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HLA DQA1 I iN PCR ORONLERiNiN 
KAPiLLER JEL ELEKTROFOREZi* 

Sevgi YILMAZ, Salih CENGiZ 

Background.- HLA DQA 1 loci are highly informative polymorphic loci that are 
gaining popularity for identity testing. HLA DQA 1 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 DQA 1 locus was performed by single locus PCR 
reaction in the case of HLA DQA 1 locus according to the manufacturer's 
recommendations using the Perkin Elmer AmpliType DQA 1 PCR 
Amplification Typing Kits. The electrophoresis of PCR products of HLA DQA 1 
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 
DQA 1 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 DQA 1 due to its advantages are ultra­
resolution, ultralow sample \Olume, extremely high efficiency, rapid 
separation time, easy quantitation and amenability to automation. 

Ytlmaz S, Cengiz S. Capillary gel electrophoresis of PCR products of 
HLA DQAl. Cerrahpa~a J Med 1999; 30 (3): 221-227. 

Kapiller elektroforez 9ozelti ivindeki partikilllerin elektriksel a1an etkisi 
altmda g69 etmesi prensibine dayanan yeni ve gii9lii bir analitik aynma 

teknigidir. 1•2 Yiiksek aynma giicii, ko1ay miktar hesabi, kJSa analiz si.ireleri, 
9ok az hacimie omegin kuDaruhnas1 basit yontem ge~tirme imkam ve 
otomatik cihaz ge~imi, yontemin en onemli avantaj1andlr. Bu yontemle 
herren herren her a1anda ara~ttrma1ar yapt1abilir (Biyolojik, tarnn, ziraat, 

genetik, adli tJp ara~ttrma1an). 3-7 Son yillarda analitik kimyada, ozellikle 
protein ve DNA aynma yontemleri ge~~tir. 1960'h yillardan bu yana 
kromatografi ve bunun1a ilgili yontemlerdeki ge~rreler yeni bilgilerin lnz1a 
birikimiyle birlikte ileri bir diiz.eye u1a~~trr. Kromatogra:fik yontemler ile 
yapt1an aynma ve analizler olduk9a dogru ve biiyiik o1asihk1a kesin ol9funler 
sagJamaktadrr. Ancak kapiller elektroforezin (CE) giindeme gehnesi ve 
ozellikle kapiller elektroforezde otomasyomm uygulamaya konuhnas1 ile 
diger yontemlerde ortaya 9Jkan sonm1ann kapiller elektroforez uygulama1an 

srrasmda ortadan kalkt@. gorillrnii§tiir. 7 ilke o1arak kapiller elektroforezin 
9ok basit bir enstnnnantasyona gereksinim vardrr. En basit o1arak ± 30.000 
vohluk bir gii9 kaynagi, bir kapiller tiip, iki elektrod tampon hames~ 
elektrod1ar ve bir dedekilirden ibarettir. Kapiller tiipte elektroforez 
ge~tikten sonra iyonik tiirlerin ve makromolekiillerin hizb, etkin bir ~ekilde 
ayrrnn]an ve analizleri ivin 9e~itli yontemler ge~~tir. Bunlann ivinde en 
sik ku1lam1an1an; kapiller zon elektroforezi, kapiller elektrokinetik 

kromatografi, kapiller jel elektroforezi ve kapiller izoelektrik odak1amadrr. 7 

Bu 9a~mada ise kapiller jel elektroforezi ~trr. 
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Kapiller Jel Elektroforezi (CGE) 

Kapiller jel elektrofurezinde temel aynma mekanizmasi; jelle dolduruhrn!§ 
kapillerde g0:zeneklerden ge9erek g09 eden rmlekiillerin biiyiikliikleri 
arasmdaki furka dayarur. Jeller diger jel elektrofurezinde oldugu gibi 
rmlekiiler elek gibi davramrlar ve zon ge~lemesinin oniine ge9erler. Aynca 
kapiller duvanna analizi yapilan rmlekiil veya tiirlerin yap~slDl engellerler. 
En onemlisi elektroo:zmotik ~m ortadan kald.lrilinaslDl ya da kontrol a1tma 
alnnnas1D1 saglar. Elektroozmotik ~ kaldmhrsa anyonlar anoda, katyonlar 

