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SSCP ANALIZINDE CiFT iPLiKLi DNA POLIMORFiZMi

incilay SINICI', H.Asuman OZKARA'

DOUBLE STRANDED DNA POLYMORPHISM IN SSCP ANALYSIS

Ozet: SSCP (tek zincir konformasyon polimorfizmi) analizi, szellikle gen dizisi hilvik olan prateinferde mtasyon taramasinda
kullandlan Bir elekirofores yéntemidiv. Denatiire olarak ek zinciv haline gelmis DNA'lar zinciv ici zawf baglarla
konformasyon alarak stabil sekander yapilar olugtururiar. Mutasyon sonucu degigen tek biv ba= bile konformasyonu ethiler ve
kentrol ile kargilasurddifimda o bilgenin elekiraforezdeki haveketinde biv kayma, farkldik gézloniv. S8CP analizi gift iplikli
DNA ‘daki konformasyon degigikliklering gédstermeyen biv yomemdiv. Fakat elektraforezde daha huzl hareker eden ¢ift iplikli
nativ DNA da giiviitebiliv Otozomal resesif kalinlan, metabalik lizozomal depo hastaliklarmdan Tay-Sachs hastaltgin
Heksozaminidaz A izoenzimi a-althivim genindeki murasvonlar olugturmaktadir. Yapugmuz galiymada enzimatik analiz ife
Tay-Sachs hastalygr tamst alung bir hasta ve ailesinde SSCP yontemi e mutasyon taramas: vaptik.  Hasta  ve  adlesinde
heksozaminidaz A enziminin a-altbivim geninin 14 eksonu ve ilighili bolgelerinin polimeraz zincir reaksivonu diriinlert 96°C 'de
{0 dakika tutlarak denatiire edildi ve SSCP jeline wyguland. S5CP analizi, hastada ve ailesinde ekson 10 da bir mutasyonun
varfigim gosterds, Jelimizde mutasyonun dzelligi nedenivle yimdive kadar liverativde bir henzerine rasdlamadignmesz ¢ifi iplikli
DNA bantlar: goriildi. Bunlar heterozigotlarda denatiire edildikien sonra renatiire olan bir kisom DNA wn, muant allelerinin
kendi aralarinda, normal allelerin kendi aralarinda birleymesi sonvcu alugan banilard, Sonug afarak S5CP analizinin, bazt
delesyon  mutasvonlarmda ¢ift zincicli DNA larda da muleemel  mutasyonu posierebilecegini sivlevebiliviz. Bu tir
mitasyenlarda DNA dizi analizinden dnce NuSieve agaroz jel elekiraforezi ile delesyonun bitviikliiging saptamak minkiin
elmekiadir,

Anahtar Kelimeler: SSCP, delesyon mutasyonuw, ¢ift zineir DNA polimerfizmi

Summary: SSCP (single stranded conformational polyvmorphism) analysis iy an electrophoretic method thar is wsed for
sereening of mutations in the large genomic sequences of proteins. Single strands of DNA, which are formed under denaturing
conditions, ger conformation by weak interstrand interactions and form stabile secondary structures. Even a singfe base
alteration as a result of the mutation, affects the conformation and when compared with the conrral, a shift, a diffevence in the
electropharetic mobility is abserved at thar region. SSCP analysis is a method thar doesn 't demonstrare the conformarional
changes in the double stranded DNAs. But more rapidly moving double stranded native DNA may be seen in the
eleciropharesis. Tay-Sachs disease, an awtosomal recessive lysosomal starage disease, reswlts from the mutarions in the
alpha-subunit gene af hexosaminidase A. In this study, we screened a parient, who was diagnased as a Tay-Sachs parienr with
the enzymatic assay, and his family for the mutation by using SSCP analysis, PCR products of 14 exons and flanking
sequences of a-subanit gene of Hex A in the patient and his family were denatwred by heating ar 96°C for 10 min, and
immediately loaded on a SS§CP gel. SSCP analysis showed the presence of a mutation in the exon 10 ar the patiend and his
Samily. Because of the characieristic of the mudation, we saw different double stranded DNA bands in the gel that was not
seen in the [erature to date. They were some reannealing DNAs after the denaturing in the heterozypores. These bands weve
Sormed by renaturarion of the some of the single strand DNAs following denaturation; the mutant alteles and the normal
alleles make hvbridization inside each group. As a result, we can say thar in some deletion mutations S5CP can show the
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mutation in the double stranded DNAs. In such type of mutations we can get knowledge about how big is the deletion muration
befare DINA sequencing by using NuSieve agarose gel electraphovesis.

