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Hemoglobin D- Los Angeles [3121(GH4) Glu>GIn] Mutasyonunun Yiizey
Plazmon Rezonans (SPR) Spektroskopisi ile Ayirici Molekiilsel Tanisi

Differential Molecular Diagnostic of the Hemoglobin D- Los Angeles
[B121(GH4) Glu>GIn] Mutation with Surface Plasmon Resonance (SPR)
Spectroscopy

OZET

Amag: Bu ¢alismada, Hb D-Los Angeles anormal hemoglobin (Hb) tiirtiniin laboratuar tanisinda kullanilan
molekiilsel yaklasimlar irdelenerek, bu hemoglobin tiiriiniin gen diizeyinde hizli ve giivenilir tanisinda,
biyosensor tabanli ylizey plazmon rezonans (SPR: Surface Plasmon Resonance) spektroskopisi
kullanilabilirliginin gosterilmesi amaglanmustir.

Gereg ve Yontem: Bu ¢alismada, aralarinda akrabalik iliskisi olmayan, saglikli (Hb AA, n:5) ve heterozigot
Hb D- Los Angeles [B121(GH4) Glu>Gln] (n:5)'l1 bireyler incelenmistir. Hb D- Los Angeles mutasyonunun
protein diizeyinde tanimlanmasinda, alkali/asit hemoglobin elektroforezleri, DE-52 mikrokolon
kromatografisi yontemleri kullanilmistir. Mutasyonun gen diizeyinde saptanmasinda ise, polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR: Polymerase Chain Reaction) tabanina dayali Eco RI restriksiyon enzimi/ tek niikleotit
polimorfizmi (SNP: Single Nucleotide Polymorphism) ve fliioresan isaretli DNA dizi analiz y6éntemleri
kullanilmistir. SPR spektroskopisi kullanilarak, Hb AA ve Hb AD- Los Angeles olgulara ait biyotinli
primerler ile isaretlenmis PCR iiriinleri ile mutasyon odagma 6zgii Eco RI restriksiyon enzim etkilesimi
gercek zamanli olarak incelenmistir.

Bulgular: SPR spektroskopisi ile Hb AD-Los Angeles ve Hb AA olgular arasindaki farkliliklar gergek
zamanl olarak belirlenmistir. Elde edilen verilere gore, SPR spektroskopisi yontemi, HbAA ve Hb AD-
Los Angeles mutasyonu arasindaki degisiklikleri algilayabilmektedir. Baglanma egrilerinden, Hb AA PCR
iirtinii ile Eco Rl restriksiyon enzimi etkilesimi sonucu 400 arc saniyelik, heterozigot Hb AD -Los Angeles
olgusunda ise, EcoRI enzimi ve hedef PCR {iriinleri arasinda 300 arc saniyelik rezonans kayitlar: alinmistir.
Aradaki 100 arc saniyelik rezonans fark, Hb D- Los Angeles mutasyonundan kaynaklanmaktadur.

Sonug¢: Molekiilsel tan1 yontemlerinde anormal hemoglobin bozukluklarmm dogru bigimde tanimlanmasi
6nemlidir. Molekiilsel tan1 yontemlerinde anormal hemoglobin bozukluklarinin dogru bi¢imde tanimlanmasi
6nemlidir. Bu yontemlerden protein ve gen diizeyindeki tan1 yéntemlerinde, birgok hemoglobin tiirii benzer
davranis sergilediklerinden kesin tan1 yontemi DNA dizi analizidir. DNA dizi analizi ise pahali bir yontem
olmasi, analizin uzun zaman almasi ve deneyimli kullanici gereksinimi nedeni ile her laboratuarda rutin
bi¢imde kullanilamamaktadir.Bu dogrultuda, SPR spektroskopisi yonteminin gelistirilerek, Hb D- Los
Angeles ya da benzeri anormal hemoglobin bozukluklarinn kisa siirede ve gercek zamanli tanisinda, rutin
uygulamalarda kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar kelimeler: Hb D- Los Angeles, Hemoglobin, Yiizey Plazmon Rezonans (SPR) Spektroskopi

ABSTRACT.

