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Oz

Restriksiyon endoniikleazlar, ¢ift iplikli kisa DNA dizilerini 6zgiil bolgelerden keserek hedef
gen bolgesinin ¢ikartilmasii saglayan multifonksiyonel enzimlerdir. Molekiiler makaslar olarak
da bilinen bu enzimler tip-1, tip-11, tip-IIT ve homing endoniikleazlar olmak tizere dort genel
grupta incelenir. Bugiin kullanilan enzimlerin ¢ogu tam hedef bdlgeden kesim yapabilen ve
ozellikle klonlama ¢aligmalarinda tercih edilen tip-II endoniikleazlardir.

RFLP teknigi ise restriksiyon enzimleri kullanilarak DNA molekiiliiniin farkli biiytikliikteki
fragmentlere ayrilmasi ve goriintiilenmesi islemidir. Rekombinat DNA elde edilmesinde,
restriksiyon haritalarinin olusturulmasinda, popiilasyon polimorfizmlerinin belirlenmesinde ve
genetik hastaliklarin teshisinde yaygin olarak kullanilan popiiler bir yontemdir. Son zamanlarda
yapilan ¢alismalarda, protozoonlarin tanisinda ve tiir ayriminda da basit, hizli ve giivenilir bir
teknik olmasi nedeniyle siklikla tercih edilmeye baslanmistir.

Anahtar Kelimeler: RFLP yontemi, Parazitoloji, Restriksiyon endoniikleazlar

The Application Fields in Parasitology of RFLP Technique

Abstract

Restriction endonucleases which cut the short double-stranded DNA sequence at their specific
regions and remove the target genes from these regions are multifunctional enzymes. These
enzymes also known as molecular scissors are examined including four general groups such as
type |, type II, type Il and homing endonuclease. Tip-11 endonucleases that fully capable of
cutting from the target zone are the most preferred enzymes in especially cloning studies. RFLP
technique is the process for separation of different-sized fragment DNA molecule by using
restriction enzymes. This technique is a popular method widely used for obtaining recombinant
DNA, the creation of restriction map, identification of population polymorphism, the diagnosis
of genetic diseases. In recent studies, this technique often has been preferred for diagnosis of
protozoa and differentiation of species due to simple, fast and reliable a technique.
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Giris

Restriksiyon endoniikleazlar, ¢ift iplikli kisa DNA dizilerini 6zgiil bolgelerden taniyan
ve bu dizilimler i¢indeki spesifik bolgelerden keserek, DNA’dan bir genin veya gen
tasiyan DNA dizisinin ¢ikarilmasinda etkin rol alan enzimlerdir (Bulut ve Doymaz
2001; Eroglu 2008).

Biiyiik bir kism1 bakterilerden izole edilen bu enzimlere ait genlerin, kromozom veya
plazmid DNA’s1 ilizerindeki modifikasyon genleri ile birlikte bulunmasi nedeniyle
olusan sistem restriksiyon modifikasyon sistemi olarak adlandirilmaktadir. Bakterilerin
kendilerini yabanci DNA’dan korumak igin kullandigi bu sistem; yabanci DNA’y1
0zgil bolgelerden kesen restriksiyon enzimleri ve kendi genomunun kesilmemesi i¢in

ona metil gruplar1 ekleyen metilaz enzimlerinden olusmaktadir (Murray 2000; Ozcel
2009).

Bu metilasyon sitozin ve adenin {izerinde 4-metilsitozin, 5-metilsitozin, 5-
hidroksimetilsitozin veya 6-metiladenin seklinde olmaktadir (Bulut & Doymaz 2001).
Bilinen bakterilerin yaklasik yarisinin restriksiyon modifikasyon sistemi vardir
(Demirbag 2008).

