalarda insiilin direnci goriiliir.
Insiilin direnci ile insiilin {iretimi baskilanir. Artan talep ile yetersiz insiilin {iretimi
pankreatik B-Hiicrelerinin iflasiyla sonucglanir (Federation, 2017).Dolayisiyla
direkt genetik ile iligkili degildir. Tip 2 diyabet giiniimiiziin en yaygin saglik
sorunlarindan biridir. Tip 2 diyabet heterojen bir hastaliktir. Goreceli insiilin
eksikligine yol acan bircok farkl birincil cevresel ve genetik hasar1 temsil ettigine
inanilmaktadir. Tip 2 diyabet, tiim diyabet vakalarinin yaklasik %9011
olusturur(Jahangir Moini, M.D., 2019).

2.3 Monogenik Diyabet

Monogenik diyabet, tek gen tizerinde meydana gelen, mutasyon veya mutasyonlar
ile tan1 alan dominant veya resesif bicimde ailesel olarak kalitilabilen ya da de
novo olarak goriilebilen diyabet tiirlerinin tamamini1 kapsar. Monogenik diyabet,
genellikle neonatal, cocukluk, adolesan donemde tani alir. Cocuklarda hemen
hemen tiim monogenik diyabetler, beta hiicre fonksiyonunu diizenleyen
genlerdeki mutasyonlardan kaynaklanir, ancak nadiren ¢ok siddetli instilin direnci
ile sonu¢lanan mutasyonlar ortaya cikabilir. Klinik seyri Tip 1 ve Tip 2’den farkli

olarak ilerledigi icin dogru tanis1 6nemlidir. Hastalarda insiilin seviyesi normal
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seyrederken glikoz seviyelerinde artig gortiliir. Neonatal donemdeki hiperglisemi

hali gelisimi etkiler.

Monogenik diyabet Tip 1 ve Tip 2 diyabete gore ¢ok diisiik insidansa sahiptir. Tiim
diyabet hastalarinin %1,5-2’sini olusturmaktadir. Orana bakinca diisiik goriilse de
Diinya toplam vakalarina bakinca ciddi diizeydedir. Genellikle Tip1 veya Tip2 ile
karistirilir. monogenik formlar, neonatal Diabetes Mellitus (bazen 'bebekligin
monogenik diyabeti' olarak adlandirilir), genclerin eriskin baslangicli diyabeti
(MODY) ve diyabetle iligkili nadir goriilen sendromik hastaliklardan genis bir
spektrum sunar(Thomas vd., 2016).

Monogenik Diyabette Klinik Oykii

Monogenik diyabet Tipl ve Tip2 diyabet ile sikca karistirilmaktadir. Ancak klinik
oykiide karsilagilan 6nem bulgular asagidaki gibidir(Carmody vd., 2016);

1. Yenidogan(neonatal) diyabet oykiisii (hastada ilk 6 ay icinde tani alan
diyabet)
Tip 1 diyabet hastalarinin %1’inden azinda goriilebilir.

2. Ailesel diyabet 6ykiisii
Tip 1 diyabet hastalarinin yaklasik %2-4’iinde ailesel diyabet oykiisii
goriilebilir.

3. Geng veya ailesel hafif aclik hiperglisemisi, 6zellikle gencken tespit edilen
stabil, hafif aclik hiperglisemisi olan hastalar bir glukokinaz mutasyonuna
sahip olabilir ve spesifik tedavi gerektirmeyebilir.

4. Ek pankreas olgular ile iligkili diyabet

Klinik tanm ve tedavi icin diyabetin monogenik olup olmamasinin kesin tanisi
onemlidir(Thomas vd., 2016). Bazi durumlarda tedavi spesifik genetik kusurlara
gore uyarlanabilir. Gen varyasyonlarinin baslica B-hiicre disfonksiyonu yoluyla
diyabetle sonuclandigi cok sayida diyabet genetik alt tipi tanimlanmistir. Kalici
neonatal diyabet, gecici neonatal diyabet veya genclerin eriskin baslangicl
diyabeti (MODY) hastalik tiirleri monogenik diyabet tiirlerindendir. Bu diyabet

tiirleri de iligkilendirildigi gene gore farkhi alt gruba gore siniflandirilabilir.



Genetik alt grubun tanmimlanmasi, uygun tedavi, genetik danigsmanlik ve

prognostik bilgi ile sonuclanacaktir (Murphy vd., 2008).

Genglerin erigskin baslangicli (MODY) diyabetinde ise tani daha karmasiktir.
MODY’nin tanimlanmis 14 alt tiirii oldugu bilinmektedir. Her bir alt tiirtiniin
iliskilendirildigi gen farklidir, dolayisiyla farkli tani, tedavi ve seyir
gozlenmektedir. Kesin tani, yalnizca klinik yonetimde farkliliklara degil, ayni
zamanda farkli komplikasyon risk analizlerine de neden olur. Boylece genetik alt
yapisi tanimlanan vakaya daha uygun tedavi, hastalik seyrinin 6ngoriilmesi ve aile
taramast ve genetik damismanlik saglamir. Ornegin; ailesel ve hafif aclik
hiperglisemi glukokinaz (GCK) geni ile; ailesel, genc diyabeti ise HNF-4A (eski
adwyla 7CFI) ve HNF-4A genleri ile, bobrek hastaliklari HNF-IB geni ile
iligkilendirilmistir(Tajudeen O. Yahaya ;Ufuoma, 2020).

2.3.1 MODY (GENGLERIN ERISKIN BASLANGICLI DiYABETI)

Eriskin baslangich genc diyabeti tabiri adindan da anlasilabilecegi gibi siklikla 25
yas oncesinde cocukluk veya ergenlik doneminde tani alan dominant olarak
kalitilan diyabet tiirii olarak karakterize edilir. Klinik olarak heterojen bir hastalik
grubudur. Pankreas B-hiicrelerinin islev kaybiyla iligskilendirilmis bilinen 17 farkl
gen bulunmaktadir. Bu genlerden biri glikolitik enzim glukokinazini (MODY 2 ile
iligkili), ve diger bes gen ise transkripsiyon faktorii kodlar: hepatosit niikleer faktor
(HNF)4a (MODY 1 ile iliskili), HNF-4A (MODY 3), insiilin promotor faktér 1 (IPF-
1 [MODY 41]), HNF-18 (MODY 5), ve norojenik farklilasma faktori 1 (VEURODI),
ayrica beta-hiicre E-box transaktivatori 2 (BETA2 [MODY 6]) olarak da
bilinir(Anik vd., 2015; Fajans vd., 2001).Tim bu genler saglikli -hiicrelerinde
eksprese edilir ancak herhangi birinde olusacak bir varyasyon [-hiicrelerde
fonksiyon kaybina ve Diabetes Mellitusa yol acar. Bu genler sadece pankreasta
degil, cesitli dokularda da eksprese edilmektedir. Dolayisiyla genlerdeki
varyasyonlar o dokularda da -6rnegin; karaciger ve bobrek- anormallikler
goriilmektedir. MODY calismalari, B-hiicrelerindeki islev kaybinin nedenlerinin

daha iyi anlasilmasina yol a¢muistir.



Farkl: Genetik kokenli MODY Tipleri

Mody ile iliskilendirilmis bilinen 17 gen bulunmaktadur. iliskili genlerin literatiirde

bildirilen detaylar1 tablo 2.1’de verilmistir.

Tablo 2.2 MODY tiirleri ve iliskili genler.(Naylor vd., 2018)

MODY GEN/FONKSIYON LOKASYON PREVELANS/FENOTIP ETKIiSi
TURU
MODY 1 HNF-1a / Transkripsiyon 20q12 Nadir (Mody’nin %5-10); neonatal
Faktorii hiperinsiilinemi
MODY 2 GCKyGlikolitik Enzim 7p15 Yaygin (%30-70); Genellikle Anti-
diyabet ilac1 gerektirmeyen hafif
diyabet
MODY 3 HNF-1A / Transkripsiyon 12g24.31 Yaygin (%30-70); yiiksek
Faktorii penetrasyon
MODY 4 | [PF1/PDX1/Transkripsiyon 139q27.92 Nadir (% 1); ortalama tani yasi 35
Faktorii
MODY 5 HNF-1p / Transkripsiyon 17q12 Nadir (%5-10); diyabet ile beraber
Faktorii ekstra pankreas belirtileri (bobrek
kistleri veya displazi, kadinlarda
genital anormallikler, erkeklerde
azospermi); degisken fenotip;
insiilin tedavisi gerektirir
MODY 6 NEURODI,/Transkripsiyon 2q31.3 Cok seyrek (<%1); eriskin
Faktorii baslangichi diyabet
MODY 7 KLF11 /Transkripsiyon 2p25.1 Cok seyrek (<%1); tip 2 diyabete
Faktorii benzeyen fenotip
MODY 8 CEI/Lipaz 9q34 Cok seyrek (<%1); tipik olarak
otozomal dominant diyabet
MODY 9 PAX4/Transkripsiyon 7q32.1 Cok seyrek (<%1); olasi
Faktorii ketoasidoz
MODY 10 | /NS/insiilin Sentezi 11p15.5 Cok seyrek (<%1); 20 yasindan
once diyabet baslangici
MODY 11 | BLK/B-Hiicre reseptor 8p23.1 Cok seyrek (<%1); daha yiiksek

sinyalizasyonu, gelisim ve

uyarilmasi

viicut kitle indeksleri ile artan

penetrans



Tablo 2.3 MODY tiirleri ve iliskili genler (devami) (Naylor vd., 2018).

MODY 12 ABCC8/Instilin sekresyon 11pi15.1  Cok seyrek (<%1); klinik fenotip
regtilasyonu HNF-4A /4A-MODYye benzer
MODY 13 KCNJ11/Insiilin sekresyon ~ 11p15.1  Gok seyrek (<%1); klinik fenotip
regiilasyonu heterojendir

MODY 14 APPL1/Proliferasyon ve 3pl4.3 Cok seyrek (<%1)

Hiicresel Sinyal

Yolaklarinin Regiilasyonu

ISL-1/ Transkripsiyon 5ql11 Cok seyrek (<%1)

Faktori, INS enhansiri

RFX6/Regiilasyon Faktorii 6q22.1 Cok seyrek (<%1)

(beta hiicre olgunlasmasi ve

islevinde yer alan

transkripsiyon faktorlerini

diizenler)

NKG6-1/Transkripsiyon 4q21.23  Cok seyrek (<%1)

Faktorii

Glukokinaz(GCK) Fonksiyon Kaybi - MODY 2

G({K/_\ /—\CE?K

G6P Glukoz G6P

M nsulin Glukagony,
(+) +)
(+)
. .Kas . (+) Karaciger +)
Glikojen Sentezi Glikojenoliz
Glukoneogenez
Karaciger (+) CYa

JgAsidi Oksidasyon

Glikojen Sentezi
Lipid Sentezi +) (Adipoz

Beyin Lipoliz
& Kan Hcreleri
Birincil enerji kaynagi

Sekil 2.1 GCKnin insiillin/glukagon yolaklarina etkisinin sematik
gosterimi(Matschinsky & Wilson, 2019).
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HNF-1 a Fonksiyon Kayb1-MODY 3

Hepatosit Niikleer Faktor 1a-Homeobox A veya eski adiyla TCF-1(Transkripsiyon
Faktor 1) olarak adlandirilan ANF-1 a doku spesifik transkripsiyon faktoriidiir.
HNF-1 «a iliskili MODY, en yaygin goriilen eriskin baslangicli gen¢ diyabetinin alt-
tirlerinden birisidir. MODY3 olarak adlandirilan bu MODY tiiri ¢ocukluk,
ergenlik veya erken yetiskinlik doneminde baslayan, kronik mikrovaskiiler diyabet
komplikasyonlari icin yiiksek risk tasiyan hipergliseminin ilerleyici karakteri olan
nonketotik diyabettir. MODY hastalarinin  %30-50’sini olusturacak kadar

yaygindir ve yliksek penetransa sahiptir(An & Abac, 2015; Valkovicova vd., 2019).
HNF-1p Fonksiyon Kaybi1-MODY 5

HNF-1B'de saptanan varyasyonlar, MODY tip 5 dahil olmak iizere bobrek ve
bobrek disi sonuclari olan baskin olarak kalitsal bir hastaliktan sorumludur. Murin
gelisimi evresinde ve yetiskin farelerde, HNF-1f pankreas, karaciger, bobrek ve
genital yollarin polarize epitelinde dokuya 0zgii ekspresyona sahip oldugu
bildirilmistir. Insanlarda yetiskin fenotipi yeterince tanimlanmamustir.(Wu vd.,

2004)
HNF-4a Fonksiyon Kayb1-MODY 1

Doku spesifik gen regiilasyonundan sorumlu transkripsiyon faktorlerinden olan
HNF-4a , iki farkli promotor (P1 ve P2) ile regiile edilir. Farkli promotor kullanimu,
alternatif splays sonucunda yaklasik 20 farkli izoform olusur. P1’den PI1-HNF-4«
1-6; P2'den P2-HNF-4a 7-12 izoformlar1 gecici veya doku spesifik olarak
sentezlenir. Renal proksimal tiibiil gelisimi ile iliskilendirilmis olan HNF-4a
genindeki varyasyonlarin kalitsal MODY1 ‘e neden oldugu pek cok kaynakta
bildirilmistir(Lau vd., 2018).

