HLA DQA1' iN PCR URUNLERININ
KAPILLER JEL ELEKTROFOREZ|*

Sevgi YILMAZ, Salih CENGIz

Background.- HLA DQAL1 loci are highly informative polymorphic loci that are gaining popularity for
identity testing. HLA DQAL 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
DQAL locus was performed by single locus PCR reaction in the case of HLA DQAL1 locus according to
the manufacturer's recommendations using the Perkin EImer AmpliType DQA1 PCR Amplification
Typing Kits. The electrophoresis of PCR products of HLA DQAL 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 EImer AmpliType DQAL1 PCR Amplification Typing Kits and that typed as
23 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 DQAL due to its advantages are ultra-resolution, ultralow sample volume, extremely high
efficiency, rapid separation time, easy quantitation and amenability to automation.

Yilmaz S, Cengiz S. Capillary gel electrophoresis of PCR products of HLA
DQA1. Cerrahpasa J Med 1999; 30 (3): 221-227.

Kapiller elektroforez ¢ozelti i¢indeki partikiillerin elektriksel alan etkisi altinda go¢ etmesi
prensibine dayanan yeni ve gii¢lii bir analitik ayirma teknigidir."* Yiiksek ayirma giicii, kolay
miktar hesabi, kisa analiz siireleri, ¢ok az hacimde Ornegin kullanilmasi basit yontem
gelistirme imkan1 ve otomatik cihaz gelisimi, yontemin en 6nemli avantajlaridir. Bu yontemle
hemen hemen her alanda arastirmalar yapilabilir (Biyolojik, tarim, ziraat, genetik, adli tip
aragtirmalar1).*” Son yillarda analitik kimyada, 6zellikle protein ve DNA ayirma yontemleri
gelistirilmigtir. 19601 yillardan bu yana kromatografi ve bununla ilgili yontemlerdeki
gelismeler yeni bilgilerin hizla birikimiyle birlikte ileri bir diizeye ulagmistir. Kromatografik
yontemler ile yapilan ayirma ve analizler olduk¢a dogru ve biiyiik olasilikla kesin 6l¢iimler
saglamaktadir. Ancak kapiller elektroforezin (CE) giindeme gelmesi ve ozellikle kapiller
elektroforezde otomasyonun uygulamaya konulmasi ile diger yontemlerde ortaya cikan
sorunlarm kapiller elektroforez uygulamalar1 sirasinda ortadan kalktign goriilmiistiir.” Ilke
olarak kapiller elektroforezin ¢ok basit bir enstrumantasyona gereksinim vardir. En basit
olarak + 30.000 voltluk bir giic kaynagi, bir kapiller tiip, iki elektrod tampon haznesi,
elektrodlar ve bir dedektdrden ibarettir. Kapiller tiipte elektroforez gelistikten sonra iyonik
tirlerin ve makromolekiillerin hizli, etkin bir sekilde ayirimlari ve analizleri icin gesitli
yontemler gelistirilmistir. Bunlarin i¢inde en sik kullanilanlari; kapiller zon elektroforezi,
kapiller elektrokinetik kromatografi, kapiller jel elektroforezi ve kapiller izoelektrik
odaklamadir.” Bu ¢aligmada ise kapiller jel elektroforezi kullanilmustir.

Kapiller Jel Elektroforezi (CGE)

Kapiller jel elektroforezinde temel ayirma mekanizmasi; jelle doldurulmus kapillerde
gozeneklerden gecerek goc eden molekiillerin biiylikliikleri arasindaki farka dayanir. Jeller
diger jel elektroforezinde oldugu gibi molekiiler elek gibi davranirlar ve zon genislemesinin
oniline gecerler. Ayrica kapiller duvaria analizi yapilan molekiil veya tiirlerin yapismasini
engellerler. En onemlisi elektroozmotik akigin ortadan kaldirilmasii ya da kontrol altina



alinmasini saglar. Elektroozmotik akis kaldirilirsa anyonlar anoda, katyonlar katoda yonelir.
Notral maddeler ise enjeksiyon yerinde kalir.’