Key Words: SSCP, deletion muration, double strand DNA polymorphism

GiRiS

Tek Zincir Konformasyon Polimorfizmi (SSCP)
analizi, bilinmeyen mutasyonlarin saptanmasi igin
kullanilan Polimeraz Zincir Reaksiyonu'na (PCR)
bagh bir mutasyon tarama yontemidir. Bu yintem,
nokta mutasyonlan, kigiik insersivon ve delesyon
mutasyonlanimin saptanmasinda tercih edilmektedir.
Ozellikle gen dizisi bilyiik olan proteinlerde dizi
analizi yapilacak bilgeyi 6nceden saptamak amact ile
genin taranmasinda en sik kullamilan y&ntemlerden
biridir ve altin standart olan DNA dizi analizine iyi
bir alternatifiir. Mutasyon saptama orani %80 ile 90
arasinda degismektedir (1). Bu analiz restriksiyon
enzim analizini, ‘blotting"i, problar ile hibridizasyonu
gerektirmedifinden hizh ve pratik bir yontemdir (2).

Bu vintemde PCR {iriinler denatiire edilir ve
denatilre edici olmayan poliakrilamid jele uygulanir.
Denatlire edilerek tek zincir haline getirilmis
DNA'larin zincir igi zayif baglarla kazandiklan yeni
ikincil yapilari mutasyon sonucu degigebilir. Mutas-
yon sonucu olusan bu ikincil yamdaki konformasyon
farki o bélgenin elektroforezdeki hareketinde normal
kontrol ile karsilastirnildifinda bir kaymaya, farklihiga
neden olur. SSCP analizi genellikle tek iplikli
DNA'daki konformasyon degisikliklerinden yararla-
milarak mutasyonun varlifini tahmin etmede kullaml-
maktadir. Cift iplikli DNAdaki degigiklikleri goster-
meyen bir yontemdir.

Her SSCP analizi igin optimal kosullanin belirlen-
mesi gerekmektedir. Analiz edilecek DNA pargasinin
bityiikliigi, jelin tzellikleri (kullamlan poliakrilamid
ve gliserol konsantrasyonu, denatiiran ajan varhg),
clekiroforez sirasinda tercih edilen sicakhk, clekiro-
forez zamam, PCR triinlerinin denatlirasyon yonic-
mi, mutasyonun tipi ve bulunduu yer performans
etkiler(3). Optimal kosullar saglandifinda elektrofo-

retik hizi tek zincirli niikleik asitlerin bilyliklikleri ve
dizileri etkiler (1).

SSCP analizinde en iyi sonug, DNA 150-200 baz
gifti uzunlugunda oldufu zaman elde edilir(1). Uzun-
lugu 150 baz ¢ifti alunda olan DNA fragmanlarinda
ikincil vapimin olusmasindaki gliglilk nedeniyle S5CP
analizinin duyarhihi@ azalmaktadir, lkiyiiz baz ¢ifti-
nin iizerindeki bilyiiklife sahip DNA’larda ise tek
baz degisikligi ile daha az konformasyon degisikligi
olusacag igin bunun jelde gorillmesi giiglesmekte ve
bilyilk parcalarin analizinde tespit edilebilen mutas-
yonlarin sayisi diigmektedir(],4,5). Daha biiyiik par-
calar igin duyarlilik RNA-SSCP analizi ile baganlabi-
1ir(6,7). DNA molekiillerine gire RNA molekiilleri
daha fazla sayida farkl ikincil yapilar olugturabil-
mektedir, Bu analizde PCR iiriinlerinden  RNA
olusturacak ek bir in vitro transkripsiyon basamagina
ihtiyag vardir (7). Fakat bu y&ntem erken dur kodonu
yaratan veya ‘splice site’ mutasyonlarim giistermede
yetersiz kalir (3).

