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OZET
SPR YONTEMI iLE Hb D-LOSANGELES IN GEN DUZEYINDE TANISI

Ayada, Ceylan
Y Uksek Lisans Tezi, Biyofizik ABD
Tez Damgmani: Yrd. Dog. Dr. Ayfer Atalay

Aralik 2006, 38 sayfa

Anormal hemoglobinler ve talasemiler, tlkemizde ve dinyada rastlanan en dnemli
kalitsal sorunlardan birini olusturmaktadir. Bu sorun gen kaynakli oldugu icin, hasta
bireylerin dogmasini 6nlemek amaciyla evlilik 6ncesi tarama calismalar yapilmaktadir.
Denizli yoresinde yapilan evlilik oncesi tarama caligmalarinda c¢esitli  anormal
hemoglobin tdrlerinin varligi saptanmustir. Y 6remizde Hb G-Coushaita, Hb D-Los
Angeles tirt anormal hemoglobinler beklenenden daha ytiksek oranda bulunmaktadir.
Bu hemoglobin tirleri, evlilik 6ncesi tarama ve tammlama calismalarinda Hb S ile
siklikla karistirilabilmektedir.

SPR  spektroskopisi, birbiri ile iliskili molekiller arasindaki etkilesimin
incelenebilmesinde, radyoaktif yada non-radyoaktif madde gibi herhangi bir
isaretleyiciye gereksinim duyulmaksizin biyofiziksel calismalarin  yapilabilmesini
saglayan gercek zamanli bir biyosensor tirudar.

Bu tez calismasinda, anormal bir hemoglobin olan Hb D-Los Angeles model olarak
kullanmlip, SPR yontemi ile gen dizeyinde tamsimin yapilmasi amaglanmistir. Elde
edilen veriler dogrultusunda SPR spektroskopisinin, anormal hemoglobinlerin hizli ve
ucuz tarisina yonelik aday bir yontem oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Anormal hemoglobinler, SPR spektroskopisi, Mutasyon
analizi, Hb D-Los Angeles



ABSTRACT
SPR BASED DIAGNOSIS OF Hb D-LOS ANGELES AT GENE LEVEL
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Supervisor: Yrd. Dog. Dr. Ayfer Atalay

December 2006, 38 pages

Abnormal hemoglobins and thalassemias are one of the most important genetic
diseases observed in the world population as well as in Turkey. Since the problem isin
genetic level, premarital screening programs are necessary for the prevention of these
diseases leading to prenatal diagnostic approaches. In Denizli province of Turkey, many
different abnormal hemoglobins, especially Hb D-Los Angeles, Hb G-Coushatta and
Hb S are observed in premarital screening program. The molecular diagnosis of these
abnormal hemoglobins has some difficulties due to their similar electrophoretic and
chromatographic properties.

SPR spectroscopy is a real-time biosensor which does not require any labelling

system for the identification of biologically interacting molecules.

The aim of this thesis is to diagnose the Hb D-Los Angeles mutation at gene level
by using SPR approach. According to our results, SPR approach merits for the
molecular detection of abnormal hemoglobins in premarital screening programs as a
quick and cheap testing system.

Keywords. Abnormal hemoglobins, SPR spectroscopy, Mutation analysis, Hb D-
Los Angeles
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1. GIRIS

Dunyada oldugu gibi Ulkemizde de siklikla rastlanan hemoglobin bozukluklari, en
onemli kalitsal sorunlardan birini olusturmaktadir. Bu nedenle, kalitsal hastaliklarin
molekilsel diizeyde tanimlanmasina yonelik ¢alismalarda hemoglobin, 6nemli ve iyi bir
model olarak kullamlabilmektedir. Hemoglobin bozukluklarimin nedeni, genlerde
meydana gelen mutasyonlar oldugu icin, hasta bireylerin dogmasinin engellenmesi
gunimizde uygulanan tek onemli girisim olarak degerlendirilmektedir. Bu amagla,
dunyada ve tlkemizde hemoglobinopati kontrol programlar: uygulanmaktadir. Kontrol
programlarinin  ilk  basamagim, bireylerin  hemoglobin  bozukluklart agisindan
molekiilsel diizeyde kimliklendirilmesi olusturmaktadir. Ikinci asamada ise, tasiyici
bireylerin evlilikleri sonucunda dogabilecek hasta Kkisilerin, dogum o©nces tam
yontemleri ile tespit edilmesi amaglanmaktadir. Denizli Il Saglik Mudurltgi verilerine
gore, Denizli yoresindeki beta-talasemi ve anormal hemoglobin sikligi % 3,5 olarak
bildirilmektedir. Ayrica son yapilan ¢alismalarda tarih boyunca gogler nedeniyle Denizli
yoresindeki anormal hemoglobinlere neden olan mutasyonlarinin  ¢esitliligi
gogerilmistir. Bu nedenle, yéremizde hemoglobinopati kontrol program: gergevesinde

uygulanacak olan tam calismalari, halk saglig1 agisindan biyik 6nem tasimaktadir.

Hemoglobin bozukluklarinin tarsi igin yapilan ¢alismalar, protein ve gen diizeyinde
olmak Uzere iki ana baglik altinda toplanabilmektedir. Glnimizde uygulanan gen
diizeyindeki calismalar; isaretleyici kullanimi ve uzun calisma stireleri gerektirmesi gibi
sorunlar1 beraberinde getirmektedir. Ozellikle, dogum Oncesi tani asamasinda yapilan
caismalarin hizli ve elde edilen verilerin glvenilir olmast ¢ok biyuk ©6nem
tasimaktadir.

SPR gpektroskopisi ile, enzim yada radyoaktif madde gibi bir isaretleyiciye
gereksinim duyulmadan, molektilsel etkilesimlerin dogasi hakkinda daha kesin veriler
elde edilmektedir. SPR spektroskopisi kullanarak, DNA-protein etkilesimi temeline
dayal1 olarak planlanan calismada, model olarak secilen anormal hemoglobin
mutasyonunun, gen diizeyinde ayirict tamsinin yapilabilmesi icin hizli ve glvenilir bir
yontem gelistirilmesi hedeflenmektedir.

2. Gend Bilgi:
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2. 1. Hemoglobin molekulinin yapisi veislevi:

YUksek organizasyonlu canlilar, atmosferde %21 oramnda bulunan oksijeni
kullanarak, besin maddelerinden ihtiya¢ duyduklar: enerjiyi elde edebilmek icin, guclt
oksitleme mekanizmalart bulundurmaktadirlar. Bu canlilarda, atmosferden alinan
oksijenin kullamlacag: yere tasinmasi dolasim sistemi tarafindan gergeklestirilmekte,
oksijeni tasiyan molekil sistemini ise hemoglobin olusturmaktadir. Hemoglobin
molekill, oksijen yogunlugunun yiiksek oldugu ortamda oksijeni baglamakta, oksijen
yogunlugunun disik oldugu ortamda ise oksijenden ayrilabilmektedir. Bu 6zelliginden
dolayr hemoglobin molekill, dokulara oksijen tasinmasinda etkin bir tasiyici sistemi
olusturmaktadir (Bermek 1997).

Hemoglobin molekilt, dordincil yapisi tamamen agiklanan ilk oligomerik protein
olarak bilinmektedir. Molekil agirligi 66.000 dalton olan hemoglobin molekdll, demir
baglayan ve her biri yaklasik 16.500 dalton molekil agirligina sahip polipeptit
yapisindaki dort globin zinciri tarafindan olusturulmaktadir (Bermek 1997, Mario
1998). Bir hemoglobin molekill iki farkl: tipteki globin zincirlerinden her birinin iki
tanesinin bir araya gelmesiyle olusmaktadir. Bu globin zincirleri normal yetiskin
hemoglobin tipinde alfa (o) ve beta (B) adlarint almakta, farkli hemoglobin cesitlerini
olusturan farkli globin zincirleri bulunmaktadir. Globin zincirleri, aralarinda bulunan
non-kovalent etkilesimler sayesinde U¢ boyutlu sekilde yapilanabilmektedirler
(Ho 2000). Benzer globin zincirlerinin (alfa-alfa, beta-beta) degme noktalarinda az,
benzer olmayan globin zincirlerinin (alfa-beta) degme noktalarinda ise gok sayida non-
kovalent etkilesim bulunmaktadir. Globin zincirleri arasindaki en uzun degme noktasin,
afa-1 ve beta-1 arasinda yer alan, 34 amino asit uzunlugundaki B, G, H heliks bolgeleri
olusturmaktadir. Bunun yaminda, alfa-1l ve beta-2 arasindaki degme bolgesinde 19
amino asit bulunmaktadir (Perutz 1968, Briehl 1978, Finch 1973, Perutz 1968, Sodeman
1974, Huisman 1976). Hemoglobin molekilunt olusturan her bir polipeptit zincirinde
bulunan amino asitler, polar olanlari molekiliin disinda, polar olmayanlari molekilin
icinde olacak sekilde yerlesim gostermektedir. Bu sekilde yapilanan hemoglobin
molekuld, sulu bir ortam olan kan icerisinde ¢ozunurlik Ozelligi gosterebilmektedir
(Bermek 1997, Perutz 1968, Briehl 1978, Finch 1973, Perutz 1968, Sodeman 1974,
Huisman 1976).
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Felix Haurowitz, 1937 yilinda oksijenli ve oksijensiz hemoglobinlerin kristal
yapilarinda farkliliklar gozlemlemis, daha sonra ise Perutz ve arkadaslari X-isinlari
kristalografisi yontemi ile ilk kez 1959 yilinda, hemoglobin molektlinin kristal
yapisint  tamamen aciklamiglardir.  Calismalar  sonucunda, oksi ve deoksi
hemoglobinlerin Gglinctl ve dordincil yapilar: arasinda belirgin farkliliklarin oldugu
bulunmustur. Gozlenen bu farkliliklar, alfa alt biriminin C-terminalindeki arjinin amino
asitleri ile beta alt biriminin C-terminalindeki histidin amino asitleri arasinda bulunan
tuz koprulerinden kaynaklanmaktadir. Deoks hemoglobin molekdlt, dort alt birimin
C-terminallerindeki amino asitler arasinda bulunan tuz képrileri tarafindan baski altinda
tutulmakta ve gergin bir yapi1 gostermektedir. Gergin yapi, hemoglobindeki oksijen
baglanma bolgeleri olan hem oyuklarimin ¢ boyutlu yapisini etkileyerek, oksijenin hem
gruplart ile etkilesimini zorlagtirmaktadir. Oksijen molekillerinin  baglanmasi
sonucunda, globin zincirlerinin Gg boyutlu yapisinda degisiklikler meydana gel mekte ve
zincirler arasindaki tuz koprileri yikilmaktadir. 1ki beta zincirinin hem gruplar:
birbirlerinden uzaklasirken, alfa zincirindeki hem gruplar: birbirlerine yaklasmaktadr.
Bu nedenle, oksi hemoglobin gevsek bir yapr gostermektedir. Gevsek yapidaki
hemoglobin alt birimlerinin, oksijen ilginlikleri benzer hale gelmekte ve artmaktadir. Bu
tur bir yapilanma sonucunda genel olarak, oksijenin hemoglobine baglanmasi
kolaylasmaktadir (Bermek 1997, Bettati 1998).

