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OZET

ANORMAL HEMOGLOBINLERIN TANISINDA MLPA TASARIMI

Coskun, Cagil
Yiiksek Lisans Tezi, Biyofizik ABD
Tez Danismani: Prof. Dr. Erol Omer ATALAY

Temmuz 2010, 57 sayfa

MLPA, Multiplex Ligation Dependent Probe Amplification kelimelerinin bas
harflerinden olusmus olup, ligasyona bagimli ¢oklu prob amplifikasyonu anlamina
gelmektedir. Yontem ilk olarak Schouten ve ark. tarafindan 2002 yilinda tanimlanmigtir
ve MLPA yontemiyle birden fazla odaktaki gen delesyonlari ile duplikasyonlar: tek bir
reaksiyonla tanimlanabilmektedir. Calisilan bolgedeki gen miktarlarinin belirlenmesi
amacini tastyan MLPA yonteminde, gen bolgelerinde tek veya her iki allelde meydana
gelebilecek delesyonlar ve duplikasyonlar nedeni ile olusan gen miktarlarindaki artig ve
azaliglar goriintiilenebilmekte ve hesaplanabilmektedir.

Anormal hemoglobine yol acan globin gen yapisindaki degisiklikler proteinin yapi
ve islevine yansimaktadir. Elektroforetik ve kromatografik yontemlerle anormal
hemoglobinlerin davranis degisikligi, DNA dizi analizi ile degisiklige neden olan gensel
ozellik saptanip anormal hemoglobin kimliklendirilmesi gerek toplum ve gerekse de
premarital (dogum 6ncesi) taramalarda birgok zorlukla karsilasilabilmektedir.

Tez ¢alismasinda; Hb S igin bir MLPA sistemi tasarlanarak, MLPA yo6ntemi ile Hb S
modelinde ilgili mutasyonun tanimlanmasi ve tek niikleotit degisikliklerinin
saptanmasinda MLPA yonteminin kullanilabilirligi irdelenmistir. Calismamizda
Pamukkale Universitesi Biyofizik Anabilim Dali DNA bankasindan Hb S heterozigot
ve Hb S homozigot ornekler kullanilmigtir. Bu amagla, hem beta globin geninin 6.
kodonunda meydana gelen GAG>GTG mutasyonu ile olusan Hb S’ in, hem de kodon 2
CAC >CAT ve kodon 5 —CT polimorfizmlerinin varliklarinin MLPA y6ntemi
tizerindeki etkisi arastirilmistir. Sonu¢ olarak, MLPA yonteminin, gelistirilmesi ve
sonuglarin daha 6zgiin hale getirilmesi ile anormal hemoglobinlerin ve tek niikleotit
degisikliklerin belirlenmesinde bir tan1 yontemi olarak kullanilabilirligine iliskin veriler
elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Anormal Hemoglobin, Hb S, SNP, MLPA, Biyoteknoloji



ABSTRACT

MLPA APPROACH IN ABNORMAL HEMOGLOBIN RECOGNATION

Coskun, Cagil
MSc Thesis, Biophysics
Supervisor: Prof. Dr. Erol Omer ATALAY

July 2010, 57 pages

MLPA (Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification) is a multiplex PCR
method discribed by Schouten et al in 2002. This method includes the detection of exon
deletions, duplications and abnormal copy numbers of different genomic DNA samples,
also allows multiple targets to be amplified with only a single primer pair. Dosage
quotients may be calculated for any pair of amplicons caused by any gene deletion or
duplication.

Abnormal hemoglobins present different electrophoretic and chromatographic
behaviors. These genetic differences can be identified with DNA sequencing methods.
These molecular methods pose some difficulties in the molecular diagnosis of abnormal
hemoglobins also with cost ineffective problems in premarital and prenatal diagnostic
approaches.

In this thesis study, Hb S was used as an abnormal hemoglobin target and probe
consists of a two oligonucleotides which recognise target sites on the DNA or PCR
product. Heterozygous and homozygous Hb S samples were from DNA Bank in
Pamukkale University Department of Biophsics. According to the obtained results, in
beta globin gene mutation on sixth codon resulting GAG>GTG, on second codon
polymorphism CAC>CAT and fifth codon mutation resulting —CT were investigated by
MLPA method. Depending on our results, we can conclude that as a diagnostic
approach, MLPA method can be improved to detect abnormal hemoglobin variants and
single nucleotide differences.

Key Words: Abnormal Hemoglobin, Hb S, SNP, MLPA, Biotechnology
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1. GIRIS

Hemoglobin bozukluklari, gerek iilkemizde gerekse diinyada rastlanan en 6nemli
kalitsal hastaliklardandir (Weatherall 2001, Altay 2002, Akar 2007). Globin genlerinin
yapisinda bulunan ekzonlarda olusan mutasyonlar, amino asit kodlarin
degistirmektedir. Bunun sonucunda kalitsal klinik sorunlara sebep olan anormal
hemoglobinler olustugu gibi, herhangi bir klinik belirti géstermeyen ve kalitim yolu ile
aktarilabilen anormal hemoglobinler de ortaya g¢ikmaktadir (Huens 1970). Anormal
hemoglobinlerin belirlenmesinde hem protein diizeyindeki yontemler, hem de gen
diizeyindeki  yontemler kullanilmaktadir. Protein  diizeyindeki  yontemlerden
kromatografik ve elektroforetik yontemlerin kullanilmasi anormal hemoglobinlerin
kesin tanisindan daha ¢ok bir 6n tanisi seklinde olmaktadir. Bu hemoglobinlerin kesin
tanis1 gen diizeyindeki yontemler kullanilarak gerceklestirilmektedir. Gen diizeyindeki
yontemlere restriksiyon enzim kesimi, SPR spektroskopisi ve DNA dizi analizi 6rnek
verilebilir. Restriksiyon enzim kesiminin uygulanmasindaki temel sorun, enzim tanima
bolgesinde gergeklesebilecek farkli mutasyonlarin da benzer sonu¢ vermesinden
kaynaklanmaktadir. SPR spektroskopisi kullanimindaki temel sorun ise, sensor
yiizeylerinin kaplanmasi, temizlenmesi, analit miktarlar1 ve ayrintili saha ¢aligmalarinin
heniiz baslangic asamasinda olmasidir. DNA dizi analizi yOnteminin, zaman ve

ekonomik sorunlari nedeniyle kullanimi siirli kalmaktadir.

Bircok hastalig1 gen diizeyinde anlasilir kilan DNA diizeyinde yapilan molekiilsel
tanimlamaya yonelik yontemler hizli ve artan bicimde gelismektedir. Yeni gelisen tani
yontemlerinden biri olan MLPA, uygulama kolayligi, yiiksek duyarliligi, giivenilirligi,
goreceli ucuzlugu ve tek bir reaksiyonda 40’ dan fazla farkli odagin incelenmesini

olanak kilan bir yontemdir.

Hb S, orak hiicre anemisini olusturan yani kalitsal klinik bir sebebe neden olan bir
anormal hemoglobin tiirtidiir. Beta globin geninin 6. kodonunda yer alan glutamik asit
(GAG) yerine valin (GTG) gegmesiyle olusan Hb S’ in belirlenmesinde hem protein
diizeyindeki yontemler hem de gen diizeyindeki yontemler kullanilmaktadir (ltano
1956).



Bu tez ¢aligmasinda, Hb S anormal hemoglobinin belirlenmesinde kullanilmak iizere
bir MLPA probu tasarlanarak, elde edilen sonuglar ile bu anormal hemoglobin tiiriiniin
belirlenmesi ayrica tek niikleotit degisimleri i¢in MLPA yOnteminin uygunlugunun ve

bir tan1 yontemi olarak kullanilabilirliginin degerlendirilmesi amaglanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Hemoglobin Yapis ve islevi

Hemoglobin, eritrositler i¢erisinde bulunan ve yaklasik olarak 65000 dalton agirliga
sahip olup, her biri yapisinda demir atomu i¢eren hem grubu bulunduran dért polipeptit
zincirinden olusmus tetramerik yapiya sahip bir metaloproteindir. Bu globin zincirleri
farkli gen aileleri tarafindan kodlanmaktadir. ki zincir, 16. kromozomda bulunan a-
benzeri globin genleri (o veya () , diger iKi zincir ise 11. kromozomda -benzeri globin
genleri (g, vy, & veya P) tarafindan kodlanmaktadir (Fathallah 2006). ilk defa 1959
yilinda x-151m1 kristallografisi yontemi ile hemoglobin molekiiliiniin yapist belirlenmis,
ayrica bu c¢alisma bir proteinin 3 boyutlu yapisinin basarili bir sekilde gosterildigi ilk
calisma olmustur (Collins 1984, Perutz 1960, Perutz 1978). Baslica gorevi, oksijenin
solunum organlarindan dokulara, karbondioksitin ise dokulardan solunum organlarina
taginmasi olan hemoglobinin diger bir 6zeligi ise fizyolojik yapilanmada giiglii bir
tampon sistemi olusturmasidir. Deoksihemoglobinin protonlara ilgisinin yiiksek olmast,
hemoglobin molekiiliiniin kandaki derisiminin yiiksek ve igerisindeki amino asitlerin pK
degerlerinin fizyolojik pH’ a yakin olmasi, kanin ve diger viicut sivilarinin pH degerini
sabit tutmasina yardimci olmaktadir. Hemoglobinin ayrica CO ve NO’ nun
baglanmasinda ve tasmmasinda da Onemli bir gorevi vardir. Nitrik oksit,
hemoglobindeki sistein bolgelerine ve hem gruplarindaki demirlere baglanarak kan
damar c¢eperlerinin gevsemesini saglar ve bu sayede kan basincini azaltarak basincin
diizenlenmesine yardimci olmaktadir (Perutz 1978, Schecter 2008, Bermek 1997).
Toksik bir gaz olan CO’ nun ise O, yerine hem grubuna baglanmasi, hemoglobin

molekiiliiniin normal O, baglama ve tasima gorevini engellemektedir.

Oksijen baglama bolgesi olarak gdrev yapan hem gruplari, polipeptit yapisindaki
globin zincirleri igerisinde gomiilii durumda bulunmaktadirlar. Her hem grubu
molekiiler oksijeni (+2) degerlikli demir iyonu ile birlestirme 6zelligine sahiptir. Hem
gruplart igerisindeki demir iyonlarinin oksijene olan ilginligi, pH diizeyindeki azalma ve
artma ile dogru orantilidir (Jensen 2004). Ayrica Hb’nin % 50 satiirasyonu igin gerekli
O3 basinct olan p50; proton, CO2, 2,3 DPG ve sicaklik artisi ile artmakta, bu ise Hb

molekiiliiniin Oy’ e olan ilginligini azaltmaktadir (Winslow 2007).



Hemoglobin molekiilii, deoksihemoglobinin karakterize ettigi oksijene ilgisi diislik
olan (tense-gergin) ve oksihemoglobinin karakterize ettigi oksijene ilgisi yiiksek olan
(relaxed-gevsek) olmak tizere iki yapi arasinda dengededir. Oksijen molekiiliiniin
(velveya diger ligandlarin) bulunmadigi durumda hemoglobin molekiilii, ekstra tuz
kopriilerinin olmasi sebebiyle termodinamik olarak daha kararli durumda bulundugu T
yapida kalma egilimindedir. Oksijenin hemoglobine baglanabilmesi i¢in molekiiliin
oksijen ilginligini artirict kosullar gereklidir. Ozellikle T yapisina yol agan tuz
baglantilar1 koparilmahidir (Bettati 1997).

2.2 Globin Genlerinin Yapisi ve Islevi

Tiim globin genleri benzer genel yapiya sahiptir. Her globin geninin iist kesiminde
yerlesmis bulunan ve gen transkripsiyon oranini kontrol eden bir promotor bolge
bulunmaktadir. Bu promotor bdlge RNA Polimeraz II i¢in bir baglayict bolgedir. Bu
globin genleri, genetik bilgileri igeren bloklari kodlayan ekzonlari ve bu 3 ekzon

bolgesinin arasinda bulunan intronlar1 icermektedir (Fucharoen 2002).