Tek zincirli DNAnin konformasyonu sicakhga
hassastir(3). 17°C'nin alti ve 23°C’nin iizerindeki
sicakliklar tek zincirli DNA'nin yan stabil gekillerini
bozabilmektedir. En iyi rezollisyonu elde edebilmek
icin farkh sicakhklar (4°C, 10°C, oda sicakhi) de-
nenmistin(9,10), En gok tercih edilen oda sicakhigidir.
Flektroforez sirasinda jellerin 1sitilmasi énlenmelidir.
5 V/cm voltajda ve 4 watt'ta ortalama 22°C"de elekt-
roforez yapildifinda jel fazla sinmamakta ve jelin
jsinma miktart dnemsiz olmakiadir. Iginden smi
sirkiilasyonu olan elektroforez sistemleri pahal ol-
makla birlikte sicakh@ standardize ettikleri igin uy-
gun sistemlerdir (8,10). lyi bir sonug igin yeterli hava
konveksiyonu da gereklidir (3).

SSCP analizinde DNA pargalarim ayirmak igin
sikhikla kullamlan matriks akrilamiddir. Aknlamid/-
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bisakrilamid oram, toplam akrilamid ve gliserol yiiz-
desi, tampon igerigi jelin ayirma deelligini belirler,
En fazla tercih edileni, disiik ¢apraz baglaywc: oram
ve %10 gliseroldiir (11). Baz SSCP'ler igin yitksek
yilzdeli jellerin  kullamilmasi  dnerilmistic  (12).
N,NN' N'-letrametiletilendiamin  (TEMED) ve a-
monyum persiilfat ile polimerize edilmis akrilamid
benzeri Hidrolink isimli jelin tek bir tipte gizenek
biytikligiine sahip oldugu ve akrilamidden daha iyi
rezolilsyon safladizi belirtilmistir (11-13). Yiiksek
rezoliisyon igin tican olarak bir gok Szel jel matriks-
leri meveuttur (14),

Simdiye kadar rapor edilmis jel uzunluklari 5 ile
50 em arasinda degismektedir (8). SSCP analizinde
sonuglar giirsel deferlendirildiginden iyi bir rezolils-
yonun saglanabilmesi i¢in jelin boyutlarimin uzun
olmas (yaklasik 30x40 cm), elektroforez islemlerinin
dilstik voltajda, uzun siirede vapilmasi ve ince bir
jelin kullamlmast gereklidir (2,11-13). Son willarda
yapilan bir ¢ok uygulamada standart sekans jeller
yerine mini jeller kullamlmistir (15,16). Kisa jellerde
keskin bant farklhibklanimin gézlendigi bildirildigi
halde %0.5°lik kayma farkhhinin gézlenebilmesi
wgin uzun elektroforezler tercih edilmelidir,. Mini
. jellerdeki rezoliisyonun sekans jellerindeki rezelis-
yon kadar yiksek olup olmadig hakkinda kesin bir
bilgi mevecut degildir. Uzun ve biiyiik elcktroforez
cihazi, karmasik dilizenlemeler ve sicaklik kontroli
gerektirdifii, daha fazla emek isteyen bir uygulama
oldugu igin mini jeller tercih edilmistir (2).

SSCP analizi igin PCR driinlerinin temiz ve spesi-
ik olmas: gereklidir, Spesifik olmavan PCR Uriinleri,
kullamlmarmig primerlerin varhgi, PCR siklus sayisi-
min fazlahft yanhs yorumlanabilecek bantlara neden
olabilir(17). Genel olarak PCR iirinlerd 96°C de 1s10-
larak denatiire edilir. Tek zincir haline gelmis DNA'-
lar hemen bue igine konulur ve hizla jele uygulanr,
Ornegie giiglil denatiiranlarin eklenmesi veya Srmekle-
rin 10-30 kat seyreltilmesi tek zincirlerin kendi
kendine ¢ift zineir olusturmalanmi en aza indirir.
Denatiiran olarak formamid, sodyum hidroksit, iire ve