Objective: In this study, we aimed to determine the molecular approaches used in the laboratory diagnosis
of Hb D- Los Angeles and to show rapid and reliable diagnosis of the mutation by SPR (Surface Plasmon
Resonance) spectroscopy based biosensor.

Materials and Methods: In this study, we were investigated with heterozygote Hb D- Los Angeles
LBIZI(GH4) Glu>Gln] (n:5) and healthy (Hb AA, n:5) individuals. These individuals were unrelated with
each other. For the determination of the Hb D- Los Angeles mutation alkaline/acid electrophoresis DE-52
microcolumn chromatography procedures were applied at the protein level. This mutation were
determinated by Eco RI restriction enzyme/SNP (Single Nucleotide Polymorphism) and labelled
fluorescence automated DNA sequencing methods based on PCR (Polymerase Chain Reaction) at the gene
level. We were examined by using SPR spectroscopy as real-time interactions in between biotinylated PCR
products and the restriction enzyme Eco RI.

Results: Differences between Hb AD-Los Angeles and Hb AA samples were determined with SPR
spectroscopy as the real-time. According to our results, SPR spectroscopy method can detect the changes
in between Hb AA and Hb AD Los Angeles mutation. The resonance recordings have been given 400 arc
second as a result of interaction HbAA PCR products with Eco RI restriction endonuclease, whereas
between Eco RI enzyme and target PCR products have been given 300 arc second in the case of
heterozygous Hb D Los Angeles from the binding curves. In between them, 100 arc second of the resonance
difference were caused by Hb D- Los Angeles mutation.

Conclusion: Molecular diagnostic methods are important tools for the identification of the abnormal
hemoglobins. Since abnormal hemoglobins present some similar results with electrophoretic and
chromatographic methods, precise identification method is DNA sequencing analysis. DNA sequence
analysis is not used to every laboratory routinely, because of the need for an experienced user, to give long
term results and to be expensive. In this regard, we have been concluded that SPR spectroscopy can be used
as routine applications in short period of time and real-time detection in the model of Hb D Los Angeles.
Similar approaches based on SPR can be also developed for the abnormal hemoglobins.

Key Words:Hb D- Los Angeles, Hemoglobin, Surface Plasmon Resonance (SPR) Spectroscopy
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GIRIS

Hemoglobinopatiler, iilkemizde ve diinya da siklikla
gozlenen kalitsal kan hastaliklarindan biridir. Bu
hastaliklar kendi i¢inde baslica, anormal hemoglobin
bozukluklar1 ve talasemiler olarak iki gruba
ayrilmaktadir. Normal globin zincirlerinin birinin
amino asitlerinden bir veya birka¢inin yerine baska
amino asit ge¢mesi ile tanimlanan ¢ok sayidaki
anormal hemoglobin bozukluklarmin varlig1 bir¢ok
arastirmact tarafindan tanimlanmistir (1). Diinya
capida 700’iin tizerinde farkli anormal hemoglobin
belirlenmistir (2, 3). Tirk popiilasyonunda ise en
yaygin gozlenen anormal hemoglobinler; Hb S
[B6(A3) Glu>Val], Hb C [B6(A3) Glu>Lys], Hb D-
Los Angeles [B121(GH4) Glu>GIn] ve Hb E
[326(B8) Glu>Lys] gibi hemoglobin tiirleri olmak
tizere toplam 42 anormal hemoglobin bildirilmistir (4,
5). Yapilan aragtirmalara gore Tiirkiye genelinde Hb
D- Los Angeles, Hb S mutasyonundan sonra ikinci en
yaygin (%0.2) hemoglobin olarak belirlenir iken,
Denizli ilinde ise bu anormal hemoglobin %57.8
siklikla ilk sirada yer almaktadir (4-6). Ayrica Hb
Tunis [B124(H2) Pro>Ser], Hb D- Ouled Rabah [B19
(B1) Asn>Lys] anormal hemoglobin tiirleri Tiirkiye'de
ilk olgu ve Hb J- Iran [B 77(EF1) His>Asp]
hemoglobin tiirii ise iilkemizde dordiincii olgu olarak
Denizli ilinde tanimlanmistir (6-8). Ayrica nadir
anormal hemoglobin tiirlerinden Hb Yaizu [B79(EF3)
Asp>Asn] ve Hb Beograd [3121(GH4) Glu>Val] gibi
anormal hemoglobin tiirlerine de Denizli ilinde
rastlanmasi nedeni ile bu bdlge anormal hemoglobin
siklig1 ve cesitliligi acisindan genis bir spektrum
gostermektedir (10, 11).