katoda yiinelir. N otral maddeler ise eajeksiyon yerinde kahr. 7 

Kapiller jel elektrofurezi (CGE) ile; DNA kan;mnlarmm, oligoniikleotidlerin, 
dizi o~turan 1iriinlerin, restriksiyon paf9aclklarmm, PCR iiriinlerinin 
aynnnmda, metil selliiloz, hidroksi propil selliiloz, hidroksi etil selliiloz gibi 
biryok furkh polimer 9ozeltilerinin ayinc1 ortam olarak ku1lamlarak 9ok 

yiiksek ayincihkla analizlemnesinde ba~anh so~lar ~tlr. 8•9 HlA 
DQal Lokusu HlA (insan Llikosit Antjjeni) gen1eri ve onlarm 
polirmrfrzmleri i1e ilgili ozellikler serolojik: olarak iyice belirle~tir. Bunlarm 

Mendel kahtnn ~ekilleri de iyice belge~tir. 10•11 HlA kompleksi 6. 
krormzomun klsa kohmda (6p 21.3) yer ahr ve ~ smrlla toplamr. Smtf-1 
olarak adlandmlan HIA-A, B, C lokuslan, Smtf-2 olarak adlandmlan HlA 
DR, DQ ve DP lokuslan, i1e bir dizi suda 9oziiniir protein kodlayan 

genlerden o~an gen dizis~ topluca smtf-3 olarak da adlandmlmaktadJr.12-

14 Snnf 1 HlA A ve B rmlekiilleri 9ogu hiicrelerin yiizeyinde buhnrur. 
Kemik iligi transplantasyommdaki onemleri,otoimmun ve diger hastahklara 
~1 duyarhbgi ile olan ili§kileri yiiniinden snnf2 HlA rmlekiilleri ve onlarm 
genetik ozellikleri iyice belir~tir. Snnf 2 HlA rmlekiilleri organizmada 
ozellikle B hiicrele~ makrofujlar ve etkin T hiicrelerinde buhnrurlar. Bunlar 

klasik: doku transplantasyon antijenlerinden furkbbklar g0sterirler. 15 Snnf 2 
HlA rmlekiilleri birbirleriyle non-kovalent olarak baglantih buhman 2 zincir 

(a. ve 13) den o~an heterodim:rik glikoproteinlerdir. 14 Gfuliimiizde genetik 
yapis1 aydmla~ ve yiiksek polirmrfiml g0steren lokuslardan biri olan 
snnf2 grubu antijenlerini kodlayan HlA DQAl dir. HlA DQAl, biiyiik 
doku uygunluk kompleksinin (MHC) gen iiriinlerinden biri olup, 2. snnf 
HlA antijenleri grubuna dahil edilir. Antjjeni kodlayan gen 

polirmrfiktir.16•17 Adli Bilimler ve Tip Bilimleri a1anmda kullarulabilen bir 
sistem oldugundan DNA dlizeyinde HlA DQ tiplenmesi ~in bir 9ok teknik 
~tlr. Bu tekniklerin tiimiiniin esas1 DNA daki hedefbolgenin PCR 
ile 9ogaltilimsma dayarur. 

HlA DQAl lokusu adli bilimlerde ~i identifikasyonunda ve nesep 
(babahk) tayini 9a~malarmda knllamlan bir DNA lokusudur. Bu polirmrfik 
sistemin k:ullaruhrbgnn artJrmak amaciyla bir 9ok populasyonlarda frekans 

hesab1yap~tlr. 11 Bu lokusllll PCR iiriinleri 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 frekanslari Amerik:an ve bazt Avnipa 

toplumlarmda hesap~tir.18•19 
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Bu ya~manm amac1 75 mikron ~ yaph ve 45 cm uzunJugundaki kapiller 
kolomm laboratuanmurla lineer poliakrilamid jel iie doldurularak TSP 
(Thermo Separation Products) Spectraphoresis 2000 Kapiller Elektrofurez 
sistemine talahnas1 ile Barron AE. ve arkada~larmm uyguladJklan % 0.25'lik 

lineer bagh hidroksipropil selliiloz yozeltisini2° kullanarak HLA DQAl 'in 
PCR fuiinlerinin ayirnmm saglayarak ad1i bilimler laboratuvarlarmda 
kullannna summktir. 