Kapiller jel elektroforezi (CGE) ile; DNA karigimlarinin, oligoniikleotidlerin, dizi olusturan
iirlinlerin, restriksiyon pargaciklarinin, PCR f{irlinlerinin ayiriminda, metil selliiloz, hidroksi
propil selliiloz, hidroksi etil selliiloz gibi birgok farkli polimer ¢dzeltilerinin ayirici ortam
olarak kullanilarak ¢ok yiiksek ayiricilikla analizlenmesinde basarili sonuglar almmustir.®®
HLA DQal Lokusu HLA (Insan Lokosit Antijeni) genleri ve onlarin polimorfizmleri ile ilgili
ozellikler serolojik olarak iyice belirlenmistir. Bunlarin Mendel kaliim sekilleri de iyice
belgelenmistir.’®** HLA kompleksi 6. kromozomun kisa kolunda (6p 21.3) yer alir ve ii¢
sinifta toplanir. Siif-1 olarak adlandirilan HLA-A, B, C lokuslari, Smif-2 olarak adlandirilan
HLA DR, DQ ve DP lokuslari, ile bir dizi suda ¢oziiniir protein kodlayan genlerden olusan
gen dizisi, topluca sinif-3 olarak da adlandirilmaktadir.*** Simif 1 HLA A ve B molekiilleri
cogu hiicrelerin yiizeyinde bulunur. Kemik iligi transplantasyonundaki énemleri,otoimmun ve
diger hastaliklara kars1 duyarlilig: ile olan iliskileri yoniinden sinif 2 HLA molekiilleri ve
onlarin genetik 6zellikleri iyice belirlenmistir. Sinif 2 HLA molekiilleri organizmada 6zellikle
B hiicreleri, makrofajlar ve etkin T hiicrelerinde bulunurlar. Bunlar klasik doku
transplantasyon antijenlerinden farkliliklar gosterirler.”® Sinif 2 HLA molekiilleri birbirleriyle
non-kovalent olarak baglantili bulunan 2 zincir (o ve ) den olusan heterodimerik
glikoproteinlerdir.** Giiniimiizde genetik yapist aydinlatilmis ve yiiksek polimorfizm gosteren
lokuslardan biri olan siif 2 grubu antijenlerini kodlayan HLA DQA1 dir. HLA DQAI1, biiyiik
doku uygunluk kompleksinin (MHC) gen firiinlerinden biri olup, 2. simif HLA antijenleri
grubuna dahil edilir. Antijeni kodlayan gen polimorfiktir.**” Adli Bilimler ve Tip Bilimleri
alaninda kullanilabilen bir sistem oldugundan DNA diizeyinde HLA DQ tiplenmesi i¢in bir
cok teknik kullanilmistir. Bu tekniklerin tiimiiniin esast DNA daki hedef bolgenin PCR ile
cogaltilmasina dayanir.

HLA DQAI1 lokusu adli bilimlerde kisi identifikasyonunda ve nesep (babalik) tayini
caligmalarinda kullanilan bir DNA lokusudur. Bu polimorfik sistemin kullanilirli§in1 artirmak
amaciyla bir ¢ok populasyonlarda frekans hesabi yapilmistir.'* Bu lokusun PCR firtinleri
239/242 bp arasinda olup,bu lokusa ait 7 alel (1.1, 1.2, 1.3, 2,3, 4.1, 4.2/4.3) bulunmaktadir.
Bu giine kadar bu lokusa ait alel ve genotip frekanslart Amerikan ve bazi Avrupa
toplumlarinda hesaplanmigtir."®*

