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OZET

REKOMBINANT MOLEKULLERLE iNSAN HEMOGLOBINLERININ
TANIMLANMASI UZERINE CALISMALAR

Koseler, Aylin
Doktora Tezi, Biyofizik ABD
Tez Danismani: Prof. Dr. Erol Omer ATALAY

Kasim 2009, 101 sayfa

Biyosensorler; genel anlamda, algilayici ve sinyal doniistiiriicli olmak iizere iki farkl
bilesenden olusmaktadir. Display yontemleri ile elde edilen Peptid ve protein
algilayicilar gesitli biyosensér uygulamalarinda, molekiilsel algilayici bilesen olarak
kullanilmaktadir. Bu molekiilsel algilayicilarin hedeflerine olan ilginlikleri molekiilsel
konformasyon uyumuna dayanmaktadir. Anormal hemoglobine yol acan globin gen
yapisindaki degisiklikler proteinin yapi ve islevine yansimaktadir. Elektroforetik ve
kromatografik yontemlerle anormal hemoglobinlerin davranis degisikligi, DNA dizi
analizi ile degisiklige neden olan gensel Ozellik saptanip anormal hemoglobin
kimliklendirilmesi popiilasyon ve premarital taramalarda zaman almaktadir.

Protein hedeflerin algilanmasinda Peptid yapisindaki molekiilsel algilayicilarin
gelistirilmesi gelisen bir c¢alisma alamidir. Bir se¢cim teknigi olan phage display,
antikorlar, enzimler ve hiicre ylizey reseptorleri gibi bircok molekiilii konformasyonel
etkilesim ile taniyabilecek Peptid ligandlarinin ekspresyonu esasina dayanmaktadir.
Hedef molekiile yiiksek ilginlik gosteren Peptidler bu yontemle tanimlanmaktadir.
Hemoglobin modelinde elde edilebilecek algilayici rekombinant molekiillerin (Peptid
ve scFv formatinda), hedef molekiiliin 6zgiin olarak taninmasi, epitop haritalanmasi,
protein-protein iliskilerinin tanimlanmasi ile molekiilsel tanida kullanilmasi miimkiin
olacaktir.

Tez calismasinda; 12-mer lineer ve 7-mer siklik yapay peptid kiitiiphaneleri
kullanilarak HbA, ve HbS molekiiliinii algilayan peptidler elde edilmis ve peptid hedef
molekiil etkilesimleri irdelenmistir. Calismalarda elde edilen verilere gore peptid
iceriklerindeki hidrofobisiteye bagl bi¢imde degisikliklerin ve hedef molekiiliin siirekli
bicimde sabit konformasyonda tutulmasmin gerekliligi saptanmistir. Bu sekilde
gelistirilecek yeni peptidlerin hedeflerini daha 1iyi algilayabilme 6zelliklerinin
incelenebilecegi Ongoriilmektedir. Bu baglamdaki caliymalarda AFM, SPR gibi
yaklagimlarin kullanilmasi, Peptid hedef molekiil arasindaki baglanma kinetikleri,
baglanma ve ayrilmada rol oynayan gerilme kuvvetleri gibi biyofiziksel 6zellikler ile
desteklenmesi onem tagimaktadir. Bu sekilde gelistirilmis ve biyofiziksel 6zellikleri iyi
tanimlanmis peptidlerin molekiilsel algilamaya ve benzeri nanoteknolojik ¢aligmalara
degerli katkilar saglayabilecegi dngoriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Hemoglobin, Phage display, Biyoteknoloji, Peptid-protein
etkilesimleri



ABSTRACT

STUDIES FOR THE DIAGNOSIS OF HUMAN HEMOGLOBINS WITH
RECOMBINANT MOLECULES

Koseler, Aylin
PhD. Thesis in Biophysics
Supervisor: Prof. Dr. Erol Omer ATALAY

November 2009, 101 pages

Biosensors have two different components identified as molecular recognition and
signal transduction elements. Peptide and protein molecules developed by display
techniques are being used as molecular recognition components. Affinities of such
selected molecules depend on conformational interactions with their targets. Globin
chain differences at genetic level affect the structure and function of the hemoglobin
molecules.  Abnormal hemoglobins  present different electrophoretic and
chromatographic behaviors. These genetic differences can be identified with DNA
sequencing methods. These molecular methods pose some difficulties in the molecular
diagnosis of abnormal hemoglobins also with cost ineffective problems in premarital
and prenatal diagnostic approaches.

Peptide based molecular recognition is a developing area in biomedical research.
Display techniques including phage and peptide libraries depend on the selection of
recognizing molecules for their targets. This selection process can be used for the
targets as antibodies, enzymes and cell surface receptors. Specific recognizing
molecules as peptides can be used in epitope mapping, protein-protein interactions and
molecular diagnosis in the model of abnormal hemoglobins.

In this thesis study, HbS and HbA, molecules were used as protein targets. Peptides
recognizing these hemoglobins were selected from 12-mer lineer and 7-mer cyclic
peptide libraries and their interactions were investigated. According to the obtained
results, hydrophobicity of the peptide molecules and fixed conformation of the target
molecules were determined as major problems. Depending on our results, AFM and
SPR approaches should be used for future studies to be able to understand biophysical
characteristics as peptide-target binding kinetics, stretching forces in details. Such
peptide molecules could be used in molecular recognition research and nano-
technological approaches.

Keywords: Hemoglobin, Phage display, Biotechnology, Peptide protein interactions



ICINDEKILER
Sayfa
LOINACKIIET ...ttt e e %
SeKiller DIzZINd ..o e e e e, vi
Tablolar Dizini........o.oniini i viii
Simgeler ve Kisaltmalar Dizini ...........cooiiiiiiiiiiiiiii e e ix
L. GIRI S o, 1
2. KURAMSAL BILGILER ve LITERATUR TARAMASI.......c...oceoviiiienn.. 3
2.1. Hemoglobinin yapist ve ISIeVi ...........o.oivmiiiiiieiiiiiiiieie a6
2.2. Hemoglobin TUIETT ...o.vviiiere e e e e 9
2.3. Talasemiler ve Anormal Hemoglobinler .. T 19
2.4. Talasemi ve Anormal Hemoglobinlerin tammlanmam ............................. 15
2.4.1. Iyon degistirici kromaotografi ...........ccoeeevnivniineiieiiiieie e, 15
2.4.2. Hemoglobin elektroforezi ............. P I ¢
2.4.3. Yiiksek Basingli Sivi Kromotograﬁ51 (HPLC) ................................ 16
2.4.4. Restriksiyon enzim analizi ..........cccoociiiiiiiiniiceeeeee 0l 17
2.4.5. DNA Mikroarray Yontemi .......... e 18
2.4.6. SPR (Surface Plasmon Resonance) Spektroskopm ....................... 19
2.5. Rekombinant antikorlar ve Dlsplay yontemleri .....cccoeeeiiiiiiiiiiiii 21
2.5.1. scFv yontemi ........... .0
2.5.2. Yapay Peptid kutuphanelerl 24
2.5.3. Display yonteminde kullanilan Vektorler ....................................... 25
2.5.4. Biopanning iS1emi .........cccovvviriiiiiiiiiiiiiii e enee e 27
2.5.5. Faj Eliza . SO EPURPPPRPPRNL.
3. MATERYAL ve METOD ............................................................ 29
3.1 Yapay Peptid Kiitliphaneleri ............ocoviiiiiiiii e, 29
3.2 Biopanning 1SIEMI ....ooeiteiiiiii e e 29
T T - 1 - 00 ) L 31
3.4 Faj GOZaltIMI couiiitiiit e 33
3.5 Faj klonlarinin ¢ogaltimi ... 34
3.6 FaJ €l1Za oo e 35
3.7 Faj DNA 1Z0laSyOnu .......covuiiiiiiiii i i et e e eeee e, 36
3.8 Kullanilan ¢Ozeltiler ... e 36
3.9 DNA dizi @nalizi .......oooiiii 39
3.10. Peptid igeriginin belirlenmesi ..........cccoveeririniireniniineiiiiieeeeeeeeenaen, 40
3.11. Aminoasit 0zelliklerinin belirlenmesi ..., 42
4. BULGULAR. ..o e e e e e e e 44
5 TAR T S M A e e e e e e 74
5.1. HbA; Molekiiline Yonelik Faj Eliza Sonuglarinin Degerlendirilmesi ........... 77
5.2. HbS Molekiiliine Yonelik Faj Eliza Sonuglarinin Degerlendirilmesi............. 79

5.3. Peptid dizilerinin karsilastirilmasi ve konformasyonel uyum....................82
5.4. Display yontemlerinde BSA problemi .........cccoceveveniiiiieininiiiieenn.... .85
6. SONUC .ottt e e e 88
T KA Y N AK G A o 93
8. OZGECMIS ... oo 101



Vi

SEKILLER DiZiNi

Sayfa
Sekil 2.1 Hemoglobin molekiiliiniin tetramerik yapist . i3
Sekil 2.2 Beta globin alt biriminin {i¢ boyutlu yapisi ve adland1r11mas1 ....................... 4
Sekil 2.3 Hem dUZICIMI ......ooooviiiiiiiiiiecieeece ettt e e rrae e 5
Sekil 2.4 Beta ve alfa alt birimleri degme noktalart ............ccceeevviveiienieiiiniieiienie e 5
Sekil 2.5 Hemoglobin molekiiliiniin T ve R formu diizlemi ...........ccccoeeeiiniiiiiencnnn, 6

Sekil 2.6 Oksi ve deoksi formunda demir atomunun hem diizlemi i¢inde
RATEKETT oottt e e e ee e 7
Sekil 2.7 insan globin genleri {iretim donemleri ................c....oeeveeieiieeinecieien9
Sekil 2.8 Insan globin genleri .. e SRR I ¢
Sekil 2.9 Delta ve beta globin alt blrlmlermln amino as1t ..................................... 11
Sekil 2.10 Hb J- Iran alkali ve asit elektroforezi . SUTTTRRRRR I +)
Sekil 2.11 Hb D Los Angeles ve Hb Beograd DNA d|2| anaI|2| TR Y 4
Sekil 2.12 SCFV YONEEIML +.uveieiieeiieiie et ettt et et e e e et e e e 23
Sekil 2.13 Yapay peptid KUtUphanesi .........c.ooviveiiiiiiiiii i, 24

Sekil 2.14 FajiN YAPIST wooveeieiieiiiiiier e et et et et etere e e e et e tee e e e e eeneneeneeneeee 2D
Sekil 2.15 Fajin yasam dongusu PP UYL o

Sekil 2.16 Biopanning iS1emi ..........c.oiiuiiiniiiiie it 27
Sekil 2.17 Faj Eliza yOntemi ............coooiiiiniiiiii i e 28
Sekil 3.1 Faj stogunun seri diliisyonu .. . P 1 |
Sekil 3.2 Diliisyon sonrasi fajlarin ER2738 (E coh) 11e 1nkubasyonu ........................ 32
Sekil 3.3 LB/IPTG/Xgal iceren petride gece boyu inkiibasyon ..........ccceeevvveeecveeeeennnnn. 32
Sekil 3.4 Faj genomundaki peptid dizisinin PAM900 geri primeri kullanilarak

dizi analizi ile tanimlanmast ...........cccooiiiiiiiiiiii e, 40
Sekil 3.5 12- mer lineer peptid dizisi belirlenmis bir faj klonu .............ccccceee......... .40
Sekil 3.6 12- mer lineer peptid dizisinin baslangi¢ noktasi ...........c.ccceeeervvieveeninenn... 41
Sekil 3.7 7- mer siklik peptid dizisinin baslangi¢ noKtasi.............ccceeveeveeveeveneennns.. 41
Sekil 3.8 Aminoasitlerin fizikokimyasal G6ZellKIETT .....c.ccvvvveieiieiieviiiiiiecie e 42
Sekil 4.1 12-mer lineer kiitiiphane ile HbA; molekiiliine 6zgii biopanning islemi ...... 45
Sekil 4.2 Faj genomundaki peptid dizisinin PAM900 geri primeri kullanilarak

dizi analizi ile tanimIanMaST .........ccveerieriiiieiieeie et e e 46
Sekil 4.3 12-mer lineer kiitiiphane ile HbA; molekiiliine 6zgii

dordiincii biopanning iS1emi............coeeiiiiiiiiiiiiii e 51
Sekil 4.4 12-mer lineer kiitiiphane ile HbA, molekiiliine 6zgii

altict biopanning IS1eMI........eeieeiriiiiieiiieeeee e e 55
Sekil 4.5 12-mer lineer kiitiiphane ile HbA, molekiiliine 6zgii

on biopanning I1S1eMi.......viiiuiiiii i e 59
Sekil 4.6 Faj genomundaki peptid dizisinin Fas-BYFO01 geri primeri kullanilarak

dizi analizi ile tanIMIanmMAaSsT ........cccccoovieiiiiiiieiie e 64
Sekil 4.7 Birinci grup faj klonlarinin aminoasit siras1 ve aminoasitlerin

hidrofobisite deZerleri ........cocoiriiiiiiiice e e 67
Sekil 4.8 ikinci grup faj klonlarmin aminoasit siras1 ve aminoasitlerin

hidrofobisite deZerleri ........cocoiriiiiiiiice e e 67
Sekil 4.9 Ugiincii, dérdiincii ve altmci grup faj klonlarma ait aminoasitlerin

hidrofobisite deZerleri ........cocoiiiiiiiii e e 67

Sekil 4.10 Besinci grup faj klonlarmimn aminoasit siras1 ve aminoasitlerin
hidrofobisite deGerleri ..o e, 68



vii

Sekil 4.11 Yedinci grup faj klonlarinin aminoasit siras1 ve aminoasitlerin

hidrofobisite dEZEIIENT .....c.ccvuieiiieieeiieee et e e e, 68
Sekil 4.12 Sekizinci grup faj klonlarmin aminoasit siras1 ve aminoasitlerin

hidrofobisite dEZEIIENT .....c.ocuiiiiiieeiecee et e e e, 68
Sekil 4.13 Tiim gruplara ait faj klonlarinin aminoasit siras1 ve aminoasitlerin

hidrofobisite dEZEIIENT .....c.ocviiiiiieeieiee e e e 69
Sekil 4.14 Tek olarak elde edilen faj klonlarinin aminoasit siras1 ve aminoasitlerin

hidrofobisite dEZEIIENT ....ocviiiiieieiiciiei et e ee e e 69
Sekil 4.15 Faj klonlarinin aminoasit frekansindaki degisim ........................c.. 70

Sekil 4.16 Faj klonlarininda yer alan aminoasitlerin hidrofobisite degerleri ............71
Sekil 4.17 BS1409 ve BS1410 klonlarinida yer alan aminoasitlerin

hidrofobisite deZEIIENT .....c.ocoviiiiiieeiiiee e e e, 71
Sekil 4.18 Aminoasitlerin freKanslart ...........cccoccevinnniiiiiie e 12
Sekil 5.1 Faj Eliza SONUGIArT .....cccoeveviiiien et eee e e eeeeea O
Sekil 5.2 Faj Eliza SONUGIATT ......ccoeveviiiien et e e e eee e el (8
Sekil 5.3 Faj Eliza sonuglart ........ccccooviniiiiniiniiiiiieicceecieeieeeeeeeeen. .80
Sekil 5.4 Faj Eliza sonuglart ........cccocviniiiiniinii e 81
Sekil 5.5 Faj Eliza sonuglart .......ccccocviiiiiiniini a2 81

Sekil 5.6 Faj Eliza sonuglari .. ... 82
Sekil 5.7 LLADTTHHRPWT peptldm yap151 ve karbon nanotup

YUZEYINE adSODSIYONU ...ouvvieeiiiiiiiiiieeeiee et e e e e e eeeenees 84
Sekil 5.8 Faj Eliza sonuglar1 (Birinci giin) .........cc.ooeivviieeeieiiiiiiiinieiennennn.......86
Sekil 5.9 Faj Eliza sonuglart (IKinci @iin) ........ocoeevnivniimmieeeee e 87
Sekil 5.10 Faj Eliza sonuglart (UglNCT TN ..o...voeetiviieee e ceeie e 87
Sekil 6.1 Tetramerik proteinin (Hemoglobin) yiizey ile olan farkl etkilesimi .......... 91

Sekil 6.2 Proteinin yiizeye adSOTbSIYONU ........ccoeviiiiiiiiiiie i 91



viii

TABLOLAR DIiZiNi

Sayfa
Tablo 2.1 Tiirkiye’de saptanan anormal hemoglobin tirleri ........ccoccevvrivereeresiinrninnns 13
Tablo 2.2 Tiirkiye’de 2002’den sonra saptanan anormal hemoglobin tiirleri ............... 13
Tablo 2.3 Denizli yoresinde saptanan anormal hemoglobinler ..................cccoevvn .. 14
Tablo 3.1 DNA dizi analizi yonteminde kullanilan primerler ve 6zellikleri ................ 39
Tablo 3.2 DNA dizi analizi reaksiyon karsimi ve uygulama bigimi .........cc.cccoervennen... 39
Tablo 3.3 Aminoasitlerin hidrfobisite degerleri ve yan zincir lineer yapilari ............. 43

Tablo 4.1 12-mer lineer kiitiiphane ile HbA, molekiiliine 6zgii
biopanninglerdeki faj miktarlart ..o 44
Tablo 4.2 Klonlara ait DNA dizi analizi SONUGIATT ........cceevevieeieiieiiiece e 47
Tablo 4.3 Faj Klonlarina ait peptid dizileri .........c...c.oovviiiiiiiieiieeeeeeneen.... . 48
Tablo 4.4 Faj eliza SONUGIATT .........ccccoviiiiiieieeieciccecce et e eeeaen a2 49
Tablo 4.5 Faj eliza SONUGIArT .........ccccoviviiiiieieeieieceece e eaee a2 49
Tablo 4.6 Faj eliza sonuglart .. PP .

Tablo 4.7 12-mer lineer kutuphane 1le HbAz molekulune ozgu
biopanninglerdeki faj miktarlart ... 50
Tablo 4.8 Klonlara ait DNA dizi analizi SONUGIATT .......cccvevveieeieiieiiiiec e 52
Tablo 4.9 Faj Klonlarna ait peptid dizileri .. ceereeenn.53
Tablo 4.10 Dérdiincii biopanning sonrasi 20 faj klonuna a1t ehza sonuglarl ................ 54
Tablo 4.11 Klonlara ait DNA dizi analizi SONUGIATT ......c.cccvvvveieeiesiiecie e 56
Tablo 4.12 Faj Klonlarma ait peptid dizileri .. .. ceereeen.56
Tablo 4.13 Altinci biopanning sonrasi 20 faj klonuna a1t ehza sonuc;larl .................... 57

Tablo 4.14 7-mer lineer kiitiiphane ile HbA, molekiiliine 6zgii
biopanninglerdeki faj miktarlart ..........cccoovieiiiiiinin 58
Tablo 4.15 Dérdiincti biopanning sonrasi faj eliza sonuglart ............................ 60
Tablo 4.16 Sekizinci biopanning sonrasi faj eliza sonuglart .................c.............61
Tablo 4.17 Dokuzuncu biopanning sonrasi faj eliza sonuglart ........................... 62
Tablo 4.18 Dokuzuncu biopanning sonrasi faj eliza sonuglart ........................... 63
Tablo 4.19 Onuncu biopanning sonrasi faj eliza sonuglart ................................ 64
Tablo 4. 20 Faj Klonlarina ait peptid dizileri .. ORI ¢

Tablo 4. 21 12-mer lineer peptid dizilerine ait am1n0a51tler1n sirasi

ve hidrofobisite deSerleri ........cccovevviiiiieeiiiee e 66

Tablo 4. 22 7-mer siklik peptid dizilerine ait aminoasitlerin sirasi
ve hidrofobisite deerleri .........ooccviviiiiiiieiiiiee e 70



ARMS:

AFM:
BSA:
CVS:
cDNA:
DNA:
DPG:
DTCS:
E.Coli:

ELIZA:

EDTA:
Hb:
HPLC:
IVS:
IPTG:

MRNA:

PCR:
PEG:
RFLP:
scFv:
SPR:
TBS:
Xgal:

SIMGE VE KISALTMALAR DiZiNi

Amplifikasyon Refrakter Mutasyon Sistemi
Atomic Force Microscopy

Sigir serum albumin

Koryonik Villiis Orneklemesi
Komplementer Deoksiriboniikleik asit
Deoksiriboniikleik asit

2,3-Difosfogliserat

Dye Terminator Cycle Sequencing
Escherichia coli

Enzim Iliskili Immiin Test

Etilendiamin tetraasetikasit

Hemoglobin

Yiiksek Basingli Stvi Kromatografi
Intervening Sequence
izopropil-beta-D-tiyogalaktopiranozid
Haberci Riboniikleik asit

Polimeraz zincir reaksiyonu

Polietilen glikol

Restriksiyon fragmenti uzunluk polimorfizmi
Tek zincir degisken fragmentleri

Surface Plasmon Resonance

Tris Tamponlu Tuz
5-bromo-4-kloro-3-indolil-beta-D-galaktopiranozid



1.GIRIS

Anormal hemoglobine yol acan globin gen yapisindaki degisiklikler proteinin yap1
ve islevine yansimaktadir (Schrier 1994). Globin genlerinin okunan bdlgelerindeki
(ekson dizileri) mutasyonlar nedeni ile ortaya ¢ikan aminoasit degigiklikleri anormal
hemoglobinleri olusturmaktadir. Anormal hemoglobinler icerisinde, orak hiicre
anemisine 0zgii HbS gibi saglik sorununa neden olanlar oldugu gibi herhangi bir klinik
sorunu ortaya koymayan hemoglobin tiirleri de gelisebilmektedir. Diger taraftan globin
genlerindeki mutasyonlar nedeni ile globin zincirlerinin hig tiretilememesi veya olmasi
gerekenden az iiretilmesi sonucunda yaygin olarak rastlanan ve kalitsal bir hastalik olan
talasemiler olugmaktadir (Itano 1956, Forget 1975). Beta-globin zincirinin anormal
iiretimi sonucu olusan beta-talasemiler, 6zellikle Akdeniz iilkelerinde ve Tiirkiye’de
goriilen en yaygin kalitsal bozukluklardan bir tanesidir (Schroeder 1963). Denizli
yoresinde gdzlenen anormal hemoglobinler ve beta talesemiler, uygulanan premarital
kontrol programi ger¢evesinde ayrintili bir bigimde tanimlanmaktadir (Atalay 2005).
Yapilan bu premarital kontrol programinda, bir¢ok anormal hemoglobin belirlenmis
olup 6zellikle premarital tanida bu hemoglobinlerin hizli tanisinda karmagik yontemlere

gereksinim duyuldugu gosterilmistir. (Bahadir 2009, Koseler 2009).

Molekiilsel tanirmlamaya yonelik hizli bicimde artan ve gelistirilen yontemler bir¢ok
hastaligi gen diizeyinde anlasilir kilmig, bunun sonucunda da bu hastaliklarin tanisi
DNA diizeyinde yapilir hale gelmistir. Bu gelismeler hemoglobinopatilerin molekiilsel
islergelerinin ve iliskili mutasyonlarmin anlagilmasinda énem kazanmistir. Elde edilen
bilgiler ile protein ve DNA analizinde yeni tan1 yontemleri gelistirilmistir. Gelisen yeni
tan1 yontemleri ile hastalikla iligkili protein ve DNA analizinde daha basit, kolay,
tekrarlanabilen, tek asamali, radyoaktivite gerektirmeyen, ekonomik ve tani laboratuari
ortaminda da uygulanabilen yontemler tercih edilmektedir. Bu yOntemler arasinda;
talasemilerin bilinen mutasyonlarin tespitinde kullanilan ARMS, Dot Blot, RFLP ve
bilinmeyen mutasyonlarin tespitinde kullanilan DNA dizi analizi yontemi sayilabilir.
Anormal hemoglobinlerin protein diizeyinde tanimlamasinda ise 6ncelikle elektroforetik
yontemler uygulanmaktadir. Elektroforetik davranislar1 benzer 6zellik gosteren anormal
hemoglobinlerin ayiric1 tanist igin ise DNA dizi analizi yonteminin uygulanmasi

gereklidir (Bahadir 2009).



Hemoglobinopati  kontrol  programlarinda, beta talasemilerin  premarital
tanimlanmasinda 6nem tastyan HbA, diizeyi ile orak hiicre anemisine yol acan HbS’in
ayirici tanisi belirgin bir 6nem tasimaktadir (Spritz 1983, Weatherall 2000). HbS’in 6n
tanis1 elektroforetik olarak yapilirken beta talasemide 6n tan1 HbA;, diizeyi Olgiilerek
uygulanmaktadir. Olas1 prenatal tanida kullanilmak tizere iligkili mutasyonlarin
saptanmasinda ise ¢esitli PCR tabanli yontemlere basvurulmaktadir. Hemoglobinopati
kontrol programlarinda uygulanan yontemlerin hizli, ekonomik ve kolay uygulanabilir
olmalar1 6zellikle bu hastaliklarin yaygin olarak goriildiigli toplum ve yorelerde 6nem

kazanmaktadir.

Gelisen gen miihendisligi teknikleri ile olusturulan rekombinant antikorlarin ya da
rekombinant algilayicilarin kullanimi protein hedeflerinin tanimlanmasinda o6nem
kazanmaktadir. Rekombinant antikorlarin gelistirilmesinde ise gilincel bir yaklagim olan
display teknolojileri 6zel bir yer tutmaktadwr (Fan 2007, Sheedy 2007). Display
teknolojileri kendi igerisinde scFv (single chain of variable fragments) ve yapay peptid
kiitiphanelerine dayali iki temel yaklasimi icermektedir. Display teknikleri ile elde
edilen peptid ve protein algilayicilar ¢esitli uygulamalarinda, molekiilsel algilayici
bilesen olarak kullanilmaktadir (Lowman 1997). Bu molekiilsel algilayicilarin
hedeflerine olan ilginlikleri molekiilsel konformasyon uyumuna dayanmaktadir. Display
teknolojilerinin uygulama alanlari, temelde molekiilsel yaklasimlarin uygulandig: tiim
alanlar1 icermektedir. Ornegin; tani, tedavi ve yapisal ayrimlarin gdézlemlenmesine ek
olarak bir siiflama yapilirsa, peptid, hormon, agonist, antagonist, antikor, enzim ve as1

gelistirilmesi kullanildig1 alanlar olarak yer almaktadir (Baines 2006, Clément 2003).

Bu tez c¢aligmasinda, beta talasemi ve HbS’in ayiric1 tanisinda uygulanan protein
veya DNA yontemlerinden farkli olarak rekombinant yapay peptidlerin kullanilmasi
amac¢lanmistir. Calisgmada rekombinant algilayici1 peptidlerin elde edilmesinde yapay
peptid kiitliiphanelerin kullanimi hedeflenmistir. Yapay peptid kiitiiphanelerinden elde
edilecek verilerin, molekiilsel algilamada yer alabilecek peptid dizilerinin belirlenerek

bu alanda katk1 olusturulmasi1 6ngoriilmektedir.