Hepatosit Niikleer Faktorlere Genel Bakis

Homeobox(HOX) ailesindeki genlerden olan HNF’ler pankreas dahil cesitli
organin gelisimi sirasinda cok cesitli kritik faaliyetlerde bulunur. Organlarin
viicudun 6n-arka diizlemindeki yap1 ve dizilimlerini kontrol eder. Organlarin

anterior-posterior eksende konumuna karar verirler. Embriyogenesiste hiicresel
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farklilasma asamasinda da gorevi olan HNFler yapisinda homeodomain iceren
heliks-turn-heliks yapisina sahip protein kodlar. Gorevi itibari ile homebox gen
ailesinden olan HNF genlerindeki olasi degisimler ciddi sonucglar ortaya

cikarabilecek etkiye sahiptir(Cereghini, 1996; Lau vd., 2018).

P1-HNF-da '— _|

> i PDX-1 I P2-HNF-4a P

|
) e (o e (55 (e e )
[ NGN3 ] | HNF-3v I 4 I

+p300

Sekil 2.2 Hepatosit Niikleer Faktorlerin sinerjik regiilasyon sekli verilmistir.

HNF-4a 'nin P1 ve P2 olarak farkli izoformu bulunmasi sebebiyle iki ayr1 sematik
gosterim bulunmaktadir. HNF'ler baslangicta karacigerdeki rollerine dayali olarak
ayr1 ayr1 tanimlansa da cok sayida calisma, HNF'lerin birbirlerini capraz regiile
ettigini ve doku gelisimi ve fonksiyonunun diizenlenmesinde sinerjik iligkiler
sergiledigini ortaya koymustur (Sekil 2.2). Karmasik HNF transkripsiyonel
diizenleyici aglar, kemirgen modellerinde biiyiik 6lciide agiklanmistir, ancak insan
biyolojik sistemlerinde daha az aydinlatilmistir. Kemirgenlerde tanimlanan bu
sistemlerdeki olas1 heterozigot mutasyonlarin insanlarda MODY gibi cesitli
hastaliklara neden oldugu ancak kemirgenlerde bu hastaliklarin olmadigi
bulundu. Dolayisiyla HNFlerin ¢alisma mekanizmasinin tiirlere gore degisiklik
gosterebilecegi ortaya konmustur(Lau vd., 2018). HNF’ler {izerinde daha detayl
calismalar yapilmasi gereken gen ailesidir. Clinkii mekanizmasi kemirgenlerde
tanimlanmis ve fenotipik etkisi hentiz genis spektrumlu klinik kohort calismasiyla

tanimlanmamuistir
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3

MODY’DE MOLEKULER TANI

MODY’yi Diabetes Mellitus tiirlerinden ayiran en onemli nokta monogenetik
diyabet tiirlerinden birisi olmas1 ve tani/tedavisinde saglam adimlarla ilerlenmesi
icin ailesel genetik tam1 gerekmektedir. PZR'nin 1984 yilinda kesfinden bu yana
molekiiler genetik tan1 amaciyla cesitli yontemler gelistirilmistir. Ancak gelisen
teknolojilerin de temelinde PZR bulunmaktadir. Glintimiizde genetik taninin
temel teknigi olan PZR’yi tanimlayan Kary Mullis’i Nature dergisinin reddettigi g6z
ontine alindiginda PZR tekniginin temel yontem kabul edilmesi fazlasiyla ironiktir.
Nature dergisi PZR’nin en az 10 yil kullanilmis olmasini talep etse de yalnizca 9
yilda yani 1993 yilinda Nobel Odiiliiniin sahibi olmustur(K. B. Mullis, 1990;
MULLIS & FALOONA, 1989; Kary B. Mullis, 1994).

Sekanslama yontemlerinden Yeni Nesil Dizileme (NGS) teknolojilerinde genellikle
ilk basamak olan sekansi klonlamak amaciyla konvansiyonel PZR yontemleri

kullanir. Bu asamaya birincil PZR denilir.
3.1 PZR Nedir?

Polimeraz Zincir Reaksiyonu sekilinde tanimlanan PZR, Ozetle replikasyonun in-
vitro olarak gerceklestirilmesidir. DNA polimerizasyonundan sorumlu DNA
polimeraz enziminin DNA’y1 kopyalamasi bir sir degildi. Fakat sicaklik dongiisti ile
kontrollii ¢cogaltma fikri Kary Mullis (1984) tarafindan tanimlanan bir yontem
oldu. PZR yonteminin oncesinde kullanilan restriksiyon enzimleri ile kesime
dayali teknikler yiiksek miktarda kalip DNA numunesi gerektirirken, PZR ile kisa
siirede milyonlarca kopya DNA fragmani kopyalanabilmektedir. Az sayida kalip
DNA ile baslayan reaksiyonun her dongiisiinde DNA eksponensiyel (2") olarak
cogaltilir(Joshi & Deshpande, 2011).
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu basamaklar;

Denatiirasyon,

Tutunma

(Annealing)

Uzama

(Ekstensiyon)

Kalip DNA zincirinin acildigi basamaktir. In-vivo’da
helikazlarin actig1 kalip DNA zincirleri sicakligin etkisi ile
birbirinden ayrilir. Deoksiriboniikleotid molekiillerinde
niikleotidler birbirlerine hidrojen bag ile tutunur.
Hidrojen bag1 kimyasal bir bag degildir. Hidrojen bagi,
bag olarak adlandirimasina karsin elektiriksel bir
etkilesimdir. DNA’ya 90°Cnin iizerinde sicaklik
uygulanmast ile c¢ift zincirli DNA kolaylikla ayrilabilir.
(DNA molekiiliiniin boyutuna ve kompozisyonuna bagl

olarak stire ve sicaklik degisecektir.)

Hedef bolgeye spesifik kisa oligoniikleotidlerin, yani
primerler, hedef tek zincirli DNA’ya tutunma asamasidir.
Primer cifti kalip DNAnmin 3 ve 5 ucuna
komplementerdir. Uygun tutunma kosullari ile primerler
DNA’ya tutunur ve uzama icin uygun 3’OH grubunu
saglar. Tutunma sicakligi, primerlerin boyut ve
kompozisyonuna bagl olarak hesaplanan erime sicakligi

ile hesaplanir.

Uzama asamasi DNA polimeraza baghdir. Enzimin
calistig1 ve polimerizasyonun gerceklestigi basamaktir.
Primerlerin 3’0OH grubuna eklenen dNTP’ler ile uzama
saglanir, yeni DNA Fragmanlari sentezlenir. Termostabil
enzimler genellikle 70-72°C'de sentez yapmaya

uygundur.

Zincir kelimesinden de anlasilacag iizere PZR’de yukaridaki 3 basamak art arda

25-40 dongti ile sentez gerceklesir.
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3.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Bilesenleri

Polimeraz Zincir Reaksiyonunu temelde 4 ana bilesen gerceklestirir; kalip DNA,
dNTP karisimi, DNA polimeraz, primer cifti. Ancak reaksiyon kosullarini saglamak
icin tamponlar ve enzim kofaktorleri de dahil edilir. Sayilan 6 bilesen olmadan
reaksiyon gerceklesmeyecektir. PZR degiskenlerinde ufak manipiilasyonlar
reaksiyonun tiiriinii degistirir. Optimum reaksiyonun gerceklesebilmesi icin
degiskenlerde optimizasyon basamaklari cok 6nemlidir (Najafov & Hoxhaj, 2016;
Roux, 2009; Walker vd., 1999).

3.2.1 Kalip DNA

Hedef DNA sekansini igeren cift veya tek zincirli olabilen DNA dizisidir. Kalip
DNA'nin icerigi, miktari, konsantrasyonu, kompleksligi, yapisi, boyutu,
denatiirasyon diizeyi ve kontaminant icerip icermemesi PZR’nin ¢alismasini ve
verimini direkt etkiler. Halkasal, lineer olabilir. Ancak halkasal DNA molekiilleri

lineer dizilere gore daha diisiik verimle amplifiye edilir.

Kalip DNA, amplikonun bir biitiin halinde sentezlenebilmesi icin, kalip DNA’daki
hedef bolgenin kiriksiz bir biitiin olmasi gerekmektedir. DNA kaynaklari
degisebilir. Kaynaga bagli olarak kalip DNA denatiire olmus veya kontamine
olmus olabilir. Bu sebeple kalip DNA’nin kaynak ve yapisina bagl olarak izolasyon
teknigi secilir. Kontaminasyon varsa reaksiyona etki edip etmeyecegi
degerlendirilmelidir. Ornegin, kan izolasyonununda numuneye bulasan EDTA

reaksiyonun inhibisyonuna neden olacaktir.

DNA molekiiliiniin boyutu reaksiyon acisindan kritik 6neme sahip degildir. Ancak
yiiksek molekiiler agirlikli (10kb den biiyiik) DNA molekiilleri restriksiyon
enzimleri ile kesilmesi gomiilii hedef diziye ulasimi arttiracaktir. Dikkat edilmesi

gereken nokta hedefin kesilmemis bir biitiin halinde bulunmasidir.
3.2.2 Primer

Primerler hedef fragmanin 3’ ve 5’ ucuna komplementer 18-24 b¢ uzunlugunda
tek zincirli DNA parcalaridir. Denatiirasyon asamasindan sonra DNA’ya tutunur.

Replikasyondaki okazaki fragmanlarin uzadig1 sekilde primerin 3’oh ucundan
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uzama gerceklesir (sekil 3.1). Optimizasyon ve reaksiyonun gerceklesmesi icin en
kritik degiskenlerden birisidir. Primer ciftleri uygun Tm sicakligina sahip
olmalidir. Reaksiyonu inhibe edecek sekonder yapilari olusturmamalidir (Sint vd.,

2012).

LTI TTT )
5'

Sekil 3.1 Amplifikasyon yoniiniin sematik ¢izimi.
Primer Optimizasyonu

Primerler sonug¢ iriine ulasmada spesifiteyi arttiran en onemli degiskendir.
Fragmanin 3-5’ ucuna tam komplementer baglanmali ve istenmeyen
amplikonlarin sentezinden kacginilmalidir. Primerler kisa DNA fragmanidir ve
dolayisiyla primer dimerlesmesi, sa¢ tokasi yapisi gibi sekonder yapilar

olusturabilecektir(Yang vd., 2013).