Hemoglobin molekullintin, oksijen tasinmasim saglayan, diizlemsel bir protoporfirin
halkasindan ve bu halkanin ortasinda bulunan bir iki degerlikli demir (Fe"?) atomundan
olusan hem gruplari, yapilarinda bulunan demir atomlar1 sayesinde oksijen
baglayabilmektedirler. Her bir globin zinciri, hidrojen baglar: araciligiyla bir hem grubu
ileiligki kurmaktadir. Bu nedenle, bir hemoglobin molekuliintin oksijen baglayabilecegi
dort aktif bolgesi bulunmaktadir (Bermek 1997, Perutz 1968, Briehl 1978, Finch 1973,
Perutz 1968, Sodeman 1974, Huisman 1976, Celebi 2005). Hem gruplari, polipeptit
zincirinin olusturdugu kiresel yapinin disinda polar olmayan amino asitlerin gevreledigi
hidrofobik oyuga yerlesmekte ve hemoglobin molekilinin ytzeyinde olabilecek en
uzak noktalarda bulunmaktadirlar. Oksijen molekiiliinin Fe™ iyonuna baglanip
baglanmamasina gore demir, yapmis oldugu 1 A’ luk kaymalar sonucunda, bagl: oldugu
histidin grubunun da hareketine ve tim globin zincirlerinin G¢ boyutlu yapisinin
degismesine neden olmaktadir (Sekil 2.1). Globin zincirlerinin yapisinda meydana gelen
bu degisiklik, hemoglobin molekilinin O, ile olan etkilesiminde biytk 6nem
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tasimaktadir. Hemoglobin molekiltnin oksijen ile baglanmasinda 6nemli rol oynayan
globin zincirlerinin temas noktalarim1 olusturan amino asitlerin evrim boyunca
degismemis olduklar: bilinmektedir (Bermek 1997).

Lys GH

W< cysrd\ GO
: ) Fe
Lys SH( F \ HLS_JFE
ys, * Iz !

¥ Asp FGI

Sekil 2.1 a Deoks hemoglobindeki Fe-Hem diizlem iliskisi
b- Oksi hemoglobindeki Fe-Hem diizlem iliskisi (Bettati 1998)

Hemoglobin molekulinin oksijen ile baglanmasi sirasinda, U¢ boyutlu yapisinda
meydana gelen degisikliklere bagli olarak gerceklesen olaylarin timine, isbirlikli
(kooperasyon) oksijen baglanmasi adi verilmektedir (Bermek 1997, Celebi 2005).
Benzer durum, oksijenin hem gruplarindan ayrilmasi sirasinda da gerceklesmektedir.
Hem gruplar: arasindaki bu 6zellik nedeniyle hemoglobinin oksijen baglama derecesi
(doymusluk derecesi), oksijen kismi basinci degisikliklerine bagimlidir (Celebi 2005).
Bu etkilesim sonucunda, hemoglobinin O, doyum egrisi, S bigiminde (sigmoidal) bir
grafik olusturmaktadir. Bu egri, dusik kismi O, basincinda hemoglobinin O," ne olan
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ilginliginin az, yiksek kismi O, basincinda ise hemoglobinin O, ne olan ilginliginin
fazla oldugunu gostermektedir (Bermek 1997). H* iyonlari, CO, ve bazi organik
fosfat bilesikleri oksijenin baglandigi bolgeler disinda hemoglobine baglanarak,
hemoglobinin molekil yapisinda degisikliklere neden olmakta ve hemoglobinin
oksijene olan ilginligini etkileyerek, oksijen baglanma egrisinde saga veya sola
kaymalara neden olmaktadirlar (Celebi 2005).

2.2. Hemoglobin sentezi ve hemoglobin tipleri:

Hem grubu ve globin zincirlerinin ortak Uretimine bagli olarak hemoglobin sentezi
gerceklesmektedir. Eritrosit Oncillerinde, hem grubu, mitokondri ve sitoplazma
kisimlarinda sentezlenmektedir. Olgun eritrositler mitokondri icermedikleri icin hem
grubunu sentezleyememektedirler (Y Gregir 1990).

Normal eriskin hemoglobin molekiltnin protein kismimi olusturan alfa ve beta
globin zincirleri, globin genlerinin Grdnleri olarak sentez edilmektedirler. Globin
genleri, genel olarak aym yapisal 6zellikleri gostermektedirler. Insan globin genleri; (g
ekzon, iki intron, 5 ve 3 wuclarinda ise gen ifadesini dizenleyici bdlgeler
icermektedirler (Weatherall 2001).

Insan 16. kromozomunun kisa kolunda 40 kilobaz uzunlugundaki DNA bolgesine
afa gen ailesi yerlesmistir. Alfa globin gen ailesi icinde yer alan yetiskin ve fotal
dénemde 141 amino asitten olusan alfa globin zincirlerinin sentezlenmesinden sorumlu
olan alfa globin genleri, 3 ucunda iki kopya halinde yer almakta, alfa 2 (o) ve alfa 1
(0g) olarak adlandirilmaktadir. Her iki genden, aym yapisal Ozelliklere sahip olan
Urdinler sentez edilmekte ve hemoglobin A, A, Fin yapisina katilmaktadir. Embriyonik
donemin ilk birkag haftasinda sentezlenen Gower-1, Gower-2 ve Portland adi verilen
hemoglobinlerin yapisina alfa globin gen ailesi iginde yer alan zeta 1 ({1) ile zeta2 (£2)
gen Urdnleri katilir (Sekil 2.2) (Huisman 1997).

Beta globin gen ailess 11. kromozomun kisa kolu Uzerinde 60 kilobaz
uzunlugundaki DNA bélgesine yerlesmistir. Bu gen ailesinde yer alan islevsel genlerin
drdnleri 146 amino asit uzunlugunda olup, 5 ucundan baslayarak 3' ucuna dogru
embriyonal donemden vyetiskin doneme dogru gelisim boyunca sirayla ifade
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edilmektedir. Sekil 2.2 de gosterildigi gibi beta globin gen bdlgesinin 5 ucunda yer
alan, dollenmeden sonra ilk on iki hafta icinde ifade edilen ve embriyonik gen olarak
adlandirilan epsilon gen drint hemoglobin Gower-1 ((ze2) ve Gower-11 (oe2)’ nin
yapisina katilmaktadir. Fotal evrede ifade edilen gama G ve gama A gen Urtnleri
hemoglobin Portland ve hemoglobin F (azy2)’ nin yapisina katilmaktadir. Gama G ve
gama A genleri arasindaki farklilik, gama G globin zincirinin 139. amino asitinin glisin
olmas, gama A globin zincirinde ise aym pozisyonda aanin igermesinden
kaynaklanmaktadir. Beta globin gen ailesi sonunda yer alan delta ve beta genleri
yetiskin dénemde ifade edilmektedir. Bu genlerin UrUnleri ise normal yetiskin
hemoglobinleri olan hemoglobin A, (ax8;) ve A (aB2)’ mn yapisina katilmaktadir
(Huisman 1997).

KROMOZOM 16 KROMOZOM 11

5 ¢ wlwa? yal! o2 of 81 3 5 ¢ Gy Ay wp 5 B 3
Globin genleri 7 e 5 \ 5 —T—W

Sentezlenen zincirler & i E GY 'n"]’ b ]

Hb tipleri L. E CoY o, € GT 'rx"‘y &0, B

I 22 272 252 Oy Yo %7y OO &y Py
(Gower-) {Partiand) (Gower-11) {Hb-F) {Hb-Ap) (Hb-A)

L —_— i ! ] e

Embriyo Fetus Eriskin

Sekil 22 16. ve 11. kromozomlarda yer aan globin gen bdlgeleri,
farkli yasam donemlerindeki Orunleri (Siyah kutular fonksiyonel gen bolgelerini
temsil etmektedir) (Huisman 1997).

Gelisim boyunca, globin genlerinin ifadesinin dizenlenmesi, globin degisikligi
(globin switching) olarak adlandiriimakta ve gelisimsel gen ifadesinde klasik 6rnek
olarak gosterilmektedir. iki globin zincirine ait genler, 5 ucundan 3' ucuna dogru
gelisim boyunca sirayla ifade edilmektedir. Gelisime bagli olarak ifade edilen
zincirlerin birbirlerine oranlar1 Sekil 2.3’ de gosterilmektedir. Bu ifade sonucu alfa, beta
ve benzeri genlerin Urunleri dengeli miktarda Uretilmektedir. Globin genlerinin sirayla
ifade edilmesi asamalarinda, eritropoiezin gerceklestigi organlar degismektedir (Ganong
1985).
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Sekil 2.3 Insanda yasamin farkli dénemlerinde hemoglobin alt birimlerinin sentezi
(Ganong 1985).

