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OZET

ANORMAL HEMOGLOBINLERIN SPR YONTEMI iLE
GEN DUZEYINDE TANISI

Ustel, Emre
Yiiksek Lisans Tezi, Biyofizik ABD
Tez Danismani: Prof. Dr. Erol Omer ATALAY

Temmuz 2006, 40 Sayfa

Anormal hemoglobinler ve talasemiler, iilkemizde ve diinyada rastlanan en dnemli
kalitsal sorunlardan biridir. Bu sorun gen kaynakli oldugu i¢in, hasta bireylerin
dogmasin1 onlemek amaciyla evlilik Oncesi tarama calismalar1 yapilmaktadir. Denizli
yoresinde yapilan evlilik oncesi tarama g¢aligmalarinda cesitli anormal hemoglobin
tiirlerinin varligi saptanmistir. Yoremizde Hb G- Coushatta, Hb D- Los Angeles tiirii
anormal hemoglobinler beklenenden daha yiikksek oranda bulunmaktadir. Bu
hemoglobin tiirleri, evlilik dncesi tarama ve tanimlama calismalarinda Hb S ile siklikla
karistirilabilmektedir.

SPR spektroskopisi, birbirleri ile etkilesim kurabilen molekiiller arasindaki
etkilesimin incelenebilmesi, enzim ya da radyoaktif madde gibi herhangi bir
isaretleyiciye gereksinim duyulmaksizin bu caligmalarin yapilabilmesini saglayan bir
biyosensor tiiriidiir.

Bu tez calismasinda, Hb S ve Hb C anormal hemoglobinleri model olarak kullanilip
SPR yontemi ile gen diizeyinde tanisinin yapilmasi amaglanmistir. Elde edilen veriler
dogrultusunda SPR spektroskopisinin, anormal hemoglobinlerin hizli ve ucuz tanisina
yonelik aday bir yontem oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Anormal hemoglobinler, SPR spektroskopisi, Mutasyon tanisi
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ABSTRACT

SPR BASED MOLECULAR DIAGNOSIS OF ABNORMAL
HEMOGLOBINS AT GENE LEVEL

Ustel, Emre
M. Sc.Thesis in Biophysics
Supervisor: Prof. Dr. Erol Omer ATALAY

July 2006, 40 Pages

Thalassemias and abnormal hemoglobins are one of the most important genetic
diseases observed in the World populations as well as in Turkey. Since the problem is in
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-Cosuhatta 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 novel biophysical approach for the identification of
biologically interacting molecules without using labelling systems. SPR is a real-time
biosensor system which does not require any label for the detection of interacting
molecules.

The aim of this thesis study is to diagnose the Hb S and Hb C mutations 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, Molecular diagnose
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1.GIRIS

Talasemiler ve anormal hemoglobinler, diinyada ve 6zellikle tilkemizin de yer aldig1
Akdeniz kusaginda karsilasilan en yaygin kalitsal hastaliklardan bir tanesidir. Bu
kalitsal hastaliklar gen kaynakli olduklar i¢in, saglikli bireylerin dogmasina yardimci
olabilmek amaciyla hemoglobinopati kontrol programlart uygulanmaktadir. Bu
programlar  dogrultusunda, evlilik Oncesinde bireylerin molekiilsel olarak
kimliklendirilmesi saglanmakta ve olasi tasiyict evliliklerinde ciftler dogum oncesi
molekiilsel tam1 yontemleri hakkinda bilgilendirilerek saglikli bireylerin dogmasina
yardimc1 olmaya ¢alisilmaktadir.

Hemoglobin bozukluklar1 protein ve gen diizeyinde yapilan calismalar ile
tanimlanabilmektedir. Protein diizeyindeki tani yontemleri; hemoglobin elektroforezi,
yiiksek basincl s1vi kromatografisi, HbA, miktarinin saptanmasi gibi elektroforetik ve
kromatografik yaklasimlar1 igermektedir. Gen diizeyindeki tan1 yontemleri ise;
giiniimiizde daha ¢ok, RFLP, SNP, nokta emdirim hibritleme, DNA dizi analizi ve
benzeri yontemler PCR tabanli yaklasimlara dayali bigcimde uygulanmaktadir.
Ulkemizde yapilan ¢alismalarda bircok farkli hemoglobin tiirii tanimlanmasmin yani
sira, beta talasemilerin gen diizeyindeki baz degisiklikleri tespit edilmistir. Denizli
yoresinde; evlilik ve dogum Oncesi donemde uygulanan hemoglobinopati kontrol
programi  ¢ercevesinde, Hb  G-Coushatta [B22(B4)Glu>Ala], Hb D-Los
Angeles[B121(GH4)Glu>GIn] ve Hb S [B6(A3)Glu>Val] gibi anormal hemoglobin
tirleri siklikla gozlenmektedir. Elektroforetik ve kromatografik yontemlere dayali
bicimde uygulanan evlilik o©ncesi tarama calismalarinda, Hb G-Coushatta
[B22(B4)Glu>Ala], Hb D-Los Angeles [B121(GH4)Glu>GIn] gibi anormal
hemoglobinler, orak hiicre anemisine neden olan Hb S [B6(A3)Glu>Val] ile
karistirllabilmektedir. Bu karisikli§in nedeni, bu tiir anormal hemoglobinlerin Hb S ile
ozellikle alkali ortamda yapilan calismalarda, benzer elektroforetik ve kromatografik
ozellikler gostermelerinden kaynaklanmaktadir. Bu nedenle hemoglobinopati kontrol
programinda saptanan bu tiir anormal hemoglobinlerin gen diizeyinde tanimlanmasi
daha bilgilendirici olmasi agisindan 6nemlidir. Bu ¢alismamizda; giincel ve yeni bir
biyofiziksel yaklagim olan SPR yaklagimi kullanilarak, Hb S [B6 (A3) (GAG--->GTG)]
ve Hb C [ B6 (A3) (GAG--->AAG)] modellerinde molekiilsel tan1 yonteminin

gelistirilmesi amaglanmaktadir.



2.GENEL BILGILER

2.1 Hemoglobin yapisi ve islevi

Oksijenin taginmasindan sorumlu olan hemoglobin, kemik iliginde olusan ve
morfolojik olarak c¢ift yiizlii icblikey yap1 gosteren kirmizi kiireler (eritrositler)
icerisinde yer alir. Hemoglobin {igiinciil ve dordiinciil yapist X-151n1 analizi ile ortaya
konan ilk oligomerik proteindir. Perutz ve arkadaglarinin bu sonuglarin elde
edilebilmesinde dnemli katkilar1 bulunmaktadir. Oksihemoglobinin 2.8 A®’liik segicilik
kullanilarak yapilmis modeli 1968, deoksihemoglobinin ise 1970 yilinda ortaya
konulmustur (Perutz 1968, Briehl 1978, Finch 1973).

Hemoglobin, her biri i¢inde gomiilii durumda hem grubu iceren ve globin olarak
tanimlanan globinin dort alt birimlerinden olugur. Bu alt birimler iki tane 6zdes alfa (a
veya () ve iki tane beta (g, y, 6 veya B) tiirii olarak tanimlanir. Bu yapilanmasi ile
tetramerik bir protein olma oOzelligi tasiyan hemoglobin molekiilii, kirmizi kiireler
icerisinde oksijen tasima islevini iistlenir (Ho 2000, Bermek 1997).

Hem grubu, globin molekiilii yapisinda yer alan hidrofobik bir ¢ukura gomiilii
bicimde bulunur. Demir atomu, globin igerisine gdmiilii bicimde bulunan hem grubu ile
diizlemsel-kare-diizenlesim kompleksi (square planar coordination complex) olusturur.
Bu yapilanma icerisindeki demir atomu, bes numarali diizenlesim bagi ile globin
yapisinda yer alan F8 konumundaki histidinin imidiazol grubunun nitrojen atomuna
baghdir. Oksihemoglobinde alti numarali diizenlesim bag molekiilsel oksijen ile
deoksihemoglobinde ise globine ait F7 histidin ile olusturulur. Demir atomunun ¢apr altt
odakli diizenlesim kompleksi olusturdugunda, hem diizlemi igerisinde yer alabilecek
genigliktedir. Oksijen ile veya F7 histidin ile bag kurulmadigi konumda ise, kompleksin
altinc1 diizenlesim odag ortadan kalktigindan 6tiirii, demir atomu ¢apinda bir genisleme
olusarak, demir atomu hem diizleminin 0.75 A° kadar disinda ve F8 histidine yakin
konumda bulunmaktadir. Demir atomunun bu 0zelligi nedeni ile hem diizlemi
icerisindeki hareketi dogal olarak globinin ii¢ boyutlu yapisina da yansimaktadir. Bunun
bir sonucu olarak oksijenlenme siirecinde hemoglobin molekiiliiniin tiimii, {ic boyutlu
uzayda yap1 degisikligine ugramaktadir. Bu yapisal degisikliklerin kararli bicimde
korunmasinda, globin alt birimleri arasindaki tuz kopriilerinin katkist oldugu

bilinmektedir. Tiim bu degisimlerin sonucunda; B; ve [, globin alt birimleri arasindaki



uzaklik 33.4 A° - 40.3 A° Oksi-Hb-deoksi-Hb arasinda degisiklik gosterir. Bu degisken
yapisal farkliliklar, oksijene ilgisi diisiik olan T (tight-siki) ve yiiksek olan R (relaxed-
gevsek) formlar olarak tanimlanir (Wada 2002, Tekman 1981, Celebi 2005, Nelson
2000).

Tetramerik bir protein olan hemoglobinin birincil yapisinda, alfa ve beta globin
genlerinin okunan bdlgelerinde olusabilecek mutasyonlar nedeni ile anormal
hemoglobinler olugmaktadir. Bu mutasyonlar, normal yap1 ve islevi degistirebilecek
diizeyde ise saglik sorunlarina neden olan hemoglobin tiirleri olugsmaktadir. Bu tiir
hemoglobinlere 6rnek olarak, orak hiicre anemisine neden olan Hb S [B6(A3)Glu>Val]

verilebilir.