Alfa globin gen ailesi (5'--02-a1-3") 16. kromozomun kisa kolunda yaklasik 25
kb’lik bir alanda yer alirken, beta globin gen ailesi (5-¢-G,-A,-yn-5-p-3') 11.
kromozomun kisa kolunda yaklagik 60 kb’ lik bir alanda yer almaktadir. Alfa globin
gen ailesi igerisinde bulunan alfa globin geni 819 bp’ den olusurken, beta globin gen
ailesi igerisinden bulunan beta globin geni ise 1587 bp’ den olusmaktadir (Sekil 2.1)
(Clark 2004). Genlerin 5' ucu tarafinda 51 niikleotit uzunlugunda bir cap bolgesi ve
protein sentezini baglatan kodon (AUG) bulunmaktadir. Ekzon III’ iin sonunda ise dur
(stop) kodonunu takip eden ve Poli A kuyruguna kadar uzanan DNA dizisi yer
almaktadir (Fucharoen 2002, Orkin 1984).
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Sekil 2.1 Globin genleri ( Clark 2004)

2.3 Hemoglobin Tiirleri

Hemoglobin molekiilii, yasamin degisik evrelerinde (embriyonik, fetal ve erigkin) alt
birim iceriklerine gore yapisal farkliliklar gostermektedir. Embriyonik, fetal ve erigkin
donemdeki hemoglobinler dordiinciil yapida olup, iki (a) ve iki (B) globin zincirlerinden
olugmaktadir. Erigkin donemdeki hemoglobinler a globin zincirine ek olarak beta (HbA,
a2 B2) ve delta (HbA2, 02 82) globin zinciri ile birlesiktir. Bu donemde a globin zinciri
her iki hemoglobin tiirii i¢in de ayni iken farkli olan polipeptit zincirleri beta ve delta
globin zincirleridir. B globin zincirindeki toplam 146 amino asitten 10’u delta globin
zinciri i¢in farklidir. Bu farkli olan amino asitler ise; B9(A6)Ser>69(A6)Thr,
BI12(A9)Thr > 312(A9)Asn, B22(B4)Glu > 622(B4)Ala, B50(D1)Thr > 850(D51)Ser,
B86(F2)Ala > 886(F2)Ser, B87(F3)Thr > 687(F3)GIn, B116(G18)His > 5116(G18)Arg,
B117(G19)His > 06117(G19)Asn, B125(H3)Pro > 6125(H3)GIn, PB126(H4)Val >
0126(H4)Met seklindedir (Vasudevan 1998, Inagaki 2000) (Sekil 2.2). Fetal donemde
goriilen HDF, iki a ve iki y globin zincirinden olusmaktadir. Embriyonik hemoglobinler
ise dogumdan 6nce vitellus kesesindeki gelisim siiresince bulunan hemoglobindir ve
dogumdan kisa siire sonra HbF’e doniismektedir. Bu hemoglobinler, alfa globin benzeri
zincirler (C,zeta zincirleri) ile gama (Hb Portland, (2 62) veya epsilon globin
zincirlerinin (Hb Gower 1, {; €;), (Hb Gower 2, a, &) dordiinciil yapiyr olusturmasi
sonucu meydana gelir (Sekil 2.3). o ve B globin gen ailesinin yerlesimi sekil 2.4’de

gosterilmistir.



Yasamin ilk yilinda HbF, HbA ve HbA2‘ e doniisiir (Weatherall 2001, Ho 1999).
Dogumdan 6 ay sonra hemoglobinlerin % 97-98° i HbA (02 B2), yaklasik olarak % 2’ si
de HbA2 (a2 82)’dir. Ayrica yetiskinlerde HbF oran1 % 0-1 arasindadir (Maniatis
1980).
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Sekil 2.2  ve 6 globin zincirlerindeki amino asit farkliliklar: (Vasudevan 1998)
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Sekil 2.3 Globin genleri iiretim donemleri (Weatherall 2001)
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Sekil 2.4 Insan globin genleri (Ho 1999)

2.4 Anormal Hemoglobinler

Anormal hemoglobinler; nokta mutasyonlari, niikleotit eklenmesi (insertion),
niikleotit ¢ikmasi (deletion) gibi gensel degisiklikler sonucu olugmaktadir. Bilinen
anormal hemoglobin tiirlerinden % 90’ ndan fazlasi bir globin zincirindeki tek amino

asit degisiminden kaynaklanir ve bunlarin % 60’ 1 beta globin zincirinde olmaktadir

(Fucharoen 2002).

Globin genlerinin yapisinda bulunan ekzonlardaki DNA dizilerinde olusan
mutasyonlar, amino asit kodlarim1 degistirmektedir. Bunun sonucunda kalitsal klinik
sorunlara sebep olan farkli hemoglobin tiirleri olustugu gibi, herhangi bir klinik belirti
gostermeyen ve kaliim yolu ile aktarilabilen anormal hemoglobinler de ortaya
¢ikmaktadir (Huens 1970).

Diinyada 700’e yakin anormal hemoglobin tiirii bildirilmistir (Huisman 1996). 2002
yilinda Tirkiye genelinde yapilan calismada 42 adet anormal hemoglobin tiiriiniin
varlig1 gosterilmistir (Altay 2002). Bu anormal hemoglobinlerden 13 tanesi a globin, 24
tanesi B globin, biri de & globin zincirindeki amino asit degisikliklerini icermektedir
(Tablo 2.1). Daha sonra yapilan ¢alismalarin 15181 altinda {ilkemizde bildirilen anormal

hemoglobin tiirlerinin sayisinin 88 oldugu belirtilmektedir (Tablo 2.2) (Akar 2007).



Tablo 2.1 Tiirkiye’de saptanan anormal hemoglobin tiirleri ( Altay 2002)

Anormal Hemoglobin

| Mutasyon

o - globin zincirinde olusan mutasyonlar ve neden olduklari anormal hemoglobinler

Hb O-Padova

a30(B11) Glu —> Lys (GAA-—>AAG)

Hb Hasharon

a47(CE5) Asp-—> His (GAC—->CAC)

Hb Montgomery

448(CEB) Leu -—> Arg (CTG--->CGG )

Hb Adana a59(E8) Gly ---> Asp (GGC--->GAC)
Hb J-Anatolia a61(E10) Lys--->Thr (AAG--->ACG)
Hb Ube- 2 ab68(EL17) Asn--->Asp (AAC--->GAC)
Hb Q-iran a75 (EF4)Asp--->His (GAC--->CAC)
Hb Moabit a86(F7) Leu--->Arg (CTG--->CGQG)
Hb M-lwate a87(F8) His--->Tyr (CAC--->TAC)
Hb Capa 094(G1) Asp--->Gly (GAC--->GGC)
Hb G-Georgia 095(G2) Pro--->Leu (CCG--->CTG )
Hb Strumica al12(G19) His--->Arg (CAC--->CGC)
Hb J-Meerut al120(H3) Ala--->Glu (GCG--->GAG )

B - globin zincirinde olugan mutasyonlar ve neden olduklari anormal hemoglobinler

Hb S B6 (A3) Glu --->Val (GAG--->GTG )
Hb C B6 (A3) Glu --->Lys (GAG--->AAG )
Hb Ankara B10 (A7) Ala --->Asp (GCC--->GAC)

Hb E- Saskatoon

B22 (B4) Glu -—>Lys (GAA—->AAA )

Hb G- Coushatta

B22(B4) Glu -—>Ala (GAA--->GCA )

Hb D-iran B22 (B4) Glu --->GIn (GAA--->CAA)
Hb E B26 (B8) Glu --->Lys(GAG--->AAG )
Hb Knossos B27 (B9) Ala--->Ser (GCC--->TCC)
Hb Hakkari B31 (B13) Leu--->Arg (CTG--->CGQG)
Hb G-Copenhagen B47 (CD6) Asp--->Asn (GAT--->AAT)
Hb Summer Hill B52 (D3) Asp--->His (GAT--->CAT)
Hb Hamadan B56 (D7) Gly--->Arg (GGC--->CGC)
Hb J-Antakya B65 (E9) Lys--->Met (AAG--->ATG)
Hb City of Hope B69 (E13) Gly--->Ser (GGT--->AGT)
Hb J-Iran B77 (EF1) His--->Asp (CAC--->GAC)
Hb G-Szuhu B80(EF4)Asn--->Lys (AAC--->AAAveya AAG)

Hb Istanbul Saint Etienne

B92 (F8) His--->GIn (CAC--->CAA veya CAG)

Hb N-Baltimore

B95 (FG2) Lys—>Glu (AAG--->GAG)

Hb Koln B98 (FG5) Val--->Met (GTG--->ATG)
Hb D-Los Angeles B121 (GH4) Glu--->GIn (GAA--->CAA)
Hb O-Arab B121 (GH4) Glu--->Lys (GAA--->AAA)
HbBeograd B121 (GH4) Glu--->Val (GAA--->GTA)
Hb Sarrebourg B131 (H9) GIn--->Arg (CAG--->CGG)

Hb Brockton

B138 (H16) Ala-—>Pro (GCT-—->CCT)

vy - globin zincirinde olusan mutasyonlar ve neden olduklar1 anormal hemoglobinler

Hb F-Baskent

| y128 (H6) Ala--->Thr (GCT--->ACT)




Tablo 2.2 Tiirkiye’de 2002 yilindan sonra belirlenen anormal hemoglobin tiirleri ( Akar 2007)

Anormal Hemoglobin

| Mutasyon

o - globin zincirinde olusan mutasyonlar ve neden olduklari anormal hemoglobinler

Hb Selif a94(G1) Asp ---> Tyr
Hb Q-iran a75(EF4) Asp---> His
Hb Hasharon a47(CE5) Asp ---> His
Hb Bronovo A103(E8) His ---> Leu

B - globin zincirinde olusan mutasyonlar ve neden olduklar: anormal hemoglobinler

Hb C

B6 (A3) Glu -—->Lys

Hb E- Saskatoon

B22 (B4) Glu —->Lys

Hb G- Coushatta

B22(B4) Glu --->Ala

Hb D-Iran B22 (B4) Glu --->GlIn
Hb Hamadan B56 (D7) Gly --->Arg
Hb Volga B27 (B9) Ala--->Asp
Hb Beograd B121 (GH4) Glu--->Val
Hb Siirt B27 (B9) Ala--->Gly
Hb D Punjab B52 (D3) Asp--->His
Hb J-Iran B77 (EF1) His--->Asp
Hb Tyne B65 (E9) Lys--->Met
Hb G-Copenhagen B69 (E13) Gly--->Ser
Hb D-iran B22 (B4) Glu--->GIn

vy - globin zincirinde olusan mutasyonlar ve neden olduklar: anormal hemoglobinler

Hb A2 Yialousa

| y82 C-T Ala 28 Ser

Calisma bolgemiz olan Denizli yoresinde bir¢ok anormal hemoglobin tiirii

bildirilmis olup, bu Hb tiirlerinden bazilar {ilkemizde ilk kez goriilen olgulardir. T.C.
Saglik Bakanligi Denizli Hemoglobinopati Merkezi verilerine gore Denizli bolgesinde
anormal hemoglobinler ve beta talasemi tasiyiciligi oran1 % 3,5 olarak belirtilmektedir.

Denizli yoresinde gdzlenen anormal hemoglobin tiirleri ve bulunma yiizdeleri Tablo

2.3’ de gosterilmistir.

Tablo 2.3 Denizli yoresinde saptanan anormal hemoglobinler

Anormal Hemoglobin Mutasyon Bulunma yiizdesi Kaynak
(%)

Hb D- Los Angeles B121(GH4)Glu --->GlIn 57,8 Atalay 2005
Hb S B6(A3)Glu--->Val 21,9 Atalay 2005
Hb G-Coushatta B22(B4)Glu--->Ala 15,6 Atalay 2005
Hb E- Saskatoon B22(B4)Glu--->Lys 3,1 Atalay 2005
Hb C B6(A3)Glu--->Lys 1,6 Atalay 2005
Hb J-Iran B77 (EF1) His--->Asp - Koseler 2006
Hb Beograd B121 (GH4) Glu--->Val - Atalay 2007
Hb Yaizu B79(EF3)Asp--->Asn - Atalay 2008
Hb D Ouled Rabah B19(B1)Asn--->Lys - Koseler 2008
Hb Tunis B124(H2)Pro--->Ser - Koseler 2009
Hb Hinsdale B139(H17)Asn--->Lys - Yayin As.
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Hemoglobin S, kalitsal klinik sorunlara sebep olan anormal hemoglobinlerden
biridir. Beta globin geninin 6. kodonunda glutamik asiti kodlayan GAG yerine GTG
doniisiimii ile valin amino asidinin kodlanmasi1 sonucu olusan bu anormal hemoglobin
tiri ilk defa Pauling tarafindan 1949 yilinda tanimlanmistir (Ashley-Koch 2000,
Pauling 1949). Fizyolojik pH’ da negatif yiiklii bulunan glutamik asitin, yliksiiz ve
hidrofobik 6zellige sahip valin ile yer degistirmesi hemoglobinin daha az ¢6ziinen bir
yapt kazanmasimma neden olur. Sonug¢ olarak hemoglobin kristal benzeri yapilar
olusturma egilimi gostererek hemoglobinlerin oraklagsmasina sebep olur. Oksijen tasiyan
hemoglobinlerin oraklagmasi kan akiginin yavaslamasina neden olur. Bdylece oksijensiz
kalan dokularda hasarlar gerceklesir. Hb S, tilkemizde ilk defa Aksoy ve ark. tarafindan
bildirilmistir (Aksoy 1963). Giiniimiize kadar gelisen siiregte hemoglobin tiirleri

izerinde yapilan ¢alismalar geliserek siirmektedir.

2.5 Anormal Hemoglobinlerin Laboratuar Tamsinda Kullanilan Yéntemler

Anormal hemoglobinlerin yapisal analizi; anormal hemoglobin varliginin ve anormal
hemoglobin tiirliniin belirlenmesi olmak ftizere iki kisimdan olusmaktadir. Protein
diizeyindeki analizler, benzer hemoglobin varyantlarinin tanimlanmasinda agik ve kesin
bir ayrim saglamamaktadir. Protein diizeyindeki yontemler, genellikle gen diizeyindeki
yontemler i¢in bir On-tan1 asamasidir. Anormal hemoglobin varliginin, protein
diizeyindeki yontemler ile belirlenmesini takiben kesin tani islemi gen diizeyindeki

analizlerin yapilmasi ile gergeklestirilmektedir.