metil merkiirik hidroksit kullamlabilir. Metil merkii-
rik hidroksit toksiktir ama en etkili denatiirandir. O-
zellikle ince jeller kullanildifinda denatlire edilmis
dilite PCR {rlinleri jele uygulandiklar noktada kon-
santre olurlar ve bir miktar renatirasyon gergeklesir.
Bu nedenle her zaman ¢ift zincir DNA bantlan tek
zincir DNA bantlanindan daha giilii gézlenir. Tek
zincir DNA bantlarimin daha iyi gézlenebilmesi igin
DNA"min mitmkiin oldugunca sulandiilmasi gerekir
(8). Ince jeller kullamldifinda tek zincir DNAlann
gdzlenmesinde radyoaktif isaretleme, giimils boyvama
ve etidyum bromide tistiinlik saglar (17,18).

Mutasyonun tipi ve bulundugu yer SSCP analizin-
in duyarhihizim etkilemektedir. Mutasyon ikincil ya-
piya katilivorsa SSCP analizinde mutasyon kolaylhikla
saptanabilecektir. Eger mutasyonun ikincil yapiyi
olusturmada rolll yoksa, mutasyon saptanamayabilir.
Piirin igerifinin daha fazla oldufu DNA tek zinciri
jelde daha hizh  yoriimekte ve daha belirgin
degigiklikler postermektedir. Buna  bagh  olarak
DNA'min bazen esas, bazen de tamamlayicr zinciri
mutasyonu digerinden daha iyi gdstermekiedir, G'nin
T'ye transversiyonu  haricinde herhangi tip baz
degisikliginin - sensitivite  (Ozerine belirgin  etkisi
yoktur (1),

SSCP analizi dzel bir ekipmana ihtiyag gbsterme-
yen bir yGntem oldugu igin basit ve hizli bir tarama
vintemidir, SSCP analizinde mobilite farklihklan
girsel olarak degerlendirilir. Bu yiizden standardizas-
yonu kisith ve otomasyona gegirilmesi de zordur.
Optimal kosullar bilyiik oranda ampirik olarak tanim-
lannustie. Bir fragmanin farkh kogullarda analiz edil-
mesi  mutasyonlann  tespit  edilebilme olasiligim
arttirir (3},

Otozomal resesif kahitlan, metabolik lizozomal
depo hastaliklarindan Tay-Sachs hastalifiim Heksoza-
minidaz A izoenzimi ¢t-altbirim genindeki mutasyon-
lar olusturmaktadir. Yaptifimiz ¢ahismada enzimatik
analiz ile Tay-Sachs hastalifi tanisi almis bir hasta ve
ailesinde SS5CP  vyontemi  kullanarak  mutasyon
taramasi vaptk.



138

FA
Tiirk Bivokimya Dergisi <%
2001, Cilt: 26, Sayiz 4 3/

GEREC VE YONTEM
Tam Kandan DNA Izolasyonu
DNA izolasyonu ‘salting out’ yontemi kullanila-
rak Stratagene DNA izolasyon kitindeki basamaklara
uveun sckilde yapilds,
DNA Miktar Tayini
Ornekteki DNA miktan, 260nm’de 50ug DNA'-

min 1 optik dansite okuma vermesinden yararlamlarak
hesapland: (19),
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Hasta ve ailesinin HexA geninin 14 adet eksonu
ve gevresindeki dizileri zglil primerler kullamlarak
PCR yintemi ile gogaltildi (20). Herbir PCR tilplinde
toplam hacim 50ul olacak sekilde 0.5ug DNA;
0.5ug/ml prmer A; 0.5 pg/ml primer B (Stratagene,
ABDY; herbiri 10mM olacak sekilde dATP, dGTP,
dCTP, dTTP { Sigma, ABD), 5ul inkiibasyon karngi-
mi(1.5 mM MgCls, 10mM Tris HCL, 50 mMECI, %1
Triton X 100, 0.2mg/mIBSA veya jelatin){Appligene
Oncor, ABD): 0.25 iinite Tag DNA polimeraz (App-
ligene Oncor, ABDY) konuldu. Her 6rmek “Ihermoly-
ne Temptronic Thermal Cycler'da 94°C de 30sn. De-
natiirasyon, her eksona gbre degisen 59-60°C'lerde
30sn. ‘annealing’, 72°C'de 90sn. ‘extention’ basa-
maklarin igeren 30 siklusa tabi tuiuldu,

Agaroz Jel Elektroforezi

Hasta ve ailesimin Hex A geninin 14 eksonunun
PCR {irtinleri % 2'lik agaroz jel elekiroforezine uygu-
lanarak amplifikasyon ve kontaminasyon agisindan
kontrol edild: (19).