2.2 Hemoglobin tiirleri:

Insan hemoglobin yapist embriyonik, fetal ve eriskin yasam boyunca degisim
gosterir. Normal embriyonik hemoglobinler sirasiyla Hb Gower-1 (&;¢€,), Hb Gower-2
(0x€2) ve Hb Portland (&y),) olarak adlandirilir. Fetal yasamda Hb F (0nY,), erigkin
yasamda ise Hb A (0;3;) bulunmaktadir. Erigkin yasamdaki hemoglobinler arasinda
aym zamanda, Hb A, (08;) ve Hb F (0,Y,) yer almakta, ancak bunlarin toplam
hemoglobin icerisindeki oranlari, sirasi ile % 1,0-4,0 ve % 0,0-2,0 arasinda
degismektedir (Ho 2000).

Yasamin farkli evrelerinde gerekli olan hemoglobinlerin olusabilmesi icin gerekli
olan alfa ve beta tiirii globinler gensel kontrol altinda sentezlenmektedir. Alfa globin
gen ailesi kromozom 16, beta globin gen ailesi kromozom 11’de yer almaktadir. Sekil
2.1’de bu genler ve kromozomlardaki yerlesimi gosterilmistir. Sentezlenen globin
tirlerine Ozgii genler, ilgili evrede protein sentezi yapmakta, gorevini tamamlayan
genlerin ise islevleri baskilanmaktadir. Sekil 2.2’de, yasamin farkli evrelerinde
sentezlenen hemoglobin tiirleri gosterilmektedir.

Globin genleri arasindaki en 6nemli benzerliklerden birisi, ii¢ ekzon ve iki introndan
olusmalandir (Sekil 2.3). Bilindigi gibi, ekzonlarda yer alan DNA dizileri ilgili proteini
kodlamaktadir. Ekzonlarda olusabilecek olasi mutasyonlar amino asit kodlarini
degistiriyor ise, yapisal ve/veya islevsel Ozellikleri normalden farklilasan anormal

hemoglobinler ortaya ¢cikmaktadir (Weatherall 2001).



Bu tiir anormal hemoglobinler; Hb S [B6(A3) GAG>GTG, Glu>Val] 6rneginde

oldugu gibi kalitsal klinik sorun ortaya cikarabildigi gibi herhangi bir klinik belirti

vermeksizin de kalitim yolu ile aktarilabilmektedir.
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Sekil 2.1 Alfa ve beta globin genlerinin kromozomlar {iizerindeki yerlesimi

% toplam globin sentezi

(Weatherall 2001)

Sekil 2.2 insan globin genlerinin iiretim donemleri semas1 (Ho 1999)
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Sekil 2.3 Beta globin geni ve bazi mutasyonlarin yerleri (Sirichotiyakul 2003)

2.3 Anormal hemoglobinler:

Kalitsal hemoglobin bozukluklari, yapisal hemoglobin tiirleri ve talasemiler olmak
tizere iki ana gruba ayrilirlar. Yapisal hemoglobin tiirleri o ve B zincirlerindeki tek
amino asit degisikliklerine neden olan mutasyonlar nedeni ile olusurlar. Bu hemoglobin
bozukluklarinin birgcogu herhangi bir klinik belirti vermemekte, buna karsin bazi tiirleri
hemoglobinin yapisal ve islevsel Ozelliklerini degistirerek klinik sorunlara neden
olmaktadir (Celebi 2005).

Diinyada bilinen 700’den fazla yapisal hemoglobin tiirii saptanmistir. Bu anormal
hemoglobin tiirlerinden Hb S, Hb C, Hb E ve Hb D sik rastlananlar icinde yer alir
(Celebi 2005). Bu anormal hemoglobinlerin hematolojik 6zellikleri ve elektroforetik
hareketleri tammmlanmis ve ortaya c¢ikan bu farkli olusumlarin molekiilsel temelinin
mutasyonlar nedeni ile olusan amino asit farkliliklarindan meydana geldigi
belirlenmistir (Ahmed 2001). Bu anormal hemoglobin mutasyonlarinin % 34’ii o globin
zincirinde, % 55’i B globin zincirinde, %8’i y globin zincirinde ve %3’ii 6 globin
zincirinde tanimlanmistir. Birgok mutasyon tek niikleotit degisimiyle olugmus olsa da
bazi mutasyonlar tek veya daha fazla niikleotit eklenmesiyle (insertion), ¢ikmasi ile
(deletion) veya globin genlerinin yeniden diizenlenmesiyle olusmustur (Viprakasit
2004, Wajcman 2001).

Tiirkiye’de yapilan caligmalarda, Tablo 2.1°de gosterildigi gibi, yaklasik olarak 42
anormal hemoglobin tiirii tanimlanmis olup, bunlardan 13 tanesi a globin zincirinde, 24

tanesi § globin zincirinde, 1 tanesi de & globin zincirinde yer almaktadir (Altay 2002).



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

Anormal Hemoglobinin ismi

Mutasyon

a - globin zincirinde olusan anormal hemoglobinler

Hb O-Padova a30(B11) Glu ---> Lys (GAA--->AAG)
Hb Hasharon 047(CES5) Asp---> His (GAC--->CAC))
Hb Montgomery 048(CE6) Leu ---> Arg (CTG--->CGG )
Hb Adana aS9(E8) Gly ---> Asp (GGC--->GAC)
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 Moabit a86(F7) Leu--->Arg (CTG--->CGQG)
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

al12(G19) His--->Arg (CAC--->CGC)

Hb J-Meerut

a120(H3) Ala——->Glu (GCG-—-->GAG )

B - globin zincirinde olusan 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 Hakkéri 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 BSO(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 Koln B98 (FGS) Val--->Met (GTG--->ATG)
Hb D-Los Angeles 121 (GH4) Glu--->Gln (GAA--->CAA)
Hb O-Arab B121 (GH4) Glu--->Lys (GAA--->AAA)
HbBeograd B121 (GH4) Glu--->Val (GAA--->GTA)
Hb Sarrebourg B131 (H9) Gln--->Arg (CAG--->CGQG)
Hb Brockton B138 (H16) Ala--->Pro (GCT--->CCT)

v - globin zincirinde olusan anormal hemoglobinler

Hb F-Baskent

| v128 (H6) Ala--->Thr (GCT--->ACT)




Denizli yoresinde yapilan caligmalarda da cesitli anormal hemoglobin tiirleri

bulunmus olup sikliklar1 bildirilmistir (Tablo 2.2) (Atalay 2005).

Tablo 2.2 Denizli yoresinde evlilik Oncesi ¢aligmalarda saptanan anormal

hemoglobinler (Atalay 2005)

AnormalHemoglobin ismi Mutasyon Bulunma Yiizdesi (%)
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

2.4 Anormal hemoglobinlerin tammmlanmasinda kullanilan yontemler

Giiniimiizde kullanilan protein ve gen diizeyindeki tan1 yontemleri, hemoglobin
tiirlerinin tanimlanmasini ve bunlarin kimliklendirilmesini miimkiin kilmaktadir. Alkali
ve asit ortamda yapilan hemoglobin elektroforezi, izoelektrik odaklama ve yiiksek
basin¢lhi s1ivi kromotografisi gibi protein diizeyindeki yontemlerin yani sira, gen
diizeyindeki tant caligmalarinda PCR tabanli yontemler, hemoglobin tiirlerinin

tanimlanmasinda oldukga sik bi¢imde kullanilan yontemlerdir.

2.4.1 Hemoglobin elektroforezi

Elektroforez yontemi, hemoglobin tiirlerinin analizi i¢in kullanilan yaygm bir
yaklagimdir. Bu yontem, elektrik alanda farkli yiikler iceren farkli globin zincirlerinin
veya farkli hemoglobin tiirlerinin hareketine dayanir. Hemoglobinler alkali pH’da
negatif yiikle yiiklenerek anoda dogru, asit ortamda ise pozitif yiikle yiiklenerek katoda
dogru hareket etmektedirler. Hemoglobin elektroforezi igin seliiloz asetat ve agaroz
yapidaki membranlar kullanilmaktadir (Hartwell 2005). Ortam pH’sinin etkisiyle farkli
yiilk kazanan hemoglobin tiirleri asidik veya alkali ortamlarda birbirlerinden farkli

hizlarda go¢ ederek birbirlerinden ayrilabilmektedir (Sekil 2.4).




AS AX AA AA AX AA

Sekil 2.4 Hb J- iran 6rneginin alkali ve asit ortamdaki elektroforezi (Koseler 2006)

2.4.2 izoelektrik odaklama

Elektroforez tabanli olan bu yontem yiiksek derecede ayirma kapasitesine sahiptir.
Calisilmasi olduk¢a zahmetli ve zaman alici bir yaklasim olmasina ragmen hemoglobin
tirlerinin tamimlanmasinda kullanilmaktadir. Net yiiklerinin sifir oldugu pH’da
hemoglobin tiirlerinin go¢ etmesine dayanan bir yontemdir. Hemoglobin varyantlarinin
g0 sirast alkali elektroforezi ile aynidir ve Hb C, Hb E, Hb O, Hb S, Hb D ve Hb G’yi
birbirlerinden ayirabilir. Bunun yaninda Hb A ve Hb F’i de ayirabilir. izoelektrik
odaklama metodunun ince tabaka gel ve kapiler olmak iizere iki farkli ¢esidi vardir

(Clarke 2000).

