
Mutasyon Tarama Yöntemleri

Mutation Scanning Methods

H. Asuman Özkara

Hacettepe Üniversitesi T›p Fakültesi, Biyokimya Anabilim Dal›, Ankara

ÖZET

Mutasyonlar› belirlemek için kullan›lan tarama yöntemleri, özellikle kal›tsal hastal›klar ve kanserle ilgili

araflt›rma ve tan›da önemli rol oynarlar. Bilinmeyen mutasyonlar› saptamak için çok say›da teknik

tan›mlanm›flt›r. Bu derlemede, bilinmeyen nokta mutasyonlar›, küçük delesyonlar ve insersiyonlar›

saptamak için s›kl›kla kullan›lan Ribonükleaz Parçalama, Denature Edici Gradient Jel Elektroforezi,

Tek Zincir Konformasyon Polimorfizmi, Heterodupleks Analizi, Kimyasal ve Enzimatik Parçalama, Protein

Trunkasyon Testi ve DNA çipleri gibi yöntemler özetlenmifltir. Her yöntemin esas›, hangi tip mutasyonu

saptayabildi¤i, hangi büyüklükte DNA parças›n› analiz edebildi¤i, avantajlar› ve dezavantajlar› belirtilmifltir. 

Anahtar Sözcükler:  Mutasyon saptama, bilinmeyen mutasyonlar, mutasyon tarama

ABSTRACT

Scanning methods for mutation detection are important especially for research and diagnosis of

inherited metabolic diseases and cancer. Many techniques were described for detection of unknown

mutations. In the present review, current methods such as Ribonuclease cleavage, Denaturing Gradient

Gel Electrophoresis, Single Stranded Conformational Polymorphism, Heterodupleks Analysis, Chemical

and Enzymatic Cleavage, Protein Truncation Test and DNA Chips, for the detection of unknown point

mutations, small deletions and insertions are overviewed. Principles, type of the mutation that can be

detected, size of the DNA fragment that can be analyzed, advantages and disadvantages are specified

for each method.
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G‹R‹fi

DNA teknolojisindeki geliflme, kal›tsal hasta-

l›klar ve kanserde etkilenen genlerin belir-

lenmesi ve karakterize edilmesini h›zlan-

d›rm›flt›r. Mutasyon tarama yöntemlerinin

etkin kullan›m› sayesinde hastal›¤a neden

oldu¤u belirlenen mutasyonlar›n say›s› da

her geçen gün artmaktad›r.

Mutasyonlar fiziksel, kimyasal ve/veya enzi-

matik yollarla tan›mlanabilirler. Kullan›lan

yöntemlerin hemen hemen tamam› hedef 

DNA’n›n Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

ile ço¤alt›lmas›n› gerektirir. Ço¤alt›lm›fl DNA’da

ek analizlerle mutasyonlar belirlenebilir.

Mutasyon saptama yöntemleri iki gruba

ayr›l›r. a) Bilinmeyen mutasyonlar› saptama

yöntemleri, b) Bilinen mutasyonlar› saptama

yöntemleri. Bilinmeyen mutasyonlar› sapta-

ma yöntemlerine mutasyon tarama yöntem-

leri de denilmektedir. Bunlar bilinen mutas-

yonlar› belirlemek için kullan›lan yöntem-

lere göre daha uzun zaman alan, daha zor

olanlar›d›r. Bu yöntemlerin baz›lar› ile DNA 
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dizisi üzerinde mutasyonun oldu¤u gen böl-

gesi, baz›lar› ile de mutant baz tespit edile-

bilir. Mutasyonun oldu¤u baz/bazlar DNA

dizi analizi ile belirlenir veya do¤rulan›r.

Tarama yöntemleri yerine direk DNA dizi

analizinin tercih edilmemesinin nedenleri:

a) dizi analizinin ço¤u laboratuvarlar için rutin

olmamas›, b) dizi analizi ile heterozigot

mutasyonlar› belirlemenin güç olabilmesi,

c) dizi analizinin pahal› bir yöntem olmas›

ve tarama yöntemleri ile %75 tasarruf sa¤la-

nabilmesidir. Büyük genlerde tüm bir genin

direk DNA dizi analizi yerine, tarama yöntem-

leri ile yeri belirlenmifl mutasyon için sade-

ce birkaç yüzbazl›k bir bölgenin DNA dizi

analizi yap›lmas› daha ekonomiktir ve daha

az ifl yap›lmas›n› sa¤lar. Buna ra¤men bilin-

meyen mutasyonlar için kullan›lan yöntem-

lerin hiç biri ideal de¤ildir. Bu nedenle de¤i-

flik kombinasyonlar›n denenmesi gerekebi-

lir (1-3).