Dollenmenin 3. ve 8. haftalarinda, eritropoiez sar1 kesede (yolk sac) meydana
gelmektedir. Bu donemde sirasiyla; Gower-1, Gower-11, Portland hemoglobinleri
sentezlenmektedir. DOllenmenin yaklasik 5. haftasindan itibaren, eritropoiez embriyonik
karacigerde gerceklesmeye bagslar. Istisnalar olmakla beraber, dollenmeden sonra on
ikinci haftadan itibaren fotal eritrositlerde hemoglobin F sentezi gordlir. Fotal
hemoglobinde bulunan y-zincirlerinin, hemoglobin A’daki beta globin zincirlerindeki
histidin gruplar1 yerine serin gruplari tasimasi, hemoglobin F nin oksijene olan
ilginligini arttrir. Hemoglobin F nin bu 6zelligi, disik kismi oksijen basincinda
yasayan fotusa gerekli oksijenin saglanmasinda katkida bulunur. Dogumdan sonra gama
globin zincirinin sentezi azalirken, beta globin zincirinin sentezi artmaktadir. Bu
degisime ragmen dogumdan yedi-sekiz ay sonrasina kadar hemoglobin F, 6nemli
miktarda sentezlenmeye devam etmektedir. Ancak HPFH (Hereditary Persistence of
Fetal Hemoglobin) olarak adlandirilan durumda, y-globin zincir sentezi dogumdan
sonra azalmadan devam etmekte ve buna bagli olarak Hb F miktar1 normal degerin
Uzerinde tespit edilmektedir (Ganong 1985).

Normal yetiskin hemoglobini olan hemoglobin A (HbA: azp,), iki alfa ve iki beta
globin zincirinden meydana gelmektedir. Hemoglobin A, dogumdan sonra on sekiz ile
yirmi dort hafta icinde temel hemoglobin konumunu almaktadir. Bir diger yetiskin
hemoglobin tiri olan hemoglobin A, (HbA: a26,) iki afa ve iki delta globin
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zincirinden  olugmaktadir. Hemoglobin A, normal  yetiskinlerde toplam
hemoglobinlerin, ortalama % 3-3,5ini olusturmaktadir (Ganong 1985). Hemoglobin A,
miktarimin  Olclmesi, p-talasemi tespitinde yol gosterici bir 6n tam olarak
kullanilmaktadhr. Insanda bulunan hemoglobin tipleri, alt birim yapilar: ve varolduklar:
hayat donemleri Tablo 2.1’ de 6zet halinde verilmistir.

Tablo 2.1 Insanda bulunan hemoglobin cesitleri, alt birim yapilar: ve varolduklar:
hayat donemleri (Celebi 2005)

Hemoglobin Tipi Alt birimleri Varoldugu Hayat Donemi
Portland (a2 Erken fétal donem
Gower-I (€2 Erken fotal donem
Gower-I1 02€2 Erken fotal donem

F azy2 Geg fotal donem
A a2P2 Normal yetiskindeki baskin tip
Az 0202 Normal yetiskindeki % 2’ si

2. 3. Anormal hemoglobinler ve talasemiler:

Globin genlerinde olusabilecek degisimlere bagli olarak ortaya ¢ikan kalitsal
hemoglobin bozukluklari, iki ana baslik altinda toplanabilmektedir. Bunlardan biri
hemoglobin molekiltintin yapisal bozukluklarim kapsamakta ve anormal hemoglobinler
adimi  almaktadir. Diger hemoglobin bozukluklarim ise, globin zincirlerinin
Uretilmemesi veya normalden az Uretilmesi sonucu olusan talasemiler olusturmaktacdir
(Tuzmen 2001, Old 2003). Dinyada yaygin bir sekilde gozlenen hemoglobin
bozukluklarinin siklig1, Dinya Saglik Orgiiti (WHO: The World Health Organization)
tarafindan yaklasik %5,1 olarak bildirilmistir (Arcasoy 2003).

Hemoglobin molekilini olusturan globin zincirlerinin amino asit dizilimlerini
kodlayan genlerde olusabilecek mutasyonlar, hemoglobin moleklltinin yapisinda
velveya islevinde degisikliklere neden olabilir (Tuzmen 2001, Hardison 1998). Pauling
tarafindan 1949 yilinda Hb S nin kesfinden bu yana, dinyada yaklasik 900" Un
Uzerinde anormal hemoglobin tard belirlenmis  bulunmaktadir (Tuzmen 2001,
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Sanchaisuriya 2004, Ou 2001, Wajcman 2001). Bu nedenle anormal hemoglobinler,
cografik veya etnik olarak siniflandiriimaktadir (Tuzmen 2001). Ornegin, Hb D Los
Angeles, ilk kez Pencap’'ta kesfedildigi icin Hb D Punjab olarak da adlandirilmstir.
Daha sonra bu hemoglobinin Hindistan, Pakistan, Iran, Ingiltere, Hollanda, Avustralya,
Yunanistan, Yugoslavya, Cin ve Turkiye de de bulundugu bildirilmistir (Altay 2002,
Y 1ldiz 2005, Atalay 2005).

Globin genlerindeki mutasyon nedeniyle globin zincirlerinin normalden az
Uretilmesi veya hic Uretilmemesi talasemi adh verilen hastaligin temelini olusturmaktachr
(George 2004). Talasemi kelimesi Yunanca ‘‘denize ait”’ anlanmm tasimaktachr. Ilk kez
1927 yilinda, Cooley tarafindan Yunan, italyan ve Suriyeli kisilerde tarumlanan
talasemi hastaligi, bu nedenle onceleri Cooley veya Akdeniz anemisi olarak ifade
edilmekteydi. Gunumizde dinyamn her yerinde talasemi hastaligi bildirilmistir.
(Arcasoy 2003, Nienhuis 1984). Talasemilerde dengeli bir sekilde Uretilmeyen globin
zincirleri, hemoglobinin kararli tetramer yapisinin olusumunu engellemekte ve buna
bagl1 olarak eritrosit onclllerinin eritropoiez siirecinde normal gelisim gdsterememesine
neden olmaktadir. Normal hemoglobin Uretimi olmamasi nedeniyle talasemililerde,

hipokrom mikrositer formda eritrositler gozlenir (Tuzmen 2001).

2.3.1. Turkiye' de anormal hemoglobinler ve talasemiler:

Ulkemizde yoresel farkhliklar gostermekle beraber siklikla rastlanan gesitli
hemoglobin bozukluklari, yapilan calismalarla tammlanmustir (Atalay 1993). ilk kez
Aksoy tarafindan Hb S' nin tlkemizde bildirilmesinden sonra, giinimtizde 42 anormal
hemoglobinin varlig1 tespit edilmistir (Altay 2002). Bu anormal hemoglobinlerin 13
tanesi o globin zincirinde, 24 tanesi B globin zincirinde, 1 tanesi y globin zincirinde, 2
tane hibrid hemoglobin, 2 tane yapisal degisim igeren zincir uzamasi ve beta globin
zincirinden amino asit ¢ikarim ve eklenimi olarak tammlanmaktadir. Turkiye' de
saptanan anormal hemoglobin tirleri Tablo 2.2 de gosterilmektedir (Altay 2002)

Tablo 2.2 Turkiye' de saptanan anormal hemoglobin tirleri (Altay 2002)
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Anor mal Hemoglobinin ismi

| Mutasyon

o - globin zincirinde olusan mutasyonlar ve neden olduklari anor mal hemoglobinler

Hb O-Padova a30(B11) Glu ---> Lys (GAA--->AAG)
Hb Hasharon a47(CE5) Asp---> His (GAC--->CAC)
Hb Montgomery a48(CEB6) Leu ---> Arg (CTG--->CGG )
Hb Adana a59(E8) Gly ---> Asp (GGC--->GACQC)
Hb J-Anatolia a61(E10) Lys-->Thr (AAG--->ACG)
Hb Ube- 2 a68(E17) Asn--->Asp (AAC--->GAC)
Hb Q-iran a75 (EF4)Asp--->His (GAC--->CAC)
Hb M oabit a86(F7) Leu--->Arg (CTG--->CGG)
Hb M-Iwate 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 a112(G19) His--->Arg (CAC--->CGC)
Hb JMeerut al120(H3) Ala--->Glu (GCG--->GAG)

B - globin zincirinde olusan mutasyonlar ve neden olduklar: 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 27 (B9) Ala--->Ser (GCC--->TCC)
Hb Hakkari B31 (B13) Leu--->Arg (CTG--->CGG)
Hb G-Copenhagen B47 (CD6) Asp--->Asn (GAT--->AAT)
Hb Summer Hill 52 (D3) Asp--->His (GAT--->CAT)
Hb Hamadan 56 (D7) Gly--->Arg (GGC--->CGC)
Hb JAntakya 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 BBO(EF4)Asn--->Lys (AAC--->AAAveya AAG)

Hb Istanbul Saint Etienne

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

Hb N-Baltimore

B95 (FG2) Lys-->Glu (AAG--->GAG)

Hb Kdéln B98 (FG5) Va--->Met (GTG--->ATG)

Hb D-Los Angeles p121 (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 138 (H16) Ala--->Pro (GCT--->CCT)

y - globin zincirinde olusan mutasyonlar ve neden olduklari anor mal hemoglobinler

Hb F-Baskent

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

Bir Akdeniz Ulkesi olan Turkiye' de, tespit edilen b-talasemi mutasyonlar1 saglik
sorunlarina neden olmaktadir. Talasemi calismalari, Ulkemizde ilk kez 1941 yilinda
Aksoy ve arkadaslari tarafindan baslatilmistir (Aksoy 1982). Cesitli arastiricilar
Tirkiye' deki b-talasemi sikligim yaklasik %2 olarak bildirmektedir. Ulkemizde
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b-talasemiye neden olan birgok farkli mutasyonun varligi bildirilmistir. Genellikle
Akdeniz ulkeleriyle benzerlik gostermekle birlikte Turkiye' nin cografik konumu ve
yapisi nedeniyle, beta globin mutasyonlarinda birgok cesitliligin varligi ortaya
konulmustur. Beta globin mutasyonlarindaki bu ¢esitlilik Hb D Los Angeles, Hb G
Coushatta gibi anormal hemoglobinlerin de gézlenmesine neden olmaktadir. Bu farkl:
anormal hemoglobin turlerinin varligi, evlilik dncesi tarama programlarinda zaman
zaman bazi sorunlarla karsilasilmasina neden olabilmektedir (Atalay 1993, Atalay 2005,
Y 1ldiz 2005, Altay 2002, Tadmouri 1998, Tadmouri 2001, Tadmouri 2001).