2. KURAMSAL BiLGILER ve LITERATUR TARAMASI

2.1 Hemoglobin Yapisi ve Islevi

Dolasimdaki oksijenin taginmasindan sorumlu olan hemoglobin molekiiliiniin yapisi,
1959 yilinda Perutz ve ark. tarafindan at hemoglobinin X-isin1 kristallografisi yontemi
ile incelenmesi sonucunda kesfedilmistir (Perutz 1960). Hemoglobin molekiilii, hem
gruplart iceren, zayif kovalent olmayan baglar ile birbirine baglh dort polipeptid

zincirinden olugmus tetramerik bir proteindir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1 Hemoglobin molekiilii tetramerik yapis1 (Henry 2002)

Globin adi1 verilen bu alt birimler iki tane 6zdes alfa ((a veya {) ve iki tane beta (g, v,
d veya PB) tiirti olarak tanimlanir (Ackers 2006). Bu alt iinitelerin {i¢ boyutlu yapilanmas1
non-kovalent baglar, hidrojen baglari, tuz kopriilleri ve non-polar etkiler ile
saglanmaktadir. Polipeptid yapiy1 olusturan polar aminoasit yan gruplar1 dis yiizeyde,
non-polar yan gruplar ise i¢ yiizeyde yer almaktadir. Bu olusum {igiinciil yapiyi
belirlemektedir (Perutz 1970, Antonini 1970). Farkli aminoasit i¢erigine ragmen her bir
o ve B globin zincirinin benzer ii¢ boyutlu yapisinda rol oynayan o- heliks olusumlar
ortaktir. oo ve P globin zincirinde yer alan heliksler evrensel olarak amino ucundan
karboksil ucuna kadar isimlendirilmistir (Sekil 2.2). Buna gore - globin molekiiliinde
sekiz helikal bolge A’dan H’ye kadar, heliks igermeyen bolgeler ise AB, CD, EF, GH
olarak adlandirilmaktadir. Buna karsmn a- globin molekiili D heliks bdlgesini

icermemektedir (Lukin 2004, Wajcman 2009).
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Sekil 2.2 B-globin alt biriminin ti¢ boyutlu yapisi ve adlandirilmasi (Perutz 1970)

Globin molekiilii, yapisinda hidrofobik bir ¢ukura gémiilii bicimde prostetik grup
olarak halkali bir tetrapirol olan hem igermektedir. Tetrapiroller diizlemsel bir halka
icinde dort o-metenil kopriisii ile birbirine baglanmis dort pirol halkasimdan
olusmaktadir. Bu diizlemsel halkanin merkezinde bir demir atomu (Fe®") yer almaktadir
(Sekil 2.3). Demir, porfirin halkasinin dort azot atomuyla baglanarak hem molekiiliiniin
ortasinda tutulmaktadir (Perutz 1972). Bu kompleksler, non-polar R- gruplar ile
globinler i¢ine gdmiiliidiir. Bu sekilde yapida yer alan demir atomlarinin bes numarali
koordinasyon bagi globindeki histidine ait imidazol nitrojenine bagli durumda, oksi
hemoglobinde alt1 numarali koordinasyon bagi molekiiler oksijene bagli, buna karsin
deoksi hemoglobinde ise yine alti numarali koordinasyon bagi globine ait diger
histidinin imidazol nitrojeni ile bag yapmis durumdadir (Schroeder 1963, Ho 2000,
Schechter 2008).



/ Hem Diizlemi
—_

HiSTiDIN

Sekil 2.3 Hem diizlemi

Hemoglobin tetramerinin yapisal oOzelliklerine bagli olarak ortaya koydugu
konformasyonel degisimler cesitli hidrofobik etkilesimler ile saglanmaktadir.
Tetramerik yapida yer alan globinler arasindaki degme bdlgelerinden benzer zincirler
arasinda olanlar (alfa-alfa globinler ile beta-beta globinler arasinda) tuz kopriileri ile
gerceklesmektedir. Benzer olmayan zincirler arasinda da degme noktalari
bulunmaktadir (Sekil 2.4). En uzun degme bolgesi alfa-1 ile beta-1 arasindadir ve B, G,
H heliks bolgeleri olarak adlandirilan 34 amino asitlik uzunluktadir. Bununla birlikte,

alfa-1 ile beta-2 arasindaki degme bolgesinden 19 amino asit sorumludur (Antonini
1970, Shikama 2003).

o B1 o, B2
30 Bll Glu _GIn 131 HO 38 Pro 36 C2
3l Bl2 Arg ~Ala 128 Hb 41 . 37 C3
34 BIS Len 5%~ ~Gln 127 H5 42 3 C5
35  B16 Gly~ S22 - Glu 125 B5 01 40 C6
36 Cl Ph . “Prol2d4 H2 92 97 FG4
103 G0 His “Thr 123 H1 03 98 FG5
104 Gl1 Cys” Phel22 GHS 94 929 Gl

101 G3
102 G4

106 G113 Len Gly1l9 GH2 95

. O Arg116 G13 96
e
111 G188 Val == =B 413 115 G17 140 23 Tywr

S

<%
114 GH2 Pro Leu112 Gl4
117 GH5S Phe ( Asn 108 C10
119 H2 Pro—c Met 55 D6

122

HS His Pro 51 D2
123 H6 Ala "N Tyr 35 C1
127 H9 Asp N = Val 34 Bl6
Val 33 Bl15
“Arg 30 Bl12

Sekil 2.4 3 ve a globin alt birimlerinde degme noktalar1 (Antonini 1970)



Temel olarak hemoglobinin, oksijenin solunum organindan dokulara, karbondioksit
ve protonlarin dokulardan solunum organina taginmasi olmak iizere iki temel islevi
bulunmaktadir (Perutz 1978). Oksijenin % 97’si hemoglobine bagli olarak
tasinmaktadir. Bunun yaninda hemoglobinin, kanin ve dolayli olarak diger viicut
stvilarinin pH degerini sabit tutma ozelligi de vardwr. Hemoglobinin bu o6zelligi
deoksihemoglobinin protonlara olan ilgisinden kaynaklanmaktadir. Bu bakimdan,
hemoglobin molekiilii hem kandaki yiiksek derisimleri hem de iceriginde yer alan
aminoasitlerin fizyolojik pH degerine yakin olan pK’ lar1 sayesinde gii¢lii bir tampon

sistemi olusturmaktadir (Giardina 1995, Hardison 1998) .

Tetramerik yapida olan hemoglobin molekiilii, oksijen varliginda ve yoklugunda
gosterdigi konformasyonel degisimler ile proteinin yapisal, dinamik ve islevsel
ozelliginin anlasilmasina yonelik arastrmalar yapilmistir. X- 1511 kristallografisinde
hemoglobinin oksi ve deoksi formlarmnin dérdiinctil yapilarmin farklilik gosterdigi
saptanmistir. Oksijen ile bagli durumdaki hemoglobin daha sikisik bir yapi ortaya
koymaktadir. Bu oksi ve deoksi formlarmin dordiinciil yapilar: arasindaki farkliliktan
hem grubu i¢inde bulunan demir atomu ile globinler arasindaki degme noktalari

sorumludur (Antonini 1970, Perutz 1978, Lukin 2004).

Sekil 2.5 Hemoglobin molekiiliiniin T ve R formu (Henry 2002)

Hemoglobin, i¢cinde bulundugu ortamdaki derisim degisimlerine gore, yapisal olarak,

oksijene ilgisi diisiik olan T (tense-gergin) veya yiiksek olan R (relaxed-gevsek)



formlarmi alabilir (Sekil 2.5). T formundan farkli olarak R formunda tuz kopriileri
bulunmamaktadir (Perutz 1972, Bettati 1998, Lukin 2004). Molekiiler oksijeni aldig1
zaman, beta zincirlerine ait demir atomlar1 arasindaki uzaklik azalir. Bu olay, demir
atomunun oksijen molekiiliine dogru hem diizlemi iginde hareket etmesi ile
gerceklesmektedir (Sekil 2.6). Oksijenlenme islemi siwrasindaki bir diger Onemli
degisim, hemoglobin molekiiliiniin alt birimleri olan polipeptid zincirleri arasindaki
degme noktalarinda olusmaktadir (Manning 1998, Bettati 1998). Alfa-1/beta-1 degme
bolgesindeki degisiklik Onemsiz olmakla birlikte, alfa-1/beta-2 arasindaki degme
bolgesi degisikligi onemlidir. Alfa-1/beta-1 degme bolgesinde, beta-1 alt birimi, alfa-1
alt birimine gore 4°’lik bir donme gerceklestirir. Bu donme ise, degme bdlgesindeki
atomlar arasinda 1 A°’likk bir a¢ilma yaratir. Oysa ki, alfa-1/beta-2 degme bolgesinde,
beta-2 alt birimi, alfa-1 alt birimine gére 13.5 A°’liikk bir donme gerceklestirerek degme
bolgesindeki atomlar arasinda 1.9 A°’lik bir aciklik yaratmaktadir. Tiim bu dénme
hareketleri sonucunda beta-1 ve beta-2 alt birimleri arasinda 6-7 A°’liik bir 6telenme

ortaya ¢ikmaktadir (Antonini 1970, Perutz 1970).

HisHC 3
.'

Sekil 2.6 Oksi ve deoksi formunda demir atomunun hem diizlemi i¢inde hareketi

(Bettati 1998)

Hemoglobin molekiiliiniin oksijenlenmesi sirasinda ortaya ¢ikan bu konformasyonel

degisiklik yapisinda bulunan demir atomlarmmdan kaynaklanmaktadir. Ciinkd,



deoksihemoglobinde demir atomu, porfirin diizleminin 0.75 A° kadar disindadir ve
proksimal F8-histidine dogrudur (Perutz 1972, Perutz 1970). Bunun nedeni ise, altinci
koordinasyon bag1 molekiiler oksijeni baglamadigi anda atom ¢apinin porfirin diizlemi
icindeki bosluktan gecemeyecek kadar biiylik olusundandir. Altinci koordinasyon bagini
molekiiler oksijen ile dolduran demir atomu capini daraltarak, porfirin diizleminin
icinden harekete baslar. Bu sekilde de, atom capini daraltan demir atomu, porfirin
diizlemi icerisinden harekete basladiginda baglh oldugu F8-histidini kendisine ¢eker. Bu
hareket sonucunda hem- demir kompleksi ile baglantili polipeptid bolgesinde yeni bir
sekillenme olusur. Olusan bu sekillenme; tglinciil yapida degisiklik yaratir (Perutz
1970).

Tetramerik yapisindan dolayr hemoglobinin farkl fizyolojik kosullarda gdsterdigi
degisik yapisal ve islevsel ozellikler, allosterik etkilesimlerin incelenebilmesine olanak
saglamaktadir. Hemoglobin molekiilii, molekiiler oksijenden baska H® iyonlarin1 ve
DPG (2,3- difosfogliserat) gibi organik fosfat bilesiklerini de baglayarak
tagtyabilmektedir. DPG, hemoglobinin oksijene olan ilgisini azaltmaktadir.
Hemoglobine oksijen ve DPG baglanma ilginligi ters orantilidir. DPG oksijenden farkli
olarak hemoglobinin o ve B zincirleri arasindaki bir bosluga baglanir. Hemoglobin T
durumunda iken, zincirler arasinda bir DPG molekiiliiniin girebilecegi kadar bosluk
olusur ve DPG bu bdlgeye baglanarak T formunu kararli hale getirip, hemoglobinin
oksijene ilgisini azaltmaktadir. R durumuna gegis ise DPG’ nin baglandigi cebi
daraltmakta ve bu nedenle DPG yapidan ayrilmaktadwr. DPG derisiminin artmasi
hemoglobinin T yapiya gegmesi ve oksijene egiliminin azalmasi anlamina gelmektedir

(‘Yonetani 2003, Pomponi 2004).



2.2 Hemoglobin Tiirleri

Yasamin degisik evrelerinde goriilen hemoglobin sentez ve tipleri incelendiginde
temel hemoglobin tipinin 141 aminoasitlik iki alfa zinciri ile 146 aminoasitten olusan
iki beta zincirini igeren HbA oldugu goriilmektedir. Embriyonik yasamdan baglayarak
eriskin yasama kadar uzanan siire¢ igerisinde evrelerin Ozelliklerine goére degisik

hemoglobin tiirlerinin sentezlendigi goriilmektedir (Ho 1999).

% toplam globin sentezi

Hafta

Dogum o6ncesi donem Dogum Dogum sonrasi donem

Sekil 2.7 insan globin genleri iiretim dénemleri (Ho 1999)

Bu sentez; hemoglobin tetramerini olusturan globinlerin denetimli bigimde
iiretilmesine dayanan bir sistemden kdken almaktadir. Daha 6nce morfolojik olarak
aciklanan farklilasmanin degisik evrelerinde kontrol edilmesi ile evrelere 6zgi
hemoglobin alt birimleri sentezlenebilmektedir (Sekil 2.7). Alfa ve beta globin gen
aileleri iginde yer alan genler hemoglobin sentezi i¢in aminoasitleri kodlamakla
gorevlidir. Alfa globin gen ailesi (5-C-a2-al1-3") kromozom 16’nin kisa kolunda
bulunurken, beta globin gen ailesi (5'--G,-A,-yn-3-p-3') kromozom 11’in kisa kolunda
yaklagik 60 kb’ lik bir alanda yer almaktadir. Her iki gen ailesinde yer alan genler,
insanin gelisim evrelerine bagli olarak ifade edilmektedir. Embriyonik hemoglobinlerde
alfa globin benzeri zincirler (¢, zeta zincirleri) ile gama (Hb Portland, C»y,) veya epsilon
globin zincirlerinin (Hb Gower 1, (zep), (Hb Gower 2, apep) dordiinciil yapiyi

olusturmas1 sonucu meydana gelmektedir (Maniatis 1980, Ho 2000).
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Globin Kromozom 16 Kromozom 11

genler
¢  yye2 yol a2 al 61 e G A wp 5

y{ 7771y -7y

A I N

zincirleri & & G A 5 P
Hb tiirleri e L g a2 a252 a2p2
Gower|  Portland Gowerl HbF HbA, HbA
\ R S
Y
Embriyonik Fetal Erigkin

Sekil 2.8 Insan globin genleri (Ho 1999)

Eriskin ve fetal hemoglobinler alfa globin zincirine ek olarak, beta (Hb A, a2f2),
delta (Hb A;, 0,0;) veya gama globin zinciri (Hb F, ayy,) ile yapilanmustir (Sekil 2.8).
Tim beta globin genlerinde ortak olarak 3 ekzon ve 2 intron bulunmaktadir. Bu
hemoglobinler alfa ve beta globin genlerinin kontrolii altinda sentezlenmektedir
(Weatherall 1976, Fronticelli 2002). Beta globin gen ailesi gibi tiim gen aileleri, tirtinleri

ayni genel islevi géren bolgesel gen gruplaridir.

Globin alt birimlerinin tetramerik yapidaki islevi yapiy1r olusturan aminoasitlerin
aydmlatilmas1 ile helikal yapisinin kararhlik ilskileri irdelenmektedir. Bu durumda
meydana gelen aminoasit degisikliklerin helikal katlanmalar ve tetramerik yapiya
etkileri gerek protein gerekse gen diizeyinde incelenmektedir. Bu c¢aligmalarda elde
edilecek veriler anormal hemoglobinlerin yapisal ve islevsel degisikliklerini
aydinlatmakta ve tanida kullanilan yontemlerdeki farkliliklar1 ortaya koyabilmektedir.
Erigkin hemoglobin tiirleri olan HbA ve HbA, a-globin alt birimlerini ortak olarak
icerirler. HbA iki o ve iki  globin alt birimlerinden olusurken HbA, molekiilii ise iki o
ve iki & globin alt birimlerinden olusmaktadir. Alfa (o) alt birimi her iki hemoglobin
tiiriinde de ortak olup farklililar1 yaratan & ve B- globin alt birimleridir (Sekil 2.9). Bu
farklilig1 yaratan aminoasitler; B9(A6)Ser — 89(A6)Thr, B12(A9)Thr — 612(A9)Asn,
B22(B4)Glu — $22(B4)Ala, B50(D1)Thr — 5650(D51)Ser, B86(F2)Ala — 686(F2)Ser,
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B87(F3)Thr — &87(F3)GIn, P116(G18)His — 6116(G18)Arg, P117(G19)His —
8117(G19)Asn, B125(H3)Pro — 6125(H3)GIn, p126(H4)Val — 8126(H4)Met olarak
belirlenmistir (Vasudevan 1998, Inagaki 2000). Bu aminoasitler 6 ve (- globin alt
birimlerinde dis ylizeyde (eksternal bdlgede) yer almaktadir. HbA molekiiliinde [3-
globin alt birimlerinde olan 116. ve 125. pozisyondaki aminoasitler B; ve o degme
bolgesinde yer almaktadir. Diger aminoasitler ise 1 ve aq veya B2 ve o, degme

bolgesinde yer almamaktadir.

Domain |
10 20 30
ﬁ— gl cbhin VHLTPEEKSAVTALWGKVNVDEVGGEALGR
1 L 1
6- glckin T N A
&=  A-Heliks = ¢ B-Heliks
Domain 2
40 50 60 70 &0 1] 100
LLVYYPWTOQRFFESFGDLSTPDAVMGNPE VEKAHGKRVLGAFSDGLAHLDNLEGTFATLSELHCDKLHVDPENFR
b 4
s 50
=& C-Heliks= & D-Heliks »¢= E-Heliks = +=F-Heliks = =
Domain 3
110 120 130 140
LLGNVLVCVLAHHFGKEFTPRVQAAYOKVVAGVANALAHKYH
4 i}
RN oM
G-Heliks = = H-Heliks Y

Sekil 2.9 & ve - globin alt birimlerindeki aminoasit farkliliklar1 (Vasudevan 1998)
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2.3 Talasemiler ve Anormal Hemoglobinler

Globin genlerinin yapisinda bulunan ekzonlardaki DNA dizilerinde olusan
mutasyonlar, amino asit kodlarini degistirmektedir. Bunun sonucu olarak, kalitsal klinik
sorunlara sebep olan anormal hemoglobinler olustugu gibi, herhangi bir klinik belirti
gostermeyen ve kalitim yolu ile aktarilabilen anormal hemoglobinler de ortaya

¢ikmaktadir (Huens 1970, Weatherall 2001, Ho 1999).

Anormal hemoglobine yol agan globin gen yapisindaki degisiklikler proteinin yap1
ve islevine de yansimaktadir. Globin genlerinde meydana gelen mutasyonlar globin
zincirlerinin tiretilememesi veya normalden az iiretilmesi sonucunda yaygin olarak
rastlanan ve kalitsal bir hastalik olan talasemilere neden olmaktadir (Forget 1975). Beta-
globin zincirinin anormal iiretimi sonucu olusan beta-talasemiler, 6zellikle Akdeniz
iilkelerinde ve Tiirkiye’de goriilen en yaygm kalitsal bozukluklardan bir tanesidir.
Denizli yoresinde beta-talasemi tasiyici sikhigi, ¢esitli verilere gore % 2,6-3,7 arasinda
degismektedir (Y1ldiz 2005) .

Diinyada 700’{in iizerinde farkli anormal hemoglobin bildirilmistir (Huisman 1996).
2002 yilinda Tiirkiye genelinde yapilan ¢aligmada ise, 42 adet anormal hemoglobin
tiirliniin varh@1 gosterilmistir (Altay 2002). Bu anormal hemoglobinlerden 13 tanesi a
globin zincirinde, 24 tanesi B globin zincirinde, biri de & globin zincirinde yer
almaktadir (Tablo 2.1). 2007 yilinda yapilan ¢alismada ise Tiirkiye genelinde anormal
hemoglobin tiirtiniin 88 oldugu bildirilmistir (Tablo 2.2) (Akar 2007). Yapilan
calismalar, Denizli yoOresinin beta-talasemi agisindan olduk¢a heterojen yapida
oldugunu gostermektedir. Premarital diizeyde uygulanan hemoglobinopati kontrol
programlarinda daha fazla molekiilsel calisma yapilabildigi i¢in iilkemizdeki ve
yoremizdeki cesitli hemoglobin varyantlarinin gézlenmesinde her gecen giin sayisal bir
artis olusmaktadir. T.C Saglik Bakanlig1 Denizli Hemoglobinopati Merkezi verilerine
gore, anormal hemoglobinler ve B-talasemi tasiyiciligi oram % 3.5 olarak saptanmistir.
Anabilim Dalimiz ile Denizli 11 Saglik Miidiirliigii Hemoglobinopati Merkezi arasmdaki
isbirligi ¢ergevesinde, yoremizdeki anormal hemoglobinler ve beta talasemilerin evlilik
Oncesi (premarital) tanimlamasi yapilmaktadir. Klinik agidan saglik sorunu olusturma

riski olan gebeliklerde prenatal tani uygulamasi gerceklestirilmektedir. Yoremizde
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birgok anormal hemoglobin olgusu bildirilmis olup bazilar1 tilkemizdeki ilk olgu olma

ozelligi tagimaktadir. (Tablo 2.3).

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

Anormal Hemoglobin

| Mutasyon

a - globin zincirinde olugan mutasyonlar ve neden olduklari anormal hemoglobinler

Hb O-Padova

a30(B11) Glu > Lys (GAA-—->AAG)

Hb Hasharon

a47(CE5) Asp-—> His (GAC—>CAC )

Hb Montgomery

a48(CE6) Leu -—> Arg (CTG--->CGG )

Hb Adana a59(E8) Gly ---> Asp (GGC--->GAC)
Hb J-Anatolia a61(E10) Lys--->Thr (AAG--->ACG )
Hb Ube- 2 068(E17) Asn--->Asp (AAC--->GAC)
Hb Q-iran a75 (EF4)Asp--->His (GAC--->CAC)
Hb Moabit a86(F7) Leu--->Arg (CTG--->CGG)
Hb M-Iwate 087(F8) His--->Tyr (CAC--->TAC)
Hb Capa 094(G1) Asp--->Gly (GAC--->GGC)
Hb G-Georgia 095(G2) Pro--->Leu (CCG--->CTG)
Hb Strumica al12(G19) His--->Arg (CAC--->CGC)
Hb J-Meerut al120(H3) Ala--->Glu (GCG--->GAG )

B - globin zincirinde olusan mutasyonlar ve neden olduklar1 anormal hemoglobinler

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

Hb E- Saskatoon

B22 (B4) Glu —>Lys (GAA—-->AAA )

Hb G- Coushatta

B22(B4) Glu —>Ala (GAA—>GCA )

Hb D-iran B22 (B4) Glu --->GIn (GAA--->CAA)
Hb E B26 (B8) Glu --->Lys(GAG--->AAG )
Hb Knossos B27 (B9) Ala--->Ser (GCC--->TCC)
Hb Hakkari B31 (B13) Leu--->Arg (CTG--->CGQG)
Hb G-Copenhagen B47 (CD6) Asp--->Asn (GAT--->AAT)
Hb Summer Hill B52 (D3) Asp--->His (GAT--->CAT)
Hb Hamadan B56 (D7) Gly--->Arg (GGC--->CGC)
Hb J-Antakya B65 (E9) Lys--->Met (AAG--->ATG)
Hb City of Hope B69 (E13) Gly--->Ser (GGT--->AGT)
Hb J-Iran B77 (EF1) His--->Asp (CAC--->GAC)
Hb G-Szuhu B80O(EF4)Asn--->Lys (AAC--->AAAveya AAG)

Hb Istanbul Saint Etienne

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

Hb N-Baltimore

B95 (FG2) Lys—>Glu (AAG-->GAG)

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

Hb Brockton

B138 (H16) Ala-—>Pro (GCT--->CCT)

vy - globin zincirinde olusan mutasyonlar ve neden olduklar1 anormal hemoglobinler

Hb F-Baskent

[ 128 (H6) Ala--->Thr (GCT--->ACT)
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Tablo 2.2 Tirkiye’de 2002’den sonra saptanan anormal hemoglobin tiirleri (Akar

2007)

Anormal Hemoglobin

Mutasyon

o - globin zincirinde olusan mutasyonlar ve neden olduklar1 anormal hemoglobinler

Hb Selif 0. 94(G1) Asp ---> Tyr
Hb Q-Iran a75(EF4) Asp ---> His
Hb Hasharon a47(CES5) Asp ---> His
Hb Bronovo A103(ES8) His ---> Leu

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

Hb C

B6 (A3) Glu --->Lys

Hb E- Saskatoon

B22 (B4) Glu —>Lys

Hb G- Coushatta

B22(B4) Glu —->Ala

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

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

Hb A2 Yialousa

v82 C-T Ala 28 Ser

Denizli yoresinde gézlenen anormal hemoglobin dagilimina bakildiginda % 57.8 ile

Hb D-Los Angeles [B121(GH4)Glu—Gln] birinci sirada yer almaktadir (Atalay 2005).

Denizli yoresinde bildirilen anormal hemoglobin tiirleri; Hb-D Los Angeles, Hb-C, Hb-
E Saskatoon, Hb-G Coushatta, Hb-Beograd, Hb-Yaizu, Hb-J-Iran, Hb-D-Ouled Rabah
ve Hb-Tunis tirleridir (Atalay 2008, Koseler 2006, Koseler 2008, Koseler 2009).
Bunlardan Hb-D-Ouled Rabah, Hb-Yaizu ve Hb-Tunis diinyada ikinci iilkemizde ilk

kez bildirilen anormal hemoglobin 6zelligi tasimaktadir (Koseler 2009).

Tablo 2.3: Denizli yoresinde saptanan anormal hemoglobinler

. Bulunma
Anormal Hemoglobin Mutasyon viizdesi (%) Kaynak
Hb D- Los Angeles B121(GH4)Glu >GlIn 57,8 Atalay 2005
Hb S B6(A3)Glu > Val 21,9 Atalay 2005
Hb G-Coushatta B22(B4)Glu 2> Ala 15,6 Atalay 2005
Hb E- Saskatoon B22(B4)Glu > Lys 3,1 Atalay 2005
Hb C B6(A3)Glu >Lys 1,6 Atalay 2005
Hb J-Iran B77(EF1) His > Asp - Koseler 2006
Hb Beograd B121(GH4) Glu >Val - Atalay 2008
Hb Yaizu B79(EF3)Asp =>Asn - Atalay 2007
Hb D Ouled Rabah B19(B1)Asn >Lys - Koseler 2008
Hb Tunis B124(H2)Pro ->Ser - Koseler 2009
Hb Hinsdale B139(H17)Asn > Lys - Yayin asamasinda
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2.4 Talasemi ve Anormal Hemoglobinlerin Tanimlanmasi

Giiniimiizde kullanilan tan1 yontemleri, hemoglobin varyantlarmin daha ayrmntili ve
dogru bi¢imde tanimlanabilmesini olanakli kilmaktadir. Premarital tanimlamada bu
hemoglobin tiirlerinin hizli tanisinda karmasik yontemlere gereksinim duyuldugu
saptanmustir. Premarital tanimlama ¢aligsmalar1 sonrasinda, patolojilere neden olabilecek
evliliklerde CVS (chorionic villus sampling) ve amniyon sivisi 6rneklemesine dayali
prenatal tan1 uygulanmaktadir (Kurnit 1979, Atalay 1990). Ozellikle premarital tanida
ve tanimlanmamis evli ciftlerde olusan gebeliklerde yoremizde sik rastlanan
hemoglobin tiirlerinin hizli, ¢abuk ve ucuz tanis1 ¢oziim getirilmesi gereken temel bir
sorundur. Beta talasemilerin premarital taramasinda 6nem tasiyan HbA diizeyi ile orak

hiicre anemisine yol acan HbS’in ayiric1 tanis1 belirgin bir 6nem tagimaktadir.