2.5.1 Protein Diizeyindeki Yontemler

Negatif ve pozitif yiiklere sahip proteinler olan hemoglobinlerin, bu yiiklerinden
faydalanilarak 1iyon degisim kromatografisi ile ayrimi saglanabilmektedir. Bu
caligmalarda kullanilan anyon degistirici kolon materyali DE-52" dir. DE-52, DEAE-
Seliiloz igerikli olup glisin-KCN tamponu igermektedir. Sabit faz olan DE-52 ile dolu
bir kolon iizerine, hazirlanan hemolizat uygulanir. igerisinde NaCl bulunan hareketli
fazin tuz derisiminin giderek artirilmasi suretiyle hemoglobinlerin ayrimi saglanir ve
boylece anormal hemoglobinlerin varligi belirlenebilmektedir. Fakat anormal

hemoglobinler igin kesin veya ayirict bir tani s6z konusu degildir. Ornegin;
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kromotografik diizeyde yapilan laboratuar analizlerinde, Hb-S, Hb-D Los Angeles, Hb-
G Coushatta ve Hb-Beograd benzer davranis gostermektedir ( Atalay 2007).

Anormal hemoglobinlerin varliginin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan
yontemlerden bir digeri de elektroforez yaklasimidir. Bu yontem, farkli pH’ larda
degisken yiiklere sahip olan hemoglobinlerin elektriksel alandaki hareketlerine
dayanmaktadir. Hemoglobinler alkali pH ortaminda negatif yiike sahip olup anoda, asit
ortaminda ise pozitif yiike sahip olup katota dogru harecket etmektedirler. Farkli yiikler
kazanan hemoglobin tiirleri hem asidik hem de alkali ortamda birbirlerinden
ayrilabilmektedirler. Selilloz asetat ve agaroz yapili membranlara hemoglobin
elektroforezi uygulanabilmektedir (Wada 2002, Hartwell 2005). Kromatografik
yontemlerde oldugu gibi bu yontem de anormal Hb’ lerin kesin tanisi i¢in belirleyici bir
yaklasim degildir. Ornegin; alkali Hb elektroforezinde Hb-D Los Angeles, Hb-G
Coushatta, Hb-Beograd v.b bazi hemoglobinler Hb S gibi elektroforetik davranis
gostermekle birlikte bu hemoglobinlerden Hb-D Los Angeles, Hb-G Coushatta, Hb—
Beograd asit Hb elektroforezinde HbA gibi davranmaktadir. Bu farkli davranig bigimleri
ozellikle premarital taramada karisikliklara neden olabilmektedir (Atalay 2007)

Yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC), Hb varyantlarimin belirlenmesinde
onemli bir yaklagimdir. Bu yaklagimin uygulanmasin da hareketli sivi faz
bulunmaktadir. HPLC’ de sabit faz olarak kullanilan dolgu maddelerinin tanecik
boyutunun kiiciiltiilmesi sonucu hareketli faz ile etkilesen sabit faz yiizey alani biiyiir ve
boylece kolonun etkinligi artirilmis olur. Cok siki olarak doldurulmus kolondan
hareketli fazin belirli bir hizla gecebilmesi igin basing uygulanmasi gerekir. Ornek
bilesenleri, sabit faz ile bilesigin kovalent olmayan etkilesimlerine bagli olarak gog
ederler. Kolon dolgu maddesi olarak silika matriks iizerinde anyon degistirici HPLC de
dietilaminoetil, katyon degistiricic HPLC’ de ise Kkarboksimetilselilloz (CMC)
kullanilmaktadir (Hartwell 2005).

2.5.2 Gen Diizeyindeki Yontemler
Restriksiyon ~ enzim  analizi, anormal hemoglobinlerin gen  diizeyinde

tanimlanmasinda kullanilan yontemlerden biridir. Restriksiyon enzimleri, kisa DNA

dizilimlerini 6zgiil olarak taniyip DNA’ y1 kesen proteinlerdir. Restriksiyon
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enzimlerinin, PCR yoOntemiyle ¢ogaltilan genomik DNA’ daki kendilerine 6zgii
bolgeleri kesip kesmemesine gore anormal hemoglobinler belirlenebilir. Her bir
anormal hemoglobin tiirii igin farkli bir restriksiyon enzimi kullanilmaktadir. Enzim
kesimi yapilan PCR iirlinii, elektroforezde yiriitiildiikten sonra UV 1sik altinda
goriintiilenerek PCR {iriinii bantlarmin kesilip kesilmemesine gore degerlendirme
yapilmaktadir. Cogu restriksiyon enzimi, kendine 6zgli DNA bolgesini kesemediginde
anormal hemoglobin tiiriiniin varligina isaret ederken, bazi restriksiyon enzimleri ise
kendine 06zgli DNA bolgesini kestiginde anormal hemoglobinin tiiriinii isaret
etmektedir. Bu yontemin uygulanmasindaki problem, enzim tanima bdlgesinde
bulunabilecek farkli bir mutasyon veya polimorfizmin benzer bir sonug¢ vermesidir.
Ornegin Hb S, beta globin geninin 6. kodonunda gergeklesen GAG>GTG mutasyonu,
icin Ozgilin restriksiyon enzimi Dde | enzimidir. Dde | enzimi 5-- CTNAG --3'
dizilimine sahip DNA boélgesinde C ve T niikleotitleri arasindan kesmektedir. Dde |
enziminin DNA bdlgesini kesemedigi durumda Hb S oldugu belirtilmektedir. Fakat beta
globin geninin 5. kodonunda gergeklesen —CT polimorfizmi i¢in yapilan Dde | enzim
kesim sonuglarida Hb S ile ayni sonuglar1 vermektedir (Sekil 2.5). Dolayisiyla bir Dde |
enzim kesim sonucunda Hb S anormal hemoglobin tiiriniin varligi kesin olarak

belirtilemez.

Pamukkale Universites: Tip Fakiltes: Biyofizik Anabilimm Dal

Sekil 2.5 Dde I enzim kesim sonuglari
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Sekil 2.5’ de 5 numaral1 6rnek PCR ydntemiyle cogaltimis olup 536 bp’ lik uzunluga
sahip bir bolgedir. 1-2 ve 3-4 numarali 6rnekler sirasiyla kodon 5 -CT polimorfizm ve
kodon 6-Hb S tasiyicist 6rneklerini igermektedir. 1, 2, 3 ve 4 numarali 6rnekler PCR
yontemiyle ¢ogaltilmis olup 536 bp’ lik uzunluga sahip bolgelerdir ve amplifiye edilen
bu ornekler Hb S igin 6zgiin olan Dde | enzimi ile kesildiklerinde ayni sonuglari
vermektedirler. Dolayisiyla bu enzim kesimi ile 6rneklerin Hb S tasiyicist mi1 yoksa

kodon 5 polimorfizmine mi sahip olduklar1 kesin olarak belirlenemez.

Anormal hemoglobinlerin gen diizeyinde tanimlanmasini olanak saglayan bir diger
yontem ise madde ve 151k etkilesimini temel alan SPR (Surface plasmon resonance)
spektroskopisidir. Herhangi bir isaretleyici kullanmadan 1sik-madde etkilesiminin
gercek zamanli olarak incelenmesini saglayan SPR biyosensdrleri, bu avantajlariyla en
onemli biyosensorlerden biri haline gelmistir (Homola 1999). SPR biyosensorlerinde
altin tabaka {izerindeki biyomolekiilsel etkilesimler algilanmaktadir. Altin sensor
yiizeyine immobilize edilen hedef biyomolekiiliin diger biyomolekiillerle baglanabilme
ilginligi, yiizeye gonderilen lazer 1ginin saniyedeki agisal degisiminin (arc Sec) zamana
bagli grafigi, molekiiller arasi etkilesimin dogasi hakkinda bilgi verir. Ayrica farkli
sicakliklarda isaretleyici kullanilmadan yapilan bu ¢aligmalarla etkilesimin

termodinamik 6zellikleri belirlenebilmektedir (Van Wiggeren 2007).

Yiizey plazmonlari, iletken bir yiizey iizerinde (genellikle metal) yayilan dalgalardir.
Bunlar, ylizey lizerine diisiiriilmiis ve iletken yiizeyin serbest elektronlariyla etkilesim
halindeki 151k dalgalaridir. Uygun bir dalga boylu ve gelis agisindaki 1sin ile metal
yiizeyin etkilesimi sonucunda serbest elektronlarin cevabi, ylizey Tlzerinde 151k
dalgasinin rezonansinda salinmasi seklinde gerceklesir. Etkilesim sonrasi evanescent adi
verilen ve ylizey tlizerine farkli molekiillerin baglanmasina bagli olarak giderek
soniimlenen elektromanyetik alan olusturulur. Bu alan sayesinde gonderilen 1s1n
kirilarak geri yansimakta ve 1sindaki bu kirilmalarin zamana bagl grafikleri ile sensor

yiizeyi lizerindeki etkilesimlerin dogasi1 belirlenebilmektedir (Barnes 2003) (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6 SPR spektroskopisinde rol alan fiziksel olaylar

Yiizey plasmon rezonans spektroskopisi ile kiiclik molekiillerin adsorpsiyonu,
ligand-reseptér ~ baglanmalari,  protein-protein  etkilesimleri,  antijen—antikor
baglanmalari, DNA ve RNA hibritlesmesi, protein-DNA etkilesimleri gibi analit ve
yiizey arasinda gerceklesen etkilesimler hakkinda bilgi edinilebilmektedir (Haes 2002).
Anormal hemoglobinlerin ve talasemilerin belirlenmesinde SPR yontemi belirleyici bir
yontem olarak kullanilmaktadir. Beta globin geninin 6. kodonunda glutamik asit yerine
valin gegmesiyle olusan Hb S anormal hemoglobinin belirlenmesinde ve beta®39(C>T),
beta’IVS-1(G>A), beta+IVS-1-6(T>C), beta+IVS-1-110(G>A) gibi talasemi
mutasyonlarinin incelenmesinde SPR ydntemi kullanilmistir (Atalay 2006, Feriotto

2004).

Anormal hemoglobinlerin gen diizeyinde kesin tanisinda en ¢ok kullanilan yontem
ise DNA dizi analiz yontemidir. Dizi analizi, bir DNA molekiiliinde belirli bir bélgenin
niikleotit diziliminin belirlenmesi anlammna gelmektedir. Ilk dizi analizi teknigi 74
niikleotitlik bir tRNA molekiilii dizisinin belirlenmesinde kullanilmistir (Holley 1965).

1970’1erin baglarinda hizli DNA dizi analiz yontemlerindeki gelismeler artmigtir.

Gintimiizde kullanilan dizi analiz sistemleri non-radyoaktif olup floresan
isaretleyiciler kullanilarak yapilmaktadir. Yontemin temeli; 3’ ucunda OH grubu
bulunmayan ddNTP’ lerin kullanilmasina dayanmaktadir. Yontemde kalip olarak
kullanilacak DNA, bu DNA’ nin belirli bélgesini sinirlayan primer, amplifiye edilecek

DNA’ nin uzamasini saglayacak niikleotitler (ANTP), zincir uzamasini 3’ ucunda OH
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grubu bulunmadigi i¢in sonlandiracak isaretli niikleotitler (ddNTP) ve bu niikleotitleri
yeni zinciri olugturmak i¢in bagliyacak olan Taq DNA polimeraz kullanilmaktadir.
Sentezlenen her bir yeni kalip zincir ucuna 3’ ucunda OH bulunmayan ddNTP’ nin
gelmesi ile uzama durmaktadir. Reaksiyon sonucunda elde edilen DNA pargalar1 kapiler
elektroforezde yiiriitiilerek, molekiil agirligina gore dizi analizi sisteminde en kiigiik
molekiiler agirliga sahip olan DNA parcas1 en 6nde olmak iizere lazer 15in1 sayesinde

okuma yapilir.

2.6 MLPA Yontemi

MLPA, Multiplex Ligation Dependent Probe Amplification kelimelerinin bas
harflerinden olusmus olup, ligasyona bagimli ¢oklu prob amplifikasyonu anlamina
gelmektedir. Yontem ilk olarak Schouten tarafindan 2002 yilinda tanimlanmistir ve
MLPA yontemiyle birden fazla odaktaki gen delesyonlar1 ve duplikasyonlar: tek bir
reaksiyonla tanimlanabilmektedir (Kozlowski 2008). Calisilan bolgedeki gen
miktarlarinin belirlenmesi amacini tasiyan MLPA yontemiyle, gen bolgelerinde tek
veya her iki allelde meydana gelebilecek delesyonlar ve duplikasyonlar yliziinden
olusan gen miktarlarindaki artis ve azaliglar  goriintiilenebilmekte  ve
hesaplanabilmektedir. Uygulamanin kolayligi, yiiksek duyarliligi, giivenilirligi ve
goreceli ucuzlugu bu yontemin gen diizeyindeki tani laboratuarlarinda hizli bir sekilde

kabul edilmesini saglamistir (Gonzalez 2008, Gouas 2008).