2.3.2. Denizli yoresinde anormal hemoglobinler ve talasemiler:

Turkiye'nin Ic Ege bolgesinde yer alan Denizli yoresinde, hemoglobin
bozukluklarinin siklig1 yaklasik %3,5 olarak bildirilmistir. Denizli yoresinde yapilan
calismalarda c¢esitli anormal hemoglobin tipleri bulunmus olup bu hemoglobin cesitleri
Tablo 2.3'de gosterilmistir (Atalay 2005). Bu bdlgede saptanan anormal hemoglobin
turleri icinde %53,9 oranmyla Hb D Los Angeles en sik gortlen anormal hemoglobin
turaddr (Yildiz 2005).

Tablo 2.3 Denizli yoresinde evlilik dncesi ¢alismalarda saptanan anormal

hemoglobinler (Atalay 2005)
AnormalHemoglobin Ismi M utasyon Bulunma Y uzdes (%) *
Hb D- Los Angeles B121(GH4)Glu --->GIn 57,8
Hb S B6(A3)Glu--->Val 21,9
Hb G-Coushatta B22(B4)Glu--->Ala 15,6
Hb E- Saskatoon B22(B4)Glu--->Lys 3,1
Hb C B6(A3)Glu--->Lys 1,6

* GOzlenen anormal hemoglobinler icindeki oran ifade etmektedir

Cssitli arastiricilarin verdikleri sonucglara goére, yoremizdeki b-talasemi sikligi
yaklasik %2,6-3,7 arasinda bildirilmistir. Ana Bilim Dalimizda yapilan ¢alismalarda,
Denizli yoresinde rastlanan b-globin mutasyonlarimin  gesitliligi - ayrintili  olarak
tammlanmustir (Y 1ldiz 2005).
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2. 4. Hemoglobin bozukluklarin tayin eéme yontemleri:

Hemoglobin bozukluklar gibi kalitsal hastaliklarin kontroliinde en etkili yol, toplum
taramalar: ile tasiyicilarin saptanmasi, bunlara genetik danisma verilmesi ve dogum
Oncesi (prenatal) tant yontemlerini kullanarak hasta bebek dogumunun 6nlenmesi
seklinde siralanmaktadir (Arcasoy 2003, Bahadir 2004).

Hemoglobin bozukluklari, protein diizeyinde ve gen diizeyinde yapilan ¢alismalarla
belirlenir. Protein ve gen diizeyindeki yontemlerin secimi tum kosullar degerlendirilerek
yapilabilmektedir. Ozellikle dogum 6ncesi tam asamasinda verilerin hizli ve giivenilir
sekilde elde edilebilmesi blylk dnem tasimaktadir (Arcasoy 2003, Old 2003, Bahadir
2004).

2. 4. 1. Protein diizeyinde yapilan ¢alismalar:

Protein dizeyinde, eriskindeki hemoglobin cesitlerinin tespit edilmesi, anormal
hemoglobinlerin ve talasemilerin belirlenmesinde ilk adimi olusturmaktadir (Bahadir
2004). Bu duzeyde vyapilan laboratuar tam yontemleri; izoelektrik odaklama
(IEF: isodlectric focusing), iyon degisim kolon kromatografisi, yiksek basingli sivi
kromatografi (HPLC: high-performance liquid chromotography), elektrospray
kitle spektroskopisi (ES/MS: Electrospray mass spectrometry), orak hiicre taramasi
(oraklasma testi), alkali ve asit elektroforez yontemleri seklinde 6zetlenebilir (Wajcman
2001, Tuzmen 2001, Old 2003, Bahadir 2004, Gwendolyn 2000).

2. 4. 2. Gen duizeyinde yapilan calismalar:

1980’ li yillarin ikinci yarisinda, isiya dayanmkli DNA polimerazlarin kullammyla
kolaylasan polimeraz zincir tepkimesini (PCR: Polimerase Chain Reaction) temel alan
gen duzeyinde molekilsel tam yontemlerinin gelisimi hemoglobin bozukluklarimn

tanisini kolaylastirmustir. (Tuzmen 2001, Arcasoy 2003).

Globin genlerinde yer alan olasi mutasyonlarin tespit edilmesi icin PCR tabanli
yontemler 6zetle; ARMS (amplification refractory mutation system), restriksiyon enzim
analizleri (RFLP: Restriction fragment length conformational polymorphism), dot-blot
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analizleri, DGGE (denaturation gradient gel electrphoresis), SSCP (single strand
conformational polymorphism), DNA dizi analizi uygulamalarint kapsamaktadir.
Dogum o©Oncesi tam gen dizeyindeki mutasyonlarin tespit edilmesi ile
gerceklestirilmektedir (Tuzmen 2001, Arcasoy 2003, Yildiz 2005, Bahadir 2004,
Gwendolyn 2000).

Ulkemizde Akdeniz, Ege, Marmara Bolges illeri basta olmak (izere, 33 il
kapsayan, saglik bakanliginin kontroll altinda yUrttilen hemoglobinopati tam ve 6nlem
calisgmalar1 etkin bir gsekilde sirdirdlmektedir (Arcasoy 2003). Bu calismalar
kapsaminda, 6zellikle dogum 6ncesi tam asamasinda zaman baskisinin yaratmis oldugu
olumsuzluklarin giderilmesi gerekmektedir. Ana Bilim Dalimizda, ylzey plazmon
teknolojisi  kullanarak, molekilsel etkilesimlerin dogasina yonelik arastirmalarin
yapilabilmesi ve buna bagli olarak hemoglobin bozukluklarimin daha hizli ve dogru
molekilsel tamsini hedefleyen calismalar programlanmaktadir.

2.4.2.1 Restriksiyon enzim kesim yontemleri

Restriksiyon endontikleazlar belirli nukleotit dizilerini tamyarak ¢ift iplikli DNA
(dsDNA-double stranded) molekiltini 6zgin olarak kesmektedirler. Restriksiyon
endontkleazlarin 6zgin dizilerinde herhangi bir mutasyon olusmus ise, enzim, kesim
islemini gerceklestirememektedir. Endonikleazlarin bu 6zelligi, PCR yontemi ile
cogaltilan genomik DNA’da bulunmasi olasi mutant genlerin  saptanmasini
mimkidn  kilmaktadir (Walker 2000). RFLP yontemine, Hb D-Los Angeles
[0121(GH4)GAA>CAA,Glu>GIn]’in gen dizeyinde mutasyonunun tespit edilmesi
ornek olarak verilebilir. Hb D-Los Angeles [b121(GH4)Glu>GlIn], beta globin geninin
121. kodonunda olusan GAA>CAA mutasyonu nedeniyle glutamik asitin glutamine
doénisumuyle tanimlanan bir anormal hemoglobin turudir. Eco RI enzimi gift iplikli
DNA (zerinde yer alan 5'-GAATTC-3' dizisini tamyarak kesim yaptig: i¢in normal
beta globin PCR drtnlerinde kesim yapabilmektedir. Buna karsin Eco Rl enzimi,
Hb D-Los Angeles geninin PCR Urunlerindeki GAA>CAA degisimi nedeniyle kesim
yapamamaktadir. Bu enzim kesim yontemiyle normal hemoglobin ile Hb D-Los
Angeles in gen dizeyinde ayirici tamsi yapilabilmektedir. Bu yontem ile yapilmis bir
calisma, Sekil 2.4'de orneklendirilmektedir. Ancak 121. kodondaki farkli bir
mutasyonda enzim kesimi agisindan aym sonucu verdiginden karisikliklara neden
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olmakta ve Hb D-Los Angeles gibi gozikebilmektedir. Buna bir drnek olarak Hb
Beograd [b121(GH4)Glu>Val] verilebilir. Hb Beograd aym kodonda gelisen farkli bir
mutasyonun (GAA>GTA) Urunudir. Ayni zamanda Hb Beograd'in elektroforetik ve
kromatografik ¢zellikleri Hb D-Los Angeles a benzediginden, yapilacak calismalarda
bu iki anormal hemoglobin tirt birbirinden ayirt edilemeyecektir. Bu nedenlerden
dolay;, RFLP yontemi ile molekilsel tam her zaman ayirici tam vermedigi igin tek
nilkleotit degisiminin saptandig: yontemlere gereksinim duyulmaktadir (Ustel 2006).

PALTE- Bivofizik

5'- GLAATTC- 3°
3'- CTTAATG- 5"

M : Marker [ S0bg DMNA Ladder Plus )

1.3.5.7 : Mormal PCR arand (861 bg)

4 : PMormal PCR Graondndn enzim ke simi (552 be. 309 bg)

2.6.8 : Hb D Los Angeles enzim kesimi (861 bg 552 be, 309 bg)

Sekil 2.4 Hb D-Los Angeles drneginde Eco RI enzim kesimi

2. 5. SPR (Surface Plasmon Resonance):

YUzey plazmon rezonans spektroskopisi (SPR), herhangi bir isaretlemeye gerek
duyulmadan, molekulsel etkilesimlerin dogasi hakkinda gergek zamanli olarak bilgi
veren, optiksel bir biyosensor olarak kullaniimaktadir (Mc Donnell 2001, Homola
1999). ilk kez 1982'de; Nylander ve Liedberg SPR yontemi kullanarak elde ettigi
verileri yayinlamiglardir (Homola 1999). Guncel biyofiziksel bir yaklasim olan SPR
spektroskopisi, 1990 yilindaticari amagla kullanilmaya baslanmis, daha sonra kullanimi
hizla yayilarak bugin molekilsel etkilesimlerin irdelenmesinde yaygin kullanim alan:
bulmustur (Mc Donnell 2001, Homola 1999, Bertucci 2003).



