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A2ET: Gelldgen molekiiler Wiyolojlk tekaiklarin tabbi slande kollaoilmasi,
pire b kastaligin molekiller temelinin anlagzilmeging saglamakiadzr. Bu
csligma ONA aprilmasy we fnoelenmesi fle [1pili metpdlar upgulonarok,
teta—talagaminin  molekiilar genstik  seviyeds  anldgiimas:  emecipls
silrii=lmdpthe .

fetn-globin  geoi bulundurean A pleamidi Escherlchia ool
ek 'riﬁinﬂezg_jwalard_prmnh ortomde: cafeltilde. Bakbtarilerden plazmidler
ayridr we - llg lle siwa takiidi. CTiwa plkdd plagmidler sildfidell-
Septurope 08 lzarine kolonda adeorbe adildi.

insan hilprelerinden elde adilen INA dan yltrasontikasyanly  SHOCS0
baz giftlik ONA pargalar: elde edildi. filglmler poliskrilemid j=I
eleltraforezinds kontrol edildi. Karigik THA pargalar: kelona yilklend|
yo Setn-giobin THA'ay totundurulmug plagmidle hibridizssyena breakildi,
Hibridize almeyan MMA yikanarak vznklagtirilds. frisan beta-pleblity DHA =3
dn kolon wsubalarak elde ediledd,

ABSTAAGT: Orhan TERZINGEYU. Ookuz  Eylul Undverslty Medical Faculby,
Medionl Blolopy Tent. Produetion of Human Aebs-Glshin Gepe  Auvbjchied
flaamid and Sepacaticn of Betu-Glebin DHA From Human Sell,

ertg  trproverd molscolar blologic methods  in medielne, makas
remEfhle the understandibe of molesular basis of sevsral Lllnesses, In
the rezearah 6's aimmd te optablish DNA ssparstion and lavestlgablsn
methinde b understand beta-thalassamls At the molecular genuble lagel.

4 plasmld heta-glebin gene wam repllcated ln Eacherichin aold
Bartesiom  grown An aernted  culbues e-:ndiLL-:.-'nsEI_laTh:r plapmide  were

wepardted Trun the bacteries and merzursbed by Hg. The m=reuratod
tlawrid wis adeorbed an A Ficl fydryl -Sopharose GH calimmn.

nae, 0. Orhan TEEZIOGGN, Uokus Eptdl Oniverallesi Tip Faklilvesi, Tibbl
Biyolefi Amnmblllm Dada.
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DNA-wan lsolnted from lwman aellsultresonicsted snd §50sS00 hase
Pair DMA pioces obtatred, . The mEAGuTensnt  was oonbieolled by
poliydcrylamidis gel aledbinghores s, LA miged with MUA pieces: was plamed
onocollimn and alliwed ba hy;:ririksé ¥ith plusmid oltaches beta-glabin
AL Worhihrldissd DNA wes washed ol frem the ealumn. Hybridized  human
heta-glehin DNA wes noperated by hieahlng the ealumm,

Anah ar alecliicler: Beteaplobin, pon !.:al:-m;._lﬁnlu, A
Key words: Beta—glebln, gime (malstisn v ONA.

aimtsg. Talageni, Famoslobin papisr wb sEnforl {1 Vigill elduliga. fapkly
FUPLPLATT kapnoysn kalitssl bir magkEslibitic. Ahdels Wikeleri, Trep
ﬁﬂﬁv. 11.Lnﬁ1f:tﬂn'1u1 bazmt pilgalerd  Hurdmia, ﬂLl.n-:yﬂn_iiu Aﬁy'a.'d; nldukge
ynsﬁ'_m ghrifinnktediv, Hesotolofl abérativmelges bamel  Emnamleme  ue
gl_l.l'l.lp beliriemode pldersl dohs bigurily olmaltsdirlas [1). Erighin
hemeglotiins [Hb A} iki slfp ve 385 hets plobin zinsie] lie buninrig
tm_ag"l'x Al “han" pruplarindsm  alugtakctadie. Alta mineie] ite Llgili
elmavan glebin gen dizibimlerinin heto plotdn de dahil olmak Usere 11
sumaal s Roromozonda yerlestifi saptannietie (21, Heba alnelringn sentez
dizey] wveya hatnnan Brulundudy gore bogll Glocak fapkls heis talegami
Linlérl tenimlaomiptar (30,