2.4.1 Iyon Degistirici Kromatografi

Beta-talasemi tasiyiciliginin belirleyici faktorlerinden biri olan HbA, diizeylerinin
saptanmasinda yaygm olarak kullanilan yontemler kromatografik tabanhidir. Bu
caligmalarda kullanilan yontem anyon degistirici kolon materyali olan DE-52 sistemidir.
DE-52, DEAE-Seliiloz igerikli olup glisin-KCN tampon sistemini kullanmaktadir. DE-
52 mikro kolon kromatografi yontemine gore, HbA, degeri % 3,7’den diisiik olan
kisilerin normal, % 3,7’den yiiksek olanlarin ise talasemi tasiyicisi olduklar1 kabul
edilmektedir. DE-52 mikro kolon kromatografisi yontemiyle HbA, diizeyleri belirlenen
hastalarda, normal HbA;, degerine sahip olanlarin mutasyonu saptanarak beta-talasemi
tastyicisi olduklar1 belirlenmektedir. Anabilim Dali’mizda yaymlanmamis verilere gore,
normal HbA, diizeyine sahip beta-talasemi tasiyicilarinin oran1 % 8,0 olarak
saptanmistir. Bu analizler, 20 farkli beta-talasemi mutasyonu taranarak elde edilmistir.
Bu mutasyonlar igerisinde en sik rastlanan IVS-1/nt-110 beta-talasemi tastyicilari

arasinda da normal HbA, degerine sahip hastalar literatiirde bildirilmistir (Wajcman
2001, Wada 2002).
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2.4.2 Hemoglobin Elektroforezi

Anormal hemoglobinlerin tanimlanmasinda elektroforez yontemi hemoglobin
tiirlerinin analizi i¢in kullanilan yaygm bir yaklagimdir. Bu yontem, elektrik alanda
farkli yiikler tagiyan farkli globin zincirlerinin veya farkli hemoglobinlerin hareketine
dayanmaktadir. Hemoglobinler alkali pH’da negatif yiikle yiiklenirler ve anoda, asit
ortamda ise pozitif yiikle yiiklenmis olduklarindan katota dogru hareket etmektedirler.
Hemoglobin elektroforezi i¢in kullanilan sistemler, selilloz asetat ve agaroz yapidaki
membranlarda uygulanmaktadir (Hartwell 2005). Farkli yiik kazanan hemoglobin tiirleri
hem asidik hem de alkali ortamda birbirlerinden ayrilabilmektedir (Sekil 2.10)
Elektroforetik ve kromatografik yontemler ile anormal hemoglobinlerin davranis
degisikligi belirlenmekte, DNA dizi analizi ile bu degisiklige neden olan gensel etken
tanimlanabilmektdir. Buna karsmm bu yaklasim ile elektroforetik ve kromatografik
ozellikleri benzer hemoglobin varyantlarinin tanimlanmasinda acik ve kesin bir ayrim
saglanamamaktadir. Ornegin; HbS, Hb D-Los Angeles ve Hb Beograd kromatografik ve
elektroforetik olarak benzer 6zellik gostermektedir (Atalay 2007). Bu durumda agik ve

kesin ayirici tan1 gen diizeyinde DNA dizi analizi ile ger¢eklestirilmektedir.

-0 =
AS AX AA AA AX AA
- +

Sekil 2.10 Hb J- Iran 6rneginin alkali ve asit ortamdaki elektroforezi (Koseler 2006)

2.4.3 Yiiksek Basin¢h Sivi Kromotografisi (HPLC)

Bir diger kromotagrafik analiz ise yiiksek basngli sivi kromatografisidir. Bu
sistemde, sabit ve hareketli faz bulunmaktadir. Ornek bilesenleri, sabit faz ile bilesigin
non-kovalent etkilesimine gore goc¢ ederler. Etkilesim derecesi, go¢ derecesi ve

bilesenlerin ayrilmasi ile tanimlanir. Yiiksek basing¢lh sivi kromotografisi, talasemiler ve
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hemoglobin varyantlarinin 6n tanisinda yararh katkilarda bulunmaktadir (Storti-Melo

2009).

2.4.4 Restriksiyon Enzim Analizi

Anormal hemoglobinlerin PCR tabanli yontemlerle tanimlanmasinda, restriksiyon
endoniikleazlar ile 06zglin niikleotit dizilerinin kendilerine 06zgli bigimde belirli
dizilerden kesilmesi yer almaktadwr. Bu 0zellik, hedef dizinin normal diziden
ayrilabilmesinde yararli bir molekiilsel tani yaklasimidir. PCR yOntemi ile ¢ogaltilan
genomik DNA’daki normal ve mutant alleller bu yontemle kolaylikla ayirt
edilebilmektedir (Walker 2000). Bu yontemin uygulanmasinda karsilasilan temel sorun,
enzim tanima bdlgesinde gerceklesebilecek baska mutasyonlarinin da benzer sonug
vermesinden kaynaklanmaktadir. Ornegin; Hb D-Los Angeles [3121(GH4)Glu>GIn],
beta globin geninin 121.kodonunda gelisen GAA>CAA mutasyonu, Hb Beograd
[B121(GH4)Glu>Val] ise beta globin geninin 121.kodonunda gelisen GAA>GTA
mutasyonu ile ortaya ¢ikmaktadir (Atalay 2007) (Sekil 2.11).

G GCAAAS AATTLCAE G GCAAAGWATTTICA

Hi D- Los Angeles Hb Beograd ,’

Mo Rl
AR MWXJ.M

Sekil 2.11. Hb D- Los Angeles ve Hb Beograd DNA dizi analizi (PAUTF- Biyofizik
Anabilim Dal1 Arsivi)

Ayrica Hb D-Los Angeles ve Hb Beograd kromotografik ve elektroforetik olarak
benzer 6zellik gostermektedir (Atalay 2007). Bu mutasyonun bulundugu bolge PCR
yontemi ile cogaltilmakta ve Eco RI enzimi tanimlama c¢alismas1 yapilmaktadir. Eco RI

enzimi ¢ift iplikli DNA (dsDNA-double stranded) iizerinde yer alan 5’-GAATTC-3’
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dizisini tanityarak kesmektedir. Tanima bdlgesinde yer alan GAA dizisi normal beta
globin genine ait 121.kodonu kodlamaktadir. Dolayisi ile yapilan ¢alismada anormal
hemoglobin varyantinin Hb D-Los Angeles veya Hb Beograd olduguna iliskin agik ve
kesin bir sonug elde edilememektedir. Bundan dolayi, ayirict molekiilsel tani i¢in 6zgiin
problarla ile nokta emdirimi (dot-blot) veya DNA dizi analizi ¢aligmalarinin yapilmasi
gerekmektedir (Bahadir 2009).

2.4.5 DNA Mikroarray Yontemi

Nanoteknolojik gelismeler laboratuar tam1 yontemlerinde hizli taniya yOnelik
getirdigi avantajlar ile giincel bir yaklagim olarak yer almaktadir. Bu yaklagimda cok
fazla 6rnegin ayni anda g¢alisilmasi, taninin hizli bigimde gergeklestirilmesine olanak
tanimaktadir (Jain 2005). DNA mikroarray, genomik DNA’daki mutasyonlarin
taranmasinda kullanilan hibritlesme tabanli yontemdir (Tuzmen 2001). Hibritlesme, iKi
tiimleyici molekiil arasinda veya ¢ozeltideki bir molekiil ve kat1 bir destek tlizerindeki
hareketsiz bir tiimleyici molekiil arasinda meydana gelmektedir. DNA ¢ip yontemleri de
tek iplikli floresan isaretli molekiiller ve ¢ip yilizeyindeki tek iplikli niikleotid dizileri
arasindaki hibritlesme temeline dayanmaktadir (Fadiel 2003). Foglieni ve ark. bu
yontemi kullanarak yaptiklar1 ¢alismada sik rastlanan dokuz p-talasemi mutasyonunu
(Cd39C > T, IVS 1-110G > A, IVS 1-1G > A, IVS 1-6T > C, IVS 2-745C > G,
Cd6delA, -87C > G, IVS 2-1G > A veCd8delAA) arastirmistir. Calismayi, dnceden
diger yontemlerle (allel-spesifik hibritlesme, dot blot ve reverse dot blot, ARMS, RFLP,
DGGE ve dizi analizi) gensel yapis1 belirlenmis olan 250 DNA 6rnegi iizerinde denemis
ve daha sonra multiplex PCR yontemi ile ¢ipin test yiizeyi iizerinde 9 mutasyonun
analizini gerceklestirmislerdir. Sinyal alinamayan 6rneklerin nedenini amplifikasyonun
yetersiz veya az olmasi ya da pirifikasyon sirasinda Orneklerin kaybedilmesi ile
aciklamiglardir. Toplam 700 6rnek ile yaptiklar1 ¢alismada; bu agik ve esnek ydntemin
her bir cografik bolgedeki mutasyonlarin bolgesel yaygmligina gore tasarlanabilecegi
sonucuna varmuslardir. Ayrica diinyanin diger bolgelerindeki B-talasemiye neden olan
diger mutasyonlar1 da igerecek sekilde diizenlenebilecegini belirtmislerdir (Foglieni
2004). Tirkiye’de Cukurova yoresinde Seydel ve ark. mikroarray yontemi kullanarak
anormal hemoglobin tagyicis1 toplam 21 olguda bu anormal hemoglobinleri

saptamislardir. Yine ayni1 bolgede Yalin ve ark. yaygin olarak goriilen IVS I-1, IVS I-5,
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IVS 1-6, IVS 1-110, IVS II-1, IVS 1I-745, Cd5, Cd8/9, Cd39, Cd44, -87, -30, Hb D ve

HbS mutasyonunu mikroarray yontemi kullanarak tanimlamiglardir (Seydel 2007).

2.4.6 SPR (Surface Plasmon Resonance) Spektroskopisi

Gelisen teknoloji ile birlikte yontemlerdeki hizli tani sistemleri 6nem kazanmaya
baglamistir. Mutasyonlara yonelik DNA analizleri ve protein-protein etkilesimlerine
yonelik analiz yOntemlerinin gelistirilmesi ve uygulanmasma yonelik caligmalar

artmaktadir.

SPR (Surface Plasmon Resonance) Spektroskopisi, madde-isik etkilesimini temel
alan, madde-madde etkilesiminin herhangi bir isaretleyici kullanilmaksizin
izlenebilmesine olanak saglayan gergek zamanli bir biyosensor sistemidir (Rich 2001).
Biyosensorlerin temel islevi biyolojik bir olayn elektriksel sinyallere doniistiiriilerek
elde edilecek verilerin degerlendirilmesini kolaylastrmaktir. Biyosensorler, biyolojik
algilayic1 (reseptor) ve bilgi doniistiiriicii (transducer) bilesenlerden olusmaktadir.
Biyosensorlerin yapisinda gorev alan biyobilesenler genellikle biyoreseptdr olarak
adlandirilir. Biyoreseptorler arasinda en yaygin kullanilanlar enzimler, antikorlar,
mikroorganizmalar ve niikleik asitlerdir (Homola 2003). SPR sistemleri, optik ve
plasmon rezonansi olarak bilinen iki fiziksel ilkenin birlikte kullanimi ile ortaya ¢ikan

gercek zamanli biyomolekiilsel etkilesim analiz sistemi olarak tanimlanmaktadir.

Yeni nesil biyofiziksel aday yontemlerden birisi olan SPR yaklasimi, birbirleri ile
etkilesim kurabilen molekiiller arasindaki etkilesimin incelenebilmesi, enzim ya da
radyoaktif madde gibi herhangi bir isaretleyiciye gereksinim duyulmaksizin bu
calismalarin yapilabilmesini saglayan bir biosensor tiirtidiir (Besenicar 2006). SPR optik
ve plazmon rezonans kavramlarini birlestirerek canli hiicrelerin, protein-protein,
protein-niikleik asit, niikleik asit-niikleik asit gibi molekiillerin birbirleri ile olan
etkilesimlerinin dogasina iliskin onemli veriler saglamaktadir (Alves 2005). Niikleik
asit-niikleik asit etkilesiminin incelenmesinde, Atalay ve ark. SPR i ile bir anormal
hemoglobin tiirli olan HbS [B6(A3)(GAG>GTG)] mutasyonunu iceren Orneklerin
homozigot ve heterozigot formlarini, Feriotto ve ark. ise kodon 39 (C>T), IVS1/nt.1
(G>A), IVS1/nt.6 (T>C) ve IVS1/nt.110 (G>A) gibi farkli beta talasemi mutasyonlarini



20

tanimlamiglar ve bu mutasyonlarin homozigot ve heterozigot formlarini birbirlerinden

ayirabilen veriler elde etmislerdir ( Feriotto 2004, Atalay 2006 ).

SPR tabanli biosensorlerin kullanilmasidan bu yana, biyomolekiilsel etkilesimlerin
farkl alanlarinda bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismalar arasinda biyolojik ajanlarin
ve bakterilerin tanimlanmasi, antijen — antikor iligkilerinin incelenmesi, immunosensor
olarak kullanilmasi yer almaktadir (Oh 2004, Vostiar 2003). SPR tabanli yapilan
calismalarin sayisindaki artis optik biosensorlerin kullanimindaki yayginligi ve 6nemini
aciklamaktadir. Bu dogrultuda yontemin gelistirlmesine yonelik ilerlemeler dikkat
cekmektedir. Bu noktada immobilize edilen molekiile ait kimyasal 6zellikler ve elde
edilen sonuglarin daha ayrintili bicimde incelenmesine yonelik arastirmalar

strdiiriilmektedir (Rich 2008).
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2.5 Rekombinant Antikorlar ve Display Y ontemleri

Rekombinant algilayict molekiiller ya da rekombinant antikorlarin, hibridoma veya
poliklonal antikorlarin kullanimi gibi geleneksel yontemlere olan iistiinliiklerinde deney
hayvani kullanimmi ortadan kaldirmalari, uygulama kolayligi ve immiinojenisite ile
toksisite kavramlarinda goze carpmaktadir (Hoogenboom 2000). Protein hedeflerin
algilanmasida giincel bir yaklagim olan display teknolojileri 6zel bir yer tutmaktadir.
Rekombinant antikorlarin  kullanimi1 protein hedeflerin algilanmasinda, Peptid
yapisindaki molekiilsel algilayicilarin gelistirilmesinde gelisen bir ¢alisma alani olup
hedef molekiile ait Ozelliklerin, etkilesen molekiillerin yapisal 06zelliklerinin
belirlenmesinde ve hedef molekiiliin tanimlanmasinda uygulanan bir alan ozelligi
tasimaktadir (Smith 1997). Genel ve basit bir anlatim ile rekombinant antikorlar ya da
rekombinant algilayic1 molekiillerin iiretimi 6nceden belirlenmis bir hedefi algilayabilen
peptid ya da protein yapilarin herhangi bir tasiyict lizerinde sunulmasi temeline
dayanmaktadir (Arap, 2005). Uygulamalarin hemen hemen tiimiinde tasiyict yap1 olarak
fajmit partikiillerinin kullanilmasi, bu teknigi “faj iizerinde sunmak ya da gdstermek”

anlamina gelen “phage display teknolojisi” olarak tanimlamaktadir (Daugherty 2007).

Phage display teknolojisi, bir peptid veya proteinin filamentoz faj lizerinde eksprese
edilmesi veya gosterilmesi olarak Smith tarafindan 1985 yilinda bildirilmistir (Paschke
2006). Bu teknolojide, filamentdz faj kilif proteinini kodlayan genlerin arasina,
rekombinant DNA teknikleri ile bir gen ya da gen parcasinin yerlestirilmesi (insertion)
gerekmektedir (Arap 2005). Yerlestirilen bu gen ya da gen parcalar1 faj partikiilii

iizerinde fiizyon proteini olarak 10°- 10™ cesitlilikte eksprese edilebilmektedir.

Monoklonal antikor iiretim yaklasimi olan hibridoma teknolojisinin basaris1 hedef
molekiiliin, kullanilan (fare, tavsan gibi) canli sistemdeki immiinojenite ile smnirh
kaldigindan, phage diplay yaklasimmnin dstiinliigi kolaylikla ortaya konulabilmektedir
(Baca 1997, Fuh 2000). Phage display teknigi bu 6zellikleri kapsaminda, hibridoma
teknigi tarafindan Ozgiin antikor iireten hiicrelerin miyeloma hiicreleri ile fiizyona
ugratilip hibrit formatinda hiicresel immortalizasyon temelinde uygulanirken, burada
immortalize edilen 6zgiin antikor genleridir. Diger taraftan bu ac¢ilimin sundugu bir
diger kolaylik ise peptid ya da scFv (single chain variable fragments) kiitiiphaneleri

olusturularak bagisiklama ve hayvan kullaniminin ortadan kaldirilmasindadir.
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Uygulamada klonlanan, modifiye edilen ya da yapay olarak olusturulan odaklar ya scFv
formatinda klonlanan immiinoglobin agir (Vy) ve hafif (V) zincirleri ya da yapay
olarak tiretilen peptid/scFv kiitiiphaneleridir (Barbas 1991). Bu yaklagimin getirdigi bir
diger kolaylik da insan antikorlarinin iiretimi ve kullaniminda sagladigi molekiilse

degisiklik ve fizyolojik adaptasyon sorunlarinin ¢6ziimiindeki olas1 katkilaridir.

Display teknolojileri kendi igerisinde scFv (single chain of variable fragments) ve
yapay peptid kiitiiphanelerine dayali iki temel yaklasimi icermektedir. Bu
yaklagimlardan digeri olan yapay peptid kiitiiphaneleri kullaniminda ise, yapay olarak
iiretilen ¢esitli uzunluklardaki (7-mer,12-mer,16-mer, vb.) peptid dizileri fajlar tizerinde
eksprese edilerek hedeflerle karsilastirilmakta ve 6zgiin peptidler segilmektedir. Bu
yaklagim ile farkli antijen tanima bdlgelerine sahip antikor kiitiiphaneleri
yapilabilmektedir. Uretilen bu kiitiiphaneler icerisinden dngoriilen hedefe kars: secicilik
gosterebilen peptid ya da protein yapilarin secilmesi yontemin ikinci bir adimi olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Bu se¢im asamasi, ilginlik 6zelligine dayanmakta ve bu yontemin
uygulanmasinda “biopanning” ya da “panning” olarak tanimlanmaktadir (Azzazy,
2002). Her iki yontemde de elde edilen 6zgiin klonlar Faj Eliza, SPR, gibi ¢k

yontemlerle desteklenmektedir.

Display teknikleri ile elde edilen peptid ve protein algilayicilar gesitli
uygulamalarinda, molekiilsel algilayici bilesen olarak kullanilmaktadir. Bu molekiilsel
algilayicilarin  hedeflerine olan ilginlikleri molekiilsel konformasyon uyumuna
dayanmaktadir (Kriplani 2005, Filpula 2007). Molekiilsel konformasyon iliskileri
molekiilsel biyofizikte 6nemli bir yer tutmaktadir (Barkhordarian 2006). Phage display
teknolojisinin uygulama alanlari, temelde molekiiler yaklagimlarm uygulandigi tim
alanlar olarak 6zetlenebilir. Bagka bir bakis acis1 ile tan1 tedavi ve yapisal ayrimlarin
gbzlemlenmesi olarak da tanimlanabilir. Bu nedenle, uygulama disiplinlerinden ¢ok
islevsel yaklagim i¢inde bir siniflama yapilirsa, peptidler, hormonlar, cesitli inhibitorler,
antikorlar, enzimler, asilar, transgenik hayvan ve bitki {iretimi ve benzeri
biyoteknolojik yaklagimlar ortaya ¢ikmaktadir (Allen 2001, Bajrovic 2001, Fischer
2005).
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2.5.1 scFv Yoéntemi

Display tekniklerinden scFv yaklagiminda; hedef molekiil ile fare tavsan gibi
herhangi bir organizmada bagisiklama islemi ger¢eklestirildikten sonra organizmanin
bagisiklik sistemi tarafindan tretilen immiinglobilin Fab bolgesinde yer alan antijeni
algilayici protein yap1 klonlanmaktadir. Klonlama islemi organizma tarafindan iretilen
antikorlarin antijeni algilayict agir ve hafif (VL ve Vy) zincirleridir. Organizmada
iiretilen agir ve hafif zincirler bir araya getirildikten sonra, uygun faj ve/veya fajmit

vektore klonlanarak bir scFv kiitiiphanesi elde edilmektedir.

Y
YVQ/ MRNA = CDNA Vi +Vy PCR
Y
Q/ RT-PCR
I —
Dalak, B VARV
Hicre —— =
Klonlama
000000 g

WW\F 000000 O
] 000000 0 T+ )

Dizi Analizi Eliza Biopanning - Fajmid

Sekil 2.12. scFv yontemi

Bu asamadan sonra se¢im, elde edilen kiitliphaneden biopanning yaklasimi ile
gerceklestirilmektedir. Bu yaklagim ile antijeni algilayan pargalarin bir araya getirilmesi
ve antijeni algilama yetenegine sahip olan tek bir zincir degisken parcanmn (scFv) elde
edilmesi amaglanmaktadir (Cwirla 1990). Ozgiin hedef ile bagisiklanan fareden dalak B
hiicreleri elde edilerek mRNA saflagtirilmakta ve bu mRNA kalib1 kullanilarak cDNA
tretilmektedir. Agir ve hafif (Vi ve Vy) zincirler tiretilen bu cDNA kalib1 kullanilarak
PCR yontemiyle hazirlanmaktadir. ScFv yapisini olusturmak i¢in agwr ve hafif (V. ve
Vu) zincir esnek polipeptid kopriisii ile birlestirilir (Kang 1991). Bu koprii (GlyasSer)s
tekrarindan olusan onbes amino asitlik bir yapidir. Olusturulan bu scFv yapisinin

flament6z faj yiizeyinde yer almasi i¢in fajmit karakterindeki vektore klonlanir. Bu
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durumda klonlama yapilan scFv kiitiiphanesi, fajmit partikiiliiniin dis yiizeyinde protein
olarak yer alir ve hedef molekiil ile karsilastirilmaya hazir hale getirilmis olur. Hedef
molekiil ile fajin karsilastirilmasi islemine biopanning adi verilir ve bu islem iki — ii¢
kez tekrarlanir. Biopanning sonrasi elde edilen klonlardan hangisinin hedef molekiile
kars1 ilginliginin yiiksek oldugunun bulunmasi ise Faj Eliza yontemi kullanilarak

saptanir.

2.5.3 Yapay Peptid Kiitiiphaneleri

Diger bir display yonteminde ise; degisik uzunluktaki peptidlerin yer aldig1 yapay
peptid kiitiiphaneleri kullanilir (Binetruy-Tournaire, 2000). Yapay olarak iiretilen ¢esitli
uzunluklardaki (7-mer,12-mer,16-mer, vb.) peptid dizileri fajlar iizerinde eksprese
edilerek hedeflerle karsilastirilmakta ve 6zgiin peptidler se¢ilmektedir. Bu yontemin
kullanilmasiyla scfv yaklasimmdaki bagisiklama asamasi ortadan kalkmakta ve
immiinojen 6zelligi olmayan molekiillere kars1 da algilayicit rekombinant molekiillerin
se¢ilebilmesi olanakli hale gelebilmektedir (Mark 1991, Marks 1992, Li 2003). Hedef
molekiil ile fajin karsilastirilarak secimi (biopanning), Faj Eliza ve DNA dizi analizi ile
faj genomundaki algilayici peptid dizisinin belirlenmesi phage display tekniklerindeki

ortak noktalardir.

Oligo Bio-panning
AN
i I ¢
i
|
Epitope". A
000000
Peptid W\J\M 000000 2008
. 000000
Dizi Analizi Eliza Faj

Sekil 2.13 Yapay Peptid kiitliiphaneleri
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2.5.1 Display Yonteminde Kullanilan Vektorler

Display teknolojilerinin uygulamasindaki 6nemli noktalardan biri uygulamada
kullanilan vektor ve o vektore ait Ozelliklerdir. Bu teknikte kullanilan vektorler M13
tabanli flamentdz faj karakterindeki fajmitlerdir. Flamentdz fajlarin genom yapisinin
kiiciik olmas1 nedeni ile genis kiitiiphaneler kolaylikla olusturulabilir ve boylelikle in
vitro se¢imde ideal tasiyict yapi olarak kullanilmaktadirlar. Bu amagla kullanilan
flament6z fajlar M13, fd ve fl veya bu faj kokeninden olusturulan rekombinant faj yada

fajmit tiirleridir (Sidhu 2000, Sidhu 2001).

VI (5 plll (~5)
PVl (-5) pVIIl (~2700) P
s III|II IIII'. I I I 'll
I-
c5om :[gll gX gV gVil gll gIX gVil gll gVI gl gV
M
/ N -
pIX (~5) N
930 nm

Sekil 2.14 Fajin yapist (Miillen 2006)

Phage display yonteminin uygulama alanlar1 igersinde kilif proteinlerini kodlayan
genler arasina yerlestirilerek gerceklestirilen sunum iglemi, tek tiir (mono-valent) ¢oklu
tiir (poly-valent) olmak tizere iki farkl yaklasim ile gerceklestirilmektedir. Coklu tiiriin
sunumunda, kii¢iik yabanci DNA pargalar1 faj kilif proteinleri arasina yerlestirilerek faj
partikiilii izerinde sunulmaktadir. Filament6z fajlardan rekombinant olarak olusturulan
fajmitlerden yararlanilmakta ve gen yerlestirilmesi islemi, fajmit partikiiliiniin pIII’i ile
flizyon proteini Uretebilecek sekilde diizenlenmektedir. Burada olusturulan fajmit,
temelde plazmid davranislarina ek olarak faj gibi davranabilme 6zelligi gostermektedir.
Bu nedenle, “intergenik bolge” ile “faj replikasyon baslangic noktasi” filamentdz
fajlardan gelmekte, ancak diger bazi faj genlerini icermediginden dogasi geregi bir faj
partikiiliinii kendi basmna iiretememektedir. Klonlama sonras1 bu fajmit formundaki
plazmitleri tasiyan hiicreler bir yardimec1 faj ile enfekte edildiklerinde, fajmit
genomundaki eksik genler ve ilgili proteinler lretilebileceginden, lizerinde degisiklik

yapilmis olan fajmitler kolaylikla konakg1 hiicreden disariya ¢ikabileceklerdir.
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Non-litik bakteriofaj fd ve M13 filament seklinde olup ~6,5nm ¢apinda ve ~900 nm
uzunlugundadir. Fajin tek zincir DNA genomu replikasyonda, morfolojide ve viriis
kilifin olusumunda gorev alan on farkli proteini kodlar (Sekil 2.14). Bu fajlara ait on
farkli genden iki tanesi olan gen III (gIll) ve gen VIII(gVIII) display tekniklerinde
kullanilmaktadir. Gen III faj partikiiliiniin yakin ucunda fajin tiiriine gore 3-5 kopya
olarak protein III (pIII)’t, gen VIII ise temel kilif proteini olan protein VIII (pVIII)’in
2700 kopya olarak iiretiminden sorumludur. G8p’nin 50 amino asidi viriis DNA’s1 ile
etkilesime giren C- terminal bolgesinde bulunur. Merkezi hidrofobik bolge g8p alt {inite

ile etkilesimdedir. Asidik N-terminal bdlge disa doniik olarak bulunur (Marvin 1969).

Mindr kilif proteini pIII 406 amino asit uzunlugunda 43.000 dalton molekiil
agirhigina sahip iki alt {initeden olusur. ilk alt birimin C- terminal ucu viral kilif
proteinle etkilesir, morfoloji ve membran baglantisi i¢in gereklidir (Manchak 2002).
Ikinci alt birimin N- terminal ucu bakterinin F- pilisine baglanarak bakteri hiicrelerini
enfekte eder (Sekil 2.15) (Russel 1989, Miillen 2006).