Arber ve Dussoix (1965) calismalarinda, konak-kontrol restriksiyon modifikasyonunu
aciklayabilmek ic¢in gelistirdikleri molekiiler bir metotla, bazi bakteriyel suslarin
DNA’y1 kesebilen endoniikleazlara ve bu arada kendi DNA’larim1 koruyabilmek igin,
sus-spesifik modifikasyon sistemine sahip olduklarmi ortaya koymuslardir. ilk olarak,
Arber ve Linn (1968) tarafindan EcoB restriksiyon endoniikleazlarin niikleaz aktivitesi
gosterilmistir. Ayn1 yi1l Meselson ve Yuan E. coli K’da benzer bir enzimi elde etmisler
ve daha sonraki yillarda, bu enzimlerin tipl restriksiyon endoniikleazlar belirlemislerdir.
1976°de Smith ve arkadaslar1 1970’de HindII’yi saflastirip, kesim ve tanima bolgelerini
karakterize etmislerdir. Bu tarihten sonra pek ¢ok restriksiyon enzimi saf olarak elde
edilmistir (Bulut & Doymaz 2001; Murray 2000; Ozcel 2009).

Isimlendirme

1970°1i yillardan bu yana gesitli bakterilerden elde edilen binlerce restriksiyon enzimi,
Smith ve Nathans tarafindan belirlenen basit bir sisteme bagli olarak isimlendirilir. Bu
sisteme gore; Once enzimin elde edildigi bakteri cinsinin ilk harfi, daha sonra bakteri
tirtintin ilk iki harfi ve son olarak da soya ait bir harfle ilk izolasyondan baslayarak
romen rakami ile enzimin izolasyon sirast belirlenip adlandirilma yapilmaktadir.
Enzimlerin isimleri, yalnizca enzimlerin orijinleri hakkinda bilgi vermekte, kestigi
dizilimler hakkinda bilgi saglamamaktadir (Demirbag 2008). Restriksiyon
endoniikleazlarin isimlendirilmesi Tablo 1.’de gosterilmistir.
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Cizelge 1. Restriksiyon endoniikleazlarin isimlendirilmesi

EcoRI adinin tiiretilmesi

E Cins (genus) Escherichia
co Tiir (species) coli
R Irk (strain) RY 13

I Bu tiirden elde edilen ilk restriksiyon enzimi

Siniflandirma

Restriksiyon endoniikleazlar; metilaz aktivitelerine, alt {inite yapilarina, kesim
ozgilliiklerine ve kofaktdr ihtiyaglarina gore tip I, tip I, tip III ve homing
endoniikleazlar olmak iizere 4 genel grupta smiflandirilirlar. Hepsi ayr1 ayr1 hem
restriksiyon (kesme) hem de modifikasyon (metilasyon) aktivitesi gosterebilen
multifonksiyonel (iki fonksiyonlu) enzimlerdir (Demirbag 2008).

Tip I ve tip 111 restriksiyon endoniikleazlar, tanima sekanslarina baglanmalarina ragmen,
kesimlerini sekans disinda gerceklestirmektedir. Bunun sonucu olarak da tesadiifi
kesme motifleri olusturduklarindan gen klonlama ¢alismalari i¢in kullanigh degildirler.
Tip II restriksiyon endoniikleazlar ise genomda iki yonlii simetri olusturan palindromik
dizileri taniyan ve bu dizilimler i¢indeki 6zel bolgelerden kesim yapan homodimerik
enzim grubudur. Tam hedef bolgeden kesim yapabilme ozellikleri nedeniyle de gen
klonlama ve molekiiler biyoloji ¢aligmalar1 i¢in kullanilan ve izole edilen restriksiyon
endoniikleazlarin biyiik bir ¢ogunlugu bu grupta yer almaktadir. Ayrica tip |l
endoniikleazlar, DNA dizisi iizerinde meydana getirdikleri kesim sonucu 5’ ve 3’
yonlerinde olusan uglarin motiflerine gore kabaca iki alt gruba ayrilmaktadir. Bunlardan
EcoRI ve BamHI gibi enzimler baglandiklar1 dizi {izerinde asimetrik (zigzagli) kesim
yapabilirler. Asimetrik kesim sonucunda olusan tek zincirli komplementer uglar ile ayni
tanima dizisine sahip farkli DNA fragmenti iizerinde olusan tek zincirli komplementer
uclar birbirlerine hidrojen bagi ile baglanabildiginden bunlara yapiskan (sarkik/kohesif)
uclar denir. Yapiskan ug olusturan enzimlerin ligasyon yetenegi oldukega yiiksek oldugu
i¢in klonlama ¢aligmalarinda daha fazla tercih edilmektedir. Smal ve EcoRV gibi diger
tip II endoniikleazlar ise baglandiklar: ¢ift zincirli dizi lizerinde simetrik kesim yaparak
kiit (blunt) u¢larin meydana gelmesine sebep olmaktadir. Bunun sonucu olarak da
DNA’nin kesilen uclarinda komplementer dizi bulunmadigindan ligasyon yetenegi
olduk¢a diisiiktiir ve klonlama c¢alismalar1 igin tercih edilmemektedirler. Homing
endoniikleazlar ise diger endoniikleazlardan farkli olarak daha az tanima o6zgilligi