Ueta lalasenide gpanotils ssme] gallgmalicih ;dli_:-ﬂ*.'l.llrb‘.‘l_r'mf'n_;. {cin,
bels gepinin =lde adilnnas gerapiobiv, Insan gon havupuadsn helic]d i
d.l.xi']'i.m_lcri.nln aldedinde definik wetudlar mellstirildl ta-n. Elde
millien  [NA dizilimboc rodysmetll  Iparetlaialerle Prpahel mlaral
Fullamilir  hntle Eelnigtic..  Ssricd o getcllle mitond |l el 3ts planmid
lgarinips yerieglicilen  dnneden Buromd o abe dzllari  kontrot
bETHmLerl L= Biridsnta eupaltilabhiTntstlr 1a). .

Yirlltlilon e enligmadn betaralobih genl  Uoliiiwae plasmid ve
Hibebdismaynn  yhintomioninden Fararlanilstol  dnman pen bavimandan
bi=ta goni MNA‘ g e ilmagn gedugidde. Wikesiade es Upaal sagtile anram
olan kinlibzal fastatiliar nreglmds operd aian bbeth t"ui.‘:sr-?;'ml.“p.uni izals:
edilerae molotller  dizesdi  Walyiim DoziTULE  Hedealsrliue Wlagmsds
birdnsl basammh ittondleri yerlogterilmogpes enlegstudy .

GERE’™ YE VIWTEMLER: Hesa piabin Pl R, rTnimddl baiiyen Betarichia
eall  bestoypled siwy artamdn Cnaheend Prote—anstsl. e =mnlnden (e
mefiln blelnel dénenine batlar. 1700 rnEavaElanduenyls saiklavdn Uests ],
PLam [l kans=inine He=mg genl thsiverdy ye arkEn . S ingictn % ugsnl
alanii genilie bampmisin liave editdss He el IFramentl  (esnet
dbre Iadan {tikgren, =on konmantreamyan Iomgdm] alanal selkllde konmamlsn
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allandl we tretim slirdorialdd (4. ”rem&:ﬂxlﬂa [ml @ koloni olugturan
patberi) sayisina ulestifinda Uretilm Gurduruldn. Ortamdsn bakter:ler
safrtr | fugasyonla (400 gx 158"] ayrildilar. Lizozim-tris (eigms] lgerisin—
de poorgaianan bakterilapden Tennol-Wloroform extraksiyomu ve etil alkel
ghkcsiirmest ile DHA elde edildl. RMA sz (Silgme) ile 3720 de 15 daklke
mugme 1o adilerak BANA dan arindirildy. Cafl dansite tabakalonmasi ile
plazeid DHA's: ayrildi. Sonuc, poliskrilamid jelds: kentrol edildi (9},

Elde adilen plazmid 5% mM sodyum-—asetak (pH 6.0] ve 20 mM {EGBHgI
piva ametat'ta (Mew England Nuclear tooperation} 5070 de 24 =pal gireyle
inkube edilerek Hzellikle aitmzinler Gmerins chvn takilmag: saglandi.
Her milzlites reskaiyon ortamini B.4 ml Duene tampenu (10 oM tris-HEL pH
P61 M ell ve LD mM EDTA! ilave edilerek reakeivon durduruldu. Oaha
aonrn, TAzla. elvenin artamdan usaklastirilmas tgin her 3 ml rgahﬁfynn
karigimt L L dialle tampenunds (10 Ml Tris/HCL pit 7.8, 2mM Nall ve L mM
EDTA) YUg Wes 4 er saal diglizs tabl tutuldu. Cive takily DMA etanolde
-200C de coktirilarsk ayrildy {10-111.