(1) —

4)  Fajkant
- proteinler
o .- (plll, pV1, pVII
-t 7N pVIIL, pIX)
/o)
. 2\
7 F
\ " f genomunun / '°_L\
/ ﬁ‘;“\

Faj proteinleri

Transkripsiyon —_____y Translasyon

Sekil 2.15 Fajin yasam dongiisti (Miillen 2006)

Filament6z faj ilk olarak Smith tarafindan kii¢iik peptidlerin fajin mindr kilif proteini
(pIIl) ile birlikte flizyon halde eksprese etmek amaci ile kullanilmigtir. Winter ve ark.
antikora ait Fab bolgelerinin filament6z bakteriyofaj tizerinde bulunan plIII kilif proteini
ile birlikte flizyon halde eksprese edilebilecegini gostermislerdir. Bu tiir vektorlerde
klonlama yapilan bolge fajmitin yapisal kilif proteinlerinden plll’e ait olan genin

baslangic noktasidir. Bu durumda klonlama yapilan gen ya da gen grubu (gen
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kiitiiphanesi) fajmit partikiiliiniin dis yiizeyinde pllI ile birlikte flizyon proteini olarak

anlam kazanmaktadir (Palmer 2003).

Display tekniklerinde vektorlerin sahip olduklar1 bu ozellikler kullanilarak
hazirlanan fajmit kiitiiphanesi i¢inde hedef molekiil ile (antijen, immiinojenik olmayan
molekiiller) konformasyonel iliski kurabilen 6zgiin yapilar elde edilebilmekte ve bu
yapilar protein olarak iiretilebilmektedir. Bu agamalarda vektor davranigini, vektoriin

icinde bulundugu konakei ile iliskisini belirlemektedir.

2.5.4 Biopanning Islemi

Faj yada fajmit iizerinde eksprese edilen kiitiiphane icerisinden hedef molekiil ile
konformasyonel olarak en 1yi iliskiyi kuran yapimin se¢ilmesi i¢in biopanning denilen
tarama yontemi kullanilmaktadir. Bu yontemde hedef molekiil bir matrikse baglanmakta
ve yiizeyinde farkli konformasyonel yapilar1 tasiyan filamentdz fajlar bu yapilar ile
karsilagtirilmaktadir. Karsilastirilma islemi sonrasi konformasyonel olarak uyum
saglamayan yapilar ortamdan yikama islemi ile uzaklastirilmakta ve hedef molekiile
baglanan fajlar ise konak¢1 bakteri yardimiyla ¢ogaltilmaktadir. Biopanning islemi {i¢
veya daha fazla tekrarlanarak sonugta uygun yapiy1 tasiyan fajlarin sayica arttirilmasi

saglanmaktadir (Sekil 2.16).

’] |] |‘, [ Fajin hedef
] molekil ile
. . ' J — kargilagmasi
Gogaltilan fajlarnn v

bir sonraki

biopanning igin L

L

Baglanmayan
E.coli iginde fajlann fajlarin

godaltimas uzaklagtinlmas

Sekil 2.16 Biopanning iglemi (Miillen 2006)
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2.5.5 Faj Eliza

Biopanning sonrasinda elde edilen klonlardan hangisinin hedef molekil ile
etkilesimin incelenmesi ise, faj ELIZA olarak adlandirilan yontemle yapilmaktadir. Bu
yontemde biopanning sonrasinda elde edilen klonlarin her birinden ayr1 ayr1 filamentoz
faj iiretimi yapildiktan sonra bu fajlar ELIZA kuyularmda hedef molekiil ile
karsilastirilmaktadir. Hedef molekiile baglanmayan fajlar yikandiktan sonra ortama
filament6z faja spesifik bir antikor (anti-M13 antikoru) ile konjuge halde enzim (alkalen
fosfataz) ilave edilmektedir (Sekil 2.17). Baglanmayan konjugat yikanarak ortamdan
uzaklastirilmaktadir. Tekrarlanan yikama islemlerinden sonra anti-M13 enzim konjugati
ile reaksiyona girecek enzim substrati ortama ilave edilmektedir. Olusan renk
reaksiyonu sonucu ile hedef molekiilii algilayan yapiy1 {lizerinde tasiyan fajlar

saptanmaktadir (Sidhu 2001).

Alkalen fosfataz konjuge edilmis

Anti-M13 antikoru Alkalen fosfataz
Mi3 kdkenli
filamentdz faj

Bakteriyofaj yiizeyinde dig
ortama sunulan p eptid

Hcdef molekiil

Sekil 2.17 Faj Eliza yontemi
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3. MATERYAL ve METOD

Tez ¢calismamizda, yapay peptid kiitiiphaneleri yaklagimi kullanilarak HbA,, HbS ve
BSA hedeflerine karsi calisma yapilmistir. Biopanning islemlerinde ilgili hedefleri
algilayan 12-mer lineer ve 7-mer siklik yapay peptid kiitiihnaneleri kullanilmistir.
Biopanning sonrasi elde edilen klonlardan hangisinin hedef molekiile kars1 ilginliginin
yiiksek oldugu faj eliza ile belirlenmistir. Faj-ELIZA yontemindeki izleme antifaj-HRP
(Horseradish peroxidase) antikoru ile gergeklestirilmistir. HbA; ve HbS molekiiliine
ilginligi olan algilayici fajlarm Peptid dizileri BECKMAN CEQ™8000 sisteminde
DNA dizi analizi yapilarak belirlenmistir.

3.1. Yapay Peptid Kiitiiphaneleri

Yapay peptid kiitiiphaneleri olarak 12-mer lineer (Ph.D.-12™

) ve 7-mer siklik
(Ph.D.-C7C™) faj kiitiiphanesi kullanilmistir. Her iki faj kiitiiphanesinde de 12-mer ve
7-mer’lik Peptid dizileri M13 filamentdz fajin plIl mindr kilif proteini ile eksprese
edilmektedir. 12-mer lineer kiitiiphane baslangi¢ ve bitis noktalarinda glisin ve serin
aminoasitlerini igcermektedir. 7-mer siklik kiitiiphane diger kiitiiphanelerden farkl
olarak baglangi¢ ve bitis noktalarinda sistein aminoasitlerini igermektedir. Baslangi¢ ve
bitis noktalarindaki sistein aminoasitleri disiilfit kopriisii olusturarak ilgili peptide siklik

yap1 6zelligi kazandirmaktadir.

3.2 Biopanning Islemi

Yapay peptid Kkiitiiphaneleri ile elde edilen yapilardan hedef molekiil ile
konformasyonel olarak en 1iyi iligskiyi kuran yapinin secilmesi i¢in biopanning olarak
tanimlanan tarama yonteminde hedef molekiill immiin tiip yiizeyine adsorbe
edilmektedir. Hedef molekiiller 12-mer lineer kiitiiphane igin HbA,, 7-mer siklik
kiitiphane i¢in HbS molekiilii olarak belirlendi. Yiizeyinde farkli konformasyonel
yapilar1 tasiyan filamentéz faj (M13) bu hedef molekiiller ile karsilastirilmaktadir.

Karsilastirilma iglemi sonrasi konformasyonel olarak uyum saglamayan yapilar
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ortamdan yikama iglemi ile uzaklastirilmaktadir Biopanning islemi {i¢ veya daha fazla

tekrarlanarak sonugta uygun yapiy1 tasiyan fajlarin sayica arttirilmasi saglanmaktadir.

Birinci Giin;

1.

Hedef molekiil 0.1 M NaHCOs i¢inde 100 pg/mL olacak sekilde hazirlandi. 200

pL hacimde immiin tiip i¢ine koyulup kaplama yapildi.

2. Immiin tiip +4 °C’de gece boyu inkiibasyona birakildu.

ikinci Giin;

3. Immiin tiip igindeki kaplama soliisyonu dokiildii, 200 pL bloklama tamponu
koyuldu, + 4 °C’de en az 1 saat inkiibe edildi.

4. 10 mL LB ortamina ER2738 bakteri ekildi. Calkalamali inkiibatorde 37 °C’de
(ODggo 0.500) inkiibe edildi.

5. 2 saatlik inkiibasyondan sonra bloklama tamponu dokiildii, immiin tiip 6 kez
TBST (TBS + % 0.1 [v/v] Tween-20) ile yikandu.

6. Ph.D.-12™ orijinal peptid kiitiiphaneden 10 pL (2xlO13 pfu/ mL) alinip 200 pL
TBST iginde immiin tiipiin i¢ine koyuldu.

7. Oda sicaklhiginda 1 saat inkiibasyona birakildi.

8. 1 saatlik inkiibasyondan sonra immiin tiip i¢indeki TBST+faj igeren 200 pL
soliisyon dokiilerek hedef molekiile baglanmayan fajlar ortamdan uzaklastirildi.

9. Immiin tiip 10 kez TBST ile yikandu.

10. Baglanan fajlarin geri kazanimi i¢in immiin tiip i¢ine 200 pL 0.2M Glisin-HCL
(pH 2.2) koyulup 10 dakika oda sicakliginda bekletildi.

11. 10 dakika bekletildikten sonra 200 uL olan 0.2 M Glisin-HCL (pH 2.2) igerigi
temiz bir ependorf tiipe alinip iizerine notrlesme i¢in 150 uL 1 M Tris-HCL
eklendi.

12. Elde edilen fajlar isimlendirilerek bir sonraki biopanning islemi igin

+4 °C’de saklandu.
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3.3 Faj Titrasyonu

Biopanning sonrasi elde edilen faj miktarini belirlemek i¢in faj stoguna seri diliisyon
uygulanmaktadir (Sekil 3.1). Diliisyon igerikleri filament6z faj (M13) konakgist olan
ER2738 bakteri soyu ile inkiibe edilmektedir (Sekil 3.2). inkiibasyon sonrasi filamentdz
faj ve konakgist IPTG/Xgal iceren petrilere dokiiliir ve gece boyu inkiibasyona
birakilmaktadir. IPTG/Xgal igerigi konakcisini enfekte eden faj plaklarinin petri
iizerinde mavi renk olusturup izlenmesini saglamaktadwr (Sekil 3.3). Titrasyon
sonucunda son petrideki faj plaklari sayilip diliisyon faktorleri ile hesaplanarak stok faj

miktar1 belirlenmektedir.

1. LB/IPTG/Xgal iceren +4 °C’de tutulan petriler 37°C’de faj titrasyonu igin
uygun sicakliga getirildi.

2. Ust agaroz mikrodalgada eritilip 5 mL olarak steril cam tiiplere dagitildi. Daha
sonra 45°C sicakliktaki su banyosuna yerlestirildi

3. 10 mL LB ortamina ekilen bakteri (ER2738) 200 puL olarak ependorf tiiplere

dagitildi.
4. Biopanning sonrasi elde edilen 200uL faj i¢eren tiipten 10uL alinarak 1/10 seri
diliisyon yapild1.
10 pL faj 1/10 1/10 1/10 1/10

& & T T

Faj LB LB LB LB LB
Biopanning sonrasi 1. Tiip 2. Tiip 3. Tiip 4. Tiip 5. Tiip
elde edilen faj 200 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL

Sekil 3.1 Faj stogunun seri diliisyonu

5. Diliisyon tiiplerinden 10 pL almarak 200 pL bakteri (ER2738) igeren tiip igine
koyulup 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
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1. Tiip 2. Tiip 3. Tiip 4. Tiip 5. Tiip
90 pL+10pL faj 90 pL+10pL faj 90 pL+10pL faj 90 pL+10pL faj 90 pL+10pL faj

I

10pL 10pL 10pL 10pL 10pL
ER2738 ER2738 ER2738 ER2738 ER2738
E.coli E.coli E.coli E.coli E.coli
200 pL 200 pL 200 pL 200 pL 200 pL

Sekil 3.2 Diliisyon sonrasi fajlarin ER2738 (E.coli) ile inkiibasyonu

6. Inkiibasyon sonras1 her bir tiip iceriginin tiimii 5 mL 45°C’de bekleyen erimis
halde iist agaroz igeren tiip i¢ine pipetlendi.

7. Tiip hafifce ¢alkalanip LB/IPTG/Xgal iceren petriye dokiildii. Ust agaroz petri
iizerini kaplayacak sekilde yayild.

a 37 °C’ de

gece boyu
inklibasyon

—

Sekil 3.3 LB/IPTG/Xgal iceren petride gece boyu inkiibasyon

8. Oda sicakliginda 30 dakika {ist agarozun kurumasi i¢in bekletildi.
9. Petriler ters ¢evrilip 37°C’de gece boyu inkiibasyona birakild.
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3.4 Faj Cogaltim

Segim islemine alnacak olan yapay peptid kiitiiphanesi 10™* pfu/mL derisimde
olmalidir. Bu nedenle biopanning ¢ikisinda elde edilen fajlar titrasyon ile belirlenmekte
ve bir sonraki segim islemine almabilmeleri i¢in gogaltirarak 10™* pfu/mL degerine

getirilmeleri gerekmektedir.

1. Titrasyon sonrasi petrilerdeki faj plaklari sayildi. Biopanning sonrasi elde edilen
faj sayis1 hesaplandi.

2. 20 mL LB ortamina bakteri (ER2738) faj ¢ogaltimi icin ekildi. Calkalamali
inkiibatorde 37 °C’de erken log evreye gelene kadar (ODggo ~ 0.200) inkiibe
edildi.

3. Fajlarinmn tamami (ODgg ~ 0.200) bakteri igeren 20 mL LB ortamina aktarildi.
Calkalamali inkiibatorde 37 °C’de 5 saat inkiibe edildi.

4. Inkiibasyon sonras1 20 mL kiiltiiriin tamamu steril falkon tiipe bosaltild1.

5. 6000 rcf 10 dakika santrifiij yapildi.

6. Ust faz steril falcon tiipe almarak (iist fazin ~ %80°’i) iizerine 1/6 oraninda
PEG/NaCl eklenerek +4 °C’de gece boyu inkiibasyona birakildu.

7. +4 °C’de gece boyu inkiibasyon sonrasi falkon tiip 9000 rcf’te 15 dakika
santrifiij edildi.

8. Ust faz atild1. Pellet 1 mL TBS ile ¢oziiliip ependorf tiipe aktarildi. Uzerine 1/6
oraninda PEG/NaCl eklenerek buzda 1 saat inkiibe edildi.

9. Inkiibasyon sonrasi 9000 rcf’te 10 dakika santrifiijlendi. Ust faz atilarak pellet
iizerine 200 pL TBS, % 0.02 NaNj3 eklenip pellet ¢oziildii.

10. Elde edilen amplifiye olmus faj, stok olarak adlandirildi.
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3.5 Faj Klonlarimin Cogaltim

Titrasyon sonrasi petri lizerindeki faj plaklar1 sayilarak biopanning sonrasi elde

edilen faj miktar1 hesaplanmaktadir. Elde edilen faj plaklarmin faj eliza ve DNA

izolayonunda kullanilabilmeleri ic¢in yeterli miktarda olmalar1 gerekmektedir. Bu

nedenle faj amplifikasyonunda oldugu gibi konake¢1 hiicre olarak ER2738 E. coli soyu

kullanilmaktadir.

1. Titrasyon sonrasi petrilerdeki faj plaklar1 sayild.

2. 20 mL LB ortamina bakteri (ER2738) faj plak ¢ogaltimi i¢in ekildi. Calkalamali
inkiibatorde 37 °C’de erken log evreye gelene kadar (ODgpo~0.200) inkiibe
edildi.

3. Inkiibasyon sonrasi, bakteri (ER2738) iceren 20 mL LB ortann 1 mL’lik
hacimlerde steril cam tiiplere dagitildi.

4. Petrilerdeki plaklar steril tip ile toplanip her tiipe bir plak olacak sekilde bakteri
(ER2738) igeren 1 mL hacimde LB ortamia koyuldu.

5. Calkalamali inkiibatorde 37 °C’de 5 saat inkiibe edildi.

6. Inkiibasyon sonrasi 1 mL icerigin tamamu steril ependorf tiipe bosaltildi.

7. 9000 rcf 10 dakika santrifiij yapildi.

8. Ust fazin 800 pL’si steril ependorf tiipe alinip 500 pL’si DNA izolasyonu, 300

pL’si faj eliza i¢in ayrildi
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3.6 Faj Eliza

Biopanning sonrasi elde edilen klonlardan hangisinin hedef molekiile karsi

ilginliginin yiiksek oldugu faj eliza ile belirlenmistir. Faj-ELIZA ydntemindeki izleme

antifaj-HRP (Horseradish peroxidase) antikoru ile 415 nm dalga boyunda eliza

okuyucuda gergeklestirilmistir.

10.

11.

Hedef molekiil 0.1 M NaHCO3; i¢inde 100 pg/mL olacak sekilde hazirlandi. 50
uL hacimde eliza plate kuyularina koyulup kaplama yapildi.

Eliza plate +4 °C’de gece boyu inkiibasyona birakildi.

Eliza plate icindeki kaplama soliisyonu dokiildi, 50 pL bloklama tamponu
koyuldu, + 4 °C’de en az 1 saat inkiibe edildi.

1 saatlik inkiibasyondan sonra bloklama tamponu dokiildii, kuyular 6 kez TBST
(TBS + % 0.1 [v/v] Tween-20) ile yikand.

Amplifiye edilmis faj stogundan 10 pL (2x10* pfu/ mL) alimip 50 puL TBST
icinde kuyu i¢ine koyuldu.

Oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakildi.

1 saatlik inkiibasyondan sonra kuyular 6 kez TBST (TBS + % 0.1 [v/v] Tween-
20) ile yikand.

HRP- konjugatli anti-M13 antikoru 1:5,000 oraninda diliie edilip 50 pnL hacimde
kuyulara dagitild:.

1 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

1 saatlik inkiibasyondan sonra kuyular 6 kez TBST (TBS + % 0.1 [v/v] Tween-
20) ile yikand.

HRP substrat soliisyonu hazirlanip renk reaksiyonu olusunca 415 nm dalga

boyunda okuma gergeklestirildi.
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3.7 Faj DNA izolasyonu

Hedef molekiil ile fajin molekiilsel etkilesimi Faj FEliza reaksiyonunda
gozlenmektedir. Faj Eliza sonuglar1 dogrultusunda elde edilen verilerle hangi faj
klonunun hedef molekiil ile etkilesiminin yiiksek oldugu belirlenmektedir. Faj klonu
yiizeyinde yer alan peptid dizisini DNA dizi analizi yontemi ile belirlemek i¢in faj DNA

izolasyonu yapilmistir.

1. Faj plak ¢ogaltimi sonrasi ayrilan 500 pL siipernatan {izerine 200 pL PEG/NaCl
eklenip karistirilarak oda sicakliginda 10 dk bekletildi.

12000 rpm’de 10 dk santrifiijlenip siipernatan atild1.

Pellet 100 pL Iodide buffer ile ¢oziildii. Uzerine 250 uL saf alkol eklendi.

12000 rpm’de 10 dk santrifiijlenip siipernatan atild1.

Pellet %70’lik alkol ile yikandi.

I T

Vakum altinda kurutulan pellet 30 pL steril suda ¢oziildii.

3.8 Kullanilan Cozeltiler:

e LB Ortami:
10 g Bacto-Tryptone
5 g Yeast ekstract
59 NaCl
100 L 10 N NaOH

Otoklavlanip, oda sicakliginda saklanir.

e |LB-Agar:
1 L LB ortami + 15 g Agar
Otoklavlanip, petrilere dokdiliir.

e LB/IPTG/Xgal:
1L LBortami+ 15 g/L agar.
Otoklavlanip, sicakligi 70 C’nin altina diistiigli zaman 1mL IPTG/Xgal eklenip

karistirilir. + 4 °C’de karanlikta saklanir.



Ust Agaroz:

10 g Bacto-Tryptone

5 g yeast ekstract

5 g NaCl

1 g MgCl, « 6H,0

7 g agaroz

Otoklavlanip, 50 mL olarak biiliiniir. Oda sicakliginda kat1 halde saklanir.

Bloklama Tamponu:

0.1 M NaHCO; (pH 8.6)

5 mg/mL BSA

% 0.02 NaNs3

Steril filtre edilip, +4 °C’de saklanir.

0.2 M Glisin-HCL:
1,50 g Glisin
100 mL steril saf suda ¢oziiliir (pH 2.2)

Oda sicakliginda saklanir

TBS:
50 mM Tris-HCI (pH 7.5)
150 mM NaCl

Otoklavlanip, oda sicakliginda saklanir.

TBS-T:
1LTBS
% 0,1 Tween-20 (v/v)

Oda sicakliginda saklanir.

PEG/NaCl:
% 20 (w/v) polyethylene glycol-8000
2.5 M NaCl

Otoklavlanip, oda sicakliginda saklanir.



e Na Sitrat:
0,75 g Na Sitrat
50 mL steril saf suda ¢oziiliir (pH 4.0)
Steril filtre edilip, +4 °C’de saklanr.

e [IPTG/Xgal
0,259 IPTG
0,20 g Xgal
1 mL DMF iginde ¢oziiliir.
- 20 °C’de saklanr.

e lodide Buffer:
12 g Nal
0.2mL 1M Tris
40 uL 50 mM EDTA
20 mL steril saf suda ¢oziiliir.

Oda sicakliginda karanlikta saklanir.
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3.9 DNA Dizi Analizi

Hedeflerine iginligi yiiksek olan algilayict fajlarin iceriklerindeki Peptid dizileri
BECKMAN CEQ™8000 sisteminde DNA dizi analizi yapilarak saptanmustir. DNA dizi
analizi reaksiyon karigimi ve uygulama bigimi Tablo 3.2°de, kullanilan geri primerlerin

baz dizilimleri Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1 DNA dizi analizi yonteminde kullanilan primerler ve 6zellikleri.

Primer Ad1 Primer Dizisi
PAM 900 (22-mer) 5- GTATGG GAT TTT GCT AAA CAA C-3’
FAS-BYFO01 (20-mer) 5’- CCC TCATAG TTA GCG TAA CG-3

Tablo 3.2 DNA dizi analizi reaksiyon karsimi ve uygulama bigimi.

DNA dizi analizi reaksiyon bilesenleri | Tek tiip icin miktar
DNA 5l
DTCS mix 10 ul
FAS-BYFOI (1,6 pmol/ul) 2l
Steril dH,0 3ul
Toplam Hacim 20 ul

Dizi analizi yonteminde, Beckman Coulter Genome Lab™ Methods Development
Kit Dye Terminator Cycle Sequencing (DTCS) Kiti ile faj genomu igeriklerindeki
Peptid dizileri saptanmistir. Reaksiyon uygulamasi 94 °C’de 20 sn, 50 °C’de 20 sn ve
60 °C’de 4 dak olmak flizere toplam 30 dongii olarak gercgeklestirilmistir. Reaksiyon
sirasinda Pam 900 ve FAS-BYFOL1 geri primerleri kullanilmistir. Sekil 3.6 ve Sekil
3.7°de primerlerin yerleri belirtilmistir. Bu primerlerin se¢imi kullanilan faj
kiitliphanesine gore belirlenmistir. Sekil 3.4’te dizi analizi yontemi ile faj genomundaki

dizisinin tanimlanmasina yonelik bir 6rnek gosterilmistir.
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90 100 110 120 130 140 150 160 170
Reference | ACCT CCACCMNNMNNMNNMNNMNNMNNMNNMNNMNNMNNMNNMNNAGAGT GAGAAT AGAAAGGTACCACTAAAGGAAT TGCGAA!
Sequence | ACCTCCACCCGGCCAAT CCCGAGGCGAAGGAGACCCAT TACCAT GAGAGT GAGAAT AGAAAGGTACCACTAAAGGAAT T GCGAA'

Consensus | ACCTCCACCCHACHAARACHXARKCHRARKAXK CHX QK AF* AX* AGAGT GAGAATAGAAAGGTACCACTAAAGGAATTGCGAA'

3'0-PACCTCCACWCCG GCCAAT CZECCG A GTCG A30G AG%CCCATJUTAC CATG AG

\ /\ H ‘|
4 E MWL. U M AMJ ‘”. AJ \‘i \. |, | VJ Mﬂ{\rMﬂ A f g .\

|
I
500 600
Data Points

Error

g 1

Analyzed Data

Fluorescence

1l]l][l

Sekil 3.4 Faj genomundaki peptid dizisinin PAM900 geri primeri kullanilarak
dizi analizi ile tanimlanmasi. (M= A/C K= G/T)

3.10 Peptid iceriginin Belirlenmesi

Faj peptid dizinin belirlenmesinde geri primer kullanilmistir. Elde edilen DNA dizi
analizi ters (reverse) diziyi icermektedir. Ana peptid dizisi ise Sekil 3.6’da belirtildigi
gibi 5° — 3’ yoniindedir ve NNK olarak kodlanmaktadir. DNA dizi analizinde elde
edilen dizi ise MNN olarak kodlanmaktadir. Peptid dizisi elde edilen dizinin tiimleyici
almarak belirlenmistir. Lineer ve siklik dizinin belirlenmesinde faj genomuna ait
referans dizi kullanilmistir (Sekil 3.6 ve Sekil 3.7). Sekil 3.5’te dizi analizi yontemi ile
faj genomundaki dizisinin tanimlanmasma ve ana peptid dizisinin belirlenmesine

yonelik bir 6rnek gosterilmistir.

Referans dizi TCC {ACC : MNN : MNN ¢ MNN & MNN ¢ MNN § MANN : NN | BNN § NN : MNN : MNN @ MNN ¢ AGA GTG
Faj klon dizi TCC 1 ACC : AAG : AGT {AGA IAAG 1AAA ACT IAAT :AGG :ATG !ACG IATG ! CGC : AGA: GTG
Komplementer dizi AGG { TGG | TTC ¢ TCA : TCT i TTC i TTT { TGA: TTA : TCC : TAC i TGC | TAC i GCG : TCT | CAC

Peptid dizi CAC i TCT i GCG ! CAT : CGT | CAT : CCT : ATT ! AGT : TTT : CTT : TCT i ACT { CTT | GGT i GGA
his i ser i ala i his : arg { his { pro | ile { ser : phe i leu ! ser { thr : leu i gly ! gly

Sekil 3.5 12- mer lineer peptid dizisi belirlenmis bir faj klonu.



¢ plil dizisi

5% —...TTR TTC GCAR ATT CCT TTR GTG GTA CCT TTC TAT TCT CAC TCT
37 —...BRAT ARG CGT TAAE GGA ALT CRAC CAT GG& LAG ATR RAGAR GTG AGE
---Leu Phe Ala Ile Proc Leu Val Val Pro Phe Tyr Ser His Ser

i Peptid dizisi

NNF NNE NNF NNF NHNF NNE NHNF NNF NNF NNHNE NNF NNE GGT GG& GGT
DM MMM RIERL MBI MBI NBMLL RIRIRL MBIM BRI MMM NENM NNM CCR CCT CCh
Krx Xuxw Xux HNuwxw Xuwxw Xrx Xxx Xxx Xxx Xxx Xax Xxx Gly Gly Gly

TCE GCC GAR ACT GTT GAR AGT TGT TTAR GCA Ak TCC CAT ACLH GAR
AGCT CGE CTT TGA Cha CTT TCA ACA AAT CGT TTT AGG GTA TGT CTT
Ser Ala Glu Thr Val Glu Ser Cys Leu Ala Lys Ser His Thr Glu

— PamS00

AT TCLA TTT ACT RAC GTC TGGE Anl GAC G
TTa AGT Abkn TGA TTG CAG ACC TTT CTG O
Asn Ser FPhe Thr Asn Val Trp Lys Asp A

C noan LCT TTR GAT
TG TTT TGA ARMT CTA
sp Lys Thr Leu Asp

CGT TAC GCT BRAC TAT GAG GGCO...— 3F
GCA ATG CGA TTG ATA CTC CCG...— 37

Arg Tyr Ala Asn Tyr Glu Gly

-#— FAS-BYFI1M

K=G/T M= AC

Sekil 3.6 DNA dizi analizinde kullanilan primerlerin konumlar1 ve 12-mer lineer

peptid dizisinin baslangi¢ noktasi.

