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TEK ZINCIR KONFORMASYON POLIMORFiZMi (SSCP)

ANALIZINDE YANLIS POZITIFLIK

H. Asuman OZKARA'

FALSE POSITIVITY IN SINGLE STRAND CONFORMATION
POLYMORPHISM (SSCP) ANALYSIS

Summart: The performance of a mutation scanning method, SSCP analysis was evaluated by analyses of the results of alpha-
subunit gene of defective enzyme hexosaminidase A (Hex A) in infantile Tay-Sachs disease. DNA samples were amplified by
Palymerase Chain Reaction (PCR). then denainred and subjected to SSCP analysis. DNA sequencing analvsis of the
suspected exons thar showed different bands on SSCP gel was performed. The fragment sizes of the amplified 14 exons and
Nanking sequences of HEXA gene were 174-273 bp. Abnormal band panterns were observed in 13 out of I3 patients' samples.
DNA sequencing analvsis detected delerion (12bp), single nucleotide rransition and rransversion and splice site mutations, in
Y out of 13 patients’ samples. Mutations af 4 of the patients have not been detected, even though theiv S5CP results were
positive. The ather exons af these patients were normal by SSCP analysis. In ovder to increase the performance of the SSCP
analysis, the composition of the gel and the temperature of the electrophoresis were changed. Changing of the gel
composition and temperature affecied the single strand conformation. Theareticallv, same nucleotide sequences give the same
conformationar the same environmental conditions. At 4 DNA samples that were amplified with the same primers by PCR,
different conformations were observed ar the same condition for the same nucleotide sequence. It may arise from the
variability of incronic sequences of different persons. This variabilicy may affect single stranded DNA conformation and
causes different band appearances in SSCP analysis. The sensitivity and the false-positivity af SS5CP for HEXA gene was
found 60% and 26%, respectively. As a conclusion, SSCP is a useful and cheap method compared to the other mutation
scanning methods for detecting new mutations in large genes. False positivity of the methed indicated that different baned
migrations an SSCP gel do not always mean a muation. Using different combinations of varieus factors thar affeces SSCP
and combinarion of SSCP with the other mutarion analysis methods can enhance the performance of S5CP.
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Czet: Bir mutasyon tarama yéntemi olan SSCP analizinin performansi, infantil Tay-Sachs hastah@inda eksik olan
heksozaminidaz A (Hex A} enzimi alfa altbirim geninin analiz sonuglar: ile degerlendivildi. DNA ornekleri Polimeraz Zincir
Reaksivanu (PCR) ile gogaltldt ve denatiire edilip SSCP analizine uygulandr. SSCP analizinde farkit bant gériilen eksonlarin
DNA dizi analizi yapildr, PCR ile cogaltilan HEXA geninin 14 eksonu ve gevresindeki dizilerin bitviikliiga 174-273 bazgifii
arasinda dedigivordu. Onbey hasta drnedinden 13 ‘iinde SSCP analizinde normal olmayan bant paterni gizlendi. DNA dizi
analizi ile 13 hasiamn 9'unda delesyon, rek niikleotid iransizyon ve transversivomy ve kesim bifgesi muasyonlary bulundu.
Ohmiic hastamn 4 iinde SSCP 'de pozivif sonuglar elde edilmesine ragmen, DNA dizi analizi ile mutasyon saptanamad:. Bu
hastalarda diger eksonlfar SSCP analizi ife normal bulundu. S5CP analizinin performansim artirmak amact ile elektroforez
Jelinin kompozisvonu ve elekiraforez sicaklige degistivildi. Jel kompozisvonu ve sicakliygin degitivilmesi tek iplikli DNA ‘nn
konformasyonunu etkiledi. Teorik olarak aym mitkleotid dizileri aym kogullarda aymi konformasyonn alirlar. Aymt primerlerle
PCRda cogalan 4 DNA drredinde, ayne miikleotid dizisi igin, aym kogullarda normal konirola gére farkle konformasyonlar
gozlendi. Bu, intron dizilerinde varolan kigifer avasi farkflikian kaynaklanabiliv. Bu farklifik tek iplikli DNA 'mn
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konformasyonunu etkileyebilir ve SSCP analizinde farkl bantlarin ortaya gikmasina neden olabiliv. HEXA geni igin SSCP'nin
duyarliligi %60, yanly pozitifiik oram ise %26 bulunmugtur. Somug olarak, SSCP biyik genlerde yeni mwasyonlart
belirlemek igin diger mutasyon tarama yintemlerine gore kullamgl ve wens bir yintemdir. Yanhy pozitif bulge SSCP jelinde
farkly bani migrasyonunun her zaman bir mutasyonu gistermeyecegini gostermektedir. SSCP'nin performansi, S5CF yi
etkileven faktorlerin degisik kombinasyonlar: veya SSCP'nin diger mutasyon analiz yontemleri ile kombine edilmesi ile

