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HLA DQA1' iN PCR URUNLERININ
KAPILLER JEL ELEKTROFOREZI*

Sevgi YILMAZ, Salih CENGIZ

Background.- HLA DQA1 loci are highly informative polymorphic loci that are
gaining popularity for identity testing. HLA DQA1 system easy to work with,
fast and reliable. This loci with PCR technique is a very promising tool for
genetic investigations in both paternity and crime cases.

Design.- Human genomic DNA was extracted by Chelex(r) 100 procedure.
The amplification of HLA DQA1 locus was performed by single locus PCR
reaction in the case of HLA DQA1 locus according to the manufacturer's
recommendations using the Perkin Elmer AmpliType DQA1 PCR
Amplification Typing Kits. The electrophoresis of PCR products of HLA DQA1
are carried out on agarose gel.

Results.- It was shown from the obtained bands that the DNA is amplified.
Hybridization is made from the PCR products by Perkin Elmer AmpliType
DQA1 PCR Amplification Typing Kits and that typed as 2,3 as a result and
this allele was compared with the Capillary electrophoreograms.
Conclusion.- In this study, Capillary gel electrophoresis (CGE) was
performed on PCR products of HLA DQA1 due to its advantages are ultra-
resolution, ultralow sample wlume, extremely high efficiency, rapid
separation time, easy quantitation and amenability to automation.

Yilmaz S, Cengiz S. Capillary gel electrophoresis of PCR products of
HLA DQALI. Cerrahpasa J Med 1999; 30 (3): 221-227.

Kapiller elektroforez ¢ozelti igindeki partikiillerin elektriksel alan etkisi
altnda gb¢ etmesi prensibine dayanan yeni ve giicli bir analitik ayrma
teknigidir. 1 Yiksek ayrma giicii, kolay miktar hesaby, kisa analiz siireleri,
¢ok az hacimde Ornegin kullanimasi basit yontem gelistirme imkam ve
otomatik cihaz geligimi, yontemin en Gnemli avantajlaridr. Bu yontemle
hemen hemen her alanda aragtwrmalar yapilabilir (Biyolojik, tarmm, zraat,
genetik, adli tp arastn‘rmlan).3'7 Son yillarda analitk kimyada, ozellikle
protein ve DNA ayrma yontemleri geligtirimigtir. 1960'h yillardan bu yana
kromatografi ve bununla ilgili yontemlerdeki gelismeler yeni bilgilerin hizla
birkkimiyle birlikte ileri bir diizeye ulagnugtr. Kromatografik yontemler ile
yapilan ayrma ve analizler oldukca dogru ve biiytik olasilikla kesin Slcilimler
saglamaktadr. Ancak kapiller elektroforezin (CE) giindeme gelmesi ve
Ozellikle kapiller elektroforezde otomasyomun uygulamaya konulmasi ile
diger yontemlerde ortaya ¢ikan sorunlarm kapiller elektroforez uygulamalari

srasmda ortadan kalktiy griitmiistiir.” Ilke olarak kapiller elektroforezin
cok bastt bir enstrumantasyona gereksmnim vardr. En basit olarak + 30.000
voltluk bir giic kaynag, bir kapiller tiip, ki elektrod tampon haznesi
elektrodlar ve bir dedektdrden ibarettir. Kapiller tiipte -elektroforez
gelistikten sonra iyonik tiirlerin ve makromolekiillerin hizh, etkin bir sekilde
aymmlar1 ve analizleri icin gesitli yontemler gelistiriimistir. Bunlarm i¢inde en
sk kullamlanlar; kapiller zon elektroforezi, kapiller elektrokinetik
kromatografi, kapiller jel elektroforezi ve kapiller izoelektrik odaklamadr.”
Bu ¢cahsmada ise kapiller jel elektroforez kullanitmistir.

http:/fwww.ctf.edu.tr/dergi/online/1989v30/s3/99s 3a4ft.htm
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Kapiller Jel Elektroforezi (CGE)