26

SPR analizlerinde, etkilesen molekillerin gok kucuk miktarlariyla molekilsel
etkilesimler kisa slrede ve herhangi bir isaretleyiciye (izotop, enzim vb.) gerek
duyulmaksizin gergek zamanli olarak yapilabilmektedir. Bunun yan: sira SPR analizleri
yapilirken, etkilesimleri incelenecek olan maddelerin saflastirilmasina ihtiyag
duyulmamaktadir. Bu kosullarda yapilan analizler molekillerin dogasi hakkinda
gercekci bilgiler verebilmektedir (Mc Donnell 2001, Bertucci 2003, IAsys Plus,
Sonezaki 2000). SPR analizleri ile protein-protein, ilag-reseptor, antijen-antikor,
DNA/RNA-protein, DNA-DNA, hicre-protein iliskileri arastirilabilir (I1Asys Plus). Bu
yontemle; molekilsel tanimlama, molekdllerin birbirlerine olan ilginlik derecesi,
konsantrasyonlari, ¢oklu-molekiilsel etkilesim analizleri gibi bircok konuda arastirma
yapilabilir (Mc Donnell 2001, Homola 1999, Bertucci 2003, |Asys Plus). Talasemi ve
anormal hemoglobin gibi kalitsal hastaliklara neden olan mutasyonlarin tespit edilmesi
amaciyla da SPR kullammu rapor edilmistir. Ozellikle zamanla simirli dogum 6ncesi tam
calismalarinda, SPR analizleri kullamlarak hizl1 ve glvenilir sonuclarin alinmast igin
yontemlerin gelistirilmesi buiytik 6nem tasimaktachr (Feriotto® 2004, Atalay 2006).

SPR spektroskopisinin ¢alisma prensibi; 1sik kirinimi (Snell Kanunu) ve plazmon
rezonansi ilkeleri olmak Uzere iki temel fizik ilkesini esas almaktadir. Belli bir ortamda
yoluna devam eden 1sik farkli yogunlukta bir ortama gectiginde, dogrultusunda
meydana gelen degisim 6zelligine “1s1g1n kirilmas” olarak adlandiriimaktadir. Isik,
kirilma indisi yuksek bir ortamdan gelip, kirilma indisi disuk bir ortama gegerken gelis
acisindan farkli bir agiyla kirilarak yoluna devam eder. Bu davranis bicimi, n; > ny, n;.sin
0. = np.sin 0, esitligi ile ifade edilir. Kirilma agisi 90° oldugunda 1sik ikinci ortama
gecmeden iki ortam ayiran ara yiizey boyunca yoluna devam eder. Bu durumdaki 1s1g1n
gelis agisi kritik ag1 olarak tanimlanir. Isigin gelis acisi kritik agidan daha biyuk ise 1s1k
aym ortamda kalarak geri yansir. Bu olaya toplam i¢ yansima adh verilir (Homola 1999,
|Asys Plus).

Yirminci ytzyilin baslarinda Wood belli bir dalga boyundaki 11k altin, gimus gibi
bir metal ylizeye carptiginda yiizeyde plazmon rezonans: gelisebildigini tanimlanmustir.
YlUzey plazmonlarimin isikla uyarilmast sonucunda toplam i¢ yansimanin etkilenmesi
metodu ise ilk kez atmish yillarin sonlarinda Kretschmann ve Otto tarafindan tarif
edilmistir. Daha sonra yapilan calismalarda yizey plazmonlar: hakkindaki arastirmalar
artmis ve plazmonlarin ana ©zellikleri  degerlendirilmistir. Plazmon rezonansi
olusturabilen bir metal ylzey Uzerinde sabitlenmis hedef molekdl ile olusan
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etkilesimlerin refraktif indeks degisikliklerine neden olmasi ilgili etkilesimin dogasina
iliskin bilgi verebilmektedir (Homola 1999).

Toplam i¢ yansimaya ugrayan 1sik, plazmon rezonansi verebilecek olan ylzeye
carptiginda, ylzeyde bir manyetik alan olusmaktadir. Yilzeyde manyetik alamn
olusturdugu elektrik alan sonucunda meydana gelen “yik yogunlugu dalgasi” plazmon
olarak adlandirilmaktadir. Plazmon rezonansi yizeye carpan 1s1gin gelme agisina ve
dalga boyuna bagli olarak meydana gelmektedir. Plazmonlar, kirilma indisleri farkl:
olan ortamlarin her ikisinde de genisleyen benzer bir alan yaratmaktadirlar. Bu alan,
Ustel olarak azalan ve sonsuzda sonimlenen bir 6zellikte olup “evanescent alan” olarak
adlandirilmaktadir. Bu alamn dalga boyu, gelen 1s1g1n dalga boyu ile aynidir ve alandaki
azalma dalga boyu mesafesinde gergeklesmektedir. Tam i¢ yansima olayinin sonucunda
olusan evanescent alamin metal yiizeye girme mesafesi z; olarak adlandirilmaktadir. Bu
mesafesinin disinda kalan alanda meydana gelen degisiklikler algilanmamaktadir.
Evanescent alanin yiizeye nifuz etme mesafesi (zp); ortamlarin kirilma indisine (ng, ny);
15181n gelme agisina (0) ve 1s181in dalga boyuna (A) bagl olarak degismektedir. Verilen
tum bu degerler Sekil 2.5 de ayrintili bir bigcimde gortlebilmektedir (Homola 1999,
|Asys Plus, Telefoncu 1999).

Rezonansa gegebilecek yuzey, prizma blok Gzerinde yer amakta, 1 pm
kalinhigindaki disik ve 100 nm kalinhgindaki yuksek kirilma indisli iki dielektrik
katmandan olugmaktadir. Dusik kirilma indisli tabaka, hava boslugunun yerini
doldururken, yiksek kirilma indisli tabaka ise etkilesim ylzeyini olusturmaktadir. Bu
sekilde tasarlanan IAsys Plus SPR cihazinin ayrintili bir semasi Sekil 2.6 da
gogterilmektedir (IAsys Plus).

Y uksek kirilma indisli yuzeyde gergeklesen molekiilsel etkilesimlere bagli olarak,
evanescent alandaki kirilmaindisi degismektedir. Bu degisim, plazmon rezonansi veren
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bagli bir sekilde, prizma icinde toplam i¢ yansima kurallarina uyarak yoluna devam
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etmektedir. YUzeye baglanmanmn artmasiyla birlikte gelisen olaylar sonucunda, SPR
sinyalinde artma, baglanmanin azalmasiyla birlikte gelisen olaylar sonucunda ise, SPR
sinyalinde azalma gozlenmektedir. Zamana karsi, yansiyan isigin saniyedeki agisal
degisimlerinin degerlendirilmesi sonucunda kinetik egrilerin verildigi, Sekil 2.7° deki
gibi bir grafik elde edilmektedir (1Asys Plus).

Isagin Acisal Degisimi

Sekil 2.7 SPR spektroskopisinden elde edilen baglanma ve ayrilma kinetik
egrileri

Lazer 15121 ile rezonansa gegen 50 nm kalinhigindaki altin ytzey, mikro karistiric
(vibro-stirrer) ve orneklerin yuklendigi mikro kiivet bilesenlerinden olusan 1ASys™
Plus SPR cihazlari, arastirmaciya c¢alismast sirasinda bir ¢ok agidan kolaylik
saglamaktadir. Kivet tasarimi sayesinde, yogunlugu fazla olan sivilarla calisabilmek
mUmkidn olmaktadir. Aym zamanda, analiz siiresince herhangi bir anda oOrneklerin
cikarilabilmesi veya eklenebilmesi kiivet seklinin sagladigi diger olumlu bir dzelliktir.
SPR spektroskopisinin etkilesim ytzeyini olusturan SPR kivetleri; karboksimetil
dekstan (carboxymethly dextran: CMD), biyotin ve aminosilan (aminosilane: AS)
seklinde farkli 6zelliklere sahip olabilmektedir (IAsys Plus).

3. GERECLER VE YONTEMLER
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tez calismasinda, Pamukkale Universitesi, Tip Fakiiltesi, Biyofizik Anabilim

Dali'nda ‘‘Bilgilendirilmis Hasta Onay Formu’’ ile bilgilendirilen bireylerin periferik

kan hicrelerinden elde edilen DNA o6rneklerinden olusan DNA bankasindan alinan ve

daha 6nce Hb D-Los Angeles tamsi konulan DNA ornekleri kullanmlmstir. Model

olarak kullanilan Hb D-Los Angeles anormal hemoglobini uygun primerler kullanilarak

PCR yontemiyle cogaltilmistir.

3.1. Genomik DNA izolasyonu:

Potasyum EDTA’ |1 tlplere, bes ml kan 6rnegi alindh.

Bir ml kan 6rnegi Uzerine bes ml 1x retikilosit salin ¢ozeltisi eklenip karistirildi
ve 600 g’ de 15 dk santrif(yj yapildi ve Gst sivi atildi.

COkelti Uzerine 1x retikilosit salin ¢ozeltisi eklendi ve 600 g'de 15 dk santrifdj
yapildi. Bu islem en az U¢ kez yapildh.

Cokelti tzerine U¢ ml soguk lizat ¢ozeltisi eklendi ve ¢ozelti berraklasincaya
kadar buz icerisinde bekletildi. COzelti berraklastiktan sonra 1900 g’'de 15 dk
santrifllj yapildi ve Ust sivi atild.

Bu cokelti Uzerine, bir ml 1x STE ¢ozeltisi eklenerek karistirildi ve 1900 g’ de
15 dk santriflij yapildi ve Ust sivi atildi. Bu yikama islemi iki kez tekrarlandh.
Nukleer pellet Gzerine, 0,45 ml 1x STE ¢Ozeltis eklendi ve mikrosantrifij
tipiine aktarilch. Uzerine 100 pg/ml derisiminde proteinaz-K ve %1 SDS
(sodyum dodesil siilfat) eklendi.

7. Tup 37°C’ ta2-4 saat veya gece boyu bekletildi.

10.

