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Oz

Her gegen gtin molekdiler biyoloji alaninda teknolojinin gelismesiyle para-
lel, bircok yeni molekdler analiz yontemleri ortaya ¢ikmaktadir. Biz de bu
derlemede, molekiler tanida énemli oldugu gdsterilmis olan Yiksek Cozu-
nrlGkld Erime (High Resolution Melting) (HRM) analizini, uygulama alanla-
rini ve klinikte yapilmis calismalarla 6nemini anlatmayi amagladik. HRM ka-
pali tlip sisteminde, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR: PCR) sonrasina dayali
genetik varyasyonlari belirlemek icin kullanilan yeni bir yéntemdir. HRM'nin
calisma prensibi nikleik asit 6rneklerinin erime davranisina dayanmakta-
dir. Cift zincirli DNA'nin denatiirasyonu erime sicakliginin artmasiyla olusan
floresan degisikliklerinin saptanmasiyla belirlenir. Wild type (yaban tip) ve
heterozigot 6rneklerinin farkliliklari erime grafiklerinde kolaylkla saptana-
bilmektedir. Bu yontemde erime egrisi analiziyle daha fazla bilgi ve detay
elde edilebilmektedir. HRM analizi, 6rneklerin sekans, uzunluk, guanin si-
tozin (GC) icerigine gore ayrimini yapabilmektedir. Populasyonda yaygin
gorilen tek niikleotit degisikliklerinin (SNP) tespiti, hastaliklarla iliskili gen
mutasyon taramalari ve DNA metilasyon analizleri HRM yéntemi ile hizli ve
guivenilir bir sekilde tanimlanabilmektedir. PZR Urilnlerindeki nikleotit dizi
degisimleri ve cesitli varyasyonlar DNA erime egrisi sekilleriyle HRM yonte-
minde saptanabilmektedir. Kombine yeni nesil DNA boyalari ve gelistirilen
gen tarama yazilimlari sayesinde gticli analiz yapabilme kapasitesinin yani
sira kolay uygulanabilirligi ve dusiik maliyetli olma 6zelligi ile gercek za-
manli HRM yéntemi pek ¢ok klinik uygulamada 6n plana ¢ikmaktadir.
Anahtar Kelimeler: Yiiksek ¢cozUnurlGklU erime, tek niikleotit degisiklikleri,
erime edrisi, mutasyon, metilasyon

Abstract

Along with the development of technology in the field of molecular biol-
ogy, many new molecular analyses are being developed each day. In this
review, we aim to explain high-resolution melting (HRM) analysis, which
has been shown to be important in molecular diagnostics, its applications,
and its importance in the areas of clinical practice. The HRM system in a
closed tube is used to determine post-polymerase chain reaction (PCR)-
based genetic variations as a new method. The working principle of HRM is
based on the melting behavior of nucleic acid samples. The denaturation of
double-stranded DNA is determined by detecting the fluorescence change
caused by increased melting temperature. The differences between wild-
type and heterozygous samples may be easily detected in melting graph-
ics. Using this method, melting curve analysis can be performed with more
precision. In HRM analysis, the samples can be distinguished according to
the guanine cytosine (GC) content and sequence length. Thus, the detec-
tion of common single-nucleotide polymorphisms (SNPs) in the popula-
tion, scanning of gene mutations associated with diseases, and analysis
of DNA methylation can be performed quickly and reliably using the HRM
method. Nucleotide sequence variations and several variations in the PCR
products can be detected with the DNA melting curve shape using the
HRM method. In addition to being low-cost and easily implementable, the
real-time HRM method enables powerful analysis because of the combined
new-generation DNA dyes and developed gene scanning software, there-
by standing out in many clinical applications.