Tek Zincir Konformasyon Polimorfizmi
(Single Stranded Conformational
Polymorphism) (SSCP)

Tiim drmeklerde Hex A geninin 14 adet eksonu
96°C"de 10 dakika tutularak denatiire edildi ve 33cm
% 39cm x 0.4mm boyutlannda %10 gliserol igeren
%:6° ik poliakrilamid jele uygulandi. Oda sicakhinda
400V da 15mA’de 16-20 saat stiresince elektrofores
vapildi,

Giimiis Boyama

DNA bantlannin poliakrilamid jelde gtriilebilme-
si igin glimls boyama ybntemi kullamldi (21). Jel,
%100 etanol, %100 asetik asit i¢eren gozelti ile
yikandi. %0.1'lik AgNO; ile boyandi. %1.5 NaOH,
%0.01 NaBH; ve formaldehit iceren ¢bzeld ile jel
yikanarak bantlar gdriinlir hale getirildi. %0.75'1ik
Na-C0Oy ile boyanan bantlar fikse edildi.

NuSieve Agaroz Jel Elektroforezi
$SCP analizinden sonra hasta ve ailesinde Hex A
geninin 10, eksonu igin %3’lilk NuSieve agaroz jel
elektroforezi yapildi.
DNA Dizi Analizi
DNA dizi analizi Sanger dideoksi zincir sonlan-
masi yontemi kullamlarak Bonn Friedrich Wielhelm
Universitesi'nde gergeklestirildi (22).

BULGULAR

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
Yintemi lle Hex A Geninin 14 Adet
Eksonun Cogaltilmasi

PCR ile gogaltilan bélgenin bllytiklligiinii dlgmek
ve dogru bolgenin gogaldigina karar verebilmek igin
1000bg"1ik DNA molekiller agirhk belirleyicisi kulla-
nildi. Agaroz jel elektroforezinde tlim bireylerde bii-
tiin ekson ve cevresindeki dizilerin tek bir bant halin-
de dogru olarak gogaldig gézlendi.

Tek Zincir Konformasyon Polimorfizmi
(SSCP) Analizi Bulgulan

Poliakrilamid jel elektroforezinde hastamn, anne-
nin, babamn ckson 10 disinda dier eksonlarinin
bantlan, kardesin ise tiim eksonlarinin bantlan kont-
rol bantlan ile uygunluk gésterdi. Hastanin, annenin,
babamin ekson 10 ick zincir konformasyonlari, kont-
rol DNA'sindan farkll bulundu. Hastada kontrole
gire elektroforezde farkh yiiriiyen 2 bant gorilllirken,
anne ve babada 4 farkh bant goriildii. Tek zincir kon-
formasyonlanim gdsteren bu bantlardan 2 tanesi has-
tada goriilen bantlara uygunluk gisterirken diger 2'si
kontrol DNAsina ait bantlara uygunluk gosteriyordu.
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Bu bulgular 1giginda SSCP analizi, hastada ekson
10"da bir mutasyonun varhZim gésterdi.(Sekil 1)

H B A K

Tek
zineir
DNA’lar

— Norm gift
zingir
= Mutant | DNA'lar

SEKIL 1 Hex A geni 10. eksornun SSCP analizi H) Hasta B)
Baba A) Anne K} Kentrol. Tek zincir DNAlara ait bantlar ve
cift zinefr ONA lara ail bantlar oklar ife gosterilmistir,