11.

12.

Inklibasyondan alinan tiip Uzerine esit miktarda doymus fenol ¢ozeltisi eklendi
ve 11.000 g de 15 dk santriflij yapildi ve Ust sivi temiz mikrosantriftj tiptne
aktarildi.

Ust faz lizerine esit miktarda, kloroform/izomamilalkol (24:1) eklendi ve 11.000
g'de 15 dk santrifdj yapildh.

Ust faz alimp Gizerine 1/10 oraminda 3 M sodyum asetat (pH:5) ve saf etanol
eklendi. DNA tup icerisinde belirginlesinceye kadar bekletildi. DNA ipliksi
gorinim aldiktan sonra steril mikrosantrifdj tupu igerisine alindh.

TUp icerisindeki DNA Uzerine %70 lik etanol eklendi ve 11.000 g'de 15 dk
santrifdj yapild.

Etanol atildiktan sonra DNA steril saf su ile ¢ozaldu.
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13. Elde edilen DNA’ nin derisimi (O.D2g0) “Eppendorf DNA Fotometre” ile tespit

edildi.

Kullamlan ¢ozeltiler:

§

§
§

3.2. Beta globin gen bélgesinin PCR yontemi ile gogaltiimas:

5x Retikllosit salin ¢ozeltis:
Potasyum klorir, 25 mM
Magnezyum klorir, 35mM
Sodyum Kklorir, 686 mM
Lizat gozeltis:

Potasyum bikarbonat, 10 mM
Amonyum Klordr, 155 mM
Disodyum EDTA, 0,1 mM

STE (tuztrisEDTA) ¢ozeltisi:

Sodyum klordr, 100 mM
Tris-HCI, 10 mM
EDTA, 1 mM

Proteinaz K (Amresco, 20mg/ml)
%10 luk SDS (sodyum dodesi| siilfat):

Hb D-Los Angelesin gen dizeyinde tamst igin 121. kodonu igeren 861 bg

uzunlugundaki beta globin gen bolgess PCR yontemiyle cogaltildi. Bu bolgeyi
cogaltmak icin Tablo 3.1 de verilen 50 ul’ lik PCR karisimi hazirlandi. Bu PCR
karisim igerisinde bulunan primerlerin 6zellikleri Tablo 3.2° de verilmistir. PCR ile

heterozigot Hb D-Los Angeles DNA ornekleri ve sadece normal hemoglobin igeren

DNA ornekleri kullanil mastur.

Tablo 3.1 PCR karisimi
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PCR bilesenleri Tek tlp icerisindeki miktar Son
Derisimleri
DNA(0,03ug/ul) 2yl 0,06p9/50 pl
Tampon(Buffer BIORON 10X) 5ul 1X
dNTPwix(BIORON, 0,5 mM) 5ul 0,05 mM
Mg™ (BIORON, 16 mM) 5ul 1,6 mM
PAM 200(10pmol/ul) 2ul 20 pmol
PAM 201(10pmol/ul) 2ul 20 pmol
Taq DNA polimeraz(BIORON)(1U/ul) 5ul 0,2 U/50ul
Steril dH-O 23ul -
Toplam Hacim 50 wl 50 wl

Tablo 3.2 PCR yontemindeki primerlerin baz dizileri

Primer Adi Primer Dizis
PAM 200 (36-mer) 5'-Biotin-AAA TTA GGA TCC CAA TGT ATCATGCCT CTT
TGC ACC-3
PAM 201 (36-mer) 5-TAT AAT AAG CTT GAG TCA AGG CTG AGA GAT GCA
GGA-3

Isisal dongu cihazinda (Technegene Thermo Cycler) Tablo 3.3 de verilen programla
PCR yapildi. Bu ¢ogaltim reaksiyonu daha sonra %1’lik agaroz jelde yurUtllerek jel
goruntuleme cihazinda (UVItec) goruntulendi.

Tablo 3.3 PCR kosullar:

Olay Sicakhk Sire Dongu
Denaturasyon 94 °C 30 25
Primer Baglanmasi (annealing) 65°C 15 25
Uzama (extension) 72°C 30sn 25
Son Uzama (final extension) 72°C 5dk 1

3.3. PCR drunlerinin saflastirilmasi:
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Genomik DNA kullanilarak cogaltilan PCR drtnleri, alkol ¢oktirme yontemiyle
saflastirildi.
1. PCR resksiyonu karisimi, 1,5 ml’lik mikrosantrif(jj tipine konuldu ve Uzerine
1:10 hacim sodyum asetat ve 800 ul saf alkol eklendi ve bu karisim yaklasik 1 saat
-20°C’'de bekletildi.
2. Ornekler 12.000 rpm' de 15 dk santrifilj yapildiktan sonra (st faz uzaklastirilch.
3. Pelletin Gzerine 200 pul % 70'lik etanol eklendi ve 12.000 rpm ‘de 2 dk santrifdj
yapildi. Santrifdj isleminden sonra Ust faz uzaklastirilldi. Bu yikama islemi 3 kez
tekrarlandh.
4.  Yikama isleminden sonra pellet “*Speed Vac’ ile kurutuldu. Pellet tizerine 30 pl
steril dH,0 eklendi.
5. Elde edilen DNA’ nmin derisimi (O.D2so) “Eppendorf DNA Fotometre” ile olgildu
(Tablo 3.4).

Tablo 3.4 Biotinli PCR drneklerinin derisimi

PCR Urunleri Derisim 260nm/280nm
Hb AA 224 ng/ul 2,01
Hb AD 242 pg/ul 1,80
3.4. SPR Analiz:

Kullamlan Cozeltiler:
§ EDC [1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid] Stok: 1,15 gr/15 ml steril
distile su.
§ NHS (N-hidroksisiksinimid) Stok: 200 mg/15 ml steril distile su.
§ Asetat Tamponu (10 mM, pH: 5) (1 1t): 2 M asetikasit ile titre edildi.
8 PBS (Tuzu fosfat tamponu) (pH: 7,4) (1 It):
NaCl : 8 gr
KCl:0,29r
NapHPO,4.2H,0 : 1,81 gr
NaH,PO,4.2H,0 :0,28 gr
§ PBS/T: PBS + %0,05 Tween 20
Etanolamin (1 M, pH 8,5)

wn




8 EcoRI restriksiyon enzimi (20U/m)

§ Enzim Tamponu

3.4.1. CM Dekstran (Karboksimetil Dekstran) Kivetin Aktive Edilmes ve Eco RI

ile Kaplanmas

IASys (Affinity Sensor), SPR cihazinda CM dekstran kivetin aktive edilmes ve
Uzerine Eco RI kaplanmasi igin, cihazin kullanma kilavuzundaki Protokol 1.1
uyguland:. Cihazin deney parametreleri; sicaklik 22 °C, karstirict izi %85, érnekleme
aralig1 1 sn olarak ayarlandi. Her biri 80 ul hacmi olan iki tane mikro kanal iceren
kivetin bir kanal1 Eco RI ile kapland: diger kanal ise Eco RI ile kaplanmayip kontrol
kanal1 olarak kullamldi.

1. CM dekstran kiiveti SPR cihazinin icine yerlestirdikten sonra t¢ defa 50 pl
PBS/T ile yikandi. Dengeye gelmesi icin 10 dk beklendi. Daha sonra 5 dk
kayit alindh.

2. Yuzeyi aktive etmek icin 200 ul EDC ile 200 ul NHS karistirildi. Bu
EDC/NHS karisimindan 40 pl eklenerek kanallar iki defa yikand: ve 7 dk
kayit alindh.

Uc defa 50 ul PBS/T ile kanallar yikanch ve 1 dk kayit alinch.
Uc defa 40 pl asetat tamponu (10 mM pH 5,5) ile kanallar yikand: ve 1 dk
kayit alindh.

5. Kivetin 1 no’lu kanalina 40 ul Eco RI (20 U/ ul) eklendi. Diger kanal
kontrol amagli oldugu icin Eco RI eklemesi yapilmadi.

6. Dort dk kayit alindiktan sonra 50 pul PBS/T ile kanallar yikandi ve 1 dk
kayit alindh.

7. Reaksiyona girmeyen NHS-ester baglarim bloklamak igin 40 pl etanolamin
(1 M, pH 8,5) ile iki defa kanallar yikand: ve 3 dk kayit alindi.

8. Ucdefa50 pul PBS/T ile kanallar yikandh ve 1 dk kayit alindi. Daha sonrane
kadar Eco RI kapladigimiz hesapland.

3.4.2 Eco RI kaph kiivete biotinli PCR truninin gonderilmesi:
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Eco RI kapli kanala biotinli PCR 0rini gdndermeden ©Once, cihazin deney
parametreleri; sicaklik 37 °C, karistirict hizi1 %65, 6rnekleme araligi 1 sn. olacak sekilde

ayarland.
1. Kanallara40ul Eco RI tamponu eklendi ve 4 dk kayit alindh.
2. Kuovetin her iki kanalina5 pl PCR trtini eklendi ve 60 dk kayit alindi.

3. Heriki kanal ¢ defa50 pl PBS/T ile yikandi ve 5 dk kayit alindi.

Bu islem normal hemoglobin ve heterozigot Hb D Los Angeles anormal hemoglobin

PCR Urunleri icin aym sekilde uygulandi.

4BULGULAR
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Calisilan Hb AA ve Hb AD-Los Angeles ornekleri, Pamukkale Universitesi
Biyofizik Anabilim dalina ait olan hemoglobinopati DNA arsivinden alinmig olup
anonim bicimde kullanilmistir. DNA arsivindeki ornekler icin yazili “*Bilgilendirilmis
Onay Formu’’ bulunmaktadr.

Normal hemoglobin ve heterozigot Hb D-Los Angeles [b121(GH4)Glu>GlIn]
anormal hemoglobin tasiyan kisilerden elde edilen DNA’lardan PCR yontemi ile
cogaltma isleminden sonra 861 bg'lik Urtnler elde edilmistir. Bu PCR Urdnlerinin
Eco RI enzimi ile etkilesim farkliliklart SPR analizleriyle incelendi.