Keywords: High-resolution melting, single-nucleotide polymorphism,
melting curve, mutation, methylation

GiRiS

Pek cok genetik hastaligin molekdiler gelisim slirecinde, genetik ve epigenetik mekanizmalarin énemli oldugu kabul edilen bir gercektir.
Bu olaylarda bir¢ok gendeki kusur veya anomalilerin bu hastaliklarin tetiklenmesinde rol aldiklarini bilmekteyiz. Bu anomalilerin basinda
ise mutasyonlar, tek niikleotit degisimleri (SNPs) ve metilasyon durumu énemli genetik degisikler arasinda yer almaktadir. Bu genetik
degisiklikler her zaman icin anomali olusturacagina dair kesin bir bilgi olmamakla birlikte, klinikte tanimlanmis bazi genetik degisimlerin
rutinde hastaliklarin tanisinda kullanilmakta oldugunu bilmekteyiz. Bu yontemle daha 6nce bazi tanimlanmis genler olmakla beraber
(TP53, PIK3CA, CDH1 ve PTEN gibi) yeni tanimlanacak genlerdeki anormalliklerin hem tanida hem de tedavide yénlendirici olabilecegi
dustinilmektedir. Bu tani ve tedavideki dogru yaklasimin hastaligin seyrini nasil etkileyecegdini de disiindiigiimiizde bu arastirmalarin
onemi ortaya ¢ikmaktadir. Bu ylizden bu derlemede, HRM analiziyle 6zellikle kanser ve bircok genetik hastaligin molekdler tanisinda
kullaniimis olan calismalar ile tedavide yol gdsterici oldugunu gdsteren uygulamalar derlenmistir.

insan genomunun molekdiler analizi icin bircok pahali teknolojik ydnteme gereksinim duyulmaktadir. Bu yéntemlerin biitcesi yiiksek
olan arastirmalarin disinda kullanimi, yani rutinde ve klinikte hastalarin tanisinda kullaniminin zor olmasi hastalarin tedavisine
yardimci olabilmemizi kisitlamaktadir. Bu ylizden her gegen giin maliyeti distirmek icin tani ve tedaviye yonelik yeni analiz yéntemleri
gelistirilmektedir. Fakat dogru ve giivenilir ydntemlerin tanimlanmasi ve kullanilmasi bu hastalar icin olduk¢a 6nemlidir. Biz de bu
derlemede, molekiiler tanida rutin kullaniminin artacagini bekledigimiz giivenilir ve hizli analiz yapabilen HRM y&ntemiyle dnemli
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verilerin elde edilebilecedine dair hem kendi yaptigimiz ¢alismamizi
ve hem de klinikte rutinde kullanilabilecegine dair 5nceden yapilmis
bilimsel calisma verilerini paylagmayi hedefledik.

HRM yodntemi 1997 yilinda Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksi-
yonu (real time PCR: RT-PZR) yénteminin kullanima girmesiyle gelis-
tirilmis otomatize bir yontemdir. HRM, DNA'nin ayrisma (melting) ki-
netigini gorintilemek icin gelistirilen bir ydntemdir. HRM tamamen
kapal tlp sisteminde gerceklesen ve sadece genel DNA interkalas-
yon boyalarinin araya girdigi bir stirece sahiptir. Bu kapali tiip sistemi
sayesinde kontaminasyon riski azaltiimaktadir ve bu HRM yontemine
onemli bir avantaj saglamaktadir. Cift zincirli DNA drnekleri sicakhgin
artmasiyla ayrisir, boya salinir ve floresan azalir. Bu floresandaki azalis
DNA'nin %50'sinin denatire (Tm) olmasiyla giderek daha hizla artar
(1). Floresan Ol¢tim ‘erime egrisi (melt curve)’ olarak kaydolur. Ayni
zamanda bu egriler ‘denatiirasyon egrileri’ olarak da ifade edilmek-
tedir. Bu egriler HRM'den elde edilen ham veriyi bize vermektedir. Bu
veri, aslinda belli zaman dilimlerinde, sicaklik artisina karsilik floresan
sinyal siddetindeki degisim olarak tanimlanmaktadir. Bu erime egri-
leri 65°C'den 95°C’ye kadar olan her 0.5°C'lik sicakhk artiglarini kapsa-
maktadir. Her bir 6rnegin analizi, egrinin sekli ve pozisyonuna gore
yapilir (Resim 1). Ornekler arasindaki her bir bazlik degisiklik hizli
bir sekilde saptanir ve tanimlanir (1). Ayrica HRM ydnteminin sire-
sinin 2 saatten az olmasi da 6nemli bir kolaylik saglamaktadir. Kisaca
HRM yontemi PZR isleminden sonra gercek zamanl PZR cihazinda
ayni tlipte otomatize ve programlamayla takip eden bir prosediire
sahiptir. Bu ylizden veri eldesi gercek zamanl PZR'den sonra 10-15
dk. icinde gerceklesebilmektedir. Bu veriler 2 saniyedeki 0,1-1,0°C
sicaklik artisina karsilik olusan floresan sinyal siddeti degisiminin 6l-
cllmesiyle elde edilmektedir (2, 3). Bu yontemin énemli bir yani ise
hem parafinli hem de taze dokuda analiz yapmaya imkan vermesidir
(4-6). HRM yonteminin bu dnemli avantajlarinin yaninda az da olsa
bazi dezantajlari da bulunmaktadir. Bunlardan biri, 150-250 baz if-
lik (b¢) gibi kliglik amplifikasyonlarda spesifitesinin yiiksek olmasidir.