Bu c¢aligmanin amaci 75 mikron i¢ c¢apli ve 45 cm uzunlugundaki kapiller kolonun
laboratuarimizda lineer poliakrilamid jel ile doldurularak TSP (Thermo Separation Products)
Spectraphoresis 2000 Kapiller Elektroforez sistemine takilmasi ile Barron AE. ve
arkadaglarinin uyguladiklari % 0.25'lik lineer bagli hidroksipropil selliilloz ¢6zeltisini®
kullanarak HLA DQAT1'in PCR iriinlerinin ayirmmini  saglayarak adli  bilimler

laboratuvarlarinda kullanima sunmaktir.
YONTEM VE GERECLER

Kapillerin Jel ile Doldurulmasi

1- i¢ cap1 75 pm., uzunlugu 45 cm olan silika kapiller kolon alind1. Dedeksiyon igin gerekli olan optik pencere,
kapilleri kaplayan polimer tabakanin (kapiller kasetin mercek boliimiine yakin tarafindan 8-9 cm arasi) 0.5 cm
kadar alevle yakilmasiyla agild1 ve alkolle temizlendi.

2- Her deneyden 6nce yeni ve kapli olmayan kapiller, 1 saat 1 M NaoH, 30 dakika 0.1 M NaOH ile muamele
edildi.



3- Kapiller kolondan 5 dakika, 80uL. MAPS (y-methacryloxypropyltrimethoxysilane) ve 20 mL distile su
karigimi (asetik asit ile pH:3.5'e ayarlanarak) gegirildi.

4- MAPS ¢ozeltisi 1 saat oda 1sisinda kapiller kolonda birakildi.
5- Kapiller kolon 5 dakika distile su ile yikandi.

6- %4 (w/v)'lik akrilamid ¢6zeltisine polimerizasyonu saglamak i¢in mililitre bagina 1 pL. TEMED ve 1 mg.
Potasyumpersiilfat eklenerek 30 dakika boyunca kapiller kolondan gegirildi.

7- 5 dakika distile suyla yikanarak kapiller duvarina yapigmayan akrilamid artiklar1 disar1 atildi.
8- Kapiller kolon, 35 °C'de 1 saat kurutuldu.?

Dokme jel elektroforezinde tiplenen PCR {iriinleri, otoklavlanmis pipet uglartyla ve yine otoklavlanmisg
mikrovial (500 pL hacimli sise)'le konularak enjeksiyon gergeklestirildi. Enjeksiyon islemi tamamlandiktan
sonra mikrovial i¢indeki PCR {irlinleri -20°C'de saklandi. Her enjeksiyondan 6nce ve sonra kapiller, caligma
tamponu ile 3 dakika yikandi. Calismamizda kullanilan TBE Cozeltisi 89 mM Tris Base, 89 mM Borik asit, 5
mM EDTA, %0.25 HPC (Hidroksipropil selliiloz) dan olusacak sekilde hazirlanarak , NaOH ile pH: 8.13 e
ayarlandi. Otoklavlanarak buzdolabinda saklandi.

Kapiller Elektroforez Cihazinin Kosullari

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

Ik kez Hjerten'in kullandigi ve kapiller yiizeyinin silan kismma kovalent baglanan bir madde olan y-
methacryloxpropyltrimethoxysilane (MAPS) bu calismada camla etkilestirilmis ve agikta kalan metakril
grubuyla, sonradan eklenen akrilamid baglanarak cam yiizeyine bagli polimer olusturulmustur. Bu tiir
polimerizasyon elektroozmotik akisi engelledigi gibi analitin kapiller duvarina yapismasini en aza indirir. Metod
temel olarak MAPS'm bifonksiyonel 6zelliginden kaynaklanir ve birinci grup kapiller duvariyla bag yaparken
diger metakril grubu polimerizasyonda gérev alir.” Kapiller jel ile yapilan ¢alismalarda daha ¢ok poliakrilamid
ve agaroz doldurulmus kapiller kullanilmaktadir. Bu g¢alismada da kapiller, Poliakrilamid ile kaplanarak
kullanilmaistir.

