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OZET

MANYETIK VE MANYETiIK OLMAYAN SiLIKA BAZLI SABIT
FAZLAR KULLANAN DNA MiKROEKSTRAKSIYON
SISTEMLERININ GELISTIRILMESI

Sevim Eda OGUT
Yuksek Lisans, Biyomuhendislik Anabilim Dali
Tez Danigmani: Prof. Dr. S. Ali Tuncel
Haziran 2017, 71 sayfa

Monodispers gozenekli silika mikrokureler ve manyetik formlari, yeni gelistirilen
“asamall kalip hidroliz ve kondenzasyon protokoll” ile sentezlenmigstir. Sorbent
olarak manyetik silika mikrokureler ve silika mikrokureler ile sirasiyla kesikli
sistemde ve surekli mikroekstraksiyon sisteminde tam-kandan insan genomik DNA
izolasyon kapasitesi incelenmigtir. Mikrokurelerin gézenek boyutu dagilimi ve
O0zgun yuzey alani nitrojen adsorpsiyon/desorpsiyon ydntemiyle tespit edilmistir.
Mikrokure boyutu ile boyut dagilimi ve manyetik davranis ile kristal yapi ise
sirasiyla taramali elektron mikroskobu, titresimli 6rnek manyetometresi ve X igini
difraktometresiyle incelenmistir. Oncelikle, sorbent olarak manyetik silika
mikrokurelerin kullaniimasiyla kesikli sistemde insan genomik DNA izolasyonu igin
kosullar optimize edilmistir. Ardindan manyetik olmayan silika mikrokureler, 300
um i¢c ¢ap ve 40 mm uzunluga sahip kaynasik silika kapiler kolon igerisine
dolgulanmistir. Mikrokolon, surekli mikroekstraksiyon sisteminde insan tam-
kandan genomik DNA izolasyonu agisindan degerlendirilmigtir. Lizat/adsorpsiyon
tampon oraninin etkisi, DNA izolasyonundaki 6rnek miktarinin verimi ve izole
edilen DNA miktari, Uretilmis olan mikroekstraksiyon sisteminde tespit edilmistir.
Her iki sistemin de kullaniimasiyla tam-kandan edinilen insan genomik DNA



ornekleri, zincirleme polimeraz reaksiyonuyla c¢ogaltlmig ve agaroz jel
elektroforezinde kosturulmustur. Sonuglar manyetik silika mikrokurelerinde, silika
mikrokurelerin de sirasiyla kesikli sistem ve surekli mikroekstraksiyon sisteminde
insan kanindan insan genomik DNA izolasyonu i¢in umut verici birer alternatif

sorbent olduklarini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: tam-kan 6rneg@i, DNA izolasyonu, mikrokire, monodispers

silika, manyetik silika, mikroekstraksiyon.



ABSTRACT

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

Sevim Eda OGUT
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 um 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



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.



TESEKKUR

Tez calismast boyunca; bilgisine sonsuz giivendigim, biitiin ¢aligma siirecim boyunca arkamda durduguna inandigim,
engin tecriibelerini benimle paylasan ve bu siiregte beni her zaman dogru yonlendiren degerli bilim insan1 danigman

hocam Prof. Dr. S. Ali Tuncel’e sonsuz minnetlerimi ve tesekkiirlerimi sunarim.

2135140 nolu ‘‘Polimerik Formda Mikro Akiskanlar Dinamigi Tabanli Niikleik Asit Mikro-Ekstraksiyon Platformu
Gelistirilmesi’” adli ve 115M615 nolu ‘‘Fonksiyonel Gruplu Formda Manyetik Silika Mikrokiirelerin Sentezi ve
Biyoteknolojik Uygulama Performanslarinin Belirlenmesi’® adli proje kapsaminda beni destekleyen ve caligmam

boyunca bana burs destegi saglayan TUBITAK ’a tesekkiirlerimi sunarim.

Beni bugiinlere getirirken hicbir beklentisi olmayan, zor zamanlarimda yanimda olduklarini bildigim, kosullar ne olursa
olsun her zaman beni destekleyeceklerine inandigim, sevgilerini hep hissetmek isteyecegim annem Dilek Ogiit’e ve
babam Sakir Ogiit’e tesekkiirlerin en biiyiigiinii bor¢luyum. Bir tanecik abim Cihan Ogiit’e biitiin kahrm ¢ektigi ve her
zaman yanimda oldugunu gosterdigi icin, bir tanecik kiiciik kiz kardesim Merve Ogiit’e bir kardesten 6te her zaman bir
sirdas, arkadas oldugu, her derdimde sanki o ablaymis gibi beni telkin ettigi i¢in tiim kalbimle tesekkiir ederim. Ailemize
cok sonradan katilan fakat ailemizin bir parcasi olan, biitiin ¢ikmazlarimda yol gdstermeye calisan giizel yiirekli bir

tanecik yengem Betiil Ogiit’e, beni bir kardes gibi sahiplendigi i¢in tesekkiir ederim.

Bu siire¢ boyunca bana sonsuz sabir gosteren, sevgisini, giizel kalbini ve tiim bildiklerini sunan, yalnizca bir hoca degil
ayni zamanda ¢ok iyi bir dost olan, bilgisine ve azmine giptayla baktigim canim hocam Cigdem Kip’e; tiim bilgilerini,
sevgilerini, 6zverilerini gosteren diger hocalarim Ozlem Hamaloglu’na ve Aslthan Gékaltun’a; her sorunuma ¢éziim
arayan, bilgisine ¢ok giivendigim ve bana her zaman destek veren hocam Kourosh Salimi’ye; telefonunun susmadigi,
stirekli bir sorunu olan © ama kalbinin iyiligine inandigim Duygu Deniz Usta’ya; laboratuvarimiza sonradan katilan ve
buna ragmen birgok an1 paylagtigim giizel arkadasim Ege Ediz’e; akademik anlamda bana yardimda bulunan ve destek

veren sevgili laboratuvar arkadaslarima;

Zorlu siireglerden gegerken varligi olmasaydi ne yapardim diye diisiindiigiim, iyi giiniimde, k6tii giinlimde hep yanimda
olan, biitlin bu siireci birebir benimle yasayan, paylasan ve tabir-i caizse ¢eken, beraber dopdolu bir g¢alisma siireci
gecirdigim ve Omriimiin sonuna kadar hayatimda olmasini istedigim giizel yiirekli ¢alisma arkadasim Giilgin Giinal
Karatag’a; biitiin suratsizligima ragmen beni seven, sevmeyi basarabilen, her kahrimi her sikintimi senelerdir ¢eken,
hayatimda ¢ok Onemli yeri olan ve varligiyla mutlu oldugum, bir telefonumla imdadima yetisen, ¢ok giizel anilar
paylastigim ve her zaman paylasmak istedigim dostum Altay Koyas’a; son 3 senedir sevgisini, 6zverisini, giizel kalbini
benden hi¢ esirgemeyen, beni her halimle seven, sahiplenen, destekleyen, her kosulda yanimda olmaya galisan, ¢ok
nemrut oldugum anlarda bile beni gilildlirmek i¢in yirtinan, sushilerin krali canimin i¢i oda arkadagim Pelin Deniz’e;
¢oooo0ok uzaklardan bana her an desteklerini, sevgilerini hissettiren, iyi ki hayatimdalar dedigim eski oda arkadaslarim
Elvin Hancr’ya ve Ageyla Ceylan Elmas’a; liseden beri yanimda olan, olmaya c¢alisan, birgok ani paylastigim canim
arkadasim Cansu Sevik’e; beni bu yolda yalniz birakmayan ve birlikte olmaktan ¢ok keyif aldigim arkadaslarim Aykut
Bilir’e, Ebru Tamahkar’a, Gozde Gliglii’ye; her sikintima kosan, adeta bir anne gibi beni sahiplenen, sevgisini hig
esirgemeden gosteren bir tanem, canim boliim sekreterimiz Hatice Abla’ma; kahve vermenin &tesinde, giizel kalbini de

bana agan canim Serpil Abla’ma;

Her ne kadar ge¢ tanismig olsakda, goziimde ¢ok farkli bir degere sahip olan, bana tiim kalbiyle inanan, giivenen,
arkamda duran, beni oldugum gibi kabul eden ve ‘‘varligin yeter’’ diyebilen, varlig: ile bir¢ok seyin c¢oziilmesini
saglayan, sevgisini benden hi¢ sakinmadan paylasan, gelecekte hep var olmasini diledigim yegéane insanlar statiisiine ¢ok

kisa siirede ulasabilen, hayatima anlam katan Utku Tanrivere’ye;

TUM KALBIMLE TESEKKUR EDERIM.
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1. GIRIS
Kan, insanlar ve diger canlilar icin 6nemli olan besin maddelerinin ve oksijenin
tasinimini, bunun yaninda metabolik atiklarin uzaklastiriimasini saglayan hayati
bir sividir. Kan, idrar, beyin omurilik sivisi (BOS) gibi ¢ok sayida biyolojik érnegin
analizini yapilabilmek igin, hizli ve verimliligi yiksek DNA izolasyon metodlarinin

uygulanmasi 6nemli bir yer tagimaktadir.

Biyolojik ~ Orneklerden DNA izolasyonu, molekuler tani yontemlerinin
uygulanabilirli§i agisindan gerekli olan ilk asamadir. Bu amagla polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) tabanl molekiler tekniklerin kullaniimasindan bu yana DNA
izolasyonu igin pek ¢cok metod gelistirilmistir. En yaygin ve geleneksel olarak
kullanilan metodlar igerisinde fenol-kloroform ekstraksiyonu ve etanol
presipitasyonu bulunmaktadir. Ancak bu metodlarda kullanilan toksik maddeler
(fenol) saglk acisindan zararlidir ve inkibasyon basamaklari ¢ok uzun
surmektedir [1-3]. Geligtirilen metodlardan bir digeri silika bazhh ¢ézinmez
partikUllerin kullanimini kapsar ve bu partikiller proteinler ile reaksiyona girerek
DNA’nin saflastiriimasina olanak saglarlar [4]. Biyolojik kaynak olarak kanin
kullanildigi ilk metod anyon degistirici recine kullanilan DNA ekstraksiyonudur. Bu
metod, Walsh ve arkadaslari tarafindan 1991’de tanimlanmistir ve tam-kandan
nakleik asit ekstraksiyonunun gerceklestiriimesi igin geligtirilen diger metodlarda
bu yaklasim baz alinmistir [5]. DNA ekstraksiyon metodlari igerisinde yaygin
olarak kullanilan kati-fazli ekstraksiyon sistemleridir. Burada anyon degistirici
recineler, silika/silika matriks iceren materyaller ve manyetik partikiller nemli rol

oynamaktadir.

Tez kapsaminda yapilan calismalarda ilk olarak monodispers-gézenekli forma
sahip polimerik mikrokureler laboratuvarimizda gelistiriimis olan “cok basamakl
mikrosuspansiyon polimerizasyonu” ile elde edilmistir. Polimerik mikrokurelerin
¢clks materyali olarak kullanimiyla, DNA izolasyon c¢alismalarinda kullaniimak
uzere, manyetik ve normal formda silika bazli sorbentler “¢ok basamakh hidroliz-
kondenzasyon yontemi” ile sentezlenmistir. Calismanin amaci; insan tam-kan
orneginden DNA izolasyonunu ylksek verimle gergeklestirebilecek bir sistem ve
sorbentin gelistirilmesidir. iki farkli sistem iceren tez ¢alismasinda, kesikli sistemde
manyetik 0zellige sahip monodispers-gozenekli formdaki silika mikrokureler, tek
beslemeli mikroekstraksiyon sisteminde ise monodispers-gozenekli forma sahip



silika mikrokureler kullaniimis ve bu sistemlerin tam-kan Oorneginden DNA

izolasyon performansinin belirlenmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tam Kan Yapisi

Kan, plazma adi verilen sivinin igerisinde bulunan, farkh tipte hlcrelerin mevcut
oldugu bir dokudur. Kan doku esas olarak iki tip yapidan olusmaktadir. Bunlardan
ilki kanin igerisinde bulunan hdcrelerin asili oldugu kan plazmasi, digeri ise
plazmada daginik halde bulunan kan hucreleridir. Sekil 2.1’de tam-kan yapisinin

icerigi verilmektedir [6].
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Sekil 2.1. Tam-kan yapisi [6].



2.1.1. Kanin Plazma Yapisi

Kan plazma igeriginin %90’1 sudan olugmaktadir. Bunun yani sira igerisinde kan
elektrolitleri olarak bilinen ve ¢ozinmus halde bulunan inorganik tuzlar, gozunmus
ve ¢Ozunmemis halde bulunan plazma proteinleri mevcuttur. Kan plazmasi
icerisinde vicudun bir boliminden digerine taginan, besin maddeleri, metabolik

atiklar, solunum gazlari ve hormonlar gibi ¢cok sayida madde de bulunmaktadir [6].

2.1.2. Kan Hicreleri

Kan, kemik iliginden kdken almis hayati bir sividir [7]. Kan plazmasi igerisinde asili
halde bulunmakta olan iki tip hiicre vardir, bunlardan ilki oksijen ve karbondioksit
tasinimini  saglayan alyuvarlar (eritrositler) digeri ise savunma iglevi goren
akyuvarlardir (I0kositler). Bunun disinda, uglncu kan hicresi elemani olan
plateletler (trombositler) ise kanin pihtilasmasinda rol oynamaktadir [6]. Kan

hicreleri Sekil 2.2’de gosterilmistir [7, 8].

Alyuvar Platelet Akyuvar

Damar

Sekil 2.2. Kan hacreleri [9].



Alyuvarlar, kan hucresi igerisinde sayilari en fazla olan elemanlardir. Bu hicrelerin
esas gorevleri oksijen ve karbondioksitin tasinimidir. Alyuvarlarda c¢ekirdek
bulunmaz. Bunun sebebi ise demirli bir protein olan hemoglobini daha fazla
miktarda tasiyabilmek igindir. Bunun disinda alyuvarlar mitokondri de icermedikleri

icin ATP sentezini yalnizca anaerobik metabolizma ile gergeklestirirler.

Plateletler, yaklasik olarak 2-3 um ¢apinda bulunan hucrelerdir. Bu hiicrelerde de
ayni alyuvarlarda oldugu gibi ¢ekirdek bulunmaz ve bu hicre pargaciklari, bayuk
hlcrelerdeki sitoplazma pargalarinin kopmasiyla olugsmaktadir. Bu hucreler kan

dolasima girerek kanin pihtilasmasini saglarlar [6].

Akyuvarlarin bes tane ana tipi bulunmaktadir. Bu hicrelerin her biri birbirinden
farkh sekil ve buyudkliktedir. Bu hicrelerden bazilari birka¢ loblu c¢ekirdege
sahipken, bazilar ise buUyuk ve yuvarlak bir c¢ekirdek i¢cermektedirler [10].
Akyuvarlar, pek ¢ok 6zellesmis fonksiyon icin farkhlasmiglardir ve bu hicreler kan
dolasiminda hicre boélinmesine maruz kalmazlar [11]. Bu hicrelerin ortak
gorevleri vicut savunmasini saglamaktir. Monosit, lenfosit, noétrofil, bazofil ve

eozinofil olarak 5 ana gruptan olugmaktadir.

Monosit: Bu hicreler diger alyuvar hlicrelerine gore daha uzun yasam suresine

sahiptirler ve bakterilerin parcalanmasina yardimci olurlar.

Lenfosit: Lenfosit hlcreleri bakterilere, virUslere ve diger olasi zararl istilacilara

karsi savunma icin antibadi olustururlar.

Notrofil: Nétrofiller bakteri ve mantarlari éldururler ve sindirirler. Akyuvar hicreleri
icerisinde en ¢ok tlrd bulunan hicrelerdir ve enfeksiyon aninda ilk savunma

hattini olustururlar.

Bazofil: Bu kiguk hicreler kanda, enfeksiyon ajanlarinin saldirisi aninda, vicutta
alarm olusturmak igin gorunur hale gelirler. Vicut bagisikliginin kontroline yardim
icin kimyasal salgilarlar, érnegin alerjik hastalarin bir isareti olan histamin proteini
gibi.

Eozinofil: Bu hlcreler parazitlere saldirirlar ve oldururler, kanserli hicreleri imha

ederler ve alerjik yanitlara yardimci olurlar [11].



2.2. DNA’nIn Yapisi

1940’larda biyologlar, DNA’nin kimyasal yapisinin sadeliginden dolayi, bu yapinin
genetik materyal oldugunu kabul etmekte zorlanmiglardir. 1950’lerin basinda,
DNA’nin yapisi ilk olarak X 1sin1 kirilnim ¢ézUmlenmesi analiziyle incelenmistir. Bu
teknik, molekdlin u¢ boyutlu atomik yapisinin belirlenmesinde kullaniimaktadir. X
Isint kirinim sonucuna goére DNA; heliks seklinde sarili iki adet polimer iplikten
olusmaktadir [8]. Rosalind Franklin ve Maurice Wilkins’in ¢alismis oldugu X isini
kristallografisi, James Watson ve Francis Crick'in DNA’nin yapisindaki u¢ boyutlu

ve ¢ift sarmal modelini elde etmelerine yardimci olmustur [9, 12, 13].

