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Sevim Eda ÖĞÜT 

Yüksek Lisans, Biyomühendislik Anabilim Dalı  

Tez Danışmanı: Prof. Dr. S. Ali Tuncel  

Haziran 2017, 71 sayfa 

 

 

Monodispers gözenekli silika mikroküreler ve manyetik formları, yeni geliştirilen 

“aşamalı kalıp hidroliz ve kondenzasyon protokolü” ile sentezlenmiştir. Sorbent 

olarak manyetik silika mikroküreler ve silika mikroküreler ile sırasıyla kesikli 

sistemde ve sürekli mikroekstraksiyon sisteminde tam-kandan insan genomik DNA 

izolasyon kapasitesi incelenmiştir. Mikrokürelerin gözenek boyutu dağılımı ve 

özgün yüzey alanı nitrojen adsorpsiyon/desorpsiyon yöntemiyle tespit edilmiştir. 

Mikroküre boyutu ile boyut dağılımı ve manyetik davranış ile kristal yapı ise 

sırasıyla taramalı elektron mikroskobu, titreşimli örnek manyetometresi ve X ışını 

difraktometresiyle incelenmiştir. Öncelikle, sorbent olarak manyetik silika 

mikrokürelerin kullanılmasıyla kesikli sistemde insan genomik DNA izolasyonu için 

koşullar optimize edilmiştir. Ardından manyetik olmayan silika mikroküreler, 300 

m iç çap ve 40 mm uzunluğa sahip kaynaşık silika kapiler kolon içerisine 

dolgulanmıştır. Mikrokolon, sürekli mikroekstraksiyon sisteminde insan tam-

kandan genomik DNA izolasyonu açısından değerlendirilmiştir. Lizat/adsorpsiyon 

tampon oranının etkisi, DNA izolasyonundaki örnek miktarının verimi ve izole 

edilen DNA miktarı, üretilmiş olan mikroekstraksiyon sisteminde tespit edilmiştir. 

Her iki sistemin de kullanılmasıyla tam-kandan edinilen insan genomik DNA 
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örnekleri, zincirleme polimeraz reaksiyonuyla çoğaltılmış ve agaroz jel 

elektroforezinde koşturulmuştur. Sonuçlar manyetik silika mikrokürelerinde, silika 

mikrokürelerin de sırasıyla kesikli sistem ve sürekli mikroekstraksiyon sisteminde 

insan kanından insan genomik DNA izolasyonu için umut verici birer alternatif 

sorbent olduklarını göstermektedir. 

 

 

Anahtar Kelimeler: tam-kan örneği, DNA izolasyonu, mikroküre, monodispers 

silika, manyetik silika, mikroekstraksiyon. 
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ABSTRACT 

 

 

DEVELOPMENT OF DNA MICROEXTRACTION SYSTEMS USING 
MAGNETIC AND BARE SILICA BASED STATIONARY PHASES 

 

 

Sevim Eda ÖĞÜT 

Master of Science, Department of Bioengineering  

Supervisor: Prof. S. Ali Tuncel  

June 2017, 71 pages 

 

 

Monodisperse-porous silica microspheres and their magnetic form were 

synthesized by a newly developed” staged shape templated hydrolysis and 

condensation protocol”. The human genomic DNA isolation capacity from whole 

blood was analyzed with magnetic silica microspheres and bare silica 

microspheres as the sorbents in batch fashion and in a continous microextraction 

system, respectively. The pore size distribution and the specific surface area of 

microspheres were determined by nitrogen adsorption/desorption method. The 

microsphere size and the size distribution, the magnetic behaviour and the crystal 

structure were analyzed by scanning electron microscope, vibrating sample 

magnetometer and X-ray difractometer, respectively. First, the conditions were 

optimized for human genomic DNA isolation in batch fashion by using magnetic 

silica microspheres as the sorbent. Next, the bare silica microspheres were 

packed into a fused-silica capillary with 300 m i.d. and 40 mm in length. The 

microcolumn was evaluated for the isolation of genomic DNA from human whole 

blood via continous microextraction. The effects of lysate/adsorption buffer ratio 

and the sample volume on the DNA isolation yield and the amount of DNA isolated 

were determined in the microextraction system fabricated. Human genomic DNA 

samples acquired from whole blood by using both systems, were reproduced by 
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polymerase chain reaction and then run on agarose gel electrophoresis. The 

results indicated that both the magnetic silica microspheres and the bare silica 

microspheres are promising alternative sobents for human genomic DNA isolation 

from human blood in batch fashion and continuous microextraction, respectively.  

 

 

Keywords: Whole blood sample, DNA isolation, microsphere, monodisperse 

silica, magnetic silica, microextraction. 
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 vi 

İÇİNDEKİLER 

                                                                                                        Sayfa 

ÖZET. ....................................................................................................................... i 

ABSTRACT ............................................................................................................ iii 
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4.6. İnsan Tam-Kan Örneğinden İzole Edilen Genomik DNA’nın Karakterizasyonu

 ............................................................................................................................. 60 
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Şekil 4.11. Farklı pH değerine sahip adsorpsiyon ortamlarında Mag-SiO2 ve 

SiO2@Mag-SiO2 sorbentleri kullanılarak elde edilen denge DNA adsorpsiyonu 
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lizat/adsorpsiyon tamponu oranı ile tek beslemeli mikro-ekstraksiyon sisteminde 
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1.  GİRİŞ 

Kan, insanlar ve diğer canlılar için önemli olan besin maddelerinin ve oksijenin 

taşınımını, bunun yanında metabolik atıkların uzaklaştırılmasını sağlayan hayati 

bir sıvıdır. Kan, idrar, beyin omurilik sıvısı (BOS) gibi çok sayıda biyolojik örneğin 

analizini yapılabilmek için, hızlı ve verimliliği yüksek DNA izolasyon metodlarının 

uygulanması önemli bir yer taşımaktadır.  

Biyolojik örneklerden DNA izolasyonu, moleküler tanı yöntemlerinin 

uygulanabilirliği açısından gerekli olan ilk aşamadır. Bu amaçla polimeraz zincir 

reaksiyonu (PCR) tabanlı moleküler tekniklerin kullanılmasından bu yana DNA 

izolasyonu için pek çok metod geliştirilmiştir. En yaygın ve geleneksel olarak 

kullanılan metodlar içerisinde fenol-kloroform ekstraksiyonu ve etanol 

presipitasyonu bulunmaktadır. Ancak bu metodlarda kullanılan toksik maddeler 

(fenol) sağlık açısından zararlıdır ve inkübasyon basamakları çok uzun 

sürmektedir [1-3]. Geliştirilen metodlardan bir diğeri silika bazlı çözünmez 

partiküllerin kullanımını kapsar ve bu partiküller proteinler ile reaksiyona girerek 

DNA’nın saflaştırılmasına olanak sağlarlar [4]. Biyolojik kaynak olarak kanın 

kullanıldığı ilk metod anyon değiştirici reçine kullanılan DNA ekstraksiyonudur. Bu  

metod, Walsh ve arkadaşları tarafından 1991’de tanımlanmıştır ve tam-kandan 

nükleik asit ekstraksiyonunun gerçekleştirilmesi için geliştirilen diğer metodlarda 

bu yaklaşım baz alınmıştır [5]. DNA ekstraksiyon metodları içerisinde yaygın 

olarak kullanılan katı-fazlı ekstraksiyon sistemleridir.  Burada anyon değiştirici 

reçineler, silika/silika matriks içeren materyaller ve manyetik partiküller önemli rol 

oynamaktadır. 

Tez kapsamında yapılan çalışmalarda ilk olarak monodispers-gözenekli forma 

sahip polimerik mikroküreler laboratuvarımızda geliştirilmiş olan ‘’çok basamaklı 

mikrosüspansiyon polimerizasyonu’’ ile elde edilmiştir. Polimerik mikrokürelerin 

çıkş materyali olarak kullanımıyla, DNA izolasyon çalışmalarında kullanılmak 

üzere, manyetik ve normal formda silika bazlı sorbentler “çok basamaklı hidroliz-

kondenzasyon yöntemi” ile sentezlenmiştir. Çalışmanın amacı; insan tam-kan 

örneğinden DNA izolasyonunu yüksek verimle gerçekleştirebilecek bir sistem ve 

sorbentin geliştirilmesidir. İki farklı sistem içeren tez çalışmasında, kesikli sistemde 

manyetik özelliğe sahip monodispers-gözenekli formdaki silika mikroküreler, tek 

beslemeli mikroekstraksiyon sisteminde ise monodispers-gözenekli forma sahip 
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silika mikroküreler kullanılmış ve bu sistemlerin tam-kan örneğinden DNA 

izolasyon performansının belirlenmesi hedeflenmiştir. 
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2.  GENEL BİLGİLER 

2.1. Tam Kan Yapısı 

Kan, plazma adı verilen sıvının içerisinde bulunan, farklı tipte hücrelerin mevcut 

olduğu bir dokudur. Kan doku esas olarak iki tip yapıdan oluşmaktadır. Bunlardan 

ilki kanın içerisinde bulunan hücrelerin asılı olduğu kan plazması, diğeri ise 

plazmada dağınık halde bulunan kan hücreleridir. Şekil 2.1’de tam-kan yapısının 

içeriği verilmektedir [6]. 

 

 

Şekil 2.1. Tam-kan yapısı [6]. 
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2.1.1. Kanın Plazma Yapısı 

Kan plazma içeriğinin %90’ı sudan oluşmaktadır. Bunun yanı sıra içerisinde kan 

elektrolitleri olarak bilinen ve çözünmüş halde bulunan inorganik tuzlar, çözünmüş 

ve çözünmemiş halde bulunan plazma proteinleri mevcuttur. Kan plazması 

içerisinde vücudun bir bölümünden diğerine taşınan, besin maddeleri, metabolik 

atıklar, solunum gazları ve hormonlar gibi çok sayıda madde de bulunmaktadır [6]. 

 

2.1.2. Kan Hücreleri 

Kan, kemik iliğinden köken almış hayati bir sıvıdır [7]. Kan plazması içerisinde asılı 

halde bulunmakta olan iki tip hücre vardır, bunlardan ilki oksijen ve karbondioksit 

taşınımını sağlayan alyuvarlar (eritrositler) diğeri ise savunma işlevi gören 

akyuvarlardır (lökositler). Bunun dışında, üçüncü kan hücresi elemanı olan 

plateletler (trombositler) ise kanın pıhtılaşmasında rol oynamaktadır [6]. Kan 

hücreleri Şekil 2.2’de gösterilmiştir [7, 8]. 

 

 

Şekil 2.2. Kan hücreleri [9]. 
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Alyuvarlar, kan hücresi içerisinde sayıları en fazla olan elemanlardır. Bu hücrelerin 

esas görevleri oksijen ve karbondioksitin taşınımıdır. Alyuvarlarda çekirdek 

bulunmaz. Bunun sebebi ise demirli bir protein olan hemoglobini daha fazla 

miktarda taşıyabilmek içindir. Bunun dışında alyuvarlar mitokondri de içermedikleri 

için ATP sentezini yalnızca anaerobik metabolizma ile gerçekleştirirler.  

Plateletler, yaklaşık olarak 2-3 m çapında bulunan hücrelerdir. Bu hücrelerde de 

aynı alyuvarlarda olduğu gibi çekirdek bulunmaz ve bu hücre parçacıkları, büyük 

hücrelerdeki sitoplazma parçalarının kopmasıyla oluşmaktadır. Bu hücreler kan 

dolaşıma girerek kanın pıhtılaşmasını sağlarlar [6]. 

Akyuvarların beş tane ana tipi bulunmaktadır. Bu hücrelerin her biri birbirinden 

farklı şekil ve büyüklüktedir. Bu hücrelerden bazıları birkaç loblu çekirdeğe 

sahipken, bazıları ise büyük ve yuvarlak bir çekirdek içermektedirler [10]. 

Akyuvarlar, pek çok özelleşmiş fonksiyon için farklılaşmışlardır ve bu hücreler kan 

dolaşımında hücre bölünmesine maruz kalmazlar [11]. Bu hücrelerin ortak 

görevleri vücut savunmasını sağlamaktır. Monosit, lenfosit, nötrofil, bazofil ve 

eozinofil olarak 5 ana gruptan oluşmaktadır.  

Monosit: Bu hücreler diğer alyuvar hücrelerine göre daha uzun yaşam süresine 

sahiptirler ve bakterilerin parçalanmasına yardımcı olurlar. 

Lenfosit: Lenfosit hücreleri bakterilere, virüslere ve diğer olası zararlı istilacılara 

karşı savunma için antibadi oluştururlar.  

Nötrofil: Nötrofiller bakteri ve mantarları öldürürler ve sindirirler. Akyuvar hücreleri 

içerisinde en çok türü bulunan hücrelerdir ve enfeksiyon anında ilk savunma 

hattını oluştururlar.  

Bazofil: Bu küçük hücreler kanda, enfeksiyon ajanlarının saldırısı anında, vücutta 

alarm oluşturmak için görünür hale gelirler. Vücut bağışıklığının kontrolüne yardım 

için kimyasal salgılarlar, örneğin alerjik hastaların bir işareti olan histamin proteini 

gibi. 

Eozinofil: Bu hücreler parazitlere saldırırlar ve öldürürler, kanserli hücreleri imha 

ederler ve alerjik yanıtlara yardımcı olurlar [11]. 
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2.2. DNA’nın Yapısı 

1940’larda biyologlar, DNA’nın kimyasal yapısının sadeliğinden dolayı, bu yapının 

genetik materyal olduğunu kabul etmekte zorlanmışlardır. 1950’lerin başında, 

DNA’nın yapısı ilk olarak X ışını kırınım çözümlenmesi analiziyle incelenmiştir. Bu 

teknik, molekülün üç boyutlu atomik yapısının belirlenmesinde kullanılmaktadır. X 

ışını kırınım sonucuna göre DNA; heliks şeklinde sarılı iki adet polimer iplikten 

oluşmaktadır [8]. Rosalind Franklin ve Maurice Wilkins’in çalışmış olduğu X ışını 

kristallografisi, James Watson ve Francis Crick’in DNA’nın yapısındaki üç boyutlu 

ve çift sarmal modelini elde etmelerine yardımcı olmuştur [9, 12, 13]. 

DNA ya da deoksiribonükleik asit, insanlar ve hemen hemen bütün organizmalar 

için kalıtsal bir materyaldir. İnsan vücudunda bulunan neredeyse bütün hücreler 

aynı DNA’ya sahiptirler. Çoğu DNA hücre çekirdeğinde yer alır ve bunlara 

çekirdeksel DNA denilmektedir ancak az sayıda da olsa DNA mitokondri içerisinde 

de yer almaktadır ve bunlara ise mitokondriyal DNA (mtDNA) denilmektedir. DNA 

hakkında bilgi verebilmek için öncelikle DNA yapısında bulunan 4 adet azotlu 

bazdan bahsetmek gerekir. Bu bazlar DNA’da bulunan kodları oluşturmaktadır. 4 

azotlu baz DNA’da adenin, timin, sitozin ve guanin şeklinde adlandırılmaktadır. 

İnsan DNA’sı 3 milyar baz çiftinden meydana gelmektedir. DNA bazları birbirleri ile 

eşleşmektedir, adenin ile timin, guanin ile sitozin ve bunlara tamamlayıcı 

(komplementer) baz çifti denilmektedir. Bu eşleşme hidrojen bağı ile meydana 

gelmektedir. Hidrojen bağı ile yapılan baz eşleşmeleri DNA yapısına kimyasal 

dayanıklılık sağlamaktadır. Azotlu bazlar 9 atomlu iki halkalı pürinler, adenin-

guanin, 6 atomlu tek halkalı piridinler, sitozin-timin-urasil, olmak üzere iki çeşide 

ayrılmaktadır. Her bir azotlu baz aynı zamanda bir şeker molekülüne ve bir fosfat 

molekülüne bağlıdır. Şeker, baz ve fosfatın birlikte oluşturduğu yapıya nükleotid 

adı verilmektedir. Pürinler, pirimidinler ve nükleotidlerin kimyasal yapısı Şekil 

2.3’de gösterilmiştir. 

 DNA’da bulunan şeker yapısı 5 karbon atomu (pentoz şekeri) içerir ve 

deoksiribonükleik asit adını yapısında bulunan şekerden yani deoksiribozdan 

almıştır. Azotlu baz, şekerin C-1’ atomuna kimyasal bağ ile bağlanmaktadır. 