BULGULAR

Tiim PCR ve standart {irtinlerinin ilk dakikalarda ¢ikan esdeger dort ANTP pikleri 1yi birer i¢
standart gorevi gormiislerdir. Bunlar PCR' da kullanilan dNTP'ler olan Adenin, guanin, timin,
sitozin dir.Bu piklerin i¢ standart olarak kullanilmasinin en 6nemli faydasi kapiller jelin
calisma sirasinda bozulmaya basladigini veya iyi sonu¢ vermedigini anlamadaki belirte¢
islevidir. HLA DQAT1 lokusu i¢in PCR ¢alismasindan sonra, izole edilen DNA'nin varligini ve
cogaldigini tespit etmek amaciyla agaroz jel elektroforezi yapildi. Cogaldig1 kesinlesen PCR
driintintin  Perkin Elmer'in DQA1 AmpliType kitiyle tiplemesi yapildi ve 2,3 olarak
tiplendirildi. Tiplendirilen bu PCR {iriiniiniin, yapilan kapiller elektroforezinde 31-32
dakikalar arasinda 2 pik goriildii (Sekil 1). Bu araliklarda gelen 2 pikin gercekten PCR'da
cogalan triiniin HLA DQA1 oldugunu dogrulamak icin de DNA standardinin (Boehringer
Mannheim, Marker 8, 19-1114 baz ¢ifti igermektedir) kapiller elektroforezi yapildi. dANTP
alikonma zamanlarina gore diizeltilmis olarak elde edilen elektroforeogramlarda 31-33.
dakikalar arasina denk diisen bolgede 17 pikin ayrildigr goriildii. Bu 17 pikin PCR iiriin
pikleri ile ayn1 bolgede olusu ve bu durumun standart i¢in 20 ve PCR iiriinii i¢in 50 kez
tekrarlanabilmesi, HLA DQA1 PCR iirliniiniin elektroforeogramindaki baz cifti sayilart HLA
DQAT1 e uyan pikler olduguna en 6nemli delildir (Sekil 2).
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Sekil 1. HLA DQA1 PCR iruniintn kapiller elektroforeogrami.
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Sekil 2. HLA DQA1 Standardinin (Boehringer Mannheim, Marker 8) kapiller elektroforeogrami.

TARTISMA

Kapiller jel elekroforezi (CGE) DNA ve protein ayriminda hizla gelisen yeni bir analitik
tekniktir. Yiksek ayirim giicii, verimlilik, hizli aymrim siiresi, kolay miktar hesabi ve
otomasyona uygunluk gibi bir¢cok avantaji vardir. Biomedikal (rutin ila¢ analizleri) sahada
bir¢ok ilging uygulamalarin ortaya ¢iktigi gorilmiistiir.>**® Kapiller elektroforez PCR ile
ortaya ¢ikan nanogram altindaki miktar DNA pargalarinin analizinde de kullanilmaktadir.*
Bazi calismalarda baz dizinleri 18 niikleotidten olusan, fakat baz igerikleri farklilik gosteren
iki ayr1 oligoniikleotid, lineer ve ¢apraz baglanmis kapillerden gecirilerek karsilastirma
yapilmig, sonugta capraz baglanmis poliakrilamid jelle, ayirimin daha iyi gergeklestigi
goriilmiistiir.”® Ancak lineer polimerlerle yiiriitilen CE uygulamalarmimn birgogunun klasik,
capraz baglanmis poliakrilamid jel kapiller elektroforezine gore bazi istiinliikleri vardir.
Lineer polimerler homojen elek yapilari saglarlar. Bu nedenle yiiksek elektrik alanlarda
olusan hava kabarciklarinin neden oldugu zarara daha az duyarhdirlar.