DNA ya da deoksiribonukleik asit, insanlar ve hemen hemen butin organizmalar
icin kalitsal bir materyaldir. insan viicudunda bulunan neredeyse biitiin hiicreler
ayni DNA'ya sahiptirler. Cogu DNA hucre ¢ekirdeginde yer alir ve bunlara
cekirdeksel DNA denilmektedir ancak az sayida da olsa DNA mitokondri i¢erisinde
de yer almaktadir ve bunlara ise mitokondriyal DNA (mtDNA) denilmektedir. DNA
hakkinda bilgi verebilmek icin dncelikle DNA yapisinda bulunan 4 adet azotlu
bazdan bahsetmek gerekir. Bu bazlar DNA’'da bulunan kodlari olusturmaktadir. 4
azotlu baz DNA’da adenin, timin, sitozin ve guanin seklinde adlandiriimaktadir.
insan DNA’si 3 milyar baz ciftinden meydana gelmektedir. DNA bazlari birbirleri ile
eslesmektedir, adenin ile timin, guanin ile sitozin ve bunlara tamamlayici
(komplementer) baz cifti denilmektedir. Bu egslesme hidrojen bagi ile meydana
gelmektedir. Hidrojen bagi ile yapilan baz eglesmeleri DNA yapisina kimyasal
dayaniklihk saglamaktadir. Azotlu bazlar 9 atomlu iki halkali purinler, adenin-
guanin, 6 atomlu tek halkah piridinler, sitozin-timin-urasil, olmak Uzere iki ¢eside
ayrilmaktadir. Her bir azotlu baz ayni zamanda bir seker molekuline ve bir fosfat
molekuline baghdir. Seker, baz ve fosfatin birlikte olusturdugu yapiya nikleotid
adi verilmektedir. Purinler, pirimidinler ve nukleotidlerin kimyasal yapisi Sekil

2.3'de gosterilmistir.

DNA'da bulunan seker yapisi 5 karbon atomu (pentoz sekeri) igerir ve
deoksiribonlkleik asit adini yapisinda bulunan sekerden yani deoksiribozdan
almistir. Azotlu baz, sekerin C-1’ atomuna kimyasal bag ile baglanmaktadir.
Nukleotidlerde bulunan fosfat grubu ise sekere C-2’, C-3' ya da C-5 atomu
uzerinden baglanir. Nukleotidler iki uzun sarmal boyunca duzenli bir halde

bulunmaktadir. Birden fazla nikleotidin yani polintkleotidin olusmasi igin fosfat



grubu ile seker grubu arasinda fosfodiester bagi meydana gelir. Olusan
fosfodiester bagi DNA'nin ve RNA’nin kovalent iskelet yapisini olugsturmaktadirlar.
Tekrarlanan fosfodiester baglari polintkleotid zincirinde ki seker-fosfat
omurgasinin meydana gelmesini saglar, bu yapi ise DNA'nin dizenli zincirini
olusturur. Polinukleotid zincirinde bulunan bazlarin siralanmasi ise seker-fosfat
omurgasinin aksine duzensiz bir yapiya sahiptir. Dluzensiz sekilde yerlesmis olan
azotlu bazlarin olusturdugu uzun yapi DNA’nin bilgi igeriginin temelidir.
Fosfodiester baglari DNA zincirinde ki polariteyi saglamaktadir. DNA zinciri, bir
ucunda 5 fosfat ya da 5’ hidroksil yapisina, diger ucunda ise 3’ fosfat ya da 3’
hidroksil yapisina sahiptir. DNA zinciri bir ucu & ucundan 3’ ucuna dogru

uzanirken, diger ucu ise 3’ ucundan 5’ ucuna dogru uzanmaktadir [9, 13-16].
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Sekil 2.3. Nukleotidlerin kimyasal yapisi [12].
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Sekil 2.4. DNA'da baz eslesmesi [12].

1953’den bu yana bilim adamlari Watson-Crick modelinde bazi kiigik degisiklikler

yapmiglardir ve bu modeli 7 esas Ozellik altinda agiklamiglardir. Bu 6zellikler:

1. DNA cift sarmal yapisindadir ve bu iki sarmal birbirlerine hidrojen bagi ile

baglanmaktadir.

2. Cogu DNA cift sarmali bir merkez eksen etrafinda kivrilarak sag-el ikili sarmal

yapisini olusturur.

3. Sarmalin tam bir dénusunde, her bir zincir igin, 10 baz yer alir ve bu tam dénus
3.4 A (0.34nm)drr.

4. Zincir Uzerinde bulunan bazlar duzlemseldir ve bu duzlemler eksene dik bir
sekilde konumlanmistir. Azotlu bazlar, her baz arasinda 3.4 A (0.34 nm) mesafe

olacak sekilde, sarmalin i¢ine dizilmiglerdir.
5. Molekul ekseni Uzerinde sira ile major oluklar ve minor oluklar yer almaktadir.

6. ki zincir birbirine antiparaleldir. Zincirin biri 5° ugtan bagslarken, karsi zincir 3’

ucundan baslamaktadir.

7. Sarmal 20 A (2nm) capa sahiptir [6].



2.3. Tam-Kan Orneginden DNA izolasyonu

DNA, 1869 yilinda isvigreli bilim adami Friedrich Miescher tarafindan akyuvarlarin
cekirdeginden yeni bir madde olarak izole edilmigtir. Baglangigta akyuvarlari
olusturan ve hucrenin sitoplazmasindaki ana bilesenleri gosteren farkli bir protein
tipi oldugu konusunda yogunlasmistir. Yaptigi testler suresince asit ilave
edildiginde ve ¢ozuldugu zaman tekrar alkali ilave ettiginde ¢ozeltide ¢cokmus bir
madde oldugunun farkina varmistir. Bu calismada ilk defa, islenmemis coOkelti
halindeki DNA’y1 elde etmigtir. Miescher yeni bir protokol gelistirerek
sitoplazmadan hucrelerin ¢ekirdeklerini ayirmig ve daha sonra DNA'yi izole
etmistir. Ancak protokol, daha fazla analiz yapmak igin, yeterli malzeme elde
etmede basarisiz olmustur. Miescher, fazla miktarda saflastiriimis cekirdeklerin
eldesi icin ikinci bir protokol gelistirmis ve daha sonra dgrencisi Richard Altman

izole edilen yapiya nukleik asit ismini vermistir [9, 15, 17-21].

DNA ekstraksiyonu icin ilk laboratuvar prosedurleri, yogunluk gradientli
santrifigasyon stratejileri ile gelistiriimistir. Meselson ve Stahl 1958 yilinda bu
metodu kullanarak, DNA’nin yari korumali (semiconservative) replikasyonunu ispat

etmislerdir [15].

Genelde, basarih bir nukleik asit saflastirmasi icin gereken 4 énemli adim vardir:
1) dokularin ya da hucrelerin ise yarar bir halde pargalanmasi, 2) nikleoprotein
kompleks yapisinin denatlrasyonu, 3) nukleazin (nukleik asitlerin pargalanmasini
saglayan enzim) inaktivasyonu, 4) kontaminasyonun (kirliligin) uzaklagtiriimasi.
Codu bilimsel arastirmada izole edilmis nikleik asidin safligi dogrudan sonucu
etkilemektedir [19, 22].

DNA ekstraksiyonu i¢in kullanilan metodlar ikiye ayrilmaktadir: solisyon (sivi-
¢Ozelti) bazli DNA ekstraksiyon metodlari ve kati fazli DNA ekstraksiyon metodlari
[18].

2.3.1. Gozelti Bazli DNA Ekstraksiyon Metodlari

Cozelti bazli DNA ekstraksiyon metodunun genel olarak iki yaklasimi
bulunmaktadir. Bunlardan ilki organik ¢ozuculer aracigiyla DNA ekstraksiyonu,
ikincisi ise salting-out (tuzla gokelme) yontemi ile DNA ekstraksiyonudur.



2.3.1.1. Organik Coziiculer Aracigiyla DNA Ekstraksiyonu

Burada bahsedilecek olan yéntem baslica birkag basamaktan olusur: 1)
Deterjan/kaotropik igeren solusyonlar [sodyum lauril stlfat (SLS) ya da N-lauril
sarkosinat] eklenerek hucrelerin  parcalanmasi, 2) DNaz ve RNaZzlarin
inaktivasyonu, 3) DNA’'nin RNA (ribonukleik asit), protein ve lipidleri kaldirirak
saflastirimasi, 4) Ekstrakte edilen nlkleik asidin tekrar slspansiyon haline
getirilmesi [19, 20, 23].

Bu metod ilk olarak 1977’de Ullrich ve arkadaslarn tarafindan, RNA ekstraksiyon
tekniginde olan guanidyum izotiyosiyanat ile plazmid DNA'nin izole edilmesinde
kullaniimistir [24]. Daha sonra Chirgwin ve arkadaslari tarafindan 1979'da
geligtiriimistir. Bu metodda guanidyum tiyosiyanat kullanimina ihtiya¢ duyulmus ve
uzun slUren santrifijleme islemi sezyum klorir tamponu aracihgiyla
gerceklestiriimistir  [25]. Chomczynski and Sacchi tarafindan 1987 yilinda
geligtirilen basarili  protokol ise; guanidyum tiyosiyanat-fenol-kloroformun
kullanildigi ve daha kisa suren santrifij isleminin oldugu RNA ekstraksiyon
metodudur [26]. Son kullanilan RNA ekstraksiyon metodu, RNA, DNA ve
proteinlerin izole edilmesinde kullaniimistir ancak DNA ekstraksiyonu igin, RNaz
aktivitesinin tam anlamiyla inhibe edilemedigi guanidyum tiyosiyanat-fenol-
kloroform ¢ozeltisinin yerine izoamil alkol-fenol-kloroform c¢ozeltisi kullaniimistir
[23].

DNA, sodyum asetat-etanol ya da izopropanol (2:1 veya 1:1 oranlarinda) gibi
yuksek tuz derisimine sahip organik solventler eklendikten sonra santrifiijleme
islemi ile c¢oktlralmagstir. %70 etanol eklenerek ¢ozeltide bulunan fazla tuz
uzaklastiriimis ve tekrar santrifij edilerek DNA pelleti toplanmistir. Toplanan DNA
pelleti, TE (10 mM Tris; 1 mM EDTA pH 8.0) tamponu ya da streril distile su ile
tekrar kullanilabilir hale getirilmistir [20, 27].

Fenol-kloroform yUksek derecede korozif, yanici ve toksik malzemelerdir.
Gulvenligin artirlmasi, protokollerin kolaylastiriimasi ve kullanilan g¢ézuculer ile
olan fiziksel temasin dnlenmesi amaciyla belirli protokoller tanitilmigtir. Tanitilan
protokoller, silika jel polimerinin dahil edilmesini veya benzil alkol gibi farkli

¢Ozuculerin kullanimini igermektedir [28, 29].
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2.3.1.2. Salting-out (Tuzla Gokelme) Yontemi ile DNA Ekstraksiyonu

1988'de Miller ve arkadaglar tarafindan yayinlanan protokolde, ylksek tuz
konsantrasyonunda protein cokelmesi yoluyla  DNA  saflastiriimasi
gerceklestiriimistir [30]. Geleneksel protokol ilk basta SLS (sodyum lauril sulfat)-
proteinaz K ile hucrenin bozulmasini ve pargalanmasini igermektedir. Bu protokol
yuksek konsantrasyonlu tuzlarin, genellikle 6 M sodyum klorur, eklenmesi ile
devam etmektedir. Olusturulan karisim santriflj edilir, proteinler alt katmana
¢okturulur ve Ust kisimda kalan DNA supernatanti yeni bir tipe alinir. DNA daha
sonra etanol veya izopropanol kullanilarak ¢okeltilir [20, 30-32]. Fakat proteinaz
K’'nin kullanimi, diger solusyon bazli yaklasimlarda kullanilan reaktiflere kiyasla
daha pahali ve zaman alicidir. Bu nedenle DNA'dan proteinlerin uzaklastiriimasi

icin alternatif reaktifler bulunmaya calisiimigtir [33-36].

1991°de Lahiri and Nurnberger, organik solventlerin kullanimini ve proteinaz-K ile
olan uzun inkibasyon surecini ortadan kaldiracak, DNA ekstraksiyon protokolu
gelistirmiglerdir. Bu protokolde kan hicrelerini pargalamak igin Nonidet TM P-40
(NP-40; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), kontaminantlari (kirlilikleri) inaktive
etmek ve wuzaklastirmak icin %10 SLS-yUksek derigimli tuz tamponlar
kullaniimigtir [33].

2005 yihnda Nasiri ve arkadaslar tarafindan yayinlanan protokolde ise proteinaz-

K yerine deterjan kullanilmigtir [37].

2.3.2. Kati-Fazli DNA Ekstraksiyon Metodlan

Ik olarak 1989’da McCormick tarafindan, kan drnekleri kullanilarak kati fazli DNA
ekstraksiyon metodu tanimlanmistir. Bu yodntemde silika bazli partikiller
kullanilmis ve partikuller proteinler ile de etkileserek DNA'nin saflastiriimasina
olanak saglamistir [4]. Bu metoddan itibaren kati/sivi DNA ekstraksiyonlarinda
kullaniimak Uzere farkli prosedurler gelistiriimis ve bunlarin gogu ticari olarak temin

edilebilir ekstraksiyon kiti formuna dénusttralmastur.

Yoéntemlerin ¢ogunda hicre pargalanmasini saglamak icin benzer adimlar
izlenmektedir. Takiben, DNA’nin adsorpsiyonu, adsorbe DNA’nin yilkanmasi ve en
son yapilan elusyon islemleri uygulanmaktadir. Cogu kati faz tekniginde nukleik

asitlerin merkezka¢ kuvveti varliinda sorbente baglanmasi igin spin kolonlar
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kullanihr. Spin kolonlar, silika matrisleri, cam partikulleri ya da tozu, ince silisli
toprak ya da anyon degistirici tasiyicilardan yapilir ve genellikle bu bilegiklerin
gereken kimyasal forma ddnebilmesi icin spesifik pH degerine sahip tampon
gozeltilerin kullanilmasina ihtiyag duyulur. Daha once uygun liziz tamponlariyla
parcalanan kan hucreleri kolona yuklenir ve santrifij edilir. Burada DNA, baglama
¢Ozeltilerinin (binding solution) sagladigi tuz derigiminin kosullari ve pH’In
yardimiyla sorbente baglanir. Bazi proteinler ve diger biyokimyasal bilesenlerde
sorbente baglanabilmektedir. Bu bilesenler ise daha sonra kompetitif faktorler
iceren ylkama tamponlari kullanilarak uzaklastirilir. 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 Degistirici Regine Bazli DNA Ekstraksiyonu

Anyon degistirici recine olarak adlandirilan pozitif yukli kimyasal maddelerin,
negatif yUkli nUkleik asit, kontaminant ya da enzimlere, 6rnegin nukleazlar,
baglanma 0ozelligi bulunmaktadir. Bu maddeler, kan oOrneklerinden DNA
ekstrasyonu protokollerinin bir kisminda kullaniimaktadir [39]. Biyolojik kaynak
olarak kanin kullanildig! ilk protokol Walsh ve arkadaglar tarafindan 1991°de
tanimlanmistir [5]. Tam-kandan nikleik asit ekstraksiyonunun gerceklestiriimesi
icin diger protokollerde bu yaklasim baz alinmistir. Bu protokollerde diisik 6rnek
hacmi (1ml'den az kan) gerekmektedir. Genellikle bu protokolde tek tip
reaksiyonu uygulanmistir. Tek tlp reaksiyonu farkh adimlar ve reaktifler
icermektedir. Kan ornekleri proteinaz-K kullanilarak ve/veya yuksek sicaklikta
inkUbasyon ile pargalanabilir. Ortamda bulunan kontaminantlarin ise Chelex® 100
recine (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) denilen stiren-divinilbenzen
kopolimerlerinden yapilmis bir sorbent ile c¢Okturtlerek uzaklastiriimasi
saglanmistir. Bu islemler sonucunda supernatant igerisinde tek zincirli DNA elde
edilmigtir [5, 40, 41].

Seligson ve arkadaglari tam kan orneklerini kapsayan c¢esitli kaynaklardan nukleik
asit izole etmek i¢in yontemlerinde anyon degistirici sorbentler kullanmiglardir [42].
Bu protokolde, negatif yuklu fosfat omurgasina sahip DNA’'nin baglanmasi igin

pozitif yuklu dietilaminoetil seliloz gruplarinin yluzeyde oldugu rezini igeren
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kolonlar kullaniimigtir. DNA'nin  kolona RNA ve Kkirliliklerden daha kuvvetli
baglanabilmesi, nukleik asit protokollerinde kullanilan tamponlarin pH kosullarinin
ve tuz konsantrasyonlarinin degistiriimesiyle saglanmaktadir. RNA ve protein gibi

kirlilikler, DNA iceren kolondan, tuz tampon ortami ile yikanabilmektedir [19, 42].

2.3.2.2. Silika Matriks Bazli DNA Ekstraksiyon Metodlari

Pozitif yukli olan silika matriksler, negatif yukli olan DNA iskeletine karsi yluksek
bir affiniteye sahiptirler. YUksek tuz kosullarinda ve yuksek pH'da sodyum
katyonlar kullanilarak DNA'nin fosfat iskeletinde bulunan negatif yikli oksijen ile
siki bir baglanti gerceklestiriimigtir. Kontaminantlar, ardigik yikama basamaklari ile
uzaklastiriir ve bu iglem, TE tamponu ya da distile su kullanilarak, dusuk iyonik
kuvvet altinda (pH>7) DNA yikamasi ile devam eder. Ticari olarak kullanilan kitler,
silika bazl yaklasim ile Uretilmigtir. Kit protokollerinde, kan érnekleri birka¢ dakika
boyunca liziz tamponuyla inkiibe edilir. Cogu protokol, minimum kontaminasyon ile
yuksek verimde DNA uretmek icin yaklagik olarak 40 dakika ile 1 saat arasinda
degisen surelerde tamamlanir [19, 20, 38]. Diyatomlu toprak olarak da bilinen
yuksek miktarda silika igceren maddeler DNA saflagtirlmasi amaciyla
kullaniimaktadir. Bu yéntem ilk olarak Boom ve arkadaslari tarafindan 1990°'da
tanimlanmistir. Kaotropik ajan iceren ortamda bulunan DNA, silika matrikse
baglanmaktadir. Bu iglemin devami olarak yikama islemi i¢in alkol igeren tampon
ortami, son olarak DNA’nin ayristirimasi amaciyla dusuk konsantrasyonlu tuz

tamponu ya da steril distile su kullanilr [43].