Kapiller jel elektroforezinde temel ayrma mekanizmasy, jelle doldurulmmsg
kapillerde gbzeneklerden gegerek gi¢ eden molekiillerin biyiklikleri
arasmdaki farka dayanr. Jeller dier jel elektroforezinde oldugu gibi
molkekiiler elek gibi davranirlar ve zon geniglemesinin éniine gecerler. Ayrica
kapiller duvarma analizi yapilan molekiil veya tlirlerin yapigmasmu engellerler.
En 6nemlisi elekiroozmotik akigm ortadan kaldmimasm ya da kontrol altma
alnmasm saglar. Elektroozmotik akis kaldmilirsa anyonlar anoda, katyonlar

katoda yonelir. N6tral maddeler ise enjeksiyon yerinde katr.?

Kapiller jel ekktroforezi (CGE) ie; DNA kargmlarmm, oligoniikleotidlerin,
dizi olugturan {irlinlerm, restriksiyon parcacklarmm, PCR {iriinlerinin
ayrminda, metil selliiloz, hidroksi propil selliiloz, hidroksi etil selliloz gibi
birgok farkh polimer ¢ézeltilerinin ayrici ortam olarak kullamlarak ¢ok
yiksek ayriciikla analzlenmesinde basarih soruglar alnmugtr.89 HLA
DQal Lokusu HLA (insan Lokosit Antjen) genleri ve onlarm
polimorfizmleri ile ilgili 6zellikler serolojik olarak iyice belirlenmigtir. Bunlarm
Mendel kaltim sekilleri de iyice belgelenmigtir. /%11 HILA kompleksi 6.
kromozomun kisa kolunda (6p 21.3) yer alr ve ii¢ smifta toplanr. Smif-1
olarak adlandirlan HLA- A, B, C lokuslar, Smif-2 olarak adlandiridan HLA
DR, DQ ve DP lokuslan, ie bir dizi suda ¢oziniir proten kodlayan
genlerden olusan gen dizisi, tophuca smf-3 olrak da adlandirimaktadur. !>
14 gmf 1 HLA A ve B molekiilleri ¢ogn hiicrelerin yiizeyinde bulumur.
Kemik 1§ transplantasyommndaki énemleri,otoimmm ve diger hastabklara
kars1 duyarhhd ile olan iligkileri yoniinden smif 2 HLA molekiilleri ve onlarn
genetik 6zellikleri fyice belirlenmistir. Smif 2 HILA molkekiilleri organizmada
Ozellikle B hiicreleri, makrofajlar ve etkin T hiicrelerinde bulunurlar. Bunlar
klask doku transplantasyon antijenlerinden farkhhiklar gosterirler.> Smuf 2
HLA molekiilleri birbirleriyle non-kovalent olarak baglantih bulumnan 2 zincir
(o ve B) den olugan heterodimerik glikoproteinlerdir. 14 Gimiimiizde genetik
yapisi aydmlatilmg ve yikksek polimorfizm gdsteren lokuslardan biri olan
smif 2 grubu antijenlerini kodlayan HLA DQA1 dir. HLA DQAI, biiyiik
doku uygunluk kompleksinin (MHC) gen {irtinlerinden biri olup, 2. smif
HILLA antjenleri grubuna dahil edilirr Antijeni kodlayan gen
polimorfiktir. 1617 Adli Bifimler ve Tip Bilimleri alanmda kullanilabilen bir
sistem okufundan DNA dizeyinde HLA DQ tiplenmesi igin bir ¢ok teknik
kullaniimugtr. Bu tekniklerin tiimiiniin esas1 DNA daki hedef bélgenin PCR
ile cogalilmasma dayanr.