S |||||||||||||||||||||u|||||||ﬁ 3 Dogru yerlesim
<€
5’\
& I 3 Non-spesifik Uzama

? ’ Non-spesifik U
S™ Tm . S on-spestiik zama
ifEe
5 Uzama gorilmez

<€

<€

Sekil 3.2 Hedef diziye olasi primer baglanma bicimleri

Uzama olabilmesi icin 3’'ucunun komplementer olmasi yeterlidir. Primerin kismen

tutunmasi ile istenmeyen bolgelere baglanan primerlerden kaynakli istenmeyen
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non-spesifik olarak adlandirilan amplikonlar goriilebilir (Sekil 3.2). Spesifiteyi
arttirmak amaciyla tutunma sicakliklarinda optimizasyon gereklidir. Bu amacla
Touch-down PZR, Gradient PZR gibi yontemler gelistirilmistir(Henegariu vd.,
1997; Roux, 2009). Optimum PZR icin gerekli olan primer nitelikleri

tablolastirilarak tablo 3.1’de verildi.

Tablo 3.1 Optimum PZR icin gereken primer nitelikleri.

Primerlerin Nitelikleri: Primer Tasarimi

Spesifiklik

Tek, 6zgiin

Hedef Sekansa %100 uyumlu olmali hedef digi | Uzunluk

baglanmamalidir. Baz Kompozisyonu

Internal Stabilite

Stabilite

Erime Sicakligi (Tm)

PZR  kosullarinda DNA ile stabil hibridizasyon
Tutunma Sicaklig1
olusturmalidir.

internal yap1

Uyumluluk

Primer ciftleri ayni1 reaksiyon icinde calisacaklari icin esit | Primer ¢iftinin uyumu

degerlere sahip olmalidir.

3.2.3 DNA Polimeraz

Tiim reaksiyonu gerceklestiren enzimdir. Enzim sicaklik dongiisiine dayanabilmeli
ve yiiksek sicaklikta calisabilmelidir. Yani termostabil olmalidir. ilk tanimlanan
enzim Taq polimeraz, termofilik 0&bakteriyal mikroorganizma Thermus
aquaticusdan izole edilmistir. Ardindan yapilan calismalarda farkh
organizmalardan izole edilmis formlar1 ve gelisen teknoloji ile modifiye edilmis

formlar iiretilmis ve kullanilmistir(Jeong vd., 2008).
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Polimeraz Optimizasyonu

Reaksiyonda polimerizasyondan sorumlu 6ge polimerazdir. Yapilacak ¢alismaya
gore dort temel Ozellikten hangisi veya hangilerine sahip enzime ihtiyac oldugu

belirlenmelidir.

Termalstabilite, Enzimler polipeptid dizilerden olusur.
Denatiirayon asamasindaki 90-95°C yiiksek sicakliga siirekli ve uzun
sire  maruziyet polipeptitlerin  yapisini  bozar. Dolayisiyla
termalstabilite reaksiyonun verimli sonuglanabilmesi amaciyla

polimeraz se¢ciminde 6nemli bir etkendir.

Uzama orami (baz/sn), Enzimin her baglanmada saniye

basina baz baglama oranidir.

Dogruluk (Fidelity, polimeraz hata olasilig1), Yanlis

eslesmis niikleotidleri diizeltme kabiliyeti.

Isleyebilirlik (Processivity), Kaliptan ayrilmadan kaliba

ilave ettigi niikleotid sayisi.

Reaksiyonda denatiirasyon basamagindan once istenmeyen bolgelere baglanan
primerlerden uzama gorilebilir. Bu sebeple D’Aquila, R. T. (1991) ekibiyle yaptig1
calismada sicak ortamda baslatilan reaksiyonun istenmeyen amplikon goriilmesini
engelledigini ortaya koymaktadir. 1992 yilinda Quin Chou ve ekibi tarafindan
benzer bagka bir calisma ise bu fikri desteklemektedir. Quin Chou ve ekibi PZR
tiptniin dibine primer ve magnezyum karisimi eklemis, iistiinii ise bir mumsu
bariyer ile kaplamis ardindan tiipiin iistiine tampon, DNA ve polimeraz eklemisdir.
Ancak tiip 94°C de bir siire 1sitilip mumsu tabaka tiipin ist fazina c¢ikinca
reaksiyon gerceklesmektedir. Yiiksek sicaklikta istenmeyen hibritlesmeler

olmadigindan reaksiyon spesifitesi artmaktadar.

Gliniimiiz teknolojisi ile modifiye edilen hot-start DNA polimeraz enzimlerinin
tiretilmesi bahsi gecen tiim adimlarin tarihe karismasina neden olmustur. Ac-

kapat-ekle yapmak kontaminasyon riskini arttiracaktir. Reaksiyonu modifiye
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edilmis rekombinant Hot-Start Polimeraz ile gerceklestirmek kontaminasyon

riskini diistirecektir(Kainz vd., 2000; Qiagen, 2010a).
3.2.4 Tampon/Reaksiyon Kosullar1

Kimyasal reaksiyonlarda ortam kosullar1 direkt veya indirekt sekilde reaksiyonu
etkiler. Polimeraz zincir reaksiyonu da kimyasal reakisyon oldugu goz Oniine
alindiginda niikleusta dogal kosullarda sentez yapan polimeraza uygun ortam
saglanmalidir(Henegariu vd., 1997; Markoulatos vd., 2002). Monovalent tuzlar,
asidik/bazik ortam, elektrolit dengesi gibi degiskenler enzimin ¢alismasin etkiler

ve reaksiyonu inhibe edebilir.
Ek Katki Madddeleri ile Optimizasyon

Reaksiyona ek katki maddeleri dahil edilebilir. Yaygin bir sorun olarak bazi DNA
bolgelerinde giiclii sekonder yap1 olusumlar1 goriliir. Bu bolgelerde GC agisindan
zengin DNA dizilerinin bulundugu ve amplifikasyon icin optimizasyon gereken
bolgelerdir(Karunanathie vd., 2022). GC acisindan zengin diziler, kararl ikincil
yapilarin olusmasina izin veren yiiksek dubleks erime sicaklig1 nedeniyle, yiiksek
termal ve yapisal stabiliteye sahiptir, boylece giivenilir bir replikasyonun
tamamlanmasini engeller. Ornegin, hedef bolge guanin sitozince zenginse

amplifikasyon verimi diisiik olabilir.

O

[
H,C—
¢ 3C NQko@

Hs Hs H3C

DMSO (Dimetil Siilfoksit) Betain (N,N,Ntrimetilglisin)

Sekil 3.2 DMSO (Dimetil Siilfoksit) ve Betain (N,N,Ntrimetilglisin) ajanlarinin

kimyasal yapisi.
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Arttirmak icin betain veya DMSO kullanilabilecegini bildiren calismalar
mevcuttur. Betain(N,N,Ntrimetilglisin) ve DMSO (Dimetil Siilfoksit) PZR’de verim
arttirici olarak en yaygin kullanilan ajanlardir. Siklikla PCR amplifikasyonlarinin
standart optimizasyonunun bir parcasi olarak reaksiyona katilirlar. Bu ajanlarin
her ikisi de iplik ayrilmasini kolaylastirir; DMSO baz eslesmesini bozarken, bir
izostabilize edici ajan olan betain, GC- ve AT-baz eslesmesinin DNA dupleksinin

stabilitesine etkisini dengeler(Frackman vd., 1998; Henke vd., 1997).

Halihazirda mevcut olan bilgilerle, belirli bir hedef icin hangi giiclendirici ajanin
en iyi oldugunu tahmin etmek miimkiin degildir, bu nedenle birkac farkli katki

maddesinin ve kombinasyonunun test edilmesi gerektigi bildirilmistir.
3.2.5 dNTP Karisimui

DNA'nin dogal yapisinda bulunan niikleotidler, hiicrede serbest bulunan formu
olan  deoksiniikleotid tri-fosfat (dNTP)’lar reaksiyona dahil edilir.
Polimerizasyonun monomerleridir. Karisimin icinde; adenin tri-fosfat, Guanin tri-
fosfat, timin tri-fosfat ve sitozin tri-fosfatlar bulunur. Niikleotidler tek yonde (5’-
3’) zincire baglanir. Konvensiyonel PCR’da kalip DNA’ya koplementer uzama
siirdilkce baglanan niikleotid 3’OH baglanma bolgesi saglar. Fakat reaksiyon
amacina gore modifiye edilmis formlar1 mevcuttur. Uzun amplikon

amplifikasyonunda dANTP miktar1 arttirilmalidir(Markoulatos vd., 2002).
3.2.6 Polimeraz Kofaktorii-Magnezyum

Taq DNA polimeraz magnezyum-bagimli calisan bir enzimdir. Reaksiyonun
calismasi ve verim i¢cin Mg konsantrasyonu kritik bir 6neme sahiptir. Optimum Mg
konsantrasyonu dNTP konsantrasyonu, DNA polimeraz ve primer/kalip DNA’ya
gore degiskenlik gosterir(Yang vd., 2013). Asir1 Mg konsantrasyonunun
kullanilmasi, DNA cift sarmalini stabilize eder ve DNA'nin denatiirayonunu onler.
Ayrica primerlerin tutunmasini yanlis dogru fark etmeksizin stabilize eder. Yanlis
baglanma durumunda o0zgiinliigii azaltir. Tim bunlarar karsin yetersiz Mg
konsantrasyonu yetersiz amplikon iriiniiniin sentezine neden olarak verimi

diistirir(Markoulatos vd., 2002; Roux, 2009).
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Bilesenler polimeraz zincir reaksiyonunun olmazsa olmalaridir. Ancak bu
bilesenlerdeki kiiclik biiylik degisimler reaksiyonun tanimlamasini da degistirir.
Amplikon boyutu, sayisi, kesilerek veya izole edilerek hazirlanan kalip veya
amplikon kesimi ve hatta birden fazla primer c¢ifti iceren reaksiyon
kombinasyonlar1 gibi bircok degisken reaksiyonun tiiriinii ve protokoliinii
degistirir. Ornegin, tezin konusu da olan PZR tiirii coklu(multipleks) PZR birden

fazla primer ciftinin gerceklestirdigi reaksiyondur.(Markoulatos vd., 2002)
3.3 Multipleks (Coklu) Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Ik tanimlanmas1 miiltipleks DNA amplifikasyonu seklinde olan mPZR, 1988
yilinda Chamberlain ve ekibi tarafindan yayimlanan makalede tanimlanmuistir.
1988 yilinda bildirilen ilk makalede 60 ekzona sahip DMDnin, prenatal ve
postnatal tanida yasanan teknik kisitliliginin daha kisa ve basit bir miiltipleks DNA
amplifikasyonu ile asilabilecegi bahsedilir. (Insan genomunun en uzun
genlerinden olan DMD geni NCBI veri bankasinda bildirilen NM 004006.3 kodlu
giincel referans dizisine gore 79 ekzona sahiptir.) Chamberlain ve arkadaslari
belirledikleri 6 delesyon bolgesine spesifik primer tasarlamislar ve ilgili amplikon
jelde gortintiilenememesinin delesyon varliginin bir kaniti olarak 6ne stirmiislerdir

(Chamberlainl vd., 1988).