Normal floresan

Sicakhk

~ Homodupleks denatiirasyon egrileri

Heterodupleks denatiirasyon egrileri
Heterozigot denatiirasyon egrileri

Resim 1. HRM analizinde homozigot ve heterozigot denatiirasyon

egrileri

Yani 500-600 bg¢'lik blytik amplifikasyonlarda veriminin disebildigi
soylenmektedir. Bu dezavantajinda sirrekli gelisen teknolojiyle be-
raber yeni bir programlamayla giderilebilecegi tahmin edilmektedir.

Daha onceki paragraflarda HRM yonteminde sicaklik artarken,
DNA'nin tek zincirli konformasyona doéntstinii ve floresan siddetinde
azalma meydana geldigini vurgulamistik. HRM yonteminde floresan
sinyallerin olusmasi icin cesitli boyalar (SYBR Green gibi) kullaniimak-
tadir. HRM yonteminde bircok farkli boya cesidi kullanilabilmekle
beraber bircok farkl gercek zamanli PZR cihazinda da yapilabilen bir
tekniktir. Bu ytizden cihazin kitine 6zgi kullanilan toksik etkisi du-
stk olan boyalar bulunmaktadir (LCGreens1 (Idaho Technology Inc,
Salt Lake City, Utah), Syto9s (Invitrogen; Carlsbad, CA, United States),
SYBR Green BioRad iQ™5 USA, EvaGreens (Biotum) (Inc. Corporate
Place, Hayward, CA) and LightCyclers 480 ResoLight Dye (Roche, Indi-
anapolis, IN)) (7). Bu boyalardaki farkhliklar ayni zamanda farkli karak-
terizasyonun ortaya ¢ikmasinda da 6nemlidir. Bu boyalar sayesinde
DNA denatiirasyonu izlenmekte ve kaydedilmektedir (Resim 2). Bu
boyalarin konsantrasyonundaki ytiksekliklerin baskilayici (inhibitor)
olumsuz durumlari tetikleyebildigi bilinmektedir (8). Bununla birlikte,
HRM y&nteminin yapildidi kitin de dnemli oldugu unutulmamalidir.
Gunkd farkl kitler ayni 6rnek icin farkh Tm degeri verebilmektedir. Bu-
nun sebebi olarak; 6zellikle kullanilan master mixin (reaksiyon solis-
yonu) farkl olmasi vurgulanmistir. Bunlar disinda molekdiler tanida
ilgilenilen kanser tiirl ve ilgilenin genin bdlgesi (ekzon, intron veya
splice bolgesi) de cok 6nemlidir. Clinkl genetik degisiklik beklenen
genin kodlayici bdlgesi (ekzon) mi yoksa bagka bir bélgesinde mi ol-
dugu dogru hedeflenmis olmalidir. Bu bélgeler, cogunlukla kodlayici,
reglilator veya intronik bolgeleri kapsamaktadir (9).