D- Punjab, D-Nort Carolina, D-Portugal, D-Chicago
ve Oak Ridge isimleri ile de bilinen Hb D- Los
Angeles anormal hemoglobin bozuklugu, beta globin
zinciri 121. kodonunda G>C baz yer degistirmesi
sonucu, glutamik asit (GAA) yerine glutamin (CAA)
gelmesi sonucu olusan amino asit farkliligindan
kaynaklanmaktadir (12). Hb D- Los Angeles klinik
olarak belirti vermemekle birlikte, eritrosit sayisi,
ortalama eritrosit hacmi gibi eritrosite iligkin
parametrelerde alt sinirlarda bir tablo sergilemektedir.
Diger taraftan orak hiicre anemisi (Hb S) gibi diger
anormal hemoglobin tiirleri ile olasi
kombinasyonlarda hematolojik sorunlar dogmasina
neden olmaktadir (13, 14).

Rutin hemoglobinopati taramalarinda, Hb D- Los
Angeles'in protein diizeyinde ayrici tanisinda, iyon
degistirici DE-52 (Dietil amino etil) seliiloz kolon
kromatografi ve hemoglobin elektroforez teknikleri
kullanilmaktadir (15). Fakat protein diizeyinde
gergeklestirilen tanimlamalarda, bir¢ok hemoglobin
tiirti benzer elektroforetik ve kromatografik davranig

sergilediklerinden, gen diizeyinde uygulanan PCR
tabanina dayali Eco RI restriksiyon enzimi/ tek
niikleotit polimorfizm ve fliioresan igaretli DNA dizi
analiz yontemlerinden yararlanilmaktadir (16). Gen
diizeyindeki uygulamalarda ise, gendeki olasi
degisiklikleri inceleyebilmek amaci ile izotop, enzim
gibi herhangi bir isaretleyiciye gereksinim
duyulmaktadir.

SPR spektroskopisi; optik ilkelere dayali bigimde
gelistirilmis, herhangi bir isaretleyiciye (enzim,
radyoaktif madde v.b) gereksinim duymaksizin, iki
molekiil arasindaki biyomolekiilsel etkilesimin dogas1
hakkinda bilgi veren, gercek zamanl bir
biyosensordiir(17). SPR analizinden elde edilen
veriler, zamana (saniye) bagli rezonans agisindaki
degisimler (arc saniye) seklinde ifade edilen kinetik
egriler olarak tanimlanmaktadir. SPR spektroskopisi,
biyolojik molekiillerin yap1 ve islev iliskilerinin
molekiilsel diizeyde tanimlayarak, ¢ok kisa bir zaman
diliminde molekiilsel etkilesim tiiriinii belirleyebilen
yaygin kullanim alanlaria sahiptir. Bu nedenle SPR
analizleri, protein-protein, ilag-reseptdr, antijen-
antikor, DNA/RNA-protein, DNA-DNA, hiicre -

protein gibi molekiilsel etkilesim iliskilerini
incelemek i¢in Onemli arastirmalar yapilarak
molekiilsel tanida  kullanilabilirligi  iizerinde