Glinimiizde mPCR enfeksoz tanisi, Yeni Nesil Dizileme gibi cesitli alanlarda
kullanilir. Clinkii zaman, sarf, maliyet konusunda daha kazancl bir tercihtir. Tekli
polimeraz zincir reaksiyonu, klasik bir PZR cihazinda yalnizca 96 reaksiyon
gerceklestirilebilir. Ancak ¢oklu PZR ile tek bir tiipte cok sayida reaksiyon ayni
anda gerceklestirilebilecektir. Boylece el manipiilasyonu ve kontaminasyon riski
de diisecektir. Tek tiipte birden fazla reaksiyonun gerceklestirilmesi birden fazla

optimizasyon basmagi icermektedir (Edwards & Gibbs, 1994; Sint vd., 2012).
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4

MATERYAL METOD

4.1 Materyal

4.1.1 Kullanilan Kitler/Kimyasallar

Katalog Numarasi

VitaTaq HS Multiplex Kit test sample

Thermo Scientific™-Taq DNA Polymerase, EP0401
recombinant (5 U/ul)

Qiagen-HotStarTaq DNA Polymerase 203207

(5000 U)

Betain Soliisyonu CAS Numarasi: 107-43-7
(sigmaaldrich.com)

DMSO (Dimetil sulfoksit) CAS Numarasi: 67-68-5

(sigmaaldrich.com)

4.1.2 Kullanilan Genetik Materyal

Katalog Numarasi/Kodu

Human Reference DNA, Female 5190-3797 agilent

4.1.3 Kullanilan Biyoinformatik Araclar

Ensembl Genome Browser- https://www.ensembl.org/index.html
Primer3web version 4.1.0 https://primer3.ut.ee/

Sequence Manipulation https://www.bioinformatics.org/sms2/pcr_pri
Suite:PCR Primer Stats mer_stats.html
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UCSC In-Silico PCR https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr

MFEprimer 3.1 https://mfeprimer3.igenetech.com/spec

IGV - Integrative Genomics https://igv.org/

Viewer

ImageJ — Image Processing  https://imagei.nih.gov/ii/

And Analysis in Java

DNA: DNA Materyali, denemelerde DNA farki bir parametre olarak etki etmemesi
agisindan saglikli kadin referans DNA’s1 kullanildi. Bu sebeple DNA kaynagi etik

bir kaygi olusturmamaktadir.

Primerler: Primerlerin in siliko optimizasyonu ardindan primer sentezi
Macrogen firmasi tarafindan gerceklestirildi. Primerler liyofilize halde teslim

alindi. Stok primerler 25 nmol’den 5 nmol hacme sulandirilarak kullanildi.
4.2 Metod

Galisma in-siliko tasarim ve ardindan in-vitro uygulamalari icermektedir. 3 ana

baslik ve cesitli alt uygulama basliklarindan olugsmaktadir.
Genel Calisma Plani;

1. Biyoinformatik Tasarim
1.1.Gen/Gen Dizisi Belirleme
1.2.Primer Tasarimi ve Primer Havuzu olusturma
1.3.Primer Analizi
2. In-Siliko Optimizasyon
2.1. In-Siliko Multipleks PZR ile primer/tiip dagilim1
3. In-Vitro Optimizasyon
3.1. In-Vitro primer kontrolii:
3.2. In-Vitro Multipleks Polimeraz zincir Reaksiyonlari:

3.3.PZR Uriinlerinin Konfirmasyonu
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In-Siliko Tasarim; biyoinformatik tasarim ve in siliko optimizasyon asamasini

iceren 1slak laboratuvar uygulamasi 6ncesindeki hazirlik asamasidir.
4.2.1 Biyoinformatik Tasarim

Biyoinformatik tasarim asamasi belirlenen hastalik ile iliskilendirilmis 4 genin
giincel referans dizilerine komplementer primer ciftlerinin tasarlandigi, primer

havuzunun olusturuldugu ve reaksiyona uyumunun degerlendirildigi asamadar.

4.2.1.1 Gen dizisi belirleme (Ensembl Genome Browser-

https://www.ensembl.org/index.html )

» Hastalik tanisi ile uyumlu genlerin belirlenmesi amaciyla literatiir taramasi

yapildi.

Literatiire uyumlu olarak ilgili genlerin en giincel dizi asagidaki tablodaki verildigi

sekliyle belirlendi.

Tablo 4.1 MODY ile iliskilendirilmis 4 gen icin belirlenen referans diziler.

Gen Adi Ekzon | Transkript (Ensembl) | NCBI Ensembl ID
sayis1 Referans
sekans
GCK 10 GCK-202- NM_000162.5 ENSG00000106633
(Glukokinaz) ENST00000345378.7
HNF-1a 10 HNF-1A -201 | NM_000545.8 | ENSG00000135100

ENST00000257555.11

HNF-1p 9 HNF-1B-201 NM_000458.4 ENSG00000275410
ENST00000613727.4

HNF-4a 10 HNF-4A -201 | NM_000457.5 ENSG00000101076
ENST00000316099.9

4.2.1.2 Primer Tasarimm ve Primer Havuzu Olusturma

(https://primer3.ut.ee/ )

» Dizilere komplementer olan, ayni reaksiyon kosullarinda calismaya
uyumlu;

» Uyumlu erime (Tm) sicakligina sahip

» Primerlerin 18-22 nt aralifinda ve amplikonlarin yakin uzunluklarda
olmasina 0zen gosterildi.
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Web tabanli primer tasarimi programi olarak, Primer3web araci kullanildi
(Koressaar vd., 2018). Ekzon bolgelerinin ve intronlarin ekzona yakin minimum
30 niikleotid iceren bolgelerini icerecek sekilde her bir ekzon icin birden fazla
primer cifti iceren primer havuzu olusturuldu. Primerlerin erime sicakliklarinin

denk ve 60°C (%£3°C) olmasina 6zen gosterildi.
4.2.1.3 Primer Analizi:

» Primer ciftlerinin reaksiyona uyumunun degerlendirildi.

(https://www.bioinformatics.org/sms2/pcr_primer_stats.html )

Primer ciftlerinin, Primer Stats adl1 algoritma ile PZR’ye uygun 6zelliklere sahip
olup olmamasi, erime sicakligi (Tm), GC(Guanin/Sitozin) yogunluk yiizdesi
degerlendirildi. Algoritma ile primer ciftleri arasinda olusabilecek sekonder yap1
tahmini yapildi. Olasi sekonder yapi1 olusturacak ve fragmana baglanma afinitesini
arttiracak yiiksek GC yogunluguna sahip primerler primer havuzundan cikarildi

(Stothard, 2000).

» In Siliko PZR: Primerlerin hedef diziye spesifitesinin degerlendirildi.

(https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr )

Internet tabanl in siliko PZR ile her bir ekzon icin primer ciftlerinin genom
tizerinde tek bir hedefe spesivitesi kontrol edildi(Kent vd., 2002). Bu asamada
UCSC In-Silico PCR veritabaninda en giincel insan genomu olan 2013
(GRSh38/hg38) verisi kullanildi. Giincel insan genom verisinden elde edilen
amplikon boyutu ve 57-63°C Tm sicakligina sahip primer ciftleri belirlendi.
Primerlerin Tm sicakligi ve amplikon boyutu ilgili degerlendirme sonucuna gore

primer havuzu tablosuna eklendi.
4.2.2 In Sliko mPZR Optimizasyonu:

Primer Sec¢imi amaziyla in-siliko Coklu PZR yapildi(Shen vd., 2010; Wang vd.,

2019).(https://mfeprimer3.igenetech.com/spec)

» Primer havuzundan uyumlu Tm sicakligindaki primerler secildi.

» Cesitli kombinasyonlar ile uyumlu primerler belirlendi.
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Multipleks PZR’ye in siliko olarak optimum primer listesi tablo 4.2, tablo 4.3, tablo
4.4 ve tablo 4.5’te verildi.

Tablo 4.2 Sentezlenen GCK (glukokinaz) primerleri.

PRIMER ADI AMPLIKON PRIMER DIZiSI Tm
BOYUTU DEGERI(°C)
(bg)

GCK-1F ctgaacctcaaaccccaaac 59,4
GCK-1R 327 ctggcaagacccttctcaaa 60,4
GCK-2F ggggtcagaagacagaagga 59,2
GCK-2R 473 aggagccaagggtgagaact 60,3
GCK-3F tgcctteectecteetet 59,9
GCK-3R 400 ctgaggctgggtggtect 61,3
GCK-4F cggaagaggagagggaaact 59,8
GCK-4R 382 ccagatcteecttctgagea 60,5
GCK-5-6F cgttcccaaaacctctcaaa 60,1
GCK-5-6R 594 accaggctctgetctgacat 60
GCK-7F cactgaagcaacccaggtct 60,3
GCK-7R 476 cagtttgcttttccccagag 59,8
GCK-8F gagggaaagacgtgaaccag 59,7
GCK-8R 438 aggccectagttteccatec 60,3
GCK-9F gctcagegagggaaagag 58,8
GCK-9R 482 gggggacgagaagaggacta 60,6
GCK-10F ggttcccaagetccaagatt 60,4
GCK-10R 447 ctctgttccecageggtat 60,1
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Tablo 4.3 Sentezlenen HNF-1A primerleri.

PRIMER ADI AMPLIKON PRIMER DiZzisi Tm
BOYUTU DEGERI(°C)
(bg)
HNF-1A -1F tgcaaggagtttggtttgtg 59,7
HNF-1A -1R 528 tggggactcaactcagaagg 60,2
HNF-1A -2F tgcaaggagtttggtttgtg 59,7
HNF-1A -2R 370 tggggactcaactcagaagg 60,2
HNF-1A -3F aagaatcaagggcaaggtca 59,7
HNF-1A -3R 372 ggcaactggacagcectttta 60,2
HNF-1A -4F ggcagagctcagcttctcag 60,6
HNF-1A -4R 455 catgaatggaatggaaccaa 59,2
HNF-1A -5-6F gectaageaaaccaatggay 59,7
HNF-1A -5-6R. 669 atgagtcccagtggcetcttc 59,3
HNF-1A -7F’ ctctgggaaggagaggtggt 60,6
HNF-1A -7R 397 gtcccagagacacatgcaga 59,8
HNF-1A -8-9F agtcttgaggcctgggacta 58,9
HNF-1A -8-9R 499 agaaggggtgggaccaaca 62,7
HNF-1A -10F tgagtacccctagggacagg 59
HNF-1A -10R 355 gatgcatcagagcagagtgg 59,5

! HNF-1A-7F ve HNF4A-4F primerleri dimer olusturmaktadir.
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Tablo 4.4 Sentezlenen HNF-1B primerleri.

PRIMER AMPLIKON PRIMER DiZisi Tm
ADI BOYUTU (bcg) DEGERI(°C)
HNF-1B-1F atttggggtttgettgtgaa 60,3
HNF-1A-1R 580 ggtgttgggagagaagcaga 60,4
HNF-1B-2F aggtagcaccccctagaaaaag 60,0
HNF-1B-2R 443 atccattgtacagcaaccacc 59,7
HNF-1B-3F tcgteegttgtetgtetgte 59,9
HNF-1B-3R 492 attggggttctgtggaacat 59,1
HNF-1B-4F gattggecttttctetgeat 59,3
HNF-1B-4R®> 599 aatggctgaaccaggagttg 60,1
HNF-1B-5F ctggagaaaagcagccgata 60,5
HNF-1B-5R 481 ctgggtcaccagceactacct 60,2
HNEF-1B-6F accatgcccagccaataat 60,2
HNF-1B-6R 498 ggatccaaatccattccaca 60,5
HNF-1B-7F tccaagtctecgtttetttaca 58,9
HNF-1B-7R 500 tgagaaattgtcttagtcggttga 60,2
HNF-1B-8F° gtcteteectcacagecaag 60
HNF-1B-8R 481 aggattccctttgcaaacaa 59,5
HNF-1B-9F gaagtgtgcctcagcatgaa 60
HNF-1B-9R 470 aggttecttgtcteccacct 60

> HNF-1B-4R ve HNF4A-7F primerleri dimer olusturmaktadir.
* HNF-1B-8Fve HNF4A-9F primerleri dimer olusturmaktadir.
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Tablo 4.5 Sentezlenen HNF-4A primerleri.