Nükleotidlerde bulunan fosfat grubu ise şekere C-2’, C-3’ ya da C-5’ atomu 

üzerinden bağlanır. Nükleotidler iki uzun sarmal boyunca düzenli bir halde 

bulunmaktadır. Birden fazla nükleotidin yani polinükleotidin oluşması için fosfat 
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grubu ile şeker grubu arasında fosfodiester bağı meydana gelir. Oluşan 

fosfodiester bağı DNA’nın ve RNA’nın kovalent iskelet yapısını oluşturmaktadırlar. 

Tekrarlanan fosfodiester bağları polinükleotid zincirinde ki şeker-fosfat 

omurgasının meydana gelmesini sağlar, bu yapı ise DNA’nın düzenli zincirini 

oluşturur. Polinükleotid zincirinde bulunan bazların sıralanması ise şeker-fosfat 

omurgasının aksine düzensiz bir yapıya sahiptir. Düzensiz şekilde yerleşmiş olan 

azotlu bazların oluşturduğu uzun yapı DNA’nın bilgi içeriğinin temelidir. 

Fosfodiester bağları DNA zincirinde ki polariteyi sağlamaktadır. DNA zinciri, bir 

ucunda 5’ fosfat ya da 5’ hidroksil yapısına, diğer ucunda ise 3’ fosfat ya da 3’ 

hidroksil yapısına sahiptir. DNA zinciri bir ucu 5’ ucundan 3’ ucuna doğru 

uzanırken, diğer ucu ise 3’ ucundan 5’ ucuna doğru uzanmaktadır [9, 13-16]. 

  

 

Şekil 2.3. Nükleotidlerin kimyasal yapısı [12]. 
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Şekil 2.4. DNA'da baz eşleşmesi [12]. 

 

1953’den bu yana bilim adamları Watson-Crick modelinde bazı küçük değişiklikler 

yapmışlardır ve bu modeli 7 esas özellik altında açıklamışlardır. Bu özellikler: 

1. DNA çift sarmal yapısındadır ve bu iki sarmal birbirlerine hidrojen bağı ile 

bağlanmaktadır. 

2. Çoğu DNA çift sarmalı bir merkez eksen etrafında kıvrılarak sağ-el ikili sarmal 

yapısını oluşturur. 

3. Sarmalın tam bir dönüşünde, her bir zincir için, 10 baz yer alır ve bu tam dönüş 

3.4 Å (0.34nm)’dır. 

4. Zincir üzerinde bulunan bazlar düzlemseldir ve bu düzlemler eksene dik bir 

şekilde konumlanmıştır. Azotlu bazlar, her baz arasında 3.4 Å (0.34 nm) mesafe 

olacak şekilde, sarmalın içine dizilmişlerdir. 

5. Molekül ekseni üzerinde sıra ile majör oluklar ve minör oluklar yer almaktadır. 

6. İki zincir birbirine antiparaleldir. Zincirin biri 5’ uçtan başlarken, karşı zincir 3’ 

ucundan başlamaktadır. 

7. Sarmal 20 Å (2nm) çapa sahiptir [6]. 
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2.3. Tam-Kan Örneğinden DNA İzolasyonu 

DNA, 1869 yılında İsviçreli bilim adamı Friedrich Miescher tarafından akyuvarların 

çekirdeğinden yeni bir madde olarak izole edilmiştir. Başlangıçta akyuvarları 

oluşturan ve hücrenin sitoplazmasındaki ana bileşenleri gösteren farklı bir protein 

tipi olduğu konusunda yoğunlaşmıştır. Yaptığı testler süresince asit ilave 

edildiğinde ve çözüldüğü zaman tekrar alkali ilave ettiğinde çözeltide çökmüş bir 

madde olduğunun farkına varmıştır. Bu çalışmada ilk defa, işlenmemiş çökelti 

halindeki DNA’yı elde etmiştir. Miescher yeni bir protokol geliştirerek 

sitoplazmadan hücrelerin çekirdeklerini ayırmış ve daha sonra DNA’yı izole 

etmiştir. Ancak protokol, daha fazla analiz yapmak için, yeterli malzeme elde 

etmede başarısız olmuştur. Miescher, fazla miktarda saflaştırılmış çekirdeklerin 

eldesi için ikinci bir protokol geliştirmiş ve daha sonra öğrencisi Richard Altman 

izole edilen yapıya nükleik asit ismini vermiştir [9, 15, 17-21]. 

DNA ekstraksiyonu için ilk laboratuvar prosedürleri, yoğunluk gradientli 

santrifügasyon stratejileri ile geliştirilmiştir. Meselson ve Stahl 1958 yılında bu 

metodu kullanarak, DNA’nın yarı korumalı (semiconservative) replikasyonunu ispat 

etmişlerdir [15]. 

Genelde, başarılı bir nükleik asit saflaştırması için gereken 4 önemli adım vardır: 

1) dokuların ya da hücrelerin işe yarar bir halde parçalanması, 2) nükleoprotein 

kompleks yapısının denatürasyonu, 3) nükleazın (nükleik asitlerin parçalanmasını 

sağlayan enzim) inaktivasyonu, 4) kontaminasyonun (kirliliğin) uzaklaştırılması. 

Çoğu bilimsel araştırmada izole edilmiş nükleik asidin saflığı doğrudan sonucu 

etkilemektedir [19, 22]. 

DNA ekstraksiyonu için kullanılan metodlar ikiye ayrılmaktadır: solüsyon (sıvı-

çözelti) bazlı DNA ekstraksiyon metodları ve katı fazlı DNA ekstraksiyon metodları 

[18]. 

 

2.3.1. Çözelti Bazlı DNA Ekstraksiyon Metodları 

Çözelti bazlı DNA ekstraksiyon metodunun genel olarak iki yaklaşımı 

bulunmaktadır. Bunlardan ilki organik çözücüler aracığıyla DNA ekstraksiyonu, 

ikincisi ise salting-out (tuzla çökelme) yöntemi ile DNA ekstraksiyonudur. 
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2.3.1.1. Organik Çözücüler Aracığıyla DNA Ekstraksiyonu 

Burada bahsedilecek olan yöntem başlıca birkaç basamaktan oluşur: 1) 

Deterjan/kaotropik içeren solüsyonlar [sodyum lauril sülfat (SLS) ya da N-lauril 

sarkosinat] eklenerek hücrelerin parçalanması, 2) DNaz ve RNaz’ların 

inaktivasyonu, 3) DNA’nın RNA (ribonükleik asit), protein ve lipidleri kaldırırak 

saflaştırılması, 4) Ekstrakte edilen nükleik asidin tekrar süspansiyon haline 

getirilmesi [19, 20, 23].  

Bu metod ilk olarak 1977’de Ullrich ve arkadaşları tarafından, RNA ekstraksiyon 

tekniğinde olan guanidyum izotiyosiyanat ile plazmid DNA’nın izole edilmesinde  

kullanılmıştır [24]. Daha sonra Chirgwin ve arkadaşları tarafından 1979’da 

geliştirilmiştir. Bu metodda guanidyum tiyosiyanat kullanımına ihtiyaç duyulmuş ve 

uzun süren santrifüjleme işlemi sezyum klorür tamponu aracılığıyla 

gerçekleştirilmiştir [25]. Chomczynski and Sacchi tarafından 1987 yılında 

geliştirilen başarılı protokol ise; guanidyum tiyosiyanat-fenol-kloroformun 

kullanıldığı ve daha kısa süren santrifüj işleminin olduğu RNA ekstraksiyon 

metodudur [26]. Son kullanılan RNA ekstraksiyon metodu, RNA, DNA ve 

proteinlerin izole edilmesinde kullanılmıştır ancak DNA ekstraksiyonu için, RNaz 

aktivitesinin tam anlamıyla inhibe edilemediği guanidyum tiyosiyanat-fenol-

kloroform çözeltisinin yerine izoamil alkol-fenol-kloroform çözeltisi kullanılmıştır 

[23]. 

DNA, sodyum asetat-etanol ya da izopropanol (2:1 veya 1:1 oranlarında) gibi 

yüksek tuz derişimine sahip organik solventler eklendikten sonra santrifüjleme 

işlemi ile çöktürülmüştür. %70 etanol eklenerek çözeltide bulunan fazla tuz 

uzaklaştırılmış ve tekrar santrifüj edilerek DNA pelleti toplanmıştır. Toplanan DNA 

pelleti, TE (10 mM Tris; 1 mM EDTA pH 8.0) tamponu ya da streril distile su ile 

tekrar kullanılabilir hale getirilmiştir [20, 27].  

Fenol-kloroform yüksek derecede korozif, yanıcı ve toksik malzemelerdir. 

Güvenliğin artırılması, protokollerin kolaylaştırılması ve kullanılan çözücüler ile 

olan fiziksel temasın önlenmesi amacıyla belirli protokoller tanıtılmıştır. Tanıtılan 

protokoller, silika jel polimerinin dahil edilmesini veya benzil alkol gibi farklı 

çözücülerin kullanımını içermektedir [28, 29]. 
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2.3.1.2. Salting-out (Tuzla Çökelme) Yöntemi ile DNA Ekstraksiyonu 

1988’de Miller ve arkadaşları tarafından yayınlanan protokolde, yüksek tuz 

konsantrasyonunda protein çökelmesi yoluyla DNA saflaştırılması 

gerçekleştirilmiştir [30]. Geleneksel protokol ilk başta SLS (sodyum lauril sülfat)-

proteinaz K ile hücrenin bozulmasını ve parçalanmasını içermektedir. Bu protokol 

yüksek konsantrasyonlu tuzların, genellikle 6 M sodyum klorür, eklenmesi ile 

devam etmektedir. Oluşturulan karışım santrifüj edilir, proteinler alt katmana 

çöktürülür ve üst kısımda kalan DNA süpernatantı yeni bir tüpe alınır. DNA daha 

sonra etanol veya izopropanol kullanılarak çökeltilir [20, 30-32]. Fakat proteinaz 

K’nın kullanımı, diğer solüsyon bazlı yaklaşımlarda kullanılan reaktiflere kıyasla 

daha pahalı ve zaman alıcıdır. Bu nedenle DNA’dan proteinlerin uzaklaştırılması 

için alternatif reaktifler bulunmaya çalışılmıştır [33-36].  

1991’de Lahiri and Nurnberger, organik solventlerin kullanımını ve proteinaz-K ile 

olan uzun inkübasyon sürecini ortadan kaldıracak, DNA ekstraksiyon protokolü 

geliştirmişlerdir. Bu protokolde kan hücrelerini parçalamak için Nonidet TM P-40 

(NP-40; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), kontaminantları (kirlilikleri) inaktive 

etmek ve uzaklaştırmak için %10 SLS-yüksek derişimli tuz tamponları 

kullanılmıştır [33]. 

2005 yılında Nasiri ve arkadaşları tarafından yayınlanan protokolde ise proteinaz-

K yerine deterjan kullanılmıştır [37]. 

 

2.3.2. Katı-Fazlı DNA Ekstraksiyon Metodları 

İlk olarak 1989’da McCormick tarafından, kan örnekleri kullanılarak katı fazlı DNA 

ekstraksiyon metodu tanımlanmıştır. Bu yöntemde silika bazlı partiküller 

kullanılmış ve partiküller proteinler ile de etkileşerek DNA’nın saflaştırılmasına 

olanak sağlamıştır [4]. Bu metoddan itibaren katı/sıvı DNA ekstraksiyonlarında 

kullanılmak üzere farklı prosedürler geliştirilmiş ve bunların çoğu ticari olarak temin 

edilebilir ekstraksiyon kiti formuna dönüştürülmüştür.  

Yöntemlerin çoğunda hücre parçalanmasını sağlamak için benzer adımlar 

izlenmektedir. Takiben, DNA’nın adsorpsiyonu, adsorbe DNA’nın yıkanması ve en 

son yapılan elüsyon işlemleri uygulanmaktadır. Çoğu katı faz tekniğinde nükleik 

asitlerin merkezkaç kuvveti varlığında sorbente bağlanması için spin kolonlar 
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kullanılır. Spin kolonlar, silika matrisleri, cam partikülleri ya da tozu, ince silisli 

toprak ya da anyon değiştirici taşıyıcılardan yapılır ve genellikle bu bileşiklerin 

gereken kimyasal forma dönebilmesi için spesifik pH değerine sahip tampon 

çözeltilerin kullanılmasına ihtiyaç duyulur. Daha önce uygun liziz tamponlarıyla 

parçalanan kan hücreleri kolona yüklenir ve santrifüj edilir. Burada DNA, bağlama 

çözeltilerinin (binding solution) sağladığı tuz derişiminin koşulları ve pH’ın 

yardımıyla sorbente bağlanır. Bazı proteinler ve diğer biyokimyasal bileşenlerde 

sorbente bağlanabilmektedir. Bu bileşenler ise daha sonra kompetitif faktörler 

içeren yıkama tamponları kullanılarak uzaklaştırılır. Son olarak DNA sorbentten 

desorbe edilir, distile su ya da Tris-EDTA (TE) tamponu ile steril hale getirilir [19, 

20, 38]. 

 

2.3.2.1. Anyon Değiştirici Reçine Bazlı DNA Ekstraksiyonu 

Anyon değiştirici reçine olarak adlandırılan pozitif yüklü kimyasal maddelerin, 

negatif yüklü nükleik asit, kontaminant ya da enzimlere, örneğin nükleazlar, 

bağlanma özelliği bulunmaktadır. Bu maddeler, kan örneklerinden DNA 

ekstrasyonu protokollerinin bir kısmında kullanılmaktadır [39]. Biyolojik kaynak 

olarak kanın kullanıldığı ilk protokol Walsh ve arkadaşları tarafından 1991’de 

tanımlanmıştır [5]. Tam-kandan nükleik asit ekstraksiyonunun gerçekleştirilmesi 

için diğer protokollerde bu yaklaşım baz alınmıştır. Bu protokollerde düşük örnek 

hacmi (1ml’den az kan) gerekmektedir. Genellikle bu protokolde tek tüp 

reaksiyonu uygulanmıştır. Tek tüp reaksiyonu farklı adımlar ve reaktifler 

içermektedir. Kan örnekleri proteinaz-K kullanılarak ve/veya yüksek sıcaklıkta 

inkübasyon ile parçalanabilir. Ortamda bulunan kontaminantların ise Chelex® 100 

reçine (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) denilen stiren-divinilbenzen 

kopolimerlerinden yapılmış bir sorbent ile çöktürülerek uzaklaştırılması 

sağlanmıştır. Bu işlemler sonucunda süpernatant içerisinde tek zincirli DNA elde 

edilmiştir [5, 40, 41]. 

Seligson ve arkadaşları tam kan örneklerini kapsayan çeşitli kaynaklardan nükleik 

asit izole etmek için yöntemlerinde anyon değiştirici sorbentler kullanmışlardır [42]. 

Bu protokolde, negatif yüklü fosfat omurgasına sahip DNA’nın bağlanması için 

pozitif yüklü dietilaminoetil selüloz gruplarının yüzeyde olduğu rezini içeren 
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kolonlar kullanılmıştır. DNA’nın kolona RNA ve kirliliklerden daha kuvvetli 

bağlanabilmesi, nükleik asit protokollerinde kullanılan tamponların pH koşullarının 

ve tuz konsantrasyonlarının değiştirilmesiyle sağlanmaktadır. RNA ve protein gibi 

kirlilikler, DNA içeren kolondan, tuz tampon ortamı ile yıkanabilmektedir [19, 42]. 

 

2.3.2.2. Silika Matriks Bazlı DNA Ekstraksiyon Metodları  

Pozitif yüklü olan silika matriksler, negatif yüklü olan DNA iskeletine karşı yüksek 

bir affiniteye sahiptirler. Yüksek tuz koşullarında ve yüksek pH’da sodyum 

katyonları kullanılarak DNA’nın fosfat iskeletinde bulunan negatif yüklü oksijen ile 

sıkı bir bağlantı gerçekleştirilmiştir. Kontaminantlar, ardışık yıkama basamakları ile 

uzaklaştırılır ve bu işlem, TE tamponu ya da distile su kullanılarak, düşük iyonik 

kuvvet altında (pH>7) DNA yıkaması ile devam eder. Ticari olarak kullanılan kitler, 

silika bazlı yaklaşım ile üretilmiştir. Kit protokollerinde, kan örnekleri birkaç dakika 

boyunca liziz tamponuyla inkübe edilir. Çoğu protokol, minimum kontaminasyon ile 

yüksek verimde DNA üretmek için yaklaşık olarak 40 dakika ile 1 saat arasında 

değişen sürelerde tamamlanır [19, 20, 38]. Diyatomlu toprak olarak da bilinen 

yüksek miktarda silika içeren maddeler DNA saflaştırılması amacıyla 

kullanılmaktadır. Bu yöntem ilk olarak Boom ve arkadaşları tarafından 1990’da 

tanımlanmıştır. Kaotropik ajan içeren ortamda bulunan DNA, silika matrikse 

bağlanmaktadır. Bu işlemin devamı olarak yıkama işlemi için alkol içeren tampon 

ortamı, son olarak DNA’nın ayrıştırılması amacıyla düşük konsantrasyonlu tuz 

tamponu ya da steril distile su kullanılır [43]. 