2.3.2.3. Manyetik Partikiller Araciligiyla DNA Ekstraksiyonu

Manyetik ayirma kullanilarak nukleik asit ekstraksiyon teknigi 1990’ yillarin
basindan beri geligtiriimektedir. Bu yontem ilk olarak 1994'de Hawkins ve
arkadaslar tarafindan, bakteriyel hicre lizatlarindan plazmid DNA eldesinde
kullaniimistir  [44]. 2006'da Saiyed ve arkadaslari tarafindan, manyetik
nanopartikiller kullanilarak, tam kan orneklerinden genomik DNA ekstraksiyonu
protokollu geligtirilmistir. Manyetik partikuller bir veya birden fazla manyetik
cekirdekten meydana gelmektedir. Bu yapilar terminal fonksiyonel gruba sahip
polimer, silika ya da hidroksiapatit matrise manyetit (Fe3O4) ya da maghemit

(gama Fe;03) kaplanarak olusturulur. Saiyed ve arkadaslarinin olusturdugu
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protokolde 30 ul tam-kan, esit hacme sahip %71’lik (w/v) SLS solusyonu ile
kanistinlir. Karnigtinlmis tap iki ya da Ug¢ defa altust edilir ve 1 dakika boyunca oda
sicakhginda inkibe edilir. Karisima ilk olarak 10 ul manyetik partikil daha sonra
75 pl (1.25 M sodyum klortr ve %10’luk polietilen glikol 6000) baglama tamponu
eklenir. Manyetik partikul ve tamponun eklendigi karigim altust edildikten sonra 3
dakika oda sicakhiginda bekletilir. Manyetik pelet kismi digardan uygulanan bir
magnet yardimiyla sabitlenir ve supernatant uzaklastirilir. Tpte bulunan manyetik
pelet kismi %70’lik etanol ile yikandiktan sonra kurumaya birakilir. Kuruyan pelet
tekrar 50 ul TE tamponuyla muamele edilir ve DNA’ya baglanan manyetik

partikuller, strekli galkalama ile 65°C’de inklbe edilerek ayristirilir [45, 46].
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3. MATERYAL ve METOD

Tez kapsaminda yapilan c¢alismalar, silika bazli sorbentlerin sentezini, farkl
sorbentler kullanilarak insan tam-kan 6rneginden DNA izolasyonunun kesikli ve
surekli sistemlerdeki performansini icermektedir. Monodispers silika mikrokUrelerin
ve manyetik silika mikrokurelerin boy dagihmi ve ylzey morfolojisi taramali
elektron mikroskobu ile belirlenmigtir. Her iki mikrokire tlranun gozeneklilik
Ozellikleri azot adsorpsiyon/desorpsiyon yontemi ile belirlenmigtir. Manyetik silika
mikrokurelerin, manyetizasyon davranigi ise Titresimli Ornek Manyetometresi ile

tayin edilmigtir.

insan tam-kan 6rneginden DNA izolasyonu galismalarinda, kesikli sistemde
manyetik Ozellige sahip monodispers silika mikrokureler, surekli sistemde ise
monodispers silika mikrokureler kullaniimigtir. Kesikli sistemde yapilmig olan DNA
izolasyonu calismalari kapsaminda ilk olarak tampon ortaminda insan genomik
DNA’si  kullaniimis ve temel degiskenlere bakilmistir. Temel degiskenler
belirlendikten sonra, insan tam-kan o&rnegi kullanilarak DNA izolasyon
calismalarina baslanmistir. Sirekli sistem ¢alismalarinda monodispers silika
mikrokureler kapiler kolona dolgulanmis ve insan tam-kan 6rneginden DNA
izolasyonu gercgeklestiriimigtir. Yapilan c¢alismalar tez igeriginde daha detayh

olarak anlatiimaktadir.

3.1. insan Tam-Kan Orneginden DNA izolasyonunda Kullanilacak
Sorbentlerin Sentezi

3.1.1.Materyal

Monodispers-gézenekli forma sahip silika mikrokirelerin eldesi igin gerekli olan
cikis lateksinde monomer olarak kullanilan, glisidil metakrilat (GMA) ve metakrilik
asit (MAA) Sigma-Aldrich Co., AB.D.’den temin edilmis ve alindigi sekilde
polimerizasyonda kullaniimigtir. Polimerik mikrokire sentezi igin ¢apraz baglayici
olarak etilen dimetakrilat (EDMA) ayni sekilde Sigma-Aldrich Co., A.B.D."den temin
edilmistir. Tetraetoksisilan (TEQOS), tetrabutilamonyum iyodat (TBAI), izopropanol
(Iso-PrOH), setiltrimetilamonyum bromur (CTAB), poli(vinil pirolidon) (PVP K-30,
ortalama molekal agirligi: 40.000 Da), poli(vinil alkol) (PVA, ortalama molekil
agirhgi: 85.000-146.000 Da, Hidroliz derecesi: % 89) ve sodyum lauril sulfat (SLS)
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yine ayni firmadan alinmistir. Etil benzen (EB) ve etanol (Et-OH) diluent olarak,
tetrahidrofuran (THF) ise ¢ozlcu olarak kullaniimis ve Riedel De Haen (Almanya)
firmasindan alinmistir. 2,2’-azobisizobutironitril (AIBN) ve benzoil peroksit (BPO)
polimerizasyon igleminde baslatici olarak kullaniimig ve Across Organics
(ingiltere) firmasindan alinmistir. 2,2’-azobisizobditironitril (AIBN) polimerizasyon
isleminden 6nce metanol ile etkilestiriimistir. Manyetik monodispers silika
mikrokirelerin eldesi icin demir (I11) kloriir heksahidrat (FeCls.6H,0, Fe*®) ve demir
(1) Klorir terahidrat (FeCl,.4H,0O, Fe*?) tuzlari kullaniimis ve Sigma-Aldrich Co.,
A.B.D.’den temin edilmisgtir.

3.1.2. Cikis Lateksi Olarak Kullanilacak Poli(glisidil metakrilat), poli(GMA)
Mikrokirelerin Sentezi

Poli(glisidil metakrilat), poli(GMA) lateks partikiller, monodispers-gézenekli silika
mikroklrelerin ¢ikis materyali olarak kullanilan poli(metakrilik asit-co-etilen
dimetakrilat), poli(MAA-co-EDMA) mikrokurelerin eldesi igin sentezlenmistir.
Monodispers formda olan poli(GMA) lateks partikullerin eldesi icin dispersiyon
polimerizasyonu yontemi uygulanmistir. Polimerizasyon iglemi i¢in, mutlak etanol
(30 ml) sizdirmaz cam Pyrex® reaktor igerisine konulmus, PVP K-30 (0.45 g) ve
GMA (3 ml) etanolde ¢ozunduralmuagtur. Baslatici olarak kullanilan AIBN (0.28 g),
hazirlanmis olan ¢ozelti icerisine eklenmis ve 1 dakika slre boyunca ultrasonik
banyoda (Elma LC 30, Germany) ¢ézinmesi saglanmistir. Cam reaktoér, sicaklik
kontrolli calkalamali su banyosu (Memmert, Germany) icerisine yerlestirildikten
sonra, polimerizasyon iglemi igin, 70°C’ye ayarlanmistir. Yaklasik olarak 40
dakikada istenilen sicakliga ulasilmis ve cam reaktor igerisinde hazirlanmis olan
¢Ozelti calkalamali su banyosunda 24 saat boyunca, dakikada 120 vuru ile (120
cpm) karnistinimistir. Polimerizasyon iglemi sonlandidinda, cam reaktérin oda
sicakliginda sogumasi beklenmistir. Elde edilen poli(GMA) lateks partikiller,
ardigik yikama iglemine tabii tutulmustur. Yikama asamasinda partikullere
oncelikle etanol daha sonra distile-deiyonize su ile santrifijleme-dekantasyon
(Hettich Universal 320 R, Germany) islemi uygulanmistir. Santrifijlenen poli(GMA)
lateks partiklller son basamakta distile-deiyonize su ile ultrasonik banyoda
dagitilmistir. Sulu dispersiyon ortaminda bulunan lateks partikullerin derigimleri

gravimetrik yontem uygulanarak belirlenmistir.
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3.1.3. Kalip Materyal Olarak Kullanilacak Monodispers-Go6zenekli Formda
Polimerik Mikrokurelerin Sentezi

Monodispers-gozenekli forma sahip polimerik mikrokdreler, laboratuvarimizda
geligtiriimis olan “cok basamakli mikrosuspansiyon polimerizasyonu” yontemi ile
elde edilmektedir. Yontem asagida detayli olarak anlatiimaktadir. ilk olarak 50 ml
%0.25 SLS iceren sulu ortama, gézenek yapici olan EB (3.5 ml) eklenerek 5
dakika boyunca ultrasonikasyon (200 W) islemine maruz birakilmigtir. Bu islem
sayesinde gozenek yapici solventin mikron boyutlu damlaciklar halinde dagiimasi
saglanmistir. Sonu¢ ortamina c¢ikis lateksi olarak elde edilmis poli(GMA)
mikrokureler (0.3 g) eklenmis, 1 dakika sire boyunca ultrasonikasyon iglemi
uygulanmigtir. Gézenek yapici solvent ile poli(GMA) lateks partikullerin denge
sisme deg@erine ulagsmasi icin, 24 saat boyunca oda sicakhgdinda (25 °C) manyetik
karistirici (IKA RO 10, Germany) yardimiyla karigtiriimistir. Devam eden surecte,
%0.25 SLS igeren 50 ml distile su icine, fonksiyonel monomer olarak MAA (2 ml),
capraz baglayici olarak EDMA (4 ml) ve baslatici olarak ise BPO (0.25 @)
eklenmistir. Bu ortama 5 dakika boyunca ultrasonikasyon islemi uygulanmistir.
Kullaniimig olan fonksiyonel monomer (MAA) ve capraz baglayici (EDMA) Sekil
3.1’ de verilmektedir. Elde edilen emdilsiyon, bir dnceki basamakta denge sisme
degerine ulasmis poli(GMA) partikillerini iceren dispersiyona eklenerek, 24 saat
boyunca oda sicakliginda (25 °C) manyetik karistirici yardimiyla karigtiriimigtir.
Son 24 saatlik slrecin ardindan ilk basamakta hazirlanmis olan ve stabilizator
olarak kullanilan 10 ml distile su igerisinde ¢ozundurulmig PVA (0.8 g) c¢ozeltisi
ortama eklenmistir. Sonugta elde edilmis olan dispersiyon 300 ml'lik cam Pyrex®
reaktor igerisine alinmis ve c¢alkalamali su banyosunda 80 °C’da, 150 cpm hizda
24 saat boyunca karnstiriimistir. Polimerizasyon islemi tamamlandiktan sonra,
ortam oda sicakliginda sogutulmustur. Polimerizasyona dahil olmayan monomer
ve gbzenek yapici solventlerin uzaklastiriimasi igin, santrifijleme-dekantasyon
yontemi kullanilarak, 3 kez teknik etanol ile yikanmistir. Ortam, yilkama igleminden
sonra 2 kez oda sicakliginda THF ile ekstrakte edilmis ve tekrar 3 kez etanol ile
santrifijleme-dekantasyon iglemi uygulanarak yikanmistir. Son olarak elde edilen
poli(MAA-co-EDMA) mikrokureler etanol igerisine alinarak dispers edilmigtir.
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Sekil 3.1. Mikrokure sentezinde kullanilan monomer (A) metakrilik asit (MAA) ve

capraz baglayici (B) etilen dimetakrilat (EDMA).

3.1.4. Kalip Materyal Kullanilarak Monodispers-Go6zenekli Silika Mikroklre
Eldesi

Monodispers silika mikroklre eldesi igin, “gcok basamakli hidroliz-kondenzasyon

yontemi”  kullanilmistir.  Yontemde ¢cok basamakli  mikrosuspansiyon
polimerizasyonu” ile elde edilen poli(MAA-co-EDMA) partikulleri kalip materyal
olarak kullaniimistir. ilk olarak, Iso-PrOH (50 ml) ve distile su (5 ml) iceren ortamda
TBAI (0.25 g) c¢ozinduralmustar. Coézunme islemi saglandiktan sonra, ortama
amonyum hidroksit (0.25 ml) eklenmistir. Amonyum hidroksit eklenmesinin
ardindan kalip materyal olarak kullanilacak olan poli(MAA-co-EDMA) partikullerin
ultrasonikasyon yoluyla dispers edilmesi saglanmigtir. Elde edilen ortam, 1 saat
boyunca oda sicakhiginda manyetik karistiricida 400 rpm’de karigtiriimistir. 1
saatlik stire sona erdiginde karismaya devam etmekte olan ortam icerisine %25
TEOS igeren Iso-PrOH-TEOS (5 ml) ¢ozeltisi eklenmistir. Bu islem sonunda,
Isiticih manyetik karigtirici 30°C’ye ayarlanmis ve elde edilen son ortam isitilici
manyetik karistiricida 400 rpm hizla 24 saat boyunca karigtirlmigtir. 24 saat
sonunda olugsan kompozit partikiller, santrifijleme-dekantasyon yoluyla, 2 kez Iso-
PrOH ve 2 kez distile su ile yikanmistir. Yikanan silika-polimer kompozit
mikropartiklller santrifljlenmis ve Uzerindeki sipernatant kismi uzaklastiriimistir.
Mikropartikiller, 70°C’lik etiivde 24 saat boyunca kurumaya birakilmistir. Son
basamak olarak, kompozit mikropartikillere 450°C’de, hava ortaminda 6 saat
boyunca kalsinasyon iglemi gercgeklestiriimistir. Bu islemde polimerik kismin
uzaklastirilmasi saglanmis ve bdylece monodispers-gozenekli forma sahip silika

mikrokureler elde edilmigtir.
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P masy/epma P mayEDMA Polimer/SiO, Gozenekli Si0,
mikroktreler mikrokiireler
® P \ianeDMA ® SiO, mikrokureler

Sekil 3.2. Monodispers silika mikrokurelerin sentez semasi.

3.1.5. Manyetik Ozellige Sahip Monodispers-Gozenekli Silika Mikrokiirelerin
Sentezi

Manyetik 6zellige sahip monodispers-gozenekli silika mikrokure eldesi icinde, “cok
basamakli hidroliz-kondenzasyon yontemi” kullaniimistir. Monodispers-gézenekli
formdaki silika mikrokUrelerin eldesi i¢in kalip materyal olarak kullaniimis olan
poli(MAA-co-EDMA) partikulleri, manyetik 6zellie sahip silika mikrokUreler iginde
kullanilmaktadir. Bu agsamada ilk olarak, poli(MAA-co-EDMA) partikillerinin
manyetizasyon iglemi gerceklestiriimistir. Manyetizasyon igleminde, ikili ¢oktirme
yontemi kullanilarak absorbe Fe™ ve Fe* iyonlarinin mikrokireler icerisine
immobilize edilmis Fe3zO4 nanopartikil formuna donustirilmesi saglanmistir.
Burada kullanilan Fe*? ve Fe* iyonlari, mikrokureler Uzerinde bulunan karboksil
gruplariyla kompleks olusum gerceklestirmigtir. Burada gergeklesen kompleks
olusumda, Fe*? ve Fe*® iyonlari mikrokiireler (izerine adsorplanmistir. Sulu ortama
(50 ml) uygun derisimdeki demir (I11) klortr hekzahidrat (0.27 g) ve demir (ll) klortr
tetrahidrat (0.4 g) iceren, poli(MAA-co-EDMA) mikrokureler (0.7 g) eklenmigtir.
Elde edilen ortam, oda sicakliginda 5 dakika boyunca isiticili manyetik karigtirici
yardimiyla N varliginda kanstirnilmistir.  Ortamda  bulunan  oksijenin
uzaklagtirilmasi ve demir iyonlarinin mikropartikuller igerisine adsorplanmasi igin
10 dakika boyunca vakumlanmigtir. Isiticii manyetik karigtiricinin  sicakligi
85°C’ye yukseltilmis ve istenilen sicakliga ulaginca ortam igerisine uygun hacimde
derisik amonyak (50 ml) eklenmistir. Derigsik amonyak, ortamda bulunan
mikrokUrelerin gozenekli yapisi igerisindeki demir tuzlar indirgeyerek, Fe;O4

nanopartikil haline gelmesini saglamaktadir. Amonyak eklenmesinin ardindan
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ortam 1 saat boyunca 85°C’de karistiriimistir ve slirecin sonunda oda sicakliginda
sogutulmustur. Manyetik 6zellige sahip olan mikrokureler miknatis yardimiyla izole
edilmis ve 3 kez distile su ile yikanmigtir. Yikanan mikrokureler son basamakta

distile su icerisinde dagitiimistir.

Elde edilen manyetik 0zellige sahip poli(MAA-co-EDMA) mikrokulrelere,
monodispers-gozenekli forma sahip silika mikrokurelerin  eldesinde olan
prosedurun aynisi uygulanmistir. Burada, manyetik 6zellige sahip monodispers-
g6zenekli forma sahip silika mikroklreleri elde ederken, yalnizca yikama iglemi
miknatis yardimiyla yapilmaktadir. Elde edilen manyetik 0Ozellige sahip
mikrokdreler, yukarida anlatildigi gibi, 70°C’de 24 saat boyunca etlivde kurumaya
birakilmis ve ardindan 450°C’de 6 saat boyunca kalsine edilmistir. Kalsinasyon
islemi sayesinde polimerik kismin uzaklastirildigi manyetik 6zellige sahip

mikrokureler distile su icerisinde dagitiimigtir.