Y0NTEM VE GERECLER 

Kapillerin Jel iie Doldurulmas1 

1- ic cap1 75 µm., uzunlugu 45 cm olan silika kapiller kolon almd1. Dedeksiyon icin 
gerekli olan optik pencere, kapilleri kaplayan polimer tabakamn (kapiller kasetin 
mercekbOliimiine yalan tarafindan 8-9 cmaras1) 0.5 cmkadar alevle yalalmas1yla ac!ld1 
ve alkolle temizlendi 

2- Her deneyden once yeni ve kaph olrnayan kapiller, 1 saat 1 M NaoH, 30 dakika 0.1 
M NaOH i1e IIlllarmle edildi. 

3- Kapiller kolondan 5 dakika, 80µL MAPS (y-metbacryloxypropyltrimetboxysilane) ve 
20 mL dis tile su ~nm (asetik as it i1e pH:3.5'e ayarlanarak) gecirildi 

4- MAPS co:reltisi 1 saat oda 1S1Smda kapiller kolonda brraktldL 

5-Kapiller kolon 5 dakika dis tile su i1e yikandL 

6- %4 (w/v)1iik akri1amid co:reltisine polimerimsyonu saglamak iyin mililitre ba~ma 1 
µL TEMED ve 1 mg. Potasyumpersiilfat eklenerek 30 dakika boyunca kapiller 
kolondan gecirildi 

7- 5 dakika distile suyla yikanarak kapiller duvarma yap~mayan akrilamid arttldan 
d~an at!ld1. 

8- Kapiller kolon, 35 °Cde 1 saat kurutuldu.21 

Diikme jel elektroforezinde tiplenen PCR iiriinleri, otoklavlan~ pipe! uclanyla ve 
yine otoklavlan~ mikrovial (500 µL hacimli ~~e)'le konularak enjeksiyon 
geryekle~tirildi Enjeksiyon ~lemi tamamlandtldan sonra mikrovial icindeki PCR 
iiriinleri -20°Cde saklandL Her enjeksiyondan once ve sonra kapiller, c~ma 
tamponu ile 3 dakika yikandL Qi~mailll2da kullanilan TBE Qi:reltisi 89 mM Tris Base, 
89 mM Borik asit, 5 mM EDTA, %0.25 HPC (Hld:roksipropil selliiloz) dan olu~acak 
~ekilde hazirlanarak , NaOH i1e pH: 8.13 e ayarlandL Otoklavlanarak buzdolabmda 
sakland1. 

Kapiller Elektroforez Ciha11mn Ko~ullan 

Kapiller Tipi: Poliakrilamid i1e kaph kapiller; Enjeksiyon Tipi: Elektrokinetik; 
Fnjeksiyon Zamani: 8s; Voltaj: -28 kV; Fnjeksiyon Voltaj1: 10 kV; Alrun: 90 µA; 
Standart S1cakhk: 30°C; pH: 8.13; % HPC: 0.25 

ilk kez Hjerten'in kulland1g1 ve kapiller yii:reyinin silan k!S111111a kovalent baglanan bir 
madde olan y-methacryloxpropyhrimethoxysilane (MAPS) bu ca~mada camla 
etkile~t~ ve actlda kalan metalail grubuyla, sonradan eklenen akrilamid 
baglanarak cam yii:reyine bagh polimer olu~turulmu~tur. Bu tiir polimerimsyon 
elektroo211Xltik ~1 engelledigi gibi analitin kapiller duvarma yap~masm1 en aza 
indirir. Metod temel olarak MAPS'm bifonksiyonel o:relliginden kaynaklanrr ve birinci 
grup kapiller duvanyla bag yaparken diger metalail grubu polimerimsyonda giirev 
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a!Jr,711::.piDmjcliJll ,-.plla 9'hfnlrlaclaha 94)kpt>lje)r1mjd 'H apm.z:doldmulzmt 
bpiJIGr Jmll1111lzm!c!edv, Bil 9llifJmda da bpilkl', l't-IWh'!onjd iJo bpJmmlt 
h'hn*nttzr. 