 

2.3.2.3. Manyetik Partiküller Aracılığıyla DNA Ekstraksiyonu  

Manyetik ayırma kullanılarak nükleik asit ekstraksiyon tekniği 1990’lı yılların 

başından beri geliştirilmektedir. Bu yöntem ilk olarak 1994’de Hawkins ve 

arkadaşları tarafından, bakteriyel hücre lizatlarından plazmid DNA eldesinde 

kullanılmıştır [44]. 2006’da Saiyed ve arkadaşları tarafından, manyetik 

nanopartiküller kullanılarak, tam kan örneklerinden genomik DNA ekstraksiyonu 

protokolü geliştirilmiştir. Manyetik partiküller bir veya birden fazla manyetik 

çekirdekten meydana gelmektedir. Bu yapılar terminal fonksiyonel gruba sahip 

polimer, silika ya da hidroksiapatit matrise manyetit (Fe3O4) ya da maghemit 

(gama Fe2O3) kaplanarak oluşturulur. Saiyed ve arkadaşlarının oluşturduğu 



 14 

protokolde 30 l tam-kan, eşit hacme sahip %1’lik (w/v) SLS solüsyonu ile 

karıştırılır. Karıştırılmış tüp iki ya da üç defa altüst edilir ve 1 dakika boyunca oda 

sıcaklığında inkübe edilir. Karışıma ilk olarak 10 l manyetik partikül daha sonra 

75 l (1.25 M sodyum klorür ve %10’luk polietilen glikol 6000) bağlama tamponu 

eklenir. Manyetik partikül ve tamponun eklendiği karışım altüst edildikten sonra 3 

dakika oda sıcaklığında bekletilir. Manyetik pelet kısmı dışardan uygulanan bir 

magnet yardımıyla sabitlenir ve süpernatant uzaklaştırılır. Tüpte bulunan manyetik 

pelet kısmı %70’lik etanol ile yıkandıktan sonra kurumaya bırakılır. Kuruyan pelet 

tekrar 50 l TE tamponuyla muamele edilir ve DNA’ya bağlanan manyetik 

partiküller, sürekli çalkalama ile 65oC’de inkübe edilerek ayrıştırılır [45, 46]. 
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3. MATERYAL ve METOD 

Tez kapsamında yapılan çalışmalar, silika bazlı sorbentlerin sentezini, farklı 

sorbentler kullanılarak insan tam-kan örneğinden DNA izolasyonunun kesikli ve 

sürekli sistemlerdeki performansını içermektedir. Monodispers silika mikrokürelerin 

ve manyetik silika mikrokürelerin boy dağılımı ve yüzey morfolojisi taramalı 

elektron mikroskobu ile belirlenmiştir. Her iki mikroküre türünün gözeneklilik 

özellikleri azot adsorpsiyon/desorpsiyon yöntemi ile belirlenmiştir. Manyetik silika 

mikrokürelerin, manyetizasyon davranışı ise Titreşimli Örnek Manyetometresi ile 

tayin edilmiştir. 

İnsan tam-kan örneğinden DNA izolasyonu çalışmalarında, kesikli sistemde 

manyetik özelliğe sahip monodispers silika mikroküreler, sürekli sistemde ise 

monodispers silika mikroküreler kullanılmıştır. Kesikli sistemde yapılmış olan DNA 

izolasyonu çalışmaları kapsamında ilk olarak tampon ortamında insan genomik 

DNA’sı kullanılmış ve temel değişkenlere bakılmıştır. Temel değişkenler 

belirlendikten sonra, insan tam-kan örneği kullanılarak DNA izolasyon 

çalışmalarına başlanmıştır. Sürekli sistem çalışmalarında monodispers silika 

mikroküreler kapiler kolona dolgulanmış ve insan tam-kan örneğinden DNA 

izolasyonu gerçekleştirilmiştir. Yapılan çalışmalar tez içeriğinde daha detaylı 

olarak anlatılmaktadır. 

 

3.1. İnsan Tam-Kan Örneğinden DNA İzolasyonunda Kullanılacak 
Sorbentlerin Sentezi 

 

3.1.1.Materyal 

Monodispers-gözenekli forma sahip silika mikrokürelerin eldesi için gerekli olan 

çıkış lateksinde monomer olarak kullanılan, glisidil metakrilat (GMA) ve metakrilik 

asit (MAA) Sigma-Aldrich Co., AB.D.’den temin edilmiş ve alındığı şekilde 

polimerizasyonda kullanılmıştır. Polimerik mikroküre sentezi için çapraz bağlayıcı 

olarak etilen dimetakrilat (EDMA) aynı şekilde Sigma-Aldrich Co., A.B.D.’den temin 

edilmiştir. Tetraetoksisilan (TEOS), tetrabutilamonyum iyodat (TBAI), izopropanol 

(Iso-PrOH), setiltrimetilamonyum bromür (CTAB), poli(vinil pirolidon) (PVP K-30, 

ortalama molekül ağırlığı: 40.000 Da), poli(vinil alkol) (PVA, ortalama molekül 

ağırlığı: 85.000-146.000 Da, Hidroliz derecesi: % 89) ve sodyum lauril sülfat (SLS) 
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yine aynı firmadan alınmıştır. Etil benzen (EB) ve etanol (Et-OH) diluent olarak, 

tetrahidrofuran (THF) ise çözücü olarak kullanılmış ve Riedel De Haen (Almanya) 

firmasından alınmıştır. 2,2’-azobisizobütironitril (AIBN) ve benzoil peroksit (BPO) 

polimerizasyon işleminde başlatıcı olarak kullanılmış ve Across Organics 

(İngiltere) firmasından alınmıştır. 2,2’-azobisizobütironitril (AIBN) polimerizasyon 

işleminden önce metanol ile etkileştirilmiştir. Manyetik monodispers silika 

mikrokürelerin eldesi için demir (III) klorür heksahidrat (FeCl3.6H2O, Fe+3) ve demir 

(II) klorür terahidrat (FeCl2.4H2O, Fe+2) tuzları kullanılmış ve Sigma-Aldrich Co., 

A.B.D.’den temin edilmiştir. 

 

3.1.2. Çıkış Lateksi Olarak Kullanılacak Poli(glisidil metakrilat), poli(GMA) 
Mikrokürelerin Sentezi 

Poli(glisidil metakrilat), poli(GMA) lateks partiküller, monodispers-gözenekli silika 

mikrokürelerin çıkış materyali olarak kullanılan poli(metakrilik asit-co-etilen 

dimetakrilat), poli(MAA-co-EDMA) mikrokürelerin eldesi için sentezlenmiştir. 

Monodispers formda olan poli(GMA) lateks partiküllerin eldesi için dispersiyon 

polimerizasyonu yöntemi uygulanmıştır. Polimerizasyon işlemi için, mutlak etanol 

(30 ml) sızdırmaz cam Pyrex® reaktör içerisine konulmuş, PVP K-30 (0.45 g) ve 

GMA (3 ml) etanolde çözündürülmüştür. Başlatıcı olarak kullanılan AIBN (0.28 g), 

hazırlanmış olan çözelti içerisine eklenmiş ve 1 dakika süre boyunca ultrasonik 

banyoda (Elma LC 30, Germany) çözünmesi sağlanmıştır. Cam reaktör, sıcaklık 

kontrollü çalkalamalı su banyosu (Memmert, Germany) içerisine yerleştirildikten 

sonra, polimerizasyon işlemi için, 70C’ye ayarlanmıştır. Yaklaşık olarak 40 

dakikada istenilen sıcaklığa ulaşılmış ve cam reaktör içerisinde hazırlanmış olan 

çözelti çalkalamalı su banyosunda 24 saat boyunca, dakikada 120 vuru ile (120 

cpm) karıştırılmıştır. Polimerizasyon işlemi sonlandığında, cam reaktörün oda 

sıcaklığında soğuması beklenmiştir. Elde edilen poli(GMA) lateks partiküller, 

ardışık yıkama işlemine tabii tutulmuştur. Yıkama aşamasında partiküllere 

öncelikle etanol daha sonra distile-deiyonize su ile santrifüjleme-dekantasyon 

(Hettich Universal 320 R, Germany) işlemi uygulanmıştır. Santrifüjlenen poli(GMA) 

lateks partiküller son basamakta distile-deiyonize su ile ultrasonik banyoda 

dağıtılmıştır. Sulu dispersiyon ortamında bulunan lateks partiküllerin derişimleri 

gravimetrik yöntem uygulanarak belirlenmiştir.  
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3.1.3. Kalıp Materyal Olarak Kullanılacak Monodispers-Gözenekli Formda 
Polimerik Mikrokürelerin Sentezi 

Monodispers-gözenekli forma sahip polimerik mikroküreler, laboratuvarımızda 

geliştirilmiş olan “çok basamaklı mikrosüspansiyon polimerizasyonu” yöntemi ile 

elde edilmektedir. Yöntem aşağıda detaylı olarak anlatılmaktadır. İlk olarak 50 ml 

%0.25 SLS içeren sulu ortama, gözenek yapıcı olan EB (3.5 ml) eklenerek 5 

dakika boyunca ultrasonikasyon (200 W) işlemine maruz bırakılmıştır. Bu işlem 

sayesinde gözenek yapıcı solventin mikron boyutlu damlacıklar halinde dağılması 

sağlanmıştır. Sonuç ortamına çıkış lateksi olarak elde edilmiş poli(GMA) 

mikroküreler (0.3 g) eklenmiş, 1 dakika süre boyunca ultrasonikasyon işlemi 

uygulanmıştır. Gözenek yapıcı solvent ile poli(GMA) lateks partiküllerin denge 

şişme değerine ulaşması için, 24 saat boyunca oda sıcaklığında (25 C) manyetik 

karıştırıcı (IKA RO 10, Germany) yardımıyla karıştırılmıştır. Devam eden süreçte, 

%0.25 SLS içeren 50 ml distile su içine, fonksiyonel monomer olarak MAA (2 ml), 

çapraz bağlayıcı olarak EDMA (4 ml) ve başlatıcı olarak ise BPO (0.25 g) 

eklenmiştir. Bu ortama 5 dakika boyunca ultrasonikasyon işlemi uygulanmıştır. 

Kullanılmış olan fonksiyonel monomer (MAA) ve çapraz bağlayıcı (EDMA) Şekil 

3.1’ de verilmektedir. Elde edilen emülsiyon, bir önceki basamakta denge şişme 

değerine ulaşmış poli(GMA) partiküllerini içeren dispersiyona eklenerek, 24 saat 

boyunca oda sıcaklığında (25 C) manyetik karıştırıcı yardımıyla karıştırılmıştır. 

Son 24 saatlik sürecin ardından ilk basamakta hazırlanmış olan ve stabilizatör 

olarak kullanılan 10 ml distile su içerisinde çözündürülmüş PVA (0.8 g) çözeltisi 

ortama eklenmiştir. Sonuçta elde edilmiş olan dispersiyon 300 ml’lik cam Pyrex® 

reaktör içerisine alınmış ve çalkalamalı su banyosunda 80 C’da, 150 cpm hızda 

24 saat boyunca karıştırılmıştır. Polimerizasyon işlemi tamamlandıktan sonra, 

ortam oda sıcaklığında soğutulmuştur. Polimerizasyona dahil olmayan monomer 

ve gözenek yapıcı solventlerin uzaklaştırılması için, santrifüjleme-dekantasyon 

yöntemi kullanılarak, 3 kez teknik etanol ile yıkanmıştır. Ortam, yıkama işleminden 

sonra 2 kez oda sıcaklığında THF ile ekstrakte edilmiş ve tekrar 3 kez etanol ile 

santrifüjleme-dekantasyon işlemi uygulanarak yıkanmıştır. Son olarak elde edilen 

poli(MAA-co-EDMA) mikroküreler etanol içerisine alınarak dispers edilmiştir. 
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ortam 1 saat boyunca 85C’de karıştırılmıştır ve sürecin sonunda oda sıcaklığında 

soğutulmuştur. Manyetik özelliğe sahip olan mikroküreler mıknatıs yardımıyla izole 

edilmiş ve 3 kez distile su ile yıkanmıştır. Yıkanan mikroküreler son basamakta 

distile su içerisinde dağıtılmıştır. 

Elde edilen manyetik özelliğe sahip poli(MAA-co-EDMA) mikrokürelere, 

monodispers-gözenekli forma sahip silika mikrokürelerin eldesinde olan 

prosedürün aynısı uygulanmıştır. Burada, manyetik özelliğe sahip monodispers-

gözenekli forma sahip silika mikroküreleri elde ederken, yalnızca yıkama işlemi 

mıknatıs yardımıyla yapılmaktadır. Elde edilen manyetik özelliğe sahip 

mikroküreler, yukarıda anlatıldığı gibi, 70C’de 24 saat boyunca etüvde kurumaya 

bırakılmış ve ardından 450C’de 6 saat boyunca kalsine edilmiştir. Kalsinasyon 

işlemi sayesinde polimerik kısmın uzaklaştırıldığı manyetik özelliğe sahip 

mikroküreler distile su içerisinde dağıtılmıştır. 

 

3.2. Silika Bazlı Mikrokürelerin Karakterizasyonu 

 

3.2.1. Gözenek Boyutu ve Özgül Yüzey Alanı Tayini  

Elde edilen mikrokürelerin gözenek boyutu ve özgül yüzey alanı tayini 

laboratuvarımızda mevcut Quantochrome, Nova 2200e Yüzey Alanı ve Gözenek 

Boyutu Ölçüm Cihazı ile azot adsorpsiyon-desorpsiyon yöntemi kullanılarak 

belirlenmiştir. Bu işlemde ilk olarak mikroküreler 24 saat boyunca 80oC’de 

kurutulmuştur. Yapılan işlemin ardından yaklaşık olarak 0.05 g olan mikroküreler 

cihazdaki örnek hücresine yerleştirilmiş ve 6 saat boyunca 250oC’de 

vakumlanmıştır, bu sayede mikroküreler üzerinde kalan nem uzaklaştırılmıştır. 

Ölçüm işlemi sıvı azot içerisine yerleştirilen örnek haznesinde yapılmaktadır. 

Cihazın ölçüm prensibi mikroküreler üzerinden geçirilen azot gazının partiküller 

üzerine adsorplanması ve adsorplanan miktarın azotun buhar basıncından 

yararlanarak hesaplanması temeline dayanmaktadır. Azot 

adsorpsiyon/desorpsiyon izotermleri Brunauer-Emmett-Teller (BET) modeline göre 

değerlendirilmiş ve böylece özgül yüzey alanı tayin edilmiştir. 
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3.2.2. Taramalı Elektron Mikroskobu 

Sentezi gerçekleştirilmiş olan mikrokürelerin ortalama boy ve boy dağılımı ile 

yüzey morfolojileri taramalı elektron mikroskobu (Scanning electron microscope, 

SEM) (FEI, Quanta 200 FEG, A.B.D.) ile belirlenmiştir. Örneklerin hazırlanma 

aşamasında, %25’lik SLS çözeltisi kullanılarak (ağırlıkça %10 partikül içerecek 

şekilde), çözelti 1 dakika boyunca ultrasonik banyo yardımıyla dağıtılmıştır. Elde 

edilen dispersiyondan 0.2 ml alınmış ve SEM cihazının örnek diski üzerindeki 

karbon banda yayılmıştır. Karbon bant üzerindeki dispersiyon oda sıcaklığında 

kurumaya bırakılmıştır. Kurumuş olan dispersiyon, plazma ortamında fiziksel 

buhar biriktirme (physical vapor deposition) yöntemiyle altın ile kaplanmaktadır. 