gelismeler saglanabilmesine olanak tanimaktadir (17,
18). Bu baglamda, talasemi ve anormal hemoglobin
gibi kalitsal hastaliklara neden olan mutasyonlarin
tespit edilmesi, hizli ve giivenilir sonuglarin gergek
zamanli alinmast amaci1 ile SPR kullanimi
bildirilmistir (19-21). Bu c¢alismada, Denizli ilinde
yiiksek siklikla gdzlenen Hb D-Los Angeles anormal
hemoglobinin laboratuvar tanisinda kullanilan
molekiilsel yaklasimlar irdelenerek, bu hemoglobin
tiirlinlin gen diizeyinde hizli ve giivenilir tanisinda
biyosensor tabanli SPR spektroskopisinin tek bagina
kullanimu ile ilgili sonuglar aktarilmaktadir.

GEREC VE YONTEM

Calismada kullanilan heterozigot Hb D- Los Angeles
[B 121(GH4) Glu>GIn] (n:5) ve saglikli (Hb AA, n:5)
bireylere ait DNA 6rnekleri, Pamukkale Universitesi,
Tip Fakiiltesi, Biyofizik Anabilim Dali'nda
"Bilgilendirilmis Hasta Onay Formu" ile yazili
onaylar1 alinmis bireylerin periferik kan hiicrelerinden
elde edilmistir. Potasyum-EDTA (K3EDTA)'11 tiiplere
toplanan 2 ml tam kan Orneklerine standart fenol-
kloroform ekstraksiyon yontemi uygulanarak, her bir
bireye ait DNA Ornekleri izole edilmistir (22).
Kullanilan DNA 6rnekleri Pamukkale Universitesi
Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali DNA
bankasindan alinmaistir.
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Hb D- Los Angeles mutasyonunun protein diizeyinde
tanimlanmasinda, bireylere ait hazirlanan hemolizat
ornekleri ile asit ve alkali pH'ya sahip agaroz tabanl
kitler (Helena Biosciences Europe, Sunderland, Tyne
&  Wear, UK) kullanilarak, = hemoglobin
elektroforezleri yapilmistir. Anormal hemoglobin ve
Hb A2 miktarlarinin kantitatif 6lglimleri igin DE-52
anyon degistirici mikrokolon kromatografisi ile ylizde
hemoglobin degerleri 415 nm'lik dalga boyunda
ELISA (ELx 800TM Absorbance Microplate Reader,
Biotek) sisteminde okutularak hesaplanmigtir (23).
PCR yontemi ile, Hb AA ve Hb AD Los Angeles
mutasyonlu bireylere ait DNA 6rnekleri kullanilarak,
beta globin geninin 121. kodonu iceren 861 bg
uzunlugundaki gen bolgesi, g¢ogaltilmisti. PCR
isleminde, PAM200(5'-Biotin-
AAATTAGGATCCCAATGTATCATGCCTCTTTG
C-3Y) ve PAM201(5'-
TATAATAAGCTTGAGTCAAGGCTGAGAGATGC
AGGA-3") primerleri kullanilmisgtir. PCR karisimi,
1s1sal dongii cihazinda (Technegene Thermo Cycler),
940C 30 sn denatiirasyon, 650C 15 sn primer
baglanmasi, 720C 30 sn uzama adimlarindan olusan
30 dongiilii programa konulmustur. Cogaltim sonrasi
elde edilen PCR firiinlerinin biiyiiklikleri, %1'lik
agaroz jelde ytrtitiilerek jel goriintiileme cihazinda
goriintiilenmistir.