MLPA problar1 2 oligoniikleotitten olugmaktadir. Her bir oligoniikleotit ise primer,
uzunlugu belirli aralik (UBA) ve hedefe 6zgii dizilerden meydana gelir (Sekil 2.7).
Problarda kullanilar primer ¢iftleri, multiplex bir analizin gergeklestirilmesi i¢in ayni
olmalidir. Yani tiim MLPA problarinda ayni primer ¢ifti kullanilabilmektedir. Primerler
ilgilenilen genomik DNA bdlgesinde tiimleyicisi bulunmayan dizilerden se¢ilmelidir ve
genellikle 19-25 niiklotit uzunlugundadir. MLPA yonteminde birden fazla sayida
odagin incelenmesi i¢in birden fazla sayida prob kullanilacagindan dolayi, bu problarin
analiz sonucunda birbirlerine karigmasini 6nlemek ve dizi analizinde sinyallerin farkl
yerlerde ¢ikis noktalar1 vermelerini saglamak i¢cin UBA’ lar kullanilmaktadir. UBA’ lar
sayesinde her bir prob farkli niiklotit uzunluklarina sahip olur ve dolayisiyla dizi
analizindeki sinyalleri farkli yerlerde ¢ikmaktadir. UBA’ larin uzunluklar1 2-400 nt

arasinda olmakta ve analizi yapan cihazin kapasitesine bagli olarak daha da
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arttirilabilmektedir. Ayrica ayni uzunluga sahip problarin dizi analizinde sinyallerinin
karigmasin1 Onlemek amaciyla primer ciftlerinin farkli renklerde isaretlendirilmesi
yapilabilmektedir. Bu sayede aymi uzunluga sahip farkli renklerde sinyaller elde
edilmektedir. Hedefe 6zgii diziler ise ilgilenilen DNA bélgesi baz alinarak tasarlanan
dizilerdir. Bu diziler ilgilenilen gen bolgesinin tiimleyicisidir. iki oligoniikleotitin
ligasyonunu saglamak i¢in hedefe 6zgii dizi ile baslayan oligoniikleotitin ucu fosfor ile
isaretlenip ligasyonun saglanmasi gerekmektedir. Hedefe 6zgii dizilerin uzunluklar bir
oligontikleotitte 21-30 nt arasinda, diger oligoniikleotitte ise 25-43 nt arasinda

olabilmektedir (Kozlowski 2008, Schouten 2002, Dijk 2005).

5

Primer (F

Hedef dizi

Primerler
UBAllar
Hedefe 6zgu diziler

Sekil 2.7 MLPA prob elemanlar1

MLPA yontemi; hedef DNA denatiirasyonu, hibritlesme, ligasyon, ligasyon sonrasi
hedeften ayirma (denaturation), amplifikasyon ve sinyallerin elde edilmesi olmak tizere
5 basamakta gerceklesmektedir (Sekil 2.8, 2.9, 2.10, 2.11). Yontemdeki temel
yaklagimda, problardaki hedefe 6zgii dizilerin hedefteki varliginin belirlenmesinden
sonra bu problarin ligasyon islemiyle baglanmis durumdaki kaliplart PCR ydntemiyle
cogaltilmakta ve dolayisiyla kullanilan hedef genomik DNA {iizerinde herhangi bir
cogaltim islemi uygulanmamaktadir. Oncelikle ilgilenilen hedef bolgeyi igeren gift
iplikli genomik DNA’ nin denatiirasyon islemi ile ipliklerinin arasi agilmaktadir. Bu
islemi DNA’ nin {izerine problarin eklenmesi ve problarin hibritlesmesi izlemektedir.

Eger ilgilenilen gen bolgesi ile probda bulunan hedefe 6zgii diziler birbirlerinin
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timleyicisi ise problarin bu DNA bolgesine hibritlesmesi gergeklesmektedir.
Hibritlesme islemi sonrasinda ligasyon basamagi gelmektedir. Problarin hedef bolgeye
hibritlesmesi dogru bir sekilde gergeklestiginde ligasyon islemi ile hibritlenen iki
oligotikleotit birbirlerine baglanir. Ligasyonlu problarin, DNA’dan denatiire edildikten
sonra gen fiizerinde dizisi bulunmayan primerler ile amplifikasyonu saglanmaktadir.
Ligasyon islemi basarisiz olan problar, (yani hedef bdlgede meydana gelen bir gen
delesyonu sonucu problarin bu bolgeye hibritlesememesi ve oligoniikleotitlerin
ligasyonunun  gerg¢eklesmemesi) iki primer ¢iftini igeremeyeceginden dolay1
amplifikasyonu saglanamaz. Kullanilan primerlerden birisi floresan isaretlidir.
Amplifikasyonu gergeklestirilen problardan sinyal elde edilmesi islemi ise kapiler
elektroforezde  gerceklesmektedir. Uzunluklart  farkli  olan  problar, Kkapiler
elektroforezde farkli hizlarda vyiiriirler ve farkli yerlerde sinyal vermektedirler.
Hibritlesme ve ligasyon basamaklari basarisizlikla sonuglanan problarin amplifikasyonu
saglanamadigindan herhangi bir sinyal elde edilememektedir (Kozlowski 2008, Dijk
2005, Sellner 2004).

Sekil 2.8 Hedef DNA denatiirasyonu

) 3 ;
— Primerler
/ — . UBAlar
B 4 _ ———— Hedefe 6zgu diziler
3 S » Fosfor

Sekil 2.9 Hibritlesme
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Primerler
UBAlar
5 3 —— Hedefe 6zgu diziler

\ / - [osfor
. semrs :

Sekil 2.10 Ligasyon

Primerler
DNA uzaklastirilir UBAlar

Hedefe 6zgu diziler

N /

Problarin amplifikasyonu

Sekil 2.11 Ligasyon sonrasi hedeften ayirma ve problarin amplifikasyonu

Her bir probdan elde edilen sinyallerin kontrol proba gore normalizasyonu
yapilmakta ve problarin sinyal kararliliklarindaki (alan/ytlikseklik orani) azalis ve
artiglar, ilgilenilen gen bdlgesinde delesyon veya duplikasyon olup olmadigim
vermekte, dolayisiyla gen miktarlarindaki azalis ve artislar1 gdstermektedir. Ornek
problardan elde edilen sinyallerin, kontrol grubundan elde edilen sinyallere oran1 1 ise
hedef bolgede herhangi bir gen delesyonu veya duplikasyonu séz konusu degildir. Bu
oran 0.5 ise hedef DNA bolgesinin bir allelinde mutasyon yani heterozigot bir durum
s0z konusudur. Dolayisiyla probun sadece tek bir allele hibridizasyonu ger¢eklesmistir.

Oran 1.5 ise hedef DNA bdlgesinin bir allelinde duplikasyon s6z konusudur (Gouas
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2008, Kozlowski 2008). Kontrol pikinin gézlendigi yerde higbir pik elde edilememesi
yani oranin 0 olmasi ilgilenilen DNA bdlgesinin her iki allelinde de bdyle bir hedef
dizinin bulunmadigim1 gostermektedir. Sekil 2.12° de Ahn ve ark.” nin 2007 yilinda
yaptiklar1 ve birden fazla sayida prob’ un kullanildigi c¢alismada, gen miktarlarinin
belirlenmesinde kullandiklar1 formiil gosterilmektedir (Ahn 2007)

Hasta test piki viiksekligi / Hasta referans piki viiksekligi

Gen miktar: =

(Kontrol test piki viiksekligi / kontrol referans piki viiksekligi),talama

Sekil 2.12 Birden fazla sayida prob kullanildiginda gen miktarlarinin belirlendigi formiil (Ahn
2007)

Tek bir prob kullanildiginda elde edilen fragment analiz sonuglar1 Sekil 2.13’de
verilmektedir. Prob primeri mavi renk ile isaretli oldugundan dolayr mavi renkli pikler
problari, kirmizi renkli pikler ise size standart’ 1 gostermektedir. Dizi analiz sistemi, pik
yiiksekliklerini, pik alanlarini ve problarin uzunlukluklarini analiz sonucunda otomatik
olarak vermektedir.

20000 - 6222
70000

60000 —-

9302

sooen T 7495

40000

Sinyal

20000

> Prob pik vilksekii

20000 4+

sz 9172
5241 3 68 8384

10000 —+ 50.42 57.82
- 42 68 £4.21 . _/ | - Size standart
B0 i 40— |
i) 1 | | I | 1 1 | L 1 | 1 1L 1 kI/l_
f I ! f f I Prob pik alam |
55 &0 65 70 75 a0 a5 a0

Uzunluk (nt)

Sekil 2.13 Kapiler elektroforezde tek bir probun fragment analiz sonucu
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Bu yontemde, diger yontemlerin aksine ilgilenilen DNA bdlgesi ¢ogaltilmayip, bu
bolgelere hibritlesen ve ligate olan problarin amplifikasyonu gerceklestirilmektedir.
Dolayisiyla kapiler elektroforezde DNA pargalar1 degil, amplifiye olan problar
goriintiilenmektedir. Hibritlesme ve ligasyon basamaklar1 gergeklesmeyen problar
amplifiye  olamadiklarindan  kapiler elektroforez  goriintiilenmesinde  sonug

alinamamaktadir.

Eger birden fazla prob kullanilir ise daha 6nce belirtildigi gibi farkli hedef bolgelerine
yonelik problarin karistirilmamasi amaciyla, gerek farkli floresan isaretleyiciler ve
gerekse de prob uzunluklarindan yararlanilmaktadir. Pamukkale Universitesi Biyofizik
Anabilim Dali’ nda yapilmis olan yaymlanmamis bir ¢alismada ¢oklu prob ile alfa
globin genlerindeki delesyonlarin saptanmasima calisilmistir (Atalay E.O 2010). Bu
calismada molekiiler yontemlerle delesyonlari bilinen o6rnekler kullanilmistir. Alfa
globin geni iizerinde 190, 219, 240 ve 256 niikleotitlik problarin hedeflerinde delesyon
oldugu bilinmektedir. Buna gore yapilan analizde kullanilan ¢ok sayidaki probun hasta
DNA’ sinda hedef olmadig1 icin hibritlesmedigi ve dolayisiylada problarin amplifiye
olmadiklart goriilmektedir. Sekil 2.14” de bu ¢alismada elde edilen kaba veriler, Sekil
2.15’ de kullanilan standart biyiikliikleri verilmektedir. Sekil 2.16° da ise kullanilan
problarin alfa globin gen ailesi iizerindeki yerlesimleri ile bilinen delesyonlar
tanimlanmaktadir. Sekil 2.17° de saglikli bireye ait, sekil 2.18° de ise alfa talasemili

bireye ait deney sonuclar1 gosterilmektedir.

20000 ~§ PAUTFBIYOFIZIK A.D.
17500 +
15000 +
12500 -+

10000 +

Channel Intensity (rfu)

7500 +

5000

2500

e 1 i 1 T T
15 20 25 30 35 40
Constant Velocity Migration Time (min)

Sekil 2.14 o globin zincirinde meydana gelen gen delesyonlarinin belirlenmesine yonelik

calismada elde edilen ham veriler (PAUTF Biyofizik A.D.)
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C PAUTF BIYOFIZIK A.D.
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Sekil 2.15 o globin zincirinde meydana gelen gen delesyonlarinin belirlenmesine yonelik

calismada kullamlan standart biiyiikliikler (PAUTF Biyofizik A.D.)

PAUTF BIYOFIZIK A.D.

142 240

292 318 262 184 201229219 | 154| 166 190 219 142 154 166 283310 3392373

J“
—fHs-40] { {vl Hvye [ yol}— 02 |} { o0 e —

P140 HBA MLPA KiTi PROB YERLESIMI

Delesyonlar | Delesyon Bélgesinde Yeralan Problar
-0l 37 142 02 — 166 OL(25-50%)

-0l 42 201°den 166 07 ya kadar

--Med I 184°den 283°¢ kadar

-0 205 318°den 154 Ok kadar

Sekil 2.16 o globin zincirinde meydana gelen gen delesyonlarinin belirlenmesinde kullanilan
problarm gen iizerine yerlesimi ve delesyonlarin meydana geldigi bélgeler (PAUTF Biyofizik
AD.)
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Sekil 2.17 Saglikl1 bireye ait deney sonuglar1 (PAUTF Biyofizik A.D.)
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Sekil 2.18 Alfa talasemili bireye ait deney sonuglar1 (PAUTF Biyofizik A.D.)

MLPA yontemi diger laboratuar tani yontemleriyle karsilastirildiginda daha
giivenilir ve goreceli ucuz bir yaklasimdir. MLPA ¢alismalarinda tiim problar i¢in ayni
¢ift primerin kullanilmas1 ve 45 veya daha fazla farkli odagin tek bir reaksiyonda
incelenebilmesi yontemin avantajlarindandir. Yontemin diger bir avantaji ise ¢ok az
miktarda DNA ile ( 20 ng) ¢alisilabilmesidir. (Cremonosi 2007, Schouten 2002, Sellner
2004). Gen duplikasyonlar1 diger anormal hemoglobin tan1 yOntemleriyle
belirlenemezken MLPA yontemiyle belirlenebilmektedir. Ayrica MLPA yonteminde
cok biiyiik baz uzunluguna sahip genomik DNA ile calisilabilmektedir.
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3. GERECLER VE YONTEMLER

Tez galismamizda, Hb S igin bir MLPA probu tasarlanarak, MLPA yontemi ile Hb S
modelinde ilgili mutasyonun taninmasi amaglanmistir. Bu amagla ilk olarak Hb S [B6
(A3) Glu --->Val (GAG--->GTG )] anormal hemoglobine sahip DNA 06rnekleri se¢ilmistir.
Hb S i¢in uygun bir MLPA probu tasarlandiktan sonra PCR ydntemi ile denatiirasyon,
hibritlesme, ligasyon ve problarin amplifikasyonu islemleri gergeklestirilmis olup
BECKMAN CEQ™8000 dizi analizi sisteminde problardan sinyaller elde edilmistir.