2.4.3 Yiiksek basinch sivi kromotografisi

Yiiksek basin¢hi sivi kromotografisinde, sabit ve hareketli faz vardir. Kolon
icerisinden hareketli fazin siirekli gecmesi icin yiiksek basincin giic uygulamasi
gereklidir. Ornek soliisyon, sivi hareketli faz ile birlikte sabit fazin arasindan gecer.
Ornek bilesenleri, sabit faz ile bilesigin non-kovalent etkilesimine gore goc ederler.
Etkilesim derecesi, go¢ derecesi ve bilesenlerin ayrilmasi ile tanimlanir. Yiiksek basingh
s1vi kromotografisi, talasemiler ve hemoglobin varyantlarinin tanimlanmasinda hizli ve
dogru sonu¢ verme yeteneginde oldugundan 6nemli bir yontemdir. HPLC yonteminde

¢ok az miktarda kan, hemoglobin varyantlarinin ayrilmasinda yeterlidir ( Clark 2004).



2.4.4 PCR iiriiniin restriksiyon enzim analizi

Restriksiyon endoniikleazlar 6zgiin niikleotit dizilerini tamiyarak kendilerine 6zgii
bicimde belirli DNA dizilerini kesebilirler. Genomik DNA’dan PCR yontemi ile
cogaltilan gen bolgesinde segilen restriksiyon endoniikleaz icin bir kesim bolgesi
bulunuyorsa, restriksiyon enzimi PCR iiriiniinii keserek iki DNA parcasina ayiracaktir.
Eger cogaltilan DNA parcasinda enzim kesim bolgesi bulunmuyorsa restriksiyon
endoniikleaz kesim yapamayacaktir (Walker 2000). Bu tiir bir calismaya 6rnek olarak
Hb D-Los Angeles’in [f121 (GH4) Glu--->GlIn] tamimlanmasi verilebilir. Hb D-Los
Angeles [B121 (GH4) Glu--->GlIn], beta globin geninin 121. kodonunda gelisen
GAA>CAA mutasyonu nedeni ile ortaya ¢ikmaktadir.

Bu mutasyonun bulundugu bolge PCR yontemi ile cogaltilmakta ve EcoRI enzim
kesim calismasi yapilmaktadir. EcoRI enzimi ¢ift iplikli DNA (dsDNA-double
stranded) iizerinde yer alan 5’-GAATTC-3’ dizisini taniyarak kesmektedir. Hb D-Los
Angeles mutasyonu bu dizinin ilk sirasinda yer alan GAA>CAA doniisiimiidiir. Enzim
bu doniisiimii tantyamadigr icin mutant allelde kesim yapamamaktadir. Sekil 2.5’de bu
yaklagim ile yapilmis bir calisma Orneklenmistir. Bu yontemin uygulanmasinda
karsilasilan temel sorun, enzim tanima bolgesinde gergeklesebilecek baska
mutasyonlarin da benzer sonu¢ vermesinden kaynaklanmaktadir. Tanima bolgesinde yer
alan GAA dizisi normal beta globin genine ait 121. kodonu kodlamaktadir. Diger
taraftan bu dizide farkli bir mutasyon oldugunda bu ¢alismada elde edilecek sonu¢ Hb
D-Los Angeles gibi goziikecektir. Buna bir 6rnek olarak Hb Beograd [f121 (GH4) Glu-
-->Val] verilebilir. Hb Beograd aym kodonda gelisen farkli bir mutasyon (GAA>GTA)
tiriidiir. Elektroforetik ve kromatografik 6zellikleri Hb D-Los Angeles’a benzediginden,
yapilacak calismalarda Hb Beograd, Hb D-Los Angeles gibi sonu¢ verebilecektir.
Bundan dolayi, ayirici molekiilsel tan1 i¢in 6zgiin problar ile nokta emdirimi (dot-blot)

veya DNA dizi analizi ¢aligmalarinin yapilmasi gerekmektedir.
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PAUTF- BiyofzZik

- GLAATTC- 3
3- CTTAATG- 5

M : Marker { S0bg DNA Ladder Plus)

1,3,5,7 : Normal PCR drini (861 he)

4 : Normal PCR Grdninin enzim kesimi {552 bg, 309 bg)

2,6,8 : Hb D Los Angeles enzim kesimi (861 bg.552 bg, 309 hg)

Sekil 2.5 Hb D-Los Angeles 6rneginde EcoRI enzim kesimi

2.4.5 ARMS yontemi

ARMS nokta mutasyonlarin tanimlanmasinda cok yaygin olarak kullamilan PCR
tabanli bir yontemdir. Allele 6zgii amplifikasyon 3' ucu niikleotidinin 6zgiinliigiine bagh
olarak gerceklesir. Hedef genomik DNA ortak primer ve hedeflenen mutasyon i¢in
allele 6zgiin primer karsiligi ile ¢ogaltilir. PCR primerinin 3' niikleotidinin 6zdesligi
hedef DNA bolgesinin ¢ogaltiminin basarisi icin dnemlidir. Mutasyona 6zgii primer
iceren tiip igerisinde mutant allel varligi PCR iiriiniiniin elde edilmesini saglar. Eger bu
niikleotidin hedef dizide karsilig1 yoksa hedef DNA bolgesinin cogaltimi gerceklesmez.
Bir baska deyisle mutant primer normal dizi ile eslesmeyerek normal DNA’y1
cogaltamaz. ARMS-PCR kuramsal olarak bilinen mutasyonlarn ortaya ¢ikarma
avantajima sahiptir. ARMS-PCR, hizli, pahali olmayan ve isaretli primere gerek
duyulmayan tamimlama metodudur. Birden fazla mutasyon birden fazla ARMS

primerleri kullanilarak tek PCR ile goriintiilenebilir (Old 2003, Newton 1989).
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2.5 SPR spektroskopisi:

Madde ve 151k etkilesimleri, 6zellikle biyolojik olaylarin incelenmesinde, analizinde
ve derisimin belirlenmesinde giiniimiizde yaygin olarak kullanilmaktadir. Madde ve 151k
etkilesimini 6zetlememiz gerektiginde bu konuda ilk tanimlanmasi gereken kavram,
Hertz tarafindan bulunan ve fotoelektrik olay olarak da bilinen, yiizeyi 151k ile karsilasan
bir metalden elektronlarin yayilmasidir. Fotoelektrik etki, metaldeki bir elektrona tek bir
fotondan enerji aktarilmasi sonucu ortaya ¢ikar. Madde-1s1k etkilesimini temel alan SPR
spektroskopisi, ayn1 zamanda, ger¢ek zamanli madde-madde etkilesiminin herhangi bir
isaretleyici kullanilmaksizin izlenebilmesini olanakli kilan bir biyosensor sistemidir.

Biyosensorler adindan da anlasildigi gibi, biyolojik molekiilleri kullanan gelismis ve
duyarh algilama sistemleridir. Canlilara bu uyarilar algilamayi miimkiin kilan biyolojik
maddelerin analiz sistemleri ile birlestirilmesi biyosensorlerin gelistirilebilmesine
olanak tamimistir. Biyosensorlerin temel islevi biyolojik bir olayin elektriksel sinyallere
donistiiriilerek  elde edilecek verilerin  degerlendirilmesini  kolaylastirmaktir.
Biyosensorler, biyolojik algilayici (reseptor) ve fiziksel doniistiiriici (transducer)
bilesenlerden olusmaktadir. Biyosensorlerin yapisinda gorev alan biyobilesenler
genellikle biyoreseptor olarak adlandirilir. Bu biyoreseptorler arasinda en yaygin
kullanilanlar ~enzimler, antikorlar, mikroorganizmalar ve niikleik asitlerdir.
Doniistiiriiciiler, reseptorlerin  biyolojik yanitimin Olgiilebilir fiziksel bir sinyale
dontistirmektedirler. Biyosensorler tip, biyoteknoloji, tarim, gida, eczacilik, cevre
kirliligi, savunma sanayi gibi bir¢cok konuda kullanim alam1 bulmaktadir ( Telefoncu
1999, Sonezaki 2000, Zourob 2005, Emanuel 2000).

Son yirmi yilda kimyasal ve biyolojik miktarlarin belirlenmesinde optik sensorlerin
gelistirilmesi icin cok sayida arastirma yapilmistir. Ik optik kimyasal sensor,
absorbsiyon spekturumundaki degisiklikleri 6l¢cme temeline dayali olup, CO, ve O,
derisimlerinin Olciilmesi igin gelistirilmistir. Daha sonra elipsometri, spektroskopi
(luminesans, fosforesans, floresans, Raman), interferometri ve yiizey plazmon rezonans
gibi optik yontemlere dayali sistemler biyosensor olarak kullanilmaya baslanmistir
(Homola 2005).

1982 yilinda Nylander ve Liedberg, SPR’1 gaz algilayici ve biyosensor olarak
kullanilabilecegini gosteren calismalar yapmigslardir. SPR tabanlhi tam sistemleri fizik,
kimya ve biyoloji alanlarindaki calisanlarin ilgisini ¢ekmis ve bu sekilde kullanim

alanlart genisleyerek yayginlasma egilimi gostermistir.
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SPR tabanh sensor teknolojisi, biyomolekiilsel etkilesimin herhangi bir isaretleyiciye
gerek olmadan gercek zamanl bigimde izlenmesine olanak sagladigi icin lider teknoloji
haline doniismiistiir (Homola 1999). SPR sistemleri, optik ve plazmon rezonansi olarak
bilinen iki fiziksel ilkenin birlikte kullanimi ile ortaya cikan gercek zamanh

biyomolekiilsel etkilesim analizi sistemi olarak tanimlanmaktadir.

2.5.1 Isigin kirilmasi: Snell kanunu:

Isik bir ortamdan farkli bir ortama gecerken, iki ortamin fizikokimyasal 6zelliklerine
bagh olarak dogrultusunda degisiklik olur. Isik yolunun bu degisimine kirilma adi
verilmektedir. Bir 1s1k 1s1minin saydam bir ortamdan digerine gecerken dogrultusunun
degismesindeki temel sebep, farkli ortamlarda farkli hizlarda gitmesidir.