Bu derlemede, kullan›mda olan mutasyon

saptama yöntemleri, prensipleri, avantajlar›

ve dezavantajlar› özetlenmifltir. Bu yöntemler

içinde en s›k tercih edileni olan Tek Zincir

Konformasyon Polimorfizmi (SSCP) ile ilgili

daha ayr›nt›l› bilgi verilmifltir.

Tarama yöntemleri

Bilinmeyen mutasyonlar› saptamak için kul-

lan›lan mutasyon tarama yöntemleri ikiye

ayr›l›r: a) mutasyon nedeni ile normal ve

mutant DNA aras›nda oluflan elektroforetik

özelliklerdeki de¤ifliklerden yararlanarak,

mutasyonun bulundu¤u bölgeyi birkaç yüz

baz uzunluktaki DNA’da saptayan basit yön-

temler, b) kilobaz (kb) uzunluktaki DNA’y›

analiz edebilen ve mutasyonun yerini 10

baz içinde s›n›rlayabilen parçalama yöntem-

leri (2). Mutasyon tarama yöntemleri ve

özellikleri Tablo I’de özetlenmifltir.

Ribonükleaz (RNaz) parçalama yöntemi

En eski tarama yöntemlerinden biridir. Belir-

lenmifl koflullar alt›nda RNA:RNA çifti veya

RNA:DNA heterodupleksi aras›nda oluflmufl

yanl›fl efller RNaz A ile parçalan›r. Basit ve

tek basamakl› bir reaksiyondur. Parçalanma-

dan sonra iflaretli parçalar denature edici jel

elektroforezi ile saptanabilir. Ancak purin

bazlar›ndaki de¤ifliklikleri saptamaya çok

duyarl› bir yöntem de¤ildir. Bu nedenle

RNA:DNA heterodupleksleri kullan›ld›¤›nda

mutasyon saptama oran› sadece %30-40,

hem "sense", hem de "antisense" DNA kullan›l-

d›¤›nda mutasyon saptama oran› %70’dir.

En fazla 1000 bazçifti (bç) büyüklükteki RNA’y›

analiz edebilir. Mutasyon saptama oran› di¤er

yöntemlere göre daha düflük oldu¤u için az

kullan›lan bir yöntemdir (4).

Denature Edici Gradient Jel Elektroforez i

Yöntemi (DGGE)

Çift iplikli DNA üre veya formamid gibi dena-

ture edici bir ajan›n artan konsantrasyonla-

r›nda ve 60°C’de elektroforeze uygulan›r. Eri-

me s›cakl›¤›na göre DNA’da bulunan domain-

ler ayr›l›r. DNA’daki 1 baz de¤iflikli¤i bile eri-

me s›cakl›¤›n› 1°C veya daha fazla de¤ifltirir

ve zincirlerin ayr›lmas› için gerekli denatu-

ran konsantrasyonunu de¤ifltirir. Domainler-

deki ipliklerin ayr›lmas› DNA’n›n elektroforez-

deki h›z›n› azalt›r. Heteroduplekslerde bazla-

r›n yanl›fl efllenmeleri elektroforezde homo-

duplekslerle aralar›nda 6°C’ye kadar farkl›l›k

yarat›r. Bu nedenle nokta mutasyonlar›n›

analiz etmek için s›kl›kla normal ve mutant

DNA’lardan oluflan heterodupleksler kullan›-

l›r. DGGE ile en fazla 1000 bç büyüklükteki

DNA analiz edilebilir. PCR primerlerine GC

bazlar›ndan oluflan dizilerin eklenmesi, hem

"sense" hem de "antisense" dizilerde hetero-

duplekslerin oluflturulmas› ile nokta mutas-

yonlar›n›n %100’ü saptanabilir. Özel bir

elektroforez aleti gerektirir. Son zamanlarda

kapiller elektroforeze uygulanm›fl flekli, fark-

l› denaturan kullan›lanlar›, iki yönlü elektro-

forezde iki gradient ve denaturanla uygula-

nan flekilleri de kullan›lmaktad›r (5,6).