3.1 Orneklerin Secimi

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali DNA bankasindan
Hb S heterozigot ve Hb S homogizot 6rnekler alinmistir. Bu 6rnekler DNA bankasina
konulurken bireylerden bilgilendirilmis onay formu alinmis olup, anonim hale
getirilmektedir. Ayrica kodon 2 CAC - CAT ve kodon 5 -CT polimorfizminin
tasarlanan prob iizerinde herhangi bir etkisi olup olmadiginin arastirilmasi amaciyla da
DNA bankasindan kodon 2 ve kodon 5 polimorfizmini iceren drnekler se¢ilmistir. Dizi
analizi ile ¢ikan sonuclarin bir kontrol grubu ile karsilagtirilmasi gerekmektedir. Bu
amagla da hem kodon 2, hem kodon 5, hem de kodon 6 agisindan normal olan bir 6rnek
DNA bankasindan se¢ilmistir (Tablo 3.1).



Tablo 3.1 Caligmamizda kullanilan 6rnekler
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Kod numarasi Kodon 2 Kodon 6 Durum
1 101656 CAC GAG Kodon 2:Normal
Kodon 6:Normal
2 101671 CAT GAG Kodon 2:Hom.
Kodon 6:Normal
3 102280 CAC GAITG Kodon 2:Normal
Kodon 6:Het.
4 101672 CAC/T GAG Kodon 2:Het.
Kodon 6:Normal
5 102307 CACIT GAITG Kodon 2:Het.
Kodon 6:Het
6 100587 CAC GTG Kodon 2:Normal
Kodon 6:Hom
7 100963 CAC GTG Kodon 2:Normal
Kodon 6:Hom.
8 101023 CAC GTG Kodon 2:Normal
Kodon 6:Hom.
9 102613 CAC GAG Kodon 2:Normal
Kodon 6:Normal

3.2 DNA Dizi Analizi

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali DNA bankasindan
alinan ve MLPA calismamizda kullanilacak olan orneklerin dizileri, BECKMAN

CEQ™S8000 dizi analizi sistemiyle belirlenmis ve dogrulanmuistir. DNA dizi analizi

yonteminde kullanilan primerler Tablo 3.2° de, DNA dizi analizi reaksiyon karigimi

Tablo 3.3’ de verilmistir.

Tablo 3.2 DNA dizi analizinde kullanilan primerler

Primer cifti

PCR iiriinii

PAM 604 -5’ - GGT TGG CCAATC TACTCC CAG GA -3’
PAM 605 25’ -CTT TGC CAC ACT GAG TGA GC -3’

536 bp
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Tablo 3.3 DNA dizi analizi reaksiyon karigimi

DNA dizi analizi reaksiyon bilesenleri Tek tiip icin miktar Derisimler
DNA 7wl 0,03 pg/ul
DTSC mix 11 ul -
Primer ( 604 veya 605) 2 ul 1,6 pmol
Toplam Hacim 20 pl

DNA dizi analizi yonteminde, Beckman Coulter Genome Lab™ Methods
Development Kit Dye Terminator Cycle Sequencing (DTCS) Kiti ile MLPA ¢aligmasi
i¢in kullanilacak 6rneklerin dizileri belirlenmistir. Reaksiyon, 94 °C’ de 20 sn, 55 °C’ de

20 sn ve 68 °C’ de 1,30 dk olmak {izere toplam 30 dongii olarak gerceklestirilmistir.

3.3 MLPA Tasarim

MLPA yonteminin en Onemli asamalarindan biri probun tasarlanmasidir. Tez
calismamizda Hb S anormal hemoglobinin tanimlanmasi igin bir prob tasarlanmistir. Hb
S beta globin geninin 6. kodonunda GAG—>GTG déniisiimiiniin olmasiyla meydana
gelmektedir. Dolayisiyla tasarlanan probun hedefe 6zgii dizini beta globin geni

igerisinden se¢ilmis olup 6. kodonu kapsayacak sekilde olusturulmustur (Sekil 3.1).

Promotor El
ACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACCTCAAACAGACACCATGGTG CACCTGACT CCTGAG GAGAAGTCT
M V1 H2 L3 T4 P§ E6 E7 K38 S§9
GCCGTTACT GCC CTGTGG GGCAAG GTG AACGTG GAT GAAGTT GGT GGT GAG GCC CTG GGC AGG
A0 VAL T-12 A3 L-14 WIS G16 K17 V-8 N19 V20 D21 E-22 V23 G24 G25 E-26 A27 L-28 G-29 R30

IVSI
TTGGTATCAAGGTTACAAGACAGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCATGTGGAGACAGAGAAGACTCTTGGGTTTCTGATA
GGCACTGACTCTCTCTGCCTATTGGTCTATTTICCCACCCTTAGG

Ell

CTGCTG GTG GTCTAC CCTTGGACC CAGAGG TTCTTT GAG TCC TTT GGGGAT CTGTCC ACT CCT GATGCT GTT
L3l L32 V33 V34 Y35 P36 W37 T38 Q39 R40 F4l F42 E43 S44 F4S G46 D47 L4§ S49 T-50 P51 D52 AS3 V.54
ATG GGC AAC CCT AAG GTG AAGGCT CAT GGCAAG AAA GTGCTC GGT GCCTTTAGT GATGGC CTGGCT CAC CTG
M35 GS6 NST PS8 K59 V.60 K61 A62 H63 G64 K65 K66 V67 L68 G69 A70 FJ1 §72 D73 G74 L5 A76 HI7 L78
GACAACCTCAAGGGCACCTTITGCCACA CTGAGTGAG CTG CACTGT GACAAGCTG CACGTG GATCCT GAG AAC
D-79 N80 L8l K$2 GS83 TS84 F85 A86 T-$7 L83 S89 E90 L9 HI2 C93 D94 K95 L96 HI7 V-98 D99 P-100 E-101 N-102
TTCAGG

F-103 R-104]

Sekil 3.1 Beta globin gen ailesi
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Dolayistyla probumuzun hedef dizini; ilk oligoniikleotit i¢in 5'-- ATG GTG CAC

CTG ACT CCT GA--3' ve ikinci oligoniiklotit i¢in 5'--GGA GAA GTC TGC CGT
TAC TGC CCT G--3' seklindedir. MLPA prob tasarimimizda primer dizilerinin insan

genomunda tiimleyicisi bulunmamasi gerekir. Bu yiizden tasarladigimiz probun primer

dizileri fare agir zincirlerinden belirlenmistir. Forward primerimiz 5'-- AGG TGC AGC
TGC AGC AGT CAG G--3' seklinde iken reverse primerimiz 5'-- GGG GCC AAG
GGA CCA CGG TCA C--3' seklindedir. Uzunlugu belirli araliklar ise ilk
oligontikleotit i¢in 5'--TCA A--3' dizisinde iken ikinci oligoniikleotit i¢in 5'-- AAA G-3'

seklindedir (Sekil 3.2). Probumuzun toplam uzunlugu ise 97 niikleotittir.

PR5-01.... AGGTGCAGCTGCAGCAGTCAGG TCAAATGGTGCACCTGACTCCTGA (46)

PR3-01........ GGAGAAGTCTGCCGTTACTGCCCTGAAAG GGGGCCAAGGGACCACGGTCAC (51)

Primer (F

Hedef dizi

Primerler
UBA'lar
Hedefe 6zgu diziler

Sekil 3.2 Prob tasarimi

3.4 MLPA Y ontemi

Tez calismamizda MLPA yontemi, hem genomik DNA iizerinde hem de PCR

yontemiyle kaliplart hazirlanmig drnekler iizerinde denendi. Bu yiizden 6rneklerin PCR

yontemiyle kaliplar1 hazirlandi. PCR yontemi ile 6rnek kaliplarinin hazirlanmasi iglemi,

sicaklik dongili cihazi (Technegene Thermo Cycler) kullanilarak yapilmistir. MLPA
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yontemi basamaklarindan olan denatiirasyon, hibritlesme, ligasyon, hedef bolgenin
ayrilmast ve problarin amplifikasyonu islemleri de sicaklik dongii cihazi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Ayrica ¢aligmalarimiz sirasinda en uygun Mg2+ konsantrasyonunu

ve sicaklik araliklarini belirlemek i¢in optimizasyonlar yapildi.

3.4.1 Orneklerin PCR Yéntemiyle Kahiplarinin Hazirlanmasi

Beta globin geni igerisinde yer alan ve 6. kodonu da igerisine alan 536 bp’ lik bolge,
bolgeye ozgii primer ¢ifti kullamlarak PCR ydntemiyle cogaltildi. Ilgili bélgelerin
cogaltilmasi igin Tablo 3.4’ de verilen 50 ul’ lik PCR karisimlart hazirlandi. Bu PCR
karisimi igerisindeki bdlgeye oOzgii primer ¢ifti Tablo 3.5’ de verilmistir. PCR
yontemiyle Orneklerin kaliplarinin  hazirlanmast islemi, sicaklik dongli cihazi
kullanilarak Tablo 3.6’ de verilen program ile yapildi. Daha sonra, elde edilen PCR

tiriind, % 1’ lik agaroz jelde yiiriitiilerek, jel goriintiilleme cihazi ile goriintiilendi.

Tablo 3.4 PCR karisimi

PCR bilesenleri Tek tiip icin miktar Derisimler
DNA 3ul 0,03 pg/ul
Tampon (Buffer Fermantas 10X) Sul 10 X
dNTPwix (Fermantas) Sul 0,05 mM
Mg (Fermantas) 5l 16 mM
Primer | 1w 10 pmol
Primer Il 1w 10 pmol
Taq DNA polimeraz (Fermantas) 1w lu/pl
Steril dH,0 29 ul -
Toplam Hacim 50 ul

Tablo 3.5 Ilgili bolgeye 6zgii primer ¢ifti

Primer cifti PCR iiriinii

PAM 604 -5’ - GGT TGG CCAATCTACTCCCAGGA -3’

536 b
PAM 605 25’ - CTT TGC CAC ACT GAGTGAGC -3 P
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Tablo 3.6 Kaliplarin hazirlanmasi igin kullanilan sicaklik dongii programi

Sicakhik dongiileri Sicakhk Siire Dongii sayisi
Denatiirleme 94 °C 30sn
Primer eslesmesi (annealing) 56 °C 15sn 30
Primer uzamasi (extension) 72 °C 30sn
3.4.2 Hibritlesme

MLPA yonteminin bir diger basamaginda, tasarlanan probumuzun 6rnek DNA’ larin
tiimleyici dizisiyle hibritlesmesi gerceklestirilmistir. Ornek DNA’ larin hedef dizisi
tizerinde herhangi bir mutasyon oldugunda prob, ligasyonun gerceklestigi ugta DNA
tizerine hibridize olamayacaktir. Hibritlesme islemi igin tablo 3.7 de verilen 10 pl’ lik
Hibmix’ ler hazirlandi. Hibritlesme basamag sicaklik dongii cihazi kullanilarak tablo

3.8’ de verilen program ile gerceklestirilmistir.

Tablo 3.7 Hibpx

Hiby,ix bilesenleri Tek tiip icin miktar Derisimler
DNA (0,03 pg/ul) 6l 0,03 pg/ul
Prob (PR5-01) (IDT) 1,5ul 10 pmol/ul
Prob (PR3-01) (IDT) 15l 10 pmol/pl
Taq DNA ligase buffer (BioLabas) 1 ul 10X
Toplam Hacim 10 pl

Tablo 3.8 Hibritlesme islemi igin kullanilan sicaklik dongii programi

Sicaklik Stire

25°C 20 dk
98°C 5dk

25°C 5dk

95°C 1dk

60°C (Stcaklik titrasyonu) | Gece boyu
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Icerisinde 6 pl 6rnek DNA’ nin bulundugu tiipler Technegene Thermo Cycler
cihazina yerlestirilerek 25 °C’ de 20 dk ve 98 °C’ de 5 dk da tutuldu. Bu sayede DNA
‘larin denatiirasyonu gergeklestirildi. Denatiire edilen DNA’ lar lizerine 25 °C’ de
problarimiz ve Taq DNA ligase buffer’1 eklendi. Hibmix 95 °C de 1 dk ve 60 "C’ de gece
boyunda bekletilerek hibritlesme islemi gerceklestirildi. En uygun deneysel sicakliklarin
bulunmasi sirasinda 60 “C’de ki gece boyu bekleme sicakligi daha sonra 62 °C ve 63 °C

olarak denendi.

3.4.3 Ligasyon

MLPA yo6nteminin ligasyon basamaginda, hibritlesme islemi basariyla sonuglanan
problarin ligasyonu gerceklestirilmistir. Hibritlesme islemi gerceklesmeyen problarin
ligasyon islemide gergeklesemeyecektir. Ligasyon islemi igin Tablo 3.9’ de verilen
Ligmix” ler hazirlandi. Ligasyon basamagi sicaklik dongii cihazi kullanilarak Tablo 3.10°

de verilen program ile gergeklestirilmistir.