217



Z. Koléren vd. / RFLP Yénteminin Parazitolojide Uygulama Alanlar

gostermekte ve tanima bolgelerindeki tek baz degisimini tolere edebilmektedirler (Bulut
& Doymaz 2001; Demirbag 2008; Allison 2014).

Genel bilgiler

DNA tanima bolgesi ve katalitik alan olmak iizere iki fonksiyonel alt birimden olusan
restriksiyon endoniikleazlar, ¢ift zincirli DNA’ya tanima bolgelerinden baglanabildikleri
gibi tanima bolgelerinin diginda bir yere gevsek bir sekilde de baglanabilmektedirler
Tanima sekansi disinda baglanma gosteren enzimler ¢izgisel DNA boyunca kayma
hareketi gosterirken DNA ile enzim arasinda meydana gelen bosluklari su molekiilleri
doldurmaktadir. DNA tanima bdlgesi spesifik baglanma bolgesini buldugu zaman
katalitik alan1 buraya sikica yerlestirmekte ve su molekiilleri uzaklastirilmaktadir.
Tanima sekansina yerlesen katalitik alanin heliksin fosfodiester baglarini kirmasiyla
ortamda olusan 1s1 hareketinden dogan enerjiyle de hidrojen baglar1 kendiliginden
kirilmakta ve endoniikleaz aktivitesi ile zincir kesilmektedir (Allison 2014).

Restriksiyon Endoniikleaz Enzimlerinin Reaksiyon Sartlar

Enzimler uzun siire saklanirken yada calisma sirasinda her enzim i¢in ayni olmayan
optimal sartlara ihtiya¢ duymaktadir. Restriksiyon endoniikleazlarin basarisini etkileyen
bu 6nemli parametrelere, pH, Mg? metal iyonlarinin varligit (Mn?), BSA, gliserol ve
etanol gibi maddelerin bulunmasi ve kesilen DNA ile enzim arasindaki iliskiler 6rnek
olarak verilebilir. Ayrica cogu enzim maksimum aktivitesini 37°C de gosterirken bazi
enzimler daha diisiik ya da daha yiiksek sicaklikta aktivite gostermektedir. Bu durum
genellikle enzimlerin izole edildikleri bakterilerin iireme Ozellikleri ile ilgilidir
(Demirbag 2008).

RFLP Nedir?

Restriksiyon enzimleri kullanilarak DNA molekiiliiniin farkli biiytikliikteki fragmentlere
ayrilmas1 ve elde edilen DNA pargalarinin jel elektroforez teknigi ile goriintiilenmesi
islemi RFLP (Restriksiyon Fragment Length Polymorphism/Restriksiyon Parca
Uzunluk Polimorfizmi) olarak adlandirilir. ik restriksiyon haritas1 Simian Viriis 40
(SV40) DNA’smin Hindlll enzimi ile kesilmesi sonucu olusturulmus ve analiz
sonucunda elde edilen 11 6zgiil par¢a sayesinde viriis DNA’s1 tizerinde biyolojik 6neme
sahip bolgeler belirlenebilmistir. Bu calisma ile birlikte RFLP teknigi 6karyotik hiicre
genom analizlerinde ve birgok genetik hastaligin tani ve tedavisinde kullanilmaya
baslanmistir (Klug et al 2011; Ozerdem 2009; Yagc1 2001).