Kaplanan mikroküreler SEM cihazında ortalama boy ve boy dağılımının tayini için 

farklı büyütme oranlarında görüntülenmektedir. Her bir örnek için alınmış olan 

SEM fotoğraflarında yaklaşık 50-100 partikülün boy ölçümleri, mikrokürelerin 

ortalama boy değerinin tespiti için yapılmıştır. Burada bahsedilmiş olan ortalama 

boy değeri aşağıdaki formüller ile hesaplanmaktadır: 

 

Dn = NiDi/Ni                                                                                                      (3.1) 

 

CV = [(Ni(Di-Dn)
2/[NT-1])1/2/Dn]x100                                                                   (3.2) 

 

Formülde gösterilen Dn sayıca ortalama çap değerini (m), Ni ise Di (m) çap 

değerine sahip partiküllerin sayısını ifade etmektedir. Boy dağılımı için değişim 

katsayısı (coefficient of variation, CV) ise mikrokürelerin monodispers özelliğinin 

hesaplanması için belirlenmektedir. Partikül boy standart sapma değerinin, sayıca 

ortalama çap değerine oranı CV değerini vermektedir ve CV değerleri (3.2)’de 

gösterilmiş olan denkleme göre hesaplanmıştır. Denklem (3.2)’de bulunan NT ise 

toplam partikül sayısını ifade etmektedir. 
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3.2.3. Titreşimli Örnek Manyetometresi 

Manyetik silika mikrokürelerin manyetizasyon davranışları ve doygunluk 

manyetizasyon değerleri Titreşimli Örnek Manyetometresi (Vibrating Sample 

Magnetometer, VSM, Cryogenic Limited, PPM System, İngiltere) ile tayin 

edilmektedir. Bu işlemin ilk basamağında öncelikle mikroküreler 80oC’de 24 saat 

boyunca kurutulmuştur. Daha sonra yaklaşık olarak 0.4 g olan mikroküreler, 

cihazın özel tüplerine yerleştirilmiştir ve oda sıcaklığında süper iletken mıknatısa 

sahip sistem ile manyetik alan şiddetine karşı manyetizasyon değerini veren 

histerisis formundaki manyetizasyon eğrileri elde edilmiştir. 

 

3.2.4. X-Işınları Spektroskopisi 

Manyetik silika mikrokürelerin kristal yapısı X-ışını kırınım yöntemi (XRD, Rigaku 

Ultima-IV, A.B.D.) ile tayin edilmiştir. Diğer ölçümlerde olduğu gibi bu ölçümde de 

manyetik silika mikroküreler 80oC’de 24 saat kurutulmuştur. Kurutulmuş olan 

mikroküreler cihazın örnek diski üzerine yerleştirilmiştir. Cihazın ölçüm prensibi, 

manyetik silika mikropartiküllerin kristal fazının kendine özgü atomik dizilimlerini 

esas alarak, X-ışınlarının karakteristik bir düzen içerisinde kırması temeline 

dayanmaktadır. 

 

3.3. İnsan Tam-Kan Örneğinden DNA İzolasyonu 

 

3.3.1. Materyal  

Deneylerde kullanılmak üzere, 100mM Tris-EDTA (1X TE) tamponu ve bu tampon 

içerisinde çözülen guanidyum hidroklorür (kaotropik tuz), Gu-HCl Sigma-Aldrich 

Co., WI, A.B.D. firmasından temin edilmiştir. 1X TE ve kaotropik tuz herhangi bir 

saflaştırma işlemi uygulanmadan izolasyon deneylerinde kullanılmıştır. İnsan tam-

kan örneği (BCR634) ve insan genomik DNA örneği (DNA Salt from Human 

Plasenta, D7011) de aynı şekilde Sigma’dan temin edilmiş ve alındığı şekilde 

kullanılmıştır. DNA izolasyon deneylerinde kullanılan mutlak etanol ise Riedel-De 

Haen, Almanya firmasından temin edilmiştir.  

 



 23 

3.3.2. Kesikli Sistemde DNA İzolasyon Çalışmaları 

 

3.3.2.1. Kesikli Sistem Özellikleri  

Tez kapsamında, kesikli sistem çalışmaları için manyetik özelliğe sahip 

monodispers silika mikroküreler kullanılmıştır. İlk olarak insan genomik DNA 

çalışmaları için en uygun koşullar belirlenmiş ve bu koşullara göre insan tam-kan 

örneğinden yapılacak olan çalışmalara ön hazırlık yapılmıştır. İnsan genomik DNA 

çalışmaları için 10 mg/ml mikropartikül, farklı pH değerlerine sahip adsorpsiyon 

ortamı ile muamele edilmiştir. Bu aşamada sabit DNA konsantrasyonu 

kullanılmıştır. Daha sonra yapılan çalışmada 10 mg/ml sorbent derişimine sahip 

mikropartikül kullanılarak, sabit pH değerinde bulunan adsorpsiyon ortamında 

farklı DNA konsantrasyonları denenmiş ve manyetik silika mikroküreler üzerindeki 

adsorpsiyon-desorpsiyon kapasitesine bakılmıştır. Son aşamada ise, sabit DNA 

konsantrasyonu ve sabit pH’da bulunan adsorpsiyon ortamı ile farklı sorbent 

derişimine sahip manyetik yapıya sahip mikropartiküllerin adsorpsiyon-

desorpsiyon kapasitesi incelenmiştir. İnsan tam-kan deneylerinde yapılan 

çalışmalarda ise ilk önce lizat örneği hazırlanmış ve pH değeri belirlenen 

adsorpsiyon ortamında deneyler gerçekleştirilmiştir. 

 

3.3.2.2. Kesikli Sistemde İnsan Genomik DNA İzolasyonu  

Manyetik özelliğe sahip silika mikroküreler (10 mg) 1XTE tamponuyla dispers 

edilmiş ve 3 kez aynı tampon kullanırak sıvı kısım magnet yardımıyla 

uzaklaştırılmıştır. Son yıkama işleminin ardından üzerinde kalan sıvı kısım da 

magnet yardımıyla atılmış ve 10 mg mikroküre üzerine pH 6.0 değerindeki 6M Gu-

HCl içeren-TE tamponu eklenerek dispers edilmiştir. 3 kez de bu tampon ile, 

magnet kullanılarak, yıkama işlemi gerçekleştirilmiştir. Yıkama işlemleri sona 

erdiğinde, ilk olarak adsorpsiyon tamponu (pH 6.0, 6M Gu-HCl içeren 1X TE 

tamponu) içerisinde çözündürülen insan genomik DNA (0.4 mg/ml) çözeltisinden 1 

ml alınarak mikroküreler üzerine eklenmiş ve 2 saat boyunca sabit sıcaklıkta 

(25oC) rotator yardımıyla karışmaya tabi tutulmuştur. Bu aşama sayesinde insan 

genomik DNA’sının manyetik özelliğe sahip silika mikroküreler üzerine adsorbe 

olması sağlanmıştır. 2 saatlik süre sona erdiğinde sorbent magnet yardımıyla sıvı 

kısmından ayrılmıştır. Ayrılan sıvı kısmın derişimi florometrik ölçüm kiti (Qubit, 2.0 
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Fluorometer, Q32866-Invitrogen, Thermo-scientific, A.B.D.) ile tayin edilmiştir. 

Manyetik özelliğe sahip mikrokürelerin adsorpsiyon işlemi tamamlandıktan sonra 

denge DNA adsorpsiyonu (QDNA, ng DNA/mg sorbent) aşağıdaki formül ile 

hesaplanmaktadır. 

QDNA = [(Co-Cf) / Co] x Co x VA/Ms                                                                        (3.3) 

Burada:  

Co: Adsorpsiyon ortamında DNA başlangıç derişimi (ng DNA/l ortam) 

Cf: Adsorpsiyon ortamında DNA sonuç derişimi (ng DNA/l ortam) 

VA: Adsorpsiyon ortamının hacmi (ml) 

Ms: Adsorpsiyon ortamındaki sorbent miktarını (mg sorbent) göstermektedir. 

Adsorpsiyon sonrası izole edilmiş olan mikrokürelere hacmen 80/20 oranında 

bulunan etanol/su çözeltisi (1 ml) ile 1 dakika boyunca vortekslenme işlemi 

uygulanmış, sonrasında yıkanan mikroküreler magnet yardımıyla sıvı kısmından 

ayrıştırılmıştır. Yıkama işlemi biten mikrokürelere, desorpsiyon işlemi için, 1 ml 

desorpsiyon ortamı (1X TE tamponu, pH 8.5) eklenmiştir. Bu aşamada DNA içeren 

sorbentlerin desorpsiyon ortamıyla dağılması için öncelikle vorteksleme işlemi 

uygulanmıştır. Desorpsiyon ortamında dağılan sorbentler 30 dakika boyunca oda 

sıcaklığında (25oC) rotator yardımıyla karıştırılmıştır. Bu sürenin sonunda, 

sorbentler sıvı kısmından magnet yardımıyla ayrılmış ve sıvı kısımda bulunan 

DNA derişimi Qubit ile ölçülmüştür. Desorpsiyon ortamındaki DNA derişiminin 

(CDNA, ng DNA/ l ortam) desorpsiyon ortamı hacmi (VD, l ortam) ile çarpılması 

sayesinde izole edilen DNA miktarı (ng) bulunmuştur. 

Bu verilere göre DNA desorpsiyon verimi () aşağıdaki ifade ile hesaplanmaktadır: 

= (desorplanan DNA miktarı/adsorplanan DNA miktarı) x100                          

(3.4)     

 = [CDNAxVD] /[(Co-Cf) /Co] xCoxVA x100                                                           (3.5) 

DNA izolasyon verimi () ise aşağıdaki ifade yardımıyla bulunmaktadır: 

= (desorplanan DNA miktarı/yüklenen DNA miktarı) x100                                (3.6) 

 = [CDNAxVD]/ [CoxVA] x100                                                                           (3.7) 
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3.3.2.3. Kesikli Sistemde İnsan Tam-Kan Örneğinden DNA İzolasyonu  

Bu aşamada ilk olarak, tam-kan içeriğinden elde edilecek DNA’nın tampon 

ortamına geçebilmesi için lizat hazırlanmıştır. Tam-kanda bulunan lökosit 

membranı ve çekirdeği uygun koşullarda patlatılmış ve açığa çıkan DNA’nın 

tampon ortamı içerisinde çözündürülmesi sağlanmıştır. Bu sayede lizat, DNA 

izolasyon çalışmalarında kullanılabilir hale getirilmiştir. Aşağıda anlatılan yöntem 

ile tam-kandan lizat eldesi sağlanmıştır [47, 48]. 

Öncelikle, lizat için kullanılacak olan uygun tampon ortamı seçilmiş ve 

hazırlanmıştır. Tampon ortamına eklenmek üzere 100 l Triton-X, 900 l 

adsorpsiyon ortamı (6 M Gu-HCl, 1X TE tamponu, pH 6.0) içerisine eklenerek 2 

dakika boyunca vortekslenmiştir. Vorteksleme işleminin ardından, 1 saat boyunca 

rotator yardımıyla 10 devir/dakika hızla karıştırılmış ve böylece çözündürme işlemi 

gerçekleştirilmiştir. 75 l tam-kan örneğine, 150 l hacimce %10’luk Triton-X 

içeren adsorpsiyon ortamı ve 15 l proteinaz-K çözeltisi (proteinaz-K derişimi: 20 

mg/ml) eklenmiştir. Elde edilen son çözelti, 56 oC’de 30 dakika boyunca su 

banyosunda tutulmuştur. Burada yapılan işlemin amacı, yukarıda bahsedildiği gibi, 

tam-kanda bulunan lökosit membranının hidrolizinin ve çekirdeğin patlatılmasının 

ardından DNA’nın lizat ortamına geçmesini sağlamaktır. Lizat ortamındaki DNA 

derişiminin ölçümü Qubit floresan kiti ile belirlenmiştir. Bu ölçüm için, insan 

genomik DNA’sı lizat ortamı içerisinde kullanılmış, DNA standart çözeltisi 

hazırlanmış ve bu çözeltiden elde edilen ölçüm değerleri referans alınarak, tam-

kan örneğinden elde edilen DNA derişiminin belirlenmesi sağlanmıştır. Kullanılmış 

olan lizat hazırlama yöntemine göre, 10 l tam-kan örneğinden 350 ng DNA elde 

edildiği ölçülmüştür. Bu ölçüm, literatürde elde edilmiş olan değer ile uyumluluk 

göstermektedir [49]. Adsorpsiyon öncesinde hazırlanan lizat örneği, farklı 

hacimlerdeki adsorpsiyon tamponu ile karıştırılmış böylelikle bir seri adsorpsiyon 

ortamı elde edilmiştir. Birbirinden farklı hacimde bulunan adsorpsiyon ortamları ile 

insan tam-kan örneğinden DNA izolasyon çalışmalarına başlanmıştır. 

Lizat hazırlama işleminin ardından manyetik özelliğe sahip silika mikrokürelerin 

(10-200 mg) adsorpsiyon aşaması için ilk olarak insan genomik DNA izolasyonu 

aşamasında da yapılmış olan yıkama prosedürleri uygulanmıştır. Yıkama 

işlemlerinin ardından, hazırlanmış olan lizat ve adsorpsiyon tamponu ¼ hacim 

oranında karıştırılmıştır. Her bir sorbentin üzerine hazırlanan lizat+adsorpsiyon 
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tamponu çözeltisi (1 ml) ilave edilmiştir. Sonuç dispersiyonda bulunan sorbentlere 

DNA’nın adsorpsiyonu için, 2 saat boyunca oda sıcaklığında (25oC) rotator 

yardımıyla karıştırılmaya bırakılmıştır. Süre bitiminde sorbentler magnet yardımıyla 

izole edilmiş, sorbentlerden ayrılan sıvı kısımdaki DNA derişimi (ortamda absorbe 

edilmeyen DNA’nın derişimi) ise Qubit floresan kiti ile ölçülmüştür. Adsorpsiyon 

işlemi tamamlandıktan sonra sorbentler 80/20 hacim oranında etanol/su (1 ml) ile 

yıkamaya tabi tutulmuş (15 dk, 30 devir/dakika) ve böylelikle sorbentler sıvı 

kısımda bulunan serum proteinlerinden uzaklaştırılmıştır. Etanol/su yıkamasının 

ardından deneyler iki kola ayrılmaktadır. Farklı sorbent miktarlarıyla yapılan deney 

grubundan ilki mutlak etanol yıkamasının ardından direkt desorpsiyon ortamıyla 

etkileştirilmiştir. Diğer deney grubu ise mutlak etanol basamağının ardından 

adsorpsiyon tamponuyla (1 ml) manyetik izolasyon yardımı ile bir kez yıkandıktan 

sonra desorpsiyon ortamına aktarılmıştır. İki deney grubunda da sorbentler, 1 ml 

desorpsiyon ortamı (1X TE tamponu, pH 8.5) ile muamele edilmiş ve oda 

sıcaklığında (25oC) 1 saat süreyle karıştırılmaya bırakılmıştır. Desorpsiyon 

işleminin ardından sorbentler magnet yardımıyla sıvı kısmından ayrılmış, alınan 

sıvı kısımdaki DNA derişimi Qubit floresan kiti ile ölçülmüştür. Qubit floresan kiti ile 

yapılan ölçümler (3.4) ile (3.7) arasındaki denklemlere göre değerlendirilmiştir. 

 

3.3.3. Tek Beslemeli Sistemde Tam-Kan Örneğinden DNA İzolasyon 
Çalışmaları 

 

3.3.3.1. Tek Beslemeli Sistemin Kurulumu ve Özellikleri  

Tez kapsamının bu aşamasında, tek beslemeli sistemin (sürekli mikroakış 

sisteminin) kullanımı için sentezlenmiş olan monodispers-gözenekli silika 

mikrokürelerin kapiler kolon içerisine dolgulanması ve DNA izolasyon 

çalışmalarının gerçekleştirilmesi için kapiler kolon içerisinden akış geçirilmesi 

hedeflenmiştir. Oluşturulmuş olan sisteme ait örnek fotoğraf Şekil 3.3’de 

gösterilmektedir. Sürekli mikroakış sisteminde DNA izolasyon çalışmaları için 

insan tam-kan örneğinden hazırlanmış lizatın, adsorpsiyon ve desorpsiyon 

tamponunun kapiler kolona aktarılması aşamasında gerekli olan insülin şırıngası 

(1 ml) kullanılmaktadır. Sistem, akışın kontrol edildiği enjeksiyon pompasını ve 

akışın geçirileceği kapiler mikrokolonu içermektedir. Enjeksiyon pompası üzerine 
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yerleştirilen insülin şırıngası sayesinde lizat ve tamponların partikül ile dolgulanmış 

olan mikrokolona iletilmesi sağlanmaktadır. Sıvı akışı sağlanırken, dolgulanan 

partiküllerin kolondan çıkışını engellemek için kolonun uç kısmına, yaklaşık 0.5 

mm çapında bulunan ve gözenek açıklığı 2 m olan paslanmaz çelik özelliğindeki 

frit kullanılmaktadır. 