HRM yonteminin analizinde orneklerdeki heterodupleks ve homo-
dupleks DNA tirlerinin varligini yansitan erime egrilerinden yarar-
lanilmaktadir. Boylece analiz sirasinda normal oldugu kabul edilen
ornegin egrisiyle hasta bireyin egrileri karsilastirilarak degerlendirme
yapilr (10). Bu ylzden farkli genotipe sahip bireylerin farkli denati-
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Resim 2. a-c. HRM y6nteminin reaksiyon mekanizmasi. (a) Sicaklhk
arttikca cift iplikli DNA'nin denattire olmasi, (b) HRM analiziyle normal-

ize egrilerin olusmasi, (c) Amplikonlarin melting (erime) egrisi, erime
sicakhigina karsi negatif tiirev egrisi (dF/dT)




Dirican ve Akkiprik. HRM Yontemleri ve Uygulamalari

Clin Exp Health Sci 2017; 7(1): 20-6

Tablo 1. HRM analizinin arastirma alanlari

Mutasyon Tarama

Heterozigot Kaybi Goriintiileme
DNA parmak izi

SNP Genotipleme

Haplotip karakterizasyonu

DNA metilasyon analizi

DNA haritalama

Tir tanimlamasi

Aday genlerin belirlenmesi

Popiilasyon allel frekasinin belirlenmesi
HLA eslestirmesi

Genotipik benzerligin kanitlanmasi

SNP: tek niikleotit degisikliklerinin; HLA: insan I6kosit antijeni; DNA: deoksiriboniikleik asit
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Resim 3. a, b. HRM analiz sonucunun degerlendirilmesi. (a) Normalize

egriler, (b) HRM analizinden sonraki tiirev egriler ile wild tip (yabanil tip)
ve mutasyonlarin tanimlanmasi

rasyon egrisi profili sergilemesi beklenir. Ozetleyecek olursak; hetero-
zigot ve homozigot bireylerin egrileri farklihgi ortaya ¢ikarmaktadir
(Resim 3). Boylece, HRM analizi, DNA erime egrisi profilini gdstermey-
le ortaya ¢tkmis olup, niikleik asitlerdeki kiigtik bir sekans farkliligini
saptama o6zelligine sahip sensitivitesi ve spesifitesi yliksek; mutas-
yonlari saptama, metilasyon analizi ve genotiplemede kullanilan yeni
onemli bir konvansiyonal gercek zamanli PZR yontemi olarak bilime
hizmet etmektedir (11). HRM yontemi tek bir bazlik bilinen bir varyas-
yonu saptamak icin veya bilinmeyen bir genetik mutasyonu kesfet-
mek icin kullanilabilmektedir.

KLINiK ve ARASTIRMA ETKILERI
Yuksek ¢ozUnurlikli erime yontemi mutasyon tarama, metilasyon,

genotipleme ve tur tanimlama gibi bircok amacla kullaniimasina
karsin, literatlire baktigimizda daha ¢ok mutasyon, mikrobiyal tani

ve metilasyon analizleriyle 6n plana ¢iktigi goriilmektedir (Tablo 1).
2014 yilinda Marmara Universitesi Pendik Egitim ve Arastirma Hasta-
nesi'ne gelmis olan 101 meme kanseri hastasinda PI3K sinyal yolagin-
daki meme kanserinde frekansi ytiksek olan PIK3CA gen mutasyon-
larini HRM (LightCycler 480 System) yontemiyle analiz ettigimizde,
PIK3CA mutasyon frekansini %31 (31/101) olarak saptadik (Tablo 2).
HRM ydnteminin sonuglarini Sanger dizilemeyle dogruladigimizda
%87 spesifitesinin oldugunu belirledik (12).