RFLP teknigi uygulamasi kolay bir yontem olmasina ragmen calisilan gen bdlgesine
uygun enzimin secilmesi ¢ok dnemli bir basamaktir. Caligilan bdlgeye uygun olmayan
enzim kullanildiginda ¢ok sayida ya da birbirine ¢ok yakin bantlar goriilebilir. Bu
durumda da meydana gelen bantlarin sayis1 ve biiyiikliikleri arasinda kiyaslama yapmak
ve degerlendirmek miimkiin olmayabilir. Bu amagcla, ¢alisilan organizmaya gore elde
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edilen PZR iiriinlerini belirli bolgelerden kesen enzimlere, restriksiyon enzimlerine ait
bilgilerin degerlendirilmesinde kullanilan bircok program mevcuttur. Ornegin,
pDRAW32 programi kullanilarak amplifiye edilmesi diigiiniilen bolgenin baz dizilimi
bu programa yapistirilarak enzimlerin hedef gen bolgesini kesip kesmedikleri kontrol
edilebilir. Boylece segilen organizmaya ait hedef gen bolgesinde kullanilacak
restriksiyon enziminin se¢iminde yapilacak hata azaltilmis olur. Her bir test igin
mutlaka pozitif ve negatif kontroller kullanilmalidir. RFLP teknigi uygulandiktan sonra
elde edilen iriinler baz uzunluguna uygun por ¢apina sahip agaroz jele yiiklenip,
ethidium bromidle boyandiktan sonra jel elektroforezde yiiriitiilerek, UV 1s1k altinda
gorintiillenmektedir. Elde edilen RFLP driinleri -20°C’de kullanilincaya kadar
saklanalabilmektedir.

Restriksiyon Endoniikleazlar Nerelerde Kullanilir?

Restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin 1970°li yillarda kullanilmaya baslanmasiyla
birlikte Rekombinant DNA teknolojisinin ilk adimlari atilmistir. Rekombinant DNA,
dogada kendiliginden olugmasi miimkiin olmayan farkl tiirlerden elde edilen DNA
molekiillerinin restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilmesi sonucunda elde edilen
DNA fragmentlerinin DNA ligaz enzimi ile birlestirilmesi sonucunda iiretilen yeni
DNA molekiiliidiir. Ozellikle klonlama calismalarinda siklikla kullanilan bu ydntem
sayesinde secilen hedef gen bolgesinin c¢ogaltilmasi, genin kodladigi proteinin
tiretilmesi ve DNA sekansinin belirlenmesi miimkiin kilmmistir (Campell et al 2010;
Yagci2001).

Rekombinant DNA molekiilii elde edebilmek i¢in 6nce, doku ya da hiicrelerden izole
edilen DNA molekiilii {izerinde istenilen 6zelliklere sahip gen bolgesi belirlenmektedir.
Daha sonra tiire 6zgii kesici enzimler kullanilarak bu hedef gen bolgesi kesilip DNA
fragmentleri elde edilmektedir. Ayn restriksiyon enzimi ile kesilen farkl tiire ait DNA
fragmentleri ile hedef gen bolgesini tastyan DNA fragmentleri invitro ortamda DNA
ligaz enzimi yardimiyla birlestirilerek rekombinant DNA molekiilii elde edilmektedir.
Istenilen &zelliklere sahip bu rekombinant DNA molekiilii vektdr olarak adlandirilan
diger DNA molekiillerine eklenerek konak hiicreye sokulmaktadir. Istenilen 6zelliklere
sahip bu vektor DNA konak hiicrede, konak genomunun replikasyonundan bagimsiz
olarak replike olabilmektedirler. Bdylece yeni olusturulan rekombinant DNA
molekiilleri konak hiicre i¢inde klon ad1 verilen 6zdes kopyalar halinde {iiretilmektedir
(Allison 2014; Campell et al 2010).