 

 

Şekil 3.3. Tek beslemeli mikroekstraksiyon sisteminin fotoğrafı. 

 

3.3.3.2. Silika Kapiler Kolonların Monodispers-Gözenekli Formdaki Silika 
Mikroküreler İle Dolgulanması  

Dolgulama işlemi, mikro-HPLC pompası (Dionex-Ultimate3000, A.B.D.) aracılığıyla 

300 m iç çapa, 430 m dış çapa sahip silika kapilere (160 mm uzunluğunda) 

ardışık olarak monte edilmiş olan HPLC kolonu (50 mm x 4.6 mm i.ç.) ile 

gerçekleştirilmektedir. Bu işlem için, monodispers-gözenekli forma sahip olan silika 

mikrokürelerin 1XTE tamponu içerisinde olan %5’lik süspansiyonu, HPLC kolonu 

içerisine konulmuş ve bu kolon mikro-HPLC pompasına takılmıştır. Dakikada 10 l 
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akış hızına ayarlanmış olan mikro-HPLC pompası, 1XTE tamponunu 

mikrokürelerle dolgulanmış olan HPLC kolonuna göndermektedir. Bu sayede 

mikroküreler, HPLC kolonuna seri bağlı ve ucunda paslanmaz çelik frit bulunan 

kapilere doğru hareket etmektedir. Sistemin ucunda bulunan paslanmaz çelik frit 

sayesinde, kolon içerisindeki mikrokürelerin kolon dışına çıkması engellenmiş ve 

kapiler içerisine dolgulanması sağlanmıştır. Bu işlem 1 saat boyunca uygulanmış 

ve bu sayede kolon içerisindeki mikrokürelerin iyice sıkıştırılması sağlanmıştır. 

Sıkıştırılma işleminde olabilecek sorunlara karşı, 1 saatlik süreç boyunca 

dolgulama işlemi optik mikroskobuyla incelenmiştir. Bu işlem sonunda kapiler 

kolon, 40 mm uzunluğunda, elmas kesici yardımıyla kesilmiş ve kesilen kolon 

ucuna frit takılarak deneylerde kullanılacak mikrokolon elde edilmiştir. 

 

3.3.3.3. Tek Beslemeli Sistemde İnsan Tam-Kan Örneğinden DNA İzolasyonu  

İnsan tam-kandan DNA izolasyonu için yapılması gereken ilk basamak lizat 

örneğinin hazırlanmasıdır. Bu işlemde kullanılacak insan tam-kanı (BCR634) 

Sigma’dan temin edilmiştir. İlk olarak çekirdekdeki DNA’nın uygun tampon ortamı 

içerisine geçmesi için lökosit membranı ve çekirdeği patlatılmıştır. Lizat eldesi için 

gereken prosedür aşağıda anlatılmaktadır. 

İlk olarak lizat örneğinin oluşturulması için uygun tampon çözeltisi hazırlanmıştır. 

Bunun için; 100 l Triton-X, 900 l adsorpsiyon ortamı (6 M Gu-HCl, 1X TE 

tamponu, pH 6.0) karıştırılmış ve çözündürülmüştür. Çözündürülme işleminde, 

adsorpsiyon ortamı ve Triton-X 2 dakika boyunca vortekslenmiş, bu işlem 

sonucunda 1 saat boyunca rotator yardımıyla karıştırılmıştır. Lizat eldesi için, 75 l 

insan tam-kan’ı, hazırlanmış olan Triton-X ve adsorpsiyon tamponuyla (150 l) 

karıştırılmış bu işlemden sonra üzerine 15 ml proteinaz-K çözeltisi (proteinaz-K 

derişimi: 20 mg/ml) eklenerek karıştırılmıştır. Hazırlanan çözelti 30 dakika boyunca 

56C’lik su banyosunda tutulmuştur. Bu sayede lökosit membranının parçalanması 

ve çekirdek içerisindeki DNA’nın açığa çıkması sağlanmıştır. Açığa çıkan DNA’nın 

derişimi Qubit ile ölçülmüştür. Yapılan ölçüm 10 l tam-kan içersinde 350 ng 

DNA’nın elde edilebileceğini göstermiştir. Bu sonuç, literatürdeki ölçümlerle 

uyumlu bir sonuç göstermiştir [49]. Elde edilen lizat örneği farklı hacimlerdeki 

adsorpsiyon tamponuyla karıştırılmış ve izolasyon işlemi için kullanılacak 
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adsorpsiyon ortamı elde edilmiştir. İzolasyon çalışmaları için aşağıdaki yöntem 

uygulanmıştır. 

İzolasyon işlemine başlamadan önce ilk olarak, dolgulama işlemi yapılmış 

mikrokolon 1XTE tamponu (pH:8.5) ile 30 dakika boyunca 5 l/dak akış hızıyla, 

ardından 6 M Gu-HCl içeren 1X TE tamponu (pH:6.0) ile 5 l/dak akış hızıyla 30 

dakika boyunca yıkanmaktadır. Bu yıkama işlemleri sayesinde kolonun DNA 

adsorpsiyon işlemi için koşullandırılması sağlanmıştır. Tam-kandan elde edilen 

lizat örneği 1/1, 1/2 ve 1/4 hacim oranlarında adsorpsiyon tamponu ile 

karıştırılarak, elde edilen adsorpsiyon ortamları insülin şırıngasına çekilmiştir ve 

ucuna uygun bağlantı elemanı takılarak DNA izolasyonunda kullanılacak olan 

mikrokolonla birleştirilmiştir. Her bir lizat/adsorpsiyon tamponu oranı için 

mikrokolona 20, 40, 80 ve 120 l DNA içeren ortam yüklemesi yapılmıştır. Sistem 

hazırlandıktan sonra lizat ve adsorpsiyon tamponu içeren çözelti belirli süre 

boyunca 5 l/dak akış hızıyla kolondan geçirilmiştir. Bu sayede lizat içerisinde 

bulunan DNA’nın kolon üzerine adsorpsiyonu sağlanmıştır. Bu geçiş esnasında, 

kolon içerisinden çıkan örnek ölçüm için eppendorf içerisine toplanmaktadır. İşlem 

süresi dolduğunda enjektör pompasına 80/20 (% hacim) oranında etanol/su içeren 

insülin şırıngası takılmış ve 5 l/dak akış hızıyla 45 dakika boyunca mikrokolonun 

yıkanması sağlanmıştır. Bu işlem mikrokolon içerisinde kalmış olan serum-

proteinlerin uzaklaştırılması için yapılmaktadır. Yıkama işleminin ardından 

desorpsiyon ortamı (1X TE tamponu, pH 8.5) 16 dakika boyunca, 5 l/dak akış 

hızıyla DNA içeren mikrokolon içerisinden geçirilmiştir. Bu işlem esnasında 

kolondan 4 dakikada bir kez 20 l örnek alınmış ve derişimler Qubit florometrik kiti 

ile tayin edilmiştir. Bu işlem ile toplanan veriler aşağıdaki ifadeler kullanılarak 

değerlendirilmiştir.  

 

Tek beslemeli sistemde izole edilen edilen DNA miktarı (MDNA, izole, ng)                                                                                    

                                                                                       
(MDNA,izole, ng) = ∑ ViCDNA,i

n

i=1
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Burada: 

Vi: Belirli bir zaman değeri için alınan örneğin hacmi (l) 

CDNA, i: Belirli bir zaman değeri için alınan örneğin DNA derişimi (ng/l) 

n: Desorpsiyon boyunca alınan örnek sayısı 

olarak tanımlanmaktadır. 

 

Tek beslemeli sistemde DNA desorpsiyon verimi (, % Ağ.) 

 

 = [MDNA, izole/MDNA, adsorplanan] x100                                                                  (3.8) 

MDNA, adsorplanan= MDNA, yüklenen – MDNA, adsorplanmayan                                                                     (3.9) 

MDNA, yüklenen = QxCoxt                                                                                       (3.10) 

MDNA, adsorplanmayan = VA.CA                                                                                 (3.11) 

Burada: 

MDNA, yüklenen: Mikrokolona yüklenen DNA miktarı (ng) 

Q: Adsorpsiyon ortamı akış hızı (l/dak) 

t: Adsorpsiyon ortamı akış süresi (dak) 

Co: Adsorpsiyon ortamındaki DNA derişimi (ng/l) 

MDNA, adsorplanmayan: Adsorpsiyon sırasında toplanan örneğin DNA miktarı (ng) 

VA: Adsorpsiyon sırasında toplanan örneğin hacmi (l) 

CA: Adsorpsiyon sırasında toplanan örneğin DNA derişimi (ng/l) 

olarak tanımlanmaktadır.  

 

Tek beslemeli sistemde DNA izolasyon verimi ise (, % Ağ.) 

 

 = [MDNA, izole/MDNA, yüklenen] x100                                                                       (3.12) 

olarak tanımlanmaktadır.  
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3.4. İnsan Tam-Kan Örneğinden İzole Edilen DNA’nın Tanımlanması 

 

3.4.1. PCR ve Yatay Elektroforez 

Tam-kan örneğinden (Sigma, BCR634) sorbentler aracılığıyla kesikli ve tek 

beslemeli sistemde saflaştırılan genomik DNA ve ticari insan genomik DNA 

(Sigma, D7011) ’larının termal döngü cihazı kullanılarak (BioRad T100, Thermal 

Cycler, A.B.D.) çoğaltılması sağlanmıştır. Bu amaçla GAPDH primer çifti (5’-

TGCACCACCAACTGCTTAGC-3’ ve 5’- GGCATGGACTGTGGTCTGC-3’) (Alpha 

DNA, Montreal, Kanada) kullanılmış ve uzunluğu 280 bç olan DNA bölgesinin 

çoğaltımı hedeflenmiştir. Reaksiyonda kontaminasyon olup olmadığını kontrol 

etmek için DNA içermeyen bir negatif kontrol kullanılmıştır. Reaksiyon ürünleri 

%1’lik agaroz jelde 1XTBE tamponu kullanılarak 100 voltta 40 dakika 

yürütülmüştür.  

Elektroforez sonucunda oluşan bantlar UV jel görüntüleme cihazı (BioRad, Gel 

DocTm EZ Imager, A.B.D.) yardımıyla görüntülenmiştir. PCR’da kullanılan 

bileşenler ve PCR döngüsü sırasıyla Çizelge 3.1. ve Çizelge 3.2.’de verilmektedir. 
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Çizelge 3.1. PCR'da kullanılan bileşenler 

PCR Bileşenleri Hacim (μl) A Hacim (μl) B 

Distile Su (dH2O) 37 39 

PCR Tamponu (10X) 

MgCI2 (25 mM) 

dNTP(a) (10X) 

5 

4 

1 

5 

3 

1 

İleri Primer (F) (10 μM) 

Geri Primer (R) (10 μM) 

1 

1 

0.5 

0.5 

Saflaştırılmış DNA (14 ng) 

Taq DNA Polimeraz (1U/μl) 

0.5 

0.5 

0.5 

0.5 

TOPLAM 50 50 

A) Tam-kan örneğinden elde edilen DNA, B) İnsan ticari genomik DNA’sı, (a) 

dNTP: deoksinükleosidtrifosfat.  

 

Çizelge 3.2. PCR döngü koşulları 

PCR Aşaması Sıcaklık C Süre (s) Döngüler 

Ön Denatürasyon 95 30 1 

Denatürasyon 95 30 - 

Bağlanma 53 40 40 

Uzama 68 60 - 

Son Uzama 68 300 1 

Saklama +8 - - 
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4.  SONUÇLAR ve TARTIŞMA 

 

4.1. Manyetik Özelliğe Sahip Monodispers Silika Mikrokürelerin Sentezi 

Manyetik özelliğe sahip mikroküreler çok basamaklı hidroliz kondenzasyonu 

yöntemi ile elde edilmiştir. Bu sentez yöntemi Şekil 4.1’de gösterilmektedir. Çok 

basamaklı hidroliz kondenzasyon yönteminde uygulanan aşamalar aşağıda 

sırasıyla ifade edilmektedir: 

a) Kalıp materyali olarak kullanılan poli(MAA-co-EDMA) mikrokürelerin sentezi 

b) Poli(MAA-co-EDMA) mikrokürelerin manyetizasyonu 

c) Manyetik poli(MAA-co-EDMA) mikroküreler üzerine silika öncül olan TEOS’un 

adsorpsiyonu 

d) Manyetik poli(MAA-co-EDMA) mikroküreler içerisinde TEOS’un hidroliz-

kondenzasyon tepkimesi ile silika-jel formuna dönüşmesi ve manyetik formda 

polimer/silika-jel kompozit mikrokürelerin eldesi 

e) Hava ortamında kalsinasyon basamağı ile polimerik kısmın kompozit 

mikrokürelerden yakılarak uzaklaştırılması ve manyetik silika mikrokürelerin 

eldesi 

Yukarıda anlatıldığı gibi dispersiyon polimerizasyonu ile elde edilen monodispers 

formda poli(GMA) lateks mikroküreler (2 m) çıkış materyali olarak kullanılmıştır 

ve manyetik silika mikroküre sentezinde kalıp olarak kullanılan monodispers-

gözenekli formda poli(MAA-co-EDMA) mikroküreler “çok basamaklı 

mikrosüspansiyon polimerizasyonu” ile elde edilmiştir. Devam eden basamakta, 

Fe+2 ve Fe+3 iyonları, MAA birimlerinin karboksil grubu üzerinden kompleks 

oluşumu yoluyla, mikroküreler üzerine adsorplanmıştır böylece poli(MAA-co-

EDMA) mikrokürelerin manyetizasyonu gerçekleştirilmiştir (Şekil 4.1 B). 

Adsorpsiyon sonrası demir iyonlarının manyetik Fe3O4 nanopartiküllere 

dönüştürülme işlemi ortama bazik reaktant eklenerek sağlanmıştır. Manyetik 

özelliğe sahip poli(MMA-co-EDMA) mikrokürelerin sentezi ikili çöktürme (binary 

precipitation) yöntemiyle elde edilmiştir. Burada poli(MAA-co-EDMA) 

mikrokürelerin gözenekli yapısı içerisinde manyetik Fe3O4 nanopartiküllerin 

oluşumu ve immobilize edilmesi sağlanmıştır. Devam eden basamakta manyetik 

polimer mikroküreler üzerine silika öncül olarak kullanılan TEOS yine adsorpsiyon 
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yoluyla yüklenmiş (Iso-PrOH/Su ortamında) ve manyetik özelliğe sahip silika 

jel/polimer kompozit mikrokürelerin oluşumu adsorplanan TEOS’un manyetik 

polimer mikroküreler içerisinde hidroliz-kondenzasyon reaksiyonu ile sağlanmıştır. 

Mikrokürelere 450oC’da, hava ortamında 6 saat süre ile kalsinasyon işlemi 

uygulanmıştır. Bu işlem ile polimerik kısmın yapıdan uzaklaşması ve monodispers-

gözenekli formda manyetik silika mikrokürelerin (Mag-SiO2) eldesi sağlanmıştır 

(Şekil 4.1 D). Kalsinasyon sırasında, polimerik kısım yanarak uzaklaşmış, silika 

matrisin gözenekli yapısı sıkışmış ve böylece manyetik Fe3O4 nanopartiküllerin 

silika mikroküre yapısı içerisine immobilizasyonu sağlanmıştır. Sonuç olarak, 

manyetik özelliğe sahip monodispers silika mikroküreler elde edilmiştir. 