¢ plil dizisi

57 —...TT2 TTC GCA ATT CCOT TTA GTG GTA CCT TTC TAT TCT CAC TCT
3 —...ART ARG CGT TAL GGL RAT CAC CAT GGA ALG ATZ AGR GTG AGL
«weleu Phe Alaz Ile Pro Leu Val Val Pro Phe Tyr Ser His Ssr

¢ Peptid dizisi

GCT TGT NNE NNE NNFE NNE NNE NNE NNE TGC GGT GGA GGT TCGE GCC
CGL RCL MNNM NMNM NMNM NMM NNM NNM NNM ACG CCLh CCT CCR LAGC CGE
Ala Cys Xxx Xxx Xxx Xxx Xxx Xxx Xxx Cys Gly Gly Gly Ssr Alas

Ghn RCT GTT GRAR AGT TGT TTA GCA ALA TCC CAT ACA GRR ART TCR
CTT TGLA CAL CTT TCA ACA AAT CGT TTT AGG GTA TGT CTT TTR AGT
Glu Thr Val Glu Ser Cys Lesu Alas Lys Ssr His Thr Glu Asn Ser
A PRS00
TTT ACT RA C TGE ARL GRC GARAC Lnph nCT TTA GAT
Aoy TGA TTG CRAG RCC TTT CTG CTG TTT TGA AAT CTA
1 Trp Lys Asp Asp Lys Thr Leu Asp

[#]
Q
H

Phe Thr Asn Va

CGT TRC GCOT RAC TAT GAG GGC...— 37
GCA ATG CGA TTG ATA CTC
Arg Tyr Ala Asn Tyr Glu &ly

“— FAS-BYFO1

K=G/T M=AC

Sekil 3.7 DNA dizi analizinde kullanilan primerlerin konumlar1 ve 7-mer siklik

peptid dizisinin baglangi¢ noktasi
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3.11. Aminoasit Ozelliklerinin Belirlenmesi

HbA; ve HbS molekiiliine karsi uygulanan biopanningler sonrasi elde edilen
klonlarmm peptid dizileri belirlendi. Bu peptid dizilerin icerdigi aminoasitlere ait
ozellikler incelendi. Bu incelemede; amino asitlerin fiziko-kimyasal 6zelliklerine gore
olusturulan Venn semasi kullanildi (Sekil 3.8). Bu baglamda amino asitlerin elde edilen
peptid dizilerinde bulunma sikliklari, hidrofobik, polar, aromatik, 6zellikleri incelendi
(Innis 2004). Amino asitlerin peptid dizilerinde bulunduklar1 konuma goére hidrofobisite

egrileri belirlendi (Tablo 3.3).

Polar

Kiigiik .
Pozitif

Cok

Aromatik

Alifatik

Hidrofobi

Sekil 3.8 Aminoasitlerin fizikokimyasal 6zellikleri (Innis 2004)




Tablo 3.3 Aminoasitlerin hidrofobisite degerleri ve yan zincir lineer yapilari

Aminoasit Yan Zincir Hidrofobisite
Degeri

Isim Sembol Lineer Yapi

Alanin Ala A CHs;- 1.9
Arjinin Arg R HN=C(NH,)-NH-(CHy,)s- -12.3
Asparajin Asn N H,N-CO-CH,- -4.8
Aspartik asit Asp D HOOC-CH,- -9.2
Sistein Cys C HS-CH,- 2.0
Glutamin GIn Q H,N-CO-(CH,),- -4.1
Glutamik asit Glu E HOOC-(CH,),- -8.2
Glisin Gly G H- 1.0
Histidin His H NH-CH=N-N-CH=C-CH, -3.0
izolésin lle [ CH3-CH,-CH(CHy)- 3.1
Losin Leu L (CH3),-CH-CH,- 2.8
Lizin Lys K H,N-(CH,),- -8.8
Metionin Met M CH;-S-(CH,),- 3.4
Fenilalanin Phe | F Ph-CH,- 3.7
Prolin Pro | P NH-(CH,);-CH,H- -0.2
Serin Ser | S HO-CH,- 0.6
Treonin Thr T CH;3-OH(OH)- 1.2
Triptofan Trp | W Ph-NH-CH=C-CH,- 1.9
Tirozin Tyr Y OH-Ph-CH,- -0.7
Valin Val V (CH;)Z-CH- 2.6

43
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4 BULGULAR

Tez calismamizda; yapay Peptid kiitiiphaneleri yaklasimi uygulanip 12-mer lineer ve
7-mer siklik faj kiitiiphaneleri kullanilarak biopanning islemleri gerceklestirildi. HbA,
molekiiliine yonelik 12-mer lineer kiitiiphane ile ilk olarak dort biopanning daha sonra
alt1 biopanning islemi gerceklestirildi. Toplam 72 faj klonu secildi. HbS molekiiliine
yonelik 7-mer siklik faj kiitiiphanesi ile toplam on biopanning islemi gergeklestirilip 70
faj klonu secildi. Elde edilen klonlarmm hedef molekiil ile etkilesimleri faj eliza ile
saptand1. Klonlara ait peptid dizileri BECKMAN CEQ™8000 sisteminde DNA dizi
analizi yapilarak belirlendi. Ortak peptid dizisini iceren klonlar gruplanarak
smiflandirildi. Peptidlerin yapisinda bulunan aminoasitler polarite, yiik, hidrofobisite

ozelliklerine gore incelendi.

HbA; hedefine kars1 12-mer lineer kiitiiphane ile toplam dort biopanning islemi
gerceklestirildi (Tablo 4.1). Ik biopanning isleminde sirastyla BSA, BSA, HbS ve
HbA; molekiilleri ile immiin tiip kaplandi. BSA ile kapli immiin tiip i¢inde 12-mer
lineer fajlar BSA molekiilii ile iki kez karsilastirildi. Baglanmayan fajlar alinip HbS
kapli immiin tiip icinde HbS molekiilii ile karsilastirildi. Tekrar baglanmayan fajlar
almip HbA, molekiili ile kapli immiin tiip i¢inde HbA, molekiilii ile karsilastirildi.
Biopanning sonrasi yikama islemlerinde baglanmayan fajlar ortamdan uzaklastirilip
HbA; molekiiliine baglanan fajlar toplandi. Ikinci, iigiincii ve dordiincii biopanning
isleminde hedef molekiil HbA; ile immiin tiip kaplanip baglanan fajlar topland1 (Sekil
4.1).

Tablo 4.1 12-mer lineer kiitiiphane ile HbA, molekiiliine 6zgili biopanninglerdeki faj
miktarlari

Hedef molekiil Giris Cikis
1. Biopanning (A2100) HbA, 2x10" pfu/mL | 2x10° pfu/mL
2. Biopanning (A2200) HbA, 2x10" pfu/mL | 2x10° pfu/mL
3. Biopanning (A2300) HbA, 2x10" pfu/mL | 2x10° pfu/mL
4. Biopanning (A2400) HbA, 2x10" pfu/mL | 2x10° pfu/mL
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T DT D
1. Biopanning 6
lllllllll> 2x10 pr/mL
BSA BSA HbS HbA, Titrasyon
2. Biopanning T
U lllllllll> 2X105pr/mL
HbA;
3. Biopanning 6
lllllllll> 2x10 pr/mL
HbA,
- : Faj plaklarinin se¢imi
4. Biopanning 6 .
lllllllll> 2x10 pr/mL ve amp|lf|ka5y0nu
HbA;
Faj Eliza

Sekil 4.1 12-mer lineer kiitliphane ile HbA, molekiiliine 6zgii biopanning iglemi

Dérdiincii biopanningde elde edilen 2X10° pfu/mL konsantrasyonundaki faj stoguna
seri diltisyon uygulandi (Sekil 4.1). Seri diliisyon sonucu 30 faj plagi toplanip amplifiye
edildi. Amplifiye edilen klonlarin DNA’lar1 izole edilip fajlarin peptid dizileri DNA dizi
analizi ile belirlendi. DNA dizi analizinde PAM900 ve Fas-BYFO1 geri primerleri
kullanild1. Peptid dizilerinin belirlenmesinde gere¢ ve yontemler boliimiinde yer alan
12- mer lineer kiitiiphaneye 6zgii referans dizi kullanildi. Ortak peptid dizilere sahip faj
klonlar1 bir araya getirilerek gruplandirildi. Sekil 4.2°de 12-mer lineer faj klonuna ait

DNA dizi analizi gosterilmistir.
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90 100 110 120 130 140 150 160 170
Reference | ACCTCCACCMNNMNNMNNMNNMNNMNNMNNMNNMNNMNNMNNMNNAGAGT GAGAAT AGAAAGGTACCACTAAAGGAAT T GCGAA
Sequence | ACCTCCACCCGGCCAATCCCGAGGCGAAGGAGACCCATTACCAT GAGAGT GAGAAT AGAAAGGTACCACT AAAGGAAT T GCGAA
Consensus | ACCTCCACCCHRCAAARX AR ARECHA AXK QXA ORI AKX QXA AF % ACAGT GAGAAT AGAAAGGTACCACT AAAGGAATT GCGAA
Error

4l r

Analyzed Data
30 10 20 ]
: ACCTCCACCCG GCCAATCCCGAGQCG@AG AG CCCATTACCATGAG GTG
|
3 25 ‘] l \‘ ﬂ ‘
: f\ limt
g 20 n ‘ | i
g \ i \ “
6 15 |
3 : “ " |[ \ ‘\ A ‘
w 10 “. l[ ‘L‘ J ‘ \15 |[J x
M i L" || i f“"'\" |
05 l |||||J|~' Illllln ||11|l|Hlllulmllinlfﬂllh’ul |
300 600 900 1000
Data Points
d I

Sekil 4.2 Faj genomundaki peptid dizisinin PAM900 geri primeri kullanilarak dizi
analizi ile tammlanmasi. (M= A/C K= G/T)

DNA dizi analizi sonuglarma gore secilen 12 klonun CTC CGC ATT CGA CTT
ATG CTG CGG ATA ATA CGC dizisini, 10 klonun CGG CCA ATC CCG AGG CGA
AGG AGA CCC ATT ACC ATG dizisini, 4 klonun AGT CCA CGG CCT ATG ATG
CGT CGT ATC CGC AAG CAG dizisini igerdigi saptandi (Tablo 4.2). Elde edilen
sonuglara gore CTC CGC ATT CGA CTT ATG CTG CGG ATA ATA CGC dizisini
iceren 12 faj klonu birinci grup olarak adlandirildi. CGG CCA ATC CCG AGG CGA
AGG AGA CCC ATT ACC ATG dizisini igeren faj klonlar1 ikinci grup ve AGT CCA
CGG CCT ATG ATG CTG CGT ATC CGC AAG CAG dizisini igeren faj klonlar1 ise
ticlincii grup olarak adlandirildi (Tablo 4.3). Diger faj klonlar1 ortak dizi icermedigi i¢in
tek olarak degerlendirildi. Faj klonlarinin gruplanmasindan sonra peptid dizileri

belirlendi.



Tablo 4.2 Klonlara ait DNA dizi analizi sonuglar1 (M= A/C K= G/T)
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Klon | MNN| MNN | MNN | MNN | MNN | MNN | MNN| MNN | MNN | MNN | MNN | MNN
A2408 | CTC | CGC | ATT | CGA | CTT | ATG | ATT | CTG | CGG | ATA | ATA | CGC
A2409 | CTC | CGC | ATT | CGA | CTT | ATG | ATT | CTG | CGG | ATA | ATA | CGC
A2428 | CTC | CGC | ATT | CGA | CTT | ATG | ATT | CTG | CGG | ATA | ATA | CGC
A2430 | CTC | CGC | ATT | CGA | CTT | ATG | ATT | CTG | CGG | ATA | ATA | CGC
A2431 | CTC | CGC | ATT | CGA | CTT | ATG | ATT | CTG | CGG | ATA | ATA | CGC
A2426 | CTC | CGC | ATT | CGA | CTT | ATG | ATT | CTG | CGG | ATA | ATA | CGC
A2423 | CTC | CGC | ATT | CGA | CTT | ATG | ATT | CTG | CGG | ATA | ATA | CGC
A2419 | CTC | CGC | ATT |CGA | CTT | ATG | ATT | CTG | CGG | ATA | ATA | CGC
A2418 | CTC | CGC | ATT | CGA | CTT | ATG | ATT | CTG | CGG | ATA | ATA | CGC
A2414 | CTC | CGC | ATT | CGA | CTT | ATG | ATT | CTG | CGG | ATA | ATA | CGC
A2437 | CTC | CGC | ATT | CGA | CTT | ATG | ATT | CTG | CGG | ATA | ATA | CGC
A2401 | CTC | CGC | ATT | CGA | CTT | ATG | ATT | CTG | CGG | ATA | ATA | CGC
A2425 | CGG | CCA | ATC | CCG |AGG | CGA |AGG | AGA | CCC | ATT | ACC | ATG
A2424 | CGG | CCA | ATC | CCG |AGG | CGA |AGG | AGA | CCC | ATT | ACC | ATG
A2422 | CGG | CCA | ATC | CCG |AGG | CGA |AGG | AGA | CCC | ATT |ACC | ATG
A2416 | CGG | CCA | ATC | CCG |AGG | CGA |AGG | AGA | CCC | ATT | ACC | ATG
A2402 | CGG | CCA | ATC | CCG |AGG | CGA |AGG | AGA | CCC | ATT | ACC | ATG
A2403 | CGG | CCA | ATC | CCG | AGG | CGA |AGG | AGA | CCC | ATT | ACC | ATG
A2427 | CGG | CCA | ATC | CCG |AGG | CGA |AGG | AGA | CCC | ATT | ACC | ATG
A2429 | CGG | CCA | ATC | CCG |AGG | CGA |AGG | AGA | CCC | ATT | ACC | ATG
A2432 | CGG | CCA | ATC | CCG |AGG | CGA |AGG | AGA | CCC | ATT | ACC | ATG
A2433 | CGG | CCA | ATC | CCG | AGG | CGA |AGG | AGA | CCC | ATT | ACC | ATG
A2407 | CGG | CCA | ATC | CCG | AGG | CGA |AGG | AGA | CCC | ATT |ACC | ATG
A2421 | AGT | CCA |CGG | CCT | ATG | ATG | CGT | CGT | ATC | CGC | AAG |CAG
A2420 | AGT | CCA |CGG | CCT | ATG | ATG | CGT | CGT | ATC | CGC | AAG | CAG
A2415 | AGT | CCA |CGG | CCT | ATG | ATG | CGT | CGT | ATC | CGC | AAG | CAG
A2413 | AGT | CCA |CGG | CCT | ATG | ATG | CGT | CGT | ATC | CGC | AAG | CAG
A2411 | AAG | CCG |CAG |CGG |AGC |CGG |CTC |CTC |CTG |AGG |CAT |ATG
A2404 | AAG | AGT | AGA | AAG |AAA |ACT |AAT |AGG |ATG |ACG |ATG | CGC
A2406 | CCC | ATG | AAG | AGG |CGA |AAG |CCC |CAT |CTT |AGC |[CAG | AGT




Tablo 4.3 Faj Klonlarina ait peptid dizileri

Peptid dizi GCG|TAT | TAT |CCG | CAG| AAT | CAT |AAG| TCG | AAT
I. Grup pro | gln | asn | his | lys | ser | asn
P Q N H K S N
Peptid dizi CAT |GGT| AAT |GGG| TCT | CCT | TCG | CCT | CGG | GAT
Il. Grup his asn ser | pro | ser | pro | arg | asp
H N S P S P R D
Peptid dizi CTG|CTT|GCG| GAT]|ACG| ACG | CAT | CAT |AGG|CCG
1. Grup leu pro
L P
Peptid dizi CAT CTG|CGG|CTT
A2404 his leu | arg | leu
H L R L
Peptid dizi GCG|CAT|CGT|CAT|CCT|ATT JAGT|TTT|CTT|TCT|ACT|CTT
A2406 his ser | phe | leu | ser leu
H S F L S L
Peptid dizi ACT|CTG ATG|GGG|CTT|TCG|CCT | CTT | CAT |GGG
A2411 ser | pro | leu | his
S P L H

Peptid dizileri belirlenen faj klonlarinin HbA, molekiilii ile etkilesimleri faj Eliza

yontemi ile gergeklestirildi. Eliza kuyular1 HbS, HbA, ve BSA ile kaplandi. Olgiimler

Eliza okuyucuda 415 nm dalga boyunda gere¢ ve yontem boliimiinde belirtildigi gibi

gerceklestirildi. Eliza dlctimleri ardisik olarak ii¢ kez tekrarlandi. Her uygulamada eliza

kuyular1 hedef molekiiller ile tekrar kaplandi.



Tablo 4.4 Faj eliza sonuglari (ilk 6lglim)

Hedef Molekiil

Klon HbS HbA, BSA Kor

I. Grup 0.620 | 0.993 | 0.927 | 0.041

I1. Grup 0.246 | 0.534 | 0.930 | 0.036

111.Grup 0.156 | 0.203 | 0.480 | 0.047

A2404 0.057 | 0.071 | 0.097 | 0.042

A2406 0.180 | 0.354 | 0.684 | 0.041

A2411 0.090 | 0.131 | 0.544 | 0.042

Tablo 4.5 Faj eliza sonuglari (ikinci 61¢iim)

Hedef Molekiil

Klon HbS HbA, BSA Kor

I. Grup 0.459 | 1.568 | 1.477 | 0.038

I.Grup | 1.261 | 1.538 | 0.530 | 0.040

IM.Grup | 0.870 | 0.556 | 0.204 | 0.039

A2404 0.065 | 0.057 | 0.052 | 0.042

A2406 0.752 | 1.471 | 1.095 | 0.041

A2411 0.196 | 0.492 | 0.458 | 0.038

Tablo 4.6 Faj eliza sonuglar1 (liglincii 6l¢iim)

Hedef Molekiil

Klon HbS HbA, BSA Kor

I.Grup | 0.486 | 0.628 | 0.659 | 0.038

Il.Grup | 1.001 | 0.720 | 1.475 | 0.040

IM.Grup | 0.640 | 0.642 | 0.662 | 0.039

A2404 0.114 | 0.200 | 0.109 | 0.042

A2406 1.291 | 1.255 | 1.268 | 0.041

A2411 0.382 | 1.085 | 0.592 | 0.038
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Faj eliza sonuglarinda tekrarlanan dlglimler sonucunda segilen faj klonlarinin BSA

molekiile ile etkilesimlerinin daha fazla oldugu saptandi. Biopanning islemleri tekrar
edildi.

Tekrarlanan biopanning isleminde 12-mer lineer kiitiiphane ile toplam alt1
biopanning islemi bloklama soliisyonu kullanilmadan gerceklestirildi (Tablo 4.7). Ilk
biopanning isleminde sirasiyla HbS, HbS ve HbA, molekiilleri ile immiin tiip kaplandi.
HbS ile kapli immiin tiip iginde 12-mer lincer fajlar HbS molekiilii ile iki kez
karsilastirildi. Baglanmayan fajlar alinip HbA, molekiili ile kapli immiin tiip i¢inde
HbA, molekiilii ile karsilastirildi. Biopanning sonrasi yikama islemlerinde baglanmayan
fajlar ortamdan uzaklastirilip HbA, molekiiliine baglanan fajlar toplandi ikinci
biopanning isleminde elde edilen fajlar ilk olarak bos tiip ile karsilastirildi.
Baglanmayan fajlar alinip HbA,; molekiilii ile kapli immiin tiip i¢inde HbA, molekiilii
ile karsilastirildi. Ugiincii biopanning isleminde fajlar HbA, molekiilii ile kapli immiin
tiip igcinde HbA, molekiilii ile karsilastirildi. Dordiincii biopanning isleminde ise fajlar
iki kez bos tiip ile iki kez de HbA, molekiilii ile kapli immiin tiip i¢inde HbA, molekiilii
ile karsilastirildi. Dordiincii biopanning sonrasi yikama iglemlerinde baglanmayan fajlar
ortamdan uzaklastirildi. HbA; molekiiliine baglanan fajlar toplanip sonrasinda ise elde
edilen 2X10° pfu/mL konsantrasyonundaki faj stoguna seri diliisyon uyguland (Sekil
4.3). Seri diliisyon sonrasi1 20 faj plagi se¢ilerek amplifikasyonlar1 ve DNA izolasyonlar1

gergeklestirildi.

Tablo 4.7 12-mer lineer kiitiiphane ile HbA; molekiiliine 6zgii biopanninglerdeki faj

miktarlar:
Hedef . .
molekiil Giris Cikas
1. Biopanning (TA2100) HbA, 2x108 pfu/mL | 2x10%pfu/mL
2. Biopanning (TA2200) HbA, 2x108 pfu/mL | 2x10° pfu/mL
3. Biopanning (TA2300) HbA, 2x108 pfu/mL | 2x107 pfu/mL
4. Biopanning (TA2400) HbA, 2x108 pfu/mL | 2x10° pfu/mL
5. Biopanning (TA2500) BSA 2x108 pfu/mL | 2x10™ pfu/mL
6. Biopanning (TA2600) BSA 2x108 pfu/mL | 2x10" pfu/mL
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& DT D
1. Biopanning 3
lllllllll’ 2x10 pr/mL
HbS HbS HbA; Titrasyon
& D
2. Biopanning <TEX >
UU TREFRERRY 2 2X106pr/mL
Bos HbA;
3. Biopanning
Illllllll> 2X1O7pr/mL 1
HbA;
& DT DA D
- - Faj plaklarinin se¢imi
4. Biopanning 5 e pn
U U sennnnnnap 2x10°pfu/mL ve amplifikasyonu
Bos Bos HbA; HbA;
U oo saotpum 1
BSA Faj Eliza
U S5InINg o 2x10™pfulmL
BSA

Sekil 4.3 12-mer lineer kiitiiphane ile HbA, molekiiliine 6zgii 4. biopanning islemi

DNA dizi analizi sonuglarina gore secilen 12 klonun AGT CCA CGG CCT ATG
ATG CGT CGT ATC CGC AAG CAG dizisini, iki klonun CCT CGT AAG CGC ACT
CCT CGG AGA CGT ATC CAA CAT dizisini igerdigi saptandi (Tablo 4.8). Elde
edilen DNA dizi analizi sonuglarina gore; AGT CCA CGG CCT ATG ATG CTG CGT
ATC CGC AAG CAG dizisini igeren 12 faj klonu dordiincii grup, CCT CGT AAG
CGC ACT CCT CGG AGA CGT ATC CAA CAT dizini iceren faj klonlar1 besinci
grup olarak olarak adlandirildi (Tablo 4.9). Diger faj klonlar1 ortak dizi icermedigi i¢in

tek olarak degerlendirildi. Faj klonlarinin gruplanmasindan sonra peptid dizileri

belirlendi (Tablo 4.9).




Tablo 4.8 Klonlara ait DNA dizi analizi sonuglar1 (M= A/C K= G/T)
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klon

MNN

MNN

MNN

MNN

MNN

MNN

MNN

MNN

MNN

MNN

TA2401

AGT

CCA

CGG

CCT

ATG

ATG

CGT

CGT

ATC

CGC

TA2402

AGT

CCA

CGG

CCT

ATG

ATG

CGT

CGT

ATC

CGC

TA2406

AGT

CCA

CGG

CCT

ATG

ATG

CGT

CGT

ATC

CGC

TA2407

AGT

CCA

CGG

CCT

ATG

ATG

CGT

CGT

ATC

CGC

TA2408

AGT

CCA

CGG

CCT

ATG

ATG

CGT

CGT

ATC

CGC

TA2409

AGT

CCA

CGG

CCT

ATG

ATG

CGT

CGT

ATC

CGC

TA2412

AGT

AAT

ATC

CTT

ATA

CCA

CGA

CAT

ACG

AGG

TA2414

AGT

CCA

CGG

CCT

ATG

ATG

CGT

CGT

ATC

CGC

TA2415

AGT

CCA

CGG

CCT

ATG

ATG

CGT

CGT

ATC

CGC

TA2418

AGT

CCA

CGG

CCT

ATG

ATG

CGT

CGT

ATC

CGC

TA2419

AGT

CCA

CGG

CCT

ATG

ATG

CGT

CGT

ATC

CGC

TA2420

AGT

CCA

CGG

CCT

ATG

ATG

CGT

CGT

ATC

CGC

TA2410

CCT

CGT

AAG

CGC

ACT

CCT

CGG

AGA

CGT

ATC

TA2411

CCT

CGT

AAG

CGC

ACT

CCT

CGG

AGA

CGT

ATC

TA2403

CAC

ACT

AAT

AAG

CGA

AGT

AAT

AGG

ATT

ACT

TA2404

AAT

CTG

CTG

CTG

CGT

AGC

ATG

AAG

ATC

CCT

TA2405

CAA

CGA

AGA

CAC

CGG

CAG

CGG

CGT

ACG

AGA

TA2413

ACG

CGC

AGT

AGG

CCC

ACT

CAC

CTT

CAG

AAC

TA2416

ATA

AGC

ACA

CGT

CGG

ACA

ATT

AAC

GTG

CCT

TA2417

AGC

AGC

CGT

ACT

CCA

AGT

CAA

AGG

CAG

CGC




Tablo 4.9 Faj Klonlarina ait peptid dizileri

Peptid dizi| CTG | CTT | GCG | GAT | ACG [ ACG | CAT | CAT |AGG[CCG | TGG | ACT
IV.Grup | leu | leu his | his | arg

H H R

GAT |ACG | TCT |CCG [AGG | AGT [GCG|CTT | ACG | AGG
asp ser arg
D S R

Peptid dizi | ACT | ATG | AGT [ AAT [CCT | ATT | ACT | TCG [ CTT [ ATT | AGT | GTG
TA2403 ser | asn ser | val
S N

Peptid dizi
V. Grup

TTG
leu

Peptid dizi | CTT [ CCT | AGG [ GAT | CTT | CAT | GCT | ACG | CAG [CAG[CAG | ATT

TA2404 gln | gin .
Q Q

Peptid dizi TCT|TCG|TTG

TA2405 ser | ser leu

Peptid dizi | GGT| CCT | GTT | CTG [ AAG |GTG | AGT |GGG | CCT [ ACT | GCG | CGT
TA2413 val leu val ser leu

Peptid dizi | ACT | GAG | AGG | CAC [GTT | AAT | TGT | CCG | ACG | TGT [ GCT | TAT
TA2416 lu | arg | his | val | asn Cys tyr

Peptid dizi| TCT | CAT | GCG|CTG |CCT | TTG | ACT | TGG [ AGT [ACG | GCT | GCT
TA2417 ser i

Amplifiye edilen faj plaklarinin molekiil ile etkilesimleri faj eliza ile saptandi. Eliza
kuyular1 HbS, HbA;, ve BSA ile kaplandi. Ayrica kuyulardan bir tanesi bos birakilarak
bloklama yapmadan faj klonunun bos kuyu ile etkilesimi gozlendi. Faj eliza yontemi,
secilen fajlarm HbA, molekiiliinii algilamasindaki farki goérmek i¢in, bloklama
soliisyonu kullanilmadan, BSA igeren bloklama soliisyonu ve BSA icermeyen bloklama

soliisyonu kullanilarak gergeklestirildi. Sonuglar tablo 4.10°da gosterilmistir.