Hastarmn bu mutasyon agisindan homozigol, annenin
v babanin heterozigot oldugu saptandi. Aym elektro-
forezde denatlire olmamis ¢ift iplikli DNAlar da gi-
riildil. Hasta ve kardeste ekson 10 gifi iplikli DNAva
ail tek bant gbrillirken annenin ve babamn ekson 10

cift iplikli DNA'sina ait 2 bant g8rildil. Bunlardan
biri hastada girillen banda benzerken diger bant
kontroliin ¢ift iplikli DNA'sina uygunluk gdsteriyor-
du. Hasta ve kontroliin gift iplikli DNA"larina ait tek
bantlarinin birbirlerinden farkh ylirlimesi vine ckson
10'da bir mutasyonun varhfim gdsterdi. Kardesin
ekson 10 bantlanimin ise tamamen Kontrol ekson 10
bantlan ile aym olduiu gériildi.

S5CP sonucuna pgbre hastanin ekson 10°da bir
mutasyona sahip oldugu ve homozigot oldugu, anne-
nin ve babamin aym mutasyon agisindan heterozigot
oldugu, kardegin ise bu mutasyonu tasimachin bu-
lundu.

NuSieve Agaroz Jel Bulgulan

Tim aile ve kontrolin ekson 10 PCR iiriinleni
%3’ liik NuSieve aparoz jele uygulandi (Sekil 2).
Hastanin ekson 10 DNA'simin kontrole gére farkl
yilriidiigll saptandi. Annenin ve babamin ekson 10'a
ait bantlan SSCP analizinde pOrild0gl gibi biri
hastamin bandi ile aym mesafede digeri kontroliin
bandi ile aym mesafede olmak (lzere 2 bant halinde
gorilldii. Kardeste giriilen bandin ise kontrolde gérii-
len bantla aymi oldugu gézlendi. Ekson 10 bantlarinin

be. o K M B A

SEKIL 2. Hex A geni 10, cksonun NuSieve agara: jel
elekiroforezi bg) DNA marker’t K) Kontrol B) Baba A) Anne
Ka) Kardeg
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DNA molekill agirhk markenmin 271 bg ve 234
bg'lik bantlanimin arasindaki mesafeye kadar yiiridii-
gil gariildi. SSCP analizi ile saptanan olasi mutasyo-
nun NuSieve agaroz jel elektroforezi ile goriilebilir
durumda oldugu saptandi.

DNA Dizi Analizi Bulgulan

DNA dizi analizi sonucu hastada 12 be'lik deles-
von mutasyonu saptandi (5°-1096-1107 veya 1097-
LIOB veya 1098-1109 be'leri arasinda). Hasta homo-
zigot, anne ve baba heterozigot olarak degerlendiril-
di.(Sekil 3) Kardesin ise 10 bg'lik delesyon mutas-
yonuna sahip olmadi@ giriildi.

TARTISMA

Hastamizda wve ailesinde hastalifa neden olan
mutasyonu tammlayabilmek igin PCR-SSCP-DNA
dizi analizi teknikleri sirasi ile kullamilmstir. SSCP
analizi gen dizisi bilyilk olan proteinlerde dizi analizi
yapilacak bdlgeyi Onceden saptamak amaci ile genin
taranmasinda en sik kullamlan viintemlerden biridir.
Hex A geni 35 kb bilyiikliiginde 14 adet eksondan
olusmus oldukea biiyik bir gen oldugundan, hastalifa
neden olan mutasyonun yerini belirleyebilmek igin
SSCP analizi tercih edilmistir,

SSCP analizi ile mutasyona u@ramg bir DNA,
homozigotsa iki mutant bant, heterozigotsa iki nor-
mal, iki mutant olmak iizere dtrt bant verir, Elckiro-
fores kosullanina gdre bantlann sayisinda degigiklik
olabilir, Aynit DNA tek zincirinin *metastable confor-
mers’ denilen degisik ikineil yapilan olugabilic ve
bunlar jel tizerinde farkh bantlar geklinde goriilebilir-
ler. Degerlendirmede dikkat edilmesi gereken cn
timemli nokta, tek tek bantlan agiklamaya galigmakian
gok, hasta ve kontrol arasindaki farki saptamakur.
Cahgmamizda hasta ve ailesinde Hex A geni 10. ek-
sonu hari¢ diger cksonlarin tek zincir konformasyon-
larin olusturduklan bantlar kontrol ile karsilastinil-
mistir ve herhangi bir fark tespit edilmemistir.
Hastamizda Hex A geni 10. cksonda kontrole gbre
farkli tek zincir konformasyonunu gisteren 2 bant
gozlenmistir ve hastamn bu cksonda bir mutasyon

tagidigi, bu mutasyon agisindan homozigot oldugu
saptanmugtir. Anne ve babamin 10. cksonunda iki