Hb D- Los Angeles'in gen diizeyinde ayrici tanisi i¢in
PCR tabanina dayali Eco Rl restriksiyon enzimi/ SNP
analizi gerceklestirilmistir. Ciinkii normal B- globin
geni 121. kodonu GAA, 122. kodonu TTC baz
dizisine sahiptir. Hb D- Los Angeles mutasyonunda
ise, 121. kodon CAA, 122. kodon TTC niikloetid
dizilimi gosterdiginden, gen diizeyinde yapilan bu
analizde ¢ift iplikli DNA (dsDNA: double stranded
DNA) iizerinde yer alan 5'-G|AATTC-3' dizisini
tantyarak kesen, EcoRI restriksiyon endoniikleaz
kullanilmistir. Gece boyu 37 oC'de bekletme sonucu
elde edilen enzim kesim tiriinlerinin biiytikliikleri ise,
%1'lik agaroz jelde yiiriitiilerek jel goriintiileme
cihazinda belirlenmistir. Hb D- Los Angeles
mutasyonunu tagiyan heterozigot O6rnekler, DNA
bankasina alinmadan dizi analizi ile dogrulanmustir.
Hb D- Los Angeles mutasyonunun daha hizli ve
giivenilir molekiilsel tanisi i¢in, bu ¢alismada yiizey
plazmon rezonans fiziksel prensibine dayali IASys
SPR (IASys Plus Affinity Sensors, Cambridge, UK)
optiksel biyosensor cihazi kullanilmistir. Cihazin
deney parametreleri; sicaklik 22 oC, karistirict hizi %
85, ornekleme araligi 1 sn olarak ayarlanmistir. SPR
yontemi uygulamasinda, iki tane mikro kanal igeren
biyotin kiivet kullanilarak, cihaz el kitabindaki 1.4
nolu protokol uygulanmistir (18). Bu deney protokolii

Biatin /

Streglavidin

Biotin

PCR URUNL

SPRKUVETI

Resim 1: SPR kivetinde deneysel asamalarin sematik
gOsterimi

ii¢ temel asamadan olusmaktadir. Birinci asamada,
S'ucu biyotinlenmis PCR firtinlerinin etkin bir sekilde
yakalanmasi i¢in Onceden literatiirde tanimlanmis
streptavidin-biotin etkilesiminden yararlanilarak,
biyotin kiivete 40 WMl streptavidin molekiili ile
kaplanmistir (24). Tkinci asamada, streptavidin kapl
biyotin kiivetin birinci kanalina 10 M1 saglikli
(HbAA), ikinci kanalina ise 10 Ml heterozigot Hb D-
Los Angeles PCR iiriinleri yiiklenmistir. Son asamada
ise, biyotinlenmis PCR {iriinlerinin 8 4l EcoRI (20 U)
restriksiyon endoniikleaz enzimi ile etkilesimi, gercek
zamanli olarak zamana (saniye) karsi rezonans
acisindaki degisimler (arc saniye) seklinde kinetik
egriler seklinde incelenmistir. SPR ydnteminin
deneysel semas1 Resim 1'de gosterilmektedir.

BULGULAR

Denizli'de yiiksek siklikla gdzlenen heterozigot Hb D-
Los Angeles ve saglikli bireylerin protein ve gen
diizeyinde analizleri yapilmistir. Protein diizeyinde
gerceklestirilen analizlere gore, Hb AD- Los Angeles
mutasyonu tasiyan bireylerde, alkali hemoglobin
elektroforezinde (pH: 8.2-8.6) Hb S, asit hemoglobin
elektroforezinde (pH:6.0-6.2) Hb A gibi davranan
bantlar gdzlenmistir (Resim 2, 3). DE-52 mikrokolon
kromatografisi yontemi ile, Hb D- Los Angeles
mutasyonuna sahip bireylerin ortalama yilizde (%)
hemoglobin miktarlari; %2.2 Hb A2, %36.5 Hb X ve
%61.3 Hb A olarak bulunmustur. Saglikli bireylerin
ise ortalama yiizde (%) hemoglobin miktarlar1 %2.5
Hb A2 ve %97.5 Hb A olarak saptanmistr.