Restriksiyon haritasi, klonlanmis bir DNA pargasi iizerindeki restriksiyon enzimi kesim
bolgelerinin sayisini, siralanisini ve aralarindaki uzakliklar hakkinda bilgi saglamak
amaciyla kullanilmaktadir (Yagcr 2001). Klonlanmis DNA molekiilii igeren karisima
restriksiyon enzimleri eklenerek DNA dizisinin kiigiik pargalara ayrilmasi saglanir ve
daha sonra elde edilen restriksiyon parcalari jel elektroforezi ile biiyiikliiklerine gore
ayristirilir. Jelde goriintiilenen bantlarin sayisi ve uzunluklarina gore teorik modeller
olusturulur. Bu modeller olusturulurken klonlanmis DNA molekiilii restriksiyon
enzimleri ile tek tek ve iki enzim ile birlikte kesilerek olusturulur. Modeller ¢ift enzim
kesim sonuclarina gore test edilir ve tahmini parcalarin biyiikliikleri ile jelde
goriintiilenen parcalarin biiytikliikleri karsilastirilarak yorum yapilir. Bu sayede harita
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boyunca farkli uzunluklara sahip DNA fragmentlerinin arasindaki uzakliklar dl¢tilebilir
(Allison 2014; Yagc1 2001).

Bu haritalar sayesinde DNA’nin kodlanmayan bélgelerinde goriilen polimorfizmler
belirlenebilmektedir. Bazen bir polimorfizm restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin
kesim boélgelerinde meydana gelmekte ve enzimin tamidigr palindromik diziyi
bozmaktadir. Bdylece restriksiyon endoniikleazin tanima dizisinde meydana gelebilecek
mutasyonal bir degisim, verilen baz ¢ifti bolgesinin kesilmesini dnleyecektir. Ornegin:
GAATTC tanima dizisi ECORI tarafindan kesilir ama GTATTC kesilmez. Polimorfik
bolge, palindromik diziyi bozdugu i¢in tanima sekansina baglanamayan enzim kesim
yapamaz ve DNA parg¢asinin uzunlugu kesilen fragmentlere gore biiyiik olur. Bu biiyiik
DNA pargasi meydana gelen mutasyonu tespit etmede kullanilir (Allison 2014; Cimen
2010).

RFLP tek nokta mutasyonu gibi genetik hastaliklarin tanisinda yaygin olarak kullanilan
bir yontemdir. Niikleotit dizisinde herhangi bir nokta mutasyonlar1 ile meydana gelen
restriksiyon tanima noktalarindaki degisikligi bu yontemle tespit etmek miimkiindiir.
Hedef gen bolgesi iizerinde mutasyona ugramis niikleotit dizisi uygun primerler
kullanilarak PZR reaksiyonu ile amplifiye edilir ve daha sonra mutasyonlu bolgeyi
kesebilecek bir enzim secilerek degerlendirme yapilmaktadir. Ornegin: Orak hiicre
anemisi hastalarinda, hemoglobinin bir polipeptit zincirini sentezleyen -globin geninde
meydana gelen bir nokta mutasyonu (GAG—GTG) sonucunda gendeki Mstll enziminin
tanima bolgesinden birinin dizisi bozulmaktadir. Kalip DNA zincir iizerindeki tek bir
niikleotiddeki degisme anormal protein iiretilmesine neden olmaktadir. Hasta bireyin
genomik DNA’st Mstll enzimi ile kesildiginde 1,35 kb’lik DNA fragmenti
olustururken, normal bireylerin genomik DNA’s1 1,15 kb’lik DNA fragmenti
olusturmaktadir (Allison 2014, Yagci 2001).

RFLP Teknigi Kullanilarak Parazitoloji Alaninda Yapilan Bazi Ornek Calismalar

Nosema tiirlerinin belirlenmesi i¢in yapilan ¢alismada tlire 6zgli primerler kullanarak
cogaltilan 16S rRNA’nin 400 bp’lik bolgesine Pacl, Ndel ve Mspl restriksiyon
enzimlerini kullanarak PZR-RFLP teknigini uygulanmistir. Sonug¢ olarak; Pacl
enziminin sadece N. ceranae’nin, Ndel enziminin sadece N. apis’in, Mspl enziminin ise
N. ceranae, N. apis ve N. bombi’nin elde edilen PZR iiriinlerini kestigi ve PZR-RFLP
tekniginin Nosema tiirlerinin sebep oldugu hastaliklarin teshisinde ve hastaliga neden
olan tiirlerin ayriminda, olduk¢a hizli ve giivenilir bir yontem oldugu tespit edilmistir
(Klee et al 2007).