Bu 6zelliklere bagh olarak, maddenin kirilma indisi (n), 15181n bosluktaki hizi (c) su,

hava gibi saydam ortamlardaki hizinin (v) oraniyla belirlenmekte ve;

151810 bosluktaki hizi c

n= =—

15181n ortamdaki hiz1 v

esitligi ile gosterilmektedir.

Snell kanuna gore 151k bir ortamdan baska bir ortamin sinirim1 gegerken n.sin®
carpimui sabit kalmakta ve n; sin@; = n; sinB, olarak ifade edilmektedir. Sekil 2.6’da
ozellikleri gosterilen Snell kanununa gore; n, >n; ise, 151tk demeti normale dogru
biikiiliir; n, < n; ise, demet normalden uzaklasacak sekilde biikiilir ve iki ortam
arasindaki yiizeye dik gelen 1sinlar yon degistirmeden ikinci ortama girerler. Snell
kanunu g6z 6niine alindiginda n, < n; oldugu durumunda gelis agisina bagiml olarak 6,
acist 90”’ye ulastiginda 151k n; ve n, ortamlarinin birlesim yerinde yiizeye paralel olarak

devam eder ( Bueche 2000).
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9, » 0,
" n; >, ;

ll1>l'12

L 2

0, 0,
Ocritiear = ATCSiN (1,/17)

01 = Boriticar

Sekil 2.6 Snell kanunu

Higbir acinin siniisii 1’den biiyiik ( sin90° =1.00 ) olmadig1 gdz 6niine alindiginda,
15181 gelis acis1 yeterince biiyiikse iki ortamin birlesim sinirinda 151k geriye yansimasi
Sekil 2.7°de gosterildigi gibi gelisecektir. Bu olaya toplam i¢ yansima denir.

Toplam i¢ yansima kuralina gore, yansiyan 1sik agisi, gelen 1s18in agisina esit
olmaktadir. Is1gin bu 6zelligi, optik fiberlerin ¢alisma prensibini olugturmaktadir. Optik
fiberler yumusakg¢a biikiilmiis cam olup bir ugtan giren 1s1tk kivrimlarda toplam ig
yansimaya ugrayarak, bir cismin karmasik yapisinin resmini bir yerden baska bir yere
nakledebilir. Optik fiberler tip ve biyolojik alanlarda yaygin olarak kullanilmasinin yani

sira diisiik enerji kayiplarindan dolay1 haberlesmede de kullanilmaktadir (Bueche 2000).

91 92

(0= 0; ) > Oniticar

Sekil 2.7 Toplam i¢ yansima
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2.5.2 Plazmon rezonans:

SPR spektroskopisinde kullanmilan diger fizik ilkesi ise plazmon rezonansidir.
Plazmon, bir metal yilizeyindeki yiik yogunlugu dalgasidir. Bir bagka deyisle, yiizey
plazmon rezonans, metal ve dielektrik sabiti arasindaki iliski gibi, zit isaretlerin
dielektrik sabiti ile iki ortamin ara yiizeyinde bulunabilen yiik-yogunluk titresimleridir.
Yiik yogunluk dalgalar elektromanyetik dalgalar ile birlestirilir.

Isik bir metal yiizeye carptiginda metalik iletkenlik elektronlarinca olusturulan
plazmonu uyarir. Plazmon rezonansi kritik bir 151k dalga boyunda ve gelis acgisinda
olusur ve bu durumda metal yiizeyinden yansiyan 1sitk minimumda kalir.
Dielektrik/metal/dielektrik seklinde bir diizenlemede kritik a¢1 metale komsu ortamin
dielektrik sabitine ¢cok bagimlidir.

Uygun dalga boyunda 151g81n metal ylizeye carpmasi, metal yiizeyinde evanescent
alan adi1 verilen, yiizeyden uzaklastik¢a sonsuzda soniimlenen bir elektromanyetik alan
olusturur. Toplam i¢ yansimaya neden olan bir kritik aciyla metalik yiizeye gelen 151k,
metalin yiizeyinde olusan evanescent alan etkisiyle 1518in doniis acisinda degisiklik
olusturur. Metal yiizeyine farkli molekiillerin kovalent baglanmasi veya metal yiizeyine
kovalent baglanan molekiillerle sivi ortamdaki molekiillerin etkilesimleri bu
elektromanyetik alanda degisikliklere neden olmaktadir (Sekil 2.8). Evanescent alanda
olusan bu degisimler 15131n doniis agisindaki degisikliklerinin tespit edilmesine ve bu
sekilde molekiilsel etkilesimlerin dogasinin saptanmasi miimkiin olmaktadir. Isik,
kirilma indisi farkli iki materyalin ara yiizeyinde yansidiginda 1sik enerjisi tamamen
yansiyan 15181 yayildigi madde icinde tutulamaz. Ikinci bir materyal icinde, yansima
noktasindan uzakta enerjide etkili bir azalma vardir. Bu alan arka alan olarak tanimlanir,
clinkii enerji bu yonde yayillamaz. Arka alan mesafesi 1518in dalga boyu ile
karsilastirilabilir bir mesafedir ve biiyiikliigii 15181 geciren materyalin kirma indisleri,

15181n gelme agis1 ve dalga boyu ile ayarlanabilir (Uslan 1999).
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Sekil 2.8 Evanescent alan olusumu

Snell kanunu ve plazmon rezonans ilkelerinin bir arada kullamldigi SPR
spektroskopisinde, altin veya glimiis metal yiizey olarak kullanilmaktadir. SPR
spektroskopisi, 670 nanometre dalga boyunda lazer etkisiyle altin tabaka iizerindeki
biyomolekiilsel etkilesimleri algilamak iizere tasarlanmistir. Altin yiizeye sabitlenen
hedef biyomolekiiliin (baglayici, ligand) diger biyomolekiillerle (baglanan, ligate)
baglanabilme hevesliligi (affinity), detektor tarafindan algilanan 15181n saniyedeki agisal
degisiminin (arc sec) zamana bagh grafigi (kinetik egri), molekiiller aras1 bu etkilesimin
dogas1 hakkinda bilgi verir. Bu kinetik egri, hem yiizeye baglanan molekiil miktar
(derisim), hem de iki molekiil arasindaki birlesme - ayrilma (assosiasyon-dissosiasyon)
kinetikleri hakkinda yiiksek kesinlikle ayrintil1 bilgi vermektedir (de Jong 2005).

Bizim laboratuarimizda bulunan Sekil 2.9a’da gosterilen [1Asys Affinity Sensor,
molekiilsel etkilesimlerin gercek zamanli, nicel olarak izlenmesini saglayan bir
sistemdir. Olciimler, Sekil 2.9b’de gosterilen iki tane mikro kuyu iceren kiivette,
molekiillerin dogal ortamlarindaki kosullar gibi yapilabilmekte ve isaretlemeye veya
orneklerin saflastirllmasina gerek duyulmamaktadir. Bu 6zelligi ile canli hiicreler de test

sistemi olarak kullanilabilmektedir.



16

Sekil 2.9 a) [Asys Affinity Sensor cihazinin goriiniisii

b) SPR cihazinda kullanilan kiivetin goriiniisii

Isik rezonant agida cift tabakadan gecer ve rezonant tabakada yayilir. Tiinel
olusturma yontemi doniisiimliidiir ve 15181n kagmasina izin verir. Faz bulma, sadece
rezonant tabakada yayilan 15181n bilesenlerini ayirmak i¢in kullanilir.

Is1gin evanescent alami rezonant tabakada yayilir, sensor yiizeyinde de baglanma
olaylar1 incelenir. Evanescent alanin yogunlugu sensor yiizeyinden uzaklastikca
eksponensiyel olarak azalir. Hizla azalan alan yogunlugu sadece sensor yiizeyine yakin
olan etkilesimleri ve alan i¢indeki bagl ligandlarm kontroliinii saglar.

IAsys optik sensorii, ozellikle evanescent alan icinde meydana gelen kirilma
indisindeki en kiiciik degisimlere yanit verir. Bu sensor derisim hesaplanmasinda
molekiillerin tanimlanmasinda, birden fazla molekiiler etkilesimin belirlenmesi gibi
bircok alanda kullanilabilir.

IAsys Affinity Sensor cihazinda kullanilan CMD kiivet, protein ve niikleik
asitlerinde icinde bulundugu biyomolekiiler etkilesimlerin genis oranda uygulamasinda
kullanilir. Baglayicilar CMD yiizeye kovalent olarak tutunurlar. Baglayicilarin CMD
yiizeye kovalent olarak tutunmalar1 icin EDC/NHS gereklidir (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10 CMD kiivete baglayici sabitlenmesi ve etkilesim analizi

CMD kiivette etkilesim analizlerinin yapilabilmesi i¢in Oncelikle CMD kiivetin
aktive edilmesi gerekir (Sekil 2.7a). Dekstranin karboksimetil gruplari, NHS-esterleri
aktive etmek icin degistirilir. Daha sonra amino gruplar igeren avidin gibi baglayicilar
eklenir. Boylece proteinin amino gruplan ile NHS yer degistirir (Sekil 2.7b). Kovalent
sabitlemeden sonra (Sekil 2.7c) etkilesim analizinin yapilabilmesi i¢in biotin gibi
baglanan yapilar gonderilir (Sekil 2.7d). Boylece sensor yiizeyinde meydana gelen
etkilesimler analiz edilebilir. IAsys Affinity Sensor cihazinda etkilesim analizleri igin
CMD kiivetten baska, amino, karboksilat ve biotin kapl kiivetler de kullanilir.