artirifabilir,

Anahtar Kelimeler: Tay-Sachs hastali, HEXA geni, SSCFP analizi, yanhy pozitiflik

GIiRiS

Genetik degisikliklerin ¢ofunun DNA'daki tek
baz farklilhklarina bagh olmasi bunlan saptamak igin
gesitli yontemlerin gelistirilmesi ihtivacim dogurmus-
tur, Kahtsal hastaliklarda hastahiga neden olan spesi-
fik mutasyonlarin tanimlanmasi bu hastahklarin tam-
lan, prenatal tamlan ve diger aile bireylerinin test ¢-
dilmesi igin dnemlidir. PCR tekniginin bulunmas: ile
birlikte hastaliklara neden olan mutasyonlan tamm-
layabilmek i¢in kullamlan ySntemlerde bilylik bir ge-
sitlilik ortaya gikmugur (1, 2). Bunlar iginde en yay-
gin kullamilam SSCP'dir. SSCP bilinmeyen mutas-
vonlar saptamak igin kullamilan bir mutasyon tarama
yintemidir. Tek iplikli DNA'nin denaturan olmayan
kogullar altinda aldif ikincil yapidaki farkhihklan
saptar. Ikincil yapi esas olarak baz kompozisyonuna
baghdir (3). Ortamin sicakhigl, DNA'min boyu, elek-
troforez jelinin Gzellikleri, DNA'y:1 tek iplikli hale
getirmek igin kullamlan maddeler ve yéntemler aym
baz kompozisyonunda farkl ikincil yapilar olusma-
sini saglarlar (4-6). SSCP analizi mutasyonlar sonucu
tek iplikli DNA"da olusan yeni konformasyona bagl
elektroforezdeki yliriime farkhihigindan yararlanarak
mutasyonlarin yeri hakkinda bilgi verir. Mutasyonu
tammlamaz. Nokta mutasyonlan, kiiglik delesyonlar,
insersiyonlar ve polimorfizmlerin yeri SSCP analizi
ile belirlenebilir (7, 8), SSCP'nin vaygm olarak kulla-
mimas: ile bu ydntemin mutasyonlan saptamadaki
duyarlihr ile ilgili degisik veriler ortaya gikmstir.
SSCP'nin mutasyonlan saptamadaki duyarhliinin
G50-80 arasinda degiskenlik gsterdigi bildirilmistir.
Bu rakam SSCP'yi etkileven kosullar degistirildigi
zaman %%0’a kadar ¢ikabilmektedir. Ancak 4 farkh

parametreyi defisik kombinasyonlarla galismak i3
yilkiint ¢ok artirmaktadir. Bunlann denendigi
durumlarda bile %10"luk mutasyonu belirlenemeyen
bir grup bulunmaktadir (9, 10).

Bu calismada SSCP analizinin performans:, Hex
enzimi alfa altbirim genindeki mutasyon taramasi so-
nuglan ile sunulmustur.

MATERYAL VE METOD
Hastalar ve kontrol grubu:

Klinik ve laboratuvar bulgulan ile infantil Tay-
Sachs hastalifi tams: almus 15 hastamn mutasyon
analizi yapild,

kKontrol @me@i mental retardasyonu olmayan
saghkl bir gocuktan elde edildi.

DNA izolasyonu:

10 ml EDTAIh kandan fenol-kloroform ve tuz
citktiirme metodu ile izole edildi (11).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR):

Hastalar ve kontrol drneginin Hex alfa-altbirim
genimin 14 eksonu ve ¢evresindeki diziler zgiil pri-
merler kullarlarak PCR ile gogaluldi (11). 59-61°C
arasinda degisen annealing dereceleri uygulandi.
PCR ile gogalulan DNA'larin bityiklug 174-273
bazgifti arasinda idi.

Agaroz jel elektroforezi:

PCR ile gogaltilmig 6rnekler amplifikasyon ve
kontaminasyon degerlendirmesi igin %02’lik Agaroz

jel elektroforezine uygulandi. DNA bantlan etidyum
bromiir ile giiriiniir hale getirildi (11).
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S8CpP 2-  SSCP analizi ile 13 hastamin kalan 4 tanesin-

PCR iiriinti DNA, 96 C'de kaynayan su veya me-
tal blokta 10 dk tutularak gergeklestirildi. Ornekler
33em x 39cm x 0.4mm boyutlannda %10 gliserol i-
geren %670k poliakrilamid jele (Sigma, USA) veva
%10 gliserol igeren MDE (Mutation Detection En-
hancement, FMC, USA) jele uygulandi. Oda sicakh-
ginda veya 4°C"de 400V 'da 15mA’de 16-20 saat sii-
resince elektroforez yapild.