PRIMER AMPLIKON  PRIMER Dizisi Tm
ADI BOYUTU (bg) DEGERI(°C)
HNF4A-1F ccteccaccecttcacagag 60,7
HNF4A-1R 387 attctcctcecaccccaaag 62,5
HNF4A-2F ggaggtgatggagtgggaac 61,7
HNF4A-2R 440 acaaaaccagaagagccttga 59
HNF4A-3F atgagagcactgaggttggg 60,3
HNF4A-3R 370 ccgetecctatggtecagatt 61,4
HNF4A-4F "’ ctgatgtgggectgttetet 60,3
HNF4A-4R 393 gcaaactgggccatgtgaaa 64,2
HNF4A-5F cacccactatccagececc 61,3
HNF4A-5R 374 aaaatcaagccagtecacgg 62,3
HNF4A-4-5F ctgatgtgggcctgttctct 60,3
HNF4A-4- 1192 aaaatcaagccagtccacgg 62,3
5R

HNF4A-6F caggcaggtagaggcagag 58,7
HNF4A-6R 300 acccttgcatgcecaccat 62,4
HNF4A-7F° caccagctatcttgccaact 58
HNF4A-7R 373 cctetectggetgtegttaa 60,4
HNF4A-8F tggttgttgaggtcectgaa 61,5
HNF4A-8R 470 caaggagctgaggggtgag 60,9
HNF4A-9F ttggatgggctggttgattg 64,1
HNF4A-9R 368 acccagaaaactgttgcatec 61,3
HNF4A-10F gggtgggaggggagaact 61,3
HNF4A-10R 390 ccttaggcecatgtteteggg 64
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> In-Siliko Multipleks PZR ile primer/tiip dagilimi belirlendi.istenmeyen
sekonder yap1 olusturmasi olasi primerler ayri tiiplere alindi. Hazirlanan

primer/tiip dagilim tablosu tablo 4.6’da verilmistir.

Tablo 4.6 Primer/tiip dagilim tablosu.

1. TUP 2. TUP 3. TUP 4. TUP 5. TUP 6. TUP 7. TUP

HNF4A -6 300 |HNF4A -9 368 |HNFIA-2 370 |HNF4A -3 370 |HNFIA-3 372 |HNF4A -7 373 |GCK-1 327

HNF1A-10 355 |GCK-4 382 |HNF4A -4 393 |HNFIA-7 397 |HNF4A-10 390 |GCK-3 400 |HNF4A -5 374

HNF4A -1 387 |GCK-10 447 |GCK-8 438 |HNF4A -8 470 |HNFIB-9 470 |GCK-2 473 [HNF1A-4 455

HNF4A -2 440 |HNF-IB-5 481 |HNF-IB-8 481 |HNFIB-3 492 |HNFIB-6 498 [HNF1A5-6499 |GCK-7 476

GCK-9 482 |HNF-IB-4 599 |HNFI1A-1 580 |HNF4A -1 528 |HNFIB-2 441 |HNF1A8-9 669 |HNFIB-7 500

GCK-5-6 594
Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama
60,29 60,63 60,46 60,34] 60,74] 59,97 60,27
Tm (°C) Tm (°C) Tm (°C) Tm (°C) Tm (°C) Tm (°C) [Tm(°C)

Tablo 4.6’da verilen renkli amplikonlarin MFEprimer algoritmasinda muhtemel
sekonder yap1 olusturacagi belirlendi. Bu sebeple ayr tiiplere alindi.
HNF-4A -7F ve HNF-4A -4F; HNF-1B-4R ve HNF-1A -7F; HNF-1B-8F ve HNF-4A -

9F primerleri dimer olusturmaktadar.

Primer ciftinin dimer olusturma olasilig1 artan primer sayisi ile dogru orantili
olarak artmaktadir. Bu sebeple Coklu PZR’lerde primerlerin beraber uyum icinde
calismasi ¢cok 6nemlidir. Primerlerin ¢oklu reaksiyonu uyumlulugu MFEprimer3.1

(https://mfeprimer3.igenetech.com/spec) ile analiz edildi(Shen vd., 2010; Wang

vd., 2019). Spesifite, dimer ve sekonder yapi analizi disinda belirli sicaklik
araliginda olusabilecek spesifik olmayan amplikonlar analizi ile en uyumlu

tip/primer dagilimi belirlendi

30



4.2.3 In Vitro Optimizasyon:

Calismanin 1slak laboratuvar uygulamasini iceren asamadir. Literatiir destegi ve

elde edilen sonuclar 1s181nda olusturulan uygulama basamaklarini icermektedir.
In-Vitro Optimizasyon asamasi basamaklari;

1. In-Vitro primer kontrolii:
1.1.Katkisiz Tek-Lokus PZR:
1.2.Betain(N,N,Ntrimetilglisin) Katkili1 Tek Lokus PZR:
2. In-Vitro Multipleks Polimeraz zincir Reaksiyonlari:
2.1.11k in-vitro mPZR denemesi:
2.2.Qiagen HotStartTaq DNA Polimeraz ile deneme:
2.3. Thermo scientific Rec. Taq Polimeraz ile ile deneme:
2.3.1. 61°C ve 63°C tutunma 1s1s1 denemesi:
2.3.2. Farkli Primer/Tiip Kombinasyon denemesi:
2.3.3. DMSO katkili mPZR denemesi:
2.3.4. Betain katkili mPZR denemesi:
3. PZR URUNLERININ KONFIRMASYONU
3.1.Agaroz jel elektroforezi
3.2.Poliakrilamid jel elektroforezi

3.3.Dizileme
4.2.3.1 In Vitro Primer Kontrolii Optimizasyon:
a. Katkisiz Tek-Lokus PZR:

Sentezlenen primer ciftleri in-vitro calismaya uygunluk agisindan ilk PZR
denemesi yapildi. 36 primer, tek tek PZR yapilarak, spesifite, amplikon boyutu,
Tm degeri ve betain gereksinimi degerlendirildi. Ik kontrol asamasinda asagida

aciklanan PZR kurulum protokolii uygulandi.
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Tablo 4.7 Katkisiz Tek Lokus PZR reaksiyon igerigi ve dongii kosullar

BILESEN SON HACIM

10X Reaksiyon Tamponu 2,5 ul

dNTP Karisimi (10 mM herbirinden) 2,5 ul

Primer(F/R) 1 pl-1 ul

Rec. Tag DNA Polimeraz 0,2 ul

Kalip DNA (30 ng / ul) 3ul

Mg 1,5 pl

dH20 13,8 ul

Toplam Hacim 25 ul

DONGU KOSULLARI  SICAKLIK SURE

Denatiirasyon 95°C 5 dk

Denatiirasyon 95°C 30 sn 5
Tutunma 61°C 45 sn %
Uzama 72°C 1 dk %
Son Uzama 72°C 10 dk

Sonlanma 4°C 0

Hazirlanan PZR tiipleri tablo 4.7’de verilen reaksiyon kosulunda amplifiye edildi.
PZR cihazindan alinan numuneler %1’lik agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi.
Agaroz jel elektroforezi protokoliine PZR {irtinlerinin konfirmasyonu asamasinda

yer verildi (Bkz. Sayfa 40).
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b. Betain (N,N,Ntrimetilglisin) Katkili Tek Lokus PZR

Literatiirde daha once bildirilen ¢alismalar 1s181nda ek katki maddesi olarak tek
lokus PZR calismasinda Betain kullanildi. Hazirlanan PZR tiipleri asagida verilen

tablo 4.8’e gore amplifiye edildi.

Tablo 4.8 Katkili Tek Lokus PZR reaksiyon icerigi ve dongii kosullari

BILESEN SON HACIM

10X Reaksiyon Tamponu 2,5ul

dNTP Karisimi (10 mM herbirinden) 2,5ul

Primer(F/R) 1 ul-1 ul

Rec. Tag DNA Polimeraz 0,2 ul

Kalip DNA (30 ng / ul) 3ul

Mg 1,5 pl

Betain 5

dH20 8,8 ul

Toplam Hacim 25 ul

DONGU KOSULLARI  SICAKLIK SURE

Denatiirasyon 95°C 5 dk

Denatiirasyon 95°C 30 sn 5
Tutunma 61°C 45 sn %
Uzama 72°C 1dk CE;
Son Uzama 72°C 10 dk

Sonlanma 4°C 00

PZR cihazindan alinan numuneler %1’lik agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi.

Protokole PZR iiriinlerinin konfirmasyonu asamasinda yer verildi. (Bkz. Sayfa 40)
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4.2.3.2

c. 1k in-vitro mPZR denemesi

In-Vitro Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonlar1

Ik coklu PZR uygulamasi VitaTaq HS Multiplex PCR deneme kiti ile

gerceklestirildi. Icerik ve déngii kosullar: kit talimatlari ile uyumlu tablo 4.9’daki

bicimde uygulanda.

Tablo 4.9 VitaTaq HS Multiplex PZR reaksiyon icerigi ve dongii kosullari

BIiLESEN Son Hacim Son
(ilk 6 tiip) Hacim
(7.Tiip)
5X Reaksiyon Tamponu 10 ul 10 ul
Primer Karisimi (ilk 6 tiip icin 5 cift 0,5l 0,5 ul
primer,7.tiip icin 6 cift) (Toplam 5 pl ) (Toplam
6 ul)
Kalip DNA (30 ng / ul) 5 ul 5 ul
50X Enzim Soliisyonu 1l 1ul
dH20 29 ul 28 ul
Toplam Hacim 50 ul 50 ul
DONGU KOSULLARI  SICAKLIK SURE
Denatiirasyon 95°C 5dk
Amplifikasyon 95°C 10 sn
s
~
57°C 90 sn o
< B
Son Uzama 57°C 5 dk
Sonlanma 4°C 0




d. Qiagen HotStartTaq DNA Polimeraz ile Deneme

Literatiirdeki calismalar 1s1ginda sicak baslangicli polimeraz tiirii olan Qiagen
HotStartTaq DNA Polimeraz(Cat. No. / ID: 203205) ile deneme yapildi. Bu amag
dogrultusunda 50 pl toplam hacimde PZR kit reaksiyon kurulum talimatina uygun

olarak asagidaki toplo 4.10’da verildigi bicimde uygulandi.

Tablo 4.10 Sicak Baslangicli mPZR reaksiyon icerigi ve dongii kosullari.

BIiLESEN Son Hacim | Son Hacim
(ilk 6 tiip) (7.Tiip)

10X Reaksiyon Tamponu 5ul 5ul

5x Q-Soliisyonu 2,5 ul 2,5l

dNTP Karisimi (10 mM 5ul 2,5

herbirinden)

Primer Karisimi (ilk 6 tip icin 5 cift 10 pl (1 pl |12 pl (1 Wl

primer,7.tiip icin 6 cift) herbirinden) herbirinden)
HotStarTaq DNA Polimeraz (2,5 U/Rxn) 2,5 ul 2,5 ul
Kalip DNA (30 ng / ul) 5ul 5pul
dH20 20 pl 18 ul
Toplam Hacim 50 ul 50 ul
DONGU SICAKLIK SURE

KOSULLARI

Denatiirasyon 95°C 15 dk

Denatiirasyon 95°C 45 sn 5
Tutunma 60°C 45 sn %
Uzama 72°C 1dk CE;
Son Uzama 72°C 10 dk

Sonlanma 4°C 00
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e. Thermo scientific Rec. Taq Polimeraz ile Deneme

Rekombinant Taq. Polimeraz(Thermo Scientific™EP0402) ile asagidaki tabloda
verilen bicimde 50 pl toplam hacimde katkisiz reaksiyon kuruldu. Reaksiyon

kosullar tablo 4.11°de verildi.