412 b
GGCAAGGGCTAT

(TICTTATETGETGTG
50 il

CTTCI T 2T CNNAGGE GO TAT LQTACEHENE
La 2 n

Hn_t-nruzignt
| =

CTTOTTATGECAACEEC HTGTEGTGTG

SEKIL 3. Hex A geni 10. cksonun DNA dizi analizi. Hastada
bifunan 12 bazgifilik delesyon ok ile gdsterilmigtie (10961107
GOGCAAGGGCTAT)  (Try366-Gly-Lys-GIlvi69).  (stilste
binmig sinvaller heterozigor anne ve babada tespit edilmigier.
Konrrofiun iligkili dizi analizi de gorilmekiedir,
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tanesi kontrolde gdzlenen bantla uyumlu, diger ikisi
hastamin bantlant ile uyumlu 4 bant g&zlenmistir ve
anne ile babamin aym mutasyon igin heterozigol
olduklan belirlenmistir,

SSCP analizi ¢ift iplikli DNA'daki konformasyon
degisikliklerini gdstermeyen bir yintemdir. Calisma-
mizda simdiye kadar literatiirde bir benzerine rastla-
madifimiz ¢ift iplikli DNA bantlan gdrillmiistiir, Hex
A geni 10. eksonda hastanin ¢ift zincir DNA bandinin
kontrole gore farkh yOridog tespit edilmistir ve
DNA ¢ift ipliklerinin bu eksonda bir mutasyon varli-
gimi bize pistermistir. Heterozigot olarak ditsiindiigi-
miiz anne ve babanin gift zincirli DNAlarna ait 2
hant gézlenmistic, Bir bant kontrole ait cift zincir
DMNA bandi ile, digeri hastaya ait gift zincir DNA
bandi ile uygunluk gdstermistir. Bunlar denatiire
edildikten sonra renatlire olan bir kisim DNA'nim,
mutant allelerinin kendi aralarinda, normal allelerin
kendi aralarinda birlesmesi sonucu olusan hibridize
olmus bantlardir. Elektroforezde, kendi iclerinde
hibridize olmus mutant ve normal allelere ait bantlar
delesyonun  bilyQikloglh nedenivle bu kadar iyi
ayrigabilmistir.

Cift zincir konformasyonunu etkileyen  hiiyiik
mutasyonlarin NuSicve agaroz jel elekiroforezinde de
gozlenebilecegi diginiilerek Grnekler %6371k NuSie-
ve agaroz jel elekiroforezine uygulanmistir. Yapilan
Nusieve agaroz jel clektroforezinde SSCP analizinde
gozlenen ¢ift zincir konformasyon polimorfizminin
aym patterni giizlenmistir,

DNA dizi analizi sonucu hastanuzda 10, eksonda
12Zbe’lik bir delesyon mutasyonu saptanmistir ve bu
mutasyon agisindan hastamn  homozigot, anne ve
babanin heterozigot olduklar tespit edilmistir, Blylk
delesyon mutasyonlarinda zincir uzunluklan arasin-
daki farkhliklarin, yitk degisiminin ¢ift zincir DNA'-
lann  konformasyonunda farkhlhifa neden oldugu
dilstinfilerek, boyle blyiik bir mutasyonun varhiginin
SSCP analizi ve NuSieve agaroz jel elekwoforezi ile
de tespit edilebilecedi varsayilabilir.

Sonug olarak SSCP analizinin, tzellikle biiyilk
delesyon mutasyonlannda ¢ift zincirli DNAlarda da

muhtemel  mutasyonu  giisterebilece@ini  sdyle-

vehiliriz,
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