Brezilya’nin Sao Paulo eyaletinde serebral toxoplazmosisli AIDS hastalarinda
multilokus PZR-RFLP markirlar1 kullanilarak Toxoplazma gondii’nin  varhigi
arastirilmistir. Serolojik yontemlerle pozitif 87 serebral toxoplazmozis tanist konulan
orneklerde 4 hedef gen (5°-SAG2—Sau3Al, 3’-SAG2 —Hhal, SAG3 — Ncil, GRA6
— Msel) secilerek PZR ile cagaltilmis ve restriksiyon enzimleriyle kesime tabi
tutulmustur. Yapilan incelemeler sonucunda 4(%4) hasta Toxoplazma tip-1, 13(%15)
hasta tip-III ve 6 hastanin ise Toxoplazma tip-I ve tip-1I tarafindan enfekte edildigi tespit
edilmistir (Ferreira et al 2008).
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Mogalistan Tuv-aimak bolgesinde Cryptosporidium ookistleri varligi agisindan 460
ormek IFT metodu ile incelenmistir. Sigirlarda 116 Cryptosporidium ookisti
bulundumustur. IFT ile pozitif bulunan 116 6rnegin, 47’°si IMS yontemiyle saflastirilmis
ve 11 tanesi PZR ile pozitif olarak bulunmustur. SSU rRNA gen bdlgesinde Nested
PZR ile c¢ogaltilmis ve elde edilen PZR iiriinleri Vspl, Sspl ve Mboll enzimleri
kullanilarak kesilmistir. Orneklerin sekans analizinde iki 6rnekte yaygin enfeksiyon C.
bovis ve C. andersoni varlgini gostermistir. Koyun ve kegilerden toplanan diski
orneklerinin higbirinde Cryptosporidium ookisti bulunmamistir (Burenbaatar et al
2008).

Singapur’da ¢esitli hastanelerden alinan ve 276 fekal 6rnekte Blastocystis tanisi konulan
izolatlar arasindaki alt tip-3’{in varlig1 arastirilmustir. iki farkli primer seti ile 18S rRNA
gen bolgesi ¢ogaltilmistir. Alul, Hindl ve Rsal enzimleri kullanilarak kesim yapilmis,
%3’liik agarda yiiritiilerek goriintilenmistir. 276 ornekten 9 Ornegin  (%3.3)
Blastocystis ile enfekte oldugu tespit edilmistir. Pozitif sonu¢ veren 9 6rnekten 7’sinin
alt tip-1, 2’sinin alt tip-1l, alt tip-III ‘in ise baskin genotip oldugu belirlenmistir (Wong
et al 2008).

Gilineybat1 Nijerya’daki 4 beyaz Fulani siiriisiinden rastgele se¢ilmis 12-24 haftalik 4
ishalli buzagida Cryptosporidium spp.‘nin varligini tespit etmek i¢in SSU rRNA gen
bolgesine PZR ve RFLP analizleri yapilmistir. Orneklerin 34 tanesi (%352.3)
Cryptosporidium i¢in pozitif sonu¢ vermistir. PZR {irlinlerinin RFLP analizleri
sonucunda, Sspl ve Mboll enzimleri kullanilarak 18 6rnek (%27.7) C. bovis, 5 6rnek C.
ryanae i¢in pozitif sonu¢ vermistir (Ayinmode et al 2010).

Brezilya, Sao Paulo eyaletinde kopeklerden toplanan 300 fekal 6rnek mikroskobik
olarak incelendikten sonra pozitif 6rneklere DNA izolasyonu yapilmistir. SSu-rDNA ve
GDH gen bolgeleri PZR ile gogaltilmis ve elde edilen PZR iriinleri NlalV enzimi ile
kesime tabi tutulmustur. PZR teknigiyle pozitif olarak bulunan 36 ornekten 20 tanesi
Giardia duedonalis grup A, 11 tanesi grup D, 5 tanesi de grup C-D karisik
kombinasyonlarinda bulunmustur (Silva et al 2012).