Bu calismada kullanilan selliiloz tiirevleri piyasada kolay bulunduklarindan, suda kolay
¢oziindiiklerinden ve kapillere kolay pompalanma 6zelliklerinden dolayi® 6nemli kolayliklar
saglamigtir. Kovalent baglanma uygulanarak kaplanmis kapiller, akrilamid, TEMED ve
Amonyumpersiilfat eklenmeden Luckev ve arkadaslariin bulgularina uygun olarak ¢ok uzun
bir siire saklanabilmistir.”® Ayrica kapiller jel elektroforezinin dokme jellere gore avantajlari;
yiksek voltaj uygulanabilme, aymrim, hiz, miktar tayini, ¢ok az miktarda Ornekle
calisabilmesi, otomasyona elverigli olmasi ve yiiksek duyarlilik gibi avantajlari®* bu
calisgmada da gozlemlenmistir. Bununla birlikte Dokme jel elektroforezlerinde 2-5 saat
arasinda bir zamanda PCR iiriinleri ayrilip saptanabilirken laboratuarimizda CGE ile yapilan
caligmalarda bu {irtinleri en ¢ok 30-50 dakika igerisinde ayirip gorme imkani elde edilmistir.



Dolayisiyla 24 saat zaman araliginda 20-30 kapiller elektroforezi yapmak miimkiin
olmaktadir. Bu durum kaynak verileri ile uyum i¢indedir.****** CGE'de dogrudan kullanilan
dedektorler sayesinde diger kati jellere gore goriiniirlestirmede boyamaya veya radyoaktif
maddelere ihtiya¢ gostermeden PCR iiriinleri duyarli ve dogru olarak tespit edilir.** CGE ile
sac, kan, semen, kemik, doku gibi materyallerden izole edilen DNA dan identifikasyona
gidildigi bildirilmektedir.** Calismamizda bu olanagin saglanabilecegi gorillmiistiir.

Kapillerin ¢ok 6nemli diger bir listiinliigli de 6rnek basina kullanilan ¢oziicii sarfiyati ve 6rnek
basina maliyettir. Dokme jel tabakalarinin her biri sadece bir deney i¢in yiiksek maliyette ve
yalnizca bir kez kullanilabilir iken Ornegin enstitiimiizde yapilan CGE deneylerinde 250 mL
TBE %0.25 HPC ¢ozeltisi en az 300 galismaya yeterli olmustur. Dolayisiyla bir 6rnek igin
kullanilan ortam maliyeti ihmal edilebilecek diizeydedir. Ayrica kullanilan kapiller kolonun
300. enjeksiyondan sonra sonu¢ vermemesine bagli olarak, yeniden kapiller jel doldurma
isleminin 3. basamagindan itibaren yapilmasi ve ¢ikan sonuglarin yine istenilen dogrultuda
olmasi, bu yontemin vazgegilmezliginin birer kanitidir.

OZET

HLA DQATI lokusu Adli bilimler arastirmalar1 i¢in hizli, kolay, gilivenilir bilgi alinabilen
polimorfik DNA lokusudur. Bu lokus, PCR sayesinde nesep tayini ve Adli olaylarin
aydinlatilmasinda son derece umut verici bilgiler sunar. Insan kaynakli genomik DNA
kelatlastirma (Chelex(r) 100 ) yontemiyle izole edildi. HLA DQAT1 lokusunun g¢ogaltilmasi,
Perkin ElImer AmpliType DQA1 PCR amplifikasyon ve tipleme kitinin kullanma kilavuzuna
uygun olarak yapildi. HLA DQAT1 in PCR fiiriinlerine agaroz jel elektroforezi uygulandi. Elde
edilen elektroforez bantlarindan DNA nin ¢ogaldig: tespit edildi. Cogalan PCR iiriinlerinin
Perkin Elmer AmpliType DQA1 PCR amplifikasyon ve tipleme kitiyle hibridizasyonu yapildi
ve 2,3 olarak tiplendirildi. Bu alel kapiller elektroforeogramlar1 ile karsilastirildi. Bu
calismada, kapiller jel elektroforez (CGE)'nin az miktarda 6rnege gereksinim duymasi, hizl
ve ¢abuk ayirim stiresi, yiiksek ayiriciligi, kolay miktar hesabi ile otomasyona uygunlugu gibi
ozelliklerinden yola ¢ikilarak HLA DQA1 in PCR {iriinlerinin ayirimi1 amaglandi.
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