Giimiis boyama:

Jel, %100 etanol, %100 asetik asit igeren ¢izelti 1-
le yikandiktan sonra %0.1°1ik AgNO3 ile boyand.
Jele 9 1.5 NaOH, %0.01 NaBH4 ve formaldehit ige-
ren gizeltinin uyvgulanmasinin ardindan bantlar gérii-
niir hale getirildi, %0.75'lik Na2CO3 ile boyanan
bantlar fikse edildi (12).

DNA dizi analizi:

Sanger dideoksi zincir sonlanmasi yOntemi ile
Sequenase kit version 2 (USB) kullamilarak manuel
ve ‘thermocycler'da ‘cycle sequencing’ reaksiyonu-
nun ardindan ABI prizm otomatik dizi analizdril
(Perkin-Elmer Cetus) kullamlarak yapildi (13).

Table I. Tay-Sachs hastalifina salip Tiirk bebeklerde SSCP
ve DNA dizi analizi #le bulunan Hex A alfa altbirim gen
mutasvoniart

Mutasyon Lokalizasyon Mutasyonun
saptandif
hasta savisi

1- INS-5 G—A Intron 5 1

2- R393X Ekson 11 1

3- R137X Ekson 3 1

4- 12 b delesyon Ekson 10 4

5- G454D Ekson 12 1

G- Splice biflge Ekson 3 1
G—A

SSCP ve DNA dizi analizi ile su sonuclar elde
edildi:

I- 15 hastadan 13 tanesinde SSCP analizi ile
mutasyon olan ekson belirlendi. DNA dizi analizi ile
bunlann 9 tanesinde SSCP ile belirlenen eksonda 6
farkh mutasyon tammland: (Tablo 1).

de standart SSCP kosullarinda (oda sicakliginda %10
gliserol igeren %6 poliakrilamid jel) ekson 6'da nor-
mal kontrola gére farkh bantlar gdzlendi (Sekil 1).
Ekson 6'min DNA dizi analizi sonuglan ise normal
bulundu (Sekil 2).

3. SSCP analizi %10 gliserol iceren MDE jel
ile 4 C'de yapildiginda bu 4 hastamn kardes olan 2
tanesinde ckson 4'de normal kontrol DNA'ya gore
farklh bantlar elde edildi (Sekil 3). Ekson 4'iin DNA
dizi analizi mutasyon olmadifim gosterdi (Sekil 4).
Bu hastalarda SSCP analizi ile diger eksonlar normal
bulundu.

4-  Aym jel farkli sicaklhikta elektroforez uygula-
masi ile aym sonuglar elde edildi.

5. SSCP analizinin duyarliligi %660, yanhs pozi-
tiflik oram %26 bulundu, Hastalarin %14 linde nega-
tif sonug elde edildi.

1 2 3 4 5 6 7

SERIL 1:Ekson 6 SSCP amalizi: %10 gliserol iceren %66
poligkrilamid jel elekiroforezi Elekiroforez oda sicakligmda
vapalmgtee. -8 nemaraly dreekler  hastalar. 9 numara
kontrofu gostermekiedir. 1,23 wve 6 numarali hastalarin
kontrola gore farkle bantlar okle  iyaretlenmistic. Seklin
altmda garilen kove bantlar renature ofan it plikli
DNA lara airir.
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SEKIL 2:Ehkson 6 DNA dizi analizi: Hasta (istte) ve kongrel
faltia) drneginin ekson 6 DNA dizi analizi. Okla izaretli kisim
ekson 6w, disindaki kistmlar ise intron & ve intran 7 nin bir
Kisrrent gostermektediv

1 2 3 4 5 6 7 8 8

SEKIL 3: Ekson 4 S8CP analizi: %610 gliserol igeren 0,4xMDE
fel elekiraforezi. Elektroforez 4° C sicaklikta vagleugie, -7
numaraly droekler hastalary, 8 numara normal konirofu, 9
numara pozitif kontrolu gistermekiediv. 5 ve & numaralt
hastalarin kantrola gore farkly bantlar: okla igaretlenmigtir.