SPR calismasinda ilk asama, CM Dekstran kivete Eco Rl  kaplanmasidir. CM
Dekstran kivet her birinin hacmi 80 ul olan iki tane mikro kanal igerir. Her iki kanal
EDC/NHS ile aktive edildikten sonra sadece 1 no’lu kanal 200 U/ul Eco RI ile
kaplanmis olup, 2 no’lu kanal ise Eco RI ile kaplanmadi. Boylece 2 no’ lu kanal soliisyon
degisimlerinden olusan fark: ortadan kaldirmak icin Eco RI ile kaplanmayip kontrol igin
kullanildi. Eco RI ile kaplanan kanaldan alinan SPR yanitinin Eco RI ile kaplanmayan
kanaldan alinan SPR yamtindan farki yaklasik olarak 4000 arc saniye kadardir
(Sekil 4.1)

100007
80001
60001
4000 i
20007

Response (arc seconds)

-2000

Time (minutes)

Kanal 1. Eco RI kapl1 kanal
Kanal 2. Eco RI kapli olmayan kanal

Sekil 4.1 CM Dekstran kiivete Eco RI kaplanmasi (1. asama)
SPR analizinin ikinci asamasinda, Hb AA tasiyan bireyden elde edilen PCR
urinu, Eco RI kapli olan 1 no’'lu kanal ile Eco RI kapli olmayan 2 no’lu kanala
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gonderildi. Sekil 4.2'de elde edilen kaba veriler 1Asys yazilimi tarafindan islendiginde
Sekil 4.3 de goruldigl gibi -168 arc saniyelik sinyal kaydedilmistir.

4007

2007

Response (arc seconds)

-200 : : : : : : : : : : : : : !
0 10 20 30 40 50 60 70

Time (minutes)

Sekil 4.2 Normal hemoglobin dizisi iceren PCR Urinintin Eco Rl ile etkilesimi
(2. asama)

Chan 1-2

50T

-507

-100T

Response (arc seconds)

-1507

0 10 20 30 40 50 60 70

Time (minutes)

Sekil 4.3 Normal hemoglobin dizisi iceren PCR Uriint eklenen calismaicin islenmis

sonuclar (2. asama)

SPR analizinin tgtincl asamasinda, heterozigot Hb D-Los Angeles (Hb AD) tasiyan
bireyden elde edilen PCR Urini, Eco RI kapli olan 1 no’lu kanala gonderildi. Sekil
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4.4'den elde edilen kaba veriler 1Asys yazilimi tarafindan islendiginde Sekil 4.5 de
gorildugi gibi -150 arc saniye olarak kaydedilmistir (Sekil 4.5).

5007
4007
3007
200 il
1007

Response (arc seconds)

-100 f f f f f f f f f f f f f 1
0 10 20 30 40 50 60 70

Time (minutes)

Sekil 4.4 Heterozigot Hb D-Los Angeles hemoglobin dizisi igeren PCR Urininin
Eco Rl ile etkilesimi (3. asama)

Response (arc seconds)

-150 t t t t t t {
0 10 20 30 40 50 60 70

Time (minutes)

Sekil 4.5 Heterozigot Hb D-Los Angeles anormal hemoglobin dizisi iceren PCR

Urdint eklenen galisma igin islenmis sonuclar (3. asama)

SPR analizinin dordinct ve besinci asamalarinda heterozigot PCR Urdnlerinin
Eco RI kapli 1 no’'lu kanala ard arda génderilmesi sonucunda PCR Uriinti ve Eco RI

arasindaki etkilesimin nasil degistigi incelendi. Ikinci kez heterozigot PCR Urunii
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gonderildiginde, Sekil 4.6'dan elde edilen kaba veriler 1Asys yazilimi tarafindan
islendiginde Sekil 4.7’ deki -25 arc saniyelik yanit kaydedildi.

1501
1001

507

Response (arc seconds)

-50T

-100 t t t t t t t t
0 10 20 30 40

Time (minutes)

Sekil 4.6 Heterozigot Hb D-Los Angeles hemoglobin dizisi iceren PCR trtninin
Eco Rl ile etkilesimi (4. asama)

Chan 1-2
80T
60T
407
207

Response (arc seconds)

.40 . f f f f f f
0 10 20 30 40

Time (minutes)

Sekil 4.7 Heterozigot Hb D-Los Angeles anormal hemoglobin dizisi iceren PCR
Urdinu eklenen gcalismaicin islenmis sonuglar (4. asama)
Uciincii kez heterozigot PCR (riinii gonderildiginde, heterozigot PCR iiriini ile
enzim arasinda gerceklesen etkilesim sonucunda Sekil 4.8’ den elde edilen veriler IAsys
yazilimi tarafindan islendiginde ise Sekil 4.9'da gorulen -15 arc saniye kaydedilmis ve
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sifira yaklastigi gordlmistir. Yapilan calismada enzim bagli kivetteki enzim

aktivitesinin ne kadar siire ile korundugu hakkinda bilgi topland:.

Response (arc seconds)

Sek

Response (arc seconds)

60T
407

20T

40T

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Time (minutes)

il 4.8 Heterozigot Hb D-Los Angeles hemoglobin dizisi igeren PCR Urinunin
Eco Rl ile etkilesimi (5. asama)

-20

Sek

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Time (minutes)

il 4.9 Heterozigot Hb D-Los Angeles anormal hemoglobin dizisi iceren PCR

Urdni eklenen calismaiicin islenmis sonuclar (5. asama)

5. TARTISMA VE SONUC
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Anormal hemoglobinler ve talasemiler, diinyada oldugu gibi Glkemizde de rastlanan
en Onemli kalitsal hastaliklardan birini  olusturmaktadir. Kalitsal hemoglobin
bozukluklarinin nedeni genlerde meydana gelen mutasyonlar oldugu igin, saglikli
bireylerin dogmasina katkida bulunmak amaciyla molekilsel tam yontemlerinin
gelistirilmesi ve uygulanabilmesi en etkin bir yaklasim olarak ortaya ¢gikmaktadir. Bu
amacla, dinyada ve tlkemizde hemoglobinopati kontrol programlari uygulanmaktadir.
Bu programlardaki temel yaklasim, ilk basamakta evlilik dncesi donemde bireylerin
hemoglobin  bozukluklari agisindan  kimliklendirilmesinin  saglanmast  seklinde
gerceklesmektedir. Ikinci asamada ise, tasiyict bireylerin evlilikleri sonucunda
dogabilecek bireyin, dogum oncesi tanm yontemleri ile molekilsel agidan tammlanmasi
amaglanmaktachr. Denizli Il Saglik Mudirligh verilerine gore yoremizdeki beta
talasemi ve anormal hemoglobin siklig1 % 3,5 olarak verilmektedir. Denizli yoresinde
evlilik 6ncesi tarama programina dayal1 olarak ana bilim dalimiz tarafindan yapilmis
olan calismalarda; % 57,8 Hb D-Los Angeles, % 21,9 Hb S, % 15,6 Hb G-Coushatta, %
3,1 Hb E- Saskatoon ve % 1,6 oraninda Hb C gibi anormal hemoglobin tirlerinin varligi
gosterilmistir (Ustel 2006, Atalay 2005). Bu sonuclar dogrultusunda, yoremizde Hb G-
Coushatta ve Hb D-Los Angeles tiri anormal hemoglobinlerin beklenenden daha

yiksek oranda bulundugu saptanmustir.

Tani calismalarinda karsilasilan en énemli sorunlardan biri, Hb D-Los Angeles ve
Hb G-Coushatta min alkali ortamdaki elektroforetik davraniglarimin Hb S ile aym
olmasindan kaynaklanmaktadir. Hb S, beta globin geninin altinci kodonunda yer alan
glutamik asit (GAG ) yerine, valin (GTG ) gecmesiyle olusan ve orak hiicre anemisine
neden olan bir anormal hemoglobin tiridir. Hb D-Los Angeles ise, beta globin geninin
121. kodonunda yer alan glutamik asit (GAA) yerine, glutamin (CAA) gecmesiyle
olusmaktadir. Diger taraftan Hb G-Coushattaise, beta globin geninin 22. kodonunda yer
alan glutamik asit (GAA) yerine, alanin (GCA) gecmesiyle tanimlanan bir anormal
hemoglobin tartdir. Asit hemoglobin elektroforezinde, Hb D-Los Angeles ile Hb G-
Coushatta, normal hemoglobine benzer elektroforetik harekete sahiptir. Ana bilim
dalimiz tarafindan yapilmis ama henliz yayinlanmamis verilere gore yoremizde nadir
olarak karsilasilan Hb Beograd'in da Hb D-Los Angeles ile benzer elektroforetik
harekete sahip oldugu bilinmektedir. Alkali ve asit elektroforez yontemlerinde oldugu
gibi kromatografi yontemi ile yapilan protein dizeyindeki calismalarla Hb D-Los
Angeles gibi diger anormal hemoglobinlerin ayirici tamsinda guclukler bulunmaktadr.
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Bu nedenle bu tir anormal hemoglobinlerin tamsinin gen dizeyinde yapilmasi
gerekmektedir. Ornegin, Hb D-Los Angeles in diger anormal hemoglobin tiirlerinden
ayrilmasi icin gen dizeyinde Eco RI enzimi ile enzim kesimi Onerilmektedir. Eco RI
enzimi, Hb D-Los Angeles mutasyonunun [B121(GH4)(GAA--->CAA)] bulundugu
121. kodonu tamyarak, mutasyon iceren dizi ile normal diziyi birbirinden
aywrabilmektedir. Eco Rl enzimi DNA dizileri Gzerinde yer alan 5’-GAATTC-3' dizisini
tanyarak kesmektedir. Hb D-Los Angeles mutasyonuna neden olan niikleotid degisimi
Eco RI enzim kesim yerini ortadan kaldirmaktadir. Bu nedenle enzim kesimine bagli
olarak, mutasyonun varligini tespit etmek miimkiin olmaktadir (Ustel 2006).