Gen diizeyinde HbD Los Angeles mutasyonun
molekiilsel belirlemeleri i¢in, 121. kodondaki Hb D
Los Angeles mutasyonunda, G yerine C niikleotidinin
degismesi ile karakterize edilen bolge PCR/EcoRI
SNP analizi ile incelenmistir. Saglikli (Hb AA) ve
heterozigot Hb D Los Angeles’l1 bireylerden elde
edilen 861 bp’lik PCR iiriinlerine EcoRI restriksiyon
enzim kesim reaksiyonu uygulandiginda; Hb AA'l1
bireylerde 552 bg, 309 b¢ uzunlugunda, Hb AD Los
Angeles'li bireylerde ise 861 bg, 552 bg, 309 bg
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SAS-MX Acid Hb +
' Resim 2: Asit hemoglobin
elektroforezi

1: AS Hemoglobin Kontrol

6: AFSC Hemoglobin Kon.
trol
siea.oy- NelEnalESe=

SAS.MX Alkaline Hb —

Resim 3: Alkali hemoglo-
bin elektroforezi

2,5,8,9: Hb D Los Angeles
Heterozigot (Hb AD)
4,10: Hb S homozigot (Hb

SS)
- BicSciences
14/02101, NElEna Ri%: 3

uzunluklarinda bantlar

gozlenmistir (Resim 4). Diger taraftan kullanilan
orneklerdeki Hb D- Los Angeles mutasyonu tastyan
ornekler DNA bankasia alimmadan dizi analizi ile
dogrulanmstir.

SPR analiz sonuglarindan, birinci kanala yiiklenen
saglikli (Hb AA) PCR firiinii ile Eco RI restriksiyon
enzim etkilesimi sonucu, yaklagik 400 arc saniyelik
(2000 arc sn-1600 arc sn) bir rezonans kaydi alinir
iken, ikinci kanala yiiklenen heterozigot Hb AD -Los
Angeles olgusunda ise, EcoRI - hedef PCR firiinii
etkilesimi ile 300 arc saniyelik (1800 arc sn-1500 arc
sn) bir SPR kaydi algilanmistir. Aradaki 100 arc
saniyelik rezonans fark, Hb D- Los Angeles
mutasyonundan kaynaklanmaktadir (Resim 5).

TARTISMA

Talasemiler ve anormal hemoglobin bozukluklari,
diinyada ve 6zellikle tilkemizin de yer aldig1 Akdeniz
kusaginda, en yaygin kalitsal hastaliklardan biridir (1-
5). Denizli ilinde yiiksek siklikta gbzlenen anormal
hemoglobin tiirleri; Hb D- Los Angeles (%57.8), Hb
S (%21.9), Hb G- Coushatta (%15.6), Hb E-
Saskatoon (%3.1) ve Hb C (%1.6) olarak bildirilmistir
(6). Bu ilde en yiiksek siklikta gdzlenen Hb D- Los
Angeles, beta globin zinciri 121. kodonunda G>C baz
yer degistirmesi sonucu, glutamik asit (GAA)yerine
glutamin (CAA) gelmesi sonucu olusan amino asit
farkliligindan kaynaklanmaktadir (12).

Hemoglobin bozukluklari, protein ve gen diizeyindeki
molekiilsel yontemler ile tamimlanmaktadir (15, 16).
Protein diizeyindeki molekiilsel tan1 yontemleri olan
elektroforetik ve kromatografik yontemlerde; Hb D-
Los Angeles [B121(GH4) Glu>GlIn] ve benzeri
anormal hemoglobin tiirleri (Hb G- Coushatta
[322(B4) Glu>Ala], Hb- Beograd [B121(GH4)

34

Resim 4: EcoRI enzim kesimi ile HbAA ve Hb AD-Los An.
geles mutasyonlu bireylerin kesim elektroforezi