Sepharose 68 (Farmmciz Fine rhamicala) Gzerine sillfidril guraplsr
Cuntresanestin yhntesl ile takilarak {10} shifideil Segharors BB etde
pdilAl, BEBD mm glft cidarla wolons delduralde ve ‘civa fakily plammlid
oA adserbslyonn lgin yiklendi. Tris-HCL pH 7.8, 0.1 M Mall tle oda
groaklrfindsyakandt,

fasan hileresinden elde sdilan DNA karigim etil calkol goltilrméal
{le Hg kez yikandi. Ubkrason mikro uoy ile 100 pg/ml TRA konsantirasyonda
Bue baoyopunds 1083 sapiye goklarla pargalandi. Parga pliylikligt 550450
bap cifti olocak sskilde sistem enerjisi ayarlandi. Kolon yilkiems
Hncaplinde poliskeilemid jel alektroforeninde standartlarla hargiles-
Lipilaraw Blsimler wontrol edildd {11-12). By DA parcalars %70 formamid
Biveidizagvan ortamnds kolona 55°C de yilkiendi ve skintisiz 30 fiakika
hibridlesnyon lein bellendi. Kolon EEdﬂ‘yt goputuldy ve O.5—0.1 R Hall
%10 fapmamid ils yikands. Hikridize olmamig DNA pargalsr: kolondan Tam
= lar yraklagtioeldr. Holon gqakim stirakil aleralk Fpaktrofotomstrede
ags om'de takip edildl {13). Deba sonrA polon 6570 ye rsitaldy we
plax: id Uperindeki globulinle Nibridizs almug bets glebin DNA =1 eal
slarnk elde edildi. Optik dansite Gicimlerinden miktar fayinleri ve
kotos verimliligl dlghmleri yapildi.

BULCULAR: Eakkeri bhagina plazmid eldesi geligtirllen iki leademe 1
panamioin Llavesi ile 12 slarak spptandi. Civa haglanma etikenliglt LHA
mintar taylni ve gama sayimida  HR Hlgtimlerinds %85 elkem olarak
naptand. silforlenmis kolon ligerins  yiklénen plazmid INA DN
pdscrbaivon orani, ylklenen we kalan radysaktivite @lgimierinin oranlan-
mesiyla saptandr we KVG slarak bulimdu, Saf bets glebin aldezi ve kalon

LEA



warim  kat gayisr %37 clarak saptandi, Standartlarla  yapilan  tiim
kargilagtirmalards saflik  molekiiler gecerlilike simirlari  igerisinde
bulundu (8, 10,12);

TARTISMA VE SONUG: Kal:tsasl hastaliklarin molskller temelindn aydin-
latilmesinda lullanilan  temal teknlklerin bir purubunun uygulana-
WMUrliligs pdtlendl., Verimlitik ve salflik  Hlgimlerl daha @snceki
geligmalarla (9-12) uyumlu olarai  bulunda. Gen teknolojisi kavram:
igerisinde yer slan ylikli plazmid eldesi ve hibridizasyonla sar gan
eldesl yeni klonlar we kendi [lkemiz hapletiplerinin Aragtirilmasinda
Wullanalabilirlilik agimindsn slumiu gizlendi. Zincirleme polimeraz
reakslyony {le gen gofaltiminin yeyginlagtify glnimiz teknalo{isinde
kontrol wve kargilagtirma olanagl vermesi sagiaindan klonlama ve saf gen

eldesinde parale] caligilmasinin alumly sonuglar versbilecapi kanaatine
varildl.

TEEEKKUHrCallgmanin gerceklestirilmesinde olanak saflayan Claude Bernarsd
Univ. {Lion) Dekoz EBylil Undvereltesi ({lzmir) we Imperfal callege
(London) yetkililerine tegakkiir edarim,
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