3.2. Silika Bazl Mikrokirelerin Karakterizasyonu

3.2.1. Gézenek Boyutu ve Ozgiil Yiizey Alani Tayini

Elde edilen mikrokirelerin gbézenek boyutu ve o6zgul ylzey alani tayini
laboratuvarimizda mevcut Quantochrome, Nova 2200e Ylzey Alani ve Gdzenek
Boyutu Olglim Cihazi ile azot adsorpsiyon-desorpsiyon yéntemi kullanilarak
belirlenmistir. Bu islemde ilk olarak mikrokireler 24 saat boyunca 80°C’de
kurutulmustur. Yapilan iglemin ardindan yaklasik olarak 0.05 g olan mikrokureler
cihazdaki Ornek hicresine yerlestiriimis ve 6 saat boyunca 250°C'de
vakumlanmigtir, bu sayede mikrokureler Uzerinde kalan nem uzaklastiriimistir.
Olglim islemi sivi azot igerisine yerlestirilen drnek haznesinde yapilmaktadir.
Cihazin Olguim prensibi mikrokureler Gzerinden gegirilen azot gazinin partikuller
Uzerine adsorplanmasi ve adsorplanan miktarin azotun buhar basincindan
yararlanarak hesaplanmasi temeline dayanmaktadir. Azot
adsorpsiyon/desorpsiyon izotermleri Brunauer-Emmett-Teller (BET) modeline goére

degerlendirilmis ve boylece 6zgul ylzey alani tayin edilmigtir.
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3.2.2. Taramali Elektron Mikroskobu

Sentezi gercgeklestiriimis olan mikrokdrelerin ortalama boy ve boy dagilimi ile
yuzey morfolojileri taramali elektron mikroskobu (Scanning electron microscope,
SEM) (FEI, Quanta 200 FEG, A.B.D.) ile belirlenmistir. Orneklerin hazirlanma
asamasinda, %25’lik SLS c¢ozeltisi kullanilarak (agirlikga %10 partikul igerecek
sekilde), ¢dzelti 1 dakika boyunca ultrasonik banyo yardimiyla dagitiimistir. Elde
edilen dispersiyondan 0.2 ml alinmis ve SEM cihazinin érnek diski Gzerindeki
karbon banda yayilmigtir. Karbon bant Uzerindeki dispersiyon oda sicakliginda
kurumaya birakilmistir. Kurumus olan dispersiyon, plazma ortaminda fiziksel
buhar biriktirme (physical vapor deposition) yontemiyle altin ile kaplanmaktadir.
Kaplanan mikrokureler SEM cihazinda ortalama boy ve boy dagiliminin tayini igin
farkli buyutme oranlarinda goruntulenmektedir. Her bir 6rnek icin alinmig olan
SEM fotograflarinda yaklasik 50-100 partikilin boy olgumleri, mikrokurelerin
ortalama boy degderinin tespiti icin yapilmistir. Burada bahsedilmis olan ortalama

boy degeri asagidaki formuller ile hesaplanmaktadir:

Dn = ZNiDi/ZNi (3.1)

CV = [(EN{(D-Dn)%/[N7-1])¥4/D,]x100 (3.2)

Formulde gdsterilen D, sayica ortalama ¢ap degerini (um), Ni ise Di (um) ¢ap
deg@erine sahip partiklllerin sayisini ifade etmektedir. Boy dagilimi i¢in degisim
katsayisi (coefficient of variation, CV) ise mikroklrelerin monodispers 6zelliginin
hesaplanmasi igin belirlenmektedir. Partikul boy standart sapma degerinin, sayica
ortalama c¢ap degerine orani CV degerini vermektedir ve CV degerleri (3.2)'de
gosterilmis olan denkleme gore hesaplanmistir. Denklem (3.2)’de bulunan Nt ise

toplam partikll sayisini ifade etmektedir.
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3.2.3. Titregsimli Ornek Manyetometresi

Manyetik silika mikrokurelerin manyetizasyon davraniglari ve doygunluk
manyetizasyon degerleri Titresimli Ornek Manyetometresi (Vibrating Sample
Magnetometer, VSM, Cryogenic Limited, PPM System, Ingiltere) ile tayin
edilmektedir. Bu islemin ilk basamag@inda 6ncelikle mikrokireler 80°C’de 24 saat
boyunca kurutulmustur. Daha sonra yaklasik olarak 0.4 g olan mikrokUreler,
cihazin 6zel tuplerine yerlestiriimigtir ve oda sicakliginda super iletken miknatisa
sahip sistem ile manyetik alan siddetine kargi manyetizasyon degerini veren

histerisis formundaki manyetizasyon egrileri elde edilmigtir.

3.2.4. X-Isinlar1 Spektroskopisi

Manyetik silika mikrokurelerin kristal yapisi X-1gini kirinim yéntemi (XRD, Rigaku
Ultima-1V, A.B.D.) ile tayin edilmistir. Diger élgimlerde oldugu gibi bu dlcimde de
manyetik silika mikrokireler 80°C’'de 24 saat kurutulmustur. Kurutulmus olan
mikrokureler cihazin 6rnek diski Uzerine yerlestiriimigtir. Cihazin dlgim prensibi,
manyetik silika mikropartikullerin kristal fazinin kendine 6zgu atomik dizilimlerini
esas alarak, X-iginlarinin karakteristik bir dizen igerisinde kirmasi temeline

dayanmaktadir.

3.3. Insan Tam-Kan Orneginden DNA izolasyonu

3.3.1. Materyal

Deneylerde kullaniimak tzere, 100mM Tris-EDTA (1X TE) tamponu ve bu tampon
igerisinde ¢ozulen guanidyum hidroklorir (kaotropik tuz), Gu-HCI Sigma-Aldrich
Co., WI, A.B.D. firmasindan temin edilmistir. 1X TE ve kaotropik tuz herhangi bir
saflastirma islemi uygulanmadan izolasyon deneylerinde kullanilimistir. insan tam-
kan ornegi (BCR634) ve insan genomik DNA 6Ornegi (DNA Salt from Human
Plasenta, D7011) de ayni sekilde Sigma’dan temin edilmis ve alindigi sekilde
kullanilmigtir. DNA izolasyon deneylerinde kullanilan mutlak etanol ise Riedel-De

Haen, Almanya firmasindan temin edilmistir.
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3.3.2. Kesikli Sistemde DNA izolasyon Galismalari

3.3.2.1. Kesikli Sistem Ozellikleri

Tez kapsaminda, kesikli sistem c¢alismalari igin manyetik 0Ozellige sahip
monodispers silika mikrokireler kullaniimistir. ilk olarak insan genomik DNA
calismalari icin en uygun kosullar belirlenmis ve bu kosullara gére insan tam-kan
drneginden yapilacak olan galismalara 6n hazirlik yapilmigtir. insan genomik DNA
calismalari icin 10 mg/ml mikropartikul, farkh pH degerlerine sahip adsorpsiyon
ortami ile muamele edilmigtir. Bu asamada sabit DNA konsantrasyonu
kullaniimistir. Daha sonra yapilan ¢alismada 10 mg/ml sorbent derisimine sahip
mikropartiktl kullanilarak, sabit pH degerinde bulunan adsorpsiyon ortaminda
farkli DNA konsantrasyonlari denenmis ve manyetik silika mikrokureler Gzerindeki
adsorpsiyon-desorpsiyon kapasitesine bakilmistir. Son asamada ise, sabit DNA
konsantrasyonu ve sabit pH'da bulunan adsorpsiyon ortami ile farkl sorbent
derisimine sahip manyetik yaplya sahip mikropartikillerin adsorpsiyon-
desorpsiyon kapasitesi incelenmistir. insan tam-kan deneylerinde vyapilan
calismalarda ise ilk Oonce lizat ornegi hazirlanmig ve pH dedgeri belirlenen

adsorpsiyon ortaminda deneyler gercgeklestiriimistir.

3.3.2.2. Kesikli Sistemde insan Genomik DNA izolasyonu

Manyetik 6zellie sahip silika mikroklreler (10 mg) 1XTE tamponuyla dispers
edilmis ve 3 kez ayni tampon kullanirak sivi kisim magnet yardimiyla
uzaklastiriimigtir. Son yikama igleminin ardindan Uzerinde kalan sivi kisim da
magnet yardimiyla atilmis ve 10 mg mikrokulre Gzerine pH 6.0 degerindeki 6M Gu-
HCI iceren-TE tamponu eklenerek dispers edilmistir. 3 kez de bu tampon ile,
magnet kullanilarak, yikama iglemi gergeklestiriimistir. Yikama islemleri sona
erdiginde, ilk olarak adsorpsiyon tamponu (pH 6.0, 6M Gu-HCI iceren 1X TE
tamponu) igerisinde ¢dzundurulen insan genomik DNA (0.4 mg/ml) ¢ozeltisinden 1
ml alinarak mikrokureler Uzerine eklenmis ve 2 saat boyunca sabit sicaklikta
(25°C) rotator yardimiyla karismaya tabi tutulmustur. Bu asama sayesinde insan
genomik DNA’sinin manyetik 6zellie sahip silika mikrokureler Uzerine adsorbe
olmasi saglanmistir. 2 saatlik stre sona erdiginde sorbent magnet yardimiyla sivi

kismindan ayrilmigtir. Ayrilan sivi kismin derigsimi florometrik 6lgim kiti (Qubit, 2.0
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Fluorometer, Q32866-Invitrogen, Thermo-scientific, A.B.D.) ile tayin edilmistir.
Manyetik 6zellige sahip mikrokurelerin adsorpsiyon iglemi tamamlandiktan sonra
denge DNA adsorpsiyonu (Qpna, Ng DNA/mg sorbent) asagidaki formul ile

hesaplanmaktadir.

Qona = [(Co-Cr) / Co] X Co X ValMs (3.3)
Burada:

Co: Adsorpsiyon ortaminda DNA baslangi¢ derigimi (ng DNA/ul ortam)

C+. Adsorpsiyon ortaminda DNA sonug derisimi (ng DNA/ul ortam)

Va: Adsorpsiyon ortaminin hacmi (ml)

Ms: Adsorpsiyon ortamindaki sorbent miktarini (mg sorbent) géstermektedir.

Adsorpsiyon sonrasi izole edilmis olan mikrokirelere hacmen 80/20 oraninda
bulunan etanol/su ¢ozeltisi (1 ml) ile 1 dakika boyunca vortekslenme islemi
uygulanmig, sonrasinda yikanan mikrokureler magnet yardimiyla sivi kismindan
ayristirlmisgtir. Yikama islemi biten mikroktrelere, desorpsiyon islemi igin, 1 ml
desorpsiyon ortami (1X TE tamponu, pH 8.5) eklenmistir. Bu asamada DNA igeren
sorbentlerin desorpsiyon ortamiyla dagilmasi i¢in oncelikle vorteksleme iglemi
uygulanmigtir. Desorpsiyon ortaminda dagilan sorbentler 30 dakika boyunca oda
sicakhginda (25°C) rotator yardimiyla karigtirlmistir. Bu slirenin sonunda,
sorbentler sivi kismindan magnet yardimiyla ayrilmis ve sivi kisimda bulunan
DNA derisimi Qubit ile olgulmuagstir. Desorpsiyon ortamindaki DNA derigiminin
(Cbna, Ng DNA/ ul ortam) desorpsiyon ortami hacmi (Vp, ul ortam) ile ¢arpiimasi

sayesinde izole edilen DNA miktari (ng) bulunmustur.
Bu verilere goére DNA desorpsiyon verimi (n) asagidaki ifade ile hesaplanmaktadir:

n= (desorplanan DNA miktari/adsorplanan DNA miktart) x100
(3.4)

n-= [ConaxVp] /[(Co-C) /Co] XCoxVa x100 (3.5
DNA izolasyon verimi (t) ise asagidaki ifade yardimiyla bulunmaktadir:
1= (desorplanan DNA miktari/yuklenen DNA miktari) x100 (3.6)

T= [CDNAXVD]/ [COXVA] x100 (37)
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3.3.2.3. Kesikli Sistemde insan Tam-Kan Orneginden DNA izolasyonu

Bu asamada ilk olarak, tam-kan igeriginden elde edilecek DNA’nin tampon
ortamina gecgebilmesi igin lizat hazirlanmistir. Tam-kanda bulunan |Ookosit
membrani ve c¢ekirdedi uygun kosullarda patlatimis ve agiga ¢ikan DNA'nin
tampon ortami igerisinde ¢ozundurulmesi saglanmistir. Bu sayede lizat, DNA
izolasyon caligmalarinda kullanilabilir hale getirilmistir. Asagida anlatilan yontem

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

Oncelikle, lizat icin kullanilacak olan uygun tampon ortami secilmis ve
hazirlanmistir. Tampon ortamina eklenmek Uzere 100 pl Triton-X, 900 ul
adsorpsiyon ortami (6 M Gu-HCI, 1X TE tamponu, pH 6.0) icerisine eklenerek 2
dakika boyunca vortekslenmigtir. Vorteksleme igsleminin ardindan, 1 saat boyunca
rotator yardimiyla 10 devir/dakika hizla karistiriimis ve bdylece ¢éziindirme islemi
gerceklestiriimistir. 75 ul tam-kan o6rnegine, 150 ul hacimce %10’luk Triton-X
iceren adsorpsiyon ortami ve 15 ul proteinaz-K ¢ozeltisi (proteinaz-K derisimi: 20
mg/ml) eklenmistir. Elde edilen son ¢ozelti, 56 °C’de 30 dakika boyunca su
banyosunda tutulmustur. Burada yapilan iglemin amaci, yukarida bahsedildigi gibi,
tam-kanda bulunan I6kosit membraninin hidrolizinin ve ¢ekirdedin patlatiimasinin
ardindan DNA'nin lizat ortamina gecmesini saglamaktir. Lizat ortamindaki DNA
derisiminin OlgimU Qubit floresan Kkiti ile belirlenmistir. Bu 6l¢gim igin, insan
genomik DNA’sI lizat ortami igerisinde kullanilmig, DNA standart ¢ozeltisi
hazirlanmis ve bu ¢dzeltiden elde edilen dlgim degerleri referans alinarak, tam-
kan 6rneginden elde edilen DNA derisiminin belirlenmesi saglanmistir. Kullaniimis
olan lizat hazirlama yontemine gore, 10 ul tam-kan érneginden 350 ng DNA elde
edildigi ol¢culmastar. Bu olgum, literatirde elde edilmis olan deger ile uyumluluk
gOstermektedir [49]. Adsorpsiyon ©Oncesinde hazirlanan lizat o6rnegi, farkl
hacimlerdeki adsorpsiyon tamponu ile karistiriimis bdylelikle bir seri adsorpsiyon
ortami elde edilmigtir. Birbirinden farkli hacimde bulunan adsorpsiyon ortamlari ile

insan tam-kan orneginden DNA izolasyon ¢alismalarina baslanmistir.

Lizat hazirlama igleminin ardindan manyetik 6zellige sahip silika mikrokurelerin
(10-200 mg) adsorpsiyon asamasi igin ilk olarak insan genomik DNA izolasyonu
asamasinda da vyapilmis olan yikama prosedurleri uygulanmistir. Yikama
islemlerinin ardindan, hazirlanmis olan lizat ve adsorpsiyon tamponu % hacim

oraninda karistinlmigtir. Her bir sorbentin Uzerine hazirlanan lizat+adsorpsiyon
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tamponu ¢ozeltisi (1 ml) ilave edilmistir. Sonug dispersiyonda bulunan sorbentlere
DNA’nin adsorpsiyonu igin, 2 saat boyunca oda sicakliginda (25°C) rotator
yardimiyla karistirilmaya birakilmistir. Stire bitiminde sorbentler magnet yardimiyla
izole edilmis, sorbentlerden ayrilan sivi kisimdaki DNA derisimi (ortamda absorbe
edilmeyen DNA’'nin derigsimi) ise Qubit floresan Kkiti ile dlgulmustur. Adsorpsiyon
islemi tamamlandiktan sonra sorbentler 80/20 hacim oraninda etanol/su (1 ml) ile
ylkamaya tabi tutulmus (15 dk, 30 devir/dakika) ve bdylelikle sorbentler sivi
kisimda bulunan serum proteinlerinden uzaklastiriimistir. Etanol/su yikamasinin
ardindan deneyler iki kola ayrilmaktadir. Farkli sorbent miktarlariyla yapilan deney
grubundan ilki mutlak etanol yikamasinin ardindan direkt desorpsiyon ortamiyla
etkilestirilmistir. Diger deney grubu ise mutlak etanol basamaginin ardindan
adsorpsiyon tamponuyla (1 ml) manyetik izolasyon yardimi ile bir kez yikandiktan
sonra desorpsiyon ortamina aktarilmigtir. Iki deney grubunda da sorbentler, 1 ml
desorpsiyon ortami (1X TE tamponu, pH 8.5) ile muamele edilmis ve oda
sicakhginda (25°C) 1 saat slreyle karistirimaya birakilmigtir. Desorpsiyon
isleminin ardindan sorbentler magnet yardimiyla sivi kismindan ayrilmisg, alinan
sivi kisimdaki DNA derisimi Qubit floresan kiti ile dlgulmustar. Qubit floresan kiti ile

yapilan olgumler (3.4) ile (3.7) arasindaki denklemlere gore degerlendirilmigtir.