HLA DQAIl lokusu adli bilimlerde kigi identifikasyommda ve nesep
(babakk) tayini ¢ahgmalarmda kullamlan bir DN A lokusudur. Bu polimorfik
sistemin kullamihrh$m artrmak amaciyla bir cok populasyonlarda frekans
hesabi yapilnustir. 11 Bu lokusun PCR tiriinleri 239/242 bp arasmda olup,bu
lokusa ait 7 alel (1.1, 1.2, 1.3, 2,3, 4.1, 4.2/4.3) bulunmaktadr. Bu giine
kadar bu lokusa ait alel ve genotip frekanslart Amerikan ve bazi Avrupa

toplmlarmda hesaplanmustrr, 181
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Bu gahgmanmn amaci 75 mikron i ¢aph ve 45 cm uzunlufundaki kapiller
kolomun laboratuarmizda lineer poliakrilamid jel e doldurularak TSP
(Thermo Separation Products) Spectraphoresis 2000 Kapiller Elektroforez
sistemine takilmasi ike Barron AE. ve arkadaglarmmn uyguladiklan % 0.25'ik
lineer bagh hidroksipropil selliloz ¢ozeltisin?® kullanarak HLA DQA1'in
PCR irinlerinin ayrmmm saglayarak adli bilimler laboratuvarlarmda
kullanmma sunmaktr.

YONTEM VE GEREGLER

Kapillerin Jel ile Doldurulmas:

1- i ¢ap1 75 pm.,, uzunlugu 45 c¢m olan silika kapiller kolon almdi. Dedeksiyon igin
gerekli olan optik pencere, kapilleri kaplayan polimer tabakanmn (kapiller kasetin
mercek bélimiine yakin tarafindan 8-9 cm arasi) 0.5 ecm kadar alevle yakilmasiyla agild:
ve alkolle temizlendi.

2- Her deneyden dnce yeni ve kaph olmayan kapiller, 1 saat 1 M NaoH, 30 dakika 0.1
M NaOH ile mmamele edildi.

3- Kapiller kolondan 5 dakika, 80pL MAPS (v-methacryloxypropyltrimethoxysilane) ve
20 mL distile su kangmm (asetik asit ile pH:3.5'e ayarlanarak) gecirildi.

4- MAPS ¢dzeltisi 1 saat oda s18mnda kapiller kolonda birakild.
5- Kapiller kolon 5 dakika distile su ile yikand1

6 %4 (w/v)Tik akrilamid ¢fzeltisine pelimerizasyonu saglamak i¢in mililitre bagma 1
pl. TEMED ve 1 mg. Potasyumpersiilfat eklenerek 30 dakika boyunca kapiller
kolondan gecirildi.

7- 5 dakika distile suyla yikanarak kapiller duvarma yapigsmayan akrilamid artiklan
digan atilds.

8- Kapiller kolon, 35 °C'de 1 saat kurutuldu 2!

Dékme jel elektroforezinde tiplenen PCR iirlinleri, otoklavlanmug pipet uclaryla ve
yine otoklavlannug mikrovial (500 pL hacimli sige)le konularak enjeksiyon
gerceklestirildi. Enjeksivon iglemi tamamlandiktan sonra mikrovial igindeki PCR
Uriinleri -20°Cde saklandi Her enjeksiyondan Once ve sonra kapiller, ¢aligma
tamponu ile 3 dakika yikandi Caligmamzda kullanilan TBE Cézeltisi 89 mM Tris Base,
89 mM Borik asit, 5 mM EDTA, %0.25 HPC (Hidroksipropil selliiloz) dan olugacak
sekilde hazrlanarak , NaCH ile pH: 8.13 ¢ ayarlandi. Otoklavlanarak buzdolabinda
sakland:.

Kapiller Elektroforez Cihazmn Kosullan

Kapiller Tipi: Poliakrilamid ile kaph kapiller; Enjeksiyon Tipi: Elektrokinetik;
Enjeksiyon Zamani: 8s; Voltaj: -28 kV; Enjeksiyon Voltaji: 10 kV; Akim: 90 pA;
Standart Sicaklik: 30°C; pH: 8.13; % HPC: 0.25

Ik kez Hjerten'in kullandig1 ve kapiller ylizeyinin silan kismma kovalent baglanan bir
madde olan y-methacryloxpropyltrimethoxysilane (MAPS) bu g¢ahgmada camla
etkilegtiriimis ve agikta kalan metakril grubuyla, sonradan eklenen akrilamid
baglanarak cam yiizeyine bah polimer olgturulmmgtur. Bu tiir polimerizasyon
elekiroozmotik akig1 engelledigi gibi analitin kapiller duvarma yapigmasmi en aza
indirir. Metod temel olarak MAPS'n bifonksivonel 6zellifinden kaynaklanir ve birinci
grup kapiller duvartyla bag yaparken diger metakril grubu polimerizasyonda gérev
hittp:/fwww.ctf. edu.tr/derg ifonline/1999,30/s 3/99s 3adft. htm
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BULGULAR