Tablo 4.10 Dérdiincii biopanning sonrasi 20 faj klonuna ait eliza sonuglari
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Bloklama
olmadan

Bloklama
(BSA iceren)

Bloklama
(BSA icermeyen)

Hedef Molekiil

Hedef Molekiil

Hedef Molekiil

Klon HbS HbA, HbS | HbA; HbS HbA, Bos BSA | Kor
TA2401 | 0.300 | 0.428 1.909 | 1.776 | 0.344 0.574 | 0.635 | 0.975 | 0.038
TA2402 | 0.687 | 0.876 2.103 | 1.967 | 0.624 1574 | 0.720 | 1.465 | 0.038
TA2403 | 2.072 | 2.385 2.187 | 2.457 | 1.253 1.656 | 2.575 | 2.437 | 0.039
TA2404 | 1.436 | 2.127 1.876 | 2.567 | 0.408 0.677 | 2.455 | 1.976 | 0.040
TA2405 | 1.285 | 2.478 2.389 | 2.224 | 1.289 2.814 | 2.475 | 1.913 | 0.040
TA2406 | 1.533 | 2.407 1.798 | 1.892 | 1.148 2.729 | 2.541 | 1.356 | 0.039
TA2407 | 0.725 | 2.791 2135 | 2195 | 1.529 1.861 | 2.442 | 1.989 | 0.038
TA2408 | 0.975 | 0.636 1.700 | 2.074 | 1.637 1.762 | 0.987 | 1.131 | 0.038
TA2409 | 1.290 | 1.327 2.675 | 2.876 | 0.626 0.858 | 1.080 | 1.138 | 0.038
TA2410 | 0.235 | 0.328 0.717 | 0.787 | 0.482 0.470 | 0.750 | 0.552 | 0.042
TA2411 | 0.187 | 0.254 0.320 | 0.547 | 0.475 0.556 | 0.651 | 0.541 | 0.039
TA2412 | 0.178 | 0.263 0.682 | 0.709 | 0.544 0.561 | 0.746 | 0.481 | 0.038
TA2413 | 0.263 | 0.272 0.726 | 0.781 | 0.533 0.571 | 0.899 | 0.502 | 0.038
TA2414 | 0.459 | 0.571 0.655 | 0.651 | 0.420 0.492 | 0.776 | 0.369 | 0.038
TA2415 | 0.796 | 0.857 0.662 | 0.769 | 0.486 0.523 | 0.730 | 0.498 | 0.039
TA2416 | 0.545 | 0.465 0.704 | 0.692 | 0.522 0.551 | 0.784 | 0.600 | 0.038
TA2417 | 0.427 | 0.619 0.715 | 0.740 | 0.530 0.529 | 0.754 | 0.400 | 0.038
TA2418 | 0.821 | 0.894 0.685 | 0.730 | 0.530 0.541 | 0.695 | 0.552 | 0.040
TA2419 | 0.613 | 0.736 0.653 | 0.654 | 0.504 0.556 | 0.801 | 0.549 | 0.040
TA2420 | 0.571 | 0.895 0.714 | 0.698 | 0.314 0.585 | 0.921 | 0.629 | 0.043
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Besinci ve altincit biopanning isleminde immiin tiip BSA ile kaplandi. Altinci
biopanning sonras1 2X10™ pfu/mL konsantrasyonda elde edilen fajlara seri diliisyon
yapildi. 20 faj plag: se¢ilerek amplifiye edildi. Se¢ilen faj plaklarmin amplifikasyonlari
ve DNA izolasyonlar1 gergeklestirildi. Amplifiye edilen faj plaklarmm molekil ile
etkilesimleri faj eliza ile saptandi (Sekil 4.4).

& DT D

1. Biopanning 3
IIIIIIIII> 2x10 pr/mL
HbS HbS HbA, Titrasyon
& D
2. Biopanning m
UU --------.’ 2X106pr/mL
Bos HDA:
3. Biopanning 7
lllllllll’ 2x10 pr/mL
HbA;
7 D D D
. . Faj plaklarinin se¢imi
4. Biopanning 5 '
U U sennnnnnap 2x10°pfu/mL ve amplifikasyonu
Bos Bos HbA; HbA,
U sassunnnsp 2x10%pfu/mL l
BSA Faj Eliza
6. Bi i
U Sy 2x10©pfu/mL
BSA

Sekil 4.4 12-mer lineer kiitiiphane ile HbA; molekiiliine 6zgii altinci biopanning

islemi

DNA dizi analizi sonuglarma gore secilen on klonun AGT CCA CGG CCT ATG
ATG CTG CTG ATC CGC AAG CAG dizisini, bes klonun ATT AGG CAT CTT ATT
ATT CAA CAA CAG CTG ATG CCC AGA dizisini, diger bes klonun da CGG CGT
AGG CAG CTT AAC CCG CAA ATG ACT ATA ATT dizisini icerdigi saptandi
(Tablo 4.11). Elde edilen verilere gore; AGT CCA CGG CCT ATG ATG CTG CGT
ATC CGC AAG CAG dizisini igceren on faj klonu altinc1 grup, ATT AGG CAT CTT
ATT ATT CAA CAA CAG CTG ATG CCC AGA dizisini iceren faj klonlar1 yedinci
grup, CGG CGT AGG CAG CTT AAC CCG CAA ATG ACT ATA ATT dizisini
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iceren bes faj klonu sekizinci grup olarak adlandirildi (Tablo 4.11). Faj klonlarinin

gruplanmasindan sonra peptid dizileri belirlendi (Tablo 4.12).

Tablo 4.11 Klonlara ait DNA dizi analizi sonuglar1 (M= A/C K= G/T)

Klon

MNN

MNN

MNN

MNN

MNN

MNN

MNN

MNN

MNN

MNN

MNN | MNN

TA2601

AGT

CCA

CGG

CCT

ATG

ATG

CGT

CGT

ATC

CGC

AAG | CAG

TA2602

AGT

CCA

CGG

CCT

ATG

ATG

CGT

CGT

ATC

CGC

AAG | CAG

TA2603

AGT

CCA

CGG

CCT

ATG

ATG

CGT

CGT

ATC

CGC

AAG | CAG

TA2604

AGT

CCA

CGG

CCT

ATG

ATG

CGT

CGT

ATC

CGC

AAG | CAG

TA2605

AGT

CCA

CGG

CCT

ATG

ATG

CGT

CGT

ATC

CGC

AAG | CAG

TA2606

AGT

CCA

CGG

CCT

ATG

ATG

CGT

CGT

ATC

CGC

AAG | CAG

TA2615

AGT

CCA

CGG

CCT

ATG

ATG

CGT

CGT

ATC

CGC

AAG | CAG

TA2616

AGT

CCA

CGG

CCT

ATG

ATG

CGT

CGT

ATC

CGC

AAG | CAG

TA2617

AGT

CCA

CGG

CCT

ATG

ATG

CGT

CGT

ATC

CGC

AAG | CAG

TA2618

AGT

CCA

CGG

CCT

ATG

ATG

CGT

CGT

ATC

CGC

AAG | CAG

TA2611

ATT

AGG

CAT

CTT

ATT

CAA

CAA

CAG

CTG

ATG

CCC | AGA

TA2612

ATT

AGG

CAT

CTT

ATT

CAA

CAA

CAG

CTG

ATG

CCC | AGA

TA2613

ATT

AGG

CAT

CTT

ATT

CAA

CAA

CAG

CTG

ATG

CCC | AGA

TA2614

ATT

AGG

CAT

CTT

ATT

CAA

CAA

CAG

CTG

ATG

CCC | AGA

TA2610

ATT

AGG

CAT

CTT

ATT

CAA

CAA

CAG

CTG

ATG

CCC | AGA

TA2607

CGG

CGT

AGG

CAG

CTT

AAC

CCG

CAA

ATG

ACT

ATA | ATT

TA2608

CGG

CGT

AGG

CAG

CTT

AAC

CCG

CAA

ATG

ACT

ATA | ATT

TA2609

CGG

CGT

AGG

CAG

CTT

AAC

CCG

CAA

ATG

ACT

ATA | ATT

TA2619

CGG

CGT

AGG

CAG

CTT

AAC

CCG

CAA

ATG

ACT

ATA | ATT

TA2620

CGG

CGT

AGG

CAG

CTT

AAC

CCG

CAA

ATG

ACT

ATA | ATT

Tablo 4.12 Faj Klonlarina ait peptid dizileri

Peptid dizi

CTG

VI. Grup

leu

CTT [GCG | GAT |ACG | ACG | CAT

CAT

AGG

TGG | AcT|

his

arg

Peptid dizi

TCT

AAT

VII. Grup

Ser

asn

arg

Peptid dizi

AAT

TAT

AAG

CTG

VIII. Grup

asn

tyr

arg

leu

Faj eliza yontemi, secilen fajlarin HbA, molekiiliinii algilamasindaki farki gérmek i¢in

bloklamada soliisyonu kullanilmadan, BSA igeren bloklama soliisyonu ve BSA
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icermeyen bloklama soliisyonu kullanilarak gergeklestirildi. Sonuglar tablo 4.13’de

gosterilmistir.

Tablo 4.13 Altinc biopanning sonrasi 20 faj klonuna ait eliza sonuglari

Bloklama Bloklama Bloklama
olmadan (BSA iceren) (BSA icermeyenen)
Hedef Molekiil |Hedef Molekiil Hedef Molekiil
Klon HbS HbA, HbS |HbA, HbS HbA, Bos BSA | Kor
TA2601 1.468 1.745 | 2.290 | 2.607 | 1.564 1.937 | 1.286 | 2.345 | 0.038
TA2602 1.896 2.094 | 2.034 | 2.347 | 1.987 2.386 | 1.882 | 1.652 | 0.039
TA2603 1.562 1.876 | 0.126 | 0.174 | 1.739 2.045 | 0.149 | 0.111 | 0.038
TA2604 | 2.060 2546 | 2.347 | 2.400 | 2.248 2.734 | 1.688 | 1.604 | 0.038
TA2605 1.346 1.764 | 1.721 | 2.083 | 1.452 2.123 | 1.570 | 0.951 | 0.039
TA2606 0.722 0.739 | 0.714 | 0.724 | 0.611 0.631 | 0.865 | 0.623 | 0.040
TA2607 0.757 0.752 | 0.624 | 0.750 | 0.328 0.408 | 0.785 | 0.553 | 0.040
TA2608 0.563 0.735 | 0.616 | 0.725 | 0.354 0.450 | 0.786 | 0.432 | 0.040
TA2609 0.322 0.551 | 0.565 | 0.646 | 0.367 0.528 | 0.795 | 0.438 | 0.040
TA2610 | 0.563 0.721 | 0.682 | 0.744 | 0.296 0.425 | 0.913 | 0.439 | 0.042
TA2611 0.799 0.930 | 0.643 | 0.695 | 0.350 0.470 | 0.738 | 0.496 | 0.039
TA2612 0.541 0.730 | 0.620 | 0.617 | 0.307 0.304 | 0.887 | 0.395 | 0.038
TA2613 0.383 0.410 | 0.607 | 0.640 | 0.349 0.337 | 0.791 | 0.414 | 0.038
TA2614 | 0.598 0.762 | 0.215 | 0.194 | 0.342 0.396 | 0.819 | 0.363 | 0.038
TA2615 0.666 0.856 | 0.576 | 0.631 | 0.378 0.420 | 0.794 | 0.482 | 0.039
TA2616 0.615 0.734 | 0.696 | 0.749 | 0.381 0.404 | 0.824 | 0.523 | 0.038
TA2617 0.631 0.310 | 0.685 | 0.711 | 0.524 0.600 | 0.937 | 0.469 | 0.038
TA2618 0.753 0.815 | 0.729 | 0.658 | 0.568 0.640 | 0.885 | 0.448 | 0.040
TA2619 0.614 0.670 | 0.526 | 0.640 | 0.369 0.343 | 0.486 | 0.289 | 0.040
TA2620 | 0.298 0.750 | 0.590 | 0.701 | 0.350 0.418 | 0.606 | 0.298 | 0.043
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HbS molekiiliine yonelik ise 7-mer siklik kiitiiphane ile 10 biopanning islemi
gerceklestirildi (Tablo 4.14). Biopanningler sonrasi toplam 70 faj klonu elde edildi.
Elde edilen faj klonlarmm HbS ile etkilesimleri faj eliza ile saptandi. Klonlara ait peptid
dizileri BECKMAN CEQ™8000 sisteminde DNA dizi analizi yapilarak belirlendi.

Tablo 4.14 7-mer siklik kiitiiphane ile HbS molekiiliine 6zgii biopanninglerdeki faj

miktarlar1
Hedef molekiil Giris Cikis
1. Biopanning (B1100) HbS 2x10%pfu/mL | 2x10°pfu/mL
2. Biopanning (B1200) HbsS 2x10%pfu/mL | 2x10° pfu/mL
3. Biopanning (C1300) Hb insan 2x10%pfu/mL | 1x10™ pfu/mL
4. Biopanning (B1400) HbS 2x10%pfu/mL | 2x10° pfu/mL
5. Biopanning (D1500) Hemolizat 2x10%pfu/mL | 2x10” pfu/mL
6. Biopanning (B1600) HbS 2x10%pfu/mL | 2x10°® pfu/mL
7. Biopanning (BS1200) BSA, BSA, HbS 2x10%pfu/mL | 2x10” pfu/mL
8. Biopanning (BS1300) BSA, HbS 2x10%pfu/mL | 2x10” pfu/mL
9. Biopanning (BS1400) BSA, BSA 2x10%pfu/mL | 2x10° pfu/mL
10. Biopanning (BS1500) Hemo?iig, E|Se¢r;olizat 2x10%pfu/mL | 2x10°pfu/mL

Birinci ve ikinci biopanning isleminde hedef molekiil olarak HbS ile immiin tiip
kaplandi. Biopanning sonrasi yikama islemlerinde baglanmayan fajlar ortamdan
uzaklastirilip HbS molekiiliine baglanan fajlar toplandi. Ugiincii biopanning isleminde
hedef molekiil olarak insan hemoglobini ile immiin tiip kaplanip ve baglanmayan fajlar
toplandi. Dordiincii biopanning isleminde hedef molekiil olarak HbS ile immiin tiip
kapland1 ve sonrasinda elde edilen 2X10° pfu/mL konsantrasyonundaki faj stoguna seri

diliisyon uygulandi (Sekil 4.5).
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1. Bi i
Saeneannnp 2X10° pfuimL

Hbs
LAY 2a0ptumL

Hbs
3. Biopannin% 2x10°pfu/mL

insan Hb

4. Biopannin .

HUbs Caanmanns % 2x10°pfu/mL P Titrasyon

5. Biopanning
EEEEEEEER ’ 2X105pr/mL

<

Hemolizat

-
6. Biopanning s ‘
IIIIIIIII> 2x10 pr/mL

<

HbS
T D> ) )
UU  LEopenid sagprume
BSA  HbS
P ) ) Faj plaklarinin se¢imi ve
s.5opannind oxiotpfuml amplifikasyonu
BSA HbS
7D . .
2.5pEng 2xoprume
BSA BSA
T
UU U U 10, Blonannigy 2xao’pfuiml Faj Eliza
BSA Hemolizat

Sekil 4.5. 7-mer siklik kiitiiphane ile HbS molekiiliine 6zgii on biopanning islemi

Seri diliisyon uygulamasinda son petriden 10 faj plagi secildi. Secilen faj plaklarmin
DNA izolasyonlar1 ve amplifikasyonlar1 gergeklestirildi. Amplifiye edilen faj
plaklarinin HbS molekiilii ile etkilesimlerinin belirlenmesi icin faj eliza yontemi
uygulandi. Faj eliza yonteminde eliza kuyular1 HbS ve insan hemoglobini ile kaplandi.
Faj eliza yonteminde diliisyon faktorlerinin etkisini gdzlemek icin HbS ve insan Hb
molekiillerine yonelik stok ve 1/10’luk diliisyon ornekleri hazirlanarak kaplamalar

gerceklestirildi. Elde edilen faj eliza sonuglar1 tablo 4.15’te gosterilmistir.




Tablo 4.15 Dérdiincii. Biopanning sonrasi faj eliza sonuglari

Hedef Molekiil
Klon sHtgi 1/1|(_)| t()l?liie Hbsglian 5?013:112 Kar
B1411 | 1.859 0.378 0.408 0.112 0.035
B1412 | 1.520 0.217 0.511 0.135 0.038
B1413 | 1.335 0.142 0.252 0.096 0.038
B1414 | 0.908 0.121 0.301 0.107 0.040
B1415 | 1.425 0.156 0.450 0.121 0.037
B1416 | 1.346 0.218 0.578 0.035 0.036
B1417 | 2.048 0.875 1.366 0.303 0.035
B1418 | 1.807 0.324 1.016 0.162 0.039
B1419 | 1.309 0.148 0.523 0.109 0.037
B1420 | 1.276 0.144 0.384 0.099 0.038
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Dordiincii biopanning sonrasi faj eliza sonuglar1 alindiktan sonra besinci biopanning

islemi hemolizat ile gerceklestirildi. Biopanning sonrasi uygulanan titasyondan sonra faj

say1s1 2x10°pfu/mL olarak hesaplandi. Altinc biopanning islemi HbS molekiiliine karst,

yedinci biopanning islemi BSA ve HbS molekiiliine karsi gerceklestirildi. Besinci,

altinci1 ve yedinci biopanning islemlerinde faj plak se¢imi ve faj eliza gergeklestirilmedi.

Sekizinci biopanning islemi BSA ve HbS molekiiliine kars1 gerceklestirildi. Sekizinci

biopanning igleminden sonra yapilan titrasyonda faj miktar1 2x10° pfu/mL olarak

hesaplandi. Seri dilisyon uygulamasinda son petriden 10 faj plag: se¢ildi. Segilen faj

plaklarmin DNA izolasyonlar1 ve amplifikasyonlar1 gerceklestirildi. Amplifiye edilen

faj plaklarmm HbS molekiilii ile etkilesimlerinin belirlenmesi i¢in faj eliza yontemi

uygulandi. Faj eliza yonteminde eliza kuyular1 BSA, HbS ve hemolizat ile kaplandi.

Elde edilen faj eliza sonuglar1 tablo 4.16’da gosterilmistir.
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Tablo 4.16 Sekizinci biopanning sonrasi faj eliza sonuglari

Hedef Molekiil
Klon HbS Hemolizat BSA Kor
BS1301 0.714 0.468 0.794 0.040
BS1302 0.642 0.552 0.614 0.038
BS1303 0.674 0.624 0.607 0.038
BS1304 0.832 0.705 0.699 0.040
BS1305 0.557 0.441 0.476 0.037
BS1306 0.694 0.425 0.679 0.040
BS1307 0.336 0.371 0.491 0.040
BS1308 0.588 0.467 0.635 0.039
BS1309 0.695 0.447 0.727 0.040
BS1310 0.403 0.408 0.555 0.040

Dokuzuncu biopanning islemi BSA molekiiliine karsi gergeklestirildi. Dokuzuncu
biopanning igleminden sonra yapilan titrasyonda faj miktar1 2x10° pfu/mL olarak
hesaplandi. Seri diliisyon uygulamasinda son petriden 30 faj plag: secildi. Segilen faj
plaklarmin DNA izolasyonlar1 ve amplifikasyonlar1 gerceklestirildi. Amplifiye edilen
faj plaklarinin HbS molekiilii ile etkilesimlerinin belirlenmesi i¢in faj eliza yontemi
uygulandi. Faj eliza yonteminde eliza kuyular1 BSA, HbS ve hemolizat ile kaplandi.
Elde edilen faj eliza sonuglar1 tablo 4.17 ve tablo 4.18’de gosterilmistir.



Tablo 4.17 Dokuzuncu biopanning sonrasi faj eliza sonuglari

Hedef Molekiil
Klon HbS Hemolizat BSA Kor
BS1401 0.844 0.764 0.965 0.040
BS1402 0.855 1.000 1.502 0.038
BS1403 0.878 0.785 1.007 0.038
BS1404 0.411 0.316 0.536 0.040
BS1405 1.098 1.114 1.546 0.037
BS1406 0.930 0.908 1.366 0.040
BS1407 0.768 0.735 0.823 0.040
BS1408 0.795 0.651 0.838 0.039
BS1409 0.919 0.609 0.854 0.040
BS1410 1.204 0.982 1.311 0.040
BS1411 0.444 0.410 0.453 0.040
BS1412 0.443 0.384 0.416 0.038
BS1413 0.506 0.509 0.638 0.038
BS1414 0.361 0.359 0.489 0.040
BS1415 0.298 0.274 0.296 0.037
BS1416 0.312 0.286 0.333 0.040
BS1417 0.239 0.244 0.225 0.040
BS1418 0.385 0.395 0.355 0.039
BS1419 0.412 0.409 0.515 0.040
BS1420 0.339 0.371 0.424 0.040
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Tablo 4.18 Dokuzuncu biopanning sonrasi faj eliza sonuglar1

Hedef Molekiil
Klon HbS Hemolizat BSA Kor
BS1421 0.668 0.595 0.620 0.037
BS1422 0.515 0.626 0.813 0.038
BS1423 0.463 0.500 0.753 0.038
BS1424 0.537 0.530 0.899 0.040
BS1425 0.487 0.488 0.763 0.037
BS1426 0.540 0.520 0.625 0.041
BS1427 0.400 0.448 0.542 0.042
BS1428 0.845 0.672 0.842 0.039
BS1429 0.661 0.564 0.747 0.042
BS1430 0.660 0.668 0.890 0.040

Onuncu biopanning islemi BSA ve HbS molekiiliine karsi gergeklestirildi. Onuncu
biopanning igleminden sonra yapilan titrasyonda faj miktar1 2x10° pfu/mL olarak
hesaplandi. Seri diliisyon uygulamasinda son petriden on faj plag: secildi. Segilen faj
plaklarmin DNA izolasyonlar1 ve amplifikasyonlar1 gerceklestirildi. Amplifiye edilen
faj plaklarinin HbS molekiilii ile etkilesimlerinin belirlenmesi i¢in faj eliza yontemi
uygulandi. Faj eliza yonteminde eliza kuyular1 BSA, HbS ve hemolizat ile kaplandi.

Elde edilen faj eliza sonuglar tablo 4.19°da gosterilmistir.



Tablo 4.19 Onuncu biopanning sonrasi faj eliza sonuglari
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Hedef Molekiil
Klon HbS Hemolizat BSA Kor

BS1501 0.588 0.502 0.532 0.042
BS1502 0.618 0.460 0.516 0.038
BS1503 0.143 0.105 0.137 0.038
BS1504 0.680 0.355 0.408 0.040
BS1505 0.425 0.325 0.428 0.037
BS1506 0.529 0.398 0.520 0.042
BS1507 0.453 0.320 0.385 0.040
BS1508 0.441 0.313 0.501 0.039
BS1509 0.350 0.204 0.283 0.041
BS1510 0.570 0.455 0.541 0.042

HbS molekiiliine karsi 7-mer

siklik kiitiiphane ile gerceklestirilen on biopanning

isleminden sonra faj eliza sonuglar1 degerlendirildi. Elde edilen verilere goére HbS

molekiilii ile etkilesimi en 1yi olan fajlarin DNA dizi analizi ile peptid dizileri belirlendi

(Sekil 4.6). Faj klonlarina ait peptid dizileri tablo 4.20°de gosterilmistir.

20

110 120

130

140 150

Reference | ACCTCCACCGCAMNNMNNMNNMNNMNNMNNMNNACAAGCAGAGT GAGAAT AGAALGGTACCACT

Sequence | ACCTCCACCGCAAT GATTCT CAAACCGCATATTACAACCAGAGT GAGAATAGAAAGGTACCACT

Consensus | ACCTCOCACCGCARF F A* X CxF Ax X CA R CF* A%+ ACAACCAGAGT GAGAATAGAAAGGT ACCACT
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[« r
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PACCTCCAC CGEC A AT ATTCTCEAALACCGC AT A TACA AGCAG AG TG AGAATAGLAAG [T
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2000

Data Poirts

ka0 2300

Sekil 4.6 Faj genomundaki peptid dizisinin Fas-BYFOL1 geri primeri kullanilarak
dizi analizi ile tanimlanmasi. (M= A/C K= G/T)
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Tablo 4.20 Faj Klonlarna ait peptid dizileri

Peptid dizi | GAT | ATT |GCG| CAT
B1411 | asp

Peptid dizi | TGT [ GAG | TAT | GAG | ACG | CAG | ACG

B1412 cys | glu | tyr glu
C E Y E

Peptid dizi | CGC | AAT | CTT | ACT [GGT | CAT | CGT

B1413 arg | asn | leu
R N L

Peptid dizi [CCG | CAG | AAT | ATT | CCT | CAT | AAG
B1416 pro [ gin | asn pro his lys
P Q N P H K

Peptid dizi |GAG| TTG |GCT | TCT [TGG | AGT | GCG

B1417 glu | leu ser trp
E L S

CGG| TTT |GAG | AAT | CAT
arg | phe | glu asp his
R F E D H

Peptid dizi | AAT
BS1409 | asn

Peptid dizi | AAT | ACT | GAT | CTT |AGG | AAT | AAG
BS1410 asn asp leu arg [ asn lys
D L R N K

HbS ve HbA; molekiillerine karsi gergeklestirilen biopanninglerde elde edilen
Peptidlerin aminoasit dizileri ve aminoasitlerin hidrofobisite degerleri belirlendi. Buna
gore; HbA, molekiilii i¢in elde edilen tiim faj klonlarina ait peptid dizilerinin aminoasit
Ozellikleri belirlendi (Tablo 4.21). Birinci grup olarak adlandirilan faj klonlari
AYYPQNHKSNAE aminoasit dizisini igermektedir. Birinci grup aminoasitlerin
yerlesim sirast ve her bir aminoaside ait hidrofobisite degeri sekil 4.7°de gosterilmistir.
Ikinci grup olarak adlandirilan faj klonlari HGNGSPSPRDWP  aminoasit dizisini
degerleri sekil 4.8°de gosterilmistir. Ugiincii grup, dérdiincii grup ve altinci grup olarak
adlandirilan faj klonlarmin farkl biopanning uygulamalarinda elde edilmelerine ragmen
ortak peptid dizisi igerdigi saptandi. Bu gruplar LLADTTHHRPWT aminoasit dizisini
icermektedir. Bu gruplara ait aminoasitlerin peptid dizisi i¢indeki siras1 ve
aminoasitlerin hidrofobisite degerleri sekil 4.9°da gdsterilmistir. Besinci grup olarak
adlandirlan faj klonlar1t MLDTSPRSALTR aminoasit dizisini icermektedir. Bu gruba ait
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aminoasitlerin siras1 ve aminoasitlerin hidrofobisite degerleri sekil 4.10°da
gosterilmistir. Yedinci grup faj klonlar1t SGHQLLLNRMPN, sekizinci grup faj klonlar1
NYSHLPVRLPTP aminoasit dizilerini icermektedir. Sekil 4.11°de yedinci grup faj
klonlarma, sekil 4.12°de sekizinci grup faj klonlarma ait amnoasitlerin sirast ve

hidrofobisite degerleri gosterilmistir.