3.3.3. Tek Beslemeli Sistemde Tam-Kan Orneginden DNA izolasyon
Caligsmalari

3.3.3.1. Tek Beslemeli Sistemin Kurulumu ve Ozellikleri

Tez kapsaminin bu asamasinda, tek beslemeli sistemin (surekli mikroakis
sisteminin) kullanimi i¢in sentezlenmis olan monodispers-gozenekli silika
mikrokurelerin  kapiler kolon igerisine dolgulanmasi ve DNA izolasyon
caligsmalarinin gergeklestiriimesi igin kapiler kolon igerisinden akis gegirilmesi
hedeflenmigtir. Olusturulmus olan sisteme ait 6rnek fotograf S$ekil 3.3’de
gosterilmektedir. Surekli mikroakis sisteminde DNA izolasyon c¢aligsmalari igin
insan tam-kan Oornegdinden hazirlanmig lizatin, adsorpsiyon ve desorpsiyon
tamponunun kapiler kolona aktariimasi asamasinda gerekli olan insulin siringasi
(2 ml) kullaniimaktadir. Sistem, akisin kontrol edildigi enjeksiyon pompasini ve

akisin gecirilecegi kapiler mikrokolonu icermektedir. Enjeksiyon pompasi Uzerine
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yerlestirilen insulin siringasi sayesinde lizat ve tamponlarin partikul ile dolgulanmis
olan mikrokolona iletiimesi saglanmaktadir. Sivi akigi saglanirken, dolgulanan
partikullerin kolondan c¢ikisini engellemek igin kolonun u¢ kismina, yaklasik 0.5

mm ¢apinda bulunan ve gbézenek acikligi 2 um olan paslanmaz celik 6zelligindeki

frit kullaniimaktadir.

Insiilin siringasi

Fat silika ile dolgulanan

- mikrokolon

Sekil 3.3. Tek beslemeli mikroekstraksiyon sisteminin fotografi.

3.3.3.2. Silika Kapiler Kolonlarin Monodispers-Gozenekli Formdaki Silika
Mikrokireler lle Dolgulanmasi

Dolgulama islemi, mikro-HPLC pompasi (Dionex-Ultimate3000, A.B.D.) aracihgiyla
300 um i¢ ¢apa, 430 um dis ¢apa sahip silika kapilere (160 mm uzunlugunda)
ardisik olarak monte edilmis olan HPLC kolonu (50 mm x 4.6 mm i.c.) ile
gerceklestiriimektedir. Bu islem igin, monodispers-gozenekli forma sahip olan silika
mikrokurelerin 1XTE tamponu igerisinde olan %5’lik suspansiyonu, HPLC kolonu

icerisine konulmus ve bu kolon mikro-HPLC pompasina takilmistir. Dakikada 10 pl
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akis hizina ayarlanmis olan mikro-HPLC pompasi, 1XTE tamponunu
mikrokurelerle dolgulanmis olan HPLC kolonuna gdndermektedir. Bu sayede
mikrokureler, HPLC kolonuna seri bagli ve ucunda paslanmaz celik frit bulunan
kapilere dogru hareket etmektedir. Sistemin ucunda bulunan paslanmaz celik frit
sayesinde, kolon icerisindeki mikrokurelerin kolon digina gikmasi engellenmis ve
kapiler igerisine dolgulanmasi saglanmistir. Bu islem 1 saat boyunca uygulanmig
ve bu sayede kolon igerisindeki mikrokurelerin iyice sikistirlmasi saglanmistir.
Sikistirilma igleminde olabilecek sorunlara karsi, 1 saatlik slre¢ boyunca
dolgulama iglemi optik mikroskobuyla incelenmigtir. Bu islem sonunda kapiler
kolon, 40 mm uzunlugunda, elmas kesici yardimiyla kesilmis ve kesilen kolon

ucuna frit takilarak deneylerde kullanilacak mikrokolon elde edilmisgtir.

3.3.3.3. Tek Beslemeli Sistemde insan Tam-Kan Orneginden DNA izolasyonu
insan tam-kandan DNA izolasyonu igin yapilmasi gereken ilk basamak lizat
orneginin hazirlanmasidir. Bu islemde kullanilacak insan tam-kani (BCR634)
Sigma’dan temin edilmistir. ilk olarak ¢ekirdekdeki DNA’nin uygun tampon ortami
icerisine gegmesi igin I0kosit membrani ve gekirdegi patlatiimistir. Lizat eldesi igin

gereken prosedur asagida anlatiimaktadir.

ik olarak lizat drneginin olusturulmasi icin uygun tampon cozeltisi hazirlanmistir.
Bunun igin; 100 ul Triton-X, 900 ul adsorpsiyon ortami (6 M Gu-HCI, 1X TE
tamponu, pH 6.0) karistirlmis ve ¢dztundurtlmustir. Coézindurilme isleminde,
adsorpsiyon ortami ve Triton-X 2 dakika boyunca vortekslenmis, bu islem
sonucunda 1 saat boyunca rotator yardimiyla karistirilmigtir. Lizat eldesi igin, 75 nl
insan tam-kan’i, hazirlanmis olan Triton-X ve adsorpsiyon tamponuyla (150 pl)
karistinimis bu islemden sonra tUzerine 15 ml proteinaz-K ¢ozeltisi (proteinaz-K
derisimi: 20 mg/ml) eklenerek karistiriimistir. Hazirlanan ¢ozelti 30 dakika boyunca
56°C’lik su banyosunda tutulmustur. Bu sayede I6kosit membraninin par¢alanmasi
ve gekirdek icerisindeki DNA’nin agiga ¢ikmasi saglanmistir. Agiga ¢ikan DNA'nin
derisimi Qubit ile olgulmustar. Yapilan 6lgim 10 ul tam-kan igersinde 350 ng
DNA'nin elde edilebilecegini gostermigtir. Bu sonug, literaturdeki oOlgumlerle
uyumlu bir sonu¢ gostermistir [49]. Elde edilen lizat 6rnegi farkli hacimlerdeki

adsorpsiyon tamponuyla karigtirilmis ve izolasyon iglemi igin kullanilacak
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adsorpsiyon ortami elde edilmigtir. izolasyon ¢alismalari icin asagidaki ydntem

uygulanmigtir.

izolasyon islemine baslamadan énce ilk olarak, dolgulama islemi yapilimis
mikrokolon 1XTE tamponu (pH:8.5) ile 30 dakika boyunca 5 pl/dak akis hiziyla,
ardindan 6 M Gu-HCI igeren 1X TE tamponu (pH:6.0) ile 5 pl/dak akis hiziyla 30
dakika boyunca yikanmaktadir. Bu yikama islemleri sayesinde kolonun DNA
adsorpsiyon islemi icin kosullandiriimasi saglanmistir. Tam-kandan elde edilen
lizat 6rnegi 1/1, 1/2 ve 1/4 hacim oranlarinda adsorpsiyon tamponu ile
karigtirlarak, elde edilen adsorpsiyon ortamlari insulin siringasina ¢ekilmistir ve
ucuna uygun baglanti elemani takilarak DNA izolasyonunda kullanilacak olan
mikrokolonla birlestiriimigtir. Her bir lizat/adsorpsiyon tamponu orani igin
mikrokolona 20, 40, 80 ve 120 ul DNA iceren ortam yUklemesi yapiimistir. Sistem
hazirlandiktan sonra lizat ve adsorpsiyon tamponu iceren c¢ozelti belirli sure
boyunca 5 pl/dak akis hiziyla kolondan gecirilmistir. Bu sayede lizat igcerisinde
bulunan DNA’nin kolon Uzerine adsorpsiyonu saglanmigtir. Bu gegis esnasinda,
kolon igerisinden c¢ikan 6érnek dlglim icin eppendorf igerisine toplanmaktadir. islem
suresi doldugunda enjektdér pompasina 80/20 (% hacim) oraninda etanol/su igeren
insulin siringasi takilmis ve 5 ul/dak akis hiziyla 45 dakika boyunca mikrokolonun
yikanmasi saglanmigtir. Bu islem mikrokolon igerisinde kalmis olan serum-
proteinlerin uzaklastirilmasi igin yapiimaktadir. Yikama isleminin ardindan
desorpsiyon ortami (1X TE tamponu, pH 8.5) 16 dakika boyunca, 5 pl/dak akig
hiziyla DNA iceren mikrokolon igerisinden gegcirilmistir. Bu islem esnasinda
kolondan 4 dakikada bir kez 20 ul 6rnek alinmis ve derisimler Qubit florometrik Kiti
ile tayin edilmigtir. Bu islem ile toplanan veriler asagdidaki ifadeler kullanilarak

degerlendirilmistir.

Tek beslemeli sistemde izole edilen edilen DNA miktari (Mpna, izole, NQ)

n
(Mpna,izole: N8) = .., ViConaj
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Burada:

Vi: Belirli bir zaman degeri i¢in alinan 6érnegin hacmi (ul)

Cona. i: Belirli bir zaman degeri igin alinan érnegdin DNA derisimi (ng/ul)
n: Desorpsiyon boyunca alinan érnek sayisi

olarak tanimlanmaktadir.

Tek beslemeli sistemde DNA desorpsiyon verimi (®, % Ag.)

© = [Mpna, izole/MDNA, adsorplanan] X100 (3.8)
MbNa, adsorplanan= MbNa, yiikienen — MDNA, adsorplanmayan (3.9)
Mbna, yiikienen = QXCoXt (3.10)
MbNa, adsorplanmayan = Va.Ca (3.11)
Burada:

Mbna, yiikienen: Mikrokolona ytklenen DNA miktari (ng)

Q: Adsorpsiyon ortami akis hizi (ul/dak)

t: Adsorpsiyon ortami akis suresi (dak)

Co: Adsorpsiyon ortamindaki DNA derisimi (ng/pul)

Mbna, adsorplanmayan: Adsorpsiyon sirasinda toplanan 6rnegin DNA miktari (ng)
Va: Adsorpsiyon sirasinda toplanan érnegin hacmi (ul)

Ca: Adsorpsiyon sirasinda toplanan érnegin DNA derigimi (ng/pul)

olarak tanimlanmaktadir.

Tek beslemeli sistemde DNA izolasyon verimi ise (t, % Ag.)

T = [Mbna, izole/MDNA, yiikienen] X100 (3.12)

olarak tanimlanmaktadir.
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3.4. insan Tam-Kan Orneginden izole Edilen DNA’nin Tanimlanmasi

3.4.1. PCR ve Yatay Elektroforez

Tam-kan ©rnedinden (Sigma, BCR634) sorbentler aracihigiyla kesikli ve tek
beslemeli sistemde saflastirlan genomik DNA ve ticari insan genomik DNA
(Sigma, D7011) ’larinin termal dongu cihazi kullanilarak (BioRad T100, Thermal
Cycler, A.B.D.) cogaltiimasi saglanmistir. Bu amacla GAPDH primer cifti (5'-
TGCACCACCAACTGCTTAGC-3’ ve 5- GGCATGGACTGTGGTCTGC-3’) (Alpha
DNA, Montreal, Kanada) kullaniimig ve uzunlugu 280 b¢ olan DNA bdlgesinin
¢ogaltimi hedeflenmistir. Reaksiyonda kontaminasyon olup olmadigini kontrol
etmek icin DNA icermeyen bir negatif kontrol kullaniimistir. Reaksiyon Grdnleri
%71’lik agaroz jelde 1XTBE tamponu kullanilarak 100 voltta 40 dakika

yurattlmastar.

Elektroforez sonucunda olusan bantlar UV jel gorintileme cihazi (BioRad, Gel
Doc™ EZ Imager, A.B.D.) yardimiyla gériintilenmisti. PCR’da kullanilan

bilesenler ve PCR dongusu sirasiyla Cizelge 3.1. ve Cizelge 3.2.de verilmektedir.
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Cizelge 3.1. PCR'da kullanilan bilesenler

PCR Bilesenleri Hacim (ul) # Hacim (ul) ®

Distile Su (dH,0) 37 39
PCR Tamponu (10X) 5 5
MgCl; (25 mM) 4 3
dNTP® (10X) 1 1

ileri Primer (F) (10 uM) 1 0.5

Geri Primer (R) (10 uM) 1 0.5

Saflastiriimis DNA (14 ng) 0.5 0.5

Tag DNA Polimeraz (1U/ul) 0.5 0.5
TOPLAM 50 50

A) Tam-kan 6rneginden elde edilen DNA, B) insan ticari genomik DNA's, (a)

dNTP: deoksinukleosidtrifosfat.

Cizelge 3.2. PCR dongu kosullari

PCR Asamasi Sicaklik °C Siire (s) Dongiler
On Denatiirasyon 95 30 1
Denatlrasyon 95 30 -
Baglanma 53 40 40
Uzama 68 60 -
Son Uzama 68 300 1
Saklama +8 - -
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4. SONUGLAR ve TARTISMA

4.1. Manyetik Ozellige Sahip Monodispers Silika Mikrokiirelerin Sentezi

Manyetik Ozellige sahip mikrokureler ¢ok basamakli hidroliz kondenzasyonu
yontemi ile elde edilmistir. Bu sentez yontemi Sekil 4.1’de gosteriimektedir. Cok
basamakli hidroliz kondenzasyon yodnteminde uygulanan asamalar asagida

siraslyla ifade edilmektedir:

a) Kalip materyali olarak kullanilan poli(MAA-co-EDMA) mikrokurelerin sentezi

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

c) Manyetik poli(MAA-co-EDMA) mikrokureler Gzerine silika 6ncul olan TEOS’un
adsorpsiyonu

d) Manyetik poli(MAA-co-EDMA) mikrokireler icerisinde TEOS’un hidroliz-
kondenzasyon tepkimesi ile silika-jel formuna donusmesi ve manyetik formda
polimer/silika-jel kompozit mikrokurelerin eldesi

e) Hava ortaminda kalsinasyon basamagi ile polimerik kismin kompozit
mikrokurelerden yakilarak uzaklastiriimasi ve manyetik silika mikrokurelerin

eldesi

Yukarida anlatildigi gibi dispersiyon polimerizasyonu ile elde edilen monodispers
formda poli(GMA) lateks mikrokureler (2 um) ¢ikis materyali olarak kullaniimistir
ve manyetik silika mikrokire sentezinde kalip olarak kullanilan monodispers-
gozenekli  formda  poli(MAA-co-EDMA)  mikroklUreler  “cok  basamakli
mikrostispansiyon polimerizasyonu” ile elde edilmistir. Devam eden basamakta,
Fe*? ve Fe* iyonlari, MAA birimlerinin karboksil grubu iizerinden kompleks
olusumu yoluyla, mikroklreler Uzerine adsorplanmistir bdylece poli(MAA-co-

EDMA) mikrokurelerin manyetizasyonu gergeklestirilmistir (Sekil 4.1 B).

Adsorpsiyon sonrasi demir iyonlarinin manyetik FezO, nanopartikullere
donusturilme iglemi ortama bazik reaktant eklenerek saglanmistir. Manyetik
Ozellige sahip poli(MMA-co-EDMA) mikrokurelerin sentezi ikili ¢cokturme (binary
precipitation) yontemiyle elde edilmisti. Burada poli(MAA-co-EDMA)
mikrokurelerin gozenekli yapisi icerisinde manyetik FezOs4 nanopartikullerin
olusumu ve immobilize edilmesi saglanmistir. Devam eden basamakta manyetik

polimer mikrokureler Uzerine silika dncul olarak kullanilan TEOS yine adsorpsiyon
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yoluyla yuklenmis (Iso-PrOH/Su ortaminda) ve manyetik Ozellige sahip silika
jel/polimer kompozit mikrokurelerin olusumu adsorplanan TEOS'un manyetik
polimer mikrokureler igerisinde hidroliz-kondenzasyon reaksiyonu ile saglanmigtir.
Mikrokurelere 450°C’da, hava ortaminda 6 saat sire ile kalsinasyon iglemi
uygulanmigtir. Bu iglem ile polimerik kismin yapidan uzaklagmasi ve monodispers-
gOzenekli formda manyetik silika mikrokurelerin (Mag-SiO,) eldesi saglanmistir
(Sekil 4.1 D). Kalsinasyon sirasinda, polimerik kisim yanarak uzaklasmis, silika
matrisin goézenekli yapisi sikismis ve bdylece manyetik Fe;O4 nanopartikillerin
silika mikrokure yapisi igerisine immobilizasyonu saglanmigtir. Sonug¢ olarak,
manyetik 6zellige sahip monodispers silika mikrokureler elde edilmistir.
Monodispers-gézenekli formda manyetik silika mikrokurelerin icerisinde manyetik
nanopartikullerin daha iyi immobilize edilmesi igin manyetik silika mikrokureler bir
sonraki basamakta silika katmani ile kaplanmistir (Sekil 4.1 E). Boylece elde
edilen silika kapli manyetik silika mikrokurelerin (SiO,@Mag-SiO,) daha kararli bir

manyetizasyon davranigi ve kimyasal dayanim kazandigi gosterilmigtir.

A (o)

Poli(MAA-co-EDMA)
mikrokiire

E

N,, vacuum

IEOS yuklemesi

B

oH| Fe*?/Fe*

D
’ Falsinasyon@450°c ‘

NH,OH

Fe?* |[Fe**

Manyetik
Poli(MAA-co-EDMA)
mikrokireler

. ) TBAI ] Manyetik
Si0,@M-SiO, M-SiO, Silika-Polimetakrilat
mikrokiire mikroklre mikrokiire

Sekil 4.1. Manyetik 6zellige sahip monodispers silika mikroklre sentezinin sematik

gOsterimi.
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4.1.1. Cikis Lateksi Olarak Kulanilan Monodispers-Go6zenekli Formda
Polimerik Mikrokiirelerin Sentezi ve Karakterizasyonu

Cikis lateksi olarak kullaniimis olan monodispers-gdzenekli poli(MAA-co-EDMA)
mikrokurelerin yuzey morfolojisini ve boy dagilim o6zelliklerini gosteren SEM

fotograflari Sekil 4.2’de verilmektedir.