Yapilmis diger calismalara baktigimizda, 2016 yilinda 27 Fanconi
anemili hastada HRM yontemiyle mutasyon taramasi yapildiginda,
hastalarin 6'sinda mutasyon saptanmistir ve arastirmacilar HRM
yonteminin dizi degisikliklerinin arastirilmasi icin yararl olabile-
cegini vurgulamislardir (13). Bir baska calismada ise 75 meme kan-
ser hastasinda PIK3CA, AKT1 ve PTEN gen mutasyonlari HRM ile
taranmistir. PIK3CA mutasyonlari 21 vakada goruldigu ve frekan-
sinin %28 oldugu gosterilmistir. AKT1 ve PTEN mutasyonlarinin
frekanslari ise sirasiyla %4 ve %3 olarak saptanmistir (14). Baska
bir arastirmaci grup ise, 89 meme kanser hastasinda ve 50 kontrol
bireyinden alinmis periferal kanda HRM yontemiyle APC geninde
SNP taramasi yapmistir. Bu bireylerin 1’inde yeni bir mutasyon
saptanmistir ve 13 bireyde ise bilinen SNP’lerden tanimlanmistir
(15). Diger bir calismada ise, BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki sik
gorilen germline mutasyonlarin HRM yontemiyle hizl bir sekilde
saptandigi gosterilmistir. Fakat dogrulamak icin sekansa génde-
rilmesi gerektigi ifade edilmistir (16). Tan ve ark.(17) ise normal
karyotipli 44 akut miyeloid I6semi hastasinda HRM y&ntemiyle
NPM1 ve FLT3-ITD mutasyonlarini analiz etmistir. Hastalarin 8'inde
yalnizca NPM1 mutasyonu ve hastalarin 4’'inde hem NPM1 hem
de FLT3-ITD mutasyonlari saptanmistir. FLT3-ITD genin 14. ekzo-
nunda Y572C (c.1715A>G) olarak tanimlanan yeni bir mutasyon
belirlenmistir. Do ve ark. (18) 219 kiicuk hicreli olmayan akciger
kanser parafinli dokuda E17K mutasyonunu HRM yontemiyle tara-
mislar ve sadece 4 hastada bu mutasyon oldugunu saptamislardir.
Lin ve ark. (19) 122 hemofili A hastasinda multiplex PZR yonte-
miyle tim ekzonlari taramiglar ve 29 yeni mutasyon saptamiglar-
dir. Sonra da HRM analiziyle mutasyon taramasi yaptiklarinda 28
hastanin 25'inde mutasyonlar belirlenmis ve HRM ydnteminin
%89 dogrulukta saptama yapabildigini gostermislerdir. HRM'nin
sensitivitesinin ise % 93 oldugunu bildirmislerdir. Bir calismada
ise 75 Zellweger sendromlu hastada HRM analiziyle PEX geninde
mutasyon taramasi yapilmistir. Elde ettikleri sonuglara gore 77
farkli mutasyon tanimladiklari ve 47 mutasyonun daha 6nce hig
rapor edilmedigi vurgulanmistir (20). Kolorektal kanserde yapilan
HRM mutasyon analizinde ise MUTYH geninde hastalarin %15,8
(13/82)'inde mutasyon saptanmistir (21).
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Tablo 2. HRM yénteminin klinik uygulamalar

Saptama (n/%)

Referans Hastalik incelenen Gen Analiz veya sonu¢

Nicos ve ark. (26) Kiclk olmayan akciger kanseri ~ PIK3CA Mutasyon 30/145(2,1)

Moghadam ve ark. (13)  Fankoni anemisi FANCA Mutasyon 6/27 (22)

Draht ve ark. (27) Kolon kanseri RET Metilasyon 33/239 (13,8) metile

Chang ve ark. (28) Oral skuamdz karsinoma TNFAIP3 SNPs ve mutasyon 3/81(3,7)

Koochak ve ark. (29) Kolon kanseri KRAS ve BRAF Mutasyon KRAS: 336/1000 (33,6)
BRAF: saptanmadi

Sun ve ark. (23) Serviks lezyon DAPK1, MGMT ve RARB Metilasyon MGMT: %48 metile
DAPK1: %38 metile
RARB: %31.2 metile

Zhao ve ark. (30) Osteogenez bozuklugu COL1A1 ve COL1A2 Mutasyon COL1A1:74/200 (37)
COL1A2:51/200 (25.5)

Tian ve ark. (31) Hepatoseller karsinoma GSTP Metilasyon 48/90 (53,3) metile

Spitzwieser ve ark. (32)  Meme kanseri CCND2, DAPK1, GSTP1, HIN-1,  Metilasyon RASSF1A: %94 metile

MGMT ve RASSF1A HIN-1: %82 metile

MGMT: %65 metile

Dirican ve ark. (12) Meme kanseri PIK3CA Mutasyon 31/101(31)