Monodispers-gözenekli formda manyetik silika mikrokürelerin içerisinde manyetik 

nanopartiküllerin daha iyi immobilize edilmesi için manyetik silika mikroküreler bir 

sonraki basamakta silika katmanı ile kaplanmıştır (Şekil 4.1 E). Böylece elde 

edilen silika kaplı manyetik silika mikrokürelerin (SiO2@Mag-SiO2) daha kararlı bir 

manyetizasyon davranışı ve kimyasal dayanım kazandığı gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 4.1. Manyetik özelliğe sahip monodispers silika mikroküre sentezinin şematik 

gösterimi. 
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4.1.1. Çıkış Lateksi Olarak Kulanılan Monodispers-Gözenekli Formda 
Polimerik Mikrokürelerin Sentezi ve Karakterizasyonu 

Çıkış lateksi olarak kullanılmış olan monodispers-gözenekli poli(MAA-co-EDMA) 

mikrokürelerin yüzey morfolojisini ve boy dağılım özelliklerini gösteren SEM 

fotoğrafları Şekil 4.2’de verilmektedir.  

 

 

 

Şekil 4.2. Çıkış lateksi olarak kullanılan monodispers-gözenekli formdaki 

poli(MAA-co-EDMA) mikrokürelerin SEM fotoğrafları. Büyütme (A) 2500X, (B) 

16000X ve (C) 30000X. 
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4.1.2. Monodispers-Gözenekli Polimerik Mikrokürelerin Manyetizasyonu 

Manyetik formda poli(MAA-co-EDMA) mikrokürelerin boy dağılım özelliğini ve 

yüzey morfolojisini gösteren SEM fotoğrafları Şekil 4.3’te gösterilmektedir. 

Mikrokürelerin üzerinde ve gözenekli yapı içerisinde manyetik demir oksit 

birikiminin olması, SEM fotoğraflarında gözlenen küresel formun bozulmasına 

neden olmaktadır. Küresel form tam olarak korunamamıştır ancak manyetik 

polimerik mikrokürelerin dar boy dağılımlı şekilde sentezlenebildiği görülmektedir. 

 

 

Şekil 4.3. Manyetik özelliğe sahip monodispers-gözenekli formdaki poli(MAA-co-

EDMA) mikrokürelerin SEM fotoğrafları. Büyütme (A) 4000X, (B) 16000X ve (C) 

30000X. 
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4.1.3. Manyetik Özelliğe Sahip Monodispers-Gözenekli Silika (Mag-SiO2) ve 
Silika Katmanı Kaplı Silika (SiO2@Mag-SiO2) Mikrokürelerin Sentezi 

Manyetik özelliğe sahip monodispers-gözenekli silika mikrokürelerin ortalama boy, 

boy dağılımı ve yüzey morfolojisini gösteren SEM fotoğrafları Şekil 4.4’te 

gösterilmektedir. Mag-SiO2 mikrokürelerin oldukça dar bir boy dağılımı ile 

sentezlendiği SEM fotoğraflarında görülmektedir. Şekil 4.4(C)’de mikroküre 

yüzeyinde makrogözeneklerin varlığı görülmektedir.  

 

 

Şekil 4.4. Manyetik özelliğe sahip monodispers-gözenekli silika (Mag-SiO2) 

mikrokürelerin SEM fotoğrafları. Büyütme (A) 4000X, (B) 8000X ve (C) 16000X. 
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Elde edilen SiO2@Mag-SiO2 mikrokürelerin ortalama boy, boy dağılımı ve yüzey 

morfolojisini gösteren SEM fotoğrafları Şekil 4.5’te verilmiştir. Burada, manyetik 

özelliğe sahip silika mikrokürelerin yüzeyi silika katmanı ile kaplanmıştır 

(SiO2@Mag-SiO2). Manyetik silika mikropartiküllerin tekrar silika ile 

kaplanmasındaki amaç biyomoleküller ile istenmeyen (non-spesifik) etkileşimin 

minimum olduğu bir yüzey oluşturulmasıdır. SEM fotoğraflarında görüldüğü gibi, 

silika kaplama sonucu mikrokürelerin yüzey morfolojisi ve boy özelliklerinde önemli 

bir değişimin olmadığı gözlenmiştir. 

 

 

Şekil 4.5. Manyetik özelliğe sahip silika katmanı kaplı monodispers silika 

(SiO2@Mag-SiO2) mikrokürelerin SEM fotoğrafları. Büyütme (A) 4000X, (B) 8000X 

ve (C) 17000X. 
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Şekil 4.6. Mag-SiO2 ve SiO2@Mag-SiO2 mikrokürelerin azot 

adsorpsiyon/desorpsiyon yöntemi ile elde edilen gözenek boy dağılım eğrisi. A) 

Mag-SiO2 ve B) SiO2@Mag-SiO2. 

 

Şekil 4.6’da verilen gözenek boy dağılım eğrisi ve BET ile elde edilen yüksek 

yüzey alanı, sentezlenen mikrokürelerde mezogözenek ve makrogözenek 

yapısının bir arada olduğunu göstermektedir. Manyetik silika mikroküreler için 

ortalama gözenek boyutu 8.6 nm olarak tayin edilmiştir. Manyetik silika üzerinde 

oluşturulan silika katmanı özgül yüzey alanında yaklaşık olarak 2/3 oranında bir 

düşüş meydana getirmektedir. Bunun sebebi olarak mezogözenekli yapının silika 

ile dolgulanmasından kaynaklandığı düşünülmektedir. Şekil 4.6(A)’da yaklaşık 3.5 

nm’de gözlenen mezogözenekli fraksiyona ait pikin, Şekil 4.6(B)’de 

görülmemesiyle bu durum açıklanabilir. Bunun dışında silika kaplama ile gözenek 

boy dağılım eğrisinde önemli bir değişim meydana gelmemekte ve ortalama 

gözenek boyutu değerinde önemli bir değişim olmamaktadır. Manyetik silika 

mikrokürelerin ortalama boy, boy dağılımını veren değişim katsayısı ve özgül 

yüzey alanı değerleri Çizelge 4.1’de sunulmuştur.  
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Çizelge 4.1. Manyetik silika bazlı mikrokürelerin ortalama boy, boy dağılımı ve 
özgül yüzey alanı değerleri. 

Mikroküre türü Ortalama boy 

(m) 

Değişim 

katsayısı (CV%) 

Yüzey 

alanı 

(m2/g) 

Dn 

(nm) 

Mag-SiO2  6.0 4.3 249 8.61 

SiO2@Mag-SiO2  6.3 4.1 80 9.79 

 

Manyetik özelliğe sahip silika mikrokürelerin titreşimli örnek manyetometresi ile 

elde edilen manyetizasyon eğrileri Şekil 4.7’de gösterilmiştir. Literatürde, etkili bir 

şekilde biyomoleküllerin izolasyonunu sağlamak için, manyetik 

mikro/nanopartiküllerin doygunluk manyetizasyon değerinin (DMD) alt sınırı 16.5 

emu/g olarak verilmektedir [50]. 

 

 

Şekil 4.7. Manyetik özelliğe sahip monodispers silika mikrokürelerin titreşimli örnek 

manyetometresi ile elde edilen manyetizasyon eğrileri. A) Mag-SiO2, B) 

SiO2@Mag-SiO2. 
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Şekil 4.7’de görüldüğü gibi Mag-SiO2 mikroküreler için DMD 26 emu/g olarak elde 

edilmiştir ve bu değer Mag-SiO2 mikrokürelerin yeterli manyetik özellik taşıdığını 

göstermektedir. Silika katmanı ile kaplanmış Mag-SiO2 mikrokürelerin 

manyetizasyon eğrileri yardımıyla DMD 21.9 emu/g olarak elde edilmiştir. 

Manyetik özelliğe sahip sorbentlerin X-ışınları kırınım desenleri Şekil 4.8’de 

gösterilmektedir. Şekil 4.8(A) monodispers poli(MAA-co-EDMA) mikrokürelerin 

beklenen amorf yapıya sahip olduğunu göstermektedir. Manyetizasyon sonrası 

poli(MAA-co-EDMA) mikrokürelerde Fe3O4 nanopartiküllerin immobilizasyonu ile 

birlikte demir kristallerine özgün pikler spektrum üzerinde saptanmıştır (Şekil 4.8 

B). Şekil 4.8(C)’de ise Mag-SiO2 mikrokürelerde kristal Fe ve Si formlarına ait 

piklerin daha şiddetli olduğu gözlemlenmiştir. Burada siyah ve yeşil renkler ile Fe 

ve Si kristallerine ait pikler gösterilmiştir. Silika katmanı ile kaplanmış manyetik 

silika mikrokürelerin kristal yapısına ait X-ışını spektrumu ise Şekil 4.8(D)’de 

verilmiştir. Burada silika katmanının kaplanması ile birlikte özellikle Si kristallerine 

ait piklerin şiddeti de artmış ve Fe kristal formuna ait pikler ile birlikte her iki formun 

varlığı net olarak gözlenmiştir. 

 

 

Şekil 4.8. Manyetik özelliğe sahip sorbentlerin X-ışınları kırınım spektrumu. A) 

Poli(MAA-co-EDMA), B) Manyetik Poli(MAA-co-EDMA), C) Mag-SiO2, D) 

SiO2@Mag-SiO2. 

 



 42 

4.2.Tek Beslemeli Sistemde Kullanılan Monodispers-Gözenekli Silika 
Mikrokürelerin Sentezi ve Karakterizasyonu 

Tez kapsamında, tek beslemeli sistem için laboratuvarımızda geliştirilmiş olan 

‘’monodispers-gözenekli silika mikroküreler’’ kullanılmıştır. Silika bazlı yeni bir tür 

sorbent olarak sentezlenen monodispers silika mikrokürelerin ortalama boy, boy 

dağılımı, yüzey morfolojisini ve iç yapısını gösteren SEM fotoğrafları Şekil 4.9’da 

verilmektedir.  

 

 

 

Şekil 4.9. Sentezlenen monodispers silika mikrokürelerin ortalama boy, boy 

dağılımı, yüzey morfolojisini gösteren SEM fotoğrafları. Büyütme (A) 1000X, (B) 

2000X, (C) 4000X, (D) 16000X, (E) 30000X, (F) 35000X. 

 

Yukarıda görüldüğü gibi monodispers-gözenekli silika mikroküreler dar bir boy 

dağılımı ile elde edilmiştir (Şekil 4.9 A, B ve C). Şekil 4.9 (E)’de mikrokürelerin 

yüzey morfolojisi gösterilmektedir. Şekil 4.9(E) ve 4.9(F)’de mikroküre yüzeyinde 

makrogözeneklerin varlığını gözlenebilmektedir.  
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BET yöntemi ile monodispers silika için ortalama gözenek boyutunun 13.5 nm 

olarak tayin edilmiştir. Monodispers silika için BET ile gözlenen mezogözenekli 

yapının ve SEM ile gözlenen makrogözenekli yapının varlığı, sentezlenen 

mikrokürenin her iki gözenek formunu (mezogözenek ve makrogözenek) bir arada 

içeren bimodal bir gözenek boy dağılımına sahip olduğunu ortaya koymaktadır. 

Monodispers-gözenekli silika mikroküreler için gözenek dağılım eğrisi azot 

adsorpsiyon/desorpsiyon yöntemiyle elde edilmiş ve burada silika mikroküreler için 

mezogözenek ve makrogözenek bölgelerini birlikte içeren yaygın bir dağılım 

gözlenmiştir. Gözenek dağılım eğrisi 4.10’da verilmektedir.  

 

 

 

 

Şekil 4.10. Monodispers-gözenekli silika mikroküreler için azot 

adsorpsiyon/desorpsiyon yöntemiyle elde edilen gözenek dağılım eğrisi. Burada V 

gözenek hacmi, d ise gözenek çapını göstermektedir. 

 

4.3. Kesikli Sistem ile İnsan Genomik DNA İzolasyonu  

Manyetik özelliğe sahip monodispers-gözenekli silika mikroküreler, kesikli 

sistemde insan tam-kan örneğinden DNA izolasyon çalışmalarında sorbent olarak 

kullanılmıştır. İlk olarak insan genomik DNA izolasyon çalışmaları tampon 
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ortamında gerçekleştirilmiş ve temel değişken etkileri tespit edilmiştir. İnsan tam-

kan örneğinden DNA izolasyon çalışmaları değişkenlerin tespitinden sonra 

gerçekleştirilmiştir. 

İnsan genomik DNA izolasyon çalışmalarında kullanılacak uygun sorbent türü 

belirlenmiştir. Deneylerde manyetik silika mikroküreler (Mag-SiO2) ve SiO2 kaplı 

manyetik silika mikroküreler (SiO2@Mag-SiO2) sorbent olarak çalışılmıştır. İki 

sorbent türü için, DNA başlangıç derişimi 400 ng/l değerinde tutularak, farklı pH 

değerlerine sahip olan adsorpsiyon tamponunda (1X TE tamponu + 6M Gu-HCl, 1 

ml) izolasyon deneyleri gerçekleştirilmiştir. İzolasyon işlemi sırayla; 1) 

adsorpsiyon, 2) alkol-su yıkaması, 3) desorpsiyon basamaklarını içermektedir. 

Desorpsiyon basamağında yaygın olarak kullanılan, 1XTE pH 8.5 tamponu, 

desorpsiyon tamponu olarak tercih edilmiştir. Her iki sorbent türü kullanılarak 

yapılan izolasyon çalışmalarında adsorpsiyon ortamındaki pH değişiminin 

dengede adsorplanan DNA miktarına, desorpsiyon ve izolasyon verimlerine, izole 

edilen DNA miktarına etkisi sırasıyla Şekil 4.11, 4.12, 4.13 ve 4.14’de 

verilmektedir. 
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Şekil 4.11. Farklı pH değerine sahip adsorpsiyon ortamlarında Mag-SiO2 ve 

SiO2@Mag-SiO2 sorbentleri kullanılarak elde edilen denge DNA adsorpsiyonu 

değerleri. Sorbent derişimi: 10 mg/ml, DNA derişimi: 400 ng/l, adsorpsiyon ortamı 

hacmi: 1 ml, adsorpsiyon koşulları 2 saat, 100 cpm/dak. Desorpsiyon hacmi: 1 ml, 

Desorpsiyon süresi: 1 saat, 100 cpm/dak.  
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Şekil 4.12.Farklı pH değerine sahip adsorpsiyon ortamlarında Mag-SiO2 ve 

SiO2@Mag-SiO2 sorbentleri kullanılarak elde edilen desorpsiyon verimi değerleri. 

Koşullar Şekil 4.11’de gösterilmiştir. 

 

   

Şekil 4.13.Farklı pH değerine sahip adsorpsiyon ortamlarında Mag-SiO2 ve 

SiO2@Mag-SiO2 sorbentleri kullanılarak elde edilen izolasyon verimi değerleri. 

Koşullar Şekil 4.11’de gösterilmiştir. 
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Şekil 4.14. Farklı pH değerine sahip adsorpsiyon ortamlarında Mag-SiO2 ve 

SiO2@Mag-SiO2 sorbentleri kullanılarak izole edilen DNA miktarı değerleri. 

Koşullar Şekil 4.11’de gösterilmiştir. 

 

 

Mag-SiO2 sorbentinin, SiO2@Mag-SiO2 sorbentine kıyasla, farklı pH değerlerine 

sahip adsorpsiyon tamponuyla yapılan çalışmalarda daha yüksek denge DNA 

adsorpsiyonu elde edildiği görülmüştür (Şekil 4.11). pH 6.0-7.0 aralığında, insan 

genomik DNA adsorpsiyonu için bu farklılık net olarak gözlenmiştir. Söz konusu 

pH aralığında, desorpsiyon verimi yönünden Mag-SiO2 sorbenti ile SiO2@Mag-

SiO2 sorbenti arasında belirgin bir farklılık gözlenmemektedir (Şekil 4.12). DNA 

izolasyon verimlerinin ve izole edilen DNA miktarlarının Mag-SiO2 sorbentinde 

SiO2@Mag-SiO2 sorbentine kıyasla daha yüksek olduğu Şekil 4.13 ve 4.14 

üzerinde gösterilmiştir. İki sorbent arasındaki farkın en önemli nedeni olarak 

4.1.3’de açıklanan özgül yüzey alanları arasındaki fark olduğu düşünülmektedir. 

Manyetik silika mikrokürelerin silika katman ile kaplanması sonucunda özgül yüzey 

alanı 249 m2/g’dan 80 m2/g değerine düşmektedir. Bu düşüş nedeniyle dengede 

adsorplanan DNA miktarı azalmaktadır. Bu durum silika kaplı mikrokürelerin 

desorpsiyon ve izolasyon veriminin ve izole edilen DNA miktarının azalmasına 

neden olmaktadır. Bu sebeple tez kapsamında, insan tam-kan deneylerinde 

kullanılmak üzere, Mag-SiO2 sorbentinin seçimi uygun görülmüştür. 
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Manyetik özelliğe sahip monodispers-gözenekli silika (Mag-SiO2) mikroküreler ile 

tampon ortamında yapılan insan genomik DNA (hgDNA) izolasyon çalışmalarında 

elde edilen sonuçlar aşağıda verilmektedir. Bu çalışmalarda kullanılmak üzere, 

insan genomik DNA’sı Sigma-Aldrich, A.B.D. (D7011) tarafından temin edilmiştir. 