Sekil 4.2. Cikis lateksi olarak kullanilan monodispers-gézenekli formdaki
poli(MAA-co-EDMA) mikrokulrelerin SEM fotograflari. Buydtme (A) 2500X, (B)
16000X ve (C) 30000X.
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4.1.2. Monodispers-Gozenekli Polimerik Mikrokiirelerin Manyetizasyonu

Manyetik formda poli(MAA-co-EDMA) mikrokirelerin boy dagilim o6zelligini ve
yluzey morfolojisini gdsteren SEM fotograflari Sekil 4.3’te gosteriimektedir.
Mikrokurelerin Uzerinde ve goOzenekli yapi icerisinde manyetik demir oksit
birikiminin olmasi, SEM fotograflarinda gozlenen kuresel formun bozulmasina
neden olmaktadir. Kiresel form tam olarak korunamamistir ancak manyetik

polimerik mikrokurelerin dar boy dagilimli sekilde sentezlenebildigi gériimektedir.

Sekil 4.3. Manyetik 6zellige sahip monodispers-gdzenekli formdaki poli(MAA-co-
EDMA) mikroklrelerin SEM fotograflari. Baylitme (A) 4000X, (B) 16000X ve (C)
30000xX.
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4.1.3. Manyetik Ozellige Sahip Monodispers-Gozenekli Silika (Mag-SiO,) ve
Silika Katmani Kapli Silika (SiO,@Mag-SiO,) Mikrokiirelerin Sentezi

Manyetik 6zellige sahip monodispers-gozenekli silika mikrokurelerin ortalama boy,
boy dagilimi ve yuzey morfolojisini gosteren SEM fotograflari Sekil 4.4te
gOsterilmektedir. Mag-SiO, mikrokUrelerin olduk¢a dar bir boy dagilimi ile
sentezlendigi SEM fotograflarinda gorulmektedir. Sekil 4.4(C)'de mikrokulre

yuzeyinde makrogodzeneklerin varligr gériimektedir.

Sekil 4.4. Manyetik 0Ozellige sahip monodispers-gozenekli silika (Mag-SiO,)
mikrokurelerin SEM fotograflari. Buyutme (A) 4000X, (B) 8000X ve (C) 16000X.
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Elde edilen SiO,@Mag-SiO, mikrokurelerin ortalama boy, boy dagilimi ve yuzey
morfolojisini gosteren SEM fotograflari Sekil 4.5°te verilmigtir. Burada, manyetik
Ozellige sahip silika mikrokirelerin ylzeyi silika katmani ile kaplanmistir
(SiO,@Mag-SiO;). Manyetik  silika  mikropartikillerin ~ tekrar  silika ile
kaplanmasindaki amag¢ biyomolekdller ile istenmeyen (non-spesifik) etkilesimin
minimum oldugu bir yuzey olusturulmasidir. SEM fotograflarinda goéruldagu gibi,
silika kaplama sonucu mikrokurelerin ylizey morfolojisi ve boy 6zelliklerinde énemli

bir degisimin olmadigi gozlenmistir.

Sekil 4.5. Manyetik 06zellige sahip silika katmani kapli monodispers silika
(SiO,@Mag-SiO,) mikrokurelerin SEM fotograflari. Biyutme (A) 4000X, (B) 8000X
ve (C) 17000X.
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Sekil 4.6. Mag-SiO, ve SiO,@Mag-SiO; mikroklrelerin azot
adsorpsiyon/desorpsiyon yontemi ile elde edilen gézenek boy dagihm egrisi. A)
Mag-SiO, ve B) SiO,@Mag-SiOs.

Sekil 4.6’da verilen gozenek boy dagilim egdrisi ve BET ile elde edilen ylksek
yuzey alani, sentezlenen mikrokirelerde mezogbzenek ve makrogozenek
yapisinin bir arada oldugunu gdstermektedir. Manyetik silika mikrokureler igin
ortalama gozenek boyutu 8.6 nm olarak tayin edilmistir. Manyetik silika Uzerinde
olusturulan silika katmani 6zgul yuzey alaninda yaklasik olarak 2/3 oraninda bir
dusus meydana getirmektedir. Bunun sebebi olarak mezogdzenekli yapinin silika
ile dolgulanmasindan kaynaklandigi disunulmektedir. Sekil 4.6(A)’da yaklasik 3.5
nm’'de gobzlenen mezogbzenekli fraksiyona ait pikin, Sekil 4.6(B)'de
gorulmemesiyle bu durum agiklanabilir. Bunun diginda silika kaplama ile gézenek
boy dagiim edrisinde onemli bir degisim meydana gelmemekte ve ortalama
gOzenek boyutu degerinde Onemli bir degisim olmamaktadir. Manyetik silika
mikrokurelerin ortalama boy, boy dagilimini veren degisim katsayisi ve 6zgul

yuzey alani de@erleri Cizelge 4.1’de sunulmustur.
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Cizelge 4.1. Manyetik silika bazli mikroktrelerin ortalama boy, boy dagilimi ve
Ozgul yuzey alani deg@erleri.

Mikrokare taru Ortalama boy Degisim Yuzey Dy
(um) katsayisi (CV%) alani (nm)
(m*/g)
Mag-SiO, 6.0 4.3 249 8.61
SiO,@Mag-SiO; 6.3 4.1 80 9.79

Manyetik 6zellige sahip silika mikroklrelerin titresimli 6rnek manyetometresi ile
elde edilen manyetizasyon egrileri Sekil 4.7°de gosterilmistir. Literatlrde, etkili bir
sekilde biyomolekullerin izolasyonunu saglamak igin, manyetik
mikro/nanopartiktllerin doygunluk manyetizasyon degerinin (DMD) alt siniri 16.5

emu/g olarak verilmektedir [50].

30.0

20.0

10.0

-1.2 -0.8 -0.4 0.4 0.8 1.2

Moment (emu/g)

== Mag-SiO,
== Si0,@Mag-SiO,

-30.0 *

Manyetik alan (Oe)

Sekil 4.7. Manyetik 6zellige sahip monodispers silika mikrokurelerin titresimli 6rnek
manyetometresi ile elde edilen manyetizasyon egrileri. A) Mag-SiO,, B)
SiO,@Mag-SiOs.
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Sekil 4.7°de goruldugu gibi Mag-SiO, mikrokureler icin DMD 26 emu/g olarak elde
edilmigtir ve bu deger Mag-SiO, mikrokurelerin yeterli manyetik 6zellik tagidigini
gOstermektedir.  Silika katmani ile kaplanmis Mag-SiO, mikrokUrelerin

manyetizasyon egrileri yardimiyla DMD 21.9 emu/g olarak elde edilmistir.

Manyetik Ozellige sahip sorbentlerin X-iginlari kirinim desenleri $Sekil 4.8’de
gosterilmektedir. Sekil 4.8(A) monodispers poli(MAA-co-EDMA) mikrokuarelerin
beklenen amorf yapiya sahip oldugunu géstermektedir. Manyetizasyon sonrasi
poli(MAA-co-EDMA) mikrokurelerde Fe;O, nanopartikillerin immobilizasyonu ile
birlikte demir kristallerine 6zgun pikler spektrum Uzerinde saptanmistir (Sekil 4.8
B). Sekil 4.8(C)'de ise Mag-SiO, mikrokurelerde kristal Fe ve Si formlarina ait
piklerin daha siddetli oldugu g6zlemlenmistir. Burada siyah ve yesil renkler ile Fe
ve Si kristallerine ait pikler gosterilmigtir. Silika katmani ile kaplanmis manyetik
silika mikrokurelerin kristal yapisina ait X-isini spektrumu ise Sekil 4.8(D)'de
verilmigtir. Burada silika katmaninin kaplanmasi ile birlikte 6zellikle Si kristallerine
ait piklerin siddeti de artmis ve Fe kristal formuna ait pikler ile birlikte her iki formun

varligi net olarak gozlenmistir.

9000 ®Fe VSi 800+ )
600
% 6000- w
o 5% [ ] [ ]
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200
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Sekil 4.8. Manyetik 6zellige sahip sorbentlerin X-iginlari kirinim spektrumu. A)
Poli(MAA-co-EDMA), B) Manyetik Poli(MAA-co-EDMA), C) Mag-SiO,, D)
SIOz@Mag-SIOZ
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4.2.Tek Beslemeli Sistemde Kullanilan Monodispers-Gozenekli Silika
Mikrokiirelerin Sentezi ve Karakterizasyonu

Tez kapsaminda, tek beslemeli sistem icin laboratuvarimizda gelistiriimis olan
“monodispers-gozenekli silika mikrokareler” kullaniimigtir. Silika bazli yeni bir tur
sorbent olarak sentezlenen monodispers silika mikrokirelerin ortalama boy, boy
dagihmi, ytzey morfolojisini ve i¢ yapisini gosteren SEM fotograflari Sekil 4.9'da

verilmektedir.

Sekil 4.9. Sentezlenen monodispers silika mikrokirelerin ortalama boy, boy

dagihmi, yuzey morfolojisini gosteren SEM fotograflari. Baylutme (A) 1000X, (B)
2000X, (C) 4000X, (D) 16000X, (E) 30000X, (F) 35000X.

Yukarida goruldugl gibi monodispers-gdzenekli silika mikrokureler dar bir boy
dagihmi ile elde edilmistir (Sekil 4.9 A, B ve C). Sekil 4.9 (E)’de mikrokurelerin
yuzey morfolojisi gosterilmektedir. Sekil 4.9(E) ve 4.9(F)'de mikroklre ylUzeyinde

makrogdzeneklerin varligini gdézlenebilmektedir.
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BET yontemi ile monodispers silika i¢in ortalama gdzenek boyutunun 13.5 nm
olarak tayin edilmigtir. Monodispers silika i¢cin BET ile gozlenen mezogozenekli
yapinin ve SEM ile gbézlenen makrogdzenekli yapinin varligi, sentezlenen
mikroklrenin her iki gézenek formunu (mezogdzenek ve makrogbézenek) bir arada

iceren bimodal bir gdzenek boy dagilimina sahip oldugunu ortaya koymaktadir.

Monodispers-gozenekli silika mikrokureler icin gozenek dagilim egrisi azot
adsorpsiyon/desorpsiyon yontemiyle elde edilmis ve burada silika mikrokureler igin
mezogozenek ve makrogozenek bolgelerini birlikte iceren yaygin bir dagihm

go6zlenmigtir. Gozenek dagilim egrisi 4.10°da verilmektedir.

1.8E+00 A
1.5E+00 A
1.2E+00 +
9.0E-01 +

dV/d(log d)

6.0E-01 -
3.0E-01 A
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Sekil  4.10. Monodispers-gozenekli silika mikrokureler  igin azot
adsorpsiyon/desorpsiyon yontemiyle elde edilen gézenek dagihm egrisi. Burada V

gOzenek hacmi, d ise gdozenek ¢apini gostermektedir.

4.3. Kesikli Sistem ile insan Genomik DNA izolasyonu
Manyetik 0Ozellige sahip monodispers-gozenekli silika mikrokureler, kesikli
sistemde insan tam-kan orneginden DNA izolasyon c¢aligmalarinda sorbent olarak

kullanilmistir. ilk olarak insan genomik DNA izolasyon calismalari tampon
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ortaminda gergeklestirimis ve temel degisken etkileri tespit edilmistir. insan tam-
kan orneginden DNA izolasyon c¢aligmalari degigkenlerin tespitinden sonra

gergeklestiriimistir.

insan genomik DNA izolasyon calismalarinda kullanilacak uygun sorbent tiiri
belirlenmistir. Deneylerde manyetik silika mikrokureler (Mag-SiO,) ve SiO, kaph
manyetik silika mikrokireler (SiO.@Mag-SiO,) sorbent olarak calisiimistir. ki
sorbent turu igcin, DNA bagslangi¢ derisimi 400 ng/ul degerinde tutularak, farkli pH
degerlerine sahip olan adsorpsiyon tamponunda (1X TE tamponu + 6M Gu-HCI, 1
ml) izolasyon deneyleri gerceklestiriimistir. izolasyon islemi sirayla; 1)
adsorpsiyon, 2) alkol-su yikamasi, 3) desorpsiyon basamaklarini icermektedir.
Desorpsiyon basamaginda yaygin olarak kullanilan, 1XTE pH 8.5 tamponu,
desorpsiyon tamponu olarak tercih edilmistir. Her iki sorbent tlrG kullanilarak
yapilan izolasyon calismalarinda adsorpsiyon ortamindaki pH degisiminin
dengede adsorplanan DNA miktarina, desorpsiyon ve izolasyon verimlerine, izole
edilen DNA miktarina etkisi sirasiyla Sekil 4.11, 4.12, 4.13 ve 4.14'de

verilmektedir.
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Sekil 4.11. Farkh pH degerine sahip adsorpsiyon ortamlarinda Mag-SiO, ve
SiO,@Mag-SiO, sorbentleri kullanilarak elde edilen denge DNA adsorpsiyonu

=Y
o

Adsorplanan DNA
(mg DNA/g partikiil)
[3,]

degerleri. Sorbent derigimi: 10 mg/ml, DNA derisimi: 400 ng/ul, adsorpsiyon ortami

hacmi: 1 ml, adsorpsiyon kosullari 2 saat, 100 cpm/dak. Desorpsiyon hacmi: 1 ml,
Desorpsiyon suresi: 1 saat, 100 cpm/dak.
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Sekil 4.12.Farkh pH dederine sahip adsorpsiyon ortamlarinda Mag-SiO, ve
SiO,@Mag-SiO, sorbentleri kullanilarak elde edilen desorpsiyon verimi degerleri.
Kosullar Sekil 4.11°de gdsterilmistir.
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Sekil 4.13.Farkh pH dederine sahip adsorpsiyon ortamlarinda Mag-SiO, ve
SiO,@Mag-SiO, sorbentleri kullanilarak elde edilen izolasyon verimi degerleri.
Kosullar Sekil 4.11’de gosterilmistir.
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Sekil 4.14. Farkh pH degerine sahip adsorpsiyon ortamlarinda Mag-SiO, ve
SiO,@Mag-SiO, sorbentleri kullanilarak izole edilen DNA miktari degerleri.
Kosullar Sekil 4.11°de gosterilmistir.

Mag-SiO, sorbentinin, SiIO,@Mag-SiO, sorbentine kiyasla, farkli pH degerlerine
sahip adsorpsiyon tamponuyla yapilan calismalarda daha ylksek denge DNA
adsorpsiyonu elde edildigi goérulmustir (Sekil 4.11). pH 6.0-7.0 araliginda, insan
genomik DNA adsorpsiyonu igin bu farklilik net olarak gézlenmistir. S6z konusu
pH araliginda, desorpsiyon verimi yoninden Mag-SiO, sorbenti ile SiO,@Mag-
SiO, sorbenti arasinda belirgin bir farklik gézlenmemektedir (Sekil 4.12). DNA
izolasyon verimlerinin ve izole edilen DNA miktarlarinin Mag-SiO, sorbentinde
SiO,@Mag-SiO, sorbentine kiyasla daha yilksek oldugu Sekil 4.13 ve 4.14
Uzerinde gdsterilmistir. iki sorbent arasindaki farkin en onemli nedeni olarak
4.1.3'de agiklanan 6zgul yuzey alanlar arasindaki fark oldugu dusundlmektedir.
Manyetik silika mikrokurelerin silika katman ile kaplanmasi sonucunda 6zgul yuzey
alani 249 m?/g’dan 80 m?/g degerine diismektedir. Bu diisiis nedeniyle dengede
adsorplanan DNA miktari azalmaktadir. Bu durum silika kaplh mikrokUrelerin
desorpsiyon ve izolasyon veriminin ve izole edilen DNA miktarinin azalmasina
neden olmaktadir. Bu sebeple tez kapsaminda, insan tam-kan deneylerinde

kullaniimak Uzere, Mag-SiO, sorbentinin se¢imi uygun goralmustar.
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Manyetik 6zellige sahip monodispers-gozenekli silika (Mag-SiO,) mikrokureler ile
tampon ortaminda yapilan insan genomik DNA (hgDNA) izolasyon g¢alismalarinda
elde edilen sonuglar agsagida verilmektedir. Bu galismalarda kullaniimak Uzere,
insan genomik DNA’sI Sigma-Aldrich, A.B.D. (D7011) tarafindan temin edilmistir.
Tez kapsaminda ilk olarak Mag-SiO, sorbentinin, farkli pH degerlerine sahip
adsorpsiyon tamponlarindaki denge DNA adsorpsiyon etkisi incelenmistir. Bu
asamada adsorpsiyon ortami hacmi 1 ml, baslangic DNA konsantrasyonu 400
ng/ul, sorbent derigimi ise 10 mg/ml olarak belirlenmigtir. Adsorpsiyon asamasi
oda sicakliginda (25 °C) ve 6n deneyler sonucu belirlenen 2 saatlik stire boyunca
300 rpm karigtirma hiziyla gergeklestirilmigtir. Adsorpsiyon ortaminin pH degeri
degistirilerek, Mag-SiO, sorbenti icin denge desorpsiyon ve izolasyon verimlerinin
karsilagtiriimasi (%) Sekil 4.15’de gosterilmistir. En iyi desorpsiyon ve izolasyon
verimi pH 5.5-6.0 degerlerinde gbézlenmistir. Bu sonug literatirde kullanilan silika
bazli DNA izolasyon sorbentleri ile benzer bir davranigi géstermektedir [51]. Bu
sonuglara gore manyetik 6zellige sahip silika mikrokureler ile kesikli sistemde
yapilacak olan diger DNA izolasyon deneylerinin pH 6.0 tampon ortaminda

yapilmasi uygun bulunmustur.