Tek Zincir Konformasyon Polimorfizmi

Yöntemi (SSCP)

Bu yöntemde PCR ürünleri denatüre edilir

ve denatüre edici olmayan poliakrilamid jel

elektroforezine uygulan›r. Bu durumda DNA’n›n

tek zinciri nükleotid içeri¤ine ba¤l› olarak

Özkara HA.
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sulu ortamda yeni bir ko nformasyona sahip

olacakt›r. Bu konformasyon, esas olarak

zincir içi baz çiftleflmelerine ba¤l› olarak

oluflan ikincil yap›d›r. Teorik olarak, dizideki

herhangi bir baz de¤iflikli¤i bu konformas-

yonda de¤iflikli¤e neden olabilecektir. Ço¤u

konformasyonlar, mutant dizi ayn› yüke

sahip olsa bile fiziksel flekil veya büyüklü¤ü

yeterince de¤ifltirirler ve akrilamid gibi bir

matriks ile yap›lan elektroforezde hareket

farkl›l›¤›na neden olurlar. Elektroforezdeki

farkl› hareket, tek zincirli DNA parçalar›n›n

ikincil yap›lar›nda de¤iflik flekillerin oluflu-

muna ba¤l›d›r (7). 

Optimal bir SSCP stratejisi belirlemek için

befl önemli parametrenin düzenlenmesi gerek-

lidir: bunlar, analiz edilecek DNA parças›n›n

uzunlu¤u, elektroforez s›ras›nda tercih edi-

len s›cakl›k, PCR denatürasyon yöntemi, jelin

özellikleri (jel matriksi, iyon konsantrasyonu,

denatüran ajan varl›¤›) ile mutasyonun tipi

ve bulundu¤u yerdir. 

Analizi yap›lacak dizinin uzunlu¤u:  SSCP

analizinde en iyi sonuç, DNA 150-200 bç

uzunlukta oldu¤u zaman elde edilmektedir.

Dizinin boyu küçüldükçe, mutant dizilerin

görülme flans› artmaktad›r. 183 baz çiftlik

bir DNA parças›nda tek baz de¤iflikliklerinin 

Mutasyon Tarama Yöntemleri

Tablo I.  Mutasyon tarama yöntemlerinin özellikleri.

Yöntem Maksimum Mutasyon Görüntüleme Standardizasyon Mutasyonun En önemli En önemli
parça saptama  yöntemi  ve otomasyon oldu¤u  avantaj› dezavantaj›

büyüklü¤ü oran› potansiyeli   pozisyonu 
(kb) belirleme

RNAaz 1 %30-40 Radyoaktif, Hay›r Hay›r Agaroz jelde de RNA elde
ek deneylerle etidyum parçalar›n edilmek

%70 bromür, gümüfl  gösterilebilmesi  zorundad›r
boyama

DGGE 1 %100’e yak›n Radyoaktif, S›n›rl› Hay›r %100’e yak›n Özel

etidyum bromür, saptama primerler
gümüfl boyama ve alet

SSCP 0.2 %80-90 Radyoaktif, S›n›rl› Hay›r Basit, ucuz Baz›

gümüfl boyama  mutasyonlar
için özel

koflullar

HET 0.9 %80 Radyoaktif, S›n›rl› Hay›r Basit, ucuz Düflük
etidyum bromür, saptama

gümüfl boyama oran›

CCM 2 Özel Radyoaktif, S›n›rl› Evet %100 mutasyonu Toksik
koflullarla  fluoresan  saptama  kimyasallar,

%100 iflaretleme, modifikas-
etidyum bromür, yonlar
gümüfl boyama  

ECM 1,5 %90-95 Radyoaktif, S›n›rl› Evet Basit Pahal› enzim
etidyum bromür, kullan›m›
gümüfl boyama  