Tez kapsamında ilk olarak Mag-SiO2 sorbentinin, farklı pH değerlerine sahip 

adsorpsiyon tamponlarındaki denge DNA adsorpsiyon etkisi incelenmiştir. Bu 

aşamada adsorpsiyon ortamı hacmi 1 ml, başlangıç DNA konsantrasyonu 400 

ng/l, sorbent derişimi ise 10 mg/ml olarak belirlenmiştir. Adsorpsiyon aşaması 

oda sıcaklığında (25 oC) ve ön deneyler sonucu belirlenen 2 saatlik süre boyunca 

300 rpm karıştırma hızıyla gerçekleştirilmiştir. Adsorpsiyon ortamının pH değeri 

değiştirilerek, Mag-SiO2 sorbenti için denge desorpsiyon ve izolasyon verimlerinin 

karşılaştırılması (%) Şekil 4.15’de gösterilmiştir. En iyi desorpsiyon ve izolasyon 

verimi pH 5.5-6.0 değerlerinde gözlenmiştir. Bu sonuç literatürde kullanılan silika 

bazlı DNA izolasyon sorbentleri ile benzer bir davranışı göstermektedir [51]. Bu 

sonuçlara göre manyetik özelliğe sahip silika mikroküreler ile kesikli sistemde 

yapılacak olan diğer DNA izolasyon deneylerinin pH 6.0 tampon ortamında 

yapılması uygun bulunmuştur. 

 

 

Şekil 4.15. Kesikli sistemde DNA desorpsiyon ve izolasyon verimlerinin 

karşılaştırılması. 



 49 

 

Farklı DNA derişimlerinde, sorbentin denge DNA adsorpsiyonuna etkisi ve 

adsorpsiyon-desorpsiyon verimleri Şekil 4.16 ve Şekil 4.17’de verilmiştir. Burada 

adsorpsiyon hacmi 1 ml, adsorpsiyon ortam pH’ı 6 ve sorbent derişimi ise 10 

mg/ml olarak belirlenmiştir. Adsorpsiyon deneyleri oda sıcaklığında (25 oC), 300 

rpm karıştırma hızı ile 2 saat süreyle gerçekleştirilmiştir. Şekil 4.16’da görüldüğü 

gibi, artan başlangıç DNA derişimine karşılık olarak sorbentin denge DNA 

adsorpsiyon değeri artış göstermiştir. Elde edilen grafikte maksimum denge DNA 

adsorsiyon değeri yaklaşık 14 mg DNA/g mikroküre olarak elde edilmiştir. 

Literatürdeki benzer sorbentlerin denge DNA adsorpsiyonları ile yapılan 

karşılaştırmada sentezlenen manyetik özelliğe sahip silika mikrokürelerin denge 

DNA adsorpsiyon değerinin iyi düzeyde olduğu söylenebilir [52].  

 

 

Şekil 4.16. Kesikli sistemde denge DNA adsorpsiyonunun DNA başlangıç derişimi 

ile değişimi. 
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Şekil 4.17. Kesikli sistemde hgDNA desorpsiyon ve izolasyon verimlerinin 

adsorpsiyon ortamındaki hgDNA derişimi ile değişimi. 

Bundan sonraki çalışmada ise sorbent derişiminin denge DNA adsorpsiyonuna 

etkisi incelenmiştir. Burada DNA başlangıç derişimi 400 ng/l, adsorpsiyon hacmi 

1 ml, adsorpsiyon ortamı ise pH 6’da tutulmuştur. Adsorpsiyon koşulları yukarıda 

belirtilen koşullar ile aynıdır. Sorbent derişiminin desorpsiyon ve izolasyon 

verimlerine etkisi Şekil 4.18’de gösterilmiştir. 
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Şekil 4.18. Kesikli sistemde hgDNA desorpsiyon ve izolasyon verimlerinin sorbent 

derişimi ile değişimi. 

 

Şekil 4.18’de görüldüğü gibi sorbent derişimi ile birlikte desorpsiyon verimi 

azalarak platoya ulaşmakta, izolasyon verimi ise başlangıçta beklendiği şekilde 

artış göstermektedir ancak daha sonra belirli bir plato değerinde kalmaktadır. 

Artan sorbent derişimi ile DNA izolasyon veriminde artış olması beklenen bir 

özelliktir. Yüksek sorbent derişimlerinde izolasyon ve desorpsiyon verimlerinin 

birbirine eşit olduğu görülmektedir. Bu durumun nedeni sorbent tarafından 

ortamda bulunan DNA’nın tamamının adsorplanmasıdır fakat burada önemli olan 

kısım desorpsiyon verimidir. Adsorplanan DNA ancak belli oranda sorbent 

tarafından desorplanabilmektedir. Bundan dolayı artan sorbent derişimlerinde DNA 

kazanımı kısıtlanmaktadır. Şekil 4.18’deki durum değerlendirilecek olursa tampon 

ortamında bulunan genomik DNA’nın 100 veya 200 mg/ml sorbent derişimlerinde 

maksimum %50-60 oranında izole edilebileceği görülmüştür. 

 

4.4. Kesikli Sistem ile İnsan Tam-Kan Örneğinden DNA İzolasyonu 

Tez kapsamında, kesikli sistem ile insan genomik DNA izolasyonu çalışmalarının 

ardından, manyetik özelliğe sahip monodispers-gözenekli silika mikroküreler ile 

insan tam-kan örneğinden DNA izolasyon çalışmaları yapılmıştır. Bu aşamada 

yapılan deneylerde insan tam-kan örneğine 3.3.2.3’de anlatılan lizat hazırlama 

prosedürü uygulanmıştır. Deneylerde ¼ hacim oranıyla lizat/adsorpsiyon tamponu 
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hazırlanmıştır. Çalışmalarda farklı sorbent miktarlarının (10-200 mg aralığında) 

DNA izolasyonuna etkisi incelenmiştir.  10 ve 20 mg sorbent ile yapılan DNA 

izolasyonu çalışmalarında herhangi bir sonuç gözlenememiştir. Bunun nedeni 

olarak desorplanan DNA derişiminin, ölçümlerin yapıldığı Qubit floresan cihazının 

minimum okuduğu değerin altında kalmasıdır (Qubit, 2.0 Fluorometer, Q32866-

Invitrogen, Thermoscientific, A.B.D.). 

10 ve 20 mg sorbent miktarıyla yapılan çalışmalarda elde edilen veriler beklenen 

şekilde sonuçlanmadığı için bundan sonra yapılacak çalışmalarda 50 mg’dan daha 

yüksek sorbent miktarları ile çalışılmıştır. Bu amaçla, yapılan çalışmalardaki 

izolasyon verimi ve izole edilen DNA miktarının sorbent derişimi ile değişimleri 

sırasıyla Şekil 4.19 ve 4.20’de verilmiştir.  

Tez kapsamında, insan tam-kan örneğinden genomik DNA izolasyonuna yönelik 

olarak iki farklı yöntem uygulanmıştır. Uygulanan protokolün ilkinde, sorbentler 

sırasıyla adsorpsiyon ortamı, etanol-su çözeltisi ve desorpsiyon ortamı ile 

etkileştirilmektedir.  Adsorpsiyon aşamasından sonra, DNA adsorpsiyon ortamında 

bulunan sorbent yüzeyine, lizat ortamındaki diğer lizis elemanları da (özellikle 

hidrolize proteinler, peptidler vb.) DNA ile birlikte bağlanmakta ve parçalanan 

proteinlerin sorbent yüzeyinden uzaklaştırılması için literatürde de yaygın olarak 

kullanılan, etanol-su çözeltisi ile yıkama işlemi uygulanmaktadır. Yıkama işlemiyle 

istenmeyen lizis elemanları sorbent üzerinden uzaklaştırıldıktan sonra sorbent 

desorpsiyon ortamı ile etkileştirilerek, DNA’nın sorbent üzerinden desorpsiyon 

ortamına geçişi sağlanmaktadır.  

İkinci izolasyon yönteminde ise aynı protokol ekstra bir basamak eklenerek 

uygulanmıştır. Bu protokolde, adsorpsiyon ve etanol-su ortamları ile etkileşiminin 

ardından sorbent desorpsiyon basamağına geçmeden önce tekrar kaotropik tuz 

içeren adsorpsiyon tamponu ile yıkanmıştır ve daha sonra desorpsiyon tamponu 

ile etkileştirilmiştir. Böylece etanol-su yıkaması ile protein hidroliz ürünlerinin 

sorbent yüzeyinden uzaklaştırıldıktan sonra sorbent yüzeyinde adsorbe durumda 

olan DNA’nın tekrar kaotropik tuz ile etkileşimi sağlanmıştır. Literatürde belirtildiği 

gibi, adsorpsiyon sırasında kaotropik tuz kullanımı, DNA molekülünün 

stabilizasyonunu sağlamaktadır. DNA’nın sorbent yüzeyi ile güçlü-özgül olmayan 

(non-spesifik) etkileşimlere girmesini sağlamakta ve sorbent üzerine tersinmez 

(desorbe edilemeyen) formda bağlanmasını engellemektedir. Bu sebepten dolayı, 
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protokole bu aşama eklenirken, adsorbe DNA moleküllerinin etanol-su yıkaması 

sonrasında yüzeyden daha kolay şekilde desorbe edilebilmesi hedeflenmiştir.  

Şekil 4.19’da verilen izolasyon verimi ve 4.20’de verilen izole edilen DNA miktarları 

incelendiğinde ikinci yöntemin ilk yönteme kıyasla, özellikle 100 mg ve üzerindeki 

sorbent miktarları için, çok daha yüksek izolasyon verimi ile DNA kazanımının 

yapılabildiği görülmüştür. 100 mg ve üzeri sorbent miktarları için etanol-su 

yıkaması sonrasında, direkt desorpsiyon ortamı kullanılması durumunda izole 

edilen DNA miktarı %20-25 oranında iken, etanol-su yıkaması sonrasında 

kaotropik tuz içeren adsorpsiyon tamponu ile yıkama yapılması durumunda 

%80’den daha yüksek verimler ile DNA izolasyonu yapılabildiği gözlenmiştir. Her 

iki yöntem arasındaki bu farklılık, etanol-su ortamı ile etkileşim sonrasında adsorbe 

DNA’nın sorbent yüzeyinden desorpsiyon eğiliminin azalmasına bağlanmıştır. 

Etanol-su ortamı ile etkileşim sonrasında DNA’nın moleküler konformasyonunda 

ortaya çıkabilecek olası değişim veya bu ortamda DNA’nın yüzey ile olası 

hidrofobik etkileşimi bu davranışın nedeni olabilir. Etanol-su yıkaması sonrasında 

adsorbe DNA’nın kaotropik tuz içeren adsorpsiyon ortamı ile etkileştirilmesi 

sonucunda bu olasılıklar ortadan kalkmakta ve DNA yüksek bir izolasyon verimi ile 

geri kazanılabilmektedir. Diğer yandan, izolasyon verimindeki artışa bağlı olarak, 

izole edilen DNA miktarı da Şekil 4.20’de görüldüğü üzere belirgin şekilde 

artmıştır.   
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Şekil 4.19. Kesikli sistemde manyetik silika mikrokürelerin sorbent olarak 

kullanımıyla insan tam-kan örneğinden hgDNA izolasyonunda izolasyon veriminin 

sorbent derişimi ile değişimi. Alkol yıkaması sonrasında sorbentin adsorpsiyon 

ortamı ile etkileştirildiği (●) ve etkileştirilmediği (■) durumda elde edilen sonuçlar 

karşılaştırılmalı olarak verilmiştir. 
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Şekil 4.20. Kesikli sistemde manyetik silika mikrokürelerin sorbent olarak 

kullanımıyla insan tam-kan örneğinden hgDNA izolasyonunda desorplanan DNA 

miktarının sorbent derişimi ile değişimi. Alkol yıkaması sonrasında sorbentin 

adsorpsiyon ortamı ile etkileştirildiği (●) ve etkileştirilmediği (■) durumda elde 

edilen sonuçlar karşılaştırılmalı olarak verilmiştir. 

 

4.5. Tek Beslemeli Sistem İle İnsan Tam-Kan Örneğinden DNA İzolasyonu 

Tek beslemeli sistem kullanılarak tam-kandan DNA izolasyonu için deneylerde, 

farklı sorbent miktarı, farklı miktarda lizat/adsorpsiyon tamponu hacimsel oranı ve 

mikroekstraksiyon kolonuna yüklenen farklı miktardaki adsorpsiyon ortamı (lizat + 

adsorpsiyon tamponu toplam hacmi) kullanılmıştır. Bu deneylerde sorbent olarak 

makrogözenekli ve mezogözenekli formda iki-dağılımlı (bimodal) gözenek yapısına 

sahip 5.1 m boyutundaki monodispers silika mikroküreler kullanılmıştır. Bu 

seçimin yapılmasının nedeni ise hem kesikli adsorpsiyon sisteminde buzağı 

DNA’sı, hem de sürekli mikroekstraksiyon sisteminde insan genomik DNA’sı 

kullanılarak yapılan deneylerde en iyi izolasyon performansının, monodispers 

silika mikroküreler ile elde edilmiş olmasıdır. 
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Tam-kandan DNA izolasyonu için monodispers silika örneği silika kapiler 

mikrokolonda sorbent olarak kullanılmıştır. Lizat/adsorpsiyon çözeltisinin hacimsel 

oranı, 1/1, 1/2 ve 1/4 değerlerinde denenmiştir. Her bir lizat/adsorpsiyon çözeltisi 

hacimsel oranı için sisteme yüklenen toplam adsorpsiyon ortamı hacmi 10 120l 

aralığında değiştirilmiştir. Tek beslemeli mikroekstraksiyon sisteminde tam-kandan 

genomik DNA izolasyonu için, farklı mikroekstraksiyon koşulları (farklı 

lizat/adsorpsiyon çözeltisi hacimsel oranları ve farklı örnek hacimleri) ile sisteme 

yüklenen DNA miktarları Şekil 4.21’de gösterilmiştir. Bu koşullarda elde edilen 

izolasyon verimi değerleri ve izole edilen DNA miktarları ise sırasıyla Şekil 4.22 ve 

4.23’te verilmektedir. 

 

 

Şekil 4.21. Tam-kan örneğinden tek beslemeli sistemde DNA izolasyonu için farklı 

mikroekstraksiyon koşulları ile sisteme yüklenen DNA miktarları. 
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Şekil 4.22. Tam-kan örneğinden tek beslemeli sistem ile DNA izolasyonu için 

izolasyon veriminin mikroekstraksiyon koşulları ile değişimi. 

 

Şekil 4.23. Tam-kan örneğinden tek beslemeli sistem ile DNA izolasyonu için izole 

edilen (desorplanan) DNA miktarının mikroekstraksiyon koşulları ile değişimi. 
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Çizelge 4.1. Literatürde tam-kan’dan DNA izolasyonu yapabilen mikroekstraksiyon 
sistemlerinin performansları. 

DNA sorbent 
türü 

Adsorpsiyon Desorpsiyon Verim (%) M
DNA

(ng) Kaynak 

  
APTES modifiye 

silikon wafer 
mikrokanal 

  
%10 Triton-

X/proteinaz K 
çözeltisi 

  
0.05 M 

Na
2
CO

3
/0.05 M 

NaHCO
3
 

pH 10.6 

  
  

34 

  
  

10 

  
  

(Nakagawa 
vd.,2005) 

  
Silikon/Pyrex 

mikrokanal 

  
1XTE tampon 

pH 7.5 

  
0.05 M 

Na
2
CO

3
/0.05 M 

NaHCO
3
 

pH 10.6 

  

  
  

32 

  
  

35 

  
  

(Potrich vd.,2012) 

  
Kitosan modifiye 

PMMA/PDMS 

mikrokanal 
  

  

  
10 mM MES, pH 5 

  
10 mM Tris+  
50 mM KCl  

pH 9.0 

  
75 

  
5 

  
(Cao vd.,2006) 

  
Silika monolit 

  
6 M Gu-HCl 

  
10 mM TE,  

pH 8.5 

  
10 

  
25 

  
(Wu vd.,2006) 

  
Amin modifiye silika 

monolit 

  
50 mM TE tampon 

pH 7.0 

  
300 mM K

2
HPO

4
 

pH 10.0 

  
  

  
  

52 

  
  

52 

  
  

(Liu vd.,2006) 

  
Kitosan modifiye 

PMMA mikrokanal 

  
50mM MES/ 1 % 
Triton X-100 pH 

4.24 

  
10 mM Tris/ 50 

mM KCl,  
pH 9 

  
 

  
  

48 

  
  
6 

  
  

(Reedy vd.,2011) 

 (*): Kaynak gösterilen bütün çalışmalarda insan tam-kan örneği kullanılmış olup, 6 

nolu referansta, sazan balığı tam-kan örneği kullanılmıştır.  