Tablo 4.11 Thermo Scientific Taq. Polimerazli mPZR toplam hacim 50 ul'lik

reaksiyon icerigi ve dongii kosullari.

BILESEN Son Hacim Son Hacim
(ilk 6 tiip) (7.Tiip)

10X Reaksiyon Tamponu 5 ul 5ul

dNTP Karisimi (10 mM herbirinden) 5 ul 5 ul

Primer Karisgimi (ilk 6 tip icin 5 c¢ift 10 pl (1 ul 12 pl (1 pl

primer,7.tiip icin 6 ¢ift) herbirinden) herbirinden)

Rec. Tag DNA Polimeraz 0,4 ul 0,4 ul

Kalip DNA (30 ng / ul) 5ul 5pul

Mg 3ul 3ul

dH20 21,6 ul 19,6 ul

Toplam Hacim 50 ul 50 pul

DONGU SICAKLIK SURE

KOSULLARI

Denatiirasyon 95°C 15 dk

Denatiirasyon 95°C 45 sn 3

Tutunma 60°C 45 sn %

Uzama 72°C 1 dk CE;

Son Uzama 72°C 10 dk

Sonlanma 4°C 00
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f. Farkli Primer/Tiip Kombinasyon Denemesi

MFEprimer3.1 araci ile farkli primer/Tiip kombinasyonu olusturuldu. 393 baz cifti
ve 374 baz cifti uzunlugundaki HNF-4A -4 VE HNF-4A -5 amplikonlar
birlestirilerek 1192 baz cifti uzunlugunda ANF-4A -4-5 amplikonu reaksiyona

dahil edildi. Boylece tiim tiiplerin amplikon sayisi esitlendi.

Tablo 4.12 /n-Siliko optimizasyon basamaginda hazirlanan ilk primer/tiip

dagilima.

1. TUP 2. TUP 3. TUP 4. TUP 5. TUP 6. TUP 7. TUP

HNF4A -6 300 |HNF4A -9 368 |HNFIA-2 370 |HNF4A -3 370 |HNFIA-3 372 |HNF4A -7 373 |GCK-1 327

HNFIA
10

355 |GCK4 382 |HNF4A -4 393 |HNFIA -7 397 |HNF4A-10 390 |GCK-3 400 |HNF4A -5 374
HNF4A -1 387 |GCK-10 447 |GCK-8 438 |HNF4A -8 470 |HNFIB-9 470 |GCK-2 473 |HNFIA -4 455
HNF4A -2 440 |HNFIB-5 481 |HNFIB-8 481 |HNFIB-3 492 |HNFIB-6 498 |HNFIA5-6 499 |GCK-7 476

GCK-9 482 |HNFIB-4 599 |HNFIB-1 580 |HANFIA-1 528 |HNFIB-2 441 |HNFIA8-9 669 |HNFIB-7 500

GCK-5-6 594
Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama
Tm(C) 60,29 Tm(°C) 60,63, Tm(°C) 60,46 Tm(°C) 60,34 Tm(°C) 60’74ITm(°C) 59,97 Tm(°C) 60,27

Tablo 4.13 In-Vitro uygulamalar sonrasinda giincellenen ikinci primer/tiip

dagilimi

1. TUP 2. TUP 3. TUP 4. TUP 5. TUP 6. TUP 7. TUP

HNF4A -6 300 |HNF4A-9 368 |HNFIA -2 370 |HNF4A -3 370 |HNFIA-3 372 |HNF4A-7 373 |GCK1 327

%NF - 555 leora 382 |ooks 438 |mwE1a -7 397 %NF - 390 loaks 400 |ocrio 447

HNF4A -1 387 |HNFIA-4 455 |HNFIB-6 498 |HNF4A -8 470 |HNFIB-2 441 |GCK-2 473 |GCK7 476

HN4A -2 440 |HNFIB-5 481 |HNFIB-1 580 |HNFIB-3 492 |HNFIB-9 470 |HNFIA5-6499 |HNFIB-7 500

GCK-9 482 |HNFIB-4 599 |HNF4A4-5 1192\HNFIA-1 528 |HNFIB-8 481 |HNFIA8-9 669 |GCK-5-6 594

Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama

Tm(C) 60’29Tm(°C) 60,63 Tm(°C) 60’46Tm(°C) 60,34 Tm(°C) 60’74Tm(°C) 59,97 Tm(°C) 60,27

Tablo 4.12’te verilen ilk kombinasyon deneysel gozlemler sonucunda tablo

4.13teki sekilde giincellenmistir.
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g. DMSO (Dimetil Siilfoksit) Katkilh mPZR Denemesi

Reaksiyon %8 DMSO icerecek bicimde gerceklestirildi. Reaksiyonun dongii

kosullar1 ve reaksiyon icerigi tablo 4.14’te verildi.

Tablo 4.14 DMSO katkili mPZR reaksiyon icerigi ve dongii kosullari.

BIiLESEN Son Hacim

10X Reaksiyon Tamponu 5pul

dNTP Karisimi (10 mM herbirinden) 5ul

Primer Karisimi (ilk 6 tip icin 5 cift 12 ul (1
primer,7.tiip icin 6 cift) herbirinden)

Rec. Taq DNA 0,4 pl

Polimeraz

Kalip DNA (30 ng / ul) 5ul

Mg 3ul

DMSO 4 ul

dH20 17,6 ul

Toplam Hacim 50 ul

DONGU SICAKLIK SURE

KOSULLARI

Denatiirasyon 95°C 5 dk

Denatiirasyon 95°C 30 sn 5
Tutunma 61°C 90 sn %
Uzama 72°C 1 dk E’
Son Uzama 72°C 10 dk

Sonlanma 4°C o0
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h. Betain katkili mPZR Denemesi

1mM Betain iceren asagidaki tabloda verilen sekilde reaksiyon kurulumu

gerceklestirildi (tablo 4.15).

Tablo 4.15 Betain katkili mPZR reaksiyon icerigi ve dongii kosullari.

BILESEN Son Hacim

10X Reaksiyon Tamponu 5pul

dNTP Karisimi (10 mM herbirinden) 5 ul

Primer Karisgimi (ilk 6 tip icin 5 cift 10 ul (1
primer,7.tiip icin 6 ¢ift) herbirinden)

Rec. Taq DNA Polimeraz 0,4 pl

Kalip DNA (30 ng / pl) 5ul

Mg 3ul

Betain 10 pl

dH20 11,6 ul

Toplam Hacim 50 pl

DONGU SICAKLIK SURE

KOSULLARI

Denatiirasyon 95°C 5 dk

Denatiirasyon 95°C 30 sn 5
Tutunma 61°C 90 sn %
Uzama 72°C 1 dk C:’;
Son Uzama 72°C 10 dk

Sonlanma 4°C o0
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i. mPZR’de Farklh Tutunma Isis1 ile Deneme

Betain katkili mPZR uygulamasinda verilen reaksiyon kurulum protokolii tutunma

15181 61°C ve 63°C olarak tekrar edildi.
4.2.4 PZR Uriinlerinin Konfirmasyonu

PZR sonrasi amplikonlarin analiz edilmesi yontemin optimizasyon basarisinin
gozlemlenebilir olmasi amaciyla 6nemli bir adimdir. Bu amac¢ dogrultusunda ii¢

ayr1 yontem tercih edildi.

1. Agaroz Jel Elektroforezi
2. Poliakrilamid Jel elektroforezi

3. Dizileme
4.2.4.1 Agaroz Jel Elektroforezi

Tek Lokus PZR iiriinleri %1’lik agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi

(tablo4.16). 120 V’da yaklasik 1 saat (+ 10 dk) ytritildd.

Tablo 4.16 %1(W/V) 'lik agaroz jel icerigi.

Bilesen

1xTBE Tamponu 100 ml
Agaroz lg
Etidyum Bromiir (10mg/ml) 5ul

Tablo 4.17 %2(W/V) 'lik agaroz jel icerigi.

Bilesen

1xTBE Tamponu 100 ml
Agaroz 2g
Etidyum Bromiir (10mg/ml) 5ul
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Multipleks PZR iiriinleri %2’lik agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi (tablo
4.17)(Qiagen, 2010b). Ik 20-30 dk maksimum 300 voltaj(V) akim uygulanarak
bantlarin hizli ayrilmasi saglandi. Jel her 10 dk’de incelenerek ince bantlarin
isinan tamponda buharlasmamasi amaciyla voltaj 120 V’a indirildi. Bantlar
ayrilana kadar 10 dk’lik periyotlar ile jel UV 151k altinda incelendi. Genellikle 1

saat icinde en net gortiintii elde edildi.
4.2.4.2 Poliakrilamid Jel elektroforezi

Denatiire edici olmayan DNA poliakrilamid jel elektroforezi(PAGE) yontemi
kullanildi(Thermo Scientific, y.y.). Literatiirde bildirildigi giizere amplikon
boylarina %8’lik PAGE elektroforez kullanildi (tablo 4.18).

Tablo 4.18 Thermo Scientific web sayfasindan elde edilen denatiire edici

olmayan PAGE protokolii.
Bilesen
10xTBE Tamponu 2 ml
20% acrylamide/bisacrylamide soliisyonu 8 ml
dH20 10 ml
TEMED 24 ul
10% (W/V) APS 240 pl

4.2.4.3 Dizileme

Reaksiyonlarin dizileme islemi icin Next Genetic Center firmasindan profesyonel
hizmet alimi1 yapildi. Dizileme islemi Illumina MiniSeq sistemi kullanilarak yapildi.
Veriler BAM dosyas1 olarak teslim alindi. Dizileme verileri IGV-Integrative
Genomics Viewer (https://igv.org/) programinda incelendi. Dizilenen

amplikonlarin okuma degerlerine gore hazirlanan protokol analiz edildi.
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BULGULAR VE TARTISMA
4.3 In-Vitro Tek Lokus PZR Sonucu

GCK-Glukokinaz geninin in-vitro Tek Lokus PZR uygulamasi sonucunda %1’lik

agaroz jel elektroforezinde sekil 5.1’deki bicimde goriintiilendi.

GCK-1. GCK-2 GCK-3 GCK-4 GCK-5-6 GCK-7 GCK-8 GCK-9 GCK-10 M

10.000 bp

1000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

Sekil 5.1 GCK-Glukokinaz geninin katkisiz Tek Lokus PZR agaroz jel

goruntisu.

HNF-1A geninin in-vitro Tek Lokus PZR uygulamasi sonucunda %1’lik agaroz jel

elektroforezinde sekil 5.2’deki bicimde goriintiilendi.

M HNF1A-1 HNF1A-2 HNF1A-3 HNF1A-4 HNF1A-5-6 HNF1A-7 HNF1A-8-9 HNF1A-10

10.000 bp
1000 bp
750 bp
500 bp

250 bp

Sekil 5.2 HNF-1A geninin katkisiz Tek Lokus PZR agaroz jel goriintiisii.
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HNF-1B geninin in-vitro Tek Lokus PZR uygulamasi sonucunda %1’lik agaroz jel

elektroforezinde sekil 5.3’teki bicimde goriintiilendi.

M HNF1B-1 HNF1B-2'  HNF1B=2. HNFiB-3 HNFIB-4 HNF1B-5

< 5 i e S R X -
~

= NN Sp——

S —— . — — e

Sekil 5.3 ANF-1B geninin katkisiz Tek Lokus PZR agaroz jel goriintiisii.

HNF-4A geninin in-vitro Tek Lokus PZR uygulamasi sonucunda %1’lik agaroz jel

elektroforezinde sekil 5.4’teki bicimde goriintiilendi.