Bu tiir baglayici ve baglanan molekiiller arasindaki etkilesimleri yapabilmek icin en
iyi modellerden bir tanesi avidin-biotin iliskisidir. Avidin, biotin i¢in dort baglanma
bolgesi igeren tetramerik bir proteindir. Avidin, EDC/NHS yardimi ile CMD yiizeye
kolayca sabitlenir ve sonra biotinli molekiilleri tutabilir. Bu tutma yaklasimi ilgi
cekicidir; ciinkii biotinli molekiillerin avidine baglanabilme hevesliligi oldukca
yiiksektir ve bundan dolay1 aralarindaki iliski ortamin kosullariyla kolayca bozulmaz.

SPR sensor teknolojisi tip, biyoteknoloji ve ilag kontrolii gibi bircok 6nemli alanda
biyolojik ve kimyasal maddelerin analizi ve tanimmlanmasi icin gereklidir. SPR
spektroskopisi, biyolojik ve kimyasal ornekleri yiiksek ©zgiinliik ve duyarlilikla
tanimlamasinin yaninda bu analizlerin diisiik maliyetli olmasi bu sensoriin kullanimi
olduk¢a artmistir. Gelecekte SPR teknolojisi daha da gelistirilerek her alanda

kullanilmasi saglanabilecektir.
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3. GERECLER VE YONTEMLER

Bu tez caligmasinda kullanilan 6rnekler, Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi,
Biyofizik Anabilim Dali DNA Bankasindan alinmis olup, daha once molekiilsel tani
yontemleriyle mutasyonlari tanimlanmistir. Model olarak kullanmilan Hb S [B6 (A3)
(GAG--->GTG)] ve Hb C [B6 (A3) (GAG--->AAG)] anormal hemoglobinlerini iceren
beta globin gen bolgesi uygun primerler kullanilarak PCR y6ntemiyle ¢ogaltilmistir.
Daha sonra SPR spektroskopisi ile yapilacak analizde izlenecek yol, Sekil.3.1°de
sematize edildigi gibi CMD kiivete avidin kaplanmasi (a), avidin- biotin iliskisi ile PCR
iriiniiniin baglanmasi (b), ¢ift iplikli PCR {iriiniiniin tek iplikli hale getirilmesi (c) ve

ilgili problarla etkilesimlerinin (d) yapilmasi basamaklarindan olusur.

- /
(@)

(b)

il
Anadin Avidin

| CM Dextran | | CM Dextran

(c) (d)

Sekil 3.1 SPR calismasinda uygulanacak basamaklar

3.1 Genomik DNA izolasyonu:

1. Potasyum EDTA’ I tiiplere bes ml kan 6rnegi alindi.

2. Bir ml kan 6rnegi iizerine bes ml 1x retikiilosit salin ¢ozeltisi eklenip karistirildi ve
600 g’de 15 dakika santrifiij yapildi ve iist s1v1 atildu.

3. Cokelti iizerine 1x retikiilosit salin ¢ozeltisi eklendi ve 600 g’de 15 dakika
santrifiijlendi. Bu yikama islemi en az ii¢ kez yapildi.

4. Son yikamadan sonra hiicre ¢okeltisi tizerine ii¢ ml soguk lizat ¢ozeltisi eklendi ve
¢cozelti berraklasincaya kadar buz igerisinde bekletildi. Cozelti berraklastiktan sonra
1900 g’de 15 dakika santrifiijlendi ve ist s1v1 atildi.

5. Niikleer pellet iizerine, bir ml 1x STE c¢ozeltisi eklenerek karistirildi ve 1900 g’de 15
dakika santrifiijlendi ve iist s1v1 atildi. Bu yikama islemi iki kez tekrarlandi.

6. Niikleer pellet iizerine, 0,45 ml 1x STE ¢ozeltisi eklendi ve mikrosantrifiij tiipiine

aktarildi. Uzerine 100 pg/ml derisiminde proteinaz-K ve % 1 SDS eklendi.
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7. Tiip 37 °C’ta 2-4 saat veya gece boyu bekletildi.

8. Inkiibasyondan alman tiip iizerine esit miktarda doymus fenol c¢ozeltisi eklendi ve
11.000 g’de 15 dakika santrifiij yapildi ve iist s1v1 temiz mikrosantrifiij tiipiine aktarildi.
9. Ust faz iizerine esit miktarda, kloroform / izoamilalkol (24:1) eklendi ve 11.000 g’de
15 dakika santrifiijlendi.

10. Ust faz alinip iizerine 1/10 oraminda 3 M sodyum asetat (pH:5) ve saf etanol eklendi.
DNA tiip icerisinde belirginlesinceye kadar bekletildi. DNA ipliksi goriiniim aldiktan
sonra steril mikrosantrifijj tiipii igerisine alind.

11. Tiip igerisindeki DNA iizerine %70’lik etanol eklendi ve 11.000 g’de 15 dakika
santrifiij yapilda.

12. Etanol atildiktan sonra steril saf su ile ¢oziildii.

13. Elde edilen DNA’ nin derisimi ve optik yogunlugu (O.D,¢) degeri DNA Fotometre
(Eppendorf) ile dlgiildil.

Kullamlan c¢ézeltiler:

5x Retikiilosit salin ¢ozeltisi:
Potasyum kloriir, 25 mM
Magnezyum kloriir, 35mM
Sodyum kloriir, 686 mM
= Lizat cozeltisi:
Potasyum bikarbonat, 10 mM
Amonyum kloriir, 155 mM
Disodyum EDTA, 0,1 mM
* STE cozeltisi:
Sodyum kloriir, 100 mM
Tris-HCI, 10 mM
EDTA, 1 mM
= Proteinaz K (Amresco, 20mg/ml)
= 10xSDS
10 gr SDS, 100 ml distile suda ¢oziiliir.
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3.2 Mutasyonlarin bulundugu bélgenin PCR yéntemi ile cogaltilmasi:

Hb S, Hb C, Hb G-Coushatta, Hb E-Saskatoon ve Hb E gibi anormal

hemoglobinlerin bulundugu, beta globin geninin 428 b¢ uzunlugundaki bolgesi PCR

yontemiyle cogaltildi (Sekil 3.2). Belirli miktarlarda PCR bilegenleri konularak 50pl’lik

karisim hazirlandi (Tablo 3.1). Bu PCR karisimi igerisinde bulunan primerlerin dizisi ve
biiyiikliikleri Tablo 3.2’de verilmistir. PCR igleminde, heterozigot Hb S (HbAS) ve Hb
C(Hb AC) iceren DNA’lar kullanilmigtir.

Hb S
Hb C

Hb G Coushatta
Hb E Saskatoon

F1

5’

R1

3’

—>
i
|
1
|
1
*——p
1

1
428by

Sekil 3.2 Beta globin geninin ¢ogaltim bolgesi

J—

Tablo 3.1 PCR karisimi
PCR bilesenleri Tek tiip icerisindeki miktar | Reaksiyon
Derisimleri
DNA(0,03pg/ul) 3ul 0,09ng/50 ul
Tampon(Buffer BIORON 10X) Sul 1X
dNTPumix(BIORON, 0,5 mM) Sul 0,05 mM
Mg (BIORON, 16 mM) Sul 1,6 mM
PAM 300(10pmol/pl) 2 ul 20 pmol
PAM 303(10pmol/pl) 2 ul 20 pmol
Tag DNA polimeraz(BIORON)(1U/ul) Sul 0,2 U/50ul
Steril dH,O 23l -
Toplam Hacim 50 ul 50 wl
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Tablo 3.2 PCR yontemindeki primerlerin 6zellikleri

Primer Ad1 Primer Dizisi Biiyiikliigii
PAM 300 5’-Biotin-ACC TCA CCC TGT GGA GCC AC-3’ 20-mer
PAM 303 5’-CAA AGG ACT CAA AGA ACCTC-3 20-mer

Cogaltmak istedigimiz gen bolgesinin ¢ogaltimi icin 151 dongii cihazinda (Techngene
Thermo Cycler ) Tablo 3.3 deki sekilde 1s1 dongiisii uygulandi. Bu ¢ogaltim reaksiyonu
daha sonra %1’lik agaroz jelde yiiriitiilerek jel goriintileme cihazinda (UVitec)
goriintiilendi.

Tablo 3.3 PCR amplifikasyonunun kosullari

Olay Sicakhik Siire Dongii
Denatiirasyon 94 °C 30s
Primer Baglanmasi (annealing) 55°C 15s 30
Uzama (extension) 72 °C 30s
Son Uzama (final extension) 72 °C 3d 1

3.3 PCR ile ¢ogaltilan iiriiniin saflastirllmasi:

PCR ile ¢ogaltilan genomik DNA’ nin saflastirilmasi icin EZ-10 Spin Column PCR
Product Purification Kit kullanildi. Asagida siralanan basamaklar uygulandi.
1. PCR reaksiyonu karigimi, 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiptine konuldu ve iizerine ii¢
hacim baglama tamponu (Binding Buffer) eklendi.
2. Karisim soliisyonu, kolon igerisine aktarildi ve iki dakika oda sicakliginda
bekletildi. Daha sonra 5000 rpm’ de iki dakika santrifiij yapildi.
3. Kolon igerisinden gecen sivi atildi. Yikama tamponu (Wash Solution Buffer)
tizerine dort hacim %96-100 etanol eklenerek kullanima hazirlandi. Daha sonra kolon
icine 500 pl yikama tamponu eklendi ve 8000 rpm bir dakika santrifiijlendi.
4. Kolon icerisine tekrar 500 pl yikama tamponu eklendi ve 10.000 rpm bir dakika
santrifiijlendi.
5. Kolon 1,5 mI’lik mikrosantrifiij tiipiine aktarildi. Uzerine 30-50 pl toplama tamponu
eklendi. Oda sicakliginda iki dakika bekletildikten sonra 10.000 rpm bir dakika santrifiij
yapildi.