Destouni ve ark. (33) Kistik fibrozis CFTR Haplotip analizi 88/93 (94,6)

PIK3CA: fosfatidil inozitol-3-kinaz katalik alfa; FANCA: fankoni anemisi komplemantasyon grup A; RET: ret proto-onkogen; TNFAIP3: TNF (timdr nekroz faktor) alfa tetikleyici

protein 3; KRAS: KRAS proto-onkogen, GTPase; guanozin trifosfataz; BRAF: B-Raf proto-onkogen, serin/treonin kinaz; DAPK1: luim iliskili protein kinaz 1; MGMT:0-6- metilgu-

anin- DNA metiltransferaz; RARB: retinoik asid reseptor beta; COL1A1/2: kolajen tip 1 alfa 1/2 zincir; GSTP: glutatyon S-transferaz pi; CCND2: siklin D2;HIN-1:“high in normal”

-1; RASSF1A: Ras iliskili (RalGDS/AF-6) domain ailesi Uyesi 1; CFTR: kistik fibrozis transmembran iletkenlik regulator

HRM ydntemi mutasyon analizlerinin disinda siklikla epigenetik arastir-
malarda metilasyon analizlerinde de kullaniimaktadir (Tablo 2). Khor ve
ark. (22) oral hiicre karsinomalarinda CELSR3 gen metilasyon profilini
HRM yontemiyle analiz etmislerdir ve bu genin %86 ylksek metilasyon
profiline sahip oldugunu belirlemislerdir. Bir baska calismada ise 250
servikal lezyonda DAPK1, MGMT ve RARB genlerin promotor bdlge me-
tilasyonunu Metilasyona Spesifik HRM (MS-HRM) ile analiz etmislerdir.
MGMT geninin DNA metilasyonunu belirlemede HRM yénteminin etkin
oldugu rapor edilmistir (23). Shao ve ark. (24) bir yeni timor stipressor
gen olan BLU geninde 100 gastrik, 100 kolorektal ve 70 pankreas kan-
serli hastada HRM ile metilasyon analizi yapmislardir ve BLU geninin bu
U¢ kanserde de anlamli sekilde yuiksek metile oldugunu saptamislardir.
Ayrica BLU geninin metilasyonu ile ekspresyon durumu karsilastirildigin-
da negatif bir korelasyon oldugunu da rapor etmislerdir. Heitzer ve ark.
(25) bazal hiicre karsinomalarinda PTCH hallmark geninin metilasyon
durumunu Ug farklh yontemle; HRM, bistilfit modifikasyon ve MethyLight
yontemleriyle degerlendirmislerdir. Bu (i yéntem arasinda HRM yonte-
minin taze dokuda metilasyonu belirlemede en etkin yontem oldugunu
go6stermislerdir. Baska bir calismada ise, duktal meme kanser hastalarda
BRCAT1 ve FHIT promotor bolgelerinin metilasyon analiziHRM yontemiy-
le yapilmistir ve her iki genin yliksek metilasyon profili sergiledigi sap-
tanmistir (34). Runov ve ark. (35) telomerin metilasyon durumunu HRM
ile cok hizli bir sekilde analiz ettiklerini ifade etmislerdir. Qiu ve ark. (36)
114 HPV-16 infekte olan serviks kanser hastasinda HPV-16L1 genin me-
tilasyon durumunu merak etmisler ve HRM ile degerlendirmislerdir. MS-
HRM yénteminin HPV-16L1 gen metilasyonunu analiz etmede gliclii bir
yontem oldugunu bildirmiglerdir.

Mikrobiyal genotipleme icin bircok yéntem olmasina karsin, HRM
yontemi var olan yontemlere kiyasla daha hizli ve kolay analiz im-