HNF4A-1 HNF4A-2, HNF4A-3‘ HNE4A-4-5 HNE4A-6 HNF4A-7 HNF4A-8 HNF4A-9 HNF4A-10

e r— Y .- — R TR " ~
L P ]

Sekil 5.4 HNF-4A geninin katkisiz Tek Lokus PZR agaroz jel goriintiisii.

Katkisiz Tek Lokus PZR sonucunda elde edilen goriintiilerde birden fazla bant ve
siirtintii gortintiilerinin olustugu goriilmektedir. Tan1 acisindan anlamli yalnizca 4
bant (HNF-1B-2, HNF-1B-3, HNF-1B-6, HNF-1A -5-6) elde edildi. 6 reaksiyondan
hicbir bant goriintiisii elde edilemedi. Kalan reaksiyonlarda siirtintii ve birden

fazla bantlasma oldugu gozlendi.
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4.4 Betain(N,N,Ntrimetilglisin) Katkil1 Tek Lokus PZR

GCK-Glukokinaz geninin 1mM Betain katkil1 tek lokus PZR uygulamasi sonucunda

%1’lik agaroz jel elektroforez yontemi ile sekil 5.5’teki bicimde goriintiilendi.

M: GCK-1 GCK-2 GCK-3 GCK-4 GCK-5-6 GCK-7 GCK-8 GCK-9 GCK-10 M:

10.000 bp

2000 bp
1500 bp

1000 bp
750 bp

500 bp

250 bp

Sekil 5.5 GCK-Glukokinaz geninin betain katkili Tek Lokus PZR agaroz jel

gorunttisi.

HNF-1A geninin 1mM betain katkili tek lokus PZR uygulamasi sonucunda %1’lik

agaroz jel elektroforez yontemi ile sekil 5.6teki bicimde goriintiilendi.

M. HNFlal HNFla2 HNFla3 HNFlad HNF1a5-6 HNFla-7 HNFla-8-9 HNF1a-10 M

10.000 bp

2000 bp
1500 bp

1000 bp

750 bp

500 bp

250 bp

Sekil 5.6 ANF-1A geninin betain katkili Tek Lokus PZR agaroz jel goriintiisii.
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HNF-1B geninin 1mM betain katkili tek lokus PZR uygulamasi sonucunda %1’lik

agaroz jel elektroforez yontemi ile sekil 5.7’teki bicimde goriintiilendi.

M:  HNFIB1 HNF182 HNF1B3 HNF1B4 HNF1B5 HNF1B6 HNF1B7

HNF1B8 HNF1p9 M:

250 bp

Sekil 5.7 HNF-1B geninin betain katkili1 Tek Lokus PZR agaroz jel goriintiisii.

HNF-4A geninin 1mM betain katkili tek lokus PZR uygulamasi sonucunda %1’lik

agaroz jel elektroforez yontemi ile sekil 5.8teki bicimde goriintiilendi.
M1 HNF4al HNF4c2 HNF4a3 HNF4a4 HNF4a5 HNF4ad-5 HNF4a6

10.000 bp
2000 bp .

1500 bp

HNF4a7 HNF4a8 HNF4a9 HNF4a10 M:

1000 bp [T
750 bp

500 bp [

250 bp

Sekil 5.8 H/NF-4A geninin betain katkili Tek Lokus PZR agaroz jel goriintiisii.

GCK, HNF-4A, HNF-1B ve HNF-4A genlerinin beklenen tiim PZR amplifikasyonlar1
tek bant halinde basariyla goriintiilenmistir. Goriintiilenen tiim bantlarin kontroli

icin ImageJ programu kullanildi. Elde edilen degerler tablo 5.1’de verildi.
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Tablo 5.1 Agaroz jelde goriintiilenen bantlarin beklenen boyut ile uyumunun

Image-J analizi” ile dogrulama.

AMPLIKON BOYUT IMAGE-J AMPLIKON BOYUT IMAGE-J

(bp) ANALIZi (bp) ANALIZi
GCK-1 327 324,956 HNF-1A -1 528 528,0481
GCK-2 473 476,112 HNF-1A -2 370 369,2283
GCK-3 400 403,539 HNF-1A -3 372  372,6039
GCK-4 382 393,017 HNF-1A -4 455  453,1194
GCK-5-6 594 606,156 HNF-1A -5-6 669 676,6589
GCK-7 476 473,666 HNF-1A -7 397  399,9723
GCK-8 438 435,226 HNF-1A -8-9 499  501,2622
GCK-9 482 486,973 HNF-1A -10 355  360,0396
GCK-10 447 446,754
HNF-1B-1 580 584,56 HNF4A-1 387 393,7506
HNF-1B-2 443 448,636 HNF4A-2 440 437,1022
HNF-1B-3 492 501,882 HNF4A-3 370 366,0565
HNF-1B-4 599 602,772 HNF4A-4 393  402,4036
HNF-1B-5 481 489,367 HNF4A-5 374 370,2753
HNF-1B-6 498 501,882 HNF4A-4-5 1192 1183,377
HNF-1B-7 500 493,523 HNF4A-6 300 307,0138
HNF-1B-8 481 489,172 HNF4A-7 373  369,7471
HNF-1B-9 470 476,123 HNF4A-8 470  478,6207
HNF4A-9 368 371,8612
HNF4A-10 390 384,6254

4 Image-J Programinda agaroz jel elektroforezi yénteminin bir kisit1 olarak bant kalmlig elde
edilen analiz sonucunu etkileyebilmektedir.
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Tablo 5.1'de verilen Image-J programu analizi ile gorsellerde yer alan her iki jel

icin;

e GCK y = -1143In(x) + 1444,9; (R = 0,9806) ve
y = -781,6In(x) + 962,29; (R? = 0,998),

HNF-1A y = -1146In(x) + 7049,2; (R = 0,9917) ve
y = -714,1In(x) + 4154,2 ;(R2 = 0,9989) ,

HNF-1B y = -1120In(x) + 6759,6; (R2 = 0,977) ve
y = -653,7In(x) + 4093,3; (R2 = 0,9872),

HNF-4A y = -1186In(x) + 1329,4; (R2 = 0,965) ve
y = -813,6In(x) + 979,14; (R2 = 0,9984) logaritmik egri

denklemleri elde edilmistir.

Tablo 5.1’de goriildiigii lizere amplikonlarin boya boyutu ile kiyaslamasinda
beklenen boyutlara uyumlu bantlarin sentezlendigi goriildii. Tasarlanan

primerlerin spesifitesi gerceklestirilen dizileme ile de dogrulandi.
4.5 VitaTaq® HS Multiplex Kit mPZR Uygulamasi

Ilk mPZR denemesi amaciyla kullanilan VitaTaq® HS Multiplex deneme kitiyle
sekil 5.9’da goriildiigii gibi basarisiz bir sonu¢ elde edilmistir. Jelde hicbir bant

goriintlilenememistir.

M 1.TOP 2T0P 3.TOP 4T0UP 5TUP 6.TUP 7.TUP

=

‘-;-»'
Vs

Vot

b

Sekil 5.9 VitaTaq® HS Multiplex Kitiyle gerceklestirilen mPZR jel goriintiisii.
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4.6 Qiagen HotStartTaq mPZR Uygulamasi

Sicak baslangich polimerazlardan olan Qiagen HotStartTaq DNA Polimeraz ile
yapilan calismanin jel goriintiisii sekil 5.10’de verilmistir. Goriintiilenmesi
beklenen 36 banttan 24 tanesi ciplak goz ile goriintiilenebilmektedir. 3.tiip, 5.tiip

ve 6.tiiplerin reaksiyon sonucu diger tiiplere gore daha zayiftir.

1.T0P . 2.TOP 3.TOP 4.TUP 5.TUP 6.TUP 7.TUF-

Sekil 5.10 Qiagen HotStartTaq DNA Polimerazli mPZR agaroz jel goriintiisii.

4.7 Thermo scientific Rec. Taq Polimeraz mPZR

Uygulamasi

Maliyeti diisirmek amaciyla Thermo scientific Rec. Taq Polimeraz ile
gerceklestirilen iki farkli hacimdeki mPZR iiriinleri agaroz jelde goriintiilenmistir.
25 pul  hacimde gerceklestirilen reaksiyonun jel gorlntiisiine gore;
1.tlp,2.tlp,5.tlip ve 6.tiipte gerceklesen reaksiyonlar verimli ve tani koymaya
elverisli degildir. 7 tiipte genel goriintii siliktir ve bant ayrimi yapilamamaktadir

(Sekil 5.11).
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Sekil 5.11 Toplam hacim 25 ul olarak gerceklestirilen Thermo Scientific Rec.

Taq mPZR jel goriintiisii.

50 wl hacimde gerceklestirilen reaksiyonlarda 3. ve 5.tiip bantlar silik
goriintlilenmistir. Ancak genele bakildiginda 7 tiipte gerceklesen reaksiyonlar 25
ul’ye gore daha verimlidir. Jel goriintiisii daha acik ve bant ayrimi daha net

yapilabildigi goriintiilenmektedir (Sekil 5.12).

M 1T0UP 2.TUP 3.TUP 4.TUP 5.TUP 6.TUP 7.TUP

Sekil 5.12 Toplam hacim 50 ul olarak gerceklestirilen Thermo Scientific Rec.

Taq mPZR jel goriintiisti.
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4.8 mPZR’de Farkli Tutunma Isis1 Uygulama

Beklenen verim gozlenemeyen 3.tlip ve 5.tlipte verimi arttirmak amaciyla
tutunma(annealing) 1s151 61°C ve 63°C olacak sekilde gerceklestirilen deneme
sonucunda elde edilen agaroz jel goriintiileri sekil 5.13 ve sekil 5.14’te verilmistir.

4535 O

1.T0P 2.T0P 3.TUP 4.TOP

Sekil 5.13 Tutunma(annealing) 1sis1 61°C olan mPZR jel goriintiisii.

Sekil 5.14’te gortldigi tizere 63°C-mPZR’lerde, literatiiriin aksine, istenmeyen

kisa spesifik olmayan amplikonlar 61°C-mPZR goriintiisiine gore fazladir.

Sekil 5.14 Tutunma(annealing) 1s1s1 63°C olan mPZR jel goriintiisti.
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Tutunma 1sis1 61°C ve 63°C olan reaksiyonlarin agaroz jel goriintiisiine
bakildiginda 63°C’lik reaksiyonlarda bantlar daha kalin ve ayirt edilebilir
goriilmektedir. Fakat dizileme sonucuna bakildiginda 61°C-mPZR’lerde 29 bant
tan1 konulabilir diizeyde amplifiye olmus iken; 63°C-mPZR’lerde 25 bant tan1 i¢in

anlamhdir.
4.9 Farkli Primer/Tiip Kombinasyon Uygulamasi

Polimeraz ve dongii kosullarindaki degisiklige ragmen 3.tiip, 5.tlip ve 6.tiipteki
diisik verim sonucu bildirilen jel gortintiilerinde acik¢a goriilmektedir. Bu
baglamda devam eden uygulamalarda kullanilan yeni primer/tiip kombinasyonu

tablo 4.14’te verilmistir.
4.10 DMSO-Betain katkili mPZR Uygulamasi

Giincel primer/tiip kombinasyonlu DMSO katkili mPZR agaroz jel goriintiisi sekil
5.15te verilmistir. DMSO’lu mPZR sonucunda 23 bant net ve ayirt edilebilir
bicimde goriilmektedir. Amplifikasyonu beklenen uzun amplikonlarin bantlar

jelde goriintiilenemedi.

Betain’li mPZR jel goriintiisii sekil 5.16’de verilmistir. Betainli mPZR sonucunda
jelde 28 bant acikca goriilmektedir. Uzun amplikonlarin [HNF-1B-4 (599
be/2.tlip), HNF-4A-4-5 (1192 bcg/3.tiip)] betain katkih mPZR uygulamas: ile
amplifiye edilebildigi gorildii.