BULGULAR 

'mD PCR w etendm ortlllkrilil. ilk daJcbJvda ~ qdej:r dGrt dNT.P 
pKb:i ~ biu ;; atm!m gGmi gil• "Af""lir. Bmm p~ da Jmllmftm 
dN'IP'kr ollm. Ade:nin. g!'mm fillD, smm u.Bu pti:rin i; etendm 
olmk ln•••••qm en Onmi filJdaa bpVtt jel'a ~ lllll8DJa 
bo.mba)'a bapd@m ¥:)'8 ~ 11011Ji1 \'CJm<':difui ••nwla!ri be'1ite9 
il]M&. HI.A DQAl lokllsu ~ PCR 99-smdan samra, imle edb 
DNA'llll wdln w: ~fllc!@m 1L:8pit C1Bk ~ agamz jel 
~ yaplldJ. f;~khl;i btinlo.fen PCR urrrnrrm-rn Pmm BDl'il 
DQAl Alqtll"ype kiliyle tPlmllSi yapllh w: 2,3 olarak qiamikli 
TpaMli i o bu PCR. 1llfirGlr'in yapllln lrapk ekbroi>iaD:le 31-32 
da!dreJer mmla 2 pk gilrllkltl (~ 1). Bu arahkBJda gelm 2 pi:iD. 
~PC~da ~jalm ~HI.A DQAl oJchVm do£rnJogwk i;il 
de DNAetend••cbm(BoehrilpM .... im, Mlm:r8, 19-1114 bazgilli 
~"'iektMi') bpille.r elr;klloi>mi yap1lh dN'IP llkoma J1llllllllBrm 
giln:: MmJiiq olarak elde edin ~gmuiud& 31-33. daJcblv 
arasn daili: diifen MD:de 17 pikin aynldJ!i gilruldii. Bu 17 ptil PCR. 
1klh pJmi ikl 8)!11 Me:cte oqu w bu durumm. 8IUldazt i;il 20 w PCR. 
1k1b1 i;il SO bz re1rrarl!m!bo")n>cj, Bl.A DQAl PCR Mti•hi:\o 

ekklroi>reor>•"11"m baz ~illi sayJ]m HLA DQAl e Ujllll pita 
oM.ii• enone:ntdelk& (~2). 
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TARTl~MA 

Kapiller jel elekrofurezi (CGE) DNA ve protein ayrnnmda lnzla ge~en yeni 
bir analitik tekniktir. Yiiksek aymm giicii, verimlilik, lnzb. aymm siires~ kolay 
miktar hesab1 ve ot01msyona uygunluk gibi b~ok avantaj1 vardir. 
Biom:idikal (rutin ~ analizlen) sabad.a b~ok ~ uygulatmlarm ortaya 

91ktJgi gCi~tiir.6•22,23 Kapiller elektrofurez PCR iie ortaya 91kan 
nanogram ahmdaki miktar DNA paf9alarmm analizinde de 

kullaruhnaktadir. 24 Bazi 9~malarda baz dizinleri 18 niikleotidten o~an, 
filkat baz iyerikleri filrkhbk gCisteren iki ayn oligoniikleotid, lineer ve 9apraz 
ba~ kapillerden ge9irilerek ~Jla~tJrma yap~, so1lll9ta 9apraz 

ba~ poliakrilamid jeDe, aymmm. daha iyi gef9ekle~tigi gCi~tiir.25 

Ancak lineer polimerlerle yiiriitiilen CE uygulamalarmm bir9ogumm klasik, 
9apraz baglamrn§ poliakrilamid jel kapiller elektrofurezine gCire bazi 
iistiinliikleri vardir. Lineer polimerler homojen elek yapilan saglarlar. Bu 
nedenle yiiksek elektrik alan1arda o~an hava kabarclklarmm neden oldugu 
zarara daha az duyarlxhrlar. 