kani saglamaktadir. HRM teknolojisi bakteriyal, viral ve parazitik pa-
tojenlerdeki direng gelisiminden sorumlu spesifik mutasyonlarin
analizi icin de 6nemli bir yontemdir. Yapilmis mikrobiyoloji calisma-
larinda, bilinen mutasyonlarla mikrobiyal fenotipleri karsilastirma-
da HRM yonteminin degerli oldugu gdésterilmistir. HRM ile yapilmis
mikrobiyal uygulamalarin sayisinin 2006 yilindan 2012 yilina kadar
59'dan 125%e ¢iktigi rapor edilmistir ve bu calismalarin sayisinin gi-
derekte artmasi beklenmektedir. Yapilmis ilk calismalara baktigimiz-
da Mycobacterium chelonae-M. abscessus turleri HRM ydntemiyle
tanimlanmaya calisilmistir (37). Baska bir calismada ise ribozomal
DNA'dan 100 b¢'lik fragmentten Cryptococcus neoformans ve Cryp-
tococcus gattii tUrlerinin ayriminin yapildigr gosterilmistir (38). HRM
yontemi antimikrobiyal diren¢ mekanizmalarini géstermek icin de
kullaniimaktadir ve Plasmodium falciparum’'da ilac diren¢ mutasyon-
lari HRM analizi ile saptanmistir. Yapilmis baska bir calismada ise, 6
gendeki coklu mutasyonlarin bu mikroorganizmanin ilag direnciyle
iliskili oldugu gosterilmistir (39). Ayrica HRM yéntemi enfeksiyon has-
taliklarin tedavisiyle ilgili arastirmalarda da kullaniimaktadir. Kronik
hepatit C virls enfeksiyonlarinda interferona dayali tedaviye yanitta
rs126979860 polimorfizmin iliskili oldugu HRM analiziyle belirlen-
mistir (40). Wu ve ark. (41) HRM y&ntemiyle HCV virlisiini genotiple-
mede %97,5'lere varan dogrulama giicline ulastiklarini rapor etmis-
lerdir. Bezdicek ve ark. (42) ise invazif mantar hastaliklarin tedavisine
karar vermede 6nemli olan tiirlerin tanimlanmasinda HRM yd&nte-
mini kullanmislardir. Aspergillus spp., Candida spp. ve Mucormycetes
turlerini analiz etmislerdir. 18 hastanin 13’Unde pozitif sonug elde
etmislerdir. Elde ettikleri sonuglara gore, HRM ydnteminin sensitivi-
tesi, spesifitesi, pozitif tahmin glicii ve negatif tahmin giicii sirasiyla
% 67, % 100, % 100 ve %94 olarak saptanmistir. Boylece bu yontemin
mantar patojenlerinin tanimlanmasinda ne kadar etkin bir yontem
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olduguna isaret etmislerdir. HRM analiziyle tiiberkiiloz menenijit geni
olan rhoB'de mutasyon taramasi yapilmistir ve 516. kodonda 2 has-
tada ve 531. kodonda ise 1 hastada mutasyon saptanmistir (43). Ayni
calismada HRM analizinin rhoB geninini saptamada olduk¢a hizh
oldugunu ve ilac direncini degerlendirmede iyi bir yontem olabile-
cegdi vurgulanmis. 2016 yilinda yapilmis bir calismada ise Leishmania
tarlerinin tanimlanmasi amaciyla hsp70 (is1 sok protein 70)'i amplifiye
ederek HRM ydntemiyle analiz etmisler ve yontemin etkinliginin
oldukca yiiksek oldugunu saptamislardir (44). Ozetleyecek olursak;
HRM yoéntemi epidemiyolojik ¢alismalarin uygulamalari icin dnemli
olabilecegi ve mikroorganizmalarin tanisinda ve bunlarla iliskili
hastaliklardaki gelismelere yardimci olabilecegini gdrmekteyiz.