Her iki jel goriintiisiinde de kalin ayirt edilmesi zor olan bantlar goriildii. Bu
sebeple sekil 5.16'da goriildiigii tizere kuyulara 6 ul ve 12 ullik iki hacimde

ylikleme yapilmasina karsin acikca ve kolayca bant ayrimi yapilamadig: goriildii.
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1T0P 2TUP 3.TUP 4.TUP 5.TUP 6.TUP 7.TUP

Sekil 5.15 DMSO katkili mPZR agaroz jel goriintiisii.

Sekil 5.16 Betain katkili mPZR agaroz jel goriintiisii.
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4.11 Sonuc Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile Goriintiileme

Gerceklestirilen reaksiyonlarin sonucunda 50 ul toplam hacimde %5 Betain (5 mM
stoktan) katkili Thermo scientific rec. Taq Polimeraz kiti ile hazirlanan miiltipleks
polimeraz zincir reaksiyonlarinin DNA-PAGE ile elde edilen goriintiisii sekil
5.17de verilmistir. Elde edilen jel goriintiisinde hazirlanan primer/tiip
kombinasyonu tablosu ile uyumlu boyutlarda amplikonlar goriintiilenmektedir.
Gergeklestirilen tiim tim uygulamalarin sonucunda elde edilen protokoliin
calismanin amacina uyumlu olarak; rutin genetik tanida kullanilmaya uygun,

verimli ve diisiik maliyetli protokol oldugu sonucuna ulasildi.

M 1.TUOP 2.TUP 3.TUP 4.TUP 7.TUP 5.TUP 6.TUP

Sekil 5.17 Son mPZR poliakrilamid jel elektroforezi goriintiisii.
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4.12 Yeni Nesil Dizileme (NGS) Analizi

Agaroz jel goriintiisii elde edilebilen 20 uygulama Illumina MiniSeq cihaz ile

dizilenmis ve BAM dosyasi ciktis1 olarak elde edilmistir. Elde edilen BAM ve BAI

dosyalar1 IGV programi ile analiz edilmis ve elde edilen jel goriintiileri bu
sonuclarla desteklenerek analiz edilmistir. Gelistirilen protokoliin agaroz jel
goriintlisiinlin analizi IGV-tools araci ile ortalama okuma degerleri TDF formatina

dontistiiriildii. TDF formati ile elde edilen sonuclar tablo 5.2 ve tablo 5.3’te verildi.

Tablo 5.2 Basariyla sonuclanan panel mPZR iiriinlerinin NGS analizi.

Ekzon

GCK-1
GCK-2
GCK-3
GCK-4
GCK-5-6
GCK-7
GCK-8
GCK-9
GCK-10
HNFI1A-1
HNF1A-2
HNFI1A-3
HNF1A-4

HNF1A-5-6

Boyutu Ortalama

(bp)

327
473
400
382
594
476
438
482
447
528
370
372
455

669

Okuma

1591,98
645,73
589,57

1580,50
859,36
805,17

1282,81

96,5
40,63
538,654
2331,33
1076
106,5

485,015

54

Min.

517,04
48,08
83,12

234,12
85,08

102,44

176,68
29,92

33,3
79,76
472,2

288,12

65,5

115,16

Maks.

3140
1154,52
789,64
2461,24
1352,44
1170,24
2178,2
130,52
58,8
780,84
3074,2
1835,44
135,2

760,7

IGV’deki
Amplikon

Boyutu
(bp)

327
471
393
382
590
470
432
454
365
525
369
365
450

664



Tablo 5.3 Basariyla sonuclanan panel mPZR {iiriinlerinin NGS analizi(devami).

Ekzon

HNFI1A-7
HNF1A-8-9
HNF1A-10
HNEF-1B-1
HNF-1B-2
HNF-1B-3
HNEF-1B-4
HNEF-1B-5
HNEF-1B-6
HNEF-1B-7
HNF-1B-8
HNF-1B-9
HNF4A-1
HNF4A-2
HNF4A-3
HNF4A-4-5
HNF4A-6
HNF4A-7
HNF4A-8
HNF4A-9

HNF4A-10

Boyutu
(bp)
397
499
355
580
443
492
599
481
498
500
481
470
387
440
370
1192
300
373
470
368

390

Ortalama
Okuma

2196,898
683
653,82
209,4
320,27
769
556,494
1233,9
50,46
2088,2
531,64
1155,94
203,66
298,2825
810
222,49
944,81
1653,2
736,8
1202,893

616,74

55

Min.

526,56
155,36
110
55,56
67,12
124,96
98,76
151,32
30,42
334,36
90,16
104,56
48,93
77,36
240,28
43,84
120,92
52,24
141,5
218,84

91,76

Maks.

3406
1220,2
1151,88
350,4
613,6
1091,56
788,92
1589,6
66,4
2348,72
844,04
1727,76
389,68
328,84
1605,72
276,68
1209,64
2799,36
1332,2
2684

794,48

IGV’deki
Amplikon
Boyutu (bp)

392
492
341
570
418
490
592
477
493
498
475
461
289
402
366
1190
282
369
470
364

385



IGV programinda dizilenen amplikonlarinin tamami IGV aracinda basariyla
gortintiilendi. Tiim genlerin BAM dosyalarinin IGV programindaki goriintiisi sekil
5.18 - sekil 5.25'de verilmistir. Amplikonlarin insan genomunda beklenen genler

ile hizalandi1g1 mPZR amplifikasyonunun verimli ¢alistig1 goriilmektedir.

[ZZ] P23 pET PIS3 pis2  pie3  pHE2  piad o g3 iRz ol [ A

o ) |

Z i
B o0 x
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e outputS-1 bam25 1df
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a2 g TS g2 T @23 @ @2 TR o » e
@ i

| outpues-1 bam2s tar
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aze0bp w2700 bp
1 L L

L]
output-1 bam3 tdf |
Value: 3140.96

outputs-1 bam25.tdf
Value: 038.8

Sekil 5.18 GCK-1’in NGS sonucunun yakin gosterimi
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Sekil5.19 GCK-2 — GCK-10 ekzonlarinin NGS dosyasinin IGV goriintiisii.
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Sekil 5.20 HNF-1A -1 — HNF-1A -10 ekzonlarinin NGS dosyasinin IGV

goruntusu.
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Sekil 5.21 HNF-1B-1 — HNF-1B-4 ekzonlarinin NGS dosyasinin IGV

goruntusu.
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Sekil 5.22 HNF-1B-5 — HNF-1B-9 ekzonlarinin NGS dosyasinin IGV

goruntusu.

L S | e I S — |
P12.3 (=] pi2.1 P P2y 123 P22 2.1 PIE pia2 i P Qi qaT g2 [UE:] al
4749 bp

3500bp 30288006 23,030,000 b 43030200 bp 23035000 bp 4203 00 bp
1 I I 1 I I

Sekil 5.23 HNF-4A -1 - HNF-4A - 3 ekzonlarimin NGS dosyasinin IGV

goruntusu.
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EELLEE s — o] T
73 pi2.3 (L= pi21 P piiz eIt Pl g a2 iz ez w2 qinT Ay [IEAES

ais2 T 4132 [E]

721700

T om0 B0 42085000 0p 0800 bp .047.0000p 0m000p
I I I L I I I

Sekil 5.24 HNF-4A -4-5 — HNF-4A -7 ekzonlarinin NGS dosyasinin IGV

goruntist.

e — T ———— I I I e —
P13 [FZ] pi2.1 PIT23 pIi2z pinal Pl qitd [l .22 w23 aiz [TER RN ES ) [IERH
18 kb
b 43052 kb 43 054 kb 43 056 kb 43.058 kb 43 080 kb 43.082 kb
L | | | | | 1 L
|
—_— . —
e
o
-
=
HNF4A HNF4A
T

Sekil 5.25 HNF-4A -8 — HNF-4A -10 ekzonlarinin NGS dosyasinin IGV

goruntusu.
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6

SONUC VE ONERILER

Amplikon konfirmasyonu amaciyla agaroz jel elektroforezi kullanimi amplikon
bantlarinin net ve anlasilir ayirt edilmesinde kisith kalmistir. Calismamizda
edindigimiz tecriibe ile anlasildig1 iizere agaroz jel elektroforezinde 30nt’ten kisa
uzunluk farki agaroz jel elektroforezi ile net ve kolay bicimde ayirt
edilememektedir. Bu yontem kisitin1 ortadan kaldirmak amaciyla dizileme ve
poliakrilamid jel elektroforezi ile dogrulama yontemi de kullanilarak

konfirmasyonlar yapilmistir.

In-siliko optimizasyon basamaginda “tercih edilen yakin boyutlar benzer
reaksiyon kosulunda optimum amplifiye edilir” savina gore protokol
tasarlanmistir. Bu kisiti ortadan kaldirmak, ilk basamaklardan olan in-siliko
optimizasyon basamaginda boyut farki daha uzun olan amplikonlar secilerek
ortadan kaldirilabilecegi diistintilmektedir. Fakat tiip icerisinde minimum
maksimum amplikonlar arasindaki boyut farki makasi ¢ok acilmamasi gerektigi

diistintilmektedir.

Calismamizin kit olarak satilabilmesi icin tiip-primer dagilimina uyumlu primer
karisimlarinin hazirlanabilmesi gerekmektedir. Onceden hazirlanan ve uzun siire
-20°C'de muhafaza edilen primer karisimlarinda verimin diistiigii ve jelde siirtintii
olusumunun daha sik gozlendigi diisiintilmektedir. Bu sorunu hazir kitlerin nasil
cozdigi literatiirde bildirilmemistir. Fakat literatiir taramasinda LNA (Locked
Nucleic Acid/Kilitli Niikleik Asit) olarak adlandirilan molekiillerin primer
yapisinda kullanilmasinin bu sorunu ortadan kaldiracag: diisiiniilmektedir. LNA
yapist sicak baslangicli polimerazlar gibi sicak ortamda halkali yapisin1 bozarak
lineer yap1 kazanir. Boylece primer kiriklarinin, sekonder yapi olusumlarinin ve

istenmeyen baglanmalarin 6ntine gecilecegi diisiiniilmektedir.
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Gelistirilen protokol satilabilir bir {irtin olmasi icin MODY spesifik tani kitleri ile
rekabet edebilir diizeye gelmelidir. Ornegin; MR-0100.024 katalog numarali kit
ek olarak ABCCS, INS ve KCNJ11 genlerini icermektedir ve 5 pleks ile reaksiyon
gerceklestirmektedir. Kit'in artilar1 mevcuttur ancak kapali sistem olarak yiiksek
maliyete sebep olmasi giiniimiiz kosullarinda genetik tani merkezlerini mali
anlamda ciddi etkilemektedir. Ek olarak, yerli bir kit olmamasi iilkemiz acisindan

bir eksikliktir. Bu eksikligin giderilmesi icin yerli calismalar hiz kazanmalidir.

Cin menseili CN106011268A kodlu MODY tani kiti patent bulunmaktadir. Ancak
kit su anda askiya alinmis (pending) durumdadir. WO kodlu olmamasi Diinya’da
patentlenebilir olmasina engel olusturmamaktadir. Kit protokoliit HNF-4A , GCK
ve KCNJ11 genlerini icermektedir. Bir patentin bulunmasi aslinda anlamli pazar
olusturabilecek potansiyele sahip bir {iriin oldugunu gostermektedir. Icerigine
bakildiginda ayni genleri icermemektedir. Fakat hazir bir calisma olmasi ilgili
calisma acisindan dezavantaj degil avantaj olusturmaktadir. Patentte bildirilen
deneysel boliim calismamizin deneysel kurgusu icin O6rnek bir kaynak gorevi

gormustur.
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