M1 2

Glu>Val] vb), orak hiicre anemisine neden olan Hb S
[Bé(A3) Glu>Val] ile karisabilmektedir. Bu
karigikligin nedeni, bu tiir anormal hemoglobinlerin
alkali ortamda Hb S gibi davranarak, benzer
elektroforetik ~ ve  kromatografik  &zellikler
gostermesinden kaynaklanmaktadir. Gen diizeyindeki
molekiilsel tani sistemlerinden olan restriksiyon
endoniikleazlar kullanilarak gergeklestirilen SNP
analizlerinde ise karsilasilan temel sorun, enzim
tanima bolgesinde yer alan bagka mutasyonlarin da
benzer sonuglar vermesidir. SNP analizi ile Hb D- Los
Angeles [B121(GH4) Glu>Gln] mutasyonunun gen
diizeyinde tanimlanmasinda kullanilan EcoRI
restriksiyon  enzimi  (5'-GYAATTC-3'), bu
mutasyonun 121. kodonunda gelisen GAA>CAA
degisimi nedeni ile kesim reaksiyonunu
gerceklestirememektedir (Sekil 4). Diger taraftan,
normal beta globin genine ait 121. kodonda GAA
dizisinde farkli bir mutasyon oldugunda da (Hb-
Beograd [B121(GH4) Glu>Val, GAA>GTA] vb) elde
edilen sonu¢ Hb D- Los Angeles gibi goziikecektir.
Bu nedenle, benzer elektroforetik davranis ve Eco RI
enzim kesimleri nedeni ile bu gibi anormal
hemoglobin bozukluklarinin ayrict molekiilsel tanisi
icin  DNA dizi analizi yOnteminin yapilmasi
gerekmektedir. DNA dizi analizi ise; pahali bir
yontem olmasi, analizin uzun zaman almasi ve
deneyimli kullanict gereksinimi nedeni ile her
laboratuarda rutin bi¢imde kullanilamamaktadir.

SPR spektroskopisi, birbiri ile etkilesim kurabilen iki
molekiil arasindaki etkilesimlerin tanimlanmasinda,
herhangi bir isaretleyiciye (izotop, enzim vb) veya
orneklerin saflastirilmasina gerek duymaksizin, canlt
hiicreleri dogal ortamlarinda, ger¢ek zamanli analiz
edebilen bir biyosensordiir (17, 18). SPR
biyosensoriiniin, talasemi ve anormal hemoglobin
tiirlerinin molekiiler tanisinda kullanimina yonelik
birka¢ calisma yapilmistir. Bu yontemi kullanarak,
Feriotto ve arkadaslari, Italya'da gozlenen; B° Kodon
39 (C>T), B' IVS1/n.t 1 (G>A), B IVS1/n.t 6 (T>C)
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0012 dakka: Tampon (PBST: Prosphate Buffered Saline with Tween-200 ile ives dengelema
12-20 dakika: Streptvidin ile kived kaplamas

20:22 dakikes: Tampon [PBST: Phosphete Suffered Saline with Tween-20) de kijveti yikams
22-31 dakika: §- ucu biyotindi PCR Grinlerinin kivete bag lanman

32-34 dakikea: Tompon [PBST: Proaphate Bulfered Soine with Tween-20) da kiveti yicams
3480 dak ka1 EcoRl [ 1x) tampony ile kivet dergeleme

a0 20 1) wrgimi ki

8085 dakika1 ECoRI enzimi-DNA bajlanma kayd:
A5-60 dak b ; Tampon [PRST: Prosphote Bufered Soiing with Tween-20) da kivesi yiama

ve B" IVS1/n.t 110 (G>A) gibi farkli beta talasemi
mutasyonlarinin, homozigot ve heterozigot
formalariin birbirinden ayirt edilmesinde SPR
kinetik egrilerinden elde edilen rezonans kayitlarim
incelemislerdir (19, 20). SPR ydnteminin, beta
talasemi mutasyonlar1 modelinde kullanilmis ilk
uygulamasindan sonra Atalay ve arkadaslan ise,
Denizli'de gozlenen heterozigot ve homozigot Hb S
[B6(A3) Glu>Val] mutasyonlarmin SPR sistemi ile
gen diizeyinde ayrici tanisinin yapilabilecegini
gostermislerdir (21).