PTT 4-5 Sadece dur Radyoaktif, S›n›rl› Evet Dur Düflük
kodonu protein kodonuna saptama

mutasyonlar› boyalar› spesifik   oran›, çok

basamakl›
ifllemler

DNA De¤iflkendir  %85 Fluoresan Yüksek Evet K›sa sürede Pahal› alet

çipleri iflaretleme  çok analiz  gereksinimi,
Düflük

saptama
oran›
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%83’ü, 307 baz çiftlik bir parçada %58’i

saptanabilmifltir. Bir baflka çal›flmada, 200 bç

ve alt›ndaki büyüklüklerde tek baz de¤iflik-

likleri daha yüksek duyarl›l›kla saptanabil-

mifltir, örne¤in 212 bç’lik 2 globün geni

parças›nda tek baz de¤iflikli¤i yaklafl›k %70

oran›nda bulunurken, 600 bç’lik bir parça-

da 29 mutasyondan sadece biri saptanabil-

mifltir. 155 bç’lik parçalarda da %97 ve %96

oranlar›nda tek baz de¤iflikli¤i gösterilmifl-

tir. 150 bç’nin alt›ndaki parçalarda SSCP

analizinin duyarl›l›¤› küçük DNA parçalar›n›n

ikincil yap› oluflturmalar›ndaki güçlükler

nedeniyle azalmaktad›r. 200 bç’nin üzerin-

deki büyüklü¤e sahip DNA’larda da tek baz

de¤iflikli¤i ile daha az konformasyonal de¤i-

fliklik oluflmaktad›r ve bunun jelde görül-

mesi güçleflmektedir (8,9). Optimal koflullar

alt›nda mutasyon saptama oran› %80-90’d›r.

Elektroforez s›ras›nda tercih edilen

s›cakl›k: On yedi derecenin alt› ve 23°C‘

nin üzerindeki s›cakl›klar DNA tek ipli¤inin

yar› stabil flekillerini bozabilmektedir. Fakat

farkl› mutasyonlara göre farkl› s›cakl›klar

denenmifltir (4°C, 10°C, oda s›cakl›¤›), en

çok tercih edileni oda s›cakl›¤›d›r. Befl V/cm

voltajda ve 4 watt’ta ortalama 22°C (mini-

mum 20, maksimum 25)’de elektroforez

yap›ld›¤› zaman, jel fazla ›s›nmamakta ve

jelin ›s›nma miktar› önemsiz olmaktad›r.

‹çinden s›v› sirkülasyonu olan elektroforez

sistemleri pahal› olmakla beraber, s›cakl›¤›

standardize ettikleri için uygun sistemlerdir

(10). 

PCR ürün denatürasyonu:  SSCP için PCR

ürününün temiz ve spesifik olmas› gerekli-

dir. PCR ürünü, jelden saflaflt›r›lmadan SSCP

için kullan›labilir. Ancak kullan›lmam›fl primer-

lerin varl›¤› ve spesifik olmayan PCR amplifi-

kasyonu, jelden PCR ürününü saflaflt›rmay›

gerektirebilir. SSCP için radyoaktif PCR kulla-

n›ld›¤› zaman, siklus say›s› 20’ye düflürüle-

bilir, örnekte 10-30 kat suland›r›labilir. Böy-

lece tek ipliklerin primerler ile ba¤lanmalar›

yada kendi kendileri ile çift iplik oluflturma-

lar› en aza indirilmifl olur. Daha az duyarl›

saptama yöntemlerinin kullan›ld›¤› durum-

larda, daha az suland›rma yap›labilir. Örne¤e

daha güçlü denatüranlar›n eklenmesi yard›m-

c› olabilir. Bu amaçla, formamid, sodyum

hidroksit, üre ve metil merkürik hidroksit

kullan›lmaktad›r. Metil merkürik hidroksit tok-

siktir ve çeker ocak kullan›m› gerektirir, ama

en etkili olan›d›r. Pek çok yöntemde örne¤i

95°C’de ›s›tarak denatüre etmek ve sonra

h›zla buz içinde tutmak ve h›zla jele uygu-

lamak yöntemi kullan›l›r. Yükleme s›ras›nda

denatüre edilmifl DNA örne¤i suland›r›lm›fl

olmas›na ra¤men, jele yüklendi¤i yerde kon-

santre olaca¤›ndan, yeniden çift iplikli DNA’

lar oluflur. Sonuçta, herzaman çift iplikli DNA,

tek iplikliden daha güçlü bant verir. Bu neden-

le DNA’n›n mümkün oldu¤unca suland›r›lm›fl

olmas› gereklidir. Düflük konsantrasyonlar

kullan›ld›¤›nda ince jellerde radyoaktif yöntem,

gümüfl boyama ve etidyum bromide üstün-

lük sa¤lar (11,12).