6. Tiip icerisinde toplanan PCR iiriinii kullanilmaya hazirlandi.
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3.4 Saflastirilan PCR 6rneklerinin O.D 6lciimii:
Saflastirilan biotinli PCR iiriinlerinden 5 pl alindi ve tizerine 45 pl dH,O eklendi.

1:10 oraninda sulandirilan Orneklerin derisimi ve optik yogunlugu (O.Ds) DNA

Fotometre’de (Eppendorf’) 6lciildi (Tablo 3.4).

Tablo 3.4 Biotinli PCR 6rneklerinin derisimi ve yogunlugu

PCR Uriinleri Derisim 260nm/280nm
Hb AS (100991) 35 ng/ul 2,01
Hb AS (101211) 30 pg/pl 1,80
Hb AS (101213) 40 ng/pl 1,73
Hb AC (100200) 35 ng/ul 2,16
3.5 SPR analizi:

Kullamlan c¢ézeltiler:
= EDC stok (1,15 gr): 15 ml steril distile suda ¢oziildii.
= NHS stok (200 mg): 15 ml steril distile suda ¢oziildii.
= Asetat buffer (10 mM, pH;5) (1 It): 2 M asetik asit ile pH ayarlandi.
CH3;COONa : 0,82 gr
= PBS (11¢f):
NaCl : 8 gr
KCI1:0,2 gr
Na,HPO,.2H,0 : 1,81 gr
NaH,P0,4.2H,0 : 0,28 gr
= PBS/T: PBS + %0,05 Tween 20
= Etanolamin (1 M, pH 8,5)
= S5SXSSPE (pH;6,8)(11t):
NaCl: 43,5 gr
NaH,P0,4.2H,0 : 6,9 gr
EDTA: 1,85 gr
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3.5.1 CMD kiivetin aktive edilmesi ve avidin kaplanmasi

IASys SPR optik sensor cihazinda CMD kiivetin aktive edilmesi ve {izerine avidin
kaplanmasi icin, cihazin kullanma kilavuzundaki Protokol 1.1 uygulandi. Oncelikle
avidin (Sigma A-9275, St. Louis, MO-63178, USA) asetat buffer (10mM, pH;5.0) ile
¢oziildi ve derisimi 200 pg/ml olacak sekilde ayarlandi. Daha sonra cihazin deney
parametreleri, sicaklik 22 °C, karistiric1 hiz1 %85, 6rnekleme araligi bir saniye olarak
ayarlandi. Kiivet, 80 pl hacmi olan iki tane mikro kuyu icerir. Bunlardan sadece bir
tanesi avidin ile kaplandi. Diger kuyu avidin ile kaplanmayip kontrol kuyusu olarak

kullanildi.

1. CMD kiiveti SPR cihazinin i¢ine yerlestirdikten sonra iic defa 50 pl PBST ile
yikandi. Dengeye gelmesi i¢in 10 dakika beklendi. Daha sonra bes dakika kayit alindi.
2. Yiizeyi aktive etmek icin 200 pl EDC ile 200 pl NHS karistirildi. Bu EDC/NHS
karistmindan 40 pl eklenerek kuyular iki defa yikandi1 ve yedi dakika kayit alindu.

3. Ug defa 50 pl PBS/T ile yikand1 ve bir dakika kayit alindi.

4. Ug defa 40 ul asetat buffer (10 mM pH 5,5) ile kiivet yikand1 ve bir dakika kayit
alindu.

5. Kiivetin 1 no’lu kuyusuna 40 pl avidin (200 pg/ml) eklendi. Diger kuyu kontrol
amach oldugu icin avidin kaplamasi yapilmadi.

6. Dort dakika kayit alindiktan sonra 50 pl PBS/T ile kuyular yikandi ve bir dakika
kay1t alindi.

7. Reaksiyona girmeyen NHS-ester baglarim bloklamak i¢in 40 pl etanolamin (1 M pH
8,5) ile iki defa yikand1 ve ii¢ dakika kayit alindi.

8. Ug defa 50 pl PBS/T ile kuyular yikand1 ve bir dakika kayit alindi.

9. Kovalent olmayan baglarin kiivetin yiizeyinden ayrilmasi icin ti¢ defa 40 pl 10 mM
HCl ile yikadiktan sonra iki dakika kayit alindi.

10. Ug defa 50 pl PBS/T ile kiivet yikand1 ve bir dakika kayit alindi. Daha sonra ne

kadar avidin kapladigimiz hesaplandi.
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3.5.2 Avidin kaph kiivete biotinli PCR iiriiniiniin baglanmasa:

Avidin kapli kiivete biotinli PCR {iriinii baglanmasi icin cihazin deney
parametreleri, sicaklik 25 °C, karistirici hizi %85, 6rnekleme araligi bir saniye olacak
sekilde ayarlandi. Biotinli PCR fiiriinleri liyofilize edildikten sonra 40 pl PBS/T ile

coziildii.

1. Kiivet ii¢ defa 50 pl PBS/T ile yikandi, dort dakika kayit alinda.

2. 30 pl PCR tiriinti + 50 pl PBS/T karisimi hazirlandi. Kiivetin her iki kuyusuna
hazirlanan PCR iiriinii — PBS/T karistmindan 40 pl eklendi ve 12 dakika kayit alindi.

3. Her iki kuyu ii¢ defa 50 pl PBS/T ile yikand1 ve bir dakika kayit alindi.

4. Biotinli PCR iiriiniinii tek iplikli hale getirebilmek icin 40 pl 40 mM NaOH-1M
NaCl ¢ozeltisi ile ti¢ defa yikand ve ii¢ dakika kay1t alindi.

5. Her iki kuyu ii¢ defa 50 pl PBS/T ile yikand1 ve iki dakika kayit alindi.

6. Biotinli PCR {iriinii avidin-biotin etkilesimi ile 1 no’lu kuyuya baglandi.

3.5.3 Tek iplikli PCR iiriinii iizerine oligo problarm gonderilmesi:

Kiivete baglanan biotinli PCR iiriinii ilk 6nce tek iplikli hale getirildi. Daha sonra
tizerine normal oligo prob olan PAM 305 eklendi. Normal prob, biotinli PCR
triiniinden uzaklastinldiktan sonra mutant oligo prob olan PAM 306 gonderildi.
Hibridizasyon reaksiyonu icin cihazin deney parametreleri, sicaklik 25 °C, karistirict

hiz1 %85, ornekleme aralifi bir saniye olacak sekilde ayarlandi.

1. Kiivet 50 pl 5X SSPE ile ti¢ defa yikand1 ve bes dakika kayit alindi.

2. 40 pl PAM 305 (10 pmol/ul), 40 ul 5X SSPE ile birlestirilerek 80 pl’lik karisim
hazirlandi. Ayn1 sekilde 40 pl PAM 306(10 pmol/pl) ile 40 pl 5X SSPE birlestirildi.

3. Kiivetin her iki kuyusuna derisimi 5 pmol/ul olan normal probdan (PAM 305) 40 pl
eklendi ve dort dakika kayit alindi.

4. Kiivet 50 pl 5X SSPE ile ii¢ defa yikand1 ve bir dakika kayit alindi.

5. 1lk kuyuda biotinli PCR iiriinii ile etkilesen normal probu kiivetten uzaklastirmak
icin 50 pul 50 mM NaOH eklendi ve iki dakika kayit alindi.

6. Kiivet 50 pl 5X SSPE ile ii¢ defa yikand1 ve ii¢c dakika kayit alind1.
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7. Kiivetin her iki kuyusuna derisimi 5 pmol/pl olan mutant probdan ( PAM306 ) 40 pl
eklendi ve ii¢ dakika kay1t alindu.
8. Kiivet 50 pl 5X SSPE ile ii¢ defa yikand1 ve bir dakika kayit alindi.

3.5.4 Biotinli PCR iiriiniiniin kiivetten uzaklastirilmasi:

Kiivete baglanan tek iplikli biotinli PCR f{iriinii, kiivete baska ornek baglamak icin
uzaklastirilir. Uzaklastirma reaksiyonu i¢in cihazin deney parametreleri, sicaklik 25 °C,

karistiric1 hiz1 % 85, 6rnekleme araligi ise bir saniye olacak sekilde ayarlandi.

1. Kiivet 50 pl PBS/T ile ti¢ defa yikand ve ii¢ dakika kayit alindi.
2. Her iki kuyuya 40 pl 20 mM HCI eklendi ve iki dakika kayit alindi. Boylece biotinli
PCR iiriinii kiivetten uzaklastirildi.

3. Kiivet 50 ul PBS/T ile ii¢ defa yikand1 ve dort dakika kayit alindi.
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4.BULGULAR

Calisgilan Hb S ve Hb C ornekleri, Biyofizik Anabilim dalina ait olan hemoglobin
arsivinden alinmis olup anonim bi¢imde kullanilda.

Anormal hemoglobin olan Hb S [B6 (A3) (GAG--->GTG)] ve Hb C [B6 (A3) (GAG-
-->AAG)] tastyan kisilerden elde edilen DNA’lardan PCR uygulamasi sonucunda 428
be’lik bolge cogaltildi. 5' ucu biotinli olan PCR 6rnekleri avidin kapli SPR kiivetine
baglanarak, normal ve mutasyona 6zgii olan problarla olan etkilesimleri incelendi.

SPR calismasinda ilk asama, CMD kiivete avidin kaplanmasidir. CMD kiivet hacmi
80 pl olan iki tane mikro kuyu igerir. Her iki kuyu EDC / NHS ile aktive edildikten
sonra sadece 1 no’lu kuyu 200 pg/ml avidin ile kaplanmis olup, 2 no’lu kuyu ise avidin
ile kaplanmadi. Boylece 2 no’lu kuyu soliisyon degisimlerinden olusan farki ortadan
kaldirmak i¢in avidin ile kaplanmayip kor alinmasi i¢in kullanildi. Avidin ile kaplanan

kuyudan alinan SPR yanit1 yaklasik olarak 2500 -3000 arc saniye kadardir (Sekil 4.1).