Tablo 3.9 Ligmix

Ligmix bilesenleri Tek tiip icin miktar Derisimler
Taq DNA ligase (BioLabs) 1ul 40u/ul
Taq DNA ligase buffer (BioLabs) 3ul 10X
sdH,O 26 ul -
Toplam Hacim 30 ul

Tablo 3.10 Ligasyon islemi i¢in kullanilan sicaklik dongii programi

Sicaklik Stire

54°C 3dk

54°C 15 dk

98°C 5dk

4°C Son bekletme

Icerisinde hibritlesme islemi gerceklestirilen 10 pl’ lik érneklerin bulundugu tiipe 54
°C’ de Ligmix eklendi. Daha sonra tiipler 54 °C’ de 15 dk ve 98 °C’ de 5 dk tutuldu ve
islem 4 °C’ de son buldu. En uygun sicakligin bulunmasi ¢alismasi sirasinda 54 °C’ lik
sicaklik 60 °C ve 62 °C olarak denendi. 4 °C’ lik son bekletme, sicaklik dongii
programindan ¢ikartildi.
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3.4.4 Hedef DNA Denatiirasyonu ve Problarin Amplifikasyonu

Hibritlesme ve ligasyon iglemleri sonrasi, problar uygun primerler yardimiyla
amplifiye edildi. Problarin amplifikasyonu 6ncesinde 94 °C’ de ki denatiirleme sicakligi
ile hedef DNA probdan uzaklastirildi. Bu asamada hibritlesme ve ligasyon islemleri
basarisiz problar amplifiye edilemezken, bu islemleri basariyla sonug¢lanan problar
amplifiye edilirler. Problarin amplifikasyonu islemi i¢in Tablo 3.11” de verilen 50 pl’
lik PCR Kkarigimlar1 hazirlanarak Tablo 3.13” de verilen sicaklik dongii programiyla
amplifikasyon gergeklestirildi. Bu PCR islemi i¢in problara 6zgii primer ¢ifti tablo 3.12’

de verilmistir.

Tablo 3.11 PCR karisinu

PCR bilesenleri Tek tiip icin miktar Derisimler
DNA 3ul 0,03ug/ul
Tampon (Buffer Fermantas 10X) Sul 10X
dNTPuix (Fermantas) Sul 0,05 mM
Mg’ (Fermantas) 5ul 16 mM
PR5-F (IDT) 1ul 10 pmol/pl
PR3-B (IDT) 1ul 10 pmol/pl
Taq DNA polimeraz (Fermantas) 1w 1u/ pl
Steril dH,0 29 ul -
Toplam Hacim 50 ul

Tablo 3.12 Problara 6zgii primer ¢ifti

Primer cifti

PR5-F > 5’ - AGG TGC AGC TGC AGC AGT CAGG -3’
PR3-B 25’ - GTG ACCGTG GTCCCTTGGCCCC -3’

Tablo 3.13 Problarin amplifikasyonu i¢in kullanilan sicaklik dongii programi

Sicaklik dongiileri Sicakhik Siire Dongii sayisi
Denatiirleme 94 °C 30sn
Primer eslesmesi (annealing) 56 °C 15sn 30
Primer uzamasi (extension) 72 °C 30sn
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3.4.5 Kapiler Elektroforezde Fragment Analizi

Problarin amplifikasyon islemi gerceklestikten sonra, kapiler -elektroforezde
fragment analizi yapilarak bulgular elde edildi. Fragment analizi i¢in tablo 3.14° de

verilen reaksiyon karigimi hazirlandi.

Tablo 3.14 Fragment analizi i¢in reaksiyon karigimi

Reaksiyon Bilesenleri Miktar
Sample Loading Solution 40 ul
Prob 10 pl
Size standart 2 ul
Toplam Hacim 52 pl
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4. BULGULAR

Tez calismamizda, Hb S anormal hemoglobinini tasiyan ve normal bireylere ait
DNA &rnekleri, Pamukkale Universitesi Biyofizik Anabilim Dali Hemoglobinopati
DNA arsivinden alimmistir. Bu mutasyonun belirlenmesi i¢in uygun bir prob
tasarlandiktan sonra hem genomik DNA o6rnekleri hem de kalip DNA 6rnekleri tizerinde
bu problarin hibridizasyonu, ligasyonu ve amplifikasyonu gergeklestirildi. Kapiler
elektroforezde fragment analizi yapilarak MLPA yonteminin Hb S anormal
hemoglobini agisindan normal olan bireylerde ve bu mutasyonu tasiyan bireylerde nasil
sonuclar verdigi incelenerek bu yontemin tek niikleotit degisimleri i¢in uygun bir

yontem olup olmadigi incelendi.

Problarin amplifikasyonu sonrasinda kapiler elektroforezde gergeklestirilen fragment

analizi sonuglar Sekil 4.1, 4.2, 4.3 ve 4.4’ de ki gibi elde edilmektedir.
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Sekil 4.1 Ornek ¢ogaltilmis prob PCR sonucunun Kapiler elektroforez goriintiisii
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Sekil 4.2 Ornek ¢ogaltilmis prob PCR sonucunun kapiler elektroforez goriintiisii
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Sekil 4.3 Ornek ¢ogaltilmis prob PCR sonucunun kapiler elektroforez goriintiisii
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Sekil 4.4 Calismada kullanilacak standart biiytikliiklerin kapiler elektroforez goriintiisii

Prob primerimiz mavi renk ile isaretli oldugundan dolay1r mavi renkli pikler problari,
kirmiz1 renkli pikler ise size standart’ 1 gostermektedir. Dizi analiz sistemi analiz
sonucunda otomatik olarak pik yiikseklikleri, pik alanlarint ve problarin

uzunlukluklarini vermektedir.
4.1 Mg?** Optimizasyonu

Kontrol grubu olarak kullanilacak, hem kodon 6 hem de kodon 2 ve kodon 5
acisindan normal olan 101656 numarali DNA 6rneginin PCR uygulamasi sonucunda
536 bp’ lik bolgesi ¢ogaltildi. Calismada bes farkli tiipte ayn1 DNA 6rneginin PCR
kaliby, farklt Mg derisimleri kullanilip g¢ogaltilarak Mg+2 titrasyonu gergeklestirildi.
Hibritlesme ve ligasyon islemleri sonrasi kapiler elektroforezde fragment analizi
yapilarak en uygun Mg2+ konsantrasyonu bulundu ( Tablo 4.1). Ligasyon islemi 54 °C
‘de gerceklestirildi.



Tablo 4.1 Mg** titrasyonu verileri
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Ornekler | Uzunluk (Pikrfuxall::::) Pikyg.l;;;kugi Pik Yiiksekligi/Pik Alam
101656-1 90.18 192279 142342 0.740289%
101656-2 S90.80 198775 159077 0.800287
101656-3 90.98 10841 9278 0.855825
101656-4 91.56 198053 137767 0.695607
101656-5 91.02 232892 152399 0.654376

En uygun Mg2+ derigiminin bulunmasi amacina yonelik olarak 12 mM (101656-1),
14 mM (101656-2), 15 mM (101656-3), 16 mM (101656-4) ve 18 mM (101656-5)
derisime sahip Mg®* kullamlarak titrasyon yapilmistir. En uygun olma kriteri 97
niikleotitlik prob uzunluguna en yakin olma seklinde tanimlanmigtir. Bu baglamda en

uygun Mg2+ derigiminin 16 mM oldugu belirlenmistir.
4.2 Sicakhik Optimizasyonu

Ikinci asamada, kodon 6 ve kodon 2 acisindan heterozigot ve normal olan DNA
orneklerinin 536 bp’ lik bolgesi PCR islemi sonras1 amplifikasyonu gercgeklestirilip, 62
°C* de problarin hibritlesmesi, ligasyonu ve amplifikasyonu sonrasinda fragment analizi
yapilmustir ( Tablo 4.2). Analiz sonucu 6rneklerden alinan pik ytikseklik / pik alani
oranlari, kontrol 6rnekten alinan sonug ile karsilastirilmistir (Sekil 4.5). Karsilastirma
sekilleri, kontrol 6rneginin pik yiikseklik/pik alani® nin oranmin 1 kabul edilip diger

orneklerin pik yiikseklik / pik alanlarina orantilanmasi ile olugturulmustur.

Tablo 4.2 62 °C’ de 6rneklerin fragment analiz verileri

= Pik alani Pik yiiksekligi = A Sl

Ornekler |Uzunluk {efiiknn) (rfu) Pik yliksekligi/Pik alani| X/Y
101671 | 96.80 18062 9422 0.521648 0,749925
102307 | 96.94 211766 151058 0,713325 1,025482

X: Orneklerin pik yiiksekligi / pik alan1

Y: Kontrol grubu pik yiiksekligi / pik alan1 (0.695607)
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101671

102307

@Seri 1

0,749924753

1,025481721

Sekil 4.5 Analiz sonucu verilerin karsilastirilmasi

Uciincii asamada, bir onceki calisma sicakligi 63 °C* ye cikartilip islemler

gerceklestirildi. Fragment analizi sonucu alinan verileri Tablo 4.3, drneklerin kontrol

grubu ile karsilastirilmasi ise Sekil 4.6 © da verilmistir.

Tablo 4.3 63 °C’ de 6rneklerin fragment analiz verileri

Ornekler | Uzunluk (Pikrfu::::) Pk }(:_“lfu)e kligi |P|k yviikseklgi/Pik alam| X/Y
101671 | 96.12 171672 136765 0,796665 1,145291
102280 | 95.86 279124 148980 0,533741 0,767311
101672 | 96.02 187375 121039 0,645972 0.928654
102307 | 94.69 198083 147541 0.744844 1.070794

X: Orneklerin pik yiiksekligi / pik alan1 Y: Kontrol grubu pik yiiksekligi / pik alan1 (0.695607)
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Sekil 4.6 Analiz sonucu verilerin karsilastirilmasi
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4.3 Orneklerin PCR Kalplari ile Yapilan Calismalar

Dordiincii asamada, Hb S agisindan homozigot olan 6rneklerin 536 bp’ lik bélgesinin
PCR islemi ile amplifikasyonu gergeklestirildikten sonra, problarin hibritlesmesi,
ligasyonu, amplifikasyonu ve fragment analizi yapilmistir. Ayrica verileri
karsilagtirmak agisindan, bu ¢alisma igerisinde 101656 nolu kontrol DNA ornegi ile de
ayni islemler aynmi sicaklikta yapilmig fakat kontrol Orneginden herhangi bir veri
alinamadigindan, verilerin karsilastirilmasinda 54 °C’ de elde edilen kontrol 6rnek orani
(0.695607) kullanilmistir. Ligasyon islemi 62 °C’ de gergeklestirilmis olup alinan

veriler Tablo 4.4, verilerin karsilagtirilmasi ise Sekil 4.7” de verilmistir.

Tablo 4.4 62 °C’ de Hb S homozigot 6rneklerin fragment analizi

= = Pik alam Pik yiiksekligi e - =t =

Ornekler | Uzunluk TEEEIRER (rfu) Pik yiikseklgi/Pik alami| X/Y
100963 | 95.97 392415 155417 0,396053 0,569368
101023 | 96.66 287009 119791 0.417377 0,600025

X: Orneklerin pik yiiksekligi / pik alan1  Y: Kontrol grubu pik yiiksekligi / pik alan1 (0.695607)

2
1,8
16
14
1.2
-
0,8
0.6
0.4
0.2
0
100963 101023
‘IlSeri 1| 0,569368385 0,600024663

Sekil 4.7 Analiz sonucu verilerin karsilagtirilmasi

Besinci agsamada, 6rneklerin 536 bp’ lik bolgesinin PCR islemi ile amplifikasyonu
gerceklestirildikten sonra, problarin hibritlesmesi, ligasyonu, amplifikasyonu ve
fragment analizi yapilmistir. Ayrica verileri karsilastirmak agisindan, bu calisma
icerisinde 101656 nolu kontrol DNA o6rnegi ile de ayni islemler ayni sicaklikta
uygulanmistir. Ligasyon islemi 62 °C’ de gergeklestirilmis olup alinan veriler Tablo 4.5,

verilerin karsilastirilmasi ise Sekil 4. 8’ de verilmistir.



38

Tablo 4.5 62 °C’ de 6rneklerin fragment analizi

Ornekler | Uzunluk gg:;::) Pik}(:,'lﬁ; ligi IPikyiikseklgi/Pik alam| X/Y
101023 | 94.67 5081 3852 0,758118 0.658342
101672 | 9431 38634 39424 1.020448 0.886146
102280 | 94.17 3450 3142 0.910725 0,790863
102307 | 93.19 31497 24735 0,785313 0.681957
Kontrol
101656 | 94.54 1412 1626 1.151558

X: Orneklerin pik yiiksekligi / pik alan1 Y: Kontrol grubu pik yiiksekligi / pik alan1 (1,151558)

2
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1,6 1
1,4
1,2

1
0,8
0,6
0,4
0,2
0

101023 101672 102280 102307
‘lSeri 1] 0,65834151 |0,886145765|0,790862969 | 0,68195

Sekil 4.8 Analiz sonucu verilerin karsilastirilmasi

Altinci asamada, bir Onceki ¢alismada 97 niikleotit prob uzunluguna
yaklasilamadig1 igin ligasyon sicakliginda degisiklik yapildi. Orneklerin 536 bp’ lik
bolgesinin PCR islemi 1ile amplifikasyonu gergeklestirildikten sonra, problarin
hibritlesmesi, ligasyonu, amplifikasyonu ve fragment analizi yapilmistir. Ayrica verileri
karsilastirmak acisindan, bu calisma igerisinde 101656 nolu kontrol DNA 6rnegi ile de
ayni islemler ayni sicaklikta uygulanmigtir. Ligasyon iglemi 60 °C’ de gerceklestirilmis

olup alinan veriler Tablo 4.6, verilerin karsilastiriimasi ise Sekil 4.9°de verilmistir.