100 1 B Desorpsiyon

80 B izolasyon
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Sekil 4.15. Kesikli sistemde DNA desorpsiyon ve izolasyon verimlerinin

kargilastiriimasi.
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Farkli DNA derigimlerinde, sorbentin denge DNA adsorpsiyonuna etkisi ve
adsorpsiyon-desorpsiyon verimleri Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°de verilmigtir. Burada
adsorpsiyon hacmi 1 ml, adsorpsiyon ortam pH’I 6 ve sorbent derisimi ise 10
mg/ml olarak belirlenmistir. Adsorpsiyon deneyleri oda sicakliinda (25 °C), 300
rom karigtirma hizi ile 2 saat slreyle gergeklestiriimistir. Sekil 4.16’da goruldugu
gibi, artan baslangic DNA derisimine karsilik olarak sorbentin denge DNA
adsorpsiyon degeri artis gostermistir. Elde edilen grafikte maksimum denge DNA
adsorsiyon degeri yaklasik 14 mg DNA/g mikrokire olarak elde edilmigtir.
Literatirdeki benzer sorbentlerin denge DNA adsorpsiyonlari ile yapilan
karsilastirmada sentezlenen manyetik 6zellige sahip silika mikrokurelerin denge

DNA adsorpsiyon degerinin iyi dizeyde oldugu soylenebilir [52].
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Sekil 4.16. Kesikli sistemde denge DNA adsorpsiyonunun DNA baslangi¢ derigimi
ile degisimi.
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Sekil 4.17. Kesikli sistemde hgDNA desorpsiyon ve izolasyon verimlerinin
adsorpsiyon ortamindaki hgDNA derisimi ile degisimi.

Bundan sonraki calismada ise sorbent derigsiminin denge DNA adsorpsiyonuna
etkisi incelenmistir. Burada DNA baslangi¢ derigimi 400 ng/ul, adsorpsiyon hacmi
1 ml, adsorpsiyon ortami ise pH 6’da tutulmustur. Adsorpsiyon kosullari yukarida
belirtilen kosullar ile aynidir. Sorbent derigiminin desorpsiyon ve izolasyon

verimlerine etkisi Sekil 4.18’de gdsterilmistir.
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Sekil 4.18. Kesikli sistemde hgDNA desorpsiyon ve izolasyon verimlerinin sorbent

derigimi ile degisimi.

Sekil 4.18de goruldigu gibi sorbent derisimi ile birlikte desorpsiyon verimi
azalarak platoya ulagsmakta, izolasyon verimi ise baslangigta beklendigi sekilde
artis gostermektedir ancak daha sonra belirli bir plato degerinde kalmaktadir.
Artan sorbent derisimi ile DNA izolasyon veriminde artis olmasi beklenen bir
Ozelliktir. YUksek sorbent derisimlerinde izolasyon ve desorpsiyon verimlerinin
birbirine esit oldugu gorilmektedir. Bu durumun nedeni sorbent tarafindan
ortamda bulunan DNA’'nin tamaminin adsorplanmasidir fakat burada 6énemli olan
kisim desorpsiyon verimidir. Adsorplanan DNA ancak belli oranda sorbent
tarafindan desorplanabilmektedir. Bundan dolayi artan sorbent derisimlerinde DNA
kazanimi kisitlanmaktadir. Sekil 4.18’deki durum degerlendirilecek olursa tampon
ortaminda bulunan genomik DNA’nin 100 veya 200 mg/ml sorbent derigimlerinde

maksimum %50-60 oraninda izole edilebilecegi gorulmustur.

4.4, Kesikli Sistem ile insan Tam-Kan Orneginden DNA izolasyonu

Tez kapsaminda, kesikli sistem ile insan genomik DNA izolasyonu ¢alismalarinin
ardindan, manyetik 6zellige sahip monodispers-gozenekli silika mikrokUreler ile
insan tam-kan orneginden DNA izolasyon galigmalari yapiimistir. Bu asamada
yapilan deneylerde insan tam-kan ornegine 3.3.2.3'de anlatilan lizat hazirlama

prosedurd uygulanmigtir. Deneylerde 4 hacim oraniyla lizat/adsorpsiyon tamponu
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hazirlanmistir. Calismalarda farkli sorbent miktarlarinin (10-200 mg araliginda)
DNA izolasyonuna etkisi incelenmigtir. 10 ve 20 mg sorbent ile yapilan DNA
izolasyonu calismalarinda herhangi bir sonu¢ goézlenememistir. Bunun nedeni
olarak desorplanan DNA derisiminin, dlcimlerin yapildigi Qubit floresan cihazinin
minimum okudugu degerin altinda kalmasidir (Qubit, 2.0 Fluorometer, Q32866-

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

10 ve 20 mg sorbent miktariyla yapilan ¢alismalarda elde edilen veriler beklenen
sekilde sonuglanmadigi icin bundan sonra yapilacak ¢alismalarda 50 mg'dan daha
yuksek sorbent miktarlari ile calisiimistir. Bu amagla, yapilan calismalardaki
izolasyon verimi ve izole edilen DNA miktarinin sorbent derigimi ile degisimleri

sirasiyla Sekil 4.19 ve 4.20’de verilmistir.

Tez kapsaminda, insan tam-kan érneginden genomik DNA izolasyonuna yodnelik
olarak iki farkli yontem uygulanmistir. Uygulanan protokolun ilkinde, sorbentler
siraslyla adsorpsiyon ortami, etanol-su ¢ozeltisi ve desorpsiyon ortami ile
etkilestiriimektedir. Adsorpsiyon asamasindan sonra, DNA adsorpsiyon ortaminda
bulunan sorbent ylzeyine, lizat ortamindaki diger lizis elemanlari da (6zellikle
hidrolize proteinler, peptidler vb.) DNA ile birlikte baglanmakta ve pargalanan
proteinlerin sorbent yuzeyinden uzaklastirilmasi igin literatirde de yaygin olarak
kullanilan, etanol-su ¢ozeltisi ile yilkama islemi uygulanmaktadir. Yikama iglemiyle
istenmeyen lizis elemanlari sorbent Uzerinden uzaklastirildiktan sonra sorbent
desorpsiyon ortami ile etkilestirilerek, DNA'nin sorbent Uzerinden desorpsiyon

ortamina gecisi saglanmaktadir.

ikinci izolasyon ydnteminde ise ayni protokol ekstra bir basamak eklenerek
uygulanmigtir. Bu protokolde, adsorpsiyon ve etanol-su ortamlari ile etkilesiminin
ardindan sorbent desorpsiyon basamagina ge¢meden once tekrar kaotropik tuz
iceren adsorpsiyon tamponu ile yikanmistir ve daha sonra desorpsiyon tamponu
ile etkilestiriimistir. Boylece etanol-su yilkamasi ile protein hidroliz Grlnlerinin
sorbent yuzeyinden uzaklastirildiktan sonra sorbent yluzeyinde adsorbe durumda
olan DNA’nin tekrar kaotropik tuz ile etkilesimi saglanmistir. Literatirde belirtildigi
gibi, adsorpsiyon sirasinda kaotropik tuz kullanimi, DNA molekilindn
stabilizasyonunu saglamaktadir. DNA'nin sorbent yizeyi ile gugli-6zgul olmayan
(non-spesifik) etkilesimlere girmesini saglamakta ve sorbent Uzerine tersinmez

(desorbe edilemeyen) formda baglanmasini engellemektedir. Bu sebepten dolayi,
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protokole bu asama eklenirken, adsorbe DNA molekdillerinin etanol-su yikamasi

sonrasinda yuzeyden daha kolay sekilde desorbe edilebilmesi hedeflenmisgtir.

Sekil 4.19°da verilen izolasyon verimi ve 4.20’de verilen izole edilen DNA miktarlari
incelendiginde ikinci yontemin ilk yonteme kiyasla, 6zellikle 100 mg ve uUzerindeki
sorbent miktarlari igin, ¢ok daha yuksek izolasyon verimi ile DNA kazaniminin
yapilabildigi gorulmustar. 100 mg ve Uzeri sorbent miktarlar i¢in etanol-su
yikamasi sonrasinda, direkt desorpsiyon ortami kullaniimasi durumunda izole
edilen DNA miktari %Z20-25 oraninda iken, etanol-su yikamasi sonrasinda
kaotropik tuz igeren adsorpsiyon tamponu ile ylkama yapilmasi durumunda
%80’den daha yuksek verimler ile DNA izolasyonu yapilabildigi gézlenmistir. Her
iki yontem arasindaki bu farkhlik, etanol-su ortami ile etkilesim sonrasinda adsorbe
DNA’nin sorbent yilzeyinden desorpsiyon ediliminin azalmasina baglanmistir.
Etanol-su ortami ile etkilesim sonrasinda DNA’'nin molekuler konformasyonunda
ortaya cikabilecek olasi degisim veya bu ortamda DNA’nin ylzey ile olasi
hidrofobik etkilesimi bu davranisin nedeni olabilir. Etanol-su yikamasi sonrasinda
adsorbe DNA'nin kaotropik tuz igeren adsorpsiyon ortami ile etkilestiriimesi
sonucunda bu olasiliklar ortadan kalkmakta ve DNA yuksek bir izolasyon verimi ile
geri kazanilabilmektedir. Diger yandan, izolasyon verimindeki artisa bagl olarak,
izole edilen DNA miktari da Sekil 4.20’de goéruldugu uUzere belirgin sekilde

artmigtir.
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Sekil 4.19. Kesikli sistemde manyetik silika mikrokurelerin sorbent olarak
kullanimiyla insan tam-kan orneginden hgDNA izolasyonunda izolasyon veriminin

sorbent derisimi ile degisimi. Alkol yikamasi sonrasinda sorbentin adsorpsiyon
ortami ile etkilestirildigi (®) ve etkilestiriimedigi (m) durumda elde edilen sonuclar

karsilastiriimali olarak verilmistir.
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Sekil 4.20. Kesikli sistemde manyetik silika mikroklrelerin sorbent olarak
kullanimiyla insan tam-kan 6rneginden hgDNA izolasyonunda desorplanan DNA

miktarinin sorbent derisimi ile degisimi. Alkol ylkamasi sonrasinda sorbentin
adsorpsiyon ortami ile etkilestirildigi (®) ve etkilestiriimedigi (m) durumda elde

edilen sonuglar karsilastirilmali olarak verilmigtir.

4.5. Tek Beslemeli Sistem ile insan Tam-Kan Orneginden DNA izolasyonu
Tek beslemeli sistem kullanilarak tam-kandan DNA izolasyonu igin deneylerde,
farkh sorbent miktari, farkli miktarda lizat/adsorpsiyon tamponu hacimsel orani ve
mikroekstraksiyon kolonuna yuklenen farkli miktardaki adsorpsiyon ortami (lizat +
adsorpsiyon tamponu toplam hacmi) kullaniimistir. Bu deneylerde sorbent olarak
makrogozenekli ve mezogdzenekli formda iki-dagihml (bimodal) gézenek yapisina
sahip 5.1 um boyutundaki monodispers silika mikrokureler kullaniimistir. Bu
secimin yapilmasinin nedeni ise hem Kkesikli adsorpsiyon sisteminde buzagi
DNA’si, hem de surekli mikroekstraksiyon sisteminde insan genomik DNA’si
kullanilarak yapilan deneylerde en iyi izolasyon performansinin, monodispers
silika mikrokureler ile elde edilmis olmasidir.
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Tam-kandan DNA izolasyonu igin monodispers silika o6rnegi silika kapiler
mikrokolonda sorbent olarak kullanilmigtir. Lizat/adsorpsiyon ¢ozeltisinin hacimsel
orani, 1/1, 1/2 ve 1/4 degerlerinde denenmistir. Her bir lizat/adsorpsiyon ¢ozeltisi
hacimsel orani igin sisteme yuklenen toplam adsorpsiyon ortami hacmi 10— 120l
araliginda degistirilmistir. Tek beslemeli mikroekstraksiyon sisteminde tam-kandan
genomik DNA izolasyonu igin, farkli mikroekstraksiyon kosullari (farkl
lizat/adsorpsiyon ¢ozeltisi hacimsel oranlari ve farkli 6rnek hacimleri) ile sisteme
yuklenen DNA miktarlarn Sekil 4.21’de gosterilmistir. Bu kosullarda elde edilen
izolasyon verimi degerleri ve izole edilen DNA miktarlari ise sirasiyla Sekil 4.22 ve

4 .23'te verilmektedir.
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Sekil 4.21. Tam-kan érneginden tek beslemeli sistemde DNA izolasyonu igin farkli

mikroekstraksiyon kosullari ile sisteme yuklenen DNA miktarlari.
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Sekil 4.22. Tam-kan 6rneginden tek beslemeli sistem ile DNA izolasyonu igin

izolasyon veriminin mikroekstraksiyon kosullari ile degisimi.

Lizat/Adsorpsiyon tamponu orani (puL/pL)
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Sekil 4.23. Tam-kan drnedinden tek beslemeli sistem ile DNA izolasyonu igin izole

edilen (desorplanan) DNA miktarinin mikroekstraksiyon kosullari ile degisimi.



Cizelge 4.1. Literatlrde tam-kan’dan DNA izolasyonu yapabilen mikroekstraksiyon
sistemlerinin performansilari.

APTES modifiye %10 Triton- 0.05 M
silikon wafer X/proteinaz K Na,C0,/0.05 M 34 10 (Nakagawa
mikrokanal ¢ozeltisi NaHCo, vd.,2005)
pH 10.6
Silikon/Pyrex 1XTE tampon 0.05M
mikrokanal pH 7.5 NaZC03/O.05 M 32 35 (Potrich vd.,2012)
NaHCo,
pH 10.6
Kitosan modifiye 10 mM MES, pH 5 10 mM Tris+ 75 5 (Cao vd.,2006)
PMMA/PDMS 50 mM KCI
mikrokanal pH 9.0
Silika monolit 6 M Gu-HCI 10 mM TE, 10 25 (Wu vd.,2006)
pH 8.5

Amin modifiye silika 50 mM TE tampon = 300 mM K HPO,
monolit pH 7.0 pH 10.0 52 52 (Liu vd.,2006)

Kitosan modifiye 50mM MES/ 1% 10 mM Tris/ 50
PMMA mikrokanal Triton X-100 pH mM KCI, 48 6 (Reedy vd.,2011)
4.24 pH 9

(*): Kaynak gdsterilen butin calismalarda insan tam-kan 6rnedi kullaniimis olup, 6

nolu referansta, sazan baligi tam-kan 6rnegi kullanilmistir.

Elde edilen sonuglar ile bir karsilastirma yapabilmek amaciyla literatirden alinan
ve mikroakis sistemleri ile tam-kan 6rnedinden DNA izolasyonunu hedefleyen
calismalarda elde edilen DNA izolasyon verimleri ve izole edilen DNA miktarlari,
sistemlerin ¢alisma kosullari ile birlikte Cizelge 4.2’de gosterilmektedir [47, 48, 53-
56].

Sekil 4.21’de goéruldugu gibi sabit lizat hacminde artan adsorpsiyon tamponu
hacmi ile mikrokolon icerisine yuklenen DNA miktarlari gosteriimektedir.
Lizat/adsorpsiyon tamponu orani 1/1’den, 1/4 degerine ¢ikarildigi zaman, DNA
izolasyon veriminin ve izole edilen DNA miktarinin arttigi gértlmektedir. Bu sonug,
DNA adsorpsiyonunun fazla miktarda lizat iceren ortamda, daha az adsorbe
olmasi ile aciklanabilir. Buna ek olarak, fazla miktarda adsorpsiyon tamponu
iceren ortamda, kaotropik tuz/DNA agirlik orani ylkselmekte ve lizis iglemi
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sonucunda olugsan ve DNA adsorpsiyonunu zorlastiran hicresel artiklarin (6zellikle
protein hidroliz Granleri ve peptidler) derigsimleri azalmaktadir. Bu sayede DNA’nIn
sorbent Uzerine adsorpsiyonunu kolaylasmakta ve bu durum DNA adsorpsiyon
kapasitesinin artmasina neden olmaktadir. Bunun yani sira yuksek oranda
kaotropik tuz iceren ortamda gergeklestirilen adsorpsiyon asamasi sayesinde
DNA’nin sorbent ylzeyinden desorpsiyonu da daha kolay gerceklesmektedir. Bu
faktorler dogrultusunda yiksek DNA izolasyon verimleri ve izole edilen DNA
miktarlari 1/2 ve 1/4 lizat/adsorpsiyon tamponu oranlari ile elde edilmektedir. Tam-
kan orneginden DNA izolasyonunda en yuksek izolasyon verimi %64’dur ve bu
sonu¢ 1/4 lizat/adsorpsiyon tampon oranina sahip 10 uL 6rnek hacmi ile elde
edilmistir. Bu kosullarda elde edilen izole DNA miktari ise 14.1 ng’dir. Ayrica 1/4
lizat/adsorpsiyon tamponu orani ile butin 6rnek yukleme hacimlerinde yeterince
yuksek DNA izolasyon verimlerinin ve izole DNA miktarlarinin elde edildigi
goOrulmektedir. Ayni sistemle maksimum izole edilen DNA miktari 55.8 ng’dir (%19
izolasyon verimi) ve bu sonuca 1/2 lizat/adsorpsiyon ortami oranina sahip 80 pl

ornek yukleme hacmi kullanilarak ulagiimigtir.

Gelistirilen sistemle elde edilen degerler, literatirde mevcut ve DNA izolasyonu
icin gelistiriimis mikroakis sistemleri ile Cizelge 4.2’de karsilastiriimaktadir.
Literatirdeki sistemlerde izole edilen DNA miktarlarinin, tez ¢alismasinda izole
edilen miktarlara kiyasla daha dugsik olmasi en onemli ozelliktir. Bu durum
geligtirilen mikroekstraksiyon sisteminin tam-kan drnedinden DNA izolasyonu igin
oldukca iyi sayilabilecek bir kapasiteye sahip oldugunu gostermektedir. Literatur
incelendiginde bagil olarak yuksek DNA izolasyon verimlerine ulagsmak igin, izole
edilen DNA miktarlarinin ¢ok duguk (5-6 ng civarinda) tutuldugu kosullarda ancak
saglanabildigi gorulmektedir [53, 56]. Fakat elde edilen DNA'nin PCR ile
cogaltilabilmesi icin yeterince yuksek miktarda izole edilmesi onem tasimaktadir.
Hem DNA izolasyon verimi ve hem de izole edilen DNA miktarinin yuksek oldugu
durum sazan bahgi kani kullaniimig olan Liu vd., 2009 c¢alismasi ile

g6zlenebilmektedir.