SEKIL 4 Ekson & DNA dizi analizi; Hasta {sagda) ve kontrol
{salda) drneginin normal ekson 4 DNA dizt analizi,

TARTISMA

Yaklagik 4.8 kb (1587 bazgifti) blyukligindeki
Hex genini analiz etmede 1991 wilindan beri yeni
mutasyon tarama yontemi olarak tercih ettigimiz
SSCP analizi, 1989 yilinda Orita ve ark. tarafindan
tamimlanmg ve yaygn olarak kullamlmaya baslan-
migtir. Diger mutasyon tarama ytntemlerine goire da-
ha kolay uygulanabilmesi hizla yayilmasinda etken
olmustur. Bizim SSCP analizlerimiz sonucunda has-
talarimizin %607 inda (157te 9) fenotipe neden olan
mutasyon saptanmistic,. Bu mutasyonlardan 2 tanesi
dur kodonu olusturmakia, 2 tanesi ekson-intron kesim
bislgesinde bozuklu@a (nokta mutasyonu), 1 tanesi bir
aminoasit degisikligine (nokta mutasyonu), 1 tanesi i-
se, proteinde 4 aminoaasitin kaybina (12 bazgiftlik
delesyon) neden olmaktadir (14,15). SSCP literatiirde
gosterildigi gibi nokta mutasyonlan ve kiigiik deles-
yonlari saptama tzelligine sahiptir. Yanhs pozitiflik
orant %26 dir, Hastalann %14 {inde SSCP ile farkh
bant saptanamamigstir. Farkh galismalarda SSCP’'nin
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duyarlihifn %50-80 arasinda bildirilmistir (16,17). Bu
galismalar bilinen mutasyonlanin SSCP'yi etkileven
farkli kosullarda denenmesi ile elde edilmistir,
SSCP'yi elektroforez jelinin igerigi, elektroforezin
yapildign sicaklik, DNA pargasimin boyu ve denatu-
rasyon ydntemi gibi parametrelerin etkiledigi ve bu
parametrelerdeki degisiklikler ile duyarlilifin yitksel-
tilebilecegi bilinmektedir. Normal standart SSCP ko-
sullaninda (oda sicakhfi ve %6 poliakrilamid %10
gliserol igeren jel) yanhis pozitif sonug alinan DNA
dmeklerini elektroforez sicakhigs (4°C) ve jel kompo-
zisyonunu (MDE jel %10 gliserol) degistirerek yeni-
den analiz ettifimizde bu parametrelerin tek iplikli
DNA'min ikincil yapisim etkiledigi ortaya ¢ikmustir,
Yanhs pozitif sonug aldigimiz eksonun yeri degis-
mistir. DNA dizi analizi sonucunun bu eksonda da
normal ¢ikmasi ikinci bir yanhs pozitifligi ortaya gi-
karmigtir, Bu hastalarda diger eksonlar SSCP analizi
ile normal bulunmustur. Literatiirde SSCP’de yvanlis
pozitiflik orami belirtilmemistir. Bizim 4 hastamiza
ait dmeklerden elde ettigimiz sonuglar, bu hastalarda
ekson 4 ve ekson 6'da diger hastalara ve kontrol
DNA’ya gére, DNA dizi analizi ile ancak bir Kismim
gorebildigimiz intronik bdlgelerde bir polimorfizm
oldugunu distindiirmektedir. Insanlarda DNA’nin
niikleotid dizisi kisiden kisive farkhhik gésterir. Her
birkag yiiz bazgiftinde bir nilkleotid degisikligi oldu-
fu gisterilmistir. Bu farklihk SSCP’de normal kont-
rol ile hasta DNAlanimin farkh konformasyon alma-
sina neden olabilir. Aynica tek ipliklerin birden fazla
‘metastable’ konformasyonlar normal kontrola gire
farkli bantlarin ortaya ¢ikmasim saglayabilir. Bu has-
talarda hastalifa neden olan mutasyonu SSCP ile sap-
tayamamamizin bir nedeni diger eksonlarda DNA tek
ipliginin ikincil yapisim etkilemeyecek nitelikte bir
mutasyonun varhg: da olabilir, PCR ile tilm eksonla-
rin gogalulmis olmas: bilyiik delesyon ve insersiyon
mutasyonlan olasih@m dislindlirmemektedir. Bunun
yani sira bu hastalarda enzim defektine gende bir bo-
zukluk olmaksizin proteinin sentez sonrasi modifi-
kasyon bozuklugu da neden olabilir. Bunun kamtlan-
masi SSCP analizinin duyarhligun artiracakur,

Sonug olarak, SSCP yeni mutasyonlarin verini be-
lirlemede kullamsh, ancak standart SSCP kosullan ile

mutasyonun yerinin belirlenemedigi drmekler igin gok
is vilkit gerektiren bir ydntemdir. SSCP ile elde
edilen farkhh bantlar her zaman bir mutasyonu
ghstermeyebilir. Farkli mutasyon tarama teknikleri
ile kombinasyon ve SSCP'yi etkileyen kosullarin
degistirilmesi ile SSCP’nin performans: artinlabilir.
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