TOm PCR ve siendart rlinkerinin ik dakikalords oo egdefer 4t ANTP
pikler i biver & steesdaet pirevi phrmiglendic. Bunke PCR' de kuillavbon
dNTF'Er olan Adenin, puanin timin, siozin dirBu pklkerin i stendant
olrak loallandrasam en Snerll fydas: lepiller jelin celema swrasida
bozukmmys baghdiom weys i somy vermedifing anlamedaki belices
Ekvidi. HLA DQAL bkusu iin PCR ¢alymesmndan sonra, ok odiken
DNA''ey vardgisn we cofpldiimn tespit etmek amacila agaroz jel
elektrofbres yapildi CoPaldis kesinlegen PCR dironiinin Perkin Blmer'in
DQAl1 AmplEType kitiyke tipkmesi ypidh v 23 olirak tiplendinildi
Tipkndyien bu PCR firfinfinhn, yepilan kapiler ekktrofbrezinde 31-32
dakikake arasmda 2 pk pSrikild (Seki 1). Bu armaliklanda gelen 2 pikin
gercekten PCR'da cofiskn ariniin HLA DQAIL oldufum dofrubmek icin
de DNA stendardwon (Boehringer Manoheim, Marker 8, 19-1114 baz pifti
permektedi)y kapiler elektrobrezi yapilds dNTP alkonims zamenkoim
aire diz:limig olrak elde edilen ekkirofreopramiards 31-33. dakikalar
arasma denk digen blgede 17 pikin ayriklif pdrildid. Bu 17 pka PCR
i pides e aym bdleede olgu ve bu durunwn standart igin 20 ve PCR
ind igin 50 kez teleadhnabiimesi HLA DQAL PCR trOniinbn
ekktreforeogrmdaki baz ¢ifti savin HLA DQAL ¢ uwmn piker
oldufona en Snemli delidi (Selal 2).
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TARTISMA

Kapiller jel elekroforezi (CGE) DNA ve protein ayrmmnda hizla geligen yeni
bir analitik tekniktir. Yitksek ayrm giicii, verimlilik, hizh ayirmm siiresi, kolay
miktar hesabi ve otomasyona uygunluk gibi birgok avantaji vardm.
Biomedikal (rutin ilag analizleri) sahada birgok ilging uygulamalarm ortaya
ckiph goriimiistir.52%23 Kapiler ekktroforez PCR ile ortaya ¢ikan
nanogram  altimdaki miktar DNA pargalarmn  analzinde de
kullamimaktadr.?* Baz ahsmalarda baz dizinkri 18 nikleotidten olisan,
fakat baz igerikleri farkhhk gbsteren iki ayn oligonikleotid, lincer ve ¢apraz
baglanmis kapillerden gecirilerek kargilagtrma yapilimig, somugta capraz
baplanmmg poliakrilamid jelle, ayrmm daha iyi gergeklestipi gorimiistiir.25
Ancak lineer polmerlerle yiiriitiilen CE uygulamalarmm bir¢ogurun klasik,
capraz baglanmmg poliakrilamid jel kapiller ekktroforezine gére baz
iistiintilkleri vardr. Lineer polimerler homojen elek yapian saglarlar. Bu
nedenle yikksek elektrik alanlarda olusan hava kabarciklarmm neden olkdugu
zarara daha az duyarhdirlar.