Tablo 4.6 60 °C’ de drneklerin fragment analizi
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Ornekler | Uzunluk (;P-fd;:m ik y('x'.ul;su;e Kiigi Pik yiikseklgi/Pik alami| X/Y
100963 | 91.63 28172 26479 0.939905 1.350447
101023 | 94.63 1587 1092 0,688091 0,988643
101671 | 93.47 12567 11139 0,886369 1,273528
101672 | 94.97 5318 3872 0,728093 1,046118
102280 | 94.33 28667 26507 0.924652 1,328532
102307 | 96.70 1824 1710 0.9375 1.346992
Kontrol
101656 | 93.22 6592 4588 0,695995

X: Orneklerin pik yiiksekligi / pik alan1  Y: Kontrol grubu pik yiiksekligi / pik alan1 (0,695995)
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Sekil 4.9 Analiz sonucu verilerin karsilastirilmasi
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4.4 Orneklerin PCR Kaliplari ile Genomik DNA’ larinin Birlikte Calisiimasi

Yedinci asamada ise kontrol grubu olan 101656 numarali DNA 6rneginin hem 536
bp’ lik bolgesi ¢ogaltilarak kalip PCR’ lar1 ile hem de genomik DNA 6rnegi ile ¢alisildi.
62 C°’de problarin hibritlesmesi, ligasyonu ve amplifikasyonu gerceklestirildikten sonra
fragment analizi sonucunda problarin baglanmasi bakimindan kalip PCR iiriinleri ile
genomik DNA arasinda herhangi bir farklilik olup olmadigr goézlenmeye c¢alisildi.
101656 numaral1 6rnegin 4 kalip PCR f{iriinii ve 4 genomik DNA’ s1 ¢alisilip fragment
analizi sonucu alinan veriler Tablo 4.7, kalip PCR iiriinlerinin pik yiikseklik/pik alani
oranlart Sekil 4.10, genomik DNA pik yiikseklik / pik alani oranlar ise Sekil 4.11° de
verilmistir. Bu ¢alismamizda kontrol grubu 101656 numarali 6rnek kullanildigindan

karsilastirilma yapilmamastir.

Tablo 4.7 62 °C’ de 101656 numaral1 6rnegin PCR iiriinleri ve genomik DNA”’ sinin fragment

analizi
Ornekler | Uzunluk (;Pf“;;’l':::) il yiiksekligi (rfu)Pik yiiksekIgi/Pik alans
101656K | 96.85 167256 127343 0.761366
101656K | 97.00 219010 143652 0.655915
101656K | 97.09 224681 151464 0674129
101656K | 97.28 192544 154615 0.803011
101656 | 94.25 107399 145715 1.356763
101656 | 93.84 63787 84741 13285
101656 | 9437 42634 54064 1.268096
101656 | 94.02 39745 57723 1.452334
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Kalip PCR
e
1,8
1,6
1,4
1,2
1 _
0,8
0,6
0,4 -
0,2
0 |
101656 101656 101656 101656
‘lSeri1 0,76136581 |0,655915255/0,674129099 0,803

Sekil 4.10 101656 numarali 6rnegin kalip PCR {iriinlerinin pik yiikseklik / pik alan1 sonuglari

Genom

2
1,8 1
1,6
1,4
1,2
1 |
0,8
0,6
0,4 -
0,2 1
O |

101656 101656 101656 101656

‘ISeri1 1,356763098|1,328499538|1,268095886|1,452333€

Sekil 4.11 101656 numarali 6rnegin genomik DNA’ sinin pik yiikseklik / pik alani sonuglari

4.5 Genomik DNA Ornekleri ile Yapilan Bes’li Cahsmalar

Onceki asamalarda 101656 numarali 6rnegin kalip PCR iiriiniiniin fragment analizi

sonucunu kontrol olarak kullanmistik. Bundan sonraki calismalarda genomik DNA

ornekleri ile calisilacagindan, kontrol 6rnegin genomik DNA’ smin fragment analizi

sonucunu kontrol olarak kullanilmistir. Bu amagla sekizinci asamada 101656 numarali

ornegin genomik DNA’ sinin 60 °C’ de ve 62 °C’ de problar ile hibritlesmesi ve

ligasyonu gergeklestirildikten sonra problarin amplifikasyonu sonrasi fragment analizi

yapildi. 60 °C’ de ki fragment analiz sonuglar1 Tablo 4.8, 62 °C’ de ki fragment analiz

sonuglari ise Tablo 4.9’ da verilmistir.
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Tablo 4.8 60 °C’ de 101656 numarali 6rnegin genomik DNA fragment analiz sonuglari

Ornekler | Uzunluk (P'kﬁ "":l;‘l') P‘k’?rl;‘u;’k"g‘ Pik yiikseklgi/Pik —_—
101656-1| 91.32 2651 3162 1,192757
1016562 | 90.79 9090 11023 1.212651
1016563 | 9231 6682 8437 1.262646
1016564 | 9221 9564 13785 1,441343
1016565 | 92.33 8863 12608 1,422543
Ortalama: 1.3064

Tablo 4.9 62 °C’ de 101656 numarali 6rnegin genomik DNA fragment analiz sonuglari

= : Pik alam Pik yiiksekligi & = ml
Ornekler | Uzunluk 5 Pik viikseklgi/Pik ala
(rfuxmm) (rfu) & kig
101656-1| 92.19 59548 90109 1513216
101656-2| 92.08 52363 72037 1,375723
101656-3| 92.96 66803 98546 1.475173
101656-4| 93.05 61998 93562 1509113
101656-5| 86.75 76021 115565 1520172
Ortalama 1.478

Bundan sonraki asamada ise genomik DNA o6rneklerinin 5” erli ¢alisilmalarina
gecilmis ve calisilan sicaklikta kontrol olarak 101656 numarali genomik DNA
orneginin pik yiikseklik/pik alani oranlarinin ortalamasi kullanilmistir. 62 °C’ de
102280, 101671, 100963 ve 102613 numarali 6rneklerin fragment analiz sonuglari
sirastyla Tablo 4.10, 4.11, 4.12 ve 4.13 ve 4.14° de verilmistir. Analiz sonucunda
verilerin kontrol grubu ile karsilastirilmasi ise Sekil 4.12, 4.13, 4.14, 4.15 ve 4.16’da

verilmistir.



Tablo 4.10 62 °C” de 102280 numarali 6rnegin fragment analiz sonuglari
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Ornekler | Uzunluk (Pikrm:::::) Pﬂ(";ﬁrlfu)e kligi lPikyiiksekligi/Pik alam| X/Y
102280-1| 91.52 94582 150140 1,.587406 1.074023
102280-2 | 92.09 64650 78323 1,211493 0.815684
102280-3 | 92.62 80103 117214 1,.463291 0.990048
102280-4| 93.65 59686 78371 1,313055 0,8884
102280-5| 952.68 31165 44904 1.440847 0.974863

X: Orneklerin pik yiiksekligi / pik alani

e e e e e et S

Y: Kontrol grubu pik yiiksekligi / pik alan1 (1,478)

102280

1 2

3

@ Seri 1

1,07402|0,81968

0,99005

0,8884

Sekil 4.12 Analiz sonucu verilerin karsilastirilmasi

Tablo 4.11 62 °C’ de 101671 numarali 6rnegin fragment analiz sonuglari

Ornekler | Uzunluk (Pikffl;ll:;l) £ "(:_.ug;kﬁgi ]Pl.k yiikseklgi/Pik alami| X/Y

101671-1| 93.26 86967 114436 1,315855 0,890295
101671-2| 89.18 61321 82775 1.345864 0.913304
101671-3 | 93.24 2716 4833 1,779455 1,203961
101671-4| 92.20 62575 92271 1.474567 0,997677
101671-5| 94.57 2662 4222 1,586026 1,073089

X: Orneklerin pik yiiksekligi / pik alan

Y: Kontrol grubu pik yiiksekligi / pik alani (1,478)
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101671

1 2

3

4

‘lSeri 1

0,997677 | 1,073089 | 0,905576 | 0,997677

Sekil 4.13 Analiz sonucu verilerin kargilastirilmasi

Tablo 4.12 62 °C’ de 100963 numarali 6rnegin fragment analiz sonuglari

Ornekler | Uzunluk (;_P:i;':::) Pﬂ{’ghﬁ;kﬁgi Pik yiikseklgi/Pik alami] X/Y
100963-1 [ 91.31 161162 148921 0.924045 0.6252
100963-2 | 5144 162898 150231 0,92224 0,623978
100963-3 | 92.06 185264 160388 0,84743 0,573363

X: Orneklerin pik yiiksekligi / pik alan1

Y: Kontrol grubu pik yiiksekligi / pik alan1 (1,478)

100963

2

3

‘lSeri 1 0,6252

0,623978

0,573363

Sekil 4.14 Analiz sonucu verilerin karsilagtirilmasi




Tablo 4.13 62 °C’ de 102613 numarali 6rnegin fragment analiz sonuglari
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Ornekler | Uzunluk (Pﬂ‘m:m ik yiiksekligi (rfu)Pik yiiksekigiPik alan] X/Y

102613-1] 92.46 31295 31788 1335293 0.903446
1026132 | 92.48 77383 107714 1.391959 0.041786
1026133 | 92.55 71597 92931 1.297973 0.878196
1026134 | 93.02 35018 49307 1.408047 0.952671
1026135 | 9320 23974 33073 1379536 0.93338

X: Orneklerin pik yiiksekligi / pik alani

Y: Kontrol grubu pik yiiksekligi / pik alan1 (1,478)

102613
1 ]
1 2 3 4 5
‘lSeri’l 0,903446 | 0,941786 | 0,878196 | 0,952671 | 0,93338

Sekil 4.15 Analiz sonucu verilerin karsilagtirilmasi

Tablo 4.14 60 °C’ de 102280 numarali 6rnegin fragment analiz sonuglari

Ornekler | Uzunluk (Pﬂ{rfuxalll:::) Piky;'l;ksfu;kligi Pik yiikseklgi/Pik alanjy X/Y
102280-1| 92.42 29521 37746 1.278615 0.978732
102280-2 | 92.68 26449 37332 1411471 1,080428
102280-3 | 92.95 44142 66666 1,510262 1,156049
102280-4| 92.64 43633 45933 1,052712 0.805812
102280-5| 92.62 19367 27377 1.41359 1,08205

X: Orneklerin pik yiiksekligi / pik alan1

Y: Kontrol grubu pik yiiksekligi / pik alan1 (1,3064)




46

102280

1
‘lSeri1 0,978732 | 1,080428 | 1,156049 | 0,805812

2 3 4

Sekil 4.16 Analiz sonucu verilerin karsilagtirilmast
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5. TARTISMA

Hemoglobin bozukluklari, gerek iilkemizde gerekse de diinyada rastlanan en énemli
kalitsal hastaliklardandir (Weatherall 2001, Altay 2002, Akar 2007). Globin genlerinin
yapisinda bulunan ekzonlarda olusan mutasyonlar, amino asit kodlarini
degistirmektedir. Bunun sonucunda kalitsal klinik sorunlara sebep olan anormal
hemoglobinler olustugu gibi, herhangi bir klinik belirti gdstermeyen ve kalitim yolu ile
aktarilabilen anormal hemoglobinler de ortaya ¢ikmaktadir ( Huens 1970).

Hem protein diizeyindeki yontemler, hem de gen diizeyindeki yOntemler ile bu
anormal  hemoglobinlerin  belirlenmesine  ¢alisilmaktadir. Tez  ¢alismamizda
inceledigimiz Hb S, orak hiicre anemisini olusturan yani kalitsal klinik bir sebebe neden
olan bir anormal hemoglobin tiiriidiir. Hb S, beta globin geninin 6. kodonunda yer alan
ve glutamik asidi kodlayan GAG kodonunun, valin amino asidini kodlayan GTG’ye
doniismesi ile olugsmaktadir (Itano 1956).  Protein diizeyindeki yoOntemlerden
kromatografik ve elektroforetik yontemlerin kullanilmasi anormal hemoglobinlerin
kesin tanisindan daha ¢ok bir 6n tanisi seklinde olmaktadir. Ornegin Hb S, Hb-D Los
Angeles ve Hb-Beograd kromatografik olarak benzer davranig gostermekte, Hb S, Hb-D
Los Angeles, Hb-Beograd ve Hb-G Coushatta v.b bazi hemoglobinler alkali ortamda
benzer elektroforetik harekete sahip iken, Hb-D Los Angeles, Hb-G Coushatta, Hb—
Beograd asit Hb elektroforezinde HbA gibi davranmaktadir (Atalay 2007). Dolayisiyla
bu yontemlerin kullanilmasi, anormal hemoglobinlerin kesin olarak belirlenmesinde tek

baslarina yeterli olamamaktadirlar.