Bu 9~mada lmllarnlan selliiloz tiirevleri piyasada kolay buhmduklarmdan, 
suda kolay 9oziindiiklerinden ve kapiDere kolay pompalanma o:zelliklerinden 

dolayi2 onemli kolayllklar sa~tlr. Kovalent baglanma uygu1anarak 
kaplamni§ kapiller, akrilamid, TEMED ve Ammywnpersiillat eklenmeden 
Luckev ve ar~larmm bulgularma uygim olarak 9ok UZWl bir siire 

saklanab~tir.26 Aynca kapiller jel elektrofurezinin dokm:i jeDere gCire 
avantajlan; yiiksek voltaj uygulanabihne, ayinm, hrz., miktar ta~ 9ok az 
miktarda ornekle 9ab§abihnes~ otomasyona elv~li olmas1 ve yiiksek 

duyarhbk gibi avantajlan27-30 bu 9a~mada da gCizlemle~tir. Bununla 
birlikte Diikm:i jel elektrofurezlerinde 2-5 saat arasmda bir zamanda PCR 
iiriinleri aynhp saptanabilirken laboratuanmrz.da CGE ile yapilan 
9~malarda bu iiriinleri en 9ok 30-50 dakika iyerisinde aymp gCirme 
imkam elde e~tir. Dolayisiyla 24 saat zaman arahgmda 20-30 kapiller 
elektrofurezi yapmak miimkiin olmaktadir. Bu durum kaynak veriieri ile 
uymn iyindedir.20,31,32 CGE'de dogrudan lmllarnlan dedektiirler sayesinde 
diger kati jeDere gilre gCiriiniirle~tirm:ide boyamaya veya radyoaktif 
maddelere ihtiya9 gilstermeden PCR iiriinleri duyarh ve dogru olarak tespit 

edilir. 33 CGE ile say, kan, semen, kemik, doku gibi materyaDerden izole 

edilen DNA dan identifikasyona gidildigi bildirihnektedir. 34 <;~mannzda 
bu olanagm saglanabilecegi gCi~tiir. 

Kapillerin 9ok onemli diger bir iistiinliigii de ornek b~ma kullarnlan 9oziicii 
sarfiyati ve ornek ba~ma maliyettir. Diikm:i jel tabakalarmm her biri sadece 
bir deney iyin yiiksek maliyette ve ya!nm:a bir kez lmllarnlabilir iken Ornegin 
enstitiimiizde yapilan CGE deneylerinde 250 mL TBE %0.25 HPC 9o:zeltisi 
en az 300 9ab§maya yeterli o~tur. Dolayl'uyla bir ornek iyin lmllantlan 
ortam maliyeti ilnml edilebilecek dii:zeydedir. A ynca lmllarnlan kapiller 
kolonun 300. ertjeksiyondan sonra SOI1ll9 vermem:isine bagh olarak, 
yeniden kapiller jel doldunm ~leminin 3. basamagmdan itibaren yaptlmas1 
ve 91kan so1lll91arm yine istenilen dogrultuda olmast, bu yontemin 
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vazge9ilm:zliginin birer kamtldlr. 

OzET 

HIA DQAl lokusu Adli bilimler ara~1Jrmalan ~in 1uzh, kolay, giivenilir bilgi 
abnabilen pofumrfik DNA lokusudur. Bu lokus, PCR sayesinde nesep 
tayini ve Adli olaylarm aydmlatJlmasmda son derece urrut verici bilgiler 
sunar. insan kaynakh genomik DNA kelatla~tlrma (Chelex(r) 100 ) 
yCintemiyle iwle edildi HIA DQAl lokusunun 9ogaltdmas1, Perkin Elmer 
AmphType DQAl PCR ail1Jlifikasyon ve tipleme kitinin kullanma 
lalavuztma uygun olarak yap!ldJ. HIA DQAl in PCR iiriinlerine agaroz jel 
elektrofurezi uygu1andL Eide edilen elektrofurez bantlarmdan DNA nm 
9ogaldtgi tespit edikli <;::ogalan PCR iiriinlerinin Perkin Elmer AmplIType 
DQAl PCR amplifikasyon ve tipleme kitiyle hibridizasyonu yap1kh ve 2,3 
olarak tiplendirildi. Bu alel kapiller elektrofureogramlan ile ~~ttnkh. Bu 
9~tmda, kapiller jel elektrofurez (CGE)'nin az miktarda omege 
gereksinim duymasi, lnzh ve 9abuk ayimn siires~ yiiksek aymclhgi, kolay 
miktar hesab1 i1e otomasyona uygunJugu gibi o:relliklerinden yola 9:tlalarak 
HIA DQAl in PCR fuiinlerinin ayimm am1.9landi. 
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