Bunlar disinda bagka bircok genetik hastalikta HRM yontemiyle mu-
tasyon, metilasyon ve genotipleme Uzerine yapilmis ¢alisma bulma-
miz mimkiindir. Ornegin; HRM yéntemiyle tip 2 diyabetli hastalarda
SUMOA4 gen polimorfizimleri analiz edilmis ve rs237025 polimorfizi-
min tip 2 diyabetle iliskili oldugu, fakat rs237024 ve rs600739 poli-
morfizimlerin iliskili olmadigi saptanmistir (45). Deng ve ark. (46) Y
kromozomundaki kisa tekrar bolgeleri (STR) HRM yontemi ile geno-
tiplemisler ve HRM ydnteminin oldukga hizli yaklasik 2 saat gibi bir
zamanda analizi basardigini rapor etmislerdir. Yimniam ve Jindadam-
rongwech (47) tek niikleotit mutasyonlarin yaygin olmayan a-Hb he-
terozigot varyantlara sebep olduklarint HRM yontemiyle belirlemisler
ve bu yéntemin ucuz ve basit olmasindan dolayi rutinde kullaniminin
mumkiin olabilecegini ifade etmislerdir. Baska bir calismada ise, 91
hastada P-450 (CYP2D6) ilag metabolize ile iliskili olan polimorfizim-
ler HRM y&ntemiyle analiz edilmis ve 1846G>A, 2988G>A, 100C>T,
2549delA, 2615_2617delAAG ve 1707delT polimorfizimlerini tasiyan
hastalarin zayif ve orta metabolize eden bireyler olduklari saptanmis-
tir (48). Migren hastalari tizerine yapilmis bir calismada ise, GABRG2
geninde (GABAA receptor gamma-2-subunit) SNP taramasi yapilmis,
ama herhangi bir korelasyon belirlenememistir (49). Ailesel hiper-
kolesterolemi hastalarinda HRM analiziyle LDL reseptdr genleri olan
APOB (p.R3527Q) genin ekzon 26 ve PCSK9 (p.D374Y) geninin ekzon
7 bolgelerindeki genetik varyasyonlar arastinimistir. 28 hastanin
17'sinde alti farkli varyasyon saptamislar ve HRM yonteminin klinik
uygulamalarda maliyeti ve zaman kaybini diistirmek icin 6nemli ola-
bilecegini ve sonuclarinin spesifitesinin ve kuvvetinin yiksek oldugu-
nu vurgulamislardir (50).

Butiin bu bilgiler bize; tani ve tedavide 6nemli olan hastalikh hicre-
de, mikroorganizmalarin, mutasyonlarin ve metilasyon durumlarinin
gosterilmesi icin, daha fazla calismada ve daha genis hasta poplilas-
yonunda, HRM ydnteminin kullaniminin ve gelistirilmesinin gelecek-
te kisiye 6zgi tip alaninda 6nemli olabilecegini gostermektedir.

SONUC

HRM yontemi molekdler biyoloji calismalarinda mutasyon (bilinen/
bilinmeyen), polimorfizm, epigenetik ve epidemiyolojik alandaki uy-
gulamalar icin givenilir ve gii¢lu bir teknik olarak karsimiza ¢ikmak-
tadir. Bu yontem diger genotipleme tekniklerine kiyasla 6zellikle cok
verimli olmasi, basit calisma prensibi, hizli ve gii¢lti analiz imkani ver-
mesiyle bir¢ok avantaji yapisinda barindirmaktadir. En 6nemli 6zellik-
lerinden birinin de kontaminasyon riskinin az olmasidir ve disik ma-
liyet, kullanim kolayhgy, yiiksek sensitivite ve spesifiteye sahip olmasi
da HRM yonteminin kullanimini yayginlastiracaktir. Glinimiize kadar
yapilmis calismalar gostermektedir ki; HRM yontemi klinik molekiler

tanida buyuk kolayliklar ve dogru analize imkan saglamaktadir. Ayri-
ca bazi calismalarda % 100 sensitivitede saptama ve % 98 spesifitesi
ve dusuk yanlis pozitif sonug verdigi gosterilmistir. Bir diger dnemli
nokta ise HRM y6nteminin daha cok heterozigot varyantlari sapta-
mada sensitivitesinin yliksek oldugunun bilinmesidir. Bu ytizden pa-
tojen ve non-patojen varyantlarin saptamasinda biyuk bir kolaylik
saglamaktadir.

Biz de bu derlemede HRM ydntemin ¢alisma prensipleri avantaj ve
dezavantajlari, uygulama alanlar ve klinik tanida yapilmis calisma-
lar 151§1inda bazi bilgiler paylasmaya calistik. HRM y&nteminin rutin
tanida kullaniminin ve veriminin arttirilmasiyla hem kanserde hem
de diger hastaliklarin tani ve tedavisinde yonlendirici olabilecegine
inanmaktayiz.
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