Bu c¢alismada uygulanan SPR analizinde;
streptavidin-biyotin etkilesiminden yararlanilarak, Hb
AA ve Hb AD- Los Angeles olgulara ait DNA
ornekleri, 5'-ucu biyotin ile isaretlenmis primerler
kullanilarak PCR yontemi ile ¢ogaltildiktan sonra,
elde edilen PCR driinleri ile Eco RI restriksiyon
enzim etkilesimine ait rezonans kayitlari, kinetik
baglanma egrilerinden elde edilmistir. Kinetik
egrilerden elde edilen sonuglarda, EcoRI restriksiyon
enzimi ile 5'-ucu biyotinlenmis PCR {iriini
etkilesimine verilen baglanma cevabinin, Hb AA ve
Hb AD-Los Angeles orneklerinde farkli oldugu
gozlenmistir. Aradaki 100 arc saniyelik rezonans fark,
Hb D- Los Angeles mutasyonundan
kaynaklanmaktadir. Gen diizeyinde, heterozigot Hb
D- Los Angeles mutasyonunu, esit oranda mutant ve
normal dizi tasimaktadir. Baska bir deyisle, saglikli
(Hb AA) orneklerde, bu bireyler her iki ebeveynden
gelen normal DNA dizilerine, heterozigot Hb D- Los
Angeles (HbAD) orneklerinde ise bu bireyler bir
ebeveynden aldigi bir normal ve diger ebeveynden
aldig1 bir mutant diziye sahiptir. Bu nedenle SPR
spektroskopisinde bu iki olgu arasinda %50'lik bir
fark gézlenmesi beklenmektedir. Kuramsal olarak, Hb
AA Orneginden elde edilen rezonans kayitlarinin,
Hb AD- Los Angeles 6rneginden elde edilen rezonans
kayitlarinin iki kat1 olarak alinmasi gerekmektedir.

Resim 5: Eco RI restriksiyon enzimi ile
biyotinlenmis PCR Urtnlerinin kinetik
baglanma egrisi

Tarman (dphsia)

Calismadaelde edilmis olan 100 arc saniyelik farkin
kuramsal beklentiden az olmasinin nedeni, Eco RI
enziminin PCR {irlinlerini tanidiktan sonra kesmeye
baslamasi ve kesilen ¢ift iplikli DNA dizilerinden
ayrilmasi sirasinda, zamansal olarak meydana gelen
gecikmeden kaynaklanan molekiilsel etkilesimin
rezonans kaydindaki azalmaya yol agmasi ile
aciklanabilmektedir.

Sonug olarak bu ¢alismada; Hb D- Los Angeles'in gen
diizeyindeki tespitinde kullanilan DNA dizi analizi
yerine SPR spektroskopisi yonteminin gelistirilerek,
SPR yonteminin mutasyonun kesin, giivenilir, ucuz
ve hizli tanisinda kullanilabilecegi diislincesine
varilmistir. Bu nedenle gelecek ¢alismalarda, enzim-
PCR iiriinii etkilesiminde siireklilik saglanmasi ve
kararlilik zamanlarmin ayarlanmast kosulu ile,
homozigot Hb D- Los Angeles olgulart kinetik
baglanma egrilerinden elde edilen veri analizlerinin
de irdelenmesi, ayrica birgok farkli anormal
hemoglobin  bozukluklarmin da incelenmesi
ongorilmektedir. SPR spektroskopisi teknolojisinin
daha da gelistirilerek rutin uygulamalarda
kullanilmasinin, 6zellikle hemoglobinopati kontrol
programinda yer alan premarital ve prenatal tarama
caligmalar1 olmak tizere, bir¢ok kalitsal hastaliklarin
tanisinda degerli katkilar sunabilecegi
diistiniilmektedir.

*Bu calisma Pamukkale Universitesi Arastirma Fonu
tarafindan 2002TPF017 nolu proje gergevesinde
desteklenmistir. Ayrica bu ¢alismada yer alan veriler;
Pamukkale Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
blinyesinde Dr. Anzel BAHADIR tarafindan
gergeklestirilen Biyofizik Yiksek Lisans Tez
calismasinda elde edilen verileri icermektedir.
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