Elektroforez jelinin özellikleri:  SSCP ana-

lizinde DNA parçalar›n› ay›rmak için s›kl›kla

kullan›lan matriks akrilamiddir. Akrilamid/

bisakrilamid oran› ve toplam akrilamid yüz-

desi, jelin ay›rma özelli¤ini belirler. Tampon

içeri¤i ve konsantrasyonu SSCP hareketine

yans›r, jel s›cakl›¤› ve jele eklenen gliserol

gibi di¤er maddeler de bunu etkiler. Bu farkl›

koflullar, farkl› dizilerdeki SSCP’leri tan›mla-

makta kullan›lm›flt›r. En fazla tercih edileni,

düflük çapraz ba¤lay›c› oran› ve 50-100 ml/lt

gliseroldür. Baz› SSCP’ler için yüksek yüzde-

li jellerin kullan›lmas› önerilmifltir. Hidrolink

isimli jel, TEMED ve amonyum persülfat ile

polimerize edilmifl akrilamid benzeri bir

matrikstir; daha tektip gözenek büyüklü¤ü-

ne sahip oldu¤u ve akrilamidden daha iyi

rezolüsyon sa¤lad›¤› belirtilmifltir. SSCP’nin

iyi gözlenebilmesi için elektroforez jeli boyut-

lar›n›n uzun olmas› (yaklafl›k 30x40 cm) ve

elektroforez ifllemlerinin düflük voltajda, uzun

sürede yap›lmas› gereklidir. Uzun ve büyük

elektroforez cihaz›, daha karmafl›k düzenle-

meler ve s›cakl›k kontrolü gerektirmesi bu

yöntemin dezavantaj›d›r (13-15). 

Mutasyonun tipi ve bulundu¤u yer : Analizi

yap›lan DNA parças›n›n hangi bölgesinde

mutasyon oldu¤u, nükleotid de¤iflikli¤inin

özelli¤i (transizyon ya  da tranversiyon) ve 

Özkara HA.
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DNA parças›n›n nükleotid içeri¤i de SSCP

analizinin duyarl›l›¤›n› etkilemektedir. Bu fak-

törlerin herbirinin DNA molekülünde ikincil

yap›y› etkilemesi beklenmektedir. SSCP’nin

duyarl›l›¤›, transversiyon yada transizyonlar

için farkl› bulunmam›flt›r. ‹kisi de benzer

s›kl›kta saptanabilmektedir: s›ras›yla %76 ve

%81. Yaln›z G →T transversiyonlar›, tamam-

lay›c› dizideki C→A tranversiyonlar›ndan daha

düflük s›kl›kta saptanabilmektedir, s›ras›yla

%57, %82. Eksonlar›n yan bölgelerindeki

de¤iflik nokta mutasyonlar›n› saptamak için

yap›lan çal›flmada mutasyonlar farkl› oranlar-

da duyarl›l›k ile tayin edilmifltir. E¤er mutas-

yon içeren yan bölge ikincil yap›ya kat›l›yor-

sa, mutasyon bu bölgeyi bozmufl olaca¤›n-

dan SSCP ile saptanmas› kolaylaflmaktad›r.

E¤er mutant bölgenin ikincil yap›y› olufltur-

mada rolü yoksa, mutasyon saptanamaya-

bilir. Ayr›ca pürin içeri¤inin daha fazla oldu¤u

DNA tek zinciri jelde daha h›zl› yürümekte

ve daha belirgin de¤ifliklikler göstermektedir.

Buna ba¤l› olarak da DNA’n›n bazen esas,

bazen de tamamlay›c› zinciri mutasyonu

di¤erinden daha iyi göstermektedir (8). 

SSCP’nin kapiller elektroforeze uyarlanm›fl

flekli, daha uzun dizileri analiz edebilmek için

restriksiyon enzim kesimi de kullan›lmakta-

d›r.

Heterodupleks Analizi (HET)

Heterodupleks analizi basit bir yöntemdir.