Tablo 4.21 12-mer lineer peptid dizilerine ait aminoasitlerin sirast ve hidrofobisite

degerleri

Aminoasit
sirasi

Birinci Grup A Y Y P Q N H K S N A E
19 | 0,7 |-0,7| -0,2 | 41 |-48|-30( -88 | 06 | 48] 19| -82
Ikinci Grup H G N G S P S P R D | W P
-30( 10 |-48| 10 | 06 |-0,2( 06 | -0,2 |-12,3|-9,2 ] 19| -0,2
Ugiincii Grup L L A D T T H H R P W T
2,8 28 119192 12 (12| -30]| -3,0 |-123|-0,2 | 19| 1.2
Dordiincii Grup| L L A D T T H H R P W T
2,8 28 119192 12 (12| -30| -3,0 |-123|-0,2 | 19| 1.2
Besinci Grup M L D T S P R S A L T R
3.4 28 [-92) 12 | 06 |-0,2|-123| 06 | 19 | 28 | 1,2 | -12,3
Altinc1 Grup L L A D T T H H R P W T
2,8 28 (1992 12 |12]|-30| -30 |-123|-02| 19| 1,2
Yedinci Grup S G H Q L L L N R M P N
0,6 10 |-30| 41| 28 |28]| 28 | -48 |-123]| 34 |-0,2| -48
Sekizinci Grup N Y S H L P \Y% R L P T P
-48 1 -07 (06]-30]| 28 |-02| 26 [-123| 28 | -02 | 12| -0,2

A2404 H M [Pl L] EJElP] A]P|[L|R][]L
30| 34 [-02] 28| 82 [82]-02] 19 [-02]28[-23] 28
A2406 Al HIR[H]TP[I]s]TFJL]s][T]L
19 | 30 [-23]-30] -02 [31]06 | 37 | 28 [06 |12 28
A2411 T L Al K[ ™M [c] L] s Pl L]H] G
12 | 28 [19]-88] 34 [10] 28| 06 |-02] 28 [-30][ 1,0
TA2403 T | M [s|N P [1 | T s L1 [s] v
12 | 34 |06[-48]-02 |31 12| 06 | 28 [ 31 |06 | 2,6
TA2404 L PIRI[D[L[H][A]T T[] Q[ Q][] 1
28 | -02 [-23] 92 28 [30[ 19| 12 [41[-41]-41] 31
TA2405 | N[s[rR[T[P[L]P |V ]s]|[s]L
31 | -48 [06[-123] 12 [-02[ 28 [ 02 26 [ 06 [ 06 28
TA2413 G P lv]L ] k[v]s]aec|prPp|[T]c]L
10| -02]26]28]-88[26[06]| 10 ]-02[12]10][ 28
TA2416 T E|[R|H]|V IIN|[T]P|[T|[cCc|]lA]Y
12 | 82 [-23]-30| 26 [-48] 12 [-02 ] 12|20 [19][-07
TA2417 S Hlc|lL | P |L[T|W]|[s]T]|A] A

06 | 30 (10 28| -02 |28| 12| 19 (06 | 12|19 19
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Birind Grup

Hidrofobisite

Aminoasit sirasi

Sekil 4.7 Birinci grup faj klonlarinin aminoasit siras1 ve aminoasitlerin hidrofobisite

degerleri

ikinci Grup

Hidrofobisite

Aminoasit siras!

Sekil 4.8 Ikinci grup faj klonlarmin aminoasit siras1 ve aminoasitlerin hidrofobisite

degerleri



@ Uglnct Grup m Dérdincd Grup O Afinct Grup

5
E 1 2 3 5 I\mm 10 11 12
=]
° 5
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=
T 10

15

Aminoasitsirasi

Sekil 4.9 Ugiincii grup, Dérdiincii grup ve Altmci grup faj klonlarmina ait

aminoasitlerin hidrofobisite degerleri

Besinci Grup

Hidrofohisite

Aminoasit sirasi

Sekil 4.10 Besinci Grup faj klonlarmin aminoasit siras1 ve aminoasitlerin

hidrofobisite degerleri
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Yedinci Grup

5
@ I:I '_|I|_|I T I|_|I|_|I|_|I T I|_|I T
=
% 1 2 |_3.| M 5 i ri a8 g 0 11 (14
o -5
[
2
=
I -0

-15

Aminoasit sirasi

Sekil 4.11 Yedinci Grup faj klonlarinin aminoasit siras1 ve aminoasitlerin

hidrofobisite degerleri

Sekizinci Grup

Hidrofobisite

Aminoasit sirasi

Sekil 4.12 Sekizinci Grup faj klonlarinm aminoasit siras1 ve aminoasitlerin

hidrofobisite degerleri

Tiim gruplar birbirinden bagimsiz olarak degerlendirilip daha sonra bir arada olmak
lizere tiim gruplarim aminoasit siralar1 ve bu aminoasitlerin hidrofobisite degerleri
incelenmistir (Sekil 4.13). Gruplar igerisinde yer almayan ve biopanninglerde tek klon
olarak saptanan faj klonlarmin aminoasit dizileri ve bu aminoasitlerin hidrofobisite
degerleri sekil 4.14’te gdosterilmistir. Elde edilen verilerde aminoasit dagilimlarinin

biopanning uygulamalarinda oran olarak degisiklik gosterdigi saptandi. Bu farki
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belirlemek i¢in aminoasitlerin frekanslari hesaplandi. Sekil 4.15 HbA, molekiiliine kars1

uygulanan tiim biopaninglerde aminoasit frekansinin degisimini gostermektedir.

g
4
2 1 H O . Grup
@ 0 l- j]]L]VL | ™ T 1 |r T J...|||-I-|Hl|-|| m” ] II.GFIJ;}
= o 2 i3 I 5 | 0 11 O L.Grup
£ ! O IV.Grup
o -4 ]
E g - . I | V.Grup
2 ] B VI.Grup
8 B . W VII.Grup
=10 H O VILGrup
-3 ||
-14

Aminoasit sirasi

Sekil 4.13 Tim gruplara ait faj klonlarinin aminoasit sirast ve aminoasitlerin

hidrofobisite degerleri

B
4 _ WA 2404
2 4 ! th[lﬂ i m A 2406
o 0 il T 'I I 0A2411
A . | B 1 2 I8 OTA2403
E -4 | m T4 2404
5 -6 mTA 2405
i 1 WTA2413
-10 OTA2416
-12 W TA2417
-14
Aminoasit sirasi

Sekil 4.14 Tek olarak elde edilen faj klonlarinin aminoasit siras1 ve aminoasitlerin

hidrofobisite degerleri



25

20

15

Frekans

10

AY P Q

M

H K S EGRD

Aminoasit

LA
Ll

LT M

Sekil 4.15 Faj klonlarinin aminoasit frekansindaki degisimini
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HbS molekiilii i¢in elde edilen tiim faj klonlarmna ait peptid dizilerinin aminoasit

ozellikleri de belirlendi (Tablo 4.22). HbS molekiiliine kars1 gerceklestirilen biopanning

islemleri sonucunda elde edilen faj klonlarinda ortak dizileri igeren peptidler

saptanmamistir. Bu durumda elde edilen faj klonlar1 bir arada degerlendirilmistir.
B1411 faj klonu DIAHSWY, B1412 klonu CEYEYQT, B1413 klonu RNLTGHL,
B1416 klonu PQNIPHK, B1417 klonu ELASWSA, BS1409 klonu NMRFEDH,

BS1410 klonu NTDLRNK aminoasit dizisini i¢ermektedir. Bu aminoasit dizilerinin

peptid i¢indeki siras1 ve hidrofobisite degerleri sekil 4.16’da gosterilmistir.

Tablo 4.22 7-mer siklik peptid dizilerine ait aminoasitlerin siras1 ve hidrofobisite

degerleri

B1411 D [ A H S W Y
-9,2 3,1 1,9 -3,0 0,6 1,9 -0,7

B1412 C E Y E T Q T
2,0 -8,2 -0,7 -8,2 1,2 -4,1 1,2

B1413 R N L T G H L
-12,3 -4,8 2,8 1,2 1,0 -3,0 2,8

B1416 P Q N | P H K
-0,2 -4,1 -4,8 3,1 -0,2 -3,0 -8,8

B1417 E L A S W S A
-8,2 2,8 19 0,6 1,9 0,6 1,9

BS1409 N M R F E D H
-4,8 34 -12,3 3,7 -8,2 -9,2 -3,0

BS1410 N T D L R N K
-4,8 1,2 -9,2 2,8 -12,3 -4,8 -8,8
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BS1409 klonu NMRFEDH, BS1410 klonu NTDLRNK aminoasit dizisi olarak

incelenmis ve aminoasit dizisinin farklihik gosterdigi saptanmistir. Bu iki klona ait

aminoasitlerin hidrofobisite 6zellikleri sekil 4.17°de gosterilmistir. Siklik kiitiiphane ile

elde edilen klonlara ait aminoasitlerin frekanlar1 belirlenmistir (Sekil 4.18)

Hidrofobisite

mB1411
mB1412
OB1413
OB1416
WB1417
m BS1409
W BS1410

Aminoasit sirasi

Sekil 4.16 Faj klonlarinda yer alan aminoasitlerin hidrofobisite degerleri

Hidroefobisite

e

oB51409
mB31410

Aminoasit sirasi

Sekil 4.17 BS1409 ve BS1410 klonlarinda yer alan aminoasitlerin hidrofobisite

degerleri



12

10

oo

Frekans

=T ]

AY PQMNMHKS EGRDW LT M

Aminoasit

FY VvV C

Sekil 4.18 Aminoasitlerin frekanslari
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5. TARTISMA

Talasemiler ve anormal hemoglobinler, gerek iilkemizde ve gerekse de diinyada
rastlanan en yaygin kalitsal hastaliklar arasinda yer almaktadir (Weatherall 2001, Altay
2002, Akar 2007). Gensel sorun oldugundan yapilabilecek tek girisim, saglikli
bireylerin dogmasina yonelik bicimde hemoglobinopati kontrol programlarinin
uygulanabilmesini saglamaktir. Bu programlardaki temel yaklasim, ozellikle evlilik
oncesi donemde bireylerin molekiilsel olarak kimliklendirilmesinin saglanmasi ve olasi
tastyict evliliklerinde uygulanacak dogum Oncesi tani uygulamasi ile saglikli bireylerin
dogmasma katkida bulunmaktir. Denizli [1 Saghk Miidiirliigii verilerine gore
yoremizdeki beta talasemi ve anormal hemoglobin siklig1 % 3,5 olarak verilmektedir.
Denizli yoresinde evlilik oncesi (premarital) tarama programina dayali olarak yapilan
caligmalarda Hb-D Los Angeles, Hb-C, Hb-E Saskatoon, Hb-G Coushatta, Hb-
Beograd, Hb-Yaizu, Hb-J-Iran, Hb-D-Ouled Rabah ve Hb-Tunis gibi anormal
hemoglobin tiirlerinin varlig1 gosterilmistir (Atalay 2008, Koseler 2006, Koseler 2008,
Koseler 2009). Bunlardan Hb-D-Ouled Rabah, Hb-Yaizu ve Hb-Tunis diinyada ikinci,
iilkemizde ise ilk kez bildirilen anormal hemoglobin 6zelligi tasimaktadir (Koseler

2009).

Bu hemoglobin tiirleri herhangi bir saglik sorunu yaratmamakla birlikte, evlilik
Oncesi tarama ve tanimlama c¢alismalarinda orak hiicre anemisine yol acan HbS ile
siklikla karistirilabilmektedir. Ornegin ydremizde siklikla rastlanan Hb D- Los Angeles
ve Hb G- Coushatta’ nin alkali ortamdaki elektroforetik davraniglarmin HbS ile ayni
ozellikte olmasi on tanida yeterli sonug verememektedir. HbS, beta globin geninin
altinc1 kodonunda yer alan glutamik asit (GAG) yerine, valin (GTG) ge¢mesiyle olusan
ve orak hiicre anemisine neden olan bir anormal hemoglobin tiiriidiir (Itano 1956,
Forget 1975). Hb D - Los Angeles ise, beta globin geninin 121. kodonunda yer alan
mutasyon nedeni ile glutamik asit (GAA) yerine, glutamin (CAA) gegmesiyle
olugmaktadir. Diger taraftan Hb G — Coushatta ise, beta globin geninin 22. kodonunda
yer alan glutamik asit (GAA) yerine, alanin (GCA) ge¢mesiyle tanimlanan bir anormal
hemoglobin tiirlidiir. Alkali ortamda yapilan elektroforez sonucunda Hb D - Los

Angeles ve Hb G-Coushatta, HbS ile benzer elektroforetik harekete sahiptir. Diger
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taraftan; asit hemoglobin elektroforezinde ise, Hb D - Los Angeles, Hb G - Coushatta

Hb A ile benzer elektroforetik hareket ortaya koymaktadirlar.

Elektroforetik yontemlerin kullanimi bu ve benzeri hemoglobin tiirlerinin
tanimlanmasinda yetersiz kalmaktadir. Protein diizeyinde yapilan hemoglobinopati
calismalari ile bu tiir anormal hemoglobinlerin kesin olarak tanimlanmasinda gii¢liikler
bulunmaktadir. Yoremizde beta talasemi taramasinda onem tasiyan HbA, diizeyi ile
orak hiicre anemisine yol acan HbS’in ayiric1 tanist belirgin bir 6nem tagimaktadir.
HbS’in 6n tanis1 elektroforetik olarak yapilirken, beta talasemide 6n tami % HbA;
oranmin kromatografik yontem ile yapilmaktadir. Kromatografik yontemler (DE-52,
HPLC vb.). Mutasyon tespiti ise DNA dizi analizi ile saptanmaktadir.

Molekiilsel tanimlamaya yonelik hizli bicimde artan ve gelistirilen yontemler bir¢ok
hastaligi gen diizeyinde anlasilir hale getirmis, bunun sonucunda da bu hastaliklarin
tanist DNA diizeyinde yapilir hale gelmistir. Bu gelismeler hemoglobinopatilerin
molekiilsel mekanizmalarinin ve mutasyonlarinin anlagilmasinda da 6nem kazanmuistir.
Elde edilen bilgiler ile protein ve DNA analizinde yeni tam ydntemleri
gelistirilmektedir. Boylelikle hastalikla iligkili protein ve DNA analizinde daha basit,
kolay, tekrarlanabilen, tek asamali, radyoaktivite gerektirmeyen, ekonomik ve tani
laboratuar1 ortaminda da uygulanabilen yontemler tercih edilmektedir. Bu yOontemler
arasinda; talasemilerin bilinen mutasyonlarin tespitinde kullanilan ARMS, Dot Blot,
RFLP ve bilinmeyen mutasyonlarin tespitinde kullanilan DNA dizi analizi yontemi
sayilabilir (Newton 1989). Hemoglobinopati kontrol programinda premarital donemde
oncelikli olarak elektroforetik ve/veya kromatografik yontemler uygulanmaktadir.
Ancak buna karsin elektroforetik ve kromatografik davranislar1 benzer 6zellik gosteren
anormal hemoglobinlerin agik ve kesin ayirici tanisi icin DNA dizi analizi yontemi
gerekmektedir. Ornegin; Hb D-Los Angeles [B121(GH4)Glu>GlIn], beta globin geninin
121. kodonunda gelisen GAA>CAA mutasyonu, Hb Beograd [B121(GH4)Glu>Val] ise
beta globin geninin 121. kodonunda gelisen GAA>GTA mutasyonu ile ortaya
¢ikmaktadir. Ayrica Hb D-Los Angeles ve Hb Beograd kromatografik ve elektroforetik
olarak benzer 6zellik gdstermektedir (Atalay 2007). Bu mutasyonun bulundugu bélge
PCR yontemi ile ¢ogaltilmakta ve Eco RI enzimi tanimlama c¢alismas1 yapilmaktadir.
Eco RI enzimi ¢ift iplikli DNA (dsDNA-double stranded) iizerinde yer alan 5°-
GAATTC-3’ dizisini tantyarak kesmektedir. Tanima bdlgesinde yer alan GAA dizisi
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normal beta globin genine ait 121. kodonu kodlamaktadir. Dolayist ile yapilan
caligmada anormal hemoglobin varyantinin Hb D-Los Angeles veya Hb Beograd
olduguna iligkin agik ve kesin bir sonu¢ elde edilememektedir. Dolayist ile gen
diizeyinde yapilan bu yaklasimda da anormal hemoglobin varyantinin ayirict molekiilsel
tanist i¢in Ozglin problarla ile nokta emdirimi (dot-blot) veya DNA dizi analizi

calismalarinin yapilmasi gerekmektedir.

Yoremizdeki anormal hemoglobinlerin ve beta talasemilerin evlilik Oncesi
(premarital) tanimlamasi yapilmaktadir (Atalay 2005). Evlilik oncesi ¢aligmalarda
tastyicilarin  belirlenmesi ve dogum oOncesi tani uygulamasinda saglikli bireylerin
dogumuna katkida bulunulabilmesi icin beta talasemi ve anormal hemoglobin
mutasyonlariin dogru bi¢cimde tanimlanmasi gerekmektedir. Premarital tanimlama
calismalarinda anormal hemoglobin tiirlerinin hizli tanisinda kullanilabilecek yeni nesil

yaklagimlara dayali yontemlere gereksinim duyulmaktadir.

Bu tez ¢aligmasi; Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Biyofizik Anabilim Dali
hedeflerinden olan, yoremizde siklikla goriilen anormal hemoglobinlerin ve beta
talasemilerin molekiilsel olarak tanimlanmasma doniik bigimde, hizli ve ucuz rutin test

sistemlerinin gelistirilmesi konulu temel yaklagim igerisinde planlanmustir.

Gelisen gen miihendisligi teknikleri ile olusturulan rekombinant antikorlarin ya da
rekombinant algilayicilarin kullanimi protein hedeflerinin tanimlanmasinda 6nem
kazanmaktadir. Rekombinant antikorlarin gelistirilmesinde ise giincel bir yaklasim olan
display teknolojileri 6zel bir yer tutmaktadir (Clément 2003). Display teknolojileri
kendi igerisinde scFv (single chain of variable fragments) ve yapay Peptid
kiitiiphanelerine dayali iki temel yaklasimi icermektedir. Bu yaklasim kullanilarak elde
edilen peptid ve protein algilayicilar ¢esitli biyosensoér uygulamalarinda, molekiilsel
algilayici bilesen olarak kullanilmaktadir (Hamby 2005). Bu molekiilsel algilayicilarin
hedeflerine olan ilginlikleri molekiilsel konformasyon uyumuna dayanmaktadir. Phage
display teknolojisinin uygulama alanlari, temelde molekiilsel yaklagimlarin uygulandig:
tiim alanlar1 icermektedir. Bu uygulamalarin igerisinde reseptor - ligand etkilesimleri,
allerjen molekiillerin tanimlanmasi, transgenik organizmalar, DNA — protein, protein -
protein etkilesimine yonelik caligmalar yer almaktadir (Russel 1989, Atalay 1999,
Erdag 2000, Sidhu 2000, Bajrovic 2001, Miillen 2006,).
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Calismamizda PhD-12-mer lineer ve PhD-7-mer siklik yapay peptid kiitiiphaneleri
kullanilarak HbA, ve HbS molekiiliiniin ayirict ve hizli tanisina ydnelik peptid

formundaki molekiilsel algilayicilarin elde edilmesi hedeflenmektedir.

5.1 HbA; Molekiiliine Yonelik Faj Eliza Sonuclarimin Degerlendirilmesi

HbA; molekiili, iki o ve iki & globin alt birimlerinden olusan tetramerik yapidadir.
HbA,’ yi diger hemoglobinlerden ayiran alt birim &-globin oldugundan biopanning
islemlerinde, ortak bulunan globin alt birimlerinin (v ve P-globinlerin) elenmesine
yonelik bicimde HbS (a2pS;) kullanilmistir. Biopanning islemlerinde sirasi ile BSA,
BSA, HbS, HbA; HbA; HbA; HbA; karsilastirmalar1 yapilmistir. Bunun sonucunda 72
faj klonunun 12-mer’lik peptid dizileri DNA dizi analizi ile belirlenmistir. Peptid
dizilerinin analizinde bazi klonlarda ortaklik saptanmistir. Ortak dizilere sahip klonlar
gruplanmistir. Daha sonra faj eliza reaksiyonu gerceklestirilmistir. Faj eliza
reaksiyonunda izlenilen yontemde ise BSA molekiiliiniin hedef molekiil ile etkilesimde
etkisini gézlemlemek igin eliza kuyular1 bloklanmadan, BSA igeren bloklama solusyonu
ve BSA icermeyen bloklama soliisyonu kullanilarak gerceklestirilmistir. Burada elde
edilen sonuglarda TA2403, TA2404, TA2405 ve TA2406 klonlarin hedef molekiil olan
HbA ile etkilesimlerinin daha fazla oldugu goériilmektedir (Sekil 5.1).

O TA2401 mTA2402 OTA2403 OTA2404 mTA2405 @ TA2406 m TA2407 O TA2408
HTA2400 mTA2410 OTA2411 OTA2412 mTA2413 mTA2414 m TA2415 mTA2416
ETA2417 O TA2418 OTA2419 OTA2420

35
3
25 2
2_ I It - -
1,5 75T
iir 1 I
Mt e
0 I . . . .
HbS HbA2 HbS HbA2 HbS HbA2
Bloklama(-) Bloklama (BSA +) Bloklama (BSA -)

Sekil 5.1 Faj Eliza sonuglari
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Bu klonlar daha ayrintili olarak incelendiginde ise; TA2405 ve TA2406 faj klonlarmin
BSA bulunan ve bulunmayan ortamda hedef molekiile karsi ilginliginin degistigi
goriilmektedir. Ortamda BSA’nin varligi bu klonlarin hedef molekiil ile etkilesimini
azaltmaktadir. TA2403 faj klonu ise ortamdaki BSA’nin varligindan etkilenmemekte
fakat HbA; ve HbS’e ayni oranda ilginlik gostermektedir. TA2404 faj klonunun ise
ortamdaki BSA’dan etkilenmedigi ve hedef molekiil olan HbA;’ye ilginliginin HbS ten
daha fazla oldugu goriilmektedir. Sekil 5.1’de de goriildiigii gibi faj eliza sonuglari
hedef molekiil ile faj klonunun etkilesimine yonelik bilgi vermekte ve yonlendirmekte
fakat kesin ve ayirict bir sonu¢ ortaya koyamamaktadir. Bu klonlarin HbA, ile
etkilesimleri daha fazla olmasina ragmen, bu etkilesim BSA varliginda azalmaktadir.
Dolayisi ile ortamdaki BSA varligiin hedef molekiil ile etkilesimde olumsuz yonde rol

oynadig1 sonucu ortaya ¢tkmaktadir.

Verilere gore klonlar tek tek incelendiginde farkli kosullarla birlikte bazi1 klonlarin
daha 6zgiin oldugu gozlenmektedir. Daha once de agiklandigi gibi, bu sonu¢ bazi
klonlar igin farkli davranis bigimleri ortaya koymaktadir. Ornegin TA2604 klonunun
hedef molekiil ile etkilesiminin BSA’dan etkilenmedigi goriilmektedir (Sekil 5.2). Diger
klonlarda ise hedef molekiil ile etkilesim BSA varliginda degisim gostermektedir. Bu
durumda BSA etkisinin yani sira hedef molekiiliin immiin tiipe adsorbe olurken
kazandigi  konformasyonel degisikligin  sonu¢  lzerindeki olast  etkisini
disiindiirmektedir. BSA gercekten etkilesimi etkilemekte mi yoksa ortak mimotoplarin

varlig1 m1 sonuglar1 bu noktaya getirmektedir, sorusu ortaya ¢ikmaktadir.

mTAZ2601 0 TA2602 0 TA2603 mTA2604 @ TA2605 mTAZ2606 O TA2607 m TA2608
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Sekil 5.2 Faj Eliza sonuclar1
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Bu bakis altinda elde edilen sonuglar, kaplamalardaki hedef molekiiliin
immobilizasyonunda farkli konformasyonlarm varligini diisiindiirmektedir. Tetramerik
bir yapt olan hemoglobin molekiilii bilindigi gibi deoksi ve oksi formlarmna gecis
ozelligi tasimaktadir. Bu durumda hemoglobin molekiiliiniin yiizeye adsorbe olmasinda
icinde bulundugu ortam kosullarma gore aldigi konformasyonel yapi Onem
kazanmaktadir (Viappiani 2004). Bunun sonucunda ise faj eliza sonucundaki
degisiklikler ortaya ¢ikabilmektedir. Diger taraftan BSA’nin da bir protein olmasi ve
fajlarin biopanningler sirasinda BSA ile karsilasmamasi ve daha sonra eliza reaksiyonu
sirasinda faj ile BSA molekiilii arasinda etkilesim olmayacagi anlamini tasimamaktadir.
Sonugta faj partikiiliinde bulunan peptid, BSA molekiiliinde benzerlik gosteren farkli bir

mimotop ile etkilesime gecebilecektir.

5.2 HbS Molekiiliine Yonelik Faj Eliza Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Bilindigi gibi HbS beta globin geninin altinci kodonunda yer alan glutamik asit
(GAG) yering, valin (GTG) geg¢mesiyle olusan ve orak hiicre anemisine neden olan bir
anormal hemoglobin tiiriidiir. Kodon alt1 - globinde eksternal bolgede yer alip o ve 3
degme bolgesinde yer almamaktadir. Normal (3- globinde yer alan glutamik asit pozitiff
yiiklii polar bir aminoasittir. Orak hiicre B- globinde yer alan valin ise hidrofobik 6zellik
gostermektedir. Bu aminoasit degisikligi - globinde konformasyonel olarak farklilik
yaratmaktadir. Bu dogrultuda ise 7-mer’lik siklik kiitiiphane ile siras1 ile HbS, HbS,
Insan HbA, HbS, hemolizat, HbS, BSA, BSA, HbS, BSA, HbS, BSA, BSA, BSA, BSA,
hemolizat, hemolizat karsilastirmalar1 yapilarak HbS ile etkilesen peptidin bulunmasi
amaglanmistir. Toplam on biopanning islemi sonucunda 70 faj klonu se¢ilmistir. Daha
once 12-mer lineer kiitiiphane ile elde edilen klonlarin faj eliza sonuglarinda BSA
varligmin, hedef molekiiliin yiizeye adsorbe oluken kazandigi konformasyonel 6zellik
ve molekiiller arasi ortak mimotoplarin etkileri tartisilmistir. Bir bagka etken
faktorlerden birisi de ortamdaki hedef molekiil konsantrasyonun faj ilginligine etkisidir.
Faj eliza isleminde bu etkiyi saptamak icin hem HbS hem de insan hemoglobini i¢in
1/10’luk diliisyonlar gergeklestirilmistir. Eliza sonuglar1 degerlendirildiginde; B1411,
B1412, B1413 ve B1416 faj klonlarmin HbS molekiili ile etkilesimlerinin insan
hemoglobini ile olan etkilesiminden daha fazla oldugu saptanmistir (Sekil 5.3). 1/10°luk

diliisyon oOrneklerinde de faj ile HbS molekiiliiniin etkilesim sonucu insan
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hemoglobinine oranla daha fazla bulunmustur. HbS stok olarak adlandirilan, peptid
display protokoliinde yer alan konsantrasyon olarak hesaplanmistir. Buradaki sonugta
gorildiigli gibi fajin HbS molekiilii ile olan etkilesim sonucu insan hemoglobininden
ortalama alt1 kat daha fazla olarak saptanmistir. 1/10’luk diliisyonda ise bu fazlalik ii¢
ile dort kat aras1 degismektedir. Dolayis1 ile diliisyon farki faj elizada absobsiyon
oraninda degisiklik yaratmasma ragmen hedef molekiile ilginlikte Onemli fark

yaratmadig1 goriilmektedir.