Molekiilsel tanimlamaya yonelik gelistirilen yontemler ve gen diizeyinde yapilan
caligmalarin artmasi ile hemoglobin bozukluklart DNA diizeyinde belirlenmeye
baslanmistir. Bu yontemlerden olan restriksiyon enzim analizi, restriksiyon enzimlerinin
kendilerine 6zgii DNA bolgelerini kesmeleri ve kesim sonuclarinin UV 151k altinda
goriintiilenmesiyle yapilmaktadir. Hb S in belirlenmesinde kullanilan Dde |
resktriksiyon enzimi, 5°..CTNAG..3’ dizilimine sahip DNA boélgesinde C ve T
niikleotitleri arasindan kesim yapmaktadir. Bu enzimin kesim yapamadig allelde bir Hb
S mutasyonu oldugu sdylenebilir. Fakat beta globin geninin 5. kodonunda meydana

gelen polimorfizm de (-CT) Dde I enzim kesim sonuglariyla ayni sonucu vermektedir.
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Bu yiizden restriksiyon enzim analizi hemoglobin bozukluklarinin kesin olarak

belirlenmesinde her zaman giivenilir bir yontem degildir.

Bir diger gen diizeyindeki yontemlerden olan, madde-1s1ik etkilesimini temel alan
SPR spektroskopisinin kullanimi bu alanda yer alan aday yontemlerden birisidir. Bu
konuda Pamukkale Universitesi Biyofizik Anabilim Dali'nda yapilan bir calismada
heterozigot ve homozigot Hb S mutasyonlarmin bu yaklasimla saptanabildigi
gosterilmistir (Atalay 2006). Buna karsin sistemde kullanilan sensor ylizeylerinin
kaplanmasi, temizlenmesi, analit miktarlar1 ve ayrintili saha ¢alismalar1 heniiz baslangig¢

asamasindadir.

DNA dizi analizi yontemi anormal hemoglobinlerin kesin tanisinda kullanilan diger
bir yontemdir. Zincir sonlanma metodu (dideoksi) kullanilarak yapilan dizi analizi
yonteminde, isaretli niikleotitlerin kapiler elektroforezde yiirlimesi ve lazer 1sini ile
okunmasi sonucunda analiz yapilmaktadir. Dizi analizi yonteminde bir reaksiyonda
sadece belirli bir hemoglobin bozukluklar1 analiz edilmekte, anormal hemoglobinin bu
reaksiyon igersinde bulunamamasi ise yeni bir reaksiyon ile tekrar dizi analizi
yapilmasina neden olmaktadir. Dolayisiyla boyle bir durum hem zaman hem de fiyat

acisindan bir dezavantaj olusturmaktadir.

Gerek protein diizeyindeki yontemlerin anormal hemoglobinlerin tanisinda bir kesin
tan1 olusturmamasi gerekse de gen diizeyindeki yontemlerin anormal hemoglobinlerin
belirlenmesinde hatali sonuglar vermesi, pahali ve hizli olmayan yontemler olmasi
sebebiyle, hemoglobin bozukluklarinin belirlenmesinde daha hizli, ucuz ve de kesin

sonug veren yontemler gelistirmeye itmistir.

MLPA yontemi, uygulama kolayligi, yiiksek duyarliligi, gilivenilirligi, goreceli
ucuzlugu ve tek reaksiyonda 40’ dan fazla farkli odagin incelenebilmesi ile gen

diizeyinde yapilan caligmalara diger bir alternatif yontem olarak tanimlanmigtir

(Kozlowski 2008, Gonzales 2008, Gouas 2008).
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Bu konu ¢ergevesinde tez c¢alismamizda, Hb S anormal hemoglobinin
belirlenmesinde kullanilmak tizere bir MLPA probu tasarlanarak, MLPA yontemi ile Hb
S anormal hemoglobini agisindan normal ve mutasyonlu olan bireylerde alinan
sonuglarmin degerlendirilmesi ve yontemin tek niikleotit degisimleri i¢in uygun bir

yontem olup olmadiginin degerlendirilmesi amaglanmaistir.

Tez ¢alismamiz sirasinda kodon 6 ve kodon 2 agisindan normal, heterozigot ve
homozigot olan bireyler karsilastirilmistir. Teorik olarak kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, oranin 1 oldugu DNA ornekleri Hb S anormal hemoglobini
acisindan normal, oranin 0.5 oldugu DNA ornekleri Hb S anormal hemoglobini
acisindan heterozigot, oranin 0 oldugu DNA 6rnekleri ise Hb S anormal hemoglobini

acisindan homozigot olarak degerlendirilecektir.
Bu amagla 14 farkli deney yapilmistir ( Tablo 5.1) ( 12 deney gosterilmis olup, diger
2 deney genomik DNA o&rneklerinde kontrol grubu olarak kullanilacak 6rnek

caligmalaridir).

Tablo 5.1 Calismamizda kullanilan 6rnekler ve deneysel ¢alisma sonuglari

Kodon No /Durum Deneysel Caligmalar
PCR iriminden gaigna Genomik DNAdan caligna
2 6 1 2 3 4 5 6 7 mﬁ:ﬁ; o
ME—L”;';“é & —“Y—S‘“H’;ﬁ% = —‘Y—S’“H’;ﬁfg L gt ec 60°C 62°C 62°C
101656 Nomal Nomal 065607=1 065071 0695607=1 Listsh=l 0=y K2 Senom 1’}‘3407:4:11(222,8)
101671 Hom.  Nomal 0,749925 114591 1273528 1,009
102280 Nomal  Het 0767311 0790863 132853 150
’ ’ ; 1002(60°C)
101672 Het  Nomal 0.928654 0886146 1046118
102307 Het  Het 1025482 1070794 0681957 1346592
10587 - Hom
100963 - Hom 0,569368 135047 0,60
10103 -  Hom 0600025 0658342 0988643

102613 Kodon 5: Het. 0,9218
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ilk asamada Mg”" titrasyonu yapilarak bu yontemin en iyi calistigt Mg®" derisimi
bulunmustur. 54 °C* de yapilan bu ¢alismada, en uygun olma Kriteri olan 97 niikleotitlik
prob uzunluguna en yakin niikleotit uzunlugunu veren 16 mM derisime sahip Mg2+ en
uygun derisim olarak bulunmustur. Bundan sonraki yapilan c¢alismalarda bu Mg2+

derisimi kullanilarak yapilmistir.

Calismalarda 6rneklerden elde edilen sonuglar, kontrol grubu pik yiikseklik/pik alani

orani’nin 1 kabul edilerek, orantilanarak bulunmustur.

Ikinci ve iigiincii asamada ise sicaklik optimizasyonu yapilarak yontemin ¢alistigi en
iyi sicaklik araligi bulunmustur. Tasarladigimiz prob uzunluguna en yakin uzunlugu
veren sicaklik 62 °C‘ de elde edilmis dolayisiyla bundan sonraki calismalarda bu
sicaklik derecesi kullanilmistir. 62 °C ve 63 °C’ de ki veriler karsilastirildiginda, 63 °C
‘de yapilan c¢aligmada sonuglarin yiikselmesi, sicaklik artisinin prob Ozgiinligiinii

diisiirerek problarin 6zgilin olmayan bi¢cimde hedefe baglandiklarini géstermektedir.

En uygun sicaklik araligi olarak bulunan 62 C’de yapilan 4. ¢alismamizda homozigot
ornekler calisildi. Homozigot 6rnek sonuglarinin teorik olarak 0’ a yakin degerlerde
olmasimi beklemekteyiz. Elde edilen 0.57 ve 0.60 lik sonuglar ise bize problarin 6zgiin

olmayan bi¢gimde bilinmeyen dizilere baglandiklarini1 gdstermektedir

Homozigot, heterozigot ve normal DNA o6rneklerinin PCR kaliplarinin 62 °C’ de
aynt anda calisildigi besinci asamada elde edilen sonuglar degerlendirildiginde,
homozigot drnekten elde edilen 0.65’ lik oran, bir 6nceki ¢alismada elde edilen degerler
ile uygunluk igerisindedir. Teorik olarak kendi iglerinde degerlendirme yapildiginda en
diisiik sonucun kodon 6 bakimindan homozigot 6rnek, sonra hem kodon 6 hem de
kodon 2 bakimindan heterozigot ornek, daha sonra kodon 6:heterozigot kodon 2:
normal ornek ve en yliksek sonucunda kodon 6:normal kodon:2 heterozigot drnekten
alinmasi beklenmektedir. Bu ¢alismada da elde edilen sonuglar teorik olarak beklenen
durumdadir ( Kd 6:homozigot = 0,66 < Kd 6: Het, Kd 2: Het = 0,68 < Kd 6: Het,
Kd 2:Normal = 0,79 < Kd 6: Normal, Kd 2: Het = 0,89 ). Dolayisiyla prob ligasyonun
gerceklestigi noktada meydana gelen bir mutasyon, problarin ligasyonunu ¢ok daha
fazla etkilemektedir. Altinci asamada ayni 6rnekler i¢in 60 °C’ de alinan sonuglarin

yiksek ¢ikmasi, yine optimum sicakliktan farkli sicaklikta caligmanin prob



o1

Ozglnligiinii  diiglirdiigiinii ve problarin 6zgiin olmayan bi¢cimde baglanmalar

gerceklestirdigi seklinde degerlendirilmektedir.

Kalip PCR iiriinleri ve genomik DNA‘ nin MLPA ¢alismasinda nasil bir etkisinin
oldugunu karsilagtirmak i¢in yaptigimiz yedinci asamada ise genomik DNA’dan elde
edilen sonuglarin, kalip PCR iiriin sonuglarinin yaklagik iki kati oldugu goézlenmistir.
Beta globin geninin 6. kodonunda ger¢eklesen mutasyon sonucu olusan Hb S’ in
belirlenmesine yonelik tasarladigimiz MLPA probumuzun, ayni zamanda benzer
dizilere sahip olan delta globin geni iizerine de hibridize olmasi, genomik DNA
ornekleri i¢in yapilan galigmalarda daha yiiksek bir sonug¢ elde edilebilecegi anlamini
tasimaktadir. PCR kaliplari i¢in bdyle bir durum s6z konusu degildir. Ciinkii beta globin
geninin amplifikasyonunu saglayan primerler delta globini amplifiye edememektedir ve

dolayisiyla delta globin geni PCR kaliplarimizda bulunmamaktadir.

Bundan sonraki ¢alismalarda DNA orekleri 5> erli sekilde calisildi. Oncelikle
genomik DNA Ornegini kalip olarak kullanacagimiz i¢in 101656 numarali genomik
DNA o6rnegini tek basina 60 °C ve 62 °C ‘de 5’ erli gruplar halinde ¢alisild1 (Tablo 4.9,

4.10 ) ve kontrol sonuglar1 alindi.

Genomik DNA ornekleri ile yapilan ¢alismalarda ¢ikan sonuglarin (homozigot haric)
yiiksek olmasimnin sebebi, tasarlanan problarin delta globin geni ile de hibridize
olmasidir. Ligasyonun gergeklestigi yer olan kodon 6 da ki mutasyonun, kodon 2 * de
gerceklesen mutasyona gore probun baglanmasini  daha c¢ok etkilemektedir
(102280=0.95, 101671=1,009). Homozigot genomik DNA 0Orneginden alinan sonug,
homozigot 6rneklerin PCR iiriiniinden alinan sonug ile aym1 ¢ikmaktadir. Ayrica kodon
5 polimorfizminin tasarladigimiz prob iizerindeki etkisine baktigimizda, kodon 5 deki

bir polimorfizimde kodon 6 ya yonelik yapilan ¢calismayi etkiledigi diisiiniilmektedir
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6.SONUC

Elde edilen veriler degerlendirildinde, Hb S’ in belirlenmesi i¢in tasarladigimiz
probun calistigi gozlenmistir. Pik yiikseklik/pik alanlarmin beklenenden yiiksek
cikmasini da gbz Oniine alarak prob tasarimmin daha 6zgiin hale getirilmesi gerekli
olup, genomik DNA c¢alismalarinda beta globin geni ile birlikte genomdaki diger
dizilerinde (6zellikle delta ve pseudo beta globin) sonuglara katkist goz ardi
edilmemelidir. Ayrica kodon 2 ve kodon 5 polimorfizminin de sonuglara etki etmesi,
prob tasariminda ligasyon harici noktalarda meydana gelebilecek polimorfizm veya
mutasyona sebep olan niikleotit degisimlerinin de elde edilen sonuglari etkiledigi

tasarimda goz oniine alinmalidir.

Sonu¢ olarak MLPA yonteminin, anormal hemoglobinlerin ve tek niikleotit
degisimlerinin, hizli ucuz ve giivenilir bir sekilde belirlenmesinde uygun bir yontem
oldugu gozlenmistir. Bir diger elde edilen sonug, prob hedefinin delesyon ve/veya
insersiyon tiirli odaklarin incelenmesine oranla tek niikleotit degisikliklerinde daha
dikkatle kullanilmasinin gerekliligidir. Yapilacak daha ileri ¢aligmalar ile bu yontemin
gelistirilmesi ve sonuglarin daha 6zgiin hale getirilmesi ile ¢ok sayida anormal

hemoglobin tiiriiniin ayn1 anda tanimlanabilmesinde degerli katkilar saglayabilecektir.
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