Chan 1 — — — - Chan 2‘
6000T K—
50007

400071

300071

200071

Response (arc seconds)

1000T

-1000

Time (minutes)

Chan 1. Avidin ile kapli kiivet
Chan 2. Avidin ile kaplanmayan kiivet

Sekil 4.1 CMD kiivete avidin kaplanmasi

50
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SPR analizinin ikinci asamasinda, Hb S [B6 (A3) (GAG--->GTG)] mutasyonunu
heterozigot formda tasiyan bireyden elde edilen 5' — biotinli PCR iiriinii, avidin kaph
olan 1 no’lu kuyuya baglandi. 5' — biotinli cift iplikli (ds) PCR iiriinii avidin — biotin
etkilesimi ile kiivete baglandiktan sonra 40 mM NaOH-1M NaCl ¢ozeltisi eklenerek tek
iplikli (ss) PCR iiriinii haline getirildi. Cift iplikli PCR iirtintiniin baglanmasiyla alinan
yanit 100 arc saniye, daha sonra tek iplik haline getirilmesiyle alinan yanit yaklagik 50

arc saniye kadardir ( Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 Heterozigot Hb S iceren biotinli PCR {iriiniiniin baglanmasi ve tek iplik haline

getirilmesi sonucu alinan SPR sinyali

Heterozigot Hb S (Hb AS) olan biotinli PCR iiriinii kiivete baglanip, tek iplikli hale
getirildikten sonra iizerine normal prob gonderildi. Normal prob, heterozigot olan Hb
S’in normal allel ile etkilesim gosterdi. Bu normal allel- normal prob etkilesimi sonucu

alman yanit 40 arc saniye kadar olmustur ( Sekil 4.3).



50

40

30

20

10

Response (arc seconds)

28

-10

4 5 6 7 8 9 10
Time (m I'uutes)

Sekil 4.3 Heterozigot Hb S iceren biotinli PCR iiriinii tizerine normal prob génderilmesi

sonucu alinan SPR sinyali

Heterozigot Hb S igeren biotinli PCR iiriinii ile etkilesen normal oligo prob, izerine

50 mM NaOH eklenmesiyle PCR iiriiniinden uzaklastirnldi (Sekil 4.4 ).
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Sekil 4.4 Normal oligo probun heterozigot Hb S iceren PCR iiriiniinden uzaklastirilmasi

sonucu alinan SPR sinyali
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Normal oligo probun uzaklastirilmasiyla rejenere edilen kuyu igerisine, heterozigot
Hb S’in mutant alleli ile etkilesim gosterecek mutant oligo probu gonderildi. Boylece
heterozigot Hb S iceren biotinli PCR iiriinii — prob etkilesimi sonucunda alinan yanit

yaklagik olarak 35 arc saniye kadardir ( Sekil 4.5 ).
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Sekil 4.5 Heterozigot Hb S iceren biotinli PCR f{iriinii iizerine mutant prob génderilmesi

sonucu alinan SPR sinyali

Heterozigot Hb S 6rnegi icin yapilan SPR analizinin son asamasi, heterozigot Hb S
iceren biotinli PCR iiriiniiniin kiivetten uzaklastirilmasidir. Avidin — biotin etkilesimi ile
kiivete baglanan biotinli PCR iiriinii 20 mM HCI eklenerek kiivetten uzaklastirildi.
Bunun sonucunda alinan yanit bizim kiivete bagladigimiz PCR iiriinii kadar olmustur

( Sekil 4.6 ).
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Sekil 4.6 Heterozigot Hb S iceren biotinli PCR {iriiniiniin kiivetten uzaklastirilmasi

sonucu alinan SPR sinyali

Daha sonra ayn1 avidin kapli CMD kiivet iizerine heterozigot Hb C [6 (A3) (GAG-
-->AAG)] anormal hemoglobini iceren biotinli PCR iiriinii eklendi. Heterozigot Hb C
iceren biotinli PCR 6rnegi avidin kapl olan 1 no’lu kuyuya baglandi. Bu baglanma

sonucunda yaklasik olarak 150 arc saniye kadar yanit alimmstir (Sekil 4.7).

i:

Fespee (A seconck)
(=]

+ = +

3

Sekil 4.7 Heterozigot Hb C igeren biotinli PCR iiriiniiniin kiivete baglanmasi sonucu

alman SPR sinyali
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Cift iplikli heterozigot Hb C iceren biotinli PCR iiriinii kiivete baglandiktan sonra 40
mM NaOH-1M NaCl ¢ozeltisi eklenerek tek iplikli PCR iiriinii haline getirildi. Tek
iplikli PCR iiriinii iizerine normal allele 6zgii olan normal prob gonderildi. Bu etkilesim

sonucu alinan yanit yaklasik 60 arc saniye kadar olmustur (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8 Heterozigot Hb C iceren biotinli PCR iiriinii iizerine normal prob gonderilmesi

sonucu alinan SPR sinyali

Normal probu PCR iiriiniinden uzaklastirmak icin 50 mM NaOH eklendi. Daha
sonra heterozigot Hb C iceren biotinli PCR iiriiniiniin mutant alleli ile etkilesecek olan
mutant prob gonderildi. Mutant allel- mutant prob etkilesimi sonucu alinan yanit 240 arc

saniye kadardir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 Heterozigot Hb C iceren biotinli PCR iiriinii iizerine mutant prob génderilmesi

sonucu alinan SPR sinyali

Yapilan ¢alismanin son kisminda ise CMD kiivet avidin ile kaplandiktan sonra kag

defa PCR iiriiniiniin baglandigimi ve bunlardan nasil sonug¢ alabilecegimiz incelendi.

Calismada, rastgele secilen heterozigot Hb S iceren PCR iiriinleri kullanild1 (Tablo 4.1).

Tablo 4.1 Bir kiivete art arda baglanan PCR f{iriinii sayis1 ve alinan yanit

Kiivete baglanan PCR iiriinleri Etkilesim sonucu alinan yanit (arc san)
1. 150 arc saniye
2 100 arc saniye
3 60 arc saniye
4. 30 arc saniye
5 10 arc saniye
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5. TARTISMA VE SONUC

Talasemi ve hemoglobin bozukluklari, gerek iilkemizde ve gerekse de diinyada
rastlanan en onemli kalitsal sorunlardan bir tanesidir. Her ne kadar bu kalitsal sorunlar
oncelikli olarak Akdeniz kusaginda gosterilmis olsa da yapilan caligmalarda tiim
diinyada degisik oranlarda varlifi gosterilmistir. Sorun gen kaynakli oldugundan
saglikli bireylerin dogmasina yardimci olabilmenin tek yolu, giiniimiizde prenatal tani
uygulamalarinin yapilabilmesidir. Bu nedenle, gerek diinyada ve gerekse iilkemizde
hemoglobinopati kontrol programlar1 uygulanmaktadir. Bu programlardaki temel
yaklasim, Ozellikle evlilik Oncesi donemde bireylerin  molekiilsel olarak
kimliklendirilmesinin saglanmasidir. Bu sekilde evlilik Oncesi taramadan ge¢mis
tasiyici ¢iftlerin saglikli cocuklara sahip olabilmelerine katkida bulunulmasi miimkiin
olmaktadir. Denizli Il Saglik Miidiirliigii verilerine gore, yoremizdeki beta talasemi ve
anormal hemoglobin siklig1 % 3,5 diizeyindedir. Denizli yoresinde evlilik 6ncesi tarama
programina dayali olarak yapilan bir ¢alismada % 57,8 Hb D-Los Angeles [B121
(GH4) Glu--->GIn], % 21,9 Hb S [B6(A3)Glu--->Val], % 15,6 Hb G-Coushatta
[22(B4)Glu--->Ala], % 3,1 Hb E-Saskatoon [22(B4)Glu--->Lys] ve % 1,6 oraninda
Hb C’nin [B6(A3)Glu--->Lys] varligi gosterilmistir (Atalay 2005). Bu sonuglar
dogrultusunda, yoremizde rastlanan anormal hemoglobinler arasinda Hb D-Los Angeles
[B121 (GH4) Glu--->GlIn] ve Hb G-Coushatta’nin [$22(B4)Glu--->Ala] beklenenden
yiikksek oranda bulundugu gosterilmistir. Bu hemoglobin tiirleri herhangi bir saglik
sorunu yaratmamakla birlikte, elektroforetik ve/veya kromotografik yontemlerle yapilan
evlilik Oncesi tarama ve tanimlama c¢aligmalarinda orak hiicre anemisine yol acan Hb S
[B6(A3)Glu--->Val] ile siklikla karigtirilabilmektedir. Bunun nedeni ise; Hb D-Los
Angeles [B121 (GH4) Glu--->GlIn] ve Hb G-Coushatta’nin [f22(B4)Glu--->Ala] alkali
ortamdaki elektroforetik ve DE-52 kolon kromotografisindeki o6zelliklerinin Hb S
[B6(A3)Glu--->Val] ile benzer olmasindan kaynaklanmaktadir. Alkali ortamda yapilan
elektroforezde, Hb S [B6(A3)Glu--->Val], Hb D-Los Angeles [B121 (GH4) Glu---
>Gln], Hb G-Coushatta [$22(B4)Glu--->Ala] ve Hb Beograd [B121 (GH4) Glu--->Val]
benzer elektroforetik hareketlilik gostermektedir. Asit hemoglobin elektroforezinde ise
Hb S disindaki hemoglobinler Hb A ile benzer elektroforetik davranis ortaya
koymaktadir. Benzer problemler kromotografik yontemlerde de gecerlidir. Bu anormal
hemoglobinlerin sahip oldugu mutasyonlarin gen diizeyinde saptanmasi sorunu

cozmemekte ve bazi1 6zel durumlarda yeterli veri saglayamamaktadir. Buna bir 6rnek
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olarak Hb D-Los Angeles’in [B121(GH4)(GAA--->CAA)] gen diizeyinde
tanimlanmasinda Onerilen restriksiyon enzim caligmas1 verilebilir. EcoRI enzimi cift
iplikli DNA dizisi iizerinde yer alan 5°-GAATTC-3’ dizisini taniyarak kesebilme
ozelligi  tasimaktadir. Hb  D-Los  Angeles [B121(GH4)(GAA--->CAA)]’in
saptanmasinda 121. kodonda olusan mutasyon nedeniyle enzim kesim yeri ortadan
kalkmakta ve normal dizi ile Hb D-Los Angeles mutasyonu tasiyan dizi ayirt
edilebilmektedir. Buna karsin, yoremizde rastlanan Hb Beograd [f121 (GH4) (GAA---
>GTA)] mutasyonu da 121.kodonda yer almaktadir. Aym kodonda yer alan iki farkli
hemoglobin tiiriiniin ayiric1 tanisi EcoRI enzim kesimi ile tanimlanamamaktadir. Benzer
elektroforetik davranis ve EcoRI kesimleri nedeni ile ayirict molekiilsel tani icin DNA
dizi analizi gerekmektedir.