Normal ve mutant DNA’lar aras›nda hetero-

dupleksler oluflturulur. Mutasyonun oldu¤u

bölgede DNA yanl›fl efllenme nedeni ile

bükülür veya balonlafl›r. Denaturan içerme-

yen poliakrilamid jellerde homodupleksler

ve heterodupleksler farkl› hareket ederler.

Rezolüsyonu art›rmak için poliakrilamid jel

yerine özel jeller (ör; MDE jel), üre gibi

denaturan ajanlar kullan›labilir. Bu yöntemle

analiz edilebilecek DNA büyüklü¤ü 200-600

bç’dir. Baz› çal›flmalarda 900 bç büyüklü-

¤ündeki DNA analiz edilebilmifltir. Mutasyon

saptama oran› %80’dir. Bu oran› daha fazla

art›rmak amac› ile de¤iflik kombinasyonlar

denenmifltir. Bunlardan biri SSCP ile beraber

kullan›lmas›d›r. ‹kincisi fluoresan dizi anlizö-

rüne adaptasyondur. Üçüncüsü ise, denature

edici yüksek performansl› s›v› kromatografi-

sine (DHPLC) uygulanmas›d›r. Bu modifikas-

yonda heterodupleksler kolonlarda ayr›l›r.

Mutasyon saptama oran› da %90-95’e ç›ka-

r›labilir. Ancak bu alet çok pahal›d›r (16).

Yanl›fl Eflleri Kimyasal Maddelerle

Parçalama Yöntemi (CCM)

Bu yöntemde yanl›fl eflleflmifl C baz› hidro-

ksilaminle, T baz› da osmiyumtetroksit veya

potasyum permanganatla reaksiyona girer-

ler. Reaksiyonun oldu¤u yerler piperidinle

kopar›l›r. Kopar›lan parçalar jel elektroforezi

ile analiz edilebilir. Bantlar› görüntülemek

için radyoaktif ve fluoresan iflaretleme, gümüfl

boyama kullan›labilir. E¤er hem "sense" hem

de "antisense" diziler bu yöntemle analiz

edilirse tüm mutasyonlar saptanabilir. 2 kb

büyüklü¤e kadar DNA parçalar› analiz edilebi-

lir. En önemli dezavantaj› modifikasyon için

kullan›lan maddelerin toksik olmas›d›r (17).

Yanl›fl Eflleri Enzimle Parçalama Yöntemi

(EMC)

Normal ve mutant DNA’n›n ›s› denaturas-

yonu ve renaturasyonu sonucu oluflturulan

heterodupleksler bakteriofaj T4 endonükleaz

VII veya T7 endonükleaz I ile parçalan›r.

Ard›ndan jel elektroforezi ile analiz edilir.

88-1.5 kb uzunluktaki DNA’larda mutasyon

analizi yapabilir. Bantlar› saptamak için radyo-

aktif iflaretli primerler veya gümüfl boyama

kulan›labilir. Kullan›lan enzimlerin pahal›

olmas› ve homoduplekslerin yanl›fl kesilebil-

mesi dezavantaj›d›r. Mutasyon saptama oran›

%90-95 tir.

Protein Trunkasyon Testi (PTT)

Bu yöntemde PCR, transkripsiyon ve trans-

lasyon birarada kullan›l›r. Dur kodonu yapan

mutasyonlar› saptamak için uygundur. Dur

kodonu yaratan mutasyonlar›n neden oldu¤u

k›sa sentezlenmifl proteinler sodyumdodesil

sülfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-

PAGE) ile saptanabilir. T7 promoter ve ökar-

yotik translasyon bafllatma dizileri PCR pri-

merine ba¤lan›r. PCR’›n ard›ndan elde edilen
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DNA transkripsiyon-translasyon reaksiy onla-

r›na uygulan›r. Translasyon ürünü proteinler

jel elektroforezi ile analiz edilirler. Dur kodo-

nu oluflan proteinler, normal proteinlere göre

daha küçük olarak saptan›rlar. Bu yöntemle

4-5 kb büyüklü¤ündeki DNA’lar analiz edile-

bilir (19). 