Bati1 Fransa’ da heniiz siitten kesilmemis 2-21 aylik buzagilardan Cryptosporidium
tiirlerini genetik karakterizasyonu belirlemek i¢in 182 fekal 6rnek toplanmistir. DNA
izolasyonlar1 yapildiktan sonra 18S rRNA geni PZR yontemiyle ¢ogaltilmistir. PZR
trtinleri Sspl ve Mboll enzimleri ile kesilerek Cryptosporidium tiirlerini genetik
karakterizasyonu yapilmistir. Elde edilen sonuclara gore 84 pozitif 6rnekten 61’1 RFLP
analizi ile basarili bir sekilde genotiplendirilmistir. Bunlardan 14 tanesi C. parvum, 15
ornek C. bovis, 22 6rnek C. ryanae, 10 ornekte ise C. bovis ve C. parvum karisik
kombinasyonlarda tespit edilmistir (Rieux et al 2013).

Morfolojik olarak ayirt edilemeyen 3 farkli Entamoeba tiiriiniin (E. histolytica, E.
dispar ve E. moshkovskii) teshis edilmesinde PZR-RFLP yontemi kullanilarak tiirler
arasindaki farklilik gosterilmistir. E. dispar (Accession# AB282661), E. histolytica
(NCBI Accession# AB608092) ve E. moshkovskii (Accession# AF149906) numarali
18S rRNA gen boélgeleri (867 bg) PZR teknigi ile gogaltilarak Ddel ve Hinfl
enzimleriyle kesime tabi tutulmustur. Bu c¢alisma sayesinde amebiazise neden olan E.
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histolytica tiiriiniin dogru teshis edilmesinde PZR-RFLP tekniginin yararli olabilecegi
tespit edilmistir (Fontecha et al 2015).

Iran’da yapilan bir calismada, cocuklarda Cryptosporidium enfeksiyonunun varligini
belirlemek i¢in 12 yasindan kii¢iik diyareli ¢ocuklardan toplanan digk1 6rnekleri asit-fast
boyama yoOntemiyle incelenmis ve pozitif 6rneklere DNA izolasyonu uygulanmaistir.
Daha sonra TRAP-C2 geni tiire 6zgiil primerler kullanirak Nested PZR yontemiyle
cogaltilmis 12 6rnek pozitif olarak tespit edilmistir. Elde edilen iirtinlere (266-366 bg)
BStEIl ve Haelll enzimleri kullanilarak RFLP teknigi uygulanmistir. Nested-PZR
amplifikasyonu sonucunda pozitif bulunan 12 6rneginin 10 tanesi C. parvum (%83.3), 1
tanesi C. hominis (%8.3) ve 1 izolatta miks enfeksiyon oldugu goriilmiistiir (Mojarad et
al 2011).

Izmir’de tip fakiiltesine basvuran hastalarda Cryptosporidium spp.’nin belirlenmesi ve
tiir ayriminin yapilmasi i¢in 162 ishalli diski 6rneginden DNA izolasyonu yapilmustir.
Kinyoun asit-fast yontemiyle pozitif olarak belirlenen 18 6rnegin 15’1 PZR yontemi ile
de pozitif olarak bulunmustur. Boyama yontemiyle pozitif saptanmayan 144 Ornegin
6’s1 ise PZR ile pozitif sonu¢ vermistir. Daha sonra COWP gen bdlgesine ait PZR
tirtinlerinin Rsal enzimiyle kesilmi sonucunda 1 6rnek Cryptosporidium meleagridis, 20
ornek ise Cryptosporidium parvum olarak tespit edilmistir (Usluca & Aksoy 2011).
Manisa’da yapilan bir calismada Giardia lamblia izolatlarina ait gen bolgesi PZR-RFLP
teknigi ve sekans analizi ile arastirilmis ve saptanan genotipler ile hastalardaki klinik
semptomlar arasindaki iligkiler incelenmistir. Hastalardan elde edilen 63 DNA
orneginin 54’tine Xho I restriksiyon enzimi kullanilarak RFLP analizi uygulanmis ve 54
ornegin 38’inin (%70.37) A, 16’smin ise (%29.63) B genotipine ait oldugu
belirlenmistir. Sonug olarak G. lamblia’ya ait Tpi gen bolgesi lizerinde A ve B (B1 ve
B) genotiplerine 6zgii bolgeler tespit edilmistir (Balcioglu et al 2012).