‘I:I B1411 mB1412 0B1413 oB1414 mB1415 mB1416 mB1417 nB1418 mB1419 mB1420

25
20
151
1.0H
05 H
1/10 diliie Stok 1710 diliie
HbS Stok HbS insan Hb insan Ho

Sekil 5.3 Faj Eliza sonuglari

Daha sonra yapilan faj eliza reaksiyonlarinda hedef molekiil ile etkilesimde
diliisyonlarin biiyiik bir fark yaratmadigi saptandigindan dolayr HbS ve insan
hemoglobini i¢in 1/10’luk diliisyonlar uygulanmamus, fajlarm BSA ve hemolizat ile
etkilesimleri incelenmistir. Sonuglarda HbS ile etkilesen fajin hemen hemen hemolizat
ve BSA ile de aym olgiide etkilestigi goriilmektedir (Sekil 5.4). Bir diger sorun ise
hemolizat ile elde edilen verilerin de HbS ile etkilesim degerlerine yakin olmasidir
(Sekil 5.5). Burada hemolizat ile gergeklestirilen biopanninglerde 8- globin alt birimini
tantyan fajlar1 ortamdan uzaklastirdigimizi diisiinmemize ragmen & ve B- globin alt

birimlerinin ortakligi etkilesimi etkilemektedir.



81

mB51301 mB51302 oBS1303 o B51304 mB51305 mBS1306 mB51307 mB51308
mB51309 mBS1310

0,9
0,8
0,7
0,6 —
0,5
0,4 H
0,3 H
0,2 -+
0,1 -+

HbS Hemolizat BSA

Sekil 5.4 Faj Eliza sonuglari
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Sekil 5.5 Faj Eliza sonuglar1

Burada karsilasilan temel sorun 12-mer lineer kiitiiphane ile karsilagilan sorun ile
benzerdir. BSA’nin ortamda bulunmasi faj ve HbS etkilesimini etkilemektedir. Ayrica
BSA ile uygulanan biopanningler arka arkaya tekrar edilip BSA’ya baglanmayan
fajlarin elde edildigi diisiiniilse de faj eliza sonuglarinda saptandigi gibi HbS ile faj
etkilesimini degistirmektedir (Sekil 5.6). Yanit olarak ortak konformasyonel

yapilanmalarin varli1 ortaya ¢ikmaktadir.
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Sekil 5.6 Faj Eliza sonuglar1

Akla gelen bir baska diisiince ise 7-mer siklik kiitiiphane sahip oldugu konformasyon ile
sadece hedef molekiilii algilayamayip en belirgin ve bu ii¢ molekiilde de ortak olarak
bulunan mimotoptan tanimaktadir. Ciinkii 12-mer kiitiiphane ile elde edilen sonuglarda
da birbirinden farkli eliza verileri ile karsilagilmis ve biopanning uygulamalarinda elde

edilen faj klonlarinin peptid dizilerinin benzer oldugu goriilmiistiir.

5.3 Peptid Dizilerinin Karsilastirilmasi ve Konformasyonel Uyum

Faj eliza reaksiyonlarinda yer alan tiim klonlarin peptid dizileri belirlenmis ve ortak
diziyi iceren klonlara ait gruplarin varh@ daha Once belirtilmistir. Veriler
incelendiginde LLADTTHHRPWT aminoasit dizisini igeren {i¢ grup bulunmaktadir.
Bunlar; t¢iincii grup, dordiincii grup ve altinci gruptur. Bu gruplardan sadece tigiincii
grup biopanningler sirasinda BSA ile karsilastirilmis, diger gruplar ise biopanningler
sirasinda BSA ile karsilastirilmamistir. Dordiincii grup faj eliza reaksiyonunda BSA ile
karsilastirilmis ve etkilesimi belirlenmistir. Altinct grup ise besinci ve altinci
biopanninglerde elde edilmis ve bu biopanninglerde ise BSA’ya baglanmayan fajlar
alimmistir. Bu ii¢ grubun ortak 6zelligi HbA, ile etkilesimi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.
Cilinkii bu li¢ grup ayr1 biopanning uygulamalarinda yer almalarma ragmen ortak
aminoasit dizisini igermektedir. Bu durumda ortaya ¢ikan bir baska soru ise faj eliza
sonuglar1 ve biopanning uygulamalar1 farkli olan peptid dizilerinin 6zellikleridir.
Ornegin, TA2406, TA2407 ve TA2604 klonlarin1t BSA’nm varhiginda ve BSA olmadan

gerceklestirilen faj eliza reaksiyonlardan elde edilen sonuglarda farkli oldugu, buna
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karsin ayni peptid dizisini igerdikleri belirlenmistir. Bu asamada peptid dizilerinin

aminoasit i¢erikleri karakterize edilmistir (Innis 2004).

12-mer lineer kiitiiphane ile elde edilen tiim klonlarin peptid i¢indeki aminoasit
dizileri ve bu aminoasitlere ait hidrofobisite degerleri incelenmistir. Genel olarak
aminoasitlerin hidrofobisite igeriklerine bakildiginda; dordiincii, yedinci, sekizinci, ve
dokuzuncu pozisyonlarda yer alan aminoasitlerin hidrofobisite degerleri negatiftir. Bu
pozisyonlardaki aminoasitlere bakildiginda ise dordiincii pozisyonda yer alan
aminoasitler prolin, glisin, aspartik asit, treonin, glutamin ve histidin olarak belirlenmis
ve bu pozisyonda yer alan aminoasitler i¢cinde aspartik asit oranmin fazla oldugu
saptanmistir. Bu aminoasitler icinden sadece glisinin hidrofobisite degeri pozitiftir.
Yedinci pozisyonda yer alan aminoasitler ise histidin, serin, arginin, 16sin ve valindir.
Bu pozisyonda yer alan aminoasitlerde negatif hidrofobisite degerine sahip histidinin
bulunma orani fazladir. Sekizinci pozisyonda yer alan aminoasitler lizin, prolin,
histidin, serin, asparagin, arginindir. Histidinin bulunma orani fazladir. Dokuzuncu
pozisyonda ise serin, arginin, alanin ve 16sin bulunmaktadir. Bu pozisyonda ise en fazla

bulunma oran1 negatif hidrofobisiteye sahip arginine aittir.

7-mer siklik kiitiiphane ile elde edilen klonlara ait peptid dizilerinin aminoasit
dizileri ve hidrofobisite degerleri de belirlenmistir. Genel olarak aminoasitlerin
hidrofobisite igeriklerine bakildiginda; birinci, altinc1 ve yedinci pozisyonlarda yer alan
aminoasitlerin hidrofosite degerlerinde negatifligin daha fazla oldugu goriilmektedir. Bu
pozisyonlardaki aminoasitlere bakildiginda ise birinci pozisyonda yer alan aminoasitler
aspartik asit, sistein, arginin, prolin glutamik asit ve asparagin olarak belirlenmis ve bu
pozisyonda yer alan aminoasitler i¢inde asparagin oraninin fazla oldugu saptanmistir.
Altinc1 ve yedinci pozisyonlardaki aminoasitlerde heterojenlik g6zlenmis fakat ortak

paydada hidrofobisite degerlerinin negatif oldugu saptanmstir.

12-mer lineer kiitliphane ile elde edilen verilerde negatif hidrofobisite degerinin i¢
kisimlarda yer alan aminoasitlerde oldugu saptanmistir. Fakat 7- mer siklik kiitiiphanede
bu durumun ug¢ kisimlarda yer alan aminoasitlerde toplandigi goriilmektedir. Genel
olarak bakildiginda hedef molekiil ile etkilesen peptidler negatif hidrofosite yoniinde
egilim gostermektedir. 7-mer siklik kiitiiphane ile elde edilen BS1409 ve BS1410 faj

klonlar1 ise icerdikleri aminoasitlerde farklilik bulunmasina ragmen aminoasitlerin
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hidrofobisite degerleri incelendiginde bir benzerligin varligi gézlenmektedir. Faj eliza
reaksiyonlarinda da benzer sonu¢ vermeleri bu peptidlerin HbS {izerindeki benzer
konformasyonel yapilanmaya yoneldigi sonucunu dogurmaktadir. Yada biopanning
islemlerinde sorun yaratan BSA ile benzer konformasyonel mimitoplardan etkilestigi
goriilmektedir. Bir diger sonug ise BSA, insan Hb ve HbS molekiiliinde ortak mimotopu
tanimaktadir denilebilir. Bu sonu¢ 12-mer lineer kiitiiphane ile elde ettigimiz peptid

dizisinin, farkli hedef molekiilleri tanimasindan dolay1 ortaya ¢ikmaktadir.

Literatiir bilgilerine bakildiginda 12 aminoasitten olusan bu peptidin farkli hedef
molekiillere kars1 gerceklestirilen phage display ¢alismalarmda da bulundugu
goriilmiistiir. Bunlardan biri karbon nanotlip calismalarinda yer almaktadir. Tek
katmanli karbon nano tiipler metalik, elektriksel ve yapisal 6zellikleriyle biyoteknoloji
ve tip alanindaki uygulamalarda kullanilmaktadir. Nanoteknolojik arastirmalarda
biosensor olarak kullanilmalar1 ve yiizeyi tantyan peptidin varligini belirlemek i¢in 12-
mer lineer peptid kiitiiphanesi kullanilarak yapilan g¢alismada, tek katmanli karbon
nanotlip ile en iyi molekiilsel etkilesim gosteren peptid dizisi LLADTTHHRPWT
olarak gosterilmistir (Su 2007). Sekil 5.7°de peptidin yapis1 ve karbon nano tiip ile
etkilesimi yer almaktadir (Su 2006).

Sekil 5.7 LLADTTHHRPWT peptidin yapis1 ve karbon nanotiip ylizeyine
adsobsiyonu (Su 2006)

Bir diger calisma ise; otoantikorlarla tiroid bezi TSH reseptdrlerinin asiri
stimulasyonuna bagl tirotoksikoz ile sonuglanan ve otoimmiin bir hastalik olan Grave’s

hastaliginda yapilan bir calismadir (Na 2003). Bu calismada tiroid stimiile eden
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antikorlarin tanimlanmasina yonelik 12-mer lineer peptid kiitiiphanesi ile peptid display
calisilmistir. Sonuglara bakildiginda elde edilen peptid dizisi icinde 12 aminoasitten

olusan LLADTTHHRPWT dizinin varlig1 gériilmiistiir (Na 2003).

Son olarak anjiogenez ile yapilan ¢alismada uygulanan peptid display yonteminde
12-mer lineer kiitiiphane kullanilmis ve endotel ile etkilesimde angijogenez lizerinde
etkili olan peptidin varlig1 arastirilmistir. Burada elde edilen peptid dizileri icerisinde 12

amnoasitten olusan LLADTTHHRPWT peptid dizisi yer almaktadir (Hardy 2007).

Yapilan calismalar ve c¢alismamiz dagerlendirildiginde birbirinden bagimsiz dort
calisma karsimiza c¢ikmaktadir. Karbon nano tiipler yapisal olarak silindirik yapida
peptid baglama oOzelligi gosteren metalik ylizeylerdir. Diger calismalarin konusu ise
tiroid stimiile hormon ve endotel hiicreleridir. Bizim c¢alismamizda dort alt birimden
olusan tetramerik bir protein olan hemoglobin yer almaktadir. Yapi ve islevleri
birbirinden farkli olan bu molekiiller LLADTTHHRPWT aminoasit dizisini igeren
peptid ile etkilesime girmektedir. Buradaki temel soru, bu ¢aligmalarda ilgili peptidin
etkilesime girdigi hedef mimotoplarin evrensel ortak 6zelliginin nedeninin ne oldugu

noktasinda ortaya ¢ikmaktadir.

5.4 Display Yontemlerinde BSA Problemi

Phage display yonteminde hedef molekiiliin immiin tiipe adborbe edilmesinden sonra
% 5’°lik BSA ile bloklama yapilmaktadir. Bu bloklama islemindeki temel ama¢ immiino
tiip lizerindeki hedef igermeyen alanlarin kapatilmasidir. Daha sonra faj kiitiiphanesi ile
hedef molekiil karsilastirilmaktadir. Sonuglarimiz dogrultusunda faj kiitiiphanesinin
BSA molekiilii ile etkilesimin daha fazla oldugu saptanmistir. Bu sonuglara gore elde
edilen klonlarin hedef molekiil olan HbAj;’den ¢ok kaplamada kullanilan BSA
molekiine daha etkin olarak baglandiklar1 gdzlenmistir. BSA molekiiliiniin de bir
protein olmas1 ve faj kiitliphanesi ile etkilesime girmesi phage display yontemi ile
yapilan ¢aligmalarda dnemli bir sorun olusturmaktadir (Arap 2005). Bunun i¢in yontem
iizerinde degisiklige gidilip ya da BSA ile ilgili problemleri ortadan kaldirmak i¢in
farkli biopanning uygulamalar1 gerceklestirilmektedir. Kromatopanning yaklasimi buna
ornek verilebilmektedir. Noppe ve ark. bu yaklagimla biopanning islemlerini kolonda

gergeklestirerek BSA’nin kullanimimni ortadan kaldirmiglardir. Kolonda kalan hedef
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molekiil peptid kiitiiphanesi ile kolonda karsilastirilmakta ve yikama islemleriyle hedef
molekiile baglanmayan fajlar kolondan uzaklastirilmaktadir. Uygun tamponla yikama
isleminde ise faj ve hedef molekiil elde edilip petriye ekim yapildiktan sonra faj plaklar1
toplanmaktadir. Faj eliza ile faj ve hedef molekiil etkilesimi test edilmektedir.
Boylelikle biopanning isleminde faj BSA’y1r gérmeyip sadece hedef molekiil ile
kargilasmaktadir (Noppe 2009). Bu yaklagimin tetramerik protein olan hemoglobin

molekiilii tizerindeki basarisi bilinmemektedir.

Gerek 12-mer lineer gerekse 7-mer siklik kiitiiphane ile yapilan biopanning
islemlerinde faj eliza reaksiyonlarinda elde edilen sonuglarda hedef molekiil ile
etkilesimde BSA’nin etken oldugu ve hedef molekiile olan ilginligi etkiledigi a¢iktir. Bu
sonu¢ ardigik olarak ti¢ giin tekrarlanan faj eliza reaksiyonlar1 ile saptanmustir. Bu
ardisik olctimlerde eliza kuyular1 her defasinda hedef molekiil ile yeniden kaplanmistir.
[k giin alinan sonuglarda birinci grup olarak adlandirilan faj klonlarinin hedef molekiil
HbA2’ye ilginligi BSA’ya ve HbS’e olan ilginliginden daha fazladir (Sekil 5.8). Birinci
grup hari¢ diger tiim klonlarin ilginliklerinin BSA’ya yonelik oldugu goriilmektedir.
Ikinci giin dl¢iimlerinde ise faj eliza sonuglar1 farklihk gdstermis ve ikinci grup harig
diger tiim gruplarin ilginlikleri hedef molekiil HbA;’ye yonelik olmustur (Sekil 5.9).
Ucgiincii giin dlgiimlerinde ise molekiilsel etkilesimler degisiklik gdstererek ilk ve ikinci
giin Olctimlerinden farklihk ortay koymustur (Sekil 5.10). Bu sonuglara farkli

konformasyonel yapilanmalarin varligi yanit olarak ortaya ¢ikmaktadr.
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6. SONUC

Biyosensorler; genel anlamda, algilayici ve sinyal doniistiiriicli olmak tizere iki farkl
bilesenden olusmaktadir. Display yontemleri ile elde edilen peptid ve protein
algilayicilar cesitli biyosensor uygulamalarinda, molekiilsel algilayict bilesen olarak
kullanilmaktadir. Bu molekiilsel algilayicilarin hedeflerine olan ilginlikleri molekiilsel
konformasyon uyumuna dayanmaktadir. Anormal hemoglobine yol acan globin gen
yapisindaki degisiklikler proteinin yapi ve islevine yansimaktadir. Elektroforetik ve
kromatografik yontemlerle anormal hemoglobinlerin davranig degisikligi, DNA dizi
analizi ile farkliliga neden olan gensel Ozellik saptanip anormal hemoglobin
kimliklendirilmesi, popiilasyon ve premarital taramalarda zaman almaktadir. Yapay
peptid kiitiiphaneleri kullanilarak anormal hemoglobin molekiiliinii algilayan 6zgiin
klonlarmm se¢ilmesi ve DNA dizilerinin belirlenmesi ile molekiilsel etkilesim
calismalarina katkida bulunacagi diisiintilmiistiir. SPR biyosensorlerinde kullanilabilme
Ozelligi tasiyan bu klonlar hemoglobinlerin yeni nesil biyosensdrler ile taranmasi,
premarital tami ¢alismalarinda hizli, giivenilir ve wucuz bir yaklasim olanagi
sunabilecektir. Bu tez ¢alismasindaki amag, yapay peptid kiitiiphaneleri kullanilarak,
insan hemoglobinlerini algilayan yapay peptid molekiillerinin elde edilmesi ve
gelistirilmesindeki sorunlarin irdelenmesi olarak tanimlanmistir. Bu kapsamda 12-mer
lineer ve 7-mer siklik yapay peptid kiitiiphanelerinden elde edilen veriler ve olasi

caligma yaklasimlari alt bagliklar altinda irdelenmektedir.

HbA; molekiiliine yonelik 12-mer lineer kiitiiphane ile yapilan ¢alismalarda, bes faj
Klonunun (TA2403, TA2404, TA2405,TA2406, TA2604) hedef molekiil olan HbA; ile
etkilesimlerinin daha fazla oldugu, HbS molekiiliine yonelik 7-mer siklik kiitiiphane ile
yapilan caligmalarda ise dort faj klonunun (B1411, B1412, B1413 ve B1416) HbS

molekiilii ile etkilesimlerinin daha fazla oldugu saptanmustir.

12-mer lineer kiitiiphane ile elde edilen tiim klonlarin peptid igeriginin hidrofobisite
ozelligi incelenmis ve dordiincii, yedinci, sekizinci, ve dokuzuncu pozisyonlarda yer
alan aminoasitlerin hidrofobisite degerlerinin negatif, 7-mer siklik kiitiiphane ile elde
edilen klonlarda ise birinci, altincit ve yedinci pozisyonlarda yer alan aminoasitlerin

hidrofosite degerlerinin negatif oldugu saptanmustir. Icerdikleri ortak dizilerine gore
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gruplanan peptidlerin toplam hidrofobisite degerlerinin negatif oldugu belirlenmistir.
Gruplar icerisinde -30.9 toplam hidrofobisite degeri ile birinci grup en yiiksek degere
sahiptir. Tkinci grup -24.8, iiciincii, dérdiincii ve altinc1 grup -14.7, besinci grup -19.5,
yedinci grup -15.8, sekizinci grup ise -11.4 toplam hidrofobisite degerine sahiptir. Elde
edilen klonlardan sadece bes tanesine ait hidrofobisite degeri pozitiftir. Bunlar A2406,
A2411, TA2403, TA2413 ve TA2417 olarak adlandirilan faj klonlaridir. Siklik
kiitiiphane ile belirlenen peptid dizilerinde toplam hidrofobisite degeri negatiftir ve
sadece B1417 klonu 1.5 degerinde pozitif hidrofobisiteye sahiptir. Negatif
hidrofobisitenin siklikla bulundugu bu peptid dizilerinin varhigi gbéz Oniinde
bulundurularak hemoglobin tetrameri ile etkilestigini diisiindiiglimiiz peptide ait
ozelliklerden biri de negatif hidrofobisiteye sahip olmasidir. Genelde 12-mer’lik
kiitiiphaneden elde edilen klonlarin negatif hidrofobisiteye sahip olmalar1 goreceli
olarak daha lineer bir konformasyon ortaya koyduklarint diisiindiirmektedir. Bu bakis
acis1 altinda, peptidin yapisal ve islevsel Ozellikleri daha ayrintili incelecek olursa
protein - protein etkilesim ¢aligmalarinda elde edilecek verilerin 6nemli bilimsel katkilar

saglayabilecegi Ongoriilmektedir.

Elde edilen hidrofobisite degerleri arasinda yapilan karsilastirmada birinci grup i¢in,
icinde yer alan klonlarin sahip oldugu -30.9 hidrofobisite oram1 g6z Oniinde
bulunduruldugunda bu klonlarin géreceli olarak hidrofilik 6zellikleri en yiiksek klonlar
oldugu goriilmektedir. Bu da goreceli olarak daha lineer bir yapiy1 isaret etmektedir.
Gruplara 6zgii hidrofobisite degerleri incelendiginde; grup | > grup 1l > grup V > grup
VIl > TA2404 > grup I, IV ve VI > grup VIII > TA2416 > A2404 > TA2405 >
TA2411 >TA2413 > A2406 > TA2417 sonucuna ulasilmaktadir. Artan hidrofobisite
degerlerine gore, peptid i¢ bolgesel hidrofobik ozellik gostererek lineer yapidan
uzaklasip, kendi i¢inde katlanmalara dogru yonelmektedir. Gruplar igerisinde yer alan
ayni diziye sahip klonlarin faj eliza sonuclarinda, hedef molekiil ile etkilesiminde
farkhlik goriilmektedir. Ornek olarak; TA2604 ve TA2616 faj klonlar1 ayni peptid
dizisine sahip olmalarina ragmen hedef molekiil olan HbA;’ye kars1 ilginliklerinde
degisiklik gézlenmektedir. Elde edilen bu sonug, hedefin farkli konformasyonlar ortaya

koyduguna isaret etmektedir.

Siklik kiitiiphane ile elde edilen peptidlerin hidrofobisite degerleri incelendiginde ise,

BS1410 > BS14109 >B1416 > B1412 > B1413 > B1411 > B1417 sonucuna
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ulagilmaktadir. Aminoasit 6zellikleri ve hidrofobisite degeri farkli olan bu peptidlerden
sadece BS1409 ve BS1410 klonlar1 hedef molekiile karsi ayni oranda ilginlik
gostermektedir. Bu dogrultuda yapay peptidlerin 12-mer ve 7-mer’lik icerikleri ve
hidrofobisite o6zellikleri dikkate aldiginda; elde edilen sonuglar hedef molekiildeki

konformasyonel farkliliklar1 isaret etmektedir.

HbA; molekiiline yonelik uygulanan farkli biopanning islemlerinde siklikla
karsilasilan peptid dizisi LLADTTHHRPWT olarak belirlenmistir. Bu peptid dizisini
iceren li¢ grup bulunmaktadir. Bu gruplarin toplam hidrofobisite degeri -14.7 olarak
hesaplanmistir. Ayrica bu peptid, literatiirde nanoteknolojik arastirmalarda ve
biyosensorde kullanilma potansiyeli olan ve tek katmanli karbon nanotiip ile en iyi
molekiilsel etkilesim gosteren peptid dizisi olarak gosterilmektedir. Elde edilen bu
dizinin HbA; ve tek katmanli karbon nanotiip ile ortak etkilesim 6zelliginin nedenselligi

bilinmemektedir.

Gerek 12-mer lineer gerekse 7-mer siklik kiitiiphane ile yapilan biopanning
islemlerinde faj eliza reaksiyonlarinda elde edilen sonuglarda hedef molekiil ile
etkilesimde BSA’nin etken oldugu ve hedef molekiile olan ilginligini etkiledigi
gbdzlenmistir. Bu sonuglar ii¢ giin ardisik olarak tekrarlanan faj eliza reaksiyonlarinda
saptanmig olup reaksiyon igerisinde birinci grup, ikinci grup, tglincii grup, A2404,
A2406 ve A2411 faj klonlar1 yer almistir. A2406 ve A2411 faj klonlar1 hari¢ diger tiim
klonlarin toplam hidrofobisite degeri negatiftir. Hedef molekiile karsi elde edilen
ilginlik degerlerindeki degisiklik, farkli konformasyonel yapilanmalarin varligin1 yanit
olarak ortaya ¢ikartmaktadir. BSA’nin biopanningler iizerindeki etkisini kesin ve agik
bir sekilde ortaya koymak i¢in BSA igermeyen farkli biopanning yontemleri denenerek

elde edilen sonuglarin tekrar degerlendirilmesi gerekmektedir.

Tetramerik bir yap1 olan hemoglobin molekiiliiniin deoksi ve oksi formlarina gegis
ozelligi, kaplamalardaki immobilizasyonunda farkli konformasyonlarin varlhigini
diigiindiirmektedir. Hemoglobin molekiiliiniin ylizeye adsorbe olmasinda, i¢inde
bulundugu ortam kosullarina gore aldigi konformasyonel 6zellik, yapilan ¢alismalarda
onem kazanmaktadrr (Sekil 6.1). Peptid kiitiiphaneleri kullanilarak elde edilecek

verilerin belirli bir standart igerisinde gerceklestirilmesi i¢in hemoglobin molekiiliiniin
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her biopanning isleminde ayni konformasyonda ve Ozellikte olmasi sonuglari daha

verimli hale getirebilecektir.

Sekil 6.1 Tetramerik proteinin (Hemoglobin) yiizey ile olan farkl etkilesimi

Bir diger yaklasim ise tetramerik hemoglobin molekiiliinii monomerik diizeyde
calismaktir. Bu baglamda hedef globin alt birimi (B, 8, o globin) tetramerik yapidan
uzaklastirilip, elde edildikten sonra faj kiitiiphanesi ile dogrudan ortam igerisinde
karsilagtirildiktan sonra, faj ve monomerik protein kompleksinin izlenebilmesi daha
yararli olabilecektir. Bu tiir bir yaklasim igin, ilgili alt birim proteinin amino ucundan
biotin ile isaretlenip faj kiitiiphanesi ile karsilastirildiktan sonra, faj - protein kompleksi
streptavidin kapli manyetik boncuklar ile baglanmayan fajlardan ayrilabilecektir (Sekil
6.2).

Karboksil
\ucu
, |

Streptavidin

Sekil 6.2 Proteinin yiizeye adsorbsiyonu
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Calismamizda elde edilen veriler dogrultusunda karsimiza ¢ikan bir diger sonug ise,
molekiilsel algilayici olarak kullanilan peptid kiitiiphanesinin kiiciik olmasidir. Bu
baglamda 16-mer, 22-mer gibi daha biiyiik yapay peptid kiitiiphanelerinin kullaniminin

daha verimli sonuclara yonlendirebilecegi dngoriilmektedir.

Sonug¢ olarak; caligmamizda elde edilen veriler degerlendirildiginde; daha sonra
yapilabilecek gelistirme caligmalarinda, peptid iceriklerindeki hidrofobisiteye bagli
bicimde degisiklikler yapilmast ve hedef molekiiliin siirekli bi¢imde sabit
konformasyonda tutulmasi ve kullanilan kiitiiphaneninin 16-mer, 22-mer gibi daha
biiyiikk peptid kiitiiphanesinin kullanimi1 olmak iizere {i¢ ana baslikta toplayabilecek
deneyleri kapsamalidir. Bu sekilde gelistirilecek yeni peptidlerin hedeflerini daha iyi
algilayabilme Ozelliklerinin incelenebilecegi Ongoriilmektedir. Bu baglamdaki
calismalarda AFM, SPR gibi yaklasimlarin kullanilmasi, peptid hedef molekiil
arasindaki baglanma kinetikleri, baglanma ve ayrilmada rol oynayan gerilme kuvvetleri
gibi biyofiziksel 6zellikler ile desteklenmesi 6nem tasimaktadir. Bu sekilde gelistirilmis
ve biyofiziksel dzellikleri iyi tanimlanmis peptidlerin molekiilsel algilamaya ve benzeri

nanoteknolojik calismalara degerli katkilar saglayabilecegi ongoriilmektedir.
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