Bu ¢ahsmada kullanilan selliiloz titrevleri piyasada kolay bulinduklarmdan,
suda kolay ¢6ziindiikklerinden ve kapillere kolay pompalanma $zelliklerinden
dolay? 6nemli kolaylklar sajlamustr. Kovalent baglnma uygulanarak
kaplanmig kapiller, akrilamid, TEMED ve Amonyumpersiilfat eklenmeden
Luckev ve arkadaglarmm bulgularma uygun olarak ¢ok uzmn bir siire
saklanabilmigtir. 2 Ayrica kapiler jel elektroforezinin dokme jellere gore
avantajlary, yikksek voltaj uygulanabilme, ayrm, hrz, miktar taymi, cok az
miktarda Omnekle cahsabilmesi, otomasyona elverigh olmasi ve yiksek
duyarhik gibi avantajlar?’3* bu ¢algmada da gdzlemlenmistir. Bununka
birlikte Dokmme jel elektroforezlermde 2-5 saat arasmda bir zamanda PCR
irimleri ayrnhp saptanabiliken laboratuarrmzda CGE ie yapilan
cahsmalarda bu iirtinleri en ¢ok 30-50 dakika igerisinde aymp gorme
imkam ¢lde edilmigtr. Dolaywsiyla 24 saat zaman arah@mda 20-30 kapiller
ekktroforezi yapmak miimkiin olmaktadr. Bu durum kaynak verileri ile
uyum icindedir. 203132 CGE'de dogrudan kullandan dedektdrler sayesinde
diger kati jelere gore gorimirlestimede boyamaya veya radyoaktif
maddelere ihtiyag gostermeden PCR iirinleri duyarh ve dogru olarak tespit
edilir.33 CGE ik sag, kan, semen, kemik, doku gibi materyallerden izoke
edilen DNA dan identifikasyona gidildisi bildirimektedir.3* Caligmamrzda
bu olanagm saglanabilecefi goriilmiigtiir,

Kapillerin cok Gnembi diger bir {istiintiigii de drnek basma kullamlan ¢éziictli
sarfiyat1 ve 6rnek bagma maliyettir. Dékme jel tabakalarmm her biri sadece
bir deney icin yilksek maliyette ve yalmzca bir kez kullaniabitir ken Omegin
enstitiimiizde yapilan CGE deneylerinde 250 mL TBE %0.25 HPC ¢6zeltisi
en az 300 ¢ahymaya yeterli olustur. Dolayssiyla bir 6rnek icin kullanilan
ortam maliyeti thmal edikebilecek diizeydedir. Ayrica kullamlan kapiller
kolomm 300. enjeksiyondan sonra sonu¢ vermemesine bagh olarak,
yeniden kapiller jel doldurma igleminin 3. basamagmndan itibaren yapiimasi
ve ckan somuclarm ymne istenilen dogruliuda olmasy, bu ydntemin

hittp:/fwww.ctf. edu.tr/derg ifonline/1999,30/s 3/99s 3adft. htm
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vazgecimezlifmin birer kamtidir.
OzZET

HILA DQAI lokusu Adli bilimler aragtrmalar i¢in luzh, kolay, giivenilir bilgi
almabilen polimorfik DNA lokusudur. Bu lokus, PCR sayesinde nesep
taymi ve Adli olaylarm aydmlatimasmda son derece ummut verici bilgiler
sunar. Insan kaynakh genomk DNA kelathstrma (Chelex(r) 100 )
yontemiyle izoke edidi HLA DQAI1 lokusummn ¢ogaltlmasi, Perkin Elmer
AmpliType DQA1 PCR amplifkasyon ve tipleme kitinin kullanma
kilavuzina uygun olarak yapildi. HLA DQA1 i PCR iirimlerine agaroz jel
ekktroforezi uygulandi Elde edilen ekktroforez bantlarmdan DNA nn
cofaldifh tespit edidi Cogalan PCR iirimlermin Perkin Elmer AmpliType
DQA1 PCR amplifikasyon ve tipleme kitiyle hibridizasyonu yapild: ve 2,3
olarak tiplendirildi. Bu alel kapiller elektroforeogramlar ile kargiagtwildi. Bu
cabsmada, kapiller jel ekktroforez (CGE)nin az miktarda &rnefe

gereksinim duymas), hizh ve ¢abuk ayrm siiresi, yiikksek aymciif, kolay
miktar hesabi ike otomasyona uygunlugu gibi 6zelliklerinden yola g¢ikilarak
HILA DQAI1 in PCR fiiriinkerinin aymwrmm amaglands
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