Denizli yoresindeki hemoglobin ¢esitliligi, evlilik 6ncesi tarama programinda 6nem
kazanmaktadir. Bireylerin evlilik Oncesi donemde dogru bicimde tanimlanmasi, bu
programin prenatal tamiya katkisi i¢in temel gereksinimdir. Yoremizde Hb D-Los
Angeles-beta talasemi kombinasyonlar1 da bildirilmistir (Yidiz 2005). Hb D-Los
Angeles ve Hb G-Coushatta-beta talasemi kombinasyonlari, elektroforetik ve
kromotografik olarak yapilan evlilik Oncesi tarama uygulamalarinda yaniltici sonuglar
vermektedir. Evlilik oncesi tarama caligmalar alkali hemoglobin elektroforezi, DE-52
kromotografisi veya benzer bicimde HPLC sistemleri ile yapilmakta ve hemogram ile
desteklenmektedir. Olast anormal hemoglobin saptandiginda, bu hemoglobinin
tanimlanabilmesi icin, PCR uygulamasimm temel alan RFLP, SNP, nokta emdirim
hibridizasyon ve dizi analizi gibi 6zel laboratuar ve uzmanlik gerektiren ileri
yontemlerin  kullanilmasim1  zorunlu kilmaktadir. Belirtilen bu yaklasgimlar tarama
programi icin yiiksek maliyet tagimaktadir.

Tez calismasimn yiiriitiildiigii Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik
Anabilim Dali hedefleri icerisinde gensel sorunlarin dogru bi¢imde tanimlanmasina
yonelik bir 6ngoriim plan1 bulunmaktadir. Beta globin geni iizerinde yer alan anormal
hemoglobinler, bu planlama icerisinde yer alan modellerden bir tanesidir. Bu tez
calismasinda, molekiilsel tanida yer alabilecek niteliklere sahip bir biyofiziksel yaklagim
olan SPR spektroskopisi kullanilmistir.

SPR spektroskopisi, birbirleri ile etkilesim kurabilen molekiiller arasindaki
etkilesimlerin tanimlanmasinda kullanilan giincel bir biyofiziksel yaklagimdir. Bu
yaklagimda, enzim, radyoaktif madde gibi herhangi bir isaretleyiciye gereksinim

duyulmamaktadir. Tiim bu 6zellikleri ile SPR spektroskopisi gercek zamanh etkilesim
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analizi tabanina dayali bir biyosensor tiiriidiir. Bu ydntem enzim-substrat, protein-
protein, protein-niikleik asit, niikleik asit-niikleik asit ve hormon-reseptdr gibi bir¢ok
etkilesim tiirlinde kullanim alami bulabilmektedir. Bu kullanim alam igerisinde canli
hiicrelerinde hedef olarak yer aldig1 6rnekler vardir ( Emanuel 2000, Oh 2004, Vostiar
2003). Feriotto ve ark. SPR biyosensoriinii kullanarak kodon 39 (C>T), IVSi/nt.1
(G>A), IVS1/nt.6 (T>C) ve IVS1/nt.110 (G>A) gibi farkl beta talasemi mutasyonlarini
tanimlamislar ve bu mutasyonlarin homozigot ve heterozigot formlarini birbirlerinden
ayirabilen veriler elde etmislerdir ( Feriotto 2004, Feriotto 2004). Feriotto ve
arkadaslarimin yaptign calisma beta-talasemi mutasyonlart modelinde yapilmis ilk
uygulamadir. Anormal hemoglobinler modelinde ise anabilim dalimiz biinyesinde
yapilan, Hb S [B6 (A3) (GAG--->GTG)] mutasyonuna iliskin ¢alisma bu alanda
yayinlanan tigiincii makaledir. Bu makalede, heterozigot ve homozigot Hb S [B6 (A3)
(GAG--->GTG)] mutasyonlarinin SPR sistemi ile gen diizeyinde ayirici tanisini
yapilabildigi gosterilmistir (Atalay 2006).

Bu tez ¢alismasinda, anormal hemoglobin olan Hb S [B6 (A3) (GAG--->GTG)] ve
Hb C [B6 (A3) (GAG--->AAG)] model olarak kullanilip SPR yontemi ile gen
diizeyinde tanisinin yapilmasi amaclanmistir. Bu iki anormal hemoglobinin ortak
noktast her ikisinin de aynm kodonda yer almasidir. Bu dogrultuda daha onceden
tanimlanmis, heterozigot Hb S ve Hb C iceren DNA o6rnekleri kullanilmistir. Bu DNA
ornekleri Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dal
hemoglobinopati DNA arsivinden alinmistir. DNA arsivinde yer alan ornekler igin
kigilerden “Bilgilendirilmis Onay Formu” alinmakta ve 6rnekler ¢alismalarda anonim
olarak kullanilmaktadir. Bu her iki anormal hemoglobinin bulundugu, beta globin
geninin 428 b¢ uzunlugundaki bolgesi, uygun primerler kullanilarak PCR yontemiyle
cogaltilmistir. Elde edilen PCR fiiriinleri, 5’ primerlerinin biotinli olmasi nedeni ile
avidin ve streptavidin gibi molekiillere baglanabilmektedir. Calismamizda SPR kiivetine
hedef DNA baglanmasinda bu yaklasim kullanilmistir. Biotin-avidin iliskisi ile kiivete
baglanan PCR iirinleri 40 mM NaOH-1M NaCl cozeltisi ile tek iplikli hale
dontistiriilmiis ve 11 mer’lik oligo problar ile mutasyonlar izlenmistir. Mutasyonlarin
izlenmesinde, heterozigotluk ve homozigotluk, normal ve mutant problar kullanilarak
gozlenmistir. SPR kayitlar1 alindiktan sonra problarin uzaklagtirllmasinda 50 mM
NaOH kullanilmis ve kiivetin nétralizasyonu PBS/T ile saglanmistir. Calisma
tamamlandiktan sonra hedef DNA’larin kiivet ile olan iliskisi (avidin-biotin iligkisi) 20

mM HCI uygulamasin1 izleyen PBS/T nétralizasyonu ile gerceklestirilmistir.
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Heterozigot Hb S 6rneginde normal ve mutant problar ile alinan SPR kayitlar1 35-40 arc
saniye (Sekil 4.3— 4.5), heterozigot Hb C ile elde edilen SPR kayitlar1 ise normal prob
icin 60 arc saniye, mutant prob icin ise 250 arc saniye olarak belirlenmistir (Sekil 4.8—
4.9). Hb C ile elde edilen SPR sinyalinin yiiksekliginin nedeni bilinmemektedir. Bu
sinyal yiiksekliginin, model sistemin rutine uygulanmasi siirecinde gézden gecirilmesi
gerekmektedir.

Calismamizda kullanilan model sistem, isaretli problarin kullanildig1 nokta emdirimi
(dot-blot) hibritleme yontemi ile temelde aymidir. Buna karsin SPR sistemi, nokta
emdirimi hibritleme yontemine gore cok daha hizli olup herhangi bir isaretleyiciye
gereksinim duymamaktadir. Diger taraftan yontemin bir diger iistiinliigii hedef prob
eslesmesindeki Ty, degerinden bagimsiz olmasidir. Yontem bu istiinliikleri ile kisa
siirede ve sabit sicaklikta analizlerin yapilabilmesini olanakli kilmaktadir.

Hb S ve Hb C gibi nokta mutasyonlarinda izlenen bilgi, tek niikleotid farkliligindan
kaynaklanmaktadir. Bu farkliligin algilanmasi SPR yontemi ile kesin, dogru ve hizl
bicimde gerceklestirilebilmektedir. Restriksiyon enzim kesimi, ARMS gibi yontemlere
kars1 kullanmig oldugumuz yaklasim bu acidan da iistiinliik saglamaktadir. SPR
yaklagiminin aym kiivette birden fazla 6rnegin yiiklenebilmesini olanakli kilmakta ve
ortalama 180 dolar olan kiivet maliyetinin diisiiriilebilmesini saglayabilmektedir. Rutin
uygulamaya doniisiim siirecinde c¢oklu kullamimin standart sekle doniistiiriilmesi
gerekmektedir.

Sonu¢ olarak SPR spektroskopisinin, yoremizde oldukca sik goriillen anormal
hemoglobinlerin hizli ve ucuz tamisina yonelik aday biyofiziksel bir yontem oldugu
belirlenmistir. Bu yaklagimin gelistirilerek rutin kullanima doniisiimii, 6zellikle
hemoglobinopati kontrol programinda 6nemli bir yer tutan evlilik Oncesi tarama

calismalarina degerli katkilarda bulunabilecektir.
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