Kars yoresinde Cryptosporidium parvum subtiplerini belirlemek igin yapilan bir
calismada, sigirlardan elde edilen 13 adet (10’u buzagi, 3’1 inek) C. parvum izolatina
DNA izolasyonu yapilmistir. Primer ve sekonder PZR ile GP60 gen bdlgesi ¢ogaltilmis
ve sekonder PZR {irtinleri Sspl, Vspl ve Mboll restriksiyon enzimleri ile kesilerek RFLP
analizi uygulanmistir. Daha sonra sekans analizi yapilan c¢alismada elde edilen
sonuglara gore; Cryptosporidium parvum’un Ila (12/13) ve IId (1/13) subtip familyasi
ile 1laA15G2R1 (10/13), 11aA16G3R1 (2/13) ve 1IdA15G1 (1/13) subtipleri tespit
edilmistir. Buzagilarda C. parvum 11aA15G2R1 (9/10), 11aA16G3R1 (1/10), ineklerde
C. parvum 11aA16G3R1 (2/3) ve IldA15G1 (1/3) subtipleri belirlenmistir. Ishalli
buzagilarda C. parvum Ila subtip familyas1 (8/8) ve ITaA15G2R1 (7/8) subtipi yaygin
olarak saptanmistir. Sonug olarak Tiirkiye’de sigirlarda C. parvum subtipleri ilk defa bu
calisma ile bildirilmistir (Arslan & itik Ekinci 2012).

Ankara’da yapilan bir olgu sunumunda Leishmania infantum’un varhigini tespit etmek
icin 64 yasidaki erkek hastanin parmaginda goriilen yara dokusundan alinan materyal
Giemsa ile boyanarak incelenmistir. NNN besiyerinde Leishmania promastigotlar
uretilmis ve DNA izolasyonu yapilmistir. Tiire 6zgiil primerler kullanilarak PZR
yontemiyle ¢ogaltilan 420 b¢ bolgeye RFLP teknigi uygulanmis ve hastalik etkeninin
etken L. infantum oldugu tespit edilmistir (Dinger et al 2012).
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Samsun ve Giresun illerinde yapilan ¢alismada ise G. intestinalis in sudaki varligi tespit
etmek icin 420 c¢evresel, 120 igme suyu Ornekleri toplanmistir. Mikroskobik
incelemeden sonra pozitif saptanan orneklere DNA izolasyonu uygulanmistir. G.
intestinalis'in GDH gen bolgesi, Semi Nested PZR yontemiyle ¢ogaltilmis ve pozitif
oldugu belirlenen 30 6rnege ait PZR firtinleri N1alV restriiksiyon enzimi ile Read ve
ark.(2004)’nin (26) uyguladiklar1 protokol kullanilarak kesilmistir. PZR-RFLP teknigi
uygulanan 6rneklerin hepsinin kesim sonucunda 123 bg¢ ve 291 bg’lik gen iiriinlerinin
gbzlenmesi Giardia pozitif 6rneklerin BIII ve BIV alt gruplarina ait oldugunu tespit
edilmistir (Seferoglu 2014).

Sonu¢

RFLP ilk DNA profilleme teknigi olup maliyeti olduk¢a diisiiktiir. Bilim alanindaki
kabul edilebilirlik oran1 ve popiilaritesi olduk¢a yiiksek olup kullanimi ¢ok yaygindir.
RFLP teknigi ile PCR iriiniiniin DNA sekansi yapilmadan popiilasyon ve tiirlerdeki;
genetik varyasyon degerleri hesaplanarak mevcut gen kaynaklari tespit edilebilir, soy
agaci olusturularak genetiksel acidan benzerlikleri hesaplanabilir. Morfolojik olarak
birbirine ¢ok benzer tiirlerin ayriminda kullanilarak molekiiler taksonomiye katki saglar.
Her ne kadar DNA sekans analizlerinin tercih edilmesi bu yontemin kullanimin
azalmasina neden olsa da, basit, hizli ve giivenilir bir metot olmasi nedeniyle hala
birgok arastirmaci tarafindan ozellikle rutin tetkiklerin yapildig:r laboratuvarlarda
ekonomik ve zaman kazanci goz oniine alinarak tercih edilmektedir.
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