DNA çipleri

Bir baz›n dört de¤iflik kombinasyonu bir çip

üzerine yerlefltirilerek bunun tek iplikli hasta

DNA’s› ile hibridizasyonu sonucu mutasyon

saptanabilir. 1000 bazl›k bir bölge için 4000

de¤iflik proba ihtiyaç vard›r. Bu yöntemle bir

anda binlerce farkl› oligonükleotid probun

analizi mümkün olabilmektedir. Mutasyon

saptama oran› %85’tir. Pahal› bir alet gerek-

tirir ve ekspresyon çal›flmalar› için daha uygun-

dur (20).

TARTIfiMA

Mutasyon tarama yöntemleri içinde SSCP ve

HET en basit ve en fazla kullan›lanlar›d›r. SSCP

analizinin duyarl›l›¤›n› art›rmak için koflulla-

r›n de¤ifltirilmesi gerekebilir. Bu SSCP’yi çok

zaman harcamay› gerektiren eziyetli bir yön-

tem haline getirebilir. HET analizi elektrofo-

rez koflullar›n› de¤ifltirmeyi gerektirmez. Bu

iki yöntem de büyük genlerde geni parça

parça analiz etmek için çok uygundur. Her

ikisinin kullan›m› ile %100’e varan oranda

mutasyon saptamak mümkün olabilmekte-

dir. DGGE’nin mutasyon saptama yüzdesi

SSCP ve HET’e göre daha yüksek olan bir

yöntem olmas›na ra¤men özel bir elektro-

forez sistemi gerektirmesi ve yap›lma zorlu-

¤u nedeni ile SSCP ço¤u zaman tercih edil-

mektedir. Kapiller elektroforeze uygulanm›fl

flekilleri de SSCP’yi daha kolaylaflt›rm›flt›r.

CCM yöntemi toksik kimyasallar› ve deneyim

gerektirmesi nedeni ile tercih edilmemekte-

dir. DHPLC ve DNA çipleri h›zl› analiz d›fl›n-

da di¤er yöntemlere bir üstünlük sa¤lama-

m›fllard›r. Her ikisi de SSCP ve HET’e yak›n

oranda mutasyon saptayabilmekte ve çok

pahal› aletler gerektirmektedirler.

Bu derlemede sunulan mutasyon tarama

yöntemlerinin herbirinin avantajlar› ve deza -

vantajlar› vard ›r. Ancak en önemli sorun bu

alanda ideal bir yöntemin henüz bulunama-

m›fl olmas›d›r. Bu durumda yap›lmas› gere-

ken bütçemize, deneyimimize ve ilgilendi-

¤imiz gene göre uygun yöntemi belirlemek

olmaktad›r. Ayr›ca tarama yöntemleri ile yeri

belirlenen muhtemel mutasyonlar›n hangi

baz/bazlarda oldu¤unun mutlaka DNA dizi

analizi ile gösterilmesi veya mutasyonun

hangi bazda oldu¤unun belirlendi¤i yöntem-

lerde bunun yine DNA dizi analizi ile do¤ru-

lanmas› gerekmektedir.

Mutasyon tarama yöntemlerinin kullan›m›

önemlidir. Çünkü, bir sonraki basamakta a)

bulunan mutasyonlar e¤er bir topluma öz-

gülse toplum taramalar›nda ve do¤um önce-

si tan›da kullan›labilir; aileye özgülse o aile

için spesifik tan› ve do¤um öncesi tan›y›

sa¤lamada kullan›labilir. b) di¤er kiflilerin

bu hastal›kla ilgili moleküler düzeyde bilgi-

lenmesini sa¤lar. c) mutasyonlar›n karakteri-

zasyonlar› enzim proteinlerin fonksiyonel

bölgelerinin ve yap›lar›n›n anlafl›lmas›na kat-

k›da bulunabilir. d) mutasyona u¤rayan gen

bölgeleri, s›kl›kla oluflan mutasyonlar hakk›n-

da istatistik bilgi edinmemize yolaçar. e) kan-

serden sorumlu mutasyonlar erken tan› ve

taramada kullan›labilir (21,22).

Özetle, mutasyon çeflitli tarama yöntemleri

ile saptanabilir. Bu yöntemlerden uygun olan›

seçilebilir ve hiç biri de kolay de¤ildir. Ancak

üretilen bilgi çok ifle yarard›r.
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