Elde edilen sonuçlar ile bir karşılaştırma yapabilmek amacıyla literatürden alınan 

ve mikroakış sistemleri ile tam-kan örneğinden DNA izolasyonunu hedefleyen 

çalışmalarda elde edilen DNA izolasyon verimleri ve izole edilen DNA miktarları, 

sistemlerin çalışma koşulları ile birlikte Çizelge 4.2’de gösterilmektedir [47, 48, 53-

56]. 

Şekil 4.21’de görüldüğü gibi sabit lizat hacminde artan adsorpsiyon tamponu 

hacmi ile mikrokolon içerisine yüklenen DNA miktarları gösterilmektedir. 

Lizat/adsorpsiyon tamponu oranı 1/1’den, 1/4 değerine çıkarıldığı zaman, DNA 

izolasyon veriminin ve izole edilen DNA miktarının arttığı görülmektedir. Bu sonuç, 

DNA adsorpsiyonunun fazla miktarda lizat içeren ortamda, daha az adsorbe 

olması ile açıklanabilir. Buna ek olarak, fazla miktarda adsorpsiyon tamponu 

içeren ortamda, kaotropik tuz/DNA ağırlık oranı yükselmekte ve lizis işlemi 
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sonucunda oluşan ve DNA adsorpsiyonunu zorlaştıran hücresel artıkların (özellikle 

protein hidroliz ürünleri ve peptidler) derişimleri azalmaktadır. Bu sayede DNA’nın 

sorbent üzerine adsorpsiyonunu kolaylaşmakta ve bu durum DNA adsorpsiyon 

kapasitesinin artmasına neden olmaktadır. Bunun yanı sıra yüksek oranda 

kaotropik tuz içeren ortamda gerçekleştirilen adsorpsiyon aşaması sayesinde 

DNA’nın sorbent yüzeyinden desorpsiyonu da daha kolay gerçekleşmektedir. Bu 

faktörler doğrultusunda yüksek DNA izolasyon verimleri ve izole edilen DNA 

miktarları 1/2 ve 1/4 lizat/adsorpsiyon tamponu oranları ile elde edilmektedir. Tam-

kan örneğinden DNA izolasyonunda en yüksek izolasyon verimi %64’dür ve bu 

sonuç 1/4 lizat/adsorpsiyon tampon oranına sahip 10 L örnek hacmi ile elde 

edilmiştir. Bu koşullarda elde edilen izole DNA miktarı ise 14.1 ng’dır. Ayrıca 1/4 

lizat/adsorpsiyon tamponu oranı ile bütün örnek yükleme hacimlerinde yeterince 

yüksek DNA izolasyon verimlerinin ve izole DNA miktarlarının elde edildiği 

görülmektedir. Aynı sistemle maksimum izole edilen DNA miktarı 55.8 ng’dır (%19 

izolasyon verimi) ve bu sonuca 1/2 lizat/adsorpsiyon ortamı oranına sahip 80 l 

örnek yükleme hacmi kullanılarak ulaşılmıştır.  

Geliştirilen sistemle elde edilen değerler, literatürde mevcut ve DNA izolasyonu 

için geliştirilmiş mikroakış sistemleri ile Çizelge 4.2’de karşılaştırılmaktadır. 

Literatürdeki sistemlerde izole edilen DNA miktarlarının, tez çalışmasında izole 

edilen miktarlara kıyasla daha düşük olması en önemli özelliktir. Bu durum 

geliştirilen mikroekstraksiyon sisteminin tam-kan örneğinden DNA izolasyonu için 

oldukça iyi sayılabilecek bir kapasiteye sahip olduğunu göstermektedir. Literatür 

incelendiğinde bağıl olarak yüksek DNA izolasyon verimlerine ulaşmak için, izole 

edilen DNA miktarlarının çok düşük (5-6 ng civarında) tutulduğu koşullarda ancak 

sağlanabildiği görülmektedir [53, 56]. Fakat elde edilen DNA’nın PCR ile 

çoğaltılabilmesi için yeterince yüksek miktarda izole edilmesi önem taşımaktadır. 

Hem DNA izolasyon verimi ve hem de izole edilen DNA miktarının yüksek olduğu 

durum sazan balığı kanı kullanılmış olan Liu vd., 2009 çalışması ile 

gözlenebilmektedir.  

Çizelge 4.2’de en yüksek izolasyon verimi % 75 olarak kitosan modifiye 

PMMA/PDMS mikrokanal ile elde edilmiş ve bu sistemle tam-kan örneğinden 5 ng 

DNA izolasyonu yapılabildiği gösterilmiştir [53].Tez kapsamında yapılan çalışmada 

ise monodispers silika mikrokürelerin sorbent olarak kullanıldığı tek beslemeli DNA 
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mikroekstraksiyon sistemi ile 1/4 lizat/adsorpsiyon tamponu hacim oranına sahip 

10 L örnek hacmi ile %64 izolasyon verimi ve 14 ng DNA izolasyonu 

sağlanabilmektedir. Çizelge 4.2’de verilen mikroakış sistemleri için izole edilen 

DNA miktarı ve izolasyon verimi birlikte düşünüldüğünde en iyi izolasyon 

performansının geliştirilen mikroekstraksiyon sistemi ile elde edildiği görülmektedir. 

Bu sonuç, sentezi laboratuvarımızda yapılan yeni sorbentin iyi bir DNA izolasyon 

performansına sahip olduğunu göstermektedir. Ayrıca, geliştirilen sistem ile 

tampon ortamında ve tam-kan ile elde edilen izolasyon performansları 

değerlendirildiğinde, literatürdeki birçok sorbentin aksine geliştirilen sistemde 

kullanılan silika bazlı sorbentin izolasyon performansının lizat ortamında bulunan 

hücresel kalıntılardan ve protein hidroliz ürünlerinden daha az etkilendiği 

görülmektedir. Bu durumun büyük olasılıkla, geliştirilen sorbentin sahip olduğu iki 

dağılımlı gözenek yapısından kaynaklandığı düşünülmektedir. Yüksek DNA 

adsorpsiyonuna imkan veren ve mezogözenekli yapıdan kaynaklanan yüksek 

özgül yüzey alanı ve makrogözenekli yapının varlığı ile büyük ölçüde azalan 

partikül içi difüzyon kısıtlaması ile bu sonucun yakalandığı düşünülmektedir. 

Monodispers silika’nın sorbent olarak kullanılarak yapılan izolasyon deneylerinde, 

izole edilen DNA miktarının tamamı desorpsiyon periyodundaki ilk 4 dakikalık süre 

içerisinde elde edilmiştir. İlk 4 dakikanın ardından toplanan desorpsiyon çözeltisine 

ait örneklerde DNA varlığına rastlanmamıştır.  

 

4.6. İnsan Tam-Kan Örneğinden İzole Edilen Genomik DNA’nın 
Karakterizasyonu 

 

4.6.1. Kesikli Sistem ile İzole Edilen DNA’nın Karakterizasyonu 

Kesikli sistemde tam-kan’dan manyetik monodispers silika mikroküreler 

aracılığıyla saflaştırılan genomik DNA ve ticari insan genomik DNA’larının 

karakterizasyonu için PCR’da 280 bç’lik GAPDH bölgesinin çoğaltılması 

hedeflenmiştir. Hedef bölgenin çoğaltılmasıyla elde edilen ürünlerin agaroz jel 

elektroforezinde koşturulmasıyla elde edilen sonuçlar Şekil 4.24’de gösterilmiştir. 

GAPDH primer çiftinin kullanımıyla A’da insan tam kanından, B’de ise ticari insan 

genomik DNA’sının hedeflenen bölgelerinin çoğaltımlarının aynı şekilde ve 

başarıyla gerçekleştiği Şekil 4.24’de görülmektedir. En son kuyuya sadece primer 
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reaktiflerinin konulduğu fakat DNA içermeyen PCR ürünü negatif (-) kontrol olarak 

konulmuş ve beklenildiği gibi herhangi bir bant oluşumu görülmemiştir.  

 

Şekil 4.24. Kesikli sistemde tam-kan örneğinden izole edilen ve insan ticari 

genomik DNA’sının PCR ile çoğaltılmış agaroz jel (yatay) elektroforez görüntüleri. 

L: 100 bp DNA Ladder, (A): İnsan tam kandan elde edilen DNA, (B): İnsan ticari 

genomik DNA, (-) Kont: Negatif kontrol 

 

4.6.2. Tek Beslemeli Sistem ile İzole Edilen DNA’nın Karakterizasyonu 

Tek beslemeli sistem ile farklı lizat/adsorpsiyon tamponu oranlarını içeren tam-

kan’dan izole edilen DNA örneği, GAPDH primer çifti kullanılarak, PCR ile 

çoğaltılmış ve bu aşamadan sonra agaroz jel (yatay) elektroforezinde 

koşturulmuştur. Alınan jel elektroforez görüntüleri Şekil 4.25’te verilmektedir. 
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Şekil 4.25. Tek beslemeli mikroekstraksiyon sisteminde farklı lizat/adsorpsiyon 

tamponu oranları ile elde edilen ve PCR ile çoğaltılan DNA örneklerin agaroz jel 

(yatay) elektroforez görüntüleri. 1. 1 kb DNA Ladder, 2. Pozitif kontrol (insan 

genomik DNA’sı-Sigma-Aldrich, D7011), 3. Tam-kan örneğinden 1/2 

lizat/adsorpsiyon tamponu oranı ile tek beslemeli mikro-ekstraksiyon sisteminde 

izole edilerek, PCR ile çoğaltılan DNA örneği (örnek hacmi: 120 l), 4. Tam-kan 

örneğinden 1/4 lizat/adsorpsiyon tamponu oranı ile tek beslemeli mikro-

ekstraksiyon sisteminde izole edilerek, PCR ile çoğaltılan DNA örneği (örnek 

hacmi: 120 l), 5. Negatif kontrol (distile su). 

 

Buradan görüldüğü gibi GAPDH primer çifti ile yapılan ve PCR ile çoğaltılan DNA 

bölgesinin uzunluğu beklenen şekilde elde edilmiştir. Farklı lizat/adsorpsiyon 

tamponu oranları ile tam-kan örneğinden izole edilerek PCR ile çoğaltılan DNA 

örneklerinin jel elektroforez görüntüleri, saf insan genomik DNA örneğinden alınan 

jel elektroforez görüntüsü ile çok iyi şekilde eşleşmiştir. Bu sonuç uygulanan 

mikroekstraksiyon prosedürü ile elde edilen DNA’nın moleküler bütünlüğü 

korunarak izole edildiğini göstermektedir.  
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5. GENEL SONUÇLAR 

Tez kapsamında ilk olarak, insan tam-kan örneğinden genomik DNA izolasyonu 

amacıyla kullanılacak olan, silika mikrokürelerin oluşturulması için poli(MAA-co-

EDMA) mikrokürelerin sentezi gerçekleştirilmiştir. Polimerik mikroküre sentezinin 

ardından kesikli sistemde kullanılmak üzere manyetik özelliğe sahip monodispers-

gözenekli formda silika mikroküreler ve tek beslemeli mikroekstraksiyon 

sisteminde kullanılmak üzere monodispers-gözenekli silika mikroküreler 

sentezlenmiştir. 

 Manyetik formda sentezlenen poli(MAA-co-EDMA) mikrokürelerin SEM 

fotoğrafları incelendiğinde dar bir boy dağılımına sahip olduğu gözlenmiştir.  

Ancak partikül üzerinde ve gözenekli yapı içerisinde manyetik demir oksit 

birikiminin olması küresel formun bozulmasına neden olmuştur. 

 Sentezlenen manyetik poli(MAA-co-EDMA) polimerik mikroküreler 

üzerinden manyetik silika sentezi gerçekleştirilmiştir. Sentezlenen manyetik 

yapıya sahip monodispers-formda silika mikrokürelerin ortalama gözenek 

boyutu 8.6 nm olarak tayin edilmiştir. Yüzeyi tekrar silikayla kaplanan, 

SiO2@Mag-SiO2, mikrokürelerin ortalama gözenek boyutu 9.8 nm olarak 

tayin edilmiştir. 

 Monodispers silika mikroküreler içinde manyetik özelliğe sahip silika 

mikrokürelerde kullanılan poli(MAA-co-EDMA) kalıp materyal olarak 

kullanılmıştır. Sentezlenen monodispers mikrokürelerin ortalama gözenek 

boyutu, BET yöntemi ile hesaplanarak, 13.5 nm olarak tayin edilmiştir. Hem 

BET ile gözlenen mezogözenekli yapının hem de SEM ile gözlenen 

makrogözenekli yapının varlığı sentezlenen mikrokürenin her iki gözenek 

formunu (mezogözenek ve makrogözenek) bir arada içeren bimodal bir 

gözenek boy dağılımına sahip olduğunu ortaya koymuştur. 

Sentezlenen silika mikroküreler ile yapılan çalışmalarda, kesikli sistem ve tek 

beslemeli sistem kullanılarak, insan tam-kan örneğinden DNA izolasyon 

performansı incelenmiştir. 

 Kesikli sistem ile yapılan çalışmalarda ilk olarak ticari olarak alınmış olan 

insan genomik DNA kullanılmıştır. Burada temel değişkenler, tam-kan 

deneylerinin en iyi performansta çalışılabilmesi için, optimize edilmiştir. 
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Deneylerde en iyi performansa sahip olan manyetik partikülün seçimi ve 

adsorpsiyon tampon ortamının pH’ı belirlenmiş olup, tam-kan deneyleri için 

seçilen koşullar ile çalışmalar sürdürülmüştür. SiO2@Mag-SiO2 

mikrokürelerinin DNA adsorpsiyon-desorpsiyon performansı Mag-SiO2 

mikrokürelere kıyasla daha düşüktür. Adsorpsiyon ortamı pH 6’da hem 

izolasyon hem de desorpsiyon açısından yüksek verim sağlamıştır. Tam-

kan örneğinden yapılan DNA izolasyon çalışmalarında Mag-SiO2 

mikroküreleri ile çalışmış ve adsorpsiyon ortam pH’ı 6 olarak seçilmiştir. 

 Kesikli sistemde tam-kan örneğinden DNA izolasyonu için iki farklı prosedür 

denenmiştir. Bu prosedürlerden ilkinde izolasyon çalışmalarında uygulanan 

aşamalarda bir değişiklik olmamıştır. İkinci prosedürde ise etanol/su 

yıkamasından sonra adsorpsiyon tamponu (pH 6) ile yıkama basamağı 

eklenmiştir. Standart izolasyon prosedüründe elde edilen verim %20-25 

civarında iken, adsorpsiyon tamponu eklenmiş prosedürde bu verim %80 

civarında seyretmiştir. 

 Tek beslemeli sistem için yapılan çalışmalarda hangi lizat/adsorpsiyon 

tamponu oranının yüksek verimle sonuçlanacağı ve bunun yanında 

mikrokolon içerisine gönderilen lizat miktarının da izolasyon verimindeki 

etkisi incelenmiştir. Yapılan çalışmalarda 1/4 lizat/adsorpsiyon tamponu 

kullanılarak 10 l örnek hacmine sahip olan sistemin diğerlerine kıyasla 

daha yüksek izolasyon verimine ulaştığı gözlenmiştir. Bu verim %64’dür ve 

literatür ile kıyaslandığında bu oran insan tam-kan örneğinden DNA 

izolasyonu için yüksek bir değerdir.  

 Yeni bir sentez yöntemi ile elde edilmiş olan sorbentlerin, literatürdeki 

örneklere bakıldığında, insan tam-kan örneğinden DNA izolasyonuna 

oldukça elverişli olduğu ve yüksek verimle DNA izolasyonu gerçekleştirdiği 

ortaya konmuştur. 
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