Denizli yoresinde yapilan evlilik 6ncesi tarama ¢alismalarinda anormal hemoglobin
olan Hb D-Los Angeles'in, beta-talasemi mutasyonlar: ile birlikte olduguna iliskin
bilgiler bulunmaktadir (Yildiz 2005). Yo&remizdeki evlilik oncesi calismalarda,
tastyicilarin belirlenmesi ve dogum Oncesi tam uygulamasinda saglikli bireylerin
dogumuna katkida bulunabilmek i¢in talasemi ve anormal hemoglobin mutasyonlarinin
dogru bicimde tammlanmasi gerekmektedir. Anormal hemoglobin cesitlerinin
tanmmlanmasi ve birbirlerinden ayrilmas: igin asit ve alkali hemoglobin elektroforezi,
PCR tabanli teknikler, RFLP ve DNA dizi analizi gibi ¢ok zaman alan ve goreceli
olarak pahali teknikler kullaniimaktadir. Bu tez calismasi; Pamukkale Universitesi, Tip
Fakultesi, Biyofizik Anabilim Dalimiz hedeflerinden olan, yoremizde siklikla gorilen
anormal hemoglobinlerin dogru bigimde molekilsel olarak tammlanmasina donik, gen
duzeyinde hizli ve ucuz rutin test sistemlerinin gelistirilmesini 6ngbren program
icerisinde planlanmistir. Bu temel hedefe ek olarak, yapilan calismalarda molekulsel
etkilesimlerin biyofiziksel olarak agiklanmasi tez ¢alismasinin amaclarindan bir digerini
olusturmaktadir. SPR tabanli calismalar, gelistirilmesi gereken yeni nesil biyofiziksel
yontemlerden birisidir. Molekilsel etkilesimlerin incelenmesinde, enzim ya da
radyoaktif madde gibi herhangi bir isaretleyiciye gereksinim duyulmaksizin analizlerin
yapilmasina olanak saglayan gercek zamanli SPR yontemi yararli Kkatkilar
saglamaktadir. SPR  spektroskopisi, optik ve plazmon rezonans kavramlarini
birlestirerek protein-protein, protein-nikleik asit, nikleik asit-nikleik asit, canli hiicre-
molekil ve benzeri bircok biyolojik olayda kullamilabilmektedir. SPR tabanl:
biyosensorlerin  kullamlmasindan bu yana, biyomolekilsel etkilesimlerin  farkl:
alanlarinda bircok calisma yapilmis bulunmaktadir (Emanuel 2000, Oh 2004, Vostiar
2003, Homola 2005, Rebecca 2005, Rebecca 2006). Feriotto ve arkadaslari SPR
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biyosensorini kullanarak kodon 39 (C>T), IVSl/nt.1 (G>A), 1VSLnt.6 (T>C) ve
IVSUnt.110 (G>A) gibi farkli beta talasemi mutasyonlarimt tammlamislar ve bu
mutasyonlarin homozigot ve heterozigot formlarint birbirlerinden ayirabilen veriler elde
etmislerdir (Feriotto® 2004, Feriotto® 2004). Ana bilim dalimizda bu konuda yapilan
calismanin ilk sonuclart yayinlanmis bulunmaktadir. Bu calismada; bir anormal
hemoglobin tirt olan Hb S [B6 (A3) (GAG--->GTG)] mutasyonu iceren 6rneklerde
SPR yontemi ile elde edilen ilk sonuglar yer almaktadir (Ustel 2006, Atalay 2006).

Mutasyon tespitine doniik, Ana Bilim Dalimizda yapilan ¢alismalarda tamamlanmis
olan iki tez calismasi bulunmaktadir. *‘Hb D-Los Angeles' in ayirict molekilsel tamst’’
baslikl1 tez calismasinda, nikleik asit-protein etkilesime dayal: olarak, model alinan
anormal hemoglobinin gen diizeyinde ayirici tam calismalart yapilmistir. Etkilesen
maddelerden niikleik asit, etkilesim ylizeyine sabitlenmis daha sonra Eco RI enziminin
normal ve anormal hemoglobin dizisi iceren PCR urunleri ile etkilesimlerine bagli
olarak, SPR spektroskopisi galismast ile mutasyon tespiti yapilmistir (Bahadir 2004).
““Anormal hemoglobinlerin SPR yontemi ile gen dizeyinde tams’’ konulu tez
calismasinda ise nikleik asit- nikleik asit etkilesime dayali1 olarak mutasyon tespiti
calismalart yapilmistir.  SPR spektroskopisi  calismalarinda mutasyon taramasinin
yapildigi DNA ornekleri, SPR ylizeyine sabitlenmis ve mutasyona 6zgu problarla
mutasyonun saptanabildigi gosterilmistir (Ustel 2006).

Bu tez calismasinda; Ana Bilim Dalimiz’ da yapilmis olan diger ¢alismalardan farkli
olarak, protein-DNA etkilesimi temelinde enzim aktivitesinin izlenmesi seklinde bir
yaklasim ongorulmustir. Tez ¢alismast igin daha 6nce tanmmlanmis heterozigot formda
Hb D-Los Angeles ve normal hemoglobin tasiyan bireylerden elde edilen DNA
ornekleri kullamlmugtir. Hb D-Los Angeles a neden olan baz degisikliginin bulundugu
121. kodonu iceren 861 b¢ uzunlugundaki beta globin gen bdlgesi, PCR yontemiyle
cogaltilmistir. Daha sonra ilk olarak Hb AA PCR drunleri, Eco RI ile kaplanmis SPR
kanalina eklenmistir. Normal hemoglobinde mutasyonlu bdlge olmadig: igin Eco RI
enziminin her iki aleli tamyarak kesmesi beklenmis ve elde edilen sonuglarda bu
davranmis gozlenmistir. Elde edilen islenmis SPR verilerine gore enzimin ¢ift iplikli
DNA U(zerine baglanarak kesimi, azalan bicimde ilerleyen sinyallerle izlenmis ve
sonucta -168 arc saniyelik bir dists saptanmustir (Sekil 4.3). Daha sonra Eco RI bagli
kanala heterozigot Hb D-Los Angeles PCR Urini eklenmistir. Elde edilen islenmis SPR
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verilerine gore enzim kesimi, azalan SPR sinyalleri biciminde gozlenmekte ancak elde
edilen egri normal 6rnege gore farklilik gostermektedir. Burada toplam SPR sinyali
disUst -150 arc saniye olarak saptanms, egride normal 6rnege oranla farkli bigcimde bir
dusus izlenmistir (Sekil 4.5). SPR sinyallerindeki bu farkliliklarin normal ve heterozigot
orneklerdeki mutasyondan kaynaklandig: belirlenmistir.

SPR kivetine ardisik bigimde 6rneklerin uygulanmasi ile ylizeye sabitlenmis Eco RI
enzimi  kesim aktivitesinin izlenmesi amaclanmistir. Yapilan ardisitk  6rnek
uygulamalarinda elde edilen verilerde, kiivet tzerine sabitlenen enzimin aktivitesinde
giderek azalma gozlenmistir (Sekil 4.7, Sekil 4.9) Bu sonuclar, daha sonra planlanacak
calismalarda ilk adimin, kivet ylzeyine baglanan enzimin aktivite kaybina neden
olmayacak sekilde sirekli bicimde korunmasina yonelik gelistirme calismalarinin
onemli bir nokta oldugunu isaret etmektedir.

SPR Spektroskopisi ile gen diizeyinde yapilan molekilsel tam, diger ayirici tamilara
gore ¢ok daha kisa sire iginde, 6zgiin sonug vermektedir. Protein ve gen dizeyinde
yapilan, hemoglobinlerin birbirinden ayirt edilmesinde kullamlan diger yontemler ile
anormal hemoglobinlerin belirlenmesi yaklasik olarak 2—3 guinlik bir zaman siirecinde
mUmkin olmaktadir. SPR spektroskopisi ile yapilmis ve Eco Rl enzim aktivitesine
bagl1 olarak gbzlemlemis oldugumuz, Hb D-Los Angeles anormal hemoglobinin normal
hemoglobinden ayirt etme calismasi, PCR ile kullanilacak érneklerin gogaltilmasindan
sonra, yaklasik bir buguk saat igerisinde tamamlanmis bulunmaktadir. Ayrica SPR
spektroskopisi ile yapilan calismalarda diger tam yontemlerinden énemli bir farklilik
olarak, molekullerin birbirleri ile olan etkilesimleri hakkinda daha c¢ok ve gercek
zamanl bilgi toplanmaktadir. Aynmi zamanda SPR analizi radyoaktif veya
non-radyoaktif herhangi bir isaretleyiciye gerek duyulmaksizin molekdllerin dogasina
iliskin veri toplanmasina olanak saglamaktadir. Bunun yaninda SPR Spektroskopisi ile
yapilan tant ¢alismalari, diger gen diizeyindeki tam yontemleri ile karsilastirildiginda
daha dustk bir maliyetle gerceklestirilebilmektedir. SPR analizinde kullanilan bir
kivete, birbirinden farkli birden fazla PCR Urintnin eklenmesi ve kanal yiizeyine bagli
olan madde ile etkilesimlerinin calisilmast mimkin olmaktadr.

Sonug olarak; bu tez calismasinda elde edilen veriler ile SPR analizinin molekilsel
etkilesimlerde yararli bir yontem oldugu sonucuna varilmis ve bu verilerin Ana Bilim
Dalimiz’da yapilan diger iki calisma ile karsilastirilmas: yapilmistir. Anormal
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hemoglobinlerdeki mutasyonlarin  saptanmasinda DNA-DNA etkilesimine dayali
yaklasimin en gucli ve 6zgin sonuglar verdigi, enzim-DNA iliskilerinde ise enzim
aktivitesinin korunmasi kosulu ile daha yararli sonuclar alinabilecegi belirlenmistir.
Enzim aktivitesinin kivet Uzerindeki surekliligi ve kararhiligimn saglanmasinin,
mutasyon-enzim iliskilerinin aydinlatilmasinda, 6nemli biyofiziksel veriler ortaya

koyabilecegi sonucuna varilmistir.
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