Cizelge 4.2’7de en yuksek izolasyon verimi % 75 olarak kitosan modifiye
PMMA/PDMS mikrokanal ile elde edilmis ve bu sistemle tam-kan 6rneginden 5 ng
DNA izolasyonu yapilabildigi gosterilmistir [53].Tez kapsaminda yapilan ¢alismada

ise monodispers silika mikrokurelerin sorbent olarak kullanildidi tek beslemeli DNA
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mikroekstraksiyon sistemi ile 1/4 lizat/adsorpsiyon tamponu hacim oranina sahip
10 pL Ornek hacmi ile %64 izolasyon verimi ve 14 ng DNA izolasyonu
saglanabilmektedir. Cizelge 4.2'de verilen mikroakis sistemleri igin izole edilen
DNA miktari ve izolasyon verimi birlikte dugunulduginde en iyi izolasyon
performansinin gelistirilen mikroekstraksiyon sistemi ile elde edildigi gértlmektedir.
Bu sonug, sentezi laboratuvarimizda yapilan yeni sorbentin iyi bir DNA izolasyon
performansina sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica, geligtirilen sistem ile
tampon ortaminda ve tam-kan ile elde edilen izolasyon performanslari
deg@erlendirildiginde, literaturdeki birgok sorbentin aksine gelistirilen sistemde
kullanilan silika bazli sorbentin izolasyon performansinin lizat ortaminda bulunan
hucresel kalintilardan ve protein hidroliz Uranlerinden daha az etkilendigi
goOrulmektedir. Bu durumun blyuk olasilikla, gelistirilen sorbentin sahip oldugu iki
dagilimh gobzenek yapisindan kaynaklandigi dusunulmektedir. Yuksek DNA
adsorpsiyonuna imkan veren ve mezogdzenekli yapidan kaynaklanan yuksek
O0zgul ylzey alani ve makrogodzenekli yapinin varhigi ile buylk olcude azalan
partikil ici difizyon kisitlamasi ile bu sonucun yakalandigi dusunulmektedir.
Monodispers silika’'nin sorbent olarak kullanilarak yapilan izolasyon deneylerinde,
izole edilen DNA miktarinin tamami desorpsiyon periyodundaki ilk 4 dakikalik sure
icerisinde elde edilmistir. ilk 4 dakikanin ardindan toplanan desorpsiyon ¢ozeltisine

ait orneklerde DNA varligina rastlanmamistir.

4.6. insan Tam-Kan Orneginden izole Edilen Genomik DNA’nin
Karakterizasyonu

4.6.1. Kesikli Sistem ile izole Edilen DNA’nin Karakterizasyonu

Kesikli sistemde tam-kan’dan manyetik monodispers silika mikrokureler
araciigiyla saflastirilan genomik DNA ve ticari insan genomik DNA’larinin
karakterizasyonu icin PCR’da 280 b¢lik GAPDH bdlgesinin  ¢ogaltiimasi
hedeflenmigtir. Hedef bdlgenin ¢ogaltiimasiyla elde edilen Urunlerin agaroz jel
elektroforezinde kosturulmasiyla elde edilen sonuglar Sekil 4.24°de gosterilmigtir.
GAPDH primer giftinin kullanimiyla A’da insan tam kanindan, B’de ise ticari insan
genomik DNA'sinin hedeflenen bdlgelerinin ¢ogdaltimlarinin ayni sekilde ve

basariyla gerceklestigi Sekil 4.24’de gorllmektedir. En son kuyuya sadece primer
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reaktiflerinin konuldugu fakat DNA igermeyen PCR Urunu negatif (-) kontrol olarak
konulmus ve beklenildigi gibi herhangi bir bant olusumu goralmemigtir.

280b

Sekil 4.24. Kesikli sistemde tam-kan o6rneginden izole edilen ve insan ticari
genomik DNA’sinin PCR ile ¢gogaltiimis agaroz jel (yatay) elektroforez gorintileri.
L: 100 bp DNA Ladder, (A): insan tam kandan elde edilen DNA, (B): insan ticari
genomik DNA, (-) Kont: Negatif kontrol

4.6.2. Tek Beslemeli Sistem ile izole Edilen DNA’nin Karakterizasyonu

Tek beslemeli sistem ile farkh lizat/adsorpsiyon tamponu oranlarini igeren tam-
kan’dan izole edilen DNA 6&rnegi, GAPDH primer gifti kullanilarak, PCR ile
¢ogaltimis ve bu asamadan sonra agaroz jel (yatay) -elektroforezinde

kosturulmustur. Alinan jel elektroforez goruntileri Sekil 4.25’te verilmektedir.
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281bg

Sekil 4.25. Tek beslemeli mikroekstraksiyon sisteminde farkli lizat/adsorpsiyon
tamponu oranlari ile elde edilen ve PCR ile ¢ogaltilan DNA 6rneklerin agaroz jel
(yatay) elektroforez goruntileri. 1. 1 kb DNA Ladder, 2. Pozitif kontrol (insan
genomik  DNA’si-Sigma-Aldrich, D7011), 3. Tam-kan oOrneginden 1/2
lizat/adsorpsiyon tamponu orani ile tek beslemeli mikro-ekstraksiyon sisteminde
izole edilerek, PCR ile ¢cogaltilan DNA 6rnegi (6rnek hacmi: 120 pl), 4. Tam-kan
orneginden 1/4 lizat/adsorpsiyon tamponu orani ile tek beslemeli mikro-
ekstraksiyon sisteminde izole edilerek, PCR ile cogaltlan DNA o6rnegi (6rnek

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

Buradan goéruldugu gibi GAPDH primer ifti ile yapilan ve PCR ile ¢ogaltilan DNA
bdlgesinin uzunlugu beklenen sekilde elde edilmistir. Farkh lizat/adsorpsiyon
tamponu oranlari ile tam-kan 6rneginden izole edilerek PCR ile gogaltilan DNA
orneklerinin jel elektroforez goruntuleri, saf insan genomik DNA drneginden alinan
jel elektroforez goéruntlsu ile ¢ok iyi sekilde eslesmistir. Bu sonug¢ uygulanan
mikroekstraksiyon prosedurt ile elde edilen DNA’nin molekuiler butunligu

korunarak izole edildigini gostermektedir.
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5. GENEL SONUCLAR

Tez kapsaminda ilk olarak, insan tam-kan orneginden genomik DNA izolasyonu
amaciyla kullanilacak olan, silika mikrokurelerin olusturulmasi igin poli(MAA-co-
EDMA) mikrokurelerin sentezi gergeklestiriimistir. Polimerik mikroklre sentezinin
ardindan kesikli sistemde kullanilmak Gzere manyetik 6zellige sahip monodispers-
gOzenekli formda silika mikrokureler ve tek beslemeli mikroekstraksiyon
sisteminde kullanilmak Uzere monodispers-gozenekli silika mikrokureler

sentezlenmistir.

» Manyetik formda sentezlenen poli(MAA-co-EDMA) mikroktrelerin SEM
fotograflari incelendiginde dar bir boy dagilimina sahip oldugu goézlenmistir.
Ancak partikll Uzerinde ve gbdzenekli yapi icerisinde manyetik demir oksit
birikiminin olmasi kiresel formun bozulmasina neden olmustur.

» Sentezlenen manyetik poli(MAA-co-EDMA) polimerik  mikrokureler
Uzerinden manyetik silika sentezi gerceklestiriimistir. Sentezlenen manyetik
yaplya sahip monodispers-formda silika mikroklrelerin ortalama gbézenek
boyutu 8.6 nm olarak tayin edilmistir. Ylzeyi tekrar silikayla kaplanan,
SiO,@Mag-SiO,, mikroklrelerin ortalama gézenek boyutu 9.8 nm olarak
tayin edilmigtir.

» Monodispers silika mikrokureler iginde manyetik 06zellige sahip silika
mikrokurelerde kullanilan poli(MAA-co-EDMA) kalip materyal olarak
kullaniimistir. Sentezlenen monodispers mikrokurelerin ortalama gdzenek
boyutu, BET yontemi ile hesaplanarak, 13.5 nm olarak tayin edilmistir. Hem
BET ile gbzlenen mezogbzenekli yapinin hem de SEM ile gdzlenen
makrogozenekli yapinin varligi sentezlenen mikrokurenin her iki gbozenek
formunu (mezogbzenek ve makrogdzenek) bir arada igeren bimodal bir

g6zenek boy dagilimina sahip oldugunu ortaya koymustur.

Sentezlenen silika mikrokureler ile yapilan galismalarda, kesikli sistem ve tek
beslemeli sistem kullanilarak, insan tam-kan o6rneginden DNA izolasyon

performansi incelenmigtir.

» Kesikli sistem ile yapilan g¢alismalarda ilk olarak ticari olarak alinmig olan
insan genomik DNA kullanilmistir. Burada temel degdiskenler, tam-kan

deneylerinin en iyi performansta calisilabilmesi icin, optimize edilmigtir.
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Deneylerde en iyi performansa sahip olan manyetik partikilin segimi ve
adsorpsiyon tampon ortaminin pH’1 belirlenmis olup, tam-kan deneyleri igin
secilen kosullar ile c¢alismalar surdurdlmastir. SiO,@Mag-SiO;
mikroklrelerinin  DNA adsorpsiyon-desorpsiyon performansi Mag-SiO,
mikrokurelere kiyasla daha dusuktur. Adsorpsiyon ortami pH 6'da hem
izolasyon hem de desorpsiyon agisindan yuksek verim saglamistir. Tam-
kan orneginden vyapilan DNA izolasyon c¢alismalarinda Mag-SiO,
mikrokureleri ile ¢galismis ve adsorpsiyon ortam pH’1 6 olarak secilmigtir.
Kesikli sistemde tam-kan érneginden DNA izolasyonu igin iki farkli prosedur
denenmigstir. Bu prosedurlerden ilkinde izolasyon galigmalarinda uygulanan
asamalarda bir degisiklik olmamistir. ikinci prosediirde ise etanol/su
ylkamasindan sonra adsorpsiyon tamponu (pH 6) ile yikama basamagi
eklenmigtir. Standart izolasyon prosedurunde elde edilen verim %20-25
civarinda iken, adsorpsiyon tamponu eklenmis prosedurde bu verim %80
civarinda seyretmistir.

Tek beslemeli sistem icin yapilan calismalarda hangi lizat/adsorpsiyon
tamponu oraninin yuksek verimle sonuglanacagli ve bunun yaninda
mikrokolon icerisine gonderilen lizat miktarinin da izolasyon verimindeki
etkisi incelenmistir. Yapilan calismalarda 1/4 lizat/adsorpsiyon tamponu
kullanilarak 10 ul 6rnek hacmine sahip olan sistemin digerlerine kiyasla
daha yuksek izolasyon verimine ulastigi gézlenmistir. Bu verim %64’dur ve
literatlr ile kiyaslandiginda bu oran insan tam-kan o&rneginden DNA
izolasyonu igin ylksek bir degerdir.

Yeni bir sentez yontemi ile elde edilmis olan sorbentlerin, literatirdeki
orneklere bakildiginda, insan tam-kan oOrneginden DNA izolasyonuna
oldukga elverigli oldugu ve yuksek verimle DNA izolasyonu gergeklestirdigi

ortaya konmustur.
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Lisans : Hacettepe Universitesi Biyoloji Boliimii, Ankara

Yiksek Lisans : Hacettepe Universitesi Biyomiihendislik Anabilim Dali, Ankara

Yabanci Dil Diizeyi

ingilizce : lleri Diizey
Almanca : Baslangi¢ Duzeyi
Is Deneyimi
« 02/2017 — ... : Biyolog (Sanko Universitesi, Biyokimya Anabilim Dal,
Gaziantep)
+ 05/2015- ... : Sirket Mudurt (Partech Yazilim Donanim Muihendislik

Biyoteknoloji Nanoteknoloji Elektronik Ar-Ge Enerji Danismanlik ithalat

ihracat Sanayi ve Ticaret Ltd. Sirketi, Ankara), T.C. Bilim, Sanayi ve

Teknoloji Bakanligl Teknogirigsim Desteqgi

+ 09/2012 — 10/2012 : Yaz Staji (Ankara Univesitesi, Tip Fakiiltesi, Fizyoloji

Anabilim Dali, Ankara)

« 07/2011 —08/2011 : Yaz Staji (Gaziantep Universitesi, Tip Fakdltesi,

Molekuler Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Gaziantep)
Deneyim Alanlari

* Polimer Teknolojileri

* Mikroakiskan Sistemleri
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Biyoteknoloji

DNA Ektraksiyon Calismalari
Biyokimya

Klinik Arastirmalar

Nanoteknoloji

Tezden Uretilmis Projeler ve Biitgesi

Polimerik Formda Mikro Akigkanlar Dinamigi Tabanl Nukleik Asit Mikro-
Ekstraksiyon Platformu Geligtiriimesi, Tubitak (213S140), Proje Donemi:
01/10/2014 — 01/10/2016, Bitge: 414.112 TL.

Fonksiyonel Gruplu Formda Manyetik Silika MikrokUrelerin Sentezi ve
Biyoteknolojik Uygulama Performanslarinin Belirlenmesi, Tubitak (115M615),
Proje Donemi: 01/10/2015 — 01/04/2017, Butge: 301.815 TL

Tezden Uretilmis Yayinlar

Gunal G, Kip C, Ogut E, llhan H, Kibar G, Tuncel A, 2017, Comparative DNA
isolation behaviors of silica and polymer based sorbents: Monodisperse silica
microspheres with bimodal pore size distribution as a new sorbent for DNA
isolation, Atrtificial Cells, Nanomedicine, and Biotechnology, Artif Cells
Nanomed Biotechnol :1-7.

Gunal G, Kip C, Ogut E, Usta DD, Senlik E, Kibar G, Tuncel A, 2017, Human
genomic DNA isolation from whole blood using a simple microfluidic system
with silica- and polymer-based stationary phases, Materials Science and

Engineering: C, Volume 74: 10-20.

Tezden Uretilmis Teblig ve/veya Poster Sunumu ile Katildigi Toplantilar

Ali Tuncel, Guilgin Gunal, Eda Ogiit, Hasan ilhan, Cigdem Kip, DNA
Isolation Performance of Monodisperse-Porous Polymer

Microspheres Functionalized with Different Ligands As Sorbents In
Microfluidic System, HPLC 2015, 42nd International Symposium on High
Performance Liquid Phase Separations and Related Techniques, Geneva,
Switzerland, 21-25 Haziran, 2015.
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Ali Tuncel, Hasan ilhan, Giilgin Giinal, Eda Ogiit, Cigdem Kip, DNA
Isolation Performance of Plain/Magnetic Silica Microspheres with Bimodal
Pore-Size Distribution Using Mesoporous Silica Microspheres as A
Reference Material, HPLC 2015, 42nd International Symposium on High
Performance Liquid Phase Separations and Related Techniques, Geneva,
Switzerland, 21-25 Haziran, 2015.

E. Ogiit, C. Kip, G. Guinal, D.D. Usta, H. llhan, A.Tuncel, A Microfluidic
Human Genomic DNA Extraction System Using Monodisperse-Porous
Silica Microspheres with Bimodal Pore Size Distribution, HPLC 2016, 44th
International Symposium on High Performance Liquid Phase Separations
and Related Techniques, San Francisco, ABD, 19-24 Haziran, 2016.

G. Giinal, E. Ogiit, D. D. Usta, K. Salimi, M.C. Demir, C. Kip, A. Tuncel,
Magnetic-monodisperse silica microspheres for human genomic DNA
microextraction in-batch fashion, HPLC 2016, 44th International
Symposium on High Performance Liquid Phase Separations and Related
Techniques, San Francisco, ABD, 19-24 Haziran, 2016.
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HACETTEPE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
YUKSEK LiSANS TEZ CALISMASI ORJINALLIK RAPORU

HACETTEPE UNIVERSITESI
FEN BILIMLER ENSTITUSU
BiYOMUHENDISLIK ANABILIM DALI BASKANLIGI'NA

Tarih: 01/06/2017

Tez Basligi / Konusu: MANYETIK VE MANYETIK OLMAYAN SILIKA BAZLI SABIT FAZLAR KULLANAN DNA
MIKROEKSTRAKSIYON SISTEMLERININ GELISTIRILMESI

Yukarida bashgi/konusu gosterilen tez ¢alismamin a) Kapak sayfasi, b) Giris, c) Ana béliimler d) Sonug kisimlarindan
olusan toplam 64 sayfalik kismina iliskin, 01/06/2017 tarihinde sahsim tarafindan Turnitin adh intihal tespit
programindan asagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak alinmig olan orijinallik raporuna gore, tezimin benzerlik
orani %1'dir.

Uygulanan filtrelemeler:
1- Kaynakea haric
2- Alntlar dahil
3- 5kelimeden daha az drtiisme iceren metin kisimlari harig

Hacettepe (niversitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Tez Calisrmast Orjinallik Raporu Alinmasi ve Kullamilmasi Uygulama
Esaslari'ni inceledim ve bu Uygulama Esaslari’'nda belirtilen azami benzerlik oranlarina gére tez calismamin herhangi
bir intihal icermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirli hukuki sorumlulugu kabul
ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim,

Geregini saygilarimla arz ederim.

01/06/2017
Adi Soyadi:  Sevim Eda OGUT

Oprenci No: NI13121929

Anabilim Dal1i:  Biyomiithendislik

Programi: Biyomiihendislik - Yilksek Lisans

Statiisii: [ Y. Lisans [] Doktora [] Biitiinlesik Dr.

DANISMAN ONAYI

UYGUNDUR.
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